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PM2.5对人角膜上皮细胞屏障功能、氧化应激反应以及自噬的影响 *
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摘要 目的：探讨 PM2.5对人角膜上皮细胞屏障功能、氧化应激反应以及自噬的影响及其分子机制。方法：以不同浓度 PM2.5处理

人角膜上皮细胞（HCEC）24 h，采用 CCK8检测细胞增殖，荧光标记法检测细胞内活性氧（ROS）水平，ELISA试剂盒检测 IL-6、

IL-8和 TNF-琢的含量；采用跨膜电阻实验（TEER）检测细胞的 TEER变化，Western blot检测 Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ、Claudin1、Oc-

cludin和 ZO-1蛋白表达水平。再将 HCEC细胞分为对照组、PM2.5组、NAC组和 PM2.5+NAC组，所有组细胞培养 24 h，后续进

行细胞增殖水平、ROS、炎症因子、跨膜电阻值和Western blot检测。结果：与 0 滋g/mL比较，40 滋g/mL、80 滋g/mL、160 滋g/mL和
200 滋g/mL的 PM2.5处理的 HCEC细胞相对增殖水平、TEER值和 Claudin1、ZO-1和 Occludin水平均降低（P<0.05），上清液中
IL-6、IL-8和 TNF-琢水平均升高（P<0.05），HCEC细胞内 ROS水平、Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平均升高（P<0.05）。与 PM2.5组

比较，PM2.5+NAC组 HCEC细胞相对增殖水平、TEER值和 Claudin1、ZO-1和 Occludin水平均升高（P<0.05），上清液中 IL-6、IL-8

和 TNF-琢水平均降低（P<0.05），HCEC细胞内 ROS水平、Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平均降低（P<0.05）。与 NAC组比较，PM2.

5+NAC组 HCEC细胞相对增殖水平、TEER值和 Claudin1、ZO-1和 Occludin水平均降低（P<0.05），上清液中 IL-6、IL-8和 TNF-琢
水平均升高（P<0.05），HCEC细胞内 ROS相对水平、Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平均升高（P<0.05）。结论：PM2.5通过诱导炎症

和氧化应激反应的产生，破坏人角膜上皮细胞的屏障功能，并促进细胞自噬。
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Effects of PM2.5 on Barrier Function, Oxidative Stress Response and
Autophagy of Human Corneal Epithelial Cell*

To investigate the effects of PM2.5 on barrier function, oxidative stress response and autophagy of human

corneal epithelial cell and its molecular mechanism. Human corneal epithelial cells (HCEC) were treated with different concen-

trations of PM2.5 for 24 h. The cell proliferation level was detected by CCK8. Intracellular reactive oxygen species (ROS) were detected

by fluorescent labeling. The levels of IL-6, IL-8 and TNF-琢 were detected by ELISA kit. The changes of TEER in HCEC cells were de-

tected by transmembrane resistance assay (TEER). The protein expression levels of Beclin1, LC3 Ⅱ /I, Claudin1, Occludin and ZO-1

were detected by Western blot. Then HCEC cells were divided into control group, PM2.5 group, NAC group and PM2.5+NAC group,

and the cells of all groups were cultured for 24 h. Cell proliferation level, ROS, inflammatory factors, transmembrane resistance and

Western blot were subsequently detected. Compared with 0 滋g/mL, the relative proliferation level, TEER value, and the levels of

Claudin1, ZO-1 and Occludin protein of HCEC cells treated with 40 滋g/mL, 80 滋g/mL, 160 滋g/mL and 200 滋g/mL PM2.5 were de-

creased (P<0.05), and the levels of IL-6, IL-8 and TNF-琢 in supernatant were increased (P<0.05). The level of ROS and the protein levels
of Beclin-1 and LC3 Ⅱ /Ⅰ in HCEC cells were increased (P<0.05). Compared with the PM2.5 group, the relative proliferation level,

TEER value, and the levels of Claudin1, ZO-1 and Occludin protein of HCEC cells in PM2.5+NAC group was increased (P<0.05), the
levels of IL-6, IL-8 and TNF-琢 in supernatant were decreased (P<0.05), and the level of ROS and the protein levels of Beclin-1 and LC3
Ⅱ/Ⅰ in HCEC cells were decreased (P<0.05). Compared with the NAC group, the relative proliferation level, TEER value, and the lev-
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els of Claudin1, ZO-1 and Occludin protein of HCEC cells in PM2.5+NAC group was decreased (P<0.05), the levels of IL-6, IL-8 and
TNF-琢 in supernatant were increased (P<0.05), and the level of ROS and the protein levels of Beclin-1 and LC3Ⅱ/Ⅰ in HCEC cells

were increased (P<0.05). PM2.5 damages the barrier function of human corneal epithelial cells and promotes autophagy by

inducing inflammation and oxidative stress responses.

Particulate matter 2.5 (PM2.5); Human corneal epithelial cells (HCEC); Barrier function; Oxidative stress response; Au-

tophagy

前言

大气颗粒物（Particularmatter, PM）中直径小于或等于 2.5滋m
的细颗粒物称为 PM2.5，是空气中对人体健康危害最大的一类

污染物[1]。PM2.5因其体积小，特别容易穿过人体的防御系统，

直接损伤机体的组织和细胞[2]。随着工业的发展，大气中 PM2.5

含量日益增高，已经严重危害人类健康，特别是心血管、呼吸道

和肺部疾病，以及眼部相关疾病[3-5]。

眼角膜上皮层直接与外界接触，易受到损伤和感染[6]，角膜

上皮细胞在阻止病原体和微生物入侵中具有重要的作用[7]。研

究表明，角膜上皮屏障功能异常是眼科疾病发生发展的基础[8]。

紧密连接蛋白是角膜上皮细胞屏障功能维持的重要分子，其中

封闭蛋白 -1（Claudin-1）、闭合蛋白（Occludin)和闭锁小带蛋白

（Zonula occludens protein 1, ZO-1）是细胞紧密连接功能的重要

成员，研究显示 Claudin-1、Occludin和 ZO-1的表达水平直接

反映细胞的屏障功能[9-11]。角膜受损通常会引发炎症并伴随氧

化应激反应的发生，而细胞内活性氧（Reactive oxygen species,

ROS）水平的异常增高被认为是眼表疾病发生和发展的关键因

素[12]。最新研究显示细胞自噬可能与细胞紧密连接和屏障功能

有关，自噬通路相关蛋白 Beclin1和 LC3Ⅱ/Ⅰ能够调节上皮紧

密连接和屏障功能[13]。PM2.5作为诱发眼表疾病最主要的环境

因子之一，已被发现会诱导产生结膜充血和结膜水肿等眼表损

伤[14]。一项基于小鼠模型的研究证明 PM2.5与小鼠角膜炎症和

溃疡的发生密切相关[15]；也有研究表明 PM2.5与角膜中抗氧化

酶的增加和系统抗氧化活性的激活密切相关[16]；且 PM2.5诱导

的角膜上皮细胞损伤中被发现存在高水平的细胞自噬[17]，但是

具体的分子作用机制仍没有完全解析。本研究旨在探讨 PM2.5

对人角膜上皮细胞屏障功能、氧化应激反应以及自噬的影响，

并探讨可能的分子机制，以期为临床眼科疾病的防治提供理论

基础。

1 材料与方法

1.1 材料

人角膜上皮细胞系 HCEC（陕西省眼科医院眼底病研究所

提供），细颗粒物（PM2.5，ERM-CZ110）购自东莞市百顺生物科

技有限公司。DMEM培养液（美国 Sigma公司），CCK-8试剂盒

（C0038，上海碧云天生物技术股份有限公司），N-乙酰半胱氨

酸（N-acetyl-L-cysteine，NAC，S0077，上海碧云天生物技术股份

有限公司)，活性氧检测试剂盒（ROS，S0033S，上海碧云天生物

技术股份有限公司），Artemis阻抗谱 /TEER分析仪（美国 Loc-

sense 公司），一抗 Beclin1 （3738S）、LC3 Ⅱ /Ⅰ（4108S）、

Claudin1（4933S）、Occludin（91131S）和 ZO-1（5406S）（美国

CST公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞分组及处理 人角膜上皮细胞（HCEC）采用含10%

胎牛血清的 DMEM培养液培养，气相和温度培养条件 5% CO2

和 37℃。结合前期预实验结果，本研究选择 0滋g/mL、40 滋g/mL、
80 滋g/mL、160滋g/mL和 200 滋g/mL的 PM2.5溶液浓度，当细胞

融合至 80%时，分别加入终浓度为 0滋g/mL、40滋g/mL、80滋g/mL、
160 滋g/mL和 200 滋g/mL的 PM2.5溶液（每个浓度 3个复孔），

于 5% CO2 和 37℃下培养 24 h 后检测细胞活力和活性氧

水平。

PM2.5浓度选择实验中发现 PM2.5浓度为 160 滋g/mL时
适合诱导细胞损伤。将 HCEC细胞分为 4组：对照组、PM2.5

组、NAC组和 PM2.5+NAC组，其中 PM2.5组细胞培养基中加

入终浓度为 160 滋g/mL的 PM2.5溶液，NAC组细胞培养基中

加入终浓度为 5 滋mmol/mL的抗氧化剂 NAC，PM2.5+NAC组

细胞先加入终浓度为 5 滋mmol/mL的抗氧化剂 NAC培养 1 h

后再加入终浓度为 160 滋g/mL的 PM2.5溶液，对照组细胞培

养基加入等体积 PBS溶液，所有组细胞于 5% CO2和 37℃下

培养 24 h，后续进行细胞增殖水平、ROS、炎症因子、跨膜电阻

值和Western blot检测。

1.2.2 CCK8检测细胞增殖水平 如方法 1.2所述给予相应处

理 HCEC细胞后继续培养 24 h，然后每孔加入 10 滋L的 CCK8

工作液于细胞培养箱继续培养 2 h，于酶标仪 450 nm处测定吸

光度（A450），以 0 滋g/mL的 PM2.5或对照组的 A450值为参照

归一化处理各组 A450值，表示为相对细胞增殖水平。

1.2.3 荧光标记法检测细胞内活性氧水平 如方法 1.2所述

处理和培养后，分别采用 0.25%胰酶消化离心收集细胞，PBS

漂洗 2次，加入终浓度为 5 滋mol/L的 DCFH-DA，于 37℃下孵

育处理 30 min，PBS漂洗和再次重悬细胞，采用激光共聚焦显

微镜观察，并采用荧光分光光度计检测 DCF平均荧光强度，以

0 滋g/mL的 PM2.5或对照组的荧光强度为参照归一化处理各

组荧光强度，表示为细胞内 ROS相对水平。

1.2.4 ELISA检测炎症因子水平 如方法 1.2所述处理和培

养后，收集细胞培养液上清液，通过离心后取上清，采用 ELISA

试剂盒分别检测上清中 IL-6、IL-8和 TNF-琢的含量。
1.2.5 细胞跨膜电阻的测定 将处于对数生长期的 HECE细胞

按 4× 105个细胞 /孔的密度接种于Transwell小室（孔径 0.4滋m），
已不接种细胞的 Transwell小室作为空白对照。如方法 1.2所

述处理和培养细胞 24 h后，采用 Artemis阻抗谱 /TEER分析仪

测定各组细胞跨膜电阻值（Transepithelial electrical resistance,
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TEER），以空白对照 TEER 值为参照，按照公式计算细胞

TEER，TEER=（细胞组 TEER-空白对照 TEER）× Transwell小

室面积。

1.2.6 Western blot检测蛋白表达 收集如方法 1.2所述处理

和培养后的细胞，加入细胞裂解液处理并离心后收集细胞蛋白

上清，使用 BCA蛋白测定试剂盒对总蛋白进行蛋白定量，取蛋

白（20 滋g）加入电泳上样缓冲液，煮沸 5 min 后于 SDS-PAGE

电泳分离蛋白质，然后将蛋白转移至 PVDF膜，5%脱脂奶粉室

温封闭 1 h，加入 1：1000 稀释的一抗 Beclin1、LC3 Ⅱ /Ⅰ、

Claudin1、Occludin和 ZO-1，4℃孵育过夜。第二天用 TBST洗

膜 3次，每次 5 min，加入 1:5000稀释的 HRP标记的羊抗兔

IgG，室温孵育 1 h，洗涤后加入发光液显色，用 Bio-rad凝胶成

像系统拍照，用 Image J软件进行蛋白灰度值分析，以 茁-actin
作为参考蛋白。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0软件进行数据分析，结果表示为平均值±

SD（标准偏差）。多组间比较采用单因素方差分析（one-way

ANOVA），进一步两两比较采用 LSD-t检验，P<0.05表示差异
具有统计学意义。

2 结果

2.1 PM2.5对 HCEC细胞增殖的影响

CCK8 结果显示，不同浓度 PM2.5 处理后相对细胞增

殖水平差异具有统计学意义（F=193.43，P<0.001）（见图 1）。与

0 滋g/mL比较，40 滋g/mL（t=10.32，P<0.0001）、80 滋g/mL（t=13.
10，P<0.0001）、160 滋g/mL（t=36.71，P<0.0001）和 200 滋g/mL
（t=44.53，P<0.0001）的 PM2.5处理的 HCEC细胞相对增殖水

平均降低（P<0.05）。160 滋g/mL和 200 滋g/mL的 PM2.5处理的

HCEC细胞相对增殖水平无显著性差异，后期实验均选择 160

滋g/mL的 PM2.5浓度。

2.2 PM2.5对 HCEC细胞炎症反应变化的影响

细胞上清液炎症因子检测结果显示，不同浓度 PM2.5处理

后上清液中 IL-6、IL-8 和 TNF-琢 水平差异具有统计学意义
（F=270.15，F=337.16，F=142.17，P<0.0001）。与 0 滋g/mL比较，
40 滋g/mL、80 滋g/mL、160 滋g/mL和 200 滋g/mL的 PM2.5 处理

HCEC细胞后上清液中 IL-6、IL-8和 TNF-琢水平均升高（P<0.
05）。见图 2。

图 1 CCK8检测 HCEC细胞增殖水平

Fig.1 The proliferation level of HCEC cells was detected by CCK8

Note: Compared 0 滋g/mL, *P<0.05.

图 2 PM2.5对细胞炎症因子表达的影响

Fig.2 Effect of PM2.5 on the expression of cellular inflammatory factors

Note: Compared 0 滋g/mL, *P<0.05.

2.3 PM2.5对 HCEC细胞内活性氧水平的影响

细胞内 ROS检测结果显示，不同浓度 PM2.5处理后细胞

内 ROS相对水平差异具有统计学意义（F=423.10，P<0.0001）。
与 0 滋g/mL 比较，40 滋g/mL （t=17.00，P<0.0001）、80 滋g/mL
（t=26.69，P<0.0001）、160 滋g/mL （t=28.69，P<0.0001） 和 200

滋g/mL（t=33.56，P<0.0001）的 PM2.5 处理 HCEC 细胞内 ROS

相对水平均升高（P<0.05）。见图 3。

2.4 PM2.5对 HCEC细胞自噬蛋白表达的影响

不同浓度PM2.5处理后，与 0滋g/mL比较，40滋g/mL、80滋g/mL、
160 滋g/mL 和 200 滋g/mL 的 PM2.5 处理的 HCEC 细胞中

Be clin-1 和 LC3 Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表达量均升高（P<0.05）。见
图 4。

2.5 PM2.5对 HCEC细胞屏障功能的影响

不同浓度PM2.5处理后，与 0滋g/mL比较，40滋g/mL、80滋g/mL、
160 滋g/mL 和 200 滋g/mL 的 PM2.5 处理的 HCEC 细胞中

Claudin1、ZO-1 和 Occludin 蛋白相对表达量均降低（P<0.05），
HCEC细胞 TEER值均降低（P<0.05）。见图 5和图 6。

2.6 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞增殖的影响

与对照组比较，PM2.5 组 HCEC 细胞相对增殖水平降低

（t=33.66，P<0.05）；与 PM2.5组比较，PM2.5+NAC组 HCEC细
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图 3 PM2.5诱导对细胞内 ROS生成的影响

Fig.3 Effect of PM2.5 induction on intracellular ROS production

Note: Compared 0 滋g/mL, *P<0.05.

图 4 PM2.5对细胞自噬蛋白（Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ）表达的影响

Fig.4 Effect of PM2.5 on the expression of autophagy proteins (Beclin-1 and LC3Ⅱ/Ⅰ)

Note: Compared 0 滋g/mL, *P<0.05.

图 5 PM2.5对细胞屏障标志蛋白（Claudin1、ZO-1和 Occludin）表达的影响

Fig.5 Effect of PM2.5 on the expression of cell barrier marker proteins (Claudin1, ZO-1 and Occludin)

Note: Compared 0 滋g/mL, *P<0.05.

胞相对增殖水平升高（t=10.02，P<0.05）；与 NAC组比较，PM2.

5+NAC组 HCEC细胞相对增殖水平降低（t=4.35，P<0.05）。见
图 7。
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图 6 PM2.5对 HCEC细胞跨膜电阻值（TEER）的影响

Fig.6 Effect of PM2.5 on the TEER of HCEC cells

Note: Compared 0 滋g/mL, *P<0.05.

2.7 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞炎症反应变化的影响

与对照组比较，PM2.5 组 HCEC 细胞上清液中 IL-6、IL-8

和 TNF-琢水平均升高（P<0.05）；与 PM2.5组比较，PM2.5+NAC

组 HCEC 细胞上清液中 IL-6、IL-8 和 TNF-琢 水平均降低
（P<0.05）；与 NAC组比较，PM2.5+NAC组 HCEC细胞上清液

中IL-6、IL-8和 TNF-琢水平均升高（P<0.05）。见图 8。

图 7 CCK8检测 HCEC细胞增殖水平

Fig.7 The proliferation level of HCEC cells was detected by CCK8

Note: Compared control group, *P<0.05;
Compared PM2.5 group, #P<0.05; Compared NAC group, &P<0.05.

图 8 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞炎症因子（IL-6、IL-8和 TNF-琢）表达的影响
Fig.8 Effect of NAC on the expression of PM2.5-induced inflammatory cytokines (IL-6, IL-8 and TNF-琢) in HCEC cells

Note: Compared control group, *P<0.05; Compared PM2.5 group, #P<0.05; Compared NAC group, &P<0.05.

2.8 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞内活性氧水平的影响

与对照组比较，PM2.5组 HCEC细胞内 ROS相对水平升

高（t=29.56，P<0.05）；与 PM2.5 组比较，PM2.5+NAC 组 HCEC

细胞内 ROS相对水平降低（t=17.64，P<0.05）；与 NAC组比较，

PM2.5+NAC 组 HCEC 细胞内 ROS 相对水平升高（t=34.89，

P<0.05）。见图 9。

图 9 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞内 ROS生成的影响

Fig.9 Effect of NAC on HCEC intracellular ROS production induced by PM2.5

Note: Compared control group, *P<0.05; Compared PM2.5 group, #P<0.05; Compared NAC group, &P<0.05.

2.9 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞自噬蛋白表达的影响

与对照组比较，PM2.5组 HCEC细胞中 Beclin-1和 LC3Ⅱ/

Ⅰ蛋白相对表达量均升高（P<0.05）；与 PM2.5组比较，PM2.

5+NAC组 HCEC细胞中 Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表达量

均降低（P<0.05）；与 NAC组比较，PM2.5+NAC组 HCEC细胞中

Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白相对表达量均升高（P<0.05）。见图10。
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2.10 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞屏障功能的影响

与对照组比较，PM2.5组 HCEC细胞中 Claudin1、ZO-1和

Occludin蛋白相对表达量均降低（P<0.05），HCEC细胞 TEER

值均降低（P<0.05）；与 PM2.5组比较，PM2.5+NAC组 HCEC

细胞中 Claudin1、ZO-1 和 Occludin 蛋白相对表达量均升高

（P<0.05），HCEC细胞 TEER值均升高（P<0.05）；与 NAC组比

较，PM2.5+NAC 组 HCEC 细胞中 Claudin1、ZO-1 和 Occludin

蛋白相对表达量均降低（P<0.05），HCEC细胞 TEER值均降低

（P<0.05）。见图 11和图 12。

图 10 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞自噬蛋白（Beclin-1和 LC3Ⅱ/Ⅰ）表达的影响

Fig.10 Effect of NAC on the expression of autophagy proteins (Beclin-1 and LC3Ⅱ/Ⅰ) in HCEC cells induced by PM2.5

Note: Compared control group, *P<0.05; Compared PM2.5 group, #P<0.05; Compared NAC group, &P<0.05.

图 11 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞屏障标志蛋白（Claudin1、ZO-1和 Occludin）表达的影响

Fig.11 Effect of NAC on the expression of barrier marker proteins (Claudin1, ZO-1 and Occludin) in HCEC cells induced by PM2.5

Note: Compared control group, *P<0.05; Compared PM2.5 group, #P<0.05; Compared NAC group, &P<0.05.

图 12 NAC对 PM2.5诱导的 HCEC细胞跨膜电阻值（TEER）的影响

Fig.12 Effect of PM2.5 on the TEER of HCEC cells induced by PM2.5

Note: Compared control group, *P<0.05;
Compared PM2.5 group, #P<0.05; Compared NAC group, &P<0.05.

3 讨论

随着城市发展和机动车的增加，大气污染日益严重，PM2.5

指数作为空气质量最重要的指标已经在全国各大城市实行了

实时监测。大量研究表明，PM2.5与呼吸系统疾病的发生发展

存在密切相关性[15]。眼睛是长期暴露在环境中的器官，也时刻

遭受着环境中 PM2.5的损害[16]。

多环芳烃和过度金属是 PM2.5 中两大类重要的成分，对

PM2.5毒性起决定性作用[17]。有研究表明 PM2.5能够诱导细胞

氧化应激和炎症反应，影响细胞正常的生理功能，其中细胞

ROS的生成和 PM2.5的成分与细胞损伤程度高度相关[18,19]。研

究表明，ROS能诱导 DNA损伤和细胞膜通透性的改变，与细

胞屏障功能损伤相关，Wang等[20]研究发现和厚朴酚通过抑制

炎症和氧化应激改善结肠上皮细胞屏障功能；Anupama等[21]研

究发现，阻断氧化应激反应可防止屏障功能丧失，有助于内皮

性角膜营养不良的治疗。本研究采用不同浓度的 PM2.5处理

HCEC细胞，结果显示 HCEC细胞内 ROS生成量与 PM2.5呈

现浓度依赖性增高，且细胞增殖活性随着 PM2.5浓度的升高而

降低；通过对 PM2.5处理的 HCEC细胞再加入抗氧化剂 NAC

处理，结果显示 HCEC细胞内 ROS生成量相较于单一 PM2.5

处理显著降低，且细胞增殖活性恢复。该结果表明 PM2.5可能诱

导了 HCEC细胞氧化应激反应的产生，并抑制细胞增殖活性。

角膜上皮细胞间以紧密连接是角膜上皮屏障功能的基础，
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Claudin1、ZO-1和 Occludin是上皮细胞紧密连接相关的重要基

因，其表达水平与上皮极化和屏障形成有关[22]。有研究显示，

Claudin-1是皮肤正常屏障功能所必需的，它能够通过表皮中

的紧密连接来调节调节上皮细胞渗透性，Zhang等[9]研究显示

抗炎细胞因子 IL-37通过促进 ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 蛋

白表达来防止高渗应激下角膜上皮屏障的破坏。ZO-1是一种

重要的支架蛋白，其将紧密连接跨膜蛋白 Claudin1和 Occludin

连接至肌动蛋白细胞骨架[23]。本研究采用不同浓度的 PM2.5处

理 HCEC细胞，结果显示随着 PM2.5处理浓度的升高，HCEC

细胞中 Claudin1、ZO-1和 Occludin蛋白表达量呈剂量依赖性

降低，表明 PM2.5可损伤 HCEC的细胞紧密连接功能，进而破

坏细胞屏障功能。而再给予 NAC 处理后，HCEC 细胞中

Claudin1、ZO-1 和 Occludin 蛋白表达量均升高，该结果表明

PM2.5对 HCEC细胞紧密连接功能的抑制作用可能与细胞内

ROS的大量生成有关，但具体分子机制还需要进一步研究。

细胞跨膜电阻（TEER）是指针对细胞屏障功能进行电学跨

膜电阻的监测，研究显示，TEER能够间接的反映细胞屏障功

能，如血脑屏障、消化道屏障和视网膜屏障等[24,25]，TEER值降低

则表示屏障功能遭受破坏[26,27]。本研究通过检测 PM2.5处理后

的 HCEC细胞的 TEER值，结果显示，随着 PM2.5处理浓度的

升高 HCEC细胞的 TEER值呈剂量依赖性降低，表明 PM2.5

一定程度上损伤了细胞屏障功能。当再给予 NAC 处理后，

HCEC细胞的 TEER值随之升高，该结果表明 PM2.5对 HCEC

细胞 TEER值的影响作用可能与细胞内 ROS的生成有关。本

研究还探究了 PM2.5对细胞自噬的影响，自噬是溶酶体介导的

细胞内分解代谢机制，而细胞自噬也被认为是细胞功能受损的

病理学变化[28]。Guan等[29]发现 PM2.5及其水溶性成分可通过

NLRP3炎性小体诱导细胞自噬和炎症反应引发脾脏损伤；Chu

等[30]研究表明 琢-MSH通过上调 EGFR表达降低 HCEC细胞的

自噬水平，进而改善病变，恢复眼表功能。本研究结果显示，

PM2.5能够促进 HCEC细胞中 Beclin1和 LC3Ⅱ/Ⅰ的蛋白表

达水平，表明 PM2.5诱导了细胞自噬水平升高；NAC处理后，

HCEC细胞中 Beclin1和 LC3Ⅱ/Ⅰ的蛋白表达水平降低，表明

NAC处理能够抑制 PM2.5诱导的细胞自噬水平，该结果也表

明 PM2.5对 HCEC细胞自噬的影响可能与细胞内 ROS的生

成有关，但该作用是否还涉及其他的分子调控仍需未来进一步

的研究。

综上所述，本研究证实了 PM2.5对 HCEC细胞屏障功能

的损伤作用，并促进炎症反应和细胞自噬，该作用可能与 PM2.

5诱导 HCEC细胞产生氧化应激反应有关。
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升高可能表明炎症反应强烈[9]。在 ATAAD手术中，强烈的炎症

反应可能导致肺部炎症和肺水肿，进而影响肺部的气体交换功

能，引发低氧血症[10,11]。hs-CRP是一种炎症反应的标志物，hs-CRP

水平升高可能表明存在动脉粥样硬化或心血管疾病 [12,13]。在

ATAAD手术中，如果存在动脉粥样硬化或心血管疾病，可能

影响手术效果和术后恢复。

ROC结果显示，BMI、白细胞、ALT、IL-6、hs-CRP及列线图

预测模型的 AUC 分别为 0.800、0.867、0.661、0.639、0.829、

0.974。AUC值越接近 1，表明模型的预测能力越强，由此看出

列线图预测模型的预测能力最强，而在 Bootstrap法（B=1000）

的内部验证中也发现该模型具有较好的预测能力。此外，该模

型的决策曲线净收益高于两条无效线，这表明该模型具有较好

的风险与收益比。

综上所述，高 BMI、白细胞、ALT、IL-6、hs-CRP水平是导致

ATAAD术后发生低氧血症的独立危险因素，并且通过这些因

素构建的列线图预测模型，可以有效地预测患者术后发生低氧

血症的风险。
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