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摘要:构建了一种基于松果菊苷(ＥＣＨ)和葡萄糖酸亚铁(ＦＧ)的超分子自组装纳米粒ꎬ直径为 １００ ｎｍ 左右ꎮ 采用透析袋法

评估释药性能、采用 ＡＢＴＳ 和 ＤＰＰＨ 自由基清除实验评价抗氧化能力ꎬ通过谷氨酸诱导的 ＨＴ２２ 细胞模型及 ＣＣＫ－８ 法评估神经

元保护作用ꎮ 结果表明ꎬ该纳米粒释药表现出 ｐＨ 响应性、较强的抗氧化能力、良好的氧化损伤保护效果ꎮ 综上ꎬ自组装纳米粒

的构建使得 ＥＣＨ 的生物活性显著提高ꎮ
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　 　 松果菊苷(ｅｃｈｉｎａｃｏｓｉｄｅꎬＥＣＨ)是一种苯乙醇苷

类化合物ꎬ最早在紫锥菊的根茎中发现ꎮ 目前ꎬ松果

菊苷已在肉苁蓉、玄参、地黄等中药中发现ꎬ２０２０ 年

版«中国药典»也将其作为肉苁蓉的质量控制指标ꎮ
在管花肉苁蓉中ꎬ松果菊苷的含量高达 ３０％[１－２]ꎮ
研究表明ꎬ松果菊苷具有神经保护、抗炎、抗氧化、抗
病毒、心脏活性等广泛的药理活性[３－４]ꎬ且松果菊苷

在神经系统疾病的治疗中展现出具有临床应用潜

力[５]ꎮ 但其属于极微溶性药物ꎬ脂溶性差[６]ꎬ而且

体内容易代谢[７－８]ꎬ稳定性不佳ꎬ导致口服吸收生物

利用度低(０􀆰 ８３％) [９]ꎮ
超分子组装是由非共价键组合成的多分子基

团ꎬ它可简单到由两个或者多个分子组成ꎬ可以是球

形、棒形或片状ꎬ其尺寸范围从纳米到微米ꎮ 在超分

子化学领域里“自组装”犹如分子化学中的“合成”
一样ꎬ通过超分子组装构成具有特定性能的有序超分

子聚集体ꎬ得到一系列的新材料ꎬ这些聚集体保持一

定的完整性ꎬ并具有明确的微观结构与宏观特性[１０]ꎮ
神经退行性疾病是以神经元受损、变性、异常蛋

白质堆积为主要病理特征的年龄相关性疾病[１１]ꎮ
病理机制包括神经炎症反应、氧化应激[１２] 以及活性

氧的大量产生和抗氧化剂生成减少导致的氧化应激

损伤[１３]ꎬ使用抗氧化剂则有利于阻止疾病进展[１４]ꎮ
ＥＣＨ 作为一种潜在的抗神经退行性疾病药物ꎬ在减

少活性氧的产生和抗氧化方面备受关注ꎬ然而 ＥＣＨ
在药物递送方面的效果仍不理想ꎮ 超分子自组装纳

米粒是一个理想的选择ꎬ选用合适的金属离子可以

充当分子自组装的桥梁ꎬ形成无机结构自组装体ꎮ

􀅰２４１􀅰
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Ｂｉｊｌｓｍａ 等[１５]研究发现ꎬ含有儿茶酚结构的类黄酮

化合物可与铁离子产生络合反应ꎮ ＥＣＨ 含有两个

邻苯二酚结构ꎬ内、外侧的邻苯二酚都可以作为螯合

位点驱动邻苯二酚与铁离子的配位ꎬ构建超分子自

组装“铁－邻苯二酚”网络结构ꎬ实现 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分

子自组装体的构建ꎮ
基于以上研究背景ꎬ本研究旨在构建 ＥＣＨ＠ ＦＧ

超分子自组装纳米粒ꎬ优化其物理化学性质ꎬ并系统

考察其抗氧化功能和神经保护作用ꎮ

１　 实验材料与方法

１􀆰 １　 实验材料与设备

１􀆰 １􀆰 １　 实验材料

松果菊苷标准品(批号:Ｂ２１２０９ꎬ上海源叶生物

科技有限公司)ꎻ甲醇(批号:Ｍ６６００ꎬＨＰＬＣ 级ꎬ北京

伊诺凯科技有限公司)ꎻ乙醇(色谱纯ꎬ福晨(天津)
化学试剂有限公司)ꎻ磷酸(批号:Ｎｏ.１８０６ꎬ北京化

工厂)ꎻ丙酮(批号:Ｎｏ.１１５１ꎬ北京化工厂)ꎻ乙酸乙

酯(批号:Ｎｏ.１８４１ꎬ北京化工厂)ꎻ石油醚(批号:Ｎｏ.
１１５６ꎬ北京化工厂)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 实验仪器

ＤＴ５－４Ｂ 低速台式离心机ꎬ北京时代北利离心

机有限公司ꎻＳＬ－２００ 高速多功能粉碎机ꎬ浙江省永

康市松青五金厂ꎻ９９－ＩＩＤＮ 超声波细胞粉碎机ꎬ宁波

新芝生物科技股份有限公司ꎻＷａｔｅｒｓ２６９５ｅ 高效液相

色谱仪(ＨＰＬＣ)ꎬ美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司ꎻＮｉｃｏｌｅｔｉＳ１０ 傅里

叶变换红外光谱仪(ＦＴ－ＩＲ)ꎬ美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公

司ꎻＢｒｕｋｅｒＳｅｎｔｅｒｒａ 拉曼光谱仪ꎬ德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司ꎻ
ＪＥＭ－２１００ 透射电子显微镜(ＴＥＭ)ꎬ日本 ＪＥＯＬ 公

司ꎻＳＵ８０１０ 扫描电子显微镜(ＳＥＭ)ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公
司ꎻ９０ｐｌｕｓ 动态光散射仪(ＤＬＳ)ꎬ美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ
仪器公司ꎻ９０ｐｌｕｓＺｅｔａ 电位仪ꎬ美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ 仪

器公司ꎮ
１􀆰 ２　 松果菊苷含量检测

通过高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)定量分析 ＥＣＨ
的含量ꎬ色谱条件如下:使用 ＳＨＩＭＡＤＺＵ Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ
ＧＩＳＴ Ｃ１８ 色谱柱(４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ)ꎬ流动相为甲醇

与 ０􀆰 １％磷酸水溶液梯度混合ꎬ梯度条件为:０~１７ ｍｉｎ
体积比为 ２６􀆰 ５ / ７３􀆰 ５ꎬ１７ ~ ２７ ｍｉｎ 体积比为 ２９􀆰 ５ /
７１􀆰 ５ꎮ 检测波长设定为 ３３０ ｎｍꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ
柱温为 ３５℃ꎬ进样量为 １０ μＬꎬ样品经 ０􀆰 ４５ μｍ 尼龙

滤膜过滤后用于 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
１􀆰 ３　 ＥＣＨ＠ＦＧ 超分子纳米粒的制备

用 ３０％甲醇配制 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＣＨ 储备液ꎬ纯化

水配制 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖酸亚铁(ＦＧ)储备液ꎬ用
ＨＣｌ 和 ＮａＯＨ 溶液调整 ｐＨꎮ

将 ＥＣＨ 和 ＦＧ 溶液稀释至 １ ｍｍｏｌ / ＬꎬＥＣＨ 的

ｐＨ 控制在 ５􀆰 ０~６􀆰 ０ꎬ最终稀释液体积为 １０ ｍＬꎮ 在

９ ｍＬ ＥＣＨ 稀释液中缓慢加入 ３ ｍＬ ＦＧ 稀释液并迅

速振荡混匀ꎬ将反应体系在 ４０℃、转速为 １００ ｒ / ｍｉｎ
的条件下加热 ３０ ｍｉｎꎬ产物透析、冷冻干燥后得到

ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子冻干粉ꎮ
１􀆰 ４　 超分子纳米粒的表征

粒径与多分散系数(ＰＤＩ):将样品稀释至 １ ｍｇ / ｍＬ
后ꎬ２５℃条件下用动态光散射(ＤＬＳ)技术测定纳米

粒的平均粒径和 ＰＤＩꎬ测量 ３ 次取平均值ꎮ
Ｚｅｔａ 电位:２５℃条件下用电泳光散射法测定 Ｚｅｔａ

电位ꎬ样品浓度为 １ ｍｇ / ｍＬꎬ电泳液为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 溶液ꎮ

形态学观察:ＴＥＭ 样品以 １ ｍｇ / ｍＬ 的浓度滴加

在铜网格上ꎬ负染处理后在 ２００ ｋＶ 下观察ꎻＳＥＭ 样

品经过喷金处理后在 １０ ｋＶ 电压下进行观察ꎮ
红外和拉曼光谱表征:傅里叶变换红外光谱

(ＦＴ－ＩＲ)测定范围为 ４００ ~ ４ ０００ ｃｍ－１ꎬ样品为干粉

形式ꎬ使用 ＫＢｒ 压片法制备ꎮ 拉曼光谱的检测波长

为 １ ０６４ ｎｍꎬ扫描范围为 ２００~４ ０００ ｃｍ－１ꎬ样品浓度

为 １ ｍｇ / ｍＬꎮ
１􀆰 ５　 释药性能

以体积分数为 １０％的磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)调节

缓冲液至不同 ｐＨ(７􀆰 ５、７、６􀆰 ５、６ 和 ５􀆰 ５)ꎬ模拟正常

血液环境、微酸性环境ꎬ将 ２ ｍＬ ＥＣＨ＠ ＦＧ 溶液置于

密封的纤维透析袋(８~１４ ｋＤａ)中ꎬ透析袋置于 ２００ ｍＬ
不同 ｐＨ 的缓冲液中ꎬ在 ３７℃下以 １４５ ｒ / ｍｉｎ 的转速

搅拌释放ꎮ 在特定时间点(０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２、４、６、８、
１２、１６、２４、３６、４８ ｈ)取出 ２００ μＬ 透析液样品检测

其中 ＥＣＨ 含量ꎬ并尽快补回等体积缓冲液以维持

介质的体积ꎬ绘制体外释放曲线ꎮ 采用式(１)计算

释放度:

释放度 ＝ [(ＣｉＶｎ ＋ Ｖｎ∑
ｎ－１

ｉ－１
Ｃｎ) / Ｍ] × １００％ (１)

式中:Ｍ 为样品透析总投料量ꎬｍｇꎻＣ ｉ 为每次所取样

品浓度ꎬｍｇ / ｍＬꎻＶｎ 为每次取出样品的体积ꎬｍＬꎮ
１􀆰 ６　 抗氧化

１􀆰 ６􀆰 １　 １ꎬ１－二苯基－２－三硝基苯肼(ＤＰＰＨ)自由基

清除能力测定

以维生素 Ｃ 为阳性对照ꎬ分别配制浓度为

０􀆰 ０６２ ５、０􀆰 １２５、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ ｍｇ / ｍＬ 的 ＥＣＨ 溶液

和 Ｖｃ 标准液ꎬ再配制 １００ ｍＬ ０􀆰 ００４％ ＤＰＰＨ 的甲醇
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溶液ꎬ取 ２００ μＬ 甲醇溶液与 ６００ μＬ ＤＰＰＨ 混合均

匀ꎬ吸光值记录为 Ａ 空白ꎻ取 ２００ μＬ 管花肉苁蓉提

取液、Ｖｃ 标准液与 ６００ μＬ 甲醇溶液混合均匀ꎬ吸光

度记录为 Ａ 对照ꎮ 将甲醇溶液替换为 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ
其余同对照组ꎬ吸光度记录为 Ａ 样品ꎬ以上样品混

匀并避光反应 ３０ ｍｉｎ 后在 ５１７ ｎｍ 处测量吸光度

值ꎬ测量时每组设 ３ 个平行ꎬ取均值ꎮ 按式(２)计算

ＤＰＰＨ 清除率:
自由基清除率 ＝

[１ － (Ａ样品 － Ａ对照) / Ａ空白] × １００％ (２)

１􀆰 ６􀆰 ２　 ２ꎬ２′－联氮－双(３－乙基苯并噻唑啉－６－磺

酸)(ＡＢＴＳ)阳离子自由基清除能力测定

将 ６ ｍｇ ＡＢＴＳ 溶解于 １􀆰 ６ ｍＬ 纯化水中ꎬ将

２ ｍｇ 过硫酸钾溶解于 ３ ｍＬ 纯化水中ꎬ各取 ３００ μＬ
混合均匀ꎬ避光反应 ６ ｈ 后稀释 ３５ 倍即为 ＡＢＴＳ 工

作液ꎮ 待测样品浓度同 １􀆰 ６􀆰 １ꎬ以 Ｖｃ 为阳性对照ꎬ
取 ２００ μＬ ＡＢＴＳ 工作液与 １０ μＬ ＰＢＳ 混合均匀ꎬ吸
光值记录为 Ａ 空白ꎻ取 ２００ μＬ 纯化水ꎬ与 １０ μＬ
ＥＣＨ 和 Ｖｃ 标准液混合均匀ꎬ吸光度记录为 Ａ 对照ꎻ
用 ＡＢＴＳ 工作液替换纯化水ꎬ其余同对照组ꎬ吸光度

记录为 Ａ 样品ꎬ以上样品混匀并避光反应 ３０ ｍｉｎ 后

在 ５４０ ｎｍ 测量吸光度值ꎮ ＡＢＴＳ 清除率计算公式同

式(２)ꎮ
１􀆰 ７　 神经元保护

１􀆰 ７􀆰 １　 细胞活力检测

检测谷氨酸氧化损伤模型中 ＨＴ２２ 细胞活力ꎬ
取对数生长期的 ＨＴ２２ 细胞ꎬ以每孔加入 ６×１０３ 个

细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ培养 ２４ ｈ 细胞贴壁生长后

对照组和模型组更换培养基ꎬ样品组加入含有 １００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＣＨ、ＥＣＨ＠ ＦＧ 的培养基预处理 ４ ｈꎬ然后

将模型组和样品组中加入 １５ ｍｍｏｌ / Ｌ 谷氨酸处理

４ ｈꎬＣＣＫ－８ 法检测细胞活力(ｎ＝ ６)ꎮ
１􀆰 ７􀆰 ２　 ＳＯＤ、ＭＤＡ 含量检测

检测 ＨＴ２２ 细胞中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、丙
二醛(ＭＤＡ)水平ꎮ 按照细胞活力检测实验中方法

处理对照组、模型组、样品组ꎬ以试剂盒中方法加入

ＳＯＤ、ＭＤＡ 工作液ꎬ在 ４５０ ｎｍ 下检测样品中 ＳＯＤ 含

量ꎻ在 ５３２ ｎｍ 下检测 ＭＤＡ 吸光度值ꎬ根据牛血清白

蛋白(ＢＳＡ)标准曲线计算 ＭＤＡ 含量(ｎ＝ ３)ꎮ

２　 实验结果与讨论

２􀆰 １　 超分子自组装纳米粒的制备和优化

２􀆰 １􀆰 １　 ｐＨ 对自组装的影响

ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒自组装过程中ꎬ不同的

ｐＨ 环境会影响络合效果ꎮ 观察 ＥＣＨ＠ ＦＧ 纳米粒

在不同 ｐＨ 下的颜色发现ꎬｐＨ 为 ３ 时溶液无色透

明ꎬｐＨ 升至 ５ 左右时溶液呈灰绿色ꎬ当 ｐＨ 在 ７ ~ ９
时溶液呈深灰色ꎬ当 ｐＨ>９ 时溶液变为红棕色ꎬ过程

中无沉淀产生(图 １)ꎮ

图 １　 不同 ｐＨ 条件下 ＥＣＨ＠ ＦＧ 溶液的颜色变化

这表明 ＥＣＨ＠ ＦＧ 自组装过程受 ｐＨ 调控ꎬ在
ｐＨ>５ 时 ＥＣＨ 开始与铁离子络合ꎬ形成不同形态的

超分子自组装体ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 加热时间对自组装的影响

本实验考察了体系在 ４０℃ 时不同加热时间对

ＥＣＨ＠ ＦＧ 纳米粒的影响ꎮ
表 １　 不同加热时间下 ＥＣＨ＠ＦＧ 纳米粒的粒径和 ＰＤＩ

加热时间 / ｈ 粒径 / ｎｍ ＰＤＩ

０􀆰 ５ １２０􀆰 ４ ０􀆰 ２３

１􀆰 ０ １０８􀆰 ９ ０􀆰 ２０

２􀆰 ０ １０７􀆰 ５ ０􀆰 １８

４􀆰 ０ １０７􀆰 ２ ０􀆰 １６

２４􀆰 ０ １０７􀆰 ０ ０􀆰 １３

从表 １ 中可知ꎬ随着加热时间的延长ꎬＥＣＨ＠
ＦＧ 纳米粒的粒径逐渐减小ꎬＰＤＩ 值趋于降低ꎬ表明

其分散性得到改善ꎮ 在加热 ２４ ｈ 的条件下ꎬＥＣＨ＠
ＦＧ 纳米粒的 ＰＤＩ 最小ꎬ表明此时的纳米粒具有良好

的稳定性和均匀性ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 ＥＣＨ 与 ＦＧ 比例对自组装的影响

通过改变 ＥＣＨ 与 ＦＧ 的摩尔比ꎬ探究了其对超

分子自组装效果的影响(表 ２)ꎮ
表 ２　 不同 ＥＣＨ 与 ＦＧ 比例对自组装纳米粒

吸光度的影响

ＥＣＨ ∶ＦＧ 最大吸光度 吸光度峰位移 / ｎｍ

１ ∶１ ０􀆰 ４５ ３３０

２ ∶１ ０􀆰 ５３ ３４０

５ ∶３ ０􀆰 ６０ ３６０

１０ ∶３ ０􀆰 ７２ ３８０

５ ∶４ ０􀆰 ８５ ３８３
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　 　 当 ＥＣＨ 与 ＦＧ 比例为 ５ ∶４时吸光度达到最大ꎬ
吸光度峰位移至 ３８３ ｎｍꎬ表明此时的纳米粒结构最

为稳定ꎬ络合作用最强ꎮ
综上ꎬＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子自组装纳米粒的最佳自

组装条件为: ｐＨ ＝ ９􀆰 ５ꎬ ＥＣＨ 与 ＦＧ 比例为 ５ ∶ ４ꎬ
４０℃ꎬ加热时间为 ２４ ｈꎮ 该条件下形成的纳米粒具

有良好的稳定性和均匀性ꎬ络合反应充分且结构

紧密ꎮ
２􀆰 ２　 ＥＣＨ＠ＦＧ 超分子纳米粒的表征

２􀆰 ２􀆰 １　 粒径与多分散系数

用 ＤＬＳ 对 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒的粒径和

ＰＤＩ 进行测定(表 ３)ꎮ
表 ３　 ＥＣＨ＠ＦＧ 超分子纳米粒的粒径检测

ＥＣＨ ∶ＦＧ 粒径 / ｎｍ ＰＤＩ

２ ∶１ ２６５􀆰 ８２ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０４

３ ∶２ ２７０􀆰 ５５ ０􀆰 １９±０􀆰 ０７

５ ∶４ １０７􀆰 ０１ ０􀆰 １３±０􀆰 ０１

１ ∶１ ３６２􀆰 ７８ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０７

１ ∶５ ０􀆰 ２８ ０􀆰 ５３±０􀆰 ４７

当 ＥＣＨ ∶ＦＧ 为５ ∶４时粒径为 １０７ ｎｍꎬ即大部分

颗粒尺寸集中在该范围内ꎬ表明该纳米粒具有良好

的粒径均一性和较低的分散性ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｚｅｔａ 电位

用 Ｚｅｔａ 电位分析 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒的表

面电荷特性ꎬ结果为(６􀆰 ７３±１􀆰 ５５)ｍＶꎬ说明其在溶

液中的稳定性较好ꎮ Ｚｅｔａ 电位的正电性表明铁离子

与 ＥＣＨ 的成功络合ꎬ这有助于提升体系的稳定性并

防止颗粒聚集ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 形态学观察

为进一步确认 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒的形

态ꎬ利用 ＴＥＭ 和 ＳＥＭ 对其微观结构进行观察(图 ２)ꎮ

(ａ)ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子

纳米粒的 ＴＥＭ 图

(ｂ)ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子

纳米粒的 ＳＥＭ 图

图 ２　 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒的 ＴＥＭ 和 ＳＥＭ 图像

ＴＥＭ 图像显示ꎬＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒呈现

出均匀的球形结构ꎬ颗粒尺寸约为 １００ ｎｍꎬ且具有

良好的分散性ꎬ进一步验证了 ＤＬＳ 中的粒径结果ꎮ

ＳＥＭ 图像展示了纳米粒的表面形态ꎬ可以看出

颗粒表面光滑ꎬ显示出良好的形态一致性ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 红外和拉曼光谱

用 ＦＴ－ＩＲ 和拉曼光谱对纳米粒进行分析ꎬ以验

证 ＥＣＨ 与 ＦＧ 之间的金属螯合作用(图 ３)ꎮ

１—ＥＣＨ＠ ＦＧꎻ２—ＦＧꎻ３—ＥＣＨ
(ａ)ＦＴ－ＩＲ 光谱图

１—ＥＣＨ＠ Ｆｅꎻ２—ＥＣＨ＠ ＦＧꎻ３—ＦＧꎻ４—ＥＣＨ
(ｂ)拉曼光谱图

图 ３　 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒的光谱图

ＦＴ－ＩＲ 光谱展示了 １ ６００ ｃｍ－１处的振动峰从未

络合的状态向络合后的单峰转变ꎬ支持了铁离子与

ＥＣＨ 的结合ꎮ
拉曼光谱图中ꎬ在 ５６６ ｃｍ－１和 ６３３ ｃｍ－１处出现

了明显的特征峰ꎬ验证了金属－苯二酚配位作用的

存在ꎬ进一步说明了超分子纳米粒的成功构建ꎮ
２􀆰 ３　 ｐＨ 响应性释药行为

ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒在不同 ｐＨ 条件下的

释药行为是评估其药物递送系统有效性的重要方

面ꎬ本部分对此进行了系统的研究(图 ４)ꎮ

１—ｐＨ＝ ５􀆰 ５ꎻ２—ｐＨ＝ ６ꎻ３—ｐＨ＝ ６􀆰 ５ꎻ４—ｐＨ＝ ７ꎻ５—ｐＨ＝ ７􀆰 ５

图 ４　 不同 ｐＨ 条件下 ＥＣＨ＠ ＦＧ 纳米粒的

体外释药曲线
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结果表明ꎬＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒在不同 ｐＨ
条件下表现出显著的释药速率差异ꎬ其在 ｐＨ ＝ ５􀆰 ５
时的释药速率为 ４􀆰 ４１％ / ｈꎬ １６ ｈ 累计释放量为

７０􀆰 ５２％ꎬ４８ ｈ 累计释放量为 ８５􀆰 １６％ꎮ 而随着 ｐＨ
的逐渐增加ꎬ当 ｐＨ＝７􀆰 ５ 时ꎬ释药速率只有 １􀆰 ６５％ / ｈꎬ
１６ ｈ 和 ４８ ｈ 累计释放量也只有 ３０􀆰 ３２％和 ５０％ꎮ 说

明体系的释药速率和累计释放量随着 ｐＨ 的降低而

显著增加ꎬ体系在较低 ｐＨ 中释药速度较快ꎬ而在中

性或弱碱性下释药速度明显减慢ꎬ体现了其在酸性

环境中的敏感性和释药潜力ꎮ
２􀆰 ４　 抗氧化活性评价

通过多种自由基清除实验系统评估 ＥＣＨ＠ ＦＧ
纳米粒的抗氧化能力ꎬ以探索其在氧化应激相关疾

病中的保护作用ꎮ
２􀆰 ４􀆰 １　 ＡＢＴＳ 自由基清除能力测定

ＡＢＴＳ 自由基在氧化剂作用下生成的绿色自由

基阳离子 ＡＢＴＳ＋ 可以被抗氧化剂还原ꎬ从而褪色ꎮ
图 ５ 显示了 ＥＣＨ、ＥＣＨ＠ ＦＧ 与标准抗氧化剂 Ｖｃ 的

自由基清除能力曲线ꎮ

１—Ｖｃꎻ２—ＥＣＨꎻ３—ＥＣＨ＠ ＦＧ

图 ５　 ＥＣＨ＠ ＦＧ 纳米粒在 ＡＢＴＳ 自由基清除

实验中的活性曲线

随着样品浓度的增加ꎬＥＣＨ 和 ＥＣＨ＠ ＦＧ 均表

现出较强的自由基清除能力ꎮ 根据各样品的 ＩＣ５０值

(半数抑制浓度)ꎬ相较于 Ｖｃ 的 ０􀆰 ０１４ ｍｇ / ｍＬꎬＥＣＨ
和 ＥＣＨ＠ ＦＧ 的 ＩＣ５０分别为 ０􀆰 ０２５ ｍｇ / ｍＬ 和 ０􀆰 ０３２ ８
ｍｇ / ｍＬꎬ表明 ＦＧ 的存在对 ＥＣＨ 的抗氧化能力没有

显著影响ꎬＥＣＨ＠ ＦＧ 纳米粒具备较强的自由基清除

能力ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＤＰＰＨ 自由基清除能力测定

通过 ＤＰＰＨ 自由基清除实验确认 ＥＣＨ＠ ＦＧ 纳

米粒的抗氧化能力(图 ６)ꎮ
随着样品浓度的增加ꎬ各样品均表现出较高的

ＤＰＰＨ 自由基清除能力ꎮ 根据各样品的 ＩＣ５０值ꎬ相
较于 Ｖｃ 的 ０􀆰 ０１２ ｍｇ / ｍＬꎬＥＣＨ 和 ＥＣＨ＠ ＦＧ 的 ＩＣ５０

分别为 ０􀆰 ０２ ｍｇ / ｍＬ 和 ０􀆰 ０２８ ｍｇ / ｍＬꎬ这表明 ＥＣＨ＠
ＦＧ 纳米粒在保护 ＥＣＨ 抗氧化活性的同时ꎬ也有效

　 　 　 　 　 　 　

１—Ｖｃꎻ２—ＥＣＨꎻ３—ＥＣＨ＠ ＦＧ

图 ６　 ＥＣＨ＠ ＦＧ 纳米粒在 ＤＰＰＨ 自由基清除

实验中的活性曲线

地发挥了自由基清除作用ꎬ表明其具有显著的抗氧

化潜力ꎮ
２􀆰 ５　 神经元保护作用

通过考察 ＥＣＨ＠ ＦＧ 在谷氨酸诱导的 ＨＴ２２ 细

胞氧化损伤模型中的神经保护效果ꎬ探讨其在抗氧

化应激和减少细胞凋亡方面的作用机制ꎮ
２􀆰 ５􀆰 １　 细胞活力检测

采用 ＣＣＫ－８ 法检测不同处理组的细胞活力ꎬ评
估 ＥＣＨ 和 ＥＣＨ＠ ＦＧ 对氧化损伤的保护效果(图 ７)ꎮ

图 ７　 ＥＣＨ＠ ＦＧ 和 ＥＣＨ 对 ＨＴ２２ 细胞

活力的影响

ＨＴ２２ 细胞在谷氨酸处理后发生氧化损伤ꎬ细胞

活力显著降低ꎻ而 ＥＣＨ、ＥＣＨ＠ ＦＧ 通过与 ＨＴ２２ 细

胞共培养增强细胞活力ꎬ与模型组相比差异显著ꎮ
表明 ＥＣＨ＠ ＦＧ 具有良好的神经保护作用ꎬ能显著

减轻谷氨酸诱导的细胞氧化损伤ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２　 ＳＯＤ、ＭＤＡ 含量检测

为进一步验证 ＥＣＨ＠ ＦＧ 的神经保护作用ꎬ测
定了 ＨＴ２２ 细胞中 ＳＯＤ 的活性和 ＭＤＡ 的含量ꎮ

图 ８ 显示了不同处理组的 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含

量ꎮ ＥＣＨ＠ ＦＧ 组的 ＳＯＤ 活性相较于模型组有所恢

复ꎬＭＤＡ 含量相较于模型组显著降低ꎬ显示出更强

的抗氧化能力ꎬ进一步证明了其对细胞的保护作用ꎮ
本实验说明 ＥＣＨ＠ ＦＧ 通过增强细胞的抗氧

化防御和减少氧化损伤ꎬ在神经保护中发挥了重

要作用ꎮ
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(ａ)ＳＯＤ 水平 (ｂ)ＭＤＡ 水平

图 ８　 ＥＣＨ＠ ＦＧ 和 ＥＣＨ 对 ＨＴ２２ 细胞中

ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 水平的影响

３　 结论

ＥＣＨ 在动物实验中表现出较快的代谢速度[１６]ꎬ
绝对生物利用度仅为 ０􀆰 ８３％[９]ꎬ这极大地限制了

ＥＣＨ 的利用、开发ꎮ 此外ꎬ因 ＥＣＨ 极性较强ꎬ可溶

于水和有机试剂ꎬ导致两亲性磷脂对其包封能力较

差ꎬ面临载药量低、包封率低的问题[１７－１８]ꎮ 本论文

引入 ＦＧ 作为络合桥梁ꎬ通过调控 ｐＨ 实现超分子自

组装ꎬ所构建 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子纳米粒呈现网格状

分布ꎬ研究表明超分子自组装体可通过形成实体结

构保护药物完整性ꎬ从而提高生物利用度[１９]ꎮ 此

外ꎬ铁离子作为人脑必需的微量元素ꎬ通过 ＴｆＲ－１
转运至中枢神经系统ꎻＺｈａｏ 等[２０] 通过 ＨＦｎ 包载氧

化铁等药物且显著增强了包载药物的 ＢＢＢ 透过能

力ꎬ而 ＨＦｎ 与人体内 Ｔｆ 共用 ＴｆＲ－１ 通路ꎬ这为 ＥＣＨ＠
ＦＧ 超分子通过引入铁离子ꎬ增强 ＥＣＨ 功效提供了

理论支持ꎮ
ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子通过自组装完成样品制备ꎬ通

过单因素实验优化自组装工艺条件ꎬ最佳工艺条件

为:ｐＨ＝ ９􀆰 ５ꎬＥＣＨ / ＦＧ＝ ５ ∶４ꎬ加热温度 ４０℃ꎬ加热时

间 ２４ ｈꎮ 自组装工艺并未引入其他化学物质ꎬ避免

了因样品制备过程导致的生物毒性ꎮ 红外和拉曼光

谱结果证明 ＥＣＨ 与铁离子成功络合ꎬ最终得到的

ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子在 ＳＥＭ、ＴＥＭ 观测下呈球形网格

状结构ꎬ粒径为 (１０７􀆰 ０１ ± ２􀆰 ４６) ｎｍꎬＰＤＩ 为 ０􀆰 １３ꎬ
Ｚｅｔａ 电位为 ( ６􀆰 ７３ ± １􀆰 ５５) ｍＶꎮ ＥＣＨ＠ ＦＧ 保留了

ＥＣＨ 体外抗氧化活性ꎬ此外ꎬ利用谷氨酸诱导的

ＨＴ２２ 细胞氧化损伤模型验证 ＥＣＨ 神经保护活性ꎬ
结果显示ꎬＥＣＨ、ＥＣＨ＠ ＦＧ 可减少脂质过氧化物

ＭＤＡ 的生成ꎬ提高抗氧化酶 ＳＯＤ 活性ꎬ减轻氧化损

伤造成的细胞凋亡ꎬ显示出良好的神经保护活性ꎬ且
ＥＣＨ＠ ＦＧ 对 ＳＯＤ、ＭＤＡ 作用更加显著ꎮ

综上所述ꎬ本文通过构建 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子递

送载体解决 ＥＣＨ 生物利用度低的问题ꎬ并且 ＥＣＨ

超分子具有 ｐＨ 响应性ꎬ可减缓在体内血液循环中

的代谢速度ꎬ有效保留药物ꎮ 该体系在阿尔茨海默

病患者呈微酸性条件的中枢神经系统、较强酸性的

溶酶体中ꎬ主动释放药物ꎬ减少药物的损失ꎬ从而降

低潜在的生物毒性ꎬ因此该体系能够增强对 ＡＤ 的

治疗效果ꎬ且超分子自组装过程不涉及有机反应修

饰ꎬ降低了潜在的药毒性ꎮ 值得注意的是ꎬ超分子自

组装驱动力为 ＥＣＨ 中邻苯二酚和 ＦＧ 中铁离子间

金属螯合力ꎬ而有大量多酚类化合物都含有多个邻

苯二酚结构ꎬ本论文中自组装过程可应用于上述化

合物中ꎬ以解决这类化合物普遍面临的生物利用度

差等问题ꎬ因此 ＥＣＨ＠ ＦＧ 超分子自组装纳米粒的

构建也为天然植物源多酚类化合物带来了新的递送

思路ꎮ
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