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铅与纳米ＳｉＯ２联合染毒对Ａ５４９细胞氧化损伤的影响

路阳１，２，卢春凤１，２，＃，苑晓燕１，李利忠１，王以美１，赵君１，彭双清１，＊

１．军事医学科学院 疾病预防控制所毒理学评价研究中心，北京１０００７１
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摘要：为了研究铅与纳米ＳｉＯ２联合染毒所致的细胞损伤特征，并从氧化 应 激 方 面 探 讨 其 可 能 的 作 用 机 制。用 铅 和ＳｉＯ２处 理

Ａ５４９细胞，采用四唑盐（ＭＴＴ）比 色 法 检 测 细 胞 存 活 率，评 价 铅 和ＳｉＯ２联 合 染 毒 所 致 的 细 胞 损 伤 特 征；采 用 硫 代 巴 比 妥 酸

（ＴＢＡ）比色法检测细胞内丙二醛（ＭＤＡ）含量，评价铅与ＳｉＯ２联 合 染 毒 所 致 细 胞 的 氧 化 应 激 状 态；检 测 了 细 胞 内 抗 氧 化 物 还

原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量以及细胞内抗氧化酶的活性，以评价铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞抗氧化 系 统 的 影 响。将 实 验 数 据 进

行ＡＮＯＶＡ分析。结果表明，铅、ＳｉＯ２ 单独染毒组各 指 标 没 有 明 显 改 变；而 联 合 染 毒 能 造 成 细 胞 氧 化 损 伤，表 现 为 细 胞 存 活

率、ＧＳＨ水平、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）及 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）活 性 显 著 低 于 对 照 组 及２个 单 独 染 毒 组（Ｐ＜０．

０５），细胞内ＭＤＡ含量显著高于对照组及各单独染毒组（Ｐ＜０．０５）。可见，联合染毒可引起明显的细胞毒性，氧化损伤可能是

铅与ＳｉＯ２联合染毒致肺细胞毒性损伤的作用机制之一。
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　　铅与纳米ＳｉＯ２是空气颗粒物（ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ　ｍａｔｔｅｒｓ，

ＰＭｓ）中的主要化学组分，由于它们广泛分布并共存于

环境中，具有可生物蓄积、难以降解等特性，已成为环

境毒理学研究的热点。ＰＭｓ是我国广泛存在、危害效

应十分严重的大气污染物［１－４］，存在于大气中的污染多

具有伴发性而形成复合污染［５－６］，因此，空气污染物联

合暴露给公众健康带来的危害引起了广泛关注。但近

年来研究铅、纳米ＳｉＯ２对细胞的单独毒性作用较多，而
对其联合毒性作用的研究较少。肺上皮细胞是空气污

染物的主要靶细胞之一［７］，而Ａ５４９细胞来源于人肺泡

细胞癌，它既具有肺癌恶性肿瘤细胞的特性，同时又具

有肺泡Ⅱ型上皮细胞的特性和表型，因此，研究ＰＭｓ对

肺上皮细胞的形态和功能的影响，对预测ＰＭｓ的肺毒

性十分重要［８－１０］。本研究在体外培养的Ａ５４９细胞模

型的基础上，研究了没有引起明显毒性效应的剂量下，
铅与纳米ＳｉＯ２联合染毒的细胞毒性效应，旨在初步探

讨铅与ＳｉＯ２联合染毒的复合细胞毒性效应特征及作用

机制，为进一步开展ＰＭｓ健康危害评估和作用机制的

研究提供基础数据和实验依据。

１　材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　主要试剂

　　醋酸铅、纳米ＳｉＯ２均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；１６４０干

粉购自Ｇｉｂｃｏ公 司；四 甲 基 偶 氮 唑 蓝（ＭＴＴ）均 购 自

Ａｍｒｅｓｃｏ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；超氧

化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）
测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所；ＢＣＡ蛋白

定量试剂盒，购自杭州碧云天生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养

　　Ａ５４９细胞进行常规细胞培养，传代。培养液为

含体积分数为１０％的 胎 牛 血 清 和 青 链 霉 素 双 抗 的

１６４０培养液。

１．２．２　实验分组及染毒

　　按２×２析因设计将细胞随机分为４组：对照组

（给予等体积的无血清培养基）；硅单独染毒组（１０μｇ·

ｍＬ－１纳 米ＳｉＯ２）；铅 单 独 染 毒 组（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１　Ｐｂ

（ＡＣ）２）；联合染毒组（１０μｇ·ｍＬ
－１纳米ＳｉＯ２＋５０μｍｏｌ·

Ｌ－１　Ｐｂ（ＡＣ）２）。将生长良好的指数生长期的细胞接种

于９６孔培养板或培养瓶，置３７℃，５％ＣＯ２培养箱培养

２４ｈ后，弃上清液，用ＰＢＳ液洗３次，加入含双抗不含

血清的培养基按上述分组进行染毒，每组设３个平行

孔，培养２４ｈ，取细胞进行检测。

１．２．３　测定指标及方法

　　应用 ＭＴＴ比色法检测细胞存活率；采用ＴＢＡ
比色法及Ｂｅｕｔｌｅｒ改良法检测细胞内丙二醛（ＭＤＡ）
的含量 和 谷 胱 甘 肽（ＧＳＨ）的 水 平；参 照 ＳＯＤ 和

ＧＳＨ－Ｐｘ测定试剂盒说明测定ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ活

性；采用ＢＣＡ法测定细胞样品的蛋白浓度。

１．３　统计学分析

　　实验数据以平均值±标准差表示，采用ＳＡＳ　８．
２统计软件进行析因方差分析。Ｐ＜０．０５表示差异

有统计学意义。析因分析结果判定如下：根据ＦＡ×Ｂ
值和Ｐ值来判定是否具有交互作用，当ＦＡ×Ｂ﹥５，Ｐ
＜０．０５时，二者之间有交互作用；当ＦＡ×Ｂ＜５，Ｐ﹥

０．０５时，二者 之 间 无 交 互 作 用。如 果 有 交 互 作 用，
再根据具体效应判断交互作用模式，即：Ａ×Ｂ效应

＞Ａ效应＋Ｂ效应，则判定为协同作用；Ａ×Ｂ效应

＜Ａ效应＋Ｂ效应，则判定为 拮 抗 作 用。若 无 交 互

作用，Ａ×Ｂ效应 ＞Ａ效应＋Ｂ效应，则判定为相加

作用。

２　结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

２．１　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞存活率影响

　　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞存活率的影响如图１
所示。与对照组比较，铅、ＳｉＯ２单独染毒组细胞的相

对存活率仍能分别维持在９５．５％和９７．８％，差异无

统计学意义；而联合染毒组细胞的相对存活率下降

至８０．４％（Ｐ＜０．０５），且与２个单独染毒组相比差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这表明，铅与ＳｉＯ２联合染毒
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能降低细胞存活率，表现出明显的细胞毒性。析因分

析结果表明，复合毒性效应作用模式为相加作用。

图１　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞存活率的影响

注 ：＊与对照组相比，Ｐ＜０．０５；＃与单独染毒组相比，Ｐ＜０．０５，下同。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｏ　ｌｅａｄ　ａｎｄ

ＳｉＯ２ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ

２．２　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞ＭＤＡ和ＧＳＨ含量影

响

　　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞 ＭＤＡ和ＧＳＨ含量的

影响如图２所示。与对照组比较，单独 染 毒 对 细 胞

ＭＤＡ和ＧＳＨ含 量 无 明 显 影 响。联 合 染 毒 组 细 胞

ＭＤＡ含量相比于对照组明显增加（Ｐ＜０．０５），且与单

独染毒组相 比 差 异 具 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５）；而

ＧＳＨ含量相比于对照组明显减少（Ｐ＜０．０５）。这表明，
铅与ＳｉＯ２联合染毒可使细胞的抗氧化物ＧＳＨ减少，抗
氧化能力降低，使细胞膜发生脂质过氧化反应。析因分

析结果表明，复合毒性效应作用模式为相加作用。

图２　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞丙二醛和

谷胱甘肽含量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｏ　ｌｅａｄ　ａｎｄ

ＳｉＯ２ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｏｆ　ＭＤＡ　ａｎｄ　ＧＳＨ

２．３　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞ＳＯＤ和ＧＳＨ－Ｐｘ
活性影响

　　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞ＳＯＤ和ＧＳＨ－Ｐｘ活

性的影响如图３所示。单独染毒使细胞ＳＯＤ和ＧＳＨ
－Ｐｘ活性有所改变，但与对照组比较差异无统计学

意义；联合染毒可使ＳＯＤ和ＧＳＨ－Ｐｘ活性明显降低

图３　铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞超氧化物歧化酶和

谷胱甘肽过氧化物酶活性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｏ　ｌｅａｄ　ａｎｄ

ＳｉＯ２ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＳＯＤ　ａｎｄ　ＧＳＨ－Ｐｘ

（Ｐ＜０．０５），且与单独染毒组相比差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。这表明，铅与ＳｉＯ２联合染毒能降低细胞的

抗氧化能力。析因分析结果表明，复合毒性效应作用

模式为相加（ＳＯＤ指标）和协同作用（ＧＳＨ－Ｐｘ指标）。

３　讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

　　铅 与ＳｉＯ２是ＰＭｓ中 的 主 要 化 学 组 分，笔 者 通

过在体外细胞 水 平 上 观 察 铅 与ＳｉＯ２单 独 及 联 合 染

毒对Ａ５４９细胞 的 毒 性 作 用 特 征，主 要 考 察 了 细 胞

存活率 与 氧 化 损 伤 指 标，以 探 讨 氧 化 损 伤 在 铅 与

ＳｉＯ２联合染毒所致的复合细胞毒性效应中的作用，
初步阐明了ＰＭｓ主要组分联合暴露的复合细胞毒

性效应作用特征及其作用机制。

　　研究表明，纳 米ＳｉＯ２有 较 强 的 表 面 活 性，经 呼

吸暴露可能对人体健康产生直接影响，导致多方面

的疾病［１１－１３］。铅是一 种 古 老 的 工 业 毒 物 和 环 境 污

染物，大量的研究已证实铅毒性可涉及到人体全身，
累及 多 个 系 统［１４－１５］。ＭＴＴ 检 测 结 果 表 明，铅 与
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ＳｉＯ２单独染毒对细胞存活率没有明显影响，而铅与

ＳｉＯ２联合染毒能显著降低细胞存活率，表现出明显

的细胞毒性，说明联合染毒的复合毒性效应显著。

　　正常情况下，细胞内自由基的产生和清除处于

动态平衡状态。过量的自由基可以攻击包括ＤＮＡ
在内的几乎所有的生物分子。研究表明，大量产生

氧自由基在铅毒性机制中发挥着重要作用，并可能

是铅致毒的主要机制，最终导致机体广泛的损害作

用［１６－１７］。通过测定铅与ＳｉＯ２联合染毒对细胞氧化

应激的影响，发现 ＭＤＡ是 细 胞 膜 发 生 脂 质 过 氧 化

反应的终产物，是目前反映机体氧化损伤最具代表

性的指标之一，其含量高低可反映机体内脂质过氧

化的程度；ＧＳＨ是细胞内 主 要 的 抗 氧 化 物，其 量 的

多少是衡量机体抗氧化能力大小的重要因素；ＳＯＤ
和ＧＳＨ－Ｐｘ是抗氧化体系中较为关键的 酶，其 酶

活性的高 低 间 接 反 映 了 机 体 抗 氧 化 能 力。结 果 显

示，铅与ＳｉＯ２单 独 染 毒 组 各 指 标 没 有 明 显 改 变；而

联合 染 毒 组 ＭＤＡ 含 量 明 显 增 高；而 ＧＳＨ 水 平、

ＳＯＤ及ＧＳＨ－Ｐｘ活性明显降低。析因分析结果表

明，复合毒性效应作用模式为相加和协同作用。这

说明，联合染毒可使细胞内抗氧化物含量减少，抗氧

化酶活性下降，产生脂质过氧化，使细胞膜结构受到

损伤，从而引起细胞损伤和功能障碍。可见，联合染

毒能造成细 胞 氧 化 损 伤。铅 与ＳｉＯ２联 合 染 毒 的 复

合毒性效应机制可能是通过抑制抗氧化酶的活性，
降低细胞的抗氧化防御能力，提高了生物大分子受

氧化攻击 的 易 感 性。Ｃｈｅｎ等［１６］研 究 结 果 也 表 明，

铅能促进活性氧（ＲＯＳ）的产生，使机体处于氧化应

激状态。还有研究表明，纳米ＳｉＯ２对人体肺部的危

害主要通过改变肺部细胞内外的氧化还原环境，造

成氧 化 性 损 伤，进 而 促 进 细 胞 内 炎 症 效 应 的 产

生［１８－２０］。

　　那么为什么铅单独染毒不能引起明显的细胞毒

性，而与ＳｉＯ２联合染毒却能引起明显的细胞毒性呢？

研究表明，ＳｉＯ２一方面可以通过对细胞膜的物理性破

坏导致细胞死亡，也可以通过诱发细胞内的氧化性损

伤使细胞活度降低［２１－２２］。暴露于包括纳米氧化钛、

纳米氧化硅、多壁碳纳米管等在内的多种纳米材料可

能导致肺部不同部位细胞内ＲＯＳ增加已在很多研究

中得到确认［２３－２５］。越来越多证据表明，纳米颗粒物

可通过胞吞方式进入细胞内部，引起细胞内复杂的免

疫反 应，从 而 导 致 细 胞 内ＲＯＳ的 增 加［２６－２７］。这 表

明，纳米颗粒物可能通过刺激细胞内ＲＯＳ的释放进

一步增加铅的细胞毒性。Ｎｅｌ等［２１］认为由于纳米颗

粒本身固有的特性使其更容易与细胞相互作用，进而

进入细胞内增加铅的细胞毒性，但其具体作用机制还

有待于进一步研究。综上所述，铅与ＳｉＯ２联合染毒可

引起明显的细胞毒性，氧化损伤可能是其联合染毒致

肺细胞毒性损伤的主要机制之一。在对ＰＭｓ等环境

污染物进行危险性评价及制定卫生标准时，应充分考

虑ＰＭｓ中多种组分共存的复合毒性效应。
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