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大气颗粒物对 A549 和 HUVEC 的 DNA 损伤机制

尚 羽, 张 玲, 范兰兰, 蒋玉婷
(上海大学 环境与化学工程学院, 环境污染与健康研究所, 上海 200444)

摘摘摘要要要: 采集北京市海淀区大气颗粒物粗颗粒 (PM10−2.5)、细颗粒 (PM2.5−0.1) 和超细颗粒 (PM0.1), 分析颗粒物

对人肺上皮细胞 (human lung epithelial cell, A549) 和人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cell,

HUVEC) 的基因毒性及促进活性氧自由基 (reactive oxygen species, ROS) 生成的机制. 彗星实验发现: PM10−2.5,

PM2.5−0.1 和 PM0.1 对 2 种细胞均有显著的基因毒性, 并呈剂量-效应关系; 细和超细颗粒造成的 DNA 损伤显著高
于粗颗粒; HUVEC 细胞的 DNA 损伤程度大于 A549 细胞; PM2.5−0.1 和 PM0.1 可诱导 2 种细胞内 ROS 水平显著

升高, 而 PM10−2.5 不能. 因此细胞内 DNA 损伤可能与 ROS 生成有一定联系.
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Abstract: Ambient particulate matter has become one of the most harmful pollutants in the air. The geno-

toxic effects and generationmechanism of reactive oxygen species (ROS) were studied in A549 and HUVEC

cells treated with three sizes of ambient particles, PM10−2.5, PM2.5−0.1 and PM0.1. The results from comet

assay show that PM10−2.5, PM2.5−0.1 and PM0.1 caused significant DNA damages in both A549 and HUVEC

cells in a dose-dependent manner. In both types of cells, the DNA damage caused by PM2.5−0.1 and PM0.1 are

significantly higher than that caused by PM10−2.5, and PMs cause higher DNA damage in HUVEC cells than

that in A549 cells. PM2.5−0.1 and PM0.1 can significantly increase the intracellular ROS level, but PM10−2.5

cannot. DNA damage in cells induced by particles may be related to the generation of ROS, which deserves

further investigations.

Key words: ambient particulate matter; human umbilical vein endothelial cell (HUVEC); human lung epithe-

lial cell (A549); DNA damage; ROS generation

颗粒物已成为我国城市重要的大气污染物之一.
颗粒物污染不仅带来了能见度下降、气候变化等环
境问题, 而且危害了人体健康[1]. 大气颗粒物按其空
气动力学直径可分为 3 类: 可吸入颗粒物 (空气动
力学直径 <10 µm, PM10)、细颗粒物 (空气动力学
直径 <2.5 µm, PM2.5) 和超细颗粒物 (空气动力学直

径 <0.1 µm, PM0.1). 颗粒物的来源包括天然源和人

为源, 其中城市大气颗粒物最主要的人为源是燃煤和

机动车尾气排放[1-2]. 流行病学研究证实, 大气颗粒物

浓度的上升会导致人心肺系统发病率和死亡率增加,
尤其是对已患有心肺系统疾病的人群[3-5]. 但到目前

为止, 相关的致病机理的研究尚处于起步阶段, 提出
的假设很多, 而确定的事实较少. 关键的问题是颗粒
物的化学组成、粒径分布及与健康效应的关系还不明

确[6]. 毒理学的研究表明, 在相同材质和质量的情况
下, 相比粗颗粒, PM2.5 和 PM0.1 更易诱发实验动物
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肺部的炎症[7-9], 产生这种结果的原因很可能是, 单位

质量的细和超细颗粒物可以产生更多的活性氧自由基
(reactive oxygen species, ROS)[10-12].

PM2.5 和 PM0.1 具有粒径小、比表面积大、数浓度
高以及在肺部沉积效率高、沉积部位深等特点[13-14],
且 PM0.1 可直接进入血液循环从而分布全身[15], 会
对人体健康产生严重的损害, 因而成为环境健康领
域的研究重点. 流行病学的研究发现, 大气颗粒物对
人体呼吸和心血管系统都有影响, 颗粒物的健康危害
具有全身性[3-5]. 目前, 国内外关于颗粒物对健康影
响的研究重点已经由早期的 PM10 转移到了 PM2.5

和 PM0.1, 其中多数研究探讨 PM2.5 对呼吸系统的
影响, 而 PM2.5 和 PM0.1 对心血管系统影响的研究
则相对较少[16]. 因此, 本研究采用体外培养人脐静
脉血管内皮细胞 (human umbilical vein endothelial
cell, HUVEC) 和人肺上皮细胞 (human lung epithe-
lial cell, A549) 分别暴露于 3 种不同粒径段的颗粒
物 (PM10−2.5, PM2.5−0.1 和 PM0.1), 从 DNA 损伤和
ROS 生成两方面来探讨不同粒径颗粒物对细胞的损

伤, 并且比较血管内皮细胞和肺上皮细胞对于颗粒物

暴露的敏感程度.

1 材料与仪器

1.1 主要材料和试剂

胎牛血清 (PAA, Laboratories GmbH 公司, 奥地
利), RPMI-1640 培养基 (南京凯基生物科技发展有限

公司), HAM’S/F-12培养基 (赛默飞世尔生物化学制

品(北京)有限公司), 四甲基偶氮唑盐 (MTT, Life Sci-
ence公司, 美国), 琼脂糖 (Sigma-Aldrich公司, 美国), 6
孔培养板、35 mm 培养皿以及 75 cm2培养瓶 (Corning
公司, 美国), 其他试剂 (分析纯) 均购自上海国药集团
化学试剂公司.

1.2 主要仪器
CO2 恒 温 细 胞 培 养 箱 (Lingde 公 司, 德 国),

Alpha2-4 冷 冻 干 燥 机 (Christ 公 司, 德 国), iMark-
680 型酶联免疫检测仪 (Bio-Rad 公司, 美国), 超声
仪 (德洋意邦仪器有限公司, 中国), 正置荧光显微镜
(BX51型, Olympus 公司, 日本).

2 实验方法

2.1 颗粒样品采集和处理
大气颗粒物 PM10−2.5, PM2.5−0.1 和 PM0.1 采集

于北京市海淀区西四环北京大学校园 (由北京大学环
境科学与工程学院朱彤教授课题组提供). 将载有颗
粒物的石英纤维滤膜剪成 3 cm×3 cm 大小, 加入少
量 70% 的乙醇润湿后, 浸入灭菌过的去离子水中超声

振荡; 加入冰块, 保持超声水温不高于 25 ◦C; 每次超
声 30 min, 重复 3 次将石英膜上的颗粒物充分洗脱;
使用镊子取出采样膜后真空冷冻干燥, 称重; 用无菌
的 PBS 溶液重新悬浮 (终浓度 20 mg/mL), 置于冰箱

−20 ◦C 保存备用. 染毒时, 用含 2% 血清的培养基稀

释至所需浓度, 超声振荡使颗粒物混匀.

2.2 细胞培养和染毒

A549 购自上海市中国科学院细胞库, HUVEC 购
自南京凯基生物科技发展有限公司. HUVEC 为原代

培养的细胞株, 购买时为第 3 代细胞, 本实验中使用
10 代以内的细胞. 细胞在 5% CO2, 37 ◦C 恒温恒湿条
件下培养. 当细胞生长 2∼3 d, 单层细胞达到 80% 以

上时, 按 1∶3 的比例传代培养. HUVEC 和 A549 分别

使用含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 和 HAM’S/F-12
培养基培养.

取对数生长期的细胞, 每孔 5×104 个细胞分别

接种于 6 孔培养板和 35 mm 培养皿中供彗星试验和
ROS 测定使用; 接种后于 5% CO2, 37 ◦C 恒温恒湿条
件下培养 12 h, 令其贴壁生长; 细胞贴壁后, 弃培养

基, 使用 D-hanks 清洗 2 次, 使用不同浓度颗粒物染

毒 24 h.

2.3 彗星实验(Comet assay)

彗星实验, 又称单细胞凝胶电泳分析 (single cell
gel electrophoresis, SCGE), 是 一 种 快 速 检 测 单 细

胞DNA损伤的技术. 其原理为: 如果细胞内 DNA 未

受损伤, 电泳中核 DNA 因其分子量大而停留在核基
质中, 经荧光染色后呈现圆形的荧光团, 无拖尾现象;
若细胞 DNA 受损, 在电泳时 DNA 断链或碎片将向阳

极迁移, 形成拖尾. 细胞核 DNA 损伤愈重, 产生的断
链或碱易变性片段就愈多, 其断链或短片也就愈小, 在
电场作用下迁移的DNA量多, 迁移的距离长, 表现为

尾长增加和尾部荧光强度增强. 因此, 通过测定 DNA
迁移部分的光密度或迁移长度就可定量测定单个细胞

DNA 的损伤程度. 本研究采用 Tice 等[17]提出的彗星
方法, 其具体步骤为: ① 铺胶. 取 100 µL 保温于 56 ◦C
水浴中的 1% 正常溶点琼脂糖胶均匀涂在磨砂载玻片

上, 迅速用盖玻片压平胶面, 冰箱 4 ◦C 放置 8 min, 为

第一层胶; 轻轻移开盖玻片, 取 15 µL 3×105 个/mL 细

胞悬液与 70 µL低溶点琼脂糖胶混匀并迅速滴在第一

层胶上, 盖上盖玻片, 冰箱 4 ◦C 放置 15 min, 为第二层
胶. ②裂解. 移去盖玻片, 加入适量裂解液, 置于冰箱

4 ◦C裂解 60 min, 用 PBS 清洗 2 次, 5min/次. ③ 电
泳. 载玻片置于水平电泳槽中, 倒入碱性电泳缓冲液约
600 mL, 碱性解旋 40 min, 以便 DNA 双链在碱性条件

下解旋成单链, 4 ◦C 下电泳 20 min(25 V, 300 mA 左
右), 电泳结束后, PBS 清洗 2 次, 5 min/次. ④ 中和. 将
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载玻片浸没在中和液中, 中和 15 min. ⑤ 染色. 在每块
胶板上滴加50 µL 2 µg/mL 的 PI, 染色 15 min. ⑥ 拍
照. 荧光显微镜以绿色激发光激发, 观察并拍照. 使
用分析软件 CASP 进行彗星数据分析, 记录尾长 (tail
length)、头部 (head) 和尾部 (tail) DNA 的荧光强度,
本研究使用尾部 DNA 含量(尾部DNA荧光强度/(尾
部 DNA 荧光强度+头部 DNA 荧光强度)×100%, 即

tail DNA%) 作为衡量DNA拖尾的定量指标[18]. 每个
样本分析不少于 80 个细胞, 取其中位值, 再取 3∼4 个
平行样本的平均值.

2.4 ROS 测定
本研究中选用 2’,7’-二氯荧光素二乙酸酯 (2’,7’-

dichloro fluorescein diacetate, DCFH-DA) 作为荧光
探针, 检测细胞内生成的 ROS. 其原理是: DCFH-DA
本身没有荧光, 并可自由穿过细胞膜, 进入细胞内后,
被细胞内的酯酶水解生成 DCFH, 而 DCFH 不能通
透细胞膜, 从而被装载到细胞内. 细胞内的 ROS 可以

氧化无荧光的 DCFH 生成有荧光的 DCF. 因此, 通
过 DCF 的荧光强度可指示细胞内活性氧的水平. 具
体步骤如下: ① 加探针. 染毒结束后, 去除培养液,
用 D-Hanks 清洗 2 次, 加入用无血清的培养液稀释的
DCFH-DA (终浓度 10 µM), 1 mL/皿, 于 37 ◦C, 5%
CO2 培养箱中孵育 30 min. ② 弃上清液, 用 D-Hanks
清洗 3 次, 按照 1 mL/皿, 加入 D-Hanks 缓冲液. ③ 使
用荧光显微镜观察并拍照. 每个平行样选取 5∼10 张
照片, 使用 Image-pro plus 6.0 分析荧光强度, 取其

平均值, 上述步骤都需要避光操作. 本实验中检测的
ROS 水平用光密度值来表示, 将所得结果与对照组做
归一化处理.

2.5 数据处理
数据的处理及计算由 Microsoft Office Excel 2007

进行, 数据以平均值±标准差 (X ± SD) 表示, 各指标

组间差异采用 t 检验法进行统计.

3 结果和讨论

3.1 3 种粒径颗粒物对细胞 DNA 损伤的影响

3.1.1 对 A549 的 DNA 损伤的影响

选择染毒剂量分别为 1, 10, 50, 100, 200 µg/mL,
正常培养细胞为对照组, 100 µM 的 tBHP (染毒 1 h)
作为阳性对照组. 彗星实验中 DNA 拖尾现象如图 1
所示, 详细的数据参见表 1.

由表 1 可见, 3 种颗粒物均可对 A549 的 DNA
造成损伤, 并且随着染毒剂量的增大, 尾部 DNA 含
量 (Tail DNA%) 不断上升, 呈显著的剂量-效应关系

(p <0.01). PM10−2.5 和 PM2.5−0.1 染毒的对照组 Tail
DNA% 分别为 5.2% 和 5.1%, 在 10 µg/mL 后出现显

图 1 彗星实验图片

Fig. 1 Pictures from Comet assay

著性升高 (p<0.05), 在最大剂量 200 µg/mL 时, 分别

增至 7.4% 和 10.1%; PM0.1 染毒的对照组Tail DNA%
为 5.1%, 在 50 µg/mL 后出现显著升高 (p <0.05), 在
最大染毒剂量 200 µg/mL 时, Tail DNA% 为 12.4%.
同一质量浓度下, PM0.1 染毒的 Tail DNA% 最大, 在
200 µg/mL 时约为对照组的 2.4 倍; 其次是 PM2.5−0.1

和 PM10−2.5, 分别为对照组的 2 和 1.4 倍. 这说明

PM0.1 对 A549 造成的 DNA 损伤高于 PM2.5−0.1, 而
PM2.5−0.1 高于 PM10−2.5 (p<0.05).

表 1 PM10−2.5, PM2.5−0.1 和 PM0.1 对 A549 DNA 损伤的
影响

Table 1 DNA damage in A549 induced by PM10−2.5,

PM2.5−0.1, and PM0.1

PMs 浓度/ Tail DNA%±偏差
(µg·mL−1) PM10−2.5 PM2.5−0.1 PM0.1

对照组 5.2±0.1 5.1±0.6 5.1±0.6

1 5.2±0.2 5.3±0.2 5.7±0.4

10 6.1±0.3∗ 6.0±0.4∗ 6.9±0.6

50 6.6±0.3∗∗ 7.1±0.4∗∗ 8.3±0.8∗

100 6.8±0.3∗∗ 8.1±0.3∗∗∗ 9.6±0.3∗

200 7.4±0.4∗∗ 10.1±0.3∗∗∗ 12.4±0.5∗∗

tBHP 52.9±0.7∗∗∗ 53.8±1.8∗∗∗ 50.1±1.8∗∗∗

注: 与对照组相比, ∗p <0.05, ∗∗p <0.01, ∗∗∗p <0.001.

3.1.2 对 HUVEC 的 DNA 损伤的影响

表 2 为 3 种颗粒物对 HUVEC 细胞 DNA 的损

伤情况. 可以看出, 3 种颗粒物均对 HUVEC 细胞有
明显的 DNA 毒性, 造成 Tail DNA% 显著升高, 即

随着染毒剂量的增大, 呈剂量-效应关系 (p <0.01).
PM10−2.5 和 PM2.5−0.1 染毒的对照组 Tail DNA% 分
别为 4.3% 和 4.6%, 在 50 µg/mL 时均出现显著性升高
(p <0.05), 在最大剂量 200 µg/mL 时分别增至 17.2%
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和 17.1%; PM0.1 染毒的对照组 Tail DNA% 为 4.9%,
在 10 µg/mL 时出现显著升高(p <0.05), 在最大剂量
200 µg/mL 时为 22.3%. 3 种粒径的颗粒物染毒 24 h
后, 同一质量浓度下, PM0.1引起的 Tail DNA% 最
大, 在 200 µg/mL 时为对照组的 4.6 倍; PM2.5−0.1 和
PM10−2.5 组的 Tail DNA% 没有明显差别 (p >0.05).
这说明 PM0.1 对 HUVEC 造成的 DNA 损伤要高于
PM2.5−0.1 和 PM10−2.5(p<0.05).

表 2 PM10−2.5, PM2.5−0.1 和 PM0.1 对 HUVEC DNA 损

伤的影响

Table 2 DNA damage in HUVEC induced by PM10−2.5,

PM2.5−0.1, and PM0.1

PMs 浓度/ Tail DNA%±偏差
(µg·mL−1) PM10−2.5 PM2.5−0.1 PM0.1

对照组 4.3±0.4 4.6±0.9 4.9±0.4

1 4.7±0.4 4.4±0.3 5.3±0.5

10 5.5±0.9 6.6±1.0 6.9±1.0∗

50 9.8±0.6∗∗ 9.4±0.4∗∗ 14.1±0.7∗∗∗

100 12.0±1.3∗∗∗ 13.2±2.1∗∗ 16.6±0.6∗∗∗

200 17.2±1.7∗∗∗ 17.1±0.7∗∗∗ 22.3±1.8∗∗∗

tBHP 64.2±3.5∗∗∗ 62.9±2.5∗∗∗ 61.2±4.6∗∗∗

注: 与对照组比较, ∗p <0.05, ∗∗p <0.01, ∗∗∗p <0.001.

对比表 1 和 2 可知, 颗粒物对 A549 和 HUVEC 均
能造成明显的 DNA 损伤, 并呈剂量-响应关系. 在浓度
大于 50 µg/mL 时, 同一种粒径的颗粒物对 HUVEC
造成的 DNA 损伤要略大于 A549.
3.2 3 种粒径颗粒物对细胞 ROS 水平的影响

3.2.1 对 A549 ROS 的影响

图 2(a) 表示不同浓度的 PM10−2.5, PM 2.5−0.1

和 PM0.1 分别作用于 A549 24 h 后的细胞内 ROS
水平. 3 种情况下 A549 的 ROS 水平均随着颗粒物

浓度的增大而不同程度地升高, 但与对照组比较,
PM10−2.5 染毒组细胞内 ROS 没有明显的升高 (p >

0.05); PM2.5−0.1 组在最大浓度 400 µg/mL 时出现显

著性升高 (p<0.01), 约为对照组的 2.5 倍; PM0.1 组在
浓度达到 200 µg/mL 后出现明显的升高 (p <0.05),
在 最 大 浓 度 400 µg/mL 时, 约 为 对 照 组 的 2.0 倍

(p <0.01). 相同浓度下, 比较 3 种粒径的颗粒物对
A549 ROS 水平的影响, PM2.5−0.1 和 PM0.1 组均高于
PM10−2.5(p <0.05), 但 PM2.5−0.1 和 PM0.1 之间并没

有明显的差异.
3.2.2 对 HUVEC ROS 的影响

将不同浓度的 PM10−2.5, PM2.5−0.1 和 PM0.1 分
别作用于 HUVEC 24 h, 其对细胞 ROS 水平的影响如

图2(b)所示.与对A549 ROS的影响类似,HUVEC ROS

图 2 PM10−2.5, PM2.5−0.1 和 PM0.1 对 A549 和 HUVEC ROS 水平的影响

Fig. 2 ROS levels in A549 and HUVEC induced by PM10−2.5, PM2.5−0.1 and PM0.1
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的水平也随着颗粒物浓度的增大而不同程度地升
高. PM10−2.5 组各浓度下的 ROS 水平没有显著升高
(p >0.05); PM2.5−0.1 组在 200 µg/mL 时出现明显升
高, 约为对照组的 1.6 倍 (p<0.05), 400 µg/mL 时约为

对照组 2.4 倍; 而 PM0.1 组仅在最大浓度 400 µg/mL
时出现显著性升高, 约为对照组的 2.5倍 (p<0.01). 相

同浓度下, 比较 3 种颗粒物对 HUVEC ROS 水平的影
响, 同颗粒物对 A549 影响的结果相似, 即 PM2.5−0.1

和 PM0.1 组均高于 PM10−2.5(p <0.05), 但 PM2.5−0.1

和 PM0.1 之间并没有明显差异.

比较颗粒物对 A549 和 HUVEC ROS 水平的影
响, 由图 2 可见, 不同的颗粒物对 2 种细胞内 ROS 水

平的影响趋势基本相似. PM10−2.5 对 A549 和 HU-
VEC ROS 水平没有明显影响, 其余各组均随着颗粒
物浓度的增大而增大. 对于同一粒径颗粒物, A549 和
HUVEC 细胞间 ROS 水平无显著差异.

4 结 束 语

本工作探讨了 3 种粒径的大气颗粒物对 A549 和
HUVEC DNA 损伤的影响, 并分析了颗粒物诱导细

胞产生 ROS 的能力. 通过实验的结果可以看出, 3 种

粒径段的颗粒物可以对 2 种细胞 DNA 造成损伤, Tail
DNA% 均随着颗粒物浓度的增大而增大, 并呈剂量-效
应关系. PM2.5−0.1 和 PM0.1 造成的 DNA 损伤要高于
PM10−2.5, 并且 PMs 对 HUVEC 细胞的 DNA 损伤要

高于 A549 细胞. 一定程度上说明, 细和超细颗粒物的
毒性效应要强于粗颗粒物, 并且心血管细胞对颗粒物

的暴露比肺上皮细胞更为敏感. 其次, 本研究还发现

PM0.1 和 PM2.5−0.1 可以造成 A549 和 HUVEC 细胞

内 ROS 水平升高, 并且随着颗粒物浓度的增大而增
大, 但仅在高剂量 (200∼400 µg/mL) 时存在显著性差
异. 对于同一种细胞, PM2.5−0.1 和 PM0.1 诱导细胞产
生 ROS 的能力强于 PM10−2.5.

在不考虑个体差异的情况下, 大气颗粒物对人体
健康损害程度由以下 3 个主要因素决定: ① 颗粒物

在大气中的浓度; ② 颗粒物的化学组分 (由来源及大

气中的化学反应决定); ③ 颗粒物粒径大小. 颗粒的
粒径决定其在呼吸道的沉积部位, 粒径越小的颗粒沉
积部位越深, 健康影响也越大. 细和超细颗粒可沉积
到肺泡区, 直接影响气体交换. 另一方面, 粒径越小
的颗粒比表面积越大, 表面吸附的有毒有害物质也越
多. Lv 等[19]对上海市城区粗、细和超细颗粒的理化
性质及其对 A549 的细胞毒性进行了研究, 通过细胞

增殖实验发现, 细和超细颗粒物的细胞毒性要大于粗

颗粒. Hsiao 等[20]的研究结果显示, PM2.5 的细胞毒
性大于 PM10, 且 PM2.5 造成的 DNA 损伤强于 PM10.

Wessele 等[21]研究了英国 3 个城市地区不同粒径段的
大气颗粒物对 A549 的细胞毒性, 研究结果显示, 粒径
在 1.5∼3.0 µm 范围内的颗粒物的细胞毒性要大于粒
径大于 3.0 µm 的颗粒物的毒性.

“氧化应激”指机体的促氧化与抗氧化之间的不

平衡状态, 表现为: 以促氧化效应为主、抗氧化剂被

消耗, 中间会产生大量的 ROS, 通常会导致生物大分
子损伤. 颗粒物会引起机体发生氧化应激、诱导 ROS
生成, 这已经在实验室和人体实验中得到了很好的证

实[8]. 近年来, 不少研究者相继用氧化应激理论来探讨
颗粒物的致病作用, 检测颗粒物介导产生的 ROS, 并

通过体内体外实验发现了 ROS 生成在颗粒物致病过
程中发挥着重要作用. 研究发现, 粒径越小的颗粒, 其

诱导 ROS 生成的能力越强, 造成的氧化损伤和炎症反
应也越强[22], 这与本研究结果基本一致. 本研究观察
到颗粒物对 A549 和 HUVEC 的 DNA 氧化损伤和促

进细胞内 ROS 的生成, 并且细和超细颗粒物的效应要

强于粗颗粒. 因此, 推测 DNA 损伤与细胞氧化应激水

平有一定关系, 但其具体机理有待进一步研究.
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