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【摘要】  目的　 探究暴露途径是否影响聚苯乙烯纳米塑料（polystyrene nanoplastics, PSNPs）在肝脏细胞亚群的分布

及毒性。方法　以雄性C57BL/6J野生型健康小鼠（6～8周，18～22 g）为实验动物，首先采用活体成像系统（in vivo imaging

system, IVIS）追踪灌胃与尾静脉注射PSNPs在小鼠主要脏器的分布，并通过免疫荧光联合透射电子显微镜（transmission

electron microscopy, TEM）解析其在肝细胞亚群（肝实质细胞与Kupffer细胞）的定位规律。利用300 nm PSNPs分别进行灌

胃与尾静脉注射、利用70 nm PSNPs进行肝门静脉注射，通过免疫荧光分析其细胞分布。随后，以小鼠正常肝细胞系AML-

12细胞为肝实质细胞模型，通过共聚焦激光扫描显微镜（confocal laser scanning microscopy, CLSM）观察AML-12细胞对

PSNPs的摄取，利用流式细胞术定量，分析其内吞机制；应用IVIS探究肝实质细胞的体内摄取特征。最后，以AML-12细胞

为肝实质细胞模型、小鼠巨噬细胞系RAW264.7为Kupffer细胞模型，通过转录组学与代谢组学联合分析100 μg/mL

PSNPs暴露引发的细胞类型特异性的毒性效应。结果　IVIS结果显示，灌胃及尾静脉注射的PSNPs均主要在肝组织分布，

免疫荧光及TEM结果显示，灌胃组PSNPs主要定位于肝实质细胞，而尾静脉注射组则主要富集于Kupffer细胞。粒径差异

（300 nm vs. 70 nm）未改变PSNPs的细胞分布规律，而肝门静脉注射实验显示PSNPs主要在Kupffer细胞中分布，表明

PSNPs的细胞类型特异性分布与PSNPs粒径无关，可能与其在胃肠道中的转运有关。流式分析表明，AML-12对PSNPs的摄

取呈现时间依赖性，其内吞机制涉及网格蛋白（P<0.000 1）、巨胞饮（P=0.002 6）及脂筏（P<0.000 1）介导的途径；PSNPs血液

分布结果表明，肝实质细胞对PSNPs的摄取存在速率限制。多组学联合分析揭示，PSNPs在AML-12细胞中扰动脂质代谢通

路和神经递质稳态，但在RAW264.7细胞中，主要诱导炎症和氧化应激。结论　PSNPs暴露途径调控其肝内细胞分布，进而

改变PSNPs暴露诱导的毒性效应。
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[Abstract]   Objective　 To investigate whether exposure pathways influence the distribution pattern and toxicity of
polystyrene nanoplastics (PSNPs) in hepatic cells. Methods　 Male C57BL/6J wild-type healthy mice aged 6 to 8 weeks
old  and  weighed  18  to  22  g  were  administered  with  PSNPs  via  gavage  or  tail  vein  injection.  Then,  we  tracked  PSNPs
distribution  in  the  major  organs  of  mice  via  an in  vivo imaging  system  (IVIS).  After  that,  we  analyzed  the  cellular
accumulation  patterns  in  hepatic  cell  subpopulations  (hepatocytes  and  Kupffer  cells)  using  immunofluorescence  and
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transmission electron microscopy (TEM). 300 nm PSNPs were administered via gastric gavage or tail vein injection, and
70  nm  PSNPs  were  injected  via  the  portal  vein.  The  cellular  localization  of  PSNPs  in  the  liver  was  analyzed  using
immunofluorescence.  Subsequently,  using  AML-12 cells,  a  normal  mouse  liver  cell  line,  as  the  parenchymal  hepatocyte
model,  the  uptake  of  PSNPs  in  AML-12  cells  was  analyzed  by  confocal  laser  scanning  microscope  (CLSM).  Flow
cytometry was performed to observe and quantify PSNPs uptake, and to analyze the underlying endocytosis mechanisms.
IVIS was used to analyze PSNPs uptake features in vivo. Finally, using mouse macrophage line RAW264.7 as a Kupffer cell
model  and  AML-12  cells  as  a  parenchymal  hepatocyte  model,  the  cell-type-specific  toxic  effects  induced  by  100  μg/ml
PSNPs were examined through transcriptomics and metabolomics analyses. Results　IVIS revealed predominant hepatic
accumulation of PSNPs regardless of exposure pathways via intragastric gavage or tail vein injection. Immunofluorescence/
TEM  demonstrated  exposure  pathway-dependent  cellular  distribution:  intragastric  PSNPs  were  localized  mainly  in
hepatocytes, while intravenous PSNPs were accumulated in Kupffer cells. Changes in particle size (300 nm vs. 70 nm) did
not  alter  the cellular  distribution pattern,  while  70 nm PSNPs injected via  the portal  vein accumulated in Kupffer  cells,
which suggested that the cell-type-specific distribution of PSNPs in the liver was independent of PSNPs size and might be
related to the transport of PSNPs in the gastrointestinal tract. Flow cytometry showed that PSNPs uptake by AML-12 was
time-dependent  and that  the  underlying  endocytosis  mechanism involved  pathways  mediated  by  clathrin  (P < 0.000 1),
macropinocytosis  (P = 0.002 6),  and lipid rafts  (P < 0.000 1).  Findings  on PSNPs distribution in blood revealed that  the
uptake of PSNPs by hepatocytes exhibited a rate saturation phenomenon. Multi-omics analysis identified distinct toxicity
patterns:  PSNPs  disrupted  lipid  metabolism  and  neurotransmitter  homeostasis  in  AML-12  cells  and  induced
inflammation and oxidative stress in Kupffer cells. Conclusion　Exposure pathways mediate the hepatic cell-type-specific
distribution of PSNPs, thereby altering the downstream toxicological consequences induced by exposure to PSNPs.

[Key words]　　Microplastics　　Environmental exposure　　Cytotoxicity 

近年来，已在多种环境及人类生物样本中检出微/纳

塑料（microplastics/nanoplastics, MNPs）[1-5]，引发社会各界

对于MNPs潜在健康危害的高度关注[6-7]。肝脏因其独特

的器官结构和血流特征成为纳米颗粒分布的主要靶器官[8]，

但目前的研究仅停留在器官水平，针对不同途径暴露的

纳米塑料在肝脏细胞水平上的分布鲜有报道。

肝脏作为最大的实体器官，协调多种生物学过程，包

括胆汁形成和分泌、代谢、外源物质脱毒、糖原合成和分

解以及蛋白质合成等[9]，其功能的复杂性突出细胞水平研

究的重要性。结构上，肝脏由肝实质细胞（约60%～80%）

和非实质细胞（约20%～40%）组成。非实质细胞包含6种

细胞：肝窦内皮细胞（liver sinusoidal endothelial cells,

LSECs）（约50%），库普弗细胞（Kupffer cells, KCs）（约

20%），淋巴细胞（约25%），肝星状细胞（hepatic stellate

cells, HSCs）（约1%～8%）和胆道细胞（约5%）[10]。肝实质

细胞是肝脏中最丰富的细胞，负责药物代谢、胆汁合成和

糖原储存[11]；KCs主要调节免疫、吞噬和清除抗原颗粒[12]。

由于细胞功能的异质性，不同类型的肝细胞摄取PSNPs后

可能诱导细胞特异性的毒性效应。

本研究拟以聚苯乙烯纳米塑料（polystyrene nanoplastics,

PSNPs）为模型，通过免疫荧光、透射电子显微镜（transmission

electron microscopy, TEM）、多组学技术探究MNPs经不

同途径暴露后在肝脏的细胞分布及其诱导的毒性效应，

构建PSNPs暴露途径-细胞分布-细胞毒性的研究框架，为

MNPs的毒理机制阐释及安全风险评估提供数据支撑。 

1     材料与方法
 

1.1    实验试剂与仪器

苯乙烯、2.5%戊二醛溶液、（2-羟丙基）-β-环糊精购

于上海麦克林生化科技股份有限公司，十二烷基硫酸钠

（sodium dodecyl sulfate, SDS）、过硫酸钾购于Adamas-

beta，罗丹明B、地塞米松、盐酸氯丙嗪购于北京索莱宝科

技有限公司，胎牛血清购于美国Zeta Life公司，ITS液体培

养基补充剂购于中国大连美伦生物技术有限公司，唾液

酸糖蛋白受体1（asialoglycoprotein receptor 1, ASGR1）、

F4/80和CoraLite 488偶联的山羊抗兔IgG (H+L)抗体购于

武汉三鹰生物技术有限公司，盐酸阿米洛利购于北京沃

凯生物科技有限公司，细胞松弛素D购于美国L i f e

Technologies公司。

扫描电子显微镜（scanning electron microscopy,

SEM）为美国Thermo Fisher Scientific产品，激光粒度仪为

英国Malvern公司产品，小动物活体成像系统为美国Perkin

Elmer公司产品，冰冻切片机为德国Leica公司产品，TEM

为日本日立公司产品，共聚焦激光扫描显微镜（confocal

laser scanning microscopy, CLSM）为德国Zeiss公司产品，

流式细胞仪为美国BD公司产品，基因测序仪为美国

Illumina公司产品，液相色谱-质谱联用仪为美国Waters公

司产品等。 

 712 四川大学学报（医学版） 第 56卷



1.2    PSNPs的合成及表征

以苯乙烯为单体，SDS为乳化剂，过硫酸钾为引发剂，

采用乳液聚合法[13]制备PSNPs。70 nm PSNPs的合成：分

别配制油、水两相，油相包含2 mL苯乙烯和150 μL正十六

烷，水相包含20 mL超纯水和20 mg SDS。SDS溶解后，将

其转移至50 mL圆底烧瓶中，在搅拌下向油相中逐滴加入

水相。将圆底烧瓶置于油浴中，加入80 mg过硫酸钾，

72 ℃反应12～16 h。反应结束后，收集PSNPs至活化的透

析袋中，透析纯化3～7 d。300 nm PSNPs的合成：将

SDS的用量减少至1 mg，过硫酸钾的用量调整至20 mg，其

他操作同前。罗丹明B标记的荧光PSNPs的合成：将

8 mg罗丹明B溶解至水相中，其他操作同前。通过SEM观

察PSNPs的形貌，以激光粒度仪测定PSNPs的水合粒径及

其在水中的zeta电位。 

1.3    实验动物

雄性C57BL/6J野生型健康小鼠（6～8周，18～22 g）购

于江苏集萃药康生物科技股份有限公司，动物许可证号

为SCXK（川）2020-0034。小鼠饲养于无特定病原体的设

施中，设置环境温度为（22±0.5）℃，湿度为50%，遵循12 h

光照/12 h黑暗昼夜规律。61只小鼠适应性喂养1周后，采

用随机数字表法将小鼠随机分组，按照不同的研究目的

进行对应的处理，未设立纳入、排除标准，所有小鼠均纳

入分析。由于不同的实验分组需要给予不同的处理，所

以实验的整个过程，包括分配、实验实施及数据分析对于

操作人员是公开的，实验过程中未控制小鼠处理顺序及

鼠笼放置位置等混杂因素。本研究中的动物实验均经四

川大学动物保护与伦理委员会批准（批件号：Gwll2023076）。 

1.4    细胞

小鼠正常肝细胞（alpha mouse liver 12, AML-12）和小

鼠巨噬细胞RAW264.7均来自美国典型培养物保藏中

心。标准细胞培养条件（37 ℃，体积分数为5%CO2）下，

AML-12细胞在DMEM/F12完全生长培养基（含10%胎牛

血清、1%ITS、1%青霉素-链霉素和40 ng/mL地塞米松）中

维持培养，RAW264.7细胞在DMEM完全生长培养基（含

10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素）中维持培养。 

1.5    小动物活体成像分析PSNPs的脏器分布

为探究不同暴露途径下PSNPs的脏器分布，将12只小

鼠随机分为灌胃对照组（IG-H2O组）、灌胃组（IG-PSNPs

组）、尾静脉注射对照组（IV-H2O组）和尾静脉注射组（IV-

PSNPs组），每组3只（根据既往文献及“3R”原则确定）。

IG-PSNPs组和IV-PSNPs组小鼠分别灌胃和尾静脉注射

50 mg/kg荧光PSNPs（70 nm）（分散于水中）。对照组小鼠

根据体质量灌胃或尾静脉注射对应体积的H2O。3 h后，

将小鼠安乐死，收集主要脏器，使用小动物活体成像系统

分析脏器中PSNPs的分布。 

1.6    免疫荧光染色分析PSNPs在肝内的细胞分布

为探究不同暴露途径下PSNPs在肝脏中的细胞分布，

对1.5中收集的IG-PSNPs组和IV-PSNPs组的肝组织进行

免疫荧光染色分析。将新鲜肝脏包埋于OCT包埋剂中，

设置切片厚度为12 μm，使用冷冻切片机进行切片，将形

态完好的切片黏附于载玻片上，向切片上缓慢滴加体积

分数为4%多聚甲醛以浸没组织。10 min后弃去多聚甲

醛，PBS洗涤切片3次，滴加5%BSA溶液封闭30 min。以免

疫组化笔圈出切片，向圈内滴加稀释的ASGR1（1∶250）

和F4/80（1∶250）抗体，4 ℃孵育过夜。次日收集抗体，以

PBS洗涤切片3次，滴加CoraLite 488偶联的山羊抗兔IgG

(H+L)（1∶500）二抗，室温孵育2 h后，收集二抗，以PBS洗

涤切片3次，使用4'，6-二氨基-2-苯基吲哚（4',6-diamidino-

2-phenylindole, DAPI）对细胞核进行染色。指甲油封片

后，通过CLSM观察记录PSNPs在肝实质细胞及Kupffer细

胞中的分布。

为探究PSNPs粒径对PSNPs细胞分布的影响，以

50 mg/kg荧光PSNPs（300 nm）灌胃或尾静脉注射小鼠（每

组3只，根据既往文献及“3R”原则确定）。3 h后，安乐死小

鼠，按照上述免疫荧光染色方法分析肝组织中荧光PSNPs

（300 nm）的细胞分布。 

1.7    TEM分析PSNPs在肝内的细胞分布

为进一步观察灌胃及尾静脉注射后PSNPs在肝内的

细胞分布，将12只小鼠随机分为IG-H2O组、IG-PSNPs组、

IV-H2O组和IV-PSNPs组，每组3只（根据既往文献及“3R”

原则确定）。IG-PSNPs组灌胃50 mg/kg非荧光PSNPs

（70 nm），IG-H2O组灌胃对应体积的水；IV-PSNPs组尾静

脉注射50 mg/kg非荧光PSNPs （70 nm），IV-H2O组尾静脉

注射对应体积的水。3 h后，安乐死小鼠，快速收集芝麻

粒大小肝组织于2.5%戊二醛固定液中。通过TEM观察记

录非荧光PSNPs在肝实质细胞和Kupffer细胞中的分布。 

1.8    肝门静脉注射

经口摄入的PSNPs首先进入胃肠道，在胃肠道吸收

后，经肝门静脉进入肝脏。因此，其体内转运过程可粗略

分为两个部分：胃肠道部分和肝门静脉部分。通过直接

向肝门静脉注射PSNPs，分析其在肝脏的细胞分布，可探

究PSNPs在肝门静脉中的转运过程对PSNPs在肝脏的细

胞分布的影响。以剃毛刀去除小鼠腹部毛发后，异氟烷

吸入麻醉小鼠，将小鼠仰卧，固定，用酒精棉球对脱毛区

域进行消毒；剪开皮肤，暴露腹腔，用棉签小心将大小肠

等内容物拉出腹腔，在胃下面肝方向有一条明显的血管
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即为肝门静脉。使用胰岛素注射器向肝门静脉内注射

50 mg/kg荧光PSNPs（70 nm）（以尾静脉注射50 mg/kg荧

光PSNPs的小鼠作为对照，每组3只，根据既往文献及“3R”

原则确定）。注射完成后开始计时，缝合小鼠腹部，将其

转移至棉花上，保持小鼠身体足够温暖以利于苏醒。1 h

后将小鼠安乐死，收集肝脏，按照上述免疫荧光染色方法

分析肝组织中荧光PSNPs的细胞分布。 

1.9    体外分析肝实质细胞对PSNPs的摄取

将AML-12细胞接种于15 mm玻底细胞培养皿中，

37 ℃培养过夜。次日弃去培养皿内完全生长培养基，以

无血清培养基洗涤细胞一次，向其中加入无血清培养基

稀释的荧光PSNPs（70 nm）（工作质量浓度为100 μg/mL）。

6 h后，弃去培养皿内PSNPs，以预冷PBS快速洗涤细胞一

次，加入体积分数为4%多聚甲醛，室温固定10 min后弃去

固定液，以PBS洗涤三次。使用DAPI染色细胞核，以

CLSM观察并记录AML-12细胞对PSNPs的摄取。

为量化AML-12细胞对PSNPs的摄取，将AML-12细胞

接种于12孔板中，37  ℃培养至细胞融合度约70%～

80%。弃去孔板内的完全生长培养基，以无血清培养基

洗涤细胞一次，向其中加入无血清培养基稀释的荧光

PSNPs（70 nm）（工作质量浓度为100 μg/mL），孵育不同时

间（0、0.5、1、2 h）后收集细胞，采用流式细胞仪检测

PSNPs阳性细胞百分比。

为进一步探究AML-12细胞摄取PSNPs的机制，将

AML-12细胞接种于12孔板内，37 ℃培养至细胞融合度约

70%～80%。弃去孔板内的完全生长培养基，分别于各孔

内加入完全培养基稀释的内吞抑制剂：盐酸氯丙嗪（工作

质量浓度为10 μg/mL，抑制网格蛋白介导的内吞作用）、

阿米洛利（工作浓度为100 μmol/L，抑制巨胞饮）、细胞松

弛素D（工作质量浓度为2.5 μg/mL，抑制肌动蛋白聚合）

及β-环糊精（工作质量浓度为2.5 mg/mL，抑制脂筏）。37 ℃

孵育3 h后，弃去孔板内内吞抑制剂，以无血清培养基洗

涤细胞一次，向孔板内加入无血清培养基稀释的荧光PSNPs

（70 nm）（工作质量浓度为100 μg/mL），继续孵育1 h。收

集细胞，采用流式细胞仪检测PSNPs阳性细胞百分比。 

1.10    体内分析肝实质细胞对PSNPs的摄取

为体内分析肝实质细胞摄取PSNPs的特征，将15只小

鼠随机分为3组：对照（Control）组、容量（Capacity）组和

速率（Rate）组，每组5只（根据既往文献及“3R”原则，结合统

计学分析要求确定）。Capacity组小鼠预先灌胃100 mg/kg

非荧光PSNPs（70 nm）（用于饱和肝实质细胞容量），Control

组及Rate组小鼠预先灌胃相应体积的H2O。3 h（PSNPs灌

胃后在肝脏分布峰值对应的时间点）后，Control组及

Capacity组小鼠灌胃50 mg/kg荧光PSNPs（70 nm），Rate组

小鼠灌胃含有100 mg/kg非荧光PSNPs（用于竞争肝细胞

对荧光PSNPs的摄取）和50 mg/kg荧光PSNPs的混合物。

0.5 h后安乐死各组小鼠，使用小动物活体成像系统分析肝

脏及血清中荧光PSNPs的分布。为进一步提升速率饱和

效果，将Rate组中的非荧光PSNPs剂量提高至400 mg/kg，

其他处理同Rate组小鼠。 

1.11    转录组及代谢组联合分析PSNPs的细胞毒性

将AML-12细胞和RAW264.7细胞接种于6孔板，37 ℃

培养细胞至融合度约80%，弃去孔板内完全生长培养基，

以无血清培养基洗涤细胞一次，向其中加入无血清培养

基稀释的非荧光PSNPs（70 nm）（工作质量浓度为100 μg/mL）。

孵育2 h后，弃去PSNPs，以PBS轻柔洗涤细胞。每孔内加

入1 mL PBS，使用细胞刮刀剥离细胞，并将其收集至无酶

管中，2 500×g离心5 min，收集细胞沉淀进行总RNA提取

和测序分析。

为进行代谢组学分析，将AML-12细胞和RAW264.7

细胞接种于10 cm细胞培养皿中，PSNPs的处理过程同

上。2 h后，消化并收集细胞，以细胞计数仪计数细胞数

量，根据测定的结果，移取等量细胞至另一干净离心管内，

2 500×g离心5min，收集细胞沉淀，采用液相色谱-质谱法

检测细胞内代谢物。 

1.12    统计学方法

x̄± s

采用GraphPad Prism统计软件进行统计学分析。数

据以 表示。当数据满足正态分布和方差齐性假设

时，多组间比较采用单因素方差分析，若组间差异显著，

采用Bonferroni法进行事后检验以比较差异组别；当数据

不能同时满足正态分布和方差齐性假设时，采用Kruskal-

Wallis H检验。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    不同途径暴露后，PSNPs的脏器及细胞分布

通过SEM观察合成的PSNPs在水中的形貌，结果如

图1A所示，PSNPs粒径均一，呈规则球形。动态光散射分

析显示，PSNPs在水中的平均直径约为70 nm（图1B），平

均zeta电位约为－30 mV（图1C）。PSNPs的器官分布结果

显示，无论灌胃还是尾静脉注射，肝脏都是PSNPs聚集的

主要器官（图1D）。免疫荧光染色结果显示尾静脉注射的

PSNPs大量分布在Kupffer细胞中，但经口摄入的PSNPs主

要在肝实质细胞中分布（图1E、1F）。肝脏的TEM分析结

果进一步证实了这种细胞类型特异性的分布，如图1G所示，

在对照组小鼠肝脏（IG-H2O和IV-H2O）中未发现PSNPs，

PSNPs灌胃的小鼠（IG-PSNPs）的肝实质细胞中观察到明
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显的PSNPs颗粒，PSNPs尾静脉注射的小鼠（IV-PSNPs）的

Kupffer细胞中观察到大量聚集性分布的PSNPs颗粒。 

2.2    PSNPs粒径对PSNPs细胞分布的影响

随后利用大粒径PSNPs探究PSNPs粒径对其细胞分

布的影响。合成的大粒径PSNPs在水中的平均粒径约为

300 nm，zeta电位值与小粒径PSNPs接近（图2A～2C）。肝

组织免疫荧光染色结果显示，不同的暴露途径导致PSNPs

在肝脏分布的细胞类型不同，经口摄入的PSNPs主要在肝

实质细胞中分布，而尾静脉注射的PSNPs主要在Kupffer

细胞中分布（图2D、2E），与小粒径PSNPs获得的结果一

致。上述结果表明，暴露途径介导PSNPs在肝脏的细胞分

布，且不受PSNPs粒径的影响。 

 

100 nm

30 μm

20 μm 20 μm 20 μm

2 μm 2 μm

2 μm 2 μm500 nm

20 μm

30 μm 30 μm 30 μm

20 300 000

200 000

100 000

0

15

10

In
te

n
si

ty
/%

T
o

ta
l c

o
u

n
ts

5

High

Low

0

IG
-H

2
O

IG
-P

SN
Ps

IV
-H

2
O

IV
-P

SN
Ps

100

PSNPs ASGR1 Nuclei Merge

PSNPs

IG-H2O IG-PSNPs

IV-H2O IV-PSNPs

F4/80 Nuclei Merge Enlarge

d/nm
200 300 −80 −60 −40

Zeta potential/mV
−20 0A

D

F

G

E

B C

 
图 1  PSNPs的表征及其在肝组织中的分布

Fig 1  PSNPs characterization and distribution in the liver

IG: intragastric; IV: intravenous; ASGR1: asialoglycoprotein receptor 1. A-C, Scanning electron microscopy (SEM) image (A), size distribution (B), and zeta potential

distribution (C) of synthesized PSNPs. D, Fluorescent images showing PSNPs distribution in the major organs of mice with PSNPs treatment via intragastric gavage or

intravenous injection (n = 3). E, Representative image of PSNPs distribution in hepatocytes after intragastric exposure to PSNPs for 3 h (n = 3). F, Representative image of

PSNPs distribution in Kupffer cells after intravenous exposure to PSNPs for 3 h (n = 3). G, Representative transmission electron microscopy (TEM) image of PSNPs

distribution in hepatocytes and Kupffer cells. The arrows point to PSNPs.
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2.3    肝门静脉注射后，PSNPs在肝内的细胞分布

结果如图3所示，肝门静脉注射的PSNPs主要在Kupffer

细胞中分布，与尾静脉注射的PSNPs在肝脏细胞中的分

布模式相同。这一结果表明，经口摄入PSNPs主要被肝

实质细胞内化这一结果与PSNPs在肝门静脉中的转运

过程无关，可能与PSNPs在胃肠道中的转运过程有关。 

2.4    AML-12细胞对PSNPs的摄取

以AML-12为体外肝实质细胞模型，探究肝实质细胞

摄取PSNPs的机制。CLSM分析展示了摄取进入AML-

12细胞的PSNPs（图4A）。进一步通过流式细胞术分析肝

实质细胞对PSNPs的动态摄取，结果显示，0.5 h时约有

16%的AML-12细胞内化了荧光PSNPs，1 h时这一比例增
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图 2  大粒径PSNPs的表征及其在肝组织中的分布

Fig 2  Larger PSNPs characterization and distribution in the liver

ASGR1: asialoglycoprotein receptor 1. A-C, SEM image (A), size distribution (B), and zeta potential distribution (C) of synthesized PSNPs with a diameter of 300 nm.

D, Representative image of PSNPs distribution in hepatocytes after orally exposed to larger PSNPs for 3 h (n = 3). E, Representative image of PSNPs distribution in Kupffer

cells after intravenous exposure to larger PSNPs for 3 h (n = 3). The arrows point to PSNPs.

 

20 μm 20 μm 20 μm 20 μm

20 μm 20 μm 20 μm 20 μm

PSNPs F4/80 Nuclei Merge

T
ai

l v
ei

n
 i

n
je

ct
io

n
P

o
rt

al
 v

ei
n

 i
n

je
ct

io
n

 
图 3  尾静脉及肝门静脉注射的PSNPs在Kupffer细胞中的分布

Fig 3  PSNPs distribution in Kupffer cells after tail and portal vein injection
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加到50.94%（图4B）。为探究PSNPs的内吞机制，比较了

多种内吞抑制剂对PSNPs摄取的影响。结果显示，盐酸氯

丙嗪显著抑制AML-12细胞对PSNPs（70 nm）的摄取（P<

0.000 1）。巨胞饮抑制剂阿米洛利轻微影响PSNPs的摄取

（P=0.002 6），而肌动蛋白聚合抑制剂细胞松弛素D无明显

的抑制作用（P=0.978 9），除此之外，β-环糊精处理显著增

加了PSNPs的摄取（P<0.000  1）。这些结果表明，AML-

12细胞对PSNPs的摄取涉及网格蛋白介导、巨胞饮以及

脂筏介导的内吞途径（图4C）。 

2.5    肝实质细胞摄取PSNPs的速率饱和现象

参照图5A中的实验流程，通过活体成像系统分析肝

脏及血液中的PSNPs，以探究肝实质细胞摄取PSNPs的特

征。结果显示（图5B～5D），经非荧光PSNPs预处理小鼠

（Capacity组）和经水预处理小鼠（Control组）的肝脏和血

液中荧光PSNPs的分布均无明显差异（P>0.05）。然而，与

Control组（P=0.022 8）和Capacity组（P=0.008 6）小鼠相比，

Rate组小鼠肝脏中荧光PSNPs分布无明显差异，但血液中

荧光PSNPs水平升高，且随着非荧光PSNPs剂量的增加，

血液中荧光PSNPs含量进一步升高（图5E），表明肝实质

细胞对PSNPs的摄取存在速率饱和。 

2.6    PSNPs暴露诱导细胞特异性的毒性效应

上述结果表明不同途径暴露的PSNPs在肝脏中的细

胞分布不同，而不同类型的细胞可能对PSNPs暴露的敏感

性存在差异。因此，随后以AML-12细胞为肝实质细胞模

型，以RAW264.7为Kupffer细胞模型，利用转录组学技术

比较PSNPs暴露在两种细胞中诱导的细胞毒性差异。

AML-12细胞：Top 20差异表达基因中，Tas1r1（taste 1 receptor

member 1）、Fos、Fosb、Jun、Arhgap8（Rho GTPase activating

protein 8）和Angptl4（angiopoietin-like 4）均上调。RAW264.7

细胞：PSNPs处理导致Dusp4（dual specificity phosphatase

4）、Dusp8（dual specificity phosphatase 8, Dusp8）、Maff

（MAF bZIP transcription factor F）、C3ar1（complement

component 3a receptor 1）、Cxcr4（CXC-motif chemokine

receptor 4）、Klf10（Kruppel-like factor 10）、Bhlhe40（basic

helix-loop-helix family, member e40）、Tnfaip3（tumor

necrosis factor alpha-induced protein 3）、Il1rn（interleukin

1 receptor antagonist）、Lima1（LIM domain and actin

binding 1）和Zyx等水平升高（图6）。

同时，利用代谢组学技术比较两种细胞中代谢物的

变化。主成分分析结果显示，PSNPs处理均改变两种细胞

的代谢物水平（图7A、7B）。差异代谢物的KEGG分析结

果显示，尽管PSNPs处理改变AML-12和RAW264.7细胞中

相同的通路，包括“Arginine and proline metabolism”

“Choline metabolism in cancer”“Glycerophospholipid
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图 4  AML-12细胞对PSNPs的摄取

Fig 4  PSNPs uptake by AML-12 cells

A, PSNPs internalization in AML-12 observed by confocal laser scanning microscopy (CLSM). B, The time-dependent change of PSNPs uptake by AML-12 (n = 5).

C, The effect of endocytosis inhibitors on PSNPs uptake by AML-12 (n = 4).
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图 5  容量和速率饱和对血液中PSNPs分布的影响

Fig 5  The effect of capacity and rate saturation on PSNPs distribution in the blood

A, Schedule of mice treatment. B, Fluorescent image showing PSNPs distribution in liver. C, Fluorescent image showing PSNPs distribution in blood. D,

Quantification of C (n = 5). E, Fluorescent image showing PSNPs distribution in the blood of mice in the rate group treated with an increased dose of non-fluorescent

PSNPs (400 mg/kg).
 

AML-12

Expression Expression
2

1

0

−1

1

0

−1

Il12rb1 Dusp4

C3ar1

Tnfaip3

Lima1

Zyx
Klf10

Klf11

Plin2

Cxcr4

Tm4sf19

Dusp8

Egr3

Ocstamp

Hnrnpa3

Gm20521

MSTRG.17197.4

Sumo2

Bhlhe40

Tas1r1

Fos

Fosb

Jun

Arhgap8

Gm49320

Angptl4

MSTRG.23382.10

MSTRG.4848.18

Gm14632

MSTRG.26448.5

Gnal

Nat14

Gm10486

Trex1

Gm49378

MSTRG.9883.17

Tiparp

Control PSNPs Control PSNPs

RAW264.7

Il1rn

Egr1

 
图 6  PSNPs处理的AML-12细胞和RAW264.7细胞的转录组学分析

Fig 6  Transcriptomics analysis of AML-12 and RAW264.7 cells after PSNPs exposure

Top 20 differentially expressed genes in AML-12 cells and RAW264.7 cells.
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metabolism”和“ABC transporters”，但作用相反。在AML-

12细胞中，这四种通路均上调，而在RAW264.7细胞中，这

四种通路均下调，表明两种细胞对PSNPs暴露的敏感性不

同（图7C、7D）。 

3     讨论

该研究揭示了PSNPs的暴露途径显著影响其在肝脏

中的细胞分布，经口摄入的PSNPs主要被肝实质细胞捕

获，这与LIU等 [ 1 4 ]报道的蜂蜜囊泡样纳米颗粒主要被

Kupffer细胞摄取的结果存在差异；然而，与其他不同组成

的纳米颗粒（如金纳米颗粒[15]和奥贝胆酸纳米乳[16]）类似，

尾静脉注射的PSNPs主要在Kupffer细胞中分布。纳米颗

粒的大小可能影响纳米颗粒的细胞摄取。与小粒径纳米

颗粒相比，大粒径纳米颗粒（>100 nm）与Kupffer细胞的相

互作用更强，更容易被Kupffer细胞所摄取[17]。因此，随后

探究粒径对PSNPs细胞分布的影响，发现这种细胞类型特

异性的分布模式与PSNPs的粒径大小无关。PSNPs被不

同种类细胞摄取可从两个方面改变PSNPs的毒性：①与胆

道系统对肝细胞中纳米颗粒的快速清除相比，Kupffer

细胞中纳米颗粒的清除速度缓慢且不完全，这可能导致

长期毒性[18]；②肝实质细胞和Kupffer细胞对PSNPs暴露的

敏感性可能不同，从而诱导细胞类型特异性的毒性效应。

转录组学结果显示PSNPs处理在AML-12和RAW264.7细

胞中诱导不同的基因变化。AML-12细胞：Tas1r1编码的

蛋白是一种调节Rho/Rho激酶信号通路的G蛋白偶联受

体（G protein-coupled receptor, GPCR）；Fos和Jun编码的

蛋白可形成同源或异源二聚体——转录因子激活蛋白

1（transcription factor activator protein 1, AP-1）。基于这

些基因的功能，推测Tas1r1上调Rho/Rho激酶信号通路

（上调的Arhgap8），随后激活AP-1（上调的Fos和Jun），调控

多个靶基因的表达，如脂质合成和转运相关基因 [ 1 9 ]。

Angptl4可直接或间接调控脂肪酸合成相关基因的表达[20]。
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图 7  PSNPs处理的AML-12细胞和RAW264.7细胞的代谢组学分析

Fig 7  Metabolomics analysis of AML-12 and RAW264.7 cells after PSNPs exposure

A and B, Principal component analysis of AML-12 cells (A) and RAW264.7 cells (B) with or without PSNPs. C and D, Top 15 KEGG pathways in AML-12 cells (C)

and RAW264.7 cells (D).
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综上，PSNPs暴露可调节AML-12细胞的脂质代谢。Fosb

参与神经递质合成和释放的调控，其过表达与抑郁、吸毒

成瘾等神经系统疾病的发生有关。因此，Fosb的上调表

明PSNPs暴露调节神经递质水平。RAW264.7细胞：

Dusp4和Dusp8编码蛋白都是双特异性磷酸酶亚家族的成

员，可以调节丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated

protein kinase, MAPK）信号通路[21-22]。氧化应激状态下，

MAPK诱导Maff编码的蛋白的表达，从而调控抗氧化基

因的水平，维持细胞内氧化还原平衡[23]。因此，上调的

Maff提示PSNPs暴露刺激RAW264.7细胞产生氧化应激。

C3ar1编码的蛋白和Cxcr4编码的蛋白均为GPCR家族成

员[24]，受炎症调控[25]。PSNPs处理后，C3ar1和Cxcr4水平

增加，表明GPCR被激活。GPCR激活MAPK信号通路，活

化的MAPK可磷酸化KLF10（Klf10编码的蛋白），增强

KLF10对炎症相关基因的转录抑制作用。除了MAPK信

号通路外，GPCR还可诱导Bhlhe40编码的蛋白的表达，调

节免疫应答。肿瘤坏死因子可诱导Tnfaip3编码的蛋白的

表达，从而在抗炎反应中发挥作用。Il1rn编码的蛋白抑

制白细胞介素1α和白细胞介素1β的活性。因此，Klf10、

Bhlhe40、Tnfaip3和Il1rn的上调表明PSNPs暴露诱导

RAW264.7细胞产生炎症。Lima1编码蛋白和Zyx编码蛋

白是肌动蛋白相关蛋白，其水平的变化可能与RAW264.7

细胞摄取PSNPs有关。代谢组学结果显示AML-12细胞中

“Lipid metabolism”“Nervous system”和“Substance

dependence”通路的变化，与转录组学结果相符。在

RAW264.7细胞中，“Amino acid metabolism”通路变化可

能与炎症的产生有关。氨基酸代谢为免疫相关分子的合

成提供能量和底物。例如，精氨酸是一氧化氮合成的前

体。转录组学结果显示，PSNPs抑制RAW264.7细胞中炎

症因子的合成，这可能解释了氨基酸代谢的减少。此外，

下调的“Glutathione metabolism”表明细胞内氧化还原平

衡被打破，与转录组学结果一致。上述结果共同揭示PSNPs

处理在两种细胞中诱导不同的毒性效应，在AML-12细胞

中改变脂质代谢和神经递质水平，而在RAW264.7细胞中

刺激炎症和氧化应激产生，提示评估纳米塑料的潜在毒

性时，确定纳米塑料内化的细胞类型的重要性。其他类

型的纳米塑料（如聚乙烯纳米塑料）是否表现出类似的分

布模式需要进一步的实验结果支撑。

经口摄入的PSNPs在胃肠道中的转运似乎是其在肝

实质细胞中大量分布的关键因素。生物流体中的成分对

纳米颗粒的体内转运和命运的影响已经引发广泛关注。

血液中的蛋白质[26-28]和代谢物[29]都已被证明可影响纳米

颗粒的体内分布。相似地，WU等[30]报道经口摄入的纳米

颗粒在糖尿病和结肠炎大鼠肠液中形成蛋白冠，增加了

口服纳米颗粒的吸收。与血液相比，肠液的成分更为复

杂，但迄今为止受到的关注却较少。肠道中丰富的微生

物及其代谢物可能影响口服纳米颗粒的摄取。笔者推

测，PSNPs进入肠道后在其表面吸附肠肝循环相关代谢

物，借助肝实质细胞膜上表达的代谢物特异性转运载体

选择性内化到肝实质细胞内。本研究仅展示了初步的结

果，胃肠道对经口摄入PSNPs体内命运的调节作用有待深

入探究。

之前的一项研究报道了Kupffer细胞对纳米颗粒的摄

取存在速率饱和现象[15]，但肝实质细胞对PSNPs的摄取还

未见报道。内皮网状系统对纳米颗粒的摄取存在容量限

制[31]，与此不同，本研究揭示肝实质细胞对PSNPs的摄取

存在速率限制。然而，这两种机制均会在肝脏中导致相

似的剂量阈值现象。PSNPs是一种重要的纳米塑料，也是

研究纳米载体与生物相互作用的代表性模型。因此，这

一结果具有两方面的重要意义：一方面，与多次低剂量接

触相比，单次高剂量接触纳米塑料更易增加其进入体循

环的风险，进而增加纳米塑料在其他器官的积累，诱发多

器官损伤；另一方面，基于速率饱和现象开发的策略可减

少肝脏对口服纳米药物的清除作用，增加到达靶器官的

纳米颗粒数量，提升治疗效果。

本研究主要通过免疫荧光定性分析了PSNPs在肝脏

细胞中的分布情况，缺乏PSNPs分布的具体细胞数量或百

分比定量数据，需进一步量化以准确比较不同暴露途径

下PSNPs分布的细胞差异；此外，本研究通过改变PSNPs

粒径及肝门静脉注射初步探究了PSNPs细胞特异性分布

的原因，指出PSNPs在胃肠道中的转运过程可能介导了经

口摄入PSNPs在肝实质细胞中的聚集，需进一步对上述推

测进行验证。

* * *
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