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摘要 使用质粒 D N A 评价法 ( p l a s m i d D N A a s s a y ) 和 电感偶合等离子体质谱 ( I C P
一

M S )研究 了北

京市室内外 P M
I 。

( 可 吸入颗粒物 ) 的生物活性及与微量元 素的关系
.

选择 了 4 组 样品分别代表吸烟

室 内( 1 )
,

非吸烟 室 内 (2 ) 和相应室外 ( 1) 进行质粒 D N A 评价研究
.

结果表明
,

室内 P M
I 。

对超螺旋

D N A 的氧化性损伤高于室外
; 吸烟室内 P M

I 。

的 T D 5 o ( 引起 50 % D N A 损伤所需的颗粒物剂量 ) 低

达 10 0 拌g
·

m L 一 ` ,

对 D N A 氧化性损伤最大
,

说明吸烟室内 P M
I。

的生物活性最大
.

结合微量元素

分析发现
,

吸烟室内 P M
I。
的水溶性 Z n 与 T D 50 负相 关性较其他元 素强

,

说 明水溶性 Z n 可 能对

D N A 的氧化性损伤起重要作用
.

F e 元 素虽然被认为是最具生物活性的元 素之 一
,

但是在所分析样

品 中 F e 元素多是以不可 溶状态存在
,

因此对 D N A 损伤较弱
.

关键词 质粒 D N A 评价 叙化性损伤 微 , 元素 室内空气 可吸入颗粒物 (P lM
。

)

近年来
,

P M
, 。

对人体的损伤效应引起了广泛的

关注
,

流行病学研究结果表 明 P M
I。
浓度 的增加与

人们发病率及死亡率之 间有显著 的相关性 l[,
2习

.

关

于颗粒物的肺损伤 目前被广泛接受的观点是颗粒物

表面的生物可利用 的过渡金属离子会产 生 自由基
,

这些 自由基对关键细胞的氧化性损伤可能是颗粒物

导致肺损伤的主要原 因〔 3 一 ’ 〕
.

W il s o n 等 sj[ 通过有过

渡金属和没有过渡金属两种情况下的炭黑和超细炭

粒子的 自由基及致炎作用 的研究
,

证 明 P M
I 。
中的

过渡金属对肺具有氧化性 损伤
.

M c N e ill y 等川利用

体外实验的方法证 明水溶性过渡 金属会 导致炎症
.

R ic h ar d s
等〔’ 。〕研究表明导致肺损伤的是可溶的而非

不可溶 的锌 ; A da m so n 等 l[ ’ 〕利用 活体 实验研究 发

现
,

造成老鼠肺损 伤的是水 溶性 Z n
.

王玉秋等 1z[
〕

研究发现 F e 是典型介导氧 自由基过程的过渡金属
.

中国矿业大学 (北京 )环境与健康课题组的研究表明

对 D N A 产生氧化性损伤的是颗粒物 中的水溶性组

分
,

其中水溶性的 Z n 元素可能是对 D N A 氧化性损

伤的主要 过渡金属元 素川〕` ’
.

本文 利用质粒 D N A

评价法对居室室内 P M
I 。

样品的生物活性 进行研究
,

并利用 I C P
一

M S 对 P M
I 。

的微量元素进行研究
,

最后

判别出不 同类型室 内 P M
I 。

的氧化性损 伤能力以 及

可能导致这种损伤能力的过渡元素类型
.

1 样品采集及室内实验

1
.

1 样品采样

2 0 0 3 年 7 月在北京市 2 户 (吸烟
,

非吸烟家庭 )

客厅各采样 3 d
,

每天连续采样 s h 以上
.

采样点位

于中国矿业大学附近
,

由于条件限制
,

所以 只在 白

天居民正常的生活条件下进行采样
.

同步在室外采

2 0 0 4一 0 7一 2 5 收稿
,

2 0 0 4一 20 一
14 收修改稿

*

教育部科学技术研究重点项 目 ( 10 4 0 28)
、

国家 自然科学基金 (批准号
:

40 27 5 0 4 0) 和英 国皇家学会资助项 目

E
一

m a i l
:

S h a o L @ e u m t b
.

e d
u .

e n

l) 吕森林
.

北京市大气 P M I 。的矿物学特征及质粒 D N A 损伤研究
.

中国矿业大学 (北京校区 )博士学位论文
,
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集PM
I 。

样品
,

避免雨天
.

采样仪空气流速为 30 L /

m in
,

设置高度为 1
.

s m 左右
.

随时记录室内外温

度
、

湿 度及 风速
.

本次 实验 的采 样 头为 N e g er itt

( U K ) P M
,。
切割器

,

所用滤膜为直径 47 m m
,

孔径

O
,

6 拌m 聚碳酸醋滤膜 ( M i l l ip o r e ,

u K )
.

1
.

2 D N A 损伤实验及电感韧合等离子体质谱 ( IC P
-

M S )实验

质粒 D N A 评价法是一种研究颗粒物表面 的 自

由基对 超 螺 旋 D N A 产 生 氧 化 性 损 伤 的 体 外 方

法川
,`月

.

基本原理是颗粒物表面携带的 自由基对超

螺旋 D N A 产生氧化性损伤
,

最初的损伤是引起超

螺旋 D N A 松弛 ; 进一步的损 伤表现为使 D N A 线

化
.

这种损伤变化 引起 D N A 在 电泳仪中的电泳淌

度的变化
,

进而将不 同形态的 D N A 在琼脂糖凝胶

中定量地分离 出来
,

从 而评价颗 粒物 的生物活 性

(图 1)
.

具体实验步骤参见文献 [ 1 3〕
,

首先将颗粒

物从滤膜上分离出来后
,

使用超纯水将样 品稀释成

4 个不 同的浓 度级别
,

分别与一定 量的质粒 D N A

( X 1 7 4
一

R F D N A
,

P r o rn e g a ,

L o n d o n ,

U K )进行混合

并使其充分反应
,

然后将混合溶液置人电泳槽凝胶

中
,

使用电泳仪在 30 V 电压下通 电 16 h
,

将不同形

态的 D N A 分离开来
,

最后使用紫外凝胶成像 系统

( S y n o p t i。 5 L T M
,

C a m b r i d g e ,

U K )对凝胶成像
,

并

使用 S y n g e n e G e n e t o o l S 软件 ( S y n o p t i。 5 L t d
.

)和光

密度计对凝胶体中的超螺旋
、

松弛的及线化的等不

同形态的 D N A 进行半定量分析
,

其 中松弛和线化

的 D N A 占总 D N A 的比例即代表样品的氧化性损伤

能力即 (生物活性 )
,

其中一个重要的参数 T D SO
,

它

代表造成 50 %的 D N A 损伤所需的样品的剂量 ( ot 幻 c

do se )
,

T D S O值越小
,

颗粒物生物活性越大
.

凝胶泳电运动方向

松弛状的
线化的

超螺旋的

图 1 质粒 D N A 评价分析原理图

使用 I C P
es

M S 进行颗粒物中微量过渡金属元素进

行分析
.

本次利用微波消解法
,

用纯硝酸溶解包括滤

膜和颗粒物的全样样品
;
对水溶部分微量元素 的测

量
,

将滤膜加人到 10 m L H P L C 级水中
,

使用涡旋混

合器震荡 16 h ; 然后使用 。
.

2 拌m 孔径 的聚碳酸醋滤

膜 ( M Il li p o r e )过滤
,

即为水溶部分样品
;
从制备好的

溶液中取出 1 m L
,

与 。
.

5 m L 的质量分数为 50 x l 。一 ,

铐标准液混合
,

并加人 2 %硝酸至 s m L ;
使用 IC --P

M S ( P e r ik n E lm e r E la n 5 0 0 0 )进行化学成分分析
.

2 结果与讨论

2
.

1 吸烟
、

非吸烟室内及室外 p M
I 。

对 D N A 的氧化

性损伤

本次选择 4 个样品中
,

N o
.

1 为吸烟室内 P M
I。 ,

其质量浓度为 51
.

1 拌 g
·

m
一 3 ,

N o
.

2 和 3 为两个非

吸烟 室 内 P M
I。 ,

其 质 量 浓 度 分 别 为 29
.

3 和

9 1
.

2 拜g
·

m
一 3 ,

N o
.

4为 室外 的 p M
I。 ,

质量 浓度 为

38
.

8 拼g
·

m
一 3

.

4 组样品对超螺旋 D N A 损伤凝胶

图如图 2 所示
,

对其进行定量分析结果见 图 3
.

从

图 3 可以看出
,

吸烟的室内 P M
I。
对 D N A 的损伤较

非吸烟室内和室外 P M
, 。

的损伤大
,

T D 5o 为 10 0 拜g
·

m L 一 ’ ; 非吸烟室 内 N o
.

2 样 品在 2 5 0 拼g
·

m L 一 ’
的

浓度下造成的损伤为 60 肠
,

而在 1 25 拼g
·

m L一 `
时

,

损伤为 1 7 %
,

所以其 T D 5 o 在 1 2 5一 2 5 0 拌g
,

m I
J 一 `

之间
,

而 N 0
.

3 样品即使在浓度为 50 0 拜g
·

m l
碑一 ’

对

D N A 的损伤才达 38 %
,

说 明生物活性 比较小
; 室

外 N o
.

4 样品在 2 5 0 拌g
·

m L一 ’
时对 D N A 的损伤达

30 %
,

T D 50 为 4 15 拌 g
·

m L 一 ’ .

从图 2 的损伤凝胶

图也可以看出图 2 ( 。 ) 的损伤凝胶 图相对完整
,

而图

2 ( a) 的 D N A 的破坏程度最大
,



1. f鱿并乎选瓜 第 “ 5卷 第 4 期 5 2 0 0年 4 月
4 1 9

松弛状的一
线化的一

超螺旋的 ~

松弛状的一

超螺旋的一
松弛状的一

超螺旋的一

松弛状的一
线化的一

超螺旋的一
0 0卜吕

·
m L

5。二
.

m 。】

} l
, 2 5、

.

m二!

1 }
7 5、

.

m 。

H Z O

图 2 P M
I。
对超螺旋 D N A 损伤凝胶 图

( a ) 吸烟室内 ( N o
.

l ) ; ( b ) 非吸引室内 ( N o
.

2 ) ; ( e ) 非吸烟室内 ( N o
.

3 ) ; ( d ) 室外 ( N o
.

4 )

次\咧如常理

岁\喇衡霉如

图 3 P M
I。
对 D N A 的破坏 t 统计直方图

,

其中线化 和松 弛的 D N A 的相对含 t 总和代表破坏 t

( a ) 吸烟室 内 ( N o
.

l ) ; ( b ) 非吸引室内 ( N o
.

2 ) ; ( e ) 非吸烟室内 ( N o
.

3 ) ; ( d ) 室外 ( N o
.

4 )

吸烟室 内 P M
I。

对超螺旋 D N A 的破坏率最 大
,

这可能 由于吸烟烟雾 中有许多有机物及微量元素
,

对 D N A 造成很大的损伤
,

因此下面探讨造成 D N A

损伤的机理
.
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2
.

2 室内沸
P M

I。
的微量元素的含量

利用 I C P
一

M S 对上述 4 组 P M
, 。

样品的全样和水

溶样品的微量过渡金属元素组成进行测定
,

其结果

如表 1 所示
.

从表 1 可以 看出
, F e ,

M o ,

S n ,

P t

等元素在全样 中的含量 明显高于在水溶部分中的含

量
,

说明这些元素在 P M
I 。

中多是 以难溶于水 的状

态存在的
.

而 v
,

N i ,

M n ,

C o ,

C u ,

Z n ,

A s ,

P b

在水溶组分 中的含量则较为明显
,

接近相应的全样

中的含量
,

其 中 Z n ,

A s ,

P b 尤为明显
,

说 明这些

元素在大气颗粒物中有相当一部分是以水可溶状态

存在
.

对于水溶组 分 中的含量 较高 的 A s ,

C u ,

iN
,

P b
,

Z n
等 5 个元 素

,

Z n 和 N i 在 吸烟 室 内 P M
10

( N o
.

1样品 ) 中明显偏高
,

C u 和 P b 在其 中一个非

吸烟室内 P M
I。

( N o
.

2 样品 ) 中偏高
,

而 A s 的规律

不甚明显
.

表 1 不同类型 P M
I。
中徽 , 元康的质 . 分数 / 1 0一 `

及相应的 T D 5 0值
的

元素
吸烟样 品 N o

.

1 非吸烟样品 N o
.

2 非吸烟样品 N o
.

3 室外样 品 N o
.

4

水溶 水溶 水溶 全样 水溶

43921

15826748810-lB
1-lB.BIBL17

B L

B L

B L

B L

1 7

B L 1 0 64 3

。

ù3333015
扎37490
。。BL1BBLL404

3
BL

1
BBLLBL34

全样

B L

1 9 8 78

1 7

2 7 5 73

B L

6 9 42

2 5

全样

B L

18 3 8 0

2 0

2 8 13 3

4 2 8 1

5 0 4 3

全样

1 79

35 5 8 7

1 1 16

13 0 64 5

B L

9 74 9

1BL89363712BL9BBLLBL143

937BL714

3080382戴

7141629

418BL17BL862

6
BLBL.BIBLBL26

604216
717。

M
n

F e

C 0

N i

C u

Z n

A s

M
o

Sn

C e

P t

H g

P卜

T D 5 o / (拜 g
·

m L
一 ’ ) 1 2 5一 2 5 0 ) 50 0

a) B L 为低 于仪器检测限

2
.

3 导致 P M
I。

的氧化性损伤的原因浅析

为说明引起质粒 D N A 损伤的主要原 因
,

我们

将 4 组样品的 T D 50 值与这些样 品的水溶性组分中

的主要过渡金属元素 A s ,

C u ,

N i ,

P b
,

Z n
等 的含

量进行对比 (图 4 )( 为了便于比较
,

N o
.

2的 T D 50 介

于 1 2 5一 2 5 0 拼g
·

m L 一 ’ ,

值取 2 0 0胖g
·

m I
J 一 ’ ; N o

.

3

的 T D 5 o 取 6 0 0 拌g
·

m L 一 `
)

.

1 00 0

600800400200
宁。一x\撼东咖鸽碱嗽

图 4 室 内 /外 P M
, 。
的生物活性与水溶性元素的关 系

N o
.

l

— 吸烟室 内 , N o
.

2

— 非吸引室 内 , N o
.

3

— 非吸烟室内 ; N o
.

4一一室外
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从图 4 可以看出
,

虽然 A s ,

C u ,

N i
,

P b 在水

溶组分中含量较高
,

但是它们与样 品的 T D 50 值并

没有对应相关关系
,

说 明这些元素可能不是造成质

粒 D N A 损伤的主要元 素
.

比较有 意思 的是 Z n
元

素
,

从图 4 可看 出水溶 组分 中 Z n 元 素 的含 量 与

T D 50 值呈明显的负相关关系
,

即 Z n 含量越高
,

样

品造成 的 D N A 损 伤越大
,

在 4 个样 品 中
,

Z n 在

N o
.

3 全样 中含量 虽 然最 高
,

但是该样 品对 质粒

D N A 的损伤却最小 ( T D 50 值最大 )
,

相 反
,

Z n 在

吸烟室内 N o
.

1 样品的全样 中的含量不是很高
,

但

是在该样品的水溶部分 中的含量却是最高 的
,

因此

吸烟室内 N o
.

1 样品对 D N A 的损伤最大
.

关于水溶性 Z n 的氧化性 损伤 能力
,

iR hc ar ds

等〔` 0] 和 A d a m so n 等〔’ `〕都从对老 鼠肺损伤的活体实

验中证实
.

关于香烟烟雾对肺及 D N A 的氧化性损

伤作用
,

已有许多学者论述 , 5一 ` 7〕
.

结合本文实验
,

可以认为水溶性的 Z n 可能是导致 P M
I 。

具有氧化性

损伤的主要因素之一
除 Z n 之外

,

F e 亦是一种具有较强氧化性损伤

能力的过渡金属元素 l2[ 〕
,

但是在本次分析样 品中
,

F e 与颗粒物的氧化性损伤能力的关系不甚明显
.

从

表 1 可 以看出 4 个 样品的全样部分 F e 的含量都很

高
,

而水溶部分几乎都为 。
,

尤其是 N o
.

3样品
,

其

全样中的 F e 的质量分数为 3 5 5 8 7 x 10
一 6 ,

但是该样

品对 D N A 的氧化性损伤最小
,

说明铁是以不 可溶

状态存在
,

因此不是造成 D N A 氧化性损伤的主导

元素
.

值得指出的是
,

吸烟造成的可吸入颗粒物 的氧

化性损伤力
,

除与过渡金属元素 Z n 有关外
,

还与

烟草中的焦油含量关 系密切
,

L a n d s b e gr e r
等 l[ 8〕应

用 中子活化分析研究 了室内吸烟产生的主要污染物

微量元素 C d
,

Z n ,

同时 B r ,

lC
,

A
s

和 K 也是吸烟

的主要成分
.

吸烟的烟草烟雾 ( E T )S 中含有 4 7 0 0 多

种化学物质
,

有较 高浓 度 的焦油
、

苯
、

多环 芳烃

(P A H s) 等
,

其 中以焦油 中含有的许 多微量 元素
,

对人体产生的危害最大 l[ g
,

2叼
.

吸烟室 内可吸人颗粒

物中的焦油含量及有机质与颗粒物氧化性损伤能力

的关系还有待进一步探讨
.

D N A 的氧化性损伤略高于室外
; 在吸烟室内 P M 10

对 D N A 的破坏性最大
,

T D 50 可低达 10 0昭
·

m L一 ’ ,

( 2) P M
I。

中的水溶性 Z n 可能是引起 P M
I 。

对质

粒 D N A 损伤的主要金属元素
,

在所分析的样品中
,

吸烟室内 P M
飞。

的水溶性 Z n 的含量最高
,

因而该样

品对 D N A 破坏最大
.

( 3) F e 元素虽然在文献 中被认为是最具生物活

性 的元素之一
,

但是在本文分析的北京市样品中 F e

元素多是以 不可溶状态存在
,

因此对 D N A 损伤较

弱
.

致谢 R o y R i e h a r d s 教授及 L e o n a G r e e n w a l l

博士对本文实验工 作进行 了指导
,

何兴舟研 究员对

本文初稿提 出了宝贵的修 改意见
,

作者在此一并致

以衷心 感谢
.
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“ 2 0 0 4 年度拟南芥研究学术研讨会
”
在上海召开

2 0 0 4 年 n 月 26 一27 日
, “ 2 0 0 4 年度拟南芥研究学术研讨会

” 在上海召开
,

这是继 2 0 0 2 年
、

2 0 0 3 年两

次研讨会之后召开的针对拟南芥研究的第 3 次研讨会
.

与会 的 10 0 多位代表来 自国内从事拟南芥研究的各

实验室
,

北京大学校长许智宏院士到会致辞
,

21 位代表做 了精彩的学术报告
.

20 世纪末
,

拟南芥的全部基因组序列公开 ( N at 盯 e ,

2 0 00
,

4 08
:

79 6一 81 5 )
,

标志着多国合作 的拟南芥

基因组研究计划完成
.

测序工作完成后
,

以美国为代表的多国研究组提出了
“ 2 0 1 0 计划

”

— 到 2 0 1 0 年确

定拟南芥中所有基因的功能
,

即希望通过拟南芥这个模式植物全面认识高等植物的生物学特性
.

该计划从

2 0 0 1 年度开始执行
,

这是 自 1 9 9 0 年开始资助的拟南芥基因组研究的一个继续
,

目前我国已作为合作国参与

到这一计划中
.

由于该研究涉及功能基 因的知识产权
,

将影响一个 国家长远的经济发展和社会进步
,

许多

国家对此项工作给予 了充分的重视和足够的支持
.

目前
,

我国有 10 多个实验室从事拟南芥方面的研究
,

方向包括形态建成
、

育性
、

抗逆
、

器官发育
、

植

物激素和程序化死亡等
,

由于学术带头人大多为 留学回国人员
,

工作基础和工作条件 比较优越
,

该领域的

研究在近几年取得了很大进展
,

主要实验室陆续在 p l a n t C e l l
,

p l a n t p h y s i o l o g y 和 D e v e l o p m e n t 等高水平

杂志发表论文
,

标志着我国针对拟南芥开展的植物功能基因组的研究已逐步走向国际前沿
.
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