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[摘要] 目的　制备水溶性、生物相容性良好的超微可溶钌纳米颗粒(sRuNP)，评估其对H2O2诱导的肺上皮细胞氧化

应激损伤的缓解作用及可能机制。方法　采用热分解结合配体交换法合成 sRuNP，采用透射电子显微镜(TEM)、粒径分

析及X线光电子能谱(XPS)观察其形貌、粒径、元素组成、价态和表面化学特征，及其在生理盐水与RPMI-1640完全培养

基中的体外分散稳定性。采用 CCK-8 法检测不同浓度 sRuNP 对肺上皮细胞 A549 活性的影响。将 A549 细胞分为对照组、

H2O2组、H2O2+sRuNP(10 μg/ml)组，采用Calcein-AM/PI双染检测细胞死亡，试剂盒检测丙二醛(MDA)含量、超氧化物歧

化酶(SOD)活性，Western blotting 检测乙酰化 SOD2 (ac-SOD2)和 SOD2 表达水平。结果　制备的 sRuNP 粒径为(2.00±0.18)

nm；XPS结果显示，sRuNP样品中存在明显的钌(Ru)、碳及氧元素的特征峰，Ru主要以Ru0和Ru4+形式存在，元素特定电

子轨道的高分辨谱分析显示，碳1s和氧 1s谱提示颗粒表面存在有机配体修饰；0、4、40、400 μg/ml sRuNP在25℃生理盐

水中放置 24 h，0、1、10 μg/ml sRuNP 在 37℃ RPMI-1640 完全培养基中放置 24 h，均未见明显沉淀。1 μg/ml 和 10 μg/ml 

sRuNP处理 24 h，A549细胞活性与对照组差异无统计学意义(P>0.05)。与对照组比较，H2O2组细胞死亡增多，MDA含量

升高，SOD活性降低，ac-SOD2/SOD2比值升高，差异均有统计学意义(P<0.05)；与H2O2组比较，H2O2+sRuNP组细胞死

亡减少，MDA 含量下降，SOD 活性升高，ac-SOD2/SOD2 比值下降，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论　10 μg/ml 

sRuNP在体外的稳定性和生物安全性良好；对肺上皮细胞的抗氧化作用明显，抑制SOD2乙酰化是可能的分子机制。
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biocompatibility, and to evaluate their protective effects against H2O2-induced oxidative stress injury in lung epithelial cells as well as 

the underlying mechanism. Methods　Soluble ultrasmall Ru nanoparticles were synthesized via thermal decomposition combined 

with ligand exchange. Transmission electron microscopy (TEM), particle size analysis, and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) 

were used to characterize their morphology, particle size, elemental composition, valence states, and surface chemical properties, as 

well as their dispersion stability in normal saline and complete RPMI-1640 medium in vitro. The CCK-8 assay was performed to 

determine the viability of A549 lung epithelial cells treated with different concentrations of sRuNP. A549 cells were divided into three 

groups: control group, H2O2 group, and H2O2+sRuNP (10 μg/ml) group. Cell death was assessed by Calcein-AM/PI double staining. 

Commercial kits were used to measure malondialdehyde (MDA) content and superoxide dismutase (SOD) activity. The expression 

levels of acetylated SOD2 (ac-SOD2) and total SOD2 were detected by Western blotting. Results　The prepared sRuNP had a 

uniform particle size of (2.00±0.18) nm. XPS spectra showed characteristic peaks of Ru, C, and O. Ru existed mainly in metallic (Ru0) 

and oxidized (Ru4+ ) states, while the C 1s and O 1s spectra confirmed surface modification with organic ligands. No obvious 

precipitation was observed for sRuNP at 0, 4, 40, and 400 μg/ml in saline at 25 ℃ for 24 h, or at 0, 1, and 10 μg/ml in complete RPMI-

1640 medium at 37 ℃ for 24 h. After 24 h of treatment, 1 μg/ml and 10 μg/ml sRuNP showed no significant difference in A549 cell 

viability compared with the control group (P>0.05). Compared with control group, H2O2 group exhibited increased cell death, 

elevated MDA content, reduced SOD activity, and a higher ac-SOD2/SOD2 ratio (P<0.05). In contrast, compared with H2O2 group, 

H2O2+sRuNP group showed decreased cell death, lower MDA levels, higher SOD activity, and a lower ac-SOD2/SOD2 ratio (P<

0.05). Conclusions　sRuNP at 10 μg/ml exhibit good stability and biosafety in vitro. They exert significant antioxidant effects on 

lung epithelial cells, and inhibition of SOD2 acetylation as a potential molecular mechanism. 

[Key words] ultrasmall ruthenium nanoparticles; oxidative stress; acute lung injury; lung epithelial cells; acetylated superoxide 

dismutase 2

急性呼吸窘迫综合征 (acute respiratory distress 
syndrome，ARDS)是一种以弥漫性肺泡损伤、肺泡-
毛细血管屏障破坏及强烈炎症反应为特征的危重

症[1-2]。尽管近年来支持性治疗和呼吸支持策略不断

改进，但其病死率仍居高不下，目前尚缺少针对性

治疗药物[3]。

氧化应激在急性肺损伤(acute lung injury，ALI)及
ARDS的发生发展过程中发挥关键作用[4–6]。活性氧

(reactive oxygen species， ROS) 如 超 氧 阴 离 子

(superoxide anion，O2-)、过氧化氢(hydrogen peroxide，
H2O2)和羟基自由基(hydroxyl radical，-OH)过度生成，

可导致内源性抗氧化防御系统失衡[7]。持续的氧化

应激可诱发肺泡上皮细胞脂质过氧化、蛋白质氧化

及DNA损伤，最终引起细胞死亡和肺泡屏障功能障

碍[8-9]。清除过量 ROS、恢复氧化还原稳态是防治

ALI/ARDS的重要策略之一[10]。

天然抗氧化酶[如超氧化物歧化酶(SOD)、过氧

化氢酶等]在体内稳定性差、半衰期短及生物利用度

有限，在 ARDS 防治中的临床疗效不理想[6,11-12]。近

年来，具有类酶催化活性的纳米酶因其良好的稳定

性、可调控的催化性能及相对较低的制备成本，逐

渐成为抗氧化治疗领域的研究热点[12-14]。其中，钌

(ruthenium，Ru)基纳米材料因其 Ru3+/Ru4+多价氧化

还原特性及较高的催化效率而备受关注[13]。纳米颗

粒的催化活性与其尺寸密切相关，超微纳米颗粒由

于具有更高比例的低配位表面原子，可增强其清除

ROS 的能力[14]。超微钌纳米材料在氧化应激相关肾

损伤模型中展现了良好的抗氧化和组织保护作用[15]。

然而，超微钌纳米颗粒在ALI/ARDS核心靶细胞——

肺泡Ⅱ型上皮细胞氧化应激损伤中的作用及分子机

制仍有待阐明。锰超氧化物歧化酶 2(manganese 
superoxide dismutase 2，MnSOD2)是清除线粒体来源

ROS 的关键抗氧化酶，其活性受翻译后修饰调控，

尤其 SOD2 的赖氨酸乙酰化是关键的翻译后修饰调

控机制之一[6]。SOD2 过度乙酰化可削弱 SOD2 清除

超氧阴离子的能力。本研究合成了一种具有良好水

溶性和生物相容性的超微可溶钌纳米颗粒(soluble 
ruthenium nanoparticles，sRuNP)，并评估其在人肺泡

II型上皮细胞系A549中的抗氧化效能及其分子机制，

旨在为 sRuNP 用于 ALI/ARDS 的抗氧化损伤治疗提

供更多实验依据。

1　材料与方法

1.1　试剂与设备　三氯化钌水合物(RuCl3·6H2O)和
油酰胺购自美国 Sigma 公司；细胞计数试剂盒 -8
(CCK-8，CK04)购自日本同仁化学研究所；Calcein-
AM/PI 染色试剂盒、丙二醛(MDA)检测试剂盒和

SOD 检测试剂盒(CA1630、BC-0025、BC-516S)均购

自北京索莱宝科技有限公司；SOD2重组兔单克隆抗

体(bsm-52741R)购自北京博奥森生物技术有限公司；

重组抗乙酰化SOD2(ac-SOD2)/MnSOD (acetyl K68)抗
体(ab137037)购自英国Abcam公司。离心机、电泳仪

(武汉赛维尔生物科技有限公司)；酶标仪(美国赛默

飞世尔科技公司)；显微镜(日本Olympus公司)。
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1.2　sRuNP 的合成　采用改良热分解法合成 sRuNP。
步骤如下：将 40 mg氯化钌(Ⅲ)水合物(RuCl3·6H2O)
溶解于13 ml超纯水中，另将0.2 g油胺溶于2 ml环己

烷形成有机相。将上述水溶液与有机溶液混合，经

水浴超声处理 5 min 后持续搅拌 1 h 以确保充分预混

合。随后，将所得混合乳液转移至封闭反应釜

(Teflon-lined stainless steel autoclave)中，于 160 ℃下恒

温水热反应(Hydrothermal reaction)12 h。
为增强纳米颗粒的生物相容性和水溶性，采用

配体交换法将 sRuNP 表面疏水性油酰胺配体替换为

聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)。经 3或 4次纯化

以去除未反应配体及游离试剂后，最终获得稳定分

散于水相中的 sRuNP 悬液，备用。

1.3　 sRuNP 的表征鉴定　采用透射电子显微镜

(TEM)对 sRuNP 的形貌、分散性与粒径分布进行表

征鉴定。取 sRuNP水溶液(0.05~0.10 mg/ml)超声分散

5~10 min 后，吸取 5~10 μl 滴加于 200 目铜网碳膜表

面，室温静置1~2 min使颗粒吸附；随后用滤纸轻轻

吸去多余液体，并用去离子水轻洗 1 次以去除盐分

残留；最后在室温或真空干燥条件下干燥6 h后进行

成像。

采用 Fiji 软件分析 sRuNP 的粒径。对 TEM 图像

进行比例尺校准后，随机选取颗粒进行等效圆直径

测量，每组样品统计颗粒数不少于 200 个。所得粒

径数据导入GraphPad Prism 10.0软件，绘制粒径分布

直方图，并采用高斯分布模型进行拟合分析，计算

平均粒径及标准差。

采 用 X 线 光 电 子 能 谱 (X-ray photoelectron 
spectroscopy，XPS)对 sRuNP 的元素组成、价态及表

面化学特征进行分析。采集 XPS 全谱及元素特定电

子轨道即Ru 3p、O 1s和C 1s的高分辨谱，对特征峰

进行拟合分析，以评价材料中Ru元素的价态组成及

表面有机配体修饰情况。

为评价 sRuNP在体外实验条件下的分散稳定性，

将不同浓度 sRuNP 分别置于 25 ℃生理盐水及 37 ℃ 
RPMI-1640完全培养基中放置24 h，观察其是否出现

肉眼可见的沉淀。

1.4　细胞培养与实验分组　人肺上皮细胞系A549采

用含 10% 胎牛血清 (FBS)和 1% 青霉素 -链霉素的 
RPMI-1640 培养基，于 37℃、5% CO2恒温培养箱中

常规培养。

以 0、1、10 μg/ml 浓度的 sRuNP 分别处理 A549
细胞 24、48、72h，采用 CCK-8 法检测 A549 细胞的

存活情况，用于评估 sRuNP的细胞生物安全性。

将 A549 细胞分为对照组、H2O2 模型组 (H2O2

组)、H2O2+sRuNP(10 μg/ml)组，观察 sRuNP 能否缓

解H2O2诱导的细胞氧化应激损伤。A549细胞生长至

80%～90%融合度后，每个T25培养瓶中加入 1 ml胰
酶，室温消化 1 min，弃去胰酶加入 2 ml培养基将细

胞吹打脱落，收集细胞混悬液至 15 ml 离心管中，

1000×g离心 5 min，弃上清，获得细胞沉淀，加入适

当培养基进行重悬，并检测浓度。将细胞重选液稀

释至目标浓度后，分别接种于96孔板(100 μl/孔，5×
103 个细胞/孔)、12 孔板(1 ml/孔，1.5×105 个细胞/
孔)和 6 孔板(2 ml/孔，5×105个细胞/孔)，培养过夜

待细胞贴壁。随后更换为同上体积的含 100 μmol/L 
H2O2的培养基，诱导A549细胞建立体外氧化应激损

伤模型[16-18]，H2O2+sRuNP 组予以 10 μg/ml sRuNP 处

理，继续培养24 h。所有实验均独立重复3次。

1.5　CCK-8 法检测不同浓度 sRuNP 下 A549 细胞活

性　A549 细胞按分组处理结束后(96 孔板)，弃去培

养液。每孔加入含CCK-8 工作液的培养基(CCK-8:培
养基=1:9)，总量 100 μl/孔，置 37 ℃、5%CO2 孵育

30 min；空白孔仅含无细胞的等体积CCK-8工作液。

使用酶标仪在450 nm处检测各孔吸光度(OD值)。细

胞活性按公式计算：细胞活性(%)=(OD处理组－OD
空白孔)/(OD 对照组－OD 空白孔)×100%。每组设 6
个复孔，实验独立重复3次。

1.6　 Calcein-AM/PI 双 染 法 检 测 A549 细 胞 存 活　

A549细胞按分组处理结束后(12孔板)，弃去培养液，

PBS 洗涤 2 次。按试剂盒说明配制 Calcein-AM/PI 双
染工作液(避光操作)，每孔加入适量工作液(12孔板

约 500 μl/孔)，37 ℃避光孵育 30 min。孵育结束后

PBS轻洗1次，加入少量PBS保持湿润，在荧光显微

镜下分别采用 Calcein-AM(FITC 通道)标记活细胞，

其激发波长设定为 490 nm( 发射绿色荧光)； PI
(TRITC 通道)用于标记死细胞，其激发波长设定为

535 nm(发射红色荧光)，观察并采集图像，成像参

数在各组间保持一致。每孔随机选取 6个视野拍摄。

采用Fiji软件进行荧光面积或细胞计数分析，计算细

胞存活率。

1.7　测定A549细胞MDA含量及 SOD活性　将A549
细胞接种于 6 孔板，待细胞贴壁后按实验分组给予

干预处理；培养 24 h 后，收集各组细胞培养液。采

用 MDA 检测试剂盒测定细胞 MDA 含量，按说明书

配置反应体系并于规定条件下反应后测定吸光度，

根据标准曲线计算MDA含量。采用SOD检测试剂盒

测定细胞 SOD 活性，按说明书反应并测定吸光度，

计算SOD活性。各组均独立重复3次。

1.8　 Western blotting 检测 A549 细胞中 ac-SOD2 和

SOD2表达水平　将A549细胞接种于6孔板，待细胞

贴壁后按实验分组给予干预处理；培养 24 h 后，弃

培养液，PBS 洗涤 2 次。加入预冷 RIPA 裂解液(含
10% 蛋白酶抑制剂)，冰上裂解 30 min，期间每 10 
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min 轻轻振荡混匀。收集裂解液后于 4 ℃、12 000 r/
min离心10 min，取上清。采用BCA法测定蛋白浓度

并统一定量。加入上样缓冲液，95 ℃金属浴变性 10 
min 后上样，进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE)分离，随后转膜至聚偏二氟乙烯

(PVDF)膜。PVDF 膜用快速封闭液室温封闭 1 h。分

别加入 SOD2 及 ac-SOD2 一抗(1: 1000)，4℃孵育过

夜。TBST 洗膜 3次(每次 10 min)后加入相应 HRP 标
记二抗(1:5000)，室温孵育 1 h。再次洗膜后采用增

强型化学发光法(ECL)显色并成像。采用Fiji软件对

蛋白条带灰度值进行分析，以GAPDH作为内参，计

算目标蛋白相对表达量(目标蛋白灰度值/GAPDH灰

度值)。实验独立重复3次。

1.9　统计学处理　使用Graphpad Prism 10.0软件进行

统计分析。计量资料均符合正态分布，以 x̄±s表示，

多组间比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA)，
进一步两两组间比较采用 t检验。P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　　果

2.1　sRuNP 的制备表征及体外稳定性观察　通过热

分解法成功合成了形态均匀的 sRuNP。TEM 观测结

果显示，sRuNP 呈均匀分散的近球形结构，颗粒边

界清晰，未观察到明显团聚现象(图 1A)。粒径统计

分析结果显示，sRuNP 的粒径分布集中，呈单峰高

斯分布特征，粒径为(2.00±0.18) nm，多数颗粒尺寸

集中分布于 2 nm 左右(图 1B)；提示本研究制备的

sRuNP具有良好的尺寸均一性和可控性。

采用 XPS 分析 sRuNP 的元素组成及表面化学特

征(图 1C)。XPS 全谱显示样品中存在明显的 Ru、C
及O元素特征峰，提示纳米颗粒由钌核心及表面有

机成分构成。高分辨Ru 3p谱显示，Ru主要以Ru0和

Ru4+两种价态形式存在；提示 sRuNP 具有稳定的金

属核及部分氧化态共存结构。O 1s 谱可分辨出 M-

O、-OH 及 C-O 等组分，表明材料表面存在金属-

氧配位结构及含氧官能团。C 1s谱中可分辨出C-C、

C-O及C=O等特征峰，提示 sRuNP表面存在有机配

体修饰(图 1D)。结合材料由疏水有机相成功转移至

水相的实验现象，上述结果从元素组成、价态结构

及表面化学层面共同支持配体交换后有机配体成功

修饰于 sRuNP 表面，从而赋予其良好的水溶性与分

散性。

在体外稳定性评价中，0、4、40、400 μg/ml的
sRuNP在25 ℃生理盐水中放置24 h，0、1、10 μg/ml
的 sRuNP在 37 ℃ RPMI-1640完全培养基中放置 24 h，
均未观察到明显沉淀；而 100 μg/ml sRuNP 在 37 ℃ 
RPMI-1640 完全培养基中放置 24 h 后可见沉淀形成

(图 1E、F)。因此，后续细胞实验选取 1和 10 μg/ml
作为处理浓度。。

2.2　 不 同 浓 度 sRuNP 对 A549 细 胞 活 性 的 影 响　

CCK-8检测结果显示，处理24 h时，与对照组比较，

1 μg/ml和10 μg/ml sRuNP处理的A549细胞存活率差

异均无统计学意义(P>0.05)；处理 48 h 时，10 μg/ml 
sRuNP 处理的 A549 细胞活性明显下降(P<0.05)；处

理72 h时，1 μg/ml和10 μg/ml sRuNP处理的A549细

胞活性均明显降低(P<0.01或P<0.001，图2)。
2.3　 sRuNP 对 H2O2 诱导的 A549 细胞死亡的影响　

Calcein-AM/PI 双重染色结果显示，与对照组比较，

H2O2 组死亡细胞(PI 阳性，红色)数量明显增多(P<
0.05)；与 H2O2组比较，H2O2+sRuNP 组 A549 细胞染

色以 Calcein 阳性(绿色)活细胞为主，死亡细胞明显

减少(P<0.05，图3)。
2.4　sRuNP 对 A549 细胞 MDA 含量和 SOD 活性的影

响　Elisa 法检测结果显示，与对照组比较，H2O2组

A549 细胞的丙二醛(MDA)含量明显增高(P<0.0001)，
而 SOD 活性明显降低(P<0.0001)；与 H2O2 组比较，

H2O2+sRuNP 组 A549 细胞 MDA 水平明显降低 (P<
0.0001)，SOD活性明显增高(P<0.0001，图4)。
2.5　 sRuNP 对 H2O2 诱导的 A549 细胞中 ac-SOD2/
SOD2 比值的影响　Western blotting 检测结果显示，

与对照组比较，H2O2组 A549 细胞中 ac-SOD2/SOD2 
比值明显升高 (P<0.05)；与 H2O2 组比较， H2O2+
sRuNP 组 ac-SOD2/SOD2 比 值 明 显 降 低 (P<
0.001，图5)。

3　讨　　论

本研究合成的 sRuNP 水溶性和稳定性良好；在

10 μg/ml、24 h条件下，sRuNP对A549细胞未见明显

细胞毒性，且可显著改善H2O2诱导的细胞活力下降

及脂质过氧化水平升高；调控线粒体抗氧化关键酶

SOD2的乙酰化状态是 sRuNP发挥抗氧化活性的可能

机制。

从材料特征看，本研究构建的 sRuNP 属于超微

尺寸，元素组成和表面修饰特征稳定。TEM及粒径

统计结果显示，sRuNP 平均粒径约为 2 nm，且粒径

分布窄；提示本研究采用的合成方法能够稳定获取

尺寸均一的超小纳米结构。已有研究显示，超小尺

寸纳米材料的比表面积更高，暴露活性位点更多，

有利于增强其表面催化反应效率。本研究中，XPS
全谱检测到明确的Ru、C及O元素信号，高分辨Ru 
3p谱提示Ru0和Ru4+共存，提示颗粒表面存在金属态

与部分氧化态结构；同时，C 1s 和 O 1s 谱显示颗粒

表面存在C-O、C=O及-OH等官能团，结合材料由

有机相成功转移至水相的实验现象，支持PEG等亲
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水配体成功修饰于 sRuNP 表面。上述结果提供了材

料结构的证据，也为其水溶性、分散性及后续生物

学效应提供了合理的材料学基础。

本研究采用CCK-8 法评估 sRuNP对A549细胞活

性的影响；结果显示，sRuNP 的细胞毒性呈现明显

的浓度与时间依赖性，在关键的 24 h，1 μg/ml 组、

10 μg/ml 组与对照组(0 μg/ml)细胞活性均无明显差

异；提示该浓度区间短期内 sRuNP 对细胞无明显毒

性。但随着作用时间延长，1 μg/ml组和 10 μg/ml组

的细胞活性随作用时间延长而缓慢下降，至 72 h，1 

μg/ml组和10 μg/ml组对A549细胞均存在显著毒性；

提示 sRuNP 长时程暴露对细胞有一定的生长抑制作

用。因此，10 μg/ml 的 sRuNP 在 24 h 内无明显细胞

毒性。参照既往纳米材料相关研究中常采用的“有

效剂量用于机制探索”的实验设计原则[19]，本研究

在后续减少H2O2诱导细胞死亡及相关机制研究中也

图1　超微可溶性钌纳米颗粒(sRuNP)的形貌、表面化学特征及体外稳定性表征

Fig. 1　 Appearance, surface chemical properties, and in vitro stability of water-soluble and biocompatible ultrasmall ruthenium 
nanoparticles (sRuNP)

A. sRuNP在透射电子显微镜下的图像；B. 粒径分布统计图，粒径为(2.00±0.18)nm (n=200)；C. X线光电子能谱(XPS)全谱；D. 钌(Ru) 

3p、氧(O) 1s、碳(C) 1s高分辨谱；E. 在生理盐水中的稳定性；F. 在RPMI-1640完全培养基中的稳定性

图 2　不同浓度超微可溶性钌纳米颗粒(sRuNP)对 A549 细

胞活性的影响(CCK-8检测，n=6)
Fig. 2　 Effects of water-soluble and biocompatible ultrasmall 
ruthenium nanoparticles (sRuNP) on activity of A549 cells (CCK-
8 assay, n=6)

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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选取 10 μg/ml sRuNP作用 24 h作为代表性实验条件，

以期阐明 sRuNP 的抗氧化效应及其潜在分子机制。

10~100 μg/ml 浓度的 sRuNP 是否具有同样的生物安

全性或更高效的抗氧化效能，尚待后续研究进一步

探讨。

在活/死细胞双染实验中，通过 FITC 与 TRITC
双通道观察发现，sRuNP 预处理可明显逆转H2O2引

起的细胞死亡增加，有利于维持细胞存活。定性与

定量结果均提示，sRuNP 在安全剂量下可拮抗氧化

应激诱导的细胞死亡，展现显著的细胞保护效应，

为其在抗氧化治疗领域的应用提供了实验依据。

本研究结果还显示， sRuNP 处理可明显提高

H2O2诱导氧化应激条件下A549细胞的存活率，降低

细胞内MDA含量；提示其可减轻氧化应激所致的细

胞损伤。既往研究认为，超微尺度金属纳米材料由

于表面具有较高比例的低配位原子和活性位点，能

够参与多种活性氧清除反应，表现出类似“纳米酶”

的抗氧化特性[20-21]。本研究中 sRuNP 的超微尺寸及

良好分散状态，可能有助于其与活性氧充分接触，

从而增强活性氧的清除效率。

本研究还发现，sRuNP 可在一定程度上恢复因

氧化应激受损的内源性抗氧化防御系统。H2O2处理

显著降低细胞内 SOD活性，而 sRuNP处理可部分逆

转该变化。已知多种信号通路参与维持细胞氧化还

原平衡，其中核因子E2相关因子 2(NRF2)介导的抗

氧化应答机制研究较为深入。NRF2的激活可促进一

系列抗氧化酶的转录，从而增强细胞对氧化应激损

伤的抵抗力[22-23]。近期研究显示，线粒体抗氧化酶

的翻译后修饰在调控氧化还原稳态中亦十分重要。

关键线粒体抗氧化酶 SOD2 可通过赖氨酸乙酰化调

节，显著影响该酶的活性。SOD2去乙酰化可增强其

抗氧化能力，进而减少细胞内ROS积累，保护细胞

免受氧化应激损伤[24]。本研究 Western blotting 分析

图3　超微可溶性钌纳米颗粒(sRuNP)对H2O2诱导的A549细胞死亡的影响(Calcein-AM/PI双重染色，n=3)
Fig. 3　Effects of water-soluble and biocompatible ultrasmall ruthenium nanoparticles (sRuNP) on A549 cell death induced by H2O2 
(Calcein-AM/PI double stainning, n=3)注：*P<0.05

图 4　超微可溶性钌纳米颗粒(sRuNP)预处理对 A549 细胞

中MDA含量和SOD活性的影响 (n=6)
Fig. 4　 Effects of water-soluble and biocompatible ultrasmall 
ruthenium nanoparticles (sRuNP) on MDA and　activity of SOD 
in A549 cells (n=6)

****P<0.0001。MDA. 丙二醛；SOD. 超氧化物歧化酶

图 5　超微可溶性钌纳米颗粒(sRuNP)对H2O2诱导的A549
细胞SOD2乙酰化水平的影响(Western blotting，n=3)
Fig. 5　 Effects of water-soluble and biocompatible ultrasmall 
ruthenium nanoparticles (sRuNP) on acetylation of SOD2 in 
A549 cells induced by H2O2 (Western blotting, n=3)

*P<0.05，***P<0.001。SOD2. 超氧化物歧化酶 2；ac-SOD2. 乙

酰化SOD2
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结果显示，sRuNP 可显著抑制 H2O2诱导的 MnSOD2
乙酰化水平升高，而总 SOD2 蛋白表达未发生明显

改变；提示 sRuNP 可能通过调控 SOD2 的乙酰化状

态，恢复其抗氧化活性，从而在细胞内形成更为持

久和有效的抗氧化防御；这一机制可能是其发挥保

护作用的重要基础。本研究未直接检测经典氧化应

激相关信号通路(如NRF2通路)，但可推测，这些经

典抗氧化通路与 SOD2 乙酰化依赖性调控之间存在

交叉作用[25-26]。因此，推测 sRuNP 介导的抗氧化效

应可能涉及线粒体抗氧化酶与氧化还原敏感信号通

路的协同调控。

本研究结果显示，sRuNP 具有良好的早期生物

相容性，可通过调控 SOD2 乙酰化水平发挥抗氧化

保护作用。但本研究仅在体外A549细胞模型中验证

了 sRuNP的抗氧化作用，其在体内ALI/ARDS动物模

型中的治疗效果及应用的安全性尚待验证；进一步

评估 sRuNP 在不同氧化应激强度和长期暴露条件下

的作用效果，也有待进一步探究。

本研究成功制备了水溶性和体外生物相容性良

好的超微 sRuNP；在H2O2诱导的人肺上皮细胞氧化

应激模型中，sRuNP 能够降低细胞内 ROS 水平和脂

质过氧化程度，增强内源性抗氧化酶活性，进而减

轻氧化应激所致的细胞损伤。机制研究提示，

sRuNP可能通过抑制SOD2的乙酰化修饰、恢复其抗

氧化功能而发挥细胞保护作用。上述结果可为钌基

纳米材料在氧化应激相关肺损伤中的潜在应用提供

实验依据。
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