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［摘　要］目的：探讨饮用水有机提取物对人正常肝细胞（Ｌ０２）的细胞增殖及细胞周期的影响。方法：体外培
养Ｌ０２细胞，将其分别暴露于培养液（空白对照组）、０１％ ＤＭＳＯ（溶剂对照组）和０３１２５、０６２５０、１２５００、
２５０００、５００００Ｌ／ｍＬ固相萃取法提取的饮用水有机提取物（染毒组）中２４、４８及７２ｈ，采用 ＭＴＴ法观察 Ｌ０２
细胞的增殖情况，流式细胞仪检测细胞周期的构成比。结果：（１）与溶剂对照组比较，各染毒组细胞活力随着
有机提取物浓度的增加及时间的延长而降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；（２）随染毒剂量的增加，细胞周期
中Ｇ０／Ｇ１期细胞比例逐渐下降，除２４ｈ、４８ｈ０３１２５Ｌ／ｍＬ染毒组外，其余剂量染毒组Ｇ０／Ｇ１期细胞比例均明
显低于溶剂对照组（Ｐ＜００５）；Ｓ期细胞比例则随有机提取物浓度的增加而上升，除２４、４８及７２ｈ０３１２５Ｌ／ｍＬ
的染毒组外，其余染毒组中Ｓ期细胞比例的增加与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；染毒４８ｈ、７２ｈ
后，Ｌ０２细胞中Ｇ０／Ｇ１期细胞比例低于２４ｈ染毒组（Ｐ＜００５）；Ｓ期细胞比例则高于２４ｈ染毒组（Ｐ＜００５）。结
论：在本研究条件下，饮用水有机提取物可以阻滞Ｌ０２细胞于Ｓ期，抑制细胞的增殖，且呈时间、剂量依赖性。
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　　饮用水源中一般都含有一定浓度的天然有机
物，工业废水及城镇生活污水［１］、废气和废渣大量

排放到自然水环境中，加之农业生产中农药的大量

使用，也会对水体造成了严重污染，影响饮水安

全［２］。研究发现，水源有机物污染对人体有致畸、

致癌、致突变、生殖毒性及细胞毒性等危害［３－５］。

课题组前期的动物实验发现，当地饮用水有机提取

物可诱导雄性大鼠精子畸形、雄性激素分泌水平异

常，同时可导致染色体断裂、肝脏 ＤＮＡ损伤
等［６－９］。本研究萃取Ｇ市某地饮用水的有机污染
物，对人正常肝细胞系 Ｌ０２细胞进行染毒，观察有
机提取物对Ｌ０２肝细胞的细胞增殖和细胞周期的
影响。

１　材料与方法

１１　实验细胞、主要试剂及仪器
正常人肝 Ｌ０２细胞，来源于中科院昆明细胞

库。ＭＴＴ细胞增殖检测试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司），细
胞周期检测试剂盒（碧云天生物技术研究所），

ＸＡＤ２大孔树脂（２０－６０目，美国 Ｓｉｇｍａ公司），
７０％乙醇、甲醇、二氯甲烷（川东化工），胰蛋白酶
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）。旋转蒸发仪（ＲＥ３０００，上海亚
英生化仪器有限公司），超级酶标仪（Ｍａｘ２００，美
国ＢｉｏＴｅｋ公司 ），流式细胞仪（ＦＣ５００，贝克曼库
尔特商贸有限公司）。

１２　方法
１２１　水样采集与有机物提取　采集 Ｇ市某地
管网末梢水，采用固相萃取法［１０］富集水中有机物，

萃取剂为ＸＡＤ２树脂，洗脱剂为二氯甲烷和甲醇，
水样过柱流速为４倍柱体积／ｍｉｎ，过柱完后依次用
３倍柱体积的二氧甲烷和甲醇先后洗柱，流速０１
倍柱体积／ｍｉｎ，洗脱液经旋转蒸发仪２５℃减压蒸
馏挥干，将已挥干的浓缩提取物用 ＤＭＳＯ定容，
－２０℃冰箱保存备用。
１２２　Ｌ０２细胞培养及染毒剂量确定　细胞培养
基采用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ，并加入青霉素和
链霉素，使其终浓度分别为１００Ｕ／ｍＬ和１００ｍｇ／Ｌ。
将人肝Ｌ０２细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养
箱中培养。用 ０２５％胰酶消化液消化细胞并传

代，取对数生长期细胞进行实验。根据文献［１１］
及预实验结果，确定最高染毒剂量为 ５００００Ｌ／
ｍＬ，向下以２倍组距另设４个染毒剂量组，分别为
２５０００Ｌ／ｍＬ、１２５００Ｌ／ｍＬ、０６２５０Ｌ／ｍＬ和
０３１２５Ｌ／ｍＬ，同时设溶剂对照组（０１％ＤＭＳＯ）和
空白对照组（培养液），处理时点为２４、４８及７２ｈ。
１２３　ＭＴＴ法检测细胞的增殖情况　取对数期
生长的细胞，从培养瓶（２５ｃｍ２）中移去旧培养液，
用ＰＢＳ缓冲液轻柔漂洗２～３次，加入０２５％的胰
蛋白酶１ｍＬ消化，弃消化液后用新鲜培养液重悬，
细胞计数后接种于细胞培养板，细胞在３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度培养箱内贴壁培养２４ｈ。每孔加入
染毒培养基１００μＬ，每组设６个复孔，处理时点为
２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ。细胞染毒结束后小心吸掉上清
液，每孔中加入 ＭＴＴ溶液５０μＬ（５ｇ／Ｌ），继续培
养４ｈ。弃去上清液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，室温
下平板摇床上摇晃１０ｍｉｎ，测定光密度Ｄ（４９０ｎｍ）
值，并计算细胞存活率，细胞存活率（％）＝实验组
Ｄ／对照组Ｄ×１００。重复实验３次。
１２４　流式细胞仪检测细胞周期　细胞染毒结束
后，收集各组细胞悬液，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
去上清液，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤１次，用４℃
预冷的７０％乙醇固定２ｈ，ＰＢＳ再洗涤３次，加入
ＲＮａｓｅ至终浓度５０ｍｇ／Ｌ及碘化丙碇（ＰＩ）染液至
终浓度５０ｍｇ／Ｌ，３７℃孵育３０ｍｉｎ后，用ＦＣ５００型
流式细胞仪在 ４８８ｎｍ波长下检测 ＤＮＡ含量，分
析细胞在增殖周期中 Ｇ１期、Ｇ２期和 Ｓ期的分
布。重复３次，计算细胞周期各时相的百分比。
１３　统计学方法

实验数据均以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采
用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析。两样本比较
用独立样本ｔ检验，多组间比较采用方差齐性检验
和单因素方差分析 （ＯｎｅＷａｙＮＯＶＡ），组间两两比
较，若方差齐时，采用 ＬＳＤ检验，若方差不齐时，采
用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ检验。以α＝００５为检验水准。

２　结果

２１　Ｌ０２细胞增殖活力
随染毒剂量的增加，Ｌ０２细胞增殖活力逐渐降
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低，各染毒组与溶剂对照组比较，差异有统计学意

义（Ｐ＜００５）。随染毒时间延长，Ｌ０２细胞增殖活
力亦逐渐下降，４８及７２ｈ染毒组均明显低于２４ｈ
染毒组（Ｐ＜００５）。见表１。
２２　Ｌ０２细胞细胞周期

除２４和４８ｈ的０３１２５Ｌ／ｍＬ染毒组外，其余
染毒组Ｌ０２细胞中Ｇ０／Ｇ１期细胞比例均随染毒剂
量的增加而明显降低 （Ｐ＜００５）；除２４、４８及７２ｈ
的０３１２５Ｌ／ｍＬ染毒组外，其余染毒组 Ｌ０２细胞
中Ｓ期细胞比例均随染毒剂量的增加而明显升高
（Ｐ＜００５）。４８和７２ｈ染毒组，Ｌ０２细胞 Ｇ０／Ｇ１
期细胞比例均明显低于２４ｈ染毒组（Ｐ＜００５），而
Ｓ期细胞比例则明显高于２４ｈ染毒组（Ｐ＜００５）。
见表２、３、４。

表１　饮用水有机提取物染毒对Ｌ０２细胞
增殖活力的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３，％）

Ｔａｂ．１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓａｃｔｉｖｉｔｙｃａｕｓｅｄｂｙ
ｏｒｇａｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒ

组别　　　　　
染毒时间（ｈ）

２４ ４８ ７２
空白对照组　　１００４６±０６８　１００３３±０５６ １００８３±０４７
溶剂对照组　　１００００±０００ １００００±０００ １００００±０００
有机提取物　　
　０３１２５Ｌ／ｍＬ组 ９６０５±２３７（１）９１８７±０６６（１）８７８７±０８０（１）

　０６２５０Ｌ／ｍＬ组 ９５７６±２４５（１）８４４６±１２７（１）８０５８±１８７（１）

　１２５００Ｌ／ｍＬ组 ９２３９±２６２（１）８１２５±０９４（１）６３７４±０７０（１）

　２５０００Ｌ／ｍＬ组 ９２２９±２４３（１）７２４５±１８３（１）５１１２±０３０（１）

　５００００Ｌ／ｍＬ组 ９１８９±３０８（１）６６２６±３２８（１）３５１７±０３２（１）

（１）与同时点溶剂对照组比较，Ｐ＜００５

图１　饮用水有机提取物对Ｌ０２细胞增殖活力的影响
Ｆｉｇ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｏｒｇａｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｏｎＬ０２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

表２　饮用水有机提取物染毒２４ｈ
时Ｌ０２细胞周期（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆ２４ｈｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏ
ｏｒｇａｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒ

组别
Ｌ０２细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组　　 ９０９２±１４５ 　９０４±１３８ ０１１±０１０

溶剂对照组　　 ８９７５±１１２ １０１５±１０３ ０１０±０１０

有机提取物　　

　０３１２５Ｌ／ｍＬ组 ８４８８±００９ １２３８±００１ ２７４±００８（１）

　０６２５０Ｌ／ｍＬ组 ８３９３±０７７（１）１５６６±０６４（１）０４０±０２６（１）

　１２５００Ｌ／ｍＬ组 ７９４６±０２０（１）１９３６±０２０（１）１１９±００４（１）

　２５０００Ｌ／ｍＬ组 ７７４１±１７０（１）２００２±０５５（１）３５７±０５２（１）

　５００００Ｌ／ｍＬ组 ７４５１±０１５（１）２０７５±１４３（１）４７５±１５１（１）

（１）与同细胞周期溶剂对照组比较，Ｐ＜００５

表３　饮用水有机提取物染毒４８ｈ时
Ｌ０２细胞周期（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｏｒ４８ｈｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ
ｅｘｐｏｓｅｄｔｏｏｒｇａｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒ

组别
Ｌ０２细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组　　 ８７０５±１４２　１２４９±１３５ 　０４６±０１５

溶剂对照组　　 ８６１５±１２２ １３６０±１１４ ０２５±００８

有机提取物　　

　０３１２５Ｌ／ｍＬ组 ８２４６±０２０ １６７４±０４１ ０８０±０２９

　０６２５０Ｌ／ｍＬ组 ７８４５±０８１（１）１９４６±０６９（１） ２０９±０８３（１）

　１２５００Ｌ／ｍＬ组 ７５２２±０１１（１）２１８５±１１２（１） ２９３±１２３（１）

　２５０００Ｌ／ｍＬ组 ７１２１±０２２（１）２５９５±０２３（１） ２８４±０４３（１）

　５００００Ｌ／ｍＬ组 ６２４１±０２５（１）３７１２±００３（１） ０４７±０２６

（１）与同细胞周期溶剂对照组比较，Ｐ＜００５

６９２
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表４　饮用水有机提取物染毒７２ｈ
的Ｌ０２细胞周期（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．４　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｏｒ４８ｈｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ
ｅｘｐｏｓｅｄｔｏｏｒｇａｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒ

组别
Ｌ０２细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
空白对照组　　 ８１２６±０４７　１７９１±０１６ 　０８３±０５３
溶剂对照组　　 ８１０１±０２７ １７７５±００９ １２３±０３３
有机提取物　　
　０３１２５Ｌ／ｍＬ组 ７６６５±００２（１）２０５２±１４０ ２８３±１３９
　０６２５０Ｌ／ｍＬ组 ７３０７±０１７（１）２３１８±００５（１） ３７５±０１３（１）

　１２５００Ｌ／ｍＬ组 ６８３６±０４２（１）２６９０±０２６（１） ４７４±０６７（１）

　２５０００Ｌ／ｍＬ组 ６４７２±０２３（１）３３３１±０１４（１） １９０±０１８
　５００００Ｌ／ｍＬ组 ６１０５±０１７（１）３８０８±０６５（１） ０８７±０６９
（１）与溶剂对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

生命体的重要特征是细胞通过分裂来增殖、分

化，使个体发育、成熟并繁衍后代。由于 ＭＴＴ比色
法可间接反映活细胞的多少，且使用酶标仪操作简

便、快速。因此，本研究采用ＭＴＴ比色法检测饮用
水有机提取物对人肝 Ｌ０２细胞体外增殖的影响，
发现不同浓度饮用水有机提取物处理人肝 Ｌ０２细
胞２４、４８及７２ｈ后，各染毒剂量均能显著降低其
增殖水平；从量效关系来看，各个作用时间点 Ｌ０２
细胞活力均随染毒剂量的增大而降低，具有剂量依

赖性（Ｐ＜００５）。从时效关系看，有机提取物染毒
４８和７２ｈ时Ｌ０２细胞活力与染毒２４ｈ时相比，差

图２　饮用水有机提取物不同时间染毒对Ｌ０２细胞周期变化的影响
Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓｃｙｃｌｅｃａｕｓｅｄｂｙｏｒｇａｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。该地饮用水有机
提取物染毒浓度为０３１２５Ｌ／ｍＬ，染毒时间为２４ｈ
时，即可抑制Ｌ０２细胞的增殖。细胞增殖的抑制通
常与细胞周期异常有关。一个细胞周期分为２个
阶段：分裂期和间期。分裂期是物质准备和积累阶

段，包括：Ｇ１期、Ｓ期及 Ｇ２期［１２－１３］。赵淑华等［１４］

的研究显示某地饮用水有机提取物染毒后，ＨＬ
７７０２细胞的增殖受抑，且可能与 Ｓ期阻滞有关。
由于各地污染物构成不同，其健康危害效应及可能

机制不尽相同。为保障本地方人群健康，本实验萃

取饮用水有机污染物，观察其肝细胞毒性，为后续

深入研究奠定基础。本地饮用水有机提取物染毒

Ｌ０２后，处理组的细胞周期出现异常，Ｇ０／Ｇ１期细
胞比例明显降低，Ｓ期细胞比例则显著增加。Ｓ期
是细胞周期的关键时点，ＤＮＡ经过复制后，含量增
加一倍，可顺利进入 Ｇ２期。而本研究中，该地饮
用水有机污染物可阻滞细胞周期于Ｓ期，从而影响

了人肝 Ｌ０２细胞的 ＤＮＡ合成，使其不能顺利进入
Ｍ期，结果导致细胞周期延长，不能正常分裂，从而
抑制细胞增殖。目前，细胞周期调控的核心分子基

础是Ｃｙｃｌｉｎ、ＣＤＫ和细胞周期蛋白依赖性激酶抑制
因子（ＣＫＩ）［１５］。本实验中细胞周期的阻滞、细胞增
殖受抑是否与此有关，有待于进一步深入研究。
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机提取物对雄性大鼠生殖激素分泌水平的影响［Ｊ］．

环境与职业医学，２０１３（５）：３４２－３４５．

［７］杨光红，张爱华，王士然，等．常规处理工艺对地表水有

机提取物遗传毒性的影响［Ｊ］．环境与健康杂志，２０１３

（９）：７９９－８０１．

［８］徐文零，杨光红，王士然，等．Ｇ市某区管网末梢水有机

污染物对大鼠精子形态的影响［Ｊ］．贵阳医学院学报，

２０１３（２）：１３４－１３７．

［９］李骞，敖云霞，杨光红，等．饮用水有机提取物致大鼠肝

脏ＤＮＡ及蛋白质氧化损伤的研究［Ｊ］．现代预防医学，

２０１４（２２）：４１３８－４１４０．

［１０］孟凡生，王业耀，陈晶．我国水环境有机物分析前处理

技术［Ｊ］．环境监测管理与技术，２０１０（４）：１５－１８．

［１１］陈曦．Ｐ５３非依赖性信号通路在邻苯二甲酸二（２乙基

已基）酯致体外培养人肝细胞毒性中的调控作用

［Ｄ］．武汉：华中科技大学博士研究生论文，２０１１．

［１２］李春．细胞周期及其调控［Ｊ］．福建医药杂志，２０１３

（５）：１４６－１４７．

［１３］高世勇，曲笑莹．细胞周期同步化研究进展［Ｊ］．中国

药理学通报，２０１４（１）：１７－２１．

［１４］赵淑华，隋春生，王春华，等．饮用水有机提取物对正

常人肝 ＨＬ７７０２细胞的毒性［Ｊ］．环境与健康杂志，

２０１１（１１）：９８４－９８６．

［１５］ＸｕＬ，ＷａｎｇＣ，ＷｅｎＺ，ｅｔ，ａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ＣＤＫ２ｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒＴＬＲ９ｓｉｇｎａｌｉｎｇｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＬｅｔｔ，２０１０

（２）：９３－９９．
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