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摘要  系统地研究了纯硅纳米颗粒(SiNP)、磷酸化硅纳米颗粒(PO4NP)和氨基化硅纳米颗粒(NH2NP)与
人皮肤角质形成细胞系(HaCaT)的生物效应. 考查了 3种不同功能化基团修饰的硅纳米颗粒对HaCaT细
胞的细胞黏附效率、细胞增殖及细胞周期的影响, 以及 HaCaT细胞对 SiNP, PO4NP和 NH2NP的吞噬情
况. 结果表明: SiNP, PO4NP以及 NH2NP 3种颗粒对 HaCaT细胞的影响均存在浓度依赖关系, 当 3种不
同功能化基团修饰的硅纳米颗粒在细胞培养液中的终浓度低于 0.2 µg/µL时, 与HaCaT细胞具有良好的
生物相容性, 但是随着纳米颗粒在细胞培养液中终浓度的增大, PO4NP, SiNP和 NH2NP对 HaCaT细胞
的影响也逐渐增大, 其中 PO4NP所产生的影响随浓度增大的趋势最慢, SiNP次之, NH2NP最快; 同时, 
HaCaT 细胞对纳米颗粒的吞噬量和吞噬速度也因其表面修饰的不同而存在差异, 在同样的作用浓度和
作用时间下, NH2NP进入到细胞的量最多、速度最快, SiNP次之, PO4NP则最少、最慢. 这些研究结果
的获得为指导硅纳米颗粒在生物医学研究中的安全应用以及硅纳米颗粒的后续修饰提供了理论依据, 
有利于进一步拓展硅纳米颗粒在生物医学领域中的应用.  

关键词  纯硅纳米颗粒(SiNP)  磷酸化硅纳米颗粒(PO4NP)  氨基化硅纳米颗粒(NH2NP)  生物效应 

人皮肤表皮细胞(HaCaT) 

随着纳米技术的飞速发展 , 各种纳米材料大量
涌现 , 其优良特性及特殊功能使其具有广泛的应用
前景 [1~3]. 在纳米材料日渐产业化的同时, 人们接触
纳米材料的机会随之迅速增多 , 纳米材料带来的生
物效应也引起了人们的普遍关注[4~6], 现有的职业和
环境卫生接触标准是否适用的问题已成为纳米技术

下游产品开发的一个瓶颈 . 因此在研究与开发纳米
材料的同时 , 纳米材料的生物效应也即生物安全性
问题也逐渐成为科研工作者研究的新焦点. 目前, 对
生物效应研究比较深入的纳米材料主要集中在碳颗

粒或碳纳米管、磁颗粒、TiO2超微粒子、固体脂质体

纳米颗粒、包覆DNA 的纳米颗粒、半导体量子点等
[7~12]. 研究结果表明: 纳米材料的生物安全性与其纳
米尺寸和比表面积、化学性质和表面修饰等因素均有

很大关系[8,13~16]. 因此, 开展纳米材料的生物效应研
究, 不但可以指导纳米材料的安全应用, 拓展纳米材
料在生物医学研究中的应用领域 , 同时对纳米材料
的制备及其后续修饰也具有非常重要的指导意义.  

近年来, 硅纳米颗粒因具有表面易修饰性、合成
简单等优点在生物分离、细胞识别、细菌检测、DNA 

检测、基因载体等研究领域得到了广泛的应用[17~23]. 
与此同时 , 硅纳米颗粒的生物效应研究也引起了重
视, 如: 我们研究小组[24]开展了硅纳米颗粒对COS-7
细胞、HNE1细胞等细胞的毒性检测, 朱诗国等[25]开

展了多聚赖氨酸-硅纳米颗粒与体内外周血血浆蛋白
以及外周血红细胞的生物亲和性研究 . 然而尽管硅
纳米颗粒与之应用领域的靶细胞或靶分子、靶组织以

及靶器官等的生物亲和性是评价硅纳米颗粒是否适

于生物医学研究安全应用的重要指标 , 但是硅纳米
颗粒对人和周围环境的影响也是硅纳米颗粒安全应

用以及下游产品开发时不容忽视的一个重要方面 , 
因此 , 从硅纳米颗粒对人以及周围环境的影响的角
度来探讨硅纳米颗粒的生物效应具有非常重要的理

论指导意义 . 最近美国国家环境保护局宣布开展纳
米材料对环境和人可能造成危害的研究, 其中重点研
究的五大问题之一就是皮肤对纳米材料的吸附和纳米材

料对皮肤的生物效应(http://www.people.com.cn/GB/ 
keji/1059/2987437.html), 因为皮肤接触与吸收是纳
米材料侵入机体内部的主要途径之一 , 皮肤可能通
过表皮细胞吸收纳米颗粒 , 进一步引起皮肤与机体 
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内部的生物效应. 因此, 本文以人皮肤表皮的主要细
胞—— 人皮肤角质形成细胞(HaCaT)为研究对象, 因
为它的异常增殖与凋亡和许多皮肤病的发病密切相

关 [26], 系统地研究了易实现生物分子连接并在生物
医学研究中有广泛应用前景的 3 种不同功能化基团
修饰的硅壳纳米颗粒: 硅纳米颗粒(SiNP)、磷酸化硅
纳米颗粒(PO4NP)与氨基化硅纳米颗粒(NH2NP)与人
皮肤角质形成细胞系(HaCaT)的生物效应. 考查了 3
种不同功能化基团修饰的硅纳米颗粒对人皮肤角质

形成细胞系(HaCaT)的细胞黏附效率、细胞增殖及细
胞周期的影响 , 以及HaCaT细胞对SiNP, PO4NP和
NH2NP的吞噬情况, 获得了一些有意义的研究结果. 

1  实验 
1.1  试剂与仪器 

联吡啶钌配合物([Ru(Ⅱ)(bpy)3]2+·6H2O, 简写为
Rubpy, Fluka), 氨基硅烷化试剂(APTS, 湖北武汉大
学有机硅新材料股份有限公司 ), 磷酸硅烷化试剂
(THPMP, Aldrich 公司 ), 细胞周期检测试剂盒
(Becton-Dickinson 美国, cat.no 340242), 其他试剂均
为国产分析纯.  

Zetasizer 分析仪(3000HS, Malvern 英国), 透射
电子显微镜(JEM-1230, 日本电子光学研究所), 细胞
培养箱(Nu-4750E, NUAIR 美国), 酶联免疫检测仪
(EL312e, BIO-TEK 美国 ), 激光共聚焦显微镜
(FV500-IX70, Olympus 日 本 ), 流 式 细 胞 仪

(FACSCalibur, Becton-Dickinson 美国).  

1.2  细胞系 

人皮肤角质形成细胞系(HaCaT cell line)购自湘
雅医学院 , 复苏后常规接种于含 15%小牛血清的
RPMI1640完全培养基(加青霉素 100 IU/mL, 链霉素
100 µg/mL)中, 37℃, 5%CO2的细胞培养箱中培养.  

1.3  实验方法 

(ⅰ) 不同功能化基团修饰的硅壳荧光纳米颗粒
的制备和表征.  采用文献报道的方法[17,19]制备出以

荧光染料联吡啶钌配合物Rubpy为核, 二氧化硅为外
壳的纯硅壳荧光纳米颗粒, 并采用后续修饰的方法制
备磷酸化硅壳荧光纳米颗粒(PO4NP)与氨基化硅壳荧
光纳米颗粒(NH2NP), 即将制备好的纯硅壳荧光纳米
颗粒在醋酸的催化下分别加入磷酸硅烷化试剂与 

氨基硅烷化试剂, 连续搅拌 24 h后, 收集, 水洗数次
即分别得到磷酸化硅纳米颗粒(PO4NP)与氨基化硅纳
米颗粒(NH2NP). 用 Zetasizer分析仪和透射电子显微
镜对上述 3种纳米颗粒进行表征.  

(ⅱ) SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞黏附
效率的影响.  将 HaCaT细胞以 105个/孔接种到数个
6 孔板中, 同时在各孔中分别加入 SiNP, PO4NP 和
NH2NP, 使其终浓度分别为 0.2, 0.5和 1.0 µg/µL, 以
不加纳米颗粒的 HaCaT 细胞为对照, 充分混匀后让
细胞悬浮液与纳米颗粒共同培育 24 h后倾去培养基, 
用 PBS 洗涤数次后, 采用激光共聚焦显微镜观察细
胞贴壁情况.  

(ⅲ) SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞增殖
的影响.  采用 MTT 法检测 SiNP, PO4NP 和 NH2NP
对 HaCaT 细胞增殖率的影响. 将 HaCaT 细胞以 1×
104 个/孔的密度接种于 96 孔板中, 留数孔不加细胞
作空白对照, 再置于细胞培养箱培养. 待细胞贴壁生
长好后, 取出 96 孔板, 向其中分别加入灭菌的 SiNP, 
PO4NP和NH2NP(约 10 µg/µL), 使它们在细胞培养液
中的终浓度分别为 0.2, 0.6, 1.0, 1.4, 1.8, 2.2, 2.6, 3 
µg/µL, 每种浓度梯度做 5 孔平行实验, 留数孔不加
纳米颗粒作为正常对照 , 混匀后放入细胞培养箱中
作用 24 h后取出 96孔板, 往其中加入 10 µL 5 mg/mL
的 MTT, 置于培养箱中反应 4 h后, 取出迅速倾倒孔
内液体, 加入 DMSO 100 µL, 震荡反应 10 min, 于酶
联仪上测定波长为 570 nm 的吸光度值, 采用细胞相
对增殖率(RGR)来体现不同浓度纳米颗粒对细胞影
响的大小. RGR = 实验组 A值/对照组 A值, 并根据美
国药典 

1)总 USP 细胞毒性分级标准来度量不同浓度的
SiNP, PO4NP和 NH2NP对细胞增殖的影响程度. 

(ⅳ) SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞周期的
影响.  分别将 SiNP, PO4NP和NH2NP加入到对数生长
期的 HaCaT 细胞中, 使其终浓度分别为 0.2 µg/µL 和
1.0 µg/µL, 以不加纳米颗粒的细胞为对照, 共同培育  
6 h 后收集细胞, 70%乙醇 4℃固定过夜, 离心弃乙醇, 
PBS 洗涤. 细胞周期检测试剂盒处理: 加入含 RNase
和 Triton X-100碘化丙锭的染液, 避光染色 30 min, 保
证细胞浓度为 105~106个/mL, 用流式细胞仪检测. 用
CellQUEST软件获取数据, ModFit软件分析结果. 

(ⅴ) HaCaT细胞对 SiNP, PO4NP和 NH2NP的吞噬 

                        
1) U. S. Pharmacopeia/National Formulary (USP/NF). Edited by The United States Pharmacopeial Convention. USP29, 2005. 
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情况.  将对数生长期的 HaCaT细胞接种于内置有盖
玻片的 6孔板中, 待细胞贴壁生长好后, 将 HaCaT细
胞分别与 SiNP, PO4NP和 NH2NP荧光纳米颗粒共同
作用 0.5, 1, 2, 4 h后(纳米颗粒在培养液中的终浓度
均为 0.2 µg/µL), 取出盖玻片清洗, 用 4%的多聚甲醛
固定, 用 PBS反复吹打, 尽可能的去除背景信号, 封
片, 激光共聚焦观察HaCaT细胞吞噬 SiNP, PO4NP和
NH2NP随时间的变化情况.  

同时 , 还采用流式细胞仪从统计学角度定量考
查了 HaCaT细胞对 SiNP, PO4NP和 NH2NP的吞噬情
况, 即将对数生长期的HaCaT细胞与 SiNP, PO4NP和
NH2NP 共同培育 6 h, 胰酶消化并收集细胞, 离心洗
涤后上机检测. 以 488 nm的激光光源激发, 通过 FL3
通道来收集纳米颗粒的荧光信号.  
2  结果与讨论 
2.1  不同功能化基团修饰的硅壳荧光纳米颗粒的制
备和表征 

采用透射电子显微镜对制备的不同功能化基团修

饰的硅壳荧光纳米颗粒的大小和形貌进行了检测, 结
果如图 1所示, 纯硅壳荧光纳米颗粒的大小为(48.3 ± 4) 
nm, 制备的纯硅壳荧光纳米颗粒分别经过磷酸硅烷化
试剂与氨基硅烷化试剂的后续修饰后, 纳米颗粒在大

小上稍微有些增大, PO4NP 的大小为(51.7 ± 4) nm, 
NH2NP的大小为(53.8 ± 5) nm, 因此在考查这三种纳米
颗粒与 HaCaT 细胞的生物效应的差异时, 基本上可以
排除纳米颗粒大小差异产生的影响. 但是, 经过磷酸硅
烷化试剂与氨基硅烷化试剂后续修饰的纳米颗粒的

Zeta 电位发生了显著变化, SiNP, PO4NP 和 NH2NP 的
Zeta电位分别为−35.9, −45.6和 28.2 mV. 
2.2  SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞黏附效
率的影响 

采用激光共聚焦显微镜对与硅壳纳米颗粒共同 

培育的 HaCaT 细胞进行观察, 结果如图 2 所示, 经
SiNP 处理后的 HaCaT 细胞有变圆的趋势, 贴壁的细
胞相对减少; 经 PO4NP 处理后的 HaCaT细胞保持了
良好的细胞形态, 随机视野内贴壁的细胞也较多; 而
经 NH2NP 处理后的 HaCaT 细胞形态则更为不规则, 
贴壁的细胞非常少 . 对于同种硅壳纳米颗粒处理的
细胞, 纳米颗粒的浓度对细胞贴壁的影响也不一样, 
纳米颗粒终浓度为 1 µg/µL的处理组, 其细胞受到影
响的严重程度要比纳米颗粒终浓度为 0.2 µg/µL的大
得多, 细胞的贴壁数目也相对要少. 因此可以得出: 
硅壳纳米颗粒对 HaCaT 细胞黏附率的影响与硅壳纳
米颗粒表面所带的基团有关, PO4NP影响最小, SiNP
次之, NH2NP影响最大; 这可能是由于不同基团修饰
的硅壳纳米颗粒表面所带电荷不同引起的 , NH2NP
表面带有较高的正电荷使其能迅速与 HaCaT 细胞接
触并更多地吸附在其表面, 同样浓度下, NH2NP黏附
到细胞表面和进入细胞中的量则相比于带很高的负

电荷的 PO4NP更多. 而对于同一种纳米颗粒而言, 其
对细胞黏附率的影响与纳米颗粒浓度相关 , 浓度越
高影响越大. 

2.3  SiNP, PO4NP和NH2NP对HaCaT细胞增殖的影响 

细胞存活率的测定主要是为了考查 SiNP, PO4NP
和 NH2NP对贴壁生长好的 HaCaT细胞分裂繁殖的影
响. 结果表明(图 3), 经纳米颗粒终浓度为 0.2 µg/µL
的 SiNP, PO4NP和 NH2NP分别处理后的 HaCaT细胞
的存活率都在 80%以上, 根据美国药典分级标准判
断为低毒性; 随着纳米颗粒浓度的增高, HaCaT细胞
的存活率均出现下降的趋势 , 但其下降的速度却不
一样, NH2NP 处理后的 HaCaT 细胞的存活率下降最
快, PO4NP 处理后的 HaCaT 细胞的存活率下降最慢; 
当纳米颗粒终浓度高达 2 µg/µL 时, SiNP 处理后的
HaCaT细胞存活率仅为 40%, PO4NP处理后的 HaCaT  

 
图 1  SiNP, PO4NP和 NH2NP的透射电子显微镜照片 

(a) SiNP(48.3 ± 4 nm), (b) PO4NP(51.7 ± 4 nm), (c) NH2NP(53.8 ± 5 nm) 
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图 2  不同浓度 SiNP, PO4NP和 NH2NP在 HaCaT细胞贴壁过程中对细胞贴壁以及细胞形态的影响 

(a)、(b)、(c)的硅壳纳米颗粒在细胞培养液中的终浓度分别为 0.2, 0.5和 1.0 µg/µL 

 

 
图 3  SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞系增殖率的 

影响 

 
细胞的存活率仍在 80%以上, 而对于 NH2NP, 在其终
浓度为 1.4 µg/µL时, HaCaT细胞的存活率就下降至
40%. 由此我们可以得出: 纳米颗粒对 HaCaT细胞增

值的影响是浓度依赖的, 随着颗粒浓度的增加, Ha-
CaT 细胞的存活率逐渐降低; 并且, 不同功能化基团
修饰的硅壳纳米颗粒对 HaCaT细胞增值的影响不同, 
大小顺序为: PO4NP < SiNP < NH2NP; 但在低浓度范
围内(<0.2 µg/µL), 3种纳米颗粒对HaCaT细胞增值的
影响均非常小, 不会影响细胞正常的生长和繁殖. 

2.4  SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞周期的
影响 

采用流式细胞仪(FCM)对 DNA 定量可将形态上
不易区别的群体细胞分成 3 个群, 即 DNA 合成前期
(G1期), DNA合成期(S期)和DNA复制后期/分裂期(G2
期), 这三个群体细胞对药物处理的反映不同, 采用细
胞增值指数(proliferative index, PI = (G2 + S)/(G1 + S + 
G2))来衡量纳米颗粒对细胞周期的影响 . 结果发现
当采用终浓度为 0.2 µg/µL的 SiNP, PO4NP和 NH2NP
分别处理 HaCaT 细胞后, 对细胞增殖周期的影响均
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非常小 (见表 1), 与对照相比 , 纳米颗粒处理组的
HaCaT细胞 G2期都增大, 说明低浓度的纳米颗粒从
一定程度上还促进了 HaCaT 细胞的增值. 当纳米颗
粒终浓度上升为 1.0 µg/µL 时(图 4), SiNP 和 PO4NP
处理后的HaCaT细胞周期 PI值分别为 43.43和 45.32, 
比对照细胞的 PI值(40.136)均有上升的趋势, 但是变
化不大, S 期和 G2 期相对对照变化也不大, 而以 1.0 
µg/µL NH2NP处理后的 HaCaT细胞周期的 PI值则上
升到 79.03, 其中 S期所占比例非常大, 而 G2期几乎
为零, 这表明以 1.0 µg/µL NH2NP 终浓度处理后的
HaCaT 细胞, 虽然其加速了 DNA 的合成, 却阻滞了
细胞进入分裂期, 即抑制了细胞的增殖. 因此, 我们

可以得出: 在纳米颗粒与 HaCaT 细胞的作用浓度低
于 0.2 µg/µL, SiNP, PO4NP和NH2NP均不会对细胞的
生长周期产生影响, 随着浓度增大到 1.0 µg/µL 时, 
SiNP 和 PO4NP 对 HaCaT 细胞周期依然无很大影响, 
而 NH2NP则使细胞周期发生了紊乱. 

表 1  低浓度纳米颗粒(0.2 µg/µL)对 HaCaT细胞周期的影响 
 G1 S G2 

对照 38.01 49.01 12.98 
SiNP 33.74 44.89 21.37 

PO4NP 37.69 41.62 20.69 
NH2NP 30.54 49.36 20.09 
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2.5  HaCaT细胞对 SiNP, PO4NP和 NH2NP的吞噬
情况 

当纳米颗粒与贴壁生长好的细胞共同培育时 , 
细胞会通过吞噬作用把纳米颗粒摄入其内 , 但是细
胞吞噬表面带不同电荷纳米颗粒的能力也不同 . 如
图 5 所示, 我们发现, 当纳米颗粒在培养液中的终浓
度均相同的情况下(0.2 µg/µL), NH2NP纳米颗粒在与
HaCaT 细胞作用 0.5 h 时就已经黏附在细胞膜周围,  
1 h 时开始进入到细胞内 , 而此时 SiNP 才开始在
HaCaT 细胞表面聚集 , 相比之下 , HaCaT 细胞对
PO4NP的吞噬则更慢, 共同培育 2 h时才能观测到荧
光信号. 图 6 为采用流式细胞仪定量检测 HaCaT 细
胞对 SiNP, PO4NP 和 NH2NP 的吞噬情况, 可以看出, 
NH2NP处理后HaCaT细胞的荧光强度最大, SiNP次之, 
PO4NP 最小, 这进一步说明了在同样的作用浓度和作
用时间下, 表面带正电荷的NH2NP进入HaCaT细胞的
速度最快, 量最多, SiNP次之, 而 PO4NP则最慢、最少. 
这可能与纳米颗粒的表面基团有关, 表面带正电荷的
NH2NP与带负电荷的细胞膜之间存在一种相互作用力, 
从而促使 NH2NP 得以更快、更多地进入 HaCaT 细胞, 
PO4NP由于其表面所带负电荷比 SiNP更多, 故相对于
SiNP来说, 进入细胞中的速度和量则更少. 

 

图 4  SiNP, PO4NP和 NH2NP对 HaCaT细胞周期的影响(处理浓度均为 1.0 µg/µL) 
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图 5  SiNP, PO4NP和 NH2NP在 HaCaT细胞中随时间的分布情况 

 

 
图 6  吞噬了 SiNP, PO4NP和 NH2NP的 HaCaT细胞荧光强度 

3种纳米颗粒的作用浓度均为 0.2 µg/µL. A为对照, B, C, D分别为 PO4NP, SiNP与 NH2NP处理组 

 
综上所述, SiNP, PO4NP和 NH2NP三种颗粒对人

皮肤角质形成细胞系的生物效应有明显的差异 , 在
相同实验条件下, PO4NP, SiNP和NH2NP对HaCaT细
胞的影响是逐渐增大的 . 我们分析这种差别可能很
大程度上是由于纳米颗粒表面修饰不同的基团后导

致纳米颗粒的电荷不同引起的 . 因为纯硅壳荧光纳
米颗粒分别经过磷酸硅烷化试剂与氨基硅烷化试剂

的后续修饰后 , 纳米颗粒在大小上只是稍微有些增

大, 而电荷的变化却要显著得多. 这三种纳米颗粒都
是没有生物靶向修饰的 , 他们与细胞的作用是非特
异性的, 当所有的实验条件都一致的情况下, 带正电
的纳米颗粒与带负电的细胞膜之间存在的静电吸附

作用 , 导致同种细胞对表面带正电荷的硅纳米颗粒
的黏附效率要高 , 进而吞噬能力要大于表面带负电
荷的硅纳米颗粒, 细胞吞噬的颗粒越多, 可能细胞增
殖、细胞周期等其他生理活动产生的影响也越大.  
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3  结论 
本文利用Rubpy荧光纳米颗粒的荧光信号同步指

示作用, 系统地研究了纯硅纳米颗粒(SiNP)、磷酸化硅
纳米颗粒(PO4NP)与氨基化硅纳米颗粒(NH2NP)与人
皮肤角质形成细胞系(HaCaT)的生物效应. 结果表明: 
SiNP, PO4NP和 NH2NP三种颗粒对人皮肤角质形成细
胞系的影响均存在浓度依赖关系, 对其中任何一种硅
壳纳米颗粒来说, 只要是与 HaCaT细胞的作用的纳米
颗粒的终浓度低于 0.2 µg/µL时, 对 HaCaT细胞的黏
附效率、增值率和细胞周期的影响均很小, 但是随着
作用浓度的增大, PO4NP, SiNP和 NH2NP对 HaCaT细
胞的影响是逐渐增大的, 其中 PO4NP 所产生的影响
随浓度增大的趋势最慢, SiNP次之, NH2NP最快. 这
些研究结果的获得为指导硅纳米颗粒在生物医学研

究中的安全应用提供了重要的理论依据, 并且可以通
过改变其表面修饰来改善硅纳米颗粒的生物安全性, 
为硅纳米颗粒的后续修饰提供参考, 有利于进一步拓
展硅纳米颗粒在生物医学领域中的应用.  
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