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高良姜素 PEG-PLGA 纳米粒的制备及其缓解小鼠炎症性肺损伤作用  
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摘  要：目的  制备载高良姜素（Gal）聚乙二醇-聚乳酸羟基乙酸共聚物（PEG-PLGA）纳米粒（Gal-PEG-PLGA NPs），研

究其对脂多糖（LPS）诱导的小鼠炎症性肺损伤的治疗作用。方法  采用乳化-溶剂挥发法将 Gal 包裹于纳米粒中，单因素考

察初步优化处方及制备工艺，并进行表征。将 35 只 SPF 级小鼠随机分为对照组、模型组（5 mg·kg−1 LPS）、空白纳米粒组、

游离型 Gal（8 mg·kg−1）组和 Gal-PEG-PLGA NPs 低、中、高剂量（0.5、2、8 mg·kg−1）组，每组 5 只。对照组给予相同体

积 0.9%氯化钠溶液，其余动物 ip 5 mg·kg−1 LPS，1 h 后 ip 给药。24 h 后，进行小鼠活体成像，并取出肺组织进行苏木素-伊

红（HE）染色观察肺组织病理变化；通过检测肺组织中中性粒细胞髓过氧化物酶（MPO）活性，评估中性粒细胞的组织浸

润情况；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测肺组织炎症因子 Il-1b、Il-6、Tnf-α mRNA 表达；免疫印迹法检测 VE-cadherin、

-catenin 蛋白表达。结果  单因素实验确定的最优处方为：PEG-PLGA 用量 60 mg，有机相 Gal 用量 15 mg，水相 PVA 质量

浓度为 20 mg·mL−1，水相体积为 10 mL，水相与有机相体积比 8∶1。依据此处方制备的 Gal-PEG-PLGA NPs 呈圆球状，粒

径（114.00±8.54）nm，多分散指数为 0.166±0.010；电位为（−10.67±2.08）mV。HE 染色结果表明，与模型组相比，Gal-

PEG-PLGA NPs 中、高剂量（2、8 mg·kg−1）组，非气管细胞数量显著降低（P＜0.01），且呈现剂量相关性，肺组织中 MPO

活性显著降低（P＜0.01），Il-1b、Il-6、Tnf-α mRNA 相对表达量显著降低（P＜0.01），VE-cadherin 和-catenin 蛋白表达水平

显著提高（P＜0.01）。结果表明 2、8 mg·kg−1 的 Gal-PEG-PLGA NPs 能够有效抑制小鼠肺部炎症细胞浸润，减少血管渗出，

降低炎症因子基因表达，保护内皮细胞屏障。结论  Gal-PEG-PLGA NPs 可显著减轻小鼠炎症性肺损伤，有望进一步开发为

靶向治疗肺损伤的药物载体。 
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Abstract: Objective  To prepare galangin (Gal)-loaded polyethylene glycol-polylactic-co-glycolic acid (PEG-PLGA) 

nanoparticles (Gal-PEG-PLGA NPs) and investigate the therapeutic effect on lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory lung 

injury in mice. Methods  Gal was encapsulated in nanoparticles by the emulsion-solvent evaporation method. The optimal 

formulation and preparation process were preliminarily optimized by single-factor experiments and characterized. Thirty-five SPF 

mice were randomly divided into the control group, model group (5 mg·kg−1 LPS), blank nanoparticle group, free Gal (8 mg·kg−1) 

group, and Gal-PEG-PLGA NPs low, medium, and high-dose (0.5, 2, 8 mg·kg−1) groups, with five mice in each group. The control group 

was given the same volume of 0.9% sodium chloride solution, and the other animals were intraperitoneally injected with 5 mg·kg−1 LPS. 

One hour later, they were intraperitoneally administered the drugs. After 24 hours, in vivo imaging of the mice was performed, and 

lung tissues were taken for hematoxylin-eosin (HE) staining to observe the pathological changes of the lung tissues. The infiltration 
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of neutrophils in the tissues was evaluated by detecting the activity of neutrophil myeloperoxidase (MPO) in the lung tissues. The 

expression of inflammatory factors Il-1b, Il-6, and Tnf-α mRNA in the lung tissues was detected by real-time fluorescence 

quantitative PCR (qRT-PCR). The expression of VE-cadherin and β-catenin proteins was detected by Western blotting. Results  

The optimal formulation determined by single-factor experiments was as follows: PEG-PLGA dosage 60 mg, organic phase Gal 

dosage 15 mg, water phase PVA mass concentration 20 mg·mL−1, water phase volume 10 mL, water phase to organic phase volume 

ratio 8∶1. The Gal-PEG-PLGA NPs prepared according to this formulation were spherical, with a particle size of (114.00 ± 8.54) 

nm, a polydispersity index of 0.166 ± 0.010, and a ζ potential of (−10.67 ± 2.08) mV. The HE staining results showed that compared 

with the model group, the number of non-tracheal cells in the medium and high-dose (2, 8 mg·kg−1) Gal-PEG-PLGA NPs groups 

was significantly reduced (P < 0.01), and there was a dose-dependent relationship. The MPO activity in the lung tissues was 

significantly reduced (P < 0.01), and the relative expression levels of Il-1b, Il-6, and Tnf-α mRNA were significantly decreased (P 

< 0.01). The expression levels of VE-cadherin and β-catenin proteins were significantly increased (P < 0.01). These results indicated 

that Gal-PEG-PLGA NPs with a concentration of 2, 8 mg·kg−1 could effectively inhibit the infiltration of inflammatory cells in the 

lungs of mice, reduce vascular leakage, lower the expression of inflammatory factor genes, and protect the endothelial cell barrier. 

Conclusion  Gal-PEG-PLGA NPs can significantly alleviate inflammatory lung injury in mice and are promising as a drug carrier 

for targeted treatment of lung injury. 

Key words：nanoparticles; galangin; inflammatory pulmonary injury; vascular barrier; proinflammatory mediators 

 

炎症性肺损伤是一类由肺炎、脓毒症、化学物

质吸入等因素诱发的严重疾病，其对人类健康构成

重大威胁。当病情恶化时，常进展为呼吸窘迫综合

征，具有极高的致死率[1-2]。正常生理状态下，肺血

管内皮细胞层不仅是重要的物理屏障，能够维持血

管功能稳态、预防血管内凝血并抑制液体渗出，还

与肺泡上皮细胞共同构建气-血屏障，保障肺换气功

能的正常实现[3]。而在炎症性肺损伤发生时，肺血

管内皮屏障遭到破坏，液体渗入肺泡腔，进而引发

肺水肿、低氧血症等典型症状[3-4]。由此可见，维持

血管内皮屏障的完整性是治疗肺损伤、改善呼吸功

能的关键策略之一。 

高良姜素（Gal）是一种来自于高良姜根部的天

然黄酮，现已被证实具有广泛的药理作用，可用于

治疗神经退行性疾病、心血管疾病、肿瘤、糖尿病、

肝脏损伤等[5]。该化合物水溶性低，易溶于丙酮、

四氢呋喃、乙腈等弱极性溶剂，体内吸收差[6-7]，限

制了其在临床上的广泛应用。纳米粒作为一种有效

的药物输送载体，可提高化合物水溶性，促进细胞

吸收，增加生物利用度[8-10]。聚乳酸羟基乙酸共聚物

（PLGA）是一种安全的生物材料，相容性好、体内

可降解，已经在美国获得批准用于临床[11]。聚乙二

醇（PEG）是一种常用的高分子材料，可用于纳米

材料的修饰，促进纳米粒在体内的分布，减少被吞

噬细胞清除，提高药物输送效果[12-13]。本研究构建

一种负载 Gal 的 PEG 修饰 PLGA 纳米粒（Gal-PEG-

PLGA NPs），并探讨其对脂多糖（LPS）诱导小鼠炎

症性肺损伤的治疗作用，为 Gal 的进一步开发及应

用提供参考。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

NanoZS 90 型纳米粒径电位分析仪，英国

Malvern Instruments 公司；JEM-2100V 型透射电镜，

日本 JEOL 公司；HistoCore BIOCU 型石蜡切片机，

德国 Leica 公司；Evolution 60S 型紫外-可见分光光

度计，美国 Thermo 公司；JY92-IIDN 型超声波细胞

破碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；Stepone 

plus 型实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）仪，美国

Thermo 公司；Mini-p4 型蛋白电泳仪，美国 Bio-rad

公司；Tanon 5200 型化学发光图像分析系统，上海

天能生命科学有限公司。 

1.2  药物和试剂 

Gal（G100561，批号 J2436527，质量分数＞98%），

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；PEG-PLGA（相

对分子质量 20 000，批号 MKCV2408），美国 Sigma

公司；聚乙烯醇（PVA，批号 J2225634），上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；透析袋（截留相对分子质量

7 000），江苏麦格生物科技有限公司；总 RNA 抽提试

剂 Trizol（批号 102489834），美国 Sigma 公司；LPS

（批号 SMB00704），美国 Sigma 公司；cDNA 反转录

试剂盒（批号 3125183），美国 Thermo 公司；荧光定

量 PCR 试剂盒（批号 2407542），美国 Thermo 公司；

VE-cadherin 抗体（批号 00121943）、β-catenin 抗体（批

号 23002541），购自武汉三鹰生物技术有限公司；β-
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actin 抗体（批号 GR96779-9），美国 Abcam 公司。其

余试剂均为市售分析纯。 

1.3  动物 

8～12 周龄 SPF 级 C57BL/6 小鼠，体质量 20～

25 g，购于常州卡文斯模式动物研究有限公司，许

可证号：SCXK（苏）2021-0013。饲养于 SPF 动物

房中，给予标准实验动物饲料和自由饮水，室温、

湿度控制 20～25 ℃和 40%～70%。本研究严格遵

守《江苏省实验动物管理办法》，经过常州大学动物

使用伦理委员会批准，批准文号 XH-2024-03。 

2  方法与结果 

2.1  Gal-PEG-PLGA NPs 的制备 

使用乳化-溶剂挥发法[14]制备 Gal-PEG-PLGA 

NPs。依据文献方法[14]，PEG-PLGA用量为Gal-PEG-

PLGA NPs 处方中关键因素，因此固定 PEG-PLGA

用量为 60 mg，将 PEG-PLGA 与 Gal 溶解于丙酮-

乙醇（4∶1）混合溶液中作为有机相，PVA 水溶液

作为水相，将有机相逐滴加入水相并不断搅拌，冰浴

条件下 100 W 超声 10 min（工作 20 s，间隔 20 s）

得到乳化液。在通风橱内继续搅拌 18 h，除去有机

溶剂。室温下 5 000 r·min−1 离心 10 min，上清液在

4 ℃以 15 000 r·min−1 离心 20 min，沉淀即为 Gal-

PEG-PLGA NPs，双蒸水洗涤 2 次，经 0.22 μm 微

孔滤膜滤过后于 4 ℃保存。将制备得到的混悬液经

0.45 μm 滤膜滤过，冷冻干燥 48 h，得到 Gal-PEG-

PLGA NPs 粉末。不添加 Gal 使用相同方式制备空

白纳米粒粉末。 

2.2  包封率、载药率、粒径、多分散指数（PDI）

和电位的测定 

称取 2 mg Gal，溶于 1 mL 二甲基亚砜

（DMSO）中得到对照品母液，以甲醇逐次稀释得

到各质量浓度溶液（1.25、2.50、5.00、10.00、20.00、

40.00 g·mL−1）。用甲醇做空白对照，测定对照品

溶液 355 nm 处吸光度（A）值。以 Gal 质量浓度为

横坐标，A 值为纵坐标，绘制标准曲线。线性方程

为：Y＝0.093 6 X＋0.022 5，R2＝0.999 8，线性范围

1.25～40.00 g·mL−1。 

采用透析法测定包封率[14-15]，精密量取 Gal-

PEG-PLGA NPs 混悬液 2 mL，置于透析袋中，扎紧

透析袋两端，放入盛有 50 mL 40%乙醇溶液的锥形

瓶中，37 ℃条件下以 1 000 r·min−1速率振摇，10 min

后吸取 2 mL 透析液，在 355 nm 处测定 A 值。根据

制备 2 mL Gal-PEG-PLGA NPs 混悬液所使用的 Gal

质量（M 投药量）和混悬液中总游离 Gal 质量（M 游离），

计算包封率。 

包封率＝（M 投药量－M 游离）/M 投药量 

取冻干后的 Gal-PEG-PLGA NPs，称定质量得

到 M，加入丙酮-乙醇（4∶1）使 Gal 完全释放，测

定被包封的 Gal 总质量 M1。计算 Gal-PEG-PLGA 

NPs 载药率。 

载药率＝M1/M 

常温下，用双蒸水 1∶1 000 比例稀释纳米粒，

使用粒径分析仪检测纳米粒的粒径、PDI 和电位。

测定前，各样品在室温下静置 5 min，测定 3 次，取

平均值。 

2.3  单因素考察 

2.3.1  水相与有机相体积比考察  固定 Gal 用量为

10 mg，水相 PVA 质量浓度为 10 mg·mL−1，水相

PVA体积为 10 mL，调整水相与有机相体积比在 6∶

1、8∶1、10∶1，按“2.1”项下方法制备 Gal-PEG-

PLGA NPs，以粒径、PDI、包封率和载药率为评价

指标。结果如表 1 所示，随着水相与有机相体积比

逐渐增加，颗粒粒径和 PDI 无显著变化，包封率和

载药量先增大后降低，体积比为 8∶1 时包封率和

载药量最高。考虑到包封率和载药率的变化，选择

水相与有机相体积比为 8∶1。 

2.3.2  PVA 质量浓度考察  固定有机相 Gal 质量为

10 mg，水相与有机相体积比为 8∶1，水相 PVA 体

积为 10 mL，调整水相 PVA 质量浓度为 10、15、20、

25、30 mg·mL−1，按“2.1”项下方法制备 Gal-PEG-

PLGA NPs，按照“2.2”项下方法测得粒径、PDI、

包封率和载药率。结果如表 2 所示，随着 PVA 质

表 1  水相与有机相体积比考察 ( ±s，n＝3) 

Table 1  Investigation of volume ratio of aqueous phase to organic phase ( ±s，n＝3) 

水相与有机相体积比 粒径/nm PDI 包封率/% 载药率/% 

6∶1 127.00±8.72 0.33±0.03 72.56±1.16 7.22±0.14 

8∶1 121.00±2.65 0.30±0.03 87.52±1.07 8.93±0.25 

10∶1 126.33±0.58 0.32±0.02 81.56±1.04 7.86±0.10 

x

x
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表 2  PVA 质量浓度考察 ( ±s，n＝3) 

Table 2  Investigation on concentration of PVA ( ±s，n＝3) 

PVA 质量浓度/(mgmL−1) 粒径/nm PDI 包封率/% 载药率/% 

10 121.00±2.65 0.30±0.03 87.52±1.07 8.93±0.25 

15 120.67±1.53 0.22±0.01 91.33±1.01 9.14±0.14 

20 119.67±3.06 0.19±0.01 95.77±2.06 9.54±0.06 

25 124.67±5.13 0.20±0.03 89.30±1.01 9.05±0.14 

30 135.00±5.29 0.32±0.03 81.97±0.40 7.92±0.27 

量浓度不断增加，粒径和 PDI 均表现出先减小后

增加的趋势，包封率和载药率表现出先增加后减

小的趋势。考虑到包封率和载药率的变化，选择

PVA 质量浓度为 20 mg·mL−1。 

2.3.3  Gal 用量考察  固定水相与有机相体积比

为 8∶1，水相 PVA 质量浓度为 20 mg·mL−1，水相

PVA 体积为 10 mL，调整 Gal 用量为 5、10、15、

20、25 mg，按“2.1”项下方法制备 Gal-PEG-PLGA 

NPs，按照“2.2”项下方法测得粒径、PDI、包封率

和载药率。结果如表 3 所示，随着有机相 Gal 用量

不断增加，颗粒粒径表现出先减小后增加趋势，PDI

表现出先减小后增加趋势，包封率和载药率表现出

先增加后减小趋势。综合考虑包封率和载药率因

素，选择 Gal 用量为 15 mg。 

表 3  Gal 用量考察 ( ±s，n＝3) 

Table 3  Investigation on dosage of Gal ( ±s，n＝3) 

Gal 用量/mg 粒径/nm PDI 包封率/% 载药率/% 

5 122.00±4.36 0.18±0.01 83.73±1.87 8.06±0.20 

10 123.33±3.06  0.21±0.01 95.77±2.06 9.54±0.06 

15 114.00±8.54 0.17±0.01 96.12±2.15 9.61±0.10 

20 133.67±4.73 0.20±0.01 84.90±2.42 8.26±0.12 

25 146.7±6.80 0.28±0.03 76.27±2.76 7.65±0.22 

综合以上结果，最终处方条件为，PEG-PLGA

用量 60 mg，有机相 Gal 用量 15 mg，水相与有机

相体积比 8∶1，水相体积为 10 mL，水相 PVA 质

量浓度为 20 mg·mL−1。 

2.4  Gal-PEG-PLGA NPs 的表征 

将制备得到的 Gal-PEG-PLGA NPs 用双蒸水

稀释 100 倍，混匀取适量滴加于铜网上，以磷钨酸

钠染色后风干，采用透射电子显微镜（TEM）放大

200 000 倍观察表面形态和结构。结果如图 1-A 所

示，Gal-PEG-PLGA NPs 均表现为球形外观，形态

圆整规则。如图 1-B、C 所示，纳米粒的平均粒径

为（114.00±8.54）nm，PDI 为 0.166±0.010；电

位为（−10.67±2.08）mV。 

2.5  小鼠肺组织蓄积考察 

采用荧光染料香豆素-6（C6）包载于空白纳米

粒中，制备成 C6-PEG-PLGA NPs。小鼠 ip 5 mg·kg−1 

 

图 1  Gal-PEG-PLGA NPs 的透射电镜图（A）、粒径（B）及电位（C）( ±s, n＝3) 

Fig. 1  TEM image (A), particle size (B) and  potential (C) of Gal-PEG-PLGA NPs ( ±s, n＝3)
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LPS，1 h 后 ip 游离 C6 或 C6-PEG-PLGA NPs（C6

剂量均为 10 mg·kg−1）。于 LPS 给药后 6、12、24 h，

应用小动物活体成像系统，在 535 nm 下检测小鼠

体内荧光强度，选择胸骨柄游离端水平面作为胸腔

腹腔分界线，统计胸腔部位荧光强度。并在 24 h 后

收集小鼠各脏器，在成像系统下进行荧光成像，评

估小鼠体内纳米粒的组织分布。结果如图 2-A 所示，

与游离 C6 组相比，C6-PEG-PLGA NPs 组胸腔部位

平均荧光强度明显高于游离 C6 组（P＜0.01）。如图

2B 所示，C6 注射 24 h 时，游离 C6 组小鼠肺脏、肝

脏组织中几乎没有荧光信号，而 C6-PEG-PLGA NPs

组小鼠肺脏、肝脏荧光信号较强（P＜0.01）。其余 

 

与 C6 比较：**P＜0.01。 

**P＜0.01 vs C6. 

图 2  模型小鼠 ip C6 或 C6-PEG-PLGA NPs 后不同时间（A）及注射 24 h 后不同脏器（B）荧光成像 ( ±s，n＝4) 

Fig. 2  Fluorescent visualization of model mice after injection of C6 or C6-PEG-PLGA NPs at different times (A) and in 

different organs 24 hours after injection (B) ( ±s，n＝4)

器官包括心脏、脾脏、肾脏等中荧光信号未见显著

性差别，表明 PEG-PLGA NPs 具有一定的肺组织滞

留效应，可促进药物在肺部聚集。 

2.6  Gal-PEG-PLGA NPs 体内药效评价 

2.6.1  造模及给药  SPF 小鼠 35 只，适应性喂养 1

周后，随机分为对照组（0.9%氯化钠溶液）、模型组

（5 mg·kg−1 LPS）、空白纳米粒组（LPS＋空白纳米

粒）、游离 Gal 组（LPS＋Gal）和 Gal-PEG-PLGA 

NPs 低、中、高剂量组［LPS＋Gal-PEG-PLGA NPs

（0.5、2.0、8.0 mg·kg−1）］，每组 5 只。除对照组之

外，其余各组小鼠均接受 ip LPS（5 mg·kg−1）诱发

炎症性肺损伤[16]，并于造模 1 h 后 ip 给药。为验证

纳米粒的作用，依据文献和预试验验证选用无效剂

量 8 mg·kg−1 作为游离型 Gal 的注射剂量[17-18]，并

于 LPS ip 24 h 后，收集小鼠肺组织进行后续实验。 

2.6.2  小鼠肺组织苏木素-伊红（HE）染色  肺组

织经福尔马林固定、脱水、石蜡包埋后，用切片机

将组织切成 5 m 切片，进行 HE 染色，于光学显

微镜下观察并拍照。结果如图 3-A、B 所示，与对

照组相比，模型组肺组织中非气管细胞数量显著

增加（P＜0.01）；与模型组相比，Gal-PEG-PLGA 

NPs 中、高剂量组非气管细胞数量显著降低（P＜

0.01），且呈现剂量相关性，而空白纳米粒和游离

Gal 均未表现出明显抑制作用。表明 PEG-PLGA 

NPs 显著增强了 Gal 的体内生物利用度，Gal 到达

肺部缓解肺血管损伤，抑制血液中的炎症细胞向肺

组织浸润。 

2.6.3  中性粒细胞髓过氧化物酶（MPO）活性  肺

血管通透性增加时，炎症细胞如中性粒细胞、巨噬

细胞从血管内皮细胞缝隙中游走并趋化至肺组织，

造成组织中细胞浸润。可通过检测 MPO 活性，评

估中性粒细胞的组织浸润情况[16,19]。将肺组织置于

pH值为 6.0的磷酸盐缓冲液中匀浆，匀浆液于 4 ℃

下以 15 000 r·min−1 离心 10 min，弃上清。将沉淀

悬浮于 0.5%十六烷基三甲基溴化铵溶液中，经

−20 ℃冷冻 2 h，室温融化后再次匀浆。在 4 ℃下

以 15 000 r·min−1 离心 10 min，收集上清作为测试

液。将测试液与 H2O2（质量浓度 7.4×10−6 mg·mL−1）

和邻联茴香胺（质量浓度 0.16 mg·mL−1）混合，在

460 nm 下测量 A 值，每 15 秒测量 1 次，连续测量
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

**P＜0.01 vs control group; ##P＜0.01 vs model group. 

图 3  小鼠肺组织 HE 染色（A）、同一视野下非气管细胞数量（B）及 MPO 活性（C） ( ±s，n＝4) 

Fig. 3  HE staining of mouse lung tissue (A), the number of non-tracheal cells in the same field (B), and MPO activity (C) 

( ±s，n＝4) 

3 min，在分光光度计上直接读取 3 min 内 A 值变化

斜率，计算 MPO 活性，评估中性粒细胞数量变化[20]。 

MPO 活性＝A 值变化斜率/肺组织质量 

如图 3-C 所示，与对照组相比，模型组小鼠肺

组织 MPO 活性显著增加（P＜0.01）；Gal-PEG-

PLGA NPs 中、高剂量组肺组织中 MPO 活性显著

降低（P＜0.01）。空白纳米粒组和游离 Gal 组均未

表现出任何作用，表明 PEG-PLGA NPs 可显著促进

Gal 体内吸收，提高其在血液中的浓度，通过保护

肺血管损伤而抑制中性粒细胞进入肺组织。 

2.6.4  小鼠肺血管渗出、组织水肿考察  炎症性肺

血管损伤发生时，肺组织血管内皮细胞-上皮细胞屏

障被破坏，血管渗透性增加。病理学表现为肺实质

炎症细胞大量浸润，血管渗出增加进而发生肺水

肿，严重时可导致死亡。可通过检测小鼠 iv 白蛋白

结合的伊文思蓝染料后肺组织中渗出染料含量变

化，评估血液中蛋白质由肺血管渗出情况[20]。 

配制质量浓度分别为为 1.25、2.50、5.00、10.00、

15.00、20.00 g·mL−1 的白蛋白结合的伊文思蓝溶

液，在 620 nm 处测量 A，绘制标准曲线。线性方程

为 Y＝0.021 6 X＋0.009 1，R2＝0.995 8，线性范围

1.25～20 g·mL−1。 

35 只 SPF 级小鼠，分组、造模及给药方法同

“2.6.1”项，给药后 iv 白蛋白结合的伊文思蓝染

料（20 mg·kg−1），30 min 后收集肺组织，称质量

（M 肺组织），以磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）匀浆并

与等体积甲酰胺混合，于 60 ℃下静置 10 h，室温

下以 15 000 r·min−1 离心 20 min，上清液在 620 nm

处测 A 值，以标准曲线法，计算肺组织中伊文思蓝

质量（M 伊文思蓝），根据单位质量肺组织中伊文思蓝

质量评估肺血管渗出程度[20]。如图 4-A 所示，与对

照组相比，模型组小鼠肺血管渗出显著增加（P＜

0.01）；与模型组相比，Gal-PEG-PLGA NPs 中、高

剂量组小鼠肺血管渗出显著降低（P＜0.01），空白 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

**P＜0.01 vs control group; ##P＜0.01 vs model group.  

图 4  单位质量肺组织中伊文思蓝质量（A）与肺组织湿干

质量比（B） ( ±s，n＝5) 

Fig. 4  Mass of Evans blue per unit mass of lung tissue (A) 

and the ratio of wet to dry mass of the lung tissue  

( ±s，n＝5) 

纳米粒和游离 Gal 未表现出任何作用。这些结果表

明，LPS 可诱导肺血管损伤，引起血液中蛋白质成

分渗出，PEG-PLGA NPs 可将 Gal 递送至肺组织，

缓解肺血管损伤，降低蛋白质渗出。 

单位质量肺组织中伊文思蓝质量＝M 伊文思蓝/M 肺组织 

肺血管渗出可导致肺组织含水量增加，可采用

肺组织湿质量与干质量比值法检测肺血管渗出程

度[19-20]。称得肺组织湿质量，于 60 ℃烘烤 3 d 后称

质量，计算湿质量与干质量比。如图 4-B 所示，与对

照组相比，模型组小鼠肺湿质量与干质量比显著增

加（P＜0.01）；与模型组相比，Gal-PEG-PLGA NPs

中、高剂量组小鼠肺湿、干质量比显著降低（P＜

0.01），表明 LPS 可诱导肺血管损伤，引起液体成分

从血管中渗出至肺组织间质，Gal-PEG-PLGA NPs

可显著改善水分渗出，降低肺组织含水量，发挥血

管保护作用。 

2.7  小鼠存活率考察 

取 40 只小鼠，不设置空白纳米粒组，其余分

组、造模及给药与“2.6.1”项相同，给药后 1 h，ip

致死剂量 LPS（12 mg·kg−1），观察 96 h 内小鼠存活

率，评估 Gal-PEG-PLGA NPs 对小鼠的保护作用。

如图 5 所示，与模型组相比，Gal-PEG-PLGA NPs

中、高剂量组可显著提高小鼠存活率（P＜0.01）。 

 

与模型组比较：**P＜0.01。 

**P＜0.01 vs model group. 

图 5  Gal-PEG-PLGA NPs 提高 ip 致死剂量 LPS 小鼠的

存活率 (n＝8) 

Fig. 5  Gal-PEG-PLGA NPs increase survival rate 

of mice with lethal dose of LPS induced by ip 

injection (n＝8) 

2.8  Gal-PEG-PLGA NPs 作用机制研究 

2.8.1  qRT-PCR 检测 Il-1b、Il-6、Tnf-α mRNA 表达  

取“2.6.1”项下小鼠新鲜肺组织，依据文献方法提取

总 RNA[20]。取 1 g 总 RNA 进行反转录合成 cDNA

模板，以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（Gapdh）为内参基因，

以 2−Ct 法计算各指标 mRNA 相对表达量。引物序

列见表 4。 

表 4  引物序列 

Table 4  Primer sequences  

基因 引物序列（5′→3′） 

Il-1b 上游：GCAGGCAGTATCACTCATTGTGG 

下游：GAGTCACAGAGGATGGGCTCTTC 

Il-6 上游：GAGGAGACTTCACAGAGGATACCAC 

下游：TTGCCATTGCACAACTCTTTTC 

Tnf-α 上游：TGACAAGCCTGTAGCCCACG 

下游：TTGTCTTTGAGATCCATGCCG 

Gapdh 上游：TCTTGTGCAGTGCCAGCCT 

下游：TGAGGTCAATGAAGGGGTCG 

肺血管发生损伤后，炎症细胞进入肺组织，合

成并释放炎症因子，造成血管通透性增加。qRT-

PCR 实验结果如图 6 所示，与对照组相比，模型 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

**P＜0.01 vs control group; ##P＜0.01 vs model group.  

图 6  Gal-PEG-PLGA NPs 抑制炎症因子 IL-1b、IL-6、Tnf-α mRNA 表达 ( ±s，n＝4) 

Fig. 6  Galangin-loaded nanoparticles decreases the mRNA levels of pro-inflammatory mediators ( ±s，n＝4)

组小鼠肺组织炎症因子 IL-1b、IL-6、Tnf-α的 mRNA

相对表达量均显著升高（P＜0.01），与模型组相比，

Gal-PEG-PLGA NPs 中、高剂量组各炎症因子

mRNA 相对表达量显著降低（P＜0.01），空白纳米

粒和游离 Gal 均未表现出抑制作用，表明 Gal-

PLGA NPs 可显著抑制肺组织中炎症因子的产生，

抑制炎症反应。 

2.8.2  蛋白质免疫印迹法检测小鼠肺组织中 VE-

cadherin、-catenin 的表达  肺血管屏障由肺血管

内皮细胞的黏合连接所控制，该连接由细胞间蛋白

如血管钙黏蛋白（VE-cadherin）和-连环蛋白（-

catenin）等组成，VE-cadherin 和-catenin 蛋白表达

降低则表明内皮细胞屏障出现破损，通透性增加[16]。

采用蛋白质免疫印迹检测相关蛋白表达水平，可判

断肺血管损伤情况。 

将适量裂解液加入“2.6.1”项下肺组织中并进

行组织匀浆，离心后得到蛋白提取液。测定蛋白浓

度后进行蛋白质免疫印迹实验。取 20 g 样品进行

SDS-PAGE 凝胶电泳，之后将转印膜置于 5%脱脂

奶粉溶液中，室温条件下封闭 1h，继而与一抗-肌

动蛋白（-actin）抗体（1∶20 000）、抗 VE-cadherin

蛋白抗体（1∶ 6 000）、抗-catenin 蛋白抗体（1∶ 

10 000），在 4 ℃条件下，以 60 r·min−1 反应 14 h。

室温下，将转印膜与辣根过氧化物酶结合的二抗

（1∶ 12 000）反应 1 h，使用化学发光液反应，并

用凝胶成像系统扫描。采用 Image J 软件测定蛋白

条带灰度值，计算蛋白相对表达量。 

如图 7 所示，与对照组相比，模型组小鼠肺组

织 VE-cadherin 和-catenin 蛋白表达水平显著降低

（P＜0.01）；Gal-PEG-PLGA NPs 中、高剂量组 VE-  

 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

**P＜0.01 vs control group; ##P＜0.01 vs model group. 

图 7  Gal-PEG-PLGA NPs 对 LPS 诱导小鼠肺损伤中肺组织 VE-cadherin 和-catenin 蛋白表达的影响 ( ±s，n＝3) 

Fig. 7  Effect of Gal-PEG-PLGA NPs on expression of VE-cadherin and -catenin proteins in lung tissue during LPS-

induced lung injury in mice ( ±s，n＝3)
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cadherin 和-catenin 蛋白表达水平显著提高（P＜

0.01），表明 Gal-PEG-PLGA NPs 可通过稳定肺血管

内皮细胞的黏合连接，维持血管屏障，发挥血管保

护作用。空白纳米粒和游离 Gal 没有任何作用。 

2.9  统计学分析 

实验结果计量资料均以 x s 形式表示，并采

用统计软件 SPSS 22.0 进行单因素方差分析，组间

差异通过 LSD-t 进行检验，P＜0.05 时认为两组间

数据有显著性差异。 

3  讨论 

本研究制备了 Gal-PEG-PLGA NPs，并评价其

对小鼠炎症性肺血管损伤的效果。结果表明，LPS

诱导小鼠炎症性肺损伤模型中，Gal-PEG-PLGA NPs

可减轻血管屏障损伤，缓解血管渗出和肺水肿，降

低炎症细胞浸润和促炎因子表达，提高小鼠存活

率，而游离型 Gal 和空白纳米粒没有保护作用，提

示 PEG-PLGA NPs 具有良好的药物输送作用，显著

提高了 Gal 体内生物利用度，发挥了保护作用。 

多项研究已证实，Gal 展现出显著的心脑血管

保护效应。其作用具体表现为：能增加局部脑血管

血流量，对神经细胞线粒体起到保护作用，减轻心

肌细胞纤维化程度，还可缓解儿茶酚胺类物质诱导

的大鼠心肌肥大与纤维化问题，同时改善主动脉功

能失调及血管重构情况[21-24]。从作用机制来看，Gal

可直接结合血红素氧合酶-1，进而恢复抗氧化/氧化

系统的平衡状态，抑制细胞铁死亡进程，促进细胞

能量代谢，并且能抑制血管内皮细胞中炎症信号的

激活[22-27]。 

然而，Gal 存在明显局限性：其水溶性和生物

利用度较差，会对肝脏药物代谢酶的功能产生影

响，因此不适宜重复给药，且容易发生药物相互作

用，这些因素导致其应用受到制[7]。值得注意的是，

通过 PEG 进行表面修饰后，PLGA 纳米粒的表面亲

水性和稳定性得到进一步提升，不仅能增强药物在

体内的吸收效果，还可促使药物聚集于病变部位，

从而发挥缓释作用[12]。在药物剂量方面，游离型 Gal

的常用有效剂量为 25～50 mg･kg−1[17-18]。而本研究

中 Gal-PEG-PLGA NPs 的中、高剂量能够显著保护

小鼠肺血管损伤，这一结果充分表明纳米粒剂型有

效促进了 Gal 在体内的吸收。 

本研究证实，Gal-PEG-PLGA NPs 可通过抑制

小鼠肺组织炎症细胞浸润并下调 IL-1β、IL-6、TNF-

α 等促炎细胞因子的基因表达，显著改善炎症性肺

损伤。从脓毒症病理机制分析，免疫系统过度激活

所引发的细胞因子风暴[2]，是驱动炎症级联反应的

核心环节。该病理过程通过诱导炎症性细胞死亡

（包括细胞焦亡、坏死性凋亡及泛凋亡等形式），破

坏肺部气血屏障并最终导致多器官功能衰竭。 

炎症性细胞死亡的分子机制涉及炎症小体激

活、RIPK3 信号通路活化及泛凋亡小体形成等多

重途径，进而引发巨噬细胞、肺血管内皮细胞及

肺泡上皮细胞的程序性死亡[28]。在新型冠状病毒

肺炎（COVID-19）相关脓毒症中，TNF-α 与 IFN-

γ 通过上述机制诱发炎症性细胞死亡及多器官功

能障碍，而靶向中和抗体已被证实可有效阻断该

病理进程[28-29]。此外，细胞因子风暴还可通过激活

中性粒细胞等吞噬细胞，诱导氧自由基爆发性释

放，导致细胞内生物大分子过氧化损伤与线粒体功

能衰竭，形成炎症-氧化应激的恶性循环[30]。综上，

脓毒症肺损伤的病理基础在于细胞因子级联反应

与炎症性细胞死亡的过度激活。本研究结果提示，

通过干预细胞因子网络抑制炎症信号传导，可作为

缓解肺组织炎性损伤、改善肺通气功能的潜在治疗

策略。该发现为脓毒症相关肺损伤的临床干预提供

了新的理论依据。 

肺血管内皮细胞屏障在调节肺血管通透性、维

持血管稳态及调控免疫反应等方面发挥关键作用，

是保障肺部正常生理功能的重要结构基础。现有研

究表明，细菌性感染或 LPS 刺激可显著激活肺血管

内皮细胞内 NF-κB 等信号通路，引发内皮细胞功能

紊乱与表型转化，进而导致炎症细胞趋化浸润、中

性粒细胞过度激活、血管内凝血级联反应及黏附分

子异常表达等病理过程[31]。上述改变最终造成血管

屏障完整性破坏，加剧肺组织炎性损伤。因此，维

持肺血管内皮细胞连接稳定性、保护内皮屏障功

能，已成为脓毒症相关性肺损伤治疗的重要策略。

肺血管内皮细胞黏附连接的动态平衡受 VE-

cadherin、β-catenin 等多种关键蛋白协同调控。这些

蛋白通过与细胞骨架蛋白相互作用，构建稳定的细

胞间连接结构，其表达水平、磷酸化修饰及泛素化

状态直接影响血管屏障功能。研究证实，上调 VE-

cadherin、β-catenin 等蛋白表达，可有效降低肺血管

屏障通透性，减轻组织水肿及炎性渗出[32-33]。本研

究发现，LPS 暴露可显著下调小鼠肺组织中 VE-

cadherin 与 β-catenin 蛋白表达水平；与之形成鲜明

对比的是，Gal-PEG-PLGA NPs 能够剂量相关性地
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上调上述蛋白表达，而同等剂量的游离型 Gal 则未

呈现类似效应。该结果表明，Gal-PEG-PLGA NPs 可

通过稳定内皮细胞黏附连接，有效减轻血管屏障损

伤。值得注意的是，这一作用机制不同于 Gal 已知

的抗氧化应激、抗细胞死亡及线粒体保护功能，提

示其在脓毒症治疗中具有独特的作用优势，为炎症

性疾病治疗提供了新的干预靶点。 

需指出的是，炎症性肺血管损伤是多因素协同

作用的病理过程，涉及组织感染、炎症细胞功能亢

进及多种细胞间相互作用。本研究聚焦于 Gal-PEG-

PLGA NPs 对肺血管内皮屏障的保护效应，尚未系

统探讨其对炎症细胞、肺泡上皮细胞等其他相关细

胞的调控作用。后续研究拟从多细胞层面深入解析

Gal-PEG-PLGA NPs 的作用机制，进一步明确其在

肺组织损伤修复中的分子靶点与信号通路。 

综上所述，本研究表明，Gal-PEG-PLGA NPs 可

缓解小鼠炎症性肺损伤，其作用与减轻炎症细胞浸

润、抑制细胞因子分泌、维持肺血管内皮连接有关。

PEG-PLGA修饰提高了Gal的水溶性和生物利用度，

延长其在肺部的停留时间，使其直接作用于肺组织

病灶，为 Gal 的纳米靶向制剂开发提供了理论基础。 
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