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应用斑马鱼模型评价纳米粒子毒性机制的研究进展

陈亨宇１，２，付爱玲１，赵宝全２

（１．西南大学药学院，重庆 ４００７１５；２．军事医学科学院毒物药物研究所军事毒理学研究室，
北京 １００８５０）

　　摘要：纳米科学是２１世纪重点支柱领域之一。目前纳米粒子的生物安全性体外实验已取得了一些研究成果，但其体内
安全性评价，由于受到限制而进展缓慢。而斑马鱼是纳米粒子体内生物安全性评价的最佳模式生物。本文就目前国内外开

展的纳米粒子体内毒理学的研究方法和成果以及以斑马鱼作为模式生物研究纳米粒子体内毒性机制的优势进行了综述。
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　　纳米材料是指在三维空间中至少有一维处于纳米尺度
范围（１～１００ｎｍ）或由它们作为基本单元构成的材料，大约
相当于１０个氢原子紧密排列在一起的直线长度。随着纳米
科学的发展，越来越容易接触到纳米材料，因而其生物安全

性问题也越来越受到重视［１］。纳米级别的物质，由于其具有

极小的尺寸、巨大的比表面积、具有量子尺寸效应和宏观量

子隧道效应和易于积聚等诸多特点，其可能产生的毒性作用

以及生理学响应等都与相同化学成分的非纳米材料之间具

有极大的不同。纳米材料的纳米结构特性对生物体是否产

生影响目前还缺乏有力的证据［２］。因此，纳米毒理学应该从

纳米结构特性尤其是其物理和化学特性以及其对生物整体

系统的作用之间的联系入手。近年来，很多研究成果都是在

细胞培养的基础上进行体外实验得出的，都需要进行体内实

验行进一步证明，否则可能会对后续研究产生误导。纳米材

料对于生物是一种异物，可引起机体一系列反应如对异物的

免疫应答等［３］。然而，目前动物体内实验的手段很少，比较

成熟的只有亚慢性吸入毒性实验、呼吸道滴注染毒实验和暴

露实验等［４］，不能满足进行多方面动物体内实验的要求。因

此，加快纳米粒子体内毒理学的研究，建立系统完善的纳米

粒子体内毒理学研究方法，是纳米毒理学亟待解决的问题和

挑战。最近出现的斑马鱼动物模型，在纳米毒理研究方面展

示了许多。

１　纳米粒子毒性

纳米粒子毒性实验大多处于描述性实验阶段，只有肺毒

性机制是目前研究得较为全面和系统的领域。不过肯定的

是，纳米材料在生物体内毒性作用及其可能机制，与纳米材

料的化学成分和其进入生物体内后产生毒性作用的部位都

有着密切的关联［５］。

　　吸入是纳米粒子进入体内最可能的途径之一［６－７］，因此

对于纳米粒子肺毒性的研究引起了重点关注。目前通过采
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用呼吸道滴注染毒或亚慢性吸入，已经建立了比较完善的纳

米粒子肺毒性体内实验方法。Ｌａｍ等［８］采用支气管滴注染

毒对单壁碳纳米管的毒性进行了比较，小鼠血清中浓度达到

１０ｍｇ·Ｌ－１时，部分小鼠死亡，且未死亡小鼠也出现了明显的
肺部中毒现象，出现间隙性肉芽肿。此外，对其他纳米粒子

如二氧化钛纳米粒子［９］等的肺毒性研究也观察到了类似的

现象，并通过对比实验证明，纳米材料的吸入毒性与其组成

颗粒的粒径大小有着密切关系，纳米材料粒径越小，比表面

积越大，其毒性越强。这可能是由于随着纳米颗粒比表面积

增大，纳米颗粒的表面结合能和化学活性显著增强，与机体

内源物质发生生化反应的速率也就越高［１０］。初步揭示了纳

米粒子产生肺毒性的机制。

纳米粒子致肺毒性的机制，主要与氧化负荷、活性氧（ｒｅａｃ
ｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）以及纳米粒子的沉积能力有关［５］。

氧化负荷一直都是微粒造成肺损伤的主要原因之一。氧

化负荷的产生与不稳定活性自由基的形成有直接联系。自由

基可以造成一系列的连锁反应可能导致破坏性的氧化作用。

当哺乳动物体内受到异物入侵时，其中性粒细胞、单核细胞和

巨噬细胞都可能在进行防御的同时产生毒性氧自由基，并在

通过细胞膜释放到周围组织中去的同时产生应激氧化反应，

导致细胞膜脂质层断裂，引起细胞凋亡［６］。ＲＯＳ的产生与纳
米粒子的比表面积、粒子尺度和化学特性等粒子性质具有更

为密切的联系。其产生机制主要是受到激发光或其他因素刺

激影响。大部分纳米粒子如碳纳米管、量子点、富勒烯等都能

产生ＲＯＳ，可能造成生物体组织及细胞损伤。ＭａｃＮｅｅ等［１１］报

道，碳黑微粒及其他一些纳米粒子能够在其表面释放出活性

氧自由基，并对细胞产生氧化应激，因而可能导致炎症的产

生。纳米粒子在肺组织中的沉积能力与粒子的尺度具有密切

联系。这主要是通过其沉降和扩散等作用在肺组织里沉积下

来，从而对肺组织及细胞产生长期的毒性影响。此外，也有文

献报道，树枝状ＴｉＯ２粒子比纺锤状和球状ＴｉＯ２粒子对巨噬细
胞产生了更高的细胞毒性水平，因此认为纳米粒子的形状也

能对纳米粒子的毒性产生影响［１２］，这可能也是因为不同形状

的粒子的沉积能力不同所造成的。

纳米粒子的化学组成如重金属离子等已经被证明具有

毒性，也可能在生物体内通过与一些内源物质相互作用而释

放出来，造成与该化学成分相似的毒性影响［２］。
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２　纳米粒子生物体内毒性实验研究常用方法

纳米粒子经肺染毒是目前研究最多的一个领域，其方法

已有很多报道，其中，呼吸道滴注染毒法对纳米粒子肺毒性

的研究因其操作简便，定量容易的特点［１３］而应用最多。

Ｍｕｌｌｅｒ等［１４］采用呼吸道滴注染毒方式，将单壁碳纳米管和碎

纳米管分别注入ＳＤ大鼠肺中，发现两者均对大鼠肺部组织
造成纤维化反应和炎症反应，并且６０ｄ后仍大量留存于肺部
组织中，且导致支气管内腔形成富胶原质的肉芽肿大，并伴

随周围组织出现肺泡炎。这是由于碳纳米管在空气中积聚

成块并滞留于肺组织中导致的。Ａｆａｑ等［１５］采用同样的给药

方式，研究对ＴｉＯ２纳米粒子对大鼠肺部组织所造成毒性影
响，发现在纳米粒子侵入大鼠肺部后，虽然引起巨噬细胞增

多，谷胱甘肽过氧化酶和还原酶等抗氧化酶活性增加，但并

未完全消除纳米粒子的毒性影响，大鼠肺部组织仍然出现炎

症反应。还有吸入染毒法，包括常规吸入染毒法和咽部吸入

染毒法。常规吸入染毒法通常是采用染毒中毒柜将动物鼻

部暴露于柜内气体中染毒。咽部吸入染毒法则是将动物舌

部固定，并将含纳米粒子的缓冲液置于其舌后部直至其完全

自动挥发进入空气中散开。Ｊｏｈｎｓｔｏｎ等［１６］通过此方法使烟

形态的聚四氟乙烯颗粒进入 ＳＤ大鼠肺部组织，在粒子浓度
达到５０μｇ·ｍ－３时，１５ｍｉｎ大鼠即会出现急性中毒症状。当
聚四氟乙烯在氩气里刚被制备出来时，颗粒是独立存在的，

暴露于这样的粒子中并不会出现中毒症状。在空气中制造

出的气相聚四氟乙烯同样不具有毒性。只有当颗粒以气溶

胶形式存在时，才会造成很高的肺毒性。Ｓｈｖｅｄｏｖａ等［１７］也通

过咽部吸入法使单壁碳纳米管粒子进入小鼠肺部，并观察到

１～３ｄ小鼠肺部出现炎症反应，并伴有肉芽肿，并具有剂量
依赖性。此２种方法由于气溶胶制备困难［１８］，难以确定纳

米粒子进入体内（肺部及血液）的时间和剂量，长时间固定及

给药可能产生物理损伤，动物安全问题等缺点，因此成果也

很少。但由于相比呼吸道滴注染毒法，两者进入到肺部时的

微粒形态有很大差别，水悬液遵循液体动力学而气溶胶遵循

气体动力学，因而其到肺部组织的深度及部位都有可能不

同，因此对于肺部的毒性作用可能会产生很大的差别，而在

日常生活中，可能由呼吸系统接触到的纳米粒子通常是第二

种形态，因此，需要更多的研究来证明此形态的纳米粒子对

肺部产生毒性的作用机制和作用结果。

关于纳米粒子由其他途径，如胃肠道、血管注射和皮肤

等进入生物体，特别是哺乳动物体内，造成其他内脏器官损

伤的研究目前相对较少。

暴露是常用的研究纳米材料毒性的方法之一，对象为水

生生物（包括水生动植物如水蚤、水稻等）及细菌。通常直接

给药后在固定时间内观察取样，简便直接。Ｌｉｎ等［１９］用透射

电镜观察了植物的叶片细胞能够吸收Ｃ７０粒子，进入细胞中
的Ｃ７０粒子会聚集成小团并留存在细胞壁和液泡中，并在透
射电镜图像中呈暗层结构。而对于纳米粒子对陆生哺乳动

物通过皮肤接触产生毒性还鲜有开展，仅较常用于致敏实

验［５］，这可能与此途径染毒毒性并不明显有关。目前不能确

定纳米粒子能否通过此途径进入哺乳动物体内［２０］。

胃肠道和血管注射给药更多用于纳米粒子作为药物载

体，对于靶向性，穿透性，运载能力等研究较多，而对于毒理

方面的成果较少。其方法与常规毒理方法基本一致。

各种碳纳米粒子，包括碳纳米管、石墨单原子层等，因其

不含重金属成分等毒性物质，而成为目前生物传感器、药物

运输及分子成像等多方面的研究重点。Ｙａｎｇ等［２１］在对聚乙

二醇（ＰＥＧ）修饰剂修饰的碘（１２５Ｉ）标石墨氮原子层纳米材料
的分布、药代动力学、毒性等研究表明，静脉注射给予小鼠

后，主要短期存在于肝等的网状内皮组织中，且在血液和组

织等均发现明显毒性，因此其在生物医学有广阔应用前景。

Ｙａｍａｇｏ等［２２］将水溶性呋仑碳粒子ｉｇ给予大鼠，发现消化道
吸收效率很低，大部分都随粪便排出体外。而采用静脉注

射，呋仑碳粒子能迅速分布，甚至能穿越血脑屏障并长期留

存。还发现，其可能造成急性毒性很低，但其难以被排出体

外可能是其造成较严重的慢性毒性的原因。ＫｏｌｏｓｎｊａｊＴａｂｉ
等［２３］将高浓度的单壁碳纳米管粒子 ｉｇ给予小鼠，同样未发
现死亡及生长和行为障碍。而ｉｐ给药，粒子能在体内结合成
纤维状结构并在其聚集程度达到一定量后导致肉芽肿的形

成，其在细胞中的留存时间也超过了５个月。这表明了粒子
聚集程度对其毒性具有决定性影响。

系统研究纳米粒子由非呼吸道吸入进入生物体造成的

毒性及机制，建立完善的实验方法，是进一步开展的方向。

３　一种纳米毒理学研究的新方法 斑马鱼模型

斑马鱼（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）是重要的模式脊椎动物。其成鱼个体
小，适合高密度养殖，３个月即可性成熟，卵生且排卵量大，一
次可排卵数百粒，胚胎发育迅速，适应性较强，易于养殖，因

此斑马鱼作为实验模式生物，可以获得大量样本，减少误差，

同时能大幅度缩短实验周期。斑马鱼胚胎体外受精发育，其

胚胎以及幼生期（约２０日龄内）均完全或部分透明，很容易
在活体状态下分析和观察器官和组织变化［２４］而不需要病理

切片，且能通过渗透作用吸收小分子药物［２５］。此外，近年来

斑马鱼基因组学发展迅速，已知的３００００余基因已被证实与
人类相似度高达８７％［２６］，在对其进行的大规模遗传筛选中

得到的许多突变显现与人类疾病相似的表型，同时许多斑马

鱼基因与哺乳动物同源，其中很多基因已经被克隆并被发现

两者功能相似，这表明斑马鱼是一种优良的人类疾病模型。

斑马鱼在毒理学研究中应用广泛，特别是其可以对水体

污染物做出相应的行为反应，对水质污染与毒性物质反应

灵敏，因此被广泛用于水质监测，甚至目前有些国家已经制定

了用斑马鱼检测水质毒性的标准，如我国的 ＧＢ／Ｔ１３２６７９１
《水质物质对淡水鱼（斑马鱼）急性毒性测定方法》适用于水

中单一化学物质以及工业废水的毒性测定［２７］。

斑马鱼进行毒性和毒理研究有了初步进展。常用的是４
日龄毒性分析模型。即从受精卵发育开始４ｄ内，包括胚胎
和孵化等发育阶段，在各不同阶段考察毒性成分对斑马鱼形

态学、生理学和行为学等多方面所造成的影响，并对各方面

的毒性终点进行选择和量化［２８］。采用从受精卵发育开始４ｄ
内斑马鱼进行实验，除了其优点外，还因为不同物种的脊椎

动物在早期发育阶段具有很强的相似性，且其在这一阶段

对于外来化学物质的影响能够产生更灵敏的反应［２４］。

利用斑马鱼发育周期短，数量大和对毒性物质反应灵敏

的特点，Ｚｈｕ等［２９］采用暴露法使斑马鱼胚胎染毒，考察了氧

化锌、二氧化钛和氧化铝纳米粒子水悬液对斑马鱼的发育毒

性影响，其纳米粒子在水悬液平均粒径为 １８０，２３０和 ９３０
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ｎｍ，并将其与普通材料做比较，显示氧化锌纳米材料与其非
纳米材料水悬液均延迟斑马鱼胚胎以及幼鱼发育，降低其存

活量和孵化率，并造成了组织伤害。斑马幼鱼暴露在氧化锌

纳米材料与其非纳米材料水悬液中，均产生严重的组织溃

疡。另２种则不明显。这可能与胚胎膜的保护作用有关。
而与肺毒性不同的是，斑马鱼胚胎及幼鱼暴露于氧化锌、二

氧化钛和氧化铝纳米材料所产生的毒性反应与暴露于其对

应的非纳米材料并无不同。这表明其毒性可能是由于释放

到水中的金属离子引起的而与纳米结构无关。这是最早关

于金属纳米粒子发育毒性的报道，为后续的研究［３０］提供了

重要的参考资料。

Ｉｓｐａｓ等［３１］选用镍纳米粒子３０，６０和１００ｎｍ与聚集成
树枝状的６０ｎｍ镍纳米粒子作比较时发现，树枝状纳米粒子
具有明显的毒性，而非聚集成树枝状纳米粒子则不具有明显

毒性，这证明粒子形状能够对纳米粒子的毒性产生重要影

响。而非树枝状纳米粒子也检测到有部分崩解，其轻微毒性

可能也是由此而引起。对于形状不同造成的毒性差别，可能

主要是树枝状粒子更容易被吸附在肠道中而形成聚集所造

成的。

Ｇｒｉｆｆｉｔｔ等［３２］将斑马鱼置于可溶解铜和８０ｎｍ铜纳米粒
子水悬液中，发现会对斑马鱼的鳃部造成损伤，并造成急性

毒性。其４８ｈ的ＬＣ５０为１．５ｍｇ·Ｌ
－１。其中，斑马鱼的鳃部

是纳米铜粒子造成损害的首要器官，主要损伤包括形态学影

响以及基因表达的影响，其机制目前尚不清楚。

斑马鱼胚胎完全透明，可实时监控，ＢａｒＩｌａｎ［３３］等对胶态
金纳米粒子和银纳米粒子３，１０，５０和１００ｎｍ对斑马鱼胚
胎所造成的毒性影响进行了评价，两者均对斑马鱼胚胎造成

了很高的死亡率且同种粒子由于粒径不同而造成的毒性差

异不明显，其中银纳米粒子１２０ｈ后致死率几乎达到１００％，
而使用与金纳米粒子最小亚致死量相同剂量的银纳米粒子

处理斑马鱼胚胎，只会造成各种形态学畸形。此外，两者在

斑马鱼体内具有明显不同的毒性分布，这揭示了纳米粒子毒

性机制的多样性和复杂性以及纳米粒子化学的重要影响。

ＫｉｎｇＨｅｉｄｅｎ等［３４］利用斑马鱼模型廉价快速、易于分辨

毒性特征的特点，选用以ＣｄＳｅ为核，外包ＺｎＳ外壳并特殊处
理的量子点制成水悬液，然后将斑马鱼胚胎置于其中，发现

量子点的水悬液稳定性及毒性影响很大程度上均受到其外

壳的影响，而其毒性特征并未强烈表现出与Ｃｄ毒性相同，表
明量子点在生物体内难以被降解分离，其毒性可能是其纳米

材料的特性或者外壳的化学成分引起的而非金属离子的释

放所造成的。其纳米材料的特性所引起的毒性反应主要还

是在生物体内产生ＲＯＳ从而产生氧化压力，造成细胞损伤。
将斑马鱼同时暴露于纳米粒子与还原性谷胱甘肽混合溶液

中时，产生了不同的毒性反应，证明了氧化应激对于纳米材

料毒性的影响，但是结果并不稳定。Ｕｓｅｎｋｏ等［２４］也认为氧

化应激是呋伦碳纳米粒子造成细胞损伤的主要机制。

总之，目前纳米粒子对斑马鱼产生毒性的机制研究表

明，纳米粒子崩解或释放出的毒性化学物质以及 ＲＯＳ产生
的氧化应激是最可能的导致毒性的原因。

除暴露法之外，目前尚未发现其他方法考察纳米粒子

对斑马鱼的毒性的文献，也未发现纳米粒子对斑马鱼发育毒

性之外的其他毒性的文献，这都还有待于进一步研究，如可

利用其生长期短，排卵量大等特点研究其生殖毒性。

４　展望

纳米粒子材料作为一类全新概念的新型材料，具有许多

独有特性，已广泛应用于许多领域。然而，纳米粒子生物安全

性的研究仍然停留在细胞实验以及描述性实验的阶段，对于

其体内生物毒性以及其机制的研究仍然甚少。在未来研究

中，应该建立一套能全面、合理和系统的评价纳米粒子材料尺

寸、形状、表面化学及其生物体内分布的相关性以及其致毒性

机制的体内实验方法，以便能全面分析纳米结构独特的物理

性质对生物体所产生的影响，从而进一步研究减少其对生物

体所可能造成的伤害。而斑马鱼作为一种优秀的模型动物，

能够迅速敏捷地检测纳米粒子对生物体产生的毒理作用，在

纳米毒理学研究领域必然会得到广泛应用。
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