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摘  要: 目的  通过体外代谢方法, 研究五氯苯酚(pentachlorophenol, PCP)的代谢情况。方法  采用肝微粒体

和肝 S9 成分 2 种体外代谢试剂模拟体内代谢模式, 通过优化代谢反应条件, 建立 PCP、四氯苯醌(Cl4BQ)2 种

目标物的气相色谱-质谱联用(GC-MS)检测方法, 对 PCP 进行体外代谢研究分析。结果  体外代谢分析的最佳

反应条件为代谢试剂浓度 0.75 mg/mL、代谢反应时间 4 h。结论  在最优反应条件下分析比较 2种试剂对 PCP

的代谢情况, 验证了 PCP的代谢产物为 Cl4BQ, 且在肝微粒体和肝 S9成分中的代谢没有显著差异。 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the metabolite of pentachlorophenol (PCP) through simulating 

metabolism in vivo. Methods  Liver microsomes and liver S9 fraction were used as two kinds of in vitro 

metabolism reagents to simulate in vivo metabolic pattern. The method for the determination of PCP and 

tetrachloro-1,4-benzoquinone (Cl4BQ) was established by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 

through optimizing the metabolic reaction conditions, and then in vitro metabolism of PCP was analyzed. 

Results  The best metabolic reagent concentration was 0.75 mg/mL, and the most suitable reaction time was 4 

h. Conclusion  The two reagents of PCP metabolism under the optimal reaction conditions were compared, 

Cl4BQ was validated to be the metabolite of PCP, and there was no significant difference between the 

metabolism composition of liver microsomes and liver S9 fraction. 

KEY WORDS: pentachlorophenol; tetrachloro-1,4-benzoquinone; liver microsome; liver S9 fraction; gas 

chromatography-mass spectrometry; metabolism in vitro 
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1  引  言 

五氯苯酚(pentachlorophenol, PCP)是一种主要用

于纺织品、木制品等食品接触材料的防腐剂, 五氯苯

酚可用于棉花和羊毛等天然纤维的储存、运输, 印花

浆料防腐防霉的稳定剂, 木材防腐、防治朽木菌, 还

可用作除草剂等。但是由于其大量使用和不恰当处理, 

导致了土壤和水资源的污染, 已成为一种不可忽视

的环境污染物, 包括我国在内的许多国家都将其列

入优先污染物和持久性有机污染物黑名单[1-3]。大量

试验表明, 五氯苯酚具有生物毒性, 会造成动物畸形

和癌变, 可富集在人体内, 且其自然降解非常缓慢。

进入体内的五氯苯酚可长时间蓄积于肺、肝、肾脏及

脂肪组织中, 产生毒性, 对人体具有致崎和致癌性, 

干扰内分泌、影响免疫功能及阻碍生殖发育等[4,5]。

有报道称PCP在体内能代谢成四氯苯醌(tetrachloro-1, 

4-benzoquinone; Cl4BQ), 后者在体内与 DNA结合形

成大量的 DNA加合物, 从而破坏 DNA, 能够提高细

胞癌变率, 与 PCP的潜在致癌作用密切相关[6]。 

肝微粒体与肝 S9成分是 2种常用的体外代谢试

剂, 可以用来进行药物或者有毒有害物质的模拟代

谢研究。肝 S9 含有肝的重要酶系, 其中包括负责药

物代谢的 CYP450 药物代谢酶和二相酶(如葡萄糖醛

酸转移酶、硫酸转移酶)和其他的一些氧化酶和脱氢

酶, 如负责酒精代谢的乙酸脱氢酶等。与肝 S9不同, 

肝微粒体主要含有负责药物代谢的 CYP450 药物代

谢酶[7-10]。本研究在前期建立 PCP、Cl4BQ的气相色

谱-质谱联用(GC-MS)检测方法的基础上, 采用肝微

粒体及肝 S9 2种代谢试剂, 对 PCP进行体外代谢研

究, 验证 PCP是否能够代谢产生 Cl4BQ, 并比较分析

2种代谢试剂对 PCP的代谢作用。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 6890N GC/5975C MSD气相色谱-质谱联

用仪(配有电子轰击 EI 离子源及 G1701DA Version 

D.02.00数据处理工作站, 美国Agilent公司); 涡旋混

匀器(Vortex Genie3, 美国 SI 公司); 超声波振荡器

(KQ-250E, 美国舒美公司 ); 水浴锅 (WNB, 德国

Memmert公司); -80 ℃深低温冰箱(Forma 700, 美国

Thermo公司)。 

甲醇、乙腈均为色谱纯(德国 Merck 公司); 0.1 

mol/L 磷酸钾缓冲溶液(pH 7.4); 水为超纯水(美国

Millipore 超纯水仪制备); 乙醇等试剂为分析纯。肝

S9、肝微粒体、NADHP Regenerating System(溶液 A、

溶液 B)(北京汇智泰康公司)。 

2.2  标准溶液配制 

五氯苯酚(PCP)、四氯苯醌(Cl4BQ)购自 Dr. S. 

Ehernstorfer公司, 纯度大于 99%。取上述标准品, 用

乙醇配成 10.0 mg/mL的标准储存溶液, 4 ℃冷藏避光

储存。取适量储备液 , 用乙醇稀释成溶度为 100.0 

μg/mL的中间标准工作液, 4 ℃冷藏避光储存。准确

量取适量中间标准工作液, 分别配制成不同浓度系

列的标准工作溶液, 现用现配。 

2.3  体外代谢实验 

将 50 μL 溶液 A, 10 μL 溶液 B, 440 μL 0.1 

mol/L 磷酸钾缓冲液混匀, 配成代谢所需要的孵育体

系。加入 10.0 mg/mL PCP 5 μL, 37 ℃水浴中预热 5 

min, 分别加入肝 S9、肝微粒体(浓度为 0.5 mg/mL)。

轻轻混匀后, 37 ℃水浴中反应 60 min。加入等体积

4 ℃预冷的甲醇终止反应, 14000 r/min离心 5 min, 上

清过 0.45 μm滤膜, 进 GC-MS检测。PCP代谢实验

分为 3组: 空白对照组(不加代谢试剂); 肝 S9组; 肝

微粒体组。分别进行不同代谢试剂浓度及不同代谢反

应时间代谢条件优化。 

2.4  方  法 

2.4.1  色谱条件   

色谱柱: VF-5MS 石英毛细柱(30 m×0.25 mm, 

0.25 µm); 升温程序: 70 ℃保持 1 min, 以 5 /min℃ 升

至 100 ℃, 再以 30 /min℃ 升至 280 ℃, 保持 10 min; 

载气(He)流速 1.0 mL/min, 进样量 1 µL; 不分流进样。 

2.4.2  质谱条件   

电子轰击(EI)离子源; 电子能量 70 eV; 传输线

温度 250 ℃; 离子源温度 280 ℃; 选择离子监测

(SIM)模式。溶剂延迟时间 4 min。检测离子 PCP为: 

264, 266, 268; Cl4BQ为: 87, 209, 246; 定量离子分

别为: 87, 266。 

3  结果与分析 

3.1  检测条件的优化 

以 PCP 和 Cl4BQ 混合标准溶液为分析物, 采用
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直接进样、全扫描 (scan)检测方式 , 比较了

DB-1701P、DB-35MS和 VF-5MS 3种类型石英毛细

柱对 PCP 和 Cl4BQ 分离效果及色谱峰形的影响。

VF-5MS型柱对 2种目标物的分离效果最佳, 且色谱

峰形较好, 因此选择作为分离柱。通过对进样口温度, 

柱温箱初始温度和程序升温条件的进一步优化, 得

到 2.4.1 中的色谱条件。在 2.4.1 所述的分离条件下, 

Cl4BQ、PCP的峰形、分离度、目标峰保留时间均较

为理想。Cl4BQ保留时间为 11.739 min, PCP的保留

时间是 11.216 min, PCP与 Cl4BQ混合物标准谱图见

图 2a所示。通过 scan质谱图分别选出 PCP和 Cl4BQ

的质谱特征离子(Cl4BQ 的全扫描谱图见图 1), 建立

SIM检测方法。选择离子丰度最强的 m/z 87、209、

246 作为 Cl4BQ 的特征离子峰; PCP 的特征离子为: 

264、266、268。 

3.2  PCP 代谢反应及其代谢产物研究 

体外代谢反应是模拟肝细胞代谢环境, 对药物

或者有毒有害物质进行的模拟代谢研究。常用的试剂

有肝微粒体和肝 S9 2 种。肝 S9 是将肝组织匀浆后, 

经 14000 r/min 离心所得的上清, 含有生物转化一相

反应所需的 P450 酶类和二相代谢酶(如葡萄糖酸转

移酶, 甲基转移酶, 硫酸转移酶 乙酰基转移酶等), 

而微粒体中主要含 P450酶和极少量的二相酶。因此, 

在本试验中, 在肝 S9 和微粒体 2 种代谢试剂的浓度

为 0.5 mg/mL、代谢反应时间为 60 min的体外代谢反

应条件下, 对 PCP进行代谢反应研究。同时为避免有

机试剂的影响, 代谢反应体系中有机试剂的含量控

制在 1%以内。由于代谢过程中使用的 PCP浓度较高, 

因此不用乙酸酐衍生, 直接进样分析。 

分别对 PCP代谢反应后的对照组、肝微粒体组、

肝 S9组分别进行检测研究。检测结果见图 2。图 2b、

c、d 分别是 PCP 代谢实验对照组、肝微粒体组和肝

S9组的选择离子色谱图。由图可以看出, 微粒体组、

肝 S9组均可见明显 Cl4BQ色谱峰(图 2c, 图 2d)。而

对照组中未见相应 Cl4BQ 色谱峰(图 2b)。由此可见, 

在肝微粒体和肝 S9 作用下, PCP 在体外发生代谢反

应生成 Cl4BQ。 

3.3  代谢反应条件的优化 

影响体外代谢反应的主要因素是试剂肝微粒体、

肝 S9 浓度以及代谢反应时间[7-10]。为了将反应条件

最大程度的优化, 我们从试剂浓度、反应时间 2方面

对体外代谢反应进行了优化。优化结果表明: 代谢试

剂浓度为 0.1~0.75 mg/mL时, Cl4BQ的生成量与代谢

试剂浓度呈正相关的线性关系 ; 浓度为 0.75~2.0 

mg/mL范围时, Cl4BQ的生成量没有明显变化(图 3a)。

代谢反应时间低于 4 h 时, 随着反应时间的增加, 

Cl4BQ的生成量呈线性增加; 时间大于 4 h后, Cl4BQ

的量基本保持不变, 反应进入平台期(图 3b)。因此, 

确定代谢的最佳条件为 : 体外代谢试剂浓度 0.75 

mg/mL; 代谢反应时间 4 h。 

 

 
 

图 1  四氯苯醌的 EI全扫描质谱图 

Fig. 1  EI mass scan spectrum of Cl4BQ 
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图 2  PCP代谢色谱图 

Fig. 2  Chromatograms of PCP metabolism 
a: 1 μg/mL PCP与 Cl4BQ混合物; b: 对照组(未加代谢试剂); c: 肝微粒体组(浓度 0.5 mg/mL); d: 肝 S9成分组(浓度 0.5 mg/mL); 图中箭头

所示为 Cl4BQ色谱峰 

a: 1 μg/mL mixture of PCP and Cl4BQ; b: control group (without metabolic reagent); c: Liver microsome (0.5 mg/mL); d: Liver S9 (0.5 mg/mL) 

 
 

 
 

图 3  体外代谢反应条件优化结果图 

Fig. 3  Optimization of metabolic conditions in vitro 
a: 代谢试剂浓度与 Cl4BQ峰面积变化图; b: 代谢反应时间与 Cl4BQ峰面积变化图(代谢试剂浓度为 0.5 mg/mL) 

A: Effect of the metabolic reagent concentration on the peak area of Cl4BQ, B: Effect of the reaction time on the peak area of Cl4BQ (metabolic 
reagent concentrations 0.5 mg/mL) 

 

3.4  肝微粒体与肝 S9 代谢效果的比较分析 

与肝 S9 相比较, 肝微粒体含有更为丰富的细胞

色素 P450 酶, 这一类酶主要参与药物及有害物质在

体内的氧化还原反应, 从而使作用对象的水溶性增

强, 进入生物转化代谢过程。在代谢试剂浓度为 0.75 

mg/mL、代谢时间为 4 h条件下, 选择 4种底物浓度: 

20、50、100、200 μg/mL 进行代谢反应。比较分析

肝微粒体、肝 S9 2种代谢试剂对 PCP体外代谢的差

别。2种代谢试剂代谢作用后, 生成的 Cl4BQ峰面积

通过单因素方差分析比较 P>0.05, 两者对于 PCP 的

代谢作用没有显著差异(见图 4)。原因可能是对 PCP
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代谢起主要作用的除 P450 外, 有其他的氧化还原酶

类, 有待进一步分析探讨。 

 

 
 
图 4  2种代谢试剂对不同浓度 PCP代谢比较图 

Fig. 4  Metabolic effect of PCP by 2 kinds of reagents 
 

4  结  论 

本文研究了针对食品接触材料中的有毒有害物

质五氯苯酚, 基于肝微粒体和肝 S9 成分的体外代谢

活性作用, 模拟体内代谢情况对五氯苯酚进行了代

谢情况分析。通过优化检测条件, 分别建立了五氯苯

酚和四氯苯醌的气相色谱-质谱检测方法; 通过优化

代谢试剂浓度、底物浓度以及相互作用时间等代谢条

件, 确定体外代谢分析的最佳反应条件为代谢试剂

浓度 0.75 mg/mL、代谢反应时间 4 h。建立了五氯苯

酚的肝 S9成分及肝微粒体体外代谢模型。实验验证

了五氯苯酚在体外可以进行充分的代谢反应, 产物

为四氯苯醌。分析比较证实肝微粒体和肝 S9成分对

PCP的代谢作用没有显著差异。 
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