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摘要:采用臭氧氧化的方法对微囊藻毒素-RR(MC-RR)进行降解.结果表明，在 O3 ∶ MC-RR(物质量比)为 6 的条件下，MC-RR
的去除率最高可达到 83. 0% ;pH上升、水中 NOM含量增加都能显著降低MC-RR的臭氧降解效果.使用 HPLC-MS考察了MC-
RR的臭氧降解产物，并在此基础上探讨了 MC-RR的臭氧氧化降解途径:主要通过 Adda 途径和 Mdha 途径来完成对 MC-RR
的降解和脱毒作用.臭氧氧化的 Adda途径是通过对 MC-RR 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，其中 Adda途径过程中的苯环羟基化作用对整个过程有促进作用;臭氧氧化的 Mdha 途径是通过对 MC-RR 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.
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Degradation of Microcystin-RR by Ozonation Process
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Abstract:Degradation of algal toxin Microcystin-RR (MC-RR) by ozonation processes was investigated. The degradation rate of MC-
RR reached 83. 0% at ozone /MC-RR dosage of 6，and the degradation efficiency was decreased with increase of pH or NOM contents.
Ozonation byproducts of MC-RR under different ozone dosages were detected by HPLC-MS to elucidate degradation mechanisms and
pathways. The results showed that MC-RR degradation by attacking of ozone and hydrogen radicals mainly involved in substitution and
cleavage of the Adda conjugated diene structure，cleavage of the peptide bond between Mdha and Ala. And Adda degradation pathway
exerted a dominant position during the process.
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国内外微囊藻毒素 (MCs)研究比较多的主要
有 2 种:MC-LR和 MC-RR，其中 MC-LR的毒性比较
大，小鼠半数致死剂量 (LD50 )为 50 μg· kg －1

左

右
［1］; MC-RR 毒性较小，LD50在 235 μg·kg －1

左

右
［2］，但在太湖蓝藻水华中的含量比较大，其检测

到的含量大约是 MC-LR 的 10 倍左右. MC-RR 相对
分子 质 量 为 1 037，结 构 为 环 (-D-Ala-L-Arg-D-
MeAsp-L-Arg-Z-Adda-D-Glu-Mdha-)，其中 MeAsp 为
D-赤-β-甲基天冬氨酸，Adda 为 (2S，3S，8S，9S)-
3-氨基-β-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)［3］. 从 MC-RR 的
分子结构可以看出，由于七环肽结构和侧链 Adda
的共轭双键，在通常条件下MC-RR具有较强的稳定
性
［4］.它含有多个羧基、氨基、酰胺基等极性官能
团，具有较好的溶解性，在沸水中也能稳定存在;它

还能在不同 pH条件下、光照降解过程中保持稳定;
另外由于它有较强的毒性，一般的微生物处理效果

也不明显
［5，6］.
活性炭吸附可以有效地去除 MC-RR，但是不能

图 1 MC-RR(Mr = 1 037)的结构式

Fig. 1 Structural formula for MC-RR(Mr = 1 037)

破坏其结构脱除其毒性，而且由于活性炭吸附的无

选择性，水体中的杂质会通过竞争吸附作用影响

MC-RR的去除效果. 化学氧化的方法能有效破坏
MC-RR结构，脱除其毒性. 通常使用的氧化方法有
臭氧氧化

［7 ～ 9］、电化学氧化［10］、超声氧化［11］、光催
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化氧化
［12］
以及不同氧化方法间的联用.本研究采用

臭氧氧化的方法，以 MC-RR 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-RR的臭氧
氧化降解机制，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

1. 1 实验材料
MC-RR 标准品(分子式:C49 H75 N13 O12，Mr =

1 037)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.
Waters ZMD 4000 高效液相色谱-质谱联用仪

(Waters，美 国); Rotavapor R-200 旋 转 蒸 发 仪
(BUCHI，瑞士);实验室用高浓度臭氧发生器
(DHX-SS-O3，哈尔滨);全自动酶标仪 ( SPECTRA
max 384 plus，美国) .
1. 2 实验方法
1. 2. 1 臭氧氧化处理

MC-RR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)［13］确定其浓度为
16. 38 mg·L －1，然后迅速使定量的臭氧水和 MC-
RR溶液混合，充分摇晃 60 s，然后静置 30 min 使其
充分反应.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［n(O3) ∶ n(MC)为 1 ∶ 1、
2∶ 1、4∶ 1和 6∶ 1］及 pH 和 NOM 浓度考察 MC-RR 的
降解以及副产物的产生情况.
1. 2. 2 检测方法

MC-RR及其降解产物使用 HPLC-MS 检测. 色
谱条件为色谱柱: Sunfire C18 (150 mm × 2. 1 mm
I. D. );柱温:30. 0℃;流动相:乙腈∶水∶ 三氟乙酸 =
35∶ 65 ∶ 0. 1);流速:0. 3 mL·min －1;进样体积:10
μL;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:3. 7 kV;脱溶剂温度:
300℃;源温:120℃;离子能量:1. 0 V;扫描范围:m/z
100 ～ 1 200.

MC-RR的毒性用 PP-1 抑制法确定［14，15］. PP-1
用 Buffer A(50 mmol·L －1 Tris-HCl，1. 0 g·L －1

小

牛血清，1. 0 mmol·L －1 MnCl2 和 20 mmol·L －1
巯

基乙醇)稀释;对硝基苯酚磷酸酯使用 Buffer B(50
mmol·L －1 Tris-HCl、20 mmol·L －1 MgCl2、0. 2

mmol·L －1MnCl2和 0. 5 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-RR，用超纯水代替，其余均和样
品孔相同. 然后将 96 孔板置于 37℃保温 1 h，在该
过程中用酶标仪在 405 nm 测定对硝基苯酚磷酸酯
降解产物的含量. 最后，根据 MC-RR 标准曲线推算
出水样中 MC-RR(和产物)的毒性.

2 结果与讨论

2. 1 MC-RR的臭氧氧化降解
2. 1. 1 不同臭氧投加量对 MC-RR降解的影响
对用超纯水配置的纯 MC-RR 样品进行臭氧化

处理，结果如图 2 所示. MC-RR 在不同臭氧投加量
有不同程度的降解. 在 MC-RR 反应初始浓度为 50
μg·L －1
的条件下，投加同摩尔的臭氧可以达到

26. 1%的降解率，随着臭氧投加量的增大，在 6 倍物
质的量臭氧投加条件下，MC-RR的降解率可以高达
83. 0% (HPLC测定结果) .这表明，臭氧氧化对 MC-
RR有较好的降解效果.

图 2 不同臭氧投加量对MC-RR的降解效果
Fig. 2 MC-RR degradation under different ozone dosages

2. 1. 2 不同 pH条件对 MC-RR降解的影响
在污染物的臭氧氧化过程中，pH的变化能够改

变反应过程，并最终影响整个反应的降解速率
［7］.

本研究考察了 MC-RR的纯水溶液在初始浓度为 50
μg·L －1、臭氧投加比例为 4 倍物质的量的条件下，
pH在从 4. 20 升高到 10. 80 的过程中总降解率的变
化，见表 1. 随着 pH 的上升，MC-RR 的降解率由酸
性条件下的 96. 4%降低到碱性条件下的 28. 5%，可
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表 1 pH对MC-RR臭氧降解的影响
Table 1 Effects of pH on the degradation of MC-RR by ozonation

pH 4. 20 5. 50 7. 00 8. 20 9. 50 10. 80

MC-RR降解率 /% 96. 4 ± 3. 5 82. 7 ± 1. 9 71. 0 ± 2. 6 55. 6 ± 1. 8 42. 3 ± 0. 8 28. 5 ± 1. 2

见 pH是影响降解速率的重要因素之一. 在酸性条
件下臭氧分子具有更高的氧化还原电位(2. 07 V)
和稳定性，在纯水溶液中表现了更强的氧化降解能

力.在 pH 从 4. 20 升高到 10. 80 的过程中，MC-RR
的臭氧降解率降低了 70. 4% .
2. 1. 3 不同饮用水水质对 MC-RR降解的影响
在常规的给水过程中，NOM广泛存在于自然水

体和水厂的不同处理工段. NOM 主要表现为腐殖质
和藻类有机物，是 TOC 的主要表现物质，并产生
UV254 . 本研究考察了 MC-RR 在初始浓度为 50
μg·L －1、pH 7. 0、臭氧投加比例为 4 倍物质的量的
条件下，不同水质(NOM 浓度)条件对 MC-RR 臭氧
氧化的影响.由表 2 可知，原水中 NOM 浓度的升高
(表现为 TOC 浓度的升高)，可以抑制臭氧对 MC-
RR的降解反应. 在原水中 TOC 从 0 升高到 8. 31
mg·L －1
时，MC-RR降解率从原来的 71. 0%减少到

19. 3%，降低了 72. 8% .说明 NOM 能够和臭氧进行
反应，导致了它和 MC-RR 臭氧降解过程中的竞争
作用.

表 2 NOM对MC-RR臭氧降解的影响
Table 2 Effects of NOM on the degradation of MC-RR by ozonation

水样 TOC /mg·L －1 UV254 /cm －1 MC-RR降解率 /%

1 0 0. 012 71. 0 ± 2. 6

2 1. 45 0. 054 47. 8 ± 3. 3

3 2. 92 0. 076 29. 5 ± 1. 5

4 5. 38 0. 195 22. 0 ± 1. 7

5 8. 31 0. 213 19. 3 ± 1. 2

2. 2 MC-RR降解机制分析
通常认为，MC-RR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［16］. 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，唯一的差别在于它们在 2 号位氨
基酸残基的不同. MC-LR 在 2 号位是一个亮氨酸
(L)，而 MC-RR 的 2 号位氨基酸为精氨酸(R) (见
图 1)［17］. 本研究采用步进投加臭氧的方法，使用
HPLC-MS检测，以分子量来确定 MC-RR 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 11 种代表性副产物(见表 3)，初步可以
将其降解途径归纳如下.
2. 2. 1 Adda途径
臭氧分子或者其自由基进攻能够导致 MC-RR

的 Adda 侧链基团的断裂，从而去除 MC-RR 的活
性.其途径可如图 3，在臭氧氧化体系下，MC-RR 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，Mr = 1 071) .紧接着，
不稳定的二醇在自由基进攻下，在上述 2 个位置断
键产生醛类物质. 其中 MC-RR 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
为 877;而在 6-7 位发生的断键反应产生的物质化合
物 5，相对分子质量为 837. 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.

表 3 臭氧氧化MC-LR过程中产物(HPLC-MS检测)

Table 3 MC-LR and its byproducts during ozonation detected by HPLC-MS

化合物
相对分

子质量
m/z 保留时

间 /min

MC-RR 1 037 ［M +2H］2 + 520 9. 09

化合物 2、3 1 071 ［M +2H］2 + 537 8. 38

化合物 4 877 ［M +2H］2 + 440 2. 73

化合物 5 837 ［M +2H］2 + 420 2. 52

化合物 6 853 ［M +2H］2 + 428 2. 24

化合物 7 1 069 ［M +2H］2 + 536 7. 73

化合物 8 1 053 ［M +2H］2 + 528 8. 54

化合物 9、10 1 087 ［M +2H］2 + 566 8. 77

化合物 11 985 ［M + H］+ 986 6. 27

化合物 12 785 ［M + H］+ 786 5. 03

在整个反应过程中，由于化合物 5(醛)的化学
结构不稳定性(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 853. Lawton
等
［12］
在研究使用 TiO2 光催化降解 MCs 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.
另外，对 MC-RR 的臭氧氧化研究还发现了
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Adda侧链降解过程中的苯环羟基化作用，见图 4.
首先，臭氧氧化的自由基途径能够和 Adda侧链 1 号
位上的苯环发生加成反应，使苯环带上 1 个或者 2
个羟基，其中带上 1 个羟基的物质为化合物 8，相对
分子质量为1 053，给出基峰为 528 (m/z)的［M +
2H］2 +离子峰;带上 2 个羟基的物质为化合物 7，相

对分子质量为1 069，给出基峰为 536 (m/z)的［M +
2H］2 +离子峰. MC-RR 在经过苯环羟基化反应后，
由于本身基团的供电性的增强，更加强了其在臭氧

氧化反应体系中的活性，更有利于进一步按照 Adda
氧化途径反应生成其他副产物 9、10，最后断键成为
副产物 5，具体见图 4.

图 3 MC-RR臭氧氧化降解的 Adda途径
Fig. 3 Byproducts and proposed reaction pathways for MC-RR degradation by ozone on the Adda side chain

2. 2. 2 Mdha途径
研究中笔者发现，臭氧氧化过程中由于强氧化

导致的MC-RR七肽环在特定位置的断裂，打开形成
直链 MC (Mdha 途径) . MC-RR 臭氧氧化降解的
Mdha途径见图 5. 由图 5 可以看出，臭氧氧化体系
中 MC-RR的七肽环的断裂主要发生在 Mdha 和 Ala
之间，得到一个相对分子质量为 986 的直链化合物
(化合物 11) .同时，进一步对降解产物检索发现，得
到化合物 12(Mr 785)，它是一个不仅 Adda 侧链被
切断而且七肽环被打开的直链 MC-RR降解产物.这
说明 Mdha途径和 Adda 途径是相互联系的一个过
程
［18］.
笔者在研究 MC-RR 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-RR量比较小;②

MC-RR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

检测限)
［19］.为此，本研究对 MC-RR 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.
2. 2. 3 降解产物量的分析
图 6 说明了 MC-RR臭氧降解过程中 11 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［n(O3) ∶ n(MC-RR)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. 由图 6
可以看出，相对分子质量为 837(化合物 5)、877(化
合物 4)、1053(化合物 8)和 1071(化合物 2、3)的化
合物检出的量占绝对优势. 它们都是 MC-RR 的
Adda降解途径的产物. 这说明在 MC-RR 的降解过
程中，Adda途径占主导地位.而Mdha途径产物不仅
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图 4 MC-RR Adda侧链降解过程中的苯环羟基化
Fig. 4 Ring hydroxylation pathways for MC-RR degradation by ozone on the Adda side chain

种类比较少，而且量也很低. 另外，研究发现在臭氧
投加量 n(O3) ∶ n(MCs)为 4 ∶ 1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-RR 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，笔者在实验过程中检测到的只不过是其中具有

代表性的(稳定、量大)的产物，并以此来推断反应
的主要途径和方式

［20］. 对于该部分工作，本研究会
进一步深入，以阐明其途径.
2. 3 产物去毒效果分析
综上所述，臭氧氧化MC-RR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;② 七肽环被破坏但是 Adda 侧链完整的直

链肽化合物;③ Adda 侧链基团和七环肽均被破坏
的化合物.它们都是 MC-RR臭氧氧化 2 种典型途径
的产物，但是却不能了解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-RR含量检测)方法来对照分析以确定臭
氧氧化对 MC-RR 脱毒效果［21，22］(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，但是都在误差范
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.
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图 5 MC-RR的臭氧氧化降解 Adda途径
Fig. 5 Byproducts from the MC-RR degradation

by ozone on the peptide ring

图 6 臭氧氧化MC-LR过程中的产物量的变化
Fig. 6 Reaction profile of byproducts ( list by Mr)

from degradation of MC-LR by ozone

3 结论

(1) 臭氧氧化能够有效地降解 MC-RR，在 n
(O3) ∶ n(MC-RR)为 6 的条件下，MC-LR 的去除率
达到 83% .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. pH 从 4. 20

升高到 10. 80，MC-RR 降解率降低了 70. 4% ;原水
中 NOM(以 TOC计)从 0 升高到 8. 31 mg·L －1，MC-
RR降解率降低了 72. 8% .
(2)臭氧氧化降解 MC-RR主要通过 Adda 途径

和 Mdha途径来完成对 MC-RR 的降解和脱毒作用.
臭氧氧化的 Adda途径是通过对 MC-RR 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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