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四氧化三铁磁性纳米颗粒对人角质形成细胞超微结构的影响

汤　莹，范晓燕，羊富光，林方兴，金　婵，杨勇骥

第二军医大学基础部生物物理学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究四氧化三铁（磁性Ｆｅ３Ｏ４）纳米颗粒对人角质形成细胞（ＨａＣａＴ）超微结构的影响。方法　将不同
浓度的Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒悬液加入培养的 ＨａＣａＴ细胞中，在３７℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中共同孵育４ｈ，收集细胞进行常

规透射电镜制样，在透射电镜下观察纳米Ｆｅ３Ｏ４颗粒进入细胞的方式及细胞超微结构的改变。结果　Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒平
均粒径为１２ｎｍ。在不同浓度下Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒均能以吞噬的方式进入细胞，进入细胞后再从吞噬泡中释出，主要对其附

近的线粒体造成影响，线粒体出现肿胀，线粒体嵴溶解。结论　Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒主要对 ＨａＣａＴ细胞中颗粒附近的线粒体
结构有损伤，且存在浓度依赖性。
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　　纳米颗粒一般是指粒径在１００ｎｍ以下的超微

颗粒。由于其尺寸很小，结构特殊，因此具有许多物

理化学特性，如小尺寸效应、大的比表面积、极高的

反应活性、量子效应等［１２］。磁性纳米颗粒具有超细

粒径、生物相容性和超顺磁性，因而在生物医学领域

中的应用日益增多［３５］。目前磁性纳米颗粒主要应

用于靶点定位给药、细胞标记、细胞和组织定位、转

染、免疫分析及核磁共振成像等生物学领域［６１２］。在

磁性纳米颗粒中，四氧化三铁纳米颗粒（磁性Ｆｅ３Ｏ４）

是最普遍的应用形式。随着纳米材料越来越多的应

用于生物医学领域，它们如何与生命体发生相互作

用以及对生命过程带来何种影响成为当今纳米学科

的研究热点。

　　本实验以人永生化角质形成细胞（ＨａＣａＴ）为对

象，研究不同浓度Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒对细胞超微

结构的影响。

１　材料和方法

１．１　实验材料、试剂与仪器　ＨａＣａＴ购自武汉大

学中国典型培养物保藏中心。Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒

悬液由复旦大学医学院提供，ＭＥＭ 培养液为 Ｇｉｂｃｏ
公司产品，小牛血清购自杭州四季青生物工程材料
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有限公司，胰蛋白酶购于上海博光生物科技有限公

司。实验用主要仪器设备有旋涡混合器（ＶＯＲＴＥＸ

６，海门市其林贝尔仪器制造有限公司）、数控超声波

仪（ＫＱ３００ＤＢ，昆山市超声仪器公司）、超薄切片机

（ＵＣ６，德国Ｌｅｉｃａ公司）；透射电子显微镜（Ｈ７６５０，

日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。

１．２　分散磁性纳米颗粒Ｆｅ３Ｏ４　将Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米

颗粒悬液加入无血清 ＭＥＭ培养液，配制成浓度为２

ｍｇ／ｍｌ的母液，利用数控超声波仪在功率为３００Ｗ、

水温２５～３０℃时将母液超声解聚３次，每次１０

ｍｉｎ［１３］。使 Ｆｅ３Ｏ４ 纳 米 颗 粒 均 匀 分 散 于 培 养

液中。　　
１．３　细胞培养及实验分组　在细胞培养箱３７℃、

５％ＣＯ２的环境下，将接种于直径１０ｃｍ培养皿中的

ＨａＣａＴ细胞培养至对数生长期。然后在这些培养

皿中加入分散后的Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒母液，配制

成终浓度分别为１０、５０、１００和２００μｇ／ｍｌ的４组溶

液；以不加Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒的 ＨａＣａＴ细胞为对照

组，在培养箱内共同孵育４ｈ。

１．４　透射电镜样品制备　将各培养皿中 ＨａＣａＴ细

胞用０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液漂洗３次后，刮下培养皿

中贴壁生长的细胞，并将细胞悬液分别吸入离心管

中，低速离心（１００６×ｇ）收集细胞，加入４％多聚甲

醛固定液固定，４℃过夜。将固定后的 ＨａＣａＴ细胞

离心弃固定液，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液漂洗３次，每次

１５ｍｉｎ，加入血浆后离心，弃上清，再加入戊二醛使

细胞凝块。将细胞块切成１ｍｍ３，经０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
溶液漂洗过夜，１％锇酸后固定。梯度乙醇、丙酮脱

水，浸透后用环氧树脂Ｅｐｏｎ８１２包埋。６０℃聚合４８

ｈ。超薄切片，经醋酸铀硝酸铅双重染色后，在透射

电镜下观察细胞的超微结构。

２　结　果

２．１　Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒在无血清 ＭＥＭ 培养液中

的分散状态　利用本实验室建立的纳米颗粒解聚方

法可以使团聚的纳米材料充分分散。本实验中，在

透射电镜下观察可见处理后Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒的

平均粒径为１２ｎｍ，近球形（图１）。颗粒分散良好，

可满足纳米材料生物学效应的研究。

２．２　Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒对 ＨａＣａＴ细胞超微结构

的影响　对照组中 ＨａＣａＴ细胞形态不规则，细胞膜

光滑完整，有突起。细胞核形状不规则，但大而清

晰，核仁明显；各细胞器结构完整、清晰。粗面内质

网丰富，线粒体数量多，嵴清晰可见；细胞内有少量

空泡（图２Ａ）。

　　１０μｇ／ｍｌ组中，有少量Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒进

入细胞内部。ＨａＣａＴ细胞外形无明显变化，细胞膜

表面的突起无明显增多，胞质内空泡稍多，线粒体无

肿胀，但嵴结构不清晰（图２Ｂ）。

　　５０μｇ／ｍｌ组中，有较多Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒进

入细胞，细胞膜表面的突起增多，胞质内也有较多大

小不等的空泡，线粒体肿胀，部分线粒体嵴溶解（图

２Ｃ）。

　　１００μｇ／ｍｌ组中，细胞内有大量Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米

颗粒，成簇分布，胞质内有较多大空泡，纳米颗粒附

近的线粒体肿胀，嵴溶解（图２Ｄ）。

　　２００μｇ／ｍｌ组中，细胞中有大量Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米

颗粒，胞质内有很多空泡，线粒体极度肿胀，大部分

线粒体的嵴溶解（图２Ｅ）。

图１　Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒在

无血清 ＭＥＭ中的分散状态

Ｆｉｇ１　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＦｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｄｉｓｐｅｒｓｅｄｉｎｓｅｒｕｍｆｒｅｅＭＥＭ
Ｂａｒ＝５０ｎｍ

　　在透射电镜下观察可见，Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒主

要是以吞噬的方式进入 ＨａＣａＴ细胞中（图２Ｅ，白箭

头）。进入细胞的Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒有３种存在状

态：（１）Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒被单层生物膜包裹，纳

米颗粒的数量不等；（２）Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒孤立分

散分布于细胞中，无生物膜包裹；（３）包裹Ｆｅ３Ｏ４磁

性纳米颗粒的单层生物膜缺损，部分纳米颗粒在吞

噬泡外（图２Ｃ）。各实验组中 ＨａＣａＴ细胞的内质网

和细胞核超微结构均无明显变化，高浓度组中细胞

内溶酶体略有增多。
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图２　与Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒共孵育４ｈ后ＨａＣａＴ细胞的透射电镜图像

Ｆｉｇ２　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓ４ｈａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈＦｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
Ａ：ＩｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＨａＣａＴｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｈａｄｓｏｍｅｍｉｃｒｏｖｉｌｌｕｓ．ＴｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｏｆＨａＣａＴｃｅｌｌｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌ；Ｂ：Ｉｎ１０μｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ

ａｆｅｗＦｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｈａｄｎｏｓｗｅｌｌｉｎｇ（↑），ａｎｄｔｈｅｃｒｉｓｔａｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄ；Ｃ：Ｉｎ５０μｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ，

ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｏｍｅＦｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｓｗｏｌｌｅｎ，ａｎｄｔｈｅｃｒｉｓｔａｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄ（↑）；Ｄ：Ｉｎ１００μｇ／ｍｌ

ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅａｌｏｔｏｆＦｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＨａＣａＴｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｏｍｅｖａｃｕｏｌｅｓ；Ｅ：Ｉｎ２００μｇ／ｍｌｇｒｏｕｐ，Ｆｅ３Ｏ４ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎｔｅｒｅｄＨａＣａＴｃｅｌｌｓｂｙｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ（ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗ）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｍａｎｙｖａｃｕｏｌｅｓｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｗｅｒｅｓｗｏｌｌｅｎｗｉｔｈ

ｔｈｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄｃｒｉｓｔａ（↑）．Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｅ：Ｂａｒ＝１μｍ；Ｄ：Ｂａｒ＝２μｍ

３　讨　论

　　Ｆｅ３Ｏ４颗粒的粒径在１００ｎｍ以下时，其理化性

质会发生变化。Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒具有超顺磁性

和良好的生物相容性，在导向药物载体、肿瘤磁过热

疗法、磁共振成像、细胞标记等生物医学中应用越来

越多，因此，Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒制备方法是纳米材

料研究的热点。很多研究关注于Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗

粒的表面修饰［７，１４１５］，以减小其对细胞、组织和机体

的毒性作用。我们认为，研究清楚Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米

颗粒本身对细胞的影响比选择Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒

的表面修饰物更加有针对性。

　　有研究［１６］发现相对于粒径较大的氧化铁纳米

颗粒，粒径较小的氧化铁纳米颗粒对细胞的毒性更

大。本研究中采用Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒的平均粒径

为１２ｎｍ，实验中发现，Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒主要是

以吞噬的方式进入 ＨａＣａＴ细胞。本实验室早前研

究［１７］显示Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒可以直接穿膜进入红

细胞；也有研究报道Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒可以以吞

噬的方式进入间充质干细胞（ＭＳＣ）、ＨｅＬａ细胞和

纤维细胞［１８１９］。由此可见，Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒进入

不同类型细胞的方式不同，表明细胞膜自身的性质

对于磁性纳米颗粒进入细胞的方式也有影响。

　　 经电镜观察发现，Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒与

ＨａＣａＴ细胞共孵育４ｈ时，被吞噬进入 ＨａＣａＴ细

胞的Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒多数仍在吞噬泡中，但也

有一部分纳米颗粒会从破损的吞噬泡膜出来，进而

散在分布于胞浆中。这可能是吞噬泡的空间较小，

纳米颗粒相对较密集，使得吞噬泡中Ｆｅ３Ｏ４磁性纳

米颗粒的总表面能增加，因而对吞噬泡膜的破坏力

增强；也可能是吞噬泡主动释放出纳米颗粒。随着

纳米颗粒的浓度增高，细胞中的空泡也明显增加，但

是内质网、细胞核等细胞器的超微结构无明显变化，

溶酶体略有增多，所以可以推测这些空泡中有部分
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是原来吞噬Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒的吞噬泡，进入细

胞后，又将这些纳米颗粒释放出来，最后就形成了大

小不等的空泡。实验中，还发现吞噬有Ｆｅ３Ｏ４磁性

纳米颗粒的 ＨａＣａＴ细胞中只有线粒体的超微结构

发生了较大变化，出现肿胀，线粒体嵴紊乱不清或溶

解等损伤性改变，这些结果提示线粒体对Ｆｅ３Ｏ４磁

性纳米颗粒的物化特性比较敏感。可以推测，这种

影响仅限于距离这些纳米颗粒较近的线粒体，距离

较远的线粒体的功能基本不受影响，所以细胞中其

他细胞器的结构未见损伤性变化，溶酶体也只是略

有增多。ＨａＣａＴ细胞中线粒体的损伤表现存在浓

度依赖性。

　　本实验结果表明，Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒进入细胞

的方式主要是吞噬作用，进入细胞后再从吞噬泡中

释出。Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒对细胞超微结构的影响

主要是其附近的线粒体，对其他细胞器和远处的线

粒体影响很小。在以后的实验中，可以通过检测细

胞线粒体功能的变化来进一步验证。
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