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摘要： 旨在通过构建基于席夫碱键自组装的纳米凝胶载药系统， 改善天然黄酮类化合物槲皮素因溶解性差和靶向性缺失导致的抗菌应用受限问

题。 本研究通过修饰的 Ｎ，Ｏ－羧甲基壳聚糖 （Ｎ，Ｏ－ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｈｉｔｏｓａｎ， Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ） 和透明质酸醛 （ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｌｄｅｈｙｄｅ， ＯＨＡ）， 以席夫

碱键自组装成槲皮素纳米凝胶， 以包封率和载药量为指标筛选最优处方； 以外观形态、 再溶解性、 粒径、 Ｚｅｔａ 电位、 傅里叶变换红外光谱和稳定

性等指标对其进行表征分析； 通过体外释放评价所制备的槲皮素纳米凝胶在细菌感染部位中的靶向性； 通过溶血性试验评价其安全性。 结果： 当

转速为 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ， Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 为 １５ ｍｇ ／ ｍＬ、 ＯＨＡ 为 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 包封率 （８０􀆰 ３１±１􀆰 ９９）％和载药量 （２０􀆰 ７０±０􀆰 ０５）％最大， 为最优处方； 所制

备的槲皮素纳米凝胶为橘红色且清澈透明， 表现为凝胶状； 其冻干样溶解后为澄清透明的液体， 大大提高了槲皮素的溶解性； 平均粒径和 Ｚｅｔａ 电

位分别为 （５４４􀆰 ８±５􀆰 ８） ｎｍ 和 （－３３􀆰 ２０±０􀆰 ２６） ｍＶ； 透射电镜下为圆球形； 傅里叶变换红外光谱证实了槲皮素成功被 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ 所包

裹； 稳定性试验证明槲皮素纳米凝胶具有较高的稳定性； 体外释放研究表明， 槲皮素纳米凝胶表现出明显的 ｐＨ 响应性， 具有靶向性； 溶血性研

究表明， 槲皮素纳米凝胶未发生明显的溶血， 具有较高的安全性。 本研究为细菌性感染疾病提供一种具有优异靶向性和溶解性的槲皮素纳米凝胶

制剂。

关键词： 槲皮素； 纳米凝胶； 席夫碱键； 靶向性； 溶解性

中图分类号： Ｓ８５５􀆰 １　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０９－００５９－０７

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ ｂｏｎｄ

ＪＩＡＮＧ Ｙｏｎｇｔａｏ， ＺＨＯＵ Ｚｉｑｉａｎ， ＷＡＮＧ Ｘｉａｏｌｏｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｍｅｎｇｄｉ， ＨＡＮ Ｓｈｕｏ， ＬＩＵ Ｊｕｎｆｅｎｇ， ＬＵＯ Ｗａｎｈｅ∗

（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｔａｒｉｍ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ａｌａｒ ８４３３００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｅｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ， ａ ｎａｔｕｒａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ， ｄｕｅ ｔｏ ｐｏｏｒ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ
ｌａｃｋ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｂｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ａ ｎａｎｏｇｅｌ ｄｒｕｇ－ｃａｒｒｙｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ ｂｏｎｄｓ． Ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｎ， Ｏ－ＣＭＣＳ ａｎｄ
ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｂｙ Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ ｂｏｎｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｆｏｒｍｕｌａ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｔａｋｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｌｏａｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ； ｉｔｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ， ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ， ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ， ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓ⁃
ｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ． Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅｌｅａｓｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｉｎ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ； ａｎｄ ｉｔｓ ｓａｆｅｔｙ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈａｔ， ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ ｓｐｅｅｄ ｗａｓ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ，
Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ ｗａｓ １５ ｍｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｗａｓ ２５ ｍｇ ／ ｍＬ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （８０􀆰 ３１±１􀆰 ９９）％ ａｎｄ ｌｏａｄｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｙ （２０􀆰 ７０±０􀆰 ０５）％ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｎｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｗａｓ ｏｒａｎｇｅ ｒｅｄ， ｃｌｅａｒ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ；
ａｎｄ ｉｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｓｈａｐｅ ｏｆ ｇｅｌ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ， ｉｔ ｂｅｃａｍｅ ａ ｃｌｅａｒ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ， ｇｒｅａｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗｅｒｅ （５４４􀆰 ８± ５􀆰 ８） ｎｍ ａｎｄ （ － ３３􀆰 ２０± ０􀆰 ２６） ｍＶ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｓｈａｐｅ． Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｈｉｇｈ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌｓ． Ｆｏｕ⁃
ｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ ａｎｄ ＯＨＡ． Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅｌｅａｓｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｓｈｏｗｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｐＨ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｔａｒｇｅｔａｂｉｌｉｔｙ． Ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｈａｄ ｎｏ ｏｂ⁃
ｖｉｏｕｓ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｗａｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓａｆｅｔｙ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｎａｎｏｇｅｌ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｔａｒｇｅｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｌ⁃
ｕｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ； ｎａｎｏｇｅｌ； Ｓｃｈｉｆｆ ｂａｓｅ ｂｏｎｄ； ｔａｒｇｅｔａｂｉｌｉｔｙ； ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ

　
收稿日期： ２０２４－１２－１７； 修回日期： ２０２５－０７－１６
基金项目： 国家自然科学地区基金项目 （３２４６０９０４）； 新疆生产建设兵团自然科学支持计划资助项目 （２０２４ＤＡ０２９）； 第二批天山英才培养计

划青年托举项目 （２０２３ＴＳＹＣＱＮＴＪ００３３）
第一作者： 蒋永涛， 男， 本科生
∗通信作者： 罗万和， 硕士， 讲师， 研究方向： 兽医药理学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｌｕｏｗａｎｈｅ０７２８＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

·９５·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ９ 期



　 　 槲皮素作为天然黄酮类化合物， 不仅具有优异的

抗菌活性， 如对金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ ６５３８ 的最低

抑菌浓度 （ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＩＣ）
为 ２０ μｇ ／ ｍＬ， 更因其抗生物膜效应、 多靶点作用、
抗炎－抗氧化协同效应及低耐药风险， 成为细菌感染

治疗的理想候选［１－２］， 但因其溶解性较差和缺乏靶向

性， 限制了槲皮素在临床中的应用［３］。 因此， 需要

一种新的技术来改善槲皮素的溶解性和靶向性。 纳米

凝胶载药系统作为常见的药物递送系统， 其具有三维

网状结构可包裹药物， 有助于改善槲皮素的溶解性和

靶向性［４－６］。 壳聚糖 （ ｃｈｉｔｏｓａｎ， ＣＳ） 作为水凝胶材

料， 因具有优异的生物相容性、 可降解性、 抗菌和抗

氧化等多种生物学作用， 受到广泛的关注［７］， 但 ＣＳ
的水溶性较差， 限制了其临床应用［８］。 本实验室前

期发现， ＣＳ 被一氯乙酸羧化后所得到的 Ｎ，Ｏ－羧甲

基壳 聚 糖 （ Ｎ， Ｏ － ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｈｉｔｏｓａｎ， Ｎ， Ｏ －
ＣＭＣＳ） 可大大提高 ＣＳ 的水溶性， 进而有助于扩展

其临床应用［９］。 据报道， 机体被细菌感染后， 往往

表现为酸性环境 （ｐＨ≈５􀆰 ５）。 通过席夫碱键自组装

所形成的纳米凝胶载药系统在酸性环境中可发生靶向

断裂， 具有明显的 ｐＨ 值响应性， 进而有助于提高药

物在感染部位中的靶向性［１０］。 透明质酸 （ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ
ａｃｉｄ， ＨＡ） 作为皮肤组织的天然成分之一， 可促进

细胞修复和血管的形成， 进而有助于营养物质和氧气

的运输［１１］。 然而， ＨＡ 的抗菌活性差， 机械强度低，
限制了其在临床中的应用［１０］。 实验室前期发现， ＨＡ
被高碘酸钠氧化后所形成的醛基团比其他醛形成的席

夫碱更稳定， 可与 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 的氨基形成更稳定的

席夫碱键 （－Ｃ＝Ｎ－）， 进而提高槲皮素在细菌感染部

位中的靶向性［１２］。
因此， 本研究通过修饰的 Ｎ，Ｏ － ＣＭＣＳ （含有

－ＮＨ２） 和 透 明 质 酸 醛 （ ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＯＨＡ， 含有－ＣＨＯ）， 以席夫碱键自组装成槲皮素纳

米凝胶， 以期为细菌性感染疾病提供一种具有优异靶

向性和溶解性的槲皮素纳米凝胶制剂。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

槲皮素 （批号 Ｃ１５６２５０３２） 购自上海麦克林生化

有 限 公 司， 含 量 规 格 ９７％； 乙 二 醇 （ 批 号

Ｃ１２７８５８２３） 购自上海麦克林生化有限公司， 含量规

格 ９８％； 羧甲基壳聚糖 （批号 Ｃ８０４７２６） 购自上海

麦克林生化有限公司， 含量规格 ９５％； 透明质酸

（批号 Ｃ１５０３５５９３） 购自上海麦克林生化有限公司，
含量规格为 ９７％。

恒温恒湿培养箱 ＬＲＨ－２５０－Ｓ 购自广州沪瑞明仪

器有限公司， 恒温磁力搅拌器 ＩＴ－０９Ａ－５ 型购自上海

一恒科技有限公司， 紫外可见分光光度计 ＵＶ－１９００１
购自苏州岛津仪器有限公司， 冷冻干燥机 ＦＤＵ－１２００
购自东京理化器械株式会社， 纳米粒度及 Ｚｅｔａ 电位

分析仪Ｍａｌｖｅｒｎ Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ９０ 购自英国马尔文仪

器有限公司， 透射电子显微镜 ＪＥＭ－２１００Ｐｌｕｓ 购自日

本电子株式会社， 傅里叶变换红外光谱 （ＦＴＩＲ） 仪

Ｆｒｏｎｔｉｅｒ 购自上海珀金埃尔默有限公司和全波长全自

动多功能酶标仪 ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 购自美国博腾仪器有限

公司。
１􀆰 ２　 槲皮素纳米凝胶制备

通过修饰的 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ （含有－ＮＨ２） 和 ＯＨＡ
（含有－ＣＨＯ）， 以席夫碱键自组装成槲皮素纳米凝

胶。 以 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ （１０􀆰 ０、 １７􀆰 ５ 和 ２５􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 和

ＯＨＡ （１０、 １５ 和 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ） 以及转速 （８００、 １０００
和 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ） 为变量设计 Ｌ９ （３３） 正交试验， 筛

选槲皮素纳米凝胶。 具体制备方法如下： 称取一定量

的 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ （０􀆰 １００、 ０􀆰 １７５ 和 ０􀆰 ２５０ ｇ） 和 ＯＨＡ
（０􀆰 １０、 ０􀆰 １５ 和 ０􀆰 ２０ ｇ）， 分别置于 １０ ｍＬ 的超纯水

中， 搅 拌 至 完 全 溶 解。 室 温 下， 在 不 同 的 转 速

（８００、 １ ０００和 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ） 下， 以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 滴加速

度缓慢滴加 ＯＨＡ 至 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 溶液中， 以确保充分

混合并促进反应形成空白凝胶。 最后， 将 ０􀆰 １ ｇ 槲皮

素溶液缓慢滴加至空白水凝胶中， 滴加速度同样控制

在 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 充 分 搅 拌 ２ ｈ （ 维 持 转 速 在 ８００
ｒ ／ ｍｉｎ）， 以促进槲皮素的均匀分散， 从而形成槲皮素

纳米凝胶。
１􀆰 ３　 处方筛选及质量评价

在吸收波长 ３６０ ｎｍ 下， 通过紫外分光光度计测

定不同浓度 （０􀆰 １、 １、 ５、 １０、 １０、 ２５ 和 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ）
槲皮素溶液的 ＯＤ 值， 绘制其标准曲线。

通过紫外分光光度计测定其 ＯＤ 值后， 代入其标

准曲线， 根据下列公式计算不同处方槲皮素纳米凝胶

的包封率和载药量。 重复 ３ 次， 取平均值。
包封率 ＝ （纳米凝胶中槲皮素含量 ／槲皮素总

量） ×１００％； 　
载药量＝ （纳米凝胶中槲皮素含量 ／纳米凝胶总

量） ×１００％。
以 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ、 ＯＨＡ 的浓度和转速为变量， 以

包封率和载药量为指标， 筛选其最优配比。 以 《中
国兽药典 （２０２０ 版） 》 中对液体制剂的要求， 对其

外观性状进行评价［９］。
将槲皮素纳米凝胶稀释 １００ 倍后， 通过马尔文纳

米激光粒度仪测定其 Ｚｅｔａ 电位和粒径， 重复 ３ 次取

平均值。
将槲皮素纳米凝胶用蒸馏水稀释 １００ 倍摇匀， 经
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过磷钨酸钠负染后， 吸取 １０ μＬ 样品滴在带有薄膜的

铜网上， 待室温下干燥 １０ ｍｉｎ 后通过透射电镜观察

其微观形态。
通过 ＦＴＩＲ 仪分析槲皮素纳米凝胶及其各个组分

之间的相互作用。 具体为： 将干燥的槲皮素纳米凝胶

冻干粉以及各个组分材料研磨成细粉备用， 然后分别

小心加入到样品盘中。 使用卡森切趾法， 每尺寸

２ ｍｍ， 以 ４ ｃｍ－１的分辨率对每个样品扫描 ３２ 次， 分

别分析每个样品的特征峰。
１􀆰 ４　 稳定性试验

将槲皮素纳米凝胶分别置于高温 （４０ ℃）、 高湿

（９０±５）％和强光照 （４ ５００±５００） ｌｘ 的环境下， 以外

观性状为指标， 于 ０、 ５ 和 １０ ｄ 进行评价。
１􀆰 ５　 体外释放试验

将槲皮素纳米凝胶置于分别放入不同 ｐＨ 值为

５􀆰 ５ 和 ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 中。 在 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ８、 １２ 和

２４ ｈ， 取出 １ ｍＬ 透析液， 并补充等量 ＰＢＳ。 通过纳

米粒度及 Ｚｅｔａ 电位分析仪测定透析液中槲皮素纳米

凝胶的粒径， 并计算和绘制槲皮素纳米凝胶在不同

ｐＨ 值的 ＰＢＳ 中体外释放曲线。
１􀆰 ６　 溶血性试验

取无菌脱纤维兔血 ２ ｍＬ， 加入生理盐水约

２０ ｍＬ， 摇匀， １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 除去上清

液， 沉淀的红细胞再用生理盐水按上述方法反复洗涤

３ 次， 至上清液不显红色为止。 注意动作轻柔， 避免

红细胞破裂。 将所得红细胞用生理盐水配成 ２％的混

悬液， 供试验用。 槲皮素纳米凝胶及各个组分分别配

置成 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的供试品溶液。 取 ０􀆰 ８ ｍＬ 的生理盐

水和 １００ μＬ 红细胞悬液分别与 １００ μＬ 上述的材料配

制液混合均匀， 作为试验组。 阳性对照组均为

０􀆰 ９ ｍＬ 的超纯水和 １００ μＬ 红细胞悬液， 阴性对照组

均为 ０􀆰 ９ ｍＬ 的生理盐水和 １００ μＬ 红细胞悬液。 将所

有样品均放在 ３７ ℃恒温箱静置 ２４ ｈ， 并且从所有分

组中分别取出 １００ μＬ 上清液置于 ９６ 孔板内， 每组 ３
个复孔， 使用多功能酶标仪测 ５４０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值。
根据如下公式计算溶血率：

溶血率＝ （ＯＤ试验－ＯＤ阴） ／ （ＯＤ阳－ＯＤ阴） ×１００％。
式中， ＯＤ试验 为槲皮素纳米凝胶不同浓度组的吸光

度， ＯＤ阴为生理盐水处理组的吸光度， ＯＤ阳为去离子

水处理组的吸光度。

２　 结果

２􀆰 １　 槲皮素纳米凝胶的最优配比

槲皮素溶液的标准曲线， 如图 １ 所示。 在浓度为

０～５０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内， 其线性关系良好， 其标准曲线

线性回归方程式为 ｙ ＝ ０􀆰 ０６１ ４３ｘ＋０􀆰 ０３２ ３０， 相关系

数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８。 在此基础上， 通过单因素试验， 以

Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ 的浓度以及转速为变量， 以包封

率和包封率为指标， 筛选其最优处方， 结果如表 １ 所

示。 当转速为 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ， Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 为 １５ ｍｇ ／ ｍＬ、
ＯＨＡ 为 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 时为最优处方， 槲皮素纳米凝胶的

包封率和载药量分别为 （８０􀆰 ３１±１􀆰 ９９）％、 （２０􀆰 ７０±
０􀆰 ０５）％。

图 １　 槲皮素的标准曲线

表 １　 槲皮素纳米凝胶最优处方的筛选

试验分组 ＯＨＡ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 转速 ／ （ ｒ·ｍｉｎ－１） 包封率 ／ ％ 载药量 ／ ％

１ １０ １０􀆰 ０ ８００ ３６􀆰 ０２±０􀆰 ２８ １８􀆰 ０２±０􀆰 １７

２ １０ １７􀆰 ５ １ ０００ ３５􀆰 ８７±１􀆰 ６７ １４􀆰 ３１±０􀆰 ６０

３ １０ ２５􀆰 ０ １ ２００ ５６􀆰 ３５±０􀆰 ０８ １６􀆰 ０９±０􀆰 ０３

４ １５ １０􀆰 ０ １ ０００ ６４􀆰 ７１±０􀆰 ９８ １５􀆰 ８８±０􀆰 ３９

５ １５ １７􀆰 ５ １ ２００ ７３􀆰 １９±０􀆰 ６７ ２２􀆰 ５１±０􀆰 ２０

６ １５ ２５􀆰 ０ ８００ ８０􀆰 ３１±１􀆰 ９９ ２０􀆰 ０７±０􀆰 ０５

７ ２０ １０􀆰 ０ １ ２００ ７７􀆰 ６０±０􀆰 ５８ １５􀆰 ８６±０􀆰 １９

８ ２０ １７􀆰 ５ ８００ ６５􀆰 ３７±０􀆰 ７７ １７􀆰 ４３±０􀆰 ２１

９ ２０ ２５􀆰 ０ １ ０００ ５８􀆰 ６８±０􀆰 ０４ １３􀆰 ０３±０􀆰 ０１
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２􀆰 ２　 表征情况

所制备的最优处方槲皮素纳米凝胶为橘红色， 清

澈透明， 在倾斜的瓶中表现为凝胶状， 未发现絮状物

和沉淀 （图 ２Ａ）； 槲皮素纳米凝胶冻干样呈橘红色

（图 ２Ｂ）； 冻干溶解后为澄清透明的液体 （图 ２Ｃ）。
通过马尔文纳米激光粒度仪测定的槲皮素纳米凝胶的

平均粒径和 Ｚｅｔａ 电位分别为 （５４４􀆰 ８ ± ５􀆰 ８） ｎｍ 和

（－３３􀆰 ２０±０􀆰 ２６） ｍＶ。 槲皮素纳米凝胶的透射电镜图

如图 ３ 所示。 通过所修饰的 Ｎ， Ｏ － ＣＭＣＳ （含有

－ＮＨ２） 和 ＯＨＡ （含有－ＣＨＯ）， 以席夫碱键自组装形

成了槲皮素纳米凝胶， 其结构为圆球形。

Ａ􀆰 槲皮素纳米凝胶在不同倾斜角度的 ＰＡ 瓶中的外观； Ｂ． 槲皮素纳米凝胶的冻干形貌； Ｃ． 槲皮素纳米凝胶冻干后再溶解图。

图 ２　 槲皮素纳米凝胶的外观性状

图 ３　 槲皮素纳米凝胶的透射电镜图

２􀆰 ３　 ＦＴＩＲ 分析

槲皮素纳米凝胶及其各个组分的 ＦＴＩＲ 结果， 如

图 ４ 所示。 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ 通过席夫碱键， 形成

空白凝胶。 在空白凝胶的 ＦＴＩＲ 中， Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 的特

征 性 峰 （ １ ３１７ ｃｍ－１ ） 和 ＯＨＡ 的 特 征 性 峰

（１ ３２３ ｃｍ－１和 １３７４ ｃｍ－１） 均消失， 形成了新的特征

性峰 （１ ３０６ ｃｍ－１和 １ ４２１ ｃｍ－１）， 这可能是形成席夫

碱键的原因。 当空白凝胶加入槲皮素后， 空白凝胶特

征性峰发生偏移 （１ ３０６ ｃｍ－１向右偏移和 １ ４２１ ｃｍ－１

向左偏移）， 形成了槲皮素纳米凝胶新的特征峰

（１ ３１６ ｃｍ－１和 １ ４１３ ｃｍ－１）， 这可能是由于槲皮素与

Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ 之间的氢键的作用力导致的， 也

进一步说明槲皮素被 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ 所包裹。

图 ４　 槲皮素纳米凝胶及其各个组分的 ＦＴＩＲ 分析

２􀆰 ４　 稳定性分析

结果表明， 槲皮素纳米凝胶在高温、 高湿和强光

照下， 其外观性状依然为橘红色， 清澈透明， 未发生

明显的变化 （图 ５）。 因此， 所制备的槲皮素纳米凝

胶具有较高的稳定性。
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图 ５　 槲皮素纳米凝胶的稳定性

２􀆰 ５　 体外释放

槲皮素纳米凝胶在 ｐＨ 值为 ５􀆰 ５ 和 ７􀆰 ４ 环境中的

体外药物释放结果如图 ５ 所示。 机体被细菌感染后，
表现为酸性环境 （ｐＨ≈５􀆰 ５）。 与 ｐＨ ＝ ７􀆰 ４ 相比， 槲

皮素纳米凝胶在 ｐＨ＝ ５􀆰 ５ 的环境中， 裂解更快 （图 ６
Ａ）。 在 ｐＨ＝ ７􀆰 ４ 环境中， 槲皮素纳米凝胶先发生溶

胀， 导致其粒径增大 （６５３􀆰 １±２６􀆰 ０） ｎｍ。 随后， 其

粒径 开 始 减 少。 ２４ ｈ 时， 其 粒 径 为 （ ４９５􀆰 ８ ±
２４􀆰 １） ｎｍ （图 ６ Ｂ）。 在 ｐＨ＝ ５􀆰 ５ 环境中， 槲皮素纳

米凝胶立刻发生裂解， 表现出明显的 ｐＨ 响应性， 其

粒径 逐 渐 减 少， ２４ ｈ 时， 其 粒 径 为 （ ２４５􀆰 ６ ±
１２􀆰 ７） ｎｍ （图 ６Ｃ）。

Ａ． 槲皮素纳米凝胶在 ｐＨ 值为 ５􀆰 ５ 和 ７􀆰 ４ 环境中的裂解图； Ｂ． 槲皮素纳米凝胶在 ｐＨ 值为 ７􀆰 ４ 环境中的粒径变化； Ｃ． 槲皮素纳米凝胶在 ｐＨ
值为 ５􀆰 ５ 环境中的粒径变化。

图 ６　 槲皮素纳米凝胶在不同 ＰＢＳ 中的体外释放

·３６·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ９ 期



２􀆰 ６　 溶血性研究

溶血性现象如图 ７Ａ 所示。 槲皮素纳米凝胶及各

个组分均未观察到溶血现象， 其中 ＯＨＡ、 Ｎ， Ｏ －
ＣＭＣＳ、 槲皮素、 空白凝胶和载药凝胶的溶血率分别

为 （１􀆰 ４１ ± ０􀆰 ０１）％、 （１􀆰 ８３ ± ０􀆰 １６）％、 （２􀆰 １８ ±
０􀆰 ０９）％、 （１􀆰 ８３ ± ０􀆰 １４）％和 （１􀆰 ５０ ± ０􀆰 １７）％ （图
７Ｂ）。 因此， 所制备的槲皮素纳米凝胶未发生明显的

溶血反应， 对机体的影响较小， 安全性较高。

Ａ． 槲皮素纳米凝胶及各个组分的溶血现象； Ｂ． 槲皮素纳米凝胶及各个组分的红细胞溶血率。

图 ７　 槲皮素纳米凝胶及各个组分的溶血性研究

３　 讨论

槲皮素是一种具有抗菌作用的黄酮类化合物， 能

够通过破坏细菌细胞膜和生物被膜的形成来抑制多种

细菌的生长。 然而， 其实际应用受到水溶性差、 稳定

性低、 抗菌效果有限、 体内代谢快以及潜在毒性等限

制［１２－１４］。 本研究拟通过修饰的 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ，
以席夫碱键自组装成槲皮素纳米凝胶， 为细菌性感染

疾病提供一种具有优异靶向性和溶解性的槲皮素纳米

凝胶制剂。 当 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 为 １５ ｍｇ ／ ｍＬ、 ＯＨＡ 为 ２５
ｍｇ ／ ｍＬ， 此时包封率 （ ８０􀆰 ３１ ± １􀆰 ９９ ）％ 和载药量

（２０􀆰 ７０±０􀆰 ０５）％最大， 即为槲皮素纳米凝胶最优处

方。 本研究通过席夫碱键所形成的槲皮素纳米凝胶，
包封率和载药量较大， 可包裹槲皮素的量较多， 有助

于其发挥抗菌、 抗氧化和抗炎等作用。 实验室前期通

过壳寡糖 （ ｃｈｉｔｏｓａｎ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＣＯＳ） 和 ＯＨＡ，
以席夫碱键自组装所形成的恩诺沙星纳米凝胶， 其包

封率和载药量分别为 （ ７６􀆰 ３ ± ２􀆰 ６）％ 和 （ ３０􀆰 ４ ±
１􀆰 ３）％［１５］； 通过明胶和 Ｎ，Ｏ－ＣＭＣＳ 之间的静电作用

力所形成的槲皮素纳米凝胶， 其包封率和载药量分别

为 （７７􀆰 ３±０􀆰 ５）％和 （１８􀆰 ９±０􀆰 ４）％［９］。 由此可以得

出， 不同作用力所形成的纳米凝胶载药系统， 显著影

响其包封率与载药量。 席夫碱键相对于静电作用力所

形成的纳米凝胶载药系统， 其包封率和载药量更大。
这可能是由于席夫碱键作为化学键， 其稳定性更强。
而静电作用力作为物理作用力， 其稳定性较弱。 同

时， 这种包封率和载药量的差异， 也可能与被包裹的

药物， 以及其生物材料相关。 这也是下一步所要研究

的方向。
槲皮素纳米凝胶的粒径较小， 可有助于提高纳米

凝胶对细菌的穿透能力， 而表面修饰则可以延长其在

体内的循环时间， 进一步增强靶向效果， 进而提高药

物生物利用度。 其 Ｚｅｔａ 电位为 （－３３􀆰 ２０±０􀆰 ２６） ｍＶ，
可与细胞膜发生静电作用， 靶向性地发挥药物抗菌作

用； 其透射电镜图为圆球形， 说明通过所修饰的 Ｎ，
Ｏ－ＣＭＣＳ 和 ＯＨＡ， 以席夫碱键自组装形成了槲皮素

纳米凝胶， 有效地包裹了槲皮素， 形成稳定的纳米凝

胶载药系统。 为了考察所制备的槲皮素纳米凝胶在细

菌感染部位的靶向性， 将槲皮素纳米凝胶放于模拟的

正常中性环境 （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 和细菌感染的弱酸环境

（ｐＨ＝ ５􀆰 ５） 中， 在不同时间点观察槲皮素纳米凝胶

体外释放情况。 在 ｐＨ＝ ７􀆰 ４ 环境中， 槲皮素纳米凝胶

先发生溶胀， 导致其粒径增大 （６５３􀆰 １ ± ２６􀆰 ０） ｎｍ。
随后， 其粒径开始减少， ２４ ｈ 时， 其粒径为 （４９５􀆰 ８±
２４􀆰 １） ｎｍ。 在 ｐＨ ＝ ５􀆰 ５ 环境中， 槲皮素纳米凝胶立

刻发生裂解， 其粒径逐渐减少， 说明席夫碱键在

ｐＨ＝ ５􀆰 ５ 环境下发生裂解。 在 ２４ ｈ 时， 其粒径为

（２４５􀆰 ６±１２􀆰 ７） ｎｍ， 此时大部分槲皮素纳米凝胶已发

生裂解。 由此说明， 所制备的槲皮素纳米凝胶在细菌

感染部位 （ｐＨ＝ ５􀆰 ５） 具有一定的靶向性。 如金黄色

葡萄球菌引起的奶牛乳房炎， 因局部 ｐＨ 呈弱酸性

（ｐＨ 值为 ５􀆰 ５～６􀆰 ５）， 故所制备的槲皮素纳米凝胶可
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在感染部位发生响应性释放， 增强其抗菌作用［１６］。
综上， 本试验制备的槲皮素纳米凝胶可提高槲皮素的

溶解性和靶向性， 为细菌性感染疾病提供一种具有优

异靶向性和溶解性的槲皮素纳米凝胶制剂。
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