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摘要: 纳米塑料(NPs)的生态风险评估和潜在毒性效应研究正在逐步成为全球公共卫生领域关注的热点。 本研究探究聚苯乙

烯纳米塑料(PS NPs)对小鼠肠道免疫的影响,将 40 只雌性 BALB/c 小鼠随机分为 4 组,每组 10 只,分别为对照组、0.5 mg·kg-1

(以体质量计)染毒组、5 mg·kg-1染毒组和 50 mg·kg-1染毒组。 采用灌胃的方式进行染毒,连续灌胃 PS NPs 悬液 7 d,对照组小

鼠灌胃超纯水。 通过观察小鼠生长状况、免疫相关血生化指标、小肠组织形态和结肠黏液分泌情况的变化,探究了 PS NPs 暴
露对小鼠肠道免疫的影响。 结果表明,与对照组相比,随着染毒剂量的增加,小鼠体质量增长缓慢,补体 C3 含量下降(高剂量

组,P<0.05),小肠结构受损,结肠黏液分泌减少。 提示,PS NPs 可能通过损伤肠道免疫屏障进而干扰机体免疫稳态,且其影响

� 作用与 PS NPs 的含量呈正相关。 研究结果将为 NPs 污染的潜在毒性效应评价提供基础数据。
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Abstract: The ecological risk assessment and potential toxic effects of nanoplastics (NPs) are becoming the focus
of global public health. The present study aims to explore the effects of polystyrene nanoplastics (PS NPs) on intes-
tinal immunity in mice. In the animal experiment 40 female BALB/c mice were randomly divided into four groups
with ten mice in each group, which are control group, 0.5 mg·kg-1 dose group, 5 mg·kg-1 dose group and 50 mg
·kg-1 dose group, respectively. PS NPs suspension was intragastrically administered for 7 d, and ultrapure water
treated group was the control. The effects of PS NPs exposure on intestinal immunity in mice were investigated by
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observing the growth status, immune-related blood biochemical indexes, small intestinal tissue morphology and co-
lonic mucus secretion. The results showed that the body weight of mice increased slowly, complement C3 content
decreased (high dose group, P<0.05), small intestine structure was damaged, and colon mucus secretion decreased

� in a dose-dependent manner, compared with the control group. These results suggested that PS NPs might disturb
immune homeostasis by damaging the intestinal immune barrier, and its effects are positively correlated with the
dose of PS NPs. This study will provide significant information for evaluating the potential toxic effects of NPs
pollution.
Keywords: polystyrene nanoplastics; mice; intestinal immunity

　 　 纳米塑料(nanoplastics, NPs)是指尺寸<1 μm 的

塑料碎片或颗粒[1],根据其来源 NPs 可分为由人工

合成的添加于个人护理用品中或用于载药、生物成

像、生物传感等领域的初级 NPs[2],以及塑料制品在

自然环境中经风化降解而形成的次级 NPs。 尽管受

到检测手段的限制,环境与食品中 NPs 的含量尚不

清楚,但 Lambert 和 Wagner[3]在实验室观测到了一

次性咖啡杯盖可以降解成 NPs,Hernandez 等[4]则在

塑料茶包中检测到了约 31 亿个 NPs,上述研究均证

实了人类接触 NPs 的机会和风险正在增加,因此,
探究 NPs 的潜在毒性效应具有重要意义。

目前对于 NPs 的毒性研究多集中于细胞和水

生模式生物[5-8],现有研究表明,消化道是生物体暴

露于 NPs 的主要途径,摄入体内的 NPs 会在肠道蓄

积并穿过肠道组织进入循环系统,诱导氧化应激、炎
症反应、免疫损伤和脂质代谢紊乱等不良影响[9-10]。
然而,对于与人类生理机能接近的哺乳动物的毒性

研究,迄今鲜有报道。 基于此,本研究以小鼠为受试

对象,观察了聚苯乙烯纳米塑料(PS NPs)连续经口

暴露对小鼠肠道免疫的影响,以期为 NPs 的潜在毒

性效应和生态风险评估提供理论基础。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验动物与试剂

SPF 级雌性 BALB/c 小鼠 40 只,6 周龄,购自斯

贝福(北京)生物技术有限公司,实验动物许可证号:
SCXK(京)2019-0010,小鼠饲养及相关实验操作均符

合首都医科大学伦理委员会的相关要求(伦理审查

号:2018-0003 )。 饲养温度为 20 ~ 26 ℃,湿度为

40% ~ 70% ,昼夜明暗交替时间为 12 h/12 h,期间正

常通风换气,小鼠自由饮水、摄食。 染毒前小鼠适应

性饲养一周。
PS NPs(100 nm)悬液购自中科雷鸣(北京)科技

有限公司,浓度为 50 mg 䭷mL-1,使用 Milli-Q 超纯水

将纯化后的 PS NPs 配成浓度分别为 0.05、0.5 和 5

mg 䭷mL-1 的悬液,超声振荡 30 min 后制成 PS NPs
染毒悬液,备用;生理盐水购自石家庄四药有限公

司;多聚甲醛固定液(4% PFA)购自武汉赛维尔生物

科技有限公司。
1. 2　 主要仪器设备

透射电子显微镜(JEM-2100,JEOL,日本);马尔

文激光粒度(ZS90,Malvern,英国);超纯水机(Milli-
pore,Milli-Q,法国);超声波清洗器(KQ3200E 型,江
苏昆山市淀山仪器,中国);低温高速离心机(Eppen-
dorf,5424R,德国);全自动生化仪(AU480,贝克曼,
美国);石蜡切片机(RM2235,Leica,德国);全自动切

片扫描仪(Pannoramic scan,3DHistech,匈牙利)。
1. 3　 PS NPs 的表征

将 PS NPs 用 Milli-Q 超纯水稀释至 50 μg 䭷

mL-1,超声振荡 30 min,移取 10 μL 滴于碳支持膜

上使其分散均匀,置于干燥器中待完全干燥后,使用

透射电子显微镜观察 PS NPs 的粒径和形态;移取 1
mL 于粒径样品池和电位样品池中,使用马尔文激

光粒度仪检测 PS NPs 的粒径分布和 Zeta 电位。
1. 4　 小鼠染毒与处理

适应性饲养结束后将小鼠随机分为 4 组,每组

10 只,分别为对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量

组。 对照组小鼠每天灌胃纯水,染毒组剂量参考此

前以微塑料染毒小鼠的剂量[11-13],3 个染毒组分别

按 0.5、5 和 50 mg·kg-1灌胃 PS NPs 悬液,连续灌胃

7 d。 整个染毒期间观察小鼠的饮水、摄食、外观和

活动状况,并做详细记录;在染毒的第 1、3、5 和 7 天

记录小鼠体质量,并绘制连续染毒 7 d 小鼠的体质

量变化趋势图。 分别于染毒 3 d 后和 7 d 后将小鼠

摘眼球取血并保存于 EDTA 抗凝管中,3 000 r·
min-1 离心 10 min 分离血浆,使用全自动生化仪通

过免疫比浊法检测补体 C3(C3)、免疫球蛋白 G(IgG)
和免疫球蛋白 M(IgM)的含量,通过双缩脲法和溴甲

酚绿法分别检测总蛋白和白蛋白的含量,并计算白
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球比(A/G)。 染毒 7 d 后经麻醉取小肠和结肠各 1 ~
2 cm,生理盐水冲洗净肠道内容物,分别置于 4%的

多聚甲醛溶液中固定,经组织脱水、包埋、切片后,小
肠进行 HE 染色,观察小肠的组织形态;结肠进行

AB-PAS 染色,Image J 软件计算分析结肠的黏液分

泌情况。
1. 5　 统计学分析

实验数据应用 IBM SPSS Statistics 21.0 软件进

行统计分析,实验结果以平均值±标准差(Mean±SD)
表示,各组间的显著性差异检验采用单因素方差分

析(One-way ANOVA),P<0.05 表示差异具有统计学

� 意义。

2　 结果(Results)
2. 1　 PS NPs 的表征

PS NPs 的透射电子显微镜图像如图 1 所示,显
示 PS NPs 尺寸均一,且分散性良好。 马尔文激光粒

度仪的结果显示 PS NPs 水合粒径为(157.07±0.71)
nm (多分散性指数=0.02±0.03),Zeta 电位为(-23.73
±0.15) mV,说明 PS NPs 粒径分布均匀,且在超纯水

中稳定性良好。
2. 2　 小鼠一般状况

PS NPs 染毒期间各组小鼠全部存活。 各剂量组

小鼠的饮食和活动未见异常,毛色外观和粪便与

对照组相比基本无差异。 染毒期间不同剂量 PS
NPs 对小鼠体质量的增量变化影响如图 2 所示。
对照组(图 2(a))和低剂量组(图 2(b))小鼠在染毒期

间体质量逐渐增加,而中剂量组(图 2(c))和高剂量

组(图 2(d))小鼠体质量增长缓慢,甚至呈停滞或下

降趋势。

图 1　 聚苯乙烯纳米塑料(PS NPs)的透射电子显微镜图

Fig. 1　 The transmission electron microscope image
of polystyrene nanoplastics (PS NPs)

图 2　 PS NPs 暴露对小鼠体质量变化趋势的影响

注:(a) 对照组;(b) 0.5 mg·kg-1;(c) 5 mg·kg-1;(d) 50 mg·kg-1。

Fig. 2　 The effects of PS NPs exposure on the weight change trends in mice
Note: (a) Control group; (b) 0.5 mg·kg-1 ; (c) 5 mg·kg-1 ; (d) 50 mg·kg-1 .
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2. 3　 小鼠免疫相关血生化指标

经 PS NPs 连续染毒后小鼠免疫相关血生化指

标情况如图 3 所示。 连续染毒 3 d 后,与对照组相

比,随着染毒剂量的增加,C3 含量逐渐下降(高剂量

组,P<0.05);A/G 变化不明显;IgG 含量在中剂量组

� 时达到峰值,而后随着染毒剂量的增加而降低;IgM
含量呈逐渐下降的趋势。 连续染毒 7 d 后,中剂量

组和高剂量组小鼠的 C3 含量有所恢复;A/G 变化

不明显;IgG 含量在中剂量组时最高;IgM 含量在低

剂量组时低于其余各组的含量且差异具有统计学意

义(P<0.01)。
2. 4　 小鼠小肠组织形态观察

小鼠经剖检,各组别小鼠各肠段均无肉眼可见

的异常。 HE 染色结果如图 4 所示,对照组小鼠小

肠可见黏膜、黏膜下层、肌层和外膜 4 层结构,黏膜

组织结构完整,小肠绒毛呈舌状且排列规则、密集,
纹状缘清晰,上皮细胞结构完整,杯状细胞分布均

匀,隐窝形态结构清晰;低剂量组小鼠小肠结构基本

正常;中剂量组和高剂量组小鼠小肠黏膜结构破坏,
出现小肠绒毛排列紊乱、松散,绒毛变短、肿胀、断裂

破损,纹状缘不清晰,上皮细胞间质正常结构消失呈

自溶性改变,黏膜固有层增宽,隐窝变浅,且高剂量

组小鼠小肠结构损伤程度加重。
2. 5　 小鼠结肠黏液分泌观察

PS NPs 连续暴露 7 d 后小鼠结肠黏液的分泌

情况如图 5 所示。 与对照组相比,随着染毒剂量的

图 3　 PS NPs 暴露对小鼠免疫相关血生化指标的影响

注:(a) ~ (d)连续暴露 3 d 后,(e) ~ (h)连续暴露 7 d 后;A/G 表示白球比,IgG 表示免疫球蛋白 G,IgM 表示免疫球蛋白 M;
*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01。

Fig. 3　 The effects of PS NPs exposure on immune-related blood biochemical indices in mice
Note: (a) ~ (d) Continuous exposure for 3 d, and (e) ~ (h) Continuous exposure for 7 d; A/G represents globulin ratio, IgG represents

immunoglobulin G, and IgM represents immunoglobulin M; * represents P<0.05, and * * represents P<0.01.
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图 4　 PS NPs 暴露对小鼠小肠结构的影响(HE)
注:(a), (e) 对照组;(b), (f) 0.5 mg·kg-1;(c), (g) 5 mg·kg-1;(d), (h) 50 mg·kg-1。

Fig. 4　 The effects of PS NPs exposure on small intestinal structure in mice (HE)
Note: (a), (e) Control group; (b), (f) 0.5 mg·kg-1 ; (c), (g) 5 mg·kg-1 ; (d), (h) 50 mg·kg-1 .

图 5　 PS NPs 暴露对小鼠结肠黏液分泌的影响(AB-PAS, 200×)
注:(a) 对照组;(b) 0.5 mg·kg-1;(c) 5 mg·kg-1;(d) 50 mg·kg-1;(e)黏液分泌面积与结肠面积之比;

*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001,* * * *表示 P<0.0001。

Fig. 5　 The effects of PS NPs exposure on colonic mucus secretion in mice (AB-PAS, 200×)
Note: (a) Control group; (b) 0.5 mg·kg-1 ; (c) 5 mg·kg-1 ; (d) 50 mg·kg-1 ; (e) the ratio of the mucus secretion area to the entire colon area;

* represents P<0.05, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001, and * * * * represents P<0.0001.

增加,结肠分泌的黏液逐渐减少(中剂量组,P<0.05;
� 高剂量组,P<0.0001)。 高剂量组结肠分泌的黏液低

� 于中剂量组(P<0.01)、低剂量组(P<0.001)和对照组(P
<0.0001)。

3　 讨论(Discussion)
塑料是重要的有机合成高分子材料。 目前全球

塑料的年产量约 3 亿 t[14],并仍在呈指数增长趋势不

断增加。 塑料的大规模生产和使用造成大量塑料废

弃物的堆积。 近年来,全球面临的塑料垃圾污染日

益严重。 据估计,全球每年有超过 800 万 t 塑料垃

圾进入海洋,并随水力、风力扩散至各处。 PS 是应

用最广泛的塑料之一,也是海洋垃圾中最丰富的塑

料之一[15]。 塑料具有持久性,难以回收、降解的塑料

垃圾可在环境中存在数百年甚至数千年,在此期间

经机械磨损、紫外线辐射和微生物降解等作用被分

解形成微塑料(MPs)[16]。 近年来,研究发现,MPs 会

进一步降解形成 NPs[17]。 据估计,直径为 5 mm 的
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MPs 球形颗粒完全破碎可以降解成 1014 个直径为

100 nm 的 NPs 球形碎片[18]。 研究证实颗粒物的尺

寸是影响其毒性的重要因素之一[19],大多数情况下

颗粒物的毒性会随颗粒尺寸的减小而增大,由于

NPs 的纳米尺寸,很容易被摄取而后跨越各种生物

屏障,作用于组织和细胞产生细胞和分子层面上的

毒性效应[20],并且排出较为缓慢,由此可能会导致更

强的生物毒性和生物积累效应。 因此,NPs 的潜在

毒性效应亟待进一步探究。
NPs 对免疫功能的影响是评估其潜在风险的重

要项目之一。 肠道是机体最大的免疫器官,在维持

机体免疫稳态中起着重要作用[18]。 肠道黏膜上皮是

肠道的机械屏障,紧密连接的肠道黏膜上皮结构可

以有效阻止有害物质穿透;由杯状细胞分泌的黏液

是肠道化学屏障的重要构成之一,具有调节免疫、保
护肠壁黏膜细胞和维持黏膜稳态的作用[21-23]。 小肠

是机体对营养物质进行消化、吸收的主要部位。 因

此,肠道结构的完整性是维持正常肠道免疫屏障功

能的重要因素,也是机体生长发育的重要保障。 研

究发现,胃肠道是 NPs 摄入后的主要富集部位[9,24]。
Yang 等[9]研究发现粒径为 70 nm 的 NPs 经金鱼幼

苗的口咽腔摄入并在消化道蓄积,并抑制其体长增

长,且导致肠道结构受损,肠腔变大,肠壁外膜与肌

层分离,黏膜下层结构疏松,肠黏膜层结构破坏。
为模拟现实中生物体对于 NPs 的摄入途径,本

研究采用灌胃的方式探究了 PS NPs 对小鼠肠道免

疫的影响及其剂量-效应关系。 结果表明,NPs 暴露

导致小鼠体质量增长缓慢甚至停滞,小肠绒毛变短、
破损、紊乱,结肠黏液分泌减少,且具有剂量依赖效

应,说明 PS NPs 暴露会破坏肠道免疫屏障功能,破
坏绒毛完整性从而降低肠道的消化吸收营养物质的

能力,这与现有的文献报道结果一致[9, 25]。 此外,由
于肠道的损伤可能会影响黏膜免疫细胞的发育以及

内环境的稳态,进而导致免疫球蛋白的含量改变,因
此本研究检测了 PS NPs 暴露对小鼠免疫相关血生

化指标的时间-效应关系和剂量-效应关系,结果显

示,PS NPs 暴露导致小鼠血浆中 C3 含量下降,IgG
呈增高趋势,IgM 呈下降趋势随后有所恢复,说明

PS NPs 暴露可导致补体系统活化并引起机体免疫

功能受损。 综上所述,PS NPs 摄入可损伤小鼠肠道

组织结构,影响其生长发育,通过干扰肠道免疫屏障

稳态,引起免疫功能紊乱。 关于 NPs 免疫毒性机制

的深入研究仍需要进一步探讨。
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