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　　摘　要　为了探讨几种化合物对温石棉促人胚肺 ( HEL) 细胞增殖作用的影响 , 用不同浓度的柠

檬酸铝、 混合稀土或亚硒酸钠溶液浸泡温石棉 1小时后 , 再将其与人胚肺细胞共同孵育 , 通过测定

[3 H ] Td R掺入量 , 来了解人胚肺细胞的增殖状况。 结果显示 , 2. 5～ 10μg /ml的温石棉、 时间作用在

24小时之内 , 或 20～ 80μg /ml温石棉、 时间作用在 6小时之内均可促使人胚肺细胞增殖。与未处理温

石棉组相比 ,经三种化合物处理的温石棉其促细胞增殖作用明显下降。提示 ,采用三种化合物溶液浸泡

温石棉 , 有可能减轻温石棉的致癌危害性。
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Abstract　 To explo r e th e effects of sev era l chemicals on chry so tile-induced cell prolife ration in hu-

man embryo lung ( HEL ) cells, after so aking in aluminium citra te, mix ed ra re ear th s o r sodium selenite

solutions r espectiv ely at different concentra tions fo r 1 hour , the ch ryso tile w er e incuba ted with HEL

cells, then, the pr olifera tion of HEL cells w er e determined by [3 H] TdR inco rpo ration a ssay. The results

show ed tha t chr yso tile a t concentr ations o f 2. 5～ 10μg /ml with 24h action time, o r at concentra tions of

20～ 80μg /ml w ith 6h action time could promo te the prolife ration of HEL cells, but the chr yso tile pr e-

tr ea ted by these ch emica ls mentioned above only induced less cell pr olifera tion. The results indica ted

that the ca rcinogenicity of chry sotile might be r educed by soaking with these compounds.
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　　许多研究表明 , 石棉是一种完全致癌物 ,

即石棉不仅有诱癌作用 , 而且具有促癌作用 ,

但目前对石棉的促癌机理尚不清楚。有研究报

道 , 石棉在低剂量的情况下 , 可通过激活细胞

中的蛋白激酶 C ( PKC)活性或持续诱导 c-fos

和 c-jun癌基因的表达等 ,而促进细胞增殖 ,这

可能是石棉促癌的机理之一〔1〕。本研究用不同

浓度柠檬酸铝、混合稀土或亚硒酸钠溶液浸泡

温石棉 1小时后 , 再将其与人胚肺 ( HEL) 细

胞共同孵育 , 通过 [3 H] Td R掺入法 , 测定了
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其对人胚肺细胞增殖的影响 ,现将结果报告如

下。

1　材料与方法

1. 1　实验用细胞株

HEL细胞由军事医学科学院提供。 用

0. 125%胰蛋白酶+ 0. 01% ED TA消化传代 ,

用含 10%小牛血清和双抗的 M EM培养液于

37°C, 5% CO2的条件下培养 , 3天传代一次。

1. 2　石棉样品的制备

选用青海茫崖产温石棉 ,用冰冻切片机切

割成 5～ 20μm (> 10μm者占 50% )的石棉纤

维 ,置 60°C烤箱中烘干备用。临用前将石棉加

入磷酸盐缓冲液 ( PBS) 或双蒸水中 , 超声 10
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分钟 , 并用混悬器振荡 2分钟 , 配成一定浓度

均匀的混悬液。

1. 3　石棉纤维的预处理

将一定量的温石棉悬液与不同浓度的混

合稀土、 柠檬酸铝 (含 Al
3+

9. 3% ) 或亚硒酸

钠溶液相混后 , 分别在室温下作用 1小时 ,

2 000r /min离心 10分钟 ,弃去上清液后 ,再用

PBS将下部沉淀配成一定浓度均匀的混悬液。

1. 4　 [3 H] TdR掺入试验

将 HEL细胞接种于 24孔板 ( 5× 104个

细胞 /孔 ) , 待细胞生长至对数生长期时 , 加入

不同浓度的温石棉悬液或经浸泡过的温石棉

悬液 ,培养 3小时后 ,再加入终浓度为 1μci /ml

的 [3
H ] TdR, 继续培养 3小时 , 然后用胰酶

消化 ,将细胞收集到玻璃纤维滤膜上 , 80°C烘

干 , 置于内含 5ml闪烁液的液闪瓶中 , 用液闪

仪测定 cpm值。

1. 5　数据处理

采用 Primer软件中的 t检验程序对数据

进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　不同剂量和作用时间温石棉对人胚肺细

胞增殖的影响

表 1　温石棉对人胚肺细胞增殖的影响 ( x± s, n= 3)

石棉

μg /m l

cpm值

3h　　 6h　　 24h　　

0 1 043± 195 1 061± 134 1 161± 75

2. 5 N T△ 1 127± 115 1 793± 126* *

5 N T 1 404± 152* 1 905± 119* *

10 N T 1 468± 250 1 653± 75* *

20 1 840± 225* 1 701± 140* * 1 247± 100

40 1 610± 293* 1 614± 255* 　 937± 239

80 1 531± 90* 1 246± 211 　 910± 25* *

　　△未检测 ; * 与对照组相比 P < 0. 05; * * 与对照组相比 P < 0. 01

　　由表 1可见 ,较低剂量的石棉 ,在染毒 24

小时内均促进 [3 H ] TdR的掺入 , 但较高剂量

的石棉对 DN A的作用呈双向效应 , 即在染毒

时间较短时呈促进作用 ,而随着染毒时间的延

长 , 则呈现抑制效应。表明较高剂量的石棉短

时间染毒和低剂量的石棉均可促进细胞增殖 ,

而较高剂量的石棉长时间染毒其本身即可抑

制细胞增殖。

2. 2　三种化合物对温石棉促人胚肺细胞增殖

作用的影响

　　表 2　柠檬酸铝对石棉促人胚肺细胞增殖作用

的影响 (x± s, n= 3)

石棉 (μg /ml)柠檬酸铝 (μg /ml ) cpm值　 抑制率 (% )

80 0 1 531± 90 —

80 20 1 445± 120 17. 6

80 40 1 288± 261 49. 8

80 80 975± 178* * 113. 9

　　* * 与未处理石棉组相比 P < 0. 01

　　表 3　混合稀土对石棉促人胚肺细胞增殖作用

的影响 (x± s, n= 3)

石棉 (μg /ml)混合稀土 (μg /ml ) cpm值　 抑制率 (% )

80 0 1 531± 90 —

80 20 1 255± 271 56. 56

80 40 1 216± 81* 64. 55

80 80 880 ± 99* * 133. 40

　　* 与未处理石棉组相比 P < 0. 05; * * 与未处理石棉组相

比 P < 0. 01

　　表 4　亚硒酸钠对石棉促人胚肺细胞增殖作用

的影响 (x± s, n= 3)

石棉 (μg /ml)亚硒酸钠 (μg /ml ) cpm值　 抑制率 (% )

80 0 1 531± 90 —

80 20 1 150± 239 78. 1

80 40 1 082± 187* 92. 0

80 80 1 065± 131* * 95. 5

　　* 与未处理石棉组相比 P < 0. 05; * * 与未处理石棉组相

比 P < 0. 01

　　由表 2— 4可见 , 经三种化合物预处理石

棉组的 cpm值均低于未经处理石棉组的 cpm
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值 , 并且表现出不同程度的剂量依赖性。其中

用等量柠檬酸铝或混合稀土溶液浸泡的石棉

组的 cpm值 , 甚至还低于正常对照组的数值。

表明 , 用三种化合物溶液浸泡石棉 , 均可不同

程度地抑制石棉的促细胞增殖作用。但在三种

化合物与石棉量的比值为 1 /2或 1 /4时 ,亚硒

酸钠的抑制率似乎比其他二者效果更好。

3　讨论

众所周知 ,细胞增殖在癌症发生发展的许

多阶段均起重要作用 ,特别是各种遗传毒性物

质在体内或体外诱导肿瘤的发生均需一个完

整的细胞增殖周期以启动此程序 , 这是因为 ,

由基因改变而产生的突变至少需要一个完整

的细胞增殖周期才能固定下来〔 2〕。而且 , 细胞

增殖速度的加快 , 也可增加基因突变的机

会
〔 3, 4〕
。

Coin等
〔5〕使小鼠吸入染毒温石棉后 ,通过

测定 [3
H ] TdR的掺入量 ,发现胸膜间皮细胞

明显增生。 给小鼠气管注入长的青石棉纤维

后 ,胸膜间皮细胞及胸膜下细胞也出现明显的

增生反应〔6〕。 Quinlan等
〔 7〕用两种不同浓度

( 0. 18和 8. 2mg /m3 ) 的温石棉对大鼠进行吸

入染毒 , 结果于染毒第 5天 , 高剂量石棉组大

鼠的支气管上皮细胞、 肺间质细胞、胸膜间皮

细胞的 5-溴 -2, -脱氧尿嘧啶的掺入量均明显

高于对照组。本研究结果发现 , 将人胚肺细胞

与温石棉共同孵育后 , 其 [
3
H ] TdR掺入量显

著增加 ,证实了温石棉在体外染毒也有促细胞

增殖作用。这可能是石棉促癌的机理之一。

与未处理石棉组相比 ,经三种化合物处理

的石棉组 , 其 [
3
H] Td R掺入量明显降低 , 且

表现出不同的剂量依赖性 ,表明用三种化合物

预处理石棉 , 均可抑制石棉的促细胞增殖作

用。其中加入量为石棉比值的 1 /2或 1 /4的亚

硒酸钠 ,比其他两种化合物同一比值的抑制率

更高些 ,这可能与以往报道硒可抑制石棉引起

动物肺癌或间皮瘤发生的情况有相似趋势。

Marsh等
〔8〕
报道 ,石棉可诱导大鼠气管上

皮细胞中鸟氨酸脱羧酶 ( ODC) m RN A转录活

性增加和酶活性增强 ,但若在培养介质中同时

加入过氧化羟酶则可抑制石棉对 ODC酶活性

的诱导。 Timblin〔9〕将石棉和 H2O2分别加入到

仓鼠气管上皮细胞培养液中 ,发现二者均可诱

导其 c-jun癌基因的转录。 上述结果表明 ,

H2O2在石棉的促细胞增殖中起着一定的作

用。本研究发现 ,用三种化合物预处理石棉后 ,

其诱导人胚肺细胞产生的 H2 O2明显减少 (另

文发表 ) , 这可能是三种化合物抑制其促细胞

增殖的机理之一。

综上所述 , 用三种化合物溶液浸泡石棉 ,

均可不同程度地抑制石棉的促细胞增殖作用 ,

从而有可能减轻温石棉的致癌危害性。
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