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摘 要:[目的]探究纳米塑料(NPs)、镉(Cd)和邻苯二甲酸二丁酯(DBP)污染对儿童肠道菌群多样性、氨基酸

代谢及短链脂肪酸(SCFAs)含量的影响.[方法]利用16SrRNA高通量测序技术和高效液相色谱-质谱法LC-MS/

MS分析NPs、Cd、DBP单一污染及纳米塑料聚丙烯(PP)、Cd、DBP复合污染对儿童肠道细菌群落及肠道微生物代谢

产物中短链脂肪酸及氨基酸含量的变化.[结果]高通量检测结果显示,与对照相比,在门属水平上,单一污染的优势

菌门属无明显变化,PP+Cd、PP+DBP+Cd复合污染优势菌门属水平丰富度与多样性显著下降;LC-MS/MS检测

结果显示,在肠道微生物代谢产物中,经NPs与DBP暴露后,氨基酸含量呈现不同程度的下降,而 Cd、PP+Cd、PP

+Cd+DBP处理后,大多数氨基酸的含量显著增加;同时检测到丁酸、戊酸的含量也发生变化.[结论]与单一污染物

处理相比NPs相关复合污染物暴露处理后其肠道微生物紊乱程度更强,且不同污染物处理均会影响肠道微生物的

氨基酸代谢和SCFAs产量.肠道菌群与人体健康密切相关,探究肠道菌群及代谢功能在 NPs、Cd、DBP影响下的变

化,从肠道菌群层面评价NPs、Cd、DBP单一暴露和复合暴露污染下的危害和风险具有重要意义.
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微/纳米塑料(micronanoscaleplastics,MNPs)是指尺寸小于5mm的塑料颗粒,主要受到水流、风吹、
阳光照射等外部环境的影响被破碎或降解所形成[1],广泛分布在淡水、海洋、土壤甚至空气中.人体内 MNPs
的摄入途径主要是食物、水和空气,如食用鱼类、双壳类、盐、饮用水、饮料、蜂蜜、蔬菜等.另外,塑料是常用的

食品包装材料,其在食品生产、运输和包装过程中与食品接触会释放出塑料颗粒,对人类健康产生严重威胁.
最近,在人类血液、肺、肝脏、母乳、胎盘、胎粪和婴儿粪便中均发现了微塑料[2].GREEN等[3]构建了人肠道

细胞模型,并使用纳米聚苯乙烯颗粒暴露处理,结果发现纳米塑料会影响细胞活力和诱导细胞凋亡.
BROWN等[4]发现纳米聚苯乙烯颗粒还会对人肺细胞产生炎症作用.其他研究表明,微塑料口服暴露会导致

受体肝脏炎症、神经毒性反应,改变氨基酸和胆汁酸代谢,并改变微生物群组成[5].
此外,由于 MNPs比表面积相对较大,经过磨损、风化和氧化后MNPs带负电荷,重金属和持久性有机污
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染物容易在 MNPs表面黏附和积累,然后在环境中迁移并进入人体内[5-6].镉(cadmium,Cd)是环境中最常

见的有毒金属污染物之一,广泛存在于土壤、水生生态系统中,具有环境毒性大、易积累、降解性差等特点.有
研究报道,长期低剂量Cd2+ 暴露会导致小鼠脂质沉积和肝功能障碍[7].此外,LIU 等[8]发现小鼠暴露于

Cd2+污染物下会降低小鼠肠道总细菌的丰度及结肠中短链脂肪酸的水平.而 MNPs对Cd的吸附可能会进

一步改变其环境行为、归宿、生物利用度和毒性,从环境转移到食物链甚至人体,这可能对生态系统及人类健

康造成更严重的破坏.将草鱼暴露在聚苯乙烯纳米塑料和Cd2+的复合环境中96h后,相较于单一Cd2+处理

组来说,纳米微塑料的添加急剧增加了Cd2+的毒性,且随着浓度的增加,协同作用随之增强[9].环境中的微

塑料在制造过程中不与聚合物碳链聚合,降解时可能会发生一系列变化,导致一些具有生物毒性的塑料添加

剂释放到环境中,形成二次污染物,如邻苯二甲酸二丁酯(dibutylphthalate,DBP).在生殖能力毒性风险测

评中,DBP被分类为生殖毒性第3类有毒化合物[10].作为增塑剂,DBP被广泛应用于儿童玩具、医疗器械、营
养补充剂和各种包装.最近的一项研究在母体和脐带血清样本中发现了12种邻苯二甲酸酯代谢物[11].研究

发现,当小鼠暴露于DBP时,盲肠内容物中肠道微生物群的组成和结构在门和属水平上均发生了变化.DBP
暴露可导致肠道菌群失调并扰乱肝脏脂质代谢,导致脂质积累,从而造成肝脏炎症[12].

越来越多的证据证明,环境污染物可以改变生物体内肠道微生物的生物组成和多样性,肠道菌群参与宿

主生理功能的调节,在维持宿主健康、免疫系统的正常发育和活动中有重要作用.由于肠道微生物群失调会

引起各种与年龄相关的疾病,生态失调已被视为全球死亡的重要原因之一[13].我们前期的研究发现,纳米塑

料(nanoplastics,NPs)、Cd,DBP均可影响植物乳杆菌的生长,且质量浓度分别为100.0、2.5、600.0μg/mL
时对菌株生长的影响最大;聚丙烯(polypropylene,PP)与聚乙烯(polyethylene,PE)、聚氯乙烯(polyvinyl
chloride,PVC)相比,本文所采用的纳米塑料类型中PP对植物乳杆菌的影响更大[14],因此,本实验选用PP
为Cd和DBP的复合污染物.然而,目前的研究大多集中在 MNPs及其他污染物单一污染的危害,而 MNPs
的复合污染可能会造成更严重的健康影响,并且动物与人体肠道菌群存在差异,国内外大多数研究为复合污

染对动物和水生生物的毒性影响,很少有人考虑其对人类健康的影响,因此,有必要研究 MNPs、MNPs添加

剂和重金属复合污染对人体健康造成的共同危害.本文建立了肠道微生物体外培养体系,研究100.0μg/mL
的NPs、2.5μg/mL的重金属Cd和600.0μg/mL的塑化剂DBP共同暴露时儿童肠道菌群及代谢的变化.微
塑料类型主要采用PP、PE、PVC等3种常见的NPs类型.考察在Cd、DBP单一暴露污染及PP、Cd、DBP复

合污染下,儿童肠道细菌群落多样性及氨基酸代谢、短链脂肪酸含量的变化.本研究旨在为NPs、Cd和DBP
对儿童肠道的共同作用提供理论依据,并警示人们NPs污染的风险.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂与药品

无菌脱纤维绵羊血(南京亚松生物科技有限公司);澄清瘤胃液(艾礼生物科技上海有限公司);树脂厌氧

培养瓶(河南美凯生物科技有限公司);100nmNPs颗粒(聚丙烯PP、聚乙烯PE、聚氯乙烯PVC)(新乡智宝

生物科技有限公司);邻苯二甲酸二丁酯(DBP)标准溶液、Cd镉标准溶液(北京索莱宝科技有限公司);正丁

酸、正戊酸标准溶液、乙腈、甲酸(上海麦克林生化科技有限公司).
1.1.2 仪器

安捷伦1260液相色谱仪(美国,安捷伦)与三重四极杆飞行时间质谱仪(德国,布鲁克);低温高速离心机

HeraeusFresco21(赛默飞世尔科技中国有限公司);全自动氮吹仪(宁波新艺超声设备有限公司);涡旋仪

MI01002(美国FOURE'S-广西王河科技有限公司).
1.2 实验方法

1.2.1 样品采集及处理

样品来源于15名(8男7女)10岁以下健康供体的新鲜粪便,均无任何消化性疾病,在样品采集前一周

之内未服用过任何药物.排便后立即用无菌袋收集,置于冰袋上30min内送至实验室并充氮气后在4℃下
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短暂保存.参考向情儒等[15]的方法处理样品,并略加修改.从15份样品中分别取0.5g混合均匀,按照1∶10
的体积比重悬于PBS缓冲液中,用涡旋仪充分混合5min后使用3层无菌医用纱布过滤,得到10%的粪便

接种物,置于4℃冰箱备用.
1.2.2 体外培养

体外培养使用树脂厌氧培养瓶,实验共分为8种不同处理,分别为PP、PE、PVC纳米塑料,Cd、DBP单

一污染,PP+Cd、PP+DBP、PP+Cd+DBP复合污染,在培养瓶中加入5mL无菌脱纤维绵羊血,5mL澄清

瘤胃液,0.5mL粪便接种物以及不同处理的污染物,其中 NPs、Cd、DBP的终质量浓度分别为100.0、2.5、

600.0μg/mL.相同条件下,不加任何污染物的处理为空白对照,每组3个重复.将处理后的培养瓶置于37℃
下培养48h后收集样品,以供下一步分析.
1.2.3 16SrRNA高通量测序

样品总DNA提取和高通量测序委托上海美吉生物医药科技有限公司进行.取1mL培养好的样品离心

10min(4℃,6000r/min)取上清于离心管中并使用液氮速冻,将处理合格的样品保存于干冰中至公司进行

总 DNA 提 取,使 用 338F(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3')和 806R(5'-GGACTACHVGGGT-
WTCTAAT-3')细菌通用引物对16SrRNA基因V3-V4可变区进行PCR扩增.使用质量分数2%琼脂糖凝

胶回收PCR产物,利用AxyPrepDNAGelExtractionKit(AxygenBiosciences,UnionCity,CA,USA)进行

回收产物纯化,2%(质量分数)琼脂糖凝胶电泳检测,并用QuantusFluorometer(Promega,USA)对回收产

物进行检测定量.使用NEXTFLEXRapidDNA-SeqKit对纯化后的PCR产物进行建库,利用Illumina公司

平台进行测序(上海美吉生物医药科技有限公司).
1.2.4 短链脂肪酸的测定

取1mL培养好的样品离心10min(4℃,13000r/min)取上清于离心管中并用0.22μm滤膜过滤至进

样瓶待测.设定丙酸、丁酸、戊酸质量浓度为0、5、10、25、50、100、200μg/L,使用高效液相色谱-质谱联用技术

制作出标准曲线,通过DataAnalysis软件分析数据并记录峰面积,采用线性回归分析法计算不同处理对肠

道细菌产物短链脂肪酸含量的影响.色谱条件:色谱柱为XDB-C18液相色谱柱,使用梯度洗脱的方法.流动

相:A(含体积分数0.1%甲酸的水);B(含体积分数0.1%甲酸的乙腈),其中进样量为10μL,柱温为30℃.流
动相洗脱梯度见表S1.质谱条件:采用电喷雾离子源,MRM 的正离子模式,氮气作为雾化、锥孔气[16];主要

参数设置包括:毛细管电压4.5kV;端板偏移电压0.5kV;离子源温度220℃;喷雾器电压5.0kV;干燥气体

条件9.0L/min;质荷比范围50~1300m/z.
1.2.5 氨基酸代谢产物的测定

按照1.2.4中的方法进行样品处理及检测,根据不同种类氨基酸的分子式与相对分子质量与样品特征

峰比对,以确定氨基酸种类并利用特征峰面积计算氨基酸含量(附录图S1).
1.2.6 方法验证与数据分析

从线性、检出限(LOD)两方面评估液相色谱质谱法测定氨基酸代谢产物、短链脂肪酸含量的准确性.分
别绘制不同氨基酸和短链脂肪酸浓度下的峰面积(Y)与浓度(X)之间的关系,氨基酸和短链脂肪酸在各自

的质量浓度范围内均有良好的线性关系,最低检测限(LOD)以3倍信噪比计算.不同氨基酸的线性相关系数

为0.9970~0.9991,检出限为3.12~11.40ng/L;短链脂肪酸的线性相关系数为0.9990~0.9993,检出限

为0.8~1.0ng/L,表明该方法具有较高的灵敏度.使用QuantitativeInsightsIntoMicrobialEcology2(QI-
IME2)分析得到的序列数据,DADA2对序列进行质量过滤、修剪、去噪和合并,并用 GreenGenes(版本

13.8)参考数据库进行分类分析,R语言进行数据清洗和检验;利用Excel进行实验数据整理,数据结果以平

均值±标准差表示(n=3),利用SPSS21.0软件,单因素分析方法(ANOVA)进行显著性分析,P<0.05
表示有统计学意义;氨基酸代谢产物、短链脂肪酸含量数据处理及作图采用 Origin2018;冗余分析利用

Canoco进行,使用CanocoforWindows指定分析的数据和排序模型,CanoDraw绘制排序图;利用R语言

生成物种相关性矩阵,相关性|r|>0.6、p<0.05挑选物种进行相关性网络图分析[17],网络图绘制使用

Gephi软件.
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2 结 果

2.1 不同污染对儿童肠道菌群门属水平的影响

不同污染物暴露下儿童肠道菌群门水平变化情况见附录图S1,每个处理组3个重复.儿童肠道微生物菌

群在门分类水平上共鉴定出9个门,其中优势菌门为变形菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)、放
线菌门(Actinobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes),占总比例的99%~100%.与对照相比经不同类型的

NPs、DBP、Cd单一污染及PP+DBP复合污染后,Proteobacteria、Firmicutes、Actinobacteria丰度无明显变

化,门水平细菌群落组成无显著性差异;经PP+Cd、PP+DBP+Cd联合暴露后厚壁菌门的相对丰度分别升

高至99.83%和94.96%,门水平多样性明显降低.不同污染物暴露下儿童肠道菌群属水平变化情况如图1
所示.

图1(a)和图1(b)均选择样本中相对丰度大于0.05%的前47和46个属,与对照相比,单一污染及PP+
DBP复合污染的优势菌属无明显变化,主要为肠杆菌科(Enterobacteriaceae)、乳杆菌属(Lactobacillus)、巨
型球菌属(Megasphaera)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、链球菌属(Streptococcus),其中Bifidobacteri-
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um,Streptococcus丰度下降.菌属多样性增加,新增多尔氏菌属(Dorea)、布劳特氏菌属(Blautia)、瘤胃球菌

属(Ruminococcus)等.与单一污染相比,在PP+Cd和PP+DBP+Cd复合污染组中优势菌属有显著差异,其
中乳杆菌属的相对丰度分别升高至97.50%和83.45%,PP+Cd样品属水平多样性显著下降.以上结果表明,
在不同污染物暴露下均会使肠道菌群发生一定程度的紊乱,其中PP+Cd和PP+DBP+Cd复合污染暴露

下的菌群紊乱程度最强,且乳杆菌属对这2组样品污染物耐受性最强.
2.2 不同污染与儿童肠道菌群相关性分析

为了了解环境变量NPs,Cd和DBP不同污染方式与儿童肠道菌群物种分类水平间的变化(每个处理

3个重复),运用Canoco进行相关性分析(图2),数据分析的4个轴的最大梯度为2.369,因此进一步分析采

用基于线性模型的RDA直接排序法.
选取了相对丰度大于0.005%

的前44个菌属,Cd与乳球菌属

(Lactococcus)、Lactobacillus、萨
特氏菌属(Sutterella)、小杆菌属

(Dialister)、Enterobacteriaceae、
摩根氏菌属(Morganella)、柯林

斯菌属(Collinsella)呈正相关,
与拟杆菌属(Bacteroides)、消化

链球菌科(Peptostreptococcace-
ae)、副 拟 杆 菌 属 (Parabacte-
roides)等呈负相关;PVC与 Cd
呈现相反的趋势;PP、PP+Cd与

梭菌属(Clostridium)、Rumino-
coccus、考拉杆菌属(Phascolarc-
tobacterium )、Parabacteroides
等呈正相关;DBP、PP+DBP、PP
+DBP+Cd与梭菌目(Clostrid-

iales)、肠球菌属(Enterococcus)、

Streptococcus、不动菌属(Acine-
tobacter)、芽殖菌属(Gemmiger)
等呈 正 相 关,与 布 劳 特 氏 菌 属

(Blautia)、韦荣氏球菌属(Veillonella)、巨型球菌属(Megasphaera)、毛螺菌科(Lachnospiraceae)等呈负相

关;PE与DBP、PP+DBP、PP+DBP+Cd呈相反的趋势.
2.3 不同污染对儿童肠道细菌群落影响的网络分析

探索纳米塑料、重金属、塑化剂与儿童肠道细菌类群之间的关联,图3(a)和图3(b)分别显示了单一污染

(PP、PE、PVC、Cd、DBP处理组)和复合污染(PP+Cd、PP+DBP、PP+Cd+DBP处理组)下微生物之间的相

互关系,每个处理组3个重复.由图3可以看出,单一污染和复合污染中细菌网络第一优势菌门均是厚壁菌

门,分别为85.29%和84.38%;图3(a,b)均以正相关关系为主,正相关比例分别为77.65%和90.91%.通过计

算分子生态网络拓扑学特征参数描述菌群之间复杂的相互关系,图3(a)中节点数为34,连接数为85,其中

粪球菌属连通数最高(7),与其他节点多为负相关关系;图3(b)中节点数为32,连接数为88,Lactobacillus,

Parabacteroides,Phascolarctobacterium,Megasphaera,Veillonella,Collinsella,Bacteroides,Sutterella,

Clostridium 的连接数最高(均为8),除Lactobacillus外与周围节点均为正相关关系;并且这9个节点之间

相互作用,Lactobacillus与其他8个节点以竞争关系互作;与图3(a)相比,图3(b)的边数、平均度、平均聚类

系数、连接部件和图密度均较高,模块化指数和网络直径较低,但两者模块化指数大于0.4,说明网络均具有

模块化结构.
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两组细菌网络第一优势菌门均是Firmicutes,分别为85.29%和84.38%,由此说明,单一污染物细菌分

子生态网络中物种更丰富、互作关系更复杂;复合污染中Collinsella,Clostridium,Megasphaera,Collinsel-
la 等致病菌在复合污染中以共生关系与周围细菌互作;Lactobacillus与周围节点均为负相关关系(100%),
说明Lactobacillus多以竞争关系与周围细菌互作.本研究构建的两个分子生态网络中均为正相关关系占优

势(77.65%、90.91%),表明合作关系大于竞争关系.

2.4 不同污染处理对儿童肠道代谢的影响

2.4.1 对肠道微生物氨基酸代谢的影响

使用LC-MS/MS测定肠道微生物培养系统中19种氨基酸的含量,并将测定结果导入Origin,数据经Z
评分进行归一化处理后绘制热图,用来表达不同污染物单一处理及复合污染等8种不同处理方式对肠道微

生物氨基酸代谢的影响,每个处理组3个重复.如图4(a)所示,与对照组相比,经NPs与DBP单一暴露后,
除甘氨酸、缬氨酸和苏氨酸外,其他氨基酸含量均有不同程度的下降,其中亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸和丙氨

酸下降最明显;Cd单一暴露、PP+Cd、PP+Cd+DBP复合暴露后,大多数氨基酸的含量显著增加.由此说

明,不同污染物处理均会影响氨基酸代谢.
2.4.2 对儿童肠道菌群代谢产物短链脂肪酸的影响

如图4(b)所示,研究了不同污染对儿童肠道菌群代谢产物SCFAs的影响,鉴定了肠道微生物培养体系

中丁酸和戊酸的含量(每个处理组3个重复).与对照组相比,肠道微生物产生丁酸的量在PP、PVC、DBP暴

露下有所升高,而在PE处理下含量基本不变.在Cd、PP+DBP、PP+Cd、PP+DBP+Cd等4个处理组中,丁
酸含量均为0.在PP、PE、PVC、DBP和PP+Cd组中,戊酸的含量大幅度增加,与对照相比有极显著性差异;
而Cd、PP+DBP、PP+DBP+Cd组的戊酸含量降低.以上述结果可知,添加纳米塑料、重金属、塑化剂后对肠

道微生物代谢产物SCFAs的含量均有一定程度的影响.

3 讨 论

肠道菌群是生物体内一个非常重要的微生态系统,主要依靠宿主生物的肠道生存并发挥相应的功能.人
体微生物群落组成和多样性与人体健康密切相关.本项研究中利用高通量测序和液相质谱联用分析了纳米

塑料、重金属和塑化剂在单一污染和复合污染时对儿童肠道细菌群落组成、分子生态网络的拓扑学特征、氨
基酸和短链脂肪酸产物的影响,是研究儿童微生物群落结构及其代谢功能响应的关键.研究结果表明,经不
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同污染物暴露后,儿童肠道菌群发生紊乱的程度也具有差异性.与PP+Cd、PP+Cd+DBP复合污染相比,单
一污染的门属水平变化较小,可能是因为复合污染时微塑料会将Cd2+吸附在表面,共同作用于人体,对肠道

菌群造成更严重的危害,其中NPs-PP与Cd联合暴露后,肠道菌群门水平数量显著减少,Firmicutes相对丰

度增加,这与JIN等[18]在NPs对斑马鱼肠道菌群影响的研究结果一致.Firmicutes和Bacteroidetes是肠道

微生物群中的2种主要细菌,病理学上,Firmicutes可诱导肥胖和肝脂肪变性,并促进TNF-αmRNA水平

的升高,Firmicutes可能参与了非酒精性脂肪性肝病的发病机制,并且胆石病患者、多发性硬化症患者[19]

Firmicutes的数量均显著增加.Firmicutes与Bacteroidetes的比值(F/B)与炎症状况密切相关,如炎症性肠

病(IBD)和肥胖个体都存在较高的比值.本实验中,与对照相比PP、PVC、DBP、PP+Cd、PP+Cd+DBP实验

组的F/B增加,从20.8分别增加至25.5、21.0、82.6、1836.3、91.6;LOUIS等[20]为16名肥胖患者实施了一

项减肥计划,结果显示肥胖患者的F/B比率高于健康组.然而与PP+Cd相比,PP+Cd+DBP复合污染时

Firmicutes丰度相对略有降低,Bacteroidetes丰度及门水平数有所回升,可能是因为DBP与Cd共同存在下

呈现出拮抗作用.

在属水平上,经污染物暴露后Bifidobacterium、链球菌属(Streptococcus)相对丰度降低.Bifidobacte-
rium 丰度降低会使小鼠体重增加、脂肪堆积并降低葡萄糖耐量,引起代谢紊乱[21],这些益生菌丰度的下降

会破坏肠道微生态平衡,降低肠道免疫能力及健康程度.另外,不同污染物暴露后新增多尔氏菌属(Dorea)、
Blautia,Ruminococcus、粪杆菌属(Faecalibacterium)、罗氏菌属(Roseburia),其丰度均与慢性疾病包括炎

症性肠病、结肠癌、肥胖等密切相关[22].有实验研究了不同胃肠道疾病患者肠道菌群的变化,其中肠易激综

合征会导致Faecalibacterium 丰度升高,溃疡性结肠炎会使Blautia,Roseburia 丰度升高,克罗恩病会使

Ruminococcus丰度升高[23].PP+Cd、PP+DBP+Cd复合污染时,菌群多样性降低,优势菌群由Enterobacte-
riaceae变为Lactobacillus,Lactobacillus相对丰度增高至97.50%和83.45%.ZHAI等[24]研究表明乳酸菌

对重金属镉具有强的耐受能力,且在二价金属Cd离子存在下,会促使细胞表面分泌物增多,细胞发生聚集

形成生物膜.段莉阳等[25]的研究表明,在重金属和微塑料等胁迫条件下,具有相应耐受能力的微生物会与微

塑料黏附,并得以富集生长.所以本实验中,Lactobacillus丰度升高可能是由于PP+Cd、PP+Cd+DBP共

同污染时,Lactobacillus为抵御不良环境,与PP发生黏附,使细胞聚集形成生物膜,造成丰度升高,说明

乳酸菌有较强的耐受性.总之,不同的污染物暴露下都会导致细菌群落在门属水平上的多样性和丰富度

呈现明显差异,并且与单一污染相比复合污染的差异性更强,因此,肠道菌群对于维持宿主的健康非常

重要.
网络分析与肠道菌群的多样性分析相比,网络分析更便于体现微生物之间的相互作用以及结构变化.在
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分子生态网络图中,正相关通常代表生态位一致性或共生关系,负相关代表竞争关系.在整个网络中,复合污

染时Lactobacillus以竞争关系与周围细菌互作,Lactobacillus丰度的增加使肠道菌群多样性降低.本研究

构建的两个分子生态网络中均为正相关关系占优势,表明整体上合作关系大于竞争关系,但复合污染更能促

进微生物之间的共生关系.同时,与单一污染相比,复合污染具有较短的平均路径长度(1)和较高的平均聚类

系数(0.928).平均路径长度表示物质、信息、能量在微生物之间的传递效率,平均聚类系数表示节点与其他

节点的连接程度[26].由此说明,复合污染下微生物之间的关系更密切,网络图中节点之间的响应速度和传递

效率更高,群落结构更易发生变化.复合污染的连接数和平均度均较高,说明复合污染下细菌分子生态网络

中物种互作关系更复杂;单一污染的节点数较高,说明单一污染下物种更丰富.
肠道微生物群在氨基酸消化和吸收过程中起着至关重要的作用,氨基酸代谢的多样性可能会对宿主产

生有益或不利的影响.Clostridium、Bacteroides、Bifidobacterium 丰度与氨基酸代谢能力密切相关,而复合

污染时它们的丰度降低,使氨基酸的分解与利用率下降,在人体肠道大量积累.研究表明,克罗恩病患者粪便

中高水平的氨基酸,如丙氨酸、β-丙氨酸和苯丙氨酸,部分原因可能是这些患者的炎症引起的吸收不良,或反

映了产生细菌的增加[27].微生物群衍生分子(如SCFAs)作为微生物群和宿主之间的重要分子信号或调节宿

主代谢的代谢底物[28].复合污染时,氨基酸代谢产物丙酸、丁酸含量为0,丁酸作为肠道上皮细胞线粒体呼吸

的主要能量来源,在组蛋白去乙酰化过程中起到重要作用,广泛影响肠道上皮细胞和免疫细胞的繁殖和代

谢[29].戊酸含量大幅上升,可能是因为Lactobacillus,Ruminococcus丰度的升高.丁酸对糖尿病有较大的有

益作用,并在构建肠道粘膜结构和肠道免疫屏障中起重要作用[30].NPs暴露会降低肠道中双歧杆菌的丰度,
并显著降低肠道菌群中双歧杆菌/大肠杆菌(B/E)值,其中PP+Cd的B/E值为0,肠道定植能力明显减弱,
影响肠道微生物的代谢功能,降低短链脂肪酸的含量.另外,由于本实验是将人体粪便细菌进行体外培养和

暴露,缺少了肠道内环境的相互作用.所以,目前的结果对污染物人体健康效应的意义有限,没有办法直接外

推至人体.关于NPs、Cd、DBP单一污染和复合污染对儿童肠道微生物群落结构的改变还需要更多的毒理学

实验进一步研究.

4 结 论

本实验研究了NPs(PP、PE、PVC)、Cd、DBP单一污染和复合污染对儿童肠道细菌群落、短链脂肪酸含

量和氨基酸代谢能力的影响.实验结果显示,一方面,在肠道菌群多样性分析上,不同处理均会使肠道菌群发

生不同程度的紊乱,细菌群落的多样性和丰富度都呈现明显差异,且复合污染时差异更明显.单一污染时优

势菌门为Proteobacteria、Firmicutes、Actinobacteria、Bacteroidetes,优势菌属主要为 Enterobacteriaceae、

Lactobacillus、Megasphaera、Bifidobacterium.而PP+Cd、PP+DBP+Cd复合污染时Firmicutes占比较

大,乳杆菌显示出对污染物更强的耐受性.同时,在肠道菌群相互关系上,复合污染时也比单一污染时微生物

互作关系更复杂.另一方面,在肠道微生物代谢分析上,纳米塑料与重金属、塑化剂复合污染时会影响氨基酸

的代谢及短链脂肪酸的合成,氨基酸比例失衡使肠道黏膜受损,短链脂肪酸合成能力下降会影响营养物质的

吸收及免疫防御能力,危害人体健康.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.06.20.0003).
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Effectofcombinedexposureofnanoplastics-heavymetal-plasticizer
ongutmicrobiotaandmetabolisminchildren

DouQingnan1,ZhaoLili1,JiHanxuan2,WangYibin1,ChenWanrong1,

SunXiaohan1,YaoGuoqin1,MaTengyun1

(1.CollegeofLifeScience,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;2.Whole-processTeachingBase,

XinxiangMedicalCollege,Xinxiang453003,China)

  Abstract:[Objective]Toexploretheeffectsofnano-plastics(NPs),cadmium(Cd)anddibutylphthalate(DBP)onin-
testinalfloradiversity,aminoacidmetabolismandshort-chainfattyacidcontentinchildren.[Methods]Theeffectsofsingle
andcombinedpollutionofnano-plastics(polypropylene,PP),CdandDBPonthecontentsofshort-chainfattyacidsandamino
acidsinintestinalbacterialcommunitiesandintestinalmicrobialmetabolitesinchildrenwereanalyzedbyhighthroughputse-

quencingtechnologyof16SrRNAandhighperformanceliquidchromatogen-massspectrometry(LC-MS/MS).[Results]The
high-throughputtestresultsshowedthat,comparedwiththecontrol,atthephylumgenuslevel,thedominantbacteriawith
singlepollutionhadnosignificantchange,andthediversityofthedominantbacteriawithPP+Cd,PP+DBP+Cdcombined

pollutionsignificantlydecreased.TheresultsofLC-MS/MStestshowedthattheaminoacidcontentofintestinalmicrobialme-
tabolitesdecreasedtovaryingdegreesafterexposuretoNPsandDBP,whilethecontentofmostaminoacidsincreasedsignifi-
cantlyafterCd,PP+Cd,PP+Cd+DBPtreatment.Thecontentofbutyricacidandvaleratealsochanged.[Conclusion]Com-

paredwiththesinglepollutanttreatment,theintestinalmicrobialdisorderisstrongerafterexposuretonano-plastics-related
complexpollutants,anddifferentpollutanttreatmentscouldaffecttheaminoacidmetabolismandSCFAsproductionofintesti-
nalmicroorganisms.Intestinalfloraiscloselyrelatedtohumanhealth.Itisofgreatsignificancetoexplorethechangesofintes-
tinalfloraandmetabolicfunctionundertheinfluenceofNPs,CdandDBP,andtoevaluatethehazardsandrisksofsingleexpo-
sureandcombinedexposuretoNPs,CdandDBPfromthelevelofintestinalflora.

Keywords:nano-plastics;cadmium;dibutylphthalate;gutmicrobiota;short-chainfattyacids;aminoacid
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  附 录

表S1 流动相洗脱梯度

Tab.S1 Gradientelutionprogramofmobilephase

t/min A/% B/% Flowrate/(mL·min-1)

0 95 5 0.3

0.5 95 5 0.3

4 80 20 0.3

8 0 100 0.3

9 0 100 0.3

9.5 95 5 0.3

12 95 5 0.3


