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细颗粒物（particulate matter 2.5，PM2.5）是指大

气中漂浮的颗粒物，一般其直径≤2.5μm，主要是由

工业生产排放的污染物、汽车尾气排放的废气组成，

其中含有重金属、重金属盐等多种有毒污染物。近年

来研究表明 PM2.5 会对呼吸系统造成严重的损

害 [1]。目前认为 PM2.5的作用机制主要是通过吸入

肺部的颗粒物引发炎症和氧化应激等反应导致系统

性炎症反应以及神经调节改变，因而引发呼吸系统、
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摘要：目的 探讨细颗粒物（PM2.5）对支气管上皮细胞中血管内皮生长因子（VEGF）、活性氧类（ROS）的

影响。方法 培养支气管上皮细胞 16HBE，分为 4组：生理盐水对照组、25μg/ml PM2.5组、50μg/ml PM2.5

组和 100μg/ml PM2.5组，测定各组细胞增殖活性、ROS及 VEGF表达水平。结果 50μg/ml PM2.5组和

100μg/ml PM2.5组细胞增殖活性分别为（89.80±5.85）%和（77.20±7.70）%，低于生理盐水对照组（ <0.05）；

50μg/ml PM2.5组和 100μg/ml PM2.5组染毒 12和 24 h ROS均高于生理盐水对照组（ <0.05），其中 100μg/ml

PM2.5 组染毒 12 和 24 h ROS 水平均最高，分别为（16.60±0.40）和（24.01±0.55）；50 μg/ml PM2.5 组和

100μg/ml PM2.5组 VEGF蛋白表达高于生理盐水对照组（ <0.05），其中 100μg/ml PM2.5 组 VEGF蛋白

表达水平最高（0.892±0.028）。结论 PM2.5能对支气管上皮细胞造成氧化损伤，上调 VEGF蛋白表达。
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Effect of PM2.5 on VEGF and ROS in bronchial epithelial cells鄢
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Abstract: Objective To investigate the effect of fine particulate matter (PM2.5) on vascular endothelial growth
factor (VEGF) and reactive oxygen species (ROS) in bronchial epithelial cells. Methods Bronchial epithelial cells
16HBE were cultured and divided into saline control group, 25 滋g/ml PM2.5 group, 50 滋g/ml PM2.5 group and 100
滋g/ml PM2.5 group. Cell proliferation activity and expressions of ROS and VEGF were measured in each group.
Results In the 50 滋g/ml PM2.5 group and the 100 滋g/ml PM2.5 group, cell proliferation activity was (89.80 依
5.85)% and (77.20 依 7.70)% respectively, which was significantly lower than that in the saline control group ( <
0.05); ROS level was higher than that in the saline control group after exposure for 12 and 24 h ( < 0.05), among
which the 100 滋g/ml PM2.5 group had the highest ROS level after 12-h and 24-h exposure [(16.60 依 0.40) and
(24.01 依 0.55) respectively]. In the 50 滋g/ml PM2.5 group and the 100 滋g/ml PM2.5 group, VEGF protein
expression was higher than that of the saline control group ( < 0.05), among which VEGF protein expression level
in the 100 滋g/ml PM2.5 group was the highest (0.892 依 0.028). Conclusions PM2.5 can cause oxidative damage to
bronchial epithelial cells and up-regulate the expression of VEGF protein.
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中枢神经系统和心血管系统的损伤 [2]。血管内皮生

长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）是

能与肝素特异性结合的血管内皮细胞生长因子，具

有诱导体内血管新生的功能，其在组织中的表达能

力反映了该组织的血管生成活性[3-4]。有研究表明[5]

PM2.5 对 VEGF 和 活 性 氧 类 （reactive oxygen

species，ROS）能产生一定的影响。本研究通过培养

支气管上皮细胞 16HBE，将 PM2.5配制成不同的浓

度分组，测定各组细胞增殖活性、ROS及 VEGF表

达水平，探讨细 PM2.5对 VEGF、ROS的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

1.1.1 试剂 α-MEM培养基（美国 Gibco公司），

胎牛血清（美国Abgent公司），青、链霉素，血管内皮

生长因子检测试剂盒（VEGF-KIT）（北京健平金星

生物科技有限公司），VEGF 蛋白定量试剂盒

（DVE00）（美国 R&D公司），MTT检测试剂盒（武汉

博士德公司）。

1.1.2 仪器 空气总悬浮颗粒物采样器（武汉市天

虹仪器有限责任公司），DCFH-DA探针（美国 Sigma

公司），全自动立式高压灭菌锅 G154TW（美国 Zeal-

way），超净工作台（北京西城设备厂），二氧化碳 CO2

培养箱 Galaxy170S（德国 New Brunswick eppen-

dorf），Allegra64R台式高速冷冻离心机（美国 Beck-

man公司），高分辨倒置显微镜（日本 Olympus公

司），-80℃冰箱（中国中科美菱公司），小型离心机

（中国其林贝尔公司），酶联分光光度计（美国哈希

HACH公司）。

1.2 空气颗粒制备

实验所用 PM2.5 为空气总悬浮颗粒物采样器

采集的，并将收集好的 PM2.5用生理盐水配制成所

需浓度后置于超声波清洗仪（200W，40 kHz）中超声

振荡 15 min，混匀灭菌，2℃保存，使用前充分振荡混

匀。

1.3 细胞培养及增殖活性检测

1.3.1 细胞培养 将人的支气管上皮细胞 16HBE

（细胞株购自中国科学院上海生命科学研究院细胞

资源中心）培养于含 100 u/ml青霉素、100μg/ml链

霉素和 10%胎牛血清的 MEM培养基中，采用单层

贴壁培养法[6]，将其放置在 37℃、5%CO2的恒温培养

箱中。观察细胞生长状况，每周换液 3、4次，在显微

镜下观察细胞的生长融合情况，当观察到其融合达

到 70%～80%时按 1∶2的比例进行细胞传代[7]。

1.3.2 增殖活性检测 将对数生长期的细胞制成细

胞浓度为 5×105个 /ml单细胞悬液；将细胞悬液接

种于 96孔板中，0.2 ml/孔，培养 24 h；待细胞贴壁，

调整 PM2.5终浓度为 25、50、100μg/ml，每组设 5个

复孔，另设生理盐水对照组和调零孔；按照 MTT试

剂盒操作说明书进行实验。

1.4 实验分组

取对数生长期细胞消化后以 5×105个 /ml接种

于培养板，待细胞贴壁后对细胞进行染毒处理，分为

4组：生理盐水对照组、25μg/ml PM2.5组、50μg/ml

PM2.5组和 100μg/ml PM2.5组。

1.5 ROS检测

在细胞染毒 12和 24 h后，将培养液弃去；用

1×PBS 洗细胞 2 次，加入终浓度为 10μmol/L 的

DCFH-DA探针[8]，于 5%CO2、37℃条件下继续培养；

在培养 4 h后再用 1×PBS洗细胞 3次，洗掉不被结

合的 DCFH-DA探针以减小背景值；用胰酶消化细

胞，收集细胞后用流式细胞仪对细胞内的 ROS进行

检测[9]。

1.6 VEGF蛋白检测

细胞中的 VEGF蛋白检测采用酶联免疫吸附法

（ELISA）进行[10]。反应结束后用酶联分光光度计测定

波长在 540 nm处的 A值，换算 VEGF蛋白的含量。

1.7 统计学方法

数据分析采用 SPSS19.0统计软件，计量资料采

用均数±标准差（x±s）表示，组间比较使用方差分

析，两两比较采用 LSD检验，以 <0.05表示差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞增殖活性比较

生理盐水对照组和 25μg/ml PM2.5 组细胞增

殖活性比较差异无统计学意义（ >0.05）；50μg/ml

PM2.5组和 100μg/ml PM2.5组细胞增殖活性分别

为（89.80±5.85）%和（77.20±7.70）%，低于生理盐

水对照组，差异有统计学意义（ <0.05）。见表 1。

2.2 各组 ROS水平比较

生理盐水对照组和 25μg/ml PM2.5组染毒 12

和 24 h ROS 比较差异无统计学意义（ >0.05）；

50μg/ml PM2.5组和 100μg/ml PM2.5组染毒 12和

24 h ROS均高于生理盐水对照组（ <0.05），其中

100μg/ml PM2.5 组染毒12和 24 h ROS水平均最高，
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为（16.60±0.40）和（24.01±0.55），见表 2。

2.3 各组 VEGF表达比较

生理盐水对照组和 25μg/ml PM2.5 组 VEGF

蛋白表达比较差异无统计学意义（ >0.05）；50μg/ml

PM2.5 组和 100μg/ml PM2.5 组 VEGF 蛋白表达

高于生理盐水对照组（ <0.05），其中 100μg/ml

PM2.5 组 VEGF 蛋白表达水平最高 （0.892±

0.028）。见表 3，附图。

3 讨论

近年来我国的 PM2.5污染程度逐年增加，在冬

季许多城市都会出现雾霾现象并危害人的呼吸系

统、中枢神经系统以及心血管系统等[11]，严重影响人

们的出行安全。有研究显示[12-13]，在急性染毒的实验

中发现吸入体内的细颗粒物暴露时能刺激肺泡上皮

细胞、支气管上皮细胞及巨噬细胞释放大量的趋化

因子、促炎因子及氧自由基等，从而促进介导炎症的

中性粒细胞不断聚集，从而导致肺部病理损伤。ROS

包括含氧自由基、氧离子、过氧化物等，是生物有氧

代谢过程中副产物的一种，体内的活性氧类若产生

过多将破坏体内的基因结构[14]。活性氧包含氧离子

和过氧化氢，是含氧的化学活性分子，在活性氧的核

外存在未配对电子，因而具有极强的反应活性[15-16]。

在人体正常情况下，ROS 作为人体正常代谢的产

物，在维持机体稳定性、协助细胞信号传导方面起了

关键作用[17]。但当外界环境发生改变时，比如碰到热

源、紫外线照射皮肤等，体内会产生大量的 ROS，产

生原因可能是细胞结构遭到破坏，一般将这种情况

称为氧化应激反应[18]。

3.1 细胞增殖活性比较

PM2.5是一种主要由人类活动产生的、含多种

成分的复合物，其上吸附有细菌、病毒、酸性氧化物、

有毒重金属及有机污染物等多种物质，吸入人体会

对身体造成伤害[19-20]。本研究比较细胞增殖活性，结

果显示：生理盐水对照组和 25μg/ml PM2.5组细胞

增殖活性比较差异无统计学意义；50μg/ml PM2.5

组和 100μg/ml PM2.5组细胞增殖活性低于生理盐

水对照组，差异有统计学意义。结果表明 PM2.5能

对细胞造成伤害，阻遏细胞的增殖，从而显示 PM2.5

的危害性。

3.2 各组 ROS水平比较

近年来越来越多的研究表明 PM2.5 引起病变

的主要原因是 ROS的参与[21]。PM2.5具有自由基活

性，PM2.5中含有的有机成分和金属成分会刺激肺

泡中的巨噬细胞产生自由基，破坏组织细胞[22]。有

研究表明 [23-24]PM2.5中含有的有机碳成分能引起支

气管上皮细胞的脂质过氧化损伤，同时也能引起细

胞的氧化损伤。PM2.5通过血气屏障到达肺部，通

过刺激 ROS和炎症因子诱导支气管上皮细胞和巨

噬细胞产生细胞毒性，导致肺部发炎[25]。本研究比

较各组 ROS 水平结果显示：50μg/ml PM2.5 组和

100μg/ml PM2.5组染毒 12和 24 h ROS均高于生

理盐水对照组，其中 100μg/ml PM2.5组染毒 12和

24 h ROS水平均最高。结果表明经过 PM2.5处理的

支气管上皮细胞 16HBE 内 ROS 的水平升高，且

PM2.5的浓度越高，ROS的水平越高，这也表明了

PM2.5的浓度越高，刺激机体产生氧化应激反应越

强烈。PM2.5浓度越高，对人体的伤害越大。

组别 值

生理盐水对照组

0.000
25μg/ml PM2.5组

细胞存活率 /% 值

100.00±6.73

20.514
97.20±4.50

50μg/ml PM2.5组 89.80±5.85

100μg/ml PM2.5组 77.20±7.70

表 1 各组细胞存活率比较 （ =5，%，x±s）

组别 12 h 24 h

生理盐水对照组 13.50±1.20 13.74±0.91

25μg/ml PM2.5组 14.40±1.08 14.51±0.67

50μg/ml PM2.5组 15.55±0.62 20.46±0.61

100μg/ml PM2.5组 16.60±0.40 24.01±0.55

值 17.422 24.108

值 0.001 0.000

表 2 各组染毒 12和 24 h ROS水平比较 （ =5，x±s）

组别 值

生理盐水对照组

0.000
25μg/ml PM2.5组

VEGF蛋白表达 值

0.107±0.010

32.107
0.143±0.022

50μg/ml PM2.5组 0.544±0.031

100μg/ml PM2.5组 0.892±0.028

表 3 各组 VEGF蛋白表达比较 （ =5，x±s）

1：生理盐水对照组；2：25μg/ml PM2.5 组；3：50μg/ml PM2.5

组；4：100μg/ml PM2.5组

附图 VEGF蛋白表达

VEGF

β-actin

1 2 3 4
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3.3 各组 VEGF表达比较

根据美国 FOLKMAN 博士提出的FOLKMAN

理论 [26-27]，VEGF的临床应用基础是肿瘤组织通过

新生的血管来维持营养物质和足够的氧气供应来保

证肿瘤的生长，所以 VEGF对肿瘤的研究提供了很

好的研究方向。VEGF的主要生物学功能包括：①微

血管的通透性提高，致使体液和蛋白渗出[28]；②促进

趋化作用和有丝分裂，在体内诱导血管生成，在体外

促进内皮细胞生长[29]。

本研究比较各组 VEGF 结果显示：50μg/ml

PM2.5组和 100μg/ml PM2.5组 VEGF蛋白表达高

于生理盐水对照组，其中 100μg/ml PM2.5组 VEGF

蛋白表达水平最高。结果表明 PM2.5能刺激细胞诱

导表达 VEGF，可以认为 PM2.5诱发支气管上皮损

伤炎症反应中 VEGF参与其中。

综上所述，PM2.5能对支气管上皮细胞造成氧

化损伤，上调 VEGF蛋白表达。
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