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北京市清河维A 酸受体活性调查及原因物质解析

刘 俊,沈路路,巫晓琴,胡建英 �(北京大学城市与环境学院,北京 10 08 71 )

摘要:为了研究水环境中维A 酸受体活性的成因,于2009 年3一7 月对清河河道进行了4 次采样分析,利用固相萃取柱富集与重组基因酵母

结合测试方法,研究了污水排放口上下游河段水样 RA R 活性的时空变化,并利用高效液相色谱分割活性馏分对原因物质进行了解析.结果

发现,清河污水处理厂的上下游部分河段水样具有较高的 RARa 激活活性,但活性地点位置不稳定,随时间变化.同时,在对原因物质的解析

中发现,al l~介口月�一4一ox  一RA 和 13 一cis一4一oxo 一RA 只是极小部分原因物质,环境水样中依然存在大量的未知RA R 活性物质.
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全反式维 A 酸(all 一tran s一RA )! 9一顺式维 A
酸(9一cis -RA )和 13一顺式维A 酸(13一cis一R A )是维

A 酸受体(R A RS )和维A 酸 x 受体(R X R s)的内源

性配体∀�一,], 通过与这2类受体结合[sl, 调控着脊椎
和无脊椎动物组织生长和平衡脸7#,体内的类维

生素 A 过量或不足都可能引发动物胚胎的畸

变[l, 8--9 ].在已知的维A 酸受体的活性配体中,具有

致畸作用的化学物质都能选择性地与 RA R 结

合[l] .除了天然类维生素 A 外 ,大量人工合成化学

物质如有机氯农药和一些化工原料也被检测出

具有RA R 活性[e, �∃l,但是这些人工合成物质诱导

RAR活性远低于内源性配体(约100 一1000 倍 )[l 0].
环境中的 RA R 活性物质作为潜在的致畸物

己经引起了科学家的关注[l �一, �].2003 年, G ar di ner

等 %川在明尼苏达和加利福利亚有畸形青蛙出现
的环境水样中检测到了R A R 活性 ,他们怀疑导致

该地区青蛙畸形的可能是水中的一系列环境类

维生素A 物质,但是由于不知道诱导环境中R A R

活性的具体化学物质,环境和青蛙畸形的关系至

今还是一个谜.In ou e等[l ∃1在日本4 条河道中也检

测出较高的RA R a 活性,并发现河道中RA R 活性

物质可能比已知的雌激素受体(E R )活性物质污

染状况更为严重.zh en 等[l3]利用RA R a 重组基因

酵母生物测试与 HP LC 分割相结合的方法,首次

在北京城污水样中鉴定出维 A 酸的 2 种代谢产

物all 一tra ns 一4一oxo一R A 和 13一cis一4一ox o一RA .到目

前为止的研究,大多集中在河道水或者城市污水

处理厂进出水中RA R 活性强度的测试,原因物质

的解析仅仅停留在城市污水 ,自然水体中是否存
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在不同于城市污水厂的未知 RA R 活性物质依然

不清楚.基于此,本研究于2009 年3一7月在清河河

道采样,利用固相萃取柱富集与重组基因酵母结

合测试方法,研究了污水排放口上下游河段水样

RA R 活性的时空变化,并利用高效液相色谱分割

活性馏分对原因物质进行了初步解析 ,以期为环

境中RA R 活性成因的研究提供基础.

, 材料与方法

1., 材料与仪器

全反式维^ 酸(990,0 , st Louis, U sA ):二甲基

亚矾(D M sO, G C 级 ,北京宝希迪科技有限公司);

显色剂 4一甲基伞形酮一户D 一葡糖醛酸昔(O N pq

o一itro phens l节-D 一G alaet叩yranoside,东京化工):
溶菌酶 Z yln olyase 20T (Sei吧砍 u C orp orat ion):sD

培养基(去除了 try ptoPh an ,所有氨基酸都购自

51脚 a 公司  ):Ye ast N itro gen B ase (购 自sIG M A ):

B io一 R A D 550 酶标仪  (The rm o E lectron C orp or-

at ion), N un e 96孔酶标板    :Jouan M R 18 22 冷冻离

心机(购自 si gm a 公司);恒温培养箱;HP L C 级的

甲醇 ,乙酸乙酷 ,正己烷  (Fisher e hem ieal e o.

u sA ); 分析纯浓盐酸(购 自北京化学试剂公

司);M illipore 超纯水仪  ;O A sls H LB (soom g 6ec)

固相萃取小柱(购自美国 w at ers 公司);玻璃纤维

滤膜(Wh atln an 公司 ); KL 512 型氮吹仪;L RH 一150

生化培养箱(上海一恒科技有限公司).

, .2 样品的采集和前处理

在清河污水处理厂的上下游分别选取了11 个

采样点(从上游到下游,序号由小变大X 图 1), 其中 6

号采样点为清河污水处理厂的出水口.

永泰庄

6 #
清河 夕

黑 村乡
清河南镇

{咨侧拼 海淀区

图 1 北京市清河采样点分布

Fig.l D istri bution ofsam P1in g sites in Q ing R iver, B eijing

于 2009 年 3 月 31 日 ! 5 月 9 日 ! 6 月 25

日和 7 月 16 日采集清河河道水样品,采样时间尽

可能错开下雨时间,采集后的河水样品当天进行

处理.取 ZL 水样,用盐酸调节pH 值到3.0, 依次用

6毗 正己烷(H E X ) !乙酸乙酷(E A ) !甲醇(M e0 H )

和纯水活化 H LB 固相萃取小柱 ,然后 以约

IOm L/m in 的速度上样.整个过程避光操作 ,富集

结束后, H L B 固相萃取柱用微弱的 N :吹干,然后

一20 ∋ 冰箱保存.
将固相萃取柱依次用 6m L 正己烷 ! 乙酸乙

酷 ! 甲醇进行洗脱 ,洗脱液分别记作 H EX, EA,

M e0 H 馏分,然后将洗脱液在微弱的氮气流下吹

干,然后用DM so 定容到400 匹 ,水样的浓缩倍数

为 5000 倍.

, .3 酵母双杂交活性测试

活性测试采用酵母双杂交方法 ,菌株为

sa cc haro 梢少  ces cerv is ia o Y 190 ,由日本大阪大学

药学院 N ish 议aw a 博士馈赠 ,菌株上接有人类

R A R a 片段的质粒和共激活因子 pG A A D 424-

TI FZ 和半乳糖酶报告基因.具体操作按文献 %13]
报道的方法进行.

, .4 样品的HP L C 分割
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将EA 溶解的样品用微弱N Z气流吹干后再用

甲醇溶解 ,取 100 匹 进样 .认址ers symi netry

shi el 严 (4. 6~ x25 Om m ,粒径5间 色谱柱用于样

品分离分割.流动相为纯水和乙睛,流速为l川山 /m in,

紫外检测器的波长为35 0m n 和25 4刊rn .实验采用梯

度洗脱方法 ,0弓m in 时保持纯水和乙睛分别为

80 % 和 20 % ,随后在 3一30m ln 逐步提高乙睛浓度至

100 % ,并保持10m in (30 !40m in),最后在0.lm in 内将
乙睛比率降至 20 % ,淋洗柱子 10m in (4 于50n 血)直

到下一次进样.从仓m讯开始,每隔Zlnin 为一个时间

段进行分割海个时间段的样品都保存在 51llL 的

棕色瓶中,一共 25 个样品,具体分割方法参考文献

∀13 ].然后在微弱的氮气流下吹掉乙睛后冻干.再用

D M so 定容到 100 匹 ,然后用酵母双杂交方法测试

每个馏分的活性.

 1.5 UP LC一M S/M S 分析

用超高效液相色谱一双极质谱仪进一步分析

HP Lc 分割后显示较高活性 的 15∃馏分中

all 一介u川一4一oxo 一RA 和 13一cis一4esoxo esR A 的浓度水

平.分离柱用晒厄ters 的Ac Q ul , 八  JP L c B EH c ls

柱 (2 .lmm xl0 0m m ,粒径1.7卿 ).设置液相色谱柱的

柱温为 30 ∋ ,流速为 0. 2川山/m in. 流动相 A 为 0.1%

甲酸水溶液,流动相B 为乙臆乙睛比例为60 % ,检

测离子对  315> 137(C ollision Ene卿 24e妈,定性离

子对  315>2 41 (C ollision E ne卿 15e均 ,3 15> 159

  (C ollision En efg y 15e均 , 315> 121 (C ollision Enelgy

30e 均, ES I 正离子伍51+ )模式分析.

2 结果与讨论

2.1 清河 R A R a 活性的时空变化

州州口勺勺于于 (a)2009一03一                                                                 3111 日 Hexxx
自      自  自  自 内         ... 几 口                                                                EAAA                        }}}}}}}}} _ �                                                              MeOHHH

一      一  一                一  一 , 1 1, 尸. 目                                                      ...

目目 � � 娜 � 囚1一 囚 � 坤 一                                                                             一

nU�U八∃,�l�岁 创督杖崛召工才v

    2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1

    (((b)2009一05刃9 口                                                                                  He xxx +++++
口                                                                                                  口    E AAAAAAA

  内 ! 币  门 �                                                                                       Me0H _______... ( 甲. 囚 甲. 一�二 ��                                                                                        ...

 n0n,山!�岁 创督杖喂工才刁一Y

  (((e)2009一06一25 口                    H exxx

二                            二 aE A 内       内

        ~~~ ~  _ %} _ _ _ �               Me OH }}}}... , .任门. 召# . . . # . 1 以一 _ ! ! _ ! ! , !一1 1, 1 ! lll

州                  州 ��. - . � . 叼. 甲      ...

        2 3 4 5 6 7 8 9 10

 2010--l0�岁 督杖创喂才�已工v

(((d) 2009一07一16 口                                                                          He xxx
口                                                                                          口E AAA

    ...门. 自   门 _ �1eo ∃                                                                      ∃一一 甲 甲 � . 甲一 � . ,                                                                           ---
        2 3 4 5 6 7 8 9 10

采样点

图2 清河 RA R a 活性调查结果

    Fig.2 R A R a agonistie ac tivity ofw at ersam Plesfro m ll sights in Q ing 形ver

样品浓缩倍数均为 5000

 2010--l0�岁 侧督-K峪代∃工v
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酵母双杂交活性测试体系以 all 一如ns 一RA

作为阳性对照物 ,将样品的户半乳糖昔酶值换算

为当天 al l一tra ns esR A 最大响应值的百分比,根据

 ri gin 非线性拟合的标准曲线计算出 all 一tran s-

RA 等当量浓度A T R A 一E Q bio ,具体检测结果如图

2 所示.

由图2 可见,采样期间所有采样点的HEx (非

极性)馏分都没有出现明显活性 ,活性最高的点

均出现在 EA (中极性)馏分,这与 zhe n 等 ∀��]的结

果相似.其中,3 月31 日采集的样品中,1号和4 号

采样点出现了很高的 RA R 相对活性,分别达到

 18.2% 和 18.1% ,A 开认eeEQ * 分别为2.53,l.96ng/L ;

5 月9 日采集的样品中,n 号采样点的RA R 相对

活性达到了20.6% , A TR A 一EQ bi 为3.86n 泌 ;6 月

25 日的采集点中,6 号和 n 号采样点的相对活性

分别达到了 12.0% 和 16 .6% , A TR A 一E Q bi  分别

为 1.76, 3.02ng几;但是在 7 月 16 日采集的样品

中,R A R 相对活性普遍偏低 ,最高的 3 号点的

R A R 相对活性为7.1% , A TR A 一E Q bi  为0. 93n 叭 ,

明显低于其他时间段,这可能与 7 月上旬北京连

续降水导致活性物质浓度的降低有关 ,至于

M e0 H 馏分,在部分采样点检测到了RA R 活性较

低,最高的发生在 6 月 25 日的 3 号采样点,R A R

相对活性仅为 3.4% ,远远低于同组 EA 馏分活性

的最高值.从 3一7 月的连续采样中,EA 馏分最高

值出现的采样点不稳定,1 号 ! 4 号 ! 6 号和 11

号采样点均出现高值.其中污水处理厂(6 号点)近

下游的采样点(7- 9 号)诱导活性均不高,且较为

稳定 ,这一现象日本最近的研究结果非常相

似.In oue 等[l2]对日本4 条河道河水中RA R a活性

强度进行了检测 ,发现活性高值往往出现在污水

处理厂的上游.这一个结果表明清河水体中的

R A R a诱导活性物质不是由污水处理厂排放 ,而

是来自郊区和农业污染源等的排放.同时 n 号点

在 5 月9 日和6 月 25 日的采样中,连续 2 次出现

最高值 ,而其上游位置检测活性非常低.并且根据

对采样点的实地考察发现 ,11 号点水质非常浑浊 ,

河水散发恶臭气味,怀疑该点的 R A R a活性最高

值可能与污染物的点源输入有关,但还需进一步

调查.

2. 2 原因物质解析

清河RA R ll活性的调查结果显示,3 月31 日1

号 ! 4 号样点和 5 月9 日n 号采样点均出现了活

性高值.为了解析活性的原因物质,用 HP LC 将 EA

馏分重新细分割成多个馏分,并通过酵母双杂交实

验对各馏分进行了活性测试 ,结果如图3所示.

由图 3 可见,3 个采样点都在 15#馏分显示明

显活性 ,而 2009 年 3 月 31 日4 号采样点的 14 ∃

馏分,2009 年 5 月 9 日11 号采样点的 13#和 14#

馏分也 出现较高的活性 ,活性测试结果与

G ar di ner 等[l �]得到的活性最大值位于中段分割
馏分的结果相一致.据 zhe n 等113]的研究 ,15#馏分

中的al l一tra ns 一4一0x0一RA 和13一cis一4一oxo一R A 是

诱导北京市城污样品中RA R 活性的主要原因物

质.本研究中,15#馏分是清河水样的主要 RA R 活

性馏分,但不同地点的活性馏分存在差异,有的采

样点 13#或 14#馏分也出现较高活性,证明清河河

道水存在 巧 ∃馏分外的其他活性物质.同时,以往

研究[l �l显示 ,污水处理厂出水活性物质集中于

15 ∃馏分,但清河河道水与污水处理厂出水活性

馏分差别较大,在 13#或 14 #馏分中依然具有很高

活性 ,表明其 RA R 活性物质还存在未知源 ,这可

能与某些河段未知的点源污染输入有关,还需要

开展进一步的调查.

为了检验 15#馏分 RA R 活性的原因物质 ,对

3 月 31 日1号 ! 4 号采样点和 5 月 9 日11 号采
样点的 15#馏分进行了Lc一 SI 一M s一M S 分析,并

和标样 an一介∃刀�一4一ox o一RA 和 13一cis一 oxo -

R A 保留时间进行了对比,结果证实了这2种物质

的存在.all 一trans 一4一ox o-RA 和 13一cis一4一ox o-

R A 在 2009 年 3 月 11 日 1号采样点中的化学检

测浓度分别为0. 48 , 0.28n 叭 , 3 月 11 日4 号采样

点中的浓度分别为 0. 58 , 0. 29n 叭 ,5 月 9 日 n 号

采样点中的浓度分别为 1.1,1.3n 叭 .据报道[l �],
al 卜介山绍-4一oxo一R A 和 13一 cis --4 一 x  一RA 相对于

al l一介∃ (占一RA 的等当量系数分别为 3. 87 和 0. 46 ,

通过该系数的换算 ,可以计算得到生物响应

A T R A eeE如 .由表 1可知,3 个采样点的15#馏分的

生物检测活性都高于化学检测得到的 al卜介农川-

4一ox 二RA 和 13一c扮4一ox o一R A 两种物质的活性强
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度总和,其中5月9 日11 号样点的生物活性最高达

到了8. 75 ng/L .表明15#馏分的all 一~ 一4一ox o一RA

和 13一cis-- 4-- ~ RA 只能解释样品中的一部分原

因物质, Ino ue 等[l4] 对日本大阪地区的河道中RA R

活性的最新研究也证实水环境中依然有大量未知

活性 RA R 物质,有待进一步研究.

(((幼2009一03一 3 1 1号样点             点

二      二 _二.1.,二 ∃               :::... . . . . . 一 � 一 � ( �- 一 � 一 一 一 , 一 土 土

  60504030加10

(% 状创咨竣

          2060402050302010101000

一一一一

砚名!式

        2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 1 5 16 17 18 19 20 2 1 2 2 2 3 2 4 2 5

(b)加09一03一314 号样点 -�岁 创侈杖峨名卜式式

        2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 16 17 1 8 19 2 0 2 1 2 2 2 3 24 2 5

  (((e)2009一05一 09 11号样点            点

                                     :::::
山山 1 占 . 占 . 甲 . - - . 1 一 � . 上 (.� . 二 1 甲 占 ...

    405030206010

�岁 创粤状喂

 nnn

l,乙
一一

哎名卜试

         1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 14 15 16 17 1 8

馏分编号

200 9 年 3 月 31 日 1号 !4 号采样点和 200 9 年 5 月 9 日 11 号采样点水样的

活性测试结果

      19 2 0 2 1 2 2 2 3 24 2 5

FZ 馏分经 HP L C 分割后的 RA R a

R A R a a即       nistie ac tivity profi les pro duced fro m FZ frac tions of山re e s别    mples(site 1 on M arc h 3lth , 2009,s ite 4 on

  M are h 3lth, 2009,  site 11 on M 叮 9th , 2009) us讯g a bioas s叮一direete d 柳 Le 脉 tionat ion m e小od

表 1 15# 馏分的化学活性和生物检测活性比较

 Com Par ision ofC hem ieal一 D erived all-tran s一RA Equivalents (AT RA 一E Q eal)朋d the eorre sP0nding AT R A一E Qb i 

   valu es deriv ed fro m b io as say

内,le

,J.户,别洛认尸F几T且

样品
浓度(ng/L )

all一了洲口刀浮一4一oxo一 R A 13一cis 一4一oxo一 RA A T R A一E Q ea-

生物活性

A T R A一E Q   (ngj L )

 993886-,呻乙月3 月 3 1 日 1号样点

3 月 3 1 日4 号样点

5 月 9 日 11 号样点

0 4 8

0 .58

l,10

0 .2 8

0 .2 9

 1 .3 2

3 3 3

6一7 7

 8 .7 5

3 结语

对清河污水处理厂上下游 11 个采样点的

R A R a 活性调查结果显示,具有较高 R A R a 活性

的样点位置不固定对 an-介口刀s一R A 等当量活性

的 AT RA 一EQ bi 最高可达 3.86 n叭 ,与污水处理

厂出水不同,清河河道水样 E A 馏分经 HP LC 分

割后 ,除15 ∃外,13 ∃和 1丫馏分也能诱导较强RA R a
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活性,证明清河河道水中大部分活性物质不是来

自污水处理厂出水,还有很多未知活性物质.在

对原因物质解析中发现,15#馏分中的 all 一tra ns -

4一ox  一RA 和 13一cis一 ox o一R A 只是一小部分

RA R a 活性的贡献物质,其中还有大量未知活性

物质有待解析.
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环 保 信 息

矛矛廿廿廿矛矛#

子! - . 气二 ! 二 户. 二 ! . 产卜. 产 .二 尸. 二 户. 二 凡∗ ∗

开展低碳产品认证,引导可持续消费 伴随全球大

力发展绿色低碳经济的热潮,中国政府也非常重视并启

动了绿色低碳经济的推进工作.当前,我国在可持续消费

法律制度和经济政策建设方面已经取得了积极进展,可

持续消费政策框架基本形成.促进消费观念的转变 ,倡导

可持续消费模式是我国未来一段时间环境保护工作的

重点.

中国环境标志低碳产品认证可以帮助生产商和

销售商更好地传播产品在保护气候方面的信息,同时

帮助消费者在消费过程中进行判断和选择 ,推动我国

气候友好和可持续消费,引导消费者为保护气候做出

应有的贡献.

摘自 +中国环境报 ,

20 10 es 07 一16


