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纳米锰锌铁氧体颗粒对 Ｌ０２细胞的氧化损伤作用
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　　摘要：目的　探讨磁性锰锌铁氧体纳米颗粒（Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４）对人肝细胞株Ｌ０２的毒性作用机制。方法
Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４８００ｍｇ·Ｌ

－１作用Ｌ０２细胞４８ｈ，透射电镜观察细胞形态及超微结构的变化。Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４
２００，４００和８００ｍｇ·Ｌ－１作用４８ｈ后，检测Ｌ０２细胞内丙二醛（ＭＤＡ）的含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和还原
型谷胱甘肽（ＧＳＨ）的活性；荧光染色观察凋亡细胞形态；流式细胞术检测细胞周期及凋亡；荧光定量ＰＣＲ仪
检测胱天蛋白酶３ｍＲＮＡ表达。结果　Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４８００ｍｇ·Ｌ

－１作用４８ｈ后，纳米颗粒进入细胞内，细胞
膜发生破损，细胞器消失，染色体异常聚集。与正常对照组比较，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４２００～８００ｍｇ·Ｌ

－１使细胞内

ＭＤＡ含量逐渐升高，ＳＯＤ与 ＧＳＨ活性逐渐降低（Ｐ＜０．０５）。Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４可使细胞周期发生改变，
Ｇ０／Ｇ１期细胞百分率有降低的趋势，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞百分率有升高的趋势。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８显示明显的细
胞凋亡形态。Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４可引起Ｌ０２细胞发生剂量依赖性的细胞凋亡，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４８００ｍｇ·Ｌ

－１作

用４８ｈ后，细胞凋亡率达到３０．３％，是对照组细胞凋亡率（２．４％）的１２．６倍。胱天蛋白酶３ｍＲＮＡ表达量
先增加后降低，但都明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４可破坏细胞膜完整性并进入
细胞内，诱导细胞发生氧化应激，改变细胞周期，引发细胞凋亡，产生细胞毒性。
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　　磁性纳米材料被广泛应用于磁性靶向药物载
体、生物分离分析、恶性肿瘤热疗和磁共振成像等领

域，在生物医学领域有着良好的应用前景。近年来，

纳米材料在直接关系到人身安全和健康的医药领域

的快速发展，使其安全性引起了各方面的格外关

注［１－５］。纳米锰锌铁氧体（Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４）是一种
尖晶石结构以及具有较低居里温度的软磁复合铁氧

体。这种纳米粒子具有良好的磁学性能、生物活性

以及化学稳定性等，目前在医药领域开始受到重视，

但对其毒性及毒性机制研究较少。因此，本实验选

用Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米颗粒为研究对象，使其
作用于体外培养的人正常肝细胞株 Ｌ０２，观察 Ｌ０２
细胞超微结构的改变以及检测不同浓度磁性纳米颗

粒作用下细胞内抗氧化物质的变化、细胞周期的改

变及对凋亡效应的影响，探讨 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性
纳米颗粒暴露引起的细胞毒作用机制，为磁性纳米

颗粒安全性评价提供有益参考。
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１　材料与方法

１．１　试剂及仪器
ＤＭＥＭ细胞培养基和胰蛋白酶均购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季青生物工
程材料有限公司；碘化丙啶（ＰＩ）和ＲＮＡ酶均购自美
国Ｓｉｇｍａ公司；考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒、超氧化
物歧化酶（ＳＯＤ）测试盒、微量丙二醛（ＭＤＡ）试剂盒
和微量还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）试剂盒均购自南京
建成生物工程研究所；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８试剂盒购自碧
云天生物技术研究所；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡
检测试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司；

ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ
Ｔｉｍｅ）逆转录试剂盒以及ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ
Ⅱ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）定量 ＰＣＲ试剂盒购自宝生物
科技有限公司。

电子分析天平（上海精密科学仪器有限公司）；

超净工作台（苏州净化设备有限公司）；电热恒温水

浴箱（上海精宏实验设备有限公司）；微量高速离心

机（美国ＬａｂＮｅｔ公司）；ＣＯ２恒温培养箱（美国ＮＡＰＣＯ
公司）；全波长酶标仪（ＰｏｗｅｒｗａｖｅＸ３４０，美国ＢｉｏＴｅｋ
公司）；流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，美国ＢＤ公司）；荧
光显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ２．０型定量
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ＰＣＲ仪（瑞士罗氏应用科技公司）。
ＮＣＢＩ基因库获知的人胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）３

和ＧＡＰＤＨ基因的序列，参考文献［６］的实时荧光定
量ＰＣＲ引物并在 Ｂｌａｓｔ中进行验证，引物序列交由
上海生工技术有限公司合成。所设计的引物的序列

见表１。

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｇｅｎｅ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｏｄｕｃｔ／
ｂｐ

ＧＡＰＤＨ Ｓｅｎｓｅ：５′ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ３′ １３６

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧ３′

Ｃａｓｐａｓｅ３Ｓｅｎｓｅ：５′ＧＧＣＡＴＴＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＴＧ３′ １５３

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＧＧＣＡＣＡＡＡＧＣＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡＡ３′

１．２　纳米锰锌铁氧体颗粒染毒悬液的配制
按照改良的化学共沉淀法［７］制备Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４

磁性纳米颗粒１００ｍｇ，加入１０ｍｌ生理盐水，配成质
量浓度为１０ｇ·Ｌ－１母液，１２１℃，３０ｍｉｎ高压消毒。
使用前，将母液超声混匀１０ｍｉｎ，成为均匀的悬浊
液，将混合均匀的母液分别以生理盐水对母液进行

不同比例稀释，各组终浓度分别为 ２．０，４．０和
８．０ｇ·Ｌ－１。配好的各浓度组超声振荡处理１０ｍｉｎ
后立即用于细胞染毒。

１．３　细胞体外培养及染毒
Ｌ０２细胞（由南京师范大学生命科学学院惠赠）。

取培养至对数期的Ｌ０２细胞，用０．２５％胰酶消化，用
滴管 吹 打 至 单 细 胞 悬 液，调 整 细 胞 密 度 为

（４～５）×１０７Ｌ－１，接种至６孔板上，每孔１８００μｌ，培养
２４ｈ后取出培养板，加入Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４悬液２００μｌ，
使终浓度为２００，４００和８００ｍｇ·Ｌ－１，正常对照组加入
相同体积的生理盐水，各浓度染毒组均设复孔。将培

养板置入３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ。
１．４　透射电镜观察细胞形态及细胞超微结构

染毒培养４８ｈ的细胞，胰酶消化，１５００×ｇ离心
１０ｍｉｎ，去上清，用 ＰＢＳ洗涤细胞２遍，１５００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，加入１ｍｌＰＢＳ，混匀，转移至１．５ｍｌ离心
管，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心吸弃上清，最后沿离
心管壁缓慢加入０．２５％戊二醛固定。隔夜把待检
测样本送南京军区总医院进行透射电镜切片的制作

及透射电镜成像的操作。

１．５　细胞氧化指标的测定
取染毒培养 ４８ｈ的 ６孔板，弃上清后每孔用

ＰＢＳ洗１遍，往板中加入ＲＩＰＡ细胞裂解液进行细胞
裂解１ｈ，用细胞刮收集细胞，４℃下１２０００×ｇ离心
５ｍｉｎ后取细胞上清，按照试剂盒操作要求分别测定

细胞蛋白的含量、ＭＤＡ含量、ＳＯＤ及 ＧＳＨ活性，并
按照试剂盒中的公式要求进行计算。

１．６　流式细胞仪检测细胞周期
取染毒培养４８ｈ的６孔板，收集细胞，制备单

细胞悬液，置入离心管中，１５００×ｇ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤２次。用预冷的７０％乙醇４℃固定２４ｈ以上，
检测前 ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，去上清，加入 ＰＩ染液
４００μｌ，避光 ３０ｍｉｎ，立即用流式细胞仪检测细胞
周期。

１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色观察凋亡细胞形态
取染毒培养４８ｈ的６孔板，按Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８试

剂盒说明书进行细胞荧光染色，用荧光显微镜观察

凋亡细胞形态。

１．８　流式细胞仪检测细胞凋亡率
取出染毒培养４８ｈ的６孔板，按检测试剂盒说

明书进行ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ染色，用流式细胞仪的
检测细胞凋亡率。

１．９　适合荧光定量ＰＣＲ检测胱天蛋白酶３ｍＲＮＡ
的表达

取出染毒培养 ４８ｈ的 ６孔板，弃上清，提取
ＲＮＡ，并按照逆转录试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，按照
定量ＰＣＲ试剂盒的说明书进行定量 ＰＣＲ测定。使
用罗氏荧光定量 ＰＣＲ软件分析结果，用 ＧＡＰＤＨ作
为基因相对表达分析的内标，采用比较循环阈值法

（２－△△Ｃｔ法）分析样本中胱天蛋白酶３ｍＲＮＡ表达的
相对含量。

１．１０　统计学分析
实验结果数据以 珋ｘ±ｓ表示。应用ＳＰＳＳ１３．０软

件进行单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。

２　结果

２．１　纳米颗粒对Ｌ０２细胞形态及超微结构的影响
正常肝细胞核大而圆，位于中央，核仁明显，核

膜清晰。胞质内细胞器丰富，尤其是线粒体和粗面

内质网（图１Ａ）。Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４纳米颗粒刺激的
Ｌ０２细胞会伸出突起伪足样结构包裹纳米粒子或
细胞膜发生凹陷，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米粒子与
细胞膜发生融合，纳米粒子团聚体形成膜被小泡内

陷进入细胞质（图１Ｂ）。高倍镜下可见较多的单个
纳米粒子或小纳米团聚体存在于细胞质中

（图１Ｃ），同时细胞染色质分解、稀疏，细胞膜发生破
损，胞质出现空泡，细胞器肿胀、破坏，细胞状态差。

含有Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米粒的吞噬泡随着细胞
膜的破裂被释放到细胞外（图１Ｄ），细胞内染色质浓
缩，出现月牙样边集，细胞浆中出现空泡（图１Ｅ）。
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Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｒｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒ４８ｈｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ－Ｅ：Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４８００ｍｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．ＡｒｒｏｗｓｈｏｗｓＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ．

２．２　纳米颗粒对 Ｌ０２细胞 ＭＤＡ含量、ＳＯＤ及
ＧＳＨ活性的影响

表２结果显示，随着剂量的增加，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４
纳米颗粒染毒组细胞内 ＭＤＡ含量增加，ＳＯＤ及
ＧＳＨ活性逐渐降低；与正常对照组比较，各剂量组
有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

２．３　纳米颗粒对Ｌ０２细胞周期的影响
如表３和图２所示，不同浓度Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４纳

米颗粒作用于Ｌ０２细胞４８ｈ后，随着作用浓度的升
高，Ｇ０／Ｇ１期细胞百分率有降低的趋势，Ｓ期和Ｇ２／Ｍ
期细胞百分率有升高的趋势。各剂量组与对照组比

较均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｃｏｎｔｅｎｔ，ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ
（ＳＯＤ）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＨ）ｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４／
ｍｇ·Ｌ－１

ＭＤＡ／
μｍｏｌ·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

ＳＯＤ／　　
ｋＵ·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ　　

ＧＳＨ／　　
ｍｍｏｌ·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ　　

０ ０．０３±０．００１ ３０．７４±０．５２ ３７．２６±１．５８

２００ ０．２１±０．０１ ２１．６２±０．８３ ３４．０６±１．６９

４００ ０．２９±０．０２ ２１．２６±１．１３ １９．６３±１．２０

８００ １．１６±０．１５ １０．０９±２．０１ １５．８７±１．９８

ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｆｏｒ４８ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４０ｍｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎＬ０２ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｅｌｌｓ

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４／
ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ／％

Ｇ０／Ｇ１　 Ｓ　 Ｇ２／Ｍ

０ ６６．４８±２．８１ ２３．８０±３．２１ ９．１８±０．８４

２００ ５８．４４±２．２４ ３０．７７±０．４８ １１．８８±１．５２

４００ ５４．４１±４．２１ ３４．０６±２．１０ １２．４９±１．７７

８００ ５４．３５±２．７６ ３３．１１±２．０９ １２．２８±２．４５

ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｆｏｒ４８ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４０ｍｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．
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Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｔｒｙ．Ａ－Ｄ：Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４０，２００，
４００ａｎｄ８００ｍｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．４　纳米颗粒对Ｌ０２细胞凋亡的影响
２．４．１　荧光染色

图３为 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色后的细胞荧光照片，
箭头所示凋亡细胞核。正常对照组 Ｌ０２细胞在
Ｈｏｅｃｈｓｔ染色下，细胞核呈规则的椭圆形，染色均匀，
显 淡 蓝 色 荧 光 （图 ３Ａ）。Ｍｎ０．５ Ｚｎ０．５ Ｆｅ２Ｏ４
２００ｍｇ·Ｌ－１组部分细胞核形发生显著性变化，出现
核固缩，可见浓染致密的颗粒块状亮蓝色荧光（图

３Ｂ）；４００ｍｇ·Ｌ－１组细胞核固缩明显，凋亡数增多
（图３Ｃ）；Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４８００ｍｇ·Ｌ

－１组细胞数量明

显减少，出现细胞碎片及凋亡小体，凋亡数明显增加

（图３Ｄ）。
２．４．２　流式细胞术

如图 ４所示，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４纳米颗粒 ２００，
４００和８００ｍｇ·Ｌ－１作用Ｌ０２细胞４８ｈ后，细胞凋亡
率分别为３．６％，７．８％和３０．３％与正常对照组的
２．４％凋亡率相比，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。
２．５　纳米颗粒对胱天蛋白酶３ｍＲＮＡ表达的影响

表４结果显示，Ｌ０２细胞经 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４纳
米材料染毒培养４８ｈ后，随着浓度的增加，胱天蛋
白酶３ｍＲＮＡ的表达量先增大后降低，但与正常对
照组比较，均显著增高（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎＬ０２ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ．Ａ－Ｄ：Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４０，
２００，４００ａｎｄ８００ｍｇ·Ｌ－１．Ａｒｒｏｗｓｈｏｗｓａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ．

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓｆｏｒ４８ｈ．Ａ－Ｄ：Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４０，２００，４００ａｎｄ
８００ｍｇ·Ｌ－１．
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Ｔａｂ．４　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎ
ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬ０２ｃｅｌｌｓ

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４／
ｍｇ·Ｌ－１

Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（２－△△Ｃｔ）

０ １．００±０

２００ １．１１±０．０６

４００ １．１６±０．０４

８００ １．０８±０．０２

ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４ ｆｏｒ４８ｈ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｇ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

本实验研究结果显示，经 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性
纳米材料染毒４８ｈ后，Ｌ０２细胞会发生膜凹陷，纳
米粒子团聚体形成膜被小泡内陷进入细胞质，纳米

颗粒进入细胞后，细胞膜破损，细胞器消失，染色体

异常聚集，诱导细胞发生氧化应激反应，细胞周期发

生改变，细胞凋亡率显著升高，胱天蛋白酶３ｍＲＮＡ
表达量也有升高趋势，表明 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４可对人
正常肝细胞株Ｌ０２产生细胞毒性。

细胞电镜结果证明了胞饮是 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４
磁性纳米粒子进入 Ｌ０２细胞的主要方式。加入纳
米粒染毒培养４８ｈ后，纳米粒团聚、沉积在细胞周
围，这些小团聚体逐渐被细胞膜包绕、内陷，以胞饮

方式进入细胞质中，最终形成吞噬泡，且有膜状包

被。在电镜中可看到少数几个纳米的小团聚体存在

于细胞质中，无膜状包被，这可能是耗竭的溶酶体未

能完全降解磁性纳米粒子形成的残余体［８］，抑或是

磁性纳米粒子经过非内吞的方式（如机械穿膜方

式）进入细胞质的，这有待进一步研究。另外，从电

镜图发现一些细胞的细胞膜发生破损，细胞染色质

分解、稀疏，出现了凋亡现象。这可能是由于磁性纳

米颗粒可导致细胞内氧自由基水平的增加，诱导膜

的脂质过氧化，从而破坏膜的结构和功能［９］。细胞

膜的损伤直接导致细胞膜通透性的改变，进而导致

细胞离子稳态的失衡，膜的流动性降低，最终导致细

胞的死亡。此结果与 ＬＤＨ在高浓度下显著高于对
照组实验结论一致［１０］。提示 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性
纳米颗粒可以通过影响细胞膜结构的完整性对细胞

造成毒损伤，这可能是纳米颗粒造成细胞毒损伤的

途径之一。

氧化应激实验结果表明，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性
纳米材料在与肝细胞 Ｌ０２作用４８ｈ后，随着浓度
的增加，ＭＤＡ含量逐渐升高，ＳＯＤ活性和 ＧＳＨ含量
逐渐降低。这可能是由于 Ｌ０２细胞在受到

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米材料刺激后，使细胞内活
性氧（ＲＯＳ）的含量增加，超过了自身抗氧化防御系
统的清除能力，破坏了细胞内氧化抗氧化平衡，使
细胞失去正常的调节功能，表现为 ＭＤＡ含量增加，
ＳＯＤ活力下降，ＧＳＨ含量降低，使细胞处于氧化应
激状态从而造成细胞毒损伤。另一方面，有研究报

道ＲＯＳ产物可通过Ｆｅｎｔｏｎ反应或ＨａｂｅｒＷｅｉｓｓ反应
引起的自由铁离子的释放，导致脂质过氧化、

ＤＮＡ损伤和蛋白质氧化［１１］。基于上述机制，

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４纳米粒是一种金属材料，在细胞内
可能有少量游离铁离子、锰离子的释放。这些释放

的铁离子并没有进入细胞正常的铁代谢途径，而是

催化 Ｆｅｎｔｏｎ反应引发·ＯＨ自由基产生，加剧了
Ｌ０２细胞的脂质过氧化，出现了脂质过氧化损伤。

细胞周期的结果提示，Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳
米颗粒可以使 Ｌ０２细胞发生 Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期细胞比
例升高，细胞发生 Ｓ期以及 Ｇ２／Ｍ期阻滞。这可能
是由于 Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米颗粒引起了 Ｌ０２
细胞的ＤＮＡ损伤，激活了Ｓ期关卡，引起复制阻滞。
Ｓ期为ＤＮＡ复制期，大量的细胞聚集在 Ｓ期，使得
纳米材料作用于ＤＮＡ的位点增加，此时就易于引起
基因表型的改变，从而影响细胞的代谢和功能，导致

细胞凋亡的发生。染毒培养的 Ｌ０２细胞在 Ｇ２／Ｍ
期也发生阻滞，发生阻滞能给细胞修复提供更长的

时间，如果ＤＮＡ损伤被修复，则进入 Ｍ期，如果损
伤严重无法修复，会使细胞进入 Ｍ期减少，细胞分
裂将减慢或停止，不分裂的异常细胞将进入凋亡程

序而被清除。有研究证实Ｆｅ３Ｏ４纳米颗粒可致细胞
微管和微丝的破裂，会直接影响细胞的有丝分裂，这

可能是造成细胞阻滞的原因之一［１２］。但是，目前

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米颗粒对细胞周期影响的研
究较少，同时其对ＤＮＡ损伤作用的具体分子机制仍
不很清楚，有待进一步研究。

细胞凋亡是多基因严格控制的过程，包括胱天

蛋白酶家族、Ｂｃｌ２家族和抑癌基因 ｐ５３等。细胞凋
亡形态观察以及流式细胞术检测细胞凋亡的结果仅

提示在Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米颗粒的作用下，细
胞凋亡率浓度依赖性地增加。活化的胱天蛋白酶３
是诱导特定的凋亡标志，因此，胱天蛋白酶３活性检
测已经被认为是一种最为常用的评价凋亡的方

法［１３］。有研究报道，纳米羟基磷灰石就能够活化人

胃癌细胞胱天蛋白酶３和胱天蛋白酶９并诱导线粒
体 依 赖 的 凋 亡［１４］。本 实 验 研 究 结 果 显 示，

Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米颗粒引起胱天蛋白酶３基
因的表达量有升高趋势。Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米
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颗粒诱导细胞凋亡可能是一个多途径参与的复杂过

程，其中许多调控环节有待今后进一步研究。

已有研究报道［１５－１６］，ＲＯＳ的生成和氧化应激
反应是纳米材料引起多种生物毒性效应的主要方

式。过量的自由基会突破抗氧化防御系统引起脂

类、蛋白质、多糖和ＤＮＡ等生物大分子过氧化，并引
起细胞活力的下降，细胞周期的改变，发生凋亡

等［１７］。结合本实验研究结果推测，其凋亡机制可能

是Ｍｎ０．５Ｚｎ０．５Ｆｅ２Ｏ４磁性纳米材料会引起细胞内氧
自由基含量升高，过量的氧自由基进攻细胞膜，使细

胞膜发生破损，细胞通透性发生改变，导致胞内的离

子稳态失衡，诱导细胞凋亡；过量的氧自由基还可以

进攻核苷酸造成 ＤＮＡ断裂，引起细胞阻滞，胱天蛋
白酶３开始活化，带动胱天蛋白酶级联效应，从而促
使细胞发生凋亡。其细胞毒性的其他可能作用机制

尚需作进一步深入细致的研究和探讨。
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