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摘要: 探讨烹调油烟细颗粒物对胎鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞
( AECⅡ) 存活率的影响及其遗传毒性。用不同浓度 PM2. 5对细

胞染毒 12 h、24 h、48 h，MTT 法测细胞存活率; 彗星实验检
测细胞尾长、尾部 DNA百分比、尾矩和 Olive尾矩; ELISA 试
剂盒检测细胞内 PAH-DNA 加合物的含量。结果显示: ( 1 )
PM2. 5作用于 AECⅡ12 h、24 h、48 h 后，产生明显细胞毒性，
呈剂量-反应和时间-反应关系; ( 2) 染毒 24 h，与低浓度组相
比，高浓度组的尾长、尾部 DNA百分比、尾矩和 Olive尾矩有
明显增加 ( P ＜0. 001) ; 与低浓度染毒组相比，高浓度染毒组
的 PHA-DNA 加合物明显的增加 ( P ＜ 0. 05 ) 。提示 PM2. 5对

AECⅡ具有明显的遗传毒性，并呈一定的剂量-反应关系。
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近年来我国肺癌的发病率和死亡率增长迅速，吸烟和大

气污染已被公认是肺癌发生的危险因素。随着经济水平的大
幅增长，大气中细颗粒物 PM2. 5的污染也越来越严重。PM2. 5

可以穿透人体呼吸道的防御毛发状结构，进入支气管，干扰

肺部的气体交换引发人体整个范围的疾病，包括哮喘、支气
管炎和心血管病等疾病。PM2. 5还可以通过支气管进入肺部或

肺泡，并能溶解在血液中通往全身，由于其本身的毒性或携

带有毒物质，因而对人体健康造成极大危害。Hornberg［1］等发
现 PM2. 5引起 BEAS-2B细胞 SCE的产生，提示 PM2. 5具有遗传

毒性作用，同样的结论在肺上皮细胞 ( A549 ) 也得到了
证实。
流行病研究显示，烹调油烟中的细颗粒物可引起脂质过

氧化使肺功能和人体免疫功能发生改变，引起染色体损伤，

使患肺癌的危险性增加。本课题组在前期工作中对细颗粒物
可以通过诱发氧化应激而诱导肺肿瘤进行了实验证明，本次

研究采用彗星实验和 PAH-DNA加合物 ELISA试剂盒检测细颗
粒物 PM2. 5对肺泡Ⅱ型上皮细胞 ( AEC Ⅱ) 的遗传毒性。
1 材料与方法
1. 1 主要仪器设备及试剂

PM2. 5细颗粒物采样器 ( 山东淄博耐普电子仪器有限公

司) ，恒温 CO2 培养箱 ( 美国 Shellab 公司) ，恒温水浴锅
( 南通金石实验仪器有限公司) ，全自动酶标仪 ( 瑞士 Tecan

公司) ， － 80 ℃超低温冰箱 ( 日本三洋公司) ，SCGE-T 水平
电泳槽 ( 南宁市拜康生物技术有限公司) ，DYY-Ⅲ8A 稳压稳
流电泳仪 ( 北京六一仪器厂) ，DEME 培养基 ( 美国 Gibco 公
司) ，新生牛血清 ( 美国 Hyclone 公司) ，脱氧核糖核酸酶、

胰蛋白酶、Ⅳ型胶原酶、正常溶点琼脂糖和低溶点琼脂糖
( 美国 Sigma 公司) ，PAH-DNA 加合物 ELISA 试剂盒 ( R＆D

生物有限公司) 。
1. 2 样品的采集和制备
细颗粒物的采集和制备参照文献［2］，用电炉加热 200 ml

的鲁花花生油，温度控制在 ( 280 ± 5) ℃，采样点设在电炉周
围 1 m范围内，高度距油面 50 cm，流速 10 ～ 12 L /min。将采
集有油烟的超细玻璃纤维滤膜剪碎后加适量丙酮，超声波抽

提，过滤，烘干、称重后加 DMSO 溶解，调整浓度为
200 mg /ml， － 80 ℃保存。
1. 3 实验动物
健康成年 ICR小鼠由安徽省动物中心提供，正常饮食喂养。

1. 4 AEC Ⅱ细胞的培养及染毒
选用孕 18 d ICR 胎鼠，腹腔麻醉，75%乙醇浸泡，剖腹

取出胎鼠，将胎鼠移至无菌 HBSS中，取胎鼠肺组织，用 HB-
SS润洗 3 遍，然后用无菌剪刀将肺组织剪成 1 mm3 的小块，

HBSS洗去混浊液。以每只胎鼠约 0. 2 ml加入 2 g /L胰蛋白酶
2 ml和 2 g /L DNase 2 ml消化组织块 20 min，每隔 5 min震荡
1 次，加入同体积 DMEM ( 含 10% FBS ) 终止消化，过滤，
1 200 r /min离心，弃上清液。加入 2 mg /L的Ⅳ型胶原酶消化
15 min，重复上述过程，弃上清液，加入含 10% FBS的 DMEM

制成细胞悬液，接种于培养皿，2 h后换皿，重复 3 次，调整
细胞浓度为 1 × 106，接种于 96 孔板 ( 每孔 200 μl) 置温箱培
养，待长成单层后，弃上清，加等量细颗粒物悬液，使染毒

终浓度为 25、50、100 和 200 μg /ml。
1. 5 AEC Ⅱ细胞存活率 MTT的测定

MTT 的测定参照文献［2］，设染毒对照孔，分别检测染毒
12 h、24 h和 48 h细胞的存活率，染毒结束前 3 h，弃培养液上
清，PBS洗 3 次，每孔加 DMSO 100 μl，震荡 5 min，待结晶完全
溶解后，置酶标仪上测定 570 nm波长处的吸光度( A) 值。细胞
存活率( % ) = ( 各剂量组 A 均值 －对照孔 A 均值) /对照组 A

均值 × 100%。每种浓度设 3 个复孔，实验重复 3 次。
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1. 6 彗星实验和 PAH-DNA加合物的测定
彗星实验步骤: 细胞用冰冷 PBS 洗 1 ～ 2 次，离心收集，

调整密度为 1 × 105 个 /ml; 铺胶 ( 各浓度琼脂糖凝胶均用 PBS
配制) : ①第一层凝胶: 微波炉加热溶解正常熔点琼脂糖，冷
至 45 ～ 60 ℃，取适量铺于载玻片，盖上盖玻片 4 ℃下凝固至
少 30 min; ②第二层凝胶: 微波炉加热低熔点琼脂糖，冷至
37 ℃ ; 将 20 μl细胞悬液和 75 μl 的 LMA 混合液滴到第一层
琼脂糖上，盖上盖玻片，置 4 ℃凝固 30 min，③细胞裂解，
移去盖玻片，将载玻片置于平皿，轻轻加入新鲜配制的预冷细

胞裂解混合液; 4 ℃下 1 ～ 3 h过夜，取出用蒸馏水轻轻漂洗 2
次; ④DNA碱解旋; ⑤细胞电泳 ( 稳压 25 V，稳流 300 mA，
20 ～30 min) 后，加入 0. 4 mmol /L 缓冲液或双蒸水漂洗 2 次，
每次 5 ～ 15 min，弃液，用 PBS 洗干净，滤纸吸干; ⑥每张载
玻片加 2 ～3滴染色剂 ( 常用 30 μg /ml) 避光染色; ⑦荧光显
微镜 515 ～560 ( 红光) 波长激发光观察、拍照、分析。

PAH-DNA加合物的测定采用抗体夹心酶联免疫吸附法测
定样品中小鼠 PAH-DNA加合物的水平。具体操作步骤按试剂
盒要求进行。
1. 7 统计数据分析
采用 SPSS11. 5 软件进行统计学分析，多组间采用单因素

方差分析和方差齐性检验，数据均以 x ± s表示。
2 结果
2. 1 PM2. 5对 AEC Ⅱ细胞存活率的影响
如图 1 所示，与对照组相比，不同浓度 PM2. 5染毒 12 h、

24 h、48 h均对 AEC Ⅱ细胞产生了明显的细胞毒性，各剂量
组细胞存活率均显著降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，随着染毒浓度和染毒
时间的增加，呈现一定的剂量-反应关系和时间-反应关系。

图 1 PM2. 5对 AEC Ⅱ细胞存活率的影响 ( n = 3)

2. 2 彗星实验结果
2. 2. 1 不同浓度 PM2. 5染毒 随着染毒浓度的增加，AECⅡ细
胞彗星尾部长度也逐渐增加，提示 DNA损伤 ( 见封三图 2) 。
2. 2. 2 PM2. 5染毒对 Olive尾矩的影响 如表 1 所示，AEC Ⅱ
细胞用不同浓度的 PM2. 5染毒 24 h 以后，随着染毒浓度的增
高，Olive尾矩、尾矩、尾长、尾部 DNA含量均有不同程度增

加，呈剂量-反应关系。细胞染毒组 Olive 尾矩各染毒浓度组

与溶剂对照组比较，P ＜ 0. 001; 50 μg /ml 组与 12. 5 μg /ml

组、25 μg /ml组比较，P ＜ 0. 001。细胞染毒组尾矩各染毒浓

度组与溶剂对照组比较，P ＜ 0. 001; 50 μg /ml 组与 12. 5 μg /

ml组、25 μg /ml组比较，P ＜ 0. 001。细胞染毒组尾长各染毒

浓度组与溶剂对照组比较，P ＜ 0. 001; 50 μg /ml 组与 12. 5

μg /ml组、25 μg /ml 组比较，P ＜ 0. 001。细胞染毒组尾部

DNA含量各浓度组与溶剂对照组比较，P ＜ 0. 001; 25 μg /ml
组与 12. 5 μg /ml组比较，P ＜ 0. 001; 50 μg /ml组与 12. 5 μg /
ml组、25 μg /ml组比较，P ＜ 0. 001。
表 1 彗星实验中 PM2. 5染毒 24 h 对胎鼠 AEC Ⅱ各指标
的影响 ( n = 50)

浓度

( μg /ml)
Olive尾矩 尾矩 尾长 尾部 DNA

0 0. 47 ± 0. 08 0. 34 ± 0. 10 5. 53 ± 0. 76 4. 53 ± 1. 06

12. 5 6. 64 ± 0. 89a 9. 56 ± 1. 91a 38. 26 ± 2. 02a 23. 47 ± 1. 39a

25 8. 08 ± 0. 49a 11. 99 ± 1. 57a 39. 88 ± 1. 44a 26. 54 ± 1. 24ab

50 13. 60 ± 2. 24abc 21. 44 ± 3. 99abc 55. 40 ± 4. 18abc 35. 50 ± 2. 49abc

注: 与溶剂对照 ( 0 μg /ml) 组比较，a，P ＜0. 05; 与 12. 5 μg /ml组比较，

b，P ＜0. 05; 与 25 μg /ml组比较，c，P ＜0. 05。

2. 3 PAH-DNA加合物的测定结果
AEC Ⅱ细胞染毒不同浓度 PM2. 5 6 h、12 h、24 h 后，随

着染毒浓度的增加，AEC Ⅱ DNA 加合物含量有不同程度增
加，呈剂量-反应关系。在不同染毒时间、不同染毒浓度与溶
剂对照组比较，P ＜ 0. 05; 6 h，25 μg /ml 组和 50 μg /ml 组与
12. 5 μg /ml组相比，P ＜ 0. 05; 12 h，50 μg /ml组与 12. 5 μg /
ml、25 μg /ml组相比，P ＜ 0. 05 ( 表 2) 。
表 2 AEC Ⅱ细胞 PM2. 5染毒后 DNA 加合物含量的表达
( n = 50)

浓度( μg /ml) 6 h 12 h 24 h
0 21. 21 ± 0. 66 22. 00 ± 0. 19 21. 73 ± 1. 61
12. 5 87. 73 ± 2. 59a 88. 39 ± 2. 85a 91. 97 ± 2. 99a

25 96. 24 ± 3. 51ab 94. 00 ± 1. 67a 99. 12 ± 2. 65a

50 96. 67 ± 0. 87ab 101. 85 ± 4. 63abc 102. 18 ± 7. 24a

注: 与溶剂对照( 0 μg /ml) 组比较，a，P ＜ 0. 05; 与12. 5 μg /ml组比

较，b，P ＜ 0. 05; 与 25 μg /ml组比较，c，P ＜ 0. 05。

3 讨论
本实验研究显示，烹调油烟中的细颗粒物对胎鼠 AEC Ⅱ

细胞增殖具有明显的抑制作用。随着染毒时间和染毒剂量的
增加，细胞存活率逐渐下降，呈时间-反应关系和剂量-反应关
系。该结果与 Wu She-Ching等［3］的研究结果一致。
烹调油烟( COF) 是含有包括苯并( a) 芘［B( a) P］、二苯并

( a，h) 芘［DB( a，h) P］、苯并( a) 蒽［B( a) A］等多环芳烃在内的
300 多种化合物的混合物［4］。大量研究资料表明，COF 具有
遗传毒性、潜在致癌性［5］。彗星实验不同浓度 PM2. 5染毒 24 h
对 AEC Ⅱ细胞 DNA有损伤，随着浓度的增加，损伤越明显。
说明低浓度 PM2. 5即可引起 AEC Ⅱ细胞 DNA 损伤，且浓度越
大，损伤越明显，可能由于 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，从而引起一系
列的细胞损伤。
不少研究证实在细颗粒物的有机提取物中，含有硝基

PAH的弱极性成分，具有最强的致突变、致癌作用，是主要
的遗传作用物之一［6］。贾鸿宁等［7］对 PAH 与细胞 DNA 损伤
关系的研究表明，PAHs进入人体后，大部分经混合功能氧化
酶代谢生成各种中间产物和终产物，其中一些代谢产物可与

DNA共价结合形成 PAH-DNA 加合物，引起 DNA 损伤，诱导
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基因突变，甚至诱发肿瘤形成。PAH引起 DNA损伤的机制可
能为 PAH进入体内后，大部分在肝、肺细胞微粒体中细胞色
素 P-450 酶系 ( 如 CYP1A1) 的氧化作用下形成环氧化物，然
后经环氧化物水化酶 ( EH) 水解成二羟基化合物，再由 P-
450酶系二次环氧化生成二羟基环氧化物，此为终致癌物，可
与靶细胞 DNA 结合，形成 DNA 加合物，引起 DNA 损伤，启
动致突变 /致癌过程［8，9］。本次实验研究显示，随着细颗粒物
染毒浓度的增加，PAH-DNA加合物的含量明显增加，呈现一
定的剂量-反应关系。实验结果证实 PM2. 5对肺泡Ⅱ型上皮细
胞产生了明显的细胞遗传毒性。
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TGF-β-800G /A基因多态性与尘肺的相关性
Relationship between genetic polymorphism of transforming growth factor-β-800G/A

and pneumoconiosis susceptibility
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摘要: 采用 1∶ 1 配对的病例对照研究方法，病例组为确
诊的 117 例Ⅰ期尘肺病人，对照组与尘肺组同性别、同民族、
同一工作车间或相同采掘工作面，年龄差 ＜ 5 岁，开始接尘时
间和累积接尘工龄差 ＜ 2 年的接尘工人。应用聚合酶链反应-
限制性片段长度多态性 ( PCR-RFLP) 技术对 TGF-β启动区的
－800G /A位点的基因多态性进行检测。尘肺组 TGF-β启动区
的 － 800G /A位点等位基因和基因型频率与对照组比较，差异
均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。说明 TGF-β-800G /A 基因多态
性在尘肺的易感性中不起主要作用。
关键词: 尘肺; 转化生长因子-β ( TGF-β) ; 聚合酶链反

应-限制性片段长度多态性技术 ( PCR-RFLP) ; 基因多态性
中图分类号: R135. 2 文献标识码: B
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转化生长因子-β ( trasforming growth factor-β，TGF-β) 是
个多功能的细胞因子，在纤维化中起着重要的作用已得到了

肯定。它可以调控肺成纤维细胞分裂、增殖及胶原蛋白的合

成与降解，并且在纤维化性疾病中表达水平增高［1］。近年遗
传因素在疾病发病中的作用备受关注。调查发现，尘肺发病
存在着很大的个体差异。基因多态性在阐明人体对疾病的易
感性、疾病临床表现的多样性以及对治疗的反应性上都起着
重要作用。TGF-β-800G /A 基因多态位点位于基因启动区上
游，可能参与了 TGF-β基因转录的调节［2］，我们在严格控制
粉尘因素的情况下，采用 1∶ 1 配对病例对照研究方法，探讨
TGF-β基因多态性与尘肺的关系，揭示其在尘肺发生发展中
遗传易感性的作用，为进一步防治尘肺奠定理论基础。
1 对象与方法
1. 1 对象
本次研究是在对唐山钢铁集团公司某耐火材料厂 575 名

粉尘作业工人和开滦 ( 集团) 有限责任公司下属某煤矿 800

名接尘工人进行健康检查基础上进行的。详细核实每名工人
的职业史，调查其接尘性质及累积接尘工龄，全部拍摄后前

位胸大片，由尘肺诊断组按《尘肺病诊断标准》 ( GBZ70—
2009) 做出尘肺诊断。以确诊的尘肺病人为研究对象。从受
检工人中选择与病例年龄差 ＜ 5 岁、同性别、同民族，开始接
尘时间及累积接尘工龄差 ＜ 2 年、在同一车间或同一采掘工
作面工作的非尘肺接尘工人为对照组，与尘肺组进行 1∶ 1 配
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