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卷烟烟气对细胞线粒体氧化损伤的研究

米* 娜，杨陟华，潘秀颉，曹珍山，陈忠民，刘* 刚，魏* 菡，李慧颖，朱茂祥* * （中国人民解放军军事医学科学院放射
与辐射医学研究所，北京 !""’$"）

* * 摘* 要：目的* 研究卷烟烟气凝集物（ +,-./0110 23450 +467062.10，898）对人乳头状病毒永生化的人支气管上皮细胞
（:;3.6 <.<,==43.>,/;2#,334/1.=,?07 :;3.6 @/46+:,.= 0<,1:0=,.= +0== =,60，ABC&D）线粒体的氧化损伤。方法* 采用分子探针
&’，)’#二氯荧光黄双乙酸盐（&’，)’#7,+:=4/4E=;4/02+0,6 7,.+01.10，D8FG#DH）和氢化乙啶（:I7/401:,7,60，GB）检测细胞内活
性氧（ /0.+1,>0 4JI-06 2<0+,02，KL9）水平；用荧光标记物M8A（M464+:=4/4@,3.60）、壬基吖啶橙（646I= .+/,7,60 4/.6-0，NHL）、
四氯四乙基苯并咪唑基羰花青碘化物（$，$’，O，O’#101/.+:=4/4#!，!’，(，(’#101/01:I= @06?,3,7.=I= +./@4+I.6,60 ,47,70，P8#!）检
测细胞内还原型谷胱甘肽（-=;1.1:,460，Q9G）及线粒体内膜心磷脂（+./7,4=,<,6，8R）、膜电位（3,14+:467/,.= 303@/.60 <4106#
1,.=，!"3）。结果* 898作用 ABC&D细胞后，细胞内 KL9显著增加，Q9G及线粒体 8R、!"3水平明显下降，并呈现较好的
剂量效应关系。结论* 898可造成细胞线粒体氧化损伤。
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* * 在原发性支气管肺癌及其他相关肺部疾病的病因
学中，吸烟是一个很重要的因素。流行病学和临床研

究显示，吸烟者和不吸烟者相比更易患上此类疾病，而

且此类疾病的严重程度与吸烟数量直接相关［!，&］。卷

烟烟气中含有大量活性氧和活性氧诱导物，其中一些

可以进入细胞甚至细胞核，导致 DNH 氧化损伤和细
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胞死亡［(］。

* * 线粒体是细胞能量生成的重要细胞器，也是细胞
调节氧化应激的中枢。近年的研究表明，线粒体是细

胞内活性氧（/0.+1,>0 4JI-06 2<0+,02，KL9）产生的主要
场所，又是 KL9 作用的重要靶部位。线粒体产生的
KL9对细胞的信号调节起着重要的作用，一旦 KL9 产
生过多，或细胞抗氧化能力下降，线粒体就会受到

KL9的氧化攻击，并伴随线粒体内膜心磷脂（+./7,4=,<#
,6，8R）含量及膜电位水平的下降等，进而启动细胞凋
亡［%，$］。在 KL9升高的同时，细胞内的氧化还原状态
也发生了改变，如巯基氧化、细胞谷胱甘肽（ -=;1.1:,#
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!"#，$%&）减少，而 $%& 的降低又会导致凋亡早期细
胞线粒体膜电位的降低［’］。

( ( 业已证实，卷烟烟气中的有害物质可导致多种细
胞的线粒体损伤［)，*］。本研究中，我们将人乳头状病

毒永生化的人支气管上皮细胞（+,-." /./011!-.203,45
0--!36.107#8 +,-." 93!":+0.1 #/06+#10.1 :#11 10"#，
;<=>?）作为靶细胞，研究卷烟烟气凝集物（ :0@.3#66#
4-!A# :!"8#"4.6#，B%B）诱发其产生的 CD% 及其对细
胞线粒体的氧化损伤。

!" 材料与方法

EF E( 试剂与仪器
( ( 分子探针 >’，)’5二氯荧光黄双乙酸盐（>’，)’580:+1!3!G1,!5
3#4:#0" 80.:#6.6# ，?BH&5?I）（%0@-.）用无水乙醇配成 >J --!1 K L
储备液，氢化乙啶（+M83!#6+080"#，&<）（%0@-.）用 ?N%D 配成
EJ --!1 K L 储备液，NB;（-!"!:+1!3!90-."#）（%0@-.）用 ?N%D
配成 EJ --!1 K L 储备液，壬基吖啶橙（ "!"M1 .:3080"# !3."@#，
OID）（%0@-.）用 ?N%D配成 ) --!1 K L 的储备液，四氯四乙基
苯并咪唑基羰花青碘化物（P，P’，’，’’56#63.:+1!3!5E，E’，Q，Q’5
6#63#6+M1 9#"70-08.1M1 :.39!:M."0"# 0!808#，RB5E）（%0@-.）用 ?N%D
配成 EJ --!1 K L储备液。H1,!3!4A." I4:#"6 HL荧光化学分光仪
购自芬兰 S+#3-! L.94M46#- 公司。

EF >( B%B的制备
( ( 按行业标准吸烟方法，将卷烟烟气导入收集管（气泡吸收
管，市售）中，管内盛有 P -1 TPU乙醇和 P -1 L&B5* 完全培养
液，连续收集 EJ 支卷烟。将收集液用 TPU乙醇定容至 EJ -1
（E 支 K -1）。准确量取一定体积的 B%B溶液，冷冻干燥后称量，
测定 B%B含量，实验时溶于 L&B5* 培养液中。

EF Q( 细胞培养及分组
( ( ;<=>? 细胞（美国国立癌症研究所 &.3304 教授提供，美国
哥伦比亚大学放射生物研究中心 ?3F &#0 SV处引进）用 L&B5*
培养液（美国 ;0!G1,08公司）在 PU BD>、Q) W和 TPU湿度条件
下培养，P X ’ 8传代，收集细胞时用含 JF EU胰酶（$09:! 分装）
和 JF J>U<?SI5O.>的 ?5&."A’4消化，并计数细胞。实验前将
指数生长期的 ;<=>? 细胞以 EF > Y EJZ K孔接种于 T’ 孔板内，
按 B%B染毒剂量分为 P 组：J、P、EJ、EP、>J !@ K -1 B%B 组，其中
以J !@ K -1 剂量组作为正常对照组。

EF Z( 细胞内 CD%的检测
( ( ?BH&5?I 和 &<在细胞内分别被 &>D>及 D [

> 氧化为二氯

荧光黄（>’，)’580:+1!3!G1,!3#4:0"，?BH）及溴乙锭（ #+080,- 93!5
-08#，<;），在激发光激发下分别产生绿色和红色荧光，?BH&5
?I激发波长为 Z*P "-，发射波长为 PQ* "-；&< 激发波长为
QPP "-，发射波长为 Z’J "-。测定细胞内 ?BH和 <;的荧光强
度，即可相对定量细胞内 &>D>和 D [

> 水平。细胞培养 >Z +后，
倒掉培养液，加入分子探针 ?BH&5?I（终浓度为 >J !-!1 K L）
及 &<（终浓度为 EJ !-!1 K L），Q) W保温 P -0"。加入不同浓度
B%B染毒 ;<=>?细胞，继续保温 > + 后，弃上清，用 ?5&."A’4
洗 E X > 遍，立即用荧光化学分光仪测定荧光强度。

EF P( 细胞内 $%&的检测
( ( 用荧光染料 NB;（-!"!:+1!3!90-."#）体外标记细胞质中
$%&，通过测定 NB;的荧光强度，来定量细胞中的 $%& 水平。
细胞培养 >Z +，染毒同 CD%，清洗，加入 NB;染色工作液（终浓
度 ZJ !-!1 K L）；Q) W孵育 EP -0"，小心抽去上清，清洗，加入预
冷的保存液，即刻放入荧光化学分光仪检测。激发波长为

QTJ "-，发射波长为 Z’J "-。
EF ’( 线粒体心磷脂的测定
( ( OID是一种可自由通过细胞膜的染色剂，可特异性地结合
线粒体 BL，在激发波长为 ZTP "-，散发波长为 PET "- 时发出
绿色荧光。细胞处理及染毒同 CD%，清洗后加入 OID 染色工
作液（终浓度 >J !-!1 K L）；Q) W孵育 >J -0"，小心抽去上清，清
洗，加入预冷的保存液，置入荧光化学分光仪检测。

EF )( 线粒体膜电位的检测
( ( 阳离子荧光染色剂 RB5E 对膜电位高度敏感，可特异性的
进入线粒体。线粒体膜电位的高低变化决定了 RB5E 的分布浓
度。电位高，RB5E 形成聚集体，浓度高，荧光显色为红色或橘红
色；反之，则为绿色，膜电位的去极化体现为由红光到绿光的转

变。细胞处理及染毒同 CD%，清洗后加入染色工作液（终浓度
EJ !-!1 K L）；Q) W孵育 >J -0"，清洗，加入预冷的保存液，即刻
放入荧光化学分光仪检测。激发波长为 ZTJ "-，散发波长为
PTJ "-，获得红色荧光单位；激发波长为 ZTJ "-，散发波长为
PQJ "-，获得绿色荧光单位；红色荧光单位 K绿色荧光单位最终
获得荧光比值，比值高表明线粒体膜电位正常。

EF *( 统计学分析
( ( 实验数据以 !! \ " 表示，采用 %=%% EEF P 统计软件，对细胞
内 CD%、$%&水平及线粒体 BL、"#-行单因素方差分析。

#" 结果

>F E( B%B对细胞内 CD%水平的影响
( ( 以未用 B%B处理的 ;<=>? 细胞内荧光强度为基准，荧光
强度增加值代表细胞内 CD%增高水平。从表 E 可以看出，B%B
可诱发细胞内 &>D>和 D [

> 水平显著增高，并呈现良好的剂量效

应关系。

表 !" $%$诱导 &’(#)细胞内 *+%水平的变化（! ,-，"" . #）

( ( 组别 &>D>水平（?BH荧光值） D [
> 水平（<;荧光值）

正常对照组 E’F JJ \ PF QE *F PZ \ JF P*
B%B组 P !@ K -1 QEF ’) \ ZF *J. EEF ’) \ EF QZ.

( ( ( EJ !@ K -1 P>F )* \ )F >Q. E’F >* \ EF P’.

( ( ( EP !@ K -1 ’*F QZ \ PF QQ. E*F Q> \ EF >*.

( ( ( >J !@ K -1 *>F >’ \ ’F EZ. ETF Z) \ EF )’.

.：# ] JF JP，与正常对照组比较

>F >( B%B对细胞内 $%&水平的影响
( ( 测定结果显示，随着 B%B剂量的不断加大，细胞内 $%&水
平逐渐降低：B%B浓度在 P !@ K -1时 $%&水平略高于正常对照
组；在 EJ、EP、>J !@ K -1时 $%&水平明显低于正常对照组（# ]
JF JP）。由此可见低剂量 B%B 可使细胞内 $%& 产生应激性增
高，而高剂量 B%B对细胞内 $%&有明显的抑制作用。
>F Q( B%B对线粒体功能的影响
( ( 以未用 B%B处理的 ;<=>? 细胞内荧光强度为基准，荧光
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强度下降值代表 $%及膜电位的下降水平，结果见表 &。我们可
以看出，$’$可导致线粒体 $% 及膜电位水平显著下降，并呈现
良好的剂量效应关系，表明 $’$对细胞线粒体有一定的损伤。

表 !" #$#对 %&’!(细胞线粒体功能的影响（! )*，"" + #）

" " 组别
线粒体心磷脂水平

（()*荧光值）

线粒体膜电位水平

（+$,- 荧光值）

正常对照组 .# /0 1 .# ./ .# 2/ 1 .# .&
$’$组 3 !4 5 67 .# 8! 1 .# .39 .# 2- 1 .# .!9

" " " -. !4 5 67 .# 0/ 1 .# .89 .# !: 1 .# .&9

" " " -3 !4 5 67 .# 30 1 .# .09 .# !& 1 .# .&9

" " " &. !4 5 67 .# &0 1 .# .89 .# && 1 .# .-9

9：! ; .# .3，与正常对照组比较

," 讨论

" " 线粒体呼吸链是细胞内活性氧产生的主要来源。
正常生理条件下，线粒体内含有丰富的抗氧化成分，可

防止活性氧的产生及其带来的氧化损伤。然而，一旦

线粒体内 <*’产生过多和（或）抗氧化物含量下降，线
粒体就会受到 <*’的氧化攻击。
" " $%位于线粒体内膜，为内膜各种镶嵌蛋白或酶提
供牢固的结合场所。细胞色素 $（=>?@=AB@6C =，$>? =）
就结合在心磷脂上。由于 $% 不饱和酰基链的特性，
加上它接近线粒体 <*’ 产生的部位，$% 极容易受到
<*’的氧化攻击。$%的过氧化作用可导致 $>? =从线
粒体内膜解离，释放到细胞质，这是线粒体介导的细胞

凋亡极其重要的早期事件［:］。

" " 膜电位的维持是线粒体发挥功能的必要前提。膜
电位的改变影响质子泵功能，进而影响 )DE 的生成。
线粒体膜电位的降低发生在 F()断裂之前，导致细胞
质中合成的线粒体蛋白质成熟的缺陷、翻译的停止、氧

化磷酸化形成的解偶联，是细胞走向死亡的标志。当

线粒体膜电位下降至低于阈值时，就会诱导细胞凋

亡［-.］。

" " 卷烟烟气中存在的 <*’ 及其对线粒体的氧化损
伤目前已成为研究热点。本研究结果表明，$’$ 可诱
导 GHE&F细胞产生 I&*&和 * J

& ，且随着 $’$剂量的加
大，这些 <*’的浓度也逐渐升高。进一步的研究结果
显示，代表线粒体功能的 ()*及膜电位水平随着 $’$
浓度的升高而急剧下降，而这种水平的下降恰恰和细

胞内 <*’的累积呈明显的相关性，提示 $’$可能导致
细胞线粒体氧化损伤，这可能与线粒体受到高浓度

<*’的氧化攻击有关；另一方面，随着 $’$ 浓度的不
断加大，K’I水平由 $’$低浓度时的应激性升高变为
$’$高浓度时的急剧下降（与 <9A69L 等［--］报道一
致）。这一变化打破细胞内部氧化,抗氧化系统的平
衡，使细胞的氧化能力下降。K’I 正常状态下是细胞
的一种重要的氧化还原缓冲剂，细胞内有毒的氧化物

通过被 K’I还原而定期去除。这一反应在线粒体中
尤为重要。当细胞内 K’I的清除非常活跃时，细胞液
就由还原环境转为氧化环境，这可能又导致了凋亡早

期细胞线粒体膜电位的降低，从而使细胞色素 $ 从线
粒体内转移到细胞液中，启动凋亡效应。

" " 相关研究证实，在卷烟烟气诱导的不同细胞的凋
亡过程中均伴随着线粒体心磷脂的损伤及跨膜电位的

耗散，而这些事件的发生与活性氧的产生及卷烟烟气

的浓度有明显的剂量效应关系［8，-&］。本研究中 $’$
诱导 GHE&F细胞产生活性氧，造成线粒体的氧化损
伤，这一过程是否最后导致细胞的凋亡，值得进一步的

研究探讨。
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