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紫外光照射下富勒醇对细胞的防护作用  

李宇国 1  倪 瑾 2  韩 玲 2   赵群芬 1  高 福 2   李晴暖 1  徐晶莹 1  李文新 1 
1（中国科学院上海应用物理研究所纳米生物医药研究室  上海 201800） 

2（第二军医大学放射医学教研室  上海 200438） 

 
摘要  为了解紫外辐射下富勒烯衍生物富勒醇对细胞的生物效应，利用四唑盐比色实验（MTT）法研究了富勒

醇对紫外辐照细胞的存活率影响，紫外辐照细胞时富勒醇对细胞超氧化物岐化酶（SOD）和氧化产物丙二醛

（MDA）的影响，同时比较了C60−PVP对紫外辐照细胞的辐射生物效应。结果表明，富勒醇能够有效的防护紫外

辐射对细胞造成的损伤，其机理可能是富勒醇能够吸收紫外辐照产生的自由基，使细胞膜不被紫外辐照损伤。 
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富勒烯被喻为吸收“自由基的海绵”，它的很

多衍生物具有清除自由基的特性。在各种各样的富

勒烯衍生物中，多羟基化合物富勒醇（C60(OH)x） 是
一种重要水溶性衍生物。其分子结构保留着一半的

共轭双键（约 10—15个 π电子组成的共轭体系），
与其前体富勒烯分子相比大大降低了它的毒性。其

分子结构上共存有适中电子亲和性基团和烯丙基结

构，可有效地清除•OH和 O2
−•，该特点可使其在生

物体系中作为自由基清除剂和水溶性抗氧化剂[1]。

目前，对富勒烯的细胞生物效应的研究主要集中在

光辐射生物效应上，大量的研究工作揭示，在可见

光照射下，富勒烯具有很强的光致毒性[2,3]。对于紫

外光照射下的保护作用鲜见报导[4,5]。紫外辐射可以

产生自由基等活性物种，目前研究的紫外防护剂，

如磷酸化的氨巯基化合物WR−2721、半胱胺和青霉
素胺等可以清除自由基[6]、猝灭单线态氧分子物种，

并可与该过程的激态分子反应，在体外有显著的防

护紫外辐射的作用。本实验研究了富勒醇在紫外光

辐照下对细胞的生物效应，并与 C60−PVP对细胞的
紫外防护作用进行了比较，进一步阐明了富勒醇对

紫外防护作用的机制。 

1 材料和仪器 

1.1 材料 

L02 人肝细胞株，由上海第二军医大学海军医

学系航海医学教研室馈赠；富勒烯，武汉武大三维

碳簇材料有限公司产品，纯度>99.9%；RPMI1640，
美国 Gibco BRL公司；新生小牛血清，杭州四季青
公司；MTT（溴化四甲基唑），Sigma产品；二甲亚
砜，分析纯，上海化学试剂一厂；胰蛋白酶

（EC3.4.21.4），Difco 产品；其它试剂均为分析纯
试剂；SOD，MDA和•OH，O2

−•测定试剂盒，南京

建成生物有限公司产品。 

1.2 主要实验仪器 

CO2 恒温孵箱（SHEL−LAB，Japan）；紫外灯
（上海泰诺电器厂，20W）；752紫外分光光度计（日
立）；电动匀浆器（TEFLON，USA）；超低温离心
机(UNIVERSAL 32R,Germany)；精密数显酸度计
（PHS−3TC，上海天达仪器厂)；酶联检测仪

（DG5031 型，南京华东电子集团医疗装备有限责
任公司）。 

2 实验方法 

2.1 C60(OH)x（富勒醇）的制备    

根据文献[3]中 C60(OH)x 的合成方法并稍作修

改，合成了 C60(OH)x（x大约为 18—22）具体实验
步骤如下： 
在 100mL 含 C60的饱和苯溶液中，加入 2mL 

4mol/L的 NaOH，并用 1.5mL 10%的四丁基氢氧化
铵作为相转移催化剂，在加热下加入 10mL 30%的
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H2O2，继续加热回流，直至苯溶液由紫色变为无色。

同时，水溶液由无色变为棕黄色，相分离，得到棕

黄色C60(OH)xOy溶液。用甲醇使C60(OH)xOy沉淀，

加水使沉淀溶解，再加入甲醇沉淀，离心去掉甲醇，

反复几次，直至甲醇溶液的 pH≤8。将干燥得到的
固体加水溶解，水解 24h后，用甲醇沉淀并干燥得
到棕黑色固体 C60(OH)x。通过红外光谱验证，所得

产物与报道相一致。 

2.2 细胞实验方法 

细胞实验采用 L02细胞。每次实验前，将指数
生长期的 L02细胞用 0.25%胰酶消化，调整细胞数
为 4×104/mL, 加入 96 孔板内，每孔 150µL，培养
48h，进行实验。富勒醇与细胞作用时间为 4h。实
验结束后，用 0.1mol/L的磷酸盐缓冲液（PBS）洗
去富勒醇，加入不含富勒醇的新鲜培养液，继续培

养 72h，用MTT法测定细胞的存活率。设不光照不
加富勒醇组作为空白对照组。紫外光辐照条件均为：

20W的紫外灯，距离细胞 40cm辐照。实验数据的
统计用 ORIGIN软件中的标准误差处理。测定不同
浓度的富勒醇存在下，紫外辐射 5min 后 L02 细胞
的存活率。富勒醇的终浓度为 0.70mg/mL时，不同
紫外光照时间下 L02细胞的存活率，并在光镜下观
察、拍照。 
细胞存活率 =(实验组 OD 值/空白对照组 OD
值）×100％ 

2.3 富勒醇对紫外辐射的 L02 细胞的 MDA 和  
SOD的影响 

细胞数为 4×106/培养皿，每组实验三个培养皿。
0.70mg/mL的富勒醇作用 4h 后紫外照射 6min，光
照结束后洗去富勒醇，放置 0.5h后将细胞刮下，用
生理盐水调细胞浓度为 1×1010/L，取细胞悬液 1mL。
4℃下离心 10min（1500r/min），去上清，再加入 1mL
匀浆介质（pH7.4，0.01mol/L的蔗糖，0.01mol/L的
Tris−HCL，0.0001mol/L的 EDTA−2Na）,低温下离
心 10min（4000r/min），在冰水中用电动匀浆器低速
匀浆使细胞破碎，将细胞裂解液以 4000r/min 离心
10min，取适量上清液进行 SOD和MDA测定。 

2.4 C60−PVP对紫外辐射下的细胞的作用 

按照文献[7]的方法制得 C60－PVP：将 0.8mg
的 C60溶于 1mL的甲苯中，再将 100mg的 PVP溶
于 2mL的三氯甲烷中，两者混合后在真空中蒸发。

之后加入 2mL的水，超声后生成浅黄色的溶液，即
为 C60－PVP溶液，C60浓度为 0.4mg/mL。 
采用 2.2中的实验方法测定不同浓度的 C60－聚

乙烯吡咯烷酮（PVP）对 L02细胞的紫外防护作用。 

3 结果 

3.1 富勒醇的浓度对紫外辐射 L02细胞存活率的  
影响 

富勒醇的浓度分别为 1.50、0.70、0.12、0.07、
0.00mg/mL时对紫外辐射 L02细胞存活率的影响曲
线见图 1。由存活率曲线可知，在富勒醇浓度为
0.70mg/mL以上时，在该辐照条件下的紫外辐照对
细胞只有很少的杀伤。 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  Effects of C60 (OH)x concentration on survival rate of 
L02 cells under UV irradiation 

3.2 紫外光照时间对富勒醇防护的 L02细胞存活  
率的影响 

图 2为富勒醇存在下不同紫外辐照时间的细胞
存活率曲线。0.7mg/mL 富勒醇条件下，紫外辐照
30min，细胞存活率仍然在 77%以上。 
 

 

 

 

 

Fig.2  Effects of UVirradiation time on survival rate of L02 
cells with 0.7mg/mol C60(OH)x 

3.3 光镜观察下的紫外辐射细胞图象 

图 3和图 4分别为富勒醇存在和不存在时，紫
外辐射 10min后 L02细胞，培养 72h后光学显微镜
下的观察图片。 
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Fig.3  L02 cells with C60(OH)x under UV irradiation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  L02 cells without C60(OH)x under UV irradiation 

加入富勒醇的细胞 72h后，细胞生长正常，圆
形的细胞为正处于分裂期的细胞（见图 3）。紫外组
细胞几乎全部为碎片状的死亡细胞（见图 4）。细胞
坏死一般是由于细胞受到的损伤特别严重，如细胞

的膜破损，基因组的严重破坏等。由此可见，在该

无富勒醇的辐照条件下，细胞基本全部被杀死，但

加入富勒醇后，细胞受到保护。 

3.4 C60−PVP对紫外辐射下的细胞的作用 

加入 C60－PVP 的细胞在紫外线照射后的存活
率与对照组的存活率几乎相同，说明在紫外照射下

C60－PVP对细胞无保护作用（数据不再列出）。 

3.5 富勒醇对紫外辐射的 L02 细胞的 MDA 和  
SOD的测定 

3.5.1  MDA 的测定  辐射产生的氧自由基攻击生
物膜中的不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化作用，并

因此形成脂质过氧化物，如醛基(丙二醛)、酮基、
羟基等。表 1为不同实验条件下 L02 细胞的 MDA
生成量。由表 1可知，加入 C60(OH)x后，紫外辐照

后细胞的 MDA 的生成量显著减少，从而防止了细
胞在紫外辐照后细胞膜的损伤。 

Table 1 MDA in L02 cellsx under different conditions  

Group MDA(nmol/106cells) 

UV 22.0±7.22 

UV+C60 (OH)x 4.90±2.32 

C60 (OH)x 2.39±1.98 

Blank control 2.45±1.31 

 
3.5.2  SOD 的测定  SOD 在生命机体中的抗氧化
损伤作用在于它能高效率清除 O2

−•，从而有效降低

对机体毒性更强的•OH，因此 SOD被称作一线抗氧
化剂。表 2 为不同条件下 L02 细胞的 SOD 测试数
据，可见细胞受到紫外辐照后，UV和 UV+C60 (OH)x

组的 SOD活性都显著降低，富勒醇并没有激发细胞
内的抗氧酶活性的升高，这说明富勒醇对紫外辐射

细胞的防护并不是通过激活细胞内的抗氧化酶活性

而起作用的。   
   

Table 2  SOD in L02 cells under different conditions 

Group     SOD(nitrides unit /106 cells) 

UV 0.28±0.24 

UV+C60(OH)x 0.54±0.29 

C60 (OH)x   1.16±0.36 

Blank control 1.08±0.41 

4 讨论 

富勒醇作为富勒烯的一种重要的水溶性衍生

物，可以作为抗氧化剂，吸收•OH和 O2
−•等自由基。

但对于富勒醇的研究主要集中在其光学毒性上[2,3]，

对于其紫外防护作用鲜见报导。本文实验数据中，

富勒醇的浓度对紫外辐射L02细胞存活率曲线和紫
外光照时间对富勒醇防护的 L02细胞存活率曲线以
及光镜观察下的紫外辐射细胞图象都显示，富勒醇

对紫外辐射细胞具有很强的防护效果。 
另外，C60－PVP的实验结果表明，单纯的 C60

并没有紫外防护作用。富勒醇和 C60－PVP 的紫外
吸收谱图如图 5和 6所示。紫外吸收图谱说明，富
勒醇和 C60－PVP 对紫外都有一定程度的吸收，且
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C60－PVP 的紫外吸收图谱远比富勒醇的紫外吸收
图谱要强，但却没有防护紫外的作用。利用产生•OH
和O2

−•的试剂盒测得 C60－PVP对•OH和O2
−• 没有

吸收，而富勒醇对•OH和 O2
−•的吸收很强。由此推

断两者的差别主要在于对紫外辐射产生的自由基的

吸收，而不是富勒醇对紫外线的简单吸收。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  The UV absorption spectrum of 0.02mg/mL  
C60－PVP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6  The UV absorption spectrum of 0.10mg/mL  
C60(OH) 

本文中MDA和 SOD的数据表明，加入C60(OH)x

后，紫外辐照后细胞的MDA的生成量显著减少，从
而防止了细胞在紫外辐照后细胞膜的损伤。而 SOD
的活性并没有明显升高。细胞受到紫外辐射后的一些

关键事件是在细胞膜发生的[8]，只要保护好细胞膜不

受紫外辐射损伤，也就保护了细胞在受到紫外损伤而

造成的死亡。通过以上的实验数据可知，富勒醇对细

胞的紫外辐射防护作用并不是发生细胞内，而是在细

胞外吸收紫外辐射产生的自由基，从而保护了细胞在

紫外辐照后细胞膜不受损伤。Elisabetta 等[4]报道了

C3−三甲基二羧酸 C60衍生物通过影响细胞的粘附能

力保护上皮细胞由紫外辐射引起的细胞凋亡。Fumelli
等[5]报道羧酸 C60能够保护人角化细胞不被紫外辐射

诱导凋亡。以上文献也都提出富勒烯衍生物对紫外辐

射细胞的防护机制与其吸收紫外辐照产生的自由基

有关。 

5 结论 

富勒醇在紫外辐照下对细胞具有保护作用，其

机理可能是由于富勒醇能够吸收紫外辐照产生的自

由基。通过本文的研究，对于富勒烯衍生物的紫外

防护作用机制有了进一步的了解，为富勒烯衍生物

在生物医药方面的应用提供了一定的实验依据。 
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