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奥克托今及其主要合成中间体对中国仓鼠
肺细胞凋亡和氧化应激的影响
郭旺旺，刘进仁，范小琳，王鸿，牛浩，高俊宏

兵器工业卫生研究所毒理技术研究室，陕西  西安  710065

摘要 ：

［背景］　奥克托今（HMX）是当今综合性能最好的单质炸药。有研究发现 HMX 可影响职业暴
露者神经行为功能和周围神经传导速度。3，7- 二硝基 -1，3，5，7- 四氮杂双环［3，3，1］壬
烷（DPT）是合成 HMX 的主要中间体，但目前国内外关于 DPT 的毒性研究尚未见报道。

［目的］　探讨 HMX 及 DPT 对中国仓鼠肺细胞（CHL）细胞凋亡及氧化应激水平的影响。

［方法］　应用含有 0、31.25、62.50、125、250、500 mg·L-1 质量浓度（后称浓度）的 HMX、DPT

分别对体外培养的 CHL 染毒 24 h，利用 CCK-8 法检测细胞活力 ；Annexin V-FITC/PI 双染法检
测细胞凋亡情况 ；DCFH-DA 荧光探针检测细胞内活性氧（ROS）荧光强度。采用抗氧化剂
干预，即 2.5 mmol·L-1 N- 乙酰半胱氨酸（NAC）预处理 CHL 4 h，经 120 mg·L-1 DPT 染毒 24 h 后检
测细胞活力和凋亡情况。

［结果］　 细胞活力检测结果显示 DPT 对 CHL 的半数抑制浓度为 119.55 mg·L-1。当 DPT 浓度
为 250 mg·L-1 时，细 胞 活 力 下 降 至（17.95±2.18）% ；HMX 浓 度 为 500 mg·L-1 时，细 胞 活 力
为（83.34±3.03）%。细胞凋亡结果显示，与各自对照组相比，各染毒组的凋亡率均随染
毒 剂 量 增 加 而 逐 渐 升 高（P < 0.05）。62.50~500 mg·L-1 范 围 内，HMX 导 致 的 细 胞 凋 亡 率 由

（15.63±0.58）% 缓 慢 升 至（37.00±1.25）%，而 DPT 引 起 的 细 胞 凋 亡 率 从（33.75±0.57）% 迅
速升至（96.57±0.53）%。细胞内 ROS 检测结果显示，HMX 和 DPT 均能引起细胞内 ROS 水平
升 高。但 HMX 引 起 细 胞 内 ROS 变 化 较 小，250、500 mg·L-1 HMX 组 细 胞 内 ROS 荧 光 强 度 分
别 为 103.96±5.59 和 119.61±4.42，而 相 同 剂 量 DPT 组 的 ROS 荧 光 强 度 分 别 为 238.52±7.15

和 451.02±13.02（P < 0.05）。另外，NAC 干预可有效缓解 DPT 引起的细胞活力抑制和凋亡，
NAC 预 处 理 +DPT 组 的 细 胞 活 力、凋 亡 率 为（76.41±4.91）%、（16.85±0.12）%，而 DPT 组 为

（48.02±2.63）%、（62.67±8.49）%（P < 0.05）。

［结论］　相同剂量下 DPT 对 CHL 的毒性大于 HMX，高剂量 DPT 引起细胞内 ROS 水平升高，导
致细胞凋亡。

关键词 ：奥克托今 ；3，7- 二硝基 -1，3，5，7- 四氮杂双环［3，3，1］壬烷 ；职业暴露 ；细胞
凋亡 ；活性氧
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Abstract: 

[Background] Octogen (HMX) is the best comprehensive explosive compound at present. Studies 
have found that HMX can affect the neurobehavioral function and peripheral nerve conduction 
velocity of occupational exposure groups. 3, 7-dinitro-1, 3, 5, 7-tetraazabicyclo[3, 3, 1]nonane (DPT) 
is the main intermediate of HMX synthesis, but the toxicities of DPT have been rarely reported across 
the world.

[Objective] This experiment investigates the effects of HMX and DPT on apoptosis and oxidative 
stress of Chinese hamster lung cells (CHL). 

[Methods] Degsined doses (0, 31.25, 62.50, 125, 250, and 500 mg·L-1) of HMX and DPT were 
applied to treat CHL cultured in vitro for 24 h. CCK-8 method was used to detect cell viability, 
Annexin V-FITC/PI double staining assay for cell apoptosis, and DCFH-DA fluorescent probe for 
intracellular reactive oxygen species (ROS). Furthermore, having been pretreated with 2.5 mmol·L-1 
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N-acetyl cysteine (NAC) for 4 h and administered with 120 mg·L-1 DPT for 24 h, the cell viability and apoptosis of CHL were detected. 

[Results] The results of cell viability assay showed that the half inhibitory concentration of DPT on CHL was 119.55 mg·L-1. DPT at 250 mg·L-1 
decreased the cell viability to (17.95±2.18) %, and 500 mg·L-1 HMX decreased it to (83.34±3.03) %. Compared with corresponding control 
groups, the apoptosis rates of the exposure groups increased gradually with the exposure dose rising (P < 0.05). The apoptosis rate of the 
62.50-500 mg·L-1 HMX exposure groups increased moderately from (15.63±0.58) % to (37.00±1.25) %, while that of the 62.50-500 mg·L-1 
DPT exposure groups increased drastically from (33.75±0.57) % to (96.57±0.53) %. Both HMX and DPT increased intracellular ROS levels. 
However, HMX caused a smaller change of ROS levels than DPT did. The ROS intensity were 103.96±5.59 and 119.61±4.42 at 250 and 
500 mg·L-1 HMX, and 238.52±7.15 and 451.02±13.02 at 250 and 500 mg·L-1 DPT, respectively (P < 0.05). In addition, the NAC intervention 
effectively alleviated the cell viability inhibition and apoptosis caused by the DPT exposure. The cell viability and apoptosis rate of the 
NAC pretreatment+DPT group were (76.41±4.91) % and (16.85±0.12) %, while those of the DPT group were (48.02±2.63) % and (62.67±8.49) %, 
respectively (P < 0.05).

[Conclusion] The toxicity of DPT to CHL is higher than that of HMX at the same dose. DPT at a high concentration could increase cell 
apoptosis of CHL via elevating intracellular ROS.

Keywords: octogen; 3, 7-dinitro-1, 3, 5, 7-tetraazabicyclo[3, 3, 1]nonane; occupational exposure; apoptosis; reactive oxygen species

奥克托今，即 1，3，5，7- 四硝基 -1，3，5，7- 四氮杂
环 辛 烷（1，3，5，7-tetranitro-1，3，5，7-tetraazacyclooctane，
HMX），是当今综合性能最好的单质炸药，在国防工业
和国民经济建设中得到广泛应用［1］。动物实验研究表
明，小鼠急性经口染毒 HMX 的半数致死剂量（median 

lethal dose，LD50）为 2 710 mg·kg-1（ 以 体 重 计 ），大 鼠
LD50 为 7 360 mg·kg-1（以体重计）［2］。小鼠急性经口染
毒 5 000 mg·kg-1（以体重计）HMX 8 h 后，出现听觉刺激
敏感性增高，过度兴奋、频繁抽搐等神经毒性症状［3］。
HMX 的人群暴露资料显示，HMX（13.15 mg·m-3）暴露
者以神经行为改变为主，主要表现为头疼、记忆力减
退等［3］，工作场所空气中 HMX 时间加权平均容许浓度
为 2 mg·m-3，短时间接触容许浓度为 4 mg·m-3［4］。

3，7- 二 硝 基 -1，3，5，7- 四 氮 杂 双 环［3，3，1］
壬 烷［3，7-dinitro-1，3，5，7-tetraazabicyclo[3，3，1]
nonane，DPT］是合成 HMX 的重要中间体［5-7］。在实际作
业场所，HMX 和 DPT 均以气溶胶形式存在于粉尘中，
作业人员的暴露途径以吸入为主［8］。因此，迫切需要
研究 HMX 和 DPT 的毒性及其毒作用机制，为科研、生
产人员的职业防护提供依据。本课题以中国仓鼠肺细
胞（Chinese hamster lung cells，CHL）为研究对象，进
行不同浓度 HMX 和 DPT 染毒，探讨两种物质对 CHL 的
毒性及其机制。

1   材料与方法
1.1   主要仪器与试剂 

CO2 培养箱（SHELLAB 公司，美国），倒置显微镜
（Carl Zeiss AG 公司，德国），Enspire 2300 多功能酶标

仪（珀金埃尔默股份有限公司，美国），流式细胞仪
（BD 公司，美国），激光共聚焦显微镜（莱卡公司，德

国）；DMEM 高糖培养液、胰酶消化液（Hyclone 公司，
美国），胎牛血清、青 - 链霉素（Invitrogen 公司，美国），
DCFH-DA 荧光探针（碧云天生物技术公司，中国），N-

乙酰半胱氨酸（N-acetyl cysteine，NAC）（碧云天生物
技术公司，中国），CCK-8 试剂盒（上海翊圣生物科技
有 限 公 司，中 国 ），Annexin V-FITC/PI 细 胞 凋 亡 试 剂
盒（上海七海复泰生物科技有限公司，中国）。HMX

和 DPT 由西安近代化学研究所提供，纯度为 99%，用
DMSO（西安试剂公司，中国）溶解至 1 g·L-1 备用。
1.2   细胞培养 

CHL 购于中科院上海细胞库，培养在完全培养液
中（含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 - 链霉素混合液的
DMEM 高糖培养液），在 5% CO2、37℃、饱和湿度的细
胞培养箱中培养。选取对数生长期细胞进行试验，支
原体检测结果为阴性。
1.3   分组与处理 

HMX 和 DPT 染 毒 试 验 各 设 5 个 染 毒 剂 量 组 和 1

个对照组。染毒剂量分别为 31.25、62.50、125、250、
500 mg·L-1，对照组为完全培养液处理 ；染毒 24 h。

抗氧化剂 NAC 干预 ：用含 2.5 mmol·L-1 NAC 的细
胞培养液孵育细胞 4 h，弃去含 NAC 的培养液，用 PBS

洗细胞 2 次，再用 120 mg·L-1 DPT 染毒 24 h。分别设对
照组（完全培养液处理）、NAC 预处理 +DPT 组、DPT 组

（120 mg·L-1）。
1.4   指标与方法 
1.4.1   细胞活力检测   细胞活力检测采用 CCK-8 试剂
盒。将 CHL 按 2.5×104 个 ·mL-1、每 孔 200 μL 接 种 于 96

孔 板。HMX 或 DPT 染 毒 细 胞 24 h 后，每 孔 加 入 10 μL 

CCK-8 试剂，继续孵育 2 h。在 450 nm 处利用酶标仪检
测光密度值（D），细胞活力 =D 实验组 /D 对照组 ×100%。每



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2020, 37(8)810

www.jeom.org

个剂量设 5 个复孔，试验独立重复 3 次。
1.4.2   细胞凋亡检测   采用 Annexin V-FITC/PI 双染法，
将 CHL 以 2.5×104 个 ·mL-1、每孔 500 μL 接种于 24 孔培
养板。HMX 或 DPT 染毒细胞 24 h 后，收集上清液，并
用不含 EDTA 的胰酶消化所有细胞，用预冷的 PBS 洗细
胞 2 次，用 binding buffer 重悬细胞，加入 Annexin V 室
温避光孵育 15 min，加入 PI 染料，冰上孵育 5 min 后用
流式细胞仪检测细胞凋亡情况。细胞凋亡率 =（早期
凋亡细胞数 + 晚期凋亡细胞数）/ 细胞总数 ×100%。试
验独立重复 3 次。
1.4.3   细胞内 ROS 检测   将 CHL 以 2.5×104 个 ·mL-1、每孔
500 μL 接种于 24 孔培养板。将 HMX 或 DPT 染毒 24 h 后
的细胞收集于离心管，将 DCFH-DA 探针用不含酚红、不
含胎牛血清的 DMEM 高糖培养液稀释至 1 mmol·L-1，细
胞培养箱内孵育 15 min，避光条件下用预冷 PBS 洗细胞
2 次，PBS 重悬，采用流式细胞仪检测荧光强度。试验独
立重复 3 次。
1.4.4   NAC 干预   分别检测对照组、NAC 预处理 +DPT

组、DPT 组的细胞活力和细胞凋亡情况。
1.5   统计学分析 

采用 SPSS 13.0 软件进行统计分析，数据以 x±s 表
示，组间均数比较采用单因素方差分析，两两比较采
用 LSD 检验。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   HMX 和 DPT 对 CHL 活力的影响 

细胞活力检测结果显示相同剂量条件下，DPT 对
细胞的毒性更强并且呈现一定的剂量效应关系。DPT

对 CHL 的半数抑制浓度（half-inhibitory concentration，
IC50）为 119.55 mg·L-1，其 95% CI 为（70.68，278.30） mg·L-1。
当DPT浓度为125 mg·L-1 时，细胞活力为（57.33±2.00）% ；
浓度为 250 mg·L-1 时，细胞活力下降至（17.95±2.18）% ；
浓度为 500 mg·L-1 时继续下降不明显。HMX 没有表现
出太大的细胞毒性，500 mg·L-1 浓度时，CHL 细胞活力
为（83.34±3.03）%，与对照组相比，差异有统计学意
义（P < 0.05），其余各组差异均无统计学意义，见图 1。
2.2   HMX 和 DPT 对 CHL 细胞凋亡和 ROS 的影响 

与 各 自 对 照 组 相 比，DPT 和 HMX 各 染 毒 组 的
凋 亡 率 均 随 染 毒 剂 量 增 加 而 逐 渐 升 高（P < 0.05）。
62.50~500 mg·L-1 范 围 内 HMX 导 致 的 细 胞 凋 亡 率 由

（15.63±0.58）% 缓 慢 升 至（37.00±1.25）%，而 DPT 引
起的细胞凋亡率从（33.75±0.57）% 迅速升至（96.57± 

0.53）%，在相同剂量下，DPT 对 CHL 细胞凋亡的影响
大于 HMX（均 P < 0.05）。见表 1。

细 胞 内 ROS 检 测 结 果 显 示，HMX 和 DPT 均 能 引
起细胞内 ROS 水平升高。但 HMX 引起细胞内 ROS 变
化 较 小，250、500 mg·L-1 剂 量 下 细 胞 内 ROS 荧 光 强
度 分 别 为 103.96±5.59 和 119.61±4.42 ；而 相 同 剂 量
的 DPT 组细胞内 ROS 荧光强度分别为 238.52±7.15 和
451.02±13.02，约是前者的 2.3 倍和 3.8 倍（P < 0.05）。
在≤ 62.50 mg·L-1 剂量范围内，HMX 引起的细胞内 ROS

荧光强度略高于 DPT（P < 0.05）。见表 1。

 

［注］* ：与对照组相比，P < 0.05，# ：相同剂量的DPT与HMX比较，P < 0.05。
图 1   HMX 和 DPT 对 CHL 细胞活力的影响（n=3）

Figure 1   Effects of HMX and DPT on the viability of CHL (n=3)

表 1   HMX 和 DPT 对 CHL 细胞凋亡和 ROS 的影响（n=3）
Table 1   Effects of HMX and DPT on apoptosis and ROS of CHL (n=3)

质量浓度 /
（mg·L-1）

细胞凋亡率 /% ROS 荧光强度
HMX DPT HMX DPT

0 0.33±0.21 0.38±0.23 4.41±0.11 4.43±0.03

31.25 9.07±0.38* 19.80±1.02*# 42.72±1.53* 23.98±1.45*#

62.50 15.63±0.58* 33.75±0.57*# 54.01±2.20* 42.87±3.89*#

125 27.94±1.64* 68.53±1.09*# 57.15±1.32* 71.18±3.88*#

250 29.77±1.52* 84.08±1.48*# 103.96±5.59* 238.52±7.15*#

500 37.00±1.25* 96.57±0.53*# 119.61±4.42* 451.02±13.02*#

［注］* ：与对照组相比，P < 0.05 ；# ：相同剂量的DPT与HMX比较，P < 0.05。

2.3   NAC 可减弱 DPT 诱导的 CHL 凋亡 
结果显示，对照组的细胞活力和凋亡率分别为

（100±0.80）%、（4.75±0.40）% ；NAC 预 处 理 +DPT 组、
DPT 组的细胞活力为（76.41±4.91）%、（48.02±2.63）%，
凋亡率分别为（16.85±0.12）%、（62.67±8.49）%，与对
照组相比，差异具有统计学意义（P < 0.05）。 

3   讨论
本 研 究 结 果 显 示，HMX 对 CHL 的 毒 性 较 DPT

小。有 文 献 报 道 HMX 对 大 鼠 经 口 染 毒 的 LD50 大 于
5 000 mg·kg-1，前期研究发现 DPT 对大鼠经口染毒 LD50
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约为 2 802 mg·kg-1［9-10］，这一结果与两种化学品对 CHL

的抑制趋势一致。进一步研究发现两种化学品均能引
起 CHL 凋亡，但 DPT 的作用能力更强。同时发现两种
化学品可使细胞内 ROS 水平出现不同程度的升高。但
在≤ 62.50 mg·L-1 剂量范围内，两种物质引起的细胞内
ROS 变化水平相近，但细胞活力表现出了差异，说明
在低剂量暴露条件下，DPT 引起的细胞活力抑制可能
与其引起的细胞内 ROS 变化无关。在高于 125 mg·L-1

剂量时，DPT 引起细胞内 ROS 水平快速上升，同时细
胞活力大幅降低。NAC 是一种常见的抗氧化剂，在本
研究中利用 NAC 预处理 CHL 后，发现 120 mg·L-1 DPT 对
细胞活力的抑制程度下降，并且 DPT 引起细胞凋亡的
能力也下降。说明在较大剂量暴露时，细胞损伤和凋
亡与 DPT 引起的细胞内 ROS 水平升高有关。

通常化学品或抗肿瘤药物通过诱导细胞凋亡
达到抑制其生长的作用，凋亡与细胞活力抑制呈正
相关［11］。在本研究中 HMX 对 CHL 的细胞毒性较小，
500 mg·L-1 剂量染毒 24 h 后细胞活力仅被抑制 16.66%，
而在相同染毒条件下细胞凋亡率却高达 37.00%。可以
看出，HMX 引起的细胞凋亡并没有导致细胞活力发生
相应的变化。可能是因为低溶解度的 HMX 在培养液
中析出并黏附在细胞表面，影响了 Annexin V 与细胞
膜磷脂酰丝氨酸的结合。

ROS 在细胞内具有双向作用，即正常生理水平的
ROS 作为细胞内氧化还原信号分子，发挥信号传递作
用。而过量的 ROS 会引起细胞内生物大分子氧化修
饰，影响其结构和功能，最终引起细胞损伤［12-14］。细
胞凋亡是过量 ROS 引起正常细胞不良结局之一，其机
制与 ROS 引起的以死亡分子 / 死亡受体、肿瘤坏死因
子 / 肿瘤坏死因子受体、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导
配体等死亡受体通路激活，线粒体膜通透性增加、通
透性转运通道开放、细胞色素 C 和凋亡诱导因子释放
为特点的线粒体凋亡通路激活［15-17］，丝裂原活化蛋白
激酶超家族相关的应激活化蛋白激酶介导的凋亡通
路激活［18］等诸多因素有关。DPT 如何引起 CHL 内 ROS

水平升高以及通过何种机制诱导细胞凋亡，对于研究
DPT 职业危害特征和职业防护具有重要意义，也将是
下一步的研究重点。
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