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靶向性CPI-444载药纳米微粒的制备及其对T细胞活性和抗肿瘤效应的

影响
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[摘  要]  目的：制备并表征包载CPI-444并偶联CD8抗体的纳米微粒（CNP/αCD8），探讨其对CD8+ T细胞活化、增殖和抗肿瘤

作用的影响。方法: 采用复乳溶剂蒸发法和EDC/NHS法制备包载腺苷受体A2A（A2AR）特异性拮抗剂CPI-444（C）或香豆素6

（C6）荧光素的纳米微粒并分别在其表面偶联CD8抗体，制得CNP/αCD8和C6NP/αCD8。扫描电镜和NanoPlus粒度测定仪表征

纳米微粒形态和粒径，液相色谱与串联质谱联用（LC-MS/MS）法和离心法测定纳米微粒的载药量和药物释放情况，荧光显微镜和

流式细胞仪检测CD8+ T细胞内化C6NP/αCD8的情况，流式细胞仪、ELISA和LDH法检测CNP/αCD8对CD8+ T细胞增殖、活化、

细胞毒活性和杀瘤能力的影响。结果: CNP/αCD8纳米微粒为圆形、粒径约150 nm，能有效包载CPI-444和偶联CD8抗体，药物

包封率和CD8抗体偶联效率分别约为60%和53.4%；CNP/αCD8纳米微粒具有良好稳定性，能被CD8+ T细胞内化，抑制A2AR分

子表达。生物学功能实验显示，CNP/αCD8增强CD8+ T细胞的增殖能力、促进T细胞活化、分泌细胞因子及产生颗粒酶B和穿孔

素，并增强CD8+ T细胞杀伤肿瘤细胞的能力。结论: CNP/αCD8纳米微粒能显著增强CD8+ T细胞免疫效应功能，其增强CD8+ T

细胞功能可能是通过抑制A2AR分子的表达起作用。
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Preparation of targeting CPI-444-loaded nanoparticles and investigation of its 
effects on T cell activity and anti-tumor response
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[Abstract]  Objective：：To prepare and characterize CD8 antibody-conjugated CPI-444 (C) -loaded nanoparticles (CNP/α CD8) and 

investigate their effects on CD8+ T cell activation, proliferation, and anti-tumor activity. Methods：：Nanoparticles encapsulating the 

adenosine A2A receptor(A2AR) antagonist CPI-444 (C) or the fluorescent dye Coumarin-6 (C6) were prepared using the double 

emulsion solvent evaporation method and EDC/NHS chemistry for antibody conjugation, resulting in CNP/αCD8 and C6NP/αCD8. 

The morphology and size of the nanoparticles were characterized by scanning electron microscopy and NanoPlus particle size analyzer. 

Drug loading and release profiles were determined using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and 

centrifugation. The internalization of C6NP/αCD8 by CD8+ T cells were examined by flow cytometry and fluorescence microscopy. The 

effects of CNP/αCD8 on the proliferation, activation, cytotoxicity, and tumor killing ability of CD8+ T cells were examined by flow 

cytometry, ELISA, and lactate dehydrogenase (LDH) assay. Results: The CNP/αCD8 nanoparticles were spherical with an average 

diameter of about 150 nm, effectively encapsulating CPI-444 and conjugating CD8 antibodies, with a drug encapsulation efficiency and 

a CD8 antibody conjugation efficiency of approximately 60% and 53.4%, respectively. The nanoparticles exhibited good stability and 

were efficiently internalized by CD8+ T cells, inhibiting A2AR expression. Biological function assays showed that CNP/αCD8 enhanced 

CD8+ T cell proliferation, promoted T cell activation, cytokine secretion, granzyme B, and perforin production, and improved the tumor-

killing ability of CD8+ T cells. Conclusion：：CNP/αCD8 nanoparticles can significantly enhance the immune functions of CD8+ T cells, 

likely by inhibiting A2AR expression.
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过继细胞疗法是肿瘤免疫治疗重要手段之一，

CD8+ T细胞是抗肿瘤免疫的主要效应细胞[1]，但只有

少部分患者从这种治疗中受益，大多数患者对这种

治疗仍然没有反应或不能产生持久的反应[2]，主要原

因是T细胞表达多种抑制性受体从而抑制T细胞的

激活和效应功能[3-5]。腺苷受体是免疫细胞表面表达

的重要抑制性受体之一，其通过与腺苷分子结合抑

制免疫细胞的活化、增殖和免疫效应功能，从而引起

肿瘤的免疫逃逸[6]。目前已鉴定的腺苷受体有四种，

分别为 A1、A2A、A2B 和 A3，其中腺苷受体 A2A

（adenosine A2A receptor, A2AR）主要表达在 T 细胞

上，与腺苷的亲和力最高，在T细胞抗肿瘤中起主要

作用。A2AR激活能抑制T细胞增殖和活化[7]，而抑

制A2AR能增强T细胞活性和抗肿瘤效应，抑制肿瘤

生长[8-9]。因此，A2AR 作为一种新发现的代谢检查

点，已成为肿瘤免疫治疗的重要靶点。目前，已有多

种A2AR拮抗剂单独使用或与其他疗法如免疫检查

点抑制剂、化疗和过继细胞疗法联合使用，在多种肿

瘤治疗中取得较好效果[10-11]。但A2AR在多种细胞上

都有表达，因此A2AR拮抗剂全身给药未能达到理想

效果[12]，研究新的方法对于提高A2AR介导的抗肿瘤

免疫治疗效果具有重要意义。已有研究 [13]发现

用脂质体递送 siRNA 沉默 A2AR 能增强 T 细胞的

迁移能力，促进 T 细胞浸润，但 A2AR 抑制剂与

纳米微粒结合对 CD8+ T 功能影响的研究较少。

本研究用 PLGA 聚合物制备包载 CPI-444（一种特

异 性 A2AR 拮 抗 剂 ）的 纳 米 微 粒（CPI-444 

nanoparticle, CNP），将其与CD8抗体偶联，制备CNP/

αCD8，探讨CNP/αCD8对T细胞活性和抗肿瘤免疫

效应功能的影响，为进一步研究腺苷受体抑制剂在

肿瘤免疫治疗中的作用及机制奠定基础。

1  材料与方法

1.1  主要试剂及细胞

端羧基聚乳酸 -羧基乙酸 [poly(D. L-lactide-co-

glycolide ), PLGA]（MW 23 000 50: 50）、聚乙烯醇 

（polyvingl acetate, PVA）、二氯甲烷（dichloromethane, 

DCM）、香豆素-6（coumarin-6, C6）、N-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 (1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

hydrochloride, EDC）均 购 自 Sigma 公 司 ；

Carboxyfluorescein diacetate succimidyl ester（CFSE）

购 自 Invitrogen 公 司 。 APC-CD8、PE-Cy7-CD25、

FITC-CD69、PE-Cy7-GraB、PE-Perforin 抗体均购自

Biolegend 公司，PE-A2AR 抗体购自 R&D 公司，人

CD8抗体购自北京义翘神州公司，CPI-444购自Med 

ChemExpress（MCE）公 司 ，乳 酸 脱 氢 酶（lactate 

dehydrogenase, LDH）试剂盒购自 Promega 公司，人

IL-2和 IFN-γ ELISA试剂盒购自Abcam公司，HepG2

细胞株购自中国科学院细胞库。CD8 磁珠、αCD3/

CD28磁珠均购自ThermoFisher公司。

1.2  主要仪器

JY92-ⅡDN超声波细胞粉碎机和LGJ-18冷冻干

燥机购自宁波新艺超声设备有限公司产品，himac高

速冷冻离心机购自贝克曼公司，NanoPlus Zeta电位

与纳米粒度仪购自美国麦克仪器公司，Nova Nano 

SEM 230 高分辨场发射扫描电子显微镜购自美国

FEI 公司，液相色谱 -四级杆飞行时间串联质谱仪

（LC-MS/MS）购自美国 Agilent 公司，流式细胞仪购

自美国BD公司。

1.3  包载CPI-444纳米微粒的制备与表征

将 CPI-444 用 DMSO 溶解，配制为 1 mg/mL 溶

液。称取 50 mg PLGA 置于 10 mL 瓶内，加入 3 mL 

DCM将其溶解，再加入 100 μL 1 mg/mL的CPI-444，

振荡 2 min，用功率为 35%×900 W的超声仪处理，每

间隔 3 s超声9 s，共5 min，形成初乳；将初乳加至 4 mL

的 1.5%PVA 溶液中，振荡 2 min，再用功率为 35%×

900 W 的超声仪超声 9 s、间隔 3 s，共 5 min，形成复

乳，将复乳液放通风橱中搅拌3~4 h，挥发去除有机溶

剂，然后用 16 000×g离心 10 min, 收集上清液用于检

测CPI-444的含量。沉淀物用蒸馏水洗涤 2次，收集

洗涤液，与上清液合在一起用 LC-MS/MS测定CPI-

444的含量。最后将沉淀物用双蒸水溶解并重悬，即

制得包载CPI-444的纳米微粒，用CNP表示，用同样

方法制备包载C6荧光素的纳米微粒C6NP，用于T细

胞内化纳米微粒实验。将制得的CNP和C6NP悬液

用LGJ-18冷冻干燥机进行冷冻干燥，于−20 ℃冰箱

保存。

用离心法检测纳米微粒释放CPI-444：称取 10 mg 

CNP冻干粉末，加入 10 mL PBS溶解超声制成悬液，

将悬液分装到 1.5 mL离心管，每管 1 mL，将离心

管放入摇床，在 37 ℃下持续振摇，每间隔一天取

出一个离心管，用离心机 9 500×g 离心 10 min，吸

上清液用LC-MS/MS检测CPI-444含量，以此检测纳

米微粒释放CPI-444的情况。

1.4  CNP偶联αCD8抗体

称取5 mg上述CNP冻干粉末，加入1 mL PBS溶

解分散，再用 PBS洗涤两次，加入 600 μL PBS，超声

分散均匀，称取 10 mg EDC和 5 mg NHS，分别使用

200 μL PBS溶解，将其迅速加入到CNP纳米微球中，

置于摇床上常温下振摇 0.5 h，将纳米微粒表面的羧

基活化，将羧基活化后的纳米微粒用1 mL10 mmol/L 
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pH7.2的PBS洗涤两次，然后分散于 1 mL 10 mmol/L 

pH7.2的PBS中，加入10 μg CD8抗体，放置冰上温育

15 min，再放 37 ℃培养箱温育 15 min，反应完成后，

将纳米微粒用 PBS洗涤 3次，除去未反应的抗体分

子，收集每次洗涤的上清液，用BCA法测定上清液中

蛋白含量，沉淀物用 200 μL10 mmol/L pH 7.2的PBS

溶解，即制得表面偶联CD8抗体的包载CPI-444的纳

米微粒，用CNP/αCD8表示。

1.5  CD8+ T细胞分选

本实验经福建省肿瘤医院伦理委员会批准，审

批号：K2020-323-01。抽取健康人供者外周血20 mL

加入EDTA抗凝管中，用淋巴细胞分离液分离外周血

单个核细胞（PBMC），PBS洗涤、计数，每1×107个活细

胞加入 80 μL MACS 分选缓冲液和20 μL CD8磁珠，

4 ℃温育 15 min，温育完毕后，加入细胞分选缓冲液，

300×g离心 8 min，弃去上清液，加入 1 mL MACS缓

冲液，重悬细胞，加到分选柱上，将分选柱放在

MiniMACS分选仪磁力架上，细胞流经过磁场分选柱

后，将分选柱移出磁场，用注射器针芯将分选柱细胞

冲出，收集冲出的细胞即为CD8+ T细胞。

1.6  细胞培养

取以上分选获得的CD8+ T细胞接种至 24孔细

胞培养板，2×105/孔，加入含 10%胎牛血清的RPMI-

1640 培养液 1 mL 和密度为 4×107 个/mL 的 αCD3/

CD28磁珠 2 μL和 106U/L的 IL-2 10 μL，37 ℃培养箱

温育24 h后收集细胞。HepG2细胞接种在96孔细胞

培养板中，加入含 10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉

素的DMEM培养液，常规培养。

1.7  CD8+ T细胞内化C6NP/αCD8纳米微粒的检测

将分选CD8+ T细胞加入 2 μL αCD3/CD28磁珠

刺激24 h，收集CD8+ T细胞接种在24孔细胞培养板，

每孔接种1 mL（含 2×105 个细胞），再加入 10 μL含

10 μg/mL C6NP/αCD8纳米微粒的培养液，放37 ℃培

养箱温育4 h，收集细胞，离心、洗涤，用流式细胞仪检

测CD8+ T细胞内化C6NP/αCD8纳米微粒。另取分

选细胞αCD3/CD28磁珠刺激24 h后，收集CD8+ T细

胞接种在 24孔细胞培养板，5×103/mL/孔，加入 10 μL

含10 μg/mL的C6NP/αCD8纳米微粒的培养液，37 ℃

温育 4 h，收集细胞，PBS洗涤 3次后，用 100 μL PBS

重悬细胞，将细胞滴加在载玻片上，用荧光显微镜观

察T细胞内化纳米微粒的情况。

1.8  LC-MS/MS测定CD8+ T细胞内化CNP/αCD8及胞

内CPI-444情况

将分选所得细胞用αCD3/CD28磁珠刺激 24 h后，

收集CD8+ T细胞接种在24孔细胞培养板，2×105/mL/孔，

加入1 mL RPMI 1640培养液和150 μL CNP/αCD8配

制 10 μg/mL的CPI-444悬液，温育 24 h，收集细胞用

RIPA将细胞裂解，将细胞裂解液收集到 1.5 mL离心

管，用 9 500×g 离心 10 min，收集上清液，用 LC-MS/

MS测定细胞裂解上清液中的CPI-444含量。

1.9  流式细胞术检测A2AR的表达

将分选所得细胞用αCD3/CD28磁珠刺激24 h后，

收集CD8+ T细胞接种在24孔细胞培养板，2×105/mL/孔，

分别加入 10 μg/mL CPI-444以及不同纳米微粒共同

温育 24 h，收集细胞，加入 5 μL PE-A2AR抗体，常温

暗处反应10 min，用PBS洗涤细胞后再用100 μL PBS

重悬，用流式细胞仪检测各组细胞A2AR的表达。实

验分为未刺激组、单纯细胞空白对照组、CPI-444组

（C）、CNP组和CNP/αCD8组。

1.10  CNP/αCD8对CD8+ T细胞特性的影响

1.10.1  CFSE法检测CD8+ T细胞增殖情况

分选PBMC中CD8+ T细胞，接种在 24孔细胞培

养板，2×105个/孔，加入含2 μL αCD3/CD28磁珠及10 μL 

含 1×106 U/L IL-2的细胞培养液，24 h后，收集细胞，

用CFSE染色。染色后的细胞接种在 24孔细胞培养

板，2×105/孔，加入含纳米微粒的培养液 CPI-444 为

10 μg/ml，于37 ℃培养箱温育24 h，收集细胞，用PBS

洗涤，再重悬细胞，用流式细胞仪检测不同组细胞增

殖情况。实验分为单纯细胞空白对照组、CPI-444组

（C）、CNP组和CNP/αCD8组。

1.10.2  检测CD8+ T细胞活化水平

CD8+ T细胞接种在 24孔细胞培养板，2×105个/

孔，加入含 2 μL αCD3/CD28 磁珠及 10 μL 的 IL-2

（1×106 U/L）的细胞培养液，24 h后，收集细胞，接种

在 24 孔细胞培养板，分别加入 CPI-444、CNP 以及

CNP/αCD8 的培养液，各组 CPI-444 终质量浓度为

10 μg/mL，放37 ℃培养箱中温育 24 h，收集细胞上

清液用人 IL-2和 IFN-γ ELISA试剂盒检测上清液中

细胞因子含量；将细胞用PBS洗涤并重悬细胞，每组

细胞分成两管，其中一管按每 1×106 个细胞分别加

入 5 μL FITC-CD25 和 APC-CD8 抗体 ，另一管加

PE-CD69 和 APC-CD8 抗体，室温温育 10 min 后，离

心，加入 200 μL PBS重悬细胞，FACS测定不同药物

和纳米微粒处理后CD8+ T细胞CD25和CD69的表

达。实验分为单纯细胞空白对照组、CPI-444组（C）、

CNP组和CNP/αCD8组，空白组不含CPI-444，其余各

组CPI-444终质量浓度为10 μg/ml。

1.10.3  检测细胞毒活性

分选 PBMC 中 CD8+ T 细胞接种在 24 孔细胞培

养板，2×105 个 /孔，加入含 2 μL αCD3/CD28磁珠及

10 μL浓度为 106 U/L的 IL-2的细胞培养液，24 h后，

收集细胞。接种在 24 孔细胞培养板，分别加入含
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CPI-444、CNP 以及 CNP/αCD8 的培养液，37 ℃培养

箱温育 24 h，收集细胞，用PBS洗涤，再重悬细胞，用

APC-CD8抗体染色、然后分别用固定和穿孔液进行

固定和穿孔 ，随 后 用 PE-PRF 和 PE-Cy7-GrB 标记

20 min，用 PBS 洗涤 2 次，每次 3 min，加入 100 μL 

PBS重悬细胞，用流式细胞仪检测。实验分为单纯细

胞空白对照组、CPI-444组（C）、CNP组和CNP/αCD8

组，空白组不含CPI-444，其余各组CPI-444终浓度为

10 μg/mL。

1.10.4  乳酸脱氢酶（LDH）释放法检测CNP/αCD8对

CD8+ T细胞杀伤HepG2细胞能力的影响

从外周血分选CD8+ T细胞接种在24孔细胞培养

板，4×105个/孔，加入含2 μL  αCD3/CD28磁珠及10 μL 

106 U/L的 IL-2及终质量浓度为10 μg/mL的CPI-444、

CNP和CNP/αCD8的培养液，放37 ℃、5% CO2培养箱

24 h后收集CD8+ T细胞。将HepG2细胞接种在96孔

细胞培养板，37 ℃、5% CO2培养箱温育过夜。次日将

以上CD8+ T细胞与HepG2细胞按5∶1、10∶1和20∶1的

效︰靶比混合，放37 ℃、5% CO2培养箱温育 12 h。设

靶细胞最大释放孔、靶细胞自发释放孔、效应细胞

自发释放孔。每个检测样本设 3 个复孔，每孔总体

积为 100 μL，在最大释放孔加入 10 μL细胞裂解液，

然后再把细胞培养板放 37 ℃、5% CO2培养箱温育

45 min。离心，每孔吸出 50 μ L 上清液转移到新

96孔平底培养板，每孔加入 50 μL 底物，放室温暗

处静置30 min，每孔加入 50 μL 终止液，用酶标仪测

量490 nm波长处各空的光密度（D）值。杀伤率＝[（实

验组D值−效应细胞自然释放组D值−靶细胞自然释放

组D值）/（靶细胞最大释放组 D 值−靶细胞自然释

放组D 值）]×100 ％。实验分为单纯细胞空白对

照组、CPI-444 组（C）、CNP 组和 CNP/ α CD8 组，空

白组不含 CPI-444 ，其余各组 CPI-444 终质量浓度

为10 μg/mL。

1.11  统计学处理

主要实验均独立重复 3 次。所有数据用 

GraphPad Prism6.0软件进行统计分析，符合正态分

布的计量数据用 x̄±s表示，组间比较采用双侧卡方

检验，组内比较采用单侧卡方检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  CNP/αCD8纳米微粒表征

扫描电镜观察结果（图 1A）显示，CNP/αCD8纳

米微粒较均匀、呈球形、大小约为 150 nm；动态光散

射检测结果（图1B）显示，纳米微粒具有较好分散性，

PDI为 0.01~0.1。LC-MS-MS检测CPI-444特异吸收

峰（图 1C）及峰面积（图 1D），根据标准曲线计算

CPI-444含量，得出本实验包封率约为60%。BCA法

检测结果显示CD8抗体偶联效率约为 48.7%。体外

释放实验结果（图1E）显示，在37 ℃、PBS溶液中，在

最初 24 h 内 CNP/αCD8 中 CPI-444 呈现快速释放过

程，这可能是部分吸附在纳米微粒表面的CPI-444释

放，接着在24~48 h CPI-444释放较为缓慢，大约48 h

后CPI-444释放逐渐达到平台期。稳定性实验结果

（图1F）显示，纳米微粒在pH7.0的PBS中具有良好稳

定性，在7 d内，粒径和电位没有明显变化。

2.2  CD8+ T细胞内化CNP/αCD8及胞内CPI-444检测

荧光显微镜观察发现，CD8+ T 细胞与 C6NP/

αCD8纳米微粒共培养 4 h，细胞内观察到荧光信号，

而与其他纳米微粒共培养同样时间，细胞内未观察

到明显的荧光信号（图2A）。流式细胞术检测结果也

显示，CD8+ T细胞与C6NP/αCD8纳米微粒共温育4 h，

CD8+ T细胞内化C6NP/αCD8，而其他组CD8+ T细胞

未检测到明显荧光信号（图 2B、2C，P<0.01）。胞内

CPI-444检测结果显示，CNP/αCD8组较其他组明显

升高，这些说明CNP/αCD8纳米微粒能更有效地进入

CD8+ T细胞，释放CPI-444（图2D，P<0.01）。

2.3  CNP/αCD8抑制CD8+ T细胞A2AR分子表达

流式细胞仪检测未刺激CD8+ T细胞及αCD3/CD28

刺激后经CPI-444与不同纳米微粒处理后 CD8+ T 细

胞 A2AR 分子的表达情况。结果显示，未经刺激

CD8T 细胞 A2AR 表达为 6.1%，αCD3/CD28 刺激下

CD8T 细胞 A2AR 表达升高为 12.3%。与 CNP/αCD8

共培养后 A2AR 表达显著减少，在终质量浓度为

10 μg/mL时，与空白对照组相比，单纯CPI-444 和CNP

对 A2AR 表达具有一定抑制作用，而 CNP/αCD8 显

著抑制A2AR表达（图3，P＜0.01），这可能是细胞内

CPI-444含量差异导致的不同效果，这些结果说明靶向

纳米微粒比非靶向纳米微粒能更有效进入CD8+ T细胞，

释放CPI-444抑制A2AR。

2.4  CNP/αCD8促进CD8+ T细胞的增殖和活化

CFSE法检测结果显示，在CNP/αCD8纳米微粒处

理组中，CD8+ T 细胞增殖比空白组显著增加（图4A，

P<0.01）。活化指标检测结果显示，CNP/αCD8处理后

CD8+ T细胞CD25、CD69分别为61.1%和64.3%，显著

高于空白对照组 42.1%和36.9%（图4B、C ，P<0.01）。

ELISA检测结果显示，CD8+ T细胞与 CNP/αCD8 共培

养 24 h 后，上清液中 IFN-γ和 IL-2 分别为 350 pg/mL

（图 4D）和 230 pg/mL（图 4E），均显著高于其他组

细胞所产生的 IFN-γ和 IL-2（均 P<0.01）。这些结果

表明，CNP/αCD8纳米微粒能有效刺激CD8+ T细胞增

殖、活化。
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2.5  CNP/αCD8增强CD8+ T细胞的细胞毒活性和杀

伤HepG2细胞的能力

颗粒酶B和穿孔素检测作为CD8+ T细胞毒活性

的指标，流式细胞仪检测结果显示，与其他组相比，

CD8+ T细胞与CNP/αCD8纳米微粒共培养24 h，颗粒

酶B（图5A，P<0.01）和穿孔素（图5B，P<0.01）分别为

26.5% 和 40.4%，明显高于空白对照组 15.7% 和

26.2%。LDH法检测结果显示，在效∶靶比分别为

5∶1、10∶1 和 20∶1 时，CNP/αCD8 组 CD8+ T 细胞对

HepG2 细 胞 的 杀 伤 率 分 别 为 6.29%、11.32% 和

24.63%，显著高于对照组（图5C，P<0.01）。这些结果

表明，CNP/αCD8能够增强T细胞的细胞毒活性和对

肿瘤细胞的杀伤能力。

A：CNP/αCD8纳米微粒扫描电镜图；B：CNP/αCD8纳米微粒动态光散射图；C：LC-MS-MS检测显示

CNP/αCD8纳米微粒CPI-444特异性峰；D：CNP/αCD8纳米微粒CPI-444峰面积；E：CNP/αCD8纳米微粒释放CPI-444情况；

F：CNP/αCD8纳米微粒稳定性。

图1    CNP/αCD8纳米微粒表征
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A：CD8+ T细胞内化C6NP/αCD8（×200，标尺：50 μm）；B：CD8+ T细胞内化C6NP/αCD8流式细胞仪图；C：为图B的量化统计结

果（n=3，**P<0.01)；D：CD8+ T细胞内CPI-444含量（n=3， **P<0.01）。

图2    CD8+ T细胞内化CNP/αCD8及胞内CPI-444测定

**P<0.01

图3    流式细胞仪检测CD8+ T细胞A2AR分子的表达

3  讨  论

增强T细胞活性和免疫效应功能是提高肿瘤免

疫治疗疗效的重要策略[14]，腺苷受体特别是A2AR在

这一过程中起重要作用[15]。激活A2AR能抑制T细

胞激活、增殖和细胞因子分泌等从而促进肿瘤生

长[16]，而抑制A2AR则使活性T细胞的杀瘤能力得到

恢复和增强[17]。A2AR在肿瘤免疫治疗中起重要作

用，阻断A2AR能减少Treg细胞数，增强CD8+ T细胞

的抗肿瘤免疫反应，抑制肿瘤生长[18]；抑制A2AR能

增强DC细胞的抗原提呈能力，激活并提高CTL细胞

免疫效应功能[19]。上述研究表明，A2AR可通过多种

机制影响免疫细胞功能，介导机体的免疫抑制，抑制

A2AR分子能阻断腺苷-腺苷受体通路对免疫效应细

胞功能的抑制作用，如小分子抑制剂 AB928 抑制

A2AR活性能提高CAR-T细胞的增殖、细胞因子分泌
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A：流式细胞仪检测CNP/αCD8对CD8+ T细胞增殖；B、C：流式细胞仪检测CNP/αCD8对CD25（B）和 CD69（C）表达的影响；

D、E：酶联免疫吸附试验检测上清液中 IFN-γ（D）和 IL-2（E）含量。**P<0.01。

图4    CNP/αCD8纳米微粒促进CD8+ T细胞增殖和活化

A、B：流式细胞仪检测不同处理CD8+ T细胞颗粒酶B的表达（A）和穿孔素（B）的表达；C：乳酸脱氢酶法测定在不同效靶比时

CD8+ T细胞对HepG2细胞的杀伤率。**P<0.01。

图5    CNP/αCD8纳米微粒增强CD8+ T细胞的细胞毒活性和杀伤能力
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和杀伤肿瘤细胞的能力[20]。纳米微粒是大小约为

100 nm的颗粒，它能保护其中包被的内容物免受降

解、缓慢释放被包裹的物质，作为小分子药物、核酸、

蛋白质等递送系统用于疾病诊断和治疗[21-22]。纳米

材料在肿瘤治疗中作为药物载体能够将化疗药物、

核酸和免疫调节剂靶向递送到肿瘤部位，增强抗癌

药物的药代动力学、生物分布和治疗效果，同时减少

全身毒性[23]。纳米微粒在T细胞抗肿瘤免疫中起重

要作用，用纳米微粒将基因、细胞因子、抗体、小分子

等递送到T细胞可以促进T细胞活化增殖和免疫效

应功能[24]。近年来发现，纳米材料与核酸或小分子抑

制剂制成的纳米微粒显示出较强抗肿瘤活性，研究[25]

显示，与单纯A2AR-siRNA相比，载A2AR-siRNA纳

米微粒能显著抑制T细胞A2AR和PKA/CREB表达，

促进NF-κB表达，促进T细胞增殖和 IFN-γ分泌，抑

制T细胞凋亡和分泌 IL-10，同时抑制Treg细胞的活

性，增强机体抗肿瘤免疫功能。另有研究[26]将腺苷受

体抑制剂与聚多巴胺（polydopamine, PDA）结合制成

纳米微粒，释放腺苷受体抑制剂抑制A2AR表达，增

强光热疗法诱导肿瘤免疫原性死亡产生的免疫反

应，即促进DC细胞激活和CD8+ T浸润，减少抑制性

细胞MDSC。这些研究表明，用纳米微粒能显著减少

A2AR分子对免疫功能的抑制作用，对肿瘤免疫治疗

具有重要意义。CPI-444是一种小分子抑制剂，具有

抗肿瘤活性，其机制是通过抑制A2AR的信号转导，

恢复并增强T细胞活性，提高机体免疫功能，抑制肿

瘤生长[27]。但CPI-444与纳米微粒结合对T细胞功能

的影响还未见报道。本研究用PLGA聚合物制备载

CPI-444纳米微粒，观察纳米微粒对CD8+ T细胞功能

的影响。首先，荧光显微镜和流式细胞仪结果显示，

与其他组相比，荧光素纳米微粒C6NP/αCD8能更有

效地进入CD8+ T细胞，说明该纳米系统可用于递送

CPI-444；其次，与游离CPI-444和非靶向NP（CNP）相

比，CNP/αCD8 能显著促进 CPI-444 进入 CD8+ T 细

胞，抑制A2AR的表达，显著促进CD8+ T细胞增殖和

活化，增强 CD8+ T 细胞杀瘤能力，这些结果说明

CNP/αCD8具有载药量高、胞内药物浓度高，作用时

间长，作用效果好等特点。

综上，本研究初步探讨了聚乳酸-羟基乙酸聚合

物载腺苷受体抑制剂的纳米微粒对T细胞生物学功

能的影响，表明腺苷受体抑制剂与纳米微粒结合可

显著提高T细胞的免疫效应功能，这种效应功能可能

是通过抑制 A2AR 分子起作用。后续进一步研究

CNP/αCD8纳米微粒是否能在体内靶向识别T细胞、

抑制A2AR分子表达，达到增强T细胞活性和抑制肿

瘤生长的效果，进一步探讨CNP/αCD8体内抗肿瘤作

用的机制，为腺苷受体抑制剂用于临床治疗提供新

思路。临床应用方面，由于纳米微粒成分复杂，可能

影响其在体内的生物学行为；其次，由于肿瘤的异质

性，肿瘤微环境成分复杂，使得有效药物和药物递送

系统在肿瘤部位积聚存在不确定性[28]；第三，需要考

虑体内使用安全性，将纳米微粒产生的毒副作用降

低到最小程度。需要进一步加强基础研究和临床转

化，综合了解纳米药物的物化性质, 以及对细胞、组

织和器官方面的影响，进而合理设计出理想的纳米

药物，安全、有效地用于临床治疗。
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