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本文用荧光试剂 / 0 1∋ 一( 2 3 4 和 3 5 一64 一4 76 阳离子测定系统研究了 % 一石英对离体肺泡巨噬细

胞内游离 & ∋ () 的影响
∀

结果表明% 在含 & ∋ () 介质中
, “一石英对巨噬细胞的毒性作用引起胞浆游离 & ∋ 8十浓

度的升高
,

, 石英剂量越大或作用时间增长
,

胞浆游离 & ∋ 8十

浓度升高越大
,

这种效应只能部分地被 & ∋ ()

通道阻断剂异搏定所阻断
∀

但在无 & ∋ () 介质中未观察到细胞胞浆游离 & ∋ () 浓度升高的现象
∀

关键词% 巨噬细胞 “一石英 游离 & ∋ ()

月!9 舀

% 一石英对肺泡巨噬细胞的毒性作用是硅肺发生的第一步重要反应 〔’刃
∀

近年来的研究表

明
,

& ∋:
十

在
% 一石英诱发的巨噬细胞毒性作用中起着重要作用 ∗�.

∀

我们实验室发现
,

实验硅

肺大鼠的肺组织匀浆中 & ∋ () 浓度明显升高
‘;〕

∀

但对于 & ∋ 8斗在硅肺组织中的积累过程及机理

尚不 很 清楚
∀

为 了进一 步弄 清硅 肺发 生 与细 胞 内游 离 & ∋ 8 十 的相 关性
,

本 文 使用

3 5 一& 4一4 76 型高灵敏度细胞阳离子测定系统
,

研究了
% 一石英诱发的肺泡巨噬细胞毒性作

用过程中
,

细胞胞浆游离 & ∋ () 浓度 <&
∋ 8

勺
=的变化

,

得到若干有意义的结果
,

为进一步弄清硅

肺的发生机制提供了重要参考
∀

实 验 方 法

一 仪器与主要试剂

3 5 一64 一4 76 型单细胞阳离子测定系统∗美国
,

> ?≅ Α 公司.
∀

3 / Α 一Β Α 型倒置荧光显

微镜∗日本
,

∃ =Χ  Δ
公司.

∀

+− +Ε Φ 6 型 6  %
培养箱∗美国

,

ΓΗΙ !ϑΙ1 公司.
∀

/0 1 ∋ 一( 2 Κ 4
,

7 Δ  Λ Μ&= Δ ,

异搏定 ∗Ν Ι1 ∋ Ο ∋ Λ =!.
,

均购自美国 Γ =Π Λ ∋
公司

∀

∃ 一( 一经乙基

呱嚓一∃
’

一(
‘
一乙烷磺酸∗Θ ≅ ?≅Γ

,

生化试剂.
∀

标准
% 一石英粉尘∗仄 Ρ Ε , Λ

,

中国预防医学科

学院制.
∀

小牛血清∗生化试剂
,

国产特级.
∀

其他试剂均为国产 3
∀

5
∀

级
∀

二
∀

细胞悬液的制备

家兔∗( 一�Χ Π
,

性别不分.股动脉放血处死
,

用 ,∀ # Σ的灭菌生理盐水经肺灌洗获得巨噬细

胞
∀

用细胞外标准溶液 � 配成 �一 ! ∀护 # ∃ ∀的细胞悬液备用
%

本文于 &∋ ∋( 年)月 ∋ 日收到
%

国家自然科学荃金资助课题
%
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荧光试剂的负载

荧光试剂 / 0 1∋ 一( 2 3 4 溶液∗溶于二甲亚讽.;, 川和灭活小牛血清 ;Λ! 混合后
,

超声振荡

Ε 分钟
,

然后加到 ;, Λ ! 的细胞悬液中∗/ 01 ∋一( 2 3 4 终浓度为 +”Λ  Ω
·

Ξ Λ
一

Ψ
,

充分混匀
,

于

6 Ζ %
培养箱中∗�ς ℃

,

ΕΣ &  8.孵育 (, 分钟
。

然后 +, ,, 1? Λ 离心
,

弃上层清液
,

用细胞外标准

液洗涤细胞两次
,

以洗去细胞外所附的荧光试剂
∀

细胞分别用含 & ∋ () 介质无 & ∋ () 介质配成

十 Ε [ +, , 2 Λ !的细胞悬液
∀

含 Ι ∋ 8

价质组成∗Λ Λ  !
·

Ξ Λ
一� .% ∃ ∋ Ι ! +; ,

,

[ 6 7 ;
∀

ς
,

Ι ∋ Ι !8

+
∀

(
,

4Π6 7% +
∀

+�
,

葡萄糖 +,
,

Θ ≅ ? ≅ Γ +,
∀

含 ,∀ (Σ 的灭活小牛血清
,

ΟΘ 二 ς
∀

(
∀

无 & ∋ () 介质组

成∗Λ Λ  !
·

Ξ Λ
一 , .% ∃ ∋ Ι一 +; +

∀

Ε
,

Ι ∋ Ι !%  
,

其他成份与含 Ι ∋ 8 )

介质相同
∀

四
∀ % 一石英与细胞的作用及荧光强度的测定

在负载有 /01
∋一( 2 34 的细胞悬液中分别加人

% 一石英粉尘和异搏定
,

于 &  %
培养箱中

∗� ς℃
,

Ε Σ 6  公孵育不同的时间
,

取出 +, ,, 印Λ 离心
,

弃上层清液
,

细胞用含 & ∋ () 介质或无

&∋ () 介质洗涤后
,

立 即在阳离子测定系统上测定单个活细胞的荧光强度
∀

激发波长分别为

� ; , Δ Λ 和 �− , Δ Λ
,

发射波长为 Ε, Ε Δ Λ
∀

五
∀

细胞!6 扩勺
∀
的计算

/0 1∋ 一( 2 34 进人细胞后
,

在胞浆酷酶的作用下
,

水解释放出 /01 ∋一(
∀

/ 01 ∋ 一( 与 & ∋ () 结

合形成 /0 1∋ 一(一6 ∋ ∀

根据荧光的比值按下式来计算<& 扩)∴
。∗Υ.

∀

<6
∋ 8

勺
、] 凡刀∗5 一

5Λ =Δ. 2 伍
7Δ ∋[峨.

凡 是 /0 1∋ 一(一& ∋ 的离解常数
,

在实验测定温度 (( ℃时
,

凡一 +
∀

�ς
[ +,刁Λ  Ω

·

Ξ Λ
一, ,

5

为实测荧光强度减去细胞的 自发荧光强度后的荧光比值凡。 2 凡。
∀

5  ∋ %

是胞内 /0 1∋ 一( 被 & ∋ 8 )

/ ⊥

饱和时的荧光比值_ 5 二 =。

是胞内 /01 ∋一( 未结合 & ∋ () 时的荧光比值_ 口]

子
,

凡 和 /Γ 分别
Τ Τ Τ Τ

Τ

一
’

一
“ ‘

Τ 一
’ Τ 一 ’

Τ Τ
一 ” Τ Τ Τ Τ Τ

Τ

一
’ 1 / Γ

一
” ” 一 。 ‘ ’ 一 ‘

表示在无 6 ∋ () 和饱和 6 ∋:
)

状态下 � −  Δ Λ 的荧光强度
∀

按文献
〔, 〕方法测得 5 。

、 、

5 二=。 和 刀值

依次为
% ς # 土 ,

∀

; (∗Δ 二 +, .
,

,
∀

Υ ( 土 ,
∀

, ;∗Δ 二 一( .和 Ε
∀

; , 士 ,
∀

; Υ∗Δ ] + , .
∀

实 验 结 果

一 在含 6 ∀

!)∗ +
∀

(  Λ  !
·

Ξ一Ψ介质中
, % 一石英对巨噬细血& 矛勺

%
的影响

!Λ 一含 Ι ∋ 8)
介质细胞悬液 ; 份

,

分别加人 +, ,“Π % 一石英
,

; , ,“Π % 一石英
,

一, ,拼Π % 一石英

加 Ε科Π 异搏定
,

; ,, 料Π % 一石英加 Ε滩 异搏定
∀ % 一石英和异搏定同时加人细胞悬液中

∀

实验结

果列于表 +
∀

结果表明
,

经 + 小时孵育后
, % 一石英组的细胞<&

∋
:)∴

。明显升高
,

大剂量
% 一石英

组比小剂量的升高更大
,

且此时 & ∋ () 通道阻断剂异搏定对细胞【& 扩勺
。
升高的影响不明显

∀

孵

育 � 小时后
,

细胞<& ∋
:)∴

。
升高更为显著

,

不仅高于对照组
,

而且高于
·

+ 小时的
% 一石英组

,

但

这时异搏定能部分地抑制
% 一石英引起的细泡& ∋ 8

勺
=
升高二
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Φ ∋ Ψ !Ι

表 ! 含 & 扩
)

介质中
, % 一石英对巨噬细胞76 ∋ 8) !扣。 !

·

Ξ!Δ 九的影响
≅ΩΩ& Ι ϑ  Ω %

一
0 ∋
1ϑ:

 Δ 7Ι ∋ ,
勺
。∗Δ Λ  !

·

Ξ Λ 一 , .  Ω4 ∋ Ι 1  ΟΗ ∋ Π Ι 认 ϑΗΙ & ∋

:)ΤΤ 4 Ι Ξ =0 Λ

=Δ Ι0 Ψ∋ ⎯ Δ Π ϑ=Λ Ι

Π Ω , ⎯ Ο

!Η � Η

6 Ζ Δ ϑ1  !

“

一
0 ∋ 1ϑ8 ∗!∗Α. 料Π 2 Λ !.

卜α 0 ∋ !仁∗如Ζ料Π 2 Λ !.
“一α 0 ∋ 1

以!,∗. 拜Π 2 Λ !.

) ΝΙ 1∋ Ο ∋ Λ =!∗Ε月Π 2 Λ !.
“

一
0 ∋ 1ϑ: ∗叨Ζ邵Π 2 Λ !.
) ΝΙ 1∋ ?∋ Λ =!∗Ε雌 2 Λ !.

+ +# 士 ( # 侈.

+ # − 土� Υ∗− .
皿

( Ε ς 土− Υ∗!.
∀ 声

+ −; 土 +−∗# .
∀

+� , 土 Υ +∗− .

(; + 士 Υ ,∗ς .
∀

�, ς 士 ς 一∗一( .
∀ 为

1 ς; 士( −∗ς .二

( , ς 土 ; ,∗# .
∀

+ # + 士 +(∗# .
∀

Δ  妞 % +
∀

≅ ∋ ΙΗ Ν ∋ !0 Ι 1 Ι ?传 ΓΙ Δ ϑΓ ϑΗΙ Λ Ι ∋ Δ 土>
∀

Β 二

(
∀

∃ 0 Λ Ψ6
1 =Δ ?∋ 1Ι Δ ϑΗ &Γ =Γ 1 Ι ?1 Ι ΓΙΔ ϑΓ ϑΗΙ Δ 0 Λ Ψ & 1  ΩΛ Ι ∋ Γ 01Ι Ξ Ι Ι!!Γ

∀

�
∀

∋
∀

Γ=Π Δ =Ω= Ι ∋ Δ ϑ!Μ Ξ =7Φ& 1Ι Δ ϑ Ω1  Λ ϑΗΙ Ι  Δ ϑ1  !
,

? Ρ , , +

Ψ
∀

Γ=Π Δ =Δ &∋ Δ ϑ!Μ Ξ =价1& Δ ϑ Ω1  1 Δ

犷α 0 ∋ 1 ϑ8 ∗+, ,产Π 2 Λ !.
,

? Ρ , , +

Ι
∀

Γ=Π Δ =Δ& ∋ Δ ϑ!Μ Ξ =ΩΩ& 1& Δ 1 Ω1  Λ “一α 0 ∋

1ϑ: ∗一,如Π 2 Λ !.
,

? Ρ ,
∀

, Ε

Ξ
∀

Γ=Π Δ =Ω= &∋ Δ ϑ!Μ Ξ =ΩΩΙ 邝 Δ ϑ Ω1  Λ “

一
0 ∋ 1ϑ: ∗; , ,解Π 2 Λ !.

,

? Ρ ,
∀

, +

二
∀

在无 & ∀ () 介质中
, % 一石英对巨噬细胞76 ∋: )!

∀
的影响

!Λ! 无 & ∋ 8斗

介质细胞悬液 ; 份
,

各组所加人
% 一石英和异搏定的剂量与含 & ∋ () 介质的相同

∀

细胞<6 ∋ 」
一

∴
。的变化见表(

∀

可见
, % 一石英与细胞作用后

,

与对照组比较
,

细胞<6
∋ 8

勺
_
无显著性

差异∗? β ,
∀

, Ε.
∀

这说明
% 一石英引起的细胞 <6

∋ 8

勺
。升高是由于外 & ∋ () 内流所致

∀

表 ( 无 & ∋ () 介质中
, % 一石英对巨噬细胞76 扩)!和。 !

·

Ξ 。九的影响

一业些业粤鹦叫率吵鲤嘿默黑业业咧丝
Π 1 , ⎯ Ο

!Η �Η

& 
Δ ϑ1  !

“一α 0 ∋ 1

试!,∗. 拌Π 2 Δ !!.
区一α 0 ∋ 1

试叨Ζ召Π 2 Λ χ.
“

阅
0 ∋ 1

以+∗Α. 雌 2 Λ !.
) Ν Ι 1∋ Ο ∋ Λ =!∗Ε科Π 2 Λ !.

“一α 0 ∋ 1

ϑςΑ ; ,∗. 拼Π 2 Λ !.
) Ν Ι扭Ο ∋ Λ =!∗Ε拌Π 2 Λ !.

+( +土 ( Υ∗+,.

+� , 士 +Ε∗− .
+( ( 土 ( #∗+ +.

+( , 士 ( ,∗+ (.

+, Υ 士 ( ,∗+, .

+ +# 士 +#∗− .

+( � 土( ;∗+ ( .

+ +− 土 � ; ∗− .

+� ς 土 ( −∗+ ,. +( , 士; �∗− .

Δ  ϑΙ % +
∀

≅ ∋& Η Ν ∋ !此
1  Ο 1Ι Γ。。妞 ϑΗΙ Λ Ι ∋ Δ 士 >

∀

Β 二

(
∀

∃ 0 Λ ΨΙ 1 三Δ ?∋1 ΙΔ ϑΗ Ι Γ=Γ 1& ?1& Γ& Δ ϑΓ ϑΗΙ Δ 0 Λ Ψ6
1  ΩΛ Ι ∋Γ 0邝Ξ && !!Γ

∀

讨 论
图 + 和图 ( 反映离子载体加

Δ  Λ Μ& =Δ 对细胞<&
∋ () 】

。的影响
∀

图 + 记录同一细胞的荧光强

度变化
,

细胞在 ΓΛ Λ  !
·

Ξ Λ
一�
介质中

,

开始荧光强度无明显变化
∀

当加人 7 Δ  Λ Μ& =Δ 时
,

由

于 Ω Δ  Λ Μ& =Δ 把细胞外 6 ∋() 载人细胞内
,

使细胞76
∋”∴

。迅速增高
,

故在 � ; , Δ Λ 处的荧光强度

增强
,

而在 � −,
Δ Λ 处 的则减弱

∀

当加入 ≅ δ Φ 3 后
,

由于外 6 ∋ () 被结合
,

胞 内 6 ∋ () 又被
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7 Δ  Λ Μ& =Δ 载 出
,

使细胞<&
∋ 8

勺
ε 又迅速下降

,

于是在 � ; ,Δ Λ 和 � − , Δ Λ 处的荧光强度发生 了和

前面相反的变化
∀

图 ( 是将荧光信号转换成细胞<6
∋ () ∴

。
的变化曲线

∀

以上实验证明所用仪器是

正常的
,

测定方法是可行的
∀

图 + 细胞荧光信号强度记录

/ =Π
∀

! /!0  1& Γ& Ι Δ && =Δ ϑΙ Δ Γ= ϑΜ �;, ∋ Δ Ξ院
,

∀

 φ [ =  ;
�− , Δ ∋ Δ  Λ Ι ϑΙ Ω>

Ζ
%
��, 铂

! ∀一 # 一
∃ % & ∋

扩
(

)

( ∗ + ∀ % 一乓

图 ( 胞浆游离 , − (. 浓度变化

/∀0
)

( 1 2 − & 0 ∃ % 3 ∃ 4 !% 56− 78 ∀ ∃ 依
∃

1 − 9十叨 & ∃∃ & !: − !∀% &

鉴
;

)

7 % + 6。一‘

行

慧

份
,

·

, , ·‘。一 ,

∗ <  < <

七主) ) # 7 一∃ % & ∋

表  和表 ( 结果表明
)

在含 1 −9 .

介质中
, ; 一石英对巨噬细胞的毒性作用

,

使细胞=,
− 9 ’

>

升高
)

且随 ; 一石英剂量的增加或作用时间的增长
,

细胞=, − 9

勺
。
升高越大

)

这种
; 一石英诱发的

细胞=,
− 9
勺
。
升高只能部分地被 , −? 于通道阻断剂异搏定所阻断

)

说明细胞=,
− (. 】

。的升高不完全

是由于
二一石英作用使细胞膜钙通道兴奋所引起的外 1 − 9 十

内流所致
)

而且可能与细胞膜损伤有

关
)

过去的研究发现
,

与
; 一石英作用后的巨噬细胞的细胞器受到明显的结构损伤

〔幻
,

细胞

膜通透性增大 栩
)

≅6 6∀ 7% & ∗ 认为巨噬细胞吞噬
+ 一石英粉尘后

,

溶酶体首先受到损伤
,

溶酶

体破裂释放 出的水解酶对细胞内的其他细胞器产生损伤作用
,

最终导致细胞崩解死亡
。

但

,−. 。 〔)〕发现
, + 一石英诱发的巨噬细胞死亡与溶酶体破裂无直接关系

,

但与细胞外介质 中的

/ − (0有关
%

他认为
+ 一石英首先是破坏了细胞膜的结构和功能

,

大量内流的 1 − (0对细胞内部结

构进一步产生损伤作用
,

导致细胞死亡
%

限于当时的条件
,

, −. 。 没有测定细胞 2/ −
均

。的变

化
,

我们的实验进一步证明了他的观点
%

因此
,

可认为
+ 一石英的细胞毒性作用是由于

+ 一石英

破坏 了细胞的膜结构和离子调控机制
,

引起大量的细胞外 1 − 3 内流
,

使细胞内 / − (0超载
%

造

成细胞内部结构的进一步损伤
,

最终导致细胞的崩解死亡
,

这很可能是
+ 一石英致硅肺作用的

病理生理学基础
%
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