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基于Ce6和MMP-2抑制剂的多级控释脂质纳米复合体
用于光动力-免疫协同治疗黑色素瘤
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摘要  光动力疗法（PDT）能诱导肿瘤细胞免疫原性死亡，与免疫治疗联合能够提高对各种癌症的治疗效果。基于

自然杀伤（NK）细胞的免疫疗法能够增强 PDT 的抗癌能力。以肿瘤组织中 NK 细胞免疫作用的分子途径为靶点，

通过药物调控增强其对肿瘤的免疫作用，并进一步联合 PDT 可以有效提升抗肿瘤疗效。将包封基质金属蛋白酶-2
（MMP-2）抑制剂 SB-3CT 的 β-环糊精（β-CD）与负载光敏剂 Ce6 的脂质体通过 MMP-2 响应多肽组装在一起，构建

了一种肿瘤微环境/光多重响应的脂质纳米药物控制系统（MRPL-SC），在细胞和裸鼠移植瘤模型中证明了 MRPL-

SC 介导的 PDT 和 NK 免疫疗法协同抗肿瘤作用。MRPL-SC 到达肿瘤部位后，连接 β-CD 与脂质体核心的 MMP-2
响应性多肽会在肿瘤组织微环境中过表达的 MMP-2 的作用下水解，释放包封在 β-CD 中的 SB-3CT，SB-3CT 通过

直接对 MMP-2 进行原位抑制来有效提升肿瘤组织中 NKG2DLs 的表达和 NK 细胞免疫响应；封装了 Ce6 的脂质体

通过细胞内吞进入肿瘤细胞后，在 660 nm 激光照射下通过 PDT 诱导肿瘤细胞凋亡，同时进一步诱导肿瘤细胞

NKG2DLs 表达，实现对肿瘤组织中 NK 免疫的时空协同增强。MRPL-SC 介导的这种光动力和 NK 免疫增强协同

抗肿瘤作用在黑色素瘤细胞和裸鼠移植瘤模型上得到了证明。本研究不仅为开发一种新的纳米药物用于程序化释

放抗肿瘤药物以及更好地整合 PDT 和免疫治疗提供了参考，还阐明了一种用 NK 细胞介导的黑色素瘤免疫治疗的

新模式。
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1　引   言

黑色素瘤是免疫原性最强的实体瘤之一，其较强

的转移性导致现有疗法难以提高患者的长期生存

率［1］，因此，开发多种新的有效的抗肿瘤治疗方法至关

重要。光动力疗法（PDT）是一种新型的无创治疗恶

性肿瘤的技术，已被成功用于治疗非黑色素皮肤癌等。

近年来，人们已经进行了多项体外和体内 PDT 研究，

以检验 PDT 治疗黑色素瘤的疗效；结果表明，PDT 有

可能成为一种颇具潜力的黑色素瘤辅助治疗方法［2-3］。

研究表明，PDT 能通过诱导氧化应激和肿瘤细胞的免

疫原性死亡，在治疗部位增强患者的抗肿瘤免疫反应，

从而达到杀死肿瘤细胞的效果［4-5］。Chlorin e6（Ce6）
是第二代光敏剂，在 660 nm 处有较强的吸收峰，在黑

色素瘤［6］和鳞状细胞癌［7］等皮肤癌的临床试验中有显

著疗效。虽然 PDT 策略开启了癌症治疗的新篇章，但

单一治疗的反应率仍然很低，临床结果普遍不理想。

大量研究证明了光动力 -免疫联合疗法在实体瘤治疗

上的优异效果以及对肿瘤转移的抑制作用［8-11］。

免疫疗法通过阻断被肿瘤劫持的负向免疫调控通

路重新激活肿瘤免疫，进而通过机体免疫清除肿瘤。

该疗法对中晚期肿瘤具有显著抑制作用，已逐步成为

临床治疗中不可或缺的替代疗法之一，并被广泛用于

黑色素瘤治疗。自然杀伤（NK）细胞是人体抵御肿瘤

细胞和传染性病原体的第一道免疫防线，可以通过其

激活信号和抑制信号之间的平衡识别并杀伤遭受“压

力”的细胞，从而在没有抗原呈递或预刺激的情况下快

速作用于靶细胞［12］。NK 细胞在黑色素瘤肿瘤免疫监

视中发挥着关键作用。此外，NK 细胞免疫疗法已被

证明可通过诱导全身性抗肿瘤免疫反应来提高 PDT
的肿瘤杀伤效果［13］。越来越多的动物实验和临床试验

也表明 PDT 可以增加局部肿瘤组织和外周血中 NK
细胞的数量［14-15］。因此，PDT 和 NK 细胞免疫治疗的

协同作用是一个值得进一步研究的方向。

虽然 NK 细胞免疫重建能够显著改善肿瘤患者的

存活率，但自体 NK 细胞的过继转移在进展性Ⅳ期黑
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色素瘤患者中并没有临床反应［16］，患者的 NK 细胞功

能受损，而 NK 细胞功能受损与疾病进展阶段、不良预

后有关。对于 NK 细胞而言，其治疗抗性主要是由活

性 NK 细胞数量少、寿命短、持久性和运输性差以及缺

乏特异性肿瘤靶向性引起的［17］。肿瘤细胞除了可以通

过改变 NK 细胞激活受体和抑制受体之间的平衡形成

抑制 NK 细胞活性的微环境之外，还能介导 MHC Ⅰ类

分子相关蛋白 A（MICA）、MHC Ⅰ类分子相关蛋白 B
（MICB）等 NKG2D 配体（NKG2DLs）脱落，并能招募

抑制性免疫细胞。NK 细胞相关免疫治疗的疗效在很

大程度上取决于 NK 细胞表面所表达的 NKG2D 对靶

细胞表面 NKG2DLs（包括 MICA、MICB 和 ULBP1-6
等）的识别。肿瘤细胞通常通过 MICA 和 MICB 蛋白

水解使细胞表面的 NKG2DLs 脱落，逃避 NK 细胞的

识别杀伤。当肿瘤细胞表面的 MICA 和 MICB 脱落被

小分子抑制剂特异性阻断时，NK 细胞的抗肿瘤免疫

就可以被重新激活［18］。基质金属蛋白酶（MMPs），尤

其是 MMP-2，在多种形式的癌症中过度表达。MMPs
不仅与肿瘤的进展和转移有关，还参与 NKG2DLs 从

肿瘤细胞表面脱落的过程［19］，因此靶向 MMP-2 可能

会通过调控 NKG2DLs 的表达促进 NK 细胞免疫应

答。鉴于此，本团队假设 MMP-2 拮抗剂可以抑制

NKG2DLs 的脱落，从而增加 NKG2DLs 在肿瘤细胞表

面的暴露，促进 NK 细胞对癌细胞的识别途径的激活。

SB-3CT 是一种高选择性明胶酶抑制剂，可特异性抑

制 MMP-2 和 MMP-9［20］，可能成为 NK 免疫通路的潜

在激动剂，这在以往的研究中很少提及。响应性触发

的纳米载体同时负载光敏剂和免疫药物后，可在提升

药物稳定性和靶向性的同时，通过时空触发的定向药

物释放提升 PDT 与免疫治疗的协同治疗效果。

基于此，本团队设计了一种对肿瘤微环境和光双

重响应的纳米颗粒——MMP-2 响应多肽混合脂质体

（MRPL-SC），以实现 Ce6 介导的 PDT 和 SB-3CT 增

强的基于 NKG2D 的免疫治疗的协同抗肿瘤作用，并

实现负载药物的时空可控释放。MRPL-SC 由两部分

复合而成，即：负载 Ce6 的纳米脂质体以及通过 MMP-

2 响应多肽与脂质体连接的包封 SB-3CT 的 β-CD。细

胞外肿瘤微环境中过表达的 MMP-2 会触发 β-CDs 的
分离和 SB-3CT 的释放。释放的 SB-3CT 会通过抑制

MMP-2 表达来抑制可溶性 NKG2DLs 的脱落，并增加

NKG2DLs 在肿瘤细胞表面的暴露。负载 Ce6 的脂质

体被黑色素瘤细胞内吞后，采用 660 nm 激光照射激

活其 PDT 效应，持续的 PDT 效应会触发脂质体内

Ce6 的释放和肿瘤细胞的凋亡/坏死。Ce6-PDT 诱导

的细胞凋亡与 SB-3CT 对 NKG2D/NKG2DL 通路的

调节相结合，在黑色素瘤细胞和肿瘤异种移植裸鼠模

型中显示出了优异的协同抗肿瘤效率和 NK 免疫

应答。

2　实验材料与方法

2. 1　MMP-2 响 应 肽（MRP）、MRP- β -CD、DSPE-

PEG（3400）-MRP-β-CD的合成

MMP-2响应肽（序列为Ac-CSSSGPLGIAGQSSS-

OH）由上海淘普生物科技有限公司通过 Fmoc 固相

肽合成法合成。称取 10 mg 多肽溶解于 1 mL 二甲基

亚 砜（DMSO）中 ，加 入 100 mg 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺

（NHS）/1-乙基 -3-［3-二甲氨基丙基］碳二亚胺盐酸盐

（EDC）搅拌 2 h，然后将 17 mg 氨基修饰的 β-CD（NH2-

β-CD）和 1%（体积分数）三乙胺（TEA）添加到上述溶

液中并在氮气保护下室温搅拌过夜，通过透析（截留分

子量 MWCO：2000 Da，1 Da=1 u）去除过量的 NH2-

β -CD。将产物冻干，并采用基质辅助激光解吸/电离

飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）技术对产物进行

分析。

用 DSPE-PEG（3400）对 MRP-β -CD 进行进一步

修 饰 ：将 15 mg MRP- β -CD 和 20 mg DSPE-PEG
（3400）-Mal 溶解在 2 mL DMSO 中，将反应混合物在

氮气保护下室温搅拌过夜，通过透析（MWCO：3500 
Da）去 除 过 量 的 MRP- β -CD。 产 物 冻 干 后 进 行

MALDI-TOF MS 分析。

2. 2　制备 MMP-2 响应性纳米脂质体（MRPLs）和载

药以形成 MRPL-SC
Ce6 脂 质 体 通 过 薄 膜 水 合 法 制 备 ：将 DPPC、

DSPE-PEG（3400）-Mal 、DSPE-PEG（3400）-MRP-

β -CD 和胆固醇以 60∶10∶5∶15 的质量比（总质量为

12 mg）溶解于氯仿中，然后加入溶于丙酮中的 5 mg/mL 
的 Ce6，孵育 5 min；在氮气保护下去除 CHCl3（以形成

薄的磷脂膜），加入 1 mL PBS，在 48 ℃下水合 20 min，
用小型挤出机系统通过 100 nm 聚碳酸酯膜挤出 11
次，获得粒径均匀的 MRPL-C 脂质体，透析去除未包

封的 Ce6。将 SB-3CT 逐滴加入 MRPL-C 溶液中 ，

超 声 5 min 后室温孵育 1 h，以 10000g 的离心力离心

10 min 后收集 MRPL-SC。使用低温透射电子显微镜

（Cryo-TEM）表征脂质体的形态，通过动态光散射

仪（DLS）测 量 粒 径 分 布 、Zeta 电 位 和 多 分 散 指 数

（PDI）。

MRPL-SC 中 Ce6 的包封率通过 Ce6 的荧光强度

进行评估，SB-3CT 的包封率间接通过上清液中 SB-

3CT 的残留量来评估。包封率 EE 定义为装载药物质

量占所加药物总质量的百分比

2. 3　体外 MMP-2响应和光响应药物释放

为了评估 MRPLs 的 MMP-2 响应特性，将 1 mL 
MRPL-SC 与 100 μ L 重 组 人 MMP-2（rhMMP-2，

0. 2 μ g/mL）在 37 ℃ TCNB 溶液（50 mmol/L Tris，
10 mmol/L CaCl2，150 mmol/L NaCl，0. 05% Brij 35，
pH 7. 5）中孵育 3 h。采用 Cryo-TEM 表征脂质体的形

态，采用 DLS 对粒径进行表征。将 1 mL MRPL-SC 分

别与 1 mL 含有 0、0. 05、0. 1、0. 2 µg/mL rhMMP-2 的

TCNB 溶液的混合物放入透析管（MWCO：100 kDa）
中 ，透 析 液 为 30 mL PBS，将 透 析 管 置 于 摇 床 上

（37 ℃，200 r/min）。

光触发的 Ce6 释放：将装有 2 mL MRPL-SC 的透

析管（MWCO：100 kDa）放于 30 mL PBS 透析液中进

行透析，温度为 37 ℃；透析 2 h 后，使用 660 nm 连续激

光（50 mW/cm2，5 min）照射 MRPL-SC。在不同的时

间点，从透析装置的外部介质中取出 1 mL 溶液，并重

新添加相同体积的 PBS。SB-3CT 和 Ce6 的释放量分

别通过紫外-可见分光光度计和荧光光谱仪进行测定。

2. 4　单线态氧生成

使 用 荧 光 1O2 探 针 Singlet Oxygen Sensor Green 
（SOSG）测量 MRPL 的单线态氧（1O2）产量。将 SOSG
（终浓度，10 μ mol/L）与 1 μ g/mL Ce6 或 MRPL-SC
（含 1 μ g/mL Ce6）混 合 ，并 于 660 nm 激 光 下 照 射

（50 mW/cm2）5 min。 采 用 荧 光 光 谱 法（发 射 波 长

λ ex=504 nm，激发波长 λem=525 nm）测量荧光强度。

2. 5　细胞对 MMP-2响应脂质体的内吞和 ROS生成

A375（人皮肤黑色素瘤细胞系）肿瘤细胞购自

National Collection of Authenticated Cell Cultures，将

其置于含有 10% 胎牛血清的 Dulbecco 改良 Eagle 培养

基（DMEM）中培养。 A375 细胞分别用游离 Ce6 和

MRPL-Ce6（Ce6 质 量 浓 度 为 10 μg/mL）处 理 0、4、
6、8 h，然 后 与 4% 甲 醛 孵 育 ，孵 育 结 束 后 再 使 用

1. 0 μg/mL DAPI 染色。采用荧光显微镜观察样品并

拍照。

采用荧光显微镜监测 A375 细胞内活性氧（ROS）
的生成，将二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）作

为荧光探针。将 A375 细胞以 1×105 cell/mL 的密度

接种在共聚焦培养皿中，并与 1 μg/mL Ce6、MRPL-C
（含有 1 μg/mL Ce6）一起孵育 4 h。未经处理的细胞

被视为对照组。孵育结束后，用 PBS 洗涤细胞，然后

用 660 nm 激光（50 mW/cm2）照射细胞 5 min。根据检

测试剂盒的说明书进行分析，采用荧光显微镜监测

ROS 信号（λex=488 nm，λem=520 nm）。

2. 6　体外细胞毒性

使用 CCK-8 测定、评估细胞活力：将 100 μL A375
细胞以 1×105 cell/mL 的密度接种于 96 孔板中培养过

夜，然后加入 100 μL 用培养基稀释的含有不同浓度

Ce6 和 SB-3CT 的 MRPLs；6 h 后，采用 660 nm 激光

（50 mW/cm2，5 min）照射细胞，对照组置于暗处；24 h
后每孔加入 1% CCK-8，采用酶标仪检测 450 nm 处的

吸光度值，计算细胞存活率。细胞存活率 Cv的计算公

式为

C v = ( A sample - A blank ) / ( A con - A blank )× 100%，（1）
式中：Asample 是指经不同浓度脂质体处理后的细胞在

450 nm 波长下的吸光度（OD）；Acon是指未经任何处理

的细胞在 450 nm 波长下的吸光度；Ablank是指培养基与

CCK-8 溶液在 450 nm 波长下的吸光度。

采 用 Calcein-AM/PI 活 死 细 胞 共 染 色 评 估

MRPLs 的细胞毒性：将 A375 细胞接种于 35 mm 直径

的共聚焦培养皿中，与空白 MRPLs、MRPL-S、MRPL-

C 和 MRPL-SC 共孵育 6 h；孵育结束后用 PBS 清洗，

激光照射后 24 h 用 Calcein-AM（活细胞）和碘化丙啶

（PI，死细胞）避光染色 30 min，然后在荧光显微镜下观察

（Calcein AM 显示绿色荧光，λex=494 nm，λem=517 nm；

PI显示红色荧光，λex=535 nm，λem=617 nm）。

2. 7　NKG2D/NKG2DL通路分子机制

用 Western Blot 检测 NKG2DLs 蛋白表达：1）将

A375 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 培 养 过 夜 ，然 后 加 入

MRPLs、MRPL-S、MRPL-C 和 MRPL-SC；2）24 h 后

用 PBS 洗涤细胞两次，每组细胞用含有 1 mmol/L 苯

甲 基 磺 酰 氟（PMSF）的 RAPI 裂 解 液 在 冰 上 裂 解

10 min，接着离心 5 min（离心力为 10000g），取上清液

用 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量；3）蛋白定量

后，将 20 µg 蛋白质样品在 10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）上进行电泳，然后将蛋白质

转移到硝酸纤维素滤膜（NC）上；4）室温下，将 NC 膜

于封闭溶液（5% 脱脂奶粉）中预孵育 1 h，接着将 NC
膜 与 兔 抗 人 单 克 隆 抗 体 MICA、MICB、ULBP-1、
ULBP-2、MMP-2 和 MMP-9（1∶1 000）在 4 ℃ 过夜，

β -actin 作为内参；5）用含有 0. 1% Tween-20 的 Tris 缓
冲液（TBST）洗涤三次，每次 10 min，将 NC 膜与山羊

抗兔的 HRP-Ig G 于室温下孵育 1 h，孵育结束后用

TBST 洗 涤 三 次 ，将 膜 与 化 学 发 光 试 剂 盒（Pierce 
ECL）的底物一起孵育。用 ClinxChemiScope 捕获图

像，用 Image-Pro Plus测量灰度带值。

A375 细 胞 用 MRPLs、MRPL-S、MRPL-C 和

MRPL-SC 处理 24 h 和 48 h 后分别收集细胞培养上清

液，进行酶联免疫吸附实验（ELISA），使用 Human 
MICA ELISA 试剂盒和 Human MICB ELISA 试剂盒

检测 MICA 和 MICB 的浓度。简言之，首先根据试剂

盒说明制备标准浓度的 MICA 和 MICB，将标准液和

样品各 100 μL 添加到抗 MICA/B 包被的微孔板中，然

后依次加入生物素化检测抗体和辣根过氧化物酶 -链

霉素抗生素溶液，最后加入显色液和终止液，在 450 nm
处检测吸光度值。以标准液浓度为横坐标、吸光度值

为纵坐标绘制标准曲线，根据样品的吸光度值计算

浓度。

2. 8　NK细胞介导的细胞毒性

使用乳酸脱氢酶（LDH）释放测定法测量 NK 细胞

介导的细胞毒性：1）用 MRPLs、MRPL-S、MRPL-C 和

MRPL-SC 处理细胞，24 h 后收集细胞并计数，并用完

全培养基将收集的 A375细胞密度调至 1×105 cell/mL；

2）采用同样的方法计数 NK 细胞，并根据不同效靶比

调节 NK 细胞的浓度；3）将 A375 细胞和 NK 细胞各

100 μL 加入 96 孔板中，混合均匀，每个样品 3 个复孔，
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别与 1 mL 含有 0、0. 05、0. 1、0. 2 µg/mL rhMMP-2 的

TCNB 溶液的混合物放入透析管（MWCO：100 kDa）
中 ，透 析 液 为 30 mL PBS，将 透 析 管 置 于 摇 床 上

（37 ℃，200 r/min）。

光触发的 Ce6 释放：将装有 2 mL MRPL-SC 的透

析管（MWCO：100 kDa）放于 30 mL PBS 透析液中进

行透析，温度为 37 ℃；透析 2 h 后，使用 660 nm 连续激

光（50 mW/cm2，5 min）照射 MRPL-SC。在不同的时

间点，从透析装置的外部介质中取出 1 mL 溶液，并重

新添加相同体积的 PBS。SB-3CT 和 Ce6 的释放量分

别通过紫外-可见分光光度计和荧光光谱仪进行测定。

2. 4　单线态氧生成

使 用 荧 光 1O2 探 针 Singlet Oxygen Sensor Green 
（SOSG）测量 MRPL 的单线态氧（1O2）产量。将 SOSG
（终浓度，10 μ mol/L）与 1 μ g/mL Ce6 或 MRPL-SC
（含 1 μ g/mL Ce6）混 合 ，并 于 660 nm 激 光 下 照 射

（50 mW/cm2）5 min。 采 用 荧 光 光 谱 法（发 射 波 长

λ ex=504 nm，激发波长 λem=525 nm）测量荧光强度。

2. 5　细胞对 MMP-2响应脂质体的内吞和 ROS生成

A375（人皮肤黑色素瘤细胞系）肿瘤细胞购自

National Collection of Authenticated Cell Cultures，将

其置于含有 10% 胎牛血清的 Dulbecco 改良 Eagle 培养

基（DMEM）中培养。 A375 细胞分别用游离 Ce6 和

MRPL-Ce6（Ce6 质 量 浓 度 为 10 μg/mL）处 理 0、4、
6、8 h，然 后 与 4% 甲 醛 孵 育 ，孵 育 结 束 后 再 使 用

1. 0 μg/mL DAPI 染色。采用荧光显微镜观察样品并

拍照。

采用荧光显微镜监测 A375 细胞内活性氧（ROS）
的生成，将二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）作

为荧光探针。将 A375 细胞以 1×105 cell/mL 的密度

接种在共聚焦培养皿中，并与 1 μg/mL Ce6、MRPL-C
（含有 1 μg/mL Ce6）一起孵育 4 h。未经处理的细胞

被视为对照组。孵育结束后，用 PBS 洗涤细胞，然后

用 660 nm 激光（50 mW/cm2）照射细胞 5 min。根据检

测试剂盒的说明书进行分析，采用荧光显微镜监测

ROS 信号（λex=488 nm，λem=520 nm）。

2. 6　体外细胞毒性

使用 CCK-8 测定、评估细胞活力：将 100 μL A375
细胞以 1×105 cell/mL 的密度接种于 96 孔板中培养过

夜，然后加入 100 μL 用培养基稀释的含有不同浓度

Ce6 和 SB-3CT 的 MRPLs；6 h 后，采用 660 nm 激光

（50 mW/cm2，5 min）照射细胞，对照组置于暗处；24 h
后每孔加入 1% CCK-8，采用酶标仪检测 450 nm 处的

吸光度值，计算细胞存活率。细胞存活率 Cv的计算公

式为

C v = ( A sample - A blank ) / ( A con - A blank )× 100%，（1）
式中：Asample 是指经不同浓度脂质体处理后的细胞在

450 nm 波长下的吸光度（OD）；Acon是指未经任何处理

的细胞在 450 nm 波长下的吸光度；Ablank是指培养基与

CCK-8 溶液在 450 nm 波长下的吸光度。

采 用 Calcein-AM/PI 活 死 细 胞 共 染 色 评 估

MRPLs 的细胞毒性：将 A375 细胞接种于 35 mm 直径

的共聚焦培养皿中，与空白 MRPLs、MRPL-S、MRPL-

C 和 MRPL-SC 共孵育 6 h；孵育结束后用 PBS 清洗，

激光照射后 24 h 用 Calcein-AM（活细胞）和碘化丙啶

（PI，死细胞）避光染色 30 min，然后在荧光显微镜下观察

（Calcein AM 显示绿色荧光，λex=494 nm，λem=517 nm；

PI显示红色荧光，λex=535 nm，λem=617 nm）。

2. 7　NKG2D/NKG2DL通路分子机制

用 Western Blot 检测 NKG2DLs 蛋白表达：1）将

A375 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 培 养 过 夜 ，然 后 加 入

MRPLs、MRPL-S、MRPL-C 和 MRPL-SC；2）24 h 后

用 PBS 洗涤细胞两次，每组细胞用含有 1 mmol/L 苯

甲 基 磺 酰 氟（PMSF）的 RAPI 裂 解 液 在 冰 上 裂 解

10 min，接着离心 5 min（离心力为 10000g），取上清液

用 BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量；3）蛋白定量

后，将 20 µg 蛋白质样品在 10% 十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）上进行电泳，然后将蛋白质

转移到硝酸纤维素滤膜（NC）上；4）室温下，将 NC 膜

于封闭溶液（5% 脱脂奶粉）中预孵育 1 h，接着将 NC
膜 与 兔 抗 人 单 克 隆 抗 体 MICA、MICB、ULBP-1、
ULBP-2、MMP-2 和 MMP-9（1∶1 000）在 4 ℃ 过夜，

β -actin 作为内参；5）用含有 0. 1% Tween-20 的 Tris 缓
冲液（TBST）洗涤三次，每次 10 min，将 NC 膜与山羊

抗兔的 HRP-Ig G 于室温下孵育 1 h，孵育结束后用

TBST 洗 涤 三 次 ，将 膜 与 化 学 发 光 试 剂 盒（Pierce 
ECL）的底物一起孵育。用 ClinxChemiScope 捕获图

像，用 Image-Pro Plus测量灰度带值。

A375 细 胞 用 MRPLs、MRPL-S、MRPL-C 和

MRPL-SC 处理 24 h 和 48 h 后分别收集细胞培养上清

液，进行酶联免疫吸附实验（ELISA），使用 Human 
MICA ELISA 试剂盒和 Human MICB ELISA 试剂盒

检测 MICA 和 MICB 的浓度。简言之，首先根据试剂

盒说明制备标准浓度的 MICA 和 MICB，将标准液和

样品各 100 μL 添加到抗 MICA/B 包被的微孔板中，然

后依次加入生物素化检测抗体和辣根过氧化物酶 -链

霉素抗生素溶液，最后加入显色液和终止液，在 450 nm
处检测吸光度值。以标准液浓度为横坐标、吸光度值

为纵坐标绘制标准曲线，根据样品的吸光度值计算

浓度。

2. 8　NK细胞介导的细胞毒性

使用乳酸脱氢酶（LDH）释放测定法测量 NK 细胞

介导的细胞毒性：1）用 MRPLs、MRPL-S、MRPL-C 和

MRPL-SC 处理细胞，24 h 后收集细胞并计数，并用完

全培养基将收集的 A375细胞密度调至 1×105 cell/mL；

2）采用同样的方法计数 NK 细胞，并根据不同效靶比

调节 NK 细胞的浓度；3）将 A375 细胞和 NK 细胞各

100 μL 加入 96 孔板中，混合均匀，每个样品 3 个复孔，
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同时设置 A375 最大释放组和 A375 细胞自然释放组

作为对照组；4）孵育 4 h 后离心，将 100 μL 上清液转移

到新的 96 孔板中；5）根据说明书，用 LDH 检测试剂盒

检测上清液中释放的 LDH。NK 细胞杀伤率 Lysis的计

算公式为

L ysis = ( A exp - A nat ) / ( A max - A nat )× 100%，（2）
式中：Lysis为 NK 细胞的杀伤率；Aexp为实验组上清液的

吸光度值；Anat为 A375 细胞自然释放组上清液的吸光

度值；Amax为 A375 最大释放组上清液的吸光度值。

2. 9　体内荧光成像

BALB/c 裸鼠（4~6 周龄，17 g±4 g）购于西安科

奥克生物科技有限公司，用于构建荷瘤裸鼠模型。所

有动物试验均得到了西安交通大学动物伦理委员会的

批准。将悬浮于 100 μL PBS 中的共 1×106个 A375 细

胞皮下注射到小鼠右侧腿部皮下组织中。当肿瘤体积

长大到约 200 mm3时，使用 LVIS SPEC 成像系统对小

鼠进行体内荧光成像。肿瘤体积的计算公式为：

V=L×W2/2（V 表示体积，L 表示长，W 表示宽）。将

Ce6 和 MRPL-SC（100 μL，200 μmol/L Ce6）静脉注射

到荷瘤小鼠体内，注射后 0、2、8、12、24 h，采用 IVIS 
Spectrum 对小鼠进行成像。注射后 24 h 处死小鼠，对

小鼠进行解剖，并对肿瘤组织和主要器官（心脏、肝脏、

脾脏、肺和肾脏）进行离体成像（λem=645 nm，λex=
680~720 nm）。

2. 10　体内抗肿瘤功效

为了评估 MRPL-SC 的抗肿瘤效率和安全性，将

A375 细胞（每只裸鼠 1×106 个细胞）皮下注射到右侧

腿部构建 A375 荷瘤裸鼠模型。当肿瘤体积长大到约

50 mm3 时，将裸鼠随机分为 5 组，分别为生理盐水组

（NS 组）、MRPL-S 组、MRPL-C+laser 组、MRPL-SC
组、MRPL-SC+laser组，每组 8只。尾静脉注射 100 μL
治疗制剂（SB-3CT 的给药剂量为 50 mg/kg，Ce6 质量

浓 度 为 200 μg/mL），MRPL-C+laser 组 和 MRPL-

SC+laser 组在注射后 24 h 和 48 h 分别用 660 nm 激光

照射肿瘤部位（200 mW/cm2，10 min）。将注射药物的

当天定义为第 0 天，每 3 或 4 天记录一次小鼠体重和肿

瘤体积。根据测量的数据计算裸鼠的相对肿瘤体积，

以给药时间为对照。治疗结束后，以生理盐水组的肿

瘤体积为 100%，计算相对肿瘤增殖率。

为了验证药物的治疗效果，静脉注射药物并照射

后 48 h（即第 4 天），每组随机选取 2 只小鼠处死，并收

集肿瘤组织。将肿瘤组织在多聚甲醛组织固定液中进

行固定，然后进行石蜡包埋和切片处理，最后进行苏木

精伊红（H&E）染色和末端脱氧核苷酸转移酶介导的

缺口末端标记（TUNEL）染色，以评估治疗效果。

将治疗的第 14 天定义为治疗终点。治疗结束后

处死所有小鼠，取肿瘤组织称重。为了评估脂质体制

剂的全身毒性，收集主要器官（心、肝、脾、肺、肾）进行

固定、石蜡包埋、切片、H&E 染色处理，以进行组织病

理学分析。

2. 11　统计学分析

使用 GraphPad Prism 9 对结果进行统计分析。

结果表示为平均值±标准差（SD）。使用单因素方差

分析进行多组之间的比较。统计显著性定义为 P<
0. 05（*）、P<0. 01（**）和 P<0. 001（***）。

3　实验结果与讨论

3. 1　MRPL-SC的制备和表征

MRPL-SC 的合成示意图及作用机制如图 1 所示。

为了实现 MMP-2 响应性释药，首先设计并合成了

MMP-2 多 肽 ，序 列 为 Ac-CSSSGPLGIAGQSSS-

COOH，以连接 Ce6 脂质体和包封 SB-3CT 的 β -CD，

其 中 包 括 MMP-2 特 异 性 可 切 割 序 列

“-GPLGIAGQ-”［21］。HPLC 分析后可知所合成的多肽

纯度高达 98. 77%（结果未显示），可用于后续的合成。

随后将此多肽分别与 β -CD 和 DSPE-PEG（3400）反

应，所合成的 MRP-β-CD 和 DSPE-PEG（3400）-MRP-

β-CD 均通过 MALDI-TOF MS 进行检测和确认。如

图 2（a）所示，MRP 的质荷比（m/z）为 1379. 47，与计算

所得的相对分子质量（1379. 49）基本相同。 MRP-

β -CD 的 质 荷 比 为 2778. 02，如 图 2（b）所 示 。 对比

图 2（c）、（d）可以看出 DSPE-PEG（3400）-MRP-β-CD
的相对分子质量比 DSPE-PEG（3400）-Mal 增加了约

2800，这 说 明 MRP- β -CD 成 功 地 与 DSPE-PEG
（3400）-Mal发生了反应。

如图 3（a）所示，DSPE-PEG（3400）-MRP-β-CD 参

与 Ce6 脂质体的合成，同时 β-CD 为 SB-3CT 包封提供

疏水腔。过量的 DSPE-PEG（3400）-MRP- β -CD 会

提供更多的 β-CD 来封装 SB-3CT，但 β-CD 的大亲水

性结构域会导致脂质体的稳定性降低。因此，合成

MRPLs 时最终选择 DSPE-PEG（3400）-Mal 与 DSPE-

PEG（3400）-MRP-β-CD 的质量比为 2∶1，以使 MRPLs
在保持结构稳定的同时负载更多的 SB-3CT。随后，

为 了 确 认 MRPL-SC 合 成 成 功 ，使 用 Cryo-TEM 和

DLS 对其进行成像分析和粒径测定。图 3（b）所示的

Cryo-TEM 结 果 显 示 ：MRPL-C（仅 包 封 Ce6）和

MRPL-SC（包封 Ce6 和 SB-3CT）在 PBS 溶液中呈球

形，无聚集，分散性良好，均表现出典型的磷脂双层脂

质体结构，且磷脂双层膜结构清晰可见，可形成具有高

药物封装效率的单/双层囊泡，有利于细胞内递送；

MRPL-C（仅包封 Ce6）和 MRPL-SC（包封 Ce6 和 SB-

3CT）粒径均一，平均粒径为 160~170 nm，而且 SB-

3CT 和 Ce6 包封不会对脂质体的粒径产生很大影响。

进一步分析了 SB-3CT、Ce6 和 MRPL 的紫外可见光

谱，结果如图 3（c）所示。SB-3CT 在 265 nm 波长处有

强紫外吸收峰，Ce6 在 405 nm 波长处有光吸收峰，空

载脂质体 blank（不包封药物）在 200~500 nm 处无明显

的吸收峰，MRPL-S（仅包封 SB-3CT）、MRPL-C 和
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图  1　MRPL-SC 脂质体的作用示意图。（a）MRPL-SC 合成及 MMP-2 响应性释放；（b）MRPL-SC 在肿瘤中的双重反应药物释放及

改善光动力免疫治疗的机制

Fig.  1　Schematic diagrams of MRPL-SC liposomes.  (a) MRPL-SC synthesis and MMP-2 responsive release; (b) dual-responsive drug 
release and mechanisms to improve photodynamic immunotherapy of MRPL-SC in tumor

图 2　MALDI-TOF 质谱检测结果。（a）MRP；（b）MRP-β-CD；（c）DSPE-PEG（3400）-Mal；（d）DSPE-PEG（3400）-MRP-β-CD
Fig.  2　MALDI-TOF spectrometry detection results.  (a) MRP; (b) MRP- β -CD; (c) DSPE-PEG(3400) -Mal; (d) DSPE-PEG(3400) -

MRP-β-CD
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MRPL-SC 的特征吸收峰与 SB-3CT、Ce6 相比略有偏

移（证明药物 SB-3CT 和 Ce6 已被成功封装）。 SB-

3CT 和 Ce6 的包封率分别可达 81. 41% 和 77. 47%，如

此高的载药量有利于药物在细胞内递送后发挥相应

作用。

Ce6 单线态氧的量子产率高，表现出了极其出色

的 PDT 效率，但其水溶性差，生理状态下易聚集，从而

影响其细胞杀伤效果。通过 SOSG 荧光探针对 Ce6 单

线态氧的生成进行评估，结果如图 3（d）所示。相同

Ce6 浓度的 MRPL-SC 所产生的单线态氧远高于游离

Ce6，说明包封可以提高 Ce6 的稳定性，从而发挥更好

的治疗效果。

3. 2　MRPL-SC双重响应药物释放

图 4（a）显示 MRPL-SC 能够响应 MMP-2 释放出

SB-3CT。为了确定 MRPLs 的 MMP-2 响应性释药能

力，将 MRPL-SC 与 rhMMP-2 孵育 3 h，通过 DLS 对脂

质体进行表征。如图 4（b）中的 Cryo-TEM 图像所示，

与 rhMMP-2 一起孵育的 MRPL-SC 在形态上并没有

出现明显的破裂、皱缩等现象，然而 DLS 结果显示孵

育 3 h 后在脂质体中检测到了一个额外的药物聚集小

峰，推测此峰是由含有 SB-3CT 的 β-CD 从脂质体中分

离后聚集形成的。同时，由图 4（b）可以发现药物释放

后脂质体的粒径发生了轻微变化，从 162. 2 nm 增大至

168. 8 nm，PDI 也从 0. 075 增加至 0. 166。这些结果表

明 MRPL-SC 脂质体能在 MMP-2 存在的情况下响应

性释放 SB-3CT，使其在细胞外基质发挥相应作用，但

β-CD 的释放对封装 Ce6 的脂质体的结构没有影响，脂

质体仍保持完整结构，能够进一步被细胞内吞，发挥

Ce6 的 PDT 作 用 。 此 外 ，据 报 道 ，实 现 EPR 效 应

（enhanced permeability and retention effect，即实体瘤

的高通透性和滞留效应）的纳米材料的最佳直径在

100~200 nm 之间［22］，因此释放 β-CD 后的 Ce6 脂质体

图 3　MRPL-SC 的表征。（a）MRPL-SC 合成示意图；（b）MRPL-C 和加载 SB-3CT 后 MRPL-SC 的粒径分布及 Cryo-TEM 形貌表征；

（c）游离 SB-CT、Ce6 及脂质体的紫外可见光谱，blank 组不包封药物，MRPL-C 仅包封 Ce6，MRPL-S 仅包封 SB-3CT，MRPL-

SC 包封 Ce6 和 SB-3CT；（d）单线态氧产量

Fig.  3　Characterization of MRPL-SC.  (a) Synthesis schematic of MRPL-SC; (b) particle size distributions and Cryo-TEM 
characterization of MRPL-C and MRPL-SC loaded with SB-3CT; (c) UV-vis spectra of free SB-CT, Ce6 and liposomes, 
where blank loads no drug, MRPL-C loads only Ce6, MRPL-S loads only SB-3CT, and MRPL-SC loads both Ce6 and SB-

3CT; (d) singlet oxygen generation
仍能被肿瘤细胞内吞。由图 4（c）可以看出：MRPL-

SC 与 0. 2 μg/mL rhMMP-2 孵育后表现出了快速的

SB-3CT 响应性释放，90 min 内的 SB-3CT 释放量可达

46. 60%，240 min 内的释放量高至 72. 26%；然而，在

没有 rhMMP-2 的情况下，仅有不到 20% 的 SB-3CT 被

释放。需要注意的是，SB-3CT 的释放量与 MMP-2 的

质量浓度有关：当 MMP-2 的质量浓度为 0. 05 μg/mL
时 ，240 min 内 的 SB-3CT 释 放 量 约 为 28. 67%；当

MMP-2的质量浓度为 0. 10 μg/mL时，240 min内的 SB-

3CT 释放量约为 47. 48%。这些结果表明了 MRPL-

SC 对 MMP-2 的响应性，说明 SB-3CT 能够在 MMP-2
过表达的肿瘤微环境中释放。

本文评估了 MRPL-SC 中 Ce6 的光触发释放特

性，结果如图 4（d）所示。660 nm 激光未照射时，2 h 内

的 Ce6 释放量不足 20%；之后对 MRPL-SC 进行激光

照射，60 min 内 Ce6 的释放量达到 45. 75%，240 min 后

达到 73. 62%，而没有进行激光照射组的最终释放量

仅为 20. 07%。这表明 MRPL 可以抑制正常生理条件

下的药物释放，而光照可以有效触发 MRPL-SC 药物

释放。

3. 3　细胞 MRPL-SC摄取和体外细胞毒性

内吞是纳米颗粒进入细胞的关键途径。众所周

知，PDT 主要通过相当有限浓度范围内的光敏剂

（<0. 1 μmol/L）产生活性氧来发挥光敏剂的细胞毒

性作用［23］。因此，Ce6 的有效摄取是探索光敏剂作用

机制的先决条件。可以用 Ce6 的荧光强度表征 A375
细胞对 MRPL-SC 的摄取能力。由图 5（a）、（b）可以看

出：孵育 4 h 后，在细胞内可以检测到少量 Ce6 的荧光

信号；随着孵育时间延长，荧光强度逐渐增加；孵育 8 h
后，可以检测到明显的荧光信号。这说明 MRPL-SC
可以被 A375 细胞有效摄取，从而发挥其细胞毒性作

用。相关研究认为，Ce6 主要分布于细胞膜、溶酶体、

内质网等处，同一种光敏剂定位于不同类型的细胞器

中会导致不同的死亡途径［24］。

接下来对细胞内 ROS 的产生进行分析。ROS 产

生是 PDT 效应的主要作用机制，ROS 可以破坏质膜

图 4　MRPL 的 MMP-2 响应性。（a）MRPL-SC 响应 MMP-2 释放药物示意图；（b）MRPL-SC 与 rhMMP-2 孵育后的粒径分布和 Cryo-

TEM 图像；（c）在不同质量浓度 MMP-2 下孵育的 MRPL-SC 的 SB-3CT 释放曲线；（d）激光触发前后的 Ce6 释放

Fig.  4　MMP-2 responsiveness of MRPL.  (a) Drug release schematic illustration of MRPL-SC with MMP-2 responsive; (b) particle 
size distributions and Cryo-TEM images of MRPL-SC incubated with rhMMP-2; (c) SB-3CT release curves of MRPL-SC 

incubated with different mass concentrations of MMP-2; (d) Ce6 release before and after laser triggering
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SB-3CT 响应性释放，90 min 内的 SB-3CT 释放量可达

46. 60%，240 min 内的释放量高至 72. 26%；然而，在
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释放。需要注意的是，SB-3CT 的释放量与 MMP-2 的

质量浓度有关：当 MMP-2 的质量浓度为 0. 05 μg/mL
时 ，240 min 内 的 SB-3CT 释 放 量 约 为 28. 67%；当

MMP-2的质量浓度为 0. 10 μg/mL时，240 min内的 SB-

3CT 释放量约为 47. 48%。这些结果表明了 MRPL-

SC 对 MMP-2 的响应性，说明 SB-3CT 能够在 MMP-2
过表达的肿瘤微环境中释放。

本文评估了 MRPL-SC 中 Ce6 的光触发释放特

性，结果如图 4（d）所示。660 nm 激光未照射时，2 h 内

的 Ce6 释放量不足 20%；之后对 MRPL-SC 进行激光

照射，60 min 内 Ce6 的释放量达到 45. 75%，240 min 后

达到 73. 62%，而没有进行激光照射组的最终释放量

仅为 20. 07%。这表明 MRPL 可以抑制正常生理条件

下的药物释放，而光照可以有效触发 MRPL-SC 药物

释放。

3. 3　细胞 MRPL-SC摄取和体外细胞毒性

内吞是纳米颗粒进入细胞的关键途径。众所周

知，PDT 主要通过相当有限浓度范围内的光敏剂

（<0. 1 μmol/L）产生活性氧来发挥光敏剂的细胞毒

性作用［23］。因此，Ce6 的有效摄取是探索光敏剂作用

机制的先决条件。可以用 Ce6 的荧光强度表征 A375
细胞对 MRPL-SC 的摄取能力。由图 5（a）、（b）可以看

出：孵育 4 h 后，在细胞内可以检测到少量 Ce6 的荧光

信号；随着孵育时间延长，荧光强度逐渐增加；孵育 8 h
后，可以检测到明显的荧光信号。这说明 MRPL-SC
可以被 A375 细胞有效摄取，从而发挥其细胞毒性作

用。相关研究认为，Ce6 主要分布于细胞膜、溶酶体、

内质网等处，同一种光敏剂定位于不同类型的细胞器

中会导致不同的死亡途径［24］。

接下来对细胞内 ROS 的产生进行分析。ROS 产

生是 PDT 效应的主要作用机制，ROS 可以破坏质膜

图 4　MRPL 的 MMP-2 响应性。（a）MRPL-SC 响应 MMP-2 释放药物示意图；（b）MRPL-SC 与 rhMMP-2 孵育后的粒径分布和 Cryo-

TEM 图像；（c）在不同质量浓度 MMP-2 下孵育的 MRPL-SC 的 SB-3CT 释放曲线；（d）激光触发前后的 Ce6 释放

Fig.  4　MMP-2 responsiveness of MRPL.  (a) Drug release schematic illustration of MRPL-SC with MMP-2 responsive; (b) particle 
size distributions and Cryo-TEM images of MRPL-SC incubated with rhMMP-2; (c) SB-3CT release curves of MRPL-SC 

incubated with different mass concentrations of MMP-2; (d) Ce6 release before and after laser triggering
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和细胞器，导致肿瘤细胞自噬、凋亡和坏死。由图 5
（c）可以看出：无光照时，Ce6 和 MRPL-SC 组细胞几乎

没有 ROS 生成；用 660 nm 激光器照射 5 min 后，游离

Ce6 处理的细胞发出微弱的荧光信号，MRPL-SC 组细

胞发出明显的绿色荧光。包封后的 MRPL-SC 能够更

容易地被 A375 细胞摄取，从而在光照刺激下产生更多

的 ROS，发挥更强的细胞毒性，促进肿瘤细胞凋亡。

因此，MRPL 包封可以有效提高 Ce6 的稳定性、细胞内

递送和 PDT 效应。

用于生物医学的纳米脂质体在递送药物的同时应

具 有 良 好 的 生 物 相 容 性 和 治 疗 效 果 。 为 了 评 估

MRPLs 的细胞毒性和生物活性，通过 CCK-8 法检测

A375 细 胞 的 活 力 。 采 用 空 载 MRPLs（blank）处 理

A375 细胞没有诱导明显的细胞毒性，如图 5（d）所示，

证明了所合成的脂质体作为药物载体的可行性。当

MRPLs 中包封 SB-3CT 时（MRPL-S），细胞存活率随

着负载 SB-3CT 浓度的增加而逐渐下降，当所负载的

SB-3CT 的浓度达到 80 μmol/L 时，细胞活力降低至

81. 25%。同样，MRPL-C 中包封的 Ce6 的质量浓度为

0. 2000 μg/mL 时，细胞活力无明显下降。共同包封两

种药物（SB-3CT 的浓度为 80 μmol/L，Ce6 的质量浓

度为 0. 2000 μg/mL）后，细胞存活率下降至 80. 97%。

在后续细胞实验过程中，为了更好地实现 SB-3CT 和

Ce6 的协同作用并避免其对细胞的暗毒性，MRPL-SC

图  5　体外 MRPLs 的细胞摄取和细胞毒性。（a）A375 细胞摄取 Ce6 的荧光图像  （比例尺：10 μm）；（b）A375 细胞摄取 Ce6 的荧光强

度的相对定量分析；（c）不同处理后 A375 细胞产生的 ROS 的荧光图像；（d）A375 经 MRPL 处理后在无光照条件的细胞活力；

（e）A375 经 MRPL 处理后在光照条件下的细胞活力

Fig.  5　 Cellular uptake and cytotoxicity of MRPLs in vitro.  (a) Fluorescent images of Ce6 uptake by A375 cells (scale bar: 10 μm); 
(b) relative quantitative analysis of fluorescence intensity of Ce6 uptake by A375 cells; (c) fluorescent images of ROS produced 
by A375 cells after different treatments; (d) cell viability of A375 cells treated by MRPL without laser irradiation; (e) cell 

viability of A375 cells treated by MRPL with laser irradiation

中 SB-3CT 的浓度应低于 80 μmol/L，Ce6 的质量浓度

应低于 0. 2000 μg/mL。图 5（e）显示，在 660 nm 激光

照射下，MRPL-SC 在 SB-3CT 浓度为 40 μmol/L、Ce6
质量浓度为 0. 1000 μg/mL时能够诱导 83. 31% 的 A375
细胞死亡，MRPL-C 在 Ce6 质量浓度为 0. 1000 μg/mL
时能诱导 77. 47% 的细胞死亡。可见，在相同的 Ce6
质量浓度下，MRPL-SC 表现出了更强的抗肿瘤活性。

接下来通过计算 MRPL-SC 中 Ce6 与 SB-3CT 的

IC50结合指数（CI）来分析药物间的协同作用。由之前

的报道可知：若 CI 等于 1，说明两种药物为加性作用；

若 CI 值大于 1，说明两种药物具有拮抗作用；若 CI 值
小于 1，说明两种药物具有协同作用［25］。对于 MRPL-

SC 而言，CI 的计算公式为 CI=IC50（SB-3CT in MRPL-SC+laser）/
IC50（SB-3CT in MRPL-SC） +IC50（Ce6 in MRPL-SC+laser）/IC50（Ce6 in MRPL-C+laser） 。

根 据 CCK-8 细 胞 杀 伤 结 果 ，上 述 IC50 值 依 次 为

13. 58 μ mol/L、109. 4 μ mol/L、6. 789 μ g/mL 和

8. 688 μ g/mL。 经 计 算 可 得 MRPL-SC 的 CI 值 为

0. 8916，这一结果表明 MRPL-SC 介导的光动力疗法

（Ce6-PDT）和免疫疗法（SB-3CT）具有协同作用。

3. 4　NKG2D/NKG2DL通路机制研究

Ce6-PDT 能够引发多种急性应激反应，改变线粒

体的功能，而线粒体是负责诱导细胞凋亡的细胞器［26］。

因此，诱导细胞凋亡是 Ce6-PDT 作用于肿瘤细胞的主

要机制。SB-3CT 在 MRPL-SC 中的主要机制不是诱

导黑色素瘤细胞凋亡，而是调节 MMP-2 的表达并进

一步影响 NKG2D 通路，进而调控 NK 细胞的杀伤作

用。由图 6（a）所示的 Western Blot 结果可以看出：无

论 是 否 光 照 ，MRPL-S 和 MRPL-SC 都 可 以 抑 制

MMP-2/9 的表达；经 660 nm 激光照射后，MRPL-C 组

细胞中 MMP-2 和 MMP-9 的表达被显著抑制。Ce6-

PDT 后，MMP-2 和 MMP-9 的表达降低，可以进一步

辅助 SB-3CT 对 MMP-2 和 MMP-9 的拮抗作用，说明

MRPL-SC 对 MMP-2 和 MMP-9 的 抑 制 作 用 比

MRPL-S 强。MMP-2、MMP-9 与 NKG2D 通路密切相

关，影响 NK 细胞对肿瘤细胞的识别。抑制 MMP-2 可

以减少 NKG2DLs 从肿瘤中的脱落，导致 NKG2DLs
上 调 。 Western Blot 结 果 显 示 ：MRPL-S 能 够 诱 导

ULBP-1 的表达；光照后，由于 PDT 对 MMP-2 的抑制

作用，MRPL-C 组中 MICB 和 ULBP-1 的表达随之增

加；而在 MRPL-SC 组中，由于 SB-3CT 与 PDT 的协同

作用，A375 细胞中 MICB 和 ULBP-1 的表达显著高于

MRPL-S 组 和 MRPL-C 组 。 MICB 和 ULBP-1 等

NKG2DLs 的高表达使其能够与 NK 细胞的 NKG2D
受体结合，从而激活 NK 细胞。然而，NK 细胞的有效

激活不仅取决于肿瘤表面 NKG2DLs 的表达，还与产

生的可溶性 NKG2DLs 息息相关。如图 6（b）所示，未

经处理的 A375 细胞分泌的可溶性 MICA（sMICA）和

可溶性 MICB（sMICB）在孵育 48 h 后显著增加，表明

它们对 NK 细胞的免疫逃逸。在 MRPLs 治疗组中，

MRPL-S 和 MRPL-C（照射后）均能抑制 sMICA 的产

生，但对 sMICB 的产生没有影响。与未处理的 A375
细 胞 相 比 ，MRPL-SC 组 的 sMICA 水 平 显 著 降 低 ，

sMICB 的生成也受到抑制。综上所述，如图 6（c）所

示，MRPL-SC 中 Ce6 介导的 PDT 可以诱导 A375 细胞

表面 NKG2DLs 的表达，与免疫调节剂 SB-3C 协同有

效诱导 ULBP-1 表达并抑制产生的 sMICA/sMICB，

进而增加 NK 细胞对 A375 细胞的识别敏感性，促进

NK 细胞的免疫反应。

NK 细胞对靶细胞的杀伤作用主要取决于 NK 细

胞表面抑制性受体与激活性受体之间的平衡，当靶细

胞表面活性受体的配体表达增加时，NK 细胞的激活

性受体占据主导地位，从而识别并杀伤肿瘤细胞。如

图 6（d）所示，与阴性对照组细胞相比，即使不经任何

处理，NK 细胞也能够杀伤靶细胞，但杀伤能力较弱，

尤 其 是 当 靶 细 胞 与 NK 细 胞 的 数 量 比 为 1∶1 时 。

MRPL-SC+laser 组的靶细胞能够更多地被 NK 细胞

识别，并且随着 NK 细胞增加，其杀伤能力显著增加，

当靶细胞与 NK 细胞的数量比达到 1∶4 时，几乎所有的

A375 细胞都能被 NK 细胞识别并杀伤。将靶细胞与

NK 细胞的数量比设置为 1∶4，采用 LDH 测定试剂盒

定量分析 NK 细胞对 A375细胞的杀伤作用。如图 6（e）
所示，NK 细胞能够杀伤不经任何处理的 A375 细胞，

细胞死亡率为 38. 97%。在未进行光照时，Ce6&SB-

3CT@MRPLs 组 的 细 胞 有 58. 9% 死 亡 ；光 照 后 ，

Ce6&SB-3CT@MRPLs 组 NK 细胞的杀伤能力进一

步提高，再加上光动力治疗所诱导的细胞死亡，细胞几

乎全部死亡，细胞死亡率远高于 Ce6@MRPLs 组。这

一结果说明 NK 细胞对靶细胞的杀伤不仅需要足够的

NK 细胞，还需要 NK 细胞能够识别靶细胞。以上结果

进一步证明 Ce6 介导的 PDT 能够增加靶细胞对 NK 细

胞的敏感度，Ce6 介导的 PDT 再结合 SB-3CT 的免疫

调节作用可以提高 NK 细胞的抗肿瘤免疫应答。

3. 5　体内生物分布

长血液循环时间是治疗药物在肿瘤部位蓄积的前

提条件，具有适当尺寸（直径为 100~200 nm）的纳米

颗粒比游离药物具有更长的血液保留时间［27］。通过小

鼠尾静脉注射 Ce6 和 MRPL-C 纳米颗粒，使用体内荧

光成像系统评估 MRPL-C 在 A375 荷瘤小鼠体内的分

布。小鼠成像时间线示意图如图 7（a）所示。在静脉

注射 Ce6 后 2 h 就可以检测到荧光信号，但随着时间推

移，注射 Ce6 的小鼠体内的荧光强度逐渐降低，说明游

离 Ce6 被迅速代谢，从血液中清除。然而，MRPL-C 在

注射后 8 h 左右时才能检测到在肿瘤中积累，并表现出

时间依赖性的积累方式，24 h 后依旧可以检测到荧光

强度，如图 7（b）所示。为了评价主要器官中 Ce6 的含

量，静脉注射 24 h 后处死小鼠，收集主要器官和肿瘤，

用于离体荧光成像。分析图 7（c）可知：注射 Ce6 的小

鼠，只有少量 Ce6 富集在肿瘤部位，大多数存在于肝
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中 SB-3CT 的浓度应低于 80 μmol/L，Ce6 的质量浓度

应低于 0. 2000 μg/mL。图 5（e）显示，在 660 nm 激光

照射下，MRPL-SC 在 SB-3CT 浓度为 40 μmol/L、Ce6
质量浓度为 0. 1000 μg/mL时能够诱导 83. 31% 的 A375
细胞死亡，MRPL-C 在 Ce6 质量浓度为 0. 1000 μg/mL
时能诱导 77. 47% 的细胞死亡。可见，在相同的 Ce6
质量浓度下，MRPL-SC 表现出了更强的抗肿瘤活性。

接下来通过计算 MRPL-SC 中 Ce6 与 SB-3CT 的

IC50结合指数（CI）来分析药物间的协同作用。由之前

的报道可知：若 CI 等于 1，说明两种药物为加性作用；

若 CI 值大于 1，说明两种药物具有拮抗作用；若 CI 值
小于 1，说明两种药物具有协同作用［25］。对于 MRPL-

SC 而言，CI 的计算公式为 CI=IC50（SB-3CT in MRPL-SC+laser）/
IC50（SB-3CT in MRPL-SC） +IC50（Ce6 in MRPL-SC+laser）/IC50（Ce6 in MRPL-C+laser） 。

根 据 CCK-8 细 胞 杀 伤 结 果 ，上 述 IC50 值 依 次 为

13. 58 μ mol/L、109. 4 μ mol/L、6. 789 μ g/mL 和

8. 688 μ g/mL。 经 计 算 可 得 MRPL-SC 的 CI 值 为

0. 8916，这一结果表明 MRPL-SC 介导的光动力疗法

（Ce6-PDT）和免疫疗法（SB-3CT）具有协同作用。

3. 4　NKG2D/NKG2DL通路机制研究

Ce6-PDT 能够引发多种急性应激反应，改变线粒

体的功能，而线粒体是负责诱导细胞凋亡的细胞器［26］。

因此，诱导细胞凋亡是 Ce6-PDT 作用于肿瘤细胞的主

要机制。SB-3CT 在 MRPL-SC 中的主要机制不是诱

导黑色素瘤细胞凋亡，而是调节 MMP-2 的表达并进

一步影响 NKG2D 通路，进而调控 NK 细胞的杀伤作

用。由图 6（a）所示的 Western Blot 结果可以看出：无

论 是 否 光 照 ，MRPL-S 和 MRPL-SC 都 可 以 抑 制

MMP-2/9 的表达；经 660 nm 激光照射后，MRPL-C 组

细胞中 MMP-2 和 MMP-9 的表达被显著抑制。Ce6-

PDT 后，MMP-2 和 MMP-9 的表达降低，可以进一步

辅助 SB-3CT 对 MMP-2 和 MMP-9 的拮抗作用，说明

MRPL-SC 对 MMP-2 和 MMP-9 的 抑 制 作 用 比

MRPL-S 强。MMP-2、MMP-9 与 NKG2D 通路密切相

关，影响 NK 细胞对肿瘤细胞的识别。抑制 MMP-2 可

以减少 NKG2DLs 从肿瘤中的脱落，导致 NKG2DLs
上 调 。 Western Blot 结 果 显 示 ：MRPL-S 能 够 诱 导

ULBP-1 的表达；光照后，由于 PDT 对 MMP-2 的抑制

作用，MRPL-C 组中 MICB 和 ULBP-1 的表达随之增

加；而在 MRPL-SC 组中，由于 SB-3CT 与 PDT 的协同

作用，A375 细胞中 MICB 和 ULBP-1 的表达显著高于

MRPL-S 组 和 MRPL-C 组 。 MICB 和 ULBP-1 等

NKG2DLs 的高表达使其能够与 NK 细胞的 NKG2D
受体结合，从而激活 NK 细胞。然而，NK 细胞的有效

激活不仅取决于肿瘤表面 NKG2DLs 的表达，还与产

生的可溶性 NKG2DLs 息息相关。如图 6（b）所示，未

经处理的 A375 细胞分泌的可溶性 MICA（sMICA）和

可溶性 MICB（sMICB）在孵育 48 h 后显著增加，表明

它们对 NK 细胞的免疫逃逸。在 MRPLs 治疗组中，

MRPL-S 和 MRPL-C（照射后）均能抑制 sMICA 的产

生，但对 sMICB 的产生没有影响。与未处理的 A375
细 胞 相 比 ，MRPL-SC 组 的 sMICA 水 平 显 著 降 低 ，

sMICB 的生成也受到抑制。综上所述，如图 6（c）所

示，MRPL-SC 中 Ce6 介导的 PDT 可以诱导 A375 细胞

表面 NKG2DLs 的表达，与免疫调节剂 SB-3C 协同有

效诱导 ULBP-1 表达并抑制产生的 sMICA/sMICB，

进而增加 NK 细胞对 A375 细胞的识别敏感性，促进

NK 细胞的免疫反应。

NK 细胞对靶细胞的杀伤作用主要取决于 NK 细

胞表面抑制性受体与激活性受体之间的平衡，当靶细

胞表面活性受体的配体表达增加时，NK 细胞的激活

性受体占据主导地位，从而识别并杀伤肿瘤细胞。如

图 6（d）所示，与阴性对照组细胞相比，即使不经任何

处理，NK 细胞也能够杀伤靶细胞，但杀伤能力较弱，

尤 其 是 当 靶 细 胞 与 NK 细 胞 的 数 量 比 为 1∶1 时 。

MRPL-SC+laser 组的靶细胞能够更多地被 NK 细胞

识别，并且随着 NK 细胞增加，其杀伤能力显著增加，

当靶细胞与 NK 细胞的数量比达到 1∶4 时，几乎所有的

A375 细胞都能被 NK 细胞识别并杀伤。将靶细胞与

NK 细胞的数量比设置为 1∶4，采用 LDH 测定试剂盒

定量分析 NK 细胞对 A375细胞的杀伤作用。如图 6（e）
所示，NK 细胞能够杀伤不经任何处理的 A375 细胞，

细胞死亡率为 38. 97%。在未进行光照时，Ce6&SB-

3CT@MRPLs 组 的 细 胞 有 58. 9% 死 亡 ；光 照 后 ，

Ce6&SB-3CT@MRPLs 组 NK 细胞的杀伤能力进一

步提高，再加上光动力治疗所诱导的细胞死亡，细胞几

乎全部死亡，细胞死亡率远高于 Ce6@MRPLs 组。这

一结果说明 NK 细胞对靶细胞的杀伤不仅需要足够的

NK 细胞，还需要 NK 细胞能够识别靶细胞。以上结果

进一步证明 Ce6 介导的 PDT 能够增加靶细胞对 NK 细

胞的敏感度，Ce6 介导的 PDT 再结合 SB-3CT 的免疫

调节作用可以提高 NK 细胞的抗肿瘤免疫应答。

3. 5　体内生物分布

长血液循环时间是治疗药物在肿瘤部位蓄积的前

提条件，具有适当尺寸（直径为 100~200 nm）的纳米

颗粒比游离药物具有更长的血液保留时间［27］。通过小

鼠尾静脉注射 Ce6 和 MRPL-C 纳米颗粒，使用体内荧

光成像系统评估 MRPL-C 在 A375 荷瘤小鼠体内的分

布。小鼠成像时间线示意图如图 7（a）所示。在静脉

注射 Ce6 后 2 h 就可以检测到荧光信号，但随着时间推

移，注射 Ce6 的小鼠体内的荧光强度逐渐降低，说明游

离 Ce6 被迅速代谢，从血液中清除。然而，MRPL-C 在

注射后 8 h 左右时才能检测到在肿瘤中积累，并表现出

时间依赖性的积累方式，24 h 后依旧可以检测到荧光

强度，如图 7（b）所示。为了评价主要器官中 Ce6 的含

量，静脉注射 24 h 后处死小鼠，收集主要器官和肿瘤，

用于离体荧光成像。分析图 7（c）可知：注射 Ce6 的小

鼠，只有少量 Ce6 富集在肿瘤部位，大多数存在于肝
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脏；而注射 MRPL-C 的小鼠，肿瘤部位显示出较高的

Ce6 荧光强度，但由于药物代谢，肝脏上也能检测到明

显的荧光信号。上述实验结果证明包封后药物的血液

循环时间增加，并且药物在肿瘤组织中的聚集也高于

游离药物，有利于后续治疗。

3. 6　体内抗肿瘤效果研究

基于 MRPL-SC 的抗肿瘤能力及其在肿瘤部位的

良好积累，接下来针对 A375 荷瘤裸鼠评估 MRPL-SC
的体内抗肿瘤效果，以证明 MRPL-SC 的 Ce6-PDT 与

NKG2D 通路介导的免疫疗法的协同治疗作用。如

图 8（a）所示，在第 0 天向 A375 荷瘤裸鼠尾静脉注射不

同的脂质体制剂（MRPL-S、MRPL-C 和 MRPL-SC）。

PDT 治疗组在注射后 24 h 和 48 h 分别对肿瘤部位进

行照射（660 nm，200 mW/cm2，10 min），以达到治疗所

需的光剂量。在治疗期间，记录不同组裸鼠的体重和

肿瘤大小。考虑到动物的伦理问题，当任何肿瘤体积

超过 1200 mm3时或肿瘤任意一侧超过 12 mm 时，即视

为动物死亡。图 8（b）给出了整个实验过程中肿瘤体

积的变化。经过 14 d 的治疗，生理盐水治疗组小鼠体

内 肿 瘤 在 治 疗 过 程 中 增 长 最 快 ；单 独 MRPL-S 或

图 6　MRPLs 处理的 A375 细胞中的 NKG2D/NKG2DL 通路机制。（a）MRPLs 处理后有或无激光参与时 NKG2D/NKG2DL 通路的

蛋白表达；（b）与 MRPLs 共孵育 48 h 后的 A375 细胞脱落的可溶性 MICA（sMICA）和 MICB（sMICB）；（c）MRPL-SC 上调

A375 细胞表面 NKG2DLs 的表达信号通路；（d）不同效靶比下 NK 细胞的杀伤作用（比例尺：100 μm）；（e）效靶比为４∶1 时 NK
细胞介导的对 A375 细胞的细胞毒性

Fig.  6　Mechanism of NKG2D/NKG2DL pathway in A375 cells treated with MRPLs.  (a) Protein expression of NKG2D/NKG2DL 
pathway after MRPLs treatment with or without laser; (b) soluble MICA and MICB shedding from A375 cells treated with 
MRPLs after 48 h incubation; (c) proposed signaling pathway of MRPL-SC upregulating the expression of NKG2DLs on the 
surface of A375 cancer cells; (d) killing effect of NK cells at different effector-target ratios (scale bar: 100 μm); (e) NK cell-

mediated cytotoxicity to A375 cells at effector-target ratio of 4∶1
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图 8　MRPL-SC 体内抗肿瘤效果（**P<0. 01， ***P<0. 001）。（a）荷瘤裸鼠治疗时间线示意图；（b）14 d 治疗期间不同治疗组的肿瘤

体积变化；（c）不同治疗组的荷瘤裸鼠的相对肿瘤增殖率；（d）不同治疗组解剖肿瘤的质量（n=5）；（e）照射 2 d 后不同治疗组肿

瘤切片的 H&E 染色和 TUNEL 染色结果

Fig.  8　In vivo anti-tumor effect of MRPL-SC (**P < 0. 01, ***P < 0. 001).  (a) Schematic illustration of in vivo therapeutic time line on 
tumor-bearing mouse; (b) tumor volume change of mice (n=6) from various treatment groups during 14 d treatment; (c) relative 
tumor proliferation rate of tumor-bearing mouse in different treatment groups; (d) tumor weight of tumor in different treatment 

groups; (e) H&E and TUNEL staining of tumor sections of different treatment groups excised two days after irradiation

图 7　尾静脉注射 Ce6 和 MRPL-C 后荷瘤裸鼠体内荧光成像和生物分布分析。（a）荷瘤小鼠成像时间线示意图；（b）静脉注射 Ce6 和

MRPL-C 后不同时间点 A375 荷瘤小鼠的体内荧光成像；（c）静脉注射 24 h 后主要器官和解剖肿瘤的荧光强度

Fig.  7　In vivo fluorescence imaging and biodistribution analysis of nude mice bearing tumors after tail vein injection of Ce6 and MRPL-

C.  (a) Schematic diagram of tumor-bearing mouse imaging; (b) in vivo fluorescence imaging of A375-bearing mice after 
intravenous injection of Ce6 and MRPL-C nanoparticles at different times; (c) fluorescence intensity of major organs and tumor 

dissection 24 h after intravenous injection
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MRPL-SC 组由于 SB-3CT 的抑制细胞生成作用和免

疫调节作用，表现出一定程度的肿瘤抑制现象，但总体

而言，肿瘤仍在增长；MRPL-C+laser 介导的 PDT 可

以诱导细胞凋亡，导致肿瘤缩小，但是并没有彻底消除

肿瘤。在所有治疗组中，MRPL-SC+laser 组的裸鼠

在治疗终点时肿瘤体积最小，但与 MRPL-C+laser 组
无显著差异。图 8（c）给出了不同 MRPLs 制剂治疗的

相 对 肿 瘤 增 殖 率 。 以 生 理 盐 水 组 为 100% 对 照 ，

MRPL-S、MRPL-C+laser、MRPL-SC 和 MRPL-SC+
laser 治 疗 组 的 相 对 肿 瘤 增 殖 率 分 别 为 40. 01%、

4. 53%、38. 26% 和 1. 13%。 这 一 结 果 说 明 MRPL-

SC+laser组的治疗效果最佳。

14 d 后处死所有小鼠，取出肿瘤并称重，称量结果

如图 8（d）所示。此结果也证明在光照下用 MRPL-SC
治疗，肿瘤的生长得到了显著抑制，进一步验证了其出

色的治疗效果。与单独的 MRPL-S 组和 MRPL-C 介

导的 PDT 相比，如此高的肿瘤抑制作用取决于两个方

面：1）MRPL-SC 中的 Ce6 可以介导 PDT 作用，因此在

杀伤肿瘤的同时可以促进肿瘤表面 NKG2DLs 的表

达，增强 NK 细胞对靶细胞的靶向识别能力；2）SB-

3CT 不 仅 可 以 抑 制 MMP-2 的 表 达 ，还 可 以 通 过

NKG2D/NKG2DL 途径激活 NK 细胞的杀伤途径，增

强 PDT 诱导的免疫应答，从而达到协同治疗效果。这

些结果表明，由于 Ce6-PDT 和 SB-3CT 的协同作用，

MRPL-SC 在所有治疗组中具有最佳的抗肿瘤效应。

为了进一步评估 MRPL-SC 的协同治疗效果，治

疗结束后，收集并固定不同组的肿瘤组织，通过 H&E
和 TUNEL 染色研究肿瘤的组织学损伤以及肿瘤的凋

亡水平。由图 8（e）所示的 H&E 染色结果可以看出

MRPL-C+laser 和 MRPL-SC+laser 治疗组小鼠肿瘤

组织中的癌细胞形态发生了严重变化，能够观察到核

收缩和破裂，大量细胞死亡，这意味着这两种治疗方式

对细胞凋亡的激活程度更高。此外，TUNEL 染色结

果显示 MRPL-SC+laser 治疗组的免疫荧光最强，这

表 明 肿 瘤 细 胞 凋 亡 水 平 最 高 。 与 生 理 盐 水 组 和

MRPL-SC+laser 联合治疗组相比，其他治疗组表现

出低或中等水平的细胞损伤和肿瘤凋亡，这也证明了

单独的 SB-3CT 或 PDT 能够在一定程度上杀伤肿瘤

或抑制肿瘤的生长。总之，上述这些结果都明确表明

所构建的 MMP-2 响应脂质体（MRPL-SC）在荷瘤小

鼠体内能够激发协同治疗作用，提高抗肿瘤治疗的整

体效果。

3. 7　体内安全性研究

为了评估 MRPL-SC 的安全性，在治疗结束后取

裸鼠的主要器官进行 H&E 染色。如图 9 所示，治疗结

束后，在不同 MRPLs 制剂治疗组裸鼠主要器官（如心

脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏）的 H&E 切片染色结果中没

有观察到明显的病变，这表明 MRPL-SC 具有较高的

生物相容性。有趣的是，肺组织 H&E 染色结果表明

MRPL-SC 可能抑制了 A375 癌细胞向肺组织迁移，表

现为对照组（生理盐水组、MRPL-S 组和 MRPL-SC
组）网状结构增加［28］。

此外，还有几点需要考虑：1）不同的 NKG2DLs 是
否通过不同的机制调节免疫反应和肿瘤微环境 ；

2）NKG2DLs 是否不仅可以直接杀死肿瘤细胞，还可

以通过影响免疫细胞的相互网络来协调免疫反应。例

图 9　不同处理的荷瘤小鼠主要器官的 H&E 染色结果（比例尺： 50 μm）

Fig.  9　H&E staining results of major organs of tumor-bearing mice for different treatments (scale bar: 50 μm)

如，NKG2D 是 NK 细胞上的激活受体，同时它还可以

在 CD8+ T 细胞上作为共刺激受体表达。此外，新的

联合治疗研究表明，SB-3CT 可以提高抗 PD-1 和抗

CTLA-4 在黑色素瘤小鼠模型以及肺转移性黑色素瘤

治疗上的效果。值得注意的是，如今癌症免疫疗法也

普遍依赖于细胞毒性淋巴细胞（CTL 和 NK 细胞）的功

能。检查点抑制剂，例如针对 PD-1、PD-L1 或 CTLA-

4 的抗体，可以增强 CTL 和 NK 细胞对肿瘤的反应，临

床结果也比较满意［29］。MPRL-SC 增强的光动力免疫

治疗可以进一步与其他免疫治疗策略相结合，实现更

好的黑色素瘤抗肿瘤效果。

4　结   论

本文报道了一种基于 PDT 和 NKG2D 的免疫疗

法的程序化组合疗法，构建了一种封装光敏剂 Ce6 和

MMP-2 抑制剂 SB-3CT 的多响应纳米脂质体（MRPL-

SC），用 于 黑 色 素 瘤 的 有 效 治 疗 。 全 身 给 药 后 ，

MRPL-SC 能在肿瘤部位积累并长期保留，使 SB-3CT
能在 MMP-2 过表达的肿瘤细胞微环境中特异性释放

以抑制 MMP-2 表达，Ce6 脂质体被肿瘤细胞内吞后释

放光敏剂并在 660 nm 光照下触发 PDT。采用 A375
细胞和裸鼠异种移植肿瘤模型证明了激光照射后

MRPL-SC 不仅可以有效抑制黑色素瘤的生长和迁

移，还可以显著提高 NK 细胞的抗肿瘤免疫作用。考

虑到 PDT 疗法已经被用于黑色素瘤的临床治疗，并且

所设计的纳米脂质体中的主要成分都是美国食品药品

监督管理局（FDA）批准或正在临床试验中的药物，故

而认为 MRPL-SC 介导的光动力 -免疫联合疗法可能

是一种颇具前途的黑色素瘤和其他癌症的治疗方法。
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如，NKG2D 是 NK 细胞上的激活受体，同时它还可以

在 CD8+ T 细胞上作为共刺激受体表达。此外，新的
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Abstract

Objective　Melanoma is one of the most immunogenic solid tumors, with strong metastatic characteristics.  Although melanoma is 
curable when detected in a localized form, the long-term survival rates of patients are difficult to improve by any single therapy.  The 
combination of photodynamic therapy (PDT) and immunotherapy has shown encouraging therapeutic efficacy against various cancers 
due to PDT-induced immunogenic cell death.  Natural killer (NK) cell-based immunotherapy has the ability to enhance the anticancer 
effects of PDT.  The NK cell family 2 member D/ligand (NKG2D/NKG2DL) pathway acts as a master switch  in the activation of 
NK cells and mediates the recognition of tumor cells by NK cells.  However, tumor cells can produce soluble NKG2DLs via 
shedding, which mediates the immune escape of tumors.  Regulating NKG2D-related molecular pathways can effectively improve the 
anti-tumor efficacy of NK cells.  Further, combined with PDT, NK-related anti-tumor immunity and therapeutic effects could be 
significantly promoted.  In this study, a tumor microenvironment- and light-responsive nanoparticle—MMP-2-responsive polypeptide 
mixed liposome (MRPL-SC)—was designed to realize synergistic anti-tumor effects of Ce6-mediated PDT and SB-3CT enhanced 
NKG2D-based immunotherapy, and spatial–temporally controlled release of loaded drugs.

Methods　To synthesize MRPL-SC, DSPE-PEG(3400)-MRP-β-CD with an MMP-2 cleavable sequence was formed via multistep 
reactions.  Then, MRPL-SC, combined with β-cyclodextrin (β-CD) containing SB-3CT to suppress the overexpressed MMP-2 that is 
tightly associated with the tumor NK-related escape mechanism in the tumor microenvironment and photosensitizer Ce6-loaded 
liposomes, was prepared using the film dispersion and extrusion method.  The multi-responsive release ability of SB-3CT triggered by 
the MMP-2 abundant tumor microenvironment and chlorin e6 (Ce6) by 660 nm laser irradiation was studied in vitro.  Cellular uptake, 
ROS generation, and the synergistic anti-tumor effects of MRPL-SC-mediated PDT and enhanced NK immunotherapy were studied 
in A375 cells, followed by the analysis of NKG2DLs expression.  In addition, the anti-tumor efficiency and safety of MRPL-SCs were 
studied in tumor-bearing nude BALB/c mouse models.

Results and Discussions　The prepared MRPL-SC exhibited a typical liposome structure with a phospholipid bilayer and formed 
single/double-layer vesicles for drug encapsulating and intracellular delivering with a particle size about 160‒170 nm (Fig.  2).  Then, 
the MMP-2-responsive polypeptide linker was hydrolyzed by MMP-2, and SB-3CT encapsulated in β-CD was rapidly released, with 
accumulation reaching 72. 26% after 240 min, indicating the responsiveness of MRPL-SC to the MMP-2 abundant tumor 
extracellular microenvironment.  The released SB-3CT effectively regulated the expression of NKG2DLs and generation of soluble 
NKG2DLs in tumor tissues by directly inhibiting MMP-2 in situ.  Ce6-encapsulated liposomes entered the tumor cells through 
endocytosis and induced severe cytotoxicity by PDT under 660 nm laser irradiation (Fig. 5).  In addition, Ce6-PDT also induced 
NKG2DLs expression, thereby realizing spatiotemporal synergistic enhancement of NK immunity in tumor tissues (Fig.  6).  By 
employing the A375 tumor-bearing nude mice xenograft model, MRPL-SCs showed higher amounts of aggregation in tumor tissue 
and efficiently suppressed melanoma growth after laser irradiation (Fig.  8) without significant cytotoxic effects in the major organs.

Conclusions　 In this study, a novel multi-responsive nanoliposome composed of photosensitizer Ce6-liposomes and MMP-2 
antagonist SB-3CT linked by MMP-2 responsive peptide was successfully fabricated via film dispersion and extrusion.  The 
synergistic anti-tumor effect of MRPL-SC-mediated PDT and NK cell immune enhancement was observed in both melanoma cells and 
nude mouse xenograft models.  This study not only developed a new multi-responsive nanocomplex for better integration of PDT and 
immunotherapy but also elucidated a novel paradigm for NK cell-mediated photodynamic immunotherapy for melanoma.
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