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基于黑磷量子点的光热效应在树突状细胞激活中的作用
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摘要: 癌症的免疫治疗是近年来兴起的一种治疗癌症的方法, 通过人为地激活免疫系统来产生持久地杀伤肿瘤

细胞的免疫反应, 肿瘤疫苗是其最发达的部分之一。虽然目前肿瘤疫苗已经取得了很多突破, 但仍然面临着巨大的

挑战。在本研究中, 采用癌细胞膜囊泡 (cancer cell membrane nanovesicle, CCNVs) 包裹黑磷量子点 (black phosphorus

quantum dots, BPQDs) 制备得到负载黑磷量子点的癌细胞膜囊泡 (BPQD-CCNVs), 并将从小鼠骨髓中分离得到的

树突状细胞与BPQD-CCNVs共同孵育, 然后用 808 nm近红外光对培养基照射 10 min, 最后用流式细胞分析仪检测

树突状细胞表面分子CD80、CD86和MHC-II的表达情况。所有动物实验均经过清华大学动物伦理委员会批准。结

果表明, 基于黑磷量子点的光热效应能使培养基的温度升高, 刺激树突状细胞成熟, 使树突状细胞表面CD80、CD86

和MHC-II的表达上调。本研究证明光热作用可以刺激树突状细胞的成熟。因此, 可将光热作用引入到肿瘤疫苗

中, 增强肿瘤疫苗激活免疫系统的能力。
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Abstract: Immunotherapy is the most active research area for cancer treatment. Tumor vaccine is one of the

most developed aspects of cancer immunotherapy. Though tumor vaccine has made many breakthrough, it still

faces many challenges. In this study, we coated the black phosphorus quantum dots (BPQDs) with cancer cell

membrane to create a nanoparticle named BPQD-CCNVs. The BPQD-CCNVs were incubated with bone marrow-

derived dendritic cells and irradiated with 808 nm infrared light. We tested the expression level of CD80, CD86

and MHC II of dendritic cells by flow cytometry after irradiation. All animal experiments approved by the Animal

Experiments Ethical Committee of Tsinghua University. The results showed that the rise of medium's temperature

caused by the photothermal effect of BPQDs could upregulate the expression of CD80, CD86 and MHC-II on

dendritic cell surface. Based on these, we conclude that near infrared irradiation can stimulate the activation of

dendritic cells. Our study may have provided a new strategy for tumor vaccine development.
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癌症的免疫治疗是指通过人为的方法刺激免疫系

统, 提高免疫系统对肿瘤细胞识别和杀伤能力的一种

治疗手段[1,2]。过去 10年间癌症免疫治疗得到不断发

展, 它已经在众多临床试验中取得突破, 这也使癌症免

疫治疗领域受到了前所未有的关注, 2018年的诺贝尔

生理学或医学奖更是授予了两位研究癌症免疫治疗的

科学家。目前癌症免疫治疗的手段主要包括免疫检查

点阻断[3,4]、肿瘤疫苗[5]和CAR-T细胞治疗[6]等。

肿瘤疫苗作为免疫治疗重要的组成部分之一也取

得了巨大突破, 越来越多的疫苗正在进行Ⅱ期或Ⅲ期

临床试验, 主要包括针对黑色素瘤[7]和前列腺癌[8]等。

然而, 目前肿瘤抗原的鉴定还是十分困难[9], 并且其免

疫原性较低, 引起的免疫反应弱, 这大大阻碍了肿瘤疫

苗的发展。机体内的抗原提呈细胞摄取肿瘤疫苗中的

抗原, 并对肿瘤抗原进行加工以抗原肽-MHC分子复

合物的形式将抗原呈递给T细胞, 进而启动机体的免

疫应答杀伤肿瘤细胞。树突状细胞 (DC) 是人体中最有

效的抗原提呈细胞[10], 对免疫系统的激活至关重要, 通

常一般的抗原提呈细胞只可以将内源性抗原-MHC I

复合体呈递给CD8+ T细胞或外源性抗原-MHC II复合

体递呈给CD4+ T细胞, 但是DC细胞不但可以完成这

种传统的抗原提呈方式, 而且可以通过交叉提呈的方

式将外源性抗原与 MHC I复合体结合呈递给 CD8+ T

细胞。因此, DC细胞能更有效地激活CD4+和CD8+ T

细胞的活性, 加强 DC细胞的活性能够增强肿瘤疫苗

引起的免疫应答。

黑磷是一种新型的半导体二维材料, 具有非常好

的光热转换效应[11], 由于它具有良好生物相容性, 能够

在体内降解为无毒的磷酸盐和磷酸酯, 已经广泛用于

光热治疗的研究中[12-14]。虽然随着全基因组测序技术的

进步, 肿瘤抗原已可以被筛选出来, 但是成本太高、耗

费时间过长, 要想普及还有一定的难度[15]。就算肿瘤抗

原被鉴定出来, 大部分的肿瘤抗原的免疫原性较弱, 不

足以引起免疫反应。因此, 基于作者前期的研究结果

提出设想, 将癌细胞膜作为肿瘤抗原的来源, 用它包裹

黑磷量子点 (black phosphorus quantum dots, BPQDs),

当 DC细胞吞噬后, 通过红外照射引起的光热效应刺

激 DC细胞的成熟, 使它能够激活机体的免疫系统对

抗癌症。本研究以生物相容性非常好的 BPQDs作为

光热材料刺激 DC细胞成熟, 希望能为癌症疫苗的研

究提供一种新的思路。

材料与方法

材料 黑磷 (奥地利 Smart Elements 公司); N-甲

基吡咯烷酮 (N-methypyrrolidine, NMP, 美国 Aladdin

公司); RPMI-1640培养基、胎牛血清 (FBS) (美国Gibco

公司); Cy5.5、白介素 -4 (IL­4) (美国 Invitrogen 公司);

Fluorescein isothiocyanate (FITC, 上海拓旸生物科技有

限公司); 细胞培养瓶、细胞培养板 (美国Thermo Fisher

Scientific公司); BCA蛋白浓度测定试剂盒 (上海碧云

天生物技术有限公司); 小鼠乳腺癌细胞 4T1 (南京科

佰生物科技有限公司); 粒细胞巨噬细胞集落刺激因

子 (北京义翘神州生物科技有限公司)。

仪器 细胞超声破碎仪 (美国 Sonics 公司); KQ-

300GDV 水浴超声仪 (昆山超声设备股份有限公司);

FEI spirit T12透射电子显微镜 (TEM, 日本日立公司);

纳米粒度及 Zeta 电位仪 (英国 Malvern 公司); Leica

DMIL倒置光学显微镜 (德国Leica公司); FV1000激光

扫描共聚焦显微镜 (日本奥林巴斯公司)。

动物 Balb/c小鼠, SPF级, 雌性, 6～8周, 体重15～

17 g, 购自广东省实验动物中心 , 许可证号为 SCKX

(粤) 2013-0002。所有动物实验均经过清华大学动物

伦理委员会批准。

BPQDs 的制备 将黑磷晶体 20 mg 加入到装有

40 mL NMP的离心管中, 置于冰水浴中用探头进行超

声 , 功率为 500 W, 超声振幅为 25%, 超声 20 s, 间歇

10 s, 连续超声 8 h。然后进行水浴超声, 功率为 300 W,

超声功率为 100%, 连续超声 8 h。超声结束后将样品

先 6 000 ×g 离心 30 min, 去除大片的黑磷纳米片 , 再

27 000 × g 离心 1.5 h, 去除上清 , 保留沉淀 , 保存于

NMP中, 4 ℃保存。

BPQDs浓度的测定 采用电感耦合等离子体原

子发射光谱仪测定BPQDs的浓度。取终浓度BPQDs

悬液 500 μL加 ddH2O 500 μL定容至 1 mL。在样品中

加入浓硝酸 2 mL, 消化过夜使其成为原子状态。第 2

天将样品玻璃小瓶开盖敞口, 放入加热套中 100 °C加

热, 蒸发至 500 μL溶液, 然后加 ddH2O 2 mL继续蒸发,

至 500 μL液体。再在 500 μL样品中加 ddH2O 4.5 mL

定容至 5 mL, 相当于稀释了 10 倍, 此样品用于检测。

测试前需要配置梯度标准磷元素溶液用于做标准

曲线。

癌细胞的提取 为了得到癌细胞的细胞膜 , 用

150 mm 皿培养癌细胞。4T1-luc 细胞的培养条件 :

1640培养基+10%胎牛血清+1%双抗+1 μg·mL-1嘌呤

霉素。待细胞长满后用0.25%胰酶消化, 采用磷酸盐缓

冲液 (PBS) 洗1～2次, 最后用含有0.1 mmol·L-1 PMSF

(phenylmethanesulfonyl fluoride) 蛋白酶抑制剂的 HM

溶液重悬。将细胞转移到匀浆器中, 在冰上杵 200次,

将得到的匀浆 1 000 ×g离心 5 min (去掉细胞核), 取上

清液 3 000 ×g 离心 5 min, 得到的上清继续 20 000 ×g
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离心 30 min, 取沉淀。用含 0.1 mmol·L-1 PMSF蛋白酶

抑制剂的HM 溶液重悬, 置于4 ℃保存。

癌细胞膜蛋白浓度的测定 用 BCA 法测定蛋

白的浓度。在 96 孔板中将标准品按比例稀释成 0、

25、50、100、200、300、400 和 500 mg · mL-1质量浓度用

于做标准曲线。将含有癌细胞膜的样品稀释 10倍后,

加样品 20 μL到 96孔板中。每孔中加入 BCA 工作液

200 μL, 在 37 ℃培养箱中放置 30 min。用酶标仪测定

波长 562 nm下的吸光度值, 最后根据标准曲线和样品

稀释的倍数来确定样品的蛋白浓度。

BPQD-CCNVs 的制备 将含有 BPQDs 的 NMP

液体以 27 000 ×g 离心 1.5 h, 去除 NMP, 加入 PBS 重

悬、吹打分散均匀, 再用探头超声, 功率为 500 W, 超声

振幅为 25%, 超声 20 s, 间歇 10 s, 连续超声 5 min。将

BPQDs 质量浓度为 200 μg · mL-1 的 PBS 悬液 500 μL

与癌细胞膜蛋白质量浓度为 200 μg · mL-1 HM 溶液

500 μL混合, 水浴超声 5 min (300 W, 100%功率), 即可

获得BPQD-CCNVs。

BPQD-CCNVs 的表征 取 BPQD-CCNVs 10 μL

滴于有支持膜的铜网上, 静置 30 min, 用滤纸吸走多余

液体, 重复2次。吸取醋酸铀10 µL滴于铜网上染色2 min,

蒸馏水洗 3次, 真空干燥后用透射电子显微镜进行观

察。取适量含有BPQD-CCNVs的悬液, 稀释后用纳米

粒度及Zeta电位仪测其粒径。

温度上升曲线的测定 将 1 mL BPQDs质量浓度

为50 μg·mL-1的BPQDs PBS悬液和1 mL BPQD-CCNVs

PBS 悬液加入到 24 孔板中 , 用 1 W · cm-2的 808 nm 近

红外光照射 10 min, 红外热成像仪记录温度的变化, 以

PBS作为对照组。

骨髓来源的树突状细胞 (BMDC) 的体外培养 用

颈椎脱臼法将 Balb/c小鼠 (6～10周龄) 处死, 取出所

有股骨和胫骨并将骨周围的肌肉组织用剪刀剔除。将

骨移至超净台内, 在 70% 酒精中浸泡 5 min进行消毒

灭菌, 然后用无菌 PBS清洗 2次。再将骨移入另一个

盛有 PBS 的新培养皿中 , 剪去骨的两端 , 将含有 PBS

的注射器的针头插入骨髓腔中反复冲洗出骨髓直至骨

头全部变白。将骨髓悬液转移到离心管中, 用 200目

尼龙网滤去小碎片和肌肉组织, 1 200 r·min-1离心5 min,

弃上清, 用红细胞裂液重悬细胞, 在室温下孵育 5 min,

再 1 200 r · min-1离心 5 min, 弃红色上清, 将得到的细

胞用含 10% FBS 的 1640 完全培养基 (含 20 ng · mL-1

GM-SF 和 10 ng · mL-1 IL­4) 进行培养 , 对骨髓细胞进

行细胞计数, 将浓度调整为每毫升 1×106个细胞, 加到

12孔板中, 每孔 1 mL。此后每两天更换 3/4体积的新

鲜培养液。第 6天, 轻轻吹打培养液, 收集悬浮细胞及

疏松贴壁生长的细胞; 1 200 r · min-1离心 5 min, 弃上

清; 用上面提到的培养基重悬细胞并计数, 重新调整浓

度至每毫升 1×106 个细胞 , 加到 24 孔板中继续培养

1～2天。

细胞摄取实验 将癌细胞膜和 BPQDs 分别用

cy5.5 和 FITC 进行荧光标记制备 BPQD-CCNVs。将

DC 细胞以每孔 1×105个接种于 12 孔板中 , 加入荧光

标记的 BPQD-CCNVs, 于 37 ℃培养箱中孵育 2 h; 用

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) 对细胞核进行染

色 10 min, 吸取培养基于 1 200 r·min-1离心 5 min, PBS

重悬, 重复 3次; 取 10 µL滴于载玻片上, 盖上盖玻片,

置于激光扫描共聚焦显微镜下观察拍照。

细胞活性检测 收集 10 000个DC细胞加到 96孔

板中, 分别加入BPQDs和BPQD-CCNVs的 PBS悬液,

共同孵育 24 h 后 , 加入 MTS 20 µL 继续孵育 2 h, 用

490 nm波长在酶标仪上检测各孔的吸光度值。

DC细胞的体外激活实验 为了验证基于BPQD-

CCNVs的光热效应对DC的激活作用, 设置了 4个组,

分别是: blank (#1)、BPQD-CCNVs (#2)、BPQD-CCNVs+

NIR (#3) 和 LPS (#4)。将 100 µL加到含有DC细胞的

24 孔板中 , 放入 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h。对于

需要进行红外光热组, 用 1 W·cm-2的 808 nm近红外光

照射10 min, 再放回培养箱。24 h后收集各组的细胞悬

液, 1 200 r·min-1离心 5 min, 弃上清, 用PBS重悬, 重复

3遍。用 staining buffer重悬, 取 1×105个细胞, 用 anti-

CD11c-APC、anti-CD80-FITC、anti-CD86-PE 和 anti-

MHC II-Percp/Cy5.5抗体按体积比 1∶100对各组的DC

细胞在冰上避光染色 30 min, 1 200 r ·min-1离心 5 min,

staining buffer 重悬 , 重复 3 次 , 用流式分析仪进行检

测, 采用FlowJo进行分析。

统计学方法 用 GraphPad Prism 5.0软件进行数

据处理, 所有实验数据均用
-
x ± s表示, 各组之间比较

采用单因素方差分析 (one-way ANOVA), P<0.05表示

具有统计学差异。

结果

1 BPQD-CCNVs的表征

用 TEM 观察了 BPQD-CCNVs 的形态 , 如图 1 所

示, BPQD-CCNVs呈球形的结构, 里面有很多的小黑

点 (BPQDs), 说明此方法能够成功包被BPQDs。用动

态散射 (DLS) 法对 BPQD-CCNVs 的粒径和 zeta 电位

进行分析, 结果如图2所示, BPQD-CCNVs的粒径大约

在 220 nm左右, zeta电位为-23 mV。此 zeta电位远高

于BPQDs, 因为 zeta电位越高, 粒子之间的静电排斥越

强, 悬液中粒子的稳定性就越高, 这说明通过癌细胞膜
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的包被, BPQDs在分散剂中的稳定性增强了。

2 细胞毒性实验

用 MTS 法验证了 BPQDs和 BPQD-CCNVs对 DC

细胞的毒性 , 如图 3 所示 , 可以看到不同黑磷制剂对

DC细胞存活率几乎没有变化。因此, 可以判断BPQDs

和 BPQD-CCNVs 对细胞没有太大的毒性 , 具有非常

良好的生物相容性。并且在经过NIR照射之后, DC细

胞的存活率也没有明显的变化 , 证明了此方法的安

全性。

3 细胞摄取实验

采用共聚焦荧光显微镜观察 DC 细胞对 BPQD-

CCNVs的摄取情况, 结果如图4所示, 蓝色荧光为细胞

核, 绿色荧光为BPQDs, 紫色荧光为细胞膜, 可以看到

在细胞核周围有许多紫色荧光和绿色荧光的重叠, 即

被 DC 细胞摄取的 CCNVs, 绿色荧光为 CCNVs 内的

BPQDs, 说明BPQD可通过CCNVs被DC细胞摄取。

4 细胞光热实验

当DC细胞摄取BPQD-CCNVs后, 用 808 nm近红

外光对培养基进行照射 , 如图 5 所示 , 随着时间的推

移 , BPQDs 和 BPQD-CCNVs 组的培养基的温度逐渐

升高, 最后都稳定在 43 ℃左右, 而加入 PBS组的温度

并没有变化, 说明包裹细胞膜后对BPQDs的光热作用

Figure 4 Confocal images of cell uptake of BPQD-CCNVs (A)

and BPQDs (B). Scale bar, 10 μm

Figure 3 Cell viability of dendritic cells (DCs) after incubated with different formulations (A) and DCs 24 h after irradiated with 808 nm

near infrared radiation (NIR) for 10 min when incubated with different formulations (B) . n = 3,
-
x ± s

Figure 1 (A) Transmission electron microscope image of i) single CCNV (scale bar, 100 nm), ii) single BPQD-CCNV (scale bar, 100 nm)

and iii) BPQD-CCNVs. (B) Transmission electron microscope image of BPQDs (scale bar, 20 nm). CCNV: Cancer cell membrane

nanovesicle; BPQD: Black phosphorus quantum dot

Figure 2 Size distribution of BPQD-CCNVs (A). Zeta potentials of BPQDs and BPQD-CCNVs (B). n = 3,
-
x ± s
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没有影响。

5 DC细胞的活性检测

设置了 4个组来验证光热效应对树突状细胞的激

活作用, 分别是: blank (#1), BPQD-CCNVs (#2), BPQD-

CCNVs + NIR (#3) 和 LPS (#4)。首先, 用倒置显微镜

观察各孔中DC细胞的成熟情况, 如图 6所示。Blank

(#1) 和 BPQD-CCNVs (#2) 组的悬浮细胞形态没有变

化 , 始终保持圆形 , 而 BPQD-CCNVs + NIR (#3) 和

LPS (#4) 组都可以看到许多有树突状结构的细胞 (见

红色箭头)。因此, 初步判断光热作用可以刺激DC细

胞成熟。

为了进一步验证 DC 细胞的成熟情况, 采用流式

细胞分析仪对获得的细胞进行检测。对于流式分析的

结果, 首先将 anti-CD11c-APC标记的细胞圈出来作为

DC 细胞 , 再分别对它的 CD80、CD86 和 MHC-II 的表

达情况进行分析。流式结果如图 7和 8所示, 与 blank

Figure 5 Time-dependent temperature increase of BPQDs and

BPQD-CCNVs dispersed in phosphate buffer saline (PBS) and

irradiated with 808 nm laser (1 W·cm-2) for 10 min

Figure 6 Microscope image of DCs at 24 h after different treatments. The red arrow marked mature DCs. Scale bar, 25 μm

Figure 7 Representative flow cytometry plots of CD80+ CD86+ DCs (gated on CD11C+) (A), CD11c+ MHC-II+ cells (gated on CD11c+)

(B) from different treatment groups

Figure 8 Quantitative analysis of CD80+ CD86+ DCs (gated on CD11c+ cells) (A) and CD11c+ MHC-II+ cells (B) from different groups.

n = 3,
-
x ± s. #1: Blank; #2: BPQD-CCNVs; #3: BPQD-CCNVs+NIR; #4: LPS. ***P<0.001 vs blank group
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(#1) 相比 , BPQD-CCNVs (#2) 组的 DC 细胞中 MHC-

II、CD80 和 CD86 的表达量并没有明显的变化 , 而

BPQD-CCNVs + NIR (#3) 组和 LPS (#4) 组都有明显

地上升, 这与倒置显微镜下观察的结果一致, 说明基于

BPQD光热效应可以促进DC细胞的成熟。

讨论

免疫治疗是现今癌症治疗研究中最热门的领域,

主要包括免疫检查点阻断、CAR-T细胞治疗和肿瘤疫

苗等。针对 PD1/PDL-1和 CTLA4的免疫检查点阻断

剂在多种癌症的治疗中都取得了非常好的效果 , 自

2011年起, FDA已经批准 5种 PD1/PDL-1阻断剂药物

上市[16]。而肿瘤疫苗作为癌症免疫治疗最活跃的领域

之一, 也一直受到广泛的关注。目前的肿瘤疫苗主要

包括: DC细胞疫苗[17]、多肽疫苗[18]和基因疫苗[19]。

DC细胞是哺乳动物中最有效的抗原提呈细胞[20],

在启动适应性免疫应答中发挥着重要的作用, 它能够

通过交叉提呈的方式将外源性抗原 MHC-I复合物呈

递给CD8+ T细胞, 因此它的激活程度对于抗肿瘤免疫

反应的启动和强度至关重要。CD80又称为B7, CD86

又称为 B7-2, 两者均表达于活化的树突状细胞表面 ,

能够联合提供T细胞活化的共刺激信号; MHC-II是主

要组织相容性复合体 II, 能够将胞外抗原通过抗原提

呈的方式呈递给T细胞, 激活免疫系统[21]。经过光热

作用后, DC细胞表面的MHC-II分子表达量升高了, 说

明DC细胞的抗原提呈增加, 且CD80和CD86的表达

量也都明显上升, 说明DC细胞刺激T细胞成熟的能力

也增强了。本研究证明, 基于BPQD光热效应可以刺

激DC细胞的成熟,作者猜测这可能是因为它模拟了机

体内发烧的过程[22]。

在本研究中, 将癌细胞膜作为载体包裹黑磷量子

点制备了 BPQD-CCNVs, 使它能够被树突状细胞吞

噬, 再用 808 nm近红外照射, 可以刺激树突状细胞成

熟, 希望可以为肿瘤疫苗的开发提供一种新的策略。
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