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摘 � 要 � 测定了羟基乙腈与系列醛类化合物和对苯二甲醛与系列腈类化合物对发光菌 (P ho tobacterium phos�

phoreum ) 的联合毒性, 探讨了腈醛混合化合物对发光菌的联合毒性机制, 并尝试提出了腈醛混合化合物对

发光菌联合毒性的 QSAR模型. 结果表明, 不同的腈醛混合化合物对发光菌的联合毒性不同, 联合毒性的

大小与腈类化合物和醛类化合物之间化学相互作用的程度紧密相关, 采用 QSAR模型 TU = 0�842- 0�831� p

( n= 8, r2= 0� 803, SE = 0� 222, F= 24� 415, P = 0�003) 和 TU = - 0� 348- 8�450C* ( n = 8, r2 = 0�874, SE

= 0� 219, F= 41� 730, P = 0�001) 分别定量描述羟基乙腈与系列醛类化合物和对苯二甲醛与系列腈类化合物

对发光菌的联合毒性. 模型具有较高的稳定性和预测能力.

关键词 � QSAR模型, 毒性, 腈类化合物, 醛类化合物, 发光菌.

� � 在自然界中绝对意义的单一污染是不存在的, 污染多具有伴生性和综合性的特点. 一些化工污水

有醛腈共存的可能, 因此, 有必要对腈醛混合物的联合毒性进行研究. 1996年 Chen等人
[ 1]
测定了腈

类化合物 (丙二腈和 ��羟基异丁腈 ) 与醛类化合物 (甲醛、乙醛和丙烯醛 ) 对发光菌的联合毒性,

结果发现, 它们的联合毒性作用都为协同. 然而, 对于这些腈醛混合物在发光菌胞体内是否存在着相

互作用, 这些相互作用又是如何发生等一系列问题尚未见任何报道.

� � 本文测定了羟基乙腈与系列醛类化合物和和对苯二甲醛与系列腈类化合物所组成的混合物对发光

菌的联合毒性, 探讨了腈醛混合化合物在发光菌体内发生各种相互作用的可能, 揭示了腈醛混合化合

物对发光菌的联合毒性机制, 同时详细分析了腈类化合物的化学结构和醛类化合物的化学结构与联合

毒性机制的相关关系, 从而尝试提出了腈醛混合化合物对发光菌联合毒性的 QSAR模型.

1� 实验部分
1�1� 试剂和仪器
� � 醛类化合物 (对苯二甲醛、对硝基苯甲醛、对溴苯甲醛、对甲基苯甲醛、对甲氧基苯甲醛、对羟

基苯甲醛、对二甲氨基苯甲醛, 购于上海试剂一厂 ) 和腈类化合物 (羟基乙腈、 ��羟基异丁腈、邻
苯二甲腈、苯甲腈、苯乙腈、乙腈、丙烯腈、丙二腈, 购于 ACROS Organ ics Inc. ) 均为分析纯或分

析纯以上试剂, 使用时采用 3℅氯化钠溶液配制.

� � W aters�600高效液相色谱仪 (美国 Waters公司 ), 色谱柱: SP88 SC�100, K rom asil C18, 5�m,

200mm � 4�6mm; 流动相: 甲醇�水 = 50�50 ( 4mo l� l
- 1

HC l调 pH = 2�5), 流速为 0�8m l� m in
- 1
; 数

据处理由 SPSS10�0统计软件 ( SPSS Inc. ) 完成.

1�2� 发光菌生物毒性的测定
� � 明亮发光杆菌 (Photobacterium phosphoreum ) , 购自中国科学院南京土壤所微生物室. 培养基配方

和菌种培养方法见文献 [ 2] .

� � 单一化合物对发光菌生物毒性采用半数有效浓度 EC50表示, 其测定方法见文献 [ 3] .
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� � 混合化合物对发光菌生物毒性的测定方法与单一化合物相似, 具体测定方法见文献 [ 4].

� � 混合物联合毒性效应采用毒性单位 TU判别
[ 5 ]
. 毒性单位 TU的计算如下:

TU =
CA

EC50A
+

CB

EC50B
+ �� ( 1)

式中, CA, C B��为混合物中各单一化合物 A, B��的浓度; EC50A , EC50B��为相应各单一化合

物 A, B��的 EC50值.

� � 根据 Broderius等人的经验
[ 6 ]
, 当 TU < 0�8时为协同作用; TU = 1 � 0�2时为相加作用; TU > 1�2

时为拮抗作用.

1�3� 超声破壁技术处理发光细菌的过程 [ 7 ]

� � 取一定量处于对数生长期的发光菌, 加入 100m l一定浓度的化合物, 静置染毒 15m in, 离心分离

( 1000 g, 10m in) , 用 100m l双蒸水洗涤沉淀, 离心分离 ( 1000 g, 10m in) , 重复三次. 将三次洗涤

的沉淀物置于 10m l离心管中, 双蒸水定容至 5m ,l 冰浴超声破壁, 每次 1 m in, 共 5次, 每次间隔 1

m in; 入破壁后的细胞中加入 2m l正己烷, 超声萃取 10m in, N 2吹浓缩有机相 10倍, 用 HPLC测定.

1�4� 体外模拟反应 [ 8]

� � 于 250m l磨口瓶中, 先后加入 10m l 7�5mmol� l
- 1
的 KCN (或 10m l 15 mmo l� l

- 1
的羟基乙腈 )、

5m l 0�1mmo l� l
- 1
的醛类化合物和 40m l 2�0mmol� l

- 1
的 CTMAB, 蒸馏水定容至 100m ,l 30� 恒温水

浴 24h, 以 4mol� l
- 1
盐酸调反应液 pH至 2�50, 溶液用 0�45� l的水膜过滤, 用 HPLC测定.

2� 结果与讨论
2�1� 单一化合物对发光菌的生物毒性
� � 以海洋生物发光菌为研究对象, 测定了丙二腈等 8种腈类化合物和对硝基苯甲醛等 8种醛类化合

物对发光菌的生物毒性, 结果如表 1所示.

表 1� 单一化合物毒性实验结果

Tab le 1� Results of the indiv idual tox ic ity experim ent

腈类化合物 丙二腈 羟基乙腈
�-羟基

异丁腈
乙腈 丙烯腈 苯甲腈 苯乙腈 邻苯二腈

- lgEC50

(m ol� l- 1 )
2�55 2�98 3�61 2�22 1�45 3�48 4�23 3�51

醛类

化合物

对硝基

苯甲醛

对苯二

甲醛

对溴苯

甲醛
苯甲醛

对甲基

苯甲醛

对甲氧基

苯甲醛

对羟基

苯甲醛

对二甲氨基

苯甲醛

- lgEC50

(m ol� l- 1 )
4�28 4�31 4�35 3�43 3�68 4�03 4�37 5�88

2�2� 腈醛混合化合物对发光菌的联合毒性
2�2�1羟基乙腈与不同醛类化合物对发光菌的联合毒性
� � 在单一毒性测定的基础上, 测定了羟基乙腈与 8种不同醛类化合物对发光菌的联合毒性, 结果如

表 2所示. 从表 2可以看出, 羟基乙腈与不同醛类化合物联合毒性的作用程度不同, TU的大小的顺

序为: 对苯二甲醛 <对硝基苯甲醛 <对溴苯甲醛 <苯甲醛�对甲基苯甲醛 �对甲氧基苯甲醛 �对羟基
苯甲醛 <对二甲氨基苯甲醛. 其中羟基乙腈与对硝基苯甲醛、对苯二甲醛、对溴苯甲醛的 TU均小于

0�8, 根据毒性单位判别法, 它们的联合毒性效应为协同作用; 羟基乙腈与苯甲醛、对甲基苯甲醛、

对甲氧基苯甲醛、对羟基苯甲醛等的 TU在 0�8� 1�2波动, 为相加作用; 羟基乙腈与对二甲氨基苯甲

醛的 TU大于 1�2, 为拮抗作用.
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表 2� 羟基乙腈与不同醛类化合物联合毒性实验结果

Tab le 2� Results of the tox ico log ica l jo int e ffects betw een g lyco lon itrile and indiv idua l a ldehydes

醛类化合物 TU 联合效应
H amm ett参数 ( � p )

*

取代基 �*p
醛类化合物 TU 联合效应

H amm ett参数 ( � p )
*

取代基 �p
*

对硝基苯甲醛 0�485 协同 NO 2 0�78 对甲基苯甲醛 0�870 相加 CH3 - 0�16

对苯二甲醛 0�302 协同 CHO 0�42 对甲氧基苯甲醛 0�865 相加 OCH3 - 0�27

对溴苯甲醛 0�689 协同 Br 0�21 对羟基苯甲醛 1�020 相加 OH - 0�37

苯甲醛 0�832 相加 H 0�00 对二甲氨基苯甲醛 1�858 拮抗 N ( CH 3 ) 2 - 0�83

� * H amm ett参数取自文献 [ 11] .

2�2�2对苯二甲醛与不同腈类化合物对发光菌的联合毒性
� � 对苯二甲醛与不同腈类化合物的联合毒性如表 3所示. 从表 3可以看出, 对苯二甲醛与不同腈类

化合物的联合作用不同. 对苯二甲醛与丙二腈、羟基乙腈、 ��羟基异丁腈的 TU均小于 0�8, 根据毒
性单位判别法, 它们的联合毒性效应为协同作用; 对苯二甲醛与丙烯腈、邻苯二腈、苯甲腈、苯乙腈

的 TU均约在 0�8� 1�2, 为相加作用; 对苯二甲醛与乙腈的 TU大于 1�2, 为拮抗作用.

2�3� 腈醛混合化合物对发光菌联合毒性机制
2�3�1腈醛混合化合物在毒物动力学相的相互作用
� � 研究发现 [ 7]

, 丙二腈的存在能大大增加对硝基苯甲醛从水相向发光菌生物有机相的转移. 本研究

仍采用细胞超声破壁仪超声破壁经羟基乙腈、对苯二甲醛、及由它们所组成的混合物染毒后的发光

菌, HPLC测定结果发现, 在有和无羟基乙腈存在下, 对苯二甲醛从水相向发光菌生物有机相的转移

量几乎完全一致; 同时, 对苯二甲醛的存在并不改变羟基乙腈从水相向发光菌生物有机相的转移. 因

此, 可以认为羟基乙腈与对苯二甲醛在发光菌细毒物动力学相不存在着相互作用. 必须指出的是, 此

结果与我们前期研究
[ 7]
的结论不同, 丙二腈与对硝基苯甲醛在毒物动力学相的存在相互作用是否存在

唯一性, 还有待进一步研究.
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2�3�2腈醛混合化合物在毒效相的相互作用
� � 在毒效相, 两种化合物可能与同一受体 (包括酶等生物大分子 ) 结合, 表现为竞争性抑制

[ 8]
.

Lei等人
[ 9]
在研究不同醛类化合物在发光菌细胞体内的作用机制时指出, 这些外来醛类化合物与作为

底物的长链脂肪醛在荧光素酶 ( Luciferase) 上的活性结合位点不同, 而且这两种结合作用是独立的、

非竞争性的. 由此可见, 这些外来醛并不可能做为底物与酶的活性部位结合, 即羟基乙腈起诱导作用

的假设前提是不存在的. 因此, 可以认为在发光菌细胞体内, 腈醛混合化合物没有发生毒效相相互作

用的可能.

2�3�3腈醛混合化合物之间的化学相互作用
� � 为了揭示腈醛混合化合物之间的化学相互作用, 我们借鉴 Shinka i

[ 10]
的研究成果, 对系列醛化合

物进行反应, 结果如表 4所示. 从表 4可以看出, 对硝基苯甲醛、对苯二甲醛、对氯苯甲醛等在羟基

乙腈或氰化钾的催化作用下都能生成相应羧酸, 但不同醛类化合物在反应过程中生成羧酸的难易程度

不同, 由易至难的顺序为: 对苯二甲醛 >对硝基苯甲醛 >对溴苯甲醛 >苯甲醛 >对甲基苯甲醛�对甲
氧基苯甲醛 �对羟基苯甲醛 �对二甲氨基苯甲醛. 此反应实验结果与表 2 (羟基乙腈与不同醛类化合

物联合毒性 ) 所示的实验结果相一致: 即反应过程中愈易转化为羧酸的醛类化合物, 它与羟基乙腈协

同作用的程度愈大; 反应结果无羧酸生成, 相应混合体系的毒性实验结果为相加或拮抗. 这表明在发

光菌菌体内, 发生与上述反应相一致的过程.

� � 因此, 我们推测, 腈醛混合化合物在发光菌细胞体内的化学相互作用为:

表 4� 不同醛类化合物体外模拟反应的实验结果 (酸 /醛 � 100% )

Tab le 4� Reac tion resu lt fo r aldehydes

醛类

化合物

对苯二

甲醛

对硝基

苯甲醛

对溴苯

甲醛
苯甲醛

对甲基

苯甲醛

对甲氧基

苯甲醛

对羟基

苯甲醛

对二甲氨基

苯甲醛

氰化钾 108�9% 94�0% 15�8% 1�2% 0 0 0 0

羟基乙腈 9�5% 3�8% 0 0 0 0 0 0

� � 醛类化合物在腈类化合物 (或腈类化合物的水解产物 CN
- [ 12]

) 的作用下, 快速转化为活性极高

的氰醇碳负离子, 此碳负离子能为 O 2所氧化, 生成相应的羧酸
[ 10 ]

. 这是腈醛混合化合物在发光菌菌

体内的化学相互作用过程. 从腈醛混合化合物在发光菌细胞体内的化学相互作用可以看出, 腈类化合

物和醛类化合物组成的混合体系, 它们在生物体内一方面能夺取发光菌正常发光反应所需的 O2, 抑

制细胞内与发光反应有关的代谢过程 (如细胞呼吸 ) , 干扰发光菌正常发光; 另一方面, 由于生成羧

酸, 从而降低细胞内酶的 pH值, 抑制参与发光反应的酶类活性
[ 13]

. 这是腈醛混合化合物对发光菌联

合毒性机制.

2�4� 腈醛混合化合物对发光菌联合毒性的 QSAR定量关系模型

2�4�1� 羟基乙腈与不同醛类化合物对发光菌联合毒性的 QSAR定量关系模型

� � 在腈类化合物与醛类化合物的化学相互作用过程中, CN
-
是以亲核试剂的方式, 攻击 CHO中 C

上电荷, 催化醛类化合物生成氰醇碳负离子. CHO中 C的电荷密度愈正, 其愈易受 CN
-
的攻击而形

成氰醇碳负离子, 因此, 比较不同 CHO中 C的电荷密度, 即可得出不同醛形成氰醇碳负离子的难易

程度. H ammett取代常数 ( �p ) 是常用于表征苯环中一个取代基的供电子和吸电子能力的一个指标.

当取代苯甲醛类化合物的对位为最强的吸电子基团 ( � NO2 ) 时, CHO中 C的电荷密度最正, 易受

亲核试剂 CN
-
的攻击, �p为最大 ( 0�78) ; 相反当对位为最强的供电子基团 ( � N ( CH 3 ) 2 ) 时, CHO
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中 C的电荷密度最负, 最不易受亲核试剂 CN
-
的攻击, �p为最小 ( - 0�83) . 因而比较表 2中不同醛

类化合物的 �p, 即可知它们的 CHO中 C的电荷密度的相对大小, 推测不同醛类化合物与腈类化合物

的联合毒性大小. 根据这些分析, 我们采用 �p为参数, 建立了醛类化合物结构与相应混合物联合毒

性的 QSAR定量化关系模型:

TU = 0�843- 0�831�p

n = 8, r
2
= 0�803, SE= 0�222, F= 24�415, P = 0�003

2�4�2� 对苯二甲醛与不同腈类化合物对发光菌联合毒性的 QSAR定量关系模型

� � Lipn ick的研究结果表明
[ 12]

, 腈类化合物在生物体内水解生成 CN
-
的过程主要有两类: ( 1) 当腈

类化合物结构上有氰醇功能团时, 醇基与氰基直接作用, 生成相应的羰基和 CN
-
. ( 2) 当腈类化合

物结构上无氰醇功能团时, 碳链上碳原子的电荷 ( C
*
) 愈正, 就愈易与 � OH 基团作用, 则相应的

腈类化合物形成氰醇功能团所需的能量也就愈小.

� � 总之, 不管腈类化合物结构上有、无氰醇功能团, 它在生物体内水解生成 CN
-
的的难易程度与

腈类化合物碳链上相应碳原子的电荷 C
*
大小紧密相关. 因此, 我们采用 MOPAC 2000计算腈类化合

物碳链上碳原子的电荷 C
*

(见表 3) , 并以 C
*
为参数, 建立了腈类化合物结构与相应混合物联合毒

性的 QSAR定量化关系模型:

TU = - 0�348- 8�450C*

n = 8, r
2
= 0�874, SE= 0�219, F= 41�730, P = 0�001

3� 结论
� � ( 1) 腈醛混合化合物联合毒性的大小取决于腈类化合物和醛类化合物之间化学相互作用的程

度, 而与它们在毒物动力学相的相互作用和毒效相的相互作用无关.

� � ( 2) 腈醛混合化合物在发光菌菌体内的化学相互作用过程为: 醛类化合物在腈类化合物 (或腈

类化合物的水解产物 CN
-
) 的作用下, 快速转化为活性极高的氰醇碳负离子, 碳负离子能为 O2所氧

化, 生成相应的羧酸.

� � ( 3) 腈类化合物和醛类化合物组成的混合体系, 它们在生物体内一方面能夺取发光菌正常发光

反应所需的 O 2, 抑制细胞内与发光反应有关的代谢过程 (如细胞呼吸 ) , 干扰发光菌正常发光; 另一

方面, 由于生成羧酸, 从而降低细胞内酶环境的 pH值, 抑制参与发光反应的酶类活性.

� � ( 4) 采用 QSAR模型: TU = 0�842- 0�831�p ( n = 8, r
2
= 0�803, SE= 0�222, F= 24�415, P =

0�003)和 TU = - 0�348- 8�450C* ( n = 8, r
2
= 0�874, SE= 0�219, F= 41�730, P= 0�001) 分别定量

描述羟基乙腈与系列醛类化合物、对苯二甲醛与系列腈类化合物对发光菌的联合毒性.
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ABSTRACT

� � The QSAR models are proposed in th is study for predict ing the tox ico log ica l jo int effect betw een

cyanogen ic tox icants and aldehydes toP hotobacterium phosphoreum. A t firs,t the investigation is carried ou t to

observe the tox icolog ical jo in effects for not only them ixtures conta in ing g lyco lonitrile and individual a ldehydes

but also the m ixtures conta in ing terephthalic a ldehyde and individual cyanogenic tox icants. It is observed that

the tox ico log ical jo int effects are d ifferent ( add itive, synerg ist ic, or antagonist ic) and th is d ifference depends

on the ind ividua l chem ica ls. Further research focus on the possible interactions ( inc lud ing tox icok inetic, tox i�
codynam ic and chem ica l�chem ical interactions) betw een cyanogen ic tox icants and a ldehydes inPhotobacterium

phosphoreum. And the resu lts prove that the occurrence of tox icolog ical jo int effects arise from the chem ical�
chem ical interactions. A t las,t the study ana lyzes the re lationsh ips betw een the chem ical�chem ical interactions

and the ind iv idua l chem icals, and then aQSAR model ( TU = 0�842- 0�831�p w ith n= 8, r
2
= 0�803, SE=

0�222, F= 24�415, P = 0�003) is proposed to predict the tox icolog ical jo in t effects betw een glyco lonitrile

and ind iv idua l a ldehydes. M eanwhile, another mode l ( TU = - 0�348- 8�450C
*

w ith n = 8, r
2
= 0�874,

SE= 0�219, F = 41�730, P = 0�001 ) is proposed to pred ict the tox ico log ical jo int effects betw een tereph�
thalic a ldehyde and indiv idual cyanogen ic tox icants.

� � Keywords: QSAR mode ls, cyanogen ic tox icants, aldehydes, Photobacterium phosphoreum.


