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摘要:为初步探讨富勒烯 (C60 )对人体细胞的潜在危害, 以人胚肝细胞 (L-02)为研究对象, 研究富勒烯暴露对人胚肝细胞的氧

化损伤。人胚肝细胞暴露于 0、 1.25、2.50、5.00、10.00、20.00和 40.00 μg·mL-1富勒烯悬液 24 h后,检测细胞内 CAT活性和

MDA与 ROS含量。采用免疫组化法检测 SOD蛋白在富勒烯暴露后细胞内的分布情况;Westernblotting法观察富勒烯对人胚

肝细胞内 SOD、GSH-Px和 CAT蛋白表达的影响。结果表明, 各实验组中细胞内 CAT活性均有不同程度的降低, 与对照组相

比,差异均具有统计学意义 (p<0.05);10.00、20.00和 40.00 μg·mL
-1
富勒烯暴露组细胞内 MDA含量以及 10.

00μg·mL
-1
组细胞内 ROS的含量明显增加,差异均具有统计学意义 (p<0.05)。随着富勒烯含量的增加,细胞

内 SOD蛋白表达减少且分布不均。同时,富勒烯降低细胞内 GSH-Px和 CAT蛋白的表达。综合实验结果推测

富勒烯引起人胚肝细胞发生氧化损伤可能是通过降低细胞内 SOD、GSH-Px和 CAT蛋白表达水平来实现的。
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Abstract:Thisstudyistodeterminethepotentialeffectsoffullerenesonhumanbody.Treatedwith0, 1.25, 2.

50, 5.00, 10.00, 20.00, 40.00 μg·mL
-1
fullerenes, theoxidativedamagesofhumanembryolivercellswere

studied.Aftertreatedwithfullerenes24 h, theactivityoftheCAT, andtheconcentrationofMDAandROSwere

measured.CellularproteinexpressionofSOD, GSH-PxandCATwereobservedbyWesternblottingandtheproteindis-

tributionofSODwasdetectedbyimmunohistochemisty.TheresultsindicatethatCATdecreasedinallgroups(p<0.05)

comparedtothecontrolgroup.BothMDAof10.00, 20.00, 40.00μg·mL
-1
groupsandROSof10.00μg·mL

-1
group

increased(p<0.05).Withincreasingtheconcentrationoffullerenes, theexpressionofSOD, GSH-PxandCATprotein

wereinhibited.Consideringtheaboveresults, aconclusioncanbedrawnthatfullerenesinducingoxidativedamageson

humanembryolivercellsmaybethroughlowingdowntheexpressionofSOD, GSH-PxandCATprotein.

Keywords:fullerenes;humanembryolivercells;oxidativedamages

1　引言 (Introduction)

　　随着纳米技术的飞速发展, 纳米材料应用日趋

广泛。而纳米材料的大规模生产和应用对人体健康

与生态环境可能产生的安全风险也引起了人们的普
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遍关注。 2003年 4月, 《Science》首先发表文章讨论

纳米材料与生物环境相互作用可能产生的生物效应

问题 。随后越来越多的研究者开始研究这一亟待解

决的热点问题 。在众多的纳米材料中,富勒烯作为

一种具有多项优异性能的新型纳米材料显示出了极

为广阔的应用前景。相应地, 人群暴露于富勒烯的

危险性就会急剧上升 。目前, 尽管人们已经开始研

究其潜在的危害,但迄今为止还只是起步阶段,且研

究结论尚未明了 。笔者在前期研究
[ 1-2]
的基础上,

进一步研究了富勒烯对人胚肝细胞所造成的氧化

损伤 。

2　材料与方法 (Materialsandmethods)

2.1　主要仪器与试剂

　　富勒烯 (浓度为 99.9%, 河南永新科技有限公

司 ), 1640培养液 (美国 Gibco公司 ) , 胎牛血清与

0.25%胰蛋白酶 (天津 TBD灏洋生物技术有限公

司 ), L-谷氨酰胺 (美国 Sigma公司 ) ,考马斯亮兰蛋

白测定试剂盒 、过氧化氢酶 (CAT)测定试剂盒与丙

二醛 (MDA)含量检测试剂盒 (南京建成生物工程研

究所 ) , ROS试剂盒和预染蛋白质分子量标准 (江苏

碧云天生物技术研究所 ) ,免疫组化试剂盒 (南京凯

基生物科技发展有限公司 ) , PRO-PREP
TM
蛋白提取

溶液 (北京赛百盛基因技术有限公司 ), goatSOD-1、

GPx-1和 CAT多抗 (美国 Santa公司 ), goatanti-Ac-

tinIgG、HRP标记兔抗山羊 IgG(北京中杉金桥生物

技术有限公司 ) , Pro-lightHRP化学发光检测试剂

(北京天根生化科技有限公司 ) , 膜封闭液和 PVDF

膜 (江苏碧云天生物技术研究所 ) 。实验中所用化

学试剂 (如无特别说明 )均为分析纯 (及以上 )试剂 。

　　IX70荧光倒置显微镜 (日本 Olympus公司 ) ,

TU-1201紫外分光光度计 (北京通用仪器设备公

司 ), INVERTERMRX-151高速低温离心机 (离心半

径 r=8 cm, 日本 TOMY公司 ) , DYY-10C型转移电

泳仪 (北京六一仪器厂 ) , FluorChemFC2成像系统

(美国 AlphaInnotech公司 )。

2.2　富勒烯粉体悬浊液的制备

　　取富勒烯粉剂 0.05g,将其溶于 100mL的无菌

生理盐水中, 经过超声振荡溶解, 制成浓度为 0.50

μg·mL
-1
的悬浊液, 高压灭菌后于超净台内分装,

4℃冰箱保存, 备用 。

2.3　细胞培养

　　人胚肝细胞 L-02(购于中国科学院上海细胞生

物学研究所 )在含有 1.0%谷氨酰胺 ( 2mmol·L
-1

) 、

1.0%双抗 ( 100U·mL
-1
青霉素 、100 μg·mL

-1
链霉

素 ) 、 15%胎牛血清的 RPMI-1640培养基中, 于

37℃, 5%CO2及饱和湿度培养箱中常规培养, 用 0.

25%的胰蛋白酶消化后进行传代 。

2.4　细胞内 CAT活性和 MDA含量检测

　　将人胚肝细胞悬液接种于 50 mL培养瓶中,

37℃、5% CO2条件下培养 24 h后, 分为 0、1.25、2.

50、5.00、10.00、20.00和 40.00 μg·mL
-1
富勒烯暴

露组,每个浓度作 6个平行样。 37℃、5% CO2条件

下培养 24 h后, 收集细胞。依据 PRO-PREP
TM
蛋白

提取试剂盒说明书提取蛋白;考马斯亮兰蛋白测定

试剂盒说明书测定细胞内蛋白含量;CAT和 MDA

测定试剂盒说明书测定细胞裂解上清液中的 CAT

和 MDA。

2.5　细胞内活性氧 (ROS)含量测定

　　将人胚肝细胞接种于 96孔培养板中, 每孔 2×

10
4
个细胞, 37℃、5% CO2培养箱中培养 24 h, 换成

含终浓度分别为 0、1.25、2.50、5.00、 10.00、20.00

和 40.00 μg·mL
-1
富勒烯的培养液, 每组设 6个平

行孔。对照组中加入无菌生理盐水, 继续培养 24 h

后, 原位装载 2', 7'-二氢二氯荧光黄双乙酸钠

(DCFH-DA)探针。按照试剂盒说明书进行检测。

根据以下公式计算活性氧水平:

活性氧水平 (%) =暴露组活性氧含量
对照组氧含量

×100%

2.6　免疫细胞化学法检测胞内 SOD原位表达情况

　　将人胚肝细胞以每孔 1×10
5
个接种于 24孔板

中,每个剂量设 4个平行样 。 24 h后更换含富勒烯

终浓度分别为 0、5.00、10.00和 20.00 μg·mL
-1
的

培养液继续孵育 24h, 从孵箱中取出 。弃去培养液,

70%的乙醇固定, 0.1 mol·L
-1
的 PBS冲洗 3次, 每

次 5 min。 3% H2O2室温孵育 10 min。 1% BSA室

温封闭 45 min。加一抗 (用 1% BSA稀释 ) ,湿盒内

室温放置 1.5 h。 PBS冲洗 3次, 每次 5 min。加

HRP标记二抗室温孵育 20 min。 PBS冲洗 3次,每

次 5 min。DAB显色 10min。PBS冲洗 3次, 每次 5

min。倒置荧光显微镜下拍照,记录。

2.7　Westernblotting方法

　　将对数生长期细胞分为 0、1.00和 20.00 μg·

mL
-1
富勒烯暴露组, 每组设 3个平行样。经相应处

理 24 h后, 每个样品收集 1×10
7
个细胞于离心管

内 。蛋白提取及含量测定同前, 调整蛋白含量为 5

μg·μL
-1
。经 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白,

转膜,封闭液 37℃摇动封闭 1h,山羊抗人多克隆抗
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体 SOD-1、GPx-1和 CAT抗体 4 ℃孵育过夜。 HRP

标记的二抗杂交, 37℃ 1 h, Pro-lightHRP化学发光

检测,经过显影 、定影,数字成像分析蛋白的光密度。

2.8　统计学处理

　　结果以  X±s表示,采用 SPSS15.0forWindows

统计软件包对数据进行单因素方差分析, 若差别有

统计学意义,再进行两两比较的 Dunnett-t检验。检

验水准 α=0.05。

3　结果 (Results)

3.1　富勒烯对人胚肝细胞 CAT活性和 MDA、ROS

含量的影响

　　由表 1可见:富勒烯暴露 24 h后, 1.25、2.50、

5.00、10.00、20.00和 40.00μg·mL
-1
组细胞内 CAT

活性均不同程度降低,与对照组相比,差异均有统计

学意义 (p<0.01)。细胞内 MDA含量随暴露剂量

的增加呈上升趋势,但 1.25、2.50和 5.00μg·mL
-1

剂量组细胞内 MDA含量与对照组相比差异无统计

学意义 (p>0.05);当浓度上升至 10.00、20.00和

40.00 μg·mL
-1
时, MDA含量明显增加,与对照组相

比差异具有统计学意义 (p<0.05或 p<0.01) 。

　　同时, 对照组细胞内 ROS含量为 101.420 ±

7.95。富勒烯暴露 24h后,细胞内 ROS含量均有不

同程度的升高。但只有 10.00 μg·mL
-1
剂量组细胞

内 ROS含量与对照组相比差异具有统计学意义 (p<

0.05)。

表 1　富勒烯对人胚肝细胞中 CAT活性 、

MDA和 ROS含量的影响 (n=6,  X±s)

Table1　EffectsoffullerenesonCATactivity,

MDAandROScontentsinhumanembryolivercells

aftertreatedwithfullerenesfor24 h(n=6, Mena±SE)
剂量

/(μg·mL
-1

)

CAT活性

/(units·mg
-1
prot)

MDA含量

/(nmol·mg
-1
prot)
ROS含量 /%

control 2.290±0.1902.430±0.041401.420±7.95

1.25 1.043±0.005＊＊0.653±0.116026.746±19.75
2.50 0.937±0.143＊＊0.753±0.017215.893±33.69
5.00 0.756±0.008＊＊0.613±0.115128.941±16.63
10.00 0.912±0.023＊＊0.808±0.333＊169.841±75.79＊
20.00 0.996±0.057＊＊1.646±0.192＊＊130.308±47.21
40.00 0.638±0.074＊＊2.684±0.211＊＊126.786±57.49

注:与对照组比较,
＊
p<0.05,

＊＊
p<0.01。

3.2　富勒烯对人胚肝细胞内 SOD蛋白分布的影响

　　SOD标记定位于细胞核和 /或浆内,呈棕黄色颗

粒或均匀黄色,胞核着色以棕黄色颗粒为主。阳性判

定标准按着色深度和范围分:阴性 ( -),整张切片未

见细胞着色;弱阳性 ( +/-),阳性细胞数 <5%,着色

较弱,胞浆着色而胞核未着色;轻度阳性 ( +),阳性细

胞数占 5% -25%;中度阳性 ( ++), 阳性细胞数占

26%– 50%;强阳性 ( +++) ,阳性细胞数 >50%。

　　免疫组化方法检测 SOD在各实验组中的表达

情况, SOD表达阳性的细胞质染成棕褐色。由图 1

图 1　富勒烯染毒后细胞内 SOD蛋白分布 ( 20×10)

Fig.1　ProteindistributionofSODinhumanembryolivercellsunderexposuretofullerenes( 20×10)
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可见,对照组中阳性细胞数较多,大多呈 SOD中度

阳性反应,染色较深,棕黄色颗粒较为均匀地分布于

胞浆及细胞核中;染毒组细胞中 SOD阳性产物分布

不均匀,部分细胞呈阴性反应,其余呈弱阳性反应,

极少数呈强阳性反应,胞浆内 SOD分布普遍减少 。

3.3　Westernblotting方法分析富勒烯对 SOD、GSH-

Px和 CAT蛋白表达的影响

　　富勒烯暴露 24h后对人胚肝细胞中 SOD、GSH-

Px和 CAT蛋白表达水平的影响见图 2和图 3。可

见, 富勒烯降低 SOD、GSH-Px和 CAT蛋白表达水平,

并随着剂量的增加,富勒烯的抑制作用增强 。 20.00

μg·mL
-1
富勒烯作用 24 h后, 对 SOD、GSH-Px和

CAT蛋白表达的抑制率分别为:40.4%、23.7%和

42.7%。

图 2　富勒烯对 SOD、GSH-Px和 CAT蛋白表达的影响

Fig.2　Humanembryolivercellsinducedbyfullerenes

图 3　Westernblotting法分析蛋白的光密度扫描结果

(注:＊:与对照组比较, p<0.05)

Fig.3　RelativedensityofSOD, GSH-PxandCAT

(＊:comparedwiththecontrolgroup, p<0.05)

4　讨论 (Discussion)

　　迄今为止, 人类对于纳米材料的认识才刚刚起

步,学术界更多的侧重于发展纳米材料的制备科学 、

工程研究及注重发现其新功能,而关于纳米材料能否

对机体产生潜在危害的研究较少。纳米材料由于粒

径小并且化学活性强,使得它更易于进入机体或体内

各种生物膜,并可能与生物大分子发生结合或催化化

学反应,改变其正常立体结构,从而造成对机体的损

伤。研究表明,纳米材料硫硒化镉可引起小鼠肾脏和

脑组织中 SOD活力降低及 MDA含量的下降
[ 3]
;纳米

材料多壁碳纳米管引起小鼠肺脏和肝组织中 SOD活

力和 GSH含量下降
[ 4]
。纳米材料能否对机体产生潜

在性危害成为目前亟待解决的问题。

　　富勒烯是应用最广泛的纳米材料之一,人们对

其的研究正日渐深入。 Kamat等
[ 5]
发现 C60和 C60

(OH) 18的光敏感性可以引发脂质过氧化。 Oberdor-

ster
[ 6]
报道与 C60水溶悬胶体接触的大嘴鲈鱼出现大

脑脂质过氧化损伤,同时,鳃中还原型谷胱甘肽含量

降低,作者推测这一现象与 C60具有氧化活性有关,

但其机理尚不清楚。 Sayes等
[ 7-8]
经过一系列研究表

明,分别在体外培养的人皮肤成纤维细胞和肝癌细

胞 HepG2中, C60水悬液通过诱导 ROS生成, 导致细

胞膜脂质过氧化,进而产生细胞损伤 。

　　陈霖等
[ 9]
研究表明,水溶性富勒烯衍生物 (DMA

C60 )能产生活性氧,使细胞内钙离子浓度升高, 造成

细胞膜损伤,加速细胞死亡。朱小山等
[ 10]
研究证实,

鲫鱼长期暴露于低剂量富勒烯 (C60 )时, 其肝脏中

SOD和 CAT活性降低, GSH含量和 ATP酶活性受

抑。 C60还具有高度亲电活性,诱导生成 ROS(如超氧

阴离子 、单线态氧和过氧化物等 )
[ 11]

,与体内存在的

其他自由基共同加重了抗氧化防御系统的负担。生

物体既有自由基的生成体系 (氧化系统 ),又有自由基

的消除系统 (抗氧化系统 )。目前,已知哺乳动物体内

有两类消除自由基的系统, 一类为酶促系统,另一类

为非酶促系统 。细胞内抗氧化酶主要包括超氧化物

歧化酶 (SOD) 、过氧化氢酶 (CAT)和谷胱甘肽过氧化

酶 (GSH-Px)。在正常生理条件下, 体内氧自由基的

产生和清除是平衡的。而富勒烯可诱导 ROS生成,

引起 ROS的增多与聚集 。过多的 ROS与体内 DNA、

蛋白质 、脂类和碳水化合物等发生反应, 使氧自由基

代谢失衡,导致自由基损伤引起疾病的发生 。

　　一般情况下,需氧生物体 ROS可被机体内源性

的抗氧化防御体系所抑制或淬灭, 从而不会对机体

产生有害影响。但是笔者前期的结果表明
[ 1]

,人胚

肝细胞在富勒烯的作用下产生细胞毒作用,且与细

胞内的氧化损伤有关 。这证实体内的抗氧化酶系统

出现异常。本研究中证实超氧化物歧化酶 (SOD) 、

过氧化氢酶 (CAT)和谷胱甘肽过氧化酶 (GSH-Px)
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蛋白表达下降 。同时,免疫组化结果表明,富勒烯染

毒后引起细胞内 SOD蛋白分布不均, 免疫组化阳性

表达较对照组减少 。而肝脏是含过氧化体较多的组

织, 人胚肝细胞胞浆内 SOD含量较高。根据以上研

究, 提示富勒烯损伤了抗氧化防御系统 。

　　MDA是脂质过氧化的中间产物, 测定 MDA的

量常可反映机体内脂质过氧化的程度,间接地反映

出细胞的损伤程度。自由基的增多,抗氧化能力的

下降,直接导致脂质过氧化增强, 进而引发 MDA增

多。亦证实富勒烯可分别使人胚肝细胞
[ 1]
及血管

内皮细胞
[ 12]
LDH的释放增加 。据此推测人胚肝细

胞经历了 “富勒烯刺激—自由基增多 —细胞抗氧化

能力下降 —生物膜的过氧化损伤—生物膜结构和功

能的改变 —富勒烯刺激进一步加重 ”, 最终细胞内

ROS失衡, 影响线粒体膜完整性和能量代谢等途

径, 最终导致细胞凋亡或死亡 。

　　笔者前期的研究结果显示, 富勒烯作用人胚肝

细胞 24 h后, 细胞内 SOD活性及 GSH含量降低 、

LDH释放量增加 。且富勒烯可使胞内 CAT、GSH和

SODmRNA表达水平降低 。本次研究结果表明, 富

勒烯还可以使抗氧化酶系中的 CAT活性降低,同时

使 MDA含量增加。而胞内的 ROS含量亦有所增

加。胞内的抗氧化酶系 (CAT、GSH-Px和 SOD)蛋

白表达水平下降。这些结果表明富勒烯是通过引起

人胚肝细胞内的氧化损伤产生其肝毒性作用的。

通讯作者简介:张静姝 ( 1975— ), 女, 天津市疾病预防控制

中心毒理室主任,副研究员, 主要从事环境毒理和食品毒理

学研究,在国内外期刊发表论文近 20篇。
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