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烹调油烟中细颗粒物 PM2.5对 A-549细胞存活率和 IL-10水平的影响
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　　摘要:探讨烹调油烟中大气细颗粒物 PM2.5 (FPCOF)对人肺癌上皮细胞 (A-549细胞)抗炎因子 IL-10分泌的

影响。分别用不同浓度的 FPCOF对细胞进行染毒 , 于 12 h、 24 h和 36 h后用 MTT法测细胞存活率;用酶联免疫吸附

法测染毒 24h和 36 h的细胞上清中 IL-10的浓度。结果:(1)FPCOF作用于 A-549细胞 24 h和 36h后 , 细胞存活率

随染毒浓度升高而降低 , 100 μg/mlPM2.5 +10 mmol/LNAC组存活率高于 100 μg/mlPM2.5染毒组。 (2)FPCOF对 A-

549细胞作用 24 h后 , 对抗炎因子 IL-10的影响不明显;作用 36 h后均可见 IL-10水平增高 , 100 μg/mlPM
2.5
+10

mmol/LNAC组 IL-10浓度低于 100μg/mlPM2.5染毒组。提示 FPCOF促进 A-549细胞中抗炎因子IL-10分泌 , 其表达要

迟于FPCOF对细胞增殖的抑制作用 , 抗氧化剂 NAC对 A-549细胞有一定的保护作用。
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EffectsofPM2.5 incookingoilfumeoncellsurvivalandIL-10 levelsinA-549 cells
FENGZhe-wei＊ , LIANGChun-mei, CAOJi-yu, GUODong-mei, WANGYong, WANGJi-kai

(＊:SchoolofPublicHealth, AnhuiMedicalUniversity, Hefei230032, China)

Abstract:ObjectiveToexplorefineparticleincookingoilfume(FPCOF, PM2.5)onthelevelofanti-inflammatoryfactor

IL-10 inhumanlungadenocarcinomaepithelialcell(A-549 cells).MethodsA-549 cellswereexposedtodifferentconcentra-

tionsofFPCOF, for12h, 24hand36h, respectively, thendetectingthecellsurvivalratewithMTTassayandIL-10levelin

mediasupernatantbyenzymelinkedimmunosorbentassay.Results(1)ThesurvivalrateofA-549 cellswasreducedtime-and

dose-dependently, butthedifferenceat12 hamongdifferentdoseswasnotsignificant, meanwhiletheratein100 μg/mlPM2.5

+10 mmol/LNACgroupwassignificantlyhigherthanthatin100μg/mlPM2.5groupafter24 hor36 hexposure.(2)There

wasnoobviouseffectonIL-10 after24hexposuretoFPCOF, theriseofIL-10levelwasonlyseeninalltheexposedgroupsafter

36 hexposuretoFPCOF;additionally, IL-10levelin100 μg/mlPM2.5 +10 mmol/LNACgroupwassignificantlylowerthan

thatin100 μg/mlPM2.5 group.ConclusionFPCOFmightpromotethesecretionofanti-inflammatoryfactorIL-10 inA-549

cells, butitsexpressionwaslaterthantheinhibitionofcellproliferationcausedbyFPCOF;andtheantioxidantNACmightpro-

tectA-549 cellsfromtheadverseeffectsinducedbyFPCOF.
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　　近年来已有流行病学研究发现 , 大气中细颗粒物 PM2.5污

染与人群呼吸和心血管等系统疾病的死亡率和患病率增加呈

现出显著相关性 [ 1 , 2] 。由于 PM2.5粒径小 , 可以到达终末支气

管甚至肺泡 , 其表面吸附的大量有毒有害物质可以通过气血

屏障进入血液循环 , 引起机体呼吸 、 心血管 、 免疫等系统的

损害。另外 PM2.5有机成分中的多环芳烃类有机物具有潜在的

致突变性 , 可能与肿瘤发生有关。不同来源的 PM2.5成分不

同 , 确切的作用机制尚不完全清楚。已有研究发现大气细颗

粒物能促进 A-549细胞炎性因子的分泌 [ 3, 4] 。 IL-10是一个重

要的抗炎因子 , 几乎抑制所有的促炎性细胞因子的合成与释

放 , 具有重要的抗炎作用。

本课题组在前期工作中已对本次染毒物质 FPCOF中的有

害成分进行测定 [ 5] , 本研究主要测定 FPCOF以及加入抗氧化

剂 NAC的 FPCOF对 A-549细胞存活率和 IL-10水平的影响。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器

DMEM培养基 (美国 Gibco公司), 新生牛血清 (杭州四

季青公司), Trizol试剂 (美国 Invitrogen公司), ELISA试剂

盒 (上海森雄生物制品公司)。

恒温 CO2培养箱 (美国 SHELLAB公司), PM2.5细颗粒物

采样器 (山东淄博耐普电子仪器有限公司), CKX41型生物倒

置显微镜 , 日本奥林巴斯 (OLYMPUS)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)。

1.2　样品的采集和制备

FPCOF的采集和制备参照文献 [ 5] , 用电炉加热 200 ml

花生油 , 油温控制在 200 ～ 220℃, 采样点设在电炉周围 1 m
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范围内 , 采样高度为 1.5 m, 流速 10 ～ 12 L/min。将采集完的

滤膜剪碎后置于适量丙酮中 , 超声波抽提 , 过滤 、 烘干 、 称

重后加 DMSO溶解 , 将浓度均调整为 200 mg/ml, 置 -80℃

保存。

1.3　细胞培养及染毒

人肺腺癌上皮细胞 (A-549)由安徽医科大学微生物学教

研室惠赠。用 0.25%胰酶消化对数生长期细胞 , 用含 10%胎

牛血清的 DMEM培养液将细胞密度调为 4×105个 /ml、 5×104

个 /ml分别接种于 24孔培养板 (每孔 1 ml)、 96孔培养板

(每孔 200 μl), 培养 24 h后用 PBS冲洗 2次 , 加等量颗粒物

悬液 , 使染毒终浓度分别为 0、 25、 50、 100 μg/ml、 100 μg/

mlPM2.5 +10 mmol/LNAC。

1.4　MTT法测定 A-549细胞的存活率

根据 MTT法检测 FPCOF染毒液对 A-549细胞的毒性作

用。设染毒液对照孔 , 分别检测染毒 12h、 24 h、 36 h后各剂

量组 A-549细胞的存活率 , 染毒结束前 3 h, 弃培养液上清 ,

每孔加入含 5 g/LMTT的 DMEM培养液 20 μl, 置 CO2培养箱

中继续培养 3 h后 , 弃上清 , PBS洗 3次 , 每孔加 DMSO200

μl, 振荡 5min, 待结晶完全溶解后 , 置酶标仪上测定 570 nm

波长处的吸光度值 (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 -对照孔 A均值)

×100%。每组设 6个复孔。

1.5　IL-10的检测

采用双抗体夹心 ABC-ELISA法检测 24孔板中 A-549细胞

培养上清液中的 IL-10, 具体操作按试剂盒要求进行 , 酶标仪

比色测定 IL-10的含量。

1.6　统计学处理

数据以均数 ±标准差 (x±s)表示 , 多组间比较采用单

因素方差分析 , 采用 SPSS13.0软件包。

2　结果

2.1　FPCOF对 A-549细胞存活率的影响

未染毒组各时间点吸光度值差别无统计学意义 (P>

0.05), 将其细胞存活率定为 100%, 计算出各时间点不同剂

量组细胞存活率。如图 1所示 , 12 h染毒组与对照组相比 ,

染毒组细胞存活率的变化不明显 (P>0.05)。在 24 h和 36 h

染毒中 , 随着染毒时间的延长 , FPCOF抑制 A-549细胞增殖 ,

且随着染毒剂量的增加 , 细胞存活率呈下降趋势 (P<0.05),

NAC组与非 NAC组比较细胞存活率明显升高 (P<0.05);在

同一染毒剂量 , 染毒 36 h细胞存活率比染毒 24 h低 (P<

0.05);24 h、 36 h的 100 μg/mlFPCOF染毒组中 , NAC组与

非 NAC组间比较细胞存活率明显升高 (P<0.05)。

2.2　FPCOF对 A-549细胞 IL-10表达的影响

表 1可见 , 24 h和 36 h对照组培养上清液中有少量 IL-10

的表达 , 两个时点 IL-10表达差异无统计学意义 (P>0.05);

不同浓度 FPCOF作用于 A-549细胞 24h后与对照组比较 IL-10

表达无明显变化 (P>0.05);不同浓度 FPCOF作用于 A-549

细胞 36 h后与对照组比较 IL-10表达升高 , 差异有统计学意义

(P<0.05), 且随着染毒剂量的增加 , IL-10表达呈上升趋势

图 1　FPCOF对 A-549细胞存活率的影响 (n=15)

(P<0.05);在 36 h时间点 100 μg/mlFPCOF染毒组中 NAC

组与非 NAC组比较 IL-10表达下降 , 差异有统计学意义 (P<

0.05);同一染毒浓度对 A-549细胞作用 36 h与 24 h比较 IL-

10的表达明显升高 , 差异有统计学意义 (P<0.05)。

表 1　FPCOF对 A-549细胞作用 24h和 36 h

后 IL-10的表达 (x±s) ng/L

FPCOF浓度 n 24h 36h

0μg/ml 15 45.287±3.761 46.849±7.943

25μg/ml 15 47.582±3.637 98.497±48.856abc

50μg/ml 15 51.562±7.328 270.654±70.675abc

100μg/ml 15 52.436±5.092 378.305±74.979abc

100μg/ml+NAC 15 55.038±4.674 158.987±30.479abcd

注:同一染毒时点 , 与对照组比较 , aP<0.05;同一染毒时点 ,

与相邻前一染毒剂量组比较 , bP<0.05;同一染毒浓度 , 与 24 h实

验组比较 , cP<0.05;同一染毒时点 , 与 100 μg/mlPM2.5非 NAC组

比较 , dP<0.05。

3　讨论

本研究显示 FPCOF能够抑制 A-549细胞增殖 , 且呈现剂

量-时间效应关系。在染毒浓度为 100 μg/ml时 A-549细胞存

活率为 58.58%, 与曹强 [ 6]等室外 PM2.5混悬液浓度为 100 μg/

ml时细胞存活率为 81%不同 , 可能是因 FPCOF与室外 PM2.5

吸附的有害物质成分不同导致。在染毒 24 h、 36 h后的 100

μg/mlFPCOF组中 , NAC组较非 NAC组 A-549细胞存活率升

高。 DungCH等 [ 7]研究发现烹调油烟通过氧化应激途径损伤

A-549细胞 , 由此说明抗氧化剂 NAC通过减少 FPCOF对细胞

的氧化损伤来保护 A-549细胞。

有研究结果显示 [ 3] , PM2.5作用 24 h即可刺激 A-549细胞

合成释放 IL-6、 IL-8促炎因子。炎症反应时 , 体内存在抗炎因

子与促炎因子之间的平衡作用 , 初期以促炎因子表达为主 ,

如 IL-6、 IL-8等;随着炎症进展 , 抗炎因子表达逐步升高 , 抑

制机体过激的炎症反应 , 抗炎因子达到峰值的时间要迟于促

炎因子 [ 3] 。本研究中 24 h未观察到 IL-10表达明显变化 , 可

能此时细胞内尚处于炎症反应初期 , 抗炎因子的抗炎作用尚

未启动 , 而 36 h时观察到 IL-10表达增加 , 说明抗炎因子

IL-10参与 A-549细胞的炎症反应 , 且表达时间较促炎因子迟

缓。在 100 μg/mlFPCOF组中 NAC组较非 NAC组 IL-10表达

降低 , 说明 NAC可以在一定程度上减轻炎症反应程度 , 是一

种有效的保护剂 , 具体机制有待进一步研究。
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AcSDKP经由 PDGF介导的细胞外信号调节激酶 1/2的
调节通路在大鼠矽肺纤维化形成中的作用
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　　摘要:探讨抗纤维化短肽 N-乙酰基-丝氨酰-天门冬酰-赖氨酰-脯氨酸 (AcSDKP)经由血小板源性生长因子 (PDGF)介导的

细胞外信号调节激酶 1/2 (ERK1/2)的调节通路在矽肺纤维化形成中的作用。采用一次性支气管内灌注二氧化硅 (SiO2)粉尘

制作矽肺大鼠模型 , 将其分为对照组 (4周组和 8周组)、 矽肺模型组 (4周和 8周组)、 AcSDKP治疗组 (抗纤维化治疗组和预

防治疗组)。采用贴块法进行肺成纤维细胞的原代和传代培养。 HE染色观察肺组织形态学变化 , Westernblot法检测肺组织 、 肺

成纤维组织Ⅰ型 、 Ⅲ型胶原蛋白和 ERK1/2及磷酸化 -ERK1/2蛋白的表达以及肺组织 PDGF及其受体蛋白的表达。 与对照比较 ,

矽肺大鼠肺内 PDGF及其受体蛋白 、 Ⅰ型和 Ⅲ型胶原蛋白以及磷酸化-ERK1/2蛋白表达均增强 , 而 AcSDKP治疗组则见上述蛋白

表达减弱;在培养的肺成纤维细胞 , PDGF能够刺激其Ⅰ型 、 Ⅲ型胶原蛋白表达增加 , 同时上调磷酸化-ERK1/2蛋白的表达 , 而

AcSDKP则显示出与 PD98059 (细胞外信号调节激酶通路特异性抑制剂)相同的作用 , 即能够抑制 PDGF刺激成纤维细胞 Ⅰ型 、

Ⅲ型胶原蛋白表达和上调磷酸化-ERK1/2蛋白表达。提示 AcSDKP可能通过阻断 PDGF介导的 ERK1/2信号转导通路抑制矽肺纤

维化的形成与发展。
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号调节激酶 1/2 (ERK1/2);矽肺
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AntagonisticeffectofAcSDKPonpulmonaryfibrosisofsilicosis

throughregulatingPDGF-ERK1/2 pathwayinrats
LUOLing＊ , YANGYi, XVHong, LIQian, ZHANGLi-juan, WEIZhong-qiu, YANGFang

(＊:NorthChinaCoalMedicalUniversity, Tangshan063000, China)

Abstract:ObjectiveToinvestigatetheeffectofananti-fibrotictetrapeptideAcSDKPonpulmonaryfibrosisofsilicosisbyregulating

ERK1/2 activitythroughPDGF.MethodsRatsadministratedwithsilicadustintratracheally, weredividedinto4 weekand8 weekcontrol

groups, 4 weekand8weeksilicosisgroupsandAcSDKPpretreatedandtreatedgroups.Culturingpulmonaryfibroblastsoftheratsfromall

theexperimentalgroups, observingpulmonarymorphologicalchangeundermicroscopebyhematoxylin-eosinstaining, detectingtheexpres-

sionsoftypeⅠ andtypeⅢ collagenproteins, ofphospho-ERK1/2 andERK1/2 proteins, ofPDGFanditsreceptorproteinsinlungor

culturedfibroblastsbyWesternblot.ResultsComparedwithcontrolgrouptheproteinexpressionsofPDGFanditsreceptor, typeⅠ and

typeⅢ collagenandphospho-ERK1/2 wereallincreasedinsilicosisgroups, andtheexpressionoftheproteinsmentionedaboveshowedre-

ducedinAcSDKPtreatedgroups.Meanwhileinculturedratpulmonaryfibroblasts, PDGFshowedsomestimulatingeffectontheprotein-ex-

pressionsoftypeⅠ andtypeⅢ collagenandup-regulatedtheexpressionofphospho-ERK1/2, whileAcSDKPshowedthesameeffectas

PD98059, thespecificinhibitorofextracellularsignal-regulatedpathway, thatinhibitedtheexpressionsoftypeⅠ andtypeⅢ collagen
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