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本发明公开了一种PM2.5全化学组分颗粒对

细胞内自由基代谢影响的评估方法。通过PM2.5全

化学组分颗粒对人肺-支气管上皮细胞的暴露，

利用液相色谱质谱(LC-MS)对细胞内小分子代谢

产物进行能有效分析，结合生物学检测方法对酶

活性进行快速分析，整合与胞内自由基代谢相关

的小分子代谢产物的变化以及能量代谢中起关

键作用的限速酶的活性变化，综上，基于分子生

物学构建了一套评估细胞受外源性污染毒作用

暴露后细胞内氧自由基代谢干扰的新方法。该方

法能直观的分析污染物对细胞内自由基代谢路

径的影响，同时本发明具有前处理方法简单，检

测快速，重复性好，获得信息量全面等优点。
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1.一种PM2.5全化学组分颗粒对人肺细胞内自由基代谢通路影响的评估方法，其特征在

于以下步骤：

(a)原代培养人肺上皮细胞接种于六孔板，接种密度为1×105个/mL六孔板内每孔加入

培养液体积为3mL；在培养箱培养24-48h(37℃，5％CO2)，待细胞进入对数生长期覆盖培养

板80％后；用PM2.5全化学组分颗粒对人肺细胞进行暴露，即移弃原培养液，每孔加入PM2.5全

化学组分颗粒的培养液3mL，以保证细胞生长营养需求，在原条件下培养24小时后收取细

胞；

(b)步骤a所得细胞样品提取细胞内小分子代谢产物；利用基于LC-MS的质谱方法对小

分子代谢产物进行定量分析；

(c)步骤a所得细胞样品，经超声破碎制得悬液，测定与能量代谢相关酶的活性；

所述加入含PM2.5全化学组分颗粒的培养液为1～4mL，优选3mL，浓度为10μg/mL-250μg/

mL。

2.根据权利要求1所述的研究方法，其特征在于：步骤b)中提取细胞内小分子代谢产物

的过程具体分为两步：

第一步，脂肪酸提取，移弃培养液，每孔加入1ml  18.2MΩ超纯水清洗，废液弃完全且无

残留，每孔加满液氮淬灭细胞；待液氮挥发后，每孔加入0.5ml  18.2MΩ超纯水，超声破碎1

～10min，优选5min，破碎后的悬液移出，尽量保证无细胞碎片残留，转移完全，，置于EP管中

于-60～-30℃，优选-40℃冷冻干燥,冻干后加入10～20μL，优选20μL内标混合液(正亮氨酸

浓度为200nmol/L，十一酸浓度为10mg/L，十九酸浓度为10mg/L，溶剂为乙腈)，涡旋混匀；加

入400μL  MTBE涡旋提取20min，加入260μL水涡旋5min混匀，12000rpm/min、4℃下离心

20min，取上清氮气吹干，乙腈定容，LC-MS分析游离脂肪酸；

第二步，氨基酸，葡萄糖，乳酸的提取，脂肪酸提取后剩余部分依次加入100μL  MTBE和

130μL甲醇，涡旋震荡20min，12000rpm/min、4℃下离心20min，取下层直接用于串联四极杆

复合线性离子阱质谱分析。

3.根据权利要求2所述的研究方法，其特征在于：在小分子代谢产物定量分析中，非极

性组分游离脂肪酸的分离色谱柱为Ufavour  C8柱(waters,150mm×2.1mm,3.0μm)，流动相A

为H2O，B为含1-5mM乙酸铵的乙腈，C为乙腈；流动相梯度为(时间，B和C的体积百分数，流

速)：0-5min ,20％B,70％C,250μL/min；在1分钟内C由70％增加为80％；7-15min ,20％B,

80％C,250μL/min；16-20min,20％B,70％C,300μL/min；上述过程中流动相A与流动相B总流

速始终为200μL/min，进样量为5μL；质谱扫描模式为ESI(-)MRM，整个分析过程在18min内完

成。

4.根据权利要求1所述的研究方法，其特征在于：在小分子代谢产物定量分析中，极性

组分包括氨基酸，葡萄糖和乳酸，其分离色谱柱为AtlantisC18高效液相色谱柱(waters ,

150mm×2.1mm,3.0μm)；流动相A为含0.1-0.5％(体积百分比)甲酸的H2O，流动相B为甲醇；

流动相梯度为：0-2min，95％A  and  5％B；然后在3min之内A减少为40％，B增加为60％，维持

4min；在1分钟内A增加到95％，B减少为5％，维持8min；上述过程中流动相A与流动相B总流

速始终为200μL/min，进样量为5μL；质谱扫描模式为ESI(+)MRM；整个分析过程在20min内完

成。

5.根据权利要求1所述的研究方法，其特征在于：步骤c的具体操作步骤为：弃细胞培养
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液，确保无残留，用PBS清洗细胞3次，洗净残液，每孔加入0.2mL胰酶，消化1-3min，待细胞从

壁上脱落，每孔加1mL胎牛血清终止消解；将所有液体转移至EP管，清洗细胞，加入1ml  PBS，

重悬细胞，4℃、2000rpm/min离心5min，弃上清；加入1.5ml  PBS缓冲液重复上述操作1～3

次；弃上清后，加入1mL  PBS缓冲液，在冰水浴条件下进行超声破碎：超声10s，间歇10s，循环

时间为5min，得到破碎悬液。

6.根据权利要求1或4所述的研究方法，其特征在于：运用酶联免疫吸附法，所述与能量

代谢相关酶，即氧化损伤相关酶包括糖酵解过程中的限速酶；脂肪酸β氧化过程中关键酶；

氨基酸代谢过程中关键酶；其中己糖激酶、磷酸果糖激酶、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、谷

胱甘肽过氧化物酶、过氧化物酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、谷胱甘肽还原酶、谷胱甘肽过氧化

物酶和蛋白酪氨酸磷酸酶的测定采用酶联免疫标准作业程序吸附测定。

7.根据权利要求1所述的研究方法，其特征在于：所述培养液为肺上皮细胞专用培养

液，其特殊性体现于，无血清，牛垂体提取物2ml/500ml，氢化可的松0.5ml/500ml、人表皮生

长因子0.5ml/500ml、肾上腺素0.5ml/500ml、胰岛素0.5ml/500ml、转铁蛋白0.5ml/500ml、

碘甲状腺原氨酸0.5ml/500ml、视黄酸0.5ml/500ml和庆大霉素/两性霉素-B  0.5m/500ml，

以模拟该细胞的正常生长条件。
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一种PM2.5颗粒对人肺细胞内自由基代谢通路影响的评估

方法

技术领域

[0001] 本发明属于大气颗粒物毒性评价领域，涉及一种基于分子生物学及分析化学的评

估方法，通过大气颗粒物对细胞能量代谢通路的改变来评估小剂量环境污染物的细胞毒

性。

背景技术

[0002] 大气细颗粒物(Atmospheric  fine  particles)其组成复杂，空气动力学直径小于

2.5μm颗粒物(PM2.5，可入肺颗粒物)是本专利权益的核心聚焦物质,  其具有远距离环境迁

移的能力、环境持久性以及生物蓄积等特性。PM2.5颗粒组分是复杂的，非均相混合物，颗粒

物本身属于类难溶颗粒，在时间和空间上存在很大的可变因素，其组分包含了许多不同的

化学成分并具有相近的物理特性，PM2.5的化学成分包括硫酸盐，硝酸盐，铵等；水溶性无机

离子如钠，钾，钙，镁和氯等；有机和元素碳，碳黑，地壳物质，颗粒结合水，二氧化钛，金属

(包括镉，铜，镍离子，钒和锌)和多环芳烃(PAH)  等；此外，生物组分，例如过敏原和微生物

化合物存在其中。人类排放活动进一步结合地形和气象条件会导致更高的城市空气污染，

地中海地区的许多研究发现，短期和长期暴露于环境可吸入肺颗粒物与呼吸系统疾病、肺

癌、哮喘和心血管系统疾病发病率和死亡率的增加密切相关。以往毒理学研究表明，颗粒物

粒子的粒径越小，其比表面积越大，对空气中的重金属、多环芳烃等污染物的吸附能力越

强，这些吸附在颗粒上的组分是引起呼吸循环系统氧化损伤的主要成分。但是已有的毒理

学研究都是基于高剂量动物实验，与现实中人类低剂量的暴露环境存在剂量差异和物种差

异，针对以上存在的问题，开展以人源细胞体外模型为受体的研究来评估长时间低剂量

PM2.5颗粒物全组分的毒性作用，用以探索PM2.5颗粒物全组分的毒性作用机制具有深远的意

义。

[0003] 自由基与氧化损伤是指在有害刺激因素作用下，活性氧自由基产生过多或发生代

谢障碍，细胞体内氧化及抗氧化体系失衡，诱发基因突变、蛋白质变性和脂质过氧化，进而

损伤细胞溶酶体、线粒体等细胞器，导致细胞的生理生化及代谢功能发生障碍致细胞死亡

的一系列生物化学变化。。  PM2.5颗粒本身具有环境稳定性的自由基，大量附着在PM2.5颗粒

表面的有机化合物被代谢激活成为亲电反应代谢物，导致细胞内活性氧(ROS)的产生增多

或因其代谢障碍而在胞内增多；其次，PM2.5释放的挥发性有机物和多环芳烃等物质，可以通

过激活芳香烃受体引起细胞色素P450酶等的基因表达增强，对细胞造成毒性作用损害；再

次，存在于PM2.5颗粒上过渡金属元素如Fe、Cu和Zn等，可直接诱导细胞内自由基的生成。但

长久以来，研究人员很少能通过代谢通路来研究氧化损伤，在细胞氧化损伤通路中，糖酵解

能够为迅速增殖的细胞提供能量,以及所需要的各种物质，除了葡萄糖之外，谷氨酰胺代谢

能够为细胞的增殖提供氮源并参与三羧酸循环，也是重要途径之一。还有研究表明脂类物

质氧化，如脂肪酸β氧化的终产物乙酰辅酶A可以进入三羧酸循参与自由基代谢。因此葡萄

糖、脂肪酸、氨基酸转运和代谢对细胞内自由基代谢至关重要。除了参与细胞内能量代谢的
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小分子代谢产物外，调控各个能量代谢通路的酶也表现出重要作用，  PM2.5暴露产生的自由

基作为功能性信号分子，触发核转录因子易位到细胞核，从而导致抗氧化酶系统转录异常，

引起调控糖酵解的关键酶包括己糖激酶、磷酸果糖激酶和丙酮酸激酶；过氧化氢酶、超氧化

物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶表达改变并降低其活性，也可引起过氧化物酶和血红素氧

化酶活动异常及谷胱甘肽代谢酶如葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、谷胱甘肽还原酶、谷胱甘肽过氧

化物酶和蛋白酪氨酸磷酸酶等活性显著降低。综合以上分析，本发明基于分子生物学构建

了一种细胞受外源性污染物暴露后自由基氧化损伤代谢受到影响的评估方法。该方法利用

小分子代谢产物构建了细胞的自由基氧化损伤代谢通路。并通过测定代谢中起关键调控作

用的酶,全面直观的分析了PM2.5颗粒物全组分对细胞自由基代谢路径的影响，是一种理想

的评价手段。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种评估外源污染物对细胞自由基代谢干扰的方法。首先利

用LC-MS对胞内小分子代谢产物进行有效的分析，其次利用生物学检测方法对酶活性进行

快速分析，基于分子生物学构建了细胞能量代谢通路，用于评估外源污染物暴露对细胞自

由基代谢的干扰。该方法具有前处理方法简单，检测快速，重复性好，获得信息量全面等优

点。是一套直观全面分析污染物对细胞自由基代谢路径影响实用性技术方法。

[0005] 为实现上述目的，本发明采用的技术方案为：

[0006] 一种PM2.5全化学组分颗粒对人肺细胞内自由基代谢通路影响的评估方法，其特征

在于以下步骤：

[0007] (a)原代培养人肺上皮细胞接种于六孔板，接种密度为1×105个/mL六孔板内每孔

加入培养液体积为3mL；在培养箱培养24-48h(37℃，5％  CO2)，待细胞进入对数生长期覆盖

培养板80％后；用PM2 .5全化学组分颗粒对人肺细胞进行暴露，即移弃原培养液，每孔加入

PM2.5全化学组分颗粒的培养液3mL，以保证细胞生长营养需求，在原条件下培养24小时后收

取细胞；

[0008] (b)步骤a所得细胞样品提取细胞内小分子代谢产物；利用基于LC-MS的质谱方法

对小分子代谢产物进行定量分析；

[0009] (c)步骤a所得细胞样品，经超声破碎制得悬液，测定与能量代谢相关酶的活性；

[0010] 所述加入含PM2 .5全化学组分颗粒的培养液为1～4mL，优选3mL，浓度为10μg/mL-

250μg/mL。

[0011] 步骤b)中提取细胞内小分子代谢产物的过程具体分为两步：

[0012] 第一步，脂肪酸提取，移弃培养液，每孔加入1ml  18.2MΩ超纯水清洗，废液弃完全

且无残留，每孔加满液氮淬灭细胞；待液氮挥发后，每孔加入0.5ml  18.2MΩ超纯水，超声破

碎1～10min，优选5min，破碎后的悬液移出，尽量保证无细胞碎片残留，转移完全，，置于EP

管中于-60～-30℃，优选-40℃冷冻干燥,冻干后加入10～20μL，优选20μL内标混合液(正亮

氨酸浓度为200nmol/L，十一酸浓度为10mg/L，十九酸浓度为10mg/L，溶剂为乙腈)，涡旋混

匀；加入400μL  MTBE涡旋提取20min，加入260 μL水涡旋5min混匀，12000rpm/min、4℃下离

心20min，取上清氮气吹干，乙腈定容，LC-MS分析游离脂肪酸；

[0013] 第二步，氨基酸，葡萄糖，乳酸的提取，脂肪酸提取后剩余部分依次加入100μL 
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MTBE和130μL甲醇，涡旋震荡20min，12000rpm/min、4℃下离心20min，取下层直接用于串联

四极杆复合线性离子阱质谱分析。

[0014] 在小分子代谢产物定量分析中，非极性组分游离脂肪酸的分离色谱柱为Ufavour 

C8柱(waters,150mm×2.1mm,3.0μm)，流动相A为H2O，B  为含1-5mM乙酸铵的乙腈，C为乙腈；

流动相梯度为(时间，B和C的体积百分数，流速)：0-5min,20％B,70％C,250μL/min；在1分钟

内C 由70％增加为80％；7-15min,20％B,80％C,250μL/min；16-20min,20％  B,70％C,300μ

L/min；上述过程中流动相A与流动相B总流速始终为  200μL/min，进样量为5μL；质谱扫描模

式为ESI(-)MRM，整个分析过程在18min内完成。

[0015] 在小分子代谢产物定量分析中，极性组分包括氨基酸，葡萄糖和乳酸，其分离色谱

柱为Atlantis  C18高效液相色谱柱(waters ,150mm×2 .1mm ,3 .0 μm)；流动相A为含0.1-

0.5％(体积百分比)甲酸的H2O，流动相B为甲醇；流动相梯度为：0-2min，95％Aand  5％B；然

后在3min之内A减少为40％，B增加为60％，维持4min；在1分钟内A增加到95％，B减少为5％，

维持8min；上述过程中流动相A与流动相B总流速始终为  200μL/min，进样量为5μL；质谱扫

描模式为ESI(+)MRM；整个分析过程在20min内完成。

[0016] 步骤c的具体操作步骤为：弃细胞培养液，确保无残留，用PBS清洗细胞3次，洗净残

液，每孔加入0.2mL胰酶，消化1-3min，待细胞从壁上脱落，每孔加1mL胎牛血清终止消解；将

所有液体转移至EP管，清洗细胞，加入1ml  PBS，重悬细胞，4℃、2000rpm/min离心5min，弃上

清；加入1.5ml  PBS缓冲液重复上述操作1～3次；弃上清后，加入1mL  PBS 缓冲液，在冰水浴

条件下进行超声破碎：超声10s，间歇10s，循环时间为5min，得到破碎悬液。

[0017] 运用酶联免疫吸附法，所述与能量代谢相关酶，即氧化损伤相关酶包括糖酵解过

程中的限速酶；脂肪酸β氧化过程中关键酶；氨基酸代谢过程中关键酶；其中己糖激酶、磷酸

果糖激酶、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、过氧化物酶、葡萄糖-6-磷

酸脱氢酶、谷胱甘肽还原酶、谷胱甘肽过氧化物酶和蛋白酪氨酸磷酸酶的测定采用酶联免

疫标准作业程序吸附测定。

[0018] 所述培养液为肺上皮细胞专用培养液，其特殊性体现于，无血清，牛垂体提取物

2ml/500ml，氢化可的松0.5ml/500ml、人表皮生长因子  0 .5ml/500ml、肾上腺素0.5ml/

500ml、胰岛素0.5ml/500ml、转铁蛋白  0.5ml/500ml、碘甲状腺原氨酸0.5ml/500ml、视黄酸

0.5ml/500ml和庆大霉素/两性霉素-B  0.5m/500ml，以模拟该细胞的正常生长条件。本发明

的有益效果如下：

[0019] (1)本发明以能量代谢通路做为评价指标，比其它毒性评价指标更加灵敏，用于小

剂量污染物或亚慢性毒性污染物暴露能够更加真实反映环境真实情况。采用能量代谢通路

的整体方案来研究污染物毒性作用，还具有获得信息直观，全面的优点。

[0020] (2)本发明以人源细胞体外模型来研究污染物的毒性作用，能够减小常规毒性评

估外推到人时由于物种不同带来的差异。用以探索污染物的毒性作用机制具有深远的意

义。

[0021] (3)本发明所需样本量小，基于质谱的数据获得方式具有简单快速、灵敏度高、特

异性好、重复性好等优点。

附图说明
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[0022] 图1为本发明基于小分子代谢产物构建的细胞内自由基代谢干扰通路。

[0023] 图2为自由基代谢过程中起主要调控作用的酶的作用通路。

具体实施方式

[0024] 本实施例中所述PM2.5颗粒取自大连市市区。

[0025] 实施例:PM2.5全化学组分颗粒暴露影响对人肺上皮细胞自由基代谢的影响

[0026] 首先对人肺上皮细胞进行培养与暴露，步骤如下：

[0027] 将人肺上皮细胞接种于六孔板上，接种密度为1×105个/mL,六孔板内每孔培养液

体积为3mL，培养液无血清，且添加：牛垂体提取物2ml/500ml，氢化可的松0.5ml/500mL人表

皮生长因子0.5ml/500ml、肾上腺素  0.5ml/500ml、胰岛素0.5ml/500ml、转铁蛋白0.5ml/

500ml、碘甲状腺原氨酸0.5ml/500ml、视黄酸0.5ml/500ml和庆大霉素/两性霉素-B  0.5m/

500ml，模拟细胞的正常生长条件。在培养箱培养24h(37℃，5％CO2) ,待细胞进入对数生长

期铺满孔底80％，分为四个剂量组进行PM2.5全化学组分颗粒暴露。具体步骤为移弃原培养

液，每孔加入含PM2.5全化学组分颗粒的培养液(浓度为10μg/mL,50μg/mL,100μg/mL  250μg/

mL)3mL，在原条件下培养  24h后收取细胞样品，每个浓度平行样个数为6个。

[0028] 细胞内小分子代谢产物的提取与分析

[0029] (1)24h暴露后，吸弃细胞培养液，确保无残留，每孔用1mL18.2MΩ超纯水快速水

洗，在每板中加满液氮淬灭，每孔加入0.5mL  18.2MΩ超纯水超声破碎5min，经破碎后的悬

液移出置于1.5ml  EP离心管中，-40℃冷冻干燥。冻干后加入10μL内标混合液(正亮氨酸

200nmol/L，十一酸10mg/L，十九酸10mg/L，溶剂为乙腈)，涡旋15min至混匀。

[0030] (2)第一步脂肪酸提取，加入MTBE量为400μL，涡旋振荡20min，加入超纯水260μL，4

℃下离心12000rpm×20min，取上清氮气吹干后用乙腈定容至400μL，用LC-MS对细胞内20种

脂肪酸组分进行分析。分离色谱柱为Ufavour  C8柱(150mm×2.1mm,3.0μm)，流动相A为H2O， 

B为5mM乙酸铵的乙腈，C为乙腈；流动相梯度为(时间，B和C的体积百分数，流速)：0-5min ,

20％B,70％C,250μL/min；确保在1分钟内C由70％增加为80％；7-15min,20％B,80％C,250μ

L/min；16-20min,  20％B,70％C,300μL/min；上述过程中流动相A与流动相B总流速始终为

200μL/min，进样量为5μL。质谱扫描模式为ESI(-)MRM，整个分析过程在18min内完成。

[0031] (3)第二步为氨基酸，葡萄糖，乳酸的提取，脂肪酸提取后剩余部分再依次加入100

μL  MTBE，130μL甲醇，涡旋震荡20min，4℃高速离心(12000  rpm×20min)，取下层直接用于

LC-MS分析，其分离色谱柱为Atlantis  C18高效液相色谱柱(waters,150mm×2.1mm,3.0μm)；

流动相A为含0.1％(体积百分比)甲酸的H2O，流动相B为甲醇；流动相梯度为：  0-2min，95％

Aand  5％B；然后在3min之内A减少为40％，B增加为60％，维持4min；在1分钟内A增加到

95％，B减少为5％，维持8min；上述过程中流动相A与流动相B总流速始终为200μL/min，进样

量为5 μL。质谱扫描模式为ESI(+)MRM。整个分析过程在20min内完成。细胞内自由基代谢相

关酶的提取与分析：

[0032] (1)经24h暴露后，吸弃细胞培养液，用PBS清洗细胞3次，洗净残液，每孔加入0.2mL

胰酶消解，消化3min，待细胞从壁上脱落，加1mL胎牛血清终止消解，转移至1.5mLEP离心管，

清洗细胞，加入1ml  PBS，重悬细胞，4℃下，2000rpm×5min离心，弃上清，加入1.5ml  PBS缓

冲液重复上述操作一次，最终获得细胞沉淀；弃上清后加入1mL  PBS  在冰水浴条件超声破
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碎，超声破碎方式为：超声10s,间歇10s，总时间为5min，得到破碎细胞悬液。

[0033] (2)自由基代谢相关酶己糖激酶、磷酸果糖激酶、ATP酶等多种酶，采用酶联免疫吸

附测定。取细胞破碎悬液100μL，8℃下12000rpm×20min  离心，取上清10μL，按照酶联免疫

吸附标准作业程序，依次进行加样，温育，洗涤，加酶，温育，洗涤，显色，终止等操作，利用酶

标仪在450  nm波长下测定吸光度值。

[0034] (3)丙酮酸激酶依循测定原理：在二磷酸腺苷存在的条件下，丙酮酸激酶催化磷酸

烯醇丙酮酸转化成丙酮酸，在荧光标记还原型辅酶I(NADH)存在情况下，丙酮酸被乳酸脱氢

酶转化为乳酸，有荧光的NADH变为无荧光的NAD。细胞破碎悬液可直接使用，利用酶标仪在

340nm波长下测定吸光度值。

[0035] 结果表明，PM2 .5全化学组分颗粒可以导致人肺/支气管上皮细胞发生氧化应激反

应，通过代谢组学的方法，发现，PM2.5全化学组分颗粒影响细胞内自由基代谢，细胞内活性

氧、ATP酶和丙二醛含量随着暴露剂量的增加而增加，细胞内一氧化氮、己糖激酶、磷酸果糖

激酶以及丙酮酸激酶的含量随着暴露剂量的增加而下降，表明PM2.5全化学组分颗粒通过改

变细胞内与氧自由基反应和脂质过氧化反应促进了细胞内氧化应激的发生。

[0036] 本发明以细胞自由基代谢通路中小分子代谢产物和起关键调控作用的酶做为评

价指标，用于小剂量外源化合物或亚慢性毒性污染物体外毒性评价方法，不仅比其它毒性

评价指标更加灵敏，还具有获得信息全面直观的优点，能够更加确切地反映环境真实情况。

本发明以人源肺上皮细胞作为体外模型来研究PM2.5全化学组分颗粒的毒性作用，能够减小

常规毒性评估外推到人时由于物种不同带来的差异，在探索污染物的毒性作用机制方面具

有深远的意义。
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