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摘要

碳纳米管对植物细胞影响的细胞生物学分析

专业：植物学

硕士生：申聪香

指导教师：姚楠教授

碳纳米管(Carbon Nanotubes，CNTs)是一种具有独特结构和物理性质的新型

纳米材料。近年来随着研究的不断深入，其广阔的应用前景特别是在生物医药上的

潜在优势开始展现，同时该类材料对生态环境、人类健康的影响目前也逐渐引起科

学家的注意。在农业生产中，纳米技术在增强植物吸收养分能力，增加农药和除草

剂的功效，降低农药和除草剂的剂量等方面有着可观的应用前景。然而当前纳米材

料对植物影响的研究几乎还是空白。探讨纳米材料对植物及其环境的影响，正确评

估碳纳米管的生物学效应，是具有重要意义的前瞻性研究。本文利用拟南芥和水稻

原生质体系统，结合光镜、电子显微镜观察，以及EM-TUNEL、RT-PCR等检测手

段，从多方面探讨了单壁碳纳米管(Single--walled carbon nanotubes，SWCNTs)对植

物细胞的影响。

我们用SWCNTs处理原生质体和植物组织后，检测了细胞活性、形态变化、

DNA损伤、活性氧(Reactive oxygen species，ROS)产生和相关基因表达。结果表

明，SWCNTs在一定程度上能影响原生质体的活性，并且这种影响呈现浓度依赖性

关系，但和处理时间关系不大。此外，单壁碳纳米管还能引起原生质体聚集、植株

叶肉细胞染色质凝缩、TUNEL的阳性反应和H202积累。我们发现SWCNTs处理

后叶肉细胞细胞壁和细胞膜上有氯化铈的沉积和类似内吞的膜结构，提出了碳纳米

管穿过细胞膜的可能途径。本研究说明，尽管碳纳米管具有许多特异的性质，但是

在农业生产上应用时要对其毒性作出充分的评价。

关键词：拟南芥，纳米材料，原生质体，水稻，单壁碳纳米管
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Cell biology analysis of effects of carbon nanotubes on

plant cells

ABSTRACT

Major：Botany

Name：Congxiang Shen

Supervisor：Prof．NanYao

As new members of nanomaterial family,carbon nanotubes(CNTs)have many

unique structural and mechanical properties，their potential applications especially in

biomedicine have increasing in recent years．The effects of CNTs on the ecological

envkonment and human heaith are also gradually caused the scientist’S attention．In the

agricultural production,nanotechnology has a considerable application prospect in

enhancing the ability of plants to absorb nutrients，increasing the efficiency of pesticides

and herbicides，allowing lower doses to be used etc．However,the toxicological impact

of nanoparticles has rarely been studied in plants．It is an important prospective research

tO study the effects of nanomaterial on plants and environment，and evaluate carbon

nanotubes biocompatibility exactly．Using a protoplast system from Arabidopsis or rice

leaves，combined with light microscope，electron microscope，EM-TUNEL and RT-PCR，

we tested for the effects of single-walled carbon nanotubes(SWCNTs)on plant cells

from many aspects．

We exposed leaf protoplast cells and plant tissues tO SWCNTs and examined cell

viability,cell morphology,DNA damage，reactive oxygen species(ROS)generation and

molecular signaling alterations．We found that the effect of SWCNTs on the survival of

ceUs was dose dependent，but not time dependent．We also found SWCNTs can cause

adverse cellular responses including cell aggregation,chromatin condensation with a
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TUNEL-positive reaction,plasma membrane deposition,and H202 accumulation．

Moreover,we found endocytosisqike structure with cerium chloride deposits aRer

SWCNT treatment，suggesting a possible pathway for nanoparticles to traverse the cell

membrane．Consequently,aRhough nanomaterials have great advantages in many

respects，their cytotoxicity needs to be evaluated when they are used in the agricultural

production．

KeyWords：Arabidopsis,Nanoparticles，protoplasts，rice，single--walled carbon

nanotubes(SWCNTs)
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简称

AC

CM--H2DCFDA

DAPI

EM

FDA

GA

MOPS

PCD

PFA

ROS

TUNEL

缩略词

英文全称

Activated carbon

5-(and-6)-chloromethyl-2。，7。一

dichlorodihydrofluorescein

diacetate，acetyl ester

4',6-diamidine-2。-phenylindole

dihydrochloride

Electron microscope

Fluorescein diacetate

Glutaraldehyde

3-(N--morpholino)

propanesulfonic acid

Programmed cell death

Paraformaldehyde

Reactive oxygen species

Single-walled carbon nanotubes

Terminal deoxynucleotidyl

transferage mediated dUTP nick

end-labelling

中文全称

活性碳

氯甲基二氯二氢荧光

素二乙酯

4’，6一联脒．2一苯基吲哚

二盐酸盐

电子显微镜

荧光素二乙酸酯

戊二醛

3-(N一吗啡啉)-2一羟基

丙磺酸

程序性细胞死亡

多聚甲醛

活性氧

单壁碳纳米管

脱氧核苷酸末端转移

酶介导的dUTP缺口末

端标记
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1．1纳米材料概述

第一章前言

纳米材料是近年来科学上的一项重大发现，己经成为当今许多学科研究的热

点。纳米材料是一种介于分子和宏观常规材料之间的介观态材料，是指在三维空间

中至少有一维处于纳米尺度范围(1—100 nm)或由它们作为基本单元构成的材料111，

包括纳米颗粒(nanoparticles)、纳米纤维(nanofibers)、纳米管(nanotubes)、复合材

料(composite materials)和表面具有纳米结构的物质(nano-structure surfaces)121。纳米

材料的尺寸很小，结构特殊，由于诸如表面效应、小尺寸效应、量子尺寸效应和宏

观量子隧道效应等因素，纳米材料具有许多独特的性质。

纳米材料最主要的特点是尺寸小，处于单个原子或分子与宏观粒子交界的过渡

区域【31。当直径小于100 nm时，纳米颗粒表面原子数与总原子数之比随着直径变小

而急剧增大。直径为30 am时，有大概10％的原子分布在表面；然而直径降至3 nnl

时，颗粒表面原子数已经占总原子数的50％。表面对体积之比决定了潜在的活性基

团的数目，根据使用目的的不同这种高表面活性可以是有益的(例如抗氧化，药物

运载能力，增强吸收能力和与生物组织间的相互作用)或者有害的(有毒性，不稳

定，诱导氧胁迫等)【4，51。

除尺寸小之外，纳米材料还表现出许多机械、光学、物理、化学及超导等方面

的特性，因此被广泛应用于填充剂、遮光剂、催化剂、半导体、化妆品、微电子和

生物医学等各个领圳41。例如将纳米二氧化钛(Ti02)按照一定比例添加到化妆品

中，不但可以吸收紫外线，而且可以散射紫外线，可同时屏蔽C型紫外线、B型紫

外线和部分A型紫外线。目前，日本等国已有部分含纳米二氧化钛的化妆品问世【6】。

随着纳米技术的产业化，各种形式的纳米尺度的物质已经以各种不同的途径进

入我们的日常生活当中，人们在工作和生活中接触到他们的机会越来越多。从2006

年发生在德国的魔术纳米气溶胶玻璃危害人体健康事件【7】到美国环境保护局公布发

现防晒霜中的纳米二氧化钛可能导致小鼠脑损伤的研究结果后导致的防晒霜争议
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【引，越来越多的人开始关注纳米材料是否对环境和人类健康带来不利影响。从2003

年起，Nature和Science等权威杂志已相继发表论文，开始讨论纳米尺度材料的生

物效应以及对环境和健康的影响问题[3,5,9-121。

科学界不仅看到纳米材料在各个领域巾的巨大作用，同时也认识到纳米技术可

能带来的危害，2003年以后，美国、欧盟、德国、日本等发达国家相继制定了国家

研究计划，资助纳米科技生物安全性的研究，例如2004年美国国家环保局拨款400

万美元委托12所大学开展纳米材料对环境和人体可能产生危害的研究。研究课题

包括：皮肤对纳米材料的吸附及其毒性；纳米材料对饮水的影响；纳米粒子对操作

者肺组织的影响；在海洋和淡水水域沉积的纳米材料对环境的影响等【131。我国的国

家自然科学基金委、国家科技部也相继启动和资助了一些重大课题。总体来讲，国

内外纳米生物安全性的研究从起点、水平看相差不大【141。

1．2碳纳米管及其细胞毒理学研究现状

1．2．1碳纳米管简介

碳纳米管(Carbon nanotubes，CNTs)是日本电子显微镜专家Iijima在1991年

意外发现的一‘种碳结构‘”1，由片层结构的石墨卷成的无缝中空的纳米级同轴圆柱

体，两端由富勒烯半球封帽而成【16l。根据石墨片层的数目碳纳米管可以分为单壁碳

纳米管(Single-waUed carbon nanotubes，SWCNTs)和多壁碳纳米管(Multi-walled

carbon nanotubes，MwCNrS)。单壁碳纳米管的的直径在0．75 nm-3 nm之间，长度

为1-50 pm，多壁碳纳米管的直径在2-30 nm之间，长度为0．1-50“m，层间距约为

0．34 rim[1 71。

碳纳米管具有许多独特的性质，如重量轻，强度高，具有很好的热稳定性、化

学稳定性和导电性【12】，例如碳纳米管的抗拉强度是钢的100倍，弹性模量与金刚石

相当，约为钢的5倍，硬度与金刚石相当，却拥有良好的柔韧性。除本身具有许多

特异性质之外，碳纳米管还可以通过物理吸附、静电作用和共价连接等手段进行表

面修饰。近些年来随着碳纳米管及纳米材料研究的不断深入其广阔的应用前景也不

2
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断展现出来，在生物、医药上也开始崭露头脚，有研究发现，碳纳米管在运输载体、

生物传感器、检测病原体、治疗癌症等方面具有良好的应用前景[18-251。

1．2．2碳纳米管毒理学研究现状

随着碳纳米管在生物医学方面应用的可能性不断增加，关于碳纳米管对细胞安

全性的研究也越来越多，碳纳米管是否具有细胞毒性目前在不同的研究系统巾有不

同的结论，具有一定的争议性。有研究显示，碳纳米管能够抑制细胞增殖，并且呈

剂量和时间依赖性关系[26,27]；碳纳米管能诱导活性氧产生127-30】，引起细胞聚集‘26，3¨，

诱导细胞发生凋亡[26,32-341和激活核冈子KB(NF-KB)[27,29,30]。除此之外，Cui等(2005)

用单壁碳纳米管处理人体胚胎肾细胞l-5天后，发现单壁碳纳米管能降低细胞黏附

能力，流式细胞仪分析显示单壁碳纳米管还能改变细胞周期，细胞被阻滞在G0／G1

期，S期细胞显著减少f261；同样Ding等(2005)用多壁碳纳米管处理人皮肤成纤

维细胞时发现细胞被阻滞在G2／M期‘331。Nicola等(2008)用单壁碳纳米管、多壁

碳纳米管和两者的混合物处理Jurkat细胞24小时，流式细胞仪分析显示碳纳米管

能引起质膜超极化，并且这种影响呈现浓度依赖性关系【321。另外单壁碳纳米管能促

使细胞因子白介素8(IL-8)的释放[30,35】。Pacurari等(2008)用未修饰的单壁碳纳

米管处理人体正常和恶性问皮细胞24小时后发现单壁碳纳米管造成细胞DNA损伤

【291
o

虽然上述研究报道表明碳纳米管可能具有细胞毒性的作用，但也有研究发现其

毒性作用不大。Flahaut等(2006)用相同的催化化学气相沉积法(CCAD)制备了

三种不同的碳纳米管(所用的金属催化剂和量不同)，处理人静脉血管内皮细胞后

同时用中性红染色法和MTT检验法检验细胞活性，研究结果表明任何一种碳纳米

管都没有细胞毒性【36】。

除了体外细胞水平的实验之外，碳纳米管在模式动物体内中的生物学效应也开

始得到重视。2004年Warheit等将5 mg／kg单壁碳纳米管缓慢灌入小鼠的气管中，

发现小鼠的肺发生短暂的炎症反应，处理1个月后组织切片显示小鼠的肺中发生多

发性肉芽肿【37】，类似实验也表明碳纳米管能诱导小鼠肺部发生肉芽肿‘38枷】。此外，

有研究证实碳纳米管进入小鼠腹腔后能引起炎症和肉芽肿的形成【411。然而，与此相
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反，有报道显示小鼠静脉注射单壁碳纳米管后在体内没有发现明显的副作用【42剞】。

1．2．3碳纳米管细胞毒性影响因素

在研究和争论碳纳米管是否具有细胞毒性的同时，近年来科学家们对于碳纳米

管的生物学效应及其影响因素进行了深入探讨。除了剂量这个关键冈素之外，Jia

等用直径1．4 nm、长度l“m、纯化的单壁碳纳米管和直径10-20 hill、长度0．5-40“m

的多壁碳纳米管处理小泡巨噬细胞，发现单壁碳纳米管的细胞毒性远远大于多壁碳

纳米管f341。Kang等研究发现在抗菌方面单壁碳纳米管比多壁碳纳米管效果更好，

而且证明碳纳米管的大小是决定抗菌效果的一个关键冈剥451。

～些研究发现将碳纳米管表面修饰或者高度纯化的碳纳米管能降低其毒性。

Kam等用流式细胞仪分析了暴露于连接羧基、生物素和荧光素的单壁碳纳米管1

小时后的HL60和Turkat T细胞，结果显示表面功能化的单壁碳纳米管并无明显毒

性作用1461。Sayes等(2006)探讨了不同程度功能化单壁碳纳米管的细胞毒性，发

现碳纳米管的细胞毒性与功能化密度有判471。Fiorito等用高度纯化的单壁碳纳米管

处理人巨噬细胞48小时后观察统计凋亡或坏死细胞(PI染色)，发现纯化的单壁碳

纳米管只引起大约4％的细胞死亡【4引。Chlopek等(2006)将高纯度的多壁碳纳米

管处理纤维原细胞和造骨细胞后检测细胞活性及反应，研究结果表明细胞的骨钙

素，细胞因子白介素_6(IL．6)和氧自由基的水平没有明显变化，因此该小组认为

多壁碳纳米管和检测的两种细胞具有良好的生物适应性【491。

也有人认为聚合程度是影响纳米颗粒细胞毒性的因子之一。Wick等为了确定

团聚状态如何影响单壁碳纳米管细胞毒性，测试了四种不同的单壁碳纳米管溶液：

碳纳米管生产过程中的原材料，合成后的块状碳纳米管，由块状碳纳米管离心过滤

得到的束状碳管和球状碳管【5Ⅲ。除了分散得很好的束状单壁碳纳米管，其余的碳管

都是聚集成块状的。结果发现块状的碳纳米管细胞毒性比分散性较好的碳管的细胞

毒性大。该研究推测团聚的单壁碳纳米管具有较大的刚性和尺寸，使碳纳米管具有

类似石棉纤维的毒性，因此毒性相对较大。然而，与此相反Tian等研究了未纯化单

壁碳纳米管和已经除去金属催化刺的单壁碳纳米管，发现未纯化的单壁碳纳米管的

细胞毒性较低【5¨。该研究认为未纯化的单壁碳纳米管细胞毒性较低是冈为其聚集程

4
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度大，冈此毒性较低。这与Wick等提出的假设相悖，可能是由于使用了两种不同

的细胞系(石棉诱导的肺癌细胞和角质形成细胞)从而得出不同的结论。

碳纳米管在生产过程中会使用一些金属催化剂，如铁、镍等。Kangan等探究

了单壁碳纳米管巾铁在细胞毒性方面的作用，他们选择含有26％铁催化剂的未纯化

碳纳米管和仪含0．23％铁催化剂的纯化碳纳米管处理鼠巨噬细胞系RAW264．7，与

纯化的碳纳米管相比，未纯化富含铁的单壁碳纳米管诱导细胞产生更多的羟自由

基、氧自由基并显著降低了细胞内谷胱甘’肽(GsH)的含量，积累脂质过氧化物。

因此他们推断碳管中铁的存在可能是决定巨噬细胞中氧化还原产生的重要原因【521。

Shvedova等报道了未纯化的单壁碳纳米管(含铁杂质)对人表皮角质形成细胞具有

剂量和时间依赖性的细胞毒性【281。用较高浓度单壁碳纳米管处理较长时间后，发现

细胞会产生自由基和过氧化物，谷胱甘肽(GSH)水平减少以及核和线粒体的形态

发生变化。但是加入金属螯合剂后能降低毒性，这表明单壁碳纳米管中剩余的铁催

化剂可能参与了细胞毒性作用。此外，Jia等发现使用低浓度的单壁碳纳米管

(1．14mg／cm2)能抑制20％以上的细胞生长p41，由于单壁碳纳米管的纯度为90％，

推测是金属催化剂导致的细胞毒性。

碳纳米管的分散性一直是，4个难以解决的问题，冈此有时候加入一定浓度的表

面活性剂以分散碳管。Dong等研究了不同的表面活性剂对碳纳米管细胞毒性的影

响【53l。实验表明分散在十二烷基硫酸钠(SDS)和钠十二烷基苯磺酸钠(SDBS)

中单壁碳纳米管对1321N1人星细胞瘤细胞的毒性是由于碳纳米管表面的SDS和

SDBS产生的。而分散在胆酸钠(SO)和单链DNA中的单壁碳纳米管对细胞的增

殖和存活率没有影响。因此研究者呼吁在探讨碳纳米管的细胞毒性时应注意其分散

剂的毒性效应。

除了上述因素之外，碳纳米管的尺寸、比表面积、处理时间等也是影响细胞毒

性的重要因素【511。因此在探讨碳纳米管的细胞毒性时，对其表征进行全面的考虑是

非常必要的。

1．2．4碳纳米管细胞毒性产生机制

目前，对碳纳米管引起细胞毒性的机制研究还很少，一些假说被提出来用来解
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释碳纳米管的细胞毒性。其中一种被广泛认可并得到实验证明的的机制是碳纳米管

诱导细胞产生活性氧(ROS)导致细胞发生氧胁迫从而产生毒性[27,29,30,54]。实验表

明碳纳米管刺激细胞产生的活性氧能激活核因子K：B(NFlcB)信号转导途径，ROS

激活IKB激酶(IKK)使Ir．Ba磷酸化，于是被磷酸化的IKBa与NFlcB分离，NF-KB

从胞质转移至核内，与DNA结合后启动转录，与此同时活性氧释放到细胞外，刺

激细胞分泌炎症因子(TMh)和IL-8，进入细胞凋亡通路，导致细胞死亡。

此外，Tang等用富勒烯(fullerene)研究对微生物的影响时提出纳米材料跟微

生物的物理接触导致细胞损伤是纳米材料的主要致死机制【551。Kang等用不同浓度

高度纯化的单壁碳纳米管处理大肠杆菌K12(E．coli K12)后也提出了相同的猜想【5剐，

Kang等研究结果表明只有直接跟碳纳米管接触的大肠杆菌失去活性，且大肠杆菌

的活性并不随碳纳米管的浓度增加而变化，扫描电镜观察结果显示大肠杆菌的细胞

膜已经严重受损，失去了细胞完整性。同时检测了大肠杆菌培养液中细胞内含物质

粒DNA和RNA的含量，发现单壁碳纳米管处理的菌液中质粒DNA、RNA的含量

比对照组中的含量分别高出5倍和2倍，证明细胞内含物已经外泄。因此，该研究

小组认为碳纳米管对细菌的毒性是碳纳米管跟细菌之间的物理接触导致细菌细胞

膜受损而引起的。

1．2．5碳纳米管对植物细胞影响研究现状

碳纳米管细胞毒性的研究大部分围绕着动物或人体细胞，很少有关于纳米材料

对植物细胞影响的报道。Lin等(2009)首次利用多壁碳纳米管研究了对拟南芥

(Arabidopsis thaliana)；悬浮细胞系T87的细胞毒性1571，用不同浓度(10 Ill雩几60 nlg几

100 mVL 600 mg／1)多壁碳纳米管(有两种不同聚集程度的碳纳米管)处理拟南芥

悬浮细胞2-7天后，检测了细胞干重，活性，细胞叶绿素含量和过氧化物歧化酶

(SOD)的酶活。研究结果表明多壁碳纳米管处理细胞后，细胞干重减少，活性下

降，叶绿素含量减少，SOD酶活性降低，并且聚集程度小的碳纳米管对细胞的影响

更明显。

植物细胞壁是植物细胞区别于动物细胞的主要特征之一，主要由相交联的多糖

组成。由于有细胞壁和细胞膜组成的双重屏障，外界分子很难进入植物细胞。碳纳
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米管具有许多独特的性质，已经有研究报道碳纳米管能运输生物大分子进入动物细

胞中阢58，591。在植物中也有研究报道硅纳米颗粒能运输DNA和化学药品进入去掉

细胞壁的原生质体当中l删。Liu等的研究发现单壁碳纳米管能穿过完整植物细胞的

细胞壁和细胞膜进入到细胞内部，并且能运输单链DNA分子进入植物细胞中【611。

而且该研究还推测碳纳米管能运输生物大分子至特定的细胞器。由此可见，单壁碳

纳米管作为运输载体应用到植物细胞中是很有可能的。

1．3植物程序性细胞死亡简介

细胞死亡是生物体的一种常见生命现象，根据死亡的形式一般可分为两种：细

胞坏死(necrosis)和程序性细胞死亡(programmed cell death，PCD)。细胞坏死是

细胞在遭受环境中的强热、冰冻、强烈机械损伤等因素时出现的一·种非生理性细胞

死亡，这种死亡以原生质膜的破裂为特征【621，造成细胞内含物的外泄，引起周闱组

织发生炎症反应，故对生物体的生长发育很不利。程序性细胞死亡是生物体在发育

过程中或环境影响下，通过自身内部机制启动并调节的细胞生理性自然死亡的过程

[631，是一种主动的、生理性的细胞死亡过程。这种死亡是由基因启动和调控的，在

高等生物体内广泛存在，对生物体生长发育具有积极意义。

程序性细胞死亡的研究最先开始于动物细胞，1951年，Gluckmann首先提出了

细胞程序化死亡的概念，证明在脊椎动物和无脊椎动物中都存在该现象[641；1961

年，Karl发表文章阐述程序化细胞死亡的形式及对植物正常生理活动的重要性；

1972年，Kerr等在生物体发育过程中发现了一种与细胞坏死形态特征完全不同的

细胞死亡方式，将其命名为细胞凋亡(apoptosis)[651，并认为细胞凋亡是程序性死

亡一‘种的组织形式。

植物PCD的研究起步较晚，1985年，尤瑞麟研究了正常小麦珠心细胞衰退过

程中超微结构的变化，引用了PCD的概念惭l。二十世纪90年代初，Greenberg等

发现在植物对病原菌的防御反应中存在程序性死亡的现象【671，此后，众多研究者从

形态学观察、超微结构、细胞化学、生物化学、基冈调控、酶学和信号传导等方面

对植物PCD进行了研究。近年来研究证实PCD广泛存在于植物生长发育的各个阶

段和抵抗病原菌、外界胁迫的防御反应中，如胚柄形成[681、糊粉层降解【691、导管的
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分化形成‘701和叶片形态的正常形成【71l、珠心细胞的退化口21、通气组织的形成1731、

根皮层细胞的死亡f741、植物病原微生物互作引发的过敏反应(hypersensitive response，

HR)[75-781等。Jones认为植物PCD的研究主要集中在三个方面：终端分化(terminal

differentiation)、植物衰老、环境胁迫和病害抵抗【791。目前国际上主要研究是以病

原菌引起的植物PCDf80-831。在PCD发生过程当中，一般伴随着特定的形态、生理

生化特征出现184】。

1．3．1植物程序性细胞死亡特征

发生PCD的植物细胞有其独特的形态学特征，主要表现为：细胞体积缩小，

密度增大；细胞质和细胞核发生凝缩，染色质凝集并边缘化；细胞器发生有序解体、

消失；部分细胞质和细胞核碎片由细胞膜包被形成凋亡小体(apoptotic body)，细

胞膜保持完整性，没有细胞内含物溢出【髓1。但也有研究认为植物细胞由于细胞壁的

存在不会产生凋亡小体，细胞死亡后并不被临近细胞吞噬，在程序性死亡过程中液

泡参与降解细胞器，在一些情况下构成利于自身发展的特殊结构，如皮层细胞死亡

形成通气组织，导管细胞死亡后形成输导组织[70,73,86】。

植物程序性细胞死亡在生物化学上的特征主要表现为细胞核内DNA的变化，

在内源性核酸内切酶的作用下，细胞内DNA在核小体连接区被切开降解成以180bp

为基数的寡聚核小体片段，在琼脂糖凝胶电泳上呈现特异性的“梯状”条带，DNA

断裂会形成3'-OH端‘671。

1．3．2植物程序性细胞死亡检测方法

研究PCD的方法有很多，目前主要采用的是形态观察法和生化检测法。发生

PCD的植物细胞与坏死的细胞形态存在明显差别，根据其典型的形态学特征，应用

光学显微镜和电子显微镜可以观察并区分细胞是否发生PCD。电子显微镜是观察细

胞形态变化的最佳方法，样品制成超薄切片后，经醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色，

在电镜下可以清楚得观察到细胞核和细胞器的超微结构变化，并且可以观察到PCD

不同时期的细胞结构变化，可对细胞程序性死亡提供确切的证据【8¨。

PCD发生时，内源性核酸内切酶激活，导致DNA非随机性断裂成180bp整倍
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数的寡核苷酸片段，形成DNA ladderl671；而坏死细胞的DNA降解随机发生，电泳

时表现为连续分布的DNA条带。但有研究表明并非所有发生PCD的细胞都能产生

DNA特异片段f鹅】。根据细胞发生PCD时DNA断裂成不同长度的片段，还可以采

用彗星电泳法(comet assay)检测，在电流作用下DNA片段会移出细胞核，DAPI

染色后可观测到彗星状的核DNA的迁移。彗星电泳法敏感度高，所需细胞用量少，

可较精确地反映细胞的凋亡，但是不能直接检测带壁植物细胞的凋亡f黔1。

TUNEL(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end--labelling)

是指脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的dUTP缺口末端标记法，是原位检测细胞凋

亡最为敏感、快速、特异的方法。该法最早是由Gavrieli等建立即1，利用细胞凋亡

中染色体DNA双链断裂或一条链上出现缺口产生的Y-OH端，在脱氧核糖核苷酸

末端转移酶(TdT)的作用下，将脱氧核糖核苷酸和荧光素、过氧化物酶、磷酸化

酶或生物素形成的衍生物标记到DNA的3’末端，从而进行凋亡细胞的检测。TUNEL

法实际上是分子生物学和形态相结合的方法，对完整的凋亡细胞核或凋亡小体进行

原位染色，能准确地反映细胞凋亡最典型的生物化学和形态特征【631。1999年Goping

等将该技术改良后应用到电镜上【911，证明该技术在电镜上也能准确地检测细胞凋

亡。由于其可靠性，TUNEL检测成为目前植物细胞程序性死亡检测的首选手段。

同时应用LM-TUNEL和EM-TUNEL检测，Yao等证明毒素victorin能诱导燕麦叶

片发生程序性细胞死亡，并且该实验首次在植物中运用EM-TUNEL技术检测程序

性细胞死亡【921。

1．3．3活性氧与植物程序性细胞死亡

活性氧(Reactive oxygen species，ROS)是’‘类具有超氧化能力、能持续进行反

应的物质，如超氧阴离子(02"-)、过氧化氢(H202)、羟自由基(·OH)等。在植

物中可以在多个部位通过多条途径生成，如叶绿体可通过Mehler反应产生02"-和

H202，线粒体在消耗NADH的同时产生02‘i和H202，过氧化物酶体通过乙醇酸氧

化产生H202【93】。

ROS最初被认为是细胞代谢的有毒的副产物，植物细胞具有多种清除ROS的

酶，如超氧化物歧化酶(SOD)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)、过氧化氢酶(CAT)
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等，使细胞免受ROS的毒害。Levine等研究大豆悬浮细胞时证实H202在植物抵御

环境胁迫中充当了信号分子，诱导细胞发生过敏反应(Hypersensitive resistance，HR)

【941。近年来越来越多的证据表明，ROS在植物细胞程序性死亡过程巾具有调节信号

转导的作用。在植物抵御病原菌侵染以及诱导细胞死亡的过程中，ROS大量产生于

细胞壁、细胞膜、线粒体、叶绿体等不同部位，Yao等利用电镜氯化铈(CeCl3)染

色法，研究毒素victorin诱导燕麦叶片发生PCD时发现，H202首先在线粒体上产

生和积累，之后才发生染色质凝缩和DNA断裂，并且阻止线粒体ROS迸发也能阻

止PCD发生，因此推测源于线粒体的ROS是调节植物PCD的一个重要因素【9列。

目前，人们普遍认为，在植物的PCD过程中ROS可能起到三个方面的作用：一是

低浓度时作为信号分子传导环境胁迫信号；二是中等浓度时能诱导细胞发生PCD：

三是高浓度时细胞发生坏死【961。

1．4本课题的研究意义及创新性

根据Joseph和Morrison报道，在农业和粮食产业，纳米技术很可能应用于分

子治疗疾病、快速疾病诊断、增强植物吸收养分能力等方面。微型传感器和微型传

输系统能帮助农业作物抵抗病毒及其他病原菌，在症状可见之前确定植物的健康状

态。在不久的将来很可能利用纳米级别的催化剂增加农药和除草剂的功效，降低农

药和除草剂的剂量，以减少对环境的污染。纳米技术也可以通过使用纳米级催化剂

减少农药污染或清除已存在的污染来间接保护环境【9 71。

碳纳米管具备许多特异的力学、电学和化学性能，近些年来随着研究的深入其

广阔的应用前景也不断展现出来。Liu等的研究发现单壁碳纳米管能运输单链DNA

分子穿过完整植物细胞的细胞壁和细胞膜进入到细胞内部‘611。由此可见，单壁碳纳

米管作为运输载体应用到植物细胞中是极有可能的。

然而，碳纳米管进入环境或生物体内是否存在风险仍不确定，目前已有大量碳

纳米管的细胞毒理学研究，但绝大多数都集中在动物细胞和组织中，且已公开的研

究结果也存在极大的争议，碳纳米管对植物细胞的影响鲜有报道。正确评估碳纳米

管的生物学效应，探讨纳米对植物及其环境的影响，是具有重要意义的前瞻性研究。
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本文利用拟南芥和水稻原生质体系统，结合光镜、电子显微镜观察，以及

EM-TUNEL、RT-PCR等检测手段，从多方面探讨了商业化单壁碳纳米管对植物细

胞的影响。本研究为进一步研究碳纳米管作用于植物细胞的分子机理打好了基础，

给碳纳米管在植物中的应用提供了一些科学依据。
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2．1实验材料

第二章实验材料和方法

拟南芥野生型(Columbia，C01)

水稻 日本晴(Nipponbare)

植物培养土：丹麦进口品氏水藓泥炭土

纳米材料：单壁碳纳米管(SWCNTs)，购于中国科学院成都有机化学有限公司

直径为1-2 nnl，长度约为30“m，碳纳米管的纯度大于95％，其中单壁

碳纳米管的含量大于90％，比表面积大于380 m2／g。

2．2实验试剂

CM-I-12DCFDA购自Molecular Probes(Eugene，OR，USA)，DAPI购自Roche

(Shanghai,China)，Fluorescein diacetate(FDA)和Trypan blue购自Sigma

(Sigma-Aldrich，China)，The ApopTag Plus Fluorescein in situ Apoptosis Detection Kit

购自CHEMICON(California．USA)。Cellulase R10和Macerozyme R10购自北京

普博欣新生物技术发展有限公司(Yakult，Japan，进口分装)，Taq DNA聚合酶购自

Takara公司，cDNA一链反转录酶试剂盒购自Fermantas公司，RNA提取试剂Trizol

购自Invitrogen，活性碳(activated carbon,AC)购白天津市福晨化学试剂厂，其他

常用试剂均为广州化学试剂厂分析纯试剂。

试剂配制：

5 mg／n：ll fluorescein diacetate(FDA)(in acetone)

1 mg／rni DAPI(in ddH20)

100“M CM-H2DCFDA(in DMSO)

50 mM MOPS(in H20)

12
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10 mM CeCh(in 50 n1M MOPS)

0．1 M CBS(indH20，PH7．4)

5 mM PPIX(inDMSO)

50 mM C2-Ceramide(in ethan01)

SWCNB配制方法：

称取适量SWCNTs，加入W5培养液配制成1 mg／n[1l的母液，Elmasonic S30H

超声清洗器超声处理30秒获得分散均匀的母液，置于4"C储存备用。对原生质体处

理之前稀释成所需浓度并再次超声1分钟进行分散。活性碳(AC)配制方法同

SWCNTs。

提取原生质体的酶解液‘粥1(25 nil)：

O．5 M mannitol

20 mM MES

2．275 g

0．1066 g

20 mM KCI 1 M KCl母液0．5 ml

1 M KOH调pH 5．7，定容至25 Illl再测PH值。

1．2％cenulase R10

0．3％macerozyme R10

缓慢搅匀，55℃水浴10 mill促溶，

10 mMCaCl2

5mM 13-mercaptoethanol

0．1％BSA

滤网过滤后分装，．20℃储存。

W5培养液(200 mD【蟠1：

154 mM NaCl

125 mM CaCl2

5mM KCl

2mM MES

0．3 g

0．075 g

至液体变澄清即可，冷却至室温。

O．5 MCaCh母液0．5 Inl

70 pl

0．025 g

13

1．8 g

2．7745 g

1 M KCI母液1 ml

0．5 M MES母液0．8 ml
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5 mM Glucose

1 M KOH调pH至5．7。

B5培养液配方t

Solution A(100x)

H3803

MnS04·H20

ZnS04·7H20

去离子水定容至1000 ml，4。C储存。

Solution B(1000×)

NaM004·2H20

CoCh·6H20

l(I

CuS04·5H20

去离子水定容至500 IIll，4℃储存。

1 M Glucose母液1 ml

0．3 g

1．0 g

0．2 g

0．125 g

0．0125 g

0．375 g

0．0125 g

Solution E(200×)

Na-Fe-EDTA 3．67 g

去离子水定容至500 ml，4"C储存。

B5 stock solution(10×)

KN03

MgS04·7H20

(NH4)2S04

NaH2P04·H20

CaCl2·2H20

Solution A

Solution B

Solution E

14
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1．5 g

1．5 g
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50 ml
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去离子水定容至1000 ml，4"C储存。

电镜用4，15 M磷酸缓冲溶液(PH 7．4)：

A液：4／15 M Na2HP04·12H20 9．55 g／100 ml

B液：4／15 M NaI-12POa·2H20 4．16 g／100 ml

按不同的八B液配比，即可得到不同PH的PBS

PH(25℃) 6．8 7．0 7．2 7．4 7．6 7．8

A液(m1) 24．5 30．5 36．0 40．5 43．5 45．75

B液(InD 25．5 19．5 14．0 9．5 6．5 4．25

戊二醛多聚甲醛固定液配方：

25％glutaraldehyde(GA)10 ml

0 +15 ml H20
10％GA

16％paraformaldehyde(PFA)10 ml

上 +lo IIll H20

8％PFA

10111l lO％GA+10 111l 8％PFA

上

20 ml 5％GA，4％PFA

上+20 IIll 2／15 M PBS

40 ml 2．5％GA,2％PFA,1／15 M PBS

1％Os04固定液配方：

1 g Os04+25 ml H20—◆4％Os04

8 ml 4％Os04+8 ml 4／15M PBS+16 ml H20_1％Os04，1／15 M PBS

原生质体固定液配方：

1 ml 16％GA+l ml 16％PFA+2 llll 4／15 M PBS

上

4 ml 4％GA，4％PFA,2／15 M PBS

Jr+4 Illlo．6 M Imnnit01
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8 ml 2％GA，2％PFA，0．3M mannitol,1／15 M PBS

包埋剂Epon 812(polybed 812)配方：

DDSA 14．89

NMA 9．2 g

Polybed812 21．2 g

DMP-30 0．7 g，

先加入前面两种，缓慢搅拌均匀，避免出现气泡。再加入Polybed 812，充分搅

拌，最后加入加速剂DMP-30。搅拌均匀，抽真空除去气泡，置于干燥器内放置，

备用。包埋剂不宜过早配制，使用前配制较好。

包埋剂Spun"配方：

ERL4211 8．2 g

DER736 2．86 g

NSA 11．8 g

DMAE 0．29

先混合前三种试剂，缓慢搅拌均匀，避免出现气泡。再加入DMAE，充分搅

拌至均匀后抽真空除去气泡，置于4。C冰箱备用。提前一天配制。

乳酸酚试剂配方：

Lactic acid乳酸

Glycerol甘油

Liquid phenol苯酚

dH20

2．3实验方法

10 ml

10 ml

10 ml

10 ml

拟南芥的种植

取适量拟南芥种子至10 llll离心管中，加入0．1％的琼脂悬浮，置于4"C冰箱低

16
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温处理3-5天。将丹麦进口品氏水藓泥炭土揉碎加入培养盆，土略高于培养盆边缘，

抖动使之平整，用喷壶按一定方向浇水至培养土湿透，达到一定重量即可。将已低

温处理的种子与0．1％琼脂混匀，用细长的玻璃胶头吸管吸出种子点播于培养介质

表面。播种时注意一处尽量只播一颗种子并控制植株密度。播种后再铺上薄薄。一层

土，利于发芽后固根。为保持种子萌发时需要的空气湿度，播种后用塑料透明盖将

盆覆盖(盖上扎数个通气孔)，置于室温22℃，光照强度为4800-6100 lux的温室培

养，光照周期为16小时光照和8小时黑暗。当植物长出4片叶子时揭盖，在四叶

期和花期各追施一次B5营养液。拟南芥不耐旱，应时刻保持最上层培养土处于湿

润状态，否则应浇水。培养盆可放于平底托盘上，浇水时往托盘中加水，使水从盆

底部的孔上渗，这样可避免直接往培养基质上浇水时冲倒小苗。应该注意的是要严

格控制浇水次数，盆土不干不浇。浇水过多则不利于壮根，介质表面易生藻类及苔

藓。

水稻的种植

将适量水稻种子放于37℃培养箱中促进发芽，每日换水至出芽。在培养皿中铺

上纱布，加入适量水，将己发芽的水稻种子种于培养皿中，置于暗处室温培养。每

日换水。

原生质体的提取

1．取20-25天大小拟南芥植株上大小一致的叶片40-60片，蒸馏水冲洗2-3次，除

去脏物。

2．将叶片放在垫有纸巾的滤纸上吸干大部分水分后移至称量纸上，滴1 rnl 0．5 M

甘露醇，用锋利的双面刀片快速将叶片切成约l 1111112的碎片。

3．将碎片小心转入已加有3 111l 0．5 M甘露醇的25 ml广口锥形瓶中，再用0．5 M甘

露醇将壁上的碎片冲下去，封口，暗中静置30-60分钟。

4．吸弃甘露醇，沿壁加入酶液，以覆盖碎片为宜。轻微抽真空30秒，用滤纸片盖

在真空室吸气口使空气缓慢进入，可使酶液进入细胞间隙，增加酶解效果。

5．封口，室温暗处理摇床酶解24小时，转速为40-60 rpm，一般2小时后观察酶

液是否为亮绿色，以决定是否继续酶解。

17
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6．40 gm滤网过滤，800 rpm离心1分钟收集原生质体，弃上清液，加入5 ml W5

培养液重悬后再离心，清洗2次至上清液变明亮。

7．加入适量W5培养液重悬后置于8—10℃静置。

水稻原生质体提取方法与上述方法类似。

SWCNTs处理原生质体和细胞存活率分析

将提取的拟南芥(C01)叶肉细胞原生质体和水稻(Nipponbare)黄化苗原生质

体用8℃一10℃W5培养液稀释成适当浓度(以计数板9大格细胞总数200个左右为

宜)备用。1 mg／ml SWCNTs母液用W5培养液稀释成适当浓度，并用超声波清洗

仪超声处理1分钟使SWCNTs分散均匀。为选取研究纳米材料SWCNTs的合适浓

度，参照相关文献，设计5 gg／ml、25 pg／na、100 pg／na SWCNTs的浓度梯度试验，

将各浓度的SWCNTs加入原生质体后轻晃混匀，置22。C，空气湿度70％的光照培

养箱持续光照处理。不同的时间段，分别取100 pl原生质体，加入1 pl 5 mg／na(终

浓度为50 I_tg／m1)FDA室温黑暗条件下染色5分钟，血球计数板计数活细胞的数

量，统计细胞存活率。

用25 pg／na SWCNTs处理拟南芥原生质体，原生质体浓度控制在铺满四十八孔

板孔底一层，不同时间段在倒置荧光显微镜(Axio Imager Z1，Carl Zeiss)下观察死

细胞团的变化并计数拍照。

用25¨g／na SWCNTs分别和10肛M PPIX，50 gM C2-Ceramide组合处理拟南芥

原生质体，统计细胞存活率。

以上各实验均重复三次以上。数据表示为平均值±标准方差，组问方差由PLSD

检验分析，p<0．05为有效统计学差异。所有数据处理均用Statview statistical package

5．0．1 for Macintosh分析软件完成。

荧光显微镜观察

用25 pg／ml SWCNTs处理拟南芥原生质体，置22。C，空气湿度70％的光照培

养箱持续光照处理。不同的时问段用FDA和DAPI双重染色(100 gl原生质体加1

pl 5 mg／na FDA和l gl 1 mg／na DAPI，室温暗处染色5分钟)，在荧光显微镜(Axio

18



中山人学硕士学位论文

Imager A1，Carl Zeiss)下观察细胞形态变化。用1 IxM CM-／-12DCFDA暗处染色10-15

分钟，在荧光显微镜下观察处理不同时问段ROS的产生，激发波长为450-490 Illll，

接收波长为500-550 nm。

电镜制样和观察

1．取材：剪取叶片，去除边缘部分，用锋利的刀片迅速将叶片切成2 mmx4 illnl的

小条，放入已滴有固定液的夹板中(夹板上用铅笔标记)，迅速投入装有固定液

的小玻璃瓶中。

2．前固定：轻微抽真空，2．5％戊二醛和2％多聚甲醛4℃固定12dx时(可适当延长

固定时间，最长不能超过一周)

3．1％的Os04：吸去前固定液，置换成1／15 M PBS，清洗3次，每次5分钟，期问不

时晃动玻璃瓶，倒去PBS，将玻璃瓶倒扣在吸水纸上，小心敲几下，使吸水纸吸

干瓶内残留的PBS。加入适量的1％Os04，没过夹板既可。4"C固定1—1．5小时。

4．吸去1％Os04固定液，蒸馏水清洗5次，每次5分钟，期间不时晃动玻璃瓶，倒

去蒸馏水，将玻璃瓶倒扣在吸水纸上，小心敲几下，使吸水纸吸干瓶内残留的

液体。

5．梯度脱水：依次加入30％，50％，70％，90％，95％的酒精，每个梯度15-30分钟，

期间不时晃动玻璃瓶，使脱水尽量完全。100％的无水乙醇置换3次，每次30-60

分钟。

6．倒掉无水乙醇，避免夹板变干，迅速加入100％的丙酮，置换3次，每次5分钟。

7．吸去丙酮，1：1的包埋剂／丙酮混合液，过夜。

8．100％的包埋剂，过夜。在此时问段，同时用同批配制的100％包埋剂加入样品板

(注意不能加满，最多一半)，并用针尖小心挑去浮出的气泡。60℃聚合12小

时做半包埋块(half-bed)。

9．包埋：打开夹板，小心取出叶片，置于已滴有少量包埋剂的半包埋块上，用牙

签调整叶片的位置，再加入适量的包埋剂完整覆盖样品。60℃烘5分钟，样品的

位置会稍微变动，稍作调整，并用针尖小心挑去浮出的气泡。60℃烘箱烘72小

时。

10． 切片：徕卡EM-UC6切片机，钻石刀切取100 nm的超薄切片，铜网捞片，干燥
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备用。

11． 染色：醋酸铀染液避光染色30分钟，蒸馏水充分清洗，吸干铜网上残留的水

分，柠檬酸铅染液密闭(NaOH除去CO：)染色15分钟，蒸馏水充分清洗，滤纸

吸干铜网上残留的水分。

12． 观察：电镜(JEOL 1400)观察并记录。

用电镜氯化铈(CeCh)染色法检测H202发生的定位时，样品取材后应先放入

10 mM CeCl3(现配现用)中，抽真空3次，每次30秒，暗处静置染色1小时后再换至

前固定液中。且用0．I M CBS代替1／15 M PBS，锇酸室温固定30分钟。制作叶片的

电镜样品用Spurr包埋剂。

制作原生质体电镜样品，前固定液，PBS和锇酸中都加入了O．3 M甘露醇。操作

过程中离心速度为800 rpm离心2分钟。用Epon 812包埋剂。

LM-TUNEL[921

1．前期准备：将水浴锅温度设定为37"C；准备冰盒；Working strength TdT Enzyme

(冰上)：77 pl Reaction buffer+33 lal TdT Enzyme；Working strength Stop／wash

Buffer(冰上)：0．3 ml Stop／wash buffer+10．2 ml dH20；Working strength

Anti-Digoxigenin fluorescein conjugate(冰上，避光)：1 1 2¨l Blocking solution+98

pl Anti-Digoxigenin fluorescein conjugate。

2．固定细胞：将处理的原生质体取至2 111l离心管中，600 rpm离心2分钟，弃上清，

加入l ml 4％PFA(O．1 M PBS，0．3 M甘露醇)中冰上固定30分钟。

3．600 rpm离心2分钟，弃上清，加入1“冰上预冷的0．1 M PBS清洗。

4．600 rpm离心2分钟，弃上清，加入1 ml冰上预冷的70％酒精重悬。

5．600 rpm离心2分钟，弃上清，加入1 ml O．1 M PBS清洗两次。

6．加入75 pl Equibibration buffer重悬，600 rpm离心2分钟，弃上清。

7．加入55 lal Working strength TdT Enzyme 37"C孵育30分钟。

8．加入l ml Working strength Stop／wash Buffer混匀，600 rpm离心2分钟，弃上清，

再加入1 ml Working strength Stop／wash Buffer重悬。

9．600 rpm离心2分钟，弃上清，加105山Working strength Anti-Digoxigenin

fluorescein conjugate，室温避光处理30分钟。
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10．0．5 m10．1 M PBS清洗两次。

11．终浓度为5 pg／111l DAPI染色10分钟。

12．Zeiss荧光显微镜观察拍照。

EM-TUNEL[92]

1．实验前配制试剂：Nal04(5 g Nal04+40 ml dH20)，完全溶解后过滤，4"C保存；

O．02 M Tris-HCl：称取0．4844 g Tris溶于蒸馏水中，2 M HCl定pH值至7．4，定

容至200 ml，4"C保存；Tris-BSA(O．05 g BSA+50 IIll 0．02 M Tris-HCl，pH 7-4)，

溶解后过滤，分装于1．5 IIll离心管中，封口，-20℃冻存，避免反复冻融；0．5

％BSA--TBS(O．25 g BSA+0．3025 g Tris+0．435 g NaCl+50 ml dH20)，溶解

后过滤，分装于1．5 IIll离心管中，封口，一20。C冻存，避免反复冻融。

2．前期准备：封口膜，培养皿，载玻片，滤纸，计时器；在培养皿巾放入滤纸，

弄湿后放入37"C培养箱中备用；Working strength TdT Enzyme(冰上)：77 lxl

Reaction buffer+33 lxl TdT Enzyme：Working strength Stop／wash Buffer(冰上)：

0．3 ml Stop／wash buffer+lO．2 ml dH20；The labeling antibody：15肛l 10 nm

gold-antidigoxigenin-conjugate+1 85“l Tris-BSA。

3．氧化：每镍网加30}xlNal04氧化2分钟。

4．清洗：灭菌dH20清洗2次，每次5分钟。

5．平衡：每镍网加15-20肛l Equibibration buffer，平衡15-30秒。

6．加。‘抗：lO IxlWorking strengthTdT Enzyme 37"C孵育1小时。

7．终止反应：20 1．tl Working strength Stop／wash Buffer 37"C反应30分钟。

8．清洗：Tris-BSA清洗3次，每次5分钟。

9．清洗：0．5％BSA--TBS室温清洗15分钟(置于培养皿中保持湿润)。

10．an--抗：20“l gold-conjugate reaction室温孵育1小时(置于培养皿巾保持湿润)。

1 1．清洗：Tris-BSA清洗5分钟后dH20清洗2次，每次5分钟。

12．染色：醋酸铀染液避光染色15分钟，蒸馏水充分清洗，吸干铜网上残留的水分，

柠檬酸铅染液密闭(NaOH除去CO：)染色5分钟，蒸馏水充分清洗，滤纸吸

干铜网上残留的水分。

13．观察：电镜(JEOL 1400)观察并记录。
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Trypan blue染色

1．取新鲜叶片，置于含10 mg Trypan blue+40 lIll乳酸酚溶液中，煮沸2分钟。

2．95％乙醇：乳酸酚溶液为2：l的混合液中清洗2分钟。

3．50％乙醇洗涤后保存于水中。

4．将叶片置于载玻片上显微镜下观察。

R．I叩CR

提取原生质体RNA

1．将已处理的原生质体取出转入DEPC处理的离心管中，加入0．5 ml Trizol提取液震

荡摇匀，室温静置5分钟。

2．加入0．1 ml氯仿，剧烈震荡15秒，室温静置5分钟。

3．4"C，12000 gig心15分钟，溶液分为两层，下层为酚一氯仿浅红色液层，取上层

液体移入干净的DEPC处理的离心管巾。

4．加0．5 ml-20℃预冷的异丙醇，轻柔混匀，室温沉淀10分钟。

5．4℃，12000 g离一tM0分钟，RNA沉淀管壁和管底，弃上清。

6．加l ml 75％乙醇洗涤沉淀，4"C，7500 g离心5分钟。

7．弃乙醇，室温干燥。

8．加适量DEPC·H20溶解RNA，储藏于-80。C冰箱备用。

提取植株总RNA

1．取注射了SWCNTS或MOPS的叶片约50mg在液氮中研磨至细粉，转入预冷if01．5

“离心管，加入l ml Trizol提取液震荡摇匀，室温静置5分钟。

2．加入0．2 ml氯仿，剧烈震荡15秒，室温静置5分钟。

其余步骤与原生质体RNA提取方法一致。

引物设计

根据网站(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／)提供的AMPxJ，ArMSDl和A愀J基
因登录号NM_100663、NM一1 1 1929、NM一127025全长cDNA序列，利用Primer 5．0软

件设计如下引物：

APX1--F：5’·AGAACTACCCAACCGTGAGC-3’

22
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APXl—R：5’-1r灯CCTTGTGGCATCGTCCC-3’

MSD1-F：5’—GAACCTTGCTCCTTCCAGTG-3 7

MSDl—R：5’—CCTTCTCATAAACCTCGCTTG-37

PRl-F：5’—GTGCTCTTGTTCTTCCCTCG_37

PR1-R：5’-AGCCTTCTCGCTAACCCACA-3’

用[3-tubulin基因作为内参，设计引物如下：

13-tubulin-F：5’—GAGGGAGCCATTGACAACATCTr．3’

13-tubulin-R：5’—GCGAACAGTTCACAGCTATGTrCA-3’

逆转录反应体系

RNase Free H20

5×RT buffer

dNTP mixture(各10 mM)

RNase Inhibitor(10 u／“1)

Primer Oligo(dt)20(1 0 pM／“D

RNA

ReverTra Ace

8山

4 pl

2“l

1“l

1“l

3 lxl

1肛l

Total Volume 20 lxl

上

42"C 20分钟

上

99"C 5分钟

上

4"C 5分钟

上

瞬间离心

反应后至于-20"C保存



中lJJ人学硕士学位论文

PCR反应体系

cDNA

primerR

primerF

2．5 mMdNTPs

10xPCR buffer

灭菌超纯水

rTaq(5 u／I，t1)

1¨l

2 Ixl

2 Ixl

1．6 lxl

2“l

11．2山

0．2 pl

Total volume

94℃4分钟

上

94℃30秒

上

55℃30秒

上

72℃30秒

上

72℃4分钟

上

4℃

20“l

卜b



巾m^学硬±学位论文

第三章结果

3．1 SWCNTs影响原生质体的存活率

为r研究SWCNTs是否影响原生质体的活性，参照相关文献ml，我们首先设

计了系列SWCNTs的浓度梯度(5．g／m1、25 pg，叫、100¨g，“)，光照条件下处

理拟南于}：野生荆原生质体和水稻黄化苗原生质体，在不同处理时问段取样，FDA染

色，荧光显微镜FJ血球计数板计数．统计细胞存活率。实验结果表明，SWCNTs在

定程度上能影响原生质体的活性，并呈现浓度依赖性关系。如图卜I所示，拟南

井原生赝体在SWCNTs处理后“小时后活性出现了不同程度的下降，而SWCNTs

处理水稻原生质体36小时后也出现了类似的结果(如图1-2)。由于25¨g／rni

SWCNTs处理原生质体后细胞死亡速度适t}i，为较合适的处理浓度，在之后的实验

巾，SWCNTs均采取25 Hg／ml的浓度。图l_3显示用25．g／nn SWCNTs处理拟南芥

原生质体6小时后．细胞存活率出现了比较明显的下降，大约25％的原生质体死亡，

但处理48小时后细胞存活率与处理6小时相比没有明显变化，水稻原生质体处理

也显示出相似的结粜。L述数据表明高浓度SWCNTs对拟南芥和水稻原生质体活

性柯影响且这利-影响跟处理时问没有根明显的依赖关系。

临强
图10不同浓度SWCNTs处理拟南芥野生型原生质体24小时后对细艴存活串的影响

FIguml-1 Arabidopsis protoplast viabilitydeteTndnedbyFDA stainingan“24lloⅢ5mnmm删“吮tioaofSWCNTsh'v．alificfit Lcttclsindicatethat values of vialbilitymflexedm
Fish日"’s pfctectedleast signifi∞ntdlff日eJ髓(PIJsD)test,a post hocmAthiplefI∞“P‘0 005)Error
barsindicate standarddeviat／om CorarolUeatU℃lltwaswithW5nⅫa(the solVellIh SWCNTs)

All experimentsw骶repeated atleasttl”ee nⅡ髂with similar results

∞帅

∞

帅∞
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]5州ml SWCNTs
_-25吲Ⅱd SWCNTs
-100}I∥州SWCNls

图l{不川浓度SWCNTs处理水稻啄生赝体36小时后对细胞存；舌率的影响

Figme】-2 Riceprotopl a!st viability&lernfiT．cdby FDA staining after 36 hours

differentll：oncentrationofSWCNTstreat眦nt Lettersindicatethat vaia％of viabilitydiff日edin

Fisher’sPLsDtest，apom hocilluhi脚cftest(P《0．005)Err口barsthdicatc standard deviatiomControltreat腓nt⋯withW5 dlafthe solventforSWCN"Isl All experimentsⅥ啪repeatedat
leastthreetlIneswith similar r呲ul

口25峙，【111SWCNTs

Time a缸ftreatltlentfhl

图l{25¨∥血SWCNTs处理野生犁拟南并原生质体后小l刊时问段的细胞存活率

F嘧uml-3Arabidopsisprotoplast viabilityafter 25蚓111l SWCNTs"∞tⅡ℃m Left．sindicatethat
valuesofviability differedinFisher’s PLSDt∞t 3 post hocmultipleftest rP(0005)E“盯bWs

indi∞te standard deviations ControltrcatmcntwaswithW5media(the solvcn[forSWCNTs)All

experi眦nLswcFc repeated atl阻n帅㈣with simiiar⋯ults

。●■■。^川U一砸．几川山鑫v§一一。月#
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口25119恤I SWCNTs

口25p∥mlAC
l 100 pg,／ndAC

圈14SWCNTs与活性碳(Ac)处理野生型拟南芥原生质体24 pbIt,J"后的细胞存活率

Figurel4Arnbidopsbgotoplast viability an日24hoursof25州d SWCNTsand diffeiIem
concemrationofactivatedcarbonfACl Uv．ati]3fllUt Lettersindicatethat valuesofviabilitymfferedin

Fisher’sPLSDlest．aposthoc删Ⅲpkftest(P《0005)Error barsiDmcak standard deviati吣
Control口眦雠mw器mW5m目h(mc solvemf钟SwCN骷andAC)AU exWri腿ⅡB—

repeatedatleaStⅡ"∞dineswim si“l盯re*mts

为了验证SWCNTs引起原生质体死亡是否由其纳米尺寸引起．我们用同样是

碳成分的非纳米材料活性碳(activated carbon,AC)处理野生型拟南芥原生质体，

选择25 p删和100 pg／ml两个浓度与25lLg／ml SWCNTs同时处理，检测处理6 h，
12 h，24 h和48 h原生质体的活性，结果显示活性碳对原生质体的活性没有影响，

如图1-4所示，处理24小时后，25 p咖l SWCNTs处理的原生质体活性F降到76％
左右，斯25雌^山和100 p咖l活性碳处理的原生质体活性还保持在97％左右，与
对照无明显差异。该实验结果表明碳纳米管的纳米尺寸是影响原生质体活性的重要

因素。

Joseph和Morrison认为在不久的将来很可能利用纳米颗粒增加农药和除草剂

的功效，降低农药和除草剂的剂量刚。为了研究SWCNTs是否能促进死亡诱导荆

诱导原生质体死亡的效率，我们选用C2一神经酰胺(C2-Ceramide)和

PPlX(protopolphyrin IX．原卟啉)分别与25“g／ml SWCNTs组合处理拟南芥原生质

体。C24'经酰胺是人工合成的短链神经酰胺化台物，被广泛用于神经酰胺介导的

细胞死亡研究。PPIX是种常见的诱导植物细胞程序性死亡的诱导剂。根据相关

文献‘州及本实验窀研究数据，选择50 pM C2神经酰胺和10“M PPIX分别与25

峙，Illl SWCNTs组台处理原生质体。如图1_5显示，25¨咖d SWCNTs与50pMC2-

神经酰胺组合处理原生质体48小时后的细胞活性，与50pMC2-利a经酰胺单独处理

原生质体48小时细胞活性相比，没有明显差异。25鹏枷SWCNTs与10 pM ppIX

。●■■■。●■■■]1T_11_J—J_1J_1J_1
∞∞∞∞柏∞0

^8一目i#
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组合实验也显示类似的结果(图1．6)。上述数据表明SWCNTs不能促进死亡诱导

剂诱导原生质体死亡的效率。

⋯
口01％ethanl

口25pg／rnl SWCNTs
口50 LLMC2-C口

_25删SWCNTs+500MC2-C日

圈I-5 25}I删SWCNTs‘，50／aMc2舶叫de纽台处理拟南芥原生质体48小时后的细胞存活
主

RgⅡeI-5Arabidopsis protoplast viability after 25吲d SWCNTs and 50}LMC2-C日amide
tna【Ⅱtm at 48 hours Letlcrsindicatethat val∞sofviabilitydiffⅡedinRsh日’spLSDtest，a post

hocmum“etks“P<0005)Er研barsindi蛆te standarddeviatiom ALl experimentswere repeatcd
atleastthreetimeswidi similar results

上

门●

0 2％DMs0

25 pg／ml SWCNTs

10vM PP／X

25 p∥矾SWCNTs+10}LM PPⅨ

图l南25岵／删SWCNTs：j10laM PPⅨ组台处理拟南芥原生质体4小时后的细胞存活卑

Figurel-6Arabidopsisprotoplast viability afler 25蚓TTl】SWCNTs andlopMprotoporphyrinIX
(PpIX、Ireatntnt at4 hours Lettersindicatethat val吡s ofviability diffeIedinHsh日’sPLSDtest a

post h眦multipleftcslfP<O 005)EnⅢbⅡsindicate slandard deviailom All exp=i腿ntsWeTC
repeated atleastthreetimeswith sinfilar results

为了检测SWCNTs对拟南井植株组织水平的影响，我们选取玫瑰型叶片．JlJid

号笔在其叶柄处点点作为标记，I ml注荆器(除去针头)吸入25 pg／nd SWCNTs

(％一言一lq日；

一E—j_一Hjj≯
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或20mMMOPS，左手食指托着叶片的表面．注射器顶端抵住叶片背面，慢慢推动

注射器让试剂通过气孔进入叶片，可见水渍状蔓延至整个叶片即可。注射器抵住的

位置不能压住叶片主脉。处理后的叶片用台盼蓝染色后在体式镜下观察拍照。如图

1．7所示，注射25 p∥州SWCNTs 3天后的拟南芥叶片并没有显示有细胞死亡的现

象，与注射20 n1M MOPS的叶片没有明显差异。

图1{25IIg，皿lSWCNTs注射拟南芥口P片3天后台盼蓝染色

Figurel-7I)etectArobidopsisleaves celldeath by'I'ypaBblue staining afterinElh““m20mM
MOPS(solventofSWCNTs)and 25 pg，皿l SWCNTsfor 72 h Noma璐comccell deathwas visible

afterinfiltrationwith 20mMMOPS and 25 vg／mi SWCNTs

3．2 SWCNTs引起的细胞形态变化

为了进步分析SWCNTs处理后原生质体细胞形态的变化，我们用25峙，ⅡII

SWCNTs处理原生质体后在倒置荧光显微镜(Carl Zeiss，Axio ob咐ver Z1)f观

察并用CCD(Ax幻CamMRm)拍照。在实验过程中我们发现，用SWCNTs处理原

生质体段时间后，SWCNTs团周围开始聚集死细胞，这与在动物细胞巾的研究结

粜致[26,31I。我们将5个或5个以上死细胞聚集在一起的聚集物称为死细胞团，标

准见图2-1。如图2-2所_(，在处理3小时后SWCNTs处理组的死细胞团数量就与

对照组的数量产生明显差异，且死细胞团的数量随着处理时间延长而明显增多，处

理12小时后，SWCNTs处理组死细胞团的数量是对照纽的15倍。并且，死细胞团

散都隔绕在SWCNTs岗闱。从图2-3可咀看出，处理组死细胞团的大小随着处理

时间的延长有不断增大的趋势。
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l
i
丐
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苫

主

0 3 6 9 12

nⅡt afierⅡ髓tmem㈨

图2也25¨g，ml SWCNTs处理拟南芥原生质体不列时间死细胞团数吊的变化

Rgm 2-2 Statistic[amlysisofnumberofcell clustersinduced bySWCNTs at differentt⋯
Lett啉intricatedifferent valu§usingFish日’sPLSDt瞄tfP c0 001)Errorbarsindicate standard

deviations ConuolswemueatedwithW5Ⅱ删a rsolventh SWCNTs)This experimentwas
repeated【lmtimeswith similar results
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0 h

3 h

6 h

12 h

图2d 25雌，lldSWCNTs处理拟南芥原生质体不同时间段细胞形态变化

Figure 2-3Abnm'mal aggregationofFotoplast cells culturedwithSWCNTshdhffcrentduratiora

Notethatgreen ceU clarets(㈣s)are surroundedby black∞noparticles(arrowhead)Bart 100
m
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FDA

DAPI

Auto．

fluorescence

Bright
field

Overlay

阔2-4 25岵，向SWCNTs处理拟南芥原生质体12小时后细胞形态变化

Figure 2-4Inductionofedl deathincell clusters afterSWCNTtreat腓nls Arabidopsisp'otoplasts

—culturedwithofv“thout25“g，“SWCNTsfor 12h anddouble stainedwithFI)A andDAPIto
distinguishlivingceilsfloradead∞Us Mierographs㈣obtainedwith l¨clIa∞el⋯copy
Redimagesnpresent Frotoplastautofluores—e Arrowsindicate dead cell cI啦t日s BⅡ-1(30u札
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我们采用FDA-DAPI双重染色法验证碳纳米管周围围绕的细胞是否死细胞，染

色后在正置荧光显微镜(Carl Zeiss，Axio]ilmger AI)下观察活细胞和细胞核的形

态并J{付CCD(AxioCamMRc)拍照。如图2_4所示，25 pg／miSWCNTs处理拟南芥

原生质体12小时后碳纳米管周围的大部分细胞没有染上FDA，却染上了DAPI，

说明纳米管周围闱绕的大部分细胞是死细胞。

上述实验表明SWCNTs能够引起原生质体聚集在其周围，为了检测SWCNTs

注射进入成熟拟南芥叶片后是否引起植株形态的变化，我们分别注射25 pg，lnl

SWCNTs、250 pg，ml SWCNTs进入拟南芥成熟叶片，井注射SWCNTs溶剂20 InM

MOPS做为对照。注射4天后观察并拍照，结果表明，SWCNTs不影响拟南芥植株

形态(如图2_5)。蕊
盆姆

圈2-5 SWCN'rs注射拟南芥叶片4天后形态无明显变化

Figu此2-5Arabidopsisleaveswereinfiltratedwith20 raMMOPS(solventofSWCNTs)and25

吲ml or 250删SWCNTsfor 96hNomacr∞copic。mdeathWaS visibleafterinfiltrationwith
20mMMOPS and 25I珂“m 250¨洲SWCNTs

3．3 SWCNTs诱导植物发生PCD

许多研究表明SWCNTs会诱导细胞发生凋亡f“·”剖I。为了检测SWCNTs是否

会诱导原生质体发生PCD，用25 p∥删SWCNTs处理拟南芥原生质体，参照Yao

等的丈验方法哪!，用TUNEL试剂盒检测。结果如图3-i，处理16小时后，被DAPI

染色的核却没有连接上HTC，在原生质体系统日前还没有实验结果证明SWCNTs

诱导细胞产生PCD。
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D^H FrrC Bright

图3 1 25 pg／rraSWCNTs处理16小时后的原生质体LM-TUNEL检测

FigⅡe 3-1LMTUNELassay ofprotoplast afterH∞l“Pm of25 Hg，llll$WCNTsforl6h
Bar=50 u札

为了进 步研究SWCNTs对植物组织水平的影响，将注射r 250¨g，蚰

SWCNTs和20 mM MOPS对照的拟南芥成熟叶片制成超薄切片，醋酸铀和柠檬酸

铅双重染色后在透射电子显微镜(JEOL 1400)下观察细胞的超微结构彤态变化并

拍照。电镜观察结果显示注射250llg，ml SWCNTs 72小时的处理组中约有50％的细

胞核出现了异染色质凝缩并边缘化现象(如图3-2巾的B、c)，m MOPS对照组·}，

细胞核出现谚现象的比例约为19 23％。为了确定有异染色质凝缩现象的细胞是否

发牟了PCD，我们运川EM-TUNEL这种检测FCD的典型方法，实验具体操作参考

Yao【”】。蛮验结果显示，大部分250“g／mX SWCNTs处理72小时的细胞核异染色质

凝缩部位能标记上金颗粒(蜘『图3-2E)，在对照组-l-却很少发现金颗粒标记，统计

数据表明处理组异染色质凝缩部位标上金颗粒的密度跟对照纽有明显差异(图

3-2F)。尽管往光镜卜没有观察到明显的细胞死亡，但是SWCNTs能诱导植物异染

色质凝缩以及DNA发生有序断裂，有可能引起植物细胞发生PCD。
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圈3-2SWCNTs对植物细胞核的影响

Figure3-2EffectofswcNTsooplantleaves(A)Mesop时u cellnucleus48hafter埘ecdonwith20
mMMOPS Notelackof∞Ⅱ幽B酣chromafin(B。oMesophyll cell nuclei48 hafterinj氍tlon啪m
250删Swcbrrs Allowsindkate“ogⅫ"ofcoodcmcd cl∞madn(D，E)BM-TUNEL
analy幽ofDNA shalm№ksinnucleiofm＆ophyll celIsfromdams 72hafterinjecfionwith加
JnMMOPS(D)aad250}I掣向swctcrs(B)Arrowsindi阻tego!d-labeledDNA strandbreaks∞
№ndensityofgoldqabeledDNA strandbreaksinthenucliofthe cdIs det盯minedbyEM-TUNEL
a％ay afterArabidopsisleaves—infilwatedwi血20mMMOPS∞250ⅢrmI SWCNB About20
mcsophyncell nuclei waccoumedin eachn∞cI∞nL Lctmrsindicatedia骶m砌嶙I商眦Studem’s
f把t(P‘0 05)B柏rb躺indi阻te standard e'rmrs Barin(A-C)-l呲in∞andE)·100rim．

3．4 SWCN"Is诱导ROS的产生

超氧阴离子(02。)、过氧化氢(H202)、羟自由基(·OH)等细胞活性氧(ROS)

的产生和增多将导致细胞衰老或凋亡，因此测量细胞内ROS的含量在毒理学研究

中有一定的意义。根据检测ROS的不同可以选择不同的荧光探针。常用的荧光探

针有odm2DCFDA(5-(and-6)-cltlomnlethyI-2’，7'-dichlomdihydrofluoresccindiacctatc．

aceayl ester)，其原理是不发荧光的CM-H2DCFDA进入细胞后能被存在的过氧化物、

氢过氧化物等氧化分解为dichloroflurescein(DCF)而产生荧光，其反应灵敏，荧

光强度与ROS的浓度呈线性关系。
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为丫检测SWCNTs是否引起原生质体的氧化麻激反应．选择25“舻m SWCNTs

处理拟南井原生质体，对照为完仝r宁自对照，不同时阃段处理纽和对照组再取100山

藤生质体Hj终浓度为1 ttM的CM-H2DCFDA暗rf-染色lO—15分钟，坩W5培养液

洗涤后重悬，取约柏Hl原生质体涂于干净的载玻片上，选择崮定的激发光强度和

曝光时间，在荧光显徽镜下拍照。之后每个时间段处理组和对照组异般300个细胞

测量其荧光强度，进行数据分析。实验结果显示对照组和处理纽的ROS水平并无

明显差异(图4．2)。

Contro

SWCNTl

蚓4-1 25¨Bhm SWCNTs处理坛牛质体6小时后ROS无明娃变化

Fi舯'e 4-t E《酿ofSWCNTs椭ROSgenerati帆Co,focalm昭ap帖硝ROSgc咐“onm
SwC№屯∞吲ce]ls P阳c。m“bfrom 22"d_oIdArabidopsisI％ves wcf亡响tcd州【h(SWCNTs)盯
wldlout(contr01)25 p0ⅧSWCNBfor 6 h andthen stainedwithCM-H2DCFDAql'ecn)Red
sig憎Isimiicatc chlorophyll autofluorcsccme Imagesw自℃obs删cdwithflumescencemicroscopy．

Bar-100 utTL

为了进步验证注射50 p∥lIll SWCNTs后拟南=}i=植株体内ROS的产生。参照

Yao等旧的方法，通过CcCI】沉淀对HzOz进行弧细胞定位。在电子显徽饿下明显观

察到．注射对照MOPS的叶片，叶肉细胞巾H202-CeCl3沉淀颗粒很少，只在细脆

壁上有少量分布(幽4-2A)。从嘲4-2B翻可以行山，注射50,ug／rnJ SWCNTsl2小

时后叶肉细胞细胞壁上有许多H202-CcCl3沉积．着色较深．细胞膜上没有

H201-CeCt，沉皋J。在鳃咆璧和细胞膜之fal有个类似||}}嘁质的结构，也没胄

H202-CeCh沉淀。注射36小时后可同时在细胞壁和细胞膜I观察到H202cecb沉

积(如图4-2C)，并且还观察到类似内吞作用的结构。这些数据显示植物细胞可能

通过内吞作川将SWCNTs择入细胞儿而诱导ROS的，“生，
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C

图4之SWCNTs注射拟南莽叶片后H202细胞化学定位

Figu此4-2CytcchemicallocalizationofH曲2∞o昭ceriumchloride staining L曲vesw啦infiltratcd
MOPS comrolat 36h(A)sad 50 ug／rIll SWCNTs atl2 h(B)or 36 h(c)AⅡ州in(B)inmc8峨
棚““nnmmbrane deposRion,in(oindicates c耐um(orM202)dep∞m蚰．ArmwheadiⅡm幽
endocyⅫisdikc s口ⅢLn Ch，Chloroplast；Eu,cuchromati“He,he”Mh—m【M，raitochondrion；

N，nucle峙BarinA-C·1岫

植物细胞具有多种清除ROS的酶，如超氧化物歧化酶(SOD)、抗坏血酸过氧

化物酶(APX)、过氧化氢酶(CAT)等．当植物体内产生大量ROS时。这些酶的

表达量会大幅提升．使细胞免受ROS的毒害。SOD是植物抗氧化系统的第道舫

线，环境胁迫能导致植物体内超氧化物的大量产生，植物依靠SOD解除ROS的毒

害作用l】”】。在高等植物巾，SOD根据其辅基部位结合的金属离子的不同分为三类：

Mn=SOD、Fe—SOD、Co／Za=SODIloll其中Mn-SOD可简称为MSDl。APX是清除

H202的丰要酶类，根据其在植物细胞rfl的定位分为四类：类囊体(thylakoid)APX、

基质(stromal)APX、微体(microsomal)APX和细胞质(c外osolic)APX。其‘}l

细胞质APX又有APXl．APX2和APX6三种‘m1。APXl在调节植物细胞体内H202

水平和信号方匝i_起着关键作_}Ij．尤其表现在保护叶绿体免受ROS损害方面岬l。PRI

是由病原体或sA诱导的PR蛋白r1，的种，通常作为植物系统获得性抗性(Systemic

Acquh-ed Resistance，SAR)的标志『l叫。ROS能调节紫外线_B引起的PRl积累”吲。

为了研究SWCNTs是否能诱导原生质体和植物组织水平，l r ROS相关摹冈的表

达发生变化，我们采_}fj半定量RT=PCR的方法。以SWCNTs处理过的拟南荠原生质

体和植株为材料进行椅测。提取原生质体和叶片的RNA．通过反转录台成cDNA

第链t以此为模扳进行RCR扩增。研究结果显示，2．5¨吕，咖SWCNTs处理后的

原生质体巾这些基冈的表达跟对照相比没有明显的变化(如同4-3)。在叶片水平，



注射250,g／m1 SWCNTs 24小时和48小时后，APXl和MSDl与注射MOPS的对

照相比表达量有了少量的提高，但整体趋势不明显(如|璺|4_4)。

f—1 C S f—1 f—1

图4-3 25删SWCNTs处理原生质体后千口戈基鲥表选变化
FigⅡe44Ag咖se gel electrophoresis ofsemiquantitativeRT-PCR analysis ofexl”cssion of

APXI，MSDI andPRIin protoplasts cuhIlredwith 25 JIg／naSWCNTsforiadicatedtimes C：c咖-ol。
s 25蚓【Ill SWCNB

“h 48h 72 h 96 h

M S M S M S M S

图44 250"ⅧSWCNls注身J拟南井叶片后桕戈基吲表达变化
Rg哪4-4Aga加segel electrophoresis ofsemiq岫nfitativeRT4’CR analysisofexlressionof

APXI，MSDI andPRIinplantleaves afterinfiRcatedwith 20IⅢMOPSⅢ250州Ⅱll SWCNnfor
indicatedtimes M 20 HaMMOPS s 250 JIg／mlSWCNTsin20mMMOPS
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第四章讨论

碳纳米管具备许多特异的力学、电学和化学性能，近些年来随着研究的深入其

广阔的应用前景也不断展现出来，在生物医学领域方面的应用也越来越引起人们的

广泛关注。同时也有越来越多的研究结果表明碳纳米管对生物体具有潜在的毒性效

应，哺乳动物细胞研究显示，碳纳米管能够抑制细胞增殖，并且呈剂量和时间依赖

性关系[26,271；碳纳米管能诱导活性氧产生[27-301，引起细胞聚集[26,311，诱导细胞发生

凋-[=[26,32-341等。然而，目前为止，对它们的细胞毒理学研究开展还不够充分，有些

结论还存在着相互矛盾的地方。

在植物方面，LiIl等(2009)首次利用多壁碳纳米管研究了对拟南芥(Arabidopsis

thaliana)悬浮细胞系T87的细胞毒性【57】，研究结果表明多壁碳纳米管处理细胞后，

细胞干重减少，活性下降，叶绿素含量减少，SOD酶活性降低。根据Joseph和

Morrison报道，在农业生产中，纳米技术在增强植物吸收养分能力，增加农药和除

草剂的功效，降低农药和除草剂的剂量等方面有着可观的应用前景，可以减少对环

境的污染【971。Liu等的研究发现单壁碳纳米管能穿过完整植物细胞的细胞壁和细胞

膜进入到细胞内部，并且能运输单链DNA分子进入植物细胞中【611。由此可见，单

壁碳纳米管作为运输载体应用到植物细胞中是很有可能的。然而在应用之前正确评

估碳纳米管的细胞毒性非常重要。

原生质体作为一种细胞水平的研究系统，虽然没有细胞壁，但研究表明，不同

植物材料所得的原生质体可以保持原组织的生理特征及对外界刺激的反应，保持着

细胞的全能性¨061，可以取代植物组织作为实验材料。由于不受植物细胞壁的限制，

其质膜经一定处理可以摄取外源大分子物质(如DNA、RNA、病毒等)，再加上均

一性程度高，短时间内可以获取大量的原生质体，是植物基冈工程和细胞生物学研

究的理想材料【98】。

在本研究中，我们使用SWCNTs，从植物细胞和组织水平研究了纳米材料对植

物的影响。用SWCNTs处理原生质体和植物组织后，我们检测了细胞活性、形态

变化、DNA损伤、活性氧(ROS)产生和相关基因表达。与对照组相比，我们发

：拇
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现用SWCNTs处理的拟南芥和水稻原生质体存活率出现了明显的下降，用25}tg／rrd

SWCNTs处理了24小时的拟南芥原生质体和处理了36小时的水稻原生质体活性均

下降到70％左右，而用同样浓度的活性碳(AC)处理拟南芥原生质体24小时后细

胞活性仍保持在97％左右，跟对照相比没有明显差异，由此可见，并不是由于碳这

种成分影响了原生质体的活性，而是由于碳纳米管的纳米尺寸。此外，在我们的研

究中，我们发现SWCNTs诱导的细胞死亡与处理时间的关系不大，但呈剂量依赖

性，而且在比较短的培养时间里(3小时)，SWCNTs从最初的均匀分布聚集成团，

同时在其周围聚集植物死细胞(如图2-3)，远离碳纳米管的细胞很少发生死亡，这

种现象跟哺乳动物细胞和细菌的报道类似【26，31,561。Kang等人提出碳纳米管跟微生

物的物理接触导致细胞损伤是纳米材料的主要致死机制【561。我们推测随着SWCNTs

处理时间的延长，在SWCNTs周围跟其直接接触的植物细胞开始死亡，并聚集在

SWCNTs周围，从而孤立碳纳米管与其他活细胞，以防止进一步的伤害。再加上在

处理过程中，SWCNTs由于其本身电学性质而自动聚集成团‘1071，总表面积从而减

少，因此跟SWCNTs直接接触的细胞数目减少，细胞的活性也不再下降。然而，

尽管日前的结果显示SWCNTs对细胞的毒性较低，在将其投入到商业化应用前必

须确定其细胞毒性。

C2寺申经酰胺(C2-Ceramide)和PPIX(protoporphyrin IX，原卟啉)分别与25¨g／111l

SWCNTs组合处理拟南芥原生质体结果显示碳纳米管并不能促进死亡诱导剂诱导

原生质体死亡的效率。推测可能是因为处理时碳纳米管和C2、PPIX是分别加入原

生质体中，并没有将C2或PPIX直接链接到碳纳米管，因此碳纳米管难以起到分

子运输的作用，这一‘假设有待进一步的实验验证。

碳纳米管对哺乳动物细胞毒理学研究提出几种碳纳米管细胞毒性作用的可能

机制。Manna等报告认为碳纳米管刺激人角化细胞产生的活性氧能激活核冈子KB

(Ⅻ陬B)信号转导途径，NF<B从胞质转移至核内，与DNA结合后启动转录，

与此同时活性氧释放到细胞外，刺激细胞分泌炎症冈子(TNFct)和IL-8，进入细

胞凋亡通路，导致细胞死亡。用SWCNTs处理问皮细胞和角质形成细胞也观察到

相似的ROS产生[28,29l。在本研究中，我们注射SWCNTs进入拟南芥叶片中，用氯

化铈染色法检测出在细胞壁和细胞膜上有大量H202产生(如图4-2)。刚开始时氯

化铈在细胞壁上沉积，随着处理时间的延长细胞膜上也有H202-CECl3沉积。而且
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SWCNTs还能诱导染色质凝缩，与对照组相比EM-TUNEL检测结果也是阳性的，

表明细胞有可能发生了程序性细胞死亡。虽然SWCNTs长度较长，不是很容易穿

透细胞壁进入植物细胞，但是在细胞膜上发现了ROS的积累，暗示有关SWCNTs

细胞毒性的可能机制。之前有报道提出纳米颗粒是通过依赖于能量的细胞内吞作用

穿过细胞膜的【20，211。我们在电镜观察SWCNTs处理的完整细胞时也发现了一个类

似内吞的结构(图4-2C)，这些数据显示SWCNTs有可能是通过内吞作用进入植物

细胞。

近期一些研究表明其他纳米颗粒能进入植物细胞并在活细胞中充当运输系统

【60·108，旧1。也有研究证明内在化的碳纳米管在细胞水平上是无毒的，跟生物体具有

良好的适应性，因此很可能作为微型运输系统应用到植物和动物中‘19,21,58,61]。事实

上，在本研究巾，虽然检测到染色质凝缩和TUNEL阳性结果，但是胁迫相关基冈

的表达并没有大幅度的改变，在SWCNTs处理的组织水平也没有观察到明显的细

胞死亡，这些实验数据表明很少的细胞受到SWCNTs伤害。目前在体内和体外的

实验结果表明，SWCNTs通过机械刺激和氧化应激对原生质体和植物组织产生了不

利影响，导致了一定量的细胞死亡。今后的研究应着重于观察碳纳米管是否穿透细

胞，以及如何挽救SWCNTs颗粒对细胞的影响等方面。

41
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结论

1．碳纳米管在一定程度上能影响拟南芥和水稻原生质体的活性，且这种影响呈

现浓度依赖性的关系，但跟处理时间关系不大。

2．碳纳米管能诱导原生质体聚集在其周围，而且其聚集的细胞为死细胞：注射

了SWCNTs的植物叶肉细胞出现染色质凝缩和边缘化现象，TUNEL检测结果显示

阳性，表明叶肉细胞发生程序性细胞死亡。

3．电镜氯化铈(CeCl3)染色结果显示注射了SWCNTs的植物细胞壁和细胞膜

上有大量H202-CeCl3沉积，基因表达结果表明ROS相关基因超氧化物歧化酶

(MSD)的表达有所上升，说明碳纳米管能诱导植物体内活性氧的积累。

42
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