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气溶胶自由基毒理学机制的研究
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摘要:应用两级核孔滤膜的空气采样器采集了上海市区及郊区农村两点的粗颗粒( > 215 Lm)及细颗粒( PM215) 气溶胶.用质

子激发 X 荧光( PIXE)分析了其元素含量及其水溶后样品的元素含量.用 ESR观察了颗粒物中的自由基;应用丙二醛(MDA)

和四唑盐( MTT)方法比较了辐照前后粗颗粒的细胞毒性.结果显示市区气溶胶粒子中的Fe, Cr 和Mn化合物比郊区粒子中的

易溶于水,郊区细粒子中的 Fe化合物比粗粒子中的易溶于水. ESR谱显示颗粒物中含有自由基,毒理实验显示了辐照后的

气溶胶颗粒与未辐照的相比具有更高的细胞毒性.结果提示了气溶胶主要的致细胞毒性之一是通过自由基机制.

关键词: PM215;毒理;自由基;过渡金属

The study on free radical toxicological mechanism of aerosols
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Abstract: The coarse particulate samples ( > 215Lm) and fine particulate samples( PM215 ) were collected from one downtown area of Shanghai

and one village place of suburb, by stacked filter air sampler. The element contents in aerosols and in their unsoluble parts were analyzed by

PIXE. The free radical signals in part iculates wrer detected by ESR. The cytotoxicity of UV radiated part iculates was evaluated by MDA and

MTT methods. The results show that the compouds of t ransit ion metals Cr, Mn, and Fe fromdowntown dissolve in water than those from suburb

both in coarse and fine part iculates and Fe compounds in fine particulates ( PM215 ) from suburb dissolve in water more easily than those in

coarse part iculates ( > 215Lm) . As soluble Fe compounds can induce OH free radicals by decomposition ofH2O2 , higher contents of soluble

Fe and other transit ion elements in particulates would cause higher cytotoxicity. Furthermore, the free radical signal in particulates was ob-

served by ESR, the cytotoxicity increased as they were irradiated by UV in these experiments. The results suggest that one of the main factors

to cytotoxicity is free radicals.
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越来越多的数据表明心肺疾病的发病率与污染空气中的颗粒物含量相关,尤其是可吸入

的细粒子
[ 1]
.颗粒物的毒性除了与其排放源相关外, 还与其在空气中的环境因素 (酸化,辐射

等)相关, 如有机化合物有氧时在射线作用下能形成过氧化物而致细胞毒性
[ 2]
.颗粒物流行病

学的研究已经显示了呼吸系统中的疾病与 PM10之间有重大的关联
[ 1]
.在啮齿动物实验中发现

气溶胶妨碍肺巨噬细胞的防御功能
[ 3]
,越小的气溶胶显示越大的毒性

[ 4,5]
, 通过PM215对健康影

响的评估可知, 细粒子比粗粒子对死亡率和呼吸系统中的疾病的相关性更大, 从而导致了对

PM215生物学效应研究的必要性
[ 6]
.

本文应用 PIXE 对颗粒物水溶性金属元素含量进行了分析, 应用 ESR观察了颗粒物中的
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自由基,并应用丙二醛(MDA) , 四唑盐( MTT)检测法检测了辐照前后颗粒物对 CHL(中国仓鼠

肺)脂质过氧化及存活率的影响.

1  实验材料和方法

气溶胶收集: 30个以上样品在嘉定上海原子核所(市郊农村) 及上海肇家浜路(上海市区)

附近,用串联滤膜空气样品收集器 DK60-2(上海探伤机厂产品)收集.两地之间距离是 45 km.

样品收集器由两层核孔滤膜串联而成,两层滤膜相距 2 ) 3 cm. 第一层滤膜是直径 35 mm, 孔径

为215 Lm( 106 ) 10
7
孔Pcm2

)的滤膜,第二层是孔径为 0145 Lm 的相同的滤膜. 气溶胶样品采集

是在 15 LPmin的流量下离地面大约615m处采集. 为了保持细小颗粒( < 215Lm)不被第一层滤

膜过滤,所以当流量变化大于 5% ,我们随时更换第一层滤膜. 全部气溶胶样品都在 2000年

3 ) 4月间采集, 平均气温是 12 e .

滤膜上的颗粒样品被温和地浸入去离子水中 15min, 可溶部分被溶解, 剩下的不可溶部分

用于 PIXE分析.

PIXE分析: PIXE在 4 MV Van de Graff质子加速器上进行, 其运行的束流强度和束斑分别

为 10 ) 100 nA和 6mm.靶室维持在低真空(约 10
- 2

Pa)以避免电荷积累. PIXE谱解谱程序应用

AXIL.实验可获得 S,K, Ca, Ti, Cr,Mn, Fe, Zn等元素含量
[ 7]
.

ESR分析:在室温下将含有颗粒物的核孔滤膜及空白核孔滤膜卷成桶状,置于 3 mm 内径

的玻璃测试管中检测,并检测在 100 e 、5min后, 冷却到室温下的含颗粒物的样品. 测试条件:

美国VARIAN-E112型,微波功率 1mW, X-波段,调制频率为 100 kHz,调制幅度为 215G,扫描宽
度215 kG, 各信号 g 值由 DPPH标定.

UV辐照: ( 1) 790 Lg粗颗粒物在强度为 40W紫外灯距离 3 cm处辐照 10 h,而对照颗粒物

只经蒸汽常规消毒 20min.然后经处理过的样品加入细胞培养液中进行 MDA及 MTT 胞毒实

验.

( 2)经40WUV辐照6 h后,在离 40W的UV 灯3 cm处,让辐照过气体经0122Lm滤膜进入
细胞培养液染毒及用未辐照过的气体进行对照,然后进行MDA及MTT 胞毒实验.流量为 1 ) 2

LPmin, 随时补充消毒过的蒸馏水以维持原来的浓度. 染毒 1 ) 2 h. 然后进行 MDA 及MTT 胞毒

实验.

细胞培养: 中国仓鼠肺( CHL)细胞被常规地培养在 37 e ( 5% CO2 )的 DMEM( Dulbecco Ea-

gle. s minimum essential medium, 来自 Gibcobr 公司)介质中(含 10% 热-灭活的小牛血清, 100

LgPmL链霉素和 100LgPmL 青霉素) .

胞毒实验: 在 60%长满层的 CHL 分别培养瓶中加入含辐照过颗粒物的、未辐照过颗粒物

的、及空白对照的 6mL 细胞培养液,染毒 2 d后,取014mL 培养液做MDA实验后,加入MTT 溶

液培养4 h用于MTT 实验.气体及小于 0122Lm 颗粒物的染毒也与上述相似, 在含 6mL细胞培

养液, 60%长满层的 CHL 培养瓶中分别通辐照过、未辐照过的经 0122 Lm 滤膜气体, 及用空白

培养细胞对照, 染毒 2 d后,取 014mL 培养液做MDA实验后,加入MTT 溶液培养 4 h用于MTT

实验.

MTT 方法:将 250mg MTT 置于50mL PBS中搅拌, 30min溶解后,用 0122 Lm滤膜过滤获取
滤液.加入 014mL 上述MTT 滤液置于细胞培养液中,经 4 h后倾干培养液,然后加 10 mL 二甲

亚砜( DMSO)溶解培养瓶中剩下的蓝色 Formazan 结晶. DMSO 溶液用 742型分光光度计检测
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490 nm处的光吸收.

MDA方法:用丙二醛(MDA)和TBA( thiobarituric acid)一起起化学反应之后呈色( 532 nm)来

检测脂质过氧化产物 MDA的一种方法
[ 8]
. MDA试剂盒产品来源于南京金钟生物工程公司.乙

醇作为空白.

2  结果与讨论

211  市区与郊区颗粒物状态的比较

实验得出的市区及郊区粗、细气溶胶的含量以及可溶部分的百分比数据列于表 1.

表 1  空气中气溶胶的浓度及可溶部分的质量分数

Table 1 The concentrat ions of aerosols in air and soluble percentages of aerosols

样品 CS CD P FS FD P

浓度,LgPm3 59( 4) 320( 50) 0. 024* 33( 8) 55( 18) 0. 080

质量分数, % 52( 2) 75( 5) 0. 020* 61( 1) 60(3) 0. 67

  CS, FS分别表示郊区粗、细颗粒, CD, FD分别表示市区粗、细颗粒.

P 值为T 检验. * 具有显著差异( P < 0105) .

  由它可知, 粗颗粒在市区的浓度是乡村地区的 5倍. 这主要是由于上海市区的气溶胶的主

要的贡献来源于土壤尘和建筑扬尘等
[ 9]
,一般这些亲石性的颗粒扬尘粒径显得较大.大量的机

动车行驶、大面积的建筑工地施工和较小的绿化覆盖面积导致了高浓度的粗颗粒存在.市区的

细颗粒( PM215 )浓度比农村略高( P= 0108) , 这说明细颗粒(PM2. 5 )是较容易扩散,且不像粗颗粒

那样易受环境净化.

由AXIL 计算 PIXE能谱获得元素的含量. 元素含量及其可溶部分的元素含量百分比列于

表2.

表 2  气溶胶颗粒物中元素含量(LgPmg)及可溶部分的质量分数

Table 2  Total element contents( LgPmg) and their soluble fract ions( %) in part iculates of aerosols

CS,LgPmg SCS, % CD,LgPmg SCD, % FS, LgPmg SFS , % FD,LgPmg SFD, %

S 2. 70 90. 0 1. 8 80. 0 4. 00 62. 0 3. 60 30

K 3. 80 67. 0 5. 6 67. 0 3. 60 71. 0 1. 90 72

Ca 27. 00 38. 0 29. 0 6. 7 23. 00 37. 0 58. 00 16

Ti 0. 54 18. 0 1. 6 79. 0 0. 17 5. 9 0. 06 11

Cr 0. 13 46. 0 0. 05 84. 0 0. 10 50. 0 0. 06 91

Mn 0. 14 7. 1 0. 13 85. 0 0. 02 10. 0 0. 08 90

Fe 6. 40 8. 4 13. 0 76. 0 1. 70 56. 0 3. 20 79

Zn 0. 24 8. 3 0. 16 60. 0 0. 37 76. 0 0. 06 63

  CS, SCS分别表示郊区粗颗粒及其可溶部分元素含量百分比. CD, SCD 分别表示市区粗颗粒及其可溶部分元素含量百分

比. FS, SFS分别表示郊区细颗粒及其可溶部分元素含量百分比. FD, SFD 分别表示市区细颗粒及其可溶部分元素含量百分

比.

  表 2表明在市区的粗颗粒和细颗粒中的 Ca比农村的粒子中 Ca更难溶解, 相反, 市区粗、

细颗粒中的Cr,Mn和 Fe 分别比农村粗、细颗粒的更易溶解.另外 Cr,Mn和 Fe在细粒子中比相

应的粗颗粒更易溶解.
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尽管表 2中显示市区的粗、细颗粒物中S浓度稍比郊外的低,但由于其市区空气中的颗粒

浓度高(如表 1) ,所以S 在市区空气中的浓度高得多.

212  颗粒物的自由基毒理

图1显示了颗粒物中在室温下所含的有机自由基(窄峰) g= 210030. 图 2显示了经 100 e

加温 5min后冷却至室温的自由基峰(窄峰)相对未处理的谱, 它的强度明显减弱.宽峰为过渡

金属峰( g= 211193) ,它不随温度变化.这个现象典型地反映了颗粒物中存在自由基.普遍认为

大气颗粒物中具有较大毒性的多环芳烃类的光降解也是通过自由基途径
[ 10]

,在这一过程中同

时也能形成相应的过氧化物. 因此在大气颗粒物在自然辐射的作用下必然产生一定量的具有

细胞毒性的过氧化物.

图 1 晴天收集的粗颗粒气溶胶室温下 ESR 谱

(窄峰 g= 210030,宽峰 g= 211193)

Fig. 1  The room temperature ESR spectrum of particulates

of coarse aerosol sample collected from clear day

( Narrow peak: g= 2. 0030, Wide peak: g= 211193)

图 2  收集的粗颗粒气溶胶样品经 100 e

5min处理后室温下的 ESR谱

Fig. 2  The room temperature ESR spect rum of particulates

of coarse aerosol sample after treated at 100e for

5 min

大气颗粒物在辐射的作用下产生过氧化物是否是导致其致细胞毒性的增加的主要原因之

一呢? 以下实验结果也许说明了这一点. 经辐照过及未辐照过市区粗颗粒染毒的培养细胞

MDA检验及MTT 检验数据列于表 3.

表 3  辐照过及未辐照过市区粗颗粒染毒的培养细胞 MDA 检验中 MDA 浓度及MTT检验中 490 nm 处吸收值

Table 3  The concentration of MDA and the absorbance at 490nm of MTT on culture cells incubated with irradiated and

un-irradiated aerosols of coarse particulates( > 215Lm) from the downtown

样品 辐照过 未辐照过 P 标样 空白

MDA含量, nmolPmL 11. 60? 0. 06 9. 92? 0. 10 0. 01* * 10 0

MTT 490 nm 吸收值 1. 28 ? 0. 07 1. 61? 0. 04 0. 025*

  含量为培养细胞介质MDA 浓度

P 值为T 检验, * * 具有显著差异( P < 0. 01) , * 具有显著差异( P < 0. 05) .样品数 n= 6

  从表 3的结果显示,经UV辐照后的粗颗粒样品的脂质过氧化产物丙二醛具有显著增高

( P= 0101)其对应的活细胞也显著降低( P= 01025) .这说明UV辐照后的粗颗粒样品具有更高

的细胞毒性,同样经辐照过及未辐照过空气(含< 0122 Lm细颗粒)染毒的培养细胞的 MDA及
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MTT 检验数据列于表 4.

表 4 经辐照过及未辐照过空气(含< 0122 Lm细颗粒)染毒的培养细胞中 MDA浓度及 MTT检验中 490 nm处吸收值

Table 4  The concentration of MDA and the absorbance at 490nm of MTT on culture cells incubated with irradiated and

un-irradiated air( containing < 0122Lm fine particulates) f rom the downtown

样品 辐照过 未辐照过 P 标样 空白

MDA浓度, nmolPmL 2. 26 ? 0. 22 1. 09? 0. 08 < 0. 01* * 10 0

MTT 490nm 吸收值 1. 85 ? 0. 02 1. 97? 0. 03 < 0. 01* *

  含量为培养细胞介质MDA 浓度, P 值为T 检验, * * 具有显著差异( P < 0. 01)

  表 4的结果显示同样的趋势,即经UV辐照后的大气(含细颗粒< 0122 Lm)比未辐照的具

有更高的细胞毒性. 这是由于颗粒物中含有各种有机和无机化合物, 在空气中经UV辐照后颗

粒物中的化合物将形成自由基,继而与氧作用形成过氧化物.强的辐照必然诱导在空气中高的

自由基,这一点在晴天与阴天的大气OH 的对比实验中已被潘循 等人所证实
[ 11]

.另外经辐照

后某些自由基能存在颗粒物囚笼中,我们的 ESR实验(图 1, 图2)及 Donaldson PM10中存在自由

基活性的结果
[ 12]
都证实了这一点.经辐照后大气及颗粒物中将形成更多自由基继而形成更多

的过氧化物,在一定条件下氧化分解,导致更高的细胞毒性. 尽管具有遗传毒性物质能在 UV

辐射下降解,但光辐射可诱导多环芳烃类对植物更高的毒性
[13]

, 这也许是辐射后产生的多环

芳烃类降解产物(过氧化物)比其本身的致细胞毒性大得多的缘故.同时,许多结果显示细胞毒

性主要与其中水溶性过渡金属元素含量相关
[6, 14]

, 急性细胞毒性又往往表现为活性氧的爆

发
[ 15]

, 而水溶性过渡金属元素可诱导过氧化物产生自由基,活性氧. 本实验结果也显示辐照后

颗粒物含有较高过氧化物和自由基,表现较高的细胞毒性. 这说明颗粒物主要通过自由基产生

细胞急性致毒效应.

3  结论

1) 酸化较重的市区大气气溶胶粗颗粒及细粒子中的 Ca比农村的气溶胶中的 Ca 更难溶

解.相反, 市区的粗颗粒及细粒子中的Cr、Mn和Fe比郊外农村粒子中的更易溶解,这主要是由

于市区大气中具有较高浓度的 SOx , NO x等酸性气体.

2) 辐照后的气溶胶颗粒比未辐照过的显示了更高的细胞毒性. 这主要是由于辐照后的气

溶胶颗粒物中含有较高的过氧化物.

3) 大气气溶胶中的可溶性过渡金属盐及过氧化物是诱导细胞自由基毒性的两因素.
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