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大气细颗粒物对人支气管上皮细胞的活性抑制和炎性作用

洪志聪1，骆献阳1，蔡成福1，徐剑2，庄国顺2

(1. 厦门大学附属第一医院耳鼻咽喉头颈外科，福建 厦门 361003；2. 复旦大学环境科学与工程系，上海 200433)

[摘要] 目的：研究大气细颗粒物(fine particulate matter，PM2.5)对人支气管上皮细胞活性的影响及其炎性作用。 

方法：用PM2.5采样器采集上海地区大气PM2.5样本，扫描电镜观察PM2.5形态特征。将人支气管上皮细胞BEAS-2B暴露

于不同浓度(0，50，100，200，400，800 μg/mL)的PM2.5 12，24，48 h，细胞活力检测试剂盒(cell counting kit-8，

CCK-8)法检测PM2.5暴露对细胞活性的影响。实时定量PCR(quantitative real-time PCR，qRT-PCR)检测细胞粒细胞-巨噬

细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage colony stimulating factor，GM-CSF)和TNF-α mRNA的表达，Western印迹检测

GM-CSF和TNF-α蛋白的表达。结果：扫描电镜观察发现，PM2.5形态多样，大小不一，直径大多等于或小于2.5 μm。

与同时间点未暴露组比较，各暴露组(50~800 μg/mL)细胞活性呈不同程度的下降，差异具有统计学意义(P<0.05)。与

未暴露组比较，暴露于100，400或800 μg/mL PM2.5 24 h后，GM-CSF和TNF-α mRNA和蛋白表达水平明显升高(P<0.05)，

且PM2.5暴露浓度越高，GM-CSF和TNF-α的mRNA和蛋白升高水平越显著。结论：大气PM2.5可引起人支气管上皮细胞

的炎症反应，降低细胞活性，这可能与PM2.5促发和加重支气管肺部炎性疾病有关。
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Airborne fine particle decreases the cell viability and 
induces inflammation in human bronchial epithelial cells
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ABSTRACT	 Objective: To investigate the effects of airborne fine particle on cell viability and inflammation in 
human bronchial epithelial cells.

	 Methods: Atmospheric PM2.5 samples were collected by PM2.5 sampler. PM2.5 morphology was 
observed by scanning electron microscope (SEM). Human bronchial epithelial cells (BEAS-
2B) were treated with PM2.5 at different concentrations (0, 50, 100, 200, 400, 800 μg/mL) for 12, 
24 or 48 hours, and the cell activity were evaluated by cell counting kit-8 (CCK-8). The mRNA 
expression levels of (granulocyte-macrophage colony stimulating factor，GM-CSF) and TNF-α 
were detected by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Western blot was used to detect the 
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protein expressions of GM-CSF and TNF-α.
	 Results: According to SEM, the shape of PM2.5 varied, and the diameter was different and mostly 

equal to or less than 2.5 μm. CCK-8 assay showed that different concentrations of PM2.5 exposure 
for 12 hours, 24 hours and 48 hours resulted in loss of cell viability of BEAS-2B cells (P<0.05). 
Different concentrations of PM2.5 increased the mRNA and protein expression of GM-CSF and 
TNF-α, and the higher concentration of PM2.5 induced higher expression, which have statistical 
significant difference between the groups (P<0.05).

	 Conclusion: Atmospheric PM2.5 can cause inflammatory response in human bronchial epithelial 
cells. They can reduce cell viability, which may be related to the PM2.5 trigger and aggravation of 
bronchopulmonary inflammatory diseases.

KEY WORDS	 airborne fine particle; human bronchial epithelial cells; inflammation; cell viability

大气颗粒物是空气中重要污染物之一，其中，

细颗粒物(fine particulate matter)，简称PM2.5，是指空

气动力学直径小于或等于2.5 μm的颗粒物。目前在很

多发展中国家，大气颗粒物暴露与人体健康的关系

越来越受到社会公众的关注，国际卫生组织(World 
Health Organization，WHO)制定PM2.5质量浓度标准，

将年平均值限定为10 μg/m3，而日平均值为25 μg/m3。 
目前，美国、日本以及欧盟等一些发达国家，都已

陆续将PM2.5纳入国家标准污染物控制范围进行强制

性限制，中国2012年也将PM2.5作为重要的监控指标

写入国家空气质量控制标准中，并于2016年开始实施

该新标准。

人体吸入PM2.5后可引发一系列损害作用，包括

炎症损害和氧化应激损害，甚至致癌和致畸[1]。流行

病学研究发现，高浓度PM2.5暴露可增加心血管疾病[2]

和呼吸系统疾病[3]的风险。PM2.5入肺可增加肺部炎

性疾病的发病率，例如支气管哮喘和慢性阻塞性肺

气肿等[4-5]。哮喘的发病率与大气PM2.5的浓度密切相

关，居住于交通繁忙区居民的哮喘发病率更高[6]。大

气PM2.5浓度的升高与哮喘症状的加重及开始使用类

固醇激素治疗有显著关联，哮喘患病率增加和症状

的加重与大气中PM2.5有关[7]。可见，PM2.5暴露可促发

和加重支气管肺部的炎性疾病，但具体的作用机制

尚未明确。

气道上皮在启动和加剧炎性反应中起重要作

用，主要通过合成和释放各种细胞介质，引起炎性

细胞的分化、趋化及活化。从暴露有害因素研究支

气管肺部炎性疾病发病的分子机制，将能从新的角

度揭示支气管肺部炎性疾病发病率增高的原因，对

于制定对环境有害因素的防护策略，降低支气管肺

部炎性疾病发病率具有十分重要的意义。假设PM2.5

接触支气管上皮细胞后，通过诱导细胞产生炎性反

应，抑制支气管上皮细胞的活性，这可能是PM2.5影

响支气管肺部炎性疾病的重要病理机制之一。本研

究采用大气采集的PM2.5，将支气管上皮细胞暴露于

不同浓度的PM2.5混悬液，检测细胞活性及粒细胞-巨
噬细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor，GM-CSF)和肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor α，TNF-α)的表达变化，研究PM2.5对支

气管上皮细胞的细胞活性和炎性反应的影响，这可

能与PM2.5促发和加重支气管肺部炎性疾病有关。

1  材料与方法

1.1  材料
1.1.1  细胞株

人支气管上皮细胞BEAS-2B购于美国模式培养物

保藏所(American Type Culture Collection)
1.1.2  主要仪器

TSP / PM 1 0 / PM 2 . 5 - 2型大气颗粒物采样器购

自北京迪克机电有限公司；电子天平购自德国赛

多利斯公司；恒温恒湿箱购自德国Binder公司；扫

描电镜购自日本日立公司；细胞培养箱购自美国

Thermo公司。

1.1.3  主要试剂

W hatman 41纤维素滤膜购自英国W hatman公

司；10%胎牛血清购自美国Hyclone公司；100 μg/mL
链霉素和100 U/mL青霉素购自美国Gibco公司；台

盼蓝购自博士德生物工程有限公司；细胞活力检

测试剂盒(cell counting kit-8，CCK-8)购自和元生物

技术(上海)股份有限公司；总RNA提取及反转录试

剂盒购自美国的Invitrogen公司；ECL试剂购自美国
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GE公司；6孔板、24孔板或96孔板购自美国Corning 
Costar公司。

1.2  方法
1.2.1  大气PM2.5采集与制备

用Whatman 41纤维素滤膜和TSP/PM10/PM2.5-2型大

气颗粒物采样器采集大气PM2.5，流量为77.59 L/min。 
采样点位于中国上海市复旦大学(31.3 °N，121.5 °E)，

距离地面约20 m，该地区属于居民、交通和工业混合

区[8]，滤膜在采样前后均置于恒温恒湿箱中，在温度

(20±0.1) ℃、相对湿度40%±2%条件下至少平衡48 h后

用电子天平(德国Sartorius BT25S ，精密度为10 μg)进

行称量。

采用Imrich等[9]报道的方法将PM2.5样品从大气采

集纤维素滤膜上洗脱下来。先用无菌手术剪将采集

有PM2.5的纤维素滤膜剪碎，置于洁净烧杯中，加入

三蒸水，用保鲜膜封口后超声振荡45 min。收集洗脱

液，过滤。溶液置于空白滤膜上，风干。滤膜在放

置PM2.5前后均在温度(20±0.1) ℃、相对湿度40%±2%
条件下至少平衡48 h后用电子天平进行称量，根据

前后质量差计算PM2.5样品浓度。PM2.5样品在使用前

于–20 ℃保存。样品的采集和分析过程都进行严格的

质量控制，以避免样品的污染及人为误差。

1.2.2  PM2.5物理特征观察

取大气PM2.5样品膜，加入三蒸水20 mL进行超声

洗提，采用扫描电镜观察颗粒物粒径大小和形态等

物理特征。

1.2.3  细胞培养与PM2.5暴露

人支气管上皮细胞BEAS-2B购于美国模式培养物

保藏所(ATCC)，培养于含10%胎牛血清、100 μg/mL
链霉素和100 U/mL青霉素的RPMI 1640培养液中，于

37 ℃和5%CO2的恒温培养箱中培养。当在显微镜下

观察到细胞生长融合达80%~90%，台盼蓝染色判断细

胞活性≥90%时，0.25%胰蛋白酶消化后，根据后期

实验选择6孔板、24孔板或96孔板进行接种。PM2.5染

毒时调整培养基的PM2.5终浓度进行PM2.5暴露。

1.2.4  CCK-8细胞活性分析

采用CCK-8细胞活性检测试剂盒检测PM 2.5对

BEAS-2B细胞活性的影响。BEAS-2B细胞接种于96孔

板(2×103 个/孔)，与50，100，200，400或800 μg/mL
的PM2.5共孵育12，24，48 h后，加入10 μL的CCK8溶

液，于37 ℃孵育2 h后，用酶标仪检测490 nm波长处

的吸光度值。

1.2.5  qRT-PCR
将BEAS-2B细胞分别用0，100，400和800 μg/mL 

PM2.5暴露处理24 h后，按照总RNA提取及反转录试剂

盒操作说明提取细胞中总RNA，并合成cDNA。SYBR 
Green法检测GM-CSF和TNF-α的mRNA表达水平[10]。

PCR运行程序如下：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，循环40
次；60℃  30 s；72 ℃ 30 s，以β-actin为内参基因。所

有的引物由上海诺百生物设计(表1)。相对表达量计

算方法参考文献[11]。

表 1   qRT-PCR 检测引物序列
Table 1   Primer sequences used for qRT-PCR

基因 引物

β-actin Forward: 5'-GTACGCCAACACAGTGCTGTC-3'

Reverse: 5'-GCTCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3'

GM-CSF Forward: 5'-AATGTTTGACCTCCAGGAGCC-3'

Reverse: 5'-TCTGGGTTGCACAGGAAGTTT-3'

TNF-α Forward: 5'-TGGGATCATTGCCCTGTGAG-3'

Reverse: 5'-GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA-3'

1.2.6  Western印迹

BE A S -2B细胞接种于6孔板中，培养24 h贴壁

后，分别用0，100，400和800 μg/mL PM2.5暴露处理 
24 h，Western印迹检测细胞中GM-CSF，TNF-α和

β-actin蛋白含量[12]。最后ECL试剂孵育，压片曝光，

将胶片进行灰度扫描。

1.3  统计学处理
采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。数据以均

数±标准差(x±s)表示，行单因素方差分析(One way 
ANOVA)，P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结   果

2.1  PM2.5理化性质观察
扫描电镜下可见：大部分大气细颗粒物直径等

于或小于2.5 μm。由于颗粒物的来源不同，颗粒物不

同形态，单个散在或多个聚集，呈球形，盘状及网

状等(图1)。

2.2  PM2.5对BEAS-2B细胞活性的影响
CCK-8检测细胞活性，结果显示：与同时间点未

暴露组比较，各暴露组(50，100，200，400，800 μg/mL) 
细胞活性呈不同程度的下降，差异具有统计学意义

(P<0.05，图2)。
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2.3  PM2.5对BEAS-2B细胞炎性因子的影响
与未暴露组比较，暴露于100，400或800 μg/mL 

PM2.5 24 h后，GM-CSF和TNF-α mRNA和蛋白表达水平

明显升高，且PM2.5暴露浓度越高，GM-CSF和TNF-α

的mRNA和蛋白升高水平越显著(P<0.05；图3，4)。

图 2   PM2.5 对 BEAS-2B 细胞活性的影响 (n=5，x±s)

Figure 2   Effects of PM2.5 on the cell activity of BEAS-2B cells (n=5, 

x±s)
*P<0.05 vs the group of 0 μg/mL PM2.5

图 3   qRT-PCR 检测 GM-CSF(A) 和 TNF-α(B) 的 mRNA 相对表达量 (n=5，x±s)

Figure 3   Relative mRNA expression of GM-CSF (A) and TNF-α (B) by qRT-PCR (n=5, x±s)

*P<0.05
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图 1   扫描电镜观察大气 PM2.5 的形态特征
Figure 1   Morphological characteristics of PM2.5 under the scanning electron microscope

A: ×5 000; B: ×40 000
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3  讨   论

PM2.5对人体的危害一方面在于它吸入呼吸道后

对呼吸系统的毒性作用，另一方面它还是一种危害

性极强的载体，可以吸附大量的有毒物质，这些物

质通过毛细血管进入机体，引起呼吸、心脑血管和

免疫系统等的损害[13]。PM2.5的质量浓度、粒径大小

和化学组分影响其对人体健康的损害程度[14]。一般

来说，直径越小的PM2.5能够进入呼吸系统的位置越

深，对人类的危害越大，直径小的PM2.5可随呼吸进

入肺部，沉积于肺泡区而引起毒性作用[15]。本研究所

采用的大气细颗粒物的直径大多等于或小于2.5 μm，

扫描电镜可见不同形态的颗粒物，包括球形，盘状

及不规则形状等，有单个颗粒物或聚集成团。由于

来源的不同，PM 2.5颗粒物包含多种不同的有机组

分和无机组分，例如硫酸盐、硝酸盐、铵盐、有机

碳、元素碳、多环芳烃和过渡元素[16]。北京地区大

气PM2.5离子组分主要包括SO4
2–，NO3

–，NH4
+和Ca2+

等[17]，对上海地区2005年PM2.5组分进行分析获得类

似结果，水溶性离子组分占32%，其中SO4
2–>NO3

–> 
NH4

+>Cl–>Ca2+>K+，这6种主要离子组分占总离子组

分的88%[18]。我们对大气中PM2.5进行元素组分、离子

组分以及多环芳烃组分分析，在检测的18种元素中，

Na，K，Al，Zn，Cu和Fe的含量较高。PM2.5样品离子

含量分析结果显示Cl–，NO3
–，SO4

2–，PO4
3–，Na+，

NH4
+和K+含量较高。多环芳烃含量检测发现，苯并

(b)荧蒽、菲、荧蒽、芘和屈含量较高。本实验所用

PM2.5的化学组分构成已明确[19]。

炎性反应是PM 2.5引起机体损伤的重要机制之

一，PM2.5可诱导细胞产生和释放炎性因子和介质，

通过炎性反应损害机体[20]。研究[21]发现人脐静脉内

皮细胞暴露于PM2.5后，细胞ROS水平升高，ICAM-1
和VCAM-1的表达增加，提示PM2.5可能通过氧化应

激引起脐静脉内皮细胞的炎性反应，促使炎性细胞

向血管内皮细胞的趋化。支气管上皮细胞是支气管

黏膜最主要的结构细胞，组成的上皮屏障对预防病

原体入侵发挥重要的作用，同时支气管上皮细胞参

与支气管肺部炎症反应的启动和加重过程，与支气

管肺部炎性疾病的发生发展密切相关。支气管上皮

细胞是PM2.5的主要靶细胞之一，是支气管肺部防御

PM2.5的一线生理屏障，PM2.5吸入后是否会引起支气

管上皮细胞的炎性反应，目前尚不明确。GM-CSF是

一种细胞集落刺激因子，可刺激骨髓早期母细胞分

化成粒细胞、巨噬细胞及红系细胞等，并促使这些

细胞的成熟，增强其功能。巨噬细胞与体内凋亡细

胞以及异物的清除密切相关，而粒细胞与支气管肺

部炎症密切相关。TNF-α是一种作用广泛的可溶性

细胞因子，能增强血管内皮细胞表面黏附分子的表

达，从而促进炎性细胞趋化及其在支气管肺部的聚

集。GM-CSF和TNF-α在支气管肺部的高表达，促进

了炎性细胞的局部浸润。本研究发现不同浓度的大

气PM2.5暴露对支气管上皮细胞的细胞活性有不同程

度的影响。进一步研究还发现，PM2.5暴露引起GM-
CSF和TNF-α细胞因子的释放，从而解释了PM2.5引起

支气管肺部炎性疾病的可能作用机制。这些结果说

明大气PM2.5可引起支气管上皮细胞的炎性反应，抑

图 4   Western 印迹检测 GM-CSF(A) 和 TNF-α(B) 蛋白相对表达量 (n=5，x±s)

Figure 4   Relative  protein expression of GM-CSF (A) and TNF-α (B) by Western blot (n=5, x±s)

*P<0.05
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制细胞活性，可能是PM2.5促发和加重肺部炎性疾病

的病理生理学基础。支气管细胞的炎性反应可能是

PM2.5抑制细胞活性的重要机制之一，后续研究可通

过干预试验探索细胞炎性反应与PM2.5细胞活性抑制

之间的相关性。

综上，PM 2.5在支气管上皮细胞炎症过程中发

挥了诱发性毒性作用，引发了支气管肺部局部炎症

及相关疾病。本研究表明有效地控制大气污染，使

PM2.5降低至安全的低浓度水平及适当应用抗炎症药

物，对保护肺部支气管，减轻大气PM2.5对其的损害

具有重要意义。
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