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聚苯乙烯微塑料对 Caco-2和 IEC-6细胞的毒效应研究

张文娟，陶嘉雯，马秦龙，罗 燕，余争平，何旻蒂　（陆军军医大学军事预防医学系军队劳动卫生学教研室/电磁辐射医学防

护教育部重点实验室，重庆 400038）

［摘 要］　目的　观察聚苯乙烯微塑料（PS-MPs）对人结肠癌腺细胞 Caco-2和大鼠小肠隐窝上皮细胞 IEC-6的毒效应。方法　

培养 Caco-2 和 IEC-6 细胞后，荧光显微镜观察不同粒径（0. 05 μm、0. 50 μm）、不同浓度（0 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、
80 μg/mL、160 μg/mL、320 μg/mL）的PS-MPs暴露 24 h后进入细胞的情况。CCK-8法和TMA-DPH荧光膜探针检测不同粒径、不同浓

度的 PS-MPs暴露 24 h、48 h、96 h对细胞活力和细胞膜流动性的影响。DCFH-DA 荧光探针检测不同粒径、不同浓度 PS-MPs 暴露

24 h、48 h 对细胞内活性氧（ROS）水平的影响。结果　0. 05 μm、0. 50 μm粒径的 PS-MPs暴露 24 h均可进入Caco-2和 IEC-6细胞。

0. 05 μm、0. 50 μm粒径的PS-MPs均可明显促进Caco-2细胞生长（P<0. 05），抑制 IEC-6细胞生长（P<0. 05），显著增加Caco-2和 IEC-6
细胞中ROS水平（P<0. 05）。但实验所用粒径和浓度的PS-MPs均不影响Caco-2细胞和 IEC-6细胞的细胞膜流动性。结论　PS-MPs
可以进入Caco-2和 IEC-6细胞，通过影响细胞的活力，增加ROS水平，从而发挥其毒效应。
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Toxic effects of polystyrene microplastics on Caco-2 and IEC-6 cells
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College of Preventive Medicine/Key Laboratory of Ministry of Education on Electromagnetic Radiation Protection，Army Medical University， 
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Abstract: Objective　To observe the toxic effects of polystyrene microplastics （PS-MPs） on human colon cancer adenocarcinoma cells 
Caco-2 and rat small intestinal crypt epithelial cells IEC-6. Methods　Caco-2 and IEC-6 cells were cultured and exposed to PS-MPs of two 
sizes （0. 05 μm and 0. 50 μm） at various concentrations （0 μg/mL，10 μg/mL，20 μg/mL，40 μg/mL，80 μg/mL，160 μg/mL，320 μg/mL） for 
24 hours， thereby observing cellular uptake using fluorescence microscopy.  Cell viability was assessed by CCK-8 assay， and cell membrane 
fluidity was detected by the TMA-DPH fluorescent probe after different sizes and concentrations of PS-MPs exposure for 24 hours， 48 hours 
and 96 hours.  Intracellular reactive oxygen species （ROS） levels were detected with the DCFH-DA fluorescent probe after different sizes and 
concentrations of PS-MPs exposure for 24 hours， 48 hours and 96 hours. Results　Both 0. 05 μm and 0. 5 μm PS-MPs were internalized by 
Caco-2 and IEC-6 cells after exposure for 24 hours.  Both sizes of PS-MPs significantly promoted the growth of Caco-2 cells （P<0. 05）， while 
inhibited the growth of IEC-6 cells （P<0. 05），and significantly increased intracellular ROS levels in Caco-2 and IEC-6 cells. However，the tested 
sizes and concentrations of PS-MPs showed no significant effect on the cell membrane fluidity of either Caco-2 or IEC-6 cells.  Conclusion　
PS-MPs can be internalized by Caco-2 and IEC-6 cells， and exerts toxic effects by altering cell viability and increasing ROS levels.
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塑料因具有耐化学腐蚀、价格低、密度低、成形性

好等优点而广泛应用于包装、工业、医药、食品、母婴、

家居等多个领域[1-2]。欧洲塑料制造商协会在 2022 年

发布的报告中指出，截止 2021年，全球塑料产量已达

到 3. 9亿吨，相比 2020年增长了 4%[3]。我国作为全球

塑料包装需求和制造大国，塑料产量接近世界塑料产

量的 1/3，且份额仍在增长[3-4]。高分子塑料的不可降解

性、高消费性和低回收利用性，使得塑料废物在生态

系统中不断积累并对全球环境构成严重的威胁[5]。据

报道，每年仅约 20% 的塑料被回收利用或焚烧处理，

其余均以废物的形式排放到生态系统中，造成了严重

的塑料垃圾污染[6]。

微塑料是塑料在自然条件下降解生成的直径不

等的塑料碎片和颗粒，普遍存在于大气、水、土壤中，

并通过呼吸、饮食、皮肤接触、生物富集等方式进入生

物体，造成组织器官损害[7]。微塑料污染及其对健康
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的潜在危害已成为全世界关注的热点。WHO在2019年
发布的报告中指出，微塑料对人类健康的影响远比想

象的严重，并呼吁各国在减少塑料污染的同时开展进

一步科学研究，以便更加精准地评估人类微塑料的接

触现状及其对人类健康的影响[8]。

微塑料在海产品、自来水、瓶装饮料、血液和粪便

中均可检出，提示肠道已成为生物体微塑料暴露的重

要器官。已有的研究表明，微塑料在小鼠肠道中积累

可导致肠道菌群失调、屏障功能障碍、炎症和代谢紊

乱[9-11]。肠上皮细胞是肠道的主要功能细胞，是肠黏膜

机械、免疫和化学屏障的重要组成部分，一旦受损会

使其通透性增加，导致细菌、内毒素和大分子更易进

入机体，从而影响健康。然而，微塑料对肠上皮细胞

的毒效应数据仍非常有限。Caco-2细胞是一种源自人

类结肠癌的上皮样细胞，体外培养时能够形成极化的

单层，表现出肠道上皮细胞的特征，如微绒毛、紧密连

接和特定酶活性。这些特征使其成为模拟人类肠道

吸收、代谢和屏障功能的理想模型，因而被广泛用于

药物筛选、毒性测试、疾病模型构建、肠黏膜屏障评估

等研究。IEC-6细胞是一种源自大鼠小肠隐窝上皮组

织的细胞系，保留了正常肠道上皮细胞的特性，是评

估药物对肠道上皮的影响、胃肠黏膜损伤机制及肠黏

膜屏障功能的理想模型。本研究将Caco-2、IEC-6细胞

暴露于不同粒径、浓度的聚苯乙烯微塑料（polystyrene 
microplastics，PS-MPs）中，以观察塑料微粒对肠道上皮

细胞的毒效应，为评估微塑料健康风险提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料试剂与仪器

聚苯乙烯荧光微球及无荧光聚苯乙烯塑料微粒

购自天津倍思乐色谱技术开发中心，粒径 0. 05 μm、

0. 50 μm，浓度 100 mg/mL。人结肠癌细胞 Caco-2、大
鼠小肠隐窝上皮细胞 IEC-6购自武汉普诺赛生命科技

有限公司。DMEM 高糖培养基（美国 GIBICO）、青-链
霉素双抗（美国ThermoFisher）、胰蛋白酶消化液（上海

碧云天）、CCK-8试剂盒（日本同仁）；TMA-DPH荧光探

针（美国 MedChemExpress）、DCFH-DA荧光探针（上海

碧云天）、荧光倒置显微镜（型号：Dmi8，德国徕卡）、全

波长酶标仪（型号：INFINITE200，瑞士Tecan）。

1. 2　细胞培养

复苏细胞后，将Caco-2细胞移至DMEM高糖培养

基（含 20% 胎牛血清、1% 青-链霉素双抗、1% 非必需

氨基酸），IEC-6 细胞移至 DMEM 高糖培养基（含 10%
胎牛血清、1% 青-链霉素双抗），并在 37 ℃、5%CO2培

养箱中培养。

1. 3　观察PS-MPs进入细胞的情况

细胞常规培养，待生长融合至 70%~80%，将细胞

以 2×104个/孔的密度接种于 24 孔板内培养过夜。用

完全培养基将 0. 05 μm、0. 50 μm PS-MPs 分别配制成

0 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、80 μg/mL、
160 μg/mL、320 μg/mL的工作液，依次加入 24孔板内。

24 h 后，用预温 PBS 清洗细胞 3 次，荧光显微镜观察

PS-MPs进入Caco-2和 IEC-6细胞的情况。

1. 4　CCK-8法检测细胞活力

细胞常规培养，待生长融合至 70%~80%，将细胞

以 5×103个/孔的密度接种于 96 孔板内培养过夜。用

完全培养基将 0. 05 μm、0. 50 μm PS-MPs 分别配制成

0 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、80 μg/mL、
160 μg/mL、320 μg/mL的工作液，依次加入 96孔板内，

暴露 24 h、48 h、96 h 后，弃去培养基，清洗细胞，各孔

加入 CCK-8 溶液（CCK-8 溶液∶DMEM=1∶10）100 μL，
37 ℃孵育 2~4 h。使用酶标仪在 450 nm波长处测定光

密度（optical density，OD）值，并计算细胞活力。细胞

活力=（实验组 OD 值-阴性对照组 OD 值）/（正常对照

组OD值-阴性对照组OD值）×100%。

1. 5　TMA-DPH荧光膜探针检测细胞膜流动性

细胞培养、接种及PS-MPs暴露方法同前。暴露后

弃去培养基，清洗细胞，加入终浓度为 2 μmol/L 的

TMA-DPH 溶液继续培养 30 min。使用荧光酶标仪测

定荧光度值（激发波长为355 nm，发射波长为430 nm），
以评估细胞膜流动性。

1. 6　 DCFH-DA 检测细胞内活性氧（reactive oxygen 
species, ROS）水平

细胞常规培养，待生长融合至 70%~80%，将细胞

以 5×103个/孔的密度接种于 96 孔板内培养过夜。用

完全培养基将 0. 05 μm、0. 50 μm PS-MPs 分别配制成

0 μg/mL、80 μg/mL、160 μg/mL、320 μg/mL 的工作液，

依次加入 96孔板内暴露 24 h、48 h。弃去培养基，清洗

细胞，加入终浓度为10 μmol/L的DCFH-DA工作液（无

血清培养基稀释），于 37 ℃孵育 20 min。弃去工作液，

无血清培养基清洗细胞 3次，以充分去除未进入细胞

的DCFH-DA。荧光酶标仪测定荧光度值（激发波长为

488 nm，发射波长为 525 nm），以反映细胞内 ROS
水平。
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1. 7　统计学分析

所有毒理学实验均重复 6 次，每次设 3 个复孔。

使用 SPSS 22. 0 软件进行统计学分析，实验数据以均

数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较采用单因素方差分

析（one-way ANOVA）。检验水准 α=0. 05，P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2. 1　PS-MPs进入细胞的情况

不同粒径（0. 05 μm、0. 50 μm）、不同浓度（10 μg/mL、
20 μg/mL、40 μg/mL、80 μg/mL、160 μg/mL、320 μg/mL）
的PS-MPs均可进入Caco-2和 IEC-6细胞，见图1、2。

2. 2　PS-MPs对细胞活力的影响

Caco-2细胞暴露于粒径为0. 05 μm，浓度为160 μg/mL、
320 μg/mL 的 PS-MPs 中 48 h、96 h，细胞活力升高

（P<0. 05）；经粒径为 0. 05 μm的不同浓度PS-MPs处理

24 h，细胞活力无显著变化（P>0. 05），见图3a~c。PS-MPs
粒径为 0. 50 μm 时，Caco-2 细胞暴露于 320 μg/mL 浓

度下 24 h 及 160 μg/mL、320 μg/mL 浓度下 48 h，细胞

活力均升高（P<0. 05）；经粒径为 0. 50 μm的不同浓度

PS-MPs 处理 96 h，细胞活力无显著变化（P>0. 05），见

图 3d~f。IEC-6细胞暴露于粒径为 0. 05 μm、0. 50 μm，

浓度为 320 μg/mL的PS-MPs中 24 h、48 h、96 h，细胞活

力均显著下降（P<0. 05），见图4。

2. 3　PS-MPs对细胞膜流动性的影响

不同粒径（0. 05 μm、0. 50 μm）、不同浓度（0 μg/mL、
10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、80 μg/mL、160 μg/mL、
320 μg/mL）的PS-MPs暴露不改变Caco-2及 IEC-6细胞

膜流动性（P>0. 05），见图5、6。
2. 4　PS-MPs对细胞内ROS水平的影响

PS-MPs 粒径为 0. 05 μm 时，Caco-2 细胞暴露于

160 μg/mL 浓度下 48 h，320 μg/mL 浓度下 24 h、48 h，
ROS 水平均升高（P<0. 05）；PS-MPs 粒径为 0. 50 μm
时，Caco-2 细胞暴露于 160 μg/mL、320 μg/mL 浓度下

24 h、48 h，ROS水平均升高（P<0. 05）。PS-MPs粒径为

0. 05 μm时，IEC-6细胞暴露于 160 μg/mL浓度下 24 h，
320 μg/mL浓度下24 h、48 h，ROS水平均升高（P<0. 05）；

黄色箭头：进入细胞中的PS-MPs
图1　不同粒径、不同浓度PS-MPs进入Caco-2细胞的情况
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黄色箭头：进入细胞中的PS-MPs
图2　不同粒径、不同浓度PS-MPs进入 IEC-6细胞的情况

a~c：Caco-2 细胞暴露于 0.05 μm 粒径、不同浓度 PS-MPs 下 24 h、48 h、96 h 的细胞活力变化；d~f：Caco-2 细胞暴露于 0.50 μm 粒径、不

同浓度PS-MPs下24 h、48 h、96 h的细胞活力变化    **：与0 μg/mL比较，P<0.01；***：与0 μg/mL比较，P<0.001
图3　不同粒径、不同浓度PS-MPs暴露对Caco-2细胞活力的影响
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PS-MPs粒径为0. 50 μm时，IEC-6细胞暴露于160 μg/mL
浓度下 48 h，320 μg/mL浓度下 24 h、48 h，ROS水平均

升高（P<0. 05），见表1。
3　讨论

环境塑料垃圾污染日趋严重，使得微塑料污染及

其对人类健康的潜在危害受到广泛关注。研究表明，

微塑料可以通过污染人类食物链，在肠道、肝、肾、肌

肉等中积累[12]。动物实验结果也表明，PS-MPs可在暴

露小鼠的心、肝、脾、肺、肾、脑、大肠、小肠、子宫、卵巢

和血液中积累[13]，且其组织积累动力学和分布模式明

显依赖于微塑料颗粒的大小[14]。肠上皮细胞作为肠道

a~c：IEC-6 细胞暴露于 0.05 μm 粒径、不同浓度 PS-MPs 下 24 h、48 h、96 h 的细胞活力变化；d~f：IEC-6 细胞暴露于 0.50 μm 粒径、不同

浓度PS-MPs下24 h、48 h、96 h的细胞活力变化    **：与0 μg/mL比较，P<0.01；***：与0 μg/mL比较，P<0.001
图4　不同粒径、不同浓度PS-MPs暴露对 IEC-6细胞活力的影响

a~c：Caco-2 细胞暴露于 0.05 μm 粒径、不同浓度 PS-MPs 下 24 h、48 h、96 h 的细胞膜流动性变化；d~f：Caco-2 细胞暴露于 0.50 μm 粒

径、不同浓度PS-MPs下24 h、48 h、96 h的细胞膜流动性变化

图5　不同粒径、不同浓度的PS-MPs暴露对Caco-2细胞膜流动性的影响
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的主要功能细胞及肠黏膜机械、免疫和化学屏障的重

要组成部分，是微塑料暴露致肠道损伤的重要靶标。

观察微塑料对人肠道上皮细胞的毒效应，对进一步评

估微塑料暴露对人类健康的影响具有重要意义。然

而，微塑料对人肠上皮细胞的毒效应研究仍非常

有限。

既往研究显示，Caco-2 细胞可以摄入不同粒径

（300 nm、500 nm、1 mm、3 mm、6 mm）的 PS-MPs，且对

上述不同粒径的微塑料摄入率分别为 73%、71%、

49%、43% 和 30%[15]。本研究通过细胞毒性实验观察

不同粒径、不同浓度PS-MPs对Caco-2、IEC-6细胞的毒

效应发现，不同粒径、不同浓度的 PS-MPs 均可进入

Caco-2 和 IEC-6 细胞中。有研究发现，聚苯乙烯纳米

塑料可通过巨胞饮作用和网格蛋白介导的内吞作用

被Caco-2细胞吸收，并诱导Caco-2细胞间紧密连接的

中断[16]。Mattioda等[17]发现，PS-MPs暴露 6 h、24 h、48 h
均可显著增加人直肠癌细胞HRT-18和小鼠直肠上皮

细胞CMT-93的细胞毒性。Wu等[18]的研究显示，0. 1 μm
和 5. 0 μm 粒径的 PS-MPs 对 Caco-2 细胞的活力、膜完

整性和流动性均表现出低毒性。本研究结果显示，

0. 05 μm、0. 50 μm 的 PS-MPs 暴露可使 Caco-2 细胞活

力升高，IEC-6 细胞活力降低；不同粒径、不同浓度的

PS-MPs暴露不会改变 Caco-2和 IEC-6细胞膜流动性，

与上述研究结果略有不同，这可能是实验条件有所差

别导致。当前研究结果显示，PS-MPs可通过改变细胞

膜脂质排列，增加膜张力，破坏线粒体功能和抗氧化

功能，使得原本被限制在膜内的 ROS 大量泄漏[19-21]。

南京大学张宴团队发现，塑料微粒（粒径 5 μm，浓度

50 μg/L、100 μg/L）暴露 21 d可使斑马鱼肠道出现炎症

及氧化应激反应[22]，PS-MPs（粒径 0. 2 μm、1. 0 μm、

a~c：IEC-6 细胞暴露于 0.05 μm 粒径、不同浓度 PS-MPs 下 24 h、48 h、96 h 的细胞膜流动性变化；d~f：IEC-6 细胞暴露于 0.50 μm 粒径、

不同浓度PS-MPs下24 h、48 h、96 h的细胞膜流动性变化

图6　不同粒径、不同浓度的PS-MPs暴露对 IEC-6细胞膜流动性的影响

表1　不同粒径、不同浓度PS-MPs暴露对Caco-2和 IEC-6细胞ROS水平的影响（x̄±s）

PS-MPs粒径

0. 05 μm

0. 50 μm

细胞

Caco-2

IEC-6

Caco-2

IEC-6

暴露时间

24 h
48 h
24 h
48 h
24 h
48 h
24 h
48 h

PS-MPs浓度

0 μg/mL
2 585. 8±88. 1
2 611. 4±19. 7
2 563. 5±53. 3
3 205. 4±27. 6
2 314. 0±16. 9
2 163. 0±65. 5
2 813. 0±33. 0
2 670. 9±28. 2

80 μg/mL
2 635. 1±78. 0
2 651. 5±24. 0
2 458. 1±38. 7
3 244. 8±47. 4
2 412. 5±30. 4
2 061. 4±62. 1
2 801. 1±36. 8
2 688. 7±32. 2

160 μg/mL
2 680. 8±77. 3
2 758. 0±27. 8**

2 904. 8±42. 0***

3 284. 0±229. 9
2 677. 5±35. 3***

2 540. 9±80. 0**

2 942. 7±41. 9
2 764. 1±25. 6**

320 μg/mL
2 848. 9±73. 7*

2 933. 5±26. 4**

2 883. 6±40. 3***

3 477. 2±32. 0***

2 873. 9±13. 3***

2 716. 8±71. 1***

3 075. 9±39. 3**

2 885. 2±25. 3***

*：与0 μg/mL比较，P<0. 05；**：与0 μg/mL比较，P<0. 01；***：与0 μg/mL比较，P<0. 001
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5. 0 μm）暴露 28 d可诱导小鼠结肠发生氧化应激和炎

症反应，使 Caco-2 细胞中 ROS 水平升高[23]。本研究

ROS水平检测结果显示，不同粒径（0. 05 μm、0. 50 μm）、
不同浓度（160 μg/mL、320 μg/mL）PS-MPs 暴露可使

Caco-2、IEC-6细胞中ROS水平显著升高。

综上所述，Caco-2、IEC-6细胞暴露于不同粒径、不

同浓度的 PS-MPs 中可产生不同程度的细胞毒性，但

PS-MPs 暴露如何引起肠上皮细胞毒性还需进一步

研究。
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