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氧化锌纳米颗粒在体内和体外对角膜的毒性评估

侯晓璐１ꎬ崔冬梅１ꎬ 牛灵芝１ꎬ孙晓彤１ꎬ于　 涛１ꎬ 赵宇航２ꎬ宋爱萍１ꎬ李　 玮２

引用:侯晓璐ꎬ崔冬梅ꎬ 牛灵芝ꎬ等. 氧化锌纳米颗粒在体内和体
外对角膜的毒性评估. 国际眼科杂志 ２０２３ꎻ２３(７):１０８０－１０８６

基金项目:国家重点研发计划“政府间国际科技创新合作”重点
专项立项项目(Ｎｏ.２０１９ＹＦＥ０１１７８００)ꎻ国家自然科学基金资助
项目(Ｎｏ.２２１７６１１５)
作者单位:１(２５００１４) 中国山东省济南市ꎬ山东第一医科大学第
一附属医院 山东省千佛山医院ꎻ２(２５００１４)中国山东省济南市ꎬ
山东大学控制科学与工程学院 山东大学智能医学工程研究
中心
作者简介:侯晓璐ꎬ女ꎬ山东第一医科大学在读硕士研究生ꎬ研究
方向:青光眼、环境毒理与眼健康ꎮ
通讯作者:宋爱萍ꎬ毕业于山东大学ꎬ博士ꎬ主任医师ꎬ硕士研究
生导师ꎬ研究方向:青光眼、环境毒理与眼健康. １３７９３１６４９３１＠
１６３.ｃｏｍꎻ李玮ꎬ毕业于山东大学ꎬ博士ꎬ教授ꎬ硕士研究生导师ꎬ
研究方向:医学成像与图像处理、环境毒理与健康、动态学习.
ｃｉｎｄｙ＠ ｓｄｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
收稿日期: ２０２２－０８－１６ 　 　 修回日期: ２０２３－０６－０９

摘要
目的:通过构建体内和体外染毒模型ꎬ观察氧化锌纳米颗
粒(ＺｎＯ ＮＰｓ)对角膜的毒性影响ꎮ
方法:体外培养原代人角膜上皮细胞(ＨＣＥｐｉＣ)ꎬ暴露于
０.５、５、１２.５、２５、５０、１００、２５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒 ２４ｈꎬ
设不含纳米溶液的细胞培养液为空白对照组ꎮ 采用 ＭＴＴ
比色法评估细胞的活性ꎮ 三种不同浓度 ( ２５、 ５０ 和
１００μｇ / ｍＬ)的氧化锌纳米颗粒分散液暴露于麻醉后小鼠
结膜囊内ꎬ磷酸盐平衡缓冲液(ＰＢＳ)点眼为 ＰＢＳ 对照组ꎬ
每天 ３ 次ꎬ连续 ７ｄꎬ第 １、３、５、７ｄ 观察角膜形态ꎬ第 ８ｄ 取出
眼球ꎬ观察角膜病理改变和炎症因子(ＴＮＦ－αꎬＩＬ－６)表达
水平情况ꎮ
结果:不同浓度的氧化锌纳米颗粒处理原代人角膜上皮细
胞 ２４ｈ 后ꎬＭＴＴ 结果显示ꎬ与空白对照组相比ꎬ氧化锌纳米
颗粒在 ０.５μｇ / ｍＬ 即对细胞有损伤作用ꎬ细胞存活率约
８０％(Ｐ < ０. ０５)ꎬ５μｇ / ｍＬ 剂量时可致半数细胞死亡ꎬ在
５~２５０μｇ / ｍＬ浓度范围对细胞的损伤作用具有浓度依赖
性(Ｐ<０.０００１)ꎮ 不同浓度的氧化锌纳米颗粒暴露小鼠结
膜囊ꎬ点眼 ７ｄ 后ꎬ２５μｇ / ｍＬ 和 ５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒
组可见部分角膜上荧光素的点状着染ꎬ１００μｇ / ｍＬ 氧化锌
纳米颗粒组角膜见局部圆形荧光素着染区ꎮ ＨＥ 染色结
果显示ꎬ２５μｇ / ｍＬ 和 ５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组的角膜
上皮层、基质层厚度、基质层免疫细胞数目无明显改变
(均Ｐ>０.０５)ꎬ而 １００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组角膜上皮层
变薄、角膜基质层变厚、基质层免疫细胞明显增多(均 Ｐ<
０.０５)ꎮ 免疫组织化学染色结果显示ꎬ１００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳
米颗粒组产生 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的角膜基质免疫细胞数及
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的平均光密度( ＩＯＤ)值均明显高于 ＰＢＳ 对
照组 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ且炎症反应程度具有浓度依赖性ꎬ

２５μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒和 ５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组
免疫细胞数和 ＩＯＤ 值与 ＰＢＳ 对照组相比均无明显增高
(Ｐ>０.０５)ꎮ
结论:氧化锌纳米颗粒在体外和体内均对角膜具有毒性损
伤作用ꎬ为氧化锌纳米颗粒眼部安全性评价提供了一定的
理论依据ꎮ
关键词:氧化锌纳米颗粒ꎻ角膜上皮细胞ꎻ小鼠
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.７.０５

Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｉｎｃ ｏｘｉｄｅ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｏｎ ｃｏｒｎｅａ

Ｘｉａｏ－ Ｌｕ Ｈｏｕ１ꎬ Ｄｏｎｇ －Ｍｅｉ Ｃｕｉ１ꎬ Ｌｉｎｇ － Ｚｈｉ Ｎｉｕ１ꎬ
Ｘｉａｏ－Ｔｏｎｇ Ｓｕｎ１ꎬ Ｔａｏ Ｙｕ１ꎬ Ｙｕ －Ｈａｎｇ Ｚｈａｏ２ꎬ Ａｉ －
Ｐｉｎｇ Ｓｏｎｇ１ꎬ Ｗｅｉ Ｌｉ２

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｌａｎ “ Ｉｎｔｅｒｇｏｖｅｒｎｍｅｎｔａｌ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ” Ｋｅｙ
Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ａｐｐｒｏｖａｌ (Ｎｏ.２０１９ＹＦＥ０１１７８００)ꎻ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (Ｎｏ.２２１７６１１５)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｉｒｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｑｉａｎｆｏｓｈａｎ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ)ꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１４ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ
Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ
２５００１４ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ａｉ－Ｐｉｎｇ Ｓｏｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｆｉｒｓｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
( Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｑｉａｎｆｏｓｈａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ )ꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１４ꎬ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. １３７９３１６４９３１ ＠ １６３. ｃｏｍꎻ Ｗｅｉ Ｌｉ.
Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ
Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１４ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｃｉｎｄｙ＠ ｓｄｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２２－０８－１６　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０６－０９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｚｉｎｃ ｏｘｉｄｅ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ( ＺｎＯ ＮＰｓ ) ｏｎ ｃｏｒｎｅａ ｂｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ
ｉｎｔｏｘｉｃａｔｅｄ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＨＣＥｐｉＣ )
ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (０.５ꎬ ５ꎬ １２.５ꎬ ２５ꎬ ５０ꎬ １００ꎬ ２５０ μｇ / ｍＬ) ｏｆ
ＺｎＯ ＮＰｓ ｆｏｒ ２４ｈ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈｏｕｔ ｎａｎｏ－
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ( ２５ꎬ ５０ ａｎｄ １００ μｇ / ｍＬ ) ｏｆ ＺｎＯＮＰｓ
ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｓａｃ ｏｆ
ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｍｉｃｅ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａ ｄａｙ ｆｏｒ ７ｄ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｌｙ.
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Ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ (ＰＢＳ) ｅｙｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ
ＰＢＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｒｎｅａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ
１ꎬ ３ꎬ ５ ａｎｄ ７ｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｙｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ｏｎ ８ｄ ｆｏｒ
ｖａｒｉｏｕｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｏｒｎｅａｌ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ (ＴＮＦ－αꎬ ＩＬ－６) .
•ＲＥＳＵＬＴＳ:Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＨＣＥｐｉＣ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＺｎＯ ＮＰｓ ｆｏｒ ２４ｈꎬ ｔｈｅ ＭＴＴ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｚｎｏ ＮＰｓ ｃａｕｓｅ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｃｅｌｌｓ ａｔ ０.５ μｇ / ｍＬꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ８０％ (Ｐ<０.０５) . Ｈａｌｆ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ａ ｄｏｓｅ ｏｆ ５ μｇ / ｍＬꎬ ｔｈｅ ｄａｍａｇｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ５~ ２５０ μｇ / ｍＬ
ｗａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ( Ｐ < ０. ０００１) . Ａｆｔｅｒ ７ｄ ｏｆ
ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｃａｐｓｕｌｅ ｓｐｏｔｔｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅꎬ ｄｏｔ－ｌｉｋｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｗａｓ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ２５ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ ａｎｄ
５０ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ ｇｒｏｕｐｓ. Ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｓｔａｉｎｅｄ ａｒｅａｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ １００ μｇ / ｍＬ
ＺｎＯ ＮＰｓ ｇｒｏｕｐ. ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒꎬ ｓｔｒｏｍａｌ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｔｒｏｍａｌ ｌａｙｅｒ
ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ
２５ μｇ / ｍＬ ａｎｄ ５０ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ> ０.０５)ꎬ
ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｎｎｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ
ｓｔｒｏｍａｌ ｌａｙｅｒ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒｏｍａｌ ｌａｙｅｒ ｉｍｍｕｎｅ
ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ １００ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ
ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０.０５ ) . Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ＴＮＦ－α ａｎｄ ＩＬ－ ６ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ( ＩＯＤ) ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＴＮＦ－α ａｎｄ ＩＬ－６ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ １００ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＰＢＳ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｗａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ＰＢＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ
ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ａｎｄ ＩＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ２５ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ ａｎｄ
５０ μｇ / ｍＬ ＺｎＯ ＮＰｓ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｄａｍａｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＺｎＯ ＮＰｓ ｏｎ
ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ ｗａｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏｔｈ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏꎬ
ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｃｕｌａｒ ｓａｆｅｔｙ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＺｎＯ ＮＰｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｚｉｎｃ ｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ ｍｉｃｅ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｈｏｕ ＸＬꎬ Ｃｕｉ ＤＭꎬ Ｎｉｕ ＬＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｚｉｎｃ ｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｏｎ ｃｏｒｎｅａ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(７):１０８０－１０８６

０引言

氧化锌纳米颗粒( ｚｉｎｃ ｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＺｎＯ ＮＰｓ)
属金属氧化物产品ꎬ是一种多功能性的新型无机材料ꎬ颗
粒大小约 １ ~ １００ｎｍꎮ 由于晶粒的细微化ꎬ氧化锌纳米颗
粒表面电子结构和晶体结构发生变化ꎬ因此ꎬ具有普通氧
化锌无法比较的特殊性质ꎬ在眼科领域得到广泛的应用ꎮ
作为新兴的药物载体ꎬ氧化锌纳米颗粒有使药物作用时间
延长、到达眼后部等优点ꎬ改变了传统的眼部用药方式[１]ꎮ
黄啸等[２]将氧化锌纳米颗粒表面修饰成药物载体ꎬ把具有
抗氧化作用的锌和褪黑素运送到视网膜ꎬ实现对视网膜
色素上皮层的联合抗氧化作用ꎮ Ａｇｂａｎ 等[３] 将氧化锌纳
米颗粒作为药物载体ꎬ将毛果芸香碱在眼内持续作用时

间延长至 １４ｄꎬ提高了青光眼患者的依从性和临床治疗
效果ꎮ

随着纳米材料在眼科疾病诊治等领域的广泛应用ꎬ纳
米材料的眼健康问题成为近年来的研究热点[４]ꎮ 氧化锌

纳米颗粒对紫外线 ＵＶ－Ａ 和 ＵＶ－Ｂ 均具有良好的防护效

果[５]ꎬ因而被广泛应用于防晒霜和化妆品中ꎮ 防晒霜和化
妆品常应用于靠近眼睛的地方ꎬ从而增加了氧化锌纳米颗
粒眼部暴露的可能性ꎮ 氧化锌纳米颗粒可以有效地减少

和抑制革兰氏阳性和革兰氏阴性微生物的生长ꎬ因此ꎬ氧
化锌纳米颗粒已用于隐形眼镜的护理液中[６]ꎮ 角膜直接

与外界环境接触ꎬ最容易受到破坏ꎬ并发炎症引起眼部损
伤[７]ꎮ 眼睛尤其是角膜ꎬ与皮肤和气道一样暴露于空气

中ꎮ 由于角膜的免疫赦免状态和对透明度的特殊要求ꎬ角
膜对暴露可能做出不同于其他组织和器官的独特方式反
应ꎮ 目前大多数文献的内容都集中在纳米材料眼科治疗

应用方面的研究ꎬ有关角膜毒性及机制的研究较少ꎮ 因此
纳米材料与眼睛的生物相容性和对人类的健康影响亟待
系统的科学研究进行评估ꎮ 本研究选择与眼科密切相关

的新型纳米材料———氧化锌纳米颗粒ꎬ通过构建体内和体
外染毒模型ꎬ观察氧化锌纳米颗粒对角膜的毒性影响ꎮ
１材料和方法
１.１材料

１. １. １ 实验材料 　 氧 化 锌 纳 米 颗 粒 分 散 液 及 粉 体
(５０~１００ｎｍ)购于杭州万景新材料有限公司ꎮ 原代人角
膜上皮细胞( ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＣＥｐｉＣ)购于
上海弘顺生物科技有限公司ꎮ ＤＭＥＭ 高糖培养液(Ｇｉｂｃｏꎬ
Ｃ１１９９５５００ＢＴ)ꎬ胎牛血清(Ｇｉｂｃｏꎬ１０２７０１０６)ꎬ胰酶消化液
(兰杰柯科技有限公司ꎬＢＬ５１２Ａ)ꎬ青霉素 －链霉素溶液
(兰杰柯科技有限公司ꎬＢＬ５０５Ａ)ꎬ磷酸盐缓冲溶液(ＰＢＳ)
(ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬＧ４２０２－５００ＭＬ)ꎬＭＴＴ 细胞增殖及细胞毒性检

测试剂盒( ＧｉｂｃｏꎬＣ０００９Ｓ)、５％水合氯醛溶液(麦克林ꎬ
Ｃ８０４５３９)ꎬ荧光素钠 (麦克林ꎬ Ｆ８０９５５３)、苏木精染液
(ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬＧ１００４－１００ＭＬ)ꎬ伊红染液(ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬＧ１００１－
１００ＭＬ)ꎬＴＮＦ－α 一抗( ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬＧＢ１１１８８)ꎬ ＩＬ － ６ 一抗
( Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬ ＧＢ１１１１７ )ꎬ ＨＲＰ 标 记 山 羊 抗 兔 二 抗
(ＳｅｒｖｉｃｅｂｉｏꎬＧＢ２３３０３)ꎮ 超声波细胞破碎仪(宁波新芝ꎬ
ＪＹ８８－ＩＩＮ)、超声波清洗器(昆山ꎬＫＱ－５００ＶＤＥ)ꎮ 石蜡切

片机(德国徕卡ꎬＲＭ２２３５)、显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳꎬＢＸ５１Ｔ)ꎮ
１.１.２ 实验动物 　 昆明系(ＫＭ)雌性小鼠 ３６ 只ꎬ４ 周龄ꎬ
２２~２４ｇꎬ购于北京维通利华实验动物技术有限公司ꎬ饲养
于山东第一医科大学第一附属医院医学研究中心ꎮ 将小

鼠分笼饲养(５ 只 / 笼)ꎬ温度 ２３℃ ± １℃、相对湿度恒定
５０％±１０％、１２ｈ 光照 / １２ｈ 暗循环交替照明ꎬ自由摄食和
水ꎬ实验在小鼠适应新环境 ７ｄ 后进行ꎮ 本研究的实验动

物的使用严格遵循«实验动物管理条例»的规定ꎮ 本研究
通过山东第一医科大学第一附属医院动物伦理委员会批
准{Ｎｏ.ＳＹＤＷＬＳ【２０２２】００４ 号}ꎮ
１.２方法

１.２.１体外染毒实验方法
１.２.１.１氧化锌纳米颗粒表征及配制　 使用 Ｘ 射线衍射仪
(Ｘ－ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｏｍｅｔｅｒꎬＸＲＤ)检测氧化锌纳米颗粒的物理
学特性ꎬ使用纳米粒度仪检测纳米溶液分散指数ꎮ 用细胞
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培养液将氧化锌纳米颗粒分散液配制成实验所需浓度ꎬ每
次细胞实验操作前ꎬ纳米分散液现配现用ꎬ使用前在超声
波清洗器水浴池里超声震荡 １０ｍｉｎꎬ超声分散结束ꎬ氧化
锌纳米颗粒分散液用紫外线照射法灭菌ꎮ
１.２.１.２ 细胞培养和形态及活性检测　 原代人角膜上皮细
胞在含有 １０％的胎牛血清、１％青霉素－链霉素、８９％高糖
ＤＭＥＭ 培养液ꎬ３７℃ꎬ５％ＣＯ２ꎬ湿度 １００％的恒温培养箱中
培养ꎬ取对数生长期的原代人角膜上皮细胞稀释为
７×１０４ / ｍＬꎬ每孔 １００μＬ 接种于 ９６ 孔板ꎬ将培养板置于
３７℃ꎬ５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ 后ꎬ分为空白对照组(除
换液外不做任何处理)、氧化锌纳米颗粒实验组(在正常
换液时加入经超声分散后 ０. ５、 ５、 １２. ５、 ２５、 ５０、 １００、
２５０μｇ / ｍＬ分散液)ꎬ各组均设置 ６ 个复孔ꎬ于同样条件培
养箱中培养 ２４ｈ 后于倒置显微镜下观察细胞形态变化ꎬ拍
照记录ꎮ 每孔加入 １０μＬ ＭＴＴ 溶液(５ｍｇ / ｍＬꎬ ０.５％ＭＴＴ)
继续培养 ４ｈꎬ每孔加入 １００ｍＬ ＤＭＳＯꎬ低速匀速摇晃
２０ｍｉｎꎬ待结晶完全溶解ꎬ使用酶联免疫检测仪检测 ４９０ｎｍ
处的 ＯＤ 值ꎬ实验重复 ３ 次以上ꎮ 细胞存活率 ＝氧化锌纳
米颗粒实验组 ＯＤ 值 / 空白对照组细胞 ＯＤ 值×１００％ꎮ
１.２.２体内染毒实验方法
１.２.２.１ 小鼠眼球染毒模型建立　 存在于化妆品中的氧化
锌纳米颗粒暴露于皮肤的浓度为 ６０ ~ １２０μｇ / ｍＬꎬ故在此
范围内设定氧化锌纳米颗粒溶液浓度ꎮ 每次实验将 １２ 只
小鼠 分 为 ４ 组: 对 照 组 ( ＰＢＳ 溶 液 点 眼 )ꎬ ２５、 ５０ 和
１００μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒实验组ꎬ每组 ３ 只小鼠ꎮ 实验
重复 ３ 次ꎬ共计 ３６ 只小鼠ꎮ 每次动物实验操作前ꎬ纳米分
散液现配现用ꎬ使用前在超声波清洗器水浴池里超声震荡
１０ｍｉｎꎬ利用与细胞等渗、具有盐平衡作用的 ＰＢＳ 溶液ꎬ制
备浓度为 ２５、５０ 和 １００μｇ / ｍＬ 的氧化锌纳米颗粒悬液ꎬ配
制好的氧化锌纳米颗粒悬液再置于涡旋混合器混匀
３ｍｉｎꎬ然后取 １０μＬ 直接暴露于麻醉后的小鼠右眼眼表
(结膜囊内)ꎬ每天 ３ 次ꎬ暴露 ７ｄꎮ
１.２.２.２ 分析角膜完整性 　 称取 ２ｇ 荧光素钠粉末ꎬ溶于
１００ｍＬ ＰＢＳ 溶液中ꎬ配制成 ２％荧光素钠溶液ꎮ 吸取少量
２％荧光素钠溶液滴入活体小鼠右眼结膜囊ꎬ在裂隙灯荧
光激发系统光的照射下ꎬ将各小组的眼表形态进行拍照及
保存ꎮ
１.２.２.３角膜组织学观察　 暴露 ７ｄ 后进行角膜取材ꎮ ５％
水合氯醛溶液对小鼠腹腔注射进行麻醉ꎬ麻醉剂量:
０.１ｍＬ / １０ｍｇꎮ 处死小鼠后小心取出眼球ꎬ置于 ４０ｇ / Ｌ 多
聚甲醛中于 ４℃ 固定 ２４ｈꎬ石蜡包埋ꎬ组织切片ꎬ厚度为
４μｍꎮ 将切好的石蜡切片于二甲苯中进行脱蜡ꎬＨＥ 染色ꎬ
中性树胶封片ꎬ镜检及拍照ꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对各组小
鼠角膜上皮层厚度、基质层厚度、每高倍镜下基质层免疫
细胞数进行测量(相同角膜位置、同等放大倍率下拍照ꎬ
计算免疫细胞数目)ꎮ
１.２.２.４免疫组织化学染色观察 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 的表达　
暴露 ７ｄ 后取眼球石蜡切片ꎬ进行免疫组织化学染色ꎮ 脱
蜡、梯度脱水ꎬ充分水洗ꎮ 滴入 ３％过氧化氢溶液ꎬ室温孵
育 ２５ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ｍｉｎꎻ用 ５％ＢＳＡ 覆盖眼球组织ꎬ室温
封闭 １ｈꎮ 轻轻甩掉封闭液ꎬ滴加 ＴＮＦ －α 和 ＩＬ － ６ 一抗
(ＴＮＦ－α 抗体稀释比 １∶ ２００ꎬＩＬ－６ 抗体稀释比 １∶ ８００)ꎬ湿

盒内 ４°过夜孵育ꎮ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次每次 ５ｍｉｎꎬ加 ＨＲＰ 标记
山羊抗兔二抗 ２ 滴ꎬ常温孵育 ６０ｍｉｎꎮ 采用 ＤＡＢ 显色ꎬ梯
度酒精脱水ꎬ二甲苯使切片透明化 ５ｍｉｎꎻ中性树胶封片ꎮ
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算各组角膜基质中表达 ＴＮＦ－α 阳性的
免疫细胞数量、ＩＬ－６ 阳性的免疫细胞数量、ＴＮＦ－α 相应区
域的平均光密度值( ＩＯＤ 值)以及 ＩＬ－６ 相应区域的 ＩＯＤ
值后进行统计分析ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２５ 软件进行数据分析ꎮ 符合

正态分布且方差不齐数据使用 ｘ±ｓ 描述ꎬ组间比较采用
Ｗｅｌｃｈ 检验ꎬ两两比较采用 Ｔａｍｈａｎｅ 法ꎬ非正态分布数据
使用 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)描述ꎬ采用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验ꎬ两两
比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法(检验水准为 ａ ＝ ０.０５)ꎬＰ<０.０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１纳米溶液颗粒表征　 氧化锌纳米颗粒的 ＸＲＤ 图显示
氧化锌纳米颗粒 ２θ 值中出现 ７ 个明显的波峰ꎬ分别是
３１.７°、３４.４°、３６.２°、４７.５°、５６.６°、６２.８°、６８.０°ꎬ证实氧化锌
纳米颗粒晶体的特质ꎮ 纳米溶液分散指数 ＰＤＩ ∶ ０.４６７ꎬ见
图 １ꎮ
２.２ 氧化锌纳米颗粒对细胞形态的影响 　 正常培养的人
角膜上皮细胞形态呈不规则梭形ꎬ伪足纤长ꎬ随着细胞的
生长ꎬ伪足部分相互连接呈膜状ꎬ同时细胞逐渐伸展ꎬ显现
成不规则的多边形并聚集成蜂巢样ꎬ细胞边界清晰、胞浆
丰富ꎮ 随着细胞密度的增加ꎬ伪足逐渐收缩ꎬ细胞间膜性
连接不明显ꎬ细胞排列越来越紧密ꎬ细胞呈不规则的多边
形ꎬ排列整齐ꎬ最后融合成清晰的磨玻璃样外观铺满培养
瓶瓶底ꎬ见图 ２Ａꎮ 氧化锌纳米颗粒组细胞失去正常多边
形形态ꎬ细胞膜破裂ꎬ细胞呈现圆形ꎬ随着处理浓度的升
高ꎬ氧化锌纳米颗粒穿透细胞膜进入细胞内在细胞内沉
积ꎬ致细胞死亡ꎬ见图 ２Ｂꎮ
２.３ ＭＴＴ 法检测角膜上皮细胞活性 　 Ｗｅｌｃｈ 检验结果表
明各组人角膜上皮细胞活性比较差异有统计学意义(Ｆ ＝
４４８.３ꎬＰ<０.０００１)ꎮ 两两比较结果表明ꎬ各组细胞活性与
空白对照组相比ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ < ０.０５ )ꎮ
０.５μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒组细胞存活率约为 ８０％ꎬ
５μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒组细胞存活率下降至约 ５０％ꎬ细
胞活力降低具有浓度依赖性ꎬ见图 ３ꎮ

图 １　 氧化锌纳米颗粒的 ＸＲＤ图ꎮ
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图 ２　 氧化锌纳米颗粒对人角膜上皮细胞形态的影响　 Ａ:正常角膜上皮细胞ꎻＢ:人角膜上皮细胞暴露于 ０.５μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒

２４ｈ 的形态结构ꎮ

图 ３　 ＭＴＴ法检测不同浓度氧化锌纳米颗粒对人角膜上皮细胞

活性的作用　 ａＰ<０.０５ꎬ ｂＰ<０.０１ ｖｓ 空白对照组ꎮ

２.４角膜荧光染色情况　 ２５μｇ / ｍＬ 和 ５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳

米颗粒组可见点状荧光素着染ꎬ１００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗

粒组角膜中央的圆形混浊区见片状着染ꎬ见图 ４ꎮ
２.５ 角膜组织 ＨＥ 染色情况 　 与 ＰＢＳ 对照组相比ꎬ
１００μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒组角膜出现明显的病理特征ꎬ
表现为角膜上皮层明显变薄ꎬ上皮细胞层数明显减少、上
皮细胞数目明显减少ꎬ基底部上皮细胞排列紊乱、分布不

规则ꎬ细胞间出现海绵状水肿ꎻ角膜基质疏松、水肿ꎬ基质

层成纤维细胞肥大、增生ꎬ纤维母细胞增殖ꎻ炎症细胞(嗜
酸性粒细胞、中性粒细胞、单核 / 巨噬细胞、淋巴细胞)分

布在角膜基质层、角膜内皮层及角膜缘ꎬ多聚集在角膜缘

附近 和 角 膜 中 央 病 变 区 的 角 膜 基 质 层 和 内 皮 层ꎮ
２５μｇ / ｍＬ、５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组可见基质水肿、成
纤维细胞肥大ꎬ未见其他明显病理改变ꎬ见图 ５ꎮ
　 　 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对各组小鼠的角膜上皮层厚度、角
膜基质层厚度、每高倍镜下基质层免疫细胞数目进行测量

(由于角膜前弹力层、后弹力层及角膜内皮层太薄ꎬ故在

此未统计其厚度)ꎮ 各组角膜上皮层厚度比较差异有统

计学意义(Ｈ＝ １０.９ꎬＰ<０.０５)ꎮ １００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒

组角膜上皮层厚度与 ＰＢＳ 对照组相比明显变薄ꎬ差异有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 各组角膜基质层厚度比较差异有

统计学意义(Ｈ＝ １２.８ꎬＰ<０.０１)ꎬ１００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗

粒组角膜基质层与 ＰＢＳ 对照组相比明显增厚ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 各组角膜基质层免疫细胞数目比较

差异有统计学意义(Ｈ ＝ １０.７ꎬＰ<０.０５)ꎬ１００μｇ / ｍＬ 氧化锌

纳米颗粒组基质层免疫细胞数显著增多ꎬ与 ＰＢＳ 对照组

相比差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ６ꎮ
２.６ 各组免疫组织化学染色情况 　 阳性细胞主要在细胞

膜和胞浆内着色ꎬ呈棕褐色颗粒ꎮ 各氧化锌纳米颗粒处理

组产生 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６的角膜基质免疫细胞数及角膜基质

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的 ＩＯＤ 值比较差异均有统计学意义(均为

Ｈ＝ ８. ２ꎬ Ｐ < ０. ０５)ꎮ １００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组产生

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的角膜基质免疫细胞数及角膜基质 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－６ 的 ＩＯＤ 值均明显高于 ＰＢＳ 对照组ꎬ差异均有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎬ２５μｇ / ｍＬ 和５０μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒组

免疫细胞数和 ＩＯＤ 值与 ＰＢＳ 对照组相比均无明显增高ꎬ
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ７、８ꎮ
３讨论

角膜是兼具屈光功能和屏障功能的透明组织ꎮ 眼表

的解剖、生理及物理屏障使药物不易进入眼内ꎬ生物利用

度往往低于 ５％ [８]ꎮ 纳米材料体积小ꎬ表面积大ꎬ能够跨

越生物屏障[９－１０] ꎮ 纳米制剂被广泛应用于眼科药物运

送载体[１１] ꎮ 纳米颗粒也广泛应用于化妆品领域ꎬ并存在

于空气污染物[１２－１３]中ꎬ这些都增加了眼部尤其是角膜暴

露的风险ꎮ 目前ꎬ纳米材料对眼睛组织结构的影响仍然

知之甚少ꎮ 因此ꎬ本研究选择与眼科密切相关的氧化锌

纳米颗粒ꎬ从体外和体内两方面评估纳米颗粒的角膜安

全性ꎮ
目前ꎬ有关氧化锌纳米颗粒眼部安全性的体外实验局

限于视网膜和晶状体ꎮ Ｇｕｏ 等[１４] 采用大鼠视网膜神经节

细胞(ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬＲＧＣ)与不同浓度的氧化锌纳

米颗粒溶液作用ꎮ 实验表明 ５μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒作

用 ２４ｈ 显著降低 ＲＧＣ－５ 细胞活力ꎬ２.５μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米

颗粒作用 ４８ｈ 显著降低 ＲＧＣ－５ 细胞活力ꎬ呈现浓度和时

间依赖性特征ꎮ 小鼠光感受器细胞(６６１Ｗ 细胞系)暴露

于不同浓度氧化锌纳米颗粒ꎬ结果发现 ３１.２５μｍｏｌ / Ｌ 作用

２４ｈ 降低细胞活力[１５]ꎮ Ｗａｎｇ 等[１６] 采用人晶状体上皮细

胞ꎬ与不同浓度氧化锌纳米颗粒溶液相作用ꎬ实验显示

５μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒作用 ２４ｈ 显著降低细胞活力ꎮ 角

膜上皮是抵御病原微生物侵袭角膜的第一道屏障[１７]ꎬ角
膜上皮的正常结构和功能对维持角膜的透明性和发挥屏

障功能至关重要ꎮ 因此ꎬ本研究选择体外培养人角膜上皮

细胞作为研究对象ꎬ观察体外状态下氧化锌纳米颗粒的安

全性ꎮ 通过本研究中发现体外培养人角膜上皮细胞暴露

于 ０.５μｇ / ｍＬ 的氧化锌纳米颗粒 ２４ｈꎬ与空白对照组相比ꎬ
细胞活力明显下降ꎮ 本研究证实了短期暴露于较低浓度

氧化锌纳米颗粒ꎬ可对人角膜上皮细胞产生毒性作用ꎬ并
具有浓度依赖性的特征ꎮ 通过体外实验ꎬ证明了氧化锌纳
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图 ４　 角膜荧光素钠染色情况　 Ａ:ＰＢＳ 对照组ꎻＢ:２５μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组ꎻＣ:５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组ꎻＤ:１００μｇ / ｍＬ 氧化锌

纳米颗粒组ꎬ箭头示角膜中央混浊伴荧光素染色ꎮ

图 ５　 角膜组织 ＨＥ染色情况　 Ａ:ＰＢＳ 对照组ꎻＢ:２５μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组ꎻＣ:５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组ꎻＤ:１００μｇ / ｍＬ 氧化锌

纳米颗粒组ꎮ

图 ６　 各组角膜上皮厚度、角膜基质厚度及基质内免疫细胞计数结果　 Ａ:角膜上皮厚度ꎻＢ:角膜基质厚度ꎻＣ:角膜基质免疫细胞

计数　 ａＰ<０.０５ꎬ ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＰＢＳ 对照组ꎮ

图 ７　 各组角膜免疫组织化学染色情况　 Ａ:角膜基质内表达 ＴＮＦ－α 免疫组织化学染色图ꎻＢ:角膜基质内表达 ＩＬ－６ 免疫组织化学染

色图ꎮ
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图 ８　 角膜基质内表达 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－６ 阳性的免疫细胞数量和平均光密度值　 Ａ:表达 ＴＮＦ－α 阳性的免疫细胞数量ꎻＢ:表达 ＩＬ－６ 阳

性的免疫细胞数量ꎻＣ:表达 ＴＮＦ－α 阳性的平均光密度值ꎻＤ:表达 ＩＬ－６ 阳性的平均光密度值ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ ＰＢＳ 对照组ꎮ

米颗粒对角膜上皮细胞的高度毒性作用ꎬ并为体内实验提

供依据ꎮ
体内实验浓度选择是基于体外最小损伤浓度的 １００

倍ꎬ原因是泪膜作为眼表的第一个功能屏障ꎬ当外源性物

质进入眼内ꎬ会在 ３０ｓ 内通过反射性流泪、眨眼和泪道引

流的方式被稀释[１８]ꎮ 商用防晒霜产品含有高达 ２５％ｗ / ｗ
(通常为 １０％ ~ ２０％ｗ / ｗ)的氧化锌纳米颗粒ꎮ 单次应用

于人体皮肤后相当于暴露于 ６０~１２０μｇ / ｍＬ 的氧化锌纳米

颗粒[１９]ꎮ 因此ꎬ本研究中体内实验的浓度与氧化锌纳米

颗粒在眼表的潜在生理暴露量一致ꎮ １００μｇ / ｍＬ 氧化锌

纳米颗粒点眼 ５ｄꎬ角膜见点片状荧光素着染ꎻ２５μｇ / ｍＬ 和

５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒点眼 ７ｄꎬ角膜可见荧光素的点

状着染ꎮ 研究结果说明氧化锌纳米颗粒会造成角膜屏障

功能破坏ꎬ引起小鼠角膜上皮损伤ꎬ呈时间依赖性和浓度

依赖性ꎮ ＨＥ 染色结果显示ꎬ与 ＰＢＳ 对照组相比ꎬ２５μｇ / ｍＬ
和 ５０μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组的角膜上皮层厚度、基质

层厚度、基质层免疫细胞数目无明显改变(Ｐ>０.０５)ꎬ而
１００μｇ / ｍＬ 氧化锌纳米颗粒组角膜上皮层变薄、角膜基质

层变 厚、 基 质 层 免 疫 细 胞 明 显 增 多 ( 均 Ｐ < ０. ０５ )ꎬ
１００μｇ / ｍＬ氧化锌纳米颗粒组角膜基质层显著增厚、水肿ꎬ
基质纤维增生ꎬ并出现大量免疫细胞ꎮ Ｋｉｍ 等[２０] 将不同

浓度的氧化锌纳米颗粒暴露于兔眼的结膜囊ꎬ结果发现泪

膜无明显改变ꎬ但未对角膜进行综合评估ꎮ 氧化锌纳米颗

粒可通过角膜上皮细胞的跨细胞转运途径进入角膜深

层[２１]ꎮ 与角膜上皮相比ꎬ角膜基质对纳米颗粒的屏障作用

更为强大ꎮ 角膜基质由紧密堆叠的网状结构组成ꎬ类似于

分子筛的功能ꎬ筛孔的直径只有２０~４０ｎｍ[２２]ꎬ本研究中氧化

锌纳米颗粒直径 ５０~１００ｎｍꎬ超过了角膜基质多重网状结构

的筛孔直径ꎬ可能是毒性影响局限在角膜的主要原因ꎮ

已有研究表明ꎬ氧化锌纳米颗粒可在身体其他系统中

诱发炎症[２３]ꎮ 诱导炎症反应是纳米颗粒在化妆品和防晒

霜中的潜在毒性问题[２０]ꎮ 本次实验表明ꎬ１００μｇ / ｍＬ 氧化

锌纳米颗粒组角膜基质层含有 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 的免疫细胞

显著增多且 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 的 ＩＯＤ 明显高于对照组(均
Ｐ<０. ０５)ꎬ ２５μｇ / ｍＬ 和 ５０μｇ / ｍＬ 的氧化锌纳米颗粒的

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６ 表达未见明显增高(均 Ｐ>０.０５)ꎬ证明一定

浓度的氧化锌纳米颗粒会引起小鼠眼球发生炎症反应且

具有炎症反应程度具有浓度依赖性ꎮ Ｓｅｎａｐａｔｉ 等[２４] 认为

ＪＮＫ、ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ 为构成 ＭＡＰＫ 级联反应ꎬ在氧化锌

ＮＰｓ 的炎症反应中起关键作用ꎮ 他们的实验表明ꎬ氧化锌

纳米颗粒通过内吞作用或吞噬作用进入人单核细胞ꎬ诱导

该细胞产生氧化应激ꎬ激活 ＮＦ－κＢ 信号通路ꎬ增加 ＩＬ－１β
和ＴＮＦ－α等炎症细胞因子产生ꎬ这些炎症细胞因子进一步

激活 ＪＮＫ、ＥＲＫ１ / ２ 和 ｐ３８ 在内的 ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ诱导炎

症基因的转录增强ꎬ引发促炎反应和基因毒性ꎮ
本研究仍存在局限性ꎮ 纳米颗粒的性质、大小、表面

修饰等因素都有可能影响眼毒性作用ꎬ未来将进一步细化

纳米颗粒ꎮ 纳米颗粒对细胞损伤相关的机制如炎症反应、
氧化应激、细胞凋亡、ＤＮＡ 损伤、细胞自噬、离子通道改变

和物理损伤等ꎬ这些机制是否参与了氧化锌纳米颗粒的眼

毒性ꎬ下一步将继续研究ꎮ
综上所述ꎬ通过体外和体内的研究ꎬ证实了氧化锌纳

米颗粒对角膜具有毒性损伤作用ꎮ 该研究丰富了氧化锌

纳米颗粒眼毒性的数据ꎬ提醒在纳米材料广泛应用的同时

应警惕毒性作用ꎬ为氧化锌纳米颗粒眼部安全性评价提供

了一定的理论依据ꎮ
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ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｂｙ ｖａｎａｄｉｕｍ ｐｅｎｔｏｘｉｄｅ. Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐｏｒｔ
２０１８ꎻ １７(５)ꎻ ６９１４－６９１８
２４ Ｓｅｎａｐａｔｉ ＶＡꎬ Ｋｕｍａｒ Ａꎬ Ｇｕｐｔａ ＧＳꎬ ｅｔ ａｌ. ＺｎＯ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ: Ａ
ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌ ２０１５ꎻ８５:６１－７０
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