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大飞扬草外泌体纳米囊泡调控 Nrf2/HO-1/NQO1通路改善对乙
酰氨基酚诱导肝损伤的机制研究 Δ
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摘 要 目的 基于核因子 E2相关因子（Nrf2）/血红素加氧酶1（HO-1）/醌氧化还原酶1（NQO1）通路，探讨大飞扬草外泌体纳米囊

泡（Eh-ENVs）对对乙酰氨基酚（APAP）诱导肝损伤的改善作用及机制。方法 通过考察 Eh-ENVs 对 RAW264.7和 AML12细胞活

力的影响，以及对正常小鼠血清肝、肾功能指标和肝、肺等组织病理形态学的影响，评价其安全性。构建脂多糖（1 μg/mL）诱导的

RAW264.7细胞炎症模型，考察 10、20 μg/mL Eh-ENVs 对模型细胞中炎症因子 mRNA 表达和活性氧（ROS）水平的影响，并考察

RAW264.7细胞对 Eh-ENVs 的摄取效率。构建 APAP 诱导的肝损伤小鼠模型，考察 4 mg/kg Eh-ENVs 对模型小鼠血清肝功能指

标，肝组织病理形态学，肝组织中炎症因子mRNA表达、丙二醛（MDA）水平、超氧化物歧化酶（SOD）水平以及Nrf2/HO-1/NQO1通

路相关 mRNA 及其蛋白表达的影响。结果 体外实验结果显示，Eh-ENVs 对 RAW264.7和 AML12细胞均无增殖抑制作用；Eh-

ENVs 可被 RAW264.7细胞高效摄取，并能显著降低细胞中白细胞介素1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）mRNA 表达和 ROS 水

平（P＜0.05）。体内实验结果显示，4 mg/kg Eh-ENVs对正常小鼠无明显毒副作用；可显著降低模型小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）水平（P＜0.05），上调/升高肝组织中 IL-10 mRNA 以及 Nrf2、HO-1、NQO1 mRNA 及其蛋白表

达和 SOD 水平（P＜0.05），下调/降低肝组织中 TNF-α、IL-1β mRNA 表达和 MDA 水平（P＜0.05）。结论 Eh-ENVs 可能通过激活

Nrf2/HO-1/NQO1通路，抑制炎症反应并减轻氧化应激，进而改善APAP诱导的肝损伤。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the ameliorative effect and mechanism of Euphorbia hirta L. -derived exosome-like 

nanovesicles（Eh-ENVs） on acetaminophen （APAP）-induced liver injury based on the nuclear factor erythroid 2 related factor 2 

（Nrf2）/heme oxygenase-1 （HO-1）/NAD（P）H：quinone oxidoreductase 1 （NQO1） pathway. METHODS The safety of Eh-ENVs 

was evaluated by examining their effects on the viability of RAW264.7 and AML12 cells， as well as serum liver and kidney 

function indicators and histopathology of liver， lung， and other tissues in normal mice. A lipopolysaccharide （1 μg/mL）-induced 

RAW264.7 cell inflammation model was constructed to investigate the effects of 10 and 20 μg/mL Eh-ENVs on the mRNA 

expression of inflammatory factors and reactive oxygen species （ROS） level in model cells， and the uptake efficiency of Eh-ENVs 

by RAW264.7 cells was also examined. An APAP-induced liver injury mouse model was established to investigate the effects of 4 

mg/kg Eh-ENVs on serum liver function indicators， liver histopathology， mRNA expression of inflammatory factors， 

malondialdehyde （MDA） level， superoxide dismutase （SOD） level， and mRNA and protein expressions related to the Nrf2/HO-1/

NQO1 pathway in liver tissue of model mice. RESULTS In vitro results showed that Eh-ENVs had no inhibitory effect on the 

proliferation of RAW264.7 and AML12 cells；Eh-ENVs could 

be efficiently taken up by RAW264.7 cells and significantly 

reduced the mRNA expression of interleukin-1β （IL-1β）， 

tumor necrosis factor-α （TNF-α）， and ROS level in cells （P＜

0.05）. In vivo results showed that 4 mg/kg Eh-ENVs had no 

obvious toxic side effects on normal mice，could significantly 
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decrease the serum alanine transaminase （ALT） and aspartate transaminase （AST） levels in model mice （P＜0.05），upregulated/

increased the mRNA expressions of IL-10， as well as the mRNA and protein expressions of Nrf2， HO-1， and NQO1， and SOD 

level in liver tissue （P＜0.05）， and down-regulated/decreased the mRNA expression of TNF- α， IL-1β and MDA level in liver 

tissue （P＜0.05）. CONCLUSIONS Eh-ENVs may activate the Nrf2/HO-1/NQO1 pathway to inhibit inflammatory response and 

alleviate oxidative stress， thereby improving APAP-induced liver injury.

KEYWORDS Euphorbia hirta L.； exosome-like nanovesicles； drug-induced liver injury； oxidative stress； Nrf2/HO-1/NQO1 

pathway； acetaminophen

药物性肝损伤（drug-induced liver injury，DILI）是指

由化学药品、生物制品等按处方药或非处方药管理的药

品，以及中药材、天然药物、膳食补充剂等产品，或其代

谢产物乃至其辅料、杂质等所导致的肝损伤，主要表现

为肝脏代谢紊乱和功能障碍，严重者可致命，已成为重

大公共卫生问题[1―2]。对乙酰氨基酚（acetaminophen，

APAP）是临床上常见的解热镇痛药，其过量使用是引起

肝损伤的主要原因之一[3]。目前，N-乙酰半胱氨酸（N-

acetylcysteine，NAC）是 美 国 FDA 唯 一 批 准 用 于 治 疗

APAP 所致肝损伤的药物，但其仅对肝损伤早期的疗效

较好，且存在明显的胃肠道毒副作用[4―5]。因此，开发针

对 APAP 诱导肝损伤的安全、有效的治疗药物具有重要

临床意义。

氧化应激失衡与炎症反应过度激活是 APAP 诱导肝

损伤发生发展的核心环节，大量活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）堆积可直接造成肝细胞脂质过氧化，进而

导致肝衰竭[6]。核因子 E2 相关因子（nuclear factor ery‐

throid 2 related factor 2，Nrf2）是调控氧化反应的关键转

录因子，其被激活后可上调下游血红素加氧酶 1（heme 

oxygenase-1，HO-1）和醌氧化还原酶 1[NAD（P）H：qui‐

none oxidoreductase 1，NQO1]等抗氧化酶的表达，增强

机体抗氧化能力，从而减轻肝损伤[7]。已有研究表明，激

活 Nrf2/HO-1/NQO1 通路可有效缓解小鼠 DILI[8]，这为

DILI 的治疗提供了重要靶点。

大飞扬草是大戟科大戟属植物飞扬草 Euphorbia 

hirta L. 的全草，传统用于利湿止痒、清热解毒、通乳。现

代药理研究显示，其具有抗炎、抗氧化等药理活性[9]，在

肝脏疾病防治中展现出潜在的应用价值。植物源性外

泌体纳米囊泡因低免疫原性、高生物相容性等特点，已

成为药物递送和活性物质研究的热点[10]。大飞扬草外

泌体纳米囊泡（Euphorbia hirta L.-derived exosome-like 

nanovesicles，Eh-ENVs）是从大飞扬草中分离的具有完

整膜结构的纳米级囊泡，具有抗炎、抗氧化及保肝作

用[11]。然而，其对 APAP 诱导肝损伤的保护作用及其具

体的分子机制仍不够清楚。基于此，本研究拟制备 Eh-

ENVs，并通过体内外实验评估其对 APAP 诱导肝损伤的

保护作用，并从 Nrf2/HO-1/NQO1通路出发，探讨其作用

机制，为开发新型 DILI 治疗药物提供实验依据。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有：Mini-PROTEAN 型垂直

电泳装置（美国 Bio-Rad 公司），XPN-100型超高速离心

机、CytoFlex 型流式细胞仪（美国 Beckman Coulter 公

司），Tanon 5200型全自动化学发光图像分析系统（上海

天能生命科学生物有限公司），Archimed X4型医用荧光

定量 PCR 仪[鲲鹏（徐州）科学仪器有限公司]，EPOCH-

SN 型微孔板分光光度计[博兴（深圳）生物科技有限公

司]，KF-PRO-020型数字病理切片扫描仪[江丰（宁波）生

物信息技术有限公司]，HT-7800型透射电镜（日本 Hita‐

chi 公司），Nano ZEN 型动态光散射仪（英国 Malvern Pa‐

nalytical公司）等。

1.2　主要药品与试剂

大飞扬草新鲜全草购自互联网山村中草批发店铺，

产地为广东揭阳，采摘时间为2025年10月，样品经中山

大学附属第七医院药学部副主任药师乡世健鉴定为真

品；丙氨酸氨基转移酶（alanine transaminase，ALT）、天冬

氨 酸 氨 基 转 移 酶（aspartate transaminase，AST）、肌 酐

（creatinine，Cr）和尿素（Urea）检测试剂盒（批号分别为

100020000、100020010、100020170、100000280）均 购 自

中生北控生物科技股份有限公司；β-肌动蛋白（β-actin）

兔单克隆抗体（批号284370）、HO-1兔单克隆抗体（批号

383875）和 NQO1兔单克隆抗体（批号364276）均购自艾

比玛特生物医药（上海）有限公司；Nrf2兔单克隆抗体

（批号 6100010967）购自爱博泰克生物科技（武汉）有限

公司；BCA 蛋白检测试剂盒（批号 A423250903）、DCFH-

DA 探针（批号 A376250606）均购自上海碧云天生物技

术 股 份 有 限 公 司 ；超 氧 化 物 歧 化 酶（superoxide dis‐

mutase，SOD）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）检测试

剂盒（批号分别为20251002、20250729）均购自南京建成

生物工程研究所有限公司；白细胞介素 1β（interleukin-

1β，IL-1β）、肿 瘤 坏 死 因 子 α（tumor necrosis factor α，

TNF-α）等引物序列均由上海睿博信息科技有限公司设

计并合成。

1.3　动物

本研究所用动物为 7～8周龄 SPF 级 C57/6雄性小

鼠，共22只，体重（22±1） g，购自珠海百试通生物科技有限

公司[动物生产许可证号：SCXK（粤）2025-0051]。小鼠

饲养于深圳华腾生物医药科技有限公司[动物使用许可
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证 号：SYXK（粤）2023-0327]，饲 养 环 境 温 度 为（22±

1）℃、自然昼夜节律。饲养期间小鼠自由饮水与进食。

本研究动物实验已获深圳华腾生物医药科技有限公司

实验动物使用与管理委员会批准，批号为 B202510-5。

1.4　细胞

本研究所用的巨噬细胞 RAW264.7和 AML12均购

自武汉赛维尔生物科技有限公司。

2　方法
2.1　Eh-ENVs的分离、纯化与表征

参考既往研究[11―12]，并进行条件优化后制备 Eh-

ENVs。将新鲜大飞扬草全草 500 g 榨汁过滤后得粗滤

液，取粗滤液于离心管中，在 4 ℃下以 4 000 r/min 离心

30 min，弃大颗粒杂质；取上清液转入新离心管，再在

4 ℃下以 12 000 r/min 离心 30 min，弃小颗粒杂质；上清

液依次经 0.8、0.45、0.22 μm 滤膜过滤后转入超速离心

管，在 4 ℃下以 150 000×g 离心 90 min，弃上清液，得到

纯化后的 Eh-ENVs，并用 BCA 试剂盒测定样本中总蛋

白浓度。将提纯后的 Eh-ENVs 进行分装，各取10 μL 分

别用于粒径、Zeta 电位与形貌表征；其中，形貌通过透射

电镜检测，粒径与 Zeta 电位通过动态光散射检测。剩余

样品储存于－80 ℃冰箱中，备用。

2.2　细胞培养

RAW264.7细胞用含10% 胎牛血清和1% 青霉素-链

霉素溶液（50 U/mL 青霉素+50 U/mL 链霉素，下同）的

DMEM 培养基培养；AML12 细胞用含 10% 胎牛血清、

1% 青霉素-链霉素溶液、0.5% 转铁蛋白和0.01% 地塞米

松（40 ng/mL）的 DMEM/F-12培养基培养。培养参数设

定为 37 ℃恒温、5%CO2及饱和湿度。当细胞生长密度

达70%～80% 时用于后续实验。

2.3　细胞实验

2.3.1　Eh-ENVs 对细胞的毒性评价

采用 CCK-8法检测。将 RAW264.7和 AML12细胞

分别接种于96孔板中，设置调零孔（只含培养基不含细

胞）、空白对照孔（只含细胞不给药）和实验组。实验组

（每组设置 4个复孔）分别用 5、10、25、50、100 μg/mL 的

Eh-ENVs 处理细胞 24 h 后，弃掉培养基；用磷酸盐缓冲

液（PBS）清洗细胞，加入 10 μL CCK-8试剂和 90 μL 无

血清基础培养基，孵育0.5～1 h，然后用微孔板分光光度

计测定450 nm 波长处的吸光度，并计算细胞活力。细胞

活力（%）＝（实验组吸光度－调零孔吸光度）/（空白对照

孔吸光度－调零孔吸光度）×100%。

2.3.2　细胞分组与给药

将处于对数生长期的 RAW264.7细胞分为正常组、

模型组和 Eh-ENVs 低、高浓度组，每组设置 3 个复孔。

除正常组外，其余各组均加入1 μg/mL 脂多糖（lipopoly‐

saccaride，LPS）刺激细胞1 h 以构建炎症细胞模型（模拟

APAP 诱导的肝损伤过程）。而后，将模型组的培养基换

成新鲜完全培养基，将 Eh-ENVs 低、高浓度组的培养基

换成含有10 μg/mL 或20 μg/mL Eh-ENVs 的完全培养基

（药物浓度根据预实验结果设置），继续培养24 h。培养

结束后，用 PBS 清洗细胞数次，在 4 ℃下以 1 000 r/min

离心5 min 后弃上清，收集细胞沉淀。

2.3.3　RAW264.7细胞中炎症因子 mRNA 表达检测

采用 RT-qPCR 法检测细胞中 TNF-α、IL-1β mRNA

表达。将处于对数生长期的 RAW264.7细胞接种于6孔

板中，按“2.3.2”项下方法分组、给药、培养并收集细胞沉

淀。采用 Trizol 试剂提取细胞中总 RNA，检测其纯度和

浓度后，将 RNA 逆转录合成 cDNA，并以 cDNA 为模板

进行 PCR 扩增。扩增条件为：95 ℃预变性30 s；95 ℃变

性15 s，60 ℃退火15 s，72 ℃延伸 30 s，40个循环。反应

体系（共20 μL）为：2×SYBR Green Mix 10 μL，上、下游

引物各 0.4 μL，cDNA 模板 2.0 μL，ddH2O 7.2 μL。以

Gapdh 作为内参，采用 2－ΔΔCt 法计算各目的基因 mRNA

的相对表达量。引物序列及扩增产物长度见表1。

2.3.4　RAW264.7细胞对 Eh-ENVs 的摄取能力考察

采用流式细胞术检测。将 0.5 mg/mL Eh-ENVs 与 1 

mmol/L DiD 染料按照1 000∶1（V/V）的比例混合均匀，搅

拌过夜；在 4 ℃下以 12 000 r/min 离心 60 min 去除游离

染料，所得沉淀用 PBS 重悬，即得 DiD@ENVs。取培养

状态良好的 RAW264.7细胞接种于6孔板中，常规培养，

待其贴壁后，除去原培养基，用 PBS 漂洗细胞；将培养基

换成含有10 μmol/L DiD@ENVs 的无血清培养基，继续

共孵育0、3、6、9、12 h。孵育结束后，除去培养基，用 PBS

洗涤细胞3次，收集细胞。用冷 PBS 重悬细胞后，上机检

测并统计荧光强度，荧光强度越强表示细胞对 Eh-ENVs

的摄取能力越强。

2.3.5　RAW264.7细胞中 ROS 水平检测

采用流式细胞术检测。将 RAW264.7细胞接种于 6

孔板中，按“2.3.2”项下方法分组、给药、培养并收集细胞

沉淀。细胞沉淀用含有 DCFH-DA 探针的培养基重悬

[将探针和基础培养基按 1∶1 000（V/V）的比例混合]，孵

表1　引物序列及扩增产物长度

目的基因
Gapdh

Tnf-α

Il-1β

Il-10

Nrf2

Ho-1

Nqo1

序列（5′→3′）

上游：CAGGAGCGAGACCCCACTAA

下游：ATCACGCCACAGCTTTCCAG

上游：CTATGGCCCAGACCCTCACA

下游：TCTTGACGGCAGAGAGGAGG

上游：AGCTGGAGAGTGTGGATCCC

下游：CCTGTCTTGGCCGAGGACTA

上游：TTCTTTCAAACAAAGGACCAGC

下游：GCAACCCAAGTAACCCTTAAAG

上游：TAGATGACCATGAGTCGCTTGC

下游：GCCAAACTTGCTCCATGTCC

上游：AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA

下游：GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA

上游：AGGATGGGAGGTACTCGAATC

下游：TGCTAGAGATGACTCGGAAGG

扩增产物长度/bp

146

116

131

125

153

177

151
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育 30 min 后，用 PBS 漂洗 2～3 次，收集沉淀并用新的

Buffer 重悬。以未加探针的细胞作为阴性对照，上机检

测并统计平均荧光强度，荧光强度越强表示细胞内 ROS

水平越高，提示细胞内氧化应激水平越高。

2.4　动物实验

2.4.1　Eh-ENVs 对正常小鼠肝脏的安全性评价

（1）分组、给药与取材：实验设置正常组（NC 组，n＝

6）和 Eh-ENVs 组（n＝4）。Eh-ENVs 组小鼠尾静脉注射

4 mg/kg 的 Eh-ENVs（剂量参考前期预实验结果设置，下

同），每天 1次，持续 7 d。末次给药后，小鼠禁食不禁水

过夜，用戊巴比妥钠麻醉小鼠后摘眼球取血，然后颈椎

脱臼处死小鼠，立刻取心、肝、脾、肺、肾组织。将心、脾、

肺、肾组织和部分肝组织置于4% 多聚甲醛中固定，剩余

肝组织置于－80 ℃冰箱中保存备用。血液在室温静置

1 h 后，在4 ℃下以3 000 r/min 离心15 min，取上清液，置

于－80 ℃冰箱中保存备用。

（2）指标检测：①血清生化指标检测——取“2.4.1

（1）”项下血清（每组取4只小鼠血清样本），按照试剂盒

说明书方法操作，检测血清中 AST、ALT、Urea 和 Cr 水

平。②组织病理形态学观察——取“2.4.1（1）”项下经

4% 多聚甲醛固定的心、肝、脾、肺、肾组织，常规制备石

蜡切片（厚 5 μm），并进行常规 HE 染色，通过病理切片

扫描仪观察各组织病理形态学变化。

2.4.2　Eh-ENVs 改善 APAP 诱导肝损伤的药效作用及机

制研究

（1）分组、造模、给药与取材：实验设置 NC 组[小鼠

同“2.4.1（1）”项下]、APAP 组和 Eh-ENVs 组，每组 6 只。

Eh-ENVs 组小鼠每天尾静脉注射 4 mg/kg 的 Eh-ENVs，

NC 组和 APAP 组小鼠每天尾静脉注射等体积无菌 PBS，

每天 1次，持续 7 d。第 7天给药 1 h 后，NC 组小鼠腹腔

注射等体积生理盐水，其余2组小鼠腹腔注射200 mg/kg 

APAP 诱导肝损伤[13―14]。造模后小鼠禁食不禁水24 h，然

后按“2.4.1（1）项下”方法获取肝组织和血清样本。

（2）指标检测：①血清生化指标检测——取处理好

的血清，按照相应试剂盒说明书方法检测血清中 AST 和

ALT 水平。②肝组织病理形态学观察——取“2.4.2（1）”

项下经4% 多聚甲醛固定的肝组织，按照“2.4.1（2）”项下

方法操作，观察肝组织的病理形态学变化。③肝组织中

TNF-α、IL-1β、IL-10 mRNA 表达——采用 RT-qPCR 法

检测（每组取 4个样本）。称取“2.4.2（1）”项下冻存的肝

组织适量，后续检测步骤同“2.3.3”项下，引物序列及扩

增产物长度见表1。④肝组织中氧化应激指标检测——

称取“2.4.2（1）”项下冻存的肝组织适量，研磨破碎后得

到组织匀浆，离心取上清后使用 BCA 试剂盒进行定量。

根据试剂盒说明书方法操作，测定肝组织中 MDA 和

SOD 水平。⑤肝组织中 Nrf2、HO-1、NQO1 mRNA 表达

检测——采用 RT-qPCR 法检测（每组取 4个样本）。精

准称取“2.4.2（1）”项下冻存的肝组织适量，后续检测步

骤同“2.3.3”项下，引物序列及扩增产物长度见表 1。⑥
肝组织中 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达检测——采用

Western blot 法检测。精确称取“2.4.2（1）”项下冻存的肝

组织适量，提取组织中总蛋白并使用 BCA 试剂盒检测

其浓度。取等量蛋白进行 SDS-PAGE 电泳并转膜，以

5% 脱脂牛奶封闭后，于特定的一抗（Nrf2、HO-1、NQO1

的稀释度均为1∶1 000，β-actin 的稀释度为1∶5 000）中孵

育过夜，然后用特异性二抗进行印迹。采用化学发光液

显影后采集图像，采用 Image J 软件分析目的条带灰度

值，以目的蛋白与内参（β-actin）蛋白条带灰度值的比值

表示目的蛋白的表达量。

2.5　统计学方法

采用 GraphPad Prism 10.1.2软件进行统计分析和制

图。经 Shapiro-Wilk 检验，符合正态分布的数据以 x±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析和 LSD-t 检验，两

样本间比较采用独立样本 t 检验；不符合正态分布的数

据以 M（P25，P75）表示，多组间比较采用 Kruskal-Wallis H

检验（非参数检验），组间两两比较采用 Dunn 检验（Bon‐

ferroni 校正）。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　Eh-ENVs的提取和表征结果

本研究从 500 g 新鲜全草中约提取到 20 mg Eh-

ENVs。Eh-ENVs 的平均粒径为 179.2 nm，多分散指数

为 0.347；表面呈负电荷，Zeta 电位为－15.9 mV；呈现典

型的圆盘状（具体表征结果请扫描本文首页二维码，进

入“增强出版”页面查看附图1）。

3.2　细胞实验结果

3.2.1　Eh-ENVs 对两种细胞的毒性评价结果

如图1所示，在0～100 μg/mL 质量浓度范围内，Eh-

ENVs 对 RAW264.7 和 AML12 细 胞 的 增 殖 几 乎 没 有

影响。

3.2.2　Eh-ENVs 对 RAW264.7 细胞中炎症因子 mRNA

表达的影响

与正常组比较，模型组细胞中 TNF-α、IL-1β mRNA

表达水平均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，Eh-

ENVs 低、高浓度组细胞中 TNF-α、IL-1β mRNA 表达水

平均显著降低（P＜0.05）。结果见表2。
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图1　不同质量浓度 Eh-ENVs 对 AML12 和 RAW264.7

细胞的毒性评价结果（x±s，n＝4）
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3.2.3　 RAW264.7 细 胞 对 Eh-ENVs 的 摄 取 能 力 考 察

结果

结果（图2）显示，与给药0 h 比较，给药3～12 h 后细

胞的荧光强度均显著增强（P＜0.05），并且在给药后0～

12 h 内细胞荧光强度具有明显的时间依赖性趋势。

3.2.4　Eh-ENVs 对 RAW264.7细胞中 ROS 水平的影响

与正常组比较，模型组细胞中 ROS 水平显著升高

（P＜0.05）；与模型组比较，Eh-ENVs 低、高浓度组细胞

中 ROS 水平均显著降低（P＜0.05）。结果见图3。

3.3　动物实验结果

3.3.1　Eh-ENVs 对正常小鼠的安全性评价结果

给药 7 d 后，与 NC 组比较，Eh-ENVs 组小鼠血清中

ALT、AST、Urea 和 Cr 水平差异均无统计学意义（P＞

0.05）；心、肝、脾、肺、肾组织细胞排列整齐，细胞边界清

晰，均未观察到异常病变。结果见表3（病理形态学观察

结果请扫描本文首页二维码，进入“增强出版”页面查看

附图2）。

3.3.2　Eh-ENVs 对 APAP 诱导肝损伤小鼠血清中 ALT、

AST 水平的影响

与NC组比较，APAP组小鼠血清中ALT、AST水平均

显著升高（P＜0.05）；与APAP组比较，Eh-ENVs组小鼠血

清中ALT、AST水平均显著降低（P＜0.05）。结果见表4。

3.3.3　Eh-ENVs 对 APAP 诱导肝损伤小鼠肝组织病理形

态学的影响

NC 组小鼠肝细胞形态正常，肝小叶结构清晰且排

列整齐，无明显病理异常；与 NC 组比较，APAP 组小鼠肝

组织细胞界限模糊、排列紊乱，出现了明显的炎症细胞

浸润和细胞损伤现象；与 APAP 组比较，Eh-ENVs 组小鼠

肝组织细胞界限相对清晰、排列相对整齐，炎症细胞浸

润和细胞损伤现象明显改善。结果见图4。

3.3.4　Eh-ENVs 对 APAP 诱导肝损伤小鼠肝组织中炎症

因子 mRNA 表达的影响

与 NC 组比较，APAP 组小鼠肝组织中 TNF-α、IL-1β 

mRNA 表达均显著上调（P＜0.05），IL-10 mRNA 表达显

著下调（P＜0.05）；与 APAP 组比较，Eh-ENVs 组小鼠肝

组织中 TNF-α、IL-1β mRNA 表达均显著下调（P＜0.05），

IL-10 mRNA 表达显著上调（P＜0.05）。结果见表5。

3.3.5　Eh-ENVs 对 APAP 诱导肝损伤小鼠肝组织中氧化

应激指标的影响

与 NC 组比较，APAP 组小鼠肝组织中 SOD 水平显

著降低（P＜0.05），MDA 水平显著升高（P＜0.05）；与

表2　各组 RAW264.7 细胞中 TNF-α、IL-1β mRNA 表

达水平比较（x±s，n＝3）

组别

正常组

模型组

Eh-ENVs 低浓度组

Eh-ENVs 高浓度组

TNF-α
1.00±0.15

2.32±0.14a

1.70±0.18b

1.42±0.07b

IL-1β
1.00±0.11

3.10±0.22a

2.26±0.30b

1.78±0.09b

a：与正常组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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图2　给药不同时间后RAW264.7细胞对Eh-ENVs的摄取能力考察结果
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图3　各组细胞中ROS水平测定的流式细胞图及平均荧光强度测定结果

表3　安全性实验中各组小鼠血清生化指标水平比较

（x±s，n＝4）

组别

NC 组

Eh-ENVs 组

ALT/（U/L）

16.21±6.72

43.89±18.70

AST/（U/L）

364.89±134.69

295.46±102.09

Urea/（mmol/L）

10.10±0.66

9.29±0.37

Cr/（μmol/L）

145.47±4.57

144.66±4.85

表4　药效实验中各组小鼠血清生化指标水平比较（x±s，
n＝6，U/L）

组别
NC 组
APAP 组
Eh-ENVs 组

ALT

51.98（47.97，60.68）

22 450.55（19 072.36，27 550.07）a

7 239.00 （6 249.87，8 716.93）b

AST

112.08（54.57，159.50）

13 207.39（10 544.73，17 052.34）a

8 984.76（6 108.74，11 458.47）b

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与APAP组比较，P＜0.05。
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APAP 组比较，Eh-ENVs 组小鼠肝组织中 SOD 水平显著

升高（P＜0.05），MDA 水平显著降低（P＜0.05）。结果

见表6。

3.3.6　 Eh-ENVs 对 APAP 诱 导 肝 损 伤 小 鼠 肝 组 织 中

Nrf2、HO-1、NQO1 mRNA 及其蛋白表达的影响

与 NC 组比较，APAP 组小鼠肝组织中 Nrf2、HO-1、

NQO1 mRNA 及其蛋白表达均显著下调（P＜0.05）；与

APAP 组比较，Eh-ENVs 组小鼠肝组织中 Nrf2、HO-1、

NQO1 mRNA 及其蛋白表达均显著上调（P＜0.05）。结

果见图5、表7。

4　讨论
本研究在既往研究[11―12]基础上，通过条件优化建立

了 Eh-ENVs 的分离纯化体系，并采用组织破碎、差速离

心除杂、逐级过滤联合超速离心等方法，成功获得了形

态典型、分散性与稳定性良好的高纯度植物源性外泌体

纳米囊泡——Eh-ENVs，为后续体内外功能研究奠定了

可靠的材料基础。

安全性是外泌体囊泡应用的核心前提[15]。本研究

结果显示，Eh-ENVs 在体外对 AML12细胞和 RAW264.7

细胞均无明显毒性；在体内对小鼠主要脏器无明显损

伤，对肝肾功能指标均无明显影响。上述结果提示，Eh-

ENVs 在体内外的安全性良好，具备开展后续药效研究

的条件。同时，细胞摄取结果表明，RAW264.7 细胞对

Eh-ENVs 的摄取呈时间依赖性增强趋势，表明 Eh-ENVs

可被细胞持续内化，这为其在细胞水平持续发挥生物学

效应提供了重要的细胞学依据。基于上述良好的安全

性与细胞摄取特性，本研究在 APAP 诱导的肝损伤小鼠

模型中进一步验证其药效。结果显示，Eh-ENVs 可显著

降低血清中 ALT、AST 水平，并减轻肝组织病理损伤与

炎症细胞浸润，提示 Eh-ENVs 具有显著的保肝作用。

大量研究证实，巨噬细胞活化及促炎/抗炎因子失衡

在 DILI 的炎症放大过程中扮演核心角色，因此抑制过度

炎症、重塑炎症微环境是减轻 DILI 的重要策略[16]。IL-

1β、TNF-α 作为经典的促炎因子，可介导肝内炎症级联

反应；IL-10作为重要的抗炎因子，能够抑制过度炎症反

应并参与损伤修复；三者共同调控炎症微环境稳态[17]。

值得注意的是，尽管 APAP 与 LPS 诱导炎症损伤的初始

启动机制不同，但二者介导的病理过程均依赖巨噬细胞

的活化及共同炎症信号通路[18]。因此，LPS 诱导的巨噬

细胞炎症模型可有效模拟 APAP 诱导肝损伤过程中的炎

症效应阶段。基于此，本研究进一步引入 LPS 诱导的

RAW264.7 巨噬细胞炎症模型，设计体外实验验证 Eh-

ENVs 的抗炎作用。本研究结果显示，在体内外实验中，

Eh-ENVs 可下调细胞/肝组织中 IL-1β、TNF-α mRNA 表

达，上 调 细 胞/肝 组 织 中 IL-10 mRNA 表 达，提 示 Eh-

ENVs 可有效抑制炎症反应，促进细胞/肝组织从炎症状

态向修复状态转化。

氧化应激是 APAP 诱导的肝损伤的核心驱动因素[6]。

其不仅作为 DILI 的启动因子，更与炎症反应形成相互加

剧的恶性循环[19]。SOD 水平反映内源性抗氧化储备能

力，MDA 水平代表脂质过氧化损伤程度，二者是评价体

内氧化应激水平的经典指标[20]；ROS 水平则直接反映巨

噬细胞的氧化应激负荷[21]。本研究结果显示，Eh-ENVs

在体内可显著升高 SOD 表达，降低 MDA 表达，在体外

可有效清除细胞内 ROS。这提示 Eh-ENVs 可通过抑制

氧化应激，从而发挥保肝作用。

为进一步阐明 Eh-ENVs 改善 APAP 诱导肝损伤的

分子机制，本研究聚焦 Nrf2/HO-1/NQO1通路进行了探
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图4　各组小鼠肝组织病理形态学观察显微图

表5　各组小鼠肝组织中炎症因子 mRNA 表达水平比

较（x±s，n＝4）

组别
NC 组
APAP 组
Eh-ENVs 组

TNF-α
1.00±0.63

2.37±0.54a

0.92±0.77b

IL-1β
1.00±0.34

7.55±1.57a

2.14±1.33b

IL-10

1.00±0.64

0.14±0.07a

3.12±2.12b

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与APAP组比较，P＜0.05。

表6　各组小鼠肝组织中 SOD、MDA 水平比较（x±s，
n＝6，U/mg prot）

组别
NC 组
APAP 组
Eh-ENVs 组

SOD

40.63±3.97

30.64±2.54a

36.62±3.94b

MDA

1.29±0.40

3.18±0.75a

1.33±0.32b

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与APAP组比较，P＜0.05。
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图5　各组小鼠肝组织中 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达

的电泳图

表7　各组小鼠肝组织中 Nrf2、HO-1、NQO1 mRNA 及

其蛋白表达水平比较（x±s，n＝4）

组别

NC 组
APAP 组
Eh-ENVs 组

Nrf2

mRNA

1.00±0.61

0.18±0.03a

0.95±0.20b

蛋白
1.00±0.14

0.61±0.15a

0.86±0.10b

HO-1

mRNA

1.00±0.65

0.32±0.18a

2.95±2.34b

蛋白
1.00±0.58

0.48±0.15a

4.37±1.34b

NQO1

mRNA

1.00±0.34

0.11±0.02a

1.18±0.07b

蛋白
1.00±0.14

0.50±0.10a

0.74±0.09b

a：与NC组比较，P＜0.05；b：与APAP组比较，P＜0.05。
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讨。Nrf2作为内源性抗氧化防御系统的关键调控枢纽，

在氧化应激状态下可发生核转位，启动 HO-1 和 NQO1

等抗氧化靶基因的表达，进而增强组织抗氧化能力、缓

解肝损伤[22]。研究表明，激活 Nrf2/HO-1/NQO1通路可

有效缓解药物诱导的急性肝损伤[23]。本研究体内外结

果显示，Eh-ENVs 可显著上调细胞/肝组织中 Nrf2、HO-

1、NQO1的 mRNA 及其蛋白表达。这提示 Eh-ENVs 可

激活 Nrf2/HO-1/NQO1通路，重建肝脏抗氧化防御体系，

进而发挥抗炎、抗氧化及保肝作用。

综上所述，Eh-ENVs 可通过激活 Nrf2/HO-1/NQO1

通路，抑制炎症反应并减轻氧化应激，进而改善 APAP 诱

导的肝损伤。但本研究仍存在一定的局限性：尚未设置

临床阳性对照药物，难以全面评价 Eh-ENVs 的相对疗

效。后续可增设 Eh-ENVs 多剂量组和阳性对照组，进一

步验证其疗效与安全性，并深入探讨 Nrf2上游调控分子

与其他交叉通路的协同机制。
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