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摘要：通过单因素结合正交试验对硒化天麻多糖介孔二氧化硅（ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ）纳米粒的制备工艺进行优化，并开

展清除自由基、免疫活性研究。单因素试验分别考察介孔二氧化硅的浓度、硒化天麻多糖与介孔二氧化硅体积

比、超声时间等因素对包裹硒化天麻多糖的影响，在此基础上进行正交试验，筛选出包封率最高的硒化天麻多糖

纳米粒制剂。研究结果发现，当介孔二氧化硅的浓度为２５ｍｇ／ｍＬ，介孔二氧化硅与硒化天麻多糖的体积比为
１∶２，超声时间为４ｈ时，所测得的包封率最高为（６５３１±１２９）％。ＡＢＴＳ＋自由基清除试验结果显示 ＳｅＧＥＰ

ＭＳＮｓ纳米粒在浓度为０２～１０ｍｇ／ｍＬ浓度可显著清除 ＡＢＴＳ＋自由基，活性高于单独的 ＳｅＧＥＰ。免疫活性研

究发现ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒在１０～３００μｇ／ｍＬ浓度范围内可显著诱导 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞分泌 ＮＯ，且呈剂量
依赖性，具有免疫增强活性。
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０　引言

天麻别名有赤箭、定风草等，为兰科（Ｏｒｃｈｉ
ｄａｃｅａｅ）多年生草本植物天麻（Ｇａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａ
Ｂｌｕｍｅ）的干燥块茎，是常用的药食同源植物［１］。

天麻在中国、日本、韩国、印度等东南亚地区广泛分

布，在我国其主要分布在贵州、四川、云南等地，其

中贵州是野生天麻的遗传多样性中心之一，也是乌

天麻的主要产区［２］。天麻无根无叶，不能进行光

合作用，其种子萌发需要小菇属萌发菌（Ｍｙｃｅｎａ）
的参与，其生长需要蜜环菌（Ａｒｍｉｌｌａｒｉａｍｅｌｌｅａ
（Ｖａｈｌ）Ｐ．Ｋｕｍｍ）提供营养［３］。天麻多糖（Ｇａｓｔ
ｒｏｄｉａｅｌａｔａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＧＥＰ）是天麻中重要的活
性成分之一［４］，具有抗炎［５］、增强免疫力［６］、改善

记忆力［７］、调节肠道菌群［８－９］等多种生理功能。硒

（Ｓｅ）元素是一种人体必需的微量元素［１０］，在人体

中发挥着重要的作用。笔者课题组已通过化学修

饰法（硝酸亚硒酸钠法）制备了硒化天麻多糖（Ｓｅ
ｌｅｎｉｚｅｄＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＳｅＧＥＰ），其硒
含量约为 ０３８％，具有良好的补硒制剂开发前
景［１１］。硒化天麻多糖的硒化位点主要发生在其单

糖组成的Ｃ６位上，不改变其三股螺旋结构，硒化
修饰后，由于亚硒酸基团的引入使得天麻多糖的抗

氧化性增强，铁还原力增大，其原因除硒元素本身

的活性外，硒化修饰后的天麻多糖粒径变小（从

６４７ｎｍ减小为４８６ｎｍ），电负性增强（从－１２９２ｍＶ
变为－１５８３ｍＶ）也是重要的原因之一［１１］。

纳米药物具有颗粒小（尺寸为１～１０００ｎｍ）、
比表面积大、反应活性强等特性［１２］，可以改善药物

的溶解度、生物利用度，延长药物的体内半衰期，以

及实现药物的靶向递送等［１３］作用。介孔二氧化硅

纳米粒（Ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＳＮｓ）含有
稳定的网状结构，具有比表面积高、抗压强度大、粒

径小、孔体积适中（孔径２～５０ｎｍ）、吸附效果好、
成本低和生物相容性好等优点［１４－１５］，作为药物载

体，其孔道内部可负载药物［１６］。与此同时，ＭＳＮｓ
表面上有大量硅羟基，药物可通过氢键、范德华力

及静电作用力等使药物吸附在其表面上，进而使药

物的稳定性增加，溶解性增强，实现机体内特别是

淋巴系统的靶向递送［１７］。陈立弟［１８］采用溶液扩

散吸附法制备了石斛多糖的 ＭＳＮｓ，使其抗氧化活
性得到提升；王晶等［１９］利用浸制吸附法制备了白

术多糖的ＭＳＮｓ，白术多糖纳米化后可增加小鼠腹
腔巨噬细胞ＲＡＷ２６４７的吞噬能力。

虽然硒化修饰天麻多糖可以在一定程度上提

高天麻多糖溶液体系的稳定性、分散性，但天麻多

糖的固有溶解度较低，虽然经硒化修饰有所改善，

但仍然无法明显改善硒化天麻多糖胶体溶液久置

易团聚沉淀的缺点。同时有研究表明多糖溶液纳

米化后可增加其抗氧活性并可增强其免疫活

性［１８－１９］，因此将硒化天麻多糖与介孔二氧化硅作

用制备成ＭＳＮｓ纳米微粒是改善其溶解度并提高
活性的可行途径之一。本研究拟通过单因素结合

正交试验，以包封率为指标，考察 ＭＳＮｓ浓度、ＳｅＧ
ＥＰ与ＭＳＮｓ体积比和超声时间对 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ包
封率的影响，优化硒化天麻多糖介孔二氧化硅纳米

粒（ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ）的制备工艺，同时考察其粒径与
Ｚｅｔａ电位，并对其体外清除自由基活性及免疫调节
活性进行评价，为ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ的深入开发与利用
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提供参考。

１　实验材料

１１　材料与试剂
硒化天麻多糖（实验室自制）；介孔二氧化硅

（ＭＳＮｓ）、苯酚、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、过硫酸钾（均
为上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；ＡＢＴＳ＋自
由基（上海麦克林生化科技有限公司）；浓硫酸（成

都市科隆化学品有限公司）；葡萄糖对照品（天津

市永大化学试剂有限公司）；磷酸氢二钠、磷酸二

氢钠（国药集团化学试剂有限公司）；铁氰化钾（成

都金山化学试剂有限公司）。

小鼠ＲＡＷ２６４７单核巨噬细胞（武汉普诺塞
生命科技有限公司）；脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）、胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基、青霉素、硫酸链霉
素、硬脂酸（均为美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＭＴＴ（德国
Ｍｅｒｃｋ公司）；Ｇｒｉｅｓｓ检测试剂盒（上海碧云天生物
技术有限公司）。

１２　仪器
ＸＭＴＤ２０４恒温水浴锅（上海梅香仪器有限公

司）；ＤＦ１０１Ｓ恒温加热磁力搅拌器（巩义市予华仪
器有限公司）；ＲＥ５２Ａ旋转蒸发器（上海亚荣生化
仪器厂）；ＦＡ１２４电子天平（上海舜宇恒平科学仪
器有限公司）；ＴＧＬ１６Ｍ台式高速冷冻离心机、ＬＣ
１２Ｎ５０Ａ真空冷冻干燥机（均为上海力辰邦西仪器
科技有限公司）；Ｃａｒｙ６０ＵＶＶｉｓ紫外光谱仪（安捷
伦科技有限公司）；ＮＳ９０纳米粒度及电位分析仪
（珠海欧美仪器有限公司）；ＫＱ８００ＤＢ数控超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＥＳＣＯＣＣＬ
１７０Ｂ８型ＣＯ２细胞培养箱（新加坡Ｅｓｃｏ公司）。

２　实验方法

２１　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ的制备及单因素考察
采用溶液扩散吸附自组装法制备 ＳｅＧＥＰ

ＭＳＮｓ，其原理是通过分子间的相互作用力（如范德
华力、氢键作用力、静电作用力等）使分子自组装

成有序结构，并可通过改变溶液中的温度、浓度、

ｐＨ值等条件来控制分子的组装方式［２０］。具体操

作为：１）取ＳｅＧＥＰ样品１００ｍｇ溶于１０ｍＬ水中搅
拌５ｍｉｎ，配置成浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的ＳｅＧＥＰ溶液；
２）另取ＭＳＮｓ２００ｍｇ于１０ｍＬ水中超声１５ｍｉｎ，配
置成浓度为２０ｍｇ／ｍＬ的混悬液；３）在搅拌状态下

将 ＭＳＮｓ溶液缓慢加到硒化天麻多糖溶液中
（ＶＳｅＧＥＰ∶ＶＭＳＮｓ＝１∶２），继续超声３ｈ；４）以１００００ｒ／
ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ将纳米粒和游离多糖进行分离，吸
弃上层溶液，将下层纳米粒真空冷冻干燥２４ｈ，即
得ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒。

本研究探究 ＭＳＮｓ浓度、ＳｅＧＥＰ与 ＭＳＮｓ体积
比和超声时间对ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ包封率的影响，以包
封率为指标，对不同因素及水平进行考察，包括

ＭＳＮｓ浓度分别为５、１０、１５、２０、２５ｍｇ／ｍＬ；ＳｅＧＥＰ
与ＭＳＮｓ体积比为１∶１、１∶２、１∶３、１∶４、１∶５；时间为１、
２、３、４、５ｈ。
２２　正交试验设计

根据单因素试验结果，确定各因素用量的大致

范围，采用正交试验法对工艺进行优化。选择

ＭＳＮｓ浓度（Ａ）、ＳｅＧＥＰ与ＭＳＮｓ体积比（Ｂ）以及载
药超声时间（Ｃ）这３个参数作为自变量，以包封率
作为因变量，设计 Ｌ９（３４）正交试验，重复３次，因
素水平见表１。

表１　正交实验设计因素及水平
Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

水平

因素

ＭＳＮｓ浓度

／（ｍｇ·ｍＬ－１）
ＳｅＧＥＰ与ＭＳＮｓ
溶液体积比

超声时间

／ｈ
１ １５ １∶２ ２
２ ２０ １∶３ ３
３ ２５ １∶４ ４

２３　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒包封率、载药率的测定
精密秤取干燥至恒重（１０５℃，５ｈ）的葡萄糖

标准品０１００４ｇ，置于１００ｍＬ的容量瓶中，加水
稀释溶解至刻度线，再取１０ｍＬ置于１００ｍＬ的容
量瓶中，加水至刻度。分别精密吸取 ２００、４００、
６００、８００、１０００μＬ标准品溶液置于具塞试管中，分
别加蒸馏水使成２ｍＬ，加入５％苯酚水溶液１ｍＬ，
迅速加入浓硫酸 ５ｍＬ，摇匀后在室温下放置
５ｍｉｎ，再将其放入沸水中加热 １０ｍｉｎ后，将其冷
却至室温；再另取蒸馏水２ｍＬ加入苯酚及硫酸，同
上述操作为空白对照，于４９０ｎｍ波长下测定其吸
光度。以葡萄糖浓度为横坐标，吸光度值为纵坐

标，绘制标准曲线［２１］。

１）包封率。取上述２１节过程上清液适量，加
蒸馏水使成２ｍＬ，按照上述操作测定吸光度值 Ａ，
计算上清液中葡萄糖浓度 Ｃ１。采用上述同样方
法，按照２１节制备 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ方法，用蒸馏水
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代替ＭＳＮｓ，ＳｅＧＥＰ直接与蒸馏水超声操作，取上清
液测定吸光度值Ａ，计算上清液中葡萄糖浓度 Ｃ０。
并根据以下公式计算ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ包封率

Ｂ包封率 ＝
（Ｃ０－Ｃ１）
Ｃ０

×Ｄ×１００％

式中，Ｃ０、Ｃ１分别为根据吸光度值计算出的制备
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ溶液中上清液葡萄糖浓度，μｇ／ｍＬ；Ｄ
为溶液稀释倍数。

２）载药率。取ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ约５００ｍｇ，精密称
定后置于１０００ｍＬ容量瓶中，先加入少量蒸馏水分
散，然后稀释至刻度，摇匀，备用。吸取混悬液

２０ｍＬ置于１０ｍＬ具塞试管中，加入１ｍＬ苯酚水
溶液（质量浓度为５％）并迅速加入浓硫酸５ｍＬ，
按照上述操作对 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ载药率进行测定。
另取空白ＭＳＮｓ５００ｍｇ同上述操作为空白对照，测
定其吸光度。并根据以下公式计算 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ
载药率：

Ｚ载药率 ＝
Ｃ×Ｄ
ｍ×１０００×１００％

式中，Ｃ为根据吸光度值计算出的 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ溶
液中葡萄糖浓度，μｇ／ｍＬ；Ｄ为溶液稀释倍数；ｍ为
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ取样量，ｍｇ。
２４　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒形态观察

将 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒冷冻干燥后用蒸馏水
溶解稀释到１ｍｇ／ｍＬ，同法配制空白介孔二氧化硅
溶液，在２５℃条件下，观察溶液形态及冻干样品的
宏观状态。

利用动态光散射法（Ｄｙｎａｍｉｃｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，
ＤＬＳ）法进行纳米粒度及电位分析，ＤＬＳ是基于布
朗运动原理测定胶束颗粒的粒径，通过分析散射光

的强度随时间的波动特性，测量胶束颗粒的扩散系

数进而计算粒径大小［２２］。吸取 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米
粒和空白介孔二氧化硅（１０ｍｇ／ｍＬ）１ｍＬ进行上
样检测，测量温度设定为２５０±１０℃，每个样品
重复测量３次。
２５　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒清除 ＡＢＴＳ＋自由基活性
研究

　　ＡＢＴＳ＋自由基溶液制备操作：将 ＡＢＴＳ＋母液
（７ｍｍｏｌ／Ｌ）与过硫酸钾溶液（２４５ｍｍｏｌ／Ｌ）等体
积混合，然后在室温下避光反应，反应１６ｈ后用磷
酸盐缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６６）稀释，在７３４ｎｍ
处检测吸光度值，直至吸光度为０７０±００２，即
得到 ＡＢＴＳ＋工作液。配制 ＳｅＧＥＰ溶液（０２、０４、
０６、０８、１０ｍｇ／ｍＬ）及 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒混悬

液（根据正交试验结果载药率１１３６％折算浓度分
别为：１７６、３５２、５２８、７０１、８８０ｍｇ／ｍＬ）；分别
取上述液体１ｍＬ置于比色皿中，然后加入 ２ｍＬ
ＡＢＴＳ＋工作液，轻轻摇匀，室温下暗反应６ｍｉｎ，然
后在７３４ｎｍ处测定吸光度。根据下列方程式计算
ＡＢＴＳ＋自由基清除率：

ＱＡＢＴＳ＋自由基清除率 ＝（１－
Ａ１－Ａ２
Ａ０

）×１００％

式中，Ａ１为供试品与ＡＢＴＳ
＋工作液混合的吸光值；

Ａ２为供试品与蒸馏水混合后的吸光值；Ａ０为
ＡＢＴＳ＋工作液与蒸馏水混合后的吸光值。
２６　体外免疫活性
２６１　细胞培养与模型建立

将ＲＡＷ２６４７巨噬细胞孵育在含１０％胎牛血
清、１％青霉素链霉素双抗的 ＤＭＥＭ培养基中，置
于５％ＣＯ２培养箱中在３７℃培养。试验分组如下：
空白对照组（ＭＳＮｓ，浓度为１００μｇ／ｍＬ）；阳性对照
组（１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理组）；样品组（ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ
纳米粒不同质量浓度处理）

２６２　细胞活力测试
取对数生长期的 ＲＡＷ２６４７细胞，以每孔细

胞数约为５×１０３个接种于９６孔板，随后在３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养１２ｈ，每孔再加入不同质量
浓度的ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒（终浓度为１０、２０、５０、
１００、１５０、２００、２５０、３００、５００μｇ／ｍＬ），继续培养２４ｈ。
然后每孔加入１０μＬＭＴＴ溶液（浓度为５ｍｇ／ｍＬ），
并在培养箱中继续孵育４ｈ，孵育完成后取出９６孔
板，吸弃上层液体，随后加入１５０μＬＤＭＳＯ，放置在
摇床上震荡１５ｍｉｎ，最后分别在４９０ｎｍ和５７０ｎｍ
处测定吸光度，并根据下列方程式计算细胞存活

率：

Ｘ细胞存活率 ＝
（Ａｓ－Ａｂ）
（Ａｃ－Ａｂ）

×１００％

式中，Ａｓ为试验孔吸光度值（内含细胞、培养基、
ＭＴＴ溶液和ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒）；Ａｃ为对照孔吸
光度值（内含细胞、培养基、ＭＴＴ溶液，不含ＳｅＧＥＰ
ＭＳＮｓ纳米粒）；Ａｂ为空白孔吸光度值（内含培养
基、ＭＴＴ溶液，不含细胞、ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒）。
２６３　ＮＯ分泌量的测定

参照韩晓云等［２３］的方法进行细胞试验，取对

数生长期的 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞，以每孔约 ５×
１０３个细胞密度，接种于９６孔细胞培养板中，分别
用１００μｇ／ｍＬＭＳＮｓ，１μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ和不同质量
浓度的 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒样品（１０、２０、５０、１００、
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１５０、２００、２５０、３００μｇ／ｍＬ）处理细胞并培养 ２４ｈ
后，采用Ｇｒｉｅｓｓ检测试剂盒参考说明书操作，在酶
标仪５４０ｎｍ波长下测定吸光度值，根据 ＮＯ标准
曲线计算细胞上清液中的ＮＯ分泌量。
２７　数据处理

以上试验数据均采用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１、ＩＢＭＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６、ＧｒａｐｈＰｒｉｓｍ８０等进行分析统计和绘
图，其中Ｐ＜００５为统计学差异显著，Ｐ＜００１为
差异极显著。

３　结果与讨论

３１　标准曲线及制备工艺单因素试验结果
３１１　标准曲线

以吸光度值为纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标绘

制标准曲线，如图１所示，总糖标准曲线回归方程
为ｙ＝００５８６ｘ＋０００１８，Ｒ２＝０９９４６，说明葡萄
糖浓度在２５１～１２５５μｇ／ｍＬ范围内与吸光度线
性关系良好。

３１２　单因素试验结果
单因素考察结果如图２（Ａ）所示，在 ＭＳＮｓ浓

度在５～２０ｍｇ／ｍＬ范围内，ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ包封率显
著增加（Ｐ＜００５），所得包封率最大值为（５１２２±
０７９）％，当ＭＳＮｓ浓度大于２０ｍｇ／ｍＬ时，包封率

图１　总糖标准曲线
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｔｏｔａｌｓｕｇａｒｔｅｓｔ

下降。这可能是因为 ＭＳＮｓ在超声分散过程中分
散不均匀，导致包封率下降。如图２（Ｂ）所示，在
ＳｅＧＥＰ与ＭＳＮｓ溶液体积比在１∶１～１∶３范围内，包
封率显著增加（Ｐ＜００５），包封率最大值为（５７８８
±１０１）％，当溶液体积比大于 １∶３时，包封率下
降。这可能是因为 ＭＳＮｓ形成空白介孔二氧化硅
纳米粒的团聚，导致包封率下降。如图２（Ｃ）所示，
在１～３ｈ范围内，ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ包封率显著增加
（Ｐ＜００５），其包封率最大值为（６０３９±０９４）％，
当超声时间大于３ｈ时，包封率略有下降。这可能
是因为ＭＳＮｓ材料为孔状结构，存在孔道结构，随
着超声时间延长，机械力加大，使小部分 ＭＳＮｓ载
体受到破坏，导致包封率下降。

图２　不同因素对ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ包封率的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅＥｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＳｅＧＥＰＭＳＮｓ

注：Ａ为ＭＳＮｓ浓度；Ｂ为ＳｅＧＥＰ与ＭＳＮｓ溶液体积比；Ｃ为超声时间；不同字母表示各组间差异显著（Ｐ＜００５）。

３２　正交试验设计及结果分析
由表２可知对于 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒的制备

影响最大的因素依次为超声时间（Ｃ）、ＭＳＮｓ浓度
（Ａ）、ＳｅＧＥＰ与 ＭＳＮｓ溶液体积比（Ｂ），最佳组合
为超声时间４ｈ、ＭＳＮｓ浓度２５ｍｇ／ｍＬ、ＳｅＧＥＰ与
ＭＳＮｓ浓度体积比 １∶２。按照此正交条件制备的
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒包封率为（６５３１±１２９）％，
载药率为（１１３６±０７４）％。
３３　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒形态分析

ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒的宏观形态如图３（Ａ）所
示，空白ＭＳＮｓ和 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒均为颗粒状

固体，在１ｍｇ／ｍＬ浓度条件下，空白 ＭＳＮｓ为白色
混悬液，ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒为浅棕色混悬液。
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒的微观形态如图 ３（Ｂ）所示，
在１ｍｇ／ｍＬ浓度条件下，空白介孔二氧化硅的粒
径为２３２６ｎｍ，而硒化天麻多糖介孔二氧化硅纳
米粒的粒径为２８４３ｎｍ，说明硒化天麻多糖吸附
在ＭＳＮｓ的内部空腔及表面，使其粒径增大；如图３
（Ｃ）所示，在１ｍｇ／ｍＬ浓度条件下，空白 ＭＳＮｓ的
电位为２１２０ｍＶ，而 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒的电位
为－１７１３ｍＶ，可能是因为发生硒化天麻多糖附
着在介孔二氧化硅表面，引起表面电荷发生变化。
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表２　正交试验设计及结果
Ｔａｂ．２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

试验号
ＭＳＮｓ浓度

／（ｍｇ·ｍＬ－１）
ＳｅＧＥＰ与
ＭＳＮｓ体积比

超声时间

／ｈ
包封率

／％
１ １５ １∶２ ２ ５５６１
２ １５ １∶３ ３ ５８７１
３ １５ １∶４ ４ ６０８３
４ ２０ １∶２ ３ ５６８４
５ ２０ １∶３ ４ ５９９５
６ ２０ １∶４ ２ ５８８５
７ ２５ １∶２ ４ ６５３１
８ ２５ １∶３ ２ ６００１
９ ２５ １∶４ ３ ５５０３
Ｋ１ １７５１５ １７７７６ １７４４７
Ｋ２ １７５６４ １７８６７ １７０５８
Ｋ３ １８０３５ １７４７１ １８６０９
ｋ１ ５８３８ ５９２５ ５８１６
ｋ２ ５８５５ ５９５６ ５６８６
ｋ３ ６０１２ ５８２４ ６２０３
Ｒ １７４ １３２ ５１７

　　　　　　因素主次顺序 Ｃ＞Ａ＞Ｂ
　　　　　　最优工艺组合 Ａ３，Ｂ１，Ｃ３

通过粒径及Ｚｅｔａ电位的数值变化表明ＳｅＧＥＰ成功
吸附于ＭＳＮｓ的表面，ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒成功制
备，将硒化天麻多糖与 ＭＳＮｓ作用，纳米粒化后其
粒径较ＳｅＧＥＰ小（从４８６ｎｍ减小为２８４ｎｍ），电负
性增强（从－１５８３ｍＶ变为－１７１３ｍＶ）［１１］，提示
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒在溶液中稳定性增加、分散性
增强，这为硒化天麻多糖开发成液体制剂提供了一

种可行性方案和数据支撑。

３４　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒清除 ＡＢＴＳ＋自由基活性
评价

　　ＡＢＴＳ＋作为一种过氧化氢酶底物，其能与氧化
物反应生成稳定的绿色ＡＢＴＳ＋自由基，并在７３４ｎｍ
波长处有最大吸收［２４］。当其与还原物（抗氧化剂）

反应时，ＡＢＴＳ＋自由基与１个游离电子配对变成非
自由基形式，此时溶液由绿色变为无色，因此通过

检测７３４ｎｍ处吸光度值的变化可以计算供试品的
ＡＢＴＳ＋自由基清除率并评价抗氧化能力。ＳｅＧＥＰ
ＭＳＮｓ纳米粒对ＡＢＴＳ＋自由基清除率如图４所示，

图３　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒的形态分析
Ｆｉｇ．３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳｅＧＥＰＭＳＮｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

注：Ａ为外观形态（ａ、ｃ为ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒，ｂ、ｄ为空白ＭＳＮｓ）；Ｂ为粒径分析；Ｃ为Ｚｅｔａ电位。
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在０２～１０ｍｇ／ｍＬ的浓度范围内将 ＳｅＧＥＰ制成
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒后，其ＡＢＴＳ＋自由基清除能力
明显提高，当浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，ＳｅＧＥＰ、ＳｅＧＥＰ
ＭＳＮｓ纳米粒的 ＡＢＴＳ＋自由基清除率分别为
（９７８０±２４０）％、（９９０５±１０４）％。ＳｅＧＥＰ
ＭＳＮｓ纳米粒在低浓度表现出较 ＳｅＧＥＰ更强的
ＡＢＴＳ＋自由基清除活性，其原因可能是低浓度时纳
米粒分散更均匀，比表面积更大，更多的活性羟基

（－ＯＨ）基团可以提供于ＡＢＴＳ＋自由基；而浓度高
时，混悬液中硒化天麻多糖的浓度大，可提供的活

性羟基（－ＯＨ）基团足够丰富，因此表现为 ＡＢＴＳ＋

自由基清除率均较高。

图４　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒对ＡＢＴＳ＋自由基清除能力
Ｆｉｇ．４　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＳｅＧＥＰＭＳＮｓ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｔｏＡＢＴＳ＋ｒａｄｉｃａｌ

３５　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒体外免疫调节活性评价
３５１　细胞毒性测试

ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒不同质量浓度对细胞活
力的影响结果见图 ５（Ａ），根据 ＭＴＴ结果可知，
ＲＡＷ２６４７细胞存活率随 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒浓
度的升高而降低，当 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒浓度为
５００μｇ／ｍＬ时，细胞存活率约为８５％，在显微镜下
可观察到细胞死亡后产生的漂浮碎片；当其浓度小

于３００μｇ／ｍＬ时，细胞存活状态良好，显微镜下未
观察到明显细胞形态的变化，见图 ５（Ｂ），说明
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒在浓度小于３００μｇ／ｍＬ时安
全性良好。

３５２　ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒对 ＲＡＷ２６４７细胞
ＮＯ分泌量的影响

ＮＯ是炎症反应中的重要介质，也是用来评估
免疫活性的关键指标之一［２５－２６］。本文采用

ＲＡＷ２６４７巨噬细胞模型，以 ＭＳＮｓ为阴性对照，
ＬＰＳ为阳性对照，考察 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒的免疫
调节活性。结果如图５（Ｂ）和图５（Ｃ）所示，与空白
对照组相比（６５μＭ），ＬＰＳ组 ＲＡＷ２６４７细胞中
ＮＯ的分泌水平显著升高至１７６μＭ，说明 ＬＰＳ可
显著增强ＲＡＷ２６４７细胞的免疫及炎症反应。与
空白对照组相比，ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒不同质量浓

图５　体外免疫活性试验
Ｆｉｇ．５　Ｉｎｖｉｔｒｏｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔ

备注：Ａ为细胞活力；Ｂ为细胞显微图片；Ｃ为ＮＯ分泌量。
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度组中ＮＯ的分泌量高于 ＭＳＮｓ组，并且随浓度增
大而增强。这表明 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ可以刺激巨噬细
胞产生相应的炎症因子，具有免疫增强活性。介孔

二氧化硅于１９９２年由美孚公司首次生产，广泛用
于药物递送材料，具有很好的组织相容性和安全

性［２７］。有研究发现随着 ＭＳＮｓ粒径的增大，能激
活免疫细胞，诱导免疫细胞分泌细胞因子［２８］。本

文研究结果显示同等浓度 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒激
活 ＲＡＷ２６４７巨噬细胞活性强于单独 ＭＳＮｓ或
ＳｅＧＥＰ，提示其作用机制可能涉及纳米粒与硒化天
麻多糖的协同作用如粒径改变、硒化天麻多糖抗原

呈递作用以及电负性改变等共同影响。

４　结论

本研究通过单因素结合正交法优化硒化天麻

多糖纳米粒ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ的制备工艺，得到最佳制
备条件：介孔二氧化硅的浓度为２５ｍｇ／ｍＬ，介孔二
氧化硅与硒化天麻多糖的体积比为１∶２，超声时间为
４ｈ时，所测得的包封率最高为（６５３１±１２９）％。
ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒在浓度为０２ｍｇ／ｍＬ时即表
现出对ＡＢＴＳ＋自由基较强的清除能力，显著高于
ＳｅＧＥＰ（Ｐ＜００１），达到（７２５８±１３８）％，浓度为
０６ｍｇ／ｍＬ时清除率达到９２２２％。在１０～３００μｇ／
ｍＬ浓度范围内 ＳｅＧＥＰＭＳＮｓ纳米粒可显著诱导
ＲＡＷ２６４７巨噬细胞 ＮＯ分泌，且呈剂量依赖性，
具有免疫增强活性。本研究结果可为硒化天麻多

糖纳米粒的制备及后续的综合利用开发提供参考，

也对于其他多糖纳米制剂的研究与开发具有一定

的指导意义。
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