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　　摘要：目的 γ－环糊精金属有机骨架（γ－ＣＤ－ＭＯＦ）为载体负载异甘草素（ＩＳＯ）形成γ－环糊精金属有机骨架复合
物（γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ）以改善ＩＳＯ的物理化学性质及其抗炎活性。方法 ①运用水热合成法制备γ－ＣＤ－ＭＯＦ，通过加
热搅拌法负载ＩＳＯ形成γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ。利用扫描电镜和红外光谱分析对其形态结构进行表征，并对其载药量进行
评价。②以脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小鼠单核巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７）为炎症模型，考察γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ的体外抗炎活性。
采用ＣＣＫ－８法检测γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ的细胞毒性；Ｇｒｉｅｓｓ法检测细胞上清液一氧化氮（ＮＯ）水平；酶联免疫吸附测定
（ＥＬＩＳＡ）法检测细胞上清液白细胞介素－６（ＩＬ－６）和肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）水平；蛋白免疫印迹技术（ＷＢ）检测
环氧化酶（ＣＯＸ－２）、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）蛋白表达量。结果 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ为立方晶体，形状规则，负载
ＩＳＯ前后其形态和粒径无明显变化。γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ的载药量为５．０１％±０．２１％。２．５μｇ／ｍＬ的γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ
对ＲＡＷ２６４．７细胞活力无影响。γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ（０．１、０．５、２．５μｇ／ｍＬ）呈浓度依赖性抑制ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ的生
成、促炎因子ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的分泌，降低ＣＯＸ－２和ｉＮＯＳ蛋白表达水平。结论 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ生物安全性良好，具
有较好的抗炎活性，为治疗急性肺损伤提供新剂型。
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　　急性肺损伤（ＡＬＩ）是严重威胁人类健康的呼吸危重症，进

一步加重可发展为急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ），ＡＬＩ／ＡＲＤＳ

在临床上病死率高达３０％ ～４０％［１］。异甘草素（ＩＳＯ）是甘草

根部提取的天然黄酮类化合物，具有抗肿瘤［２］、抗炎［３］、抗氧

化及免疫调节等多种药理学特性［４］。ＩＳＯ可通过激活 ＡＭＰＫ／

Ｎｒｆ２／ＡＲＥ信号通路抑制 ＮＦ－κＢ和 ＮＬＲＰ３信号通路治疗急

性肺损伤［５］。ＩＳＯ稳定性差、消除半衰期短、给药剂量大等缺

点［６］严重限制其在临床实践中的应用。

吸入给药可将药物直接递送于肺部病变部位，具有肺局部

药物浓度高、无首过效应、药物吸收快等优势，已成为肺部疾病

治疗的首选制剂形式［７－８］。γ－环糊精 －金属有机骨架（γ－

ＣＤ－ＭＯＦ）具有良好的生物相容性［９］，可有效改善客体药物分

子的稳定性［１０］，用于制备干粉吸入剂的载体［１１］。课题组前期

研究发现γ－ＣＤ－ＭＯＦ的溶血率低于５％，表明其血液相容性

与生物安全性良好，可用于呼吸道给药［１２］。因此，本实验选择

γ－ＣＤ－ＭＯＦ作为给药载体负载 ＩＳＯ制备 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ

干粉吸入剂，改善ＩＳＯ稳定性，并进一步对 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ

的体外抗炎活性进行评价，以期为ＩＳＯ干粉吸入剂治疗ＡＬＩ的

治疗提供新思路和新方法。

１　材料与方法

１．１　仪器

磁力搅拌器（德国ＩＫＡ公司）；ＵＶ－９１００紫外分光光度计

（北京瑞利分析仪器公司）；傅里叶变换红外光谱分析仪（Ｔｈｅｒ

ｍｏＦｉｓｈｅｒＮｉｃｏｌｅｔＩＳ５）；扫描电子显微镜（ＳＥＭ，ＰｈｅｎｏｍＰｈａ

ｒｏｓ）；ｐＨ计（ＰＹ－Ｐ１１－２Ｓ，德国赛多利斯有限公司）；低温高

速离心机（赛默飞世尔科技有限公司）；Ｂｉｏｔｅｋ酶标仪（美国伯

腾仪器有限公司）。

１．２　试剂

异甘草素（Ｈ２１１２１１９，上海阿拉丁生化科技股份有限公

司）；ＣＣＫ－８试剂盒（Ｋ００－５００，ＺＥＴＡＴＭＬＩＦＥ）；小鼠白细胞介

素－６（ＩＬ－６）ＥＬＩＳＡ试剂盒（５５５２４０，美国 ＢＤ医疗器械有限

公司）；小鼠肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）ＥＬＩＳＡ试剂盒

（５５５２６８，美国ＢＤ医疗器械有限公司）；一氧化氮检测试剂盒

（Ｓ００２１Ｓ，上海碧云天生物技术有限公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂

盒（ＰＣ００２０，北京索莱宝科技有限公司）；β－ＡｃｔｉｎＲａｂｂｉｔＰｏｌｙ

ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（２０５３６－１－ＡＰ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；ＣＯＸ－２Ｒａｂｂｉｔ

Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（１２３７５－１－ＡＰ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；ｉＮＯＳａｎｔｉｂｏｄｙ

（ＡＦ０１９９，Ａｆｆｉｎｉｔｙ）；ＤＭＥＭ高糖培养基（８０２２６７７７，ＡＴＣＣ）；青

霉素 －链霉素溶液（１５１４０－１２２，Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清 ＦＢＳ

（１００９９－１４１Ｃ，Ｇｉｂｃｏ）；胰蛋白酶 ＥＤＴＡ溶液 （０．２５％）

（２５２００－０７２，Ｇｉｂｃｏ）；脂多糖（ＳＭＢ００７０４，Ｓｉｇｍａ）。

１．３　细胞株
小鼠单核巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７细胞（７００２６４７１，ＡＴＣＣ）。

１．４　载体γ－ＣＤ－ＭＯＦ的合成及 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ干粉吸
入剂的制备

将γ－环糊精（γ－ＣＤ）和氢氧化钾（ＫＯＨ）按照一定比例
（Ｍγ－ＣＤ∶ＭＫＯＨ＝１∶８／反应摩尔比）混匀，经０．４５μｍ水系滤膜
过滤，滤液置６０℃水浴加热搅拌。向体系中滴加一定量甲醇
待饱和后趁热过滤，向滤液中加入 ＰＥＧ２００００甲醇／水溶液
（Ｖ∶Ｖ＝１∶１，ＣＰＥＧ２００００＝８ｍｇ／ｍＬ），室温搅拌（６００ｒ／ｍｉｎ）４ｈ。
离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），弃上清，沉淀用甲醇洗涤３次。二
氯甲烷浸泡沉淀过夜，移除上清，５０℃真空干燥即得碱性γ－
ＣＤ－ＭＯＦ固体载体材料。用无水乙醇将其重新分散，加入适
量冰醋酸。缓慢振摇（１００ｒ／ｍｉｎ）２ｈ后离心，乙醇洗涤３次，
真空干燥，即得中性化γ－ＣＤ－ＭＯＦ固体载体材料。

采用加热搅拌方法负载 ＩＳＯ。向 ＩＳＯ无水乙醇溶液中加
入γ－ＣＤ－ＭＯＦ，３５℃水浴搅拌４ｈ。载药混悬液于４０００ｒ／
ｍｉｎ离心，弃上清。无水乙醇润洗 ３次，真空干燥，得淡黄色
γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ粉末。
１．５　表征
１．５．１　傅里叶变换红外光谱（ＦＴ－ＩＲ）　无需与溴化钾混合、
压片制样，分别将异甘草素原料药、γ－ＣＤ－ＭＯＦ、γ－ＣＤ－
ＭＯＦ／ＩＳＯ，γ－ＣＤ－ＭＯＦ和异甘草素的物理混合物置于检测器
上，拧紧旋钮，在波数４０００～４００ｃｍ－１范围内对样品进行红外
吸收光谱的测定。

１．５．２　扫描电子显微镜（ＳＥＭ）　样品均匀涂抹于双面导电胶
表面，进行镀金处理后，在适当的放大倍数下观察样品的外观

形貌。

１．６　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ载药量的测定
１．６．１　紫外检测波长的选择　精密称取异甘草素标准品 ５
ｍｇ于５０ｍＬ容量瓶中，加无水乙醇溶解并定容至刻度即得０．１
ｇ／Ｌ异甘草素储备液。精密吸取６ｍＬ异甘草素储备液置１００
ｍＬ容量瓶中，乙醇定容，以乙醇为空白对照，进行紫外全波长
扫描，波长扫描范围为２４０～８００ｎｍ，取最大吸收波长为测定
波长。

精密称取γ－ＣＤ－ＭＯＦ样品５ｍｇ于１０ｍＬ容量瓶中，加
超纯水超声溶解并定容至刻度即得０．５ｇ／Ｌγ－ＣＤ－ＭＯＦ储
备液。用紫外分光光度计进行扫描，以超纯水为空白对照，波

长扫描范围为２４０～８００ｎｍ。
１．６．２　标准曲线的建立　精密量取异甘草素储备液１、２、３、
４、８、１２ｍＬ置于１００ｍＬ容量瓶中，用纯水定容至刻度制备系
列浓度，在“１．６．１”中测得的最大吸收波长下测定吸光度，以
标准溶液浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准曲线，得

回归方程。

５０２
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１．６．３　载药量　精密称取２ｍｇγ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ置于５ｍＬ
离心管中，加入２ｍＬ纯水超声溶解，再加入２ｍＬ无水乙醇涡
旋混匀，取溶液２ｍＬ在“１．６．１”中测得的最大吸收波长下测
定吸光度，代入回归方程计算浓度。样品中测得ＩＳＯ的量记为
Ｗ０，样品总重记为Ｗ，载药量按下述公式进行计算。

载药量（％）＝Ｗ０／Ｗ×１００％
１．７　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ体外活性评价
１．７．１　细胞分组　（１）空白组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）：含１０％血清的完
全培养基培养。（２）模型组（Ｍｏｄｅｌ组）：含１００ｎｇ／ｍＬ脂多糖
（ＬＰＳ）的完全培养基培养。（３）ＩＳＯ给药组：分别加入 ０．１、
０５、２．５μｇ／ｍＬ的ＩＳＯ，预处理１ｈ，再依次加入１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ
共同培养。（４）γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ给药组：分别加入０．１、０．５、
２．５μｇ／ｍＬ（ＩＳＯ含量）的 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ，预处理１ｈ，再依
次加入１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ培养。（５）药物单独处理组：分别加入
２．５μｇ／ｍＬ的ＩＳＯ或γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ培养。

以上实验组处理时间均为２４ｈ，收集细胞培养液，离心后
上清液用于一氧化氮（ＮＯ）和促炎因子检测；细胞用 ＰＢＳ润洗
后加入ＲＡＰＩ（含１％蛋白酶抑制剂）提取液，高速低温离心，
ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度。
１．７．２　ＣＣＫ－８法检测细胞毒性　ＲＡＷ２６４．７细胞以１×１０５

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种于９６孔板，培养过夜，分别用不同浓度γ－ＣＤ－
ＭＯＦ（２５、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ），γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ（０．１、
０５、２．５、５、１０μｇ／ｍＬ）处理２４ｈ，空白组加入等量 ＤＭＳＯ培养
基作对照。采用 ＣＣＫ－８法检测细胞存活率，即加入 １０μＬ
ＣＣＫ－８试剂，３７℃孵育１ｈ，酶标仪４５０ｎｍ处检测 ＯＤ值。
根据测得的ＯＤ值，计算细胞的相对存活率。
１．７．３　ＮＯ水平　将 ＲＡＷ２６４．７细胞以１×１０４ｃｅｌｌｓ／孔密度
接种于９６孔板，孵育２４ｈ。按照“１．７．１”中分组处理细胞，上
清液转移至新的９６孔板中，依次加入标准品及样品（５０μＬ／
孔）、室温ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅠ（５０μＬ／孔）、ＧｒｉｅｓｓＲｅａｇｅｎｔⅡ（５０
μＬ／孔），酶标仪５４０ｎｍ波长处测定吸光度值，根据标准品曲
线计算出不同组别样品中ＮＯ的释放量。
１．７．４　酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法检测 ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α
水平　将ＲＡＷ２６４．７细胞以５×１０４ｃｅｌｌｓ／孔密度接种于２４孔
板，培养过夜，按照“１．７．１”中分组处理细胞。按照试剂盒步
骤测定细胞上清中ＩＬ－６及ＴＮＦ－α水平。

１．７．５　蛋白免疫印迹技术（ＷＢ）检测环氧化酶（ＣＯＸ－２）、诱
导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）蛋白表达量　将 ＲＡＷ２６４．７细胞
以２×１０５ｃｅｌｌｓ／孔的密度接种于 ６孔板，培养过夜，按照
“１．７．１”中分组处理细胞。采用 ＷＢ检测 ＲＡＷ２６４．７细胞中
ＣＯＸ－２、ｉＮＯＳ蛋白表达量的变化。

所有实验至少重复３次。
１．８　统计学方法

实验结果用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）来表示，利用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
ｐｒｉｓｍ８．０软件进行正态性检验及Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ比较各组
内及组间差异，Ｐ＜００５表明差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ干粉吸入剂结构表征

采用ＳＥＭ对其粒径和形态进行表征（图１），载药前 γ－
ＣＤ－ＭＯＦ为形状规则的立方晶体，粒径１～５μｍ，负载ＩＳＯ后
形态和粒径维持原状。

如图２所示。ＩＳＯ在３４６１ｃｍ－１处吸收峰为羟基伸缩振动
吸收（νＯ－Ｈ）峰，１６２９ｃｍ

－１处为羰基伸缩振动峰（νＣ＝Ｏ），１５４３

ｃｍ－１处的峰是苯环骨架的伸缩振动（νＣ＝Ｃ），苯环羟基（δＯ－Ｈ）

剪式振动为１２４９ｃｍ－１，９６８～７９２ｃｍ－１为苯环上芳氢的面外弯
曲振动（γ＝Ｃ－Ｈ）峰。γ－ＣＤ观察到两个特征吸收谱带：

３６００～３２００ｃｍ－１处的强吸收带由 Ｏ－Ｈ伸缩振动（νＯ－Ｈ）产

生，２９２６ｃｍ－１处为 Ｃ－Ｈ的伸缩振动（νＣ－Ｈ），而１３３５ｃｍ
－１处

为甲基、亚甲基剪式振动（δＣ－Ｈ），１０７７～９９６ｃｍ
－１处宽峰为

Ｃ－Ｏ－Ｃ的伸缩振动峰（νＣ－Ｏ－Ｃ）。γ－ＣＤ－ＭＯＦ材料的红外

光谱与γ－ＣＤ的没有显著差异，仅在１０１９ｃｍ－１处 Ｃ－Ｏ－Ｃ
的伸缩振动峰（νＣ－Ｏ－Ｃ）为一尖峰，这主要是 Ｋ

＋配位干扰的原

因，表明环糊精骨架存在于合成材料中［１３］。

ＩＳＯ与γ－ＣＤ－ＭＯＦ的物理混合物兼有 ＩＳＯ和 γ－ＣＤ－
ＭＯＦ的特征吸收峰，而 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ的 ＦＴ－ＩＲ图在
１６２７ｃｍ－１处未发现 Ｃ＝Ｏ羰基伸缩振动峰（νＣ＝Ｏ），但 １５５６

ｃｍ－１处仍有明显的苯环骨架的伸缩振动（νＣ＝Ｃ），表明 γ－
ＣＤ－ＭＯＦ的羟基与ＩＳＯ羰基之间可能存在相互作用形成了氢
键。γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ中１６７２ｃｍ－１处的吸收峰相较于ＩＳＯ与
γ－ＣＤ－ＭＯＦ的物理混合物明显变弱，说明ＩＳＯ已被载入γ－
ＣＤ－ＭＯＦ中，ＩＳＯ的特征峰被掩盖，形成了复合物。

图１　中性化γ－ＣＤ－ＭＯＦ（左）和γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ（右）电镜图

６０２
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图２　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ的红外光谱

２．２　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ载药量的测定
２．２．１　检测波长的选择　由紫外吸收图谱（图 ３）可知，在
２４０～８００ｎｍ扫描区间，ＩＳＯ在３７０ｎｍ处有最大吸收峰，γ－
ＣＤ－ＭＯＦ在此波长无干扰，故测定吸收波长选择３７０ｎｍ。
２．２．２　标准曲线的建立　异甘草素标准品吸光度值为 Ｘ轴，
浓度为 Ｙ轴进行回归，得线性回归方程：ｙ＝９．３３８２ｘ＋
００６２６，Ｒ２＝０．９９９３，表明 ＩＳＯ在１．０５～１２．６μｇ／ｍＬ浓度范
围内，吸光度值与浓度呈良好的线性关系（如图４所示）。经
计算，ＩＳＯ在γ－ＣＤ－ＭＯＦ中的载药量为５．０１％±０．２１％。
２．３　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ的细胞活性评价

由图５可知，γ－ＣＤ－ＭＯＦ在检测的浓度范围内均无毒
性，其作为载体不会引起细胞毒性；ＩＳＯ与 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ
在０．１～５μｇ／ｍＬ浓度范围内对 ＲＡＷ２６４．７细胞活力无影
响，１０μｇ／ｍＬ时对细胞产生了毒性作用，提示 ＩＳＯ负载到

γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ并不会降低其安全性。根据结果，γ－
ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ选择０．１、０．５、２．５μｇ／ｍＬ浓度进行后续细
胞实验。

图３　ＩＳＯ（Ａ）和γ－ＣＤ－ＭＯＦ（Ｂ）的紫外光谱

图４　ＩＳＯ浓度与吸光度线性关系
２．４　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ显著抑制 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细
胞ＮＯ的生成

如图６所示，ＬＰＳ诱导ＲＡＷ４６．７细胞能产生过量的 ＮＯ，

γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ处理后，０．１～２．５μｇ／ｍＬ浓度范围内 ＮＯ
释放量显著降低，且呈剂量依赖性，γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ单独处
理不会引起ＮＯ生成。
２．５　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ显著降低 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细
胞促炎因子ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的分泌

与空白组相比，促炎因子 ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的表达量在 ＬＰＳ

诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞中显著增加，ＩＳＯ和γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ
组对ＩＬ－６的表达量呈剂量依赖性抑制作用（图 ７Ａ），对
ＴＮＦ－α的表达量仅在 ２．５μｇ／ｍＬ时有显著抑制作用（图
７Ｂ）。ＩＳＯ负载到γ－ＣＤ－ＭＯＦ不会影响其抗炎活性。
２．６　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ显著抑制 ＬＰＳ诱导的 ＲＡＷ２６４．７细
胞ｉＮＯＳ和ＣＯＸ－２蛋白表达水平

与空白组相比，ＬＰＳ处理后 ＣＯＸ－２和 ｉＮＯＳ的表达水平
显著升高，γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ干预后能显著降低 ｉＮＯＳ蛋白表
达，且呈剂量依赖性（图 ８Ａ）；０．５μｇ／ｍＬＩＳＯ及 γ－ＣＤ－
ＭＯＦ／ＩＳＯ对ＣＯＸ－２表达量有一定的抑制作用（图８Ｂ）。
３　讨论

ＡＬＩ是一种由外部或者肺内部因素刺激引起肺部炎症反
应，导致肺泡上皮细胞，或毛细血管内皮细胞损伤使细胞通透

性增加、炎性细胞的浸润、促炎细胞因子释放，进而引起肺部失

控的免疫炎症反应和组织损伤的弥漫性肺部疾病［１４］。中药防

治ＡＬＩ具有较好的效果，异甘草素是甘草的主要活性成分，具
有抗动脉粥样硬化、抗癌、抗糖尿病、抗微生物、解痉、抗炎和抗

哮喘等特性［１５］。已有研究证明异甘草素对ＡＬＩ有一定的治疗
作用，能够减轻炎症与氧化应激反应［１６］。异甘草素经口服易

被肠道和肝脏大量代谢导致其生物利用度低［１７］，从而影响其

７０２



第４４卷　第７期
２０２６年 ７月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０２６

　　注：Ａ．γ－ＣＤ－ＭＯＦ对ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响；Ｂ．γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ对ＲＡＷ２６４．７细胞活力的影响；Ｃ．ＩＳＯ对ＲＡＷ２６４．７细胞

活力的影响。Ｐ＜００５；Ｐ＜００１；ｎｓＰ＞００５。

图５　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ对ＲＡＷ２６４．７细胞存活率的影响

　　注：Ｐ＜００００１；＃Ｐ＜００５；＃＃＃＃Ｐ＜００００１。

图６　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ对ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ生成量的影响

临床应用。

肺吸入给药作为一种非侵入性给药方式，可将药物直接递

送至肺部，避免首过效应，减少给药剂量，增加药物的肺组织分

布，提高药物的生物利用度［１８］。环糊精金属有机骨架因具备

良好的生物相容性、高载药量等优点被认为是一种极具潜力药

物载体［１３，１９－２１］。张忠斌等［２２］以壳聚糖 －环糊精聚合物为载
体制备异甘草素纳米制剂，载药量为（４．４６０±０．２３０）％。相
比之下，γ－ＣＤ－ＭＯＦ作为载体负载异甘草素后载药量具有
一定程度的提高。与 α、β－ＣＤ－ＭＯＦ相比，γ－ＣＤ－ＭＯＦ因
其独特的结构优势被应用于肺部给药［２３］。γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ
粒径在１～５μｍ，符合吸入粉雾剂对药物微粒的要求，在呼吸

道递药系统中具有潜在应用价值。

肺泡巨噬细胞位于肺泡腔内，是呼吸道的第一道防线，其

在肺损伤的病理发展过程中起着重要作用［２４］。巨噬细胞是参

与肺部疾病进展的关键效应细胞，能够释放多种与免疫相关的

炎症因子［２５］。因此，抑制巨噬细胞介导的炎症反应可能是

ＡＬＩ治疗的有效策略。ＬＰＳ作为一种内毒素和炎症介质，可以
刺激机体的免疫系统，引起巨噬细胞的活化，诱发炎症因子的

分泌，从而导致肺损伤［２６］。ＩＬ－６、ＴＮＦ－α等促炎因子的分泌
会使大量炎症细胞浸润聚集，继续加重 ＡＬＩ［２７］。因此，本研究
采用ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞为炎症模型进行体外抗炎活
性研究。

实验结果表明γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ与γ－ＣＤ－ＭＯＦ在一定
浓度范围内对细胞均无明显毒性，提示其生物安全性良好。

γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ能够减少ＲＡＷ２６４．７细胞炎症模型中促炎
因子ＩＬ－６、ＴＮＦ－α的释放，ＩＳＯ负载到γ－ＣＤ－ＭＯＦ并不会
降低其活性。ＣＯＸ－２是炎症反应的关键酶，机体受炎症因子
刺激时，单核巨噬细胞诱导 ＣＯＸ－２的表达，加速炎症反
应［２８］，γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ能抑制其生成。ＮＯ是内毒素血症和
炎症反应的重要调节分子，ｉＮＯＳ是 ＮＯ产生的关键酶，抑制
ｉＮＯＳ对维持生理功能至关重要［２９］。在 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ干
预下，ＮＯ释放量和 ｉＮＯＳ蛋白表达量均有显著抑制作用。总
之，细胞试验结果证明 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ对 ＬＰＳ诱导的炎症
反应有较好的抑制作用。

注：Ａ．ＩＬ－６蛋白表达量；Ｂ．ＴＮＦ－α蛋白表达量。Ｐ＜００００１；＃＃Ｐ＜００１；＃＃＃Ｐ＜０００１；＃＃＃＃Ｐ＜００００１。

图７　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ对ＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ－６、ＴＮＦ－α分泌量的影响
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图８　γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ对ＬＰＳ诱导的ＲＡＷ２６４．７

细胞ｉＮＯＳ、ＣＯＸ－２表达的影响

　　本实验成功制备了 γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ复合物，体外试验
表明γ－ＣＤ－ＭＯＦ／ＩＳＯ生物相容性好，并且具有较好的抗炎活
性，为ＡＬＩ的治疗提供新剂型和新方法。
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ｖｉｅｗｏｆｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｆｏｒｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＤｒｕｇ

Ｔａｒｇｅｔ，２０２２，３０（４）：３８１－３９３．

［２４］　ＷＯＯＹＤ，ＪＥＯＮＧＤ，ＣＨＵＮＧＤＨ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆ

ａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌｓ，２０２１，４４（５）：２９２－３００．

［２５］　ＢＹＲＮＥＡＪ，ＭＡＴＨＩＥＳＡ，ＧＲＥＧＯＲＹＬＧ，ｅｔａｌ．Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ：ｋｅｙｐｌａｙｅｒｓｉｎｔｈｅｉｎｎａｔｅｄｅｆｅｎｃｅｏｆｔｈｅａｉｒｗａｙｓ［Ｊ］．

Ｔｈｏｒａｘ，２０１５，７０（１２）：１１８９－１１９６．

［２６］　ＨＥＨＱ，ＷＵＹＸ，ＮＩＥＹＪ，ｅｔａｌ．ＬＹＲＭ０３，ａｎｕｂｅｎｉｍｅｘｄｅｒｉｖ

ａｔｉｖｅ，ａｔｔｅｎｕａｔｅｓＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅｂｙｓｕｐ

ｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅＴＬＲ４ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｏｌＳｉｎ，

２０１７，３８（３）：３４２－３５０．

［２７］　ＢＯＳＬＤＪ，ＷＡＲＥＬＢ．Ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ：ｃａｕ

ｓｅｓ，ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０２２，４００

（１０３５８）：１１４５－１１５６．

［２８］　抗晶晶，张丽娟，刘晓宁，等．绿原酸对脂多糖致炎症小鼠体

内体外ＣＯＸ－２的影响［Ｊ］．河南师范大学学报（自然科学版），

２０１７，４５（５）：４９－５２．

［２９］　ＣＩＮＥＬＬＩＭＡ，ＤＯＨＴ，ＭＩＬＥＹＧＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ：Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｅｄＲｅｓＲｅｖ，

２０２０，４０（１）：１５８－１８９．

９０２
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