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　　［摘要］　目的　研究小鼠体内干粉吸入麦胚凝集素（ＷＧＡ）化修饰的昔萘酸沙美特罗（ＳａｌＸ）纳米粒微粒（ＮｉＭＳ）的药效

学及药动学。方法　通过皮下和腹腔注射卵清蛋白（ＯＶＡ）建立小鼠肺哮喘病理模型，经气道干粉吸入给予 ＷＧＡＳａｌＸ
ＮｉＭＳ粉末，采用对照实验法，检测给药后的肺组织及气道炎症情况，并对药物在小鼠血浆和肺组织中的药代动力学行为进行

研究。数据用ＳｉｇｍａＳｔａｔｅ统计软件包处理。结果　与模型组相比，ＳａｌＸＮｉＭＳ组和 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组小鼠支气管肺泡灌
洗液（ＢＡＬＦ）中白细胞总数、嗜酸粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞数目呈下降趋势。ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组小鼠ＢＡＬＦ中淋巴细胞

及巨噬细胞数与ＳａｌＸＮｉＭＳ组相比减少（Ｐ＜０．０５）。在小鼠血浆中，ＳａｌＸＮｉＭＳ组的ｔｍａｘ为１．５００ｈ，Ｃｍａｘ为５７．３６６ｍｇ／Ｌ，ｔ１／２β
为６９．３１５ｈ，ＡＵＣ０∞为２４２７．２０５ｍｇ·Ｌ－１·ｈ，ＭＲＴ０∞为５５．２９４ｈ；ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组的ｔｍａｘ为１．０００ｈ，Ｃｍａｘ为６２．５８１ｍｇ／

Ｌ，ｔ１／２β为６９．３１５ｈ，ＡＵＣ０∞为４０７１．８３８ｍｇ·Ｌ－１·ｈ，ＭＲＴ０∞为７５．０９４ｈ。在小鼠肺组织中，ＳａｌＸＮｉＭＳ组的ｔｍａｘ为０．０８３ｈ，

Ｃｍａｘ为０．４９７μｇ／ｍｇ，ｔ１／２β为１１．２３１ｈ，ＡＵＣ０∞为３．９３６μｇ·ｍｇ
－１·ｈ，ＭＲＴ０∞为１３．８５４ｈ；ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组的ｔｍａｘ为０．０８３

ｈ，Ｃｍａｘ为０．７９６μｇ／ｍｇ，ｔ１／２β为２７．２９４ｈ，ＡＵＣ０∞为５．５７８μｇ·ｍｇ
－１·ｈ，ＭＲＴ０∞为２６．３３０ｈ。ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组的血浆及

肺组织药物浓度均高于ＳａｌＸＮｉＭＳ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＷＧＡ修饰后的ＳａｌＸＮｉＭＳ在小鼠体内易于释药，血浆和肺组织中
药物浓度较高，有利于哮喘发作时炎症的控制与改善。
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一种长效、选择性β２肾上腺素受体激动剂，主要用

于治疗长期哮喘（包括夜间哮喘和运动诱发哮喘）、

慢性支气管炎和慢性阻塞性肺病等［１３］，多以吸入方

式给药。本课题组在纳米粒微粒系统（ｎａｎｏｐａｒｔｉ

ｃｌｅｓｉｎｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｙｓｔｅｍ，ＮｉＭＳ）研究［４６］基础

上，以壳聚糖（ＣＳ）为载体材料，通过麦胚凝集素

（ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＷＧＡ）修饰制成 ＷＧＡ

ＳａｌＸＮｉＭＳ给药系统［７８］，验证了体外糖触发释药和

人工肺沉降效果［９］。本研究以卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕ

ｍｉｎ，ＯＶＡ）致敏后的小鼠为模型动物，经干粉吸入

给予 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ粉末，观察药物对小鼠肺组

织及气道炎症的作用，并对药物在小鼠血浆和肺组

织中的药代动力学行为进行研究。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱仪

（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｓ１０３型恒温磁力搅拌器（上

海司乐仪器有限公司）；ＤＫ８Ｄ型电热恒温水槽（上

海精宏实验设备有限公司）；Ｂ２９０型小型喷雾干燥

器（瑞士ＢＵＣＨＩ）；ＴＨＺＱ型台式冷冻恒温振荡器

（太仓市华美生化仪器厂）；ＨＲ１２０型电子天平（日

本Ａ＆Ｄ公司）；Ｆ６／１０型匀浆机（德国ＦＬＵＫＯ公

司）；ＳｏｒｖａｌｌＦｒｅｓｃｏ高速冷冻离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ公司。ＳａｌＸ标准品（纯度为９９．９％，美国Ｓｉｇ

ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；ＣＳ（脱乙酰度９０％，平均相对分

子质量４００００～８００００，上海蓝季科技发展有限公

司）；多聚磷酸钠（ＴＰＰ）、冰醋酸、无水乙醇、２５％戊

二醛（国药集团化学试剂有限公司）；ＯＶＡ（美国Ｓｉｇ

ｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；阿托伐他汀钙标准品（纯度为

９９．９％，英国ＬＧＣ公司）；甲醇、乙腈（色谱纯，德国

ＣＮＷＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＧｍｂＨ公司）。

１．２　动物　ＩＣＲ 小鼠，雌性，７～８周龄，体质量

（２０±２）ｇ，购于上海西普尔必凯实验动物有限公

司。动物合格证号：００９１８２３，许可证号码：ＳＣＸＫ
（沪）２００８００１６号。动物饲养环境条件：室温２０～

２３℃，光照１２ｈ暗、１２ｈ明，动物自由饮水进食。

１．３　色谱条件　ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱（２５０ｍｍ×４．６

ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇水溶液（体积比８０２０，

磷酸调ｐＨ＝３．０）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；

波长：２２５ｎｍ；进样量：２０μＬ。

１．４　ＮｉＭＳ的制备　４０℃水浴加热的条件下将适量

ＳａｌＸ溶于无水乙醇中制得ＳａｌＸ溶液。在持续磁力

搅拌（９００转／分）条件下将ＳａｌＸ溶液缓慢滴加入

０．５％（质量体积分数）ＣＳ溶液中，ＣＳＳａｌＸ＝６１
（质量分数），完毕后继续滴加０．５％（质量体积分数）

ＴＰＰ溶液，ＣＳＴＰＰ＝３１（质量分数），即得ＳａｌＸ

ＮｉＭＳ溶液。参考课题组前期相关工作［７，９］对载药

纳米粒进行 ＷＧＡ化修饰，最后将 ＷＧＡ修饰后的

载药纳米粒溶液通过喷雾干燥一步制得 ＷＧＡ

ＳａｌＸＮｉＭＳ。

１．５　动物致敏　致敏组用新鲜配制的２ｍｇ／ｍＬ

ＯＶＡ作皮下注射（ｉｈ）和腹腔注射（ｉｐ），空白对照组

仅用１０％的氢氧化铝凝胶。每只小鼠注射部位及

ＯＶＡ的用量如下：两后爪各２５μＬ（ｉｈ）；两侧腹股沟

各２５μＬ（ｉｈ）；背部两处各５０μＬ（ｉｈ）；颈部１００μＬ
（ｉｈ）；腹腔２００μＬ（ｉｐ）。１４ｄ后再用２００μＬ腹腔注

射以加强致敏。第２１天开始每天气道喷入给药，给

药后３０ｍｉｎ，用１０ｍｇ／ｍＬ的ＯＶＡ攻击３０ｍｉｎ，连

续７ｄ。

１．６　药效学研究　将药物装入圆锥形小管中，粗头

连接注射器，细头用于探入小鼠口腔中给药。小鼠

乙醚麻醉，仰卧位，拉出舌头，可见一张一合的小鼠

气道。将装有药物的圆锥形小管探入小鼠气道，推

动注射器将０．３ｍＬ空气和药物一起递送到动物

体内。
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　　动物分５组，每组１０只。空白组：不致敏，不给

药；模型组：致敏，气道喷入空气；空白辅料组：致敏，

气道 喷 入 空 白 辅 料 ２ ｍｇ／只；ＳａｌＸＮｉＭＳ 组 和

ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组：致敏，气道喷入药物粉末２

ｍｇ／只。给药结束后处死小鼠，结扎左肺下叶，行肺

泡灌洗（每次０．５ｍＬ×３次）。肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）

离心去上清，沉淀用于涂片，瑞士吉姆萨染色，做细

胞分类计数。取小鼠右肺下叶肺组织浸泡于４％甲

醛中，７ｄ后取材，石蜡包埋，切５μｍ薄片，铺于玻

片，ＨＥ染色，观察血管周和气道周的嗜酸粒细胞浸

润情况。

１．７　药动学研究　给药装置同药效学给药。小鼠

乙醚麻醉，仰卧位，切开颈部皮肤，分离气道，将装有

药物的圆锥形小管插入小鼠气道，推动注射器。将

０．３ｍＬ空气和药物一起递送到动物体内，随后缝合

气道以及颈部皮肤。

　　动物分为ＳａｌＸＮｉＭＳ和 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ两

组，每组８０只。小鼠体质量均为３０ｇ左右，每只小

鼠气道喷入 ４ ｍｇＳａｌＸＮｉＭＳ 或者 ＷＧＡＳａｌＸ

ＮｉＭＳ。ＳａｌＸＮｉＭＳ和 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ的ＳａｌＸ载

药量均约为７．６％。小鼠给药剂量＝４ｍｇ×７．６％／

０．０３ｋｇ≈１０ｍｇ／ｋｇ。

　　分别于小鼠气道喷入药物后５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０

ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４５ｍｉｎ、１ｈ、１．５ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１２

ｈ和２４ｈ时眼球取血，肝素抗凝，离心分离血浆，同

时取小鼠肺组织一同保存于－８０℃冰箱待测。按

１．３项下色谱条件检测药物浓度。

１．８　统计学处理　实验数据以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳｉｇｍａＳｔａｔｅ统计软件包进行方差分析，两两比较采

用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ（ＳＮＫ）检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＮｉＭＳ对致敏小鼠气道炎症及肺组织的影

响　制得的 ＮｉＭＳ外观较为圆整规则，粒度分布主

要集中在２～８μｍ 范围内，ＳａｌＸＮｉＭＳ和 ＷＧＡ

ＳａｌＸＮｉＭＳ两种处方的包封率均在７０％以上，载药

量在８％左右［９］。

　　如图１所示，ＯＶＡ致敏小鼠经７ｄ抗原攻击后，

模型组小鼠支气管ＢＡＬＦ中白细胞总数、嗜酸粒细

胞、淋巴细胞和巨噬细胞数目均较空白对照组（无抗

原攻击）增加（Ｐ＜０．０１）。空白辅料气道喷入连续给

药７ｄ后，小鼠ＢＡＬＦ中白细胞总数、嗜酸粒细胞、

淋巴细胞和巨噬细胞数与模型组一致，差异无统计

学意义。小鼠气道连续喷入ＳａｌＸＮｉＭＳ粉末７ｄ，

与模型组相比白细胞总数、淋巴细胞及巨噬细胞数

目有下降的趋势，但差异无统计学意义，仅嗜酸粒细

胞数降低（Ｐ＜０．０５）；小鼠气道连续喷入 ＷＧＡ

ＳａｌＸＮｉＭＳ粉末７ｄ，与模型组相比白细胞总数、嗜

酸粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞数有下降的趋势，但

差异 无 统 计 学 意 义。ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ 组 小 鼠

ＢＡＬＦ中淋巴细胞及巨噬细胞数与ＳａｌＸＮｉＭＳ组相

比减少（Ｐ＜０．０５）。

图１　ＮｉＭＳ干粉吸入剂对致敏小鼠气道炎症的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮｉＭＳｄｒｙｐｏｗｄｅｒｉｎｈａｌａｔｉｏｎ

ｏｎａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅ

ＳａｌＸ：Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ；ＮｉＭＳ：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｍｉｃｒｏｐ

ａｒｔｉｃｌｅｓｓｙｓｔｅｍ；ＷＧＡ：Ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ．Ｐ＜０．０５

ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓ

ＳａｌＸＮｉＭＳｇｒｏｕｐ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

　　小鼠肺组织病理学检查发现（图２），模型组小鼠

气道和血管周围炎症细胞浸润，特别是嗜酸粒细胞

浸润增加。ＳａｌＸＮｉＭＳ组和 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组小

鼠肺组织中也有嗜酸粒细胞浸润。

２．２　小鼠血浆药物浓度测定结果　小鼠血浆药时

曲线见图３Ａ，主要药代动力学参数见表１。由图３Ａ
可见，ＳａｌＸＮｉＭＳ气道喷入给药后小鼠血浆中的药

物浓度在１．５ｈ时达到峰值５７．３６６ｍｇ／Ｌ，随后呈现

不断下降趋势；ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ气道喷入给药后

小鼠 血 浆 中 的 药 物 浓 度 在 １ ｈ 时 达 到 峰 值

６２．５８１ｍｇ／Ｌ，随 后 也 基 本 呈 现 下 降 趋 势。

ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ粉 末 血 药 浓 度 要 普 遍 高 于

ＳａｌＸＮｉＭＳ粉末（Ｐ＜０．０５），３０ｍｉｎ处ＳａｌＸＮｉＭＳ
组３７．２６７ｍｇ／Ｌ，ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ组５０．９５８ｍｇ／

Ｌ；１ｈ处ＳａｌＸＮｉＭＳ组４９．０５９ｍｇ／Ｌ，ＷＧＡＳａｌＸ

ＮｉＭＳ组６２．５８１ｍｇ／Ｌ。

２．３　小鼠肺组织药物浓度测定结果　小鼠肺组织
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药时曲线见图３Ｂ，主要药代动力学参数见表１。由

图３Ｂ可见，ＳａｌＸＮｉＭＳ和 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ给药后

肺组 织 中 的 药 物 浓 度 均 呈 现 不 断 下 降 趋 势，

ＳａｌＸＮｉＭＳ给药后肺组织中的药物浓度在５ｍｉｎ时达

到峰值０．４９７μｇ／ｍｇ，２４ｈ时降至０．０５６４μｇ／ｍｇ；

ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ给药后在５ｍｉｎ处达到峰值０．７９６

μｇ／ｍｇ，２４ｈ时降至０．０６６４μｇ／ｍｇ。ＷＧＡＳａｌＸ

ＮｉＭＳ组药物浓度要普遍高于ＳａｌＸＮｉＭＳ组（Ｐ＜
０．０５），５ｍｉｎ时分别为０．７９６μｇ／ｍｇ、０．４９７μｇ／ｍｇ，１０

ｍｉｎ时分别为０．５３１μｇ／ｍｇ、０．３２５μｇ／ｍｇ。

图２　ＮｉＭＳ干粉吸入剂对致敏小鼠肺组织炎症细胞浸润的影响（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮｉＭＳｄｒｙｐｏｗｄｅｒｉｎｈａｌａｔｉｏｎｏｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

ＮｉＭＳ：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｙｓｔｅｍ；ＳａｌＸ：Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ；ＷＧＡ：Ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ．Ａ：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；Ｂ：

Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋａｄｊｕｖａｎｔｍａｔｅｒｉａｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＳａｌＸＮｉＭＳｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　ＮｉＭＳ粉末气道喷入后血浆（Ａ）和肺组织（Ｂ）药物浓度时间曲线

Ｆｉｇ３　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆｐｌａｓｍａ（Ａ）ａｎｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ（Ｂ）ａｆｔｅｒＮｉＭＳｄｒｙｐｏｗｄｅｒｉｎｈａｌａｔｉｏｎ

ＳａｌＸ：Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ；ＮｉＭＳ：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｙｓｔｅｍ；ＷＧＡ：Ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

表１　ＮｉＭＳ粉末气道喷入给药血浆和肺组织中药物药动学参数

Ｔａｂ１　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｌａｓｍａａｎｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒＮｉＭＳｄｒｙｐｏｗｄｅｒｉｎｈａｌａｔｉｏｎ
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Ｐｌａｓｍａ

　ＳａｌＸＮｉＭＳ ０．６４３ ０．００７ ６９．３１５ ２４２７．２０５ｍｇ·Ｌ－１·ｈ １．５００ ５７．３６６ｍｇ·Ｌ－１ ５５．２９４

　ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ ０．０９３ ０．０１４ ６９．３１５ ４０７１．８３８ｍｇ·Ｌ－１·ｈ １．０００ ６２．５８１ｍｇ·Ｌ－１ ７５．０９４

Ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ

　ＳａｌＸＮｉＭＳ ２．０３９ ０．０６２ １１．２３１ ３．９３６μｇ·ｍｇ－１·ｈ ０．０８３ ０．４９７μｇ·ｍｇ－１ １３．８５４

　ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ ４．１７３ ０．０２５ ２７．２９４ ５．５７８μｇ·ｍｇ－１·ｈ ０．０８３ ０．７９６μｇ·ｍｇ－１ ２６．３３０

　ＳａｌＸ：Ｓａｌｍｅｔｅｒｏｌｘｉｎａｆｏａｔｅ；ＮｉＭＳ：Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｓｙｓｔｅｍ；ＷＧＡ：Ｗｈｅａｔｇｅｒｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ

３　讨　论

　　课题组前期研究结果证实，ＷＧＡ 修饰后的

ＳａｌＸＮｉＭＳ体外释药有明显的糖触发行为［９］，在病

理模型下，过敏小鼠局部肺组织 Ｎ乙酰葡萄糖胺

（ＮＡＧ）浓 度 较 高［１０１２］，因 此 ＷＧＡ 修 饰 后 的

ＳａｌＸＮｉＭＳ药物易于释药，肺部有充分的毛细血管

网，药物很容易转换进入体循环。ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ
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在小鼠血浆和肺组织中的血药浓度均普遍高于未经

修饰的普通ＳａｌＸＮｉＭＳ，这主要是由于 ＷＧＡＳａｌＸ

ＮｉＭＳ遇到了ＮＡＧ后释药速度加快，因此血药浓度

较高，说明 ＷＧＡ修饰后的ＳａｌＸＮｉＭＳ更有利于支

气管哮喘发作时炎症的控制与改善。

　　造成 ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ干粉吸入剂药效不显著

的原因主要有以下几点：ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ干粉吸

入剂的包封率虽然在７０％以上，但由于ＳａｌＸ水溶

性较差，在课题组前期研究的基础上，我们选择的药

物与材料质量比为１６，这直接导致了 ＷＧＡＳａｌＸ

ＮｉＭＳ干粉吸入剂载药量相对较低（约为７．６％），因

此就需要加大使用量来达到预期的药效，但是加大

用量会导致小鼠的死亡，因此我们只能适度加大用

量；ＷＧＡＳａｌＸＮｉＭＳ干粉吸入剂中所使用的ＳａｌＸ
原料药是人工合成的，并且放置较久，可能导致其含

量下降；体内成分复杂，干扰较多，可能会影响ＳａｌＸ
药效的发挥；实验选用的模型动物为小鼠，小鼠的承

受能力有限，后期我们将进一步对 ＷＧＡＳａｌＸ

ＮｉＭＳ干粉吸入剂在较大动物体内的药效学和药动

学展开研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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