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柴油机废气颗粒物诱导哺乳动物细胞 DNA 损伤实验研究
Experimental study on DNA damage caused by diesel exhaust particles in mammalian cells

周雪松，王军，韩丹，王声远，吴永会

ZHOU Xue-song，WANG Jun，HAN Dan，WANG Sheng-yuan，WU Yong-hui

( 哈尔滨医科大学公共卫生学院，黑龙江 哈尔滨 150081)

摘要: 以国产柴油机排气口废气采集物为受试物，用噻

唑蓝 ( MTT) 染色的方法检验受试物各浓度作用 12 h、24 h、
36 h 的细胞相对存活率; 单细胞凝胶电泳技术检测作用 2 h、
4 h、8 h 受试物致细胞的 DNA 损伤。随着染毒时间的延长和

染毒剂量的增加，细胞存活率下降; 柴油机废气颗粒物引起

细胞的拖尾率、尾矩和细胞尾部 DNA 含量增加。柴油机废气

颗粒物的各浓度组在不同时间诱导的细胞拖尾率和尾部 DNA
含量均高于阴性对照组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。提

示柴油机废气颗粒物可以降低细胞的相对存活率，并不同程

度地致 NIH /3T3 细胞的 DNA 损伤。
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近年来，柴油机废气颗粒物已经成为大气污染的重要来

源，柴油机废气颗粒物成分十分复杂，其中含有的有机成分

多环芳香烃和多环芳香烃的硝基化合物已被证实有很强的致

癌性和致突变性［1］。1989 年国际癌症研究协会把柴油机排出

颗粒物定为人类可能致癌物［2］，近年来研究发现，长时间接

触柴油机废气颗粒物还会对神经系统［3］和心脑血管系统［4］产

生不良影响。本文采用噻唑蓝 ( MTT) 比色法和彗星试验

( 单细胞凝胶电泳试验) ，以某工厂柴油机废气颗粒物为受试

物，检测其对哺乳动物细胞 ( NIH /3T3 细胞) 的毒性作用。
1 材料与方法

1. 1 受试物与靶细胞

受试物采自国内某工厂柴油机尾部废气颗粒物，经玻璃

纤维滤膜阻留采样，二氯甲烷索氏提取法提取。NIH /3T3 细

胞购自北京市肿瘤研究所。
1. 2 主要试剂和仪器

正常熔点的琼脂糖 ( NMPA) ; 低熔点琼脂糖 ( LMPA) ;

溴化 乙 锭 ( EB ) 20 μg /ml; MTT 1. 0 mg /ml。电 泳 仪 ( Bio-
RAD200 /2. 0，美 国 Bio-RAD 公 司) ，OLYMPUS 荧 光 显 微 镜

( NIKONE600，日本 OLYMPUS 公司) 。
1. 3 细胞相对成活率的 MTT 法检测

柴油机 废 气 颗 粒 物 浓 度 分 别 为 500. 00 μg /ml、250. 00
μg /ml、125. 00 μg /ml、62. 50 μg /ml，0μg /ml 组作为阴性对

照组。在 37℃、5%CO2 培养箱中分别培养 12、24、36 h。计

算细胞相对存活率。
1. 4 细胞 DNA 损伤的检测

将 NIH /3T3 细胞接种于培养瓶内，24 h 细胞贴壁后加入

受试 物，受 试 物 分 5 个 剂 量 组 ( 500. 00、250. 00、125. 00、
62. 50、0 μg /ml) ，将 0 μg /ml 作为阴性对照组，每组 3 瓶分

别培养 2、4、8 h，PBS 冲洗终止染毒。取未加受试物的 3 瓶

细胞用超净工作台上的紫外灯照射 3 min 做阳性对照。进行彗

星试验并使用 EB 染色，用软件对拖尾细胞进行分析，将数据

存入数据库。
1. 5 统计分析

应用 SPSS18. 0 统计软件对数据进行分析。细胞存活率和

彗星试验结果数据组间差异比较采用单因素方差分析; 不同

组细胞拖尾率采用 χ2 检验。
2 结果

2. 1 柴油机废气颗粒物对 NIH /3T3 细胞相对存活率的影响

受试物在不同浓度下，细胞的相对存活率下降，随作用
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时间增长，受试物浓度增加，细胞存活率下降也随之增加。
在浓度为 500 μg /ml 时，细胞存活率明显降低; 作用 36 h 时，

细胞的存活率仅为 22. 60%。
2. 2 柴油机废气颗粒物致 NIH /3T3 细胞 DNA 损伤的程度

各组细胞给予不同浓度受试物后，均有不同程度的拖尾;

随着作用时间的增加和作用浓度的增加，细胞拖尾率增高。
高浓度组细胞拖尾率随时间延长而增加，且实验组与对照组

比较，差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。柴油机废气颗粒物

致细胞损伤的尾矩均随着作用时间和作用浓度的增加而增大，

仅 2 h 时 125. 00 μg /ml 染毒组的尾矩小于 62. 50 μg /ml 染毒组

的尾矩，且实验组与对照组比较，差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。见表 1。
2. 3 受试物致 NIH /3T3 细胞 DNA 损伤的特征

柴油机废气颗粒物 500. 00 μg /ml 染毒组作用 2 h 细胞尾

长与阴性对照组比较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 除

62. 50 μg /ml 染毒组作用 4 h 外，其余细胞尾长与阴性对照组

比较，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

表 1 柴油机废气颗粒物不同浓度、不同作用时间 NIH /3T3 细胞的拖尾率和尾矩

组别
拖尾率 ( % ) 尾矩 ( n = 3，x ± s)

2 h 4 h 8 h 2 h 4 h 8 h

阴性对照组 4. 00 4. 00 3. 50 0. 45 ± 0. 05 0. 48 ± 0. 05 0. 40 ± 0. 04

染毒 62. 50 μg /ml 组 15. 50ab 30. 50ab 36. 50ab 1. 17 ± 0. 14b 1. 20 ± 0. 10b 1. 37 ± 0. 06ab

染毒 125. 00 μg /ml 组 22. 50ab 41. 50ab 43. 50ab 1. 14 ± 0. 14b 1. 24 ± 0. 09ab 1. 53 ± 0. 09ab

染毒 250. 00 μg /ml 组 31. 50ab 47. 00ab 49. 00ab 1. 27 ± 0. 16b 1. 40 ± 0. 09ab 1. 57 ± 0. 11ab

染毒 500. 00 μg /ml 组 42. 50ab 52. 00ab 66. 50ab 1. 52 ± 0. 16ab 1. 58 ± 0. 08ab 1. 82 ± 0. 12ab

阳性对照组 90. 00 92. 00 92. 00 2. 79 ± 0. 15 2. 79 ± 0. 17 2. 80 ± 0. 14

注: 与阴性对照组比较，a P ＜ 0. 05; 与阳性对照组比较 b P ＜ 0. 05。

表 2 柴油机废气颗粒物不同浓度、不同作用

时间 NIH /3T3 细胞尾长 ( n = 3，x ± s) μm

组别 2 h 4 h 8 h

阴性对照组 8. 14 ± 0. 99 8. 74 ± 0. 93 8. 36 ± 0. 88

染毒62. 50 μg/ml 组 9. 83 ± 0. 41b 10. 73 ± 0. 38b 12. 53 ± 0. 42ab

染毒125. 00 μg/ml 组 10. 37 ± 0. 53b 10. 92 ± 0. 46ab 12. 23 ± 0. 36ab

染毒250. 00 μg/ml 组 10. 13 ± 0. 49b 11. 25 ± 0. 45ab 11. 24 ± 0. 38ab

染毒500. 00 μg/ml 组 11. 52 ± 0. 61ab 11. 78 ± 0. 52ab 11. 77 ± 0. 40ab

阳性对照组 15. 44 ± 0. 42 14. 17 ± 0. 40 15. 92 ± 0. 50

注: 与阴性对照组比较，a P ＜0. 05; 与阳性对照组比较，b P ＜0. 05。

3 讨论

细胞拖尾率和尾矩表示细胞的损伤 程 度，用 细 胞 尾 部

DNA 含量和尾矩反映细胞损伤特征。柴油机废气颗粒物在不

同的浓度和不同的作用时间可以引起细胞 DNA 不同程度的损

伤，随着作用时间的延长和作用浓度的增加，细胞的拖尾率

和尾距有增多的趋势。细胞尾长也随着作用时间的增加而

增大。
长期接触柴油机废气颗粒物可引起氧化应激反应［5］，同

时还可以通过有丝分裂原活化蛋白激酶信号途径和转录因子

( 尤其是核因子和活化蛋白 1 ) 削弱细胞的抗氧化能力，其干

扰了 DNA 的正常代谢，特别是 DNA 修复酶的修复能力［6］。本

次研究结果表明，细胞尾部 DNA 含量随着受试物作用时间的

延长和作用浓度的增加而增多; 而尾长表现不明显，考虑其

可能随着时间的延长和作用浓度的增加，特别是 4 h 后，DNA

修复酶激活，将小片段修复，从而在彗星图像中显示大碎片

增多。本次研究只是将柴油机废气颗粒物作为整体，研究其

细胞毒性和 DNA 损伤，由于柴油机废气颗粒物组成成分复

杂，各组分之间是否有协同作用和毒性机制，还有待于进一

步的探讨。
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