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羧基化介孔二氧化硅纳米颗粒递送 PD-L1抑制剂治疗膀胱癌
的作用研究 *
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摘要 目的：构建羧基化介孔二氧化硅纳米颗粒（COOH-MSN）递送 PD-L1抑制剂治疗膀胱癌。方法：构建负载 PD-L1抑制剂的

COOH-MSNs，透射电镜检测纳米颗粒的特征，zeta电位分析仪检测纳米颗粒的电位变化；流式细胞术检测血液中 T细胞和

CD8+T细胞的比例；MTT实验检测细胞增殖；构建小鼠荷瘤模型，HE染色检测基本的病理学变化，免疫组化检测 ki-67的表达。

结果：透射电镜结果显示纳米颗粒呈圆形，直径约为 100 nm；COOH-MSNs表面带负电荷，BSA呈强负电性，BSA包封后纳米材

料整体负电荷增强；纳米材料可显著提高 T细胞和 CD8+T细胞的比例，并进一步抑制膀胱癌细胞的增殖；动物实验结果显示纳米

材料可抑制移植瘤的生长，且移植瘤内淋巴细胞的数量显著升高；免疫组化结果显示相对于 PD-L1抑制剂组，纳米材料组 ki-67

增殖指数显著减低；HE染色结果显示 PD-L1抑制剂组肾组织内可观察到血管充血、扩张和较多炎细胞浸润，而纳米材料组肾组

织损伤程度显著降低。结论：我们构建了一种负载有 PD-L1抑制剂的 COOH-MSNs，可有效激活抗肿瘤免疫反应，并降低对正常

器官的损伤。
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Constructing Carboxylated Mesoporous Silica Nanoparticles to Deliver
PD-L1 Inhibitors for the Treatment of Bladder Cancer*

To construct carboxylated mesoporous silica nanoparticles (COOH-MSN) to deliver PD-L1 inhibitors for

the treatment of bladder cancer. COOH-MSNs loaded with PD-L1 inhibitor were constructed, the characteristics of

nanoparticles were detected by transmission electron microscopy, and the potential changes of nanoparticles were detected by zeta

potential analyzer. Flow cytometry was used to measure the proportion of T cells and CD8+T cells in the blood. Cell proliferation was

detected by MTT assay. The mouse tumor-bearing model was constructed, the basic pathological changes were detected by HE staining,

and the expression of ki-67 was detected by immunohistochemistry. The results of transmission electron microscopy showed that

the nanoparticles were round and the diameter was about 100 nm. The surface of COOH-MSNs was negatively charged, the BSA was

strongly electronegative, and the overall negative charge of the nanomaterial was enhanced after the BSA encapsulation. The

nanomaterials significantly increased the ratio of T cells and CD8+T cells, and further inhibited the proliferation of bladder cancer cells.

The results of animal experiments showed that the nanomaterials inhibited the growth of transplanted tumors and the number of

lymphocytes in transplanted tumors increased significantly. The results of immunohistochemistry showed that the ki-67 proliferation

index decreased significantly in the nanomaterial group compared with the PD-L1 inhibitor group. HE staining showed that vascular

congestion, dilatation, and more inflammatory cell infiltration were observed in the renal tissue of the PD-L1 inhibitor group, while the

degree of renal tissue injury was significantly reduced in the nanomaterial group. We constructed a COOH-MSN loaded with

PD-L1 inhibitors, which can effectively activate anti-tumor immune response and reduce damage to normal organs.
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前言
膀胱癌是最常见的泌尿系统恶性肿瘤之一，近几年其发

病率呈持续上升趋势[1]。系统性化疗是目前大部分膀胱癌患者
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的一线治疗选择。然而膀胱癌的复发率非常高，非浸润性膀胱

癌的复发率约为 60%。很多膀胱癌在治疗和复发过程中产生了

耐药，化疗效果显著降低[2，4]。免疫治疗是近几年肿瘤靶向治疗

的研究热点，目前已经有数种免疫检查点抑制剂进入临床应

用，最常见的是 PD-1/PD-L1抑制剂[5]。PD-1/PD-L1抑制剂可诱

导患者的免疫细胞快速活化和增殖，并释放大量的细胞因子，

在杀伤肿瘤细胞的同时，还可能引起细胞因子释放综合征（Cy-

tokine release syndrome，CRS）等副作用[6-8]。CRS以发热和多器

官功能障碍为特征，严重者可引起患者死亡[9]。因此，控制免疫

检查点抑制剂缓慢释放具有重要的临床意义。许多研究均显示

二氧化硅具有良好的物理、化学稳定性和生物相容性，在药物

控释、生物传感和催化等领域表现出广泛的应用前景[10-12]。本文

拟构建羧基化介孔二氧化硅纳米颗粒（Carboxyl-functionalized

mesoporous silica nanoparticle，COOH-MSN），控制 PD-L1 抑制

剂的缓慢释放，为膀胱癌的免疫治疗提供新的工具。

1 材料和方法

1.1 试剂和材料

羧基化介孔二氧化硅购于江苏先丰纳米材料科技有限公

司；抗小鼠 PD-L1抑制剂购于美国MedChemExpress生物科技

公司；膀胱癌细胞株 T24细胞购于美国 ATCC公司；胎牛血

清、DMEM-F12基础培养基和胰酶均购于美国 Hyclone公司；

淋巴细胞分离液购于天津 TBD 生物科技公司；CD3-PE 和

CD8-APC抗体购于美国 BD公司；ki-67抗体和免疫组化试剂

盒购于北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2 纳米材料的合成

40 mg的 COOH-MSNs缓慢的加入 PD-L1抑制剂溶液中，

在超声震荡下充分溶解。在室温下反应 6 h后，超速离心，收集

沉淀物，PBS清洗三次。之后将沉淀物充分溶于牛血清白蛋白

（Bovine serum albumin，BSA）溶液中，加入 EDC/NHS，室温下

反应 6 h。超速离心后，收集沉淀物，PBS清洗三次。最后冷冻干

燥得到了纳米颗粒。透射电镜检测纳米颗粒的特征，zeta电位

分析仪检测纳米颗粒的电位变化。

1.3 流式细胞术

收集小鼠的心脏血，并使用 PBS进行同体积的稀释。之后

轻柔的加到淋巴细胞分离液上层，1500伊g离心 20 min。用巴氏

管小心吸取中间的白膜层，加入到 5 mL的 PBS中。充分混匀

后，1500伊g离心 5 min，弃上清。使用 PBS清洗三次后，细胞分

为三组：对照组（加入同体积的 PBS）、PD-L1 抑制剂组（加入

PD-L1抑制剂）和纳米材料组（加入负载有 PD-L1抑制剂的

COOH-MSNs）。孵育 48 h后，收集各组细胞，加入 CD3-PE和

CD8-APC，室温条件避光孵育 15 min。使用 PBS清洗三次后，

在流式细胞仪上检测 T细胞和 CD8+T细胞的比例。

1.4 增殖实验

膀胱癌细胞株 T24 细胞置于含有 10%胎牛血清的

DMEM-F12中培养。实验分为四组：对照组（加入同体积的

PBS）、淋巴细胞组（加入未处理的淋巴细胞）、PD-L1抑制剂组

（加入 PD-L1抑制剂刺激的淋巴细胞）和纳米材料组（加入负载

有 PD-L1抑制剂 COOH-MSNs刺激的淋巴细胞）。共培养 48

小时后，去除淋巴细胞，之后将各组膀胱癌细胞以 4伊103/孔的
密度种植到 96孔板中。继续培养 48 h，弃上清。PBS清洗三次

后，加入 5 mg/mL的 MTT溶液，继续培养 4 h。弃上清，加入

150 滋L二甲基亚砜，震荡 15 min，之后在酶联免疫检测仪

（OD：490 nm）处测量吸光度。

1.5 动物实验

2伊106个 T24细胞重悬于 30 滋L的 PBS中，注射到小鼠的

左侧腋窝处皮下组织中，之后在适宜的环境中进行饲养。动物

实验分为三组：对照组（通过尾静脉注射 PBS）、PD-L1抑制剂

组（尾静脉注射 PD-L1抑制剂）和纳米材料组（尾静脉注射负载

有 PD-L1抑制剂的 COOH-MSNs）。2周后，使用 0.1%戊巴比妥

钠麻醉小鼠。断颈处死小鼠，获取移植瘤、以及正常肾脏，之后

置于 4%多聚甲醛中固定。24 h后，进行石蜡切片，HE染色检测

基本的病理学变化，免疫组化检测 ki-67的表达。

1.6 统计学方法

分析数据采用 GraphPad 5软件进行，多组之间的比较采

用单因素方差分析，事后检测采用 Bonferroni法，P＜0.05认为

组之间的差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 纳米材料的特征

透射电镜结果显示纳米颗粒呈圆形，直径约为 100 nm。我

们进一步检查了 Zeta电位，COOH-MSNs表面带负电荷，BSA

呈强负电性，BSA包封后纳米材料整体负电荷增强。见图 1。

2.2 纳米材料激活抗肿瘤免疫反应

相对于对照组，纳米材料组 T细胞和 CD8+T细胞的比例

分别升高了 16.71%和 90.65%。纳米材料组和 PD-L1抑制剂组

T细胞和 CD8+T细胞的比例均没有统计学差异。这些结果说明

纳米材料可激活抗肿瘤免疫反应，且对 PD-L1抑制剂的生物学

功能没有显著的影响。见图 2。

2.3 纳米材料刺激的淋巴细胞抑制膀胱癌细胞的增殖

相对于对照组，淋巴细胞组膀胱癌细胞的增殖率降低了

26.50%。相对于淋巴细胞组，纳米材料组膀胱癌细胞的增殖率

进一步降低了 60.88%。纳米材料组和 PD-L1抑制剂组膀胱癌

细胞的增殖率没有统计学差异。见图 3。

2.4 纳米材料在体抑制移植瘤的生长

相对于对照组，PD-L1 抑制剂组移植瘤的体积减少了

45.19%。相对于 PD-L1抑制剂组，纳米材料组移植瘤的体积进

一步减少了 29.44%。HE染色结果显示相对于对照组，纳米材

料组和 PD-L1抑制剂组移植瘤内淋巴细胞的数量均显著升高。

免疫组化的结果显示相对于对照组，PD-L1抑制剂组 ki-67增

殖指数减少了 32.61%。相对于 PD-L1抑制剂组，纳米材料组

ki-67增殖指数进一步减少了 27.58%。见图 4。

2.5 纳米材料在体降低免疫治疗的副作用

对照组基本观察不到肾组织的损伤。相对于对照组，PD-L1

抑制剂组肾组织的损伤程度显著升高，可观察到血管充血、扩

张和较多炎细胞浸润。相对于 PD-L1抑制剂组，纳米材料组肾

组织损伤程度显著降低。见图 5。
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图 1纳米材料的特征

（A）透射电镜；（B）BSA包封前 Zeta电位；（C）BSA包封后 Zeta电位。

Fig. 1 Characteristics of nanomaterials

(A) Transmission electron microscopy; (B) Zeta potential before BSA encapsulation; (C) Zeta potential after BSA encapsulation.

图 2流式细胞术检测 T细胞和 CD8+T细胞的比例

Fig. 2 The ratio of T cells to CD8+T cells was detected by flow cytometry

3 讨论

膀胱癌是最常见的泌尿系统恶性肿瘤之一，近几年其发病

率呈持续上升趋势。非浸润性膀胱癌采用电切术治疗，术后行

灌注化疗。浸润性膀胱癌则首选手术切除和术后化疗[13]。然而

膀胱癌的复发率非常高，非浸润性膀胱癌的复发率约为 60%。

很多膀胱癌在治疗和复发过程中产生了耐药，化疗效果显著降

低。此外晚期膀胱癌患者大多身体素质较差，很难耐受化疗药

物的毒副作用[14-16]。免疫治疗可显著抑制肿瘤的生长，且副作用

相对更小[17]。然而，CRS依旧是限制免疫检查点抑制剂广泛临

床应用的重要因素。在这篇文章中，我们采用 COOH-MSNs控

制 PD-L1抑制剂的缓慢释放，可在体显著减少对正常肾组织的

损伤。我们的研究为免疫治疗的广泛应用提供了新的思路。

经典的药物载体在制备、储存和应用过程中，容易在体内

和体外理化因素的影响下，稳定性和载药能力逐渐降低。二氧

化硅等无机药物载体的物理稳定性好，且基本不与化学物质发
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图 5纳米材料在体降低免疫治疗的副作用

Fig. 5 Nanomaterials reduce the side effects of immunotherapy in vivo

图 4纳米材料在体抑制移植瘤的生长，HE染色检测移植瘤的基本病理变化，免疫组化检测 ki-67增殖指数

Fig. 4 Nanomaterials inhibited the growth of transplanted tumors in vivo. The basic pathological changes of transplanted tumors were detected by HE

staining, and the ki-67 proliferation index was detected by immunohistochemistry

图 3MTT实验检测膀胱癌细胞的增殖水平

Fig. 3 The proliferation level of bladder cancer cells was detected

by MTT assay

*VS Control, P＜0.05; #VS Lymphocyte, P＜0.05.

生相互作用，具有良好的生物相容性[18-20]。二氧化硅纳米颗粒

因其独特的孔道结构还易于表面化修饰，实现药物的靶向递

送[21-23]。我们采用 COOH-MSNs控制 PD-L1抑制剂的释放，细

胞实验结果显示其对药物的生物学功能没有显著的影响。动物

实验结果则没有观察 COOH-MSNs明确的副作用。这些结果进

一步证明了二氧化硅在生物学领域广阔的应用前景。

为了降低免疫治疗的副作用，在这篇文章中，我们构建了

一种负载有 PD-L1抑制剂的 COOH-MSNs。其具有以下优势：

（1）良好的生物相容性和化学稳定性，二氧化硅属于无机物，物

理稳定性好，且几乎不与化学物质发生相互作用；（2）降低

CRS，通过缓慢释放 PD-L1抑制剂，在保证免疫治疗效果的同

时，能够避免抗肿瘤免疫反应的过度激活；（3）巨大的载药量，

介孔二氧化硅表面具有大量的载药通道，可一次性负载大量的

药物；（4）延长作用时间，通过物理吸附和 BSA包封，纳米材料

可缓慢控制 PD-L1抑制剂，持续的激活抗肿瘤免疫反应，避免

重复给药；（5）个性化治疗，根据肿瘤类型和治疗药物，纳米材

料可更换为相应的药物，以实现精准治疗和个性化治疗。

综上，我们构建了一种负载有 PD-L1 抑制剂的

COOH-MSNs，可有效激活抗肿瘤免疫反应，并降低对正常器官

的损伤。我们的研究为膀胱癌的免疫治疗提供了新的思路。
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