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摘  要  肿瘤细胞发生免疫原性细胞死亡能释放特定的信号分子，从而触发机体产生特异性抗肿瘤

免疫应答，对评估肿瘤治疗方法的长期疗效具有重要意义。该研究以血红蛋白(Hb)和人血清白蛋

白(HSA)为材料，采用二硫键共价偶联的方法构建了包载光敏剂二氢卟吩 e6(Ce6)的杂交蛋白氧载

体(C@Hb/HSA)，并考察了 C@Hb/HSA 对结肠癌细胞(CT26.WT)的光动力治疗效果和诱导免疫原性

细胞死亡的情况。结果显示，在激光照射下，低剂量的 C@Hb/HSA 能显著提升 CT26.WT 细胞内的活

性氧水平，使其细胞存活率降低至(17.8±5.5)%。同时，基于 C@Hb/HSA 的光动力治疗能有效增加细

胞表面钙网蛋白的暴露，从而增强 CT26.WT 细胞的免疫原性，促进树突状细胞的成熟。
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Abstract  Tumour cells undergoing immunogenic cell death (ICD) can elicit a specific anti-tumour immune 
response by releasing some specific signalling molecules, which determines the long-term success of cancer 
therapeutic strategies.  In  this study, human serum albumin (HSA) was hybridized with hemoglobin (Hb) 
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1 引  言 

  光动力治疗(Photodynamic Therapy，PDT)因
其毒副作用小、非侵袭性、高度时空选择性等优

点而被广泛应用于鳞状细胞癌、食管癌、膀胱癌

等多种癌症的治疗，是一种具有重要临床应用前

景的肿瘤治疗策略[1]。光敏剂被激光激发后将氧

气转化成具有细胞毒性的活性氧，从而产生高效

的肿瘤细胞杀伤效果[2]。尽管 PDT 在肿瘤治疗中

展现了巨大的优势，但仍然存在许多不足。一方

面，大部分光敏剂难溶于水，生物利用率差和肿

瘤富集量低[3]。另一方面，实体瘤严重缺氧，使

得 PDT 效果受到了限制[4,5]。因此，开发能高效

包载光敏剂并具有自供氧能力的药物递送体系，

对增强 PDT 疗效具有重要意义。

  蛋白质具有良好的生物相容性、生物稳定

性、功能与结构多样性，已成为载药、增氧、

靶向等纳米药物递送平台的重要材料[6-8]。人

血清白蛋白(Human Serum Albumin，HSA)作

为人体内源性蛋白，已被美国食品药品监督管

理局(FDA)批准应用于临床。该蛋白具有药物

分子结合能力强、安全性高、主动靶向性强、

体内循环稳定性好且半衰期长等优点，在众多

纳米载药系统中具有巨大的优势[8,9]。血红蛋白

(Hemoglobin，Hb)作为血液中红细胞的主要组

成成分，负责氧气的运载，为机体的组织和细胞

供氧。得益于 Hb 天然的载氧能力和良好的生物

相容性，Hb 类氧载体作为一类血液替代品已应

用于临床[10]，其在肿瘤治疗的应用也日益受到

关注[11,12]。据报道，将两种功能各异的蛋白质合

成杂交蛋白纳米组装体，能在一个体系中同时

实现两种蛋白质分子生物功能[13,14]。因此，构

建包载光敏剂的 HSA/Hb 杂交蛋白纳米氧载体

有望成为一种能实现肿瘤靶向和增强 PDT 疗效

的新策略。

  研究发现，放射治疗、光动力治疗、某些

化疗药物(如蒽环类药物)能诱导肿瘤细胞发生

“免疫原性细胞死亡”。其中，免疫原性细胞

死亡依赖一类被称作“损伤相关分子模式”的

免疫刺激信号分子(如钙网蛋白、高迁移率族

蛋白  B1 和三磷酸腺苷等)的释放来激活和募

集抗原递呈细胞，随后活化 T 细胞产生特异性

抗肿瘤免疫应答[15]。研究癌症疗法的免疫原性

细胞死亡诱导情况，对评估癌症治疗疗效、优

化治疗策略具有重要意义。因此，本研究利用

性能优异的 HSA、天然载氧蛋白 Hb 以及光敏

剂 Ce6 为材料，通过二硫键共价偶联的方法构

建包载 Ce6 的杂交蛋白氧载体(C@Hb/HSA)，

并以结肠癌细胞系(CT26.WT)为研究模型，考

察其体外 PDT 效应，探讨 C@Hb/HSA 介导的 
PDT 能否诱导 CT26.WT 细胞产生免疫原性细

胞死亡。

by intermolecular disulfide bonds  to develop a Ce6-loaded hybrid protein oxygen carrier  (C@Hb/HSA). 
Then, the efficacy of C@Hb/HSA-mediated photodynamic therapy (PDT) in CT26.WT cells was assessed. 
Whether C@Hb/HSA-mediated PDT can induce the ICD was also studied. The results show that under laser 
irradiation,  low-dose C@Hb/HSA exhibits enhanced reactive oxygen species generation in CT26.WT cells, 
leading to a low cell viability of (17.8±5.5)%. Meanwhile, C@Hb/HSA-mediated PDT dramatically increases 
the surface-exposure of calreticulin, thereby effectively enhancing the immunogenicity of CT26.WT cells and 
significantly promoting the maturation of dendritic cells. 

Keywords  hybrid protein; oxygen nanocarrier; photodynamic therapy; immunogenic cell death; calreticulin
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2 材料与方法 

2.1 材料

  人血清白蛋白(HSA)购自美国 Sigma 公司；

血红蛋白(Hb)和谷胱甘肽均购自合肥博美生物科

技有限责任公司；光敏剂 Ce6 购自北京百灵威科

技有限公司；鼠源结肠癌细胞(CT26.WT)购自中

国科学院典型培养物保藏委员会细胞库；RPMI-
1640 培养基、磷酸盐缓冲液均购自美国 Hyclone 
公司；X-Vivo15 培养基购自瑞士 Lonza 公司；

粒细胞巨噬细胞刺激因子、白细胞介素-4 均购

自美国 PeproTech 公司；胰酶、胎牛血清、青霉

素和链霉素均购自美国 Gibco 公司；活性氧荧

光探针(2', 7'-二氯二氢荧光素二乙酸酯，DCFH-
DA)购自美国 Sigma-Aldrich 公司；CCK-8 试剂

盒购自上海碧云天生物技术公司；兔源的 anti-
mouse calreticulin、anti-rabbit-Alexa Fluor 488 抗
体均购自美国 Life technologies 公司；anti-mouse 
MHC II-PE、anti-mouse CD86-Percp 抗体均购自

美国 eBioscience 公司；6 周龄 BALB/c 小鼠购自

北京维通利华实验动物中心。所有操作均符合中

国科学院深圳先进技术研究院动物伦理管理协议

(SIAT-IRB-160223-YYS-ZMB-A0185)的要求。

2.2 实验方法

2.2.1 C@Hb/HSA 纳米颗粒的制备

  首先，将  HSA 与还原剂——谷胱甘肽按 
3∶1 的质量比共溶于去离子水中(HSA 的浓度

为 60 mg/mL)，在室温下搅拌反应 1 h。然后，

采用透析法除去反应溶液中过量的谷胱甘肽分

子，得到还原后的 HSA 溶液。接着，将还原后

的 HSA 溶液与预处理的 Hb 溶液、Ce6 溶液(溶

于二甲基亚砜)混合，使 HSA、Hb、Ce6 的质量

比为 50∶9∶1。溶液充分混合后，将 pH 调节至 
8.0，在剧烈搅拌的条件下，迅速加入 1.5 倍体积

的无水乙醇溶液，室温搅拌反应 30 min。最后，反

应溶液通过超滤法(超滤膜截留分子量为 100 kD，

离心转速为 4 500 rpm)除去乙醇、游离的 Ce6、
Hb 和 HSA，即得 C@Hb/HSA 纳米颗粒。

2.2.2 C@Hb/HSA 纳米颗粒的表征

  C @ H b / H S A 的粒径分布、表面电位由 
Zetasizer Nano ZS 粒度仪(Malvern)在室温下测

得。C@Hb/HSA 的形貌通过透射电子显微镜

(FEI Tecnai G2 F20 S-Twin)进行表征。采用紫外/
可见分光光度计(Perkin-Elmer Lambda25)测定 
C@Hb/HSA 的紫外-可见吸收光谱。C@Hb/HSA 
的氧释放曲线测定方法如下：C@Hb/HSA 充氧

后，将 1 mL 的 C@Hb/HSA (相应 Hb 浓度为 
4 mg/mL)注入体积为 10 mL 的低氧水溶液中，

插入溶氧仪探头(Mettler Toledo)后立刻用乙酸乙

酯液封，记录不同时间点测得的溶氧浓度，并计

算其与本底溶氧浓度的差值。

2.2.3 小鼠 CT26.WT 细胞的培养

  选用鼠源的结肠癌细胞系 CT26.WT 来开展

细胞实验，CT26.WT 细胞用 RPMI-1640 完全培

养基(含有 10% 胎牛血清，1% 双抗)进行培养，

培养条件为 37℃、5% CO2。

2.2.4 小鼠树突状细胞的分离与培养

  BALB/c 小鼠采用颈椎脱臼处死，用 75% 乙
醇浸泡消毒后，无菌条件下，取出小鼠的胫骨

和股骨，置于含有 2% 胎牛血清的磷酸盐缓冲液

中，并用 1 mL 注射器吸取含血清的磷酸盐缓冲

液将胫骨和股骨内的骨髓细胞吹出。细胞吹散

后，用 200 目的筛网过滤并收集于 15 mL 的离心

管内，4℃、1 400 rpm 下离心 5 min，往细胞沉

淀中加入 1 mL 红细胞裂解液，室温裂解 1 min，
然后加入 3 mL RPMI-1640 培养基终止反应。

低速离心后，细胞置于含 10% 胎牛血清、钙镁

离子的 RPMI-1640 中贴壁 6 h。收集未贴壁细

胞，低速离心后，细胞重悬于 X-Vivo15 培养基

(含 10 ng/mL 白细胞介素-4、20 ng/mL 粒细胞巨

噬细胞刺激因子、20% 肿瘤细胞培养上清)，并

接种到 24 孔板中培养。培养至第 4 天时，用新
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鲜的 X-Vivo15 培养基进行半量换液。培养至第 
6 天时，收集悬浮未贴壁的细胞，即为小鼠未成

熟的树突状细胞。补充新鲜的培养基，重新接种

后，便可用于后续实验。

2.2.5 细胞毒性实验

  为了研究 C@Hb/HSA 的体外 PDT 效果，

CT26.WT 细胞以 8×103 个/孔的密度接种于 96 
孔板中，培养  12 h 后更换培养基，分别加入

不同剂量的游离 Ce6 和 C@Hb/HSA 纳米颗粒

(0～1.0 μg/mL)。密封孵育 2 h 后，660 nm 激光

照射 2 min (100 mW/cm2)，同时设置没有激光处

理的对照组。继续培养 24 h 后，余下步骤按照 
CCK-8 试剂盒的说明书进行操作，最后用酶标仪

(BioTek)测定各孔在 450 nm 处的吸光度值。

2.2.6 细胞流式实验

  (1)细胞内活性氧的检测

  首先，将 CT26.WT 细胞接种于 24 孔板

(5×104 个/孔)中，培养 12 h，使细胞充分贴壁

生长。细胞的培养基分别替换为 RPMI-1640 培
养基、含游离 Ce6(1.0 μg/mL Ce6)或 C@Hb/HSA
(1.0 μg/mL Ce6)的培养基。然后，密封孵育 2 h，
660 nm 激光照射 2 min (100 mW/cm2)，同时设置

没有激光照射的 C@Hb/HSA 组作对照。最后，

快速加入活性氧检测探针 DCFH-DA(20 μM)，

继续孵育 30 min 后，收集细胞并使用流式细胞

分析仪(FACS CANTO II，BD)分析细胞中活性

氧的产生情况。

  (2)细胞表面钙网蛋白的暴露

  将 CT26.WT 细胞以 5×104 个/孔的密度，

接种于 24 孔板中。培养 12 h 后，分别更换为 
RPMI-1640 培养基、含游离 Ce6(1.0 μg/mL Ce6)
或 C@Hb/HSA(1.0 μg/mL Ce6)的培养基，密封

孵育 2 h 后，100 mW/cm2 的 660 nm 激光照射 
2 min，同时设置没有激光处理的 C@Hb/HSA 组
作对照。继续培养 24 h 后，收集细胞，先加入抗

小鼠钙网蛋白抗体(Anti-mouse Calreticulin)，在 

4℃ 避光孵育 2 h。随后，细胞经过洗涤后，加

入 anti-rabbit-Alexa Fluor 488 抗体，孵育 1 h。最

后，经缓冲液洗涤后，采用流式细胞分析仪分析

各组细胞的钙网蛋白暴露水平。

  (3)树突状细胞的体外成熟诱导

  CT26.WT 细胞接种在 24 孔板中，细胞数为  
5×104 个/孔。培养 12 h 后，分别替换为不加药物

的培养基、含 1.0 μg/mL Ce6 或载有 1.0 μg/mL Ce6 
的 C@Hb/HSA 的培养基，密封孵育 2 h 后，

660 nm 激光处理(100 mW/cm2，2 min)细胞，同

时设置没有激光处理的 C@Hb/HSA 组作对照。

继续培养  2 4  h  后，各组细胞与分离后培养

到第  6  天状态良好的小鼠未成熟树突状细胞

(5×105 个 /孔)共培养。24 h 后，收集树突状

细胞，加入 anti-mouse MHC II-PE、anti-mouse 
CD86-Percp 抗体，4℃ 避光孵育 30 min。洗涤细

胞后，采用流式细胞分析仪分析各组树突状细胞

表面分子 MHC II、CD86 的表达情况。

2.2.7 统计分析

  使用 Origin2015 软件处理实验数据，实验

结果均以“平均值±标准差”(n＝3)表示。组间

差异采用单因素方差分析(One-way ANOVA)和 
Tukey 检验进行分析。其中，P＜0.001 表示有极

其显著的统计学差异。

3 结果与分析

3.1 C@Hb/HSA 纳米颗粒的表征

  本文采用分子间二硫键共价偶联方法将 
Hb 与 HSA 进行杂交结合，构建包载 Ce6 的 
C@Hb/HSA 纳米颗粒。C@Hb/HSA 的透射电

镜图显示纳米颗粒呈近似球形，分散性较好(图 
1(a)中的插图)。纳米颗粒的粒径分布图如图 1(a)
所示，通过粒度仪测得纳米颗粒的平均粒径为 
(25.8±5.0)nm，Zeta 电位为(－30.9±0.9)mV。

由图 1(b)紫外-可见吸收光图谱可知，C@Hb/HSA
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的特征吸收峰与游离 Ce6 基本一致，仅在 662 nm
处有 2 nm 的红移，表明 Ce6 被包载后，基本

保持其光学特性。为了评价 C@Hb/HSA 的携氧

能力，本文测定了其在低氧水溶液中的氧释放曲

线，结果如图 1(c)所示。C@Hb/HSA 在 20 min 
内氧气快速释放，随后进入缓释状态；在 60 min 
时，溶氧浓度差达 3.3 mg/L，表明 C@Hb/HSA 
能够实现长期持续的供氧。

3.2 C@Hb/HSA 纳米颗粒的体外 PDT 效果评价

  活性氧作为 PDT 中直接杀伤肿瘤细胞的关

键物质，其产生水平与 PDT 效果直接相关。因

此，本文以 DCFH-DA 分子作为活性氧的检测探

针，流式定量分析各组细胞的活性氧产生水平

(DCFH-DA 被活性氧分子氧化成具有荧光信号的 
DCF(二氯荧光素))。如图 2 所示，C@Hb/HSA 
给药的细胞(C@Hb/HSA(＋)组)经激光照射后，

其 DCF 的平均荧光强度分别为 Control(＋)组(光

照处理无药物)、Ce6(＋)组、C@Hb/HSA 组(无

激光照射)的 2.9、2.8、3.2 倍。以上结果表明，在

激光照射且较低的药物浓度(1.0 μg/mL Ce6)下，

Ce6 经过杂交蛋白氧载体包载后，通过增氧能显

著增强其在 CT26.WT 细胞的活性氧产生水平。

  C@Hb/HSA 在光照条件下对 CT26.WT 细胞的

杀伤效果采用 CCK-8 试剂盒进行测定。由图 3(a)
可知，当 Ce6 浓度为 1.0 μg/mL 时，C@Hb/HSA(＋)

组的细胞存活率仅为(17.8±5.5)%，而 Ce6(＋)

组则高达(82.6±3.0)%。然而，当没有激光

照射、C@Hb/HSA 在 Ce6 浓度小于 1.0 g/mL 
时，对  CT26.WT 细胞的存活率没有影响(图 
3(b))。以上结果表明，在较低的药物浓度(Ce6 
为 1.0 μg/mL)下，自供氧 C@Hb/HSA 在体外水

平能显著增强 PDT 效果，且在没激光照射时表

现出优良的生物相容性。

3.3 免疫原性细胞死亡标志分子——钙网蛋白

   的暴露

  钙网蛋白(Calreticulin，CRT)作为免疫原

                                (a)粒径、形貌表征图                                      (b)紫外-可见吸收光谱                             (c)C@Hb/HSA 的氧释放曲线

图 1 C@Hb/HSA 纳米颗粒的表征

Fig. 1 The characterization of C@Hb/HSA nanoparticles
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图 2 不同处理组的细胞内活性氧产生水平

Fig. 2 Intracellular reactive oxygen species generation of 

different treated groups  
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性细胞死亡的一种关键生物标志分子。在肿瘤

细胞发生免疫原性细胞死亡时，钙网蛋白会外

翻暴露于细胞的表面，产生“吃我”的信号，刺

激抗原递呈细胞对肿瘤细胞的识别与吞噬[16]。

因此，为了探讨  C@Hb/HSA 介导  PDT 的免

疫原性细胞死亡诱导效果，CT26.WT 细胞与

C@Hb/HSA 孵育加以激光照射后，采用流式

细胞仪分析钙网蛋白阳性细胞比例。图 4(a)、
(b)显示，CT26.WT 细胞在经过 C@Hb/HSA 
加激光处理(C@Hb/HSA(＋)组)后，其钙网蛋

白阳性细胞的比例高达(72.0±15.4)%，分别为 
Ce6(＋)组、Control(＋)组、C@Hb/HSA 组(无

激光照射)的 20.0、22.5、21.8 倍。以上结果表

明，C@Hb/HSA 介导的 PDT 能显著促进钙网蛋

白的细胞表面暴露，增强 CT26.WT 细胞的免疫

原性。

3.4 树突状细胞的体外成熟诱导

  树突状细胞作为一种重要的抗原递呈细胞，

其成熟是肿瘤细胞发生免疫原性细胞死亡，诱

导抗肿瘤免疫效应的关键[17]。CT26.WT 细胞与 
C@Hb/HSA 孵育并加以激光照射后，与未成熟

的树突状细胞共培养，随后通过流式细胞仪分析

树突状细胞表面的 MHC II、CD86 的表达来反映

树突状细胞的成熟情况。如图 5(a)、(b)所示，

C@Hb/HSA 加激光处理的 CT26.WT 细胞(C@Hb/
HSA(＋)组)能够诱导(42.5±5.1)% 的树突状细

胞成熟，明显高于 Ce6(＋)组的(22.5±0.7)%、

Control(＋)组的(20.1±0.4)% 以及 C@Hb/HSA 
组(无激光照射)的(19.1±3.1)%。以上结果表

明，C@Hb/HSA 介导的 PDT 所诱导的 CT26.WT 
细胞死亡，表现出较强的免疫原性，能够在体外

水平促进树突状细胞成熟。

4 讨  论

  近年来，Hb 类氧载体展现出增强肿瘤 PDT 
疗效的潜能。Wang 等[7]利用聚合物胶束偶联

的 Hb 氧载体包裹光敏剂 ZnPc 后在细胞水平上

表现出较强的光毒性。随后，本文作者课题组

采用聚合物(PLGA)包载光敏剂 ICG-Hb 复合

物，并覆盖磷脂层，构建了具备稳定供氧功能

的“纳米人工红细胞”，并在动物水平上证明

                                                      (a)光毒性评价                                                                                         (b)生物相容性评价   

          注：(＋)表示激光照射

图 3 C@Hb/HSA 对 CT26.WT 细胞的 PDT 效果与生物相容性评价

Fig. 3 PDT efficacy and biocompatibility evaluation of C@Hb/HSA in CT26.WT cells 
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                                  (a)细胞钙网蛋白暴露的流式分析                                                                 (b)细胞钙网蛋白暴露的统计分析

         注：与 Control(＋)组比较，*** 为 P＜0.001；与 Ce6(＋)组比较，### 为 P＜0.001；(＋)表示激光照射

图 4 CT26.WT 细胞经过不同处理后的钙网蛋白暴露评估

Fig. 4 The assessment of calreticulin (CRT) exposure on CT26.WT cells after various treatments 

                         (a)树突状细胞成熟相关标志分子的表达分析                                                   (b)树突状细胞成熟的统计分析               
           注：与 Control(＋)组比较，*** 为 P＜0.001；与 Ce6(＋)组比较，### 为 P＜0.001；(＋)表示激光照射

图 5 经不同处理的 CT26.WT 细胞对树突状细胞成熟的诱导

Fig. 5 The maturation of dendritic cells induced by CT26.WT cells after different treatments  
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其能有效增强肿瘤 PDT 疗效[18]。然而，磷脂、

聚合物作为外源物质且不具主动靶向性，因而聚

合物偶联或包载的纳米颗粒容易被机体的肝、肾

等组织清除而降低纳米颗粒的肿瘤富集效率，最

终影响了治疗效果[19]。本研究构建了包载光敏

剂 Ce6 的杂交蛋白氧载体(C@Hb/HSA)。细胞实

验表明，Ce6 经过杂交蛋白氧载体包载后，其体

外 PDT 效果因为增氧得到了显著的提升，展现

了杂交蛋白氧载体的优良供氧性能。此外，基于 
HSA 良好的载药能力、生物相容性以及主动靶向

性[8,20]，杂交蛋白氧载体可能具有实现药物和氧

气肿瘤靶向递送的潜力，这有待进一步研究。

  研究发现，PDT 不仅能通过活性氧直接杀

伤肿瘤细胞、损伤肿瘤血管的方式消除肿瘤，而

且能通过触发免疫反应和炎症达到二次杀伤效

果[21]，但其抗肿瘤免疫的详细机制仍没有完全

了解。免疫原性细胞死亡概念的提出，解释了许

多癌症疗法所产生的抗肿瘤免疫效应，可为肿瘤

治疗提供新的依据和方向[22]。研究表明，在免

疫原性细胞死亡过程中，活性氧能以刺激肿瘤细

胞产生内质网应激而暴露钙网蛋白的方式增加肿

瘤细胞的免疫原性，引发抗肿瘤免疫响应[16,23]。

本研究发现，CT26.WT 细胞经过 C@Hb/HSA 介
导的 PDT 处理后，细胞内的活性氧水平显著上

升，并且与后续的细胞表面钙网蛋白的暴露趋势

一致。随后的树突状细胞体外成熟实验进一步证

明了 C@Hb/HSA 介导的 PDT 能增强 CT26.WT 
细胞的免疫原性。这表明 C@Hb/HSA 介导的 
PDT 不仅能直接增强肿瘤细胞的杀伤，而且可

能以触发特异性抗肿瘤免疫应答的方式进一步杀

伤肿瘤，抑制转移和复发，后续动物实验将进一

步评价。

5 结  论

  本研究以 HSA、Hb 为材料，通过二硫键偶

联的方法，成功构建了具备包载光敏剂和良好

供氧能力的杂交蛋白氧载体(C@Hb/HSA)。杂

交蛋白氧载体能显著提升 Ce6 分子在细胞内的

活性氧产生水平，并且在较低的药物浓度(Ce6 
为 1.0 μg/mL 时)下能够有效杀伤 CT26.WT 细
胞。通过细胞表面钙网蛋白的暴露实验发现，

C@Hb/HSA 在增强 PDT 效果的同时也能显著增

强细胞表面钙网蛋白的暴露，钙网蛋白阳性细胞

比例高达 (72.0±15.4)%。同时，CT26.WT 细胞

经 C@Hb/HSA 介导的 PDT 处理后，能够在体外

水平促进树突状细胞成熟，证明 C@Hb/HSA 介
导的 PDT 能够增强 CT26.WT 细胞的免疫原性。
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