
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.7 MAR.2015

5-氨基水杨酸纳米粒对 TNBS诱导小鼠结肠炎的治疗作用 *
陈文娟 刘 亮 胡道德△ 刘皋林
（上海交通大学附属第一人民医院 上海 200080）

摘要 目的：评价超临界分散法制备的 5-氨基水杨酸（5-ASA）结肠定位纳米粒对小鼠结肠炎的治疗作用。方法：将 24只 6周龄
BABL/c小鼠随机分为空白对照组，结肠炎模型组，5-ASA治疗组，5-ASA纳米粒治疗组。三硝基苯磺酸（TNBS）造模后的第 2-7 d

分别给予 0.9%氯化钠，5-ASA和 5-ASA纳米粒灌胃，于第 8 d处死所有小鼠，评估小鼠的疾病活动指数(DAI)，组织病理形态以
及结肠组织学损伤情况；检测结肠组织髓过氧化物酶(MPO)活性。结果：5-ASA和 5-ASA纳米粒均能明显减轻结肠重量，缩小溃

疡面积，降低 MPO活性。超临界分散法制备的 5-ASA纳米粒在 DAI，减轻局部的炎症程度(MPO水平)方面，其疗效与 5-ASA组

（50 mg/Kg）相当。结论：超临界分散法制备的 5-ASA纳米粒对 TNBS诱导小鼠的结肠炎有明显的治疗作用。
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Effects of 5-ASA Nanoparticles on TNBS-Induced Colitis in Rats*

To evaluate the effects of 5-ASA-nanoparticles (NP) on TNBS-induced colitis in rats. Twen-

ty-four BALB/c rats were randomized into normal control group, colitis group, 5-ASA group, and 5-ASA-NP group, with six rats in each
group. 5-ASA, 5-ASA-NP and normal saline solution were oral administrated respectively on day 2-7 after the establishment of colitis.

On day 8, all animals were sacrificed. The change of body weight, weight to length ratio of colon, and macroscopic and pathologic score

of colon were assessed. MPO activity of colonic tissue was measured. Compared with normal group, the DAI, macroscopic and

pathologic scores, MPO activity in colonic tissue in TNBS-control group increased significantly. In rats treated with 5-ASA or

5-ASA-NP, all the above-mentioned indices decreased significantly, and efficacy of 5-ASA-NP was almost the same as 5-ASA (50
mg/Kg). 5-ASA-NP prepared by supercritical dispersion has significant effect on TNBS-induced colitis in rats with lower

side effects, which suggested that it might be a potential therapeutic strategy for IBD.
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前言

炎症性肠病（ inflammatory bowel disease，IBD）是一类发病
机制复杂的肠道炎症性疾病，包括溃疡性结肠炎（ulcerative

colitis，UC）和克罗恩病（Crohn's disease，CD）[1]。目前 IBD确切

的病因和发病机制仍不清楚，多种因素如基因、环境、生活习

性、微生物以及免疫因子等都可能诱发该疾病。

5- 氨基水杨酸（5-aminosalicylic acid，5-ASA）即美沙拉嗪

（Mesalazine，Mesalamine）是临床常用的治疗 IBD的主要药物
之一。5-ASA主要通过抑制白三烯、前列腺素 E及自由基的产

生而发挥抗炎作用。5-ASA直接口服后可被胃及小肠吸收后在

小肠上皮细胞及肝脏中乙酰化，失去治疗效果。不仅没有足够

的药物到达结肠而起抗炎作用，同时吸收入体内的药物易产生

肾毒性[2,3]。因此，5-ASA的结肠靶向给药便显得尤为重要。纳米

粒具有在结肠炎症部位处聚集的性质，因此将 5-ASA用肠溶

性材料包裹，制备成合适粒径和分布的纳米粒，可以达到药物

的结肠炎症靶向输送的目的[4,5]。

近年来，超临界流体抗溶剂（supercritical fluid antisolvent

precipitation，SAS）技术在药物的包埋、超细微粒的制备领域得

到迅速发展[6]。在 SAS基础上发展起来的超临界流体强化溶液
分散法 （solution enhanced dispersion by supercritical fluids,

SEDS），将同轴喷嘴应用于 SAS过程以使溶液充分雾化，增强

传质效果，以制备更小的颗粒。我们前期的工作已经完成了

5-ASA纳米粒的制备[7]。本实验以三硝基苯磺酸(TNBS)诱导小

鼠实验性结肠炎为模型，评价 SEDS制备的 5-ASA纳米粒对

结肠炎的治疗效果。

1 材料与方法
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FA2004 电子分析天平（上海天平仪器厂）；800B超声仪

（上海安亭科学仪器厂）；SK-1混匀器（常州国华电器有限公

司）；UNICO7200分光光度计（尤尼柯仪器有限公司）；HH-4恒

温水浴锅（常州国华电器有限公司）；FS-2可调高速匀浆机（常

州国华电器有限公司）；显微镜及摄像系统（尼康）；HM 340石

蜡切片机(德国莱卡公司)。
1.1 药品和试剂

Eudragit S100（德国 EVONIK 公司赠送，分析纯）；5-ASA

（上海达瑞精细化学品有限公司，纯度≥ 98%）；TNBS（Sigma公
司，批号：109K5008）；丙酮，乙醇，二甲亚砜（国药集团化学试

剂有限公司，分析纯）；MPO试剂盒（南京建成生物工程研究

所）。

1.2 实验动物
BALB/c小鼠，♂，体重 18-20 g，上海斯莱克实验动物有限

公司。

2 实验方法

2.1 动物分组及模型建立

24只 BALB/c小鼠适应性喂养一周，随机分为 A：正常对

照组、B：TNBS结肠炎组、C：5-ASA治疗组、D：5-ASA纳米粒

治疗组，每组各 6只，每组饲养于同一鼠笼中。给予充足的水，

小鼠造模前禁食 24 h，称重后轻度乙醚麻醉，用直径 2 mm 硅

胶管从肛门插入肠道深 4 cm，TNBS结肠炎组、5-ASA治疗组、
5-ASA纳米粒治疗组分别注入溶于 50%乙醇的 TNBS 0.1 mL

（75 mg/kg）,正常对照组给予 0.9 %氯化钠 0.1 mL灌肠，倒提
30 s，使药液全部到达结肠[8]。

造模后第 2 d，各组分别给予不同处理：正常对照组和
TNBS结肠炎组给予 0.9%氯化钠 1 ml灌胃；5-ASA治疗组给

予 5-ASA 1 mL 灌胃（50 mg/Kg）；5-ASA 纳米粒治疗组给予
5-ASA纳米粒 1 mL灌胃（10 mg/Kg，每次灌胃前将纳米粒分散

于 0.9 %氯化钠中，超声 1 min，使之形成均一的乳状液体）。每

日一次，持续 7 d。
2.2 疾病活动指数（DAI）的评估

每日记录小鼠体重变化，观察大便性状，检测大便隐血，按

照 Murthy等[9]制定的标准进行 DAI评分，评分标准见表 1。

2.3 病理学损伤的评估

给药后第 8 d，在乙醚麻醉下打开小鼠腹腔,腹主动脉放血

处死小鼠,固定于鼠板之上，沿腹中线逐层剪开皮肤、皮下组

织、腹膜，分离肠系膜及结肠组织，从肛门向上截取 8 cm结肠,

肉眼观察肠粘膜有无损伤，充血水肿及溃疡，进行大体形态评

分[10]。在冰浴中沿肠系膜缘剪开肠腔,漂洗内容物。精确称量肠

道重量，计算肠道重量指数（肠道重量 /结肠长度）。

选择炎症严重部位取 0.5 cm左右组织置于 10%福尔马林

溶液固定，石蜡包埋、切片，常规 HE染色，光学显微镜下观察

炎症浸润情况[11]，并进行组织学评分。剩余部分置于冻存管中，

放入液氮罐中保存待测定MPO活性。

大体形态损伤评分指标包括粘连、局部充血、溃疡及炎症。

具体评分标准如下：无损伤计 0 分；局部充血，未见溃疡计 1

分；溃疡不伴充血计 2分；1个部位的溃疡和炎症计 3分；2个

或更多部位的溃疡和炎症计 4分；溃疡长度大于 2 cm计 5分。

显微镜下观察小鼠结肠组织，评价组织学损伤程度。具体

标准如下：无炎症表现计 0分；极少量白细胞浸润计 1分；少量

白细胞浸润计 2分；较多白细胞浸润，肠密度增厚计 3分；全层

有白细胞浸润，杯状细胞丢失，血管密度增加，肠壁增厚计 4

分。

2.4 髓过氧化物酶(MPO)测定

操作前处理：准确称取组织重量，按重量体积比加入 9倍

的生理盐水制成 10%的组织匀浆，根据试剂盒说明书步骤，测

定髓过氧化物酶活性。

2.5 统计学处理

所有数据以 mean± SD表示，使用 SPSS17.0统计软件进
行统计分析，两组间比较采用 t检验，P <0.05认为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 各组小鼠一般状况

正常对照组小鼠饮食、大便形状正常，体质量增长，无血

便，且活泼好动，毛发光泽，未见异常。由图 1可知，结肠炎模型

组小鼠第 5 d体重开始回升，5-ASA和 5-ASA纳米粒组小鼠体

重虽有下降，但下降程度较轻，饮食、活动等一般状况较结肠炎

模型组均有明显好转。

结肠炎模型组小鼠在 TNBS/乙醇造模后精神萎靡，活动

量减少，体重增加缓慢，大便为稀便，有程度不同的腹泻，肉眼

可见血便。5-ASA和 5-ASA纳米粒组小鼠体重下降程度较结

肠炎模型组小鼠低，有稀便，偶可见血便。如图 2所示，随着给

药天数的延长，5-ASA和 5-ASA纳米粒组小鼠 DAI评分较结

肠炎模型组明显降低（P <0.05）。

表 1 DAI评分标准

Table1 Disease active index scores

Score Lose of weight（%） Feces character Hematochezia

0 0 Normal Negative

1 1-5 -- --

2 6-10 Semi-loose stools Occult blood（+）

3 11-15 -- --

4 >15 Loose stools Bloody naked eye
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3.2 结肠大体形态损伤
TNBS/乙醇模型组小鼠结肠炎症病变主要靠近肛门段结

肠，病变粘膜弥漫性充血水肿，脆性增加，糜烂、溃疡形成，局部

肠壁增厚，部分小鼠结肠与周围组织黏连。正常对照组小鼠结

肠粘膜无充血水肿、糜烂及溃疡形成；结肠炎模型组小鼠结肠

明显可见充血水肿，糜烂及散在溃疡形成，肠壁较正常对照组

增厚；5-ASA和 5-ASA纳米粒两组小鼠结肠可见充血水肿，少

有糜烂，无明显溃疡及坏死。具体评分见表 2。

由表 3 中可以看出，与结肠炎模型组相比 5-ASA 和
5-ASA纳米粒两组小鼠肠道重量指数较正常对照组有显著性

差异（P＜ 0.05）。
3.3 结肠组织学损伤
镜下可见结肠炎模型组小鼠结肠组织结构清晰，粘膜完

整，肠腺排列整齐。结肠炎组小鼠肠壁明显增厚，组织上皮破

损，大量白细胞浸润并伴明显组织坏死，腺体结构部分消失，说

明造模成功[12]。5-ASA及 5-ASA纳米粒治疗组与模型组比较，

结肠组织损伤均有不同程度的减轻，小鼠结肠黏膜水肿少见，

无溃疡和炎性渗出物，光镜下腺体排列整齐，仅见少量淋巴细

胞和中性粒细胞浸润，损伤指数明显低于模型组(P<0.05)。结果

见表 4，图 3。

图 1各组小鼠体重变化

(A-正常组，B- TNBS结肠炎组，C- 5-ASA治疗组，D- 5-ASA纳米粒治

疗组)

Fig. 1 Body weight changes of rat groups

(A-normal group, B-TNBS induced inflammation model group, C-5-ASA

treatment group, D-5-ASA nanoparticle treatment group)

图 2各组小鼠 DAI评分变化

(A-正常组，B- TNBS结肠炎组，C- 5-ASA治疗组，D- 5-ASA纳米粒治

疗组)

Fig. 2 DAI score changes of rat groups

(A-normal group, B-TNBS induced inflammation model group, C-5-ASA

treatment group, D-5-ASA nanoparticle treatment group)

(Data are shown as mean ± SD. n=6，a P <0.05 vs group B).

表 2 各组小鼠大体形态学评分

Table 2 Colon morphological scores

Group Morphological scores

A 0.24± 0.32a

B 5.9± 1.43

C 1.03± 0.45a

D 0.9± 0.42a

(Data are shown as mean± SD. n=6，a P <0.05 vs group B).

表 3 各组小鼠肠道重量指数评分

Table 3 Colon weight/length scores

Group Colon weight/length（g/cm）

A 26.86± 1.97a

B 48.84± 4.43

C 41.04± 2.45a

D 39.81± 3.37a

(Data are shown as mean± SD. n=6，a P<0.05vs group B).

表 4 各组小鼠组织学评分

Table 4 Colon histological scores

Group Histological scores

A 0.85± 0.42a

B 5.7± 1.2

C 1.5± 0.51a

D 1.23± 0.32a

图 3 各组小鼠结肠组织病理学 HE染色（× 200）

(A-正常组，B- TNBS结肠炎组，C- 5-ASA治疗组，D- 5-ASA纳米粒治

疗组)

Fig. 3 Pathological changes of colitis tissue (HE× 200)

(A-normal group, B-TNBS induced inflammation model group, C-5-ASA

treatment group, D-5-ASA nanoparticle treatment group).
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3.4 结肠组织 MPO活性测定
MPO主要存在于炎症细胞内，尤其是中性粒细胞的细胞

质中，其活性反映了组织中炎症细胞的浸润程度[13]。各组MPO

活性检测发现：与正常组相比结肠炎组的 MPO活性明显升高
(P<0.05)，给药后，MPO的活性明显降低。5-ASA和 5-ASA纳

米粒治疗组 MPO 活性与结肠炎相比有统计学意义(P<0.05)，

具体数据见表 5。

4 讨论

氨基水杨酸类药物是目前治疗溃疡性结肠炎最经典的抗

炎剂，目前仍是治疗各型 IBD的主要药物[14]。直接口服该药，可

被胃及小肠吸收而破坏，导致无足够的药量到达结肠。不仅没

有足够的药物到达结肠而起抗炎作用，同时吸收入体内的药物

易产生肾毒性。因此，避免 5-ASA在通过胃肠道时被破坏，保

持病变结肠内有一个稳定有效的药物浓度，是治疗成功、减少

不良反应的重要环节。近年来，国内外已开发出多种新制剂，使

其能更好的发挥疗效。5-ASA主要口服制剂在国外，主要有 2

种：一种为缓释剂型，另外一种是肠溶性包膜，由乙基纤维素半

透膜包衣的 0.7~1 mm的微粒压制而成，为扩散控释制剂[15]。

炎症部位往往都伴随着较强的细胞免疫，如：中性粒细胞、

自然杀伤细胞以及巨噬细胞等免疫细胞的显著增加。研究表

明，纳米粒可以高效地被这些免疫细胞吞噬，从而使纳米粒在

炎症部位聚集而起到炎症靶向的作用。进一步的研究也证明纳

米粒的炎症靶向性及其潜在的应用价值，而且发现纳米粒在炎

症部位的聚集程度与纳米粒的粒径呈现负相关，即纳米粒粒径

越小，纳米粒越易粘附于炎症部位。然而，当纳米药物通过消化

道时也容易被破坏失活。为了克服这个难题，将药物用 pH肠

溶性材料包裹，可以避免药物在早期通过胃肠道时被破坏，又

能使药物富集于结肠炎症处，显示出很好的应用前景[16,17]。

MPO是中性粒细胞中含量较高的一种酶，检测 MPO能较

好地反映急性炎症期(致炎后 1周内)中性粒细胞浸润情况,是
评价炎症性损伤程度的重要指标之一 [18]。本实验结果显示，

TNBS模型组小鼠 MPO 活性明显升高，而给予 5-ASA 和
5-ASA纳米粒处理后，小鼠结肠 MPO活性较 TNBS模型组显

著降低，表明 5-ASA可明显减轻 TNBS诱导的结肠炎症性损

伤。

本实验选用 BALB/c 小鼠 TNBS结肠炎模型进行动物实

验研究。观察到 TNBS灌肠诱导小鼠结肠炎症后，小鼠出现明

显的结肠炎症改变，疾病活动指数，组织学评分、MPO活性较

正常对照组明显增高。同时，还观察到 5-ASA 组小鼠经过

5-ASA（50 mg/Kg）治疗后，症状和体征均有明显好转，且各项

指标均与结肠炎模型组有显著性差异。本实验采用超临界流体

强化溶液分散法制备的负载 5-ASA的 Eudragit S100纳米粒用

药量只有 5-ASA组的 1/5（10 mg/mL）即可达到相同的治疗效
果。显示了 5-ASA纳米粒在治疗结肠炎症方面较好的应用前

景。
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