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共载多柔比星和 IDO1 siRNA的高渗透性纳米粒增强肿瘤免疫治疗

史梦浩, 王 瑜, 韩妍妍, 张九龙, 吴诗洋, 陈大为*

(沈阳药科大学药学院, 辽宁 沈阳 110016)

摘要: 肿瘤免疫治疗存在两个严重障碍: ① 免疫抑制肿瘤微环境 (immunosuppressive tumor microenvironment,

ITM) 和肿瘤的低免疫原性的存在, 严重降低肿瘤的免疫应答; ② 致密而复杂的病理生理屏障严重限制了实体瘤的

深部给药。化疗药物多柔比星 (doxorubicin, DOX) 诱导的肿瘤免疫原性细胞死亡 (immunogenic cell death, ICD) 是

增强肿瘤免疫活性的有效方法。但是 ICD作用后细胞毒性T淋巴细胞 (cytotoxic T lymphocyte, CTL) 分泌的干扰

素-γ (interferon-γ, IFN-γ) 会增加吲哚胺 2,3-双加氧酶 1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1, IDO1) 蛋白的表达, 其能够增

强 ITM。而 IDO1 siRNA的协同作用会降低 IDO1蛋白的表达, 调节肿瘤免疫抑制微环境, 调节 ITM, 从而增强DOX的

ICD作用。本文利用pH敏感材料PLD [poly(ethylene glycol)-poly-L-lysine-2,3-dimethylmaleic anhydride, mPEG-PLL-

DMA] 和聚酰胺-胺树状大分子(PAMAM) 树状聚合物, 一种新型电荷转换、粒径减小的纳米粒, 实现肿瘤组织的深

层递送。从而使共包载DOX药物和 IDO1 siRNA的载体实现高效的肿瘤免疫治疗。制剂及细胞水平的实验表明

PLD材料具有显著的pH敏感性。体外3D肿瘤渗透实验结果表明pH敏感材料PLD的加入显著提高制剂的渗透性。

此外, 建立BALB/c小鼠 4T1药效实验模型, 动物实验操作过程依照沈阳药科大学动物实验伦理委员会的要求执行。

体内的药效实验及组织实验表明, IDO1 siRNA的加入显著提高DOX的 ICD作用, 从而显著抑制肿瘤生长。
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Highly penetrable nanoparticles co-loading doxorubicin and IDO1

siRNA enhance tumor immunotherapy
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Abstract: There are two serious obstacles to tumor immunotherapy. Firstly, the immune response of the tumor

is seriously reduced due to immunosuppressive tumor microenvironment (ITM) and low immunogenicity of tumor.

The second obstacle is the dense and complex heterogeneous structures, which seriously prevent the nanoparticles

(NPs) from penetrating deeper into tumor tissue. Immunogenic cell death (ICD) induced by doxorubicin (DOX) is

an effective method to enhance tumor immune activity. However, interferon- γ (IFN- γ) secreted by cytotoxic T

lymphocytes (CTL) after ICD induction would increase the expression of indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1)

and enhance ITM. IDO1 siRNA would reduce the expression of IDO1 protein, regulate the tumor immunosuppres‐

sive microenvironment and regulate ITM, so as to enhance the ICD effect of DOX. In this paper, a novel charge

conversional, particle size reduction and highly penetrable NPs based on a pH sensitive copolymer poly(ethylene

glycol)-poly-L-lysine-2,3-dimethylmaleic anhydride (mPEG-PLL-DMA, PLD) and polyamidoamine (PAMAM)

dendrimers to achieve deep delivery of tumor tissue. DOX and IDO1 siRNA were encapsulated to achieve efficient

tumor immunotherapy. Preparation and cell level experiments showed that PLD material had significant pH
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sensitivity. Results of 3D tumor penetrable experiment in vitro showed that adding the pH sensitive material PLD

significantly improved the permeability of the preparation. In addition, 4T1 tumor model was established for

BALB/c mice and all animal experiments were displayed in according with the requirements of the Animal

Experiment Ethics Committee of Shenyang Pharmaceutical University. The results of in vivo efficacy experiments

and tissue experiments evaluated that IDO1 siRNA significantly improved the ICD effect owing to DOX, so as to

significantly inhibit tumor growth.

Key words: doxorubicin; siRNA; immunogenic cell death; tumor microenvironment; indoleamine 2,3-dioxy‐

genase 1

目前, 肿瘤免疫治疗是一种强有力的肿瘤治疗策

略[1], 肿瘤免疫原性死亡 (immunogenic cell death, ICD)

是一种通过激活免疫作用杀伤肿瘤细胞的有效手

段[2]。肿瘤细胞受到刺激后会产生损伤相关分子信号

(damage-associated molecular patterns, DAMPs), 包括

钙网蛋白 (calreticulin, CRT)、高迁移率蛋白 1 (high-

mobility group box 1, HMGB1) 和三磷酸腺苷 (adenosine

triphosphate, ATP), 激活免疫应答并活化肿瘤免疫反

应[3]。但是, ICD诱导作用后产生的细胞毒性T淋巴细胞

(cytotoxic T lymphocyte, CTL) 分泌的干扰素-γ (inter‐

feron-γ, IFN-γ) 会增加内源性吲哚胺 2,3-双加氧酶 1

(indoleamine 2,3-dioxygenase 1, IDO1) 的表达, 从而增

强了免疫抑制肿瘤微环境 (immunosuppressive tumor

microenvironment, ITM), 阻止肿瘤的免疫应答[4,5]。

IDO1蛋白在大多数肿瘤细胞中高表达, 其催化色氨酸

(tryptophan, Trp) 的耗竭 , 导致犬尿氨酸 (kynurenine,

Kyn) 增多。Trp的耗竭和Kyn等代谢物的产生导致肿

瘤微环境产生免疫抑制作用 , 促进癌细胞的免疫逃

逸[5-8], 故降低 IDO1 蛋白的表达不但可以显著地增强

肿瘤的免疫应答 , 更能提高多柔比星 (doxorubicin,

DOX) 的 ICD作用。

RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 是指由与特

定基因序列同源的双链 RNA (double-stranded RNA,

dsRNA) 诱发的特定基因沉默[9-11]。小干扰RNA (small

interfering RNA, siRNA) 作为潜在的癌症治疗策略具

有高度安全性、高效性以及特异性等优势, 利用 siRNA

能够引起同源基因mRNA降解并沉默其蛋白表达。因

此, 本文引入 IDO1 siRNA, 其与DOX的协同作用会显

著降低 IDO1 蛋白的表达 , 增强 DOX 的 ICD 作用 , 显

著增强肿瘤的免疫应答[12-14]。然而, siRNA在生理环境

下极不稳定, 易被血清中的核糖核酸酶 (ribonuclease,

RNase) 迅速降解[15,16]。因此, 研究开发具有多功能递

药系统并实现有效递送 siRNA 的临床意义重大。另

外, 异质结构和独特的肿瘤微环境阻止载药系统深入

肿瘤组织, 从而减低药物的治疗效果, 设计构建一种既

能包载 siRNA又能深层递送的载药系统势在必行。

综上所述 , 本课题组构建了一种基于 pH 敏感共

聚物聚乙二醇-聚赖氨酸-2,3-二甲基马来酸酐 [poly

(ethylene glycol) -poly-L-lysine-2, 3-dimethylmaleic

anhydride, mPEG-PLL-DMA, 简称 PLD][17]和聚酰胺-

胺树状大分子 (polyamidoamine, PAMAM) 的新型电

荷转换和高渗透纳米粒, 包载疏水性药物DOX和负电

荷的 IDO1 siRNA 作为多功能纳米平台 (示意图 1)。

利用DOX的 ICD作用将癌细胞变成“肿瘤疫苗”, 刺激

释放抗肿瘤免疫相关分子信号, 提升肿瘤免疫原性。

另外, IDO1 siRNA调节肿瘤的免疫抑制微环境。通过

两种药物的联合应用, 可获得安全、低毒的肿瘤免疫治

疗能力。pH敏感共聚物 PLD在中性环境中呈现为负

电荷 , 当在 pH 6.5 左右的肿瘤微酸性环境中 , 由于

Scheme 1 DOX/siRNA-PLD/PAM was prepared with IDO1

siRNA, DOX and PAMAM dendrimers and then capped with a pH-

sensitive copolymer PLD. DOX/siRNA-NPs boasted enhance tumor

penetration in the effective treatment of 4T1 cells in tumor bearing

mice. DOX and IDO1 siRNA were encapsulated to achieve efficient

tumor immunotherapy. DOX: Doxorubicin; PLD: Poly(ethylene

glycol) -poly-L-lysine-2, 3-dimethylmaleic anhydride (mPEG-PLL-

DMA); IDO1: Indoleamine 2,3-dioxygenase 1; PAMAM: Polyami‐

doamine; HMGB1: High-mobility group box 1; ICD: Immunogenic

cell death; ATP: Adenosine triphosphate; CRT: Calreticulin; CTLs:

Cytotoxic T lymphocytes; IFN-γ: Interferon-γ
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mPEG-PLL和DMA之间的可切割酰胺键, PLD共聚物

从负电荷转变为正电荷, 从纳米粒上脱离, 暴露出带有

正电荷的 PAMAM纳米粒, 其电荷的反转和粒径的降

低会显著提高纳米粒对肿瘤组织的渗透能力。

材料与方法

试剂和仪器 mPEG-PLL-DMA [本实验室自制 ,

mPEG (聚乙二醇) 分子质量为 2 000 Da, PLL (聚赖氨

酸)为 1 500 Da)][17]; PAMAM树状大分子 (G4.0, 含NH2

端基, 乙二胺核); DOX (北京华奉联博科技有限公司);

IDO1 siRNA (上海吉玛制药有限公司) 正义链 : 5′-

GGGCUUCUUCCUCGUCUCUTT-3′; 反义链: 5′-AGA

GACGAGGAAGAAGCCCTT-3′ [12]; 胰酶、胎牛血清、

DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 培养基

(Gibco公司); 甲基噻唑蓝 (methyl thiazolyl tetrazolium,

MTT)、4',6-二氨基-2-苯基吲哚 (4',6-diamino-2-phenyl

indole, DAPI) (碧云天生物技术研究所); 抗 IDO1-异

硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate, FITC) 抗体、

抗 CD8-FITC 抗体和抗 CD4-PE (phycoerythrin) 抗体

(Proteintech公司); ATP试剂盒、Ki67试剂盒、苏木素-

伊红 (hematoxylin-eosin staining, H&E) 试剂盒 (联科

生物有限公司); 其他试剂均为分析纯。

Tanon 2500R 全自动数码凝胶图像分析系统 (上

海天能科技有限公司); Varioskan Flash多功能酶标仪

(美国 Thermo Scientific 公司); JEM-1200EX 透射电子

显微镜 (日本 Electron 株式会社); FV1000-IX81 激光

共聚焦显微镜 (日本Olympus公司)。

细胞培养 小鼠乳腺癌细胞4T1细胞于含10% FBS

的DMEM培养液中, 置于5% CO2、37 ℃培养箱中培养。

DOX/siR-PLD/PAM 纳米粒的制备 将 DOX 和

PAMAM树状大分子以 10∶1的质量比溶解在 30 mL甲

醇中。室温搅拌 24 h, 旋转蒸发完全去除甲醇后, 加入

磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer, PBS, pH 7.4) 10 mL,

搅拌以溶解 PAMAM 树状大分子 , 0.22 μm 滤膜过滤

后, 利用超速离心法对制剂的包封率进行测定。将溶

液置于离心管中并离心 (12 000 r·min-1, 10 min), 吸取上

清液计算包载的DOX含量。另外, 精密吸取溶液, 加

入甲醇进行破乳, 得到总的DOX含量, 从而计算DOX

的包封率。随后, 按照氮磷比 (N/P, PAMAM的氨基与

siRNA的磷酸基团的摩尔比) 为4加入 IDO1 siRNA, 负

电荷的 IDO1 siRNA与正电荷的 PAMAM树状大分子

正负电荷吸附, 包载IDO1 siRNA, 制备成DOX/siR-PAM

纳米制剂。在 pH 7.4时, 按照不同的PLD/PAM质量比

加入 PLD 共聚物 , 制备成 DOX/siR-PLD/PAM 纳米制

剂 (DOX/siR-NPs)。

利用琼脂糖凝胶阻滞实验来考察 siRNA的包封率。

首先, 称取 1.0 g 琼脂糖于锥形瓶中, 加入 0.5×Tris-硼

酸 (TBE) 50 mL 后 , 微波炉中火加热 2 min 至全部溶

解。待凝胶略微冷却后精密吸取溴化乙锭 (ethidium

bromide, EB) 溶液 2.5 μL加入其中, 轻轻摇晃混匀, 趁

热倒入模具中并插入梳齿, 室温冷却后将梳齿取出, 即

得凝胶备用。随后 , 取上述制备的一系列 N/P 比的

siR-PAM纳米粒加入至琼脂糖凝胶各泳道中, 等量游

离 siRNA作为阴性对照组, 100 V恒定电压电泳30 min

后将凝胶放入凝胶成像系统中, 采用透射光观察成像

并拍照。

另外, 采用超滤管分离-荧光分光光度法测定纳米

粒中的 siRNA的包封率 (用带有荧光的FAM siRNA替

换 siRNA)。将纳米制剂置于 Amicon Ultra-4 超滤管

(截留分子质量为 50 kDa), 5 000 r·min-1离心 10 min后,

所得滤液即为未包封 FAM siRNA, 测得其荧光强度

(F1; EX: 480 nm, Em: 520 nm)。取与制剂等量的 FAM

siRNA 测定其荧光强度 (F2)。最后用公式 (1) 计算

FAM siRNA的包封率 (encapsulation efficiency, EE):

EE (%) = (1 − F1 / F2) × 100 (1)

采用马尔文激光粒度仪测定不同 PLD/PAM质量

比的 DOX/siR-PLD/PAM 纳米粒 (DOX/siR-NPs) 的粒

径和 zeta 电位的变化。利用透射电子显微镜 (trans‐

mission electron microscope, TEM) 进行制剂的形态学

的考察。

pH敏感性的考察 采用动态光衍射法 (DLS) 测

定纳米粒在pH 6.5和7.4的PBS中的 zeta电位和粒径。

体外细胞毒性考察

利用MTT方法考察空白载体 (PLD/PAM纳米粒)

的细胞毒性 将 4T1细胞以每孔 1×104个接种于 96孔

板中, 置于5% CO2、37 ℃细胞培养箱中培养24 h。采用

PBS清洗后向每孔加入含10、40、80、100和200 μg·mL-1

的 PLD/PAM 纳米粒 DMEM 培养液 200 μL, 分别培养

24和48 h后每孔加入MTT溶液20 μL, 继续培养4 h, 弃

去培养液每孔加入二甲基亚砜150 μL, 避光震荡10 min,

采用酶标仪于490 nm处测定吸光度 (A) 值。

利用 MTT 方法考察载药制剂的体外细胞毒性

将 4T1细胞以每孔 1×104个接种于 96孔板中, 置于 5%

CO2、37 ℃细胞培养箱中培养 24 h。弃去培养液 , 用

PBS 清洗细胞 3 次 , 向每孔加入一定量的 DOX 和

DOX/NPs 的 DMEM 培养液 200 μL, 使其终浓度 (以

DOX 计) 分别为 2、4、6、8 和 10 μmol·L-1, 并且在不同

pH条件下培养 (7.4或6.5)。后续实验方法同上。

体外摄取实验 为考察 pH敏感材料对细胞摄取

的影响, 本研究使用共聚焦激光显微镜 (confocal laser
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scanning microscope, CLSM) 观察 4T1 细胞对不同制

剂的摄取情况。将 4T1细胞以每孔 1×106个接种于铺

有盖玻片的 6孔板中, 置于 5% CO2、37 ℃细胞培养箱

中培养 12 h, 加入一定量的 free FAM siRNA 和 FAM

siR-NPs (FAM siRNA: 100 nmol L-1) 在 pH 7.4或 6.5条

件下孵育4 h后, 用4%多聚甲醛固定细胞30 min, DAPI

染细胞核后, 采用CLSM观察细胞摄取情况并拍照。

体外 3D肿瘤细胞的深层递送考察 为了充分证

明 pH敏感材料对肿瘤深层递送的影响, 建立了 4T1细

胞的 3D 肿瘤模型[18-20]。用 100 μL 无菌琼脂糖溶液

(2%, w/v) 覆盖 96孔板中, 以每孔 2×103个细胞数接种

4T1细胞, 置于5% CO2、37 ℃细胞培养箱中培养。待4T1

细胞的 3D 肿瘤球的直径长至 300 μm 时 , 加入 FAM

siR-NPs (FAM siRNA: 100 nmol L-1) 分别在 pH 7.4 和

6.5条件下共孵育4 h后, 采用CLSM观察并拍照。

体外诱导 ICD作用 将4T1细胞在12孔板 (2×105

个/孔) 中培养过夜, 然后用PBS、DOX、DOX-NPs pH 7.4

和DOX-NPs pH 6.5 (2 μmol·L-1 DOX) 处理 24 h。收集

条件培养基, 通过ELISA试剂盒检测ATP的水平。为

了评估 CRT 暴露 , 培养 4T1 细胞并用 PBS、DOX 和

DOX-NPs 制剂分别在 pH 7.4 和 6.5 条件下孵育 24 h。

然后用兔 CRT 一抗 (0.1 μg·mL-1) 处理 30 min, PBS 冲

洗后用 FITC 标记的抗兔 IgG 二抗 (1 μg·mL-1) 处理

20 min, 采用流式细胞仪定量检测CRT的表达。采用

CLSM定性观察, 4%多聚甲醛固定细胞, DAPI染细胞

核后, 采用CLSM观察CRT暴露情况并拍照。

体内药效学实验 将 4T1 细胞按照细胞条件培

养, 待细胞处于对数生长期时, 将细胞消化制备成每毫

升 5×107个的细胞悬液, 每只 BALB/c雌性小鼠 [18～

22 g; 质量合格证号: 211002300064979; 许可证号: SCXK

(辽) 2020-0001] 右腋皮下接种 0.2 mL 细胞悬液 , 约

7天后选取同一批次肿瘤体积约为 100 mm3的成瘤小

鼠进行实验。动物实验操作过程依照沈阳药科大学动

物实验伦理委员会的要求执行。

将荷瘤小鼠随机分成 6 组 , 分别为生理盐水组、

free siRNA 组、DOX 组、siR-NPs 组、DOX-NPs 组和

DOX/siR-NPs组。每组按照 5 mg·kg-1 DOX、1 mg·kg-1

siRNA 的剂量尾静脉注射给药 , 每 2 天 1 次 , 共给药

4次。治疗期间, 每4天对小鼠进行体重称量。

在实验结束后, 处死BALB/c小鼠并剥离肿瘤, 称

取瘤重并拍照。另外, 在停止给药后, 每天检测小鼠的

生存数量从而观察小鼠的生存状态, 绘制生存曲线并

应用GraphPad Prism软件分析中位生存期。

组织学实验 将肿瘤剥离后立即用福尔马林固定

过夜, 经石蜡包埋, 制成石蜡切块, 切至 5 μm厚的石蜡

切片, 二甲苯脱蜡, 分别经无水乙醇、95%、75%、50%、

30%乙醇至水洗涤 , 用 H&E 染色后再用梯度乙醇脱

水, 二甲苯透明, 封片液封片, 置于倒置荧光显微镜下

观察。

Ki67是一种增殖细胞相关的核抗原, 其功能与有

丝分裂密切相关, 在细胞增殖中至关重要。Ki67常作

为标记细胞增殖状态的抗原, 阳性说明癌细胞增殖活

跃。依照Ki67试剂盒进行实验并拍照。

为了验证 DOX 的 ICD 作用, 以及与 IDO1 siRNA

的协同作用, 肿瘤组织进行一系列的组织学染色。肿

瘤组织切片分别用抗 IDO1-FITC抗体 (IDO1蛋白), 抗

CD8-FITC 抗 体 (CD8+ T 细 胞) 和 抗 CD4-PE 抗 体

(CD4+ T细胞) 染色。CRT蛋白的染色过程依照“体外

诱导 ICD 作用”项中的实验流程操作。最后, 切片经

DAPI染色后用CLSM拍照。

统计学方法 数据以平均值 ± 标准差表示。统

计显著性通过单因素方差分析 (ANOVA) 确定 , P <

0.05代表组间具有显著性差异。所有实验需要重复进

行3次。

结果与讨论

1 制剂的处方优化和特征

PAMAM 树状大分子空腔内部具有较强的疏水

性, 可包裹疏水性药物DOX, 形成DOX-PAM纳米粒。

而 PAMAM表面带有正电荷, 可通过静电相互作用吸

附带有负电荷的 IDO1 siRNA, 形成 DOX/siR-PAM 纳

米粒, 之后与在 pH 7.4条件下带有负电荷的 pH敏感聚

合物 PLD 正负电荷吸引 , 制成 DOX/siR-PLD/PAM

(DOX/siR-NPs)。

采用琼脂糖凝胶实验考察N/P比对 siRNA包封率

的影响。如图 1A所示, 当N/P比为 4时, siR-PAM组观

察不到 siRNA 条带 , 故确定优化处方 siR-PAM 组的

N/P比为4。当在不同质量比条件下, DOX的包封率随

DOX与PAMAM的质量比的增加而增加 (图 1B), 当质

量比为 10时, 其包封率达到 80%, 故确定优化处方的

DOX与PAMAM的质量比为10。

制备DOX/siR-PAM纳米粒后, 在中性环境下与负

电荷的 PLD 共聚物包裹 , 形成 DOX/siR-PLD/PAM 纳

米粒 (DOX/siR-NPs)。如图 1C、D 所示 , 随 PLD/PAM

质量比增加, DOX和 siRNA的包封率逐渐增加, 粒径

也逐渐增加, 但是电位逐渐降低。当PLD/PAM质量比

为 5时, 其粒径为 140.73 ± 1.65 nm, zeta电位为-7.73 ±

1.44 mV, 为负电荷, 可以显著提高其在血液中滞留的

时间, 故确定PLD/PAM质量比为5。

TEM 为观察纳米粒形态大小的一种重要手段。
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如图 1E所示, DOX/siR-NPs呈球形和类球形, 分布比

较均一。其大小与DLS测定的结果较为相近。总之, 此

纳米制剂的包封率较高; 粒径小于200 nm, 有利于增强

渗透和保留 (enhanced permeation and retention, EPR)

效应; zeta电位为负电荷, 延长制剂的血液循环时间;

外观圆整分布均匀。

2 pH敏感性测定

为考察DOX/siR-NPs的pH敏感性,将DOX/siR-NPs

置于 pH 6.5 PBS中, 4 h后测定 zeta电位和粒径。结果

如图 1F所示, 当 pH从 7.4变为 6.5时, DOX/siR-NPs的

粒径变小且 zeta电位从负电荷转变为正电荷, 原因为

修饰的 PLD 共聚物可以迅速从 DOX/siR-NPs 上面解

离, 使 zeta电位增加和粒径变小。

3 体外细胞毒性考察

利用MTT实验考察空白载体对 4T1细胞的毒性。

结果如图 2A所示, 空白载体在孵育 24和 48 h后, 其均

没有明显细胞毒性, 细胞存活率均在 80% 以上, 说明

空白载体的细胞毒性很低, 生物相容性良好, 是安全无

毒的纳米载体材料。

不同制剂组对 4T1细胞的细胞毒性和 IC50值如图

2B、C 所示。相比 pH 7.4 条件下的 DOX-NPs 溶液组 ,

pH 6.5条件下的DOX-NPs组的细胞毒性显著提高。以

上结果间接说明, PLD具有良好的pH敏感性, 在pH 6.5

时, pH敏感的共聚物 PLD从负电荷转变为正电荷, 可

以与细胞表面微弱的负电荷相互结合, 更好地发挥作用。

4 细胞摄取实验

为考察不同条件下的FAM siR-NPs对细胞的摄取

情况, 采用 CLSM 进行定性观察。结果如图 2D所示,

在 4 h时, free FAM siRNA组的荧光较弱, 说明细胞对

游离的 siRNA的摄取有限。对于 siR-NPs组, 在 pH 6.5

条件下的摄取明显高于 pH 7.4的摄取, 其原因可能为

pH 6.5条件下PLD电荷反转, 迅速从纳米粒上面解离,

暴露出带有正电荷的 siR-PAM NPs, 从而具有更强的

细胞摄取量, 此结果验证了上述MTT实验的结果。以

上结果表明, 在 pH 6.5条件下, DOX-NPs的细胞毒性

明显高于 pH 7.4 条件下的细胞毒性 , 并且 pH 6.5 的

siR-NPs的细胞摄取明显多于 pH 7.4条件下的细胞摄

取, 验证了制剂的pH敏感性。

5 体外肿瘤组织的渗透考察

此纳米制剂的设计关键是通过可变大小和电荷反

转材料实现肿瘤组织的高肿瘤渗透性, 因此, 研究了不

同条件下的体外肿瘤穿透能力。如图 2E所示, 在 pH

7.4下经过 siR-NPs组 (此处均用 FAM siRNA) 处理 4 h

后, 在 z轴距离为 70 μm处可以观察到微弱的绿色荧光

信号。相比之下, pH 6.5下的 siR-NPs组显示了较强的

绿色荧光, 结果表明, siR-NPs在微酸性环境下具有较

高的肿瘤穿透性, 并且进一步验证了纳米粒 pH敏感性

的必要性。

6 体外诱导 ICD

DOX 诱导 ICD 的能力通过检测 CRT 表达和 ATP

Figure 1 A: Agarose gel electrophoresis analysis of different formulations with different N/P ratios. B: DOX entrapment efficiency

(EE, %) verification with an increase of the weight ratio (DOX/PAM) of DOX-PAM group. C: DOX and siRNA EE% verification with an

increase of the weight ratio (PLD/PAM) of DOX/siR-PLD/PAM group. D: Particle size and zeta potential verification with an increase of the

weight ratio (PLD/PAM) of DOX/siR-PLD/PAM group. E: Transmission electron microscope (TEM) image and dynamic light scattering

(DLS) result of DOX/siR-PLD/PAM group. Scale bar: 200 nm. F: Size distribution and zeta potential of DOX/siR-PLD/PAM group under

diverse conditions. n = 3,
-
x ± s
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的细胞外释放来表征 (图 3)。CRT是一种促凋亡蛋白,

在 ICD期间充当APC的“吃我”信号。为了考察 pH的

变化对 ICD 的作用是否有影响 , 空白对照组在不同

pH条件下的CRT的阳性率及ATP的分泌量无差别, 结

果说明 pH 不影响细胞的 ICD 作用。将 4T1 细胞与

DOX-NPs孵育 4 h后, CLSM实验结果表明 4T1细胞的

CRT阳性百分比的不同变化, 图 3A显示DOX-NPs在

pH 6.5 条件下具有较强的绿色荧光 , 其表达较多的

CRT蛋白。流式实验结果如图 3B所示, 当 pH从 7.4转

变为 6.5时, DOX-NPs组的 CRT阳性的百分比从 12%

Figure 3 A: CLSM examination of different DOX-loaded formulations CRT expression on the cell surface of 4T1 cells in vitro. Scale bar:

50 μm. B: Flow cytometric examination of CRT exposure on the surface of 4T1 cells. C: Quantitative determination of ATP secretion of 4T1

cells after treatment with different DOX-loaded formulations. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01. n.s: No significance; CRT: Calreticulin; PI: Propidium

iodide; ATP: Adenosine triphosphate

Figure 2 In vitro cell cytotoxicity of blank formulations (A) and different DOX-loaded for-mulations (B) against the 4T1 cell line under

different conditions. C: 50% inhibiting concentration (IC50) value of DOX-NPs under different conditions. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01. D: Confocal

laser scanning microscope (CLSM) images of 4T1 cells following cellular uptake with different formulations for 4 h. Green and blue

represented FAM-siRNA and nuclei, respectively. Scale bar: 50 μm. E: CLSM examination of the siR-NPs distribution in 4T1 3D tumor

spheroids at pH 7.4 and 6.5, respectively. Green fluorescence represents FAM-siRNA. Scale bar: 200 μm. DOX-NPs: DOX-PLD/PAM;

FAM siRNA: FAM labeled siRNA; siR-NPs: siRNA-PLD/PAM
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增至28%, 显示最强的CRT的表达。

此外, 不同环境下的ATP分泌量也有所不同。当

pH从 7.4转变为 6.5时, 4T1细胞的ATP的分泌量明显

增多。总之 , 这些结果验证了 DOX 可有效地诱导

ICD, 并且进一步验证了纳米粒pH敏感性的必要性。

7 体内药效学实验

肿瘤瘤重及图片如图 4A、B 所示, 空白对照组及

free siRNA 溶液组几乎无差别, 其瘤重均高于 2 g, 说

明 free siRNA可能会快速降解, 从而几乎没有抑瘤作

用。相对于DOX-NPs组, DOX/siR-NPs组具有明显的

抗肿瘤活性 , 结果说明 IDO1 siRNA 的加入能协同

DOX的 ICD作用, 共同抑制肿瘤的生长。

肿瘤治疗期间, 对体重进行监测。图 4C表明各个

制剂组的小鼠体重均无明显变化并呈现微弱的上升趋

势, 说明制剂对正常组织均没有明显的体内毒性, 载体

制剂的安全性能良好。

在停止给药后, 每天检测小鼠的生存数量从而观

察小鼠的生存状态及中位生存期。由图 4D、E 可见 ,

DOX/siR-NPs表现出更长的生存时间且中位生存期较

长, 从而表明DOX和 IDO1 siRNA的协同治疗作用。

H&E 染色显示蓝紫色为细胞核 , 粉红色为细胞

质。对照组肿瘤细胞的细胞核较大, 并且细胞排列极

不规律, 密集成群。在不同制剂组中, 细胞数目均存在

不同程度减少, 坏死部分也存在不同程度增多, 其中

DOX/siR-NPs组制剂的抑瘤效果最为明显 (图 4F), 此

结果与药效学实验结果一致。

Ki67是一种增殖细胞相关的核抗原, 阳性说明癌

细胞增殖活跃。不同制剂对于肿瘤组织的增生情况的

影响如图 4F所示。对照组 Ki67呈现高表达 (棕色斑

点)。而不同的给药组均呈现了不同程度的肿瘤增生

抑制, 其中DOX/siR-NPs组呈现出最为明显的抗增生

活性。各实验组抗增生活性趋势与H&E染色相同。

8 组织学研究

本研究利用免疫荧光染色进一步研究了DOX的

CRT 暴露情况及 IDO1 siRNA 的 IDO1 抑制结果。除

此之外, CLSM实验结果显示CD4+ T细胞和CD8+ T细

Figure 4 Tumor weight (A), the image of tumors (B) and body weight (C) in 4T1 cell-bearing BALB/c mice. Survival curves (D) and

median survival time (E) of 4T1 tumor-bearing mice after the treatment. n = 6,
-
x ± s. **P < 0.01. F: Tumor tissues were used to prepare

paraffin-embedded slides for hematoxylin-eosin staining (H&E) and Ki67 study. Scale bar: 100 μm
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胞在肿瘤中的数量。相较于对照组, DOX组的CRT有

微弱的绿色荧光, 而 siRNA包载的制剂组几乎没有荧

光, 说明DOX的 ICD作用。DOX/siR-NPs表现出更强

的绿色荧光, 说明载体可以增强DOX的作用。为了观

察 IDO1 siRNA 的作用效果 , 利用免疫荧光染色考察

IDO1 蛋白的表达。结果如图 5 所示 , 对照组和 free

siRNA 组无明显不同。然而 , DOX 组及 DOX-NPs 组

的 IDO1 表达略有增加 , 主要原因是 ICD 作用后 CTL

分泌的 IFN-γ会增加 IDO1 的表达 , 而 IDO1 siRNA 的

协同作用会降低 IDO1蛋白的表达, 调节肿瘤免疫抑制

微环境, 增强 DOX的 ICD作用, 因此 DOX/siR-NPs制

剂的治疗效果最好。

为了更直观地观察免疫治疗 , 利用 CLSM 考察

CD8+ T细胞和CD4+ T细胞的数量变化。结果表明, 相

对于对照组, DOX/siR-NPs组的CD8+ T细胞和CD4+ T

细胞的数量均明显增多。结果显示, DOX/siR-NPs的化

疗-免疫联合应用可以通过提高肿瘤细胞凋亡效率、提

高纳米粒的肿瘤组织的高渗透率、提高CD8+ T细胞及

CD4+ T细胞等多种手段, 从而实现最优的免疫治疗。

总之, DOX 作用后会增加 IDO1 的表达, 而 IDO1

siRNA 的引入显著降低 IDO1 蛋白, 增强 DOX 的 ICD

作用。DOX/siR-NPs组的CD8+ T细胞和CD4+ T细胞

明显多于DOX-NPs组, 进一步验证了 IDO1 siRNA的

协同作用增强了DOX的作用效果。

结论

本文成功构建了一种多功能纳米平台, 该平台具

有电荷转换和高渗透性的纳米载体 , 包载 DOX 和

IDO1 siRNA, 提高肿瘤的免疫治疗。该纳米载体主要

是由 PAMAM 树状大分子内部疏水空腔包载 DOX,

IDO1 siRNA与PAMAM表面的正电荷正负电荷吸附。

在 pH 7.4 时, 负电荷的 pH 敏感聚合物 PLD 包载在纳

米载体的表面, 得到DOX/siR-NPs制剂。

当静脉注射给药时, DOX/siR-NPs由于 PEG的空

间位阻作用通过EPR效应积聚在弱酸性肿瘤组织中。

肿瘤组织的弱酸性微环境刺激 PLD 共聚物发生电荷

反转, 从而暴露出正电荷的DOX/siR-PAM纳米粒, 粒

径减小, 能够深层地递送到肿瘤组织的深部, 增强肿瘤

细胞的摄取, 释放DOX和 IDO1 siRNA药物。DOX和

IDO1 siRNA的联合作用会改善肿瘤免疫治疗, 从而显

著抑制肿瘤生长。
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