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沙尘暴细颗粒物致大鼠肺泡巨噬细胞DNA损伤

孟紫强，张全喜，耿红

摘要： [目的]探讨沙尘暴和正常天气细颗粒物(PM：，)及其水提取物和有机提取物对大鼠肺泡巨噬细胞的细胞

毒性和DNA的损伤作用。 [方法]沙尘暴和正常天气PM：，于2004年3月采集自甘肃省武威市和内蒙古自治区包头市。

细胞毒性用四甲基偶氮唑盐(MfITll)分析法观察，细胞DNA损伤用单细胞凝胶电泳(SCGE)技术检测。 [结果]沙尘暴

和正常天气PMz s及其水提取物和有机提取物均对大鼠肺泡巨噬细胞产生一定的细胞毒性，且随剂量的增大而增强；然

而，沙尘暴与正常天气之间除了包头沙尘暴PMz，有机提取物之外，余差异均无显著性。正常天气PM：．，和沙尘暴PM：，水

提取物和有机提取物均可引起细胞DNA损伤，且随剂量增加而损伤增大；正常天气PM：；比沙尘暴PM：，水提取物和有

机提取物对细胞DNA损伤作用更大。不论正常天气PM：s还是沙尘暴PMz舢其有机提取物对DNA的损伤作用均比水提取

物作用更强，表明PMz．s中引起DNA损伤的主要化学物是有机化合物种类。武威与包头两城市工业水平不同，大气污染

程度不同，但两地沙尘暴PM：，及其水提取物和有机提取物对细胞DNA的损伤作用，在两地之间并无明显差异。[结论]

正常天气PM：，和沙尘暴PM：．s及其水提取物和有机提取物均可引起DNA损伤，且正常天气PM：．，的损伤作用更强；然而

不同地方沙尘暴PM：s毒性作用未见差异，推测其所含遗传毒性化学物可能类似。
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Damage Effects of Fine Particles from Sandstorm on DNA of Alveolar Macrophages in Rats A匝ⅣG
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Abstract： [Objective]To study the toxicological effects of fine particles(PM2 5)，water extract and solvent—extractable

organic compounds
of PM2 5 from sandstorm and normal weather on the viability andDNA of rat alveolar macrophages，respectively．

[Methods]We collected these fine particulate matters in Wuwei city，Gansu Province，and Baotou city，Inner Mongolia

Autonomous Region，in March，2004．DNA damage of rat alveolar macrophages was detected with single cell gel electrophoresis

technique and cytotoxicity was assessed by 3-(4，5-dimethyhhiazol一2一y1)·2,5一diphenyhetrazolium bromide(MYr)reduction assay．

[Results]PM2．5 water extract and solvent-extractable organic compounds from sandstorm and normal weather had cytotoxicity

to alveolar macrophages and caused the cell viability decreased in a dose-response manner；however，no significant difference

was observed between the sandstorm samples and the normal weather samples except for the Baotou sandstorm．PM2 5 solvent—

extractable organic compounds．The water extracts of both normal weather PM2 5 and sandstorm PM2 5could lead to DNA damage in

a dose—dependent manner；the water extract of normal weather PM2．5 made higher DNA damage than that of sandstorm PM2 5．The

solvent-extractable organic compounds of both PM2．5 could lead to DNA damage and the solvent-extractable organic compounds

ofnormal weather PM2 5 made hi【gher DNA damage than that of sandstorm PM2 5．The solvent-extractable organic compounds made

higher DNA damage than the water extract of both PM2．5．It was suggested that the organic compounds are the main contributor

to make DNA damage．Though there is difference in air pollution between Baotou city and Wuwei city，no significant differences

were observed in DNA damage of sandstorm PM2 5 both for its water extract and solvent—extractable organic compounds between

two cities．[Conclusion]Normal weather PM2 5 and sandstorm PM2 5 and their water extracts and solvent—extractable organic

compounds all Can lead to DNA damage in a dose—dependent manner；also ourresults suggest that the genotoxicity of sandstorm

PM2 5 from these two cities is similar．
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沙尘暴是指强风把地表沙尘卷入空中，使空气特别混浊，

水平能见度低于1 km的天气现象。它的出现是强劲的风力、丰

富的沙尘源和不稳定的空气状态等多种因素相互作用的结果，

主要发生在土地沙漠化比较严重的地区⋯。近年来我国的西北

地区春季几乎每年都会发生沙尘暴天气[2]。沙尘暴发生时，沙

源地和影响区大气中的可吸入颗粒物浓度迅速增加，大气污染

急速加剧。我国及亚洲其他地区的沙尘暴带来的PM：，可以被

输送到北太平洋，甚至穿过太平洋到达美国的中部和北极圈，

对全球的气候产生影响[3，“。近年来研究表明，沙尘暴与风湿

病、黑热病，尤其与肺炎有关[5]，居民的日死亡率也与沙尘暴

天气的发生有关，而其中的细颗粒物是导致死亡率增加的主要

因素[6]。因此，沙尘暴PM：，毒理效应的研究日益受到重视。

近年来，有众多文献报道城市大气PM：，对肺泡巨噬细胞

(AM)的毒理效应，如引起膜损伤、氧化应激、免疫功能下降

等[7]，但有关沙尘暴PM：；及其水提取物和有机提取物对AM的

DNA的影响尚未见文献报道。本文以2004年3月采集的包头

和武威沙尘暴和正常天气PM：．，为实验样品，通过体外实验观

察它们对大鼠AM的DNA损伤和细胞毒性，旨在为揭示沙尘暴

PM：；对人体和动物的毒害机制提供依据。

1材料与方法

1．1化学试剂

四甲基偶氮唑盐(MTF)、二甲基亚砜(DMSO)、正常熔点

琼脂糖(NMA)、低熔点琼脂糖(LMA)、肌氨酸钠、Triton X一100

及溴化乙锭(EB)等购自Sigma公司，其余试剂为国产分析纯。

溶液用水均为Milli—Q超纯水。

1．2沙尘暴与正常天气PM2．5样品采集

采样地点位于甘肃省武威市和内蒙古自治区包头市，采

样仪器离地面约10 m，周围无高大建筑物阻挡，也无重大污染

源。采样时间为2004年3月1日至31日。采集的样品全部由北

京大学环境学院胡敏教授提供。采用Thermo Andersen PM：，大

流量大气采样器24 h连续采样，以石英纤维滤膜收集颗粒物，

采好颗粒物的滤膜用铝箔纸包好、编号。

根据当地气象部门和环保监测站资料，结合国家《环境空

气质量标准》(GB3095—1996)，样品分为两类，分别采自正常

良好天气(晴朗天气且PMm SO：、氮氧化物均未超标)和沙尘

暴天气，故采集的PM：．，样品分为4种，A为包头正常天气样品，

B为包头沙尘暴天气样品，c为武威正常天气样品，D为武威

沙尘暴天气样品。

1．3沙尘暴和正常天气PM2 5及其水提取物和有机提取物的制备

1．3．1 PM：．，的制备将载有PM：，的石英纤维滤膜称重、剪碎后

加入Milli—Q超纯水超声振荡以洗脱颗粒物，收集悬浮液并真

空冷冻干燥。

1．3．2水提取物的制备将上述颗粒物悬液用0．45 gm的滤膜

过滤，收集过滤液并真空冷冻干燥。

1．3．3有机提取物的制备将载有PM：，的石英纤维滤膜称重、

剪碎后加入二氯甲烷超声振荡以洗脱颗粒物中的有机物，收集

上清液并干燥。

实验前用0．9％生理盐水将PM：．s制成悬液，将水提取物制

成溶液，用二甲基亚砜将有机提取物制成所需浓度的溶液，涡

旋5 min使其充分混匀、备用。PMz s及其水提取物和有机提取

物的平均提取率分别为60．8％、10．4％和3．2％。

1．4染毒浓度配制

在PM2j和水提取物染毒组中，每个培养瓶中首先加入1．6d

无血清RPMll640培养液(含2．4×106个大鼠肺泡巨噬细胞)

和200 u1生理盐水(对照组)或用生理盐水配制的不同浓度

的PM2，悬液(终浓度分别为33．3、100、300,g／m1)或水提取

物溶液(终浓度分别为75、150、300 tlg／m1)；在有机提取物染

毒组中，如上每个培养瓶中首先加入1．6 ml含细胞的无血清

RPMll640培养液，对照组每瓶加入30山的二甲基亚砜，实验

组每瓶加入二甲基亚砜配制的不同浓度的有机提取物溶液(终

浓度分别为25、50、100 I．tg／m1)。

1．5大鼠肺泡巨噬细胞的分离

将体重220～250 g的健康雄性Wistar大鼠麻醉，腹主动脉

放血致死，收集肺泡灌洗液、离心收集细胞，并用含10％小牛

血清的RPMll640培养液洗涤。用台盼蓝拒染法计数并将细胞

分装于细胞培养瓶中(每瓶约含2．4×106个细胞)，置37℃、

5％CO：培养箱孵育2 h后小心移去原培养液，用0．9％生理盐水

洗涤以去除非贴壁细胞和原培养液成分。贴壁的肺泡巨噬细胞

纯度>95％。

1．6细胞毒性的测定

采用MTI"分析法，参照Mosmann的方法，略有改动[8]。

PM：，和水提取物的细胞毒性：在96孔细胞培养板(每孔约含

2 X 105个细胞)中加入不含血清的RPMll640培养液和不同浓

度的颗粒物处理液(对照用生理盐水)各100山，每6孔为一组

平行。有机提取物的细胞毒性：在96孔细胞培养板(每孑L约含

2×105个细胞)中加入不含血清的RPMll640培养液190 m和

有机提取物处理液(对照用二甲基亚砜)10山，每6孔为一组

平行。培养20 h后加入5 mg／ml的MTr溶液(20叫孔)继续培

养4h，小心弃上清。以PBS洗涤一次后加入200m二甲基亚砜，

室温下放置15 min。转移其中的100 m二甲基亚砜至新的96孔

细胞培养板，在BIO—RAD Model 550型酶标仪上测值。计算细

胞的相对存活率(处理组吸光值占对照组吸光值的百分率)。

1．7细胞DNA损伤的测定

各组孵育4 h后收集细胞，并用单细胞凝胶电泳技术检

测DNA的损伤。损伤指标采用Olive尾矩(OTM)。OTM观察主

要根据singh等[9·”1的报道，并结合本实验室建立的方法进行

SCGE E“]。每个样本随机选择50个细胞，用Leica图象分析仪

观察并保存图象，用Casp软件自动测量肺泡巨噬细胞DNA迁

移的OTM。每个样品重复6次，共选取300个细胞。

1．8统计方法

数据以平均值(i)±标准差(S)表示。统计学分析采

用SPSSll．0软件进行，各组间差异采用方差分析(ANOVA)

进行显著性检验，均数间多重比较用最小极差法(LSD)或

Tamhane’s t-test法。P<0．05表示差异有显著性。

2结果

2．1沙尘暴PM2；及其水提取物和有机提取物的细胞毒性
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包头和武威不同天气下PM：，及其水提取物和有机提取物

处理大鼠肺泡巨噬细胞24 h后的细胞毒性，见图1。

从图1①可知：随着PM：，悬液浓度增大，细胞存活率逐

渐降低。在处理细胞24 h后，包头正常及沙尘暴天气与武威正

常及沙尘暴天气样品在高浓度(300；Jg／m1)下细胞存活率分别

为72．48％、75．84％、70．89％及76．49％，与对照组相比，差异均

有显著性。

从图1②可知：随着PM：．，水提取物溶液浓度增大，细胞

存活率也逐渐降低。在处理细胞24 h后，包头正常及沙尘暴天

气与武威正常及沙尘暴天气样品在高浓度(300州fnl)下细胞

存活率分别为76．52％、85．74％、84．52％及81．92％，与对照组

相比差异均有显著性。

从图1③可知：随着PM：，有机提取物溶液浓度增大，细

胞存活率逐渐降低。在处理细胞24 h后，包头正常及沙尘暴天

气与武威正常及沙尘暴天气样品在高浓度(100 gg／m1)下细胞

存活率分别为70．83％、91．38％、72．95％及73．38％，与对照组

相比差异均有显著性。

+：与对照组相比(Comparedwiththe contr01)，P《0．05；女女：P<0．01

图1不同城市沙尘暴和正常天气PM：．。及其水提取物和

有机提取物对大鼠肺泡巨噬细胞的毒性

Figure 1 Cytotoxicity of fine particles．water extract and solvent—extractable

organic compounds from sandstorms and normal weather of different cities on

rat alveolar macmphages，respectively

除了在高浓度外，在同一浓度下，包头沙尘暴PMz．，有机

提取物样品比包头正常PM：，有机提取物样品对细胞的毒性显

著降低，同一地区沙尘暴与正常天气PM：，及其水提取物和有

机提取物样品之间、包头与武威正常天气样品之间以及包头与

武威沙尘暴天气样品之间，对细胞的毒性差异均无显著性。

2．2沙尘暴PM2．5及其水提取物和有机提取物对细胞DNA的

损伤作用

运用SCGE技术分别检测包头和武威不同天气下PM：，及

其水提取物和有机提取物样品对大鼠肺泡巨噬细胞DNA的损

伤作用，损伤参数采用近年国际上常用的OTM表示，见图2。

从图2①可知：随着PM：．，处理浓度增大，包头、武威正常

和沙尘暴天气4种PM：，浓度都有使细胞DNA损伤程度增加的

趋势，即使用低浓度(33．3¨∥“)PM：s处理细胞，DNA损伤的

程度也显著升高。在各种浓度下，包头沙尘暴比包头正常天气

样品对DNA损伤作用显著降低；在高浓度下，武威沙尘暴比

武威正常天气样品对DNA损伤作用也显著降低。但包头与武

威正常天气样品、包头与武威沙尘暴天气样品对细胞DNA的

损伤差异均未见显著性。

4：与对照组相比(Comparedwiththe contr01)，P<0．05；¨：P<0．01

图2不同城市沙尘暴和正常天气PMzs及其水提取物和有机提取物对

大鼠肺泡巨噬细胞DNA的损伤作用

Figure 2 Damaging effects of fine particles，water extract and solvent—

extractable organic compounds from sandstorm and normal weather in

different cities on DNA in rat alveolar maemphages

从图2②可知：随着PM：，水提取物处理浓度增大，包头

正常及沙尘暴天气与武威正常及沙尘暴天气4种样品水提取物
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均有使细胞DNA损伤程度增加的趋势。从图2②还可以看到，

包头和武威正常天气PM：，水提取物比各自沙尘暴PM：，水提取

物对DNA损伤作用更大，且环境污染较严重的包头市正常天

气PM：，水提取物在低浓度(75 pg／m1)下就可引起DNA损伤。

从图2③可知：随着PM：，有机提取物处理浓度增大，包

头、武威正常和沙尘暴天气4种样品有机提取物均有使细胞

DNA损伤程度增加的趋势，即使在低浓度(25蚓IIll)下，细胞

DNA受损伤的程度也均显著升高。在各种浓度下，包头正常天

气样品对DNA损伤比包头沙尘暴天气样品均明显增强；在高

浓度下，武威正常天气比武威沙尘暴天气样品，对DNA损伤显

著增强。从图2③可知，武威与包头正常天气PM：，之间、两地

沙尘暴PM：．，之间，其有机提取物对DNA损伤差异未见显著性。

然而两地均显示正常天气PM：，有机提取物比沙尘暴天气PM：．，

有机提取物对DNA的损伤更强。

3讨论

流行病学资料表明，沙尘暴可吸入颗粒物浓度上升与人群

呼吸系统疾病的发病率相关[12,13 lo文献报道，城市大气总悬浮

物(TSP)、可吸入颗粒物(PM。。)、细颗粒物(PM：，)和超细颗粒

物(PM。。)对肺灌洗液(BALF)或AM具有多种毒理效应，如引

起膜损伤、DNA损伤、氧化应激、免疫功能下降等，但有关沙尘

暴PM：．，及其水提取物和有机提取物的毒性作用或毒理机制却

研究很少。本研究结果表明，在无明显细胞毒性的范围内，包

头和武威正常天气和沙尘暴PM：，及其水提取物和有机提取物

均能对肺泡巨噬细胞的DNA造成损伤，且具有剂量依赖关系。

其机制可能为：摄人体内的沙尘暴PM：s到达肺组织后，一方面

与巨噬细胞作用后释放活性氧，攻击细胞生物大分子DNA；另

一方面沙尘暴PM：；激活肺泡巨噬细胞上的一氧化氮合酶，产

生NO，NO又与活性氧中极不稳定的O：一形成稳定的ONOO一，

而ONOO一也可直接攻击细胞生物大分子DNA[1a]o PM2，中的

有机提取物(如有机多环芳烃类、有机酸组分和极性化合物组

分)与水提取物(如重金属Ni、cd、Cr等)可直接或间接作用于

DNA，引起DNA断裂或加合物形成。除此之外，PM：．，也可通过

直接产生活性自由基而作用于DNA，诱导DNA链断裂。

本次样品采集地点武威市和包头市分别位于腾格里沙漠边

缘和库布齐沙漠边缘，沙尘暴天气的PM：，样品可能都与这些沙

漠中的沙尘有关。包头和武威沙尘暴天气PM：，及其有机提取物

与正常天气的PM”及其有机提取物一样，在低浓度就对大鼠肺

泡巨噬细胞DNA有显著损伤作用；然而颗粒物中水提取物引起

的损伤较小，各种样品在高浓度(300蚓hd)时才对大鼠肺泡巨

噬细胞DNA有显著损伤。以上结果表明，PM2s对细胞DNA的损

伤作用主要是由颗粒物中的有机提取物引起的，水提取物对细胞

DNA的损伤作用较小。包头沙尘暴天气比包头正常天气，不论是

PM2s，还是水提取物或有机提取物样品，对肺泡巨噬细胞DNA

的损伤均显著降低，这可能是因为包头是一个大气污染较严重

的重工业城市，其正常天气PM。比沙尘暴PM2，所含有毒污染物

较多有关，包头与武威沙尘暴PM2，及其水提取物、有机提取物

样品相比，它们之间差异没有显著性。推测两地沙尘暴的化学组

分可能相似，对此正在研究中。包头正常天气比武威正常天气的

PMz，及其水提取物和有机提取物样品引起的损伤较大，虽然它

们之间差异并没有显著性，这可能与包头的重工业比武威发达，

环境污染较严重，吸附在PM"上有毒的化学污染物较多有关。

尽管在相同处理剂量下沙尘暴样品比正常天气样品，对

DNA损伤显著降低，但由于沙尘暴来临时，大气PM：，质量浓度

急剧升高，如采样期间武威沙尘暴天气时PMz．s质量浓度为正

常天气的2．46倍(采样期间武威正常天气平均为61．94蚓口，

武威沙尘暴天气平均为152．47峪／m3)、包头沙尘暴天气时PM：，

质量浓度为正常天气的3．27倍(采样期间包头正常天气平均为

77．18峪／m3，包头沙尘暴天气平均为252．56 I-lg／m3 o如果考虑

PM：，浓度因素的影响，则沙尘暴样品的毒性效应将会大为增

强。总之，对于沙尘暴PM：，的毒理作用需要与其物理化学成分

分析相结合进行探讨，对此目前本实验室研究正在进行中。
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