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［摘 要］ 目的：探讨NLRP3炎性小体在纳米级炭黑颗粒致急性肺炎中的作用。方法：采用动物全身动态暴露系统建立

C57BL/6小鼠低剂量分别连续动态吸入纳米级炭黑颗粒3 d及7 d模型，利用ELISA法检测血清及肺泡灌洗液中白细胞介素⁃1β
（interleukin⁃1β，IL⁃1β）含量，并收集小鼠全血，行血常规检查。小鼠处死后解剖，通过HE法检测小鼠肺组织病理损伤情况，通

过免疫组织化学染色法检测小鼠肺组织NLRP3蛋白表达，之后利用NLRP3基因敲除小鼠做进一步验证。结果：HE染色结果

表明，短期暴露于纳米级炭黑颗粒，小鼠出现急性肺部炎症，主要表现为肺泡间隔增宽、炎性细胞浸润，且暴露组与对照组相比

病理评分差异具有统计学意义，免疫组化结果表明，暴露组NLRP3阳性细胞数明显多于对照组，暴露组肺泡灌洗液中 IL⁃1β水
平明显高于对照组。结论：NLRP3炎性小体的激活参与了纳米级炭黑颗粒短期暴露引起的小鼠急性肺炎。
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［Abstract］ Objective：To investigate the role NLRP3 inflammasome in acute pulmonary inflammation induced by carbon black
nanoparticles（CBNPs）. Methods：C57BL/6 mice were exposed to carbon black nanoparticles for 3 days and 7 days，respectively. IL⁃
1β levels in serum and BAL fluid were detected by ELISA，and whole blood of mice was collected for routine blood test. The
pathological damage of lung tissues was detected by H&E staining，and the expression of NLRP3 protein in lung tissues was detected
by immunohistochemical（IHC）staining. Then，all the experiments were repeated in NLRP3 knock out mice and wild type mice.
Results：HE staining showed that acute pulmonary inflammation including enlarged alveolar septum and infiltrations of inflammatory
cells were observed in mice after short ⁃ term carbon black nanoparticles exposure. There were significant differences in pathological
scores between the exposure group and the control group. IHC staining results showed that the expression level of NLRP3 in mice
exposed to CBNPs was significantly higher than control. The level of IL ⁃ 1β in BALF and serum of mice exposed to CBNPs were
significantly higher than control. Conclusion：NLRP3/caspase⁃1 signaling pathway contributes to pulmonary inflammation induced by
CBNPs short⁃term exposure.
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炭黑（carbon black）是碳氢化合物热分解工业

生产的产物，是大气细颗粒物的主要碳元素组分，

由于商业炭黑近年来广泛用于制造各类工业产品，

因此职业接触炭黑的机会有所增加。纳米级炭黑

颗粒作为大气细颗粒物组分之一，其对呼吸系统的

毒性作用和相关功能的影响逐渐引起人们重视。

有研究表明，纳米级炭黑颗粒暴露与肺泡上皮细胞

增殖和肺纤维化相关［1］。在炭黑长期暴露的大鼠模

型中，由于炭黑颗粒的肺超载和随后慢性炎症的发

生，可导致肺部肿瘤的发生发展［2］。

NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3（nod⁃like
receptor pyrin domain⁃containing 3，NLRP3）炎症小体

是由NLRP3分子、凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis⁃
associated speck ⁃ like protein containing a CARD，

ACS）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1（Caspase⁃1）组

成的一种存在于细胞浆中的蛋白复合体，是固有免

疫系统的重要组成部分，主要表达于巨噬细胞、单

核细胞等固有免疫细胞。一旦被激活，NLRP3就会

募集ASC，从而促进Caspase⁃1的成熟，并促进下游

细胞因子的成熟和释放，如白细胞介素（interleukin，
IL）⁃1β和 IL⁃18，从而引起机体的炎症反应，参与各

种疾病的发生发展过程［3-4］。近年来许多研究表明，

NLRP3炎症小体的激活与肺部的急性和慢性炎症

反应及许多呼吸道疾病的发展息息相关［5-6］。本研

究旨在利用动物模型探讨NLRP3炎症小体的激活

在炭黑颗粒暴露致炎症反应中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

实验用清洁级（SPF）6~8周龄雄性 C57BL/6小

鼠，购于扬州大学实验动物中心，体重约20 g。选取

80只C57BL/6小鼠，随机分为4组（对照3 d组，暴露

3 d组，对照7 d组，暴露7 d组），每组20只。将暴露

组小鼠置于装有气溶胶发生器的动态吸入暴露系

统中（北京慧荣和科技发展有限公司），连续动态吸

入纳米级炭黑颗粒3 d或7 d（从上午9时到下午3时，

每天 6 h），相应的对照组同时暴露于过滤后的洁净

空气中。实验用NLRP3基因全身敲除小鼠以及野

生型小鼠受赠于南京医科大学，在 SPF级实验动物

中心培育后取6~8周龄雄鼠用于后续实验。选取基

因敲除雄鼠 40只，随机分为 2组（NLRP3-/-暴露组，

NLRP3⁃/⁃对照组），每组20只；另取野生型雄鼠40只，

随机分为2组（WT暴露组，WT对照组），每组20只。

其中暴露组小鼠连续动态染毒3 d，每天6 h，对照组

暴露于清洁空气。

1.2 方法

1.2.1 ELISA
动物建模结束后，腹腔注射 1%戊巴比妥钠麻

醉小鼠，眼眶内眦取血后，取180 μL血样于含20 μL
抗凝剂的1.5 mL离心管中用于测量血常规；剩余血

样静置后1 200 g离心10 min，取上层血清待用。将

小鼠仰卧位固定，钝性分离颈部皮肤和肌肉，暴露小

鼠气管，插入一次性留置针注入 1 mL提前预冷的

PBS对小鼠全肺进行肺泡灌洗，收集肺泡灌洗液

（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）。按照ELISA试

剂盒说明书检测小鼠血清及肺泡灌洗液中IL⁃1β含量。

1.2.2 HE染色

小鼠处死后解剖，取小鼠左肺，4%多聚甲醛固

定 48 h后，石蜡包埋，切成 5 μm连续切片，染色后，

进行常规的病理学检查。肺泡炎评分标准如下：①
无明显肺泡炎，计 1分；②轻度肺泡炎伴肺间质水

肿、炎性细胞浸润，肺泡间隔增厚，仅局部或局限性

病变，胸膜下面积不超过肺的 20%，计 2分；③中度

肺泡炎伴胸膜下区更为明显，伴有受累。肺面积>
20%但<50%，计3分；④严重肺泡炎，病变超过肺的

50%，伴有炎症，肺泡腔内的细胞和实变，计4分［7］。

1.2.3 免疫组织化学染色

将组织石蜡切片依次放入三氯甲烷、无水乙

醇、95%乙醇、70%乙醇、双蒸水梯度脱蜡后；将切片

放入柠檬酸盐缓冲液微波加热进行抗原修复；将切

片浸泡于现配的 3% H2O2以封闭内源性过氧化物

酶；血清封闭；每张切片滴加 100 μL NLRP3一抗

4 ℃湿盒过夜；孵育过夜后滴加二抗试剂盒中酶标

山羊抗小鼠/兔 IgG聚合物80 μL，室温避光孵育1 h；
每张切片滴加 100 μL DAB工作液显色，TBS冲洗

3遍，苏木素染液浸泡、梯度脱水、中性树脂胶封片

晾干，镜下观察，光学显微镜（×200）下随机选取4个
非重叠区域进行肺组织内NLRP3蛋白的表达评估。

1.2.4 荧光实时定量PCR
称取大约0.1 g冷冻于液氮的小鼠肺组织，加入

1 mL TRIzol后利用组织研磨机充分研磨，酚抽提法

提取小鼠肺组织总RNA。使用逆转录试剂盒（Toyo⁃
bo公司，日本）将总 RNA逆转录为 cDNA后，加入

PCR反应体系，对目标基因进行扩增。引物序列如

下：NLRP3 正向：5′⁃ACTTGCAGAAGCTGGGGTTG ⁃
3′，反向：5′⁃AGTTTACAGTCCGGGTGCAG⁃3′；Cas⁃
pase⁃1 正向：5′⁃TGCCCAGAGCACAAGACTTC⁃3′，反
向：5′⁃TCCTTGTTTCTCTCCACGGC⁃3′；CYC 正向：5′
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A：纳米级炭黑颗粒暴露后，小鼠均出现不同程度的急性肺炎（×200）；B：肺泡炎病理学评分（n=10）；C：纳米级炭黑颗粒暴露对小鼠外周血

中性粒细胞的影响（n=10）。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图1 纳米级炭黑颗粒暴露致小鼠急性肺炎

Figure 1 Acute inflammation induced by CBNP exposure

⁃CCCACCGTGTTCTTCGACAT⁃3′，反向：5′⁃CCAGT⁃
GCTCAGAGCACGAAA⁃3′。
1.3 统计学方法

计量资料均以均数±标准差（x ± s）表示，利用统

计软件SPSS 16.0进行数据分析，两组之间比较采用

t检验，多组比较采用方差分析，P ≤ 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 纳米级炭黑颗粒致小鼠急性肺炎

HE染色结果显示，纳米级炭黑颗粒暴露 3 d或
7 d后小鼠均出现不同程度的肺病理改变且主要表

现为肺泡间隔增宽，炎性细胞浸润（图1A）。暴露组

病理学评分与相应的对照组相比明显增加（P < 0.05
或P < 0.01），且病理学评分随着暴露时长增加而增

加（图 1B）。血常规结果显示，与对照组相比，暴露

7 d后小鼠外周血中性粒细胞百分数值增加，这与病

理学结果炎性细胞浸润一致（图1C）。
2.2 纳米级炭黑颗粒暴露对肺组织中NLRP3表达

的影响

免疫组织化学染色结果显示，对照组小鼠肺组

织未见或少量表达 NLRP3，而暴露组小鼠肺组织

NLRP3阳性细胞计数多于相应的对照组，差异具有

统计学意义（P < 0.001，图 2B）。qRT⁃PCR结果显

示，与对照组相比，纳米级炭黑颗粒暴露组小鼠肺

组织 NLRP3、Caspase⁃1 基因转录水平均上调（图

2C、D）。
2.3 肺泡灌洗液及血清中细胞因子 IL⁃1β水平

纳米级炭黑暴露3 d或7 d后，暴露组小鼠肺泡

灌洗液及血清中 IL⁃1β含量均高于对照组，差异具

有统计学意义（P < 0.05，图3）。
2.4 NLRP3基因敲除对纳米级炭黑颗粒诱导急性

肺炎的影响

为了进一步验证NLRP3炎症小体在纳米级炭

黑颗粒诱导的肺部炎症中的作用，将NLRP3全身敲

除小鼠和野生型小鼠暴露于纳米级炭黑颗粒3 d，野
生型小鼠肺组织中 NLRP3阳性细胞数目显著增加，

而在 NLRP3-/- 小鼠肺组织中未见明显变化（图

4A）。此外，与野生型小鼠相比，纳米级炭黑暴露3 d
后，NLRP3-/-小鼠的肺泡灌洗液和血清中的 IL⁃1β水
平未见显著变化（图4B）。HE染色所示，NLRP3-/-小

鼠的病理学改变在暴露于对照空气和纳米级炭黑

的小鼠之间没有差异（图4C）。综上所述，NLRP3炎
症小体的激活参与纳米级炭黑暴露引起的急性肺

部炎症反应。

3 讨 论

纳米级炭黑是一种碳基纳米材料，广泛应用于

各种工业和环境，其对健康的影响已被广泛研究。有

研究表明，气管滴注纳米级炭黑（70 μL，100 μg/mL）
不会加重小鼠过敏性气道炎症［8］。然而近期研究发

现，炭黑工人血清中炎症细胞因子（IL⁃6、IL⁃8）水平明
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转录水平的变化（n=10）。两组比较，*P < 0.05，***P < 0.001。
图2 纳米级炭黑颗粒暴露对肺组织中NLRP3表达的影响

Figure 2 The expression of NLRP3 in lung induced by CBNPs

暴露7 d组暴露3 d组对照组A

显增加［9］，气管滴注纳米炭黑颗粒（50 μL，140 μg/mL）
后，小鼠肺部可检测出明显的病理改变［10］。因此，

暴露浓度和暴露方式的差异可能导致不同的毒性

效应。为模拟工人暴露于炭黑颗粒的实际情况，本

实验建立了低剂量纳米炭黑颗粒（0.730 mg/m3）动态

吸入动物模型。本研究中的小鼠实际暴露浓度，换

算为人体等效的浓度略低于个人空气采样器检测

到的炭黑工人实际个体暴露浓度（14.9 mg/m3）［9］。

Dostert等［11］研究发现石棉暴露通过激活NLRP3炎

症小体诱导小鼠肺部炎症反应，一项关于香烟吸入

致慢性阻塞性肺疾病的研究发现，在接触香烟暴露

的小鼠和慢性阻塞性肺疾病的患者中均观察到了

IL⁃1β水平增加，且在加入Caspase⁃1抑制剂后改善

了小鼠肺气肿的程度，证明NLRP3/Caspase⁃1通路

在香烟暴露诱导的慢性阻塞性肺疾病中发挥重要

作用［12］。在本研究中，无论暴露3 d还是7 d，低剂量

的纳米级炭黑颗粒暴露均诱导了C57BL/6小鼠的急

性肺部炎症的发生。并且纳米级炭黑暴露后，肺组

织中的NLRP3表达上调，血清及肺泡灌洗液中的 IL
⁃1β均表现为不同程度的增加。这表明炭黑诱导的

急性肺炎与NLRP3炎性小体密切相关。

为进一步证实NLRP3炎性小体的重要性，建立

了一个NLRP3全身敲除小鼠的纳米级炭黑3 d暴露

模型，暴露结束后采用免疫组化染色检测肺组织中

NLRP3的表达。结果显示，与野生型小鼠比较，纳

米级炭黑暴露后，NLRP3-/-小鼠的病理学评分和肺

组织中NLRP3表达未见明显改变。因此得出结论，

纳米级炭黑通过激活NLRP3炎症小体和促进下游

IL⁃1β释放促进急性肺炎的发生发展。
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Figure 3 The level of IL⁃1β in BALF and serum
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A：NLRP3基因敲除小鼠与野生型小鼠肺组织切片NLRP3表达情况（免疫组化，×200，n=10）；B：NLRP3基因敲除小鼠与野生型小鼠肺泡灌

洗液及血清中 IL⁃1β含量（n=10）；C：NLRP3基因敲除小鼠与野生型小鼠肺组织HE染色结果（×200，n=10）。两组比较，*P < 0.05，***P < 0.001。
图4 NLRP3基因敲除对纳米级炭黑颗粒诱导的急性肺炎的影响

Figure 4 NLRP3 deficiency attenuates inflammation
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