
近年来，无机物理防晒剂，主要是纳米氧化锌
和二氧化钛粒子， 越来越多地应用到防晒护肤品
中， 有效避免了过量使用复合有机紫外吸收剂导

致的皮肤过敏，安全高效，已成为防晒化妆品抗击
紫外线 UVA 的主力［1－3］。 但同时，纳米材料安全性
问题引起世人注意。 已见报道如，能抑制种子培育
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纳米氧化锌对人胚肺成纤维细胞的生物毒性
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摘 要： 【目的】 研究化妆品添加剂－氧化锌纳米粒子对正常人胚肺成纤维细胞（HELF）的生物毒性 。 【方法】 采用

MTT 法检测氧化锌纳米粒子对体细胞存活率的影响；利用光学显微镜评价细胞的形态学变化；电子显微镜观察细胞与纳米
氧化锌作用前后表面微结构的变化。 【结果】 在测试的 2．5 ～ 150 mg·L－1 浓度范围内，氧化锌纳米粒子对 HELF 细胞均有抑
制作用， 细胞毒性呈明显的剂量依赖效应关系。 浓度在 20 mg·L－1 以上时，氧化锌纳米粒子可致使细胞生存率低于 10％。 荧

光显微镜可见典型的细胞凋亡改变。 扫描电子显微镜观察到 HELF 细胞表面与高浓度纳米粒子作用后产生的纳米级孔。
【结论】 纳米氧化锌粒子由于小尺寸效应和 Zn2＋自身毒性的协同作用，高浓度时抑制细胞结活性，致使细胞死亡。在化妆品中

添加氧化锌纳米粒子作为紫外屏蔽剂时，建议控制浓度为 20 mg·L－1以下。 旨在对化妆品生产企业在功效添加方面起到警示

作用，也为卫生监督提供理论依据。
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Cytotoxicity on Human Embryonic Lung Fibroblasts of ZnO Nanoparticles in Cosmetics
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Abstract： 【Objective】 To study the potential biological toxicity of nanosized ZnO particles used as cosmetic additives on
human embryonic lung fibroblasts （HELF） cells． 【Methods】 The effect of ZnO nanoparticles on the survival rate of normal cell line
HELF was evaluated by MTT assay． Morphological changes of these cells were evaluated by optical microscope and the surface
microstructure of cells before and after nanosized ZnO treatment were observed by scanning electric microscopy （SEM）． 【Results】
At the concentration of 2．5 ～ 150 mg·L －1， ZnO nanoparticles water suspensions had inhibitory effect on HELF cells and the
cytotoxicity showed an obvious dose-dependent relationship． While the concentrations were more than 20 mg·L-1， ZnO nanoparticles
led to the livability of the tested cells lower than 10％． HELF cells apoptosis could be observed under fluorescence microscope．
Furthermore， SEM images showed nanometer holes in HELF cells surface induced by high-concentration nanoparticles．
【Conclusions】 Due to the small size effect and synergistic effect of their toxicity， high-concentration ZnO nanoparticles lead to the
inhibition of cell viability and cell death． Therefore， it is suggested that the concentration should be less than 20 mg·L－1 when ZnO
nanoparticles were used as the anti-UV agents in cosmetics for the sake of people health． It is to provide some caution in additives
in cosmetics industrial enterprise and theoretical basis for health supervision．
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和根生长 ［4］、和有较强的抗细菌活性 ［5］等。 一般认
为 ［6］，常规超微氧化锌是一种生物安全性的较好
的一种材料。 而纳米氧化锌的生物毒性较为显著，
如杨辉等发现 ［7］，纳米氧化锌随着剂量增加，对小
鼠胚胎成纤维细胞毒性作用显著升高。 但目前为
止， 笔者还没发现作纳米氧化锌对人胚肺成纤维
细胞 （human embryonic lung fibroblast， HELF）毒
性的相关测试。 本研究以目前市售化妆品用添加
剂－氧化锌粒子（约 40 nm）为目标，受试前仅对其
进行了 1 h 的紫外消毒杀菌处理， 然后以不同浓
度与 HELF 作用，得到细胞生存率，利用光学显微
镜和扫描电子显微镜观察细胞与纳米氧化锌粒

子作用前后的形态，探索出致使细胞凋亡的浓度
限量，旨在为防晒化妆品的卫生监督必要的标准
依据。

1 材料与方法

1．1 实验材料
RPMI 1640 培养基 （RPMI 1640 10．40 g ／ L，

HEPES 4．70 g ／ L，NaHCO3 2．40 g ／ L， 青霉素 0．06
g ／ L，链霉素 0．15 g ／ L，100 mL ／ L 胎牛血清 ）购自
GIBIC （Co．USA）。搅拌溶解后，均用直径为 220 nm
滤膜除菌过滤； 氧化锌纳米粉末购自江苏常泰纳
米有限公司，直接销售用于化妆品工业生产。 扫描
电镜（TEM）检测其粒径为 40 nm 左右，X 电子衍
射（XRD）分析为的六方晶型纤维 ZnO 结构。 受试
前紫外照射 1h 消毒杀菌。 准确称取 0．012 g，溶解
配制 4．0 mL 培养基的无菌管中， 作为母液备用。
自配无菌 0．01 mol·L－1 PBS 溶液 （NaCl 8．00 g ／ L，
KCl 0．20 g ／ L， Na2HPO4·12H2O 1．85 g ／ L，KH2PO4

0．20 g ／ L）。 本实验中使用的人体细胞 HELF，来自
于东南大学吴健雄实验室， 在 RPMI-1640 培养基
中培养维持， 置于 37 ℃和含有体积分数 5％ CO2

水饱和气氛中培育备用。
1．2 实验方法
1．2．1 人体细胞培养和细胞与纳米材料作用后的
生存率实验 将浓度为 2 × 105 ／ mL 的 HELF 细胞
种植在无菌 96 孔培养板中，每孔 100 μL，每浓度
平行 3 次； 同时边缘分别培养基和纯细胞做空白
对照。 将纳米氧化锌用 RPMI 培养基稀释浓度梯
度， 使等体积加入到细胞后的最终浓度依次为
（150， 75， 37．5， 18．7， 9．4， 4．7， 2．35， 1．2， 0．6）

mg·L－1，置 37 ℃，95％湿度和体积分数 5％ CO2 恒

温细胞培养箱中培养 72 h。再向 96 孔板各细胞孔
中加入 20 μL，5 g ／ L 的新配制的噻唑兰 （3-［4，5-
dimethylthiazol-2-yl］-2，5-diphenyltetrazolium bromide，
MTT，贺力士，德国）溶液，重新置于原环境，继续
培养 4 h。MTT 是一种接受氢离子的染料黄色化合
物，可作用于活细胞线粒体中的呼吸链，在琥珀酸
脱氢酶和细胞色素 C 的作用下 tetrazolium 环开
裂，生成蓝色的 formazan 结晶。 吸出上清液，加入
150 μL DMSO 溶解后，避光放置 30 min 后，利用
酶标仪（Bio-rad， USA）测定 590 nm 波长下的光密
度 OD 值。得不同孔反应器的光密度（OD）值。取三
次 OD 值的平均值。 由于死细胞中的琥珀酸脱氢
酶消失，不能将 MTT 还原，formazan 结晶的生成量
仅与活细胞数目成正比，所以，测得的 OD 值可以
细胞存活率形式表示出活细胞数目大小。 细胞存
活率按以下公式计算：
细胞存活率 ＝ A 样 ／ A 空×100％ !!!。 （1）
公式（1）：A 样 ＝ 加样孔的 OD 平均值； A 空 ＝ 空白细胞

孔的 OD 平均值 ［8］

1．2．2 形态学观察 同 1．2．1 细胞操作， 将 HELF
分别用（50，25 ，12．5，6．25，1．6）mg·L－1五种浓度纳

米氧化锌处理 72 h 后， 在倒置显微镜下放大 100
倍， 观察细胞与氧化锌纳米粒子作用前后的形态
细胞集落形态，并拍照记录。
1．2．3 细胞样品的制备及电子显微镜表征 无菌
条件下，HELF 细胞种植于 3 mm × 10 mm 玻璃片
各四块， 各内置 24 孔培养板中培养，以细胞浓度
为 2 × 105 ／ mL，每孔 0．1 mL，共 3 孔；周围加无菌
水。 将纳米 ZnO用培养基稀释成 25，12．5 μg ／ mL，
每孔对应依次各加 0．1 mL； 空白孔则加等体积培
养基。 在 37 ℃，95％湿度和 5％ CO2恒温细胞培养

箱中继续培育 24 h。将各孔中上清液吸出弃去，用
上述 PBS 溶液洗涤 3 次，每次 5 min； 接着用 300
mL ／ L 乙醇脱水，每次静置 10 min，重复一次；再用
40 mL ／ L、50 mL ／ L、60 mL ／ L、70 mL ／ L、80 mL ／ L、
90 mL ／ L、95 mL ／ L、100 mL ／ L 乙醇依次脱水，每次
均静置 10 min，均重复一次；最后真空干燥（DZF-
6020）15 ～ 20 min；取出备用。 将样品进行真空喷
金层，先在仪器（JEOL， JFC-1600 Auto Fine Coater）
中抽真空，当真空度在 10 Pa 以下时，以最小电流
10 mA 连续喷铂 10 次，每次喷 50 s。 取出后置于
扫描电镜（JSM-5610LV） 观察细胞表面微形态。
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2 结 果

2．1 细胞生存率
以细胞生存率为纵坐标， 对 ZnO 纳米粒子浓

度（横坐标）作图，结果如图 1 所示。 图中可见，
HELF 细胞与不同浓度的 40 nm 氧化锌纳米粒子
相互作用 72 h 后，细胞生存率与纳米氧化锌浓度
的增大而急剧减小。 当 ZnO 纳米粒子浓度低于
2．45 mg·L－1 时， 细胞几乎没有明显变化；而当浓
度达到约 20 mg·L－1时， 细胞存活率已低于 10％。
这表明细胞的生存率受纳米氧化锌浓度影响非常

明显。 实验过程发现， 纳米氧化锌浓度超过 40
mg·L－1后，溶液已出现明显浑浊，影响了光线透光
率，导致吸光度失真增大。 所以，图中显示细胞生
存率下降趋势平缓。

正如文献报道 ［7］，在较低浓度时，氧化锌纳米
粒子的生物安全性是也可靠的。 本实验中浓度高
于 20 mg·L－1时，人胚肺成纤维细胞死亡率显著增
加。
2．2 光学显微镜下观察细胞形态

HELF 细胞与不同浓度 ZnO 纳米粒子作用
72 h 小时后，在倒置光学显微镜下，呈现出不同的
细胞形态。如图 2 中箭头所示为空白的细胞 HELF
放大 100 倍后的形态图，形态规则，呈梭形或三角
形，胞质透明，细胞完整。 HELF 在经过（1．6，6．25，

12．5，25，50） mg·L－1五种浓度纳米氧化锌处理 72
h 后，光镜放大 100 倍分别得图： A、B、C、D、E 五
种细胞形态图。 在与低浓度如 （1．6，6．25，12．5）
mg·L－1 ZnO 纳米粒子作用下，如图 2A， 2B 和 2C，
HELF 细胞并没明显异样； 而当 ZnO 纳米粒子浓
度增加到 25 mg·L －1 时 ， 图 2D 中可见明显的
HELF 细胞变形、脱落等凋亡现象，大量细胞收缩
成圆形；图 2E 表明，诸浓度比较而言，与 50 mg·L－1

ZnO 纳米粒子作用后，HELF 细胞凋亡最为严重。
显然图 1、2 均表明， 高浓度氧化锌纳米粒子

有可能诱使 HELF 细胞凋亡。此结论与已有研究 ［7］

一致， 在研究纳米材料对小鼠胚胎成纤维细胞毒
性中也发现， 随着剂量的升高纳米氧化锌的细胞
毒性升高相当显著。
2．3 电子显微镜下细胞与纳米粒子作用前后表
面微结构形态

为进一步研究细胞和纳米粒子作用前后的表

面微结构变化， 笔者采用绿色简单固定细胞样品
的方法， 避免了常规使用的有毒固定剂戊二醛和
锇酸［9］，同样取得良好效果。 将细胞贴附在玻璃载
体上，与氧化锌纳米粒子作用；然后再用本文描述
的方法制样， 在扫描电镜中能较好地获得细胞的
真实形貌。 将上述载玻片置于二次水中，摇床上轻
微震撼清洗 30 min，晾干，按上述喷金过程，进行
电镜观察结果。 如图 3 所示。 图 3A 为空白 HELF
细胞表面形态； 与 25 mg·L－1 ZnO 纳米粒子作用
72 h 后，HELF 细胞的表面镶满了不规则形态的氧
化锌纳米粒子（图 3 B），这说明纳米粒子占据了细
胞表面某些活性位点。 在摇床中水洗 30 min 后，
与空白 HELF 水洗后的表面形态（3C）相比，HELF
细胞表面（3D）可见大量纳米孔，孔径约 40 nm 左
右，与纳米粒子直径相吻合，推测为原氧化锌纳米
粒子的结合位点。 因为目前报道中没发现类似与
纳米氧化锌作用于祼细胞的微孔结构， 纳米材料
与细胞毒性机理还要进行深层次分析， 还有待进
一步研究。

3 讨 论

HELF 是一种贴壁生长的细胞，与表皮细胞一
样，都属于正常细胞。但相比于表皮细胞，HELF 更
易于培养和分离等实验操作； 遗传学性状接近体
内正常细胞，对外加作用因子比较敏感，适于用来

图 1 HELF 细胞与不同浓度 40 nm 氧化锌纳米粒子作用
后的存活率

Fig．1 Livability of HELF cells with the treatment of 40
nm-ZnO nanoparticles （NPs） at different concentrations
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体外毒性研究的评价 ［7］，尤其是研究人用化妆口
中纳米氧化锌的生物毒性更有着直接的意义。
常规超微氧化锌是一种生物安全性较好的一种

材料［6］。 而纳米氧化锌细胞的生物毒性较为显著，原
因可能在于：一方面，氧化锌纳米材料由于小尺寸效
应，具有巨大的比表面积，与细胞膜作用形成微孔，
并侵入细胞内部；另一方面，进入细胞后能够迅速反
应、 溶解， 其产物有可能进一步导致大量自由基生
成，或直接进入某些细胞器甚至细胞核内，继而引发
细胞超微结构和功能的损伤， 可能与 Zn2＋细胞毒性

有关。这些与已有实验结果一致，常规尺寸氧化锌粒

子不能进入细胞内部，所以安全无毒［5］；有些纳米粒
子如二氧化硅；其毒性明显低于氧化锌纳米粒子［6］。
由于本研究着眼于防晒化妆品用纳米氧化锌的毒性

研究， 主要探索对细胞的生存率有着明显毒性的对
应浓度，所以，有关纳米氧化锌与常规氧化锌和其他
纳米材料的比较实验，在此没有列入。
本研究发现，浓度超过 20 mg·L－1 ZnO 氧化锌

纳米粒子能够抑制 HELF 细胞存活， 诱导细胞凋
亡。 鉴于氧化锌纳米粒子潜在的生理毒性，建议在
用于日用化学品紫外屏蔽剂时， 要将其浓度控制

A B C

D E F

图 2 不同浓度纳米氧化锌处理 72 h 后的 HELF 形态图
Fig．2 HELF cells separately interacted with ZnO NPs at different concentrations for 72 h

A： morphology graph of blank HELF cells （ × 100）； B：1．6 mg·L－1， C： 6．25 mg·L－1， D： 12．5 mg·L－1， E： 25 mg·L－1， F：50 mg·L－1

图 3 扫描电镜图（俯视图）
Fig．3 SEM images （top view）

A： blank HELF cells； B： HELF cells after treated with 25 mg·L－1 ZnO （40 nm） for 72 h； C： blank HELF cells after rinsed in water； D：

HELF cells after treated with 25 mg·L－1 ZnO （40 nm） for 72 h and removed ZnO NPs in water

A B C D

（下转第 178 页 to page 178）
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在 20 mg·L－1以下。在最大限度发挥其屏蔽紫外线
功效的同时，也要重视其安全性，让氧化锌纳米材
料真正起到保护皮肤和人类健康的作用。 这一结
论， 一方面对生产企业在功效成分的选择和添加
有警示作用； 另外也为卫生疾控监督提供了理论
依据，具有重要的卫生学意义。
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因此， 构建慢病毒载体共表达抗生素抗性基
因和目的基因，结合 W3R 细胞作为饲养层细胞以
筛选细胞保证外源基因的表达。 在细胞移植免疫
缺陷小鼠， 荧光素酶基因可用于活体定量和定位
监测转基因人胚胎干细胞移植的动向。
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