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摘要: 为了探讨纳米银对 HepG2 细胞 DNA 损伤、染色体畸变等遗传毒性指标的影响ꎬ以期为纳米银体外遗传毒性评价提供

参考依据ꎬ本文采用 2 种纳米银材料(20 nm￣PVP 包被纳米银、20 nm￣无包被纳米银)ꎬ分别以 20 μg􀅰mL￣1、40 μg􀅰mL￣1、80 μg􀅰
mL￣1、160 μg􀅰mL￣1的剂量对 HepG2 细胞染毒 24 hꎬ用 Hoechst￣33258 染色法检测细胞凋亡ꎬ彗星实验检测 DNA 损伤ꎬ胞质分裂

阻滞微核细胞组学试验法检测染色体畸变ꎮ 结果表明ꎬ20 nm AgNPs 组在 160 μg􀅰mL￣1时引起细胞凋亡数显著增多(P<0.05)ꎻ
� 20 nm PVP￣AgNPs 组在 80 μg􀅰mL￣1和 160 μg􀅰mL￣1剂量组中细胞凋亡数显著增多(P<0.01)ꎮ 2 种纳米银引起 HepG2 细胞发生

� 细胞凋亡ꎬ并呈剂量效应关系ꎮ 彗星试验结果表明ꎬ20 nm AgNPs 和 20 nm PVP￣AgNPs 在 40 μg􀅰mL￣1、80 μg􀅰mL￣1、160 μg􀅰
mL￣1剂量组中ꎬOlive 尾矩、尾长和尾部 DNA 百分比与空白对照组相比均有显著差异(P<0.05)ꎮ 2 种纳米银对 HepG2 细胞

� DNA 损伤程度为:20 nm AgNPs>20 nm PVP￣AgNPsꎮ 胞质分裂阻滞微核细胞组学试验结果表明ꎬ2 种纳米银均不会引起核质

桥数发生明显改变(P>0.05)ꎬ20 nm AgNPs 在高染毒剂量下引起微核总数、I 型微核、II 型微核、核芽数明显升高(P<0.05)ꎻ20 nm
PVP￣AgNPs 在各染毒剂量下均会引起微核总数及 I 型微核数量升高(P<0.01)ꎬII 型微核数在 160 μg􀅰mL￣1剂量下升高明显(P<

� 0.01)ꎬ剂量大于 20 μg􀅰mL￣1时核芽数升高(P<0.01)ꎮ 20 nm PVP￣AgNPs 对细胞核的影响大于 20 nm AgNPs(P<0.05)ꎮ 总之ꎬ2
� 种纳米银材料均会引起 HepG2 细胞 DNA 损伤及染色体畸变等遗传毒性效应的改变ꎬ无包被纳米银比 PVP 包被纳米银更容

易引起 DNA 损伤ꎬPVP 包被纳米银比无包被纳米银更容易引起细胞染色体畸变相关效应ꎻ2 种材料对 HepG2 细胞的损伤存

在浓度￣效应关系ꎬ浓度越高遗传毒性损伤越严重ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: The aim of this study was to explore the genetic toxicity of nano silver, such as DNA damage and chro￣
mosomal aberration, in HepG2 cells and provide a reference for the in vitro evaluation of genetic toxicity. The

� HepG2 cells were infected with nano silver (20 nm AgNPs and 20 nm PVP￣AgNPs) with a series of doses of 20
μg􀅰mL￣1, 40 μg􀅰mL￣1, 80 μg􀅰mL￣1 and 160 μg􀅰mL￣1 for 24 hours. The cell apoptosis was detected by the ho￣
echst￣33258 staining, the DNA damage was detected by the comet assay, and the chromosome aberration was de￣
tected by the cytoplasmic block micronuclear assay. Results showed that the number of apoptosis was significantly
increased in the 160 μg􀅰mL￣1 20 nm AgNPs group compared with the control (P<0.05), while the numbers of ap￣

� optotic cells in the 80 μg􀅰mL￣1 and 160 μg􀅰mL￣1 20 nm PVP￣AgNPs group were significantly increased compared
to the control (P<0.05, P<0.01). Two kinds of silver nanoparticles induced apoptosis in HepG2 cells in a concentra￣

� tion dependent manner. In the comet test, olive tail moment, tail length and tail DNA percentage in the 40 μg􀅰
mL￣1, 80 μg􀅰mL￣1 and 160 μg􀅰mL￣1 20 nm AgNPs and 20 nm PVP￣AgNPs were all significantly different from
those in the blank control group (P<0.05). The DNA damage degree of HepG2 cells in 20 nm AgNPs was higher
than that in 20 nm PVP￣AgNPs. In the cytoplasmic block micronucleus assay, neither of silver nanoparticles caused
any significant change in the number of cytoplasmic bridge (P>0.05). However, the number of micronucleus, type
I micronucleus, type II micronucleus and nucleation buds were significantly increased when cells were exposed to
20 nm AgNPs with the high exposure dose (P<0.05). For the PVP￣AgNPs exposure, the total number of micronu￣

� cleus and type I micronucleus count were all increased when cells were exposed to 20 nm PVP￣AgNPs with the
three doses (P<0.01). The type II micronucleus count increased significantly in 160 μg􀅰mL￣1 20 nm PVP￣AgNPs

� group (P<0.01), and the nuclear buds number increased obviously in cells treated with PVP￣AgNPs at more than
� 20 μg􀅰mL￣1 (P<0.01). Generally, The toxic effects of 20 nm PVP￣AgNPs on the nucleus were severer than 20 nm

AgNPs (P<0.05). We concluded that the two types of silver nanoparticles could cause genetic toxicity to HepG2
� cells, such as DNA damage and chromosomal aberration. The ability of 20 nm AgNPs causing DNA damage was

stronger than 20 nm PVP￣AgNPs, while the ability of 20 nm PVP￣AgNPs causing chromosomal aberration was
stronger than 20 nm AgNPs. Overall, the toxic effects induced by both of AgNPs was in a dose dependent manner,
which means higher concentration of nanoparticles induces severer genotoxicity damage in HepG2 cells.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: nano silver; comet assay; micronucleus; dose￣response relationship

　 　 随着纳米技术的飞速发展ꎬ纳米产品层出不穷ꎮ
在众多的纳米材料中ꎬ纳米银因其优良的抗菌杀菌

性能被广泛应用于医疗卫生、食品加工、化妆品、陶
瓷、纺织、半导体材料ꎬ水质净化等领域[1]ꎮ 广泛的

应用使人体暴露纳米银的机会大大增加ꎬ有研究表

明ꎬ纳米银可能与体内不同组织、细胞或生物分子产

生相互作用[2￣5]ꎬ带来潜在的安全隐患ꎬ评估其生物

安全性至关重要ꎮ
遗传毒性在安全性评价中不可或缺ꎬ有研究者

用粒径为 55 nm 的纳米银对 SD 大鼠在其怀孕的第

7 ~ 20 天ꎬ每天分别以 0、0.2、2、20 mg􀅰kg￣1的剂量进

行灌胃ꎬ结果发现纳米银可穿越胎盘屏障ꎬ到达胎鼠

体内ꎬ并引起孕鼠及子鼠体内氧化应激水平的改

变[6]ꎮ Wen 等[7] 用纳米银(6.3 ~ 629 nm)对大鼠以 5

mg􀅰kg￣1的剂量进行静脉染毒ꎬ结果发现与空白对照

组相比实验组大鼠染色体断裂和多倍体细胞率显著

增加ꎬ表明纳米银具有潜在的遗传毒性ꎮ Tavares
等[8]用纳米银(5 ~ 45 nm)染毒人外周血细胞ꎬ彗星实

验结果表明在各染毒剂量下(10、25、50 μg􀅰mL￣1 )纳
米银均会对细胞产生基因毒性作用ꎬ但随着时间的

推移纳米银对 DNA 的损伤逐渐减少ꎬ说明在低剂

量染毒细胞时ꎬ随着时间的增加ꎬ纳米银对细胞造成

的遗传毒性会因为细胞修复系统而降低ꎮ 目前ꎬ关
于纳米银的体外遗传毒性研究还不是很充分ꎬ有待

进一步探索ꎮ
本研究选择人肝癌(HepG2)细胞株为研究对象ꎬ

以无包被纳米银和 PVP 包被纳米银为材料ꎬ通过彗

星实验和胞质分裂阻滞微核细胞组学试验研究纳米
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银对 DNA、染色体的影响ꎬ从多遗传终点和遗传毒

作用机制角度出发ꎬ通过分析、比较 2 种纳米银的遗

传作用特征ꎬ较全面地分析纳米银遗传毒性的剂量￣
效应关系ꎬ为纳米材料体外遗传毒性评估提供实验

依据ꎮ 此外ꎬ本研究确定了由彗星实验与胞质分裂

阻滞微核细胞组学试验结合的方法ꎬ利用 HepG2 细

胞作为体外评价模型ꎬ能方便快速检测纳米银材料

的遗传毒性效应ꎬ进而可以利用该组合实验筛检市

场中纳米材料的遗传毒性效应ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 材料与细胞

20 nm PVP 包被纳米银粉体(上海沪正纳米科

技有限公司)ꎬ20 nm 无包被纳米银粉体(上海允复纳

米科技有限公司)ꎬ重铬酸钾(K2 Cr2 O7ꎬ国药集团化

学试剂有限公司)ꎬ阳性对照丝裂霉素 C(Mitomycin
C, MMC, Sigma￣Aldrich 公司)ꎬHepG2 细胞株 (Hu￣
man hepatoma cell lineꎬ人肝癌细胞ꎬ中国科学院上

海细胞生物研究所)ꎮ
１.２　 试剂

DMEM 高糖培养液(美国 GE 公司)ꎬ胰蛋白酶

(美国 Gibco 公司)ꎬ胎牛血清(浙江天杭生物科技有

限公司)ꎬ磷酸盐缓冲液(PBSꎬ博士德生物工程有限

公司)ꎬ细胞凋亡￣Hoechst 染色试剂盒(上海碧云天生

物技术有限公司)ꎬOxiselect 彗星实验试剂盒(Oxise￣
lect comet assay kitꎬ美国 Cell Biolabs 公司)ꎬTE 缓冲

液(北京天恩泽生物技术有限公司)ꎬ氯化钠(国药集

团化学试剂有限公司)ꎬ氢氧化钠(国药集团化学试

剂有限公司)ꎬ75% 酒精(永华化学科技(江苏)有限公

司)ꎬ 细胞松弛素￣B (Cytochalasin Bꎬ Cyt￣Bꎬ CAS:
14930￣96￣2ꎬ美国 Sigma ￣Aldrich 公司)ꎬ吉姆萨粉末

(Giemsaꎬ中国 Biosharp 公司)ꎮ
１.３　 主要仪器

3423 型 CO2 培养箱 (美国 Thermo Scientific 公

司)ꎬTDZ6B￣WS 水平离心机 (上海卢湘仪器厂)ꎬ
5424R 型离心机 (德国 Eppendorf 公司)ꎬKQ￣2200E
型超声波清洗仪(昆山超声仪器有限公司)ꎬFSX100
型智能生物图像导航仪(日本 OLYMPUS 公司)ꎮ
１.４　 实验方法

１.４.１　 细胞培养

HepG2 细胞使用 DMEM 高糖培养基(含 10% 胎

牛血清、100 U􀅰mL￣1青霉素和 100 μg􀅰mL￣1链霉素)于
37 ℃、CO2体积分数为 5%条件下常规传代培养ꎮ

１.４.２　 Ｈｏｅｃｈｓｔ￣３３２５８ 染色测细胞凋亡

将洁净盖玻片置于 6 孔板内ꎬ取对数生长期的

细胞接种于 6 孔板ꎬ调节细胞浓度为 1×105 个􀅰mLꎬ
每孔 2 mLꎬ培养过夜ꎬ使其密度至 50% ~ 80% 满ꎮ
后分别用 20 μg􀅰mL￣1、40 μg􀅰mL￣1、80 μg􀅰mL￣1、160
μg􀅰mL￣1的纳米银染毒细胞ꎮ 24 h 后ꎬ吸尽培养液ꎬ
加入 0.5 mL 固定液ꎬ固定 10 minꎬ去固定液ꎮ 用

PBS 洗 2 遍ꎬ每次 3 minꎬ吸尽液体ꎮ 加入 0.5 mL
Hoechst 33258 染色液ꎬ置摇床上染色 5 minꎮ 去染

色液ꎬ用 PBS 洗 2 遍ꎬ吸尽液体ꎮ 滴一滴抗荧光淬

灭封片液于载玻片上ꎬ盖上贴有细胞的盖玻片ꎬ让细

胞接触封片液ꎬ尽量避免气泡ꎮ 在生物导航仪上观

察细胞ꎮ
１.４.３　 彗星实验

取对数生长期的细胞接种于 12 孔板ꎬ调节细胞

密度至 1×105 个􀅰mLꎬ每孔 1 mLꎮ 培养 24 h 后吸去

原培养液ꎬ空白对照组加入细胞培养液ꎬ阳性对照组

加入 294 μg􀅰mL￣1的重铬酸钾溶液ꎬ实验组分别加

入 20、40、80、160 μg􀅰mL￣1的纳米银溶液ꎬ继续培养

24 h 后ꎬ收集细胞ꎮ 按照彗星实验试剂盒操作说明

检测 DNA 损伤ꎮ 实验重复 3 次ꎬ每次实验每个剂

量随机选择 50 个细胞用 Comet Assay 软件(CASPꎬ
http://casplab.com/)分析ꎮ 3 次实验的 Olive 尾矩、尾
长和尾部 DNA 百分比的平均值用以表达 DNA
损伤ꎮ
１.４.４　 胞质分裂阻滞微核细胞组学试验

取对数生长期的细胞接种于 12 孔板ꎬ调节细胞

密度至 1×105 个􀅰mLꎬ每孔 1 mLꎮ 培养 24 h 后吸去

原培养液ꎬ实验组分别加入 20、40、80、160 μg􀅰mL￣1

的纳米银溶液ꎬ阳性对照组加入 0.1 μg􀅰mL￣1的丝裂

霉素 Cꎬ胞质阻滞松弛素 B 在染毒时同时加入ꎬ浓度

为 4 μg􀅰mL￣1ꎬ染毒 24 h 后ꎬ吸去染毒液将细胞固定

滴片ꎬ后用 Giemsa 染液进行染色ꎬ最后用生物导航

仪读片ꎬ对 2 种纳米银每个染毒剂量均观察 3 次不

同区域的细胞ꎬ每次观察 1 000 个双核细胞ꎬ统计

1 000个细胞中总微核(Ⅰ型微核+Ⅱ型微核)、Ⅰ型

微核、Ⅱ型微核、核芽、核质桥的数量ꎮ
１.５　 统计学方法

实验数据均以 X
—
±S 表示ꎮ 采用 SPSS 21.0 软件

进行统计学分析ꎬ多组比较采用单因素方差分析

(One￣Way ANOVA)ꎬ组间比较采用析因设计方差分

析ꎻ进一步进行组间两两比较时ꎬ若方差齐ꎬ采用

LSD￣t 检验ꎬ若方差不齐ꎬ采用 Dunnett ' s T3 检验ꎻ
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剂量效应关系分析ꎬ采用两变量直线相关分析(Bi￣
variate Correlation)ꎮ P<0.05 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 纳米银表征结果

透射电镜 (TEM)检测结果如图 1 所示ꎬ通过

TEM 观察到分散于 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液

中的 2 种纳米银颗粒均为球形ꎬ无包被的纳米银有

团聚现象ꎬPVP 包被的纳米银分散均匀ꎬ无团聚现

象ꎮ 通过 Nano Measurer 1.2.5 软件测量 20 nm 无包

被纳米银平均粒径为(18.29±5.50) nmꎬ20 nm PVP
包被的纳米银平均粒径为(19.95±4.75) nmꎮ
２.２　 纳米银对 HepG2 细胞凋亡的影响

生物导航仪读片可见阳性对照组凋亡细胞比较

多ꎬ各处理组有少量的细胞核呈致密浓染ꎬ或呈碎块

状致密浓染ꎬ其他都为正常的细胞核形态ꎬ正常细胞

核内 DNA 分布相对均匀ꎬ细胞核无固缩ꎬ在视野中

呈现体积较大的且染色颜色较浅的核形态ꎬ纳米银

对 HepG2 细胞核形态的影响见图 2ꎬ各实验处理组

HepG2 细胞凋亡率结果见表 1ꎮ

图 １　 纳米银颗粒 ＴＥＭ 图

注:A, 20 nm AgNPs 的 TEM 图ꎻ B, 20 nm￣PVP AgNPs 的 TEM 图ꎮ

Fig. 1　 The TEM diagram of nano silver particles
Note: A, the TEM diagram of 20 nm AgNPs; B, the TEM diagram of 20 nm￣PVP AgNPs.

图 ２　 不同特性纳米银对 ＨｅｐＧ２ 细胞核形态的影响

注:Hoechst 33258 染色ꎬ×100ꎬ箭头所指为凋亡细胞的细胞核ꎮ Aꎬ空白对照组ꎻBꎬ阳性对照组ꎻ

C1 ~ C4ꎬ20 nm AgNPs 组(剂量分别为 20, 40, 80, 160 μg􀅰mL￣1)ꎻD1~ D4ꎬ20 nm PVP￣AgNPs 组(剂量分别为 20, 40, 80 160 μg􀅰mL￣1ꎮ

Fig .2　 The influence of different characteristics of nano silver on the nuclear form of HepG2
Note: Hoechst 33258 staining, ×100; the arrow refers to the nucleus of apoptotic cells. A, blank control group; B, positive control group;

C1￣C4, 20 nm AgNPs group (20, 40, 80, 160 μg􀅰mL￣1); D1￣ D4, 20 nm PVP￣AgNPs group (20, 40, 80, 160 μg􀅰mL￣1).
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　 　 表 1 可知ꎬ与正常对照组比较ꎬ20 nm AgNPs 组

在剂量为 160 μg􀅰mL￣1时凋亡细胞核相比于空白对

照组明显增多(P<0.05)ꎻ20 nm PVP￣AgNPs 的 80 μg
� 􀅰mL￣1、160 μg􀅰mL￣1组凋亡细胞核相比于空白对照

组明显增多(P<0.05ꎬP<0.01)ꎮ 2 种纳米银使 HepG2

� 细胞呈浓度依赖性的细胞凋亡 (20 nm AgNPs:P<
� 0􀆰 05ꎬ r = 0. 997ꎻ 20 nm PVP￣AgNPs: P < 0. 05ꎬ r =
� 0􀆰 999)ꎮ 析因设计方差分析比较可知ꎬ20 nm PVP￣

AgNPs 对 HepG2 细胞凋亡的影响大于 20 nm Ag￣
NPs(P<0.05)ꎮ

图 ３　 彗星图像(×４２)
注:Aꎬ空白对照组ꎻBꎬ阳性对照组ꎻC1 ~ C4ꎬ20 nm AgNPs 组(剂量分别为 20, 40, 80,160 μg􀅰mL￣1)ꎻ

D1 ~ D4ꎬ20 nm PVP￣AgNPs 组(剂量分别为 20, 40, 80,160 μg􀅰mL￣1)ꎮ

Fig. 3　 The comet image (×42)
Note: A, blank control group; B, positive control group; C1￣C4, 20 nm AgNPs group (20, 40, 80, 160 μg􀅰mL￣1);

D1￣ D4, 20 nm PVP￣AgNPs group (20, 40, 80,160 μg􀅰mL￣1).

表 １　 不同特性纳米银对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率的影响(X
—
±S)

Table 1　 The effect of silver nanoparticles with different properties on the apoptosis rate of HepG2 cells

组别

Group

剂量/(μg􀅰mL￣1)

Dose/(μg􀅰mL￣1)

细胞数

Cell number

细胞凋亡率/%

Cell apoptosis rate/%

空白对照组

Control group
0 3×500 3.33±0.70

20 nm AgNPs 组

20 nm AgNPs group

20 3×500 4.87±0.42

40 3×500 5.00±0.72a

80 3×500 5.80±0.60b

160 3×500 7.13±0.42b

20 nm PVP￣AgNPs 组

20 nm PVP￣AgNPs group

20 3×500 4.93±0.50a

40 3×500 5.53±0.61b

80 3×500 9.47±1.01b

160 3×500 10.33±0.94b

K2 Cr2 O7组

K2 Cr2 O7 group
294 3×500 62.20±3.89b

注:与空白对照组比较ꎬa P<0.05ꎬb P<0.01ꎮ
Note: Compared with the control group, a P<0.05ꎬb P<0.01.
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２.３　 纳米银对 DNA 损伤的影响

实验所得彗星图像见图 3ꎬ空白对照组彗星头

部 DNA 致密ꎬ无尾部ꎻ阳性对照组头部 DNA 集中ꎬ
亮度很强ꎬ尾部由 DNA 断片组成呈扫帚状ꎬ荧光强

度不及头部ꎮ 2 种纳米银处理组中小于等于 40 μg􀅰
mL￣1剂量组均能观察到头部 DNA 致密ꎬ无明显尾

部或尾部很短ꎻ大于等于 80 μg􀅰mL￣1的各个剂量组

的彗星头部 DNA 集中ꎬ亮度较强ꎬ尾部成呈扫帚

状ꎬ荧光强度不及头部ꎮ 利用彗星分析软件(Comet
Assay Software Project, CASP)进行数据分析ꎬ2 种不

同包被纳米银的不同浓度的 Olive 尾矩、尾长和尾

部 DNA 百分比结果见表 2ꎮ
由单因素方差分析结果可知ꎬ在染毒 24 h 后ꎬ

阳性对照组 Olive 尾矩、尾长和尾部 DNA 百分比与

空白对照组对比有显著差异(P<0.01)ꎮ 20 nm Ag￣
� NPs 组中除了 20 μg􀅰mL￣1的 Olive 尾矩与尾长ꎬ其

余均与空白对照组有显著差异(P<0.05)ꎬ20 nm PVP￣
AgNPs 组除了 20 μg􀅰mL￣1的 DNA 百分比ꎬ其余均与

空白对照组差异有统计学意义(P<0.05)ꎮ 析因设计方

� 差分析比较可知ꎬ2 种纳米银使 HepG2 细胞 DNA 断

裂程度:20 nm AgNPs > 20 nm PVP￣AgNPs(P<0.05)ꎮ
２.４　 纳米银对细胞核的影响

如图 4ꎬ胞质分裂阻滞微核细胞组学试验中ꎬ纳
米银引起细胞核出现Ⅰ型微核数、Ⅱ型微核、核芽、

核质桥等特征性改变ꎬ不同特性纳米银染毒 HepG2
细胞微核组学效应见表 3ꎮ

如表 3 所示ꎬ与阴性对照组相比ꎬ20 nm AgNPs
在 80 μg􀅰mL￣1、160 μg􀅰mL￣1浓度下染毒 HepG2 细

胞后微核总数显著升高 (P<0.01)ꎻ20 nm PVP￣Ag￣
� NPs 在 20 μg􀅰mL￣1、40 μg􀅰mL￣1、80 μg􀅰mL￣1、160

μg􀅰mL￣1浓度下染毒 HepG2 细胞后微核总数均显著

升高 (P <0.01)ꎮ 20 nm AgNPs 在 80 μg􀅰mL￣1、160
� μg􀅰mL￣1浓度下染毒 HepG2 细胞后Ⅰ型微核数显著

升高(P<0.01)ꎻ20 nm PVP￣AgNPs 在 20 μg􀅰mL￣1、40
� μg􀅰mL￣1、80 μg􀅰mL￣1、160 μg􀅰mL￣1 浓度下染毒

HepG2 细胞后Ⅰ型微核数均显著升高(P<0.01)ꎮ 与

� 阴性对照组相比ꎬ2 种纳米银材料在 160 μg􀅰mL￣1浓

度下染毒 HepG2 细胞后Ⅱ型微核数均显著升高(20
nm AgNPsꎬP<0.05ꎻ20 nm PVP￣AgNPsꎬP<0􀆰 01)ꎮ 20
nm AgNPs 在 160 μg􀅰mL￣1浓度下染毒 HepG2 细胞

后核芽数显著升高(P<0.05)ꎻ20 nm PVP￣AgNPs 在

� 40 μg􀅰mL￣1、80 μg􀅰mL￣1、160 μg􀅰mL￣1浓度下染毒

HepG2 细胞后核芽数均显著升高(P<0.01)ꎻ与阴性

� 对照组相比ꎬ2 种纳米银各浓度剂量下核质桥数均

无显著差异(P>0.05)ꎮ 各效应指标的组间比较结果

� 发现ꎬ除核质桥外ꎬ2 种纳米银材料引起的总微核

数、Ⅰ型微核数、Ⅱ型微核数、核芽数均有差异

(P<0.05)ꎬ20 nm PVP￣AgNPs 对细胞核的影响大于 20

表 ２　 ２ 种纳米银染毒 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｏｌｉｖｅ 尾矩、尾长、尾部 ＤＮＡ 比值结果

Table 2　 The results of Olive tail moment, tail length and tail DNA ratio of HepG2 cells exposed

to two kinds of nano silver (X
—
±S)

组别

Group

剂量/(μg􀅰mL￣1)

Dose/(μg􀅰mL￣1)

细胞数

Cell number

Olive 尾矩

Olive tail moment

尾长

Tail length

尾部 DNA 百分比

Tail DNA%

空白对照组

Control group
0 3×50 0.59±0.17 6.46±0.57 10.50±0.14a

20 nm AgNPs 组

20 nm AgNPs group

20 3×50 2.32±0.64 15.76±3.61 10.50±0.14a

40 3×50 7.15±2.09b 31.14±2.38b 27.81±3.23a

80 3×50 7.20±1.40b 29.01±4.67b 29.32±2.03b

160 3×50 9.96±1.42b 37.50±10.76b 40.64±1.51b

20 nm PVP￣AgNPs 组

20 nm PVP￣AgNPs group

20 3×50 2.27±0.24a 13.58±0.93b 9.56±2.64

40 3×50 4.84±0.68b 20.23±1.21b 17.99±1.43b

80 3×50 5.87±0.55b 25.97±1.41b 19.75±2.10b

160 3×50 7.34±1.39b 28.43±0.83b 26.82±5.63b

K2 Cr2 O7组

K2 Cr2 O7 group
294 3×50 16.23±2.68b 58.00±5.60b 43.83±1.34b

注:与空白对照组比较ꎬa P<0.05ꎬb P<0.01ꎮ
Note:Compared with the control group, a P<0.05ꎬb P<0.01.
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nm AgNPsꎮ 直线相关分析结果发现ꎬ20 nm AgNPs
组中ꎬ除核质桥外ꎬ各效应指标均有随染毒剂量增高

而增高的趋势(P<0.05ꎬr>0.7)ꎬ20 nm PVP￣AgNPs 组

� 中ꎬ除核质桥和核芽外ꎬ其他效应指标均有随染毒剂

量增高而增高的趋势(P<0.05ꎬr>0.7)ꎬ表明纳米银对

� HepG2 细胞的遗传毒性损伤存在一定的剂量￣效应

关系ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)

在纳米银的生产和应用过程中ꎬ常用不同材料

图 ４　 胞质分裂阻滞微核细胞组学试验细胞分类

注:Aꎬ双核正常细胞ꎻBꎬ含有Ⅰ型微核的双核细胞ꎻCꎬ含有Ⅱ型微核的双核细胞ꎻDꎬ含有核芽的双核细胞ꎻEꎬ含有核质桥的双核细胞ꎮ

Fig. 4　 The cell classification of cytokinesis micronuclear test cells
Note: A, double nucleus normal cell; B, cells containingⅠmicrokernel dual￣core; C, cells containingⅡmicrokernel dual￣core;

D, binuclear cells containing nuclear sprouts; E, a dual￣core cell containing a nuclear bridge.

表 ３　 不同特性纳米银染毒 ＨｅｐＧ２ 细胞微核组学效应(X
—
±S)

Table 3　 Micronucleus effect of HepG2 cells exposed to nano silver with different properties (X
—
±S)

组别

Group

剂量/(μg􀅰mL￣1)

Dose/(μg􀅰mL￣1)

微核总数

Micronucleus count

Ⅰ型微核

Type I

micronucleus

Ⅱ型微核

Type Ⅱ
micronucleus

核芽

Nuclear buds

核质桥

Nucleoplasmic

bridge

阴性对照组

Negative control group
0 2.33±1.15 1.67±1.53 0.67±0.58 2.67±2.08 0.67±0.58

20 nm AgNPs 组

20 nm AgNPs group

20 6.33±2.89 6.00±2.65 0.33±0.58 3.33±2.08 0.67±0.58

40 6.67±1.15 5.67±2.08 1.00±1.00 5.67±1.52 1.33±0.58

80 13.33±2.08b 11.00±2.00b 2.33±0.58 6.67±2.52 1.00±1.00

160 16.67±2.52b 13.33±2.08b 3.33±0.58a 8.33±1.53a 1.67±1.53

20 nm AgNPs￣PVP 组

20 nm AgNPs￣PVP group

20 12.00±4.36a 9.33±3.06a 2.67±1.53 7.00±1.73 1.33±0.58

40 13.33±5.03b 10.00±3.60a 3.33±1.53 11.00±3.60b 1.67±0.58

80 15.67±4.51b 11.67±3.51b 4.00±1.00 12.33±2.08b 1.00±1.00

160 20.67±1.53b 14.33±1.53b 6.33±1.53b 10.33±2.52b 1.67±0.58

丝裂霉素 C

Mitomycin C
0.1 26.67±1.53b 19.33±3.51b 7.33±2.08b 10.67±2.08b 2.33±0.58a

注:与空白对照组比较ꎬa P<0.05ꎬb P<0.01ꎮ
Note:Compared with the blank control group, a P<0.05ꎬb P<0.01.
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对纳米银进行表面修饰以改善其分散性和稳定性ꎬ
如 PVP、柠檬酸钠和多聚糖等ꎬ不同包被的纳米银

可能影响与细胞的相互作用[9]ꎮ Ahamed 等[10]用 25
nm 多聚糖包被的纳米银和未包被的纳米银以 50
μg􀅰mL￣1对鼠胚胎干细胞与鼠胚胎纤维母细胞进行

染毒ꎬ结果发现多聚糖包被纳米银比未包被纳米银

表现出更强的细胞毒性和遗传毒性ꎮ Nguyen 等[11]

的研究则表明ꎬ用未包被的纳米银(20 nm、40 nm、60
nm、80 nm)染毒鼠巨噬细胞和人结肠上皮细胞比用

PVP 包被纳米银(10 nm、50 nm、75 nm)和柠檬酸盐

包被纳米银(10 nm、50 nm、75 nm)对细胞活性的抑

制作用更大ꎮ 本研究结果表明ꎬPVP 包被的纳米银

与无包被的纳米银引起细胞 DNA 损伤与染色体畸

变的程度不同ꎬ这可能与 2 种材料的银离子释放量

不同有关ꎬ因为纳米银的毒性作用可由粒子表面释

放的银离子引起[12]ꎬ而纳米银的表面涂层材料影响

Ag+释放[13]ꎮ
本研究采用凋亡实验、彗星实验和胞质分裂阻

滞微核细胞组学试验结合ꎬ从多遗传终点和遗传毒

作用机制角度出发ꎬ通过分析、比较 2 种不同纳米银

的遗传作用特征ꎬ从体外角度较全面地分析纳米银

遗传毒性的剂量￣效应关系ꎮ 在进行彗星实验之前ꎬ
对细胞样本进行“活力检查”是很常见的ꎬ最常见的

试验是台盼蓝排斥试验ꎮ 而彗星实验针对细胞核ꎬ
而非细胞ꎬ细胞被检测方法判定死亡不一定核就不

完整(例如离心造成的细胞膜破裂ꎬ而台盼蓝染料能

进入膜破裂的细胞ꎬ使细胞染色)ꎬ在这种情况下细

胞活力不是一个有意义的概念ꎬ且 Hoechst 33258 对

细胞核染色清晰ꎬ不仅能测定凋亡率ꎬ而且可以清楚

地观察到核形态ꎬ所以ꎬ在评价遗传毒性前ꎬ先用

Hoechst 33258 荧光染色法评价纳米银对 HepG2 细

胞核形态与凋亡率的影响ꎮ
彗星实验结果表明ꎬ2 种纳米银均会引起 DNA

损伤ꎬ这与很多研究结果类似[14￣15]ꎬ如用 PVP 包被

纳米银处理宫颈癌(Hela)、乳腺癌(MDA￣MB￣231 和

MCF￣7)细胞 12 或 24 hꎬ彗星实验结果均显示出严

重的 DNA 损伤[16]ꎮ 同样ꎬ在本研究的胞质分裂阻

滞微核细胞组学试验中ꎬ除核质桥及核芽外ꎬ2 种纳

米银引起的染色体畸变各效应指标均呈随染毒浓度

增高而增高的趋势ꎬ表明纳米银对 HepG2 细胞染色

体丢失、染色体断裂、基因扩增与基因量改变等遗传

毒性效应呈浓度相关性ꎮ Sahu 等[17] 在肝癌细胞

HepG2 细胞和 Caco 细胞中ꎬ在 0.5 至 15 μg􀅰mL￣1的

浓度范围内纳米银诱导具有微核的双核细胞频率以

浓度和时间依赖性的方式增加ꎮ Papageorgiou 等[18]

的研究表明ꎬ随着纳米银浓度的增加ꎬMCF￣7 细胞和

HepG2 细胞的有丝分裂指数随之下降ꎬ浓度越大有丝

分裂指数越小ꎬ并观察到不同类型的染色体畸变ꎮ
综上所述ꎬ纳米银对 HepG2 细胞可产生 DNA

损伤、染色体畸变等遗传毒性效应ꎬ无包被纳米银比

PVP 包被纳米银更容易引起 DNA 损伤ꎬPVP 包被

纳米银比无包被纳米银更容易引起细胞染色体畸变

相关效应ꎬ且损伤程度与浓度相关ꎬ浓度越高遗传损

伤越严重ꎮ 本研究通过彗星实验与胞质分裂阻滞微

核细胞组学试验相结合探讨不同包被纳米银的体外

遗传毒性差异ꎬ为纳米银的体外遗传毒性评估提供
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