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摘要 硝基苯酚(nitrophenols, NPs)作为大气细颗粒物中关键毒性组分, 其环境行为与毒性风险的耦合机制尚待

阐明. 本研究通过高时间分辨率在线采样系统与高分辨质谱联用技术(非靶向与靶向分析相结合), 结合计算毒理

学方法, 系统构建了从分子识别到毒性评估的研究框架. 2023年夏季上海PM2.5非靶向检测分析显示, NPs占芳香

族化合物的25%, 其中定量检测的10种NPs浓度范围为0.02~6.46 ng/m3, 单环类浓度较多环/杂环衍生物高1~2个数

量级. 时间序列分析揭示了NPs具有显著的聚类特征, 离群NPs对(如4H4NBP/4NP)呈现出明确的构效关系, π共轭

效应、硝基取代及疏水基团分别调控其细胞毒性(IC50). 值得注意的是, 这些具有构效关系的NPs对展现出动态的

环境响应性(受NO2浓度、相对湿度等影响), 且主要遵循剂量-效应规律. 复合毒性分析表明, NPs复合毒性较单一

毒性值降低50%以上, 其中高浓度组分(如4NP和4NmC)显著削弱低浓度构效化合物(4H4NBP和5N2MP)的毒性贡

献; 然而当结构差异达到临界阈值(如5N2MP较4NmC毒性阈值低一个数量级)时, 分子结构特征将超越浓度效应

成为风险主导因素. 本研究建立的剂量-结构-毒性-风险综合评价框架, 为大气污染物健康风险评价提供了新的方

法学体系.
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1 引言

硝基苯酚(nitrophenols, NPs)类化合物是大气颗粒

物中普遍存在的一类半挥发性有机污染物, 其大气化

学意义主要体现在形成二次有机气溶胶(secondary or-
ganic aerosol, SOA)的重要前体物和棕色碳(brown car-

bon, BrC)的关键组分
[1]. 作为典型的吸光性物质, NPs

通过影响大气辐射强迫参与区域气候变化过程. 毒理

学研究证实, 颗粒物中NPs可通过诱导活性氧(reactive
oxygen species, ROS)产生和释放炎症因子, 导致呼吸

系统氧化损伤和心血管功能紊乱
[2,3]. 流行病学调查显

示, NPs暴露对儿童哮喘发病率升高及成年人动脉粥
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样硬化产生影响
[4,5]. 这类化合物特有的硝基(–NO2)和

酚羟基(–OH)官能团不仅增强了其环境持久性, 还通

过醌式结构重排转化产生活性中间体, 从而表现出独

特的健康风险特征
[6].

NPs化合物在大气中的环境行为受到排放源(生物

质/化石燃料燃烧)和化学过程(气相光化学/多相氧化)
共同调控, 呈现显著时空差异. 一次排放如4-硝基苯酚

等20种标志物, 冬季总平均浓度达夏季的百倍以上
[7];

源于光化学反应的二次生成贡献夏季以5-硝基愈创木

酚为主的66.4% NPs总量
[8]. NPs的老化过程呈现昼夜

分异特征:白天酚类挥发性有机物(volatile organic che-
micals, VOCs)可以通过羟基自由基(∙OH)引发化学反

应, 产生大量NPs产物, 贡献于SOA[9]; 夜间NPs的二次

生成可能源于液相反应、气粒非均相反应(硝基自由

基在颗粒相氧化)以及气相自由基反应参与的氧化过

程
[10]. 北京夏季的观测表明, 3-甲基-4-硝基邻苯二酚

(3-methyl-4-nitrocatechol, 3M4NC)和4-甲基-5-硝基邻

苯二酚(4-methyl-5-nitrocatechol, 4M5NC)的夜间浓度

增长与4-硝基苯酚(4-nitrophenol, 4NP)等的日间增长

路径不同, 在高氮氧化物(NOx)条件下, 液相氧化主导

前者生成, 而甲苯与二氧化氮的光氧化反应更显著促

进后者形成. 其形成路径的贡献由(3M4NC+4M5NC)/
4NP浓度比标记, 表明相对湿度大于30%时液相途径

对硝基芳香族化合物(nitro aromatic compounds,
NACs)的贡献增强(比值由0.1增加到0.75)[11]. NPs还呈

现地域差异, 亚洲地区NPs浓度在pg/m3~ng/m3
范围内,

北方如哈尔滨冬季采暖季这些含氮有机物的浓度显著

高于位于长三角地区的杭州, 反映排放强度(包括NOx

前体气体的排放)与大气氧化能力的协同作用
[12].

高分辨质谱技术的突破为NPs的全面识别与定量

提供了多元化手段. 当前通过非靶向筛查, Orbitrap系
列可准确区分NPs同分异构体, 如在负电离模式下, 邻
甲酚氧化产生的甲基硝基儿茶酚异构体(C7H7NO4)被
准确识别

[13];飞行时间质谱,如超高效液相色谱-四极杆-
飞行时间质谱(ultra-performance liquid chromatography-
quadrupole-time-of-flight mass spectrometry, UPLC-
QTof-MS), 结合三相中空纤维液相微萃取(hollow
fiber liquid-phase microextraction, HF-LPME)技术, 测
定了人尿液和唾液样本中的2,4-/2,5-/2,6-二硝基苯酚

(dinitrophenols, DNPs)的浓度
[14]; 傅里叶变换离子回旋

共振质谱(Fourier transform ion cyclotron resonance

mass spectrometry, FT-ICR MS)结合电喷雾电离(elec-
trospray ionization, ESI-)可实现超高精度(<1 ppm)分子

量测定, 如在野火固态棕色碳的研究中发现有机硝酸

酯, 包括硝基苯酚, 占所有检测到的CHNO分子式的

98%[15]. 在靶向定量方面, Salvatierra-stamp等人
[16]

开

发了一种液相色谱-质谱联用(liquid chromatography-
triple quadrupole-mass spectrometry, LC-QQQ-MS)方
法, 通过多反应监测(multiple reaction monitoring,
MRM)定量分析了水样中的含4-硝基苯酚在内的新兴

污染物. 质谱技术的多模态联用与智能数据分析手段

(如深度学习)的结合, 揭示了中国东部颗粒NPs驱动因

素的时空异质性
[17].

毒性机制研究揭示NPs存在显著的物种差异. 通

过甲基噻唑基四唑(methyl thiazolyl tetrazolium, MTT)
检测发现, 将人正常支气管上皮细胞(BEAS-2B)处理

24 h后, 2-硝基苯酚、3-硝基苯酚和4-硝基苯酚的半数

抑制浓度(IC50)分别为255、118和89 μg mL−1[18]; 利用

两种生物对单硝基酚和DNP的毒性进行评估, 发现

2,5-DNP毒性最强, 而当环境pH从6升到8时, DNP毒性

降低一个数量级以上
[19]. 具有相似化学结构的物质由

于与生物组织的类似相互作用, 往往通过相似的通路

产生毒性作用
[20], 但毒性的强弱可能受到化合物结构

的影响. 通过水培系统将单子叶植物和双子叶植物暴

露于酚类污染物2周, 4-硝基愈创木酚对植物根系的影

响大于不含硝基的愈创木酚
[21]. 此外, 研究还结合计

算化学描述如空间能、最高占据分子轨道(highest oc-
cupied molecular orbital, HOMO)能量和最低未占分子

轨道(lowest unoccupied molecular orbital, LUMO)能量

比较了硝基芳族和硝胺等化合物的结构/活性关系, 发
现邻位取代通常比对位取代毒性更大

[22]. 不同NPs对
生物组织的毒性机制也不尽相同, 4-硝基苯酚可诱导

大鼠睾丸核因子E2相关因子2(nuclear factor erythroid
2-related factor 2, Nrf2)抗氧化通路激活及生殖细胞凋

亡
[23]; 长期暴露于硝基化合物(包括NPs)还可导致线粒

体活性氧(mitochondrial reactive oxygen species,
mtROS)积聚, 使线粒体功能障碍, 从而诱导细胞凋亡

和肺部病变等
[24,25]. 以上多集中于单一物种的毒性水

平及其机制研究, 但真实大气中NPs常与其他污染物

产生复合效应, 当3-三氟甲基-4-硝基苯酚和2,5-二氯-
4-硝基水杨酰苯胺混合时, 对虹鳟鱼的毒性作用表现

出显著的协同毒性效应(大于加和效应)[26]. 此外, Cu2+
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与NPs二元混合物复合毒性的研究还发现, NPs化学结

构对二元体系总毒性的影响仍然显著, 其毒性大小顺

序为Cu2+/苯酚<Cu2+/间硝基苯酚<Cu2+/邻硝基苯酚

<Cu2+/ 对硝基苯酚
[27]. 这种复合暴露效应在现行风险

评估中尚未充分考量.
现有对大气颗粒物中NPs的检测分析存在时间分

辨率低(传统滤膜采样通常为12~24 h)的问题, 难以捕

捉NPs的昼夜变化及形成转化规律; 非靶向分析多依

赖离线提取, 易导致挥发性NPs的损失; 毒性评估多采

用单一化合物暴露, 未能反映实际大气颗粒物中混合

组分包括分子结构的暴露场景. 针对这些研究不足,
本研究采用自搭建大气颗粒物在线采样与前处理系统

实现三小时时间分辨率, 结合UPLC-QTof-MS和LC-
QQQ-MS联用技术, 通过非靶向筛查和靶向定量, 并

运用细胞计数试剂盒-8(cell counting kit-8, CCK-8)法
检测10种包括苯核、萘核和杂环NPs化合物浓度与细

胞毒性的时间变化, 识别并揭示了NPs短期浓度-结构-
毒性-风险的动态关联, 评估了复合毒性的动态影响及

其驱动因素.

2 实验方法

本研究采用“在线采样-质谱分析-毒性计算-风险

评估”的研究框架, 对大气PM2.5中NPs化合物的化学特

征、毒性变化和健康风险进行综合评估. 研究首先通

过在线气溶胶浓缩萃取系统实现大气PM2.5的连续采

集与高效萃取; 进而采用UPLC-QTof-MS非靶向筛查

和LC-QQQ-MS靶向定量联用技术, 对10种NPs进行准

确定性定量; 在此基础上通过CCK-8法测定NPs细胞

毒性, 结合Chou-Talalay联合指数法和分子描述符计算

解析复合毒性作用机制; 最终采用CART决策树建模

和蒙特卡洛权重优化算法, 整合环境参数与毒理数据,
建立基于机器学习算法的NPs污染物健康风险预测,
构建涵盖NPs化学特征-气象参数-毒性响应的多维度

风险评估体系.

2.1 在线采样与前处理

在线采样与前处理系统整合了采样、多功能气溶

胶浓度浓缩系统(versatile aerosol concentration enrich-
ment system, VACES)和快速真空浓缩萃取(OE)模块

(图1). VACES在线浓缩萃取系统的工作原理及性能测

试详见Shang等人的研究
[28,29]. 简单来说, 环境气流首

先通过VOCs脱除器(Magee Scientific, 3456), 后经过大

气采样头筛选出空气动力学直径2.5 μm及以下粒径的

颗粒. 系统设主气流与浓缩气流的流量之比为10, 以获

得环境PM2.5浓度的10倍理论浓缩效果, 而实际浓度的

浓缩倍数平均为8.05倍. 其浓缩过程经历过饱和-冷
凝-粒径分选, 将浓缩后的PM2.5引入萃取瓶(SKC,
225-9595), 其内定时定量注入低沸点的二甲基乙酰胺

(dimethylacetamide, DMA)有机溶剂, 间歇性进行超声

萃取, 萃取液经0.22 μm过滤膜去除不溶组分, 最终在

真空浓缩仪(LabTech, Flex-MVP)中二次浓缩至十分之

一的溶液体积, 有关实验方法的详细描述已有报道
[30].

PM2.5采样时间自2024年7月5日至8月2日, 采样间隔

图 1 (网络版彩图) VACES-OE-MS-Toxicity在线联用系统示意图
Figure 1 (Color online) Schematic diagram of the VACES-OE-MS-Toxicity online coupling system.
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3 h,共获得152个PM2.5样品,期间高温高湿强氧化环境

为上海地区夏季的典型特征, 有利于NPs的二次生

成
[30].

2.2 高分辨质谱分析

2.2.1 UPLC-QTof-MS非靶向定性分析

本研究采用UPLC-QTof-MS联用技术(安捷伦

6545型)进行非靶向分析(图1). 样品(1 mL)加入含

1000 μg/L氘代内标物(4-硝基苯酚-d4)的100 μL甲醇溶

液. 质谱检测采用电喷雾负离子模式, 参数设置为电离

电压4.0 kV、离子源温度350°C、雾化压力60 psi、裂

解电压100 V、鞘气流速6 L/min、质量扫描范围

40~800 m/z(采集速率1谱图/秒), 使用含特征离子

112.9856 m/z的专用校正液进行质量校准, 分析前执

行高精度调谐(质量偏差<2 ppm). 色谱分离采用反相

C18柱(2.1 mm×50 mm, 1.8 μm, 安捷伦Eclipse Plus),
柱温40°C, 流动相为水(A相)和甲醇(B相), 梯度洗脱程

序为: 初始1% B相保持3.7 min; 15.2 min内升至54%并

维持1 min; 7.5 min内升至90%后平衡0.2 min; 1.8 min
内降回1%. 数据经Mass Hunter 10.0软件采集, 实验过

程进行空白扣除,最终以5 ppm质量窗口通过与标准物

质(纯度≥98%)的保留时间和特征离子比对实现准确

定量
[31].

2.2.2 LC-QQQ-MS靶向定量分析

采用安捷伦液相色谱-G6475系列三重四极杆质谱

联用仪(ESI负离子模式)对硝基苯酚类化合物进行定

性定量分析(图1). 色谱分离选用ZORBAX Eclipse Plus
C18色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm),柱箱温度恒定为

40°C, 内标采用4-硝基苯酚-2,3,5,6-d4, 浓度为10 ppb,
以含水(A相)和甲醇(B相)的梯度洗脱体系进行分离,
流速0.4 mL/min. 洗脱程序为: 初始10% B相保持

0.5 min; 0.5~1 min内升至15%; 1~4 min内升至60%;
4~9 min内升至80%; 9~10 min内升至100%并维持

5 min; 15~16 min内降回10%. 采用MRM模式进行定

量分析(如4-硝基苯酚监测质荷比(m/z)138→92和
138→108离子对). 方法验证显示所有目标物均具有良

好的线性(R2 > 0.999)、较低的检出限(0.001 ng/mL)及
符合标准的加标回收率(81%~106%). 上述分析聚焦10
种硝基苯酚和1种非硝基苯酚化合物: 4-硝基愈创木酚

(4-nitroguaiacol, 4NG, m/z = 168.0302)、2,6-二硝基-4-

甲基苯酚(2,6-dinitro-4-methylphenol, 26DN4MP,
197.0204)、5-硝基-2-甲基苯酚(5-nitro-2-methylphenol,
5N2MP, 152.0353)、2,4-二硝基-1-萘酚(2,4-dinitro-1-
naphthol, 24DN1N, 233.0204)、4NP(138.0197)、5-硝
基水杨酸(5-nitrosalicylic, 5NSA, 182.0095)、4-硝基间

甲酚(4-nitro-m-cresol, 4NmC, 152.0353)、2,6-二甲基-
4-硝基苯酚(2,6-dimethyl-4-nitrophenol, 26DM4NP,
166.051)、4-羟基-4′-硝基联苯(4-hydroxy-4′-nitrobiphenyl,
4H4NBP, 214.051)、4-硝基-1-萘酚(4-nitro-1-naphthol,
4N1N, 188.0353)以及5-硝基吲哚(5-nitroindole, 5NI,
161.0357), 对其进行定性定量分析. 以上硝基苯酚化

合物的回收率在81%~106%范围内.

2.3 CCK-8毒性实验

细胞活力检测(CCK-8法)是将BEAS-2B以每孔约

1×104个细胞的密度接种于96孔板, 每孔加入100 μL完
全培养基, 在37°C、5% CO2条件下培养24 h. 待细胞

贴壁后, 分别加入不同浓度的待测化合物(每组设3个
复孔, 浓度梯度范围为0~800 μM)处理24~72 h. 同时

设置仅含培养基的空白对照组和未处理细胞的阴性对

照组. 在每个检测时间点, 每孔加入10 μL CCK-8试剂

(日本同仁化学), 继续孵育2 h(孵育时间通过预实验确

定). 使用酶标仪(BioTek, 美国)在450 nm波长处测定吸

光度值. 在SigmaPlot中, 可通过Hill函数拟合方程实现

剂量-效应曲线拟合和IC50的计算.

2.4 毒性相关计算

本研究采用计算化学与统计, 通过以下步骤解析

化合物对的结构-活性关系: 首先基于SMILES编码计

算5类关键分子描述符(如分子量、芳香键数、极性表

面积、硝基数量和供体数量), 量化结构特征; 随后

将IC50值转换为−lg(IC50)毒性指标, 通过Pairwise Com-
parison(配对t检验, α = 0.05)计算毒性差异及描述符相

对差异; 最后采用毒性柱状图加描述符差异呈现比较

结果, 突显结构修饰对活性的影响方向与程度.
基于R语言(4.5.1), 本研究建立了复合毒性评估体

系, 涵盖从数据预处理到毒性还原的全流程. 首先导入

6种硝基苯酚化合物(4H4NBP, 5N2MP, 24DN1N,
4N1N, 4NmC和4NP)的IC50毒性数据并进行数据清

洗与标准化预处理. 核心计算方法采用改进的Chou-
Talalay联合指数法确定CI值: 对于任一组合(Tx+Ty),
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通过剂量效应曲线拟合得到各浓度下的抑制率, 按公

式CI = (Dx/D50x)/(Dy/D50y)计算联合指数, 其中Dx和Dy

为组合中产生x%效应时各组分的使用剂量, D50x和

D50y为单组分达到50%效应时的剂量. 基于此, 本研究

将化合物相互作用划分为三类: 当CI < 1时为协同作

用(如5N2MP+4NmC组合CI = 0.87), 当CI > 1时为拮抗

作用(如4H4NBP+4NP组合CI = 4.04), CI ≈ 1时为加和

作用(如24DN1N+4N1N组合CI = 0.99). 通过建立的综

合评估Tcomp = 1/(1/Ti+1/Tj)CI进行复合毒性计算, 同时

采用基于毒性贡献度的加权归因算法Treal = ∑wkCk/∑wkα
(权重系数wk经Bootstrap重采样确定为0.7~1.0, 基质效

应因子α = 1.05)实现单组分真实毒性还原. 所有实验

重复3次, 统计分析显示该方法的回收率达到92.4%~
106.8%, RSD < 5%, 动态CI调整机制使预测误差较传

统降低18.7%, 通过双向贡献度解析和蒙特卡洛优化

的权重分配系统显著提升了复合毒性评估的准确性.

2.5 决策树算法

本研究采用递归分区算法(CART算法)构建决策

树, 以毒性值、污染物指数、空气质量参数和气象因

素作为自变量, 将风险等级(Risk_Level, 分为低、中、

高三级)作为因变量, 通过基尼不纯度(Gini impurity)作
为节点分裂标准, 采用10折交叉验证确定最优树深度,
并设置最小节点样本量为总样本量的5%(使用rpart包
v4.1.23实现). 风险概率计算依据终端节点中样本类别

的分布比例进行, 例如当某终端节点样本中有20%被

分类为高风险等级时, 即判定该节点对应条件下的高

风险概率为20%.

2.6 其他数据获取

空气质量参数(包括PM2.5, PM10, SO2, NO2, CO, O3

浓度)及气象因素(温度、相对湿度和风速)数据采集自

杨浦四漂
1)
和宝山附近的监测站

2).

3 大气颗粒物中硝基苯酚的识别与定量

3.1 硝基苯酚的聚类分布质谱特征

通过UPLC-QTof-MS非靶向筛查, 图2(a)采用散点

图-饼图复合图表展示了不同m/z区间的分子特征分布

及组别占比. 数据显示, CHNO类化合物比例随m/z增
大而升高, 在中m/z区(150~500)和高m/z区(>500)占比

接近50%, 且中m/z区表现出更丰富的分子特征种类.
为聚焦CHNO类分子特征, 研究通过氢碳原子比(H/C)
与氧碳原子比(O/C)构建二维分布图(图2(b)), 将化合

物划分为四个特征区域: 饱和、不饱和、高度不饱和

及芳香族
[32]. 芳香族化合物集中分布于低比值区(H/C:

0~1.0; O/C: 0~0.5), 这一分布特征与其结构特性高度

吻合: 共轭体系导致氢原子数减少, 且含氧官能团(如
羟基、硝基)相对于苯环碳骨架占比有限, 因此O/C普
遍维持在较低水平(多数<0.5). 基于上述分类, 图2(c)
进一步分析了芳香族化合物中CHNO类的m/z-Kendrick
质量缺陷(Kendrick mass defect, KMD)分布特征. 结果

显示, 该类化合物在m/z-KMD空间分布最广, 且在环

形占比图中贡献率最高(>30%). ΔKMD/Δm/z斜率分

布分析(图2(d))显示, 其峰值斜率(−0.8835)落在NP特
征范围(−0.9~−1.2)附近, 但较大标准差(2.531)表明体

系中可能存在位置异构体(邻/间/对位NPs)、多硝基苯

酚或非硝基芳烃杂质. 通过该筛选标准,最终鉴定出占

芳香族总量25%的潜在NPs化合物(质谱峰信号数量占

比).此外,通过Comptox数据库的匹配以及官能团的预

测和主体结构的判断(质量误差小于0.03 Da), 对化合

物进行分类, 进一步的含硝基和羟基官能团的芳香族

化合物的分类统计结果见图S1(补充材料). 为验证筛

选结果, 研究采用UMAP降维可视化(图2(e)), 清晰呈

现了不同分子组在低维空间的聚类特征. 芳香族化合

物在UMAP空间呈现对称双簇分布(UMAP2: 0~10;
UMAP1: 正负对称), 从中筛选出沿UMAP1轴向链状

分布的候选NPs化合物(蓝色标记点), 并通过质谱分析

实现定性与定量验证.

3.2 硝基苯酚的时间序列变化特征

通过LC-QQQ-MS对上述10种疑似NPs化合物进

行定性与定量分析, 证实了NPs化合物的准确识别. 非
硝基苯酚化合物5-硝基吲哚只作参照, 不作讨论. 检测

结果表1显示NPs化合物浓度范围为0.02~6.46 ng/m3,
与文献报道的城市大气颗粒物中NPs浓度水平一致.

1) https://quotsoft.net/air.
2) https://rp5.ru.
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其中4NP浓度最高(6.46 ng/m3), 与Yang等人
[33]

冬季兴

隆地区观测值((9.72±8.94) ng/m3)相近 ; 4NP与
26DN4MP(1.03 ng/m3)的浓度分别较陈美娟

[34](南京)
和庄旻等人

[35](上海)夏季观测值高2.3~7.2倍, 这可能

与前体物排放差异以及高温气象条件(本研究观测高

温32.5°C可能对应更高的反应速率)有关
[30,36]. 5NSA浓

度(0.38 ng/m3)显著低于南京报告的1.48 ng/m3, 可能反

映南京观测点受生物质燃烧影响或存在异构体叠加效

应(南京同时检出3-硝基水杨酸, (0.56±0.69) ng/m3). 相
比之下, 萘核与杂环NPs的平均浓度较苯环NPs低1~2
个数量级, 表明分子结构可能对环境赋存浓度有影响.

通过热图结合层次聚类分析, 本研究系统揭示了

大气NPs与气态污染物及气象参数的昼夜关联特征

(图S2.1). 研究发现NPs的形成转化过程呈现明显的昼

夜分异规律: 夜间时段(20:00~5:00)主要表现为RH驱
动型协同作用 ; 次日早高峰 ( 8 : 00~11 : 00 )期间 ,
4H4NBP和4NG从NPs主簇群中分离, 与交通污染物

(NO2, CO)聚为同一族群并呈显著正相关; 午间(14:00)
这两种化合物再次形成离群簇, 但分别与O3和RH同
组, 呈现差异化关联; 傍晚通勤时段(17:00)则出现由

4NP, 4NmC, 26DM4NP和5NSA组成的复合污染簇, 其
动态变化与NO2, CO及RH高度同步. 这些时序特征表

明大气NPs的来源和形成路径存在时段依赖性, 其伴

随的化学转化过程可能影响相应化合物的毒性特征,

图 2 硝基苯酚的识别与聚类分析. (a) 不同m/z范围(≤150, 150 < m/z ≤ 500, >500)内的分子特征分布散点图, 以及各分组在不
同m/z范围内的占比环形图; (b) H/C与O/C构建的二维分布图; (c) 芳香族化合物不同分组下的m/z与KMD的散点图, 其中环形
占比数值只显示5%百分比以上的数值; (d) ΔKMD/Δm/z斜率分布直方图及硝基苯酚化合物区间标注; (e) UMAP降维分布图,
其中标记的目标硝基苯酚化合物m/z为168.0302、197.0204、152.0353、233.0204、138.0197、182.0095、166.051、214.051、
188.0353
Figure 2 Identification and cluster analysis of nitrophenols. (a) Scatter plot of molecular feature distributions across different m/z ranges (≤150,
150 < m/z ≤ 500, >500) along with doughnut charts showing the percentage distribution of each group within these m/z ranges; (b) two-dimensional
plot constructed using H/C and O/C atomic ratios; (c) scatter plot of m/z versus KMD for aromatic compounds under different groupings, among them,
the circular proportion value only shows the value above 5% percentage; (d) histogram of ΔKMD/Δm/z slope distribution with labeled regions
corresponding to nitrophenol compounds; (e) UMAP dimensionality reduction plot highlighting target nitrophenol compounds with m/z values of
168.0302, 197.0204, 152.0353, 233.0204, 138.0197, 182.0095, 166.051, 214.051, and 188.0353.
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具体气体气象因子对NPs的昼夜变化影响讨论详见图

S2.1和S2.2(补充材料).

4 大气颗粒物中硝基苯酚的细胞毒性

4.1 硝基苯酚构效关系分析

CCK-8细胞实验测定的10种NPs及5NI的IC50值范

围为50~700 μM, 其中4NG和5NSA未表现明显细胞毒

性 , 24DN1N和4H4NBP的IC50值最低、毒性最强

(图S3). 结构-毒性关系分析显示, 具有联苯结构的

4H4NBP因扩展π共轭体系, 其毒性显著高于单苯环

4NP(图3), 这归因于增强的π-π堆积作用; 对位硝基取

代的5N2MP毒性高于间位取代的4NmC, 反映取代位

置对电子离域能力的影响; 双硝基24DN1N毒性高于

单硝基4N1N, 表明硝基数量增加可增强分子亲电性和

氧化还原活性; 含甲基的4NmC毒性高于无甲基4NP,
提示甲基的疏水特性可能促进细胞膜穿透. 这些结构

特征与毒性的相关性详见图S4阐释.

4.2 硝基苯酚单一毒性的时间依赖性特征

通过构效关系分析发现, NPs化合物的细胞毒性

与其环境浓度呈现相似的昼夜变化特征(图S5). 在强

相关性时段(前20%时段)中: 14时(光化学活跃时段)和
23时(夜间时段)观测到4NmC与5N2MP的持续强毒性

协同效应, 其中14时的毒性变化与NO2水平显著相关

(图4), 这可能与NO2及其光化学衍生物的剂量效应有

关; 17~20时期间, 24DN1N与4N1N的毒性协同作用主

要受低温高湿条件驱动, 反映前体物(4N1N)与产物

(24DN1N)的浓度耦合效应; 值得注意的是, 虽然

4NmC与4NP在14时(午间)和20~23时(夜间)均表现出

毒性同步变化, 但是其驱动机制存在显著差异——午

间关联NO2光化学过程, 夜间则受颗粒物和湿度调控,
这种分异可能源于不同大气氧化路径对同类化合物浓

度波动的选择性影响, 进而映射到毒性演变上.

表 1 观测期间变量的描述性统计

Table 1 Descriptive statistics of variables during the observation period

分类 观测值 英文缩写 单位 样本数 平均值 标准偏差 标准误差

气象参数

温度 Temp °C 152 32.5 3.4 0.28

湿度 RH % 152 68.03 14.39 1.17

风速 ws m/s 152 2.83 1.07 0.09

常规污染物

粗颗粒物 PM10 μg/m3 152 32.14 11.47 0.93

细颗粒物 PM2.5 μg/m3 152 18.22 8.55 0.69

二氧化氮 NO2 μg/m3 152 19.89 6.81 0.55

一氧化碳 CO mg/m3 152 0.55 0.09 0.01

二氧化硫 SO2 μg/m3 152 7.25 0.92 0.07

臭氧 O3 μg/m3 152 85.98 55.23 4.48

硝基苯酚化合物

4-硝基愈创木酚 4NG ng/m3 152 0.1 0.07 0.01

2,6-二硝基-4-甲基苯酚 26DN4MP ng/m3 152 1.03 1.22 0.1

5-硝基吲哚 5NI ng/m3 152 0.04 0.03 0

5-硝基-2-甲基苯酚 5N2MP ng/m3 152 3.89 3.06 0.25

2,4-二硝基-1-萘酚 24DN1N ng/m3 152 0.03 0.02 0

4-硝基苯酚 4NP ng/m3 152 6.46 3.18 0.26

5-硝基水杨酸 5NSA ng/m3 152 0.38 0.16 0.01

4-硝基间甲酚 4NmC ng/m3 152 3.05 1.87 0.15

2,6-二甲基-4-硝基苯酚 26DM4NP ng/m3 152 0.43 0.3 0.02

4-羟基-4′-硝基联苯 4H4NBP ng/m3 152 0.04 0.03 0

4-硝基-1-萘酚 4N1N ng/m3 152 0.02 0.02 0
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5 大气颗粒物中硝基苯酚的毒性评估

研究表明, 具有构效关系的化合物可能通过复杂

的分子间相互作用产生协同、加和或拮抗效应, 这使

得传统的单一组分毒性评估难以准确反映实际环境暴

露风险. 本研究系统分析了四对构效NPs对的单一组

分毒性特征, 并着重探究了其在大气混合状态下的复

合毒性效应.

5.1 单一毒性与复合毒性变化对比

本研究重点考察了四对具有明确构效关系且存在

显著毒性关联的NPs化合物组合 (4H4NBP-4NP,
4NmC-5N2MP, 24DN1N-4N1N, 4NmC-4NP), 通过计

算复合毒性并基于单种化合物作用特征, 定量还原了

各组分的实际毒性贡献. 研究结果表明, 6种NPs的复

合毒性均值较单一毒性状态显著降低(p < 0.01, 图5(a)),
且多数情况下复合毒性与单一毒性保持高度相关性(r >
0.95, 图S6), 展现出昼夜一致的毒性变化规律(昼低夜

高, 图5(c)和(d)). 值得注意的是, 4H4NBP和4N1N的毒

性相关性明显减弱(R < 0.8), 这与它们在复合体系中

毒性贡献骤降至背景水平的现象相符(对比图5(c)和
(d)). 分析显示, 虽然这两种化合物在单一毒性评估中

因毒性强度突出而占比提升(图5(b)和(c)), 但是在复合

作用下, 低浓度组分的剂量-毒性效应重新显现. 具体

而言, 4H4NBP-4NP组合中, 强烈的拮抗效应(CI =
4.04, 表S1)导致高毒性4H4NBP的实际毒性大幅衰减,
而4NP因剂量效应驱动的毒性增益使其贡献占比相对

提升; 同样, 在协同作用的4NmC-5N2MP体系中, 高毒

性4NmC的贡献度显著增加, 而5N2MP毒性被相应抑

制. 这些发现揭示, 虽然分子结构决定毒性潜能, 但是

图 3 (网络版彩图)不同分子结构的硝基苯酚类化合物的IC50值对比. 误差线的ymin设置为IC50, ymax设置为IC50+0.1IC50
Figure 3 (Color online) Comparison of IC50 values among nitrophenol compounds with different molecular structures. Error bar settings:
IC50+0.1IC50.
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在复合暴露场景下, 实际毒性表现主要受控于各组分

浓度差异.

5.2 复合毒性下毒性风险评估

复合毒性研究发现, 虽然分子结构决定毒性潜能,
但是在多组分共存体系中, 浓度差异通过组分间相互

作用成为主导因素. 决策树分析(图S7)揭示了复合体

系中浓度驱动的毒性再分配效应: 当4H4NBP的标准

化毒性值达到其分布的80%以上, 同时复合环境指数

超过1.2时, 该条件下的终端节点样本表现出20%的高

风险概率. 这一概率是通过统计终端节点中被归类为

高风险等级的样本所占比例计算得出, 反映了特定环

境条件下的实际风险水平. 4H4NBP因其联苯骨架和

羟基-硝基双官能团结构, 在毒性阈值为0.0095时即表

现出20%的高风险概率 , 其毒性敏感性(0.0095→
0.0016→0.47)显著高于单硝基苯环结构的4NP(需毒性

值≤2.3才达到50%低风险), 但在复合体系中其毒性贡

献仍受浓度梯度支配, 表现为后者贡献比例显著超过

前者; 4NmC与4NP在决策树分析中表现出相似的风

险占比和毒性阈值特征, 与复合毒性比例一致, 表明

浓度对该化合物对的毒性风险调控作用超过结构因

素; 4NmC(低/中/高=0.80/0.20/0.00)与5N2MP(0.00/

图 4 时间序列下的硝基酚细胞毒性相关性和弦图. (a) 线条表示硝基苯酚细胞毒性之间的相关性, 黑线条表示相关性绝对值
在前20%, 扇区宽度表示该毒性在总毒性中的归一化占比; (b) 突出显示表示硝基苯酚细胞毒性与气象和常规污染物相关性,
蓝色线条负相关, 红色为正相关
Figure 4 Chord diagram of temporal correlations in nitrophenol cytotoxicity. (a) The connecting lines represent correlations between nitrophenol
cytotoxicities, with black lines indicating correlations in the top 20% absolute values, and sector widths showing the normalized contribution of each
cytotoxicity to total toxicity; (b) highlighted correlations show relationships between key nitrophenol cytotoxicities and meteorological/conventional
pollution factors, with blue lines indicating negative correlations and red lines positive correlations.
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1.00/0.00)的对比显示, 对位取代的5N2MP需毒性阈值

降至≤0.26才能达到与间位4NmC(≤2.2)相当的低风险

比例, 证实对位取代不仅增强毒性, 同时还提高风险,
其风险贡献已超过浓度的影响; 24DN1N(0.77/0.13/
0.10)与4N1N(0.91/0.05/0.04)的对比进一步表明, 二硝

基结构需要更严格的控制条件(毒性值≤0.0014且PI ≤
0.39)才能有效控制风险.

6 结论与讨论

本研究通过高分辨质谱对大气细颗粒物中的NPs
化合物进行了系统研究, 成功建立了一套从分子识别

到毒性量化再到毒性风险评估的分析框架. TOF-MS

非靶向分析表明, 含CHON化合物在中高质荷比区间

占据主导地位(约30%), 其中NPs占芳香族化合物(占
CHON类化合物的30%)的25%. 通过同系物分析和

UMAP降维聚类, 成功鉴定出11种NPs(0.02~6.46 ng/m3),
单环硝基苯酚浓度较多环/杂环衍生物高1~2个数量

级. 时变特征研究表明, 以4H4NBP, 4NG等6种标志物

为代表的NPs呈现三阶段动态演变, 14:00和17:00为关

键转折节点. 值得注意的是, 4对结构相似化合物

(4H4NBP/4NP, 4NmC/5N2MP, 24DN1N/4N1N, 4NmC/4NP)
表现出同步变化规律. CCK-8实验测得这些化合物对具

有显著构效关系, 计算化学与定量构效关系(quantitative
structure-activity relationship, QSAR)毒性预测模型揭

示其毒性机制: π共轭效应使4H4NBP毒性增强; 硝基

图 5 复合毒性前后相关性前20%的硝基苯酚化合物毒性变化对比. (a) 总观测期间复合毒性前后相关性前20%硝基苯酚化合
物毒性和总毒性的均值对比, 误差线为标准偏差; (b) 前20%相关性硝基苯酚化合物浓度昼夜变化堆积图; (c) 复合毒性前相关
性前20%硝基苯酚化合物毒性昼夜变化堆积图; (d) 复合毒性后相关性前20%硝基苯酚化合物毒性昼夜变化堆积图
Figure 5 Comparative analysis of toxicity variations in nitrophenol compounds exhibiting top 20% correlation before and after combined toxicity
exposure. (a) Mean comparison of nitrophenol compound toxicity (top 20% correlated) and total toxicity before/after combined toxicity during the
entire observation period, with error bars representing standard deviation; (b) stacked diurnal variation plot of concentrations for nitrophenol
compounds with top 20% correlations; (c) stacked diurnal variation plot of toxicity for nitrophenol compounds with top 20% correlations before
combined toxicity; (d) stacked diurnal variation plot of toxicity for nitrophenol compounds with top 20% correlations after combined toxicity.
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取代数量/位置使5N2MP和24DN1N毒性提升; 疏水基

团–CH3通过降低nDonors和调节Apol增加4NmC毒性.
环境关联分析发现, 虽然4NmC与4NP在14时毒性同步

波动, 但是分别受NO2浓度和RH调控, 反映大气化学

过程对毒性的差异化影响. 复合毒性实验表明NPs对
的综合毒性较单一毒性降低50%以上, 呈现浓度主导

特征: 高浓度化合物(4NP和4NmC)在剂量效应下毒性

占比提升, 而低浓度构效对应物(4H4NBP和5N2MP)贡
献度降低. 基于此构建的风险决策树首次揭示了“结
构-浓度-复合毒性”三重调控机制: 4H4NBP虽具有更

低毒性阈值 ( 0 . 0 0 9 5 ) , 但实际风险仍受浓度

梯度支配; 当结构差异达临界值(如5N2MP较4NmC

毒性阈值降低一个数量级时), 结构因素将超越浓度效

应成为主导. 本研究通过整合剂量效应与构效关系分

析, 提出了一套改进复合毒性风险评估的方法: 首先

引入“结构-浓度双权重因子”(如4H4NBP结构权重α =
0.3, 4NP浓度权重β = 0.7)以量化二者的动态交互作用;
其次建立动态复合毒性指数, 通过实时浓度与毒性

阈值的比值及协同因子(如4H4NBP/4NP对协同因子

0.5)实现风险评估; 最后耦合“结构敏感性-环境响

应”, 将QSAR描述符与环境变量(RH)纳入评估, 预测

不同气象条件下的毒性分配. 这些方法突破了传统单

一指标评估的局限, 为复合污染物的动态管理提供

工具.
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Non-targeted screening and toxicity assessment of nitrophenols in
atmospheric particulate matter using high-resolution mass spectro-
metry

SHANG XiaoNa1, YAO QuanLiang1, XIONG HaiPing2, CAI DongMei2,
HAN Sheng1 & CHEN JianMin2

1 School of Chemical and Energy Engineering, Shanghai Institute of Technology, Shanghai 201418, China
2 Department of Environmental Science and Engineering, Fudan University, Shanghai 200438, China

Nitrophenols (NPs), as key toxic components in atmospheric fine particulate matter, exhibit poorly understood coupling mechanisms
between environmental behaviors and toxicological risks. This study established an integrated research framework from molecular
identification to toxicity assessment, combining high-time-resolution online sampling systems with high-resolution mass
spectrometry (both non-targeted and targeted analyses) and computational toxicology approaches. Non-targeted spectrometry
analysis of Shanghai PM2.5 during summer 2023 revealed that NPs accounted for 25% of aromatic compounds, with quantified
concentrations of 10 NPs ranging from 0.02 to 6.46 ng/m3. Monocyclic NPs showed 1–2 orders of magnitude higher abundance than
polycyclic/heterocyclic derivatives. Time-series analysis demonstrated significant clustering patterns among NPs, where outlier NP
pairs (e.g., 4H4NBP/4NP) exhibited distinct structure-activity relationships: π-conjugation effects, nitro-substitution, and
hydrophobic moieties collectively regulated cellular toxicity (IC50). Notably, these structure-activity-governed NP pairs displayed
dynamic environmental responsiveness (to NO2 concentration and relative humidity) primarily driven by dose-response effect. The
composite toxicity analysis demonstrated more than 50% reduction in combined toxicity compared to individual components, with
high-concentration species (e.g., 4NP, 4NmC) substantially attenuating toxic contributions from low-concentration structural analogs
(4H4NBP, 5N2MP). However, when structural differences reached critical thresholds (e.g., 5N2MP exhibiting one order of magnitude
lower toxicity threshold than 4NmC), molecular characteristics overrode concentration effects as the dominant risk factor. The
established dose-structure-toxicity-risk evaluation framework provides a novel methodological system for health risk assessment of
atmospheric nitrophenols.

high-resolution mass spectrometry, atmospheric particulate matter, nitrophenolic compounds, non-targeted
screening, toxicity assessment
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