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镍精炼烟尘致 NIH /3T3 细胞生长抑制作用的实验研究
Study of the growth suppression effect of nickel-refining fume on NIH /3T3 cell

安学军，王玥，胡雪莹，陈丽丽，吴永会

AN Xue-jun，WANG Yue，HU Xue-ying，CHEN Li-li，WU Yong-hui

( 哈尔滨医科大学公共卫生学院，黑龙江 哈尔滨 150081)

摘要: 研究镍精炼工人接触镍精炼烟尘的生物学效应。
通过 MTT 染 色 法 观 察 细 胞 形 态，用 四 甲 基 偶 氮 噻 唑 蓝

( MTT) 法检测细胞生长抑制率。结果发现，不同浓度下，作

用一定时间细胞生长均受到抑制，且随作用时间增长，受试物

浓度增加，细胞抑制作用增加，呈现出时间-反应关系和剂量-
反应关系，且细胞在形态学上也出现不同程度的改变。提示镍

精炼烟尘能使 NIH/3T3 细胞凋亡，细胞的生长受到抑制。
关键词: 镍精炼尘; 细胞形态; 细胞毒性
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我国职业性镍所涉及的作业达 30 余种
［1］。镍及其化合物

被广泛应用于现代工业如硬币、珠宝和其他金属合金的生产

和电镀
［2］。在职业环境中，镍暴露主要发生在镍精炼、电镀

和焊接等环节
［3］。镍化学物可能在生产、循环和处理的所有

阶段以相当大的量扩散到环境中。已经有充分的证据表明镍

是人类致癌物
［4］。镍的物理和化学性质比较复杂，值得注意

的是致癌危险性与镍化物的形式有关系
［5］。人们对其致癌机

制也做了大量研究，但对镍精炼烟尘的研究却少见报道，由

于镍精炼烟尘中还存在其他金属污染物，所以对于镍精炼烟

尘与镍化学物引起的毒性作用是否一致还存在疑问。本研究

通过检测镍精炼烟尘对细胞的毒性的影响，探讨镍精炼烟尘

的致癌危险性。
1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 靶细胞 小鼠肺成纤维细胞 ( NIH /3T3 细胞) ，购自

北京市肿瘤研究所，接种于含体积分数为 10% 胎牛血清的

DMEM 培养液中，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，EDTA/
胰蛋白酶混合液消化，传代，备用。
1. 1. 2 受试物与试剂 受试物来源于某镍精炼厂的精炼炉前

沉降尘，用玛瑙研钵磨细后，检测分散度，受试物颗粒 ＜ 5

μm 者占 99. 9%，受试物用紫外线照射灭菌，磷酸盐缓冲液

( PBS) 配成一定浓度的混悬液，备用，再稀释时摇匀。噻唑

蓝 ［溴化-3- ( 4，5-二甲基乙噻唑基) -2，5-二苯基四氮唑，

MTT］ 购自上海华舜生物技术有限公司，二甲基亚砜 ( DM-
SO) 分析纯，购自北京化工试剂厂，正常熔点琼脂糖购自

Gibco 公司，低熔点琼脂糖购自 Gibco 公司。
1. 1. 3 主要仪器 TE-HE 型 CO2 培养箱，倒置荧光显微镜

( OLYMPUS-IX71 型) ，全自动酶标仪 ( BIO-RAD 公司) 。
1. 2 方法

1. 2. 1 细胞制备 将细胞密度为 1 × 105
个 /ml 的 NIH /3T3

细胞接种到含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液的细胞培养瓶

中，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。
1. 2. 2 NIH /3TE 细胞形态学观察 选取生长良好的细胞，

接种于 24 孔细胞培养板上，每孔加入 800 μl 不同浓度的染毒

液，终浓度分别为 100. 00、50. 00、25. 00 μg /ml。37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养 24 h，在倒置显微镜下观察细胞形态。
1. 2. 3 MTT 染色法观察 NIH /3T3 细胞凋亡及坏死 取对数

生长期的细胞，接种到 96 孔板中，待细胞贴壁后，加入含不

同浓度的镍精炼烟尘的 10% 的胎牛血清的 DMEM 培养液，使

其终浓度分别为 6. 25、12. 50、25. 00、50. 00 和 100. 00 μg /
ml，同时设阴性对照组和不加细胞的空白对照组，分别培养

24 h。倒置显微镜下观察细胞形态。
1. 2. 4 镍精炼烟尘对 NIH /3T3 细胞增殖作用的影响 取对

数生长期的细胞，接种到 96 孔板中，待细胞贴壁后，加入含

不同浓度镍精炼烟尘的胎牛血清 ( 质量分数 10% ) 的 DMEM
培养液，使其终浓度分别为 6. 25、12. 50、25. 00、50. 00 和

100. 00 μg /ml，同时设阴性对照组和不加细胞的空白对照组，

每组均设 8 个重复孔。37 ℃、5%CO2 条件下分别培养 6、12、
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24、48 h。在酶标仪 490 nm 波长下测定各孔吸光度 ( A) 值。
1. 3 数据分析

MTT 实验所得吸光度值以平均值 ± 标准差表示，数据均

使用 SPSS17. 0 软件分析，组间差异性检验采用单因素方差分

析的方法进行。
2 结果

2. 1 镍精炼烟尘作用于 NIH /3T3 细胞的形态学变化

镍精炼烟尘与 NIH /3T3 细胞共培养 24 h 后，倒置显微镜

下可见: 空白对照组细胞贴壁生长，细胞呈梭形，生长良好，

边界清楚，大小均一，胞浆均匀，细胞核圆形或椭圆形，位

于细胞中央，细胞相互融合成单层网状铺于孔底 ( 见封三图

1. A) 。处理组 NIH /3T3 细胞形态发生明显改变，低浓度使细

胞收缩体积变小、分离，部分细胞变成圆形或者椭圆形，少

量细胞悬浮; 高浓度明显看到细胞间隙增大，胞浆不均匀，

胞突消失、脱落，空泡样细胞增多 ( 见封三图 1. B、C、D) 。

2. 2 MTT 染色法观察 NIH /3T3 细胞凋亡及坏死

细胞加入 MTT 培养 4 h 后在倒置显微镜下发现阴性对照

组细胞呈圆形，结构完整，细胞大小较均一，形成的蓝紫色

结晶分布比较均匀，在细胞边缘聚集，细胞中央也有蓝紫色

结晶分布，形成眼睛状 ( 见封三图 2. A) 。而处理组坏死细胞

不着色，细胞形态为不规则圆形，体积变小或暂无变化，或

呈空泡状 ( 见封三图 2. B) 。
2. 3 镍精炼烟尘对 NIH /3T3 细胞增殖作用的影响

分 别 用 镍 精 炼 烟 尘 0、6. 25、12. 50、25. 00、50. 00、
100. 00 μg /ml 作 用 NIH /3T3 细 胞 6、12、24、48 h 后，用

MTT 法测定镍精炼烟尘对 NIH /3T3 细胞的抑制作用 ( 图 3、
4) 。呈现剂量-反应和时间-反应关系。镍精炼烟尘细胞吸光

度值除浓度 6. 25 μg /ml，作用 6 h 无统计学意义外，其他作用

浓度和每个时间点细胞的吸光度值与阴性对照组比较，差异

均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，见表 1、表 2。
表 1 不同浓度镍精炼烟尘不同作用时间 NIH /3T3 细胞的吸光度值 ( n = 8)

浓度 ( μg /ml) 6 h 12 h 24 h 48 h

0 0. 384 ± 0. 014 0. 298 ± 0. 034 0. 466 ± 0. 097 0. 800 ± 0. 042
6. 25 0. 354 ± 0. 014 0. 262 ± 0. 027* 0. 387 ± 0. 015* 0. 584 ± 0. 062*

12. 50 0. 347 ± 0. 041* 0. 274 ± 0. 029* 0. 332 ± 0. 072* 0. 524 ± 0. 053*

25. 00 0. 333 ± 0. 023* 0. 233 ± 0. 045* 0. 280 ± 0. 198* 0. 377 ± 0. 018*

50. 00 0. 321 ± 0. 014* 0. 184 ± 0. 027* 0. 240 ± 0. 031* 0. 138 ± 0. 017*

100. 00 0. 278 ± 0. 033 0. 150 ± 0. 019* 0. 278 ± 0. 033 0. 038 ± 0. 004*

注: 与阴性对照组比较，* P ＜ 0. 05。

表 2 不同浓度镍精炼烟尘不同作用时间 NIH /3T3
细胞的相对成活率 %

浓度 ( μg /ml) 6 h 12 h 24 h 48 h
0 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00
6. 25 92. 19 87. 92 83. 05 73. 00
12. 50 90. 36 91. 95 71. 24 65. 50
25. 00 86. 72 78. 19 60. 09 47. 13
50. 00 83. 59 61. 74 51. 50 17. 25
100. 00 72. 40 50. 33 15. 45 4. 75

图 3 不同浓度镍精炼烟尘不同作用时间 NIH /3T3
细胞的相对成活率

3 讨论

长时间接触镍化合物已经被认为是肺癌发生的潜在原因

之一，但是镍诱导肺癌的分子机制尚不明了
［6］。颗粒状镍化

合物进入细胞主要是靠细胞的吞噬作用
［7］。大量的研究表明

不溶性镍化学物通过细胞的吞噬作用进入细胞，其对细胞的

毒性与细胞对其的吞噬活性有关。Costa 等研究进一步发现不

图 4 镍精炼烟尘对 NIH /3T3 细胞增殖抑制作用

溶性镍化合物的致癌性与细胞的摄入成正比
［8］。在自然界中，

不溶于水的镍化合物比可溶性的更为普遍
［9］。而不溶性镍化

合物被细胞吞噬后在细胞内溶解而释放出的二价镍离子作用

于细胞核，引起染色质的改变，而且这种形式的镍化合物在

细胞内溶解的持久性是增强其致癌性的主要环节
［10］。

本实验直接观察正常细胞贴壁生长，细胞呈梭形，生长

良好，边界清楚，大小均一，镍精炼烟尘作用于 NIH /3T3 细

胞 24 h 后，细胞失去正常形态，细胞变圆脱落; 细胞浆内聚

集了黑色的镍精炼烟尘颗粒。
MTT 比色法，即四唑盐比色实验是一种检测细胞存活和

生长的方法。该方法灵敏度高，已广泛用于细胞毒性实验。
在一定 细 胞 数 范 围 内，MTT 结 晶 形 成 的 量 与 细 胞 数 成 正

比
［11，12］。在本次实验中，镍精炼烟尘对 NIH /3T3 细胞的生长

有抑制作用，在形态学上均有不同程度的改变。镍精炼烟尘

在 6. 25 μg /ml 时，短时间作用对细胞的生长几乎没有影响。
在浓度为 100. 00 μg /ml 时，明显抑制细胞的生长; 作用 48 h
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时，细胞的生存率仅为 4. 75%。在各时间点低浓度 ( 6. 25、
12. 50、25. 00 μg /ml) 时，对细胞生长的抑制作用不明显，在

较高浓度 ( 50. 00、100. 00 μg /ml) 时表现出明显的抑制作用，

细胞的生存率大大降低。在各个浓度点上，作用 6、12 h，细

胞抑制作用变化不大; 作用 24 h 后，随着时间的延长，细胞的

抑制作用明显增加。本实验结果显示，镍精炼烟尘可以对体外

培养的 NIH/3T3 细胞产生毒性，抑制细胞生长，随着作用时间

的延长和作用浓度的增加，这种作用也愈加明显。
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NAC 对矽肺大鼠炎症介质的干预作用
Intervention effect of N-acetylcysteine on inflammation mediators in silica exposed rats
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摘要: 观察 N-乙酰半胱氨酸 ( NAC) 对矽肺大鼠早期炎

症介质肿瘤坏死因子-α ( TNF-α) 、白细胞介素-8 ( IL-8 ) 和

高敏 C-反应蛋白 ( hsCRP) 的干预作用，并探讨炎症因素在

矽肺发病过程中的作用。选取 Wistar 大鼠为研究对象，随机

分为模型组、治疗组、对照组 3 组，每组 32 只。模型组以气

管滴注二氧化硅混悬液建立矽肺大鼠模型。治疗组以大剂量

NAC 在成模前一周进行每天灌胃干预治疗。分别在染尘后的

第 3、7、14、28 天分批处死大鼠取材。切取肺组织标本作病

理切片，行苏木精-伊红 ( HE ) 染色，Masson 染色，TNF-α
免疫组织化学染色，观察肺组织病理变化，用酶联免疫法

( ELISA) 测定血清和支气管肺泡灌洗液 ( BALF) 中 TNF-α
和 IL-8 的含量，用散射比浊法测定 hsCRP 含量。模型组大鼠

血清和 BALF 中 TNF-α、IL-8、hsCRP 的浓度明显高于对照

组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。与模型组相

比较，治疗组各时间点血清和 BALF 中 TNF-α、IL-8 和 hsCRP

浓度均低于模型组，差异具有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。结果表明，在矽肺大鼠模型中，大剂量 NAC 有助于

减轻血清和 BALF 中 IL-8、TNF-α、hsCRP 等炎症介质的升

高，提示 NAC 可能有助于延续肺纤维化的发生。
关键词: 矽肺; NAC; 肿瘤坏死因子-α; 白细胞介素-8;

高敏 C-反应蛋白
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二氧化硅结晶体吸入肺部早期，首先表现为急性炎症反

应，主要为氧化应激反应和炎症细胞的募集
［1］。氧化应激被

认为是外界和内部信号引起炎症反应的一个重要组成部分，

能够激活转录因子，如 NF-κB、AP-1，这些转录因子又可进

一步增强有害刺激物引起的炎症反应。
本实验拟通过抗氧化剂 NAC 大剂量早期干预观察大鼠矽

肺模型血清、BALF 中相关炎症因子的改变和肺组织的病理变

化，探讨 NAC 对矽肺大鼠模型肺脏及全身的炎症反应的干预

作用。
1 材料与方法
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