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摘要：随着碳纳米管（ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＣＮＴｓ）制备技术的成熟和潜在应用的开发，ＣＮＴｓ的毒性也逐渐引起人们的
重视．就未修饰ＣＮＴｓ而言，目前已有大量的文献报道了它们的细胞毒性的效果、机理、影响因素等．一种观点认为，
ＣＮＴｓ通过影响细胞粘附、细胞周期或引起细胞内氧化应激水平的提高等手段，导致细胞发生凋亡，存活率下降．但
也有一些研究发现，ＣＮＴｓ具有较高的生物安全性，没有显著的细胞毒性．存在对立的实验结果的主要原因是影响
ＣＮＴｓ细胞毒性的因素很多．ＣＮＴｓ杂质的种类和含量、纯化方法不同，细胞培养环境的不同甚至生物终点检测方法
的不同，都会影响对 ＣＮＴｓ细胞毒性的判断．ＣＮＴｓ本身的性质，包括长度／直径、分散性等也都影响着 ＣＮＴｓ的细胞
毒性．为了更准确地评估ＣＮＴｓ的细胞毒性，建立标准样品，统一检测方法势在必行，即建立 ＣＮＴｓ标准品和暴露剂
量标准，发展适合ＣＮＴｓ的细胞毒性检测方法．归纳总结了以上各方面的研究成果，对今后的相关研究提出看法和
建议．
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　　１９９１年，Ｉｉｊｉｍａ在高分辨透射电子显微镜下意
外观察到碳纳米管（ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＣＮＴｓ）之后，
ＣＮＴｓ便成为了最受重视的纳米材料之一．ＣＮＴｓ具
有典型的层状中空结构特征，管身由六边形碳环微

结构单元组成，是一种径向尺寸为纳米量级、轴向尺

寸为微米量级的一维量子材料．根据管壁层数的差
别，ＣＮＴｓ一般分为单壁 ＣＮＴｓ（ｓｉｎｇｌｅｗａｌｌｅｄＣＮＴｓ，
ＳＷＮＴｓ） 和 多 壁 ＣＮＴｓ（ｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄ ＣＮＴｓ，
ＭＷＮＴｓ）［１２］．ＭＷＮＴｓ在开始形成的时候，层与层之
间保持固定的距离，约为 ０．３４ｎｍ，直径一般大于
２ｎｍ，层与层之间很容易成为陷阱中心而捕获各种
缺陷，因而管壁上通常布满小洞样的缺陷．与
ＭＷＮＴｓ相比，ＳＷＮＴｓ是由单层圆柱型石墨层构成，
其直径大小的分布范围小，缺陷少，具有更高的均匀

一致性．由于ＣＮＴｓ独特的结构，其研究具有重大的
理论意义和潜在的应用价值，如 ＣＮＴｓ具有高拉伸
强度、低密度、独特的电学性质，以及良好的热稳定

性和化学稳定性等多种特性，在电子器件、复合材料

等众多领域有着广泛的应用前景．在生物学领域，
ＣＮＴｓ作为一种高级生物传感器材料已被实际应用，
如抗原识别、酶催化反应和ＤＮＡ杂交等；ＣＮＴｓ拥有
独特的一维纳米结构，是多种药物理想的纳米载

体［３６］；ＣＮＴｓ的复合材料可以作为人造骨骼植入体
内，为新生肌肉提供骨架和载体［７８］，并能诱导骨骼

细胞的定向分化［９１０］；ＣＮＴｓ还可以作为神经生长的
基质［８］、多功能生物传输器和近红外射线选择性杀

伤癌细胞的媒介［１１］等．
随着制备技术的成熟和应用潜力的开发，ＣＮＴｓ

的产量正逐年增长，人们直接或间接地接触 ＣＮＴｓ
的机会也随之增加，随之而来的 ＣＮＴｓ生物安全性
也逐渐引起广泛的重视［１２１３］．相关毒性研究已经在
分子、细胞、组织到整体动物多个层次上展开，获得

了相当多的数据．特别是细胞水平的工作，由于模型
简单，适合机理性的研究，受到了大家的关注．已有
大量的文献就 ＣＮＴｓ细胞毒性的效果、机理和影响
因素进行了报道．但是，至今对于 ＣＮＴｓ是否具有细
胞毒性仍存在争议［１３１４］．一部分研究者认为 ＣＮＴｓ
具有毒性，并给出了各种毒性产生的机理；另一部分

研究者发现ＣＮＴｓ没有细胞毒性．但可以肯定的是，
之所以有这样矛盾的结果，是因为有诸多的外在和

内在的因素影响了对 ＣＮＴｓ细胞毒性的判断．本文
将总结归纳 ＣＮＴｓ的细胞生物效应研究结果，探讨
影响其生物效应的各种因素，在此基础上对未来

ＣＮＴｓ细胞毒性研究提出看法和建议．

１　未修饰碳纳米管
未修饰碳纳米管（ｐｒｉｓｔｉｎｅＣＮＴｓ）在理论上是指

单纯、完整的碳纳米管结构，在本文中特指经过纯化

但没有被化学修饰的 ＣＮＴｓ．研究未修饰 ＣＮＴｓ的细
胞毒性有着广泛的意义．

首先，随着研发的进步，ＣＮＴｓ的应用范围越来
越广，产量也随之逐年增长．ＣＮＴｓ已由实验室走进
人们的生活和环境，未修饰ＣＮＴｓ已经作为商品流通
于市，人们不可避免地会接触到 ＣＮＴｓ．因而，研究
ＣＮＴｓ细胞毒性，对了解其对人类健康和安全的影响
提供了重要数据．

其次，虽然 ＣＮＴｓ的各种生物学应用，包括生物
传感器、药物载体等，往往要求ＣＮＴｓ经过各种修饰，
具备良好的水溶性、生物相容性和特定的生物学功

能，但是，这些ＣＮＴｓ衍生物在各种环境和条件下，可
能发生去修饰作用，重新成为未修饰ＣＮＴｓ．因此，研
究未修饰ＣＮＴｓ的生物效应对 ＣＮＴｓ安全应用于生
物医学领域至关重要．

最后，人们对未修饰ＣＮＴｓ的各种物理性质的控
制也越来越精细．对不同性质未修饰ＣＮＴｓ的细胞毒
性的比较和研究，有利于阐明ＣＮＴｓ细胞毒性的影响
因素和机理．

２　碳纳米管对细胞活性和功能的影响
ＣＮＴｓ对细胞的活性和功能可能会产生重要的

影响．从２００３年 Ｓｈｖｅｄｏｖａ等［１５］首次报道了 ＳＷＮＴｓ
能使人表皮角化细胞活性降低以来，已有大量的文

献采用多种细胞系、多样的检测手段，研究了 ＣＮＴｓ
的毒性．作为一种碳纳米材料，ＣＮＴｓ相对于纳米氧
化铁、纳米氧化锌、半导体量子点等纳米材料，具有

相对较小的毒性和较高的生物相容性［１６１７］．但是，仍
有众多的实验数据显示，在一定条件下，ＣＮＴｓ对细
胞的存活率和功能有影响，甚至导致细胞死亡．如图
１所示的研究结果，ＣＮＴｓ能够降低细胞的粘附能力，
提高细胞内氧化应激水平，阻碍细胞周期．通过这些
过程，细胞可能会进一步通过凋亡／坏死的途径走向
死亡．在某些情况下，细胞本身并未死亡，但增殖受到
了抑制，并在实验中表现为总细胞活力的降低．
２．１　ＣＮＴｓ对细胞粘附的影响

细胞主要通过细胞粘附分子（ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＣＡＭ）介导细胞间或细胞与细胞外基质

８３３
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图１　ＣＮＴｓ对细胞的活性和功能的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＮＴｓｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ

ｃｅｌｌｓ

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）间的相互接触和结合．细
胞正常粘附具有重要的生物学意义：① 细胞的粘附
影响细胞的存活与生长．正常真核细胞，除成熟血细
胞外，大多需粘附于特定的细胞外基质上才能避免

凋 亡 而 存 活，称 为 定 着 依 赖 性 （ａｎｃｈｏｒａｇｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ）．例如，上皮细胞及内皮细胞一旦脱离
了细胞外基质就会发生凋亡．② 细胞粘附决定细胞
的形状．体外实验证明，各种细胞脱离了细胞外基质
呈单个游离状态时多呈球形．③ 细胞通过与特定的
细胞外基质成分作用而发生分化．例如，成肌细胞在
纤粘连蛋白上增殖并保持未分化的表型，而在层粘

连蛋白上则停止增殖，进行分化，融合为肌管．④ 参
与细胞的迁移．细胞的迁移依赖于细胞的粘附与细
胞骨架的组装，粘着斑是联系细胞外基质与细胞骨

架的“铆钉”．
２００５年，Ｃｕｉ等［１８］发现用ＳＷＮＴｓ处理人胚胎肾

细胞ＨＥＫ２９３后，细胞的活性减低．他们认为这与经
过孵育后，细胞粘附能力明显降低有关．他们还发
现，经过ＳＷＮＴｓ处理后，与细胞粘附相关的细胞因
子层粘蛋白、纤连蛋白、粘着斑激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＦＡＫ）、钙粘蛋白和胶原蛋白等的表达都显著
降低．
２００６年，Ｔｉａｎ等［１９］也发现人真皮纤维细胞与

ＳＷＮＴｓ接触后细胞活力显著降低．他们推测 ＳＷＮＴｓ
产生细胞毒性的机制是：正常细胞通过钙粘分子等

细胞粘附分子介导细胞间或细胞与细胞外基质间的

相互接触和结合，通过细胞骨架支持细胞完整的结

构；而ＳＷＮＴｓ能够干扰细胞膜的结构组成，使细胞
粘附相关分子的表达改变；进而细胞骨架断裂，细胞

形态和细胞粘附能力发生改变，最终导致细胞的凋

亡或坏死（见图２）．

图２　ＣＮＴｓ通过影响细胞的粘附能力产生毒性［１９］

Ｆｉｇ．２　 ＣＮＴｓｉｎｄｕｃｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｂｙｃｈａｎｇｉｎｇｔｈｅ

ａｄｈｅｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓ［１９］

　　ＷｒｌｅＫｎｉｒｓｃｈ等［２０］通过免疫染色，在荧光显微

镜下观察到 ＦＡＫ和肌动蛋白在 ＳＷＮＴｓ周围的聚
集．ＦＡＫ是整合蛋白介导的信号转导中的重要成员，
有酪氨酸蛋白激酶活性，并可自身磷酸化；ＦＡＫ可抑
制细胞凋亡，与细胞内其他信号转导通路存在串话

（ｃｒｏｓｓｔａｌｋ），直接参与细胞多种功能的调节．在他们
的实验条件下，Ａ５４９细胞团绕 ＳＷＮＴｓ生长，并将
ＳＷＮＴｓ包裹起来，形成聚集体，并从培养皿底脱离
开来．２００８年，Ｚｈａｎｇ等［２１］也研究了 ＣＮＴｓ对 ＦＡＫ
蛋白表达的影响．他们发现：在 ＳＷＮＴｓ培养的细胞
中，点状和线状的 ＦＡＫ都分布在细胞的边缘；而在
ＭＷＮＴｓ培养的细胞中，只有点状的 ＦＡＫ存在，并且
均匀分布在细胞内．因此，ＣＮＴｓ的引入会影响细胞
中ＦＡＫ的分布，并且不同种类的 ＣＮＴｓ对 ＦＡＫ表达
的影响也不同．Ｗａｌｋｅｒ等［２２］也观察到，被 ＳＷＮＴｓ或
ＭＷＮＴｓ孵育后，细胞骨架崩解，钙粘蛋白减少．

与干扰细胞粘附能力的报道相反，关于细胞能

够在ＣＮＴｓ复合材料的缝隙中粘附、生长、增殖、分化
的报道也有很多［７，９，２３２６］．２００９年，Ｔｕｔａｋ等［２７］细致

研究了 ＳＷＮＴｓ薄膜对成骨细胞的影响．首先将
ＳＷＮＴｓ沉积到聚纤维素酯膜上，并在该基底上培养
大鼠成骨干细胞．结果发现，细胞与 ＳＷＮＴｓ接触
２４ｈ后，能够吞噬少量的疏松ＳＷＮＴｓ，并引起急性的
细胞毒性，诱发细胞死亡．然而，继续培养该细胞却
发现，残余的细胞仍具有旺盛的增殖能力．在后续培
养的２３ｄ时间内，细胞数量持续增加，总蛋白含量
远高于在聚苯乙烯基底上生长的对照组细胞．他们
认为，ＳＷＮＴｓ接触的急性毒性引起少量的细胞死
亡，促进了细胞内源性细胞毒性因子的表达，刺激了

细胞的生长．
经过ＣＮＴｓ的孵育，细胞中粘附相关蛋白的表达

和细胞的粘附能力往往会发生变化，但这些变化是

否导致ＣＮＴｓ产生细胞毒性以及机制如何，在目前零

９３３
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散的数据中，还不能有确定的结论．ＣＮＴｓ对粘附相
关蛋白的表达水平、粘附相关蛋白的信号通路以及

细胞粘附的动力学的影响，包括这些因素对细胞迁

移、存活的影响都有待细致地研究．
２．２　ＣＮＴｓ对细胞增殖的影响

２００７年，ＤｅＮｉｃｏｌａ等［２８］研究了用不同方法制

备的、杂质含量有差异的多种 ＭＷＮＴｓ对 Ｕ９３７细胞
的活力及增殖的影响．他们用直接计数法来判断细
胞的增殖，用台酚兰拒染实验测定细胞死亡率，用

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染法判断细胞凋亡．结果发现，
在与２５μｇ／ｍＬ的ＣＮＴｓ孵育４８ｈ后，细胞的个数相
对于对照组显著减少，即增殖被抑制，但没有明显的

坏死或凋亡．根据他们的实验数据，在 ＣＮＴｓ环境下
孵育后，细胞增殖能力的改变是一个相对于细胞死

亡的早期事件．
２００７年，Ｈｅｒｚｏｇ等［２９］ 利 用 克 隆 形 成 法

（ｃｌｏｎｏｇｅｎｉｃａｓｓａｙ），在三种细胞系（Ａ５４９，ＨａＣａＴ和
ＢＥＡＳ２Ｂ）中都观测到了 ＣＮＴｓ对细胞增殖的影响．
Ｃａｓｅｙ等［３０］报道的结果与此一致．

ＣＮＴｓ对细胞增殖的影响可以体现在对细胞周
期的影响上．细胞周期是指能持续分裂的真核细胞
从一次有丝分裂结束后生长，再到下一次分裂结束

的循环过程，即细胞增殖一次的过程．细胞周期的长
短反映了细胞所处状态．

研究发现，ＣＮＴｓ能够通过延滞细胞周期影响细
胞的增殖．２００５年，Ｃｕｉ等［１８］用 ＳＷＮＴｓ处 理
ＨＥＫ２９３细胞，发现细胞被阻滞在 Ｇ１期，无法正常
分裂，进而引发凋亡．相应地，与细胞周期相关的蛋
白激酶（ＣＤＫ）和周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）有相应的上调或
下调．
２００５年，Ｄｉｎｇ等［３１］利用 ＢｒｄＵ标记 ＤＮＡ，发现

细胞被阻滞在Ｇ２／Ｍ期．但是，当细胞暴露于低剂量
的ＣＮＴｓ时，细胞内与蛋白合成、转运相关的基因表
达降低，促Ｇ１Ｓ期转换的基因表达也降低，细胞将
被滞在Ｇ１期．
２００９年，Ｓａｒｇｅｎｔ等［３２］报道 ＳＷＮＴｓ能够参入到

有丝分裂纺锤体中，促使纺锤体分解，诱发细胞转化

为多倍体．
２．３　ＣＮＴｓ提高细胞内氧化应激水平

氧化应激指机体在遭受刺激时，体内高活性分

子如活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和
活性氮自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｎｉｔｒｏｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）产生
过多，氧化程度超出细胞清除氧化物的能力，于是氧

化系统和抗氧化系统失衡，导致细胞损伤．它通常被
认为是纳米颗粒导致细胞毒性的重要途径［３３］．ＲＯＳ
是血管细胞增长的重要细胞内信号，与血管状态（如

高血压、动脉粥样硬化）有关，在肺纤维化、癫痫、高

血压、动脉粥样硬化、帕金森等疾病中均扮演重要角

色．因而，在很多的ＣＮＴｓ毒性试验中，人们很自然地
对ＣＮＴｓ引起细胞氧化应激水平进行了测定．

早在 ２００３年，Ｓｈｖｅｄｏｖａ等［１５］发现，在暴露于

ＣＮＴｓ后，细胞内活性氧水平升高，细胞抗氧化能力
降低，细胞内低分子量含巯基蛋白减少．ＣＮＴｓ引发
的细胞内ＲＯＳ的提升，能够进一步引起细胞内转录
因子核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）表达的提
高，并最终引起细胞死亡［３４］．不过，在他们的实验
中，所使用的 ＣＮＴｓ纯度很低，铁含量高达３０％，而
铁是已知的能强烈引起 ＲＯＳ的物质．因而，他们推
测氧化应激主要来源于生产 ＣＮＴｓ时引入的金属催
化剂．
２００６年，Ｆｅｎｏｇｌｉｏ等［３５］利用纯化后的 ＭＷＮＴｓ，

探讨ＣＮＴｓ与自由基的关系．他们通过ＮａＯＨ和ＳＤＳ
等的处理，将 ＭＷＮＴｓ中的金属含量控制在 １％以
下．结果发现，ＣＮＴｓ不仅没有引发自由基的产生，反
而有很强的捕获自由基的能力．这佐证了细胞中自
由基来源于金属杂质的说法．

Ｋａｇａｎ等［３６］探讨了纯化前（ｗ（Ｆｅ）＝２６％）和纯
化后（ｗ（Ｆｅ）＝０．２３％）的ＳＷＮＴｓ对ＲＡＷ２６４．７细胞
产生自由基的影响．在他们的实验条件下，二者都没
有直接引起 ＲＡＷ２６４．７细胞内自由基含量的升高．
但是，对于已经被酵母聚糖（ｚｙｍｏｓａｎ）或十四烷酸乙
酸佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌｍｙｒｉｓｔａｔｅａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）刺激激活
的ＲＡＷ２６４．７细胞，纯化前和纯化后的ＳＷＮＴｓ都能
引起细胞内谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量的降低，以及脂过
氧化的提高．含有杂质较多的 ＳＷＮＴｓ较纯化后的
ＳＷＮＴｓ能更显著地改变两个氧化应激指标．他们还
研究了这两种碳管对鼠上皮细胞（ＪＢ６Ｐ＋）的影
响［３７］．结果发现，在未纯化的 ＳＷＮＴｓ孵育过的细胞
中检测到了自由基信号和转录因子活化蛋白１
（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）表达量升高，而纯化后的
ＳＷＮＴｓ孵育的细胞中则没有．不过，在两种碳管孵
育过的细胞内，另一种通常在氧化应激中被激活的

ＮＦκＢ表达量的提高程度却非常相似．
２００７年，Ｐｕｌｓｋａｍｐ等［３８］探讨了金属杂质对细胞

产生ＲＯＳ的影响．通过比较含催化剂少、纯度高的酸
处理过的ＳＷＮＴｓ与直接商业生产出的金属含量较高

０４３
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的ＳＷＮＴｓ的细胞毒性，他们发现，在１００μｇ／ｍＬ的浓
度下，经酸处理过且金属含量较少的 ＳＷＮＴｓ没有引
起细胞内 ＲＯＳ的显著提高，其他金属量较多的
ＣＮＴｓ都引起了ＲＯＳ的提高．

Ｐｕｌｓｋａｍｐ等［３９］还发现，修饰前的 ＣＮＴｓ样品中
通常混杂的金属杂质和不定形碳，都可能引起细胞

内氧化应激水平的增高，但是，两种杂质可能通过刺

激不同的途径引起氧化应激．他们发现，不定形碳杂
质能够在短短的１０ｍｉｎ内迅速引起细胞内自由基
含量的升高，而金属杂质只有经过较长时间的接触

（如２４ｈ），才能引起细胞内自由基含量的提高．
研究还发现，虽然除掉杂质能够减弱 ＣＮＴｓ引

起的氧化应激，但是并不能完全消除．也就是说，碳
管本身可能也具有导致细胞产生氧化应激的能力．
２００９年，Ｃｈｏｉ等［４０］在测定 ＳＷＮＴｓ引起细胞内 ＲＯＳ
提高的实验中，使用了更高的浓度（５００μｇ／ｍＬ）和
更久的孵育时间（７２ｈ），结果得到的 ＲＯＳ响应非常
明显．更有意思的是，尽管以往的实验中都推测，
ＣＮＴｓ中含有的Ｆｅ杂质对ＣＮＴｓ产生氧化应激起着关
键的作用，但是在该实验中，ＳＷＮＴｓ孵育过的细胞内
ＲＯＳ水平高于同等浓度氧化铁纳米粒子孵育过的细
胞（见图３）．图中：ＬＭＨ（ｌａｙｅｒｅｄｍｅｔａｌｈｙｄｒｏｘｉｄｅ）是一
种复合纳米材料（Ｍｇ０．６８Ａｌ０．３２（ＯＨ）２（ＣＯ３）０．１６·
０．１Ｈ２Ｏ，尺寸为２００ｎｍ）；氧化铁和硅的尺寸分别为
２０～３０ｎｍ和约１４ｎｍ；ＳＷＮＴｓ直径为１．２～１．５ｎｍ，
最大长度为２．５μｍ．

图３　ＣＮＴｓ孵育Ａ５４９细胞７２ｈ后ＲＯＳ的升高［４０］

Ｆｉｇ．３　ＣＮＴｓｉｎｄｕｃｅｔｈｅＲＯＳｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒ７２ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ［４０］

　　Ｈｅｒｚｏｇ等［４１］的研究也认为，减少ＣＮＴｓ外的金属
含量，能够显著降低碳管在细胞内产生活性氧的能

力．但是，纯化的ＣＮＴｓ仍然具有一定的引起细胞内活
性氧增高的能力，并且该能力与ＣＮＴｓ在体系中的分

散密切相关．也就是说，不仅是金属催化剂，碳管的表
面性质也是引发细胞内ＲＯＳ提升的原因．
２．４　ＣＮＴｓ促使细胞凋亡

凋亡，又称程序化细胞死亡，是细胞主动实施的

一种死亡形式和机制．细胞粘附能力的降低，细胞增
殖受阻，细胞内氧化应激水平的提高，都可能引起细

胞通过凋亡走向死亡．
２００５年，Ｃｕｉ等［１８］用 ＳＷＮＴｓ处理 ＨＥＫ２９３细

胞，并利用形态学观察、ＤＮＡＬａｄｄｅｒ和 ＰＩ单染等多
种方法检测细胞凋亡．结果发现，２５μｇ／ｍＬ的
ＳＷＮＴｓ，经过４ｄ的孵育能够引发４３．５％的细胞发
生凋亡．凋亡发生的程度与孵育时间和暴露剂量成
正比．他们认为，凋亡的发生是由 ＣＮＴｓ改变细胞周
期相关因子，以及细胞粘附相关因子引起的．
２００５年，Ｄｉｎｇ等［３１］利用ＹＯＰＲＯ１／ＰＩ双染的方

法观测ＭＷＮＴｓ导致的细胞坏死与凋亡．他们发现，
ＭＷＮＴｓ处理造成细胞出现凋亡和坏死，并且具有剂
量依赖性．基因芯片分析结果显示：经过４８ｈ的暴
露，低剂量下（０．０６ｍｇ／ｍＬ）ＭＷＮＴｓ主要使得细胞
活力降低；高剂量下（０．６ｍｇ／ｍＬ）ＭＷＮＴｓ能引起大
量的促进细胞凋亡和坏死的基因，如 ＴＮＦ家族蛋
白、ＢＣＬ２Ｌ２、ＭＣＬ１等表达量升高．
２００６年，Ｂｏｔｔｉｎｉ等［４２］研究了 ＣＮＴｓ诱导 Ｔ细胞

凋亡的效果，结果也显示高剂量（４００μｇ／ｍＬ）的ＣＮＴｓ
能引起严重的细胞凋亡（见图 ４）．２００９年，Ｃｈｏｉ
等［４０］、Ｒａｖｉｃｈａｎｄｒａｎ等［４３］也分别在两种肺上皮细胞

Ａ５４９和ＬＥ中，观察到了ＣＮＴｓ引起的细胞凋亡．

图４　ＣＮＴｓ引起Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡［４２］

Ｆｉｇ．４　ＣＮＴｓｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓ［４２］

１４３



　 　　　　上 海 大 学 学 报 （自 然 科 学 版） 第１６卷　

　　Ｍｕｌｌｅｒ等［４４］也报道了 ＭＷＮＴｓ引起上皮细胞
ＭＣＦ７的凋亡，他们还同时发现ＭＷＮＴｓ能够引起细
胞染色体断裂和形成细胞内的微核体．他们的结果在
Ｌｉｎｄｂｅｒｇ等［４５］和Ｃｖｅｔｉｃａｎｉｎ等［４６］的ＤＮＡ双链的断裂
检测和微核体的形成实验中得到了进一步证实．

利用相似的实验手段，一些文献也报道了 ＣＮＴｓ
不能引发细胞发生凋亡．ＤｅＮｉｃｏｌａ等［２８］就认为

ＣＮＴｓ仅影响细胞的增殖，不会让细胞坏死和凋亡．
Ｈｉｒａｎｏ等［４７］报道 ＣＮＴｓ不能引起凋亡路径上的
Ｃａｓｐａｓｅ３和 ＰＡＲＰ表达量提高．Ｔａｂｅｔ等［４８］在研究

ＣＮＴｓ对Ａ５４９的细胞毒性时，用ＤＮＡＬａｄｄｅｒ方法观
测细胞内ＤＮＡ的变化，结果发现细胞没有发生凋亡
的趋势．但要注意的是，在这些工作中使用的 ＣＮＴｓ
的浓度都低于１００μｇ／ｍＬ，相对于那些观测到细胞
凋亡的实验来说剂量偏低，并且作用时间偏短．要判
断ＣＮＴｓ是否能引起细胞发生凋亡，还要考虑体外
实验的暴露剂量是否远高于最大的机体真实暴露剂

量，而使结果失去真实性．总体来说，ＣＮＴｓ是否引起
细胞发生凋亡或坏死有一定的剂量效应，低剂量的

ＣＮＴｓ常显示出较高的安全性，而高剂量的 ＣＮＴｓ则
有可能引起细胞凋亡或坏死．
２．５　ＣＮＴｓ对细胞的其他影响

除了上述影响外，经过 ＣＮＴｓ暴露，细胞本身所
具有的某些特性也有可能发生改变．２００５年，Ｃｕｉ
等［１８］用ＳＷＮＴｓ处理 ＨＥＫ２９３细胞，发现 ＳＷＮＴｓ会
逐渐被细胞分泌出的蛋白包裹，以起到与细胞分隔

的效果，这是细胞自我保护的一种手段．经过电泳分
析，发现这些蛋白是一组分子量在２０～３０ｋＤ的蛋
白．Ｈｉｒａｎｏ等［４７］否认 ＭＷＮＴｓ刺激巨噬细胞产生氧
化应激的能力，他们认为 ＭＷＮＴｓ表面能够吸附和
结合细胞表面的 ＭＡＲＣＯ（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｒｅｃｅｐｔｏｒｗｉｔｈ
ｃｏｌｌａｇｅｎｏｕｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅ），促进了巨噬细胞对ＭＷＮＴｓ的
吞噬和消化，并相应地在巨噬细胞中体现出一定的

细胞毒性．２００５年，Ｊｉａ等［４９］研究了 ＣＮＴｓ对肺气泡
巨噬细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＡＭ）的影响．他们发
现，当ＳＷＮＴｓ浓度高于０．３８μｇ／ｃｍ２，ＭＷＮＴｓ浓度
高于３．０６μｇ／ｃｍ２时，ＡＭ的吞噬能力降低．另外，对
于免疫细胞，ＣＮＴｓ通常能引起细胞的炎症反应，如
ＩＬ８［５０］，ＴＮＦα［５１］分泌的增加等．但是，Ｈｅｒｚｏｇ等［５２］

报道ＳＷＮＴｓ能够抑制Ａ５４９细胞和 ＮＨＢＥ细胞 ＩＬ８
和ＴＮＦα的表达，尤其在二棕榈酰磷脂酰胆碱（肺液
中的成分，能够提高ＣＮＴｓ的分散性）和 ＴＮＦα的刺
激下，ＳＷＮＴｓ抑制细胞因子产生的能力更加显著．

３　影响ＣＮＴｓ细胞毒性的因素
３．１　外在因素
３．１．１　实验条件的影响

ＣＮＴｓ的剂量、接触时间以及细胞系的选择都会
影响ＣＮＴｓ毒性的大小．上文已经提到，ＣＮＴｓ的细胞
毒性存在剂量效应．通常来讲，ＣＮＴｓ在低浓度下有
较高的安全性，在较高浓度下毒性较强．同时，ＣＮＴｓ
的细胞毒性也存在时间效应．在 Ｃｕｉ等［１８］的实验

中，相同剂量下，ＣＮＴｓ孵育细胞的时间越长，细胞
的存活率越低．然而，在 Ｔｕｔａｋ等［２７］的实验中，相同

剂量下，短时间的ＣＮＴｓ孵育后（２４ｈ内），细胞有较
多的死亡，随着时间的延长，细胞增殖能力回复，细

胞数目不断增长．在 ＣＮＴｓ的细胞毒性研究中，剂量
和时间两个变量的影响也非线性，可能存在复杂的

机制．在同一研究中，使用相同的ＣＮＴｓ、相同的暴露
剂量和时间，选择的细胞系不同，得到的毒性数据也

存在差别［１６１７，２９，５３］．因此，剂量、时间点、细胞系等实
验条件的选择，对于检测和评估ＣＮＴｓ的细胞毒性至
关重要．
３．１．２　杂质的影响

ＣＮＴｓ制备过程中引入的，经纯化过程后残留的
金属杂质、碳杂质，能够引起细胞内 ＲＯＳ升高，消耗
细胞内还原性多肽和蛋白，引起细胞内 ＮＦκＢ表达
的提高［３３，３８］，增大ＣＮＴｓ的细胞毒性［１５，５４５６］．经过基
本的纯化步骤，少量被封装在碳结构中的金属，在细

胞培养体系中仍有可能被释放出来，并对其毒性产

生重要影响［５７］．目前，ＣＮＴｓ的完全纯化仍然是一个
有待突破的课题［５８］．制备方法、纯化步骤的不同，
ＣＮＴｓ中杂质的组成、比例也存在差异，这使得杂质
对ＣＮＴｓ毒性的影响更为复杂．
３．１．３　纯化方法和混酸处理的影响

未修饰ＣＮＴｓ在制备与直接接触细胞之间，还涉
及纯化步骤．纯化过程是一个化学过程，往往涉及强
酸回流、高温加热、超声等操作．这些操作在除去金
属杂质的同时，不可避免地在 ＣＮＴｓ的表面，尤其是
缺陷位置引入官能团．Ｂｏｔｔｉｎｉ等［４２］比较了纯ＭＷＮＴｓ
和酸处理后的 ＭＷＮＴｓ对 Ｔ淋巴细胞系 Ｊｕｒｋａｔ细胞
的影响．结果发现，酸处理后的 ＭＷＮＴｓ的细胞毒性
显著提高．Ａｌｂｉｎｉ等［５９］用硝硫混酸处理 ＳＷＮＴｓ，得
到的氧化ＳＷＮＴｓ有更强的细胞毒性．与之相对的是
Ｐｏｒｔｅｒ等［５５］的实验，他们也利用酸化后的分散性很

好的 ＳＷＮＴｓ来检验 ＣＮＴｓ的毒性，并且利用 Ｒａｍａｎ

２４３
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技术确定了所用的 ＣＮＴｓ表面存在大量由于酸化而
产生的官能团．但是，该实验中使用的 ＣＮＴｓ并没有
显示出细胞毒性．这些结果提示我们，虽然在纯化过
程中产生的官能团是少量和简单的，但是，这一部分

官能团的存在对 ＣＮＴｓ的分散性可能有较大的影
响，在生物体系中可能影响其生物效应．
３．１．４　细胞培养环境体系的影响

评价ＣＮＴｓ的细胞毒性，需要考虑到 ＣＮＴｓ与培
养基等复杂液体环境相混合的过程和影响．ＣＮＴｓ具
有大的比表面积，可以吸附环境体系中的蛋白质、芳

香类分子．在自身表面性质变化的同时，其毒性也受
到影响．ＣＮＴｓ还受到生物体系中金属离子（缓冲体
系）的影响，其分散性能发生显著地变化．常用的培
养基通常加入血清为细胞正常生长提供营养，加入

酚红指示培养基的ｐＨ值变化．研究表明，ＣＮＴｓ可以
吸附酚红［６０］，改变其细胞毒性．ＣＮＴｓ在无血清体系
中的细胞毒性较有血清体系显著偏高［６１６２］，血清能

够包裹 ＣＮＴｓ，降低 ＣＮＴｓ在细胞内产生 ＲＯＳ的能
力［４１］．Ｃａｓｅｙ等［３０］研究发现 ＣＮＴｓ之所以会显现出
细胞毒性，是因为血清中蛋白被 ＣＮＴｓ所吸附，相当
于消耗了培养基中的营养，使所孵育的细胞缺乏营

养而活力低于空白组，产生假阳性．他们将 ＣＮＴｓ在
培养基中孵育一定时间，过滤培养基获得不含有

ＣＮＴｓ的培养基，用此培养基培养的细胞的细胞活力
显著降低．但Ｇｅｙｓ等［６３］也做了相似的实验，却发现

血清的存在与否对 ＣＮＴｓ的毒性没有产生影响．综
合上述工作，ＣＮＴｓ的吸附性能可能影响其细胞毒
性，但目前对于培养基中究竟何种组分被 ＣＮＴｓ吸
附带来的影响更为关键，并产生了怎样的影响还有

待于进一步细致、深入地研究．
３．１．５　实验方法的影响

要检验 ＣＮＴｓ细胞毒性各个方面的影响，需要
使用多种实验方法．细胞毒性一个方面的变化，可以
选择的检测方法也不唯一，而利用不同的方法检验

同一指标的变化也有可能存在差异．例如，细胞存活
率检测方法包括台盼兰染色直接计数法、ＭＴＴ染色
测紫外吸收法、ＭＴＴ的改进方法 ＷＳＴ和 ＭＴＳ法、间
接指示细胞死亡率的乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）露出率法、
用流式细胞仪计数细胞存活率的碘化丙啶（ＰＩ）法以
及Ｂｒａｄｆｏｒｄ测蛋白浓度法等．这些方法主要是利用
各种染料，与细胞内恒定含量的组分结合，或被与活

细胞数目相关的酶催化转化，生成有特定吸光或荧

光的物质，通过检测光信号的变化来检测细胞活力

的变化．每种检测方法都是从各自的角度来确定细
胞毒性，因此，对于同样的ＣＮＴｓ，不同方法检测得到
的毒性结果可能有所不同［６４］．

ＣＮＴｓ对染料的吸附也有可能干扰通过使用这
些染料得到结果．研究发现，在 ＭＴＴ方法测定细胞
活力的实验中，虽然ＣＮＴｓ并不干扰甲

!

（ＭＴＴ被线
粒体内酶催化氧化生成的产物）在细胞内的形成，但

是，吞噬到细胞中的 ＣＮＴｓ能够吸附生成的甲
!

．而
通常所使用的用于溶解甲

!

的ＤＭＳＯ或ＳＤＳ的酸溶
液无法将吸附在 ＣＮＴｓ上的那部分溶解下来（见图
５），因而，实验上观测到的吸光度比实际产生的甲

!

完全溶解后的溶液的吸光度低，造成假阳性［２０，６５６６］．

图５　利用ＭＴＴ方法检测 ＣＮＴｓ细胞毒性时假阳性产

生的机制［６５］

　Ｆｉｇ．５　Ｐｒｏｐｏｓｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｔｈｅｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＣＮＴｓｕｓｉｎｇＭＴＴａｓｓａｙ［６５］

　　不使用染料评价 ＣＮＴｓ细胞毒性的方法能够避
免染料与ＣＮＴｓ相互作用带来的影响．克隆形成法是
一种不涉及染料的细胞毒性检测方法，该方法最初

主要用于放射线毒性的检查（普通染料可能被辐射

破坏），目前也被用于 ＣＮＴｓ的毒性研究中［２９３０，６７］．

３４３



　 　　　　上 海 大 学 学 报 （自 然 科 学 版） 第１６卷　

该方法通过稀释并得到单分散的细胞，在培养皿中

经过１０ｄ的培养，使每个能正常繁殖的细胞在原位
扩增为肉眼可以观察的集落（见图６）．图中，Ｐ９０为
Ｐｒｉｎｔｅｘ炭黑，ＡｒｃＤ为电弧法生产的 ＣＮＴｓ，Ｈｉｐｃｏ为
Ｈｉｐｃｏ生产的 ＣＮＴｓ［２９］．集落数量的减少表示细胞
存活率的降低，集落的大小则可反映增殖能力的变

化．Ｈｅｒｚｏｇ等［２８］的 结果和 ＷｒｌｅＫｎｉｒｓｃｈ等［２０］、

Ｃａｓｅｙ等［３０］得到的结果一致，即ＣＮＴｓ没有明显地使

细胞存活率降低．该方法的最大好处就是不受任何
染料的影响，缺点是工作量较大，比较费时．该方法
可以作为标准方法用来参比使用染料方法的准

确性．
综上，ＣＮＴｓ细胞毒性的结论应该是建立在综合

多种方法实验结果的基础上，这样的结论也才是可

靠的．

图６　ＣＮＴｓ对Ａ５４９细胞集落形成的影响［２９］

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＮＴｓｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ［２９］

３．２　内在因素
３．２．１　长度的影响

Ｓａｔｏ等［５１］研究了平均长度为２２０和８２５ｎｍ的
两种ＭＷＮＴｓ对人急性白血病细胞系 ＨＴＰ１的细胞
毒性．他们发现，长ＭＷＮＴｓ引起细胞内 ＴＮＦα表达
量升高的幅度比短ＭＷＮＴｓ大．他们推测：短ＭＷＮＴｓ
更容易被细胞吞噬和包裹，因而引起的免疫反应更

小；长 ＣＮＴｓ更容易穿破细胞，造成细胞损伤（见
图７）［６８］．

在Ｓｈｉ等［６９］的研究中，长 ＳＷＮＴｓ和短 ＳＷＮＴｓ
都没有显示出明显的细胞毒性．在 ＳｉｍｏｎＤｅｃｋｅｒｓ
等［６５］的实验中，长的和短的 ＭＷＮＴｓ都显示了较强
的细胞毒性，但是二者之间没有显著性差别．

可以看到，长度究竟怎样影响ＣＮＴｓ的细胞毒

图７　长度对ＣＮＴｓ细胞毒性的影响［６８］

Ｆｉｇ．７　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｎｔｈｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆ

ＣＮＴｓ［６８］

性，目前还存在着争议，值得进行更深入研究．
３．２．２　聚集程度的影响

４４３
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碳纳米管的聚集程度会影响到 ＣＮＴｓ的形态、
表面积等，对其细胞毒性影响显著．Ｂｅｌｙａｎｓｋａｙａ
等［５３］在研究ＳＷＮＴｓ对神经元细胞和胶质细胞的毒
性时发现，分散性好的ＳＷＮＴｓ对两种细胞均显现了
更强的毒性．他们推测，这是由于分散性好的 ＣＮＴｓ
表面积更大，和细胞的作用更强．Ｒａｊａ等［７０］通过过

滤的方法，将 ＣＮＴｓ中大的聚集体滤掉，发现 ＣＮＴｓ
表现出的毒性有所降低，但降低程度不明显．然而，
支持ＣＮＴｓ的毒性来源于其纤维状结构的研究者却
发现，分散性差的 ＣＮＴｓ由于具有较高的刚性而显
示出更大的细胞毒性［７１］．
３．２．３　管壁层数的影响

尽管没有能够得出确切结论的报道，ＳＷＮＴｓ的
细胞毒性通常大于 ＭＷＮＴｓ［２１］．在 Ｊｉａ等［４９］的研究

中，ＳＷＮＴｓ在０．３８μｇ／ｃｍ２浓度下就显现出细胞毒
性，而ＭＷＮＴｓ在３．０６μｇ／ｃｍ２才开始引起细胞活力
的损失．ＳＷＮＴｓ有较大的比表面积和较强的管间作
用力，容易形成纳米管束，而 ＭＷＮＴｓ管壁通常存在
更多的缺陷和官能团．虽然同为 ＣＮＴｓ材料，但二者
无论在毒性，还是在毒性产生的机制上都存在差异．

综上所述，ＣＮＴｓ的细胞毒性是一个多维的课
题．要判断 ＣＮＴｓ的细胞毒性，搞清楚 ＣＮＴｓ的毒性
的机制，还需要很多实验数据的积累和系统分析．

４　总结与展望
作为纳米材料中的明星成员，碳纳米管的细胞

毒性受到人们的关注．随着大量相关工作报道，我们
也从中获得关于ＣＮＴｓ细胞效应的诸多信息．然而，
纵览ＣＮＴｓ细胞毒性的研究文献，会发现即使用相
同的细胞生物学研究手段，就某一项指标在结论上

却常常出现大相径庭的结果．产生这些矛盾的影响
因素很多，这些矛盾也为今后 ＣＮＴｓ细胞毒性的研
究指明方向．

首先，ＣＮＴｓ的多样性给 ＣＮＴｓ的毒性评价带来
困难．ＣＮＴｓ的制备方法、纯化手段多种多样，使得同
实验室不同批次得到的 ＣＮＴｓ在长度、管径、纯度方
面都存在着不同［２８］．早期用于 ＣＮＴｓ毒性评价的
ＣＮＴｓ样品往往金属杂质含量偏高，ＣＮＴｓ的毒性也
较高［１５］．随着纯化和分离手段的进步，人们逐渐发
觉ＣＮＴｓ的纯度［２８］、长度［５１］、聚集程度［７０，７２］都会影

响ＣＮＴｓ的细胞毒性［７３７４］．同时，关于这些因素是否
真的会影响ＣＮＴｓ的细胞毒性还存在争议［６６］．ＣＮＴｓ
的物化参量众多，在比较 ＣＮＴｓ的细胞毒性时，这个

多维的体系需要保持单一的变量，所得到的结果才

有意义，但目前还很难做到．而且，即使是使用同一
种ＣＮＴｓ，在同样实验条件下，不同的细胞对ＣＮＴｓ的
反应也可能存在差异［２９，７０，７５］．这些变量对 ＣＮＴｓ细
胞毒性的影响需要系统研究．要使不同的实验室所
得数据具有可比性，最有效的方法就是能够建立一

个公认的标准品．在此基础上进行的研究结果，才会
有更广泛的应用意义．

其次，传统的细胞生物学方法不一定适用于

ＣＮＴｓ细胞毒性研究．ＣＮＴｓ作为一种高比表面积、高
吸附能力的外源物质被引入细胞培养体系，并可能

被细胞吞噬．而表征细胞活性或机能的参数很多是
通过特定分子发出的吸光或荧光信号给出的．ＣＮＴｓ
是否会对这些表征产生影响正逐渐引起人们的关

注，已经有一些先期的工作发表．目前比较保守的做
法是针对每一个指标尽量用多种方法，从多个角度

相互佐证，以提高结果的可靠性．当然，在这些方法
比较的过程中，必须建立标准和可靠的用于ＣＮＴｓ甚
至所有纳米材料细胞毒性研究的方法．发展ＣＮＴｓ细
胞毒性标准检测方法是最终获得 ＣＮＴｓ真实毒性的
基础．

最后，纳米材料的浓度界定模糊．许多纳米材
料，包括未修饰ＣＮＴｓ，在水溶液中溶解性低，多以固
体形式沉积于细胞表面，而不是悬浮于培养基中．利
用单位体积内的 ＣＮＴｓ数量、单位细胞的 ＣＮＴｓ数
量、培养皿单位面积的 ＣＮＴｓ数量，作为 ＣＮＴｓ单位
的文献都已报道，因此，确立合适的 ＣＮＴｓ剂量描述
单位，对纳米材料的毒性研究意义深远．

总体来说，对于 ＣＮＴｓ细胞毒性的研究，要获得
真实可信的结果，需要标准可信的检测方法，需要标

准的ＣＮＴｓ样品，需要系统研究各个影响因素造成的
细胞应答．
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［７１］　ＷＩＣＫＰ，ＭＡＮＳＥＲＰ，ＬＩＭＢＡＣＨＬＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｅｇｒｅｅ
ａｎｄ ｋｉｎｄ ｏｆａｇｇｌｏｍｅｒａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｔｕｂｅ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００７，１６８（２）：
１２１１３１．

［７２］　ＷＡＮＧＪ，ＳＵＮＲＨ，ＺＨＡＮＧＮ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄ
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ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ［Ｊ］．Ｎａｎｏｓｃａｌｅ
ＲｅｓｅａｒｃｈＬｅｔｔｅｒｓ，２００８，３（８）：２７１２７７．

［７４］　诸颖，李文新．碳纳米管的细胞毒性［Ｊ］．中国科学：Ｂ
辑，２００８，３８（８）：６７７６８４．
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　第５期 刘元方，等：未修饰碳纳米管的细胞毒性机理及其影响因素 　　
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（编辑：刘志强
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·简讯·

２００９年度上海大学环境与化学工程学院人员获得专利授权列表

序号 专利名称 发明人 专利号

１ 一种大气颗粒物采集装置 吕森林，姚振坤，俎建华，李珍，刘文宇 ＺＬ２００８２０１５３７１．Ｘ
２ 城市生活垃圾衍生燃料的制备方法 钱光人，张沛君，洪瑞金 ＺＬ２００６１０１１８０８６．３
３ 一种城市垃圾焚烧飞灰处理印染废水的方法 钱光人，杨晓燕，孙福成，王辉 ＺＬ２００８１００３２４２１．７
４ 电镀污泥的磷酸盐稳定化处理方法 徐霞，钱光人，孙福成 ＺＬ２００７１００４１５７４．３

５ 重金属热稳定剂及其稳定重金属污染物中重金

属的方法
孙福成，周吉峙，施瑾，章萍，杨晓燕，钱光人 ＺＬ２００７１００４３００７．１

６ 处理湖泊富营养化的帽封材料及其制备方法 钱光人，于义忠，陈丹，邓发庆，秦磊 ＺＬ２００７１００３８７６１．６
７ 一种利用生活垃圾焚烧飞灰处理印染废水方法 钱光人，杨晓燕，仉博，孙福成，王辉 ＺＬ２００８１００３２４２１．７

８ 一种新型产氢产甲烷装置
钟丽云，钱光人，钟江平，顾红竞，沈磊，白红

梅，杨晓燕，许慧，任重，王辉
ＺＬ２００９２００６６４１４．９

９ 一种新型沉水植物生长载体 丁国际，占金美，赵洪涛，邹联沛，罗锦花 ＺＬ２００８２０１５０４３９．２
１０ 管道直饮水预处理系统 丁国际，杨开亮，沈成媛，赵洪涛，蓝伟 ＺＬ２００８２００５６３１０．５
１１ 处理造纸废水的新型生物膜一体化装置 丁国际，杨宇，刘德永，朱勇强，郑乐平 ＺＬ２００９２００６６４０７．９
１２ 流化床———固定床一体化污水处理装置 丁国际，刘德永，郑广宏，杨宇 ＺＬ２００９２００６６４０８．３
１３ 斜板分置式膜生物反应器 徐高田，官春芬，赵军，秦哲，王辉，赵朋卫 ＺＬ２００８１００３２３９９．６
１４ 利用废旧线路板中铜制备硫酸铜的方法 朱萍，黄晨，吴金华，凌为峰，李传华，顾卫星 ＺＬ２００７１００３８６９３．３
１５ 一种电化学氧化法浸取金矿的设备 朱萍，李坤芳，周鸣，周劲 ＺＬ２００７１００３７３９０．Ｘ
１６ 电化学氧化法浸取难浸金矿的方法 朱萍，李坤芳，周鸣，周劲 ＺＬ２００７１００３７３９２．９
１７ 镁合金表面直接电沉积锌镍合金的方法 朱萍，周鸣，吴金华，周劲 ＺＬ２００７１００３７３９１．４
１８ 电子束辐照制备纳米铜锡合金的方法 周瑞敏，周菲，任佳，郝旭峰，吴新峰，陈永康 ＺＬ２００７１００３８７０８．６

１９ 聚酰亚胺类微孔分离膜的制备方法
周瑞敏，吴新锋，郝旭峰，周菲，王智涛，贵舜

延，邓邦俊
ＺＬ２００７１００３９９４５．４

２０ 微孔阵列聚酯类模板的掩膜电子束辐照制备方

法
周瑞敏，郝旭锋，吴新峰，周菲，邓邦俊，费舜廷 ＺＬ２００７１００４１１９１．６

２１ 用电子束辐照制备微孔列阵聚烯烃薄膜的方法 周瑞敏，陈永康，周菲，郝旭峰，吴新锋 ＺＬ２００７１００３９７５７．Ｘ
２２ （超）近临界水解生物质制备氨基酸的工艺方法 朱宪，程洪斌 ＺＬ２００６１００２６２２１．１
２３ 超（近）临界水水解法制备薯蓣皂甙元的方法 朱宪，郭晓亚，王振武 ＺＬ２００６１００２８１６４．０
２４ 高浓度氨氮废水的组合式处理方法 郑乐平，刘小燕，沈彩虹，陈翠霞 ＺＬ２００７１００４１１５３．０
２５ 利用蚯蚓进行堆制处理污泥的方法 桂长华，孙颖 ＺＬ２００７１００３９９６３．２
２６ 一种聚合氯化铁铝复合混凝剂的制备方法 邱慧琴，蓝伟，喻艳菁，张洁，盛伟佳 ＺＬ２００７１００４２７４４．Ｘ
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