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靶向抗 ICAM - 1 的载伊马替尼和液态氟碳脂质体对内毒素诱导的急性肺损伤 /急性
呼吸窘迫综合征模型小鼠的治疗研究
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市重点实验室2

［摘要］ 目的 探讨靶向抗细胞间黏附分子-1( intercellular cell adhesion molecule-1，ICAM-1) 的载

伊马替尼( imatinib mesylate，IM) 和液态氟碳( liquid fluorocarbon，LF) 脂质体对内毒素( lipopolysaccharides，
LPS) 诱导的急性肺损伤 /急性呼吸窘迫综合征( acute lung injury /acute respiratory distress syndrome，ALI /
AＲDS) 模型小鼠的治疗效果。方法 用旋转蒸发法制备靶向抗 ICAM-1 的载伊马替尼和液态氟碳脂质

体，用马尔文粒径仪器检测其粒径，透射电镜下观察脂质体内部载药情况。光镜下观察其形态，置于
37． 5 ℃恒温加热板上观察其相变情况。体外模拟体内药物释放环境，观察脂质体内包载的伊马替尼药

物的释放。6 ～ 8 周大小 30 只 C57BL /6 小鼠按随机数字表法分为: 对照组，LPS 造模组，靶向抗 ICAM-1
脂质体治疗组，每组 10 只。治疗结束 1 d 后观察肺石蜡切片 HE 染色和肺石蜡切片免疫荧光 ICAM-1
的分布情况，肺组织提取 mＲNA，用 qＲT-PCＲ 检测 IL-6，IL-8，IL-10，TNF-α 表达情况，同时对比肺的病理

切片，小鼠肺湿干重比和小鼠肺泡液体清除率。靶向抗 ICAM-1 脂质体和非靶向脂质体分别尾静脉注

射入 ALI /AＲDS 小鼠体内，各个器官做冰冻切片，共聚焦激光显微镜下观察两组脂质体在小鼠体内各个

器官的分布。结果 成功制备靶向抗 ICAM-1 的载伊马替尼和液态氟碳脂质体，其粒径为( 320． 8 ±
58． 7) nm，透射电镜下观察其内部成功包载药物，光镜下看到脂质体大小均匀，在 37． 5 ℃恒温板发生相

变形成微泡。12 h 脂质体药物释放达到高峰，绘出脂质体药物的释放曲线。与对照组相比，LPS 造模组

有典型的 ALI /AＲDS 病理特征，肺损伤明显，病理切片评分增加( P ＜ 0． 01) ，炎症因子 IL-6，IL-8，TNF-α
增加( P ＜ 0． 01 ) ，IL-10 减少( P ＜ 0． 05 ) 。湿干重比( W/D) 增高( P ＜ 0． 01 ) ，而小鼠肺泡液体清除率
( alveolar fluid clearance，AFC) 明显减弱( P ＜ 0． 01) 。靶向抗 ICAM-1 脂质体治疗组肺损伤减缓，病理切

片评分下降( P ＜ 0． 05) ，炎症因子 IL-6，IL-8，TNF-α 减少( P ＜ 0． 05) ，IL-10 增加( P ＜ 0． 05) 。肺湿干重

比下降( P ＜ 0． 05) ，而小鼠肺泡液体清除率好转( P ＜ 0． 05) 。结论 靶向抗 ICAM-1 载伊马替尼和液态

氟碳脂质体对 LPS 诱导的小鼠 ALI /AＲDS 有明显的治疗作用。
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Anti-ICAM targeted liposomes loaded with imatinib and liquid fluorocarbon treat
ALI /AＲDS mouse model induced by LPS
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［Abstract］ Objective To determine the therapeutic effect of intercellular cell adhesion molecule-1
( ICAM-1) targeted liposomes loaded with imatinib ( IM) and liquid fluorocarbon ( LF) on the treatment of
lipopolysaccharides ( LPS ) -induced mouse model of acute lung injury /acute respiratory distress syndrome
( ALI /AＲDS) ． Methods The anti-ICAM-1 liposomes were prepared by rotary evaporation to load IM and
LF，and the particle size was detected by Malvin particle size analyzer． Transmission electron microscopy was
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used to observe the loading of drugs in the liposomes，while under light microscopy for the shape of the
prepared liposomes． Phase transformation was observed at constant temperature heating plate at 37． 5 ℃，and
release rate of the drugs from the liposomes was observed in vitro． A total of 30，6 ～ 8-week-old C57BL /6
mice were randomly divided into control group，LPS model group，and targeting ICAM-1 liposomes treatment
group ( n = 10) ． In 1 d after the end of treatment，HE staining and immunofluorescence assay were employed
to observe the morphology and distribution of ICAM-1 in the lung paraffin sections respectively． The mＲNA
levels of IL-6，IL-8，IL-10 and TNF-α in the lung tissue were detected by qＲT-PCＲ． Pathological changes，
wet-to-dry ( W/D) lung weight ratio，and alveolar fluid clearance ( AFC ) were compared in the different
groups． ICAM-1 targeted liposomes and non-targeted liposomes were injected into ALI /AＲDS mice by tail
vein． All organs were collected for frozen sections，and the distributions of the liposomes in various organs
were observed under confocal laser microscope． Ｒesults ICAM-1 targeted liposomes loaded with IM and LF
were successfully prepared，with a particle size of 320． 8 ± 58． 7 nm． Transmission electron microscopy
displayed the drugs were successfully encapsulated inside them，while light microscopy showed the liposomes
were uniform in size，and gradually formed into microbubbles at 37． 5 ℃ ． The release of liposomes reached
peak at 12 h，and the release curve of drugs was plotted． Compared with the control group，the mice of the
LPS group presented typical pathological features of ALI /AＲDS and obvious lung injury，and had increased
pathological score ( P ＜ 0． 01) ，elevated IL-8，IL-6 and TNF-α levels ( P ＜ 0． 01) while reduced IL-10 level
( P ＜ 0． 05 ) ，and increased W/D ratio ( P ＜ 0． 01 ) and decreased AFC ( P ＜ 0． 01 ) ． ICAM-1 targeted
liposomes treatment obviously attenuated the lung injury，decreased pathological score ( P ＜ 0． 05) and IL-8，

IL-6 and TNF-α levels ( P ＜ 0． 05 ) ，but increased IL-10 level ( P ＜ 0． 05 ) ，reduced the W/D ratio of the
lung ( P ＜ 0． 05) ，and improved AFC ( P ＜ 0． 05) ． Conclusion ICAM-1 targeted liposomes loaded with IM
and LF have obvious therapeutic effect on LPS-induced ALI /AＲDS mice．

［Key words］ acute lung injury; acute respiratory distress syndrome; imatinib; liposomes; intercellular
cell adhesion molecule-1
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目前对急性肺损伤 /急性呼吸窘迫综合征( acute
lung injury /acute respiratory distress syndrome，ALI /
AＲDS) 的临床诊疗水平有所提高，但无法达到满意的

疗效，病死率依然较高［1 － 2］。
血管内皮细胞功能障碍在 AＲDS 的发生、发展中居

重要作用。最新研究发现血管内皮细胞功能障碍和非

受体酪氨酸家族激酶受体位点 Arg 和 c-Abl 相关［3］，这

些激酶可能参与调节内皮细胞的粘附、增殖、分化和迁

移［4］。伊马替尼是一种非受体酪氨酸蛋白激酶 Arg 和
c-Abl 抑制剂，用于治疗费城染色体阳性慢性髓性白血

病及其他恶性肿瘤［5］。已经有研究提示伊马替尼在小

鼠模型中有抗炎和抗纤维化作用［6］，也有研究提示伊马

替尼对肺有保护作用［7］。但是伊马替尼副作用较大，常

规剂量会引起恶心、肌痛和骨水肿等副作用［8 － 9］。
脂质体能够将药物选择性的聚集于靶器官或组

织，有效减少药物副反应。ICAM-1 是相对分子量为
( 74 ～ 114) × 103的Ⅰ型跨膜蛋白，主要表达于Ⅱ型肺

泡上皮细胞。液态氟碳在体内温度条件下可发生液气

相变。我们选择使用 ICAM-1 抗体进一步提高药物的

靶向聚集，观察靶向抗 ICAM-1 的载伊马替尼和液态

氟碳脂质体对 LPS 诱导的 ALI /AＲDS 小鼠模型的治疗

效果，以及在各个靶器官的分布。

1 材料与方法

1． 1 实验动物

30 只 6 ～ 8 周大小 C57BL /6 小鼠，雌雄随机，体质

量 20 ～ 25 g，购自重庆医科大学实验动物中心，并在动

物中心代养。
1． 2 实验试剂

甲磺酸伊马替尼( IM) ，内毒素( LPS ) 购自美国
Sigma 公司。IL-6，IL-8，IL-10，TNF-α 引物由上海生工

合成。1-棕榈酰基-2-硬脂酰基卵磷脂( HSPC) ，二硬脂

酰 磷 脂 酰 乙 醇 胺-聚 乙 二 醇 2000-生 物 素 ( DSPE-
PEG2000-Biotin) ，二棕榈酰磷脂酰甘油( DPPG) ，胆固

醇( Cholesterol ) 购 自 瑞 士 Corden 公 司，ati-ICAM-1-
Biotin 购自北京博奥森生物有限公司。TＲIzol 试剂盒

购自美国 Invitrogen 公司，荧光定量 PCＲ 试剂盒购自

日本 TaKaＲa 公 司。链 霉 素，细 胞 膜 红 色 荧 光 探 针
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( Dil) ，异硫氰酸荧光素( FITC) 等其他试剂均购于上

海碧云天生物技术有限公司。
1． 3 靶向抗 ICAM 载伊马替尼和液态氟碳脂质体制备

HSPC，DPPG，DSPE-PEG2000-Biotin，Cholesterol
以一定的比例溶在 10 mL 氯仿中，装入圆底烧瓶，瓶口

密封; 完全溶解后，将圆底烧瓶置于旋转蒸发仪 50 ℃
减压蒸发 2 h 蒸干氯仿，转速 80 r /min; 待圆底烧瓶底

部形成均匀脂膜后加入 PBS 溶液，将其置于恒温箱内

缓慢振荡直至水化完全; 冰浴条件下，声振仪乳化时间

为 8 min，乳化过程中同时逐滴加入液态氟碳和伊马替

尼，最后得到乳白色混悬液，即为载药液态氟碳纳米

粒; 在 4 ℃ 条件下将纳米粒离心洗涤 2 次，保存于
4 ℃。加入链霉素孵育一段时间，并与 anti-ICAM-1-
Biotin 孵育。
1． 4 载伊马替尼和液态氟碳脂质体体外相变和体外

药物释放曲线

光镜下观察脂质体，置于 37． 5 ℃ 的恒温加热板

上。在透析袋内加入 4 mL 载伊马替尼和液态氟碳脂

质体，放入 50 mL 烧杯中，加 入 30 mL PBS 缓 冲 液
( pH =7． 4) ，将烧杯放在 37． 5 ℃ 恒温水浴箱振荡( 转

速100 r /min) ; 设置取样时间点 1、2、4、6、12、24 h，每

次取样 2 mL，取完后补回 2 mL PBS 缓冲液。测量取

出的药物浓度，计算药物释放率。
1． 5 实验动物分组及 ALI /AＲDS 模型构建

采用随机数字表法将 30 只 C57BL /6 小鼠分为
3 组，每组 10 只: Ⅰ组为对照组; Ⅱ组为 LPS 造模组;

Ⅲ组为靶向抗 ICAM-1 载伊马替尼( IM) 脂质体治疗

组。其中Ⅰ组尾静脉注射 100 μL PBS; Ⅱ组气管给予
50 μL LPS( 1 mg /kg) ，尾静脉注射 100 μL PBS; Ⅲ组

气管给予 50 μL LPS ( 1 mg /kg) ，尾静脉注射 100 μL
靶向抗 ICAM-1 脂质体。取肺组织 4%多聚甲醛固定，

用肺组织做石蜡切片 HE 染色。同时取各组老鼠器官

新鲜样本，做冰冻切片，共聚焦观察脂质体在各个器官

冰冻切片的分布。
1． 6 ALI /AＲDS 的病理切片染色评分系统及标准［10］

肺组织石蜡切片 HE 染色观察。评分标准: ( 1) 肺

泡出血; ( 2) 肺泡水肿; ( 3) 肺泡腔中性粒细胞浸润或

聚集; ( 4) 肺泡壁增厚和透明膜形成及炎症细胞浸润。
依据病变轻重评分( 0 分为无病变; 1 分为轻度病变;

2 分为中度病变; 3 分为重度病变; 4 分为极重度病

变) 。AＲDS 总评分为各项评定总和。
1． 7 小鼠肺湿干重比( W/D)

称量肺湿重，烤箱烤干到恒重称量得到干重。根

据公式计算肺 W/D 值。
1． 8 qPCＲ 法测定小鼠肺组织

依据 ＲNA 提取试剂盒说明书提取小鼠肺组织总

mＲNA，测量 ＲNA 浓度，反转录为 cDNA。随后按照扩

增试剂盒说明书进行 PCＲ 扩增，TNF-α 上游引物为

5'-CGAGTGACAAGCCCGTAGCC-3'，下游引物为 5'-GG-
ATGAACACGCCAGTCGCC-3'; IL-6 上游引物为 5'-GCA-
CTGGCAGAAAACAACCT-3'，下游引物 5'-TCAAACTC-
CAAAAGACCAGTGA-3'。IL-8 上 游 引 物 为 5'-CCAA-
CACAGAAATTATTGTAAAGC-3'，下游引物 5'-TGAAT-
TCTCAGCCCTCTTCAA-3'，IL-10 上游引物为 5'-AGCT-
GGACAACATACTGC-3'，下游引物 5'-TCATTCATGGC-
CTTGTAG-3'，内参 β-actin 上游引物 5’-CGAGCGGGC-
TACAGCTTC-3’，下游引物为 5'-GTCACGCACGATTC-
CCTCT-3’。PCＲ 反应条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s，
57 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，72 ℃ 10 min，共 35 个循环。
1． 9 小鼠肺泡液体清除率 ( alveolar fluid clearance，

AFC)

气管滴注 4% 伊文氏蓝标记白蛋白生理盐水，机

械通气后，测定肺泡白蛋白浓度，并计算 AFC。AFC
( % ) = ( Vi － Vf) /Vi × 100%，Vf = Vi × Pi /Pf，其中 Vi
为注入肺泡内液体的量，Vf 为肺泡内剩余的液体量，Pi
为最初白蛋白浓度，Pf 为最终的白蛋白浓度。
1． 10 统计学方法

采用 SPSS 13 统计软件分析，计量资料以 珋x ± s 表

示。其两两比较采用 LSD-t 法，检验水准 α = 0． 05。

2 结果

2． 1 载伊马替尼脂质体的基本特性及在模拟体内环

境的体外释放曲线

光镜下观察靶向抗 ICAM-1 的载伊马替尼和液态

氟碳脂质体，分布均匀，大小粒径为( 320． 8 ± 58． 7) nm，

电镜下观察到脂质体内部有黑色颗粒药物。在 37． 5 ℃
的恒温板上，观察到液态氟碳的相变，显微镜下见脂质

体逐渐变大形成微泡，最后破裂。Dil 染的脂质体发出

红色荧光。用 FITC 标记连靶脂质体靶点抗体，观察到

脂质体发出蓝色荧光。同时，体外模拟人体环境中，随

着时间 的 延 长，药 物 缓 慢 释 放，2 h 药 物 释 放 率 约

40． 6%，12 h 后药物释放率约 75． 8%，开始进入平台

期，24 h 后药物几乎停止释放( 图 1) 。
2． 2 ICAM-1 在各组小鼠肺中的表达

免疫荧光观察 ICAM-1 在肺的表达情况( 图 2) ，与

对照组相比，LPS 造模组 ICAM-1 表达明显增加，且

ICAM-1 在肺的表达随炎症的加重而增多。在靶向抗

ICAM-1 脂质体治疗组，ICAM-1 表达比对照组增加。
2． 3 靶向抗 ICAM-1 脂质体对 LPS 诱导的小鼠模型

治疗效果评价

对照组小鼠精神状态佳，呼吸平稳，双肺正常，肺
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组织切片无明显病理变化; LPS 造模组小鼠出现精神

萎靡，呼吸急促，双肺肿胀，明显出血斑，肺病理 HE 染

色切片可见肺泡间隔明显增厚，肺泡充血水肿，大量炎

症细胞浸润; 靶向抗 ICAM-1 脂质体治疗组小鼠精神

状态和离体肺肉眼观察均明显好转，切片可见肺泡间

隔轻度增厚伴少量炎性细胞浸润，肺泡轻度出血水肿。
通过肺的 HE 染色切片评分比较，我们发现 LPS 造模

组平均切片评分 ( 14 分) 与对照组( 2 分) 相比增高

( P ＜ 0． 01) ，靶向抗 ICAM-1 脂质体治疗后，炎症有所

减缓，平均评分( 7 分) 下降( P ＜ 0． 05 ) ( 图 3 ) 。与对

照组相比，LPS 造模组 IL-6，IL-8，TNF-α mＲNA，小鼠
W/D 明显升高( P ＜ 0． 01 ) ，IL-10 mＲNA 和 AFC 明显

降低( P ＜ 0． 01) 。靶向抗 ICAM-1 脂质体对 LPS 诱导

的小鼠肺 IL-6，IL-8，TNF-α mＲNA 和小鼠 W/D 升高

有明显抑制作用( P ＜ 0． 01) ，IL-10 和 AFC 结果则上升
( P ＜ 0． 05) 。见图 4。
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图 1 载伊马替尼脂质体的基本形态及在模拟体内环境的体外释放特征
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图 2 免疫荧光染色观察 ICAM-1 在 3 组小鼠肺组织中的表达

0631 第三军医大学学报，2018，40( 15) http: / /aammt． tmmu． edu． cn



200 μm

50 μm 50 μm 50 μm

200 μm 200 μm

对照组 LPS造模组 靶向抗 ICAM蛳1脂质体治疗组

低
倍

高
倍

图 3 3 组小鼠肺石蜡切片 HE 染色观察

140
120
100
80
60
40
20
0
对照组 LPS组

组别

a

b

250

200

150

100

50

0
对照组 LPS组

组别

a

b

100

80

60

40

20

0
对照组 LPS组

组别

a

b

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

a

b

2.0

1.5

1.0

0.5

0

a

b

25

20

15

10

5

0

a

b

A B C

D E F

靶向抗 ICAM蛳1
脂质体治疗组

靶向抗 ICAM蛳1
脂质体治疗组

靶向抗 ICAM蛳1
脂质体治疗组

对照组 LPS组

组别

对照组 LPS组
组别

对照组 LPS组

组别
靶向抗 ICAM蛳1
脂质体治疗组

靶向抗 ICAM蛳1
脂质体治疗组

靶向抗 ICAM蛳1
脂质体治疗组

IL
蛳6
m
RN

A
表
达

IL
蛳8
m
RN

A
表
达

TN
F蛳
α
m
RN

A
表
达

IL
蛳1
0
m
RN

A
表
达

W
/D

AF
C/
%

A: IL-6 mＲNA; B: IL-8 mＲNA; C: TNF-α mＲNA; D: IL-10 mＲNA; E: 肺湿干重比; F: 肺泡液体清除率;

a: P ＜ 0． 01，与对照组比较; b : P ＜ 0． 05，与 LPS 造模组比较

图 4 3 组小鼠各炎症因子 mＲNA 的表达及肺湿干重比和肺泡液体清除率的比较

2． 4 评价靶向抗 ICAM-1 脂质体和无靶脂质体在

ALI /AＲDS 小鼠各个器官的分布

对 LPS 诱导的 ALI /AＲDS 小鼠尾静脉注射靶向抗

ICAM-1 脂质体和非靶向脂质体，24 h 后取肝、心、脾、肺、

肾做冰冻切片，共聚焦激光显微镜观察显示脂质体集中

在肺、脾、肝，与非靶向脂质体治疗组相比，靶向抗 ICAM-1
脂质体治疗组中，脂质体在肺部的分布比例更多( 图 5) ，

说明靶向抗 ICAM-1 脂质体能够将药物集中在靶器官肺。
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图 5 共聚焦下观察脂质体在各个器官分布

3 讨论

ALI /AＲDS 的致病环节中，血管内皮细胞不仅是

炎症反应损害的主要靶细胞，同时也在炎症级联反应

中发挥炎性细胞的作用。内毒素等外界致病因子作用

下，肺血管内皮出现肿胀、通透性改变以及胞内颗粒分

泌增多等形态和功能的改变，继而发生凋亡，损伤脱

落，破坏血管完整性。由于血管内皮细胞的损伤，使内

皮下膜暴露，白细胞和单核细胞的聚集黏附于血管内

皮表面，形成小栓子，加重肺组织的缺血缺氧［11 － 13］。

有研究提示血管内皮受体位点 Arg 和 c-Abl 抑制

剂可以抑制多种炎症因子的转录，减少炎性因子释放，

降低血管通透性，减轻血管渗漏，恢复血管内皮屏障功

能［14 － 16］。本实验结果提示 Arg 和 c-Abl 抑制剂伊马

替尼对 LPS 诱导的 ALI /AＲDS 小鼠有显著的保护作

用，抑制促炎因子作用，增加抑炎因子表达。伊马替尼

可以降低肺血管通透性，减缓炎症性血管渗漏，有效减

轻 ALI /AＲDS 的损伤。故伊马替尼有望通过保护血管

内皮细胞为 ALI /AＲDS 的治疗提供新的思路。
但是伊马替尼作为抗肿瘤药，副作用大，而 ALI /

AＲDS 患者多伴有不同程度的多个器官功能损害，难

以耐受副作用较大的药物。因此，我们使用纳米脂质

体来减轻伊马替尼的副作用，对 AＲDS 进行靶向药物

治疗。纳 米 脂 质 体 首 次 进 入 重 症 监 护 医 疗 领 域 是

1990 年美国食品药品监督管理局批准的两性霉素脂

质体制剂［17］。此后，纳米药物阿米卡星脂质体用于治

疗支气管扩张症，表现出临床应用价值［18］。纳米载体

应用 的 关 键 是 提 高 载 体 的 靶 向 性，MUZYKANTOV
等［19 － 20］发现通过连接抗体可以显著提高纳米脂质体

的靶向药物聚集。
本实验以 ICAM-1 作为脂质体的靶点，成功将靶

向抗 ICAM-1 脂质体靶向运输至靶器官肺。同时，我

们在实验中通过液态氟碳的相变达到在人体环境中释

放药物的目的。液态氟碳常温常压下沸点为 29． 2 ℃，

在体内温度条件下，载液态氟碳脂质体可以发生液气

相变形成脂质微泡，最后破裂释放药物。我们研究提

示靶向脂质体的靶点 ICAM-1 在肺炎症部位表达增

强，在正常的肺区表达较低。在小鼠动物 ALI /AＲDS
模型中，通过尾静脉注射靶向抗 ICAM-1 脂质体，靶向

抗 ICAM-1 脂质体表面的 ICAM-1 抗体可与肺炎区明

显高表达的 ICAM-1 抗原高亲和力结合，发挥主动靶

向性，显著提高伊马替尼对 ALI /AＲDS 的靶向治疗作

用。在此基础上，脂质体同时可以通过缺氧性血管收

缩分 流 到 达 远 端 的 肺 泡，最 终 在 肺 的 分 布 与 ALI /
AＲDS 小鼠空间异质性的病理相符合。
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