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细胞体外暴露试验在吸入毒理学研究中的应用进展 
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摘要：吸入毒理学主要研究气体、蒸气和气溶胶等可吸入物质进入呼吸道后对生物体产生的不良反应。当前，由于对实

验动物伦理和福利的倡导，体外替代方法受到越来越多的关注。吸入毒理学的体外替代方法常用细胞体外暴露试验，其

中体外模型的构建以及毒性评估至关重要。而研究可吸入物质对呼吸道的不良反应需要模拟呼吸道细胞在体内生长的微

环境，然后将细胞暴露于上述物质中，因此吸入毒理学对细胞模型及体外暴露装置提出了更高的要求。目前，体外细胞

模型从原代细胞、细胞系扩大为共培养及商品化模型。针对细胞体外暴露试验现已开发多种气液界面暴露系统，并且可

实现的暴露时间也已经进一步延长。本文针对呼吸道体外模型及应用、气液界面培养及暴露系统、试验检测指标等方面

对近年来国内外细胞体外暴露试验应用于吸入毒理学的研究进展进行综述。 
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ABSTRACT: Inhalation toxicology mainly studies toxic reaction of inhalable substances such as gases, vapors and aerosols to 
the organism after entering respiratory tract. Currently, in vitro alternative methods are attracting more and more attention due to 
the advocacy of ethics and welfare for laboratory animals. For in vitro alternatives in inhalation toxicology, the most commonly 
used method is in vitro cell exposure test, in which model construction and toxicity assessments are critical. Studying toxic 
effects of inhalable substances on respiratory tract requires simulating the micro-environment where respiratory epithelial cells 
grow in vivo, then exposing cells to substances. Therefore, inhalation toxicology puts higher demands on cell models and in vitro 
exposure devices. At present, in vitro cell models have expanded from primary cells, cell lines to co-culture and commercial cell 
models; a variety of air-liquid interface exposure systems have been developed, exposure time is further extended as well. In this 
paper, the progress of in vitro cell exposure test applied to inhalation toxicology is reviewed, including the application of in vitro 
model of respiratory tract, air-liquid interface culture, exposure systems and detection indexs. 
KEYWORDS: inhalation toxicology; in vitro model of respiratory tract; air-liquid interface; exposure; detection indexs 
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吸入气体、蒸气和气溶胶等物质可能会引起

人体刺激性反应甚至诱发全身性疾病，从而对人

类健康产生不利影响[1]。室内外空气中存在着大量

这样的化学物质和复杂混合物，尤其是随着各类

吸入型制剂的发展，电子烟市场的兴起，纳米粒

子、纳米纤维等新材料的引入，情况更是不容乐

观，人类的生命健康问题受到前所未有的挑战。

当前，吸入毒理学研究仍以传统的在体动物试验

为主，应用实验动物进行口鼻式吸入染毒或整体

暴露染毒[2]。然而动物试验操作复杂、周期长、成

本较高，而且动物与人体之间存在种属差异、呼

吸道结构功能差异等问题。与之相比，用于毒性

评估的体外替代试验用时短，试验条件和因素较

为可控，试验设计相对方便；通过对离体细胞或
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组织的培养，可以对受试物毒性或其他相关特性

进行准确、定量的研究，同时践行了减少

(reduction)、优化(refinement)和替代(replacement)

的 3R 原则[3-4]。 

上世纪，国内外对于体外替代方法开展了大

量研究，美国替代方法验证国际协作委员会

(ICCVAM)、欧盟替代试验评估中心(ECVAM)、日

本替代方法验证中心(JaCVAM)及经济合作与发展

组织(OECD)化学品检验指南的官方网站上收录了

一系列的体外替代研究方法[5-7]。尽管吸入毒理学

体外替代研究更具挑战性，但新近发展的细胞体

外暴露试验为其提供了更多的可能性。在欧盟，

细胞体外暴露试验已应用于替代化学品及化妆品

领域的动物试验研究，进而在细胞水平了解毒理、

生理及药理上的变化影响。本文从呼吸道体外模

型及应用、气液界面(air–liquid interface，ALI)培

养及暴露系统、试验检测指标等方面就近年来国

内外细胞体外暴露试验应用于吸入毒理学的研究

进展进行综述。 

1  常用呼吸道体外模型及应用 

1.1  呼吸道上皮细胞模型 

常用呼吸道上皮细胞包括体内分离的原代细

胞和永生化细胞系。原代上皮细胞代表的微环境

使其成为建立体外细胞或组织模型的最佳选择[8]。

然而，将原代细胞从呼吸道组织中分离出来时，

细胞的数量往往是主要限制因素，难以完成大型

或是重复性的研究。相比较而言，永生化细胞系

在培养过程中更加稳定，成本显著降低，而且不

同试验之间的差异性也较小。可应用于体外暴露

试验的细胞系有 16HBE14o-、A549、RPMI 2650、

BEAS-2B、Calu-3、CHL、NCI-H441、NCI-H292 等。 

1.1.1  16HBE14o-  16HBE14o-细胞系是一种广

泛使用的支气管上皮细胞系。Schmid 等[9]体外培

养 16HBE14o-细胞，然后将其暴露于脂质体包裹

的免疫抑制药物(L-CsA)气溶胶中。结果发现暴露

24 h 后 16HBE14o-的细胞活力并未受损，免疫荧

光染色的结果显示对照组及 L-CsA 暴露组细胞形

态学均不受影响，且呈现正常上皮细胞形态。

Usemann 等[10]将 16HBE14o-细胞暴露于配置汽油

颗粒过滤器(gasoline particle filter，GPF)的汽车尾

气中 6 h，研究 GPF 对尾气成分和气道毒性的影

响，并分析细胞毒性、细胞表面受体表达、细胞

内标记物、DNA 氧化损伤、基因表达等指标的变

化。通过比较对照组(无 GPF 的汽车尾气)和 GPF

组(配置 GPF 的汽车尾气)之间的免疫和细胞毒效

应，发现 2 组在细胞毒性、细胞表面受体表达、

基因表达和氧化应激效应之间没有显著差异，但

GPF 减少了尾气对细胞 DNA 的氧化损伤，降低了

致癌风险。Platel 等[11]应用不同细胞系评估吸入纳

米颗粒(nanoparticles，NPs)的毒性，研究发现与

L5178Y 及 TK6 细胞相比，16HBE14o-细胞更适合

吸入NPs的体外筛选，因此认为可选择 16HBE14o-

细胞进行吸入 NPs 的毒理学研究。 

1.1.2  A549  源自于人肺腺癌的 A549 细胞

(ATCC，No.CCL-185)是最常用的肺泡上皮细胞

系。Lenz 等[12]利用 A549 细胞对吸入治疗的新候

选药物蛋白酶体抑制剂硼替佐米进行药效研究，

结果显示雾化硼替佐米具有明显的抗炎作用，并

且在 ALI 培养条件下具有较好的吸收动力学。

Aufderheide 等 [13]通过 Cultex®-RFS 暴露系统将

A549 细胞分别暴露于乳糖一水合物、硫酸铜(II)、

氧化铜(II)的微米和纳米颗粒。结果显示，所有的

铜化合物均会产生细胞不良反应，微米和纳米级

的氧化铜(II)使细胞存活率降低且呈剂量相关性，

而纳米级颗粒能够更大程度地降低细胞代谢活

性。Sambale 等[14]应用 Cultex®-RFS 暴露系统将

A549 细胞分别暴露于 ZnO 和 TiO2 纳米颗粒中，

并对动态和静态培养条件下的细胞活力、细胞形

态和黏附性的变化进行比较。研究认为，与静态

培养条件相比，动态培养条件对于外界刺激反应

更加灵敏，且结果的相关性更好。 

1.1.3  RPMI 2650  目前，仅有一种用于体外研究

的 鼻 上 皮 细 胞 系 ， 即 人 鼻 细 胞 系 RPMI 

2650(ATCC，No.CCL30)，它由鼻中隔鳞状细胞癌

衍生而来。RPMI 2650 的核型和细胞角蛋白多肽模

式与正常人鼻上皮细胞非常相似，常作为研究鼻

腔给药吸收和耐受性的体外模型[8]。Stützle 等[15]

通过体外暴露系统将 RPMI 2650 暴露于蛋白质气

溶胶，进而开发了一套研究蛋白质气溶胶的测试

系统，用来考察不同浓度、分子量和制剂条件下

蛋白质的转运比，结果显示由 RPMI 2650 组成的

体系较适合蛋白制剂的体外研究。Tilly 等[16]应用

RPMI 2650 细胞研究了 TiO2 纳米丝对呼吸道的影

响，并评估了纳米管、纳米线、纳米棒、纳米颗

粒的不良反应。结果表明纳米材料的分散方法可

能与吸入体外毒性相关，通过微流体法分散的纳
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米材料在所有测试浓度下对 RPMI 2650 细胞无不

良反应，而通过超声处理分散的纳米线和纳米管

在高浓度时使细胞存活率降低。 

1.1.4  BEAS-2B  BEAS-2B 细 胞 (ATCC ，

NO.CRL-9609)是 SV40 永生化的人正常支气管上

皮细胞系，该细胞系已被用于支气管上皮结构和

药物代谢酶的表达及活性的研究。Yu 等 [17]将

BEAS-2B 细胞以低、中、高不同流速(0.15，0.6，

0.9 L·min1)暴露于室内产生的二次有机气溶胶

(secondary organic aerosols，SOA)中 30 min。结果

显示，在低流速下，2 组细胞的乳酸脱氢酶(lactate 

dehydrogenase，LDH)释放量最低；3 种流速下，

SOA 暴露组中观察到 LDH 的释放与 RNA 完整性

具有相关性。结果证明 0.15 L·min1 是该实验条件

下最合适的流速，BEAS-2B在该条件下相对最稳定。

Zhang 等的研究报道[18]，ALI 条件下，BEAS-2B 暴

露于全烟烟雾后会诱发氧化应激反应，同时产生

细胞毒性，就暴露后的细胞毒性而言，BEAS-2B 细

胞比 A549 细胞更敏感。 

1.2  3D 共培养组织模型 

1.2.1  MucilAir™  MucilAir™是一种允许长期、

重复暴露的 3D 组织模型，该模型是通过提取分离

人鼻腔、气管和支气管原代细胞，来模拟人呼吸

道上皮细胞的商品化共培养细胞模型。MucilAir™

具有基底细胞、杯状细胞和纤毛细胞以及分泌黏

液的功能，并且具有纤毛摆动、紧密连接、活性

离子转运、代谢活性/解毒(CYP450)和细胞因子/

趋化因子/金属蛋白酶释放等特征。该模型可维持

细胞功能>1 年，因此可用于长期和重复暴露研究。

Kooter 等[19]研究表明 BEAS-2B 和 A549 细胞对暴

露于空气和暴露于 CeO2 颗粒所引起的细胞毒性、

炎症和遗传毒性较为敏感，而 MucilAir™对前者不

敏感并且仅在暴露于 CeO2颗粒后发生氧化应激反

应，同时 MucilAir™的基因表达情况基本不受暴露

的影响。推测是由于 MucilAir™内具有其他细胞中

不存在的细胞外防御机制(如完整的黏液体系统)

所致。有学者应用该模型暴露于室内污染物中，

每天暴露 1 h，每周 5 d，共 4 周，研究结果显示，

这种复杂的体外模型(Mucil AirTM)非常适合研究

室内污染物对呼吸系统的影响[20]。 

1.2.2  EpiAirway™  EpiAirway™与 MucilAir™

类似，是与人体上呼吸道生物学相关的体外 3D 组

织模型。Ren 等[21]报道 EpiAirway™是非永生化且

分化良好的人类呼吸道上皮组织模型，包含紧密

连接、杯状细胞、纤毛和非纤毛上皮细胞等，由

于其来自人类气管/支气管细胞，因此认为它可以

代表人类上呼吸道组织的结构与功能。Neilson 等[22]

将 EpiAirway™组织分别暴露于香烟烟雾与 2 种商

业电子烟气溶胶中，暴露时间长达 6 h。研究发现

暴露于香烟烟雾后，细胞活力降低至 12%且呈时

间依赖性；而暴露于电子烟后未有明显变化，且

出现与空气对照组相似的结果，从而得出在相同

的暴露时间内，与暴露于香烟烟雾相比，电子烟

气溶胶具有较低细胞毒性的结论。Jackson 等[23]使

用该模型进行急性吸入毒性测试的预验证，结果

证明 EpiAirway™毒性试验对识别危险有毒化学

物质和/或呼吸道腐蚀物的灵敏度较高，并且认为

其能识别特异性靶向非呼吸器官(例如神经因子)

的剧毒化学物质。 

1.2.3  其他  Aufderheide 等[24]构建了 3D 共培养

分化模型(由正常原代人细支气管上皮细胞与人肺

成纤维细胞组成)，并将其暴露于非致死浓度的卷

烟主流烟气中，每天 1 次，每天 4 支，每周 5 d，

重复暴露 4，8，13 次后取样，实验周期为 2.5 周，

通过组织病理学方法进行分析。结果显示，与对

照组(清洁空气和培养箱对照)相比，暴露组纤毛及

分泌黏液的细胞减少；暴露阶段结束时，观察到

非增殖区角蛋白(CK13)抗体强阳性表达，提示正

常支气管上皮细胞向角化过渡(上皮化生)，而对照

组并未出现类似的表型变化。 

Bisig 等 [25]将多细胞人肺模型(16HBE14o-细

胞系、巨噬细胞和树突细胞)直接暴露于动态的环

境空气中，每天 12 h 连续暴露 3 d，以评估夏季和

冬季环境空气对细胞的不利影响。研究发现，与

夏季相比，在冬季空气中观察到的颗粒数量更多，

颗粒物质量和氮氧化物水平更高；暴露于夏季空

气和短期冬季空气的细胞仍保持良好的细胞活

力，但是暴露于冬季空气 3 d 后，细胞活力受损；

暴露于夏季空气的细胞的氧化应激反应或促炎因

子水平未显著上调，而在冬季空气中暴露 2 d 后，

细胞的氧化应激反应增强，并且其炎症因子水平

暴露 12 h 后升高。 

事实上，可供选择的细胞模型具有多样性，

可以根据关注的靶部位和试验条件来选择细胞模

型。一方面，在实验技术、细胞数量等条件允许

的情况下，可选择原代呼吸道上皮细胞模型进行
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研究。另一方面，在不同细胞系的选择上，可使

用鼻上皮细胞系(RPMI 2650)研究可吸入物质对鼻

部的影响；使用支气管上皮细胞 (16HBE14o-，

BEAS-2B)或人肺腺癌 A549 细胞(A549)评估其对

下呼吸道炎症和刺激的影响；使用单核细胞或巨

噬细胞(Mono-Mac-6，THP-1)评估其是否产生呼吸

致敏作用[20]。而 3D 气道组织模型(MucilAir™，

EpiAirway™)及共培养分化模型可用于研究对上

呼吸道结构和功能(如纤毛摆动及黏液分泌功能)

的影响，并且此类复杂模型尤其适合长期和/或重

复剂量的体外暴露试验。 

2  三维细胞培养之 ALI 培养 

经典的二维细胞培养模式通常是将细胞浸没

在液态基质中进行培养，无法模拟呼吸道上皮细

胞的真实暴露过程，该方式缺乏源组织微环境从

而导致细胞结构与体内存在显著差异，同时浸没

条件也可能影响待检测受试物的理化性质。而 ALI

培养通常将细胞接种在 Transwell 培养皿中，细胞

表面完全接触空气，细胞仅通过底部培养基获取

营养物质，由于这种方式能更好地模拟呼吸道的

真实情况，通过此方式获得的细胞在形态和生理

功能上往往更接近机体的正常细胞。 

李茂中等[26]通过 ALI 培养原代人气管上皮细

胞，研究发现其形态学、黏蛋白(MUC5AC)和Ⅳ型

β-微管蛋白(β-tubulin Ⅳ)的表达及紧密连接与假

复层的形成情况均与人气管组织结构类似，且细

胞能在较长时间内维持其正常的形态及功能。Mao

等[27]首次证明 ALI 培养方式可以诱导冷冻保存的

哺乳动物气管上皮细胞纤毛再生，并且新生纤毛

具备正常纤毛活性和细胞调节功能。Hui 等[28]通过

ALI 方式培养人原代鼻上皮细胞，构建了体外鼻上

皮细胞模型，并应用该模型研究鼻部炎症反应和

药物转运情况，同时量化了药物对纤毛运动的影

响。Lin 等[29]通过 ALI 方式培养人支气管上皮细

胞，通过肌动蛋白(Actin)染色证实单层细胞形成了

紧密连接，并且发现模型药物的表观渗透系数随

着亲脂性的增加而显著增加，且表现出良好的线

性关系。因此认为该细胞模型是评估气道递送给

药的合适模型，且优于其他P-糖蛋白过度表达的细

胞模型。ALI 培养目前被认为是培养呼吸道上皮细

胞的标准方法，该方法为吸入毒理学的研究提供

了良好的技术平台。 

3  细胞体外暴露试验的暴露系统 

近年来，吸入毒理学的研究促进了细胞体外

暴露技术的发展，尤其是 ALI 暴露系统。细胞通

过 Transwell 膜技术进行 ALI 培养，继而应用暴露

系统将其暴露于可吸入物质进行染毒。由于染毒

时细胞表面暴露于染毒物质，膜基底面处于培养

基中，因此该方式模拟了可吸入物质进入人体内

的过程。现已开发多种商业化的 ALI 暴露系统，

用以评估颗粒或气态污染物、气溶胶等对细胞毒

性的影响。各暴露模块用于沉降颗粒的机制不同，

包括扩散、沉降、云沉降和静电沉淀等，见表 1。

研究显示[30]所有暴露系统都出现基本沉积现象并

且在暴露后显示出阳性反应，但是由于缺乏对 ALI

暴露系统的标准化测试，以及实验室内部暴露系

统存在对外使用限制，因此很难对各系统进行评

估比较。现针对细胞体外暴露试验各领域广泛使

用的 2 种暴露系统 Cultex®和 VitroCell®进行介绍。 

表 1  ALI 暴露系统及沉积机制 

Tab. 1  ALI exposure systems and sedimentation mechanism 

暴露系统 沉积机制 

ALICE® 云沉降 

Cultex® CG 扩散和沉降 

Cultex® RFS 扩散和沉降 

VitroCell® 扩散和沉降 

BAT® 静电沉淀 

EPDExS® 静电沉淀 

NACIVT® 静电沉淀 

Modified EAVES® 静电沉淀 

EAVES® 静电沉淀 

3.1  Cultex®暴露系统 

Aufderheide 等开发了第 1 代 Cultex®细胞暴露

系统。Cultex®提供多种暴露模块，新近发展起来

的辐射流模块 RFS(Cultex®-RFS)尤其适合可吸入

颗粒物的体外研究，并且能够准确控制培养基的

流量。其特征在于模块化结构，主要由 4 个部分

组成，自上而下依次为入口适配器、气溶胶引导

模块、细胞样品模块和底座模块和带手轮的锁定

模块[13]。Aufderheide 等[31]进一步开发了全自动细

胞长期培养系统(Cultex® LTC-C)，该系统由计算机

控制独立运行，可以自动供应培养基，能有效地

降低污染的风险，消除培养过程中的不可控因素，

为细胞培养提供了可重复、可控及稳定的培养条

件；应用该系统将原代人支气管上皮细胞进行 ALI
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培养，培养至 38 d 细胞就能成功分化出功能性纤

毛并分泌黏液，其优势在于细胞可同步进行 ALI

培养和体外暴露试验。 

Steinritz 等[32]应用 Cultex®-RFS 将 A549 暴露

于含不同浓度的金属粉尘(纳米和微米级粒子)的

空气中，暴露 24 h 后评估细胞活力，同时对实验

室内部和室间重现性进行考察。研究结果显示

Cultex®-RFS 具有普遍适用性，符合 ECVAM 对于

测试稳定性的要求，并且暴露系统具有良好的鲁

棒性，实验室内部和室间也具有较好的重现性。

Aufderheide等使用的Cultex®暴露系统包括以下几

个部分：控制中心，粉尘发生器，淘析器，暴露

模块，培养基泵，结构见图 1。粉尘发生后，淘析

器可以通过沉降作用将气溶胶中的大颗粒物质移

除，培养基泵可以自动吸取培养基为细胞供给营

养，细胞在暴露模块暴露于气溶胶，进而完成细

胞体外暴露试验[13]。Deschl 等[33]应用 Cultex®暴露

系统评估治疗性气雾剂的药理和毒理作用，认为

该系统是化合物早期筛选和体外药效及不良反应

评估的有效工具。 

 

图 1  Cultex®应用于细胞暴露试验装置图[13] 

Fig. 1  Installation diagram of Cultex® in cell exposure 
test[13] 

3.2  VitroCell®暴露系统 

VitroCell®所有的暴露模块均采用与 Cultex®

共享的“喇叭”技术，将气溶胶引导至细胞表面，

使模块内部产生有效的扩散和沉积。它适用于体

外培养的上皮细胞(如呼吸道上皮细胞)在 ALI 条

件下直接暴露于气体、混合物、颗粒物、气溶胶

等的毒理学研究，广泛应用于制药、大气环境，

尤其是烟草等领域的研究。 

Loret 等[34]应用 VitroCell®暴露系统将 A549 细

胞暴露于气溶胶中，来评估几种难溶性纳米材料

的毒性。混悬液通过喷雾器雾化后发生气溶胶，

干燥器将气溶胶干燥后使其相对湿度降低至

90%，然后借助真空泵的吸入作用使气溶胶沉积在

细胞上，流量控制器控制每孔流速< 5 mL·min1，

防止气流冲击造成细胞损伤，结构见图 2A。研究

显示，与浸没培养条件相比，ALI 暴露能够观察到

更低剂量的生物反应。Zhang 等[18]利用 VitroCell®

暴露系统进行全烟气的 ALI 暴露，在计算机控制

系统的调控下整个暴露系统由 3 部分组成：吸烟

机、烟雾稀释系统、暴露模块。吸烟机用于抽吸

产生新鲜的全烟烟雾，并与烟雾稀释系统相连接，

结构见图 2B；新鲜生成的全烟烟雾随后被不同流

速的洁净空气稀释；由于暴露模块包含温浴系统，

因此能够保持细胞在 37 ℃条件下进行体外暴露

试验。Zavala 等[35]报道指出 VitroCell®装置依靠扩

散和沉降力将颗粒沉积到细胞上，气体流动和气

体分子扩散使得气体污染物与细胞充分作用。他

们在考察香烟烟雾及其组分的毒理学特征中，对

香烟烟雾及其组分的暴露时间<30 min，而 Neilson

等[22]应用该暴露系统研究 2 种电子烟对呼吸道的

潜在刺激作用时，气管/支气管上皮细胞在体外暴

露的时间长达 6 h。 

 
图 2  VitroCell®应用于细胞暴露试验装置图[34,18] 

Fig. 2  Installation diagram of VitroCell® in cell exposure 
test[34,18] 

4  细胞体外暴露试验的常用检测指标 

基于 ALI 暴露的细胞体外暴露试验的吸入毒

理学研究通常是将细胞或 3D 培养物等暴露于可
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吸入受试物进行研究，检测方法主要涉及细胞毒

性、氧化应激和炎症测试等[10,20,36]。除此之外，对

于纤毛形态和功能改变、黏蛋白表达、渗透性改

变等指标的考察也有相关报道[24,37-38]。 

4.1  细胞毒性测试 

细胞毒性测试方法主要包括中性红摄取测定

法(NRU)、噻唑蓝比色法(MTT)、乳酸脱氢酶释放

法(LDH 法)、吖啶橙-溴化乙锭双染法(AO-EB 双染

法)、台盼蓝拒染法和水溶性四唑盐(WST-1)测定法

等，不同的测试方法对受试物可能具有不同敏感

性。Vaughan[39]将原代人支气管上皮细胞(HBECs)

通 过 Cultex®-RFS 暴露 于柴 油排 放物 (diesel 

emissions，DE)中，探究 DE 对上皮细胞的影响，

并进一步比较除去有机物后的残留 DE(residual 

DE，rDE)与未经处理的 DE(neat DE，nDE)对细胞

的影响，同时通过 WST-1 细胞增殖试验考察细胞

活力的变化。研究显示，与阴性对照(过滤空气)

相比，暴露于 nDE 30 min 后的上皮细胞活力显著

降低，而暴露于 rDE 30 min 并未发生明显变化；

暴露于 nDE 60 min 与 30 min 的结果相似；与阴性

对照和暴露于 rDE 30 min相比，暴露于 rDE 60 min

导致上皮细胞活力下降程度最大。研究认为除去

有机物后的 rDE 在暴露 30 min 的条件下，可以减

弱 DE 对细胞活力的影响，但与暴露 rDE 30 min

及暴露于 nDE 相比，暴露于 rDE 60 min 会产生更

大程度的细胞损伤。 

4.2  氧化应激 

当生物体暴露于可吸入物质时，细胞内氧化/

抗氧化平衡可能受到干扰，进而导致细胞内发生

氧化应激反应。活性氧、丙二醛、4-羟基壬烯醛、

还原性谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)、过氧化氢

酶、细胞外超氧化物歧化酶(EC-SOD)、8-羟基脱

氧鸟苷(8-OHdG)的水平和还原型谷胱甘肽(GSH)

与氧化型谷胱甘肽(GSSG)的比例(GSH/GSSG)是

氧化应激常检测的指标。据研究报道，将 A549 和

BEAS-2B 细胞通过 VitroCell®系统暴露于全烟烟雾

后，相对于空气对照组细胞而言 GSH/GSSG 水平降

低，而丙二醛、4-羟基壬烯醛、EC-SOD 和 8-OHdG

水平升高，结果证明暴露于全烟烟雾会影响上述 2

种细胞的氧化应激反应[18]。Bathrinarayanan 等[40]

将人支气管上皮细胞 (Calu-3)和肺成纤维细胞

(MRC-5)通过 ALI 共培养 11~14 d，然后暴露于全

香烟烟雾和电子烟蒸气中，进而评估电子烟对细

胞的影响。结果表明，与阴性对照(空气对照)相比，

暴露于全香烟烟雾和电子烟蒸气 3 h 均使 H2O2 水

平显著增加，且分别增加约 1.6 倍和 1.4 倍。由此

可见，暴露于电子烟蒸气引起的氧化应激水平低

于全香烟烟雾，但长期暴露于电子烟蒸气(≥3 h)

的氧化应激水平会显著升高。Hong 等[41]将 RPMI 

2650 细胞暴露于 PM 2.5 中，结果发现其细胞活力

降低，细胞内活性氧水平升高，EC-SOD、过氧化

氢酶和 GSH-PX 的水平降低等；而 N-乙酰-L-半胱

氨酸(抗氧化剂)预处理则可以减弱 PM 2.5 诱导的

氧化应激反应。研究表明空气中的细颗粒物质可

能会损害人鼻上皮细胞的屏障功能，同时引起氧

化应激反应。 

4.3  炎症反应测试 

当生物体暴露于可吸入物质时，各种细胞因

子的释放或发生改变可导致炎症反应。炎症反应

测试主要通过检测单核细胞趋化蛋白(MCP-1)、血

管内皮生长因子 (VEGF)、白细胞介素 -6，8，

10(IL-6，IL-8，IL-10)和基质金属蛋白酶-1(MMP-1)

等物质在细胞内释放的变化来评估可吸入物质的

影响。Phillips 等[37]使用 BAT®暴露系统将人肺上

皮细胞 NCI-H292 暴露于香烟烟雾中，结果显示低

剂量的香烟烟雾可以上调黏蛋白 MUC5AC 的

mRNA 表达，且 IL-6、IL-8 和 MMP-1 在细胞内的

释放量也显著增加，但 IL-6，IL-8 和 MMP-1 的释

放并无剂量-反应关系，该剂量条件下对细胞活力

也并未产生影响。 

Anderson 等[20]探究暴露于室内空气的反应产

物是否影响细胞促炎因子分泌，并将 A549 细胞暴

露于臭氧、柠檬烯和柠檬烯+臭氧的反应物中 4 h。

研究发现与清洁空气相比，暴露于柠檬烯后观察

到 IL-8(暴露后 12 h)和 MCP-1(暴露后 12 和 24 h)

的表达显著增加，暴露于臭氧后细胞因子水平无

显著差异；与单独使用柠檬烯相比，暴露于柠檬

烯+臭氧(暴露后 12 h)后观察到 IL-8 显著增加，

MCP-1(暴露后 12 和 24 h)无显著差异，且观察到

细胞代谢/增殖水平显著降低。结果表明与暴露于

母体化合物柠檬烯相比，暴露于柠檬烯+臭氧反应

产物可能会产生更严重的炎症反应，进一步证实

了二次反应产物可能是导致室内空气污染的重要

因素。 

4.4  其他 

Ishikawa等[38]构建了人支气管组织 3D共培养
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模型，该组织由胶原基质层(基底层&成纤维细胞

层)和上皮细胞层组成。ALI 培养条件下上皮细胞

层进行分化，与此同时应用 Cultex®-RFS 将培养至

7，9，11，13，15，17，19 d 的该组织模型重复

暴露于香烟烟雾进行研究。在 ALI 培养第 21 天，

通过分析组织学和基因表达的变化来考察香烟烟

雾对模型分化的影响。研究显示，随着香烟烟雾

重复暴露的进行，纤毛细胞减少，杯状细胞分化

受到干扰，而且观察到 IL-8、IL-1β、粒细胞-巨噬

细胞集落刺激因子和人生长调节致癌基因 α的分泌

显著增加且呈时间依赖性，研究认为重复暴露于香

烟烟雾会扰乱人支气管分化并且诱发炎症反应。 

5  总结 

实验动物的吸入毒理学研究已被广泛用于探

索可吸入物质的不良反应，即便如此，对于绝大

多数可吸入化学物质的潜在毒性仍知之甚少。随

着 3R 原则的倡导及体外替代方法的发展，细胞体

外暴露试验在吸入毒理学研究中的应用越来越

多。尽管吸入毒理学体外研究对技术实施和细胞

培养模型要求较高，但庆幸的是随着暴露系统和

细胞模型的发展，该体外替代方法的前提条件已

逐步实现。目前，体外细胞模型从原代细胞、细

胞系扩大为共培养模型及商品化模型，而且已经

开发了多种 ALI 暴露系统，可实现的暴露时间也

进一步延长。但是问题仍然是存在的，就解释数

据和比较实验室之间结果一致性方面而言，细胞

模型的标准化与一致性非常重要。细胞模型的培

养条件如培养基种类、所用细胞的数量、生长持

续时间等的不同可能导致不同的生长特性甚至表

型，且均可能造成研究结果产生差异性。与此同

时，由于试验的发展需要，暴露装置及暴露条件

也亟待优化升级。因此，细胞体外暴露试验应用

于吸入毒理学仍存在巨大的发展空间，更稳定、

可靠的细胞模型及优异的暴露系统将对吸入毒理

学的体外研究有极大的帮助。 
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