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!!%摘要&!目的!构建外泌体)%m9*共载牛血清白蛋白联合异槲皮苷)_M@/:M9*纳米体系#并研究该纳

米体系对高糖诱导人视网膜色素上皮细胞)@XR%?0.*损伤模型的保护机制'!方法!采用超速离心法提取
@XR%?0. 细胞 %m9#透射电子显微镜)L%̀ *观察结构并采用 h,AB,+> -)5B检测 %m9标志物表达' 通过振荡合

成法制备 _M@/:M9纳米颗粒' 采用膜挤出仪器制备 X9M 响应性 %m9共载 _M@/:M9纳米体系)_M@/:M9/

%m9*' 测定 _M@/:M9/%m9粒径和 j,B'电位并采用 L%̀ 观察形态(采用分光光度计和红外光谱分析化学

结构(采用差量法计算包封率和负载率' 将细胞分为对照组"模型组"低剂量 :M9纳米体系组 )载药 :M9为
6 (&5)<c*"中剂量 :M9纳米体系组 )载药 :M9为 0# (&5)<c*"高剂量 :M9纳米体系组 )载药 :M9为
"# (&5)<c*"单纯 :M9组' 采用 OOg?$ 法测定各组不同时间点细胞活性(采用流式细胞仪测定各组培养 7$ F

细胞凋亡率(采用 %c:M@法测定各组培养上清液中炎症因子肿瘤坏死因子?%)LTQ?%*"白细胞介素?0&):c?

0&*水平#采用生化试剂盒法测定细胞抗氧化酶谷胱甘肽过氧化物酶)SM ?̂Rm*和超氧化物歧化酶) M98*活

性及上清液中氧化应激标志物丙二醛) 8̀@*水平'!结果!_M@/:M9/%m9纳米体系呈均匀球形#平均粒径

约 2.[1 >&(紫外可见光谱和红外光谱显示该纳米体系存在 _M@":M9和 %m9的特征吸收峰(该纳米体系的包

封率为);1[1q6[#*\#负载率为)0#[2q#[1*\#"7 F 药物释放率达 ;6[0\' OOg?$ 实验显示#各不同 :M9浓

度纳米体系组培养 7$ F 细胞活力均优于单纯 :M9组#差异均有统计学意义)均 Mr#[#6*' 中剂量 :M9纳米体

系组细胞 X9M 水平明显低于单纯 :M9组#差异有统计学意义)Mr#[#0*' 中剂量 :M9纳米体系组细胞上清中
LTQ?'":c?0&和 8̀@水平明显低于模型组和高剂量 :M9纳米体系组#SM ?̂Rm和 M98活性明显高于模型组和

高剂量 :M9纳米体系组#差异均有统计学意义)均 Mr#[#6*'!结论!成功构建稳定的 _M@/:M9/%m9纳米

体系' 该体系通过提高 :M9生物利用度增强抗氧化和抗炎作用#为糖尿病视网膜病变治疗提供新策略'!

%关键词&!糖尿病视网膜病变( X9M 响应性外泌体( _M@/:M9纳米体系( 抗氧化( 抗炎
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#7#(+$'4+$8P#0)4+"2)8L545>AB+C4B'> ,P5A5&,)%m9*?-'A,D >'>5AJAB,& 45?)5'D,D E(BF -5G(>,A,+C&

')-C&(> '>D (A5NC,+4(B+(> )_M@/:M9*#'>D B5(>G,AB(H'B,(BAI+5B,4B(G,&,4F'>(A& 'H'(>ABF(HF H)C45A,?(>DC4,D

D'&'H,(> FC&'> +,B(>')I(H&,>B,I(BF,)(')4,))A)@XR%?0.*3!D)+,.*(!%m9E'A,PB+'4B,D *+5&@XR%?0. 4,))A

G('C)B+'4,>B+(*CH'B(5>#'>D BF,AB+C4BC+,E'A5-A,+G,D CA(>HB+'>A&(AA(5> ,),4B+5> &(4+5A45IJ)L%̀ *3%m9&'+K,+A

E,+,D,B,4B,D -Jh,AB,+> -)5B3_M@/:M9>'>5I'+B(4),AE,+,I+,I'+,D CA(>HBF,5A4())'B(>HAJ>BF,A(A&,BF5D3@X9M?

+,AI5>A(G,%m9?-'A,D >'>5AJAB,&45?)5'D,D E(BF _M@/:M9)_M@/:M9/%m9* E'A45>AB+C4B,D CA(>H'&,&-+'>,

,PB+CD,+3LF,I'+B(4),A(Z,'>D Z,B'I5B,>B(')5*_M@/:M9/%m9E,+,&,'AC+,D '>D (BA&5+IF5)5HJE'A5-A,+G,D -J

L%̀ 3OF,&(4')AB+C4BC+,E'A'>')JZ,D CA(>H'AI,4B+5IF5B5&,B,+'>D (>*+'+,D AI,4B+5A45IJ3%>4'IAC)'B(5> ,**(4(,>4J

'>D D+CH)5'D(>H4'I'4(BJE,+,4')4C)'B,D CA(>HBF,D(**,+,>B(')&,BF5D3O,))AE,+,D(G(D,D (>B545>B+5)H+5CI#&5D,)

H+5CI#)5E?D5A,:M9>'>5AJAB,&H+5CI ) 6 (&5)<c:M9*#&,D(C&?D5A,:M9>'>5AJAB,& H+5CI ) 0# (&5)<c:M9*#

F(HF?D5A,:M9>'>5AJAB,&H+5CI )"# (&5)<c:M9*#'>D IC+,:M9H+5CI3O,))G('-()(BJ'BD(**,+,>BB(&,I5(>BAE'A
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'AA,AA,D CA(>HBF,OOg?$ 'AA'J3@I5IB5A(A+'B,'*B,+7$ F5C+A5*4C)BC+,E'A&,'AC+,D -J*)5E4JB5&,B+J3c,G,)A5*

(>*)'&&'B5+J*'4B5+ABC&5+>,4+5A(A*'4B5+)LTQ*?%'>D (>B,+),CK(> ):c*?0&(> BF,4,))ACI,+>'B'>BE,+,D,B,+&(>,D

-J%c:M@# EF(),'4B(G(B(,A5*'>B(5P(D'>B,>ZJ&,AH)CB'BF(5>,I,+5P(D'A,) SM ?̂Rm* '>D ACI,+5P(D,D(A&CB'A,

)M98* '>D BF,),G,)5*5P(D'B(G,AB+,AA&'+K,+&')5>D(')D,FJD,) 8̀@* (> BF,ACI,+>'B'>BE,+,&,'AC+,D CA(>H

-(54F,&(4')K(BA3!G)(1/+(!LF,_M@/:M9/%m9>'>5AJAB,&,PF(-(B,D 'C>(*5+&AIF,+(4')AF'I,E(BF '> 'G,+'H,

I'+B(4),A(Z,5*'II+5P(&'B,)J2.[1 >&3iW?G(A(-),'>D :XAI,4B+'AF5E,D 4F'+'4B,+(AB(4'-A5+IB(5> I,'KA5*_M@#:M9

'>D %m93LF,,>4'IAC)'B(5> ,**(4(,>4J5*BF,>'>5AJAB,&E'A);1[1q6[#*\#BF,D+CH)5'D(>H4'I'4(BJE'A)0#[2q

#[1*\#'>D BF,"7?F5C+D+CH+,),'A,+'B,+,'4F,D ;6[0\3OOg?$ 'AA'JAF5E,D BF'B4,))G('-()(BJ(> ')):M9>'>5AJAB,&

H+5CIA'*B,+7$?F5C+4C)BC+,E'AA(H>(*(4'>B)JF(HF,+BF'> BF'B(> BF,IC+,:M9H+5CI )'))Mr#[#6*3LF,X9M ),G,)E'A

A(H>(*(4'>B)J)5E,+(> BF,&,D(C&?D5A,:M9H+5CI BF'> (> BF,IC+,:M9H+5CI )Mr#[#0*3LF,),G,)A5*LTQ?%#:c?0&#

'>D 8̀@E,+,A(H>(*(4'>B)J)5E,+'>D SM ?̂Rm'>D M98'4B(G(B(,AE,+,A(H>(*(4'>B)JF(HF,+(> BF,&,D(C&?D5A,:M9

>'>5AJAB,&H+5CI BF'> BF5A,(> BF,&5D,)'>D F(HF?D5A,:M9>'>5AJAB,&H+5CIA)'))Mr#[#6*3!L.%4/1(".%(!@

AB'-),_M@/:M9/%m9 >'>5AJAB,& E'AAC44,AA*C))J45>AB+C4B,D3LF(AAJAB,& ,>F'>4,ABF,'>B(5P(D'>B'>D '>B(?

(>*)'&&'B5+J,**,4BA-J(&I+5G(>HBF,-(5'G'()'-()(BJ5*:M9#5**,+(>H'>,EAB+'B,HJ*5+BF,B+,'B&,>B5*D('-,B(4

+,B(>5I'BFJ3

#9): ;.$*($88('-,B(4+,B(>5I'BFJ( X9M?+,AI5>A(G,,P5A5&,A( _M@/:M9>'>5AJAB,&( @>B(5P(D'>B( @>B(?

(>*)'&&'B5+J
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!!糖尿病视网膜病变) D('-,B(4+,B(>5I'BFJ#8X*是糖
尿病引发的严重微血管并发症#也是全球成年人视力
丧失的主要原因之一

+ 0U", ' 在 8X的病理研究中#高糖
环境被认为是触发视网膜损伤的关键因素

+ 2, ' 高糖
环境通过多种代谢途径诱导视网膜细胞的氧化应激反

应#进而引发炎症级联反应#成为 8X早期病变的核心
机制' 视网膜色素上皮 ) +,B(>')I(H&,>B,I(BF,)(')#
XR%*细胞在 8X早期病理过程中扮演重要角色#其不
仅维持视网膜屏障功能#还通过分泌血管内皮生长因
子)G'A4C)'+,>D5BF,)(')H+5EBF *'4B5+#W%SQ*等调节血
管内皮细胞的增殖和通透性

+ 7, ' 高糖诱导的 XR%细
胞氧化应激和炎症反应可通过旁分泌机制加剧血管内

皮细胞损伤#促进微血管渗漏和新生血管形成 + 7U6, '
因此#以 XR%细胞为研究对象为揭示 8X早期病理机
制及 药 物 干 预 效 果 提 供 重 要 视 角' 异 槲 皮 苷
)(A5NC,+4(B+(>#:M9*因其强效抗氧化与抗炎作用#减轻
氧化应激与血管损伤#在 8X治疗中展现出潜力' 然
而#水溶性差"生物利用度低及靶向性不足严重限制了
其临床应用' 因此#开发基于纳米材料的递送系统对
于提高其稳定性"眼部生物利用度及治疗效果至关
重要

+ 1, '
研究显示#传统抗氧化剂生物利用度低"靶向性

差#难以在病变局部达到有效浓度#限制了临床应
用

+ ;, (且传统 8X治疗方法如激光光凝和抗 W%SQ药
物疗效有限#且需频繁给药#存在发生不良反应的风
险

+ $, ' 因此探索一种新型的药物递送系统至关重要'
近年来#响应性纳米递送系统在眼科疾病治疗中展现

出独特优势' 基于外泌体),P5A5&,#%m9*的智能载体
可通过模拟细胞天然分泌囊泡的特性#突破血U视网
膜屏障#并实现病变部位的精准药物释放 + ., ' 此外#
活性氧)+,'4B(G,5PJH,> AI,4(,A#X9M*响应性材料可在
高氧化应激微环境中特异性释放药物#提高治疗效率
并降低全身毒性#为 8X治疗提供了新思路 + 0#U00, '
:M9可通过抑制氧化应激和炎症通路减轻 8X的病理
损伤#因此本研究选择其作为模型药物' 近年来#外泌
体膜脂质成分对高 X9M 微环境敏感#可实现被动靶向
与响应性释药' 纳米技术和 %m9作为药物载体展现
出提高药物生物利用度及靶向递送的潜力#可增强抗
氧化和抗炎效果

+ 0", ' 本研究构建外泌体共载牛血清
白蛋白 ) -5G(>,A,+C&')-C&(>#_M@*联合 :M9纳米体
系)_M@/:M9/%m9*#利用人 XR%细胞模型#系统探
究其通过提高 :M9生物利用度发挥抗氧化和抗炎作用
的机制#旨在为 8X精准治疗提供新策略'

=8材料与方法

=3=!材料
=3=3=!细胞来源!@XR%?0. 细胞株购于上海中科院
细胞库'
=3=3>!主要试剂及仪器!_O@蛋白定量试剂盒)美
国 LF,+&5Q(AF,+公司*(:M9)美国 ,̀D OF,&%PI+,AA
公司*(@>>,P(> W?Q:LO<R:双染试剂盒)上海碧云天生
物技术股份有限公司*(白细胞介素 )(>B,+),'K(>#:c*?
0&检测试剂盒"肿瘤坏死因子 )BC&5+>,4+5A(A*'4B,+#
LTQ*?%检测试剂盒)美国 Xn8MJAB,&A公司*(苏木
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精U伊红)F,&'B5PJ)(> '>D ,5A(># %̂*染色试剂盒)武汉
赛维尔生物科技有限公司*(鼠抗 W%SQ抗体)11$"$?
0?0H#美 国 R+5B,(>B,4F 公 司 *( 兔 抗 O')>,P(> 抗 体
)'-."6;2*"兔抗 O812 抗体)'-027#76*"兔抗 LMS0#0
抗体 )'-0"6#00*"兔抗 O8. 抗体 )'-"2112#* )英国
@-4'&公 司 *( 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ) H)CB'BF(5>,
I,+5P(D'A,# SM ?̂Rm*" 丙 二 醛 ) &')5>D(')D,FJD,#
8̀@*"超氧化物歧化酶 )ACI,+5P(D,D(A&CB'A,# M98*
试剂盒 )南京建成科技有限公司 *' 高速离心机
) 6$0#X# 德国 %II,>D5+*公司 *( 透射电子显微镜
) B+'>A&(AA(5> ,),4B+5> &(4+5A45I,# L%̀ * ) L')5A
c0"#O*"酶标仪)W'+(5AK'> cim* )美国 LF,+&5Q(AF,+
M4(,>B(*(4公司*(凝胶电泳系统) (̀>(?RX9L%@TL,B+'#
美国 _(5?X'D 公司*(脂质体挤出仪)美国 @G'>B(R5)'+
c(I(DA公司*(j%L@电位分析仪)j,B'A(Z,+T'>5jM.##
英国马尔文帕纳科公司*(分光光度计 )iW?"1##(#日
本 MF(&'DZC 公司*(光学显微镜)_m62#日本 9)J&ICA
公司 *( 流 式 细 胞 仪 ) Q@OMW,+A,# 美 国 8(4K(>A5>
_(5A4(,>4,A公司*'
=3>!方法
=3>3=!%m9制备及鉴定!提取 @XR%?0. 细胞株外泌
体#收集 @XR%?0. 细胞上清液#依次经 2##p4"" ###p4"
0# ###p4 离心去除细胞及碎片(00# ###p4 超速离心
;# &(>#沉淀重悬于 R_M 即得外泌体' 采用 L%̀ 观察

%m9形 态' 采 用 h,AB,+> -)5B检 测 %m9 标 志 物
O')>,P(>"O812"LMS0#0 和 O8. 表达#确认 %m9纯度'
采用 _O@蛋白定量试剂盒测定 %m9蛋白含量'
=3>3>!_M@/:M9/%m9合成与表征方法!通过振荡
合成法制备 _M@/:M9纳米颗粒#取 7# &H<&)_M@与
"6 (&5)<c:M9按 0 e0膜挤压器共挤压混合(在 "?)T?
吗啉代*乙磺酸缓冲液中 2; b振荡 7 F#超滤纯化后
获得 _M@/:M9#并于 7 b保存备用' _M@/:M9与
%m9)按照体积 6 e0*混合)通过调节 _M@/:M9母液
浓度控制终剂量#从而配制低"中"高载药浓度纳米体
系*#经脂质体挤出仪挤压 "# 次制备 _M@/:M9/%m9
)透析法去除游离药物*' 采用 j%L@电位分析仪测定
各组纳米颗粒粒径和 j,B'电位(采用 L%̀ 观察形态(
采用分光光度计和红外光谱分析化学结构' 采用差量
法计算包封率和负载率$包封率]包封的药物质量<药
物投加量p0##\#负载率]包封的药物质量<)包封的
药物质量a载体质量*p0##\' 采用透析法测定 "7 F
药物释放曲线'
=3>3?!细胞培养与高糖模型建立!采用含体积分数
0#\胎牛血清"0## i<&)青霉素U链霉素的 8̀ %̀ 培

养基#于 2; b"6\ O9" 培养箱中培养细胞' 待细胞
融合度达 .#\时#用 #["6\胰蛋白酶消化 0 &(>#
06#p4 离心 2 &(> 后重悬传代' 选用第 2Y1 代生长状
态良好的细胞' 将细胞分为对照组"模型组"低剂量
:M9纳米体系组)载药 :M9为 6 (&5)<c*"中剂量 :M9
纳米体系组)载药 :M9为 0# (&5)<c*"高剂量 :M9纳
米体系组)载药 :M9为 "# (&5)<c*"单纯 :M9组):M9
为 0# (&5)<c*' 为克服 :M9水溶性差的问题#单纯
:M9组 使 用 8̀ M9 助 溶 )终 浓 度 r#[0\*# 制 备
0# (&5)<c:M9储备液(而 _M@/:M9/%m9纳米体系
通过 _M@的疏水腔包载与 %m9膜融合#显著提高 :M9
的溶解性与稳定性' 其中对照组细胞常规培养#其余
各组细胞均于含 2# &&5)<c葡萄糖和相应浓度 :M9的
培养基中培养'
=3>3A!OOg?$ 法测定细胞活性!将对数生长期细胞
以 6p0#2 <孔接种于 .1 孔板#按照 03"32 方法进行细
胞分组处理#于培养 #" "7" 7$" ;" F 每孔加入 0# ()
OOg?$ 溶液# 2; b 避光孵育 " F' 用酶标仪测定
76# >&处吸光度)'-A5+-'>4,#R*值#计算各组细胞活
性#细胞活性]各组 R值<对照组 R值p0##\'
=3>3B!8OQ̂ ?8@测定细胞内 X9M 水平!将细胞接
种至 "7 孔板#参照 03"32 方法进行细胞分组处理#培
养 7$ F 后胰蛋白酶消化收集细胞#低速离心收集细
胞#加入 0 &)R_M 重悬#轻柔吹打混匀(加入 0 ()
8OQ̂ ?8@染液#2; b避光孵育 2# &(>(低速离心弃上
清后#用 R_M 洗涤 "Y2 次(最后用 0## ()R_M 重悬细
胞#过 "## 目筛网后流式细胞仪上机检测#设置
7$$ >&绿色荧光通道#采用 _8Q)5EV5L̀

软件分析细

胞内 X9M 含量变化'
=3>3C!@>>,P(> W<R:双染法测定细胞凋亡率!胰蛋
白酶消化收集各组培养 7$ F 后细胞#R_M 洗涤后重悬
于 0p_(>D(>H_C**,+#加入 6 ()@>>,P(> W?Q:LO和 6 ()
R:#2; b避光孵育 06 &(>#流式细胞仪上机检测设置
7$$ >&通道#采用 _8Q)5EV5L̀

软件分析各组细胞凋

亡率'
=3>3R!%c:M@法测定炎症因子 LTQ?%及 :c?0&水
平!各组细胞分组培养 7$ F#收集上清液 "## ()#
0 6## +<&(> 离心 0# &(>#分离上清后U$# b冻存备
用' 按照 LTQ?%及 :c?0&试剂盒说明书处理上清液#
采用酶标仪检测 76# >&下 R值#计算各组上清液中
LTQ?%及 :c?0&质量浓度'
=3>3Y!生化试剂盒法测定细胞内 SM ?̂Rm和 M98活
性及上清液中 8̀@水平!取 03"3; 方法收集的培养
上清液和细胞裂解液#分别按照SM^?Rm" 8̀@以及
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图 =8外泌体的表征!@$外泌体 L%̀ 图)标尺]0## >&*!_$外泌
体各标志物表达电泳图!O812"LMS0#0 和 O8. 蛋白高表达#内质网
标志物 O')>,P(> 无明显表达!@XR%$人视网膜色素上皮细胞(%m9$
外泌体

!"<1$)=8L,'$'4+)$"T'+".%.6)N.(.3)(!@$L%̀ (&'H,5*,P5A5&,A
)A4'),-'+]0## >&* ! _$ %),4B+5IF,+5H+'&A5*,P5A5&,&'+K,+A!
O812# LMS0#0 '>D O8. I+5B,(>AE,+, F(HF)J ,PI+,AA,D# -CBBF,
,>D5I)'A&(4+,B(4C)C&&'+K,+O')>,P(> E'A>5BA(H>(*(4'>B)J,PI+,AA,D!
@XR%$FC&'> +,B(>')I(H&,>B,I(BF,)(')4,))(%m9$,P5A5&,
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图 >8IS7XHSPXK）P的表征!@$_M@/:M9的 L%̀ 图 )标尺 ]0## >&*!_$_M@/:M9/%m9的
L%̀ 图)标尺]0## >&*!O$各材料粒径分布!8$各材料平均粒径!红线代表纳米颗粒分散性!%$
各材料平均 j,B'电位!Q$各材料紫外可见光谱!S$各材料红外光谱! $̂_M@/:M9/%m9包封率和
负载率!最大投料 1## (H:M9所对应的包封率和负载率!:$_M@/:M9/%m9释放曲线!_M@$牛血清
白蛋白(:M9$异槲皮苷(%m9$外泌体
!"<1$)>8L,'$'4+)$"T'+".%.6IS7XHSPXK）P!@$L%̀ (&'H,5*_M@/:M9)A4'),-'+]0## >&*!_$
L%̀ (&'H,5*_M@/:M9/%m9)A4'),-'+]0## >&*!O$M(Z,D(AB+(-CB(5> 5*G'+(5CA&'B,+(')A!8$@G,+'H,
I'+B(4),A(Z,5*G'+(5CA&'B,+(')A!LF,+,D 4C+G,+,I+,A,>B,D BF,A(Z,D(AB+(-CB(5> I+5*(),!%$@G,+'H,Z,B'
I5B,>B(')5*G'+(5CA&'B,+(')A! Q$ iW?G(A(-),AI,4B+'5*G'+(5CA&'B,+(')A! S$ QL?:X AI,4B+'5*G'+(5CA
&'B,+(')A! $̂%>4'IAC)'B(5> ,**(4(,>4J'>D D+CH)5'D(>H+'B,5*_M@/:M9/%m9! O5++,AI5>D(>HB5'
&'P(&C&:M9*,,D 5*1## (H!:$X,),'A,I+5*(),5*_M@/:M9/%m9!_M@$-5G(>,A,+C&')-C&(>(:M9$
(A5NC,+4(B+(>(%m9$,P5A5&,

M98检测试剂盒说明书进行处理' 采用酶标仪检测
76# >&处 R值#并计算各组细胞上清液中 SM ?̂Rm"
8̀@以及 M98水平'

=3?!统计学方法
采用 MRMM "" 统计学软件进行统计分析' 计量资

料经 MF'I(+5?h()K 检验均符合正态分布#以 _q8表示'
各组检测指标总体差异比较采用单因素方差分析#各
组不同时间点检测指标总体差异比较采用两因素方差

分析#组间两两比较采用 cM8?/检验' 采用双尾检验#
Mr#[#6 为差异有统计学意义'

>8结果

>3=!外泌体鉴定
L%̀ 显示外泌体呈典型杯状结构#粒径分布为

2# Y06# >&#平均粒径约 0## >&)图 0@*' h,AB,+>
-)5B确认外泌体高表达 O812"LMS0#0 和 O8.#无内质
网标志物 O')>,P(> 表达#证明
外泌体纯度高)图 0_*'
>3>!_M@/:M9/%m9纳米材
料的构建和表征

L%̀ 显示#合成的 _M@/
:M9为均匀的球形#表面粗糙
)图 "@*(合成的 _M@/:M9/
%m9呈均匀的球形 )图 "_*'
_M@"_M@/:M9和 _M@/:M9
/%m9的平均粒径分别为
)"6["q"[1*" ) "1[7q"[;*和
)2.[1q6["*>&)图 "O#8*#平
均电位分别为U0"["" U06[2
和U02[7 &W)图 "%*(紫外可
见光谱分析结果显示#_M@在
";. >&处呈现出显著的特征
吸收峰#:M9则分别在 260 和
"1# >&处出现特征吸收峰#
_M@/:M9和 _M@/:M9/%m9
纳 米 体 系 在 ";." 260 和
"1# >&处均出现了相应的特
征吸收峰#证明了 _M@/:M9
的成功制备)图 "Q*' _M@在
0 167 4&U0

和 0 61# 4&U0
附近

的吸收峰分别对应酰胺#带
)O]9伸缩振动*和酰胺!带
)T?̂ 弯 曲 振 动 *( :M9 在

2 210 4&U0
附近的峰归属于酚

羟基)U9̂ *伸缩振动#0 1#6 4&U0
和 0 6#. 4&U0

处的

峰为苯环骨架振动 '_M@/:M9/%m9复合体系中 #

!;.;!中华实验眼科杂志 "#"6 年 . 月第 72 卷第 . 期!OF(> V%PI 9IFBF')&5)#M,IB,&-,+"#"6#W5)372#T53.



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

对照组

模型组

低剂量ISO纳米体系组

中剂量ISO纳米体系组

高剂量ISO纳米体系组

单纯ISO组

时间（h）

细
胞

活
性
（
%
）

200

150

100

50

0
0 24 48 72

a

bbb

a

图 ?8各组不同时间点细胞活性比较!\分组 ]""7["aMr#[##0(

\时间 ]11[#aMr#[##03与同时间点对照组比较a'Mr#[#6(与同时间

点单纯 :M9组比较a-Mr#[#6)两因素方差分析acM8?/检验(1]7*!
:M9$异槲皮苷
!"<1$)?8L.3-'$"(.%.64)//2"'#"/"+: '3.%< *"66)$)%+<$.1-('+
*"66)$)%++"3)-."%+(! \H+5CI ]""7["a Mr#[##0( \B(&,]11[#a Mr

#[##03O5&I'+,D E(BF BF,45>B+5)H+5CI 'BBF,A'&,B(&,I5(>BAa 'Mr
#[#6(45&I'+,D E(BF BF,:M9H+5CI 'BBF,A'&,B(&,I5(>BAaFMr#[#6
)LE5?E'J@T9W@acM8a/B,AB(1]7*!:M9$(A5NC,+4(B+(>

表 =8各组细胞 GPS平均荧光强度比较)!W"*
F'#/)=8L.3-'$"(.%.63)'%6/1.$)(4)%4)"%+)%("+:

.6GPS'3.%< *"66)$)%+<$.1-()!W"*

组别 样本量 X9M 平均荧光强度

对照组 2 ."[6q6[0
模型组 2 .60[;q1#[.'

单纯 :M9组 2 101[#q02[$'-

低剂量 :M9纳米体系组 2 6#.[#q7;[1'-4

中剂量 :M9纳米体系组 2 020[;q0#[2-

高剂量 :M9纳米体系组 2 ";;[#q0"[7'-4

\值 .2[2
M值 r#[##0
!注$与对照组比较a'Mr#[#6(与模型组比较a-Mr#[#6(与中剂量 :M9
纳米体系组比较a4Mr#[#6)单因素方差分析acM8?/检验*!X9M$活性
氧簇(:M9$异槲皮苷
!T5B,$ O5&I'+,D E(BF BF,45>B+5)H+5CIa'Mr#[#6( 45&I'+,D E(BF BF,
&5D,)H+5CIa-Mr#[#6(45&I'+,D E(BF BF,:M9H+5CIa4Mr#[#6(45&I'+,D
E(BF BF,&,D(C& _M@/:M9/%m9H+5CIa4Mr#[#6 )9>,?E'J@T9W@a
cM8?/B,AB*!X9M$+,'4B(G,5PJH,> AI,4(,A(:M9$(A5NC,+4(B+(>

表 >8各组细胞凋亡率"上清液中炎症因子水平及 DM7水平比较)!W"*
F'#/)>8L.3-'$"(.%.6'-.-+.("($'+)a"%6/'33'+.$: 6'4+.$/)2)/(a'%*

DM7/)2)/"%4)//(1-)$%'+'%+'3.%< *"66)$)%+<$.1-()!W"*

组别 样本量 细胞凋亡率)\* :c?0&) IH<&)* LTQ?%) IH<&)* 8̀@) >&5)<&)*

对照组 7 1[2q#[7 2$[2q0#[. "$[$q2[6 076[#q01[;
模型组 7 ";[0q0[1' 0$"[.q6[7' 016[$q.[6' 62.[6q"#["'

单纯 :M9组 7 "0[$q"[1'-4 060[6q$[7'- 0"0[#q07[;'- 2$.[#q"1[6'-

低剂量 :M9纳米体系组 7 "7[#q0[;'4 06;["q"[$' 02"[2q7[0' 7##[#q"7[7'

中剂量 :M9纳米体系组 7 06[$q0["'- 00#[6q;[0'- 1"[1q7[6'- "0"[6q01[6'-

高剂量 :M9纳米体系组 7 0"[$q"[2'- 026[0q6[2'-4 0#;[1q6[#'-4 206[6q07[;'-4

\值 $.[;" 7;["1 17[22 17[60
M值 r#[##0 r#[##0 r#[##0 r#[##0
!注$与对照组比较a'Mr#[#6(与模型组比较aFMr#[#6(与中剂量 :M9纳米体系组比较a4Mr#[#6)单
因素方差分析acM8?/检验*! 8̀@$丙二醛(:M9$异槲皮苷(:c$白细胞介素(LTQ$肿瘤坏死因子
!T5B,$O5&I'+,D E(BF BF,45>B+5)H+5CIa'Mr#[#6(45&I'+,D E(BF BF,&5D,)H+5CIa-Mr#[#6(45&I'+,D
E(BF BF,&,D(C& _M@/ :M9/ %m9 H+5CIa4Mr#[#6 ) 9>,?E'J@T9W@a cM8?/B,AB* ! 8̀@$
&')5>D(')D,FJD,(:M9$(A5NC,+4(B+(>(:c$(>B,+),'K(>(LTQ$BC&5+>,4+5A(A*'4B,+

2 706 4&U0
附 近 的 宽 峰 为 三 者?9̂ 的 叠 加 峰(

0 167 4&U0
处的峰为 _M@酰胺#带与 :M9酮羰基的复

合吸收峰(0 7.1 4&U0
和 0 712 4&U0

处的峰则主要来

自 :M9苯环的振动a以上结果表明 _M@/:M9/%m9成
功构建 )图 "S*' 包封率和负载率分别为 ) ;1[1q
6[#*\和)0#[2q#[1*\)图 " *̂' _M@/:M9/%m9在
"7 F 内累积释放 ;6[0\a说明具有良好的释放性能
)图 ":*'
>3?!各组细胞活性比较

各组不同时间点细胞活力总体比较a差异有统计
学意义 ) \分组 ]""7["a Mr#[##0( \时间 ]11[#a Mr
#[##0*a对照组细胞活性随着培养时间延长而逐渐增
强a模型组培养 7$ 和 ;" F 时细胞活力显著低于相应
时间点对照组a差异均有统计学意义)均 Mr#[#0*(各
不同 :M9浓度纳米体系组培养 7$ F 细胞活力明显优
于单纯 :M9组a差异均有统计学意义 )均 Mr#[#6*
)图 2*' 故后期药物组的处理时间均为 7$ F'
>3A!各组细胞 X9M 水平比较

各组细胞 X9M 水平总体比较a差异有统计学意义
)\].2[2aMr#[##0*' 与对照组比较a除中剂量 :M9
纳米体系组外a其他各组细胞 X9M 水平明显升高a差
异均有统计学意义)均 Mr#[#0*(低剂量 :M9纳米体
系组"中剂量 :M9纳米体系组a高剂量 :M9纳米体系组
和单纯 :M9组 X9M 水平均较模型组明显下降a中剂量
:M9纳米体系组 X9M 水平明显低于低剂量 :M9纳米体
系组"高剂量 :M9纳米体系组和单纯 :M9组a差异均有
统计学意义)均Mr#[#0*)表 0*'
>3B!各组细胞凋亡率"炎症因子水平和抗氧化酶活性
比较

与对照组比较a其他各组细胞凋亡率明显升高a差
异均有统计学意义)均 Mr#[#6*(
中剂量 :M9纳米体系组凋亡率明
显低于模型组"低剂量 :M9纳米
体系组和单纯 :M9组a差异均有
统计学意义)均 Mr#[#6*)表 "*'

与对照组比较a其他各组细
胞上清中 LTQ?'":c?0&和 8̀@
水平明显上升aSM ?̂Rm和 M98
活性明显下降a差异均有统计学
意义 )均 Mr#[#0*(与模型组比
较a中剂量 :M9纳米体系组"高剂
量 :M9纳米体系组细胞上清中
LTQ?'":c?0&和 8̀@水平均下
降aSM ?̂Rm和 M98活性明显升
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高#差异均有统计学意义)均Mr#[#0*(中剂量 :M9纳
米体系组的 LTQ?'":c?0&和 8̀@水平明显低于高剂
量 :M9纳米体系组#SM ?̂Rm和 M98活性明显高于高
剂量 :M9纳米体系组#差异均有统计学意义 )均Mr
#[#0*)表 ""2*'

表 ?8各组细胞中抗氧化酶活性比较)!W"*
F'#/)?8L.3-'$"(.%.6'%+".N"*'%+)%T:3)/)2)/("%4)//

'3.%< *"66)$)%+<$.1-()!W"*

组别 样本量 SM ?̂Rm)i<&)* M98)i<&)*

对照组 7 2$#[$q"2[" ";[1q"[0

模型组 7 ;7[#q0"[.' 2[#q#[2'

单纯 :M9组 7 000[$q""[0' 0#[#q#[6'-

低剂量 :M9纳米体系组 7 007[7q02[;' 0#["q#[1'

中剂量 :M9纳米体系组 7 ""0[1q00[.'- 0.[1q"["'-

高剂量 :M9纳米体系组 7 02$[7q00[;'-4 0"[1q#[.'-4

\值 6.["2 7"[76

M值 r#[##0 r#[##0

!注$与对照组比较#'Mr#[#6(与模型组比较#-Mr#[#6(与中剂量 :M9
纳米体系组比较#4Mr#[#6)单因素方差分析#cM8?/检验*!:M9$异槲
皮苷(SM ?̂Rm$谷胱甘肽过氧化物酶(M98$超氧化物歧化酶
!T5B,$ O5&I'+,D E(BF BF,45>B+5)H+5CI#'Mr#[#6( 45&I'+,D E(BF BF,
&5D,)H+5CI#-Mr#[#6( 45&I'+,D E(BF BF,&,D(C& _M@/:M9/%m9
H+5CI#4Mr#[#6 )9>,?E'J@T9W@#cM8?/B,AB*!:M9$(A5NC,+4(B+(>(SM ?̂
Rm$H)CB'BF(5>,I,+5P(D'A,(M98$ACI,+5P(D,D(A&CB'A,

?8讨论

_M@是一种天然蛋白质#广泛存在于生物体内#具
有极低的免疫原性和细胞毒性#适合作为药物载体用
于体内递送' 其结构稳定#在生理条件下不易变性#可
减少载体本身对细胞的潜在损伤' _M@分子表面含有
丰富的氨基)UT̂ "*"羧基)UO99̂ *和疏水腔#可通过
氢键"疏水作用和离子键与 :M9结合' %m9的生物相
容性和靶向递送能力是 _M@/:M9/%m9体系高效抗
氧化和抗炎的关键

+ 02U06, ' 本研究通过超速离心法提
取 @XR%?0. 细胞株 %m9#并经 O812"LMS0#0 和 O8.
标志物验证其高纯度和生物活性'

8X病理机制中#氧化应激和炎症反应是导致
XR%细胞损伤的关键因素 + 0#1, ' :M9作为一种天然黄
酮类化合物#具有显著的抗氧化和抗炎特性#但其水溶
性差及生物利用度低限制了临床应用

+ 01, ' _M@作为
载体的核心优势在于其生物相容性"药物增溶能力和
可修饰性#与 %m9复合后更能通过协同作用提高 :M9
的递送效率和靶向性#为 8X的治疗提供了一种高效"
安全的纳米递送策略' 本研究通过构建 _M@/:M9/
%m9纳米体系#显著提高了 :M9的溶解度和稳定性#
:M9包封率达 ;1[1\#负载率达 0#[2\#并在 "7 F 内

实现 ;6[0\的药物释放#表明该体系具有良好的药物
递送性能#而体内存在炎症和 X9M 的环境会进一步促
进药物释放' 这些特性得益于 %m9的生物相容性和
%m9自身具有 X9M 响应性#能够在高氧化应激环境中
实现相对靶向释放#从而增强 :M9的生物利用度'

_M@/:M9/%m9纳米颗粒呈均匀球形#平均粒径
约 2.[1 >&#电位为U02[7 &W#具有良好的物理稳定
性' 紫外可见光谱和红外光谱进一步证实 _M@":M9
和 %m9形成复合体系 + 0;, ' 有研究显示#高糖环境通
过诱导 XR%细胞线粒体功能障碍及 X9M 过量生成#
XR%细胞通过分泌 W%SQ和炎症因子 )如 LTQ?%":c?
0&*与血管内皮细胞和周细胞相互作用#调控微血管
屏障功能和新生血管形成#与 8X早期微血管损伤和
神经退行性变密切相关

+ 0#7U6, ' 本研究结果显示#中剂
量 :M9纳米体系组显著降低高糖环境下细胞 X9M 水
平和炎症因子)LTQ?%":c?0&*浓度(且与单纯 :M9组
相比#_M@/:M9/%m9显著降低了高糖诱导的 @XR%?
0. 细胞模型 X9M 水平#以中剂量 _M@/:M9/%m9
):M9浓度 0# (&5)<c*效果最佳#细胞 X9M 水平降至
接近对照组水平' 以上结果表明 _M@/:M9/%m9纳
米体系通过膜融合和内吞作用提高 :M9的细胞内递送
效率#有效增强 :M9的抗炎作用#为 8X治疗提供了新
策略' 本研究预实验证实游离 _M@/:M9在培养液中
稳定性差)7 F 沉淀率v$#\*#而外泌体包封显著提高
了其分散稳定性#延长药物作用时间#从而更高效地发
挥抗氧化及抗炎效应'

本研究还发现#高剂量 _M@/:M9/%m9在降低
X9M 和炎症因子水平方面劣于低剂量 _M@/:M9/
%m9#且细胞活性下降#可能是因高浓度 :M9可导致细
胞损伤所致

+ 0$, ' 本研究中#与模型组比较#中剂量
:M9纳米体系组抗氧化酶 SM ?̂Rm和 M98活性显著升
高#且氧化应激标志物 8̀@水平明显下降' 该结果
表明 _M@/:M9/%m9通过增强抗氧化酶活性"降低脂
质过氧化#协同发挥抗氧化和抗炎作用' 未来研究需
进一步优化 :M9剂量#探索其抗氧化"抗炎与促凋亡作
用的平衡机制'

综上所述#本研究成功构建 _M@/:M9/%m9体
系#并通过 @XR%?0. 细胞高糖模型验证了其在提高
:M9生物利用度及发挥抗氧化和抗炎作用中的潜力'
未来研究可进一步探索 _M@/:M9/%m9在其他氧化
应激相关眼科疾病中的应用#以及优化其药物动力学
以延长作用时间' 本研究中#_M@/:M9因稳定性差易
沉淀而未单独设组#外泌体包封显著提高了其分散性
与药效持续性' 今后需开展体内实验进一步验证其靶
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向递送效果及临床转化潜力' 本研究为 8X的精准治
疗提供了创新的纳米递送策略#为提高 :M9生物利用
度及抗氧化"抗炎治疗效果奠定了实验基础'
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