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摘要：近年来，纳米材料在多种生物医学领域被广泛应用，其生物安全性也受到越来越多的关注。多种

纳米材料可穿透血脑屏障进入中枢神经系统，产生神经毒性。本文讨论了纳米材料进入中枢神经系统的

方式及因素；纳米材料的特异性以及非特异性的中枢神经毒性效应、外周神经毒性及其作用机制；并论

述了国内外用于体内神经毒性、体外神经细胞培养模型的神经毒性以及替代的评价方法，为纳米材料的

安全性评价及神经毒性探究提供参考。
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Abstract:   In recent years, nanomaterials have been widely used in a variety of biomedical fields, and their 
biosafety has received much attention. Many types of nanomaterials are able to penetrate the blood-brain barrier 
and enter the central nervous system, resulting in neurotoxicity. The article disscusses the ways and influencing 
factors of nanomaterials entering the central nervous system; The specific and non-specific central neurotoxicity, 
peripheral neurotoxicity and the mechanisms of nanomaterials are also discussed. The neurotoxicity and 
alternative evaluation methods used in vivo neurotoxicity and in vitro neurocell culture models at home and 
abroad are discussed, which provide references for safety evaluation and neurotoxicity research of nanomaterials.
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神经毒性指通过干预神经传导影响中枢或外

周神经系统正常功能产生的毒性作用[1]。因神经系

统的可再生性差，缺乏有效防御机制，且对微环境

变化较为敏感，暴露于毒性物质后易产生不可逆的

损害，严重时可影响学习、记忆、认知，以及感觉

功能[2]。正常情况下，只有亲脂性物质和小分子化

合物可通过血脑屏障。纳米材料（通常为三维空间

尺度至少一维不超过100 nm 的颗粒）虽然为非脂

溶性，但可通过氧化应激反应，导致内皮细胞的细

胞膜发生通透性的改变，从而影响到细胞间的紧密

连接。纳米颗粒的结构特性使其可通过受体介导的

血脑屏障内吞、吸附于血脑屏障后胞吞等特殊途径

透过血脑屏障并进入中枢神经系统[3]。

近年来，纳米材料的应用范围逐渐从工业制

造转向食品、化妆品、药品和医疗器械等与人群日

常生活更为密切的领域，其生物安全性，尤其是神

经毒性风险已成为纳米材料安全性评价与监管的重

要关注点。本文就纳米材料如何进入神经系统及其

作用方式，对中枢神经系统的非特异性和特异性毒

性及作用机制、外周神经系统作用机制，以及体内

体外相关评价方法进行综述，为纳米材料的安全性

评价及神经毒性探究提供参考。

1   纳米材料进入神经系统的方式
纳米材料主要通过以下三种途径进入脑组

织：1）经循环系统进入血脑屏障。血脑屏障是循

环系统与大脑之间的重要屏障，对维持循环系统与

大脑之间的平衡环境起到至关重要的作用。纳米材

料可通过体循环进入血液-淋巴循环系统，通过损

伤血脑屏障构成细胞，导致血脑屏障通透性、完

整性的改变，从而穿透血脑屏障[4]。2）经嗅球摄

取。纳米材料经吸入暴露后沉积于鼻腔黏膜，并经

嗅粘膜上皮摄取转运至嗅球组织，从而绕过血脑屏

障入脑[5]；Oberdorster等[6]研究发现，当13C纳米颗

粒以吸入的方式进入呼吸道后，可以直接到达嗅

球，并沿着嗅神经的轴突进入到中枢神经系统。

3）经感觉末梢神经转运。由三叉神经发出的感觉

神经末梢贯穿于鼻腔黏膜及嗅黏膜。纳米材料经吸

入沉积于鼻腔后，可直接经感觉末梢神经转运入

脑。李晓波[7]研究发现当经鼻滴入纳米二氧化钛颗

粒后，利用电感耦合等离子体质谱法（Inductively 

Coupled Plasma-Mass Spectrometry，ICP-MS）检测

小鼠各个脑区内二氧化钛的含量发现，在嗅球、大

脑皮层、海马、小脑均可检测到纳米二氧化钛的存

在，且在海马区的含量最高。尹芳蕊等[8]通过研究

ICR小鼠经鼻腔滴注给予约3.0～5.0 nm量子点溶液

30 min后，可经活体成像法观察到量子点扩散至嗅

球，并在大脑组织切片中观察到量子点，提示其可

以经过鼻黏膜和嗅球进入脑组织。

此外，药物还可在外周静脉给药或肌肉注射

时，穿刺、渗透进入浅表神经末梢，从而引发周围

神经毒性。且曾有PICC留置管引起患者手臂及手指

麻木，导致触电感的周围神经损伤的相关案例[9]。

2   影响纳米材料进入神经系统的因素
纳米材料的理化性质可影响其与生物体的作

用形式，包括胞吞、胞吐、清除及细胞间相互作用

的能力，其中粒径、形状、表面电荷、表面修饰等

为主要决定因素。研究提示，纳米颗粒的粒径越小

越易于透过血脑屏障。因组成血脑屏障的内皮细胞

形成紧密连接，在正常生理状态下当纳米颗粒粒径

大于4 nm时无法通过血脑屏障的细胞间隙。Etame

等[10]比较不同粒径的纳米金穿透血脑屏障的能力，

结果显示粒径为4 nm的纳米金透过血脑屏障的比率

明显高于粒径为16 nm及以上者。通常认为，球形

纳米材料比椭圆形等其他形状的纳米材料更易于被

细胞摄取[11]。纳米颗粒的表面所带电荷，则是影响

血脑屏障通透性的另一个重要因素。大多数表面带

正电的纳米颗粒可吸附于带负电的血脑屏障表面，

进而通过胞吞机制透过血脑屏障。研究[12]显示，经

静脉给大鼠注射携带不同种电荷的蜡纳米颗粒后，

颗粒透过血脑屏障的能力由大至小依次为携带正

电荷纳米颗粒、携带负电荷纳米颗粒和中性纳米颗

粒。脑血管内皮细胞表面分泌、吸附多糖－蛋白质

复合物，因此在正常的生理环境中表现负电性。携

带正电荷的纳米颗粒可更为牢固地吸附在内皮细胞

表面，增强其通透性。此外，纳米材料的表面修饰

基团可影响纳米材料在体内的分布及清除效率。

如聚乙二醇修饰可提高纳米颗粒的生物兼容性和稳

定性，修饰后的纳米颗粒可经内吞进入血脑屏障。

张钰坤等[13]比较小檗碱原料药和小檗碱介孔二氧化

硅纳米颗粒在大鼠体内的药代动力学后发现，大

鼠静脉注射后脑匀浆中小檗碱原料药的半衰期为

6.88 h，而小檗碱介孔二氧化硅纳米颗粒的半衰期

则为14.08 h，后者在脑内的滞留时间明显延长。此

外，研究显示内源性修饰，例如载脂蛋白表面修
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饰、转铁蛋白表面修饰等，可以增强纳米材料的

生物兼容性，以及纳米材料对血脑屏障的靶向作

用等[14]。

因理化属性各异，不同纳米材料进入脑组织

的途径及特征亦有所差异（表1）。无机纳米材料

是目前人群最为广泛接触到的一类纳米材料，包

括金纳米粒、磁性氧化铁纳米粒、二氧化硅纳米

粒、碳纳米管等。该类纳米材料对血脑屏障的通透

性强，可吸附于血脑屏障内皮细胞内侧，通过增大

浓度差促进被动扩散，也可延长药物在体内的循环

时间。其中，金属纳米颗粒可释放金属离子，后者

可诱导氧化应激反应，导致体内微循环障碍。天然

高分子材料包括壳聚糖纳米微粒、透明质酸、蛋白

质纳米微粒（白蛋白、铁蛋白、脂蛋白）等。这类

大分子具有较强的生物兼容性以及较长的半衰期，

可通过网格蛋白或小窝蛋白介导的内吞透过血脑

屏障。合成纳米材料包括聚乳酸（Polylactic Acid，

PLA）、聚乳酸-羟基乙酸共聚物[Poly（Lactic-co-

glycolic Acid），PLGA]、聚己内酯（Polyethylene 

Glycol-Polycaprolactone，PEG-PCL）等，其中大多

数具有生物可降解性，具有良好的生物兼容性。这

类纳米材料往往通过抑制药物外排系统提高血脑屏

障的通透性从而进入中枢神经系统。半导体纳米晶

体，即量子点。通常由Ⅱ~Ⅵ族元素或Ⅲ~Ⅴ族元

素（例如硅、镉、锌、铅、铟等）等材料构成，也

可由2种或2种以上的半导体材料构成。该类材料可

释放无机离子并形成微米级的聚集体，该聚集体可

导致脑组织产生炎性浸润。

3   纳米材料中枢神经毒性效应及作用机制
纳米材料对中枢神经产生毒性的作用机制主

要包括非神经系统特异性作用机制（如炎症反应、

氧化应激、细胞自噬、细胞凋亡等），以及神经系

统特异性作用机制等。

3.1   非神经系统特异性毒性机制

3.1.1   炎症反应 

纳米材料进入体内后会诱发炎症反应并产

生大量炎症因子，如体内核转录因子（Nuclear-

transcription Factor-κB），NF-κB、白细胞介

素（Interleukin，IL）-1β、IL-6、肿瘤坏死因

子-α（Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α）和转

化生长因子-β（Transforming Growth Factor-β，

TGF-β）等。这些炎症因子可进入体循环引起全

身性的炎症反应，进而透过血脑屏障诱发脑部炎症

反应，对脑部神经元、胶质细胞等造成损伤[15]。韦

巧慧[16]研究提示，纳米颗粒可作用于小胶质细胞，

对神经系统产生毒性的炎症因子在此大量表达，造

成神经损伤。在碳纳米管的作用下，神经元和胶质

细胞分泌细胞因子，并导致白介素和肿瘤坏死因子

等的表达水平升高。且单壁碳纳米管与巨噬细胞

的Toll 样受体（Toll Like Receptor，TLR）疏水基团

可相互作用，触发机体的先天免疫反应并分泌白

介素和趋化因子等炎性因子。Shin等[17]研究发现，

纳米ZnO2可刺激小鼠小胶质细胞，促进TNF-α和

NF-κB的产生，激活炎症级联效应的发生。

3.1.2   氧化应激

纳米颗粒作用于细胞后，可在早期阶段通过

神经炎症激活小胶质细胞，造成线粒体功能障碍，

产生芬顿反应，以及改变溶酶体膜的通透性等，产

表 1   纳米材料类型及进入血脑屏障的方式与特点

类型 举例 进入方式 进入特点

无机纳米材料 金纳米粒、磁性氧化铁纳米粒、二氧

化硅纳米粒、碳纳米管

被动扩散、胞吞 强通透性、半衰期长、分布范围广

天然高分子材料 壳聚糖纳米微粒、透明质酸、蛋白质

纳米微粒（白蛋白、铁蛋白、脂蛋白）

受体介导的血脑屏

障内吞、胞吞

生物兼容性强、半衰期较长

合成纳米材料 聚乳酸、聚乳酸 - 羟基乙酸共聚物、

聚己内酯

抑制外排、受体介

导的血脑屏障内吞

生物兼容性强

半导体纳米材料 硅量子点、硫化铅量子点、硒化铅量

子点

吸附、胞吞 易被摄取、释放无机离子
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生活性氧（Reactive Oxygen Species，ROS），并引

起氧化应激反应。后者能够增强血脑屏障（Blood-

Brain Barrier，BBB） 的通透性，是纳米材料诱导

的神经毒性的主要机制之一，可造成DNA、蛋白质

和膜损伤，以及信号通路障碍，甚至诱发神经退行

性病变。因脑组织较为脆弱敏感，脑内大量的蛋白

质、核酸更易受到活性氧带来的功能性损伤。研究

提示，纳米 SiO2-Fe可激活巨噬细胞的Nrf2信号传

导，并显著增加其含量[18]。纳米ZnO2可通过直接损

伤星形胶质细胞膜，并攻击细胞膜中的多不饱和脂

肪酸，导致生成过量的丙二醛。纳米二氧化硅作用

于PC12细胞24 h后，可抑制20S蛋白酶体的活性，

并降低泛素-蛋白酶体系统（Ubiquitin-Proteasome 

System，UPS）中泛素以及泛素羧基末端水解酶 L1 

蛋白的水平。

3.1.3   细胞自噬 

细胞自噬指一些损坏的蛋白或细胞器被双层

膜结构的自噬小泡包裹为自噬体，之后被运送至溶

酶体分解其包裹的可降解成分。纳米颗粒可触发细

胞自噬，导致细胞核固缩、自噬体和溶酶体的形成

等。Chen等[19]研究发现，量子点可诱发神经细胞发

生自噬，从而对神经突触造成一定的损伤。此外，

纳米氧化铜可经p38和ERK信号通路诱导小鼠巨噬

细胞发生自噬性损伤，并提高细胞外调节蛋白激酶

的磷酸化水平，提示其可以对细胞自噬的进程造成

影响[20]。Barthet等[21]发现，典型的自噬在逐渐阻断

神经元。这导致通过细胞核的核自噬介导的和高尔

基体依赖性排泄激活的替代性清除途径，其引起核

变性和细胞萎缩。当增强自噬启动或阻断自噬转换

时，均引起核整体性改变。

3.1.4   细胞凋亡 

细胞凋亡是由基因控制的细胞死亡，涉及

一系列基因的激活、表达以及调控作用，导致组

织、器官的损伤以及功能紊乱。其中凋亡相关因

子caspase-3与凋亡级联过程的启动有关，是细胞

进入细胞凋亡相关信号通路的重要标志。纳米材

料诱导的细胞凋亡主要与caspase的内源性通路密

切相关。辛琦等[22]发现，在纳米银暴露的斑马鱼

胚胎中，纳米银可激活AKT/GSK-3/caspase-3 信号

通路，并导致凋亡过程的提前发生。此外，纳米

SiO2可通过氧化损伤功能促进PC12细胞内的细胞

色素C与凋亡因子、细胞凋亡诱导因子（Apoptosis 

Inducing Factor，AIF）及 proeaspase-2、3、9的释

放，并通过激活caspase-9启动caspase级联反应，

进而引起细胞凋亡。有研究[23]提示，纳米氧化铁暴

露于乳鼠神经细胞后，可导致线粒体膜电位降低和

细胞凋亡率增加。Wang等[24]研究发现，纳米SiO2可

促进PC12细胞内细胞色素C与凋亡诱导因子释放，

从而引起细胞凋亡。

3.2   神经系统特异性毒性机制

3.2.1   干预GABA代谢途径

γ - 氨 基 丁 酸 （ γ - A m i n o b u t y r i c  A c i d ，

GABA）是哺乳动物中枢神经系统中最为重要的

抑制性神经递质，可维持大脑皮层神经元的兴奋

性。当GABA平衡被破坏时，可发生神经系统异

常兴奋，可能诱发癫痫。研究[25]显示纳米银可导

致脑内 GABA 含量显著降低，抑制神经元的兴奋

性，使GABA 代谢通路关键基因mRNA 表达显著上

调，影响GABA代谢途径。王雅等[26]将纳米银（Ag 

Nanoparticles，AgNPs） 暴露给斑马鱼幼鱼后，其 

GABA 受体通路相关基因表达发生了显著的变化，

且GABA 受体的活性受到AgNPs的干扰。可见，当

纳米材料进入脑后，通过研究其对GABA代谢通路

及相关蛋白的影响，可能会反映出纳米材料产生的

中枢神经毒性。

3.2.2   调控神经轴突导向因子表达

神经轴突导向因子（Netrin-1）是一种类似层

粘连蛋白的蛋白质，与受体结合后可抑制炎症细胞

迁移、减轻炎症反应、降低促炎介质的血清水平，

在血管新生、细胞转移、组织形态发生等方面发挥

重要作用。研究[27]发现，Netrin-1可以有效降低纳

米材料毒性反应造成的细胞损伤，为细胞的功能性

修复提供良好条件。Liu等[28]研究提示，碳纳米管

可对神经元细胞产生毒性并刺激Netrin-1的表达。

3.3   外周神经毒性作用机制

纳米材料的外周神经毒性研究较少，主要分

为纳米载体导致的非靶向毒性和纳米材料自身导致

的外周神经毒性两类。多种抗癌药（如顺铂、紫杉

醇等）的原料药水溶性差且结构不稳定，经纳米材

料递送系统改造后可高效地抵达肿瘤组织，更好地

发挥药效作用。因此，当前多数纳米药物的适应症

均为各类肿瘤疾病。如顺铂纳米粒具有良好的生物

兼容性且能够快速地被肿瘤细胞所吞噬，实现顺铂

药物在肿瘤细胞内的释放[29]；使用白蛋白作为纳米
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载体来承载紫杉醇后可改善紫杉醇的免疫反应，并

快速且长效地在肿瘤组织中发挥药效。然而，纳

米抗癌药物的药代特征与传统小分子化合物有所

不同，可引起额外的外周神经毒性。文献报道，

使用奥沙利铂后24~48 h可出现急性神经毒性，

表现为四肢感觉障碍，遇冷后加重[30]，而在治疗

间歇期减轻。也有研究发现，通过外周静脉给药

和放置中心静脉留置管时，纳米紫杉醇可累及外

周神经并长期蓄积，易于产生四肢麻木、感觉

异常、肌肉痉挛和疼痛等外周神经毒性症状[31]。

此外，纳米材料自身也存在周围神经毒性风险，

研究提示，背根神经节（Dorsal Root Ganglion，

DRG）暴露于铜纳米颗粒后，可出现空泡和部分

神经元脱离基质，以及神经突网络断裂，毒性与

粒径大小有关[32]。Erriquez等[33]发现，TiO2-NPs可

通过内化进入DRG，并诱导细胞凋亡，产生ROS，

导致促炎症细胞因子IL-1β表达发生变化，以及轴

突逆行迁移发生改变。Pallavi等发现粒径为175 nm 

的纳米金颗粒（Au Nanoparticles，AuNPs）可降低

DRG的活力，并影响神经突分化[34]。

4   纳米材料神经毒性的评价方法
4.1   体内神经毒性评价方法

体内动物试验主要包括神经系统的安全药理

学试验，以及结合重复给药毒性试验开展的神经系

统评价，必要时可考虑开展神经行为学试验，使用

成像技术追踪纳米药物及载体在神经系统内的迁

移、分布和吸收等研究。目前，药物神经毒性非临

床安全性评价主要依靠动物试验的组织病理学检

查和神经行为学检查。神经行为学评价是经济合作

与发展组织（Organization for Economic Co-operation 

and Development，OECD） 推荐的神经毒性评价的

重要方法之一，通过多种测试项目及组合反映神经

功能状态，评价药物神经毒性。神经行为学试验包

括水迷宫、新物体识别模型、情境恐惧条件反射模

型、转棒试验等。刘仕昌等[35]开展水迷宫试验并发

现纳米二氧化钛可影响大鼠的学习能力并降低其空

间认知能力。

组织病理学检查通过考察病理学形态改变确

认神经损伤及可逆程度，是药物非临床神经毒性

评价的经典方法。苏木精-伊红染色切片可用于在

显微镜下观察神经组织的结构及病变，特异性神

经病变可进一步采取免疫组化或特殊染色进行识

别，电镜技术则用于观察细胞表面形态和细胞内超

微结构，如鉴别细胞器中空泡变性的具体位置。冷

法宁等[36]观察小鼠纹状体和海马神经组织病理切片

并开展免疫组化试验，发现Cu2-xSeNP3可导致小鼠

纹状体细胞排列杂乱，部分细胞核固缩，胞浆染色

不均，染色质溶解现象明显，组织结构密度明显降

低，海马组织细胞排列松散等。

此外，各类神经影像学技术如磁共振成像

（Magnetic Resonance Imaging，MRI）、正电子发

射断层扫描（Positron Emission Tomography，PET）

等也适用于动物活体成像。MRI的优势是分辨率

高、电离辐射低，PET是分子定量成像技术，可与

结构成像互补。各种体内评价方法和技术的不断发

展推动了药物神经毒性非临床动物试验研究。Cole

等[37]利用基于经典X射线计算机断层扫描，结合金

纳米颗粒作为标记剂，开发了一种对外泌体纳米颗

粒进行纵向和定量体内神经成像的方法。

4.2   体外神经毒性评价方法

常见的体外培养用神经细胞类型见表2。对于具

有潜在神经毒性风险的纳米药物，纳米药物非临床

安全性研究技术指导原则[38]建议开展相应的体外毒

性研究，如神经细胞活力测定和细胞功能测定等。

4.2.1   神经细胞培养模型的选择

对于原代神经细胞和神经干细胞来说，永生

化神经细胞系是较为简单的体外神经细胞模型，通

常来自肿瘤细胞，更易于培养且状态较稳定。神经

母细胞瘤细胞被广泛用于模拟帕金森综合征模型。

该细胞具有儿茶酚胺能神经元特性，且保留了与帕

金森病（Parkinson's Disease，PD）相关的基因和通

路。此外，人神经母细胞瘤细胞（SH-SY5Y） 还

被广泛用于阿尔茨海默症、神经缺血和缺氧的研

究。PC-12细胞是来源于大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤的

单克隆细胞株，具有神经细胞特性，是目前国际

上公认的体外神经生物、神经化学及神经系统疾

病研究的理想模型。其他常用的神经细胞系包括

神经胶质瘤细胞（C6）、肾上腺嗜铬细胞瘤细胞

（PC12）、人神经胶质瘤细胞（H4）、成神经瘤

细胞（N2a）、人脐血管内皮细胞（ECV304）等。

原代培养的神经细胞的优点更接近体内的情

况，可模拟神经递质在突触间的表达、神经元和星

形胶质细胞之间的相互作用等。研究提示，具有神

经毒性的药物（例如阿霉素、氨基糖苷类抗生素、
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有机磷酸酯、长春新碱、秋水仙碱、紫杉醇、胺碘

酮等）可降低原代星形胶质细胞胞外谷氨酸和谷氨

酰胺的浓度[39]，使谷氨酰胺合成酶的活性降低，从

而导致细胞凋亡和氧化自噬。故神经星形胶质细胞

通常作为药物神经毒性评价的重要靶标。然而，原

代神经细胞取材困难，培养所需成本高且稳定性不

佳，仅适用于周期较短、针对神经细胞代谢过程及

细胞间相互作用进行研究的试验。

神经干细胞具有分化为三种组成中枢神经系

统主要细胞（神经元、星形胶质细胞和少突胶质细

胞）的潜力，主要来自胚胎干细胞、骨髓分离的多

功能细胞等。该类细胞寿命有限，经几次传代后分

化过程不可控，并可发生生长停滞。但该类细胞可

定向分化为具有特殊功能的细胞，广泛用于神经系

统生理学、神经毒理学等的研究。在外源化合物作

用的情况下，通过研究神经干细胞在神经系统发育

过程中的关键性事件，如神经细胞增殖和凋亡、分

化与迁移、神经元突起的形成以及突触的形成、神

经元之间的联系、髓鞘的形成、神经递质表型和功

能等的改变，来观察神经发育毒性。

表 2   常见的体外培养用神经细胞类型

人神经细胞 小鼠神经细胞 大鼠神经细胞

人星形胶质细胞 小鼠皮层神经元 大鼠皮层神经元

人 H9- 衍生神经干细胞 小鼠海马神经元 大鼠海马体神经元

人胚胎神经干细胞 大鼠神经胶质前体细胞

大鼠皮层星形胶质细胞

大鼠胎儿神经干细胞

4.2.2   形态学改变

细胞受到损伤时，常伴有形态学改变。不同

浓度的纳米二氧化硅颗粒作用于SH-SY5Y细胞24 h

后，可导致细胞数减少、染色质嗜碱性染色增强、

细胞脱落增加、排列紊乱，甚至细胞核崩解[40]。冷

法宁等[36]发现，正常培养条件下，分化的PC-12细

胞多呈三角形或梭形，向外延伸并长出神经丝，细

胞相互重叠成团。加入Cu2-xSeNP3作用24 h后，活

细胞数目显著减少，死亡细胞增多；细胞形态表现

为胞核固缩、胞体回缩，细胞突起变短，有的甚至

消失，胞质内可见许多空泡，颗粒物增多，透光度

变差；细胞间突起处连接点减少，易脱落。神经小

胶质（N9）细胞在经过纳米氧化铝24 h 处理后，

细胞失去正常形态，突起消失，细胞密度降低，胞

体内可见黑色颗粒沉积。

4.2.3   细胞活力检测方法

细胞活性是判断细胞在药物处理条件下，

能否正常生长的重要评价指标。常见检测方法包

括细胞计数试剂盒（Cell Counting Kit-8，CCK-

8）法、噻唑兰 [3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-

2,5-diphenyltetrazolium bromide，MTT] 法、乳酸

脱氢酶（Lactate Dehydrogenase，LDH）法和三

磷酸腺苷（Adenosine Triphosphate，ATP）发光

法等。CCK-8在电子载体硫酸吩嗪（Phenazine 

Methosulfate，PMS）的作用下被细胞线粒体中的脱

氢酶还原为具有高度水溶性的黄色甲臜产物，其数

量与活细胞的数量成正比。用酶联免疫检测仪在

450 nm波长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞

数量。徐丽等[41]将微米氧化铝、纳米氧化铝、纳米

碳染毒过的细胞培养48 h后，结果显示三种物质在

高剂量时均对神经细胞的活力值有很大的影响，使

活力明显下降。MTT法的检测原理是活细胞内的线

粒体琥珀酸脱氢酶可将外源性的MTT还原成蓝紫色

结晶体甲臜，并沉积在细胞中。甲臜溶解于DMSO

后，在490 nm波长下用酶联免疫检测仪测定其吸光

度值，在一定范围内，甲臜生成量与活细胞数目成

正比，可间接反映细胞活力。杨艳艳等[42]检测纳米

二氧化硅对SH-SY5Y细胞存活率的影响，纳米SiO2

作用于SH-SY5Y细胞24 h，随着染毒剂量的增加，

细胞存活率逐渐降低，呈剂量依赖关系。LDH法则
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是利用在正常情况下，乳酸脱氢酶不能通过细胞膜

渗透到细胞培养液中，而当细胞受损或死亡时，膜

通透性增加，乳酸脱氢酶可释放到细胞外的特点。

通过检测细胞培养液中LDH的酶活力，来判断细胞

受损和膜通透性改变，检测纳米材料对细胞膜完整

性的影响。此外，ATP水平的下降可直接表明线粒

体功能受损，亦可反映细胞生存条件的变化。如凋

亡、坏死或处于毒性状态下，细胞内的ATP水平均

会显著降低，线粒体膜电位的降低常常同时发生。

因此可根据荧光光强度与正常对照组变化的百分

比，评估细胞内ATP活性的改变。

4.2.4   细胞功能检测方法

神经元是一种高度特化的细胞，具有感受刺

激和传导兴奋的功能。目前，神经细胞的信号传导

或信息传递功能的检测主要依赖细胞膜片钳技术，

该技术通过玻璃微电极的尖端与单个细胞膜接触，

以观测细胞膜离子通道的微小电流[43]。然而在测定

某种神经细胞膜离子通道电流时尚存在一些技术上

的难题，一是体外培养细胞群体的活性在空间上具

有随机性，二是细胞膜表面离子通道电流的改变往

往是瞬时发生和消失的，具备时间上的随机性。姜

晓丹等[44]提出一种不受神经细胞功能随机性影响的

神经细胞的信号传导或信息传递功能的评估方法。

该方法分别制备含造影剂的神经细胞冷冻凝胶和不

含造影剂的神经细胞冷冻凝胶，并进行磁共振功能

成像，然后将二者的磁共振图像进行对照。如果含

造影剂者磁共振图像较含未造影者的磁共振图像增

强，则提示神经细胞具有传递信息的功能。

此外，因线粒体是产生细胞内活性氧和三磷

酸腺苷的主要来源，神经细胞线粒体发生功能障碍

在细胞凋亡过程中起关键作用。段秋红等[45]通过体

外培养神经母细胞瘤细胞株N2a模拟缺血再灌注，

并使用MTT法、细胞色素C释放和跨膜压的改变判

断线粒体的功能。结果提示，线粒体功能失调在缺

血再灌注引起的N2a细胞凋亡过程中可能起到凋亡

早期的启动和随后的信号放大作用。

4.2.5   替代评价方法

斑马鱼是常用的纳米材料体外替代评价模

型，其神经系统形成过程和发育机制与人类高度相

似。其神经系统通常在受精后6小时开始发育，受

精6天后发育完成。使用斑马鱼开展药物神经毒性

评价，兼具快速、高效、经济的优点。王雅等[26]研

究发现，AgNPs暴露于斑马鱼30天后，其脑组织中

抗氧化酶 T-SOD和CAT 活性显著降低，炎性因子

相关基因的mRNA表达量发生了不同程度的提升，

IL-1β和IL-8 mRNA 表达量大大上升，癫痫标志

物c-fos mRNA表达量亦显著上升。陈金等[46]发现，

纳米氧化铝可以造成成年斑马鱼的学习记忆障碍，

且其毒性作用与粒径有关。黄涛等[47]研究提示，纳

米氧化铝可通过诱导过度自噬导致斑马鱼幼鱼早期

神经发育毒性。此外，Li等[48]研究发现，SiNPs可

干扰斑马鱼的光/暗偏好、抑制其探究行为和记忆

力等。

5   小结
当前国内外已就纳米材料的应用价值开展了

广泛且较为深入的研究。纳米载体易于透过血脑屏

障，在某些情况下可能会增加小分子药物本身的神

经毒性。而部分纳米材料本身可进入中枢或外周神

经系统并直接产生神经毒性。与此同时，关于纳米

材料的毒性和安全性评价却远远落后于其相关应用

探索。在复杂的生物环境下，神经毒性的发生可能

涉及多重机制并涉及多种神经因子，其作用机制有

待深入研究。体外试验可提示毒性作用机制，可用

于早期毒性筛选。然而，因神经系统的结构和功能

都极其复杂，体内试验结果可能更接近于人体实际

情况。纳米材料的神经毒性研究应结合其体内代

谢及分布特点开展，并综合评价神经毒性风险。此

外，新兴的替代神经毒性评价方法将在今后有一定

用武之地。不同评价体系各有利弊（表3），需相

互补充，以更全面地了解纳米材料的神经毒性。
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表 3   体内体外试验方法比较

方法 优点 缺点

体内评价试验 1. 全面反映药物的各种毒性作用；

2. 能长期观察慢性毒性反应

1. 干扰因素较多；

2. 难以进行代谢和机制的研究；

3. 测试费用高昂、耗时长；

4. 种间差异和动物保护

体外评价试验 1. 简便、快捷、经济；

2. 可直接利用人体细胞；

3. 干扰因素少、易于控制；

4. 可进行代谢和机制的研究；

5. 解决了整体动物试验中大量使用实验动物且以

动物濒死或死亡为终点的伦理问题；

6. 增加了试验过程中的可控因素，提升了试验结

果的可靠性

1. 不能全面反映药物的各种毒性作用，缺

乏整体毒代动力学的过程；

2. 难以研究药物的慢性毒性作用
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