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卵磷脂抗石英毒作用的研究
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∃镇江 医学院
,

镇江 # %#  一&

∃南京大学配位化学国家重点实验室
,

南京 ∋ (( () &

本文采用家兔肺泡巨噬细胞∃∗ + &体外培养法
,

以细胞内游离钙浓度∃,− . #勺/&
、

细胞存活率
、

乳酸脱

氢酶 ∃0 1 2 &和酸性磷酸酶 ∃∗ 34& 活性为指标
,

观察了卵磷脂
、

脑磷脂及现用防治硅肺药物克矽平

∃4 4∀ 5 &
、

朽
‘

檬酸铝等抗石英毒效果
6

结果表明 7 卵磷脂在所试各药物中效果最佳
6

初步探讨了卵磷脂

打8抗石英细胞毒性的机理
6

卵磷脂有成为防治硅肺药物的可能性
6

关键词 7 卵磷脂 石英 硅肺 细胞毒性 胞浆游离 − 扩
十

浓度

引 言
石英粉尘是引起硅肺∃矽肺&的主要化学物质

。

日前
,

石英致硅肺的机理 尚未研究清楚
,

现

有防治硅肺的药物尚不理想
,

积极探索硅肺的发病机理和找出更理想的防治药物是国内外 普

遍关注的课题
6

近年研究报道
7 染石英尘后的鼠肺磷脂含量增加

〔,刃
。

本文用 9:; . 一 荧光探

针测定了家兔肺泡巨噬细胞在不同培养环境下的<3 . #

勺
。= 同时以细胞存活率

、

乳酸脱氢酶和酸

性磷酸酶活性变化为指标
,

观察了卵磷脂
、

脑磷脂抗石英细胞毒的效果
,

并与现用的儿种抗

硅肺药物进行比较
6

实 验 部 分

一仪器和试剂
∋

6

仪器
7 ∗ > 一3+ 阳离子测定系统∃美国 ?4≅ % 公司&= 倒置荧光显微镜 ∃日本 ∀ /Α  Β 公

司&= 3 5 7 毛流培养箱 ∃美国 ? Χ− !ΔΕ; 公司&= Φ ∋ 型分光光度计 ∃上海第三分析仪器厂&
。

6

试样及试剂 7 标准 。一石英粉尘 ∃粒径小于 ΓΗ Ι
,

含游离 Γ∋ ( 7 ϑΦ
6

Φ Κ &
,

中国顶防氏学

科学院 = 9盯 . 一 Λ ∗ +
,

> 4+ ,一 ∋ΜΝ ( 干粉培养基及 , Β  Ι Ο− /Β 均为美国 ?/ Π Ι . 公司产品 = 台

盼蓝
,

辅酶 , 及 ∀ 一 一经乙基 !ΘΑ 嚓一∀
Λ一’一乙烷磺酸∃2 ≅ 4 ≅ ?& 为进 口分装生化试剂

。

小牛血

清
,

杭州血清厂 = 卵磷脂
,

生化试剂
, Ρ

0海禽蛋二厂 = 脑磷脂
,

生化试剂
,

新疆化学研究所

生化试剂 Σ
一

= 克矽平 ∃4 4∀ 5 &
,

上海劳动卫生职业病防治所 = 汉防己 甲素
,

中国药科大学植

物化学教研室提供 = 柠檬酸铝
,

自制 = 对硝基苯磷酸二钠
,

生化试剂
,

德国 +Ε; −Α 公司
。

其

他试剂
,

均为国产分析纯或生化试剂 = 所有实验用水均为重蒸水
。

二
6

实验方法

∋
6

试样和试剂的预处理 7 7 一石英临用前经紫外光照射 Τ( Ι /Β
,

用生理盐水配成 ΥΙ Π Λ Ι!

恳浊液 = 卵磷脂
、

脑磷脂和汉防己甲素均采用超声分散法溶解在生理盐水中备用
。

1 一2 .Β Α ‘,

本文于一ϑ ϑ ∋年一( 月 口收到
6

南京大学配位化学国家重点实验室及江苏省卫生厅科技发展基金资助项口
6
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∋ Τ Γ
·

液和生理盐水用高压灭菌消毒= 2 ≅ 4≅ ? 缓 冲液
、

> 4+ ,一 ∋Μ Ν( 培养液及卵磷脂等药物溶液均

经微孔滤膜抽滤除菌
。

6

巨噬细胞 ∃∗ + & 悬液的制取
7
健康家兔 ∃本院动物室提供 & 股动脉放血处死

,

在无菌

下
,

暴露出气管
,

插人导管
,

用 1 一2 .Β Α ,Υ 液反复灌洗
,

收集灌洗液离心分离 ∃ ( ( ( ;4 Ι
,

! Ι /Β &
,

细胞经贴壁纯化后
,

用 > 4+ ,一 ∋Μ Ν ( 培养液 ∃含 ∋( Κ 小牛血清
、

∋( ( : Λ Ι !青霉素及

∋( (Η Π Λ Ι∋ 链霉素& 配成 ∋ % ∋(从+ Λ Ι !的细胞悬液
6

Τ
6

细胞存活率测定
7 取 ∋ % ∋( Μ ∗+ Λ Ι! 的细胞悬液 ∋

6

(( Ι!
,

分别置于各细胞瓶中
6

对照

组加 Ν( 川生理盐水 = 石英组加石英悬液 ∃含量 ΥΙ Π Λ Ι !& ( 川
,

生理盐水 ( 川= 药物组分别

加卵磷脂
、

脑磷脂
、

克矽平
、

汉防己 甲素
、

柠檬酸铝溶液 ∃含量都是 ΥΙ Π Λ Ι !& ( 川
,

生理

盐水各 ( 川= 石英加药物组在石英悬液 如!中
,

分别加各药物溶液 ( 川
。

所有各组都在隔水

式培养箱中温育∃ΤΦ ℃ &
6

分别取经 Ν
,

∋
,

Ν 和 Τ ΜΧ 温育的细胞培养液
,

用台盼蓝排斥法计数

细胞存活率
6

Ν
6

0 1 2 及 ∗ 3 4 活性测定
7
根据细胞存活率实验结果

,

选取抗石英毒效果较好的卵磷脂
、

克矽平和柠檬酸铝三种药物
,

进行酶活性测定
。

分别取经温育 Ν
、

∋ 和 Ν Χ 的细胞培养液
,

离心分离 ∃ ( ( (印Ι
,

∋( Ι /Β&
,

取上清液
,

用
,

Ν一二硝基苯麟 一丙酮酸法测定 0 1 2 活

性 〔Τ 〕 ,

用对硝基苯磷酸二钠法测定 ∗ − 4 活性 〔Ν〕 6

活性单位都折算成每 ∋ % ∋( Μ∗ + 释放 出

的酶侮秒催化水解生成产物的
Β Ι  ! 数表示

。

Γ
6

细胞阵
.

均
/ 的测定 吩 7在 Γ % !护∗ + Λ Ι! 的细胞悬液中

,

加人 9 :; . 一 Λ ∗ + 达终浓度

%并Ι  一Λ ς Ι , ,

于 Υ , Ε  7
气流培养箱中 Τ Φ℃ 恒温 Γ Ι /Β

,

一   ; Ω Ι 离心 ΥΙ /Β
,

弃去上清
6

细

胞用等渗 2 ≅ 4≅ Υ 缓 冲液洗涤两次
,

再用 2 ≅ 4 ≅ Υ 液配成 Γ % ∋(认+ Λ Ι∋ 悬液
6

按方法 Τ 染

尘
。

分别于 Τ Φ  3 培养 一Χ 和 Τ Χ
,

取出离心 ∃一( (  ; Ω Ι
,

ΥΙ /Β &
,

细胞重悬于 2 ≅ 4≅ ? 液 中
,

ΤΦ ℃分别测定其单细胞荧光强度 ∃人
=

为 Τ Ν ( Β Ι 和 Τ ) (Β Ι
,

人
Ι 为 Γ ( ΓΒ Ι &

,

细胞<3 . # Ξ

Θ、按下式

计算
7

<3 . , ‘Θ。Ψ Ζς 口∃> 一天
Ι /Β &Λ ∃> Ι .

厂> &

式中 9 :; . 一 一3 . 的离解常数 凡
二7 6

Ν
% ∋( 一 ΦΙ  ! Λ ς Ι ’,

实验测得常数 > Ι . 、 、

> 、 /。 和 口依次

为 ∋ Γ
6

) 土 (
6

( Γ∃Β Ψ 一。&
,

(
6

Ν Μ 土 (
6

( Ν ∃Β 二 ∋ &和 Γ
6

ϑ ( 土 (
6

Ν ∃Β Ψ 一。&
。

天 为实测荧光强度减去细胞 自

发荧光强度后的荧光比值∃9Τ Ν( Λ 凡Υ(&
。

结 果 和 讨 论

一细胞存活率测定结果
7 见表 !

。

数据表明
7
ΝΧ 内各组间无明显差别

,

随温育时间的延长
,

各组的细胞存活率都有不同程度的降低
,

∋Χ 有明显区别 = 石英组的存活率最低
,

与对照组比

较有显著差异 ∃Ω [ 。
6

( ∋ &
,

这提示石英有明显的细胞毒性 = 石英加药物后存活率降低减慢
,

提

示各药物对 ∗ + 都有保护作用
,

其中以石英加卵磷脂组存活率最高
,

表明在所试的五种药物

中
,

卵磷脂对 ∗ + 的保护作用最好
,

拈抗石英细胞毒作用最强
6

各药物组与生理盐水对照组

比较无显著差异 ∃Ω ∴ (
6

(Γ &
,

表明各药物本身在所试浓度下
,

没有细胞毒性
6

二
6

0 1 2 和 ∗ 3 4 活性测定结果
7 见表

。

数据表明
7 随温育时间的延长

,

细胞培养液中两种

酶的活性 都增加 = 01 2 活性增加较早
,

在 ΝΧ 时即有显著差异 ∃石英组与对照组 比较

Ω [ (
6

(Γ &
,

而 ∗ 3 4 活性至 ∋Χ 才出现显著差异
6

这提示石英可能先与 ∗ + 表面膜作用
,

细胞

膜受损
,

释放胞浆标志酶 0 1 2
,

继之是 ∗ + 吞噬石英尘
,

石英进一步与细胞器作用
,

溶酶体
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膜受损
,

释放标志酶 ∗ 3 4
6

石二连加药物后
,

两种酶的释放都减慢
,

提示各种药物对石英毒都

有拮抗作用
,

且以卵磷脂的效果最好 = 各药物组本身与对照组无显著差异 ∃Ω ∴ (
6

( Γ&
,

酶活性

测定结果与细胞存活率测定结果呈平行关系
,

结论一致
。

表 ∋ ∗ + 与不同受试物作用后的存活率∃Κ &
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Ε /Δ; . ΔΕ

ϑ Μ
6

Γ 士 ∋
6

ϑ
6

Ν 士 Τ
6

Γ

ϑ Μ
6

( 士 ∋ )

ϑ ∋
6
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6
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6

Ν

ϑ Μ
6

士 ∋
6

Γ
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6

Ν 土 ∋
6

ϑ Μ
6

Τ 士 ∋
6

)

ϑ Ν
6

) 士 ∋
6

Μ

ϑ Μ
6

( 士
6

∋

ϑ ∋ Γ 士 Μ

) ∋ Γ 土Μ 名
6

ϑ ∋ Γ 士 Γ
Ξ

) Γ 土 Ν
6

Φ

) )
6

Ν 士 Γ Μ
Ξ

)Ν
6

Τ 士 Μ
,

Γ

) Γ
6

) 士 Γ
6

ϑ Γ 土

ϑ
6

) 土
6

Γ

ϑ ∋
6

士 ∋
6

Μ

ϑ( ) 士
,

Γ

ϑ ∋
6

) 士 ∋
6

名

))
6

Τ 士
6

Μ

ΜΓ
,

Μ 士Γ
6

Γ二
)Μ

6

土Τ
6

Ν料

ΦΤ
6

∋ 土Μ Τ
Ξ

)Τ
6

Μ 土 Γ
6

ΓΞΞ

ΦΦ
6
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6

Μ
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6
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6

∋
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6

士
6

Μ

ϑ (
6

∋ 土
6

Τ

)ϑ
6

) 士 Τ
6

))
6

Μ 土 Τ
6

Ν

ϑ (
6

士
6

)

) Τ
6

Ν 士 Τ
6

Γ

Τ ∋
6

Γ 士 Γ
6

Ν 二
) ∋

6

Ν 土 Γ
6

Μ ΞΞ

Γ
6

ϑ 土 Ν月
Ξ

Φ Φ Τ 土 Μ
6

Γ ΞΞ

ΜΝ
6

Ν 士 Μ
6

Γ ΞΞ

ΦΝ
6

∋士 Γ )什

召Γ Μ 士
,

Μ

)Ν
6

∋ 土
一

Γ

) Γ 士 Τ
6

(

)
一

Τ 士 Τ
6

)
6

Γ 士 Τ
,

Μ

> ΕΥ : !ΔΥ . ;Ε ΔΧΕ Ι Ε . Β 士 ?1
, Β 二 )

6
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χ χ Υ/Π Β /8/ Ε . Β Δ!Ο ς /,]−
; ΕΒ Δ 8;  Ι Ε Β Δ;  !∃4 [ ( 乃∋ &
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; ΕΒ Δ 8;  Ι β : .;Δδ ∃4 [ (

6

( Γ&

十Ξ Υ/ΠΒ /8/ Ε . Β Δ!Ο ς /,]− 代Β Δ 8;  Ι β : . ;Δ# ∃Ω [ ( ( ∋&

表 δ ε + 培养液酶活性∃
Β Ι  一 Υφφ , Λ ∋ ( ‘ε + &
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三
6

细胞,− .δ Ξ!
,
的测定结果

7 见表 Τ

一般认为细胞损伤常伴有胞内钙水平的增高
〔Μ ,

,

毛延等

发现硅肺发生时肺组织匀浆中,−
.
δΞΘ 升高 ∃Φ&

6

我们的实验结果得到石英能明显增高肺泡巨噬

细胞内游离钙浓度
6

石英组细胞 <3
.
δΞΘ

。在培养至 ∋Χ 时即明显大于对照组 ∃Ω [ (
6

( Γ&
,

且随培

养时间延长
,

细胞<3
.

δΞ∋
χ升高

6

各药物组细呵− .

均
。
与对照组无显著差异

,

表明所试药物无明

显细胞毒性
6

药物加石英后
,

其细胞<3 .

δΞΘ
, 均比纯石英组明显降低

,

提示所试药物都有明显拮

抗石英毒性的作用
6

以上结果与细胞存活率
、

01 2 及 ∗ 3 4 活性测定结果一致
6

表 Τ ∗ + 与不同受试物作用后的,− .
勺

6
∃。。。,

·

ς!Β 一

、

] . ⊥ !Ε ∋ ,3 . #Ξ ∋  8 ∗ + . 8Δ Ε ; > Ε . Ε Δ/Β 它 ⎯ /ΔΧ . ;/ : Υ ? : ⊥ Υ Δ. Β −− Υ

/ΒΕ : ⊥公Δ/ Β Δ/Ι Ε

Π ; ( α Ω ?

35 Β Δ; ( ∋

β : . ; Δ#

!ΕΕ /ΔΧ/Β

. !:
6

Ε /Δ; . ΔΕ

4 4∀ 5

β : . ; Δ# Ξ !Ε− /ΔΧ/Β

β : . ;Δ# Ξ . !:
6

Ε /Δ; . ΔΕ

β : . ; Δδ Ξ 4 4∀ 5

∋ Γ 士 Μ∃∋( &

∋ ϑ 士 ΤΜ∃∋( &
6

∋ ( 士 ∋ Γ∃) &

∋ Τ 士 !Μ∃ ) &

∋ ∋ Γ 土 ∋ Γ∃∋( &
∋ Τ ) 士 ∃) &

Ξ

∋ Γ Μ 士 ϑ∃) &
Ξ

∋Ν ϑ 士 Τ)∃) &
Ξ

Τ Χ

∋Τ ∋士 Τ ϑ∃∋ &
Μ ϑ 士 Γ ϑ∃) &二

∋ ) 士 Τ∃∋ ( &

∋Τ ( 士 Ν (∃Μ &

∋∋ 士 ∃) &
一Γ 士 Ν ∃一。&ΞΞ

一Φ ) 士 Φ∃ϑ &料

∋Γ ϑ 士 (∃一( &料

Β  ΔΕ 7 ? . Ι Ε . Υ /Β Δ. ⊥!Ε !
, Β : Ι ⊥ Ε; /Β 4. ; Ε Β ΔΧΕΥ /Υ ;Ε4 ; ΕΥΕ Β ΔΥ ΔΧΕ Β : Ι ⊥3

;  8 Ι Ε . Υ: ; Ε ς Ε Ε!!Υ
6

四
6

卵磷脂拮抗石英细胞毒机理的初步探讨
7 已知在中性或微碱性溶液中

,

石英表面有两种具

有细胞毒性的基团
〔幻

,

即硅氧基 三Γ ∋一。一

和硅经基 妥 Υ卜  2
。

卵磷脂分子的部分结构如

下 7

5

γη Ξ

> 一3 2 #一 一

丫
一 一32 #一3 2 #一∀‘3 2 , , ,

( 一

卵磷脂分子中的带正电基团一∀ ∃3 2 Τ &Τ 最可能与石英表面的带负电基团 三 Υ/ 一  
一

以静电方式

结合
,

而其 重4一。一

可与石英表面的 三 Υ/ 一5 2 形成氢键
6

杨震
、

陈荣三等 ∃ϑ∋ 用卵磷脂人

工膜与石英作用
,

发现石英表面 心电位降低
,

这证实了卵磷脂与石英表面发生了电性作用
6

卵

磷脂是肺表面活性物质
,

是构成细胞膜表层的主要成分
,

石英的细胞毒性可能首先是其与细

胞膜上的卵磷脂双基团牢固结合
,

进而引起细胞膜组成
、

结构发生改变而导致细胞膜受损
6

1 −Δ Χ!  88 等发现染石英尘后的鼠肺细胞内外磷脂含量大量增加
〔 , ,

这可能是动物自身防御机

制对细胞膜的一种保护
6

作为药物
,

外加的卵磷脂能很好地与细胞膜亲合覆盖
,

从而保护了

细胞膜
,

卵磷脂也能很好地包裹在石英尘表面并与之毒性基团结合而降低 了石英的细胞毒

性
。

结 语

综上所述
,

卵磷脂拮抗石英细胞毒的效果优于现用的防治硅肺药物
6

卵磷脂是生物体内

固有的物质
,

无毒
、

且易得
,

其多方面的拮抗石英细胞毒的作用是其他各药物所不能同时具

备的
6

因此
,

我们有理由期望
7
卵磷脂有成为防治硅肺的一种有效药物的可能性

6
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6
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