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负载毛蕊异黄酮的叶酸修饰膜荚黄芪外泌体样纳米颗粒的制备及体外抑制
巨噬细胞极化作用评价  

李秀英，张峰源，王  鑫，刘彩霞，杨丽霞，李钦青*，闫志芳* 
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摘  要：目的  制备负载毛蕊异黄酮（calycosin，Cal）的叶酸（folic acid，FA）修饰膜荚黄芪 Astragalus membranaceus外泌

体样纳米颗粒（FA-Exos@Cal），并考察其在体外对巨噬细胞 M1 极化抑制作用。方法  采用差速离心结合蔗糖密度梯度离

心法提取黄芪外泌体样纳米颗粒（exosome-like vesicles，Exos）；通过薄膜分散-孵育法制备 FA-Exos@Cal；利用透射电子显

微镜（transmission electron microscopy，TEM）、二辛可宁酸法（bicinchoninic acid，BCA）、十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）、动态光散射（dynamic light scattering，DLS）、

HPLC法及透析袋法，表征颗粒形态、蛋白特征、粒径、ζ电位、载药特性及体外释放行为；采用荧光显微和流式细胞技术

评价其对M1型 RAW264.7细胞的靶向性；采用细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）法检测其对巨噬细胞增殖抑

制作用，采用流式细胞技术考察其对M1标志物 CD86表达水平的影响，通过酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent 

assay，ELISA）等测定炎症相关因子白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-

α）、IL-6、一氧化氮（nitric oxide，NO）的表达水平。结果  成功制备 FA-Exos@Cal，其呈典型囊泡样结构，蛋白质量浓度、

粒径、ζ 电位、载药量、包封率分别为（3.52±0.26）mg/mL、（127.4±2.6）nm、（−11.14±0.30）mV、（12.14±0.18）%、

（27.21±1.04）%，修饰前后蛋白特征无明显差异，药物体外缓释效果良好。叶酸修饰能显著提升 M1 型巨噬细胞对 FA-

Exos@Cal颗粒的摄取效率，并降低毛蕊异黄酮对巨噬细胞的毒性；FA-Exos@Cal可显著降低M1型巨噬细胞 CD86阳性率，

并显著下调 IL-1β、TNF-α、IL-6 及 NO 的表达水平；与 Exos、毛蕊异黄酮及 Exos&Cal 物理混合物的对比分析显示，Exos

与毛蕊异黄酮联用具有协同增效效应。结论  成功制备工程化靶向修饰的仿生纳米递送系统 FA-Exos@Cal，证实其具备优

异的M1型巨噬细胞靶向性，可有效抑制M1极化及炎症因子释放，有望为炎症性疾病治疗提供新策略。 
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Preparation of calycosin-loaded folate-modified Astragalus membranaceus 

exosome-like nanoparticles and in vitro evaluation of inhibitory effect on 

macrophage M1 polarization 
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Abstract: Objective  To prepare folic acid (FA)-modified Mojiahuangqi (Astragalus membranaceus, AM) exosome-like 

nanoparticles loaded with calycosin (Cal) (FA-Exos@Cal) and investigate their inhibitory effect on M1 polarization of macrophages 

in vitro. Methods  AM exosome-like nanoparticles (Exos) were isolated by differential centrifugation combined with sucrose density 

gradient centrifugation. FA-Exos@Cal was prepared by the thin-film dispersion-incubation method. Transmission electron microscopy 

(TEM), bicinchoninic acid (BCA) assay, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), dynamic light 

scattering, HPLC, and dialysis bag method were used to characterize the particle morphology, protein properties, particle size, ζ 
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potential, drug-loading characteristics, and in vitro release behavior. Fluorescence microscopy and flow cytometry were employed to 

evaluate the targeting ability of FA-Exos@Cal to M1-type RAW264.7 cells. Cell counting kit-8 (CCK-8) assay was used to detect the 

effect of FA-Exos@Cal on macrophage proliferation. Flow cytometry was applied to investigate its influence on the expression level 

of M1 marker CD86. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and other methods were used to determine the expression levels 

of inflammatory factors including interleukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α), IL-6, and nitric oxide (NO). Results  FA-

Exos@Cal was successfully prepared. TEM showed a typical vesicular structure. The protein concentration, particle size, ζ potential, 

drug loading capacity, and entrapment efficiency were (3.52 ± 0.26) mg/mL, (127.4 ± 2.6) nm, (−11.14 ± 0.30) mV, (12.14 ± 0.18)%, 

and (27.21±1.04)%, respectively. There was no significant difference in protein properties before and after modification, and the drug 

exhibited good sustained-release effect in vitro. FA modification significantly enhanced the cellular uptake efficiency of FA-Exos by 

M1-polarized macrophages while reducing the cytotoxicity of Cal toward macrophages. Moreover, FA-Exos@Cal could significantly 

reduce the CD86-positive rate of M1-type macrophages and down-regulate the expression levels of IL-1β, TNF-α, IL-6, and NO. 

Comparative analysis with Exos, Cal, and the physical mixture of Exos and Cal revealed that the combined use of Exos and Cal exerted 

a synergistic effect. Conclusion  FA-Exos@Cal, an engineered targeted biomimetic nano-delivery system, was successfully prepared. 

It was confirmed to have excellent targeting ability to M1-type macrophages, and could effectively inhibit M1 polarization and the 

release of inflammatory factors, which is expected to provide a new strategy for the treatment of inflammatory diseases. 

Key words: calycosin; Astragalus membranaceus exosome-like nanoparticles; folate receptor-mediated targeting; macrophage M1 

polarization; anti-inflammation 

 

炎症是机体应对损伤或感染的保护性反应，但

持续性慢性炎症是类风湿性关节炎、糖尿病肾病、

炎症性肠病等多种疾病的核心病理基础，其发生发

展与巨噬细胞的异常活化及表型极化密切相关[1]。

巨噬细胞作为天然免疫系统的核心细胞，具有高度

功能可塑性，主要分为促炎表型《（M1型）和抗炎表

型（M2 型）。M1 型巨噬细胞可通过分泌白细胞介

素-1β（ interleukin-1β，IL-1β）、肿瘤坏死因子-α

《（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等促炎因子及表达

诱导型一氧化氮合酶加剧炎症反应，而 M2型巨噬

细胞则通过分泌抗炎因子促进组织修复[2-3]。因此，

靶向抑制巨噬细胞向M1型极化，调控炎症微环境

平衡，已成为炎症性疾病治疗的关键靶点。 

近年来，天然活性成分因其多靶点抗炎特性受

到广泛关注，其中毛蕊异黄酮《（calycosin，Cal）作

为黄芪的核心活性黄酮类成分，被证实具有显著的

抗炎、抗氧化及免疫调节作用[4-5]，可通过抑制核因

子-κB《（nuclear factor-κB，NF-κB）、c-Jun氨基末端

激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）等炎症通路，

降低脂多糖诱导的巨噬细胞炎症因子释放，减轻脏

器炎性损伤[6-8]。然而，毛蕊异黄酮的临床转化面临

2大关键瓶颈：其一，其分子结构中富含疏水基团，

水溶性极差；其二，缺乏组织靶向性，药物在非病

变部位的广泛分布不仅降低疗效，还可能引发潜在

毒副作用[9]。 

为解决天然药物递送难题，纳米载体系统成为

研究热点，其中脂质体、聚合物纳米粒等人工合成

载体虽能改善药物溶解度，但存在生物相容性差、

易被网状内皮系统清除等问题[10-11]。相比之下，植

物来源外泌体样纳米颗粒（exosome-like vesicles，

Exos）作为天然膜性囊泡，以脂质双分子层为骨架，

兼具纳米级粒径、优异的生物安全性及跨生物膜能

力，且其表面富含的蛋白、糖脂等活性成分可赋予

靶向特性，已成为新一代仿生递送载体[12-13]。黄芪

作为中医《 扶正固本”的经典药材，其提取物在炎

症调控中应用历史悠久，现代研究证实黄芪来源

Exos不仅可作为药物载体，其自身还能与负载药物

产生协同作用，可发挥抗炎作用[14]。但现有研究多

聚焦于黄芪 Exos 的基础抗炎活性，尚未将其作为

靶向载体用于炎症部位的精准药物递送，且缺乏针

对M1型巨噬细胞的主动靶向修饰设计。 

值得注意的是，M1 型巨噬细胞表面叶酸受体

表达水平较正常细胞及 M2型巨噬细胞显著升高，

这为主动靶向递送提供了特异性靶点[15]。叶酸作为

叶酸受体的天然配体，具有相对分子质量小、稳定

性高、与叶酸受体亲和力强等优势，已被广泛用于

肿瘤、炎症等疾病的靶向载体修饰[16-17]。目前，尚

未见将叶酸修饰的黄芪 Exos 作为载体负载毛蕊异

黄酮，实现M1型巨噬细胞靶向递送的相关报道。

基于此，本研究提出 天然载体-主动靶向-药物协

同”的设计思路：采用差速离心结合蔗糖密度梯度

离心法提取黄芪 Exos，利用其天然生物相容性与抗

炎活性构建载体基础；通过薄膜分散-孵育法对

Exos 进行叶酸修饰并负载毛蕊异黄酮，构建靶向
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M1 型巨噬细胞的负载毛蕊异黄酮叶酸修饰膜荚黄

芪外泌体样纳米颗粒《（folic acid-modified Astragalus 

membranaceus exosome-like nanoparticles loaded 

with calycosin，FA-Exos@Cal）；从理化表征、靶向

性、细胞安全性及抗炎活性 4个维度，系统评价该

递送系统的性能。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

JYL-Y96型榨汁机，九阳股份有限公司；1011

型透射电子显微镜，日本 JEOL公司；Zetasizer Nano 

ZS型马尔文激光粒径仪，英国 Malvern Panalytical

公司；CytoFLEX S型流式细胞仪、Optima XE-90型

超速离心机，美国 Beckman 公司；N-1300 型旋转

蒸发仪，上海爱朗仪器有限公司；SPectra Max i3x

型酶标仪，美国 Molecular Devices 公司；DM4000

型荧光显微镜，德国 Leica公司；1260型高效液相

色谱仪，美国 Agilent公司。 

1.2  药品与试剂 

DMEM高糖培养基，批号 6125118，购自美国

Gibco 公司；青霉素-链霉素（批号 MA0110-May-

15K）、CCK-8试剂盒《（批号MA0218-2），购自大连

美仑生物科技有限公司；胎牛血清，批号 20230721，

购自赛澳美细胞技术（北京）有限公司；脂多糖，

批号 34231201021，购自北京索莱宝科技有限公司；

γ干扰素《（interferon-γ，IFN-γ），批号 412543，购自

美国Med Chem Express公司；毛蕊异黄酮对照品，

批号 MUST-23101123，质量分数≥98.0%，购自曼

斯特（成都）生物科技有限公司；DSPE-PEG-FA，

批号 R2M0230530，购自西安瑞禧生物科技有限公

司；香豆素-6《（coumarin-6，C6），批号 C15361626，

购自上海麦克林生化科技股份有限公司；IL-1β 

ELISA试剂盒《（批号 Sep2023）、TNF-α ELISA试剂

盒（批号 202412）、 IL-6 ELISA 试剂盒（批号

202412），购自上海科兴商贸有限公司；RIPA裂解

液，批号 17H02A02，购自武汉博士德生物工程有

限公司；一氧化氮《（nitric oxide，NO）检测试剂盒

《（批号 112223240529）、BCA蛋白定量试剂盒《（批号

A381250625），购自上海碧云天生物技术有限公司；

PE-CD86抗体，批号S02008765，购自美国Biolegend

公司；再生纤维素透析袋，截留相对分子质量 5 000，

购自上海源叶生物科技有限公司。 

1.3  药材 

鲜膜荚黄芪购于安国药材市场，经山西中医药

大学李钦青教授鉴定，为豆科黄芪属植物膜荚黄芪

Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge.的新鲜根茎。 

1.4  细胞 

RAW264.7 小鼠巨噬细胞，货号 CL-0190，购

自武汉普诺赛生命科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  膜荚黄芪来源 Exos 及 FA-Exos@Cal 的制备

与表征 

2.1.1  Exos的制备  参照文献报道，本研究采用机

械破碎法进行鲜药材处理，随后通过差速离心提取

囊泡并用蔗糖密度梯度法进行纯化[17]（图 1）。取鲜

膜荚黄芪 500 g，洗净后切小块，加入 2 倍体积磷

酸盐缓冲液（PBS），破壁机匀浆后转移至 50 mL离

心管中，4 ℃下依次 1 000×g离心 10 min、3 000×g

离心 15 min、10 000×g离心 40 min，收集上清，

经 0.22 μm滤膜滤过后，于 4 ℃、150 000×g条件

下离心 90 min，弃上清，沉淀用 2 mL的 PBS重悬，

将重悬液缓慢铺于 15%、30%、45%、60%蔗糖密度

梯度上层，150 000×g、4 ℃离心 2 h，收集含 Exos

蔗糖区带，PBS稀释后再次 150 000×g离心 90 min，

沉淀用适量 PBS重悬，−80 ℃保存备用。 

 

图 1  Exos 的蔗糖密度梯度纯化 

Fig. 1  Purification of Exos by sucrose density gradient 

2.1.2  FA-Exos@Cal 的制备  采用薄膜分散-孵育

法进行靶向性修饰及载药。取 DSPE-PEG-FA 50 μg、

毛蕊异黄酮 250 μg溶于甲醇，置于茄形瓶中旋转蒸

发成薄膜，加入 Exos悬液（1 mg/mL）1 mL，37 ℃

孵育 2 h，0.22 μm滤膜滤过，去除未溶解毛蕊异黄

酮，在 4 ℃、4 000×g 下通过截留相对分子质量

1.00×105超滤管离心 15 min，弃下管液体，内管加

入 PBS反复重悬洗涤 3次，获得 FA-Exos@Cal；同

法制备未修饰载药外泌体（Exos@Cal）及荧光探针

载体（Exos@C6、FA-Exos@C6）。 

2.1.3  FA-Exos@Cal 的外观形态观察  取 Exos、

FA-Exos@Cal悬液用超纯水稀释至适宜浓度，滴加
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于碳覆膜铜网上，静置 5 min，2%磷钨酸负染 5 min，

滤纸吸干后室温晾干，在透射电子显微镜

（transmission electron microscopy，TEM）下观察形

态，Exos 与 FA-Exos@Cal 均呈典型的杯状或球形

囊泡结构，膜边界清晰（图 2）。 

  

图 2  Exo 和 FA-Exos@Cal 的 TEM 图 

Fig. 2  TEM images of Exos and FA-Exos@Cal 

2.1.4  FA-Exos@Cal 的蛋白质量浓度及成分分析  

取适量 Exos、FA-Exos@Cal加入等体积裂解液，冰

上裂解 30 min提取总蛋白，BCA法测定 Exos及 FA-

Exos@Cal 的蛋白质量浓度分别为（3.56±0.10）、

（3.52±0.26）mg/mL，两者间无显著差异。进行 SDS-

PAGE 电泳，分析其蛋白组成，结果如图 3所示，

Exos及 FA-Exos@Cal的蛋白组成一致，表明 Exos

经靶向修饰及载药后，依然保留 Exos 的特异性蛋

白组成。 

2.1.5  FA-Exos@Cal的一般指标测定  Exos与 FA-

Exos@Cal悬液用超纯水稀释 10倍，0.22 μm滤膜

滤过后，激光粒度仪测定粒径分布及 ζ电位，Exos@ 
 

 

图 3  Exos 及 FA-Exos@Cal 的 SDS-PAGE 电泳图谱 

Fig. 3  SDS-PAGE gel electrophoresis images of Exos and 

FA-Exos@Cal 

Cal的平均粒径及 ζ电位分别为（120.8±2.5）nm、

（−9.89±0.33）mV，经叶酸修饰后，平均粒径及 ζ电

位分别变为（127.4±2.6）nm、（−11.14±0.30）mV，

说明叶酸修饰成功。 

采用HPLC法测定载药量与包封率。色谱条件：

InertSustain C18柱《（150 mm×4.6 mm，5 μm）；以乙

腈-0.2%甲酸水溶液《（35∶65）为流动相，1.0 mL/min

的体积流量进行等度洗脱；柱温 30 ℃；检测波长

260 nm；进样量 10 μL。由表 1可知，Exos@Cal的

载药量与包封率分别为《（11.86±0.21）%、（27.34±

1.56）%，FA-Exos@Cal 的载药量与包封率分别为

《（12.14±0.18）%、（27.21±1.04）%，两者无显著差

异，且能满足药物递送需求。 

载药量＝制剂中毛蕊异黄酮质量/(制剂中毛蕊异黄酮 

质量＋总蛋白质量) 

包封率＝制剂中毛蕊异黄酮质量/投药量 

表 1  Exos@Cal 及 FA-Exos@Cal 的粒径、ζ 电位、包封

率与载药量 ( x s , n = 3) 

Table 1  Size, ζ potential, entrapment efficiency and drug 

loading capacity of Exos@Cal and FA-Exos@Cal ( x s ,  

n = 3) 

制剂 粒径/nm ζ电位/mV 载药量/% 包封率/% 

Exos@Cal 120.8±2.5 −9.89±0.33 11.86±0.21 27.34±1.56 

FA-Exos@Cal 127.4±2.6 −11.14±0.30 12.14±0.18 27.21±1.04 
 

2.1.6  FA-Exos@Cal的体外释药性能考察  取 1 mL 

Exos@Cal和 FA-Exos@Cal，分别加入到透析袋（截

留相对分子质量为 5 000），并放置于 20 mL 含有

10%胎牛血清的 PBS溶液（pH 7.0）中，恒温摇床

震荡（37 ℃，70 r/min），分别在 0、2、6、12、24、

48、72 h时，收集释放介质同时补充等体积溶液，

HPLC 法测定释放的药物量，计算药物体外累积释

放率。累积释放率考察结果如图 4所示，Exos@Cal

及 FA-Exos@Cal 的 2 h 体外累积释放率分别为

（19.83±2.04）%、（17.34±2.54）%，均低于 20%，

说明制剂的突释性较低；同时，72 h累积释放率分

别为（70.05±7.54）%、（60.48±4.58）%，说明二

者均具有较好的缓释性能，为炎症性疾病的长期治

疗提供条件。 

体外累积释放率＝不同时间点释放到介质中的药物总 

量/制剂中毛蕊异黄酮的总量 

2.2  FA-Exos 对 M1 型巨噬细胞的靶向性评价 

以香豆素-6为荧光探针对 Exos、FA-Exos及同

粒径的叶酸修饰的脂质体（FA-Lipo，实验室自制） 
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图 4  Exos@Cal 及 FA-Exos@Cal 的体外药物累积释放曲

线 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Cumulative release curves of Exos@Cal and FA-

Exos@Cal ( x s , n = 3) 

进行标记，通过流式细胞术及荧光显微技术评价其

靶向性摄取。将 RAW264.7细胞以 3×105个/孔接种

于 6孔板，贴壁后加入脂多糖（1 μg/mL）诱导 12 h，

建立M1型巨噬细胞模型；随后分为 5组：PBS对

照组、Exos@C6组、FA-Exos@C6组、叶酸竞争性

抑制实验组《（FA＋FA-Exos@C6）、FA-Lipo组《（香

豆素-6浓度为 5 μmol/L），每组 3个复孔，FA＋FA-

Exos@C6组需要提前 1 h给予叶酸《（叶酸终浓度为

10 μmol/L），随后与各组一起更换含对应制剂的培

养基，孵育 4 h后，收集各组细胞，PBS重悬，使

用流式细胞术进行分析。 

同样的细胞处理与制剂孵育 4 h后，吸弃培养

基，PBS洗涤 2次，4%多聚甲醛固定 15 min，Hoechst 

33342 染核 10min，荧光显微镜下观察细胞内香豆

素-6荧光强度并拍摄图片。 

流式细胞技术及荧光显微观察结果《（图 5、6及

表 2）均显示，FA-Exos@C6 组细胞内荧光强度显

著强于 Exos@C6组（P＜0.001），证实叶酸修饰可

显著增强 M1 型巨噬细胞对 Exos 的摄取；叶酸竞

争性抑制试验结果则进一步验证，FA-Exos@C6 的

靶向摄取与叶酸介导有关；FA-Exos@C6 组的细胞

内摄取量显著高于 FA-Lipo@C6组，说明 FA-Exos

除依赖叶酸实现靶向外，Exos自身具有较好的巨噬 
 

     

     

     

图 5  FA-Exos 及参比制剂对 M1 型巨噬细胞靶向性的荧光显微镜观察 (×20) 

Fig. 5  Fluorescence microscopy observation of targeting ability of FA-Exos and reference preparations to M1-type 

macrophages (× 20) 

         

     

图 6  FA-Exos 及参比制剂对 M1 型巨噬细胞的靶向摄取流式图 

Fig. 6  Flow cytometry plots of targeting ability of FA-Exos and reference preparations to M1-type macrophages 
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表 2  FA-Exos 及参比制剂的细胞摄取 FL1-H 值及平均荧

光强度统计分析 ( x s , n = 3) 

Table 2  Statistical analysis of cellular uptake FL1-H 

values and mean fluorescence intensity of FA-Exos and 

reference preparations ( x s , n = 3) 

样品 FL1-H 平均荧光强度 

对照 5.21±0.41 − 

Exos@C6 78.00±1.67*** 150.60±0.30 

FA-Exos@C6 203.00±6.56### 236.30±6.17### 

FA＋FA-Exos@C6 98.57±3.04∆∆∆ 175.95±9.40∆∆∆ 

FA-Lipo@C6 162.33±2.51∆∆∆ 203.84±6.70∆∆∆ 

与对照组比较：***P＜0.001；与 Exos@C6组比较：###P＜0.001；

与 FA-Exos@C6组比较：∆∆∆P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs Exos@C6 group; ∆∆∆P < 

0.001 vs FA-Exos@C6 group. 

细胞靶向性。 

2.3  FA-Exos@Cal 对巨噬细胞增殖的影响 

采用 CCK-8 法评估各制剂对脂多糖诱导的

RAW264.7 细胞活力的影响。将处于对数生长期

RAW264.7细胞以 1×104个/孔接种于 96孔板，贴

壁后加入脂多糖《（1 μg/mL）诱导 12 h。随后，对激

活的细胞分别用不同浓度的 Exos、毛蕊异黄酮、

Exos@Cal、FA-Exos@Cal进行处理 24 h。吸去培养

液，向每个孔中加入 100 μL 10%的 CCK-8工作液，

并在 37 ℃下孵育 2 h。使用酶标仪测量 450 nm处

的吸光度（A）值，以此计算细胞活力。 

细胞存活率＝A 实验/A 空白 

结果如表 3、4所示，空白 Exos在低质量浓度

时，促进巨噬细胞增殖作用显著，当质量浓度逐渐

增加，其促进作用有所降低。当毛蕊异黄酮浓度≤

40 μmol/L时，各组细胞存活率均＞90%；当毛蕊异

黄酮浓度为 80 μmol/L时，游离毛蕊异黄酮、Exos@ 

Cal、FA-Exos@Cal组的细胞存活率分别为（86.02±

3.23）%、（92.63±2.10）%、（92.39±1.44）%；当 

表 3  Exos 对 RAW264.7 细胞生长抑制作用 ( x s , n = 3) 

Table 3  Growth inhibitory effects of Exos on RAW264.7 

cells ( x s , n = 3) 

Exos/ 

(μg∙mL−1) 

细胞存活率/ 

% 

Exos/ 

(μg∙mL−1) 

细胞存活率/ 

% 

0 100.00±2.38 40 149.06±7.64 

5 176.20±6.94** 60 137.08±5.72 

10 181.11±5.22** 80 126.87±5.92 

20 161.01±10.29 100 118.27±9.23 

与 0 μg∙mL−1比较：**P＜0.01。 

**P＜0.01 vs 0 μg∙mL−1 group. 

表 4  FA-Exos@Cal 及参比制剂对 RAW264.7 细胞生长抑

制作用 ( x s , n = 3) 

Table 4  Growth inhibitory effects of FA-Exos@Cal and 

reference preparations ( x s , n = 3) 

浓度/ 

(μmol∙L−1) 

细胞存活率/% 

毛蕊异黄酮 Exos@Cal FA-Exos@Cal 

0 100.00±1.64 100.00±2.09 100.00±1.57 

5 97.49±2.73 101.49±1.13 100.71±1.40 

10 94.60±2.80 99.67±0.98 97.99±1.01 

20 94.73±1.90 97.31±2.13 97.07±2.28 

40 93.23±3.05 95.65±1.64 95.04±2.42 

80 86.02±3.23 92.63±2.10 92.39±1.44 

160 81.10±3.26 89.94±3.16* 86.43±2.01 

320 46.07±2.54 70.27±1.67*** 63.40±5.02** 

与毛蕊异黄酮组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs calycosin group. 

毛蕊异黄酮浓度为 320 μmol/L时，FA-Exos@Cal组

的细胞存活率为（63.40±5.02）%，显著高于游离

毛蕊异黄酮组的存活率（P＜0.01），表明 FA-Exos

可降低毛蕊异黄酮的细胞毒性，原因可能为载体包

被的缓释作用，以及 Exos 自身对巨噬细胞的促增

殖作用。 

2.4  FA-Exos@Cal 对巨噬细胞 M1 极化的影响 

将 RAW264.7细胞按 3×105个/孔密度接种于 6

孔板，设置对照组、模型组、Exos组、毛蕊异黄酮

组、Exos@Cal组、FA-Exos@Cal组、Exos与毛蕊异

黄酮的物理混合物组《（Exos&Cal PM）。除对照组外，

各组经脂多糖处理 12 h诱导M1极化，随后更换含

对应制剂的培养基（毛蕊异黄酮浓度为 40 μmol/L，

Exos蛋白质量浓度为 84 μg/mL）培养 12 h后，细

胞经 PE-CD86在 4 ℃下避光孵育 30 min，PBS洗

涤，收集细胞进行流式分析，结果如图 7和表 5所

示，模型组 CD86+细胞比例为（75.4±1.8）%；与模

型组相比，未载药 Exos组 CD86+细胞比例略降低，

载药后的 Exos@Cal组 CD86+细胞比例显著降低至

《（71.3±1.2）%《（P＜0.05）；经靶向修饰的 FA-Exos@ 

Cal组 CD86+细胞比例降至《（62.5±2.0）%，效果显

著优于 Exos@Cal组及 Exos组（P＜0.01、0.001），

说明叶酸修饰可以显著提升巨噬细胞极化抑制作

用。因制剂中药物的缓释特性，FA-Exos@Cal的体

外 M1极化抑制效应弱于游离药物组及物理混合物

组。同时，CD86+细胞比例的降低程度，呈现物理混

合物组《（Exos&Cal PM组）＞游离毛蕊异黄酮组＞

未载药 Exos组的趋势《（P＜0.001），提示 Exos与毛 
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图 7  FA-Exos@Cal 及参比制剂抑制巨噬细胞 M1 型极化作用的 CD86⁺流式图 

Fig. 7  CD86⁺ flow cytometry plots of inhibitory effect of FA-Exos@Cal and reference preparations on M1 polarization of 

macrophages 

表 5  FA-Exos@Cal 及参比制剂对巨噬细胞 CD86 阳性率与炎症因子的影响 ( x s , n = 3) 

Table 5  Effects of FA-Exos@Cal and reference preparations on CD86 positive rate and inflammatory factors in 

macrophages ( x s , n = 3) 

样品 CD86+比例/% IL-6/(pg∙mL−1) IL-1β/(pg∙mL−1) TNF-α/(pg∙mL−1) NO/(μmol∙mL−1) 

对照 1.1±0.4 74.49±7.75 43.66±2.29 86.00±11.07 4.75±0.18 

模型 75.4±1.8*** 530.25±21.08*** 113.54±7.84*** 210.58±14.70*** 11.48±0.47*** 

Exos 72.5±1.1 449.22±27.69## 103.78±8.96 197.47±15.40 10.53±0.43# 

Exos@Cal 71.3±1.2# 322.30±12.60###$$$ 92.44±5.66###$ 171.42±15.03###$ 8.44±0.36##$$$ 

FA-Exos@Cal 62.5±2.0##$$∆∆∆ 241.68±20.59###$$$∆∆ 77.00±6.43###$$$∆∆ 147.25±10.46###$$∆ 7.26±0.25###$$$∆∆∆ 

毛蕊异黄酮 55.2±1.8###$$$∆∆∆&&& 188.81±19.90###$$$∆∆∆ 65.53±4.23###$$$∆∆∆ 139.67±9.06###$$$∆∆ 6.71±0.23###$$$∆∆ 

Exos&Cal PM 47.5±1.3###$$$∆∆∆&&&^ 147.47±19.07###$$$∆∆∆&&&^^ 53.70±7.09###$$$∆∆∆&&&^ 118.62±8.98###$$$∆∆&&^ 6.09±0.24###$$$∆∆&&^ 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与 Exos组比较：$P＜0.05  $$P＜0.01  $$$P＜0.001；与 Exos@Cal

组比较：∆P＜0.05  ∆∆P＜0.01  ∆∆∆P＜0.001；与 FA-Exos@Cal组比较：&&P＜0.01  &&&P＜0.001；与毛蕊异黄酮组比较：^P＜0.05  ^^P＜0.01。 

***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group; $P < 0.05  $$P < 0.01  $$$P < 0.001 vs Exos group; ∆P < 0.05  ∆∆P < 

0.01  ∆∆∆P < 0.001 vs Exos@Cal group; &&P < 0.01  &&&P < 0.001 vs FA-Exos@Cal group; ^P < 0.05  ^^P < 0.01 vs calycosin group. 

蕊异黄酮联用可产生协同增效效应。 

2.5  FA-Exos@Cal 对炎症因子表达的影响 

细胞分组与处理同《 2.4”项，药物处理 12 h后，

吸取各组细胞上清，4 ℃、12 000×g离心 10 min，

按照 ELISA试剂盒说明书操作，酶标仪测定 450 nm

处 A值，计算 IL-6、IL-1β、TNF-α质量浓度；按照

NO 试剂盒说明书操作，酶标仪测定 540 nm 处 A

值，计算 NO浓度。结果如表 5所示，含有毛蕊异

黄酮的各给药组 IL-6、IL-1β、TNF-α、NO 4种炎症

因子的表达均显著低于模型组（P＜0.01、0.001），

提示毛蕊异黄酮具有良好的抗炎活性；Exos 组的

IL-6的质量浓度、NO的浓度显著低于模型组《（P＜

0.05、0.01），表明 Exos自身亦具备一定抗炎作用；

而载药的 Exos@Cal在抑制 IL-6、IL-1β、TNF-α及

NO方面显著优于 Exos《（P＜0.05、0.001），凸显毛

蕊异黄酮与 Exos 的联用优势。FA-Exos@Cal 组对

4 种炎症因子的抑制效果亦显著优于 Exos@Cal 组

《（P＜0.05、0.01、0.001），体现出靶向性修饰通过促

进药物细胞内化增强的抗炎优势。 

3  讨论 

慢性炎症与疾病的发生发展密切相关，如糖皮

质激素类免疫抑制剂虽有抗炎效果，但同时削弱正
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常的免疫防御功能，非甾体抗炎药亦有严重的胃肠

道不良反应等。大量研究表明巨噬细胞 M1型极化

是慢性炎症的关键驱动因素。因此，开发可精准靶

向 M1型巨噬细胞并有效抑制其 M1极化的药物是

突破现有炎症治疗瓶颈，实现安全有效治疗的关

键。靶向药物的疗效高度依赖纳米载体的选择，其

直接决定药物递送效率与最终治疗效果。传统人工

合成载体如脂质体、聚合物纳米粒等存在生物相容

性差、易被清除等问题[10-11]，近年植物源 Exos虽成

为研究热点，但多数将其作为单纯的药物递送载

体，对其与负载药物的协同作用挖掘尚不充分。 

本研究选择黄芪来源 Exos，优势体现在以下 2

个方面：一是黄芪作为中医《 扶正固本”药材归肺、

脾经[18]，而肺主皮毛防御、脾主气血运化的生理功

能，使其解剖分布与免疫细胞富集区域高度契合，

这赋予黄芪 Exos 天然的免疫靶向倾向；二是黄芪

Exos自身含有多种活性成分，具有固有抗炎活性[14]，

实现《 载体即药物”的协同效应，从而区别于仅作

载体使用的 Exos。 

主动靶向修饰是提升治疗效果的关键。现有植

物来源Exos靶向研究多聚焦肿瘤相关巨噬细胞[19]，

针对炎症 M1型巨噬细胞的设计较少。本研究首次

将叶酸-叶酸受体靶向与黄芪 Exos天然免疫靶向结

合，形成《 主动＋天然”双重优势。流式与荧光实

验证实，叶酸修饰组细胞内荧光强度显著高于未修

饰 Exos，且叶酸竞争性抑制后摄取量明显降低，直

接验证叶酸受体介导的主动靶向；同时 FA-Exos的

胞内摄取量优于传统叶酸修饰脂质体，推测 Exos表

面成分与巨噬细胞膜上的受体产生相互作用，为靶

向摄取提供了辅助效应。 

结合文献调研与本研究结果，推测 FA-

Exos@Cal 抑制 M1 型巨噬细胞极化的机制涉及 3

条通路的协同调控：一是 NF-κB通路，毛蕊异黄酮

可抑制 NF-κB p65亚基的核转移[20]，黄芪 Exos内

可能存在的黄芪甲苷等活性物质也能抑制 p-NF-κB 

p65 的表达水平[21]，二者协同阻断通路，减少 IL-

1β、TNF-α等促炎因子生成；二是 JNK/丝裂原活化

蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase，MAPK）

通路，毛蕊异黄酮本身抑制 JNK 磷酸化[6]，FA-

Exos@Cal 可以通过提升靶向性，协同增强通路抑

制效果；三是脊椎蛋白 2-转化生长因子-β/SMAD家

族成员 2（Spondin 2-transforming growth factor-

β/SMAD family member 2，Spon2-TGF-β/Smad2）通

路：FA-Exos@Cal中毛蕊异黄酮可下调 Spon2，解

除其对 TGF-β/Smad2通路的抑制，进而调控巨噬细

胞极化[22]。本研究成功制备 FA-Exos@Cal 并证实

其良好的 M1型巨噬细胞靶向性及抗炎活性，但仍

存在不足，如仅完成体外验证，缺乏体内动物实验

数据；载药率待提升；分子机制未实验证实。未来

需开展炎症动物模型实验，验证体内疗效与安全

性；通过Western blotting、RT-PCR等技术验证关键

信号通路，明确协同机制；通过优化药物与载体比

例、筛选适宜促渗剂、调整载药时间等提高毛蕊异

黄酮的负载效率。 

综上，本研究基于《 中医理论＋现代纳米技术”

的融合思路，成功构建了双重靶向的 FA-Exos@Cal

制剂，证实其具有靶向 M1型巨噬细胞及高效抗炎

的特性，为炎症性疾病的靶向治疗提供了新型候选

制剂，也为天然药物的载体优化与作用机制研究提

供了新的思路与参考。 
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