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$沪%

!"#!E"""&

,#标准化饲养#待体质量达
!!"

"

!D"

R

时

可进行毒性检测)分别将
#,W

生理盐水(

"<D

,

R

"

,W5KN>V;

和
#,

R

"

,W5KN>V;

通过气管

灌流的方法#使大鼠肺部染毒$若每只大鼠体质量按

!D"

R

计算#则
"<D,

R

"

,W

剂量可换算成
!,

R

"

`

R

#

#,

R

"

,W

剂量为
H,

R

"

`

R

%)具体实验操作如下!

$

#

%腹腔注射麻药将大鼠麻醉#插入中空玻璃细管到

大鼠气管*$

!

%将三叉管的一端连接到中空玻璃细

管#一端连接动物呼吸机#材料分散液则通过三叉管

的第三端接口注射到大鼠肺脏中*$

&

%

5KN>V;

溶

液要随着大鼠的呼吸频率注射#使材料能够充分进

入大鼠肺脏)染毒结束后大鼠自由进食)

&*

后麻

醉大鼠并取出肺脏#经
Hc

多聚甲醛固定#按常规方

法制成组织病理切片#常规
TEX

染色#光镜下观察)

#<$

!

统计学处理
!

采用
5Q55!#<"

软件分析数据)

所有数据均用
%

5j(

表示#使用单因素方差分析$

/2+E

])

8

'>@='

%比较组间差异#检验水准$

%

%为
"<"D

)

:

!

结
!

果

!<#

!

5KN>V;

的表征
!

5KN>V;

的基本信息由

生产商提供)在毒性测试前#先利用
VX6

观察

5KN>V;

的形貌和分散状态#可见镜下
5KN>V;

呈分散的管状$图
#

%)

图
4

!

透射电镜观察
QXJAP(

形貌

5"

6

4

!

,

LL

+$&$)/+39QXJAP(')*+&

.&$)(8"(("3)+F+/.&3)8"/&3(/3

L

+

5KN>V;

!

5-2

R

3+E])33()1P/22)2/70P+;

!<!

!

5KN>V;

对
'DHF

细胞的毒性
!

'DHF

细胞活性

检测结果$图
!'

%显示#细胞在
5KN>V;

溶液中孵育

!HS

后#细胞活性随着
5KN>V;

浓度的增加而逐渐

减小#在
#""

$

R

"

,W

质量浓度下为
$F<"c

#在
!""

$

R

"

,W

质量浓度下降至
H!<&c

)

W?T

释放检测结果

$图
!_

%显示#细胞外
W?T

浓度随着
5KN>V;

浓度增

加呈上升趋势#在
D"

$

R

"

,W

质量浓度下
W?T

释放率

为
!$<Bc

#表明细胞膜在该浓度下明显受到损伤*在

!""

$

R

"

,W

质量浓度下
W?T

释放率高达
%&<Hc

#表

明此时细胞膜损伤严重)为了进一步研究
5KN>V;

对
'DHF

细胞的毒性#采用
T/+(S;7&&&H!

和
QA

荧光

双染的方法检测细胞死亡情况#结果$图
&

%显示#对照

组细胞几乎无红色荧光$

QA

%#随着
5KN>V;

浓度增

加#被
QA

着色的细胞比例增加#且红色荧光强度也增

强#表明随着
5KN>V;

浓度增加#死亡细胞越来越

多)采用
VX6

检测细胞超微结构变化#结果$图
H

%显

示#

'DHF

细胞在
#""

$

R

"

,W

的
5KN>V;

溶液中孵育

!HS

后#

5KN>V;

主要以团聚的形式存在于细胞质中#

细胞核中没有发现
N>V;

的存在*细胞超微结构受到严

重损伤#线粒体出现明显肿胀#线粒体嵴溶解)

图
:

!

QXJAP(

对
,=<Y

细胞活性#

,

$

和
VZ[

释放#

\

$的影响

5"

6

:

!

E99+/.(39QXJAP(3)/+FF%"$-"F".

1

#

,

$

$)*VZ[F+$#$

6

+

#

\

$

39,=<Y/+FF(

5KN>V;

!

5-2

R

3+E])33 ()1P/2 2)2/70P+;

*

W?T

!

W)(7)7+

*+S

8

*1/

R

+2);+<

""

3

$

"<"#:;(/271/3

$

"

$

R

"

,W5KN>V;

%

R

1/0

O

<

,mD

#

%

5j(

-

%#B

-
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图
;

!

QXJAP(

对
,=<Y

细胞死亡的影响

5"

6

;

!

E99+/.(39QXJAP(3)*+$.G39,=<Y/+FF(

5KN>V;

!

5-2

R

3+E])33()1P/22)2/70P+;

*

QA

!

Q1/

O

-*-0,-/*-*+<T/+(S;7&&&H!

!

_30+

*

QA

!

[+*<5()3+P)1

!

!"

$

,

图
<

!

QXJAP(

对
,=<Y

细胞超微结构的影响

5"

6

<

!

E99+/.(39QXJAP(3)'F.&$(.&'/.'&+39,=<Y/+FF(

_-;7S+S-

R

S+1,)

R

2-4-()7-/2/47S+)1+)3-,-7+*-2'<VS+)11/]

-2*-()7+; 5KN>V; -2 (

8

7/

O

3);,

*

6 -2*-()7+; ,-7/(S/2*1-)<

5KN>V;

!

5-2

R

3+E])33()1P/22)2/70P+;

!<&

!

5KN>V;

对
'DHF

细胞氧化应激反应的影

响 由荧光酶标仪检测结果$图
D'

%可见#

'DHF

细胞在
5KN>V;

溶液中培养
HS

后#细胞内
[@5

含量明显增加#

5KN>V;

质量浓度为
D"

$

R

"

,W

时
[@5

含量为
!"%<!c

#

5KN>V;

质量浓度为

#""

$

R

"

,W

时
[@5

含量增高至
&HD<$c

)总体

上#随着
5KN>V;

浓度增加#

[@5

含量呈现先增

加后保持不变的趋势)由图
D_

可见#细胞与不

同浓度的
5KN>V;

作用
!HS

后#细胞内
J5T

含

量随着
5KN>V;

浓度增加而降低#在
#D"

$

R

"

,W

质量浓度下
J5T

相对含量为
%"<"c

#在
!""

$

R

"

,W

质 量 浓 度 下
J5T

相 对 含 量 降 低 至

$D<!c

)由图
DN

可见#

5@?

活力随着
5KN>V;

浓度增加而逐渐降低#在
!""

$

R

"

,W

质量浓度下

5@?

活性降至
D"<$c

)

图
=

!

QXJAP(

对
,=<Y

细胞氧化应激反应的影响

5"

6

=

!

E99+/.(39QXJAP(3)3K"*$."%+(.&+((39,=<Y/+FF(

'

!

[@5(/27+27

*

_

!

J5T(/27+27

*

N

!

5@?)(7-:-7

8

<5KN>V;

!

5-2

R

3+E])33()1P/22)2/70P+;

*

[@5

!

[+)(7-:+/G

8R

+2;

O

+(-+;

*

J5T

!

J307)7S-/2+

*

5@?

!

50

O

+1/G-*+*-;,07);+<

"

3

$

"<"D

#

""

3

$

"<"#:;(/271/3

$

"

$

R

"

,W5KN>V;

%

R

1/0

O

<,mD

#

%

5j(

!<H

!

5KN>V;

对大鼠肺组织病理的影响
!

通过气

管灌流的方法使大鼠染毒不同剂量的
5KN>V;

#饲

养
&*

后#大鼠体质量和毛发未发生明显变化#且没

有出现死亡和异常行为)切取大鼠肺组织进行病理

学检测#结果$图
$

%显示#

5KN>V;

能进入到肺泡

内#并在肺组织中积累#使肺泡壁出现明显水肿增

-

B#B

-
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期
<

吕高建#等
<

单壁碳纳米管的肺毒性及氧化应激机制

厚#从而使得肺泡空间减小)

图
>

!

QXJAP(

对大鼠肺组织病理的影响

5"

6

>

!

E99+/.(39QXJAP(3)

L

'F83)$&

1L

$.G3F3

61

39&$.(

'

#

_

!

N/271/3

*

N

#

?

!

! ,

R

"

`

R

5KN>V;

*

X

#

U

!

H ,

R

"

`

R

5KN>V;

*

_

#

?)2*U)1+S-

R

S+1,)

R

2-4-()7-/2;/47S+)1+);3-,-7+*

-2 '

#

N )2* X

#

1+;

O

+(7-:+3

8

<5KN>V;

!

5-2

R

3+E])33()1P/2

2)2/70P+;<5()3+P)1

!

#"""

$

,

$

'

#

N

#

X

%#

#""

$

,

$

_

#

?

#

U

%

;

!

讨
!

论

由于具有特殊的物理化学性能#

5KN>V;

被应

用在多个科学领域+

%

,

#人类通过呼吸接触到

5KN>V;

的概率也随之增大#因此不能忽视对其肺

毒性的研究+

BEF

,

)本研究通过细胞毒性检测和动物

实验#比较系统地研究了
5KN>V;

对肺毒性的大

小#并针对
5KN>V;

的毒性机制进行探究)

'DHF

作为肺上皮细胞系#被广泛应用在体外肺

毒性的评估中+

#"E##

,

)本研究发现#当
'DHF

细胞暴

露在不同剂量的
5KN>V;

溶液中
!HS

后#细胞活

性随着
5KN>V;

浓度增加而降低#在高浓度$

#""

"

!""

$

R

"

,W

%下细胞活性显著降低)

5KN>V;

不仅

能引起
'DHF

细胞活性降低#还能破坏细胞膜和细

胞超微结构)

W?T

释放能反映细胞膜的损伤+

#!

,

#

5KN>V;

在较低的剂量下能引起
W?T

明显释放#

表明细胞膜容易被
5KN>V;

损 伤)

T/+(S;7

&&&H!

"

QA

荧光双染结果发现#随着
5KN>V;

剂量

增加#死亡细胞也逐渐增加#表现为细胞红色荧光增

强)此外#暴露在
5KN>V;

环境下#

'DHF

细胞结构

也发生了较大变化#细胞质内有大量团聚的

5KN>V;

#线粒体受损严重#出现明显肿胀#线粒体

内嵴基本溶解)作为细胞内重要的一种细胞器#线

粒体的主要功能是为细胞提供
'VQ

#线粒体结构损

伤势必会影响到正常生理功能#进而引起细胞死亡)

研究表明
N>V;

通过损伤线粒体引发
[@5

产

生+

#&

,

#细胞内
[@5

具有较高的反应活性#可以对细

胞产生多种危害#包括引发炎症反应(产生基因毒

性(影响信号通路(诱发细胞凋亡等+

#HE#$

,

)细胞内

[@5

的产生往往早于其他变化+

#%

,

#本研究检测了

5KN>V;

暴露
HS

内细胞内
[@5

含量变化#发现

[@5

浓度明显升高)

J5T

和
5@?

作为细胞内
!

种

重要的抗氧化剂#它们的含量和活力与
[@5

浓度有

密切关系)实验结果也显示#高浓度的
5KN>V;

会

引起细胞内
J5T

含量和
5@?

活力显著降低)有文

献报道#

N>V;

引发细胞内
[@5

产生#进而使脂质

过氧化物$

3-

O

-*

O

+1/G-*)7-/2

#

WQ@

%浓度升高#使

5@?

活力和
J5T

浓度发生变化+

#BE#F

,

)细胞内
[@5

含量明显增加#抗氧化剂
J5T

和
5@?

明显降低#使

得细胞内氧化能力强于还原能力#细胞氧化还原平

衡被打破#细胞氧化还原能力失衡后引起细胞死

亡+

!"E!#

,

)综合上述结果#我们认为氧化应激反应是

5KN>V;

引发
'DHF

细胞毒性的主要机制)

本研究通过大鼠体内毒性检测#发现
5KN>V;

可以在肺泡内积累#大多数
N>V;

被肺泡壁包裹)

与正常大鼠相比#染毒
5KN>V;

的肺泡壁出现明显

水肿增厚#肺泡体积明显减小)

N>V;

化学性能较

稳定#很难在人体内分解#文献报道#

N>V;

在肺组

织内长期积累#能引发肺纤维化(肉芽瘤和细胞癌

变+

D

#

!!

,

)长期接触
N>V;

可能会使
N>V;

在肺组织

内不断积累#从而造成肺脏发病率升高#甚至引发肺

癌)积累在肺组织中的
5KN>V;

可能会穿过毛细

血管壁#进入到血液中#对血液中的蛋白质和血细胞

产生不利影响#同时还能借助血液循环扩散到其他

器官#比如肾脏(脾脏和肝脏等)因此#在
N>V;

工

业生产和大量应用中#应尽量全面通风#穿戴工作

服(防尘口罩和手套#避免直接接触
N>V;

*高浓度

环境下需佩戴防护眼镜#并注意个人卫生#避免长时

间接触
N>V;

)

本研究发现无论是体外毒性检测还是体内毒性

检测#

5KN>V;

都表现出明显的肺毒性#其主要毒

性机制是氧化应激反应)本研究内容和结果为安全

生产和应用
5KN>V;

提供了实验依据)

-

F#B

-
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