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　　摘要：为评价纳米氧化锌（ＺｎＯＮＰｓ）在皮肤病治疗和化妆品应用方面的生理毒性，以小鼠 Ｂ１６黑素瘤细胞为细
胞模型，研究１５、３０、９０ｎｍ下ＺｎＯＮＰｓ对Ｂ１６细胞的体外生长和分化的影响及其作用机制。以不加纳米氧化锌和加
体相氧化锌的处理分别作阴性、阳性对照。结果表明，１５、３０ｎｍ，体相 ＺｎＯＮＰｓ处理与 Ｂ１６细胞共培养作用 ３ｄ，当
ＺｎＯＮＰｓ为 ４μｇ／ｍＬ以下时，ＺｎＯＮＰｓ并未明显抑制细胞生长，引起细胞死亡；当ＺｎＯＮＰｓ浓度大于８μｇ／ｍＬ时，明显
抑制细胞生长。随着ＺｎＯＮＰｓ浓度增加，细胞体积变小，细胞间隙变大，黏附性降低，细胞变圆，从培养瓶底脱落死亡。
ＺｎＯＮＰｓ诱导细胞中酪氨酸酶（ＴＹＲ）、酪氨酸酶相关蛋白１（ＴＹＲＰ－１）、酪氨酸相关酶相关蛋白 ２（ＴＹＲＰ－２）的
ｍＲＮＡ表达量升高，导致细胞内酪氨酸酶活性和黑色素生成水平增高，促进了Ｂ１６黑素瘤细胞的分化。相同ＺｎＯＮＰｓ
浓度下，１５ｎｍＺｎＯＮＰｓ比３０、９０ｎｍＺｎＯＮＰｓ作用明显。
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　　纳米氧化锌（ＺｎＯＮＰｓ）由于其独特性质，在化妆品和医
药等领域被广泛应用，其安全性研究是纳米材料应用的前提

和基础［１－２］。常规尺度的氧化锌毒性很低，研究表明，ＺｎＯ
ＮＰｓ有较强的细胞毒性和体内毒性，如 ＺｎＯＮＰｓ对上皮细饱
和成纤维细胞有明显毒性，可对其造成活力丧失、膜损伤、氧

化损伤、ＤＮＡ损伤、炎症反应等［３－１０］。ＺｎＯＮＰｓ对神经细胞
的毒性也已得到证实［１１－１２］，许多学者研究了ＺｎＯＮＰｓ对微生
物的影响［１３－１７］。有研究发现，ＺｎＯＮＰｓ对多种细胞都有一定
的毒性，但ＺｎＯＮＰｓ对细胞代谢影响的研究很少，尤其是对
黑素瘤细胞的代谢影响的研究几乎没有。黑色素瘤是一种恶

性皮肤肿瘤，近年来发病率逐年增加，尤其是３５岁以下人群
更易发病［１８］。肿瘤分子生物学研究结果表明，恶性肿瘤的发

生是一种细胞分化的紊乱，而 Ｂ１６黑色素瘤细胞是一种研究
肿瘤细胞分化的良好模型。本研究探讨了 ＺｎＯＮＰｓ对小鼠
Ｂ１６黑色素瘤细胞的体外细胞生长和分化的影响，初步探讨
其作用机制，以期评价ＺｎＯＮＰｓ在皮肤疾病治疗和化妆品方
面应用的安全性。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
ＺｎＯＮＰｓ颗粒（１５、３０、９０ｎｍＺｎＯ）购自安徽宣城晶瑞新

材料有限公司。ＺｎＯＮＰｓ纯度均大于９９．９％，为红锌矿晶型
结构，广角Ｘ射线仪测定证实纳米粒径与产品说明书一致。
Ｈｅｐｅｓ、青霉素、链霉素、ＤＭＥＭ（上海生工生物工程有限公
司）、胎牛血清、胰蛋白酶、多巴和蘑菇酪氨酸酶（上海宝曼生

物科技有限公司）、实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ公司）；其他试
剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　ＺｎＯＮＰｓ悬液的制备　根据文献［１９］中的方法略作
改进。分别配制粒径１５、３０、９０ｎｍ、浓度１ｇ／Ｌ的ＺｎＯＮＰｓ悬
液，搅拌均匀。进行超声处理，振幅８０ｍｍ／ｓ，间隔时间２ｓ，
每个样品超声时间１５ｍｉｎ，之后用高压灭菌３０ｍｉｎ。在加入
细胞前，ＺｎＯＮＰｓ悬液还要在密封情况下用超声波清洗机超
声１５ｍｉｎ，用细胞培养液ＤＭＥＭ（不含血清）配制所需浓度的
ＺｎＯＮＰｓ悬液。
１．２．２　细胞培养　将小鼠Ｂ１６黑色素瘤细胞用含１０％胎牛
血清、０．２５ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉
素的ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待细胞
长到７０％～８０％时，以０．２５％胰蛋白酶消化传代或制成单细
胞悬液计数分别接种于６、９６孔孔板，放在 ＣＯ２恒温培养箱
培养。

１．２．３　细胞形态观察　将细胞计数调整到３０万个 ／ｍＬ加
入６孔的培养板中，每孔１ｍＬ，外加１ｍＬ完全培养液ＤＭＥＭ
（含１０％胎牛血清），待细胞贴壁１２ｈ后弃原培养基加 ＺｎＯ
ＮＰｓ，分别用含药物终浓度２、４、８、１６μｇ／ｍＬ的ＺｎＯＮＰｓ和不
同尺寸的ＺｎＯ（１５、３０、９０ｎｍ，体相ＺｎＯ浓度为８μｇ／ｍＬ）与小
鼠Ｂ１６黑色素瘤细胞共培养２ｄ后，以培养液为空白对照，在
２０倍倒置显微镜下观察并拍照。
１．２．４　细胞活力　对数生长期的小鼠 Ｂ１６黑色素瘤细胞，
消化、计数，将细胞接种于９６孔细胞培养板２００μＬ／孔，接种
密度为１万 ／ｍＬ。待细胞贴壁１２ｈ后弃原培养基加待测药
物，分别加入纳米或体相氧化锌，继续培养３ｄ，对照组不加药
物。将细胞置于ＣＯ２孵箱继续培养３ｄ。药物处理结束４ｈ
前，加５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ／孔，继续置 ＣＯ２孵箱培养４ｈ。吸去
培养液，加入１５０μＬ／孔 ＤＭＳＯ，充分振摇培养板，用酶标仪测
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定每孔吸光度（Ｄ４９０ｎｍ），细胞抑制率 ＝（１－药物处理组吸光
度／空白对照组吸光度）×１００％。
１．２．５　细胞内酪氨酸酶活性测定［２０］　将细胞计数调整到３０
万 ／ｍＬ，加入到６孔培养板中，１ｍＬ／孔，外加１ｍＬ完全培养
液ＤＭＥＭ（含１０％胎牛血清），设３个复孔。待细胞贴壁１２ｈ
后弃原培养基加待测药物，以培养液为空白对照，培养 ２ｄ。
弃培养基，用１×ＰＢＳ溶液润洗２次，加入１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
溶液１００μＬ／孔，迅速放入 －８０℃低温冰箱冻存 ３０ｍｉｎ。室
温下融化，反复几次使细胞完全破裂。４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ，分别取上清液８０μＬ和Ｌ－ＤＯＰＡ溶液２０μＬ置于
９６孔板中，３７℃反应１ｈ，在４９２ｎｍ波长处用酶标仪测定吸
光度。酪氨酸酶活性＝药物处理组吸光度／空白对照组吸光
度×１００％。
１．２．６　黑素含量测定［２１］　细胞培养和药物添加同“１．２．５”
节，添加药物后，将培养板置于培养箱培养３ｄ后倾去培养
基，用１×ＰＢＳ润洗 ２次后加入 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ１ｍＬ，置于
６０℃ 水槽中温育１ｈ。４０５ｎｍ波长处用酶标仪测吸光度。黑
色素含量＝药物处理组吸光度／空白对照组吸光度×１００％。
１．２．７　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ测定酪氨酸酶及相关蛋白表达量［２２］

细胞培养和药物添加同“１．２．５”节，药物添加后，３７℃温育
２ｄ，弃上清培养液，用ＤＥＰＣ水处理的冷ＰＢＳ清洗细胞２次。
加入１ｍＬ／孔 ＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｏｒ（Ｔｒｉｚｏｌ）裂解液处理细胞，用
ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，并通过逆转录试剂盒 Ｍ－ＭｕＬＶＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ将 ｍＲＮＡ转录为 ｃＤＮＡ，按照
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒操作步骤进行荧光定量 ＰＣＲ。以
ＧＡＰＤＨ作为内参，酪氨酸酶（ＴＹＲ）、酪氨酸相关酶相关蛋白
１（ＴＹＲＰ－１）、酪氨酸相关酶相关蛋白２（ＴＹＲＰ－２）水平依据

ＣＴ值用２
－ΔΔＣＴ法进行计算。

１．２．８　数据分析与处理　用ＳＰＳＳ１１．５软件进行数据分析与
处理。

２　结果与分析

２．１　纳米氧化锌对Ｂ１６细胞生长的影响
不同尺寸的８μｇ／ｍＬＺｎＯＮＰｓ对Ｂ１６细胞的作用效果见

图１。细胞抑制率大小顺序为１５ｎｍＺｎＯＮＰｓ＞３０ｎｍＺｎＯ
ＮＰｓ＞９０ｎｍＺｎＯＮＰｓ，表明在培养基中加入 ８μｇ／ｍＬ纳米氧
化锌，抑制了Ｂ１６细胞的生长，其尺寸越小，对 Ｂ１６细胞生长
的抑制作用越强，纳米氧化锌的抑制作用均大于相同浓度的

体相氧化锌。

２．２　纳米氧化锌对Ｂ１６细胞形态的影响
由图２可以看出，ＺｎＯＮＰｓ粒径越小，其对Ｂ１６细胞生长

的抑制作用越大，该抑制作用随纳米浓度的增加而增加。

１６μｇ／ｍＬ的 ３０ｎｍＺｎＯ作用细胞２ｄ后，大量细胞形态变
圆，细胞死亡。
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２．３　纳米氧化锌对细胞内酪氨酸酶活性的影响
由图３－Ａ可知，在３０ｎｍ尺寸下，随着纳米ＺｎＯ浓度逐

渐增大，酪氨酸酶活性逐渐增强，ＺｎＯＮＰｓ处理与对照差异极
显著（Ｐ＜０．０１）。由图３－Ｂ可知，在８μｇ／ｍＬＺｎＯＮＰｓ下，随
着纳米尺寸增大，酪氨酸酶活性逐渐减弱，不同纳米尺寸处理

与对照差异极显著（Ｐ＜０．０１）。说明ＺｎＯＮＰｓ作用Ｂ１６细胞
时，其浓度越大或纳米尺寸越小，酪氨酸酶活性越强，促进

Ｂ１６的分化作用越强。

２．４　纳米氧化锌对细胞黑色素含量的影响
由图４－Ａ可知，在３０ｎｍ尺寸下，随着ＺｎＯＮＰｓ浓度逐

渐增大，黑色素含量逐渐增加，ＺｎＯＮＰｓ处理与对照差异极显
著（Ｐ＜０．０１）。由图４－Ｂ可知，在８μｇ／ｍＬＺｎＯＮＰｓ下，随着
纳米尺寸增大，黑色素含量逐渐减少，不同纳米尺寸处理与对

照差异极显著（Ｐ＜０．０１）。说明 ＺｎＯＮＰｓ作用 Ｂ１６细胞时，
ＺｎＯ浓度越大或纳米尺寸越小，都会刺激细胞产生更多的黑
色素，促进Ｂ１６分化。该结果与酪氨酸酶活性变化一致。
２．５　纳米氧化锌对ＴＹＲ、ＴＹＲＰ－１、ＴＹＲＰ－２的ｍＲＮＡ表达
量的影响

由图 ５可知，与对照相比，３０ｎｍＺｎＯＮＰｓ浓度高于
８μｇ／ｍＬ时，ＴＹＲ、ＴＹＲＰ－１、ＴＹＲＰ－２的 ｍＲＮＡ表达量极显
著增高 （Ｐ＜０．０１）。该结果与酪氨酸酶活性和黑色素含量
的测定结果一致，说明纳米 ＺｎＯＮＰｓ通过增加 Ｂ１６细胞中
ＴＹＲ、ＴＹＲＰ－１、ＴＹＲＰ－２的 ｍＲＮＡ表达水平，引起细胞内酪
氨酸酶活性增加，黑色素合成增加，Ｂ１６黑素瘤细胞分化。

３　结论与讨论

随着全球范围内纳米科技的发展，人造纳米颗粒的生物

学效应越来越引起科学家的关注。黑色素细胞是皮肤里的一

种特殊细胞，它产生黑色素，传递给周围的角质形成细胞，皮

肤颜色来自于角质形成细胞内存储的黑色素。与正常黑色素

细胞相比，黑色素瘤细胞的黑色素合成能力低下。当诱导分

化时，黑色素生成能力明显增加。酪氨酸酶具有多巴氧化酶

和酪氨酸羟化酶功能，是黑色素合成的限速酶。因此，Ｂ１６细
胞内的酪氨酸酶活性和黑色素含量是判断 Ｂ１６细胞能否分
化的重要指标。本研究结果表明，当 ＺｎＯＮＰｓ浓度大于
８μｇ／ｍＬ时，抑制Ｂ１６黑色瘤细胞生长，其浓度越大或纳米尺
寸越小，对Ｂ１６细胞生长的抑制作用越强。ＺｎＯＮＰｓ主要通
过增加Ｂ１６细胞中ＴＹＲ、ＴＹＲＰ－１、ＴＹＲＰ－２的ｍＲＮＡ表达
量来增加细胞内酪氨酸酶活性，影响黑色素形成，诱导细胞分

化。该结论与细胞毒性效应与纳米尺寸和粒径大小密切相关

的理论相一致，但有关纳米氧化锌的毒性机制仍须进一步研
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究。本研究结果可为纳米氧化锌在医药和化妆品行业的应用

提供参考。
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