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摘要: 卤代肉桂酸类化合物广泛用于医药、化妆品和除草剂等生产制造,随着使用量的增加,其生态环境健康风险逐渐受到关

注。 为揭示该类化合物的毒性特征,选择 14 种卤代肉桂酸作为研究对象,考察了它们对羊角月牙藻的急性毒性效应,并应用

三维定量构效相关技术(3D-QSAR)探讨化合物分子结构特征对毒性效应的影响。 结果表明,14 种卤代肉桂酸类化合物对羊

角月牙藻急性毒性的 72 h 半数效应浓度(72 h-EC50 )值在 45.88 ~ 83.72 mg·L-1范围内,其中 4-氯肉桂酸、4-溴肉桂酸等表现出较

高毒性效应。 3D-QSAR 结果表明,该类化合物分子结构的立体场、静电场和疏水场特性对其毒性效应影响显著,在苯环结构

上引入体积较大、电负性较弱及疏水性较强的取代基,将导致毒性升高。 以上结果将为科学评价卤代肉桂酸类化合物潜在环

境健康风险提供基础数据支撑。
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Abstract: Halogenated cinnamic acids (HCAs) are widely used in pharmaceuticals, cosmetics and herbicides. With

their increasing utilization, the eco-environmental risk of HCAs becomes of considerable concern. 14 HCAs were

selected as targets, and their acute toxicity to the microalga Selenastrum capricornutum was tested. The contribution

of related substituents was achieved using three-dimension quantitative structure-activity relationship (3D-QSAR).
The results revealed that the 72 h-EC50 values of 14 HCAs ranged from 45.88 to 83.72 mg·L-1

, and the toxicity of

4-chloro/bromo cinnamic acid was high. 3D-QSAR results indicated that steric, electrostatic and hydrophobic

effects were determinants for the acute toxicity of the HCAs. Introducing groups with large volumes, positive char-
ges and hydrophobic properties would lead to an increase of acute toxicity. The present results provide support for
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evaluation of potential environmental risks of HCAs.
Keywords: halogenated cinnamic acids; Selenastrum capricornutum; acute toxicity; quantitative structure-activity

� relationship

　 　 卤代芳烃类化合物由于富含 C—F、C—Cl 和

C—Br 等高能化学键及一至数个芳香环,分子结构

稳定,在土壤、水体等介质中很难依靠自然自净过程

降解去除;近年来该类化合物在环境中广泛分布、持
久存在,并具有潜在的生物毒性风险,因此引起了巨

大关注[1-2]。 卤代肉桂酸是一类卤代芳烃类化合物,
广泛应用于电子、医药、化妆品和除草剂等的生产。
随着使用量的增加,其进入环境所带来的潜在生态

环境健康风险不容忽视。 但是,目前环境科学领域

对卤代肉桂酸类化合物的环境效应,包括环境残留

水平、环境迁移转化行为、生态毒理效应和生物降解

性能等相关研究十分匮乏,亟待填补[3-6]。
由于污染物种类繁多,对每一个化合物采用实

验手段进行毒性测试是难以实现的。 定量结构-活
性相关研究(quantitative structure-activity relationship,

QSAR)为此类问题的解决提供了一个有效途径,其
旨在对部分有机化合物的生物毒性数据与结构参数

进行统计建模,进而预测其他结构类似化合物的生

物毒性;研究结果可为环境中有机污染物的风险评

价、揭示致毒机制等提供理论参考[7-8],是当今药物

化学、环境化学及计算机化学等领域的一个前沿

课题[9-10]。
羊角月牙藻(Selenastrum capricornutum)是淡水

� 水体中的常见藻类,对污染胁迫十分敏感,常作为经

典水生毒理学受试生物应用于污染物和化学品的毒

理研究[11]。 因此,本文考察常见 14 种卤代肉桂酸化

合物对羊角月牙藻的生长抑制作用,并利用 3D-
QSAR 中比较分子场分析法(comparative molecular

field analysis, CoMFA)和比较分子相似性指数法

(comparative molecular similarity index analysis, CoM-
SIA),揭示该类化合物分子结构与其毒性效应之间

的内在关系,为卤代肉桂酸类化合物生态环境健康

风险评估提供基础数据支撑。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料

羊角月牙藻购自中国科学院武汉水生生物研究

所淡水藻种库,二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DM-
SO)、14 种卤代肉桂酸类化合物(种类见表 1)购自阿

拉丁试剂(中国,上海)。 实验所用试剂均为分析纯。

1. 2　 藻种培养及急性毒性测试

藻种培养基选择 BG11(Blue-Green Medium)人

工培养液。 羊角月牙藻藻种转到 BG11 人工培养液

后,放入温度为(25±1) ℃、光暗比为 12 h ∶ 12 h、光
强为 2 000 lux、转速为 150 r·min-1的立式光照摇床

培养箱中扩大培养,隔 96 h 移种一次,反复 3 ~ 5

次,使藻类达到同步生长阶段,以此作为实验藻种。
准确称取卤代肉桂酸化合物 100 mg(0.10 g,称

量范围 0.095 ~ 0.105 g),用 DMSO 溶解并定容至 10

mL 容量瓶,获得 10 mg·mL
-1高浓度母液。 取少量

对数生长期的藻种用培养基稀释后,获得初始藻液

密度约为 10
4个·mL

-1的试验藻液。 取试验藻液 50

mL 于 250 mL 锥形瓶中,分别加入一定体积 10 mg·
mL

-1卤代肉桂酸高浓度母液,每个化合物在 0 ~ 100

mg·L-1浓度范围内按一定间隔获得 5 ~ 7 个浓度梯

度;同时设立 DMSO 溶剂对照组,每个处理 3 个平

行。 培养条件与藻种的扩大培养条件一致。 采用显

微镜下血球计数板计数方法建立羊角月牙藻细胞密

度(个·mL-1
)与藻液光密度 OD680 之间的相关关系。

分别于 0、24、48 和 72 h 测定各样品 OD680 值,换算

成藻液细胞密度后,根据公式(1)计算抑制率[12-13]。
抑制率(% ) = (1-N/N0)×100% (1)

式中:N 为样品处理组细胞数,N0 为空白对照细

� 胞数。
在获得不同浓度卤代肉桂酸对藻生长抑制率的

基础上,采用概率单位回归法计算各化合物对羊角

月牙藻的 72 h-EC50 值。
1. 3　 三维定量构效关系建模

定量构效关系建模分析中,生物活性数值采用

以摩尔浓度单位计的 EC50(μmol·L
-1
)数值,具体见

表 1。 利用 CoMFA 和 CoMSIA 方法进行 3D-QSAR
分析,所有操作均采用 SYBYL7.0 软件各模块完成。
化合物分子结构优化使用 Tripos 力场,分子电荷采

用 Gasteiger-Huckel 电荷,能量最小化计算过程中,
将 Max. Iterations 增 加 到 1 000, Gradient 减 低

为 0.005,Color Option 设为 Force。 采用 4-氯肉桂酸

为模板,使用 Align Database 方法将所有分子进行

叠合。 其叠合效果如图 1 所示。 统计学分析采用偏

最小二乘(partial least squares analysis, PLS)方法建立模
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型,采用去一法(leave-one-out, LOO)进行交叉验证。

2　 结果与分析(Results and analysis)
2. 1　 卤代肉桂酸对羊角月牙藻毒性的剂量效应

14 种卤代肉桂酸类化合物对羊角月牙藻的生长毒

性作用测定结果如表 1 所示,结果显示,在 0 ~100 mg·
L

-1浓度范围内上述化合物均对羊角月牙藻产生明显的

毒性效应,且浓度越大,毒性越强。 其中,4-氯、4-溴肉

桂酸对羊角月牙藻的毒性最强,其 72 h-EC50 值分别为

45.88 和 49.79 mg·L-1,2,4-二氟肉桂酸对羊角月牙藻的

毒性最弱。
本次研究囊括的化合物,以肉桂酸为母核结构,苯

环上不同取代位点和不同取代基类型(卤素原子种类)

构成了分子结构的多样性,各化合物对羊角月牙藻的

生长抑制效应也表现出一定差异。 因此,采用 CoMFA

及 CoMSIA方法对卤代肉桂酸抑制羊角月牙藻生长的

毒性效应与分子结构之间的内在关联进行系统科学的

分析。
2. 2　 卤代肉桂酸对羊角月牙藻毒性的定量构效关系

2. 2. 1　 CoMFA及 CoMSIA建模统计学分析

经多次尝试,构建最优的 CoMFA模型统计学参数

如表 2 所示。 CoMFA模型的交叉验证相关系数 Q2 为

� 0.804,最佳主成分数为 3,表明获得的模型具有良好的

自身一致性;在 95%置信度水平进行非交互验证,得到

模型的相关系数 R2 为 0.942,标准偏差 SEE 为 18.54,F
值为 54.54,以上参数表明所建模型具有良好的拟合能

� 力和预测能力[14],模型对 14 种化合物的实验值和预测

值的关系见图 2(a),线性拟合相关系数为 0.9692。 立体

场与静电场的贡献值分别为 63.3%和 36.7%,说明卤代

肉桂酸化合物分子立体场和静电场特性均对毒性大小

产生影响,其中立体场贡献更大。
考虑到分子的立体特性与其疏水特性联系密切,

且卤代肉桂酸化合物结构中存在羟基、羧基等多种氢

键供体和受体官能团,分子氢键供体和受体特性对生

物毒性效应的影响值得探究。 因此,本研究进一

步采用 CoMSIA 方法进行定量构效关系建模分

析。 获得的 CoMSIA Ⅰ及 CoMSIA Ⅱ模型统计学

参数如表 2 所示。
CoMSIA Ⅰ 模 型 的 交 叉 验 证 相 关 系 数 Q2

� 为 0.668,最佳主成分数为 5;非交互验证得到模型

的相关系数 R2 为 0.969,标准偏差 SEE 为 15.25,F
值为 49.74,静电场、疏水场、立体场、氢键供体及受

� 体场均有贡献,其中前两者起主要作用;计算发现,

若仅考虑静电场和疏水场,建立的 CoMSIA Ⅱ模型

Q2 和 F 值略有下降,分别为 0.655 和 30.07,但 R2 提

高至 0.990,静电场与疏水场的贡献值分别为 62.2%

和 37.8% ,CoMSIA Ⅱ模型实验值和预测值的关系

见图 2(b),线性拟合相关系数为 0.9685。
2. 2. 2　 CoMFA 及 CoMSIA 三维等高图分析

CoMFA 模型三维等高图如图 3 所示,其非常直

观地显示出分子结构立体性质和静电性质对毒性大

小的影响。 其中,在立体场中,绿色表示增大基团体

积会导致毒性增强,黄色表示减小基团体积会导

致毒性增强;在静电场中,红色表示增加带负电基

团会导致毒性增强,蓝色表示增加带正电基团会

导致毒性增强。
在 CoMFA 模型的立体场中,苯环上 3、4 号位

点附近出现大面积的绿色色块,代表在上述位置存

在大体积取代基会增强卤代肉桂酸化合物对羊角月

牙藻的毒性效应。 对比 3-氯肉桂酸和 3-溴肉桂酸

72 h-EC50 值发现,随着 3 位取代卤素原子体积的增

加,其对羊角月牙藻的毒性作用增强。 4-氟、4-氯和

4-溴肉桂酸 3 种化合物对羊角月牙藻的毒性效应,
同样随着卤素原子半径的增大而增强;此外,2-氟肉

桂酸与 4-溴-2-氟肉桂酸、4-氟肉桂酸与 4-三氟甲基

肉桂酸,这 2 组化合物均表现出随着 4 位取代基体

积增大,毒性作用增强的趋势。 上述实验结果与

CoMFA 立体场等势图显示的结果完全一致。
在 CoMFA 模型的静电场中,苯环母核上覆盖

了大面积的蓝色色块,代表苯环上取代基电负性

越小,化合物对羊角月牙藻的毒性越大。 卤素原

子电负性排序为 F>Cl>Br,4-氟、4-氯和 4-溴肉桂

酸 3 种化合物毒性作用随着卤素原子电负性降低

而增强;2-氟与 2-氯肉桂酸、3-氯与 3-溴肉桂酸 2

组化合物同样符合上述规律。
CoMSIAⅡ模型三维等高图如图 4 所示。 图 4

(a)与图 3(b)结果相比,重点强调苯环 2、3 号位点取

代基电负性越小,化合物毒性效应越强。 CoMSIA

Ⅱ模型疏水场如图 4(b)所示。 在疏水场中,黄色表

示增加疏水性基团导致毒性增大,白色表示增加亲

水性基团导致毒性增大。 苯环母核 3、4 和 6 号位

点附近覆盖了大面积的黄色色块,表明在上述位

点增加疏水性取代基会导致卤代肉桂酸毒性增

强。 卤素是常见的憎水基团,实验数据表明,在肉

桂酸分子中引入卤素,尤其是氯或者溴,将增加化

合物对羊角月牙藻的毒性。



178　　 生 态 毒 理 学 报 第 14 卷

表 1　 卤代肉桂酸对羊角月牙藻毒性的实验值与模型分析值

Table 1　 The experimental and model-predicted values of halogenated cinnamic

acids on the growth of Selenastrum capricornutum

序号

No.

名称

Names
CAS

结构

Structures

72 h-EC50

/(mg·L-1)

72 h-EC50 of CoMFA

/(μmol·L-1)

72 h-EC50 of CoMSIA Ⅱ

/(μmol·L-1)

实验值

Exp.

模型值

Pred.

残差

Res.

模型值

Pred.

残差

Res.

1
肉桂酸

Cinnamic acid (CA)
140-10-3 55.70±1.72 375.94 353.09 22.85 349.27 26.67

2
2-氟肉桂酸

2-FluoroCA
451-69-4 67.41±3.35 405.72 416.75 -11.03 419.73 -14.01

3
4-氟肉桂酸

4-FluoroCA
459-32-5 62.01±2.32 373.22 385.14 -11.92 380.19 -6.97

4
2-氯肉桂酸

2-ChloroCA
3752-25-8 58.37±1.25 319.66 323.45 -3.79 319.93 -0.27

5
3-氯肉桂酸

3-ChloroCA
1866-38-2 55.04±2.43 301.42 321.43 -20.01 317.60 -16.18

6
4-氯肉桂酸

4-ChloroCA
1615-02-7 45.88±4.08 251.26 274.24 -22.98 273.33 -22.07

7
3-溴肉桂酸

3-BromoCA
32826-978 66.94±0.99 294.82 284.81 10.01 287.35 7.47

8
4-溴肉桂酸

4-BromoCA
1200-07-3 49.79±1.93 219.29 226.67 -7.38 214.94 4.35

9
2,4-二氟肉桂酸

2,4-DifluoroCA
94977-52-3 83.72±3.11 454.65 448.12 6.53 450.54 4.11

10
2,5-二氟肉桂酸

2,5-DifluoroCA
112898-33-6 69.02±0.99 374.82 372.07 2.75 375.31 -0.49

11
3,4-二氟肉桂酸

3,4-DifluoroCA
112897-97-9 73.42±3.33 398.72 392.97 5.75 394.36 4.36

12
4-溴-2-氟肉桂酸

4-Bromo-2-fluoroCA
149947-19-3 71.71±0.13 292.63 289.48 3.15 286.55 6.08

13
2,6-二氯肉桂酸

2,6-DichloroCA
5345-89-1 83.20±0.68 383.32 383.97 -0.65 378.66 4.66

14
4-三氟甲基肉桂酸

4-TrifluoromethylCA
16642-92-5 58.39±2.09 270.12 271.41 -1.29 266.82 3.3

注: CoMFA 表示比较分子场分析法,CoMSIA 表示比较分子相似性指数法。
Note: CoMFA stands for comparative molecular field analysis; CoMSIA stands for comparative molecular similarity index analysis; Exp. stands for exper-
imental values; Pred. stands for predicted values; Res. stands for residual values.
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图 1　 14 种卤代肉桂酸类化合物分子叠合图

Fig. 1　 Molecular overlap diagram of 14

halogenated cinnamic acids

3　 讨论(Discussion)
卤代苯酚、卤代苯甲酸等化合物与卤代肉桂酸在

结构上具有一定类似性,已有研究发现,苯甲酸和单

卤代苯甲酸对羊角月牙藻的 48-h EC50 分别为 83.29、
13.48 ~83.11mg·L-1,即在苯环结构上增加卤素原子

取代基,将导致该类化合物对羊角月牙藻的毒性增

强[15];苯酚、一氯代苯酚和多氯代苯酚对羊角月牙藻

的 72 h-EC50 分别为 197、11.5 ~51.8 和 2.10 ~16.1 mg

·L-1,表明随着苯环上氯原子数量的增多,该类化合物

的毒性效应呈较显著的增加趋势 [16]。 本研究结果显

图 2　 生物毒性预测值与实验值关系图

Fig. 2　 The relation schema of biological toxicity between predicted values and experimental values

图 3　 CoMFA 模型三维等势图

Fig. 3　 Contour maps of CoMFA model

图 4　 CoMSIA Ⅱ模型三维等势图

Fig. 4　 Contour maps of CoMSIA Ⅱ model
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表 2　 模型的偏最小二乘法分析结果

Table 2　 Partial least squares (PLS) results of the models in this study

参数

Index
Q2 R2 SEE F N

贡献值/% Contribution/%

立体场

Steric

静电场

Electrostatic

疏水场

Hydrostatic

氢键供体场

Donor

氢键受体场

Acceptor

CoMFA 0.804 0.942 18.54 54.54 3 63.3 36.7

CoMSIAⅠ 0.668 0.969 15.25 49.74 5 2.1 49.6 47.2 0.1 1.0

CoMSIA Ⅱ 0.655 0.990 14.02 30.07 5 62.2 37.8

示,肉桂酸和卤代肉桂酸对羊角月牙藻的 72 h-EC50

分别为 55.70、45.88 ~ 83.72 mg·L
-1,毒性大小与类

似污染物基本处在同一水平,但苯环上增加卤素原

子取代基后并未导致毒性显著增强。 参照国标藻类

生长抑制试验中农药对藻类毒性等级划分标准[17],
卤代肉桂酸类化合物对羊角月牙藻的毒性属于低毒

范围(72 h-EC50>3.0 mg·L-1
)。 目前,还没有相关文

献报道卤代肉桂酸类化合物在自然环境中的分布情

况及残留水平,但从其对羊角月牙藻的低毒性效应

来看,其对水环境中浮游藻类生长的危害较小。 但

是该结论仅限于 72 h 的实验结果,其长期毒性试

验、其他毒性效应及风险评估还需进一步研究和完

善。
本研究采用 3D-QSAR 方法定量分析卤代肉桂

酸对羊角月牙藻的毒性效应,获得 CoMFA 模型 Q2

�
=0.804,R2

=0.942;CoMSIA Ⅱ模型的 Q2
=0.655,R2

�
=0.990。 其中,分子结构中静电场、立体场和疏水场

对毒性效应的影响较大。 利用 CoMFA 和 CoMSIA

模型的等高图可以在一定程度上探讨化合物的致毒

机制[18-19]。 分子水平的致毒作用机制一般分为特异

型和非特异型两大类;其中,特异型指化合物分子结

构中存在反应性的取代基团,容易同酶、蛋白质等生

物受体分子发生生物化学反应;而非特异型机制指

结构类似的分子能够产生性质类似的生物反应,且
反应过程对特殊化学结构的依赖较弱,主要控制因

素为化学分子在生物体和水相的分配比例,即分子

的疏水性[20-23]。 一般而言,分子的疏水性与立体场

存在较大联系。 本研究 CoMFA 与 CoMSIA Ⅱ模型

中,立 体 场 和 疏 水 场 贡 献 率 分 别 占 比 63. 3%

和 37.8% ,提示卤代肉桂酸类化合物致毒作用中非

特异型反应占较大比重。 众多有机化合物对羊角月

牙藻急性毒性的 QSAR 研究表明,分子的疏水特性

是表征化合物毒性大小的重要参数[24-25],本研究结

果与之一致。 本研究也尝试应用 CoMSIA 方法将

分子的氢键供体和受体性质纳入考察范围,发现上

述 2 种参数对构效关系贡献值非常小,进一步提示

非特异型反应占比较大。 然而,不论是 CoMFA 还

是 CoMSIA Ⅱ模型,静电场均有较大贡献,分别占

比 36.7%和 62.2% ,据此推测在暴露过程中藻体与

卤代肉桂酸分子之间可能存在电子转移。 此外,卤
代肉桂酸类化合物苯环 1 号位上具有共同的取代基

丙烯酸,其对化合物毒性的作用不容忽视;由于本研

究考察的 14 种化合物在苯环 1 号位上无差别,因此

丙烯酸基的作用无法探究,有待进一步揭示。
综上所述,通过对 14 种卤代肉桂酸类化合物的

羊角月牙藻急性毒性检测和定量构效关系研究,发
现该类化合物具有一定的急性毒性效应,72 h-EC50

值在几十 mg·L-1水平,其若长期排放或大量残留则

可能导致一定生态环境风险。 将该类化合物对羊角

月牙藻的毒性值分别与 CoMFA 和 CoMSIA 值进行

PLS 分析,获得了稳健可靠的 3D-QSAR 模型;定量

构效关系表明分子结构立体场、疏水场和静电场性

质对毒性效应影响显著,在分子苯环结构上引入体

积较大、电负性较小及疏水性较强的取代基,将导致

毒性升高。
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