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不同粒径介孔二氧化硅纳米颗粒的制备及其与毒性的相关性研究

谢晓伟, 程梦莹, 方威祥, 林 雪, 顾文婷, 余凯玲, 叶婷娴, 程苇钇, 何 莉, 

郑杭生, 魏颖慧, 朴寄纲*, 李范珠*

(浙江中医药大学药学院, 浙江 杭州 310000)

摘要: 为探究粒径对纳米粒生物学效应的关键作用, 本研究采用传统Stober法以及通过调整硅源种类以及比例

制备系列粒度梯度 (50、100、150、200 nm) 介孔二氧化硅纳米粒 (mesoporous silica nanoparticles, MSNs), 并在体内外

探究了其毒性与粒径产生的生物学效应的关联性。结果表明, 所制备的各组MSNs粒径大小均一、水分散性良好, 

且具备有序的介孔结构; 溶血毒性与粒径无相关性; 细胞水平上, 小粒径的MSNs更有利于细胞内化, 引发更加强烈

的氧化应激反应, 诱导更高的细胞毒性和细胞凋亡率; 体内研究结果表明MSNs主要蓄积在小鼠肝脏与肾脏; 药动

学结果显示, 大粒径MSNs较小粒径MSNs更易经泌尿系统消除; 小鼠体重监测、血常规及主要脏器病理切片结果

说明不同粒径MSNs均具有良好的生物相容性。所有动物实验经浙江中医药大学实验动物伦理委员会审查 [批准

号: SYXK (浙) 2021-0012], 符合实验动物伦理相关规范。综上所述, 本研究制备粒度梯度的MSNs对比探讨巨噬细

胞和内皮细胞的毒性-粒径相关关系, 并进一步从体内外分别考察不同粒径MSNs的生物安全性, 有助于完善MSNs

应用于递药系统的安全性设计策略。
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Preparation of mesoporous silica nanoparticles with different sizes 

and study on the correlation between size and toxicity
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Abstract: To investigate the crucial role of particle size in the biological effects of nanoparticles, a series of 

mesoporous silica nanoparticles (MSNs) were prepared with particle size gradients (50, 100, 150, 200 nm) with the 

traditional Stober method and adjusting the type and ratio of the silica source. The correlation between toxicity and 

size-caused biological effects were then further examined both in vitro and in vivo. The results indicated that the 

prepared MSNs had a uniform size, good dispersal, and ordered mesoporous structure. Hemolytic toxicity was 

found to be independent of particle size. At the cellular level, MSNs with smaller particle sizes were more readily 

internalized by cells, which initiated to more intense oxidative stress, therefor inducing higher cytotoxicity, and 

apoptosis rate. In vivo studies demonstrated that MSNs primarily accumulated in the liver and kidneys of mice. 

Pharmacokinetic analysis revealed that larger MSNs were eliminated more efficiently by the urinary system than 

smaller MSNs. The mice's body weight monitoring, blood tests, and pathological sections of major organs indicated 
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good biocompatibility for MSNs of different sizes. Animal welfare and the animal experimental protocols were 

strictly consistent with related ethics regulations of Zhejiang Chinese Medical University. Overall, this study 

prepared MSNs with a particle size gradient to investigate the correlation between toxicity and particle size using 

macrophages and endothelial cells. The study also examined the biosafety of MSNs with different particle sizes 

in vivo and in vitro, which could help to improve the safety design strategy of MSNs for drug delivery systems.
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纳米技术在生物医学领域中快速发展。纳米材料

凭借粒径小、毒性低、显著的生物相容性和化学稳定性

在生命医学领域展现出卓越的研究价值和巨大的应用

潜能[1]。而纳米粒理化性质的差异可能会导致其毒性

大相径庭, 阻碍纳米药物的临床运用。其中, 粒径则属

于影响其潜在毒性的关键因素[2]。常规尺寸下无毒或

低毒性物质, 当其粒径降低至纳米范畴时, 由于表面活

性及化学反应性增强, 导致对机体的作用强度及生物

效应发生质的改变, 从而引发毒性或增加毒性[3]。

介孔二氧化硅纳米粒 (mesoporous silica nanopar‐

ticles, MSNs) 因兼具纳米粒和介孔材料双重优势而广

受研究者们青睐。MSNs拥有生物相容性优异、合成

简便、尺寸可控、水分散性良好等特点, 作为极具代表

性的药物载体而被广泛运用于纳米递药系统, 并具有

极佳的应用前景[4-7]。有研究表明, 随着MSNs粒径的

逐渐减小 (14～335 nm), MSNs对EAHY926细胞的毒

性反应逐渐增强; 此外, 人类支气管肺癌细胞也被发现

存在这种MSNs粒径与毒性的相关联系, 但是更大粒

径的MSNs似乎并没有细胞毒性作用。因此, 需要进

一步从细胞、血液、器官组织等水平上了解MSNs的潜

在毒性机制, 并评估其安全性, 更好地科学指导MSNs

应用于递药系统的安全性设计。

纳米材料的生物学特性对于研究其组织/器官毒

性和生物医学应用具有至关重要的意义[8]。药物进入

体内, 是否影响体内正常生理环境是评判药物安全性

的重要内容。纳米药物进入体内都会经血液循环进入

心血管系统。其中血管内皮细胞, 介于血管壁组织与

血液间的一层单核细胞, 作为纳米材料入血后的首道

屏障[9]; 另外巨噬细胞, 作为免疫系统中的“第一反应”

细胞, 通过吞噬病原体、异物等发挥防御作用, 属于纳

米材料入血后的第二道防线[10-12]。因此, 本研究将人

脐静脉内皮细胞和巨噬细胞作为研究对象, 探讨不同

粒径MSNs对心血管系统的细胞毒性作用。纳米药物

体内过程是评价纳米材料生物毒性的另一重要研究内

容, 通常包括血液相容性、体内生物分布、血循环周期

和生物消除等[13]。

本研究制备了分散性良好、性质稳定、具有相似表

面特性的四种梯度粒径的MSNs。从细胞水平上探讨

不同粒径的MSNs对两种细胞的毒性-粒径相关关系, 

后续从体内分布、体液、组织器官水平进一步考察了

MSNs的毒性与粒径相关性。根据MSNs的纳米毒性

相关评价结果, 有助于控制有害影响的发展趋势并提

供规避风险的科学性指导, 以及完善MSNs作为载体

在递药系统的安全性设计策略。

材料与方法

药品与试剂 十六烷基三甲基溴化铵 (98%, 

CTAB) (S08J8I37509)、四乙氧基硅烷 (98%, TEOS) 

(BCBV4115)、异硫氰酸荧光素 (FITC) (SLCN5721)、3-

氨基丙基三乙氧基硅烷 (APTES) (MKCR0742)、苏木精

和伊红 (H&E) 试剂盒 , 美国 Sigma Aldrich 公司; 4',6-

二脒基 -2- 苯基吲哚 (DAPI) (030122220914)、增强

型 CCK-8 试剂盒、Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测

试剂盒 , 上海碧云天生物技术有限公司 ; 硅标准品 

(C10394346), 上海麦克林生化科技有限公司; RPMI-

1640培养液 (8122742)、胎牛血清 (FBS) (2238253), 美

国 Gibco 公司 ; 青-链霉素溶液 (100× ) (22328374), 

Biosharp公司; 乳酸脱氢酶细胞毒性检测 ELISA试剂

盒、超氧化物歧化酶 ELISA 试剂盒, 江苏酶免实业有

限公司 ; 二氢乙啶 (dihydroethidium, DHE) 荧光探针 , 

英国Abcam贸易有限公司。

细胞 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞 (RAW264.7) 

购自中国科学院上海细胞库 , 人脐静脉内皮细胞 

(HUMEC) 培养于含有 10% FBS、100 IU·mL-1 青霉素

和 100 μg·mL-1链霉素的 1640培养基中, 并置于 37 ℃、

5% CO2培养箱中避光培养。

实验动物 SPF 级 Balb/c 小鼠 (上海斯莱克实验

动物公司) 4～6周, 体重 20 g左右。健康家兔由浙江

中医药大学动物实验研究中心提供。动物实验通过浙

江中医药大学实验动物管理和伦理委员会批准, 按照

浙江中医药大学动物饲养和使用指南进行, 实验动物

使用许可证号: SYXK (浙) 2021-0012。

“Stober”法制备 MSNs 精密称量模板剂 CTAB

置于圆底烧瓶中, 依次向瓶内缓慢加入适量TEAH3和

去离子超纯水, 70 ℃恒温水浴搅拌 1 h至完全溶解, 吸
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取适量TEOS加入反应液, 70 ℃恒温水浴搅拌4 h至溶

液呈淡蓝色乳光, 室温熟化过夜, 反应液 15 000 r·min-1

离心 15 min, 重复 2次, 除去残留的CTAB, 将沉淀充分

溶解于适量盐酸乙醇溶液 (盐酸∶无水乙醇 = 1∶30), 置

于 50 mL圆底烧瓶中 80 ℃恒温回流 8 h, 更换新的盐

酸乙醇溶液后继续回流 16 h, 将反应液 12 000 r·min-1

离心20 min, 弃上清, 并用去离子超纯水与95%乙醇溶

液交替洗涤沉淀, 以除去残留的CTAB和盐酸乙醇溶

液, 将沉淀分散在少量去离子超纯水中, −80 ℃冷冻过

夜, 真空干燥3天, 即得白色MSNs冻干粉末。

粒径、PDI、zeta电位及形态表征 配制一定浓度

50、100、150和 200 nm粒径的 MSNs溶液, 超声 5 min, 

取 1 mL MSNs 混悬液置于洁净的样品池中。采用

NANO-ZS90 Malvern 粒度分析仪分别测定其粒径、

PDI和 zeta电位; 吸取适量纳米悬液, 滴于 100目碳支

持膜铜网正面, 干燥后用透射电子显微镜 (TEM) 观察

纳米粒的外貌形态; 将适量的MSNs粉末用双面铝带

固定在黄铜短管上, 表面镀金后采用扫描电子显微镜 

(SEM) 观察各粒径MSNs的微观形态。

溶血毒性实验 取适量除去纤维蛋白凝块的健康

家兔新鲜耳缘静脉血, 加入适量的磷酸盐平衡生理盐

水 (PBS) 充分混匀后 , 1 500 r·min-1离心 15 min, 弃上

清, 重复 3次至上清液呈无色。沉淀红细胞配成 2%的

红细胞悬液 , 并配制系列不同浓度 (0.01、0.05、0.1、

0.25、0.5、1、2 mg·mL-1) MSNs混悬液, 各组加入等体积

的现配红细胞悬液 , 另设 (蒸馏水) 阳性对照组和 

(PBS) 阴性对照组, 各管充分混匀后置于 37 ℃恒温水

浴锅中孵育 1 h, 1 500 r·min-1离心 15 min, 使用酶标仪

在414 nm波长处测定取上清吸光度, 并计算溶血率。

细胞增殖毒性评价 取对数生长期 HUVEC 和

RAW264.7 细胞, 分别以每孔 4×103个接种于 96 孔板, 

于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h, 弃去培养液后加入相

同的浓度梯度的各粒径MSNs溶液或PBS对照组。分

别在培养 24和 48 h后取出, 弃去培养液, 加入 110 µL 

CCK-8的培养液 (CCK-8∶空白1640培养液 = 1∶10), 孵

育60 min后, 用酶标仪测定450 nm处的吸光度, 并计算

细胞存活率。

细胞摄取 取对数生长期的HUVEC和RAW264.7

细胞 , 分别以 7×104个/孔接种于激光共聚焦皿中 , 于

37 ℃恒温培养箱培养 24 h后弃去培养液, 分别加入含

10 μmol·L-1 FITC标记的各粒径 MSNs的空白 1640培

养液。孵育 4 h后除去培养液, PBS漂洗 3次, 4%多聚

甲醛固定 15 min, 弃去并用PBS漂洗 3次; 然后加入含

DAPI (0.2 μg·mL-1) 的培养基孵育 20 min, PBS轻轻漂

洗 3 次后置于 Zeiss LSM880 激光共聚焦显微镜下 

(confocal laser scanning microscope, CLSM) 观察。相

同处理办法至细胞孵育完成, 胰酶消化 2～5 min, PBS

漂洗 3次, 800 r·min-1离心 5 min, 用PBS将细胞重悬并

收集, 另设未用MSNs处理过的空白细胞作为阴性对

照组, 用 CytoFLEX 流式细胞仪定量分析各组细胞摄

取率。

细胞凋亡测定 取对数生长期的 HUVEC 和

RAW264.7细胞以 5×104个/孔的密度接种于 6孔板, 贴

壁生长24 h后, 分别加入空白培养基和一系列浓度的含

不同粒度梯度MSNs (250和 500 μg·mL-1) 培养基培养

24 h, 将上层培养液移至适宜离心管中, 预冷的PBS清

洗液体加入离心管中, 每孔加入胰酶消化 10 min。接

着, 加入完全培养基终止消化, 并将消化好的细胞收集

至离心管中, 800 r·min-1离心 5min, 弃上清。每孔加入

200 μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞, 加入10 μL

碘化丙啶染色液混匀, 室温避光孵育 10～20 min。用

PBS将液体补足至约 500 μL, 用 CytoFLEX 流式细胞

仪检测不同粒径MSNs对细胞凋亡的影响。

细胞膜完整性损伤 测定乳酸脱氢酶 (LDH) 活

性, LDH酶活性的定义是每 1 mg的蛋白每分钟催化产

生 1 nmol·L-1丙酮酸, 该值越大表示细胞膜损伤程度越

大。吸取 10 μL的MSNs处理后的细胞样品上清液加

入至 96孔板, 并将LDH试剂A与LDH试剂B (氧化型

辅酶 I溶液, 11.3 mmol·L-1) 按 5∶1 的比例配制成混合

液, 吸取 60 μL混合液滴加至每个样品孔, 37 ℃恒温振

摇 15 min。接着, 加入 50 μL LDH试剂 C (2,4-二硝基

苯肼溶液) 置于摇床振摇 2 min, 后加入 150 μL 终止

试剂, 振摇数次混合均匀后, 室温放置 3 min。采用酶

标仪在波长 450 nm 处测定吸光度, 计算 LDH 酶活性 

(U·mg-1 prot)。

超氧化物歧化酶 (SOD) 活性检测 吸取 10 μL的

样品上清液加入 96孔板, 并按顺序将 10 μL酶稀释液、

20 μL WST-8溶液和 160 μL SOD检测缓冲液依次加入

孔内并设置对照组。摇床振摇 3 min, 使溶液混匀, 室

温静置 30 min, 采用酶标仪在波长 450 nm处测定吸光

度, 计算SOD酶活性 (U·mg-1 prot)。

活性氧 (ROS) 检测 取对数生长期的HUVEC和

RAW264.7 细胞以 5.0×104个/孔的密度接种于 6 孔板 , 

过夜后弃去培养液, PBS轻轻漂洗 3次, 每孔加入 1 mL

不同浓度的 (MSNs, 0、100和250 μg·mL-1) 各粒径 MSNs

溶液, 37 ℃恒温培养 24 h, 吸出含药培养液, PBS轻轻

漂洗3次, 每孔加入1 mL 10 µmol·L-1新鲜DHE工作液, 

37 ℃恒温避光孵育 60 min, 吸出工作液, 预冷 PBS轻

轻漂洗细胞3次, 置于荧光倒置显微镜下观察。

体内分布检测 12只20 ± 2 g的Balb/c小鼠, 随机
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将其分为 4组 (n = 3), 通过尾静脉将不同粒径的FITC-

MSNs分别注射至小鼠体内 (FITC的浓度为2 mg·kg-1)。

给药后 1、4、8、12、24、42和 72 h时, 用异氟烷对小鼠进

行麻醉, 置于 IVSI小动物活体荧光成像系统中 (激发

波长 450 nm, 发射波长 550 nm), 观察不同给药时间

后, 不同粒径的FITC-MSNs在体内的分布情况。给药

72 h后处死小鼠, 取出主要的器官 (心、肝、脾、肺、肾), 

用生理盐水清洗后对其荧光强度进行检测。

血液消除监测 12只22 ± 2 g的Balb/c小鼠随机分

为4组 (n = 3), 通过尾静脉分别注射不同粒径的MSNs, 

MSNs 的浓度为 10 mg·kg-1。给药后的小鼠在相同的

实验条件下 , 在预定的时间点 (10 min、30 min、1 h、

2 h、4 h、8 h和 12 h) 从眼眶采集 100 μL血样, 加入含有

去离子水 (200 μL) 的试管中, 随后加入 1 mL 10%硝酸

溶液 , 放置通风橱至完全硝解 , 过 0.22 μm 滤膜 , ICP-

MS检测血液中硅元素含量, 考察不同粒径MSNs在血

液中随时间消除情况。

尿液消除监测 12只 22 ± 2 g的Balb/c小鼠随机

分为 4组 (n = 3), 通过尾静脉注射不同粒径的 MSNs, 

MSNs 的浓度为 10 mg·kg-1。给药后的小鼠分别放置

于代谢笼中, 在预定的时间点 (12、24、48和 72 h) 采集

尿液样本, 随后硝化处理, 过膜后, 用 ICP-MS 检测尿

液中硅元素含量, 考察不同粒径MSNs静脉注射到体

内后经尿液随时间的清除情况。

血常规检测 在完成体重检测实验后, 各组随机

取 3只小鼠, 摘眼球取小鼠全血, 进行血常规检测, 评

价小鼠血液安全性。

统计学方法 使用 GraphPad Prism 8.0软件进行

分析, 数据用
-
x ± s表示。数据两组采用 t test进行统计

比较, P < 0.05 认为有显著性差异, P < 0.01认为有差

异极显著。

结果

1　不同粒径MSNs表征

不同粒径 MSNs 的微观形态 TEM 和 SEM 如图

1A、B所示, 各尺寸的MSNs呈规则的圆球状, 其真空

下的粒径大小符合水合粒径, 基本无粘连, 分散性良

好, 各组MSNs呈现出均一规则蜂巢状结构, 可见明显

的辐射排列网状介孔。整体而言, 大粒径的MSNs表

面看起来相对光滑圆整, 表面孔道较密, 而小粒径的

MSNs表面相对粗糙, 表面孔径较小, 孔道较稀疏。

对各组 MSNs 的粒径、PDI 和 zeta 电位进行测定, 

结果如图 1C、D所示。各粒径MSNs的分散性指数较

低, 说明粒径的均一性良好, 动态光散射法测得的粒径

较透射电镜测得值偏大, 推测可能是由于水溶液中, 纳

米粒表面-OH结合水中 H+形成一层水化层所致; zeta

电 位 的 结 果 显 示 , 各 组 MSNs 的 表 面 电 位 均

在−22.5～−32.2 mV之间, 且绝对值大于 20, 表示具有

良好稳定性。

以各粒径 MSNs 以及其经氨基修饰和 FITC 标记

后的红外光谱图 (图 1E) 分析表面官能团。各组分在

1 100 cm-1处均有明显吸收峰, 推测是由于Si-O-Si的不

对称拉伸震动引起的强烈吸收带; 在 470 cm-1附近的

吸收峰, 推测为Si-O-Si的弯曲振动吸收峰; 在 800 cm-1

左右的吸收峰, 推测是 Si-O-Si的对称拉伸震动峰; 所

有组分均在 3 400 cm-1处存在宽峰, 推测是二氧化硅表

面的-OH发生伸缩振动产生的; 在NH2-MSNs和FITC-

MSNs的红外图谱上, 能观察到在 1 550 cm-1附近有一

个吸收峰, 推测是因为-NH的弯曲振动形成, 证明-NH2

成功修饰在MSNs的表面。FITC-MSNs图谱上看到在

1 400 cm-1左右有一个中等吸收峰, 证明了 FITC的成

功修饰。

各粒径 MSNs的氮气吸-脱附等温曲线和孔径分

布图 (图1F、G) 所示, 四种粒径的二氧化硅纳米粒的氮

气吸-脱附等温线均属于 IUPAC分类中的 IV型分布, 且

在相对高压区 (P/P0 = 0.8～1.0) 处均有因氮气的毛细管

冷凝作用而产生N2滞后环, 以及窄范围内存在尖锐, 这

些都是典型的介孔物质吸附特征, 表明所有纳米粒均

有介孔结构, 孔道呈圆柱形。50、100、150、200 nm粒径

纳米粒的孔径分别为 2.06、2.22、3.71和 3.98 nm, 孔容

积分别为 0.605、0.575、1.09和 1.13 cm3·g-1, 各组差异不

明显, 但是大粒径相对比小粒径的孔容孔径更大, 推测

可能表面活性剂和硅源之间的电荷密度比例对粒径和

孔径的尺寸均产生一定影响。

经孵育处理后纳米粒的溶血毒性结果所示 (图

1H), 各组的溶血率分别为 (0.944 ± 0.033) %、(1.789 ± 

0.032) %、(4.099 ± 0.129) %、(0.265 ± 0.005) %。根据

文献报道, 溶血率不足 5%时即可视为没有溶血性[14], 

由此可见四种粒径MSNs虽然均具有较好的生物相容

性, 组间细微的溶血差异可能是由于粒径因素介导的

表面积、吸附力、红细胞膜干扰差异所引起的。

2　不同粒径MSNs的细胞毒性及细胞摄取

为评价不同尺寸的MSNs对免疫系统和心血管系

统造成的影响, 采用 CCK-8法测定其对 RAW264.7和

HUVEC细胞的毒性 (图 2A、B)。从结果可看出, 经过

24 h孵育, 内皮细胞中各组最高给药浓度 (500 μg·mL-1) 

的细胞存活率分别是 (68.35 ± 6.12) %、(73.92 ± 5.09) %、

(75.84 ± 6.19) %、(77.26 ± 5.99) %; 巨噬细胞的细胞毒

性实验结果可以观察到, 粒径越小的MSNs其细胞毒

性越大; 更长时间的孵育条件下, 细胞毒性趋势也保持
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相同。综上, MSNs所导致的细胞毒性呈现浓度、时间

正相关性和粒径负相关性。

考察不同粒径 MSNs对细胞摄取的影响; 采用激

光共聚焦显微镜初步观察不同粒径MSNs在RAW264.7

和HUVEC这两种细胞中的分布情况 (图 2C、E), 进行

较短时间内 (4 h) 的考察, 对比在两种细胞中的分布情

况, 并没有看出显著的差异; 但是从粒径的角度进行对

比, 相同的孵育时间下, 50 nm MSNs的摄取量均显著高

于其余三种大粒径组。随后采用流式细胞术进一步对

FITC 标记的各粒径 MSNs 摄取入细胞中的荧光强度

进行定量分析 (图 2D、F), 直观地评价两种细胞对不同

粒径 MSNs 的摄取情况, 巨噬细胞对各粒径 MSNs 的

摄取能力均高于内皮细胞对其的摄取能力, 同共聚焦

显微镜结果相似, 摄取能力差异不大。在巨噬细胞中, 

50 nm MSNs的平均荧光强度分别是 100、150、200 nm 

MSNs细胞平均荧光强度的 4.60、5.69、6.37倍; 在内皮

细胞中 50 nm的平均荧光强度则高于其余三组的 2.43

倍, 此结果说明小粒径MSNs明显更容易被摄取。

3　MSNs的粒径-毒性机制研究

采用流式细胞仪对两种细胞经 4 h孵育不同浓度

的MSNs进行凋亡检测 (图 3A、B), RAW264.7结果中, 

浓度为 250 µg·mL-1时 , 50 nm MSNs 诱导的总凋亡率

为 18.04%, 其中晚凋为 6.57%, 与其余三组均有显著性

差异 (P < 0.05); HUVEC也表现出同样的趋势, 50 nm 

MSNs诱导的凋亡率均明显高于其余三组。从两组细胞

凋亡结果推测不同粒径MSNs对细胞凋亡的影响程度

会随孵育MSNs的浓度增加而增加, 趋势明显且呈浓度

依赖特性; 对比细胞的早凋与晚凋, MSNs诱导的晚凋

随粒径的增加呈显著性增加, 推测MSNs主要通过诱导

细胞晚期凋亡造成细胞损伤且具有浓度依赖特性。

细胞膜完整性损伤测定结果 (图3C), 50 nm MSNs

的LDH释放量均显著高于其余三组, 说明50 nm MSNs

对细胞膜的破坏能力显著高于其余三个粒径的MSNs。

当浓度达到 250 µg·mL-1时 , 50 nm 组 RAW264.7 细胞

的LDH活性为 (40.28 ± 1.77) U·mg-1 prot, 分别是 100、

150、200 nm 组的 1.36、1.8、1.67倍; 在HUVEC细胞中, 

Figure 1　TEM (A), SEM (B) and appearance images of 50, 100, 150 and 200 nm MSNs; the particle size, PDI (C) and zeta potential (D) 

of each group of MSNs (n = 3); Fourier transform infrared spectroscopy (E) of MSNs modified with amino groups or FITC; N2 adsorption-

desorption isotherms (F) and pore size distribution (G) of MSNs; the hemolytic toxicity of MSNs (H); MSNs: Mesoporous silica nanoparti‐

cles; TEM: Transmission electron microscope; SEM: Scanning electron microscope
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50 nm 组 LDH 活性为 (32.79 ± 0.85) U·mg-1 prot, 分别

是其余三组的 1.21、1.38、1.39倍, 说明MSNs对细胞类

型之间的影响存在差异; 随着MSNs浓度的增加, 各组

的LDH释放量均有所增加, 浓度为50 µg·mL-1时, 各组

相较对照组LDH活性已有显著性差异。结果显示, 介

孔二氧化硅诱导的巨噬细胞和内皮细胞毒性具有剂量

相关性且存在细胞类型间差异情况。

SOD 活性酶检测结果 (图 3D) 与空白组相比, 当

浓度为 25 µg·mL-1时, 50 nm组显著降低RAW264.7和

HUVEC 细胞的 SOD 含量 (P < 0.01); 当浓度增至 100

和 250 µg·mL-1 时 , 其余三组产生的 SOD 含量在

RAW264.7 和 HUVEC 细胞中均显著降低 (P < 0.05)。

对于各组MSNs的组间比较可以发现, 50 nm组所产生

的氧化应激水平显著高于其余各组 (P < 0.01), 当浓度

达到 250 µg·mL-1时, 在巨噬细胞和内皮细胞中的SOD

活性分别为1.34 ± 0.43和3.32 ± 0.38 U·mg-1 prot; 此时, 

100 nm组的 SOD活性与 150、200 nm组也存在显著性

差异 (P < 0.05), 但对细胞的氧化应激增加程度不如

50 nm组。结果表明, 随着浓度增加各组MSNs的SOD

活性也呈下降趋势, 说明介孔二氧化硅诱导巨噬细胞

和内皮细胞氧化应激的水平具有剂量相关性。

使用二氢乙啶 (DHE) 活性氧 ROS 荧光探针对

RAW264.7和HUVEC细胞进行染色, 通过荧光显微镜

观察各粒径MSNs与细胞作用后, 观察细胞内产生荧

光强弱的变化。图4可见, MSNs能使细胞产生活性氧, 

且两种细胞间的差异性不明显。从粒径的角度分析, 

随着粒径增大, 红色荧光强度逐渐减弱; 从浓度的角度

分析, 红色荧光强度随MSNs浓度升高显著增强, 说明

MSNs诱导释放活性氧自由基具有明显的粒径依赖和

浓度相关性, 此结果与SOD活性酶检测实验一致。

4　不同粒径MSNs的体内消除研究

纳米颗粒能否从体内快速消除代谢是决定其毒性

大小的关键。本研究拟通过体内分布、脏器中蓄积、药

动学和尿液清除评价不同粒径MSNs在体内的消除。

Figure 2　The cytotoxicity of RAW264.7 (A) and HUVEC cells (B) after treatment with 50, 100, 150, 200 nm MSNs for 24 and 48 h; The 

confocal images of RAW264.7 cells incubation (C) and HUVEC incubation (E) for 4 h with FITC-labeled 50, 100, 150, 200 nm MSNs. 

Scale bar, 40 µm. The flow cytometry analysis of fluorescence intensity (FITC) of RAW264.7 after incubation with FITC loaded different 

sizes MSNs on RAW264.7 (D), and the flow cytometry analysis of HUVEC after incubation with different sizes FITC-MSNs on HUVEC 

(F) (n = 3), **P < 0.01 vs control group; MFI: Mean fluorescence intensity
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活体荧光和小鼠离体脏器荧光结果中 (图 5A～C), 

200 nm MSNs 在比小粒径 MSNs 荧光下降更快 , 而

50～100 nm MSNs的荧光强峰值延续到 12 h附近; 在

注射 72 h后, 小鼠离体脏器荧光结果显示MSNs在体

内主要蓄积于肝脏, 肾脏次之, 少部分积留在肺部, 大

粒径的MSNs肾脏荧光定量高于低粒径组, 因此推测

大粒径 MSNs 消除方式可能是为肾脏途径排除。因

此, 进一步考察了不同粒径的MSNs处理小鼠药代动

力学过程和尿液排出量, 用于评价粒径与体内消除的

相关性。图 5D显示了不同颗粒大小的不同 MSNs在

大鼠血液中的药代动力学过程。结果显示较小尺寸

MSNs具有较长的血液循环周期, 注射 1 h后血液药物

浓度仍能达到约 5 μg·mL-1 MSNs, 这可能是由于肝脏

和脾脏等各种器官较慢捕获的结果[15]。图 5E显示不

同粒径MSNs处理后的Balb/c小鼠尿液在不同时间点

的MSNs消除百分比, 反映体内不同时间段的平均降

解率和降解产物的排泄量。在尾静脉注射后 12 h内, 

MSNs降解产物从尿液排泄, 且排泄量随粒径大小显

著增加, 这与荧光实验结果相似。基于结果, 具有较小

粒径的 50 nm MSNs具有最长的血液循环周期, 由于

其在血液中的停留时间相对较长, 因此具有更多潜在

的药物靶向和缓控释应用价值, 但是较大粒径 MSNs

似乎更能较快从体内降解和消除, 具有相对优异的体

内安全性。综上所述, 粒径作为影响MSNs在体内降

解消除的因素之一, 通过进一步研究筛选最佳粒径的

MSNs能够达到最佳体内循环周期, 又能够快速消除, 

这对加快拓展MSNs的临床运用具有重要意义。

5　不同粒径MSNs的体内安全性研究

纳米材料的设计和制造是一项重大的科学成就, 

它影响着多个领域, 包括生物医学和制药领域[16-18]。安

全评估是任何新技术或药品的一个组成部分, 纳米载体

也不例外[19,20]。为了探讨不同粒径MSNs的安全性, 通

过体重监测、血常规和血清生化检测、主要组织病理学

切片进行了体内安全性评价。给药后 16天中, 各组小

Figure 3　The cell apoptosis analysis and quantitative diagram of RAW264.7 (A) and HUVEC (B) by staining of Annexin V-FITC/PI: 

control, 50 nm, 100 nm, 150 nm, 200 nm MSNs (n = 3). The activity of lactic dehydrogenase (C) in RAW264.7 and HUVEC treated with 

different size; superoxide dismutase activity (D) in RAW264.7 and HUVEC treated with different size MSNs. n = 3, ∆P < 0.05, ∆∆P < 0.01 vs 

50 nm MSNs group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs 100 nm MSNs group; **P < 0.01 vs 150 nm MSNs group. LDH: Lactate dehydrogenases; SOD: 

Superoxide dismutase
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Figure 5　In vivo fluorescence distribution (A) of Balb/c mice after intravenous injection of FITC-MSNs of different particle sizes (50, 100, 

150, and 200 nm), fluorescence distribution (B), and semi-quantitative fluorescence intensity (C) in isolated organs of Balb/c mice in 72 hours; 

pharmacokinetic processes of MSNs of different particle sizes in the blood of Balb/c mice (D); excretion percentages of the degradation 

products of MSNs of different particle sizes in urines of Balb/c mice up to 72 hours after tail intravenous injection (E) (n = 6)

Figure 4　Detection of ROS generation by fluorescence microscope after exposure to different dosages of MSNs in RAW264.7 (A) and 

HUVECs (B). Scale bar, 200 µm
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鼠体重变化如图 6A所示, 50 nm组相比于对照组略有

下降趋势, 但各组小鼠体重变化并没有显著性差异, 证明

MSNs具有较好的体内安全性, 且与粒径没有直接相关

联系。血常规结果如图 6B所示, 各组与对照组未见显

著性差异, 证明不同粒径 (50～200 nm) MSNs都具有较

好的生物相容性。本文还对主要组织 (心、肝、脾、肺和

肾脏) 的切片进行了HE染色, 用来进一步判断不同粒

径MSNs对小鼠的脏器毒性。从图6C可以看出, 150和

200 nm 组的肝脏和肾脏有极少部分的炎症细胞和坏

死组织, 但整体主要组织没有明显损伤, 这与体重监

测、血液检测结果相符。证明不同粒径 (50～200 nm) 

MSNs具有良好的生物相容性, 且与粒径不呈相关联系, 

当然也有可能是给药周期较短和粒径区间较小有关, 

延长给药周期与放大粒径区间, 更能够考察不同粒径

的体内安全性, 需要进一步相关实验验证。

结论

本研究通过控制条件制备了不同粒径的 MSNs 

(50、100、150、200 nm) 并在细胞、血液、器官/组织水平

上考察了 MSNs 粒径与毒性的相关性。体外结果表

明, MSNs对RAW264.7和HUMEC两种细胞的细胞毒

性呈粒径相关性, 粒径越小其毒性越高, 在高浓度和更

长孵育时间条件下, 趋势更加明显; 后续细胞共定位实

验探讨其原因, 发现较小粒径MSNs的细胞内化程度

高 , 由于巨噬细胞 RAW264.7 对 MSNs 的摄取能力强

于内皮细胞HUMEC, 其细胞毒性呈现相同趋势; 进一

步发现较小粒径的MSNs更易诱导氧化应激, 造成超

氧化物性损伤; 最后细胞凋亡实验再次验证了 MSNs

的细胞毒性具有粒径相关性; 溶血实验显示不同粒径

MSNs具有相对较好的生物相容性, 且粒径因素对溶

血毒性不造成影响。体内实验结果中, 活体荧光成像

和离体组织荧光成像显示MSNs主要蓄积在小鼠肝脏

与肾脏, 且大粒径MSNs在体内更易降解消除; 药动学

和尿液药物检测结果显示, 不同粒径MSNs都主要经

泌尿系统排泄 , 且大粒径的 MSNs 较小粒径的 MSNs

更易降解排除; 经不同粒径MSNs处理后小鼠体重、血

Figure 6　Body weight changes (A), and blood routine images (B), and HE staining (C) of mouse organs of Balb/c mice treated with MSNs 

of different particle sizes (50, 100, 150, and 200 nm) (n = 5). Scale bar, 200 nm; WBC: White blood cell; RBC: Red blood cell; HGB: Hemo‐

globin; HCT: Hematocrit; MCV: Mean corpuscular volume; MCH: Mean corpuscular hemoglobin; MCHC: Mean corpuscular hemoglobin 

concentration; PLT: Platelet

·· 2520



谢晓伟等: 不同粒径介孔二氧化硅纳米颗粒的制备及其与毒性的相关性研究

常规及主要脏器病理切片结果说明不同粒径MSNs具

有良好的体内相容性, 对体重、血液及主要脏器不产生

明显的毒性损伤影响。综上所述, 本研究制备粒度梯

度的MSNs进行体内外毒性研究, 进一步考察不同粒

径 MSNs 毒性与粒径的相关性, 为 MSNs 应用于递药

系统的安全性设计提供新策略与新方法。
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