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摘  要：卷烟全烟气暴露 V79 细胞，选取暴露时长 1 h 不同浓度（4 支烟/h、6 支烟/h、8 支烟/h）

组，以活性氧（ROS）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、过氧化氢酶

（CAT）、总抗氧化能力（T-AOC）为指标，研究全烟气对细胞抗氧化能力的影响。结果表明，全

烟气会对细胞内的抗氧化物质产生消耗和抑制，导致胞内的活性氧自由基含量增加，抑制的效果

随烟气浓度的增加而愈加显著。 
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Abstract: V79 cells were exposed to whole cigarette smoke for 1 hour with 4 cigarettes per hour, 6 cigarettes 

per hour and 8 cigarettes per hour respectively. ROS, SOD, GSH-Px, CAT and T-AOC were taken as index, 

and the effects of cigarette smoke on the antioxidant capacity of V79 cells were studied. The results showed 

that the whole smoke environment will consume and inhibit the antioxidant substance in the cell, which leads 

to the increase of the content of active oxygen free radical in cells. 
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卷烟烟气是一种复杂的混合物，化学物质种

类繁多，其中大部分具有毒性作用，本实验室利
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用活体小鼠探索建立了体内安全评价方法[1]，获

得了很好的实验效果。后续的研究中发现这些烟

气成分中一部分具有氧化性，当组织或细胞受到

全烟气暴露时，机体内的氧化-抗氧化平衡被破

坏，细胞会表现出氧化应激与炎症反应，并且引

发机理性损伤。研究发现，当细胞出现氧化应激

反应时，胞内的活性氧族（ROS）以及活性氮族

（RON）的活性增加，对脂质、蛋白质和遗传物
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质等造成不同程度的氧化损伤[2]。活性氧是指机

体内或大自然中由氧组成，含氧并且性质活泼的 

物质的总称，在正常的生命过程中，活性氧维持

在一个正常水平，具有一定的免疫和信号转导功

能，是机体的有效防御系统，但是在一定条件下，

由于产生和清除的活性氧失去了正常平衡，通常

会导致活性氧对机体的损伤。细胞遭受到氧化损

伤后，会激活胞内的抗氧化防御系统[3]。机体存

在的抗自由基抗氧化两大防御体系：一类是酶性

防御体系，包括超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱

甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、过氧化氢酶（CAT）

等。另一类是非酶性防御体系，包括谷胱甘肽

（GSH）、维生素 E、维生素 C 等[4-5]。本文选取

暴露时长 1 h 组，以 SOD、活性氧（ROS）、CAT、

GSH-Px、总抗氧化能力（T-AOC）为指标，通过

对细胞进行卷烟全烟气暴露处理，研究全烟气对

细胞抗氧化能力的影响。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料  

V79 细胞株：中科院上海细胞资源中心；

GSH-PX 测试试剂、总超氧化物歧化酶（T-SOD）

测试试剂盒、CAT 测试试剂盒、蛋白定量测试试

剂盒、T-AOC 检测试剂盒、ROS 测定试剂盒：南

京建成生物工程研究所。 

1.2  仪器与设备 

Heraeus Pico 17 高速常温离心机、NanoDrop2000

微量紫外分光光度计：Thermo Scientific；QL-902

漩涡混合器：江苏海门其林贝尔仪器制造有限公

司；JS-680B 水浴锅：上海培清科技有限公司；

F-7000 荧光分光光度计：日立公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  细胞培养技术  

将 V79 细胞接种于含有 10%胎牛血清（FBS）

的高糖培养基 DMEM 中，在 25 cm2 的一次性培

养瓶中培养，培养箱设置的环境为温度 37 ℃、二

氧化碳浓度为 5%、湿度为 95%。生长良好的细

胞呈单层贴壁生长，每 2～3 d 需要传代一次，细

胞生长到占瓶底约 90%时进行传代，一般选取对

数生长期的细胞用于实验将细胞悬液用细胞计数

仪测定浓度，加培养基调整至实验需要的浓度，

设置空白组、实验组和对照组，每组 6 个重复，

每孔 100 uL。需要在接种细胞的孔周围加注

100 uLPBS 缓冲液，以防边缘实验孔的培养基在

培养箱中蒸发，影响实验结果。 

1.3.2  细胞全烟气暴露 

1.3.2.1  将细胞接种至微孔膜  取微孔膜一张，

光滑面朝上放入培养皿中，加入 1 mLDMEM 培

养基，浸润 20 min；将传代后的细胞在 37 ℃，二

氧化碳浓度 5%，95%湿度的环境下培养 48 h。倒

出培养基，用 2 mL PBS 清洗两次，用含

0.02%EDTA 的 0.25%胰蛋白酶消化后，向培养瓶

中加入 3 mLDMEM 培养基吹散，向放有微孔膜

的培养皿中加入 1 mL 细胞悬液，静置 10~20 min，

小心转移至二氧化碳培养箱中培养。24 h 后换液，

换液时，将培养皿倾斜，用移液枪缓慢吸出旧培

养基，再缓慢加入 2 mL 新培养基，然后放入二

氧化碳培养箱，再培养 24 h 待用。 

1.3.2.2  细胞全烟气暴露处理  将接种有细胞的

微孔膜放入全烟气暴露模型中，实验组通入烟气，

对照组通入纯净空气，对细胞进行暴露处理。其

中，实验组设置 0.5、1、1.5 h 三个时间组，每个

时间组设置 3 个浓度组，分别为 4 支烟/h、6 支烟

/h、8 支烟/h，每支烟的整个燃吸过程大约持续 5 

min，均匀的分布于整个暴露过程，其余的时间通

如等流量的纯净空气。稀释程度按烟气 60%，空

气 40%。每个时间组设置一个对照，对细胞进行

同时长同流量的暴露处理。 

1.3.3  细胞 ROS 含量检测  

采用 DCF 法检测全烟气暴露后，用试剂盒检

测细胞内的 ROS 水平[6-7]。 

将 DCFH-DA 配制成浓度为 20 μM 的溶液，

避光放置。取新的培养皿，将全烟气暴露处理后

细胞连同微孔膜一起放置于培养皿中，将 1 mL 

DCFH-DA 的培养基溶液加入培养皿，放入二氧

化碳培养基孵育 1 h。 

将培养基小心吸弃，加入 1 mL 的 0.25%胰酶

消化 2 min 后，再直接加入 1 mL PBS，轻轻吹打，

使微孔膜上的细胞脱落下来，收集细胞悬液转移

至 2 mL 离心管，1 000 r/min 离心 7 min。 

将上清吸弃，用 2 mL PBS 清洗 2 次，离心收

集细胞沉淀。 
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用 PBS 将细胞沉淀重悬，调整至 1×106 个/mL，

上荧光分光光度计，激发波长 490 nm，发射波长

530 nm 测吸光度。 

1.3.4  细胞破碎  

首先将细胞用胰酶消化下来，接着收集细胞

悬液，然后 1 000 G 离心 7 min，弃上清。用 PBS

小心清洗两次，再次离心，用 PBS 重悬。本实验

中，把 PBS 重悬后细胞悬液浓度全部调整为 1×105

个/mL。取 0.7 mL 细胞悬液转移至 2 mL 的离心

管中，将离心管放入液氮中冷冻 30 s，取出后放

入冰水混合物中解冻 10 min，如此反复冻融 3 次，

所得细胞破碎液可直接用于检测。 

1.3.5  全烟气暴露后细胞的蛋白浓度测定 

使用蛋白定量测试盒测定待测细胞的蛋白

浓度。 

1.3.6  全烟气暴露后细胞的 T-AOC、SOD、CAT、

GSH-Px 活性检测  

使用南京建成生物工程研究所的试剂盒，检

测待测细胞的 SOD、GSH-Px、CAT、T-AOC 活

性，并根据说明所给的公式计算结果。实验进行

三次重复，取平均值，并计算偏差。 

1.4  数据分析 

试验数据均采用平行试验的平均值，试验结

果用 Microsoft Office Excel 2016 对其进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  全烟气暴露处理对 V79 细胞内 ROS 水平的

影响 

在真核细胞的有氧呼吸过程中，有一部分氧

没有被完全还原，生成具有较强氧化作用的 ROS，

包括羟自由基过氧化氢（H2O2）、超氧阴离子

（O2
–）、（HO–）等[8]。正常条件下，生命过程

中所产生的活性氧会维持在一个正常的水平，本

身具有一定的免疫以及信号转导功能，属于机体

有效防御系统的一部分，但是过多的活性氧会对

细胞和机体造成损伤，由于性质活泼，它会与蛋

白质、核酸和脂肪发生反应，破坏这些物质的结

构，扰乱细胞的正常功能[9-10]。 

实验分别对各组细胞进行一小时的空气暴露

和 4、6、8 支烟/h 浓度的烟气暴露处理，然后用

荧光分光光度计分别检测各组的吸光度。结果显

示，同时长条件下，V79 细胞内的 ROS 水平随着

烟气浓度的提高而上升，各浓度组与对照组比较

皆有显著性差异（P<0.05）。当全烟气浓度为 8 支

烟/h，细胞内的 ROS 水平为对照组的近 2.5 倍，

说明全烟气对 V79 细胞内的 ROS 水平影响很大，

V79 细胞内的 ROS 水平迅速升高，是细胞大量死

亡的原因之一。结果见图 1。 
 

 
 

图 1  全烟气暴露处理后细胞内 ROS 相对含量 

Fig.1  Relative content of ROS in cells after  
whole smoke exposure treatment 

 

2.2  全烟气暴露处理对 V79 细胞内 SOD 活力的

影响 

SOD 是机体对抗氧自由基的酶促防御体系中

重要的组成部分。SOD 能催化机体内的超氧化物

歧化反应，在抗氧化酶中处于至关重要的地位。

在活性氧清除系统里，它是抗氧化酶中第一个发

挥作用的[11]。SOD 对机体的氧化与抗氧化平衡起

着至关重要的作用，它能清除超氧阴离子自由基

（O2
–）保护细胞免受损伤[12]。因此，细胞内的 SOD

的含量能够反映细胞的抗氧化能力。本试验中，

对 V79 细胞进行全烟气暴露后，4 支烟/h 浓度下，

细胞内的 SOD 活性较对照组略有提升，而随着烟

气浓度的增加，细胞内的 SOD 活性明显降低,详

见表 1，图 2。SOD 是已知的机体中，目前惟一

能够特异性地清除体内超氧自由基的抗氧化酶，

SOD 可以把机体内过量的超氧自由基歧化成过氧 

化氢，然后在过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶的 
 

表 1  全烟气对 V79 细胞 SOD 活性的影响 

Table 1  Effect of whole smoke on SOD activity of V79 cells 

样品/(支烟/h) SOD 活性/(U/mgprot) 

对照 129.55±3.17 

4 144.36±3.86 

6 102.10±7.94 

8 72.95±6.94 
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图 2  全烟气对 V79 细胞 SOD 的影响结果图 

Fig.2  Results of the effect of whole smoke on V79 cell SOD 
 

催化作用下转化为水，防止细胞被自由基伤害[13]。

实验结果表明，低剂量的烟气刺激下，SOD 活性

出现了短暂的提升，来消除细胞因烟气刺激产生的

过量活性氧。而随着烟气剂量的增高，SOD 会因

消除自由基造成自身的损耗，这直接反映于细胞内

SOD 活性的降低，细胞对超氧化物的还原能力也

随之弱化，无法抵御烟气刺激对细胞的损伤。 

2.3  全烟气暴露处理对 V79 细胞内 GSH-PX 活

力的影响 

谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase，

GSH-PX）广泛存在于机体内的一种重要的催化过

氧化氢分解的酶。对于单个细胞，细胞膜的完整

性是保持细胞内环境稳定，保障各项生理活动有

序进行的重要基础[14]。每当细胞受到外援化合物

的攻击时，细胞膜是 先受到损伤的，而细胞膜

损伤会导致膜内物质的外逸，致使细胞死亡。在

细胞的生命活动中，当机体出现过量的自由基时，

超氧自由基被 SOD 歧化成 H2O2，然后在 GSH-PX

和过氧化氢酶的催化作用下，将其转化为水，从

而达到保护机体的目的。对于经烟气暴露的 V79

细胞，同时间下，GSH-PX 的活力随着烟气浓度

的升高而降低，结果具有显著性（P<0.05），详

见表 2，图 3。结果说明，全烟气可能会抑制细胞

内 GSH-PX 的活性，同时，为了清除细胞内由烟气

刺激产生的过量自由基，也消耗了不少 GSH-PX，

造成机体内抗氧化能力的降低。 
 

表 2  全烟气对 V79 细胞 GSH-PX 活性的影响 

Table 2  Effect of whole smoke on GSH-PX activity of V79 cells 

样品/(支烟/h) GSH-PX 活性(U/mgprot) 

对照 343.77±6.24 

4 267.95±13.16 

6 206.48±9.17 

8 368.04±9.68 

 
 

图 3  全烟气对 V79 细胞 GSH-PX 活力的影响结果图 

Fig.3  Effect of whole smoke on the vitality of  
GSH-PX in V79 cells 

 

2.4  全烟气暴露处理对 V79 细胞内 CAT 活力的

影响 

CAT 是一类末端氧化酶，是生物防御系统中

的关键酶之一[15]。CAT 在细胞中与 GSH-PX 一起

清除代谢产生的过氧化氢，使细胞免受过氧化物

的毒害[16]。本实验中，经烟气暴露处理的 V79 细

胞中，CAT 的活力值随着烟气浓度的升高而降低。

实验进行 3 次重复，结果具有显著性（P<0.05），

详见表 3，图 4。 
 

表 3  全烟气对 V79 细胞 CAT 活性的影响 

Table 3  Effect of whole smoke on the activity of V79 cell CAT 

样品/(支烟/h) CAT 活性(U/mgprot) 

对照 42.92±1.45 

4 39.20±0.82 

6 34.37±0.74 

8 27.28±0.92 

 

 
 

图 4  全烟气对 V79 细胞 CAT 活力的影响结果图 

Fig.4  The effect of whole smoke on the vitality of V79 cell CAT 
 

2.5  全烟气暴露处理对 V79 细胞内 T-AOC 活力

的影响 

目前的研究中，T-AOC 是常用来反映机体抗

氧化功能情况的一个重要的综合性指标，它可以
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显示机体中非酶促系统以及抗氧化酶系统应对外

来刺激的代偿能力和机体内自由基的代谢情况[17]。

T-AOC 衡量机体具有的总的抗氧化能力，当检测

到机体 T-AOC 活力显著降低时，说明机体内的抗

氧化系统受到了大量消耗，间接反映了机体内有

过量的自由基产生，这在研究机体是否受到氧化

损伤时，是某些特定的单项抗氧化剂指标所无法

替代的[18-19]。本实验中，当 V79 细胞受到 1 h 不

同浓度的烟气暴露后，T-AOC 活力较对照组显

著下降（P<0.05），详见表 4，图 5。而且随着

浓度的增加，T-AOC 的活性下降的更快，这说

明烟气使得细胞整体的抗氧化能力下降，细胞内

的自由基无法及时被清除，对细胞造成了一定的

氧化损伤。 
 

表 4  全烟气对 V79 细胞 T-AOC 活性的影响 

Table 4  Effect of whole smoke on the activity  
of T-AOC in V79 cells 

样品/(支烟/h) T-AOC 活性(U/mgprot) 

对照 54.18±1.05 

4 49.36±0.77 

6 41.22±1.15 

8 27.08±1.46 

 

 
 

图 5  全烟气对 V79 细胞 T-AOC 活力的影响结果图 

Fig.5  The effect of whole smoke on  
the vitality of V79 cell T-AOC 

3  结论 

通过对 V79 细胞进行 1 h 不同浓度 4、6、8

支烟/h 的全烟气暴露，选取 ROS、SOD、GSH-Px、

CAT、T-AOC 为指标，研究全烟气对细胞抗氧化

能力的影响。结果表明，全烟气会对细胞内的抗

氧化物质产生消耗和抑制，导致胞内的活性氧自

由基含量增加，抑制的效果随烟气浓度的增加而

愈加显著。过量的活性氧会导致细胞的氧化损伤，

导致细胞死亡。 
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