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摘 要：将中国仓鼠肺细胞（’89:;<;=>?<@;A-B:C’;44，2DE细胞）分别暴露于不同浓度的温石棉及代用品粉体悬液

中F68后，0((检测细胞存活率；免疫组化法检测2DE细胞中GBA7979:、’>HF!、IJ4K"、H%#和HL!肿瘤相关蛋白的分

布及表达，分析我国两大主产区的温石棉及F种主要人工代用品对2DE细胞的增殖抑制率与肿瘤相关蛋白谱的影

响，以探讨我国温石棉及人工代用品是否是导致肿瘤的高危因素之一。结果表明：" 在#种粉体中，四川新康及陕

西陕南温石棉对细胞生长抑制最强，岩棉纤维粉体对细胞生长抑制最弱。各粉体对2DE细胞的存活率影响不同，随

着暴露粉体浓度的增加，细胞的存活率降低，呈现剂量效应关系。#各染毒组细胞的癌基因GBA7979:、’>HF!、IJ4K"表

达的蛋白上调，抑癌基因H%#和HL!表达的蛋白下调，以胞浆阳性为主。综合以上结果，发现我国不同地区温石棉及

其代用品均不同程度抑制2DE细胞生长，上调肿瘤相关蛋白GBA7979:、’>HF!及IJ4K"，下调H%#和HL!，从而诱导癌症

的发展。
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温石棉以其高强度、耐高温的独特性能成为工

业发展的重要原料，被广泛应用于各个领域，在我们

的生活空间中无处不在。我国是一个产石棉大国，

储量居世界第三，用量居世界第一。然而国际上对

温石棉的生物安全性存在较大争议（;$-’!%$&’/’(
K)!H&’，<LL?；M))F&!!"#$N，<L><）。纤维粉尘对

人体最大的危害是进入呼吸系统，引起人体肺组织

损伤。资料显示极其微小的石棉纤维如果漂浮在空

中，被吸入到人体的肺后，经过<L到9L年的潜伏

期，很 容 易 诱 发 肺 癌 等 肺 部 疾 病（O/6&(!"#$N，

<L>:）。这就是受到世界各国不同程度关注的石棉

公害。我国的温石棉及代用品的具体危害目前尚不

清楚，因此对它的研究十分必要。本课题选择我国

两大主产矿区的温石棉以及9种主要应用广泛的温

石棉人工代用品（玻璃纤维、陶瓷纤维、岩棉和硅灰

石）作为研究对象，观察其对中国仓鼠肺细胞的增殖

抑制作用，检测肺部肿瘤相关蛋白谱变化，从分子水

平探讨其是否会导致肿瘤的发生。

> 材料与方法

*N* 材料

>N>> 细胞来源

中国仓鼠肺细胞（80&’$!$K/F!%$-M"’#8$..，

ABC细胞）购买自四川大学华西医学中心生物医学

实验室。

>N>N< 温石棉及代用品

四川新康温石棉、陕西陕南温石棉、玻璃纤维、

陶瓷纤维、岩棉和硅灰石均来自西南科技大学。先

将温石棉原矿放在陶瓷研钵中碾压，使纤维充分劈

分，用不锈钢剪刀将纤维剪短至<":FF左右，之

后将短纤维放入研钵中进行研磨，使纤维进一步劈

分，随后用P5OQ精细研磨机于酒精中研磨><0，

取出过9LL目筛，过滤，C@R以上的纤维粒径约LS@
"<#F，长度约<>L#F，然后于>LLT烘干，最后将

烘干样研磨成粉体。

>N>N: 试剂

改良 型 UVQW>?9L培 养 液（PW;8X;UM公

司）；胎牛血清（KE,.)’$）；青霉素；链霉素；噻唑蓝

（Q$%0E.%0&/Y).E.(&10$’E.*%$%-/Y).&"F D-)F&($， Q33）

（5&#F/，Z5[）；V;5缓冲液、二甲亚砜、@R胰蛋白酶

（华美公司）；兔抗鼠5"-6&6&’、8/19:、;,.*<、1>?和

1@:多克隆抗体（武汉博士德公司）；免疫组化5[;8
试剂盒（5[>L<<）（武汉博士德公司）。

*N+ 实验方法

>N<N> 细胞培养

>N<N>N> 培养液配制

无菌环境中配制含>LR胎牛血清的UVQW>?9L
细胞培养液，临用时加入青霉素和链霉素，使其药物

浓度为>LLHZ／M。

>N<N>N< 培养方法

购买的ABC细胞分装在细胞培养瓶中，添加一

定量的细胞培养液，将培养瓶半封口状态放在:BT、

@R的8X<培养箱中培养，细胞贴壁后继续培养<"
:(，待培养液变黄时将培养液倒掉，用LS<@R的胰

蛋白酶对贴壁细胞进行消化，离心收集细胞，分瓶后

加入新的细胞培养液，传代。

>N<N< 噻唑蓝（Q33）比色法检测细胞存活率

>N<N<N> 实验分组与粉尘悬液配制

实验共分B组，包括>个细胞阴性对照组和?
个样品组：四川新康温石棉组（[组）、陕西陕南温石

棉组（;组）、玻璃纤维组（8组）、陶瓷纤维组（O组）、

硅灰石组（\组）和岩棉组（]组）。细胞阴性对照组

未加处理因素，作为参照。为消除各粉体对吸光度

的影响，另设置>个不加细胞的C?孔培养板粉体对

照，分组如上。用细胞培养液配制成<LLL##／FM粉

体悬液储存液。

>N<N<N< 方法

调整细胞浓度至<̂ >L@／FM，加入>LL#M细胞

培养液到C?孔板；每孔加入>LL#M细胞培养液至
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粉体对照板，放入!"的#$%细胞培养箱，&’(继续

培养%)*待贴壁。加入各粉体悬液至样品组和粉体

对照板，至终浓度 分 别 为+,,、%,,、),,、-,,、.,,、

+,,,!/／01；阴性对照组加细胞培养液，每孔重复&
次，置入!" 的#$%细胞培养箱，&’(继续培养).
*，加入%,!1233到每孔，继续培养%*。吸出各

孔培养液，每孔加入二甲亚砜%,,!1，振荡混匀，酶

标仪上测定各孔吸光度，测定波长)4%50。根据!
6"测／"阴7+,,"（!为细胞存活率，"测 为测定孔

的吸光度值，"阴 为未加处理因素的细胞生长孔吸

光度值），计算细胞存活率。

+8%8& 免疫组化法检测肿瘤蛋白

+8%8&8+ 肿瘤蛋白的选择

本实验选择的9:;<=<=5、#>?)&、@ABC%、?+-和?!&
肿瘤相关蛋白，是一组癌基因与抑癌基因表达蛋白，

与肺癌的发生密切相关。9:;<=<=5是凋亡抑制蛋白

家族的新成员，具有肿瘤特异性，只表达于肿瘤和胚

胎组织，且与肿瘤细胞的分化增殖及浸润转移密切

相关。#>?)&在正常组织中表达量非常低，而在许

多肿瘤中都有表达，人肺癌细胞株D!)4中#>?)&基

因的转录、表达水平超过正常细胞的&,倍，其高表

达与肺癌密切相关。@ABC%蛋白抗是转恶性肿瘤永

生性的最重要的分子靶点。@ABC%蛋白的功能并不

是正常细胞必须的，但是肿瘤细胞如小细胞肺癌

+,,"@ABC%基因高表达。?+-基因直接参与细胞周

期的调控，负调节细胞增殖及分裂，它的表达一旦失

灵则会细胞恶性增殖，导致恶性肿瘤发生。?+-蛋白

的表达在肺癌中阳性率为)!"，对肺癌的发生发展

有重要意义。?!&是肿瘤抑制基因，如果?!&基因失

活，细胞生长的检测和平衡都会无法进行，细胞积累

突变以至于最终导致癌症的发生。

+8%8&8% 检测方法

实验分组如上，调整E’4细胞浓度至%7+,!／

01，加入培养皿，在!"#$%细胞培养箱中&’(继续

培养%)*待贴壁，爬片。将调整好的粉体悬液加入

已培养皿，至终浓度分别为+,,、%,,、),,、-,,、.,,、

+,,,!/／01，将染毒的细胞放到#$%细胞培养箱中

继续培养).*后，滴入丙酮处理&,0=5，吸尽，蒸馏

水冲洗&次；&,"的F%$%+份G纯甲醇!,份混合，

室温浸泡&,0=5，以灭活内源性过氧化物酶。蒸馏

水冲洗&次；滴加山羊血清封闭液，室温%,0=5。甩

干后 每 孔 滴 入 一 坑，9:;<=<=5、#>?)&、@ABC%、?+-和

?!&稀释度均为+H%,,。&’(下孵育-,0=5，然后置

)(冰箱过夜；室温下复温%,0=5，I@9冲洗&次；滴

加生物素化羊抗兔J/K，&’(%,0=5。I@9洗&次；

滴加试剂9D@#，&’(%,0=5。I@9洗)次；显色!
0=5；自来水冲洗后苏木素复染，常规脱水封片；以

I@9代替一抗作为阴性对照；阳性结果为细胞浆、细

胞膜或胞核呈棕黄色。随机选取&个视野（+,7
),），用J0>/LCI;MIB:N专业图像分析系统检测其平

均光密度值（$O）值，再统计学分析处理。以上蛋白

表达显色棕黄色为阳性，其颜色与表达量成正比，定

位于胞浆或者细胞核，检测采用组织化学染色根据

9D@#法进行。

+8%8) 统计学处理

以上实验均重复&次，所有数据以均数P标准

差（#
Q
PN）表示，采用9I99++R,统计学软件分析，组

间均数比较采用单因素方差分析，!!,R,!为具有

统计学意义。

% 结果

!"# $%%检测细胞存活率

表+可见，-组粉体悬液对E’4细胞生长均有

不同程度抑制，四川新康与陕西陕南组温石棉对细

胞抑制率最大，岩棉组对细胞抑制率最低；温石棉之

表# 不同浓度的粉体悬液染毒&’(细胞)*+后的细胞存活率

%,-./# &’(0/..123454,.3,6//7891/:5;:2161218/;159;19<:5<</3/;609;0/;63,659;1
浓度／!/·01Q+ 四川新康组 陕西陕南组 玻璃纤维组 陶瓷纤维组 硅灰石组 岩棉组

+,, &!84!P+8&+"# &!8-%P,84."# !%8-+P-8,)$# --8!,P+,84!$# -48))P!8..$# ’)8-’P,84.$#

%,, %!8,,P+8-&"# %)8-’P,8.%"# &%8,&P&84%$# &)8).P,8.%$# )&8)-P&8%’$# !!8%&P%84)$#

),, +’84’P,84."# +’8+-P+8+)"# %%8..P%8)!$# %-8+)P+8-%$# &+8!)P&84!$# &’84+P%8%.$#

-,, ++8))P,8.%"# 484’P)8’)"# +)8,!P+8+)$# +’8&%P,844$# %&8,)P,8-!$# &%8,&P%8+%$#

.,, !8%&P+8’4"# )8%!P&8)&"# 48-)P%8)!$# +)8&.P)84+$# +-8&)P,8&%$# %,8!4P%8%’$#

+,,, +84-P,8-!"#$ ,8+-P,8,,,$# !8,’P+8)’$# .8!,P+8)-"# 48+!P,8%4"# ++8-,P,8)4$#

注：$与其它各组相比!!,R,!；"四川新康组与陕西陕南组相比!%,R,!；#表示各组内比较，!!,R,!。
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图! "#$%!蛋白在不同种类与浓度的温石棉

及代用品粉体悬液作用细胞%&’的表达

()*+! "#$%!$,-./)0)01234/556.,/#./78).’4’,96-.)5/
7:6.6-;7);;/,/0.4-04/0.,#.)-06#07).66:<6.).:./6#;./,%&’

图% =45>?蛋白在不同种类与浓度的温石棉及代用

品粉体悬液作用细胞%&’的表达

()*+% =45>?$,-./)0)01234/556.,/#./78).’4’,96-.)5/
7:6.6-;7);;/,/0.4-04/0.,#.)-06#07).66:<6.).:./6#;./,%&’

!陶瓷纤维组!硅灰石组!岩棉组，除四川新康组

和陕西陕南组之间比较外，其余各组之间比较差异

具有统计学意义（!!@A@B），结果见图B、图C。

! 讨论

!+" 温石棉及代用品均抑制细胞生长

由DEE结果可见，C种粉体对123细胞均有

不同程度抑制作用，抑制率从大至小为：陕西陕南

温石棉"四川新康温石棉"玻璃纤维"陶瓷纤维"
硅灰石"岩棉，以陕西陕南温石棉组最高，随着粉体

浓度 增 加，细 胞 的 抑 制 率 上 升，呈 剂 量 效 应 关

系 。随着暴露粉体浓度的增加，细胞的存活率降低，

图B $FC蛋白在不同种类与浓度的温石棉及代

用品粉体悬液作用细胞%&’的表达

()*+B $FC$,-./)0)01234/556.,/#./78).’4’,96-.)5/
7:6.6-;7);;/,/0.4-04/0.,#.)-06#07).66:<6.).:./6#;./,%&’

图C $B!蛋白在不同种类与浓度的温石棉及代用

品粉体悬液作用细胞%&’的表达

()*+C $B!$,-./)0)01234/556.,/#./78).’4’,96-.)5/
7:6.6-;7);;/,/0.4-04/0.,#.)-06#07).66:<6.).:./6#;./,%&’

呈现剂量效应关系。这可能与它们之间不同理化性

质相关，前期研究（G-6/,"#$%+，?@@%；H#II#0-"#
$%+，?@@2；"-:,.)4/"#$%+，?@F?）显示温石棉的生

物安全性与其产地、纯度、表面电荷以及金属离子的

含量等相关。本实验结果与国内甘四洋等（?@@3）实

验结果基本相似。

!+# 人工代用品相对于温石棉安全

相同浓度，不同温石棉组与人工代用品组之间

细胞抑制率比较，温石棉组的细胞抑制作用显著强

于人工代用品（!!@A@B），人工代用品相对于温石棉

安全性更高，人工代用纤维之间生长抑制率比较以

岩棉的抑制作用最弱，玻璃纤维组最强。从免疫组

化蛋白定量结果可见：人工代用品作用123细胞时

癌基因蛋白J:,K)K)0、"#$%!和=45>?表达量显著低

于温石棉组，抑癌基因蛋白$B!及$FC显著高于温

2@&第C期 曾娅莉等：我国温石棉与其%种代用品对123细胞肿瘤蛋白谱表达的影响

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



石棉组，温石棉组肿瘤蛋白谱失衡更为显著（!!
!"!#），这也说明温石棉比人工代用品更容易促进肿

瘤发生，人工代用品较温石棉安全。人工代用纤维

之间肿瘤相关蛋白谱表达以玻璃纤维组最大，岩棉

组最小，与细胞抑制率结果相似，本实验结果为人工

代用品的安全性选择提供参考。

!$! 肿瘤相关蛋白谱的失衡可能增加细胞癌变风险

癌基因和抑癌基因是细胞正常的基因，在调节

细胞增殖和分化的过程中具有拮抗作用，机体借着

这一 对 立 统 一 的 机 制，调 节 细 胞 的 生 长 与 凋 亡。

%&’()()*、+,-./与01234是凋亡抑制基因。%&’()()*
的表达与肺癌的分化程度有关，分化程度越低，其表

达率越高，抑制细胞凋亡的作用越强（%56*"#$%$，

/!7/）。免疫组化结果表明，不同浓度8种粉体处理

9:;细胞3<5后，温石棉与其人工代用品粉体均可

诱导9:;细胞抑癌基因%&’()()*、+,-./和01234蛋

白表达显著增加，癌基因278和2#4蛋白表达明显

降低，呈 现 浓 度 依 赖 性（=1>?&@1A)"#$%$，/!!;；

BC’6D?A1"#$%$，/!7!；E1F?C*"#$%$，/!7!）。这种

癌基因和抑癌基因的协同失衡可能是导致9:;细胞

向肿瘤发展的风险因素之一。国外学者（G1*@"#
$%$，/!77）通过研究发现石棉可激活鼠细胞多种癌

基因从而致癌，本实验所检测结果与国外学者研究

结论一致。

3 结论

（7）温石棉及人工代用品均存在生物性，对人

体并非安全，体外实验显示，人工代用品的生物安全

性比温石棉高，不同产地温石棉之间的生物安全性

也不同，其大小与产地相关。

（/）温石棉及人工代用品均会抑制细胞的生

长，改变细胞肿瘤蛋白谱，抑制癌基相关蛋白和促进

癌基因的表达，这种失调使细胞更易于向肿瘤发展，

可增加肿瘤发生的风险。

"#$#%#&’#(

+6’*?>6)*H=1*IJC?A)*?KL$/!!8$M56561->56NN6,>?CN,5’O?C>)-6：
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1??C,)1>6IF)>56Q2C?&’6>C-C*@>5)*N)D’6?［K］$W,,&2X*()’C*$

=6I$，8;（<）：#83!#8<$
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