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摘要:采用不同的臭氧投加量, 考察了微囊藻毒素-LR(MC-LR)的降解效果, 并通过对臭氧氧化过程中产生的 8 种主要降解产

物的相对分子质量分析,推测其降解途径. 结果表明, 臭氧氧化降解 MC-LR主要通过 Adda 途径和 Mdha 途径来完成对 MC-LR

的降解和脱毒作用.臭氧氧化的 Adda途径是通过对 MC-LR上Adda 侧链的进攻, 断开具有活性的 Adda支链,而达到脱毒的目

的;臭氧氧化的 Mdha途径是通过对 MCs肽环上面Mdha和 Ala的断键,打开环状肽链, 使藻毒素失去活性, 在整个过程中 Adda

途径占主导地位.在 O3BMC 为 6 时,MC-LR的去除率最高可达到 92% .
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Abstract: Degradation and byproducts of microcystin-LR ( MC-LR) under different ozone dosages were investigated, and the pathway and

mechanism for the degradation of MC-LR were also elucidated according to the molecular weight of 8 degradation byproducts during ozonation

process in this paper. The results showed that there were two pathways for the degradation of MC-LR by ozone. The first one is that the diene

structure in Adda side chain was attacked and cleaved, which was named as Adda degradation pathway. The second one is that the pathway of

Mdha and Ala degradation, which was that the peptide bond betweenMdha and Ala was attacked and cleaved. Adda degradation pathway was

dominant and mainly responsible for the degradation of MC-LR by ozone. The removal of MC-LR by ozone could reach 92% when

O3BMC is 6.
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  淡水水体富营养化的加剧引起了藻类水华的频

繁发生,产生和释放的藻毒素导致人、畜中毒事件也

随之增多. 微囊藻毒素( microcystin, MC)是在全国范

围内分布最广、影响最大的一类环状七肽化合物毒

素
[ 1~ 3]

.它是由水华蓝藻产生的, 靶器官是肝脏, 它

能通过以下3种主要方式产生肝毒性: ¹ 通过抑制

蛋白磷酸酶活性, 导致动物肝细胞损伤、促瘤、出血

等
[ 4]
; º 激活肝细胞内核酸内切酶而损害DNA,引起

DNA链的无规则断裂
[ 5, 6]

; » 脂质过氧化引起的氧

化损伤作用
[ 7]
.在迄今发现的 70多种 MCs的异构体

中,微囊藻毒素-LR(MC-LR)是毒性最强的一种, 其

相对分子质量为 995, 结构为环状(-D-Ala-L-Leu-D-

MeAsp-L-Arg-Z-Adda-D-Glu-Mdha-) ,其中MeAsp为 D-

赤-B-甲基天冬氨酸, Adda 为 ( 2S , 3S , 8S, 9S )-3-

氨基-B-甲氧基-2, 6, 8-三甲基-10-苯基-4, 6-二烯

酸,Mdha 为 N-脱氢丙氨酸(图 1)
[ 8]
. 从 MC-LR的分

子结构可以看出,由于环肽结构和侧链Adda的共轭

双键,在通常条件下MC-LR具有较强的稳定性. 由

于它具有强毒性,通常的生物处理效果不明显
[ 9, 10]

.

因此,传统的水处理方法不能有效地去除MC-LR.

图 1  MC- LR( MW995)的结构式

Fig. 1  Structural formula for MC-LR(MW 995)

臭氧( O3 )氧化技术作为安全高效的水处理方

法,被广泛应用于有毒、有害、难降解有机物的去除

和饮用水的深度处理. 臭氧是一种具有选择性的强

氧化剂,对水体中带有不饱和基团(具有供电性)的

有机物有很好地去除效果.臭氧在水溶液能够通过

2种途径和有机物进行反应: 臭氧分子直接攻击和
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臭氧在溶液中产生一系列的活性自由基进行自由基

反应.这 2种方式都能有效地降解MC-LR,脱除其毒

性
[ 11~ 13]

.本研究以 MC-LR为对象, 利用高效液相色

谱-质谱( HPLC-MS)通过分析在臭氧氧化过程中的

降解产物的相对分子质量,探讨了MC-LR的臭氧氧

化降解途径和机制,并在此基础上对产物量和毒性

进行了初步探讨.

1  材料与方法

111  试验材料

MC-LR标准品 (分子式: C49H74N10O12 , MW=

995)购自Alexis公司(瑞士) ;甲醇、乙腈(色谱纯)购

自Merk公司(德国) ; 蛋白磷酸酶-1( PP-1)及其缓冲

溶液购自纽英伦生物技术有限公司(北京) ; 其它试

剂均为国产分析纯.

112  试验方法

11211  臭氧氧化处理

MC-LR的臭氧氧化反应采用序批的方式进行.

首先使用微孔曝气的方法制备饱和臭氧水, 使用靛

蓝二磺酸钠分光光度法 ( IDS)
[ 14]
确定其浓度为

16138 mg#L- 1
,然后迅速使定量的臭氧水和 MC-LR

水溶液混合,充分摇晃60 s,在 25 e 下静置30 min使

其充分反应, 最后定容至 1 mL.反应后样品直接使

用HPLC-MS检测.本研究使用不同的反应比例( O3B

MC, 物质的量比,下同) . 1B1、2B1、4B1和 6B1考察

MC-LR的降解以及副产物的产生情况.

11212  检测方法

MC-LR及其降解产物使用 HPLC-MS检测. 色谱

条件为色谱柱: Sunfire C18 ( 150 mm @ 211 mm I. D. ) ;

柱温: 3010 e ; 流动相: 乙腈-水-三氟乙酸 (体积比,

35B65B011) ;流速: 013 mL#min- 1
;进样体积: 10 LL;

藻毒素定量检测波长: 238 nm. 质谱条件为电离方

式: ESI( + ) ; 喷雾电压: 317 kV; 脱溶剂温度: 300 e ;

源温: 120 e ;离子能量: 110 V;扫描范围: mPz 100~

1 200.

MC-LR的毒性用 PP-1抑制法确定
[ 15,16]

. PP-1用

Buffer A( 50 mmol#L- 1
Tris-HCl, 110 g#L- 1

小牛血清,

110 mmol#L- 1
MnCl2 和 20 mmmol#L- 1

巯基乙醇)稀

释;对硝基苯磷酸盐使用 Buffer B( 50 mmol#L- 1
Tris-

HCl, 20 mmol#L- 1
MgCl2 , 012 mmol#L- 1

MnCl2和 015

g#L- 1
小牛血清)溶解;用于PP-1检测的MC-LR样品

(包括臭氧处理后的样品)用超纯水稀释1 000倍, 在

96孔板和 Buffer A和 B混合.空白样品不含 PP-1, 用

Buffer A代替. 空白和对照均不含 MC-LR, 用超纯水

代替, 其余均和样品孔相同. 然后将 96 孔板置于

37 e 保温 1 h,在该过程中用酶标仪在 405 nm测定

对硝基苯的含量. 最后,根据 MC-LR 标准曲线推算

出水样中MC-LR(和产物)的毒性.

2  结果与讨论

211  MC-LR的臭氧氧化降解

对实验室用超纯水配置的纯 MC-LR样品进行

臭氧化处理,结果如图 2所示.MC-LR在不同臭氧投

加量有不同程度的降解.在反应初始 MC-LR浓度为

50 Lg#L- 1
的条件下, 投加同摩尔的臭氧可以达到

30%的降解率,随着臭氧投加量的增大, 在 6倍物质

量的臭氧投加条件下, MC-LR 的降解率可以高达

92%( HPLC测定结果) . 这表明, 臭氧氧化对MC-LR

的降解效果比较明显.

图 2  不同臭氧投加量对 MC-LR的降解效果

Fig. 2 MC-LR degradation under different ozone dosage

212  MC-LR降解机制分析

通常认为,MC-LR的毒性由它的侧链活性基团

Adda表现出来, 它是 MCs 致毒的主要原因
[ 17]

. 另

外,MCs七肽环的结构和性质也能影响到 MCs的毒

性,比如MC-LR毒性要远远高于 MC-RR, 但是它们

都具有 Adda 基团, 唯一的差别在于 MC-LR在 2号

位是一个亮氨酸( L) (见图 1) ,而MC-RR的 2号位氨

基酸为精氨酸( R)
[ 18]

. 本研究采用逐渐加大投加臭

氧的方法,以产物相对分子质量来确定MC-LR臭氧

氧化过程中的产物, 从而来推断其降解途径. 通过

LC-MS检测发现的 7种代表性副产物(见表1) , 初步

可以将其降解归纳为以下 2种途径.

21211  Adda途径

臭氧分子或者其自由基攻击能够导致 MC-LR
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      表 1 臭氧氧化 MC-LR过程中产物(HPLC-MS检测)

Table 1  MC-LR and its byproducts during ozonation detected by HPLC-MS

化合物 相对分子质量 mPz 保留时间Pmin

MC-LR 995 [M+ H] + 996 8188

化合物 2、3 1029 [M+ H] + 1030 8145

化合物 4 835 [M+ H] + 836 7169

化合物 5 795 [M+ H] + 796 7137

化合物 6 811 [M+ H] + 812 10145

化合物 7 943 [M+ Na] + 966 9189

化合物 8 743 [M+ H] + 744 8122

的Adda侧链基团的断裂, 从而去除 MC-LR的活性.

其途径可初步推算如图 3, 在臭氧氧化体系下, MC-

LR首先在 Adda 侧链基团的4~ 5位或者 6~ 7位断

开共轭双键而产生二醇(化合物 2、3,MW 1029) . 不

稳定的二醇在自由基攻击下,在上述 2个位置断键

产生醛类物质.其中MC-LR的二醇类副产物在 4~ 5

位发生的断键反应产生化合物 4, 相对分子质量

835;而在 6~ 7位发生的断键反应产生的物质化合

物 5,相对分子质量 795.当然,化合物 4 由于其在 6

~ 7位不饱和双键的还原性, 在臭氧氧化体系下能

够被进一步氧化分解形成化合物 5.

在整个反应过程中, 由于化合物 5(醛)的化学

结构不稳定(还原性) , 能够被进一步羟基化生成稳

定的化合物 6(酸) ,相对分子质量为811. Liu等
[19]
在

研究使用TiO2 光催化降解MC-LR过程中,也发现了

类似的降解途径. 本研究虽然使用了不同的高级氧

化方法,但是就其机制而言,同样都是主要通过体系

产生的#OH对目标有机化合物进攻来完成.

图 3  MC-LR 臭氧氧化降解的 Adda途径

Fig. 3  Byproducts and proposed react ion pathways for MC-LR degradat ion by ozone on the Adda side chain

21212  Mdha途径

研究还发现臭氧氧化过程中由于强氧化导致的

MC-LR 七肽环在特定位置的断裂, 打开形成直链

MC( Mdha途径) . MC-LR臭氧氧化降解的Mdha 途径

可由图 4给出解释.可以看出, 臭氧氧化体系中MC-

LR的七肽环的断裂主要发生在 Mdha 和 Ala之间,

得到 1个相对分子质量为 942的直链化合物(化合

物7) .同时,进一步对降解产物检索发现,得到化合

物 8(MW 743) ,它是一个不仅Adda侧链被切断而且

七肽环被打开的直链 MC-LR 降解产物. 这说明

Mdha 途径和Adda途径是相互联系的一个过程
[19]

.

本研究在分析 MC-LR臭氧降解的Mdha 途径过

程中发现的化合物比较少. 这可能有如下 2个原因:

¹ 由于本研究实验过程中初始 MC-LR量比较小; º

MC-LR的七肽环比较稳定,臭氧氧化对其的降解效

果较差,从而导致其产物种类和量都比较少(低于检
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测限)
[20, 21]

. 为此, 对MC-LR的主要臭氧氧化降解产

物进行了半定量分析(以离子强度比较其相对含

量) , 从而确定反应的主导途径.

图 4  MC- LR 的臭氧氧化降解 Adda途径

Fig. 4 Byproducts from the MC-LR degradat ion by

ozone on the pept ide ring

21213  降解产物量的分析

图 5 臭氧氧化 MC-LR过程中的产物量的变化

Fig. 5  React ion profile of byproducts ( l ist by MW) from

degradation of MC-LR by ozone

图 5表明了 MC-LR 臭氧降解过程中 7 种主要

降解产物的变化情况. 该图以检测到的量最大的降

解产物(O3BMC-LR为 4,化合物 5)的总离子强度为

基数 1作为参照来确定产物比例.可以看出,相对分

   

子质量为795(化合物 5)、835(化合物 4)和1 029(化

合物2、3)的化合物检出的量占绝对优势.它们都是

MC-LR的Adda降解途径的产物. 这说明了在MC-LR

的降解过程中,Adda途径占主导地位.而 Mdha途径

产物不仅种类比较少, 而且量也很低.另外,研究发

现在臭氧投加量为4B1 ( O3BMCs)时,各降解产物的

量都达到了最大. 这可以解释为, 臭氧氧化 MC-LR

过程中产物的出现是一个积累和反应的动态过程,

这些产物在产生的同时又会进一步反应生成其它物

质,在本试验过程中检测到的只不过是其中具有代

表性的(稳定、量大)产物,并以此再推断反应的主要

途径和方式
[ 22]

.

213  产物去毒效果分析

综上所述,臭氧氧化MC-LR能够产生一系列副

产物,这些副产物主要可以分为 3类: ¹ Adda侧链

被破坏(羟基化或者断键)但是具有完整七环肽的化

合物; º 七肽环被破坏但是 Adda 侧链完整的直链

肽化合物; » Adda侧链基团和七环肽均被破坏的化

合物.它们都是MC-LR臭氧氧化 2种典型途径的产

物.但是并不能证明这些被氧化降解的产物是否已

经脱毒成功,能否达到饮用水安全要求.

为此,本研究同时使用PP-1(毒性检测)和HPLC

(MC-LR含量检测)方法来分析臭氧氧化对 MC-LR

的脱毒效果
[ 23,24]

(见图 2) . 结果表明,在不同臭氧使

用量下, 2种检测方法结果比较一致,这说明MCs的

副产物对蛋白磷酸酶没有抑制作用或者抑制作用不

明显.其中, PP1对 MCs检测的毒素含量相比 HPLC

结果要稍大, 但都在误差范围内. 这也体现了 MCs

的降解产物体外毒性的消失或者降低, 初步证明了

臭氧氧化对MCs去毒的可靠性.

3  结论

( 1) 臭氧氧化能够有效地降解 MC-LR, 在

O3BMC-LR为 6(物质的量比)的条件下, MC-LR的去

除率达到 92% . 在降解的同时, 通过蛋白磷酸酶-1

抑制毒性检测证实了其去毒作用的可靠性.

( 2)臭氧氧化降解 MCs主要通过 Adda 途径和

Mdha 途径来完成对MCs的降解和脱毒.臭氧氧化的

Adda途径是通过对 MCs 上 Adda 侧链的进攻, 断开

具有活性的 Adda 直链, 而达到去毒的目的;臭氧氧

化的Mdha途径是通过对MCs肽环上面Mdha 和Ala

的断键,打开环状肽链, 使藻毒素失去活性.整过程

中 Adda途径占主导作用.
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