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用于基因治疗的硅纳米颗粒的制备及生物安全性评价 
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摘  要：采用化学合成法制备用于基因治疗的易修饰的氨基化硅纳米颗粒和荧光氨基化硅纳米颗粒。用透射电镜

和 Zeta 电位仪对纳米颗粒进行分析，并参照 ISO7406 技术报告中的相关标准，对纳米颗粒的生物相容性进行一

系列体内及体外实验，包括细胞毒性实验、动物急性毒性实验、动物生殖毒性实验。结果表明：新研制的氨基化

硅纳米颗粒的粒径为 40 nm 左右；在中性条件下，氨基化硅纳米颗粒的表面净正电荷约为 16 mV；纳米颗粒对细

胞生长无明显影响，对实验动物无生长和生殖毒性，与对照组相比无显著性差异。 
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Abstract: Silica nanoparticles and fluorescence silica nanoparticles with amino group modified on their surface were 

prepared as gene carrier. The size and Zeta potential of nanoparticles were tested by electron microscopy and Zeta 

potential measurement. According to the relate methods and regulations of medical devices prescribed by the 

International Organization for Standardization(ISO), to evaluate their biological compatibility, their cytotoxicity, general 

acute toxicity and reproductive toxicity assessment were performed. The results show that the newly developed silica 

nanoparticles are 40 nm in size by electron microscopy, and Zeta potential of its surface is 16 mV on the condition of 

neuter of pH value. Toxicity testing in vitro and in vivo reveals that it has no significant influence for silica nanoparticles 

when they are cultured with normal cells and are injected into mice by tail-vein intravenous administration to observe if 

they affect experimental animal reproductivity. 
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随着纳米生物技术的迅速发展，纳米颗粒本身独

特的性质(如表面效应、小尺寸效应、宏观量子隧道效

应等)使得纳米颗粒用于非病毒型的基因转移载体已

成 为 目 前 的 研 究 热 点 ， 如 树 枝 状 高 聚 物

(Dendrimers)[1]、磷酸钙纳米颗粒(Calcium phosphate 

nanoparticles)[2]、硅纳米颗粒(Silica nanoparticles)[3]、

羟基磷灰石纳米颗粒(Hydroxyapatite nanoparticles)[4]、

四氧化三铁纳米颗粒(Magnetic nanoparticle)[5−6]等，表

现出低毒、大容量、易制作等优越性，尤其是其具有

明确的化学结构，使设计和研制新的更理想的载体系

统成为可能[7−9]，但纳米颗粒仍与其他非病毒型载体一

样具有低转染效率，无靶向性等缺陷限制了其在临床

上的应用。本文作者在前期研究单纯硅纳米颗粒作为

基因转移载体的基础上[10]，利用化学合成的方法制备

易于修饰的表面富含氨基的硅纳米颗粒，并对其生物

安全性进行研究，以便为下一步构建一种能高效、安

全、靶向、简便的新型硅纳米基因转导系统打下基础。 
 

1  实验 
 

1.1  实验材料 
材料为：正硅酸乙酯(TEOS)、N-(β-氨乙基)-γ-氨

丙基三乙氧基硅烷、钌吡啶配合物、琼脂糖，购自

Sigma 公司；环已烷、正己醇、丙酮、氨水(氨水含量

≥28%)，均为国产，分析纯；纯小牛血清、胎牛血清，

为杭州四季青公司产品；其他试剂，均为市购；细胞

株 HT1080 和 Hela，购自中国典型培养物保藏中心(中
国武汉)。自制纯水，符合中国药典 2000 年版注射用水

项下的要求；昆明种小白鼠，由中南大学实验动物学

部提供，湖南省医学实验动物管理委员会颁发的医学

实验动物合格证书(小白鼠昆明种)(医动字第 024 号)。 
 
1.2  表面氨基化的硅纳米颗粒制备 

采用油包水的微乳液方法将环己烷、表面活性剂

TritonX-100和正己醇按体积比4.21׃ 1׃混合均匀, 以适

量的水作为分散相，磁力搅拌 1 h，然后以一定比例加

入正硅酸乙酯(TEOS)、N-(β-氨乙基)-γ-氨丙基三乙氧

基硅烷(氨基化试剂)和适量氨水(催化剂)，在磁力搅拌

下于室温反应 24 h，反应产物在 10 000 r/min 下离心

分离 10 min，分别用丙酮、75%酒精和去离子双蒸水

洗脱，超声分散，高压蒸汽灭菌。此外，在不改变以

上各成分比例的情况下，加入钌吡啶配合物

[Ru( )(bpy)Ⅱ 3]2+水溶液，制备包裹有[Ru( )(bpy)Ⅱ 3]2+

荧光氨基化的硅纳米颗粒。对制备的氨基化的硅纳米

颗粒混悬液进行颗粒形态、大小、均匀度进行考察，

对其表面进行 Zeta 电位检测，并按中国生物制品规程

(2000 年版)进行无菌试验和内毒素检查，全面考察制

备工艺。 
 
1.3  氨基化的硅纳米颗粒的细胞毒性测定 

将 1×105/mL Hela 细胞接种于 96 孔组织培养板

中，每孔 100 μL，置于温度为 37 ℃、浓度为 5% CO2

的培养箱预培养，使细胞汇合度达 60%~70%，然后，

加入 50 μL 不同浓度的氨基化硅纳米颗粒混悬液，震

荡混均，继续培养 24，48 和 96 h 后进行 MTT 测定。

将 MTT 溶液过滤除菌，以正常生长细胞为对照组，

每孔加入 5 g/L MTT(保存液)20 μL，培养 4 h，弃上清

液，每孔加入乙醇和二甲基亚砜(DMSO)混合液(1 1׃) 
100 μL，振荡 5 min，每孔取 100 μL 置于 OD 测定板，

测不同时间的 OD 值，波长为 595 nm。采用比色法确

定有活力的细胞数，采用 SPSS 10.0 统计软件进行方

差分析。 
 
1.4  氨基化的硅纳米颗粒的急性毒性实验 

取健康无病昆明种小白鼠 120 只，雌雄各半，每

只鼠质量为 17~20 g，当天下午禁食 16 h(不禁水)，随

机分成对照组和实验组，每组 20 只；经内毒素检测合

格的硅纳米颗粒 1 次给予每只鼠 0.4 mL(最大体积)，
按照一定的浓度梯度的硅纳米颗粒悬液尾静脉注射小

白鼠，硅纳米颗粒悬液的注射剂量按正常剂量的等比

数例注射，观察 2 周内动物的死亡情况及毒性反应[11]。 

 
1.5  硅纳米颗粒的动物生殖毒性实验 

根据硅纳米颗粒的动物急性毒性实验实验结果，

拟定低、中、高剂量(分别为 90 μg /(kg·d)，4 500 
μg/(kg·d)和 225 mg/(kg·d)组和生理盐水对照组，每组

35 只昆明种小白鼠(雄 15、雌 20 只)。将雄、雌小鼠

各随机分为 3 个给药组和 1 个对照组，每组含 15 只雄

鼠和 20 只雌鼠，每天通过尾静脉注射已配制好的硅纳

米颗粒悬液(见表 1)，分别连续给药 9 周和 12 周，每

周给药 2 次，然后，将雄鼠和雌鼠以 1׃1 合笼，共合

笼 5 d，合笼期间连续给药，雄鼠给药至 11 周，雌鼠

则继续给药至怀孕的第 15 d。根据新药临床前安全性

评价标准判断其生殖毒性[12−13]。雌雄鼠体重，黄体数，

着床数，活胎数，胎仔体重等平均数均用 F 检验。交

配率和受孕率用 χ2检验。 
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表 1  硅纳米颗粒悬液的小白鼠给药方案 
Table 1  Administration program of silica nanoparticles suspension in little white mice 

Group 
Number of  

female mice 
Number of 
 male mice 

Dosage/ 
 (mg·kg−1) 

Route of administration
Times of administration 

Female Male 

Control 20 15 0 Tail-vein injection 2 4 

Normal 20 15 0.09 Tail-vein injection 2 4 

Medium dose 20 15 4.5 Tail-vein injection 2 4 

High dose 20 15 225 Tail-vein injection 2 4 

 
 

2  实验结果 
 
2.1  氨基化硅纳米颗粒的电镜及其 Zeta 电位仪检测 

对所制备的氨基化的硅纳米颗粒进行优化超声处

理后电镜检测结果如图 1 所示。可见，硅纳米颗粒形

态规则，粒径为 40 nm 左右，较前期制备的硅纳米颗

粒的粒径更小。采用 Zeta 电位仪对其进行 Zeta 电位

检测，在检测之前用精密 pH 试纸测得氨基化的硅纳

米颗粒悬液的 pH 值呈中性，该纳米颗粒的 Zeta 电位

为净正电，达 16 mV 左右，而单纯的硅纳米颗粒在 pH
值呈中性时为净负电。 
 
2.2  批量制备的硅纳米颗粒内毒素检测结果 

将实验样品反应管及阳性对照组从水浴箱中缓慢

取出，并倒转 180˚，阳性管管内呈坚实凝胶样，而实

验样品管未呈凝胶样，认为内毒素符合药典标准。 
 

 

图 1  粒径为 20~50 nm 的硅纳米颗粒的 SEM 像 
Fig.1  SEM image of silica nanoparticles with diameters of 
20−50 nm 

2.3  氨基化的硅纳米颗粒的细胞毒性测定 
以MTT显色法检测 96孔板Hela细胞在不同时间

的吸光度(OD)，根据存活细胞数量与吸光值呈正比的

原理，按公式计算得知高、中、低剂量组和非处理对

照组的细胞存活率分别为 80%，85%，78%和 82%。

说明各剂量组对细胞的正常生长无明显影响。 
 
2.4  氨基化的硅纳米颗粒的急性毒性实验结果 

将实验组分成 5 组，在保证每只小白鼠注射 0.4 
mL 液体的情况下，按不同的浓度将纳米颗粒稀释。

第一组经腹腔注射的纳米颗粒剂量为 225.0 mg/kg，第
二组经尾静脉注射的纳米颗粒剂量为 112.5 mg/kg，第

三组经腹腔注射的纳米颗粒剂量为 56.3 mg/kg，第四

组经腹腔注射的纳米颗粒剂量为 25.0 mg/kg，第五组

经腹腔注射的纳米颗粒剂量为 5.0 mg/kg，对照组经尾

静脉注射的生理盐水 0.4 mL/只，在饲养 2 个星期后，

实验组及对照组小白鼠均未出现明显的毒性反应及死

亡情况(见表 2)。 
 
2.5  氨基化的硅纳米颗粒的生殖毒性实验结果 
2.5.1  纳米颗粒对小白鼠的影响 

各剂量组在交配给药前，交配给药期间未见有死

亡发生，解剖时也未见有明显的异常。各剂量组雄鼠

的交配率及交配后致雌鼠怀孕率与对照组相比均无显

著差异(见表 3)。 
脏器质量检查，给药组睾丸和附睾平均质量与对

照组相比有差异，但脏器系数无显著性的差异(P＞
0.05)，且 3 个实验剂量组之间不具剂量反应关系(见表

4)。 
2.5.2  硅纳米颗粒对胎仔的影响 

对剂量为 90 μg/(kg·d)，4 500 μg/(kg·d)，225 
mg/(kg·d)的组各随机抽查了 1 窝胎仔的外形，未见胎

仔形态异常。胎仔内脏软组织，未见明显的异常，其

窝数和胎仔数的发生率与对照组相比均无差异(P＞
0.05)。对胎仔进行骨骼检查未发现胎仔胸骨节第一中

心及耻骨未骨化的现象。各剂量组均无明显软骨畸形。 
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3  讨论 
 

如何选择合适的载体，使目的基因稳定、有效地

表达，是基因治疗成功的关键因素之一。鉴于病毒载

体的诸多缺陷，非病毒载体已成为基因治疗研究中的

热点课题，也是基因治疗今后临床应用的发展方向之

一。随着近几年对纳米生物技术的开展和深入，人们

开始认识到一些纳米材料的生物学特性，如表面效应、

小尺寸效应、宏观量子隧道效应和量子尺寸效应等。

因此，利用纳米颗粒的特殊性质可方便地在其表面结

合生物大分子，成为最有应用前景的非病毒基因高效

载体。 

根据前期研究[10]采用油包水形成微胶囊与正硅

酸乙酯(TEOS)水解的方法制备了一批粒径为 50 nm左

右的单纯的硅纳米颗粒，但该单纯的硅纳米颗粒本身

并不带有净正电荷，尤其在中性条件下。因此，在此

基础上，根据文献[14−15]的报道，进一步研究和分析

其制备原理和工艺过程及其可能作为 DNA 转移载体

的条件，采用正硅酸乙酯(TEOS)和 N-(β-氨乙基)-γ-氨
丙基三乙氧基硅烷(氨基化试剂)在微乳液体系环境中

同步水解法直接制得表面富有氨基的硅纳米颗粒，产

品外观为白色的悬浮液或白色粉末。利用该方法制备

纳米颗粒的实验装置要求简单，操作容易，不需要高

温高压等其他苛刻的实验条件，并且摸索出水与表面

活性剂的摩尔比和正硅酸乙酯与氨水的摩尔比是控制

纳米颗粒粒度的关键条件。此外，氨水的浓度和正己 
 
表 2  硅纳米颗粒悬液小白鼠急性毒性试验结果 

Table 2  Acute toxicity test results in little white mice after silica nanoparticles suspension injection 

Group No. Number of mice Dosage/( mg·kg−1) Administration General toxicity Number of death

1 20 225.0  Tail-vein injection None 0 

2 20 112.5 Tail-vein injection None 0 

3 20 56.3 Tail-vein injection None 0 

4 20 25.0 Tail-vein injection None 0 

5 20 5.0 Tail-vein injection None 0 

Control 20 0 Tail-vein injection None 0 

 
表 3  小鼠雌雄合笼后的雌鼠受孕率结果(N = 20) 

Table 3  Results of fecundation rate of female little mice (N = 20) 

Group Duration of reproduction/d Number of litter size Rate of fecundation/% P value 

Control 5 13 65  

Normal 7 12 60 ＞0.05 

Medium dose 7 13 65 ＞0.05 

High dose 5 13 65 ＞0.05 

Compared with control group, P＞0.05 

 
表 4  雄性小鼠睾丸及副睾质量的比较 

Table 4  Comparison of testicle and epididymis mass between tests and control groups 

Group Testicle and epididymis mass/g n Organ coefficient P value 

Control 1.2±0.02 10 22.73±0.01  

Normal 0.9±0.01 10 15.17±0.03 ＞0.05 

Medium dose 0.9±0.02 10 18.75±0.01 ＞0.05 

High dose 0.9±0.03 10 17.25±0.02 ＞0.05 

Compared with control group, P＞0.05  
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醇也是一个重要条件。在不改变以上各成分比例的情

况下，加入钌吡啶配合物[Ru( )(bpy)Ⅱ 3]2+水溶液，制

备包裹有[Ru( )(bpy)Ⅱ 3]2+荧光氨基化的硅纳米颗粒，

在冷冻抽干后呈淡红色粉末，在荧光显微镜下颗粒呈

红色，并且用紫外线照射 1 h，颗粒的荧光强度没有明

显衰退(未附图)。同时，采用 Zeta 电位仪对其进行 Zeta
电位检测，在检测之前用精密 pH 试纸测得氨基化的

硅纳米颗粒悬液的 pH 值呈中性，该纳米颗粒的 Zeta
电位为净正电，达 16 mV 左右，而单纯的硅纳米颗粒

在 pH 呈中性时为净负电。因此，为所制备的氨基化

硅纳米颗粒用于基因转导载体提供了理论依据。 

在本研究体系中，本文作者选用的无机物硅纳米颗

粒作为基因转导载体，具有以下特点和优势：1) 纳米

颗粒制备简便、成本低，无需特殊的条件和设备；2) 纳
米颗粒在制备过程中通过改变有关实验反应参数，可

很容易控制纳米颗粒的粒径，粒径分布也较均匀；3) 
制备的纳米颗粒粒径最小可达 20 nm 左右，可很容易

渗出血管，被细胞吞噬；4) 在中性条件下，纳米颗粒

表面净正电荷电压为约 16 mV，可通过静电作用有效

地与 DNA 结合形成复合体；5) 纳米颗粒表面富含氨

基，能够有效地进行表面修饰，连接具有生物活性的

物质，提高其介导基因转移的靶向性；6) 纳米颗粒具

有良好的生物相容性，无细胞毒性和实验动物生长生殖

毒性，具有临床应用前景。如何提高氨基化硅纳米颗粒

基因转染效率和靶向性将是下一步的研究目标。 
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