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基金项目： 国家自然科学基金（Ｎｏ． ５０９７６０５１）；交通运输部联合科技攻关项目（Ｎｏ． ２００９⁃３５３⁃３３２⁃２８０）；江苏省交通运输厅科技创新攻关计划

项目（Ｎｏ． １０Ｙ２５）
Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（Ｎｏ． ５０９７６０５１）， ｔｈｅ Ｊｏｉｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｒｏｍ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ （Ｎｏ． ２００９⁃３５３⁃３３２⁃２８０） ａｎｄ ｔｈｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ（Ｎｏ． １０Ｙ２５）
作者简介： 徐雯（１９８７—），女，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｗ２２１９８７０３０６＠ ｙｅａｈ． ｎｅｔ； ∗通讯作者（责任作者），Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄ． ｂｉｎｇ＠ ｎｔｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
Ｂｉｏｇｒａｐｈｙ： ＸＵ Ｗｅｎ （１９８７—）， ｆｅｍａｌｅ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｗ２２１９８７０３０６＠ ｙｅａｈ． ｎｅｔ； ∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄ． ｂｉｎｇ＠ ｎｔｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

徐雯，江俊康，杨北平，等． ２０１３． 不同粒径汽车尾气颗粒物对 Ａ５４９ 细胞毒性作用的比较［Ｊ］ ． 环境科学学报，３３（１２）：３４０７⁃３４１２
Ｘｕ Ｗ， Ｊｉａｎｇ Ｊ Ｋ， Ｙａｎｇ Ｂ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ２０１３． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｓｃｉｅｎｔｉａｅ Ｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｔｉａｅ，３３（１２）：３４０７⁃３４１２

不同粒径汽车尾气颗粒物对 Ａ５４９ 细胞毒性作用的
比较
徐雯１，江俊康１，杨北平２，梅德清３，戴兵１，∗

１． 南通大学公共卫生学院，南通 ２２６０１９
２． 南通大学电子信息学院，南通 ２２６０１９
３． 江苏大学汽车与交通工程学院，镇江 ２１２０１３
收稿日期：２０１３⁃０４⁃０３　 　 　 修回日期：２０１３⁃０５⁃１３　 　 　 录用日期：２０１３⁃０５⁃１３

摘要：讨论并比较了不同粒径汽车尾气颗粒物对人肺癌上皮细胞 Ａ５４９ 的毒性作用． 通过采样器 ＭＯＵＤＩ 分级捕获不同粒径的汽车尾气颗粒物，
再分别以 ０、５０、１００、２００、４００ μｇ·ｍＬ － １ 的浓度及不同粒径的尾气颗粒物对 Ａ５４９ 细胞染毒 ４８ ｈ，然后用四甲基偶氮唑盐比色法［３⁃（４，５⁃
Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ⁃２⁃ｙｌ）⁃２，５⁃ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ 法］检测颗粒物对细胞活力的影响，用乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放法测定细胞膜完整性的

改变，用超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒ ｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ）及丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）试剂盒测定细胞的氧化应激水平及氧化损伤． 结果显

示：染毒浓度为 ５０ μｇ·ｍＬ － １时，各粒径染毒组与对照组，以及各粒径染毒组之间细胞生存率的差异均不显著（ｐ ＞ ０． ０５）；染毒浓度为 １００ ～ ４００
μｇ·ｍＬ － １时，与对照组相比，各粒径汽车尾气颗粒物均以剂量依赖的方式引起细胞存活率降低（ｐ ＜ ０． ０５）；同一染毒浓度下，ＰＭ０． １８ ～ １． ００组抑制

细胞增殖的能力、破坏细胞膜完整性的能力及引起胞内氧化应激水平升高的能力均显著强于 ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０组，其中，ＰＭ０． ５６ ～ １． ００组毒性最大． 与对

照组相比，各粒径染毒组胞内 ＭＤＡ 含量均上升（ｐ ＜ ０． ０５），其中，ＰＭ０． ５６ ～ １． ００组胞内 ＭＤＡ 含量最高，其他粒径染毒组彼此之间的 ＭＤＡ 含量差

异不显著（ｐ ＞ ０． ０５） ． 因此，汽车尾气颗粒物可抑制 Ａ５４９ 细胞增殖功能，破坏细胞膜的完整性，引起细胞氧化应激及膜脂质的过氧化损伤． 不
同粒径汽车尾气颗粒物对细胞的损伤作用有所差异，ＰＭ０． １８ ～ １． ００的毒性强于 ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０，而 ＰＭ０． ５６ ～ １． ００的毒性又强于 ＰＭ０． １８ ～ ０． ５６ ．
关键词：汽车尾气颗粒物；粒径；人肺癌上皮细胞；细胞毒性
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Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ
ＸＵ Ｗｅｎ１， ＪＩＡＮＧ Ｊｕｎｋａｎｇ１， ＹＡＮＧ Ｂｅｉｐｉｎｇ２， ＭＥＩ Ｄｅｑｉｎｇ３， ＤＡＩ Ｂｉｎｇ１，∗

１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｎａｎｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｔｏｎｇ ２２６０１９
２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， Ｎａｎｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｔｏｎｇ ２２６０１９
３． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ａｎｄ Ｔｒａｆｆｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２０１３
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ ３ Ａｐｉｒｌ ２０１３；　 　 　 ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｉｎ ｒｅｖｉｓｅｄ ｆｏｒｍ １３ Ｍａｙ ２０１３；　 　 　 ａｃｃｅｐｔｅｄ １３ Ｍａｙ ２０１３

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ Ａ５４９ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ． Ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｐｔｕｒｅｄ ｂｙ ＭＯＵＤＩ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｓｉｚｅｓ． Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ ｆｏｒ ４８ ｈ ａｔ ０， ５０， １００， ２００ ａｎｄ ４００ μｇ·ｍＬ － １， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ３⁃（４，５⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ⁃２⁃ｙｌ）⁃２，５⁃ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ （ＭＴＴ） ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｒａｔｅ， ａｎｄ ＬＤＨ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ． Ｔｈｅ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒ ｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ （ＳＯＤ） ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＳＯＤ ｋｉｔ ａｎｄ ＭＤＡ ｋｉｔ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ μｇ·ｍＬ － １， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｆｒｏｍ ｅｉｔｈｅｒ ｔｈｅ ｔｗｏ ｅｘｐｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｓ （ｐ ＜ ０． ０５）； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｄｏｓｅ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｆｒｏｍ １００ μｇ·ｍＬ － １ ｔｏ
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４００ μｇ·ｍＬ － １ （ｐ ＜ ０． ０５）； ＰＭ０． １８ ～ １． ００ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｉｎ ｄａｍａｇｉｎｇ ｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ， ａｎｄ ｉｎ ａｓｃｅｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＳＯＤ ｔｈａｎ ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０， ｗｉｔｈ ＰＭ０． ５６ ～ １． ００ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｔｏｘｉｃｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＭＤＡ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ （ ｐ ＜ ０． ０５） ． Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＭＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ＰＭ０． ５６ ～ １． ００

ｒｅａｃｈｅｄ ａ ｐｅａｋ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ａｎｙ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，
ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ， ｄａｍａｇｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ｃａｕｓｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ，
ａｎｄ ｌｅａｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ． Ｔｈｅ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍａｔｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ ｏｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＭ０． １８ ～ １． ００ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＭ０． ５６ ～ １． ００ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＰＭ０． １８ ～ ０． ５６ ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ； ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ； Ａ５４９； ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

随着我国汽车保有量的快速增加，汽车尾气颗

粒物已成为大气细颗粒物（ＰＭ２． ５）的主要来源之一．
国内外大量的流行病学调查研究已经表明，ＰＭ２． ５与

人类疾病的发病率、死亡率密切相关（Ｏｓｔｒｏ ｅｔ ａｌ． ，
２００６； Ｃａｋｍａｋ ｅｔ ａｌ． ， ２００９ ）， 主 要 对 呼 吸 系 统

（Ｓｋｒｚｙｐｅｋ ｅｔ ａｌ． ， ２０１３ ） 和心血管系统造成伤害

（Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ． ，２００７），能引起咳嗽、降低肺功能、引
发呼吸道炎症 （Ｍｅｈｔａ ｅｔ ａｌ． ，２０１３）、哮喘 （ Ｐａｒｋｅｒ
ｅｔ ａｌ． ，２００９）、心律失常、非致命性的心脏病（ Ｐｏｐｅ
ｅｔ ａｌ． ，２０１１）． 此外，还可累及神经系统（ Ｌｉ ｅｔ ａｌ． ，
２０１１；Ｍａ ｅｔ ａｌ． ，２００９）、免疫系统（Ｄｅ Ｈａａｒ ｅｔ ａｌ． ，
２００６），促使癌症发生（Ｐａｒｅｎｔ ｅｔ ａｌ． ，２０１３）．

尽管如此，大气细颗粒物引起损伤的确切机制

仍不清楚． 关于颗粒物肺毒性的作用机制，细胞水

平上，肺上皮细胞是颗粒物接触和沉积的主要靶细

胞之一，肺泡Ⅱ型上皮细胞（ＡＴＩＩ）是肺泡上皮的干

细胞，有增殖和修复的能力，对保持肺功能不可缺

少． 国内外许多学者（ Ｓｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． ，２０１３； Ｄａｎｉｅｌｓｅｎ
ｅｔ ａｌ． ， ２０１１； Ｇｕａｌｔｉｅｒｉ ｅｔ ａｌ． ， ２００９； Ｂｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ． ，
２００７ａ）通过体外染毒具有 ＡＴＩＩ 特性和表型的 Ａ５４９
细胞来研究颗粒物对呼吸系统的毒理作用，取得了

不小的进步．
有关颗粒物对 Ａ５４９ 细胞毒性作用的研究，过

去主要针对大气颗粒物而言，其粒度分级也大都以

ＰＭ２． ５、ＰＭ１０ 来分级 （ Ｂｉｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ． ， ２００８ｂ； Ｓａｎｃｈｅｚ⁃
Ｐｅｒｅｚ ｅｔ ａｌ． ，２００９）． 本研究专注于汽车尾气颗粒物

对 Ａ５４９ 细胞的毒性作用，利用 ＭＯＵＤＩ 从 ０． １８ ～
３ ２０ μｍ 分级捕获不同粒径的尾气颗粒物，从不同

的指标角度对每一粒径级的细胞毒性进行探讨和

比较． 本研究对加强颗粒物的污染防治及公众的健

康保护意识具有重要的现实意义和指导意义，并对

亚微米及以下级颗粒物的生物毒性作用等后续研

究也大有裨益．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２． １　 汽车尾气颗粒物的采集

汽车尾气颗粒物由江苏大学汽车与发动机排

放实验室通过微孔均匀沉积冲击式采样器 ＭＯＵＤＩ
分级捕获，ＭＯＵＤＩ 利用惯性将粒子分离，其空气动

力学分割直径分别为 ０． １８、０． ３２、０． ５６、１． ００、１． ８０、
３． ２０、５． ６０、１０． ００ μｍ． 含有颗粒的发动机排气以 ３０
Ｌ·ｍｉｎ － １的体积流量进入冲击器，在惯性作用下逐

阶分级并被冲击介质铝箔（Φ４７ ｍｍ，ＭＳＰ 公司）所

捕获． 图 １ 为发动机在 ３０００ ｒ·ｍｉｎ － １ 转速、１００％ 负

荷工况下，采样时间分别为 １２、１５ 和 １８ ｍｉｎ 时各粒

径级颗粒占总颗粒质量比的柱状图． 由图 １ 可见，采
样器 ＭＯＵＤＩ 具有较好的重复性，采样及分级测量

较为可靠． 同时可见，大部分尾气颗粒物的粒径处

在 １． ０ μｍ 以下，粒径在 ５． ６０ μｍ 以上的颗粒物微

乎其微．

图 １　 ＭＯＵＤＩ采样器采集的尾气颗粒物中各粒径段颗粒所占

份额

Ｆｉｇ． １　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｚｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ＭＯＵＤＩ 　

２． ２　 尾气颗粒物的处理

将载有颗粒物的铝膜剪成小片投入试管，加入

稍过量的稀盐酸反应数分钟，４ ℃、２００００ ｒ·ｍｉｎ － １条

件下离心 ２０ ｍｉｎ，弃上清，加灭菌水重悬后再次离

心，重复 ３ ～ ４ 次；沉淀物真空冷冻干燥 ７２ ｈ，恒重称

量，以 ＭＩＬＬＩ⁃Ｑ 水制备成 １０ ｍｇ·ｍＬ － １的颗粒物储备

８０４３
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液，低温冰箱保存． 用前高压灭菌，超声振荡混匀．
２． ３　 细胞培养

Ａ５４９ 细胞购自中科院上海细胞库，用含 １０％
胎牛血清（美国 ＧＩＢＣＯ 公司）的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基

（美国 ＧＩＢＣＯ 公司），在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃、饱和湿度的

细胞培养箱（德国 ＨＥＲＡＥＵＳ 公司）内培养．
２． ４　 细胞存活率的测定

细胞存活率用 ＭＴＴ 法进行测定． 待细胞融合度

达到 ８０％ ～９０％时即传代培养，用 ０． ２５％的胰蛋白

酶（美国 ＧＩＢＣＯ 公司）消化，调整细胞密度至 １ ×
１０５ 个·ｍＬ － １，接种于 ９６ 孔培养板，每孔 ２００ μＬ，
２４ ｈ 后加入终浓度分别为 ０、５０、１００、２００、４００ μｇ·ｍＬ －１

的颗粒物混悬液，每个浓度设 ８ 个平行样，并设空白

孔，４８ ｈ 后进行 ＭＴＴ 常规操作． 用酶标仪（美国 Ｂｉｏ⁃
Ｔｅｋ 公司）检测在 ５６０ ｎｍ 波长处的吸光度值．
２． ５　 ＬＤＨ、ＳＯＤ 及 ＭＤＡ 检测

取对数生长期细胞，按照 ５ × １０５ 个·孔 － １的密

度接种于 ６ 孔培养板，常规培养 ２４ ｈ 后予以终浓度

为 １００ μｇ·ｍＬ － １ 的不同粒径汽车尾气颗粒物混悬

液，每组设 ６ 个平行样，染毒 ４８ ｈ 后，收集细胞培养

上清液进行 ＬＤＨ 活力（南京建成）测定；ＲＩＰＡ 裂解

液（碧云天）裂解细胞，测定 ＳＯＤ 活力（南京建成）
及 ＭＤＡ（南京建成）含量，ＢＣＡ 法（美国 Ｐｉｅｃｅ 公司）

测蛋白浓度，以上操作均严格遵照试剂说明书进行．
２． ６　 统计分析

应用 ＳＰＳＳ１６． ０ 软件包进行统计学分析，资料

数据以均数 ±标准差（ｘ ± Ｓ）表示，组间比较采用单

因素方差分析，两两比较用 ＳＮＫ 法，以 ｐ ＜ ０． ０５ 为

差异有统计学意义．

３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３． １　 颗粒物浓度及粒径对细胞活性的影响

不同染度浓度下 ５ 种粒径（０． １８ ～ ０． ３２、０． ３２ ～
０． ５６、０． ５６ ～ １． ００、１． ００ ～ １． ８０、１． ８０ ～ ３． ２０ μｍ）汽
车尾气颗粒物对 Ａ５４９ 细胞活性的影响如图 ２ 所

示． 由图可知，低浓度（５０ μｇ·ｍＬ － １）时各粒径染毒

组与对照组之间、各粒径染毒组彼此之间的细胞存

活率差异均不显著（ ｐ ＞ ０． ０５）；染毒浓度为 １００ ～
４００ μｇ·ｍＬ － １时，与对照组相比，各粒径颗粒物均以

剂量依赖的方式引起细胞存活率均降低 （ ｐ ＜
０ ０５）． 各粒径颗粒物染毒组间相互比较，细胞存活

率为：ＰＭ０． ５６ ～ １． ００ 组最低，ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２、ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６ 组次

之， ＰＭ１． ００ ～ １． ８０、 ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０ 组 最 高， ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２ 与

ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６组之间、ＰＭ１． ００ ～ １． ８０ 与 ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０ 组之间的

细胞存活率差异不显著（ｐ ＞ ０． ０５）．

图 ２　 不同浓度下 ５ 种粒径尾气颗粒物染毒后各染毒组细胞存活率（ｎ ＝ ８，∗：与对照组相比，ｐ ＜ ０． ０５；不同字母表示各染毒处理组之间差

异显著，ｐ ＜ ０． ０５，下同）
Ｆｉｇ． ２　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ａｕｔｏｍｏｂｉｌｅ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｔｏ ｈｕｍａｎ Ａ５４９ ｌｕｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ４８ｈ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

　 　 由 ＭＴＴ 法检测结果发现，５０ μｇ·ｍＬ － １时细胞受

毒害作用尚未显现，而 ２００、４００ μｇ·ｍＬ － １浓度下部

分粒径染毒组的细胞存活率又较低，故最终选择

１００ μｇ·ｍＬ － １作为后续实验的染毒浓度．

３． ２　 颗粒物粒径对细胞膜完整性的影响

图 ３ 是 ５ 种 粒 径 汽 车 尾 气 颗 粒 物 在 １００
μｇ·ｍＬ － １浓度下，染毒 Ａ５４９ 细胞 ４８ ｈ 后细胞培养

液中 ＬＤＨ 活性测定结果． 由图可知，与对照组相比，
各粒径染毒组细胞培养上清液中 ＬＤＨ 活性均显著

９０４３



环　 　 境　 　 科　 　 学　 　 学　 　 报 ３３ 卷

升 高 （ ｐ ＜ ０． ０５ ）， 其 中， ＰＭ０． ５６ ～ １． ００ 组 最 高，
ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２、ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６ 组次之，ＰＭ１． ００ ～ １． ８０、ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０

组最低，ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２与 ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６组之间、ＰＭ１． ００ ～ １． ８０与

ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０组之间的细胞 ＬＤＨ 活性差异不显著（ｐ ＞
０． ０５）．

图 ３　 不同粒径尾气颗粒物染毒后细胞培养液中 ＬＤＨ 活力（ ｎ
＝ ６）

Ｆｉｇ． ３ 　 ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｆｌｕｉｄｓ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ
ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ（ｎ ＝ ６）

图 ４　 不同粒径尾气颗粒物染毒后细胞内 ＳＯＤ 活力和 ＭＤＡ 生

成量（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＭＤＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｅｘｈａｕｓｔ ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｚｅｓ（ｎ ＝ ６）

３． ３　 氧化应激与氧化损伤

图 ４ 是 ５ 种 粒 径 汽 车 尾 气 颗 粒 物 在 １００
μｇ·ｍＬ － １浓度下，染毒 Ａ５４９ 细胞 ４８ ｈ 后对胞内

ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量的测定结果． 结果显示，与对

照组相比，各粒径染毒组细胞裂解液中 ＳＯＤ 活性均

显著下降（ｐ ＜ ０． ０５），其中 ＰＭ０． ５６ ～ １． ００ ＜ ＰＭ０． １８ ～ ０． ５６ ＜

ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０， ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２ 与 ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６ 组 之 间、
ＰＭ１． ００ ～ １． ８０与 ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０组之间的胞内 ＳＯＤ 活性差异

不显著（ｐ ＞ ０． ０５）． 与对照组相比，各粒径染毒组胞

内 ＭＤＡ 含量均上升（ ｐ ＜ ０． ０５），其中，０． ５６ ～ １． ００
μｍ 组胞内 ＭＤＡ 含量最高，其他各粒径染毒组 ＭＤＡ
含量差异不显著（ｐ ＞ ０． ０５）．

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

汽车尾气颗粒物是造成大气污染的主要污染

物之一，它粒径较小，可进入呼吸道深部，与人体呼

吸系统多种疾病有着密切关系． 本实验用 ＭＴＴ 法观

察不同浓度、不同粒径的汽车尾气颗粒物对 Ａ５４９
细胞活性的影响． 结果显示，染毒浓度越高，细胞存

活率越低，具有较明显的剂量依赖性；ＰＭ０． １８ ～ １． ００ 比

ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０具有更强的抑制细胞活性的能力，这与 Ｌü
等（２０１２）的研究结论“细颗粒物比粗颗粒物具有更

强的细胞毒性”基本一致．
膜通透性的改变是毒性物质作用于细胞的常

见早期反应． 乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）是活细胞胞浆内含

酶之一，是细胞毒性的重要指标． Ｃｈａｎｇ 等（２００７）通
过对细胞培养液中 ＬＤＨ 活力的研究表明，高剂量二

氧化硅颗粒可导致细胞膜损伤，说明纳米颗粒可导

致 Ａ５４９ 细胞膜通透性增加，具有明显的细胞毒性

作用． Ｗｅｓｓｅｌｓ 等（２０１０）也证实城市大气颗粒物可

引起 Ａ５４９ 细胞 ＬＤＨ 活性升高． 本研究中，５ 种粒径

汽车尾气颗粒物在 １００ μｇ·ｍＬ － １ 浓度下染毒 Ａ５４９
细胞 ４８ ｈ 后，在细胞培养液中均检测到了 ＬＤＨ 的

高水平表达，与上述文献报道一致． ＰＭ０． １８ ～ １． ００ 对细

胞膜结构的破坏强于 ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０，其中，ＰＭ０． ５６ ～ １． ００组

对细 胞 膜 结 构 的 损 伤 最 为 严 重， ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２ 与

ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６ 组 次 之， 粒 径 较 大 的 ＰＭ１． ００ ～ １． ８０ 组 与

ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０组损伤相对较轻，这与课题组的 ＭＴＴ 实

验结果一致． 细胞 ＳＯＤ 作为抗氧化体系中较为关键

的酶之一，其活力可间接反映细胞内自由基清除的

情况． ＰＭ０． １８ ～ １． ００ 引起机体氧化应激的能力强于

ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０，其中，ＰＭ０． ５６ ～ １． ００染毒组细胞内氧化应激

水平最高，ＰＭ０． １８ ～ ０． ３２与 ＰＭ０． ３２ ～ ０． ５６染毒组次之，粒径

较大的 ＰＭ１． ００ ～ １． ８０与 ＰＭ１． ８０ ～ ３． ２０染毒组胞内氧化应激

水平相对最轻． 一些针对大气 ＰＭ２． ５ 与 ＰＭ１０ 氧化损

伤作用的研究发现，ＰＭ２． ５比 ＰＭ１０能诱导产生更多的

ＭＤＡ（Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ． ，２００６）． 而在气管滴注大气 ＰＭ２． ５

的整体动物实验（林治卿，２００５）中未观察到大鼠肺

ＭＤＡ 含量变化． 丙二醛（ＭＤＡ）作为细胞发生脂质
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过氧化反应的代表性产物，是氧化损伤的标记物，
其生成量的多少间接反映了机体细胞氧化损伤的

严重程度． 本研究发现， 最强效应仍是出现在

ＰＭ０． ５６ ～ １． ００染毒组．
总体上，ＰＭ０． １８ ～ １． ００的细胞毒性强于 ＰＭ１． ００ ～ ３． ２０，

这与许多研究者对 ＰＭ２． ５与 ＰＭ１０的细胞毒性作用比

较所得结论是一致的，其原因可能是由于颗粒物的

粒径越小，比表面积越大，吸附的有毒有害物质越

多，与细胞的接触面增大，因此对细胞的毒性作用

更强． 本研究通过对汽车尾气细颗粒物更为精细的

划分，发现 ＰＭ０． ５６ ～ １． ００组的毒性大于 ＰＭ０． １８ ～ ０． ５６组，与
张睿等（２０１２）对上海大气颗粒物在大粒径范围内

致细胞毒性研究中得到的“在同等染毒浓度下，粗
颗粒物（１． ８ ～ １０． ０ μｍ）、细颗粒物（０． １ ～ １． ８ μｍ）
及超细颗粒物（０． ０１ ～ ０． １ μｍ）３ 种染毒组中，细胞

存活率最低的样品为细颗粒物”的结果较为类似．
目前，有关对细颗粒不同粒径的毒性研究还较少，
Ｓｕｎ 等（２０１３）最近通过横断面研究表明，颗粒物中

影响亚临床动脉粥样硬化的最主要因素是有机碳

等颗粒物成分，同样以有机碳为主要成分的汽车尾

气颗粒物可导致 Ａ５４９ 细胞的氧化应激和炎症反

应． Ｌｉ 等（２０１３）研究发现，细颗粒物、超细颗粒物能

引起血管的氧化应激和炎症反应，并通过 ＮＦ⁃κＢ 信

号导致血管钙化． 本课题前期研究也已表明，汽车

尾气颗粒物可引起 Ａ５４９ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白的改变，
其中 ＰＭ０． ５６ ～ １． ００最为显著． 因此，推测汽车尾气颗粒

物中成分的不同是影响颗粒物毒性的主要因素，并
在不同粒径的颗粒物上体现了不同的效应．

目前研究大多集中于对微米级以上（如 ＰＭ２． ５、
ＰＭ１０）颗粒的生物毒害作用研究，从而得出的倾向

性结论是颗粒粒径越小，损伤作用越强． 但在考虑

不同成分的背景下，亚微米（０． １ ～ １ μｍ）及亚微米

以下、甚至纳米级的颗粒却未必仍遵从这样的规

律，因此，细颗粒物的研究，尤其是超细胞颗粒物的

研究需要综合考虑颗粒成分、性质、粒径等．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

汽车尾气颗粒物对人肺癌上皮 Ａ５４９ 细胞具有

一定的损伤作用，可抑制 Ａ５４９ 细胞增殖功能、破坏

细胞膜的完整性、引起细胞氧化应激及膜脂质的过

氧化损伤． 不同粒径汽车尾气颗粒物对细胞的损伤

作用有所差异，在 ０． １８ ～ ３． ２０ μｍ 范围内，以 ０． ５６
～ １． ００ μｍ 粒径的尾气颗粒物的损伤作用最为

显著．
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气颗粒物理化特性及对环境影响、生物毒性的研究．
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