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纳米级和食品级二氧化钛对小鼠肝脏毒性的影响 

凌  敏, 张  薇, 陆罗定, 梁  婕* 
(江苏省疾病预防控制中心毒理与风险评估研究所, 南京  210009) 

摘  要: 目的  探讨纳米级和食品级 TiO2 对小鼠肝脏毒性的影响。方法  将 80 只昆明种小鼠随机分为对照

组和不同粒径的 TiO2 染毒组, 通过灌胃方式给予小鼠纳米级 TiO2 (Nano-TiO2)或食品级 TiO2 (E171)混悬液(剂

量分别为 50、150 和 500 mg/kg BW), 连续 14 d, 以纯净水作为阴性对照组。试验结束后, 检测相关生化指标, 

计算肝脏系数并检测肝脏抗氧化性能指标。0、25、50、100 μg/mL 的 Nano-TiO2 或 E171 混悬液处理小鼠 AML12

细胞后, 检测细胞活力及活性氧(reactive oxygen species, ROS)的含量。结果  经过 14 d 的染毒后, 不管是纳米

级还是食品级的 TiO2 对小鼠的体质量及肝脏系数和与肝脏相关的生化指标均未出现明显影响。Nano-TiO2 对

小鼠肝脏产生了一定的氧化损伤, 而 E171 对小鼠的肝脏抗氧化性能指标均没有明显的影响; 各剂量组的

Nano-TiO2 均会降低细胞活力, 且升高细胞内 ROS 水平, 而 E171 只有 100 μg/mL 质量浓度组才出现细胞活力

下降, ROS 含量增加。结论  在同等暴露条件下, Nano-TiO2 的肝脏氧化毒性较食品添加剂 E171 更强。本研究

可为食品添加剂 E171 的安全应用提供参考依据。 
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Effects of nano-grade and food-grade titanium dioxide on hepatotoxicity in 
mice  

LING Min, ZHANG Wei, LU Luo-Ding, LIANG Jie* 
(Institute of Toxicology and Risk Assessment, Jiangsu Provincial Center for Disease Control and Prevention, Nanjing 

210009, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the hepatotoxic effects of nano-sized and food-grade TiO2 on mice liver. 

Methods  A total of 80 Kunming mice was randomly divided into the control group and TiO2 exposure groups with 

different particle sizes. The mice were intragastrically administered with nano-sized titanium dioxide (Nano-TiO2) or 

food-grade TiO2 (E171) suspension at doses of 50, 150 and 500 mg/kg BW for 14 consecutive days. Purified water was 

used as the negative control. At the end of the experiment related biochemical indexes were determined, the liver 

coefficient was calculated and liver antioxidant indexes were detected. Mice AML12 cells were treated with Nano-TiO2 

or E171 suspension at concentrations of 0, 25, 50 and 100 μg/mL, and cell viability and intracellular reactive oxygen 
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species (ROS) content were subsequently measured. Results  After 14 days of exposure, neither nano-sized nor 

food-grade TiO2 exerted significant effects on body weight, liver coefficient and liver-related biochemical indexes in 

mice. Nano-TiO2 induced obvious oxidative damage in the liver of mice, while E171 had no significant influence on 

hepatic antioxidant indexes. In all dose groups, Nano-TiO2 reduced cell viability and increased intracellular ROS levels. 

Decreased cell viability and elevated ROS content were only observed in the 100 μg/mL E171 treatment group. 

Conclusion  Under the research same exposure conditions, the hepatic oxidative toxicity of Nano-sized TiO2 is 

stronger than that of the food additive E171. This research provides a scientific basis for the safe application of food 

additive E171. 
KEY WORDS: nanoparticles; titanium dioxide; antioxidation; liver injury 
 
 

0  引  言 

二氧化钛(titanium dioxide, TiO2)是元素钛的天然氧化

物, 为白色无味粉末, 又名钛白, 其具有较好的光泽度、高

折射率、抗染色等特征[1–4]。TiO2作为一种食品着色剂在食品

的加工生产中广泛使用, 且被欧盟批准为食品添加剂并编号

为 E171[5–9]。美国现行规定允许 TiO2 作为免于认证的色素在

各类食品中使用, 量不超过食品重量的 1%[7]。 
近年来, 随着纳米技术的发展, 食品级 TiO2 (E171)在

食品领域中的应用所占比例成指数增长。人体每日通过膳

食摄入的 E171 可达数百毫克[10–14]。据文献报道, 对市售

的 E171 粉末进行分析, 检测结果发现, 约有 36%的颗粒粒

径都在纳米级别。但由于纳米颗粒在纳米尺度下, 会呈现

出不同于其分子形式的物理化学性质, 对生态环境及人体

健康都会造成与常规尺度不同的生物学效应, 因此对人体

健康的影响也需要重新评估 [15–18] 。欧洲食品安全局

(European Food Safety Authority, EFSA)于 2021 年发布了关

于 E171 的最新重新评估报告, 结论表明 E171 中的 TiO2

纳米颗粒(Nano-TiO2)可能通过 DNA 链断裂和染色体损伤

产生基因毒性[8,19–21]。目前, E171 作为食品添加剂的安全

性使用受到广泛的关注。 
研究表明 Nano-TiO2 颗粒通过血液循环分布并积累到

全身各个器官, 由于肝脏是人体最重要的解毒器官, 并且

肝脏也是 Nano-TiO2 颗粒积累的主要靶器官之一, 所以评

价 Nano-TiO2 颗粒对肝脏的毒性影响是评价纳米颗粒安全

性的重要指标[22–25]。因此本研究拟从 E171 及 Nano-TiO2

对小鼠生长、肝脏器系数、肝脏抗氧化性能指标及血生化

指标等方面进行比较, 且通过对小鼠正常肝(AML12)细胞

的活力及细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)的影

响, 探讨纳米与食品级的 TiO2 是否会对小鼠肝脏产生毒性, 
为 TiO2 在食品领域的安全应用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

TENAI G2 TF20 200KV 透射电子显微镜(美国 FEI 公

司); SPECTRAMAX 酶标仪(美国 BD 公司); AU640 型生化

分析仪(日本 OLYMOPUS 公司); Scientz-IID 超声波细胞破

碎机(宁波新生物科技股份有限公司); CO2 细胞培养箱(美
国Thermo Electron公司); PL203电子天平(精度 1 mg, 美国

METTLER TOLEDO 公司); DT5-4B 低速离心机(北京时代

北利离心机有限公司)。 
Nano-TiO2( 纯 度 99.0%, 美 国 NanoAmor 公 司 ); 

E171(纯度 99.2%, 江苏沪申钛白科技有限公司); 生化试

剂盒(宁波美康生物科技有限公司); DMEM/F 12 培养基

(1%青霉素混合液、链霉素混合液)(美国 Gibco 公司); 总超

氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide dismutase, SOD) 、 丙 二 醛

(malondialdehyde, MDA)、过氧化氢酶(catalase, CAT)、还

原型谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)测定试剂盒(南京

建成生物工程研究所); 小牛胎牛血清、2’,7’-二氯荧光素二

乙 酸 酯 (2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, 
DCFH-DA)、八肽胆囊收缩素(cholecystokinin octapeptide, 
CCK-8)(碧云天生物技术有限公司)。 

1.2  实验动物分组及处理 

SPF 级健康昆明种小鼠 80 只, 体重 25.0~30.0 g, 雌雄

各半, 由浙江维通利华实验动物技术有限公司桐乡分公司

提供。入室适应性饲养 3 d 后, 对动物进行称重并随机分

为实验组和对照组, 每组 5 只雄性和 5 只雌性小鼠。通过

灌胃方式给予小鼠 Nano-TiO2 或 E171 混悬液(剂量分别为

50、150 和 500 mg/kg BW), 连续 14 d, 每天一次, 以纯净

水作为阴性对照组。实验期间实验室温度 20~24 ℃, 湿度

40%~70%。动物自由饮水、摄食。本研究涉及的研究内容

经由江苏省疾病预防控制中心伦理委员会所批准, 伦理号: 
2022021。 

1.3  细胞培养和处理 
小鼠肝(AML12)细胞购于中国科学院细胞库。细胞于

10% 10FBS和 1%青霉素混合液、链霉素混合液的DMEM/F 
12 培养基中, 置 37 ℃、5% CO2培养箱中常规培养。质量浓

度为 0、25、50、100 μg/mL 的 Nano-TiO2或 E171 处理细胞

24 h 用于检测细胞活力, 处理 6 h 用于检测细胞 ROS 水平。 



272 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

1.4  样品处理方法 

Nano-TiO2 和 E171 均为不溶性物质。采用透射电子显

微镜观察 E171 的尺寸与形貌, 透射电镜图见图 1。使用纳

米测量分析软件(Nano Measurer 1.2.5)对测量结果进行分

析, 并计算 TiO2 颗粒的平均粒径。本研究中在进行受试物

配制时, 均使用灭菌注射用水(本研究阴性对照)配制, 超
声波振荡 3 min 制成受试物混悬液, 现配现用。 

1.5  小鼠相关检测指标 

灌胃 14 d 后, 称量实验小鼠体重, 采用摘眼球法采集

血液放入离心管, 室温静置 30 min, 3000 r/min 离心 10 min
后吸取上层血清, 采用全自动生化分析仪检测谷丙转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT)、天冬氨酸转氨酶(aspartate 
aminotransferase, AST)、总蛋白(total protein, TP)、白蛋白

(albumin, ALB)水平。处死动物, 称取肝的绝对重量, 计算

肝/体比值。取 0.2 g 肝组织, 制成 5%肝组织匀浆, 采用相

应试剂盒检测 SOD、MDA 和 GSH 含量。 

1.6  CCK8 细胞活力检测 

小鼠 AML12 细胞铺设于 96 孔板密度为 5000 个/孔, 
设置 4 个复孔 , 待细胞完全贴壁后加入不同浓度的

Nano-TiO2 或 E171 混悬液, 培养 24 h。染毒时间结束后每

孔中加入 10 μL 的 CCK-8 试剂, 孵育 2 h。用酶标仪检测

450 nm 处的吸光度, 计算细胞存活率。 

1.7  细胞 ROS 测定 

小鼠 AML12 细胞接种于 12 孔板中, 每孔约为 5×105 个

细胞, 设置 4 个复孔, 待细胞完全贴壁后加入不同浓度的

Nano-TiO2或 E171混悬液, 继续培养 6 h后移除染毒液, 然
后每孔 500 μL 加入浓度为 10 μmol/L 的 DCFH-DA 溶液, 
在培养箱中孵育 20 min 后用酶标仪进行检测。 

1.8  数据处理 

实验结果数据用均值±标准偏差表示。SPSS 13.0 软件

进行方差分析或 t 检验, P<0.05 认为差异具有统计学意义。

图均使用 Graphpad Prism 5.0 软件进行绘制。 

2  结果与分析 

2.1  TiO2 颗粒的表征 

透射电子显微镜下 Nano-TiO2 颗粒的最大粒径为

60.28 nm, 最小粒径为 22.24 nm, 平均粒径为(37.73±7.79) nm。

E171 颗粒最大粒径为 306.53 nm, 最小粒径为 38.03 nm, 
平均粒径为(115.62±52.26) nm, 其中 100 nm 以下颗粒的占

比约为 43%, 见图 1。 

2.2  纳米级和食品级TiO2对小鼠体重及肝脏系数的

影响 

染毒期间, Nano-TiO2 和 E171 各剂量染毒组小鼠均未

见明显异常, 饮水量和进食量未见明显改变。各组间小鼠

体重在染毒前后差异均无统计学意义(P>0.05), 各剂量组

的肝脏系数与对照组相比, 差异均无统计学意义(P>0.05), 
见表 1。结果提示经 Nano-TiO2 和 E171 染毒后, 并未影响

小鼠的体重及肝脏系数。 
 

 
 

注: A. Nano-TiO2; B. E171。 
图 1  TiO2 颗粒透射电子显微镜图像和粒径分布 

Fig.1  Transmission electron microscopy images and particle size distribution of TiO2 particles 
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表 1  TiO2 颗粒对小鼠体重及肝脏系数的影响 
Table 1  Effects of TiO2 particles on body weight and liver coefficient in mice  

剂量组 
初始体重/g 染毒后体重/g 肝/体/% 

雌性 雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 

对照 20.70±0.72 20.30±0.87 28.78±0.86 31.56±1.41 5.22±0.43 4.87±0.52 

Nano-TiO2 (50 mg/kg) 19.90±0.72 20.68±0.76 27.52±1.59 32.78±1.08 5.14±0.40 4.82±0.40 

Nano-TiO2 (150 mg/kg) 19.82±1.38 20.90±0.62 27.14±2.26 32.04±1.45 4.85±0.41 5.28±0.25 

Nano-TiO2 (500 mg/kg) 20.26±0.98 20.22±0.73 27.74±1.65 31.32±1.60 4.83±0.28 4.87±0.33 

E171 (50 mg/kg) 19.96±1.15 20.04±0.66 27.48±1.60 31.34±1.11 4.98±0.49 5.09±0.20 

E171 (150 mg/kg) 19.58±1.04 20.22±0.83 26.92±1.60 31.42±1.57 4.84±0.43 5.05±0.23 

E171 (500 mg/kg) 19.50±0.31 20.44±0.46 26.94±0.93 32.24±1.17 4.65±0.41 5.00±0.44 
 

2.3  纳米级和食品级TiO2对小鼠肝组织抗氧化酶活

性的影响 

由表 2 可见, Nano-TiO2 的中高剂量组与对照组相比, 
雌雄小鼠的 CAT 活性均极显著下降(P<0.01)。高剂量组的

雌雄小鼠 MDA 活性较对照组升高, 而 GSH 和 SOD 活性

与对照组相比却显著降低(P<0.05); E171 各剂量组的雌雄

小鼠肝组织抗氧化酶活性与其溶剂对照组相比, 却没有观

察到显著变化(P>0.05)。结果提示 Nano-TiO2 浓度升高可导

致小鼠肝脏 SOD、CAT、GSH 活性降低, MDA 水平升高, 引
发肝脏氧化损伤。 

2.4  纳米级和食品级 TiO2对小鼠血清生化指标的影响 

小鼠血清生化结果显示, Nano-TiO2 雌性小鼠高剂量

组和雄性小鼠低剂量组的血清 ALB 与对照组相比显著升

高 (P<0.05), 但 考 虑 到 数 值 均 在 实 验 室 的 历 史 范 围

(25.25~34.70 g/L)内, 而且没有出现明显的剂量反应关系, 
因此结果不提示有异常。其他各剂量组的血清生化指标均

未出现显著改变(P>0.05); E171 各剂量组的血清 TP、ALB、

ALT、AST 等血清生化指标与溶剂对照组相比, 并未显示

出显著差异(P>0.05), 见表 3。结果说明 Nano-TiO2 和 E171
均未对小鼠肝脏相关生化指标造成影响。 

2.5  纳米级和食品级 TiO2 对小鼠 AML12 细胞存活

率的影响 

由图 2 可知, 25、50、100 μg/mL 的 Nano-TiO2 在处理

AML12 细胞 24 h 后, 各剂量组的细胞相对存活率分别下

降为 90.08%、81.46%、76.96%; 而 E171 处理细胞 24 h 后, 
只有 100 μg/mL 处理组细胞相对存活率降低最明显为

91.57%。结果提示 Nano-TiO2 对 AML12 细胞产生毒性较

E171 强。 

2.6  纳米级和食品级 TiO2对小鼠 AML12 细胞 ROS
的影响 

图 3 结果显示, 不同剂量浓度的 Nano-TiO2 在处理

AML12 细胞 6 h 后 ROS 水平与对照组相比均极显著升高

(P<0.01); E171 处理组仅在 100 μg/mL 质量浓度组细胞内

ROS 含量比对照组高(P<0.05)。这表示 Nano-TiO2 在低剂

量浓度时就可以促使细胞产生大量 ROS, 而 E171 则需要

在更高剂量水平下才能提高细胞内的 ROS 水平。 
 

表 2  TiO2 颗粒对小鼠肝组织抗氧化酶活性的影响 
Table 2  Effects of TiO2 particles on antioxidant enzyme activities in mice liver tissue 

剂量组 
CAT/(U/mgprot) MDA/(nmol/mgprot) GSH/(nmol/mgprot) SOD/(U/mgprot) 

雌性 雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 

对照 27.68±2.81 27.20±2.01 2.96±0.37 2.68±0.45 492.10±48.82 508.15±33.70 417.01±22.78 418.19±10.65 

Nano-TiO2  
(50 mg/kg) 27.42±1.51 25.44±2.56 2.77±0.62 2.99±0.25 491.14±29.02 509.60±14.94 409.74±13.42 404.80±18.00 

Nano-TiO2  
(150 mg/kg) 21.56±1.73** 22.02±2.06** 3.05±0.74 3.01±0.26 473.30±30.83 483.61±42.32 408.10±22.01 406.34±12.85 

Nano-TiO2  
(500 mg/kg) 20.03±2.99** 21.39±1.48** 4.02±0.47* 4.25±0.41** 428.81±29.08* 450.57±45.30* 389.96±15.05* 393.86±23.30*

E171  
(50 mg/kg) 27.43±2.87 28.57±2.87 2.97±0.60 3.05±0.41 508.34±40.51 495.41±12.26 414.59±13.44 415.43±8.39

E171  
(150 mg/kg) 27.60±1.37 28.04±3.18 3.07±0.48 3.13±0.42 491.44±31.43 489.49±22.61 410.33±14.67 410.63±15.19 

E171  
(500 mg/kg) 27.91±1.37 28.85±1.90 3.08±0.08 3.17±0.44 470.93±47.69 477.29±31.69 406.44±11.06 413.54±22.54 

注: 与对照组相比, *表示差异显著(P<0.05); **表示差异极显著(P<0.01), 表 3 同。 
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表 3  TiO2 颗粒对小鼠肝血清生化指标的影响 
Table 3  Effects of TiO2 particles on hepatic and serum biochemical indices in mice 

剂量组 
TP/(g/L) ALB/(g/L) ALT/(U/L) AST/(U/L) 

雌性 雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 雌性 雄性 

对照组 60.70±3.56 61.77±2.78 27.83±0.89 28.13±1.53 40.65±5.33 37.07±5.29 129.53±16.56 126.30±18.22
Nano-TiO2 
(50 mg/kg) 58.18±3.16 63.23±2.18 27.83±1.01 30.42±1.03** 38.38±2.96 37.80±4.63 132.43±24.82 133.15±30.49

Nano-TiO2 
(150 mg/kg) 58.53±3.13 61.05±2.51 28.55±1.00 28.87±1.33 39.62±3.61 40.00±6.00 131.22±24.39 128.12±14.88

Nano-TiO2 
(500 mg/kg) 61.48±5.00 62.42±1.66 30.20±3.24* 28.90±0.82 41.18±3.81 36.68±3.40 137.38±27.60 126.85±22.77

E171  
(50 mg/kg) 59.20±6.26 62.18±5.47 28.72±2.06 29.20±1.37 37.77±1.73 37.65±2.23 134.38±18.82 123.57±25.03

E171  
(150 mg/kg) 58.90±6.54 63.00±3.71 29.42±2.16 30.48±1.74 39.93±2.63 39.05±3.79 135.87±17.51 128.77±14.85

E171  
(500 mg/kg) 60.42±2.83 62.92±4.15 28.25±1.83 28.25±2.80 39.67±4.70 39.90±3.49 132.63±16.95 131.32±16.44

 

 
 

注: 与对照组相比, **表示差异极显著(P<0.01), 图 3 同。 
图 2  TiO2 颗粒对小鼠 AML12 细胞活力的影响 

Fig.2  Effects of TiO2 particles on the viability of mouse AML12 cells 
 

 
 

注: 与对照组相比, *表示差异显著(P<0.05)。 
图 3  TiO2 颗粒对小鼠 AML12 细胞 ROS 的影响 

Fig.3  Effects of TiO2 particles on ROS in mouse AML12 cells 
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3  讨论与结论 

物质的特性与大小、结构有密切关系, 纳米级颗粒与

普通粒径的颗粒物相比, 其理化特性的改变, 导致其生物

学效应也发生了变化。随着 TiO2 颗粒粒径缩小, 它的表面

分子数呈现指数级别增加[26]。当 TiO2 颗粒进入生物体内后, 
表面分子数激增带来的高活性可能打破生物平衡, 引发毒

性效应。研究表明 Nano-TiO2 在肝脏蓄积后, 会生成过量

的 ROS, 打破氧化平衡, 进而导致肝脏的氧化损伤[27–29]。 
本研究给予小鼠不同浓度(0、50、150 和 500 mg/kg BW)

的 Nano-TiO2和 E171 混悬液 14 d 灌胃处理后发现, 不管是

纳米级还是食品级的 TiO2 对小鼠的体质量及肝脏系数和

与肝脏相关的生化指标均未出现明显影响。Nano-TiO2 处

理组 SOD、CAT、GSH 活性均降低, 而 MDA 水平升高, 提
示机体抗氧化能力下降。但相同浓度剂量下, E171 对小鼠

的肝脏抗氧化性能指标均没有明显的影响。在细胞水平上, 
25、50、100 μg/mL 的 Nano-TiO2 在处理小鼠肝(AML12)
细胞 24 h 后均会降低细胞活力, 且升高细胞内 ROS 水平; 
而 E171 只有 100 μg/mL 质量浓度组才出现细胞活力下降, 
ROS 含量增加。这些结果说明了 Nano-TiO2 比 E171 对机

体产生的氧化损伤能力更强, 肝脏毒性更大。产生这样的

结果考虑是因为 TiO2 的生物学效应与粒径大小有关, 粒径

越大其毒性越小。本研究所使用的 E171 只有 43%颗粒处

于纳米级别。 
有研究用 0.2 g/kg 或 1.0 g/kg 体重的 Nano-TiO2 对 SD

大鼠进行器官滴注, 在滴注后第 3 d、7 d, 1 g/kg 体重剂量

组的肝、肾组织钛含量较第 1 d 明显升高, 肺组织钛含量

降低, 并且肝、肾、肺组织的 DNA 损伤水平明显升高, 抗
氧化指标 SOD 及谷胱甘肽过氧化物酶水平降低且呈剂量

依赖性[7]。还有研究每天通过尾静脉注射 0~150 mg/kg 的

TiO2 对小鼠进行 2 周的染毒, 结果发现各 TiO2 组肝组织抗

氧化酶活性均低于对照组, 且有剂量反应关系。并且肝脏

系数和血清 ALT、AST、碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶水平随着

TiO2的剂量升高而升高[30]。这些文献报道和我们的研究结果

基本一致, 都指明了 TiO2 能够使肝脏抗氧化系统遭受损害, 
从而对肝细胞产生毒性作用。 

以往对 Nano-TiO2 的安全性评估研究多数是采用尾静

脉、腹膜注射、器官滴注或者体外实验体系等进行。但是, 
在日常生活中, TiO2 作为一种食品添加剂使用时通常是通

过口服途径将其摄入体内, 所以, 之前的一些研究结果并不

能很好地作为 TiO2 作为食品添加剂的生物安全性依据[31]。并

且现阶段对 E171 的研究相对较少, 这造成对 E171 进行

风险评估时, 往往会采用 Nano-TiO2 的数据来进行评价。

不考虑颗粒的尺寸大小及暴露方式都会导致对 E171 安全

性评估结果出现偏颇, 而本研究通过对纳米级和食品级

的 TiO2 对肝脏的氧化损伤进行了一个对比, 旨在为 E171

作为食品添加剂的安全性使用提供了一定的参考价值及

依据。 
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