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摘要：采用二硫苏糖醇(DTT)方法评估大气环境中常见细菌和真菌气溶胶的氧化潜势及其关键影响因素.结果显示,生物气溶胶诱导活性氧(ROS)的生成

能力随微生物类型、种类和浓度而变化.真菌的氧化潜势整体高于细菌,约为其 2~3 倍.在最高测试浓度(105CFU/mL)下,金黄色葡萄球菌[(0.41 ± 0.06) 

nmol/(min·mL)]和青霉菌[(1.32 ± 0.11) nmol/(min·mL)]的氧化能力最强,平均高出其他细菌和真菌约 1.5倍.生物气溶胶的氧化潜势还受其活性和化学组

分的显著影响.微生物活性是调控其氧化潜势的关键因素,失活处理可使其氧化潜势最高降低 40%.生物组分(金黄色葡萄球菌/青霉菌)与化学组分

(Cu/1,4-萘醌)在混合体系中的 DTT消耗速率低于单一组分加和值,这表明组分之间存在相互作用抑制了 DTT消耗反应. 
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Abstract：The oxidation potential of common bacterial and fungal aerosols in the atmosphere as well as their key influential factors 

was evaluated using the dithiothreitol (DTT) method. The results showed that bioaerosols induced reactive oxygen species (ROS) 

production, varying along the microorganism type, species, and concentration. The oxidative potential of fungi was approximately 2 

to 3 times higher than that of bacteria. When the test bioaerosl concentrations were set highest (105CFU/mL), Staphylococcus aureus 

[(0.41 ± 0.06) nmol/(min·mL)] and Penicillium [(1.32 ± 0.11) nmol/(min·mL)] exhibited the strongest oxidative potential, averaging 

about 1.5times higher than other bacteria and fungi. The oxidation potential of bioaerosols was also significantly associated with their 

activity and chemical components. Microbial activity was a key factor regulating oxidative potential, with inactivation treatment 

reducing it by up to 40%. The consumption rate of DTT when biological components (Staphylococcus aureus/Penicillium) and 

chemical components (Cu/1, 4-NQ) were simultaneously present in the system was lower than that of the single component. It 

indicated that there was an interaction between the two components that inhibited the DTT consumption reaction. 
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毒理学研究表明,人体吸入的大气颗粒物可通

过氧化还原反应或生物过程诱导活性氧(ROS)的生

成
[1-3]

,从而引发机体的氧化应激效应并导致炎症反

应.目前,国内外研究学者通常使用脱细胞法测定的

氧化潜势(OP)指标来评价颗粒物的氧化性能
[4]

,其

测定方法包括二硫苏糖醇(DTT)法,抗坏血酸(AA)

法,二氯荧光素(DCFH)测定法和电子顺磁共振(EPR)

法等,其中 DTT 法操作相对简单,成本较低,适用于

大批量样品的分析测试,且对各组分的累积测量更

为全面,具有良好的重现性和较高的灵敏度,已被广

泛应用在氧化潜势的研究中
[5-8]

.相较于传统的质量

浓度指标,氧化潜势与急性心血管及呼吸系统疾病

的关联更为密切,且具有较高氧化潜势的颗粒物通

常会导致更为严重的健康效应
[9-10]

.因此,氧化潜势

作为一个具有更强生物学相关性的暴露评估指标,

能够更准确地预测其潜在健康风险. 

目前关于氧化潜势的研究多聚焦于化学组分及

其环境水平
[11-12]

.然而,作为大气颗粒物的重要组 
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成成分,生物气溶胶(包含细菌、真菌、病毒及微生

物片段、内毒素、花粉等)约占其总质量的 15%~ 

25%
[13-14]

,其对氧化潜势的影响尚未得到系统研究.

研究表明,气溶胶中的微生物对颗粒物氧化潜势具

有显著的影响.例如,生物气溶胶的生物活性可以诱

导继发性细菌感染,导致严重的氧化应激和炎症反

应
[15]

,可能会增强颗粒物的氧化潜势;相关研究对来

自全球 19 个城市的汽车空调过滤器中收集的颗粒

物样本进行研究,并通过相关性分析指出,细菌和真

菌的存在能够显著影响颗粒物的氧化潜势
[16]

.还有

报告指出,颗粒物携带的细菌和真菌还可能通过与

其所含物质的相互作用来改变颗粒物的氧化潜

势  

[17]
.进一步的研究表明,云水中的微生物群落对云

中氧化剂前体(H2O2)有生物降解作用,强调云水中

的微生物群落也可以与氧化应激相关的 H2O2 氧化

剂(或其他类型的 ROS)相互作用
[18]

.另外,通过评估

生物气溶胶对环境颗粒物氧化潜势的贡献,表明在

评估环境颗粒物的氧化潜势时考虑生物气溶胶的

贡献的重要性
[19]

.这些研究结果暗示微生物可能通

过其氧化还原代谢过程影响环境化学过程和人类

的健康. 

当前关于大气生物气溶胶氧化潜势的研究刚

刚起步 ,多是生物气溶胶氧化潜势的定性或统计

分析,缺乏其影响因素的定量评估,尤其在大气生

物的种类、浓度、代谢活性及大气中其他化学物

质等关键因素对其氧化潜势的影响方面 ,尚未有

清晰的认识.综上,本研究考虑到微生物在自然和

室内环境中的代表性、健康相关性以及方法可行

性 ,选择大气环境中常见的细菌和真菌物种作为

实验对象:探究不同细菌和真菌气溶胶的氧化潜

势差异,以及微生物活性、微生物与大气化学组分

之间的相互作用对其氧化潜势的影响 ,旨在揭示

以往研究相对薄弱的生物气溶胶氧化潜势及其影

响因素. 

1  材料与方法 

1.1  生物气溶胶实验菌种的选择 

选取大气环境中一些常见的细菌和真菌物种

作为实验模型并测定其氧化潜势.对于细菌,选择了

2 种革兰氏阳性菌(枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis和

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus)和 1 种革兰

氏阴性菌(大肠杆菌 Escherichia coli);对于真菌,选择

了青霉菌 Penicillium sp和黑曲霉 Aspergillus niger

作为实验模型.其中,金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和

黑曲霉均为 ATCC 标准菌株,由广州市益满生物科

技有限公司提供;枯草芽孢杆菌和青霉菌则是从生

物气溶胶中分离得到的优势菌株. 

选择以上 5 种微生物作为实验模型主要基于

以下考虑:首先,这些微生物在自然环境和室内环

境中广泛分布,具有较强的代表性
[20-25]

;其次,它们

均为潜在致病微生物 ,金黄色葡萄球菌可诱发多

种感染性疾病 ,大肠杆菌是环境中重要的肠道条

件致病菌,与人体健康密切相关
[26-27]

;另外,这些微

生物的培养条件成熟、生长特性明确,便于实验操

作和结果重复. 

1.2  生物气溶胶典型菌种的培养 

为获得不同浓度的实验菌液 ,首先将储存的

菌株分别接种至相应的液体培养基中进行活化 .

细菌于 37℃恒温震荡培养 16~18h,真菌于 28℃恒

温震荡培养 48h.活化后的菌液放入离心机

(Eppendorf 5804R, 德国)以 3000r/min 离心 5min,

倒去上清液并加入无菌 PBS 缓冲液(pH 7.4)重复

离心 2 次以去除培养基残留,减小培养基中某些成

分对实验结果的影响,最终重悬于无菌 PBS 制备

原始菌悬液. 

采用平板计数法进行定量分析.将梯度稀释后

的菌液各取 100μL 均匀涂布于营养琼脂培养基(细

菌)或沙氏琼脂培养基(真菌)平板上.细菌在 37℃条

件下培养 24h,真菌在 28℃条件下培养 48~72h.培养

结束后,选取菌落数在 30~300 个范围内的平板进行

计数,结合稀释倍数计算原始菌液的实际菌落浓度

(CFU/mL).根据计数结果,使用无菌 PBS 缓冲液将各

菌液调整至 10
2
,10

3
,10

4
,10

5
CFU/mL 4 个浓度梯度,

此类浓度可对应于目前在室内外或职业背景(例如

堆肥设施)中观察到的暴露水平
[28-29]

. 

1.3  生物气溶胶氧化潜势的测定 

采用 DTT 法测定生物气溶胶典型菌种的氧化

潜势水平,由于 DTT具有光敏感性,相关实验在避光

环境中进行.首先配制一系列浓度梯度(0, 0.02, 0.04, 

0.06, 0.08, 0.10mmol/L)的 DTT标准溶液,用于建立

吸光度标准曲线,确保曲线相关系数大于 0.99(图 1).

取 2mL 菌悬液转移至棕色容量瓶,依次添加磷酸钾
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缓冲液(0.1mol/L,pH=7.4)和 DTT 溶液(0.1mmol/L)

各 5mL,混匀后放入恒温振荡器中反应.在 0,15,30和

45min 时,分别取出 2mL 反应混合物,转移至含有

0.5mL 10%三氯乙酸(TCA)的反应瓶中终止反应,随

后加入 0.5mL 1mmol/L 的二硝基苯甲酸(DTNB)与

剩余 DTT反应,最后加入 2mL Tris-EDTA 缓冲液作

为固定剂.室温孵育 5min 后于 412nm 波长下测定吸

光度 .根据标准曲线将测得的吸光度转换为相应

DTT 浓度,以反应时间为横坐标、DTT 消耗量为纵

坐标绘制线性回归图,结合空白对照进行校正,所得

斜率即为 DTT 消耗速率,该速率反映微生物诱导氧

化应激的潜在能力. 

 

图 1  DTT浓度的标准曲线 

Fig.1  Standard curve of DTT concentration 

表 1  测定氧化潜势所用试剂及其配制方法 

Table 1  Reagents and preparation methods for oxidative potential measurement 

试剂名称 浓度 配制方法 保存条件 

DTT溶液 10mmol/L 15.4×10
-2g DTT溶解在 100mL纯水中 

低温避光保存,现用现配,使用前稀释到

0.1mmol/L 

磷酸钾缓冲液 
0.1mol/L 

pH=7.4 
2.659g KH2PO4和 13.97g K2HPO4溶解在 1L纯水中 常温保存 

TCA溶液 10% w/v 5g TCA溶解在 45mL纯水中然后定容到 50mL 低温避光保存 

DTNB 

溶液 
1mmol/L 0.1982g DTNB溶解于 500mL磷酸钾缓冲液中 低温避光保存 

Tris-EDTA缓冲液 
0.4mol/L Tris + 20mmol/L 

EDTA 

9.691g Tris和 1.169g EDTA溶解于 200mL纯水中,

调 pH值至 8.9 
低温保存 

 

1.4  质量控制与保证 

所有实验均设置 3 个平行样品;所有实验用具

在接触样品前经 121℃高压蒸汽灭菌 20min;实验环

境严格消毒,实验台面使用 75%酒精擦拭并保证有

效消毒作用时间;所有关键操作在超净工作台内进

行,以减少空气中微生物的污染;同时,实验人员严格

遵守个人防护规范,全程正确佩戴一次性医用口罩

和无菌手套,并穿着专用实验服,以防止外界污染物

的干扰. 

2  结果与讨论 

2.1  生物气溶胶的氧化潜势特征 

以不同浓度微生物悬液(10
2
~10

5
CFU/mL)诱导

的 DTT 消耗速率反映微生物诱导氧化应激的潜在

能力.图 2 表明,所有测试浓度下的微生物悬液均表

现出显著的内在氧化能力.在细菌中,金黄色葡萄球

菌表现出最强的氧化能力,其 DTT 消耗速率在所有

浓度下均居首位,其次是枯草芽孢杆菌,而大肠杆菌

的氧化能力相对较弱 .3 种细菌在最高测试浓度

(10
5
CFU/mL)下的 DTT 消耗速率分别为 (0.41± 

0.06),(0.30±0.04)和(0.24±0.04) nmol/(min·mL).这种

差异可能与菌种的细胞结构和代谢特征密切相关.

金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌均为革兰氏阳性

菌,相较于革兰氏阴性菌如大肠杆菌,其细胞壁结构

更为简单,缺乏脂多糖(LPS)等复杂的细胞壁成分,这

可能使其更容易释放具有氧化活性的胞内物质以

及细胞代谢过程中产生活性分子
[30-31]

.此外,不同菌

种在代谢过程中产生的氧化还原活性物质在种类

和数量上的差异,也可能是导致氧化潜势差异的重

要原因. 

值得注意的是,微生物的氧化潜势随浓度的增

加均呈现上升趋势.当浓度从 10
2
CFU/mL 升高至

10
3
CFU/mL时,所有测试微生物的氧化潜势增长幅

度均在 90%以上;而当浓度继续升高至 10
5
CFU/mL

时,各微生物氧化潜势虽仍保持上升,但其增幅明

显减缓.此外,不同类型微生物的氧化潜势对浓度
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变化的响应也存在显著差异:真菌(青霉菌和黑曲

霉)的氧化潜势随浓度升高表现出更为明显的增

强趋势,平均增幅分别达到 79%和 88%;而细菌(枯

草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和大肠杆菌)的氧化

潜势的变化幅度较为平缓,增幅依次为 56%、50%

和 71%.另外,当微生物浓度从 10
4
CFU/mL 提升至

10
5
CFU/mL 时,金黄色葡萄球菌 DTT 消耗速率的

上升幅度低于大肠杆菌.这表明在高浓度条件下,

金黄色葡萄球菌的 DTT氧化反应可能受到了一定

限制.可能由于高浓度细菌悬液中存在自抑机制,

或者由于细菌聚集导致活性位点暴露不足,从而影

响了其氧化活性.这一现象揭示了微生物氧化过程

在高浓度条件下的复杂性,亟需开展后续研究并从

机制层面进一步剖析. 

 

图 2  不同种类和不同浓度微生物的氧化潜势 

Fig.2  Oxidation potential across different microbial types and 

concentrations 

在真菌中,青霉菌在各个浓度下的氧化潜势均

显著高于黑曲霉.在最高浓度(10
5
CFU/mL)下,青霉

菌和黑曲霉的氧化潜势分别可以达到(1.32±0.11) 

和(0.84±0.07) nmol/(min·mL).整体来说,真菌的氧化

潜势高于细菌,在最低测试浓度下(10
2
CFU/mL),真

菌的平均氧化潜势约为细菌的 2.16 倍.随着浓度的

增加,真菌和细菌氧化潜势的差异不断增大,在最高

浓度(10
5
CFU/mL)下达到 3.42倍.这种差异可能源于

真菌与细菌在细胞壁化学成分上的不同.研究表明,

来源于真菌细胞壁主要成分的 β-葡聚糖能够较快

诱导 ROS 的生成,细菌源性的脂多糖虽然也可引发

ROS 产生,但其诱导速率相对较慢
[32]

.此外,Timm

等  

[33]
通过多元回归分析发现,真菌孢子的炎症潜能

与生物气溶胶总体炎症潜能之间存在更显著的相

关性,并指出 β-(1-3)-D-葡聚糖是模型中引起细胞

ROS 生成的重要因子.另一方面,真菌在生长过程中

还可能释放胞外氧化物质
[34]

,进一步说明细菌与真

菌在抗氧化物质损耗方面存在的显著差异.这一现

象反应了真菌在氧化活性方面对人体健康的影响

要比细菌更严重,值得进一步关注. 

2.2  生物气溶胶活性对氧化潜势的影响 

 

图 3  微生物灭活前后氧化潜势的变化 

Fig.3  Changes in oxidative potential following microbial 

inactivation 
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研究微生物的活死状态对其氧化反应活性的

影响尤为重要.图 3 表明,经过失活处理后,所有测试

微生物的氧化能力均出现不同程度的下降,尤其是

在微生物浓度最高的样品中,DTT 消耗速率的下降

幅度最为明显.这一现象表明,微生物的氧化反应活

性可能部分依赖于其内在的活性机制.例如,具有活

性的微生物可能通过其自身的代谢活动(如呼吸作

用、酶促反应等)持续产生或释放具有氧化还原活性

的物质,从而贡献于整体的氧化潜势,而当微生物失

活后,这些代谢活动停止,氧化还原活性物质的生成

速率降低,进而导致氧化潜势下降
[30]

.在评估大气颗

粒物中生物气溶胶的健康风险时,不仅要关注微生

物的总浓度,还需充分考虑其活性状态.值得注意的

是,大气中具有活性的菌种约占微生物总数的 25%~ 

40%
[35]

,由于其表现出更高的氧化活性,对人体健康

的潜在威胁也更为严重. 

2.3  微生物与化学成分氧化潜势的相互作用 

研究表明,颗粒物的不同化学组分在氧化反应

活性方面存在相互作用.例如,Cu 与醌类化合物在

DTT 氧化反应中表现出拮抗作用,而 Mn 与醌类化

合物在 DTT 氧化反应中则表现出协同作用
[11]

.目前

关于生物气溶胶与化学组分之间是否存在类似的

相互作用尚不明确.选取了 Cu以及一种醌类(1,4-萘

醌(1,4-NQ))作为代表来研究生物气溶胶和化学组

分的相互作用是否会对其氧化反应活性产生影响.

选择这两种物质的原因在于已有研究证明了金属

元素和醌类化合物对颗粒物氧化潜势有着重要贡

献
[36]

.在吸入性颗粒物直接诱导的氧化应激中,铜是

其产生活性氧能力的重要贡献者
[37]

. Charrier 等
[38]

的一项调查研究也发现,在加州圣华金河谷采集的

环境 PM样品中,约 80%的 DTT 消耗是源自于过渡

金属(主要是 Cu 和 Mn).除此之外,多环芳烃(PAHs)

也被认为是颗粒物氧化潜势的重要贡献者,但在本

研究中并未选择.主要是由于考虑到先前研究揭示

PAHs 在大气环境中通常作为醌类物质的前体存在,

自身氧化还原能力相对较弱;PAHs 主要通过与大气

中的氧化剂(如 O3和·OH)发生光化学反应以及在颗

粒物表面发生多相反应转化为醌类,从而与氧化潜

势表现出较强的关联性
[39]

.而醌类化合物可以在氧

气存在的情况下催化生物系统中 ROS 的产生,从而

引发氧化应激
[40]

. 

为探究生物组分与化学组分之间的相互作用

及其对氧化潜势的影响,选取 DTT 消耗速率最高的

细菌(金黄色葡萄球菌)和真菌(青霉菌)作为代表性

微生物,分别与 Cu(1μmol/L)、1,4-NQ (1μmol/L)混合,

并测定各混合体系的 DTT 消耗速率.随后,将实验测

得的混合物 DTT 消耗速率与相同浓度下各单一组

分(即单独的微生物或化学物质)DTT 消耗速率之和

进行比较.结果显示,2 种方法获得的 DTT 消耗速率

测量结果之间存在差异(图 4).混合体系的DTT 消耗

速率低于各单一组分速率的加和值,生物组分与化

学组分间可能存在相互作用,导致体系整体氧化潜

势降低. 

这种作用可能源于以下机制:首先,微生物可

通过多种方式降低化学物质的有效浓度 .微生物

细胞壁上的多糖、蛋白质和脂质含有许多羧酸盐、

羟基和硫酸盐基团等官能团 ,这些基团能够吸附

金属离子;例如,有研究指出真菌对 Pb(II)的吸附效

率最高可以达到 85.41%
[41]

;而醌类物质可以自由

扩散进入细胞壁的脂质双层并被捕获 ,从而减弱

其直接诱导 DTT 氧化的能力
[42-43]

.其次,微生物可

能通过代谢活动改变化学物质的氧化还原状态 ,

使其氧化活性降低.例如,有研究指出蜡样芽孢杆

菌可以将 Cr(VI)还原为 Cr(III),从而改变其氧化活

性
[44]

.值得注意的是,微生物与 Cu 混合后的 DTT

消耗速率下降幅度显著大于与 1,4-NQ 混合后的

下降幅度 ,表明 Cu 与微生物的相互作用强于

1,4-NQ 的作用效果.这可能是因为微生物与重金

属之间的静电相互作用更强 ,倾向于与重金属结

合 ,也可能与不同化学物质与微生物细胞表面的

结合位点不同有关
[45]

. 

上述研究结果表明,生物气溶胶是评估环境颗

粒物总体氧化潜势时一个不可或缺的因素.目前研

究主要在实验室条件下针对生物气溶胶典型菌种

的氧化潜势进行了测量,尚未与实际大气环境建立

有效关联.因此,未来研究需进一步考虑空气传播微

生物群落(细菌细胞、真菌孢子、病毒等)及其副产

物(内毒素、霉菌毒素等)、花粉、植物碎片等的复

杂性,在更多混合条件下揭示生物组分与化学组分

之间的相互作用机制;同时,应建立实验室数据与大

气实际状况之间的可靠关联,从而深入评估其对氧

化潜势的贡献. 
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图 4  细菌、真菌与化学物质混合后的氧化潜势以及单独计算的各个组分氧化潜势加和 

Fig.4  Oxidative potential of mixtures (bacteria, fungi, and chemicals) and the sum of individual components 

3  结论 

3.1  测试微生物均表现出内在氧化反应性,不同种

类的细菌和真菌在氧化潜势方面表现出明显的差

异.金黄色葡萄球菌和青霉菌的氧化能力较强,在最

高测试浓度(10
5
CFU/mL)下的DDT消耗速率分别达

到(0.41±0.06)和(1.32±0.11)nmol/(min·mL);真菌的氧

化能力强于细菌,表明不同类型的微生物对氧化应

激的影响程度不同. 

3.2  微生物活性是调控生物气溶胶氧化潜势的关

键因素,失活处理可显著降低其氧化潜势,且在高浓

度微生物样品中 DTT 消耗速率降幅更为突出.这表

明微生物的活性代谢过程是其贡献氧化潜势的重

要机制,在评估生物气溶胶的健康风险时,应充分考

虑其活性状态. 

3.3  生物组分与具有氧化还原活性的化学组分之

间存在相互作用效应:将微生物(金黄色葡萄球菌和

青霉菌)与代表性的氧化还原活性化学物质(Cu 和

1,4-萘醌)混合后,测得的混合物 DTT 消耗速率低于

各单一组分 DTT 消耗速率的加和值. 
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