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肿瘤微环境响应脂质体阻断CXCL12/CXCR4通路协同增加

抗PD-L1的免疫疗效

王如东 1,2, 彭祎玮 1,2, 仰浈臻 1,2, 杜祎甜 1,2, 林 萌 1,2, 孙 琪 1,2, 齐宪荣 1,2*

(1. 北京大学药学院, 北京 100191; 2. 分子药剂学与新释药系统北京市重点实验室, 北京 100191)

摘要: 阻断免疫检查点程序性细胞死亡受体-1 (PD-1) 或程序性死亡受体配体-1 (PD-L1) 可以增强效应T细胞

的抗肿瘤活性。然而, 许多患者对 PD-1/PD-L1疗法缺乏反应。通过改善免疫抑制性肿瘤微环境 (TME) 以增强免

疫检查点抑制剂的疗效已成为一种有前景的癌症治疗策略。本研究构建了具有基质金属蛋白酶 (MMPs) 响应能力

的C-X-C趋化因子配体 12 (CXCL12) siRNA与抗 PD-L1肽的共给药脂质体 (PD-L1/siCXCL12-Lp), 联合 siCXCL12

的TME调控与抗PD-L1肽的免疫调节作用, 以协同增强抗肿瘤免疫反应。动物实验方案经由北京大学生物医学伦

理委员会审查通过。作者发现PD-L1/siCXCL12-Lp在体外 (33.8%) 和体内 (15.5%) 直接下调了CXCL12的表达, 并

有效提高了CD8+/Treg的比例 (20.0%), 这有利于抗PD-L1肽更好地发挥其免疫作用。联合治疗显著抑制了肿瘤生

长 (52.08%), 并且具有良好的安全性, 为癌症免疫治疗探索了新的思路。
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Abstract: Blocking immune checkpoint programmed cell death receptor 1 (PD-1) or programmed death

receptor-ligand 1 (PD-L1) can enhance anti-tumor activity of effector T cells. However, the lack of response in many

patients to PD-1/PD-L1 therapy remains a question. Improving the immunosuppressive tumor microenvironment

(TME) to enhance the efficacy of immune checkpoint inhibitors has become a promising cancer treatment strategy.

We constructed a liposome system (PD-L1/siCXCL12-Lp) of CXCL12 siRNA and anti-PD-L1 peptide with matrix

metalloproteinases (MMPs) responsiveness, which combined the TME regulation of siCXCL12 and the immune

regulation of anti-PD-L1 peptide. All animal experiments were approved by the Biomedical Ethics Committee of

Peking University. The authors found that PD-L1/siCXCL12-Lp directly down-regulated the expression of

CXCL12 in vitro (33.8%) and in vivo (15.5%). It also effectively increased the ratio of CD8+/Treg by 20.0%, which

helped the anti-PD-L1 peptide to better exert its immune effect. The combination therapy significantly inhibited
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tumor growth (52.08%) with great safety, which explored a new idea for cancer immunotherapy.

Key words: liposome; small interfering ribonucleic acid; C-X-C chemokine ligand 12 / C-X-C chemokine

receptor type 4; programmed cell death protein 1 / programmed death receptor-ligand 1; matrix metalloproteinase-2

近年来, 基于检查点抑制剂的癌症免疫治疗备受

关注[1]。程序性细胞死亡受体-1 (programmed cell death

protein 1, PD-1)/程序性死亡受体配体-1 (programmed

death receptor-ligand 1, PD-L1) 免疫疗法通过阻断T细

胞免疫检查点, 使免疫正常化, 提高了患者的生存率[2-4]。

然而该疗法目前仅对部分癌症类型和 20%～30%的患

者有效[5], 全身性递送 PD-1/PD-L1抗体还可能会出现

免疫相关不良事件, 这限制了其进一步应用[6]。T细胞是

抗肿瘤免疫的关键介质[7], 由免疫抑制性肿瘤微环境

(tumor microenvironment, TME) 引起的有限的 T 细胞

浸润是检查点抑制剂治疗失败的关键原因之一[8]。因此,

改善免疫抑制性TME或可增强检查点抑制剂的功效。

癌症相关成纤维细胞 (cancer-associated fibroblasts,

CAFs) 是TME中含量最丰富的基质细胞之一, 通过分泌

多种细胞因子、蛋白酶和细胞外基质, 在塑造免疫抑制

性TME中起着重要作用[9]。CAFs分泌的促炎介质C-X-C

趋化因子配体12 (C-X-C chemokine ligand 12, CXCL12)

可以通过 CXCL12/CXCR4信号通路加速肿瘤的生长

和转移[10]。研究发现 , CXCL12 会抑制肿瘤内 T 细胞

的浸润[8,11,12], 阻断CXCL12/CXCR4通路可以提高检查

点抑制剂的疗效, 这种联合疗法已成为一种有前途的

癌症治疗策略[13,14]。

由此, 本研究构建了一种基于阳离子脂质体的共

给药体系 (图 1), 将针对 CXCL12 的基因疗法和针对

PD-L1的免疫疗法联合起来, 以协同增强抗肿瘤免疫

反应。选取阳离子脂质体作为共递送载体, 能够有效

地将基因药物和多肽药物同时携载。作者将CXCL12

siRNA (siCXCL12) 包载进脂质体内部, 将抗 PD-L1肽

(NYSKPTDRQYHF) 通过基质金属蛋白酶 -2 (matrix

metalloproteinase-2, MMP-2) 底物肽CPLGVRGK共价

连接至脂质体表面。进入TME后, PD-L1/siCXCL12-Lp

响应过表达的 MMP-2释放出抗 PD-L1肽, 阻断 PD-1/

PD-L1 相互作用 ; siRNA 脂质体进入 CAFs 以沉默

CXCL12基因, 将免疫调节与TME调控相结合, 增强T

细胞浸润, 减少调节性 T 细胞 (regulatory T cell, Treg)

的产生, 为癌症免疫治疗探索新的思路。

材料与方法

材料与试剂 CXCL12 siRNA (sense 5'-UCGCCA

GAGCCAACGUCAATT-3', antisense 5'-UUGACGUU

Figure 1 Schematic illustration of the mechanism of the tumor microenvironment (TME) responsive liposomes for synergistic treatment of

cancer immunotherapy and TME regulation. I: Liberation of the anti-programmed death receptor-ligand 1 (PD-L1) peptide due to specific

cleavage by matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) secreted in tumor region, leading to the blockade of PD-1/PD-L1 interaction; II: Transfection

of C-X-C chemokine ligand 12 (CXCL12) siRNA in cancer-associated fibroblasts (CAFs). CAF-secreted CXCL12 contributes to tumor metas‐

tasis by promoting migration and invasion of tumor cells. The liposome nanosystem is internalized into CAFs, and then the released siRNA

leads to CXCL12 gene silencing. As a consequence, the immunosuppressive TME is improved, which contributes to the efficacy of anti-PD-1/

PD-L1 therapy. RISC: RNA-induced silencing complex; mRNA: Messenger RNA; CTLs: Cytotoxic T lymphocytes; Tregs: Regulatory T cells
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GGCUCUGGCGATT-3')、羧基荧光素标记的 siRNA

(FAM-siRNA) (上海吉玛制药公司); 功能肽 (pep, 上海强

耀公司); (2,3-二油酰基-丙基)-三甲基氯化铵 (DOTAP,

美国 MCE 公司); 大豆卵磷脂 (SPC)、DSPE-mPEG2000

(日本油脂株式会社); 胆固醇 (Chol, 日本和光纯药

株式会社); GelStain 核酸染料 (北京全式金公司);

Hoechst 33342 (上海翊圣公司); Lysotracker red DND-

99 (美国 Invitrogen公司); 小鼠MMP-2重组蛋白 (北京

博知源公司); 小鼠 PD-1重组蛋白 (上海爱必信公司);

干扰素 - γ (interferon- γ, IFN- γ, 北京义翘神州公司);

qPCR引物 (北京奥科鼎盛公司); Reverse Transcription

System、GoTaq® qPCR Master Mix (美国 Promega 公

司); 小鼠 MMP-2、PD-1、CXCL12、白细胞介素 -10

(interleukin-10, IL-10)、IFN-γ、肿瘤坏死因子-α (tumor

necrosis factor-α, TNF-α) ELISA 试剂盒 (北京冬歌博

业公司)。

主要仪器 MOLDI-TOF MS、LC-20A HPLC 系

统 (日本岛津公司); MZ Nano-ZS型激光粒度仪 (英国

马尔文公司); JEM-200CX型透射电子显微镜 (日本JEOL

公司); BD Gallios 流式细胞仪 (美国 BD 公司); STED

3x 型激光共聚焦显微镜 (德国 Leica 公司); Mx3000

pTM荧光定量PCR仪 (美国安捷伦公司)。

实验细胞 小鼠黑色素瘤细胞 (B16F10) 购自美

国模式培养物集存库, 小鼠CAFs取自荷 4T1乳腺癌的

BALB/c雌性裸鼠[9], 在含10% FBS、1%青霉素和1%链

霉素的DMEM培养液中于37 ℃、5% CO2条件下培养。

实验动物 雌性C57BL/6小黑鼠 (18～20 g, 4～6

周龄), 购自北京维通利华公司, 所有动物实验均在北

京大学动物实验的指导原则下进行, 实验方案经由北

京大学生物医学伦理委员会审查通过。

pep 的合成 pep (CPLGVRGK-GGG-NYSKPTD

RQYHF) 使用标准Fmoc固相肽合成方法获得[15]。SH-

CPLGVRGK 是 MMP-2 的底物肽 , NYSKPTDRQYHF

(D型氨基酸) 是PD-L1的抑制剂[16]。

DSPE-PEG2000-pep 的合成 称取一定量 pep 和

DSPE-PEG2000-Mal (多肽∶脂材 = 1∶1.25, mol/mol), 溶

于 N,N-二甲基甲酰胺 (DMF) 中 , 加入三乙胺 (TEA)

(TEA∶pep = 5∶1, mol/mol), 氮气保护下避光反应 24 h,

蒸馏水透析 (3 500 Da) 48 h 即得。取少量样品进行

MALDI-TOF MS鉴定。

脂质体的制备及表征 将 DOTAP∶SPC∶Chol∶

DSPE-mPEG2000 (25∶40∶30∶5, mol/mol) 溶于氯仿/甲

醇 (4∶1, v/v), 旋蒸成膜, 加入 siRNA 的葡萄糖溶液水

化, 探头超声 3 min, 无菌滤膜过滤, 制得包载 siRNA的

脂质体 (siCXCL12-Lp)。共递送 siRNA和抗 PD-L1肽

的脂质体 (PD-L1/siCXCL12-Lp) 采用同样方法制备 ,

不同的是 DSPE-mPEG2000 被 DSPE-PEG2000-pep 取代。

使用激光粒度仪测定粒径分布、多分散指数 (polymer

dispersity index, PDI) 和 zeta 电位 , 使用透射电镜

(transmission electron microscopy, TEM) 观察形态。

凝胶电泳实验 制备不同N/P的PD-L1/siCXCL12-

Lp和含有GelStain核酸染料的琼脂糖凝胶块, 将样品

混合液 (10 μL待测物 + 2 μL 5 × loading buffer) 加入各

样品孔进行电泳, 使用凝胶成像仪拍摄胶片。

红细胞溶血实验 取新鲜大鼠血液 8 mL, 放入有

玻璃珠的三角瓶中振摇 10 min以除去纤维蛋白, 加入

生理盐水 100 mL 混匀。1 500 r·min-1离心 15 min, 去

上清。取沉淀的红细胞 1.5 mL, 加入生理盐水 100 mL

摇匀, 制得 1.5% 的红细胞悬液。取 4 mL EP管, 编号

1～6, 其中 1～4号为供试管, 5号为阴性对照, 6号为阳

性对照。按表 1依次加入各组分, 混匀后置于 37 ℃恒

温水浴, 3 h后离心, 观察溶血情况。取上清, 用紫外分

光光度计在540 nm下检测吸光度值, 计算溶血率。

细胞摄取实验 选取 FAM-siRNA作为模型药物

标记脂质体。将 CAFs 以 2×105个/孔接种于 6 孔板中

培养 24 h。使用 100 nmol·L-1的 free siRNA、siRNA-Lp

和 PD-L1/siRNA-Lp 与细胞共孵育 4 h。磷酸盐缓冲

液 (phosphate buffered saline, PBS) 洗涤 , 消化收集细

胞, 使用流式细胞仪测定胞内荧光强度。

共聚焦观察 将 CAFs以 2×105个/皿接种于共聚

焦小皿中培养 24 h。使用 100 nmol·L-1的 free siRNA、

siRNA-Lp 和 PD-L1/siRNA-Lp 与细胞共孵育 4 h。使

用4%多聚甲醛固定, Hoechst 33342染细胞核。采用激

光共聚焦显微镜 (confocal laser scanning microscopy,

CLSM) 观察。

溶酶体逃逸实验 将 CAFs以 2×105个/皿接种于

共聚焦小皿中培养 24 h。使用 100 nmol·L-1的 PD-L1/

siRNA-Lp与细胞共孵育0.5和4 h。使用Hoechst 33342

染细胞核, Lysotracker red染溶酶体。采用CLSM观察

溶酶体逃逸情况。

pep响应MMP-2释放抗PD-L1肽 将pep溶液加

入MMP-2缓冲液 (15 ng·mL-1) 或预孵育12 h的B16F10

细胞培养液中, 于 37 ℃水浴, 在不同时间点取样进行

Table 1 Red blood cell hemolysis test. RBCs: Red blood cells

Reagent/mL

1.5% RBCs

Normal saline

PD-L1/siCXCL12-Lp

Distilled water

No.

1

2

1.7

0.3

—

2

2

1.8

0.2

—

3

2

1.9

0.1

—

4

2

1.95

0.05

—

5

2

2

—

—

6

2

—

—

2
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HPLC分析检测抗PD-L1肽。色谱柱: Diamonsil C18柱

(250 mm × 4.6 mm, 5 μm); 流动相: 乙腈/水在 20 min内

从17%∶83%到42%∶58%的线性梯度; 流速: 1 mL·min-1;

检测波长: 220 nm; 柱温: 25 °C; 进样体积: 10 μL。

PD-1/PD-L1相互作用的阻断 使用小鼠MMP-2

ELISA试剂盒测量B16F10细胞培养液中MMP-2的浓

度。在用 IFN-γ (30 ng·mL-1) 体外上调PD-L1的表达后,

将 B16F10 细胞接种于 6 孔板中培养 24 h。将培养基

更换为含有游离肽、siN.C.-Lp或PD-L1/siN.C.-Lp的无

血清培养基, 并加入重组小鼠 PD-1蛋白 (200 ng·mL-1)

孵育 4 h。PBS洗 3次, 加入RIPA细胞裂解液和蛋白酶

抑制剂提取蛋白样品, 离心取上清, 使用小鼠CXCL12

ELISA试剂盒检测样品中CXCL12的浓度。

CXCL12蛋白表达的测定 将CAFs以2×105个/孔

接种于 6 孔板中培养 24 h。使用 100 nmol·L-1 的 free

siCXCL12、siCXCL12-Lp、PD-L1/siCXCL12-Lp 和 PD-

L1/si N.C.-Lp与细胞共孵育 4 h。PBS洗涤, 继续培养

6 h 后更换新的培养液培养 24 h。使用小鼠 CXCL12

ELISA试剂盒测量培养液中的CXCL12蛋白表达。

反转录-实时定量 PCR 使用 TRNzol Universal

从细胞中分离总RNA。使用反转录试剂盒进行反转录

过程以获得第一链 cDNA。使用引物和GoTaq® qPCR

Master Mix进行聚合酶链式反应, 通过实时定量 PCR

(real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-qRCR)

对基因表达进行量化。3-磷酸甘油醛脱氢酶 (glyceral‐

dehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) 引物 : 正

向 5'-GGGTGTGAACCATGAGAAGT-3', 反向: 5'-GAC

TGTGGTCATGAGTCCT-3'; CXCL12 引 物 : 正 向 5'-

CCTGACGGTAAACTCTTCCCT-3', 反向 5'-GCTAGG

CAGCTCCTCTTTGG-3'。选取 GAPDH 作为内参 , 使

用ΔΔC相对定量法分析。

细胞毒性实验 将 CAFs 和 B16F10 细胞分别以

8 000 个/孔接种于 96 孔板中培养 24 h, 将细胞与 free

siCXCL12、free peptide、siCXCL12-Lp、PD-L1siCXCL12-

Lp 和 PD-L1siN.C.-Lp 共孵育 48 h。使用 CCK-8 法检

测细胞活性。

体内药效学考察 将1×106个B16F10细胞皮下注

射到小鼠腋窝造模, 将荷瘤小鼠随机分成4组: PBS组、

游离肽组、siCXCL12-Lp组和 PD-L1/siCXCL12-Lp组,

每组 5只。除游离肽组腹腔给药外, 其余组均尾静脉

给药, siRNA浓度为 1.33 mg·kg-1, 肽浓度为 2 mg·kg-1。

将初次给药定为第1天, 每隔两天给药1次。每日测量

小鼠体重及肿瘤的长径 (a) 和短径 (b), 按V = 0.5 × a ×

b2 (mm3) 计算瘤体积。于第 10天处死小鼠, 分离肿瘤

及各脏器, 称重并进行苏木精&伊红 (H&E) 染色观察。

体内免疫细胞分析 解剖小鼠, 分离腹股沟淋巴

结、脾和肿瘤并提取淋巴细胞。对于T细胞的标记, 向

脾和肿瘤淋巴细胞中加入 FITC-CD3、APC-CD25、

PerCP/Cyanine5.5-CD4 和 PE/Cyanine7-CD8a 抗体 , 孵

育 30 min, PBS 洗涤 2 次。加入细胞固定液和破膜液

孵育 30 min, 离心去上清, 破膜液洗涤, 加入 PE-FoxP3

抗体孵育 30 min。对于 DC 的标记: 向淋巴结和脾淋

巴细胞中分别加入APC-CD11c和PE/Cyanine7-I-A/I-E

抗体孵育 30 min。通过流式细胞术分析T细胞和树突

细胞 (dendritic cell, DC) 的浸润情况。

趋化因子/细胞因子检测 解剖小鼠 , 分离肿瘤 ,

加入一定量PBS研磨获得细胞悬液, 离心取上清, 使用

小鼠CXCL12 ELISA试剂盒检测肿瘤内CXCL12的水

平。收集全血, 室温静置后离心取上清, 使用小鼠 IL-10、

IFN-γ、TNF-α ELISA试剂盒检测血清中相关细胞因子

的水平。

统计学方法 使用GraphPad Prism 7软件进行分

析, 数据用
-
x ± s表示。数据经ANOVA分析和Bartlett

检验, P < 0.05认为有显著性差异。

结果与讨论

1 脂质体的制备与表征

采用薄膜分散法制备了 siRNA脂质体 (siCXCL12-

Lp)。为了制备抗PD-L1肽修饰的siRNA脂质体 (PD-L1/

siCXCL12-Lp), 根据已有方法[17], 将 pep (CPLGVRGK-

GGG-NYSKPTDRQYHF) 与 DSPE-PEG2000-MAL 的马

来酰亚胺基团偶联, 合成了 DSPE-PEG2000-pep 以代替

原处方中的 DSPE-mPEG2000 (图 2A)。从图 2B 可以观

察到, 不同浓度 PD-L1/siCXCL12-Lp (1～4号) 处理后

的红细胞与阴性对照 (5号) 相同, 上清无色澄明, 说明

没有造成溶血, 与阳性对照 (6号) 的全溶血形成鲜明对

比。1～5号管的溶血率均几乎为0, 进一步说明PD-L1/

siCXCL12-Lp没有造成溶血现象。凝胶电泳阻滞实验

表明, siRNA可以以 8/1或者更高的N/P有效包封在脂

质体中 (图 2C), 从而防止其在血液中过早释放, 因此

本研究中载有 siRNA 的脂质体的 N/P 均设定为 8/1。

PD-L1/siCXCL12-Lp 在 4 ℃储存的 74 h 过程中, 外观

无明显变化, 直径和电位保持稳定 (图 2D), 表明其没

有发生解散或聚集, 能够稳定储存至少3天。

siCXCL12-Lp和PD-L1/siCXCL12-Lp显示出均匀

的尺寸分布和正 zeta 电位 , 流体动力学直径在 125～

155 nm 内 , PDI 小于 0.25。TEM 图像显示 (图 2E), 脂

质体呈球形, 直径为 50～70 nm, 小于动态光散射测量

的水合粒径。脂质体的正电荷由阳性脂材DOTAP提

供 , PD-L1/siCXCL12-Lp 的 zeta 电位 (20.1 mV) 小于
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siCXCL12-Lp (24.2 mV), 表明电负性多肽的表面修饰

会对整体电荷起到一定屏蔽作用。制备的脂质体制剂

直径小于 200 nm且表面有亲水性PEG包覆, 可以有效

减少调理素的识别及网状内皮系统的清除, 从而延长

体内循环时间[18]。

2 细胞摄取与溶酶体逃逸

为了研究针对CAFs的 siRNA递送, 以FAM-siRNA

为指标评估了 siRNA 的细胞内化情况。游离 siRNA

几乎无法进入细胞。siRNA-Lp和 PD-L1/siRNA-Lp表

现出显著增强的 siRNA内化 (图 3A), 表明阳离子脂质

体能够促进 siRNA内化到CAFs中。相应的结果通过

CLSM观察到 (图 3B), 与对照组相比, 在 siRNA-Lp和

PD-L1/siRNA-Lp处理的 CAFs中观察到更多的 FAM-

siRNA (绿色), 发现 siRNA-Lp 组比 PD-L1/siRNA-Lp

组具有更强的 siRNA摄取, 推测这可能是由于抗PD-L1

肽的连接对细胞摄取产生了一定的不利影响, 而这种

影响预计可通过肿瘤微环境中抗PD-L1肽的MMP-2响

应性断裂得到改善。

siRNA被摄取入胞后必须从溶酶体中逃逸才能发

挥其基因沉默作用[19]。将CAFs与PD-L1/siRNA-Lp共

孵育, 并在CLSM成像前用Lysotracker red对溶酶体进

行染色, 可以观察到 FAM-siRNA (绿色) 在 0.5 h 时与

溶酶体 (红色) 有较强的共定位, 而在 4 h时不再共定

位 (图 3C), 表明 siRNA已成功从溶酶体中逃逸, 以发

挥其后续的基因沉默作用。

3 体外阻断PD-1/PD-L1相互作用

MMPs在TME中高表达, 已被广泛用作癌症的生

物标志物和治疗靶标[20]。使用 ELISA 试剂盒测量

B16F10 细胞 MMP-2 的体外分泌情况, 12 h 培养液中

MMP-2达到 91.5 ng·mL-1 (图 4A)。HPLC分析证实了

pep的MMP-2敏感性裂解能力。pep在 11.3 min出峰,

加入15 ng·mL-1的MMP-2缓冲液后, 随着时间延长, 原

始峰不断减小, 在 12.3 min处出现新的产物峰且不断

增大, 说明 pep在MMP-2的作用下出现时间依赖性断

裂 (图 4B)。在与MMP-2浓度为 91 ng·mL-1的B16F10

细胞培养液孵育 10 min后, 在 12.3 min处同样出现新

的产物峰, 证明了 pep能够有效响应MMP-2并释放出

抗PD-L1肽。

由于PD-L1在体外肿瘤细胞培养过程中低表达[21],

使用 IFN-γ体外上调了 B16F10细胞上的 PD-L1, 并通

过流式细胞术进行了证实 (图 4C)。据文献[16]报道, 抗

PD-L1肽以高亲和力与 PD-L1结合, 从而竞争性阻断

Figure 2 Preparation and characterization of liposomes. A: Principle of the synthesis of DSPE-PEG2000-pep; B: Photos of PD-L1/

siCXCL12-Lp treated RBCs in different concentrations after centrifugation; C: Gel retardation assay of PD-L1/siCXCL12-Lp at different

N/P ratio; D: Particle size and zeta potential of PD-L1/siCXCL12-Lp during the storage for 74 h at 4 ℃; E: Photos of siCXCL12-Lp and

PD-L1/siCXCL12-Lp by TEM
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PD-1 与 PD-L1 的结合。将 PBS、游离肽、siN.C.-Lp 或

PD-L1/siN.C.-Lp与重组小鼠PD-1蛋白共同给药, 通过

测量与肿瘤细胞PD-L1结合的PD-1的量 (图 4D) 推算

PD-1/PD-L1 的阻断效率 (图 4E)。游离肽和 PD-L1/

siN.C.-Lp 显著阻断了 PD1/PD-L1 的相互作用 , 相比

对照组, 分别达到了 42.9% 和 28.8% 的抑制率。结果

Figure 3 Cell uptake and intracellular distribution of liposomes with siRNA at a final concentration of 100 nmol·L-1 for 4 h. A: Mean fluo‐

rescence intensity of FAM-siRNA for different formulations. n = 3,
-
x ± s. ***P < 0.001; B: CLSM images of FAM-siRNA for different formu‐

lations; C: CLSM images for the lysosomal escape of PD-L1/siRNA-Lp. FAM: 5-Carboxyfluorescein

Figure 4 Blockade of PD-1/PD-L1 interaction in vitro. A: MMP-2 protein expression of B16F10 cells determined by ELISA; B: MMP-2

responsive cleavage of peptide in vitro determined by HPLC with MMP-2 buffer (15 ng·mL-1) or B16F10 cell culture medium (91.5 ng·mL-1);

C: Flow cytometry analysis of the upregulation of PD-L1 on B16F10 cells treated with 30 ng·mL-1 interferon-γ (IFN-γ) for 24 h; D: The

concentration of PD-1 in B16F10 cells; E: The PD1/PD-L1 interaction blockade in B16F10 cells. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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表明 , B16F10 细胞分泌的 MMP-2 可以裂解 pep 并释

放抗 PD-L1 肽 , 在体外有效破坏 PD-1/PD-L1 的相互

作用。

4 体外基因沉默效果和细胞毒性

脂质体可以成功地将 siRNA 递送至 CAFs 并实

现溶酶体逃逸, 因此作者进一步评估了其基因沉默效

率。以 GAPDH 为内参基因, 使用 RT-qPCR 法研究了

CXCL12 mRNA的相对表达量。PD-L1/siCXCL12-Lp

和 siCXCL12-Lp分别实现了 38.0%和 49.7%的基因沉

默效率 (图 5A)。mRNA 的下调直接降低了 CXCL12

蛋白的表达 (图 5B)。ELISA结果显示, siCXCL12-Lp

和PD-L1/siCXCL12-Lp组中CXCL12的表达分别降低

了36.4%和33.8%, 这与mRNA检测结果一致。结果表

明, 设计的脂质体制剂能够有效沉默CAFs中CXCL12

mRNA 的表达 , 从而实现 CXCL12 蛋白表达的下调。

为了评估细胞毒性, 将各给药制剂与CAFs和B16F10

细胞共孵育, 使用 CCK-8法研究了细胞活力, 在两种

细胞中都未检测到明显的细胞毒性 (图5C)。

5 体内药效与安全性考察

使用荷 B16F10黑色素瘤的 C57BL/6小鼠研究了

PD-L1/siCXCL12-Lp的抗肿瘤效果和全身毒性。当肿

瘤生长到100～200 mm3时, 将小鼠随机分成4组并分别

给予 PBS、游离肽、siCXCL12-Lp 和 PD-L1/siCXCL12-

Lp治疗。PD-L1/siCXCL12-Lp的肿瘤体积 (图 6A) 和

重量 (图 6B) 显著低于 PBS 组, 肿瘤生长抑制率达到

52.08%。结果表明, PD-L1/siCXCL12-Lp 联合了针对

CXCL12的基因疗法和针对 PD-L1的免疫疗法, 在体

内实验中达到了最好的肿瘤治疗效果。

实验期间所有小鼠的脏器指数 (图 6C) 无明显差

异, 体重正常增加 (图6D), 净体重 (图6E) 无明显差异。

观察肿瘤肺转移发现, 仅有 PBS组出现 1例 (图 6F) 大

面积的肿瘤转移, 其他组均未观察到明显的肺转移结

节。各组肿瘤的H&E染色显示 (图6G), PBS组表现出

明显的肿瘤快速增殖现象 , siCXCL12-Lp 和 PD-L1/

Figure 5 In vitro gene-silencing effect and cytotoxicity of different formulations. A: The level of CXCL12 mRNA determined by quantita‐

tive real-time PCR. CAFs were transfected with various samples carrying siCXCL12 or siN.C. at 37 °C for 4 h; B: CXCL12 protein expres‐

sion determined by ELISA after culturing with various formulations carrying CXCL12 siRNA or siN.C. in CAFs; C: Cell viability of CAFs

and B16F10 after treated with different formulations for 48 h with 0.1 mg·mL-1 peptide or 100 nmol·L-1 siCXCL12. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001
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siCXCL12-Lp组则出现了一定程度上的核固缩和坏死

现象。主要脏器H&E染色 (图 6H) 显示, 与 PBS组相

比, 各给药组小鼠的心、肝、脾、肺和肾的图像均未显示

出明显差异。结果表明, 各制剂对小鼠没有造成明显

的系统毒性, 体内安全性良好。

6 体内免疫学分析

为了进一步探究抗肿瘤免疫效果, 检测了小鼠免疫

细胞和相关细胞因子的变化。CD4+ T、CD8+ T和Treg细

胞是T细胞的主要亚群。分析给药后肿瘤和脾内T细

胞的结果 (图 7) 发现, 尽管各组制剂对CD4+和CD8+ T

细胞未起到显著的促进作用, 但PD-L1/siCXCL12-Lp在

一定程度上抑制了 Treg 的增殖 , 从而导致 CD8+/Treg

有所提高。一般认为 CD8+/Treg 越高, 抗肿瘤效果越

好[22], 联合给药抑制了 Treg 增殖, 改善了免疫抑制性

TME, 有利于抗 PD-L1 免疫疗法更好地发挥作用。

PD-L1/siCXCL12-Lp 组的脾和淋巴结内 DC 表达的

MHC-II相比其他组均有提高, 表明联合治疗增强了小

鼠 DC 的成熟和抗原呈递能力 , 进一步增强了免疫

疗效。

检测肿瘤部位的CXCL12发现 (图 8), siCXCL12-

Lp 和 PD-L1/siCXCL12-Lp 组的 CXCL12 水平均低于

PBS组, 表明 siCXCL12在体内发挥了基因沉默作用,

Figure 6 Tumor inhibition efficiency and systemic toxicity of different formulations using B16F10 tumor-bearing C57BL/6 mice. A: Relative

tumor volume-time curve. n = 3,
-
x ± s. *P < 0.05; B: Tumor weight; C: Organ coefficient; D: Net body weight; E: Body weight changes; F:

Observation of lung metastasis; G: Staining of H&E in tumor sections; H: Staining of H&E in main organs
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有效抑制了CXCL12分泌。IL-10是Th-2型细胞因子,

对癌症的免疫抑制和转移至关重要[23]。siCXCL12-Lp

和PD-L1/siCXCL12-Lp都显著抑制了 IL-10的分泌, 说

明 siRNA通过沉默CXCL12, 改善了免疫抑制性TME。

IFN-γ和 TNF-α是细胞毒性 T 细胞分泌的 Th-1 型细

胞因子, 会促进 T细胞对肿瘤的杀伤作用[24]。PD-L1/

siCXCL12-Lp组 IFN-γ和TNF-α的水平都显著高于PBS

组, 说明其有效促进了T细胞的抗肿瘤活性。

结论

本研究成功构建了共递送 CXCL12 siRNA 和抗

PD-L1肽的阳离子脂质体 (PD-L1/siCXCL12-Lp), 脂质

体具有良好的制剂学性质、细胞摄取能力和溶酶体逃

逸效果, 能够响应 TME中高表达的 MMP-2而释放出

抗 PD-L1肽, 以破坏 PD-1/PD-L1的相互作用, 并且具

有良好的基因沉默效果和安全性。在动物实验中 ,

PD-L1/siCXCL12-Lp联合了针对CXCL12的 siRNA疗

法和针对 PD-L1 的免疫疗法 , 改善了免疫抑制性

TME, 提高了免疫细胞的浸润及抗肿瘤活性, 最终有

效抑制了肿瘤生长, 并且具有良好的体内安全性。
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