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纳米氧化锌颗粒通过激活 NLRP3 炎症小体
诱导小胶质细胞炎症反应
苗歆雨，张小强，卢晓星，陶一凡，李琪

东南大学公共卫生学院，环境医学工程教育部重点实验室，江苏  南京  210009

摘要 ：

[ 背景 ]　随着纳米颗粒的广泛应用，其安全性已引起人们关注。已有文章报道纳米颗粒能够
诱导炎症因子分泌水平增高，但纳米颗粒对核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3（NLRP3）
炎症小体激活的相关研究较少。

[ 目的 ]　探讨纳米氧化锌颗粒（nano-ZnO）暴露对小胶质细胞 NLRP3 炎症小体激活及炎症因
子分泌的影响。

[ 方法 ]　 取对数生长期的小胶质细胞 BV2 暴露于不同浓度的 nano-ZnO（0、2.5、5.0、10.0、
15.0、20.0 mg·L-1），采用四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法检测各组细胞存活率，检测乳酸脱氢
酶（LDH）活性判断细胞膜完整性，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测各组细胞培养液中白
介素（IL）-1β、IL-18 分泌水平，采用 Western blotting 法测定各组细胞 NLRP3、前半胱天冬酶 -1

（pro-caspase-1）、凋亡相关斑点样蛋白（ASC）和活化型半胱天冬酶 -1（cleaved caspase-1）蛋
白表达水平。

[ 结果 ]　随着 nano-ZnO 暴露浓度的增加，BV2 细胞活力降低（r=-0.814，P < 0.05），且与对照
组相比，15.0、20.0 mg·L-1 nano-ZnO 暴露组细胞活力下降（P < 0.05）。细胞培养液上清中 LDH

活性随 nano-ZnO 暴露浓度的增加而升高（r=0.962，P < 0.05）。与对照组相比，2.5、5.0、10.0、
15.0 mg·L-1 nano-ZnO 组细胞均出现 IL-1β 和 IL-18 分泌水平升高（均 P < 0.05），且具有明显的剂
量 - 效应关系（rIL-1β=0.919，P < 0.05 ；rIL-18=0.994，P < 0.05）。Western blotting 检测结果显示，各
暴露组 NLRP3、 pro-caspase-1、ASC 以及 cleaved caspase-1 的蛋白表达水平均随浓度增加而升
高（rNLRP3=0.897，P < 0.05 ；rpro-caspase-1=0.758，P < 0.05 ；rASC=0.751，P < 0.05 ；rcleaved caspase-1=0.723，P < 

0.05）；且与对照组相比，5.0、10.0、15.0 mg·L-1 nano-ZnO 暴露致 NLRP3 及 cleaved caspase-1 表达
水平升高，10.0、15.0 mg·L-1 nano-ZnO 暴露致 ASC 及 pro-caspase-1 表达水平升高（均 P < 0.05）。

[ 结论 ]　nano-ZnO 暴露可激活小胶质细胞 NLRP3 炎症小体并进一步诱导炎症因子表达，增强
细胞炎症反应。
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Abstract: 

[Background] The wide application of nanoparticles has raised public concerns about their safety. 
Studies have shown that nanoparticles could increase the secretion of pro-inflammatory factors, 
but the influence of nanoparticles on activation of nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptor protein 3 (NLRP3) inflammasome is rarely reported.

[Objective] This experiment investigates the effect of zinc oxide nanoparticle (nano-ZnO) 
exposure on the activation of NLRP3 inflammasome and the expression of inflammatory 
cytokines in microglia cells.

[Methods] BV2 cells in logarithmic growth phase were exposed to nano-ZnO at concentrations 
of 0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, and 20.0 mg·L-1, respectively. Cell viability was determined by methyl 
thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Integrity of cell membrane was evaluated using lactate 
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dehydrogenase (LDH) activity. Secretion levels of interleukin (IL)-1β and IL-18 in the medium of each group were detected by enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA). Expression levels of NLRP3, pro-caspase-1, apoptosis-associated speck-like protein containing CARD 
(ASC), and cleaved caspase-1 in each group were determined by Western blotting.

[Results] With the increase of nano-ZnO doses, the cell viability of BV2 cells was decreased (r=-0.814, P < 0.05). Compared with the 
control group, the cell viabilities in the 15.0 and 20.0 mg·L-1 nano-ZnO groups were reduced (P < 0.05). The LDH activity in supernatant was 
enhanced along with the increasing of nano-ZnO concentrations (r=0.962, P < 0.05). Compared with the control group, the secretion levels of 
IL-1β and IL-18 were increased in the 2.5, 5.0, 10.0, and 15.0 mg·L-1 nano-ZnO groups, and there were significant dose-response relationships 
(rIL-1β=0.919, P < 0.05; rIL-18=0.994, P < 0.05). The Western blotting results showed that the expression levels of NLRP3, pro-caspase-1, ASC, 
and cleaved caspase-1 were increased with higher nano-ZnO doses (rNLRP3=0.897, P < 0.05; rpro-caspase-1=0.758, P < 0.05; rASC=0.751, P < 0.05; 
rcleaved caspase-1=0.723, P < 0.05). Compared with the control group, the expression levels of NLRP3 and cleaved caspase-1 were increased in 
the 5.0, 10.0, and 15.0 mg·L-1 nano-ZnO groups, and the expression levels of ASC and pro-caspase-1 were increased in the 10.0 and 15.0 mg·L-1 
nano-ZnO groups (P < 0.05).  

[Conclusion] Exposure to nano-ZnO could induce the activation of NLRP3 inflammasome, further increase the expression of inflammatory 
cytokines, and enhance cell inflammation response.

Keywords: zinc oxide nanoparticle; nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3; inflammasome; microglia; 
interleukin-18; interleukin-1β

纳米氧化锌颗粒（zinc oxide nanoparticle，nano-

ZnO）具有特殊的理化性质，在化妆品、抗菌食品包装
材料、食品添加剂等方面的应用日益广泛［1-4］。但纳米
产品的广泛应用增加了机体接触纳米颗粒的机会，其
安全性问题也引起了人们的关注。近年来，研究者们
已经开始探讨纳米颗粒的毒作用特点及其相关的毒
性作用机制。研究表明 nano-ZnO 可通过多种方式对
机体产生毒性作用，包括氧化应激、锌离子释放、离
子通道功能受损和炎症反应等［5-6］。nano-ZnO 可通过
消化道、呼吸道和皮肤等途径进入机体。值得注意的
是，经各种途径进入血液的纳米颗粒能够增加血脑屏
障的通透性，导致纳米颗粒渗入中枢神经系统，并导
致脑组织损伤［7-10］。

近年来，神经退行性疾病的发病率逐年增加，神
经炎症被认为对于神经退行性疾病的发生发展具有
关键作用［11］。相关研究表明，炎症小体的激活导致
炎症因子表达水平升高并进一步引起神经炎症［12］。
炎症小体是细胞内一种能激活 caspase-1 的蛋白复
合物，由感受器模式识别受体、凋亡相关斑点样蛋
白（apoptosis-associated speck-like protein containing 

CARD，ASC）以及前半胱天冬酶 -1 （pro-caspase-1）等
组成［13］。目前已有关于核苷酸结合寡聚化结构域样
受体蛋白 3（nucleotide-binding oligomerization domain-

like receptor protein 3，NLRP3）炎症小体的研究报道，
其激活可刺激细胞分泌成熟的白介素（interleukin，
IL）-18 和 IL-1β，促 使 活 化 型 半 胱 天 冬 酶 -1（cleaved 

caspase-1）生成，并能诱导细胞焦亡［14］。
研究表明 nano-ZnO 暴露能够引起炎症反应，但

能否通过激活 NLRP3 炎症小体引起小胶质细胞炎症因

子 IL-18 和 IL-1β 分泌水平增高，进而导致细胞炎症反
应增强的相关研究未见报道。因此，本研究将小胶质
细胞暴露于不同浓度的 nano-ZnO，研究了 nano-ZnO

对细胞活性、细胞膜完整性、炎症因子 IL-18 和 IL-1β

表达的影响，重点探讨了 nano-ZnO 对 NLRP3 炎症小
体的激活作用，以探究 nano-ZnO 引起神经炎症反应
的可能机制，为 nano-ZnO 的安全使用提供理论基础。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

BV2 小胶质细胞（中国医学科学院基础医学研究所
细胞中心），nano-ZnO（粒径 20 nm，南京海泰纳米材料
有限公司），DMEM 高糖培养基（美国 HyClone），胎牛
血清（美国 Clark bio），0.25% 胰蛋白酶 - 乙二胺四乙酸
溶液（美国 HyClone），四甲基偶氮唑盐（methylthiazolyl 

tetrazolium，MTT）（ 美 国 Sigma），乳 酸 脱 氢 酶（lactate 

dehydrogenase，LDH）检测试剂盒（南京建成生物工
程研究所），IL-1β 和 IL-18 酶联免疫吸附试验（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒（上海酶联
生物科技有限公司），二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，
BCA）蛋白定量试剂盒（北京康为世纪生物技术有限
公司），NLRP3 抗体及半胱天冬酶（caspase）-1 抗体（英
国 Abcam），ASC 抗体及 β-actin 抗体（美国 Santa Cruz），
蛋白免疫印迹电化学发光（electrochemiluminescence，
ECL）试剂盒（美国 Santa Cruz）。
1.2   主要仪器

二氧化碳培养箱（新加坡 Esco），Zetasizer Nano-

ZS90 型马尔文粒径分析仪（英国 Malvern），RT-6000

酶标分析（美国 Rayto），5417R 高速冷冻离心机（德国
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Eppendorf），Mini-Protein 3 小型垂直电泳槽（美国 Bio-

Rad），JY600C 电泳仪（北京六一仪器厂），Tanon 5200

化学发光成像系统（上海天能科技有限公司）。
1.3   实验方法
1.3.1   nano-ZnO 表征   nano-ZnO 在使用前经 180℃干
热灭菌 3 h，随后用培养基将 nano-ZnO 配制成 1.0 mg·L-1

的贮备液，超声振荡 30 min。用完全培养基将贮备液
稀释至 100.0 mg·L-1，用于 nano-ZnO 的表征分析。使用
马尔文粒径分析仪，采用动态光散射法检测 nano-ZnO

工作液中纳米颗粒的粒径、多分散系数（polydispersity 

index，PDI）以及 Zeta 电位。
1.3.2   BV2 细胞的培养   将 BV2 细胞培养于含 10% 胎
牛血清、100 U·mL-1 青霉素与 100 g·L-1 链霉素的 DMEM

高糖培养基中，置于 37℃、5% CO2 的培养箱中培养。
每隔 1 d 换液，每 2 d 传代一次，传代比例为 1 ：4。当
细胞培养至对数生长期时进行相关实验。
1.3.3   MTT 法测定细胞活力   分别取对数生长期的 BV2

细胞，调整浓度为 6×103 个 · 孔 -1，接种于 96 孔培养板，
在 37℃、5% CO2 培养箱中培养。待细胞贴壁后分别加
入 含 不 同 浓 度（0、2.5、5.0、10.0、15.0、20.0 mg·L-1）
nano-ZnO 的完全培养基，加样量 100 μL，同时设立空
白对照组。培养 24 h 后，每孔加入 10 μL 的 5 g·L-1 MTT

溶液，继续培养 4 h，吸弃上清，每孔加入 150 μL 的二
甲基亚砜，振荡 10 min，待结晶充分溶解后，使用酶
标仪在 570 nm 处检测光密度值，并计算细胞存活率。
1.3.4   细胞培养液上清中 LDH 活性测定   分别取对数
生长期的 BV2 细胞，调整浓度为 5×104 个 · 孔 -1，接种
于 24 孔培养板，在 37℃、5% CO2 培养箱中培养。待
细胞贴壁后分别加入含不同浓度（0、2.5、5.0、10.0、
15.0 mg·L-1）nano-ZnO 的完全培养基，加样量 500 μL。
培养 24 h 后，取上清培养液，离心后取上清。按 LDH

试剂盒操作说明，设立标准空白孔，在 450 nm 处测定
光密度值并计算 LDH 活性，判断细胞膜完整性。
1.3.5   ELISA 法检测 IL-1β、IL-18 水平   分别取对数生
长期的 BV2 细胞，调整细胞浓度为 5×104 个 · 孔 -1，接
种于 24 孔板。细胞贴壁后，待细胞贴壁后分别加入
含 不 同 浓 度（0、2.5、5.0、10.0、15.0 mg·L-1）nano-ZnO

的完全培养基。培养 24 h 后，收集细胞培养上清，
3 000 r·min-1 离 心 20 min（ 离 心 半 径 5.5 cm），取 上 清。
按 ELISA 试剂盒说明书操作，使用酶标仪在 450 nm 处
测定光密度值。根据标准曲线分别确定样品中 IL-1β、
IL-18 水平。

1.3.6   Western blotting 法检测 NLRP3 炎症小体相关蛋
白表达水平   BV2 细胞经 nano-ZnO 处理 24 h 后弃去培
养基，用预冷 PBS 冲洗两遍，用放射免疫沉淀法（radio-

immunoprecipitation assay，RIPA）裂 解 液 提 取 蛋 白，
4℃、12 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 5.5 cm），收
集上清，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定浓度后，制
胶、上样、电泳、转膜后，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，分
别加入一抗 NLRP3 抗体、ASC 抗体、caspase-1 抗体和
β-actin 抗体（1：1 000），4℃过夜，洗膜，二抗孵育 1.5 h

后，洗膜并曝光显色。使用 Image J（v1.47）软件对蛋
白条带灰度值进行分析。
1.4   统计学分析

所 有 实 验 均 为 三 次 独 立 实 验，实 验 数 据 均 以
均值 ± 标准差表示。应用 SPSS 17.0 软件进行统计学
分析，多组之间比较采用单因素方差分析（one-way 

analysis of variance，ANOVA）。两两比较时，若方差齐
则采用 LSD-t 检验，若不齐则选择 Dunnett’s T3 检验。
趋势分析采用 Spearman 相关分析，结果以相关系数 r

表示。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   nano-ZnO 表征

马 尔 文 粒 度 分 析 仪 分 析 结 果 显 示，nano-ZnO

平 均 水 合 粒 径 为（178.13±11.23）nm，Zeta 电 位 为
（-8.23±2.12）mV，PDI 为 0.37±0.08。

2.2   细胞活力
与对照组相比，Nano-ZnO 浓度为 15.0、20.0 mg·L-1

时，细 胞 活 力 下 降 明 显（P < 0.05）。在 不 同 浓 度 组
nano-ZnO 暴露条件下，细胞活力随着暴露浓度的增加
而减少（r=-0.814，P < 0.05）。见图 1。

 

［注］ * ：与对照组相比，P < 0.05。
［Note］ * : Compared with the control group, P < 0.05. 

图 1   不同浓度 nano-ZnO 处理 24 h 的 BV2 细胞活力（n=3）
Figure 1   Cell viability of BV2 cells treated with different

 concentrations of nano-ZnO for 24 h (n=3)
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rcleaved caspase-1=0.723，P < 0.05）。
 

  

［注］ A ：NLRP3、pro-caspase-1、ASC、cleaved caspase-1 蛋白表达 Western 

blotting 电泳图 ；B~E ：NLRP3、pro-caspase-1、ASC 和 cleaved caspase-1

的 Western blotting 条带灰度值比值。* ：与对照组相比，P < 0.05。
［Note］A: The expressions of NLRP3, pro-caspase-1, ASC, and cleaved 

caspase-1 measured by Western blotting; B-E: The densitometric 

expression levels of NLRP3, pro-caspase-1, ASC, and cleaved 

caspase-1, respectively, measured by Western blotting. *: Compared 

with the control group, P < 0.05.

图 4   不同浓度 nano-ZnO 处理 24 h 时 BV2 细胞 NLRP3 炎症
小体相关蛋白表达水平（n=3）

Figure 4   The expressions of NLRP3 inflammasome related 
proteins in BV2 cells treated with different concentrations of

nano-ZnO for 24 h (n=3)

3   讨论
nano-ZnO 是使用最多的纳米颗粒之一，可用于防

晒霜、食品添加剂和抗菌材料等产品。纳米颗粒经呼
吸道、皮肤和消化道摄入后，能够随血液循环进入大
脑并穿过血脑屏障，引起神经系统的炎症反应［15-18］。
但目前关于 nano-ZnO 能否通过激活 NLRP3 炎症小体，
进而导致细胞炎症反应增强的相关研究未见报道。小
胶质细胞被称为脑中的巨噬细胞［19］，是中枢神经系统
免疫应答的关键调节因子，参与宿主防御反应［11］。因
此本研究采用 BV2 细胞暴露于 nano-ZnO，探讨 nano-

ZnO 对 NLRP3 炎症小体激活及炎症因子分泌的影响，

2.3   LDH 活性的变化
与对照组相比，5.0、10.0 和 15.0 mg·L-1 nano-ZnO

组细胞培养液上清 LDH 活性升高（均 P < 0.05）。在不
同浓度 nano-ZnO 暴露条件下，细胞培养液上清 LDH

活性随浓度增加而增加（r=0.962，P < 0.05）。见图 2。

 

［注］ * ：与对照组相比，P < 0.05。
［Note］ *: Compared with the control group, P < 0.05. 

图2   不同浓度nano-ZnO处理24 h的BV2细胞LDH活力（n=3）
Figure 2   LDH activity of BV2 cells treated with different 

concentrations of nano-ZnO for 24 h (n=3)

2.4   IL-1β、IL-18 水平
与 对 照 组 相 比，2.5、5.0、10.0、15.0 mg·L-1 nano-

ZnO 组细胞均出现 IL-1β 和 IL-18 水平升高（均 P < 0.05），
且具有明显的剂量 - 效应关系（rIL-1β=0.919，P < 0.05 ；
rIL-18=0.994，P < 0.05）。见图 3。

  

［注］ * ：与对照组相比，P < 0.05。
［Note］ *: Compared with the control group, P < 0.05. 

图 3   不同浓度 nano-ZnO 处理 24 h 的 BV2 细胞的炎性因子
IL-1β（A）和 IL-18（B）水平的影响（n=3）

Figure 3   The levels of IL-1β (A) and IL-18 (B) in BV2 cells treated 
with different concentrations of nano-ZnO for 24 h (n=3)

2.5   NLRP3 炎症小体相关蛋白水平的变化
与 对 照 组 相 比，5.0、10.0、15.0 mg·L-1 nano-ZnO

暴露致 NLRP3 及 cleaved caspase-1 表达水平升高（P < 

0.05），10.0、15.0 mg·L-1 nano-ZnO 暴露致 pro-caspase-1

及 ASC 表达水平升高（P < 0.05），见图 4。各蛋白表达水
平与 nano-ZnO 浓度存在剂量 - 效应关系（rNLRP3=0.897，
P < 0.05 ；rASC=0.751，P < 0.05 ；rpro-caspase-1=0.758，P < 0.05 ；
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判断 NLRP3 炎症小体在 nano-ZnO 导致 BV2 细胞炎症
反应水平改变中的可能作用。

纳米颗粒在工作液中的分散状态取决于其尺寸、
形状、表面电荷等，并对于其生物效应研究具有重要
意义［20］。本研究通过动态光散射法所测得的纳米颗
粒平均粒径大于其实际粒径，这可能是受布朗运动的
影响［21］。PDI 表示颗粒分散的均一程度，本实验数据
显示 nano-ZnO 悬浮液 PDI 为 0.37±0.08，说明悬浮液中
纳米 ZnO 颗粒分散的均一性较好。纳米颗粒的表面电
荷也是影响纳米颗粒分散水平的重要因素之一，本研
究 nano-ZnO 的平均 Zeta 电位为（-8.23±2.12）mV，说
明颗粒物在分散体系内具有较好的分散状态。

本研究结果表明，BV2 细胞暴露于 nano-ZnO 导致
细胞存活率下降，并存在剂量 - 效应关系，且当暴露
浓度为 15.0 和 20.0 mg·L-1 时，细胞存活率明显下降，
与 Liang［16］的研究报道一致。但亦有研究表明，星型
胶质细胞暴露于 8.0 mg·L-1 nano-ZnO，细胞存活率即明
显下降［22］，这可能与细胞种属及所用纳米 nano-ZnO

的理化特点有关。细胞培养上清中 LDH 活性也随着
nano-ZnO 暴露浓度的增加而升高，说明 nano-ZnO 能
够在一定浓度条件下引起细胞膜完整性的破坏。

通过对炎性因子 IL-1β 及 IL-18 分泌水平的研究发
现，随着 nano-ZnO 暴露浓度的增加，IL-1β 及 IL-18 的
分泌水平均有升高。目前已经证实激活的 NLRP3 炎
症小体能够刺激炎症因子前体转变为成熟的 IL-18 和
IL-1β 细胞因子［23-24］。同时，有研究提出了包括纳米材
料和纳米颗粒在内的纳米相关分子模式（nanoparticle-

associated molecular patterns，NAMP）［25-26］，并 认 为
NAMP 引发无菌性炎症的重要原因之一是炎症小体的
激活［27-28］。此外，有研究显示，石棉、碳纳米管、纳米
二氧化钛等多种晶体和颗粒物质可以诱导 NLRP3 炎症
小体的激活，并引起炎症反应和炎症因子的释放［29-30］。
因此我们推测 nano-ZnO 激活了 NLRP3 炎症小体并进
而导致 IL-18 和 IL-1β 分泌水平增加。

NLRP3 炎症小体相关蛋白表达的结果表明，nano-

ZnO 暴露引起小胶质细胞 NLRP3、ASC、pro-caspase-1

和 cleaved caspase-1 表达水平增加，说明 nano-ZnO 可
激活 NLRP3 炎症小体。NLRP3 炎症小体的激活分为两
个步骤，信号一激活核因子 -κB 信号通路，诱导 IL-1β、
IL-18 前体以及 NLRP3、ASC、pro-caspase-1 的转录和翻
译发生改变。信号二通过溶酶体损伤、膜通透性改变、
活性氧产生等方式将 NLRP3、ASC 和 pro-caspase-1 组

装成一个复杂的炎症小体并激活，同时 pro-caspase-1

转变为 cleaved caspase-1，后者促进炎症因子前体转
变为 IL-18 和 IL-1β 等细胞因子［23-24］。本研究对 nano-

ZnO 暴露导致 NLRP3 炎症小体激活做了探讨，有关其
激活的具体机制本课题组将做进一步研究。
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