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摘　 要　 以肝癌细胞 HepG2 为供试细胞,选用 5 个不同浓度的二噁英(0、0. 001、0. 01、0. 1 和1. 0 nmol·L - 1),
探讨 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞的毒性效应. 采用 90%甲醇离心法实现蛋白与代谢产物的分离,建立了高

效液相色谱-串联三重四极杆质谱(HPLC-MS / MS)分析胞外液中的 23 种代谢产物(20 种氨基酸、乳酸、甘油和

尿素)的方法. 建立的 HPLC-MS / MS 分析方法对各化合物的加标回收率可达 91%—105%之间,化合物浓度的

标准偏差均小于 10% . 在此基础上,结合代谢流量分析系统研究了 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞内代谢流的

影响. 结果表明,随着浓度的增高,2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞代谢的干扰作用呈增强趋势. 2,3,7,8-TCDD
降低了细胞对葡萄糖的吸收,并进一步抑制了 HepG2 细胞糖酵解的速率. 此外,2,3,7,8-TCDD导致了 HepG2
细胞乳酸代谢流的明显增加,由此使细胞产生了过量的乳酸.
关键词　 HPLC-MS / MS, 代谢流量分析, 细胞代谢产物, 2,3,7,8-TCDD.

代谢组学的发展为毒理学的深入研究提供了新的技术手段. 随着分析检测手段的多样化发展,色谱

质谱联用技术在代谢组学研究中占据了主导地位并在药物或环境污染物毒理学机制研究中取得了显著

进展[1-3],尤其是液相色谱串联质谱技术在目标化合物定量方面凸显出的优势,使得该技术在标志物的

选择及代谢毒理学方面有了突飞猛进的发展[4-5] . 另一方面,系统生物学的不断发展, 生物体代谢网络

的生化数据被不断完善,不仅对代谢网络研究本身提供了良好的发展空间, 也为代谢网络研究与其它

生物学特性相结合的研究方法提供了基础[6] . 其中,代谢流量分析(Metabolic Flux Analysis,MFA)是代

谢工程中常用的定量分析方法,此法通过精确检测胞外的代谢产物的变化量并利用细胞内主要反应的

化学计量模型及代谢物的质量平衡关系,计算出胞内的代谢通量的分布. 通过不同条件下所得代谢通量

的差异比较,可以对环境扰动胞内代谢通量的影响予以评价,并对代谢网络中的特定途径及反应的重要

性进行准确描述[7-8] . 因此,将色谱质谱联用分析技术与代谢组学经典定量方法相结合,将会成为毒性

机制评价的新手段.
二噁英(polychlorinated dibenzo-p-dioxins and furans)是目前已知毒性最高的化合物,关于其毒性和

毒理机制研究已开展数十年,并在代谢组学及基因研究方面取得了一定的进展[9-10] . 本文以肝癌细胞

HepG2 细胞为供试细胞,首次建立了高效液相色谱-三重四极杆质谱(HPLC-MS / MS)分析胞外多种代谢

物的高精度定量分析方法,并依据 HepG2 细胞的本身特性绘制代谢网络图,在此基础上,检测胞外代谢

物并进行胞内代谢流量的计算分析,从而评估二噁英对 HepG2 细胞代谢的影响.

1　 实验部分

1. 1　 仪器与试剂

主要仪器设备为:CO2培养箱(New Brunswick 公司)、5415R 型台式离心机(Eppendorf 公司)、配备

自动进样器和四元梯度毛细液相泵的 TSQ Quantum Access MA 三重四极杆串联质谱仪(LC-MS / MS,
Thermo Fisher). 20 种氨基酸、甘油、尿素和乳酸标准品均购自百灵威,2,3,7,8-TCDD 购自美国剑桥同位

素实验室(纯度 < 99% ),甲醇为色谱纯,葡萄糖试剂盒购自南京建成公司.
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1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 细胞培养与样品前处理

生长对数期的肝癌细胞 HepG2 在 37 ℃、5% CO2含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中培养,用不同

浓度的 2,3,7,8-TCDD(0. 001 nmol·L - 1、0. 01 nmol·L - 1、0. 1 nmol·L - 1和 1. 0 nmol·L - 1)处理 48 h. 采用

噻唑蓝(MTT)比色法检测细胞增殖情况. 同时,吸取培养 48 h 的细胞培养液 10 μL 至 1 mL 甲醇和水混

合液(体积比 90∶10)中,漩涡振荡 2 min,然后 15000 r·min - 1离心 5 min,上清液过 0. 22 μm 针头过滤器.
采用 HPLC-MS / MS 分析胞外代谢产物浓度的变化情况,并计算胞内代谢路径的改变程度.
1. 2. 2　 代谢物分析方法

采用 HPLC-MS / MS 分析 20 种氨基酸、甘油、尿素和乳酸. 液相色谱柱为 Atlantis C18 反相色谱柱

(Waters 公司, 150 mm × 2. 1 mm, 3. 0 μm);流动相 A 为纯水,流动相 B 为甲醇;总流速为

200 μL·min - 1,柱温箱温度为 20 ℃,进样量为 10 μL. 梯度洗脱程序为:0—2 min 时甲醇用量为 5% ;
3 min后甲醇用量提高到 40% ,保持 5 min;在 1 min 内甲醇用量降到 5% ,然后再保持 9 min.

质谱电离方式为电喷雾离子,雾化鞘气和辅助气均为氮气. 质谱扫描模式采用选择性反应检测

(SRM)模式,数据采集在正离子模式下进行. 质谱条件:离子源温度为 300 ℃;鞘气和辅助气压力分别为

5 psi 和 20 psi,电喷雾电压为 3000 V,扫描范围为 m / z 50—300,离子扫描时间间隔为 0. 05 s. 20 种氨基

酸、甘油、尿素和乳酸的质谱参数见表 1.

表 1　 23 种代谢物的质谱参数

Table 1　 Parameters of mass spectra of the 23 metabolites
化合物 母离子 (质荷比) 子离子 (质荷比) 碰撞能 / eV 透镜电压 / V

Gly 76. 000 30. 728 13 48
Ala 90. 000 44. 545 9 48
Ser 106. 000 60. 542 11 44
Pro 116. 000 70. 328 14 56
Val 118. 000 72. 228 9 67
Thr 120. 000 74. 354 10 67
Cys 122. 000 105. 053 10 72

Leu / Ile 132. 000 86. 355 7 55
Asn 133. 000 74. 355 16 73
Asp 134. 000 116. 178 6 86

Glu / Lys 147. 000 130. 207 5 55
Gln 148. 000 130. 190 9 76
Met 150. 000 104. 111 12 52
His 156. 000 110. 220 11 49
Phe 166. 000 120. 195 14 79
Arg 175. 000 70. 413 26 88
Tyr 182. 000 136. 125 11 65
Trp 205. 000 188. 067 6 47
尿素 61. 208 44. 553 16 76
甘油 93. 177 61. 418 6 37
乳酸 91. 050 45. 433 6 31

为保证数据的完整性,增添胞外葡萄糖的变化量分析. 由于葡萄糖不能在 ESI 下检测,因此本研究

采用葡萄糖测试试剂盒检测葡萄糖含量.
1. 2. 3　 细胞代谢轮廓的构建

根据代谢途径的生物信息学分析(KEEG)数据库及相关文献[7,8,11],绘制 HepG2 细胞的代谢网络,
如图 1 所示. 绘制的代谢网络包括 71 个细胞生化反应途径,分别为 5 个生物大分子细胞合成反应(核
酸-DNA 和 RNA、蛋白质、脂类及有机碳)、41 个胞内反应、24 个胞外反应. 蛋白质的合成来源于 20 种氨

基酸,图中未标出. 图中灰色标记部分为胞外代谢物与外界环境的物质交换. 整个代谢网络包括的代谢
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路径有:糖酵解、糖异生、戊糖磷酸途径、甘油代谢、三羧酸循环、尿素循环、氨基酸代谢及脂类代谢.

图 1　 用于代谢流量计算的 HepG2 细胞代谢网络图

(灰色标记代表胞外代谢产物)

Fig. 1　 Metabolic network model for the determination of metabolic fluxes using metabolite balancing in HepG2 cells

1. 2. 4　 代谢通量的计算

图 1 包括 71 个变量,根据代谢通量计算的拟稳态假设,不存在分支的代谢途径其反应速率相等,因
此图 1 胞内反应可简化为 36 个. 24 个胞外代谢反应的变量可根据上述实验方法的测定结果计算得出,
5 个生物合成反应速率可根据 MTT 法检测的细胞增长率及文献[7]提供的 HepG2 细胞成分计算得出. 由
36 个节点代谢物根据拟稳态得到 36 个方程,在此基础上建立矩阵方程组,应用 Matlab 软件求解可得各

反应途径的代谢通量.

2　 结果与讨论

2. 1　 培养液中代谢物的 HPLC-MS / MS 分析方法的建立

2. 1. 1　 样品前处理

细胞培养液中代谢组分的测定要求其前处理方法精密度高、取样量少、处理时间短. 由于 HPLC-
MS / MS 对蛋白敏感,检测灵敏度高等特点,而样品中的代谢物浓度相对较高,这就需要前处理过程对样

品进行稀释并去除大量的蛋白. 本研究比较了离心沉降蛋白后稀释法、有机溶剂沉淀法和固相萃取法

(SPE),通过对各处理方法的峰强度以及绝对基质效应和相对基质效应的考察,最终选择 90%甲醇离心

除蛋白与样品稀释一步完成法,取样量仅需 10 μL. 结果表明,该方法的重复性 RSD < 2． 88% ,回收率为

91. 27%—115. 07% .
2. 1. 2　 色谱柱、流动相及洗脱条件的选择

20 种氨基酸中有两对同分异构体 Ile / Leu 和 Lys / Gln,其母离子和子离子相同,质谱窗口无法将它

们分离,必须借助特殊的色谱柱或者苛刻的洗脱条件. 文献指出[4-5,12],采用离子对试剂(如九氟戊酸)
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和有机挥发酸(如甲酸)有利于增大极性化合物在普通 C18 柱子上的保留,进而使同分异构体分离,但
是离子对试剂一方面能大量在 C18 柱上积聚进而影响固定相的性质,对柱子的性能造成一定的损坏,另
一方面离子对试剂和有机酸可能会对一些化合物的离子化效率产生影响. 所以本实验摒弃了这种方法,
选择了 Waters 公司的 AtlantisC18 色谱柱,由于该色谱柱特殊的制备技术(双键键合及兼容 100%水相)
使极性化合物的分离效果得到了大的提升,3 μm 的粒径增加了色谱的分离度,不需要任何离子对试剂

和有机酸的加入仅通过改变洗脱条件就可以达到良好的分离结果. 考察了甲酸的加入对色谱分离的影

响,发现对同分异构体的分离影响不大,过程中分别选择了甲醇和乙腈作为流动相进行比较,发现甲醇

更有利于氨基酸同分异构体的分离,通过优化洗脱条件,使样品分离在 10 min 内完成,大大缩短了分析

时间,提高了分析效率.
2. 1. 3　 方法的质量控制

方法的检出限通过实际测定系列低浓度的混合标准样品, 以信噪比(S / N)为 3 确定. 实验通过标

准加入法确定方法的回收率,已处理好的细胞培养液样品中分别加入 50、100 和 500 μg·L - 1的混合物标

准溶液. 依次连续进样 6 次,计算各色谱峰保留时间和 SRM 色谱峰峰面积的 RSD 值. 采用建立的

LC-MS / MS分析方法,各化合物的加标回收率达到了 91%—105%之间,回收率良好. 细胞培养液样品中

检测到的标准品离子峰面积的 RSD 均小于 10% ,说明仪器的精密度比较高. 各代谢物色谱保留时间的

RSD 值均小于 3% ,有利于代谢组学数据预处理时的峰对齐. 23 种代谢物的检出限、线性范围、相关系

数、精密度见表 2.

表 2　 23 种代谢物的检出限(LOD)、线性范围、相关系数(R2)、精密度(以峰面积的 RSD 计)
Table 2　 Limit of detect (LOD), linear range, correlation coefficient (R2), precision

(RSDs of peak area) and recovery of the 23 compounds
标准品 检出限 / (μmol·L - 1) 线性范围 / (μmol·L - 1) 相关系数 R2 精密度(RSD / % ) n = 6

Gly 0. 5 5—500 0. 990 3. 45
Ala 0. 05 5—500 0. 991 5. 42
Ser 0. 05 5—500 0. 992 3. 22
Pro 0. 02 5—500 0. 990 2. 61
Val 0. 02 5—500 0. 993 3. 22
Thr 0. 05 20—500 0. 995 6. 37
Cys 0. 5 20—500 0. 991 4. 56

Leu / Ile 0. 02 5—500 0. 999 5. 11
Asn 0. 05 20—500 0. 993 3. 81
Asp 0. 05 20—500 0. 991 6. 21
Glu 0. 02 5—500 0. 991 7. 56
Gln 0. 02 5—500 0. 991 3. 21
Met 0. 02 5—500 0. 999 3. 58
His 0. 02 5—500 0. 997 4. 98
Phe 0. 01 5—500 0. 998 8. 91
Arg 0. 01 5—500 0. 990 4. 81
Tyr 0. 05 5—500 0. 999 5. 89
Trp 0. 02 5—500 0. 998 7. 62
Lys 0. 05 5—500 0. 993 5. 61
尿素 1 20—500 0. 990 9. 32
甘油 1 20—500 0. 994 8. 87
乳酸 1 20—500 0. 991 5. 62

2. 2　 HepG2 细胞的增长率

实验结果表明,不同浓度的 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞进行 48 h 的处理后,细胞的增殖速率没

有表现出太大的差别. 主要原因可能是 10%血清的存在大大抑制了二噁英的细胞毒性[13],以致于没有

表现出增值毒性.
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2. 3　 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞代谢通量的影响

利用 HPLC-MS / MS 检测了不同浓度的 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞处理 48 h 后胞外代谢物的变

化情况,检测结果结合代谢流量分析系统,利用Matlab 软件计算不同浓度的 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 胞

内各个代谢路径代谢流量的影响情况(图 2). 结果表明,随着浓度的增高,2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细

胞代谢的干扰作用呈增强趋势. 2,3,7,8-TCDD 对细胞的毒性机制主要表现在通过降低细胞对葡萄糖的

吸收抑制 HepG2 细胞糖酵解的速率. 糖酵解可以为接下来的细胞代谢提供中间产物,糖酵解作用的降

低可以引发一系列的连锁反应导致细胞代谢紊乱. 三羧酸循环代谢流的降低也印证了这一点,三羧酸循

环是细胞主要的产能途径,此结果直接导致细胞 ATP 代谢减慢,使细胞的供能发生障碍. 另一方面

HepG2 细胞乳酸代谢流呈明显的增加趋势,由此使细胞产生过量的乳酸,很可能导致细胞酸中毒.

图 2　 2,3,7,8-TCDD 对 HepG2 细胞代谢流的的影响

Fig. 2　 The effect of 2,3,7,8-TCDD on metabolic flux of HepG2 cells

3　 结论

本研究建立了 HPLC-MS / MS 结合代谢流量分析系统评估污染物细胞毒性的代谢组学方法. 通过优

化前处理及分析条件,细胞培养液中的 23 种代谢物能在短时间内同时分析测定,通过建立的 HepG2 细

胞代谢轮廓图,结合代谢流量分析系统(拟稳态假设),可以精确计算出环境变化对细胞代谢路径的影

响. 该方法精确可靠,所得信息量丰富.
采用建立的 HPLC-MS / MS 结合代谢流量分析系统评估了二噁英对肝癌细胞 HepG2 代谢的干扰,结

果表明,2,3,7,8-TCDD 通过降低细胞对葡萄糖的吸收抑制 HepG2 细胞糖酵解的速率,从而引发一系列

的连锁反应导致细胞代谢紊乱进而引发细胞毒性.
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The influence of dioxin on cell metabolism evaluated by the
metabolic network flexibility analysis
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(1. Dalian Institute of Chemical Physics, Chinese Academy of Sciences, Dalian, 116023, China;
2. Manzhouli Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Manzhouli, 021400, China)

ABSTRACT
This study was initiated to explore the toxic effects of dioxins in HepG2 cells when exposed to

2,3,7,8-TCDD at five different concentrations (0, 0. 001, 0. 01, 0. 1, 1. 0 nmol·L - 1). The separation of
proteins and metabolites was achieved by the centrifugation method with 90% methanol as solvent, and then 23
extracellular metabolites (20 underivatized amino acids, lactate, glycerol and urea) were qualitatively and
quantitatively analyzed by HPLC-MS / MS. The recoveries of the 23 cell metabolites were 91%—105% and the
relative standard deviations ( RSDs) of peak areas of the extracted ion chromatograms were below 10% .
Meanwhile, the influence of 2,3,7,8-TCDD on the metabolic flux analysis in HepG2 cells was evaluated. The
results showed that the disturbance of 2,3,7,8-TCDD on the metabolism of HepG2 increased its concentration.
The addition of 2,3,7,8-TCDD decreased the cell absorption of glucose and further inhibited the glycolysis.
On the other hand, exposure to 2,3,7,8-TCDD induced a significant increase of lactic acid metabolic flux,
and thus caused excessive lactic acid in HepG2 cells.

Keywords: HPLC-MS / MS, metabolic flux analysis, cell metabolite, 2,3,7,8-TCDD.




