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efficacy in ulcerative colitis (UC). Methods Apigenin-loaded poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles (PANPs) and PLGA/
pH-sensitive polymer (ES100) composite nanoparticles (PEANPs) were prepared by nanoprecipitation. Their physicochemical properties
were characterized in terms of particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential, encapsulation efficiency, scanning electron
microscopy, and in vitro release assays. MTT assay, Transwell assay, and confocal microscopy were employed to evaluate
cytotoxicity, transepithelial permeability, and cellular internalization. Mouse models with acute UC induced by oxazolone and
dextran sulfate sodium (DSS) were established. The anti-inflammatory effects of the nanoformulations were evaluated by endoscopy,
in vivo imaging system (IVIS)-based myeloperoxidase (MPO) activity imaging, histopathological examination, MPO immunofluorescence
staining, reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), and ELISA. IVIS and confocal microscopy were
used to observe the distribution and localization of the nanoformulations in colonic tissues. Results PANPs and PEANPs were
successfully prepared. Compared with free apigenin, both nanoparticles exhibited significantly reduced particle size (P<0.001) and
lower PDI (P<0.001), while PEANPs showed the most negative zeta potential (P<0.01). Encapsulation efficiencies of PANPs and
PEANPs were 93.0%依3.0% and 89.0%依3.5%, respectively. In vitro assays showed that, compared with free apigenin, both nanoparticles
could traverse the tight intestinal epithelial barrier formed by Caco-2 cells and effectively penetrate the plasma membrane of
SW480 cells. In vivo experiments further confirmed that, compared with the placebo group, both PANPs and PEANPs significantly
ameliorated disease phenotypes and inflammation-related indicators in mice with oxazolone- and DSS-induced acute UC (P<0.05),
and exhibited more pronounced accumulation of fluorescent signals in inflamed colonic tissues (P<0.05). Conclusion PANPs and
PEANPs developed in this study can effectively enhance intestinal-barrier penetration and lesion-targeting ability of apigenin, and
significantly improve anti-inflammatory efficacy in UC models, thereby exhibiting promising therapeutic potential.

也运藻赠憎燥则凿泽页 ulcerative colitis; apigenin; nanoparticles; pH-sensitive polymer; poly(lactic-co-glycolic acid)

溃疡性结肠炎渊ulcerative colitis, UC冤是一种主

要累及结肠和直肠的慢性炎症性肠病袁临床表现为

腹痛尧腹泻尧血便及体质量减轻袁其全球发病率总体

呈上升趋势[1-3]遥 目前袁UC 的治疗仍面临挑战袁传统

药物渊如抗生素尧免疫抑制剂和生物制剂冤长期使用

易产生毒副作用袁而手术干预效果有限[4-5]遥 近年来袁
黄酮类化合物因其良好的耐受性和多靶点作用成为

UC 治疗的研究热点[6]遥 其中袁芹菜素广泛存在于欧

芹尧洋甘菊等植物中袁具有抗氧化尧维护肠屏障尧调节

菌群和免疫调控等多种保护作用[7-13]遥 Zhou 等[14]发

现袁芹菜素可通过调控腺苷酸活化蛋白激酶/核因子

资B/NOD 样受体家族含 pyrin 结构域蛋白 3 信号轴

缓解 UC袁能显著改善小鼠体质量下降尧结肠缩短及

组织损伤袁通过上调肠道紧密连接蛋白表达修复肠

黏膜屏障袁同时降低炎症因子水平遥 但其临床应用

受限于水溶性差尧口服生物利用度低等问题遥
纳米递药系统为改善药物递送提供了新思路遥 研

究表明袁采用 pH 敏感聚合物渊ES100冤或缓释材料聚

乳酸-羟基乙酸共聚物[poly渊lactic-co-glycolic acid冤,
PLGA]构建的纳米颗粒可实现结直肠靶向释放袁显著

提高药物生物利用度[15-18]遥 目前袁已有多种负载芹菜

素的纳米制剂被研究用于 UC 治疗遥 例如袁Lv 等[19]制

备了负载芹菜素-Mn渊II冤的透明质酸纳米颗粒袁在硫

酸葡聚糖钠盐渊dextran sulfate sodium salt, DSS冤诱
导的 UC 小鼠模型中表现出良好的肠屏障修复作

用遥 Wang 等[20]发现袁芹菜素被虾粉/资-卡拉胶水凝胶

包裹后袁可通过改善释放特性和微环境作用袁显著

增强其抗炎作用和益生菌调节能力袁在 UC 小鼠模

型中效果优于游离芹菜素遥然而袁目前关于 PLGA 联

合 ES100 双载体纳米颗粒负载芹菜素治疗 UC 的研

究尚未见报道遥
基于此袁本研究拟采用纳米沉淀法制备两种芹

菜素纳米制剂院PLGA 负载的芹菜素纳米颗粒渊api鄄
genin encapsulated by PLGA, PANPs冤及 PLGA 联合

ES100 复合纳米颗粒渊apigenin encapsulated by PL鄄
GA and ES100, PEANPs冤遥 通过口恶唑酮和 DSS 诱导

的急性 UC 模型评估其疗效袁并通过体内外实验探究

其作用机制袁旨在为 UC 的治疗提供新策略遥
1 材料

1.1 实验细胞与动物

Caco-2 与 SW480 细胞购自欧洲细胞培养物保

藏中心袁培养于含 10%胎牛血清尧1% L-丙氨酰-L-
谷氨酰胺溶液渊100伊冤尧1%丙酮酸钠渊100伊冤尧青霉素
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渊100 U/mL冤和链霉素渊100 滋g/mL冤的 RPMI-1640
培养基中遥 实验使用传代次数为 20耀50 的 Caco-2
细胞及 SW480 细胞遥

选用 62 只 8耀10 周龄雌性 C57BL/6 小鼠渊体质

量 18耀20 g袁购自 Jackson 实验室冤袁饲养于无特定病

原体环境[渊23依1冤 益袁12 h/12 h 光暗周期袁湿度

50%依5%]袁自由摄食和饮水袁实验前适应性饲养 5 d遥
所有动物实验程序均经德国中弗兰肯行政当局批

准袁并遵循相关机构伦理与实验规范渊批准编号院
55.2.2-2532-2-1152-18冤遥
1.2 主要药物尧试剂和仪器

芹菜素渊德国 Sigma-Aldrich 公司袁批号院445301/
1冤曰PLGA尧RPMI-1640 培养基尧罗丹明标记鬼笔环肽

渊美国 Thermo Fisher Scientific公司袁批号院A0444913尧
2436534尧2266606冤曰ES100渊德国 Evonik 公司袁批号院
B201205210冤曰聚乙烯醇渊polyvinyl alcohol, PVA冤渊德国

Carl-Roth 公司袁批号院EG-Nr. 618-340-9冤曰口恶唑酮尧
香豆素-6尧MTT试剂尧胎牛血清渊德国 Sigma-Aldrich 公

司袁批号院MKCS1471尧SHBR8837尧MKCS4540尧24E201冤遥
扫描电子显微镜渊德国 Zeiss 公司袁型号院Mer鄄

lin冤曰纳米粒度及电位分析仪渊英国 Malvern Panalyt鄄
ical 公司袁型号院Zetasizer Nano ZS冤曰微型内窥镜渊德
国 Karl Storz 公司袁型号院Tele Pack+HD 系列冤曰高速

冷冻微量离心机渊德国 Eppendorf 公司袁型号院Cen鄄
trifuge 5424R冤曰冷冻切片机渊德国 Leica 公司袁型号院
CM3050 S冤曰数字切片扫描仪渊日本 Hamamatsu 公

司袁型号院NanoZoomer S60冤曰多功能酶标仪渊瑞士

Tecan 公司袁型号院Infinite M200 PRO冤曰小动物活体

成像系统渊美国 PerkinElmer 公司袁型号院IVIS Spec鄄
trum冤遥
2 方法

2.1 纳米颗粒的制备与表征

2.1.1 纳米颗粒 PANPs 与 PEANPs 的制备 采用

纳米沉淀法制备 PANPs袁考察药载比渊芹菜素/PLGA=
1颐2尧1颐6尧1颐10冤尧油水相体积比渊1颐10尧2颐10尧3颐10冤及
PVA 浓度渊0.5%尧1%尧2%冤对纳米颗粒的影响遥 将

2.5 mg 芹菜素与不同量 PLGA渊5耀25 mg冤溶于丙酮

渊1耀3 mL冤袁滴入含 PVA的 10 mL水相中袁超声渊90%袁
3 min冤尧搅拌渊1 500 r/min冤后挥干溶剂袁离心洗涤后

得到 PANPs悬液袁4 益保存遥 PEANPs制备流程相同袁

丙酮中同时加入 PLGA 和ES100遥
2.1.2 纳米颗粒的粒径与 Zeta 电位 采用动态光

散射技术测定纳米颗粒包裹药物及游离芹菜素的粒

径与 Zeta 电位遥 粒径测量在室温下重复 3 次袁Zeta
电位测定采用相同仪器与流程遥
2.1.3 包封率测定 采用紫外分光光度法测定芹菜

素包封率遥 芹菜素在 337 nm处有最大吸收袁以甲醇配

制标准溶液渊0耀10 滋g/mL冤建立标准曲线渊R2>0.999冤遥
方法学验证结果显示袁日内及日间精密度 RSD<
3%袁加样回收率为 98.2%耀101.5%遥 包封率测定院取
100 滋L 纳米颗粒混悬液袁加 900 滋L丙酮破乳后离心

渊15 000 r/min袁5 min袁离心半径为 8.4 cm冤袁取上清

液稀释后于 337 nm 处测吸光度袁根据标准曲线计

算药物含量遥 包封率渊%冤=渊包封药量/总药量冤伊100%遥
实验重复 3 次遥
2.1.4 体外药物释放实验 为模拟细胞培养条件下

的纳米颗粒降解袁将纳米颗粒悬液渊1 mL冤加入 9 mL
PBS渊pH 7.3冤中袁37 益尧5% CO2 孵育 24 h遥 按预定

时间取样袁离心 10 min渊15 000 r/min袁4 益袁离心半

径为 8.4 cm冤袁用甲醇溶解沉淀袁测定 337 nm 处的吸

光度并计算释放率遥 释放率渊%冤=渊Mt/M总冤伊100%袁
其中 Mt 为不同时间点释放的药物量袁M 总为纳米颗

粒中包载药物总量遥 模拟胃肠道条件实验使用模拟

胃液渊pH 1.2冤或模拟肠液渊pH 7.4冤替代 PBS袁其余操

作相同遥
2.1.5 荧光标记纳米颗粒与游离芹菜素 香豆素-
6 用于标记 PANPs尧PEANPs 及游离芹菜素遥 标记

PANPs院2.5 mg 芹菜素+0.25 mg 香豆素-6 溶于含

15 mg PLGA 的丙酮中曰标记 PEANPs院2.5 mg 芹菜

素+0.5 mg 香豆素-6 溶于含 15 mg PLGA 与 15 mg
ES100 的丙酮中遥 标记游离芹菜素院5 mg 芹菜素溶

于水中袁加入香豆素-6 乙醇溶液袁搅拌 4 h 后离心尧
洗涤并重悬遥 香豆素-6 与芹菜素质量比为 1颐10袁4 益
避光保存遥
2.2 细胞实验

2.2.1 MTT 法检测细胞毒性 采用 MTT 法评估纳

米颗粒及游离芹菜素对人结肠癌 Caco-2 和 SW480
细胞的毒性遥 将对数生长期细胞以 1伊105 个/mL 密

度接种于 96 孔板渊100 滋L/孔冤袁培养 24 h 后分别加

入含芹菜素渊5耀80 滋mol/L冤的无血清培养基处理 24 h遥
随后加入新鲜配制的 0.5 mg/mL MTT 溶液渊无血清
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培养基配制冤100 滋L袁避光孵育 4 h 后吸弃上清袁加
入 100 滋L DMSO 溶解甲臜结晶袁于 550 nm 处测

定光密度渊optical density, OD冤值遥 细胞存活率按

渊实验组 OD 值-空白组 OD 值冤/渊阴性对照组 OD
值-空白组 OD 值冤伊100%计算遥 SW480 细胞实验步

骤同上遥 每组设 3 个复孔袁实验独立重复 3 次遥
2.2.2 纳米颗粒渗透性研究 Caco-2 细胞以 5伊104

个/mL 接种于 24 孔 Transwell 板袁完全 RPMI-1640
培养 21 d渊每周换液 2 次冤遥 用跨上皮电阻渊transep鄄
ithelial electrical resistance, TEER冤测定单层完整

性袁TEER>400 赘窑cm2 的细胞用于后续实验遥细胞与

香豆素-6荧光标记的芹菜素及纳米颗粒渊10 滋mol/L冤
在无血清培养基中共孵育 4 h遥 培养结束后袁用
4.5%多聚甲醛固定10 min袁PBS 洗涤袁 罗丹明标

记鬼笔环肽渊1颐50袁0.2% Triton X-100冤染膜 15 min袁
DAPI渊1颐5 000冤染核 5 min袁裁切插片封片袁4 益保

存袁待成像遥
2.2.3 纳米颗粒细胞内化研究 将 SW480 细胞以

50 000 个/mL 密度接种于 24 孔板袁培养 7 d遥 细胞

与荧光标记纳米颗粒及游离芹菜素渊浓度同前冤共孵

育 4 h 后袁弃培养基并用 PBS 清洗 3 次遥 经 4.5%多

聚甲醛固定 10 min尧PBS 清洗后袁依次用罗丹明标

记鬼笔环肽渊1颐50冤和 DAPI渊1颐5 000冤进行细胞膜与

细胞核染色遥 最后每孔加入 500 滋L PBS袁通过共聚

焦显微镜成像袁所有操作均避光进行遥
2.3 动物实验

2.3.1 口恶唑酮或 DSS 诱导急性 UC 模型 口恶唑酮模

型致敏阶段院小鼠腹部脱毛后涂抹 3%口恶唑酮渊丙酮颐
橄榄油=4颐1袁100 滋L冤遥 5 d 后麻醉袁直肠灌注 1%口恶

唑酮渊50%乙醇袁100 滋L冤遥 24 h 后行微型内镜检查袁
内镜检查 24 h 后处死取材遥 DSS 模型院第 0 天称重

后袁予 3% DSS 饮水至第 7 天袁每日监测体质量遥 第

8 天内镜检查后处死遥
2.3.2 芹菜素给药方案 文献报道慢性 UC 小鼠口

服芹菜素有效剂量为 3耀5 mg/d[9]遥 本研究采用口恶唑

酮模型明确游离芹菜素的有效剂量袁将小鼠分为 3
组院安慰剂组渊Millipore 水冤尧低剂量组渊0.2 mg 芹菜

素冤和高剂量组渊2 mg 芹菜素冤袁每日灌胃 200 滋L遥
各组于口恶唑酮致敏第 0 天开始给药遥
2.3.3 纳米颗粒给药方案 口恶唑酮模型院将小鼠分

为安慰剂组尧PANPs 组和 PEANPs 组袁各组给药剂量

为 1 mg芹菜素渊以芹菜素含量计冤/200 滋L遥DSS模型院
将小鼠分为安慰剂组尧游离芹菜素组渊1 mg/200 滋L冤尧
PANPs 组和 PEANPs 组渊1 mg 芹菜素/200 滋L冤遥
2.3.4 内镜评分 进行微型内窥镜分析以评估结肠

炎症的严重程度遥 将小鼠置于含 2%异氟烷的麻醉

舱中实施麻醉袁经直肠插入微型内窥镜并录制视频遥
评估黏膜透明度尧颗粒样改变尧血管形态尧粪便性状

及纤维蛋白渗出 5 个参数袁每个参数按 0耀3 分计分

渊0 分正常袁3 分最重冤袁累计总分后根据小鼠结肠炎严

重度内镜指数渊murine endoscopic index of colitis
severity, MEICS冤进行分级遥 该指数总分为 0耀15 分袁
0 分代表无炎症袁15 分代表重度炎症[21]遥
2.3.5 活体成像系统渊in vivo imaging system, IVIS冤
检测髓过氧化物酶渊myeloperoxidase, MPO冤活性 内

镜检查结束后立即进行活体即时染色以检测 MPO
活性遥 MPO 作为炎症过程的关键标志物袁主要在中

性粒细胞和巨噬细胞中表达袁其可催化过氧化氢与

氯离子转化为次氯酸遥 鲁米诺与次氯酸反应后释放

可检测的冷光袁该冷光强度可反映MPO 活性水平遥
为评估 MPO 活性袁小鼠经腹腔注射 100 滋L L-012
渊20 mmol/L袁一种鲁米诺衍生物冤袁并于密闭舱内通

过 2%异氟烷实施麻醉遥 将剃除腹毛的小鼠以仰卧位

固定于 IVIS 观测舱内袁持续检测冷光信号 1 min遥
2.3.6 组织病理学评估 将小鼠结肠组织包埋于

Tissue-Tek 包埋剂中袁经液氮速冻后制成冷冻块袁并
于-20 益保存遥采用冷冻切片机制备冷冻切片袁将切

片转移至载玻片后置于-80 益储存遥 随后对切片进

行 HE 染色袁最终根据组织损伤和炎症细胞浸润程

度袁分别采用 0耀4 分渊口恶唑酮诱导急性 UC冤和 0耀6
分渊DSS 诱导急性 UC冤评分标准对染色样本进行观

察评估[22]遥
2.3.7 MPO 免疫荧光染色 冰冻切片先用 4.5%多

聚甲醛固定 15 min袁PBS 洗涤后用 1伊通透缓冲液处

理 10 min袁再用封闭液孵育 30 min遥 随后进行 MPO
免疫染色院山羊一抗渊1颐50冤在 4 益过夜孵育袁次日用

兔抗山羊二抗渊1颐200冤室温孵育 2 h袁PBS 洗涤后

DAPI渊1颐5 000冤染核 5 min袁聚乙烯醇封片剂封片遥
共聚焦显微镜采集图像遥 设阴性对照渊PBS 替代一

抗冤与阳性对照渊正常孵育流程冤以验证染色可靠性遥
2.3.8 RT-qPCR 检测炎症因子 使用 NucleoSpin
RNA 试剂盒对小鼠结肠组织进行总 RNA 提取袁随
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后通过 NanoDrop 测定 RNA 浓度遥 取 500 ng RNA
采用 SCRIPT cDNA 合成试剂盒进行逆转录反应袁
所得 cDNA 保存于-20 益冰箱备用遥 将 cDNA 用无

核酸酶水按 1颐10 比例稀释后袁进行实时荧光定量

PCR 分析遥 以在炎症结肠组织中稳定表达的 18S
rRNA 作为内参基因袁检测白细胞介素渊interleukin,
IL冤-1茁尧IL-6尧肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis fac鄄
tor-琢, TNF-琢冤和 IL-10 靶基因的表达水平遥 靶基

因引物均购自 Qiagen 公司袁为该公司设计的商品化

引物遥 通过 2-吟吟Ct 方法计算各靶基因 mRNA 相对表

达量袁所有实验均设置 3 次独立重复以确保结果的

可靠性遥
2.3.9 ELISA检测血浆细胞因子 处死小鼠后采血袁
离心渊12 500 r/min袁4 益袁15 min袁离心半径 8.4 cm冤
分离血浆袁-20 益保存遥 采用 ELISA 法测定血浆 IL-
1茁尧IL-6尧IL-10尧TNF-琢 水平遥96 孔板经捕获抗体包

被后袁依次加入样本或标准品尧检测抗体及亲和素-
辣根过氧化物酶渊streptavidin-horseradish peroxidase,
SA-HRP冤孵育袁洗涤后加入底物显色袁终止反应遥 于

450 nm 处测定吸光度袁并以 570 nm 进行校正遥
2.3.10 结肠组织中的药物定位 在口恶唑酮或 DSS
诱导的急性 UC 模型中袁小鼠分为 4 组院对照组尧游离

芹菜素组尧PANPs 组与 PEANPs 组遥 4 组小鼠每日摄

入含有叶绿素的食物袁叶绿素在远红外和近红外光

谱内可产生强烈的黄色背景荧光袁从而显示肠道轮

廓遥 对照组不给予药物干预曰游离芹菜素组灌胃 200 滋L
含 3 mg 芹菜素的溶液曰PANPs 组与 PEANPs 组灌

胃等体积荧光标记纳米颗粒渊以 1 mg芹菜素含量计冤遥
给药 18 h 后处死小鼠袁留取结肠组织袁采用 IVIS 观

察荧光标记纳米颗粒在小鼠体内的分布情况袁并制

备冷冻切片袁经DAPI 染色后通过共聚焦显微镜验证

纳米颗粒及芹菜素在结肠中的定位遥 实验重复 2
次袁绿色荧光信号用ImageJ 定量分析遥
2.4 统计学分析

采用 GraphPad Prism 9.0 分析数据遥 多组比较

采用 ANOVA 检验袁两组间数据采用独立样本 t 检
验进行比较遥 数据以野曾依s冶表示袁以 P<0.05 为差异

有统计学意义遥

3 结果

3.1 纳米颗粒最佳制备条件的确定

随 PVA 浓度增加袁PANPs 粒径从 260 nm 降至

110 nm渊P<0.001冤袁但浓度达 2%时包封率显著降至

71%渊P<0.01冤袁0.5%耀1%间无显著差异袁因此选定1%曰
药载比 1颐2 时包封率最低渊72%袁P<0.01冤袁1颐6 与1颐10
无显著差异且对粒径影响不显著袁综合考虑PLGA 利

用与成本袁选用 1颐6曰油水比增大对包封率无显著影

响袁但粒径从 150 nm增至 240 nm渊P<0.001冤袁最终选

择 1颐10遥 详见图 1A要F遥 对于 PEANPs袁1% PVA 与

1颐6 药载比同样适用曰油水比对包封率影响不明显袁
当油水比为 1.5颐10 时粒径最小渊145 nm袁P<0.05冤袁
故选用该比例遥 详见图 1G要L遥
3.2 纳米颗粒表征

两种纳米颗粒的粒径均显著小于游离芹菜素

渊P<0.001冤袁游离芹菜素的多分散性指数渊polydisper鄄
sity index, PDI冤明显高于纳米制剂渊P<0.001冤袁而
PEANPs的 Zeta 电位负值最大渊P<0.01冤遥 详见图2A遥
最终制备的 PANPs和 PEANPs包封率分别为93.0%依
3.0%和 89.0%依3.5%遥 扫描电镜显示袁两种纳米颗粒

均为表面光滑的球形结构遥 体外释药实验表明袁在
pH 7.3 介质中袁两种纳米颗粒均呈突释-缓释特征袁
PANPs 1 h 释放约 41%袁24 h 累计 57%曰PEANPs
分别为 37%和 63%遥在 pH 梯度介质渊前 2 h pH 1.2袁
后调至 pH 7.4冤 中袁PEANPs在酸性条件下释放缓慢

渊<23%冤袁转入中性环境后迅速释放渊累计 83%冤曰而
PANPs 在酸性阶段即出现突释渊2 h 释放58%冤袁后
续释放减缓渊24 h 累计 80%冤遥 详见图2B要D遥
3.3 体外实验研究结果

MTT 细胞毒性实验结果表明袁空白纳米颗粒及

0.1% DMSO 对 Caco-2 和SW480 细胞均无显著毒

性渊细胞存活率接近 100%冤遥 两种载药纳米制剂对

两类细胞的抑制效果均弱于游离芹菜素遥 Caco-2 单

层渗透性实验显示袁游离芹菜素因粒径大而聚集在

细胞表面袁难以穿透曰而 PANPs 和 PEANPs 因粒径

小袁穿透效率高袁荧光信号低于检测阈值袁且细胞单层

完整袁提示纳米包载可提高肠道渗透性遥 SW480 细

胞内化实验进一步证实袁纳米颗粒可被细胞摄取并
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图 1 PANPs和 PEANPs的制备参数优化

Fig.1 Optimization of preparation parameters for PANPs and PEANPs
注院制备参数对 PANPs渊A要F冤与 PEANPs渊G要L冤的包封率及粒径的影响遥 *P<0.05袁**P<0.01袁***P<0.001遥

A B C

D E F

G H I

J K L

富集于核周区域袁而游离芹菜素无法进入细胞袁表明

纳米包载有效促进了药物内化遥 详见图 3遥
3.4 体内实验研究结果

3.4.1 芹菜素口服剂量的确定 与安慰剂组相比袁
低剂量组和高剂量组在体质量变化尧MEICS 评分尧
组织学评分和 MPO 阳性细胞数量指标差异均无统

计学意义渊P>0.05冤袁3 组间 IVIS 活体荧光信号强度

无显著的差别趋势袁表明 2 mg/d 游离芹菜素仍无显

著疗效遥 因此袁后续选择载药量相当于 1 mg/d 芹菜

素的纳米制剂进行评价袁该剂量低于文献有效剂量

且在急性模型中验证无效袁可更严谨地验证纳米载

体的增效作用遥 详见图4遥
3.4.2 纳米制剂对口恶唑酮诱导的急性 UC 模型的保

护作用 鉴于 0.2尧2 mg/d 游离芹菜素对急性 UC 模
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型均无效袁推断 1 mg/d 亦难起效袁故未设游离芹菜

素对照组袁仅设安慰剂组尧PANPs 组和 PEANPs 组遥
结果显示院与安慰剂组相比袁两种纳米制剂组 ME鄄
ICS 评分显著降低渊P<0.01冤袁IVIS 活体荧光信号强

度降低尧MPO 阳性细胞数量减少渊P<0.01冤袁促炎性

细胞因子渊IL-1茁尧IL-6尧TNF-琢冤mRNA 表达下调尧抗

炎性细胞因子 IL-10 mRNA 表达上调渊P<0.05冤袁血
浆IL-1茁 和 IL-6 水平降低渊P<0.05冤袁且口恶唑酮所致

体质量下降明显缓解遥 详见图 5遥
3.4.3 纳米制剂对 DSS 诱导的急性 UC 模型的保护

作用 DSS诱导后袁小鼠体质量显著下降曰安慰剂组体

质量较游离芹菜素组及其纳米制剂组明显下降渊P<

图 2 PANPs和 PEANPs的表征结果

Fig.2 Characterization results of PANPs and PEANPs
注院A.粒径尧PDI 与 Zeta 电位曰B.扫描电子显微镜图曰C. pH 7.3 释药曲线曰D.模拟胃肠液释药行为渊pH 1.2/7.4冤遥
**P<0.01袁***P<0.001遥

A

B

C D
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图 3 纳米颗粒 PANPs和 PEANPs的体外实验结果

Fig.3 In vitro experimental results of PANPs and PEANPs
注院A尧B.MTT 法检测芹菜素尧PANPs 及 PEANPs 对 Caco-2(A)和 SW480(B)细胞的毒性曰C尧D.Caco-2 细胞及 SW480 细胞单

层共孵育 4 h 后的共聚焦图遥 红色院细胞边界袁蓝色院细胞核袁绿色院药物/纳米颗粒遥 图 C要D 左图标尺为 25 滋m渊伊400冤袁右
图为 7.5 滋m渊伊1 000冤遥

A B

C

D
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0.05冤遥 宏观与微观病理学分析显示袁PEANPs 组和

PANPs 组炎症程度最轻袁结肠长度均长于安慰剂组

渊P<0.05冤遥 与安慰剂组相比袁PEANPs 组和PANPs 组
IVIS 活体荧光信号强度降低袁MPO 阳性细胞数量减

少渊P<0.05冤袁RT-qPCR 和 ELISA 检测的炎症相关

指标均得到显著改善渊P<0.05冤遥 详见图 6遥
3.4.4 芹菜素及其纳米制剂在小鼠结肠中的定位分

布 两种 UC 模型中袁纳米制剂结肠蓄积均显著高

于游离芹菜素渊P<0.05冤遥 游离芹菜素仅少量分布于

肠腔袁纳米制剂则大量富集于肠壁遥 口恶唑酮模型中

PANPs 分布高于 PEANPs渊P<0.05冤袁DSS 模型中则

PEANPs 分布高于 PANPs渊P<0.05冤遥 详见图 7遥

4 讨论

芹菜素因水溶性和脂溶性较差而生物利用度有

限袁限制了其在炎症性肠病治疗中的应用[23]遥 研究表

明袁纳米递药系统能改善难溶性药物的溶解性尧延
长其在肠道内的滞留时间曰其中袁小尺寸尧带负电的纳

米颗粒更易穿透黏液层尧靶向结肠上皮袁已成为 UC
治疗的重要策略[24-27]遥 本研究中 PANPs 和 PEANPs具
有较小粒径及负电性袁有利于其跨上皮转运遥 Caco-2
模型结果进一步证实袁纳米颗粒显著增强了芹菜素

的跨屏障能力遥 然而袁药物仅有跨屏障能力并不足

以保证疗效袁其关键在于能否被靶细胞渊如炎症部

位的免疫细胞或上皮细胞冤有效摄取遥 相关研究发

图 4 口恶唑酮诱导的急性 UC模型中不同剂量芹菜素治疗效果的评价

Fig.4 Therapeutic efficacy of different doses of apigenin in oxazolone-induced acute UC models
注院A.急性 UC 模型实验流程渊第 0耀7 天灌胃给药冤曰B.体质量变化曰C.内镜及 MEICS 评分曰D.HE 染色渊伊100袁100 滋m冤
及病理组织学评分曰E.小鼠 IVIS 活体化学发光成像图曰F.MPO 染色渊伊200袁50 滋m冤及计数遥
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C D E

F

口恶
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现袁纳米颗粒的细胞摄取主要依赖于网格蛋白介导尧
小窝蛋白介导及巨胞饮等多种内吞途径袁且该过程

与粒径和表面性质密切相关[28]遥 本研究中 PANPs 和
PEANPs 可被 SW480 细胞有效内吞袁考虑到两种纳

米颗粒粒径为 100耀200 nm袁其摄取可能主要通过能

量依赖性内吞途径实现袁从而提高细胞内递送效率遥
本研究在细胞水平验证了纳米颗粒的跨屏障能

力及内吞优势后袁进一步在动物水平评估其体内治

疗效果遥 为此袁在两种不同 UC 模型要要要口恶唑酮模

型和DSS 模型中应用芹菜素及其纳米颗粒遥 口恶唑酮

模型以 Th2 型免疫反应为主袁IL-4 水平显著升高袁
通过致敏和直肠激发诱导免疫介导的炎症反应袁其
病理机制更接近人类 UC[29]遥 而 DSS 模型则主要通

过直接破坏结肠上皮屏障完整性袁引起肠道菌群移

位和继发性炎症反应袁其细胞因子谱表现为 Th1/
Th2 混合反应[30]遥 两种模型的联合应用袁可从免疫调

节和屏障修复两个维度评估纳米制剂的治疗效果遥
基于两种模型的实验结果袁进一步探讨纳米颗粒

疗效差异的可能机制遥 纳米颗粒的疗效差异可能

与其在不同炎症微环境中的行为有关遥 本研究中袁

图 5 PANPs和 PEANPs治疗显著改善口恶唑酮诱导的急性 UC模型炎症表征

Fig.5 Treatment with PANPs and PEANPs significantly ameliorated the inflammatory manifestations in the
oxazolone-induced acute UC model

注院A.内镜及 MEICS 评分曰B.HE 染色渊伊100袁100 滋m冤及评分曰C.活体成像信号曰D.MPO 染色渊伊200袁50 滋m冤及定量曰E.RT-qPCR
检测促炎性渊IL-1茁尧IL-6尧TNF-琢冤和抗炎性细胞因子渊IL-10冤水平变化曰F.ELISA 检测促炎性细胞因子渊IL-1茁 和 IL-6冤水平变

化曰G.体质量变化遥 *P<0.05袁**P<0.01袁***P<0.001遥
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图 6 芹菜素及其纳米制剂治疗显著缓解 DSS 诱导的急性 UC模型炎症表征
Fig.6 Treatment with apigenin and its nanoformulations significantly alleviated the inflammatory manifestations in the

DSS-induced acute UC model
注院A.实验流程渊第 0耀8 天灌胃给药冤曰B.体质量变化曰C.内镜及 MEICS 评分曰D.HE 染色渊伊100袁100 滋m冤及评分曰E.结肠长度曰F.活体成像
信号曰G.MPO 染色渊伊200袁50 滋m冤及对应的 MPO 阳性细胞定量分析曰H.RT-qPCR 检测促炎性渊IL-1茁尧IL-6尧TNF-琢冤和抗炎性细胞因子
渊IL-10冤水平变化曰I.ELISA 检测促炎性渊IL-1茁尧IL-6尧TNF-琢冤和抗炎性细胞因子渊IL-10冤水平变化遥 *P<0.05袁**P<0.01袁***P<0.001遥
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PANPs 和PEANPs 在两种 UC 模型中均优于游离芹

菜素袁支持了野小尺寸尧负电荷纳米颗粒可增强炎症

组织富集冶的观点[24-27]遥 从疗效趋势上看袁PEANPs 在
DSS 模型中的疗效似乎优于 PANPs袁而在口恶唑酮模

型中则未见此趋势遥 这一模型依赖性差异在纳米颗

粒的分布实验中也有所体现院DSS 模型中 PEANPs
富集高于 PANPs袁而口恶唑酮模型中则呈相反趋势遥
DSS 模型以上皮屏障广泛破坏和通透性增加为特

征袁有利于纳米颗粒在炎症部位渗透与滞留曰同时袁
PEANPs 中pH 敏感材料 ES100 可在结肠高 pH 环

境下溶解袁实现结肠靶向释放袁从而可能有利于其

局部富集并发挥作用遥 相比之下袁口恶唑酮模型炎症

相对局限袁主要表现为免疫细胞浸润袁PANPs 易被

活化的巨噬细胞和中性粒细胞摄取[31]遥 因此袁PANPs
在该模型中可能更易通过炎症细胞内吞实现局部富

集遥 综上袁PEANPs 的作用优越性可能源于其野pH 响

应释放+炎症靶向冶的双重机制袁该机制在炎症范围

更广的病理环境中可能发挥协同作用遥
上述纳米递药系统的野炎症靶向冶理念与中医治

疗 UC 的野靶向病所冶思想契合遥 UC 属中医学野泄泻冶
野痢疾冶范畴袁其病机多与脾虚湿盛尧湿热内蕴及气滞

血瘀相关[32]遥 芹菜素具有清热解毒尧抗炎作用袁纳米

递药系统则为其发挥药效提供了新的递送方式袁二

者在治疗理念上与中医学野直达病所冶思想具有一定

契合性遥
综上所述袁本研究构建的 PLGA/ES100 纳米递

送系统显著提高了芹菜素的生物利用度和抗 UC 效

果袁并在不同 UC 模型中表现出差异化优势袁为炎性

肠病的精准治疗提供了新的策略遥
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