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沙尘与非沙尘PM：；对人肺成纤维细胞存活率及细胞间通讯的影响
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摘要：目的探讨沙尘与非沙尘PM，，对人肺成纤堆细胞存活率厦细胞间通讯的影响。方法使用沙尘

与非沙尘PM2，的全颗粒、无机提取物和有机提取物，按它们在PM2，中的质量比例，确定各自的染毒浓度。

受试物处理细胞24小时后，采用MTI"法测定细胞的存活率，并用划痕染料标记示踪击测定细胞缝隙连接通

讯(GJIC)水平。结果在按上述确定的染毒浓度范围，沙尘和非沙尘全颗粒、沙尘无机提取物表现出明显的

细胞毒性，有荆量一反应关系，且沙尘垒颗粒的毒性最大。细胞划痕实验结果显示．沙尘和非沙尘PM：，的垒

颗粒及其提取物均可抑制细胞问荧光扩散，抑制作用随剂量增高而增强．且有机提取物的抑制作用最强．其

次是全颗粒，再次为无机提取物。结论 颗粒物的来源和成分是影响其毒性的重要因素；沙尘与非沙尘

m，都能抑制细胞间通讯，GJIC可能为颗粒物的毒性机制之一。
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Effect of PM2．5 collected during the dust and non-dust periods on the viability

and gap junctional intercellular communication in human lung fibroblasts
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AlMtract：0bjecfive ’l'o investigate the effects of I'M2，co[1ected during the dust and non-dust periods on the

viability and gap junctional intercelhdar communication(GJIC)in human lung fibrob]asts Methods Human lung

fibmblasts were treated with PM2，suspension and its organic and inorganic extracts at various concentratioDs for 24 h The

cellular viability㈣mea．sured with M竹methods．and the GJIC belween human lung fibroblasls was detected b’die scrape
loading dye Imns如r assay Results PM2 5 suspension trom both sources and the inorganic extracts of dust PM2 5

significantly decreased the viahility of hulnatt lung fibmblast in a dose-dependent ma[1[1er．Compared with other

preparations，the dust PM2 j suspension had the highest effo，ct Gap junctional intercellular communication belween human

lung fibroblaslsⅢsignmcantly iilhibited by the different composition of PM2 j from both 80lllees in a dose—dependent
mallller．The inhibitory effects 011 GJIC㈣in the order of organic extract of PM2 5>suspension>inorganic exⅡaet
Conclusion Composition and sollrce of PM2，are importanl factors¨hieh irdlunce the Ioxle effects Oil cells．The

composition of PM2 5 from both s。ul㈣caH inhibit GJIC，suggesting decreasing GJlC may be related to the biological
mechanisms of toxicity caused hy PM2 5

Key words：PM2 5，human lung fihrobla．st，viability，gap jtmcl Jona]intercellular communication，dust storm

几十年来，学者们已耐大气颗粒物做了很多研究，大量的

流行病学资料雨I毒理学实验结果表明大气颗粒物污染与呼吸

道、心血管系统疾病有很大关系。沙李暴是一种对人类产生

危害的天气现象。按中国气象局的分类标准，沙尘天气分为

浮尘、扬沙、沙尘暴和强沙尘暴四类。近年来，中国沙尘暴的

发生频率呈上升趋势且波及的范围越来越广，造成的损失越
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来越严重。2000年3月21 H，甘肃省武威市m现沙小天气时

大气总悬浮颗粒物浓度最高达13 84mCm3，超过国家二级标

准45倍。受这次沙尘暴影响，3月22 13北京口JⅡ艇人颗粒物全

市平均浓度最大值达1 49mg／]in3“o。华盛顿地区的颗粒物监

测结果碌不，沙尘天气期间PM：，浓度较之非沙尘天气显著增

加”]。文献报道沙尘暴颗粒物与肺纤维化、风湿病、黑热病以

及肺炎等有关”J。，Belier和Martine”Ordaz等的研究均认为沙

尘暴是哮喘发病的一个重要的危险因素”’“。台北和韩国的

研究都表明，亚洲沙尘暴与死亡率的增高有关联，尤其大大增

高呼吸和心血管疾病死亡的危险性“’“。兰州市的研究表明，

沙尘天气与呼吸道疾病发病人数呈显著正相关”。沙尘暴颗
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粒物可经过长距离传输进人人口密集的城市，且其重要组成

部分PM，。由于粒径小可进入F呼吸道，沉积在肺泡．其中的

超细颗粒物甚至可通过肺泡进入体循环。由此可见，沙小与

非沙尘天气的大气颗粒物在生物效应上有何差异亟待进行探

讨。目前周内外关于沙尘暴颗粒物的毒理学研究并不多虬。

给肺性高血压大鼠染毒沙，扛暴颗粒物，结果发现动物外周札

白细胞和肺泡灌洗液中的总细胞数、中性粒细胞的比例、总蛋

白、LDH活性、IL-6都随着染毒剂量的增加而增加，提示颗粒

物可诱发肺部和全身性的炎症反廊”。作者最近的研究显

示，沙尘暴颗粒物可对人肺成纤维细胞、肺泡巨噬细胞产生明

显毒性，且PN：，的毒性大于PVi州沙尘暴颗粒物还可导致巨

噬细胞吞噬能力降低，促进巨噬细胞释放NO、1L-8、TNF-ct等

炎肚因于“o叫2|。

本研究以沙尘与非沙尘细颗粒物(PM¨)为实验样品，分

别提取样品各个组分．通过体外实验观察它们别人肺成纤维

细胞的细胞毒性及对细胞缝隙连接通讯的影响。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 实验细胞 人肺成纤维细胞(hllln,Kll lung fibroblast，

HLF)由军事医学科学院提供，增殖周期为24～36h。

1．1．2颗粒物的采集 颗粒物由北京大学环境学院胡敏教

授提供。采样地点位于腾格里沙漠附近的七r肃省武威市，采

样仪器离地面lOre，周围无高大建筑物阻捎，也无重大污染

源。采样时间为2004年3—5月，采用PM：。大流量大气采样

器(Th㈣Aadersen)连续采样，以石英纤维滤膜(美国
WhatⅢHn公_J)收集颗粒物，每天换膜l张。本研究根据当地

气象吉|；门和环保检测站资料，结合国家《环境空气质量标准》

(CB3095—1996)和《沙尘天气预警业务服务暂行规定(修订)》

(气发12003]12号)，将样品分为沙尘颗粒物和非沙尘颗粒物。

1．1．3主要试剂DMEM培养基(Gibeo，美国)，小牛血清(天

津市财慧生化制品厂)．二氯甲烷(Sigma，美国)，二甲基亚砜

DMSO(A11．IRESCO，美国)，册甲基偶氨唑盐M丌(Sigma．美围)．

乳酸脱氢酶试剂盒I．DH(北京北化康泰临床试剂有限公叫)．

荧光黄LY(Sigma，美国)，12—0一四葵酰基一佛披一13-乙酸哺I'PA

(Sigma，美国)。

1．1．4土要仪器TPl50型超声波清洗机(天鹏电r新技术北

京有限公司)，^lph02—4冷冻干燥机(德国Christ公叫)，1：112000

氯气吹T仪(北京八方世纪公司)，Bio—Rad550型酶联免疫检

测仪(美国Bio—Rad公司)，UFX—II型荧光显微镜(日本尼康公

司)，Q550CW图象分析系统(德国Tejca公司)。

1．2方法

1．2．1 PM：，样品的制备将采样后的玻璃纤维膜在20℃，相

对湿度45％的条件下平衡24h，用万分之 分析天平称取膜

的重量，记录。将膜等分为3等分分另Ⅱ用于不I叫样品的制备。

1．2．1．1全颗粒悬液的制备” 用下净消毒的手术剪将一

份膜剪成小块后放人洁净烧杯中，加入90ml的消毒去离子

水，并用保鲜膜封口。水浴趟声提取20分钟。用干净消毒的

镊于将膜拣出，放在干燥器干燥。干燥完同样在200c，相对

湿度45％的条件下平衡24h，同一天平称重并记录。将提取

液冷冻干燥24h，称重。用灭菌PBS配制成小同浓度贮备液，

一20屯避光保存。

1．2．1．2颗粒物无机提取物的制备 前面操作同上。将提

取液用0 45”m水系过滤头过滤．将过滤液冷冻于燥24h，称

重。用灭菌PBS配制成不同浓度贮备液．一20℃保存。

1．2．1．3颗粒物有机提取物的制备”4’” 片j十净消毒的手

术剪将一份膜剪成小块后放人洁净烧杯中，加入30m1的二氯

甲烷并用铝箔封口。在水浴中进行超声提取20rain，将提取液

倒出到洁净烧杯中。操作再重复进行两次。最后将总的提取

液超声混匀。用干净消毒的镊子将膜拣出，处理同t。将提

取液过滤，将过滤液氮气吹于，称重，用色谱纯DMSO配制成

小同浓度贮备液，一4℃避光保存。

1．2．1．4染毒浓度系列的配制根据计算，本次样品沙尘

m，不同组分的质量比(全颗粒：无机提取物：有机提取物)
为1、0 14、0 06，非沙7k为1、0．48、0．16。

按照上述比例，将不同组分配制成不同浓度的贮备液，实

验时根据需要用无血清培养摹稀释到所需染毒浓度。临用前

超卢崖荡10min。

1．2．2细胞培养将HLF细胞于含10％小牛血清的DMEN．

培养液、37℃、5％c吐条件下培养．当细胞达到80％融合时，

以0 25％胰酶消化．1：3传代。

1．2．3细胞毒性的测定采j1】MTr法．岬阴甲基偶氨唑蓝微

量酶反应比色法。参照Mosmann”的A法，将生长良好细胞

制成1×106／ml细胞悬液，以每孔200ttl接种于96孔板，故入

孵箱t}1培养24小时后，分别加入沙尘与非沙尘P~L，不同组

分浓度系列染毒24小时。沙屯全颗粒的终浓度分别为30、

60、90、120、150p．g／ml，有机提取物分别勾1．8、3．6、5 4、7．2、

9t州ml，无机提取物分别为4 2、8 4、12 6、16．8、21／xg／nd；非沙

尘全颗粒的终浓度分别为30、60、90、120、150tcg／ml，有机提取

物分别为4 8、9 6、14 4、19 2、24／19／ml，无机提取物分男9为

14 4、28．8、43．2、57．6、72”一ml。全颗粒和无机提取物以PBS

作溶剂对照，有机提取物以DMSO作溶剂对照，每个浓度4个

平行样。染毒结束前4小时加入M'IT，染毒结束后加人二甲

基亚砒充分振荡溶解．用酶联免疫检测仪测吸光度(A硎，)。实

验重复肌次后整理分析数据。

1．2．4缝隙连接通讯(C．J1C)的测定 采用划痕染料标|己示

踪法”“j将毕K良好细胞制成1×10'／ml细胞忌液，m每孔

2ml接种丁6孔板，培养24小时后细胞生长融合，加入剂量为

5、10、15，-g／ml的沙小与非沙巾PM，；不同组分样品，染毒24小

时．其中全颗糙和无机捉取物以PBS作阴性对照，有机提取物

“DMSO做|{}]件肘j}}c，而阳性对照皿A则以浓厦100ng／ml接
触细胞Il、。每个浓度3个平行样。染毒结束后弃去培养液，

用PBS洗涤3次，加入1m1的0 5m∥n·l的荧光黄染料，用手术

刀片在培养板底部轻栗划线2条．然后将细胞置于37℃接触

染料lOmin。吸出染液，PBS冲洗3次．以除去游离的荧光黄

染料及脱落的细胞，加入4％甲醛崮定。细胞间荧光染料的

扩散情况用荧光显微镜观察并拍照，用图象分析系统测量

3“m划痕两侧染料扩散的面积(Ⅲ2)。宴验重复两次后整理

分析数据。

1．3统计分析

J—V用EXCEL进行数据整理，sPsSl0．0进行描述性统计分

析、t检验以及单因素方差分析(方差齐时用S-N-K法，方差小

齐则用Dunnetts’s￡洼)。
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2结果

2．1沙尘和非沙尘PM2；不同组分的细胞毒性

表1显示沙尘垒颗粒在60—150fzglml剂量范围内表现出

明显的细胞毒性，且随着剂量的增加，毒性也明显增强；沙尘

无机提取物在12 6—21 oe-grnl剂量出现叫显的细胞毒件，同

样毒性随剂量增加而增大；沙尘有机提取物在所测剂量范围

未见明显的细胞毒性。而且．在相同全颗粒物当量染毒浓度，

3种样品的毒性有差异，沙尘伞颗粒的毒性最大，具有统计学

意义；无机提取物与有机提取物的比较蔫别无显著性。

表2的显示，非沙尘仝颗粒则在120ft—ml和150f,g／m|剂

量出现明显毒性，；沙尘无机提取物和有机提取物则在染毒的

最高剂量下表现出明显毒性．且在相唰全颗粒物当量染毒浓

度下，3种样晶的毒性区别不大。

比较表1与表2，可知沙尘全颗犄的毒性显著高于非沙

尘全颗粒。

表1沙尘PMz s不同组分的细胞毒性

Table 1 Cytotoxldty of the differentⅢnpⅢⅡ∞of P鸭s

collected in the dust periodsI"=8，；±j}

。．：。 ‰
Viubilltv

(％)

Cont阳1 0 1 87±0 18 100

PMij 30 1．73±0 23”’ 92 3±12I

suspellsion 右0 l_60±0 2210“ 85 7±11 8

90 1 46±012(2’” 78 2±6 7

120 1 36±014。_。” 72 5±7 6

150 l 00±0 05。2
3’“ 53 6±2 6

4 2

8 4

2 6

6 8

1 99±010

l 85±0 02

1 75±0 0l⋯

j 63±0 13(”

106 0±

98 8±

93 6±

21 0 1 63±013<”87 0±

5 2

l 0

0 2

6 S

6 R

Compared with eomrol(1)P<0 05(2)P(0 Ol，compared with

organic extracts(3)P<0 05．eompared withinorganic extmets(4)户<0 05

2．2沙尘和非沙尘P鸭。不同组分对细胞间通讯的影响

从罔1、图2可见，沙尘和非抄尘PM¨不同组分对ttLF细

cⅡnld DMSO 5ttgt=l 10ml 15¨gml TPA
Clog·m⋯

口s唧⋯n口inorganic ext嗽b●哪柚k extracts

围1沙尘PM2 s不同组分对细胞GJIC的影响

Fig．1 Effect ofthe different cmnp商tion ofdust PM2 5

onGJIC betwem HLF(H=6】

胞染毒24小时后均表现出对细胞GJIC的显著抑制作用，且

抑制作用随剂量增高而增加。

表2非沙尘PM：。不同组分对ItLF的细胞毒性

Table 2 Cytoto'dclty of the different composition of PM2 5

collected in the non—dust periods(n=8 J

Compared wi61 c{mtml(1)P<0 05(2)P(0 Ol，eomoaⅢd wldlthe

values in corresponding dusl PM2 5 groups(3)P(0 05

比较沙尘和非沙尘PM：，不同组分在同样浓度下对细胞

问荧光扩散的抑制作用可以看出，有机提取物的抑制作用最

强，其状为全颗粒，再次为无机提取物。

cDntml DMSO 509／ml 10tteJmt 15舯】TPA
C，M·mr’口⋯slon口inorgmig㈣no"ig xtmm

图2非沙尘PM2 s不同组分对细胞GJIC的影响

Fig．2 Effect of the different compcdfion of nor-dust

PM2 5 011GJIc betweenHLF《n=6)

3讨论

由于颗粒物是·种复杂的混和物，不同来源的颗粒物由

于彤成条件的不同，其粒径分市雨I化学组成也大小相同。因

此其对健康的影响性质和程度除了与颗粒物的大小有关，还

与颗粒物的来源以及其所吸附的化学物和生物病原体有关。

研究表明，风沙期间大气气溶胶与无风沙时气溶胶的物理化

学特征有明显的差异；大气气溶胶的物理化学特征显示出，风

沙期间的大气气溶胶主要来源于自然源．以局地尘源为主，人

为排放的气溶胶作用相对减弱。北京市1992年4月9—12日

有无沙尘暴天气时气溶胶的可溶件离子浓度，除r NO“在风

㈣
㈣
㈣

姗
姗
帅

。

i

3v##i￡

蚴

蛳

哪

㈣

啪

。

一．E：一8=889，￡
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沙天气时未检出雨『K+在风沙天气与无风沙天气时的浓度相

差无儿外，其它离子浓度均为风沙天气时高于无风沙时的

值““。同类研究也指出地壳元素例如Mg、Al和T·的富集因

子州者并无差别，而沙尘暴颗粒物对人为排放有关的元素的

富集园子明显低于非沙尘暴颗粒物”⋯。町_!l!．沙尘暴与非沙

尘暴颗粒物的成分并不相同，从而对人体的健康效应也可能

不同，但目前对于沙尘暴颗粒物的研究主要集中在理化性质

上，关于沙尘暴颗粒物的毒理学研究并不多。

过去对颗粒物的毒理学研究通常是提取其某一种组分

(例如：内毒索、过渡金属、碳核、有机成分等)米研究其毒性及

机制，所以并不能推测得出究竟何种成分在颗粒物的损伤作

用-ft起主导作用。本研究从相同质量的颗粒物上分别提取全

颗粒、无机成分、有机成分，并计算出=者质量之比，从而眦全

颗粒当最按比例计算出各成分染毒剂量系列。结果显示，沙

尘和非抄尘全颗粒、沙尘无机提取物表现山明显的细胞毒性，

有剂量一反应关系，且沙尘全颗粒的毒性最大。可以推测，颗

粒物的毒作用不是单独由无机提取物或有机提取物引起的，

而是碳核以及其上面所负载的化学成分的联台毒作用。武威

是一个农业城市，所以颗粒物负载的污染成分比较少，在相I司

全颗粒当量染毒条件下，实际染毒的有机提取物浓度比较小，

因此有机提取物对细胞的毒件相对也较小。墨西哥的一项研

究得出沙尘颗粒肺毒眭与石棉和硅类似，推测其可能是沙尘

颗粒物致肺损伤重要原因”o。沙尘全颗粒的毒性明显高于

非抄尘±颗粒，可能实验样品中沙尘颗粒物这些物质的含量

远高于非沙尘颗粒。2002年3月北京发生的沙尘暴，主要地

壳源元素ca、Al、Fe、Mg、Na、Ti等高达平日的30～58倍。污染

兀索Zn、Cu、Pb、As、Cd、S比平时高出几倍至近十倍。这些污

染物部分来自丁=沙尘暴长距离传输过程中矿物气溶胶与沿途

污染源排放的污染气溶胶的混合。污染物在PM，，中的浓度

占TSP总浓度的45％一69％，说明沙尘暴带来的大量矿物气

溶艘见其是其中的细粒子有利于污染物的转化和积聚”⋯。

沙尘颗粒物吸附较多的过渡金属，而后者枉自由基生成反应

中起关键作用，与沙尘无机提取物表现出明显毒性有密切关

系。可见沙尘PM：，对于健康的危害远比人们认为的严重，但

仍有必要进一步分析本次实验样品的化学成分，才能得出更

为准确的结论。

细胞缝隙连接通讯(GJIC)足细胞问通讯的重要方式，它

是两个细胞在接触区域形成的膜结构。GJIC是细胞间离子

物质和营养索、核苷酸，环核苷酸，内源性和外镢性代谢物等

小分于物质交换的通道，通过细胞问离于和分子共享传递生

长抑翩或增殖信息，发挥细胞增殖、增生和转化控制的重要罚

节作用。许多环境促癌物町抑制细胞缝隙通讯功能。本研究

结果显不，在细胞存活率大于85％的条什卜，沙尘和非沙：匕

PM，。的小同组分均可抑制细胞问荧光扩散，抑制作用随剂量

增高而增强，且有机提取物的抑制作用最强，其次是全颗粒，

再次为无机提取物。Heussen等研究表明大气颗粒物的有机

提取物剥原代培养的大鼠Ⅱ型肺泡上嫂细胞cJIc有着显著

的抑制作用，且颗粒物来源不同，抑制程度并不相『叫一。
Alink研究发现大气颗粒物全颗粒、有机提取物能够抑制

GJIC”4。而且．用有机溶剂洗脱颗粒物上吸附的有机成分后．

片j不溶陆颗粒物染毒仍可抑制细胞的GJIc。赵晓红等的研

究也指出，城区交通干道处采集的大气PM．。悬液也叮抑制人

肺成钎维细胞间缝隙连接通讯”“。张 的研究结果认为，大

气颗粒物有机提取物能够抑制GJIc，但无机提取物则对GJIc

没有影响”6。本实骑结果却艟示，尽管与今颗粒和有机提取

物相比作用较弱，但无机提取物可以抑制GJIc。其原因可能

有：①颗粒物的来源不同，其化学成分可能有很大差异，②无

机成分提取方法的不同．导致化学成分不同而造成差异。因

此，对于不同来源颗粒物，深人的颗粒物生物效应分析有必要

结台化学成分测定的结果。

综上所述，沙尘和非沙尘全颗粒、沙尘无机提取物表现出

明显的细胞毒性．有剂量一反应关系，且沙尘全颗粒的毒性最

大。沙尘和非沙尘PM：，的不同组分均可抑制细胞问荧光扩

散，抑制作用随剂量增高而增强，且有机提取物的抑制作用最

强，其次是全颗粒，再次为无机提取物。可见颗粒物的来源和

成分是影响其毒性的重要吲素，沙尘颗粒物对健康的影响小

容忽视。有必要进一步对PM：，的化学成分进行分析，从而找

出颗牲物的主要毒陛成分，并在此基础上深入探讨颗粒物抑

制GJIc的机制。
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环境污染物对着床前小鼠胚胎的DNA甲基转移酶活性的影响

吴庆用志俊大迫诚一郎‘

复旦大学公共卫生学院，上海200032

摘要：目的探讨环境污染物时着床前，1、鼠胚胎发育的直接影响，以厦对基图组DNA甲基化的影响。

方法 着床前小鼠1细胞期胚被放入合有不同的环境污染物的培养液中进行体外培养；观察1细胞期胚发

育至胚泡期胚的发育率；谢定胚泡期胚的DNA甲基转移酶(DNA methyhransferase)活性。结果 小鼠胚胎若

床前期在舍有环境污染物的培养液里发育的过程中，其形态没有发生显著的异常变化，各实验纽的胚胎发育

率在61％一67％。然而，DNA甲基转移酶活性应环境污染物种类而异发生不同变化。与对照蛆相比．二嚼

英2，3，7，8-tetrachlorodibenzo．P．dioxin(TCDD)健着床前胚的DNA甲基转移酶活性显著升高；而二乙烯二摹乙烯

雌酚Diethylstilbestml(DES)和多氟联苯中的2，2 7，3，3’4，4 7一polychlorinated biphenyl(PCBl53)使着康前胚的DNA

甲基转移酶活性显著下降。不过，二氨联苯二氯乙烯P，P’一dichlorodlphenel ethy|ene(DDE)和苯二甲酸二丁酯

dibutyl phtbalate(DBP)对着床前胚的甲基转移酶活性的影响未达到统计显著水平。结论 环境污染物可在

俸外培养中对着床前胚DNA甲基转移酶活性产生作用，进而可能影响基因组甲基化模式的变化。

关键词：着床前初期胚DNA甲基转移酶活性 环境污染物
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activity of mouse preimplantation embryos

Wu Qing，Zhou Zhi-jun，Ohsako Seiichroh

School of Public Health，Fudan Utfiversity，Shanghai 200032，China

Abstract：Objective To in’estlgate the effect of environmental contaminants on development rate and DNA

methyhransferase activity of preimplantation embryos．Methods 1-cell enthryos㈣collected from oviduct．in vitro
cultured to blastoeyst stage in media with or without environmental contaminants The development rate and DNA
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