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PM2.5对人II型肺泡上皮细胞A549的作用及机制研究
徐金兰  程婧  马翠卿*

(河北医科大学免疫教研室, 河北省重大疾病的免疫机制及干预重点实验室, 石家庄 050017)

摘要      随着工业化、城市化的飞速发展, 空气污染加剧, PM2.5浓度越来越高, 对人类的危害

也越来越大。由于多数病原体可以直接进入下呼吸道, 所以肺的抗炎作用显得尤为重要。大量的资

料显示, II型肺泡上皮细胞(AECII)是一类具有干细胞潜能、自我更新、参与肺纤维化的多功能细胞。

A549是人肺腺癌上皮细胞, 其可以合成卵磷脂, 并且含有高度不饱和脂肪酸, 这对于维持细胞膜磷

脂有重要意义。目前, A549细胞被广泛作为II型肺泡上皮细胞的体外模型。该文以A549为模型, 从
PM2.5对A549细胞诱导型一氧化氮合酶合成、各种炎性因子分泌和对细胞自噬和凋亡的影响以及

对A549细胞迁移、侵袭能力的增强四个方面展开介绍, 就A549在PM2.5作用下的功能机制作一综述。
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Abstract       With the rapid development of industrialization and urbanization, air pollution has become more 
and more serious, and the harm of PM2.5 to human beings is also increasing. Because most pathogens can enter the 
lower respiratory tract directly, the anti-inflammatory effect of the lung is particularly important. A large amount 
of data shows that type II alveolar epithelial cells (AECII) are a kind of pluripotent cells with stem cell potential, 
self-renewal and participation in pulmonary fibrosis. A549 is an epithelial cell of human lung adenocarcinoma. It 
can synthesize lecithin and contains high levels of unsaturated fatty acids, which is important for maintaining cell 
membrane phospholipids. At present, A549 cells are widely used as an in vitro model of type II alveolar epithelial 
cells. In this paper, A549 is used as a model to introduce the effects of PM2.5 on the synthesis of A549 cells induced 
nitric oxide synthase, the secretion of various inflammatory factors and the effects on cell autophagy and apoptosis, 
as well as the enhancement of migration and invasion of A549 cells from four aspects. The function and mechanism 
of A549 under the action of PM2.5 are summarized by taking A549 as the model.
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细颗粒物指环境空气中空气动力学当量直径

≤2.5 μm的颗粒物, 它的产生由很多因素引起, 如自

然源、人为源和大气化学反应等, 它是构成可吸入

颗粒物的主要部分[1]。与较粗的大气颗粒物相比, 
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PM2.5粒径小、面积大、活性强, 且附带有毒、有

害物质, 能长期悬浮于空气中, 输送距离远, 因此对

大气环境质量、尤其是人体健康危害很大。众多流

行病学调查均显示, PM2.5与包括肺癌在内的呼吸

系统疾病关系密切[2]。长期的PM2.5暴露能明显增

加肺癌患者的死亡率, 同时可致确诊后的肺癌患者

的生存期缩短。有研究表明, PM2.5可能通过促进

肿瘤新生血管形成, 诱发炎症反应等[3-5]。为了更好

地了解PM2.5对机体的作用, 本文将从细胞水平综

述PM2.5对以A549为模型的肺上皮细胞功能等的影

响。

1   PM2.5对A549细胞诱导型一氧化氮合

酶(iNOS)合成的影响
PM2.5与心血管、呼吸道疾病住院率及全国

死亡率升高密切相关。有研究表明, 肺部一氧化氮

(NO)大量表达, NO由一氧化氮合酶(NOS)诱导合

成[6]。NOS为内源性NO合成中的关键限速酶, 其
中iNOS从鼻咽部到肺组织中均可检测到, 在作为

呼吸道抵抗病毒感染首要屏障的上皮细胞中普遍

表达, 并能在呼吸道病毒感染后持续合成大量超生

理水平NO, 其与氧气反应后释放的氧自由基可损

伤气道, 加重肺部的炎症反应。目前, PM2.5致肺

部NO合成的具体机制尚不明确。Chauhan等[7]研

究表明, PM2.5可能直接影响iNOS和NO的表达。

Nam等[8]证明, PM2.5通过核转录因子NF-κB调控

iNOS和NO的表达。也有报道PM2.5浓度与NF-κB
和NO水平呈剂量–反应关系, 而iNOS的水平几乎

没有改变[9]。昂盛骏等[10]选用A549细胞进行体外

实验, 用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色(MTT)
法测定NO、iNOS细胞毒性和iNOS mRNA表达水

平; 用蛋白质免疫印迹(Western blot)法检测iNOS、
NF-κB和丝裂原活化蛋白激酶(p38-MAPK)蛋白表

达水平 ; p65-NF-κB和 p38-MAPK分别采用 PDTC
和 SB203580作为抑制剂 ; 测定加入 p38-MAPK通

路抑制剂SB203580和p65-NF-κB通路抑制剂PDTC
后, iNOS mRNA及iNOS、p38、p65蛋白的表达水

平, 以此观察上述两条通路在PM2.5调控iNOS和
NO中的作用。结果表明, PM2.5感染小鼠后, 引起

小鼠肺部NO和iNOS释放量升高; iNOS基因表达量

上调; 同时PM2.5导致A549细胞存活率降低, 具有

质量–反应关系, 且计量≥25 μg/mL的PM2.5可刺激

A549细胞NO和iNOS的合成。同时也提出, PM2.5
可能通过NF-κB和p38-MAPK两条通路调控iNOS
的合成, 针对这一问题已有很多研究[11-12]。但对于

PM2.5通过MAPK对iNOS基因表达调控的报道很

少, 需要进一步研究。

2   PM2.5暴露对A549自噬和凋亡的影

响 
    目前, 关于高浓度PM2.5如何致病的机制, 多数

学者认为大气颗粒物介导机体产生氧化应激是大

气颗粒物发挥其毒理效应的基础。为了研究PM2.5
的氧化应激效应诱发的支气管上皮细胞发生自噬

的潜在分子机制, Liu等[13]通过电镜成像、免疫荧

光染色和免疫印迹等研究方法, 证实了PI3K/Akt/
mTOR信号通路在PM2.5诱导气道上皮细胞发生自

噬过程中发挥关键的负向调节作用。杨露等[14]总

结说明, Nrf2在生理状态下结合在细胞质蛋白伴侣

分子Keapl上且活性处于相对抑制状态, 创伤及氧化

应激使Nrf2与Keapl解偶联并发生核转移, 与Maf、
JunD、c-Jun等形成杂化二聚体, 后与抗氧化反应元

件(ARE)结合以进一步启动ARE调控的II相解毒酶

及抗氧化酶基因的表达, 保护细胞免受氧化损伤。

有研究表明, PM2.5暴露下通过蛋白激酶AMPK调

控自噬反应[15]。自噬是真核细胞中分解折叠的蛋白

质, 蛋白质复合物和功能失调细胞器的生理亚细胞

降解过程[16], 属于II型细胞程序性死亡方式, 自噬可

能比凋亡扮演更为主动和重要的角色。自噬在生

理情况下, 保持在较低水平, 降解回收细胞内物质, 
起物质循环和营养供给作用。而在病理状态下, 自
噬水平反应性升高。有学者从自噬途径研究PM2.5
促进肺癌细胞自噬凋亡机制[17], 其检测细胞自噬相

关蛋白LC3和凋亡相关蛋白Bax, 以验证PM2.5暴露

对A549自噬和凋亡的影响。细胞在自噬过程中, 游
离于胞质中的LC3I逐渐以LC3II的形式定位于自噬

小囊泡表面, 已知LC3II转化水平可以反映细胞自

噬发生的程度。结果显示, PM2.5引起A549细胞内

LC3II的表达显著升高, 且具有明显的时间依赖关

系。该研究表明, 随着PM2.5暴露处理的时间延长, 
细胞发生自噬显著上升, 而且自噬小体数量呈上升

趋势, 提示PM2.5能够激活A549细胞的自噬降解途

径, 但是凋亡蛋白Bax含量逐渐下降, 由此可以推断, 
PM2.5可诱导A549细胞发生自噬而减少凋亡的发
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生。激活细胞内自噬降解途径, 这可能是一种细胞

的保护性机制。

3   PM2.5对A549细胞迁移、侵袭能力的

增强作用
以往对PM2.5致呼吸系统损伤的分子机制的研

究多集中于比较高浓度PM2.5所致的细胞损伤作用, 
但目前发现, PM2.5还增强了肿瘤细胞的迁移及侵

袭能力[18]。肿瘤细胞的转移过程非常复杂, 涉及多

条信号通路、转录因子及酶的活化。Wnt/β-catenin
信号传导通路在肿瘤细胞转移过程中起着重要作

用。该通路激活时, 过量的β-链蛋白(β-catenin)从胞

质中转移入细胞核, 在核内与转录因子T细胞因子/
淋巴增强因子(T cell factor, TCF/lymphoid enhancer 
factor, LEF)相互作用, 激活下游大量具有促进肿

瘤细胞转移功能的基因转录, 如基质金属蛋白

酶-2(MMP-2)、基质金属蛋白酶-9(MMP-9)、细胞

周期蛋白D1(cyclin D1)、转录因子snail和slug等, 进
而增强肿瘤细胞转移能力[19-22]。

3.1   基质金属蛋白酶家族

基质金属蛋白酶家族是降解细胞外基质的重

要酶类。肿瘤细胞周围细胞外基质的降解是肿瘤侵

袭和转移的必要条件, 因此金属蛋白酶家族在肿瘤

细胞迁移和侵袭过程中发挥重要作用。MMP-2和
MMP-9是基质金属蛋白酶家族内的重要成员, 同属

于IV型明胶酶, 主要降解细胞间基质及基底膜主要

成分IV型胶原, 促进肿瘤细胞侵袭和扩散, 因此其

在肿瘤转移过程中具有重要作用。研究表明, Wnt/
β-catenin信号通路的激活能够使MMP-2和MMP-9
的表达水平增高[20]。如Dong等[23]的研究表明, 电离

辐射可通过激活Wnt/β-catenin信号通路使其下游包

括MMP-2和MMP-9在内的多种基因表达上调, 增强

胶质瘤细胞U87侵袭能力。杨丹等[18]实验结果表明, 
在无血清条件下较低浓度(10 μg/mL)的PM2.5作用

72 h即可使MMP-2和MMP-9蛋白表达水平上调, 说
明PM2.5增强肺癌A549细胞迁移、侵袭能力作用

与其激活Wnt/β-catenin信号通路并通过上调其下游

MMP-2和MMP-9蛋白表达相关。

3.2   cyclin D1
cyclin D1是细胞周期蛋白家族的一个成员, 在

调控细胞周期进展过程中发挥重要作用, 此外cyclin 
D1还是一个癌基因, 在多种肿瘤包括肺癌中呈高表

达。由于Cyclin D1是G1/S-特异性周期蛋白-D1, 因
此其主要推动细胞周期G1期到S期的转变, 从而促

进细胞增殖。研究表明, PM2.5处理细胞后, 细胞内

cyclin D1的蛋白表达明显增高, 说明PM2.5可通过提

高Wnt/β-catenin通路活性及其下游cyclin D1的蛋白

表达而增强A549细胞的迁移、侵袭能力[18]。

3.3   锌指蛋白转录因子snail超家族

锌指蛋白转录因子snail超家族包括snail(snail 
1)和slug(snail 2) 2个成员, 二者作为转录因子, 调控

某些基因的表达, 如下调细胞间的紧密连接成分(如
ZO-1)及上调肿瘤细胞的金属蛋白酶类的表达, 这些

均有助于增加细胞的迁徙转移力, 尤其常见于各种

肿瘤的癌性细胞向远处转移机制中[24-25]。Wang等[26]

的研究表明, snail促进MMP-9表达, 并且二者均与

甲状腺乳头状癌的淋巴结转移有关。Li等[27]报道, 
snail介导的MMP-2上调与细胞侵袭性增强有关。信

号转导途径可调控snail和slug表达水平, 当Wnt信号

被激活, 稳定的β-catenin进入细胞核内与TCF/LEF相
互作用, 形成的复合物可使snail和slug转录, 核内水

平增加[27]。杨丹等[18]检测PM2.5对人肺癌细胞A549
迁移、侵袭能力的影响, 发现在无血清条件下暴露

于较低浓度的PM2.5(10 μg/mL) 72 h, 能够使细胞的

侵袭、转移能力明显增强, 说明PM2.5可能具有促进

肺癌的早期转移的作用。此作用与PM2.5活化Wnt/
β-catenin信号转导通道, 上调cyclin D1、转录因子

snail和slug、MMP-2、MMP-9蛋白表达有关。

4   PM2.5对A549细胞各种炎性因子分泌

的影响
PM2.5成分复杂, 其主要由可溶性盐、金属元素、

有机物质、碳质成分和生物组分等组成。根据PM2.5
各组分样品的制备过程及前期研究结果显示, PM2.5
水溶性组分主要是PM2.5完全颗粒物中的可溶性盐、

可溶性金属离子等成分, PM2.5脂溶性组分主要为其

中的有机物质, PM2.5单纯颗粒物主要为其中的碳质

成分。有研究者发现, PM2.5中的过渡金属元素成分

引起A549细胞氧化应激反应并释放炎性介质, 例如, 
白细胞介素-1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)、白细胞

介素-8(IL-8)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等炎性因子

会诱发不同程度的肺部疾病[28-31]。

4.1   PM2.5对A549细胞炎性因子IL-1β表达的影响

IL-1β是最重要的炎症细胞因子之一, 在神经系
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统、骨髓干细胞中发挥作用。有研究发现, PM2.5
可显著升高A549细胞炎性因子IL-1β的基因表达水

平[28]。通过相关性分析研究发现, Ni元素和炎症因

子IL-1β的基因表达水平呈显著相关, 证明了Ni元
素在PM2.5诱导肺部炎症时的重要作用, Ni元素应

该被定为PM2.5毒性程度的一项重要指标。PM2.5
中均含有高浓度的多环芳烃(PAHs)和过渡金属元

素, 研究表明, PAHs具有高度致癌作用, 特别是苯

并芘(Bap)和患肺癌风险有显著相关性[29]。研究发

现, PAHs和IL-1β基因的表达水平呈显著相关, 表明

PAHs的致癌作用可能与其上调IL-1β的表达有关[28]。

因此, IL-1β可能成为PM2.5导致的肺部炎症疾病的

一个治疗靶点, 这为预防和治疗PM2.5诱发的肺部

炎症疾病提供实验依据。

4.2   PM2.5对A549炎性因子IL-6和TNF-α分泌的

影响

TNF-α和IL-6是两种重要的炎性相关细胞因

子。TNF-α作为前炎症因子在炎症起始阶段起着重

要作用, 其作用于肺上皮细胞、内皮细胞或成纤维

细胞后可促进后者分泌黏附分子和IL-8等细胞因

子。IL-6一方面可表现趋化作用, 趋化免疫细胞从而

调节炎症反应; 另一方面也可以作为一种抗炎因子, 
调节颗粒物暴露后引起的肺部炎症及纤维化过程。

焦周光等[30]将制备的PM2.5颗粒物及其组分以不同

浓度(10、50、100、200、400 μg/mL)对A549细胞染毒, 
用MTS法分别在染毒6、10、24、48、72 h后测定

细胞活力, 染毒24 h后用ELISA法和RT-qPCR法分别

检测了染毒后细胞培养上清中IL-6和TNF-α的蛋白

含量和染毒后胞内IL-6和TNF-α mRNA的表达量。

ELISA检测结果显示, 除PM2.5水溶性组分外, 其余

染毒样本较高染毒浓度(100 μg/mL及以上)显著增

加了细胞培养上清中IL-6的分泌量。TR-qPCR检

测结果显示, 除PM2.5脂溶性组分外, 其余染毒样

本都显著升高了细胞内TNF-α mRNA相对表达量。

从炎性因子和上述MTS测定结果来看, PM2.5单纯

颗粒物可能比PM2.5完全颗粒物有着更强的抑制

细胞生长和促进炎性因子表达的作用。

4.3   PM2.5对A549炎性因子IL-8分泌的影响

IL-8也是重要的炎性相关细胞因子, 沙尘和非

沙尘细颗粒物PM2.5均可刺激A549细胞合成和释放

IL-8炎性因子。相关研究发现, PM2.5作用于哮喘小

鼠时, 通过促进哮喘小鼠体内IL-17的基因及蛋白表

达, 使得IL-17含量上升, 进而增强IL-8的炎症作用, 
从而加重哮喘的发生、发展[31]。

5   PM2.5对A549细胞遗传毒性的影响
细胞增殖是生物体生长、发育、繁殖和遗传

的基础, 是检测细胞毒理学常用的方法, 能反映受

试物的毒性大小。由于PM2.5相对较小的体积和较

大的表面积, 因此表面可携带多种重金属和有机毒

性物质, 这些表面携带的物质是致DNA损伤的主要

成分。当前对PM2.5毒性机制的研究已成为国内外

公共卫生和医学领域研究的热点和前沿。研究显

示, PM2.5的吸附成分(如多环芳烃类有机物和重金

属等)对细胞存在明显的毒性作用, 但PM2.5中的非

水溶成分和水溶成分对细胞产生的毒性作用大小及

差异, 目前国内外的研究对此很少涉及[32]。刘雪亚

等[33]以2013年12月采集的郑州市大气PM2.5为实验

样品, 利用微核实验得出结果, 发现大气PM2.5水溶

性成分和非水溶性成分均可引起染色体损伤, 降低

A549细胞的存活率。还有其他研究通过制备PM2.5
完全颗粒物、PM2.5水溶性组分、PM2.5脂溶性组

分和PM2.5单纯颗粒物, 并从细胞活力、炎性损伤

和DNA损伤等方面对比分析了可能对细胞造成的

毒性作用[30]。结果发现, PM2.5水溶性组分并没有

造成DNA碱基缺失的显著增加, 其较高染毒浓度

(100 μg/mL及以上)所造成的DNA碱基缺失程度弱

于PM2.5完全颗粒物, 而PM2.5脂溶性组分与PM2.5
完全颗粒物表现出的毒性作用几乎一致。至于其各

成分的具体机制还需进一步研究。

除了以上几个方面, 还有研究发现, 随着地理

位置和季节的不同, 大气颗粒物的健康效应也不同。

大气颗粒物具有复杂的表面和内核结构, 其主要组

分包括金属元素、可溶性的盐以及有机物等。过渡

金属元素如铁(Fe)、钒(V)、镍(Ni)、铬(Cr)、铜(Cu)
及锌(Zn)等可参与Fenton反应, 产生活性氧(ROS)诱
导细胞氧化损伤, 引起细胞毒性[34]。而且, 不同季

节的颗粒物质量浓度的变化和组分分析所造成的

毒性效应也存在差异[35]。有研究者比较研究了北

京市冬季于夏季PM10和PM2.5中各种金属元素对

A549活力及ROS生成的影响, 结果显示, 冬季和夏

季PM10及PM2.5均引起A549细胞活力下降, 诱导细

胞内ROS生成的增加[36]。与冬季相比, 夏季PM10和
PM2.5明显抑制细胞活力, 并呈剂量–效应关系, 而
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且夏季颗粒物明显诱导细胞ROS生成升高, 同时推

测过渡金属元素的含量的差异, 可能是不同季节颗

粒物的毒性效应产生差异的原因。其中, 颗粒物中

高浓度Zn元素可能在细胞毒性中起到重要作用, 但
是有关颗粒物中各种过渡金属元素在颗粒物细胞毒

性中的相互作用机制, 还需进一步研究。

6   结语与展望
随着现代工业化和城市化进程的加速, 空气污

染日益严重, 雾霾天气也早已成为人类最为关心的

环境问题之一, PM2.5更是尽人皆知。虽然细颗粒

物只是地球大气成分中含量很少的组分, 但与较粗

的大气颗粒物相比, 细颗粒物粒径小, 富含大量的有

毒、有害物质且在大气中的停留时间长、输送距

离远, 因而对人体健康和大气环境质量的影响更大。

研究表明, 颗粒越小对人体健康的危害越大[37]。自

2012年底全国大范围爆发雾霾开始, 国家对大气污

染的治理步伐加快, 2013年9月国务院颁布了“大气

十条”, 可以说是国家大气治理方面最重要的目标性

规划。2015年1月1日起实施的《中华人民共和国环

境保护法》被称为“史上最严”的环保法, 2016年1月
1日起施行, 该法律强调应当加强对燃煤、工业、机

动车船、扬尘、农业等大气污染的综合防治, 推行

区域大气污染联合防治, 对颗粒物、二氧化硫、氮

氧化物、挥发性有机物、氨等大气污染物和温室气

体实施协同控制。

据悉, 2012年联合国环境规划署公布的《全球

环境展望5》指出, 每年有70万人死于因臭氧导致的

呼吸系统疾病, 有近200万的过早死亡病例与颗粒物

污染有关。《美国国家科学院院刊》(PNAS)也发表

了研究报告, 报告中称, 人类的平均寿命因为空气污

染很可能已经缩短了5年半。显然, PM2.5不仅破坏

环境, 还对人体健康产生巨大的伤害。总而言之, 作
用机制为: PM2.5通过上调cyclin D1、转录因子snail
和slug、MMP-2、MMP-9蛋白表达来影响A549细
胞的迁移和侵袭能力; 也通过激活PI3K/AKT信号通

路以及引起Nrf-2介导的防御机制来抵抗细胞氧化

应激, 从而诱导A549细胞发生自噬而减少凋亡的发

生, 激活细胞内自噬降解途径; PM2.5中的过渡金属

元素成分引起A549细胞氧化应激反应并释放IL-1β、
IL-6、IL-8、TNF-α等炎性介质, 诱发程度不同的肺

部疾病, 甚至引起充血性心力衰竭和冠状动脉等心

脏疾病。更甚者, PM2.5中的多环芳烃类有机物和重

金属会造成DNA碱基缺失, 对细胞的遗传物质产生毒

性物质, 从而引起肺癌、哮喘等疾病。PM2.5中的各

种成分对细胞影响的具体机制还需要进一步研究。
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