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摘要: 纳米农药的广泛应用将不可避免导致其重要成分(比如纳米氧化铜和纳米氧化亚铜)的环境残留。 人体可通过灰尘吸

入、饮水及农产品摄入等方式暴露于纳米氧化铜和纳米氧化亚铜。 因此,阐明它们的健康危害具有重要意义。 本研究我们首

次对比研究了纳米氧化铜和纳米氧化亚铜的 A549 肺细胞毒性差异,并从氧化应激和线粒体损伤角度探讨了细胞毒性作用机

制。 实验结果表明纳米氧化铜和纳米氧化亚铜均具有显著的 A549 细胞毒性,观察到的最低效应浓度分别为 20 mg·L-1和 5
mg·L-1。 纳米氧化亚铜表现出更强的细胞毒性作用,100 mg·L-1时细胞活性抑制率达到 95% 。 活性氧实验结果表明纳米氧

化铜和纳米氧化亚铜均可诱导活性氧生成,呈现时间与浓度依赖关系。 纳米氧化亚铜的活性氧诱导作用明显强于纳米氧化

铜,24 h 最大诱导率分别为对照组的 3.5 倍和 1.5 倍。 线粒体膜电位实验结果表明纳米氧化亚铜比纳米氧化铜具有更强的线

粒体去极化作用,并呈剂量(1 ~ 100 mg·L-1 )依赖关系,最大线粒体膜电位下降率分别为 60%和 20% 。 活性氧和线粒体膜电位

的结果与细胞毒性的结果基本一致,提示了氧化应激和线粒体损伤可能是导致纳米氧化铜和纳米氧化亚铜细胞毒性的关键

分子机制。 本研究揭示了纳米氧化铜和纳米氧化亚铜的肺细胞毒性差异及潜在分子机制,可为纳米农药的健康风险评估及

合理施用提供重要理论依据。
关键词: 纳米氧化铜;纳米氧化亚铜;肺细胞;细胞毒性;氧化应激;线粒体损伤

文章编号: 1673-5897(2023)4-478-08　 　 中图分类号: X171.5　 　 文献标识码: A

Different Pulmonary Cytotoxicity of Nano-cuprous Oxide and Nano-copper
Oxide and Influencing Factors

Tang Lei, Li Xin, Li Xinchang, Luo Lin#, Cao Linying*

College of Resources and Environment, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China

Received 5 August 2022　 　 accepted 7 November 2022

Abstract: The wide application of nano-pesticides leads to residues of its main components (such as nano-copper
oxide and nano-cuprous oxide) in the environment inevitably. The human body can expose to nano-copper oxide
and nano-cuprous oxide through inhaling dust, drinking water and ingesting agricultural products. Therefore, it is of
great significance to elucidate their health hazards. In the present study, we firstly investigated the cytotoxicity vari-
ation of nano-copper oxide and nano-cuprous oxide on A549 cells as well as explored the cytotoxic mechanisms
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from the perspectives of oxidative stress and mitochondrial damage. Results showed that both nano-copper oxide
and nano-cuprous oxide had significant cytotoxic effects on A549 cells, with the lowest observed effective concen-
trations of 20 mg·L-1 and 5 mg·L-1 , respectively. Nano-cuprous oxide exhibited stronger cytotoxic effects than
nano-copper oxide with inhibition rate of cell viability reaching 95% at 100 mg·L-1 . The experimental results of
reactive oxygen species showed that both nano-copper oxide and nano-cuprous oxide could induce the generation
of reactive oxygen species in a time-dependent and concentration-dependent manner. The induction effect of nano-
cuprous oxide on reactive oxygen species was significantly stronger than that of nano-copper oxide, with the maxi-
mum induction rate of 3.5-fold and 1.5-fold compared to the ctrl group at 24 h. The experimental results of mito-
chondrial membrane potential showed that nano-cuprous oxide had stronger activity on mitochondrial depolariza-
tion than nano-copper oxide in a dose-dependent manner (1 ~ 100 mg·L-1), with the maximum reduction rates of
mitochondrial membrane potential reaching 60% and 20% , respectively. The results of reactive oxygen species and
mitochondrial membrane potential were consistent with the results of cytotoxicity, indicating that oxidative stress
and mitochondrial damage might be the key molecular mechanisms of cytotoxicity of nano-copper oxide and nano-
cuprous oxide. This study revealed the different pulmonary cytotoxicity of nano-copper oxide and nano-cuprous
oxide as well as the potential molecular mechanisms, which can provide important theoretical basis for the health
risk assessment and rational application of nano-pesticides.
Keywords: nano-copper oxide; nano-cuprous oxide; lung cell; cytotoxicity; oxidative stress; mitochondria damage

　 　 目前,我国的农药利用率低、用量大,造成了农

药残留量大及环境污染等问题。 纳米技术在农业的

可持续发展中显示出巨大的应用潜力,其中纳米农

药可增加农药活性成分的稳定性,延长有效持续时

间,有效改善农药利用率,从而减少农药的环境负

荷,其在农业生产中的使用已备受关注。 但是随着

纳米农药的广泛使用,将不可避免地导致了它们在

环境中的残留,甚至进入人体产生危害,因此,阐明

它们的生态风险及环境健康危害具有重要意义[1-2]。
纳米农药主要分为两大类:纳米材料作为载体

包裹有机小分子农药活性成分;无机纳米农药。 纳

米氧化铜(CuO NPs)和纳米氧化亚铜(Cu2O NPs)是
无机纳米农药的 2 种典型成分[1, 3]。 由于 CuO NPs
和 Cu2O NPs 具有很好的抗菌活性,对多种菌类有

效,被列为推荐药剂在农业领域得到广泛应用[4-6],
并且一些研究表明,Cu2O NPs 的抗菌活性较 CuO
NPs 更强[7-8]。

纳米颗粒(nano-particles, NPs)进入人体最常见

的途径是通过呼吸系统吸入,深入肺部,引起肺部氧

化应激和炎症反应[9-10]。 同时,NPs 也可以通过肺

泡或其他方式(如饮水、皮肤接触等)进入血液并影

响其他器官[11]。 与其他 NPs 类似,除了通过呼吸、
饮水及皮肤暴露等方式以外,由于 CuO NPs 和

Cu2O NPs 在农业系统的广泛使用,通过农产品的摄

入也是它们进入人体的重要途径。 NPs 对生物体的

毒性机制主要是诱导氧化应激、炎症反应及 DNA
损伤等[9, 12-13]。 目前已有较多研究显示了 CuO NPs
具有较强的细胞毒性作用。 例如孙婷婷和蒋澄宇[14]

通过比较 CuO、Fe2O3、TiO2、SiO2 等金属 NPs 对小

鼠的肺部毒性作用,发现 CuO NPs 具有较强的毒

性,可导致小鼠急性肺损伤,而其他几种金属 NPs
的作用较小;Fahmy 和 Cormier[15]对 SiO2 NPs、Fe2O3

NPs 和 CuO NPs 进行比较研究,发现 CuO NPs 导致

气管上皮 Hep-2 细胞活力出现显著的剂量依赖性下

降,而其他 NPs 基本无细胞毒性作用,并且 CuO
NPs 的细胞毒性作用与氧化损伤直接相关;Fu[16]的

研究证明 CuO NPs 可以抑制 HepG2 细胞增殖,对
细胞产生氧化损伤作用,其机制与 ROS 诱导线粒体

介导的细胞凋亡途径有关。 此外,也有研究表明

CuO NPs 对植物[17-18]、水生动物[19]及微生物[20-21]的

毒性作用,并且与氧化应激有关。
目前已有较多研究表明了 CuO NPs 的毒性作

用,但对 Cu2O NPs 的研究非常缺乏。 虽然有研究

表明 Cu2O NPs 具有更强的抗菌活性,但其是否具

有更强的非靶标毒性作用进而产生更严重的健康危

害,需要进一步的毒理学评估。 因此,本研究以

A549 人源肺细胞作为模型,对比研究了 CuO NPs
和 Cu2O NPs 的细胞毒性差异,并探讨了影响其毒

性差异的潜在因素,有望为其环境健康风险评估及

安全使用提供理论参考。
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1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料与试剂

人肺腺癌细胞 A549、细胞培养基 DMEM、PBS
缓冲溶液购于武汉普诺赛生命科技有限公司;活性

氧检测探针 (DCFH-DA)、线粒体膜电位检测探针

(Mito-Tracker Red CMXRos)购自碧云天生物技术有

限公司;二甲基亚砜(DMSO,纯度为 99% )和噻唑蓝

(MTT,纯度>99% )购自上海麦克林生化科技有限公

司;纳米氧化铜(CuO NPs,纯度>99.9% )和纳米氧化

亚铜(Cu2O NPs,纯度>99.9% )购自北京中科科优科

技有限公司,CuO NPs 和 Cu2O NPs 暴露前采用细

胞培养基配制,现配现用。
1. 2　 仪器设备

BB150-2TCS-L CO2 培养箱(赛默飞世尔科技有

限公司,美国);TECAN Spark 20M 酶标仪(帝肯集团

有限公司,瑞士);FA004 分析天平(上海舜宇恒平仪

器有限公司,中国);ZEISS Sigma 300 型扫射电子显

微镜 (scanning electron microscope, SEM;蔡司,德

国);FEI Tecnai F20 透射电子显微镜 (transmission
electron microscope, TEM;FEI,美国);Malvern Zeta-
sizer Nano ZS 90 型动态光散射仪 (dynamic light
scattering, DLS;马尔文,英国);AA-6880 原子吸收仪

(岛津,日本)。
1. 3　 材料的表征

将 CuO NPs 和 Cu2O NPs 分散在去离子水中,
超声后得到悬浮液。 采用德国 ZEISS Sigma 300
SEM 和美国 FEI Tecnai F20 TEM 拍摄 NPs 形貌。
用纳米粒度 Zeta 电位仪测定 Zeta 电位,同时以动态

光散射法测定水合粒径。
1. 4　 细胞毒性检测

A549 细胞采用加入了 100 μg·mL-1 链霉素、
100 U·mL-1青霉素和 10% (V ∶ V)胎牛血清的完全

� 培养基(普诺塞,武汉)在恒温恒湿培养箱(37 ℃ 和

5% (V ∶ V)CO2 )中进行培养。 在 96 孔板中每孔接

� 种 A549 细胞(5×104个),贴壁培养 24 h。 暴露不同

浓度(0.1 ~ 100 mg·L-1)的 CuO NPs 和 Cu2O NPs,继
续培养 24 h。 吸出染毒液,用 PBS 对细胞进行清洗

2 次。 加入 MTT 溶液孵育 3 h,吸去探针,加入 100
μL DMSO,以溶解 MTT 的深紫色产物(甲瓒)。 轻

轻摇晃,用酶标仪,以 690 nm 为参考波长,在 490
nm 的吸收度测定细胞活性。
1. 5　 活性氧检测

将 A549 细胞悬浮液(5×104个,100 μL)接种在

96 孔板中孵育 24 h。 吸出培养基,加入 10 μmol∙
L-1 的 DCFH-DA 探针(100 μL)孵化 20 min 后吸出,
用 100 μL PBS 轻轻洗涤 2 次。 将细胞暴露于不同

浓度(1 ~ 100 mg·L-1)的 CuO NPs 和 Cu2O NPs。 采

用酶标仪检测荧光强度(激发波长 485 nm,发射波

长 535 nm)。
1. 6　 线粒体膜电位检测

将 A549 细胞(5×104个,100 μL)接种在 96 孔板

中孵育 24 h。 吸出培养基,将细胞分别暴露于不同

浓度(1 ~ 100 mg·L-1 )的 CuO NPs 和 Cu2O NPs 12
h。 然后将含污染物的溶液吸出,分别加入 100 nmol
·L-1的线粒体膜电位探针,孵化 20 min,再将探针去

除后,用 PBS 将细胞洗 3 次,最后加入 100 μL 的

PBS 溶液用酶标仪检测荧光强度,设置激发波长为

565 nm,发射波长 610 nm。
1. 7　 培养基中铜离子浓度检测

将配好的 20、40、50、100 mg·L-1的 CuO NPs 和
Cu2O NPs 悬浊液加入到 12 孔板中,与细胞在相同

条件下处理 24 h 后,离心 30 min(12 000 r·min-1),取
上清液。 用火焰原子吸收光谱仪检测上清液中铜离

子含量。
1. 8　 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8 和 Excel 进行实验数据

处理和分析。 所有的实验都进行 3 次重复,每个实

验组都设置至少 3 个平行,用平均值±标准差来表

示试验的结果。 * P<0.05 表示处理组与对照组具有

� 显著性差异。

2　 结果(Results)
2. 1　 NPs 的表征

SEM 和 TEM 图像显示 CuO NPs 和 Cu2O NPs

呈不规则形状的颗粒(图 1(a) ~ (d)),CuO NPs 呈棒

状,而 Cu2O NPs 呈球状。 Zeta 电位测定结果表明,
CuO NPs 的 Zeta 电位为(19.97±5.98) mV,Cu2O NPs
的 Zeta 电位为(25.5±6.55) mV。 DLS 结果显示 CuO
NPs 的水合粒径为 403 nm,Cu2O NPs 的水合粒径

为 432 nm(图 1(e)和(f)),在水溶液中分散比较均匀,
有部分团聚。
2. 2　 CuO NPs 和 Cu2O NPs 对 A549 细胞活性的影响

如图 2 所示,无酚红 DMEM 配制的 CuO NPs
和 Cu2O NPs 呈均匀分散溶液,其中 CuO NPs 呈灰

黑色,而 Cu2O NPs 呈浅黄色。 如图 3(a)所示,CuO
NPs 和 Cu2O NPs 均对 A549 细胞产生了明显的毒
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图 1　 纳米氧化铜(CuO NPs)和纳米氧化亚铜(Cu2O NPs)的形态及粒径表征

注:(a) CuO NPs 的扫描电镜图;(b) Cu2O NPs 的扫描电镜图;(c) CuO NPs 的透射电镜图;(d) Cu2O NPs 的透射电镜图;

(e) 动态光散射测定 CuO NPs 的水合半径;(f) 动态光散射测定 Cu2O NPs 的水合半径。

Fig. 1　 Morphology and particle size characterization of nano-copper oxide (CuO NPs) and nano-cuprous oxide (Cu2O NPs)

Note: (a) Scanning electron microscopy photograph of CuO NPs; (b) Scanning electron microscopy photograph of Cu2O NPs;

(c) Transmiss ion electron microscopy photograph of CuO NPs; (d) Transmission electron microscopy photograph of Cu2O NPs;

(e) Hydrated radius of CuO NPs determined by dynamic light scattering; (f) Hydrated radius of Cu2O NPs determined by dynamic light scattering.

图 2　 纳米氧化铜(CuO NPs)和纳米氧化亚铜(Cu2O NPs)的溶液

Fig. 2　 Solution of nano-copper oxide (CuO NPs) and nano-cuprous oxide (Cu2O NPs)
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图 3　 纳米颗粒(NPs)(a)及铜离子(Cu2+)(b)对 A549 细胞的活性影响

注:Ctrl 组表示等量稀释纳米材料的培养基处理,*表示与对照组相比差异显著(P<0.05)。

Fig. 3　 Effects of nanoparticles (NPs) (a) and copper ion (Cu2+ ) (b) on A549 cell viability
Note: Ctrl group represents treatment with equal volume medium used to dilute nanomaterials;

* represents significant difference compared with the control (P<0.05).

性,并且呈剂量依赖效应,观察到的最低效应浓度分

别为 20 mg·L-1和 5 mg·L-1。 并且不同浓度的细胞

毒性对比也表明 Cu2O NPs 的 A549 细胞毒性效应

明显强于 CuO NPs。
同时,考察了铜离子的细胞毒性以便作为对比。

如图 3(b)所示,A549 细胞暴露在低浓度 Cu2+溶液中

时,活细胞数量与对照组相比有所增加,说明低浓度

的 Cu2+可以促进细胞增殖,这可能与 Cu 是人体生

长的必需元素有关。 当 Cu2+浓度达到 50 mg·L-1时

表现出细胞毒性作用,但是与 CuO NPs 和 Cu2O
NPs 相比,Cu2+细胞毒性相对较小。
2. 3　 CuO NPs 和 Cu2O NPs 对 A549 细胞胞内活性

氧生成的影响
　 　 前面我们发现了 CuO NPs 和 Cu2O NPs 的肺细

胞毒性差异,为了进一步探讨细胞毒性差异的分子

机理,对两者诱导活性氧生成进行了测定。 NPs 在

细胞中与细胞器的相互作用促进活性氧的产生是其

产生细胞毒性作用的典型分子机制之一。 由图 4 可

知,CuO NPs 和 Cu2O NPs 暴露 A549 肺细胞 3、6、12
及 24 h 均可导致 ROS 过量生成,随着暴露时间增

加明显出现了 ROS 的积累,并呈现剂量依赖关系。
此外,Cu2O NPs 诱导 ROS 生成效应明显强于 CuO
NPs。 这一现象与它们的细胞毒性是一致的。 因

此,我们推断 CuO NPs 和 Cu2O NPs 的细胞毒性差

异与两者诱导氧化应激效应有关。
2. 4　 CuO NPs 和 Cu2O NPs 对线粒体膜电位的影响

NPs 可以侵入细胞并粘附在线粒体膜上,从而

破坏线粒体膜并导致其去极化。 如图 5 所示,不同

浓度 CuO NPs、Cu2O NPs 暴露 A549 细胞 12 h 后,
均可在≥40 mg·L-1浓度下导致线粒体膜电位降低,
导致线粒体去极化作用。 同时,发现 Cu2O NPs 对

肺细胞 A549 线粒体去极化作用明显大于 CuO
NPs,这与两者细胞毒性实验结果吻合。 因此,CuO
NPs、Cu2O NPs 的不同细胞毒性可能与两者对线粒

体损伤程度不同也有一定关系。
2. 5　 培养基中 CuO NPs 和 Cu2O NPs 释放的铜离

子浓度
　 　 金属离子的溶出是金属 NPs 产生细胞毒性的

重要来源。 CuO NPs 和 Cu2O NPs 产生的细胞毒性

差异也可能与它们溶出的铜离子浓度不同有关。 因

此,进一步对培养基中溶出的铜离子浓度进行了考

察。 但是由图 6 可知,CuO NPs 和 Cu2O NPs 在培

养基中释放的铜离子浓度没有明显差别,所释放的

最大铜离子浓度均<16 mg·L-1,说明两者的毒性差

异可能并不是由于其在培养基中所释放的铜离子总

量不同所导致。

3　 讨论(Discussion)
随着农业纳米技术研发支出的迅速增加,中国

有可能成为全球最大的纳米农药生产国和消费国。
因此,纳米农药的调控和科学评价迫在眉睫。 纳米

材料通过呼吸进入肺部是其产生毒害作用的主要途

径之一。 本研究选用人源肺细胞 A549 作为细胞模

型,以 CuO NPs 和 Cu2O NPs 为研究对象,首次对比
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图 4　 纳米氧化铜(CuO NPs)和纳米氧化亚铜(Cu2O NPs)对 A549 细胞活性氧(ROS)生成的影响(不同暴露时间)
注:(a) 3 h;(b) 6 h;(c) 12 h;(d) 24 h;Ctrl 组表示等量稀释纳米材料的培养基处理。

Fig. 4　 Effects of nano-copper oxide (CuO NPs) and nano-cuprous oxide (Cu2O NPs) on reactive oxygen species (ROS)

generation in A549 cells (different exposure time)
Note: (a) 3 h; (b) 6 h; (c) 12 h; (d) 24 h; Ctrl group represents treatment with equal volume medium used to dilute nanomaterials.

图 5　 纳米氧化铜(CuO NPs)和纳米氧化亚铜

(Cu2O NPs)对 A549 细胞线粒体膜电位(MMP)的影响

注:Ctrl 组表示等量稀释纳米材料的培养基处理,
*表示与对照组相比差异显著(P<0.05)。

Fig. 5　 Effects of nano-copper oxide (CuO NPs) and
nano-cuprous oxide (Cu2O NPs) on mitochondrial

membrane potential (MMP) of A549 cells
Note: Ctrl group represents treatment with equal volume

medium used to dilute nanomaterials; * represents significant

difference compared with the control (P<0.05).

图 6　 纳米氧化铜(CuO NPs)和纳米氧化亚铜(Cu2O NPs)

在细胞培养基中铜离子的释放

Fig. 6　 Copper ions release from nano-copper
oxide (CuO NPs) and nano-cuprous

oxide (Cu2O NPs) in cell culture medium

研究两者的肺细胞毒性差异,并从氧化应激和线粒

体损伤等角度探索两者导致细胞毒性差异的潜在分

子机制,并对比了游离态铜离子的影响。
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本研究发现纳米农药中 2 种主要成分 CuO NPs
和 Cu2O NPs 具有明显的肺细胞毒性作用。 尤其是

高浓度的 CuO NPs 和 Cu2O NPs(≥50 mg·L-1 )表现

出极高的毒性,细胞存活率急剧下降。 Cu2O NPs 和
CuO NPs 短期染毒造成 A549 细胞毒性的临界浓度

约为 5 mg·L-1 和 20 mg·L-1。 Cu2O NPs 可在比

CuO NPs 浓度低得多的情况下对细胞产生毒性,说
明 Cu2O NPs 比 CuO NPs 毒性更大。 其中 CuO NPs
的研究结果与文献报道的细胞毒性效应结果基本一

致[14-16]。 同时,我们首次发现 Cu2O NPs 的细胞毒

性作用较 CuO NPs 明显更强,其毒性效应值得更多

关注。
氧化损伤是 NPs 产生细胞毒性的公认分子机

制之一[9, 12-13]。 因此,首先探讨了 CuO NPs 和 Cu2O
NPs 的细胞毒性差异是否与氧化应激诱导能力不同

有关。 通过 ROS 检测,发现 CuO NPs 和 Cu2O NPs
均能诱导 ROS 的过量生成,并呈剂量依赖关系。 但

是 Cu2O NPs 的 ROS 诱导效应明显强于 CuO NPs。
由此,我们推断 Cu2O NPs 具有更强的细胞毒性作

用很可能与其氧化损伤能力更强有关。 ROS 的大

量积累使得细胞处于氧化应激状态,可导致 DNA
等生物大分子氧化损伤,进而导致细胞损伤和死亡。

线粒体是 ROS 生成的主要场所,而 NPs 导致线

粒体等细胞器的损伤也是其产生细胞毒性效应的主

要分子机制[22]。 因此,进一步探讨了 CuO NPs 和

Cu2O NPs 对线粒体的损伤效应。 CuO NPs 和 Cu2O
NPs 均能以剂量依赖的方式导致 A549 细胞线粒体

膜电位的降低。 CuO NPs 和 Cu2O NPs 可通过诱导

线粒体去极化作用,进而导致细胞凋亡,这也是两者

产生细胞毒性的原因之一。 同时,发现 Cu2O NPs
诱导 A549 细胞线粒体去极化的作用明显强于 CuO
NPs,这很可能也是 Cu2O NPs 具有更强细胞毒性作

用的重要原因。
影响金属 NPs 毒性的主要因素有尺寸、形貌、

组分、氧化态以及释放的重金属含量等[22-23]。 从

SEM 可以看到 Cu2O NPs 更接近球形,而 CuO NPs
呈棒状,两者形貌差异可能进一步影响它们进入细

胞的量。 一般来说,NPs 粒径越小,细胞毒性越大。
从水合粒径来看,Cu2O NPs 与 CuO NPs 没有很大

差别,这可能不是导致毒性差异的主要原因。 金属

NPs 毒性与游离态铜离子的关系并无确切结论,仍
存在一定争议。 本研究的结果显示 Cu2O NPs 与

CuO NPs 在细胞培养基中所释放的游离态铜离子

浓度并无显著差别,并且均低于 16 mg·L-1,在该浓

度范围,铜离子并无显著细胞毒性。 但是纳米颗粒

进入细胞后颗粒表面的金属离子以及胞内溶解释放

的铜离子的性质和毒性如何尚不清楚。 此外,水和

粒径检测表明我们所采用的纳米颗粒在水溶液中的

水合半径达到 400 nm,可能通过胞噬作用摄取进入

细胞然后再次溶解产生毒性作用[24]。 因此,后续工

作需重点考察纳米颗粒进入细胞后的状态以及胞内

游离态铜离子的浓度及价态,对于阐明两者毒性差

异的影响因素非常关键。
综上所述,所研究的 Cu2O NPs 对 A549 细胞毒

性作用远大于 CuO NPs,并且与氧化应激和线粒体

功能损伤有关,但是具体是何种因素导致两者毒性

差异仍需进一步深入探究。
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