用Wathin-Starry银染色方法显示PM2.5的实验证明
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【摘要】目的 证实Warthin－Starry（WS）银特殊染色方法可较好地显示空气细颗粒物（fine particulate matter，PM2.5）。方法 将收集到的北京市游离的PM2.5制成混悬液，以不同剂量、采用支气管肺内滴入方式染毒大鼠，在不同时间取大鼠肺脏，除进行肉眼检查外，进行如下观察：⑴HE染色，⑵WS染色，⑶透射电镜（TEM）观察，⑷对肺内尘粒的X-线质谱元素分析（X-RSA），同时对游离的PM2.5标本也进行上述观察。对大鼠肺内肉芽肿的数目进行计数，对肺内尘粒的沉积程度测定其平均积分光密度值（IOD）和平均积分面密度值（IAD）。结果 随着染毒时间的延长和染毒剂量的增大，大鼠肺内肉芽肿的数目及其肉芽肿细胞质内尘粒的IAD值和IOD值也逐渐增高。在HE染色切片上，这些尘粒呈褐色，而在WS染色切片上尘粒呈黑褐色，更清晰，且出现了在HE染色切片上不被显示的微细颗粒，其IOD值和IAD值均显著高于HE染色下的测定值（P＜0.05），游离PM2.5的染色效果与此类似；TEM下大鼠肺内尘粒的超微结构与游离的PM2.5相同，X-RSA分析的结果两者的主要元素成分也相同，均为硅，进一步证实了大鼠肺内的尘粒即为被吞噬细胞吞噬的空气中游离的PM2.5。结论 WS银染色方法可以较好地显示人体细胞内的PM2.5，其染色效果优于HE染色。
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【Abstract】 Objective To prove Warthin-Starry(WS) silver staining method can show fine particulat matter(PM2.5). Methods  The dissociative PM2.5 of Beijing city was collected to make suspension. The rats were divided into different groups and exposed to different dosage of PM2.5 by intratracheal instillation. These rats were sacrificed at different times, sampled their lungs. After macroscopically observed, the pathological varieties and the situation of the dust particles in these rats’ lungs were observed using hematoxylin and eosin(HE) staining, Warthin-Starry(WS) silver stains, as well as the transmission of electron microscope(TEM), and x-ray spectrum chemical element analysis(X-RSA). Meanwhile the dissociative PM2.5 was observed by these same methods. We take count of the granulomas in the lungs of the rats, and measure the intergrated optical denstity(IOD) value and intergrated area denstity(IAD) value of the dust particles deposit in the lungs. Result The number of the granulomas in the lungs of the rats become more and more as times goes on. In HE staining, these dust particles is brown and the number of them increase, but in WS staining these dust particles is dark brown and become more clear. Many fine dust particles that can’t see in HE staining can be observed in WS staining. The IOD and IAD value of these dust particles are much higher in WS staining than that in HE staining（P＜0.05）. It is similar to the dissociative PM2.5 which observed in HE staining and WS staining. The ultrastructure of the dust particles in the rats’lungs and the dissociative PM2.5 are basically same in TEM. Their main compositon are similar, by X- RSA, both of them are silicon. These further confirm that the dust particles in the rats’ lungs are the dissociative PM2.5 which contained in the macrophages. Conclusion  WS silver staining is a good method to show PM2.5 in human cells, and is better than HE staining.
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1993年美国首先报告了空气颗粒物（particulate matter，PM），尤其是粒径小于2.5μm的粒子（PM2.5）与美国6大城市人群死亡率之间明显相关的资料（1），1997年美国环境保护厅（U.S、EPA）又在本国的国家环境空气质量标准中增加了PM2.5（2），PM2.5的研究正在引起越来越广泛的关注（3－6）。PM2.5在吸入肺内后开始发挥作用，但迄今还没有找到一种可以在原位明确显示人体组织及细胞内PM2.5的理想染色方法。

2002年我们观察到Warthin-Starry（WS）银染色方法可以显示肺、淋巴结、脾等器官吞噬细胞内的尘粒，且可以显示在HE染色切片上不能被显示的微细尘粒，认为是显示吞噬细胞内尘粒的最佳方法（7）。由于这些尘粒的粒径一般在2.5μm以下，因此推测这些尘粒应该是来源于吸入肺内的PM2.5。但尚未见研究证实。本文通过实验观察对这一推测进行探讨，从而确立WS染色法是一种显示PM2.5的良好方法。

材料与方法

1．游离的PM2.5标本：收集北京市空气中游离的PM2.5（采样点为北京师范大学校园内，位于北京市区北二环和北三环路之间，采样高度为40米。此样本由中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所提供）。

2．动物实验：标本按以下步骤处理：以灭菌生理盐水配制PM2.5混悬液。采用72只清洁级雌性Wistar大鼠（北京维通利华实验技术有限公司提供），饲养于中国医学科学院动物所清洁级动物房，正常饮食，温度25－26℃，湿度40－50％。经过了3天的适应期，至实验时大鼠平均体重为206.47±8.97g。将大鼠随机分为4组，每组18只，进行气管滴入PM2.5染毒实验。染毒剂量分别为0.3mg（低剂量组）、0.75mg（中剂量组）和2mg（高剂量组），对照组为等体积灭菌生理盐水（0.2ml）。染毒为每周1次，分别于染毒后第4周、第12周及第24周时，乙醚麻醉大鼠，浸泡于新洁尔灭溶液全身消毒，仰卧位固定，取出肺脏，4℃生理盐水震荡冲洗表面血迹，以10％中性福尔马林溶液固定，按常规制作石蜡包埋标本，HE染色切片，按参考文献7行WS银染色后，光镜下重点对照观察尘粒、尘细胞、多核巨细胞（细胞核不少于3个）及肉芽肿（不少于5个尘细胞和/或多核巨细胞相互聚集形成的境界清楚的结节状结构）出现的部位及数量。计量方法：在显微镜一侧目镜内安装细胞计数网格，20倍物镜下随机选择10个连续视野，分别计数每个网格（10×10条线，面积为0.25mm×0.25mm）中肉芽肿的数量，然后取其平均值记录。采用由图像采集卡（北京航空航天大学）、联想计算机和显微镜组成的CMIS真彩色病理图像分析系统测量尘粒的平均积分光密度值（intergrated optical densitily，IOD）及平均积分面密度值（intergrated area densitily，IAD）。另外，在福尔马林液固定前，每组3例取最黑处肺组织切成1mm3大小组织3块，按2.5%戊二醛固定→乙醇系列脱水→丙二醛氧化物及树脂置换→树脂包埋→尘粒定位→制作超薄切片，TEM观察；每例以X-RSA随机测定3个尘粒的元素成分。
结  果

1．大鼠肺脏的肉眼观察：实验组大鼠的肺组织随着注入PM2.5剂量的增加和染毒时间的延长，由粉红色变为灰粉色，弹性逐渐变差、质地逐渐变硬，肺组织表面和切面黑色颗粒物沉着灶逐渐增加。对照组大鼠肺呈粉红色，未见明显异常。

2．大鼠肺内尘粒及游离PM2.5的HE染色：实验组大鼠主要在肺泡壁及支气管血管束周围的肺间质内可见尘细胞及多核巨细胞形成，并灶状聚集形成异物性肉芽肿，肉芽肿周围其它炎症细胞极少见，尘粒呈褐色，位于这些细胞的胞质内，在细胞外肺间质内少见（图1）。对照组大鼠则仅见到少数尘细胞，未见肉芽肿形成。随着染毒时间的延长及染毒剂量的增加，实验组大鼠肺内的肉芽肿及其细胞内的尘粒从无到有，且数量逐渐增加，在12周时最多，其IOD值及IAD值见图2，3。统计结果中显示高剂量组12周和24周时肉芽肿的数目及其细胞内尘粒的IOD值及IAD值较4周时及对照组大鼠显著增加（P＜0.05，P＜）。
游离的PM2.5：呈褐色至黑褐色，颗粒大者色泽较深（图4）。

3．大鼠肺内尘粒及游离PM2.5的WS染色：各项观察及统计结果与HE染色切片基本相同，但大鼠肺尘细胞及多核巨细胞内的尘粒在WS染色下更清楚，呈黑褐色颗粒状（图5），且可以观察到在HE染色下不能显示的微细尘粒，其IOD值及IAD值见图6，7。分别对HE、WS染色下肺内总体尘粒IAD及IOD值进行配对t检验，发现WS染色下肺内总体尘粒IAD及IOD值均显著高于HE染色下的对应值，且差异有统计学意义（P＜0.05），提示WS染色较HE染色更能清晰反映肺组织内尘粒的沉积情况。一元线性相关与回归分析结果显示尘粒IOD值与肉芽肿数目的回归方程有意义（R2＝0.124），IOD值与肉芽肿的数目呈明显正相关（R2＝0.369）。

游离的PM2.5：呈黑褐色，颗粒状，较HE染色切片色深（图8）。

4．大鼠肺内尘粒及游离PM2.5的TEM观察：在大鼠肺尘细胞及多核巨细胞内，可见密度增高、形态多样、大小不一的颗粒，边界清楚，大者长径一般不超过2.0μm，多数在1.0～2.0μm之间，有时直径可达4μm，没有膜性结构包绕（图9－10）。阴性对照组肺组织吞噬细胞内未见明显颗粒。

游离的PM2.5：呈圆形、卵圆形、长条形、纤维状或不规则形等多种形态，电子密度高而不均一，边缘较整齐，直径一般小于2.5μm（图11－12）。有的呈单体状态，有的由多个更细小的颗粒相互聚集而成。

5．大鼠肺内尘粒及游离PM2.5的X-RSA：大鼠肺组织、尘细胞及多核巨细胞内尘粒均以Si（硅）元素含量为最高，但不同PM2.5其硅元素的含量峰值不同，一般颗粒越大，含量也越高。其它偶见含量较高的元素有Ca，S，P，Mg，Al，Fe等（图13）。

游离的PM2.5：也以硅元素为主，体积、密度越大，硅含量也越高（图14），小及密度低者含量低，个别小而致密的圆形颗粒主要为Fe元素。

讨  论

本实验首先以游离的PM2.5经气管肺内染毒大鼠，经肉眼及HE染色切片初步观察到随着染毒时间的延长和剂量的增大，实验组大鼠肺组织表面及切面的尘斑及肺内尘粒的沉积量明显增加，出现了尘细胞及多核巨细胞，其数量也逐渐增多，并灶性聚集形成结节状的异物性肉芽肿，其染毒剂量与肉芽肿的数目呈正相关。尘粒同时出现于这些肉芽肿细胞内，且与游离的PM2.5在HE染色下的大小、形态及着色程度相近。这初步证实了实验组大鼠肺脏的这些病理变化是由PM2.5所引起的，肉芽肿细胞内沉积的尘粒应该是被灌入大鼠肺内的PM2.5。

WS银染色在显示出大鼠肺组织及细胞结构的同时，显示出了在尘细胞及多核巨细胞内的尘粒，包括在HE染色下未被显示的更微细的颗粒，只是颗粒着色较HE染色更深，接近黑色，与游离的PM2.５在WS银染色下的大小、形态及着色程度相近，同样为肉芽肿细胞内的尘粒为吞噬细胞吞噬的游离PM2.5的初步观察结果提供了证据；统计结果显示WS染色下肺内总体尘粒的IAD值及IOD值均高于HE染色下的对应值，则揭示WS银染色显示这些尘粒的效果优于HE染色。

TEM观察则显示出尘细胞、多核巨细胞胞质内沉积的尘粒的超微结构，经对比观察，这些尘粒在形态、密度及大小等方面与游离PM2.5的超微结构基本一致，并除外了其为细胞内结构（如线粒体、溶酶体等）及其他病原结构的可能性。X-RSA显示这些尘粒与游离的PM2.5的主要元素成分相同，均为硅。从而最终证实了HE染色及WS银染色下在大鼠肺尘细胞及多核巨细胞内沉积的尘粒就是被吞噬了的PM2.5。

综上所述，本研究通过光镜、电镜观察及元素分析等手段证实WS银染色方法可以显示人体细胞内存在的PM2.5，且染色效果明显优于HE染色，可应用于对体内PM2.5及其致病性的原位观察和研究。
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