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治疗原发性肺癌的美乐托宁脂质体粉雾剂研究
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摘要: 美乐托宁 (melatonin, MLT) 又称褪黑素, 是人体内源性物质, 大剂量给药时有抗肿瘤作用, 但口服生物利

用度低, 体内半衰期短, 成药性差。本文制备了美乐托宁脂质体粉雾剂 (liposomal melatonin dry powder inhalers,

LMD) , 经肺部给药治疗大鼠原发性肺癌。用乙醇注入法制备美乐托宁脂质体 (liposomal melatonin, LM), 包封率为

98.9%, 加入甘露醇冻干得到LMD, 扫描电镜显示为类球形颗粒, 加水复溶后粒径为65.15 nm, zeta电位为-14.2 mV。

LMD的空气动力学粒径为 6.73 μm, 微细粒子比例 (fine particle fraction, FPF<8.06 μm) 为 22.2%, 适合肺部给药。在

相同药物浓度时, LMD对A549肺癌细胞抑制作用显著高于MLT原料和吉西他滨, 因此脂质体增强了MLT药效。

大剂量LMD不影响人正常支气管细胞 (BEAS-2B) 生长, 安全性好。用 3-甲基胆蒽及N,N-二甲基亚硝胺经气管喷

入大鼠肺中, 45天后得到原发性肺癌模型 (动物实验经单位伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定进

行)。将MLT、吉西他滨、LMD经气管喷入肺癌大鼠肺中, 与模型组比较, 治疗组均呈现明显少的肿瘤结节和炎性细

胞数量, 其中 LMD 的药效最强。治疗组 NF-κB p65减少, 以及 Tunel检测表明细胞凋亡; 丙二醛水平降低, 其中

LMD组的效果最强, 与其他组有显著性差异。美乐托宁脂质体粉雾剂直接将药物递送至肺部肿瘤, 是一种有前景

的治疗肺癌的肺吸入给药剂型。
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Abstract: Melatonin (MLT) is an endogenous chemical that has antitumor effects at high doses. However, it

shows low oral bioavailability and short in vivo half-life, leading to drug resistance. Here, liposomal melatonin dry

powder inhalers (LMD) were prepared, and were used for treatment of primary rat lung cancer by pulmonary

delivery. Liposomal melatonin (LM) was prepared by the ethanol injection method to achieve an entrapment

efficiency of 98.89%. LMD was obtained by freeze-drying after LM was mixed with mannitol. LMD appeared as

spherical particles under a scanning electron microscope. The rehydrated liposomes had a small size of 65.15 nm

and the zeta potential of -14.2 mV without change inentrapment efficiency. LMD had an aerodynamic particle size

of 6.73 ± 0.012 μm and a fine particle fraction (FPF<8.06 μm) of 22.2%, suitable for pulmonary delivery. When

administered with the same dose, LMD showed much higher inhibition on A549 lung cancer cells than MLT and

gemcitabine. LMD of a large dose had no effect on the growth of normal lung epithelial cells (BEAS-2B). Rat lung
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cancer models were established after 45 days by instilling 3-methylcholanthrene (MCA) and N,N-dimethylni‐

trosamine (DEN) into the rat lungs once (the experiments had been approved by the ethics committee and carried

out in accordance with relevant guidelines and regulations). Decreases of tumor nodules and inflammatory cells in

the tumor-bearing rat lungs were observed after treatment of MLT, gemcitabine and LMD by pulmonary delivery

compared with the models, wherein LMD was most effective. The efficiencies of inhibition of NF-κB p65, increase

of Tunel detection (indicating enhancement of apoptosis), and decrease of malondialdehyde corresponded to LMD

being most effective. Therefore, given the fact that LMD can deliver the drug into the tumor tissues of lungs, and it

presents as a promising pulmonary inhalable regiment for treatment of lung cancer.
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我国恶性肿瘤疾病中肺癌发病率和死亡率均排名

第一。全球肺癌死亡人数约占全部恶性肿瘤的

18.4%。非小细胞肺癌约占肺癌的 80%[1]。目前肺癌

治疗方式包括手术、放疗、化疗和分子靶向治疗等。化

疗药多采用口服或静脉给药方式, 药物分布全身, 在肺

癌组织中分布有限 , 并可能对正常组织产生严重

毒性[2]。

美乐托宁 (melatonin, MLT), 化学名为N-乙酰基-

5-甲氧基色胺, 是一种人体松果体分泌的内源性小分

子, 有广泛的生理活性, 包括调节人体生理节律、抗衰

老、抗氧化和免疫调节等[3]。随年龄增长, 人体内MLT

分泌减少, 与老年多发恶性肿瘤趋势相同。因此MLT

可能和肿瘤发生有直接关系, 补充MLT可能减少肿瘤

的发生发展。近年来, 越来越多研究表明MLT具有抗

肿瘤作用 , 但其作用机制目前尚不完全清楚。由于

MLT 口服生物利用度低 (<15%)、体内半衰期短 (<30

min), 成药性差, 阻碍其进入临床应用[4,5]。

肺部给药系统治疗肺部疾病时, 可直接将药物递

送于病变组织, 减少药物的全身暴露, 可增效减毒[6,7]。

特别对于抗肺癌药物, 肺部吸入给药可能大大减少在

其他正常组织的药物浓度, 有利于减毒增效。本实验

室一直开展治疗肺部疾病的肺部给药系统研究, 包括

治疗原发性肺癌的姜黄素脂质体粉雾剂和冬凌草甲素

大多孔微粒[8,9]。脂质体由磷脂双分子层构成, 与细胞

亲和力强, 易携带药物进入细胞, 并可呈现一定靶向

性, 因此可减少药物剂量, 增加药效[10,11]。基于MLT的

抗肿瘤作用, 以及肺部给药有利于肺癌治疗的特点, 可

将其制备成肺吸入给药剂型用于原发性肺癌的治疗。

本文制备了美乐托宁脂质体粉雾剂 (liposomal melato‐

nin dry powder inhalers, LMD), 进行物理化学性质、肺

部沉积、细胞药效和毒性考察, 建立了大鼠原发性肺癌

模型, 经气管喷入MLT、LMD治疗原发性肺癌, 并与吉

西他滨进行对照, 考察药效及作用机制, 为肺吸入药物

治疗肺癌提供新方法和思路。

材料与方法

动物 雄性 SD大鼠, 体重 (200±20) g, SPF级, 许

可证号: SCXK (京) 2016-0006, 北京维通利华实验动

物技术有限公司提供, 自由给予水和食物。动物实验

经伦理委员会批准且实验均按照相关指导原则和规定

进行。

试剂及药物 美乐托宁 (纯度≥98%, 浙江黄岩延

年褪黑素有限公司); 吉西他滨 (含量 99.9%, 北京凯森

莱医药科技有限公司); 大豆磷脂 (注射用, 上海艾伟拓

医药科技有限公司, 批号: 20150725); 胆固醇 (国药集

团化学试剂有限公司 , 批号: F20101215); 甲醇 (色谱

纯 , 美 国 Fisher Scientific 公 司); 碘 化 油 注 射 液

(13LU603A, 法国 Guerbet 公司); 3 -甲基胆蒽 (MCA,

227590, 加拿大 TRC公司); N,N-二乙基亚硝胺 (DEN,

22VGQ-EC, 日本 Tokyo Chemical Industry公司); 甘露

醇 (北京凤礼精求商贸有限公司 , 批号 : 20131228);

A549 细胞 (中国协和细胞库); 1640 培养基 (苏州赛

默飞世尔公司, 批号: 8117238); 胎牛血清 (BSA, 浙江

天杭生物科技有限公司 , 批号 : 20161220); HLC-8 培

养基 (Gibco Life Technologies 公司 , 批号 : 1886522);

Annexin V-FITC 试剂盒 (NB14526)、大鼠血管内皮

生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)

ELISA试剂盒 (批号: R180504-103a) (欣博盛生物科技

有限公司); CCK-8试剂盒 (Gen-View科学公司, 批号:

7907010130)。

仪器 倒置荧光显微镜 (BDS200-FL, 重庆奥特光

学仪器有限责任公司); 酶标仪 (ELX800, 美国伯腾仪

器有限公司); 纳米激光粒度仪 (Zetasizer Nano ZS, 英

国马尔文公司); 激光粒度仪 (BT-2001, 丹东百特仪器

有限公司); 吸入药物粒度分布测定仪 (next generation

impactor, NGI, 英国 Copley公司); MJ咽喉镜 (江苏迈

骏医疗科技有限公司); 冷冻干燥机 (LGJ-30, 华中松

源科技有限公司 ); 高效液相色谱仪 (Agilent 1260

Infinity, 美国安捷伦公司); 细胞培养超净台 (DL-CJ-

ZNDI, 北京哈东联哈尔仪器制造有限公司); 二氧化碳
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培养箱 (HF-90, 上海力康科学仪器有限公司); 流式细

胞仪 (美国BD公司)。

脂质体处方优化 美乐托宁脂质体 (liposomal

melatonin, LM) 采用乙醇注入法制备, 确定影响LM包

封率的3个因素和3个水平分别为: 大豆磷脂与胆固醇

的质量比为 3∶1、5∶1和 10∶1, 磷脂与药物的摩尔比为

1∶1、2∶1 和 3∶1, 磷酸盐缓冲溶液 (PBS) 与有机相体

积比为 3∶1、4∶1和 5∶1。用正交设计法优化 LM处方

(表 1), 以MLT包封率作为优化指标, 筛选出 LM最优

处方 , 然后以大豆磷脂和甘露醇质量比分别为 1∶3、

1∶4和1∶5, 在LM混悬液中加入甘露醇后冻干, 观察冻

干效果。

粉雾剂的制备 取胆固醇 50 mg 和大豆磷脂

500 mg 加入 10 mL 乙醇中 , 水浴超声条件下完全溶

解, 继续加入 MLT 140 mg 溶解 , 用注射器吸取后 ,

以约 1 mL · min-1速率注入到磁力搅拌的 pH 7.4 PBS

50 mL中, 室温下继续搅拌 12 h, 加入 2 g甘露醇溶解

后, 在玻璃培养皿中冷冻干燥 48 h, 得到白色粉末, 过

180目筛, 得到LMD。同上处方, 不含MLT, 制备得到

空白脂质体粉雾剂。

包封率与载药量测定 用高效液相色谱法

(HPLC) 测定 LM 和 LMD 中的 MLT, 条件为 C18 ODS

柱 (250 mm×4.5 mm, 5 μm), 柱温 25 ℃ , 流动相是甲

醇-水-三氟乙酸 (45∶55∶0.05, v/v/v), 检测波长222 nm,

流速 0.8 mL·min-1, 样品体积 10 µL。MLT的甲醇溶液

作为贮备液 , 用流动相稀释后测定 , 获得 MLT 标准

曲线。

LM 用 G-25 葡聚糖凝胶柱色谱法分离获得游离

MLT与完全包封MLT的脂质体, 分别用流动相稀释后

测定, 得到 LM游离MLT量 (WLM/free) 和 LM包封MLT

量 (WLM/en), 按公式 (1) 计算LM包封率 (EE%)。

EE% =
W LM/en

W LM/en + W LM/free

(1)

取适量LMD用 pH 7.4 PBS复溶后, 同上操作, 分

离得到 LMD 中游离 MLT 量 (WLMD/free) 与完全包封

MLT的脂质体量 (WLMD/en), 按公式 (2) 和 (3) 分别计算

LMD的MLT包封率 (EE%) 和载药量 (DL%)。

EE% =
W LMD/en

W LMD/en + W LMD/free

(2)

DL%=
W LMD/en

W LMD

(3)

粒径与电位测定和电镜观察 取少量 LMD, 用

pH 7.4 PBS 复溶 , 在纳米激光粒度仪上测定粒径和

zeta电位 (n=3)。取 5 μL复溶后的混悬液于铜网支持

碳膜上, 用 2%磷钨酸溶液 (pH 7.0) 负染, 室温下干燥,

用透射电镜 (TEM) 观察粒子形态。取适量 MLT 及

LMD粉末置于双面导电胶上, 高压气体吹去未附着颗

粒 , 用 40 mA 电子束喷金 20 min, 在扫描电镜 (SEM)

下观察粒子形态。

空气动力学粒径测定 用量筒法测定MLT、吉西

他滨和LMD粉末的振实密度 (n=3), 用激光粒度仪测

定粒子几何粒径 (De)。按公式 (4) 计算粉末粒子的空

气动力学粒径[12]。

Da = De

ρp

ρo χ
(4)

其中, Da和De分别为空气动力学粒径和几何学粒

径 (D50); ρp 为有效颗粒密度 , 为振实密度的 1.26

倍[13,14]; ρo为参照密度, 等于 1 g · cm-3; χ为动态形态因

子 (球形时 χ=1, 本文采用 1)。因此粒子的几何粒径、

密度和形状都会影响 Da
[15]。Da是影响药物肺部沉积

部位的最主要因素。一般认为Da在 1～5 μm内粒子可

以到达肺细支气管[16]。

微细粒子比例的测定 分别称取MLT和LMD粉

末装入 3 号羟丙甲纤维素胶囊 , 每粒含 MLT 10 mg。

取 10粒胶囊, 分次放入吸入器 (Twister®, 美国Aptar公

司), 连接NGI, 空气流速 60 L ·min-1, 测定微细粒子比

例 (fine particle fraction, FPF)。用无水乙醇冲洗 NGI

中装置、喉部、1 级及 2 级室 , 收集冲洗液至 50 mL 量

瓶中, 乙醇定容; 其他级室中粉末同样冲洗和收集至

25 mL量瓶中并定容, 测定MLT含量, 按公式 (5) 计算

MLT和LMD粉末中FPF。

FPF<8.06 μm=
W 2~7

W total

× 100% (5)

其中, W2~7: 2～7级室中MLT量; Wtotal: NGI中MLT

总量。

药物释放实验 分别取 MLT 粉末 (1 mg)、LMD

(含 MLT 1 mg) 粉末各 3 份于透析袋 (截留分子质量

3 500 Da) 中, 分别加入人工肺液3 mL (表2)[17]混悬, 密

封, 放入盛有 50 mL人工肺液的三角瓶中[18], 在 37 ℃

恒温振荡器 (150 r ·min-1) 中振摇, 分别于 1、2、3、4、5、

6、8、10、12和 24 h取释放液 2 mL, 立刻补充 2 mL人工

Table 1 Factors and levels for the orthogonal design of liposomal

melatonin (LM) formulations. MLT: Melatonin

Level

1

2

3

Factor

A

Soy bean lecithin/

cholesterol (w/w)

3∶1

5∶1

10∶1

B

Soy bean lecithin/

MLT (mol/mol)

1∶1

2∶1

3∶1

C

Water phase/organic

phase (v/v)

3∶1

4∶1

5∶1

·· 557



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(3): 555 −564

肺液。释放液经 0.22 µm滤膜过滤, 续滤液依“包封率

与载药量测定”项下测定MLT, 绘制时间-累积释放率

曲线。

A549和BEAS-2B细胞毒性评价 用CCK-8方法

测定药物对人肺癌 A549 细胞和人正常支气管细胞

BEAS-2B细胞的毒性。两种细胞分别采用含 10%胎

牛血清的 1640培养基和HLC-8培养基培养, 接种于 96

孔培养板, 每孔 5×105个细胞, 在 37 ℃和 5% CO2条件

下孵育 8 h。用含 0.1%二甲基亚砜的上述培养基配制

MLT、LMD、吉西他滨和空白脂质体粉雾剂混悬液, 替

换培养基, 与细胞共孵育 24 h, 除去培养基, 每孔加入

10% CCK-8溶液 100 μL, 继续孵育 2 h后用酶标仪测

定吸光度 (A, 450 nm)。10% CCK-8溶液作为空白组,

正常细胞培养组作为对照组, 其余为实验组, 按公式

(6) 计算细胞存活率 (CL)。

CL=
A

实验组
- A空白组

A对照组 - A空白组

× 100% (6)

流式细胞术检测细胞凋亡 将A549细胞接种于

6孔板中 (每孔 5×106个细胞), 同上操作, 8 h后每孔分

别加入含 MLT 或 LMD 的培养基 1 mL, MLT 终浓度

为 2.5 mmol·L-1, 孵育 12 h后弃去培养基, 消化分散细

胞并收集至 5 mL离心管中, 900 r ·min-1离心 5 min, 弃

去上清, 用 pH 7.4 PBS 1 mL轻微冲洗 2次, 然后每管

加入 fluorescein isothiocyanat (Annexin V-FITC) 试剂

200 µL, 混匀, 室温下避光保存 10 min, 再加入碘化丙

啶 (propidium iodide, PI) 试剂 10 µL, 混匀, 1 h内用流

式细胞仪检测细胞凋亡。

肺癌模型的建立 取适量MCA和DEN加入碘化

油注射液中, 在 70 ℃加热 20 h (每 3 h振摇均匀), 其中

MCA 均匀混悬, DEN 完全溶解, 得到含 100 mg · mL-1

MCA和 10% DEN碘化油混悬液作为肺癌诱变剂。取

0.1 mL肺癌诱变剂经气管喷入大鼠肺中, 正常饲养条

件下45日后得到原发性肺癌大鼠[8]。

动物给药及处理 将 5 只健康大鼠作为 a 组

(healthy), 肺部给予生理盐水 0.2 mL。将 25只原发性

肺癌大鼠分组和肺部给药方案 (每日 1次, 持续 4日)

如下: b 组 (model), 生理盐水 0.2 mL; c 组 (blank lipo‐

somes),空白脂质体粉雾剂32.25 mg; d组 (MLT), MLT粉

末 2 mg (10 mg·kg-1); e组 (gemcitabine), 吉西他滨粉末

2 mg; f 组 (LMD), LMD 32.25 mg (含 MLT 2 mg)。给

肺癌诱变剂 15日后肺部给予 LMD 32.25 mg (含MLT

2 mg) (每周 1次, 持续 4周), 用于考察 LMD治疗早期

肺癌, 作为 g组 (LMD*)。肺部给药时, 用喉镜插入大

鼠口腔, 暴露气管, 将灌胃管与三通阀 (内装粉末, 均

经 180目过筛) 和 2 mL注射器连接, 注射器充气加压,

打开阀门, 快速将粉末喷入肺中。

肺部外观及病理检查 大鼠末次给药 (4 日) 后 ,

采用 10% 水合氯醛 (1 mL) 麻醉处死 , 暴露气管和胸

腔 , 气管 T 型切口 , 12 号灌胃针插入左主支气管 , 止

血钳结扎右主支气管, 4 ℃生理盐水灌洗左肺。摘除

右肺, 照相, 取上叶组织在 10%甲醛溶液中固定, 常规

脱水和石蜡包埋 , 用苏木素-伊红 (hematoxylin and

eosin, H&E) 染色后在显微镜下观察组织病理形态。

免疫组化检测 取组织石蜡切片依次经二甲苯、

无水乙醇、蒸馏水洗涤后, 置于盛满柠檬酸抗原修复

缓冲液 (pH 6.0) 的修复盒中于微波炉内进行抗原修

复, 洗涤3次, 加入3%过氧化氢溶液, 避光孵育25 min,

加入 pH 7.4 PBS, 在脱色摇床上晃动洗涤 3 次 , 每次

5 min。加用 3% BSA均匀覆盖组织, 室温封闭 30 min,

加一抗试剂, 湿盒内 4 ℃孵育过夜, 加二抗试剂覆盖组

织, 室温孵育 50 min后同上操作。切片滴加DAB显色

液, 在显微镜下控制显色时间, 阳性为棕黄色, 水冲洗

切片终止显色, 苏木素复染 3 min, 水洗, 1%盐酸酒精

短暂分化, 水洗, 加氨水, 水洗, 切片经脱水处理, 中性

树胶封片, 显微镜下观察和照相。上述组织切片按照

Tunel检测过程处理并染色, 在荧光显微镜下观察细胞

凋亡。

肺组织中标志物测定 取右肺下叶组织加 1/10

量的生理盐水, 匀浆, 用 ELISA试剂盒检测匀浆液中

VEGF 和 丙 二 醛 (malondialdehyde, MDA); 用 BCA

Protein Assay Kit测定匀浆液中总蛋白。

统计学分析 采用 SPSS 17.0软件进行数据进行

统计学分析 (单因素方差分析, LSD), P<0.05表示具有

差异 , P<0.01 表示具有显著性差异。实验数据以均

数±标准差 (
-
x ± s) 表示。

结果

1 美乐托宁脂质体粉雾剂的最优处方

不同处方LM的包封率显示 (表 3), 大部分处方的

Table 2 Formula of simulated lung fluids[17]

Ingredient
Magnesium chloride hexahydrate
Sodium chloride
Potassium chloride
Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate
Sodium sulfate
Calcium chloride
Sodium acetate
Sodium bicarbonate
Sodium citrate

Content/g
0.203 3
6.019 3
0.298 2
0.250 1
0.071 0
0.277 5
0.574 4
2.604 3
0.097 0
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包封率大于 90%; 其中A3处方 (即大豆磷脂与胆固醇

的质量比为 10∶1) 的包封率接近 100%, 证明脂质体膜

中胆固醇的含量是影响MLT包封率的重要因素。有

文献[19]证明MLT和胆固醇有一定相互作用。通过正

交设计分析确定 LM的最优处方为A3B2C3, 即大豆磷

脂与胆固醇的质量比为 10∶1, 磷脂与MLT的摩尔比为

2∶1, PBS与有机相体积比为 5∶1; 用该处方制备的LM

包封率为 98.9%。在LMD制备中, 甘露醇与磷脂的质

量比大于 4∶1时, 冻干效果较好, 为提高载药量, 确定

LMD的最优处方为甘露醇与磷脂的质量比为 4∶1。用

此处方制备的LMD粉末休止角为 30o, 流动性好, 未来

有利于粉末灌装。LMD 的载药量为 6.2%, 复溶后的

脂质体包封率未变。

2 美乐托宁脂质体粉雾剂的理化性质

2.1 外观形态 LM是呈现淡蓝色散射光的混悬液。

LMD是易流动的疏松白色粉末。SEM显示MLT原料

粉末是柱状晶体的聚集颗粒, 粒径较大; 而LMD粉末

大部分为类球形颗粒, 粒径约为20 μm (图1)。

2.2 粒径和 zeta电位 TEM显示LMD复溶的脂质体

是均匀的球形囊泡 (图 2A), 其水动力学直径为

(65.15±5.6) nm (n=3) (图 2B), 多分散系数 PDI为 0.20±

0.14 (n=3), 证明其粒径小且均一, zeta电位为 (-14.2±

0.59) mV (n=3) (图2C)。

2.3 粉体学性质 MLT原料粉末、吉西他滨原料粉末

和 LMD的松密度分别为 0.414±0.032、0.463±0.065和

0.144±0.029 g ·cm-3 (n=3), 均为较疏松粉末, 振实密度

分别为0.601±0.013、0.572±0.082和0.296±0.064 g·cm-3,

De分别为 3.72±0.019、3.53±0.002和 3.64±0.005 μm, Da

分别为 3.23±0.012、2.99±0.006和 2.22±0.006 μm。3种

粉末Da均在1～5 μm内, 适合肺吸入。

2.4 肺部沉积率 粉末的肺部沉积率可用 FPF表达。

MLT原料粉末的FPF<8.06 μm为 21.9%, LMD的FPF<8.06 μm

为22.2%, 两者相近, 均较适合肺吸入给药 (图3)。

2.5 释药特征 LMD和MLT在人工肺液中累计释放

率较大 (图 4)。5 h时LMD和MLT累积释放率分别为

66.51%和 70.39%, 二者释放率接近, 但 8 h时 LMD释

Figure 2 Transmission electron microscopic (TEM) images of

reconstitution of LMD in phosphate buffered solutions (PBS) (A),

and their particle size distribution (B), and zeta potential (C)

Table 3 Entrapment efficiencies of MLT according to the orthog‐

onal design of LM formulations

Formula

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

Factor

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

92.8

91.2

98.7

7.5

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

90.7

96.6

95.4

5.8

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

92.3

95.0

95.4

3.1

Entrapment

efficiency of MLT/%

85.6

98.8

94.0

87.3

93.0

93.4

99.3

98.0

98.9

Figure 1 Scanning electron microscopic (SEM) images of MLT

powders and liposomal melatonin dry powder inhalers (LMD)

Figure 3 Simulated drug lung deposition of MLT powders and

LMD in the different compartments of next generation impactor

(NGI). n = 4,
-
x ± s
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放率为 69.93%, 小于MLT释放率 (84.48%), 证明脂质

体中MLT有一定缓释性。这可能与MLT和脂质体中

胆固醇相互作用有关[19]。12 h时LMD和MLT释放率

接近, 已大部分释放, 分别为 76.03%和 84.92%。二者

的上述释放率未见统计学差异。

3 美乐托宁及其脂质体制剂的安全性

BEAS-2B细胞是人正常支气管上皮细胞, 常用于

肺部给药的安全性评价[20,21]。当药物浓度小于 1

mmol·L-1时, LMD、MLT和吉西他滨的BEAS-2B细胞

毒性小, 细胞存活率均在 80%以上 (图 5A)。在高药物

浓度 (>2.5 mmol · L-1) 时, LMD 和 MLT仍保持 BEAS-

2B细胞低毒性, 细胞存活率超过 70%, 但吉西他滨的

毒性增加, 其细胞存活率和前二者呈现显著差异 (图

5B, P<0.01)。当药物浓度达到 5 mmol·L-1时, LMD和

MLT仍保持低的细胞毒性, 而吉西他滨组的细胞存活

率仅为 48.17% (图 5A)。因此 , 吉西他滨的 BEAS-2B

细胞毒性大 [22], 而 MLT、LMD 的细胞毒性小 , 安全

性好。

4 美乐托宁抑制肺癌细胞增殖及脂质体的增强作用

人肺癌细胞A549常用于评价抗肺癌药物活性[23]。

本研究中, 低药物浓度 (<0.5 mmol·L-1) 条件下, LMD、

MLT和吉西他滨的 A549细胞毒性接近; 当药物浓度

大于 1 mmol · L-1时, LMD的 A549细胞毒性显著大于

MLT和吉西他滨, 后二者相近 (图 5C); 药物浓度为 5

mmol ·L-1时, 三者的细胞存活率分别为 18.6%、39.6%

和 42.7%, 前者和后二者有显著性差异 (图 5D)。三者

IC50分别为 1.16、4.3和 6.04 mmol ·L-1。空白脂质体粉

雾剂无明显细胞毒性。因此MLT有较强抗肺癌细胞

作用 , 脂质体可显著促进 MLT 的抗癌作用。这与文

献[24]报道脂质体制剂可增强药效的结果一致。

用流式细胞仪检测MLT、LMD对A549细胞作用,

凋亡率分别为 4.2% 和 12.3% (图 6), 进一步证明了脂

质体可增强美乐托宁对 A549 细胞早期与晚期凋亡

作用。

5 美乐托宁抗肺癌效果及脂质体的增强作用

与正常肺组织比较, 肺癌模型组和空白脂质体粉

雾剂组的大鼠肺组织有大量肺癌白色结节 (图 7, 而各

治疗组的肺组织外观结节较少。H&E染色表明健康

大鼠肺泡结构清晰完整。肺癌模型组和空白脂质体粉

雾剂组有大量细胞增生和炎性细胞浸润 (图7), 而各治

疗组病理状态明显减轻, 其中肺癌结节显著减少, 细胞

增生与炎性细胞浸润现象也显著减轻 , LMD 组效果

最好。

VEGF诱导血管生成, 促进肿瘤组织生长和高密

度血管化。MLT 可抑制内源性 VEGF 表达[3,25,26]。结

果如图 8所示, 模型组的 VEGF高度表达。药物治疗

后, VEGF表达显著下降, 其中LMD组下降最明显, 接

Figure 4 Release of MLT from the MLT powders and LMD in

the simulated lung fluids. n = 4,
-
x ± s

Figure 5 Cytotoxicity of MLT, LMD and gemcitabine on BEAS-

2B cells depending on concentrations (A) and at 2.5 mmol · L-1

(B), and A549 cells depending on concentrations (C) and at 5

mmol · L-1 (D). n = 4,
-
x ± s. **P<0.01 vs MLT or gemcitabine;

# #P<0.01 vs MLT or LMD

Figure 6 Flow cytometric graphs of A549 cells after treatment

with MLT and LMD
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近于正常水平, 除 LMD早期治疗组 (LMD*组) 外, 与

其他组有显著性差异, 特别是与MLT组比较, 差异比

与吉西他滨组更大。因此脂质体可显著增强MLT的

抗肿瘤活性。LMD早期给药 (LMD*组) 也促进VEGF

表达显著下调, 与LMD常规给药组 (LMD组) 无差异,

说明LMD对肿瘤早期治疗同样有较好效果。

6 美乐托宁具有抗炎和抗氧化作用

MLT具有良好的抗炎和抗氧化作用[27,28]。肿瘤往

往表现炎症反应和氧化应激水平增加。总蛋白量是炎

症反应的直接标志。本研究中模型组的总蛋白量最

高, 各药物治疗组的总蛋白量均显著下降, 证明炎症被

显著抑制 (图9A), 其中LMD组效果最强, 与MLT组有

显著差异。各药物治疗组中除MLT组外, MDA水平

均显著下降 (图 9B), 显示较强抗氧化作用。LMD 早

期给药组 (LMD*组) 与LMD常规给药组 (LMD组) 的

抗炎和抗氧化作用均无显著差异, 证明LMD在肿瘤早

期阶段给药同样产生强的抗炎和抗氧化作用。

7 美乐托宁可促进肿瘤细胞凋亡与和脂质体的增强

作用

NF-κB具有明显的抑制细胞凋亡的功能, 与肿瘤

的发生、生长和转移等多个过程密切相关。NF-κB持

续激活会刺激细胞生长, 导致细胞增殖失控。NF-κB

对肿瘤转移具有明显的促进作用, 能促进肿瘤转移相

关基因 ICAM-1、VCAM-1和MMP-9等表达。已有报

道MLT抑制肿瘤细胞NF-κB p65表达, 发挥抗肿瘤作

用[29,30]。本研究中治疗组与模型组比较, NF-κB p65的

表达明显降低 (图 7), 其中MLT组、LMD组和LMD*组

比吉西他滨组更显著 , 说明 MLT 可明显下调 NF-κB

p65表达。

肺组织中细胞凋亡可用Tunel检测。模型组和空

白脂质体组中细胞凋亡几乎没有发生, MLT组和吉西

他滨组出现细胞凋亡, LMD组和LMD*组的细胞凋亡

明显增多 (图 10)。因此脂质体可明显增强MLT促进

肿瘤细胞凋亡的效果, 并且脂质体剂型在肿瘤早期给

药同样有效。

Figure 9 Expression of total proteins (A) and malondialdehyde

(MDA) (B) in the lung tissues. The meanings of a-g are referred to

Figure 8. n = 4,
-
x ± s. **P<0.01 vs MLT (d) or tumor-bearing rats

without treatment (b); #P<0.05, # #P<0.01 vs tumor-bearing rats

without treatment (b)
Figure 7 Appearance of lung tissues, the images of hematoxylin

and eosin (H&E, 200×) and the expression of nuclear factor kappa

B p65 (NF - κB p65) (200 × ). The scale bars indicate 100 μm.

LMD* indicates administration of LMD earlier than other regi‐

mens for the lung cancer rats treated with LMD, once a week, 15

days post-administration of carcinogen

Figure 8 Expression of vascular endothelial growth factor

(VEGF) in the lung tissues of healthy rats (a), tumor-bearing rats

without treatment (b), tumor-bearing rats treated with blank

liposomes (c), MLT (d), gemcitabine (e), LMD (f), and LMD* (g).

n = 4,
-
x ± s. **P<0.01 vs MLT or gemcitabine
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讨论

目前肺癌化疗药物主要是全身给药, 易带来严重

毒副作用。目前一线化疗药物如吉西他滨, 针对肿瘤

细胞周期的某个阶段 , 长期使用易产生耐药性[31]。

MLT 是人体内源性物质 , 已被作为保健食品广泛使

用, 其安全性已得到确认, 同时MLT具有广泛的药理

作用, 越来越多的研究表明其具有明显的抗肿瘤作用,

但其口服生物利用度低, 影响了对肿瘤等疾病的治疗

效果。理想的给药方式是将药物直接递送于病变组

织, 可获得高效低毒的效果。本研究在分析肺癌的病

理解剖特点和 MLT 的抗肿瘤作用后 , 设计了肺吸入

LMD用于治疗原发性肺癌。

MLT分子微溶于水, 虽然其原料粉末在体外释放

实验中释放率较高, 但肺吸入在局部的液体量很少, 可

能影响其溶解和扩散。将MLT制备成脂质体是比较

好的选择, 可获得高包封率, 受肺组织液体量少的影响

小, 脂质体的细胞融合性也较好, 有利于进入肿瘤细

胞。本文采用乙醇注入法可得到包封率很高的 LM,

这和MLT与胆固醇的相互作用相关[19]。乙醇注入法

得到的脂质体浓度一般较小, 如果直接给药, 剂量难以

提高, 但将其进一步制备成粉雾剂, 不存在液体稀释问

题 , 较容易调节给药剂量。LMD 复溶后脂质体粒径

小、包封率不变, 证明了粉雾剂处方和冻干工艺的优

势, 有利于粉末进入肺组织后快速形成脂质体。MLT

原料粉末和 LMD 在人工肺液中的释放率相近 , 这和

MLT 微溶于水以及 LMD 快速形成脂质体的性质相

关 , 但脂质体和 MLT 比较有一定缓释作用 , 可能与

MLT 分子和脂质体膜中胆固醇分子的相互作用有

关[19], 胆固醇阻止了MLT分子从脂质体中扩散。

粉雾剂与其他肺吸入剂型如气雾剂、雾化吸入溶

液比较, 更方便, 稳定性更好, 给药剂量也可较大, 适合

肺癌治疗。体外模拟肺部沉积实验可评价粉雾剂在呼

吸道不同部位的沉积效果。在 60 L·min-1气流速度条

件下 , NGI撞击器的 1～7 级截止的粒径分别为 8.06、

4.43、2.82、1.66、0.94、0.55和 0.34 μm, 其中 1级粒径较

大, 一般分布在上呼吸道; 2～7级粒子的粒径基本小

于 5 μm, 较易进入肺部, 并能沉积在肺深部; 而 8级粒

子的粒径小并较轻, 易随呼吸排除体外, 不能沉积在肺

深处。因此, 选择微细粒子比例 FPF<8.06 μm代表粉雾剂

肺部沉积率。LMD肺部沉积率为 22.2%, 可获得有效

肺部沉积, 并且遇水复溶后能快速恢复成脂质体, 粒径

小、稳定性好, 其包封率没有变化, 是比较理想的肺吸

入制剂。

在体外药效学和正常组织细胞安全性评价中 ,

MLT及LMD都表达出较高抗A549肺癌细胞效果, 其

中MLT和吉西他滨相当, 而 LMD却表现出比它们更

高的抗肿瘤效果。LMD的药效特点除了与LMD复溶

后可快速在水中扩散外, 还和脂质体的细胞膜亲和性

及融合有关[21]。与抗代谢药吉西他滨比较 , MLT 及

LMD对正常肺支气管细胞表现出很高的安全性, 这与

MLT作为内源性物质和保健食品的特点一致。

本文对 MLT 和 LMD 体内抗肺癌效果和作用机

制进行了详细考察。在肺部给药后, 对大鼠原发性肺

癌都呈现较高抗肿瘤效果, 但机制有所不同。MLT呈

现出明显抑制肿瘤新生血管生成、抗炎、抗氧化和促进

肿瘤细胞凋亡作用, 而大部分情况下, LMD在这几方

面的作用都显著强于MLT, 进一步证明了脂质体粉雾

剂的优势, 并且LMD在肿瘤早期给药同样显示出较强

抗肺癌效果。文献[32]中MLT用于治疗小鼠乳腺癌的

给药剂量为每日 100 mg·kg-1, 连续 5日, 剂量较大, 而

本研究中肺吸入 MLT 和 LMD 的给药剂量为每日 10

mg·kg-1, 连续 4日, 剂量大大减小, 充分体现了肺吸入

给药直接将药物递送至肺癌组织的优势。

文献报道MLT具有明显的抗肿瘤作用, 但在肺癌

方面研究少。本文制备了MLT的脂质体粉雾剂, 通过

肺部给药, 可将MLT直接递送于肺癌组织, 同时脂质

体帮助药物在肺组织内分散, 促进了药物进入细胞, 增

Figure 10 Apoptosis indicated by Tunel staining (200×). The

nuclei are shown by 4', 6'- diamidino-2-phenylindole (DAPI)

staining (200×). The merged images of Tunel and DAPI staining

show the apoptosis in the lung cells. The group names are referred

to the text and LMD* indicates administration of LMD earlier than

other regimens
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强了对肺癌的治疗效果。LMD有望成为高效安全治

疗原发性肺癌的肺吸入制剂。
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