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　　摘要:采用单细胞凝胶电泳方法用常规偏钒酸钠和纳米

偏钒酸钠对人淋巴细胞进行遗传毒性实验 , 结果显示均无致

突变性 , 不同浓度偏钒酸钠对淋巴细胞存活率的影响无明显

梯度和差异 , 均在 85%以上。纳米和常规偏钒酸钠对淋巴细

胞增殖率的影响亦无明显差异 , 无细胞致突变性。

关键词:纳米;偏钒酸钠;细胞毒性

中图分类号:R994　　文献标识码:B

文章编号:1002-221X(2010)02-0120-02

纳米材料是指几何尺寸达到纳米级水平 , 并具有特殊性

能的材料。纳米材料的危害主要体现在对呼吸系统 (特别是

动物肺部损伤)及免疫系统的干扰 , 微观上主要是影响细胞

表面的功能结构 , 进而引起细胞整体代谢紊乱 , 诱导细胞的

凋亡或坏死 [ 1] 。纳米材料的毒性 、 安全性研究处于起步阶段 ,

一些领域还是空白。钒 (Vanadium)是人体必需的微量元素

之一 , 有关钒对人体伤害的临床流行病学研究迄今报道较少 ,

仅对某些临床表现进行了描述 [ 2] 。本研究采用常规偏钒酸钠

和纳米偏钒酸钠对人淋巴细胞进行遗传毒性研究 , 报道如下。

1　材料与方法

1.1　材料

健康人全血 20ml;偏钒酸钠常规材料和纳米偏钒酸钠材

料 (粒径 30 nm, 由天津南开大学环境科学学院纳米研究室

提供), 实验时采用蒸馏水配置成混悬液;正常熔点琼脂糖和

低熔点琼脂糖 , 三羟甲基氨基甲烷 (Tris), 盐酸 , NaOH, 普

通光学显微镜 、 DYY-Ⅱ 17型转移电泳仪 、 荧光显微镜及 10、

20、 100、 1 000μl微量移液器。

1.2　方法

1.2.1　含纳米材料和常规材料偏钒酸钠的培养基制备　将纳

米材料和常规材料偏钒酸钠用 RPMI-1640分别配成质量浓度

为 7.5、 75、 750 μg/ml的含偏钒酸钠培养基 , RPMI-1640培

养基为阴性对照。

1.2.2　人全血细胞培养　将血液细胞浓度用 RPMI-1640培养

基调整为 106 cell/ml, 接种于 12孔培养板中。分别加入含纳

米和常规材料偏钒酸钠 RPMI-1640培养液 1 ml, 染毒 24 h后

回收淋巴细胞并留取培养液 , 将培养液离心后进行各项生化

指标的测定。

1.2.3　淋巴细胞存活率　染毒方法同 1.2.2, 染毒 24 h后

用一次性吸管分别取少量培养液于载玻片上 , 滴加少量台盼

蓝置于显微镜下用 40倍镜观察其存活率 , 每张玻片观察 100

～ 150个细胞 , 并记录死亡细胞的个数。

1.2.4　纳米和常规偏钒酸钠对淋巴细胞的增殖率　培养 24 h

后淋巴细胞的数量无明显变化 , 未表现出增殖作用。

1.2.5　单细胞凝胶电泳实验　取健康人全血 20 ml分为阴性

对照组 、 常规组和纳米组 , 分别配成 7.5、 75、 750 μg/ml剂

量组 , 取干净的磨砂载玻片 , 置于水平操作台上 , 40℃预热 ,

将 0.6%的琼脂糖溶化并预热至 45℃。按下述步骤进行铺胶

制片:加 80μl0.6%正常熔点的琼脂糖于载玻片上 , 立即加

盖玻片 , 置 4℃下冷却 10 min, 使胶凝固。去盖玻片 , 加含有

10 μl全血或细胞的 80 μl0.6%正常熔点的琼脂糖 , 立即加盖

玻片 , 置 4℃下冷却 10 min, 使胶凝固。去盖玻片 , 加 80 μl

0.6%的低熔点琼脂糖 , 立即加盖玻片 , 置 4℃下冷却 10 min,

使胶凝固。细胞裂解:将载玻片水平放入新鲜配置的 4℃裂解

液中 2 h。 DNA解螺旋:将载玻片取出 , 用吸水纸吸干裂解

液 , 平列置于水平电泳槽的阳极端 , 电泳槽内加入预冷的新

鲜配置的电泳缓冲液。电泳:电压 25 V, 电流 300 mA, 电泳

40 min, 电压 、 电流可通过改变电泳液的液面高度来调节。中

和与染色:电泳后将玻片置于小瓷方盘中 , 缓缓加入中和液 ,

将载玻片浸没 , 静置 15 min, 用吸水纸将盘内液体吸干 , 再

缓缓加入无水乙醇浸泡 1 h, 吸去乙醇 , 每片加 50 μl溴乙锭 ,

加盖玻片染色 20 min。 4℃可保存 6个月 , 用荧光显微镜观察

200个细胞 , 记录细胞的畸形率。

2　结果

2.1　淋巴细胞存活率

　　由表 1可见 , 存活率常规组和纳米组差异无统计学意义

(P>0.05), 可见偏钒酸钠常规材料与纳米材料 24 h染毒后

对淋巴细胞存活率的影响不很明显 , 也无梯度关联和相关性。

表 1　淋巴细胞经常规与纳米材料偏钒酸钠染毒后的存活率

组别　　
偏钒酸钠浓度

(μg/ml)

观察细胞

数 (只)

存活个数

(只)

存活率

(%)

纳米组 7.5 200 191 95.5

纳米组 75 200 185 92.5

纳米组 750 200 179 89.5
常规组 7.5 200 188 94.0

常规组 75 200 190 95.0

常规组 750 200 192 96.0
阴性对照组 0 200 190 95.0

2.2　单细胞凝胶电泳实验

表 2可见 , 纳米材料和常规材料偏钒酸钠均没有表现出
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明显的遗传毒性。

表 2　常规和纳米材料偏钒酸钠单细胞凝胶电泳实验结果

组别
剂量

(μg/ml)

淋巴细

胞总数

(个)

拖尾淋

巴细胞

数(个)

细胞拖尾

率(%)
P值

纳米组　　 7.5 500 26 4.12 <0.02

75 500 24 4.80 <0.05
750 500 17 3.40 <0.01

常规组　　 7.5 500 15 3.00 <0.05
75 500 18 3.60 <0.02

750 500 26 4.12 <0.05

阴性对照组 500 29 5.80 <0.05

3　讨论

纳米粒子也称超微颗粒 , 按国际标准是指其大小在 0.1 ～

100nm间的粒子 , 处在微观原子簇和宏观物体交界的过渡区

域 , 是一种典型的介观系统 , 具有比表面积大 、 表面活性中

心多 、 催化效率高 、 吸附能力强等优良特性。国内外许多研

究表明 , 纳米粒子的尺寸不同所产生的生物效应也不同 , 将

宏观物质细分成超微颗粒 (纳米级)后 , 其化学 、 物理性质

及生物活性都可能发生改变。钒具有多种生物学功能 , 为人

和动物的必需微量元素。李才等采用钒酸钠 11和 12 mg/ml

两种剂量 , 放入饮水中治疗 5周的 DM大鼠 , 结果显示均未

引起心 、 肝 、 肾脏的功能损害 , 动物饮用 15 mg/ml钒酸钠 ,

染毒 9周大鼠血清 ALT、 AST、 BUN、 Cr均不增高 , 肝 、 肾的

光镜和电镜观察结果未见组织学改变 , 说明在实验条件下钒

酸钠不引起心 、 肝 、 肾组织的损害 [ 3] 。

本实验常规偏钒酸钠是一种易溶于水的晶体 , 纳米偏钒

酸钠是粒径 39nm的难溶材料。在培养 24 h后观察淋巴细胞

的存活率都在 85%以上 , 表明偏钒酸钠对淋巴细胞的生理毒

性不很明显。单细胞凝胶电泳实验的结果显示 , 纳米和常规

材料偏钒酸钠均没有表现出明显的遗传毒性。普遍认为纳米

粒子由于粒径小 、 比表面大 、 表面原子数增大而易分解 , 一

些原本无毒或者有毒的颗粒材料粒径达到纳米级时毒性明显

增强 [ 4] 。纳米材料具有一定的生物活性。 由于种类繁多 , 且

理化性质各不相同 , 即使是同种材料其毒性也可能不同。本

实验显示 , 纳米和常规材料偏钒酸钠对淋巴细胞没有明显的

生理毒性和致突变性 。
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　　为了解我院临床医务人员职业防护意识情况 , 有针对性

地实施有效干预 , 随机抽查 100名医务人员作为调查对象 ,

进行职业安全防护知识的问卷调查 , 结果分析如下。

1　对象与方法

随机抽取我院 100名临床医务人员进行问卷调查 , 年龄

20 ～ 64 (33.37±10.21)岁。问卷内容:(1)基本资料 , 包

括年龄 、 学历 、 工作年限 、 专业 、 职称;(2)职业防护知识

掌握情况 , 包括洗手指征和标准洗手方法 , 对血液 、 体液等

意外接触的自我防护意识等。 对有效问卷采用 EPIDATA3.1

软件进行双录 , 以统计软件 SAS8.12进行分析。

2　结果

本次调查发出问卷 100份 , 回收有效问卷 98份 , 回收率

98%。医务人员职业防护意识与工作年限 、 年龄 、 学历 、 职

称比较差异无统计学意义 (P>0.05)。医务人员职业防护意

识在专业上比较差异有统计学意义 (P<0.05), 护士的防护

意识最强 , 医生次之 , 医技人员较差。

在职业防护意识中 ,最强的是对血液传播 HIV、HBV及其

血液污染后处理的自我防护(96.94%), 防护意识最差的是在

诊疗中的洗手意识和标准洗手方法的掌握情况(85.71%)。

3　讨论

3.1　本次调查结果显示 , 临床医务人员职业防护意识的强弱

与工作年限 、 学历 、 职称等均无关 , 但不同专业的临床医务

人员对职业防护知识的掌握程度有差异 , 可能与以下原因有

关:(1)医技人员无菌观念和防护意识淡薄 , 对危害因素的

认识不足;(2)护理人员与病人面对面的接触较多 , 无菌观

念较强 , 自我防护意识较强;(3)在感染控制工作中护士的

工作任务较多 , 从工作中学习的机会增多 , 从而养成了较强

的自我保护意识。

3.2　诊疗和护理每个病人前后的洗手和标准洗手意识较差 ,

手卫生行为受许多复杂因素的影响 , 执行起来较为困难;同

时可能与工作量大 、 时间紧 、 病人多 、 工作人员缺乏有关。

3.3　医务工作者从事的是一种高风险性和高危险性的工作 ,

提高临床医务人员的职业防护意识 , 应采取以下干预措施:

(1)加强防护教育 , 树立防护意识 , 加强医务人员对 《医院

感染管理规范》 中称之为 “标准预防” 的学习 , 增强和培养

临床医务人员自我防护意识 , 提高自我保护能力;(2)认真

落实标准 , 重视预防措施 , 养成洗手的良好习惯 , 正确掌握

“六步” 洗手法 , 防止病原菌的相互传播; (3)临床医务人

员上岗前应接受各种形式的职业防护知识的培训 , 并开展各

种形式的职业防护知识的继续教育 , 巩固已建立的职业危害

防护体系;(4)加强职业防护的管理工作 , 相关职能科室应

对临床医务人员进行监督 、 检查 、 指导 , 及时纠正不良工作

习惯 , 改善职业环境 , 强化医务人员的职业危害防范意识和

应对职业危害的心理素质 , 并定期考核。
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