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中文摘要

纳米二氧化钛光催化产物对皮肤毒性的研究

研究生： 张学艳 导师：尹立红

东南大学公共卫生学院

中文摘要

纳米Ti02因其具有屏蔽紫外线、消色力高、遮盖力强等诸多优异性能，广泛应用于化

妆品中，成为重要的无机添加剂。但是研究发现，纳米Ti02可吸收紫外辐射产生光催化活

性，生成具有高度化学活性的羟基自由基(·OH)，引起脂质过氧化反应。近年来的研究表

明，氧化应激可导致细胞凋亡，并能激活丝裂原活化蛋白激酶信号传导通路，促进MMP

的表达，同时抑制胶原合成，诱导MDA合成、细胞膜弹性下降，导致光老化皮肤特征性的

改变。

为探讨纳米Ti02光催化产物可能引发的皮肤损害，本研究选用对细胞和机体确定无损

伤剂量的UVA(365m，细胞试验照射剂量为5J／cm2，动物试验照射剂量为10J／Cm2)进行

照射，通过细胞和动物整体试验分析纳米Ti02(10nm锐钛矿型、25m锐钛矿型、25衄金

红石型)的毒性作用，初步探讨低剂量UVA照射下，纳米Ti02的细胞毒性及对大鼠皮肤

光老化的影响，为纳米Ti02的应用提供一定的毒理学资料。

一、不同类型纳米二氧化钛的光催化活性比较

光催化降解亚甲蓝结果显示，仅给予紫外照射时，亚甲蓝未发生显著降解；同时给予纳

米Ti02处理和紫外照射，亚甲蓝可见显著降解。纳米Ti02光催化降解亚甲蓝的效果和紫外

照射剂量、纳米n02浓度、粒径大小及晶型有关。光照剂量越大、纳米Ti02浓度越高、粒

径越小，光催化作用越强；相同粒径的锐钛矿型n02对亚甲蓝的氧化作用大于金红石型，

金红石型Ti02未见显著的光催化作用。

二、纳米二氧化钛光催化产物对小鼠胚胎成纤维细胞的毒性作用

参照国标Balb／c3T3中性红摄取试验设置不同的染毒剂量组(15．6、31．2、62．5、125、

250p咖L)，分别通过四甲基偶氮唑盐(MTT)法和中性红摄取光毒性试验检测纳米Ti02
对Balb／c3T3细胞活性的影响。结果显示，纳米Ti02染毒的高剂量组对细胞的影响要大于

低剂量组，而小粒径Ti02的毒性则要大于粒径较大的Ti02，锐钛矿型Ti02的毒性大于金红

石型。光照前后相比，光照后细胞活性小于光照前。
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DCFH．DA荧光探针测定结果显示，与对照组比较，各实验组细胞内活性氧水平升高，

多数剂量组与对照的差别有统计学意义(p<o．05)。相同染毒时间，随着染毒剂量的增高，

纳米Ti02染毒组细胞活性氧水平升高；紫外照射组在光照处理后4h内细胞活性氧水平与染

毒剂量呈剂量效应关系。与200nm锐钛矿型Ti02组比较，纳米Ti02组细胞内活性氧水平

升高更为明显；相同粒径的锐钛矿型与金红石型Ti02相比，锐钛矿型Ti02染毒组细胞活性

氧水平高于金红石型。光照前后相比，光照处理后2h、4h光照组细胞内活性氧水平高于无

光照组，4h后，光照组细胞内活性氧水平低于五光照组。

为探讨纳米Ti02致Balb／c3T3细胞毒作用的损伤机制，本研究应用不同浓度(15．6、31．2、

62．5、125、250腭恤L)纳米Ti02染毒Balb／c3T3细胞，分析了不同染毒条件下Balb／c3T3

细胞的氧化损伤相关指标、凋亡、细胞间隙通讯功能等，结果显示，纳米Ti02可致Balb／c3T3

细胞氧化损伤，细胞凋亡显著升高，细胞间隙通讯功能下降，锐钛矿型Ti02对细胞损伤程

度大于金红石型。光照与纳米Ti02联合暴露组氧化损伤较纳米Ti02单独暴露组严重，凋亡

率升高，细胞间隙通讯受损更加严重。

本研究进一步分析了不同粒径、剂量和晶型的纳米Ti02染毒条件下Balb／c3T3细胞的

胶原含量、基质金属蛋白酶含量及细胞因子等指标的水平，以探讨纳米Ti02对Balb／c3T3

细胞分泌功能的影响。结果显示纳米Ti02作用于细胞后，细胞分泌胶原的能力降低，MMP．1、

MMP一3的分泌水平上升，IL．1水平表达升高，n师．a、IL一6在纳米Ti02剂量较大时分泌量

亦增高；光照后细胞培养上清胶原含量明显少于未光照组，MMP．1、MMP．3含量高于未光

照组。细胞因子含量光照前后相比，不同纳米Ti02类型及剂量变化不一，200衄锐钛矿型

Ti02组光照后细胞培养上清IL．1含量上升，IL．6含量下降，10mn锐钛矿型Ti02组光照后

细胞培养上清IL．1含量下降，IL．6含量上升，TNF．伍光照前后差别无统计学意义。

三、纳米二氧化钛光催化产物对SD大鼠的皮肤毒性作用

40只SD大鼠，雌雄各半，随机分为对照组、20％纳米Ti02涂抹组、UVA(10J／cmz)

组、20％纳米Ti02+UVA(10J／cm2)组，连续染毒21天。测定不同处理条件下大鼠皮肤病理、

电镜及皮肤细胞氧化损伤和分泌功能，初步分析纳米Ti02与紫外光照联合染毒对大鼠的皮

肤毒性。结果显示，染毒结束各组大鼠皮肤无红斑及水肿，皮肤组织病理未见异常，透射

电镜可见实验组成纤维细胞粗面内质网变宽。与对照组相比，雄性大鼠纳米Ti02+UV组

TNF．a、IL．1含量上升，IL．6含量降低，但差异无统计学意义；UV组及纳米Ti02组n盯一a、

IL．6含量降低，IL—l含量上升，其中UV组IL一6含量与对照的差异有统计学意义(正O．05)。

三个不同处理组相比，纳米Ti02+UV组及纳米Ti02组的IL．6含量较UV组显著升高
II
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(p<O．05)。雌性大鼠三个处理组TNF．0【含量较对照组显著上升，IL．6含量降低(∥O．05)。

不同处理组相比，纳米Ti02+UV组IL一1含量高于UV组(正0．05)，纳米Ti02组IL．6含量

低于UV组(p<0．05)。雌性大鼠纳米Ti02+UV组MDA含量较UV组及纳米Ti02组含量上

升(p<O．05)。四个实验组间sOD、GSH—Px差异无统计学意义。

以上研究结果表明，纳米Ti02经紫外照射后可产生羟自由基，产生羟自由基的量与纳

米Ti02的浓度、粒径、晶型及紫外照射剂量有关。高水平的纳米n02光催化产物有显著细

胞毒性，可抑制细胞增殖，导致细胞氧化损伤，引起细胞凋亡和细胞间隙通讯功能障碍，

并可影响细胞分泌功能，导致细胞光老化的发生及促进炎症反应的发生。动物实验表明，

在实验所选择的受试时间和光照剂量下，虽未见大鼠皮肤光老化的发生，但是纳米Ti02可

诱发皮肤脂质过氧化损伤，并诱导皮肤细胞分泌过量的炎性因子参与炎性反应。

综上所述，纳米Ti02细胞及动物毒理学实验研究表明，纳米Ti02的皮肤毒性与粒径、

晶型及紫外照射有关，纳米Ti02粒径越小其皮肤毒性越高，锐钛矿型Ti02毒性显著高于金

红石型，在低剂量紫外光照下纳米Ti02即可产生较高水平的羟自由基，从而加重细胞及皮

肤组织的损伤程度。

关键词：纳米Ti02；紫外光照；光催化活性；羟自由基；细胞毒性；皮肤毒性
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THE SKIN ToXICITY oF PHoToCATALYTIC TITANIUM

DIOXID NANOPARTICLES

ZHANG Xue—yan SupeⅣised by Professor YIN Li-hong

School of Public Healtll SoutheaSt UmVersi锣

ABSTRACT

Ti胁ium dioxid(Ti02)r啪opanicles haVe been used in cosmetics as a11 iIllportant ino喀a11ic

additiVes．More肌d more stlldies have suggested that，with UV irradiation，Ti02 nanop撕icles show

11igh photocatalytic actiVity，and generate hydroxyl radical(·OH)wKch is the main active material

inducing lipid peroxidation．I沁cent studies demonstrated that oXidative stress could i11duce cell

印optosis，actiVate mitogen-actiVated protein kinase signal t啪sduction pathways，aIld promote the

oVerexpression of MMP．n caIl also inhibit collagen synthesis，induCe MDA generation，decreaSe

tlle memb啪e nexibili吼alld cause the photoaging—charaCtcristic changes in s虹n．

To觚her u芏1derstand the e虢cts of photoc砌ytic products of Ti02 nalloparticles on the s虹n，

the cytotoxicit)r and skin toxic时of Ti02 nanopanicles(1 O-脚aIla眺e，25一啪ana‰e，25一眦nltile，

and 200—nm ana‰e)were ca玎ied out on mouse锄br)，011ic舶roblaSt cells aIld ratS reSpectiVely

under the U，A imdiation in combination in“s咖dy．

1．The photocatalytic actiVit)r of di珏：rent sizes aIld cystal Structures of titam啪dioxide

n锄oparticles

，nle photocatalytic actiVity of Ti02 r姗op硼cles particles waS eValuatedby de鲥ation of

methylene blue．The results showed that，compared嘶th U、，A irradiation only，the degradation rate

of methylene blue si鲥fic珊ly increaSed when讹ated botll Ti02 panicles锄d小，A．There were

sigIlificant aSsociation be僦een tlle degradation rate of Inetllylene blue甜ld the exposure dose，sizes，

and c巧g谢snllcture of Ti02 panicles and the dose ofUVA irradiation．

According t0 tlle exposure dose of UVA and Ti02 particles increaSing aIld the sizes of Ti02

panicles decreaSing，me degradation rate of metllylene blue increaSed rapidly p<O．05)．And the

photocatalytic e虢ct of a11atase—t)，pe、VaS hi曲er tllall that of nltile-t)，pe⑦<0．05)，while there、Vas no

statistic si印ificance when exposed to mtile铆e compared、)l，ith control group．

2．Cytotoxicit)r of photocatalytic products of Ti02 naIloparticles on Balb／c S、Ⅳiss mouse embDro

fibroblasts(Balb／c3T3)cens

IV



英文摘要

To evaluate t11e cytotoxici够of photocatalytic products of Ti02 nanopanicles on Balb／c3T3

cells，M7丌aSsay and neutral red dye uptake aSsay were detemlined、Ⅳim the exposure dose of 1 5．6，

3 1．2，62．5，125，and 250 pg／m1．The results showed that there waS a significam difrerence of cell

actiV时be铆een the high-dose gmup aIld the low—or moderate—dose groups谢m exposure of Ti02

nalloparticles．1 0-衄allataSe—t”e Ti02 panicles could induced si班ficantly decreaSed Balb／c3T3

cells actiV毋compared、)l，im 25一姗aIl粕e—type Ti02 particles(P<O．05)，while 25-11IIl mtile-t)，pe

Ti02 panicles showed a slight cytotoxic吼Balb／c3T3 cells aCtiVit)r reduced si鲥ficalltly when

were exposed both Ti02 particles and UVA i11radiation．

ReactiVe oxygen species in the Balb／c3T3 cells were detected wim DCFH—DA fluorescence

probe．Compared、Ⅳim control groups，也e leVel of reactiVe oxygen Species in the treatIrIent groups

were significantly increaSed．The combined Ti02 panicles and U、，A exposure induced reactiVe

oXygen Species i11 a dose-dependent m锄er谢thin 4 hourS aRer UVA i仃2ldiation．There were

si盟ificant association between the leVel of reactiVe oxygen species and sizes or c巧stal stmc劬re of

Ti02 p甜icles．

’rhe mechaIlism of cytotoxit)r induced by Ti02 nalloparticles waS explored谢th me嬲say of

oxidatiVe damage，apoptosis，and g印junctionalinterCellular commullication(GJIc)．，rIle results

showed that Balb／c3T3 cells exposed诮th Ti02 particles锄d叭厂A respectively were induced tli曲er

leVel of oxidatiVe damage aIld apoptosis aS、Ⅳell as reduced mnction of GJIC compared with control

groups．MoreoVer’a syne】学tic e旋ct b咖een Ti02 particles and小队exposure、Vas obsen，ed

0<0．05)．

To explore the e髓ct of Ti02 nanopanicles on secreto巧劬ction of Balb／c3T3 cells，the cells

exposed to di虢rent sizes and c巧stal stmcture of Ti02 particles at di虢rent doses were eValuated

for the aussay of collagen content，matrix metalloproteiIlases(MMP)，arld cyt0虹Iles．The results

showedⅡlat Ti02 nanoparticles si班ficantly reduced me expression of collagen and induced tlle

secretion of MMP-1 and MMP一3 by Balb／c3T3 cells．IL-1 leVel of Balb／c3T3 cells si卿ficantly

increaSed whIm exposed to Ti02 panicles．Si鲥ficaIlt differences iIl Tl虾一a and IL一6 were observed

be铆een the 11i曲一dose铲oup and the 10w-or moderate—dose groups谢th exposure of Ti02 particles．

C01lagen contem aIld ma．trix础：taJloproteinaSes of Balb／c3T3 cells changed si印ificantly wrhen

exposed淅tll Ti02 panicles aIld UVA irradiation i11 combillation．The result of cytokines aSsay

iIldicated that when combined诵m UVA irradiatioIl，200一啪Ti02 panicles could induce

significantly increaLsed IL-1 leVel aIld decreased IL一6 leVelin me supematant of Balb／c3T3 cells，

V
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while l 0·Ilrn Ti02 particles induced the statistically decreased leVel of IL一1 and increased level of

IL一6．There was no sigllificam difrerence in the leVel of n叮F—a between the combined Ti02

particles arld UVAexposure group and Ti02 exposure铲oup．

3．Sl(in toxic蚵ofphotocatalytic products of Ti02 I瑚opanicles on Sprague．．DaWley(SD)rats

40 SD rats of half gender were randomly diVided into f．our groups as follows：contr01 group，

20％Ti02 trea缸nent group，UVA imdiation group with the dose of 1 OJ／cmz and combined 20％

Ti02 a11d UVA—irradiation(晰t11 the dose of 1 0J／c∥)group．111e rats of a11 treatment groups were

adIninistered daily for 2 1 days．Toxic e虢cts were deterInined诹m histopathology，tr锄smission

electron microscopy(TEM)，alld oxidatiVe d锄age a11d t11e secreto巧fhnCtion of me skin cells．The

results showed that no erythema 0r edema waus obserVed on tlle sl(in a11d histopamologic eValuation

of skin tissues sho、ved no pathologic lesions．UltraStmctural aIlalysis indicated rou曲endoplaSmic

reticulum of tlle fibroblaSts expallded．A syne唱etic e虢ct between Ti02 paIrticles锄d U、，A exposure

on lipid peroxidation w嬲observed oIlly i11 female rats p<O．05)．Compared with control group，the

levels of TNF一仅a11d IL一1、Ⅳere increaSed aIld tlle level of IL-6 w嬲reduced in the combined Ti02

and UVA treatmem group，wmle the leVels of盯呵F-a alld IL-6 were reduced and the level of IL—1

was increaLsed in the Ti02 or U、，A骶annent group in the male rats(thou曲these changes were not

statistically significallt)．The increased levels of TNF一0【and IL一1 aIld the decreaSed level of IL一6

were observed among all the treatment groups compared晰m controlin the female rats pt，0．05)．

MoreoVer，me level of IL一1 in the combined Ti02 and UVA讹舳ent group、vaS si则ficantly

K曲er than that in U、A irradiation伊oup p<O．05)，a11dⅡ1e 1evel of IL-6 in也e Ti02 trea缸Ilent

group showed si鲥ficantly reduced compared晰th UVA imdiation group p<o．05)．

Tlle resmts suggeSted that，谢tll UV irradiation，Ti02 n鲫叩articles could gerlerate high leVel of

hy(1roXyl radical曲t be associa_ted wim the exposure dose，sizes，and c巧stal Structure of Ti02

particles and the dose of LyVA i玎adi a：tion．Photocatalytic products of Ti02 nanoparticles could

suppress ceU proliferation，induce cell oxidatiVe darIlage，cauSe ceU apoptosis and dysRmction of

彻C，aI】ld a旋ct ceU secreto巧觚ction and photoaging eme唱ence al】ld innammation reSponse．The

result of aIlimal eXperiments showed that Ti02 naIlopanicles could induce lipid peroxidation aIld

overexpression of innalTlmato巧fIactors of rats sl(in．

n is concluded that s虹n toxici够of Ti02 nalloparticles is aSsociated wim sizes and c巧stal

VI
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structure of Ti02 naIlopanicles and the dose of combined UVA i玎adiation．According to t量le size of

Ti02 naIlopaJticles diminishing，skin toxic时induced by Ti02 nanopanicles iIlcreaSes significaJltly．

Wim t11e s锄e size of Ti02，the toxicity induced by aIlatase-type is significaIltly more serious than

that inducedby mtile-帅e．Combined wim low dose of UVA irradiation，Ti02 naJlopaIticles could

generate hi曲leVel ofhydroxyl radicalⅥ“ch may result in the埘u巧of cells and skin．

key words： Titani啪 dioxide nanoparticles； UltraViolet i川iation； Photocatalytic actiVity；

Hydroxyl radical；Cytotoxicit)，；Skin toxic姆
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前言

．1上·．JL．·

刚 吾

INTRoDUCTIoN

纳米材料粒径小(1～100啪)，比表面积大，表面活性高，具有巨大的表面效应、量子

效应、界面效应，可以产生异常吸附能力、化学反应能力和光催化能力等。因此，被广泛应

用于光电子、磁力、医学影像、化妆品、涂料、催化剂和材料工业中Il捌，使人们在日常工作

和生活中接触到纳米材料的机会越来越多。由于纳米材料具有的特殊性能，使其可能产生与

普通物质不同的生物学效应【4】。流行病学研究已提示大气中纳米级颗粒的浓度与敏感个体健

康损害密切相关【5】。美国、欧盟、日本已投入巨资展开纳米材料的生物安全性研究，我国也

己将其列入国家“973”重点基础研究规划项目。科学、客观地评价纳米材料的生物安全性已迫

在眉睫。

纳米Ti02在防晒化妆品中的应用广泛，其屏蔽紫外线、消色力高、遮盖力强、色相好、

色谱广等诸多优异性能，已越来越受到国内外化妆品配方设计师的青睐，成为高档化妆品中

最重要和用量最大的无机添加剂【6】。理论上认为，当晶体粒径小于100IlIIl时，纳米Ti02就失

去对可见光的散射力，变成透明型Ti02。为保证足够的透明度，商品透明型Ti02原级粒径一

般控制在10．50眦1【7】。这种透明型Ti02具有能显露皮肤真面目的透明度，而且具有更强的紫

外线屏蔽作用，对阳光中的长波紫外线U、後(400．320IlIll)、中波紫外线UVB(320．280衄)

和短波紫外线UVC(280．200m)都有很强的屏蔽作用。

然而，越来越多的研究表明，纳米Ti02吸收紫外辐射可以产生光催化活性，生成具有高

度化学活性的羟基自由基(·OH)及H202【引。在整个光催化反应中，·OH起着决定性的作用。·OH

是一种非选择性的具有高氧化活性的自由基，它能够很容易地氧化各种有机物和无机物，氧

化效率高，反应速度快⋯o】，攻击的靶点是多不饱和脂肪酸，引起脂质过氧化反应。细胞90％

以上为膜性结构，细胞膜上含有的多不饱和脂肪酸是最易受到自由基攻击的生物分子。在生

命过程中，自由基通常维持在一个正常的生理水平，这种状态与人体健康密切相关，一旦氧

化抗氧化系统的动态平衡发生紊乱或破坏，就会导致体内自由基浓度过高，造成生命反应异

常，加速细胞衰老而诱发疾病【ll-12】。机体内自由基代谢失衡，可导致一系列的连锁反应，引

起不同程度的细胞毒性，并导致瞬时的或不可逆的损伤。相关研究表明，自由基通过氧化应

激可导致细胞凋亡【131，并能激活丝裂原活化蛋白激酶信号传导通路，促进MMP的表达，能

抑制成纤维细胞胶原合成，引起MDA增多、细胞膜弹性下降、细胞变僵硬，导致光老化皮
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肤特征性的改变【14．1 51。

为了进一步探讨纳米Ti02光催化产物可能引发的皮肤损害，针对纳米Ti02光催化产物

的性质，本研究选用对细胞和机体确定无损伤剂量的UVA(365衄，细胞试验照射剂量为

5J／cm2，动物试验照射剂量为10 J／cm2)进行照射，对化妆品级纳米Ti02(10胁锐钛矿型、

25衄锐钛矿型、25nm金红石型)和200m锐钛矿型Ti02，在以Balb／c3T3细胞为靶细胞，

进行细胞毒性研究的基础上进行动物实验，初步探讨在有无UVA照射的情况下，纳米Ti02

的细胞毒性及其对大鼠皮肤光老化的影响，为纳米Ti02的安全应用提供一定的科学依据。
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技术路线：
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第一章不同类型纳米二氧化钛的光催化活性比较

Photocatalytic ActiVity of Difkrent Titanium Dioxide Nanoparticles

纳米Ti02的光催化性能与本身的晶相、结晶度、粒径和分散性等密切相关，特别是纳

米Ti02粒径的减小能使晶体的光吸收边蓝移和粒子的比表面积增大，这有利于光催化反应速

率和效率的提高Il61。通常认为，在多相光催化降解有机物中，羟基自由基(·OH)是起主要

作用的活性物质之一。因此，了解纳米Ti02结构特征对其羟基自由基的生成及光催化活性的

影响，是探讨纳米rn02光催化相关生物学效应的基础和前提。本章通过亚甲蓝降解实验，对

具有不同表征特点的受试纳米Ti02材料光催化降解亚甲蓝的能力进行了分析比较。

第一节纳米二氧化钛的表征

纳米材料的生物学效应依赖于粒径、化学组成和表面积等参数。本文对10nm锐钛矿型、

25眦锐钛矿型、25m金红石型等化妆品级纳米Ti02和20011Ill锐钛矿型Ti02相关特征参数进行

了表征。

1．材料与方法

1．1实验材料

受试纳米Ti02材料类型有：1 011nl锐钛矿型、25nm锐钛矿型、25m金红石型、200nm锐

钛矿型Ti02，购自杭州万景新材料有限公司。材料参数见表1．1。

表1．1不同粒径纳米Ti02的主要技术指标

1．2试剂与仪器

1．2．1主要试剂

DMEM高糖培养基(美国Gibco公司) 将DMEM培养基干粉充分溶于850mL双蒸水

(ddH20)中，加入2IIlnlo儿L一谷氨酰胺、100U／mL青霉素、100p酌_IlL链霉素，放置4℃冰

箱过夜后，用5．6％的NaHC03调pH值在7．O．7．2之间，双蒸水定容至1000mL，抽滤除菌，

4



一 釜=量翌：塑鲞型丝鲞三墨些竺箜堂堡垡重丝些壁 ．．

分装，4℃保存。临用前加入小牛血清使体积分数为10％。

国产胎牛血清(杭州四季青)一20℃冰箱保存备用。

1．2．2主要仪器

Hitachi S4800场发射扫描电子显微镜(日本日立公司)；

Tecnai G2 F20 S—Twin场发射透射电子显微镜(美国FEI公司)；

X’Pert Pro型X射线衍射分析仪(XRD，荷兰ⅣNalytical公司)；

MALVERN激光粒度仪(Nano．ZS90，英国马尔文公司)；

超声细胞粉碎机(宁波海曙科生超声波有限公司)。

1．3实验方法

10I瑚锐钛矿型、25啪锐钛矿型、25nm金红石型及200mn锐钛矿型Ti02用小牛血清分别

配置成一定浓度，用超声细胞破碎仪超声分散，功率33w，超声处理lO min，制成纳米Ti02

悬液【1 71。分散后加入DMEM培养基，使小牛血清的体积分数为10％，测定分散度。

2．结果

2．1形态观察

经透射电子显微镜观察，锐钛矿型纳米Ti02呈球形，金红石型纳米Ti02呈棒状，均出

现一定程度的团聚现象(图1．1)。

图1．1不同类型纳米Ti02透射电镜(TEM)图片(×104)

5
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2．2结构分析

不同粒径及晶型Ti02粒子的X射线衍射(X．Ray Dimaction，XI①)图谱见图1．2。为晶

体状态，衍射峰值窄且尖锐，晶粒生长完全。计算结果显示，A材料粒径约为10IlIIl，B、C

两个材料的粒径约为2511IIl，D材料的粒径约为200m，与电镜结果相符合，也证明了A、B、

D为锐钛矿型Ti02，C为金红石型Ti02。

重圄

A．10I吼锐钛矿型Ti02

画

重虱

⋯▲．．JL jl▲-“

B．25砌锐钛矿型Ti02

同
一

I l 0 j川．

C．25nm金红石型Ti02 D．200nm锐钛矿型Ti02

图1．2不同类型纳米Ti02xRD衍射图谱

2．3粒径分析

经粒径分析仪测定，在DMEM培养基中分散后，不同粒径及浓度的纳米Ti02超声分散

后粒径不同，表现为：25衄1锐钛矿型Ti02粒径最大；随着浓度的增加，金红石型Ti02粒径

增加，200砌锐钛矿型Ti02粒径减小。10呦、2511IIl锐钛矿型Ti02粒径随浓度变化无规律(图

1．3)。
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第一章不同类型纳米二氧化钛的光催化活性比较
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200nm锐钛矿型Ti02

图1．3不同类型纳米Ti02在不同浓度下的粒径分布

3．讨论

了解受试纳米Ti02的表征特点对进一步探讨其生物学效应十分重要。本研究结果提示，

纳米Ti02的水合粒径随着其浓度的变化而变化，锐钛矿型纳米Ti02的团聚现象比金红石型严

重，锐钛矿型纳米Ti02间比较，25nm锐钛矿型Ti02团聚现象较10I吼、200m锐钛矿型Ti02

严重。因此，对受试物分散剂的选择与处理方式直接影响其分散状态，充分考虑这一点是实

验结果客观可信的重要保证。本课题组的前期研究结果显示，纳米Ti02在血清中稳定性最好，

不易沉降；同时经过超声波(33w，10mill)处理，可达到较好的分散效果【171，本研究中受试

纳米Ti02的分散均应用该分散条件。
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第二节不同类型纳米二氧化钛的光催化活性比较

通过亚甲蓝降解实验，初步观察纳米Ti02光催化后羟自由基产生的特点，以及纳米Ti02

晶型、尺寸、光照等因素对羟自由基产生的影响，提供纳米Ti02光催化活性物质产生的客观

依据，为进一步探讨纳米Ti02光催化活性的生物学效应奠定实验基础。

1．材料与方法

1．1实验材料同本章第一节1．1。

1．2试剂与仪器

1．2．1主要试剂

亚甲蓝购自南京奥多福尼生物科技有限公司，用时将其溶于蒸馏水，使其最终浓度为

10m酌nL。

1．2．2主要仪器

紫外分光光度计(752型，上海第三分析仪器厂)；

电子天平(BS210S，北京赛多利斯天平有限公司)；

离心机(LD5．2A，北京医用离心机厂)；

紫外辐照仪(法国VILBER公司)。

1．3实验方法

称取四种不同粒径及晶型的纳米Ti02 20mg，分别将其溶于亚甲蓝溶液中，最终浓度为

15．6、31．2、62．5、125、250肛咖L。分别吸取lmL于6孔板中，置紫外辐照仪下照射。同时
设3％H202为阳性对照。选取U舱(365砌)为光源，照射剂量分别为O、5、10、20、30J／cnl2。

照射后，将液体吸出，16000r／玎缸n离心10分钟，吸取上清，分光光度计测其吸光度值。

2．结果

研究结果显示，在不加纳米Ti02的条件下，亚甲蓝不发生氧化降解；加入纳米Ti02粒子

后，亚甲蓝发生降解。纳米n02光催化降解亚甲蓝的效果和紫外照射剂量呈剂量．反应关系，

随着照射剂量的增强，其对亚甲蓝的氧化作用增强；纳米Ti02浓度越大，其对亚甲蓝的氧化

作用越大；不同粒径锐钛矿型Ti02相比较，粒径越小，光照后对亚甲蓝的氧化作用越强，而

金红石型Ti02光照前后对亚甲蓝的氧化作用变化不明显(图1．4．1．5)。

8



第一章不同类型纳米二氧化钛的光催化活性比较
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图1．5 5J／cm2紫外照射剂量下不同纳米Ti02光催化降解亚甲蓝颜色变化
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3．讨论

有资料报道，纳米Ti02在紫外照射下可产生光催化产物羟自由基，降解亚甲蓝【婚】。

nevenot的研究表明，不同表面结构的纳米Ti02具有不同的细胞毒作用【191。锐钛矿型Ti02的

光活性大于金红石型，而无定型Ti02没有显示出光活性‘201。

本研究结果显示，产生光催化产物的能力随着纳米Ti02浓度的增加增强；锐钛矿型Ti02

产生光催化产物的能力10啪>25彻1>200nm；锐钛矿型Ti02产生光催化产物的能力大于金红石

型。有关研究表明，锐钛矿型Ti02的带隙略高于金红石型，稳定性比金红石型差，金红石型

Ti02对02的吸附能力比锐钛矿型差。目前认为锐钛矿型Ti02表现出高的活性有以下几个原因

【21】：(1)锐钛矿型Ti02的禁带宽度为3．2eV，金红石型Ti02禁带宽度为3．0eV，锐钛矿型Ti02

较高的禁带宽度使其电子空穴对具有更正或更负的电位，因而具有较高氧化能力；(2)锐钛

矿型Ti02表面吸附H20、02、及OH。的能力较强，导致其光催化活性较高，在光催化反应中

表面吸附能力对催化活性有很大的影响，较强的吸附能力对其活性有利；(3)在结晶过程中

锐钛矿型晶粒通常具有较小的尺寸及较大的比表面，对光催化反应有利。较小的晶粒尺寸意

味着催化剂的比表面积比较大，相同质量的催化剂可以提供更多的吸附和反应表面【221，因而

小粒径锐钛矿型Ti02表现出较高光催化活性。

综上所述，可以看出紫外照射可引起光催化产物的产生，羟自由基产生的量随着紫外照

射剂量的增加而增加；相同晶型纳米Ti02间比较，粒径越小产生羟自由基的量越多；相同粒

径下，锐钛矿型Ti02产生光催化产物的量多于金红石型。

lO
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Cytotoxicity of photocataIytic products of Ti02 nanoparticles on

Balb／c Swiss mouse embryo fibroblasts cells

成纤维细胞是真皮重要组成细胞之一，是皮肤功能完好的重要保证。成纤维细胞具有

合成胶原纤维和弹性纤维，支撑皮肤的结构，以及释放炎症介质主动参与启动和延续炎症反

应的功能。在紫外线辐射引起的皮肤光老化以及炎症反应的发生过程中，成纤维细胞合成和

分泌的TNF．a及IL．1D等细胞因子发挥着重要作用。

小鼠胚胎成纤维细胞(Balb／c3T3)细胞是目前最认可的光毒性评价细胞模型，能较好的

反应成纤维细胞的生物学效应变化【231。本章以Balb／c3T3细胞为靶细胞，选择我国目前评价光

毒性规定使用的对细胞无损伤的UVA照射条件(36511IIl，5J／cm2)，探讨在有无光照的情况

下，受试纳米Ti02(10nm锐钛矿型、25m锐钛矿型、25mn金红石型、200啪锐钛矿型)的细

胞损伤效应，初步分析纳米光催化产物的主要作用靶点和毒性作用机制。

第一节纳米二氧化钛光催化产物的一般细胞毒性

光毒性是指应用于机体的物质经暴露于光线后诱发或增强(在低剂量水平时明显)的毒

性反应【231。本节将通过MTT法及中性红摄取试验，观察在有无紫外光照条件下受试纳米Ti02

对Balb／c3T3细胞形态、细胞内活性氧、细胞活性等方面的影响，初步分析不同类型的纳米

n02对细胞细胞膜及线粒体等的损伤水平。

1．材料与方法

1．1试验材料同第一章第一节1．1。

1．2实验细胞

小鼠胚胎上皮细胞(Balb／c3T3)株由江苏省疾病预防控制中心馈赠。

1．3试剂与仪器

1．3．1细胞培养试剂及其配制

DMEM高糖培养基的配制同第一章第一节1．2．1。

0．25％胰蛋白酶溶液称取胰蛋白酶(美国触sco公司，进口分装)1．Og，用磷酸盐缓
冲液(PBS)缓冲液溶解，玻棒搅拌混匀，放置4℃冰箱过夜后，定容至400mL，抽滤除菌，
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分装，．20℃冰箱保存备用。

1．3．2主要试剂

中性红(购自北京鼎国生物技术限责任公司)；

MTT(购自Si肿a公司)；

27，7L二乙酰二氯荧光素(DCFH-DA)荧光探针(美国inVitrogen公司，进口分装)按照

1：1000的比例，用无小牛血清的DMEM培养液稀释，使终浓度为10岬ol／L，临用前配制。

1．3．3主要仪器

C02培养箱(BB5060UV，香港Heal Force Development公司)；

倒置显微镜(CKX4l，日本Olympus公司)；

全自动酶标仪(MRX，美国Dynex Technologies公司)；

低温超速离心机(5417R，德国eppendorf公司)；

紫外辐照仪(法国VILBER公司)。

1．4方法

1．4．1受试细胞

Balb／c3T3细胞采用常规传代培养，用DMEM培养基(含体积分数为10％的胎牛血清、

100 U／mL青霉素、100 p∥mL链霉素)于37℃、5％C02培养箱中进行培养。取生长状态良好

的对数生长期细胞进行试验。

1．4．2纳米Ti02悬液配制同第一章第一节1．3。

1．4．3紫外辐照条件波长36511IIl，照射剂量5J／cIn2。

1．4．4细胞形态学观察

细胞悬液(1×105／mL)接种于24孔细胞培养板，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。加

入不同浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴性对照，

每组设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行照射，照射

剂量为5J／cm?，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后观察细胞形态。

1．4．5 MTT法检测细胞活性【24】

向96孔板中加入细胞悬液(1×105／孔)，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。加入不同

浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴性对照，每组

设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行照射，照射剂量

为5J／cm2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后吸除培养基，用PBs清洗

细胞3次，加入含MTT培养基，孵育3h，吸除培养基，加入DMSO震荡lOmin后用酶标仪在57011IIl

处测定吸光值。
12
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1．4．6中性红摄取光毒性实验【23】

向96孔板中加入细胞悬液(1×105／孔)，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。加入不同

浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴性对照，每组

设3个平行。继续培养1 8h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行照射，照射剂量

为5J／cm2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后吸除培养基，用PBS清洗

细胞3次，加入含有中性红的无血清培养基(100m∥mL)，孵育3h，吸除中性红培养基，用PBS

清洗细胞，加入中性红裂解液(乙酸：乙醇=l：1)；快速震荡10IIlin后离心取上清，用酶标仪

在570mn处测定吸光值。

1．4．7细胞内活性氧(I的S)生成测定

细胞悬液(1×105／mL)接种于96孑L板，200“L／孔，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。

加入不同浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴性对

照，阳性对照为100州H202，每组设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块

置紫外辐照仪下进行照射，照射剂量为5J／cIn2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后将

细胞培养板置培养箱继续培养，分别于照射后2h、4h、8h、12h和24h终止培养，PBS洗涤

3次，每孔内加入200此2’，7’一二乙酰二氯荧光素(DCFH．DA)荧光探针，37℃培养箱内孵

育20min。吸弃负载液，用PBS洗涤细胞3次，以充分去除未进入细胞内的DCFH．DA，每

孔内再加入100肛L PBS，将96孔板置于酶标仪上在激发波长488啪，发射波长525衄条件

下进行扫描。以平均荧光强度反映细胞内活性氧水平随时间变化的情况。

1．5资料分析

将实验数据录入Excel 2003，采用SPSS 11．5统计软件进行单因素方差分析、D“珂胛P船7检

验、多个样本均数两两比较的g检验、两样本均数比较f检验及两变量关联性分析。

2．结果

2．1细胞形态学观察

光镜下可见对照组细胞呈细长梭形，多为放射状和旋涡状分布，轮廓清晰，结构完整；

各纳米Ti02染毒组细胞逐渐变圆，皱缩，悬浮细胞逐渐增加，胞内出现黑色颗粒，且入胞的

颗粒与所暴露的剂量呈正相关，某些细胞膜完整性被破坏。光照后，细胞的损伤更加严重，

有些细胞崩解(图2．1)。



对照组(无光照) 对照组(有光照)

10nm锐铁矿组(有光照)lOnm锐钛矿组(无光照J

-

-

25nm悦钛矿组(无光照) 25nm锐钛矿组(有光照)

- -

25nm金红石组(无光照) 25nm金红石组(有光照)

- -
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注：黑色箭头代表吞有Ti02颗粒的细胞；白色箭头代表皱缩的细胞。

图2．1不同类型Ti02高剂量染毒组的Bam，c3T3细胞光照前后形态学比较(×400)

2．2 MTT实验结果

无光照处理时，与对照组相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞活性均降低，

10nm、25nm、200nm锐钛矿型Ti02组各剂量组，25nm金红石型250¨咖L剂量组与对照组的
差别有统计学意义(p<0．05)。与200nm锐钛矿型Ti02组相比，10nm、25nm锐钛矿型Ti02组细

胞活性降低更为明显，多数剂量组的差别有统计学意义(萨0．05)。Ti02各染毒组内，随着浓

度的升高，细胞活性降低，经两变量关联性分析，25nm锐钛矿型Ti02组(严．0．687，严0．05)、

25nm金红石型Ti02组(严一O．546，萨0．035)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02

对细胞活性的影响大于金红石型(则．05)。
有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞活性均降低，

多数处理组与对照的差别有统计学意义(p<O．05)。与200nm锐钛矿型Ti02组相比，lOnm、25nm

锐钛矿型Ti02组高剂量组细胞活性降低更为明显，差别有统计学意义(∥0．05)。Ti02各染毒

组内，随着浓度的升高，细胞活性降低，经两变量关联性分析，10nm锐钛矿型Ti02组(FO．795，

p=0．000)、25nm锐钛矿型Ti02组(严0．624，矿0．013)、25nm金红石型Ti02组(严0．746，矿0．001)

存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02对细胞活性的影响大于金红石型(p<O．05)。

光照前后相比，光照后细胞活性低于光照前。其中，10nm锐钛矿型Ti02在染毒剂量为

125“g／mL时差别有统计学意义(p<0．05)；25nm锐钛矿型Ti02在染毒剂量为31．2、62．5p酌nL

时差别有统计学意义(p《0．05)；200nm锐钛矿型Ti02在染毒剂量为31．2p咖L时差别有统计学
意义(∥0．05)(表2．1)。
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表2．1纳米Ti02光催化产物对细胞增殖活性的影响(i±s，n=3)

注：‘：经D“肝打P“i f检验，与阴性对照组比较，p<O．05； 撑：经f检验，不同染毒组间比较，P<O．05；

△：经g检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<O．05； @：经f检验，光照前后自身比较，p<O．05。

2．3 Balb／c3T3中性红摄取光毒性试验结果

无光照处理时，与对照组相比，纳米级Ti02组及200m锐钛矿型Ti02组细胞活性均降低，

10砌锐钛矿型Ti02组各剂量组及25帆锐钛矿型、25衄金红石型、200r吼锐钛矿型Ti02组高剂

量组与对照的差别有统计学意义(p<0．05)。与200砌锐钛矿型Ti02组相比，1 O咖锐钛矿型Ti02

组细胞活性降低更为明显，各剂量组与其对应剂量组的差别均有统计学意义(p<o．05)；25衄

锐钛矿型Ti02组细胞活性除250p咖L剂量组外，差异不明显。Ti02各染毒组内，随着浓度的
升高，细胞活性降低，经两变量关联性分析，10姗锐钛矿型Ti02组(严0．884，旷O．ooO)、200

nm锐钛矿型Ti02组(，．一0．853，p=0．000)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02对细

胞活性的影响大于金红石型Ti02，但差别均无统计学差异。

有光照处理时，与对照组相比，纳米级Ti02组及200mn锐钛矿型Ti02组细胞活性均降低，

其中高剂量组与对照间的差别有统计学意义(p<0．05)。与200m锐钛矿型Ti02组相比，1011ITl

锐钛矿型Ti02组的细胞活性降低，其差异在31．2pg／ml、62．5p咖L、125pg／mL剂量组有统计
学意义(pI<O．05)；25m锐钛矿型Ti02组细胞活性亦降低，在62．5¨g／mL、125“咖L剂量下差

16
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别有统计学意义(∥O．05)。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞活性降低，经两变量关

联性分析，10啪锐钛矿型Ti02组(，=0．833，旷0．000)、25nm锐钛矿型Ti02组(产0．888，舻0．000)、

25啪金红石型Ti02组(严0．731，p一0．002)、200 TlIll锐钛矿型Ti02组(产0．810，矿O．000)均存

在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02对细胞活性的影响大于金红石型Ti02，差别在

31．2“咖L剂量下有统计学意义(p<0．05)。

光照前后相比，光照后细胞活性降低，但差别均无统计学意义(表2．2)。

表2．2 Balb硒T3细胞中性红摄取光毒性试验结果(趸±s，n_3)
组 别 剂量(p咖L) 无光照OD 有光照OD

对照 O O．77士o．02 O．68士o．Ol

lO姗锐钛矿型Ti02 l5．6 O．67士O．04啪 O．63士0．02△o

25nm锐钛矿型Ti02

25nm金红石型Ti02

200IlIIl锐钛矿型Ti02

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

3l-2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

O．68士O．02‘拈

O．58士O．01．o△

O．56士O．01．她

O．54士O．02‘犯

O．77士O．02

O．77士O．03

O．70士0．08’

O．70士O．02’

O．70士O．03‘#

O．75士O．03

O．76士O．Ol

O．73士O．07

O．76士O．02

O．69士O．03‘

O．74士o．036

O．74士O．03△

O．67士O．04‘△

O．67士O．03‘△

O．65士o．Ol△

O．55士O．们‘她

0．54士O．04’謦△

O．52士O．02’△

O．68士O．02△

O．68士O．02△

O．57士O．03‘牡

O．54士0．03‘牝

O．5 l圭o．02‘△

O．68：印．02△

O．60士O．03‘她

O．59士0．01．△

O．56士O．03’厶

O．56士O．04‘△

O．71圭O．04△

O．68士o．Ol△

O．66士0．05△

0．63士o．04△

250 O．56士O．02。△ O．53士O．03’△

注：+：经m押珂P仃l f检验，与阴性对照组比较，pKO．05； 撑：经f检验，不同染毒组间比较，p<0．05；

△：经碍检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<O．05。

2·4细胞内活性氧测定

2．4．1平均荧光强度变化曲线图

以各纳米Ti02高剂量组为例，在无紫外照射时(图2．2)，各染毒组细胞内活性氧荧光强

度在避光处理后4时最强，细胞内活性氧含量最高。4h后，细胞内活性氧荧光强度随着时间

的延长而减弱。各时间点Ti02染毒组细胞内活性氧强度均高于对照组。

紫外照射组(图2．3)，各染毒组细胞内活性氧荧光强度在紫外照射后4h时最强，4h后，
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细胞内活性氧荧光强度随着时间的延长而减弱。各时间点纳米Ti02染毒组细胞内活性氧强度

均高于对照组。
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35000
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警25000
蓦20000
襄15000
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5000

0

图2．2无紫外照射下细胞内活性氧荧光强度强度变化曲线

图2．3紫外照射下细胞内活性氧荧光强度变化曲线

2．4．2纳米Ti02光催化产物对Balb／C3T3细胞内活性氧水平的影响

无光照处理时，与阴性对照相比，纳米级Ti02组及20011In锐钛矿型Ti02组细胞内活性

氧水平显著升高，多数剂量组与其之间的差别有统计学意义(p<O．05)。与阳性对照组相比，

纳米级Ti02组细胞内活性氧水平在避光处理后4h显著升高，多数剂量组与其之间的差别无

统计学意义(庐0．05)。与200眦锐钛矿型Ti02组相比，纳米Ti02组在各染毒时间点与其对

应剂量间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，相同染毒时间点，随着浓度的升高，经两

变量关联性分析，避光处理后2h，10nm锐钛矿型Ti02组(严O．522，矿O．018)、25咖锐钛

矿型Ti02组(产O．613，矿O．004)、25姗金红石型Ti02组(产O．622，矿O．003)、200nm锐钛

矿型Ti02组(间．871，矿0．000)存在剂量反应关系；避光处理12h，25m锐钛矿型Ti02组

(严0．626，卿．003)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02染毒组细胞内活性氧水
平高于金红石型，但差别无统计学意义(表2．3)。



组别 型兰 2h 4h 8h 12h 24h
p∥mL

25nm锐钛矿型Ti02

25IlIIl金红石瓢02

200Ilm锐钛矿型Ti02

阴性对照

31．2 1．07士o．16’ 3．68士O．40‘4 2．22士O．17‘$ 1．58士O．13 1．03士o．05

62．5 1．18±O．17’ 3．65士o．36‘。 2．66士O．89’# 1．6l士o．12 1．0l士O．03

125 1．30士．0．20’ 3．64士o．16‘。 2．85士O．1∥ 1．45士o．05 1．02士O．12．

250 1．38士o．26’ 3．53士o．4l叫 2．76士o．45 l。60士O．05 O．98士O．10

15．6 1．09士0．15 3．40士O．30坤 3．08士O．41． 1．84士o．20$ 1．13士o．03

31．2 1．13士O．18 3．4l士0．12叩 3．50士O．75 1．7m=o．05 1．19士o．15

62．5 1．26士O．1 8 3．52士0．1 2w 3．22士o．77 1．76士O．08s 1．02士o．04

125 1．34士O．19‘ 3．5l士o．26‘#3。15士o．32‘#1．66士O．10 1．17士o．10

250 1．46士O．15’ 3．67士o．38叫 2．86士O．31． 1．5l士o．08 1．1l士o．19

15．6 0．94士o．07 2．80士0．08叩 2．33圭o．30 1．72士O．14 1．16士O．04

31．2 O．99士O．015 2．76士0．14‘4 2．67士o．14‘。1．55士o．07 1．16士o．06

62．5 1．05士O．08s 2．62士O．1l‘4 2．23士0．20’ 1．65士o．08 1．15士o．05

125 1．13士0．1l‘ 2．53士o．1l’s 2．4l士o．39 1．75士o．10 1．09士o．07

250 1．10±o．09+$ 3．04士O．22‘水 2．60士o．26‘ 1．79士O．09 1．16士o．1l

15．6 O．92士o．04’档 3．23士o．27‘。 2．93士o．2l‘。 2．2l士o．26s 1．05士o．05

31．2 1．03士o．06+s 3．31士o．19叫 3．07士o．16‘。 1．97士o．1l‘。 1．15士o．06

62．5 1．09士O．06‘$ 3．37士O．35叫 2．95士O．32’ 1．9l士o．09’ 1．13士O．06

125 1．16士O．10‘s 3．30士O．23‘# 2．82士o．27叫 1．93士0．17 1．10士O．09

250 1．36士O．10’5 3．06士O．06吖 2。69士O．24叫 1．7啦O．07。 1．05士o．04

O O．63士O．04 1．37士o．29 1．54±O．1 8 1．36士O．08 O．9鲫．02
阳性对照 0．03％H202 1．19士O．02 2．07士O．15 1．88士O．09 1．30士O．13 1．12士O．05

I-__----——-—--_●__-———-——_—_-__—__—●-__———-—_—●-—●一。
注：+：各实验组与阴性对照比较，p<O．05；存：与阳性对照相比，p《0．05；$：染毒组内比较，p<O．05；@：光照前后自身

相比，p<o．05．。

有光照处理时，与阴性对照相比，纳米级Ti02组及200rlrIl锐钛矿型Ti02组细胞内活性

氧水平显著升高，多数剂量组与其之间的差别有统计学意义(卿．05)。与阳性对照相比，各
实验组细胞内活性氧水平在光照处理后4h显著性升高，多数剂量组与其的差别有统计学意义

(p<o．05)。与20011Ill锐钛矿型Ti02组相比，纳米Ti02组细胞内活性氧水平降低，光照处理

后12h，10m锐钛矿型Ti02组15．6、62．5pg／mL剂量组、25姗锐钛矿型Ti02组62．5“酣也

剂量组与其对应剂量间的差别有统计学意义∽0．05)。Ti02各染毒组内，相同染毒时间点，

I遁着浓度的升高，经两变量关联性分析，光照处理后2h，10m锐钛矿型Ti02组(产0．629，

p。O．003)、200啪锐钛矿型Ti02组(严O．907，p-=0．000)存在剂量反应关系；光照处理后4h，

10眦锐钛矿型Ti02组(产0．629，旷0．003)、25mn金红石型Ti02组(严0．535，p_o．015)、

200姗锐钛矿型Ti02组(严一0．578，尸0．008)存在剂量反应关系；光照处理后12h，10nnl锐

钛矿型Ti02组(产一0．447，p．：O．048)、200nm锐钛矿型Ti02组(严一O．573，旷O．008)存在剂量

反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02染毒组细胞内活性氧水平高于金红石型，但差别无统

10
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计学意义(表2．4)。

25脚锐钛矿型Ti02

25mn金红石型Ti02

20011m锐钛矿型n02

阴性对照

31．2 1．16士O．15 3．69士O．37+ 2。oo±o．24 1．46士o．08 1．06士o。04

62．5 1．23士o．2l 3．7l士O．43‘ 2．22士O．1l。 1．37士0．07＆ 1．07士O．04

125 1．37士．O．21 4．06士O．30’。 2．07士o．34‘ 1．38士O．12 1．14士O．09．

250 1．42士O．26 4．15士o．18叩 2．08士o．17 1．32士o．08 1．08士o．06

15·6 1．O9=士o．145 3．56士o．35’ 1．75士o．25 I．97士0．27 1．Io士O．05

3l·2 1．20士0．19 3．49士0．22’ 1．78士o．36 1．86士o．18 1．16士O．07

62，5 1．27士O．19 3．6l士O．39’ 2．42士o．54 1．78土O．03‘＆@ 1．05士o．05

125 1．44士0．20 3．93士o．38‘ 1．90士o．3l+ 1．69士O．08 1．08士o．09

250 1．59士O．2l‘3．8呦．23‘#1．92士o．19 1．55士0。0I I．08士O．06

15·6 O．97士o．06 3．1l士O．24’ 1．80士o．155 1．63士o．1l 1．12士o，17

3 l·2 1．02士o．03’ 2．93士o．1 8‘5 2．45士o．34‘5 1．56士0．04 1．03士o．04

62．5 1．07士O．07’ 3．50士O．10‘档 6．46士2．44$ 1．63士O．06 1．10士O．14

125 1．12士o．1l 3．33士o．23’ 2．33士o．18s 1．72士O．14 I．04士0．03

250 1．12士O．06’3．46士o．16‘坶2．18士o．215 1．64士O。ll 1．05蛆07
15·6 O．95士O．04’$4．07士O．20‘’ 1．63士O．02‘@ 1．82士O．02‘5 1．06士O．05

31．2 1．03士0．04‘5 4．30士O．53’ 1．61士O．25。@ 1．86士O．08‘ 0．98士o．06

62．5 1．09士O．07’s 4．2 l士0．3 l喘2．07士o．32 1．85±o．07+ 1．06士O．08

125 1．23±o．09‘5 3．65士0．14‘。 1．79士o．23 1．72士0．17 1．05士o．18

250 1．36士O．12‘。3．45士o．28+ 1．56士o．17 1．63士O．055 1．04士0．07

O O．67士O．04 1．10士O．13 1．53士o．18 1。44士O．06 0．97士O．05

婴竺翌墅．． o．03％啦02 】．】8士o．06 2．07士o．15 1．85圭o．16 1．35士o．27 1．08士0-06
_=●■：：：：：=■==—：-—————●——————————————二=二==： ：：：：：：：：：

注：+：各实验组与阴性对照比较，p<o．05；撑：与阳性对照相比，，<o．05；$：染毒组内比夏，夏五磊_忑三-夏蚤；；ii氟较，
p<o．05；@：光照前后自身相比，p<O．05．。

光照前后相比，光照后2h、4h光照组细胞内活性氧水平高于无光照组，4h后，光照组细

胞内活性氧水平低于无光照组，差别在200啪锐钛矿型Ti02组15．6、31．2pg／n1L剂量组光照

处理后8h，25nm锐钛矿型Ti02组62．5p酌nL剂量组光照处理后12h有统计学意义(p<o．05)。

3．讨论

正常细胞在生长过程中会维持一种特定的形态，细胞形态学改变是细胞受损的表征之一。

本研究结果显示，从细胞形态学变化来看，纳米Ti02染毒组细胞体积缩小，出现细胞膜不完

整，纳米Ti02可以进入胞内，而在200纳米Ti02暴露组表现不明显。光照后细胞的损伤加重，

悬浮细胞增多，胞内纳米Ti02增多。结果提示，纳米Ti02能够进入细胞内，纳米Ti02光催

化产物可以促进该过程。

M1’T是综合评价细胞毒性的常用指标，能够很好地反映基于线粒体功能障碍的细胞毒

性。本研究结果表明锐钛矿型rn02的毒性明显大于金红石型，小粒径受试材料的细胞毒性高
'n
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于大粒径材料，并存在剂量．反应关系(卿．05)。朱融融等人对CHO细胞研究中，也得出类
似结论，认为10mn．20nm的锐钛矿毒性>50．6011Ill粒径的锐钛矿>50．60nm的金红石【251。

光毒性是指应用于机体的物质经暴露于光线后诱发或增强(在低剂量水平时明显)的毒

性反应。对Hela细胞用2511IIl锐钛矿型Ti02染毒，当剂量<150咖L时，存活率超过90％，
但在接受了14．20 J／cm2汞灯照射后Hela细胞全部死亡【261，说明接受紫外照射增大了纳米Ti02

对细胞的毒性作用，表现出一定的光毒性。魏刚【27】等人的研究结果显示，粒子的尺寸越小，

比表面积越大，光吸收效率也越高，有利于光催化反应在表面上进行，因此活性增强。

活性氧(Reactive oxygen Species，ROS)是一系列化学性质活泼、氧化能力强的含氧物质

的总称。它是由氧直接或间接转变的氧自由基及其衍生物，包括氧的单电子反应产物超氧阴

离子自由基(02·‘)、膜质过氧化中间产物脂氧自由基(LO·)、脂过氧自由基(LOO·)等比分

子氧活泼的物质【281。体内正常代谢过程中，吞噬细胞可以通过产生大量活性氧发挥吞噬和杀

伤作用；在病理条件下，由于活性氧的产生和清除失去了平衡，就可能通过脂质过氧化、DNA

氧化损伤、蛋白质氧化和单糖氧化等过程导致机体损伤【291。细胞膜、线粒体等细胞器膜磷脂

分子层及膜蛋白的结构也易受活性氧的攻击，细胞内环境会显著改变，如胞内游离Ca2+浓度

上升、ATP缺失及脂质的氧化等。活性氧攻击细胞膜脂，使膜的通透性发生改变，引起细胞

外Ca2+内流或者线粒体、内质网膜受损也可能导致细胞内部Ca2+的释放。

在以往对UVA致凋亡作用的研究中，人们认为UVA是通过ROS来介导引发细胞凋亡的

【3
o。。我们在亚甲蓝降解实验的基础上，进一步用荧光探针(DCFH．DA)标记ROS的方法检

测了二氧化钛在UvA照射下诱导ROS生成的作用。结果显示，纳米Ti02可导致受试细胞内

活性氧水平升高，细胞内活性氧水平和纳米Ti02浓度、粒径、晶型、染毒时间及紫外照射有

关。随着纳米Ti02浓度的增高，粒径越小，细胞内活性氧水平升高；相同粒径下锐钛矿型

Ti02组细胞内活性氧水平高于金红石型，染毒4h后，差别无统计学意义。光照后2h、4h光

照组细胞内活性氧水平高于无光照组。由此进一步说明纳米Ti02经紫外照射后产生的羟自由

基引起细胞活性氧代谢失衡，诱导细胞内活性氧水平的升高。光照处理4h后，光照组细胞内

活性氧水平低于未光照组，可能与光照4h后，细胞损伤更加严重，细胞发生凋亡的数量增多

有关。
。

本研究结果提示，纳米Ti02光催化产物中活性氧是影响细胞毒性的重要物质基础，不同

类型的纳米Ti02表现出不同的光催化敏感性，纳米Ti02对Balb／c3T3细胞的生长有明显的抑

制作用，其中纳米Ti02的染毒剂量、颗粒的粒径、晶型、以及光照等因素都能够影响细胞的

生长活性。
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第二节纳米二氧化钛光催化产物的细胞氧化损伤

细胞膜是纳米Ti02光催化产物对细胞攻击的主要目标。有资料显示，纳米Ti02作用后存

在细胞膜受损的现象【31】。本节将通过LDH、SOD、MDA、GSH．Px活性等指标的测定，初步

探讨纳米Ti02光催化产物对细胞产生的以膜损伤为特征的氧化损伤程度。

1．材料与方法

1．1实验材料同第一章第一节1．1。

1．2实验细胞 同第本章章第一节1．2。

1．3试剂与仪器 同第本章章第一节1．3．1。

乳酸脱氢酶(LDH)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽过氧化酶(GSH-PX)

测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所。

1．4实验方法

1．4．1细胞培养同本章第一节1．4．1。

1．4．2 Ti02悬液配制 同本章第一节1．4．2。

1．4．3细胞外液LDH、SOD、MDA、GSH．Px活性测定

细胞悬液(1．5×105／mL)接种于24孔板，lInL／孔，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。

加入不同浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴性对

照，每组设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行照射，

照射剂量为5J／cm2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后终止培养，每

孔吸取上清液30此按试剂盒说明检测细胞外液中LDH、SOD、MDA、GSH．Px活性。

1．4．4资料分析

将实验数据录入Excel 2003，采用SPSS 11．5统计软件进行单因素方差分析、D材，?聆P鼢7检

验、多个样本均数两两比较的g检验、两样本均数比较r检验及两变量关联性分析。

2．结果

2．1纳米Ti02光催化产物对LDH活性的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200啪锐钛矿型Ti02组高剂量组细胞培

养上清LDH活性升高，与对照的差别有统计学意义(p<o．05)。与200mn锐钛矿型Ti02组相

比，纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞

培养上清LDH活性升高，经两变量关联性分析，10llIn锐钛矿型Ti02组(，．=o．868，p-=O．000)、

25mn锐钛矿型Ti02组(尸O．858，p一0．000)、25姗金红石型Ti02组(严0．712，p-=0．003)存

在剂量反应关系。相同粒径下锐钛矿型Ti02组比金红石型Ti02组细胞培养上清LDH活性高，
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在剂量为125、250p∥mL时差别有统计学意义(pl<0．05)。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组高剂量组细胞培

养上清LDH活性升高，与对照的差别有统计学意义(舻O．05)。与20011IIl锐钛矿型Ti02组相

比，纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞

培养上清LDH活性升高，经两变量关联性分析，10I吼锐钛矿型Ti02组(严O．721，旷0．002)、

200nm锐钛矿型Ti02组(，=O．681，p．=0．005)存在剂量反应关系。相同粒径下锐钛矿型Ti02

组比金红石型Ti02组细胞培养上清LDH活性高，在剂量为31．2、62．5、125、250p咖L时差
别有统计学意义(球0．05)。

光照前后相比，光照后细胞培养上清LDH活性上升，其中10Iun锐钛矿型Ti02组

31．2“g／mL剂量组、25啪锐钛矿型Ti02组15．6pg／mL剂量组光照前后的差别有统计学意义

(p<0．05)(表2．5)。

组 别 剂量(pg／InL) LDH(U／L，无光照)LI)H(U几，有光照)

注：’：经D“朋Pfflf检验，与阴性对照组比较，JpH(O．05；撑：经q检验，各染毒组内不同剂量间比较，p_<O．05；＆：经f检验，

不同染毒组间比较，p《O．05；@：经f检验，光照前后相比，p，0．05。
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2．2纳米Ti02光催化产物对MDA含量的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞培养上清MDA

含量上升，其中1011Hl、25砌锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有统计学意义

(矿0．05)。与20011n1锐钛矿型Ti02组相比，纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。

Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞培养上清MDA含量升高，经两变量关联性分析，

10锄锐钛矿型Ti02组(产O．754，p=0．001)、25姗金红石型Ti02组(严0．649，p；0．009)存

在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培养上清MDA含量高于金红石型，差

别无统计学意义。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200眦锐钛矿型Ti02组细胞培养上清MDA

含量上升，其中10nm、25nm锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有统计学意义

(p<o．05)。与200舭l锐钛矿型Ti02组相比，纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。

Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞培养上清MDA含量升高，经两变量关联性分析，

lO姗锐钛矿型Ti02组(严O．553，p=O．032)、25啪锐钛矿型Ti02组(严0．546，p=0．035)、

25眦金红石型Ti02组(严0．704，矿O．003)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02

组细胞培养上清MDA含量高于金红石型，差别无统计学意义。

紫外照射后细胞培养上清MDA含量上升，其中10姗锐钛矿型Ti02染毒组除15．6ug／mL

剂量组外，其余各剂量组照射前后的差别均有统计学意义(FO．05)(表2．6所示)。
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表2．6纳米Ti02光催化产物对MDA含量的影响(i±s，Ⅱ-3)

注：+：经D“，l”8ff§f检验，与阴性对照组比较，p《0．05；群：经9检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<o．05；@：经f检

验，光照前后相比，∥，o．05。

2．3纳米Ti02光催化产物对SOD活性的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200衄锐钛矿型Ti02组细胞培养上清SOD

活性下降，其中10眦、25姗锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有统计学意义

(p<O．05)。与20011IIl锐钛矿型Ti02组相比，纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。

Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞培养上清SOD活性下降，经两变量关联性分析，10衄

锐钛矿型Ti02组(，=．0．662，p-o．007)、25啪锐钛矿型Ti02组(严．0．600，p=O．01 8)、25衄

金红石型Ti02组(严．O．609，p=o．016)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细

胞培养上清SOD活性低于金红石型，差别无统计学意义。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200IHn锐钛矿型Ti02组细胞培养上清SOD

活性下降，其中10Iun锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有统计学意义(刚．05)。与
200姗锐钛矿型Ti02组相比，纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组

内，随着浓度的升高，细胞培养上清sOD活性下降，经两变量关联性分析，25m金红石型

Ti02组(产．0．522，p=0．046)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培养上
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清SOD活性低于金红石型，差别无统计学意义。

光照前后相比，紫外照射后细胞培养上清sOD活性下降，其中10眦Ti02组125“鲈nL

剂量组照射前后的差别有统计学意义(p<0．05)(表2．7)。

表2．7纳米Ti02光催化产物对SoD活性的影响(i±s，n_3)

注：+：经D“删ff§f检验，与阴性对照组比较，p<o．05；撑：经g检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<o．05；@：经f检
验，光照前后相比，P(o．05。

2．4纳米Ti02光催化产物对GSH．Px活性的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200mn锐钛矿型Ti02组细胞培养上清

GSH．Px活性下降，其中高剂量组与其之间的差别有统计学意义(p<O．05)。与200mn锐钛矿

型Ti02组相比，纳米级Ti02组GSH．Px活性下降更为明显，其中250烬加L剂量组与其之间

的差别有统计学意义(p<O．05)。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞培养上清GSH．Px

活性下降，其中10nm锐钛矿型Ti02组250肛咖L剂量组与15．6、31．2p咖L剂量组间的差别
有统计学意义(正O．05)，25mn锐钛矿型Ti02组250p咖L剂量组与15．6、31．2、62．5舭
剂量组间的差别有统计学意义(p<o．05)。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培养上清GSH—PX

活性低于金红石型，差别在250¨咖L剂量组有统计学意义(p<o．05)。
有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞培养上清



第二章纳米二氧化钛光催化产物对小鼠胚胎成纤维细胞的毒性作用

GSH—Px活性下降，其中lO啪、25衄、200m锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有

统计学意义(p<O．05)。与200nm锐钛矿型Ti02组相比，纳米级Ti02组GSH．Px活性下降更

为明显，其中lOIun锐钛矿型Ti02组31．2、125、250肛咖L剂量组，25砌锐钛矿型Ti02组

125p咖L剂量组与之对应剂量组问的差别有统计学意义(正0．05)。Ti02各染毒组内，随着
浓度的升高，细胞培养上清GSH．Px活性下降，其中10砌、25衄锐钛矿型Ti02组高剂量组

与低剂量组间的差别有统计学意义(胙O．05)。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培养上清

GSH—Px活性低于金红石型，差别15．6、62．5、125、250肛g／mL剂量组有统计学意义(胙O．05)。

光照前后比较，光照后细胞培养上清GSH．Px活性降低，其中200nm锐钛矿型Ti02组

250p咖L剂量组光照前后的差别有统计学意义(p<O．05)(表2。8)。

表2．8纳米Ti02光催化产物对GSH-Px含量的影响(i±s，n=3)

组 别 剂量(pg／mL) 无光照 有光照

GSH-Px(活力单位) GSH·P《活力单位)

对照

lO姗锐钛矿型Ti02

25nm锐钛矿型Ti02

25哪金红石型Ti02

200rIm锐钛矿型Ti02

O

15，6

31．2

62．5

125

250

15．6

3l，2

62．5

125

250

15．6

31，2

62．5

125

250

15。6

31．2

62．5

125

22．0(牲1．00

19．67士3．22群

l 7．67士4．04‘#

16．OO士1．oo+

14．67士1．12‘

lO．33士2．3l‘狍

19．OO士1．O扩

19．33“．16#

l8．6仕3．7少

14．67±2．08

10．33士1．53‘般

21．00士2．65

20．67士o．58

20．67士1．16

17．67士3．5I’

l 7．67士2．89‘矗

22．33士3．22

19．Oo士4．36

18．Oo士2．oo

16．67圭1．53

20．33士2．52

19．33士3．5l謦

14。67士1．53’弛

13。00士2．00‘#

lO．00士1．00‘蚀

9．33士1．53+槭

16．67士2．08聋

17．33“．1∥

14．33士2．52+

lO．33士o．58’蛾

9．67士2．3 l增

23．67士2．08＆

20．33士2．52

20．67士2．89＆

20．33士2．52＆

2033士2．08＆

20．67士4．04

21．33士3．79

16．33士3．22

15．33士1．16

250 15．33士O．58‘ 13．33士2．31．@

注：+：经D“朋鲥j f检验，与阴性对照组比较，p<0．05；撑：经口检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<O．05；&：经f检验，

不同染毒组问比较，庐O．05；@：经，检验，光照前后相比，p<O．05。

3．讨论

细胞膜的骨架是脂质双分子层，外界化学物与膜蛋白及膜脂质的结合可诱发膜通透性的

改变。细胞膜的通透性是与细胞功能相适应的，通透性的改变是很多毒物作用于细胞膜时常

27



东南大学硕士学位论文

见的早期反应。在细胞膜上建立新的通透途径和调节膜上原有的通透途径是改变膜通透性的

常见作用机理。乳酸脱氢酶(Lactate DehydrogenaSe，LDH)是一种胞浆标记酶，细胞膜受损

后被释出，细胞外液中的LDH活性是反映膜损伤的较敏感指标1321，可反映细胞膜通透性的

变化和细胞受损程度【331。有研究结果显示，纳米Ti02小鼠经口染毒后可使血清LDH活性升

高，纳米级Ti02和微米级Ti02对染毒小鼠血清LDH活性有不同影响【34】。

本研究结果显示，lOnm锐钛矿型、25唧锐钛矿型、25m金红石型及200m锐钛矿型

Ti02达到一定浓度时均可引起Balb／c3T3细胞外液中LDH活性增加(p<0．05)。细胞培养上

清LDH含量与Ti02浓度、晶型、粒径大小及有无光照有关。相同晶型的锐钛矿，粒径越小

对细胞的损伤越严重。LDH的含量与纳米Ti02的浓度呈剂量反应关系，随着剂量的增加，

LDH活性升高。相同粒径下，锐钛矿型Ti02对细胞的损伤大于金红石型。这和纳米Ti02特

殊的表面结构有关，粒径越小，表面效应越强，越容易引起细胞的损伤。金红石型Ti02较锐

钛矿稳定，对细胞的损伤效应小。光照后，细胞损伤程度大于光照前。

丙二醛(MDA)是细胞脂质过氧化降解产物。机体通过酶系统与非酶系统产生的氧自由

基可通过生物膜中多不饱和脂肪酸的过氧化引起细胞损伤。丙二醛能改变膜的流动性、交联、

结构和功能，增加膜的脆性，最终导致膜的破坏。因而测定MDA含量可反映机体内脂质过

氧化程度，间接反映细胞损伤的程度【351。本研究结果显示，纳米Ti02染毒组细胞培养上清内

MDA含量上升，纳米Ti02浓度越高，细胞培养上清中MDA含量越高；相同晶型的锐钛矿

相比，粒径越小，细胞培养上清中MDA含量越高；相同粒径下，锐钛矿型Ti02染毒组细胞

培养上清MDA含量高于金红石型；光照后，细胞培养上清MDA含量上升。结果提示，纳

米Ti02染毒可引起细胞的脂质过氧化损伤，损伤程度和纳米Ti02的粒径、晶型、浓度及有无

紫外照射有关。

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH。Px)可以清除由活性氧和·OH诱发的脂质过氧化物，保护细

胞膜结构和功能的完整性。有试验显示，紫外照射引起SOD、GSH．Px活性降低，其清除

自由基的能力下降，修复损伤细胞的能力下降。因而，自由基损伤的细胞增多，引起脂

质过氧化损伤。SOD(超氧化物歧化酶)是一种源于生命体的活性物质，能消除生物体

在新陈代谢过程中产生的有害物质，是生物体内清除自由基的首要物质。它可对抗与阻

断因氧自由基对细胞造成的损害，并及时修复受损细胞，复原因自由基造成的细胞伤害。

本次实验表明，纳米Ti02染毒后，各剂量组细胞培养上清SOD、GSH．Px活性降低，光照后

与光照前相比，SOD、GSH．Px活性降低。

本研究结果提示纳米Ti02可以引起细胞膜的损伤，导致细胞的脂质过氧化损伤，引起细

胞MDA含量升高，而SOD、GSH．Px活性降低使细胞脂质过氧化产物MDA不能被有效
2R
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的清除。MDA能改变膜的流动性、交联、结构和功能，增加膜的脆性，最终导致膜的破坏，

LDH溢出。光照后细胞的损伤程度加重，光照后纳米Ti02引起自由基的产生加重了细胞的损

伤程度。羟自由基是化学性质最活泼的ROS，其反应特点是无专一性，几乎能与生物体内的

所有物质发生反应，且反应速率快。羟自由基攻击的靶点是多不饱和脂肪酸，引起脂质过氧

化反应。因此，细胞中的膜结构都有可能与自由基反应，引起细胞过氧化损伤，引起MDA

合成增多、细胞膜弹性下降、细胞变僵硬。

第三节纳米二氧化钛光催化产物对细胞凋亡及细胞间隙通讯的影响

细胞凋亡和细胞间通讯异常可成为细胞的致死性原因。成纤维细胞的凋亡可以导致胶原

的合成减少，从而导致光老化的发生。本节主要探讨在有无紫外光照条件下受试纳米Ti02对

Balb／c3T3细胞凋亡及细胞间隙通讯的的影响，进一步分析纳米Ti02光催化产物细胞毒作用

机制。

1．材料与方法

1．1实验材料同第一章第一节1．1。

1．2实验细胞 同第本章章第一节1．2。

1．3试剂与仪器

1．3．1细胞培养试剂及其配制同第本章章第一节1．3．1。

1．3．2主要试剂

HoechSt 33258(美国si舯a公司)，临用时用PBS配置成浓度为5m班的溶液；

荧光黄染料(美国sigma公司)，临用时用PBS配置成浓度为0．59／L的溶液。

1．3．3主要仪器同本章第一节1．3．3。

1．4实验方法

1．4．1细胞培养同第二章第一节1．4．1。

1．4．2纳米Ti02悬液的配制同本章第一节1．4．2。

1．4．3 Hoechst 33258核染色观察细胞凋亡

将Balb／c3T3细胞以2×104／孔的密度接种于6孔板，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。

加入不同浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制各两个板，每块培养板同时设阴性对

照，每组设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行照射，
29
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照射剂量为5J／cm2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后终止培养，弃

原培养液，用PBS清洗细胞3次。加入O．5mL固定液，固定lOmin。PBS洗2遍，5mg／L HoechSt

33258染液染色5mill。去染色液，用PBS或O．9％NaCl洗两遍，每次3分钟。洗涤时宜用摇

床或手动摇晃。荧光显微镜下观察。

1．4．4细胞间隙连接通讯(GJIC)功能的测定

将Balb／c3T3细胞以2×104个／孔的密度接种子6孔板，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长

24h。加入不同浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴

性对照，每组设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行

照射，照射剂量为5J／cm2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后终止培

养，弃原培养液，用PBS清洗细胞3次。用手术刀片在培养板底部轻轻划线数条，加入2mL

配置好的荧光黄染料，置37℃培养箱10min，吸出染液，再用PBS洗3次，以去除游离的

荧光染料及脱落的细胞，立即置于荧光显微镜下观察细胞间荧光染料的扩散情况并拍照。

1．4．5资料分析

本实验记录荧光强度随时间变化的相对值，将实验数据录入Excel 2003，采用SPSS 11．5

统计软件进行单因素方差分析、D甜玎，zP船7检验、多个样本均数两两比较的g检验、两样本

均数比较，检验及两变量关联性分析。

2．结果

2．1 Hoechst 33258核染色观察细胞凋亡

镜下随机选取6个视野分别计数凋亡细胞和总细胞数，计算凋亡百分率。

凋亡百分率=(凋亡细胞数／总细胞数)×loo％

荧光显微镜下观察可见，对照组凋亡细胞数少，细胞核染色呈正常的蓝色。纳米Ti02组

凋亡细胞增加，凋亡细胞染色质固缩，出现体积缩小、核碎裂、核固缩等典型的凋亡形态学

改变。随着纳米Ti02浓度的增加，凋亡细胞数增加；锐钛矿型Ti02相比，粒径越小，凋亡细

胞数越多；相同粒径下，锐钛矿型Ti02组凋亡细胞数大于金红石型组(图2．4)。
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注：红圈内是凋亡细胞。

图2．4不同类型纳米Ti02染毒后的细胞凋亡观察(10×lO)

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞凋亡率上升，

其中多数剂量组与其之间的差别有统计学意义(刚．05)。与200nm锐钛矿型Ti02组相比，
纳米级Ti02组与其之间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞凋亡

率上升，经两变量关联性分析，25nm锐钛矿型Ti02组(严0．555，矿O．032)、25nm金红石型

Ti02组(，=O．822，尸O。000)、200nm锐钛矿型Ti02组(产O．538，尸0．039)存在剂量反应关系。

相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞凋亡率高于金红石型，但差别无统计学意义。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞凋亡率上升，

其中多数剂量组与其之间的差别有统计学意义(p<O．05)。与200nm锐钛矿型Ti02组相比，

纳米级Ti02组细胞凋亡率上升，其中lOnm锐钛矿型Ti02组各剂量组、25nm锐钛矿型Ti02

组62．5、250蚓mL剂量组与其之间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，

细胞凋亡率上升，经两变量关联性分析，10nm锐钛矿型Ti02组(严O。514，矿0．050)、25nm

锐钛矿型Ti02组(严0．791，矿O．000)、25nm金红石型Ti02组(严O．832，严O．000)、200nm

锐钛矿型Ti02组(产0．754，尸0．001)存在剂量反应关系。相同粒径下锐钛矿型Ti02组细胞

凋亡率高于金红石型，各剂量组间的差别均有统计学意义(序0．05)。

光照前后比较，光照后细胞凋亡率上升，其中10nm锐钛矿型Ti02染毒组各剂量组、25啪

锐钛矿型Ti02组l 5．6、62．5、125、250删mL剂量组光照前后的差别有统计学意义(矿0．05)

(表2．9)。
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表2．9纳米Ti02光催化产物对Balb魍T3细胞凋亡率的影响(i±s，n-3)

注：+：经D“"瑚ff§f检验，与阴性对照组比较，p<O．05；撑：经鼋检验，各染毒组内不同剂量问比较，P<o．05；&：经f检验，

不同染毒组间比较，p<0．05；@：经f检验，光照前后相比，P<o．05。

2．2纳米n02光催化产物对Balb，c3T3细胞间隙通讯的影响

图2．5所示为细胞划痕染料标记示踪实验结果，以低剂量组为例，荧光显微镜下观察可

见，对照组细胞形态完整，细胞数量多，染料可以在细胞间进行传递，传递距离较远。纳米

Ti02组细胞数减少，细胞散落存在，染料传递距离近，表现出对细胞间荧光扩散较强的抑制

作用，抑制作用随剂量增高而增加。锐钛矿型纳米Ti02，粒径越小，荧光扩散抑制作用越强；

相同粒径下，锐钛矿型Ti02抑制作用大于金红石型Ti02组。光照后，由于细胞毒性大，抑制

作用更强。
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第二章纳米二氧化钛光催化产物对小鼠胚胎成纤维细胞的毒性作用

注：箭头表示荧光沿细胞传递的距离。

图2．5不同类型纳米Ti02染毒后对细胞间隙通讯传递的影响

3．讨论

机体内自由基代谢失衡，可导致一系列的连锁反应，引起不同程度的细胞毒性，并导致

瞬时的或不可逆的损伤。近年来的研究表明，氧化应激是导致细胞凋亡的重要原因之一【361。

认为活性氧诱导细胞凋亡的可能机制为：氧自由基的增加会导致核因子活化，DNA的氧化并

活化聚．ADP．核糖转录酶，导致细胞凋亡；氧自由基能下调bcl．2 mRNA表达，通过bcl．2作

用于多种途径诱导凋亡网；钙堆积与细胞凋亡密切相关，细胞内钙过量可通过一系列的酶促

反应诱导凋亡，氧自由基能刺激线粒体内钙释放而致细胞凋亡【3引。Sin曲等研究表明，纳米

级的Ti02比微米级的Ti02对细胞产生的炎性损伤更重，产生更多的IL．8等炎性因子，更容

易引发细胞凋亡【39401。本研究结果显示，Ti02染毒组细胞凋亡率上升，细胞凋亡率与纳米Ti02

的粒径、晶型及染毒剂量有关，随着染毒剂量的增高，粒径越小，细胞凋亡率上升，相同粒

径下锐钛矿型Ti02比金红石型Ti02染毒组细胞凋亡率高，光照后细胞凋亡率上升，表明光照

后产生的羟自由基可促进细胞凋亡进程。

细胞间隙通讯连接(GJIC)的结构单位是嵌在细胞膜上的大分子蛋白，称为连接子

(coIlnexon)，又称为连接蛋白(connexin)。连接蛋白在电镜下呈六角形，由六个蛋白亚单位

组成，与相邻细胞的连接子衔接成亲水性膜通道。通道直径约15．20A，只能透过分子量小于

1KD的分子和离子。它们可以是细胞内代谢产物，次级信使cAMP、Ca2+以及其他参与细胞

生长分化的调节性物质。众多研究已表明，GJIC在传递信号、调控细胞的增殖分化和代谢方

面起重要作用，并与细胞癌变密切相判41啦】，GJIc功能异常或缺失常成为肿瘤细胞的特征之

一，表现为癌细胞间和／或癌细胞与正常细胞间的信息传递受阻，肿瘤细胞因失去周围正常细

胞的生长调控而无限增殖，最终形成肿瘤。GJIC功能指标已作为评价促癌物的依据之一。本

研究结果显示，纳米Ti02表现出对细胞GJIC功能有抑制作用，荧光传递距离下降，且随着

染毒剂量的增加、粒径的减小对GJIC的抑制作用增强；相同粒径的锐钛矿型Ti02比金红石
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型Ti02抑制作用强；光照和纳米Ti02联合染毒，抑制作用更强，有一定的协同作用。关于

纳米Ti02是否有致癌作用还缺乏系统的研究报道。

综上所述，纳米Ti02染毒导致细胞凋亡率上升，细胞间隙通讯功能受损，且损伤程度与

Ti02晶型、粒径、浓度及光照有关。光照后明显促进细胞凋亡和细胞间隙通讯功能受损，显

示出纳米Ti02光催化产物对细胞作用的多靶点效应和羟自由基在此过程中的主导地位。

第四节纳米二氧化钛光催化产物对细胞分泌功能的影响

成纤维细胞是皮肤真皮中的主体细胞成分，其分泌的胶原纤维、弹性纤维及基质成分，

与成纤维细胞一同构成了真皮的主体。己有大量的研究证明在皱纹形成过程中，成纤维细胞

是主要的效应细胞，它的生物学特性改变是皮肤老化的决定性因素H31。此外，成纤维细胞合

成和分泌的TNF．a及IL．1D等细胞因子在紫外线辐射引起的皮肤光老化以及炎症反应的发生

过程中，也发挥着重要作用。此外成纤维细胞可分泌白介素6(Illterleukill 6，IL．6)，表皮生

长因子(Keratinocyte growth f．actor，KGF)，促进角质形成细胞的增殖，加速上皮化，促进

创伤的愈合。本节通过对Balb／c3T3细胞分泌胶原和细胞因子的研究，初步探讨纳米Ti02光

催化产物对Balb／c3T3细胞分泌功能的影响。

1．材料与方法

1．1试验材料同第一章第一节1．1。

1．2实验细胞同第二章第一节1．2。

1．3试剂与仪器

1．3．1细胞培养试剂及其配制同第本章第一节1．3．1。

1．3．2其他试剂舢．1、MMP．3、羟脯氨酸测定试剂盒(购自南京建成生物工程研究所)。
1．3．3主要仪器 同本章第一节1．3．3。

1．4方法

1．4．1细胞培养同第二章第一节1．4．1。

1．4．2 Ti02悬液的配制同本章第一节1．4．2。

1．4．3羟脯氨酸、MMP．1、MMP．3测定

细胞悬液(1．5×105／IIll)接种于24孔板，lnlL／孔，37℃、5％C02培养箱中贴壁生长24h。

加入不同浓度的受试物溶液，相同的受试物浓度序列制备两个板，每块培养板同时设阴性对
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照，每组设3个平行。继续培养18h，两块板随机选择，其中一块置紫外辐照仪下进行照射，

照射剂量为5J／cm2，室温下将另一块置于暗盒内。照射结束后，继续培养4h后取上清按试剂

盒说明分别检测细胞外液中羟脯氨酸、MMP．1、MMP．3含量。

1．4．4细胞因子(IL．1、IL．6、TNF．0【)含量测定方法同上。

1．5资料分析

将实验数据录入Excel 2003，采用SPSS 11．5统计软件进行单因素方差分析、D姗刀P泐7检

验、多个样本均数两两比较的g检验、两样本均数比较f检验及两变量关联性分析。

2．结果

2．1纳米Ti02光催化产物对Balb／C3T3细胞上清胶原含量的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200衄锐钛矿型Ti02组细胞培养上清胶

原含量降低，1011IIl、25nm锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有统计学意义(庐0．05)。

与200m锐钛矿型Ti02组相比，10mn锐钛矿型Ti02组125¨酌nL剂量组胶原含量降低

(卿．05)。Ti02各染毒组内，随着浓度的升高，细胞培养上清胶原含量降低，经两变量关
联性分析，10nm锐钛矿型Ti02组(严．0．785，p=0．001)、25mn锐钛矿型Ti02组(严。O．766，

p=0．001)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培养上清胶原含量低于金

红石型，差别在62．5、125¨酌nL剂量组有统计学意义(正O．05)。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200nm锐钛矿型Ti02组细胞培养上清胶

原含量降低，10眦、25姗锐钛矿型Ti02组高剂量组与其之间的差别有统计学意义(p<O．05)。

与200m锐钛矿型Ti02组相比，纳米Ti02组胶原含量降低，但差别无统计学意义。Ti02各

染毒组内，随着浓度的升高，细胞培养上清胶原含量降低，经两变量关联性分析，lOllIIl锐钛

矿型Ti02组(严．O．796，p=O．000)、25nm锐钛矿型Ti02组(产一O．746，p=O．001)存在剂量反

应关系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培养上清胶原含量低于金红石型，差别在125、

250p咖L剂量组有统计学意义(p<o．05)。
光照前后各组胶原含量的变化无统计学意义(表2．10)。
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表2．IO纳米Ti02光催化产物对BaIb脑T3细胞上清胶原含量的影响(i±s，n-3)

注：+：经D“刀胛P“i f检验，与阴性对照组比较，p<O．05；群：经口检验，各染毒组内不同剂量问比较，p《0．05；＆：经f检验，

不同染毒组问比较，P，o．05；@：经f检验，光照前后相比，P<o．05。

2．2纳米Ti02光催化产物对Balb／c3T3细胞培养上清MMP．1含量的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200衄锐钛矿型Ti02组细胞培养上清

MⅧ．1含量升高，其中10姗锐钛矿型n02组62．5、125、250p卧IlL剂量组，200IHn锐钛矿

型Ti02组125、250“咖L剂量组与对照的差别有统计学意义(p<o．05)。与200啪锐钛矿型

Ti02组相比，10胁锐钛矿型Ti02组与其对应剂量间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，

随着浓度的升高，细胞培养上清中MMP．1升高，经两变量关联性分析，10啪锐钛矿型Ti02

组(间．874，矿O．000)、200nm锐钛矿型Ti02组(，．=o．775，p=0．001)存在剂量反应关系。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200IlIIl锐钛矿型Ti02组细胞培养上清

MMP—l含量上升(p<O．05)。与200姗锐钛矿型Ti02组相比，10IlIIl锐钛矿型Ti02组细胞培

养上清MMP．1含量升高，但差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着染毒剂量的增高，

细胞培养上清MMP．1含量升高，但各剂量组间的差别均无统计学意义。

光照前后比较，光照后细胞培养上清MMP一1含量升高，其中lOIull锐钛矿型Ti02组15．6、

31．2、62．5p咖L剂量组，200啪锐钛矿型Ti02组15．6¨咖L剂量组光照前后的差别有统计
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学意义(∥0．05)(表2．11)。

表2．1l纳米Ti02光催化产物对Balb脑T3细胞分泌MMP-1的影响(i±s，n=3)

注：+：经D“仃，zP“j埔龟验，与对照组比较，p<0．05；群：经口检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<O．05；@：经f检验，光

照前后相比，p<O．05。

2．3纳米Ti02光催化产物对Balb／c3T3细胞培养上清MMP一3含量的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200衄锐钛矿型Ti02组细胞培养上清

MMP．3含量升高，其中10砌锐钛矿型Ti02组62．5、125、250“酌nL剂量组，200姗锐钛矿

型Ti02组125、250Ug／mL剂量组与对照的差别有统计学意义(p<O．05)。与200姗锐钛矿型

Ti02组相比，10mn锐钛矿型Ti02组与其之的间差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着

染毒剂量的增高，细胞培养上清中MMP．3升高，但差别无统计学意义。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200Ilnl锐钛矿型Ti02组细胞培养上清

MMP一3含量上升，其中10nm锐钛矿型Ti02组31．2、125¨咖L剂量组，200nm锐钛矿型Ti02
组各剂量组与对照的差别有统计学意义(FO．05)。与200Iun锐钛矿型Ti02组相比，lO舢锐

钛矿型Ti02组与其之间的差别无统计学意义。各染毒组内部比较，随着染毒剂量的增高，细

胞培养上清MMP．3含量升高，经两变量关联性分析，10nm锐钛矿型Ti02组(严O．530，

卿。042)、存在剂量反应关系。
光照前后比较，光照后细胞培养上清MMP．3含量升高，但差别没有统计学意义(2．12)。
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表2．12 纳米Ti02光催化产物对BaIb心T3细胞分泌MMP．3影响(i±s，n-3)

注：+：经D“以nPff≥f检验，与对照组比较，p<0．05；撑：经曰检验，各染毒组内不同剂量间比较，p《0．05；@：经f检验，光

照前后相比，p<o．05。

2．4纳米Ti02光催化产物对Balb／c3T3细胞分泌IL．1的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组细胞培养上清IL．1含量升高，200rⅡn锐钛

矿型Ti02组细胞培养上清IL．1含量降低，多数剂量组与其之间的差别有统计学意义(肛O．05)。

与200姗锐钛矿型Ti02组相比，10m、25咖锐钛矿型Ti02组细胞培养上清IL．1含量升高，

125肛g／mL剂量组与其对应剂量组之间的差别有统计学意义(p<O。05)。Ti02各染毒组内，随

着染毒剂量的增高，细胞培养上清中IL．1含量升高，但差别无统计学意义，经两变量关联性

分析，10mn锐钛矿型Ti02组(严0．589，萨O．021)存在剂量反应关系。相同粒径下，锐钛矿

型Ti02组细胞培养上清IL．1含量低于金红石型，但差别无统计学意义。

有光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200啪锐钛矿型Ti02组细胞培养上清IL．1

含量升高，多数剂量组与其之间的差别有统计学意义(胙O．05)。与200咖锐钛矿型Ti02组

相比，纳米Ti02组与其之的问差别无统计学意义。Ti02各染毒组内，随着染毒剂量的增高，

细胞培养上清中IL．1含量升高，但差别无统计学意义。相同粒径下，锐钛矿型Ti02组细胞培

养上清IL．1含量低于金红石型，但差别无统计学意义。

光照前后比较，光照后10nm锐钛矿型Ti02组细胞培养上清IL．1含量下降，其中125¨g／mL

剂量组光照前后的差别有统计学意义(p<0．05)。200IlIIl锐钛矿型Ti02组光照后细胞培养上

清IL．1含量上升，各剂量组的差别均有统计学意义(西O．05)(表2．13)。
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表2．13纳米Ti02光催化产物对Balb，c3T3细胞分泌ll广1的影响(i±s，n-3)

注：’：经D“聍行Pffl f检验，与阴性对照组比较，p<O．05；撑：经q检验，各染毒组内不同剂量间比较，P<o．05；&：经f检验，

不同染毒组间比较，p<o．05；@：经f检验，光照前后相比，P<o．05。

2．5纳米Ti02光催化产物对Balb／c3T3细胞分泌IL．6的影响

无光照处理时，与对照相比，10mn锐钛矿型Ti02组细胞培养上清IL．6含量在剂量小于

125p咖L时降低，其中15．6、31．2pg／mL剂量组与对照的差别有统计学意义(pKO．05)；2511IIl、
200mn锐钛矿型Ti02组细胞培养上清IL．6含量上升，多数剂量组与对照的差别有统计学意义

(正O．05)。与200胁锐钛矿型Ti02组相比，纳米Ti02组细胞培养上清含量降低，但差别无

统计学意义。Ti02各染毒组内，随着染毒剂量的增高，细胞培养上清中IL．6含量差别无统计

学意义，经两变量关联性分析，10mn锐钛矿型Ti02组(产0．663，萨O．007)存在剂量反应关

系。相同粒径下，锐钛矿型Ti02与金红石型Ti02染毒组细胞培养上清IL．6含量没有差别。

有光照处理时，与对照相比，10姗锐钛矿型、25nm金红石型、200眦锐钛矿型Ti02

组细胞培养上清IL．6高剂量组含量升高，25胁锐钛矿型Ti02组在125p咖L及以下剂量组
细胞培养上清IL．6含量下降，其中15．6肛酌nL剂量组与对照的差别有统计学意义(p<0．05)。

与20011IIl锐钛矿型Ti02组相比，纳米Ti02组细胞培养上清IL．6含量降低，但差别无统计学

意义。Ti02各染毒组内，随着染毒剂量的增高，细胞培养上清中IL．6含量差别无统计学意义，
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经两变量关联性分析，25砌锐钛矿型Ti02组(产0．610，旷0．016)存在剂量反应关系。相同

粒径下，锐钛矿型Ti02比金红石型Ti02染毒组细胞培养上清IL．6含量低，其中15．6、62．5u咖L
剂量组间的差别有统计学意义(胙O．05)。

光照前后比较，光照后1011lTl锐钛矿型、25m金红石型Ti02组细胞培养上清IL．6含量

上升，其中10m锐钛矿型Ti02组62．5p酌nL剂量组光照前后的差别有统计学意义(胚0．05)。

25m、200眦锐钛矿型Ti02组光照后细胞培养上清IL．6含量下降，25rlIIl锐钛矿型Ti02组

15．6、31．2p咖L剂量组光照前后的差别有统计学意义(庐O．05)(表2．14)。

表2．14纳米Ti02光催化产物对BaIb，c3T3细胞分泌IL6的影响(i±s，n_3)

组 别 剂量(p∥mL) 无光照IL-6(n咖L) 有光照IL．6(n咖L)
对照 O 158．80士2．22 172．78士54．37

10啪锐钛矿型Ti02

25_nm锐钛矿型Ti02

25nm金红石型n02

200llm锐钛矿型1ri02

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

99．24士29．87‘

131．8l士18．54‘

135．34士27．5l

l 58．43士27．33

207．80士65．68

240．63士54．75’

252．48士36．2 1．

173．22士79．07

230．72士49．24

242．14士134．58

200．12士1．18‘

140．35士32．45

l34．72士59．95

166．32士21．78

161．54士82．68

282．20士84．14’

347．76士113．00‘

263．41士25．06’

284．29士43．53‘

l 58．74士66．Ol

193．78士108．92

189．60士17．06@

206．16士48．4l

280．70士63．33

80．09士7．24’＆@

135．28士4I．2l@

150．38士55．3l

155．70士64．2l

228．96士82．80

247．08士88．53＆

223．64士57．38

279．8．1士51．42盘

2 l7．90士66．39

2 l7．83士34．72

177．19士19．33

164．78士52．7l

238．58士15．50

204．3 l士54．66

250 209．28士74．19 256．28士63．98

注：’：经￡啦以雠ff≥f检验，与阴性对照组比较，p<o．05；撑：经碍检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<o．05；&：经f检验，

不同染毒组问比较，p<o．05；@：经f检验，光照前后相比，P<o．05．

2．6纳米Ti02光催化产物对Balb／c3T3细胞分泌TNF．a的影响

无光照处理时，与对照相比，纳米级Ti02组及200咖锐钛矿型Ti02组细胞培养上清中

n沛一0【含量与其之间的差别无统计学意义。与200m锐钛矿型Ti02组相比，仅25IⅡIl锐钛矿

型Ti02组15．6p咖L剂量组与其之间的差别有统计学意义(p<0．05)。Ti02各染毒组内，随
着染毒剂量的增高，细胞培养上清中TNF—o【含量差别无统计学意义。相同粒径下，锐钛矿型
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Ti02与金红石型Ti02染毒组细胞培养上清TNF．瑾含量没有差别。

有光照处理时，与对照相比，10m锐钛矿型Ti02组62．5、125p咖L剂量组细胞培养上

清n盯-仅含量升高(∥O．05)，25咖锐钛矿型Ti02组在62．5斗咖L及以上剂量组细胞培养上
清TNF一仅含量上升(∥0．05)，200眦锐钛矿型Ti02组在剂量为1 5．6p咖L时细胞上清TNF．a

含量低于对照组(∥O。05)，在剂量为62．5p酌nL时细胞上清TNF．0【含量高于对照组(p<0．05)。

与200姗锐钛矿型Ti02组相比，纳米Ti02组与其之间的差别无统计学意义。Ti02各染毒组

内，随着染毒剂量的增高，细胞培养上清中TNF．0【含量差别无统计学意义。相同粒径下，锐

钛矿型Ti02与金红石型Ti02染毒组细胞培养上清TNF．0【含量没有差别。

光照前后比较，光照后10IlIn锐钛矿型Ti02组31．2肛咖L剂量组光照前后的差别有统计
学意义(∥0．05)，光照后TNF．0【含量是光照前的1．37倍。其余各组差别无统计学意义(表

2．15)。

表2．15纳米Ti02光催化产物对Balb／c3T3细胞分泌TNF-a的影响(i±s，n_3)

组 别 剂量(p∥mL) 无光照n婚-Q(n∥mL) 有光照TNF．a(ng／mL)

对照

lO伽锐钛矿型Ti02

25-nm锐钛矿型Ti02

25一nm金红石型Ti02

200llm锐钛矿型啊02

O

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

250

15．6

31．2

62．5

125

0．99士O．4l

1．65士0．28

0．94士O．38

1．70士O．20

1．32士O．48

1．62士0．55

O．72士0．23＆

O．88士O．32

1．99l士O．99

1．33士O．40

1．27士O．18

1．23士O．14

1．04士O．39

1．67士O．89

1．54士O．23

1．84士O．87

1．33士0．46

1．33士0．36

1．26士O．30

1．1l士O．08

1．20士O．02

1．42士O．28

1．39士O．09@

1．62士O．17’

1．99士0．32’

1．39士O．20

O．88士O．30

1．43士O．34

1．67士O．21．

1．57士O．36‘

1．7l士O．38’

1．2．任O．06

1．52士O．36

1．34士O．58

1．48士o．33

1．1＆印．20

O．78士O．25’

1．23±o．44

1．88士O．46‘

1．18士O．42

250 1．17士O．60 1．26士O．37

注：+：经D越，2w盯§f检验，与阴性对照组比较，P(o．05；群：经q检验，各染毒组内不同剂量间比较，p<O．05；＆：经f检验，

不同染毒组间比较，p<o．05；@：经f检验，光照前后相比，p<0．05。

3．讨论
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奎堕奎兰堡主堂垡堡塞

成纤维细胞是真皮中最主要的细胞成分，在皮肤光老化的形成中具重要作用，对成纤维

细胞在皮肤光老化形成中的作用进行研究，可以为阐明皮肤光老化的形成机制及寻找有效的

防制手段提供理论依据，同时也为阐明细胞衰老与器官老化之间的关系提供线索。胶原蛋白

是皮肤组织中细胞外基质的主要成分，主要是由真皮层中的皮肤成纤维细胞合成，正常情况

下I型胶原含量最多，但在光老化细胞中，胶原含量减少【441。本研究结果显示，在细胞培养

上清中，纳米Ti02染毒组胶原含量降低，胶原含量随着纳米Ti02染毒浓度的增加而减少；锐

钛矿型Ti02染毒组，随着粒径的减小，胶原含量减少；相同粒径下，锐钛矿组胶原含量小于

金红石组；光照后胶原含量明显少于光照前。

皮肤光老化的主要改变是真皮层细胞外基质成分的变化，从而引起了光老化皮肤特有的

粗深皱纹。基质金属蛋白酶家族参与正常组织和异常组织的构建，在各种生理病理条件下细

胞外基质降解和重塑起着关键作用【45l。皮肤光老化最重要的变化主要是由于以细胞外基质为

底物的基质金属蛋白酶(matrixmetallo pmteinaSes，MMPs)增高所致的纤维结缔组织降解。已

有体内研究证明紫外线辐射后诱导人体皮肤产生MMPs，MMPs能特异地降解几乎所有的细

胞外基质成分，在皮肤光老化中起着重要作用【461。I、III型胶原是构成真皮细胞外基质的主

要成分，而MMP．1(间质胶原酶)、MMP．3(基质溶解素)是降解真皮细胞外基质成分的两

种主要酶类。既往研究表明，UvA诱导皮肤产生的ROS可进一步激活丝裂原活化蛋白激酶

信号传导通路，促进MMPs的表达，同时抑制胶原的合成，从而造成光老化皮肤特征性的改

亦【47-48】
，k O

MMP．1、MMP．3含量测定实验选用10哪、200rⅡIl锐钛矿Ti02进行比较，结果表明，纳

米Ti02染毒组细胞培养上清MMP．1、MMP．3含量上升。MMP．1、MMP．3含量与纳米Ti02

浓度、粒径及有无光照有关。随着纳米Ti02浓度的升高，粒径的减小，细胞培养上清MMP．1、

MMP．3含量升高；光照组MMP．1、MMP．3含量高于未光照组。

IL．1主要存在于正常皮肤的棘层中，由活化的单核吞噬细胞、角质形成细胞、树突状细

胞、成纤维细胞和血管内皮细胞产生，可分为IL．1a和IL．1 D两种类型，能促进活化T、B细

胞增生和分化，促进CSF对骨髓细胞的作用，刺激合成前列腺素等激素，还能够诱导IL．6

的表达。IL．1在皮肤光老化的真皮胶原过度降解中发挥着重要的作用【49】。IL．6具有多种生物

活性，调节创伤后机体免疫紊乱状态细胞，释放大量炎症介质。TNF．0【能诱导IL．6的释放，

而IL．6又可诱导TNF．伐、IL一1p等促炎细胞因子产生，参与细胞因子网络的级联反应。TNF．a

具有炎性源作用，可以增强机体早期非特异性免疫防御功能，同时TNF．0【还能够诱导MHC

类分子表达增强，从而促进T细胞的活化，诱导特异性免疫应答。当体内这些细胞因子过量

产生时就会造成对正常组织的伤害。它们作为炎症介质在加重局部炎症的同时，还可通过循
“
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环引起远处组织损伤，严重者导致多系统器官障碍、衰竭【50。51】。

有研究表明，小鼠单核巨噬细胞系(PAW2“．7)暴露于颗粒物PM2．5后，PAM暴露于颗

粒物PMlo后，它们分泌的TNF．a、IL．6均升高，PM2．5还可引起人肺泡上皮细胞(A549)培

养上清液中IL．6分泌量的增加，并且PM2．5染毒致PAM释放细胞炎性因子的作用强于PMlo

染毒【52-551。

结果显示，纳米Ti02染毒后，各实验组细胞内IL．1水平表达升高，而TNF．0【、IL．6在

染毒剂量较大亦增高，并与纳米Ti02粒径及是否光照有关；随着粒径的减小，IL．1、TNF—a

表达水平升高，细胞培养上清IL．6含量降低。相同粒径的锐钛矿型Ti02与金红石型的差别无

统计学意义。

本研究结果显示，纳米Ti02染毒后，细胞胶原含量降低，基质金属蛋白酶含量升高，可

能与光照后纳米Ti02产生的羟自由基引起了细胞活性下降，导致合成胶原的能力下降有关。

此外，纳米Ti02的超微性，使得它可以轻松地通过细胞膜进入细胞内，甚至通过细胞核膜，

进入细胞核内冈。进一步加重了细胞功能的损伤，胶原合成能力下降。另一方面，纳米Ti02

染毒导致细胞基质金属蛋白酶含量增高，从而导致基质金属蛋白酶降解细胞外基质，也是引

起细胞培养上清胶原含量减少的原因之一。光照后细胞MMP．1、MMP．3含量升高，提示纳

米Ti02与紫外线具有一定的协同作用。有资料显示，光照后产生的自由基可以激活丝裂原活

化蛋白激酶信号传导通路，促进MMPs的表达，促进光老化的形成【57】。另外，本研究结果显

示，纳米Ti02染毒后，对细胞炎性因子的释放有一定影响，粒径越小、染毒剂量越高影响越

大，但与有无光照没有明显相关性。
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第三章纳米二氧化钛光催化产物对SD大鼠的皮肤毒性作用

S“n 1’0xici坶of Photocatalytic Products of Ti02 Nanoparticles on

Sprague—DawIey(SD)Rats

纳米Ti02粒径小于10011ln时，具有很强的散射和吸收紫外光的能力。当纳米Ti02在化妆品

中的含量为10％时，防晒系数可达30；含量为5％时，防晒系数可达15，建议最理想的用量为

5％．20％【5羽。

本章在体外细胞实验的基础上选择10纳米Ti02作为研究对象，选择化妆品添加时理想浓

度的最高用量作为受试浓度，对大鼠皮肤进行染毒，并进行紫外照射，进一步探讨纳米Ti02

紫外照射后的生物安全性。

第一节纳米二氧化钛光催化产物对大鼠皮肤的光老化作用

我们通过对纳米Ti02光催化活性的测定及细胞毒性的观察，证实了纳米Ti02经紫外照射后

可产生羟自由基并可引起体外培养细胞活性降低、凋亡以及细胞分泌功能损伤，细胞分泌胶

原纤维含量降低，导致体外培养细胞表现出光老化特征等。本节将通过对SD大鼠皮肤染毒后，

观察有无紫外照射条件下纳米Ti02的皮肤光老化作用。

1．材料与方法

1．1试剂与仪器

1．1．1试验动物

选用清洁级SD大鼠，体重130．1509，雌雄各半，共40只，由南京市盛民动物养殖场提

供，动物合格证号：SCXK(苏)2009．0002。

1．1．2实验材料

10m锐钛矿型Ti02购自杭州万景新材料有限公司，纯度>95％。

1．1．3主要仪器及试剂

细胞超声粉碎机(宁波海曙科生超声波有限公司)；

皮肤光毒试验仪(8130A，天津合普工贸有限公司)；

羟脯氨酸试剂盒(购自南京建成生物研究所)。

1．2实验方法

1．2．1纳米Ti02混悬液制备称取10nm锐钛矿型Ti02溶于蒸馏水中，配成质量分数为20％
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的混悬液，超声分散备用。

1．2．2染毒方式

纳米Ti02暴露组在紫外照射前，大鼠背部分别涂抹纳米Ti02，涂抹量为2肛L／cIn2。

1．2．3实验分组

将40只SD大鼠称重后随机分组，每组10只，雌雄各半。SPF动物房饲养，标准饲料

自由摄食饮水，温度20～25℃，相对湿度40～60％，12h人工光照，适应7天。实验分为4

组，包括对照组、纳米Ti02涂抹组、Uv组、纳米Ti02+UV组；大鼠背部去毛，按设计组别

进行染毒；应用皮肤光毒检测仪(波长365nm，照射剂量10J／cm2)实施UvA照射，范围

3cm×3cm，连续照射2l天。

1．2．4皮肤胶原含量、IL．1、IL．6、TNF．0【测定

在染毒期间，观察动物的一般表现如摄食、饮水、中毒体征及发生过程、死亡情况。每

7天称重1次。染毒结束后，取暴露部位皮肤，一部分进行组织病理学检查和电镜观察，另

一部皮肤剪制成10％的组织匀浆，在冰浴下超声破碎后4℃下3000r／min离心15 min，取上

清液分别测定胶原含量、IL．1、IL．6、TNF．a。

1．3资料分析

将实验数据录入Excel 2003，采用SPSS 1 1．5统计软件进行单因素方差分析、D堋，zP鼢7检

验及两样本比较f检验。

2．结果

2．1一般情况及体重变化

染毒期间，未观察到大鼠死亡，正常对照组营养及精神状况良好，实验组健康状况良好，

无明显不适症状。

染毒期间各组体重变化情况见图3．1，雄性大鼠，与对照组比，体重增长率仅在第一周时

差别有统计学意义，UV组、纳米Ti02扎Ⅳ体重增长率降低(删．05)；三个不同处理组内比
较，UV组体重增长率低于纳米Ti02涂抹组(则．05)。雌性大鼠，与对照相比，三个处理组
与对照的差别无统计学意义；三个不同处理组内相比，第二周时纳米Ti02+Uv组体重增长率

低于UV组(∥O．05)；第三周时纳米Ti02涂抹组体重增长率低于UV组(p<o．05)。
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注：+：与对照组相比，p<O．05；群：各实验组相比，p<o．05。

图3．1不同处理组大鼠体重变化

雌性

2．2组织病理学检测结果

2．2．1大体观察

对照组、纳米Ti02组、UV组大鼠背部皮肤无肉眼可见变化，脱毛部位毛发生长正常，

皮肤无红斑、水肿。纳米Ti02+UV组大鼠皮肤出现松弛，照射部位皮肤捏起后不易恢复。各

处理组脏器均无肉眼可见变化。

2．2．2光学显微镜观察 ··

光镜下可见四个不同处理组大鼠皮肤表皮层与真皮层厚度无明显改变，真皮层胶原纤维

排列整齐，皮肤各层无炎性浸润。纳米Ti02涂抹组皮肤角质层可见纳米Ti02颗粒，但仅限角

质层，表皮基底层及真皮均未见纳米Ti02颗粒(图3．2)。



一一 第三章纳米二氧化钛光催化产物对sD大鼠的皮肤毒性作用

注：黑色箭头表示进入角质层的Ti02颗粒

图3．2不同处理组大鼠皮肤病理切片(×200)

2．2．3电镜观察

电镜下可见四个不同处理组大鼠皮肤真皮细胞形态无明显变化，真皮层纤维排列整齐，

线粒体结构正常。‘实验组与对照组相比，粗面内质网变宽(图3．3)。

注：箭头所指为粗面内质网。

图3．3不同处理组大鼠皮肤电镜照片
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2．3不同处理对大鼠皮肤胶原含量的影响

与对照组比较，三个实验组皮肤中胶原含量均上升，其中雄性大鼠三个实验组与对照组

的差别有统计学意义(∥O．05)，雌性大鼠三个实验组与对照间的差别无统计学意义。三个实

验组间相比，差别无统计学意义(表3．1)。

表3．1各组大鼠皮肤胶原含量(pg，mgproD(i±S，n=5)

注：+：各实验组与对照相比，p<O．05．

2．4不同处理对大鼠皮肤细胞分泌细胞因子的影响

雄性大鼠，与对照组相比，纳米Ti02+UV组TNF．0【、IL．1含量上升，IL．6含量降低，但

差别无统计学意义；UV组及纳米Ti02组1NF一0‘、IL．6含量降低，IL．1含量上升，其中UV

组IL．6含量与对照的差别有统计学意义(萨O．05)。三个不同处理组相比，IL．6含量的差别有

统计学意义(庐O．05)，UV组IL．6含量低于纳米Ti02HⅣ组及纳米Ti02组。

雌性大鼠，与对照组相比，三个处理组n盯．a含量上升、IL．6含量降低，IL．6含量与对

照的差别有统计学意义(p<0．05)。三个不同处理组相比，纳米Ti02+UV组IL．1含量高于UV

组(p<o．05)。纳米Ti02组IL．6含量低于UV组(正O．05)(表3．2)。

表3．2各组大鼠皮肤细胞因子含量(i±S，n-5)

注：’：各实验组与对照相比，p<o．05；。：各实验组问相比，p<0．05．

3．讨论

因纳米Ti02广泛应用于各类防晒产品，其是否可经皮渗透进入人体引起了人们的普遍关

注。关于纳米级Ti02粒子的皮肤渗透可能性已经进行了若干研究，但结果不一。Tan等【59】

将含有8％超细微Ti02(10—50衄)防晒产品在16名志愿者的皮肤上应用了2至6周以研究
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其是否渗入皮肤。结果表明，皮肤中纳米Ti02粒子明显升高，首次提供了关于纳米级Ti02

皮肤渗透的证据。Schulz⋯等和Pnticker等川应用光电子显微镜后，认为纳米Ti02(20。200衄)

仅沉积在角质层的最外边，角质层的深面和真皮层并没有检测到它的存在，纳米粒子不能渗

入志愿者的皮肤。Ladem锄等【62】报道在毛囊角质层和毛乳头处现了防晒霜中的超细Ti02颗

粒的沉积，但是这并不能认为颗粒能穿透活皮肤组织。BeIulat等【63】将水状和油状的纳米Ti02

用于评价其皮肤渗透性，结果表明油状的纳米Ti02较水状的纳米Ti02的皮肤渗透现象明显。

MenzelmJ等用与人体皮肤最为相似的猪皮做纳米粒子渗透性实验，实验结果证实了粒径为

45—150m长、17．35nm宽的纳米Ti02可以通过角质层进入到表皮下的颗粒层，尤其是在表皮

生发层，并推测随着观察时间推后，纳米Ti02粒子很有可能随着细胞的活动，进入到真皮层，

引起更大的损伤。

以上研究仅限于观察纳米Ti02的经皮渗透性，但关于光催化后纳米Ti02对皮肤的毒性研

究尚属空白。因此，基于以上的研究背景，本试验通过皮肤涂抹纳米Ti02，探讨纳米Ti02经

皮暴露并给与紫外照射下对皮肤的损伤。

本研究染毒过程中，观察到雄性大鼠体重变化的情况仅在染毒第一周时差别有统计学意

义，纳米Ti02+UV组、Uv组的体重增长率低于对照组；对雌性大鼠体重的影响在第二周时，

纳米Ti02+UV组体重增长率低于UV组，第三周时纳米Ti02涂抹组体重增长率低于Uv组。

光老化皮肤表现为表皮层明显增厚，棘细胞排列紊乱，真皮中胶原含量下降，胶原纤维

排列紊乱、断裂，有异常弹力纤维的增生，苏木素．伊红(HE)染色显示真皮浅层有无定形

嗜碱性团块样物质的沉积带，即特征性的光老化性弹力纤维变性。本研究结果显示，四种不

同处理组大鼠皮肤表皮层与真皮层厚度无明显改变，真皮层胶原纤维排列整齐，皮肤各层无

炎性浸润。纳米Ti02涂抹组皮肤角质层可见纳米n02颗粒，但表皮基底层及真皮均未见纳米

Ti02颗粒。电镜下可见四种不同处理组大鼠皮肤真皮细胞形态无明显变化，线粒体结构正常。

实验组与对照组相比，粗面内质网变宽。粗面内质网是成纤维细胞合成胶原的重要细胞器，

粗面内质网的功能主要合成分泌性的蛋白和多种膜蛋白、合成用于构成细胞器中的可溶性驻

留蛋白、新生多肽的折叠与装配、蛋白质的修饰与加工、为多种酶类提供附着位点、有储存

运输物质等功能。有报道经叭，A照射的成纤维细胞表达胶原酶m对峪水平增加，粗面内质

网扩张说明成纤维细胞分泌功能旺盛f65稍】。粗面内质网过度扩张可引起粗面内质网脱颗粒和

囊泡化，影响成纤维细胞的功能。皮肤中胶原蛋白含量随年龄的增长而逐渐降低，因此测定

皮肤中羟脯氨酸的含量，可作为皮肤衰老的指标。动物试验中羟脯氨酸含量的变化也常被用

来评价化妆品或药物抗皮肤老化的效果【691。本研究结果显示，与对照组相比，不同处理大鼠

皮肤胶原含量都有一定上升。
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研究表明，IL．1，IL．6和TNF．a可以诱导成纤维细胞产生MMP．1【70】。IL．6既可诱导胶

原的合成和抑制胶原的降解，还可诱发体液免疫方面的变化【_71】。IL．1能刺激成纤维细胞增殖，

介导血小板源生长因子的活性及促进成纤维细胞分泌胶原和胶原酶，它既可致肺泡炎症期的

损伤，又可促进间质损伤、修复乃至过度修复引起间质纤维化【_72】。本研究结果显示，与对照

组相比，纳米Ti02+uV组及纳米Ti02组IL．1含量上升，IL．6含量降低，动物实验结果与体

外细胞实验一致，结合皮肤胶原含量的测定结果，提示上升的IL．1可以促进成纤维细胞分泌

胶原，导致胶原含量升高。IL．6含量降低，不能有效诱发体液免疫，调节创伤后机体免疫紊

乱状态细胞。不同染毒处理各组间相比，雄性大鼠UV组IL．6含量低于纳米Ti02+UV组及纳

米Ti02组，雌雄大鼠纳米Ti02组IL一6含量低于UV组(p<o．05)，TNF．0【含量雄性大鼠仅纳

米Ti02+UV组上升，雌性大鼠各实验组均上升，说明不同性别的大鼠对纳米Ti02及UV的

敏感性不同，雌性大鼠对纳米Ti02更敏感。

综上所述，纳米Ti02光催化产物的皮肤毒性在SD大鼠实验中也得到了初步证实，同时，

实验中uVA光源的照射情况与日光中UvA照射情况的差别、照射周期较短、受试动物的敏感

性等因素使本研究结果具有一定的局限性，相关研究还有待于进一步深入。

第二节纳米二氧化钛光催化产物对大鼠皮肤的氧化损伤作用

本文第一章证实纳米Ti02光催化后会产生羟自由基，羟自由基攻击的主要靶点是多不饱

和脂肪酸，引起脂质过氧化损。皮肤结构中含有大量的多不饱和脂肪酸，占皮肤脂质总量的

25％以上，很容易成为羟自由基攻击的目标。脂质过氧化反应存在于人和动物的正常皮肤中，

脂质过氧化反应在皮肤中生成多种终产物，MDA是其中最常见的一种，可作为反映脂质过氧

化程度的指标。脂质过氧化反应可造成皮肤细胞(角质形成细胞，成纤维细胞)细胞膜损害并

引起细胞代谢和功能异常‘731。

细胞实验结果提示光催化纳米Ti02后可导致细胞氧化损伤，本节将通过对脂质过氧化损

伤指标MDA的测定，以及对脂质过氧化损伤有修复作用的SOD、GSH．Px含量的测定，来

观察纳米Ti02经皮暴露后皮肤脂质过氧化的改变，为进一步探讨纳米Ti02的毒性效应提供

一定的依据。

1．材料与方法

1．1试剂与仪器同本章第一节1．1。
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SOD、MDA、GSH．Px试剂盒购自南京建成生物研究所。

1．2实验方法

1．2．1纳米Ti02混悬液制备同本章第一节1．2．1。

1．2．2实验动物分组同本章第一节1．2．2。

1．2．3光源和照射方式 同本章第一节1．2．3。

1．2．4 Ti02涂抹 同本章第一节1．2．4。

1．2．5氧化损伤的测定

处死大鼠后，用锋利剪刀分离背部皮肤，去除皮下脂肪，称重，将皮肤剪成肉糜状，用

PBS配制成10％的组织匀浆，在冰浴下超声破碎后4℃下3000r／rnin离心15 min，取上清液测

定。

1．3统计分析

将实验数据录入ExceI 2003，采用SPSS 11．5统计软件进行ANO、，A、D删珂P册7检验及

两样本比较，检验。

2．结果

不同处理对大鼠皮肤氧化损伤的影响见表3．3。雄性大鼠，与对照组相比，纳米Ti02HJV

组MDA、SoD含量上升，GSH．Px含量下降，但差别均无统计学意义。三个不同处理组间差

别亦无统计学意义。雌性大鼠，与对照组相比，纳米Ti02+UV组MDA、SOD含量升高，GSH．Px

含量下降，但差别无统计学意义。三个不同处理组比较，纳米Ti02+UV组MDA含量较UV

组及纳米Ti02组含量上升(则．05)。

表3．3各组大鼠皮肤氧化损伤(i±s，n-5)

注：。：各实验组间相比，P(o．05．

3．讨论

氧化损伤结果显示，雄性大鼠纳米Ti02+UV组MDA、SOD含量较对照组上升，GSH—Px

含量较对照组下降。雌性大鼠纳米Ti02儿Jv组MDA、SOD含量比对照组升高，GSH．Px含

量下降。三个不同处理组比较，纳米n02HⅣ组MDA含量较UV组及纳米Ti02组含量上升

(p<o．05)。结果提示，纳米Ti02染毒可引起皮肤细胞脂质过氧化反应，MDA含量升高。谷

53



銮堕奎兰堡主兰垡堡苎

胱甘肽过氧化物酶(GSH．Px)可以清除由活性氧和·OH诱发的脂质过氧化物，保护细胞膜结构

和功能的完整性，本次试验纳米Ti02组动物皮肤匀浆GSH—Px含量上升，纳米Ti02+UV组

GSH．Px含量下降，从而导致纳米Ti02+UV组MDA不能被有效的清除，进一步导致更加严

重的损伤。而SOD含量升高，SOD能消除生物体在新陈代谢过程中产生的有害物质，是

生物体内清除自由基的首要物质。它可对抗与阻断因氧自由基对细胞造成的损害，并及

时修复受损细胞，复原因自由基造成的细胞伤害。说明机体在受到外界刺激后引起机体内

氧化．抗氧化系统的活化，对抗外界因素对生物体的损伤。本次试验仅雌性大鼠纳米Ti02+UV

组出现脂质过氧化损伤的发生，随着染毒及照射时间的延长，有可能对受试大鼠皮肤造成更

加严重的损伤。

随着对UVA危害的逐步认识，作为紫外线防护重要措施之一的防晒化妆品已广泛进入

市场，纳米Ti02以其优异的屏蔽紫外性能被广泛的应用于化妆品中。以往关于纳米Ti02皮肤

毒性的研究多停留在其穿透方面，仍缺乏系统的实验室研究资料。本研究通过动物整体实验，

探讨纳米Ti02光催化产物可能引发的皮肤慢性损伤。结果显示紫外照射与纳米Ti02联合作用

能引起雌性大鼠皮肤脂质过氧化损伤。由此提示，应该关注含纳米Ti02防晒化妆品使用中潜

在的安全性问题。长时间低剂量的纳米Ti02经皮暴露是否会引起更严重的损伤，有待于进一

步研究。
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CoNCLUSIoNS

本研究围绕纳米Ti02光催化产物的细胞毒性和皮肤毒性进行研究，探讨了化妆品级纳米

Ti02的皮肤毒作用特点，获得以下初步结论：

1．UVA照射引起纳米Ti02光催化产物的产生，光催化产物产生的量随着紫外照射剂量的

增加而增加；锐钛矿型、小粒径纳米Ti02产生光催化产物的能力较强，光催化产物是纳米Ti02

光催化活性效应产生的物质基础。

2．以Balb／c3T3细胞为靶细胞的纳米Ti02光催化产物的细胞毒性研究表明，光催化产物

水平升高及其对细胞的多作用靶点可能是导致细胞毒性的根本原因，氧化损伤是导致细胞凋

亡、影响细胞间隙通讯功能以及降低成纤维细胞胶原分泌量、影响相关细胞因子释放等效应

的重要因素。细胞毒性与受试纳米n02的晶型、剂量、粒径及有无紫外照射有关，锐钛矿型、

小粒径纳米Ti02表现出较强的细胞毒性。

3．纳米Ti02光催化产物对SD大鼠的皮肤毒性作用研究显示，光镜下皮肤结构无明显变

化，纳米Ti02浸入仅限于角质层；电镜下细胞呈现粗面内质网扩张，细胞分泌功能旺盛。紫

外照射后皮肤MDA含量增加，对TNF．a、IL．1、IL．6等细胞因子释放有一定的影响，提示氧

化性损伤以及炎性反应是纳米Ti02光催化产物皮肤毒性的早期事件。

综上所述，化妆品级纳米Ti02具有一定的光催化活性，导致的细胞毒性与光催化活性产

物羟自由基水平升高密切相关，由此提示，应该关注含纳米Ti02防晒化妆品使用中潜在的安

全性问题。虽然本研究结果中动物实验皮肤形态没有表现出明显的变化，但功能方面出现氧

化损伤及炎性反应，结果提示在还没有完善的纳米材料安全性评价体系的现况下，有必要关

注纳米Ti02长期低剂量暴露的生物学效应问题，在评价纳米材料安全性指标的特异性和研究

方法的科学性等方面都有待于深入系统地开展研究，为纳米产品的安全使用提供有效保障。
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综述

纳米Ti02光催化活性及其毒性研究

紫外线是太阳光中对人体危害较大的一种光波。过度照射紫外线，会使皮肤产生红斑、

黑斑，使皮肤老化，严重的会引发皮肤癌‘1‘2】。近年来，随着人们对紫外线认识的提高及保健

意识的增强，防晒型化妆品的开发、应用逐渐成为一个科研热点。二氧化钛由于具有高折光

性和高光活性，一直被作为一种主要的防晒剂。纳米二氧化钛因有着更为优越的性能而被广

泛重视，被用于新型、优质防晒化妆品的研究和开发，逐步显示其特殊的优越性和广阔的应

用前景。

一、纳米Ti02在化妆品中的应用

(一)用量的选择

纳米Ti02粒径小于100m时，具有很强的散射和吸收紫外光的能力。当纳米Ti02在化妆品

中的含量为10％时，防晒系数可达30；当含量为5％时，防晒系数可达15，因此最理想的用量

为5％．20％【3l。

(二)晶型的选择

常用二氧化钛属正方晶体，其晶型有金红石型及锐钛矿型两种，前者可通过后者煅烧制

得，因而晶格结构更完善，在热力学上更为稳定。从折光率来看，金红石型为2．7，锐钛矿型

为2．3，因此，金红石型对紫外线的发射、散射能力较强，而吸收力较弱。因此，从保持稳定、

增强屏蔽作用、减少二氧化钛光活性、降低其光危害性的角度出发，在化妆品中应尽量采用

金红石型二氧化钛降51。

(三)粒径的选择

Ti02有一最佳粒径，并非原始粒径越小越好。考虑到纳米n02粒子存在不可避免的团聚

现象，一般认为屏蔽紫外线的最佳粒径为10nm．60姗【6】。

二、纳米Ti02光催化活性

二氧化钛有金红石型、锐钛矿型以及板钛矿三种晶型，具有较高光催化活性的为纳米锐

钛矿型二氧化钛，这主要由其特殊的能带Eg=3．2eV所决定。该二氧化钛的能带是不连续的，

价带和导带之间存在一个禁带。在光照条件下，当光子能量达到或超过其带隙能时，其价带

电子被激发跃迁进入到导带，在导带上产生带负电的高活性电子，在价带上留下带正电荷的

空穴。在适合条件下，电子与空穴分离并迁移到粒子表面不同位置，还原和氧化吸附在粒子

表面的物质。二氧化钛在能带跃迁的过程中，产生的电子及空穴与水作用可以生成羟基自由

基(·OH)【7】o

纳米Ti02光催化反应机理如下【8】：
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Ti02+hV． b比32 ey Ti02(h++e-)

OH_+h+_一．OH
02曲s+e_——-02’

(2)

(3)

在整个光催化反应中，·H0起着决定性的作用。羟基自由基是一种活性非常强的物质，

对光催化反应起着决定性的作用，可破坏有机物中的C—C、咖、C—H、C—-N等化学键，
从而使有机物彻底氧化。

三、纳米Ti02的毒性研究

目前纳米毒性关注的焦点多集中在碳纳米管等早先发现的纳米材料上，却对纳米Ti02这一

取得方便、制备容易、应用广泛、产量最大的纳米材料关注不足【9】。

本文将从细胞水平及在体水平综述纳米二氧化钛及其光催化产物的毒性研究进展。

(一) 纳米Ti02的毒效应研究

纳米Ti02的超微性，使得它可以轻松地通过细胞膜进入细胞内，甚至通过细胞核核膜，

进入细胞核内。纳米Ti02的高化学活性，又使其可以与细胞内众多细胞器以及一些生物大分

子发生作用。研究表明，纳米Ti02能够影响细胞微结构、破坏细胞膜。

1．纳米Ti02引起细胞膜的破裂

细胞膜是纳米Ti02对细胞攻击的第一个目标。纳米Ti02对细胞的损伤首先体现在它对细

胞膜的破坏，使细胞坏死。Sal(ai等【10】发现，纳米Ti02处理的细胞，可以检测出大量的钙离子，

说明细胞膜的破裂，钙离子的渗出；Long等【11】采用透射电子显微镜观察发现纳米Ti02能够穿

过神经小胶质细胞(BV2)的细胞膜进入细胞内部，聚集在线粒体中。

2．纳米Ti02影响细胞遗传信息的表达

纳米Ti02的超微性使其可以进入细胞质，高化学活性又使其具备氧化损伤细胞遗传物质

的能力。W锄er等【121的实验证明，纳米Ti02损伤人体纤维原细胞的核酸，将纳米Ti02作用后

的细胞分离出IⅢA和DNA，在RNA中可以检测到8．羟基鸟苷的生成。由于I矾A负责遗传信

息从DNA到蛋白质的传递，纳米Ti02对RNA的损伤间接影响了细胞遗传信息的表达。

3．纳米Ti02抑制细胞生长

部分学者认为，纳米Ti02在一定的粒径范围内可以抑制细胞的生长和增殖。Amezaga-

Ma埘d等【13】采用假单胞菌作为培养对象，在纳米Ti02的存在下，UV照射40min，通过TEM以

及XRD观测，发现纳米Ti02对细胞生长的抑制率达到60％．72％。武汉理工大学的熊先立等【141

用47眦粒径的纳米Ti02培养细胞系Bel．7402人肝癌细胞，发现细胞系G期细胞数明显增加，S

期数量减少。即纳米Ti02通过阻止细胞从G期进入S期，通过影响细胞周期抑制细胞生长。

4．纳米Ti02引起细胞凋亡及死亡
f；2



在细胞凋亡中，形态上的改变往往伴随有染色质聚集，核固缩、破裂：细胞膜失去其特

有的结构，变得光滑，细胞缩小、变形，细胞破碎，碎片中有DNA和细胞器，这种碎片称作

凋亡小体。凋亡的细胞DNA表现出一种特殊的，形如“楼梯’’的电泳条带。Lovem等【15】的研究

发现，当大型(DaphIlia maglla)处于一定浓度的纳米Ti02水溶液中时，随着浓度的增加大型

(D印h11ia magTla)的死亡增加。陈惜燕等【16】研究发现，纳米Ti02对胶孢炭疽菌具有较强的抑

菌作用。朱融融等【381研究发现锐钛矿型纳米Ti02能够诱导卵巢肿瘤细胞(CHO)生成凋亡小

体，但是对正常的人肾上皮细胞(293T)并没有表现出相应的毒性作用。

(二)纳米Ti02光催化产物的毒性效应

·HO是一种非选择性的具有高氧化活性的自由基，它能够很容易地氧化各种有机物和无

机物，氧化效率高，反应速度快【17．181。极易与生物大分子如脂类、 蛋白质、 酶类以及核酸

大分子反应，直接损害或通过一系列氧化链式反应而对生物细胞结构引起广泛的损伤性破坏。

1．对细胞膜的损伤

·HO攻击的靶点是多不饱和脂肪酸，引起脂质过氧化反应。细胞90％以上为膜性结构，细

胞膜上含有的多不饱和脂肪酸是最易受到自由基攻击的生物分子。在生命过程中，自由基通

常维持在一个正常的生理水平，这种状态与人体健康密切相关，一旦氧化抗氧化系统的动态

平衡发生紊乱或破坏，就会导致体内自由基浓度过高，造成生命反应异常，加速细胞衰老而

诱发疾病【19渤】。机体内自由基代谢失衡，可导致一系列的连锁反应，引起不同程度的细胞毒

性，并导致瞬时的或不可逆的损伤。

2．对DNA的损伤

·H0可以与DNA发生反应，产生8．羟基鸟苷，导致DNA的解旋断链和氧化损伤。

2．1氧化损伤

氧化性DNA损伤在生物体细胞老化、死亡的发生过程中起重要作用。8．羟基脱氧鸟苷是

DNA氧化损伤的标志物，是鸟嘌呤上的C．8位受到攻击的产物，自由基被认为是导致其产生

的主要因素【2l】。腺嘌呤和鸟嘌呤很容易受到羟基自由基进攻，产生A80H．与G80H．。它们会

发生开环反应，一旦开环，DNA便不易修复【221。Warller等【121用320．400砌的紫外线照射在纳

米Ti02溶液中的小牛胸腺DNA，用HPLC分析反应后的小牛胸腺DNA发现有8．羟基脱氧鸟苷的

生成，从而验证了纳米Ti02对DNA的氧化损伤作用。

2．2解旋与断链

Dullf．ord等用含有纳米Ti02的防晒化妆品作用于核酸PBIIEINA，介于300．400衄的紫外线

照射。通过DNA凝胶电泳分析，发现了DNA的解旋与断裂。Ashikaga等【23】采用超螺旋pBR322

DNA作为作用对象，将其与一定浓度的纳米Ti02混合，采用波长在365IⅡn左右的黑灯提供紫
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外光照35．5min，通过柯达显像密度计分析，得到了有25％左右的DNA产生解旋的试验结果。

在同样的实验条件下，如果提高光照的强度与光照时间，DNA的解旋率必然会增加。

3．对皮肤成纤维细胞功能的影响

相关研究表明，自由基通过氧化应激可导致细胞凋亡【241，并能激活丝裂原活化蛋白激酶

信号传导通路，促进MMP的表达，能抑制成纤维细胞胶原合成，引起MDA增多、细胞膜

弹性下降、细胞变僵硬，导致光老化皮肤特征性的改变【25。26】。

(三)纳米Ti02皮肤毒性研究

国外对纳米Ti02(包括其他相似纳米颗粒)的毒性研究历史也只有短短的20年左右。对

其毒性的研究还局限于毒性的表征，对其毒性机制的分析相对较为薄弱。关于纳米Ti02皮肤

毒性的研究工作大都集中在研究其皮肤渗透性。

众所周知，皮肤是人类阻挡外源性物质的重要屏障系统，但是也只能有效地阻止宏观颗

粒物质经过皮肤进入体内。而二氧化钛制造商所生产出来的产品尺寸仅仅在1 0IⅡn左右，日本

已经开发了粒径为5mn，轴径比为4的针状纳米Ti02。粒径如此之小的纳米粒子，既是宏观状

态时脂／水分配系数小，也完全有可能通过简单扩散或渗透形式通过皮肤进入体内。

关于纳米级Ti02粒子的皮肤渗透可能性已经进行了若干研究，但结果不一。TaIl等【27】

将含有8％超细微Ti02(10．50nIll)防晒产品在16名志愿者的皮肤上应用了2至6周以研究

其是否渗入皮肤。结果表明，皮肤中纳米Ti02粒子明显升高，首次提供了关于纳米级Ti02

皮肤渗透的证据。Schulz㈤等和Pnticker等【291应用光电子显微镜后，认为纳米Ti02(20—200 nm)

仅沉积在角质层的最外边，角质层的深面和真皮层并没有检测到它的存在，纳米粒子不能渗

入志愿者的皮肤。Ladem锄等【3明报道在毛囊角质层和毛乳头处现了防晒霜中的超细Ti02颗

粒的沉积，但是这并不能认为颗粒能穿透活皮肤组织。Be皿at等【31】将水状和油状的纳米Ti02

用于评价其皮肤渗透性，结果表明油状的纳米Ti02较水状的纳米Ti02的皮肤渗透现象明显。

Menzel【32】等用与人体皮肤最为相似的猪皮做纳米粒子渗透性实验，实验结果证实了粒径为

45．150m长、17．35姗宽的纳米Ti02可以通过角质层进入到表皮下的颗粒层，尤其是在表皮

生发层，并推测随着观察时间推后，纳米Ti02粒子很有可能随着细胞的活动，进入到真皮层，

引起更大的损伤。

目前还不能确定Ti02纳米粒子可经皮渗透而产生毒性影响。因此专家们认为关于皮肤渗

透需要加强以下几方面的研究：①对皮肤细胞的毒性机制；②长期暴露后，对皮肤的蓄积毒

性；③是否会代谢成更小的粒子而增加了潜在的毒性；④光学催化后的纳米粒子毒性研究等

【33】
O

四、结语
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纳米二氧化钛由于有着较高的折光性和光活性，因而成为一种性能优越的新型防晒剂，

在防晒化妆品的应用中具有较好的发展前景。但是，要高效、安全地应用其防晒性，在实际

应用时应认真研究其独特的光活性，在晶型、粒径、制备方法、表面改性工艺等方面进行认

真的选择，以减少或完全消除其光活性的危害。这是纳米二氧化钛在防晒化妆品应用中一个

新而重要的研究课题【34-351。
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