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　　［摘要］　随着社会经济、科技的发展，纳米材料在各个领域中的应用也越来越广泛，在给人们生活带来便利的同时，纳米

材料的毒性效应也日益受到人们的高度关注。本文就纳米材料的特殊物理化学特性、纳米材料细胞生物毒性的研究方法、纳

米材料对细胞造成的毒性效应等方面，综合阐述几种纳米材料（碳基纳米材料、金属及金属氧化物等）的细胞毒性效应及存在

的问题。最后，展望了该研究方向的研究重点和亟待研究的重要问题，为研究纳米材料的生物安全性提供导向。
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　　随着科技的快速发展，纳米材料（ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌ）因其特

殊性而被广泛应用于化妆品、电学器件、染料、涂料及医药诊

断等各个领域［１３］。纳米材料的大量应用，使人们在工作和

生活中与其接触的机会也越来越多。同时，大气颗粒物中也

包含大量纳米级的颗粒污染物，这些都对人类的健康造成了

威胁，纳米材料的生物安全性问题成为目前各国政府和科学

家们关心的热点问题之一［４６］。

　　２００３年４月，Ｓｃｉｅｎｃｅ和Ｎａｔｕｒｅ相继发表文章［７８］，讨论

纳米材料的生物学效应及对环境和健康的影响问题；２００４年

６月，Ｓｃｉｅｎｃｅ和英国皇家科学院又再次载文［９１０］强调，必须对

纳米材料的安全性问题进行研究。同年１２月，欧洲启动了

《纳米安全综合研究计划》［１１］。我国也于２００６年启动了“人

造纳米材料的安全性研究及解决方案探索”［１２１３］。经过科学

家们几年的研究，纳米材料对生物安全性的评估工作取得一

定的进展［１４１７］，但不能够解决其机制问题，同时不同纳米材

料对生物体的作用也各有差异，同一材料不同构象、粒径对

生物体的作用也各有千秋，因此对于该方面的工作仍需要不

断地推进。本文简要阐述几种纳米材料细胞毒性效应的研

究现状。

１　纳米材料的物理化学特性

　　纳米材料是指物质结构在三维空间中至少有一维的尺

度处于纳米量级（１～１００ｎｍ）或由纳米结构单元构成的材

料。构成纳米材料的基本单位尺度很小，且具有很大的表面

积，使得纳米材料具有不同于宏观尺度材料的许多特殊效

应［８］和物理化学特性［６，１８］。
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１．１　小尺寸效应　纳米粒子的粒径非常小，当与许多物理

特性长度（如光波波长、传导电子的德布罗意波长）相当，甚

至更小时，晶体周期性的边界条件将被破坏，导致其磁性、光

吸收、热、化学活性、催化性和熔点等性质发生变化，表现出

奇异的小尺寸效应。纳米尺寸材料其粒径远小于一般细胞

或者是红细胞的直径。这使得它们有机会进入细胞内，由经

过人体的血液循环，对人体的各个部位造成损伤。

１．２　表面效应　纳米材料的表面效应即纳米颗粒表面原子

数与总原子数之比随纳米微粒尺寸变小而急剧增大，粒子的

表面能及表面张力也随之增加。即纳米粒子的粒径越小，其

表面积越大，表面原子的比例就越高［１９］，表面能就越高。由

于表面缺陷和许多悬挂键，致使表面原子极易与其他原子结

合而稳定下来，具有很高的化学反应活性，这有利于吸收、催

化、烧结等。

１．３　宏观量子隧道效应　隧道效应是指微观粒子具有贯穿

势垒的能力，后来人们发现一些宏观量如磁化强度、磁通量

也具有隧道效应，称之为宏观隧道效应。纳米粒子的隧道效

应特性同量子尺寸效应一起确定了微电子器件的微型化极

限，也限制了信息储存的最短时间。

２　纳米材料的细胞毒性效应研究现状

２．１　细胞毒性效应的研究方法　研究纳米材料对细胞毒性

作用，第一步要解决的问题是明确纳米材料对细胞造成作用

的检测方法问题。与常规材料的生物学效应不同，纳米材料

的生物效应与其物理化学特性有密切的相关，如纯度、粒径、

表面积、结构、团聚程度等等。

　　目前，研究细胞毒性效应的研究方法主要根据细胞膜完

整性、通透性发生改变以及线粒体的活动来进行检测。常用

的方法大致分为三类：第一类是通过细胞存活率判断细胞毒

性大小，如 ＭＴＴ法、ＸＴＴ法、ＷＳＴ１法和ＣＣＫ８法。实验

原理是细胞线粒体内的琥珀酸脱氢酶，可将四唑盐类物质

（如 ＭＴＴ、ＸＴＴ、ＷＳＴ１、ＷＳＴ８等）还原生成有颜色的甲!

（ｆｏｒｍａｚａｎ），然后通过酶标仪在相应波长处读取光密度 Ｄ
值，从而检测细胞毒性大小。其中，ＭＴＴ法［２０２４］是目前纳米

材料细胞毒性检测中最常用的方法，步骤有点烦琐，且 ＭＴＴ
被线粒体内的一些脱氢酶还原生成的ｆｏｒｍａｚａｎ不是水溶性

的，需要有特定的溶解液来溶解，引起实验误差。ＸＴＴ、

ＷＳＴ１和 ＷＳＴ８产生的ｆｏｒｍａｚａｎ都是水溶性的，操作简单

且无误差。ＷＳＴ８产生的ｆｏｒｍａｚａｎ比ＸＴＴ和 ＷＳＴ１产生

的ｆｏｒｍａｚａｎ更易溶解，反应时间也短，实验结果更稳定。第

二类是用锥虫蓝、中性红以及碘化丙啶（ＰＩ）等染料染色，再

结合光学显微镜、酶标仪、荧光显微镜或激光扫描共聚焦显

微镜进行计数或检测，来研究细胞毒性大小。由于成本低，

操作简单，锥虫蓝［２５］、中性红［２６］以及碘化丙啶［２４，２６］染色法

也常用于纳米材料细胞毒性效应的研究。第二军医大学基

础部生物物理教研室在研究过程中采用ＰＩ染色利用激光共

聚焦观察，这样可以有效地研究纳米材料对细胞膜的作用。

第三类是用乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）释放法检测细胞毒性［２７２８］。

乳酸脱氢酶是一种稳定的蛋白质，存在于正常细胞的胞质

中，细胞受损伤或凋亡时释放到细胞外，此时细胞培养液中

ＬＤＨ活性与细胞死亡数目成正比，通过检测细胞培养上清

中ＬＤＨ的活性，可判断细胞受损的程度。此法操作简便快

捷，是常用的研究纳米材料细胞毒性的方法之一。另外，还

可以考虑通过测定蛋白浓度或细胞中ＡＴＰ水平等方法间接

检测纳米材料对细胞器的毒性作用的大小。

　　随着对纳米材料细胞毒性效应机制的深入研究，纳米材

料细胞毒性的研究方法推广至氧化应激反应［６，１４，１８］、基因毒

性等方面。其中，测定谷胱甘肽浓度［８，１４，２９］、ＴＢＡ法测量丙

二醛含量及活性氧的检测［３０］常用于评价纳米材料引起的氧

化应激反应；检测纳米材料对ＤＮＡ潜在毒性的实验方法有

流式细胞术［５］、彗星实验［３１３２］、原子力显微镜［３３］和同步辐

射［３４］等检测手段。由此可见，有关纳米材料细胞毒性效应以

及相关的研究方法比较多，在研究工作中需要采用几种实验

方法相互结合、相互印证，得到可靠的实验结果，有效地评估

纳米材料对细胞毒性的作用。因此，建立适用纳米颗粒对细

胞毒性作用的方法也是目前迫在眉睫的工作。目前，第二军

医大学基础部生物物理教研室在研究过程中主要采用透射

电子显微镜、激光扫描共聚焦显微镜、同步辐射、分子生物学

等检测方法。

２．２　碳基纳米材料的细胞毒性效应　碳基纳米材料包括富

勒烯（ｆｕｌｌｅｒｅｎｅｓ）和碳纳米管（ＣＮＴｓ）两种不同形式的纳米材

料，其中富勒烯是由６０个碳原子组成的碳原子簇结构分子

Ｃ６０，它们是由非平面的五元环、六元环等构成的封闭式空心

球形或椭球形结构的共轭烯；碳纳米管是一维纳米材料，根

据管壁结构中碳原子层数的不同，分为单壁碳纳米管

（ＳＷＮＴｓ，直径０．７～１．５ｎｍ）和多壁碳纳米管（ＭＷＮＴｓ，直

径２～５０ｎｍ）。

　　富勒烯在不同条件下对不同细胞毒性效应的研究确定

些许成果。２００４年，Ｓａｙｅｓ等［３５］研究未经衍生化的Ｃ６０和表

面衍生化的Ｃ６０（ＯＨ）２４对 ＨＤＦ和人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）的影

响，结果显示：未经衍生化的Ｃ６０能够引起人表皮纤维细胞

（ＨＤＦ）和 ＨｅｐＧ２的细胞膜破裂，乳酸脱氢酶的含量升高，而

经过表面衍生化的Ｃ６０（ＯＨ）２４组细胞无明显变化。２００６年，

Ｉｓａｋｏｖｉｃ等［３６］比较研究了 Ｃ６０和［Ｃ６０（ＯＨ）ｎ］纳米材料对

Ｌ９２９小鼠纤维肉瘤细胞、Ｃ６大鼠神经胶质瘤和 Ｕ２５１人神

经胶质瘤细胞的细胞毒性行为，研究纳米颗粒作用２４ｈ后的

细胞存活率，发现１μｇ／ｍｌ的 Ｃ６０可致细胞存活率下降至

２０％以下，而［Ｃ６０（ＯＨ）ｎ］在１０μｇ／ｍｌ的暴露浓度下对细胞

存活率仍无明显影响，当剂量增加至１０００μｇ／ｍｌ时可使细

胞存活率下降至４０％左右，这说明Ｃ６０对肿瘤细胞杀伤力远

远高于［Ｃ６０（ＯＨ）ｎ］。由上述研究可知，同一材料不同结构形

态所引起的细胞生物学效应也存在很大的差异，且影响富勒

烯毒性大小的主要因素有材料经修饰与否、剂量及其细胞的

不同。因此，对于富勒烯对细胞的毒性作用则需要从其材料

本身的特征、其所修饰的物质以及计量等方面去考虑。

　　碳纳米管具有强度高、吸收能力强、热稳定性好和电磁

学等多种特性，已广泛应用于生产、生活中，由它引起生物安

全性的问题，也日渐受到人们高度的关注。２００３年，Ｓｈｖｅｄｏ

ｖａ等［３７］研究未纯化的单壁碳纳米管对人上皮角质细胞

（ＨａＣａＴ）的作用，结果显示：不同浓度的单壁碳纳米管致使
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细胞内自由基介导的氧化加强、细胞存活率降低、细胞形态

也发生变化。２００５年，Ｊｉａ等［２３］的研究结果显示：平均直径

１．４ｎｍ的单壁碳纳米管对肺巨噬细胞的毒性远大于平均直

径为１０～２０ｎｍ多壁碳纳米管，单壁碳纳米管在暴露剂量为

０．３８μｇ／ｃｍ
２时造成巨噬细胞超微结构的严重损伤，而多壁

碳纳米管则当暴露剂量达到３．０６μｇ／ｃｍ
２时才会造成细胞

结构的损伤。相关研究结果［２３，３８］还显示，在单壁碳纳米管和

多壁碳纳米管的计量达到一定值时会诱导细胞凋亡。崔大

祥等［３９］研究了 ＳＷＮＴｓ对人 ＨＥＫ２９３细胞的影响，发现

ＳＷＮＴｓ会使细胞分裂过程停留在 Ｇ１期，引起细胞凋亡，降

低细胞的黏附能力，并呈现良好的剂量效应关系。Ｓｈｉｅ
等［４０］研究结果显示多壁碳纳米管引起ＤＮＡ单链断裂，它的

细胞毒性与长度及金属的纯度无关。Ａｎ等［３３］发现碳纳米管

还结合于ＤＮＡ上，导致 ＤＮＡ的损伤效应。由上述研究可

知，碳纳米管可以引起细胞结构的损伤、存活率下降、细胞内

自由基含量升高以及ＤＮＡ断链等，致使在一定条件下细胞

的凋亡。然后，对细胞的毒性作用与碳纳米管的管壁厚度成

线性关系，即管壁越厚，对细胞的损伤越小。不过对于这些

研究结构也存在争议。Ｓｈｉ等［２８］未发现功能化的单壁碳纳米

管对人早幼粒白血病细胞（ＨＬ６０）的损伤作用；Ｆｉｏｒｉｔｏ等［４１］

也未检测到经化学气相沉积法纯化的单壁碳纳米管对鼠巨

噬细胞（Ｊ７７１）的毒性效应；Ｄｕｍｏｒｔｉｅｒ等［４２］的研究也显示，功

能化碳纳米管能被Ｂ淋巴细胞、Ｔ淋巴细胞和巨噬细胞摄

取，且这些碳纳米管不影响免疫细胞的功能活性。由此可

见，碳纳米管对细胞毒性作用的研究需进一步的开展，不仅

要从纳米材料本身的特性考虑，同时还需考虑不同细胞对碳

纳米管的效应差异。

　　近年来，国内外有关碳基纳米材料细胞毒性的研究已经

广泛地开展。研究过程中暴露了各种问题，尤其是其对细胞

作用的机制问题。为进一步深入研究碳基纳米材料细胞毒

性的机制，应该从研究手段、细胞的选择、化学修饰、真实暴

露等几个方面着手，更为深入地了解其对细胞的毒性作用。

２．３　金属及金属氧化物纳米材料的细胞毒性效应　金属纳

米材料在涂料、化妆品、药物引导等领域的应用尤其广泛。

纳米二氧化钛材料是应用十分广泛的金属氧化物纳米材料

之一。目前，对于纳米二氧化钛对细胞毒性效应的研究更为

系统。首先研究纳米二氧化钛颗粒（ＴｉＯ２ＮＰｓ）与细胞膜的相

互作用。Ｓａｋａｉ等［４３］研究显示，纳米ＴｉＯ２能引起人体膀胱细

胞系细胞内钙离子浓度显著上升。即，当细胞及细胞器中的

膜受到破坏，大量钙离子渗入细胞内。进而引起ＴｉＯ２ＮＰｓ与

进入细胞和细胞器，发生氧化应激反应，造成细胞的深度损

伤，甚至凋亡。Ｇｕｒｒ等［４４］报道纳米ＴｉＯ２颗粒引起人支气管

上皮细胞的氧化损伤，存在着尺寸效应。Ｈｅｉｎｌａａｎ等［４５］研究

了纳米ＴｉＯ２等纳米金属氧化物对细菌细胞的毒性作用，除了

进入细胞内的纳米颗粒引起细胞损伤外，未进入细胞的纳米

材料引起接触部位附近局部环境的改变，这会增加纳米金属

氧化物的溶解或产生损害细胞膜的活性氧物种。Ｒａｈｍａｎ
等［４６］在比较直径２０ｎｍ的ＴｉＯ２颗粒和直径２００ｎｍ的ＴｉＯ２
颗粒对原代大鼠胚胎成纤维细胞的研究中发现：经直径２０

ｎｍ的ＴｉＯ２ＮＰｓ处理后的细胞，其微核数目显著升高，并引起

了细胞凋亡；而直径２００ｎｍ的ＴｉＯ２ＮＰｓ未引起细胞内微核

数目的变化。ＴｉＯ２ＮＰｓ还可以引起 ＤＮＡ 的氧化损伤，使

ＤＮＡ解旋与断裂［４７］；还能结合于ＤＮＡ碱基［３２］中，引起细胞

遗传物质ＤＮＡ的结构和表达。Ｄｕｎｆｏｒｄ等［４８］研究发现含有

纳米ＴｉＯ２（直径２０～５０ｎｍ）的防晒化妆品经紫外线照射后，

会引起细胞内ＤＮＡ的解旋与断裂。Ｗａｍｅｒ等［４９］证实纳米

ＴｉＯ２对 ＲＮＡ的损伤间接影响了细胞遗传信息的表达。另

外，肺泡巨噬细胞是一多功能的间质细胞，具有吞噬、清除异

物和保护肺的功能，是呼吸道的第一道防线。ＴｉＯ２ＮＰｓ对

巨噬细胞的作用是较早开展的研究工作之一，该方面的报道

相当广泛。Ｏｂｅｒｄｏｒｓｔｅｒ等［５０］的结果显示：肺泡巨噬细胞对

直径２５０ｎｍ的ＴｉＯ２ＮＰｓ清除周期是对直径２０ｎｍＴｉＯ２ＮＰｓ
清除周期的３倍。即纳米颗粒的尺寸越小，越难以被巨噬细

胞清除。Ｒｅｎｗｉｃｋ等［５１］研究纳米 ＴｉＯ２对对巨噬细胞株

（Ｊ７７４．２ＭＦ）吞噬能力的影响，其结果显示：直径２９ｎｍＴｉＯ２

ＮＰｓ比直径２５０ｎｍＴｉＯ２ＮＰｓ对巨噬细胞的吞噬能力降低能

力更明显。近年来，研究ＴｉＯ２ＮＰｓ对细胞毒性效应由原先不

同尺寸，过渡到ＴｉＯ２ＮＰｓ本身晶体结构类型的差异；由原来

的细胞水平，渐入到基因水平、蛋白水平。Ｌｉ等［３４］通过皮肤

暴露的方式，研究不同晶体结构的纳米二氧化钛对角化细胞

株（ＨＥＬ３０）的毒性效应，其结果显示锐钛矿型纳米ＴｉＯ２材

料的细胞毒性效应要大于红金石型纳米 ＴｉＯ２材料。Ｗａｎｇ
等［５２］通过嗅球滴注小鼠，研究了锐钛矿型和红金石型纳米

ＴｉＯ２材料的神经毒性，其结果显示，锐钛矿型ＴｉＯ２ＮＰｓ在海

马中的分布更为密集，对记忆系统的损伤更为严重。Ｂｅｒｎａｒ

ｄｅｓｃｈｉ等［５３］利用锥虫蓝排斥法、单细胞凝胶电泳研究了两种

晶相纳米二氧化钛对宽嘴海豚白细胞潜在的毒性效应。这

些研究结果显示，锐钛矿型ＴｉＯ２ＮＰｓ的毒性要远大于金红石

型。相关报道［１４］也显示：锐钛矿型纳米材料通过产生活性

氧物种，对细胞及ＤＮＡ造成损伤；而金红石型ＴｉＯ２ＮＰｓ就

未出现上述现象。上述相关报道从ＴｉＯ２ＮＰｓ的尺度、构象等

方面研究其对细胞的毒性效应，但多种手段的研究并未能解

决最本质的机制问题，因此该方面的工作需要进一步的开

展。第二军医大学基础部生物物理教研室也利用ＴＥＭ、ＳＲ
等各种技术手段作进一步深入的研究。为ＴｉＯ２ＮＰｓ的生物

安全性研究提供可靠地实验依据。

　　对于其他金属及金属氧化物纳米材料的研究也很广泛。

Ｈｕｓｓａｉｎ等［５４］研究不同粒径的多种金属和金属氧化物材料

对大鼠肝细胞（ＢＲＬ３Ａ）的毒性作用，主要材料包括 Ａｇ（１５，

１００ｎｍ）、ＭｏＯ３（１５０ｎｍ）、Ａｌ（１０３ｎｍ）、Ｆｅ３Ｏ４（３０，４７ｎｍ）、

ＴｉＯ２（４０ｎｍ）、ＣｄＯ（１μｍ）、ＭｎＯ２（１～２μｍ）、Ｗ（２７μｍ）。结

果显示，当纳米材料的浓度≥１００μｇ／ｍｌ时肝细胞均出现萎

缩或细胞结构异常，当剂量低于１０μｇ／ｍｌ时并未呈现明显的

毒性效应；同一浓度下不同材料所表现出的细胞毒性也不

同，其中Ａｇ纳米材料的细胞毒性最为显著。Ｃｅｎｇｅｌｌｉ等［５５］

将修饰过的超顺磁性氧化铁纳米颗粒分别作用于大鼠脑血

管内皮细胞（ＥＣ２１９）和小鼠小胶质细胞（Ｎ９和Ｎ１１），通过测

定细胞内铁浓度发现，不同类型的纳米颗粒进入细胞的能力

不一，对细胞造成的损伤也存在明显的差异。Ｋａｒｌｓｓｏｎ等［５］

报道，铁氧化物纳米材料的毒性很小且与颗粒尺寸的大小无
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明显关系。

２．４　大气颗粒物中纳米材料的细胞毒性效应　２００４年，

Ｂｌｏｃｋ等［５６］研究小胶质细胞在纳米尺寸的汽车尾气颗粒

（ＤＨＰ）诱导的多巴胺能神经元退行性中的作用，发现ＤＨＰ
激活了小胶质细胞，产生了自由基，导致多巴胺能神经元的

凋亡。目前，关于大气排放污染物中纳米级颗粒所引起的生

物安全性研究甚少。

３　展　望

　　纳米材料的细胞生物毒性效应研究工作广泛开展，相关

实验现象还需要进一步验证，提供更为可靠的依据，这为今

后的研究提供方向。关于纳米材料细胞生物毒性效应的研

究重点可能为：（１）进一步根据纳米材料的立体效应研究其

细胞毒性效应，提供更为可靠的实验数据；（２）纳米材料的材

料构象不同造成的细胞毒性效应；（３）从分子水平研究纳米

材料的细胞毒性效应；（４）经过各种化学方法修饰后，尽量保

持纳米材料的特性，但使其的细胞毒性效应降到最低。

　　大量研究表明，多种纳米颗粒显示其细胞生物毒性效

应，且这些效应与纳米颗粒的粒径、比表面积、晶体构象、暴

露计量以及暴露方式有关。纳米材料在未进入细胞前，对细

胞的局部环境造成损伤；进入细胞后，对细胞、遗传性都存在

潜在的损伤和危害。因此，对纳米材料的细胞生物安全性评

估成为不可避免的问题。目前，对于纳米材料的安全性评估

还很不完善，但是纳米材料的毒性效应并不是绝对的，可以

通过化学修饰保持纳米材料的优越性又避免其毒性效应，使

其更为安全、广泛地应用于各个领域。
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