
第33卷第3期
2 0 1 g年5月

西安交通大学学报(医学版)

Journal of Xi’an Jiaotong University(Medical Sciences)

V01．33 NO．3

Mav 2012

◇论 著◇

纳米氧化锌对大鼠肝及肝癌细胞的毒性效应

沙保勇1’2，徐峰1‘2，卢天健1

(两安交通人学：1．生物医学工程与生物力学中心；2．生命科学与技术学院，陕西西安71 0049)

摘要：目的研究氧化锌纳米颗粒引致大鼠肝细胞(BRI，3A)和大鼠肝癌细胞(CBRH 791 9)毒性的潜在机制。

方法不同浓度(0．1～100 mg／I．)的氧化锌纳米颗粒与细胞相互作用不同时问(1 2～48 h)后，检测细胞的生存率及细

胞生成的活性氧(ROS)和谷胱甘肽(GSH)浓度的变化。结果 氧化锌纳米颗粒以浓度依赖模式及时间依赖模式诱

导细胞毒性，且大鼠肝癌细胞对氧化锌纳米颗粒的耐受性好于诈常大鼠肝细胞；ROS的浓度变化与GSH浓度变化的

关系及其与细胞生存率变化的关系都呈负相关，即氧化锌纳米颗粒诱导的细胞毒性是通过氧化应激产生作用的。

结论奉研究揭示了纳米颗粒诱导的细胞毒性在不同种类的细胞间存在差异．这一结果有利于准确评估纳米材料对

生物机体的整体毒性效应，并为应用纳米材料科学、合理地治疗肿瘤提供了依据。
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Cytotoxicity of ZnO nanoparticles in rat liver cells and hepatocarcinoma cells

SHA Bao—yon91”．XU Fen91～．IAJ Tian—jianl

(1．Biomedical Engineering and Biomechanics Center；2．College of Life Science and

Technology，Xi’an Jiaotong University，Xi’an 710049，China)

ABSTRACT：Objective To explore the potential cytotoxicity mechanisms of ZnO nanoparticles(NPs)in BRL-

3A(rat liver eell line)and CBRH．7919(rat hepatocarcinoma eelI line)cells．Methods We checked eell viability

after ZnO exposure at varying concentrations(0 l 100 rag／L)and different exposure periods(12 48 h)and

changes in reactive oxygen species(ROS)and glutathione(GSH)levels．Results Compared to the NP-free

controls，ZnO NPs induced cytotoxicity in concentration—dependent and time—dependent manners in both eell lines．

We found high cell viability in CBRH一79l 9 cells．indicating the better tolerance of CBRH-7919 cells to ZnO NPs

than to BRL-3A cells The increased ROS levels had a negative correlation with reduced cell viability and GSH

levels．indicating that ZnO NPs could lead to cytotoxicity through oxidative stress in normal and cancer cells

Conclusion These results suggest that there exist different degrees of cytotoxicity induced by ZnO NPs in normal

and cancer cells，which may deserve consideration in future assessment of nanotoxicity and treatment of cancer．

KEY WORDS：ZnO nanoparticle；cytotoxicity；reactive oxygen species(ROS)；glutathione(GSH)

氧化锌(zinc oxide，ZnO)纳米颗粒(nanoparti—

cles，NPs)作为一种有巨人实川前景的纳米材料，越

来越多的融入到我们的日常生活中口]。从znO纳米

产品中散布出来的NPs能进入机体并通过直接吞

噬、免疫系统吸收等途径侵入新陈代谢活跃的器官。

肝脏町以清理外来的毒素及体内代谢产生的有毒物

质，消除其对机体的潜在不良影响。作为解毒器官的

肝脏若出现由外来物或病变引致的损伤，必会影响机

体的正常功能口]。肝脏是ZnO NPs沉积的主要部

位口1，而ZnO NPs对癌变肝脏的毒性效应口j视为一

种潜在的癌症治疗手段Ⅲ。因此，有必要开展相关研

究，以正确应对ZnO NPs对正常以及病态肝脏组织

的潜在影响。本文采用大鼠肝细胞株(buffalo rat

liver cell line，BRL一3A)和大鼠肝癌细胞株(rat hep—

atoearcinoma cell line，CBRH 7919)来评价Zn0

NPs的毒性效应，通过检测细胞生存率来评估纳米
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材料的生物毒性，并通过测量活性氧(reacdve oxy—

gen species，ROS)及谷胱甘肽(glutathione，GSH)

的浓度变化等指标来阐述ZnO NPs诱导细胞毒性的

潜在机制。

1材料与方法

I．I 材料 RPMI一1640培养基和胎牛血清(fetal

bovine serum，FBS)购自Hyclone；细胞培养皿及96

孔板购自NUNC；胰酶(Typsin)及MTT[3-(4，5-二

甲基噻唑一2)一2，5-二苯基四氰唑溴盐]购自Amreseo。

ROS及GSH酶联免疫吸附试剂盒购自南京建成生

物工程公司；ZnONPs购自北京纳辰公司。

I．2 ZnO NPs特征检测将ZnO NPs垂悬于PBS

(phosphate buffer)缓冲液中，以i 500 r／min的速度

震荡1 min后，用透射电子显微镜(TEM，H一600．西

安交通大学医学院)观察纳米ZnO的形态。相同实

验条件下，ZnO NPs的粒径大小及粒径分布情况由

马尔文粒度仪(Zetasizer Nano zs90)检测得到。

I．3纳米ZnO最液的制备ZnO NPs在使用前经

140℃干热灭菌5 h。灭菌后的ZnO NPs用PBS缓

冲液(pH=7．3)悬浮．配成不同质量浓度(0．1、0．5、

1、5、10、50、100mg／L)的悬液。将NPs悬液加入到

细胞培养液前。采用超声波仪超声30 min，以防止

ZnO NPs产生凝聚现象。

1．4细胞培养BRL-3A细胞株和CBRH-7919细

胞株购自中国科学院上海典型培养物保藏细胞库。

BRI．-3A细胞生长需要RPMl-1640培养基添加100

mL／I，的胎牛血清；CBRH一7919细胞需要RPMI一

1640培养基添加200 m1．／i．的胎牛血清。细胞培养

条件是37℃和50mL／l，Cq。

1．5细胞与纳米材料的相互作用 培养好的细胞用

细胞计数板计数后．将细胞悬液加入96孔板，细胞密

度为300个细胞／mm2。对于每种细胞，待细胞贴壁

后(4 h)，加入10“L灭菌后的ZnONPs悬液，质量浓

度分别为0．1、0．5、1、5、10、50、100 mg／L。然后，经

12，24、36、48 h培养后，弃去培养液，终止细胞与纳米

材料的相互作用，检测细胞生存率。对同一种细胞而

言．不同浓度、不同时间的单个实验点，其重复孔数为

6个，共进行3次单独实验，重复的孔数总计为18

个。所有实验以正常生长状态下(无NPs)的肝／肝癌

细胞为对照。

1．6细胞活性的检测待细胞与NPs共同解育预先

设计的时间后，取出96孔培养板，弃去培养液．用PBS

缓冲液轻轻洗细胞3次。用MTT法检测细胞活性，

用酶联免疫检测仪(Multiskan Go)测量570 nm处的

吸光值(A)，并以630 nm处的A值为参照。采用拟

合曲线计算ZnO NPs对BRL-3A和CBRH-7919细

胞的半致死浓度(ICS0)[s]。

1．7 ROS和GSH浓度的检测待细胞与不同浓度

(o．1、1、10、100 mg／I，)的ZnO NPs共同孵育24 h

后．用ROS及GSH酶联免疫吸附试剂盒检测细胞中

ROS和GSH的浓度变化情况。用酶联免疫检测仪测

量450 ilm处的A值。由标准品^值读数绘制标准曲

线．根据曲线计敷相对应的ROS及GSH浓度。

I．8统计学分析采用SPSSl3．0统计软件进行统

计学分析，数据以平均值±标准差(f士s)表示，进行

方差分析和t检验。P值小于0．05被认为差异具有

统计学意义。

2结 果

2．1 ZnO NPs的特征图1A为ZnO NPs的透射

电镜观察结果，显示ZnO分散均匀。相同实验条件

下，采用马尔文粒度仪测量得到的ZnO NPs的粒径

及粒径分布情况如图1B所示．纳米ZnO粒径平均值

为(36．7±1．2)am。

围l ZnONPs的蓬射电镜形态器粒径分布

Fig．1 TEM morphology and size distribution of ZnO NPs

A：ZnO NPs的透射电镜形慈；B：ZnO NPs的鞋径分布．

2．2不同浓度的ZnO NPs对细胞生存率的影响

为了检测NPs诱导的生物毒性与纳米材料自身浓度

的关系．7种质量浓度(0．1、0．5、1、5、lO、50、100mg／t．)

的ZnO被添加到BRL一3A和CBRH一7919细胞中，共

同孵育时间为24h。与处于正常生长状态下(未添加

纳米材料)的细胞相比，随着ZnO NPs浓度的增加．
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BRI．一3A和CBRH 7919细胞的生存率逐渐降低，当

ZnO NPs浓度为100 mg／L时，这两种细胞的生存率

百分比数分别降至(20．1±5．8)％和(54．8±5．2)％；

当NPs浓度分别是大于0．5和1 mg／L时，BRL一3A

和CBRH一7919细胞的生存率降低程度出现显著性

差异(图2)。
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图2 ZnO NPs浓度与两种细胞生存率的关系

Fig．2 Dose-dependent toxicity of ZnO NPs in liver cell lines

’BRI。一3A细胞n其对照组；‘CBRH 791 9细胞m其对照组；

5同浓度ZnO NPs刺激后，BRI．一3A与CBRH一7919细胞生存牢之

间的比较，P<0．05。

图2给出的结果表明，与质量浓度为0．1～i00

mg／L的ZnO NPs接触24 h后，肝癌细胞的生存率比

正常肝细胞的要高，且两者之间生存率的差值随ZnO

NPs浓度的增高而变大。当NPs悬液的浓度大于0．5

rag／I。时，经相同浓度悬液处理过的BRL-3A细胞与

CBRH 7919细胞的生存率呈现显著性差异。由计算所

得的IC50值(图3)可知，纳米ZnO刺激细胞24 h后，

CBRH-7919细胞对应的IC50浓度(109．7±15．6)rng／I。

大十BRI。3A细胞的IC50浓度(45．3±6．5)mg／I。。
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ZnONPs孵育时间(h)

图3细胞与ZnO NPs孵育不同时间后的IC50值

Fig．3 IC50 values in 1iver eell lines after different times of

ZnO NPs incubation

+BRI，3A细胞之间；#CBRH～791 9细胞之问，24～48 h孵育与

1 2 h比较，P<O 05。

2．3不同孵育时间后ZnO NPs对两种细胞生存率

的影响 为'r评估孵育时问对NPs细胞毒性的影

响，将BRL 3A和CBRH一7919细胞分别与浓度为

0．1～100 Irtg／／L的ZnO NPs共同培养，孵育1 2、24、

36和48 h后检测细胞生存率(图4)。可见，随孵育

时问的递增，正常生长状态下的细胞与NPs作用后

的细胞相比，其生存率m现显著性差异时的ZnO浓

度呈现递减。图3汇总了4个时间段的ZnO NPs的

IC50值。对同一种细胞而言，纳米材料与细胞孵育

时问越长，导致细胞生存率减半所需的NPs的浓度

越小。两种细胞相较而言，在4个孵育时间段，

CBRH一7919细胞生存率减半所需的NPs浓度均大

于BRL一3A细胞需要的浓度。说明ZnO NPs以时间

依赖模式诱发细胞毒性，且两种细胞对ZnO NPs毒

性的耐受性存在差异。
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图4孵育时间对ZnO NPs诱导细胞毒性的影响

Fig．4 Time-dependent cytotoxicity of ZnO NPs in ceils

A：BRI。一3A细胞；B：CBRH一7 919细胞。与其对应的对照相比较，。P<o 0S。
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2．4 ZnO NPs对细胞ROS浓度的影响细胞ROS

浓度的升高是被广泛接受的纳米材料诱导细胞毒性

的机制之一[6“。目前，已有针对二氧化钛“]、壳聚

糖”1等纳米材料的相关报道。本文采用酶联免疫吸

附试剂盒检测了ROS浓度的变化，发现将BRL-3A

和CBRH 7919细胞与纳米zn0(o．1～100 mg／I，)孵

育24 h后，这两种细胞中的ROS浓度随ZnO NPs

浓度的升高而增大(图5)。与对照组细胞中的Ros

浓度相比，低浓度的纳米ZnO(0．1 mg／L)就能导致

BRL一3A及CBRH一7919细胞ROS浓度的显著增加。

进一步分析发现，经相同浓度的ZnO NPs刺激后，大

鼠肝细胞生成的ROS量要高于肝癌细胞(图5)。

磊≮蟊≮o卜亩喘≮赢 。吾—亩—茹嘣

2．6 ZnO NPs对细胞GSH浓度的影响经ZnO

NPs(0．1～100 rag／L)刺激细胞24 h后。我们检测了

细胞GSH浓度的变化，发现在这两种细胞中，GSH

的浓度随ZnO NPs浓度的升高而降低(图7)。与正

常培养的对照细胞中的GSH浓度相比，BRL-3A和

CBRH一7919细胞中GSH浓度显著降低时所对应的

纳米ZnO的浓度分别是0．1和1 mg／L。经相同浓

度ZnONPs刺激后，大鼠肝细胞GSH的消耗量大于
肝癌细胞(图7)。

细胞GSH质量浓度(mg，L

图7 ZnO NPs刺激细胞后GSH质量浓度的变化

Fig 7 Changes of GSH levels in liver cell lines after ZnO

NPs exposure

’BRL-3A细胞w其对照组；5CBRH-7919细胞们其埘照组；

‘相同维度的纳米材料刺激后tBRI一一3A与CBRH 79】9细胞GSH

浓度变化情况的比较，P<0．05。

2．7 ROS浓度增加与GSH浓度降低之间的关系

对ROS及GSH浓度变化情况的进一步分析发现．

经不同浓度的ZnO NPs(0 1～100 mg／L)刺激两种

细胞后，ROS浓度的升高与GSH浓度的降低也存在

一定的负相关性，BRL一3A及CBRH 7919两种细胞

所对应的Rz值分别是0．94和0．97(图8)。
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的毒性效应及NPs诱导的不同类型细胞的潜在毒性

差异，发现伴随ZnO NPs浓度的增加及细胞与NPs

孵育时间的延长，两种细胞的生存率均降低。采用酶

联免疫吸附试剂盒检测了ROS浓度的变化，发现经

不同浓度的纳米Zn0刺激细胞后，大鼠肝细胞及肝

癌细胞中的ROS浓度均升高，相对应的两种细胞的

生存率及GSH浓度则降低，ROS浓度与细胞生存率

(图6)、ROS浓度与GSH浓度(图8)的变化皆呈负

相关关系。这表明细胞可能通过消耗GSH来降低

ROS的浓度以维持细胞生存∞1；ROS的积累和GSH

的缺乏会干扰生物氧化一抗氧化平衡，诱导细胞出现

氧化应激状态I⋯，进而诱导细胞凋亡。此外，分散的

NPs可通过内吞作用和膜渗透进入细胞，细胞内的

ZnO可能会影响细胞的正常功能，如让线粒体脱氢

酶功能紊乱。

在相同实验条件下，肝癌细胞对ZnO NPs的耐

受性要好于大鼠肝细胞。不同种类的细胞对相同纳

米材料呈现不同反应的原因有：①遗传物质上存在差

异，该差异可能引发其相应肝功能的特异性变化[10]；

②与以正常速度生长的普通细胞相比，癌细胞的生长

速度更快且能持续分裂，大量增加的癌细胞降低r单

个细胞中积累的NPs的数目，从而增大了肿瘤细胞

对纳米材料引起的细胞毒性的耐受性；③就NPs诱

导细胞毒性的机制而言，普通肝细胞的正常ROS水

平较低，细胞只能小范围地调节氧化应激；由于癌症

细胞具有普通细胞缺少的高效抗氧化酶[1“，其对

ROS的依赖性要高于正常细胞。

总之，通过检测细胞生存率，ZnO NPs的毒性效

应呈现浓度依赖性和时间依赖性，且不同细胞系对

NPs的耐受性不同，CBRH-7919细胞系好于BRI。一

3A细胞系。ROS浓度变化与细胞生存率和GSH浓

度的变化呈负相关，表明ZnO NPs诱导的细胞毒性

是通过氧化应激发生作用的。在本文基础上，我们需

要开展进一步深入研究，如利用细胞打印技术[1“，以

寻找ZnO NPs的肿瘤专一性抑制机制。
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