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沙尘暴细颗粒物致大鼠肺细胞DNA损伤研究

徐大琴，牛静萍，万学中，王燕侠，陈晓燕，徐佳

【论文要萃】

摘要：为探讨沙尘暴细颗粒物(PM2．5)对大鼠肺细胞DNA的损伤作用。将清洁级Wistar大鼠随机分为12组，每组

6只，采用气管注入法染毒，分别灌注O、1．5、7．5、37．5 m叭g的颗粒物悬液，在灌注12、24、48 h后分别处死大鼠，采用单
细胞凝胶电泳(SCGE)技术检测肺细胞DNA的损伤。结果显示，不同染毒时间，1．5、7．5、37．5 m以g的颗粒物悬液均可引
起大鼠肺细胞DNA损伤，且随剂量增加损伤作用增大。在1．5和7．5斗g／IIll组，不同染毒时间DNA迁移长度不同，但随时

间的延长不呈时间一效应关系。染毒12 h DNA拖尾最长，48 h次之，24 h最短。不同浓度沙尘暴PM2．5对大鼠肺细胞DNA

损伤具有剂量-效应关系；沙尘暴PM2．5作用12 h时对大鼠肺细胞DNA损伤最强。

关键词：空气污染；颗粒物；沙尘暴；呼吸系统

中图分类号：R994．6 文献标识码：A

近半个世纪以来，沙尘暴发生强度和次数在我国呈明显上

升趋势01，已有研究表明沙尘暴颗粒物具有肺毒性㈨。动物实验

也表明，沙尘暴细颗粒物(PM2．5)可影响巨噬细胞的吞噬功能，

诱导巨噬细胞分泌炎性因子嗍，还可对巨噬细胞产生氧化损伤，

使其存活率下降圈。本研究采用单细胞凝胶电泳(scGE)技术，探

讨不同染毒浓度沙尘暴细颗粒物分别在灌注12、24、48 h后对

大鼠肺细胞DNA的损伤作用。

1材料与方法

1．1主要仪器与试剂

TH-150cⅢ型大气总悬浮颗粒物智能中流量采样器(武汉

天虹仪器厂)，HH-wzI-cr600型电热恒温水浴箱(北京长安科

学仪器厂)，DYY·Ⅲ型水平电泳仪(北京六一仪器厂)，Olynlpus

荧光显微镜，超细玻璃纤维滤膜(武汉天虹仪器厂)。正常熔

点琼脂糖(NMA)、低熔点琼脂糖(LMA)、溴化乙锭(EB)、二

甲基亚砜(DMs0)等均购自Sigma公司，其他试剂均为国产分

析纯。

1．2采样方法

于2006年3月13日—5月27日，采用TH．150cⅢ型大气

总悬浮颗粒物智能中流量采样器，在沙尘暴频发地区——民勤

县采样。采样器放置在距地面高度约3 m的屋顶上，其四周无交

通干线及工厂；采样滤膜均为洁净超细玻璃纤维滤膜。

1．3颗粒物的处理

将采样后的滤膜放入超纯水中，超声振荡30 min后，将振

荡液用6层无菌纱布过滤，真空冷冻干燥24 h，称重，生理盐水

配制成不同浓度的颗粒物悬液，并经高压灭菌15 miIl，4℃备用。

1．4动物分组及染毒

将清洁级健康成年雄性wistar大鼠(兰州大学医学实验中

心，甘医动字第14-006，scxK(甘)2005．2007)，体重180—250 g，

随机分为12组，每组6只。采用气管注入法进行染毒，染毒剂

量分别为1．5、7．5、37．5 mg／kg，对照组(0 m以g组)灌注等量
生理盐水。分别于灌注12、24、48 h后处死大鼠。
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1．5单细胞悬液的制备

取出肺组织，加入少量PBS；用眼科剪将组织剪至匀浆状，

加入10 IIll PBS；用200目尼龙网过滤到试管内；1 500 r／rnin，离

心3 min(r=11．5 cm)，再用PBs洗3次，低速离心除去细胞碎

片，作细胞计数并调整细胞浓度为2×105～5×105个／Illl。

1．6单细胞凝胶电泳(sCGE)

实验方法参照文献[6】，EB染色后的样本应尽快在荧光显微

镜下观察电泳图象。

1．7统计学处理

实验数据以面蜘表示，应用SPSS 10．0统计软件进行方差分

析，两两比较采用g检验。

2结果

表1可见，在12、24、48 h各时间段，随着PM2．5浓度增大，

肺细胞DNA损伤程度有增加的趋势。与对照组(0 m以g)比较，
染毒12和24 h时，7．5和37．5 mg／kg组DNA迁移长度增加，

差异均有统计学意义(均P<O．01)；染毒48 h时，1．5、7．5、37．5

mg／kg组DNA迁移长度增加，差异均有统计学意义(P<0．05或

P<0．01)。表1可见，染毒12hDNA拖尾最长，48h次之，24h最

短，说明12h的氧化损伤的程度较24h和48 h重，24h氧化损

伤的程度较48h轻。在1．5m以g组，与染毒12h比较，染毒24
和48 h DNA损伤程度减轻，差异有统计学意义(均P<0．01)。在

7．5 m班g组，与染毒12 h比较，染毒24 h DNA损伤程度减轻，
差异有统计学意义(P<0．05)。不同浓度染毒组的DNA损伤程度

随时间的延长不具有时间擞应关系。

表1不同浓度的PM2．5作用不同时间对大鼠肺细胞DNA

迁移长度的影响 (n=6，弛，¨m)

注：同一染毒时间，与对照(0m以g)组比较，．P(o．05，“P<O．0l；同一
染毒剂量，与染毒12h比较，6P<O．05，“P<0．Ol。

3讨论

Sagai等哆发现PM2．5具有产生活性氧(·ROs)的能力，PM2．5  万方数据
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自身还具有自由基活性，可作用于上皮细胞和巨噬细胞，使它们

释放活性氧和活性氮，N0作为自由基可同氧自由基相互作用

而损害细胞本身及邻近的细胞。Penning等孵认为摄入体内的

·PM2．5到达肺组织后，激活肺泡巨噬细胞上的一氧化氮合酶

(NOS)，产生的NO与ROs中极不稳定的02一·形成稳定的

0NOO一，而0N00一也可直接攻击细胞生物大分子DNA，使其受

到损伤；另外PM2．5还可以通过引起肺细胞膜的脂质过氧化，

使组织的抗氧化能力减弱或氧应激增强，破坏体内氧化抗氧化

系统的平衡，导致氧化损伤进而造成大鼠脂质过氧化损伤，使抗

氧化酶活力降低，导致细胞膜功能系统受损，免疫功能下降，从

而干扰正常的生理功能。本研究显示，12、24、48 h各时间段的不

同浓度的PM2．5对肺细胞DNA有损伤，且随沙尘暴细颗粒物

浓度的增加，损伤作用明显，说明低浓度的沙尘暴细颗粒物就可

以引起大鼠肺细胞DNA损伤，浓度越大，损伤越明显。其可能的

机制为PM2．5吸附性强，可携带重金属、硫酸盐、有机物、病毒

等进入呼吸道和肺部，从而引起肺细胞膜的脂质过氧化，减弱组

织的抗氧化能力，导致大鼠睹质过氧化损伤；吸入的细颗粒物越

多，则其携带的物质越多，成分越复杂，则对肺细胞膜的氧化损

伤越大。

本研究发现，在1．5和7．5斗咖d组，不同染毒时间DNA迁
移长度不同，差异均有统计学意义(P<0．05或P<O．01)，但随时

间的延长不呈时间一效应关系。且染毒12 h DNA拖尾最长，48 h

次之，24 h最短，说明染毒12 h造成的DNA氧化损伤程度较24

和48 h重，染毒24h造成的DNA氧化损伤程度较48 h轻。其

可能是12 h时沙尘暴进入肺组织，其表面携带的物质使得组织

的抗氧化能力逐渐减弱，氧化应激逐渐增强，导致体内氧化抗氧

化系统失去平衡，对细胞产生毒性；24 h时氧化应激水平降低，

PM2．5对肺细胞DNA损伤较12 h时轻；48 h时一方面体内的

氧化应激水平进一步降低，另一方面随时间的延长，体内吸入的

沙尘暴PM2．5的量逐渐增多，携带的引起肺细胞膜的脂质过氧

化物质越多，对肺细胞膜的氧化损伤增大。另外，细胞毒性还依

赖于颗粒物的表面积，颗粒物粒径越小表面积就越大，其有害物

质就易与组织细胞结合发挥其毒性作用。对于沙尘暴PM2．5对

肺组织的更深一步毒理作用机制，需要和其在传输过程中携带

何种成分结合分析。
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期刊名称 嘉被掣黧名誉笔翥陷 期刊徽 嘉被掣煞者响慕名
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