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TiO2 、SiO2 、Fe纳米及微米粉体对红细胞毒性作用的比较
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　　摘要:目的　应用体外实验 , 比较纳米级二氧化钛 (nm-TiO2)、 二氧化硅 (nm-SiO2)、 铁 (nm-Fe)及其微米粉体

悬液与大鼠红细胞接触后其脂质过氧化和溶血作用变化情况。方法　将不同浓度的 nm-TiO2、 nm-SiO2、 nm-Fe及其微米

粉体悬液与大鼠红细胞温育后 , 测定上清液中 MDA 含量和相对溶血率。结果　在本实验所用浓度范围内 , nm-SiO2、

μm-SiO2和 nm-Fe均能诱导红细胞氧化溶血 , 使 MDA 含量和相对溶血率明显升高 , 并呈量效关系 , 其中 nm-SiO2 的细

胞毒性作用最强;nm-TiO2、 μm-TiO2和μm-Fe 诱导红细胞MDA 含量和相对溶血率虽也有剂量依赖趋势 , 但均低于 5%

的国家标准 , 可视为无溶血反应;浓度相同时 , SiO2 和 Fe纳米粉体组MDA 含量和相对溶血率比微米粉体组高 (P <

0.05), 而 TiO2则是微米粉体组高于纳米粉体组 (P<0.05)。结论　同一材料不同粒径粉体之间和不同纳米粉体物质

之间的红细胞毒性作用存在差异。
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Comparative study on the cytotoxicity of nano-sized and micro-sized powders

of titanium dioxide , silicon dioxide and iron on erythrocytes

FAN Yi-ou , ZHANG Ying-hua , LIU Bing , TAN Cheng-sen , MA Yi-xin , JIN Yi-he

(School of Public Health , China Medical University , Shenyang 110001 , China)

Abstract:Objective 　To compare the changes of hemolysis and malondialdehyde (MDA) generation in rat erythrocytes

respectively treated with nano-sized and micro-sized powders of titanium dioxide , silicon dioxide and iron in vitro.Method　The

erythrocytes of rats were incubated with different concentration powders of those nano-sized and micro-sized substances mentioned above ,

then determined the changes of hemolysis rates and MDA levels in culture media.Result　In the concentration ranges used by this

study , nm-SiO2 , μm-SiO2 and nm-Fe all could induce the increase of hemolytic rates andMDA levels , which had some dose-response

relationship.Among these chemicals , nm-SiO2 showed the most strong cytotoxicity , nm-TiO2 , μm-TiO2 and μm-Fe also had some

effect on inducing MDA generation , but the increases of hemolytic rates were still less than 5%, suggesting a negative effect on

hemolysis.The results also showed that the MDA levels and hemolytic rates in nm-SiO2 and nm-Fe treated groups were significantly

higher than those of micro-sized powders under the same dose levels (P<0.05), while MDA generations and hemolytic rates in nm-

TiO2 treated group were less than thoseμm-TiO2 treated group (P<0.05).Conclusion　There are some differences in the cytotoxicity

between nano-sized and micro-sized powders even the same chemicals mentioned above.
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　　随着纳米技术的进步和发展 , 纳米材料在医学和

其他领域作为传统材料的替代品将具有巨大潜力 。纳

米级二氧化钛和二氧化硅是医学复合生物活性材料的

重要组分 , 广泛应用于人工骨 、人工齿 、介入导管和

药物控释体系载体的制造;纳米铁则可用来分离肿瘤

细胞 , 做磁共振成像造影剂和磁性导向治疗[ 1] , 这些

材料都可以直接或间接地进入人体 , 因此对纳米材料
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的生物相容性及其可能存在的负面效应的研究十分必

要。本实验探讨了纳米级二氧化钛 、二氧化硅和铁及其

微米粉体对红细胞的脂质过氧化作用和溶血作用 ,拟为

纳米材料的安全性积累新的资料 ,现报告如下。

1　材料和方法

1.1　材料来源及粉体悬液制备

纳米二氧化钛 (nm-TiO2)由山东正元纳米材料

工程有限公司提供 , 粒径为 (15±5)nm;微米二氧

化钛 (μm-TiO2)购自大连天和保健品公司 , 粒径为

(3±1)μm;纳米二氧化硅 (nm-SiO2)为舟山明日纳

米材料有限公司产品 , 粒径为 (10±5)nm;微米二

氧化硅 (μm-SiO2)为 Sigma 公司产品 , 粒径为 1 ～ 5
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μm;纳米铁 (nm-Fe)由中国科学院金属研究所提

供 , 粒径为 3 ～ 4 nm;微米铁 (μm-Fe)为东北大学

材料研究所提供 , 粒径 1 ～ 5μm 。以上材料用生理盐

水配成 1.25 、 2.5 、 5.0 、 10.0和 20.0 g/L 粉体悬液 ,

高压灭菌后备用 。

1.2　实验动物

健康清洁级Wister大鼠 24只 , 雌雄各半 , 体重

(300±25)g , 由中国医科大学实验动物中心提供。

1.3　实验方法

Wister大鼠用 0.4% (g/ml)戊巴比妥钠麻醉 ,

腹主动脉采血于肝素抗凝管中 , 1 500 r/min 离心 10

min , 弃 上 清 , 加 入 4 倍 体 积 的 生 理 盐 水;

1 000 r/min离心 10 min , 弃上清;清洗 3次后 , 以生

理盐水稀释成体积分数为 5%的红细胞悬液。取 2 ml

红细胞悬液与 0.5 ml粉尘悬液于离心管中 , 置 37 ℃

恒温水浴箱中温育 3 h , 每 15 min反复混摇 5次;反

应结束后 , 以1 500 r/min离心 15 min , 取上清液 , 用

TBA法于 355 nm处测定光密度 , 计算 MDA含量。另

取上清液稀释 10倍 , 445 nm 处测光密度 , 同时用溶

血剂和生理盐水作全溶和自溶对照 , 按照下式计算溶

血率:

溶血率(%)=
样品吸光度-自溶血对照吸光度

全溶血对照吸光度-自溶血对照吸光度
×100%

评判标准:溶血率<5%时 , 可判断该材料不具

有溶血作用。

1.4　统计分析

所有结果用均值±标准差表示 , 同一物质不同剂

量组之间比较用方差分析 , 纳米和微米粉体组间差异

性比较用 t 检验和秩和检验 。

2　结果

2.1　红细胞MDA

同一种粉体所有实验组MDA 水平都随着浓度增

加而升高 , 并且差异有显著性 (P <0.05)。当 nm-

TiO2 和 μm-TiO2 粉体悬液浓度分别大于 2.5 g/L 和

1.25 g/L时 , 红细胞 MDA 水平显著高于对照组 (P

<0.05);nm-SiO2 和 μm-SiO2 粉体悬液浓度均大于

1.25 g/L 和 2.5 g/L 时 , MDA 水平显著高于对照组

(P <0.05);nm-Fe 和μm-Fe 粉体悬液浓度都在大于

2.5 g/L 时 , MDA水平高于对照组 , 差异具有显著性

(P <0.05)。在相同浓度条件下 , 纳米粉体和微米粉

体致红细胞产生 MDA 作用比较 , nm-TiO2 小于 μm-

TiO2 (P<0.05), nm-SiO2 大于 μm-SiO2 (P <0.05)。

反应体系中Fe浓度大于 2.5 g/L 时 , nm-Fe 致红细胞

产生 MDA 作用大于 μm-Fe (P <0.05)。3种物质比

较 , 以SiO2最易诱导红细胞产生MDA , 其中 nm-SiO2

的作用最强 (表 1)。

表 1　3 种纳米材料及其微米材料对大鼠红细胞 MDA的影响 (x±s)

粉体浓度 (g/ L) 　nm-TiO2 　μm-TiO2 　nm-SiO2 　μm-SiO2 　nm-Fe 　μm-Fe

0 1.36±0.24 3.84±0.84 2.44±0.68

1.25 1.49±0.42＊ 2.40±0.32# 25.20±2.94＊# 4.75±1.35 4.62±0.79# 3.90±0.35＊

2.5 1.94±0.42＊# 2.85±0.48# 33.12±4.28＊# 9.04±2.70# 5.53±0.84＊# 4.16±1.17#

5.0 2.39±0.21＊# 3.03±0.53＊ 35.60±2.89＊# 13.34±4.11# 6.99±1.43＊# 4.20±1.25#

10.0 2.71±0.49＊# 4.41±1.01# 33.91±2.83＊# 23.28±4.80# 7.23±1.24＊# 4.38±1.07#

20.0 3.28±0.17＊# 4.61±0.52# 35.38±3.29＊# 29.73±3.17# 7.00±1.48＊# 4.46±0.84#

　　＊纳米组与微米组比较 , P<0.05;#各剂量组与对照组比较 , P<0.05;纳米和微米粉体组间差异性比较用 t 检验。

　　将染毒浓度与 MDA值取对数值后 , 进行相关性

分析。结果发现 , nm-TiO2 组相关系数 r =0.970 (P

<0.01), μm-TiO2 组相关系数 r =0.968 (P<0.01),

nm-SiO2 组相关系数 r =0.780 (P <0.01), μm-SiO2

组相关系数 r=0.990 (P<0.01), nm-Fe组相关系数

r=0.907 (P <0.01), μm-Fe 组相关系数 r =0.962

(P<0.01), 所有实验组染毒浓度与 MDA 值对数值

之间均呈正相关 。

2.2　溶血率

在温育过程中 , 加入 nm-SiO2 的离心管均在 15

min内发生完全溶血 , μm-SiO2和 nm-Fe 高剂量组在温

育1 h 后发生部分溶血 , 其余各管没有溶血现象发

生。nm-TiO2 剂量大于 5.0 g/L 的实验组的溶血率比

μm-TiO2低 (P <0.05);在本实验设定的剂量范围

内 , nm-SiO2导致的红细胞溶血率显著高于 μm-SiO2

(P <0.05);nm-Fe剂量大于 2.5 g/L的实验组的红细

胞溶血率比 μm-Fe 高 (P <0.05), 各剂量组溶血率

随着浓度增加有升高的趋势 ,并且差异有显著性(P <

0.05)。这几种物质相比较 , nm-SiO2 诱导的红细胞溶

血反应最强烈 ,较高浓度时几乎达到完全溶血(表 2)。
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表 2　3 种纳米材料及其微米材料对大鼠红细胞溶血率的影响 (x±s)

粉体浓度 (g/ L) 　nm-TiO2 　μm-TiO2 　nm-SiO2 　μm-SiO2 　nm-Fe 　μm-Fe

自溶对照 　 0 　 0 　 0 　 0 　 0 　 0

全溶对照 　100 　100 　100 　100 　100 　100

1.25 1.30±0.31 1.47±0.31 73.85±9.11＊ 1.22±0.24a 0.63±0.16 0.67±0.17

2.5 1.50±0.25 1.84±0.26 80.20±8.66＊ 7.81±1.85#a 3.09±0.44＊# 0.67±0.12a

5.0 1.70±0.22＊ 2.52±0.28# 92.20±4.45＊# 16.96±3.88# 3.82±0.77＊# 1.28±0.26#a

10.0 1.87±0.25＊# 3.23±0.73# 96.98±3.01＊# 38.96±4.98# 4.69±0.83＊# 1.83±0.62#

20.0 3.42±0.29＊# 4.61±0.21# 97.33±3.67＊# 62.15±5.01# 12.21±5.73＊# 1.85±0.44#

　　＊纳米组与微米组比较 , P<0.05;#各剂量组与对照组比较 , P<0.05;a:纳米组与微米组之间比较用秩和检验 , 其余均用 t 检验。

　　染毒浓度和溶血率进行相关性分析:nm-TiO2 组

相关系数 r=0.872 (P <0.01), μm-TiO2 组相关系数

r=0.990 (P <0.01), nm-SiO2 组相关系数 r=0.795

(P <0.01), μm-SiO2 组相关系数 r =0.988 (P <

0.01), nm-Fe 组相关系数 r=0.972 (P <0.01), μm-

Fe组相关系数 r=0.862 (P <0.01), 所有实验组染

毒浓度与溶血率之间均呈正相关。

3　讨论

溶血试验是观察体外细胞毒性试验的重要补充 ,

通过测定红细胞释放血红蛋白量以评价受检化合物是

否对红细胞的功能或代谢造成不良影响 , 在化合物的

初期筛选评价中具有参考价值 。本实验采用的纳米材

料在实际应用中多能接触到红细胞 , 因此溶血试验可

反映材料的生物相容性。MDA 是脂质过氧化指标之

一 , 其含量可以间接反映组织和细胞的氧化损伤程

度。

实验结果显示 , 纳米和微米二氧化硅各剂量组的

红细胞溶血率和 MDA值均偏高 , 且随剂量增加而增

加 , 其可能的原因是二氧化硅的针状结构对红细胞的

机械破坏;另一方面是二氧化硅在水溶液中可以产生

活性氧自由基 (ROS), 如·OH 、 O
·
2 、

1
O2 等 , 诱发红

细胞膜发生脂质过氧化 , 生成 MDA , 后者可以与蛋

白质的氨基发生交联作用 , 使红细胞膜的成分结构发

生改变 , 丧失功能 , 并引起溶血[ 2～ 6] 。nm-Fe致红细

胞MDA升高 , 也可能与纳米级铁离子进入细胞 , 通

过Haber-Weiss反应产生大量·OH 有关[ 7] , 其能使红

细胞膜通透性增大 , 溶血率也随之升高 。在同一剂量

水平 , nm-SiO2 和 nm-Fe导致的红细胞溶血率和 MDA

值均比其微米粉体组高 , 提示在纳米数量级上粒子的

数量在毒性作用中可能起关键作用 , 质量浓度相同条

件下 , 纳米粒子的数量多 。本实验中 nm-TiO2 、 μm-

TiO2 溶血实验为阴性 , 与文献报道一致
[ 9 ,10] ;nm-

TiO2的溶血率和 MDA水平要比 μm-TiO2 低 , 也可能

与粒子的表面特性有关
[ 9]
。nm-TiO2 , μm-TiO2 和μm-

Fe的红细胞溶血率均低于 5%, 提示这 3种粉体材料

基本不具有溶血作用 , 有良好的生物相容性;而 nm-

SiO2和 nm-Fe , 作为介入体内的生物活性材料 , 其安

全性还有待于进一步证明 。

本实验结果显示 , 材料的种类以及粒径的不同 ,

其生物相容性也会有较大差异 , 因此应通过严格的毒

性测试来筛选低毒安全的生物材料 , 并避免简单地套

用微米材料的毒性资料来评价纳米材料 。
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