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摘要：【目的】在模拟胃液条件下研究重金属Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋对内源致癌性Ｎ－二甲基亚硝胺（ＮＤＭＡ）形成的影响，

并进一步探讨其作用机理。【方法】分别用气相色谱－质谱联用法（ＧＣ－ＭＳ）和离子色谱法（ＩＣ）来测定ＮＤＭＡ、二

甲胺 （ＤＭＡ）和亚硝酸根（ＮＯ－２ ）含量。【结果】在模拟胃液条件下，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋浓度高于５０ｍｇ／Ｌ时，可以促进

ＮＤＭＡ的形成，且当浓度由５０ｍｇ／Ｌ增大到２００ｍｇ／Ｌ时，Ｃｕ２＋促进率由１．１６％增大到９４．５６％，Ｚｎ２＋促进率

由２１．３２％增大到４５．８６％。在重金属浓度为符合或接近符合水质基准值１．０ｍｇ／Ｌ时，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋对ＮＤＭＡ
的形成也分别有１６．８８％和１３．４２％的促进率；而当重金属浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，两种离子却均抑制 ＮＤＭＡ的形

成。机理研究表明Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋促进 ＮＤＭＡ的形成主要是由于其与ＤＭＡ发生相互作用，进而导致 ＮＤＭＡ形

成。【结论】高浓度的Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋通过与ＤＭＡ相互作用，形成活性中间体从而促进ＮＤＭＡ的生成。
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０　引言

　　【研究意义】ＷＨＯ指出８０％～９０％的癌症由环
境因素导致，而８０％以上的环境因素与化学致癌剂
有关，Ｎ－亚硝基化合物（ＮＯＣ）就是其中非常重要的
一种［１－２］。在已报道的３００多种 ＮＯＣ中，约９０％具
有致癌活性，其中Ｎ－亚硝基二甲胺（ＮＤＭＡ）是结构
最简单而致癌性、诱变性与致畸性却最强的物质之
一［３－４］。在人类暴露于 ＮＯＣ的总量中，内源性形成
的ＮＯＣ占６０％。内源性ＮＯＣ主要是在人胃肠中形
成，它严重威胁到人类健康［５－６］。因此，有关内源性

ＮＯＣ形成的研究已成为保护人体健康的重要研究内
容和被关注领域。另外，近年来随着工业的发展，大
量的重金属排入土壤和河流、湖泊及海洋等水体中，
危害土壤和水体生态环境。环境中的重金属不能被
降解，主要通过水和土壤等途径进入动植物体，并经
由食物链放大富集进入人体，其极低浓度就能破坏人
体正常的生理活动，损害人体健康［７］。综上所述，

ＮＤＭＡ和重金属都对人体健康具有很大威胁，尤其
是发展中国家粮食、蔬菜中重金属的浓度常常高于限
量值［８－９］。因此，研究重金属对人体内 ＮＤＭＡ形成
的影响具有重要意义。【前人研究进展】国内外许多
学者从外源性和内源性角度开展重金属对Ｎ－亚硝胺
形成影响的研究。在外源性 ＮＤＭＡ的形成上，Ａｎ－
ｄｒｅｗｓ等［１０］报道在氯胺存在的偏碱性条件的饮用水
运输管道中，铜能促进 ＮＤＭＡ的生成；Ｍｉｔｃｈ等［１１］

也发现在二氧化碳捕获系统中铜能促进Ｎ－亚硝胺的
生成。而在内源性ＮＤＭＡ的形成上，曾婷等［１２］研究
表明，在模拟胃液条件下，含量极低但生物毒性显著
的重金属汞、镉和铅能够促进内源性 ＮＤＭＡ 的生
成。【本研究切入点】对于毒性一般但含量较高的重
金属，如铜和锌等对于内源性ＮＤＭＡ的生成影响尚
未见报道。因此，本文从该方面着手，研究重金属

Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋与内源性 ＮＤＭＡ形成的关系。【拟解决
的关键问题】研究在模拟胃液条件下，重金属Ｃｕ２＋和

Ｚｎ２＋对 ＮＤＭＡ 形成的影响，并进一步探讨其作用
机理。

１　材料与方法

１．１　材料

　　ＮＤＭＡ、ＮＤＭＡ－ｄ６标准溶液（Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ

ＧｍｂＨ公司）；Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋标准溶液 （国家有色金属
及电子材料分析测试中心）；二氯甲烷、正己烷、甲醇
为色谱纯 （美国Ｓｉｇｍａ公司）；二甲胺盐酸盐、亚硝酸

钠、氯化钠为分析纯 （美国Ｓｉｇｍａ公司）；胃蛋白酶
（美国Ｓｉｇｍａ公司）；去离子（Ｍｉｌｌｉ　Ｑ超纯水机制备）。

　　Ｔｒａｃｅ　ＤＳＱ气相色谱 －质谱联用仪（ＧＣ／ＭＳ；色
谱柱：ＤＢ－１７０１，３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｊ＆Ｗ；美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＩＣＳ－２１００离子色谱仪
（ＩＣ；阴离子抑制器：ＡＳＲＳ－４ｍｍ；阴离子色谱柱：

ＩｏｎＰａｃ　ＡＳ１１－ＨＣ；阴离子保护柱：ＩｏｎＰａｃ　ＡＧ１１－ＨＣ；
阳离子抑制器：ＣＳＲＳ－４ｍｍ；阳离子色谱柱：ＩｏｎＰａｃ
ＣＳ１２Ａ；阳离子保护柱：ＩｏｎＰａｃ　ＣＧ１２Ａ；美国Ｄｉｏｎｅｘ
公司）；１２位真空固相萃取装置 （萃取柱：椰壳质填
料，天津博纳艾杰尔公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＮＤＭＡ检测的ＧＣ／ＭＳ条件

　　进样口温度：２００℃；离子源温度：２５０℃；传输线
温度：２３０℃；载气流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样模式：不分
流；程序升温方法：初始温度为４５℃，保持５ｍｉｎ，再
以１０℃／ｍｉｎ速率升高至２００℃，保持５ｍｉｎ；溶剂延
迟时间：３．５０ｍｉｎ；Ｆｕｌｌ　Ｓｃａｎ扫描范围：２０～３００；ＳＩＭ
碎片离子选择：７４，４２，２８，８０；进样量：１μＬ；ＥＩ源电
子轰击能量：７０ｅＶ。

１．２．２　ＤＭＡ和ＮＯ－２ 检测的ＩＣ条件

　　ＤＭＡ检测条件：柱温为３０℃；流动相为２０ｍｍｏｌ／

Ｌ的甲基磺酸溶液；抑制器电流为５９ｍＡ，进样体积为

２５μＬ。ＮＯ－２ 检测条件：柱温为３０℃；流动相为３０
ｍｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钾溶液；抑制器电流为７５ｍＡ，进样
体积为２５μＬ。用去离子水配制浓度为５ｍｇ／Ｌ、１０
ｍｇ／Ｌ、２５ｍｇ／Ｌ、５０ｍｇ／Ｌ、１００ｍｇ／Ｌ的ＤＭＡ标准溶
液和浓度为０．５ｍｇ／Ｌ、１ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、２０
ｍｇ／Ｌ、２５ｍｇ／Ｌ的 ＮａＮＯ２ 标准溶液。以ＤＭＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）为横坐标，其峰面积（μｓ·ｍｉｎ）为纵坐标，绘制
标准工作曲线，线性回归方程为Ｙ ＝０．０６６８　Ｘ －０．
０８８５，Ｒ２＝０．９９９３，线性关系良好。以ＮＯ－２ 浓度（ｍｇ／

Ｌ）为横坐标，其峰面积（μｓ·ｍｉｎ）为纵坐标，绘制标准
工作曲线，线性回归方程Ｙ＝０．２１２６　Ｘ－０．０００４，Ｒ２

＝１，线性关系良好。

１．２．３　模拟胃液条件

　　模拟胃液的配制参考文献［１３］的方法：将３．２ｇ
胃蛋白酶，２．０ｇ氯化钠和７．０ｍＬ质量分数为３７％
的盐酸，加入足量的去离子水中，用去离子水定容至

１　０００ｍＬ，最后用４ｍｏｌ／Ｌ的盐酸调节溶液的ｐＨ值
至２．０，制得模拟胃液。反应时间为２ｈ（文献［１４］），
反应温度为人体的温度３７℃。

１．２．４　Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋对ＮＤＭＡ形成的影响

　　反应体系分为空白组和实验组。空白组：向试管

８６ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



中依次加入５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＭＡ溶液和５０ｍｍｏｌ／Ｌ
的亚硝酸钠（ＮａＮＯ２）溶液各１ｍＬ，然后加入模拟胃
液定容至１０ｍＬ，最后用４ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节溶液ｐＨ
值至２．０±０．０５，震荡均匀。实验组：分别取１０
ｍｇ／Ｌ、１００ ｍｇ／Ｌ、２００ ｍｇ／Ｌ、５００ ｍｇ／Ｌ、１　０００
ｍｇ／Ｌ、１　５００ｍｇ／Ｌ和２　０００ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋或Ｚｎ２＋标
准溶液１ｍＬ于试管中，然后依次加入５０ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＤＭＡ溶液和５０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＮＯ２溶液各１ｍＬ，用
模拟胃液定容至１０ｍＬ，最后用４ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节

ｐＨ值至２．０±０．０５，震荡均匀。将空白体系和实验
体系置于３７℃恒温水浴中反应２ｈ。反应结束后，迅
速将试管置于冰水中冷却，随后向样品中加入２００

μＬ　０．１ｍｇ／Ｌ的ＮＤＭＡ－ｄ６溶液作为内标，振荡混匀
之后，迅速将样品依照刘清明等［１５］报道的方法对样
品进行处理，测定ＮＤＭＡ的生成量。

１．２．５　Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋影响ＮＤＭＡ生成的机理研究

　　反应体系分为空白组和实验组。空白组：向试管
中加 入 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＤＭＡ 溶 液 １ ｍＬ 或 ５０
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＮＯ２溶液１ｍＬ，然后用模拟胃液（不含
胃蛋白酶）定容至１０ｍＬ，最后用４ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节
溶液ｐＨ 值至２．０±０．０５，震荡均匀。实验组：分别
取１０ｍｇ／Ｌ、１　０００ｍｇ／Ｌ和２　０００ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋ 或

Ｚｎ２＋标准溶液１ｍＬ于试管中，然后依次加入５０
ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＤＭＡ 溶 液 １ ｍＬ 或 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的

ＮａＮＯ２溶液１ｍＬ，用模拟胃液（不含胃蛋白酶）定容
至１０ｍＬ，最后用４ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节ｐＨ值至２．０±
０．０５，震荡均匀。将空白体系和实验体系置于３７℃
恒温水浴中反应２ｈ。反应结束后，迅速将试管置于
冰水中冷却，将样品稀释１０倍后用 Ｎａ柱除去溶液
中重金属，经０．２２μｍ 滤膜过滤后测定样品中的

ＤＭＡ和ＮＯ－２ 的浓度。

２　结果与分析

２．１　Ｃｕ２＋对ＮＤＭＡ形成的影响

　　如图１所示，当反应体系中不存在Ｃｕ２＋时，ＮＤ－
ＭＡ的平均生成量约为７６μｇ／Ｌ。当Ｃｕ

２＋的浓度为

１ｍｇ／Ｌ、１０ｍｇ／Ｌ、２０ｍｇ／Ｌ、５０ｍｇ／Ｌ、１００ｍｇ／Ｌ、

１５０ｍｇ／Ｌ和２００ｍｇ／Ｌ时，ＮＤＭＡ的平均生成量分
别为８８．３３μｇ／Ｌ、６７．４８μｇ／Ｌ、６８．１７μｇ／Ｌ、７６．４５

μｇ／Ｌ、１０３．９４μｇ／Ｌ、１２６．３１μｇ／Ｌ和１４７．０４μｇ／Ｌ。
由图１可以看出，当Ｃｕ２＋浓度符合或接近水质基准
值１ ｍｇ／Ｌ 时，Ｃｕ２＋ 对 ＮＤＭＡ 的促进率能达到

１６．８８％，这与Ａｎｄｒｅｗｓ等［１０］报道的１ｍｇ／Ｌ　Ｃｕ２＋在
偏碱性环境中能够促进 ＮＤＭＡ的生成相符合。与
空白试验相比，在加入１０ｍｇ／Ｌ和２０ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋

后，ＮＤＭＡ生成量减少，Ｃｕ２＋抑制 ＮＤＭＡ的生成，
但作用不明显；当Ｃｕ２＋浓度为５０ｍｇ／Ｌ时，ＮＤＭＡ
生成量几乎没有变化。当 Ｃｕ２＋ 浓度在５０～２００
ｍｇ／Ｌ时，Ｃｕ２＋浓度与ＮＤＭＡ的生成量呈正相关，说
明Ｃｕ２＋能够促进 ＮＤＭＡ的生成。当浓度达到２００
ｍｇ／Ｌ时，促进率非常高，能够达到９４．５６％。因此，
在重金属浓度普遍偏高的地方，水质的污染应该引起
足够的重视。

图１　Ｃｕ２＋对ＮＤＭＡ生成的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｃｕ２＋ｏｎ　ＮＤＭＡ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２．２　Ｚｎ２＋对ＮＤＭＡ形成的影响

　　由图２可知，当反应体系中不存在Ｚｎ２＋时，ＮＤ－
ＭＡ的平均生成量约为７６μｇ／Ｌ。当反应体系中

Ｚｎ２＋ 的 浓 度 为 １ ｍｇ／Ｌ、１０ ｍｇ／Ｌ、２０ ｍｇ／Ｌ、５０
ｍｇ／Ｌ、１００ｍｇ／Ｌ、１５０ｍｇ／Ｌ和２００ｍｇ／Ｌ时，ＮＤ－
ＭＡ的平均生成量分别为８５．７２μｇ／Ｌ、６７．５２μｇ／Ｌ、

７６．０４μｇ／Ｌ、９１．６９μｇ／Ｌ、１０７．２４μｇ／Ｌ、１０７．５７

μｇ／Ｌ和１０９．７０μｇ／Ｌ。与空白试验相比，当Ｚｎ
２＋浓

度为１０ｍｇ／Ｌ时，ＮＤＭＡ生成量减少，Ｚｎ２＋显示出
抑制作用；当浓度为２０ｍｇ／Ｌ时，Ｚｎ２＋对 ＮＤＭＡ的
生成无影响；其余浓度下，Ｚｎ２＋都能使 ＮＤＭＡ的生
成量有不同程度的增加，这说明Ｚｎ２＋在一定浓度下
能够促进 ＮＤＭＡ 的生成。当浓度大于１００ｍｇ／Ｌ
时，ＮＤＭＡ的生成量几乎不再增加，Ｚｎ２＋的促进作用
达到饱和。

图２　Ｚｎ２＋对ＮＤＭＡ生成的影响

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｎ２＋ｏｎ　ＮＤＭＡ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２．３　Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋影响ＮＤＭＡ生成的机理研究

　　从图３中可以看出，加入不同浓度Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋
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后，ＮＯ－２ 变化率都在６％以下。而对于ＤＭＡ来说，

除了当体系中分别加入１０ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋后，

ＤＭＡ的变化率分别为７．１３％和６．４５％，与在此浓
度下ＮＯ－２ 变化率差别不大外，其余浓度下，ＤＭＡ的
变化率都大于ＮＯ－２ 变化率。尤其是当分别加入１００
ｍｇ／Ｌ和２００ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋后，ＤＭＡ的变化
率为２０％～４０％，而 ＮＯ－２ 变化率只是接近６％，

ＤＭＡ的变化率与 ＮＯ－２ 变化率有非常明显的区别。

由此可以说明，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋与ＤＭＡ的相互作用更
为强烈。因此可以推断，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋对 ＮＤＭＡ生
成的影响可能是由于它们与ＤＭＡ产生了强烈的相
互作用，这种相互作用导致稳定的中间体形成，同时
这种稳定的中间体较 ＤＭＡ可能更容易与 ＮＯ－２ 反
应，最终促进ＮＤＭＡ的生成。

　　图３　Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋与ＮＯ－２ 或ＤＭＡ的相互作用

　　Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆ　Ｃｕ２＋ａｎｄ　Ｚｎ２＋ａｎｄ　ＮＯ－２ ｏｒ　ＤＭＡ

３　讨论

　　ＮＤＭＡ作为一种强烈致癌物，早已引起人们的
重视，而对于能促进其生成的重金属离子的相关研究
更应该引起足够的重视。本文模拟胃液的反应体系，
考察重金属离子铜和锌对于内源性 ＮＤＭＡ形成的
影响。

　　在研究重金属离子对于内源性 ＮＤＭＡ形成的
影响时，发现模拟胃液中Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋浓度高于５０
ｍｇ／Ｌ时，可以明显看到它们对 ＮＤＭＡ的形成有促
进作用，并且随浓度增大而增大。在重金属浓度符合
或接近符合水质基准值１．０ｍｇ／Ｌ时，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋

对ＮＤＭＡ的形成也有１６．８８％和１３．４２％的促进率。
而当重金属浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，两种离子却分别对

ＮＤＭＡ的形成有１０．７０％和１０．５２％的抑制作用，但
抑制效果不明显，引起该现象的原因有待进一步研
究。另外，机理研究表明，Ｃｕ２＋和Ｚｎ２＋能够促进ＮＤ－
ＭＡ形成主要是由于重金属离子与ＤＭＡ之间的相
互作用导致稳定的中间体的形成，很可能这种稳定的

中间体较ＤＭＡ更容易与ＮＯ－２ 反应，最终促进ＮＤ－
ＭＡ的生成。本研究将有助于了解重金属对人体健
康影响的作用机理，为提出有效的环境因素控制阈值
提出新视角。
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