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揖摘要铱 摇 目的: 探讨纳米 ZnO 对人肺上皮细胞 BEAS鄄2B 细胞增殖、凋亡的影响及分子机制。 方法: 用终浓度为

3、6、12 滋g / ml 的纳米 ZnO 处理 BEAS鄄2B 细胞 12 h 和 24 h,对照组未加入纳米 ZnO,各设 3 复孔,CCK鄄8 法检测细胞

活力,分析半致死浓度。 筛选 3、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理 BEAS鄄2B 细胞 24 h,各设 3 复孔,倒置显微镜观察细胞形

态,Hochest33342 染色观察细胞核,AO 染色及扫描电镜观察细胞凋亡形态,流式细胞术检测活性氧水平、细胞周期

进程、细胞凋亡;Western blot 检测 Bcl鄄2、Bax 蛋白表达水平。 结果: 与对照组相比,纳米 ZnO 处理组细胞活力显著

下降(P<0. 01),处理 24 h 时 IC50为 6. 13 滋g / ml;纳米 ZnO 处理细胞 24 h 后,3 滋g / ml 和 6 滋g / ml 组的活性氧水平显

著升高(P<0. 05,P<0. 01)。 6 滋g / ml 处理组细胞周期阻滞于 G2 / M 期、染色质固缩凝集、出现凋亡小体、细胞凋亡

率显著增加(P<0. 01)、Bcl鄄2 蛋白表达显著降低(P<0. 05)、Bax 蛋白表达显著升高(P<0. 05)。 结论: 纳米 ZnO 诱

导 BEAS鄄2B 细胞活性氧积累,阻滞细胞周期进程,促进细胞凋亡。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects of ZnO nanoparticles (ZnO NPs) on proliferation and apoptosis of human lung
epithelial cells BEAS鄄2B and its molecular mechanisms. Methods: BEAS鄄2B cells were treated with ZnO NPs at concentrations of 3,
6 and 12 滋g / ml for 12 h and 24 h, the control group was not treated with ZnO NPs, each with 3 replicate wells. Cell viability was de鄄
tected by CCK鄄8 method, and the half lethal concentration (IC50) was analyzed. Then, the BEAS鄄2B cells were treated with ZnO NPs
at selected concentrations of 3 and 6 滋g / ml for 24 h respectively,each group was set with 3 replicate. Cell morphology was observed
under inverted microscope. The morphology of cell nuclei was observed by Hochest33342 staining. The morphology of apoptosis was ob鄄
served by AO staining and scanning electron microscopy. Cell cycle progression, cell apoptosis rate and the level of reactive oxygen
species(ROS)were detected by flow cytometry. Western blot was used to detect the expression levels of Bcl鄄2 and Bax protein. Re鄄
sults: Compared with the control group, the cell viability of cells treated with ZnO NPs were decreased significantly(P<0. 01), and
the IC50was 6. 13 滋g / ml at 24 h of drug treatment. After the cells were treated with ZnO NPs for 24 h, the levels of ROS were in鄄
creased significantly(P<0. 05, P<0. 01)in 3 滋g / ml, 6 滋g / ml groups. The cell cycle was arrested at G2 / M phase, chromatin conden鄄
sation and apoptotic bodies were induced, apoptosis rate was increased significantly(P<0. 01) in 6 滋g / ml group. The expression of
Bcl鄄2 was decreased(P<0. 05), and the expression of Bax was increased (P<0. 05) in cells treated with 6 滋g / ml ZnO NPs for 24 h.
Conclusion: ZnO NPs induced ROS accumulation, blocked progress of cell cycle and induced cell apoptosis in BEAS鄄2B cells.
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摇 摇 随着纳米技术的飞速发展,纳米材料在人们生

活中的应用越来越广泛。 纳米 ZnO(ZnO nanoparti鄄
cles,ZnO NPs)作为一种新型多功能无机材料,广泛

应用于建筑材料、食品添加剂、生物医药、化妆品、饲
料、化工等多个领域[1]。 由于纳米 ZnO 具有抗紫外
线功能,被用于油漆、涂料、石膏、玻璃等的生产,也
是化妆品防晒霜、保湿霜的重要成分;因其具有抗

炎、抗菌作用,被用于制作软膏、洗涤剂、漱口水、食
品包装袋、人类和牲畜的膳食补充剂;利用其催化功

能,制作分解汽车尾气和水中有害物质分解的催化
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剂等[2]。 纳米 ZnO 的广泛应用,使职业人员和消费

者的皮肤暴露和呼吸道暴露风险增加。
吸入纳米 ZnO 颗粒可以引发呼吸系统不适反

应。 啮齿动物实验表明,豚鼠暴露于 5 mg / m3 纳米

ZnO(50 nm)空气中 3 h 后,引发肺部功能下降[3],
大鼠暴露于含 2 mg / m3 纳米 ZnO 颗粒空气中 4 周

(每日 6 h),引发肺炎[4]。 受试志愿者暴露于含 0. 5
mg / m 3纳米 ZnO 空气中 4 h,可诱发气道炎症,痰液

中 IL鄄6、IL鄄8 蛋白水平、中性粒细胞数量增加,暴露

于含 5 mg / m3纳米 ZnO 空气中 2 h,即出现发烧、炎
症因子增高的症状[5,6]。 因此,探究纳米 ZnO 对肺

细胞的损伤及其机理有实际意义,为指导纳米氧化

锌的安全使用提供理论基础。 本研究以人肺上皮

BEAS鄄2B 细胞为研究对象,探究纳米 ZnO 对 BEAS鄄
2B 细胞增殖和凋亡的影响,以期为评价纳米 ZnO
暴露的生物危害性提供理论依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

人肺上皮 BEAS鄄2B 细胞购自广东医科大学;纳
米 ZnO(30依10) nm 购自上海麦克林生化科技有限

公司;RPMI 1640 培养液、胰蛋白酶、青霉素鄄链霉素

购自 Hyclone 公司;胎牛血清购自浙江天杭生物科

技股份有限公司;Cell counting kit鄄8 ( CCK鄄8)试剂

盒、Annexin V鄄FITC 细胞凋亡检测试剂盒、细胞周期

与细胞凋亡检测试剂盒、活性氧检测试剂盒购自碧

云天生物技术研究所;吖啶橙(acridine Orange,AO)
染色液购自上海源叶生物科技有限公司;肌动蛋白

(茁鄄actin)一抗、辣根过氧化物酶标记的二抗购自北

京全式金生物技术有限公司;B 淋巴细胞瘤鄄2 ( B鄄
cell lymphoma / Leukemia鄄2,Bcl鄄2)抗体购自博奥森

生物技术有限公司;Bcl鄄2 相关 X 蛋白(Bcl鄄2 associ鄄
ated X protein,Bax)抗体购自 Cell signaling technolo鄄
gy 公司。
1. 2摇 细胞培养及药物处理

BEAS鄄2B 细胞采用含 10% 胎牛血清的 RPMI
1640 培养液培养,于 37益、5% CO2细胞培养箱中培

养。 采用 3 滋g / ml、6 滋g / ml、12 滋g / ml 纳米 ZnO 溶

液处理细胞 12 h、24 h,对照组未加入纳米 ZnO,各
设 3 个复孔,用于 CCK鄄8 检测,分析细胞活力和半

数致死浓度。 选择低于 24 h 半数致死浓度的纳米

ZnO 处理细胞用于后续实验,作用细胞 24 h 后,进
行 Hochest33342 染色、AO 染色、扫描电镜观察,检
测活性氧水平、细胞周期进程、细胞凋亡率、凋亡蛋

白表达情况。

1. 3摇 CCK鄄8 检测细胞活力

将 BEAS鄄2B 细胞以 3伊103 cells / well 的密度接

种于 96 孔板,3 滋g / ml、6 滋g / ml、12 滋g / ml 纳米 ZnO
处理 12 h、24 h,每孔加入 10 滋l CCK鄄8 孵育 2 h,酶
标仪测定 450 nm 吸光值 A,每组 3 个复孔。 计算细

胞活力,GraphPad Prism 拟合细胞存活曲线,分析半

致死浓度 IC50。
细胞活力% =[ A(加药组)-A(空白组)] / [ A

(对照组)-A(空白组)]伊100% 。
1. 4摇 流式细胞术检测活性氧

对数生长期 BEAS鄄2B 细胞接种于 6 孔板,密度

为 1. 2 伊105 cells / well,收集 3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米

ZnO 处理 24 h 的 BEAS鄄2B 细胞,用含有 10 滋mol / L
DCFH鄄DA 探针的 RPMI 1640 培养液重悬,37益避光

孵育 30 min,PBS 洗 3 次,流式细胞仪检测细胞活性

氧(reactive oxygen species,ROS)水平。
1. 5摇 倒置显微镜观察细胞生长状态

将 BEAS鄄2B 细胞以 1. 2 伊105 cells / well 的密度

接种于 6 孔板,3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理 24
h 后,倒置显微镜观察细胞生长状态并拍照。
1. 6摇 流式细胞术检测细胞周期

对数生长期的 BEAS鄄2B 细胞接种于 6 孔板,密
度为 1. 2伊105 cells / well,收集 3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米

ZnO 处理 24 h 的细胞,预冷 PBS 洗涤 2 次,70% 乙

醇 4益 固定过夜,PBS 洗涤,PI 染色液重悬细胞,37
益避光孵育 30 min,流式细胞仪检测细胞周期。
1. 7摇 Hochest 33342 染色观察细胞核

细胞爬片置于 24 孔板内,BEAS鄄2B 细胞以 5. 5
伊104 cells / well 的密度接种,3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米

ZnO 处理细胞 24 h 后,4% PFA 固定 30 min,1%
Hochest 33342 染色液室温避光孵育 5 min,PBST 洗

3 次,倒置荧光显微镜观察细胞核。
1. 8摇 AO 染色观察细胞凋亡形态

BEAS鄄2B 细胞接种于 24 孔板的细胞爬片上,接
种密度为 5. 5伊104 cells / well,3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米

ZnO 处理细胞 24 h,4% PFA 固定 30 min,0. 1% AO
染色液室温避光孵育 10 min,PBST 洗 4 次,倒置荧

光显微镜观察细胞形态。
1. 9摇 扫描电镜观察细胞凋亡形态

BEAS鄄2B 细胞接种于 6 cm 细胞培养皿,接种密

度 3伊105 cells / well,3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理

细胞 24 h,收集细胞,2. 5% 戊二醛 4益固定过夜,乙
醇梯度脱水,丙酮置换两次,自然干燥后镀膜,扫描

电镜观察拍照。
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1. 10摇 流式细胞术检测细胞凋亡

将 BEAS鄄2B 细胞以 1. 2 伊105 cells / well 密度接

种于 6 孔板,3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理 24 h,
收集细胞,加入 195 滋l Annexin V鄄FITC 结合液重悬

细胞,加入 5 滋l Annexin V鄄FITC、10 滋l PI 染色液混

匀,室温避光孵育 20 min 后置于冰浴,流式细胞仪

检测。
1. 11摇 Western blot 检测凋亡相关基因蛋白表达

细胞以 1. 2伊105 cells / well 密度接种于 6 孔板,3
滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理细胞 24 h 后,RIPA
裂解液裂解细胞,提取总蛋白,SDS鄄PAGE 电泳,转
膜,5 %脱脂奶粉封闭 1 h,茁鄄actin、Bcl鄄2、Bax 一抗

4益孵育过夜,二抗室温孵育 1 h,ECL 显色曝光,Im鄄
age J 软件分析灰度值。
1. 12摇 统计学处理

数据采用平均数依标准差(軃x依s)表示,GraphPad
Prism 5 软件对数据进行统计分析,组间比较采用单

因素方差分析。

2摇 结果

2. 1摇 纳米 ZnO 对 BEAS鄄2B 细胞活力的影响

3 滋g / ml、6 滋g / ml、12 滋g / ml 纳米 ZnO 处理 BE鄄
AS鄄2B 细胞 12 h、24 h,CCK鄄8 检测细胞活力,结果

如图 1 所示,与对照组相比,纳米 ZnO 处理组细胞

活力显著下降(P<0. 01),呈浓度、时间依赖性,纳米

ZnO 处理细胞 12 h、24 h 的 IC50值为 10. 72 滋g / ml、
6. 13 滋g / ml,后续实验选择 24 h 为毒性处理时间,
纳米 ZnO 处理浓度选择 3 滋g / ml、6 滋g / ml。

Fig. 1摇 The effects of ZnO NPs on the cell activity of BEAS鄄2B
cells
**P<0. 01 vs 0 滋g / ml concentration

2. 2摇 纳米 ZnO 对 BEAS鄄2B 细胞活性氧水平的影

响

细胞经 DCFH鄄DA 探针标记后,流式细胞术检

测,如图 2 所示,与对照组(150. 00 依3. 00)比较,3

滋g / ml、6 滋g / ml 处理组细胞的荧光强度(192. 34 依
2. 52、344. 00 依 20. 07 ) 显著升高 ( P < 0. 05, P <
0. 01)。 表明,纳米氧化锌诱导 BEAS鄄2B 细胞 ROS
积累,细胞发生氧化应激。

Fig. 2摇 The effects of ZnO NPs on the level of ROS in BEAS鄄
2B cells

2. 3摇 纳米 ZnO 对 BEAS鄄2B 细胞增殖的影响

3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理细胞 24 h 后,
对照组细胞贴壁生长、呈长梭形, 纳米 ZnO 处理组

细胞皱缩变圆,6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理组细胞密度

下降(图 3)。 经流式细胞术检测细胞周期分布,如
图 4、表 1 所示,与对照组相比,6 滋g / ml 纳米 ZnO 处

理组 G2 / M 期细胞所占比例显著升高(P<0. 05)。
结果表明,纳米 ZnO 阻滞细胞周期进程,抑制细胞

增殖。

Fig. 3 摇 Cell morphology of BEAS鄄2B cells treated with ZnO
NPs for 24 h(Scale bars =50 滋m and 20 滋m)

Fig. 4摇 The effects of ZnO NPs on the cell cycle progression of
BEAS鄄2B cells

Tab. 1摇 Effects of ZnO NPs on the proportion of cells in the
cell cycle (% , 軃x依s, n=3)

Concentration
(滋g / ml) G0 / G1摇 S G2 / M

0 29. 08依 8. 60 61. 82依13. 31 9. 10依4. 81
3 32. 39依 5. 76 54. 76依 7. 56 12. 87依1. 80
6 33. 42依11. 10 49. 09依16. 30** 17. 49依5. 21*

摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs 0 滋g / ml concentration
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2. 4摇 纳米 ZnO 对 BEAS鄄2B 细胞凋亡的影响

3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理细胞 24 h,经
Hochest 33342 染色后,荧光显微镜观察到对照组细

胞核染色质较均匀分布;纳米 ZnO 处理组部分细胞

发生核浓缩、染色质凝集(图 5A)。 细胞经 AO 染

色,荧光显微镜下观察到对照组细胞呈长纤维形、胞
膜完整,纳米 ZnO 处理组细胞出现凋亡小体 (图

5B);扫描电镜下观察到对照组细胞表面有丰富细

密的微绒毛,纳米 ZnO 处理组细胞表面较为光滑,
且泡状突起的凋亡小体数量增多(图 5C)。 经流式

细胞术检测,与对照组相比[(8. 93 依4. 31)% ],3
滋g / ml、6 滋g / ml 纳 米 ZnO 处 理 组 细 胞 凋 亡 率

[(32. 60依5. 69)% 、(55. 83依4. 05)% ](图 5D)显著

提高(P<0. 01)。 结果表明,纳米 ZnO 诱导 BEAS鄄
2B 细胞凋亡。

Fig. 5摇 The effects of ZnO NPs on the cell apoptosis of BEAS鄄
2B cells
A: The fluorescent micrographs of BEAS鄄2B cells stained
Hochest33342. Red arrows represented chromatin conden鄄
sation (Scale bars = 10 滋m); B: The fluorescent micro鄄
graphs of BEAS鄄2B cells stained with AO. Red arrows re鄄
presented apoptotic bodies ( Scale bars = 10 滋m); C:
Scanning electron microscopy images of BEAS鄄2B cells
treated with ZnO NPs for 24 hours (Scale bars =1 滋m) ;
D: Cell apoptosis was detected by flow cytometry

2. 5摇 纳米 ZnO 对 BEAS鄄2B 细胞凋亡相关蛋白表

达的影响

3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理细胞 24 h,
Western blot 检测凋亡相关蛋白 Bcl鄄2、Bax 表达,如
图 6、表 2 所示,与对照组相比,6 滋g / ml 纳米 ZnO 处

理组细胞的 Bcl鄄2 蛋白表达水平明显降低 ( P <
0. 05),3 滋g / ml、6 滋g / ml 纳米 ZnO 处理细胞的 Bax
蛋白表达水平明显升高(P<0. 01,P<0. 05)。 结果

表明,纳米 ZnO 可下调 Bcl2 蛋白的表达,上调 Bax
蛋白的表达。

Fig. 6摇 The effects of ZnO NPs on the expressions of apoptotic
related proteins in BEAS鄄2B cells

Tab. 2摇 Effects of ZnO NPs on the expression levels of apoptot鄄
ic related proteins in BEAS鄄2B cells (軃x依s, n=3)

Concentration
(滋g / ml) Bcl2 / 茁鄄actin Bax / 茁鄄actin

0 0. 78依0. 13 0. 40依0. 08
3 0. 61依0. 15 0. 82依0. 09**

6 0. 41依0. 11* 0. 68依0. 07*

摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs 0 滋g / ml concentration

3摇 讨论

随着纳米技术的快速发展,纳米 ZnO 对机体的

不良影响引起人们关注。 纳米 ZnO 具有细胞毒和

基因毒效应,影响皮肤、生殖系统、肝脏等活力,诱导

组织细胞发生凋亡、增殖抑制、自噬等[7,8]。 纳米

ZnO 通过多种途径发挥细胞毒效应,包括诱导活性

氧产生、持续释放锌离子、调控自噬相关蛋白、干扰

离子通道功能等[9]。 本研究采用纳米 ZnO 处理 BE鄄
AS鄄2B 细胞后,细胞活力降低,细胞内 ROS 水平显

著升高,提示纳米 ZnO 诱导细胞发生氧化损伤。 纳

米 ZnO 颗粒直径小,比表面积大,与细胞膜或线粒

体结合后释放锌离子,诱发活性氧产生,在果蝇卵、
人角质细胞、人肺成纤维细胞的纳米 ZnO 暴露实验

中,纳米 ZnO 刺激活性氧产生后,使线粒体活性降

低,脂质过氧化水平升高、DNA 损伤,凋亡相关基

因、内质网应激相关基因表达升高[10,11]。 为了明确

纳米氧化锌诱导 BEAS鄄2B 细胞活性氧积累对细胞

增殖和凋亡的影响,进行流式细胞检测,纳米 ZnO
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诱导 BEAS鄄2B 细胞周期阻滞在 G2 / M 期,细胞凋亡

比率明显增加,染色质发生凝集、核固缩、凋亡小体

生成。
细胞凋亡是由一系列信号分子精密调控的程序

性死亡过程,由外源性死亡受体信号途径和内源性

线粒体信号途径起始。 B 细胞淋巴瘤 2(B cell lym鄄
phoma鄄2,Bcl鄄2)家族基因是内源性凋亡途径的关键

调控和执行分子,包括抗凋亡基因 Bcl鄄2、Bcl鄄XL
(Bcl2鄄like 1)、Bcl鄄W(Bcl2 like 2)、Mcl鄄1 ( myeloid
cell leukemia鄄1)、Bcl2A1(Bcl2 related protein A1),
促凋亡基因 Bax、Bak(Bcl2 antagonist / killer 1),抗凋

亡蛋白通过结合促凋亡分子的保守功能结构域,抑
制促凋亡蛋白的激活,阻止细胞凋亡发生[12]。 Bcl鄄2
是代表性的抗凋亡蛋白,可通过与 Bax 结合形成异

源二聚体,阻止 Bax 在线粒体表面形成聚合物和细

胞色素 C 释放,Bcl鄄2 与 Bax 的平衡是调控细胞增殖

和凋亡的关键,也是多种物质的调控靶点,如脱氧鬼

臼毒素衍生物、亚砷酸钠、四逆散等[13鄄15]。 为了进

一步确认纳米 ZnO 调控 BEAS鄄2B 细胞凋亡的机制,
检测了 Bcl鄄2、Bax 表达水平,纳米 ZnO 降低 BEAS鄄
2B 细胞 Bcl鄄2 蛋白水平,上调 Bax 蛋白水平,说明纳

米 ZnO 通过调控 Bcl鄄2、Bax 平衡诱导 BEAS鄄2B 细

胞凋亡。
综上所述,纳米 ZnO 诱导 BEAS鄄2B 细胞活性氧

积累,使细胞周期阻滞于 G2 / M 期,促使凋亡相关蛋

白表达发生变化,诱导 BEAS鄄2B 细胞发生细胞凋

亡。 本研究为评价纳米 ZnO 暴露的生物危害性提

供理论依据。
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