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多壁碳纳米管抑制 B=VM+K<* 巨噬细胞的吞噬功能

李!慧!祝!红!闫!莉!谷婧丽!郝!维!曹济民

摘!要!目的!观察多壁碳纳米管"Tf]?>#对巨噬细胞吞噬功能的影响$ 方法!采用常规细胞培养技术培养 (+f%-/.*

巨噬细胞-用流式细胞术定量检测 (+f%-/.* 巨噬细胞吞噬异硫氰酸荧光素标记的大肠杆菌" ê>];PN66AO Y.MBGE8 ;"%#的情

况$ 结果!Tf]?>剂量依赖性地抑制 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌!随着 Tf]?>浓度的增加!(+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌

的量"用平均荧光强度表示#降低$ 此外!Tf]?>抑制 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌亦呈时间依赖性(用 Tf]?>"*)

.

675G#

孵育 (+f%-/.* 细胞 "%F 后!(+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌的量与对照组相比降低了约 *#./'"!4#.#"#!同时参与吞噬活动

的 (+f%-/.* 细胞的百分比也从对照组的 ,$.-'降低到了 ,%./' "!4#.#)#$ 即使用低剂量的 Tf]?>"%)

.

675G#孵育

(+f%-/.* 细胞较长时间"%/F#后!(+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌的量与对照组相比仍降低了约 **."'"!4#.#"#!同时参与吞

噬活动的 (+f%-/.* 细胞的百分比也从 *".%'降低到了 /&./'"!4#.#"#$ 用脂多糖"DVC!"#

.

675G#激活 (+f%-/.* 细胞后!

其吞噬能力明显增强!而 Tf]?>仍可剂量依赖性地抑制 DVC 激活的 (+f%-/.* 细胞的吞噬能力!与 DVC 组相比!Tf]?>

"*)

.

675G#和 DVC 共孵育组吞噬大肠杆菌的量降低了 *#.,'"!4#.#"#$ 结论!Tf]?>可明显抑制 (+f%-/.* 巨噬细胞的吞

噬功能$

关键词!多壁碳纳米管!巨噬细胞!吞噬!大肠杆菌!流式细胞术
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=>74;$#4! ?>@1#4'81! >BBSIAKHAPFAAJJAMPBJ5LGPE;QNGGAO MNKSBR RNRBPLSA" Tf]?># BR PFAWFN6BM[PBPEMJLRMPEBR BJ

(+f%-/.* 5NMKBWFN6AI.A140/.7! ĜBQM[PB5APK[QNILIAO PBcLNRPEPNPEHAG[EOARPEJ[PFAAJJAMPBJTf]?>BR PFAWFN6BM[PBPEMNMPEHE\

PEAIBJ(+f%-/.* 5NMKBWFN6AIBR ê>];PN66AO Y.MBGE8 ;"%.B17C%47!Tf]?>ERFESEPAO PFAWFN6BM[PBPEMNMPEHEP[BJ(+f%-/.* MAGGI

ER NPE5A;NRO MBRMARPKNPEBR ;OAWAROARP5NRRAK.+GBR6QEPF PFAERMKANIAIBJERMLSNPEBR PE5ANRO Tf]?>MBRMARPKNPEBR! PFA5ANR JGLB\

KAIMARMAERPARIEP["T̂ e# BJWFN6BM[PBIAO Y.MBGEERIEOAPFA(+f%-/.* MAGGIOAMKANIAO! EROEMNPER6NOAMKANIAER PFARL5SAKIBJAR6LGJAO

Y.MBGE#.eR NOOEPEBR! PFAWAKMARPN6ABJ(+f%-/.* MAGGIWNKPEMEWNPAO ER PFAWFN6BM[PBIEIQNINGIBKAOLMAO S[Tf]?>.+JPAKMAGGIQAKA

PKANPAO QEPF Tf]?>"*)

.

675G# JBK"%F! PFAT̂ eQAKAOAMKANIAO S[*#./' "!4#.#" HIMBRPKBG6KBLW#! NRO PFAOAHBLKER6WAKMARPN6A

BJ(+f%-/.* MAGGIQNIOAMKANIAO JKB5,$.-' PB,%./' "!4#.#)#.eRMLSNPEBR BJ(+f%-/.* MAGGIQEPF Tf]?>NPNGBQAKMBRMAR\

PKNPEBR "%)

.

675G# SLPNGBR6AKPE5A"%/ F# NGIBKAOLMAO PFAT̂ eS[**."' "!4#.#" HIMBRPKBG6KBLW# NRO PFAOAHBLKER6WAKMARPN6A

"JKB5*".%' PB/&./'! !4#.#"#.fFAR PFA(+f%-/.* MAGGIQNINMPEHNPAO S[DVC ""#

.

675G#! Tf]?>MBLGO IPEGGMBRMARPKNPEBR ;

OAWAROARPG[ERFESEPPFAWFN6BM[PBPEMJLRMPEBR BJ(+f%-/.* MAGGI! Tf]?>NP*)

.

675GKAOLMAO PFAT̂ eS[*#.,' "!4#.#" HIDVC

NGBRA#.,/(#%C7'/(!Tf]?>ILWWKAIIAIPFAWFN6BM[PBPEMJLRMPEBR BJ(+f%-/.* 5NMKBWFN6AI.

D13 E/;.7!TLGPE;QNGGAO MNKSBR RNRBPLSA- (+f%-/.* 5NMKBWFN6AI- VFN6BM[PBIEI- ê>];PN66AO Y.MBGE- ĜBQM[PB5APK[

!!碳纳米管由石墨烯片卷曲而成!根据石墨烯片的

层数!可以将碳纳米管分为多壁碳纳米管 "5LGPE;

QNGGAO MNKSBR RNRBPLSA!Tf]?># 和单壁碳纳米管

"IER6GA;QNGGAO MNKSBR RNRBPLSA!Cf]?>#$ 碳纳米管

重量轻'比表面积大!是研制药物递送载体的良好材

料!因其展示的较高的稳定性和良好的生物相容性!

在生物医学领域显示出了无限的应用前景
)"!%*

$ 有

研究报道!碳纳米管对骨细胞的增殖分化及骨组织的

生成具有明显的促进作用!能促进神经再生和减少神

经组织瘢痕的产生
)&!/*

$ 随着对碳纳米管研究的深

入!其生物安全性方面的报道也逐渐受到重视
)) 0$*

$

虽然碳纳米管对生物有一定的毒性作用!但其在生物

医学应用领域仍被寄予厚望$ 目前生物学界对碳纳

米管的免疫细胞效应仍知之甚少$ 本工作以来源于

小鼠的 (+f%-/.* 巨噬细胞系作为吞噬细胞模型!

采用荧光素标记的大肠杆菌 Y.MBGE8 ;"%" ê>];Y.

MBGE8 ;"%#作为吞噬体系!重点研究了 Tf]?>对巨

噬细胞吞噬功能的影响$ 考虑到碳纳米管的可能毒

性与剂量和作用时间的关系!笔者观察了不同浓度和

不同作用时间的多壁碳纳米管的功效$

材料与方法

".细胞和试剂((+f%-/.* 巨噬细胞系':AWAI'3TYT"高

糖#培养基'双抗"含青霉素和链霉素#及 VXC 缓冲液购自中

国医学科学院基础医学研究所细胞中心-胎牛血清购自 9ESMB

公司"=C+#-- 孔板'"% 孔板等细胞培养耗材购自 ]BKRER6公

司"=C+#-荧光标记的大肠杆菌吞噬试剂盒 "H--,/ U[SKNRP

/

VFN6BM[PBIEI+IIN[ ÈP#购自 TBGAMLGNKVKBSAI公司"=C+#$

%.流式细胞术(常规培养 (+f%-/.* 细胞-选取对数生长

期的 (+f%-/.* 细胞!用 #.%)'的胰酶消化成单个细胞!加

入 3TYT培养基终止消化!"###K75ER 离心 )5ER!弃掉上清

液!重新加入 3TYT完全培养基充分重悬细胞$ 调整细胞浓

度为 ) n"#

)

75G!接种到 "% 孔细胞培养板中!每孔接种 "5G!

&*m培养$ 观察不同浓度 Tf]?>对 (+f%-/.* 吞噬能力的

影响(实验设置 ) 个浓度!Tf]?>的浓度分别为 #"对照组#'

"#'%)')# 和 *)

.

675G$ 另设流式细胞术的阴性对照组 "即

(+f%-/.* 细胞吞噬无 ê>]标记的 3:;)

$

大肠杆菌 #$

Tf]?>与 (+f%-/.* 细胞共同孵育 "%F$ 观察固定浓度

"%)

.

675G#Tf]?>'不同作用时间对 (+f%-/.* 细胞吞噬能

力的影响(实验设置 ) 个时间点!分别为 #"对照组#'/'*', 和

%/F$ 另设流式细胞术的阴性对照组$ 观察 Tf]?>对活化

的 (+f%-/.* 细胞吞噬能力的影响(实验设置 ) 个组!分别为

对照组"不加 Tf]?>!也不加 DVC#! DVC 组"DVC "#

.

675G#!

DVC iTf]?>%)

.

675组!DVC iTf]?>)#

.

675G组!DVC i

Tf]?>*)

.

675G组!每组中的相应处理因素 "DVC!Tf]?>#

均与 (+f%-/.* 细胞共孵育 "-F$ 另设流式细胞术的阴性对

照组$ 观察 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌(参照荧光素 ê>]

标记大肠杆菌吞噬试剂盒的给定方法!解冻 #.)5G:XCC 缓冲

液!并与 ê>]标记的大肠杆菌"Y.MBGE8 ;"%#干粉充分混匀!

移入含 /.)5G去离子水的棕色瓶中!超声混匀直至大肠杆菌

微粒充分分散!于 "% 孔板中每孔加入 %#

.

G微粒!阴性对照组

加入不带荧光标记的 3:;)

$

大肠杆菌$ 然后 &*m避光孵育

%F!吸弃上清!每孔加入 %##

.

G台盼蓝" W:/./#!反应 "5ER 以

淬灭多余的 Y.MBGE8 ;"% 微粒$ 用 VXC 洗 & 次!收集细胞!加

入 )##

.

GVXC 充分重悬成单细胞悬液!用 %## 目筛网过滤后!

再用 +MMLKE

/

]- 流式细胞仪"美国 X3公司生产#检测荧光强

度$ 每个样本获取 "#### 个细胞进行分析!已被吞噬的 Y.MB\

GE8 ;"% 的荧光强度检测!采用激发波长 /$)R5!吸收波长

)&#R5$ 计算吞噬指数!即 (+f%-/.* 细胞吞噬 ê>];PN66AO

Y.MBGE8 ;"% 的平均数量!用平均荧光强度 " T̂ e# 表示(

T̂ ej" ê

IN5WGA

;̂ e

RA6NPEHA

# 7̂e

RA6NPEHA

$ 公式中! ê

IN5WGA

表示样本的

荧光强度!即 (+f%-/.* 吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"% 后的荧光

强度- ê

RA6NPEHA

表示阴性对照组的荧光强度!即细胞吞噬 3:;

)

$

后的荧光强度$ 此外!笔者也关注了参与吞噬活动的

(+f%-/.* 细胞的百分比情况!用以反映整个 (+f%-/.* 细

."%.
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胞群体中参与吞噬活动的细胞比例$

&.统计学方法(用 CVCC %%.# 统计学软件进行分析!数据

用均数 <标准差"H<2#表示$ 两组比较用分组检验!多组比

较用方差分析进行统计学处理$ 以 !4#l#) 为差异有统计学

意义$

结!!果

".Tf]?>剂量依赖性地抑制 (+f%-/.* 细胞

的吞噬功能(流式细胞术结果如图 " 所示!对照组的

(+f%-/.* 细胞对 ê>]标记的大肠杆菌有一定的吞

噬能力$ 随着 Tf]?>浓度的递增 " "#'%)')# 和

*)

.

675G#!(+f%-/.* 细胞吞噬 ê>];PN66AO Y.MBGE

8 ;"% 的量"用平均荧光强度 T̂ e表示#逐渐降低!与

对照组相比分别降低了约 "*.#' "!4#.#) #'

/-l-''-%.)'和 *#./'"!4#.#"#$ 参与吞噬活动

的细胞百分比也从对照组的 ,$.-'降低到 Tf]?>

*)

.

675G组的 ,%./'"!4#.#)#$

图 )"流式细胞术显示 AV,FR浓度依赖性地抑制 B=VM+K<* 细胞对大肠杆菌的吞噬能力

+0Y.不同浓度的 Tf]?>对 (+f%-/.* 细胞吞噬荧光标记大肠杆菌 " ê>];Y.MBGE8 ;"% #的影响-阴性对照组为

(+f%-/.* 细胞吞噬无 ê>]标记的 3:;)

$

大肠杆菌的情况-对照组为无任何处理的 (+f%-/.* 细胞吞噬荧光标记大肠

杆菌的情况- .̂以对照组的 T̂ e为 "##'!根据 +0Y所得到的统计图!表示不同浓度 Tf]?>组吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"%

的荧光强度百分比!与对照组相比!

"

!4#.#)!

""

!4#.#"

!

!!%.Tf]?>时间依赖性地抑制 (+f%-/.* 细胞

吞噬大肠杆菌的能力(随着 Tf]?>孵育时间的延长

"/'*','%/F#!(+f%-/.* 细胞吞噬荧光标记大肠杆

菌" ê>];Y.MBGE8 ;"%#的量"用平均荧光强度 T̂ e

表示 # 逐渐降低! 与对照组相比分别降低了约

%$l/''/*.$''-&.%'和 **."'"!均 4#l#"#$ 参

与吞噬活动的细胞百分比也逐渐降低!分别为对照组

*".%'' Tf]?> /F 组 -,.*'' Tf]?> *F 组

-)l"'' Tf]?> ,F 组 )%.#'' Tf]?> %/F 组

/&l/'"!4#.#)#!详见图 %$

&.Tf]?>对活化的 (+f%-/.* 细胞的吞噬功

能的抑制作用(被 DVC""#

.

675G#激活的 (+f%-/.*

细胞与静息 (+f%-/.* 细胞相比!吞噬 ê>];PN66AO

Y.MBGE8 ;"% 的平均荧光强度" T̂ e#升高了约 %.-%

倍"!4#.#"#$ Tf]?>能够抑制活化的 (+f%-/.*

细胞的吞噬能力!且随着 Tf]?>浓度的升高 "%)'

)#'*)

.

675G#!活化的 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌

的量逐渐减少-参与吞噬的细胞百分比也逐渐降低!

分别为(对照组 -/l%'!DVC 组 ,"."' "与对照组相

比!!4#.#" #!DVC iTf]?>%)

.

675G组 $)./'!

DVC iTf]?>)#

.

675G组 *).%'!DVC iTf]?>

*)

.

675G组 *#.*'"& 组分别与 DVC 单独作用相比!!

均 4#.#"#!详见图 &$

.%%.
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图 M"流式细胞术显示 AV,FR时间依赖性地抑制 B=VM+K<* 细胞吞噬大肠杆菌的能力

+0Y.固定浓度"%)

.

675G# Tf]?>孵育不同时间!对 (+f%-/.* 细胞吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"% 的影响- .̂Tf]?>不

同孵育时间!(+f%-/.* 吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"% 大肠杆菌 T̂ e占对照的百分比统计图-与对照组相比!

"

!4#.#"

!

图 P"AV,FR抑制活化的 B=VM+K<* 细胞的吞噬功能

+.对照组-X.用 DVC""#

.

675G#激活的 (+f%-/.* 细胞吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"% 的情况-]0Y.不同浓度的 Tf]\

?>和 DVC 共同作用 (+f%-/.* 细胞 "-F 后!(+f%-/.* 细胞吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"% 的情况-图 ]0Y中未显示

对照组- .̂活化的 (+f%-/.* 细胞吞噬大肠杆菌 T̂ e占对照的百分比统计图!以对照组的 T̂ e为 "##'-与对照组

相比!

"

!4#.#"-与 DVC 组"DVC iTf]?>#

.

675G#相比!

r

!4#.#)!

rr

!4#.#"

!

.&%.

!!医学研究杂志!%#"/ 年 "" 月!第 /& 卷!第 "" 期 !论!!著!!



讨!!论

随着碳纳米管在工程学'生物学和医学方面应用

的迅速普及!人类和动物接触和摄入碳纳米管的概率

也在增加!这势必增加了碳纳米管生物危害性的风

险
),*

$ 生物体对外源性入侵物质"如碳纳米管#的第

一道防线是免疫系统!巨噬细胞吞噬异物是免除异物

伤害的关键因素之一
)"#*

$ 巨噬细胞与外源性异物的

相互作用有两个方面!一方面是巨噬细胞吞噬和清除

异物!另一方面是外源性异物"如碳纳米管#对巨噬细

胞产生可能的伤害作用或其他效应!而对这种伤害作

用或其他效应目前所知甚少$ 有研究发现!Tf]?>聚

集在小鼠肺部能够引起显著的促纤维化反应和炎症!

而且能触发 (+f%-/.* 细胞产生 :

%

2

)""*

%

$ 每天 -F 将

大鼠暴露在Tf]?>气雾剂中!两周后支气管肺泡灌洗

液中的中性粒细胞'肺泡巨噬细胞'白蛋白的量明显增

多
)"%*

$ 也有报道称!小鼠吸入 Tf]?>后!肺泡巨噬细

胞内发现Tf]?>颗粒!而且一定浓度的 Tf]?>能够

减弱 ?̀ 细胞的功能!导致免疫抑制!如>细胞依赖的抗

体应答和>细胞的增殖能力降低
)"&*

$ 由此可见!巨噬细

胞在碳纳米管引起的机体免疫应答起到重要作用$ 但

未见Tf]?>对巨噬细胞吞噬功能影响的报道$

本工作重点研究了多壁碳纳米管对小鼠巨噬细

胞系 (+f%-/.* 细胞的吞噬功能的影响$ 笔者观察

了不同的 Tf]?>浓度和不同的 Tf]?>孵育时间

对静息 (+f%-/.* 细胞吞噬功能的影响$ 研究发

现!Tf]?>能够进入 (+f%-/.* 细胞!这与之前的

研究结果相一致
)"&*

$ 同时笔者发现 Tf]?>能够显

著减弱 (+f%-/.* 细胞吞噬 ê>];Y.MBGE8 ;"% 的

能力!且呈现明显的浓度和时间依赖性$ 研究中笔者

还比较了静息和 DVC 激活两种状态下!(+f%-/.* 细

胞吞噬功能的变化$ 结果显示!(+f%-/.* 细胞在没

有受到吞噬刺激因子 DVC 激活的状态下!也具有一

定的吞噬能力$ 用 DVC 激活的 (+f%-/.* 细胞!其吞

噬能力明显增强!这与预期和报道的结果一致
)"/*

$

Tf]?>能够削弱 DVC 对吞噬的刺激作用!即 Tf]?>

同样能够抑制激活的 (+f%-/.* 细胞的吞噬能力$

VEINREM等
)")*

在 V]"% 神经细胞上发现 Â

%

2

&

纳

米材料对细胞骨架的破坏作用$ :LNR6等
)"-*

发现!

长棒行单分散介孔碳纳米管使微丝断裂成无序状而

在细胞膜附近皱缩破坏!从而破坏 +&*) 黑素瘤的细

胞骨架$ 笔者认为 Tf]?>进入巨噬细胞后可能由

于其三维结构的原因!对细胞骨架产生了一定的影

响!进而阻碍了巨噬细胞吞噬其他物质$ 但 Tf]?>

究竟如何影响吞噬!以及是否与细胞骨架有关!尚需

进一步探索$

本项研究的主要技术手段是流式细胞术!其优势

在于可以精确定量分析$ 研究结果提示!Tf]?>对巨

噬细胞吞噬功能有抑制作用$ 这一效应在今后的纳米

生物学'纳米毒理学和纳米医学研究方面应引起重视$

志谢#感谢中国医学科学院基础医学研究所许海

燕教授和孟洁副教授提供碳纳米管$
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