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多壁碳纳米管活化 A549细胞核
转录子 2κB的机制
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摘要　探讨多壁碳纳米管对人肺上皮细胞 A549核转录因子 2κB (NF2κB)活性的影响及其活化机制. 不同浓

度的多壁碳纳米管作用于 A549细胞后 , 用活性氧 (ROS)敏感探针 2′, 7′2二氯荧光素二乙酸酯结合流式细胞
仪检测细胞内氧化应激状态 ; 用凝胶电泳迁移率改变这一分析技术检测 A549细胞 NF2κB DNA结合活性 ;

用蛋白印迹检测 A549细胞 NF2κB p65蛋白和 IκBα蛋白表达 ; 用免疫荧光结合共聚焦显微镜观察 A549细胞

NF2κB p65蛋白的核转位情况. 结果表明 ,多壁碳纳米管诱导 A549细胞内 ROS过量产生和 NF2κB DNA结合

活性 ; 同时伴有 p65蛋白核移位和 IκBα蛋白胞浆降解. 抗氧化剂 N 2乙酰半胱氨酸 (NAC)可抑制多壁碳纳米

管诱导的 A549细胞内 ROS产生、NF2κB DNA结合活性、p65蛋白核移位以及 IκBα蛋白降解. 结果表明 ,多

壁碳纳米管可以通过诱导 A549细胞氧化应激机制从而活化核转录因子 NF2κB活性.
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碳纳米管 (CNTs)因具有独特的导电性、磁性、力学强度和柔韧性等优异性能 , 使其在疾病诊断、

药物传输以及生物材料等生物医药领域显示出潜在应用前景 [ 1, 2 ]
. 然而 ,流行病学研究发现 ,环境大气

中的颗粒浓度和颗粒物尺寸与人肺或心血管疾病的发生率之间有密切联系 , 且致病作用的主要成分是

直径小于 100 nm的纳米颗粒 [ 3 ]
. 由于现今在生产和使用 CNTs的同时对机体的防护措施还远未达到规

范的要求 , 因此 , CNTs的生产及其在生物医药领域的应用可能对环境及人体健康带来危害 [ 4, 5 ] .

CNTs因小尺寸和大比表面积 , 使其具有很强的表面活性 , 可由此产生独特的生物毒理效应 [ 5 ] . 多

壁碳纳米管 (MWCNTs)能诱导肺慢性炎症、纤维化及多发性肉芽肿等 [ 6 ]
, 可促进肺巨噬细胞 TNF2α,

IL28和 IL21β等细胞因子释放 [ 6, 7 ]
,并能诱导人表皮纤维细胞 [ 8 ]及 T细胞 [ 9 ]等的凋亡 ; 利用蛋白组学技

术的研究 [ 7 ]发现 , MWCNTs可以导致细胞应激、周期调节及细胞代谢等基因的活化 ; Pacurari等 [ 10 ]最

近发现 , MWCNTs可激活肺间皮瘤产生相关的细胞外信号调节激酶 ( ERK1 /2)及 p38激酶.

研究表明 , 纳米颗粒毒性效应存在氧化应激机制 [ 4, 5 ]
. 核转录因子 2κB (NF2κB )是受氧化应激敏感

调节的重要转录因子 , 它参与调节炎症、免疫反应及细胞增殖和转化等基因转录 [ 11 ] . NF2κB通常以
p50 /p65和 IκBα三聚体形式以非活性状态存在于细胞质中. 当受到细胞外信号刺激时 , IκBα蛋白发

生磷酸化并降解 , 从而释放 NF2κB p50 /p65二聚体 , 使其转位进入细胞核与靶基因序列结合 , 诱导炎

症相关基因的表达 [ 11, 12 ]
. 已有研究表明 , 单壁碳纳米管 ( SWCNTs)诱导细胞毒性机制与氧化应激和

NF2κB活化有关 [ 13, 14 ]
. 根据已报道的 MWCNTs毒性效应 ,推测 MWCNTs也可能存在 NF2κB活化机制.

为此 , 本文探讨了 MWCNTs对 NF2κB活性的影响 , 并研究了氧化应激在 NF2κB活化中的作用.
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1　实验部分

1. 1　试剂与仪器

MWCNTs购自深圳纳米巷. 参照文献 [ 15, 16 ]方法对 MWCNTs进行纯化 , 其纯度和理化性质均已

表征明确 [ 16, 17 ] . 人肺上皮细胞 A549购自中国科学院上海生命科学研究院 ; Dulbecco′s modified Eagle

medium (DMEM )培养基购自 Gibco公司 ; 胎牛血清 ( FBS)、2′, 7′2二氯荧光素二乙酸酯 (DCFH2DA )、γ2
[

32
P ]ATP标记和 Sephadex G225购自 Invitrogen公司 ; 抗 p65抗体、抗 IκBα抗体、抗β2actin抗体、抗

PARP抗体和 A lexa fluor 4882IgG二抗购自 Santa Cruz公司 ; N 2Acetylcysteine (NAC)购自 Sigma公司 ;

Enhanced chem ilum inescence ( ECL)试剂盒购自 Pierce公司.

美国 B io2Rad 680酶标仪 ; Axiovert 200荧光倒置显微镜 (Carl Zeiss公司 ) ; Coulter Ep ics XL流式细

胞仪 (Beckman公司 ) ; Tcs SP5激光共聚焦显微镜 (Lecia公司 ).

1. 2　实验过程

1. 2. 1　细胞培养及细胞内活性氧 (ROS)的检测　将 A549细胞培养于 10%胎牛血清、100 U /mL氨苄

青霉素及 100μg/mL链霉素的 DMEM培养基中 , 置于 37 ℃、湿化的 5% CO2孵箱中培养. 待 A549细

胞生长至 80%～90%汇合状态时 , 加入不同浓度的 MWCNTs分散液处理. MWCNTs分散液参照文献

[ 17 ]的方法用超声分散法制备. MWCNT分散液每次实验前新鲜配制 , 超声 5 m in, 充分混均后使用.

参照文献 [ 13 ]方法 , 用荧光探针 DCF2DA结合流式细胞术测定细胞内 ROS水平. DCF2DA进入细胞

后 , 经酯酶作用脱去二酯生成 2′, 7′2二氯氢化荧光素 (DCFH ) , DCFH被超氧阴离子和过氧化氢等氧

化 , 生成发荧光的 2′, 7′2二氯荧光素 (DCF) , 测得的 DCF荧光强度即可反映细胞 ROS水平.

1. 2. 2　凝胶电泳迁移率实验 ( EMSA ) 　参照文献 [ 12 ]方法制备细胞核提取物. NF2κB同序双链寡核
苷酸探针序列为 5′2AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC23′, 5′端以γ2[

32
P ]ATP标记 , 用 Sephadex G225纯

化标记的寡核苷酸. 参照文献 [ 14 ]方法 ,再用 EMSA法测定 NF2κB DNA的结合活性. 同时在反应体系

中加入 100倍未标记的 NF2κB寡核苷酸探针进行特异性竞争试验.

1. 2. 3　细胞免疫荧光检测　用 4%多聚甲醛对细胞爬片进行固定后 , 以 5%BSA /0115% Triton X2100

封闭液室温下处理 30 m in. 加抗 p65抗体 (体积比 1∶1000) , 于 4 ℃孵育过夜 ; 加 A lexa fluor 488标记

的二抗 (体积比 1∶400) , 于 37 ℃温育 1 h; 然后用碘化丙啶复染细胞核 , 经漂洗 , 干燥 , 封片后 , 用激

光共聚焦显微镜观察和照相.

1. 2. 4　蛋白印迹分析　参照文献 [ 12 ]方法 , 提取 MWCNTs处理后的 A549细胞总蛋白并进行定量 ;

取 50μg蛋白样品经 12%的 SDS2PAGE电泳、PVDF膜电转移及膜封闭后 , 与抗 p65抗体、抗 IκBα抗

体、抗β2actin抗体及抗 PARP抗体于 4 ℃孵育过夜 ,然后与相应的二抗室温孵育 2 h; 最后在暗室中用

ECL试剂盒进行化学发光法显影.

1. 2. 5　统计学分析 　采用 SPSS 1010统计软件对各组数据进行 ANOVA单因素方差分析 , 采用

Student′s Newman2Keuls方法对多组数据进行比较 , 将 p < 0105定义为有显著性差异.

2　结果与讨论

2. 1　MW CNTs诱导 A549细胞内活性氧 ( RO S)产生

富勒烯 C60、SWCNTs、量子点和超细颗粒物等能够诱导细胞产生 ROS, 影响机体抗氧化剂防御机

制 [ 3, 4, 18 ]
. 细胞 ROS的产生被认为是纳米生物毒性效应的重要机制之一. CNTs可以引起细胞的凋亡、

周期改变、黏附力下降及肉芽肿形成等多种损伤 , 其机制可能与 CNTs诱导细胞氧化应激有关 [ 5 ]
. 为

证实 MWCNTs对 A549细胞的氧化应激诱导效应 , 我们采用荧光探针 DCF2DA染料检测细胞 ROS的变

化. 结果表明 , 当 DCF2DA进入细胞后 , 经酯酶作用脱去二酯生成 2′, 7′2二氯氢化荧光素 (DCFH ) ,

DCFH被超氧阴离子和过氧化氢等 ROS氧化 , 生成发绿色荧光的 2′, 7′2二氯荧光素 (DCF) , 检测 DCF

荧光的强弱即可反映细胞 ROS水平 [ 13 ]
.

通过流式细胞仪 (图 1)和共聚焦显微镜 (图 2)测定 A549细胞内 DCF的荧光强弱 , 结果显示 ,
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F ig. 1　RO S genera tion in A549 cells exposed to

MW CNTs m ea sured by flow cytom etery

MWCNTs在 0～100μg/mL剂量范围内作用 6 h后 ,

A549细胞 ROS产生剂量依赖效应 ; 用抗氧化剂

NAC或 GSH预处理细胞则可显著抑制 MWCNTs诱

导 A549细胞 ROS的产生 (图 3 ) , 这些结果与

MWCNTs作用于肺间皮细胞 [ 10 ]、巨噬细胞 [ 19 ]和鼠

胚胎干细胞 [ 15 ]等观察到的氧化应激效应一致. 研

究表明 , MWCNTs与细胞接触后能快速进入细

胞 [ 20 ]
, 并可直接靶向损伤线粒体 , 诱导线粒体膜电

位去极化 [ 16, 19 ]
, 这可能是 MWCNTs致细胞过量产

生 ROS的重要机制.

F ig. 2　Fluorescence m icroscop ies( A1—A4 ) w ith DCF sta in ing( B)

(A1 ) Control; (A2 ) 50μg/mL MWCNTs; (A3 ) 100μg/mL MWCNTs; (A4 ) H2O2. (B) 3 p < 0105, 3 3 p < 0101 vs.

untreated control. ρ(MWCNTs) / (μg·mL - 1 ) : a. 0; b. 50; c. 100. d. H2O2.

F ig. 3　Effects of NAC and GSH on MW CNTs2induced

RO S genera tion in A549 cells

ρ(MWCNTs) / (μg·mL - 1 ) : a. 0; b. 50; c. 100.

3 p < 0105, 3 3 p < 0101 vs. untreated control.

　F ig. 4　Effects of MW CNTs on NF2κB activa tion in

A549 cells a ssessed by EM SA

ρ(MWCNTs) / (μg·mL - 1 ) : a. 0; b. 50; c. 100.

d. LPS; e. competitor.

2. 2　MW CNTs诱导 A549细胞 NF2κB D NA结合活性

纳米颗粒经呼吸道进入体内后 , 通常先引起肺组织发生氧化应激反应 , 并诱导前炎症基因表达 ,

促进炎症因子和趋化因子分泌增加 , 进而引发炎症反应 , 导致肺组织损伤 [ 3, 4 ]
. MWCNTs可诱导肺组

织炎症反应 , 促进细胞 TNF2α、IL21β等细胞因子释放 [ 6, 7 ]
. NF2κB是一种参与调节炎症、免疫反应相

关基因转录的重要的转录因子 [ 11, 12 ] . 为此 , 本实验探讨 MWCNTs对 A549细胞 NF2κB活性的影响. 用

不同剂量 MWCNTs处理 A549细胞 2 h后 , EMSA结果 (图 4)显示 , MWCNTs诱导 A549细胞中 NF2κB
DNA结合活性 , 效应呈剂量依赖性. 在竞争抑制试验中 , 加入 100倍未标记同源探针显著抑制 MWC2
NTs诱导的 NF2κB DNA结合活性 , 证实 NF2κB DNA的结合具有高度特异性. 蛋白印迹结果显示 , 随

着 MWCNTs剂量的增加 , A549细胞核 NF2κB p65蛋白表达逐渐增强 [图 5 (A) ]; 而 A549细胞浆 IκBα

蛋白则随着 MWCNTs剂量的增加逐渐降解 [图 5 (B) ]. 这些结果与 SWCNTs作用于上皮细胞系 HaCaT
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后活化 NF2κB的研究结果相似 [ 14 ]
. 结合已报道的结果 [ 6, 7 ]

, 推测 MWCNTs活化 NF2κB途径可能是诱
导炎症反应的重要信号机制.

F ig. 5　Effects of MW CNTs on the levels of nuclear p65( A) and cytopla sm ic IκBα( B)

determ ined by W estern blotting

ρ(MWCNTs) / (μg·mL - 1 ) : a. 0; b. 50; c. 100. d. LPS.

2. 3　RO S在 MW CNTs诱导 NF2κB活性中的作用

在胞外刺激信号如细胞因子和脂多糖等作用下 , 细胞内过量产生的 ROS可作为重要的信号分子

F ig. 6　 Inh ib itory effects of NAC on MW CNTs2in2
duced NF2κB activa tion m ea sured by EM SA

参与 NF2κB, AP21和 MAPK激酶等信号转导通路活

化 , 激活转录因子调节基因表达 , 从而促进细胞增

殖、分化以及炎症反应等 [ 11, 12 ]
. 结果表明 , MWCNTs

可诱导 A549细胞氧化应激和 NF2κB活性. 为了进一

步明确 ROS在 MWCNTs诱导 A549细胞 NF2κB活性
中的作用 , 以抗氧化剂 NAC预处理 A549细胞 30

m in, 用 EMSA检测 A549细胞 NF2κB DNA结合活性

状态. 从图 6可以看出 , NAC能明显抑制 MWCNTs对

A549细胞 NF2κB DNA的结合活性 ; 通过共聚焦结果

观察到 NAC抑制 A lexa fluor 488荧光标记的 NF2κB
的活性亚单位 p65发生核转移 [图 7 (A ) ] , 进一步证

实了图 6的结果. 蛋白印迹结果 [图 7 (B ) ]表明 , 经

NAC预处理后的 A549细胞、MWCNTs诱导 NF2κB p65蛋白的核转移以及细胞浆 IκBα蛋白的降解均

被抑制. 以上结果提示 , MWCNTs诱导 A549细胞 NF2κB的活化存在氧化应激依赖机制 , 与大气纳米

颗粒 [ 4 ]和 SWCNTs[ 14 ]等激活 NF2κB的机制相似. ROS激活 NF2κB的机制尚不清楚 , 可能与 ROS对

IκBα的化学修饰有关 , 或是通过对其它的转录辅助因子的调节作用来影响 NF2κB的活性 [ 21 ] . MWC2
NTs通过氧化应激机制激活 NF2κB , 为阐明其纳米毒理效应机制提供了新视角.

F ig. 7　Effects of NAC on tran sloca tion of p65 in to the nucleus exam ined by imm unofluorescence confoca lm icroscopy

( A) and on the levels of nuclear p65 and cytopla sm ic IκBα determ ined by W estern blotting( B)
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M ulti2wa lled Carbon Nanotubes Induces Nuclear Factor2κB
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Abstract　 The p resent study was undertaken to exam ine the effects of multi2walled carbon nanotubes

(MWCNTs) on nuclear factor(NF) 2κB activation in human A549 lung ep ithelial cells. Cultured A549 cells

were stimulated with various concentrations ofMWCNTs in the p resence or absence of antioxidants. The intra2
cellular generation of reactive oxygen species(ROS) was detected by means of flow cytometry analysis with a

redox2sensitive fluorescent p robe 2′, 7′2dichlorfluorescein2diacetate. NF2κB activity was measured by electro2
phoretic mobility shift assay ( EMSA ). The p rotein levels of p65 and IκBα were assessed by W estern blot

analysis. Translocation of p65 into the nucleus was exam ined by immunofluorescence confocal m icroscopy.

The results showed increased ROS and NF2κB activity in response to treatment of A549 cells with MWCNTs.

MWCNTs stimulated nuclear translocation of the p65 subunit of NF2κB, IκBα phosphorylation in A549 cells.

Treatment of A549 cells with antioxidants p rior to adding MWCNTs resulted in a significant reduction in ROS

generation, NF2κB activity, p65 translocation and IκBαphosphorylation in A549 cells. These results indicate

thatMWCNTs are able to induce NF2κB activation in A549 cells mediated by oxidative stress.

Keywords　Multi2walled carbon nanotube; Oxidative stress; Nuclear factor2κB
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