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纳米银对体外培养细胞附着形态

及膜功能的影响
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摘要：通过研究纳米银的急性细胞毒性及其对体外培养的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）和人脐

动脉平滑肌细胞（ＨＵＡＳＭＣ）附着形态、膜流动性和膜完整性的影响，初步探讨了纳米银的生物

安全性．实验结果表明：浓度为０．００３９～０．５ｍｇ／ｍＬ的纳米银没有急性细胞毒性，但会影响细

胞的附着形态，使细胞变小变圆，附着性变差；纳米银聚集沉积在细胞膜周围，影响细胞膜的流

动性和细胞膜的完整性，从而产生一定的细胞毒性．
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纳米银因具有优异的抗菌活性，被越来越多地作为抗菌材料用于医用产品［１］．近年来，
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纳米银在医学领域的应用已经成为研究的热点，新型的纳米银抗菌纤维、纳米银敷料、纳米

银凝胶、纳米银骨水泥、纳米银烧烫伤贴、纳米银妇科产品及计生用品等不断被开发出

来［１３］．与此同时，对它的生物安全性也逐渐引起人们的关注．现有实验结果表明，纳米银及

其相关医疗产品属于无毒物质［４６］．但医学生物领域中，纳米银材料常常直接与人体的血液

系统接触．如纳米银凝胶直接用于烧伤创面，与创面的血液、体液直接接触；含纳米银的骨水

泥或涂层纳米银的关节假体都可直接植入人体内与血液系统或淋巴系统直接相连［７］．这些

产品中载带的纳米银很有可能通过血管内皮细胞和血管平滑肌细胞进入人体血液循环系

统，进而在人体内深部蓄积，产生一系列不良的生物学效应［３，８］．因此，研究纳米银与人血管

内皮细胞以及平滑肌细胞的相互作用，探讨纳米银对人体内皮细胞和平滑肌细胞的细胞毒

性及其机制，从而进一步确认纳米银对人体的使用安全性具有重要的意义．

在纳米银的毒性研究实验报道中，大多利用相关细胞增殖情况予以评价，如果细胞的增

殖受到影响则认为具有一定的细胞毒性，而对于细胞毒性的具体表现和毒性机理讨论较少．

仅有Ｃａｒｌｓｏｎ等人
［９］指出，大小为１５ｎｍ的纳米银粒子会使巨噬细胞的活性氧（ＲＯＳ）水平

增高，谷胱甘肽（ＧＳＨ）水平降低；表明细胞遭受到氧胁迫，最终导致细胞死亡．在本文的前

期增殖实验也发现，纳米银对体外培养的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）和人脐动脉平滑肌

细胞（ＨＵＡＳＭＣ）的增殖都有抑制作用．且两种细胞对纳米银的增殖响应规律不同：较高浓

度（０．１２５～０．２５ｍｇ／ｍＬ）的纳米银对 ＨＵＶＥＣ增殖的抑制大于 ＨＵＡＳＭＣ，而较低浓度

（０．０６２５ｍｇ／ｍＬ）的纳米银正好相反．这说明纳米银具有一定的细胞毒性，且对不同细胞的

作用有可能不完全相同，需要作进一步的分析与研究．因此，为了进一步探讨纳米银影响细

胞增殖的机制，本文从急性细胞毒性、细胞附着形态和膜功能几个方面研究了不同浓度的纳

米银对体外培养的血管内皮细胞和血管平滑肌细胞的毒性影响，以进一步为纳米银的毒性

机制提供实验依据．

１　材料与方法

１．１　实验材料

纳米银溶液（上海沪正纳米科技有限公司，ＴＥＭ 测得粒径范围为：１５～２５ｎｍ，平均粒

径约为２０ｎｍ）；人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ，上海午立生物技术有限公司）；Ｆ１２Ｋ培养基

（ＮＵＴＲＩＥＮＴＭＩＸＴＵＲＥＦ１２ＨＡＭＫＡＩＧＨＮ’Ｓ，Ｓｉｇｍａ）；人脐动脉平滑肌细胞（ＨＵＡ

ＳＭＣ，ｓｃｉｅｎｃｅ１１）；ＳＭＣＭ培养基（ｃａｔ．ｎｏ．１１０１，上海麦莎生物有限公司）；胎牛血清（ＦＢＳ，

杭州四季青）；１，６二苯基１，３，５己三烯（ＤＰＨ，Ｓｉｇｍａ），ＮＡＤＨ（Ｓｉｇｍａ）；丙酮酸钠（Ａｍｒｅｓｃｏ）．

１．２　实验仪器

Ｄ／ｍａｘ２５５０型Ｘ射线衍射仪（ＸＲＤ），３１８ＭＣ型多功能酶标仪，日立ＪＥＭ２１００透射

电子显微镜，日立Ｆ４５００荧光分光光度计，奥林巴斯ＩＸ７０荧光显微镜．

１．３　细胞培养

ＨＵＶＥＣ培养于含１０％ＦＢＳ的Ｆ１２Ｋ培养液中，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱内常规传代

培养．取生长状态良好的细胞进行实验．

ＨＵＡＳＭＣ培养于含２％ ＦＢＳ，１％双抗，１％生长因子的ＳＭＣ培养液中，３７℃，５％

ＣＯ２ 培养箱内常规传代培养．取生长状态良好细胞进行实验．
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１．４　纳米银的急性细胞毒性

采用ＬＤＨ方法测量纳米银的细胞毒性
［１０］．实验中ＬＤＨ 反应液的配制参照文献进

行［１１］，ＨＵＶＥＣ和 ＨＵＡＳＭＣ（１×１０６ 个／ｃｍ２）均匀接种５ｈ后，加入不同浓度的纳米银

（０．００３９～０．５ｍｇ／ｍＬ）作用２ｍｉｎ，２ｈ，４ｈ，６ｈ和８ｈ后，吸取一定量的培养液与ＬＤＨ反

应液反应，多功能酶标仪动态检测３４０ｎｍ处吸光度值变化，按文献报道的方法计算ＬＤＨ

活性［１１］．以不加纳米银的正常细胞为对照组．

１．５　纳米银对细胞附着形态的影响

上述两种细胞１×１０６ 个／ｃｍ２ 均匀接种于常规培养５ｈ待细胞正常后换新鲜的含有不

同浓度（０．５～０．０１５６２５ｍｇ／ｍＬ）纳米银的培养液中，继续培养４ｈ，用荧光显微镜观察与银

作用前后细胞形态的变化，并拍照记录．对照组为不加纳米银的正常细胞组．

１．６　纳米银对细胞膜的影响

以ＤＰＨ（１，６二苯基１，３，５己三烯）为荧光探针，采用荧光偏振法检测纳米银对细胞膜

流动性的影响［１２］．纳米银作用于细胞后，用０．２５％的胰酶消化细胞，１５００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ

收集细胞，用４ｍＬｐＨ７．０的ＰＢＳ缓冲液洗涤，离心，弃上清，加入３ｍＬＤＰＨ 使用液

（ＤＰＨ先用四氢呋喃配成２×１０３ｍｏｌ／Ｌ母液，避光４ ℃保存，使用时用 ＰＢＳ稀释成

２×１０６ｍｏｌ／Ｌ），置于３７℃培养箱中温浴３０ｍｉｎ，重复离心分离操作，将收集到的细胞悬浮

在３ｍＬＰＢＳ溶液中，用荧光分光光度计测定已用ＤＰＨ标记的细胞的荧光强度，计算荧光

偏振和细胞膜的流动性［１３］．荧光分光光度计的主要参数设置如下，激发光３６２ｎｍ，发射光

４３２ｎｍ，狭缝５．０ｎｍ．

用透射电镜观察纳米银对细胞膜完整性的影响．细胞与纳米银作用后，消化离心收集细

胞，经２．５％的戊二醛固定，Ｓｐｕｒｒ树脂包埋，超薄切片机切片，醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色，

然后ＪＥＭ２１００透射电镜观察和拍照．

２　实验结果与讨论

２．１　纳米银的急性细胞毒性实验结果

ＬＤＨ（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，一旦细胞膜受

损或细胞死亡，ＬＤＨ即被释放到细胞外，通过检测细胞培养上清液中ＬＤＨ的活性，可以

计算出细胞的死亡率．生物材料常用此法判定材料的急性细胞毒性．表１和表２分别为一

定浓度的纳米银与内皮细胞和平滑肌细胞作用一定时间后，培养基中ＬＤＨ活性值的测

量结果，对照组均为不加纳米银的正常细胞组．与对照组相比，加入不同浓度纳米银的内

皮细胞实验组和平滑肌细胞实验组在各个时间点测得的ＬＤＨ 活度值均没有显著差异

（内皮细胞实验组犘值分别为０．７５２，０．７８４，０．７２４，０．７４２，０．８６７和０．９６１；平滑肌细胞

实验组犘值分别为０．７７４，０．９８８，０．８５５，０．９２０和０．７７９）．这表明在８ｈ以内所有实验浓

度下的纳米银都不会导致内皮细胞和平滑肌细胞急性毒性死亡，实验浓度范围内纳米银

不具有急性细胞毒性．

２．２　纳米银对细胞附着形态的影响结果

图１是奥林巴斯ＩＸ７０倒置荧光显微镜放大１００倍观察的细胞形态．与纳米银作用前，

所有内皮细胞与平滑肌细胞的附着形态均与图１ａ和Ａ所示的正常细胞形态相同．加入不
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同浓度的纳米银后，两种细胞的附着形态都不同程度的变化，总的趋势是随着纳米银浓度的

增加，细胞的形态变差，细胞分别由正常的梭形和纺锤形向圆形变化，细胞的附着面积也趋

向于减小，表明细胞未能正常铺展．

表１　纳米银与内皮细胞作用后的犔犇犎活性测量结果（狀＝５，狓
—
±狊）

Ｔａｂ．１　ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＵＶＥＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＡｇｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｄｉｕｍ（狀＝５，狓
—
±狊）

ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ

ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ／（ｍＵ·ｍＬ１）

２ｍｉｎ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ

Ａｇ（０．５ｍｇ／ｍＬ） ０．０２０±０．００２ ０．００７±０．０００ ０．０２０±０．００１ ０．０１５±０．００１ ０．０１０±０．００１

Ａｇ（０．２５ｍｇ／ｍＬ） ０．０２２±０．００１ ０．００８±０．００１ ０．０１８±０．００１ ０．０１４±０．００１ ０．０１０±０．００１

Ａｇ（０．１２５ｍｇ／ｍＬ） ０．０２３±０．００１ ０．００７±０．００１ ０．０１６±０．００１ ０．０１４±０．００１ ０．０１１±０．００１

Ａｇ（０．０６２５ｍｇ／ｍＬ） ０．０２２±０．００１ ０．００８±０．００１ ０．０１９±０．００１ ０．０１４±０．００２ ０．０１０±０．００２

Ａｇ（０．０３１２５ｍｇ／ｍＬ） ０．０２１±０．００６ ０．００８±０．００１ ０．０１８±０．００１ ０．０１５±０．００１ ０．０１０±０．００１

Ａｇ（０．０１５６ｍｇ／ｍＬ） ０．０２１±０．００２ ０．００８±０．００１ ０．０１７±０．００１ ０．０１５±０．００１ ０．０１１±０．００１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０２１±０．００１ ０．００８±０．００１ ０．０１６±０．００１ ０．０１４±０．００１ ０．０１１±０．００１

表２　纳米银与平滑肌细胞作用后的犔犇犎活性测量结果（狀＝５，狓
—
±狊）

Ｔａｂ．２　ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＵＡＳＭＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＡｇｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｄｉｕｍ（狀＝５，狓
—
±狊）

ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ

ＬＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ／（ｍＵ·ｍＬ１）

２ｍｉｎ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ

Ａｇ（０．２５ｍｇ／ｍＬ） ０．０１３±０．００１ ０．０２２±０．００１ ０．００８±０．００１ ０．０１５±０．００２ ０．０１２±０．００１

Ａｇ（０．０６２５ｍｇ／ｍＬ） ０．０１５±０．０００ ０．０２１±０．００１ ０．００９±０．０００ ０．０１３±０．００１ ０．０１３±０．００１

Ａｇ（０．０１５６ｍｇ／ｍＬ） ０．０１４±０．００２ ０．０２３±０．００２ ０．０１０±０．００１ ０．０１４±０．００１ ０．０１３±０．０００

Ａｇ（０．００７８ｍｇ／ｍＬ） ０．０１５±０．００３ ０．０２２±０．０００ ０．００９±０．０００ ０．０１４±０．０００ ０．０１４±０．００２

Ａｇ（０．００３９ｍｇ／ｍＬ） ０．０１４±０．００１ ０．０２３±０．００１ ０．００９±０．００１ ０．０１４±０．００１ ０．０１３±０．００１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０１５±０．００１ ０．０２２±０．００１ ０．０１０±０．００１ ０．０１５±０．００１ ０．０１３±０．００１

其中，在低浓度条件下（见图１中ｂ－ｄ和Ｂ－Ｄ），纳米银首先在细胞表面团聚和吸附，

随着浓度增加，纳米银开始在细胞间团聚，且随着浓度的增加，团聚变得越来越严重．总的看

来，在同浓度条件下，平滑肌细胞实验组中纳米银的团聚现象比内皮细胞实验组严重．在高

浓度条件下（见图１中ｅ－ｆ和Ｅ－Ｆ，黑色部分为团聚的纳米银），两种细胞中纳米银的团聚

都非常严重，细胞表面几乎全部被纳米银覆盖，以致于无法获得细胞形态信息．两种细胞培

养环境中纳米银的团聚程度不一样，这可能与两种细胞所使用的培养基成分有关，ＨＵＶＥＣ

体外培养所使用的Ｆ１２Ｋ培养基中含有１０％的ＦＢＳ，而 ＨＵＡＳＭＣ体外培养所使用的

ＳＭＣＭ培养基中只含有２％的ＦＢＳ，血清能溶解纳米银，包覆在纳米银颗粒表面，对纳米银

颗粒的分散起着保护作用［１４］，由于ＨＵＶＥＣ中含有较多ＦＢＳ，其对纳米银的分散保护作用

也较强，因此ＨＵＶＥＣ培养基中纳米银的团聚比 ＨＵＡＳＭＣ中严重．纳米银团聚和吸附在

细胞周围，会影响细胞的正常附着形态，这可能是在可见细胞的纳米银浓度条件下，平滑肌

细胞附着形态差于内皮细胞，导致低浓度下平滑肌细胞增殖受到的影响比内皮细胞大的原因

之一．

细胞表面黏附分子和细胞骨架是影响血管细胞附着、变形和游走的分子基础，在此基础

上血管细胞才能维持正常的形态，并发挥迁移、增殖等功能［１５，１６］．肌动蛋白是细胞骨架的主

要组成成分，参与细胞形态维持、细胞间紧密连接，且与细胞外基质附着有关．加入纳米银

后，细胞附着形态改变的原因可能是因为纳米银吸附和沉积在细胞膜周围，影响了细胞表面
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粘附分子的表达，也可能是因为纳米银影响了肌动蛋白的装配，使细胞膜附近的肌动蛋白纤

维解聚成肌动蛋白单体，这两各方面都有会导致细胞原黏附机制丧失，细胞骨架重组，细胞

形态发生改变，最并终导致细胞附着性能改变，进而影响细胞的后续增殖．

图１　内皮细胞、平滑肌细胞与不同浓度纳米银接触培养后的细胞形态照片（×１００）

Ｆｉｇ．１　ＩｍａｇｅｓｏｆＨＵＶＥＣａｎｄＨＵＡＳＭＣａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｅｄｔｏｓｉｌｖｅｒｎａｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｄｉｕｍｆｏｒ４ｈ（×１００）

注：ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ表示加０．０，０．０１５６２５，０．０３１２５，０．０６２５，０．１２５，０．２５ｍｇ／ｍＬ纳米银４ｈ后的内皮细胞组；

Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ表示加０．０，０．０１５６２５，０．０３１２５，０．０６２５，０．１２５，０．２５ｍｇ／ｍＬ纳米银４ｈ后的平滑肌细胞组；

“”指向吸附和集聚在细胞周围的纳米银颗粒

２．３　纳米银对细胞膜流动性的影响结果

图２为不同浓度的纳米银与内皮细胞、平滑肌细胞作用４ｈ之后，两种细胞膜流动性的

计算结果，每组数据测量１０次取平均值进行计算，共重复３次实验．由图中可以看出：随着
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培养基中纳米银剂量的增加，细胞的膜流动动性呈非线性变化，但总体呈下降趋势．纳米Ａｇ

浓度较低时，与对照组相比，平滑肌细胞膜流动性下降更明显，这与低浓度时观察到平滑肌

细胞附着形态更差一致；纳米Ａｇ浓度较高时，内皮细胞的膜流动性下降更明显．由图２可

以看到：当培养基中纳米银浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ时，内皮细胞的膜流动性降为最低，平滑肌

细胞的膜流动性反而较高．当培养基中纳米银浓度为０．０６２５ｍｇ／ｍＬ时，平滑肌细胞的膜

流动性降低较内皮细胞更为明显，这与我们前期增殖实验中不同浓度的纳米银对两种细胞

的不同增殖响应是一致的，说明细胞膜流动性的下降可能是导致纳米银产生细胞毒性使细

胞的增殖受到抑制的原因之一．

图２　纳米银对内皮细胞和平滑肌细胞膜流动的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｆｌｕｉｄｉｔｙ

由膜流动性的实验结果可知，加入纳米银后，两种细胞的膜流动性均明显减小．影响膜

流动性的可能性原因有三种：一，由于纳米银颗粒团聚和吸附在细胞膜的周围，使细胞膜两

侧的膜电位发生改变，从而搅乱了细胞膜与外界环境交换信息、输送能量的正常功能，使得

细胞膜流动性减小；二，细胞膜上的蛋白质在纳米银的作用下，其构象可能会发生变化，甚至

导致蛋白质部分变性［１７］，这种局部变性作用可能也是导致膜流动性减小的另一原因；三，细

胞和纳米银作用后，可能会造成细胞膜的通透性的改变，导致有的地方膜孔变大，有的地方

膜孔变小，破坏了细胞膜原有的正常流动机制［１２］，从而导致膜流动性的下降．

由于细胞膜流动性下降，膜粘度增加，可能导致附着在其上的酶失去活性，从而引起细

胞代谢功能发生紊乱，进而影响细胞的增殖．因此纳米银对细胞膜流动性的影响也可能成为

影响细胞增殖的另一因素．

２．４　透射电镜观测纳米银对细胞膜完整性的影响

图３是平滑肌细胞与０．２５ｍｇ／ｍＬ的纳米银接触培养２４ｈ后的透射电镜照片，实验中

发现当纳米银与细胞接触培养４，６和８ｈ时，采用ＴＥＭ观察发现对细胞的膜完整性无显著

影响，但由图３中与纳米银接触培养２４ｈ后的细胞透射电镜照片可以看出：在含有纳米银

的培养基中培养２４ｈ后，纳米银会聚集在细胞膜的周围（见图３ａ）并与细胞膜发生作用，使

细胞膜结构变得不是十分平滑完整（如图中箭头所指部分），图３ｂ部分地方出现明显的细胞

膜破损现象，纳米银可能会通过破损的细胞膜进出到细胞中．如图３ｂ所示，细胞膜局部凹

陷，纳米银团簇在细胞膜已破损的凹陷部位，有可能进一步扩散到细胞质中，但也有可能是
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已进入细胞的纳米银随细胞膜的破裂而被排出细胞外．实验中观察到了细胞质内有团簇的

纳米银存在（见图３ｃ），其电子衍射花样表明，该处为多晶结构的银．但是不能确定纳米银是

如何进入细胞部的．尽管有文献报导说纳米颗粒会以胞吞的形式进入细胞内部
［１８］，但由于

实验中没有观察到吞饮小泡，因此不能确定纳米银是否以胞吞的形式进入，还是以通过破损

的细胞膜进入．进入细胞的纳米银存在于细胞质中，在细胞核及细胞器中并未发现纳米银颗

粒的存在（见图３ｄ），这些部位的电子衍射花样均为非晶结构的晕环，说明不存在具有晶格

结构的银颗粒．

图３　平滑肌细胞与０．２５ｍｇ／ｍＬ的纳米银接触培养２４ｈ后的透射电镜照片

Ｆｉｇ．３　ＴＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＨＵＡＳＭＣｃｏｎｔａｃｔｅｄｗｉｔｈ０．２５ｍｇ／ｍＬｏｆｓｉｌｖｅｒｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ

注：“”示意纳米银颗粒

此外，实验中发现当纳米银与细胞作用８ｈ以内纳米银并未对细胞膜造成破坏，这和前

面所做的ＬＤＨ急性细胞毒性实验结果吻合，但作用２４ｈ后，纳米银会影响细胞膜的完整

性，继而引起细胞的死亡．其破坏原因，可能是因为纳米银聚集吸附在细胞表面，与细胞膜或

膜蛋白质发生作用，改变膜流动性，并造成对细胞膜的破坏［１２］；也可能是因为纳米银吸附和

聚集在细胞表面，影响了补体调节蛋白与膜上受体的结合，使得细胞膜上补体调节蛋白对补

体蛋白分子聚合的抑制作用减弱，因此补体蛋白会在细胞膜上大量聚合，形成膜攻击复合

体，膜攻击复合体会导致细胞膜磷脂双层中小孔的形成，多重补体蛋白的交联聚合会扩大这

个孔，导致膜完整性的破坏和细胞死亡［１９］．纳米银会进入细胞，并对细胞膜造成损失，也体

现了纳米银具有一定的细胞毒性．

３　结　　论

上述实验结果表明：０．００３９～０．５ｍｇ／ｍＬ浓度范围内的纳米银，没有急性细胞毒性，
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不会导致细胞的急性死亡，但与细胞接触一段时间后，会产生一定的细胞毒性，主要表现为：

细胞的附着形态变得异常，细胞的膜流动性下降，细胞的膜完整性遭到了破坏，并且纳米银

对细胞这三方面的影响与纳米银浓度之间呈非线性变化关系．纳米银对细胞附着形态、膜流

动性和膜完整性的影响，是导致细胞的后续增殖受到抑制的可能机理，也是纳米银的毒性表

现之一．

需要指出的是，由于整个实验是在体外培养细胞的基础上进行的，与实际的体内情况可

能会有一定的差异性，有些影响不一定会在体内实验中显现，如细胞的附着．但是体外实验

仍能在一定程度上说明纳米银对细胞的影响途径，例如纳米银会与对细胞膜产生影响，使细

胞形态的发生变化，细胞膜受到损害等．体内与体外实验的差异性还有待进一步的研究．此

外，根据本文的体外实验结果，下一步的研究计划拟针对纳米银对细胞膜的影响机制展开．
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