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β-细辛醚修饰丹参酮 IIA纳米粒经鼻给药改善脑缺血再灌注损伤的

作用研究
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摘要: 构建 β-细辛醚 (β-asarone, β-As) 修饰的载丹参酮 IIA (tanshinone IIA, TSA) 纳米递药系统 (As-TSA-NPs), 

通过鼻腔给药提高其脑缺血再灌注损伤 (cerebral ischemia-reperfusion injury, CIRI) 治疗效果。采用复乳−溶剂挥发

法制备 As-TSA-NPs, 并对其形态、粒径、电位、载药量及体外释放行为进行表征; 以 coumarin 6为荧光探针, 通过

16HBE细胞模型考察 β-As修饰对纳米粒鼻黏膜渗透性及抑制 P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 外排的影响; 建立大

鼠大脑中动脉闭塞 (middle cerebral artery occlusion, MCAO) 模型, 通过神经功能评分、脑梗死体积测定及氧化应激

指标[superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA)] 评价体内药效。结果表明, As-TSA-NPs形态圆整, 粒径

约为 180 nm, zeta电位约为−33 mV, 载药量约为 3.5%, 具有较好的缓释特性。β-As修饰显著增强纳米粒的细胞摄取 

(较未修饰组提高 1.8倍), 并通过抑制P-gp外排作用提高鼻黏膜渗透性。体内实验证实, As-TSA-NPs组大鼠脑梗死

体积较模型组减少 13.5%, SOD活性提高 13.6%, MDA水平降低 21.5%, 神经功能评分显著改善。本研究表明, β-As

修饰的纳米粒可有效提升TSA经鼻入脑效率, 为CIRI治疗提供了一种新型鼻−脑靶向递药策略。本研究所有对动

物的处理和操作均通过上海中医药大学动物伦理委员会的批准 (PZSHUTCM210226002), 并遵循其指导方针进行。
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Abstract: This study developed a β-asarone (β-As)-modified nano delivery system loaded with tanshinone IIA 

(As-TSA-NPs) to enhance its therapeutic efficacy against cerebral ischemia-reperfusion injury (CIRI) via intranasal 

administration. As-TSA-NPs were prepared using the double emulsion-solvent evaporation method and characterized 

for morphology, particle size, zeta potential, drug loading capacity, and in vitro release behavior. Using coumarin 6 
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as a fluorescent probe, the 16HBE cell model was employed to investigate the effect of β -As modification on 

nanoparticle nasal mucosal permeability and inhibition of P-glycoprotein (P-gp) efflux. The therapeutic efficacy was 

evaluated in vivo using a rat middle cerebral artery occlusion (MCAO) model by assessing neurological function 

scores, cerebral infarction volume, and oxidative stress markers [superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde 

(MDA)]. Results demonstrated that As-TSA-NPs were spherical, with an average size of approximately 180 nm, a 

zeta potential of about −33 mV, a drug loading capacity of approximately 3.5%, and exhibited favorable sustained 

release properties. β-As modification significantly enhanced cellular uptake (1.8-fold higher than unmodified NPs) 

and improved nasal mucosal permeability by inhibiting P-gp efflux. In vivo studies confirmed that the As-TSA-

NPs group showed a 13.5% reduction in cerebral infarction volume, a 13.6% increase in SOD activity, a 21.5% 

decrease in MDA levels, and significantly improved neurological function scores compared to the model group. 

This study indicates that β-As-modified nanoparticles effectively enhance the nose-to-brain delivery efficiency of 

TSA, providing a novel targeted delivery strategy for CIRI treatment. All animal procedures and manipulations in 

this study were approved by the Animal Ethics Committee of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine 

(PZSHUTCM210226002) and conducted in accordance with its guidelines.

Key words: intranasal administration; blood-brain barrier; polymer nanoparticle; cerebral ischemia reperfu‐

sion injury; β-asarone; tanshinone IIA

脑缺血再灌注损伤 (cerebral ischemia-reperfusion 

injury, CIRI) 是缺血性脑卒中治疗中面临的严峻挑战。

据统计, 到 2025年, 全球每年约有 1 000万例患者死于

脑卒中, 其中缺血性卒中占比高达约 70%[1-3]。尽管及

时恢复血流是治疗缺血的核心策略, 但再灌注过程引

发的氧化应激、炎症级联反应、钙超载及细胞凋亡等病

理过程, 可导致继发性脑损伤, 显著增加致残率和死亡

率[4]。目前临床缺乏针对CIRI的特效药物, 传统抗氧

化剂和神经保护剂因血脑屏障 (blood-brain barrier, 

BBB) 的存在穿透率低, 需提高全身给药剂量以达到

有效脑内浓度, 但这显著增加了全身暴露引发的不良

反应风险, 难以实现有效治疗[5,6]。因此, 开发高效、安

全的脑靶向递药系统已成为突破 CIRI 治疗瓶颈的

关键[7,8]。

丹参酮 IIA (tanshinone IIA, TSA) 是从丹参中提取

的脂溶性二萜醌类化合物, 具有抗炎、抗氧化、抑制钙

超载及调控凋亡通路等多重神经保护作用[9,10]。研究

表明, TSA 可通过抑制 NADPH 氧化酶活性减少活性

氧 (reactive oxygen species, ROS) 生成, 同时上调超氧

化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 表达, 显著减

轻脑组织氧化损伤[11,12]。然而, TSA 的临床应用受限

于其极低的水溶性 (< 0.01 mg·mL-1) 和快速首过代谢

特性, 口服生物利用度不足 5%[13-15]。静脉注射虽能短

暂提高血药浓度, 但药物难以透过 BBB, 其与血浆蛋

白的结合率能达到 99.2%, 这可能也是导致其在大鼠

大 脑 中 动 脉 闭 塞 (middle cerebral artery occlusion, 

MCAO) 模型上的治疗效果较差的原因[15-17]。此外, BBB

内皮细胞高表达的 P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 可

主动外排 TSA, 进一步降低其脑内蓄积[18,19]。如何突

破多重生理屏障, 实现 TSA高效脑靶向递送, 是提升

其CIRI治疗效果的核心问题。

近年来, 鼻腔给药因其独特的“鼻−脑通路”优势

备受关注[20]。研究表明, 药物经鼻黏膜吸收后可通过

嗅神经通路直接进入脑脊液, 或经三叉神经旁路绕过

BBB递送至脑实质, 生物利用度较静脉给药提高 3～

5倍[21-23]。例如, Zhao等[24]构建的冰片/RGD双修饰多

烯紫杉醇纳米粒 (DTX-Bo-RGD-NPs) 经鼻给药后, 脑

胶质瘤部位的药物蓄积量较模型组提高 7.86倍, 显著

延长荷瘤大鼠生存期。这一成果表明, 鼻腔递药结合

纳米载体修饰策略可协同增强脑靶向效率。然而, 鼻

腔给药仍面临鼻黏膜上皮紧密连接、黏液纤毛清除及

P-gp外排等屏障限制[22,25]。针对此, 引入具有“开窍醒

神”功效的中药活性成分[26]作为渗透增强剂, 成为优化

递药系统的创新方向。

β-细辛醚 (β-asarone, β-As) 是石菖蒲挥发油的主

要成分, 传统中医认为其具有“通窍醒神、引药上行”

之功[27,28], 现代药理学研究进一步揭示其多重作用机

制 : ① 调控紧密连接蛋白 (claudin-5、ZO-1) 表达 , 松

弛 BBB 内皮细胞间连接 , 增加旁细胞途径通透性[29]; 

② 抑制 P-gp 外排功能 , 减少药物从脑组织的逆向转

运[30]; ③ 通过激活 Nrf2/ARE 信号通路减轻氧化应激

损伤, 发挥神经保护作用[31,32]。课题组前期研究发现, 

β-As 修饰的黄芪甲苷壳聚糖纳米粒经鼻给药后 , 脑

组织药物浓度较未修饰组提高 2.5 倍, 且显著改善小

鼠实验性自身免疫性脑脊髓炎 (experimental allergic 

encephalomyelitis, EAE) 模型的临床评分 , 降低了约

60%[33]。这一结果提示, β-As可通过多靶点协同增强

纳米粒的鼻−脑转运效率, 但其在CIRI治疗中的系统
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研究尚未见报道。

基于此, 本研究以MPEG-PLGA为载体, 通过化学

偶联法构建 β-As 修饰的 TSA 纳米粒 (As-TSA-NPs), 

旨在实现以下目标: ① 利用 β-As的“引经”特性增强纳

米粒的鼻黏膜渗透性, 突破BBB限制; ② 通过抑制 P-

gp 外排作用延长 TSA 在脑组织的滞留时间; ③ 协同

TSA的抗氧化活性与 β-As的神经保护功能, 靶向调控

CIRI病理进程。研究采用复乳−溶剂挥发法制备纳米

粒, 系统表征其理化性质及释药行为, 通过 16HBE细

胞模型评价 β-As修饰对细胞摄取及 P-gp抑制的调控

机制。建立大鼠 MCAO模型, 从神经功能缺损评分、

脑梗死体积、氧化应激指标 [SOD、丙二醛 (malondial‐

dehyde, MDA)] 等多维度验证体内药效。本研究不仅

为CIRI治疗提供了一种新型鼻−脑靶向递药策略, 也

为中药“引经药”与现代纳米技术的结合提供了实验

依据。

材料与方法

药品与试剂 丹参酮 IIA (纯度 > 98%)、分析级

二氯甲烷、氯化钠、氯化钙、碳酸氢钠、氯化钾、甲

醇、Tween 80 (XW0156872902、80047318、10019318、

53219960、10018960、10016308、10014108、30189828, 

国药集团化学试剂有限公司); MPEG (分子质量

3 kDa, 14530, 日本日油NOF株式会社); NHS-PEG (分

子质量 3.5 kDa, CAS#: 122375-06-8, 北京健凯科技有

限公司); DL-丙交酯 (纯度: 99.5%, CAS#: 95-96-5, 荷

兰 PURAC 公司); 乙交酯 (CAS#: 502-97-6, 中国科学

院成都有机化学有限公司); 氨基修饰 β-As (经质谱

鉴定, m/z 238.2, 20140108, 由复旦大学药学院谢琼教

授惠赠); 香豆素-6 (coumarin-6)、二甲基亚砜 (DMSO)、

维拉帕米 (纯度≥ 97%) (442631、D8418、V4629, 美国

Sigma-Aldrich 公司); DMEM 高糖培养基、胎牛血清 

(fetal bovine serum, FBS)、青霉素 −链霉素混合液 

(11965092、16000044、15140122, 美国Gibco公司); SOD

检测试剂盒、MDA 检测试剂盒 (A001-1-1、A003-1-1, 

南京建成生物工程研究所); MCAO栓线和 2,3,5-三苯

基 氯 化 四 氮 唑 (2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride, 

TTC) 染色液 (2634A2、17779, 北京西浓科技有限公

司); BCA蛋白定量试剂盒 (P0012-3, 上海碧云天生物

技术有限公司); 甲醇、乙腈 (色谱纯 75851G、UN1648, 

美国Honeywell公司)。

仪器 HPLC 高效液相色谱系统 (SPD-20AD, 日

本岛津公司); 激光粒径和 zeta 电位测定仪 (NICOMP 

ZLS380, 美国Santa Barbara公司); 低温离心机 (Centri‐

fuge 5810R, 德国 Eppendorf公司); 旋转蒸发仪 (Buchi 

R-215, 瑞士步琪公司); 透射电镜 (JEM-1400, 日本电

子公司); 细胞培养箱 (HEDA Class100)、全波长扫描多

功能读数仪 (Varioskan Flash), 美国赛默飞世尔科技公

司; 多功能高通量微孔板检测仪 (Infinite® M1000 PRO, 

瑞士 Tecan 公司); 核磁共振波谱仪 (Bruker Avance III 

600, 瑞士布鲁克公司); 差示扫描量热仪 (MDSC 2910 

V4.4E, 美国 TA 仪器公司); 高内涵成像仪 (ImageX‐

press Micro Confocal, 美国 Molecular Device 公司); 大

鼠脑立体定位仪 (68505, 深圳瑞沃德生命科技有限

公司)。

动物与细胞株 雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠, 

体重 220～250 g, 由上海中医药大学动物中心提供。

所有对动物的处理和操作均通过上海中医药大学动物

伦理委员会的批准 (PZSHUTCM210226002), 并遵循

其指导方针进行 ; 16HBE 细胞 (上海中国科学院细

胞库)。

β -As-PEG-PLGA 的合成 参照文献[34,35] 合成

MPEG-PLGA 和 NHS-PEG-PLGA 共聚物。将 NHS-

PEG-PLGA 和氨基修饰的 β-As以 9∶1 的摩尔比混合, 

合成 β -As 修饰的 MPEG-PLGA 聚合物 (β -As-PEG-

PLGA), 混合物在室温下反应 24 h。经乙醚沉淀纯化

后, 使用600 MHz NMR对其结构进行鉴定。

TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs和As-TSA-NPs的

制备 采用复乳−溶媒挥发法制备TSA-NPs[36]。制备

方法如下: 精密称取 28 mg MPEG-PLGA 溶解在含有

1.4 mg TSA的 1 mL二氯甲烷溶液中, 加入 50 μL去离

子水 , 超声 30 s, 功率 210 W, 形成初乳。将初乳加入

20 mL 0.5%的胆酸钠溶液中, 搅拌 30 min, 通过旋转蒸

发去除有机溶剂, 即得TSA-NPs。As-loaded-TSA-NPs

和 As-TSA-NPs 制备参照上述方法 , 其中 , As-loaded-

TSA-NPs制备时二氯甲烷溶液中加入 6.9 µg β-As; As-

TSA-NPs 制 备 时 材 料 为 As-MPEG-PLGA: MPEG-

PLGA (1∶5、1∶10或1∶20, w/w)。

TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs和As-TSA-NPs的

表征 所制得 TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs 和 As-

TSA-NPs经 1%～2% (w/v, pH 7.0) 磷钨酸负染色后, 透

射电镜下观察纳米粒的形态。采用NICOMP ZLS380

激光散射粒度仪测定纳米粒的粒径和 zeta电位, 观察

其粒径分布情况。采用HPLC测定TSA的包载率和载

药量。根据公式 (1) 和 (2) 分别计算包封率 (encapsu‐

lation efficiency, EE) 和载药量 (drug loading capacity, 

DLC):

EE (%) = W1 / W × 100% (1)

DLC (%) = W1 / (W1 + W2) × 100% (2)

其中, W1表示封装在纳米颗粒中的TSA的量, W2
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表示载体材料的量。W 表示制备过程中添加的 TSA

的总量。

HPLC测定 使用Kromasil 100-5 C18 (250 mm × 

4.6 mm, 5 μm) 色谱柱, 柱温: 30 ℃, 流速为1.0 mL·min-1, 

检测波长270 nm, 流动相为甲醇和水 (80∶20, v/v)。

在干燥的氮气条件下, 用差示扫描量热仪测定了

纳米粒的热性能, 测试温度范围为25～300 ℃。

TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs和As-TSA-NPs的

稳定性 分别将制得的TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs

和As-TSA-NPs纳米粒加入4 ℃的PBS缓冲液, 于设定

时间点 (0、0.5、1、2、4、8、12和 24 h) 取样测定粒径和电

位, 观察其在4 ℃介质中粒径及电位的稳定性。

Coumarin 6-NPs、As-Coumarin 6-NPs和As-loaded-

Coumarin 6-NPs的制备 与TSA-NPs、As-loaded-TSA-

NPs和As-TSA-NPs的制备方法一致, 均采用复乳−溶
媒挥发法。制备过程中将 TSA 替换为 coumarin 6, 材

料比同TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs和As-TSA-NPs。

Coumarin 6-NPs、As-Coumarin 6-NPs 和 As-

loaded-Coumarin 6-NPs的体外摄取实验 将 16HBE

细胞以每孔 1×105 个的密度接种于 24 孔板中 , 培养

24 h后, 在 37 ℃下用HBSS平衡溶液培养细胞 15 min, 

加入用 HBSS稀释的 Coumarin 6-NPs、As-Coumarin 6-

NPs 和 As-loaded-Coumarin 6-NPs 的纳米粒孵育不同

时间 (0.5、1、2、4 h), 弃去纳米粒, 考察不同改性方法、

β-As改性比例、孵育时间、纳米粒浓度、温度、外加抑

制剂对 16HBE细胞摄取纳米粒的影响。给药后, 在预

定时间点, 取 400 μL 1% Triton-X 100裂解液于冰上处

理细胞, 使用 Varioskan Flash 全波长扫描多功能读数

仪测定 100 μL裂解液中 coumarin 6的浓度, 同时使用

BCA试剂盒测定 20 μL裂解液中细胞的蛋白浓度。以

“摄取指数”作为评价指标, 即药物浓度与细胞蛋白浓

度的比值 (w/w, ng·mg-1), 表示单位浓度细胞蛋白中所

含有的药物浓度。

As-NPs 和 As-loaded-NPs 对 16HBE 细胞摄取 P-

gp 底物 R-123 的影响 为了研究纳米粒表面修饰的

β-As是否具有P-gp抑制作用, 采用 β-As修饰的未载药

纳米粒考察其对16HBE细胞摄取P-gp底物R-123的影

响。将16HBE细胞以每孔1×105个的密度接种于24孔

板中, 培养24 h后, 在37 ℃下用HBSS平衡溶液培养细

胞 15 min, 弃去HBSS平衡溶液后, 实验组加入采用不

同修饰方法制备的含不同浓度的As的纳米粒制剂孵

育15 min后, 加入R-123溶液, 于37 ℃孵育1 h; 阴性对

照组加入PBS孵育15 min后, 加入R-123溶液, 于37 ℃

孵育 1 h; 阳性对照组加入维拉帕米溶液孵育 15 min

后, 加入R-123溶液, 于 37 ℃孵育 1 h。给药 1 h后, 用

4 ℃ PBS终止细胞对药物的摄取, 并用 PBS将细胞洗

3遍。取 400 μL 1% Triton-X 100裂解液于冰上处理细

胞, 使用 Varioskan Flash 全波长扫描多功能读数仪测

定 100 μL裂解液中R-123浓度, 同时使用BCA试剂盒

测定 20 μL裂解液中细胞的蛋白浓度。以“摄取指数”

作为评价指标 , 即药物浓度与细胞蛋白浓度的比值 

(w/w, ng·mg-1), 表示单位浓度细胞蛋白中所含有的药

物浓度。

TSA-NP和As-TSA-NP经鼻给药改善脑缺血再灌

注损伤作用的体内研究 将 24只雄性SD大鼠随机分

为 3 组 : TSA-NP 组、As-TSA-NP 组和模型组 (n = 8)。

预先进行连续 3 天鼻内给药 TSA-NP 和 As-TSA-NP 

(TSA剂量: 0.5 mg·kg-1) 后, 在最后一次给药1 h后建立

大鼠 MCAO 模型[36]。具体操作如下: 雄性 SD 大鼠经

2%戊巴比妥钠溶液麻醉后, 小心暴露左侧颈总动脉、

颈外动脉。结扎左侧颈总动脉和颈外动脉, 并从颈外

动脉插入 4-0尼龙缝线至颈内动脉, 以阻断大脑中动

脉的起源。MCAO 2 h后, 拆除缝线, 恢复血流, 使缺

血区域通过大脑自身的血管系统进行再灌注。

神经行为学评分 根据Longa评分系统对大鼠的

神经行为进行评估[37]。神经功能正常, 记为 0分; 轻度

神经功能缺损 (尾部抬起时左前肢屈曲), 记为 1分; 中

度神经功能缺损 (身体向左转圈或追尾), 记为 2分; 中

度神经功能缺损 (行走时向左倾斜), 记为 3分; 动物无

自发活动, 意识减退, 记为 4分; 动物死亡, 记为 5分。

评分越高, 神经功能缺损越严重。

脑梗死体积测量 神经功能评估后, 从每组随机

选取 3只大鼠进行脑梗死观察并计算脑梗死百分比。

大鼠经深度麻醉后处死, 迅速采集脑组织样本, 切成

2 mm 厚的冠状脑片。将脑片置于含 2% TTC 溶液的

染缸中, 于37 ℃避光孵育30 min后, 浸入4%多聚甲醛

固定液中进行固定。使用图像分析软件测量梗死区域

并计算每只大鼠脑的梗死体积 (mm3)。根据公式 (3) 

计算脑梗死百分比 (梗死率):

梗死率 (%) = 苍白区 (g)/[苍白区 (g) + 非苍白区 

(g)] × 100% (3)

大鼠随机选取标准为采用随机数字表法进行动物

分配。具体操作: 为每组的 8只动物分别赋予唯一编

号 (1～8)。使用标准随机数字表, 根据产生的随机数

顺序, 将动物随机排序。然后, 选取排序在前 3位的动

物分配到亚组A (TTC组), 剩余的 5位动物分配到亚组

B (生化组: 测定脑组织MDA含量和SOD活性)。随机

分配在处死操作前完成。评估者在随机化时不知道动

物的分组情况或个体神经功能评分结果。

脑组织 MDA 和 SOD 的测定 神经功能评分后, 
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取剩余 5只大鼠用于测定脑组织MDA含量和 SOD活

性。大鼠经深度麻醉后处死, 迅速剥离脑组织并去除

低位脑干、小脑和嗅球。称取左半球脑组织 , 按 1∶9 

(w/v) 的比例加入冰生理盐水, 制备脑组织匀浆。匀浆

液经 2 500 r·min-1离心 10 min 后 , 收集上清液。采用

SOD 试剂盒和 MDA 试剂盒 , 测定上清液中 MDA 含

量、SOD活性及组织蛋白含量。

统计学分析 实验重复 3次以上, 所有数据均以

平均值 ± SD表示, 采用GraphPad Prism 9.0.0软件分析

处理数据, P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1　TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs 和 As-TSA-NPs 纳

米粒的表征

1.1　 β -As-PEG-PLGA 的表征 将产物 β -As-PEG-

PLGA 溶解在 DMSO-d6中 , 用 600 MHz 1H NMR 对其

进行表征 (图 1)。当 NHS-PEG-PLGA 和氨基修饰的

β-As反应后, 出现表征酰胺的典型化学位移氢特征峰

δH: 8.3 ppm, 表明目标产物β-As-PEG-PLGA成功合成。

1.2　TSA-NPs、As-loaded-TSA-NPs和As-TSA-NPs纳

米粒的表征 透射电子显微镜 (transmission electron 

microscope, TEM) 图像显示 , 制备的 TSA-NPs、As-

loaded-TSA-NPs和As-TSA-NPs 3种纳米粒形态圆整, 

大小均一 (图2A)。TSA-NPs、As-TSA-NPs和As-loaded-

TSA-NPs 的粒径分别为 165.901 ± 3.551、183.232 ± 

2.293和182.631 ± 3.102 nm。zeta电位分别为−37.400 ± 

1.590、−33.220 ± 1.630和−30.230 ± 4.340 mV。制备的

TSA-NPs、As-TSA-NPs 和 As-loaded-TSA-NPs 的粒径

均在 200 nm 以内 (图 2B), β-As 的修饰会小幅增加纳

米颗粒的粒径 , 但并未引起纳米颗粒的形态的显著

改变。

不同时间点时纳米粒粒径和 zeta电位的变化如图

3A、B 所示 , 24 h 内 PBS 中纳米粒粒径和 zeta 电位的

变化分别小于 10%和 20%, 表明NPs具有良好的粒径

稳定性和电位稳定性。差示扫描量热仪 (differential 

scanning calorimeter, DSC) 研究结果表明 (图 3C), 在

Figure 1　1H NMR spectrum of the prepared β-As-PEG-PLGA

Figure 2　 Characterization of TSA-NP, As-TSA-NP and As-loaded-TSA-NP. A: Transmission electron microscope (TEM) photograph, 

scale bar = 1 μm; B: Size distribution

·· 2290



普 青等: β-细辛醚修饰丹参酮 IIA纳米粒经鼻给药改善脑缺血再灌注损伤的作用研究

220 ℃时, TSA就出现了明显的吸热峰, 表明TSA在这

个温度附近发生了热降解, 其热稳定性相对较低。As-

NP、As-loaded-NP、As-TSA-NP 和 As-loaded-TSA-NP

的DSC曲线在整个温度范围内相对较为平稳, 没有出

现像TSA那样明显的吸热峰, 表明形成纳米粒后体系

具有较好的热稳定性。As-TSA-NP和As-loaded-TSA-

NP的DSC曲线与As-NP和As-loaded-NP的曲线相比

热降解更早发生, 表明TSA的成功负载。

TSA-NP 的载药量为 (3.420 ± 0.060)%, 包封率为 

(69.911 ± 1.232)% , As-TSA-NP 的载药量为 (3.571 ± 

0.040)%, 包封率为 (72.981 ± 0.823)%, As-loaded-TSA-

NP的载药量为 (3.822 ± 0.071)%, 包封率为 (81.191 ± 

1.611)%。

2　纳米粒经鼻给药改善脑缺血再灌注损伤的体外

研究

2.1　 Coumarin 6-NP、As-Coumarin 6-NP 和 As-

loaded-Coumarin 6-NP 的表征 以荧光探针 couma‐

rin 6为示踪剂, 制备载 coumarin 6的纳米粒, 用于观察

不同纳米粒在 16HBE细胞上的摄取情况。纳米粒粒

径和 zeta 电位结果如表 1 所示 , Coumarin 6-NP、As-

Coumarin 6-NP 和 As-loaded-Coumarin 6-NP 的粒径均

在 180 nm左右, 呈高斯分布, 粒径分布较窄 (图 4), 电

位在−35 mV左右, 载药量均在0.07%左右 (表1)。

2.2　Coumarin 6-NP、As-Coumarin 6-NP和As-loaded-

Coumarin 6-NP在16HBE细胞上的摄取 Coumarin 6

是一种具有高检测灵敏度的脂溶性荧光染料, 常被用

作研究纳米给药系统体内外行为的探针[38,39]。由于鼻

黏膜上皮细胞是纳米粒经鼻给药后进入大脑的第一道

屏障[40], 而人支气管上皮细胞 16HBE的细胞表面性质

与鼻黏膜细胞类似, 因此常用其作为鼻黏膜吸收的体

外模型来评价NPs的摄取情况[41,42]。

16HBE细胞对Coumarin 6-NP、As-Coumarin 6-NP

和As-loaded-Coumarin 6-NP的摄取情况如图5所示, 与

Coumarin 6-NP相比, As-Coumarin 6-NP的摄取能力明

显增强 (图 5A), 表明 As-Coumarin 6-NP 比 As-loaded-

Coumarin 6-NP 具有更好的鼻黏膜渗透效果 ; 不同

Figure 4　Size distribution of Coumarin-6-NP, As-Coumarin-6-NP, and As-loaded-Coumarin-6-NP

Figure 3　Stability and thermal characterization of nanoparticles. A, B: Particle size and zeta potential of As-TSA-NP and As-loaded-TSA-

NP under 4 ℃ in PBS; C: DSC results of TSA, As-TSA-NP, As-NP, As-loaded-TSA-NP, and As-loaded-NP. DSC: Differential scanning 

calorimeter

Table 1　 Particle size, zeta potential, drug loading capacity and encapsulation efficiency of Coumarin 6-NP, As-Coumarin 6-NP, and 

As-loaded-Coumarin 6-NP. n = 3. DLC: Drug loading capacity; EE: Encapsulation efficiency

Group
Coumarin-6-NP

As-Coumarin-6-NP

As-loaded-Coumarin-6-NP

Size/nm
182.391 ± 2.221

179.922 ± 1.951

187.262 ± 3.290

Zeta potential/mV
−36.490 ± 1.100

−35.300 ± 0.590

−32.530 ± 0.670

DLC/%
0.072 ± 0.002

0.071 ± 0.002

0.071 ± 0.001

EE/%
99.463 ± 2.337

97.705 ± 3.170

98.648 ± 1.092
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β -As 修饰比例的摄取结果显示当 As-PEG-PLGA/

MPEG-PLGA 比例为 1∶10 时 As-Coumarin 6-NP 在

16HBE细胞中的摄取显著高于比例为 1∶20组, 且 1∶10

与 1∶5 组无显著性差异 (图 5B), 因此选择 As-PEG-

PLGA/MPEG-PLGA 比例为 1∶10 进行后续研究。图

5C 结果表明 , 随着纳米粒浓度的增加 , As-Coumarin 

6-NP的摄取指数也随之增加, 呈现剂量依赖性。As-

Coumarin-6-NP的摄取与时间和温度有关 (图 5D), 1、2

和 4 h的 coumarin 6荧光均明显高于 0.5 h; 2和 4 h时, 

37 ℃下的摄取显著高于4 ℃。

进一步尝试用特定的摄取抑制剂 , 秋水仙碱 

(colchicine)、氯 丙 嗪 (chlorpromazine)、莫 能 菌 素 

(monensin) 和布雷非德菌素A (brefeldin A, BFA) 预处

理 16HBE 细 胞 , 以 探 索 As-Coumarin 6-NP 和 As-

loaded-Coumarin 6-NP 的摄取机制。如图 5E 所示, 与

Coumarin 6-NP相比, 在秋水仙碱、氯丙嗪、莫能菌素和

BFA的存在下, 细胞对As-Coumarin 6-NP的摄取均受

到了明显的抑制, 这表明As-Coumarin-6-NPs可通过细

胞表面的网格蛋白/小窝蛋白介导内吞和胞饮作用。

而As-loaded-Coumarin 6-NP的结果无显著性差异 (图

5E), 表明其不依赖于被抑制剂所靶向的网格蛋白/小

窝介导的内吞作用这一途径。

2.3　As-NP和As-loaded-NP对 P-gp介导的外排的影

响 为了探究As-NP增强鼻黏膜渗透效果的机制, 作

者考察NP、As-NP和As-loaded-NP对 16HBE细胞摄取

P-gp底物R-123的影响。结果如图6所示, P-gp抑制剂

维拉帕米 (1.25 μg·mL-1) 作为阳性对照 , 与 PBS 组相

比, 1 μg·mL-1 As-NP显著增加 16HBE细胞对R-123的

摄取, 而 PBS组、NP组和 As-loaded-NP组之间无显著

差异。结果表明As-NP可抑制 P-gp的外排功能, 这可

能是其摄取指数较高的另一个原因。

3　纳米粒经鼻给药改善脑缺血再灌注损伤的体内

研究

3.1　As-TSA-NP对MCAO模型的神经保护作用 结

果如表 2所示, 各组大鼠在缺血 24 h后都出现了不同

程度的神经功能障碍。经量化后发现, 模型组、TSA-

NP 组和 As-TSA-NP 组的 Longa 评分分别为 4.375 ± 

0.744、3.375 ± 0.744 和 2.875 ± 0.835。与模型组相比, 

TSA-NP 和 As-TSA-NP 的评分显著降低 , As-TSA-NP

的评分更低, 表明As-TSA-NP对MCAO大鼠鼻内给药

后具有更好的神经保护作用。

3.2　As-TSA-NP 对 MCAO 模型脑梗死体积的影响 

TTC染色结果表明, 正常脑组织 (红色) 和梗死区 (白

色) 边界清晰 (图 7A)。模型组、TSA-NP 组和 As-

Figure 5　In vitro uptake of Coumarin 6-NP, As-Coumarin 6-NP and As-loaded-Coumarin 6-NP by 16HBE cells. A: Uptake of Coumarin 6-NP, 

As-Coumarin 6-NP and As-loaded-Coumarin 6-NP by 16HBE cells at different; B: As-PEG-PLGA/MPEG-PLGA ratio; C: As-Coumarin-6-

NP concentration; D: Temperature on the uptake index of As-Coumarin-6-NP; E: Effects of different inhibitors on the uptake of different 

nanoparticles. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1; #P < 0.05, ##P < 0.01, ####P < 0.000 1. UI: Uptake index

·· 2292



普 青等: β-细辛醚修饰丹参酮 IIA纳米粒经鼻给药改善脑缺血再灌注损伤的作用研究

TSA-NP 组的脑梗死体积分别为 (26.836 ± 0.246)%、

(24.425 ± 0.613)%和 (23.291 ± 1.177)%。与模型组相

比, As-TSA-NP组的脑梗死体积显著下调 (图 7B), As-

TSA-NP 经鼻内给药后可明显改善 MCAO 大鼠的脑

梗死。进一步测定了不同组的脑组织中的MDA含量

和 SOD 活性 (图 7C、D), 模型组、TSA-NP 和 As-TSA-

NP的MDA浓度分别为 5.267 ± 0.327、4.926 ± 0.221和

4.131 ± 0.128 nmol·mg-1 prot (n = 5)。SOD 浓度分别

为 2.858 ± 0.103、3.080 ± 0.167和 3.247 ± 0.162 U·mg-1 

prot (n = 5)。与模型组相比 , As-TSA-NP 组显著提高

了脑组织中SOD的活性, 并显著降低了MDA的水平。

与TSA-NPs组相比, As-TSA-NPs组的MDA含量显著

降低。表明 As-TSA-NP能显著抑制 MCAO大鼠的过

氧化程度, 显著提高其清除氧自由基的能力。

讨论

由于鼻腔的特殊构造, 使其相较于其他给药途径

可以绕过BBB到达大脑, 让经鼻给药治疗脑部疾病成

为可能[21,22]。然而, 鼻黏膜上皮的紧密连接、黏液纤毛

清除及 P-gp外排作用严重限制了药物的脑内递送效

率[43]。本研究将纳米技术与中药“引经药”特性相结

合 , 构建 β -细辛醚 (β -As) 修饰的丹参酮 IIA 纳米粒 

(As-TSA-NP), 探索了一种基于鼻腔给药的新型脑靶

向递药策略。研究表明, 粒径小于 1 μm的纳米粒有利

于穿透鼻黏膜[44]。本研究制备的 As-TSA-NP 粒径适

宜 183.23 ± 2.29 nm, 表面带负电荷−33.22 ± 1.63 mV, 

更关键的是 , 其表面的 β-As 修饰能有效抑制 P-gp 外

排并显著增强细胞摄取, 从而显著提升了纳米粒的鼻

腔黏膜渗透性。作者采用物理包封法和化学共轭法分

别制备 As-loaded-TSA-NP和 As-TSA-NP, 以探讨不同

β-As修饰方法对脑靶向效率的影响。结果表明, 化学

修饰后的 As-TSA-NP 具有更好的鼻腔渗透性。透射

电镜结果显示, 纳米粒呈均一球形, 这种规则的形貌与

适宜的尺寸可减少鼻腔黏膜滞留, 增强药物渗透效率, 

满足鼻腔递药系统对载体物理特性的要求[45]。此外, 

As-TSA-NP的载药量为 (3.57 ± 0.04)%, 这一水平能够

保证有效剂量的TSA递送, 同时可控制载体材料用量

并降低潜在毒性[46]。

β-As作为石菖蒲的主要活性成分, 在本研究中展

现出“引经药”与现代纳米技术的双重创新价值[27,28]。

β-As被报道可通过调控紧密连接蛋白claudin-5与ZO-1

的表达, 松弛鼻黏膜上皮细胞间连接, 增加纳米粒的

旁细胞转运[29]。16HBE细胞模型显示As-TSA-NPs的

摄取指数较未修饰组 (TSA-NP) 提高 1.8 倍 (图 5A)。

β-As还可抑制P-gp的外排功能[47], 这一机制通过R-123

Figure 6　Effects of the blank NP, As-NP and As-loaded-NP on 

the 16HBE cells uptake of R-123 (low, middle and high indicates 

nanoparticle concentration of 0.25, 0.5, and 1 μg·mL-1, respec‐

tively). n = 3, 
-
x ± s. ***P < 0.001, ****P < 0.000 1; #P < 0.05

Figure 7　Protective effects of As-TSA-NPs on a rat cerebral ischemia-reperfusion injury (CIRI) model after intranasal delivery. A: Photo‐

graph of sectioned brain after the different treatments; B−D: Effects of As-TSA-NPs on the calculated brain infract size (B, n = 3), MDA (C) 

and SOD (D) concentrations in rat brain tissues after CIRI (n = 5). 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01. MDA: Malondialdehyde; SOD: Superoxide 

dismutase

Table 2　 Neurological scores of different groups. n = 8, 
-
x ± s. 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs model

Group

Model

TSA-NP

As-TSA-NP

Point

0

0

0

0

1

0

0

0

2

0

1

3

3

1

3

3

4

3

4

2

5

4

0

0

Average

4.375 ± 0.744

3.375 ± 0.744*

2.875 ± 0.835**
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摄取实验得到验证。As-NP处理组 (1 μg·mL-1) 的R-123

累积量较空白组提高 2.3倍 (图 6)。值得注意的是, 化

学修饰法 (As-TSA-NP) 的 P-gp 抑制效果显著优于物

理包载法 (As-loaded-TSA-NPs), 表明 β-As通过共价键

锚定于纳米粒表面, 可更持久地维持其药理活性。这

一发现与Zeng等[48]和Wang[49]等关于冰片修饰纳米粒

稳定性的研究结论相呼应, 提示化学修饰策略在长效

递药系统中的独特优势。

纳米粒的细胞摄取机制直接影响其脑靶向效率。

本研究通过抑制剂实验证实, As-TSA-NP主要通过网

格蛋白/小窝蛋白介导的内吞及巨胞饮途径进入细胞 

(图 5E)。其中, 氯丙嗪 (网格蛋白抑制剂) 与莫能菌素 

(小窝蛋白抑制剂) 分别使摄取量降低 37%和 35%, 这

表明两种途径共同作用。而布雷菲德菌素A (高尔基

体抑制剂) 的显著抑制效应 (降低 34%), 提示纳米粒需

依赖溶酶体逃逸机制释放药物。

在体内药效评价中, As-TSA-NP通过靶向抗氧化应

激、减轻神经元损伤等多途径协同改善CIRI。其核心优

势体现在显著增强的抗氧化能力: 使用 As-TSA-NP 预

处理能够使脑组织 SOD 活性提高 13.6% (vs 模型组), 

MDA水平降低 21.5%, 其效果优于TSA-NP (SOD提高

7.2%, MDA 无显著变化), 这一结果表明 β-As 增强了

TSA的抗氧化能力, 推测其可能是通过调控Nrf2/ARE

通路增强抗氧化能力并发挥神经保护作用[31,32,50,51]。

此外, As-TSA-NP还能够减少梗死体积, TTC染色显示

As-TSA-NPs组脑梗死体积较模型组减少 13.2%, 进一

步证实其对CIRI病理进程的多靶点调控作用。

尽管脂质体[52]、纳米红细胞[53]等剂型已用于 TSA

递送, 本研究构建的 β-As修饰纳米粒 (As-TSA-NP) 通

过结合经鼻给药的“鼻−脑通路”优势及 β-As的“引经”

特性 , 提供了一种新的策略以提升 TSA 的脑靶向效

率。此外, 体外细胞实验表明在同等剂量下, 化学修饰

法 (As-NP) 在增强细胞摄取和抑制P-gp外排方面显著

优于物理包载法 (As-loaded-NP)。然而 , 本研究仍存

在一定局限性。尽管本研究选择的丹参酮 IIA的给药

剂量是安全剂量, β-细辛醚安全性较高, 并且PLGA纳

米系统的安全性已被证实, 推测本研究构建的 β-As修

饰纳米粒 (As-TSA-NP) 安全性较高, 同时鼻腔给药是

一种高效、低毒的给药方式, 但是纳米粒的生物安全性

还需要进一步验证[15,54,55]。机制研究深度不足 , 例如

β-As调控紧密连接的具体信号通路尚未解析。

综上所述,  本研究成功构建了 β-As 修饰的 TSA

纳米粒  (As-TSA-NP),  证实其通过促进渗透−抑制外

排−抗氧化应激三重机制协同改善 CIRI 治疗效果。

结果表明,  β-细辛醚修饰可显著改善鼻黏膜渗透,  使

As-TSA-NP在体内展现出优异的抗 CIRI神经保护作

用。这项研究为改善TSA的CIRI预防效果提供了一

种很有前景的鼻脑靶向给药系统。
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