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摘 要：以苯并[a]芘(B[a]P)、甲基亚硝胺吡啶基丁酮(NNK)为目标化合物，设置卷烟烟气冷凝物(CSC)及 NNK 的
质量浓度为 0(CK)、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10、0.12、0.14、0.16 mg/mL，B[a]P的质量浓度为 0(CK)、0.000 8、
0.001 6、0.002 4、0.003 2、0.004、0.004 8、0.005 6、0.006 4 mg/mL，研究 NNK，B[a]P和 CSC对人体支气管上皮
细胞(BEAS−2B)的毒性作用。结果表明：CSC的 IC50为 0.133 mg/mL，NNK为 0.110 mg/mL，B[a]P为 0.004 6 mg/mL；
低剂量 B[a]P、NNK分别及联合与 CSC作用细胞毒性均大于 CSC单独作用，二者分别与 CSC作用均表现为协同
作用；低剂量 CSC、NNK分别及联合与 B[a]P作用细胞毒性均大于 B[a]P单独作用，二者分别与 B[a]P联合作用
均表现为协同作用；低剂量 CSC、B[a]P分别及联合与 NNK作用的细胞毒性与 NNK单独作用大小不一，二者分
别与 NNK作用均表现为拮抗作用；3种毒性物质联合作用均表现为拮抗作用。 
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Abstract：B[a]P and NNK were used as the target compounds. CSC and NNK in the dose of 0(CK), 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 
0.12, 0.14, 0.16 mg/mL respectively and B[a]P in the dose of 0(CK), 0.000 8, 0.001 6, 0.002 4, 0.003 2, 0.004, 0.004 8, 0.005 
6, 0.006 4 mg/mL were tested by MTT to investigate their cytotoxicity on BEAS−2B cells. The result showed the IC50 of 
cigarette smoke condensates (CSC), NNK and B[a]P were 0.133, 0.110, 0.004 6 mg/mL respectively. CSC combined with 
low dose of B[a]P and NNK respectively or together showed larger cytotoxicity than CSC alone, and CSC with B[a]P and 
NNK respectively displayed synergism. Low dose of CSC and NNK respectively or together combined with B[a]P 
showed cytotoxicity greater than B[a]P alone, and CSC and NNK with B[a]P respectively displayed synergism. Low dose 
of CSC and B[a]P respectively or together combined with NNK showed antagonism. The unification of B[a]P, CSC and 
NNK showed antagonism.  

Key words：cigarette; smoke; 4−(methylnitrosamino)−1−(3−pyridyl)−1−butanone(NNK); benzo[a]pyrene(B[a]P); synergic; 
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卷烟烟气是一种极其复杂的混合物[1]，其有害

成分对人体健康的影响具有综合、动态及多样性的

特点，如何构建符合其特征性的研究方法已成为研

究吸烟与健康关系的重点和难点。谢剑平等[2]发现，

在卷烟烟气的众多有害成分中，CO、HCN、NH3、

甲基亚硝胺吡啶基丁酮(NNK)、苯并[a]芘(B[a]P)、
苯酚、巴豆醛的毒性最大。这些有害物质之间的相

互作用，会影响单一物质的实际毒性，且各种有害
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成分的释放量在烟气中差异极显著，单一使用某种

纯化学物质的毒理学评价结果来评价卷烟烟气无

法诠释其复杂性。目前，国内外众多学者对卷烟烟

气中有害成分的研究大多集中在单一物质的毒性

影响方面[3−6]，对有害成分之间联合作用的研究较

少。B[a]P、NNK为卷烟烟气中有较大代表性的有
害物，虽释放量极低，但具有极强的致癌性[7−8]。

笔者以肯塔基参比卷烟3R4F为研究对象，分析了
B[a]P、NNK在卷烟烟气复杂基质中的联合作用，
以期为卷烟烟气的安全性评价提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料及主要仪器与设备 

材料：肯塔基参比卷烟3R4F；胰蛋白酶、B[a]P 
(纯度≥96%，Sigma公司)；NNK (纯度≥99.0%，Alfar 
Aesar公司)；LHC−8培养液(Biofluids Inc公司)；二
甲基亚砜(DMSO，纯度≥99.9%，Sigma公司)；腺病
毒−12/SV40永生化的人支气管上皮细胞(BEAS−2B，
由美国国立癌症研究所 Harris 教授提供)。 
主要仪器与设备：洁净工作台(北京冠鹏净化设

备有限公司)；TS100倒置显微镜(Nikon公司)；BB15
型CO2孵箱 (Thermo公司 )；Milli−Q50超纯水仪
(Millipore公司)；680酶标仪(Multiakan公司)；JJ100
型单通道吸烟机(中国烟草总公司郑州烟草研究院)。 

1.2  卷烟烟气凝聚物(CSC)的制备 

连接密封的2支玻璃滴滤管作为气体采样器，
第1个气体采样器内盛有95%的乙醇5.0 mL，第2个
气体采样器内盛有5.0 mL蒸馏水，将卷烟烟气导入
气体采样器管，设定抽吸周期为60 s、抽吸时间为
2 s，连续收集10支卷烟的烟气。待最后一支吸完且
气体完全吸收后，将2支管中的收集液混在一起，
并用乙醇洗涤气体采样器，与前混合液混合后定容

至10.0 mL，摇匀后分装于0.5 mL EP管中，于液氮
罐中储存。CSC的质量浓度为10 mg/mL。 

1.3  BEAS-2B 的培养与存活率检测 

BEAS−2B细胞采用无血清LHC−8培养基，在
37 ℃、5% CO2和95%的相对湿度条件下于培养箱
中培养[9]。 

分别以不同浓度 CSC、B[a]P、NNK进行染毒。
分别按 CSC及 NNK的质量浓度 0(CK)、0.02、0.04、
0.06、0.08、0.10、0.12、0.14、0.16 mg/mL设置，
B[a]P的质量浓度按 0(CK)、0.000 8、0.001 6、0.002 4、
0.003 2、0.004、0.004 8、0.005 6、0.006 4 mg/mL

设置。采用MTT法检测 BEAS−2B细胞存活率[10]。

运用 SPSS13.0计算细胞半数抑制浓度(IC50)和 95%
置信区间[11−12]。 

1.4  联合作用细胞毒性的测定与分析 

采用线性回归方法分析CSC、B[a]P、NNK之间
联合作用的细胞毒性。先测出三者单独作用的细胞

毒性，再任选三者中的二者以固定低剂量(以单一作
用细胞存活率≥85%剂量为准)分别及联合与第3种
物质(处理浓度)混合后作用BEAS−2B细胞，得出联
合作用结果。根据联合染毒的细胞存活率，计算出

CSC、B[a]P、NNK两两作用和三者联合作用的预期
值[13]，并与实际值相比较。实际值小于预期值，表

明受试物之间为协同作用；实际值大于预期值，表

明受试物之间为拮抗作用；实际值与预期值接近，

表明受试物之间无明显协同作用。 

2  结果与分析 

2.1  NNK、B[a]P、CSC单独作用BEAS-2B细胞的毒性 

由表1可知，3种受试物单独作用细胞的毒性差
异较大，B[a]P毒性最高，CSC毒性最低。本研究联
合作用固定低剂量选择：CSC为0.05 mg/mL，B[a]P
为0.000 4 mg/mL，NNK为0.03 mg/mL。 

表 1  CSC、NNK、B[a]P 单独作用 BEAS-2B 细胞的毒性 

Table 1   Result of the BEAS−2B cells treated by CSC or NNK 
or B[a]P                                mg/mL 

质量浓度 
受试物

IC50 
95%置信 
区间上限 

95%置信 
区间下限 

细胞85% 
存活率 

CSC 0.133 0 0.101 0 0.150 0 0.056 00 
NNK 0.110 0 0.680 0 0.139 0 0.034 00 
B[a]P 0.004 6 0.001 2 0.005 8 0.000 42 

2.2  联合作用的细胞毒性 

2.2.1  低剂量 B[a]P、NNK 分别及二者联合与 CSC

作用的细胞毒性 

由表2可知，不同毒性物质联合作用BEAS−2B细
胞的存活率明显小于CSC单独作用(CK除外)；随着
CSC浓度的增大，细胞存活率下降，呈现良好的剂量
效应关系；固定低剂量B[a]P(0.000 4 mg/mL)和
NNK(0.03 mg/mL)分别与CSC作用BEAS−2B细胞的
存活率明显低于预期值(CK除外)，相加作用明显；二
者联合与CSC作用的细胞存活率与预期值差异不大，
随CSC浓度的增大，呈弱拮抗作用；3个组合作用细
胞的毒性以CSC+NNK最大，CSC+B[a]P最小。 
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表 2  低剂量 B[a]P、NNK 分别及二者联合与 CSC 作用的细胞存活率 

Table 2   Survive rate of BEAS−2B cells treated by CSC combine with B[a]P and NNK respectively or together 

细胞存活率/% 
CSC+B[a]P CSC+NNK CSC+NNK+B[a]P 

CSC质量浓度 
/(mg·mL−1) CSC 

实际值 预期值 实际值 预期值 实际值 预期值 
0.00 100.00 100.00 94.40 100.00 85.12 100.00 78.50 
0.02 101.80 95.59 100.10 77.21 90.81 79.15 84.19 
0.04 93.07 81.00 88.54 63.12 79.26 73.57 72.64 
0.06 84.89 66.40 77.00 44.80 67.72 55.97 61.10 
0.08 73.81 51.43 65.46 35.91 56.18 40.63 49.56 
0.10 63.84 35.04 53.91 27.12 44.63 35.08 38.01 
0.12 49.85 14.23 42.37 20.12 33.09 28.81 26.47 
0.14 30.89 8.21 30.83 10.91 21.55 23.19 14.93 
0.16 24.95 6.32 19.28 6.50 10.00 8.62 3.38  

2.2.2  低剂量 CSC、NNK 分别及二者联合与 B[a]P

作用的细胞毒性 

由表 3可知，不同毒性物质联合作用 BEAS−2B
细胞的存活率明显小于 B[a]P单独作用(CK除外)，
随 B[a]P 浓度的增大，呈现良好的剂量效应关系。
固定低剂量 CSC(0.05 mg/mL)和 NNK(0.03 mg/mL)

分别与 B[a]P 联合作用后，细胞存活率均低于预期
值(CK及 0.006 4 mg/mL处理除外)，协同作用明显；
二者联合与 B[a]P 作用细胞存活率明显高于预期
值，表现出拮抗作用。3 个组合作用细胞的毒性以
B[a]P + NNK最大，B[a]P+CSC +NNK最小。 

表 3  低剂量 CSC、NNK 分别及二者联合与 B[a]P 作用的细胞存活率 

Table 3   Survive rate of BEAS−2B cells treated by B[a]P combine with CSC and NNK respectively or together 

细胞存活率/% 
B[a]P + CSC B[a]P + NNK B[a]P+CSC +NNK 

B[a]P质量浓度 
/(mg·mL−1) B[a]P 

实际值 预期值 实际值 预期值 实际值 预期值 
0.000 0 100.00 100.00 90.77 100.00 85.12 100.00 75.88 
0.000 8 91.94 69.04 81.33 55.55 75.65 90.63 66.41 
0.001 6 82.38 57.37 73.66 43.12 67.98 77.63 58.74 
0.002 4 73.38 47.77 65.99 37.47 60.31 66.47 51.07 
0.003 2 65.49 42.52 58.32 33.07 52.64 58.20 43.40 
0.004 0 60.42 39.59 50.65 31.09 44.97 51.72 35.73 
0.004 8 51.49 32.88 42.98 28.68 37.30 47.60 28.06 
0.005 6 44.55 30.42 35.31 25.96 29.63 41.45 20.39 
0.006 4 36.37 28.70 27.64 24.28 21.96 33.15 12.72 

2.2.3  低剂量 CSC、B[a]P 分别及二者联合与 NNK

作用的细胞毒性 

由表 4可知，NNK+CSC联合作用 BEAS−2B
细胞的存活率高于 NNK 单独作用(CK 及 0.02、
0.04 mg/mL 处理除外)；NNK + B[a]P 联合作用
BEAS−2B细胞的存活率在 0.08、0.10、0.12、0.14、
0.16 mg/mL处理下高于 NNK单独作用，其余处理

均低于 NNK单独作用(CK除外)；NNK+CSC+B[a]P
仅在 0.12、0.14、0.16 mg/mL处理下的细胞存活率高
于NNK单独作用组。固定低剂量的CSC(0.05 mg/mL)
和B[a]P(0.000 4 mg/mL)分别及联合与NNK作用细
胞存活率高于预期值，表现为拮抗作用；3个联合
作用组合的细胞毒性以NNK+CSC+B[a]P联合毒性
最大，NNK + CSC最小。

表 4  低剂量 CSC、B[a]P 分别及二者联合与 NNK 作用的细胞存活率 

Table 4   Survive rate of BEAS−2B cells treated by NNK combine with CSC and B[a]P respectively or together 

细胞存活率/% 
NNK + CSC NNK + B[a]P NNK+CSC+B[a]P 

NNK质量浓度 
/(mg·mL−1) NNK 

实际值 预期值 实际值 预期值 实际值 预期值 
0.00 100.00 100.00 90.76 100.00 94.36 100.00 85.12 
0.02 88.61 87.77 81.08 86.67 84.66 81.65 75.43 
0.04 81.43 75.34 70.49 73.79 74.06 67.11 64.84 
0.06 69.87 71.21 59.91 66.61 63.47 56.31 54.26 
0.08 57.69 66.17 49.32 60.80 52.87 49.73 43.67 
0.10 46.98 63.22 38.73 53.85 42.27 44.65 33.08 
0.12 37.03 60.79 28.14 44.82 31.67 42.86 22.49 
0.14 27.52 54.19 17.55 41.51 21.07 40.01 11.90 
0.16 21.31 49.74 6.97 36.69 10.48 37.45 1.32 
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3  小  结 

本试验以BEAS−2B为靶细胞，通过对CSC及其最
具代表性的有害成分NNK和B[a]P的联合作用细胞毒
性进行分析，发现B[a]P、NNK与CSC均具有体外细
胞毒性，且存在明显剂量效应关系。低剂量B[a]P、
NNK分别及联合与CSC作用细胞毒性均高于CSC单
独作用；二者分别与CSC作用均表现为协同作用；二
者联合与CSC作用，呈弱拮抗作用。低剂量CSC、NNK
分别及联合与B[a]P作用细胞毒性均大于B[a]P单独作
用；二者分别与B[a]P作用均表现为协同作用；二者
联合与B[a]P作用，表现为拮抗作用。低剂量CSC、
B[a]P分别及联合与NNK作用，NNK+CSC联合作用
BEAS−2B细胞的存活率高于NNK单独作用(CK及
0.02、0.04 mg/mL处理除外)；NNK + B[a]P联合作
用BEAS−2B细胞的存活率在0.08、0.10、0.12、0.14、
0.16 mg/mL处理下高于NNK单独作用，其余处理均
低于NNK单独作用(CK除外)；NNK+CSC+B[a]P仅
在0.12、0.14、0.16 mg/mL处理下的细胞存活率高
于NNK单独作用组；二者分别及联合与NNK作用均
表现为拮抗作用。笔者推测NNK可能与卷烟烟气中其
他成分发生拮抗作用，随着NNK含量的上升，激活了
BEAS−2B细胞NNK代谢的相关酶类物质，促使NNK
代谢加快，表现为细胞存活率下降趋势变缓，联合细

胞毒性变小。 
相关研究[14]表明，B[a]P可导致肺癌A549细胞

DNA损伤，使细胞周期发生阻滞；B[a]P与多氯联
苯联合作用时，能抑制B[a]P代谢产物葡萄糖化，减
缓B[a]P代谢速率 [15]；2,4,6−三硝基甲苯(TNT)与
B[a]P呈拮抗效应，可阻止B[a]P进入细胞[16]；NNK
能造成细胞的氧化损伤[4]，与肺癌的相关性很高[17]；

α粒子和NNK联合作用于BEP−2D细胞时，协同效应
显著[13]。本研究结果表明，B[a]P与CSC之间存在协
同作用，而B[a]P、CSC、NNK联合作用均呈现拮抗
效应。卷烟烟气中其他有害成分(如苯酚、巴豆醛、
重金属等)物质之间的相关性有待研究。 
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