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　 　 摘要:　 为探究聚乳酸￣羟基乙酸桑枝多糖(ＰＲ)纳米粒对脂多糖(ＬＰＳ)诱导小鼠十二指肠炎症的预防作用ꎬ本研究

以 ６０只 ８周龄 ＩＣＲ 小鼠为试验材料ꎬ以生理盐水灌胃和腹腔注射为对照(ＣＯＮ)ꎬ分别进行生理盐水灌胃＋ＬＰＳ 腹腔注射

(ＬＰＳ)、地塞米松腹腔注射＋ＬＰＳ 腹腔注射(ＤＥＸ)、聚乳酸￣羟基乙酸共聚物(ＰＬＧＡ)桑枝多糖纳米粒灌胃＋ＬＰＳ 腹腔注射

(ＰＲ)、桑枝多糖灌胃＋ＬＰＳ 腹腔注射(ＲＭＰ)、聚乳酸￣羟基乙酸灌胃＋ＬＰＳ 腹腔注射(ＰＬＧＡ)处理ꎬ处理 ６ ｈ 后ꎬ记录小鼠体

重变化ꎬ并进行疾病活动指数(ＤＡＩ)评分ꎬ检测血清和十二指肠中炎性因子白介素￣１β(ＩＬ￣１β)含量、肿瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣
α)含量、总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性、一氧化氮(ＮＯ)含量和丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎬ观察肠形态及肠

屏障变化ꎬ检测黏蛋白 ２(ＭＵＣ２)和闭合蛋白(Ｏｃｃｌｕｄｉｎ)ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎬ综合评价 ＰＲ 纳米粒对 ＬＰＳ 诱导十二指肠

炎症的预防作用ꎮ 结果显示ꎬ与对照(ＣＯＮ)相比ꎬＬＰＳ 处理小鼠腹泻明显ꎬＤＡＩ 指数极显著升高ꎬ小鼠体重极显著下降ꎻ小
鼠血清及十二指肠 ＩＬ￣１β 含量、ＴＮＦ￣α 含量和 ＮＯ 含量极显著升高ꎬ血清 Ｔ￣ＡＯＣ 和 ＳＯＤ 活性极显著降低ꎬＭＤＡ 含量极显

著升高ꎻ小鼠十二指肠形态结构异常ꎬ肠绒毛长度和隐窝深度降低ꎬ杯状细胞减少ꎻ小鼠十二指肠肠道 ＭＵＣ２ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
的 ｍＲＮＡ 相对表达水平极显著降低ꎮ 与 ＬＰＳ 处理相比ꎬＰＲ 处理及 ＲＭＰ 处理小鼠临床症状明显减轻ꎬ肠道组织结构紊乱

状况显著改善ꎬ炎性细胞因子分泌量降低ꎬ血清抗氧化能力提高ꎬ肠道 ＭＵＣ２ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 相对表达水平提高ꎬＬＰＳ
诱导的十二指肠炎症状况明显缓解ꎬ且 ＰＲ 纳米粒处理效果优于 ＲＭＰ 处理ꎮ 总之ꎬＰＬＧＡ 桑枝多糖纳米粒对 ＬＰＳ 诱导肠

炎具有较好的预防作用ꎬ可以作为抗肠炎的一种多糖类纳米粒候选药ꎮ
关键词:　 ＰＬＧＡꎻ 桑枝多糖ꎻ 脂多糖(ＬＰＳ)ꎻ 十二指肠ꎻ 肠炎
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ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＭＵＣ２ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｕｏｄｅｎａｌ ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ｗａｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ＲＭＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｉｎ ｃｏｎ￣
ｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＰＬＧＡ Ｒａｍｕｌｕｓ Ｍｏｒｉ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｈａｖｅ ａ ｇｏｏｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ
ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｄｒｕｇ ｆｏｒ ａｎｔｉ￣ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＰＬＧＡꎻ Ｒａｍｕｌｕｓ Ｍｏｒｉ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎻ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ (ＬＰＳ)ꎻ ｄｕｏｄｅｎｕｍꎻ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ

　 　 革兰氏阴性菌主要通过侵袭肠道黏膜、产生毒

素ꎬ进而引起动物肠道炎症ꎬ造成动物出现腹泻、免疫

力下降、营养不良等症状ꎬ严重者甚至死亡ꎬ是引发肠

炎的重要病原菌[１￣２]ꎮ 脂多糖(ＬＰＳ)是革兰氏阴性菌

感染时释放到宿主动物体内的主要毒性因子ꎮ ＬＰＳ
可介导免疫反应ꎬ引发肠道炎症[３￣４]ꎮ 腹腔注射 ＬＰＳ
可有效诱导小鼠(或其他动物)模型发生肠道炎症反

应ꎬ该过程不仅可以模拟革兰氏阴性菌入侵肠道固有

层后造成的肠炎ꎬ同时还可模拟由于机体自身免疫调

节紊乱导致的免疫应激造成的炎症反应[５]ꎮ 因此ꎬ腹
腔注射 ＬＰＳ 是模拟动物肠炎的理想造模方法ꎮ

桑枝多糖作为桑枝的主要有效活性成分ꎬ具有

调控免疫、抗炎、抗肿瘤及保护肾脏等多种活性功

能[６]ꎮ 但桑枝多糖是一种非淀粉类多糖ꎬ在动物体

内的吸收利用率较低ꎮ 为提高桑枝多糖在动物体内

的吸收利用效率ꎬ使用纳米粒载药是一种有效策略ꎮ
近年来ꎬ聚乳酸￣羟基乙酸共聚物(ＰＬＧＡ)因其优异

的生物相容性、可降解性及缓释性能ꎬ成为药物递送

系统的常用载体ꎬ广泛用于小分子药物、核酸及天然

活性成分的包载[７￣８]ꎮ 使用 ＰＬＧＡ 作为药物载体包

载桑枝多糖构建新型口服药剂ꎬ不仅可以解决桑枝

多糖在体内吸收利用率差和生物活性低等问题ꎬ还
可以提高桑枝多糖在体内靶向性ꎬ增强其疗效[９]ꎮ
ＰＬＧＡ 封装桑枝多糖可提高桑枝多糖在动物肠道中

的吸收效率ꎬ延长桑枝多糖在肠道的滞留时间ꎬ并借

助肠道黏膜对 ＰＬＧＡ 的黏附性促进桑枝多糖在肠道

病灶部位的富集[１０￣１１]ꎮ ＰＬＧＡ 封装桑枝多糖还可显

著提升桑枝多糖的生物利用度和抗炎效果ꎬ有效抑

制促炎因子并调节免疫细胞功能ꎬ展现其作为新型

抗炎纳米药物的治疗潜力[１２]ꎮ ＰＬＧＡ 与桑枝多糖

联合策略为天然多糖的高效利用和疾病防治提供了

新思路ꎬ但其在临床上的应用尚需进一步的药效学

和安全性评估ꎮ
本研究通过腹腔注射 ＬＰＳ 建立小鼠肠炎模型ꎬ

采用 ＰＬＧＡ 桑枝多糖(ＰＲ)纳米粒预防性灌胃的措

施ꎬ根据小鼠的疾病活动指数(ＤＡＩ)、病理生理学分

析及肠道蛋白表达水平等指标评估 ＰＲ 纳米粒对

ＬＰＳ 诱导的小鼠肠炎的缓解作用及预防机制ꎬ为 ＰＲ
纳米粒缓解肠炎的应用提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

９６.５％桑枝多糖购自杨凌慈缘生物技术有限公

司ꎬ批号 ＣＹ２００７０４ꎻ相对分子量１８ ０００的聚乳酸￣羟
基乙酸共聚物( ＰＬＧＡꎬ乳酸与羟基乙酸按摩尔比

３ ∶ １ 配制)购自济南岱罡生物科技有限公司ꎬ批号

２０２００６１７０９ꎻ泊洛沙姆 １８８ 购自上海源叶生物科技

有限公司ꎬ批号 Ｓ３０６９１ꎻＬＰＳ(批号 Ｓ１７３２)、ＮＯ 检测

１５３１张　 斌等:ＰＬＧＡ 桑枝多糖纳米粒预防脂多糖诱导小鼠十二指肠炎症的作用



试剂盒(批号 Ｓ００２１Ｓ)购自碧云天生物技术有限公

司ꎻ苏木精￣伊红(ＨＥ)染色试剂盒(ＢＨ０００１)、过碘

酸￣希夫(ＰＡＳ)染色试剂盒(ＢＨ０００３)购自武汉博尔

夫生物技术有限公司ꎻ 白细胞介素￣１β ( ＩＬ￣１β )
(ＥＫ２０１Ｂ)、 肿瘤坏死因子￣α ( ＴＮＦ￣α) ( ＥＫ２８２)
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自杭州联科生物技术股份有限

公司ꎻ总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)检测试剂盒(Ａ０１５￣２￣
１)、总超氧化物歧化酶(Ｔ￣ＳＯＤ)测定试剂盒(Ａ００１￣
３￣２)、丙二醛(ＭＤＡ)含量测定试剂盒(Ａ００３￣１￣２)购
自南京建成生物工程研究所ꎻ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试剂盒

(ＡＵＱ￣０１)购自北京全式金生物技术股份有限公司ꎮ
其余试剂均为分析纯ꎮ
１.２　 主要仪器

ＡＴＰＩＯ￣３０００Ｄ 超声波细胞破碎仪购自南京先欧

仪器制造有限公司ꎻＬＲ４０００ 旋转蒸发仪购自德国海

道尔夫公司ꎻＢｉｏＭａｔｅ ３Ｓ 分光光度计和 ＮａｎｏＤｒｏｐ
ＮＤ￣１０００ 分 光 光 度 计 购 自 美 国 赛 默 飞 公 司ꎻ
Ｈｙｄｒｏ２０００Ｍｕ 型粒径分析仪和 ＺＥＴＡ ＳＩＺＥＲ Ｎａｎｏ￣
ＺＳ９０ 激光粒度分析仪购自英国马尔文公司ꎻ８５￣１ 型

磁力搅拌器购自上海志威电器有限公司ꎻＴＤＬ￣８８０￣
２Ｂ 型离心机购自上海安亭科学仪器厂ꎻＵＶ￣２４５０ 紫

外可见分光光度计购自日本岛津公司ꎮ
１.３　 ＰＬＧＡ 桑枝多糖(ＰＲ)纳米粒的制备

参照文献[１２]的方法制备 ＰＲ 纳米粒ꎮ 称取

５０ ｍｇ 桑枝多糖溶解于 １ ｍＬ 超纯水中ꎬ充分溶解ꎻ
量取 １００ μＬ 桑枝多糖溶液ꎬ加入含有 ５０ ｍｇ ＰＬＧＡ
的 １􀆰 ２５ ｍＬ 二氯甲烷中ꎻ冰浴条件下ꎬ利用超声探头

超声处理 １ ｍｉｎꎬ以生成稳定的初乳ꎻ将获得的稳定

初乳注入含有 ８８ ｍｇ 丙二醇嵌段聚醚(Ｆ６８)的 １０
ｍＬ 超纯水中ꎬ冰浴条件下超声 ５ ｍｉｎꎬ以形成复乳ꎻ
室温条件下利用磁力搅拌的方式搅拌复乳ꎬ至复乳

中的二氯甲烷完全挥发ꎬ得到稳定的乳液ꎬ冻干后即

得 ＰＲ 纳米粒ꎮ
１.４　 动物分组与试验设计

６０ 只购自扬州大学比较医学研究院的 ８ 周龄

ＩＣＲ 小鼠[(２８±２) ｇ]适应性喂养 ７ ｄ 后ꎬ称重并随

机分为 ６ 组ꎬ每组８~１２ 只ꎬ分别进行生理盐水、０􀆰 １８
ｍｇ / ｍＬ地塞米松(ＤＥＸ)、１􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ ＰＬＧＡ 桑枝多

糖(ＰＲ)、１􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ桑枝多糖(ＲＭＰ)、１􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ
ＰＬＧＡ(ＰＬＧＡ)灌胃处理ꎮ 其中ꎬ２ 组为生理盐水灌

胃ꎮ 每天灌胃 １ 次ꎬ灌胃量均为 ０􀆰 ５ ｍＬꎬ连续 ７ ｄꎮ
第 ８ ｄ 称量小鼠体重ꎬ记为 Ｗ１ꎮ 称重后ꎬ２ 个生理

盐水灌胃处理组小鼠分别进行 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水腹

腔注射(ＣＯＮ)和 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ ＬＰＳ 腹腔注射

(ＬＰＳ)ꎬ其他灌胃处理小鼠统一进行 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６
ｍｇ / ｍＬ ＬＰＳ 腹腔注射ꎮ 注射后 ６ ｈ 对所有小鼠进行

称重ꎬ记为 Ｗ２ꎬ同时记录各组小鼠的临床表现和粪

便情况ꎮ 称重并记录后ꎬ采集各处理小鼠眼球血液ꎬ
分离血清后置于－２０ ℃备用ꎻ处死小鼠ꎬ采集各处理

小鼠十二指肠ꎬ一部分于－２０ ℃冻存ꎬ用于炎性因子

检测ꎻ另一部分置于 ４％多聚甲醛固定液中固定ꎬ用
于制作组织切片ꎮ
１.５　 肠炎疾病活动指数评分

参照文献[１３]的方法进行各处理小鼠疾病活

动指数(Ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬＤＡＩ)评分ꎮ 评分内容

包括体重减轻评分、粪便状态评分和粪便隐血评分ꎮ
其中ꎬ体重无减轻ꎬ计 ０ 分ꎬ体重减轻０.１％~ ５􀆰 ０％、
５.１％~１０􀆰 ０％、１０.１％~１５􀆰 ０％、１５􀆰 １％及以上分别计

１ 分、２ 分、３ 分、４ 分ꎻ粪便正常颗粒状ꎬ计 ０ 分ꎬ粪便

稍松软、中度松软、不成形、水样分别计 １ 分、２ 分、３
分、４ 分ꎮ 粪便隐血阴性ꎬ计 ０ 分ꎬ粪便隐血弱阳性、
阳性、强阳性、肉眼可见分别计 １ 分、２ 分、３ 分、４
分ꎮ ３ 者相加即为 ＤＡＩ 评分结果ꎮ
１.６　 十二指肠组织病理学检测

十二指肠组织经 ４％多聚甲醛固定液固定后ꎬ
用石蜡包埋ꎬ制作 ５ μｍ 厚切片ꎬ进行苏木精￣伊红

(Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)及过碘酸雪夫氏( Ｐｅｒｉｏｄｉｃ
ａｃｉｄ￣ＳｃｈｉｆｆꎬＰＡＳ)染色ꎬ采用 ＴＳ￣１００ 倒置显微镜(日
本尼康公司产品)进行十二指肠组织病理学观察ꎬ
并根据结肠水肿程度、损伤程度及隐窝脓肿程度进

行组织病理学评分和计算ꎮ
１.７　 小鼠十二指肠肠道组织及血清炎性因子检测

将冻存的十二指肠组织取出ꎬ迅速切下约 ０.１ ｇ
组织并称重ꎬ加入 ５００ μＬ １％苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)
溶液ꎬ充分研磨至无肉眼可见沉淀ꎮ 收集液体ꎬ
３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液于－８０ ℃冰箱保

存ꎮ 采集小鼠血液ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上

清液于－２０ ℃ 冰箱保存ꎮ 用 ＥＬＩＳＡ 法检测冰箱保

存的十二指肠组织上清液中 ＴＮＦ￣α 质量浓度、ＩＬ￣１β
质量浓度、ＮＯ 浓度及血清上清液中 ＴＮＦ￣α 质量浓

度、ＩＬ￣１β 质量浓度ꎮ
１.８　 小鼠血清氧化应激水平检测

参照超氧化物歧化酶( ＳＯＤ)、 总抗氧化能力

(Ｔ￣ＡＯＣ)、丙二醛(ＭＤＡ)试剂盒说明书ꎬ采用 Ｍｕｌｔｉ￣
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ｓｋａｎ ＦＣ 多功能酶标仪[赛默飞世尔(上海)仪器有

限公司产品]检测小鼠血清抗氧化应激水平ꎮ
１.９　 小鼠十二指肠紧密连接蛋白表达水平检测

取 ５０ ｍｇ 十二指肠组织ꎬ加入 １ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

研磨完全ꎬ离心取上清液ꎻ加入 ２００ μＬ 三氯甲烷ꎬ快
速振荡 １５ ｓ 混匀ꎬ室温静置 ５ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４
℃ 离心 １５ ｍｉｎꎻ将上层水相转移至微量离心管(德
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公 司 产 品)ꎬ 加 入 等 体 积 异 丙 醇ꎬ
－２０ ℃静置 ２ ｈꎻ再次离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清后加 １ ｍＬ
７５％乙醇ꎬ温和振荡悬浮沉淀ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃离心

５ ｍｉｎꎬ洗涤 ２ 次ꎬ弃上清ꎬ室温干燥后加入 １００ μＬ
焦碳酸二乙酯(Ｄｉｅｔｈｙｌ ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅꎬＤＥＰＣ)水解得

到小鼠十二指肠 ＲＮＡꎮ 取少量 ＲＮＡ 样品用 Ｎａｎｏ￣
Ｄｒｏｐ ＮＤ￣１０００ 分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎮ
参照 ＲＮＡ 反转录试剂盒 ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺Ⅱ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
(南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品)说明书

进行反转录ꎮ 将反转录得到的 ｃＤＮＡ 样品稀释 ５
倍ꎬ然后ꎬ参照 ｑＰＣＲ 试剂盒 ＣｈａｎｍＱＴＭ ＳＹＢＲ 􀅺
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(南京诺唯赞生物科技股份有限公

司产品)说明书进行加样ꎬ检测黏蛋白 ２(ＭＵＣ２)和
闭合蛋白(Ｏｃｃｌｕｄｉｎ)的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ
１.１０　 数据统计与分析

利用 ＳＰＳＳ １８.０ 进行处理间差异显著性分析ꎬ
在 ０􀆰 ０５、０􀆰 ０１ 和 ０􀆰 ００１ 水平上分析处理间的差异显

著性ꎮ 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同处理对小鼠临床表现及腹泻的影响

不同处理小鼠临床表现及腹泻情况如图 １ 所

示ꎮ 从图中可以看出ꎬＣＯＮ 处理小鼠粪便成形且湿

度适中ꎬ小鼠反应敏捷ꎬ背毛光泽ꎬ活动状态正常ꎮ
与 ＣＯＮ 处理相比ꎬＬＰＳ 处理小鼠腹泻症状明显ꎬ粪
便增多且多呈稀糊状ꎬ多数小鼠背腰弓起ꎬ背毛蓬

乱ꎬ反应迟钝ꎮ 与 ＬＰＳ 处理相比ꎬＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ 处

理小鼠腹泻程度较轻ꎬ可观察到部分成形的粪便ꎬ粪
便量较少ꎬ小鼠背毛比 ＬＰＳ 处理平顺光滑ꎬ反应敏

捷ꎬ呈弓背状小鼠数量减少ꎮ ＰＬＧＡ 处理小鼠腹泻

减轻ꎬ但其粪便仍然呈稀糊状ꎮ

ＣＯＮ:灌胃 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水 ７ ｄ＋腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水ꎻ ＬＰＳ:灌胃 ０􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水 ７ ｄ＋腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ脂多糖(ＬＰＳ)ꎻ
ＤＥＸ:腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 １８ ｍｇ / ｍＬ地塞米松 ７ ｄ＋腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻＰＲ:灌胃 ０􀆰 ５ ｍＬ １􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ聚乳酸￣羟基乙酸共聚物

(ＰＬＧＡ)桑枝多糖 ７ ｄ＋腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻＲＭＰ: 灌胃 ０􀆰 ５ ｍＬ １􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ桑枝多糖 ７ ｄ ＋腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ ＬＰＳꎻ
ＰＬＧＡ:灌胃 ０􀆰 ５ ｍＬ １􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ ＰＬＧＡ ７ ｄ＋腹腔注射 ０􀆰 ５ ｍＬ ０􀆰 ６ ｍｇ / ｍＬ ＬＰＳꎮ

图 １　 不同处理小鼠临床表现和腹泻程度

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｄｉａｒｒｈｅａ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２.２　 不同处理对小鼠体重和疾病活动指数(ＤＡＩ)
的影响

　 　 不同处理对小鼠体重及 ＤＡＩ 的影响如图 ２ 所

示ꎮ ＬＰＳ 注射前各处理小鼠体重无显著性差异

(图 ２Ａ) ꎮ 如图 ２Ｂ、图 ２Ｃ 所示ꎬ ＬＰＳ 注射 ６ ｈꎬ
ＬＰＳ 处理小鼠体重极显著低于 ＣＯＮꎬＤＡＩ 极显著

升高ꎮ ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ 处理小鼠体重显著或极显

著高于 ＬＰＳ 处理ꎬ分别比 ＬＰＳ 处理增加 ６􀆰 ７％、
５􀆰 ０％、３􀆰 ３％ꎻＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ 处理小鼠 ＤＡＩ 极显

著低于 ＬＰＳ 处理ꎮ ＰＲ 处理与 ＤＥＸ 处理小鼠体

重和 ＤＡＩ 无显著差异ꎬ说明这 ２ 个处理的预防效

果一致ꎮ

３５３１张　 斌等:ＰＬＧＡ 桑枝多糖纳米粒预防脂多糖诱导小鼠十二指肠炎症的作用



ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 见图 １ 注ꎮ ∗、∗∗分别表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)和差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬｎｓ 表示差异不显著ꎮ
图 ２　 不同处理小鼠体重和疾病活动指数(ＤＡＩ)变化

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ (ＤＡＩ) ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.３　 不同处理对小鼠十二指肠形态的影响

不同处理小鼠十二指肠形态如图 ３ 所示ꎮ 从图

中可以看出ꎬ对照(ＣＯＮ)小鼠十二指肠黏膜绒毛密

集且排列整齐ꎬ形态结构正常(图 ３Ａ１ 和图 ３Ａ２)ꎻ
ＬＰＳ 处理十二指肠出现明显损伤ꎬ肠绒毛断裂与脱

落、隐窝结构破坏ꎬ炎性细胞浸润 (图 ３Ｂ１ 和图

３Ｂ２)ꎻＤＥＸ、ＲＭＰ 处理十二指肠形态趋于完整(图
３Ｃ１、图 ３Ｃ２、图 ３Ｅ１、图 ３Ｅ２)ꎻＰＲ 处理小鼠十二指

肠黏膜层结构完整ꎬ肠绒毛整齐排列ꎬ未见绒毛脱

落ꎬ炎性细胞浸润减少(图 ３Ｄ１、图 ３Ｄ２)ꎻＰＬＧＡ 处

理小鼠十二指肠损伤明显(图 ３Ｆ１ 和图 ３Ｆ２)ꎮ 由图

３Ｇ、图 ３Ｈ 可以看出ꎬＬＰＳ 处理小鼠绒毛长度和隐窝

深度均极显著低于 ＣＯＮꎻＤＥＸ 处理、ＰＲ 处理、ＲＭＰ
处理小鼠十二指肠绒毛长度显著或极显著高于 ＬＰＳ
处理ꎻＤＥＸ 处理、ＰＲ 处理、ＲＭＰ 处理小鼠十二指肠

隐窝深度显著或极显著高于 ＬＰＳ 处理ꎬ其中ꎬＰＲ 处

理与 ＬＰＳ 处理的隐窝深度差异极显著ꎮ 上述结果

表明ꎬＰＲ 可缓解 ＬＰＳ 诱导的小鼠十二指肠损伤ꎮ

ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 见图 １ 注ꎮ ∗、∗∗、∗∗∗分别表示处理在 ０.０５、０.０１、０.００１ 水平上差异显著ꎮ
图 ３　 不同处理小鼠十二指肠形态学特征

Ｆｉｇ.３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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２.４　 不同处理对小鼠十二指肠和血清炎性因子的

影响

　 　 不同处理对小鼠十二指肠和血清中炎性因子的

影响如图 ４ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ与 ＣＯＮ 相比ꎬ
ＬＰＳ 处理小鼠十二指肠和血清中 ＩＬ￣１β 质量浓度和

ＴＮＦ￣α 质量浓度均极显著升高ꎬ十二指肠中 ＮＯ 浓

度亦极显著上升ꎬ说明 ＬＰＳ 能诱导小鼠十二指肠炎

症ꎻＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ 处理十二指肠中 ＴＮＦ￣α 质量浓

度和 ＮＯ 浓度及血清中 ＩＬ￣１β 质量浓度与 ＴＮＦ￣α 质

量浓度显著或极显著低于 ＬＰＳ 处理ꎬＰＲ、ＲＭＰ 处理

十二指肠中 ＩＬ￣１β 质量浓度亦显著或极显著低于

ＬＰＳ 处理ꎮ 上述结果说明ꎬＲＭＰ 处理可降低机体炎

性因子含量ꎬ经 ＰＬＧＡ 包封后的 ＲＭＰ 可进一步降低

十二指肠及血清中炎性因子水平ꎬ发挥明显的抗炎

作用ꎮ

ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 见图 １ 注ꎮ ＩＬ￣１β:白细胞介素 １βꎻＴＮＦ￣α:肿瘤坏死因子￣αꎮ ∗、∗∗、∗∗∗分别表示处理间在 ０.０５、０.０１、
０􀆰 ００１ 水平上差异显著ꎮ

图 ４　 不同处理小鼠十二指肠和血清炎性因子变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.５　 不同处理对小鼠血清氧化应激指标的影响

不同处理小鼠血清氧化应激指标的变化如图 ５
所示ꎮ 与 ＣＯＮ 相比ꎬＬＰＳ 处理小鼠血清中 Ｔ￣ＡＯＣ 和

ＳＯＤ 活性极显著降低ꎬ而 ＭＤＡ 含量极显著增加ꎬ说
明 ＬＰＳ 能诱导小鼠机体氧化应激的发生ꎮ 与 ＬＰＳ
处理相比ꎬＰＲ 处理和 ＲＭＰ 处理 Ｔ￣ＡＯＣ 和 ＳＯＤ 活性

显著或极显著增加ꎬＭＤＡ 含量极显著降低ꎬ而 ＤＥＸ
处理 Ｔ￣ＡＯＣ、ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量与 ＬＰＳ 处理均

无显著差异ꎮ 上述结果表明ꎬＲＭＰ 处理和 ＰＲ 处理

均可发挥抗氧化作用ꎬ防止机体氧化应激ꎬ其中 ＰＲ
处理效果更好ꎮ
２.６　 不同处理对小鼠十二指肠肠道屏障功能的影响

杯状细胞可分泌黏蛋白以阻止病原微生物

侵入肠道ꎬ杯状细胞的富集说明肠屏障功能完

整ꎮ 不同处理小鼠十二指肠 ＰＡＳ 染色结果如图

６ 所示ꎮ 十二指肠中杯状细胞阳性区域经 ＰＡＳ
染色后呈紫红色ꎬＣＯＮ 处理小鼠肠道黏膜上皮层

可见大量杯状细胞ꎬ且排列整齐(图 ６Ａ) ꎻＬＰＳ 处

理肠道黏膜层结构被破坏(图 ６Ｂ) ꎬ杯状细胞数

量和阳性细胞区域面积占比均极显著低于 ＣＯＮ
处理ꎬ表明 ＬＰＳ 处理能诱导十二指肠的肠道屏障

功能损伤ꎮ ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ 处理黏膜上皮层杯状

细胞数量和阳性细胞区域面积占比均极显著高

于 ＬＰＳ 处理ꎬ说明 ＤＥＸ、 ＰＲ、 ＲＭＰ 处理可减轻

ＬＰＳ 诱导的十二指肠肠道屏障功能的损伤ꎬ其中

ＰＲ 处理的预防效果最好ꎮ

５５３１张　 斌等:ＰＬＧＡ 桑枝多糖纳米粒预防脂多糖诱导小鼠十二指肠炎症的作用



ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 见图 １ 注ꎮ Ｔ￣ＡＯＣ:总抗氧化能力ꎻＳＯＤ:超氧化物歧化酶ꎻＭＤＡ:丙二醛ꎮ ∗、∗∗、∗∗∗分别表示处理间在

０.０５、０.０１、０.００１ 水平上差异显著ꎮ
图 ５　 不同处理小鼠血清氧化应激指标变化

Ｆｉｇ.５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｉｃｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 见图 １ 注ꎮ ∗∗、∗∗∗分别表示处理间在 ０.０１、０.００１ 水平上差异显著ꎮ
图 ６　 不同处理小鼠十二指肠 ＰＡＳ 染色结果

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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２.７　 不同处理对小鼠十二指肠黏蛋白及紧密连接

蛋白表达水平的影响

　 　 不同处理小鼠十二指肠黏蛋白 ＭＵＣ２ 及紧密连

接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平如图 ７ 所

示ꎮ ＬＰＳ 处理黏蛋白 ２(Ｍｕｃｉｎ ２ꎬＭＵＣ２)和闭合蛋

白(ＯｃｃｌｕｄｉｎꎬＯＣＬＮ)的 ｍＲＮＡ 相对表达水平极显著

低于 ＣＯＮꎬ说明 ＬＰＳ 处理破坏了肠道黏膜屏障ꎻ
ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ 处理十二指肠 ＭＵＣ２ 的 ｍＲＮＡ 相对

表达水平显著或极显著高于 ＬＰＳ 处理ꎮ ＰＲ 处理

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平总体上高于 ＤＥＸ、
ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 处理ꎬ表明 ＰＲ 处理能更有效地预防

ＬＰＳ 诱导的肠屏障损伤ꎮ

ＣＯＮ、ＬＰＳ、ＤＥＸ、ＰＲ、ＲＭＰ、ＰＬＧＡ 见图 １ 注ꎮ ∗、∗∗、∗∗∗分别表示处理间在 ０.０５、０.０１、０.００１ 水平上差异显著ꎮ
图 ７　 不同处理小鼠十二指肠 ＭＵＣ２ 蛋白和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的 ｍＲＮＡ 相对表达水平

Ｆｉｇ.７　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＵＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｄｕｏｄｅｎｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨 论

桑枝多糖是从桑树枝干中提取的一种多糖类化

合物ꎬ主要由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等单糖组成ꎬ
具有抗氧化、抗炎、降血糖、降血脂、增强免疫力等作

用[１４]ꎮ 作为一种大分子多糖ꎬ桑枝多糖经口服给药

后的生物利用率通常较低ꎬ且易受到肠道内酶的影

响而分解ꎬ因此摄入的多糖仅有少部分可被机体吸

收利用ꎬ影响其药效ꎮ 药物递送系统通过改善药物

溶解度和稳定性ꎬ可提高药物生物利用率ꎮ ＰＬＧＡ
纳米粒是一种生物可降解的共聚物和重要的药物递

送载体系统ꎬ具有良好的生物相容性和可降解性ꎬ因
而被广泛应用于药物递送领域[７￣８]ꎮ Ｍｏｒｅｌｌｉ 等[１０]研

究证实ꎬＰＬＧＡ 纳米粒可负载桑枝多糖ꎬ所制备的

ＰＲ 纳米粒在体外 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞炎症模型中

表现出良好的抗炎作用ꎮ 基于 ＰＲ 纳米粒的抗炎作

用ꎬ本研究采用溶剂挥发法制备获得 ＰＲ 纳米粒ꎬ并
利用 ＬＰＳ 构建小鼠十二指肠炎症模型ꎬ研究发现

ＬＰＳ 诱导的小鼠出现明显的弓背、体重下降、腹泻等

症状ꎬＤＡＩ 显著升高ꎬ这符合肠炎模型的临床表现ꎻ
ＰＲ 纳米粒预处理可减轻 ＬＰＳ 所致的小鼠体重降低

和 ＤＡＩ 升高ꎬ改善腹泻症状ꎬ说明 ＰＲ 纳米粒具有预

防十二指肠炎症作用ꎮ
ＬＰＳ 是一种具有强烈炎性刺激作用的物质ꎬ可

激活肠道黏膜炎性细胞ꎬ如单核细胞和巨噬细胞ꎬ并
促使其释放 ＩＬ￣１β 和 ＴＮＦ￣α 等炎性细胞因子ꎬ进而

引发炎症[１５]ꎮ ＭｃＧａｒｒｙ 等[１６]的研究结果表明ꎬ炎性

介质可促进组织中过氧化物和氧自由基集聚ꎬ过多

的氧自由基又可攻击细胞ꎬ诱导氧化应激ꎬ进一步介

导炎性介质释放ꎬ从而导致炎症反应恶性循环ꎮ 本

研究结果显示ꎬ与 ＣＯＮ 相比ꎬＬＰＳ 组小鼠血清和十

二指肠中 ＩＬ￣１β 质量浓度、ＴＮＦ￣α 质量浓度及十二

指肠中 ＮＯ 浓度极显著升高ꎬＴ￣ＡＯＣ 含量和 ＳＯＤ 活

性极显著降低ꎬＭＤＡ 含量极显著升高ꎻＰＲ 纳米粒预

处理可降低 ＬＰＳ 诱导的炎性细胞因子含量ꎬ提升血

清总抗氧化水平和 ＳＯＤ 活性ꎬ降低血清的 ＭＤＡ 含

量ꎬ这可能是 ＰＲ 纳米粒缓解十二指肠炎症的主要

途径ꎮ
Ｖａｎｃａｍｅｌｂｅｋｅ 等[１７]研究发现ꎬ肠道持续处于炎

性细胞浸润的状态可导致肠通透性增加ꎬ进一步破

坏肠道形态和屏障功能ꎮ 肠屏障功能的完整性对阻

止病原微生物入侵、预防肠道感染至关重要ꎮ 肠屏

障主要包括黏液屏障和机械屏障ꎮ ＭＵＣ２ 是杯状细

胞的主要分泌物ꎬ与杯状细胞共同构成肠道黏液屏

障ꎬ是抵御病原微生物入侵的首要防线ꎻ以 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白为主的紧密连接蛋白构成了肠道机械屏障ꎬ通
过连接肠道上皮细胞ꎬ形成紧密连接ꎬ防止有害物质

通过细胞间隙进入肠道黏膜[１８￣１９]ꎮ Ｈｅ 等[２０]的研究

７５３１张　 斌等:ＰＬＧＡ 桑枝多糖纳米粒预防脂多糖诱导小鼠十二指肠炎症的作用



结果表明ꎬＬＰＳ 处理可降低十二指肠肠绒毛长度和

隐窝深度ꎬ减少杯状细胞数量ꎬ并下调紧密连接蛋白

表达量ꎬ从而导致肠屏障功能受损ꎮ 本研究结果同

样表明ꎬ经 ＬＰＳ 处理后ꎬ小鼠十二指肠肠绒毛长度

和隐窝深度降低ꎬ杯状细胞数量极显著降低ꎬ且
ＭＵＣ２ 蛋白和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白的 ｍＲＮＡ 相对表达水平

均极显著低于对照(ＣＯＮ)ꎻＰＲ 和 ＲＭＰ 预处理均可

减轻 ＬＰＳ 引起的肠屏障功能损伤ꎬ其中 ＰＲ 处理的

预防效果更好ꎮ

４　 结 论

ＰＲ 纳米粒可通过降低炎性细胞因子分泌量和

减少氧化应激发生ꎬ从而保护十二指肠屏障功能ꎬ进
而缓解肠炎症状ꎮ ＰＲ 纳米粒可作为一种有效药物

预防和缓解 ＬＰＳ 所致的肠道炎症ꎮ
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