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二氧化铈纳米通过抗炎和抗氧化缓解急性胰腺炎

欧阳冰清，杨海南，齐璐瑶，叶钟鸣，楼丽虹，游丽娇，许开亮，雷 鸣

（上海中医药大学附属第七人民医院重症医学科，上海 200137）

【摘 要】目的：探讨氧化铈纳米颗粒（cerium oxide nanoparticles，CeO₂ NPs）对急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）保护作用的机

制，聚焦在其抗氧化和抗炎特性。方法：使用透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）和动态光散射（dynamic 
light scattering，DLS）对CeO₂ NPs进行表征验证。体外实验运用细胞增殖/毒性检测试剂盒（cell counting Kit-8，CCK-8）、流式细

胞术和蛋白质免疫印迹法验证 CeO₂ NPs防止胰腺腺泡细胞凋亡的作用。体内实验将 C57BL/6小鼠分为对照组、AP 组、AP+
CeO₂组、SAP组和 SAP+CeO₂组，探究CeO₂ NPs缓解AP小鼠炎症和氧化应激的作用机制。结果：CeO₂ NPs具有较好的稳定性和

生物相容性，TEM显示其粒径为（50±4） nm。体外实验结果显示，CeO₂ NPs通过减轻脂质过氧化和维持线粒体膜电位，明显减

少腺泡细胞凋亡。体内实验结果显示，CeO₂ NPs降低血清淀粉酶、脂肪酶和炎症细胞因子（白细胞介素-6、肿瘤坏死因子-α）
含量。这一结果可能与 IKK/P53/bcl-2通路的调控相关。CeO₂ NPs减少活性氧产生并通过调节Nrf-2信号通路增强了抗氧化

反应。结论：CeO₂ NPs通过调控 IκB激酶/肿瘤蛋白 p53/B细胞淋巴瘤-2（IκB kinase/tumor protein p53/B-cell lymphoma 2，IKK/
P53/bcl-2）和核因子E2相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）信号通路发挥抗炎和抗氧化作用，对AP具有

良好的治疗潜力。
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Cerium oxide nanoparticles alleviate acute pancreatitis through 
anti-inflammatory and antioxidant mechanisms
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【Abstract】Objective：To investigate the protective mechanism of cerium oxide nanoparticles（CeO2 NPs） against acute pancreatitis 
（AP），with a focus on their antioxidant and anti-inflammatory properties. Methods：CeO2 NPs were characterized by transmission elec⁃
tron microscopy（TEM） and dynamic light scattering. In in vitro experiments，cell counting Kit-8（CCK-8） assay，flow cytometry，and 
Western blotting were used to validate the role of CeO2 NPs in preventing the apoptosis of pancreatic acinar cells. In in vivo experi⁃
ments，C57BL/6 mice were divided into control group，AP group，AP+CeO2 group，SAP group，and SAP+CeO2 group to investigate the 
mechanism of action of CeO2 NPs in alleviating inflammation and oxidative stress in AP mice. Results：CeO2 NPs demonstrated rela⁃
tively good stability and biocompatibility，with a particle size of （50±4） nm on TEM. In vitro experiments showed that CeO2 NPs sig⁃
nificantly reduced the apoptosis of pancreatic acinar cells by alleviating lipid peroxidation and maintaining mitochondrial membrane 
potential. In vivo experiments showed that CeO2 NPs could reduce the serum levels of amylase，lipase，and inflammatory cytokines （in⁃
terleukin-6 and tumor necrosis factor-α）. This result might be related to the regulation of the IKK/P53/Bcl-2 pathway. CeO2 NPs re⁃

duced the production of reactive oxygen species and enhanced anti⁃
oxidant response by regulating the Nrf-2 signaling pathway. Con⁃
clusion：CeO2 NPs exert anti-inflammatory and antioxidant effects 
by regulating the IκB kinase/tumor protein p53/B-cell lymphoma 2
（IKK/P53/bcl-2） and nuclear factor erythroid 2-related（Nrf-2） 
signaling pathways，thereby showing promising potential for the 
treatment of AP.
【Key words】cerium oxide nanoparticles；acute pancreatitis；inflam⁃
mation；reactive oxygen species
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急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）是一种以腹

痛为主要临床表现的急腹症，全球发病率呈持续

上升趋势。根据修订版亚特兰大分类标准（revised 
Atlanta classification），依据该疾病的局部并发症及

器官功能衰竭的持续时间和程度，分为轻度、中度和

重度3个等级[1-4]。重症AP（severe acute pancreatitis，
SAP）患者的病死率高达 30%[5]。临床上尚无特异性

治疗方法，主要以对症支持治疗为主。制定靶向防

治策略对降低疾病发病率及改善中重度患者预后

具有重要临床意义。早期研究发现胰腺腺泡细胞

水肿与活性氧（reactive oxygen species，ROS）之间存

在联系，ROS 蓄积是由过氧化氢（H₂O₂）、羟自由基

（OH⁻）、单线态氧（¹O₂）和超氧阴离子（O₂⁻）未有效地

清除产生[6]。随着对ROS和AP的深入研究，研究者

发现在 AP 早期病理过程中，ROS 水平与铁浓度呈

正相关[7]，且铁过载可进一步加剧氧化应激反应。

基于此，清除ROS可能是治疗AP的关键。

纳米材料具有较强的生物相容性、能够调控

ROS稳态及优化药代动力学，展现出明显的生物医

学应用价值[8-14]。氧化铈纳米颗粒（CeO₂ NPs）因其

混合价态（Ce³⁺和Ce⁴⁺）存在形式而具有清除羟基自

由基（OH⁻）特性，主要表现为抗氧化酶模拟活性、清

除 ROS 和活性氮（reactive nitrogen species，RNS）以

及抗菌等生物特性。目前 CeO₂ NPs 已被用于治疗

多种疾病[15-20]，包括牙周骨破坏、创伤以及脓毒症引

起的脑损伤等。基于以上CeO₂ NPs生物特性，本研

究旨在探究其作为AP潜在治疗剂的保护效应及分

子机制。

1　材料与方法

1.1　材料

二氧化铈（CeO₂，95%）购自阿拉丁（中国上海）。雨蛙素

（ceruletides）和脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）购自MCE（中

国上海）。脂肪酶试剂盒、淀粉酶试剂盒、白细胞介素-6（in⁃
terleukin 6，IL-6）、白细胞介素-10（interleukin 10，IL-10）、肿

瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-alpha，TNF-α）小鼠酶

联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）
试剂盒购自威奥生物有限公司（中国上海）。RIPA细胞裂解

缓冲液和BCA蛋白检测试剂盒来自百优泰公司（南京）。一

抗肿瘤蛋白 P53（tumor protein P53，P53）、IκB 激酶（IκB ki⁃
nase，IKK）、B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma 2，bcl-2）、半

胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶-3（cysteine-aspartic protease-3，
Caspase-3）、核因子E2相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-
related factor 2，Nrf2）、Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Kelch-like 
ECH-associated protein 1，Keap1）、血红素加氧酶-1（heme 
oxygenase-1，HO-1）、甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（glyceralde⁃

hyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）及二抗购买于江

苏亲科生物研究中心有限公司（Affinity Biosciences）。小鼠

266-6 细胞系来自上海富衡生物科技有限公司。DMEM 培

养基和胎牛血清购自雅酶生物医药科技有限公司（上海）。

1.2　方法

1.2.1　体内实验　C57BL/6 小鼠（18~22 g）购自北京斯贝福

生物技术有限公司。小鼠饲养在明暗周期为 12 h，可自由获

取食物和水的特定的无病原体（specific pathogen free，SPF）
设施中。小鼠在实验开始前1周适应性饲养。随机取3只小

鼠于 0、2、4、6 h分别以 5 mg/kg的剂量进行CeO2灌胃。以评

估CeO₂ NPs生物安全性。30只小鼠随机分为 5组（n=6）：对

照组、AP 组、AP+CeO₂组、SAP 组、SAP+CeO₂组。AP 组每小

时腹腔注射1次雨蛙素（50 μg/kg），共注射7次，而对照组则注

射等量的磷酸盐缓冲盐溶液（fetal bovine serum，PBS）。AP+
CeO₂组在雨蛙素首次注射后的0、2、4、6 h分别以5 mg/kg的剂

量进行 CeO₂ NPs灌胃。SAP组的注射方法与 AP组相同，但

在最后 1 h 额外腹腔注射 10 mg/kg LPS。SAP+CeO₂组在建

模前的第 0、2 和 4 天上午 8:00 腹腔注射 20 mg/kg 剂量的

CeO₂ NPs。小鼠在首次注射雨蛙素 12 h后用 3.5%的戊巴比

妥钠进行处死，并在同一时间点采集样本。所有程序均已获

得上海中医药大学实验动物伦理委员会批准（批准号：

2024-AR-002）。

1.2.2　细胞培养和细胞毒性实验　小鼠胰腺腺泡 266-6 细

胞系培养条件为 10% FBS 和添加了抗生素（包括 100 U/mL
青霉素和 100 μg/mL链霉素）的高糖Dulbecco改良鹰培养基

（dulbecco's modified eagle medium，DMEM）。将细胞置于温

度为 37 ℃、二氧化碳含量为 5% 的培养箱中，并保持恒定的

湿度。细胞在 6孔板和 12孔板中贴壁 12 h，将其暴露于PBS
溶液和不同浓度的CeO₂ NPs 2 h后加入 100 nmol/L的雨蛙素

刺激 24 h。加入 CCK-8溶液于 37 ℃孵育 1 h后进行酶标仪

检测吸光度。

1.2.3　酶联免疫吸附测定　小鼠处死后，收集全血并在

3 000 r/min 下离心 10 min。然后按照试剂盒提供的方案对

血清进行淀粉酶、脂肪酶和炎症因子相关指标（IL-6、TNF-
α、IL-10）检测。

1.2.4　苏木精-伊红染色（haematoxylin and eosin stain，HE）
切片　收集胰腺并将其浸泡在 4% 二甲基苯和 10% 福尔马

林溶液中固定 24 h。固定后，进行组织脱水，使用浓度递增

的乙醇溶液（70%、80%、90%和 100%）进行梯度处理。将组

织在无水乙醇和二甲基苯 1∶1的混合物中浸泡 20 min，直至

浸泡达到完全透明，最后将组织包埋在预先熔化并准备好的

石蜡中。将石蜡块进行切片，苏木精-伊红依次染色后，在

光学显微镜下观察，双盲法进行病理组织评分。

1.2.5　免疫荧光染色　将新鲜提取的胰腺组织立即浸泡在

包埋剂中。经过冷冻凝固后，使用冷冻切片机将组织切成

5 μm 厚的切片。切片在室温下放置 30 min后，放置于丙酮

中固定 10 min，再进行 20 min的干燥处理。用ROS抗体将组

织孵育过夜，二抗染色 1 h，随后进行DAPI抗体染色，最后在

共聚焦显微镜下观察切片并拍照。

1.2.6　蛋白质免疫印迹　使用 RIPA缓冲液提取蛋白质，随
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后使用双喹啉酸测定法对蛋白质浓度进行定量。使用十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）在 10 孔凝胶

中加入 30 μg/孔的蛋白，电泳后进行转膜。将这些膜与相关

蛋白质的特异性一抗孵育过夜，再与辣根过氧化物酶结合的

二抗孵育 1 h，使用超灵敏化学发光底物显影并对其强度进

行量化。

1.2.7　流式细胞术　根据脂质过氧化物（lipid peroxidation，
LPO）试剂盒说明书配制染色工作液。然后将各组细胞以

700 r/min的转速离心 3 min。加入染色液后，将细胞置于细

胞培养箱中培养 30 min。然后用 PBS洗涤细胞 3次。最后，

用流式细胞仪对样品进行检测。

1.3　统计学方法

所有统计分析均使用GraphPad Prism 9.0软件进行。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示。统计学差异均通过单

因素方差分析进行初步评估，以确定组间是否存在明显差

异。在单因素方差分析结果明显的基础上，进一步采用

Tukey检验进行多重比较校正，以明确差异有统计学意义的

组别。所有实验均重复 3次及以上，以确保结果的可靠性和

可重复性。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　CeO2 NPs表征及生物安全性

透射电子显微镜测定 CeO ₂ NPs 粒径为（50±4） nm
（图 1A），并利用扫描透射电子显微镜进一步表征其微观结

构和元素分布（图 1B）。通过动态光散射和电位分析证明了

CeO₂ NPs 稳定性和均匀性（图 1C）。在没有催化剂的情况

下，铈（Ce）和氧（O）聚集在一起，铈呈Ce⁴⁺状态。为了进一步

评估生物安全性，对正常小鼠和 CeO₂ NPs 组小鼠进行苏木

精和伊红染色，结果显示没有器官损伤（图1D）。

                           注：放大倍数，心、脾、肾（20×）；肝、肺（10×）

图 1　CeO2 NPs 的表征
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2.2　CeO2 NPs可减少雨蛙素诱导的腺泡细胞凋亡

CeO₂ NPs在DMEM培养基中保持稳定。细胞增殖/毒性

检测试剂盒（cell counting Kit-8，CCK-8）结果表明，CeO₂ NPs
（10~100 μg/mL）对雨蛙素诱导的腺泡细胞损伤具有保护作

用（图 2A）。JC-1 染色中红色代表聚合物，绿色代表单体，

雨蛙素组中单体释放多于其他组，100 μg/mL CeO₂ NPs组聚

合物较雨蛙素模型组和低剂量CeO₂ NPs组更多（图 2B）。流

式细胞术检测结果显示雨蛙素模型组 LPO表达量高于对照

组（F=24.840，P<0.001），浓度 20、50、100 μg/mL 的 CeO₂ NPs

均低于雨蛙素模型组（图 2C）。雨蛙素模型组 caspase-3 蛋

白的表达高于其他组，比 100 μg/mL CeO₂ NPs组蛋白表达量

多3倍（F=24.580，P<0.05）（图2D）。

2.3　CeO2 NPs降低AP小鼠体内炎症水平

HE切片显示，AP模型组和 SAP模型组的中性粒细胞浸

润，细胞核增多，腺泡细胞变性和坏死，AP+CeO₂ NPs 组和

SAP+CeO₂ NPs 组病理组织评分分别低于 AP 模型组和 SAP
组（图 3A、B）。SAP组胰腺炎指标（胰淀粉酶和脂肪酶）明显

高于其他组。炎症相关指标 IL-6，TNF-α 在 CeO₂ NPs 组更

注：a，与对照组比较，P<0.001；b，与雨蛙素组比较，P<0.001；c，与雨蛙素组比较，P<0.01；n=3，x±s

图 2　CeO2 NPs 具有保护腺泡细胞的作用
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低，IL-10的表达更高（图 3B）。蛋白 P53的表达在CeO₂ NPs
组更低，AP 组 IKK 的表达高于正常组和 AP+CeO₂ NPs 组 2
倍，bcl-2的表达较AP+CeO₂ NPs组更高（图3C、D）。

2.4　CeO₂ NPs减少AP小鼠体内ROS
AP组和 SAP组 ROS荧光高于对照组和 CeO₂ NPs组（图

4A）。SAP+CeO₂ NPs组胰腺组织中的丙二醛含量明显低于

SAP组，GSSG含量 SAP组高于 AP组，SAP+CeO₂ NPs组低于

SAP组（F=5.874，P<0.05）（图 4B、C）。Nrf-2蛋白的表达量在

SAP+CeO₂ NPs组中高于 SAP 组，Keap1蛋白在 AP 组表达高

于对照组和 AP+CeO ₂ NPs 组，AP 组和 SAP 组 HO-1 表达

更低，SAP+CeO₂ NPs 组表达高于 SAP 组（F=5.621，P<0.05）
（图4D）。

注：a，与AP组比较，P<0.05；b，与SAP组比较，P<0.05；n=5，x±s

注：a，与AP组比较，P<0.05；b，与SAP组比较，P<0.05；n=3，x±s

图 3　CeO2 NPs 缓解体内炎症
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注：a，与SAP组比较，P<0.05；n=4，x±s 注：a，与SAP组比较，P<0.05；n=6，x±s

注：a，与AP组比较，P<0.05；b，与SAP组比较，P<0.05；n=3，x±s

图 4　CeO2 减少小鼠体内 ROS
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3　讨 论

AP是一种临床常见的炎症性胰腺疾病[21]，其反

复发作可进展为慢性胰腺炎，并明显增加胰腺导管

腺癌的发病风险，重症患者病死率高达 20%~
30%[1]。现阶段临床治疗以液体复苏、镇痛及营养

支持等对症措施为主，缺乏特异性治疗手段。AP核

心病理机制包括胰蛋白酶原异常激活、NLRP3炎症

小体介导的炎症级联反应，及ROS过载诱发的线粒

体功能障碍等关键环节[3]。自由基可引发细胞质膜

的 LPO 反应，其积累会损害腺泡细胞，导致细胞膜

破裂。过量 LPO 会进一步诱导细胞凋亡[22-23]。而

Caspase-3是一种细胞凋亡早期过程中的关键半胱

氨酸蛋白酶，其激活可被 caspase-9和线粒体细胞色

素 C 的释放所延缓[24-25]。流式细胞术定量分析表

明，CeO₂ NPs处理组较模型组和对照组LPO含量更

低。在 100 μg/mL CeO₂ NPs处理组中，caspase-3的

表达水平低于雨蛙素处理组，提示CeO₂ NPs能够有

效缓解细胞早期凋亡。

为了进一步探索CeO₂ NPs在预防AP方面的潜

力，本研究分别设立了 AP 组和 SAP 组。结果显示

CeO₂ NPs+AP 组和 CeO₂ NPs+SAP 组小鼠胰腺组织

中炎症细胞浸润和腺泡细胞损伤程度明显减轻。

与组织学改变一致，小鼠血清中胰淀粉酶和脂肪酶

水平呈现降低趋势。此外，炎症相关标志物 IL-6、
IL-10和TNF-α的水平变化进一步证实了CeO₂ NPs
的抗炎作用。控制自由基的产生对于AP有效治疗

亦至关重要。ROS荧光染色结果显示，CeO₂ NPs能
够维持胰腺组织 ROS 平衡。MDA 和 GSSG 的变化

进一步反映了 CeO₂ NPs 的抗氧化能力。以上研究

结果显示氧化铈具有明显的抗炎抗氧化特性[26-27]，
但其在缓解AP中的作用机制仍不明确。

P53 是促凋亡相关蛋白之一，与 ROS 相互作用

促进 SAP 进展[28-29]。在 SAP 小鼠模型中，研究发现

P53能够诱导AIFM2表达上调，从而加剧细胞凋亡。

相反，抑制P53表达可明显减轻胰腺细胞水肿程度，

并降低髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）的活

性[30-31]。此外，ROS增多可激活NF-κB信号通路，保

持 P53 蛋白稳定，进一步推动细胞凋亡的进程[32]。
同时，ROS增多促使 Keap-1发生构象变化，导致其

与 Nrf-2 分离，后者转移到细胞核后与抗氧化反应

元件结合，激活 NQO1 和 HO-1 等抗氧化基因的表

达[33-35]。既往研究已证实，CeO2 NPs 不仅能够降低

NF-κB相关蛋白的表达水平，且可以通过靶向突变

型 P53 促使其降解治疗胰腺癌[17，36-38]。基于上述研

究结果，本文提出以下假设：氧化铈纳米颗粒可能

通过调节 AP 和 SAP 小鼠模型中 IκB 激酶（IκB Ki⁃
nase，IKK）的表达，减少 P53蛋白的生成，并稳定抗

凋亡蛋白 bcl-2，进而调控细胞凋亡过程，从而缓解

SAP的病理进程。WB结果显示CeO₂ NPs组蛋白表

达与假设一致，因此 CeO₂ NPs 缓解 AP 和 SAP 可能

与 IKK/P53/bcl-2 相关，且 CeO₂ NPs 的抗氧化能力

可能与Nrf-2信号通路密切相关。

综上所述，本研究表明CeO₂ NPs通过其明显的

抗炎和抗氧化作用机制，能够有效改善 AP 的病理

进程。纳米材料在药物递送方面具有巨大潜力，然

而，如何运用其靶向递送作用仍面临巨大挑战。未

来研究将侧重于进一步探索其协同靶向功能，并评

估不同粒径和结构的纳米材料在AP治疗中的应用

潜力。
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