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ＥＮＶＩＲＯＮＭＥＮＴＡＬ ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ
Ｖｏｌ． ３６， Ｎｏ． ７
Ｊｕｌｙ ２０１７

　 ２０１６ 年 １０ 月 ２８ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ：Ｏｃｔｏｂｅｒ ２８，２０１６）

　 ∗国家自然科学基金（４１６０２３５１，６１４０１０４３，５１３０９０１３） 和辽宁省博士科研启动基金（２０１６０１３４４） 资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ４１６０２３５１，６１４０１０４３，５１３０９０１３） ａｎｄ ｔｈｅ Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｓｔａｒｔｉｎｇ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ （２０１６０１３４４） ．

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ： ０４１６⁃３４００３０２，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉｎｈｏｎｇｗｅｉ＠ ｂｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｔｅｌ： ０４１６⁃３４００３０２，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉｎｈｏｎｇｗｅｉ＠ ｂｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１７．０７．２０１６１０２８０３
秦洪伟，闫彬，尤国红，等．电化学检测氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的毒性［Ｊ］ ．环境化学，２０１７，３６（７）：１４３３⁃１４３９．
ＱＩＮ Ｈｏｎｇｗｅｉ， ＹＡＮ Ｂｉｎ， ＹＯＵ Ｇｕｏｈｏｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ［ Ｊ］ ． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，３６（７）：１４３３⁃１４３９．

电化学检测氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７细胞的毒性∗

秦洪伟１∗∗　 闫　 彬１　 尤国红２　 武冬梅３　 丛　 俏１　 袁　 星４

（１． 渤海大学化学化工学院， 锦州， １２１０１３；　 ２． 渤海大学工学院， 锦州， １２１０１３；
３． 佳木斯大学药学院， 佳木斯， １５４００７；　 ４． 东北师范大学环境学院， 长春， １３０１１７）

摘　 要　 本文以石墨烯修饰电极（Ｇｒ⁃ＧＣＥ）为工作电极，以人乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞为模型细胞，运用线性扫描伏

安法研究了 ＭＣＦ⁃７ 细胞的裂解液电化学行为，确定其响应来源为黄嘌呤和鸟嘌呤的电化学氧化． 跟踪描述了

细胞生长曲线，研究了五氯酚（ＰＣＰ）、２，４，６⁃三氯酚（ＴＣＰ）和 ２，４⁃二氯酚（ＤＣＰ）对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的毒性，计算得

到半数抑制效应浓度（ＩＣ５０）值分别为 ７７．６２ 、１７４．０８、４４９．７８ μｍｏｌ·Ｌ－１，并与四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法进

行比较，结果表明氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞活性有明显抑制作用，两种方法测得细胞毒性顺序均为：ＰＣＰ ＞
ＴＣＰ ＞ ＤＣＰ，且细胞电化学法更为灵敏．
关键词　 石墨烯， 氯酚， 细胞毒性， 电化学检测．

Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ

ＱＩＮ Ｈｏｎｇｗｅｉ１∗∗ 　 　 ＹＡＮ Ｂｉｎ１ 　 　 ＹＯＵ Ｇｕｏｈｏｎｇ２ 　 　 ＷＵ Ｄｏｎｇｍｅｉ３ 　 　 ＣＯＮＧ Ｑｉａｏ１ 　 　 ＹＵＡＮ Ｘｉｎｇ４

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｂｏｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎｚｈｏｕ，１２１０１３，Ｃｈｉｎａ；
２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｂｏｈａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎｚｈｏｕ，１２１０１３，Ｃｈｉｎａ；　 ３． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ，Ｊｉａｍｕｓｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｊｉａｍｕｓｉ，１５４００７，Ｃｈｉｎａ； 　 ４． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ，１３０１１７，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ，ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｌｙｓｅｄ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （ＭＣＦ⁃７） ｃｅｌｌｓ
ｏｎ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ， ｕｓｉｎｇ ｌｉｎｅａｒ ｓｗｅｅｐ ｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｗａｓ
ｃｏｎｆｉｎｍｅｄ ｔｏ ｒｅｓｕｌｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕａｎｉｎｅ ａｎｄ ｘａｎｔｈｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅｎ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ． Ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ （ＰＣＰ），２，４，６⁃ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ （ＴＣＰ） ａｎｄ ２，４⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ （ＤＣＰ） ｏｎ ＭＣＦ⁃７
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ，ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ７７．６２ μｍｏｌ·Ｌ－１，
１７４．０８ μｍｏｌ·Ｌ－１ ａｎｄ ４４９．７８ μｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｏｓｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ （ＭＴＴ） ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｍｐｌｉｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ． Ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ＰＣＰ ＞ ＴＣＰ ＞ ＤＣＰ，ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇｒａｐｈｅｎｅ， ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｓ， ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ， ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．

氯酚类化合物（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌｓ，ＣＰｓ）主要作为防腐剂或消毒剂在木材、蔬菜、皮革、涂料等行业使用，
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或以原材料形式在农药、杀菌剂、制药业等使用，此外它也是多数工业合成领域的中间产物． 在废物焚

烧、纸浆漂白、饮用水氯化消毒过程中也可能有氯酚及其衍生物产生［１⁃３］ ． 对我国河流和沉积物等水体

环境的采样监测结果表明五氯酚（ＰＣＰ）、２，４⁃二氯酚（ＤＣＰ）和 ２，４，６⁃三氯酚（ＴＣＰ）的检出率较高［４⁃５］ ．
进入水环境的氯酚类化合物能稳定且长期存在，随后通过食物链富集于水生生物，最后进入人体． 几乎

所有 ＣＰｓ 都具有杀菌活性、植物毒性及累积性，许多 ＣＰｓ“三致”效应明显，特别对水生生物的生长、繁殖

等影响较大，大量使用 ＣＰｓ 已严重威胁人类健康与安全［６⁃７］ ． ＰＣＰ 可在水生生物肝、肾等器官内大量富

集，严重损害肝、肾及中枢神经系统，引起肿瘤和白血病［８⁃９］ ． 目前，ＰＣＰ、ＴＣＰ 和 ＤＣＰ 等已被美国环保局

列为优先控制污染物． 我国的“生活饮用水卫生标准”（ＧＢ５７４９—２００６）也将 ＰＣＰ、ＴＣＰ 和 ＤＣＰ 列为常规

水质监测项目［１０］ ． 因此开展氯酚类污染物的毒性研究具有重要意义．
利用体外培养细胞系对环境污染物进行毒性检测，已成为污染物监测和安全性评价领域较常用的

方法之一． 以往研究中通常以细胞增殖活力、细胞存亡等为指标使用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法、流
式细胞仪法、乳酸脱氢酶漏出法、染色计数法、硫化罗丹明法、中性红染色法来检测细胞活性． 这些方法

以活细胞与受损细胞甚至死亡细胞对染料的亲和力不同、细胞中生物大分子与染料结合引起颜色变化

以及细胞中酶活性为基础，无法检测细胞代谢产物，且均不可避免具有费用高、操作复杂、费时、需使用

有毒试剂等缺点［１１⁃１２］ ． 电化学法检测细胞活性是近 １０ 年来兴起的新的研究领域，凭借其操作简单、检
测快速、灵敏度高、无毒性、费用低等特点已成为细胞分析的一个重要检测手段［１３⁃１５］ ．

本文以人乳腺癌（ＭＣＦ⁃７）细胞为模型，采用所制备的石墨烯修饰电极，应用细胞电化学检测方法研

究了 ＰＣＰ、ＴＣＰ 和 ＤＣＰ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的毒性，并与常规的 ＭＴＴ 法进行比较，验证细胞电化学法对环境

污染物细胞毒性检测的可行性． 该研究结果将为氯酚类污染物细胞毒性评价提供新的技术手段．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 仪器与试剂

ＬＫ２００５ 恒电位仪，天津市兰力科化学电子高技术有限公司；玻碳电极，武汉高仕睿联科技有限公

司； ＨＨ．ＣＰ⁃Ｔ 型二氧化碳培养箱，上海一恒科学仪器有限公司； ＨＨ．Ｗ２１．４２０ 型恒温水浴箱，武汉精华

科教仪器公司．
ＭＣＦ⁃７ 细胞，东北林业大学生命科学学院赠送；链霉素、青霉素、ＤＭＥＭ 培养基（粉末）、优级胎牛血

清和 ＭＴＴ，Ｇｉｂｃｏ 公司； ＰＣＰ、ＴＣＰ、ＤＣＰ，北京化工厂；氧化石墨烯（ＧＯ），大连理工大学环境学院赠送．
无水乙醇、氯化钾、氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、铁氰化钾、盐酸、氢氧化钠、和三氧化二铝粉

（０．０５ μｍ、０．３ μｍ 和 １．０ μｍ）为分析纯，磷酸为色谱纯． 所用水均为二次或三次蒸馏水．
１．２　 细胞培养与收集

ＭＣＦ⁃７ 细胞常规培养于 ＤＭＥＭ 培养液中，置于二氧化碳培养箱中在 ３７ ℃ 恒温、５％ ＣＯ２、１００％ 饱

和湿度条件下培养．
取生长状态良好的细胞依次 ０．２５％ 胰蛋白酶消化、吹打悬浮和计数后，按一定浓度接种于装有新

鲜 ＤＭＥＭ 培养基的培养皿中，置于 ３７ ℃ 恒温、５％ ＣＯ２、１００％ 饱和湿度条件的二氧化碳培养箱中，一定

时间后，弃掉培养皿中的培养基，并用 ｐＨ ７．４ 磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）冲洗 ３ 次，接着再加入一定体积的

ｐＨ ７．４ ＰＢＳ，置于 ５０ ℃ 恒温水浴箱中加热裂解 ３０ ｍｉｎ，获得细胞裂解液．
１．３　 石墨烯修饰电极的制备

将适量的 ＧＯ 粉末超声分散于双蒸水中，得 ＧＯ 混悬液． 用微量移液器吸取一定体积 ＧＯ 混悬液，垂
直滴涂到抛光后的玻碳电极（ＧＣＥ）表面，红外灯烤干后恢复至室温． 然后在酸性 ＰＢＳ 溶液中恒电位还

原 ＧＯ 修饰的玻碳电极，即得石墨烯修饰玻碳电极（Ｇｒ⁃ＧＣＥ）． Ｇｒ⁃ＧＣＥ 使用前置于 ｐＨ ７．４ 的 ＰＢＳ 中多

次循环伏安法（０．０—０．８ Ｖ）扫描直至背景信号稳定．
１．４　 电化学检测

电化学检测以 Ｇｒ⁃ＧＣＥ 为工作电极，Ａｇ ／ ＡｇＣｌ 为参比电极，铂丝电极为对电极． 线性扫描伏安法

（ＬＳＶ）扫描范围为 ０．０—０．８ Ｖ，扫描速率为 ５０ ｍＶ·ｓ－１，温度 ２５ ℃ ． 同一样品扫描两次，采集第一次数据．
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每个实验做 ３ 个平行样． 按照下面公示计算细胞毒性：
细胞毒性＝ ［（ ＩＰ对照－ ＩＰ染毒） ／ ＩＰ对照］×１００％

式中，ＩＰ对照是对照组细胞裂解液的峰电流值，ＩＰ染毒是染毒组细胞裂解液的峰电流值．
１．５　 ＭＴＴ 试验

用 ０．２５％ 胰蛋白酶将培养好的细胞消化至间隙清晰，吹打悬浮后用培养液调节细胞浓度为 １．０×
１０４ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１，用微量移液器吸取细胞悬液各 ２００ μＬ 接种于 ９６ 孔板内，培养过夜后分为对照组和加药

染毒组，并加药． 继续培养 ２４ ｈ 后，每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液，继续培养 ４ ｈ，吸除培养上清液，每孔加入

１５０ μＬ ＤＭＳＯ 并充分振荡溶解蓝紫色沉淀． ３０ ｍｉｎ 内测定每孔的吸光度值（Ａ），测定波长为 ４９０ ｎｍ． 并

按照下述公示计算细胞毒性：
细胞毒性＝ ［（Ａ对照－ Ａ染毒） ／ Ａ对照］×１００％

式中，Ａ对照是对照孔的吸光度值，Ａ染毒是染毒孔的吸光度值．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 细胞裂解液的电化学行为检测

以裸电极或 Ｇｒ⁃ＧＣＥ 为工作电极对 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液进行线性扫描伏安检测，结果如图 １． Ｇｒ⁃ＧＣＥ
的背景电流和裸电极相比明显增加，因为石墨烯修饰使电极反应的有效表面积增大；裸电极在 ＭＣＦ⁃７
细胞裂解液中以及 Ｇｒ⁃ＧＣＥ 在 ＰＢＳ 中均未检测到电化学响应；Ｇｒ⁃ＧＣＥ 在 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液中于

＋０．６８６ Ｖ检测到相当明显的氧化峰，峰电流值为 １３．１６ μＡ，这表明石墨烯对 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液中的电

活性物质具有良好的电催化氧化作用． 同时发现 Ｇｒ⁃ＧＣＥ 在 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液中线性扫描第一次氧化

峰信号非常明显，第二次线性扫描电化学响应显著减小甚至消失． 主要是由于第一次线性扫描时产生的

氧化物质附着于电极表面阻碍了电流的传递． 同时与常用的 ＭＷＮＴｓ ／ ＧＣＥ 检测结果进行了比较，发现

石墨烯修饰将检测系统的灵敏度提高了近 ５０％，这主要归因于石墨烯材料具有独特的平面结构，拥有巨

大的比表面积和优越的电子迁移率和流动性［１６］ ．

图 １　 线性扫描伏安图

（ａ） 细胞裂解液在裸电极上的电化学行为，（ｂ） ＰＢＳ（ｐＨ＝ ７．４）在石墨烯修饰电极上的电化学行为，

（ｃ） 细胞裂解液在石墨烯修饰电极上的电化学行为． 细胞浓度：３．３×１０６ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

Ｆｉｇ．１　 Ｌｉｎｅａｒ ｓｗｅｅｐ ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓ （ＬＳＶｓ） ｏｆ ｂａｒｅ ＧＣ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｙｓｅｄ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ （ａ），
ｔｈｅ Ｇｒ⁃ＧＣ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｉｎ ｐＨ ７．４ ＰＢＳ （ｂ），ｔｈｅ Ｇｒ⁃ＧＣ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｙｓｅｄ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ（ｃ）．

Ｃｅｌｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，３．３×１０６ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

２．２　 细胞裂解液与嘌呤标准品伏安行为比较

已有研究表明，细胞中电化学响应来源为细胞质中鸟嘌呤和黄嘌呤的氧化反应［１７⁃１８］ ． 为了确定

ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液的线性扫描伏安响应来源，本研究将鸟嘌呤、黄嘌呤以及它们混合溶液的伏安行为与

细胞裂解液的伏安行为进行了比较，结果见图 ２． 黄嘌呤、鸟嘌呤及两者的混合溶液分别在＋０．６９６ Ｖ、
＋０．６８９ Ｖ和＋０．６９７ Ｖ 处出现了明显的氧化峰，与 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液氧化峰电位＋ ０．６８６ Ｖ 基本一致． 说
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明 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液的电化学响应信号同样来源于细胞质中的鸟嘌呤和黄嘌呤的氧化反应． 但 ＭＣＦ⁃７
细胞裂解液的氧化峰电位与嘌呤标准品相比更趋向于正电位方向． 可能是由于细胞裂解引起细胞膜破

裂，细胞内含物被释放进入到细胞裂解液中，引起细胞裂解液 ｐＨ 值的轻微变化，从而使 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂

解液与嘌呤标准品间的电化学响应峰电位间出现微小差异［１９］ ．

图 ２　 细胞裂解液与嘌呤标准品的线性扫描伏安图

（ａ）１．３ μｇ·ｍＬ－１黄嘌呤，（ｂ） １．５ μｇ·ｍＬ－１鸟嘌呤，（ｃ）黄嘌呤和鸟嘌呤混合液，（ｄ） ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液．

细胞浓度：４．５×１０６ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

Ｆｉｇ．２　 ＬＳＶｓ ｏｆ １．３ μｇ·ｍＬ－１ ｘａｎｔｈｉｎｅ （ａ），１．５ μｇ·ｍＬ－１ ｇｕａｎｉｎｅ （ｂ），ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ｘａｎｔｈｉｎｅ ａｎｄ ｇｕａｎｉｎｅ（ｃ），
ａｎｄ ｔｈｅ ｌｙｓｅｄ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ （ｄ）． Ｃｅｌｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，４．５×１０６ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

２．３　 细胞生长曲线

取生长状况良好的 ＭＣＦ⁃７ 细胞接种于培养皿中，浓度控制为 ６．３×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１，培养 ６ ｈ 细胞贴壁

后，置换入新鲜培养基继续培养并计时，从 ０ ｈ 开始每 ６ ｈ 取样进行电化学检测，平行进行细胞计数． 以

ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液电化学检测峰电流为准绘制的细胞生长曲线见图 ３． 随着培养时间增长，细胞裂解液

氧化峰电流值不断增大，３０ ｈ 时达到最大，这归因于细胞在养分充足的条件下不断生长增殖，数目增多，
细胞内电活性物质含量也随之增大． 继续培养，氧化峰电流逐渐下降，因为培养基内养分的缺失而导致

细胞代谢活力下降甚至凋亡． 检测结果与细胞计数法所获得的细胞生长曲线基本一致． 说明细胞电化

学法能够在细胞培养过程中跟踪细胞的生长状态，进而描述细胞生长曲线．

图 ３　 ＭＣＦ⁃７ 细胞生长曲线图

（ａ） 电化学法，（ｂ） 细胞计数法，细胞接种浓度：６．３×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

Ｆｉｇ．３　 ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ （ａ）
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ （ｂ）． Ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，６．３×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

２．４　 氯酚类细胞毒性的电化学检测

研究了氯酚类污染物染毒作用时间对 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液的电化学响应的影响（图 ４）． 结果发现，
３ 种氯酚类污染物（ＰＣＰ：７０ μｍｏｌ·Ｌ－１，ＴＣＰ：１００ μｍｏｌ·Ｌ－１，ＤＣＰ：４００ μｍｏｌ·Ｌ－１）染毒处理后，随着培养时

间的增长，细胞周围养分充足，不断进行分裂增殖，对照组和染毒组细胞裂解液的电化学响应信号不断
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增大，３０ ｈ 时达到最大，随后开始下降，原因在于细胞培养液中养分的不断消耗殆尽，导致细胞生长变慢

甚至死亡． 综合考虑，选择 ３０ ｈ 为最佳电化学检测染毒处理时间． 此时各氯酚类污染物处理组电化学响

应峰电流与对照组相比差距最大．

图 ４　 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液电化学响应与染毒作用时间的关系

（ａ） 对照组，（ｂ） ＴＣＰ 染毒组，（ｃ） ＰＣＰ 染毒组，（ｄ） ＤＣＰ 染毒组

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｙｓｅｄ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ａ），ＴＣＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ｂ），ＰＣＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ｃ），ＤＣＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （ｄ）

此外还研究了氯酚类污染物染毒作用剂量（ＰＣＰ：０、２９．３、４６．９、７５．０、１２０．０、１９２．０ μｍｏｌ·Ｌ－１；ＴＣＰ：０、
４９．０、８５．７、１５０．０、２６２．５、４５９．４ μｍｏｌ·Ｌ－１；ＤＣＰ：０、１９９．６、３１９．４、５１１．０、８１７．６、１３０８．２ μｍｏｌ·Ｌ－１）对 ＭＣＦ⁃７
细胞裂解液的电化学响应的影响（图 ５）． 结果表明，随着 ３ 种氯酚类污染物浓度的增加（图 ５ 中 ａ→ｆ 表
示），ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液的氧化峰电流均呈明显下降趋势，说明氯酚类污染物均可以明显地抑制 ＭＣＦ⁃７
细胞的增值及活性的增大，且抑制作用具有剂量效应性． 与对照组相比，３ 种氯酚类污染物各浓度作用

均差异显著（Ｐ＜０．０５ 或 Ｐ＜０．０１）．

图 ５　 不同浓度氯酚类污染物染毒处理 ＭＣＦ⁃７ 细胞裂解液的线性扫描伏安图

细胞浓度：６．５×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１；染毒作用时间：３０ ｈ

（ａ—ｆ：ＰＣＰ：０、２９．３、４６．９、７５．０、１２０．０、１９２．０ μｍｏｌ·Ｌ－１；ＴＣＰ：０、４９．０、８５．７、１５０．０、２６２．５、４５９．４ μｍｏｌ·Ｌ－１；

ＤＣＰ：０、１９９．６、３１９．４、５１１．０、８１７．６、１３０８．２ μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｆｉｇ．５　 ＬＳＶｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｙｓｅｄ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＰｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
Ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，６．５×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１； ＣＰｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ，３０ ｈ

采用电化学法和 ＭＴＴ 法分别研究了 ３ 种氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的毒性，结果如图 ６ 所示．
３ 种氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的毒性作用均随着染毒剂量增大而增强，剂量效应关系显著． 表 １ 列出

了 ＰＣＰ、ＴＣＰ 和 ＤＣＰ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞毒性的剂量效应关系方程及半数抑制效应浓度（ ＩＣ５０）值，可知细胞

电化学法测得 ＰＣＰ、ＴＣＰ 和 ＤＣＰ 对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的 ＩＣ５０值分别为 ７７．６２ 、１７４．０８、４４９．７８ μｍｏｌ·Ｌ－１ ． ＭＴＴ 法

是目前细胞毒性研究中细胞活性检测首选的常规方法，其原理是活细胞内的线粒体中含有琥珀酸脱氢

酶，可代谢还原淡黄色 ＭＴＴ，在细胞色素 Ｃ 的作用下，生成蓝色（或蓝紫色）不溶于水的甲臜，并沉积在
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细胞中，死细胞无此功能，甲臜的多少代表着活细胞数目，以此表示细胞活性［２０］ ． 而细胞电化学法是在

以检测细胞核苷酸代谢的中间产物嘌呤碱基的含量来反映细胞核苷酸代谢活力，进而表示细胞活性大

小［２１］ ． 研究发现，对于同一污染物，基于电化学法计算所得的 ＩＣ５０值和 ＭＴＴ 法所得的 ＩＣ５０值比较接近，
电化学法所得 ＩＣ５０值更小，且两种方法测得的 ３ 种氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞毒性作用规律均为：ＰＣＰ
＞ ＴＣＰ ＞ ＤＣＰ，这一结果与以往氯酚类污染物毒性研究结果基本一致，再次证实氯酚类污染物毒性大小

与其化合物中取代氯原子数密切相关［２２⁃２３］ ．表明使用细胞电化学法评价细胞活性和检测氯酚类污染物

细胞毒性是可行的，且与传统的 ＭＴＴ 法相比，细胞电化学法具有更好的检测灵敏度．

图 ６　 氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞毒性曲线

（ａ）电化学法，（ｂ） ＭＴＴ 法． 细胞接种浓度：６．５×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１；染毒作用时间：３０ ｈ

Ｆｉｇ．６　 Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＣＰ，ＴＣＰ，ＤＣＰ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ（ａ），
ｔｈｅ ＭＴＴ ａｓｓａｙ（ｂ）． Ｃｅｌｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，６．５×１０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１； ＣＰｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ，３０ ｈ

表 １　 氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞的毒性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＣＰｓ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

氯酚
ＣＰｓ

电化学检测法 Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ＭＴＴ 法 ＭＴＴ ａｓｓａｙ
剂量效应关系
Ｄｏｓｅ⁃ｅｆｆｅｃｔ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

相关系数 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｅｎｔ （ ｒ）

半数抑制
效应浓度

ＩＣ５０ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

剂量效应关系
Ｄｏｓｅ⁃ｅｆｆｅｃｔ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｅｎｔ （ ｒ）

半数抑制
效应浓度

ＩＣ５０ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＰＣＰ Ｙ＝ ６６．８７ Ｘ－７６．３８ ０．９９３９ ７７．６２ Ｙ＝ ６２．１５ Ｘ－７２．４４ ０．９９７５ ９３．３３

ＴＣＰ Ｙ＝ ５６．７６ Ｘ－７７．１８ ０．９９６０ １７４．０８ Ｙ＝ ４７．７６ Ｘ－６３．０１ ０．９９３１ ２３２．２７

ＤＣＰ Ｙ＝ ５４．３１ Ｘ－９４．１０ ０．９９４２ ４４９．７８ Ｙ＝ ４８．３９ Ｘ－７９．４５ ０．９８７３ ４７３．１５

　 　 注：Ｙ 和 Ｘ 分别代表抑制效应百分数（０≤Ｙ≤１００） 和氯酚类污染物浓度对数值． Ｙ ａｎｄ Ｘ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ
（０≤Ｙ≤１００） ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

以 Ｇｒ⁃ＧＣＥ 为工作电极，研究了 ＭＣＦ⁃７ 细胞的电化学行为及来源，应用细胞活性检测的电化学法研

究 ＰＣＰ、ＴＣＰ 和 ＤＣＰ 染毒作用时间和作用剂量对 ＭＣＦ⁃７ 细胞活性的影响，测定了 ３ 种氯酚类污染物的

细胞毒性． 研究发现 ３ 种氯酚类污染物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞毒性的时间效应和剂量效应关系显著． 且细胞电

化学法与传统 ＭＴＴ 法测得 ３ 种氯酚类污染物毒性顺序一致，即为 ＰＣＰ ＞ ＴＣＰ ＞ ＤＣＰ，且对于同一污染

物，两种方法所得 ＩＣ５０值较为接近． 说明采用细胞电化学法评价氯酚类污染物的细胞毒性是可行的．
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