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文题释义：

二氧化铈纳米粒(Cerium Oxide Nanoparticles，CeO2 NPs)：二氧化铈是一种具有萤石结构的稀土氧化物，二氧化铈纳米粒是颗粒尺寸在纳米

量级的二氧化铈，由于具备独特的富含氧空位、Ce价态互变的结构性质，使其具备良好的催化活性，并被广泛应用于生物医学领域，在诊

断、治疗和/或管理疾病方面发挥越来越重要的作用。

巨噬细胞极化：巨噬细胞是单核细胞在不同微环境中进行晚期分化，按表型和作用效果可分为经典活化型巨噬细胞(M1型)和替代活化型巨

噬细胞(M2型)。M1型巨噬细胞具有促炎作用，M2型巨噬细胞具有抗炎和组织修复作用，两种表型的巨噬细胞与各种因子共同作用调节微

生物感染和肿瘤免疫，参与免疫调节和组织修复过程，在维持微环境稳态发挥重要作用。

摘要

背景：巨噬细胞极化对类风湿关节炎等慢性炎症性关节病具有关键作用。二氧化铈纳米粒(Cerium oxide nanoparticles，CeO2 NPs)在调节组

织炎症微环境等生物医疗方面有广泛应用。

目的：探究CeO2NPs对巨噬细胞极化和炎症因子表达的作用，及对巨噬细胞和成纤维细胞的共培养体系炎症调控作用。

方法：①分散CeO2 NPs，采用透射电子显微镜进行形态学观察。②对人白血病单核细胞(THP-1)诱导分化建立类风湿关节炎M1型巨噬细

胞促炎细胞模型。将细胞分为M0组(未分化状态的巨噬细胞)、M1组(巨噬细胞造模成功)、CeO2 NPs处理组(在M1组基础上加入CeO2NPs处
理)、地塞米松对照组(在M1组基础上加入地塞米松处理)，孵育48 h。用 RT-qPCR、Western blot、流式细胞术检测CeO2 NPs对M1巨噬细胞炎

性因子(内源性一氧化氮合酶、CD86、CD80)的表达和M1巨噬细胞表型(CD80、CD206)的影响。③建立巨噬细胞和成纤维细胞共培养体系，

CeO2 NPs作用于上层巨噬细胞。观察CeO2 NPs对共培养体系中成纤维细胞的炎症因子(白细胞介素6、肿瘤坏死因子α 、环氧化酶2、内源性

一氧化氮合酶)在mRNA和蛋白质水平表达的调控。

结果与结论：①透射电子显微镜显示CeO2 NPs直径在(19.5±2.0) nm。②与M0组相比，M1组内源性一氧化氮合酶和CD86的mRNA，内源性一

氧化氮合酶和CD80的蛋白表达上调；与M1组相比，CeO2 NPs处理组内源性一氧化氮合酶和CD86的mRNA、内源性一氧化氮合酶和CD80的
蛋白表达下调；流式细胞术显示20 nm CeO2 NPs下调M1巨噬细胞数量。③与M1组相比，20 nm CeO2 NPs下调共培养体系HFL1细胞炎症因子

(肿瘤坏死因子α、白细胞介素6、环氧化酶2、内源性一氧化氮合酶)的mRNA和蛋白表达。④结果表明，20 nm CeO2 NPs能通过抑制M1巨噬

细胞促炎因子表达，缓解共培养体系炎症，为治疗类风湿关节炎等炎症性疾病提供新思路。

关键词：CeO2 NPs；巨噬细胞极化；类风湿关节炎；滑膜炎；Transwell 共培养；工程化微环境 
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0   引言   Introduction
类风湿关节炎是一种全身性自身免疫性疾病，主要影响

髋、膝等活动关节。类风湿关节炎的患病率在全球范围内各

不相同
[1]
，工业化国家的患病率普遍较高，这可能是由于暴

露于环境风险因素和遗传因素造成的
[2]
。类风湿关节炎是一

种慢性进行性炎症性疾病，表现为大小关节的对称性多发性

关节炎，可能导致关节和关节周围结构损伤以及全身炎症
[3]
；

其主要特征之一是单核细胞浸润滑膜，通过与滑膜微环境相

互作用而被激活，在滑膜中，单核细胞分化为巨噬细胞，巨

噬细胞是类风湿关节炎的关键致病细胞之一，滑膜成纤维细

胞通过刺激促炎和组织破坏途径导致关节损伤
[4]
，这是类风

湿关节炎相关炎症的主要驱动因素
[5]
。这些细胞分泌促炎细

胞因子、生长因子和基质金属蛋白酶，使免疫微环境的平衡

被打破，从而导致炎症的进展。其中促炎 M1 巨噬细胞的活

化产生大量的促炎因子，如肿瘤坏死因子 α[6]
、白细胞介素

1β、白细胞介素 12 [7]
，导致关节进一步的侵蚀破坏

[7]
。早期

诊断是获得最佳治疗成功的关键，尤其是在具有不良结局的

明确风险因素 ( 如高疾病活动性、存在自身抗体和早期关节损

伤 ) 的患者中
[8]
。

类风湿关节炎的治疗方法包括通过评估疾病病理活动，

应用靶向治疗策略，以及使用常规、生物学和新型非生物学

改善疾病的抗风湿药物。尽管目前多数患者达到治理预期，

但目前的治疗方式对部分患者没有明显效果
[8]
。

二氧化铈纳米粒 (Cerium oxide nanoparticles，CeO2 NPs)

因具有独特的表面化学和双氧化态成为优异的抗氧化剂和自

由基清除剂
[9]
，在医学领域受到了特别关注，其氧化还原模

拟抗氧化特性在治疗由活性氧和活性氮引起的许多疾病方面

是有效的
[10]
。CeO2NPs 在抗肿瘤

[11]
、抗菌

[12]
、抗氧化

[13-14]
、

抗糖尿病和伤口愈合剂等方面的应用有广泛的研究
[15-17]

，但

CeO2NPs 对于类风湿关节炎治疗的研究相对较少。

此次研究通过建立类风湿关节炎中巨噬细胞的促炎细胞

模型 (M1 型巨噬细胞 )，用 RT-qRCR、流式细胞术和 Western 

blot 的检测手段在 mRNA 和蛋白水平上探索 CeO2NPs 对巨噬

细胞的调控作用，并且建立了 M1 型巨噬细胞与成纤维细胞

的 Transwell 共培养体系模拟类风湿关节炎中的滑膜组织，用

RT-qPCR 和 Western blot 探索 CeO2NPs 对共培养成纤维细胞

炎症因子的调控作用。

此外，研究表明糖皮质激素能与细胞质中的糖皮质激

素受体结合形成二聚体，然后进入细胞核以抑制炎症反应并

促进 M1 向 M2 型巨噬细胞转化
[18]
。糖皮质激素通过抑制促

炎因子和炎症递质 [ 如内源性一氧化氮合酶 (inducible nitric  

oxide synthase，iNOS] 和环氧化酶 2(cyclooxygenase-2，COX-2) 

的分泌，或促进白细胞介素 10 的表达来发挥抗炎作用
[19-20]

。

因此，在此次研究中选择地塞米松作为阳性对照药物，用以
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Abstract
BACKGROUND: Macrophage polarization plays a key role in chronic inflammatory joint diseases such as rheumatoid arthritis. Cerium dioxide (CeO2) 
nanoparticles have a wide range of biomedical applications such as modulating the local inflammatory microenvironment of tissues.
OBJECTIVE: To investigate the role of CeO2 nanoparticles on macrophage polarization and inflammatory factor expression, as well as inflammatory modulation 
in a co-culture system of macrophages and fibroblasts. 
METHODS: (1) CeO2 nanoparticles were dispersed and observed morphologically by transmission electron microscopy. (2) Human leukemia monocytes (THP-
1) were induced to differentiate and establish the M1 macrophage pro-inflammatory cell model of rheumatoid arthritis. The cells were divided into M0 
group (undifferentiated macrophages), M1 group (successful macrophage modeling), CeO2 nanoparticle treatment group (M1 group with CeO2 nanoparticle 
treatment), and dexamethasone control group (M1 group with dexamethasone treatment) and incubated for 48 hours. The effects of CeO2 nanoparticles 
on the expression of inflammatory factors (endogenous nitric oxide synthase, CD86, CD80) in M1 macrophages and M1 macrophage phenotype (CD80, 
CD206) were detected by RT-qPCR, western blot assay, and flow cytometry. (3) A co-culture system of macrophages and fibroblasts was established, and CeO2 
nanoparticles acted on the upper macrophages. The regulation of CeO2 nanoparticles on the expression of inflammatory factors (interleukin-6, tumor necrosis 
factor-α, cyclooxygenase-2, and endogenous nitric oxide synthase) of fibroblasts in the co-culture system was observed at the mRNA and protein levels. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Transmission electron microscopy showed that the diameter of CeO2 nanoparticles was (19.5±2.0) nm. (2) Compared with 
the M0 group, the mRNA of endogenous nitric oxide synthase and CD86, and the protein expression of endogenous nitric oxide synthase and CD80 in the 
M1 group were upregulated. Compared with the M1 group, the mRNA expression of endogenous nitric oxide synthase and CD86, and the protein expression 
of endogenous nitric oxide synthase and CD80 in the CeO2 nanoparticle treatment group were downregulated. Flow cytometry showed that 20 nm CeO2 
nanoparticles downregulated the number of M1 macrophages. (3) Compared with the M1 group, 20 nm CeO2 nanoparticles downregulated the mRNA and 
protein expression of inflammatory factors (tumor necrosis factor α, interleukin 6, cyclooxygenase 2, and endogenous nitric oxide synthase) in the co-culture 
system HFL1 cells. (4) The results showed that 20 nm CeO2 nanoparticles can alleviate inflammation in the co-culture system by inhibiting the expression of pro-
inflammatory factors in M1 macrophages, providing a new idea for the treatment of inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis.
Key words: CeO2 nanoparticle; macrophage polarization; rheumatoid arthritis; synovitis; Transwell co-culture; engineered microenvironment
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评估处理组的效果。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞学实验，组间比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 9 月至 2024 年 4 月在北京

大学首钢医院中心试验室完成。

1.3   材料

1.3.1   细胞   THP-1 人白血病单核细胞系，可通过诱导分化为

巨噬细胞；HFL1 人胚肺成纤维细胞，细胞均来自中国湖北武

汉普诺赛生物科技有限公司。

1.3.2   主要试剂   CeO2 NPs( 先丰纳米，中国 )，Ham’s F-12K 

培养基 (Gibco，美国 )，胎牛血清 ( 维森特，加拿大 )，脂多

糖来源于大肠杆菌 0111 ∶ B4、二甲基亚砜 (Sigma，美国 )，

重组人源干扰素 -γ(PeproTech，美国 )，重组人白细胞介素

13 蛋白 (Abcam，中国 )，重组人白细胞介素 4 蛋白 (Med-

ChemExpress，中国 )，CD80 抗体、内源性一氧化氮合酶抗体、

GAPDH 抗体 (Biolegend，美国 )，肿瘤坏死因子 α 抗体、环

氧化酶 2 抗体、白细胞介素 6 抗体、山羊抗兔 IgG(Affinity，

中国 )，DAB 试剂盒 ( 中杉金桥，中国 )，抗体稀释液 ( 博士德，

中国 )，蛋白 marker、Tween-20、PVDF 膜 (Solarbio，中国 )，

RNAiso Plus(TAkara，日本 ) 总蛋白提取试剂盒、BCA 浓度测

定试剂盒 ( 碧云天，中国 )，HiScript III All-in-one RT Super Mix 

Perfect for qPCR(Vazyme，中国 )，地塞米松 (MedChemExpress，

美国 )。

1.3.3   主要仪器   酶标仪 (Spectramax Gemini，美国 )，CO2 培

养箱 (Thermo fisher，美国 )，脱色摇床 ( 金坛市医疗仪器，

中国 )，恒温水浴锅 (Invitrogen，美国 )，金属浴 (Invitrogen，

美国 )，正置显微镜 (Olympus，日本 )，透射电子显微镜 (JEOL，

日本 )，电子天平 ( 生工，中国 )，超声震荡仪器 ( 宏祥机械

科技有限公司，中国 )，配胶架 (BIORAD，美国 )，凝胶成像

系统 (BIORAD，美国 )，化学发光成像分析仪 (BIORAD，美国 )，

荧光定量 PCR 仪 (Applied Biosystems，美国 )。

1.4   实验方法   

1.4.1   纳米材料的制备与表征   第一步是制备前驱体溶液。

将 Ce (III) 溶解在 50 mL ddH2O 中，在 70℃回流搅拌制成

0.26 的前驱体溶液。加入氢氧化铵溶液 (3 mol/L，25 mL)，

将溶液 pH 值提高到 8.8 后立即启动反应，持续 5 min。对

于氢氧化铈沉淀的老化，将溶液在 65 ℃下放置孵育 20 h。

老化阶段即是将析出物进一步脱水，并在常温条件下进行

溶解 - 再结晶过程。将产物孵育后，在室温下 10 000 r/min 

离心 15 min 将溶液分离。除去上清液后，用无水乙醇洗涤 5

次。最终产物二氧化铈纳米粒在 ddH2O 悬浮液中保存，并在 

+4 ℃温度下保存以备后续使用。用无水乙醇分散 CeO2 NPs，

经过超声充分振荡后，通过透射电子显微镜对 CeO2 NPs 的形

态进行不同倍镜下成像。

1.4.2   THP1 细胞和 HFL1 细胞的培养   人白血病单核细胞系

(THP-1 细胞 ) 采用含体积分数 10% 胎牛血清和 1% 双抗的

RPMI 1640 培养基中培养，并在 37 ℃、体积分数 5% CO₂ 的

条件下进行培养。待细胞生长融合至 80%-90% 时，按 1 ∶ 3

比例进行传代。在培养期间，每隔 2 d 更换一半培养基以

维持细胞的生长。同样地，将 HFL1 细胞接种于含体积分数

10% 胎牛血清和 1% 双抗的 DMEM 中，在 37℃、体积分数 5% 

CO₂ 的细胞培养箱中培养。当细胞生长融合至 80%-90% 时，

用 PBS 清洗，然后加入 0.25% 胰酶溶液进行消化处理。随后，

终止消化过程并进行离心，弃去上清液，重新悬浮细胞并计

数。根据所需的细胞密度，将细胞重新接种到新的培养瓶中。

所有步骤均在无菌条件下进行，并定期观察细胞生长状态。

1.4.3   建立 THP1 细胞极化模型   在 6 孔细胞培养板中每孔加

入 THP-1 细胞悬液 2 mL，密度为 5×105
个 / 孔，放置于细胞

培养箱中培养过夜，随后根据实验要求进行细胞培养，每组

设置 3 个复孔。细胞分组如下：① M0 组：向培养基中加入

10 ng/mL 的佛波酯 (Phorbol 12-myristate 13-acetate，PMA，

MedChemExpress)，孵育 24 h。② M1 组：在 M0 型巨噬细

胞培养基中加入 100 ng/mL 的脂多糖和 20 ng/mL 的干扰素 γ，

孵育 48 h。③ CeO2 NPs 处理组：在 M1 型巨噬细胞模型中加

入 50 μg/mL 的 CeO2 NPs，与细胞共孵育 48 h。④地塞米松

阳性药物对照组 ( 地塞米松对照组 )：在 M1 型巨噬细胞模型

中同时加入 50 μg/mL 的地塞米松，与细胞共孵育 48 h。

1.4.4   RT-qPCR 检测   使用总 RNA 提取试剂盒对每个样品提

取 1 μg RNA。使用 cDNA 反转录试剂盒，将 RNA 反转录为

cDNA，使用 SYBR Green 染料法对 cDNA 进行扩增分析。PCR

扩增条件设定为：95 ℃预变性 35 s，之后 95 ℃变性 10 s，

60 ℃退火 30 s，这一循环重复 40 次，最后一个循环为 95 ℃

变性 15 s，60 ℃延伸 60 s，95 ℃终止反应 15 s。以 GAPDH

作为内参基因，检测相关基因的表达，采用 2-ΔΔCt
方法计算

相对基因表达量，并对每个 cDNA 样品进行 3 次技术重复。

引物序列见表 1。

1.4.5   Western blot 检测   每组细胞设置 3 个复孔，按照总蛋

白提取试剂盒的说明提取蛋白质，用 BCA 分析试剂盒测定各

样品的蛋白质浓度。100 ℃水浴 10 min 使蛋白变性，分装、

储存 (-80 ℃ )、备用。配置分离胶和浓缩胶并进行蛋白样品

上样，用 10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( 室温、

120 kV、100 min) 分离总蛋白，于冰上 300 mA 转膜 1.5 h，

转移至聚偏二氟乙烯 (PVDF) 膜上，于 5% 脱脂奶粉中封闭 
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1 h，TBST 洗 1 min 并与一抗孵育在 4 ℃过夜 (CD80、内源性

一氧化氮合酶、GAPDH、肿瘤坏死因子 α、环氧化酶 2、白

细胞介素 6，稀释比例均为 1 ∶ 1 000)。用 TBST 洗膜 (5 次，

5 min/ 次 )，加入二抗后置于室温下孵育 1 h，用 TBST 洗膜 (5

次，5 min/ 次 )。加入显影液置于化学发光凝胶成像系统中

成像，用 Image J 软件分析灰度值，进行相对定量分析。

1.4.6   流式细胞术分析 CeO2 NPs 对巨噬细胞表型影响   将

THP-1 细胞悬液接种到 6 孔板中，每孔大约 2×105
个细胞，

分组处理同 1.4.3。处理细胞后弃去培养液，并使用 PBS 洗涤

两三次。使用胰酶消化细胞，并将其转移到 4 mL的离心管中，

1 200 r/min 离心 5 min。用 2 mL PBS 重悬细胞并进行计数，

随后取出 5×105
个细胞放入新的 1.5 mL EP 管中。配置 CD80

和 CD206 荧光流式抗体混合液，1 ∶ 200 稀释于 3%BSA 溶液

(BSA 的稀释液是 PBS)，每孔加入 100 µL，然后将其放入 4 ℃

的冰箱中，避光孵育 30 min。再加入 1 mL PBS 以洗去多余的

抗体，终止染色。用 300 µL PBS 重新悬浮细胞，使用流式细

胞仪检测各指标的表达，FlowJo_V10 进行数据处理。

1.4.7   Transwell 共培养   将 THP-1 细胞接种于 Transwell 的上

室内 (100 μL)，细胞浓度为 5×108 L-1
；将 HFL1 细胞接种于

Transwell 的下室内 (500 μL 培养基 )，细胞浓度为 5×108 L-1
。

上下室于 37 ℃、体积分数 5% CO2 分开培养。细胞分组如下：

① M0 组：HFL1 细胞与经 10 ng/mL 的佛波酯处理 24 h 后的

THP-1 细胞在 Transwell 系统中共培养，并继续孵育 48 h。

② M1 组：HFL1 细胞与经干扰素 γ 和脂多糖处理 48 h 后的

M0 型巨噬细胞在 Transwell 系统中共培养，并继续孵育 48 h。

③ 20 nm CeO2 NPs 处理组：在 M1 型巨噬细胞模型中同时加

入 50 μg/mL 的 20 nm CeO2NPs ，共孵育 48 h，然后与 HFL1

细胞在 Transwell 系统中共培养，并继续孵育。④地塞米松

阳性药物对照组：在 M1 型巨噬细胞模型中同时加入 50 μg/mL

的地塞米松，共孵育 48 h，然后与 HFL1 细胞在 Transwell 系

统中共培养，并继续孵育。

1.5   主要观察指标   ① CeO2NPs 对 M1 型巨噬细胞的抗炎作

用；② CeO2 NPs 对 Transwell 共培养中 HFL1 细胞的炎症因子

表达的调控作用。

1.6   统计学分析   研究采用 SPSS 17.0 软件 (SPSS Inc., Chicago, 

IL) 进行数据分析。结果以 x-±s 表示。采用 t 检验进行两组间

比较，服从正态分布采用单因素方差分析 (One-way ANOVA)

中 Tukey’s 法进行多重比较，P < 0.05 认为差异有显著性意义。

文章统计学方法已经通过新疆医科大学第二附属医院统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   CeO2 NPs 的形貌   对 CeO2NPs 进行分散之后，应用透射

电镜对 CeO2NPs 的微观形态进行了观察。如图 1A-C 显示纳

米粒在低、中、高倍镜下进行表征，CeO2 NPs呈不规则多边形，

整体形貌无明显差异，实测直径为 (19.5±2.0) nm。

2.2   RT-qPCR 检测 CeO2 NPs 对于 M1 型巨噬细胞的影响   如

图 1D，E 结果所示，与 M0 未分化状态的巨噬细胞相比，M1

组中 M1 型巨噬细胞的标志物 ( 内源性一氧化氮合酶、CD86)

mRNA 表达水平显著增加。对 M1 型巨噬细胞模型分别添加

了 20 nm CeO2 NPs 并进行 48 h 孵育，结果显示，CeO2NPs 处

理组 M1 型巨噬细胞的标志物表达显著下调。上述结果表明，

M1 型巨噬细胞造模成功，20 nm CeO2NPs 在抑制 M1 型巨噬

细胞 mRNA 水平上具有显著效果。

2.3   Western blot 检测 CeO2 NPs 对于 M1 型巨噬细胞的影响   

为了进一步确定巨噬细胞造模结果和 CeO2NPs 对 M1 巨噬细

胞的作用，用 Western blot 进一步检测。如图 1F-H 结果所示，

与 M0 未分化状态的巨噬细胞相比，M1 组中 M1 型巨噬细

胞的标志物 ( 内源性一氧化氮合酶和 CD80) 蛋白表达水平显

著增加。在 CeO2 NPs 处理组中， CeO2 NPs 显著降低了内源

性一氧化氮合酶、CD80 的蛋白表达。上述结果表明，M1 型

巨噬细胞造模成功，20 nm CeO2 NPs 在抑制 M1 表型上具有

显著效果。

2.4   流式细胞术检测 CeO2 NPs 对于 M1 型巨噬细胞的影响   

如图 2 结果所示，与 M0 组相比，M1 组中 M1 细胞标志物

的数量显著上升，与 M1 组相比，20 nm CeO2 NPs 处理组的

CD80 阳性的细胞数量显著下调，说明 20 nm CeO2 NPs 对 M1

巨噬细胞有抑制作用。

2.5   CeO2 NPs 对 Transwell 共培养系统中 HFL1 细胞的间接作

用   如图 3 所示，利用 Transwell 模型模拟类风湿关节炎环境，

上层培养 THP-1 细胞并完成 M1 表型的诱导，下层培养 HFL1

细胞。

表 1 ｜引物序列 
Table 1 ｜ Primer sequences 

基因 引物序列 产物大小
(bp)

CD86 F：5’-CTG CTC ATC TAT ACA CGG TTA CC-3’ 127
R：5’-GGA AAC GTC GTA CAG TTC TGT G-3’

内源性一氧化氮合酶 F：5’-TTC AGT ATC ACA ACC TCA GCA AG-3’   554
R：5’-TGG ACC TGC AAG TTA AAA TCC C-3’

GAPDH F：5’-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT-3’ 108
R：5’-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3’

白细胞介素 6 F：5’-ACT CAC CTC TTC AGA ACG AAT TG-3’ 120
R：5’-CCA TCT TTG GAA GGT TCA GGT TG-3’

肿瘤坏死因子 α F：5’-CCT CTC TCT AAT CAG CCC TCT G-3’ 132
R：5’-GAG GAC CTG GGA GTA GAT GAG-3’

环氧化酶 2  F：5’-CTG GCG CTC AGC CAT ACA G-3’ 107
R：5’-CGC ACT TAT ACT GGT CAA ATC CC-3’
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在药物添加后，共同培养 48 h，使用 RT-qPCR 检测了

HFL1 细胞在 mRNA 水平上的炎症相关标志物 ( 肿瘤坏死因子

α、白细胞介素 6、环氧化酶 2)。结果显示，CeO2 NPs 处理组

炎症因子的 mRNA 表达显著下调，见图 4A-C。使用 Western  

blot 检测了 HFL-1 细胞在蛋白水平上的炎症相关标志物，结果

显示，CeO2 NPs 处理组炎症因子的蛋白表达显著下调，见图

4D-G。说明 20 nm CeO2 NPs可通过调控 M1 巨噬细胞从而影响

HFL1 细胞的炎症因子在 mRNA 和蛋白质层面的表达，且其作用

与抗炎药物地塞米松效果相当，该共培养体系的体外研究说明 20 

nm CeO2 NPs 对类风湿关节炎的滑膜炎症具有抑制作用。

图 1 ｜ CeO2 NPs 对 THP-1 诱导的 M0 和 M1 巨噬细胞中细胞因子产生和极化标记物的调节作用

Figure 1 ｜ Regulatory effects of CeO2 nanoparticles on cytokine production and polarization markers in THP-1-induced M0 and M1 macrophages 

图注：图 A 为 M1 巨噬细胞 CD80 和 M2 巨噬细胞 CD206 特异性标志物；B 为 M1 巨噬细胞 CD80 特异性标志。CeO2 NPs：二氧化铈纳米粒；DXM：

地塞米松。

图 2 ｜巨噬细胞特异性标志物流式细胞术分析

Figure 2 ｜ Flow cytometry analysis of macrophage-specific markers
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工业领域的热门材料
[27]
。CeO2 NPs 可以合成各种形态，包括

线状、管状和球形
[28]
，由于其表面具有“氧化开关”，通过

与氧原子的可逆结合，在 Ce(III) 和 Ce(IV) 之间连续循环，具

有双重氧化还原性能
[29]
，因此具有出色的活性氧清除特性。

CeO2 NPs 已被证明可以抑制 M1 巨噬细胞中产生的活性氧并

提供氧气以成功调节缺氧诱导因子 1α 的表达，从而减少异

常血管生成
[24]
。

CeO2 NPs 对正常细胞具有细胞保护作用
[30-31]

，同时可以

防止各种形式的活性氧自由基的产生
[32]
。CeO2 NPs 已被发现

可保护免受许多具有氧化应激背景的疾病。事实上，已发现

铈纳米粒具有环境依赖性活性氧调节特性；此外，由于固有

的过氧化氢酶
[33]
、超氧化物歧化酶

[34]
、氧化酶、过氧化物

酶和磷酸酶模拟物特性使其优于许多其他纳米粒子
[26]
。

CeO2 NPs 对癌症细胞具有细胞毒性作用，能够诱导癌症

细胞内活性氧的产生，进而产生干扰细胞内的活性氮，这一

特性使其成为优秀的抗癌剂
[30]
。有研究表明，CeO2 NPs 已被

证明可以减少总饱和脂肪酸和泡沫细胞产生 ( 脂肪变性 )、

活性氧产生和肿瘤坏死因子 α 的表达，以及肝组织中的空泡

化，因此，CeO2NPs 应用被认为对肝脏疾病有前景
[35]
。SUN

等
[36]

通过CeO2 NPs抑制活性氧，下调巨噬细胞的M1极化 (促

炎 ) 和上调巨噬细胞的 M2 极化 ( 抗炎和再生 ) 来调节宿主免

疫，从而调节牙周病中的炎症。

另一方面，有研究显示 CeO2 NPs 暴露导致正常单核细

胞活力降低，并且经处理的细胞表现出凋亡的特征性标志

(Bax 的激活、线粒体膜电位的丧失、DNA 片段化 )。CeO2 

NPs毒性是由线粒体损伤导致的凋亡诱导因子释放引起的
[37]
。

一般而言，纳米颗粒对健康的影响仍然是一个持续辩论的问

题。有体外和体内实验表明，CeO2 NPs 可以产生活性氧、炎

症、脂质过氧化和肺损伤
[38-39]

。但近期研究者认为是由于所

检查的靶物种和细胞类型、实验设置 ( 暴露浓度和持续时间 )

和所使用的纳米粒 ( 形状、大小、纯度和表面修饰 ) 的可变

性使 CeO2 NPs 效应的准确评估变得不稳定
[37]
。也有研究者

认为根据表面特征和直接环境，CeO2 NPs 兼具抗氧化和促氧

化作用，从而调节生物系统中的活性氧水平。纳米 CeO2 NPs

模拟活性氧相关酶，在生理 pH 值下保护正常细胞免受氧化

应激，并在微酸性微环境中诱导活性氧产生，从而触发致病

细胞死亡。基于此，课题组预实验对于不同粒径与不同浓度

的 CeO2 NPs 在体外作用于不同表型巨噬细胞的细胞毒性作用

进行了研究，发现 20 nm 的 CeO2 NPs 在 50 μg/mL 的细胞孵

育条件下对巨噬细胞活性的影响最小。

此次研究选用直径为 20 nm 的 CeO2 NPs，有研究表明，

电镜下 10-30 nm 粒径的不规则 CeO2 NPs 的等电点为 7.8，

3   讨论   Discussion
研究认为，类风湿关节炎的发生基于遗传和表观遗传

因素，同时环境因素也发挥重要作用。遗传易感性、表观遗

传修饰和环境因素相互作用产生的抗原和自身抗体导致免疫

系统紊乱，关节滑膜中浸润的免疫细胞氧供应不足，可上调

缺氧诱导因子 1α 的表达，诱导活性氧的产生，细胞和体液

免疫反应异常导致产生大量炎症因子和炎性细胞向滑膜组

织聚集
[21]
，从而加重滑膜炎症，成纤维样滑膜细胞在炎症

因子的刺激下过度增殖使滑膜内膜明显增厚，炎性膜形成、

附着并侵入关节软骨，最终导致持续的关节炎症和严重的

关节损伤
[1]
。滑膜炎症是类风湿关节炎发生发展的关键病理 

过程。

关节滑膜中的巨噬细胞可受多种因素的影响而改变其表

型，从而影响其功能。活化的巨噬细胞通常分为促炎 M1 型

巨噬细胞和抗炎 M2 型巨噬细胞，类风湿关节炎中两种表型

巨噬细胞的不平衡会诱导滑膜炎症，导致关节损伤
[4]
，通过

调节巨噬细胞的活化状态来改善炎症环境是治疗疾病的有效

方法
[22]
。由于 M1 型巨噬细胞的诱导和 M2 型巨噬细胞的减

少可诱导类风湿关节炎滑膜出现缺氧和产生活性氧
[23]
，类风

湿关节炎的滑膜炎症可以通过消除 M1 巨噬细胞并诱导 M2

巨噬细胞来解决
[24]
。

目前，类风湿关节炎仍是一种不治之症，临床上常用的

药物有三类，非类固醇类抗炎药、糖皮质激素和缓解疾病的

抗风湿药。非类固醇类抗炎药和抗风湿药常联合使用，对于

缓解关节疼痛和肿胀效果显著，但其作用发挥较慢，长期使

用还可能对肝肾功能产生不良影响；而糖皮质激素虽可以迅

速减轻临床症状，但长期使用可能引起水钠代谢紊乱、白内

障、骨质疏松及严重感染等不良反应
[25]
，且糖皮质激素不能

从根本上控制病变的发展。在这样的背景下，需要开发出有

效治疗和恢复类风湿关节炎的免疫稳态，降低升高的活性氧

水平，解决缺氧微环境并且恢复 M1/M2 巨噬细胞平衡的新

型药剂，将有效消除慢性炎症对组织的破坏。

纳米技术为生物医学领域带来了福音。近年来，鉴于类

风湿关节炎生物学的复杂性，没有单一的治疗方法可以完全

阻止疾病的进展，联合使用整合各种不同机制的联合给药方

案已被广泛认为是弥补单一治疗缺点的一种方式。用于治疗

疾病的纳米药物的开发激增，目的是绕过当前治疗的缺陷，

纳米医学是纳米技术在诊断、治疗和 / 或管理疾病方面的医

学应用
[26]
。大多数纳米颗粒被设计为基于核酸的疗法或小分

子的递送载体，并用于靶向炎症部位进行治疗或成像。

CeO2 NPs 因独特的物理和化学性质而吸引了科学界的关

注，作为一种基于金属氧化物的纳米粒子已成为生物医学和
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图注：CeO2 NPs 为二氧化铈纳米粒；TNF-α 为肿瘤坏死因子 α；IL-6 为

白细胞介素 6；iNOS 为内源性一氧化氮合酶。  
图 5 ｜ CeO2 NPs 抑制炎症关节 M1 巨噬细胞炎症因子表达

Figure 5 ｜ CeO2 nanoparticles inhibit the expression of inflammatory 
cytokines in M1 macrophages of inflamed joints

图注：THP-1 为人白血病单核细胞系；HFL1 为人胚肺成纤维细胞；IFN-γ 为干扰素 γ，LPS 为脂多糖；PMA 为佛波酯。

图 3 ｜诱导 THP1 进入 M0 和 M1 巨噬细胞，并与 HFL1 细胞共培养。 
Figure 3 ｜ Induced THP1 to enter M0 and M1 macrophages and co-cultured with HFL1 cells
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图注：图 A-C 为 RT-qPCR 检测结果；

D-G 为蛋白质印迹检测结果。与 M1
组 相 比，

aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 
0.001，dP < 0.000 1，与 M0 组相比。
eP < 0.05，n=3。CeO2 NPs：二氧化铈

纳米粒；THP-1：人白血病单核细胞系；

DXM：地塞米松；iNOS：内源性一氧

化氮合酶；TNF-α：肿瘤坏死因子 α；
IL-6：白细胞介素 6。

图 4 ｜ CeO2 NPs 通过 Transwell 共培养对类风湿关节炎环境中 HFL1 细胞的影响

Figure 4 ｜ Effects of CeO2 nanoparticles on HFL-1 cells in rheumatoid arthritis environment via Transwell co-culture 

水 (pH 6.1) 中的 Zeta 电位为 19.1 mV，胶体稳定性一般
[40]
。

此次实验结果显示 CeO2 NPs 纳米粒对 M1 巨噬细胞有抑制其

表达炎症因子的能力，降低巨噬细胞的促炎作用，间接增强

巨噬细胞的对组织的修复愈合能力 (CeO2 NPs 抑制炎症关节

M1 巨噬细胞炎症因子表达示意图见图 5)。

在建立细胞模型方面，考虑到类风湿关节炎病理过程中

滑膜炎症的特点，且由于滑膜中的主要成分是巨噬细胞样滑

膜细胞和成纤维样滑膜细胞，此次研究中使用 THP-1 诱导的

M1 型巨噬细胞和 HFL1 细胞的 Transwell 非接触共培养体系

来模拟类风湿关节炎的滑膜炎症，体系中 THP-1 细胞与 HFL1

无直接接触共同培养。经过不同的处理后，通过 RT-qPCR 和

Western blot 分析 HFL1 细胞炎症因子的表达进而评估巨噬

细胞对于 HFL1 的间接作用，结果观察到 20 nm CeO2 NPs 通

过影响巨噬细胞而间接影响成纤维细胞的炎症相关因子的表
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达，说明 20 nm CeO2 NPs 对于共培养模拟的炎症滑膜组织具

有明显降低炎症因子表达的作用，体外实验证明了 CeO2 NPs

对于类风湿关节炎中的滑膜炎症具有抗炎的作用。此外，

CeO2 NPs 具有调节下游炎症靶点 ( 核因子 κB、白细胞介素 6

和白细胞介素 8) 的能力
[41]
。

尽管此次实验表明 20 nm CeO2 NPs 在抑制促炎巨噬细胞

分泌炎性因子起着重要作用，但实验仍然存在一些局限性，

虽然 M1 型巨噬细胞的激活是类风湿关节炎发生发展中的关

键环节，但仍缺少 20 nm CeO2 NPs 对于抗炎 M2 型巨噬细胞

表型的调控，此次研究所用细胞系以及其共培养并不能完全

反映类风湿关节炎滑膜病理状态下炎症表现，后续将提取分

离类风湿关节炎患者体内的原代巨噬细胞样滑膜细胞和成纤

维样滑膜细胞进行体外 CeO2 NPs 的干预研究，从而进一步探

讨 CeO2 NPs 对人 M1/M2 巨噬细胞的调控作用反映 CeO2 NPs

对局部炎症微环境的调节。

此项研究通过应用 CeO2 NPs 材料干预促炎巨噬细胞的研

究，为后续类风湿关节炎的治疗提供了一个新的思考方向，

为今后 CeO2 NPs 在类风湿关节炎等相关炎症疾病中的应用提

供了体外实验的部分理论依据。未来仍需要进行体外细胞实

验和体内动物实验进一步评估 CeO2 NPs 在类风湿关节炎治疗

中的实际作用效果，以及增加 CeO2 NPs 在对动物干预的实

际操作过程中安全性和有效性的研究；此外，还应明确 CeO2 

NPs 在动物体内的代谢规律，找出其具体的作用机制以及靶

点。
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