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人肺癌 A549 细胞直接暴露可吸入物质体外试验
方法的建立及应用
鱼涛 刘黎 肖经纬 李斌1

中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所，北京 100050

摘要: 目的 建立人肺癌 A549 细胞直接暴露可吸入物质体外试验方法并进行
初步的应用。方法 将二氧化氮气体用洁净空气稀释后分别配制成 5. 1、10. 7、
15. 0、20. 7 mg /m3，在多孔膜上生长的 A549 细胞放置在水平扩散染毒仓内，通过气液
界面技术( ALI) 暴露于不同浓度的二氧化氮气体，15 ml /min，37 ℃ 染毒 1 h，利用
MTT和 NUＲ试验检测细胞毒性; 采集不同工况下的汽油发电机尾气，10 ml /min，
37 ℃染毒 A549 细胞 15 min，利用 CCK-8 和 MTT试验检测细胞毒性。结果 细胞存
活率随着 NO2 气体浓度的升高( 5. 1 ～ 20. 7 mg /m3 ) 显著降低( P ＜ 0. 05) ，并且呈剂
量-效应关系( MTT拟合曲线: yMTT = 0. 989 － 0. 021xNO2 Ｒ

2 = 0. 84，P ＜ 0. 01; NUＲ 拟合
曲线: yNUＲ = 1. 032 － 0. 026xNO2 Ｒ2 = 0. 88，P ＜ 0. 01) 。怠速( 冷启动) 、53%和 100%
负荷下，A549 细胞 MTT和 CCK-8 存活率显著低于空气暴露组( P ＜ 0. 05) 。结论

体外细胞直接暴露可吸入物质方法可以应用于有害物质的体外吸入毒性研究，对工
业和环境场所中的有害物质的毒性评价提供了新的技术和方法。
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Establishment and application of an in vitro model for dynamic direct
exposure of lung epithelial cells ( A549) to airborne compounds

YU Tao，LIU Li，XIAO Jingwei，LI Bin
National Institute for Occupational Health and Poison Control，Chinese Center for Disease

Control and Prevention，Beijing 100050，China

Abstract: Objective To establish and apply a dynamic in vitro model for direct
exposure of human cells to gaseous contaminants to investigate the cellular responses to
airborne chemical exposures． Mehods Nitrogen dioxide ( NO2 ) was selected as a model
gas compound． Standard test atmospheres were generated ( 5. 1 – 20. 7 mg /m3 ) ，using
clean air dilution method． A549 pulmonary type II-like epithelial cell lines and skin
fibroblasts were grown on porous membranes． Human cells on transwell inserts were placed
in horizontal diffusion chambers and exposed to various airborne concentrations of NO2

directly at the air- liquid interface for 1 h at 37℃，15ml /min． The gasoline exhuast at
different load ( idle with cold start，50% and 100% load ) collected in Tedlar air bag
directly exposed A549 cell for 15min at 37℃，10ml /min． Cytotoxicity of the test gas was
investigated using the MTT，NＲU ( neutral red uptake ) and CCK-8 assays． Ｒesults
Dose-dependent effects of NO2 were observed in human cells tested which resulted in a
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significant reduction of cell viability at different concentrations of NO2 ( MTT estimated
curve: yMTT = 0. 989 － 0. 021xNO2 Ｒ

2 = 0. 84，P ＜ 0. 01; NUＲ estimated curve: yNUＲ = 1. 032
－ 0. 026xNO2 Ｒ

2 = 0. 88，P ＜ 0. 01) ． Gasoline exhaust exposure at different load resulted in
a decreased cell viability ( significantly CCK-8 and MTT levels reduction than air exposure
group) ． Conclusion The dynamic direct exposure method can be used for in vitro
inhalational and dermal toxicity studies and potentially as an new technology for
biomonitoring of airborne contaminants in future occupational and environmental toxicity
assessments．

Key words: A549 cell，air-liquid interface，airborne compounds

对于可吸入物质传统的毒理学评价方法是应

用动物进行整体或口鼻式吸入染毒，随着 OECD
检测方法和 GHS 化学品分类标签中对于实验动

物 3Ｒ 的倡导，以及人肺细胞体外染毒在呼吸系

统中毒机制研究中的优势，NTP( 美国国家毒理学

规划署) 和 ECVAM( 欧洲替代方法验证中心) 均

提出建立可吸入物质体外试验方法对于吸入毒理

学研究的发展具有重要意义［1］。
目前人肺细胞体外吸入染毒主要有以下几种

方法［2］: ( 1) 可吸入物质通过溶剂溶解后染毒细

胞; ( 2) 滤膜抽提环境中的可吸入颗粒物，用溶剂

溶解或悬浮后染毒细胞; ( 3 ) 在冲击管或真空管

中将气体通入处于半浸润的细胞; ( 4 ) 通过摇床

或翻转瓶的转动，气态物质间断地染毒细胞。
以上 4 种方法虽然都能够一定程度的达到体

外染毒细胞的目的，但仍有很多局限性，例如，方

法 1 和 2 中对于溶解度低或难以溶解的物质不能

应用，忽视了可吸入物质的粒径分布和溶剂的使

用对于物质颗粒理化特性的改变; 方法 3 和 4 仅

适用于气态物质，人肺细胞悬浮于培养液中，尽管

可以让气态物质浸润细胞，但接触面积较小和暴

露时间不持续，尚不能解决人肺细胞与可吸入物

质直接暴露时培养基在染毒过程中的干扰问题。
近年来，随着多孔膜培养细胞技术的发展，推

动了人肺细胞直接暴露可吸入物质体外试验方法

的可实施性。多孔膜细胞培养技术可直接将人肺

细胞暴露于可吸入物质，避免了细胞培养液对可

吸入物质染毒过程的干扰，同时又能够使可吸入

物质与细胞顶部接触面积的最大化，而且对气态、
液态和固态气溶胶均适合［2-6］( 图 1) 。

本研究利用多孔膜细胞培养技术，建立动式

人肺细胞直接暴露可吸入物质体外试验方法。同

时并利用此技术，选用可引起人肺泡上皮细胞损

伤［7］的二氧化氮气体染毒 A549 细胞，利用 CCK-
8 和 NUＲ 方法进行该试验体系的验证。同时，采

集不同工况下汽油发电机的尾气染毒 A549 细胞，

图 1 动式人肺细胞直接暴露可吸入物质体外技术

Figure 1 Dynamic direct exposure of human cells
at the air-liquid interface

用 MTT 和 CCK-8 试验检测其细胞毒性效应。

1 材料与方法

1. 1 A549 细胞的培养

A549 购买于国家细胞资源共享平台( 中国医

学科学院基础医学研究所基础医学细胞中心保存

株 3111C0001CCC000002) ，用无菌级 25 cm2 细胞

培 养 瓶 ( Corning ) ，USA Gibco1640 培 养 基 和
HyClone 10%胎牛血清和 1% ( V /V) 抗生素( 200
mmol /L L-谷氨酰胺，10 000 U /ml 青 霉 素 和 10
mg /ml 链霉素) 进行培养。细胞培养箱中 37 ℃
5% CO2 孵 育。用 胰 酶 ( Trypsin /EDTA，Gibco
USA) 溶解于 PBS 中，消化细胞后，加入培养液液

稀释，以 1∶ 2 ～ 1∶ 3传代培养。细胞活性用 0. 4%
台盼蓝( Trypan blue，Sigma USA) 染色，光学显微

镜观察。
1. 2 染毒物质

94. 3 mg /m3 ( 50 ppm) 标准 NO2 气体由北京

海 普 气 体 有 限 公 司 提 供，合 格 证 号:

2012060711215796-1-1，平衡于合成空气中。
泽藤 本 田 ( SHX2000 ) 变 频 发 电 机，排 量

98cc，额 定 功 率 1. 5 kW，发 动 机 型 号 HONDA
GX100，使用中石化市售 93#汽油，分别在怠速( 冷

启动) 、53%和 100%负荷下，将汽油尾气降温，温

度控制在( 23 ～ 37) ℃，采集尾气于 10 L Tedlar 气
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袋中，染毒前现用现采。
1. 3 细胞染毒

A549 细胞生长在 Corning Transwell 多孔膜

上，此插入式培养皿中的每个多孔膜孔径为 0. 4
μm，直径为 24 mm，可提供面积为 4. 67 cm2 的细

胞生长空间，每个 Tanswell 培养板由 6 孔培养插

件组成。
用含 0. 01 mol /L HEPES 的 Gibco 1640 培养

基加入 Corning Tanswell 培养插件的顶部和底部，

作为 A549 细胞转膜前的起始平衡时间，分别各

加 0. 5 ml 和 2 ml 37 ℃孵育 1 h。1 h 后用移液器

移除顶部培养液，加入新鲜的含 20 × 104 ～ 40 ×
104 个 /ml 细胞悬液 0. 5 ml ( 含 10% 胎牛血清和

1%抗体) 37 ℃孵育 20 h。
移液器清除顶部和底部培养液后，用 HBSS

液清洗 顶 部 和 底 部 ( 0. 5 ml 和 2 ml ) 一 次。将

Corning tanswell 插件取出，放入细胞直接暴露可

吸 入 物 质 体 外 染 毒 装 置 ( 天 津 合 普，HOPE-
MED8170A) 的染毒舱内，密闭。

将 94. 3 mg /m3 标 准 NO2 气 体 用 洁 净 空 气

( 经 HEPA 过滤) 直接稀释的方法配比成不同染

毒浓度的气体。将分别配制成 5. 1、10. 7、15. 0 及

20. 7 mg /m3 的 NO2 气体充入 50 L Tedlar 采气袋

中，用盐酸萘乙二胺比色法测定实际染毒浓度，以

15 ml /min 流速染毒 A549 细胞 1 h。所有的连接

软管均由特氟龙制成，与 NO2 气体无化学反应。
染毒期间染毒仓通过温控系统保持在 37 ℃。染

毒结束，取出 Corning tanswell 插件，放回到 6 孔培

养皿中，2 ml 新鲜的含 10% 胎牛血清的 1640 培

养液加入到培养皿底部，为下一步 CCK-8 和 NUＲ
试验做准备。
1. 4 中性红( NUＲ) 比色法

染毒后每孔加入 1. 0 ml 中性红活染工作液，

继续孵育 2 h 后，弃培养液，并以 pH7. 4，0. 2 mol /
L PBS 洗涤细胞 3 次; 最后在每个培养孔中均加

入 1 ml 0. 05 mol /L NaH2PO4 50%乙醇溶液，并置

微型振荡器上振荡 5 min，使细胞中的中性红全部

溶出，转移到 96 孔培养板上，置酶标仪 ( Biotek
Epoch) 测吸光值度值，选择检测波长为 550 nm，

以三个平行孔的平均值为实测 A 值。
1. 5 噻唑蓝比色法( MTT) 试验

使用 MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒

( Solarbio M1020) 检测细胞存活数量。将 MTT 溶

液用培养液按 1∶ 9体积进行稀释，每孔加入 1 ml
稀释液，继续培养 4 h，弃 MTT 液，每孔加入 1 ml
Formazan 溶解液，置摇床上低速震荡 10 min，使结

晶物充分溶解。酶标仪( Biotek Epoch) 490 nm 处

检测各孔的吸光度值。
1. 6 CCK-8 试验

CCK 法实际为 MTT 法的替代方法，是一种基

于水溶性四唑盐( WST) 的广泛应用于细胞增殖

和细胞 毒 性 的 快 速 高 灵 敏 度 检 测 试 剂 盒。将

CCK 试剂盒( 北京泛博生物化学有限公司) 中的

CCK 溶液用培养液按 1 ∶ 9体积进行稀释，每孔加

入 1 ml 稀释液，继续培养 1. 5 h 后，将上清液 4 等

份转 移 到 96 孔 培 养 板 中，用 酶 标 仪 ( Biotek
Epoch) 490 nm 处检测各孔的吸光度值，4 孔平均

吸光度值为实测 A 值。
1. 7 汽油尾气中常规成分检测和颗粒物特征

分析

用 CO 和 CO2 快 速 检 测 管 ( KOMYO
ＲIKAGAKU KOGYO K． K． ) ; 用盐酸萘乙二胺分

光光度法检测汽油尾气中 NO 和 NO2 的浓度; 用

挥发性有毒气体分析仪( Thermo TVA-1000B) FID
检 测 器 检 测 碳 氢 化 合 物 浓 度; 粒 径 谱 仪

( TSI 3321 USA) 分析颗粒物的质量、表面积和

颗粒物浓度。
1. 8 统计学分析

用 SPSS 16. 0 统计软件对实验数据进行分

析。先进行方差齐性检验，如果方差齐进行单

因素方差分析和组间两两比较，并对 NO2 气体

染毒 A549 细胞后检测的 MTT 和 NUＲ 指标进

行曲 线 拟 合。若 数 据 方 差 不 齐 则 进 行 对 数

转换。

2 结果

2. 1 MTT 和 NUＲ 试验

由表 1 可见，细胞存活率随着 NO2 气体浓度

的升高显著降低( P ＜ 0. 05) ，并且呈剂量-效应关

系( MTT 拟合曲线: yMTT = 0. 989 － 0. 021xNO2 Ｒ2 =
0. 84，P ＜ 0. 01; NUＲ 拟 合 曲 线: yNUＲ = 1. 032 －
0. 026xNO2 Ｒ

2 =0. 88，P ＜0. 01)。
表 1 人肺癌 A549 细胞暴露不同浓度 NO2

气体后细胞存活率的比较

Table 1 Cytotoxic effects of NO2 in A549 cells with
two in vitro assays( n =5，珔x !s)

组别 NO2 / ( mg/m
3 ) MTT NUＲ

空气暴露 0 0. 97 ± 0. 05 0. 99 ± 0. 04

染毒组 5. 1 0. 88 ± 0. 05 ( 1) 0. 92 ± 0. 07 ( 1)

10. 6 0. 81 ± 0. 07 ( 1) 0. 84 ± 0. 07 ( 1)

15. 4 0. 66 ± 0. 08 ( 1) 0. 58 ± 0. 03 ( 1)

20. 7 0. 54 ± 0. 09 ( 1) 0. 48 ± 0. 04 ( 1)

注: ( 1) 与空气暴露组比较，P ＜ 0. 05

Administrator
下划线
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2. 2 不同工况下汽油尾气常规成分含量

由表 2 可见，53% 负荷和 100% 负荷工况下

汽油尾气中 CO、NO、NO2 浓度均高于冷启动怠速

工况( P ＜ 0. 05) ，而冷启动怠速时( 0% 负荷) ，汽

油尾气中总碳氢化合物 ( THC ) 浓度最高 ( P ＜
0. 05) ，尚未发现不同工况状态下汽油尾气中 CO2

浓度有统计学差异。
2. 3 汽油尾气中 0. 5 ～ 10 μm 颗粒物空气动力学

粒径分布特征分析

由表 3 可见，冷启动怠速状态下颗粒物的表

面积浓度、质量浓度和数量浓度均明显高于 53%
和全负荷状态; 53% 负荷下的汽油尾气表面积浓

度、质量浓度和数量浓度最低。
2. 4 CCK-8 和 MTT 试验

由图 2 可见，MTT 试验中冷启动、53% 负荷

和 100%负荷工况下 A549 细胞存活率( 74. 3%、
58. 8%和 63. 9% ) 显著低于空气暴露组( 90. 6%，

P ＜ 0. 05 ) ; CCK-8 试 验 中 冷 启 动、53% 负 荷 和

100% 负 荷 工 况 下 细 胞 存 活 率 ( 64%、58% 和

66% ) 显著低于空气暴露组( 92%，P ＜ 0. 05) 。
表 2 不同工况下汽油尾气中常规成分的浓度

Table 2 Gasoline exhaust composition at different load( n =5，珔x !s)
负荷 /% CO /% CO2 /% NO/ ( mg /m3 ) NO2 / ( mg /m

3 ) THC /ppm
0 ( 1) 4. 0 ± 0. 3 17. 0 ± 1. 2 131. 3 ± 10. 9 6. 6 ± 0. 8 280. 0 ± 27. 0
53 7. 5 ± 0. 2 ( 2) 18. 5 ± 2. 1 187. 5 ± 7. 5 ( 2) 9. 2 ± 1. 6 ( 2) 198. 0 ± 35. 0 ( 2)

100 9. 0 ± 1. 1 ( 2) 19. 5 ± 3. 6 200. 9 ± 12. 1 ( 2) 8. 2 ± 0. 7 ( 2) 158. 0 ± 42. 0 ( 2)

注: ( 1) 冷启动; ( 2) 与 0%负荷比较，P ＜ 0. 05

表 3 汽油尾气中颗粒物表面积浓度、颗粒物数量和质量浓度

Table 3 Gasoline exhaust particle size distribution with respect to number，surface distributions
and mass distributions

负荷 /%
表面积浓度 / ( μm2 /cm3 ) 数量浓度 / ( 颗粒数 /cm3 ) 粒径 / ( μg /m3 )

0. 5 ～
1. 0 μm

0. 5 ～
2. 5 μm

0. 5 ～
10 μm

0. 5 ～
1. 0 μm

0. 5 ～
2. 5 μm

0. 5 ～
10 μm

0. 5 ～
1. 0 μm

0. 5 ～
2. 5 μm

0. 5 ～
10 μm

0 ( 1) 4803. 4 28 493. 4 324 963. 4 2 307. 2 4 950. 3 8 083. 6 0. 7 8. 0 339. 3
53 476. 5 2 705. 9 26 018. 0 232. 1 485. 5 722. 4 0. 1 0. 7 27. 6
100 1576. 3 9 132. 0 108 222. 0 771. 0 1 609. 4 2 683. 7 0. 2 2. 6 111. 5

注: ( 1) 冷启动

图 2 不同工况的汽油尾气对 A549 细胞存活率的影响

Fugure 2 Cytotoxic effects of gasoline exhaust in A549
cells with two in vitro assays

3 讨论

二氧化氮气体是一种氧化性气体，广泛存在

于室内和环境大气中，机动车尾气、发电机尾气、
电焊行业、电镀行业、硝酸盐的生产和饲料青贮早

期过程中都会产生二氧化氮。KOEHLEＲ 等［7］和

TU［8］等报道，由于二氧化氮气体的低溶解性和高

活性，其对呼吸道深部有强烈的刺激作用易侵人

呼吸道深部的细支气管和肺泡，作用于 I 型和 II
型肺泡皮细胞，并缓慢地溶解于肺泡细胞表面的

水分中，形成亚硝酸和硝酸。亚硝酸和硝酸对组

织产生强烈的刺激和腐蚀作用，并使毛细血管通

透性增加，而逐步形成肺水肿，严重者可形成肺纤

维化。正是由于 NO2 气体的广泛存在和对呼吸

系统的毒性作用，本研究选取其作为人肺癌 A549
细胞直接暴露可吸入物质体外试验方法建立的暴

露物质。A549 细胞，是一种人肺腺癌细胞系，具

有稳定的人Ⅱ型肺泡上皮细胞的特点，常被用作

人Ⅱ型肺泡上皮细胞的代表试验细胞［4-7］。目前

大多数 NO2 气体毒性的体外试验研究未使用气

液界面( ALI) 技术，也很少使用人体组织细胞。
本研究利用 ALI 技术发现 20. 7 mg /m3 的 NO2 暴

露 1h，可致 A549 细胞半数死亡，并且各剂量组间

有明显的剂量-反应关系，结果与国外报道相一

致［9］。此外，本研究还发现，洁净空气暴露组在

5 ～ 25ml /min的流量范围内暴露 1 h，A549 细胞存

活率与对照组间未见显著统计学差异，SAUEＲ
等［10］和 SWITALLA 等［11］也通过研究认为流量小
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于 25 ml /min 对于细胞的形态和活力未见改变，

微核试验中双核细胞数量也未见显著的改变，故

本研究选取 15ml /min 作为 NO2 气体染毒流量，

以排除过大流量气流对细胞产生机械性的损伤，

干扰试验结果。
随着工业的发展，机动车数量急剧增多，汽车

尾气对环境造成的污染日益严重，对人类健康也

构成了巨大威胁，汽车尾气不仅可以导致非致癌

性疾病发生率升高，而且还具有明显的遗传毒性，

被认为是肺癌发生的重要因素［12-13］。目前在汽

油尾气的体外毒性试验研究中，多数研究还是其

提取物作为研究对象［14-15］。本研究认为提取的

过程就改变了混合物质的物理化学性质，并且提

取物毒性作用大小与细胞培养液的溶解度有关，

故这样的结果只能代表其中的部分物质的毒性作

用。此外，汽油尾气中有大量的颗粒物，其毒性作

用大小与颗粒物数量浓度、表面积浓度和质量浓

度都密切相关。本研究检测了不同工况状态下发

电机的汽油尾气中主要有害成分并进行了颗粒物

的空气动力学粒径分布特征分析，将汽油尾气作

为一个整体混合物，而并非汽油尾气提取物，不仅

同时考虑了汽油尾气中各种有机物、无机物和不

同粒径的颗粒物对细胞的毒性作用，而且还考虑

了颗粒物、有机物和无机物间之间彼此相互依赖

的交互作用，利用 ALI 技术染毒细胞，其细胞毒性

是汽油尾气中各种有害物质对 A549 细胞联合作

用的结果。
进一步分析不同工况下汽油尾气中常规成分

的浓度和，发现 53% 负荷和 100% 负荷工况下汽

油尾气中 CO、NO 和 NO2 浓度均高于冷启动怠速

工况，尽管冷启动怠速时( 0% 负荷) ，汽油尾气中

总碳氢化合物浓度最高，但由于 CO 和氮氧化物

( NO 和 NO2 ) 在整个汽油尾气中所含比例高于碳

氢化合物，而 CO 对人体危害主要是通过肺进入

血液与血红蛋白结合对人体产生危害，肺脏并不

是其靶器官。此外，尽管汽油尾气中 0. 5 ～ 10 μm
颗粒物空气动力学粒径分布特征分析发现，冷启

动怠速状态下颗粒物的表面积浓度、质量浓度和

数量浓度均明显高于 53% 和全负荷状态，但怠速

状态 下 颗 粒 物 的 质 量 浓 度 为 339. 3 μg /m3，与

53% 负荷下 NO 和 NO2 浓度相比( 分别为 187. 5
和 9. 2 mg /m3 ) 较低，在汽油尾气的主要成分中所

占比例较少，故不同工况下汽油尾气对 A549 细

胞存活率的差异主要是由于汽油尾气中含量较高

的氮氧化物所占比例不同造成的。
体外吸入毒性研究对染毒物质的实时监测

问题目前是国内外学者遇到的困难之一，已经

有学者用搅拌棒吸附萃取技术 ( SBSE ) 在染毒

舱内检 测 挥 发 性 和 半 挥 发 性 有 机 物［16］，但 对

于无挥发性的颗粒物和液体气溶胶，由于染毒

舱内气流非常小，目前均是在染毒舱前端分流

后进行 采 样 分 析［17］，故 设 计 在 染 毒 舱 内 进 行

合理采样 的 技 术 对 于 体 外 吸 入 技 术 的 发 展 将

起到至关重要的影响。
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