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摘要: 环境水体中复合污染的毒性识别一直是环境科学界关注的热点。 基于代谢组学的生物监测方法通过监测暴露前后生

物内源性代谢物的变化,在评估复合污染导致的综合毒性效应中具有广泛的应用前景。 本研究从污染物对细胞脂类代谢的

影响角度出发,采用体外肝癌细胞(HepG2)暴露和脂质组分析相结合的方法,对黄浦江干流和支流共 27 个采样点的水质进行

了综合评价。 研究发现,水样对 HepG2 细胞的脂代谢影响程度与采样点所属河段紧密相关。 黄浦江中游水样对 HepG2 细胞

的平均脂代谢影响程度(3.40% )高于上游(1.65% )和下游(0.78% ),而流经城区的支流水样对细胞的脂代谢影响(5.20% )明显高

于干流水样(1.80% )。 此外,在采集的水样中超过 70%的样品都导致 HepG2 细胞内甘油三酯(TG)大量蓄积,揭示了黄浦江水

体中的复合污染物可能诱导肝脏产生脂毒性损伤。 本研究为环境水质监测提供新的方法,研究结果为上海市生态环境和水

质安全管理部门提供重要的参考信息。
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Abstract: Toxicity characterization of complex environmental mixtures has become one of the main focuses of at-
tention among environmental scientists. And biomonitoring using metabolomics-based approaches have the poten-
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tial of providing valuable ecotoxicological information for complex environmental mixtures. In the current study, a
cell-based lipidomics approach has been developed to assess the water quality of Huangpu River in Shanghai. The
magnitude of impact on HepG2 lipidome was found to be dependent on the specific location of sampling sites a-
long the river. The impact on HepG2 lipidome from the middle reaches samples (3.40% ) is higher than that from
upstream (1.65% ) and downstream (0.78% ), and the impact from tributaries that flow across the downtown area
(5.20% ) was significantly higher than that from the mainstream (1.80% ). The exposed HepG2 cells exhibited a com-
mon pattern of triglyceride (TG) accumulation, implying the hepatic lipotoxicity of complex mixtures of pollutants
that are present in Huangpu River. Overall, this study demonstrated the utility of cell-based lipidomics as an effective
tool for assessing the biological effects of complex pollutant mixtures. It also provided important information on wa-
ter quality that could potentially aid in the management of ecological safety and water quality in Shanghai.
Keywords: complex environmental mixtures; HepG2 cells; mixture toxicity assessment; lipidomics; Huangpu River

　 　 环境水体中存在着大量浓度低,但具有潜在生

态和健康风险的污染物,例如环境激素类物质、医药

品和个人护理产品类物质、工业添加剂、农药以及抗

生素等[1-5]。 如何有效地评价环境水体的综合毒性

效应是环境科学界关注的热点问题。 传统的针对特

定物质的化学分析法能监测所关注污染物的浓度水

平,但不能反映复合污染暴露下的真实环境风险[6]。
而针对污染物毒性效应的生物监测方法则成为评价

复合污染毒性效应的主流思路之一。 近年来,毒理

基因组学技术(转录组学、蛋白质组学和代谢组学

等)因能够综合评价污染物暴露后对多生物学通路

造成的影响,成为评价单一污染物或复杂组分样品

毒性效应的重要方法[7-9]。
代谢组处于基因调控网络和蛋白质作用网络的

下游,聚焦于机体内所有小分子代谢物(分子量<1.5
kDa 的多肽、氨基酸及其衍生物、胺类物质、脂类物

质等)的丰度变化。 相比于其他组学手段,代谢组学

与生物表型特征之间的联系更为紧密,是机体对外

界变化产生的最终应答[10-11]。 脂质作为机体内源性

代谢物的重要组成部分,如作为细胞膜骨架组分、机
体能量来源和信号分子等,参与着细胞的生长、增殖

和凋亡[12]。 因此,脂质代谢紊乱被视为细胞结构改

变和功能受损的重要标志。 研究表明,很多典型的

环境污染物,例如多氯联苯[13]、全氟类化合物[14]、有
机磷阻燃剂[15]、双酚 A[16]和重金属[17]等,都能影响生

物体的脂代谢平衡。 此外,有研究显示,在复合污染

暴露中,共暴露污染物之间产生的协同、加合或拮抗

作用也能在暴露对象的脂质组成分析结果中得到反

映[18]。 此前,Zhen 等[19]采用基于斑马鱼肝细胞体外

暴露实验的代谢组学方法,研究了美国某河流上游

污水处理厂的污水排放对下游自来水源水水质的影

响,发现部分脂肪酸类物质能灵敏地指示河流中存在

未知来源的污染物排放,揭示了基于细胞脂类代谢物

的毒性测试方法在环境监测中的潜在应用前景。
鉴于此,本研究以人体肝癌细胞(HepG2)作为暴

露实验模型,利用基于脂质组学的毒性效应测试手

段,对实际环境水体(上海市黄浦江)的污染状况进

行综合性评价。 研究所采用的 HepG2 细胞的生物

学功能与正常肝细胞极为相似,是一种研究肝脏脂

质代谢的代表性细胞模型[20-21]。 本研究旨在评价基

于细胞脂质组学的环境水质监测方法的有效性,同
时研究结果可为上海市生态环境和水质安全管理部

门提供重要的参考信息。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 化学试剂

高糖液体培养液(DMEM,含 1% 双抗:青霉素

和链霉素)、胎牛血清蛋白(FBS)、磷酸缓冲液(PBS)
均购自北京赛澳美细胞技术有限公司 (中国 );
DMEM 粉状培养基、胰蛋白酶-EDTA 均购自于美国

Sigma-Aldrich 公司;缓冲液 Hepes 购自北京索莱宝

科技有限公司(中国);碳酸氢钠 (NaHCO3 ),纯度≥
99.5% ,购自上海国药集团(中国);MTT 细胞增殖及

细胞毒性检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限

公司(中国);SPLASH® LipidomixTM 脂类标准品购自

美国 Avanti Polar Lipids 公司,包括 14 种常见脂类

物质的同位素内标磷脂酰胆碱 d7-PC(15:0/18:1) (纯
度>99% )、磷脂酰乙醇胺 d7-PE(15:0/18:1) (纯度>
99% )、磷脂酰丝氨酸 d7-PS(15:0/18:1) (纯度>99% )、
磷脂酰甘油 d7-PG(15:0/18:1) (纯度>99% )、磷脂酰

肌醇 d7-PI(15:0/18:1) (纯度>99% )、磷脂酰胆碱烷基

醚 d9-PC-e(18:1/18:1) (纯度>99% )、磷脂酰乙醇胺烷

基醚 d9-PE-e(18:1/18:1) (纯度>99% )、溶血性磷脂酰



第 4 期 印月等:基于 HepG2 细胞脂质组学方法对黄浦江水质的综合评价 143　　

胆碱 d7-LPC(18:1) (纯度>99% )、溶血性磷脂酰乙醇

胺 d7-LPE(18:1) (纯度>99% )、甘油二酯 d7-DG(15:0/
18:1) (纯度>99% )、甘油三酯 d7-TG(15:0/18:1/15:0)
(纯度 >99% )、鞘磷脂 d9-SM (d18:1/18:1 ) (纯度 >
99% )、神经酰胺 Cer(d18:1/12:0) (纯度>99% )、胆固

醇 d7-Cholesterol (纯度>99% );LC-MS 级溶剂和添

加剂,包括甲醇(MeOH)、乙腈(ACN)、异丙醇(IPA)和
甲酸铵(ammonium formate)均购自美国 Fisher Scien-
tific 公司;实验用水均采用 Milli-Q 超纯水(电阻率

≥18.2 MΩ·cm)并经过 0.1 μm 的灭菌滤膜处理。
1. 2　 水样采集

2019 年 8 月 2 日(汛期,夏季)于黄浦江共采集

27 个水样,各采样点地理位置如图 1 所示。 黄浦江

干流及部分支流(S2、S4、S12 和 S13)共布设 15 个采

样点。 其中,S1 ~ S5 之间的上游河段位于上海郊

区,周边主要以农业活动为主,同时也作为上海市饮

用水水源地之一。 黄浦江中游(S6 ~ S10)和下游采

样点(S11、S14 和 S15)则分布于人口密集的城市地

区。 目前,上海已有 42 座城市污水处理厂(WWTPs)
投入使用,日处理能力 834.3 万 m3。 此前的研究表

明,WWTPs 的出水是环境水体的一个主要污染

源[22]。 因此,为了更好地评价黄浦江整体的水质情

况,考虑到 WWTPs 出水的影响,剩余 12 个支流采

样点(1-1/2、2-1/2、4-1/2、5-1/2 和 6-1/2)选取在中心城

区 6 个 WWTPs 出水口的上下游约 0.5 ~ 1 km 范围

之内。 所有采集到的水样储存在 500 mL 经预清洗

的棕色玻璃容器中,在低温避光条件下运输回实验

室,置于-20 ℃保存直至实验分析。
1. 3　 水样暴露

HepG2 细胞(购自中国科学院上海生命科学研

究院细胞库)接种于含有 10% FBS 的 DMEM 培养

液中,置于 37 ℃、CO2 含量为 5%的培养箱中培养,
并定期进行换液或传代。 由于采样点数量较多,所
采集的 27 个水样的暴露实验分 4 次 (A/B/C/D)完
成。 以第一次暴露实验 A 为例,将 3 个 T182 培养

瓶中收集的 HepG2 细胞分配到 63 个 6 cm 的培养

皿中(7 个采样点,每个采样点的暴露实验包含 7 个

生物学重复样本;14 个实验对照(CON)样本),预培

养 24 h 使细胞贴壁完全。 随后,将经过 0.1 μm 滤

膜过滤的水样与 4 倍浓缩的细胞培养液以 3 ∶1 的体

积比混合调配成细胞暴露培养液,并对预培养中的

培养溶液进行置换,开始 48 h 的 HepG2 细胞暴露

培养。 48 h 后,采用基于 Teng 等[23]建立的方法进行

细胞猝灭和脂质提取,提取得到的脂质组分使用真

空浓缩仪(Concentrator plus,美国 Eppendorf 公司)进
行浓缩处理,随后储存于-80 ℃直至分析。

图 1　 黄浦江采样点图

Fig. 1　 Sampling sites of Huangpu River
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1. 4　 脂类鉴定

将真空浓缩得到的样品重新溶解于 200 μL 含

有脂质内标的混合溶剂(V(MeOH) ∶V(IPA) ∶V(H2O)
� =65 ∶30 ∶5)中,中速涡旋 30 s 后置于低温冰盒保存。

利用高效液相色谱-四极杆轨道阱质谱仪(Q-Exac-
tive plus,美国 Thermo 公司)对脂类组成进行分析检

测,本研究中脂质鉴定采用 MS Dial 2.0 和 Lipid
Match 这 2 种软件包。

液相色谱条件:使用 CSH C18 色谱柱(Waters,
1.7 μm 填料内径,2.1 mm×100 mm)进行分离,柱温

65 ℃,进样体积 2 μL,流速 0.5 mL·min-1。 流动相

组成为水相 A(V(ACN) ∶V(H2O)=60 ∶40)和有机相 B
� (V(ACN) ∶V(IPA) =10 ∶ 90),其中,A 相、B 相都含有

� 10 mmol·L-1甲酸铵。 洗脱梯度条件为:0 min,30%
B;1.0 min,30% B;10.0 min,85% B;10.1 min,99%
B;12.0 min,99% B;12.1 min,30% B;15.0 min,
30% B。

质谱条件:利用加热电喷雾电离源 (HESI)在
Full Scan 模式下进行正负离子交替信号采集。 质

谱扫描范围 m/z=200 ~ 1 200,正负离子喷雾电压为

� 3.2 kV,毛细管温度 350 ℃,汽化温度 300 ℃,载气

流量和辅助气流量分别为 35 Arb 和 10 Arb。 进样

分析过程中使用质量控制样品(QC)指示仪器的稳定

性,QC由所有样品等量混合制成。 在样品检测的开

始、结束以及每间隔 10 个样品时进行一次 QC分析。
1. 5　 数据处理和统计分析

采用基于 R 语言的内部开发程序对采集的质

谱数据进行分析处理。 主要步骤包括使用 Prote-
oWizard 对原始数据文件进行格式转换,利用 XC-
MS 软件包对采集信号进行解卷积和保留时间校正

处理,采用 CAMERA 软件包对同位素和加合离子

信号进行注释。 在至少 80% 的样品中检测到的脂

质才被保留,而在所有 QC 样品中信号强度的相对

标准偏差(RSD)>30% 的脂质则被排除在最终数据

列表之外。 最后,对样品中所有脂质分子信号强度

进行归一化处理。
本文所有数据均以平均值±标准误差 (mean ±

SE)的形式表示,采用 SIMCA14.1 进行数据的多变

量分析,使用 SPSS 24.0 进行差异统计分析,利用单

向方差分析(one way ANOVA)和 Tukey 事后检验法

检验主成分分析结果中的组间差异,采用学生 t 检
� 验法比较实验组与 CON 之间的脂质丰度差异(进行

假阳性 FDR 校正,q<0.1)。 本研究中的统计分析结

� 果将 P<0.05 定义为显著性差异。

2　 结果与讨论(Results and discussion)
2. 1　 HepG2 细胞脂类组成分析

A/B/C/D 这 4 次暴露实验的最终脂质组数据结

果分别包含 998、1 089、810 和 810 个脂质信号,其
中,分别相对应地鉴定出了 344、356、322 和 322 种

脂质。 按照国际脂类分类和命名委员会发布的分类

标准,上述鉴定出来的脂质涵盖了八大脂类中的 6
类,分别是甘油磷脂类、鞘脂类、甘油酯类、脂肪酸

类、固醇脂类和孕烯醇酮脂类。 4 次暴露实验中

HepG2 脂质组成(包括亚类)基本一致,在此以 A 组

暴露实验中的 CON 为例进行说明。 如图 2(a)所示,
在 HepG2 细胞非极性组分提取物中鉴定出:(1)甘油

磷脂 181 种,包括 9 大亚类 PC、PE、PS、PG、PI、LPC、
LPE、PC-e 和 PE-e; (2 )鞘脂 61 种,包括四大亚类

SM、Cer、己糖基神经酰胺(HexCer)和二己糖基神经

酰胺(Hex2Cer);(3)甘油酯 98 种,包括 TG 和 DG 两

个亚类;(4)脂肪酸 2 种,均为酰基肉碱(CAR);(5)固
醇脂 1 种,为 Cholesterol;(6)孕烯醇酮脂 1 种,为辅

酶 Q10(Ubiquinones)。 在上述脂类中,甘油脂类是

细胞储存能量的主要化合物;鞘脂类是细胞结构组

分之一,影响着细胞与外界的物质与信号的交换和

传导,是调节细胞生长和凋亡活动的第二信使;而甘

油磷脂类主要参与细胞膜固定、膜内外信号转导、膜
蛋白结合以及底物转运等多种生物代谢过程[24]。

在鉴定出的六大脂类中,甘油磷脂、鞘脂和甘油

酯三大脂类的组分众多,这三大脂类及其分别包含

的亚脂类的物质的量浓度百分比如图 2(b)所示。 甘

油磷脂类在 HepG2 细胞内属于高丰度脂类,占比超

过 50% ,主要以 PC 和 PE 为主,其浓度占比分别为

30.11%和 19.88% ;甘油脂类的丰度次之(约 35% ),
其中 TG 和 DG 的 浓 度 占 比 分 别 是 31. 44%
和 4.01% ;鞘脂类的丰度约 10% ,主要亚类为 SM,
浓度占比约为 9.52% 。 纵观 HepG2 细胞主要脂质

的分类及组成,可以发现 TG 在所有亚脂类中丰度

最高,而 TG 的蓄积是非酒精性肝炎(NAFLD)发生

的一个标志性特征[25],因此研究结果进一步佐证了

HepG2 细胞是研究 NAFLD 的良好细胞模型。
2. 2　 HepG2 细胞脂质代谢的总体变化

暴露 48 h 后,各个采样点的 HepG2 细胞存活

率分布在 95% ~ 102%范围内,实验组与 CON 之间

以及不同实验组之间的细胞存活率无显著差异(P>
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图 2　 A 组暴露实验中 HepG2 细胞对照组(CON)的脂类组成

注:PC 表示磷脂酰胆碱,PE 表示磷脂酰乙醇胺,PS 表示磷脂酰丝氨酸,PG 表示磷脂酰甘油,
PI 表示磷脂酰肌醇,LPC 表示溶血性磷脂酰胆碱,LPE 表示溶血性磷脂酰乙醇胺,PC-e 表示磷脂酰胆碱烷基醚,PE-e 表示磷脂酰乙醇胺烷基醚,

Cer 表示神经酰胺,HexCer 表示己糖基神经酰胺,Hex2Cer 表示二己糖基神经酰胺,SM 表示鞘磷脂,DG 表示甘油二酯,TG 表示甘油三酯,
CAR 表示酰基肉碱,Cholesterol 表示胆固醇,Ubiquinones 表示辅酶 Q10。

Fig. 2　 The composition of lipids in HepG2 cells from control group (CON) in experiment A
Note: PC means phosphatidylcholine; PE means phosphatidylethanolamine; PS means phosphatidylserine; PG means phosphatidylglycerol;

PI means phosphatidylinositol; LPC means lyso-phosphatidylcholine; LPE means lyso-phosphatidylethanolamine; PC-e means
phosphatidylcholine with ether- or vinyl ether- linkages; PE-e means phosphatidylethanolamine with ether- or vinyl ether- linkages;
Cer means ceramide; HexCer means hexaglycosylceramide; Hex2Cer means dihexaglycosylceramide; SM means sphingomyelin;

DG means diacylglycerol; TG means triacylglycerol; CAR means acyl carnitine; ubiquinones means Coenzyme Q10.

0.05)。 主成分分析(PCA)是考察多个变量间相关性

的一种多元统计方法,能够基于暴露后细胞脂类丰

度信息,表征实验组相对于 CON 的脂质组成变化。
4 次暴露实验的主成分分析如图 3 所示,图 3 中每

个数据点代表一个采样点,根据不同采样点沿第一

主分(PC1)或第二主分(PC2)方向上与 CON 的分离

程度,并结合方差分析(ANVOA)结果,来评估各组

之间的脂代谢差异。 可以看出大部分实验组和

CON 在第一和/或第二主成分上有明显的区分。
由图 3 可知,黄浦江干流 11 个采样点与 CON

的区分程度与采样点所属河段紧密相关。 位于上游

的 S1、S3、S5 以及中游的 S6、S7 与 CON 在 PC1 和

PC2 坐标轴上均无显著差异(图 3(a)),仅 S2 与 CON
在 PC1 上呈现显著差异(P<0.001);位于中游的 S8

� 和 S9 与 CON 在 PCA(图 3(b))上差异显著(PC1:P<
� 0.05,PC2:P <0.001),而 S10 则与 CON 在 PC1 和

� PC2 上无显著差异(图 3(c));位于下游的 S11、S14 和

S15(图 3(b)),仅 S15 与 CON 在 PC2 上呈现显著差

异(P<0.05)。 综合来看,对 HepG2 脂质代谢影响较

� 大的黄浦江干流水样主要来自中游河段,上游和下

游河段对细胞脂质代谢影响相对较弱。 位于黄浦江

支流的 16 个采样点,除去 1-2(图 3 (b))和 4-2(图 3
(d)),剩余 14 个支流采样点,其暴露后的脂质代谢变

化与 CON 相比差异显著,表明大多数污染主要发

生在位于中心城区的黄浦江支流,这一结论与黄浦

江某些单一污染物(药物和个人护理品、全氟化合

物)的调查结果一致[26-27]。
本研究对暴露后 HepG2 细胞脂质代谢的整体

变化进行了定量评估。 具体做法是比较各个实验组

与 CON 之间所有脂质组分的相对丰度,将具有显

著性差异的丰度组分进行绝对值的加和处理,最终

得到一个表征细胞脂类代谢物受影响程度的数值,
可更为直观地比较每个采样点暴露后脂质变化的整

体情况。 如图 4 所示,黄浦江中游的脂代谢受影响程

度(0.01% ~7.07% ,均值 3.40% )要高于上游(0.01% ~
6.67% ,均值 1.65% )和下游 (0.03% ~ 1.27% ,均值

0.78% );支流水样的脂代谢受影响程度 (0.01% ~
9.15% ,均值 5. 20% )要高于干流水样 (0.01% ~
7.07% ,均值 1.80% ),此结果与 PCA 分析结果一致。
另外,位于各个 WWTP 上下游的支流点(1-1/2、2-1/2、
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图 3　 27 个采样点细胞脂质组分的主成分分析得分图

Fig. 3　 Two-component score plots of lipid composition in cell extracts from 27 sampling sites

图 4　 不同水样对 HepG2 细胞脂代谢的影响程度

Fig. 4　 The overall impact of samples from different sites on lipidome of HepG2 cells
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3-1/2、4-1/2、5-1/2、6-1/2),其脂质受影响程度无明显

差异(成对 t 检验,P>0.05)。
造成干流和支流之间脂质代谢变化的主要原因

可能是黄浦江自身的水力条件。 黄浦江干流河道宽

阔,河水流速较快,污染物的有效停留时间相较于支

流较短。 同时,黄浦江夏季平均水位约为 4.48 m,较
高的水位和较快的流速会产生较强的稀释效应,有
利于污染物的扩散和稀释,类似的结论在 Liu 等[28]

研究中也有报道。 但 S8 和 S9 位于黄浦江干流,其
脂质代谢受影响程度分别为 7.07%和 5.38% ,表明

了 S8 与 S9 所在区域受到的环境胁迫压力更大,污
染物排放所造成的影响大于河流自身的稀释效应。
因此,研究推测 S8 与 S9 附近可能存在其他重要的

污染排放源,多涉及未经处理的生活污水和工业废

水等。 随着河流的流动,下游各点的脂质代谢受影

响程度逐渐减弱,造成此现象的原因可能是黄浦江

下游无明显的污染排放源。 值得注意的是,S15 位

于黄浦江和长江交汇处,属于典型的潮汐河口,且伴

随着大量往返的船只,水中沉积物会反复经历悬浮

(S15 浊度:126 NTU),S15 和 CON 之间的脂质代谢

差异可能是长江中的污染物回流所致。 另外,本研

究也尝试探索了 WWTPs 对于支流河道污染程度的

贡献,发现 WWTPs 的上下游并没有显著差异。 特

别是在某些支流河道,WWTPs 上游水样对 HepG2
脂代谢受影响程度要明显高于下游水样。 而且,没
有接纳 WWTPs 出水的部分支流河道(S12、S13),其

水样对 HepG2 脂代谢影响程度也维持在较高水平。
因此,本研究结果表明,WWTPs 出水不是造成黄埔

江支流水质恶化的主要污染源,具体污染成因有待

进一步研究。
黄浦江上游水源地供应上海市约 30% 的饮用

水,其水质状况直接关系到上海市及周边地区的人

群健康。 本研究发现,S2 水样对 HepG2 脂代谢的

影响程度(6.70% )明显高于黄浦江其他上游点,推测

S2 点附近可能存在未知的污染源,而农业活动可能

是造成这种现象的主要原因。 黄浦江上游有集约化

养殖业,每年生产近千万吨的畜禽粪便。 Jiang 等[29]

评估,每年约有 20%畜禽粪便和 50%尿液未经任何

处理就排入了黄浦江,检出的黄浦江上游夏季的抗

生素浓度可达 1 011 ng·L-1。 与此同时,对此次采

集的水样中典型的药品和个人护理品类污染物进行

了分析检测(未发表),但是并未发现 S2 与上游其他

采样点的浓度水平存在显著差异。 因此,有必要进

一步地对 S2 水样中的主要污染物进行分析鉴定,
并对该点附近的潜在污染排放源进行调查。
2. 3　 HepG2 细胞脂类的变化特征

为了进一步探讨不同水样暴露后 HepG2 细胞

的脂质变化特征,本研究将暴露后 HepG2 细胞的不

同脂类丰度值经对数转换后以热图形式呈现,并通

过脂类的代谢路径图进行辅助说明(图 5)。 由图 5
(a)可知,于河流中游和中心城区支流采集的水样导

致 HepG2 细胞内 TG 水平出现不同程度的上调。 如

图 5　 不同脂类变化热图与脂类的代谢路径

注:(a)热图;(b)脂类的代谢路径;SPH、S1P、PA 和 CDP-DG 分别表示鞘氨醇、磷酸鞘氨醇、磷脂酸和胞苷二磷酸-二酰甘油。

Fig. 5　 Heat map and metabolic pathway of individual lipid classes
Note: (a) heat map; (b) metabolic pathway of lipid classes; SPH, S1P, PA, CDP-DG stand for sphingosine,

sphingosine-l-phosphate, phosphatidic acid, 1,2-diacyl-sn-glycerol, respectively.
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前所述,TG 在肝组织中的积聚是 NAFLD 等肝脏疾

病的标志性特征。 因此,上述现象表明水样中的复

合污染物能诱导 HepG2 细胞内 TG 的蓄积,可能诱

发产生 NAFLD 的健康风险。 细胞体内,游离脂肪

酸与 TG 时刻维持着动态平衡,即细胞内多余的脂

肪酸能够被转化为 TG 进行能量储存,反之 TG 也

能释放出游离的脂肪酸为细胞供能。 因此,脂肪酸

合成的增加或脂肪酸 β-氧化的减少是导致 TG 在细

胞内积累的主要原因。 大量研究表明 CAR 作为脂

肪酸进入线粒体进行 β-氧化降解的重要载体,是表

征线粒体功能是否受损的重要生物标志物[30-33]。 为

此,本研究对 CAR 和 TG 二者之间的关联性进行了

探索,结果如图 6 所示,27 种不同水样暴露后,CAR
和 TG 的丰度变化呈现显著性的负相关。 由此可

见,环境水样暴露造成的线粒体功能受损是造成

HepG2 细胞 TG 蓄积的主要原因之一。

图 6　 不同实验组 HepG2 细胞内 CAR 和

TG 丰度相对变化关系(vs. CON)
Fig. 6　 Correlation analysis of the fold changes of CAR and

TG in HepG2 cells after exposure (vs.CON)

除 TG 大范围上调之外,由图 5(a)可知,DG 在

包括中下游以及大部分支流的 HepG2 脂质组中出

现了普遍性的下调;PI 在部分脂代谢影响程度高的

水样中出现了明显的上调 (4-1/2,5-1/2,6-1/2 ),在
S8、1-1/2、2-1/2 水样中则呈现明显的下调。 此前已

有文献报道[34],DG 和 PI 可以通过胰岛素信号通路

来调节细胞内脂质储存。 研究指出 DG 可以激活蛋

白激酶 C(PKC)进而调节胰岛素受体活性使细胞产

生胰岛素耐受性。 因此,DG 的下调有可能诱使细

胞胰岛素通路激活,促使细胞内脂肪酸的合成并抑

制 TG 的代谢分解。 另外,胰岛素信号通路的重要

组成———磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)信号通路包含一

系列重要中间体,例如磷脂酰肌醇二磷酸(PIP2)和
三磷酸肌醇(PIP3),而 PI 是合成这些中间体的重要

前体物质,PI 的代谢紊乱进一步表明暴露后 HepG2
细胞的胰岛素耐受性可能发生了改变。 最新的一项

研究指出[35],低剂量的双酚 A(BPA)能介导斑马鱼

PI3K 通路信号改变,并导致 DG 和 PI 的上调,而相

同浓度的双酚 S(BPS)暴露则诱导斑马鱼 DG 和 PI
的下调。 上述结果表明,不同污染物可能对 DG 和

PI 代谢产生不同类型的影响。 在复合污染情况下,
污染物借由包括 PI3K 在内的胰岛素信号通路导致

脂类代谢紊乱的机制仍有待进一步的研究。
各个实验组与 CON 相比,PC 和 PE 这 2 种主

要的甘油磷脂亚类未呈现明显的变化,而 2 种主要

的鞘脂亚类 SM 和 Cer 的水平经大部分支流水样暴

露后则出现了不同程度的下调。 由图 5(b)可知,SM
和 Cer 二者在细胞体内相互转化,它们共同参与着

细胞生命活动的调节,例如细胞增殖、凋亡和炎症调

控。 许多研究已经证明[36-37],通过鞘磷脂酶(SMase)
水解 SM 产生的 Cer 可以介导细胞生长停滞。 而对

于癌细胞来说,低水平的 Cer 有利于细胞的生长增

殖,此外,内源性 Cer 水平上调或暴露于外源性 Cer
已被证明是有效的抗癌干预策略[38]。 此前,Zhang
等[39]利用三氯生 (TCS)分别对人体肝细胞 (L02)和
HepG2 细胞进行暴露,并探究了 TCS 对 2 种细胞的

脂代谢影响,发现低浓度的 TCS 对 L02 细胞产生了

一定的毒性损伤,造成 L02 细胞内 SM 和 Cer 水平

显著上调;相同剂量的 TCS 则对 HepG2 细胞的活

力无显著影响,而 HepG2 细胞内 SM 和 Cer 水平显

著下调。 本研究中,部分暴露组 HepG2 较低的 SM
和 Cer 水平可能意味着细胞对水环境的污染物应激

源产生了一定的耐受性。
综上所述,本研究从污染物影响细胞脂质代谢

这一视角出发,系统性地评估了上海市黄浦江的综

合水质情况,发现于黄浦江中游以及支流采集的水

样暴露会导致 HepG2 细胞内脂质代谢紊乱,造成细

胞内大量的 TG 积累,揭示了环境水体中复合污染

物可能诱导肝脏产生脂毒性损伤。 研究结果证明基

于 HepG2 细胞体外暴露的脂质组学方法可以有效

地丰富目前环境生物监测方法和毒性评价手段。
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