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  [摘 要] 碳纳米管作为新型纳米材料,广泛应用于生物医学领域。通过呼吸道、消化道及循环直接接

触,碳纳米管均可以接触血管内皮细胞,产生内皮损伤作用。该文综述了影响碳纳米管对内皮细胞损伤作用的

因素,梳理了碳纳米管对内皮细胞炎症反应、单核细胞黏附能力、脂质蓄积能力、内皮通透性、血管形成能力、促

凝能力等方面的影响。同时,该文总结了动物实验中碳纳米管通过损伤内皮细胞促进动脉粥样硬化斑块形成

及血-脑屏障功能损伤,以期为碳纳米管在生物医学领域中的应用提供决策参考。
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[Abstract] Carbon

 

nanotubes
 

as
 

novel
 

nanomaterials,which
 

are
 

widely
 

used
 

in
 

biomedical
 

field.Through
 

the
 

respiratory
 

tract,digestive
 

tract,and
 

circulation,carbon
 

nanotubes
 

can
 

come
 

into
 

contact
 

with
 

vascular
 

en-
dothelial

 

cells
 

and
 

damage
 

the
 

endothelial
 

cells.In
 

this
 

paper,the
 

factors
 

effecting
 

the
 

damage
 

of
 

carbon
 

nano-
tubes

 

to
 

endothelial
 

cells
 

was
 

reviewed,and
 

the
 

effects
 

of
 

carbon
 

nanotubes
 

on
 

endothelial
 

cell
 

inflammation,
monocyte

 

adhesion,lipid
 

accumulation,endothelial
 

permeability,angiogenesis,and
 

pro-coagulant
 

ability
 

were
 

reviewed.Meanwhile,this
 

paper
 

reviewed
 

that
 

carbon
 

nanotubes
 

promote
 

the
 

formation
 

of
 

atherosclerotic
 

plaques
 

and
 

the
 

impairment
 

of
 

blood-brain
 

barrier
 

function
 

by
 

damaging
 

endothelial
 

cells
 

in
 

animal
 

experi-
ments,so

 

as
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

decision-making
 

on
 

the
 

application
 

of
 

carbon
 

nanotubes
 

in
 

biomedical
 

field.
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  碳纳米管具有良好的导电、导热和力学性能,并
具有特殊的空腔管体结构,可以轻松穿透细胞屏障;
其还具有良好的生物相容性,因而被广泛应用于药物

载体、成像、组织工程等生物医学领域[1]。尽管碳纳

米管有很多优点,但其对活体细胞的危害目前仍未揭

示清晰,纳米材料的毒性也日益引起广泛的关注。碳

纳米管可通过血液循环进入人体各个靶器官,直接与

血管内皮细胞接触[2]。内皮细胞在碳纳米管的作用

下活化,发生表型或功能改变。碳纳米管对内皮细胞

的损伤作用,也会进一步累及其他组织、器官的正常

功能,引起机体损伤。如碳纳米管损伤肺上皮细胞可

能引起通气、换气功能减弱;损伤肠道微血管,可能抑

制肠道蠕动,影响食物的消化吸收;损伤心血管系统

的内皮细胞,可能进一步促进动脉粥样硬化病变,促
使斑块不稳定,引起血小板活化和血栓形成等。本文

通过综述碳纳米管对内皮细胞的损伤作用,为碳纳米

管在生物医学领域中的应用提供安全决策参考。
1 碳纳米管进入人体影响内皮细胞的主要方式

  空气中的纳米颗粒物吸入是碳纳米管内皮细胞

暴露的主要方式之一。实验证实,碳纳米管呼吸道给
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药后可以在包括肺、肠、胃等处观察到碳纳米管的集

聚,提示呼吸道给药可以通过循环系统将碳纳米管运

送到机体各个组织中[3]。但目前对于碳纳米管的呼

吸道吸入毒性作用,更多地集中在肺毒性研究方面,
吸入碳纳米管可能导致类似石棉暴露的损伤效应,产
生类似肺部炎症、肺纤维化和肺部肿瘤等后果[4]。胃

肠道摄入是碳纳米管进入体内接触血管内皮细胞的

另一种主要暴露方式,一部分吸入的纳米材料可以通

过黏膜纤毛运动进入口腔,继而摄入胃肠道;另一部

分可能通过手口接触,摄入沉积在皮肤上的纳米材

料,诱发局部毒性效应[5]。通常情况下,肠道微生物

能中和掉部分纳米材料的毒性效应[6],但通过灌胃给

药,碳纳米管进入循环后也可以产生内皮毒性作用。
腹腔注射的纳米材料主要通过肠系膜丰富的血管丛

吸收进入循环,从而引起血管内皮细胞损伤。最直接

的血管内皮细胞碳纳米管暴露是通过静脉注射给药,
虽然这种方式在生活中不如呼吸道和消化道暴露常

见,但随着碳纳米管在生物医用材料如造影剂和药物

载体中的应用,心血管系统直接暴露的机会急剧

增加。
2 碳纳米管对血管内皮损伤的影响因素

  早前的研究结果表明,较低浓度(1~5
 

μg/cm
2)

的碳纳米管细胞毒性非常低,不影响细胞增殖、迁移

及存活,可以作为药物载体用于抗血管生成及抗癌

等[7]。但是碳纳米管的浓度和长度对其诱导细胞活

化的能力有明显影响,较高浓度(125
 

μg/cm
2)的碳纳

米管可以损伤内皮细胞膜完整性,而200
 

μg/mL碳纳

米管处理内皮细胞可以直接诱导内皮细胞凋亡[8]。
 

长

碳纳米管(30~100
 

μm)相对于短碳纳米管(10~
30

 

μm)诱导内皮细胞活化能力明显增强[9],直径更小

的碳纳米管(XFM4)相对大直径碳纳米管(XFM34)
有更强的抑制自噬,促进内质网应激和氧化应激等损

伤能力[10]。
碳纳米管是否直接接触内皮细胞对其细胞毒性

有直接影响。有研究发现使用transwell小室培养巨

噬细胞并使用碳纳米管诱导损伤,即使上层小室中的

巨噬细胞摄取了大量的碳纳米管,处于下层的内皮细

胞几乎并不受影响,而直接暴露在碳纳米管的内皮细

胞内质网应激、细胞自噬等均受到明显影响[11]。与之

不同的是,transwell小室中培养人气道上皮细胞并使

用碳纳米管处理,下室中培养人微血管内皮细胞,可
以观察到下室内皮细胞活性氧生成显著增加,肌动蛋

白重排,VE-钙黏蛋白丢失,诱导成血管能力增强[12]。
内皮细胞的培养状态对碳纳米管的毒性也有一

定的影响。有研究结果表明,培养在基底膜的人脑微

血管内皮细胞更类似组织中内皮细胞成长的状态,其
相比于普通培养的内皮细胞对碳纳米管毒性更不

敏感[13]。
自噬功能对碳纳米管介导的内皮损伤具有明显

的作用,羧基化碳纳米管促进自噬小体的生成,但自

噬流阻断因而自噬并未激活。通过巴佛洛霉素A1激

活自噬流可以在自噬小泡中观察到大量的碳纳米材

料,细胞毒性也明显降低[14]。
循环中的清蛋白可以降低碳纳米管的毒性。有

研究证实,牛血清蛋白(BSA)预处理后的碳纳米管对

内皮细胞损伤程度显著降低,但内皮细胞对碳纳米管

的摄取水平显著升高,细胞分泌的炎症因子水平也显

著升高;但该研究并未进行动物载体实验,无法判断

循环中的BSA对碳纳米管毒性作用的实际影响[15]。
LU等[16]进一步发现,将BSA与类黄酮单体五羟黄

酮或糖苷类单体芸香苷共同结合到碳纳米管上,不仅

可以更进一步降低碳纳米管的内皮毒性,而且改善了

五羟黄酮的不稳定性,可以作为一种良好的载体应用

于生物医学领域[17]。其他血液中的蛋白如人免疫球

蛋白G、血清蛋白及纤维蛋白原均可以吸附在羧基化

的单壁碳纳米管表面,相比直接孵育,与碳纳米管非

共价交联也可以减轻其对内皮细胞的毒性[18]。相比

于溶于血清的碳纳米管,使用临床上安全的肺表面活

性物质重悬碳纳米管后,溶液稳定性更强,并且诱导

血管细胞黏附分子1(VCAM1)、选择素,细胞间黏附

分子1(ICAM1)及趋化因子配体2表达水平显著升

高,表明碳纳米管重悬于更稳定的介质后具有更强的

内皮细胞毒性[19]。
3 碳纳米管对内皮细胞的损伤作用

3.1 碳纳米管诱导内皮细胞炎症反应 透过透射电

镜观察证实碳纳米管处理血管内皮细胞后可以内化

进入细胞,并主要定位在细胞胞质和胞内囊泡中[20]。
不论是单壁碳纳米管还是多壁碳纳米管均可以诱导

内皮细胞氧化应激[21],通过与内皮细胞孵育,可以检

测到活性氧簇(ROS)相关分子如 HO-1表达水平的

显著升高。
3.2 碳纳米管促进单核-内皮黏附 纳米管直接孵育

内皮细胞可以促进其与单核细胞黏附的能力,棕榈酸

的存在可以促进碳纳米管NM400诱导的单核内皮黏

附[22]。该团队进一步研究表明,碳纳米管是通过诱导

细胞炎性小体蛋白核苷酸结合寡聚结构域样受体家

族含pyrin结构域蛋白3
 

(NLRP3)表达水平升高,诱
导内皮细胞活化,增加VCAM-1表达水平,进而促进

内皮黏附。该研究同时发现,不同化学修饰[羧基修

饰 (L-MWCNT-COOH)、氨 基 修 饰 (L-MWCNT-
NH2)和羟基修饰(L-MWCNT-OH)]的碳纳米管对

内皮细胞活化的影响没有显著差异[23]。SUN等[24]

的研究结果也发现,羟基化和羧基化修饰的碳纳米管

在巨噬细胞的内化过程中差异不显著,但相比未修饰

组,修饰后的碳纳米管诱导的巨噬细胞活化、白细胞

介素-8(IL-8)分泌及ROS生成均显著增加。
3.3 碳纳米管诱导内皮细胞脂质蓄积 相比另一种

管状纳米材料埃洛石纳米管,碳纳米管对内皮细胞脂

质蓄积的促进作用更为显著,在相同质量浓度下,碳
纳米管诱导更强的内皮细胞毒性,这一过程可能与碳
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纳米管上调脂肪酸合酶(FASN)的表达,激活内质网

应激相关。2种纳米材料均可以抑制细胞内自噬相关

基因LC3、beclin-1和ATG5的表达,诱导内皮一氧化

氮合酶(eNOS)解耦连,激活凋亡相关通路。并且这

些改变在小鼠主动脉环中也得到验证[25]。
3.4 碳纳米管导致内皮细胞通透性增强 碳纳米管

处理脑微血管内皮细胞可以导致内皮通透性增强[26],
下调膜整合蛋白occludin的表达,破坏闭合带I的完

整性。同时,碳纳米管还可以导致膜连蛋白connex-
in43和pannexin1的表达水平升高与细胞定位改变,
增加半通路(hemi-channel)活性,导致 ATP泄露,这
一过程可能也是内皮通透性增强的原因之一[27]。而

羧基化修饰后的碳纳米管在相同浓度下对内皮通透

性的影响没有显著性改变。
3.5 碳纳米管损伤内皮细胞管形成能力 碳纳米管

还被报道可以以浓度依赖的方式损伤内皮细胞管形

成的能力,通过降低血管内皮生长因子(VEGF)表达

进而降低蛋白激酶B和eNOS水平,补充VEGF可以

逆转碳纳米管的损伤效应[28]。
3.6 碳纳米管对内皮细胞促凝能力的影响 碳纳米

管可以影响内皮细胞纤维蛋白溶解途径,进而促进血

栓形成过程,但有趣的是,尽管与纤维蛋白溶解相关

的基因
 

(serpine-1、PLAT和PLAU)表达水平显著升

高,却只有纤溶酶原激活剂抑制剂
 

1
 

(PAI-1)
 

的蛋白

表达 水 平 轻 度 升 高[29]。与 之 不 同 的 是,DINMO-
HAMMADI等[30]在肺和心脏微血管内皮细胞上用碳

纳米管处理却观察到不一样的结果,即使浓度升高到

100
 

μg/mL,内皮细胞的促凝因子Ⅷ、IL-8、E选择素

等分子表达变化不显著,透射电镜观察 Weibel
 

Palade
小体也是完整的,提示碳纳米管并不影响微血管内皮

细胞促凝集的能力。但作者并未对其使用的多壁碳

纳米管进行表征,与之前研究所使用的人主动脉内皮

细胞的类型也不一致,可能是结果不一样的原因

之一。
4 在体观察碳纳米管损伤血管内皮细胞

  透射电镜观察证明碳纳米管能够进入血管内皮

细胞,并可能通过影响VEGF的表达损伤内皮细胞小

管形成能力和伤口愈合能力,导致血管内皮功能障

碍[31]。在ApoE敲除小鼠中观察到碳纳米管可以显

著加速斑块形成的速度,诱导脂质过氧化、炎症反应

和氧化应激,激活血管活化相关基因。该研究进一步

通过体外培养内皮细胞证实,碳纳米管可以上调黏附

分子VCAM1和ICAM1的表达,增加其对单核细胞

的黏附能力[32]。同样在SD大鼠动脉粥样硬化模型

中观察到200
 

μg/kg
 

多壁碳纳米管促进动脉粥样硬

化进程,并且增加主动脉钙化面积,该浓度下主动脉

内皮细胞紧密连接被破坏,内皮细胞发生部分死

亡[33]。SUZUKI等
 [34]直接使用主动脉环检测也证

实了ICAM-1表达水平的升高,骨髓内皮前体细胞的

动员可以促进损伤内皮的修复,而碳纳米管经呼吸道

暴露减少内皮祖细胞的克隆形成及迁移能力,从而促

进动脉粥样硬化斑块的形成。通过对小鼠进行全身

系统给药发现碳纳米管
 

(1
 

mg/kg)可以促进小动脉

血栓形成,但这一过程与白细胞-内皮细胞相互作用或

白细胞渗出关系不大[35]。
碳纳米管具有天然的穿透血-脑屏障的能力,因而

被用于治疗多种神经损伤性疾病[36]。氨基功能化碳

纳米管通过尾静脉注射后,在小鼠大脑中可以检测到

每克(1.1±0.3)%注射量的摄入量。进一步通过体

外血-脑屏障模型验证发现,碳纳米管可以穿过猪脑内

皮细胞层,并被下层的星形胶质细胞摄取[37]。肺部吸

入碳纳米管也可以诱导小鼠血-脑屏障作用的破坏,可
以观察到清蛋白泄露,吞噬胶质细胞动员等神经炎症

现象,但作者认为从肺部进入循环系统的碳纳米管数

量极 少,可 能 是 通 过 诱 导 间 接 作 用 导 致 的 BBB
损伤[38]。
5 展  望

  尽管已经有大量研究报道了碳纳米管对内皮细

胞的损伤作用,但仍然有以下几个问题值得深入研

究。(1)以不同方式进入循环内的碳纳米管,最终被

血管内皮细胞所摄取量的累积效应,通过体内研究确

定内皮细胞对碳纳米管暴露的安全浓度。(2)目前,
可以确定不同暴露方式下碳纳米管均可以进入循环

系统,但机制尚不完全清楚,值得进一步探讨。(3)可
以深入研究碳纳米管在循环中进入内皮细胞的方式,
以及针对性地设计阻断碳纳米管进入的修饰或处理。
(4)针对碳纳米管影响内皮细胞的可能通路,特别是

在动物及人体方面影响的通路,可以进行更加深入地

研究,以开发更加有针对性的内皮保护药物。
综上所述,目前多种暴露方式均可以导致内皮细

胞接触碳纳米管,而碳纳米管可以通过多种方式损伤

内皮细胞,需要探讨安全无毒的碳纳米管使用剂量,
以及在使用碳纳米管同时使用针对性预防内皮细胞

损伤的药物或处理,以避免可能的其他 心 脑 血 管

损伤。
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