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茶黄素纳米粒雾化吸入对大鼠炎性气道黏蛋白5AC的调控 

邬海桥，冯 霞，彭文宏 

(重庆市中医院呼吸科，重庆 400011) 

【摘 要】目的：探讨高频雾化吸入茶黄素乳酸一羟基乙酸共聚物(poly lactic—CO—glycolic acid，PLGA)纳米粒对炎性气道黏蛋白 

5Ac(mucopmtein 5AC，MUC5AC)的作用。方法：通过改良法制备茶黄素PLGA纳米粒，用粒径分析仪检测纳米粒平均粒径，并 

进行包封率和载药量测定及体外释放试验。将sD大鼠分为3组：对照组(A组)、香烟吸入组(B组)及干预组(c组)。RT-PCR 

检测各组黏蛋白5AC mRNA含量；酶联免疫吸附测定法(ELISA)观察 MUC5AC蛋白表达的变化，并进行组化对比大鼠气道组 

织黏蛋白变化情况。结果：制备的茶黄素PLGA纳米粒性质稳定，测得其的平均粒径为(108．24±2．86)am，适宜雾化吸入。香烟 

吸入组MUC5AC的蛋白表达明显升高，较对照组有显著性差异(尸 ．000)，而给予茶黄素PLGA纳米粒处理后，与香烟组比，指 

标明显下调(e=-0．001)。MUC5AC mRNA表达的RT—PCR电泳结果也有类似结果。气道组织化学PAS染色也提示雾化吸入茶黄 

素 PLGA纳米粒后，气道表面黏蛋白表达显著下降。结论：通过改良法制备茶黄素PLGA纳米粒性质稳定，大小均匀；经雾化途 

径吸入可发挥抑制炎性气道的黏蛋白5AC的高分泌作用，为茶黄素的开发应用提供了新的途径。 

【关键词】茶黄素；黏蛋白5AC；纳米粒；雾化吸入 

【中图分类号]R562．1+1 【文献标志码】A 【收稿日期】2015—12—09 

Effects of theaflavin-loaded nanoparticles by inhalation 

On MUC5AC of inflammatiOn airway 

Wu Haiqiao， Xia， Wenhong 

(Department ofRespiratory Medicine，Chongqing Traditional Chinese Medicine Hospita1) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of theaflavin-loaded poly lactic—CO--glycolic acid(PLGA)nanopartictes by high 

frequency aerosol inhalation on MUC5AC of inflammatory airway．Me诹ods：Theaflavin-loaded PLGA nanoparticles were prepared by 

improved methods． The diameter of nanoparticles was detected；entrapment rate and drug-loading were determined： vitro release 

test was conducted．SD rats were divided into control group(group A，n=8)，cigarette inhaling group(group B，n=8)，and intervention 

group(group C，n=8)．All the rats were sacrificed on the 30th day and samples were obtained．MUC5AC mRNA in each group was 

examined by RT-PCR．Changes in protein expression of MUC5AC were observed by ELISA．Changes of MUC in airway were 

compared by histochemistry．The data were analyzed with SPSS 12．0 software．Results：Theaflavin—loaded PLGA nanoparficles 

prepared by improved methods were stable in property，uniform in size with an average of(108．24±2．86)nm，and suitable for 

nebulized inhalation．Both MUC5AC mRNA and protein expression in cigarette inhaling group increased obviously and there were 

significant differences compared with those of control group(P=0．000)．But after the administration of theaflavin-loaded PLGA 

nanoparticles，all the indexes decreased obviously compared with those in cigarette inhaled group(P=O．001)，and RT—PCR for 

MUC5AC mRNA expression showed similar electrophoresis results．Besides，histochemistry also indicated that after high frequency 

nebulized inhalation of theaflavin—loaded PLGA nanoparticles，MUC expression of the airway decreased significantly．Conclusion： 

Theaflavin—loaded PLGA nanoparticles prepared by improved methods are stable in property，uniform  in size，which by high frequency 

nebulized inhalation，can inhibit the high secretion of MUCSAC in inflammatory airway．It provides a new way to the exploitation and 

application of theaflavin． 
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慢性气道炎症是导致支气管哮喘、慢性阻塞性 

肺疾病(chronic obstructive pulmonary diseases。COPD) 

等临床常见呼吸系统疾病的主要病理基础。长期的 

炎症反应损伤气道上皮，进而使气道上皮杯状细 

胞、黏膜下腺体增生，纤毛损伤，黏液分泌增多，黏 

液屏障破坏，引起气流阻塞，逐渐形成 COPD等疾 

病。由此可见，气道慢性炎症和气流阻塞是COPD的 

病理基础，而气道黏液高分泌又是导致气道阻塞的 

独立危险因素【lJ。近些年发现从植物中提取的一系 

列黄酮类化合物对肺部疾病有明显的干预作用，其 

中从红茶中提取的茶黄素，其生物学特性广泛脚。但 

提纯较困难，量少，故本实验结合雾化吸入优点，制 

备茶黄素乳酸一羟基乙酸共聚物纳米粒雾化吸入， 

观察其对大鼠气道赞f生黏液高分泌的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 药物 黄素类( rJ1s)标准品购自浙江派诺生物技术有 

限公司(产品批号：TF40—080118H)，纯度 40％，再用聚酰胺 

层析柱分离法自行提纯使之达80％以上，成品用色谱分析法 

检验其纯度后，制成干粉，冰箱 一20℃保存备用。以上由西南 

大学茶学系制备。 

1．1．2 试剂 小鼠抗人黏蛋白 5AC(mucoprotein 5AC。MUC 

SAC)单克隆抗体(美国CHEMICON公司)；FITC标记的羊抗 

鼠 IgG；RNA抽提试剂盒(FASTAGEN—RNAFAST200．上海飞 

捷生物技术有限公司)；逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)试 

剂盒(TaKaRa RNA PCR大连宝生物工程有限公司)：黏蛋 白 

5AC、GAPDH引物由大连宝生物工程有限公司合成：泊洛沙 

姆 188(德国BASF公司)；PLGA(山东省医疗器械研究所，75／ 

25，MW 20 ooo)；透析袋(上海哈林生物有限公司，截留分子 

量3 500)，其余试剂均为国产分析纯。 

清洁级 sD大鼠，体质量 250～280 g，由重庆医科大学实 

验动物中心提供，给予常规水和食物喂养。 

1．2 实验方法 

1．2．1 茶黄素乳酸一羟基乙酸共聚物纳米粒雾化液的制备 

精密称取 TF 15 mg和 PLGA 100 mg溶于丙酮一乙醇(3：1)混 

合液 15珊l中，使之形成有机相：另取泊洛沙姆 188溶于水 

中配制成 1％的溶液作为水相(30 m1)。将有机相滴加至水相 

中，滴毕继续搅拌 10 min，恒温搅拌下(5oo r／min)，旋转蒸除 

有机溶剂，得淡黄色纳米粒混悬液。 

1．2．2 纳米形态及粒径分布 将纳米粒混悬液稀释后滴于 

铜网上，静置 15 rain后用滤纸吸干，再滴加 2％磷钨酸溶液 

负染3 min，自然挥干，用透射电镜观察纳米粒形态(见图1)。 

结果所得纳米粒呈球形或类球形，表面圆滑，大小及分布均 

匀。取纳米粒混悬液，加水分散，稀释至适宜浓度，用粒径分 

析仪测得纳米粒的平均粒径为(108．24 4-2．86)nm。并进行包 

封率(72．31 4-1．18)％和载药量测定(4．12 4-0．16)％及体外释 

放试验。证实其具有良好的缓释作用。为后续的动物实验奠 

定了基础。 

图 1 TF—PLGA纳米粒透射电镜照片(50 000×) 

Fig．1 TEM photograph of theaflavins-loaded PLGA 

nanoparticles(50 000×) 

1．2．3 实验动物处理 将实验大鼠随机分为3组，每组 8只， 

①对照组(A组)：仅予 5 ml生理盐水高频雾化吸入，2次／d； 

②香烟吸入组(B组)：将大鼠置于烟雾箱，每天6 h，每小时 

10根香烟(朝天门牌)，连续 3O d；③干预组(c组)：在香烟吸 

入组处理间歇给予茶黄素乳酸一羟基乙酸共聚物纳米粒雾化 

液 5 rnl高频雾化吸入。2次，d 

所有大鼠均在第30天用 10％水合氯醛 2 ml麻醉处死 

并获取标本。 

1．2．4 ELISA检测支气管肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage 

fluid，BALF)中MUC5AC的含量 在甲状软骨与气管分叉的 

中点水平作T形切口，注入4℃的BAL冲洗液进行肺灌洗． 

每次 2 ml，共 3次。收集BALF约 5 ml，经 3 000 r／min离心 

15 min，取上清液贮于 0℃冰箱中备用。分别取BALF上清 

液 O．1 n1l包被酶标板 ，4℃过夜，用含 1％牛血清白蛋白的 

PBS(0．01％mol／L)一Tween 20(0．05％)室温封闭 t h，1：500稀 

释的小鼠抗大鼠气道 MUC5AC单抗 100 wl，37 clC孵育 1 h， 

1：1 000稀释的辣根过氧化物酶标记羊抗鼠lgG 100 I-d．37 oC 

孵育 1 h，底物溶液100 tzl，37℃显色15 rain后停止反应。于 

492 Dill处测吸光度 (absorbance，A)值作为 MUC含量的相对 

值。 

1．2．5 RT-PCR检测支气管肺组织中MUC5AC mRNA含量 取 

大鼠气管下 1／2及右下肺作为检测标本。采用Trizol法分别 

提取各组动物组织的总 RNA。经 1％琼脂糖凝胶电泳鉴定，测 

RNA在260 nm和280 Bill的A值，样品A26o ／A 比值均介 

于1．6～1．8，根据260 nm的A值对样品的总 RNA初步定量， 
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以清除，使感染持续存在，进一步刺激黏液高分泌 

的加重[3]。MUC5AC是气道黏液高分泌的产物之一， 

也是最主要的使气道黏液凝胶性增强的黏蛋白[41。 

本实验通过对茶黄素乳酸一羟基乙酸共聚物纳米粒 

雾化液的制备，进而通过高频雾化方法应用于香烟 

诱导的大鼠气道黏液高分泌模型，观察大鼠气道 

MUC5AC的变化．探讨其调控作用。雾化吸人可有 

效减少药物送达肺部时的损失，提高肺组织的药物 

浓度同时降低血浆药物浓度。对于雾化吸入给药的 

纳米粒而言，决定药物沉积部位的主要因素是纳米 

粒雾化剂中雾滴的粒径。而不是制剂中所包含的单 

个纳米粒的粒径[51。本研究借助压缩雾化器，可保证 

98％的雾化液滴粒径小于5 Ixm，平均粒径为2 m， 

药物吸入后更易进入肺泡内。 

茶黄素是一种红茶中的色素复合物。众多研究 

证明茶黄素具有良好的抗氧化及抗肿瘤、清除自由 

基或抑制其产生的作用。茶黄素对肿瘤扩散和转移 

阶段的具有抑制作用[61。茶黄素具有降低血液粘滞 

度的功效，可以预防和治疗心血管疾病、高脂血症、 

脂代谢紊乱、脑梗塞等疾病，改善微循环及血流变 

等功效在有些方面甚至优于儿茶素类用。另外．茶黄 

素对炎症和免疫调控过程也具有重要作用；可吸附 

和降解在吸烟过程中产生的有害化合物，减轻吸烟 

对人体健康的危害嗍；研究发现茶黄素可抑制EGFR 

通路的信号转导物质(核转录因子一KB、转录活性蛋 

白1等)，而EGFR信号转导通路也是气道黏液高 

分泌的信号通路[91，进而提示其对黏液高分泌也有 

调控作用 

本研究采用TF—PLGA纳米粒雾化吸入干预后． 

通过检测组织中 MUC5AC蛋白含量以及 MUC5AC 

mRNA在各组中地表达，观察其变化情况。RT—PCR 

结果显示，经香烟处理后的大鼠气道MUC5AC mRNA 

含量较对照组非常显著增高，同时ELISA也检测到 

MUC5AC蛋白含量相应的改变。予 TF—PLGA纳米 

粒处理后，黏蛋白高表达的作用受到不同程度的抑 

制，MUC5AC蛋白含量以MUC5ACmRNA均有明显 

下调，在组织的PAS染色中也观察到相应的变化。 

此结果证实TF—PLGA纳米粒雾化吸入在阻滞香烟 

诱导的气道MUC5AC合成中有一定作用，且通过雾 

化吸入方式是可行的，其用药量小，作用直接，能通 

过PLGA纳米粒起到在气道表面的缓释作用。提高 

了作用效能。 

茶黄素作为天然植物黄酮类的一种，具有生物 

学效能高、副作用小的特点。此实验证实了其在黏 

液高分泌中具有明显的作用，高频雾化吸人 TF— 

PLGA纳米粒的用药途径，也为茶黄素的开发应用 

提供了新的道路。其作为一种绿色的药物，应用于 

预防和治疗气道炎性黏液高分泌所致的COPD等 

常见疾病是有前景的。 
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