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摘要： 目的　 探讨补骨脂素负载的聚乳酸⁃羟基乙酸共聚物 （ＰＬＧＡ） 纳米粒对溃疡性结肠炎 （ＵＣ） 小鼠肠道黏膜屏

障的保护作用。 方法　 采用乳化⁃溶剂挥发法制备补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒， 通过动态光散射 （ＤＬＳ） 和透射电子显微镜

对其粒径、 多分散性指数 （ＰＤＩ）、 Ｚｅｔａ 电位、 形貌、 包封率和载药量等进行表征。 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为空白组、
模型组、 柳氮磺吡啶组 （２００ ｍｇ ／ ｋｇ） 及补骨脂素 ＰＬＧＡ 低、 高剂量组 （２０、 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 除空白组外， 其余各组小鼠

灌胃 ２􀆰 ２５％ 葡聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ）， 诱导建立 ＵＣ 模型， 同时灌胃给予相应剂量药物， 持续 ７ ｄ， 测定小鼠体质量、 疾

病活动指数 （ＤＡＩ）、 结肠长度， ＨＥ 染色观察结肠组织病理形态， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表

达。 结果　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒呈类球形， 粒径 （２１７􀆰 ８０±３􀆰 ９９） ｎｍ， ＰＤＩ 稳定在 （０􀆰 ０５２±０􀆰 ００８） 水平， 表面电

荷 （－２９􀆰 １４±１􀆰 ０９） ｍＶ， 包封率 （９７􀆰 ５９±２􀆰 ７７）％ ， 载药量 （４􀆰 ６５±０􀆰 １３）％ 。 与模型组比较， 补骨脂素 ＰＬＧＡ 高剂量

组小鼠体质量、 结肠长度及 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＡＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结肠组织损伤改善。
结论　 本研究制备的补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒粒径均一、 分散均匀且包封率高， 并对 ＵＣ 小鼠肠道黏膜屏障具有保护

作用。
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　 　 溃疡性结肠炎 （ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ） 是一种

以肠黏膜屏障破坏和反复炎症为特征的慢性炎症性

肠病， 病程迁延、 易复发， 严重者可进展为结直肠

癌［１］。 中医学将 ＵＣ 归属于 “肠风” “泄泻” “痢
疾” 等范畴， 认为其发病多与脾肾虚弱、 饮食失

节及情志失调有关， 进而导致湿热瘀阻、 气血失

调， 肠络受损［２］。 中医治疗以 “扶正祛邪、 调理

脾肾” 为原则， 在 ＵＣ 防治中具整体调节和不良反

应较小的优势。
补骨脂为常用温补类中药， 归脾、 肾经， 具有

温肾助阳、 温脾止泻之功。 《本草纲目》 记载其可

“暖脾止泻， 补肾益阳”。 补骨脂素是补骨脂的主

要活性成分， 具抗炎、 抗氧化等药理作用［３⁃５］。 课

题组前期研究发现， 补骨脂素可上调肠道紧密连接

蛋白表达， 促进肠黏膜修复， 对 ＵＣ 具有潜在干预

作用［６⁃７］。 然而， 补骨脂素溶解性差、 稳定性低及

口服生物利用度不足等问题， 限制了其在体内发挥

疗效［８］。
近年来， 纳米递送系统在改善难溶性药物溶解

性及生物利用度方面显示出优势［９⁃１０］。 聚乳酸⁃羟
基乙酸共聚物 （ｐｏｌｙ ｌａｃｔｉｃ⁃ｃｏ⁃ｇｌｙｃｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＰＬＧＡ）
具有良好的生物相容性、 可降解性及控释性

能［１１⁃１２］。 基于此， 本研究采用乳化⁃溶剂挥发法构

建补骨脂素负载的 ＰＬＧＡ 纳米递送系统 （补骨脂素
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ＰＬＧＡ 纳米粒）， 并采用 ＤＳＳ 诱导的 ＵＣ 小鼠模型

评价其作用， 以期为中药新剂型的临床转化提供实

验依据。
１　 材料

１􀆰 １ 　 药 物 与 试 剂 　 柳 氮 磺 胺 嘧 啶 （ 美 国

ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司， 批号 ＨＹ⁃１４６５５）； 葡聚糖

硫酸钠 （ ｄｅｓｔｒａｉｎ ｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ， ＤＳＳ） （美国

ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司， 批号 Ｇ１１２４０）； 补骨脂素对

照品 （四川萃益润生物科技有限公司， 批号 ＣＹＲ⁃
Ｂ００４４２３１１１６， 纯 度 ＞ ９８％ ）； ＰＬＧＡ、 聚 乙 烯 醇

（上海 阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司， 批 号

ＲＯ０２４１６１７、 Ｈ２１１１３０００）； 二氯甲烷、 磷酸 ［生

工生 物 工 程 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司， 批 号

ＭＦＣＤ０００００８８１、 ＭＦＣＤ０００１１３４０］； 碳膜铜网、 １％
磷钨 酸 （ 美 国 Ｔｅｄ Ｐｅｌｌａ 公 司， 批 号 ０１８００⁃Ｆ、
１９５０２）； 色谱纯乙腈、 分析纯甲醇 ［赛默飞世尔

科技 （中国） 有限公司， 批号 ２３０４４８、 ２２２６１３］。
ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ

公司， 批号 ＡＦ５１４５、 ＤＦ７５０４）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （武
汉贝茵莱生物科技有限公司， 批号 ＭＡＢ４５８５５）；
ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ ［生工生物工程 （上海） 股份有限

公司， 批号 Ｄ１１００８７］； Ａｎｔｉ⁃ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ ［基因科技

（上海） 股份有限公司， 批号 ７０７４］； ＲＩＰＡ 裂解

液、 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上

样缓冲液 （上海碧云天生物技术有限公司， 批号

ＰＯ０１３Ｂ、 Ｐ０００９、 Ｐ０２８７）； 聚偏氟乙烯膜 （德国

默克密理博公司， 批号 ００００３７８８２７）。
１􀆰 ２　 仪器 　 透射电子显微镜 （日本电子株式会

社， 型号 ＪＥＭ⁃１４００ｆｌａｓｈ）； 冷冻研磨仪 （广州露卡

测序仪器有限公司， 型号 ＬＵＫＹＭ⁃１）； 多功能酶标

仪 （珀金埃尔默仪器有限公司， 型号 ＨＨ３５００）；
倒置荧光显微镜 ［尼康仪器 （上海） 有限公司，
型号 Ｔｉ２⁃Ａ］； 高电流电泳仪电源、 化学发光成像

系统 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司， 型 号 ＰｏｗｅｒＰａｃＨＣ、
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ）； 高速冷冻离心机 ［赛默飞世尔科

技 （中国） 有限公司， 型号 ５９１０Ｒｉ］； 高效液相色

谱仪、 色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ） （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司， 型 号 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０、 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃
Ｃ１８）； 激光粒径分析仪 （珠海欧美克仪器有限公

司， 型号 ＬＳ⁃９０９）； 涡旋混匀仪、 掌上离心机 （武
汉赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司， 型 号 ＭＶ⁃１００、
Ｄ１００８Ｅ）； 分 析 天 平 （ 日 本 岛 津 公 司， 型 号

ＡＵＷ１２０Ｄ）； 超纯水仪 （德国默克密理博有限公

司， 型号 Ｓｙｎｅｒｇｙ ＵＶ）； 磁力搅拌器 （深圳市科力

易翔仪器设备有限公司， 型号 Ｍ⁃Ｓ⁃Ｍ⁃Ｓ１０）。
１􀆰 ３　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， ６ ～ ８ 周

龄， 由广东省医学实验动物中心提供 ［实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０２２⁃０００２］， 饲养于广

州中医药大学附属中山中医院实验动物屏障设施

［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （粤） ２０２０⁃０１０９］，
实验期间给予常规饲料和灭菌饮用水， 环境温度

２４～ ２５ ℃， 相对湿度 ６０％ ～ ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗

循环， 适应性饲养 １ 周后用于实验。 本研究经广州

中医药大学附属中山中医院实验动物伦理审查委员

会批准 （批准文号 ＡＥＷＣ⁃２０２３０４８）， 所有实验操

作均严格遵照实验动物福利规范要求。
２　 方法

２􀆰 １　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒制备　 采用乳化⁃溶剂

挥发法［１３⁃１４］制备补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒。 精密称取

２０􀆰 ０ ｍｇ ＰＬＧＡ 和 １􀆰 ０ ｍｇ 补骨脂素于样品瓶中， 加

入 １ ｍＬ 二氯甲烷， 常温下磁力搅拌， 溶解混匀后

得到有机相。 精密称取 ２５􀆰 ０ ｍｇ 黏度为 ２􀆰 ８ ～ ３􀆰 ３
的聚乙烯醇粉末 ［ ｐｏｌｙ （ ｖｉｎｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ）， ＰＶＡ］ 于

样品瓶中， 加入 ５ ｍＬ 超纯水， 磁力搅拌器 ６０ ℃加

热搅拌溶解， 得到 ０􀆰 ５％ ＰＶＡ 溶液， 为水相。 将有

机相逐滴加入到水相中 （有机相 ∶ 水相 ＝ １ ∶ ５），
边加边用磁力搅拌器搅拌， 使用超声细胞破碎仪用

探针在冰浴条件下超声乳化 ３ ｍｉｎ （功率 １８０ Ｗ；
脉冲模式 １ ｓ 开 ／ １ ｓ 关， 持续 １ ｍｉｎ）， 得到乳液；
室温下用磁力搅拌器搅拌 ４ ｈ， 挥干二氯甲烷； 再

１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ （离心半径 ９􀆰 ７ ｃｍ）， 收

集纳米粒， 用超纯水洗涤、 重悬 ３ 次， 收集纳米

粒； 最后加入 ５％ 乳糖作为冻干保护剂重悬纳米

粒， 放入－８０ ℃冰箱冷冻 ２ ｄ， 再放入真空冷冻干

燥机中冻干 ２ ｄ， 即得补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒的冻

干粉末。 全程尽量避光， 磁力搅拌器转速均为 ５００
ｒ ／ ｍｉｎ。
２􀆰 ２　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒的表征

２􀆰 ２􀆰 １　 粒径、 ＰＤＩ 和 Ｚｅｔａ 电位测定　 取冻干粉补

骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒 １􀆰 ０ ｍｇ， 采用激光粒度分析

系统对其水分散体系 （１ ｍＬ 超纯水） 粒径、 ＰＤＩ、
Ｚｅｔａ 电位进行表征。
２􀆰 ２􀆰 ２　 微观形态学观察 　 取补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米

粒适量， 用超纯水稀释 １００ 倍后， 取混悬液 １ 滴，
置于 ２００ 目碳膜铜网上， 孵育 １０ ｍｉｎ， 然后用 １％
磷钨酸溶液进行复染， 孵育 ６０ ｍｉｎ， 于透射电子显

微镜下观察其微观形态并拍照。
２􀆰 ３　 包封率、 载药量测定
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２􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件　 Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （含 ０􀆰 １％ 磷酸）
（３５ ∶ ６５）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检

测波长 ２４６ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 专属性试验　 通过对比补骨脂素对照品溶

液与补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒供试品溶液的色谱图，
考察主峰保留时间一致性及辅料干扰情况。
２􀆰 ３􀆰 ３　 线性关系与灵敏度考察　 精密称定补骨脂

素对照品 １􀆰 ０ ｍｇ， 转移至 １０􀆰 ０ ｍＬ 避光量瓶中，
以甲醇溶解并定容至刻度， 制备质量浓度为 １００
μｇ ／ ｍＬ 的补骨脂素母液。 取母液适量， 用甲醇逐

级 稀 释， 获 得 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 １２５、 ０􀆰 ０６２ ５、
０􀆰 ０３１ ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的系列对照品溶液， 经 ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜过滤后， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样

测定。 以待测物质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积

积分值为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 基于回归线的残

差标准差 （ δ） 和斜率 （ Ｓ） 计算检测限 （ＬＯＤ）
与定量限 （ ＬＯＱ）， 计算公式为 ＬＯＤ ＝ ３􀆰 ３ × δ ／ Ｓ，
ＬＯＱ＝ １０×δ ／ Ｓ。
２􀆰 ３􀆰 ４　 精密度、 重复性试验 　 取 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下

补骨脂素对照品溶液 （０􀆰 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ） 适量， 在

“２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 记录色谱峰保

留时间， 并计算其相对标准偏差 （ＲＳＤ）， 以考察

仪器精密度。 取同一批补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒适量

（相当于补骨脂素约 １􀆰 ２５ ｍｇ）， 分别置于 １０􀆰 ０ ｍＬ
避光量瓶中， 加入甲醇适量， 超声处理 ２０ ｍｉｎ， 放

冷， 用甲醇定容至刻度， 摇匀， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔

滤膜过滤， 取续滤液作为供试品溶液， 平行制备 ６
份， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算载

药量 ＲＳＤ， 以评价方法的重复性。
２􀆰 ３􀆰 ５　 样品检测 　 取补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒 １􀆰 ０
ｍｇ， 加入色谱级甲醇 １􀆰 ０ ｍＬ 进行分散重组， 涡旋

振荡处理 ５ ｍｉｎ 后， 采用超声破碎仪进行破乳处理

（功率 １００ Ｗ， 脉冲模式 １ ｓ 开 ／ １ ｓ 关， 持续 ３
ｍｉｎ）。 混合液 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收

集上清液。 取上清液适量， 用甲醇按 １ ∶ ９ 稀释，
过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜预处理， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱

条件下进样测定， 记录色谱峰面积响应值， 计算游

离补骨脂素含量， 再分别计算药物包封率与载药

量， 公式为包封率＝ ［ （投入的纳米制剂中含补骨

脂素的质量－未包封补骨脂素的质量） ／投入的纳

米制剂中含补骨脂素的质量］ ×１００％ ； 载药量 ＝
［ （投入的纳米制剂中含补骨脂素的质量－未包封补

骨脂素的质量） ／ （投入的纳米制剂中含补骨脂素

的质量 ＋投入的纳米制剂中含载体 ＰＬＧＡ 的质

量） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ４　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠药效学的

考察

２􀆰 ４􀆰 １　 分组、 造模与给药　 ４０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
雄性小鼠通过分层随机法， 按体质量均衡原则分为

空白组、 模型组、 柳氮磺吡啶组 （２００ ｍｇ ／ ｋｇ） 及

补骨脂素 ＰＬＧＡ 低、 高剂量组 （２０、 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ），
每组 ８ 只。 除空白组自由饮用灭菌蒸馏水外， 其余

各组均灌胃给予 ２􀆰 ２５％ ＤＳＳ 溶液诱导 ＵＣ 模型， 持

续 ７ ｄ。 在造模期间， 各给药组每天上午 ９： ００ 采

用精密灌胃针给药， 给药体积为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 疾病活动指数评分　 实验过程中， 每天对

各组小鼠的生理状态进行系统性监测， 包括精神行

为特征、 体表特征、 粪便形态、 便血程度等指标，
依据标准建立疾病活动指数 （ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ，
ＤＡＩ） 评价体系， 见表 １， 计算公式为 ＤＡＩ 评分 ＝
（体质量下降率评分＋粪便稠度评分＋便血情况评

分） ／ ３。
表 １　 ＤＡＩ 评分表

分数 ／ 分 体质量下降率 ／ ％ 粪便形态 便血程度

０ ＜１ 正常 正常

１ １～５
２ ６～１０ 稀便 轻微出血

３ １１～１５
４ ＞１５ 水样腹泻 严重出血

２􀆰 ４􀆰 ３　 结肠长度测定及病理形态观察　 实验结束

后， 小鼠经异氟烷麻醉后采用颈椎脱位处死， 分离

结肠并测定长度。 取近端结肠组织， 置于 ４％ 多聚

甲醛中固定， 经梯度乙醇脱水、 二甲苯透明及石蜡

包埋后制备蜡块， 切成厚度约 ４ μｍ 的切片， 并进

行苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 封片［１５］， 于光学显

微镜下观察病理学改变并拍照。
２􀆰 ４􀆰 ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 结 肠 组 织 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达　 取结肠组织约 ２０ ｍｇ， 加入含

蛋白酶及磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液， 冰浴裂解

后匀浆， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心， 取上清。 采用

ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 加入上样缓冲液后 １００ ℃
变性。 蛋白样品经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离后， 转移至

ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂牛奶封闭后， 分别加入 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ＧＡＰＤＨ 一抗 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过

夜， 随后加入 ＨＲＰ 标记的二抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室

温孵育 １ ｈ。 采用 ＥＣＬ 化学发光试剂显影， Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析蛋白条带灰度值。
２􀆰 ５　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理，
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计量资料以 （ ｘ± ｓ） 表示。 当组间样本量≤５ 时，
采用非参数检验， 其中多组间比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃
Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验， 组间两两比较采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ
检验； 当样本量＞５ 时， 先行 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验验

证正态性， 并通过 Ｌｅｖｅｎｅ 检验确认方差齐性， 满

足参数检验前提则采用单因素方差分析， 反之则采

用非参数检验体系。 多重比较校正采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ
法。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒制备 　 如图 １ 所示，
制得的补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒冻干粉用超纯水重悬

后为混合均匀的乳液。

图 １　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒制备结果

３􀆰 ２　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米颗粒的表征 　 补骨脂素

ＰＬＧＡ 纳米粒呈类球形， 见图 ２Ａ； 水合粒径为

（２１７􀆰 ８０± ３􀆰 ９９） ｎｍ， 见图 ２Ｂ， 其粒径分布均匀

（ＰＤＩ ＝ ０􀆰 ０５２ ３ ± ０􀆰 ００８ １）。 Ｚｅｔａ 电位测定结果显

示， 体系表面电荷为 （ －２９􀆰 １４±１􀆰 ０９） ｍＶ， 表明

纳米颗粒表面带有稳定的负电荷， 有利于维持胶体

分散体系的稳定性。 以上结果表明， 所制备的纳米

制剂具有理想的粒径分布特征和良好的分散稳

定性。

图 ２ 　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒透射电子显微镜图

（Ａ） 和粒径分布图 （Ｂ）

３􀆰 ３　 包封率与载药量测定

３􀆰 ３􀆰 １　 专属性与系统适应性　 如图 ３ 所示， 补骨

脂素对照品保留时间约为 １２􀆰 ９５ ｍｉｎ， 在补骨脂素

ＰＬＧＡ 纳米粒色谱图中， 主峰保留时间与对照品一

致， 峰形良好， 且主峰周围基线平稳， 未见明显的

内源性物质或辅料杂峰干扰， 表明该方法专属性

良好。
３􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系与灵敏度 　 线性回归方程为 Ｙ ＝
７６ ５１９Ｘ＋２６９􀆰 ７６ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ７）， 在 ０􀆰 ０３１ ２５～０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好， 表明补骨脂素

ＰＬＧＡ 纳米粒的色谱峰面积与药物质量浓度间存在

显著剂量依赖性。 基于线性回归数据计算得到

ＬＯＤ 为 ０􀆰 ０１１ ｍｇ ／ ｍＬ， ＬＯＱ 为 ０􀆰 ０３４ ｍｇ ／ ｍＬ， 表明

该方法灵敏度高， 满足 ＰＬＧＡ 纳米粒中微量药物的

定量分析需求。
３􀆰 ３􀆰 ３　 精密度与重复性　 补骨脂素对照品色谱峰

保留时间的 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ０９％ ， 表明仪器精密度良好；
补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒的平均载药量为 ４􀆰 ６５％ ，
ＲＳＤ 为 ３􀆰 １２％ ， 表明该方法重复性良好， 制备工

艺稳定， 符合方法学验证标准。
３􀆰 ３􀆰 ４　 包封率与载药量 　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒

的包封率为 （９７􀆰 ５９±２􀆰 ７７）％ ， 载药量为 （４􀆰 ６５±
０􀆰 １３）％ 。
３􀆰 ４　 药效评价

３􀆰 ４􀆰 １　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠体质量

及 ＤＡＩ 评分的影响 　 如图 ４ 所示， 造模期间， 模

型组小鼠自第 ４ 天起体质量逐渐降低， ＤＡＩ 评分持

续升高； 第 ７ 天， 与空白组比较， 模型组小鼠体质

量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＡＩ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提

示 ＤＳＳ 诱导 ＵＣ 模型构建成功。 与模型组比较， 第

７ 天， 补骨脂素 ＰＬＧＡ 低、 高剂量组小鼠体质量升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＡＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且呈剂量依赖性， 提示其对 ＵＣ 小鼠具

有良好的干预效果。
３􀆰 ４􀆰 ２　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠结肠长

度及病理变化的影响　 如图 ５Ａ～ ５Ｂ 所示， 与空白

组比较， 模型组小鼠结肠长度缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提

示肠道结构遭受损伤； 与模型组比较， 补骨脂素

ＰＬＧＡ 各剂量组小鼠结肠长度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
ＨＥ 染色结果显示 （图 ５Ｃ）， 模型组小鼠结肠

组织出现炎性细胞浸润， 肠道上皮损伤， 隐窝萎缩

及结肠组织结构破坏； 而补骨脂素 ＰＬＧＡ 高剂量组
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图 ３　 补骨脂素对照品 （Ａ） 及其 ＰＬＧＡ 纳米粒 （Ｂ） 的 ＨＰＬＣ 色谱图

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠体质量及 ＤＡＩ 评分的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

小鼠结肠组织上皮层基本恢复， 炎性细胞浸润减

少， 隐窝形态有所恢复； 补骨脂素 ＰＬＧＡ 低剂量组

小鼠结肠组织病理损伤较轻， 但仍有轻微的炎性细

胞浸润和上皮细胞缺失， 表明补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米

粒能够改善 ＵＣ 小鼠结肠长度缩短和肠道结构

破坏。
３􀆰 ４􀆰 ３　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠结肠组

织 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响　 如图 ６ 所示，
与空 白 组 比 较， 模 型 组 小 鼠 结 肠 组 织 ＺＯ⁃１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 补骨脂素 ＰＬＧＡ 高剂量组 ＺＯ⁃１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 这些结果表明， 补骨脂素

ＰＬＧＡ 纳米粒能够有效恢复结肠上皮细胞的紧密连

接蛋白表达， 修复肠道屏障功能， 减轻炎症反应，
进而缓解 ＤＳＳ 诱导的 ＵＣ 结肠炎症。
４　 讨论

本研究针对补骨脂素溶解度低、 生物利用度差

的药剂学瓶颈， 成功构建了补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米递

送系统， 并评价了其对 ＵＣ 小鼠的干预作用， 发现

该纳米递送系统具有良好的理化性质， 并可改善

ＵＣ 小鼠体质量、 ＤＡＩ 评分及结肠组织病理损伤，
同时对肠黏膜屏障功能具有保护作用。

在制剂学与方法学方面， 本研究采用乳化⁃溶
剂挥发法成功制备了补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒。 透射

电子显微镜结果显示， 纳米粒呈类球形， 粒径分布

均匀且分散性良好， 表明该制备方法具有较好的稳

定性和可重复性。 ＰＬＧＡ 作为一种经美国 ＦＤＡ 批

准的生物可降解高分子材料， 其降解产物乳酸和羟

基乙酸可经三羧酸循环代谢排出， 具有良好的生物

安全性与组织相容性［１６⁃１８］， 被广泛应用于药物控

释及靶向递送体系。 将补骨脂素包载于 ＰＬＧＡ 纳米

粒中， 不仅能够改善其水溶性和稳定性， 还可通过

纳米载体的保护作用减少药物在体内过早降解， 提

高有效药物到达靶组织的比例。 此外， 纳米粒表面

带有一定的负电荷， 适度的电荷排斥作用有助于维

持胶体的稳定性， 减少粒子之间的聚集， 从而提高

制剂在储存和体内环境中的稳定性。 ＨＰＬＣ 检测结

果进一步证实， 该制备工艺实现了较高的包封率和

载药量， 这意味着在减少辅料用量的同时能递送足

量的药物， 有效解决了中药单体成药性差的难题，
为其 在 体 内 的 长 效 释 放 和 富 集 奠 定 了 物 质

基础［１９⁃２１］。
在药效学与作用机制方面， 肠黏膜屏障功能受

损被认为是 ＵＣ 发生发展的重要病理基础。 正常情
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠结肠长度及病理形态的影响 （ＨＥ 染色， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒对 ＵＣ 小鼠结肠组织 ＺＯ１、 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

况下， 肠上皮细胞之间通过紧密连接结构维持黏膜

屏障的完整性， 从而限制肠腔内细菌及其代谢产物

进入黏膜固有层。 当紧密连接结构受损时， 肠道通

透性增加， 细菌毒素及炎症相关物质更易进入黏膜

组织并激活免疫反应， 从而诱导炎症因子释放并进

一步加重黏膜损伤， 形成炎症持续放大的恶性循

环。 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是紧密连接复合体中的重要

结构蛋白， 其表达降低通常被认为是肠黏膜屏障破

坏的重要分子标志［２２⁃２３］。 本研究结果显示， 与正

常组比较， 模型组小鼠结肠组织 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
表达降低， 同时伴随结肠组织结构破坏及炎性细胞

浸润， 提示肠黏膜屏障受损。 经补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳

米粒干预后， 小鼠结肠组织中 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表

达升高， 同时小鼠体质量升高， ＤＡＩ 评分降低， 结
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肠组织病理损伤改善， 提示该制剂可能通过促进紧

密连接蛋白表达及重排， 恢复肠上皮细胞间的屏障

结构， 降低肠道通透性并减轻炎症反应。 此外， 纳

米递送体系在炎症性肠道疾病治疗中具有一定优

势。 炎症状态下肠黏膜屏障受损， 血管通透性增

加， 纳米级颗粒更容易在炎症组织中富集， 从而提

高药物在病变部位的局部浓度。 结合本研究结果推

测， 补骨脂素经 ＰＬＧＡ 纳米包载后， 可能在改善药

物理化性质的同时增强其在炎症结肠部位的作用效

率， 从而更有效地促进紧密连接蛋白表达并改善肠

黏膜屏障功能。
综上所述， 补骨脂素 ＰＬＧＡ 纳米粒通过改善药

物的理化性质和增强对肠黏膜屏障的保护作用， 在

ＵＣ 治疗中展现出良好的应用潜力。 未来的研究将

进一步结合高通量技术， 深入探索其在细胞摄取及

分子信号通路层面的具体机制， 为中药纳米制剂的

临床转化提供依据。
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