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典型工业园区废水处理过程的细胞毒性削减特征

程婉清，贾 敏，陈 玲，吴 兵
（南京大学环境学院污染控制与资源化研究国家重点实验室，江苏南京 210023）

[摘要 ] 工业废水组分复杂、污染严重，研究工业废水处理工艺的毒性削减能力对于水环境质量保障具有重要

意义。融合污染物细胞毒性检测和分级分离方法，分析了 2家典型工业园区污水处理厂沿程工艺段水样的毒性效

应。结果表明，2座污水厂的进水都存在细胞增殖抑制、活性氧诱导、线粒体膜电位改变等毒性效应，出水中则不存

在，且沿程部分处理工段水样毒性增强。但经高敏的转基因细胞株检测发现，2座污水厂出水都可诱导细胞内质网

应激响应，具有潜在的生态污染风险。分级分离分析结果表明，臭氧与活性炭工艺显著降低了疏水性污染物的毒

性；分馏样本的毒性检测结果与浓缩样本具有一定的差异性，表明污染物在不同混合比例下的联合毒性效应具有显

著差异，相关致毒污染物类型及联合机理需深入分析。本研究可为工业园区废水的生物毒性效应及处理效率评估

提供基础数据。
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Cytotoxicity reduction characteristics during wastewater
treatment process in typical industrial park

CHENG Wanqing，JIA Min，CHEN Ling，WU Bing
（State Key Laboratory of Pollution Control and Resource Reuse，School of the Environment，

Nanjing University，Nanjing 210023，China）
Abstract：Industrial wastewater has complex components and serious pollution，it is of great significance to study the
toxicity reduction ability of industrial wastewater treatment process for water environment quality assurance. The
cytotoxicity assays and fractionation analysis method were combined to analyze the toxic effects of water samples from
two typical industrial park wastewater treatment plants. The results showed that the influent of both plants induced toxic
effects on cell viability，induced intracellular reactive oxygen species and changed mitochondrial membrane potential，
but the effluent did not have these above adverse effects. Meanwhile，the toxicity of wastewater in some treatment sections
along the route was enhanced. However，the high-sensitivity transgenic cell line assay found that the effluent from both
plants could lead to endoplasmic reticulum stress，which had potential ecological pollution risk. The result of fractionation
analysis found that the ozone and activated carbon processes significantly reduced the toxicity of hydrophobic pollutants.
Additionally，the results based on the fractionated samples were different from the original concentrated samples，
indicating the combined toxic effects of pollutants were different under various mixing ratios. The types of toxic pollutants
and the toxic mechanisms needed to be explored in depth. The results of this study provided basic data for the evaluation
of biological toxicity and treatment efficiency of wastewater in industrial parks.
Key words：industrial wastewater；cytotoxicity；fractionation；HepG2 cell；Hela/CHOP cell

随着我国工业的快速发展和工业园区的集中建设，

园区水污染防治受到越来越多的关注。工业园区污水

中的污染物具有种类多样、难降解、毒性强等特点〔1-2〕，

且相当一部分污染物可通过食物链在生物体内富集，
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对水生生态系统和人类健康构成重大威胁〔3〕。目前，

工业园区废水的污染水平主要通过理化参数评估，如

COD、BOD、SS、电导率等〔4〕，但这些参数很难反映水中

浓度低、毒性大的众多人工合成小分子污染物的浓度

状况。近年来，基于色谱-质谱等的痕量化学分析技

术在废水水质监测领域得到了快速发展，并在持久性

有机污染物、内分泌干扰物、重金属等毒害污染物的定

量检测中得到了广泛应用〔5-6〕。但化学分析手段无法

检测所有污染物，更无法确定污染物的联合毒性效应

及其长期健康危害。因此，综合评价工业废水水质健

康危害特征及变化规律成为净水技术革新及环境风险

管控的关键。

生物毒性检测可确定污废水中污染物的综合

毒性效应〔7-8〕，为有效评估水处理工艺技术的毒性

削减能力和处理出水的安全性提供基础数据。急

慢性毒性、遗传毒性检测方法等已被用于工业废水

的生物毒性评估，具有快速、高通量、样品体积消耗

少等优势的细胞毒性检测方法也受到越来越多的

关注〔9-10〕。但现有的生物毒性检测都基于浓缩水

样的直接暴露，水体中不同物化特性污染物的生物

毒性特征及贡献率仍不清楚。基于污染物亲疏水

性特征对浓缩水样进行分级分离并分别确定其毒

性 效 应 ，可 能 是 解 决 这 一 科 学 问 题 的 有 效 方

法〔11-12〕，但相关研究在工业废水领域仍不多见。

本研究采用人源癌细胞及转基因细胞为受试生

物，以细胞增殖抑制、活性氧诱导、线粒体膜电位变

化及内质网应激等为细胞毒性靶点，选择典型工业

园区污水处理厂为研究对象，研究了污水厂沿程的

毒性效应变化，确定了不同极性馏分的毒性效应特

征及其与工艺单元的相关性，为工业废水处理工艺

的毒性削减能力评估提供基础数据。

1 实验部分

1.1 样品采集及前处理

选取江苏省 2座工业园区污水处理厂（A厂和

B厂）作为研究对象。2座污水处理厂的工艺流程简

图及采样点见图 1（黄色箭头表示采样点）。

废水采集后使用 0. 45 μm醋酸纤维滤膜过滤去

除大颗粒杂质；为实现高倍浓缩，采用固相萃取法浓

缩水样〔13〕，使用 OASIS HLB固相萃取柱对水样中有

机污染物进行富集浓缩〔14〕；洗脱后氮吹洗脱液，使

用二甲基亚砜（DMSO）水溶液将其复溶并转移至

1 mL色谱小瓶中，浓缩液均在-20 ℃保存。

1.2 细胞毒性检测方法

1.2.1 细胞培养及传代

本研究采用人肝癌细胞 HepG2细胞和团队自

主构建的 Hela/CHOP转基因细胞株为受试细胞。

Hela/CHOP 细 胞 株 是 稳 定 转 染 的 CHOP 启 动 子

SEAP报告基因的 Hela细胞体系，可检测细胞内质

网早期应激响应。2种细胞都采用含有 10%胎牛血

清和双抗的 DMEM培养基在 37 ℃和 5% CO2的细胞

培养箱中培养，每 2~3 d传代 1次。

1.2.2 细胞增殖抑制毒性检测

细胞增殖抑制的测定采用CCK-8法〔15〕。将HepG2
细胞接种于96孔板中，接种密度为1×105 mL-1；培养24 h
后，接种原水 20倍浓缩样的受试水样；染毒 24 h后弃

去受试液，每孔加入 100 μL培养基和 10 μL CCK-8储
备液，在培养箱中孵育 90 min。使用多功能酶标仪

（Synergy H1，Bio-Tek）测定 450 nm处的吸光度，用相

对吸光度表示细胞存活率。实验设置对照组以去除实

验本底值对实验造成的误差。

1.2.3 活性氧（ROS）诱导效应检测

采用 DCFH-DA探针检测 HepG2细胞内 ROS水
平〔16〕。选取荧光探针Hoechst 33342对活细胞进行定

量，将细胞种板培养 24 h后，接种原水 20倍浓缩样的

受试水样，染毒 24 h后弃去受试液，加入现配的DCFH-
DA探针染液与Hoechst 33342探针染液。孵育 20 min
后弃去探针染液，用多功能酶标仪分别测定DCF（激发

波长 488 nm，发射波长 346 nm）和Hoechst 33342（激发

波长 350 nm，发射波长 460 nm）的荧光值，对每个孔细

胞内活性氧水平通过Hoechst 33342进行标准化。

图 1 污水处理厂工艺流程

Fig. 1 The processes of wastewater treatment plants
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1.2.4 线粒体膜电位变化效应检测

采用 JC-1试剂盒测定HepG2细胞线粒体膜电位

的变化〔17〕，指示细胞早期凋亡效应。细胞接种原水20倍
浓缩样的受试水样，染毒 24 h后弃去受试液，加入

100 μL JC-1工作液，孵育 25 min。用多功能酶标仪测

定红色（激发波长 561 nm，发射波长 590 nm）与绿色（激

发波长 488 nm，发射波长 530 nm）荧光值，相对比值降

低则指示膜电位下降。

1.3 细胞内质网应激效应检测

采用项目组自主构建的Hela/CHOP转基因细胞检

测了内质网应激早期响应基因CHOP的表达变化。Hela/
CHOP细胞使用原水样浓度进行染毒，染毒 24 h后，一

组取 6孔、每孔吸取 50 μL暴露液混合于离心管中，

10 000 r/min离心 10 min，取上清液于 65 ℃孵育 30 min；
孵育后加入到试剂盒配套的 96孔板中，加入 10 μL待
测上清液与50 μL SEAP反应底物，室温避光孵育30 min
后，用多功能酶标仪检测。同时选取荧光探针Hoechst
33342对活细胞进行定量，每孔加入 5 μg/mL的Hoechst
33342探针染液，于37 ℃、5% CO2培养箱中孵育15 min，
弃去探针染液，用Hanks缓冲液清洗多余的探针染液

后，再加入 50 μL Hanks缓冲液，使用多功能酶标仪检

测Hoechst 33342的荧光值。SEAP活性=化学发光值/
Hoechst 33342荧光值。

1.4 浓缩样分级分离及毒性检测

使用Waters e2695高效液相色谱仪进行有机污

染物浓缩液的分馏，并用于后续的生物毒性测试〔18〕。

具体条件如下：Waters BEH C18色谱柱（D 4.6 mm×
150 mm，3.5 μm），流动相为水和甲醇。流动相梯度：

初始，30%甲醇；5 min，30%甲醇；45 min，100%甲醇。

每个馏分收集时间为 5 min，每个样品分离到 12个组

分。收集的馏分氮吹至近干，用于生物毒性测定的组

分，用水和 DMSO复溶。复溶样品储存在-20 ℃环境

直至测试。

1.5 数据处理

毒理实验的数据以平均值±标准差表示，每个

检测设定 6个平行，毒理实验数据以相对空白对照

的比值表示。使用 Graphpad Prism 8.0作图，并对实

验组与空白对照组进行单因素方差分析，p<0.05被
认为存在统计学意义。

2 结果与讨论

2.1 HepG2细胞毒性结果

细胞毒性实验可以检测工业废水样本中多种已

知和未知化合物的复合毒性，反映工业废水样本总

体毒性效应〔19-20〕。使用 2座污水厂各工段出水浓缩

液进行 HepG2细胞染毒，暴露浓度为原水样的 20
倍。检测结果见图 2。

由图 2（a）可以看出，A厂进水暴露 24 h后的细

胞活力为 57.48%，经臭氧处理后细胞活力上升至

74.43%，活性炭工艺处理后细胞活力恢复至接近空

白对照，说明臭氧+活性炭吸附工艺有效去除了污

染物的细胞增殖毒性。B厂进水与水解段浓缩液对

细胞增殖的抑制率分别为 17.12%和 16.4%，经活性

炭处理后细胞活力明显上升。2座污水厂出水均未

检测出细胞增殖毒性。

细胞内 ROS水平与氧化应激状态密切相关。

图 2（b）中，在水样浓缩 20倍情况下，A厂进水导致

了 HepG2细胞内 ROS水平显著上升；A2/O出水没有

诱导细胞内 ROS显著升高，但臭氧处理出水导致

ROS水平明显升高。B厂进水与水解段出水也导致

了 HepG2细胞内 ROS水平显著上升。A厂和 B厂经

活性炭处理后出水 ROS水平降低，说明活性炭吸附

工艺显著减弱了水样对 HepG2细胞的氧化损伤

效应。

细胞线粒体去极化是细胞凋亡的早期指示。图

2（c）中，在水样浓缩 20倍的情况下，A厂进水及生物

处理出水显著降低了聚合物与 JC1单体的比值水

平，线粒体膜电位下降；臭氧氧化后此效应消失。B
厂进水与活性炭段水样诱导了线粒体膜电位下降的

现象。但 2座污水厂的出水段都未出现显著性的线

粒体膜电位变化。

基于 HepG2的 3种细胞毒性实验结果表明，污

水处理沿程水质毒性总体呈下降趋势，其中 A厂臭

氧段水样暴露下细胞活力显著下降、ROS水平显著

上升；B厂活性炭吸附段水样暴露下线粒体膜电位

显著下降，这可能与高级氧化工艺段形成的有毒代

谢产物有关。Qianyuan WU等〔21〕使用 HepG2细胞评

估了废水臭氧氧化后的遗传毒性，同样发现臭氧氧

化会使废水毒性增加。袁霞等〔22〕使用发光细菌检

测高级氧化工艺处理后水样毒性，发现处理后水样
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毒性高于处理前，具有潜在水质安全风险。以上研

究结果与本研究均揭示应关注高级氧化工艺产生的

副产物对水质安全性的影响。

2.2 Hela/CHOP转基因细胞毒性结果

内质网应激是细胞机体受到刺激的先期反应之

一。本研究采用项目组自主构建的 Hela/CHOP细

胞，通过内质网应激早期响应基因 CHOP的表达变

化确定毒性效应，该方法具有灵敏度高的特点。本

研究中，在原水样浓度下，2座污水厂所有采样点水

体的暴露均引起了 SEAP活性的显著性提高（图 3），

表明细胞早期损伤的存在，最终出水仍存在一定的

环境健康风险，且不同工段出水的毒性变化规律不

明显。此外，与细胞增殖、细胞内 ROS水平及线粒

体膜电位等检测结果（浓缩 20倍）相比，Hela/CHOP
转基因细胞的敏感性更高，且在不对水样进行浓缩

的前提下即可进行毒性检测分析。

2.3 基于样品分级分离的细胞毒性结果

通过对原水样浓缩液的细胞毒性检测，初步评

估了 2座典型污水处理厂不同工段出水的毒性效应

及变化规律，但仍无法获悉废水中引起毒性效应的

物质特征。对浓缩样本按照亲疏水性将污染物进行

分级分离，降低样品中物质的复杂程度。本研究通

过液相色谱仪将原水样浓缩液按照亲疏水性分为

12份（每 5 min 1个馏分，先流出的馏分为高极性馏

*代表 p<0. 05，表示实验组与对照组间差异显著。

图 2 目标水处理厂各工段出水的HepG2细胞毒性

Fig. 2 HepG2 cytotoxicity induced by the effluents of each section of target wastewater treatment plant

*代表 p<0. 05，表示实验组与对照组间差异显著。

图 3 基于Hela/CHOP转基因细胞的内质网应激效应检测结果

Fig. 3 Detection results of endoplasmic reticulum stress in
Hela/CHOP transgenic cell lines
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分，再依次流出中极性与低极性馏分），并分别进行 了细胞毒性检测，结果见图 4。

由图 4可知，A厂进水 0~5 min和 10~15 min收集

的馏分毒性效应较强；而A2/O及臭氧处理后高毒性馏

分出现在 30~45 min，经臭氧处理后，非极性高毒性馏

分的毒性显著降低；活性炭吸附后，各馏分在各项检测

结果中均表现出较小的毒性效应，代表A厂现有处理

工艺能较好地去除废水中的致毒物质。基于以上结果

可知，A厂进水致毒物质主要是高极性物质，且生化处

理耦合深度处理能显著去除毒性组分，但在生化尾水

中非极性馏分毒性开始增加，这一现象可能涉及到污

染物在不同复合比例下的联合毒性变化，后续需要利

用毒性效应介导的非靶向筛查技术对关键致毒物质进

行深入解析，以便更有针对性地确定致毒组分。

与A厂相比，B厂的进水及沿程各工段的水质

生物毒性变化更为复杂。进水的 12个馏分的毒性

均较大，表明其中的致毒物质成分种类多样。水解

工段毒性效应显著的馏分集中在 10~30 min馏出，

非极性馏分段（30~60 min）的毒性不明显。经过活

性炭吸附后，前 30 min收集的馏分毒性效应有所减

弱，后 30 min收集的馏分毒性效应有所加强。出水

前 30 min 收 集 的 馏 分 毒 性 效 应 显 著 削 减 ，但 后

30 min收集的馏分毒性效应仍没有得到完全削减。

结合 A厂数据发现，臭氧氧化可能是生化尾水

毒性削减的潜在有效技术。A厂与 B厂污水处理沿

程致毒组分有从高极性转向低极性的趋势，这一研

究结果与陈玲等〔23〕的类似，在常晋〔24〕的研究中也发

现了污水处理厂出水中极性有机物相较进水中有所

减少的现象，揭示了污水厂沿程工艺对极性有机物

的去除。此外，分馏样本的毒性检测结果与原浓缩

样本（图 2）具有一定的差异性，可能是不同混合比

例下联合毒性效应变化的原因，相关的致毒物质类

型及机理仍需后续深入分析。

3 结论

本研究采用污染物分级分离与多维度细胞毒性

检测相结合的方法评价了典型工业园区污水处理厂

各工段的生物毒性削减规律。2家污水处理厂都显

著降低了HepG2细胞毒性效应，但通过高敏的转基因

细胞株仍能检出潜在的毒性危害。分级分离分析发

现臭氧与活性炭工艺显著降低了疏水性污染物的毒

性，分级分离过程可能还会改变污染物的联合作用模

式，值得更深入的研究。本研究为工业园区废水生物

毒性效应及处理效率的评估提供了基础数据，为净水

技术创新及生态风险防控提供了科学依据。
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