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$摘要%

"

目的
"

探讨抗坏血酸"

??

#对降低钴"

)4

#诱导的成纤维细胞毒性作用)方法
"

将实验分为空白对照&

)4

%m

&

)4

%m

m

??

&钴纳米粒子"

)4NM<

#&

)4NM<m??

&

??8

个组)

??

提前预处理
"G

)分别用
))Q!

检测
)4NM<

&

)4

%m诱导及
??

处理后细

胞毒性!采用荧光染色技术检测线粒体中活性氧生成!

X@<B@C5H24B

检测相关蛋白表达!实时定量
M)>

检测相关分子
/>N?

水

平)并检测细胞质中细胞色素
)

的水平)结果
"

当使用
)4NM<

和
)4

%m处理细胞后!细胞出现凋亡)

)4NM<

可以明显诱导活性

氧"

>W(

#生成*促凋亡因子"

)0<

7

0<@&

及
O0A

#表达明显升高!而抗凋亡因子
O:2.%

表达减少*细胞色素
)

及细胞凋亡诱导因子

"

?*U

#均表达增加!并从线粒体进入细胞质中*使用
??

预处理后!

)4NM<

所引起的这些改变可被减少)结论
"

??

可以通过减少

>W(

的生成与释放降低
)4NM<

导致的细胞毒性!但不能减弱
)4

%m毒性作用)

$关键词%
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钴*纳米粒子*氧化性应激*细胞凋亡*抗坏血酸
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随着金属对金属"

/@B02.45./@B02

%

J4J

#髋关节置换术的

普及%其不良反应渐渐引起人们的高度重视%如局部软组织反

应及炎性假瘤等*

"

+

$由钴铬合金制成的
J4J

髋关节置换植

入物在体内会释放大量的金属纳米粒子及金属离子*

%

+

$钴纳

米粒子"

:4H02B5054

7

0CB1:2@<

%

)4NM<

#是植入物降解产物的重

要组成部分*

&

+

$因此%钴"

)W

#可能是导致
J4J

髋关节置换

术中不良反应的主要原因$体外实验已经证明%

)W

%m可以导

致氧化损伤&

LN?

损伤&炎症反应及有遗传毒性作用*

=

+

$有报

道称在体外实验中碳化钨
.

钴"

X).)W

#微粒可以诱导细胞凋

亡*

'

+

$通过测定谷胱甘肽"

S(K

#水平的变化%可以发现与微粒

相比%

X).)4NM<

可以产生更高水平的活性氧"

>W(

#%从而产生

更强烈的氧化应激反应$进一步研究表明%在
[O8

细胞上%过氧

化氢酶可以消除大量
>W(

%抑制
X).)4NM<

诱导的线粒体膜通

透性损伤*

8

+

$抗坏血酸"

0<:4CH1:0:1;

%

??

#是一种常用的抗氧化

剂%现已证实增加生理水平的
??

可以抑制细胞内
>W(

水

平*

#

+

$本实验旨在探讨
)4NM<

和
)4

%m对成纤维细胞的毒性作

用机制%并使用
??

降低
)4NM<

和
)4

%m所致的毒性反应$

!

"

材料与方法

!9!

"

材料
"

O02H

)

&R&

细胞购自中国科学院上海生命科学研

究院$

)4NM<

%氯化钴"

)W)"

,%

#和
??

购于
(1

3

/0

公司$抗

体!细胞凋亡诱导因子"

?*U

#%

O:2.%

&

O0A

&

)0<

7

0<@&

&血红素加

氧酶
"

"

KW."

#&

'

.0:B15

购于美国
)@22(1

3

50215

3

R@:G5424

3I

公

司%兔抗及鼠抗购自
(1

3

/0

公司$

RC1̂42

总
>N?

提取试剂&逆

转录试剂盒及
M)>

试剂盒购于
*5E1BC4

3

@5

公司%

M)>

引物购

自
(1

3

/0

公司%

-LR?.N0

% 购于
P1\@(:1@5:@<

公司%细胞色素

)

试剂盒购自上海研谨生物科技公司%

S(K

检测试剂盒来自

碧云天%

))Q!

试剂盒来自日本同仁化学研究所$

!9"

"

方法
"

将
O02H

)

&R&

细胞平均适量接种到
+8

孔板中培

养%每孔约
"$$

*

P

$分别加入
"$$

*

P

含有不同浓度药液的培

养基%分别处理
"%

&

%=

&

=!G

$加入
))Q!

试剂%酶标仪
='$5/

波长测量$将细胞平均适量接种到
8

孔板中%分为如下
8

个

组!对照组&

)4

%m 组&

)4

%m

m??

组&

)4NM<

组&

)4NM<m??

组&

??

组$其中%加入
K

%

W

%

的对照组为阳性对照组$首先

用
'$

*
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)

P??

提前预处理
"G

%然后用
'$

*
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P)4NM<
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重庆医学
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年
%

月第
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卷第
'

期
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基金项目!南通市市级科技计划项目"
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"
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!细胞分别被不同浓度
)4

%m和
)4NM<

处理
=

&

%=

&

=!G

,

L

!各组细胞活性比较,

"

!对照组%

%

!

)W

%m组%

&

!

)W

%m

m??

组%

=

!

)4NM

组%

'

!

)4NM<m??

组%

8

!

??

组,

0

!

!

$

$9$'

%与
)4NM(

组比较,

H

!

!

$

$9$'

%与对照组比较

图
"
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??

对
)4

%m和
)4NM<

处理过的
O02H

*

&R&

细胞的作用

和
'$

*
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)

P)4

%m 分别再处理
%=G

$分别用
))Q!

检测

)4NM<

&

)4

%m诱导及
??

处理后的细胞毒性%使用细胞色素
)

试剂盒检测从线粒体释放到细胞质中细胞色素
)

的水平$采

用荧光染色技术检测线粒体中
>W(

生成%

X@<B@C5H24B

技术检

测相关蛋白表达%实时定量
M)>

技术检测
/>N?

水平的变

化$所有检测重复
&

次$

!9#

"

统计学处理
"

实验数据采用
(R?R?"&9$

软件进行统计

分析%计量资料以
EcK

表示%多组比较采用单因素方差分析

"

45@.]0

I

?NWF?

#%组间比较采用
(NQ

检验%以
!

$

$9$'

为

差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

??

对细胞的保护作用
"

)4NM<

和
)4

%m对细胞的毒性

作用随时间延长而增加%随剂量加大而增加%具有时间和剂量

依赖性%见图
"?

&

O

&

)

$

)4NM<

诱导的毒性作用明显强于

)4

%m

$

)4NM<

和
)4

%m处理
%=G

后%其
*)

'$

值约为
'$

*
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)

P

$

与
)4NM<

组比较%使用
??

预处理可以明显提高细胞的存活

率%差异有统计学意义"

!

$

$9$'

#,而
??

预处理对
)4

%m处理

的细胞存活率无明显影响"图
"L

#$

"9"

"

??

对细胞内
>W(

及
KW."

生成的影响
"

结果显示%

)4NM<

处理
%=G

可以明显增加
>W(

的表达"

!

$

$9$'

#,而使

用
??

预处理可以明显减少
)4NM<

诱导的
>W(

生成"

!

$

$9$'

#,

)4

%m可以轻微地增加
>W(

的水平%

??

只轻微降低

)4

%m诱导的
>W(

水平"图
%?

#$

)4NM<

可以明显诱导
KW."

的表达%差异有统计学意义"

!

$

$9$"

#,使用
??

预处理%可以

明显减少由
)4NM<

诱导的
KW."

的表达"

!

$

$9$'

#,而
)4

%m

对
KW."

表达无影响%见图
%O

$
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?

!

??

对细胞内
>W(

的影响,

"

!对照组,

%

!

)W

%m组,

&

!

)W

%m

m

??

组,

=

!

)WNM(

组,

'

!

)WNM(m??

组,

8

!

K

%

W

%

处理阳性对照组,

#

!

??

组,

O

!

??

对细胞内
KW."

的影响%

0

!

!

$

$9$'

%与对照组比较%

H

!

!

$

$9$'

%与
)4NM<

组比较

图
%

""

??

对细胞内
>W(

及
KW."

生成的影响

"9#

"

??

对细胞内
S(K

生成及细胞色素
)

释放的影响
"

)4NM<

处理可以明显减少
S(K

水平,

??

预处理可以使

)4NM<

组
S(K

降低减弱"

!

$

$9$'

#,而
)4

%m对
S(K

几乎无

影响"图
&?

#$

)4NM<

和
)4

%m都可诱导细胞色素
)

从线粒体

释放进入细胞质中"

!

$

$9$'

#,

??

预处理可以抑制
)4NM<

诱

导的细胞色素
)

的释放"

!

$

$9$'

#,而
??

对
)4

%m无明显作

用%见图
&O

$

""

?

!

??

对细胞内
S(K

的影响,

O

!

??

对细胞内细胞色素
)

的影

响,

"

!对照组,

%

!

)W

%m组,

&

!

)W

%m

m??

组,

=

!

)WNM(

组,

'

!

)WNM(m

??

组,

8

!

??

组,

0

!

!

$

$9$'

%与对照组比较,

H

!

!

$

$9$'

%与
)4NM<

组

比较

图
&

""

??

对细胞内
S(K

生成及细胞色素
)

释放的影响

图
=

""

X@<B@/H24B

检测细胞内
?*U

)

O0A

等蛋白表达

"9$

"

??

对细胞内
O0A

&

O:2.%

及
?*U

&

)0<

7

0<@<&

蛋白表达的

影响
"

)4NM<

和
)4

%m可明显抑制抗凋亡因子
O:2.%

表达%其

中
)4NM<

的抑制作用更明显,使用
??

预处理可抑制
)4NM<

!$8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



对
O:2.%

作用%但对
)4

%m的抑制作用无明显影响$

)4NM<

和

)4

%m明显诱导促凋亡因子
O0A

表达%且
)4NM<

的诱导作用更

明显,使用
??

预处理后可降低
)4NM<

的诱导作用%但对

)4

%m无明显影响$

)4NM<

和
)4

%m可明显激活促凋亡
)0<

7

0<@

家族表达%使其高表达%

)4NM<

的诱导作用更明显,使用
??

预处理可降低
)4NM<

的诱导作用%但是对
)4

%m的诱导作用无

明显影响$

)4NM<

可明显诱导
?*U

表达,使用
??

预处理可

以明显减少
?*U

的表达,

)4

%m对
?*U

的表达无明显的影响%见

图
=

$

#

"

讨
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论
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随着
J4J

关节置换术应用越来越多%由假体释放的金属

纳米粒子已成为潜在的健康威胁*

"

+

$有报道称
J4J

髋关节

假体会导致患者不明原因的疼痛*

!

+

%血液中金属离子浓度超标

以及早期二次翻修率增高*

+

+

$对假体组织检测发现%金属磨损

物大多以
)4)C

纳米粒子形式存在%且
)4

可能是不良反应的

主要原因*

"$

+

$

氧化应激是纳米粒子毒性作用的重要机制之一%且细胞内

>W(

是评价纳米粒子各种毒性作用的常用关键指标*

""

+

$

S(K

是一种重要的抗氧化剂%在保护细胞对抗凋亡过程中发

挥重要作用%

S(K

的损耗可以促进细胞内
>W(

堆积及
KW."

表达%导致细胞凋亡*

"%

+

$

KW."

水平是衡量氧化应激水平的代

表性指标*

"&

+

$通过荧光染色测量
>W(

发现%

)4NM<

使细胞中

自由基表达更高%

S(K

水平下降%

KW."

表达增加%导致更严重

的氧化应激反应$抗氧化剂
??

是
S(K

的前体%可以抑制

>W(

生成%可部分缓解
)4NM<

诱导的细胞各项指标变化%减

少细胞死亡%然而
??

对
)4

%m引起的细胞指标变化无作用$

这表明由
)4NM<

诱导的细胞死亡和
>W(

生成有关%

??

能减

少
)4NM<

诱导的死亡可能是通过减少了
>W(

的生成%而

)4

%m无明显诱导
>W(

生成的作用$

有研究测量暴露于
)W

%m细胞胞内
??

水平%结果显示其

水平降低%且在人巨噬细胞暴露于
)4NM<

时%在细胞中补充或

维持
??

水平能明显提高细胞活性*

#

+

$据报道%当金属离子暴

露于人支气管上皮细胞"

K?-4

#中%额外补充生理水平的
??

"

"$$

*

/42

)

P

#可以恢复细胞内
??

盐水平%转化为类似于初始

气管基部内皮细胞%也能在内皮细胞中预防
)W

%m 毒性*

"=

+

$

??

盐可抑制氧化应激相关的
KW."

生成%同时降低涉及凋亡

的
)0<

7

0<@

家族活性*

"'

+

$这更进一步表明了
??

的保护作用

与
>W(

生成减少有密切的联系$

已有研究表明
)4NM<

和
)4

%m都可以诱导细胞凋亡*

"8

+

%但

其具体分子机制仍然不是很明确$哺乳动物细胞可以通过两

条信号级联反应实现凋亡!内源性途径和外源性途径$

)0<

7

0<@

属于半胱氨酸蛋白酶家族%在细胞凋亡&坏死和炎症

中扮演必不可少的角色$本研究中%

)4NM<

和
)4

%m都激活了

)0<

7

0<@&

%并且
)4NM<

的效应高于
)4

%m

%这表明
)4NM<

和

)4

%m诱导的细胞凋亡可能通过外源性信号转导途径$内源性

凋亡途径主要通过氧化应激和其他因子损伤线粒体%导致细胞

色素
)

和
?*U

从线粒体释放入细胞质激活内源性凋亡途

径*

"#

+

$

?*U

直接靶向于
LN?

破碎和染色质凝结%是
)0<

7

0<@

非依赖性凋亡途径*

"!

+

%而细胞色素
)

以一种
)0<

7

0<@

依赖性

途径诱导细胞凋亡*

"+

+

$本研究发现
)4NM<

和
)4

%m都可以诱

导细胞色素
)

和
?*U

从线粒体释放入细胞质$结果表明

)4NM<

和
)4

%m激活了细胞内源性凋亡途径$因此%

)4NM<

和

)4

%m可以同时激活内源性和外源性凋亡途径$

线粒体介导的内源性凋亡途径受
O:2.%

家族调控$

O:2.%

家族蛋白通过调控促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白之间的平衡调控

细胞生存或死亡*

%$

+

$在本研究中%

)4NM<

和
)4

%m都可以增加

促凋亡因子
O0A

生成%减少抗凋亡因子
O:2.%

生成%但是

)4NM<

的作用强于
)4

%m

$

与
)4

%m相比%

)4NM<

导致更大幅度的
S(K

减少&

KW."

增加和
>W(

高表达%而
)4

%m 基本未改变这些指标$这表明

)4

%m并未导致高浓度的
>W(

生成$尽管以往研究表明
)4

%m

也会产生
>W(

%这个矛盾的结论可能是因为
)4

%m浓度不同&时

间点不同及
)W

盐的纯度不同而造成*

#

+

$在实验中%尽管
??

可以部分减少
)4NM<

的细胞毒性%但是它不能完全逆转

)4NM<

诱导的细胞凋亡%提示
)4NM<

可能也通过其他非依赖

>W(

的凋亡途径诱导细胞凋亡%这将有待进一步研究$
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