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促进抗癌纳米药物肿瘤渗透的新型策略

黄 婧, 邹俊娜, 任欢欢, 王 珊*
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摘要: 抗癌纳米药物在肿瘤治疗的临床应用上具有广泛和迫切的需求, 但实体肿瘤中复杂的生物屏障一直是抗

癌纳米药物向肿瘤实质渗透的主要障碍。依据传统的高渗透长滞留 (enhanced permeability and retention, EPR) 效应

设计的纳米药物在肿瘤渗透性方面仍存在一定的局限性, 亟需寻找其他纳米药物设计理论。因此, 本文综述了促进

抗癌纳米药物肿瘤渗透的两种新型策略—主动转胞吞策略和免疫细胞介导的肿瘤渗透策略。
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Novel strategies for promoting tumor penetration of
anticancer nanomedicines
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Abstract: There is a broad and urgent need for the clinical application of anticancer nanomedicine in tumor

therapy, but the complex biological barrier in solid tumors has always been the main obstacle to infiltrating

nanomedicine into the tumor. The traditional design of nanomedicine based on enhanced permeability and retention

(EPR) effect still has some limitations in tumor permeability, it is urgent to find other design theories. Therefore,

this review summarizes two novel strategies, active transcytosis and immune cell-mediated tumor penetration, for

promoting tumor penetration of anticancer nanomedicine.
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超过85%的恶性肿瘤为实体瘤[1], 实体肿瘤组织由

肿瘤细胞和肿瘤微环境 (tumor microenvironment, TME)

组成, 后者包括细胞和非细胞成分, 主要有血管、淋巴

管、结缔组织、炎性细胞及细胞外基质 (extracellular

matrix, ECM) 等成分, 在肿瘤的生长、转移和耐药过程

中发挥着重要作用[2]。肿瘤血管内皮通透性差、血流

不畅、较高的间质液压力 (interstitial fluid pressure,

IFP) 和固体压力及致密的ECM等共同构成了肿瘤组

织的生物屏障[3], 这极大阻碍了抗癌纳米药物向肿瘤

组织深处进行渗透, 使纳米药物难以发挥有效的抗肿

瘤作用[4]。因此本文针对抗癌纳米药物实体瘤渗透困

难这一瓶颈问题, 对近几年出现的两种新型策略—纳

米药物的主动转胞吞作用和免疫细胞介导的肿瘤渗透

进行综述。

1 抗癌纳米药物渗透进入肿瘤深部所面临的挑战

1.1 肿瘤组织生物屏障对抗癌纳米药物渗透性的

影响

1.1.1 实体瘤的血管异常 在TME中, 由骨髓来源内

皮前体细胞分化形成的新生血管会融合、修饰现存的

血管, 从而形成异质性的肿瘤血管系统, 这种异质性会

破坏血管内皮完整性, 导致血管扭曲、结构异常[5]。一

方面, 实体瘤血管的异质性会导致抗癌纳米药物从血
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管内向肿瘤组织运输的效率降低; 另一方面, 与正常组

织相比, 实体瘤组织的血管排列无明显的有序性, 即不

会按照从大血管到小血管的结构排列, 且深层肿瘤的

血管密度低, 在没有足够血流和有序的血管分布下, 抗

癌纳米药物难以渗透进肿瘤实质, 导致其抗肿瘤能力

大大降低[6]。

1.1.2 实体瘤的淋巴管异常 与血管系统一样, 实体

瘤的淋巴管在结构和功能上也存在异常。在正常组织

中, 淋巴管不仅可收集各级淋巴液 (这些液体经汇合

后 , 最终在颈部回流到血液中去), 还能参与免疫应

答[7]; 而在实体瘤中, 肿瘤细胞和间质细胞的快速增生

会导致淋巴管塌陷, 使淋巴液无法从肿瘤组织中及时

清除, 最终引起组织水肿和 IFP增加[8]。因此, 大部分

抗癌纳米药物只聚集在肿瘤组织表面, 难以渗透至肿

瘤内部。

1.1.3 实体瘤致密的ECM 实体瘤的ECM好比围绕

着正常细胞和癌细胞的蛋白质网络, 主要由胶原蛋白、

蛋白多糖、层黏连蛋白和纤维连接蛋白等多种糖蛋白

组成[9]。一方面, 肿瘤细胞和间质细胞的增殖会导致

肿瘤 ECM 过度产生 , 细胞密度和刚度的增加使得

ECM的固体压力升高 , 形成物理屏障 , 阻碍抗癌纳

米药物的肿瘤渗透 [10]; 另一方面 , 致密的 ECM 将进

一步增加 IFP, 在实体瘤中 IFP的取值范围通常为 5～

40 mmHg, 远大于正常组织[11], 高 IFP将严重影响抗癌

纳米药物的渗透。

TME中还存在大量肿瘤相关成纤维细胞 (tumor-

associated fibroblast cells, TAFs)、肿瘤相关免疫细胞、炎

性细胞、胶质细胞及肿瘤血管内皮细胞 (tumor vascular

endothelial cells, TVEC), 其中肿瘤相关免疫细胞又包

括肿瘤相关巨噬细胞 (tumor-associated macrophages,

TAMs)、T 细胞 (thymus dependent lymphocyte, T cell)、

B 细胞 (bursa dependent lymphocyte, B cell)、自然杀

伤 (natural killer, NK) 细胞和中性粒细胞 (neutrophils)

等[12]。TME具有缺氧、慢性炎症及免疫抑制 3个特征,

为肿瘤生长提供了有利环境[13], 最终形成致密实体瘤

和坚硬物理屏障, 导致抗癌纳米药物的渗透能力下降;

除肿瘤细胞外, TAFs和免疫细胞也会摄取一定量的纳

米药物, 因此能渗透至肿瘤细胞深部的抗癌纳米药物

的数量远小于理想数量[11]。实体瘤对纳米药物的深入

渗透具有高度的抵抗力, 迫切需对抗癌纳米药物的肿

瘤渗透能力进行研究。

1.2 现有抗癌纳米药物设计理论 (EPR效应) 存在的

挑战

抗癌纳米药物包括脂质体[14]、胶束[15]、树状聚合

物[16]、纳米胶囊[17]、纳米乳液[18]和自组装肽[19]等, 与小

分子药物相比, 其往往具有较大尺寸, 从而可有效地延

长血液循环时间、保护药物不被降解, 在临床上具有广

泛和迫切的需求[20]。自 20 世纪 80 年代提出 EPR 效

应[21]以来, 其一直被认为是抗癌纳米药物穿过肿瘤血

管、治疗实体肿瘤的中心法则: 即当纳米粒的尺寸足够

小时, 可通过异常肿瘤血管系统中相邻的内皮细胞间

隙进行肿瘤渗透; 且肿瘤组织缺乏淋巴管, 纳米粒不易

被淋巴液回流带走而长期保留在肿瘤组织内。然而,

过去 30多年科研人员对抗癌纳米药物的研究却并不

顺利, 据统计, 全球仅有 15种基于纳米粒的抗癌纳米

药物获得批准, 大多数进入临床试验的纳米药物都因

毒性或治疗效果不佳被终止[22]; 经过这 30多年有限的

临床转化 , 癌症纳米医学领域逐渐对 EPR 效应提出

质疑。

Sindhwani等[23]重新探讨了纳米粒肿瘤渗透的现

象和纳米粒进入实体瘤的机制。数据显示在 313条血

管中, 仅发现了 26条间隙, 且只有 7个是内皮间隙, 其

余 19个都是跨细胞通道, 说明肿瘤血管大部分是连续

的, 没有足够间隙来解释纳米粒是通过EPR效应进行

肿瘤渗透及聚集的。随后, 研究者还发现纳米粒可通

过跨内皮途径利用主动转运方式进入实体瘤, 并通过

建立仅保留小鼠的血管结构 (即仅保留内皮间隙被动

运输过程) 的Zombie模型小鼠证明纳米粒渗入肿瘤的

主导机制是跨内皮主动转运过程, 该过程也被称为转

胞吞作用; 这一重大发现为今后抗癌纳米药物的肿瘤

渗透提供了新的策略。

2 促进抗癌纳米药物肿瘤渗透的两种新型策略

抗癌纳米药物在体内如何克服肿瘤组织处的生物

屏障、有效渗透到实体瘤实质已成为当前癌症纳米医

学领域面临的最重要问题。依据传统 EPR效应设计

的抗癌纳米药物尽管在动物实验中能取得很好效果,

但其临床试验却不容乐观。因此, 越来越多的研究者

将目光转向抗癌纳米药物进入肿瘤细胞的其他途径,

一是通过抗癌纳米药物的主动转胞吞作用实现肿瘤渗

透, 二是利用搭便车策略借助具有特异性肿瘤倾向的

免疫细胞实现抗癌纳米药物的肿瘤渗透。

2.1 抗癌纳米药物通过主动转胞吞作用实现肿瘤

渗透

主动转胞吞作用是一种特殊的内吞作用, 可通过

膜载体将物质从细胞一侧运输到另一侧。转胞吞作用

是一种代谢活跃的过程, 需细胞重新排列其细胞骨架

和细胞膜, 形成可吸收纳米药物的囊泡或隔膜使药物

能进出细胞, 并在细胞质内进行运输[23]。跨细胞的转

胞吞作用根据其触发机制的不同可分为受体介导的转

胞吞作用 (receptor-mediated transcytosis, RMT) 和吸
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附介导的转胞吞作用 (adsorptive-mediated transcytosis,

AMT)[24]。

2.1.1 RMT 抗癌纳米药物与细胞表面受体进行特

异性结合, 触发RMT后, 通过由小窝蛋白或网格蛋白

介导[25]的细胞内吞作用及随后发生的细胞内释药促进

纳米药物渗透至肿瘤实质。

转铁蛋白受体 (transferrin receptor, TfR) 在神经胶

质瘤细胞和血脑屏障细胞上的表达很高[26], 许多研究

者选择其作为靶点, 用其相应的抗体和配体修饰抗癌

纳米药物, 提高其血脑屏障的转运效率及肿瘤渗透能

力。如Huang等[27]利用一种能自我组装成笼状结构的

铁储存蛋白质铁蛋白 (H-ferritin, HFn) 为载体, 设计了

以整合素 α2β1靶向配体 (DGEAGGDGEA) 修饰的HFn

组装成的纳米粒 2D-HFn, 并在HFn的空腔内装载多柔

比星 (doxorubicin, DOX)。人胶质母细胞瘤 U-87MG

细胞上有高表达的整合素 α2β1和TfR1。一方面, 经整

合素 α2β1靶向配体修饰的 2D-HFn具有很好的胶质瘤

靶向作用; 另一方面, HFn对 TfR1具有较高的特异性

结合亲和性, HFn与 TfR1的特异性结合将触发RMT,

先穿过血脑屏障、再逐渐被肿瘤细胞内吞, 而DOX在

酸性环境中会快速从 2D-HFn中释放出来, 因此实现

了DOX的可控释放 (图 1)。动物实验显示载DOX的

2D-HFn组平均肿瘤体积明显小于其他各组, 且其平均

肿瘤重量最小, 说明载DOX的 2D-HFn可显著抑制肿

瘤生长。2D-HFn的设计充分体现了受体介导的转胞

吞治疗胶质瘤的可行性, 不仅显著提高了纳米粒的载

药能力和肿瘤靶向能力, 且显著抑制了U-87MG肿瘤

的生长, 结果显示胶质瘤小鼠经 2D-HFn治疗后可存

活80多天。

低密度脂蛋白受体相关蛋白 (low-density lipoprotein

receptor-related protein, LRP) 和清道夫受体 (scavenger

receptor, SR) 在大脑血管的内皮细胞上高表达 , 且

LRP1 在胶质瘤细胞上的表达也很高 , 而载脂蛋白

(apolipoprotein, Apo) 可与LRP或 SR进行特异性结合,

因此 , 常在纳米粒表面修饰 Apo, 进而靶向脑胶质

瘤[28]。而 Zhang等[29]巧妙利用纳米粒进入血流后, 其

表面会吸附包括Apo在内的许多功能性蛋白, 形成蛋

白质电晕这一生理现象, 用从 Aβ1-42中提取的无神经

毒性的 Aβ25-35短肽 (short peptide, SP) 修饰内载 DOX

的脂质体 (doxorubicin-loaded SP-modified liposomes,

SP-sLip/DOX), 其中SP与可交换Apo的脂结合域有特

异性相互作用。SP-sLip/DOX进入血流后将吸附血浆

载脂蛋白 ApoE、ApoJ 和 ApoA1, 在 SP 作用下暴露出

Apo的受体结合域, 以进行多受体识别 (LRP1/ApoE、

LRP2/ApoJ和SR-B1/ApoA1), 并通过LRP1/LRP2/SR-B1

这3种RMT穿透血脑屏障; 然后SP-sLip/DOX在ApoE

和LRP1的特异性结合作用下可进一步靶向颅内胶质

瘤。实验结果显示 SP-sLip/DOX 能消融胶质瘤血管,

很好地诱导胶质瘤细胞凋亡; 与仅载DOX的脂质体相

比, SP-sLip/DOX的脑分布显著增强且具有明显的抗

脑瘤作用。蛋白质电晕原本会严重影响靶向效率并产

生不良的体内分布情况, 有研究表明蛋白质电晕会阻

碍转铁蛋白修饰的纳米粒通过血脑屏障的转胞吞作

用, 减弱其靶向脑肿瘤的能力[30]; 但通过精准控制抗癌

纳米药物表面吸附功能性血浆蛋白的种类并与之相互

作用, 可实现蛋白质电晕介导的靶向作用, 同时结合

Figure 1 Receptor-mediated transcytosis. a: The in vitro transcytosis experiment was performed to assess the abilities of H-ferritin (HFn)

and 2D-HFn to cross the blood brain barrier (BBB); b: 2D-HFn had a strong tumor-targeting capability in an orthotopic tumor model.

[Adapted from Ref. 27 with permission. Copyright © The Author(s) 2021]
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RMT, 使靶向至肿瘤处的纳米药物向肿瘤实质进行渗

透, 使抗肿瘤效果得到显著提升。

在三阴性乳腺癌 (triple-negative breast cancer,

TNBC) 细胞上高表达神经纤毛蛋白 1 (neuropilin-1,

NRP-1) 受体 , 且该受体与 CendR (RGDK) 基序具有

很高的结合亲和力[31]。Mamnoon等 [32]根据这一特点

合成了 DOX 封装、iRGD 偶联且能进行缺氧反应的

聚合物纳米粒 (doxorubicin-loaded iRGD-conjugated

polymersomes, DOX-iPs)。其中, 肿瘤穿透肽 iRGD因

包含RGD基序, 可与内皮癌细胞上过表达的 αvβ3整合

素发生特异性相互作用 ; 随后 , iRGD 肽经切割暴露

CendR基序, 该基序与NRP-1受体结合可触发转胞吞

作用和内吞作用。待DOX-iPs进入 TNBC肿瘤后, 聚

合物在缺氧环境下发生还原反应、降解聚合物膜、进而

释放聚合物内包裹的DOX, 起到较好的抗肿瘤作用。

与纳米粒或游离药物被动的肿瘤扩散相比, DOX-iPs

可通过主动的RMT靶向肿瘤并增强对肿瘤细胞深部

的渗透, 其选择性地将DOX传递给 TNBC肿瘤, 同时

降低了脱靶毒性。

根据 RMT 设计的抗癌纳米药物具有如下优势 :

① 纳米载体通过与肿瘤细胞表面受体的特异性结合

实现了抗肿瘤治疗的靶向性, 降低了纳米药物对正常

细胞的不良反应; ② 这种配体和受体的特异性结合

易触发RMT, 使抗癌纳米药物不断向肿瘤组织深处

进行渗透。近 5 年根据 RMT 设计的一些抗癌纳米

药物如表1[27,29,32-39]所示。

但基于RMT设计抗癌纳米药物还存在一些挑战:

首先, 肿瘤细胞上必须特异性高表达某种受体, 而正常

细胞不表达或低表达此受体, 才能依据该方法进行相

应药物设计, 表 1中的大多数纳米药物靶向的都是表

面高表达多种受体的胶质瘤细胞; 其次, 必须找到能与

该受体进行特异性结合的相应配体, 并将此配体修饰

到抗癌纳米药物表面, 且配体修饰的抗癌纳米药物与

受体的结合不应干扰天然配体与该受体的结合, 否则

可能干扰正常生理功能和受体的表达; 最后, 抗癌纳米

药物表面修饰的配体密度及配体与受体的结合亲和力

都可能影响纳米药物的转胞吞效率, 需经不断摸索才

能找到转胞吞效率最高、治疗效果最好的条件。

2.1.2 AMT AMT往往是通过阳离子物质与带负电

的细胞膜之间的静电相互作用触发的, 同样可使抗癌

纳米药物向肿瘤更深处进行渗透[24]。

γ-谷氨酰转移酶 (γ-glutamyltranspeptidase, GGT)

在肝癌和胰腺癌组织的肿瘤细胞和TVEC膜表面均高

表达[40]。根据此特征, Wang等[41]研发了一种主动转运

的脂质体纳米载体GCSDL, 其由谷胱甘肽 (glutathione,

GSH) 修饰的二油酰磷脂酰乙醇胺 (1,2-dioleoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine, DOPE) 磷脂 (DOPE-

GSH)、氢化大豆卵磷脂 (hydrogenated soy phosphati‐

dylcholine, HSPC) 和胆固醇 (cholesterol, CHOL) 组成,

并负载DOX。DOPE-GSH能在GGT的催化下发生谷

氨酰转移, 使GCSDL由阴离子型转变为阳离子型。当

GCSDL被运输到肿瘤组织附近后, 在 GGT催化下会

发生电荷翻转, 带正电的GCSDL通过激活小窝介导的

内吞及囊泡介导的转胞吞作用主动运输穿越TVEC进

入肿瘤外围 , 增加肿瘤聚集; 随后 , 带正电的 GCSDL

经连续囊泡介导的转胞吞作用跨肿瘤细胞主动运输到

肿瘤实质, 实现肿瘤深部渗透递药。该团队根据AMT

机制还设计了一种 GGT 响应性的聚合物与喜树碱

(camptothecin, CPT) 的偶联物[42]和另一种GGT响应性

的树状大分子-CPT偶联物[43], 二者都能以阳离子化触

发转胞吞作用跨越生物屏障, 实现胰腺癌的靶向富集

和深部渗透递药, 治疗效果良好。

Table 1 A brief summary of the receptor-mediated transcytosis (RMT)-based anticancer nanomedicines. Tf: Transferrin; TfR: Transferrin

receptor; DOX: Doxorubicin; DGL: Dendrigraft poly-L-lysine; PC: Pheochromocytoma; LRP: Low-density lipoprotein receptor-related

protein; ANG2: Angiopep2; RAP12: Receptor associated protein 12; ApoE: Apolipoprotein E; NRP-1: Neuropilin-1; PEG: Polyethylene

glycol; PLA: Poly lactic acid; PTX: Paclitaxel; MSNPs: Mesoporous silica nanoparticles; PDAC: Pancreatic ductal adenocarcinoma; DTR:

Diphtheria toxin receptor; RDT: Receptor-binding domain of diphtheria toxin; PLGA: Poly(lactic-co-glycolic acid); NPs: Nanoparticles

Receptor

TfR

TfR

TfR

TfR

LRP1

LRP1

LRP1

NRP-1

NRP-1

DTR

Ligand

Tf

Tf

T7 peptide

HFn

ANG2

RAP12

ApoE

iRGD

iRGD

RDT

Nanocarrier

liposome

DGL

DGL

HFn

Polymersomes

PEG-PLA micelle

Liposome

MSNPs

Polymersomes

PLGA NPs

Drug model

DOX

DOX

siRNA

DOX

DOX

PTX

DOX

Irinotecan

DOX

Irinotecan

Cancer model

C6 glioma cell

C6 glioma cell

PC12 cell

U-87MG glioblastoma cell

U-87MG glioblastoma cell

U-87MG glioblastoma cell

U87 glioma cell

The KPC-derived orthotopic PDAC model

MDA-MB-231 Breast cell

U-87 glioma cell
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Wu 等[44]从提高肿瘤内高毒性活性氧 (reactive

oxygen species, ROS) 水平的角度出发, 设计了一个在

超声 (ultrasound, US) 刺激下发生尺寸和电荷转换的

纳米催化药物; 脂质体外层本身带负电荷, 在US刺激

下将释放带正电荷的类芬顿催化剂 (copper-doped

layered double hydroxide, Cu-LDH), 进而触发AMT, 大

大增强了纳米药物在肿瘤内的渗透。与此同时, 共释放

的声敏剂血卟啉单甲醚 (hematoporphyrin monomethyl

ether, HMME) 在 US 作用下催化 O2 产生单线态氧

(1O2); 渗透至肿瘤深部的Cu-LDH还可催化H2O2分解

产生高毒性羟基自由基 (·OH)。这使肿瘤内部的ROS

水平迅速上升, 在不影响正常组织的情况下, 更有效、

更安全地杀死癌细胞。Zhang 等[45]利用二甲基马来

酸酐 (dimethylmaleic anhydride, DMA) 修饰聚酰胺

(polyamidoamine, PAMAM) 树状大分子制备了一种小

形态纳米粒 PDMA (polyamidoamine dendrimers with

dimethylmaleic anhydride); PDMA 在正常生理条件下

保持负电性 , 但在 TME 的酸性条件下会发生电荷反

转, 迅速由负电荷转变为正电荷, 通过主动的、能量依

赖性的、小窝介导的转胞吞作用进行肿瘤渗透 (图 2)。

实验结果表明阳离子型小形态纳米粒比阴离子型小形

态纳米粒渗透得更深, PDMA表现出最佳的肿瘤渗透

能力, 负载DOX的PDMA也具有更好的抗肿瘤效果。

根据AMT设计的抗癌纳米药物与RMT相似, 都

可使抗癌纳米药物主动渗透至肿瘤组织实质; 且这种

依赖能量的主动转胞吞作用比被动扩散的 EPR效应

渗透效果更佳, 能有效提高抗癌纳米药物的治疗效果;

此外, 这种设计策略可利用肿瘤组织的独特性质, 如

pH成酸性[45]、缺氧[46]和高表达GGT[41]等, 以此为依据

设计不同响应的纳米药物。近 5年根据AMT设计的

一些抗癌纳米药物如表2[41-52]所示。

值得注意的是 , AMT 要求抗癌纳米药物带正电

荷, 而带正电的纳米药物在血液循环过程中易被清除,

且通常具有很高的细胞毒性; 因此为满足血液长循环

时间和最佳的肿瘤渗透性, 常设计一个可随条件改变

而发生电荷翻转的纳米药物, 即在血液循环过程中纳

米药物带负电荷或呈电中性, 而在肿瘤部位产生正电

荷。抗癌纳米药物在肿瘤部位发生电荷翻转的效率决

定了纳米药物进行肿瘤渗透的效率, 目前设计较多的

是通过GGT使纳米药物发生电荷翻转, 这种设计相对

有效、能快速实现电荷翻转; 而通过 pH发生电荷翻转

的纳米药物可能难以应用到临床治疗, 原因可能是不

Figure 2 Adsorptive-mediated transcytosis. Schematic illustration of the preparation and in vivo fates of small morph PDMA/DOX.

PAMAM: Polyamidoamine; DMA: Dimethylmaleic anhydride; PDMA: Polyamidoamine dendrimers with dimethylmaleic anhydride.

(Adapted from Ref. 45 with permission. Copyright © 2020 American Chemical Society)
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同患者体内的实体瘤处的 pH存在差异, 导致同一种纳

米药物的治疗效果可能会产生较大的个体差异。

AMT没有特异性, 进入肿瘤组织后有可能会被TAMs

内吞, 从而导致没有足够的纳米药物到达肿瘤组织实

质, 抗肿瘤效果降低。综上, 如何利用AMT有效提高

纳米药物向肿瘤深部的递送亟待更深入的研究。

2.1.3 具有转胞吞作用的抗癌纳米药物的细胞内运输

机制 纳米药物通过小窝蛋白或网格蛋白等介导的内

吞作用内化后常在早期核内体中汇合进行分选, 分选

后可能直接返回质膜; 分选到晚期核内体的纳米药物

往往被运输到溶酶体中进行降解; 而分选到循环核内

体的纳米药物则会进行胞吐, 释放到细胞外[53]。

早期核内体的标记物有 Rab4[54]和 Rab5[55]; 晚期

核内体有 Rab7 和 Rab9[54]; 循环核内体有 Rab11[56];

溶酶体标记物有Lamp1[57]。Liu等[58]通过Rab蛋白标

记评估纳米粒在细胞内的运输和胞外释放途径 , 分

别通过 Rab5、Rab7 和 Rab11 对各个时期的核内体进

行标记 , 选择多聚赖氨酸 (poly-L-lysine)、原卟啉 IX

(protoporphyrin IX) 和叶酸 (folic acid) 修饰的上转化

纳米粒 (upconversion nanoparticles, UCNs) 作为纳米

药物模型UCNs@PPF。如图 3所示, UCNs@PPF经肿

瘤细胞内化后, 先到达Rab5标记的早期核内体, 然后

分成两条路径, 一部分 UCNs@PPF向 Rab7标记的晚

期核内体转运, 最终运输到溶酶体中进行储存或降解;

另一部分则向Rab11标记的循环核内体转运, 再与基

底细胞膜融合, 进行细胞外释放, 最后被邻近细胞继续

吸收。实验结果表明UCNs@PPF的转胞吞作用主要

由小窝蛋白介导, 且这种细胞间转运会反复发生, 使

Figure 3 Intracellular transport mechanisms. a: The main penetration pathway of nanoparticles into deep tumor tissues; b: The intercellular

transport model (as labeled by the black box in a) of nanoparticles mediated by transcytosis. (Adapted from Ref. 58 with permission.

Copyright © 2019 American Chemical Society)

Table 2 A brief summary of the adsorptive-mediated transcytosis (AMT)-based anticancer nanomedicines. GGT: γ-Glutamyltranspeptidase;

CPT: Camptothecin; PDA: Pancreatic ductal adenocarcinoma; HCC: Hepatocellular carcinoma; HCPT: 10-Hydroxycamptothecin; MSNs:

Mesoporous silica nanoparticles; US: Ultrasound; Cu-LDH: Copper-doped layered double hydroxide; HMME: Hematoporphyrin monomethyl

ether; GEM: Gemcitabine; HA: Hyaluronic acid; ZnO: Zinc oxide; HAases: Hyaluronidases; ICP: Inductively coupled plasma; SN38: 7-Ethyl-10

hydroxycamptothecin

Charge reversal strategy

GGT

GGT

GGT

pH

pH

pH

pH

US

US

Hypoxia

HA

HAases

Nanocarrier

Polymer

Dendrimer

Liposome

Micellar

MSNs

Polyamidoamine

Nano-Pomegranate

Liposome

Liposomal nanodroplet

Micelles

ZnO NPs

ICP NPs

Drug model

CPT

CPT

DOX

HCPT

DOX

DOX

Au5

Cu-LDH, HMME

GEM

DOX

DOX

SN38

Cancer model

BxPC-3 PDA cell, HepG2 HCC cell

BxPC-3 PDA cell

BxPC-3 PDA cell, Huh7 HCC cell

4T1 breast cell

4T1 breast cell

RM-1 mouse prostate cancer cell, PC3 human prostate cancer cell

EMT6 breast cell

4T1 breast cell

U251 glioma cell, BxPC-3 PDA cell

MDA-MB-231 breast cell

4T1 breast cell

B16 melanoma cell
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纳米药物不断渗透到肿瘤实质; 因此转胞吞作用在抗

癌纳米药物的肿瘤渗透中起重要作用, 能产生大量内

化和胞吐的纳米药物, 使肿瘤渗透范围更广、治疗效

果更佳。此外, Reinholz等[59]同样根据这些标记物研

究了小型聚苯乙烯纳米粒 (polystyrene nanoparticles,

PS-NPs) 在 Caco-2 细胞模型中的摄取机制和运输途

径, Caco-2细胞模型是一种人克隆结肠癌细胞, 其结构

和功能类似于分化的小肠上皮细胞, 可用来模拟体内

的肠转运实验[60]。研究发现, PS-NPs在上皮细胞中始

终表现出高摄取, 但并未观察到任何通过小窝介导的

内吞作用进行内化的现象, 提示 PS-NPs是通过RhoB

和Rab5a介导的大胞饮作用被内化的; 实验还观察到

大多数PS-NPs都被运输到Lamp1标记的溶酶体内, 只

有少数PS-NPs释放到细胞外。这项研究表明, 溶酶体

途径对纳米药物的降解是转胞吞作用的主要障碍。随

后研究者将 PS-NPs质量浓度从 75 增至 600 mg·mL-1,

结果发现这并不能提高PS-NPs的转胞吞效率, 提示仅

增加纳米粒浓度并不能增加其溶酶体逃逸量, 即大部

分纳米粒经细胞内化后仍会被溶酶体降解, 仅有少量

纳米粒能渗透至肿瘤细胞深处, 其抗肿瘤效果大打折

扣。此外 , 研究表明小窝介导的内吞途径涉及较少

的溶酶体途径降解 [24]。如 Wang等 [50]开发了内载 Au5

的纳米粒 (self-reporting nano-pomegranates, RNPs), 当

RNPs到达肿瘤后, 酸性环境会触发RNPs裂解释放出

小尺寸的 Au5 纳米粒 , 且 Au5 表面带正电荷 , 将引发

AMT。在转胞吞过程中, Au5通过小窝介导的内吞作用

被细胞内化; 然后内化物质一部分通过晚期核内体途

径运输至溶酶体进行储存或降解; 另一部分 (约 57%)

通过高尔基体-循环核内体途径进行运输, 最终排出质

膜。Au5不断循环重复的内化和胞吐将提高纳米粒的

细胞间运输效率, 使其进入肿瘤组织的远端缺氧区。

纳米药物触发受体介导的转胞吞后, 往往因具有

高结合力的配体在识别后不易与受体分离, 导致难以

实现溶酶体逃逸, 限制了后续药物向肿瘤实质的胞吐;

因此不仅要寻找结合亲和力高的配体, 还要在纳米药物

内化后快速与膜受体进行分离。Cai等[35]以血脑屏障上

的TfR为靶点, 设计了一种Tet1和D肽 (D peptide, Dp)

修饰的树状聚左旋赖氨酸 (dendrigraft poly-L-lysines,

DGL), 并连接了具有酸响应性的聚乙二醇链 (NHS-

PEG-DAK-PEG-MAL, PDP) 修饰的 T7肽 (HAIYPRH),

最后通过静电吸附 siRNA 得到纳米粒 D-DTCT7/

siRNA, 其中, T7肽与 TfR具有高亲和力, 可特异性靶

向该受体, 触发RMT, 实现高度内化。研究者通过添

加不同的摄取抑制剂研究其内化途径, 结果表明小窝

介导的和网格蛋白介导的内吞途径均参与了该过程;

其次, 亚细胞定位、体外BBB模型转胞吞和体内荧光

成像研究表明 , T7 肽和 D-DTCT7/siRNA 之间酸响应

连接子可在核内体/溶酶体中被剪切, 使纳米粒迅速从

核内体/溶酶体逃逸, 然后通过Tet1肽靶向到脑实质中

的神经元, 治疗效果显著提高。Song等[61]建立了 3种

不同受体的配体修饰明胶 , 分别是新生儿 Fc 受体

(neonatal Fc receptor, FcRn) 的配体 FcBP、TfR 的配体

7pep和 αvβ3整合素的配体 c(RGDfK)。对不同配体密

度的胶束的转胞吞途径研究表明 , FcBP 修饰的胶束

(FcBP decorated micelle, F-M) 可通过普通循环核内体

进行循环, 但不能通过高尔基体复合物, 且高配体密

度 (15%) 的 F-M主要进入溶酶体降解途径; 7pep修饰

的胶束 (7pep decorated micelle, T-M) 以配体依赖方式

转运到顶端循环核内体, 并释放到胞外顶端质膜, 而高

配体密度 (20%) 的 T-M 主要进入溶酶体降解途径 ;

c(RGDfK) 修饰的胶束 [c(RGDfK) decorated micelle,

R-M] 通过CRE和高尔基体复合物转运到基底外侧质

膜, 而中等配体密度 (15%) 的R-M主要进入溶酶体降

解途径。该实验结果说明不同受体具有不同特性, 会

影响抗癌纳米药物的主动转胞吞效率。此外, 纳米药

物上的配体密度也并非越高越好, 应选择合适的配体

密度进行修饰, 并不断优化其密度, 使纳米药物的转胞

吞作用的效率达到最大化, 更好渗透至肿瘤实质。

以上研究表明: 抗癌纳米药物在肿瘤细胞内的溶

酶体降解途径在一定程度上降低了主动转胞吞效率;

要想达到良好的抗肿瘤效果, 纳米药物必须实现溶酶

体逃逸, 即纳米药物经过RMT或AMT进入肿瘤细胞

后必须通过非降解途径进行胞吐, 才能继续向更深处

的肿瘤细胞渗透。根据主动转胞吞作用设计的纳米药

物如何克服溶酶体降解这一问题仍需进行大量研究,

而这一问题能否解决将直接关系到主动转胞吞策略能

否应用到临床实践。

此外, 还有研究表明肿瘤来源的外泌体 (也称为

细胞外囊泡, extracellular vesicles, EV) 可通过转胞吞

作用穿越完整的血脑屏障促使肿瘤向大脑转移 ,

Morad等[62]使用了几种BBB模型证实EV并不是从血

脑屏障的细胞间空隙穿过以进入大脑, 而是诱使内皮

细胞主动去吸收这些EV, 通过“劫持”转胞吞作用, 由

内皮细胞直接吞噬EV, 将EV带入组织内部然后像特

洛伊木马一样再释放到脑组织中。这些EV劫持了分

子摄取和分选途径, 可通过降低脑内皮细胞Rab7的表

达并增加Rab11的表达促进EV胞吐, 以此增加其运输

效率, 改变了细胞内部通路的调节。并且肿瘤细胞来源

的外泌体会优先与其母癌细胞融合[63], 因此若能利用肿

瘤细胞来源的外泌体作为载体输送抗癌纳米药物, 可有
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效通过血脑屏障到达脑实质, 治疗各种脑部疾病。

总之, 根据主动转胞吞策略设计的抗癌纳米药物

的肿瘤渗透效果比仅依靠 EPR效应被动运输的效果

显著增强, 无论是由配体-受体相结合还是吸附作用触

发的转胞吞作用, 在细胞内经过非溶酶体降解途径运

输后, 都能快速渗透至肿瘤组织中, 浸润缺血管和缺氧

部位, 从而将药物递送到所有细胞中, 最终达到杀死肿

瘤组织中所有肿瘤细胞的目的。

但这种策略仍存在一些问题值得探讨, 如抗癌纳

米药物在进行肿瘤渗透的过程中会不断释放药物, 很

可能在到达肿瘤实质之前纳米粒包覆的药物就被完全

释放, 导致远端细胞内没有药物积累; 此外, 纳米药物

的转胞吞作用是否也会发生在正常组织中, 长期给药

后造成细胞毒性的积聚, 这在进行临床转化前必须经

过严格检测。

2.2 抗癌纳米药物借助免疫细胞实现肿瘤渗透

无论是通过被动的 EPR 效应还是主动的转胞吞

作用进行肿瘤渗透, 抗癌纳米药物在一定程度上都会

受到TME中各种生物屏障的阻碍, 如异常的血管和淋

巴管、致密的ECM、较高的 IFP和固体压力等[64]; 因此,

研究者开始利用具有特异性肿瘤倾向的细胞, 探索免

疫细胞介导的药物递送及肿瘤渗透。由于肿瘤经常发

生在慢性炎症部位, 免疫细胞如中性粒细胞、单核细

胞、巨噬细胞、T细胞等将被优先招募到TME中, 利用

这些细胞的细胞膜或胞外囊泡装载抗癌纳米药物或直

接将纳米药物靶向免疫细胞, 可绕过一直以来纳米药

物输送到实体瘤的瓶颈问题 , 且能有效渗透至肿瘤

实质[65]。

Naumenko等[66]为研究纳米药物的外渗机制, 使用

活体显微镜追踪荧光脂质体 (fluorescent liposomes,

FL) 在不同肿瘤模型和正常血管中的外渗行为, 并成

功识别出两种不同的外渗机制—微渗漏和大渗漏。微

渗漏是一种局部血管周围的纳米药物沉积现象, 其外

渗面积有限、扩散距离往往不超过血管 20 µm, 且微渗

漏既发生在肿瘤组织中, 也发生在正常血管周围, 很可

能是纳米药物在正常组织中发生沉积的原因; 而大渗

漏可覆盖大片间质区域, 并扩散至血管外数百微米、深

入组织, 推测这是进入肿瘤细胞的主要途径。进一步

研究表明, 被单核细胞摄取的 FL不会越过血管屏障,

而被中性粒细胞摄取的 FL往往会发生微渗漏和大渗

漏, 尽管这些渗透的发生次数不多, 但原则上可证实是

中性粒细胞介导的 FL外渗途径; 且中性粒细胞附近

(≤ 50 µm) 的大渗漏频率增加了 3倍, 结果还显示大渗

漏频率与中性粒细胞的浸润之间存在正相关; 当中性

粒细胞减少时, FL在肿瘤中的积累显著减少。这一研

究为脂质体的跨血管运输提供了新策略, 可靶向肿瘤

组织部位的中性粒细胞, 引发脂质体的大渗漏, 使其能

渗透至肿瘤组织深处, 起到更有效的抗肿瘤效果。

利用免疫细胞来源的细胞膜包覆纳米粒并载药,

可很好地实现肿瘤靶向和浸润, 药物的肿瘤渗透能力提

高后, 相应的治疗效果也会得到较大提升。如Wei等[67]

设计了甘露醇修饰的巨噬细胞衍生微粒 (mannose-

modified macrophage-derived microparticles, Man-MPs)

并加载二甲双胍 (metformin, Met) 得到载药纳米粒

Met@Man-MPs, 因 M2 型 TAM 高表达甘露糖受体

CD206/MRC1, 故 Met@Man-MPs 可有效靶向 M2 型

TAM, 使其重新极化为 M1 型 , 从而抑制肿瘤生长。

Met@Man-MPs 重置的 TAM 通过增加 CD8+ T 细胞

在肿瘤组织的募集和减少髓源性抑制细胞和调节

性 T 细胞的免疫抑制浸润来重塑肿瘤免疫微环境 ;

Man-MPs 过表达 MMP9、MMP14 等基质金属蛋白酶

(matrix metalloproteinases, MMP), 导致肿瘤胶原蛋白

部分降解, 有助于CD8+ T细胞浸润到肿瘤内部, 增加

肿瘤抗 PD-1 (programmed cell death protein-1) 抗体的

渗透和聚集, 结果显示抗 PD-1抗体与Met@Man-MPs

联用可显著增强抗肿瘤能力。

合理设计抗癌纳米药物, 使其靶向免疫细胞, 利用

免疫细胞对肿瘤或炎症部位的趋向性, 携带纳米药物

浸润至肿瘤实质, 以达到抗肿瘤目的。Schmid等[68]在

聚乳酸-羟基乙酸 [poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA]/

PEG的基础上设计了一种靶向T细胞的纳米粒, 实验

证明CD8+靶向纳米粒或PD-1靶向纳米粒在体外和体

内均能与T细胞进行特异性结合, 该纳米粒能靶向传

递TGFβR1抑制剂 (SD-208) 或TLR7/8激动剂 (R848),

SD-208可恢复效应T细胞的功能, 还可挽救其他被抑

制免疫细胞的功能, 从而延缓肿瘤的生长、延长生命周

期 ; R848 可将淋巴细胞招募到非炎症肿瘤中 , 促进

CD8+ T细胞浸润到肿瘤内部, 并使肿瘤对抗 PD-1敏

感, 有效延长生存率。这些纳米粒在静脉注射后能与

循环中的T细胞结合, T细胞主动迁移到实体瘤, 携带

纳米粒进入严峻的TME中, 并持续释放纳米粒装载的

小分子药物, 利用T细胞作为载体极大地增加了输送

到肿瘤实质的药物数量; 这一设计既能使纳米粒有效

渗透至肿瘤实质, 又能在肿瘤细胞中达到适宜的药物

浓度, 有效杀死肿瘤细胞; 并且这一纳米粒体系还可根

据T细胞和肿瘤组织的实际情况选择不同的配体靶向

T细胞上的多种受体和合适的小分子药物充分发挥药

效。Lee等[69]基于生物正交反应中点击化学的快速、

高选择性和高效性, 尤其是1,2,4,5-四嗪 (tetrazines, Tz)

和反式环辛烯 (trans-cyclooctene, TCO) 之间的 [4 + 2]
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环加成反应, 开发了一种点击反应辅助的免疫细胞靶

向 (click reaction-assisted immune cell targeting, CRAIT)

策略。由于不同类型的非成熟骨髓细胞 (immature

myeloid cells, iMCs), 又称髓源性抑制细胞, 在各种肿

瘤类型的早期就能被快速招募, 通过抑制T细胞功能

保护肿瘤组织免受免疫破坏, 且 iMCs还能渗透进入肿

瘤深部, 远离经常发生缺氧的血管, 故选择以 iMCs为

靶标。根据 iMCs表面高特异性表达受体CD11b, 合成

了TCO修饰的CD11b抗体 anti-CD11b-TCO, 同时合成

Tz修饰的介孔纳米粒 (mesoporous silica nanoparticles

functionalized with tetrazines, MSNs-Tz), 并建立 4T1小

鼠乳腺癌模型 ; 先尾静脉注射 anti-CD11b-TCO, 24 h

后确定 iMCs标记TCO后, 再尾静脉注射MSNs-Tz, Tz

与TCO发生点击化学反应实现MSNs与 iMCs的特异

性连接 , 最后利用 iMCs 将 MSNs 递送至肿瘤深部 ,

MSNs包覆的 DOX 可有效到达肿瘤深部的缺血管部

位, 其积累量比EPR效应高出 2倍, 能明显改善肿瘤治

疗效果 (图 4)。CRAIT 策略避免了离体操作免疫细

胞, 更简洁、高效, 同时也增加了纳米粒在肿瘤缺血管

区域的渗透, 抗肿瘤效果更好。

综上, 借助免疫细胞实现的肿瘤渗透为抗癌纳米

药物提供了一种新的有效途径, 一方面, 免疫细胞对组

织损伤、感染和炎症部位具有天然的趋向性, 而肿瘤部

位常常表现为难以治愈的慢性炎症, 因此免疫细胞会

不断被招募到肿瘤部位, 借助免疫细胞实现的肿瘤渗

透能有效克服抗癌纳米药物难以穿过内皮细胞和

TME的障碍; 另一方面, 免疫细胞表面存在自我识别

信号, 其装载的纳米药物不易被单核吞噬细胞系统吞

噬或被肝脏过滤, 可延长血液循环时间[70]; 并且由免疫

细胞的细胞膜或胞外囊泡装载的纳米药物可降低免疫

原性和细胞毒性, 有效改善药物的治疗效果。近 5年

借助免疫细胞实现肿瘤渗透的一些抗癌纳米药物如

表3[66-69,71-74]所示。

但这一策略也面临许多挑战, 肿瘤可分为“热”和

“冷”两种类型,“热”肿瘤表现为病灶部位有大量T细

胞浸润, 而“冷”肿瘤病灶部位几乎没有T细胞分布, 因

此免疫细胞很难渗透进入“冷”肿瘤[75]; 此外, 免疫细胞

作为生物材料, 在制备过程中, 如分离、体外培养、转染

等步骤, 导致免疫细胞表面发生变化的多种因素都有

可能影响其生物活性及趋向性, 甚至引发脱靶效应; 最

后, 免疫细胞到达肿瘤部位后如何使内部装载的抗癌

纳米药物释放及其释放效率是该方法必须考虑的关键

性问题, 否则, 免疫细胞即使渗透到肿瘤实质也无法释

放出足够药物杀灭肿瘤细胞。

Figure 4 Immune cell-mediated tumor penetration. a: Schematic illustrating the click reaction-assisted immune cell targeting (CRAIT)

method applied to an orthotopic 4T1 tumor mouse model; b: Schematic illustrating the CRAIT method applied to an orthotopic 4T1 tumor

mouse model; c: Schematic illustration of how the CRAIT strategy probes (anti-CD11b-TCO and MSNs-Tz) are delivered into the avascular

region of the tumor. (Adapted from Ref. 69 with permission. Copyright © 2019 American Chemical Society)
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3 总结与展望

抗癌纳米药物在肿瘤组织中的渗透问题很大程度

上抑制了其在实体瘤治疗中的临床应用, 纳米药物固

有的大尺寸和实体瘤中复杂的生物屏障使纳米药物很

难通过EPR效应被动运输到远离血管的肿瘤细胞中,

根据 EPR效应设计的纳米药物在临床肿瘤中的渗透

性差, 且有很强的异质性, 同一药物对不同患者的治疗

效果差异较大; 若能改善纳米药物的肿瘤渗透问题, 先

前设计的多种抗癌纳米药物的治疗效果将显著增强,

癌症纳米医学领域的临床转化指日可待。

为克服抗癌纳米药物递送过程中的各种生物屏

障、增加药物的肿瘤渗透深度, 研究人员设计纳米药物

的依据逐渐从被动的 EPR效应转向主动的转胞吞作

用和免疫细胞介导的肿瘤渗透策略; 上述许多研究结

果显示: 无论是通过RMT和AMT, 还是借助免疫细胞

实现的肿瘤渗透策略都比仅依靠 EPR效应被动运输

的肿瘤渗透性好, 治疗效果更佳。在今后设计中, 可将

多种策略相结合实现协同作用, 如设计一种尺寸和电

荷双转换的抗癌纳米药物, 既能增加药物EPR效应又

能触发 AMT, 同时结合被动运输和主动转胞吞策略,

进一步提高纳米药物的肿瘤渗透深度。此外, 针对免

疫细胞离体培养困难的问题, 也可采取免疫细胞体内

原位载药的策略进行肿瘤渗透, 该方法相较于在体外

将纳米药物载入免疫细胞内的方法操作更简单易行,

更有利于临床实践[76]。

然而, 对这两种新型肿瘤渗透策略的研究和理解

还远远不够, 仍存在许多问题亟待解决。一方面, 临床

转化的实现必然需抗癌纳米药物的大规模生产, 根据

这两种新型策略设计的纳米药物的制备过程是否简单

易行、能否满足工业化生产还需进一步探索; 另一方

面, 大多数研究使用的动物模型均为小鼠, 而小鼠实体

瘤与人类实体瘤的差异较大, 尽管各种研究表明根据

主动转胞吞作用或基于免疫细胞介导的肿瘤渗透策略

设计的抗癌纳米药物在小鼠实体瘤模型中有较好的渗

透性和抗肿瘤效果, 但这并不代表其在人体肿瘤内也

能达到相同疗效, 因此还需建立与人类实体瘤更加相

似的肿瘤模型进行研究, 离真正实现抗癌纳米药物的

临床转化还有很长路要走。
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