
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

摘要：为了研究水环境中维A酸受体活性的成因，于2009  年  3～7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 RAR 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 RARα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，all-trans-4-oxo-RA和13-cis-4-oxo-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RAR活性物质.
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Abstract：In order to investigate RAR agonistic activity in aqueous environment，water samples wene coIIected  矗rom Qing

River，Bei6ing in each month 6rom March to JuIy，2009.Water samples were extracted by soIid-phase extract cartridges

and their RAR agOniStiC aCtiVitieS were teSted by RARa yeaSt tw0.hybrid bioaSSay.A  妇Urther identi矗Catjon of

enVirOnmentaI retinoidS waS Carried OUt USing high-perfOrmanCe liqUid ChromatOgraphy.SampleS矗rOm SOme IOCatiOnS

bOth UpStream and dOWnStream Of the Sewage treatment pIant exhibited unexpeCtedIy high RAR a agoniStiC aCtivitieS，and

the variation Of agOniStiC aCtiVity WaS randOm.IdentifiCatiOn of CauSaI ChemiCalS SUggeSted that allItranS.4·0X0-RA and

13-CiS-4—0xO—RA C0ntribUted a SmalI part to the RAR a agOniStiC aCtivity，and there are Still UnknOwn RARa.agoniStS in

Qing River.
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    全反式维 A 酸（all—fr口刀s—RA）、9一顺式维 A

酸（9一cfs—RA）和 1 3一顺 式维 A酸（1 3一cfJ—RA）是维

A酸受体（RARs）和维 A酸 X受体（RXRs）的内源

性配体【1—4】，通过与这 2类受体结合p】，调控着脊椎

和无脊椎动物组织 生长和平衡 【6—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【1'8—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 RAR 结

合 J̈.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 RAR活性【61101，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—1000倍1【10】.

    环境中的 RAR活性物质作为潜在的致畸物

已经引起 了科学家的关注 【̈一13】.2003  年，Gardiner

等l111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RAR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 RAR

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.Inoue等【121在 日本4条河道 中也检

测出较高的 RARa活性，并发现河道 中RAR活性

物质可能 比已知的雌激 素受体（ER）活性物质污

染状况更为严重.Zhen等1131利用 RARa重组基因

酵母生物测试与 HPLC 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 al卜fr口甩s一4一oxo—RA和 1 3一cfs～4一oxo—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RAR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RAR活性物质依然

不清楚.基于此，本研究于2009年  3～7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

RAR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RAR活性成因的研究提供基础.

1  材料与方法

1.1  材料与仪器

    全反式维 A酸（99%，St Louis，USA）；二 甲基

亚砜（DMSO，GC 级，北京宝希迪科技有 限公司）；

显色剂 4一甲基伞形酮一Z尹D一葡糖醛酸苷（ONPG，

o.Nitropheny1一乒，一D—Galactopyranoside，东京化 工）；

溶菌酶 Zymolyase 20T（Seiagaku Corporation）；SD

培养 基（去除 了 tryptophan，所有 氨基酸 都购 自

sigma公司）；Yeast Nitrogen Base（购 自 SIGMA）；

Bio—RAD 550酶标仪（TheImo Electron Corport

ation），Nunc 96孔酶标板；Jouan MR l 8 22冷冻离

心机（购 自 Sigma公司）；恒温培养箱；HPLC 级的

甲醇 ，乙 酸 乙 酯 ，正 己烷 （Fisher Chemical Co.

USA）；分 析 纯 浓 盐 酸 （购 自北 京 化 学试 剂 公

司）；Millipore超纯水仪；OASIS HLB（500mg 6cc）

固相萃取小柱（购 自美国 waters公司）；玻璃纤维

滤膜（Whatman公司）；KL512型氮吹仪；LRH一150

生化培养箱（上海一恒科技有限公司）.

1.2  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 1 1个

采样点（从上游到下游，序号 由小变大）（图  1），其中 6

号采样点为清河污水处理厂的出水口.

    图1  北京市清河采样点分布

Fig.1  Distribution of  sampling sites in Qing River，Beijing

    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 2L水样，用盐酸调节pH值到 3.0，依次用

6mL正己烷（HEX）、乙酸乙酯（EA）、甲醇（MeOH）
和 纯水活化 HLB 固相萃取 小柱，然后 以约

1 0mL/min 的速度上样.整个过程避光操作，富集

结束后，HLB固相萃取柱用微弱的 N2吹干，然后

—20℃冰箱保存.

    将固相萃取柱依次用 6mL正己烷、乙酸乙

酯、甲醇进行洗脱，洗脱液分别记作 HEX，EA，

MeOH 馏分，然后将洗脱液在微弱的氮气流下吹

干，然后用 DMSO定容到 400肛L，水样的浓缩倍数
为 5000倍.

1.3  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

Sacc矗口—Dmyc8s cPrvfJfdP Yl90，由日本大阪大学

药学 院 Nishikawa博 士馈赠，菌株上接 有人类

RARn 片段 的质粒和共激 活因子 pGAAD424一

TIF2  和半乳糖酶报告基因.具体操作按文献[13】

报道的方法进行.

1.4  样 品的 HPLC分割
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    将 EA溶解的样品用微弱 N2气流吹干后再用

甲 醇 溶 解 ，取 100pL 进 样 .Waters Symmetry

ShieldlM（4.6mm×250mm，粒径 5pm）色谱柱用于样

品分离分割.流动相为纯水和乙腈，流速为 lmLrmin，

紫外检测器的波长为 350nm和 254nm.实验采用梯

度洗脱方法.0—3min 时保 持纯水和 乙腈分别为

80%和 20%.随后在 3～30min逐步提高乙腈浓度至

100%，并保持 10min（3040min），最后在0.1min内将

乙腈比率降至 20%，淋洗柱子 10min（40～50min）直

到下一次进样.从 Omin开始，每隔 2min为一个时间

段进行分割，每个时间段的样品都保存在 5mL 的

棕色瓶中，一共 25个样品，具体分割方法参考文献

【l3】.然后在微弱的氮气流下吹掉乙腈后冻干.再用

DMSO定容到 100HL，然后用酵母双杂交方法测试

每个馏分的活性.

1.5 UPLC—MS/MS分析
  用超高效液相色谱一双极质谱仪进一步分析

HPLC 分 割 后 显 示 较 高 活 性 的   154馏 分 中

al卜fr日力s—4一oxo—RA和 13一cfs—4一oxo—RA的浓度 水

平.分离柱用 Walers的 ACQUITYUPLC BEH C l 8

柱（2.1mm×100mm，粒径 1.7̈m）.设置液相色谱柱的

柱温为 30℃，流速为 0.2mL/min.流动相 A 为 0.1%

甲酸水溶液，流动相 B 为乙腈，乙腈比例为 60%，检

测离子对 315>137（Collision Energy 24eV），定性离

子 对 315>241  （Collision Energy l5eV），315>159

（Collision Energy 15eV），315>121  （Collision Energy

30eV），ESI  正离子（ESI+）模式分析.

2  结果与讨论

2.1  清河RARa活性的时空变化

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10    ll

    采样点

    图2  清河RARⅡ活性调查结果

Fig.2 RARa agonistic activity of water samples矗rom l l sights in Qing River

    样品浓缩侪数均为5000
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    酵母双杂交活性测试体系以 all—tr口以s—RA

作为阳性对照物，将样品的 俨半乳糖苷酶值换算

为当天 all—tr口胛s—RA 最大响应值的百分比，根据

origin非线性拟合的标准曲线计算出 all—tr口刀s—

RA等当量浓度ATRA—EQb.。，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 Zhen掣 驯的结

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 RAR 相对活性，分别达到

18.2%和 18.1%，ATRA—EQbi。分别为2.53，1.96ng/L；
5月9日采集的样品中，11号采样点的RAR相对

活性达到了20.6%，ATRA—EQbi。为3.86ng/L；6月
25  日的采集点中，6号和 11号采样点的相对活性

分别达到了 l2.0%和 16.6%，ATRA—EQbi。分别

为 1.76，3.02ng/L；但是在 7  月  16  日采集的样品
中，RAR 相对活性普遍偏低，最高的 3  号点的

RAR相对活性为7.1  %，ATRA—EQbi。为0.93ng/L，
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

MeOH馏分，在部分采样点检测到了RAR活性较

低，最高的发生在 6  月  25  日的 3  号采样点，RAR

相对活性仅为 3.4%，远远低于同组 EA馏分活性

的最高值.从 3～7  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.Inoue等【121对日本 4条河道河水中RARQ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

RARa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1 1  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 RARa。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 RARn活性的调查结果显示，3月 31  日 l

号、4号样点和 5月 9日 1l  号采样点均出现了活

性高值.为了解析活性的原因物质，用 HPLC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 154馏分显示明

显活性，而 2009年  3  月 31  日 4号采样点的 144

馏分，2009年 5  月  9  日  ll  号采样点的 134和 144

馏 分 也 出 现 较 高 的 活 性 ，活 性 测 试 结 果 与

Gardiner等【111得到 的活性最大值位于中段分割

馏分的结果相一致.据 Zhen掣 1 31的研究，154馏分

中 的 al卜fr口门s一4一oxo—RA和 1 3一cfs一4一oxo—RA是

诱导北京市城污样品中 RAR活性的主要原因物

质.本研究中，154馏分是清河水样的主要 RAR活

性馏分，但不同地点的活性馏分存在差异，有的采

样点 134或 144馏分也出现较高活性，证明清河河

道水存在 154馏分外 的其他活性物质.同时，以往

研究【131  显 示，污 水处理 厂 出水活性物 质集 中于

154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 134或 14”馏分中依然具有很高

活性，表 明其 RAR 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 154馏分 RAR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 1 54馏分进行 了 LC—ESI—MS—MS分析，并

和标样 all—tr口刀s一4一oxo—RA 和 1 3一cfs～4一oxo—

RA保留时间进行了对 比，结果证实了这2种物质

的存 在 .all一￡r口疗J一4一oxo—RA 和 13一cfs一4一  oxo—

RA在  2009年 3月 1 1  日  1  号采样点中的化学检

测浓度分别为 0.48，0.28ng/L，3月 11  日  4号采样

点中的浓度分别为 0.58，0.29ng/L，5  月  9  日 l l  号

采样点 中的浓度分别为 1.1，1.3ng/L.据报道【131，

all一￡r口一s一4一oxo—RA  和  1 3一cfs一4一oxo—RA 相 对 于

all—fr口甩J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

ATRA—EQcal.由表 l  可知，3个采样点的 154馏分的

生物检测活性都高于化学检测得到的 all—fr口甩s—

4一oxo—RA和 13  一cfs—4一oxo—RA两种物质的活性强
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度总和，其中 5月 9  日  1l  号样点的生物活性最高达

到了8.75ngrL.表明 154馏分的al卜trn舻 4一oxo—RA

和 13一cZs—4一oxo—RA 只能解释样品中的一部分原

    60

喜 薰
收  20
略 10
盏  o
暑一10
    一20

因物质，Inoue等【141对日本大阪地区的河道中RAR

活性的最新研究也证实水环境中依然有大量未知

活性 RAR物质，有待进一步研究.

1    2  3  4  5  6  7  8  9  lO  ll  l2  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23  24  25

1    2  3  4  5    6  7  8  9  lO  ll  l2  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23  24  25

1    2  3  4  5    6  7    8  9  10  ll  l2  13  14  15  16  17  18  19  20  21  22  23  24  25

    -    馏分编号

图3 2009年 3月31  日  l  号、4号采样点和2009年5月9日ll  号采样点水样的F2馏分经HPLC分割后的RARn

    活性测试结果
    lL
Fig.3 RARn agonistic activity pro丘les produced  矗rom F2  矗ractions of three samples（site l on March 3 l'，2009，site 4 0n
    .-    .I

    March 3l'h，2009，Site ll on May 9也，2009）  using a bioassay—directed HPLC  矗ractionation method

    表1  154馏分的化学活性和生物检测活性比较

Table l  Comparision of Chemical-Derived all—trans.RA Equivalents（ATRA—EQcal）  and the corresponding ATRA-EQbio
    f    f    .    1，.    fI
    valueS derived  五rOm biOassay

3  结语

    对清河污水处理厂上下游 1 1个采样点的
RARa活性调查结果显示，具有较高RARa活性

的样点位置不固定，对 all—franJ—RA 等当量活性

的 ATRA—EQbi。最高可达 3.86ng/L与 污水处理    1 _
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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，l54馏分中的 all—tr口忍s-

4一oxo—RA 和 13一cfs一4一oxo—RA 只是一小部分

RARa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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  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 》
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