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纳米 TiO2 对人淋巴细胞 DNA损伤的研究
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　　摘要:目的　探讨一维及三维纳米 TiO2和常规 TiO2的遗传毒性。方法　人离体淋巴细胞培养 , 采用不同剂量三

种不同材料的 TiO2染毒 , 通过观察淋巴细胞转化率 , 并结合单细胞凝胶电泳实验 、 微核实验测定细胞 DNA损伤。结

果　淋巴细胞转化率各染毒组与阴性对照差异为无统计学意义;单细胞凝胶电泳实验显示 1DTiO2拖尾率与常规 TiO2

相比差异无统计学意义 , 3DTiO
2
与常规 TiO

2
之间的差异有统计学意义 (P<0.05);TiO

2
染毒各个剂量组的微核率

与阴性对照差异均无统计学意义。结论　3DTiO2具有一定的遗传毒性 , 而 1DTiO2表现不明显。
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Abstract:ObjectiveToexplorethegenetictoxicityofone-dimensionalandthree-dimensionalnano-TiO2.MethodsHu-

manlymphocyteswereculturedandexposedtodifferentdosesofTiO2.DNAdamagewasobservedbylymphocytetransformation

ratedetermination, cometassay, andmicronucleustest.ResultsTherewasnosignificantdifferenceinlymphocytetransforma-

tionratecomparedwiththenegativecontrols;thedifferenceoftailingratewasonlyseenbetween3DTiO2 andconventionalTiO2

(P<0.05)incomettest;andtherewasalsonodifferenceinmicronucleusrateamongdifferentgroups.ConclusionsThere-

sultsshowsthatonly3DTiO2 hassomegenetictoxicity, whilethe1DTiO2seemsnothoseeffects.
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　　二氧化钛 (TiO2)是金属钛的一种氧化物 , 纳

米级别的 TiO2则具有粒径小 、比表面积大 、磁性强 、

光催化 、吸收性能好 、吸收紫外线能力强 、表面活性

大 、热导性好 、 分散性好 、 所制悬浮液稳定等优

点
[ 1]
。纳米级 TiO2 由于其优良的紫外线屏蔽作用 、

透明性以及无毒等特点 , 使其成为生产防晒霜类护肤

产品 、 食品包装材料 、农用塑料薄膜 、天然和人造纤

维等的理想材料 。

由于纳米 TiO2广泛的用途 , 已经迅速进入人们

的日常生活中 , 会在多方面接触纳米 TiO2 , 但目前

国内对其使用安全性还未进行系统评价 , 本课题将在

国内外研究的基础上 , 以人血淋巴细胞为研究对象 ,

通过比较一维及三维纳米二氧化钛 (1DTiO2 、 3D

TiO2)和常规 TiO2的毒性 , 为纳米 TiO2材料的制造

和使用安全性提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料

无菌采集健康成年人静脉血 20 ml, 肝素抗凝 ,

4℃冷藏备用 。

1.2　器械

CO2 细胞培养箱 (Steri-CycleCO2 Incubator),

KDC-1044型低速离心机 (科大创新股份有限公司中

佳分公司), DYY-Ⅲ-7型转移电泳仪 (北京市六一

仪器厂), OLYMPUSBX-41型荧光显微镜及其照相系

统 (日本)。

1.3　观察指标

1.3.1　淋巴细胞转化率　400倍显微镜下观察标本 ,

计数 100个以上细胞中的转化细胞的个数 , 结果以百

分率 (%)表示 。转化细胞的判断标准:细胞核膨

大 , 疏松 , 有核仁分化 , 核质着色不均一 , 有颗粒状

染色质 。

1.3.2　DNA损伤影像分析　在荧光显微镜下观察计

数拖尾细胞数 (每组 100个细胞), 计算拖尾率 , 以

百分率表示;在高倍镜下用测微器测量拖尾细胞的核

直径和尾长度 , 并选取典型视野和适当倍数照相。

1.3.3　微核试验　计数1 000个细胞中含微核的细胞

数 , 以千分率表示。

1.4　统计学处理
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所有数据录入 Excel, 计算淋巴细胞转化率 、 拖

尾率 、 微核率 , 均以x±s表示 , 将相同剂量的不同

粒径 TiO2组的淋巴细胞转化率 、 拖尾率 、 微核率进

行方差分析及 q检验 , P<0.05为差异具有统计学

意义。

2　结果

2.1　纳米 TiO2对人淋巴细胞转化率的影响 (表 1)

将不同材料相同剂量的染毒组与阴性对照组比较

差异无统计学意义 , 显示纳米 TiO2对人离体淋巴细

胞的转化无明显影响 。
表 1　纳米 TiO2对离体淋巴细胞培养转化率的影响

分组
剂量

(mg/ml)
例数

观察细胞数

(个)

转化细胞数

(个)

拖尾率

(%)

阴性对照 — 8 800 656 82.0±4.72

常规TiO2 0.1 8 800 610 76.2±5.13

常规TiO
2 0.5 8 800 643 80.4±5.47

常规TiO2 1.0 8 800 601 75.1±6.76

1DTiO2 0.1 8 800 636 79.6±4.81

1DTiO2 0.5 8 800 642 80.2±5.38

1DTiO2 1.0 8 800 608 76.0±5.53

3DTiO2 0.1 8 800 590 73.8±6.15

3DTiO2 0.5 8 800 595 74.3±6.29

3DTiO2 1.0 8 800 597 74.6±5.79

阳性对照 0.1 8 800 459 57.4±4.59＊

　　与其他各组相比 , ＊P<0.05

2.2　纳米 TiO2对拖尾率的影响 (见表 2)

从镜下观察拖尾细胞数量计算其拖尾率 。对

1DTiO2 、 3DTiO2与常规 TiO2的相同剂量组进行比

较 , 并进行统计学检验可以得出常规 TiO2和 1DTiO2

与阴性对照之间拖尾率的差异不明显 , 常规 TiO2和

1DTiO2虽然也使少量淋巴细胞 DNA出现拖尾 , 但差

异无统计学意义(P>0.05)。即常规 TiO2和 1DTiO2

无明显的毒性。而 3DTiO2的各个剂量组的拖尾率明

显高于另外两组 , 差异有统计学意义(P<0.05), 即

3DTiO2具有一定的遗传毒性。

2.3　纳米 TiO2对微核率的影响 (见表 3)

将不同材料相同剂量的染毒组与阴性对照组比

较 , 差异无统计学意义 (P>0.05), 显示纳米 TiO2

对人体淋巴细胞的微核率无明显影响 。

3　讨论

纳米 TiO2根据其晶型 , 可分为板钛矿型 、 锐钛

矿型 (最常见)和金红石型 3种 。其中锐钛矿型

TiO2属于四方晶系 , 其晶格参数 a0 =37.85 nm, C0

=95.14 nm。锐钛矿型 TiO2的单元结构中钛原子处

于钛氧八面体的中心 , 其周围的六个氧原子都位于八

面体的棱角处 , 有四个共棱边 , 也就是说 , 锐钛矿型

表 2　纳米 TiO
2
对淋巴细胞拖尾率的影响

分组
剂量

mg/ml
例数

观察细胞数

(个)

拖尾细胞数

(个)

拖尾率

(%)

阴性对照 — 8 800 10 1.25±0.73

常规TiO2 0.1 8 800 21 2.62±1.26

常规TiO2 0.5 8 800 11 1.38±0.92

常规TiO2 1.0 8 800 16 2.00±0.75

1DTiO
2 0.1 8 800 26 2.25±1.37

1DTiO
2 0.5 8 800 22 1.75±1.21

1DTiO2 1.0 8 800 23 2.88±1.48

3DTiO2 0.1 8 800 43 5.38±0.83＊

3DTiO2 0.5 8 800 65 8.12±1.52＊

3DTiO2 1.0 8 800 111 13.88±1.43＊

阳性对照 0.1 8 800 273 34.12±1.27＊＊

　　相同剂量组之间相比 , ＊P<0.05;与其他各组相比 , ＊＊P

<0.05

表 3　纳米 TiO2对淋巴细胞微核率的影响

分组
剂量

mg/ml
例数

观察细胞数

(个)

微核数

(个)

微核率

(‰)

阴性对照 — 8 8000 7 0.88±0.81

常规TiO2 0.1 8 8000 11 1.38±0.97

常规TiO2 0.5 8 8000 10 1.25±1.24

常规TiO
2 1.0 8 8000 13 1.62±0.86

1DTiO2 0.1 8 8000 8 1.00±1.37

1DTiO2 0.5 8 8000 16 2.00±0.82

1DTiO2 1.0 8 8000 10 1.25±1.54

3DTiO2 0.1 8 8000 15 1.88±1.63

3DTiO2 0.5 8 8000 17 2.12±1.41

3DTiO2 1.0 8 8000 18 2.25±1.72

阳性对照 0.1 8 8000 54 6.75±1.21＊

　　与其他各组相比 , ＊P<0.05

的单一晶格有四个 TiO2分子。锐钛型 TiO2的八面体

呈明显的斜方晶型畸变 , Ti— O键距离均很小且不等

长 , 这种不平衡使 TiO2分子极性很强 , 强极性使

TiO2表面易吸附水分子使水分子极化而形成表面羟

基 。资料显示 , 从常规二氧化钛到 1DTiO2、 3DTiO2

极性逐渐增大 , 实验结果也显示极性最大的 3DTiO2

对淋巴细胞的毒性也最大
[ 2]
。

目前的研究认为 , 在光照条件下 , TiO2 表面的

超亲水性起因于其表面结构的变化;在紫外光照射

下 , TiO2 价带电子被激发到导带 , 电子和空穴向

TiO2表面迁移 , 在表面生成电子空穴对 , 电子与

Ti
4 +
反应 , 空穴则与表面桥氧离子反应 , 分别形成正

三价的钛离子和氧空位。此时 , 空气中的水解离吸附

在氧空位中 , 成为化学吸附水 (表面羟基), 化学吸

附水可进一步吸附空气中的水分 , 形成物理吸附层。

TiO2中 Ti—O键的极性较大 , 表面吸附的水因极化

发生解离 , 容易形成羟基 。可以认为纳米 TiO2发生

的这种反应产生的 O
2-
和 OH自由基可能是纳米 TiO2
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对细胞产生遗传毒性的机制
[ 2, 3]
。

常规二氧化钛已经证明是无毒的 , 应用于日常生

活的许多方面 , 但具有以上性质的纳米二氧化钛是否

仍然无毒 , 许多科学家对此进行了研究讨论 , 却没有

得出权威统一的结果 , 还需进一步探讨 。 10 ～ 50 nm

大小颗粒现已证实可以通过呼吸道进入机体其他器

官 , 包括人体最重要器官中枢神经系统和心脏。

1 μm大小颗粒就可以通过皮肤角化层 , 颗粒越小越

容易通过 , 因此人体任何部位暴露面 (包括皮肤体

表面)都可以不同程度地吸收纳米颗粒。纳米 TiO2

颗粒越小 , 侵入越多 , 150 ～ 500 nmTiO2颗粒就可以

通过完整表皮和消化道 , 进入血液和肝脏等器官
[ 4]
。

对于纳米 TiO2颗粒的毒性 , 测定大都来自体外

和动物体内试验 , 主要指标仍停留在对试验动物支气

管肺泡灌洗液和肺组织进行的一些常规毒理学检查。

Renwick等用 125或 500μg等重量 29nmTiO2颗粒和

250nmTiO2颗粒分别气管内滴注 24 h后对支气管肺

泡灌洗液中细胞总数 、巨噬细胞吞噬和趋化功能 、 反

映上皮细胞损伤的 γ-2谷氨酰转肽酶活力 、 反映细胞

毒性的乳酸脱氢酶活力和总蛋白含量进行测定分析 ,

结果除肺泡巨噬细胞吞噬百分率两者相同外 , 其余各

项毒性指标高剂量组纳米 TiO2颗粒均有显著改变 ,

而细 TiO2颗粒与对照差异不明显
[ 5]
。因 TiO2广泛应

用于各类防晒产品 , 其是否可以经皮渗透进入人体引

起了人们的普遍关注 。关于纳米级 TiO2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

等将含有 8%超细微 TiO2 (10 ～ 50 nm)的防晒产品

在 16名志愿者的皮肤上应用 2至 6周 , 以研究其是

否渗入皮肤 。结果表明 , 皮肤的 TiO2粒子有明显升

高的现象 , 首次提供了关于纳米级 TiO2皮肤渗透的

证据 , 但因 Tan的样本量还不够大 , 因此需要加大样

本量来观察 。而 Schulz等和 Pflǜcker等应用光电子显

微镜后 , 认为 TiO2 (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 。 Lademann

等报道在毛囊角质层和毛乳头处发现了防晒霜中的超

细 TiO2颗粒的沉积 , 但是这并不能认为颗粒能穿透

活皮肤组织 。 Bennat等将水状和油状的 TiO2用于评

价其皮肤渗透性 , 结果表明 , 油状的 TiO2较水状的

TiO2的皮肤渗透现象明显
[ 6]
。

本实验对人离体淋巴细胞进行纳米二氧化钛染

毒 , 在已经显示的研究结果上进行进一步探讨 , 研究

TiO2通过完整表皮和消化道进入血液和肝脏等器官

后是否对人淋巴细胞产生毒性作用。结果显示 , 淋巴

细胞转化率常规 、 1D、 3DTiO2各个剂量组与阴性对

照之间差异无统计学意义;单细胞凝胶电泳实验常

规 、 1DTiO2各个剂量组与阴性对照之间差异无统计

学意义 , 3DTiO2与阴性对照 、 常规 TiO2、 1DTiO2之

间的差异有统计学意义;微核实验 TiO2染毒各个剂

量组与阴性对照差异无统计学意义。即常规 、

1DTiO2无明显毒性 , 3DTiO2具有一定的毒性 。

由于本实验中存在许多局限条件 , 对 TiO2进入

机体后的转运机制 , 是否在血液中首先作用于淋巴细

胞还未见有研究资料 , 所以本结果仅仅对 TiO2的遗

传毒性提供参考 , 为 TiO2安全性和毒性的研究提供

依据。
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