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摘要: 纳米材料是“21 世纪最有前途的材料”,以其优良的性能广泛应用于许多领域,随之以多种形式释放到环境中。 目前,
关于纳米材料的安全性还没有明确的论断。 本文介绍了四膜虫在纳米材料生物效应研究中的优势,重点论述了金属纳米材

料、非金属纳米材料对四膜虫的生物效应以及毒性机制的研究状况,并对今后纳米材料生物毒性效应研究提供了建设性的方

法及意见。
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Abstract: Nanomaterials, which are widely used in many fields owing to their excellent properties have been rec-
ognized as "the most promising materials of 21st Century", and then released into the environment in various forms.

At present, safety of nanomaterials has not been clearly determined. Advantages of Tetrahymena in the study of bi-
� ological effects of nanomaterials, and biotoxicity and toxicological mechanisms of metal nanomaterials and non-me-

tallic nanomaterials to Tetrahymena have been discussed in this paper. Additionally, constructive methods and opin-
� ions on the future biological toxicity of nanomaterials research were provided.
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　 　 纳米材料(nanomaterials, NMs)是 20 世纪 80 年

代中期发展起来的新型材料,是指在多维尺度中至

少有一维在 1 ~ 100 nm 范围内的天然或人工材料。
与宏观材料相比,NMs 具有独特的物理化学特性,

致使其表现出优良的化学、机械和抗菌等性能,并广

泛应用于衣、食、住、行、医等生活的各个领域。 据统

计全球 NMs 市场预计将从 2015 年的 147 亿美元增

至 2022 年的 550 亿美元,从 2016 年到 2022 年将以



92　　　 生 态 毒 理 学 报 第 14 卷

复合年增长率 20.7%的速度发展。 随着纳米产品大

量涌现,暴露在环境中的 NMs 含量上升,接触机率

增加[1-3]。 目前关于 NMs 对生物尤其是细胞方面的

潜在毒性没有一个全面准确的论断,对 NMs 的细胞

毒性进行全面、深入的研究具有重要的意义。
要对 NMs 的生物毒性建立一个完整、可参考的

知识体系,模式生物的选择至关重要,要有代表性、
统一性、可操作性[4-5]。 本文概述了四膜虫在部分金

属、非金属 NMs 生物毒性研究中的优势及进展,指
出了可能的作用机理、影响因素,并对研究 NMs 的

生物毒性提供了良好的方法及建议。

1　 四膜虫在纳米材料生物效应研究中的优势(The
advantages of Tetrahymena in the study of biologi-
cal effects of nanomaterials)

原生动物四膜虫(Tetrahymena)属于单细胞真核

� 生物,虽然只有 50 μm 左右的大小,但在生物学基

础研究中却有很大的用途。 四膜虫体外纯培养容

易,生长速度快,实验操作可控性强,且具有大量保

守基因,是分子生物学、发育生物学研究中的良好模

式生物[6-8]。 四膜虫广泛分布于淡水体系中,处于水

域食物链 (网)系统能量流动与物质循环的关键环

节,对环境变化灵敏度高,是早期预报所处水生态系

统恶化的理想指示物种[9-11]。 因此,也是环境、生态

毒理学研究中常用的受试生物之一。 近年来,四膜

虫在 NMs 毒理学研究中也展现出独特的优势,其具

备完整生命个体所应有的典型细胞、亚细胞结构,方
便在短时间内从分子、细胞和生命个体等不同层次

展开研究[12-14]。

2　 金属纳米材料对四膜虫的生物毒性研究(Bio-
toxicity of metal nanomaterials to Tetrahymena)

当前应用和渗透到生活领域的 NMs 种类很多,
大致可分为金属和非金属 2 种。 不同类别 NMs 对

生物的作用效果、作用机制往往不同,且影响因素众

多(图 1)。 以四膜虫为模式生物研究 NMs 的细胞毒

性发现,其对细胞的作用是多种因素共同作用的结

果,包括组成、大小、表面修饰、溶解性和环境因素

如 pH、光和时间等。 就 NMs 单方面因素考虑有 3

种情况:颗粒本身作用;颗粒、离子共同作用;离子

作用。 因此,有必要对各个种类 NMs 分别进行研

究探讨[15-16]。
纳米银(AgNPs)具有优良的抗菌特性。 在古代,

人们就在容器中加入 Ag,防止液体和食物腐败。 随

着 AgNPs 的广泛应用,使其更多地暴露在环境中,
可能对生物造成毒性作用。 Juganson 等[17]以嗜热四

膜虫为受试生物研究 AgNPs 的细胞毒性大小,测得

24 h Ag
+
EC50 为 3 mg·L-1,AgNPs 的 EC50 大于 100

mg·L
-1,表明 Ag

+ 的毒性大于 AgNPs。 Juganson

等[18]通过理化指标测定和基因表达分析,发现 Ag-
NPs 作用后嗜热四膜虫体内氧化应激相关基因及金

属硫蛋白表达均有增加,其中金属硫蛋白基因表达

显著上调,通过对比 AgNPs 和 Ag
+的 EC50 也表明

Ag
+在 AgNPs 的生物毒性中发挥主要作用。 Shi

等[19]用梨形四膜虫为受试生物研究光照对 AgNPs

的毒性影响,结果表明光照引起颗粒团聚,致使表面

作用区域减少,释放的 Ag
+减少,使得光照下 AgNPs

的毒性显著低于黑暗条件下的毒性。 从以上研究可

知,AgNPs 的毒性作用主要与 Ag
+的释放有关,Ag-

NPs 对四膜虫有生长抑制作用,光照会减弱其细胞

毒性。

图 1　 纳米材料(NMs)生物效应的作用因素

Fig. 1　 Factors influencing the biological effects

of nanomaterials (NMs)

纳米氧化锌(ZnONPs)在个人护理产品如牙膏、
防晒霜及美容产品中应用广泛。 有研究指出

ZnONPs 与 Zn
2+对多种生物体的作用相似,毒性主

要归因于解离出的 Zn
2+[20-21]。 Chen 等[22]用嗜热四

膜虫为受试生物,评估低浓度 ZnONPs 对细胞的毒

性效应。 结果显示,在低浓度范围内其对四膜虫的

生长存在促进作用,且作用效果随时间的延长而减

弱。 Mortimer 等[23]对嗜热四膜虫暴露培养 4 h 测得

ZnO、ZnONPs、Zn2+的 EC50 值分别为 4.4、4.7、4.9 mg

·L-1,从溶解度可以判断 ZnONPs 的细胞毒性主要

与 Zn
2+的释放有关。 进一步研究发现 ZnONPs 暴露

24 h 的毒性比 4 h 低 1.5 倍,这可能是由于适应效

应,该作用机制有待进一步研究证明。
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随着纳米医学的发展,纳米二氧化钛(TiO2NPs)

经常用作基因传递和药物的载体。 TiO2NPs 被普遍

认为是一种低毒性的材料,也有报道显示其具有较

大的细胞毒性[24-25]。 Wang 等[26]研究发现,TiO2NPs

的细胞毒性主要与活性氧自由基的产生有关。 Zou

等[27]研究了光照条件下 TiO2NPs 对梨形四膜虫代

谢水平的影响,数据显示四膜虫体内的活性氧自由

基水平在光照下比在同浓度黑暗条件下增加了 1.9

倍,超氧化物歧化酶(SOD)水平增加了 3.9 倍,四膜

虫清除自由基的能力下降。 说明光照使 TiO2NPs

产生过多的自由基超出细胞本身的清除能力,会导

致细胞生长抑制、线粒体代谢功能障碍等。 此外,
Wang 等[26]研究表明,过量的 TiO2NPs 会聚集在细

胞表面,一旦粘附在细胞膜上,会阻碍离子通路,影
响离子交换,破坏胞吐过程,进而导致细胞凋亡。

当前纳米氧化铝(Al2O3NPs)应用改性方面的文

献有很多,但关于其对生物、环境的毒理学研究却较

少,要避免对新材料超前应用可能带来的灾难性后

果,就必须对其生态环境效应进行透彻的研究[28]。
有研究指出,高浓度 Al2O3NPs 会对斜生栅藻产生

生长抑制、光合毒性和氧化损伤等效应,对生态系统

具有破坏作用[29]。 Zhou 等[30]用梨形四膜虫作为受

试材料研究了 Al2O3NPs 的细胞毒性效应及影响因

素,发现四膜虫可通过代谢酶水平的调节缓解低浓

度下 NMs 对其产生的细胞毒性,但当该材料作用浓

度超出细胞本身的耐受值,就会造成细胞坏死,且浓

度越大毒性作用越明显。
铜具有独特的化学、光、电和热性能,这些特性

使得以纳米氧化铜(CuONPs)为基础的材料可以广

泛用作催化剂、杀菌剂、生物传感器和能量转化等。
目前关于 CuONPs 对细胞的毒性机理还没有一个统

一的论断,体外实验中发现除了哺乳类和酵母类生

物,Cu2+对其他类别生物的毒性均比 CuONPs 毒性

大[20,31]。 Moschini 等[32]发现,CuONPs 对人肺泡上皮

细胞的毒性主要与纳米颗粒的作用有关,而非解离

出的 Cu
2+。 Mortimer 等[23]以嗜热四膜虫为受试生

物研究 CuONPs 的毒性及作用机制,测得同浓度下

其对四膜虫的毒性强度是 CuO 的 10 ~ 20 倍,而相

同浓度下 CuONPs 中解离出的 Cu
2+浓度是 CuO 解

离浓度的 17 倍,表明 CuO 毒性受颗粒尺寸的影响,
毒性与 Cu

2+ 的释放有关。 进一步分析对比发现

CuONPs 处理 4 h 和处理 24 h 的毒性变化不大,说
明其毒性与暴露时间无关。 由以上论述可知,

CuONPs 颗粒尺寸越小,毒性作用越强,对不同种类

生物的作用机理存在差异。
纳米金(AuNPs)是指直径在 1 ~ 100 nm 的微小

颗粒,具有良好的生物相容性、介电特性和催化特性

等,其在免疫、食品、致病微生物快速检测等方面具

有良好的应用,但目前关于它的细胞毒性效应研究

较少[33]。 徐斌等[34]以梨形四膜虫为受试生物,研究

水环境中 AuNPs 在四膜虫中的吸收方式、分布状况

及细胞效应,发现四膜虫主要通过胞吞作用和口沟

进食吸收 AuNPs,且大多分布在食物泡中,不能被

四膜虫消化。 一段时间后,AuNPs 会通过胞肛从梨

形四膜虫中排出体外,还有少量分布在细胞质和细

胞核中。 该研究在 12 h、24 h 2 个时间点分别计不

同浓度处理下的细胞数,统计分析结果显示,AuNPs
对梨形四膜虫没有明显的毒性。 AuNPs 化学性质

稳定,难电离,不参与细胞活动,对细胞基本无毒,但
不排除富集状况下影响细胞正常代谢,破坏生态系

统循环的可能,因此,有必要对其在生物体、生态系

统中的吸收、转运进行长期的监测和毒性评估。
量子点(QDS)在显示器件、照明器件、医学成像

和新能源器件等领域具有广泛的应用前景,随着科

学技术的不断进步,其暴露机会将越来越大,但它是

否对生物体存在毒性效应还不清楚。 Mortimer 等[35]

观察到羧酸化 CdSe/ZnS 主要通过嗜热四膜虫吞噬

作用进入食口泡参与细胞代谢途径,最后被排出体

外。 四膜虫在 QDS 亚致死浓度下作用 24 h 内没有

出现细胞坏死、严重氧化损伤、脂质氧化和 DNA 损

伤等明显的细胞毒性。 但 Werlin 等[36]发现四膜虫

通过吞噬作用摄入含 CdSe 的细菌后,四膜虫的消

化能力和生长代谢受到抑制,部分细胞坏死。 四膜

虫的运动能力下降,使得它易被捕食,进而导致

QDS 在食物链的富集,对生态系统造成破坏作用。
罗慧[37]也发现 CdSe 对四膜虫存在生长抑制作用,
颗粒进入细胞,会造成功能结构损伤,最终导致细胞

凋亡,且毒性强度与浓度成正比,与颗粒尺寸成反

比。 但 Ag2Se 相对 CdSe 而言表现了低毒性,表明

QDs 组成可能会影响细胞毒性强度。

3　 非金属纳米材料对四膜虫的生物毒性研究(Bio-
toxicity of non-metal nanomaterials to Tetrahy-
mena)

在不溶性 NMs 中,碳纳米管(CNTs)的应用和研究

比较广泛,主要有单壁碳纳米管(SWCNTs)和多壁碳纳

米管(MWCNTs)2 种。 CNTs 具有优越的电学特性、化
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学和热学稳定性,但它在生物环境中没有溶解性,对此

可以进行共价或非共价表面修饰[38]。 当今 CNTs 对生

物和环境潜在的毒性效应引起了极大的关注。
对 SWCNTs 的研究发现,无论是水溶性还是水

不溶性的 CNTs 均可通过生物进入水生食物链循环,
在生物体和环境中富集,因此对 CNTs 的生态毒性研

究具有重要的意义。 Ghafari 等[39]以嗜热四膜虫为实

验材料研究不同浓度 SWCNTs 对细胞的行为变化影

响及其致死率,发现四膜虫在 SWCNTs 中连续暴露

72 h 后,对照组没有出现运动和形态差异,但实验组

四膜虫在不同阶段有不同的毒性表现,0 ~ 3 h 内,四
膜虫发生聚集且失去运动能力;3 ~12 h 内,部分虫子

恢复活动能力并从聚集体中移出来;12 ~ 72 h 内,与
聚集体有关基质增加,虫子死亡数量增加。 但当

SWCNTs 作用浓度较低时,四膜虫没有出现活力下降

现象。 这表明细胞致死率与 SWCNTs 浓度存在一定

的正相关性,浓度越大,对细胞的毒性效应越强。
Zhu 等[40] 利用显微技术观察梨形四膜虫对

MWCNTs 的摄取情况,分析其对四膜虫的生物效

应。 研究发现低浓度作用下细胞形态变化不明显,
没有黑色颗粒物。 随着浓度的增加,四膜虫体内出

现黑色颗粒,培养一定时间后,MWCNTs 逐渐被排

出体外。 在生长代谢实验中,测得四膜虫存活率、琥
珀酸脱氢酶含量与作用浓度呈正相关,表明 MWC-

NTs 对梨形四膜虫的生长存在促进作用。 进一步深

究发现,其对细胞的生长促进作用可能是与蛋白质

非共价结合的缘故。 此外,Guo[41]研究了分别经癸

胺和葡萄糖胺修饰的 MWCNTs 对梨形四膜虫的毒

性效应,发现癸胺修饰的颗粒对四膜虫具有明显的

细胞毒性,且随着作用浓度的增加生长抑制作用越

明显;而葡萄糖胺修饰的颗粒对四膜虫没有毒性反

而具有一定的促生长作用,说明 MWCNTs 的细胞

毒性与修饰基团的类别存在紧密的联系。 Mortimer

等[42]实验测得无论是通过直接吸收还是细菌摄取

MWCNTs,均会造成嗜热四膜虫生物富集效应,可
能传递给下一营养级,造成生态毒性。

富勒烯(fullerene, nC60)是第一种碳纳米材料,是
单质碳的第 3 种同素异形体。 因其具有极强的抗氧

化性,所以广泛应用于化妆品、医药领域[43]。 Tao

等[44]测得 nC60 在亚致死浓度下会抑制浮游植物的

生长,影响光合作用,对生态系统有破坏作用。 另

外,有报道指出对鱼类、细菌、纤毛虫毒性作用最大

的是 nC60

[45]。 Huang 等[46]以大型蚤为受试生物,通
过急性和慢性实验均发现 nC60 会抑制大型蚤的生

长代谢,对水生生态系统的影响不容忽视。 虽然众

多研究报道指出 nC60 对多种生物体存在毒性效应,
但对于其毒性机理、强度还没有一个统一的论断。
NMs 对四膜虫的生物毒性研究结果如表 1 所示。

表 1　 不同 NMs 对四膜虫的生物效应

Table 1　 Biological effects of different NMs on Tetrahymena

纳米材料

Nanomaterials

作用机制

Mechanism

毒性大小

Toxicity

影响因素

Influencing factors

纳米银

AgNPs

主要与 Ag+的释放有关

Mainly related to the release of Ag+
Ag+>AgNPs

光照;浓度;溶解性

Light; concentration; solubility

纳米氧化锌

ZnONPs

主要与 Zn2+的释放有关

Mainly related to the release of Zn2+
ZnO≈ZnONPs≈Zn2+

浓度

Concentration

纳米二氧化钛

TiO2NPs

光照造成细胞氧化损伤,浓度过高阻碍细胞代谢

Light causes oxidative damage to cells, and high

concentrations prevent cell metabolism

—
浓度;光照

Concentration; light

纳米三氧化二铝

Al2O3NPs

抑制率与浓度成正比

Inhibition rate is proportional to concentration
—

浓度

Concentration

纳米氧化铜

CuONPs

与 Cu2+的释放有关

Related to the release of Cu2+
Cu2+>CuONPs>CuO

溶解性

Solubility

纳米金

AuNPs
—

基本无毒

Non-toxicity —

量子点

Quatum dots (QDS )

抑制率与浓度成正比,与尺寸成反比

Inhibition rate is proportional to concentration;

inversely proportional to size

CdSe>Ag2Se
浓度;尺寸;组成

Concentration; size; composition
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续表1

纳米材料

Nanomaterials

作用机制

Mechanism

毒性大小

Toxicity

影响因素

Influencing factors

单壁碳纳米管

Single walled carbon

nanotubes (SWCNTs)

抑制率与浓度成正比

Inhibition rate is proportional

to concentration

—
浓度

Concentration

多壁碳纳米管

Multi-walled carbon

nanotubes (MWCNTs)

癸胺修饰的 MWCNTs 有抑制作用

Indoleamine modified MWCNTs

have inhibitory effect

—
修饰基团类别

Modifying group category

富勒烯

nC60

— nC60>CuONP, SWCNTs
浓度

Concentration

　 　 综上所述,NMs 对四膜虫的生物效应影响因素

众多(颗粒尺寸、浓度、溶解度、修饰基团、光和时间

等),其中部分金属及金属氧化物颗粒的溶解度会极

大地影响它们的毒性效应,难溶金属、非金属 NMs 可

通过与细胞直接接触或生物富集对细胞、生态系统造

成毒性影响。 当前关于 NMs 的生物毒性研究主要集

中于材料对生物体中细胞形态结构、行为变化、生长

动力学、生长代谢和生理生化等指标的测定,缺乏

NMs 在环境中的残留和生物富集效应评估。 因此,
加强对 NMs 在生产、使用、降解和转运信息的收集,
从多层次、多角度进一步研究其毒性作用机制,才能

更好、更全面地评估其对人类和生态系统的影响。

4　 总结与展望(Summary and outlook)
科技让生活更简单。 当前世界各国都对富有战略

意义的 NMs 给予了足够的重视,但对于 NMs 可能对

生物造成的危害还没有一个准确的判断,无法对市场

进行有效、规范的监管。 当前研究 NMs 对生物体的毒

性效应面临着多重挑战:影响因素复杂;模式生物众

多,结论不一;体内实验与体外实验作用环境不同,外
推结论存在争议性;大多数毒性研究不依据现实的环

境暴露条件来确定剂量-反应参数,影响准确评估 NMs

对生物的暴露风险评估,对建立一个完整的 NMs 的生

物效应知识框架是一个极大地挑战[47-48]。
四膜虫是良好的模式生物,可以从细胞水平直

接评估 NMs 的生物效应。 随着分子技术、仪器分析

的不断发展,将更加快速、灵敏和准确地检测出 NMs

的转运途径、作用机制及毒性大小,此外还应从基因

表达分析、蛋白组学分析和代谢组学分析等多方面入

手,结合理化分析更加准确、全面地探索 NMs 的生物

效应,为人类社会生活的进步增福添祉。

通讯作者简介:苏锐(1976-),女,应用化学博士,讲师,主要

研究方向为环境毒理学,发表学术论文 10 余篇。
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