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摘要：以 A549人肺癌细胞作为体外模型,选取环境中检出频率较高的 3种有机磷阻燃剂:磷酸三(2-丁氧基)乙酯(TBOEP)、磷酸三(2-氯丙基)酯(TCIPP)

和磷酸三异丙基苯酯(IPPP)作为代表性物质,通过多种毒性测试终点,研究它们对人肺癌 A549 细胞的毒性效应.结果表明,3 种 OPFRs 均能抑制细胞活

力、刺激其产生过量的活性氧、降低细胞内线粒体膜电位、诱导细胞产生炎症、引起 DNA损伤.每个细胞毒性指标都呈现出剂量依赖性.低浓度的 OPFRs

影响较小,随着OPFRs浓度升高,毒性效应越来越大.对比 3种OPFRs,A549细胞毒性作用顺序为 TBOEP > TCIPP ≈ IPPP.特别是在高浓度 500 μmol/L的

TBOEP 暴露下,细胞活力不到 5%,细胞内活性氧水平上升 3 倍,线粒体膜电位降低了 46.5%,炎症因子 IL-6 和 TNF-α 的分泌量上升了 124.4%和

262.7%,DNA损伤标记物含量显著增加.本文研究结果为揭示不同 OPFRs的毒性差异提供了新的实验数据和思路,为评估环境中 OPFRs对人体健康风

险提供了新的见解. 
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Study on the toxic effect and mechanism of organophosphorus flame retardants on the human lung cancer A549cell. SHEN 

Cheng-cheng, YANG Xian-hai, LIU Hui-hui* (School of Environmental and Biological Engineering, Nanjing University of Science 

and Technology, Nanjing 210000, China). China Environmental Science, 2025,45(6)：3451~3459 

Abstract：Human lung cancer cell A549were used as the test cell. Three kinds of organophosphorus flame retardants, i.e., 

tris(2-butoxyethyl) phosphate (TBOEP), tris(1-chloro-2-propyl)phosphate (TCIPP), and tri(4-isopropylphenyl)phosphate (IPPP), 

were selected as representative compounds, which are frequently detected in the environment. The toxic effects of the three 

compounds on A549cell were studied through multiple toxicity test endpoints. Results showed that the three OPFRs could inhibit cell 

viability, stimulate the production of excessive reactive oxygen species and reduce the mitochondrial membrane potential in cell, 

induce cell inflammation and cause DNA damage. All the cytotoxicity indicators were dose-dependent. OPFRs with low 

concentrations had less effect, and the toxic effect enhanced with the increase of OPFRs concentrations. Compared with the three 

OPFRs, their toxic effects on A549cells ranked as TBOEP > TCIPP ≈ IPPP. Especially, when the cells were exposed to TBOEP 

with a high concentration of 500 μmol/L, the cell viability was less than 5%, the amount of reactive oxygen species in cell increased 

by three times, the mitochondrial membrane potential decreased by 46.5%, the secretion of inflammatory factors IL-6 and TNF-α 

increased by 124.4% and 262.7%, and the content of DNA damage markers increased significantly. 
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有机磷阻燃剂(OPFRs)可以长时间存在于不同

的环境介质中,例如土壤、空气、灰尘、水和食品等 

[1]
.

环境中常检出的 OPFRs,按取代基结构可以分为烷

基-OPFRs,卤代-OPFRs和芳基-OPFRs,不同种类的

OPFRs 理化性质和毒性差异较大
[2]

.越来越多的证

据表明 OPFRs 会对人类健康和生态环境产生负面

影响.人的一生大约有 80%~90%的时间处于室内环

境中,特别是老人和儿童停留在室内环境时间可能

更长,这意味着室内环境中的 OPFRs 污染可能有更

高的环境风险
[3]

. 

近年来,OPFRs 在世界各地室内环境中高频检

出率和高浓度引起人们担忧.室内粉尘和污染空气

吸入是人体摄入室内环境中OPFRs最主要的方式
[3]

,

目前已在人体尿液、血液、血清、指甲、母乳和头

发等检出了多种 OPFRs
[4-6]

.Wong等
[7]
研究的 72 份

空气样品中都检测到 OPFRs.类似的,在土耳其收集

的空气样本中也都检测到 OPFRs
[8]

.在东京和瑞士

室内中,磷酸三(2-氯丙基)酯(TCIPP)浓度分别高达

1260 和 1179ng/m
3
,高于同期溴代阻燃剂的浓 
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度  

[9-10]
.另外 ,在日托中心中 OPFRs 最高浓度达

2080ng/m
3
,其中磷酸三(2-正丁氧乙基)酯(TBOEP)

是最主要的污染物
[11]

. 

据统计,成人每日在室内环境中吸入 OPFRs 量

约为 14000pg/(kg-bwd)
[3]

,而直接暴露于 OPFRs 污

染的呼吸道、消化道可能遭受更大的损伤.毒理学研

究表明,OPFRs 可以在动植物体内积累并造成多种

不良反应,包括脏器毒性、神经毒性、生殖毒性、呼

吸道疾病、内分泌干扰效应和基因毒性
[12]

.体外细胞

实验证明,OPFRs 对细胞生长普遍存在抑制作用,高

剂量或是长时间暴露更容易造成严重的细胞损伤,

引起细胞功能障碍,甚至导致细胞死亡.例如,OPFRs

会引起的人肝癌细胞脂质代谢破坏,产生过量的活

性氧自由基(ROS),并且导致线粒体功能障碍
[13]

;氯

代-OPFRs 引起人体肠道菌群细胞毒性,诱导 ROS

产生和降低线粒体膜电位(MMP)
[14]

.然而,当前关于

OPFRs 的毒理学研究报道集中于消化道和内分泌

系统,而有关呼吸系统的毒理学数据很少.现有相关

报道指出,磷酸三(2-正丁氧乙基)酯、磷酸三(2-氯丙

基)酯、磷酸三(1,3-二氯-2-丙基)酯可以降低人正常

支气管上皮细胞BEAS-2B细胞活力
[15]

.多种OPFRs

会导致人肺腺癌细胞 NCI-H1975 细胞活性降低,氧

化应激和细胞凋亡
[16]

.磷酸三(2-氯乙基)酯、磷酸三

甲苯酯和磷酸三苯酯可降低肺癌人类肺泡基底上

皮细胞A549细胞活力,促进ROS产生并导致细胞凋

亡
[17]

. 

人肺癌 A549 细胞是一种被广泛应用于呼吸系

统毒理学研究的体外模型,对多种刺激因素敏感,故

适用于研究大气污染物对人体呼吸道的影响
[18]

.本

文选择了环境中典型的 OPFRs:烷基-OPFRs(磷酸

三(2-丁氧基)乙酯,TBOEP)、卤代-OPFRs(磷酸三

(2-氯丙基)酯,TCIPP)和芳基-OPFRs(磷酸三异丙基

苯酯,IPPP)作为代表性物质,通过人肺癌 A549 细胞

毒性测试,考察 OPFRs 对肺细胞的细胞毒性及其作

用机制.本文旨在:通过研究不同 OPFRs的细胞毒性

(包括细胞活性,氧化应激,线粒体膜损伤和 DNA 损

伤等)影响,探究 OPFRs 对细胞的致毒机理,以期为

室内环境中 OPFRs的风险和健康评估提供参考. 

1  材料与方法 

1.1  主要化学试剂 

磷酸三 (2- 正 丁 氧 乙 基 )酯 [TBOEP;CAS: 

78-51-3]、磷酸三 (2- 氯 丙基 )酯 [TCIPP;CAS: 

13674-84-5]、三异丙苯基磷酸酯 [IPPP;CAS: 

26967-76-0]购自阿拉丁公司,纯度均高于 98%.二甲

基亚砜(DMSO)购自兰杰柯科技有限公司,胎牛血清

(FBS)购自浙江天杭生物科技股份有限公司.DMEM

高糖培养基、PBS 缓冲液、0.25%胰蛋白酶-EDTA

溶液和青霉素/链霉素混合溶液购自美国 Gibco 公

司,CCK-8 细胞活力检测试剂盒、活性氧检测试剂

盒、线粒体膜电位检测试剂盒和 DNA损伤检测试剂

盒购自上海碧云天生物科技有限公司,人白细胞介素

6(IL-6)和人肿瘤坏死因子α(TNF-α)ELISA试剂盒购

自江苏菲亚生物科技有限公司.人非小细胞肺癌细胞

A549细胞购自上海信裕生物科技有限公司. 

1.2  细胞培养 

复苏冻存细胞并接种在含 6mL 完全培养基(体

积分数为 89%DMEM、10%FBS和 1%青霉素/链霉

素混合溶液)的细胞培养瓶 ,于 CO2 恒温培养箱

(37℃、体积分数 5%CO2)培养细胞.细胞培养基每

2d进行一次更换并在细胞生长至80%进行1:3传代.

实验过程中选择 3至 15代的细胞进行实验. 

1.3  细胞染毒 

1.3.1  OPFRs 母液配制  TBOEP、TCIPP、IPPP

在常温下均为液态,纯度均高于 98%.各取一定体积

的OPFRs 溶液置于DMSO中,配制浓度为 500mol/L

的OPFRs母液,再分别用DMSO稀释母液,获得不同

浓度的OPFRs溶液,经 0.22μm有机相滤膜过滤后置

于-20℃冰箱保存. 

通过污染空气吸入和吸入粉尘估计 OPFRs 的

肺摄入量,计算方法如下: 

 ( )
DIG

 g
1 0

/ d
0 0

R
C R C× + ×

µ =
空气 灰尘肺摄入量  (1) 

式中:C 空气表示空气中 OPFRs 的浓度,ng/m
3
;RR为呼

吸速率,成人为 20m
3
/d,儿童为 4.5m

3
/d

[3]
.C 灰尘表示灰

尘中 OPFRs的浓度,μg/g;DIG表示为估计的摄尘量

(成人为 2.5mg/d,儿童为 41mg/d)
[19]

;1000 用于单位

间的转换. 

研究发现,TBOEP 是污染空气和室内粉尘中

最主要的 OPFRs,污染空气和粉尘中 TBOEP 最高

浓度分别为 130ng/m
3
和 1900μg/g

[7-8,11,19-20]
,其相对

分子质量为 398.47g/mol,那么成人和儿童肺摄入量
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分别为 7.3和 78.49μg.人肺液体积为 10~15mL,可估

计成人肺中 TBOEP 浓度范围为 1.2~1.8μmol/L,儿

童为 13.14~19.71μmol/L.可知儿童的 OPFRs 暴露

风险更高,更应关注 OPFRs 对儿童肺损伤情况,故

本文设置的低浓度(15.63μmol/L)具有儿童在污染

环境中短期暴露的实际意义.考虑到 OPFRs在人体

肺部的累积效应 ,中浓度 (125μmol/L)和高浓度

(500μmol/L)分别以一周和一个月作为累积时间,以

评估 OPFRs 长期累积后对人肺的影响.TCIPP 和

IPPP 的浓度选取方法与 TBOEP 相同,经综合评估

后,选择统一的实验浓度. 

1.3.2  细胞染毒  用DMEM 培养液以 1000:1的倍

数稀释不同种类、不同浓度的 OPFRs母液至工作浓

度.随后,用 0.25%胰蛋白酶-EDTA 溶液消化细胞至

离心管,离心去除上清液后加入完全培养基,分别以

1.0×10
4
或 5.0×10

5
个细胞/孔的初始密度接种于 96

孔或 12 孔细胞培养板.孵育 24h,待细胞完全贴壁后,

去除原有培养基,加入 OPFRs 工作液暴露 24h 后进

行相关指标的测试. 

1.4  细胞活力测试 

利用 CCK-8 细胞活力检测试剂盒测试 OPFRs

对 A549 细胞活力的影响.主要步骤如下:96 孔板中

的细胞暴露在 100μL的 OPFRs 工作液 24h 后,每孔

加入 10μLCCK-8 试剂,37℃孵育 2h 后,使用多功能

酶标仪在 450nm 处测定每孔对应的吸光度(OD).细

胞活力计算公式如下: 

 
(OD -OD )

(%) 100%
(OD -OD )

= ×
空白实验

对照 空白

细胞活力  (2) 

1.5  细胞内 ROS 变化水平的检测 

采用 2,7-二氯荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)荧

光探针检测A549细胞内ROS水平,DCFA-DA 荧光

强度与细胞内 ROS 水平正相关.A549 细胞暴露

OPFRs 工作液 24h 后,胰酶消化收集细胞,并用 PBS

冲洗 2 次 . 之后 , 将细胞重悬在含 DCFH-DA 

(10μmol/L)的 DMEM 培养基中 ,37℃避光孵育

30min,再用 PBS 洗去多余的 DCFH-DA 探针.然后,

加入适量的缓冲液重悬细胞,使用荧光分光光度计

在激发波长为 488nm,发射波长为 525nm 的条件下

测定荧光强度. 

1.6  细胞内线粒体膜电位变化的测定 

荧光探针 JC-1常用于评估线粒体膜电位(MMP)

变化,被广泛用于表征线粒体早期凋亡和去极化水平.

本文通过测量 JC-1 聚集体(红色)与 JC-1 单体(绿色)

的比例来定量MMP去极化率.A549细胞染毒24h后,

胰酶消化收集细胞,并用PBS冲洗2次.根据试剂盒说

明书配制 JC-1染色工作液和 JC-1染色缓冲液,将细

胞重悬在含 JC-1染色工作液,37 ℃避光孵育 30min,

然后用冷JC-1染色缓冲液洗涤2次,并加入适量的缓

冲液重悬细胞.最后,使用荧光分光光度计测量 JC-1

的荧光强度来确定 MMP的变化. 

1.7  Elisa 法检测细胞内炎症因子水平 

炎症因子存在于细胞外泌体中,超速离心法是

目前外泌体分离最常用的方法.待暴露结束后,收集

细胞上清,在 4℃下以 300r/min 的转速离心 10min,

去除活细胞和死细胞,并收集细胞上清液.然后以

2000r/min 的转速离心 10min 去除细胞凋亡碎片,并

收集细胞上清 .最后 ,以 10000r/min 的转速离心

20min,去除大泡膜,收集细胞上清于-80℃冰箱保存.

炎症因子 IL-6(白细胞介素-6)和 TNF-α(肿瘤坏死

因子-α)是人体免疫系统中起关键作用的重要蛋白

质分子.根据试剂盒说明书,采用双抗夹心法 ELISA

测定细胞外泌体中炎症因子 IL-6和 TNF-α的分泌

情况. 

1.8  γ-H2AX 免疫荧光测定 

H2AX 磷酸化产生的γ-H2AX 含量水平可以清

楚地反映出 DNA的损伤程度及修复情况,而被广泛

应用于 DNA损伤和细胞凋亡研究中,成为一种重要

的 DNA 损伤标记物
[21]

.预先在 12 孔细胞培养板中

放置细胞爬片,然后将处于对数增长期的 A549细胞

接种于细胞爬片.待细胞生长密度 80%时,加入不同

的 OPFRs 溶液处理.暴露 24h 后,各孔用 PBS 洗涤 2

次,并加入适量的 4%多聚甲醛进行固定 15min.吸除

固定液,PBS 洗 3 次,加入免疫荧光染色封闭液(含

0.3% Triton X-100)封闭 15min.吸除封闭液,加入兔

γ-H2AX 单克隆抗体(1:500 稀释)4℃孵育过夜.PBS

洗 3 次,加入 Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔抗体

(1:500 稀释)37℃避光孵育 1h,PBS清洗 3 次后,加入

DAPI 室温染色 5min.最后,将细胞爬片倒扣到载玻

片,中性树脂封片后用荧光显微镜进行拍摄. 

1.9  数据处理 

采用 GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析

和图片绘制.实验结果为 3 个独立重复实验的平
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均值±标准差 .各暴露组与对照组之间的显著性

水平采用方差分析检验.P<0.05 被认为具有统计

学意义. 

1.10  质量控制与质量保证 

细胞毒性试验在 96 孔板中进行,每个暴露组,

设置 5 个平行样,并进行 3 个独立重复实验.每组数

据的标准差控制在 10%以内.OPFRs的助溶剂采用

对生物毒性较小的 DMSO,各暴露组中的 DMSO

浓度均低于 0.1%(V/V),以确保 DMSO 对 A549 细

胞生长无影响.空白对照组是加入含有 0.1%(V/V) 

DMSO 的 DMEM 培养基,每个毒性效应指标均以

空白对照组为参考,图表的绘制都包含对照组的数

据 .OPFRs 的浓度采用液质联用仪 (Triple TOF 

5600+)进行检测 ,结果表明细胞暴露前后 ,OPFRs

的浓度均保持恒定. 

2  结果与讨论 

2.1  体外细胞毒性 

细胞活力是评价污染物对细胞毒性影响的关

键指标,如图 1 显示,OPFRs 均不同程度地降低了

A549细胞活力,且具有剂量依赖性,与之前研究结果

一致
[22]

.24h 暴露后,在低浓度下,OPFRs 对 A549 细

胞活力均无显著影响,细胞活力均高于 90%;在较高

浓度下,细胞活力均有所下降,TBOEP、TCIPP 和

IPPP 暴露后的细胞活力分别为 78.4%,84.31%和

92.7%,TBOEP 降低细胞活力效应略高于 TCIPP 和

IPPP;在 500 μmol/L高浓度暴露下,TBOEP使细胞活

力不到 5%,远低于 TCIPP 和 IPPP 暴露后的细胞活

力.对比 3种物质可以看出,TBOTP对细胞活力抑制

作用最强,而 TCIPP 对细胞活力抑制作用略高于

IPPP,毒性作用顺序为 TBOEP>TCIPP>IPPP.OPFRs

毒性强弱与 Yu研究呼吸细胞结果一致,毒性作用顺

序为 TBOEP>TCIPP>芳基 OPFRs
[18]

.在另一项实验

中,研究员使用含脂量高的 HepG2 肝癌细胞研究不

同取代基的 OPFRs 的细胞毒性,毒性作用顺序为芳

基 OPFRs>TBOEP>TCIPP
[23]

.这表明不同的取代基

结构的 OPFRs 对细胞产生的毒性作用和毒性机制

也不同 .此外 ,由于构效关系不同 ,同分异构体的

OPFRs毒性也并不完全相同,例如三(2-氯异丙基)磷

酸 (TCIPP)和三 (2-氯乙基 )磷酸 (TCEP),TCIPP 对

NCI-H1975的细胞活力损伤高于 TCEP
[16]

. 

 

图 1  不同浓度 TBOEP、TCIPP 和 IPPP 对 A549 细胞活力

的影响 

Fig.1  Effects of TBOEP, TCIPP and IPPP on the viability of 

A549 cells under different concentrations 

字母相同表示组间无显著性差异(P>0.05),字母不同表示组间有显著性

差异(P<0.05) 

2.2  OPFRs对细胞内活性氧水平的影响 

ROS(活性氧)在正常生理状态下参与细胞信号

传导和调节,影响细胞增值与分化,但细胞在受到外

界刺激后,ROS 可能会过量产生,从而导致细胞损

伤 

[24]
.故此,ROS 的过量产生是评估细胞受到污染物

毒性影响的重要指标之一. 

作用 24h 后,根据图 2所示,ROS水平与 OPFRs

呈剂量依赖关系,OPFRs浓度越高,细胞内ROS水平

也越高.与对照组相比,低中高浓度的 TBOEP 使

A549 内活性氧水平分别上升了 18.0%,40.8%, 

297.6%;低中高浓度的 TCIPP 使其分别了上升了

17.3%,33.3%,69.0%;低中高浓度的 IPPP 使其分别上

升了 14.6%,30.6%,43.2%.在低浓度 OPFRs 暴露

下,ROS 有所上升,此时细胞未大量死亡.然而,在高

浓度 TBOEP暴露后,活性氧水平增加了 3 倍,结合上

述细胞活力的抑制作用,可以推测出过量活性氧可

能是导致 A549细胞死亡的重要因素.类似的报道指

出,TCEP和 TPHP可以通过氧化应激方式降低大肠

杆菌的细胞活力
[25]

.An 等
[18]
也发现,OPFRs 可以在

较高浓度下诱导各种细胞系产生过量 ROS 并降低

细胞活性
[18]

.溴化阻燃剂和部分 OPFRs 已被证实会

诱导细胞产生过量的 ROS,进而产生其他毒性损伤,

例如细胞脂质过氧化、线粒体损伤与 DNA 损伤

等 

[17]
.不同的 OPFRs 对细胞氧化应激的作用机制并

不一致 ,一项使用大鼠肝细胞系细胞的研究表

明,TBOEP 增加谷胱甘肽过氧化物酶活性并降低谷
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胱甘肽还原酶活性,而 TPHP则产生相反的效果
[26]

. 

 

图 2  不同浓度 TBOEP、TCIPP和 IPPP对 A549内活性氧

水平的影响 

Fig.2  Effects of TBOEP, TCIPP and IPPP on the ROS of 

A549 cells under different concentrations 

字母相同表示组间无显著性差异(P>0.05),字母不同表示组间有显著性

差异(P<0.05) 

2.3  OPFRs对 A549线粒体膜电位的影响 

线粒体是胞内细胞器负责细胞能量代谢 , 

MMP(线粒体膜电位)是线粒体功能的重要指标,可

以反映有害物质对细胞的毒性损伤程度
[27]

.通过测

量 JC-1 聚集体(红色)与 JC-1 单体(绿色)的比例来

定量 MMP 去极化率,MMP 下降通常是细胞凋亡和

坏死的信号.图3显示,3个不同浓度的处理组与对照

组相比,TBOEP 暴露后的荧光比分别下降了 6.6%, 

33.1%和 46.5%,TCIPP 暴露后的荧光比分别下降了

5.0%,18.9%和 29.9%,IPPP 暴露后的荧光比分别下

降了5.6%,17.5%和30.3%.研究结果可知,3种OPFRs

对细胞膜均有损伤,TBOEP损伤程度高于 TCIPP和

IPPP,后两者对细胞膜损伤程度接近.此外,研究显示

MMP降低与 ROS上升存在一定关系.过量 ROS可

以改变线粒体通透性过渡孔(MPTP)的构象,从而触

发 MPTP 的开放,并破坏离子平衡,导致呼吸链解耦

联,进而释放细胞色素 c 进入细胞质,导致 MMP 减

小  

[28]
.当细胞处于氧化应激状态时,线粒体内产生大

量的 ROS,从而导致线粒体膜电位降低.反过来,线粒

体膜电位的降低又会进一步增加 ROS 的产生,形成

一个恶性循环.另外有研究报道,线粒体凋亡的根本

原因是 Ca
2+
过载,当细胞内活性氧 ROS含量升高时,

可导致Ca
2+
-ATPase活性降低,从而致使线粒体Ca

2+

内流增加使线粒体凋亡
[29]

. 

 

图 3  不同浓度 TBOEP、TCIPP和 IPPP对 A549线粒体膜

电位的影响 

Fig.3  Effects of TBOEP, TCIPP and IPPP on the MMP of 

A549 cells under different concentrations 

字母相同表示组间无显著性差异(P>0.05),字母不同表示组间有显著性

差异(P<0.05) 

2.4  OPFRs对 A549细胞炎症因子水平的影响 

炎症反应是机体对于细菌、病毒及其他有害

刺激的保护性反应
[30]

.当机体受到药物刺激时,细

胞会释放生物活性细胞因子,例如炎症细胞因子、

炎症介质和细胞粘附因子等,引起炎症反应,以缓

解有害物质的毒性或是修复受损组织
[31]

.过量的

炎症因子会导致细胞发生程序性死亡 .本研究表

明(图 4),TBOEP、TCIPP和 IPPP可诱导细胞分泌

炎症因子 IL-6 和 TNF-α.与对照组相比 ,3 种

OPFRs均会导致细胞内 IL-6和 TNF-α含量上升,

且呈剂量依赖性关系. OPFRs 浓度越高,IL-6 和

TNF-α 表达水平也越高.3 个不同浓度的 TBOEP

暴露后 IL-6 分别上升了 18.8%,82.8%和 124.4%, 

TNF-α 含量分别上升了 33.5%,103.9%和 262.7%. 

TBOEP 对炎症因子的刺激作用远高于 TCIPP 和

IPPP.TCIPP 导致 A549 细胞炎症因子水平上升程

度略高于 IPPP.氧化应激和炎症因子水平变化趋

势相似,这表明两者可能存在某种联系.根据以往

的研究,氧化应激可激活转录因子激活蛋白-1 和

NF-κB 信号通路,导致 NF-κB 的磷酸化进而导致

促炎症因子和趋化因子相关基因的表达 ,从而在

免疫和炎症反应中发挥关键作用
[32]

.另外有研究

报道,OPFRs 也可以增加细胞内 NLRP3 炎症小体

水平,加重细胞炎症反应,促使半胱天冬酶激活和

白细胞介素分泌  

[33]
.本研究表明炎症加重是

OPFRs诱导细胞毒性的潜在机制. 
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图 4  不同浓度 TBOEP、TCIPP 和 IPPP 暴露 24h 后对 A549

炎症因子(a)IL-6,(b)TNF-α 的影响 

Fig.4  Effects of TBOEP, TCIPP and IPPP on the inflammatory 

factor (a)IL-6, (b)TNF-α of A549 cells under different 

concentrations 

字母相同表示组间无显著性差异(P>0.05),字母不同表示组间有显著性

差异(P<0.05) 

2.5  OPFRs对 A549细胞 DNA的损伤 

DNA 损伤是氧化应激的常见后果,环境污染物

可直接或间接引起活性氧攻击细胞核内的 DNA,导

致 DNA 断裂
[21]

.如图 5 所示,根据免疫荧光染色显

示,OPFRs 暴露导致 γ-H2AX 的升高,这与氧化应激

一致.此外,A549细胞内 γ-H2AX 含量呈浓度依赖性

增加,OPFRs在高浓度下,会引发更严重的DNA损伤.

值得注意的是,TBOEP对 A549细胞 DNA损伤高于

TCIPP 和 IPPP,在高浓度下,γ-H2AX 数量点数最多,

这说明高浓度的TBOEP对细胞有明显的DNA损伤

作用.Rendic等
[34]

均发现 TBOEP可以特异性激活细

胞色素 P450 酶导致人肝癌细胞内 γ-H2AX 表达上

升.相同浓度暴露下,TBOEP对A549细胞DNA损伤

高于TCIPP和 IPPP,这表明 TBOEP具有更高的毒性

效应.TCIPP和 IPPP对 A549细胞损伤能力相近,这

可能与 TCIPP 和 IPPP 的诱导 A549 产生氧化应激

能力相近有关.在过去的研究中,氧化应激与DNA损

伤之间的密切关系已被广泛研究
[35]

,氧化性DNA损

伤是最常见的细胞遗传学损伤之一
[36]

.故此,本文猜

测 OPFRs对 A549细胞的 DNA损伤很可能是氧化

性损伤. 

 

图 5  不同浓度 TBOEP、TCIPP 和 IPPP 对 A549 的 DNA 损

伤情况 

Fig.5  Effects of TBOEP, TCIPP and IPPP on the viability of 

A549 cells under different concentrations 

第 1 列表示 γ-H2AX,第 2 列表示 DAPI 染色细胞核.比例尺=100μm 

2.6  OPFRs对 A549细胞毒性影响的综合评估 

比较 TBOEP、TCIPP 和 IPPP 对 A549细胞的

综合影响,首先将细胞活力、ROS水平、MMP水平、

IL-6和 TNF-α做归一化处理,然后分别以雷达图形

式表示在低浓度(15.63μmol/L)、中浓度(125μmol/L)
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和高浓度(500μmol/L)的不同指标间的差异.如图 6

所示,本实验中 OPFRs 导致细胞炎症因子水平变化

水平最为显著,其次为 ROS 水平.在不同浓度下, 

TBOEP 引起 A549 炎症水平变化(IL-6 和 TNF-α)

均高于同浓度下的 TCIPP 和 IPPP,并且随着剂量上

升,TBOEP 与 TCIPP、IPPP 变化差值增大.随着浓度

的升高,TBEOP与TCIPP组的归一化后TNF-α差值

从 0.04 上升至 1.8,TBEOP 与 IPPP差值从 0.17 上升

至 1.99,这表明 TBOEP 更能引起 A549 细胞发生炎

症反应.相同的,ROS 变化也十分显著,TBEOP 与

TCIPP 组的归一化后 TNF-α 差值从 0.01 上升至

2.29,TBEOP与 IPPP差值从 0.04上升至 2.55,这表明

氧化应激是TBOEP主要的致毒机制.然而,在低浓度

时,暴露在不同 OPFRs中的 A549细胞的细胞活力、

ROS 水平和 MMP 水平差异不显著 ;在中浓度

时,TBOEP暴露下的 A549细胞的细胞活力和MMP

水平低于TCIPP和 IPPP暴露组;在高浓度时,TBOEP

暴露后的细胞活力和 MMP 水平显著低于其余组.

总体来看,3种 OPFRs对 A549细胞毒性作用顺序为

TBOEP > TCIPP ≈ IPPP. 

2.7  OPFRs对 A549细胞的致毒机制 

通过研究细胞活力、氧化应激、凋亡指标和炎

症反应的相关性,分析了 OPFRs 的细胞毒性机制.以

TBOEP、TCIPP 和 IPPP 浓度为自变量,以细胞毒性

参数和 4 个参数(ROS、MMP、IL-6和 TNF-α)为因

变量,进行 Pearson(双尾)相关性分析.由表 1 可知, 

OPFRs的细胞活力与 MMP呈正相关,与 ROS、IL-6、

TNF-α 水平呈负相关,差异有统计学意义(P<0.01).值

得注意的是,与其他 OPFRs 相比,TBOEP暴露组中的

细胞活力与 ROS、TNF-α的相关性系数绝对值更高,

分别为-0.993和-0.981,具有很强的负相关性.因此,烷

基-OPFRs 可能带来更强的氧化应激和炎症风险,这

与 Zhu等
[37]
研究结果一致. 

通过表 1中的数据发现,细胞内 ROS 与 IL-6、

TNF-α 呈正相关 ,与 MMP 呈负相关 .有研究表

明,OPFRs可导致细胞内ROS水平超载,通过氧化应

激方式诱导 DNA损伤与细胞死亡,加剧细胞炎症反

应
[38]

.另外,线粒体已被证明在炎症水平的调节中起

关键作用
[39]

.OPFRs 会破坏 MMP 的完整性,增加线

粒体膜的通透性,导致 MMP 降低
[28]

,引发线粒体功

能障碍,甚至诱导细胞凋亡
[40]

.然而,线粒体功能障碍

以及细胞凋亡都可能会促使细胞分泌炎症因子,加

重细胞炎症损伤状况
[39]

.在本研究中,ROS、炎症因

子与细胞毒性的显著相关性可能是由于 ROS 增加

引起氧化应激损伤,以及炎症因子水平升高引发炎

症反应导致细胞活性降低.故此,OPFRs 对 A549 细

胞的毒性机制主要为 ROS 超载导致的氧化应激以

及炎症损伤,氧化应激和炎症会损害个体的防御机

制,诱导多种自身免疫性疾病. 

表 1  OPFRs的细胞活力、氧化应激、细胞凋亡和炎症反应

之间的相关性 

Table 1  Correlation coefficients between cell viability, 

oxidative stress, apoptosis and inflammation 

OPFRs 指标 细胞活力 ROS MMP IL-6 TNF-α

细胞活力 1 -0.993** 0.879** -0.909** -0.981**

ROS  1 -0.830** 0.865** 0.964**

MMP   1 -0.991** -0.943**

IL-6    1 0.960**

TBOEP

TNF-α     1 

细胞活力 1 -0.952** 0.981** -0.866** -0.943**

ROS  1 -0.965** 0.914** 0.982**

MMP   1 -0.889** -0.953**

IL-6    1 0.875**

TCIPP

TNF-α     1 

细胞活力 1 -0.894** 0.935** -0.882** -0.922**

ROS  1 -0.962** 0.897** 0.966**

MMP   1 -0.917** -0.981**

IL-6    1 0.920**

IPPP 

TNF-α     1 

注:*表示显著性水平P<0.05,**表示显著性水平P<0.01. 
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图 6  不同浓度的 OPFRs 对 A549 细胞毒性的差异性比较 

Fig.6  Comparison of the cytotoxicity of A549 cells under 

different concentrations of OPFRs 

(a)、(b)、(c)分别表示 3 种 OPFRs 在浓度为 500,125,15.63μmol/L 下的指

标差异 

3  结论 

3.1  所有 OPFRs 均可抑制细胞活力、促使过量

ROS的产生、引起线粒体功能障碍、诱导细胞炎症

反应和细胞 DNA损伤. 

3.2  TBOEP 对 A549 细胞的细胞毒性最强,TCIPP

和 IPPP毒性效应相近.值得注意的是,在低浓度下三

者毒性表现差异并不大,在中高浓度时,毒性表现差

异较大. 特别是在高浓度500μmol/L的TBOEP暴露

下,细胞活力不到 5%,细胞内活性氧水平上升 3 倍,

线粒体膜电位降低了 46.5%,炎症因子 IL-6 和

TNF-α的分泌量上升了 124.4%和 262.7%. 
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