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大气细颗粒物对人肺泡上皮细胞毒性的研究进展
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摘 要：在过去十年中，因全球严重的雾霾污染，学术界对大气细颗粒物（PM2. 5）的毒性及其致毒机制展开了

系统性研究。细胞实验具有操作简便、耗时短及重复性强等优点，已成为目前研究 PM2. 5毒性的主要方法。

其中，人肺泡上皮A549细胞由于相对稳定的生物学特性及持续增殖的能力，在PM2. 5毒性检测实验中得到广

泛应用。该文整理综述了PM2. 5对A549细胞的综合毒性及其不同组分的细胞毒性，梳理总结了染毒前PM2. 5的

分离及不同组分的提取方法，并对现有的细胞毒性测定方法进行了整理与比较，旨在为大气颗粒物及其他颗

粒物的细胞毒性研究提供参考，有助于深入探究颗粒物的毒理机制，并优化相关领域的检测技术。
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Research Progress on the Cytotoxicity of Atmospheric Fine 
Particulate Matters to Human Lung Epithelial Cells

XIE Jiao-jiao*，FU Yi-ran，CHEN Peng-yu，MA Ya-wen，YUAN Chun-gang
（Department of Environmental Science and Engineering，North China Electric Power University，

Baoding　071000，China）
Abstract：Over the past decade，the global prevalence of severe haze pollution has prompted the ac⁃
ademic community to engage in systematic investigations into the toxicity of atmospheric fine particu⁃
late matter（PM2. 5） and its underlying toxicological mechanisms.  In this context，cellular experiments 
have emerged as a predominant methodology for assessing PM2. 5 toxicity，owing to their operational 
simplicity，efficiency，and high reproducibility.  Notably，human lung epithelial A549 cells are fre⁃
quently employed in toxicity testing due to their relatively stable biological properties and capacity for 
continuous proliferation.  This article reviews the comprehensive toxicity of PM2. 5 on A549 cell and the 
cytotoxicity of its different components，summarizes the methods for isolating PM2. 5 and extracting its 
various components before exposure，and organizes and compares existing cytotoxicity measurement 
methods.  The aim is to provide a reference for the study of the cytotoxicity of atmospheric particles 
and other particulate matter，which will help to further explore the toxicological mechanisms of partic⁃
ulate matter and optimize detection technologies in related fields.
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过去十年来，频繁爆发的雾霾引起了公众的广泛关注，雾霾污染已经成为全球的重大环境问

题［1-3］。大气颗粒物（PMs）是造成雾霾污染的首要污染物。根据世界卫生组织（WHO）报道，每年有 700
万人因暴露于空气污染死亡。流行病学研究表明，人体长期暴露于PMs会增加呼吸道疾病、肺癌、心

脑血管等疾病的发病率［4-7］。其中大气细颗粒物（PM2. 5）因其粒径小、穿透能力强，会进入支气管末端和

肺泡，并通过血液循环流向全身组织和器官，造成急性或慢性损伤，研究表明PM2. 5浓度每增加10 µg/m3，

心血管疾病（CVD）发病率和死亡率的风险分别增加 25%和 16%［8］。因此，学者们展开了对PMs毒性及致

毒机制的研究［9-12］，细胞实验由于方便、省时、重复性好，已成为最常用的方法［13］。目前，应用于PMs
毒性研究的细胞模型主要包括人肺泡上皮细胞 A549（Human lung epithelial cells）、巨噬细胞

（Macrophages）、气道上皮细胞 AECs（Airway epithelial cells）、正常人支气管上皮细胞 BEAS-2B（Normal 
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human bronchial epithelia cells）和共培养细胞模型等。其中 A549 细胞系来源于人类肺泡上皮的肺癌细

胞，兼具恶性肿瘤细胞和肺泡Ⅱ型细胞的特性，相对稳定并且有长期增殖能力，可作为PM2. 5进入肺泡

后的直接作用靶细胞的理想模型，有效模拟PM2. 5暴露造成的肺损伤（如氧化应激、炎症反应等），被广

泛用于研究PMs引起的人类肺损伤及肺癌发生、诊断和治疗实验［14］。

本文系统梳理了PM2. 5及其上不同组分对A549细胞的毒性，其中包括水溶性组分、非水溶性组分、

有机组分及新污染物组分；总结了染毒前PM2. 5的分离及不同组分的提取方法；并对现有的细胞毒性测

定方法进行了分析与比较。本综述旨在为大气颗粒物及其他颗粒物的细胞毒性研究提供参考，帮助深

入探究颗粒物的毒理机制并优化相关领域的分析检测技术。

1 大气颗粒物对A549细胞的毒性研究 
1. 1　综合细胞毒性　

不同季节、不同粒径及不同地区的PMs由于来源及组成成分的差异，导致对A549细胞的综合毒性

不同。Xie［16-22］等对保定市 PMs中关键有毒组分重金属及环境持久性自由基（EPFRs）进行了系统研究，

结果表明，冬季PM2. 5中这两种有毒组分的含量均达到峰值，造成的健康风险最高。

Chen等［23］研究了不同季节的PM2. 5对A549细胞的毒性效应及其可能机制，结果显示暴露 6 h后，冬

季PM2. 5的细胞毒性最强，表现为更高的细胞凋亡率、活性氧（ROS）水平、炎症反应和DNA损伤；秋季

PM2. 5造成的细胞凋亡率显著高于春季，但其他毒性指标无显著差异；夏季PM2. 5的细胞毒性最低，但也

会导致显著的DNA损伤。相关性分析表明，细胞毒性的季节差异主要与PM2. 5中水溶性离子、金属元素

和多环芳烃（PAHs）有关。Chen 等［24］比较了南京某工业区夏季和冬季 PM2. 5的细胞毒性，结果表明，

A549细胞暴露于冬季PM2. 5后，乳酸脱氢酶（LDH）水平、ROS生成水平、白细胞介素 6（IL-6）响应水平

和肿瘤坏死因子（TNF-α）水平显著高于夏季 PM2. 5，且谷胱甘肽（GSH）水平下降更为显著，这与冬季

PM2. 5中较高的Cu、Mn、Co含量有关，表明过渡金属对细胞毒性的重要影响。Li等［25］对南京市区PM2. 5
细胞毒性的研究表明，寒冷季节PM2. 5表现出更高的氧化应激水平和更强的细胞毒性；对PM2. 5中的关键

组分进行相关性分析表明，环境持久性自由基（EPFRs）、有机碳（OC）和Cu、As和 Pb具有显著的细胞

损伤能力。Zhou等［26］检测了杭州市秋季与冬季高速公路和工业场所PM2. 5的细胞毒性，结果表明，冬季

PM2. 5的细胞毒性均高于秋季，相关性结果表明，PM2. 5中的多环芳烃和重金属与炎症反应和氧化应激密

切相关，导致了较高的细胞毒性。Das等［27］考察了印度德里的 PM2. 5对 A549细胞的细胞毒性，结果表

明，1月至2月的PM2. 5细胞毒性最强，产生的活性氧比10月至12月PM2. 5高2. 6倍。

Zhang等［28］探讨了沙尘暴期间南京市区（DT）和北郊（NS）大气中的 PM10和 PM2. 5对 A549的毒性。结

果表明，PM10对A549细胞存活率和细胞膜损伤的影响小于 PM2. 5，相反，PM2. 5对人谷胱甘肽过氧化物

（GSH-Px）的抑制作用大于PM10，即PM2. 5的氧化应激水平高于PM10；同时DT的PMs对细胞活力的抑制

作用高于NS。Wang等［29］对广州市PM10-5. 8、PM5. 8-3. 3、PM3. 3-1. 1和PM1. 1-0. 43细胞毒性的研究表明，粒径最大

的 PM10-5. 8的细胞毒性最低，粒径最小的 PM1. 1-0. 43的细胞毒性最高。Soca-Chafre等［30］对墨西哥市 PM10和

PM2. 5的细胞毒性进行了对比研究，结果表明与 PM2. 5相比，A549细胞对 PM10的反应更强。PM10含有更

高的内毒素含量，从而会诱导更强的炎症作用。Jan等［31］对印度 Pune市不同粒径 PMs的细胞毒性的研

究结果显示，PM10的细胞毒性、ROS水平和炎症反应都高于PM2. 5。PM10中的金属含量较高，其中Fe和
Cd与细胞毒性、ROS水平和炎症水平都显著相关。

综上所述，由于重金属、有机组分、水溶性离子等组分的差异，不同季节、不同粒径及不同地区

的PMs细胞毒性存在差异，其中冬季PM2. 5的细胞毒性更高，表现为更高的细胞凋亡率、ROS水平等。

1. 2　不同组分的细胞毒性　
目前，对大气颗粒物中不同组分细胞毒性的研究主要包括：水溶性（WS）和水不溶性（WIS）组分、

有机组分及新污染物。

PM2. 5的WS组分和WIS组分在较长时间内对细胞毒性具有协同作用。Wei等［32］的研究表明，WS组

分比WIS组分具有更高的抑制细胞活力和促进细胞炎症因子分泌的能力。Ma等［33］对PM2. 5中WS组分的

细胞毒性进行了研究，结果显示冬季PM2. 5中的WS组分含量普遍高于其他季节，导致了较高的细胞毒
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性。Sanchez-Soberon等［34］对PM2. 5-0. 25和PM0. 25中WS组分的细胞毒性测定结果表明，粒径较小的PM0. 25中

WS组分引起的细胞毒性高于PM2. 5-0. 25。Ma等［33］研究了中国十个大城市PM2. 5中WS成分的细胞毒性，将

不同城市PM2. 5诱导的细胞死亡率进行排序，结果为：北京（BJ）>兰州（LZ）>太原（TY）>新乡（XX）>成都

（CD）>武汉（WH）>上海（SH）>南京（NJ）>广州（GZ），进而得出中国北方PM2. 5比南方PM2. 5细胞毒性更高

的结论。Barzgar等［35］对伊朗Metropolitan City城区和工业区PM2. 5中的WS组分进行了细胞毒性检测，结

果显示，虽然工业区 PM2. 5和水溶性离子浓度都普遍高于城区，但是重金属浓度城区普遍高于工业区，

从而导致了城区较严重的氧化损伤、炎症反应及较高的细胞毒性。WS组分主要包括水溶性离子和有机

酸，而WIS组分主要包括碳酸钙、高岭石和一些有机碳。Zou等［36］的研究结果表明PM2. 5中的WS与WIS
组分通过不同机制协同作用于细胞损伤，WS组分主要依赖氧化应激（ROS、炎症因子等）引发细胞损

伤，而WIS组分通过物理破坏细胞膜加剧损伤，二者协同作用放大细胞毒性。Liu等［37］的研究表明，由

于水溶性离子可以较快进入细胞，短期暴露WS组分诱导的ROS高于WIS组分；但是长期暴露后，不

溶性颗粒通过内吞作用进入细胞，抑制相关酶的功能并增加了ROS的产生，加剧了细胞毒性。

Chen等［38］对南京城区与工业区PM2. 5样品中的有机组分的细胞毒性进行了研究，检测了其中多环芳

烃和正构烷烃的含量。结果表明，冬季样品中有机组分诱导的ROS、GSH和超氧化物歧化酶（SOD）的

水平最高，造成了更大的炎症损伤，且与机动车尾气和燃煤相关的有机物对细胞毒性影响更为显著，

工业区PM2. 5中有机物的毒性高于城区样品，城区样品对细胞膜的损伤程度远高于工业区样品。Rönkkö
等［39］在南京市分别采集了PM10-2. 5、PM2. 5-1. 0、PM1. 0-0. 2和PM0. 2，对其中的有机组分进行了细胞毒性测定。

结果显示，细胞毒性最大的是PM2. 5-1. 0和PM0. 2中的有机组分PAHs和含氧多环芳烃（OPAHs），其中PM0. 2
对 A549细胞的细胞周期、代谢活性和炎症反应影响更大。同时，PM2. 5中的无机组分会降低谷胱甘肽

还原酶的活性［24］、破坏阳离子通道并损害细胞膜导致钙稳态失调［40］，其协同作用使得细胞毒性增强。

近年来，随着对新污染物毒性研究的持续深入，PM2. 5中新污染物的毒性也受到更多关注。Pino
等［41］研究了发动机在柴油模式和天然气-柴油双模式下排放的PM2. 5的细胞毒性，并检测了PAHs浓度，

结果显示，柴油模式排放的 PM2. 5产生更高的 PAHs 浓度，导致柴油模式排放的 PM2. 5诱导细胞产生的

ROS水平显著升高，并引发严重的DNA损伤。Zhou等［26］在中国杭州采集了PM2. 5样品，对其中的PAHs
和邻苯二甲酸酯（PAE）进行了测定并评价了其毒性机制。结果表明，PM2. 5诱导的炎症反应和氧化应激

与颗粒 PAHs有关，而 PM2. 5的内分泌干扰作用与颗粒 PAE有关。Sun等［42］在香港鹤咀道和大帽山分别

采集PM2. 5，对其中的微塑料（MPs）进行了研究。结果显示，PM2. 5中的微塑料以聚乙烯（PE）为主，鹤咀

道样品中的MPs浓度更高。MPs通过直接渗透或诱导产生ROS破坏细胞膜，从而导致丙二醛（MDA）形

成和细胞膜损伤。Sun等［43］还聚焦于道路灰尘中的轮胎和道路磨损微塑料（TRWMP）的研究，采集了我

国 8个特大城市道路灰尘中的PM2. 5，检测了LDH和ROS水平，并测定了TRWMP含量，包括天然橡胶

（NR）、丁苯橡胶（SBR）和丁二烯橡胶（BR）。结果显示，MPs对细胞活力的影响与粒径大小相关，较大

的MPs可降低细胞活力，较小的MPs（纳米塑料）则增加细胞活力，轮胎和道路磨损倾向于产生大碎片

而不是纳米塑料，从而导致细胞活力受到抑制，相关性结果也表明，MPs会通过诱导LDH产生和氧化

应激导致细胞毒性。Room等［44］研究了台湾地区不同粒径 PMs（PM10、PM2. 5、TSP）中的持久性有机污染

物（POPs）多氯二苯并二 英/呋喃（PCDD/Fs）、多氯联苯（PCBs）和多氯萘（PCNs）的浓度及季节变化，结

果显示，PCDD/Fs 冬季浓度最高，PCBs 夏季因温度驱动挥发浓度升高，当地排放和气象影响驱动使

PM2. 5和PM10中POPs分别占TSP中POPs的 90%和 50%，表明细颗粒物是POPs的主要载体。但该研究缺

乏对PMs中POPs细胞毒性的研究。随着对PMs中新污染物关注的不断深入，其环境行为、健康效应和

毒理机制的研究将成为未来的重要方向。

综上所述，PM2. 5的不同组分会引起不同的毒理学反应，且PM2. 5来源复杂，因此可引起不同的健康

效应，无论是PM2. 5整体还是各个组分的细胞毒性及致毒机制都值得关注。此外，PM2. 5中新污染物的毒

性及毒性机制的研究严重缺乏，是未来研究的重要方向。

2 PM2. 5及组分的分离提取 
在对A549细胞进行染毒之前，需要先将颗粒物或颗粒物上的不同组分从采样膜上分离、提取。目
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前按照提取成分可分为：总PM2. 5提取、水溶性及非水溶性组分提取和有机组分提取，不同方法在提取

液选择和预处理流程上各有不同（表 1）。这些方法使用不同的溶剂（超纯水、甲醇、二甲基亚砜等）结

合物理分离（超声、涡旋、离心、过滤）及后处理技术（冷冻干燥后重悬），将PMs或不同组分从采样膜

高效提取到悬浮液中，用于细胞染毒实验。

总 PM2. 5提取常用石英纤维滤膜或聚四氟乙烯滤膜（PTFE），根据提取液的不同可分为水提取和有

机提取两种。水提取通常使用超纯水作为提取液，超声提取后，用过滤器或无菌纱布去除石英残渣，

滤液冷冻干燥获得样品［25-26，35］。比如Li等［25］将石英纤维滤膜剪碎，浸入 20 mL超纯水中，低温超声振荡

3 h，用孔径 2. 5 µm的膜过滤石英残留物，然后将含有大气细颗粒的滤液在-20 ℃冷冻，于冷冻干燥机

中冻干成 PM2. 5粉末。最后，根据颗粒质量，依次加入无菌磷酸盐缓冲液（PBS）和 RPMI 1640 培养基，

稀释成为80 mg/L的PM2. 5悬液。有机提取使用有机溶剂作为提取液，超声后离心、过滤，最后通过纯氮气

或样品浓缩器干燥［45-46］。例如 Zeng等［46］将石英纤维滤膜与丙酮和己烷的混合物（50 mL，体积比 1∶1）
在 100 mL管中用水浴振荡器进行振荡，提取 20 min，重复 3次。氮气流干燥提取物并称量，在一定体

积的二甲基亚砜（DMSO）中以50 mg/mL的质量浓度重悬。

分离 PM2. 5中的水溶性组分（WS-PM2. 5）与非水溶性组分（WIS-PM2. 5）时，常采用石英纤维滤膜，以

超纯水为提取液。通过超声提取，过滤去除滤膜后，离心上清液经再次过滤得到WS-PM2. 5，沉淀颗粒

即为 WIS-PM2. 5，再分别冷冻干燥［32，51］。Wei等［32］将超纯水浸泡的 PM2. 5样品在低温下超声处理 3 h。之

后，用 5 µm孔径的膜过滤石英残渣。将PM2. 5悬浮液进一步离心（12 000 r/min，30 min）后通过 0. 45 µm
滤膜过滤上清液，并收集WS组分，沉淀物作为WIS颗粒分离。最后，将所有组分分别冷冻干燥。加

入无菌PBS和RPMI 1640培养基，将3种PM2. 5粉末分别稀释成质量浓度为80 mg/L的悬浮液。

PM2. 5中的有机组分具有很强的遗传毒性，尤其是其中的 PHAs，对大气颗粒物的毒性贡献很大。

因此有很多研究用有机溶剂提取PM2. 5中的有机组分。超声提取后，过滤除去不溶性物质，通过旋转蒸

发浓缩和氮气干燥获得样品［38］。Chen等［38］采用二氯甲烷与正己烷的混合溶液（体积比 2∶1）作为溶剂，

对滤膜进行 3 h的超声萃取，然后用 0. 22 µm过滤膜过滤，去除不溶性物质。有机提取物通过旋转蒸发

进一步浓缩，并用温和氮气流干燥，用培养基稀释成80 mg/L的悬浮液。

PMs不同化学组分及其对应提取方法所呈现的细胞毒性有很大差别，要结合目标毒理终点（如炎症

反应、DNA损伤或氧化应激），选择最优提取方法。

3 细胞毒性效应评价方法 
细胞毒性效应评价一般是通过检测染毒一定时间后的细胞活性或死亡率进行判断。常用的细胞活

性检测方法包括比色法、流式细胞术、实时细胞分析技术等（表 2）。这些方法在检测原理、实验操作

流程和技术参数等方面存在差异，因而各自具有独特的优势与局限性。细胞毒性检测方法的发展进程

如图 1所示，从早期终点检测向实时动态检测的演进，提升了检测灵敏度与时间分辨率，为毒理学机

制研究及环境风险监测提供了关键技术支撑。在细胞毒性评估体系中，不同检测方法基于不同的作用

原理，呈现出独特的优势与局限性。因此，研究者需基于被测样品的理化特性、毒性强度以及应用场

表1　PM2. 5及组分的分离提取
Table 1　Isolating and extracting of PM2. 5 and its components

Extraction meth⁃
od

总 PM2. 5提取

水溶性及非水溶
性组分提取

有机组分提取

Sampling mem⁃
brane type

石英纤维滤膜

PTFE 滤膜

石英纤维滤膜

石英纤维滤膜

Extract
超纯水

甲醇或丙酮/己烷混合溶液
（V/V=1∶1）

超纯水和 DMSO
F-12K 培养基

甲醇

超纯水、去离子水

二氯甲烷/正己烷混合溶液
（V/V=2∶1）

Pretreatment method
超声或涡旋提取，过滤器或无菌纱布过滤去除石英残渣，
滤液冷冻干燥

超声提取，离心后纱布过滤，纯氮气或者样品浓缩器浓
缩干燥

不同提取液依次超声两次，过滤掉滤膜后冷冻干燥

恒温水浴振荡，去膜悬浮液置于烘箱干燥

冷水水浴超声振荡，纯氮气浓缩干燥

超声提取，去除滤膜，离心后上清液为 WS-PM2. 5，沉淀
物为 WIS-PM2. 5，最后将样品分别冷冻干燥

超声提取，过滤去除不溶性物质，旋转蒸发浓缩，氮气
干燥

Reference
［25-26，35］

［45-46］
［47-48］

［27］
［49-50］

［51］
［52］
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景，进行系统性的选择与优化，确保细胞毒性检测结果的可靠性与生物学意义，为后续研究提供科学

的实验依据。

3. 1　比色法　
比色法通过不同方法提取细胞代谢过程中生成的甲臜产物，利用分光光度计或酶标仪测定特定波

长下的吸光值，根据显色差异定量分析细胞状态。该方法因操作简便、灵敏度高等特点，已成为体外

评估细胞活力、增殖能力的常规检测技术［53］。

3. 1. 1　MTT比色法　3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐（MTT），是一种黄色四甲基偶氮

唑盐，易于通过细胞膜、线粒体膜等生物膜结构。活细胞线粒体内的琥珀酸脱氢酶等还原酶可将黄色

水溶性MTT还原为蓝紫色不溶于水的甲臜（Formazan）结晶并沉积在细胞中［54-55］。因此，活细胞数量越

多，生成的甲臜量就越多，相应地蓝紫色也就越深。形成的甲臜结晶经二甲基亚砜或酸化异丙醇等有

机溶剂溶解后，在 490 nm或 570 nm波长下测定其吸光度值，可间接反映细胞存活率。这种方法的优势

在于成本低廉、简洁、灵敏度高、经济实惠、可重复，从而被广泛用于体外细胞活力、增殖、细胞毒

性的研究，适用于大规模样本筛选；不足是步骤繁琐、MTT试剂稳定性差、检测时间长，且甲瓒晶体

可能溶解不完全，导致结果误差［54］。

表2　PM2. 5细胞毒性检测方法总结
Table 2　Summary of PM2. 5 cytotoxicity test methods

Cytotoxicity test methods

比色法

流式细胞术

实时细胞分析仪检测法

MTT 比色法

CCK-8 比色法

LDH 比色法

Operation method
将 细 胞 接 种 到 孔 板 中 孵 育 24 h 后 用 培 养 基 稀 释 后 的
PM2. 5 悬浮液染毒，并加入 MTT 溶液，形成 Formazan 晶
体，用 DMSO 溶解后测吸光度

将 细 胞 接 种 到 孔 板 中 孵 育 24 h 后 用 培 养 基 稀 释 后 的
PM2. 5悬浮液染毒，加入 CCK-8 试剂孵育，测定吸光度

将 细 胞 接 种 到 孔 板 中 孵 育 24 h 后 用 培 养 基 稀 释 后 的
PM2. 5悬浮液染毒，多孔离心机离心提取上清液，加入四
氮唑盐试剂（如 INT 试剂）显色，孵育 15~30 min 加入终
止剂终止显色，测定吸光度

将 细 胞 接 种 到 孔 板 中 孵 育 24 h 后 用 培 养 基 稀 释 后 的
PM2. 5悬浮液染毒，消化离心重悬细胞悬浮样品，用荧光
染料标记，比如膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶

（Annexin V-FITC/PI），避光后载入流式细胞仪，生成流
式细胞图检测细胞凋亡、周期等指标

在 E-Plate 孔板中接种细胞，待细胞贴壁并进入对数增
长期后，加入 PM2. 5 悬浮液染毒，将 E-Plate 孔板放入实
时细胞分析仪中，将细胞贴壁情况转化为电阻信号，生
成实时细胞指数（CI）图和实时半数抑制浓度（IC50）图，
判断细胞活性

Advantage
简单、灵敏度高、经济实
惠、重复性好、应用广泛

简便、灵敏度高、重复性
好、对细胞毒性小

能直接反映细胞膜损伤程
度，操作相对简单

可定量分析细胞凋亡、坏
死及周期变化，能同时检
测多种参数

可实时、无标记监测细胞
状态，无需染色，能反映
细胞动态变化过程

Disadvantage
步骤繁琐，MTT 试剂不稳
定，Formazan 晶体可能溶
解不完全

价格较高，显色时间受细
胞数量影响

灵敏度较低，可能受细胞
代谢产物影响

需专业仪器和操作技能，
样本制备过程复杂，成本
较高

设备成本高昂，对细胞贴
壁状态要求高，不适用于
悬浮细胞检测

图1　细胞毒性检测方法的发展进程
Fig. 1　The development process of cytotoxicity test methods
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3. 1. 2　CCK-8比色法　CCK-8（Cell Counting Kit-8）法是一种基于水溶性四唑盐 2-（2-甲氧基-4-硝基苯

基）-3-（4-硝基苯基）-5-（2，4-二磺酸苯）-2H-四唑单钠盐（WST-8）还原反应的比色分析法。WST-8在活

细胞线粒体中的脱氢酶还原成具有高度水溶性的橙黄色甲臜。因此，活细胞数量越多，生成橙黄色甲

臜越多，颜色越深。与MTT法不同，生成的甲臜产物溶解于培养基中，无需额外添加有机溶剂溶解，

可直接在 450 nm波长下测定吸光度，间接反映活细胞数量［56］。CCK-8法的优点是操作简便、检测时间

较短（通常 1~4 h），避免了细胞计数过程中人为因素的影响，灵敏度高、重复性好、细胞用量少且试剂

对细胞毒性低；缺点是试剂成本较高，显色时间易受细胞密度影响，需严格控制接种细胞数［57］。

3. 1. 3　乳酸脱氢酶（LDH）比色法　LDH是一种糖酵解酶，在细胞膜受损（如细胞凋亡或坏死）后会快

速释放到细胞培养液中。释放的LDH可催化乳酸氧化生成丙酮酸，同时将辅酶Ⅰ（NAD⁺）还原为还原型

辅酶Ⅰ（NADH）。在递氢体（如吩嗪二甲酯硫酸盐，PMS）存在下，NADH进一步将四氮唑盐（如 INT或

WST-1）还原为水溶性的红色甲臜。生成的甲臜在 490~500 nm 波长处具有特征吸收峰，其吸光度与

LDH活性呈正相关。LDH法是一种基于细胞膜完整性检测细胞毒性的常用方法，通过酶促反应测定细

胞培养上清液中的 LDH 活性，可直接反映细胞膜损伤程度。LDH 法操作流程短，能快速判断细胞毒

性；但灵敏度较低，乳酸脱氢酶是大分子，在细胞膜完全被破坏后才能释放出来，不能较早地反映细

胞存活状态，易受细胞代谢产物或提取物成分干扰，且无法区分细胞凋亡与坏死［55］。

3. 2　流式细胞术　
流式细胞术（Flow cytometry）是以流式细胞仪为核心检测平台，结合流体力学、激光光学、信号处

理与计算机分析技术，实现快速定量分析和分选悬浮液中单个细胞或其他生物微粒（如细菌、病毒等）

物理和化学特性的技术。由于其在短时间内对复杂细胞群体进行详细分析的强大能力，流式细胞仪已

成为临床应用及各类研究的首选工具［58-59］。在进行PM2. 5细胞毒性检测时，首先将用PM2. 5悬浮液处理的

A549细胞进行消化和离心，随后重悬为细胞悬浮样品。接着，使用荧光染料（如Annexin V-FITC/PI）对

细胞进行双重染色，避光后利用流式细胞仪分析细胞凋亡及细胞周期进程等指标。流式细胞术的显著

优势在于能够同时分析多种指标，且结果精准、可量化。然而，该技术需要专业的仪器和操作技能，

样本制备过程较为复杂，且成本较高［60-61］。

3. 3　实时细胞分析仪检测法　
实时细胞分析仪（RTCA）是一种新型细胞毒性检测方法，相比于传统的MTT比色法、LDH测试等，

该方法灵敏度更高，可以实时监测细胞存活率，且不会对细胞造成损伤［57］。RTCA的基本原理是基于

电子阻抗技术的检测方法［62］，微金电极集成在孔板底部构成E-Plate检测板，细胞附着在微金电极的表

面引起阻抗变化，通过阻抗变化反映活细胞数量的变化［63］。由于在整个RTCA测试过程中不需要对细

胞进行标记，因此该技术可实时、全自动、连续地检测细胞存活率，而不会对细胞造成损伤，但设备

成本高昂，且仅适用于贴壁细胞检测，应用场景受限。

4 结论与展望 
利用A549细胞进行PMs的细胞毒性测试是研究PMs毒理学及其毒性机制的常用方法。本文系统性

地梳理了 PMs对A549细胞的综合毒性及其不同组分的毒性，并总结了 PM2. 5样品及组分分离提取的流

程和现有的细胞毒性效应检测方法。PMs对A549细胞综合毒性的结果表明，不同季节、不同地区及不

同粒径的 PMs对A549细胞的综合毒性存在显著差异。冬季的 PM2. 5表现出最强的毒性，具体表现为更

高的细胞凋亡率、氧化应激水平、炎症反应及DNA损伤，其毒性与重金属、有机碳、多环芳烃等组分

密切相关。PM2. 5中水溶性组分、非水溶性组分、有机组分和新污染物表现出不同的细胞毒性机制。水

溶性组分通过氧化应激对细胞造成损伤，而非水溶性组分通过物理方式破坏细胞膜，从而协同增强细

胞毒性；有机组分则通过诱导氧化损伤和炎症反应造成细胞毒性。在对A549细胞进行染毒之前，需先

将颗粒物或颗粒物上的组分从采样膜上分离、提取。目前按照提取成分可分为：总PMs提取、PMs水
溶性及非水溶性组分提取和有机组分提取。这些方法使用不同的溶剂（超纯水、甲醇、DMSO等）结合

物理分离（超声、涡旋、离心、过滤）及后处理技术（冷冻干燥后重悬），将PMs或不同组分从采样膜高

效提取到悬浮液中，用于细胞染毒实验。细胞毒性检测方法包括比色法（如MTT、CCK-8、LDH）、流
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式细胞术及实时细胞分析技术等，各方法在灵敏度、操作复杂性及成本上存在差异。比色法操作简便、

耗时较短且灵敏度高，是目前检测PMs细胞毒性最常用的方法。

然而，现有研究仍存在不足：（1）对 PM2. 5中新污染物的细胞毒性及其毒理机制的研究相对不足；

（2）PM2. 5组分提取技术亟待优化，需要开发更高效的提取方法，并应用更灵敏、实时的细胞毒性检测

技术；（3）现有实验模型多采用急性高剂量暴露模式，难以模拟真实环境中慢性低剂量暴露的累积生物

效应，应使用更接近真实暴露的模型进行毒性测定；（4）体外细胞模型与真实人体暴露存在差异，人体

是由多种细胞组织构成的复杂系统，而单细胞模型无法模拟这些过程。未来应思考如何降低或量化两

者毒性结果差异，使体外细胞模型得到的毒性数据更具科学性。
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