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摘要       大气污染物是心肺系统疾病的重要风险因子,然而其对代谢系统疾病(如糖尿病等)的影响尚不明确.
我国大气污染形势严峻,糖尿病患病人口基数大,对应疾病负担严重,因而研究大气污染物暴露对糖尿病发病

及病理进程影响机制十分必要. 现有的研究证据对回答心血管异常疾病患者对于大气污染物是否易感,以及大

气污染物是否会通过特定生物机制通路而加剧血糖代谢异常病理进程等问题仍存在不足. 本研究组基于已有

研究结果以及以往研究局限性,建立针对上述科学问题的前瞻性定组研究(SCOPE).本研究针对糖尿病前期及

健康对照人群, 通过1年间4次重复随访采样分析大气污染物的健康效应, 对环境暴露及健康终点进行综合评

价,并比较两组人群对大气污染响应的效应差异. 健康终点评价方面,通过生物标志物测量血糖代谢异常、胰

岛素抵抗、内皮功能损伤、系统性炎症等多种生物机制通路损伤. 环境暴露方面,对颗粒物组分及粒径进行精

细测量, 同时加入个体水平暴露评价. 本研究有助于深入探索大气污染物对心血管代谢异常人群的健康效应,
及其对应的机制通路.
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全球疾病负担研究表明,大气颗粒物是我国排名

第4的过早死亡风险因子[1]. 本研究组基于嵌套网格空

气质量预报系统(nested air quality prediction modeling
system, NAQPMS)评估得到 , 空气动力学粒径小于

2.5 μm的颗粒物(PM2.5)暴露可导致我国137万成年人

过早死亡[2]. 上述风险评估均基于现有的毒理学及流

行病学研究证据,仅关注呼吸系统及心血管系统相关

疾病,而未考虑以Ⅱ型糖尿病为代表的代谢系统疾病,

因而估算可能存在低估.
2010年,我国成年人中糖尿病及糖尿病前期的年

龄校正患病率分别为11.6%及50.1% (约合1.139及4.934
亿人)[3]. 最新的全国范围内前瞻性研究发现, 糖尿病

患病人群的心血管及其他疾病死亡风险均显著高于

未患病人群[4]. 我国庞大的糖尿病患病人口基数及其

对应的沉重疾病负担,使得研究大气污染物等患病风

险因子变得尤为重要. 基于以上, 本研究组重点关注
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如下两方面科学问题: 心血管代谢异常的个体是否对

大气污染物更加易感? 大气污染物是否会加剧心血管

代谢异常疾病的进程?
已有研究提示,大气污染物暴露对Ⅱ型糖尿病的

发病进程存在贡献. 基于美国地区的横断面研究表

明, PM2.5浓度每升高10 μg/m3对应Ⅱ型糖尿病患病率

增加1%[5]. 德国[6]及美国[7]的两个女性人群队列研究

均表明长期暴露交通源污染物(如PM2.5及NO2等)与Ⅱ

型糖尿病患病风险增加相关. 一项加拿大的队列研究

也表明,低浓度的PM2.5暴露可增加Ⅱ型糖尿病的患病

风险[8]及死亡率[9].
少数研究试图探索上述损伤效应背后可能的机制

通路. O’Neill等人[10]发现,日均黑碳(black carbon, BC)
及PM2.5暴露浓度与Ⅱ型糖尿病患者的血管内皮功能

相关生物标志物水平存在正相关关系. 一项在台湾横

断面研究发现, 空气动力学粒径小于10 μm的颗粒物

(PM10)年均浓度增加与血糖及血脂代谢异常相关, 表
现为总胆固醇、甘油三酯、空腹血糖、糖化血红蛋白

等指标浓度升高,该损伤效应在不同年龄段的成年人

均有表现[11,12]. 一项在伊朗儿童中开展的研究也表明,
连续7天的PM10累积暴露与炎症、氧化应激、胰岛素

抵抗等相关生物标志物水平增加相关,且校正多个潜

在混杂因子后效应依然显著[13]. 部分前瞻性研究提示,
颗粒物的各粒径段均与胰岛素抵抗指数(homeostasis
model assessment-insulin resistance, HOMA-IR)、胰岛

素、甘油三酯、低密度脂蛋白等浓度增加以及心率

变异率(heart rate variability, HRV)、血管弹性、血管

扩张能力降低显著相关[9,14~16]. 近年来也有部分研究

采用脉搏波分析及反应性充血指数等指标探索大气

污染物对血管内皮功能的损伤,对相关机制通路进行

更全面的评价[17~19].
已有研究对上述科学问题进行了探索,但在大气

污染物暴露对心血管代谢异常个体的健康损伤问题

中仍存在局限性. (ⅰ)大部分研究均为横断面等描述

性研究设计,难以探索大气污染物浓度的动态变化作

用于代谢系统的因果关系. (ⅱ)研究缺乏对心血管代

谢异常及健康个体在大气污染物暴露后的效应响应

的比较. (ⅲ)早期研究中作为健康终点的机制通路生

物标志物十分有限,难以对心血管代谢状态的变化进

行完善评价. 最后, 现有研究对于个体水平的颗粒物

PM2.5精细组分和粒径的健康效应评估仍存在不足.
人群定组研究设计对于弥补上述不足存在多方

面的优势. (ⅰ)定组研究可理解为在短时间内完成的

高强度前瞻性研究,对于受试个体的重复测量尽可能

排除了个体间差异所带来的影响,在因果推断能力上

优于横断面及病例对照研究设计. (ⅱ)人群定组研究

能够将心血管代谢异常受试者与同等生理条件的健

康对照受试相匹配, 能够更细致地评估人群易感性.
(ⅲ)定组研究在短期内对小范围人群进行随访,为同

时评估多种精细健康终点以及暴露指标的水平提供

可能. 综上, 定组研究对于探索大气污染物对人体健

康损伤的急性效应机制、识别大气污染物中关键毒

性物种具有极大的优势.
针对上述科学问题,同时基于对以往研究结果和

局限性的总结和比较, 本研究(SCOPE)利用前瞻性定

组研究设计,分析糖尿病前期及健康个体在大气污染

物暴露下心血管代谢及呼吸系统的急性效应,并比较

该损伤在两组人群中的效应强度差异. 结合本研究组

以往研究经验, SCOPE在方案设计中对健康终点以及

环境暴露指标均进行了详尽评价. 在健康终点方面通

过对功能性、细胞及分子水平等多种指标的测量,对
呼吸系统及心血管系统炎症[20,21]、氧化应激[22]、自主

神经功能障碍[23]、血栓[24,25]、Ⅱ型糖尿病进程相关指

标(如胰岛素抵抗)、以及内皮功能等多条生物机制通

路进行评估. 本研究同时应用了代谢组学这一近年来

快速发展的强大分析技术,可以为进一步探索代谢通

路中的不良效应提供帮助[26]. 在空气污染物暴露评估

方面, 本研究利用固定观测站点的在线及离线仪器,
对气态污染物及颗粒物浓度、颗粒物粒径谱分布、

碳质组分和重金属元素等详细理化特征进行全面评

估. 此外, SCOPE研究还加入了颗粒物个体采样器,获
得高精度的暴露评价.

本研究的目的包括如下3个方面: (ⅰ) 分析大气

污染物暴露是否对呼吸及心血管代谢系统造成急性

损伤. 着重评价污染物暴露后, Ⅱ型糖尿病进程相关

的生物标志物是否变化; (ⅱ)探索心血管代谢异常的

人群相比其健康对照,对大气污染物暴露是否更加易

感, 以及主要体现在哪些机制通路; (ⅲ) 定量分析不

同粒径及化学组分的颗粒物健康效应强度,识别造成

健康损伤的关键毒性物种.
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1  研究设计与方法

1.1  人群招募条件及基本信息

本研究招募的受试者均来自居住地在北京大学

校园附近,且参与北京大学医院2013年年度体检的人

群. 在年度体检的22343名参与者中, SCOPE共招募60
名糖尿病前期及60名健康受试者. 其中, 糖尿病前期

的确定标准为: 最近一次年度体检中空腹血糖水平处

于6.1~7.0 mmol/L(未采用糖耐量受损作为入选标准).
本研究选取糖尿病前期而非确诊糖尿病患者作为病

例组,主要考虑糖尿病前期个体的血糖代谢能力已出

现早期损伤, 相比健康人群更易发展为糖尿病患者;
但同时其尚未确诊糖尿病,因而尽可能排除了糖尿病

用药等因素对血糖及血脂等生物标志物水平的影响.
本研究同时对吸烟及疾病史等可能影响暴露的健康

效应评估的变量进行控制,具体如表1所示.
人群招募主要基于年度体检信息进行筛选,同时

结合电话招募以及北京大学医院内海报张贴等方式开

展. 本研究首先基于表1中的入选标准,对年度体检人

群进行筛选,逐级筛选流程及对应满足条件受试者人

数标注于网络版补充材料1;其次随机抽取满足入选条

件的潜在受试者进行进一步的电话筛选,并询问参与

项目意愿. 另外, 共有2名糖尿病前期个体以及8名健

康个体,通过医院内张贴的项目介绍海报参与本研究.
受试者主要为北京大学教职工,其中部分受试者居住

地集中在北京大学附近的教职工小区(网络版补充材

料2). 81名(67.5%)受试者居住在北京大学固定观测站

点周围5 km范围内, 4名(0.3%)受试者居住在10 km范

围外. 受试者居住位置描述见网络版补充材料3. 入选

受试者均已被告知项目具体流程,并完成基线问卷以

记录其收入、饮食习惯、职业暴露、用药等情况. 本
项目由北京大学生物医学伦理委员会审核通过,参与

项目的受试者均签署纸质版项目知情同意书.
表2展示了项目受试者的基线信息, 并对糖尿病

前期及健康人群的数值及类型变量分别进行t检验及

卡方检验, 通过P值比较了两组人群的人口学特征差

异. 在全部人群中,女性受试者略多于男性(69:51). 糖
尿病前期及健康两组人群的年龄、身高、体重、性

别比等均未出现显著差异. 健康组受教育程度略高于

糖尿病前期组,其中82%的健康受试者完成了大学教

育,而糖尿病前期组中为65%,教育程度在两者并未表

现出显著差异(P=0.06). 在人群后期几次随访中发现8
名受试者仍间断吸烟(糖尿病前期个体5名,健康个体

3名, 在基线及前期随访中均汇报不吸烟). 由于这些

受试者已完成几次随访体检, 因此未予以排除, 后续

数据分析中将吸烟情况作为协变量.

1.2  研究流程

以往对于大气污染物急性效应的流行病学研究

大多基于两周内的污染物暴露观测[27],因此本研究在

随访前两周开始固定站点观测. 受试者在1年内不同

季节完成4次随访,流程见图1. 大气污染物暴露由3方
面进行评估, 详见表3, 其中主要包括: (ⅰ) 北京大学

固定站点在线观测,包括随访前1~14天的常规大气污

染物的高时间分辨率观测数据; (ⅱ)固定站点离线观

测,基于随访前1~14天每日滤膜采样获得颗粒物组分

信息; (ⅲ)受试者在随访体检前佩戴离线个体采样仪

器24 h,收集颗粒物PM2.5用于分析个体暴露的颗粒物

表 1   人群招募筛选条件

   入选条件

   1 糖尿病前期受试者(6.1 mmol<空腹血糖<7.0 mmol)
   健康受试者(空腹血糖<6.1 mmol)

   2 50<年龄<65

   3 不吸烟或戒烟3年以上

   排除条件

   1 确诊糖尿病

   2 糖尿病家族史

   3心血管系统及代谢系统疾病史,包括高血压、高血脂、肿瘤、冠心病、心肌症、心律不齐、中风、甲乙型肝炎、白血病、胆结

石、甲状腺结节、病窦综合征、佩戴心脏起搏器、甲亢及甲减、多发性骨髓瘤、类风湿症、胰腺炎、反流食管炎、甲状腺切除等
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表 2   项目受试者基础信息

总人群 糖尿病前期人数 健康人数 P值

人数 120 60 60

男 51 (43%) 24 (40%) 27 (45%)
性别

女 69 (58%) 36 (60%) 33 (55%)
0.71

年龄 (岁 ) 57.0±4.3 57.7±4.2 56.4±4.4 0.10

身高 (cm) 165.2±8.2 164.3±8.7 166.1±7.6 0.24

体重 (kg) 67.0±11.2 67.2±10.6 66.8±11.9 0.86

BMI 24.5±3.4 24.9±3.3 24.2±3.5 0.25

中学及以下 32 (27%) 21 (35%) 11 (18%)
受教育程度

大学及以上 88 (73%) 39 (65%) 49 (82%)
0.06

在职 73 (61%) 33 (55%) 40 (67%)
工作状态

退休 47 (39%) 27 (45%) 20 (33%)
0.26

图 1     本研究重复随访流程图(网络版彩图)

浓度及组分信息 . 随访当日 , 受试者将采样器返还

研究人员, 并完成相应健康指标采集, 包括随访问卷

(记录随访前3日内睡眠习惯、污染物暴露、用药等

情况)、功能性指标测量、生物样本采集等. 每次随

访采样在1 h内完成,暴露评价及健康指标测量内容描

述见图1.

1.3  暴露评估

(1)固定站点观测. 本研究通过设置在北京大学理

科六楼顶的固定站点进行大气污染物观测[28]. 通过微

量振荡天平(TEOM; Thermo Scientific,美国)测量PM2.5

质量浓度;通过在线分析仪(Model  48i,  42i,  43c,  49i,
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表 3   暴露观测指标汇总

污染物类型 指标 方法 /仪器 时间分辨率

PM2.5质量浓度 TEOM/Thermo RP1400a h

BC质量浓度 MAAP/Thermo Model 5012 h

粒径数浓度 (D=5.6~560 nm) FMPS/TSI 3091 h

EC/OC Sunset d

水溶性离子

水溶性有机酸

Dionex ICS-2500/2000
Liquid Chromatogram

d

金属元素 Thermo X series ICP-MS d

颗粒物

PAHs Agilent GC-MS d

CO NDIR/Thermo Model 48i h

NOx
化学发光检测 /
Thermo Model 42i

h

SO2 荧光检测/Thermo Model 43c h

气态污染物

O3 紫外吸光检测/ Thermo Model 49i h

气象参数 温度、相对湿度、气压、风速、风向 Met One h

Thermo Scientific)测量气态污染物(CO, NOx, SO2, O3)
浓度; 通过高速迁移粒子测量仪(FMPS Model 3091,
TSI Inc., 美国)测量5.6~560 nm颗粒物的粒径谱分布;
通过多角度吸收光度计(MAAP Model 5012, Thermo
Scientific)测量碳质组分BC浓度;通过Met One(Thermo
Scientific)测量温度、湿度、气压、风速、风向五参

数. 仪器每周定期进行校准及维护.
随访期间, 利用特氟龙和石英滤膜采集PM2.5样

品, 并后续进行实验室分析, 包括元素碳(EC)、有机

碳(OC), SO4
2−, NO3

−, NH4
+, Na+, K+, Mg2+, Ca2+, F−, Cl−

等离子, 水溶性有机物(包括甲酸、甲磺酸、乙酸、

草酸), 以及多环芳烃(PAHs)等[29]. 为了对应评估随访

逐日暴露水平, 离线膜采样定为每天早08:00开始, 次
日7:30结束.

(2) 个体采样. 本研究采用美国环境保护署推荐

的个体采样仪(Libra Model L-4, A.P. Buck, Inc., 美国),
并配合PM2.5采样切割头以及37 mm石英滤膜 , 获得

PM2.5、元素碳、有机碳、以及多环芳烃质量浓度[29].
石英滤膜在使用前首先在马弗炉中进行5.5 h 550℃烘

烤以去除本底有机碳. 滤膜称重前均在恒温恒湿(25℃,
40%)超净室内平衡超过24 h. 每次采样前, 采样泵流

量均校正至4 L/min. 每名受试者均被告知在随访预约

时间前24 h打开个体采样仪,并建议外出时随身佩戴,
室内活动(如做饭、睡觉)时尽量放置于附近位置.

1.4  随访检测指标

表4总结了SCOPE中涉及的健康终点及相关机制

通路,本节对功能性指标测量、生物样品采集、以及

细胞和分子水平生物标志物的实验室分析进行介绍.

(1)功能性指标. 为最大程度减少系统误差,本研

究中功能性指标测量均由固定研究人员进行操作.

血压. 肱动脉血压先于其他心血管相关指标的

检测, 通过水银血压计测量受试者的收缩压(systolic
blood pressure, SBP)及舒张压(diastolic blood pressure,
DBP).受试者在血压测试前需静坐休息5 min,之后保

持坐姿,将惯用手手臂放置于与心脏位置齐平的平台

进行血压测量.

脉搏波分析. 脉搏波分析使用SphygmoCor PxPulse
Wave Analysis System (SphygmoCor; AtCor Medical,澳
大利亚)进行无创评估. 通过放置于受试者右手桡动

脉的高保真微压计,自动记录并筛选得到最优稳定波

形,基于外周动脉波形以及内置算法换算得到脉搏波

相关参数.

脉搏波形测量的一致性通过系统内置的操作者

指数进行评估,主要参考指标包括波峰高度均值、波

峰高度变异率、波形变异率、舒张时间等. 操作者指

数>85(满分100)对应的测试结果为有效数据.

本研究选择脉搏波形分析中几个关键指标表征
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表 4   本研究相关健康终点

机制通路 样品 /仪器 健康终点

水银血压计 收缩压 /舒张压

SphygmoCor 脉搏波分析: AP/AP75/AIx/AIx75/ED/SEVR血压及内皮功能

EndoPat 2000 反应性充血指数

心率变异率 EndoPat 2000 SDNN/RMSSD/PNN50/HF/LF/HR

呼出气 FENO

pH呼吸系统炎症
呼出气冷凝液

IL1α/IL1β/IL2/IL6/IL8/TNF-α/IFN-γ

CRP
血清

IL1α/IL1β/IL2/IL6/IL8/TNF-α/IFN-γ心血管系统炎症

血浆 白细胞/中性粒细胞/单核细胞/淋巴细胞

甘油三酯/高密度脂蛋白/低密度脂蛋白/总胆固醇
血清

空腹血糖 /空腹胰岛素 /HOMA-IR心血管代谢系统

血浆 糖化血红蛋白

氧化应激 晨尿 丙二醛 /肌酐

血管内皮以及心脏功能,包括中心动脉血压、增强压

(augmented pressure, AP)、增强压指数(augmented pres-
sure index, AIx)、射血时间(ejection time, ED)、心内

膜下心肌活力率(subendocardial viability ratio, SEVR).
中心动脉血压由肱动脉血压以及仪器记录脉搏

波形换算得到. 增强压为最高中心收缩压减去反射波

位置对应血压值,增强压指数为增强压与脉压差比值

(表示为百分比). 增强压或增强压指数升高提示外周

血管反射波的增加或提前,指征血管硬化及血管阻力

程度的增加[30]. 由于升主动脉压力受心率影响, 增强

压及增强压指数均校正至心率75次/min对应数值(分
别表示为AP75及AIx75)以控制个体差异. 射血时间为

脉搏开始至径向张力测量波的重搏切迹间的时长. 心
内膜下心肌活力率为舒张压与收缩压张力时间比值,
并经射血时间校正获得. 射血时间及心内膜下心肌活

力率表征心内膜下心肌灌注强度[31].
反应性充血指数. 反应性充血指数通过体积描记

仪(EndoPAT2000; Itamar Medical, Ltd.,以色列)对双手

指尖脉动血容量进行无创评估, 具体操作如下: 将血

压袖带绑在受试者非惯用手大臂,增加袖带压力至受

试者收缩压50 mmHg以上, 以阻断肱动脉血流, 5 min
后去除加压,以诱发反应性充血现象. 此过程中,对侧

手臂作为空白对照. 通过放置于两手食指尖的指套,

检测平静期、阻断期、反应性充血期的脉动血容量

变化. 反应性充血指数为阻断手臂的反应性充血期与

平静期的脉搏搏动幅度均值的比值,除以空白对照手

臂的两时期脉搏搏动幅度均值的比值,再乘以基线校

正因子[32]. 反应性充血指数反映微血管内皮功能, 是
动脉粥样硬化进程的早期指征指标[33].

心率变异率(heart rate variability, HRV).心率变异

率数据通过EndoPAT 2000仪器的内皮功能测试过程中

5.5 min平静期数据获得. HRV各指标测量均参考欧洲

心脏病协会和北美心脏起搏及电生理协会标准[33]. 心
率变异率的指标可以分为时域及频域两类 . 时域

分析基于心率的波动间距变化 , 指标包括窦性心搏

R-R间期、N-N间期标准差(standard deviation of all NN
intervals, SDNN)、逐次差分均方根(root mean square
of successive differences, RMSSD)、相邻N-N间期大于

50 ms的个数(NN50s)、相邻N-N间期大于50 ms的个

数占总N-N个数的比例(pNN50). 频域分析评估R-R间
期特定频段的谱密度,包括0.04~0.15 Hz低频信号(low
frequency, LF)及0.15~0.40 Hz高频信号(high frequency,
HF).

(2) 生物样品. 呼出气. 本研究根据美国胸腔协

会及欧洲呼吸协会推荐的操作流程采集呼出气样品.
受试者首先清洗口腔, 保持150 mL/s稳定流速呼气至
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4 L铝制气袋. 详细操作流程及质量控制见本研究组

既往研究[21]. 呼出气冷凝液. 呼出气冷凝液通过Jaeger
EcoScreen (Erich Jaeger,德国)仪器采集. 采样前仪器首

先开机预热30 min以上, 以保证冷凝腔稳定至−20℃.
受试者佩戴鼻夹,通过吹嘴向冷凝管平静呼气10 min;
呼出气体经由冷凝装置低温冷凝为液体并收集[34]. 呼
出气冷凝液样品分装至离心管并保存至−80℃进行后

续细胞因子分析. 血样. 血样在每次随访09:30前由护

士采集, 以防止受试者低血糖风险. 受试者采血前均

空腹超过12 h以减少外部因素对血小板状态影响. 血
浆样品使用紫帽EDTA管进行收集, 采集后立即放入

冰盒. 血清样品采用无涂层的红帽凝血管收集, 室温

凝结30 min后放入冰盒保存. 部分生物标志物在样品

采集后立即进行检测,下文详述. 剩余样品在4℃条件

下2 h内分装完毕, 保存至−80℃冰箱用于后续细胞因

子及代谢组学分析. 尿样. 本研究采集晨尿样品以评

估氧化应激水平、及特定代谢分子浓度. 受试者随访

当天晨起后,使用15 mL聚丙烯样品管采集中段尿样,
在随访现场交于研究者保存. 样品分装至离心管并保

存至−20℃冰箱中用于后续分析.
(3)生物标志物分析. 呼出气一氧化氮. 呼出气一

氧化氮(FENO)是表征急性呼吸道炎症的亚临床指标. 气
袋样品采集后4 h内通过化学发光法在线仪器 (model
42i; Thermo Scientific)测量其中一氧化氮浓度[20,21]. 呼
出气冷凝液pH. 呼出气冷凝液pH是指征气道酸性程

度的重复性较好的稳健指标[35]. 呼出气冷凝液采集后

立即测量pH (InLab Micro; Metler Toledo,瑞士)并记录

数据, 随后使用高纯氩气吹拂样品表面5 min, 以去除

样品中CO2, 之后再次测量pH并记录数据. 心血管代

谢指标. 为表征心血管代谢状态,血样采集后,血糖及

血脂代谢相关指标立即由医院检验科进行分析. 具体

来讲, 空腹血糖及空腹血脂(甘油三酯、高密度脂蛋

白、低密度脂蛋白、总胆固醇)由Olympus AU2700生
化分析仪进行检测; 糖化血红蛋白由Bio-Rad Variant
Ⅱ涡轮增压仪进行检测;基于内稳态模型的HOMA-IR
指标由空腹血糖及空腹胰岛素计算获得 , 表征基础

胰岛素抵抗程度. 血细胞数及C反应蛋白. 全血样本

由EDTA涂层管采集, 并由医院检验科分析31种临床

指标(Sysmex XE-2100 Automated Hematology System),
包括白细胞、中心粒细胞、单核细胞、淋巴细胞、

红细胞、血小板等. 血浆中C反应蛋白通过自动浊度

测定法检测. 呼出气冷凝液及血清中细胞因子. 大气

污染物暴露与多种细胞因子水平升高相关, 如IL1α,
IL1β, IL2, IL6, IL8, TNF-α, IFN-γ等[36,37]. 本研究通过

分析呼出气冷凝液和血清中多种细胞因子以评价呼

吸系统及心血管系统炎症水平 , 细胞因子测量利用

BD FACSCalibur流式细胞仪(Becton Dickinson, 美国)
并采用流式微球阵列分析技术[38]. 呼出气冷凝液及

血清样品首先进行适当比例稀释,包被特定抗体的捕

获小球在缓冲液中悬浮,并与样品均匀混合以保证细

胞因子充分结合. 室温下1 h孵育后,将对应缓冲液稀

释后的荧光检测抗体加入样品管,随后避光室温孵育

1.5 h使荧光抗体充分结合. 将缓冲溶液加入样品混

合溶液进行洗脱, 离心并去除上清液后, 加入检测试

剂进行重悬浮. 随后利用BD FACSCalibur流式细胞仪

进行分析,数据处理软件为FCAP Array version 3.0. 流
式细胞仪上样前均使用经销商提供的标准微球进行

校准. 尿样中氧化应激生物标志物. 本研究分析尿样

中丙二醛(malondialdehyde, MDA)以及8-羟基脱氧鸟

苷(8-hydroxy-2 deoxyguanosine, 8OHdG)以评估氧化应

激水平. 丙二醛为活性氧物种攻击细胞膜后生成的

脂质过氧化产物,其可与包括低密度脂蛋白在内的特

定蛋白质结合并影响其功能[39]. 8-羟基脱氧鸟苷是自

由基引发DNA损伤的主要产物之一,可在尿样中稳定

存在[40]. 丙二醛及8-羟基脱氧鸟苷的分析方法于本研

究组之前文献中详细介绍[22]. 尿样中丙二醛浓度测量

采用2-硫代巴比妥酸显色法,结合高效液相色谱仪-紫
外分光法(Waters 2695-2998)检测532 nm处吸光值. 尿
样中8-羟基脱氧鸟苷的分析首先采用固相萃取法排

除尿样中杂质干扰,随后采用高效液相色谱及电化学

检测器(Waters 2695- 2465)进行分析. 尿样中肌酐浓度

利用分光光度法(波长510 nm处)测量, 以校正丙二醛

及8-羟基脱氧鸟苷浓度. 质量控制. 本研究中生物标

志物分析及检测相关仪器均进行定期校准. 例如, 一
氧化氮检测仪在测量范围内进行5个浓度水平的标定,
其校准系数(R2)达到0.98以上. 每周对仪器进行零点

校准. pH仪每周利用标准溶液(pH=4.01, 7.0, 9.21)进行

室温校准, 检测电极保存于3 mol/L KCl, 测样前用去

离子水冲洗. 生化分析仪及血液分析系统由医院检验

科每天进行校准.
(4) 代谢组学分析 . 血浆样品通过气相色谱-质

谱联用及液相色谱-质谱联用的方法进行高通量非
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靶向代谢组学分析. 血样前处理方法已在文献中有

报道 , 其核心步骤为蛋白质沉淀及萃取[26]. 本研究

应用较广泛认可的分析方法 , 以保证对代谢物种检

测的较全面覆盖[41]. 首先在室温下(15℃~20℃)向血

浆样品中加入3倍体积的甲醇溶液 , 促进蛋白质沉

淀 . 在4℃条件下以10000 r/min离心10 min后 , 收集

上清液并冻干,随后进行化学法衍生(GC-MS; Agilent
7200 Q-TOF system)或利用50% (v/v)甲醇重构 (LC/MS;
Agilent 6550 iFunnel Q-TOF System). 数据初步分析软

件为MassHunter Workstation Software, 具体分析方法

仍处于优化过程中.

1.5  统计学分析

在线观测数据均转化为小时均值及日均值进行

分析. 为与随访时间进行匹配, 日均值暴露数据采用

每日8:00开始的24 h均值;若当日缺失数据多于8 h,则
认为当日数据无效. 健康终点指标均进行正态性检验,
对于未通过正态性检验指标进行对数变换后进行统

计模型分析.
本研究采用混合线性模型对重复测量中的个体

内变化进行分析,固定及随机效应值利用约束极大似

然法进行估计. 模型对年龄、BMI、性别、心血管代

谢状态(糖尿病前期或健康)等变量进行了控制. 对于

具有非线性贡献的混杂因子,如温度、相对湿度、工

作日等, 本研究选择最高自由度为3的自然样条函数

对这些变量进行拟合, 并根据AIC最小原则筛选模型

参数. 具体模型如下:

E Y X X f f
f f f f
f f f f

( ) = + + (Temp ,  d )
+ (RH ,  d ) + (Temp ,  d )
+ (Temp ,  d ) + (DOW ,  d )
+ Age + BMI + Sex + .

ij ij ij ns ij

ns ij ns ij

ns ij ns ij

ij ij ij ij

0 1 24 h

24 h 7 d

7 d 7 d

2 3 4

其中, i表示受试者, j表示随访次数, Xij和Yij分别表示

受试者i的第j次随访中污染物暴露浓度以及生物标志

物水平, fns为自然样条函数, df为自由度, DOW为一周

工作日的第几天(即星期几).
本研究首先利用混合线性模型将个体的污染物

暴露及所有健康指标水平建立联系. 健康效应评估表

示为污染物浓度每升高四分位间距,对应健康指标浓

度变化的百分比. 为表征污染物暴露累积效应, 大气

污染物浓度换算为随访前1~24 h及1~14天的各时间段

累积均值. 进一步, 模型通过加入污染物暴露和心血

管代谢类型的交互项,定量比较糖尿病前期及健康人

群对大气污染物暴露的效应强度是否存在显著差异.

2  讨论

SCOPE研究旨在探索大气污染物如何影响心血

管代谢异常人群,特别关注Ⅱ型糖尿病进程相关的机

制通路损伤过程. 本研究还将进一步探索心血管代谢

异常状态是否会增加人群对大气污染暴露的易感性.
本文详尽介绍了研究设计及其背后的考虑因素. 在此

基础上,本研究组将对一系列相关的研究结果进行报

道及讨论. 基于我国庞大的糖尿病患病人口基数以及

严峻的大气污染物现状,本研究中的发现具有非常重

要的公共卫生意义.
越来越多的文献证据提示,大气污染物暴露可以

影响代谢综合征相关的多条机制通路,但已有的研究

对象分布于不同人群(儿童、成人、老年人、哮喘患

者、糖尿病患者等),且仅关注特定人中的少数机制通

路, 因此结果并不一致, 难以比较. 因此, 本研究选择

糖尿病前期及健康对照人群,通过同时测量多条生物

通路相关生物标志物,对大气污染物暴露造成的损伤

进行系统性分析.
血糖代谢异常(包括胰岛素抵抗)、血管内皮功能

异常、以及系统性炎症是Ⅱ型糖尿病加剧的3个主要

因素[10,12,13,15]. 本研究评估一系列功能性、细胞以及分

子水平的健康终点, 以涵盖多种损伤机制通路. 具体

来说, 本研究测量了: (ⅰ) 空腹血糖、空腹胰岛素、

甘油三酯、总胆固醇、及HOMA-IR,以评价血糖血脂

代谢水平; (ⅱ)血压、脉搏波分析、反应性充血指数,
以评价血管内皮功能; (ⅲ) 白细胞数、C反应蛋白、

呼出气冷凝液及血清中细胞因子,以评价呼吸系统及

心血管系统炎症水平.
关于血糖代谢异常个体是否对大气污染物暴露

更加易感,以往的研究证据非常有限,难以回答. 现有

研究大多为生态学或横断面研究设计,研究证据提示,
Ⅱ型糖尿病的患病状态可增加大气颗粒物相关的心

血管疾病入院率及死亡率[42,43]、血管内皮功能损伤敏

感性[44]. 本研究利用前瞻性人群定组研究同时分析糖

尿病前期及健康对照人群的生理状态改变,可填补此

类研究的空白.
糖尿病前期及健康人群对大气污染物暴露的损



  中国科学 : 生命科学     2017 年    第 47 卷    第 10 期

1087

伤差异可能表现在如下3个方面. (ⅰ) 基于颗粒物暴

露引发呼吸系统及心血管系统损伤的动物实验研究

证据,两组人群效应差异可体现于特定机制通路及靶

器官. 例如,高脂饮食小鼠(Mus musculus)相对于健康

饮食小鼠,在颗粒物PM2.5暴露后更易发展为动脉粥样

硬化[45]. 基于糖尿病兔活体的肺巨噬细胞研究提示心

血管代谢疾病可加剧呼吸系统炎症[46]. 本研究组之前

的人群定组研究结果也指出,Ⅱ型糖尿病患者的呼出

气一氧化氮水平显著高于糖尿病前期人群[20]. (ⅱ)糖
尿病前期与健康对照人群对不同粒径及组分的颗粒

物暴露的响应也可能存在差异. 相对而言, 粒径更小

的颗粒物在大气中的数浓度高、更易在气道沉积,且
具备更大的比表面积活性,因而更易吸附多种毒性有

机化合物[47]. 研究表明, 包括持久性有机污染物在内

的多种有机物会加剧Ⅱ型糖尿病进程[48]. (ⅲ)两组人

群的污染物累积效应可能存在差异. 糖尿病前期人群

在血糖代谢能力及血管内皮功能方面均呈现出早期

损伤, 血管通透性以及血糖代谢功能发生改变. 上述

病生理特征可能加强大气污染物暴露后的损伤,表现

为强度更高、出现时间更早、持续时间更长的损伤

效应. 以上的潜在差异在研究设计初期即进行了充分

考虑, 将在后续分析中进行验证.
SCOPE研究具有如下优势: (ⅰ)利用前瞻性人群

研究设计探索大气污染物暴露与心血管代谢系统疾

病关联; (ⅱ)通过比较两组人群对污染物暴露的响应

强度,探索心血管代谢异常状态是否会加剧对大气污

染物的易感性; (ⅲ)通过测量多种功能性、细胞及分

子水平的健康终点,评价呼吸系统及心血管系统状态

的动态变化,为进一步探索糖尿病进程及易感性的机

制通路提供支持; (ⅳ)对包括不同粒径及化学组分的

颗粒物在内的多种大气污染物浓度进行详细分析,识
别其中的关键毒性污染物种; (ⅴ)采用个体采样仪器

对颗粒物浓度及其中过渡金属元素及碳质化学组分

进行精细测量, 提高暴露评估准确性; (ⅵ) 利用代谢

组学方法建立生物标志物矩阵,全面评估受试对象的

暴露及病生理状态,为探索新的生物标志物及揭示新

的生物机制提供了可能.
本研究在以下3个方面尚有不足. (ⅰ)个体暴露评

估在暴露时长方面存在局限. 由于佩戴个体采样器对

于受试者存在一定负担,本研究仅采集随访前一日的

颗粒物滤膜. 为弥补以上不足, 本研究详尽分析了颗

粒物中的化学组分,并通过固定站点的长期观测获得

大气污染物累积暴露数据. (ⅱ) 受试者年龄为50~65
岁, 且为相对高收入人群. 因此本研究对于年龄高于

65岁及相对低收入人群的外推性有限,而该人群可能

对大气污染物暴露更加易感. (ⅲ)本研究对包括颗粒

物理化组分在内的多种大气污染物进行了全面观测,
因而基于可行性, 本研究环境观测周期相对较短, 主
要关注污染物暴露2周内的急性效应. 定组研究主要

用于探索污染物暴露的急性损伤,因此在识别大气污

染物长期暴露对糖尿病等慢性心血管代谢疾病的状

态变化存在一定局限. 因此在本研究基础上, 开展大

气污染物长期暴露对Ⅱ型糖尿病进程影响的研究十

分必要. 最后,尽管与传统定组研究相比,本研究的样

本量相对较大,但对于识别特定生物标志物响应的统

计检验效力可能存在不足.
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