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PD-1高表达的肿瘤细胞膜伪装的纳米药物介导

卵巢癌治疗的体外研究
李玮1,2  高潇涵3  孙枝红2  刘杰2  孙成铭1,2,3*

(1滨州医学院, 烟台 264003; 2青岛大学附属烟台毓璜顶医院, 烟台 264000; 3青岛大学医学部, 青岛 266071)

摘要      该研究探讨了一种新型仿生纳米药物(PDT@DNPs)的制备方式, 并评价了其对卵巢癌

细胞ID8的杀伤及对耗竭T细胞的逆转效果。将高表达PD-1的肿瘤细胞膜修饰于DSPE-PEG-MAL
与顺铂(DDP)自组装形成的颗粒骨架外, 进而构建仿生纳米递送载体PDT@DNPs。采用透射电

镜、纳米粒度及电位分析仪等对其形貌特征及粒径、电位等性能进行表征和测定。以ID8细胞为

研究对象, 通过流式细胞术、激光共聚焦成像、CCK-8(cell counting kit-8)细胞毒性实验、钙黄绿

素-AM(Calcein-AM)和碘化丙啶(PI)染色等评价PDT@DNPs的靶向性和杀伤能力; 此外, 检测T细胞

和ID8细胞共孵育体系中乳酸脱氢酶(LDH)的释放水平及细胞因子分泌水平, 分析PDT@DNPs对T
细胞抗肿瘤免疫的调节能力。上述结果表明, 该研究所构建的新型仿生纳米药物PDT@DNPs具有

良好的ID8细胞靶向性及杀伤能力, 可增强共孵育体系中T细胞的肿瘤细胞杀伤能力。
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Abstract       In this study, a novel biomimetic nanomedicine (PDT@DNPs) was prepared and its killing ef-
fect on ID8 cell of ovarian cancer and its reversing effect on exhausted T cells were evaluated. The membrane of 
tumor cells with high expression of PD-1 was modified on the surface of DSPE-PEG-MAL and DDP (cisplatin) 
self-assembled particle skeleton to construct a biomimetic nano-delivery vector PDT@DNPs. The morphology, 
particle size, potential and other properties were characterized and determined by transmission electron microscopy, 
nanoparticle particle size and potential analyzer. ID8 cells were selected as the study objects. Flow cytometry, laser 
confocal imaging, CCK-8 (cell counting kit-8) cytotoxicity test, Calcein-AM and PI (propyl iodide) staining were 
used to evaluate the targeting and killing ability of PDT@DNPs. In addition, the release level of LDH (lactate de-
hydrogenase) and cytokine secretion levels in the co-incubation system of T cells and ID8 cells were detected, and 
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the regulatory ability of PDT@DNPs on the anti-tumor immunity of T cells was analyzed. These results indicated 
that the novel bionic nanomedicine PDT@DNPs constructed in this study had good ID8 cell targeting and killing 
ability, and could enhance the tumor cell killing ability of T cells in the co-incubation system.

Keywords       ovarian cancer; immune checkpoints; cell membrane; chemotherapy; bionic nanocarriers

卵巢癌是女性生殖系统常见的肿瘤之一, 中国

人群卵巢癌新发病例为52 100例/年, 死亡病例高达 
22 500例/年, 5年生存率仅约为40%[1]。目前卵巢癌

的治疗原则仍是以手术切除为主, 铂类、紫杉醇等

化疗为辅的综合治疗策略。手术治疗可以最大限度

地切除肉眼可见的肿瘤, 但对于已发生转移或者浸

润的肿瘤则无法实现有效的手术切除; 而化疗则是

一把双刃剑, 其在全身性杀伤肿瘤细胞的同时, 也会

杀伤正常组织细胞和免疫细胞, 且极易引起全身性

的副作用, 严重影响患者的生活质量[2]。此外, 卵巢

癌还是一种典型的免疫抑制型肿瘤, 即“冷肿瘤”, T
细胞、巨噬细胞等免疫细胞浸润量少, 其这一特性

导致传统免疫疗法无法高效清除肿瘤细胞及抑制肿

瘤复发和转移。因此, 开发一种既能靶向肿瘤部位

精准递送化疗药物, 又能提高肿瘤部位免疫细胞功

能的新型多功能载体, 从而实现免疫治疗和化疗相

联合将为卵巢癌治疗提供新思路。

PD-1(CD 279)即程序性死亡受体 1, 主要表达

在活性T细胞或B细胞膜上的一种重要的免疫抑制

分子, 其能够与肿瘤细胞膜上的PD-L1结合, 从而抑

制T细胞的杀伤活性 , 引起肿瘤细胞自身免疫耐受

和肿瘤细胞逃逸。相较于其他肿瘤 , 卵巢癌肿瘤微

环境具有更高的PD-L1表达水平。因此 , 阻断肿瘤

微环境中卵巢癌细胞表面PD-L1与T细胞表面PD-1
的结合 , 可以有效地逆转和增强耗竭T细胞的功能 , 
强化其抗肿瘤效应。近年来 , 随着对仿生纳米技术

研究的深入 , 以肿瘤细胞膜包覆纳米颗粒为代表的

仿生纳米技术被认为是降低材料生物免疫原性和

提高靶向特异性的一种很有前景的方法[3]。一方面, 
相较于其他类型的细胞 , 肿瘤细胞的快速增殖潜力

使肿瘤细胞膜的获取更容易 ; 另一方面 , 肿瘤细胞

膜独特的膜蛋白组成 , 使其修饰的纳米平台兼具良

好的同源靶向能力和免疫逃逸潜能 [4-5]。因此 , 肿瘤

细胞膜修饰的纳米药物 , 可更有针对性地进入至肿

瘤部位, 提高药物的生物利用度, 进而增强抗肿瘤治

疗效果。

综上 , 本研究在前期仿生纳米载体研究工作基

础上, 基于免疫检查点作用原理, 将仿生纳米技术和

基因工程技术相结合 , 构建高表达PD-1的肿瘤细胞

膜 , 并将其修饰于DDP和DSPE-PEG-MAL形成的球

形结构表面 , 进而形成一种新型的工程化仿生药物

递送系统PDT@DNPs。PDT@DNPs可增强肿瘤细

胞对化疗药物的摄取, 并通过恢复和增强耗竭T细胞

的免疫功能进而提高T细胞对肿瘤细胞的杀伤能力 , 
为进一步在动物水平研究中提高药物靶向摄取能力

和全面提高卵巢癌治疗效果提供研究基础(图1)。

图1   PD-1修饰的肿瘤细胞膜仿生纳米载体PDT@DNPs的制备流程

Fig.1   Preparation process of PD-1 modified tumor cell membrane bionic nanocarriers PDT@DNPs
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1   材料和方法
1.1   实验材料

顺铂(DDP)、DSPE PEG Maleimide(DSPE-PEG-
MAL)(PEG-5000)购自上海阿拉丁生化科技股份有

限公司 ; Calcein-AM/PI Double Stinging试剂盒购自

日本同仁(DOJINDO)化学研究所; M5 HiPer Annexin 
V-FITC/PI凋亡检测试剂盒、M5 Hiper CCK-8细胞

增殖与活性检测试剂盒购自北京聚合美生物科技有

限公司; LipofectamineTM 3000 Reagent试剂盒购自美

国Invitrogen公司; LDH Assay Kit购自英国Abcam公

司; MojoSort™ Mouse CD3 T Cell Isolation试剂盒购

自美国Biolegend公司 ; PD-L1 Rabbit mAb购自美国

CST公司。

小鼠卵巢癌细胞株 I D 8、小鼠心肌细胞株

HL-1由中国科学院上海细胞库提供 ; 实验中使用的

C57BL/6J小鼠购自济南朋悦实验动物繁育有限公

司 , 本研究经烟台毓璜顶医院伦理委员会审批通过 , 
批件号为烟毓医伦理审[2023-369]号。

1.2   实验方法

1.2.1   PD-1质粒转染ID8卵巢癌细胞      将ID8细胞接

种至培养皿(Φ100 mm)中, 于37 °C、5% CO2的恒温

培养箱内培养至细胞汇合度为70%~80%, 转染前2 h
更换无血清培养基。将PD-1质粒DNA、P3000TM混

合于无血清培养基中, 调节DNA终浓度为5 μg/μL, 充
分混匀后与稀释的LipofectamineTM 3000混合, 37 °C
孵育15 min。待孵育完毕将混合液滴加入培养皿中, 
继续置于培养箱中培养, 6 h后更换新鲜培养基, 培养

36 h后于荧光显微镜下观察ID8-PD1细胞转染效果。

1.2.2   工程化肿瘤细胞膜的提取      将预先培养的ID8
细胞或 ID8-PD1细胞用小刮刀自培养皿中刮下 , 用预

冷的PBS缓冲液重悬 , 离心 (4 °C、300 ×g、5 min)洗
涤2次。向细胞沉淀中加入含蛋白酶抑制剂 (phenyl-
methanesulfonyl fluoride, PMSF)的中性细胞裂解液

(RIPA), 置于冰上超声(功率30%, 工作1 s, 间隙2 s, 超
声总时间5 min)破碎。待细胞充分裂解后离心 (4 °C、
3 500 ×g、10 min)去沉淀, 收集上清液体再次置于超

速离心机内离心 (4 °C、20 000 ×g、20 min)。收集上

清液体转移至超速离心管中离心 (4 °C、100 000 ×g、
45 min), 沉淀物即为细胞膜成分。

1.2.3   PDT@DNPs的制备和材料表征      将1 mg 
DDP、3 mg DSPE-PEG-MAL溶于 1 mL四氢呋喃

(tetrahydrofuran, THF)中 , 充分混合后将THF溶液快

速注入2 mL DEPC处理的去离子水中 , 用探针超声

仪连续冰浴超声处理90 s。将溶液转移至10 kDa超
滤离心管中离心浓缩。用DEPC处理的去离子水离

心洗涤5次 , 最终获得DNPs水溶液 [6]。将ID8或ID8-
PD1细胞膜用移液枪反复吹打 , 悬于DEPC处理的去

离子水中 , 并将其置于Cole-Parmer CP100探针超声

仪下进行冰浴超声 , 直至细胞膜完全破碎。将细胞

膜悬液在0.22 μm的针式滤器上反复过滤10 次, 使细

胞膜充分覆盖在滤网上 , 将合成的DNPs水溶液在同

一滤器上挤压过膜, 反复2次, 获得ID8/ID8-PD1细胞

膜包被的DT@DNPs/PDT@DNPs[7]。

采用Tecnai G2 F20 S-TWIN透射电子显微镜

观测DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs的基本形貌。

使用Zetasizer Nano ZS(Malvern)纳米粒度电位仪测

定各纳米载体的水合粒径分布及表面电位电势。

对合成纳米颗粒进行真空冷冻干燥处理并称

重, 使用电感耦合等离子体发射光谱仪(ICP-OES)测
定DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs样本中金属铂

含量, 并计算纳米颗粒的顺铂载药量。

将PDT@DNPs溶解于H2O、磷酸盐缓冲溶液

(phosphate buffered solution, PBS)、Dulbecco改良 
Eagle培养基 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 
DMEM)、胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)中 , 使
其浓度为0.1 μg/μL, 分别于第0、5、10天测其水合

粒径分布并拍摄数码照片 , 观察纳米载体在溶液中

的稳定性。

将合成的PDT@DNPs分别于第0、5、10天时

以0.025 μg/μL、0.05 μg/μL、0.1 μg/μL的浓度与ID8
肿瘤细胞共孵育 , 通过CCK-8测定肿瘤细胞的存活

率(各组设3个复孔)。
1.2.4   肿瘤细胞摄取PDT@DNPs的效果评价      为
了直观测定纳米载体的肿瘤细胞靶向性 , 我们在合

成DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs的过程中同时

包载Cy5荧光染料以便于进行荧光监测。将 ID8细
胞接种到共聚焦皿和6孔板中 , 在37 °C、5% CO2的

恒温培养箱内培养至细胞汇合度为70%~80%, 分别

加入包载Cy5的DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs, 
孵育2 h。将共聚焦皿中培养基吸去, PBS溶液洗涤3
次, 加入DAPI染液(10 μg/mL)染色10 min, PBS溶液

洗涤3次, 共聚焦显微镜观察、拍照; 将6孔板中的细
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胞用胰酶消化并收集 , PBS溶液洗涤后通过流式细

胞仪检测Cy5荧光信号强度。

为了验证纳米材料的靶向性, 以小鼠心肌细胞

HL-1为对照, 使用流式细胞仪分别测定ID8细胞和

HL-1细胞对包载Cy5的PDT@DNPs的摄取情况。

1.2.5   PDT@DNPs靶向肿瘤细胞的机制研究      向
ID8细胞汇合度为70%~80%的共聚焦皿中加入PD-
L1 Rabbit mAb并将其继续置于37 °C培养箱中孵育

2 h, 制备封闭组。分别向封闭组和未封闭对照组共

聚焦皿中加入包载Cy5荧光染料的PDT@DNPs, 以
PBS为空白对照, 37 °C孵育2 h后收集细胞进行流式

细胞术Cy5荧光强度检测。

1.2.6   PDT@DNPs体外杀伤功能评价      样本制备: 
将 ID8细胞分别接种于 96和 12孔板内 , 37 °C、5% 
CO2的恒温培养箱内培养至细胞汇合度约70%。分

别向各孔内加入PBS、DNPs、DT@DNPs及PDT@
DNPs(各组设3个复孔 ), 继续置于培养箱内孵育8 h
后进行检测。

CCK-8细胞毒性实验 : 将 96孔板内各检测孔

培养基移除 , 加入含有10% CCK-8检测试剂的培养

基, 继续置于培养箱内。孵育0.5 h后, 用酶标仪测定 
450 nm处的吸光度。

其中 , As为加入DNPs、DT@DNPs及 PDT@
DNPs的实验组吸光值 , Ac为加入PBS的对照组吸光

值, Ab为不含细胞的培养基空白对照组。

Calcein-AM和PI染色 : 将96孔板内各检测孔培

养基移除 , PBS溶液洗涤2次。向各孔加入Calcein-
AM/PI染色液处理15 min后, PBS溶液洗去多余染色

液, 清洗完毕置于激光共聚焦显微镜观察。

流式细胞术 : 用PBS溶液洗涤12孔板内各检测

孔 , 收集各孔细胞后用Annexin V/FITC和PI进行标

记, 用流式细胞仪进行检测。

1.2.7   PDT@DNPs的免疫调节效果评价      T细胞杀

伤功能评价: 颈椎脱臼法处死荷ID8瘤的C57BL/6J小
鼠并用75%酒精浸泡消毒。无菌环境下分离小鼠脾

脏 , 使用眼科剪将脾脏剪成小块并置于研磨器中研

磨充分。用70 μm细胞滤网过滤研磨液并离心(4 °C、
500 ×g、5 min)去上清 , 预冷的PBS洗涤2次。使用

MojoSort™ Mouse CD3 T Cell Isolation试剂盒分选

出小鼠原代T细胞, 于含20 ng/mL IL-2的1640培养基

中37 °C孵育72 h。
将小鼠原代T细胞按照与 ID8细胞51׃10、1׃和

 1的细胞数比例接种至96孔板中, 置于37 °C、5%׃20
CO2的恒温培养箱内培养。在各组中分别加入PBS、
DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs, 并设T细胞对照

孔及未加处理各比例体系的阴性、阳性对照孔 , 继
续置于培养箱内继续培养6 h(各组设3个复孔 )。将

各组阳性对照孔细胞进行充分裂解 , 收集阴、阳性

对照孔及各实验孔培养基, 离心取细胞上清液, 使用

乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)比色法测试

盒和酶标仪测量各孔450 nm处的D值 , 换算得各组

LDH的水平。

D实验: 各处理组D值; DT: 各处理条件的T细胞对

照孔D值 ; D阳: ID8阳性对照孔D值 ; D阴: ID8阴性对

照孔D值。

T细胞相关细胞因子的释放: 将小鼠原代T细胞

按照与 ID8细胞201׃的细胞数比例接种至96孔板中 , 
置于37 °C、5% CO2的恒温培养箱内培养, 分别加入

PBS、DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs(0.1 μg/μL), 
各组设3个复孔 , 继续置于培养箱内继续培养48 h, 
离心取各孔上清液 , 使用ELISA试剂盒检测溶液中

TNF-α、INF-γ分泌水平。

1.2.8   统计分析      采用GraphPad Prism 8.0软件对

数据进行统计分析, 各实验至少重复三次, 连续型数

据采用均数±标准差(x
_
±s)表示, 多组间的两两比较采

用单因素方差分析 (One-Way ANOVA)。P<0.05为
差异有统计学意义。

2   结果
2.1   PDT@DNPs的基本性能测定

水合粒径结果显示 ,  DNPs纳米颗粒粒径为

(105.6±6.9) nm, DT@DNPs及PDT@DNPs粒径分别为

(123.5±0.7) nm和(123.7±0.9) nm, 较DNPs增加约18 nm, 
与天然细胞膜双层厚度一致 [8], 表明表达PD-1的ID8
卵巢癌细胞膜已成功包覆于纳米颗粒表面(图2A~图
2C); 透射电镜可观察到DNPs、DT@DNPs和PDT@
DNPs纳米颗粒呈球形结构 , 分散均匀 , 粒径大小与

水合粒径结果一致 , 且可在纳米颗粒表面观测到完

整的细胞膜结构 , 验证了工程化细胞膜包被的纳米

颗粒的成功构建。
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DNPs、DT@DNPs和PDT@DNPs表面Zeta电位

电势结果显示 , DT@DNPs和PDT@DNPs的电位电势

分别为–24.6 mV和–24.7 mV, 低于DNPs的–5.97 mV, 
这可能由于细胞膜带有更强的负电荷 , 将其修饰于

纳米颗粒表面后导致电位电势的绝对值增高(图2D), 
而提高材料表面的电位电势的绝对值可维持纳米颗

粒之间的静电排斥, 提高其在溶液中的稳定性[9]。

使用 ICP-OES测定 1 mg复溶的冻干样本中金

属铂含量 , DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs样本铂

含量分别为72.6 μg、70.9 μg和71.3 μg, 验证了顺铂

的成功载入 , 计算可得DNPs、DT@DNPs及PDT@
DNPs载药量分别为7.32%、7.19%、7.26%。

为验证纳米药物的稳定性 , 将合成的 PDT@
DNPs纳米颗粒以 0.1 μg/μL的浓度溶解于不同溶

液中 ,  分别检测其第 0、5、10天的水合粒径并

拍摄数码照片。如图 3A可见 ,  H2O组、PBS组、

DMEM组和FBS组的纳米颗粒粒径略有增加, 在第

10天时 , PDT@DNPs在不同溶液中的粒径大小仍

处于纳米药物理想的粒径范围 (100~200 nm)内 [9]。

数码照片图3C显示, 至第10天各溶液保持澄清, 未
见沉淀析出。在纳米药物的杀伤能力方面 , 如图

3B所示 , 不同浓度的PDT@DNPs储存0、5、10天
后对 ID8肿瘤细胞的杀伤效率无统计学差异。上

述结果表明 , 本研究所合成的纳米颗粒具有良好

的溶液稳定性。

2.2   肿瘤细胞对PDT@DNPs的摄取效果及PDT@
DNPs靶向性研究

体外肿瘤细胞药物摄取结果 (图 4 A )显示 , 
PDT@DNPs组和DT@DNPs组细胞内的荧光强度明

显高于DNPs组, 而PDT@DNPs组的细胞内荧光强度

更高 , 这可能由于除了肿瘤细胞膜修饰纳米颗粒可

以提高肿瘤靶向性外 , PDT@DNPs组表面修饰的细

胞膜上高表达的PD-1也可与肿瘤细胞表面的PD-L1
靶向结合 , 进一步提高了肿瘤细胞摄取PDT@DNPs
的能力。

流式分析结果(图4B)显示, DT@DNPs处理组的

A~C: DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs的水合粒径分布。D: DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs的电位电势。x
_
±s, n=3。

A-C: hydrated particle size division of DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs. D: potential of DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs. x
_
±s, n=3.

图2   DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs形貌、电位电势变化

Fig.2   Changes in morphology and potential of DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs
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A: PDT@DNPs第0、5、10天不同溶液中纳米颗粒的粒径大小。x
_
±s, n=3。B: 不同浓度PDT@DNPs放置0、5、10天时的ID8细胞杀伤效率。

x
_
±s, n=3。C: PDT@DNPs(0.1 μg/μL)溶解在不同溶液中的数码照片。

A: PDT@DNPs particle size of nanoparticles in different solutions on day 0, 5 and 10. x
_
±s, n=3. B: ID8 cell killing efficiency at different concentrations 

of PDT@DNPs for 0, 5 and 10 days. x
_
±s, n=3. C: PDT@DNPs (0.1 μg/μL) digital photos dissolved in different solutions.

图3   PDT@DNPs的溶液稳定性

Fig.3   Solution stability of PDT@DNPs
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A: PBS、DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs的细胞摄取荧光图像。B: PBS、DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs的细胞摄取流式荧光强度分布。C: 
ID8细胞表面PD-L1封闭组与对照组的肿瘤细胞药物摄取荧光强度。

A: fluorescence images of cellular uptake of PBS, DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs. B: flow fluorescence intensity distribution of PBS, DNPs, DT@
DNPs and PDT@DNPs. C: the fluorescence intensity of tumor cell drug uptake in the PD-L1 blocking group and the control group on the surface of 
ID8 cells.

图4   PDT@DNPs的细胞靶向及摄取

Fig.4   Cell targeting and uptake of PDT@DNPs
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肿瘤细胞中Cy5平均荧光强度为1 968, 明显高于各

对照组 , 进一步表明DT@DNPs更易被摄取而蓄积

于肿瘤细胞中。

PD-L1主要表达于免疫细胞和肿瘤细胞中 , 因
此采用小鼠正常心肌细胞HL-1作为PD-L1低表达细

胞系进行对照以验证PDT@DNPs对 ID8细胞的靶向

性, 实验结果显示, 在相同时间条件下, ID8细胞的摄

取阳性率为98.13%, 明显高于HL-1细胞的65.67%。

为排除细胞膜非同源性的影响 , 进一步用抗体封闭

ID8表面的PD-L1后进行摄取实验 , 如图4C所示 , 封
闭组的细胞摄取荧光强度 749低于未封闭的阳性

对照组 1 938, 且封闭组的平均荧光强度与图 4B中

DT@DNPs处理组的平均荧光强度731较一致 , 说明

PD-1和PD-L1的特异性结合可明显提高PDT@DNPs
与ID8的靶向识别和摄取能力。

2.3   PDT@DNPs体外杀伤效果评价

以小鼠卵巢癌细胞株 ID8为体外研究对象 , 评
估PDT@DNPs细胞水平杀伤性能。CCK-8分析结果

(图5A)显示 , DNPs、DT@DNPs和PDT@DNPs处理

组均可实现肿瘤细胞杀伤 , 但相较于其他组 , PDT@
DNPs组的肿瘤细胞的杀伤效果尤为明显 , 细胞存活

率仅为47%。

钙黄绿素 /碘化丙碇 (AM/PI)分析结果 (图5B)显
示 , DNPs、DT@DNPs和PDT@DNPs组细胞均可检

测到不同比例的红色荧光信号 , 即细胞凋亡 ; 相较

于其他组, PDT@DNPs组的红色荧光阳性比例最高, 

A: CCK-8检测PBS、DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs在药物浓度分别为0.025 μg/μL、0.05 μg/μL、0.1 μg/μL时的细胞存活率。x
_
±s, n=3, **P<0.01。B: 

钙黄绿素 /碘化丙碇 (AM/PI)染色的PBS、DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs组细胞荧光成像。药物浓度 : 0.1 μg/μL。C: 流式细胞术检测PBS、
DNPs、DT@DNPs、PDT@DNPs组细胞凋亡比例。药物浓度: 0.1 μg/μL。
A: CCK-8 was used to detect the cell survival rate of PBS, DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs at the drug concentration of 0.025 μg/μL, 0.05 μg/μL 
and 0.1 μg/μL. x

_
±s, n=3, **P<0.01. B: AM/PI staining of PBS, DNPs, DT@DNPs, PDT@DNPs groups of cells fluorescence imaging. Drug concentra-

tion: 0.1 μg/μL C: flow cytometry was used to detect the proportion of apoptotic cells in PBS, DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs groups. Drug con-
centration: 0.1 μg/μL.

图5   PDT@DNPs体外杀伤效果评价

Fig.5   PDT@DNPs evaluation of killing effect in vitro
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表明肿瘤细胞膜的纳米颗粒具有更好的细胞摄取能

力 , 而细胞膜表面PD-1的高表达更进一步促进了肿

瘤细胞对纳米颗粒的摄取。

流式细胞术结果(图5C)显示 ,  DT@DNPs和
PDT@DNPs组细胞晚期凋亡比例分别为 24.5%和

31.4%, 明显高于PBS对照组的 0.29%和DNPs组的

12.4%, 其中PDT@DNPs组细胞凋亡比例最高 , 显示

出较强的促进肿瘤细胞凋亡能力。

2.4   PDT@DNPs免疫调节效果评价

为了评估PDT@DNPs纳米颗粒封闭免疫检查

点从而逆转T细胞耗竭状态的能力 , 将DNPs、DT@
DNPs及PDT@DNPs加入到不同效应细胞与靶细胞

数量比的共孵育体系中, 并以PBS为对照, 在培养6 h
后检测LDH的释放量 , 从而评估T细胞对肿瘤细胞

的杀伤活性。如图6A所示 , 在不同效靶比的孵育体

系中 , PDT@DNPs处理组的 ID8肿瘤细胞释放LDH
的水平均为同批中最高 , 证明了PD1/PD-L1免疫检

查点的成功封闭使得T细胞的肿瘤杀伤能力得到提

高。

为进一步验证T细胞的活化和细胞因子分泌水

平, 采用ELISA法测定共孵育体系中TNF-α、INF-γ的
浓度。如图6B所示, 与PBS组、DNPs组、DT@DNPs
组相比, PDT@DNPs处理组的T细胞相关细胞因子

TNF-α、INF-γ的分泌水平明显升高, 这进一步验证了

DT@DNPs可提高孵育体系中T细胞的活化水平。

3   讨论
卵巢癌是我国女性常见的一种恶性肿瘤, 近年

来其发病率呈现逐年上升趋势。据统计, 预计2029
年我国女性卵巢癌的患病率将可能上升至9.73/10
万, 严重威胁女性健康[10]。在现有卵巢癌治疗策略

中, 传统的手术和化疗方案并不能很好地解决复发、

耐药性差和对正常组织器官的毒副作用等问题, 5年
生存率并未得到明显改善[11]。此外, 卵巢癌作为一

种免疫抑制性肿瘤, 肿瘤局部免疫细胞浸润量少, 并
且由于复杂肿瘤免疫微环境的存在, 导致局部浸润

的少量T细胞也处于“静默”状态, 严重限制了机体的

抗肿瘤免疫功能。这也导致针对于卵巢癌的免疫

单药治疗并未明显改善患者的生存期, 临床治疗效

果不佳, 但研究发现同时联合铂类或紫杉醇等化疗

药物, 患者的临床治疗效果和效应率则明显提高[12]。

受此启发, 我们构建一个新型的化疗和免疫相联合

的治疗平台, 为实现卵巢癌的治疗性药物的安全和

精准靶向递送策略的建立提供新的思路。

随着纳米仿生技术的不断发展和应用, 仿生纳

米药物已成为疾病诊疗领域中的“新星”, 备受各国

学者关注。其中, 以细胞膜或细胞外囊泡修饰纳米

颗粒为代表的仿生纳米载体, 因取材于天然生物细

胞, 兼具广泛来源选择性、低免疫原性、特异靶向

性、长循环性等诸多优点, 在抗肿瘤治疗领域表现

出巨大潜能。ZHANG等[13]首次提出红细胞膜可用

A: 不同T细胞与ID8细胞比例下PBS、DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs处理组的T细胞杀伤活性。B: PBS、DNPs、DT@DNPs及PDT@DNPs
处理的T细胞与ID8细胞共孵育体系中T细胞TNF-α、INF-γ的释放水平。x

_
±s, n=3, **P<0.01。

A: cytotoxic activity of T cells treated with PBS, DNPs, DT@DNPs, and PDT@DNPs at different ratios of T cells to ID8 cells. B: amount of TNF-α 
and INF-γ released by T cells in the co-incubation system of ID8 cells treated with PBS, DNPs, DT@DNPs and PDT@DNPs. x

_
±s, n=3, **P<0.01.

图6   T细胞杀伤能力及免疫功能评价

Fig.6   Evaluation of T cell killing ability and immune function
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于体内递送抗肿瘤药物的设想, 与工业合成的具有

“隐身”效果的材料相比, 红细胞膜修饰的纳米药物

在小鼠体内表现出更长的半衰期, 在循环中的保留

时间长达72 h; XIE等[14]开发了一种等离子体成像体

系, 其团队将肿瘤细胞膜包覆于金纳米颗粒(AuNPs)
表面, 通过离子体成像技术检测到包膜纳米颗粒

(CMC-NPs)较未包膜组同型细胞递送效率增加了7
倍, 并且细胞内富集过程加快了近两个数量级。细

胞膜修饰的纳米载体, 不仅具有母源细胞类似的功

能, 还兼具母细胞所不可比拟的诸多优点, 如可进行

人工改造和修饰。研究发现, 肿瘤细胞膜修饰的仿

生纳米颗粒除了具有长循环和靶向性的优势以外, 
对其膜成分的工程化改造也为纳米颗粒的多功能化

提供了方向。YU等[15]将工程化表达TIGIT的细胞膜

和血小板细胞膜融合的纳米囊泡(TPNVs)包裹在化

疗药物奥沙利铂(OXA)表面, 通过静脉注射的方式

抑制乳腺癌术后复发, 该体系中细胞膜表面的TIGIT
可阻断CD155/TIGIT免疫检查点促进杀伤性T细胞

的浸润, 激活抗肿瘤免疫, 从而有效抑制术后肿瘤复

发和转移。由此可见, 工程化肿瘤细胞膜修饰的纳

米药物递送系统在药物的安全递送、精准靶向和多

功能化上发挥着巨大潜能。

本研究在前期研究工作基础上, 采用了类似的

药物递送体系, 所构建的PDT@DNPs纳米平台包

含三层结构要素: 内层为卵巢癌治疗常用化疗药物

顺铂, 其能与肿瘤细胞DNA结合, 引起交叉联结, 从
而发挥细胞毒性作用[16]; 中层为DSPE-PEG-MAL
自组装形成的球形外壳, 其包裹微溶于水的顺铂形

成DNPs纳米颗粒, 提高了顺铂在水溶液中的溶解

度, 同时作为整个纳米平台的结构支撑, 通过对PEG
聚合度的选择(PEG-5000)控制了纳米颗粒的粒径

大小, 使整个纳米药物的粒径稳定在100~200 nm的

理想范围内, 可以实现纳米颗粒的体内长循环和稳

定[17], 同时, PEG在中性及37 °C时保持良好的稳定

性, 而在酸性的肿瘤微环境中, PEG发生质子化改

变并引起DSPE-PEG分子的构象或自组装结构的改

变, 从而实现顺铂的肿瘤部位精准释放[18]; 外层为经

过工程化改造高表达PD-1的ID8肿瘤细胞膜, 在利

用同源靶向理论[14]提高ID8细胞摄取PDT@DNPs能
力的同时, 细胞膜上高表达的PD-1可以与肿瘤细胞

ID8表面的PD-L1特异性结合, 进一步增强肿瘤细胞

对PDT@DNPs的摄取能力。为了验证上述构想, 我

们采用低表达PD-L1的小鼠心肌细胞HL-1为对照, 
同时封闭ID8细胞膜表面的PD-L1并进行摄取实验, 
结果显示, ID8细胞对PDT@DNPs的摄取能力明显

高于HL-1细胞, 且在封闭实验中ID8细胞摄取能力

受到影响, 体外杀伤性实验也进一步证实高摄取率

下PDT@DNPs实现了更好的肿瘤细胞杀伤效果。在

抗肿瘤免疫调节方面, LDH释放实验及T细胞相关细

胞因子TNF-α、INF-γ的分泌水平显示PDT@DNPs
可通过提高ID8细胞培养体系中的PD-1水平实现肿

瘤细胞膜表面PD-L1免疫检查点的封闭, 改善CTL耗
竭状态, 激活培养体系中T细胞的抗肿瘤免疫功能。

综上, 本研究成功构建了具有较高稳定性和靶

向性的新型仿生纳米化疗药PDT@DNPs, 体外实验

表明PDT@DNPs借助其表面的肿瘤细胞成分及PD-1
的高表达显著促进了肿瘤细胞对于药物的摄取, 使
化疗药物顺铂(DDP)富集于肿瘤细胞内, 发挥了化学

杀伤作用; 同时肿瘤细胞培养体系中的PDT@DNPs
提供了大量的PD-1配体, 实现了PD-1/PD-L1免疫检

查点的封闭, 逆转了体系中T细胞的耗竭状态, 提高

了T细胞的抗肿瘤免疫功能, 为卵巢癌的药物研发提

供了新思路。
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