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聚乙二醇修饰大黄素/大黄酸脂质体温敏凝胶的制备、表征及对溃疡性 

结肠炎的治疗作用  
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摘  要：目的  制备聚乙二醇修饰的大黄素/大黄酸脂质体（PEGylated emodin/rhein-liposomes，PEG-Emo/Rhe-Lips）温敏凝

胶，考察其对溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）模型小鼠的治疗作用。方法  薄膜水化法制备 PEG-Emo/Rhe-Lips，采

用 Box-Behnken 设计-效应面法（Box-Behnken design-response surface method，BBD-RSM）优化处方；透射电子显微镜

（transmission electron microscope，TEM）观察 PEG-Emo/Rhe-Lips 微观形貌；将 PEG-Emo/Rhe-Lips 混悬液制备成温敏凝胶，

考察其体外释药行为。建立小鼠 UC 模型，考察 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶对 UC 模型小鼠的治疗作用。结果  PEG-

Emo/Rhe-Lips 最佳处方：磷脂与胆固醇用量为 10.4∶1，总脂质和总药物用量比为 9.2∶1，磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量比为

3.9∶1。PEG-Emo/Rhe-Lips 的包封率、载药量、粒径及 ζ 电位分别为（83.72±1.09）%、（7.51±0.12）%和（199.22±9.06）

nm 和（−17.64±0.58）mV，其形态近似球形。PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶表现出明显的缓释特征，大黄酸和大黄素在 24 h

累积释放率分别为 88.16%和 89.90%，释药机制均为扩散与溶蚀共同协调。药效学结果显示，PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高

剂量组（大黄素、大黄酸均为 25 mg/kg）结肠长度、结肠湿质量、结肠指数和胸腺指数显著性增加（P＜0.05），疾病活动指

数（disease activity index，DAI）、肠黏膜损伤评分和脾脏指数显著性下降（P＜0.05、0.01），其 UC 治疗效果更优。结论  PEG-

Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶极大地提高了大黄素和大黄酸对 UC 的治疗作用，无明显刺激性，值得进一步开发。 
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Abstract: Objective  To prepare PEGylated emodin/rhein-liposomes (PEG-Emo/Rhe-Lips) thermosensitive gel, and to investigate its 

therapeutic effects on ulcerative colitis (UC) model mice. Methods  PEG-Emo/Rhe-Lips was prepared by film hydration method. 

Box-Behnken design-response surface method (BBD-RSM) was used to optimize preparations of PEG-Emo/Rhe-Lips. 

Micromorphology of PEG-Emo/Rhe-Lips was observed by transmission electron microscopy (TEM). PEG-Emo/Rhe-Lips suspension 

was prepared into thermosensitive gel, drug release in vitro of PEG-Emo/Rhe-Lips thermosensitive gel was also studied. UC model 

was established, the therapeutic effects of PEG-Emo/Rhe-Lips on colitis was studied. Results  Optimal formulations of PEG-

Emo/Rhe-Lips: dosage ratio of phospholipids to cholesterol was 10.4:1, dosage ratio of total lipids was 9.2:1, dosage ratio of 

phospholipids to DSPE-mPEG2000 was 3.9:1. Encapsulation efficiency, drug loading, particle size and zeta potential of PEG-Emo/Rhe-
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Lips were (83.72 ± 1.09)%, (7.51 ± 0.12)%, (199.22 ± 9.06) nm and (−17.64 ± 0.58) mV, respectively. The morphology of PEG-

Emo/Rhe-Lips was approximately spherical. PEG-Emo/Rhe-Lips thermosensitive gel exhibited obvious sustained-release 

characteristics, and the cumulative release rate of emodin and rhein were 88.16% and 89.90% in 24 h, respectively. Drug release 

mechanism was coexistence of diffusion and matrix erosion. Pharmacodynamics showed that the length of colon, colon wet weight, 

colon index and thymus index of PEG-Emo/Rhe-Lips temperature-sensitive gel were significantly increased (P < 0.05), the disease 

activity index (DAI), intestinal mucosal damage score and spleen index were significantly decreased (P < 0.05, 0.01), which showed 

that the UC therapeutic effects of PEG-Emo/Rhe-Lips temperature-sensitive gel was better. Conclusion  PEG-Emo/Rhe-Lips 

temperature-sensitive gel greatly enhanced the therapeutic effects of emodin and rhein on colitis with no obvious irritation. Therefore, 

it was worth further developing. 

Key words: rhein; emodin; polyethyleneglycol; liposomes; thermosensitive gel; ulcerative colitis; film hydration method; Box-

Behnken design-response surface method 

 

溃疡性结肠炎（（ulcerative colitis，UC）主要临

床表现为直肠出血、腹泻、体质量下降等，被世界

卫生组织列为难治性疾病之一[1]。目前，治疗 UC 化

学药物存在呕吐反应、血糖紊乱等不良反应[2]，柳

氮磺胺吡啶等药物还存在一定的致癌风险[2]，因此

医药研究者逐步将研发重心转向疗效好、安全性高

的中医药领域。临床经验表明，中药大黄可有效降

低 UC 损伤[3-4]，深入研究发现，大黄药材中主要成

分大黄酸（（rhein，Rhe）和大黄素（（emodin，Emo）

对 UC 均具有良好治疗作用[5-6]，2 种成分联合用药

后可进一步提高 UC 治疗效果，其作用机制可能与

多靶点调控作用、下调促炎因子、抑制 PI3K/AKT

通路等有关[4]。但大黄酸和大黄素的溶解度分别仅

为 3.89 μg/mL[7]和 9.21 μg/mL[8]，导致其溶出度较低，

油水分配系数分别为 2.79[7]和 1.58[9]，属于生物药

剂学分类系统中 II 类药物。大黄酸和大黄素首关效

应明显[10]，口服给药会极大影响药效发挥。因此为

确保大黄酸和大黄素治疗 UC 药效，需要改变给药

途径，并改善其溶解度、溶出度等。大黄酸和大黄

素有固体脂质纳米粒[10]、纳米混悬剂[11]、脂质体[12]

等制剂研究报道，暂未见大黄酸和大黄素双载药纳

米制剂研究报道。 

脂质体（liposomes，Lips）是以胆固醇和磷脂

为载体制得的一种纳米囊泡[13-14]，可同时包载多种

药物[15-16]。但普通脂质体结构稳定性差，穿透肠道

屏障能力较弱，制约了药效发挥。PEG 修饰脂质体

（（PEGylated liposomes，PEG-Lips）可在其表明形成

一层水化膜及（“构象云”，有利于增加其结构的稳定

性[13,16]；PEG 修饰后可赋予脂质体亲水性，使其易

于透过肠道屏障而发挥治疗作用[17]。治疗 UC 时灌

肠给药可显著提高病灶部位药物浓度，但普通灌肠

液在肠道内无法滞留，易回流至体外。温敏凝胶

（（thermosensitive gel，TG）在低温环境中呈溶液状

态，当温度达到胶凝温度后即可变为凝胶状态，从

而赋予灌肠液较强的肠道黏附力，解决了灌肠液易

回流的缺陷，是治疗 UC 的理想给药剂型[18-19]。本

研究筛选了聚乙二醇修饰大黄素 /大黄酸脂质体

（（PEGylated emodin/rhein-liposomes，PEG-Emo/Rhe-

Lips）处方工艺，使用泊洛沙姆作为温敏材料，将

PEG-Emo/Rhe-Lips 混悬液制备成温敏凝胶。建立小

鼠 UC 模型，考察 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶对

UC 模型小鼠的治疗作用，为后续研究开发奠定实

验基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

MSE125P-CE 型电子天平，德国 Sartorius 公

司；SCO-1 型磁力搅拌器，上海小聪科技有限公司；

Agilent 1200 型高效液相色谱仪（HPLC），美国

Agilent 公司；KQ-800DM 型超声仪，昆山市超声仪

器有限公司；Mastersizer 3000 型粒度仪，英国马尔

文仪器有限公司；FC5714 型高速离心机，上海奥豪

斯国际贸易有限公司；Talos F200i S/TEM 型透射电

子显微镜、RS1 型高剪切流变仪，赛默飞世尔上海

仪器有限公司；System-4000 型溶出仪，上海禄亘仪

器设备有限公司；NWC-4 型旋转黏度计，上海思尔

达科学仪器有限公司；MarCal 16 GN 型游标卡尺，

上海首立实业有限公司；RM2016 型病理切片机，

德国 LEICA 公司；NIKON ECLIPSE CI 型光学显微

镜，日本尼康公司。 

1.2  材料 

对照品大黄素（批号 110756-202112，质量分

数 96.2%）、大黄酸（批号 110757-202104，质量分

数 99.2%），中国食品药品检定研究院；原料药大黄

素（（批号 20220620，质量分数 96.0%）、大黄酸（（批
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号 20220711，质量分数 98.0%），南京景竹医药科

技有限公司；DSPE-mPEG1000（批号 R054126）、

DSPE-mPEG2000（（批号 R053501）和 DSPE-mPEG4000

（（批号 R145526）均购自上海罗恩试剂有限公司；大

豆卵磷脂（批号 SY-SO-220209）、胆固醇（批号

C00373），上海艾维拓医药科技公司；泊洛沙姆 407

（（P407，批号 GNG06521B）、泊洛沙姆 188（P188，

批号 GNG21488A），德国 BASF 公司；美沙拉嗪，

批号 SS0905CA24，上海源叶生物科技有限公司；

葡聚糖硫酸钠，相对分子质量 36 000～50 000，批

号 S5648，美国 Biomedicals 公司；多聚甲醛，批号

BL539A，美国 Biosharp 公司；苏木素-伊红染液，

批号 B1002，武汉百仟度生物科技有限公司。 

1.3  动物 

健康昆明小鼠（SPF 级），雄性，体质量 18～

22 g，购自河南省动物实验中心，生产许可证号 

SCXK（（豫）2020-0001。实验过程遵循郑州工业应

用技术学院有关实验动物管理规定，均符合 3R 原

则，动物伦理批准号 20240318。 

2  方法与结果 

2.1  PEG-Emo/Rhe-Lips 的制备 

前期研究表明，大黄酸和大黄素用量比为 1∶

1 时治疗 UC 效果最佳[4-6]，故制备 PEG-Emo/Rhe-

Lips 时两者用量比定为 1∶1。取 20 mg 大黄酸和

20 mg 大黄素置于茄形瓶中，加入处方量的卵磷脂、

胆固醇和 DSPE-mPEG2000，加入有机溶剂（（氯仿-乙

醇 3∶1）50 mL，密封置于 45 ℃水浴中，磁力搅

拌至溶解澄清，减压旋蒸后即得透明、均匀的脂质

薄膜。取一定体积的 pH 6.8 磷酸盐缓冲液（PBS）

作为水相，恒温至 45 ℃后加至含脂质薄膜的茄形

瓶中，置于 45 ℃水浴中，于 700 r/min 转速下磁力

搅拌一定时间，200 W 功率下超声 10 min，过 0.45 

μm 水膜即得 PEG-Emo/Rhe-Lips 混悬液[20-21]。不含

大黄素和大黄酸的阴性样品（（PEG-Lips）同法制备。 

2.2  HPLC 法测定大黄素和大黄酸含量 

2.2.1  色谱条件  流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶液

（70∶30）；检测波长为 254 nm；色谱柱为 Diamonsil 

C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；进样量为 10 μL；

柱温为 35 ℃；体积流量为 1.0 mL/min。 

2.2.2  PEG-Emo/Rhe-Lips 供试品溶液的制备  精密

吸取 PEG-Emo/Rhe-Lips 混悬液 1 mL 至 50 mL 量瓶

中，加入有机溶剂（氯仿-乙醇 3∶1）约 30 mL，超

声 5 min 使大黄素和大黄酸游离出来，加乙腈-0.1%

磷酸水溶液（70∶30）稀释定容。取续滤液 2.5 mL

至 10 mL 量瓶中，加乙腈-0.1%磷酸水溶液（70∶30）

稀释定容，即得 PEG-Emo/Rhe-Lips 供试品溶液。 

2.2.3  线性关系考察  精密称取 20 mg 大黄酸对照

品和 20 mg 大黄素对照品至 50 mL 量瓶中，加乙腈

超声溶解后定容，得大黄酸和大黄素质量浓度均为

400 μg/mL 的混合对照品储备液。采用乙腈-0.1%磷

酸水溶液（70∶30）将大黄酸和大黄素混合对照品

储备液稀释，配制成质量浓度均分别为 10.00、5.00、

2.50、1.00、0.50、0.05 μg/mL 的系列对照品溶液。

按照“2.2.1”项下色谱条件测定大黄酸和大黄素各

质量浓度（X）的峰面积（Y），进行线性回归，得标

准曲线线性回归方程分别为大黄酸Y＝26.154 7 X＋

0.288 2，r＝0.999 9；大黄素 Y＝28.154 0 X＋0.156 9，

r＝0.999 8，结果表明大黄酸和大黄素均在 0.05～

10.00 μg/mL 线性关系良好。 

2.2.4  专属性考察  取阴性样品，按照“2.2.2”项

下方法处理得阴性样品溶液，另取大黄酸和大黄素

混合对照品溶液（质量浓度均为 1.00 μg/mL）和

PEG-Emo/Rhe-Lips 供试品溶液，按照“2.2.1”项下

色谱条件进样测试，结果见图 1，结果表明辅料及

溶剂对大黄酸和大黄素色谱峰无干扰，专属性高。 

 

图 1  PEG-Emo/Rhe-Lips 样品 (A)、大黄酸和大黄素混合

对照品 (B) 和阴性样品 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC spectrum of PEG-Emo/Rhe-Lips (A), rhein 

and emodin mixed reference substances (B) and negative 

sample (C) 

2.2.5  精密度考察  取大黄酸和大黄素质量浓度均

分别为 0.05、1.00、10.00 μg/mL 的混合对照品溶液，

按照“2.2.1”项下色谱条件连续进样测定 6 次，计

算得大黄酸低、中、高质量浓度峰面积的 RSD 分别

为 0.68%、0.26%、0.20%；大黄素低、中、高质量

浓度峰面积的 RSD 分别为 0.44%、0.38%、0.24%，

结果表明该仪器精密度良好。 

2.2.6  稳定性考察  取PEG-Emo/Rhe-Lips供试品溶

液，分别于制备后 0、3、6、9、12、24 h 进样 10 

μL，按照“2.2.1”项下色谱条件测定大黄酸和大黄
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素峰面积，计算得大黄酸、大黄素峰面积的 RSD 分

别为 1.26%、0.81%，表明供试品溶液在 24 h 内稳

定性良好。 

2.2.7  重复性考察  取同一份PEG-Emo/Rhe-Lips混

悬液，按照“2.2.2”项下方法制备 6 份供试品溶液，

按照“2.2.1”项下色谱条件进样测定大黄酸和大黄

素峰面积，计算得大黄酸和大黄素质量浓度的 RSD

分别为 0.76%、1.24%，结果表明该方法重复性良好。 

2.2.8  加样回收率考察  分别精密吸取 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 混悬液 0.5 mL 至 9 个 50 mL 量瓶中，随机

分成低、中、高 3 组。分别加入大黄酸和大黄素质量

浓度均为 200 μg/mL 的混合对照品溶液 0.50、0.75、

1.00 mL，按照“2.2.2”项下方法制备 PEG-Emo/Rhe-

Lips 供试品溶液，测定大黄酸和大黄素总量。计算

得大黄酸的平均加样回收率为 101.04%，RSD 为

0.94%；大黄素的平均加样回收率为 99.48%，RSD

为 1.17%，结果表明该方法准确度较高。 

2.3  PEG-Emo/Rhe-Lips 包封率、载药量、粒径和

ζ 电位测定 

取 PEG-Emo/Rhe-Lips 混悬液，过 0.45 μm 微

孔水膜，取 1 mL 置于超滤管（截留相对分子质量

为 8 500）中，12 500 r/min 离心（（离心半径 6.4 cm）

15 min，测定超滤液中游离大黄酸和大黄素的总药

量（M 总游离）[21]。根据大黄酸和大黄素的总投药量

（（M 总药量）计算包封率。根据大黄素、大黄酸及各辅

料总用量（（W 总用量）计算载药量。采用纯化水将 PEG-

Emo/Rhe-Lips 混悬液稀释 20 倍，摇匀后于粒度仪

上测定粒径、多分散指数（（polydispersity index，PDI）

和 ζ 电位。 

包封率＝(M 总药量－M 总游离)/M 总药量 

载药量＝(M 总药量－M 总游离)/W 总用量 

2.4  单因素考察 PEG-Emo/Rhe-Lips 处方及制备

工艺 

总脂质指的是磷脂、胆固醇和 DSPE-mPEG 总

量，总药量指的是大黄酸和大黄素的总投药量。

PEG-Emo/Rhe-Lips 的基础处方为总脂质和总药量

比（（脂药比）为 10∶1、磷脂与胆固醇用量比为 10∶

1、磷脂与 DSPE-mPEG 用量比为 4.0∶1、水化体积

为 30 mL、水化时间为 30 min，每次单因素考察仅

改变 1 个条件，其他条件均保持不变。 

2.4.1  DSPE-mPEG 型号选择  参考基础处方，考

察 DSPE-mPEG 型号对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的

影响，结果见表 1。随着 mPEG 相对分子质量的增 

表 1  DSPE-mPEG 型号对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影

响 ( x s , n = 3) 

Table 1  Effects of DSPE-mPEG model on preparation of 

PEG-Emo/Rhe-Lips ( x s , n = 3) 

DSPE-mPEG 型号 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

DSPE-mPEG1000 65.46±1.10 5.78±0.21 250.32±13.16 

DSPE-mPEG2000 73.01±1.29 6.49±0.18 244.15±10.45 

DSPE-mPEG4000 60.76±0.78 5.17±0.15 349.71±26.22 
 

加，PEG-Emo/Rhe-Lips 包封率和载药量均呈先增加

后下降，可能是因为 mPEG 相对分子质量较小时，

PEG-Emo/Rhe-Lips 表明致密性不足，浅表层药物易

泄漏，故其包封率和载药量较低；mPEG 相对分子

质量较大时，PEG-Emo/Rhe-Lips 粒径较大，脂质体

稳定性较差[20]，使其包封率和载药量下降。故采用

mPEG相对分子质量适中的DSPE-mPEG2000来制备

PEG-Emo/Rhe-Lips。 

2.4.2  磷脂与胆固醇用量比考察  参考 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 基础处方，考察磷脂与胆固醇用量比对

PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影响，结果见表 2。PEG-

Emo/Rhe-Lips 包封率和载药量均随着磷脂与胆固醇

用量比下降呈先增加后减小趋势，可能是因为磷脂

与胆固醇用量比较大时，胆固醇竞争占据 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 载药空间，使其包封率和载药量较低[15]；

当磷脂与胆固醇用量比较小时，PEG-Emo/Rhe-Lips

稳定性较低[16]，大黄素和大黄酸易泄露出去；粒径

随着磷脂与胆固醇用量比下降总体呈减小趋势。综

合考虑，选择磷脂与胆固醇用量比 8∶1～12∶1 进

行后续响应面优化。 

2.4.3  脂药比考察  参考 PEG-Emo/Rhe-Lips 基础

处方，考察脂药比对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影

响，结果见表 3。PEG-Emo/Rhe-Lips 包封率随着脂

药比的增加呈先增加后趋稳情况，这可能是由于增

加脂质用量，为药物提供了更多载药空间[22]，有利 

表 2  磷脂与胆固醇用量比对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的

影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effects of phospholipids to cholesterol ratio on 

preparation of PEG-Emo/Rhe-Lips ( x s , n = 3) 

磷脂与胆固醇 

用量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

6∶1 65.02±0.78 5.84±0.23 248.71±12.40 

8∶1 72.66±1.14 6.47±0.15 237.62±10.83 

10∶1 78.29±0.97 7.11±0.16 219.48±9.95 

12∶1 74.89±0.96 6.69±0.24 210.20±11.84 

14∶1 70.81±1.05 6.34±0.13 211.92±10.77 
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表 3  脂药比对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影响 ( x s ,  

n = 3) 

Table 3  Effects of lipid-drug ratio on preparation of PEG-

Emo/Rhe-Lips ( x s , n = 3) 

脂药比 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

6∶1 64.19±0.68 9.07±0.19 194.58±9.36 

8∶1 72.81±1.14 8.11±0.14 203.79±11.24 

10∶1 79.34±0.99 7.19±0.22 207.23±13.04 

12∶1 80.50±1.07 6.06±0.15 234.84±10.88 

14∶1 80.97±0.86 5.44±0.13 253.69±11.75 
 

于提高其包封率，但继续提高脂药比时，不能使其

包封率进一步增加。载药量随着脂药比的增加而逐

渐下降，表明脂质用量过大时导致原料浪费；粒径

随着脂药比的增加而呈现增长趋势，可能是因为脂

质用量过大时，PEG-Emo/Rhe-Lips 之间容易发生黏

连[15]。综合考虑，选择脂药比 8∶1～12∶1 进行后

续响应面优化。 

2.4.4  磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量比考察  参考

PEG-Emo/Rhe-Lips 基础处方，考察磷脂与 DSPE-

mPEG2000 用量比对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影

响，结果见表 4。随着磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量

比的增加，包封率和载药量均呈先增大后下降趋

势，可能是因为适度增加 DSPE-mPEG2000用量，有

利于减少浅表层药物泄漏[15]，使其包封率和载药量

提高；但 DSPE-mPEG2000用量较大时，由于其 PEG

长链的排斥效应，影响了 PEG-Emo/Rhe-Lips 表明

致密性[18]，导致药物易泄漏。综合考虑，选择磷脂

与DSPE-mPEG2000用量比 3.5∶1～4.5∶1进行后续

响应面优化。 

2.4.5  水化体积考察  参考PEG-Emo/Rhe-Lips基础

处方，考察水化体积对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的

影响，结果见表 5。随着水化体积的增加，PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 包封率和载药量均先增加后下降，可能是 

表 4  磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量比对 PEG-Emo/Rhe-

Lips 制备的影响 ( x s , n = 3) 

Table 4  Effects of phospholipids to DSPE-mPEG2000 ratio 

on preparation of PEG-Emo/Rhe-Lips ( x s , n = 3) 

磷脂与 DSPE- 

mPEG2000 用量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

3.0∶1 69.48±0.94 6.33±0.24 234.89±10.58 

3.5∶1 74.17±1.17 6.74±0.13 226.10±11.24 

4.0∶1 78.69±0.90 7.23±0.17 208.00±12.09 

4.5∶1 73.07±1.11 6.53±0.19 217.23±9.74 

5.0∶1 70.16±1.13 6.37±0.20 216.01±10.18 

表 5  水化体积对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影响 ( x s , 

n = 3) 

Table 5  Effects of hydration volume on preparation of 

PEG-Emo/Rhe-Lips ( x s , n = 3) 

水化体积/mL 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

20 68.27±1.06 6.14±0.13 268.10±21.66 

25 75.16±0.95 6.77±0.24 249.72±15.47 

30 77.43±1.08 6.96±0.17 197.57±10.94 

35 74.19±0.98 6.54±0.10 198.94±11.23 

40 72.56±0.87 6.29±0.24 194.45±12.61 
 

因为水化体积较小时，不利于磷脂的充分水化及载

药空间的形成[16]，故影响了其包封率和载药量，且

粒径也较大；水化体积较大时，影响了 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 的结构稳定性[13]，易使药物进入水相；粒

径随着水化体积增加呈下降趋势。当水化体积为 30 

mL 时，PEG-Emo/Rhe-Lips 包封率及载药量相对较

高，粒径小于 200 nm，故确定水化体积为 30 mL。 

2.4.6  水化时间考察  参考PEG-Emo/Rhe-Lips基础

处方，考察水化时间对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的

影响，结果见表 6。随着水化时间的延长，包封率

和载药量均呈先增大后下降趋势，可能是因为适当

的水化时间，有利于 PEG-Emo/Rhe-Lips 载药，但

水化时间过长时，可能对磷脂化学稳定性及 PEG-

Emo/ Rhe-Lips 结构稳定性产生影响，导致其包封率

和载药量下降，粒径增长。由于水化时间为 25 min

时，包封率及载药量相对较高，粒径相对较小，故

确定水化时间为 25 min。 

表 6  水化时间对 PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的影响 ( x s , 

n = 3) 

Table 6  Effects of hydration time on preparation of PEG-

Emo/Rhe-Lips ( x s , n = 3) 

水化时间/min 包封率/% 载药量/% 粒径/nm 

20 76.69±1.13 6.79±0.13 216.22±10.12 

25 82.56±0.89 7.34±0.22 196.25±9.94 

30 78.99±0.94 6.98±0.18 204.78±12.07 

35 73.12±1.16 6.52±0.13 215.71±12.62 

40 70.78±0.94 6.20±0.16 247.43±14.47 
 

2.5  Box-Behnken 设计-响应面法（Box-Behnken 

design-response surface method，BBD-RSM）优化

PEG-Emo/Rhe-Lips 处方 

2.5.1  试验设计及结果  选择磷脂与胆固醇用量

比、脂药比、磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量比作为

PEG-Emo/Rhe-Lips 制备的主要影响因素 X1、X2、X3，

各因素水平设置见表 7。包封率、载药量和粒径作为
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PEG-Emo/Rhe-Lips 优化指标 Y1、Y2 和 Y3，为使包

封率和载药量相对较高，且粒径相对较小，故将 Y1、

Y2 和 Y3 转换为总评归一值（overall desirability，

OD）。其中，包封率 d 包封率和载药量 d 载药量计算公式

均为 dmax＝(Mi－Mmin)/(Mmax－Mmin)，粒径 d 粒径计 

算公式为 dmin＝(Mmax－Mi)/(Mmax－Mmin)，Mi、Mmax

和 Mmin分别为实测值、最大值和最小值，则 OD＝

(d 包封率d 载药量d 粒径)1/3。实验结果见表 7。 

2.5.2  模型拟合与方差分析  使用 Design Expert V 

13.0 软件对 PEG-Emo/Rhe-Lips 的 OD 进行拟合，得

OD 多元二次项方程：OD＝0.800＋0.068 X1－0.140 

X2－0.110 X3－0.057 X1X2－0.130 X1X3＋3.840×10−3 

X2X3－0.310 X1
2－0.200 X2

2－0.290 X3
2，模型系数 R2

和修正系数 Radj
2分别为 0.955 3 和 0.907 9，均大于

0.9；数学模型 P＝0.000 6，方差分析结果见表 8，

表明该模型具有极显著性意义；失拟项 P＝0.073 1

（P＞0.05），表明预测结果可信度较高。据 F 值数值

可知，主要影响因素大小顺序为脂药比 X2＞磷脂与

DSPE-mPEG2000 用量比 X3＞磷脂与胆固醇用量比

X1。从 OD 方差分析结果可知，X3、X1X3 均具有显

著性差异（P＜0.05），X2、X1
2、X2

2、X3
2 均具极显

著差异（P＜0.01）。 

2.5.3  效应面结果、优化结果及最佳处方确定  响

应面图见图 2，随着任意两因素用量比的增加，OD

值均呈先增加后下降趋势。选择 OD 值优化目标为

最大值，取值范围为 0～1，得 PEG-Emo/Rhe-Lips

最佳处方为磷脂与胆固醇用量比 X1 10.39∶1，脂药

比 X2 9.21∶1，磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量比 X3 

表 7  BBD-RSM 试验设计及结果 (n = 3) 

Table 7  Design and results of BBD-RSM test (n = 3) 

试验号 X1 X2 X3/% Y1/% Y2/% Y3/nm OD 试验号 X1 X2 X3/% Y1/% Y2/% Y3/nm OD 

1 10∶1 (0) 10∶1 (0) 4.0∶1 (0) 83.74 7.21 198.22 0.856 10 8∶1 12∶1 4.0∶1 73.28 5.54 224.84 0.154 

2 12∶1 (+1) 10∶1 3.5∶1 (−1) 74.17 6.69 211.41 0.451 11 8∶1 8∶1 4.0∶1 70.64 7.64 210.77 0.204 

3 10∶1 10∶1 4.0∶1 81.43 7.33 207.26 0.768 12 12∶1 12∶1 4.0∶1 75.42 5.72 219.64 0.278 

4 10∶1 10∶1 4.0∶1 81.13 7.24 206.89 0.755 13 10∶1 10∶1 4.0∶1 83.18 7.36 197.38 0.872 

5 8∶1 (−1) 10∶1 4.5∶1 (+1) 72.57 6.49 238.27 0.228 14 10∶1 8∶1 4.5∶1 72.47 7.89 224.96 0.398 

6 10∶1 8∶1 (−1) 3.5∶1 74.62 8.21 205.71 0.642 15 10∶1 10∶1 4.0∶1 82.46 7.18 209.54 0.757 

7 10∶1 12∶1 (+1) 4.5∶1 71.97 5.44 248.24 0.000 16 8∶1 10∶1 3.5∶1 71.63 6.47 242.36 0.156 

8 12∶1 10∶1 4.5∶1 70.45 6.28 227.66 0.000 17 12∶1 8∶1 4.0∶1 73.14 7.86 198.11 0.558 

9 10∶1 12∶1 3.5∶1 76.41 5.55 214.29 0.228         

表 8  OD 值方差分析 

Table 8  Variance analysis of OD value 

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 1.38 9 0.15 16.62 0.000 6 X1
2 0.39 1 0.39 42.73 0.000 3 

X1 0.04 1 0.04 4.02 0.084 9 X2
2 0.16 1 0.16 17.82 0.003 9 

X2 0.16 1 0.16 17.70 0.004 0 X3
2 0.35 1 0.35 37.63 0.000 5 

X3 0.09 1 0.09 9.82 0.016 5 残差 0.07 7 9.22×10−3   

X1X2 0.01 1 0.01 1.42 0.271 9 失拟项 0.05 3 0.02 5.18 0.073 1 

X1X3 0.07 1 0.07 7.41 0.029 7 纯偏差 0.01 4 3.30×10−3   

X2X3 5.90×10−5 1 5.90×10−5 6.40×10−3 0.938 5 总离差 1.44 16    
 

             

图 2  两因素之间交互作用的响应面图 

Fig. 2  Response surface diagram of interaction effects between two factors 
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3.88∶1，OD 值为 0.902。为便于操作，将磷脂与胆

固醇用量比调整为 10.4∶1，脂药比调整为 9.2∶1，

磷脂与 DSPE-mPEG2000 用量比调整为 3.9∶1。 

2.5.4  PEG-Emo/Rhe-Lips 最佳处方验证  平行制备

3 批 PEG-Emo/Rhe-Lips，测得其平均包封率、载药

量和粒径分别为（83.72±1.09）%、（7.51±0.12）%

和（199.22±9.06）nm（图 3-A）；按照“2.5.1”项

下方法计算得实际 OD 值为 0.896，根据预测 OD 值

（0.902），计算得实际 OD 相对偏差为−0.67%，表明

该数学模型预测性良好。 

另外，测得 PEG-Emo/Rhe-Lips 平均 PDI 值为

0.089±0.009，平均 ζ 电位为（−17.64±0.58）mV（图

3-B）。按照“2.3”项下方法，测得 PEG-Emo/Rhe-Lips

中大黄酸的平均包封率和载药量分别为（85.16±

0.88）%和（3.87±0.16）%，大黄素的平均包封率和

载药量分别为（81.14±1.43）%和（3.40±0.10）%。 

 

 

图 3  PEG-Emo/Rhe-Lips 粒径 (A) 和 ζ 电位 (B) 

Fig. 3  Particle size (A) and ζ potential (B) of PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 

2.6  PEG-Emo/Rhe-Lips 的 TEM 观察 

TEM 测试条件：放大倍数为 14 500，加速电压

为 200 kV，线分辨率为 0.14 nm。取 PEG-Emo/Rhe-

Lips 混悬液滴至铜网上，轻轻摇晃使之铺展，1.5%

磷钨酸钠染色，晾干，TEM 观察 PEG-Emo/Rhe-Lips

形貌。同法测试空白介质的 TEM，结果未观察到囊

泡结构（图 4-A）；而 PEG-Emo/Rhe-Lips 可观察到

囊泡结构，形态近似球形（图 4-B）。 

2.7  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶的制备 

2.7.1  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶制备工艺  分

别称取处方量 P407 和 P188 置于烧杯，加入 PEG-

Emo/Rhe-Lips 混悬液 100 mL（大黄素＋大黄酸总质

量浓度为 1.10 mg/mL），冰浴中搅拌均匀，密封，

置于 4 ℃冰箱中溶胀 12 h，即得 PEG-Emo/Rhe-Lips 

 

图 4  空白介质 (A) 和 PEG-Emo/Rhe-Lips (B) 的 TEM

图 (×15 000) 

Fig. 4  TEM of blank medium (A) and PEG-Emo/Rhe-Lips 

(B) ( 15 000) 

温敏凝胶。大黄酸温敏凝胶、大黄素温敏凝胶和大

黄酸＋大黄素温敏凝胶同法制备。 

2.7.2  胶凝温度的测定  取 PEG-Emo/Rhe-Lips 温

敏凝胶，置于试管中，置于水浴中，使水浴液面超

过样品液面 1 cm，以 0.2 ℃/min 缓慢升温，每升温

0.5 ℃倒置试管观察，将凝固时温度作为胶凝温度。

为了使温敏凝胶在给药部位迅速胶凝，胶凝温度应

低于体温（37 ℃）；为确保凝胶在室温（25 ℃）下

不胶凝，胶凝温度应大于 30 ℃，故选择 33 ℃作为

最佳胶凝温度[23]。 

2.7.3  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶处方筛选  结

果见表 9，当 P407 质量分数均为 18%时，随着 P188

质量分数的升高，胶凝温度逐渐升高；P188 质量分

数均为 3%时，随着 P407 质量分数的升高，胶凝温

度逐渐下降。P407 和 P188 质量分数分别为 18%和

3%时，所用辅料量相对较小，胶凝温度与筛选目标

（33 ℃）较为接近，外观见图 5。 

2.8  PEG-Emo/Rhe-Lips-TG 温敏凝胶流变学研究 

测试条件：温度设定为 35 ℃（（使之发生胶凝），

振荡模式下应变设置为 1%，范围设置为 0.01～

100.00 Hz。结果见图 6，储能模量（G′）始终大于损

耗模量（（G″），表明 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶在 

表 9  P407 和 P188 质量分数对 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏

凝胶胶凝温度的影响 ( x s , n = 3) 

Table 9  Effects of mass fraction of P407 and P188 on 

gelation temperature of PEG-Emo/Rhe-Lips 

thermosensitive gel ( x s , n = 3) 

P407/% P188/% 胶凝温度/℃ P407/% P188/% 胶凝温度/℃ 

18 2 31.34±0.25 19 3 32.91±0.42 

18 3 33.57±0.32 20 3 31.74±0.26 

18 4 35.63±0.38    
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图 5  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶在不同温度下的外观 

Fig. 5  Appearance of PEG-Emo/Rhe-Lips thermosensitive 

gel at different temperatures 

 

图 6  频率扫描考察 

Fig. 6  Investigation of frequency scanning 

33 ℃发生胶凝后具有明显的黏弹性固体性质，可能

与温敏凝胶形成的三维网状结构有关[24]。 

2.9  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶体外释药行为

研究 

取大黄酸温敏凝胶和 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏

凝胶适量（（大黄酸含量均为 15 mg），加入 pH 7.4 磷

酸盐缓冲液（（含 1% SDS），密封于透析袋（（截留相

对分子质量为 8 000）中。pH 7.4 磷酸盐缓冲液（（含

1% SDS）900 mL 作为释放介质，仪器转速 75 r/min，

介质温度为 37 ℃，分别于 0.25、0.50、1.00、1.50、

2.00、3.00、4.00、6.00、8.00、10.00、12.00、18.00、

24.00 h 取 5 mL 样品，立即补充 5 mL 空白释放介

质。测定大黄酸质量浓度，分别计算累积释放率，

结果见图 7-A。同法比较大黄素温敏凝胶和 PEG-

Emo/ Rhe-Lips 温敏凝胶体外释药行为，结果见图 7-

B。大黄酸温敏凝胶和大黄素温敏凝胶在 4 h 累积

释放率均大于 90%，而 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝

胶表现出缓释特征，大黄酸和大黄素的 24 h 累积释

放率分别为 88.16%和 89.90%。 

PEG-Emo/Rhe-Lips 释药模型拟合结果见表 10，

大黄酸和大黄素的释药行为均符合 Weibull 模型。 

 

 

图 7  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶中大黄酸 (A) 和大黄

素 (B) 体外释药行为 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  In vitro drug release behavior of rhein (A) and 

emodin (B) from PEG-Emo/Rhe-Lips thermosensitive gel 

( x s , n = 3) 

PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶中大黄酸和大黄素

Ritger-Pepps 系数 n 分别为 0.491 0 和 0.491 9，由于

0.45＜n＜0.89，表明 2 种成分释药机制为扩散与溶

蚀共存[25]。 

2.10  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶稳定性研究 

取 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶，密封后存放

于 4 ℃冰箱中，分别于 0、1、2、3、6 个月取适量

温敏凝胶观察外观，并测试其胶凝时间、粒径及溶

液的 pH 值[26]。分别测定新制备和储存过程中 PEG-

Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶的包封率，计算渗漏率[27]。

结果（（表 11）显示，PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶外

观和胶凝时间未发生明显变化，渗漏率均低于 2%，

粒径略增大，pH 值基本不变，表明 PEG-Emo/Rhe-

Lips 温敏凝胶在低温、密封储存时稳定性良好。 

渗漏率＝(新制备样品包封率－储存过程中样品包封率)/ 

新制备样品包封率 

2.11  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶药效学研究 

2.11.1  建模、分组与给药  小鼠于实验室适应 1 周，

每天按 0.2 g/kg 剂量 ig 给予葡聚糖硫酸钠溶液（质 

25 ℃         33 ℃ 
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表 10  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶中大黄酸和大黄素累积释放模型拟合和相关系数 

Table 10  Fitting release model and coefficient of rhein and emodin in PEG-Emo/Rhe-Lips thermosensitive gel 

模型 
拟合方程 

大黄酸 大黄素 

零级释放 Mt/M∞＝0.032 2 t＋0.273 0，R2＝0.711 9 Mt/M∞＝0.032 7 t＋0.298 1，R2＝0.673 1 

一级释放 ln(1－Mt/M∞)＝−0.086 7 t－0.285 4，R2＝0.918 9 ln(1－Mt/M∞)＝−0.094 6 t－0.321 2，R2＝0.901 8 

Higuchi Mt/M∞＝0.191 0 t1/2＋0.071 5，R2＝0.935 2 Mt/M∞＝0.197 2 t1/2＋0.086 2，R2＝0.913 7 

Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.695 6 lnt－1.350 2，R2＝0.985 9 lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.718 8 lnt－1.287 7，R2＝0.983 2 

Ritger-Pepps ln(Mt/M∞)＝0.491 0 t－1.396 7，R2＝0.952 3 ln(Mt/M∞)＝0.491 9 t－1.342 5，R2＝0.934 5 

Mt和 M∞为 t 和时间累积释放率，Mt/M∞为 t 时间累积释放百分率。 

Mt and M∞ are accumulative drug-release at time t and , Mt/M∞ is accumulative release rate at time t. 

表 11  PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶稳定性考察结果 ( x s , n = 3) 

Table 11  Stability investigation results of PEG-Emo/Rhe-Lips thermosensitive gel ( x s , n = 3) 

取样时间/月 性状 胶凝时间/s 泄漏率/% 粒径/nm pH 值 

0 质地细腻、外观均一 17.84±1.54 1.26±0.14 207.12±8.16 6.66±0.15 

1 质地细腻、外观均一 17.56±2.05 1.18±0.16 201.88±7.86 6.70±0.20 

2 质地细腻、外观均一 18.03±2.20 1.42±0.09 203.19±10.24 6.59±0.18 

3 质地细腻、外观均一 17.75±1.85 1.67±1.17 208.90±10.63 6.74±0.13 

6 质地细腻、外观均一 17.79±1.93 1.69±1.25 215.48±9.97 6.71±0.17 
 

量浓度为 35 mg/mL），连续 8 d，记录小鼠造模前后

大便情况及体质量，按表 12 方法评价疾病活动指数

（disease activity index，DAI），选择 DAI 大于 5 分

的小鼠作为 UC 模型，共 56 只。随机分为模型组

（等体积 0.9%氯化钠溶液）、阳性组（美沙拉嗪，0.5 

g/kg）、大黄酸温敏凝胶组（25 mg/kg）、大黄素温敏

凝胶组（25 mg/kg）、大黄酸＋大黄素温敏凝胶组（大

黄酸、大黄素均为 25 mg/kg）、PEG-Emo/Rhe-Lips

温敏凝胶低剂量组（大黄酸、大黄素均为 15 mg/kg）

和 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高剂量组（大黄酸、

大黄素均为 25 mg/kg），每组均 8 只，另取 8 只正

常小鼠作为对照组（等体积 0.9%氯化钠溶液），各 

表 12  DAI 评分标准 

Table 12  DAI scoring criteria 

指标 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分 

体质量下降幅度 无变化 1%～5% 6%～10% 11%～15% 大于 15% 

大便形状 正常 松软 松散 稀便 水样便 

大便隐血情况 无血便 极少 较少 较多 大量 
 

组小鼠每天灌肠 1 次，连续治疗 14 d。 

2.11.2  治疗后各组小鼠 DAI 评分结果  DAI 评分

结果见表 13。与对照组相比，模型组第 1 天 DAI 评

分有极显著性差异（P＜0.01），表明建模成功。与

模型组相比，各给药组第 7、14 天 DAI 评分均有显

著性或极显著性下降（P＜0.05、0.01），表明各给药 

表 13  各组小鼠 DAI 评分结果 ( x s , n = 8) 

Table 13  Results of DAI score in different rat groups ( x s , n = 8) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 

DAI 评分 

第 1 天 第 7 天 第 14 天 

对照 − 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

模型 − 6.19±1.83** 5.53±1.64** 4.27±1.48** 

阳性药（美沙拉嗪） 500 6.54±1.77 2.82±1.19## 0.86±0.67## 

大黄酸温敏凝胶 25 6.24±1.60 4.43±1.01# 3.72±0.99# 

大黄素温敏凝胶 25 6.40±1.85 4.58±1.43# 3.49±0.86# 

大黄酸＋大黄素温敏凝胶 25＋25 6.23±1.27 2.72±1.16## 1.53±0.89## 

PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶 15＋15 6.58±1.66 2.34±1.42## 1.88±0.97## 

 25＋25 6.47±1.55 1.84±0.97##∆ 0.71±0.64##∆ 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与大黄酸＋大黄素温敏凝胶组比较：∆P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; ∆P < 0.05 vs rhein + emodin thermosensitive gel group. 
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组均可缓解模型小鼠 UC 症状。与大黄素＋大黄酸

温敏凝胶组相比，PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶低剂

量组第 7、14 天无显著性差异（P＜0.05），表明 PEG-

Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶有助于降低大黄素和大黄

酸给药剂量；PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高剂量组

在给药剂量相同的条件下（大黄酸、大黄素均为 25 

mg/kg），第 7、14 天 DAI 评分显著性下降（P＜

0.05），表明 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶增强了二

者药效。 

2.11.3  结肠长度、湿质量、结肠指数、肠黏膜损伤

评分、胸腺指数及脾脏指数的测定  颈椎脱臼处死

小鼠后取出结肠，记录长度。采用 0.9%氯化钠溶液

冲洗结肠，滤纸吸干水分，记录结肠湿质量，计算

结肠指数。 

结肠指数＝结肠湿质量/体质量 

对肠黏膜损伤程度进行评分，全肠正常评分为

0；轻度充血，无损伤时评分为 1；结肠水肿充血，

存在损伤、肠粘连情况时评分为 2；结肠充血严重，

肠黏膜表明及肠壁表明有坏死现象，损伤最大直径

小于 1 cm 时评分为 3；结肠严重充血，黏膜表明及

肠壁表明有大面积坏死现象，损伤最大直径大于 1 

cm 时评分为 4。结果见表 14。与对照组相比，模型

组结肠长度、结肠湿质量和结肠指数均极显著性下

降（P＜0.01），肠黏膜损伤评分极显著性增加（P＜

0.01），表明模型组小鼠结肠损伤严重。与模型组相

比，各给药组结肠长度、结肠湿质量和结肠指数均

有显著性或极显著性增加（P＜0.05、0.01），肠黏膜

损伤评分有显著性下降（P＜0.05、0.01），表明各给

药组均发挥了治疗作用。与大黄素＋大黄酸温敏凝

胶组相比，PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶低剂量组各

个指标无显著性差异（P＞0.05），表明 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 温敏凝胶有助于降低大黄素和大黄酸给药

剂量；PEG-Emo/ Rhe-Lips 温敏凝胶高剂量组结肠

长度、结肠湿质量和结肠指数显著性增加（P＜

0.05），肠黏膜损伤评分极显著性下降（P＜0.01），

表明 PEG-Emo/Rhe-Lips 增强了二者药效。 

表 14  各组小鼠结肠长度、结肠湿质量、结肠指数、肠黏膜损伤评分、胸腺指数与脾脏指数 ( x s , n = 8) 

Table 14  Colon length, colon wet weight, colon index and intestinal mucosal injury, thymus index and spleen index of mice 

in each group ( x s , n = 8) 

组别 
剂量/ 

(mg∙kg−1) 

结肠长度/ 

cm 

结肠湿 

质量/g 

结肠指数/ 

% 

肠黏膜损伤 

评分 
胸腺指数 脾脏指数 

对照 − 9.79±0.88 0.47±0.11 1.16±0.21 0.00±0.00 2.64±0.33 2.72±0.28 

模型 − 7.10±0.57** 0.22±0.03** 0.73±0.10** 2.94±0.52** 1.16±0.26** 7.71±1.21** 

阳性药（美沙拉嗪） 500 9.04±0.68## 0.34±0.08## 0.99±0.12# 1.19±0.25## 1.70±0.28# 4.99±0.78## 

大黄酸温敏凝胶 25 7.86±0.63# 0.28±0.03# 0.86±0.09# 2.19±0.49# 1.97±0.29## 5.82±0.48# 

大黄素温敏凝胶 25 7.91±0.71# 0.27±0.04# 0.84±0.13# 2.22±0.56# 1.87±0.26## 6.23±0.33# 

大黄酸＋大黄素温敏凝胶 25＋25 8.46±0.89## 0.30±0.07## 0.94±0.18# 1.15±0.23## 2.21±0.17## 4.18±0.37## 

PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶 15＋15 8.31±0.55## 0.28±0.09## 1.02±0.19# 1.33±0.20## 2.08±0.20## 4.37±0.32## 

 25＋25 9.23±0.69##∆ 0.41±0.09##∆ 1.09±0.22##∆ 0.80±0.24##∆∆ 2.41±0.23##∆ 3.05±0.33##∆∆ 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与大黄酸＋大黄素温敏凝胶组比较：∆P＜0.05  ∆∆P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; ∆P < 0.05  ∆∆P < 0.01 vs rhein + emodin thermosensitive gel group. 

2.11.4  胸腺、脾脏指数  取出胸腺和脾脏，滤纸吸

干水分后称定质量，计算胸腺和脾脏指数，结果见

表 14。与对照组相比，模型组胸腺指数极显著性下

降（P＜0.01），脾脏指数极显著性升高（P＜0.01），

表明造模成功。与模型组相比，各给药组胸腺指数

有显著性或极显著性增大（P＜0.05、0.01），脾脏指

数有显著性或极显著性下降（P＜0.05、0.01），表明

各给药组均可改善 UC 所致脏器损伤。与大黄素＋

大黄酸温敏凝胶组相比，PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝

胶低剂量组胸腺指数和脾脏指数无显著性差异（P＞

0.05）；而 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高剂量组胸

腺指数显著性升高（P＜0.05），脾脏指数极显著性

差异下降（P＜0.01），可见 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏

凝胶显著提高了大黄酸和大黄素对免疫器官的修

复作用。 

胸腺指数＝胸腺质量/体质量 

脾脏指数＝脾脏质量/体质量 

2.11.5  病理学组织观察  取治疗 14 d 后的结肠置

于 4%多聚甲醛中 3 d，石蜡包埋，切片，HE 染色，

置显微镜下观察病理学情况，结果见图 8。对照组

小鼠结肠富含杯状细胞，隐窝结构完整（图 8-A），

无任何异常；模型组小鼠结肠组织杯状细胞消失， 
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A～H 依次为对照组、模型组、阳性组（美沙拉嗪，0.5 g∙kg−1）、大黄酸温敏凝胶组（25 mg∙kg−1）、大黄素温敏凝胶组（25 mg∙kg−1）、大黄酸＋

大黄素温敏凝胶组（大黄酸、大黄素均为 25 mg∙kg−1）、PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶低剂量组（大黄酸、大黄素均为 15 mg∙kg−1）和 PEG-Emo/Rhe-

Lips 温敏凝胶高剂量组（大黄酸、大黄素均为 25 mg∙kg−1）。 

A—H were control group, model group, positive group (mesalazine, 0.5 g∙kg−1), rhein thermosensitive gel (25 mg∙kg−1), emodin thermosensitive gel (25 

mg∙kg−1), rhein thermosensitive gel (25 mg∙kg−1), rhein + emodin thermosensitive gel (rhein and emodin were both 25 mg∙kg−1), PEG-Emo/Rhe-Lips low-

dose group (rhein and emodin were both 15 mg∙kg−1) and PEG-Emo/Rhe-Lips high-dose group (rhein and emodin were both 25 mg∙kg−1) respectively. 

图 8  药效学考察中结肠组织病理切片 

Fig. 8  Pathological section of colon tissue in pharmacodynamic investigation 

隐窝结构严重破坏，炎性细胞浸润严重（图 8-B），

病理情况与对照组差别巨大，表明造模有效。阳性

药组杯状细胞增加，结肠组织损伤的治疗效果明显

（图 8-C）。大黄酸温敏凝胶组和大黄素温敏凝胶组

杯状细胞增加，但仍可见大量炎性细胞浸润（分别

见图 8-D、E），隐窝结构仍受损严重。大黄酸＋大

黄素温敏凝胶组杯状细胞明显增加，隐窝结构得到

一定修复（图 8-F），治疗效果优于大黄酸温敏凝胶

组或大黄素温敏凝胶组。PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝

胶低剂量组也可见大量炎性细胞浸润（图 8-G），治

疗效果接近于大黄酸＋大黄素温敏凝胶组。PEG-

Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高剂量组隐窝结构明显，杯

状细胞增加（图 8-H），结肠组织的病理学情况接近

对照组，治疗效果相对较优。 

2.12  刺激性评价 

取 32 只小鼠，将其分成对照组、生理盐水组、

阴性样品组（（不含大黄酸、大黄酸，辅料比例同 PEG-

Emo/Rhe-Lips）和 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高

剂量组（大黄酸、大黄素均为 25 mg/kg），灌肠 14 

d，按照（“2.11.5”项下同法观察病理学情况。根据

炎性细胞浸润及隐窝结构情况进行计分，即无症

状、极轻、轻度、中度、重度，分别记作 0、1、2、

3、4 分，将两者总和作为刺激性反应分值。结果显

示，对照组（（图 9-A）、生理盐水组（（图 9-B）、阴性

样品（（图 9-C）和 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高剂

量组（（图 9-D）分别计分 0、1、2、0 分，其中生理

盐水组仅见少量炎性细胞浸润；而阴性样品组可见

少量炎性细胞浸润，隐窝结构稍缺失，但杯状细胞

仍大量存在。PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶组未见明

显异常，故判定 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶对结

肠组织黏膜无刺激性，可能与大黄酸和大黄素的保

护、修复作用有关[4-8]。 

2.13  统计学方法 

数据均以 x s 值表示，采用 SPSS 26.0 软件进

行统计学分析。组间差异通过单因素方差分析进行

检验，P＜0.05 时判定组间具有显著性差异，P＜0.01 

    

A～D 依次为对照组、生理盐水组、阴性样品组和 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶高剂量组（大黄酸、大黄素均为 25 mg∙kg−1）。 

A—H were control group, saline group, negative sample group and high-dose PEG-Emo/Rhe-Lips group (rhein and emodin were both 25 mg∙kg−1), respectively. 

图 9  刺激性实验中结肠组织病理切片 

Fig. 9  Pathological section of colon tissue in stimulation experiment 
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时判定组间具有极显著性差异。 

3  讨论 

DSPE-mPEG2000具有良好的生物相容性，已被

美国 FDA 批准应用于医药领域，将 DSPE-mPEG2000

修饰至脂质体表明可提高其稳定性及透过生理屏

障能力[15,18]。DSPE-mPEG2000 亲脂端与磷脂亲脂端

结构极为相似，两者之间亲和性良好，因而与磷脂

共同构成脂质体外壳，有助于防止脂质体浅表层药

物泄漏，提高其包封率[18]；DSPE-mPEG2000 亲水端

位于脂质体表明，不仅增加了脂质体的亲水性，也

可提供巨大的空间位阻从而防止脂质体之间融合，

提高了脂质体的稳定性。前期分别比较了薄膜水化

法、乳化-溶剂挥发法、乙醇注入法等制备方法，发

现薄膜水化法制得的 PEG-Emo/Rhe-Lips 包封率远

高于其他方法，可能是由于乳化-溶剂挥发法和乙醇

注入法容易产生有机溶剂残留，进而可能会溶解脂

质体囊材，导致其包封率下降，而薄膜水化法易将

有机溶剂除尽，因而避免了有机溶剂对脂质体的破

坏[15]，故本实验采用薄膜水化法制备 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips。 

泊洛沙姆由一定比例的亲水链段聚氧乙烯

（（plasma electrolytic oxidation，PEO）和一定比例的

疏水链段聚氧丙烯（（polyphenylene oxide，PPO）构

成，胶凝温度与泊洛沙姆结构中 PEO/PPO 比例密切

相关[19]。P407 由 70%的 PEO 和 30%的 PPO 组成，

但 P407 胶凝温度较低；P188 是由 80%的 PEO 链段

和20%的PPO链段组成，在P407中引入适量的P188

时可使胶凝温度发生变化，这可能是因为加入 P188

时改变了温敏凝胶体系中 PPO/PEO 比例所致[19,23]。

经考察，P407 和 P188 质量分数分别为 18%和 3%

时 PEG-Emo/Rhe-Lips 温敏凝胶的胶凝温度满足灌

肠需求，与相关研究报道处方基本一致[23]。 

与大黄素或大黄酸温敏凝胶相比，PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 温敏凝胶具有明显的缓释特征，分析原因

可能是由于包封于 PEG-Emo/Rhe-Lips 内部的大黄

素和大黄酸释放出去需克服脂质体胆固醇、磷脂及

DSPE-mPEG2000等脂质载体阻滞作用；脂质体表明

的 mPEG 长链提供了巨大的空间位阻，增加了药物

释放阻力；凝胶层对大黄素和大黄酸释放也具有阻

滞作用[20]，在多种因素共同影响下，使 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 温敏凝胶释药表现出缓释特点，有利于维

持药物浓度，提高治疗 UC 效果。与大黄素＋大黄

酸温敏凝胶相比，在给药剂量相同的条件下（（大黄

酸、大黄素均为 25 mg/kg），EG-Emo/Rhe-Lips 温敏

凝胶的结肠长度、结肠湿质量、结肠指数等指标均

得到明显增加（（P＜0.05、0.01），DAI 评分和肠黏膜

损伤评分得到明显下降（（P＜0.05、0.01），可能是因

为 PEG-Emo/Rhe-Lips 增加了大黄素和大黄酸溶解

度，促进了肠道屏障渗透；PEG-Emo/Rhe-Lips 粒径

较小，有利于增加大黄素和大黄酸药效[17]；mPEG

长链上醚氧原子和黏蛋白上的糖基之间可发生氢

键作用，从而赋予 PEG-Emo/Rhe-Lips 肠黏膜的黏

附性；PEG-Emo/ Rhe-Lips 表明修饰的 mPEG 长链

增加了其亲水性，从而可使之“隐身”于黏液中，

利于 PEG-Emo/Rhe-Lips 在黏液中快速扩散并发挥

药效[28]；PEG-Emo/ Rhe-Lips 处方中磷脂经体内消

化吸收后，其产物可用于修复机体器官及肠黏膜组

织损伤等[29]，从而达到辅助治疗作用。 

综上，本研究完成了 PEG-Emo/Rhe-Lips 的处

方优化、表征及稳定性等研究，为评价 PEG-Emo/ 

Rhe-Lips 成药性提供了实验数据。药效学结果显示，

PEG-Emo/Rhe-Lips温敏凝胶具有明显的治疗UC药

效，毒性低于阳性药美沙拉嗪组，对结肠组织黏膜

无明显刺激性，推广意义较大，因此值得进一步开

发研究。 
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