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摘要!采用臭氧氧化的方法对微囊藻毒素D//"16D//#进行降解B结果表明$在 0*z16D//"物质量比#为 % 的条件下$16D//

的去除率最高可达到 &*‘(m’N\上升(水中 ,01含量增加都能显著降低 16D//的臭氧降解效果B使用 \V46D15 考察了 16D

//的臭氧降解产物$并在此基础上探讨了 16D//的臭氧氧化降解途径!主要通过 3??C途径和 1?:C途径来完成对 16D//

的降解和脱毒作用B臭氧氧化的 3??C途径是通过对 16D//上 3??C侧链的进攻$断开具有活性的 3??C支链$而达到脱毒的

目的$其中 3??C途径过程中的苯环羟基化作用对整个过程有促进作用’臭氧氧化的 1?:C途径是通过对 16D//肽环上面
1?:C和 3;C的断键$打开环状肽链$使藻毒素失去活性B在整个过程中 3??C途径占主导地位B
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!!国内外微囊藻毒素 "16M#研究比较多的主要
有 ’ 种!16D4/和 16D//$其中 16D4/的毒性比较
大$小鼠半数致死剂量 "4W)( #为 )( #U. HUg"左

右 *"+ ’ 16D//毒性较小$4W)( 在 ’*) #U.HU
g" 左

右 *’+ $但在太湖蓝藻水华中的含量比较大$其检测
到的含量大约是 16D4/的 "( 倍左右B16D//相对
分 子 质 量 为 " (*$$ 结 构 为 环 "DWD3;CD4D3KUDWD
1@3MND4D3KUD[D3??CDWDZ;>D1?:CD#$其中 1@3MN 为
WD赤D!D甲基天冬氨酸$3??C为 "’J$ *J$ &J$ #J#D
*D氨基D!D甲氧基D’$ %$ &D三甲基D"(D苯基DE$ %D二烯
酸$1?:C为 :D脱氢丙氨酸 "图 "# **+B从 16D//的
分子结构可以看出$由于七环肽结构和侧链 3??C

的共轭双键$在通常条件下 16D//具有较强的稳定
性 *E+B它含有多个羧基(氨基(酰胺基等极性官能
团$具有较好的溶解性$在沸水中也能稳定存在’它
还能在不同 N\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$一般的微生物处理效果
也不明显 *)$%+B

活性炭吸附可以有效地去除 16D//$但是不能

图 IJO-.EE$"&YI SMR%的结构式

=AUB"!59K>L9>KC;R7KF>;CR7K16D//"9Ks" (*$#

!

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
16D//的去除效果B化学氧化的方法能有效破坏
16D//结构$脱除其毒性B通常使用的氧化方法有
臭氧氧化 *$ h#+ (电化学氧化 *"(+ (超声氧化 *""+ (光催
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化氧化 *"’+以及不同氧化方法间的联用B本研究采用
臭氧氧化的方法$以 16D//为对象$利用高效液相
色谱D质谱"\V46D15#通过分析在臭氧氧化过程中
的降解产物的相对分子质量$探讨了 16D//的臭氧
氧化降解机制$并在此基础上对产物量和毒性进行
了初步探讨B

IJ材料与方法

ILI!实验材料
16D//标准品 "分子式!6E# \$) ,"* 0"’$ 9Ks

" (*$#购自 3;@IAM公司 "瑞士#’甲醇(乙腈 "色谱
纯#购自 1@KH 公司"德国#’蛋白磷酸酶D""VVD"#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B

cC9@KM[1WE((( 高效液相色谱D质谱联用仪
"cC9@KM$ 美 国 #’ /79CSCN7K/D’(( 旋 转 蒸 发 仪
"TX6\.$ 瑞士 #’实验室用高浓度臭氧发生器
"W\_D55D0*$哈尔滨#’全自动酶标仪 " 5V+62/3
FCI*&E N;>M$ 美国#B
ILK!实验方法
ILKLI!臭氧氧化处理

16D//的臭氧氧化反应采用序批的方式进行B
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 ".W5# *"*+ 确定其浓度为

"%‘*& FU.4g"$然后迅速使定量的臭氧水和 16D
//溶液混合$充分摇晃 %( M$然后静置 *( FA8 使其
充分反应B反应后样品直接使用 \V46D15 检测B本
研究使用不同的反应比例* ."0* #z."16#为 "z"(
’z"(Ez"和 %z"+及 N\和 ,01浓度考察 16D//的
降解以及副产物的产生情况B
ILKLK!检测方法

16D//及其降解产物使用 \V46D15 检测B色
谱条件为色谱柱! 5>8RAK@6"& " ")( FFk’‘" FF
.BWB#’柱温!*(‘(u’流动相!乙腈z水z三氟乙酸 s
*)z%)z(‘"#’流速!(‘* F4.FA8 g"’进样体积!"(
#4’藻毒素定量检测波长!’*& 8FB质谱条件为电离
方式!+5." a#’喷雾电压!*‘$ H-’脱溶剂温度!
*((u’源温!"’(u’离子能量!"‘( -’扫描范围!/>Q
"(( h" ’((‘

16D//的毒性用 VVD" 抑制法确定 *"E$")+BVVD"
用 T>RR@K3")( FF7;.4g" 2KAMD\6;$"‘( U.4g"小
牛血清$"‘( FF7;.4g" 186;’ 和 ’( FF7;.4

g"巯

基乙醇#稀释’对硝基苯酚磷酸酯使用 T>RR@KT")(
FF7;.4g" 2KAMD\6;( ’( FF7;.4g" 1U6;’( (‘’

FF7;.4g"186;’和 (‘) U.4
g" 小牛血清#溶解’用

于 VVD" 检测的 16D4/样品"包括臭氧处理后的样
品#用超纯水稀释" (((倍$在 #% 孔板和 T>RR@K3和
T混合B空白样品不含 VVD"$用 T>RR@K3代替B空白
和对照均不含 16D//$用超纯水代替$其余均和样
品孔相同B然后将 #% 孔板置于 *$u保温 " :$在该
过程中用酶标仪在 E() 8F测定对硝基苯酚磷酸酯
降解产物的含量B最后$根据 16D//标准曲线推算
出水样中 16D//"和产物#的毒性B

KJ结果与讨论

KLI!16D//的臭氧氧化降解
KLILI!不同臭氧投加量对 16D//降解的影响
对用超纯水配置的纯 16D//样品进行臭氧化

处理$结果如图 ’ 所示B16D//在不同臭氧投加量
有不同程度的降解B在 16D//反应初始浓度为 )(
#U.4g"的条件下$投加同摩尔的臭氧可以达到
’%‘"m的降解率$随着臭氧投加量的增大$在 % 倍物
质的量臭氧投加条件下$16D//的降解率可以高达
&*‘(m"\V46测定结果#B这表明$臭氧氧化对 16D
//有较好的降解效果B

图 KJ不同臭氧投加量对 O-.EE的降解效果

=AUB’!16D//?@UKC?C9A78 >8?@K?ARR@K@897d78@?7MCU@M

!

KLILK!不同 N\条件对 16D//降解的影响
在污染物的臭氧氧化过程中$N\的变化能够改

变反应过程$并最终影响整个反应的降解速率 *$+B
本研究考察了 16D//的纯水溶液在初始浓度为 )(
#U.4g"(臭氧投加比例为 E 倍物质的量的条件下$
N\在从 E‘’( 升高到 "(‘&( 的过程中总降解率的变
化$见表 "‘随着 N\的上升$16D//的降解率由酸
性条件下的 #%‘Em降低到碱性条件下的 ’&‘)m$可

(E’"
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!!! 表 IJ$:对 O-.EE臭氧降解的影响

2CQ;@"!+RR@L9M7RN\78 9:@?@UKC?C9A78 7R16D//Q<7d78C9A78

N\ E‘’( )‘)( $‘(( &‘’( #‘)( "(‘&(

16D//降解率Om #%‘E q*‘) &’‘$ q"‘# $"‘( q’‘% ))‘% q"‘& E’‘* q(‘& ’&‘) q"‘’

见 N\是影响降解速率的重要因素之一B在酸性条
件下臭氧分子具有更高的氧化还原电位 "’‘($ -#
和稳定性$在纯水溶液中表现了更强的氧化降解能
力B在 N\从 E‘’( 升高到 "(‘&( 的过程中$16D//
的臭氧降解率降低了 $(‘EmB
KLILM!不同饮用水水质对 16D//降解的影响
在常规的给水过程中$,01广泛存在于自然水

体和水厂的不同处理工段B,01主要表现为腐殖质
和藻类有机物$是 206的主要表现物质$并产生
X-’)EB本研究考察了 16D//在初始浓度为 )(

#U.4g"(N\$‘((臭氧投加比例为 E 倍物质的量的
条件下$不同水质",01浓度#条件对 16D//臭氧
氧化的影响B由表 ’ 可知$原水中 ,01浓度的升高
"表现为 206浓度的升高#$可以抑制臭氧对 16D
//的降解反应B在原水中 206从 ( 升高到 &‘*"
FU.4g"时$16D//降解率从原来的 $"‘(m减少到
"#‘*m$降低了 $’‘&mB说明 ,01能够和臭氧进行
反应$导致了它和 16D//臭氧降解过程中的竞争
作用B

表 KJ=CO对 O-.EE臭氧降解的影响

2CQ;@’!+RR@L9M7R,0178 9:@?@UKC?C9A78 7R16D//Q<7d78C9A78

水样 206OFU.4g" X-’)E OLF
g" 16D//降解率Om

" ( (‘("’ $"‘( q’‘%

’ "‘E) (‘()E E$‘& q*‘*

* ’‘#’ (‘($% ’#‘) q"‘)

E )‘*& (‘"#) ’’‘( q"‘$

) &‘*" (‘’"* "#‘* q"‘’

KLK!16D//降解机制分析
通常认为$16D//的毒性由它的侧链活性基团

3??C表现出来$它是 16M致毒的主要原因 *"%+B另
外$16M七肽环的结构和性质也能影响到 16M的毒
性$比如 16D4/毒性要远远高于 16D//$但是它们
都具有 3??C基团$唯一的差别在于它们在 ’ 号位氨
基酸残基的不同B16D4/在 ’ 号位是一个亮氨酸
"4#$而 16D//的 ’ 号位氨基酸为精氨酸"/# "见
图 "# *"$+B本研究采用步进投加臭氧的方法$使用
\V46D15 检测$以分子量来确定 16D//臭氧氧化
过程中的产物$从而来推断其降解途径B通过 46D15

检测发现的 "" 种代表性副产物"见表 *#$初步可以
将其降解途径归纳如下B
KLKLI!3??C途径
臭氧分子或者其自由基进攻能够导致 16D//

的 3??C侧链基团的断裂$从而去除 16D//的活
性B其途径可如图 *$在臭氧氧化体系下$16D//首
先在 3??C侧链基团的 ED) 位或者 %D$ 位断开共轭
双键而产生二醇"化合物 ’(*$9Ks" ($"#B紧接着$

不稳定的二醇在自由基进攻下$在上述 ’ 个位置断
键产生醛类物质B其中 16D//的二醇类副产物在
ED) 位发生的断键反应产生化合物 E$相对分子质量
为 &$$’而在 %D$ 位发生的断键反应产生的物质化合
物 )$相对分子质量为 &*$‘当然$化合物 E 由于其
在 %D$ 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 )‘

表 MJ臭氧氧化 O-.XE过程中产物"\V46D15 检测#

2CQ;@*!16D4/C8? A9MQ<NK7?>L9M?>KA8U7d78C9A78 ?@9@L9@? Q<\V46D15

化合物
相对分

子质量
/>Q

保留时

间OFA8

16D// " (*$ *1a’\+ ’ a )’( #‘(#

化合物 ’(* " ($" *1a’\+ ’ a )*$ &‘*&

化合物 E &$$ *1a’\+ ’ a EE( ’‘$*

化合物 ) &*$ *1a’\+ ’ a E’( ’‘)’

化合物 % &)* *1a’\+ ’ a E’& ’‘’E

化合物 $ " (%# *1a’\+ ’ a )*% $‘$*

化合物 & " ()* *1a’\+ ’ a )’& &‘)E

化合物 #("( " (&$ *1a’\+ ’ a )%% &‘$$

化合物 "" #&) *1a\+ a #&% %‘’$

化合物 "’ $&) *1a\+ a $&% )‘(*

!!在整个反应过程中$由于化合物 )"醛#的化学
结构不稳定性"还原性#$能够被进一步羟基化生成
稳定的化合物 %"酸#$相对分子质量为 &)*‘4CP978

等 *"’+在研究使用 2A0’ 光催化降解 16M过程中$也
发现了类似的降解途径B本研究虽然使用了不同的
高级氧化方法$但是就其机制而言$同样都是主要通
过体系产生的.0\对目标有机化合物进攻来
完成B!!!
另外$对 16D//的臭氧氧化研究还发现了

"E’"
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3??C侧链降解过程中的苯环羟基化作用$见图 E‘
首先$臭氧氧化的自由基途径能够和 3??C侧链 " 号
位上的苯环发生加成反应$使苯环带上 " 个或者 ’
个羟基$其中带上 " 个羟基的物质为化合物 &$相对
分子质量为" ()*$给出基峰为 )’& "/>Q#的 *1a
’\+ ’ a离子峰’带上 ’ 个羟基的物质为化合物 $$相

对分子质量为" (%#$给出基峰为 )*% "/>Q#的*1a
’\+ ’ a离子峰B16D//在经过苯环羟基化反应后$
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 3??C
氧化途径反应生成其他副产物 #("($最后断键成为
副产物 )$具体见图 E‘

图 MJO-.EE臭氧氧化降解的 <**F 途径

=AUB*!T<NK7?>L9MC8? NK7N7M@? K@CL9A78 NC9:PC<MR7K16D//?@UKC?C9A78 Q<7d78@78 9:@3??CMA?@L:CA8

!

KLKLK!1?:C途径
研究中笔者发现$臭氧氧化过程中由于强氧化

导致的 16D//七肽环在特定位置的断裂$打开形成
直链 16"1?:C途径 #B16D//臭氧氧化降解的
1?:C途径见图 )B由图 ) 可以看出$臭氧氧化体系
中 16D//的七肽环的断裂主要发生在 1?:C和 3;C

之间$得到一个相对分子质量为 #&% 的直链化合物
"化合物 ""#B同时$进一步对降解产物检索发现$得

到化合物 "’ "9K$&)#$它是一个不仅 3??C侧链被
切断而且七肽环被打开的直链 16D//降解产物B这
说明 1?:C途径和 3??C途径是相互联系的一个过
程 *"&+B

笔者在研究 16D//臭氧降解的 1?:C途径过
程中发现的化合物比较少B这可能有如下 ’ 个原因!

%由于本研究实验过程中初始 16D//量比较小’&

16D//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# *"#+B为此$本研究对 16D//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B
KLKLM!降解产物量的分析
图 % 说明了 16D//臭氧降解过程中 "" 种主要

降解产物的变化情况B该图以检测到的量最大的降

解产物* ."0* #z."16D//#为 E$化合物 )+的总离
子强度为基数 " 作为参照来确定产物比例B由图 %

可以看出$相对分子质量为 &*$"化合物 )#(&$$"化
合物 E#("()*"化合物 &#和 "($""化合物 ’(*#的化
合物检出的量占绝对优势B它们都是 16D//的
3??C降解途径的产物B这说明在 16D//的降解过
程中$3??C途径占主导地位B而1?:C途径产物不仅

’E’"
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图 NJO-.EE<**F 侧链降解过程中的苯环羟基化
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!
种类比较少$而且量也很低B另外$研究发现在臭氧
投加量 ."0*#z."16M#为 Ez"时$各降解产物的量
都达到了最大B这可以解释为$臭氧氧化 16D//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 *’(+B对于该部分工作$本研究会
进一步深入$以阐明其途径B
KLM!产物去毒效果分析
综上所述$臭氧氧化 16D//能够产生一系列副

产物$这些副产物主要可以分为 * 类!% 3??C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’& 七肽环被破坏但是 3??C侧链完整的直

链肽化合物’’ 3??C侧链基团和七环肽均被破坏
的化合物B它们都是 16D//臭氧氧化 ’ 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B
为此$本研究同时使用 VVD" "毒性检测 # 和

\V46"16D//含量检测#方法来对照分析以确定臭
氧氧化对 16D//脱毒效果 *’"$’’+ "见图 ’#B结果表
明$在不同臭氧使用量下$’ 种检测方法结果比较一
致$这说明 16M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B其中$VV" 对 16M检测的
毒素含量相比 \V46结果要稍大$但是都在误差范
围内B这也体现了 16M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 16M去毒的可
靠性B

*E’"
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图 QJO-.EE的臭氧氧化降解 <**F 途径
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图 !J臭氧氧化 O-.XE过程中的产物量的变化
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MJ结论

""# 臭氧氧化能够有效地降解 16D//$在 .
"0*#z."16D//#为 % 的条件下$16D4/的去除率
达到 &*mB在降解的同时$通过蛋白磷酸酶D" 抑制
毒性检测证实了其去毒作用的可靠性BN\从 E‘’(

升高到 "(‘&($16D//降解率降低了 $(‘Em’原水
中,01"以206计#从 ( 升高到 &‘*" FU.4g"$16D
//降解率降低了 $’‘&mB

"’#臭氧氧化降解 16D//主要通过 3??C途径
和 1?:C途径来完成对 16D//的降解和脱毒作用B
臭氧氧化的 3??C途径是通过对 16D//上 3??C侧
链的进攻$断开具有活性的 3??C直链$而达到去毒
的目的’臭氧氧化的 1?:C途径是通过对 16M肽环
上面 1?:C和 3;C的断键$打开环状肽链$使藻毒素
失去活性B整过程中 3??C途径占主导作用B
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