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　　［摘要］　目的　探讨不同作用时间下粒径为２５ｎｍ的锐钛矿型二氧化钛（ＴｉＯ２）颗粒对人肺腺癌 Ａ５４９细胞的毒性效
应。方法　将１００μｇ／ｍｌ的纳米ＴｉＯ２ 颗粒悬液与Ａ５４９细胞在３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中分别孵育１ｈ、４ｈ、８ｈ和２４ｈ
后，收集细胞。通过乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）检测实验检测纳米ＴｉＯ２ 颗粒对细胞膜的损伤情况；通过ＡＴＰ检测实验检测纳米ＴｉＯ２
颗粒对线粒体产生的影响；通过超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性检测实验检测纳米ＴｉＯ２ 颗粒对细胞的氧化损伤情况；采用透射电

子显微镜观察纳米ＴｉＯ２ 颗粒引起细胞超微结构的变化；利用ＣＣＫ８法检测纳米ＴｉＯ２ 颗粒对细胞存活率的影响。结果　随
着纳米ＴｉＯ２ 颗粒作用时间的延长，细胞外液中ＬＤＨ活性增强，细胞内 ＡＴＰ浓度降低，ＳＯＤ活性降低，细胞存活率呈现明显

下降（Ｐ＜０．０５），且细胞线粒体和内质网出现不同程度的肿胀和扩张。结论　纳米ＴｉＯ２ 颗粒体外能够引起肺腺癌细胞氧化
损伤，抑制细胞生长，且对细胞的毒性效应存在时间依赖性。
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　　纳米二氧化钛（ＴｉＯ２）是一种新型的无机化工材
料，具有很大的比表面积和表面原子数，独特的表面
效应、小尺寸效应、量子尺寸效应及宏观量子隧道效
应等使其热、磁、光、敏感特性和表面稳定性等不同

于常规粒子，因而在涂料、颜料、陶瓷、防晒化妆品、
空气净化、污水处理、抗菌除毒、食品包装等方面得
到广泛应用［１２］。由于与人体接触比较密切，所以在
广泛应用的同时，它所带来的潜在危害也日益引起
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人们的广泛关注，尤其是粒径为２５ｎｍ左右的ＴｉＯ２
颗粒，通过呼吸道进入人体后约５０％左右首先会沉
积在肺泡中［３］，之后才会穿透肺部组织的细胞膜进
入循环系统，纳米颗粒在肺部沉积，可能引起严重的
上皮细胞增生、肺部纤维化、肺部炎症及肺部肿瘤
等［４６］；微观上还能损害细胞膜［７８］，扰乱细胞周
期［９］，诱导氧化应激，抑制细胞生长，导致细胞凋
亡［１０］。因此，目前对纳米 ＴｉＯ２ 毒性的研究多集中
在被肺吸收的粒径为２５ｎｍ左右的纳米ＴｉＯ２上。

　　尽管纳米ＴｉＯ２ 的生物学效应已有上述的相关
报道，但研究还不够深入，有关纳米ＴｉＯ２ 对人体的
影响是否具有明显的时间依赖性，还有待进一步探
讨。因此，本实验选用２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２颗粒作
为实验材料，以容易培养且对外加作用因子较为敏
感的肺腺癌 Ａ５４９细胞［１１］为研究对象，探讨２５ｎｍ
锐钛矿型ＴｉＯ２ 颗粒体外作用的时间效应，为纳米

ＴｉＯ２ 材料的安全使用提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要材料、试剂及仪器　Ａ５４９细胞购于武汉
大学中国典型培养物保藏中心；２５ｎｍ 锐钛矿型

ＴｉＯ２ 颗粒购于Ｓｉｇｍａ公司；ＭＥＭ 培养基购于吉诺
生物医药技术有限公司；新生小牛血清购于上海微
科生化试剂有限公司；胰蛋白酶购于上海博光生物
科技有限公司；血浆由上海长海医院血站提供；ＬＤＨ
检测试剂盒购于上海杰美基因医药科技有限公司；

ＡＴＰ检测试剂盒购于碧云天生物技术研究所；ＣＣＫ
８试剂盒购于碧云天生物技术研究所；数控超声波仪
为昆山超声仪器公司产品（型号 ＫＱ３００ＤＢ）；超薄
切片机为德国Ｌｅｉｃａ公司产品（型号 ＵＣ６）；透射电
子显微镜为日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司产品（型号 Ｈ７６５０）；
酶联免疫检测仪为ＢｉｏＲａｄ公司产品（型号 Ｍｏｄｅｌ
５００）；多功能酶标仪为Ｂｉｏｔｅｃｈ公司产品（型号Ｓｙｎ
ｅｒｇｙ２）。

１．２　Ａ５４９细胞的培养　用含１０％新生小牛血清的

ＭＥＭ培养基，在３７℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培
养Ａ５４９细胞。待细胞生长至约７０％时，用０．２５％
胰酶消化，然后接种于直径为１０ｃｍ的培养皿中，待
细胞生长至对数期时进行实验。

１．３　纳米ＴｉＯ２ 颗粒与Ａ５４９细胞共培养　锐钛矿
型纳米 ＴｉＯ２ 颗粒，１２０℃高温灭菌２ｈ后，配成

１ｍｇ／ｍｌ的母液，用数控超声波仪在功率为３００Ｗ、

２５℃的条件下超声１０ｍｉｎ，连续３次［１２］，然后用无
血清的 ＭＥＭ细胞培养液配成终浓度为１００μｇ／ｍｌ
的纳米 ＴｉＯ２ 颗粒悬液，将其加入到培养皿中与

Ａ５４９细胞在３７℃细胞培养箱中共孵育，孵育时间分

别为１ｈ、４ｈ、８ｈ和２４ｈ，以不加纳米颗粒的细胞为
对照。

１．４　细胞膜损伤的检测　采用ＬＤＨ比色法检测细
胞膜损伤。将处于对数生长期的Ａ５４９细胞接种于

９６孔培养板中，待细胞贴壁生长后，每孔加入１００μｌ
终浓度为１００μｇ／ｍｌ的纳米ＴｉＯ２颗粒悬液与Ａ５４９
细胞在３７℃细胞培养箱中分别共孵育１ｈ、４ｈ、８ｈ
和２４ｈ，以不加纳米颗粒的细胞为对照。培养规定
的时间后，按照试剂盒的说明进行操作，用酶标仪在

４９０ｎｍ波长处测定光密度（Ｄ）值，Ｄ值越大，细胞膜
损伤越严重。

１．５　线粒体损伤的检测　采用ＡＴＰ浓度检测法来
检测线粒体的损伤情况。待Ａ５４９细胞生长至对数
生长期，将其接种于６孔培养板中，细胞贴壁生长
后，每孔均加入２ｍｌ浓度为１００μｇ／ｍｌ的锐钛矿型
纳米ＴｉＯ２ 颗粒悬浮液与 Ａ５４９细胞在３７℃细胞培
养箱中分别培养１ｈ、４ｈ、８ｈ和２４ｈ，以不加纳米颗
粒的细胞为对照。培养规定的时间后，按照ＡＴＰ检
测试剂盒说明进行操作，使用Ｂｉｏｔｅｃｈ多功能酶标仪
对结果进行检测。

１．６　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力的检测　采用氮
蓝四唑（ＮＢＴ）显色法检测染毒后Ａ５４９细胞内ＳＯＤ
的活力，反应液蓝色愈深，说明ＳＯＤ活性愈低，反之
则愈高。待Ａ５４９细胞生长至对数生长期时，将其接
种于６孔细胞培养板中，细胞贴壁生长后，每孔均加
入２ｍｌ浓度为１００μｇ／ｍｌ的锐钛矿型纳米ＴｉＯ２颗
粒悬浮液与Ａ５４９细胞在３７℃细胞培养箱中分别培
养１ｈ、４ｈ、８ｈ和２４ｈ，以不加纳米颗粒的细胞为对
照。培养规定时间后，采用细胞裂解液裂解细胞，

４℃离心取上清作为待测样品，然后按照试剂盒说明
进行操作，用酶标仪在５６０ｎｍ处测定光密度值。

１．７　细胞超微结构的观察　将染毒后的Ａ５４９细胞
用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，然后用０．２５％胰酶消
化收集，加入４％多聚甲醛，４℃固定过夜。固定后的

Ａ５４９细胞离心弃固定液，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３
次，每次１５ｍｉｎ，最后加入血浆离心，弃上清，再加入

３％戊二醛使细胞凝块，４℃过夜。将凝块后的细胞
切成１ｍｍ３的小块，再用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分漂洗，
锇酸固定２ｈ后，梯度乙醇、丙酮脱水，浸透，环氧树
脂包埋，超薄切片机切片，经醋酸铀枸橼酸铅染色
后，在透射电镜下观察细胞超微结构。

１．８　细胞存活率的检测　采用ＣＣＫ８法检测染毒
后Ａ５４９细胞的存活率，活细胞的数量与测得的Ｄ
值成正比。对数生长期的Ａ５４９细胞用０．２５％胰酶
消化后，用 ＭＥＭ培养液配制细胞悬液，调整细胞密
度为５×１０４／ｍｌ接种于９６孔板，３７℃恒温培养至对



第１０期．李晓林，等．纳米二氧化钛颗粒体外对人肺腺癌Ａ５４９细胞的毒性效应 ·１０９３　 ·

数期进行实验。对照组每孔加入１００μｌ的无血清

ＭＥＭ培养液，实验组每孔加入１００μｌ的浓度为１００

μｇ／ｍｌ的锐钛矿型纳米ＴｉＯ２ 颗粒悬浮液，分别培养

１ｈ、４ｈ、８ｈ和２４ｈ后加入ＣＣＫ８溶液１０μｌ／孔，继
续培养１ｈ后用酶标仪在４９０ｎｍ处测量各孔的Ｄ
值。同时设置调零孔（培养液、ＣＣＫ８溶液）和对照
孔（细胞、培养液、ＣＣＫ８溶液），每组设定５个复孔。

１．９　统计学处理　采用ｔ检验和单因素方差分析
对实验数据进行统计学处理，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　锐钛矿型纳米ＴｉＯ２颗粒在无血清 ＭＥＭ 中的
分散状态　２５ｎｍ 锐钛矿型ＴｉＯ２颗粒在无血清

ＭＥＭ中经超声分散后，分散状况良好 （图 １）。

２５ｎｍＴｉＯ２颗粒的比表面积为２００ｍ２／ｇ，如此大的
比表面积易在培养基中重新团聚。因此，解聚后

ＴｉＯ２ 颗粒应立即使用，以保证其良好的分散状态。
同时，该过程也可能导致活性氧（ＲＯＳ）的产生［１３１４］，
会对细胞产生一定的影响。

图１　锐钛矿型纳米ＴｉＯ２ 颗粒在

无血清 ＭＥＭ中的分散状态

Ｆｉｇ１　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｔｈｅａｎａｔａｓｅＴｉＯ２ＮＰｓ

ｄｉｓｐｅｒｓｅｄｉｎｓｅｒｕｍｆｒｅｅＭＥＭ
Ｂａｒ＝５００ｎｍ

２．２　锐钛矿型纳米ＴｉＯ２颗粒对细胞膜的影响　乳
酸脱氢酶（ＬＤＨ）是胞质的标志酶，细胞正常时不能
释出，只有细胞膜受损后才被释出，细胞外液中

ＬＤＨ活性是反映细胞膜损伤的较敏感指标。ＬＤＨ
实验检测结果（图２Ａ）表明：随着纳米ＴｉＯ２ 作用时
间的延长，测得的Ｄ 值逐渐增大，表明细胞外液中

ＬＤＨ的活性逐渐升高。由此说明，随着纳米 ＴｉＯ２
作用时间的延长，其对Ａ５４９细胞膜的损伤程度逐渐
增大。

２．３　锐钛矿型纳米ＴｉＯ２颗粒对线粒体的影响　线
粒体是细胞内能量供应的动力工厂，能为机体提供

生命活动所必需的大量ＡＴＰ，ＡＴＰ水平的下降表明
线粒体的功能受损或下降。对各实验组Ａ５４９细胞
中ＡＴＰ浓度的检测结果显示，随着纳米ＴｉＯ２ 作用
时间的延长，ＡＴＰ的浓度逐渐降低（图２Ｂ）。

２．４　锐钛矿型ＴｉＯ２ 颗粒对细胞中ＳＯＤ活力的影
响　ＳＯＤ活力的检测结果显示（图２Ｃ）：随着纳米

ＴｉＯ２作用时间的延长，ＳＯＤ活力逐渐降低。由此说
明，纳米 ＴｉＯ２ 颗粒能够导致 Ａ５４９细胞的氧化损
伤，且随着纳米ＴｉＯ２ 作用时间的延长，对细胞的氧
化损伤逐渐加剧。

图２　纳米ＴｉＯ２ 作用不同时间对Ａ５４９细胞产生的影响

Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ
Ａ：ＤａｍａｇｅｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＬＤＨｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙ；Ｂ：

ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎＡＴＰｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａ

ｔｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ；Ｄ：ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ ＴｉＯ２ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ． Ｐ ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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２．５　锐钛矿型 ＴｉＯ２ 颗粒对细胞超微结构的影
响　不同作用时间下２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２ 颗粒对

Ａ５４９细胞超微结构作用的ＴＥＭ 图像如图３所示。
对照组中 Ａ５４９细胞形态完整，细胞表面有大量突
起，细胞内线粒体丰富，嵴清晰可见（图３Ａ）。经

２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２颗粒作用１ｈ后，Ａ５４９细胞伸
出伪足将纳米ＴｉＯ２ 颗粒包裹，吞噬的ＴｉＯ２ 纳米颗
粒成簇分布于细胞质中，部分颗粒无膜包裹，线粒体
轻度肿胀，仍可见少量嵴，少量内质网扩张（图３Ｂ）；

经２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２颗粒作用４ｈ后，内质网明
显扩张，部分溶酶体中可见少量纳米 ＴｉＯ２ 颗粒（图

３Ｃ）；经２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２颗粒作用`８ｈ后，少量
纳米ＴｉＯ２颗粒进入部分线粒体，线粒体肿胀，嵴溶
解现象严重（图３Ｄ）；经２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２ 颗粒
作用２４ｈ后，较多溶酶体中可见大量纳米 ＴｉＯ２ 颗
粒，细胞中出现电子密度很高的团状结构，有些有膜
包裹，有些没有（图３Ｅ）。

图３　不同作用时间下２５ｎｍ锐钛矿型ＴｉＯ２ 颗粒对Ａ５４９细胞超微结构的影响

Ｆｉｇ３　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＴｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓ
Ａ：Ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｗｉｔｈｉｎｔｅｒｇｒａｄｅｄｓｈａｐｅａｎｄａｂｕｎｄａｎｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｉａ；ｔｈｅｃｒｉｓｔａｅｗａｓｄｉｓｔｉｎｃｔ（Ｂａｒ＝２μｍ）．Ｂ：Ｉｎ１ｈｇｒｏｕｐ，ＴｉＯ２

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｗｒａｐｐｅｄｂｙｃｅｌｌｐｓｅｕｄｏｐｉａ（↑）；ｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（Ｍ）ｗａｓａｌｉｔｔｌｅｄｉｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｏｍｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（Ｅｎ）ｓｔｒｅｔｃｈｅｄ
（Ｂａｒ＝１μｍ）．Ｃ：Ｉｎ４ｈｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（Ｅｎ）ｓｔｒｅｔｃｈｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙａｎｄａｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆＴｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎｔｅｒｅｄｉｎｔｏｌｙｓｏ

ｓｏｍｅ（Ｌｙ）（Ｂａｒ＝１μｍ）；Ｄ：Ｉｎ８ｈｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｒｉｓｔａｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（Ｍ）ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｓｅｖｅｒｅｌｙ，ｔｈｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（Ｅｎ）ｓｔｒｅｔｃｈｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
（Ｂａｒ＝１μｍ）；Ｅ：Ｉｎ２４ｈｇｒｏｕｐ，ａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆＴｉＯ２ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎｔｅｒｅｄｉｎｔｏｌｙｓｏｓｏｍｅ（Ｌｙ），ａｎｄｈｉｇｈｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｄｅｎｓｉｔｙｍａｔｅｒｉａｌｓａｐｐｅａｒｅｄ

ｉｎｃｅｌｌｓｉｎｂｕｌｋ（Ｂａｒ＝１μｍ）

２．６　锐钛矿型 ＴｉＯ２ 颗粒对细胞存活率的影响　
ＣＣＫ８实验结果（图２Ｄ）显示：随着纳米ＴｉＯ２ 颗粒
作用时间的延长，细胞存活率逐渐降低。当２５ｎｍ
锐钛矿型ＴｉＯ２ 颗粒作用２４ｈ后，Ａ５４９细胞的存活
率降为０．５４。

３　讨　论

　　随着纳米ＴｉＯ２ 颗粒在工业、电子、化妆品及食

品等领域的广泛应用，它的生物学效应也日渐受到
关注。锐钛矿型纳米ＴｉＯ２颗粒具有高化学活性，易
以各种途径进入细胞，并与细胞内的亚细胞结构（如
线粒体、溶酶体、细胞核等）发生作用［１５］，从而对细
胞的超微结构造成损伤，甚至引起细胞凋亡［１６］。本
实验以 Ａ５４９细胞为研究对象，探讨随着作用时间
的延长，２５ｎｍ 锐钛矿型 ＴｉＯ２ 颗粒对细胞膜通透
性、线粒体功能、细胞超微结构、细胞存活率等方面
造成的影响。

　　细胞膜是分隔细胞内外的物理屏障，其完整性
对于维持细胞的正常生理功能具有重要作用。纳米

ＴｉＯ２ 颗粒对细胞的影响最先是从攻击细胞膜开始
的。本实验中ＬＤＨ 检测结果表明随着纳米 ＴｉＯ２
作用时间的延长，细胞膜的损伤程度加剧。纳米

ＴｉＯ２颗粒吸附在细胞膜上时会氧化组成细胞膜的

脂质分子［１７］和蛋白质［１８］，导致细胞膜结构受损或通
透性增加，从而对细胞的生存造成损害。本实验中

ＣＣＫ８实验结果也证实了细胞的存活率呈现显著下
降趋势。

　　纳米ＴｉＯ２颗粒吸附于细胞膜以后，可通过胞吞
方式进入细胞，从而可能导致细胞中的细胞器出现
一些损伤性变化，尤其是线粒体的变化状况对细胞
具有重要的影响。线粒体作为细胞内能量供应的动
力工厂，不仅是机体所必需的大量 ＡＴＰ的主要来
源，而且是细胞进行生物氧化和能量转换的主要场
所，在正常生理状态下，大约有２％～３０％的氧被从
线粒体电子传递链中漏出的电子还原产生超氧阴离

子，并经歧化作用产生过氧化氢［１９］。因此，可以说
线粒体是体内ＲＯＳ的主要来源之一。本研究由电
镜观察可知：纳米ＴｉＯ２ 颗粒进入细胞后，随着时间
的推移，线粒体的嵴逐渐消失，甚至出现空泡化；

ＡＴＰ检测实验发现：随着纳米ＴｉＯ２ 颗粒作用时间
的延长，细胞内ＡＴＰ的浓度逐渐下降，由此表明线
粒体的功能也受到损伤。线粒体一旦损伤，电子传
递链的活性下降，会产生更多的 ＲＯＳ［２０２１］，使细胞
的氧化压力增加，从而会导致细胞的氧化损伤。
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　　本研究通过ＳＯＤ活力检测实验来检测染毒后
细胞的氧化损伤情况，结果显示：随着纳米ＴｉＯ２ 作
用时间的延长，ＳＯＤ活力逐渐降低。ＳＯＤ作为内源
性氧自由基清除剂的代表，是细胞内一种重要的抗
氧化酶，可以特异性灭活超氧阴离子，其活力在一定
程度上反映了内源性氧自由基的清除活力。实验组

ＳＯＤ的活力显著低于对照组，说明随着纳米 ＴｉＯ２
作用时间的延长，细胞本身可能受到了氧自由基的
损伤，产生氧化损伤，使ＳＯＤ清除氧自由基的能力
降低。由此证实了纳米ＴｉＯ２ 颗粒引起的氧化损伤
可能是纳米颗粒产生细胞毒性的主要原因之一。

　　综上所述，随着作用时间的增加，锐钛矿型纳米

ＴｉＯ２ 颗粒能导致Ａ５４９细胞超微结构发生改变，细
胞膜的通透性增加，线粒体功能下降，且使细胞产生
大量的ＲＯＳ，造成细胞氧化损伤，从而导致细胞存
活率下降。且锐钛矿型纳米ＴｉＯ２ 颗粒对细胞的影
响存在时间依赖性。
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