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不同尺度纳米镍对秀丽线虫的发育毒性
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摘要：应用模式生物－秀丽隐杆线虫研究金属纳米镍的生殖发育毒性。采用２０ｎｍ和９０ｎｍ镍分别以２．５和５．０μｇ·ｃｍ
－２两

个剂量对秀丽隐杆线虫进行染毒，并以微米镍和生理盐水作对照，采用后代数目、世代时间、形态和体长、寿命和半数致死率

等生殖发育相关评价指标，对纳米镍生殖发育毒性进行评价。结果发现，与生理盐水对照组和微米镍组比较，秀丽线虫暴露

于２０ｎｍ和９０ｎｍ镍的两个剂量组后，均表现出生殖和发育的异常（Ｐ＜０．０１），并有剂量依赖性。且９０ｎｍ镍暴露对秀丽线

虫后代数目、世代时间、形态和体长、寿命和半数致死天数等指标的缺陷作用均显著于２０ｎｍ镍。研究表明，纳米镍可影响秀

丽线虫的生殖和发育功能，这一效应与纳米粒径和暴露浓度有关。此结论可为制定纳米镍的接触限值标准提供参考。
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　　镍是人类在生产和生活中广泛接触的一种金
属，也是一类典型的重金属致癌物。研究表明，镍金
属具有生殖毒性：镍使大鼠着床率下降、死胎率上
升、子代体质量和新生鼠存活能力降低［１］；使桡足类
产卵数、卵孵化率和成活后代数降低［２］；使弹尾目昆
虫雌、雄成虫及幼虫的数目和幼虫的生长率降低［３］；
导致秀丽线虫后代数目下降和世代时间延长［４－５］。

　　随着纳米技术和纳米材料的快速发展，金属纳
米镍应运而生。由于粒径小，金属纳米镍具有了纳
米物质独特的物理化学性质。那么金属纳米镍是否
也对人类健康尤其生殖健康产生不良影响？与微米

镍相比其影响有无变化？目前仍处于研究空白。本
课题利用模式生物秀丽线虫来研究并比较纳米镍和

微米镍对线虫生殖发育的影响。

１　材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　主要材料

　　２０ｎｍ镍 （产品代号ＦＮｉＮ－２０；黑色粉体，纯度

９９．９％，比表面积≥２０ｍ２·ｇ－１，松装密度０．０４～５ｇ·

ｃｍ－３）和９０ｎｍ镍（产品代号ＦＮｉＮ－８０；黑色粉体，纯
度９９％，比表面积≥８ｍ２·ｇ－１，松装密度０．０６～０．８ｇ·

ｃｍ－３）购自昆山密友纳米科技有限公司。３μｍ镍 （产
品代号ＳＴ－Ｍ－００８－２；灰黑色粉体，纯度９９．０％，比
表面积≥３ｍ２·ｇ－１）购自上海水田材料科技公司。采
用野生型Ｎ２秀丽隐杆线虫，购买于秀丽隐杆线虫遗传
中心（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｃｅｎｔｅｒ，ＣＧＣ）。

１．２　方法

１．２．１　纳米材料处理

　　应用生理盐水配制纳米镍和微米镍成悬浊液，
经超声波破碎仪（Ｓｏｎｉｃａｔｏｒ　４０００，美国 Ｍｉｓｏｎｉｘ公
司）超声３ｍｉｎ。

１．２．２　暴露方法

　　选取２个粒径的纳米镍材料和微米镍材料，用
生理盐水配成一定浓度的悬浊液，加入到每个培养
皿中，等生理盐水挥发或浸入到线虫固体 ＮＧＭ 培
养基后，纳米镍和微米镍就沉积下来，均匀分散在培
养基表层。采用的质量浓度，纳米镍为２．５和５μｇ
·ｃｍ－２，微米镍为５μｇ·ｃｍ

－２，空白对照组在培养皿
中加入相应体积的生理盐水。暴露前２４ｈ将纳米

镍和微米镍注入培养皿中。所有线虫均在２０℃条
件下培养。

１．２．３　后代数目测定

　　将Ｌ４期线虫挑到不同组别的培养皿中，一个
组别的１０条线虫分别放到１０个培养皿里，每个培
养皿中含１条线虫，暴露７２ｈ，记录线虫产卵数目。

１．２．４　世代时间测定

　　将Ｌ４期线虫挑到不同组别的培养皿中，一个
组别的１０条线虫分别放到１０个培养皿里，每个培
养皿中含１条线虫，暴露７２ｈ，观察线虫产第１个卵
的时间（ｔ０），把第１个卵挑到正常ＮＧＭ 培养基中，
观察这个卵经孵化后长成成虫，然后产第１个卵的
时间（ｔ１），世代时间＝ｔ１－ｔ０。

１．２．５　体长测定

　　将Ｌ４期线虫挑到不同组别的培养皿中，一个
组别的１０条线虫放到一个培养皿里，暴露７２ｈ，取

６个载玻片，上面各加一滴 Ｍ９，把同一个剂量组的
线虫挑到一个载玻片上的 Ｍ９内，加１～２滴叠氮化
钠液，等虫体变直，盖上盖玻片，电子显微镜下观察
并照相，体长图片在用ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件测量。实验
期间线虫产卵时，把卵挑到含正常 ＮＧＭ 培养皿上
培养，等到卵孵化长大到Ｌ４期，用相同的方法染毒

７２ｈ，并测量二代线虫体长。

１．２．６　寿命测定

　　将Ｌ４幼虫期定义为ｔ＝０。转移２０个Ｌ４期线虫
到单个培养皿上，然后在其繁殖期每隔２ｄ转移到１个
新的培养皿，并且记录下存活线虫的数目。记录线虫
死亡一半和全部死亡时间，该指标进行３组平行试验。

１．２．７　数据处理

　　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析。数据以平均数

±标准差来表示，用方差分析法对数据进行组间差
异显著性比较。

２　结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

２．１　纳米镍对秀丽线虫生殖行为的影响

　　后代数目能够反映秀丽线虫的生殖能力。纳米
镍导致了后代数目的降低（Ｐ＜０．０１）（图１）。与溶
剂（生理盐水）组比较，暴露在２０ｎｍ镍的２．５和５．
０μｇ·ｃｍ

－２两剂量组中的秀丽线虫后代数目分别降
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低了４９．１％和４９．５％；与微米镍组比较，暴露在２０
ｎｍ镍的２．５和５．０μｇ·ｃｍ

－２两剂量组中的秀丽线

虫后代数目分别降低了４７．７％和４８．１％。同样，与
生理盐水组比较，暴露在９０ｎｍ镍的２．５和５．０μｇ
·ｃｍ－２两剂量组中的秀丽线虫后代数目分别降低了

７２．５％和７７．０％；与微米镍组比较，暴露在９０ｎｍ
镍的２．５和５．０μｇ·ｃｍ

－２两剂量组中的秀丽线虫后

代数目分别降低了７１．８％和７６．４％。且同剂量（５．
０μｇ·ｃｍ

－２）的２０ｎｍ／９０ｎｍ镍及微米镍３组中两
两比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。这说明，
纳米镍会干扰秀丽线虫的生殖行为，且这种干扰作
用与纳米镍的粒径和暴露剂量有关。

图１　纳米镍对秀丽线虫生殖能力的影响
注：Ａ，对照组（生理盐水）；Ｂ，３μｍ镍组；Ｃ，２０　ｎｍ镍

２．５μｇ·ｃｍ－２剂量组；Ｄ，２０　ｎｍ镍５．０μｇ·ｃｍ－２剂量组；

Ｅ ，９０　ｎｍ镍２．５μｇ·ｃｍ－２剂量组；Ｆ，９０　ｎｍ镍５．０μｇ·ｃｍ－２剂量组；

＊＊表示与对照组相比，Ｐ＜０．０１，下同。

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｉｎ

Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎ　ｅｘｐｏｓｅｄ　ｔｏ　ｎｉｃｋｅｌ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

　　世代时间反应纳米镍对秀丽线虫生殖速度的影
响，一般来说，长的世代时间表示生殖速度的延缓。
结果显示，与生理盐水组和微米镍组比较，暴露于

９０ｎｍ镍的２个剂量组后，秀丽线虫世代时间均被
延长，且差异均有显著性（Ｐ＜０．０１）。暴露于２０
ｎｍ镍的２个剂量组后，与生理盐水组和微米镍组
相比，秀丽线虫世代时间无显著性差异。且同剂量
（５．０μｇ·ｃｍ

－２）的２０ｎｍ／９０ｎｍ镍及微米镍３组中
两两比较，９０ｎｍ镍剂量组与其他组别比较差异有
显著性（Ｐ＜０．０１）。对于同粒径纳米材料，随着暴
露剂量的增加，世代时间有延长的趋势，但差异无统
计学意义，见图２。

２．２　纳米镍对秀丽线虫生长发育的影响

　　以秀丽线虫的形态和体长为指标对纳米镍导致的
秀丽线虫发育缺陷进行评价。当暴露在９０ｎｍ镍

图２　纳米镍对秀丽线虫生殖速度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ　ｓｐｅｅｄ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｉｎ

Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎ　ｅｘｐｏｓｅｄ　ｔｏ　ｎｉｃｋｅｌ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

的２．５和５．０μｇ·ｃｍ
－２剂量时，秀丽线虫的发育表

现出生长迟缓的表型。与生理盐水组和微米镍组相
比，９０ｎｍ 镍的第１代秀丽线虫体长显著缩短
（Ｐ＜０．０１），而且这种毒性呈现出浓度依赖性。在
第２代秀丽线虫中，只有暴露在５．０μｇ·ｃｍ

－２剂量

的９０ｎｍ镍的秀丽线虫体长呈现显著缩短（Ｐ＜０．
０１），２．５μｇ·ｃｍ

－２剂量组秀丽线虫后代恢复了体长

表型。２０ｎｍ镍随着暴露剂量的增加，体长有降低
的趋势，但２０ｎｍ镍在两代线虫和两个剂量组中比
较差异均无统计学意义。同剂量２０ｎｍ／９０ｎｍ 镍
及微米镍３组中两两比较，第一代和二代线虫暴露
于９０ｎｍ镍的５μｇ·ｃｍ

－２和第一代线虫暴露于９０
ｎｍ镍的２．５μｇ·ｃｍ

－２剂量组与其他组别比较，差异
有显著性（Ｐ＜０．０１），见表１和图３。

表１　不同粒径和剂量纳米镍暴露对线虫

生长发育的影响（ｎ＝１０）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｉｎ　Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ
ｅｌｅｇａｎｅｘｐｏｓｅｄ　ｔｏ　ｎｉｃｋｅｌ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｉｚｅｓ　ａｎｄ　ｄｏｓｅｓ

组 别
剂量

／（μｇ·ｃｍ－２）

第一代线虫

体长／ｍｍ

第二代线虫

体长／ｍｍ

生理盐水

２０ｎｍ镍

９０ｎｍ镍

３μｍ镍

－ １．６６±０．１１　 １．６３±０．１１

２．５　 １．６１±０．０９　 １．６３±０．１０

５．０　 １．６０±０．１１　 １．６１±０．１２

２．５　 １．４２±０．１４ａｂｃ　 １．６０±０．０９

５．０　 １．２７±０．１２ａｂｃ　１．５０±０．１１ａｂｃ

５．０　 １．６７±０．１３　 １．６４±０．１０

注：ａ，纳米镍暴露组与生理盐水组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．

０１）；ｂ，纳米镍暴露组与微米镍组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．

０１）；ｃ，同剂量暴露组之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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图３　纳米镍引起的秀丽线虫产卵器畸形

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ａｐｐｅａｒａｎｃｅ　ｏｆ　ａｂｎｏｒｍａｌ　ｖｕｌｖａ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　ｎｉｃｋｅｌ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ

２．３　纳米镍对秀丽线虫寿命的影响

　　寿命是应用秀丽线虫评价毒物毒性的一个非常重
要的参数。从图４可以看出，２０ｎｍ和９０ｎｍ镍暴露与
生理盐水对照和微米镍暴露组相比，均能够引起秀丽
线虫寿命的缺陷。当在５μｇ·ｃｍ

－２９０ｎｍ镍中暴露时，
秀丽线虫的最长寿命与生理盐水组和微米镍组比较平

均减少了２ｄ。此外，２０ｎｍ和９０ｎｍ镍暴露下秀丽线
虫的半数死亡时间也均表现出显著的缩减（Ｐ＜０．０１）。

图４　纳米镍引起的秀丽线虫的寿命变化
注：ａ，纳米镍暴露下的线虫寿命曲线；ｂ，纳米镍暴露下线虫

半 数致死时间比较。ｂ图中，Ａ，对照组；Ｂ，５．０μｇ·ｃｍ－２的３μｍ镍；

Ｃ，５．０μｇ·ｃｍ－２的２０　ｎｍ镍；Ｄ，５．０μｇ·ｃｍ－２的９０　ｎｍ镍。

Ｆ　 ｉｇ．４　Ｌｉｆｅ　ｓｐａｎ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｉｎ　Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎ　ｅｘｐｏｓｅｄ

ｔｏ　ｎｉｃｋｅｌ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

３　讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

　　秀丽隐杆线虫生命周期短、体积小、容易培养，

对外界环境的变化非常敏感，且行为反应模式稳定、
结果灵敏可靠［６－８］。目前，利用秀丽线虫已初步建
立起较为完善的环境毒物毒性评估体系，由致死率、
寿命、生殖发育、运动行为、转基因品系和突变体等
指标构成［９］。近年来，秀丽线虫作为模式动物，越来
越多地被应用到纳米毒理学研究中［１０－１７］。与传统
实验动物大鼠或小鼠相比，线虫具有研究生殖毒性
的优越性：①线虫后代数目多，雌雄同体线虫自体受
精产生约３００个受精卵；和雄虫交配可产约１　０００
个后代。②具有完整的生殖系统和简单的发育过
程。线虫身体透明，在普通光学显微镜下，体内生殖
器官清晰可见，可以整体水平下观察外源性化学物
质暴露对生殖器官的损伤。运用时程观察显微镜，
还可以观察外源性化学物质暴露对生殖器官的动态

损伤。③秀丽线虫基因组中约４０％的基因在人基
因组中有明显同源物存在［１８－１９］。所以，利用秀丽线
虫研究外源性化学物质的生殖发育毒性作用，其结
果在一定范围和程度上可以外推到外源性化学物质

对哺乳动物的损伤。

　　本文采用模式生物秀丽线虫探讨了纳米镍的生
殖发育毒性作用。结果发现，与生理盐水对照组和
微米镍组比较，秀丽线虫暴露于２０ｎｍ和９０ｎｍ镍
的２ 个 剂 量 组 均 表 现 出 生 殖 和 发 育 的 异 常
（Ｐ＜０．０１），并有剂量依赖性。这一结果与Ｒｏｈ等
对纳米银毒性的研究结果一致［２０］，他们利用土壤线
虫探讨２０ｎｍ银颗粒的生态毒性，发现纳米银能明
显降低线虫的繁殖和功能基因的表达。

　　本研究证明，接触暴露条件下纳米镍对秀丽线
虫生殖和发育毒性显著大于微米镍，这与许多纳米
材料的毒性研究相符合：纳米材料对组织的损伤程
度往往高于同种的常规材料。一般认为纳米粒子由
于粒径小，比表面大，表面原子数增大而易分解，因
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此一些原本无毒或者低毒的颗粒材料粒径达到纳米

级后毒性显著增强。但是，可能由于细颗粒易于发
生团聚作用等原因，２０ｎｍ镍的毒性小于９０ｎｍ镍。
为此，对２种纳米镍在线虫培养皿上的分散情况进
行了观察分析，发现２０ｎｍ镍由于发生团聚而在显
微镜下（４０倍）的粒径反而大于９０ｎｍ镍，见图５，
笔者推测纳米镍形成团聚体后具有了新的特性，其
毒性也会随之发生变化。此外，不同粒径的纳米材
料在实验动物体内的分布不同，产生的毒作用机制
也不同［２１－２３］。有关纳米镍对秀丽线虫毒作用机制
以及不同粒径的纳米镍之间毒性差异的具体机理有

待进一步研究。

图５　不同粒径纳米镍在线虫培养血上的分散情况
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