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苯胺类化合物对发光菌的毒性及定量构效

于瑞莲　　胡恭任
(华侨大学材料科学与工程学院 ,福建 泉州 362021 )

摘要　测定 13种苯胺类化合物 ,研究在 p H值为 5. 0 ,7. 0 ,9. 0时对发光菌的急性毒性 (15 min2 EC50 ) .应用两

种理化参数 log P和 p Ka ,对毒性数据进行定量构效关系 (QSARs)研究 ,探讨苯胺类化合物的毒性机制.结果

表明 ,苯胺类化合物对发光菌的毒性随 p H值的升高而增大 ,这与不同 p H值下苯胺类化合物的电离程度有

关.在相同 p H值下 ,苯胺类化合物的毒性随取代基团的种类、个数及取代位置而不同.苯胺类化合物属于极

性麻醉化合物 ,其对发光菌的毒性以亲电性为主 ,毒性可用 log P和 p Ka 来联合描述.
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发光细菌法是 70年代后期发展起来的一种新的生物毒性检测方法〔1〕 ,与传统的生物检测方法 (如

鱼、蚤)相比 ,该法具有快速、简便、灵敏、廉价和应用广泛等特点.化合物对发光菌的毒性 ,与对其它生物

的毒性数据有一定的相关性〔2 ,3〕.因此 ,该方法对有毒化学品的筛选和评价具有重要意义 ,也可为研究

化合物对其它生物的毒性提供基础数据.苯胺类化合物在水中有离子态和非离子态 (分子态)两种存在

形态 ,虽然两种形态均可对生物产生毒性 ,但分子态的毒性贡献更大些.因此 ,Blum和 Speece〔4〕认为 ,

有机物对生物的毒性贡献主要是分子态所致 ,分子态所占比例越大 ,对生物的毒性越大.有关苯胺类化

合物对水生生物的毒性 ,前人已作了一些研究〔1～3 ,5〕 ,但有关其在不同 p H值下的毒性研究报道很少.本

文将以发光菌为试验生物 ,测定不同 p H值下 , 13个苯胺类化合物的生物毒性 ,并选用适当的物化参数

对化合物进行定量构效相关 (QSAR)研究.在此基础上 ,进一步探讨苯胺类化合物的毒性机制.

1　实验部分

1 . 1　实验材料

发光菌冻干粉由中科院南京土壤所微生物室提供.发光菌的复苏、培养方法参见文献〔6〕.

1 . 2　试剂与仪器

13种苯胺类化合物均为分析纯.化合物的标准溶液用质量分数为 0. 03 的 NaCl 溶液配制 ,用超声

波清洗机溶解后定容到棕色容量瓶中. L S2B250L 型高压灭菌锅 (上海医用核子仪器厂) , T HZ282 型恒

温振荡器 (江苏太仓医疗器械厂) ,p HS23C型酸度计 (上海第二分析仪器厂) ,CHJ21型磁力恒温搅拌器

(上海南汇电讯器材厂) ,DXY22型生物毒性测试仪 (中科院南京土壤所) , TCQ2250超声清洗机 (北京医

疗设备二厂) .

1 . 3　化合物的理化参数

正辛醇/水分配系数 log P由 ClogP程序计算得到 ,电离常数项 p Ka 由计算机 Miqsar 程序算得.化

合物的理化参数 ,如表 1所示.

1. 4　发光菌半数发光抑制浓度 15 min2EC50的测定

根据空白预实验 ,发光菌在 p H值为 5. 0～9. 0之间 ,其发光强度已不受影响 ,因此选 5. 0 ,7. 0 ,9. 0
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表 1　苯胺类化合物的理化参数

化合物 log P p Ka 化合物 log P p Ka 化合物 log P p Ka

苯胺 0. 90 　4. 58 2 ,42二硝基苯胺 1. 72 - 4. 00 2 ,32二氯苯胺 2. 86 　1. 58

间甲基苯胺 1. 40 　4. 75 邻氯苯胺 1. 90 　2. 65 间溴苯胺 2. 10 　3. 46

邻硝基苯胺 1. 85 - 0. 37 间氯苯胺 1. 88 　3. 51 2 ,4 ,62三溴苯胺 3. 94 - 0. 14

间硝基苯胺 1. 37 　2. 45 2 ,42二氯苯胺 2. 91 　1. 96

对硝基苯胺 1. 39 　0. 95 2 ,52二氯苯胺 2. 92 　1. 58

为 3个不同的 p H值条件.吸取培养好的 1 mL 菌液于含有 200 mL 质量分数为 0. 03的 NaCl 溶液中 ,

磁力搅拌该稀释菌液备用.根据预实验 ,在每个 p H 值下按等对数间距用标准溶液和质量分数为 0. 03

的 NaCl溶液配制 5个浓度组 ,各吸取 2 mL 于磨口具塞圆形测试管中 (直径 1. 2 cm ,高 5 cm) ,用 2 mL

质量分数为 0. 03 的 NaCl 溶液作空白对照.每个浓度组作 3 个平行.用微量可调移液管迅速吸取 0. 5

mL 稀菌液于各测试管中 ,加塞 ,上下振摇 10次 ,去塞.在 15 min下用生物毒性测试仪测定发光强度 ,计

算发光率 (发光率 =样品发光强度/对照发光强度) .对发光率和化合物浓度对数进行回归分析 ,直线内

插法求出 15 min2 EC50值 (使发光抑制为对照的 50 %化合物浓度) ,结果如表 2所示.表中拟合值 a , b , c

分别节 2 ,4的应用方程 (3) , (4) , (5) .实验过程中室温为 (17±2) ℃,统计分析使用 Statgrap hics程序.
表 2　苯胺类对发光菌毒性的测定值和拟合值

化合物
p H = 5. 0 p H = 7. 0 p H = 9. 0

测定值 拟合值 a 　残差 测定值 拟合值 b 　残差 测定值 拟合值 c 残差

苯胺 2. 41 2. 57 - 0. 13 2. 53 2. 62 - 0. 09 2. 57 2. 68 - 0. 11

间甲基苯胺 2. 97 2. 75 　0. 22 3. 03 2. 80 　0. 23 3. 03 2. 85 0. 18

邻硝基苯胺 3. 51 3. 81 - 0. 30 3. 54 3. 84 - 0. 30 3. 70 3. 93 - 0. 23

间硝基苯胺 2. 94 3. 13 - 0. 19 3. 00 3. 17 - 0. 17 3. 01 3. 24 - 0. 23

对硝基苯胺 3. 73 3. 39 　0. 34 3. 78 3. 43 　0. 35 3. 86 3. 52 0. 34

2 ,42二硝基苯胺 4. 43 4. 37 　0. 06 4. 45 4. 39 　0. 06 4. 56 4. 52 0. 04

邻氯苯胺 3. 45 3. 31 　0. 14 3. 52 3. 36 　0. 16 3. 54 3. 42 0. 12

间氯苯胺 2. 90 3. 16 - 0. 26 2. 92 3. 20 - 0. 28 2. 96 3. 26 - 0. 30

2 ,42二氯苯胺 3. 86 3. 85 　0. 01 3. 96 3. 89 　0. 07 4. 09 3. 94 0. 15

2 ,52二氯苯胺 4. 16 3. 92 　0. 24 4. 18 3. 96 　0. 22 4. 24 4. 01 0. 23

2 ,32二氯苯胺 3. 76 3. 90 - 0. 14 3. 76 3. 94 - 0. 18 3. 83 3. 99 - 0. 16

间溴苯胺 3. 30 3. 26 　0. 04 3. 39 3. 30 　0. 09 3. 43 3. 35 0. 08

2 ,4 ,62三溴苯胺 4. 60 4. 64 - 0. 04 4. 61 4. 67 - 0. 06 4. 60 4. 72 - 0. 12

2　结果与讨论

2. 1　相同 pH值条件下苯胺类化合物对发光菌的毒性

由表 2可以看出 ,在相同 p H值条件下 ,所测苯胺类化合物的芳环上不论是有强吸电子取代基 ( -

X , - NO2 ) ,或者有给电子取代基 ( - R) ,均会使苯胺类化合物的毒性 (以 - lg EC50表示)增大.这与苯胺

类化合物的致毒机制有关.苯胺类化合物属极性麻醉 (麻醉Ⅱ型)化合物〔4〕 ,既具亲电性 ,又具亲核性〔7〕.

在相同 p H值条件下 ,若环上有强吸电子取代基 ,会使亲电作用加强 ;若环上有给电子取代基 ,可使亲核

作用加强.因而两类取代基均会使其毒性增加.当取代基种类相同时 ,毒性随取代基个数的增多而增强 ,

如二氯苯胺 >一氯苯胺 ,二硝基苯胺 >单硝基苯胺等 ;当取代基种类和个数均相同时 ,毒性还与取代位

置有关 ,对、邻位取代 >间位取代.这与文献〔5〕的研究结果是一致的.

2. 2　pH值对苯胺类化合物在水环境中存在形态的影响

对于苯胺类化合物 ( RN H2 ) ,在水溶液中存在如下电离平衡

RN H2 + H2 O = RN H +
3 + O H -

Kb =
[ RN H+

3 ] [ O H - ]W

[ RN H2 ]

(1)

[ RN H2 ]
[ RN H2 ] + [ RN H +

3 ]
= 1

1 + Kb / [ O H - ]
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= 1
1 + 10pO H- p Kb

= 1
1 + 10p Ka - p H (2)

在上式中 , Kb 为碱离解常数 ,且 p Kb = 14 - p Ka ,pO H = 14 - p H ; [ RN H2 ]为苯胺类分子态浓度 (mol ·

L - 1 ) ; [ RN H +
3 ]为苯胺类离子态浓度 (mol·L - 1 ) .由化合物的 p Ka 值 (表 1)和式 (2) ,可计算出苯胺类

化合物在不同 p H值水溶液中分子态浓度占总浓度的百分数 ,如表 3所示.从表中可见 ,p H值在 5. 0～

9. 0之间 ,所测定的苯胺类化合物在水环境中主要以分子态形式存在.

表 3　不同 p H值下苯胺类化合物分子态浓度占总浓度的百分数 ( %)

化合物 p H = 5. 0 p H = 7. 0 p H = 9. 0 化合物 p H = 5. 0 p H = 7. 0 p H = 9. 0

苯胺 72. 45 99. 62 100. 00 间氯苯胺 96. 87 99. 97 100. 00

间甲基苯胺 64. 01 99. 44 99. 99 2 ,42二氯苯胺 99. 91 100. 00 100. 00

邻硝基苯胺 100. 00 100. 00 100. 00 22 ,52二氯苯胺 929. 96 100. 00 100. 00

间硝基苯胺 99. 72 100. 00 100. 00 2 ,32二氯苯胺 99. 96 100. 00 100. 00

对硝基苯胺 99. 99 100. 00 100. 00 间溴苯胺 97. 20 99. 97 100. 00

2 ,42二硝基苯胺 100. 00 100. 00 100. 00 2 ,4 ,62三溴苯胺 100. 00 100. 00 100. 00

邻氯苯胺 99. 56 100. 00 100. 00

2. 3　不同 pH值条件下苯胺类化合物对发光菌的毒性

从表 2可以看出 ,苯胺类化合物对发光菌的毒性随 p H值的升高而呈增大趋势. Blum等〔4〕指出 ,有

机物对生物的毒性贡献主要是分子态所致 ,分子态所占比例越大 ,对生物的毒性越强. p H 值越大 ,胺的

电离程度越小 ,非离子态所占的比例越大 ,因而毒性也越大.在实验所选定的 p H值范围 (5. 0～9. 0)内 ,

除苯胺和间甲基苯胺外 ,所测试的其它胺类化合物主要以分子态形式出现 (表 3) .因此 ,p H值对它们的

毒性影响并不十分显著.苯胺和间甲基苯胺虽然在 p H值为 5. 0和 7. 0时 ,其分子态所占比例变化相对

较大 ,但 p H值对它们的毒性影响也不很显著.这可能是由于发光菌是单细胞生物 ,细胞膜对离子进入

细胞的阻碍作用较小的缘故.

2. 4　苯胺类化合物的 QSARs研究

J aworska〔8〕指出 ,有机物的生物活性与分子的疏水性、电子效应呈良好的相关性.分子的疏水性可

用正辛醇/水分配系数 log P来体现.对于有机酸碱 ,分子的电子效应可用电离常数项 p Ka 来体现〔9～11〕.

p Ka 反映分子的释质子能力 ,p Ka 越大 ,释质子能力越弱 ,表明亲核性越强 ;相反 ,p Ka 越小 ,释质子能力

越大 ,表明亲电性越强.因此 ,在有机酸碱的 QSAR研究中 ,通常可在 log P的基础上引入 p Ka 进行联合

描述 ,以使 QSA R回归效果更佳.对于苯胺类化合物 ,将表 1所列 log P和 p Ka 与表 2所列毒性数据进

行多元回归可得到 3个方程1 (1) 当 p H = 5. 0时 , n = 13 , s = 0 . 217 , R2 = 0 . 903 ,则

- log EC50 = 2. 97 + 0. 417log P - 0. 170p Ka . (3)

(2) 当 p H = 7. 0时 , n = 13 , s = 0 . 232 , R2 = 0 . 889 ,则

- log EC50 = 3. 01 + 0. 417log P - 0. 167p Ka1 (4)

(3) 当 p H = 9. 0时 , n = 13 , s = 0 . 223 , R2 = 0 . 898 ,则

- log EC50 = 3. 14 + 0. 395log P - 0. 176p Ka . (5)

　　根据以上 3个方程 ,不同 p H值下苯胺类化合物对发光菌的急性毒性拟合值 ,与实测值吻合较好.

说明可以应用上述 3个方程 ,预测苯胺类化合物对发光菌的急性毒性.方程还表明 ,毒性与 log P成正

比 ,而与 p Ka 成反比.说明苯胺类化合物对发光菌的毒性与疏水性成正比 ,其致毒机理以亲电性为主.

3　结束语

(1) 测定了 13种苯胺类化合物在不同 p H值下 ,其对发光菌的半数发光抑制浓度 15 min2 EC50 .相

同 p H值下 ,当取代基种类相同时 ,毒性随取代基个数增加而增大 ;当取代基种类和个数均相同时 ,毒性

与取代基位置有关 ,且对、邻位取代大于间位取代.苯胺类化合物的毒性随水环境 p H 值的升高而呈增

大趋势.在 p H值在 5. 0～9. 0之间 ,所测试的胺类化合物毒性随 p H值的变化并不十分显著. (2) 苯胺

类化合物对发光菌的致毒机理 ,以亲电性为主.本文用两个理化参数 log P和 p Ka 来联合描述苯胺类化

合物对发光菌毒性的 QSARs ,拟合效果令人满意 ,且各参数均可通过有关程序直接计算获得.
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Toxicity of Anil ines to Photobacterium phosphoreum and the

Quantitative Structure2Activity Relationship

Yu Ruilian　　Hu Gongren
(College of Material Science and Engineering , Huaqiao University , 362021 , Quanzhou , China)

Abstract 　The acute toxicity of 13 anilines to Photobacterium phosphoreum at different p H (p H 5. 0 , 7. 0 and 9. 0) are

determined by taking 15 min2 EC50 as indicator which means the concentration value causing a 50 % inhibion of bio2lumines2
cence after 15 minutes. The quantitative st ructure2activity relationship is studied by applying two physico2chemical param2
eters log P and p Ka . The mechanism of toxicity of anilines to Photobacterium phosphoreum is also investigated. The re2
sult s show that the toxicity of anilines to Photobacterium phosphoreum increases with the rise of p H. This phenomenon is

relevant to the ionization degree of anilines at different p H. At the same p H , the toxicity of anilines is differing with the

variety , the number and the substitution position of substituent group . Anilines belong to polar narcotic compounds. It s

toxicity to Photobacterium phosphoreum is mainly elect rophilic. The toxicity can be described by log P in combination with

p Ka .

Keywords 　anilines , Photobacterium phosphoreum , 15 min2 EC50 , quantitative st ructure2activity relationship , mechanism

of toxicity

891 华 侨 大 学 学 报 (自 然 科 学 版) 　　　　　　　　　　　　　　2005年


