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摘要:通过研究空气颗粒物的代表性组分纳米碳黑(nano particle carbon black, NPCB)与重金属(Pb/Cr/Cd)联合染毒对 BEASＧ2B

细胞存活率和 LDH 漏出率的影响,旨在阐明 NPCB 与重金属对细胞毒性的联合作用模式.检测 NPCB 与重金属(Pb/Cr/Cd)联

合染毒 24 h 后 BEASＧ2B 细胞存活率(CCKＧ8 法)和 LDH 漏出率(LDH 活性比色法)的变化,采用析因方差分析判断其是否存在

联合毒性作用及联合作用模式.NPCB 与重金属(Pb/Cr/Cd)联合染毒在细胞存活率和 LDH 漏出方面存在联合作用;与对照组

和单独染毒组相比,低剂量 Pb(125μmol􀅰LＧ1 )与 NPCB 联合染毒对细胞存活率无交互作用,对 LDH 漏出表现为拮抗作用;高剂

量 Pb(1 000μmol􀅰LＧ1 ) 与 NPCB 联合染毒对细胞存活率表现为协同作用,对 LDH 漏出无交互作用;Cr 和 Cd 与 NPCB 联合染毒

在细胞存活率方面均表现为协同作用;低剂量 Cr 和 Cd 与 NPCB 联合染毒在 LDH 漏出方面无交互作用,高剂量时表现为协同

作用.NPCB 与重金属存在联合作用,金属不同、剂量不同以及评价指标不同,其联合作用模式不尽相同.
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Abstract:NPCB and heavy metals are representative components of airborne particulate matter. In the present

study, we investigated the combined effects of NPCB with Pb/Cr/Cd on the viability and LDH leakage of BEASＧ2B

Cells. After coＧexposure to NPCB and heavy metals (Pb/Cr/Cd) for 24 h, cell viability and LDH leakage were detecＧ
ted by Cell Counting KitＧ8(CCKＧ8) and LDH Cytotoxicity Assay Kit, respectively. The types of combined effects

were determined by factorial design analysis of combined effects on cell viability and LDH leakage. Compared to

theNPCB and heavy metals (Pb/Cr/Cd) had control group /NPCB group and the Pb group, coＧexposure to low dose
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of Pb (125μmol􀅰LＧ1) and NPCB had no interaction on cell viability, but showed antagonistic joint action on LDH

leakage; coＧexposure to high dose of Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) and NPCB showed a synergistic effect on cell viability,

but had no interaction on LDH leakage. CoＧexposure to Cr/Cd and NPCB showed a synergistic effect on cell viabilＧ
ity; whereas coＧexposure to low dose of Cr/Cd and NPCB showed no interaction on LDH leakage, and coＧexposure

to high dose of Cr/Cd and NPCB showed a synergistic effect on LDH leakage. NPCB and heavy metals had comＧ
bined effects on cytotoxicity. The modes of combined effects were different to different metals, different doses and

different toxic endpoints.

Keywords:NPCB; heavy metals; Pb; Cd; Cr; combined toxicity effects; cytotoxicity

　　空气颗粒物 (particulate matter, PM)是危害我国

居民健康的主要环境因素之一,其健康效应及潜

在毒性机制越来越受到人们关注.PM 由粒径不

同的颗粒状物质和其吸附的多种化学物质组成 [1],
它对机体的损害作用一方面是物理刺激作用(如碳

颗粒的刺激作用),另一方面是化学损害作用 (如重

金属、有机物的毒性作用等) [2].现有研究表明,不
同地区、不同季节 PM 的组分差异较大 [3],因此,往
往造成毒理学研究结果的可比性较低,难以充分

了解 PM 的毒性效应及潜在机制 [4].而且目前对

于 PM 毒性效应的研究多是针对 PM 整体或针对

其单一组分 (如金属或有机成分等) [1],很少考虑其

主要组分的联合毒性作用,选择 PM 中代表性组分

进行联合毒性的研究,对于阐明 PM 颗粒物毒性作

用机制和比较不同来源颗粒物的毒性差异具有重

要的理论意义,对开展 PM 健康危害评估具有重要

的应用价值.

　　PM 中常见的颗粒状物质包括碳颗粒、飞灰颗

粒和矿物颗粒 [5] 等,其中碳颗粒作为 PM 的惰性吸

附核,具有较大的比表面积以及很强的吸附能力,更
易载带吸附重金属、酸性氧化物、有机污染物、细菌、
病毒等有害成分 [6].为此,我们选择纳米碳黑 (nano

Particle Carbon Black, NPCB)模拟大气细颗粒物的惰

性核,选择铅(Pb)、铬(Cr)、镉(Cd)作为颗粒物中重金

属的代表 [7],进行 NPCB 与重金属的联合毒性研究,
旨在阐明 PM 主成分的联合作用模式,为 PM 的风

险评估提供理论依据.

１　材料与方法(Materialsandmethods)
1.1　材料

1. 1. 1　实验细胞株:

　　人支气管上皮细胞 BEASＧ2B (本实验室保存),
置于 37 ℃、5% CO2 (v/v)和饱和湿度条件下培养.
1.1. 2　实验试剂:

　　纳米碳黑(NPCB, ≤50 nm)、醋酸铅(PbAc)、氯化

镉(CdCl2)、重铬酸钾(K2 Cr2 O4)购自 Sigma 公司(纯度

≥99.99% );DMEM 培养基购自美国 Gibco 公司,
4℃保存;胎牛血清购自杭州四季青公司,56 ℃水浴

30 min 灭活后使用;胰蛋白酶(0.25% TrypsinＧEDTA)

购自 Sigma 公司,4℃保存;细胞毒性检测试剂盒

(cell counting kitＧ8, CCKＧ8)购自日本同仁化学研究

所;乳酸脱氢酶试剂盒(LDH Cytotoxicity Assay Kit)

购自杭州碧云天生物技术研究所;其他试剂均为分

析纯.
1.1.3　实验仪器:

　　MCoＧ15AIC CO2 培养箱购自日本 Sanyo 公司;
马尔文激光粒度分析仪购自德国 Malvern 公司;HＧ
7650 透 射 电 子 显 微 镜 购 自 日 本 HITACHI 公 司;
MULTISKAN MK3 多功能酶标仪购自 Thermo 公

司;25 cm2 细 胞 培 养 瓶、96 孔 细 胞 培 养 板 购 自

CORNING 公司.
1. 2　实验方法

1. 2. 1　细胞培养:

　　将 BEASＧ2B 细胞接种于 25 cm2培养瓶中,加入

5 mL 含有 10% (v/v)胎牛血清、100 U􀅰mLＧ1的青霉素

和链霉素的 DMEM 培养基,置于 37 ℃、5% CO2 (v/

v)和饱和湿度的培养箱内培养.观察细胞生长情

况,每 2~3 d 按 1∶3 比例传代 1 次.
1.2.2　对 NPCB 染毒液的表征:

　　本实验选用含有 5% FBS 的 DMEM 培养基作

为 NPCB 的分散介质,将配制好的 NPCB 染毒液超

声处理 30 min 使其均匀分布,用马尔文粒度分析仪

测定 NPCB 染毒液的粒径分布和 Zeta 电位,每个样

品重复三次.取 10μL 超声处理后的 NPCB 染毒液

滴加到铜网上,自然风干后电镜观察 NPCB 颗粒的

形态特征.
1.2.3　实验分组及剂量选择:

　　按照 2× 2 析因设计设立空白对照组、NPCB 单

独染毒组、重金属单独染毒组及联合染毒组,每组设
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置 3 个平行孔和这 3 个给药本底对照孔.观察

NPCB 和重金属 (Pb/Cd/Cr)单独染毒 24 h 后的细胞

存活率,根据细胞存活率结果,选择无毒性作用剂量

作为联合作用研究中 NPCB 的剂量,与无明显毒性

作用剂量或具有一定毒性作用剂量的重金属(Pb/Cd/

Cr)进行联合染毒.
1.2. 4　CCKＧ8 法检测细胞存活率:

　　选取生长状态良好的对数期细胞,消化制成单

细胞悬液并计数,以细胞浓度 5×104 个􀅰mLＧ1、每孔

100μL 接种于 96 孔板中,在 37 ℃、5% CO2 条件下

培养 24 h 进行染毒.染毒 24 h 后,每孔加入 10 μL

的 CCKＧ8 溶液,继续孵育 4 h,采用酶标仪于 450 nm

波长 处 检 测 吸 光 度 ( OD) 值.细 胞 活 力 (% ) ＝
(OD实验组 －OD本底对照 )/(OD对照组 －OD本底对照 )×100% .
1.2.5　LDH 漏出率检测:

　　按乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒 (碧云天生

物技术研究所)提供的步骤进行.细胞外活性孔吸

光度检测:至预定时间后,将 96 孔板用多孔板离心

机 400 g 离心 5 min,分别取各孔的上清液 60 μL 加

入另一新的 96 孔板中,分别加入 30μL LDH 检测工

作液,混匀后室温避光孵育 30 min,然后在 490 nm

波长处测定 OD 胞外值.细胞内活性孔吸光度:尽
量吸除剩余 96 孔板中的上清,加入 150 μL 用 PBS

稀释了 10 倍的 LDH 释放试剂,振荡混匀,继续在细

胞培养箱中孵育 1 h,随后将细胞培养板用多孔板离

心机 400 g 离心 5 min,分别取各孔的上清液 60μL,
加入到新的 96 孔板中,随即在 490 nm 波长处测定

OD 胞内值.计算细胞 LDH 漏出率,即细胞 LDH 漏

出率 (% ) ＝ (OD胞外 － OD对照 )/[(OD胞内 － OD对照 ) +

� (OD胞外 －OD对照 )]×100% .
1.2.6　统计学方法:

　　采用 SPSS 统计软件对实验数据进行统计分

析,采用单因素方差分析(oneＧway ANOVA)对组间

的显著性差异进行检验,P＜ 0.05 表示有显著性差

� 异;用析因设计的方差分析 [8]进行比较,采以α＝0.05

作为检验水准,α＜0.05 表示存在交互作用,判断联

� 合作用类型时,应根据方差分析结果,若存在交互作

用则通过二者交互作用的均值图判断其联合作用的

类型;交互作用的均值图法是指:若曲线相互平行,
则表示不存在交互作用;若曲线随着染毒剂量的增

大而相互远离,可判定联合作用为协同作用;若曲线

随剂量增大而相互靠近,则判定为拮抗 [9].

２　结果(Results)
2.1　NPCB 染毒液的粒度分布、Zeta 电位及电镜下

形态特征:

　　粒径检测结果显示,在 5% FBS 的 DMEM 中

NPCB 粒径分布在 100 nm 以下,峰形及分布范围狭

窄,表明 NPCB 在该体系中分散性较好;Zeta 电位结

果表明,NPCB 带有负电荷,其电位值为－8.55 mV.
用电子显微镜观察 NPCB 颗粒的形态特征,可见

NPCB 颗粒呈不规则颗粒状,分散较为均匀,其粒径

范围多在在 20~50 nm,仅有少量聚集情况,与激光

粒度分析仪检测结果基本吻合.所以本研究选用含

5% FBS 的 DMEM 培养基作为 NPCB 颗粒的分散介

质进行实验.

图１　NPCB在含有５％FBS的DMEM培养基中粒径分布与电镜下形态

Fig. 1　Particle size distribution and morphology by the TEM of NPCB in DMEM medium containing 5% FBS
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2.2　NPCB 和重金属 (Pb/Cd/Cr)单独染毒 24 h 后的

细胞存活率检测结果

　　为了选择合适的 NPCB 与重金属的剂量进行联

合作用研究,采用 CCKＧ8 法对 NPCB、PbAc、CdCl2、
K2 Cr2 O4单独染毒 24 h 的细胞存活率进行了检测,
实验结果表明,NPCB 和三种重金属的细胞存活率

均呈现出明显的剂量—反应关系,随着染毒剂量的

增加,存活率逐渐降低 (图 2).与空白对照相比,
NPCB 在 32μg􀅰cmＧ2时产生毒性(P＜0.05),PbAc 在

� 1 000 μmol􀅰LＧ1 时产生毒性(P＜ 0.05),CdCl2 在 15

� μmol􀅰LＧ1时产生毒性(P＜0.05),K2 Cr2 O4 在 2 μmol􀅰
� LＧ1时产生毒性(P＜0.05).根据细胞存活率结果,选
� 择 NPCB: 8μg􀅰cmＧ2 (无毒性作用剂量),PbAc:125

μmol􀅰LＧ1或 1 000 μmol􀅰LＧ1,CdCl2 :10 μmol􀅰LＧ1 或 20

μmol􀅰LＧ1,K2 Cr2 O4 :0.5μmol􀅰LＧ1或 2μmol􀅰LＧ1(即 Cr:1

μmol􀅰LＧ1或 4μmol􀅰LＧ1) 进行联合染毒.
2.3　NPCB 和重金属(Pb/Cd/Cr)联合染毒 24h 后的细

胞存活率检测结果

　　与对照组和 PbAc 单独染毒组相比,125 μmol􀅰
LＧ1的 PbAc 与 NPCB 联合染毒对细胞存活率无明显

影响(P ＞0.05)(图 3A);1 000μmol􀅰LＧ1 PbAc 与 NPCB

联合染毒明显降低了细胞存活率 (P＜0.05)(图 3C).
� 与对照组和金属单独染毒组相比,K2 Cr2 O4 或 CdCl2

与 NPCB 联合染毒明显降低了细胞存活率(P ＜0.05)

(图 4A、图 4C、图 5A、图 5C).析因设计方差分析结

果显示,低剂量 Pb 与 NPCB 联合染毒对细胞存活率

无交互作用;高剂量 Pb 与 NPCB 存在联合作用,由
二者交互作用的均值图可以看出,高剂量 Pb 与

NPCB 联合染毒对细胞存活率表现为协同作用 (图

3B、图 3D);低剂量和高剂量的 Cd 或 Cr 与 NPCB 联

合染毒在细胞存活率方面均存在交互作用,其联合

作用模式均为协同作用(图 4B、图 4D、图 5B、图 5D).
2.4　细胞 LDH 漏出率检测结果

　　与对照组和 PbAc 单独染毒组相比,125μmol􀅰LＧ1

的 PbAc 与 NPCB 联合染毒明显降低了 LDH 漏出率(P

＜0.05)(图 6A);1 000μmol􀅰LＧ1 PbAc 与 NPCB 联合染毒

对细胞 LDH 漏出率无明显影响(P＞0.05)(图 6C).与

� 对照组和金属单独染毒组相比,CdCl2与 NPCB 联合染

毒明显增加 LDH 漏出率(P＜0.05)(图 7A、图 7C);0.5

� μmol􀅰LＧ1的 K2 Cr2 O4与 NPCB 联合染毒对 LDH 漏出率

无明显影响(图 8A),2μmol􀅰LＧ1 的 K2 Cr2 O4 与 NPCB 联

合染毒明显增加了 LDH 漏出率(P＜0.05) (图 8C).析

� 因设计方差分析结果显示,低剂量 Pb 与 NPCB 联合

染毒对细胞 LDH 漏出率存在交互作用,交互作用均

值图显示二者表现为拮抗作用(图 6B);高剂量时二者

无交互作用(图 6D);低剂量 Cd 或 Cr 与 NPCB 不存在

交互作用,高剂量时均存在交互作用,其联合作用模

式表现为协同作用(图 7B、图 7D、图 8B、图 8D).

图２　NPCB与重金属(Pb/Cd/Cr)单独染毒２４h单独染毒细胞存活率

Fig. 2　Effects of exposure to NPCB and meatals on cell viability Values are shown as mean±SD (n＝3). * Different from control, P＜0.05.
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图３　Pb与NPCB联合染毒存活率与联合作用模式图

A:NPCB(８μg􀅰cmＧ2)和 Pb(125μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞存活率 B: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Pb (125μmol􀅰LＧ1)的细胞存活率联合作用模式图

C: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞存活率 D: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Pb (1 000μmol􀅰LＧ1)的细胞存活率联合作用模式图

Fig. 3　Effects of combined exposure to NPCB and Pb on cell viability

A: Cell viability of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Pb (125μmol􀅰LＧ1) and their mixture(125μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. B: Interaction profile

plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Pb (125μmol􀅰LＧ1) on Cell viability. C: Cell viability of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) and

their mixture(1 000μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. D: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) on Cell viability.

Values are shown as mean±SD (n＝3).

* Different from control, # different from NPCB group, a different from metal group, P＜0.05

图４　Cd与NPCB联合染毒存活率与联合作用模式图
A: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Cd (10μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞存活率 B: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cd (10μmol􀅰LＧ1)的细胞存活率联合作用模式图

C: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Cd (20μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞存活率 D: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cd (20μmol􀅰LＧ1)的细胞存活率联合作用模式图

Fig. 4　Effects of combined exposure to NPCB and Cd on cell viability

A:Cell viability of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cd (10μmol􀅰LＧ1) and their mixture (10μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2)

for 24 h. B: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cd (10μmol􀅰LＧ1) on Cell viability. C: Cell viability of BeasＧ2B cells exposed to NPCB

(8μg􀅰cmＧ2), Cd (20μmol􀅰LＧ1) and their mixture (20μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24 h. D: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cd (20μmol

􀅰LＧ1) on Cell viability.

Values are shown as mean±SD (n＝3).

* Different from control, # different from NPCB group, a different from metal group, P＜0.05
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图５　Cr与NPCB联合染毒存活率与联合作用模式
A: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Cr(1μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞存活率 B: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cr(1μmol􀅰LＧ1)的细胞存活率联合作用模式图

C: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Cr(4μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞存活率 D: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cr(4μmol􀅰LＧ1)的细胞存活率联合作用模式图

Fig. 5　Effects of combined exposure to NPCB and Cr on cell viability

A:Cell viability of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cr(1μmol􀅰LＧ1) and their mixture(1μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. B: Interaction profile

plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cr(1μmol􀅰LＧ1) on Cell viability. C: Cell viability of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cr(4μmol􀅰LＧ1) and

their mixture(4μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h.D: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cr(4μmol􀅰LＧ1) on Cell viability.

Values are shown as mean ± SD (n＝3).

* Different from control, # different from NPCB group ,a different from metal group, P＜0.05

图６　Pb与NPCB联合染毒LDH漏出率与联合作用模式图

A:NPCB(８μg􀅰cmＧ2)和 Pb(125μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞 LDH 漏出率 B: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Pb (125μmol􀅰LＧ1)的细胞 LDH 漏出

率联合作用模式图 C: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞 LDH 漏出率 D: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Pb (1 000μmol

􀅰LＧ1)的细胞 LDH 漏出率联合作用模式图

Fig. 6　Effects of combined exposure to NPCB and Pb on LDH

A: LDH leakage of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Pb (125μmol􀅰LＧ1) and their mixture(125μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. B: Interaction profile

plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Pb (125μmol􀅰LＧ1) on LDH leakage. C: LDH leakage of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) and

their mixture (1 000μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h.D: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Pb (1 000μmol􀅰LＧ1) on LDH leakage.

Values are shown as mean ± SD (n＝3).

* Different from control, # different from NPCB group, P＜0.05



２９４　　 生 态 毒 理 学 报 第 10 卷

图７　Cd与NPCB联合染毒LDH漏出率与联合作用模式图

A:NPCB(８μg􀅰cmＧ2)和 Cd (10μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞 LDH 漏出率 B: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cd(10μmol􀅰LＧ1)的细胞 LDH 漏出率

联合作用模式图 C: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Cd (20μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞 LDH 漏出率 D: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cd(20μmol􀅰LＧ1)的

细胞 LDH 漏出率联合作用模式图

Fig. 7　Effects of combined exposure to NPCB and Cd on LDH

A: LDH leakage of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cd (10μmol􀅰LＧ1) and their mixture (10μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. B: Interaction

profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cd (10μmol􀅰LＧ1) on LDH leakage. C: LDH leakage of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cd (20μmol

􀅰LＧ1) and their mixture (20μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. D: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cd (20μmol􀅰LＧ1) on LDH leakage.

Values are shown as mean ± SD (n＝3).

* Different from control, # different from NPCB group, a different from metal group, P＜0.05

图８　Cr与NPCB联合染毒LDH漏出率与联合作用模式图

A:NPCB(８μg􀅰cmＧ2)和 Cr (1μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞 LDH 漏出率 B: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cr (1μmol􀅰LＧ1)的细胞 LDH 漏出率联

合作用模式图 C: NPCB (8μg􀅰cmＧ2)和 Cr (4μmol􀅰LＧ1) 单独及联合染毒 24 h 细胞 LDH 漏出率 D: NPCB (8μg􀅰cmＧ2) 和 Cr (4μmol􀅰LＧ1)的细胞

LDH 漏出率联合作用模式

Fig. 8　EEffects of combined exposure to NPCB and Cr on LDH

A: LDH leakage of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cr (1μmol􀅰LＧ1) and their mixture (1μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. B: Interaction proＧ
file plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cr (1μmol􀅰LＧ1) on LDH leakage. C: LDH leakage of BeasＧ2B cells exposed to NPCB (8μg􀅰cmＧ2), Cr (4μmol􀅰LＧ1)

and their mixture (4μmol􀅰LＧ1 + 8μg􀅰cmＧ2) for 24h. D: Interaction profile plots of NPCB (8μg􀅰cmＧ2) and Cr (4μmol􀅰LＧ1) on LDH leakage.

Values are shown as mean±SD (n＝3).

* Different from control, # different from NPCB group ,a different from metal group, P＜0.05
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表１　NPCB与重金属(Pb/Cd/Cr)联合染毒作用模式

Table 1　Evaluations of joint toxic effects of NPCB and heavy meatals(Pb/Cd/Cr)

检测指标

Outcome mearsures

染毒组

Treatment group

剂量

Concentration
α

作用模式

Role type

存活率

Cell viability

Pb(μmol􀅰LＧ1)＋NPCB(μg􀅰cmＧ2) 125＋8 0.929 －

1000＋8 0.028 协同(synergistic)

Cb(μmol􀅰LＧ1)＋NPCB(μg􀅰cmＧ2) 10＋8 ＜0.000 协同(synergistic)

20＋8 0.023 协同(synergistic)

Cr(μmol􀅰LＧ1)＋NPCB(μg􀅰cmＧ2) 1＋8 ＜0.000 协同(synergistic)

4＋8 ＜0.000 协同(synergistic)

LDH 漏出率

LDH leakage

Pb(μmol􀅰LＧ1)＋NPCB(μg􀅰cmＧ2) 125＋8 0.044 拮抗(antagonistic)

1000＋8 0.295 －

Cb(μmol􀅰LＧ1)＋NPCB(μg􀅰cmＧ2) 10＋8 0.813 －

20＋8 0.019 协同(synergistic)

Cr(μmol􀅰LＧ1)＋NPCB(μg􀅰cmＧ2)1＋8 1＋8 0.256 －

4＋8 0.015 协同(synergistic)

注: “－”表示此毒在此检测指标统计无联合作用.

Note: “－”No statistics showed combined effect in this test indicators.

３　讨论(Discussion)

　　碳黑和重金属是 PM 的主要组分,本研究通过

对 NPCB 和重金属联合染毒对 BEASＧ2B 细胞存活

率和 LDH 漏出率的检测及其联合作用模式的探讨,
证实了 NPCB 与重金属 (Pb/Cd/Cr)联合染毒在细胞

存活率及 LDH 漏出率方面存在联合作用,但联合作

用模式因重金属种类、染毒剂量和检测指标的不同

表现不同.本研究为进一步探讨联合作用机制和初

步阐明颗粒物的复合毒性提供了前期实验基础.

　　本研究选择无细胞毒性作用剂量的 NPCB 与不

同浓度的重金属联合染毒,研究结果显示即使无毒

性剂量的纳米颗粒的存在也会对重金属的毒性产生

明显影响.作为环境颗粒物的模拟形式以及颗粒物

其他毒性成分的基准对照 [10],NPCB 的体内、外毒性

得到了广泛研究.很多研究都表明,氧化损伤在

NPCB 的毒性效应中发挥重要作用 [11],无论在体内

还是体外,NPCB 均可诱导产生活性氧 (ROS),引起

氧化应激损伤 [10, 12Ｇ14].例如,有学者发现在肺上皮细

胞中 NPCB 通过诱导 ROS 水平增加而增加了 DNA

氧化损伤 [15].另有研究表明,可吸入颗粒物诱导的

氧化损伤主要由其吸附的金属元素介导 [16Ｇ19].因

此,氧化应激损伤可能是重金属与 NPCB 联合作用

的靶点.此外,纳米颗粒不但具有吸附特性,还具有

亲细胞特性 [20],我们推测,NPCB 可能通过吸附重金

属,并增加其与细胞的相互作用而增强重金属的毒

性,但其具体机制还有待于进一步研究证实.

　　本研究发现染毒剂量对联合作用模式具有重要

影响.低剂量的 Pb 与 NPCB 在存活率上无联合作

用,高剂量联合表现为协同作用;在 LDH 漏出率上,
低剂量联合表现为拮抗作用,高剂量无联合作用.
低剂量的 Cd 或 Cr 与 NPCB 在 LDH 漏出率上无联

合作用,高剂量联合表现为协同作用.由此可见,剂
量不同,联合作用模式不同,联合作用模式的表征非

常复杂,仅用单一剂量去表征两种物质之间的联合

作用是不够的 [21],我们在做联合作用模式分析时要

充分考虑不同剂量配比对结果的影响.

　　本研究中,我们采用了评价基本细胞毒性的

CCKＧ8 法和 LDH 活性检测法 [22] 评价了重金属与

NPCB 的联合作用,针对不同检测指标,NPCB 与重

金属联合作用方式有所不同.低剂量 Cd 或 Cr 与

NPCB 联合染毒在 LDH 漏出率上无联合作用,而在

存活率上表现为协同作用.两种指标反映的联合作

用模式不同,可能与两种检测方法检测的生物学终

点不同有关,我们推测,以线粒体脱氢酶活性作为检

测靶点的 CCKＧ8 法较细胞死亡或胞膜受损为靶点

的 LDH 检测法更为敏感 [22].

　　通过本研究证实了 NPCB 与重金属的联合作用

模式十分复杂,提示在今后的联合毒性研究中,要考

虑染毒剂量和检测指标对联合作用模式的影响.
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