
前 言

肿瘤以细胞的异常增殖为特征，肿瘤的侵袭转

移导致了高致死率［1-4］。肿瘤的免疫治疗是指利用人

类的免疫系统来消除癌细胞［5-7］，其中针对程序性死

亡-1（PD-1）/程序性死亡配体 1（PD-L1）通路的免疫

检查点封锁在各种类型的癌症中诱导了显著的临床

反应［8-10］。PD-L1是PD-1受体的配体，癌细胞中PD-L1

表达量的上调会抑制效应 T 细胞［11］，通过抗体阻断

PD-1与PD-L1通路可以增强机体对癌细胞的免疫应

答，但是这种方法存在局限性，并不是所有的癌症都

可以通过 PD-1 通路进行有效治疗［12-13］。因此，需要

开 发 针 对 PD-L1 免 疫 检 查 点 抑 制 的 其 他 替 代

方法［14］。

化疗是应用于肿瘤治疗中最有效的方法之一［15-19］，

特别是蒽环类药物如阿霉素诱导的免疫原性化疗可以

进入肿瘤细胞的细胞核，通过抑制DNA与RNA合成来

导致细胞损伤，从而激活肿瘤特异性细胞毒性T淋巴细
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【摘要】目的：结合免疫治疗与化疗，以改善肿瘤的治疗效果，为安全有效的肿瘤免疫治疗策略的发展提供更多见解。方

法：使用工程化纳米囊泡，囊泡膜上表达PD-1受体，可以靶向肿瘤细胞表面的PD-L1，通过破坏PD-1/PD-L1免疫抑制通

路增强抗肿瘤反应。同时，囊泡包裹的化疗药物阿霉素可以进入肿瘤细胞核，抑制DNA与RNA的合成，诱导肿瘤细胞死

亡。结果：实验证实，制备的PD1-阿霉素材料具备良好的稳定性、安全性，能准确靶向肿瘤部位，阿霉素在细胞核部位起

作用，能有效地进行肿瘤杀伤。结论：本研究首次将PD-1免疫检查点抑制与化疗药物阿霉素相结合，利用PD-1囊泡安全

性高、长循环的特点作为包裹化疗药物阿霉素的载体，这种方法可以进行肿瘤细胞的有效靶向与治疗，实现肿瘤的有效

清除。
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Engineered nanovesicles combined with chemotherapy for enhancing tumor immunotherapy
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Abstract: Objective To combine immunotherapy with chemotherapy for improving the therapeutic effect, and providing

more insights for the development of safe and effective tumor immunotherapy strategies. Methods The engineered

nanovesicles were used in the study. The PD-1 receptors expressed on the vesicle membrane targeted PD-L1 on the surface of

tumor cells and enhanced the anti-tumor response by disrupting the PD-1/PD-L1 immunosuppressive pathway. Meanwhile,

vesicles-encapsulated chemotherapy drug doxorubicin (DOX) entered the tumor nucleus, inhibited the synthesis of DNA and

RNA, and induced tumor cell death. Results Experiments confirmed that the prepared PD1-DOX had good stability and high

safety, and could accurately target the tumor site. DOX worked at the nucleus to effectively kill tumors. Conclusion This is

the first time to combine PD-1 immune checkpoint inhibition with DOX. Because of characteristics of high safety and long

circulation, the PD-1 vesicles are taken as the carrier for encapsulating DOX. The prepared material can effectively target and

treat tumor cells and achieve effective tumor clearance.
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胞，诱导T细胞抗肿瘤免疫，导致肿瘤细胞死亡［20-22］。

但是由于很多癌细胞类型对化疗不敏感，且毒性副作

用明显，治疗效果远不及临床预期。而肿瘤的免疫治

疗则对于减少肿瘤的免疫抑制、增强治疗效果起到了

很好的作用，因此，将肿瘤的免疫治疗与化疗协同使用

能在增强机体的免疫应答同时，对肿瘤进行药物靶向

治疗，有着独特的治疗优势。

本研究设计一种使用高表达PD-1的细胞膜衍生

纳米囊泡（NVs）包裹化疗药物阿霉素对肿瘤进行协

同治疗的方法。细胞膜挤压的囊泡作为一种天然细

胞膜衍生囊泡可以降低机体的免疫排斥反应，在生

物工程化后能有效地增强抗癌免疫［23-26］。本实验将

PD-1蛋白表达基因通过细菌转染到小鼠乳腺癌细胞

上并挤推成囊泡，通过囊泡实现PD-L1过表达肿瘤细

胞的有效靶向。阿霉素作为一种协同药物，通过超

声包裹在囊泡内部，借助功能化囊泡的靶向作用递

送到肿瘤部位，对肿瘤细胞进行有效杀伤，囊泡的长

循环特点有效节约了阿霉素药物的用量。这种方法

首次将肿瘤的PD-1免疫检查点抑制与化疗药物阿霉

素相结合，在降低治疗成本的同时，可以有效改善肿

瘤的治疗效果，为安全有效的肿瘤免疫治疗策略的

发展提供更多见解。

1 材料与方法

1.1 实验材料

4T1 细胞、细胞培养基购自武汉普诺赛公司，盐

酸阿霉素购自美仑生物，CCK8 试剂盒购自碧云天，

BCA 试剂盒购自凯基生物，所用的荧光染料购自

Biolegend公司。实验使用的小鼠为 Balb/c雌性小鼠

（6~8 周），由深圳湾实验室实验动物平台统一购买。

动物实验方案由深圳湾实验室实验动物福利伦理委

员会批准（伦理号：Shenzhen Bay Laboratory Startup

Fund (No. 21310071)）。

1.2 实验方法

1.2.1 功能化NVs的制备 通过细菌中表达 PD-1 的

质粒将 PD-1 表达基因转染至 4T1 细胞上，转染后的

4T1 细胞使用流式分选仪分选出 PD-1 高表达的细

胞，用 15 cm 培养皿扩培培养。扩培后的细胞加入

3 mL 胰酶消化 5 min后加入培养基中止消化，离心清

洗后用 PBS 溶液重悬，在冰浴中使用超声探头超声

1 min，使用离心机 4℃ 4 000 g离心 30 min，去掉沉淀

即细胞中的杂质。之后使用超速离心机4 ℃ 100 000 g

离心 60 min，去掉上清后，用 PBS 溶液重悬，获得

4T1-PD1细胞膜悬液。使用挤推器，将细胞膜悬液分

别通过 1 μm、800 nm、400 nm、200 nm、100 nm的滤膜

挤推若干次，最后用无菌试管收集备用。

1.2.2 载药囊泡的制备 实验前提前用PBS将盐酸阿

霉素配置成 1 mg/mL 备用。挤推完囊泡后，用 BCA

试剂盒对囊泡蛋白量进行检测，取100 μg囊泡与150 μg

盐酸阿霉素混合充分吹匀，定容到 1 mL，在冰浴下超

声5 min，之后静置一夜，完成囊泡的载药。

1.2.3 细胞培养 4T1 细胞与 4T1-PD1 细胞均使用

DMEM 完全培养基培养（DMEM 培养基+1%P/S+

10%FBS）。培养条件为37℃，5%CO2的培养箱中。

1.2.4 功能化囊泡载药的表征 将挤推好的囊泡与载

药后的囊泡，用动态光散射仪测量粒径的分布与Zeta

电位的大小。对于材料中 PD-1的表达表征，用蛋白

质印迹法进行实验。

包封率计算公式为：

药物包封率 =
囊泡内的药物量

加入的药物总量
（1）

载药率计算公式为：

药物载药率 =
囊泡内的药物量

囊泡及其包裹的药物总量
（2）

1.2.5 材料的体内体外细胞毒性实验 为验证囊泡的

细胞毒性，在 96孔板中培养 4T1细胞，每组设置 5个

平行分组，每孔铺入 5 000 个细胞，在细胞密度长至

70%左右时，分别加入浓度为0、20、40、60、80、100 μg/mL

的 4T1-PD1 囊泡，浓度为 0 μg/mL 组加入等量培养

基。放入培养箱中培养24 h后，洗去上清，加入CCK8

试剂反应 30 min，用紫外分光光度计测量 450 nm 处

的吸光值，计算获得细胞活性。在验证4T1-PD1材料

的细胞毒性时，4T1 细胞培养方式如上，在细胞密度

长至 70% 左右分别加入 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、

16.0 μg/mL 的 PD1-阿霉素（以阿霉素浓度为准）、游

离阿霉素、对应浓度的 PD-1 囊泡，培养 24 h 后用

CCK8试剂盒检测细胞活性。

为验证实验材料对小鼠毒性的影响，取 3只健康

小鼠，通过尾静脉注射，每只小鼠注射浓度为100 μg/mL

的PD1-阿霉素材料 100 μL（浓度为阿霉素浓度，材料

制备方法按照之前比例 NVs：阿霉素=2：3 制备），另

取 3只健康小鼠做空白对照，通过尾静脉注射等体积

的PBS溶液。注射材料后培养 30 d，取出小鼠血液进

行血常规检测，取出心、肝、脾、肺、肾等重要器官进

行组织切片H&E染色。

1.2.6 材料的摄取实验 为了观察 4T1细胞对PD1-阿

霉素的摄取情况，验证治疗机制，在共聚焦皿中培养

4T1细胞。制备的 PD1-阿霉素材料提前用 DIO染成

绿色备用，染色后清洗 3次去掉溶液中的染料。待细

胞长至半满时，分别加入 0、2、4、8 μg/mL的PD1-阿霉

素（浓度均为阿霉素浓度），在 37 ℃培养箱中孵育

4 h。之后制备共聚焦显微镜的样本：将样品用 4%多
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聚甲醛固定，用 DAPI 染料染色 15 min，放置到共聚

焦显微镜下观察。

2 结果与讨论

2.1 工程化NVs的制备与表征

通过细菌将表达PD-1基因的质粒基因转染到小

鼠乳腺癌细胞 4T1上，使得 4T1细胞表面表达 PD-1，

PD-1 蛋白由 mCherry 红色荧光标记，转染成功后的

4T1 细胞在共聚焦显微镜下可以观察到细胞膜表面

表达的红色荧光，证明 PD-1 在 4T1 细胞上的成功表

达（图1a）。将未转染的4T1细胞与转染后的4T1-PD1

使用流式细胞仪进行分选，可以看到两个明显的分

离峰值，也代表了 PD-1的成功转染（图 1b）。将转染

成功后的 4T1-PD1细胞扩培，通过超声、离心后获得

细胞膜悬液。最后使用挤推器，分别用1 μm、800 nm、

400 nm、200 nm、100 nm 的滤膜挤推细胞膜，获得实

验使用的功能化囊泡。囊泡用透射电镜拍摄的图像

如图1c所示。

100 102 104 106 108

c

a

b

图1 工程化纳米囊泡的制备与表征

Figure 1 Preparation and characterization of engineered nanovesicles
a：4T1细胞与4T1-PD1细胞的共聚焦荧光图（标尺：50 μm）；b：4T1细胞与4T1-PD1细胞

表面mCherry荧光的流式分析图；c：PD-1表达囊泡的透射电镜图（标尺：100 nm）

2.2 囊泡载药的探究

为了实现使用功能化囊泡对阿霉素进行载药，

首先探究载药方法是否会对囊泡的结构产生影响。

将挤推好的囊泡与阿霉素混合，通过超声的方式实

现载药，利用动态光散射仪可以测得载药前后囊泡

的平均粒径分布没有发生太大变化（图 2a与 b）。通

过测定 Zeta 电位测得囊泡载药前后电位均相对稳

定，药物被成功载入囊泡中（图 2c）。之后使用蛋白

质印迹对载药前后的材料进行进一步分析，在保证

蛋白上样量（实验过程中囊泡的蛋白量通过 BCA 试

剂盒检测）一定的条件下对材料进行表征，使用

GAPDH作为内参。图 2d可以看出，囊泡组没有内参

图线，证明膜的提取过程对杂质的清理较为彻底。

之后对囊泡载药进行探究，寻找载药的最优比

例。实验通过将 100 μg蛋白量的囊泡与不同量的阿

霉素按不同比例混合，探究在哪种情况下阿霉素的

载药效率最高。阿霉素的载入量通过测量超离后上

清中的阿霉素浓度获得，阿霉素浓度通过代入定标

过的标准曲线来确定。可以发现在囊泡量一定的情

况下，加入不同浓度的阿霉素，包封率与载药率均在

阿霉素浓度为 150 μg/mL时存在一个转折点，该点后

阿霉素的包封率明显下降，载药率上升变化不明显

（图 2e、f）。后续实验将该点的囊泡与阿霉素比例作

为最佳载药比例，即NVs：阿霉素=2：3。

2.3 材料的细胞毒性实验

为探究材料的细胞毒性，首先验证囊泡对细胞

的毒性。在 96孔板中每孔铺入 5 000个 4T1细胞，每

组设置 5个平行组，分组加入不同浓度囊泡后，经过
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24 h用CCK8试剂检测细胞活性，可以发现在加入材

料 24 h 后，即使是最大浓度 100 μg/mL 的囊泡组，细

胞的存活率仍然在 80% 以上，可以证明囊泡的低毒

性（图3a）。

之后使用载药囊泡进行实验，同样使用CCK8试

剂进行检测，根据阿霉素的药量，设置对应的囊泡载

药组与纯囊泡组浓度。由图 3b 可以看到，随着阿霉

素浓度的增加，细胞有着明显死亡趋势，体现了阿霉

素对肿瘤细胞有效的杀伤作用。

根据细胞毒性实验结果，使用小鼠对材料的毒

性进行进一步评估。实验设置平行组，实验载药量

为 100 μg 的囊泡对每只小鼠进行尾静脉注射，经过

一个月后取主要器官进行 H&E染色切片观察，可以

看到在注入材料后，小鼠的主要器官没有明显的损

伤，证明了材料的安全性（图 3c）。将小鼠的血液提

取出来进行血常规分析，可以看到小鼠血液中相关

成分的主要指标与对照组（注射 PBS溶液）相比无较

大差距，进一步证明了材料对小鼠的安全性（表1）。

2.4 乳腺癌细胞对材料的摄取

为了观察乳腺癌细胞对材料的摄取，验证阿霉

素的治疗机制，将 PD1-阿霉素外部的囊泡用 DIO 染

料染成绿色，内部的阿霉素自带红色荧光，用 DAPI

将活细胞核染色后，分别向 4T1细胞中加入不同浓度

的材料（以阿霉素量为准），4 h后用共聚焦显微镜观

察细胞对材料的摄取。从图 4中可以看出，随着材料

浓度的增加，细胞核中的红色越来越明显，这也反映

了阿霉素会在细胞核内发挥作用。随着加入的囊泡

浓度增大，绿色亮度也随之增加。以上结果表明，在

阿霉素与 PD-1囊泡的共同作用下，可以实现在对机

体不产生损伤的情况下，对肿瘤细胞进行联合治疗。
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图2 囊泡载药的探究

Figure 2 Exploration of vesiclar drug loading
a、b：PD-1表达囊泡与PD1-阿霉素的动态光散射图；c：PD-1表达囊泡与PD1-阿霉素的Zeta电位图；

d：材料的蛋白质印记法表征；e：PD-1表达囊泡的载药率；f：PD-1表达囊泡的包封率
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图3 材料的细胞毒性实验

Figure 3 Cytotoxicity experiments for materials
a：4T1-PD1囊泡的细胞毒性实验；b：PD1-阿霉素的细胞毒性实验；c：PD1-阿霉素的小鼠体内毒性实验（图中标尺：200 μm）

PBS

PD1-DOX

心脏 肝脏 脾脏 肺脏 肾脏

参数

白细胞（WBC）/109∙L-1

中性粒细胞（NEU）/109∙L-1

淋巴细胞（LYM）/109∙L-1

嗜酸性粒细胞（EOS）/109∙L-1

红细胞（RBC）/1012∙L-1

血红蛋白（HGB）/g∙L-1

红细胞积压（HCT）/%

红细胞平均体积（MCV）/fL

红细胞平均血红蛋白量（MCH）/pg

红细胞平均血红蛋白浓度（MCHC）/g∙L-1

红细胞分布宽度变异系数（RDW-CV）/%

红细胞分布宽度标准差（RDW-SD）/fL

血小板（PLT）/109∙L-1

血小板平均体积（MPV）/fL

血小板分布宽度（PDW）/%

降钙素原（PCT）/%

对照组

5.487±0.612

0.863±0.172

4.607±0.726

0.040±0.017

10.357±0.387

187.000±26.458

49.700±2.339

48.333±0.306

16.433±0.153

339.333±4.933

18.767±0.666

39.133±1.274

310.00±7.55

6.167±0.058

15.667±0.209

0.192±0.006

实验组

5.480±1.510

0.817±0.188

4.507±1.277

0.043±0.025

11.353±2.543

187.333±41.041

54.700±12.243

48.167±0.289

16.500±0.100

342.333±3.215

19.533±0.551

41.300±1.000

286.00±63.46

6.033±0.153

15.500±0.265

0.173±0.042

P值

0.141 2

0.381 5

0.658 3

>0.999 9

0.951 3

0.444 1

0.997 0

0.034 0

<0.000 1

<0.000 1

0.044 5

0.107 4

0.033 0

0.004 3

0.013 9

0.029 3

表1 小鼠血常规相关参数（x̄ ± s）

Table 1 Mouse blood routine parameters (Mean±SD)
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3 结 论

本研究制备了一种利用PD-1免疫检查点抑制与

化疗药物阿霉素相结合用于肿瘤治疗的材料，PD-1表

达的囊泡能有效靶向肿瘤细胞，降低肿瘤细胞对效

应T细胞的免疫抑制作用，并结合阿霉素对肿瘤细胞

的杀伤作用，诱导肿瘤细胞死亡，增强机体的免疫能

力。总的来说，这一材料具有长循环、低毒性等特

点，将免疫治疗与化疗相结合，且可以快速重复制

备，在降低治疗成本的同时，可以有效改善肿瘤的治

疗效果，为安全有效的肿瘤免疫治疗策略的发展提

供新型治疗思路。
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