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碳纳米材料的细胞毒性及免疫效应研究进展
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摘 要：碳基纳米材料因其独特的物理化学性质在生物医学、能源存储及电子器件等领域展现出广阔的应用前景。近

年来，碳纳米材料的毒理学研究取得了显著进展，但结构差异对细胞毒性及免疫效应的影响机制尚未完全明确。通过系统

地分析现有文献资料，比较了多种碳纳米材料在体外细胞试验和体内动物模型中的表现，疏理了碳纳米材料的结构-毒性-

免疫效应关联，总结了碳纳米材料毒理学研究的总体现状、发展趋势和研究需求，以期为其安全性设计提供理论依据。
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Research Progress on the Cytotoxicity and Immune Effects of Carbon-based 
Nanomaterials

ZHANG　Yimiao § ， BIAN　Yuqin § ， LIU　Xinbo § ， PANG　Jiahe ， SUN　Tongxuan ， DU　Qiazheng ， XU　Wenhao ， 
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Abstract：Carbon-based nanomaterials have demonstrated extensive application prospects in fields including biomedicine， ener‑
gy storage， and electronic devices， owing to their unique physicochemical properties. In recent years， significant advancements 
have been achieved in toxicological studies of these materials， but the mechanisms through which structural variations influence 
their cytotoxicity and immune effects remain not yet fully elucidated. This review systematically synthesized existing literature， 
meticulously comparing the performance of diverse carbon nanomaterials in both in vitro cellular assays and in vivo animal mod‑
els， sorted out the structure-toxicity-immune effect relationships of carbon nanomaterials， and summarized the current research 
landscapes， development trends and research needs of toxicology research on carbon nanomaterials， in order to provid theoretical 
basis for their safety design.
Keywords：cytotoxicity； carbon nanomaterials； macrophage； immune effect

随着工业、农业、医药和电子等领域的需求不

断扩大，纳米技术得到了迅速发展，碳纳米材料是

一个不断扩展的材料家族。许多研究评估了职业

环境暴露于碳纳米材料对健康的影响［1］。Kim
等［2］对空气污染和矿物粉尘颗粒进行研究，发现

吸入尺寸<100 nm 的颗粒可通过活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）、细胞损伤和炎症引起肺损

伤［2］。多个研究报道显示，碳纳米材料细胞毒性

的潜在机制主要包括活性氧的产生、细胞自噬与

溶酶体膜损伤、线粒体功能障碍以及最终通过凋
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亡或坏死导致细胞死亡［3］。在过去的十年中，研

究者们在阐明碳纳米材料的免疫学特性方面作出

了巨大的努力［4］。单壁碳纳米管、多壁碳纳米管、

富勒烯、炭黑纳米颗粒、原始石墨烯、单壁碳纳米

角具有明确的结构、不同的尺寸分布、不同的表面

积以及不同的物理和化学性质，而吸入颗粒的致

病性在很大程度上取决于它们的几何形状，因此

本文分析了碳纳米材料的结构差异对细胞毒性的

影响，有利于指导开发低毒高效的纳米载体；疏理

了碳纳米材料的细胞毒性和免疫作用，为临床应

用中剂量选择、暴露途径及毒理预警提供理论依

据，有助于建立纳米药物的安全性评价标准，并为

开发新型免疫佐剂或抗炎制剂提供思路，降低临

床治疗中的意外毒性风险；阐述了碳纳米材料毒

理学研究的总体现状、发展趋势和研究需求，期望

弥补现有体外研究与临床实践的鸿沟，为制定长

期用药监测方案奠定基础。

1　结构差异对碳纳米材料细胞毒性的影

响及其主要发生机制

1.1　单壁碳纳米管

单壁碳纳米管（single-walled carbon nanotubes，
SWCNT）是由单个石墨烯片组成的具有圆柱形结

构的薄碳丝。研究表明，酸功能化的单壁碳纳米

管（acid-functionalized SWCNT，af-SWCNTs）会影响

腹膜巨噬细胞的活力、诱导自噬体累积和溶酶体

稳定性，且具有浓度依赖性的细胞毒性［5］。另一

研究表明，af-SWCNTs被巨噬细胞吞噬，定位于溶

酶体内，导致线粒体功能受损，并抑制吞噬活性［6］。

1.2　多壁碳纳米管

多壁碳纳米管（multiwalled carbon nanotubes，
MWCNT）是由多个石墨烯片组成的具有圆柱形结

构的薄碳丝。有研究评估了酸 -多壁碳纳米管

（acid-treated MWCNTs，acid-MWCNTs）和牛磺酸

功能化多壁碳纳米管（taurine-functionalized MW‑
CNTs，tau-MWCNTs）的毒性，发现这两种类型的

MWCNT都不能诱导小鼠单核巨噬细胞白血病细

胞（RAW264.7细胞）凋亡［7］。然而，这两种类型的

MWCNT 都可显著诱导肺泡巨噬细胞（alveolar 
macrophages，AM）凋亡并减少细胞吞噬，其原因

可能与肺泡巨噬细胞（alveolar macrophages，AM）

上的大负电荷粒子和清道夫受体之间的相互作用

有关，说明不同类型的巨噬细胞对 MWCNT 的敏

感度不同［8］。

1.3　富勒烯

富勒烯（fullerene，C60）是一种仅由 60个碳原

子组成的碳同素异形体，具有多边形结构。据报

道，C60对肺泡巨噬细胞没有细胞毒性［9］，而对人

类巨噬细胞表现出非常低的细胞毒性，且不能作

为生物诱导剂引发炎症反应。研究表明，可溶形

式的C60，即当其不饱和键可接近时，其对氧化应

激的活性至少是固体形式的100倍［10］。

1.4　碳黑纳米颗粒

碳黑纳米颗粒（carbon black nanoparticles，
CB）是一种传统的纳米尺寸的碳纳米材料，直径

在 10~100 nm，具有 3 个纳米尺寸。CB 导致暴露

的AM和RAW264.7细胞死亡，其特征主要是细胞

大小增大、细胞膜破裂、Caspase-q活化、乳酸脱氢

酶（lactate dehydrogenase，LDH）渗漏和白细胞介

素 -1β（interleukin-1β，IL-1β）释 放［9］。 核/壳铁/
碳纳米粒子（core/shell iron/carbon nanoparticles，
Fe@CNPs）在核磁共振成像（magnetic resonance 
imaging，MRI）和药物传递方面得到了广泛的应

用。有研究评估了各种功能化的 Fe@CNPs（如丙

氨酸、吡烷酮、伯胺和烷基醇）对人胚胎肾细胞

HEK293和人宫颈癌细胞C33A的细胞毒性，表明

表面修饰的 Fe@CNPs 在类似程度上可触发 ROS
的产生，但只有丙烯酸功能化的Fe@CNPs通过凋

亡 途 径 诱 导 细 胞 死 亡 ，提 示 ROS 的 产 生 与

Fe@CNPS诱导的细胞凋亡没有关联［11］。

1.5　原始石墨烯

原始石墨烯（nanographite，NG）又称石墨纳米

板，是由 sp2 键合的碳原子组成的单原子厚度的

二维薄片。据报道，NG 能够诱导 RAW264.7 巨

噬细胞凋亡和坏死［11］。通过细胞外诱导 LDH 释

放比较 NG、碳纳米管（carbon nanotubes，CNTs）和

碳黑纳米颗粒（carbon blaek nanopartides，CB）对

RAW264.7 细胞的毒性，发现仅在最高剂量 CNT
和NG处理组中观察到显著的LDH释放，NG可产

生比CNTs更强的细胞毒性［12］。

1.6　单壁碳纳米角

单壁碳纳米角（single-walled carbon nanohorns，
SWCNH）是一种圆角约为 20°的单壁碳纳米管，许

多研究揭示了碳纳米材料在低摄取条件下的细胞
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毒性。一项研究报告了RAW264.7细胞对高摄取

0.3 mg·mL-1 SWCNH的反应，过度摄取 SWCNH会

导致细胞凋亡和坏死［14］。

2　细胞毒性的潜在机制

2.1　ROS
ROS的产生先于其他细胞反应，且其增加与

溶酶体膜不稳定（lysosomal membrane destabiliza‑
tion，LMD）有关。多项研究证实，氧化应激是碳纳

米管诱导细胞毒性的常见机制。Kong 等［13］报道

了石墨烯诱导的细胞凋亡通过 MAPK、TGF-β 信

号通路激活 ROS。SWCNT 诱导人类表皮角质形

成细胞的氧化应激和细胞毒性［15］，且SWCNT孵育

可触发 ROS 的产生，从而导致细胞死亡以及 NF-

κB和 P38的激活，SWCNT和MWCNT都可以通过

超氧化物爆发刺激 IC50处ROS的产生［15］。

2.2　细胞自噬与溶酶体膜损伤

溶酶体功能障碍是纳米材料毒性的一种潜在

机制，基于溶酶体的过程被称为细胞自噬，是细胞

死亡的重要途径，各种纳米材料已被证明可诱导自

噬小体积累。溶酶体障碍通常与自噬功能障碍有

关［15］。SWCNH 在溶酶体中的积聚会诱导 ROS 的

产生，进而触发溶酶体膜的损伤，导致细胞凋亡和

坏死。SWCNH 治疗时，预先加载的 FITC-葡聚糖

（250 kD）从溶酶体扩散到细胞质证实了溶酶体膜

破裂（lysosomal membrane rupture，LMR）或溶酶体

膜通透性升高（lysosomal membrane permeabiliza‑
tion，LMP）［14］。此外，内化的碳纳米管被发现在溶酶

体内积累，导致溶酶体膜通透，随后组织蛋白释放

到细胞质，从而诱导线粒体功能障碍和ROS的产生。

2.3　细胞凋亡

一项研究调查了 CB 纳米颗粒引起的一种炎

性依赖的细胞死亡形式，被鉴定为细胞凋亡。它

的特征是膜完整性丧失和膜孔形成，导致细胞肿

胀和最终细胞溶解，但确切的机制尚不清楚。在

这项研究中，暴露于CB纳米颗粒导致炎症小体激

活、Caspase-1裂解和下游 IL-1β释放，而Caspase-1
抑制剂和凋亡抑制剂均对巨噬细胞的活性具有保

护作用［16］。

2.4　细胞凋亡与线粒体途径和清道夫受体的

关系

酸性多壁碳纳米管和 tau-MWCNTs通过线粒

体途径和清道夫受体诱导 RAW264.7 细胞凋亡。

MWCNT处理后线粒体膜电位降低，细胞色素C泄

漏，Caspase-9的特异性抑制剂可阻止细胞发生凋

亡，提示线粒体途径可能参与了MWCNT诱导细胞

凋亡的机制［16］。类似地，原始的 SWCNTs（p-SW‑
CNTs）通过引发线粒体功能障碍诱导 RAW264.7
细胞的凋亡，并且 ATP的产生呈剂量依赖性地减

少。MWCNT暴露后，线粒体膜电位下降，细胞色

素 C 从线粒体释放，细胞质钙水平升高，ATPase
活性抑制，细胞毒性参与了线粒体启动的途径［17］。

2.5　细胞坏死

有研究发现，未纯化的 MWCNT 通过质膜主

动或被动地进入细胞，导致细胞坏死，而非凋亡［16］。

在另一研究中，纯化的 SWCNTs 在人单核细胞来

源巨噬细胞（human monocyte-derived macrophages，
HMDM）中诱导了低比例的细胞死亡。通过透射

电子显微镜观察坏死细胞的形态和结构，大量的

SWCNTs 被 HMDM 摄取，定位于溶酶体中或可能

游离于细胞质中［18］。

3　碳基纳米材料的免疫效应

3.1　碳纳米材料介导的体外免疫细胞反应

3.1.1　对巨噬细胞的影响　碳纳米材料介导免疫

反应的大部分工作，包括对细胞摄取、细胞活力和

诱导炎症的影响，这些都是在巨噬细胞上进行

的。研究表明，工程纳米颗粒可能会影响巨噬细

胞的细胞摄取。巨噬细胞作为典型的吞噬细胞，

是选择性药物传递中极具吸引力的靶点［19］。巨噬

细胞对碳纳米管的不良识别阻碍了巨噬细胞介导

的“免疫监视”，而碳纳米管的功能化则增加了吞

噬细胞和其他细胞对它们的识别［20］。凋亡细胞在

细胞表面暴露出一种阴离子磷脂——磷脂酰丝氨

酸（phosphatidylserine，PS），其可作为巨噬细胞识

别和摄取的“Eat-me”信号。研究表明，经过修饰

的纳米颗粒是输送抑制或消除异常免疫细胞药物

的良好候选者，例如肿瘤相关的巨噬细胞［21］。HM‑
DM的功能可能由 SWCNTs诱导，非细胞毒性浓度

的 SWCNTs可抑制 HMDM 的趋化作用，并可抑制

预先与 SWCNTs孵育的巨噬细胞吞噬凋亡靶细胞

的作用。研究发现，长针状碳纳米管激活HMDM
分泌 IL-1β和 IL-1α，依赖于NLRP3炎性小体的激

活。此外，ROS 的产生和组织蛋白酶 B 的激活也
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参与了CNT诱导的NLRP3炎性小体的激活。

3.1.2　对淋巴细胞的影响　淋巴细胞具有抗原特

异性和免疫反应的先天特征，且碳纳米材料对其

细胞功能具有正相或负相调节作用。一项研究调

查了功能化的碳纳米管对 T 淋巴细胞、B 淋巴

细胞以及自然杀伤细胞（natural killer cells，NK）
的 影 响 ，结 果 表 明 该 材 料 对 NK 细 胞 有 较

强的激活作用［22］。Wang 等［23］发现低剂量（0.00~
0.10 μg·mL-1）的CNTs不能诱导细胞毒性，但它们

通过激活淋巴细胞中的核因子-κB，增强淋巴细胞

对多种人类细胞系的细胞毒性。此外，CNTs诱导淋

巴细胞分泌干扰素-γ和肿瘤坏死因子-α。此外，作

者还发现，氧化的MWCNT（400 μg·mL-1）通过程序

性细胞死亡导致人类 T 细胞的细胞活力大量丧

失，而未氧化的MWCNT毒性较小。相反，另一研

究发现，两种功能化的 CNTs（1，3-偶极环加成反

应、氧化/酰胺化处理）在体外可被 B、T 淋巴细胞

和巨噬细胞摄取，但不影响细胞活力［23］。

3.1.3　对树突状细胞的影响　基于树突状细胞的

免疫治疗是一种重要的抗癌策略，目前在临床试

验中已有树突状疫苗上市。研究发现，与肿瘤蛋

白结合的MWCNT增加了人树突状细胞对肿瘤抗

原的摄取，并在体外诱导了树突状细胞的抗癌反

应［24］。碳纳米颗粒的促炎潜力在生物医学应用领

域是一个关键问题。高纯度的 CNT 和 CNOS（p-

CNTs 和 p-cNOS）不能诱导树突状细胞成熟或分

泌炎性细胞因子（IL-6 和肿瘤坏死因子-α）。然

而，p-CNTs 和 p-cNOS 以 NLRP3 及剂量依赖的方

式促进树突状细胞分泌 IL-1β，而 cNOS 表现出较

弱的炎症状态。值得注意的是，p-碳纳米管和 p-

cNOS的苯甲酸官能化降低了它们的炎症活性，导

致 IL-1β的分泌减少［25］。

3.1.4　对其他免疫细胞的影响　有研究表明，碳

纳米管对单核细胞有较强的激活作用［26］，但在其

他类型的免疫细胞中，碳纳米材料介导的细胞反

应证据不足。

3.2　碳基纳米材料的体内免疫效应

3.2.1　肺巨噬细胞活化与炎症诱导　肺泡巨噬细

胞作为驻留在肺内的吞噬细胞，在非特异性吞噬

清除颗粒物中起着核心作用。巨噬细胞对吸入颗

粒物的第一反应是通过细胞表面受体识别这些颗

粒物［27］。甘露糖受体（mannose receptor，MR）介导

的吞噬作用诱导各种下游事件，包括溶酶体的通

透性、ROS的产生、NF-κB的激活和促炎细胞因子

的释放。然而，清道夫受体介导的吞噬作用并不

伴随促炎细胞因子的分泌和NF-κB的激活。在颗

粒内化后，活化的巨噬细胞介导了碳纳米材料诱

导的肺部炎症和纤维化改变。在气管内 1次性注

入较高剂量的CB（即 0.054和 0.162 mg）后，第 1天

支气管肺泡灌洗液中巨噬细胞的数量减少，但在

第3天增加。在MWCNT暴露后的慢性期（吸入或

气管内滴注），巨噬细胞仍然可作为主要的渗透细

胞留在大鼠肺内。研究表明，IL-1R-/-小鼠和拮抗

剂处理的小鼠（依那西普和阿纳金纳）表现出减弱

的炎症反应，提示 IL-1R 信号通路在观察到的肺

部炎症中具有重要作用［28］。经咽吸入 MWCNT
（5~40 μg）可显著促进肺内沉积颗粒附近快速而

显著的纤维化形成，并显著增加肺组织中转化生

长因子-1β和血小板衍生生长因子-A的表达。在

纤维化的同时观察到明显的中性粒细胞和巨噬细

胞的渗透［29］。

除了直接作用外，CNTs还能够增强过敏原对

呼吸道的过敏免疫反应。在脚垫注射和鼻内施用

碳纳米颗粒与 OVA 加强剂后，OVA 特异性 IgE和

IgG1 水平显著高于单独使用 OVA。鼻内暴露可

诱导以支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage 
fluid，BALF）中细胞数量和细胞因子水平增加为

特征的气道炎症。此外，治疗组的纵隔淋巴结

细胞总数增加。在OVA增强剂作用下，与单独使

用过敏原相比，气管内反复给药使肺部暴露于

MWCNT 可加重呼吸道炎症（免疫细胞的渗透和

细胞因子的产生），并增加血清免疫球蛋白水平

（过敏原特异性的 IgG1 和 IgE）。通过咽吸入

CNTs的情况下，暴露于抗原可诱导增加过敏性呼

吸道炎症和淋巴结中的特异性 TH2反应。综上，

在对过敏原致敏过程中，暴露于CNTs的呼吸道通

过加重过敏免疫反应而显示出佐剂作用［30］。

3.2.2　其他免疫细胞的激活　在呼吸道上皮细胞

中，经滴注后不久，BALF出现急性炎症反应，表现

为明显的中性粒细胞聚集和中性粒细胞趋化因子

水平升高。早在 3 h、50%的肺泡巨噬细胞中就有

黑色颗粒，从肺中提取的肺泡巨噬细胞没有表现

出促炎征象。相反，通过基因表达分析，肺泡上皮

Ⅱ型细胞被确定为CXCL细胞因子的主要来源［31］。

用家尘螨（house dust mites，HDM）诱导小鼠哮喘模

型，然后经鼻腔滴注多壁碳纳米管，结果显示，与
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单独接触HDM相比，暴露于MWCNT加重了呼吸

道炎症，并诱导了上皮源性固有细胞因子的产生［32］。

在一项研究中，将刚性棒状和柔性缠绕的碳

纳米管连续 4 d 吸入 4 h，模拟 1 周的职业暴露。

结果表明，棒状碳纳米管可引起过敏性呼吸道炎

症。暴露4 h后，棒状但不缠绕的碳纳米管可促进

天然免疫相关基因及细胞因子或趋化因子途径的

上调。肥大细胞缺陷的小鼠表现出减轻的肺部炎

症，表明肥大细胞在棒状碳纳米管诱导的变态反

应性炎症中发挥关键作用［33］。肥大细胞通过不同

的受体对危险信号做出反应，如 IL-1样受体 ST2，
它与配体 IL-33结合后被激活。有研究证实，肥大

细胞和 IL-33/ST2 轴介导了 MWCNT 诱导的肺和

心血管反应，在肥大细胞缺陷小鼠或对 IL-33无反

应的小鼠中，未观察到MWCNT的毒理学效应［34］。

气管内滴注 MWCNTs（5、20和 50 mg·kg-1）可

增加 BALF 和血液中的促炎细胞因子，且在暴露

后第 1 天达到峰值。Th2 型细胞因子比 Th1 型细

胞因子的升高更明显。在一项研究中发现，MW‑
CNT在静脉注射（100 μg·只-1）后显著增加促炎巨

噬细胞释放细胞因子，进而刺激 T 淋巴细胞的增

殖反应［35］。

3.2.3　免疫细胞的系统性激活　有证据表明，局

部暴露（航空暴露或腹腔注射）不仅会引起局部不

良反应，还会引起全身炎症反应。例如，血液和

BALF中的嗜酸性粒细胞持续增加超过 24 h，28 d
后会显著增加具有免疫功能的血清急性期蛋白，

包括补体C3、载脂蛋白A-I和A-II以及α2-巨球蛋

白等系统标志物［25］。

3.2.4　激活补体系统　进入血液后，CNTs可以与

免疫系统相互作用，补体系统是天然免疫系统的

组成部分，参与防御外来病原体和清除碎片。一

项研究观察到，尽管 C1q 和 C1s-C1r-C1r-C1s 有组

织地结合在 CNTs 上，但没有纳米管诱导 C1 络合

物的激活，然而非功能化高压一氧化碳单壁碳纳

米管和双壁碳纳米管可以触发补体系统的激活。

聚乙二醇化被广泛用于纳米颗粒的表面修饰，增

加纳米颗粒的稳定性和延长血液循环时间［36］。碳

纳米管的表面聚乙二醇化使得纳米粒子可以分散

在水溶液中，提高了它们在各种应用领域中的实

用性［37］。Pannuzzo等［38］发现聚乙二醇化的纳米管

可诱导 SC5b-9 升高，在 C1q 耗竭的血清中，纳米

管介导补体激活，表明经典途径是独立的。大鼠

静脉注射聚乙二醇化纳米管（1.2 mg·kg-1）后，血浆

血栓素B2水平显著升高，提示纳米管在体内启动

了补体激活。综合来看，所有的聚乙二醇化纳米管

都能够同等地激活补体系统，与聚乙二醇的负载长

度无关，同时白蛋白包被的SWCNTs具有更强的水

溶性，并能激活C1q介导的经典途径和替代途径［38］。

3.2.5　诱导免疫抑制　在一项通过吸入暴露于

MWCNT 7或 14 d的研究中，没有观察到炎症或组

织损伤，而是导致了免疫抑制，其特征是NK细胞

功能下降和T细胞依赖的抗体反应。连续 14 d吸

入 MWCNT（0.3 或 1.0 mg·min-1~3，6 h·d-1）可引起

小鼠全身免疫功能下降，但吸入MWCNT不改变淋

巴细胞亚群［39］。

3.2.6　免疫细胞对碳纳米颗粒的生物降解作用　

对不同的过氧化物酶进行比较以研究 SWCNTs降
解，体外模型的结果显示 3 种氧化剂与 SWCNTs
反应后可导致其降解。其中，髓过氧化物酶（my‑
eloperoxidase，MPO）和过氧化脂质（lipid peroxide，
LPO）表现出更高的降解 SWCNTs的能力，这归因

于次卤酸（分别为 HOCl 和 HOBr）的形成。MPO
是由激活的中性粒细胞产生的，因此在炎症部位

可能具有高浓度的 MPO 和 HOCl，有利于纳米管

的降解。与野生型动物相比，暴露于MPO基因敲

除小鼠肺中的 SWCNTs清除明显减少，表明 MPO
参与了 SWCNTs在体内的生物降解［40］。已有研究

表明，MPO对碳纳米管的生物降解可减轻肺组织

炎症，且碳纳米管引起的炎症反应在很大程度上

依赖于暴露人群中颗粒的生物降解程度。嗜酸性

粒细胞过氧化物酶（eosinophil peroxidase，EPO）是

一种含血红素的卤代过氧化物酶，也是人类肺内

一种主要的产酶氧化剂，尤其是在炎症部位，与

MPO有 68%的序列同源性。由于NADPH氧化酶

的高表达，嗜酸性粒细胞产生超氧化物的活性很

强。据报道，通过咽部吸入CNTs（50μg·只-1）可导

致急性肺嗜酸性粒细胞增多，随后嗜酸性粒细胞

将促红细胞生成素释放到肺部的炎症部位［41］。综

上可知，激活的嗜酸性粒细胞在肺部对这些材料

的反应中发挥了重要作用。

4　展望

碳基纳米材料作为纳米技术最有前途的产

品，伴随着在各个领域的广泛应用，其引起的中毒
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事件已然成为社会公共健康问题。因此，了解碳

基纳米材料毒性的一般特点可为进一步的临床前

实验铺平道路，熟知其中毒的临床特征已成为一

名临床医生的必备技能，从而可减少误诊、尽快确

诊、及时治疗。此外，由于碳纳米材料引起中毒的

机制仍不明确，阐明其毒性机制，将为积极开发更

安全、有效的技术应用提供理论基础。
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