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工程化细菌外膜囊泡用于增强肿瘤放射免疫治疗的研究

摘 要

内放射性同位素治疗（RIT）是临床治疗肿瘤的一种手段，它不

仅可以直接杀伤肿瘤细胞，还可以通过诱导肿瘤细胞免疫原性死亡

（ICD）来增强抗肿瘤免疫应答。为了在肿瘤部位实现放射性核素的

靶向输送，目前已经开发了各种纳米载体，包括无机和有机纳米材料，

以提高治疗效率并将副作用降至最低。然而，传统放射性标记的纳米

载体面临着放射标记效率低，以及肿瘤靶向性差等挑战，这极大地限

制了 RIT的疗效。近年来，细菌外膜囊泡（OMV）在癌症治疗中受

到广泛关注。OMV是由革兰氏阴性菌分泌的天然纳米囊泡，由于其

具有良好的肿瘤靶向性，常被用作递送载体以实现药物的靶向递送。

此外，OMV还具有强大的免疫治疗潜力，可以促进免疫细胞分泌干

扰素-γ，从而激活抗肿瘤免疫反应。鉴于 OMV 优异的特性，OMV

有望开发成为一种放射性核素标记的肿瘤靶向纳米载体，从而实现放

射性核素在肿瘤部位的精准治疗。

本 文 构 建 了 一 个 基 于 减 毒 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 外 膜 囊 泡

（VNP20009-OMV）的递送平台，以实现放射性碘的高效标记并改善

肿瘤放射免疫治疗（131I-STATH-OMV-PEG）。主要研究内容及研究

结果如下：首先，通过生物工程技术构建表达富酪蛋白（STATH）的

细菌外膜囊泡（STATH-OMV）。STATH含有丰富的酪氨酸，可以提

供更多的标记位点，从而提高放射性碘的标记效率。为了提高
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STATH-OMV的生物相容性，我们用聚乙二醇（PEG）对 STATH-OMV

进行了修饰，得到 STATH-OMV-PEG。随后通过 Iodogen 标记法，

STATH-OMV-PEG 可实现 125I/131I 标记，与传统的 OMV 相比，

STATH-OMV具有更高的标记率。此外，131I标记的 STATH-OMV-PEG

显 示 出 显 著 的 抑 制 肿 瘤 生 长 的 作 用 。 更 重 要 的 是 ，

131I-STATH-OMV-PEG还能诱导树突状细胞（DCs）成熟，以及促进

免疫细胞分泌抗肿瘤细胞因子，从而增强 RIT诱导的全身抗肿瘤免疫

应答。另外，131I-STATH-OMV-PEG对原位结肠癌也具有显著的抑制

作用，并诱导机体产生免疫记忆效应，防止肿瘤再侵袭。

综上所述，本研究提出了一种以 OMV为中心的 RIT递送平台，

该递送平台实现了 125I/131I高效标记，并激活了强大的抗肿瘤免疫反

应，为肿瘤放射免疫治疗提供了一条全新路径。

关键词：细菌外膜囊泡，免疫应答，富酪蛋白，放射免疫治疗，放射

性标记
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RESEARCH ON ENGINEERING BACTERIAL

OUTER MEMBRANE VESICLES FOR ENHANCING

TUMOR RADIOIMMUNOTHERAPY

ABSTRACT

Internal radioisotope therapy (RIT) is a method for clinical

treatment of tumors. It can not only kill tumor cells directly, but

also enhance anti-tumor immune response by inducing tumor cell

immunogenic cell death (ICD). In order to achieve targeted

delivery of radionuclides in tumor sites, a variety of nano-carriers,

including inorganic and organic nanomaterials, have been

developed to improve therapeutic efficiency and minimize side

effects. However, the traditional radiolabeled nano-carriers face

the challenges of low radiolabeling efficiency and poor tumor

targeting, which greatly limit the efficacy of RIT. In recent years,

bacterial outer membrane vesicles (OMV) have attracted wide

attention in the treatment of cancer. OMV is a natural

nano-vesicle secreted by Gram-negative bacteria. Because of its

good tumor targeting, it is often used as a delivery carrier to

achieve targeted drug delivery. In addition, OMV has strong



安徽工程大学硕士学位论文

IV

immunotherapeutic potential, which can promote the secretion of

interferon-gamma by immune cells, thus activating the anti-tumor

immune response. In view of the excellent characteristics of

OMV, OMV is expected to develop into a radionuclide labeled

tumor targeting nano-carrier, so as to achieve accurate

radionuclide therapy in the tumor site.

In this paper, a delivery platform based on attenuated

Salmonella typhimurium outer membrane vesicles

(VNP20009-OMV) was constructed to achieve efficient labeling

of radioactive iodine and improve tumor radioimmunotherapy

(131I-STATH-OMV-PEG). The main research contents and results

are as follows:Firstly, bacterial outer membrane vesicles

(STATH-OMV) expressing statherin (STATH) were constructed

by bioengineering technology. Tyrosine rich in STATH can

provide more radioactive labeling sites, thus improving the

labeling efficiency of radioactive iodine. In order to improve the

biocompatibility of STATH-OMV, we modified STATH-OMV

with polyethylene glycol (PEG), yielding STATH-OMV-PEG.

Then through the Iodogen tagging method, STATH-OMV-PEG

can realize 125I/131I tagging. Compared with the traditional OMV,

STATH-OMV has higher labeling rate. In addition, 131I-labeled

STATH-OMV-PEG showed a significant inhibitory effect on
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tumor growth. More importantly, 131I-STATH-OMV-PEG can

also induce maturation of dendritic cells (DCs) and promote the

secretion of anti-tumor cytokines by immune cells, thus

enhancing the systemic anti-tumor immune response induced by

RIT. In addition, 131I-STATH-OMV-PEG also has a significant

inhibitory effect on in situ colon cancer and induces immune

memory effect to prevent tumor re-invasion.

To sum up, this study proposes an OMV-centric RIT

delivery platform, which realizes the efficient labeling of 125I/131I

and activates a strong anti-tumor immune response, which opens

up a new way for tumor radioimmunotherapy.

KEY WORDS: Bacterial outer membrane vesicles, Immune response,

Statherin, Radio-immunotherapy, Radiolabeling
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第一章 绪论

1.1引言

根据国际癌症研究机构的数据显示，2020年全球癌症病例新增约 1929万例，

死亡病例约 1000万例（图 1-1）[1]。癌症的患病率和致死率均呈逐年上升趋势，

使其成为全球第二大致死原因。另外，根据国际癌症研究机构的预测，到 2040

年全球新增癌症病例将达到 2840万例，较 2020年增长了 47%[2-4]。尤其是在发

展程度较低或中等的国家，癌症病例的增长幅度最为显著[5]。因此，癌症的防控

形势依然十分严峻。

Fig 1-1 Number of new cancer cases worldwide in 2020[1]

图 1-1 2020年全球癌症新发病例数[1]

随着人们对健康意识的增强以及医疗技术的不断进步，癌症的预防和治疗疗

效也在不断改善。此外，随着治疗肿瘤的创新药逐渐开发，早期和中期癌症患者

的生存率和生存时间得到一定提高[6, 7]。然而对于晚期癌和转移癌来说，患者的

生存率改善并不明显，当前医疗技术还无法完全解决所有癌症治疗难题[8]。在与

癌症长期斗争的过程中，人们开发出了许多治疗方法，主要包括手术、化疗、放

疗和免疫治疗等[9-11]。放射治疗（Radiation Therapy, RT）是传统肿瘤治疗策略之

一，目前在临床上仍广泛应用。它主要包括体外射线治疗（External irradiation

radiotherapy, EBRT）和内放射治疗（Internal radioisotope therapy, RIT）两种方式

[12]。EBRT利用 X射线或γ射线从外部照射肿瘤部位从而造成肿瘤杀伤，是许多
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肿瘤类型的首选治疗方法。RIT则运用放射性同位素在体内杀伤肿瘤细胞，其特

点是治疗区域精确，对周围正常组织影响小[13, 14]。总体来说，放射治疗作为肿瘤

治疗重要手段之一，在临床实践中具有广泛的应用前景。为了在肿瘤部位实现放

射性核素的靶向输送，已经开发了各种纳米载体，包括无机和有机纳米材料，以

提高治疗效率并将副作用降至最低[15-17]。然而，用于放射性标记的纳米载体面临

着较低的放射标记效率，以及肿瘤靶向性差等挑战，这将限制 RIT的治疗效果[18,

19]。此外，RIT对晚期肿瘤影响不大，也不能预防肿瘤复发。然而，有大量研究

表明，放射治疗会导致肿瘤细胞免疫原性死亡（Immunogenic cell death, ICD），

继而释放肿瘤相关抗原（Tumor associated antigens, TAAs），并激活了体内的抗

肿瘤免疫应答，这极大地增强肿瘤放射治疗的疗效[20, 21]。

近年来，利用细菌外膜囊泡（Outer membrane vesicles, OMV）进行抗肿瘤治

疗引起了广泛的关注。OMV是由革兰氏阴性菌分泌，其粒径大小在 20-250 nm

之间[22]。与细菌相比，OMV缺乏在体内复制的能力，比细菌更具有良好的生物

安全性。此外，OMV具有优异的肿瘤靶向能力。因此，目前 OMV已成为肿瘤

治疗中常用的药物输送载体[23, 24]。OMV富含来自亲本细菌的多种成分，包括细

菌特有的蛋白质，细菌相关抗原以及病原体相关分子模式（Pathogen-associated

molecular patterns, PAMPs），如脂多糖、核酸和肽聚糖等。OMV可以激活多种

Toll样受体通路（Toll-like receptors, TLR）来调节和增强宿主的免疫应答[24, 25]。

研究还表明，OMV可以调节肿瘤免疫微环境的不同细胞成分，如 CD8+T细胞和

肿瘤相关巨噬细胞，刺激抗肿瘤细胞因子的分泌，从而增强抗肿瘤免疫反应的效

力[26]。此外有研究表明，低剂量的 OMV在机体内可作为良好的抗肿瘤免疫佐剂

[27]。鉴于这些优点，具有肿瘤靶向能力和免疫调节功能的 OMV显示出作为放射

性核素标记载体的巨大潜力。

1.2当前我国癌症发展状况

癌症是影响广泛的重要公共健康问题，也是我国重要死亡原因之一。根据

2020年全球癌症观察站（GLOBOCAN）显示，中国新增癌症患者约 457万例，

癌症相关死亡人数约 300万人，其中，肺癌、结直肠癌、胃癌、肝癌和食道癌在

中国年龄标化死亡率中位居前列[28]。不良的生活方式易导致癌症发生，大约有三
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分之一的癌症死亡与吸烟有关。同时，长期饮酒可能导致食道癌和肠胃癌的发生。

另外，人体细胞修复能力随着年龄的增长而逐渐减弱，导致患癌风险不断增加[29,

30]。总体来看，癌症仍然是影响广泛的重大健康问题，其发病率和死亡人数在不

断上升，引起国际社会广泛关注。近些年来，我国的癌症死亡率和生存率已得到

明显改善，从 2000年至 2016年，整体年龄标化死亡率每年下降 1.2%，癌症的 5

年生存率也从 2003年至 2005年的 30.9%增加到 2012年至 2015年的 40.5%[31, 32]。

这些改善可能归因于人们健康意识的不断增强，癌症诊断与治疗能力的提高、多

学科团队方法的采用等多个方面。

1.3肿瘤治疗

目前常见的肿瘤治疗手段包括手术治疗、放射治疗、化疗、靶向治疗、免疫

治疗。手术是最常见的治疗方式，通过手术切除肿瘤组织。放射治疗利用高能射

线杀死癌细胞或阻止其生长。化疗则通过使用药物杀死癌细胞或阻止其增殖。靶

向治疗则是通过药物干扰癌细胞特定的生长信号通路。免疫治疗通过激活患者自

身的免疫系统，促使其识别和攻击癌细胞，从而达到抑制肿瘤生长和扩散的效果。

此外，还有一些新型的治疗手段，如基因治疗和细胞治疗，也在不断发展和应用

中。

1.3.1手术治疗

虽然治疗肿瘤的手段越来越多，但仍然有 60％以上的肿瘤以手术治疗为手

段[33]。手术治疗主要分为以下几种：1.根治性手术。根治性手术彻底切除肿瘤病

灶，并对附近可能被癌细胞侵犯的淋巴结进行清扫。主要适用于早期未转移的恶

性肿瘤。2.减瘤手术。对于已向远处转移或扩散的肿瘤，如果原发肿瘤可以被手

术切除，这将有助于减轻身体症状，增强免疫功能，并且有利于其他治疗方法（比

如化疗、放疗等）的有效实施。3.姑息治疗手术。在某些情况下，当部分肿瘤的

手术效果有限，但患者出现严重并发症时，可以通过手术治疗解除直接的生命威

胁[34]。4.修复性手术。有些手术对患者的创伤和外貌造成了严重影响，但随着医

学科学的发展，现在可以通过手术进行重建，比如乳腺癌切除术后的乳房重建，

以及直肠癌切除后进行的原位肛门重建手术等。需要强调的是，手术治疗对患者



安徽工程大学硕士学位论文

4

的身体状况有一定要求。如果患者存在严重的心脏、肝脏、肾脏、肺部等疾病，

或者由于其他原因无法承受手术，就需要寻求其他治疗方案。

1.3.2化学治疗

化学疗法是肿瘤治疗中常用的方法之一。在治疗过程中，医生通常会根据患

者的状况选择适当的药物。这些药物可以通过静脉注射或口服方式进入血液循环，

从而全身发挥作用。它们可以扩散到肿瘤细胞聚集的部位，通过不同途径杀灭病

变细胞，以达到控制和杀灭肿瘤的目的[35, 36]。其优点包括：1.可以直接杀死肿瘤

细胞，缩小肿瘤大小，延缓疾病进展。2.对于一些无法手术切除的肿瘤，如转移

性肿瘤，是有效的治疗方法。3.化疗药物通过机体的血液循环可以到达肿瘤的各

个部位，包括原发灶和转移灶，覆盖范围比手术治疗更广，能够有效杀灭分散的

癌细胞，从而提高治疗效果。4.可与手术、放疗等其他治疗方式联合使用，提高

治疗效果。尽管化疗具有以上众多优点，但同时也有一些副作用：1.化疗药物对

正常细胞也有一定毒性，容易引起不适反应如恶心、呕吐等。2.长期使用可能损

害重要器官如心脏、肝脏、骨髓等。3.治疗效果依赖于患者的耐受性和肿瘤的敏

感性，部分肿瘤对化疗不敏感。4.化疗后会导致人体免疫力下降，使患者更容易

受到外界病原体的侵袭。总的来说，化学疗法是一种重要的肿瘤系统性治疗方法，

但也存在一定的毒副作用。因此，需要根据病情选择合适的药物和方案进行个性

化治疗。

1.3.3靶向治疗

靶向治疗是一种新兴的肿瘤治疗方法，能够通过干扰肿瘤所需的特定细胞分

子来阻止肿瘤细胞的生长[37, 38]。其主要特点和优势包括：1.针对肿瘤相关基因或

蛋白进行靶向治疗。2.使用小分子抑制剂药物有针对性地作用于这些靶点，从而

抑制肿瘤的生长和扩散。3.与化疗相比，靶向治疗的毒副作用较小，对正常细胞

的影响相对较小。4.适用于多种晚期肿瘤，如乳腺癌、肺癌、结直肠癌等，对化

疗无效的患者也可能有益。5.具有较高的个性化程度，能够根据肿瘤的分子特征

选择相应的靶向药物。6.在一些肿瘤类型如白血病中效果显著。靶向治疗的缺点

是研发周期长，应用范围相对狭窄。总的来说，它代表了肿瘤治疗的新发展趋势

[39, 40]。
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1.3.4放射治疗

肿瘤放射治疗是一种利用高能辐射来破坏癌细胞或阻止其生长的治疗方法

[41]。这种治疗方法可以通过直接破坏癌细胞的 DNA，使其无法继续生长和分裂，

从而达到治疗的目的[42]。放射治疗通常通过放射线治疗机器或其他放射源进行，

可以针对特定的肿瘤部位进行定向照射，降低对健康组织的伤害。放射治疗通常

作为肿瘤治疗的一部分，可以单独应用或与手术、化疗等其他治疗方法联合使用，

以提高治疗效果。放射治疗分为外照射放疗和内照射放疗两种方式[43]。外照射治

疗利用加速器产生的高能射线，如 X 射线、电子束、质子束等，从外部照射肿

瘤靶区。内照射放疗则利用放射性同位素内部照射癌细胞，产生α、β、γ等不同

类型射线，以实现治疗效果（图 1-2）[44, 45]。总体来说，外照射和内照射放疗都

是肿瘤治疗的重要方式之一。它们通过不同的辐射机制破坏肿瘤细胞核中的

DNA，导致 DNA的损伤和断裂，最终使肿瘤细胞以自噬、坏死和凋亡等方式死

亡[46]。

Fig 1-2 Nuclear imaging-guided radionuclide therapy for cancers[47]

图 1-2 核医学成像引导的放射性核素治疗癌症[47]

在使用放射性核素进行癌症治疗时，需要满足一定的物理和生物学条件。首

先，核素衰变产生的射线类型和能量范围应符合要求，即β射线最好低于 1 MeV，

α射线低于 6 MeV，γ射线尽量少。其次，核素的半衰期一般要求在 1-10天之间，
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以便控制治疗剂量。此外，核素衰变产物应该是稳定核素，对人体生物毒性小。

最后，核素的纯度和活度越高越好，有利于提高疗效和减少毒副作用。总体来说，

选择合适的放射性核素，结合其物理特性与生物学特性，可以实现肿瘤的精确放

射治疗，从而提高疗效并减轻不良反应[48, 49]。

放射性核素在癌症治疗中被广泛使用。常见α衰变型核素有锕-225（225Ac）

和砹-211（211At），其衰变会释放α粒子。然而，α粒子的穿透能力较弱（28-100

μm），治疗较大的肿瘤效果有限[50, 51]。β衰变型核素衰变时可以释放β粒子，常

见的包括碘-131（131I）、镥-177（177Lu）、钇-90（90Y）等[52]。体内放射性核素

治疗在治疗肿瘤过程中仍然存在一些挑战[53]。首先，对于一些肿瘤类型，如胰腺

癌，它们对放射性同位素治疗的敏感性较低。其次，放射性同位素在体内的分布

通常不够特异，影响了其在病灶部位作用效率。最后，体内放射性同位素治疗可

能对正常组织造成一定伤害[54, 55]。

为实现放射性核素在肿瘤部位的靶向输送。目前，已经开发了有许多纳米生

物材料用于特异性将放射核素输送至肿瘤部位，以改善治疗效果[56, 57]。在肿瘤治

疗方面，利用生物材料可以将放射性同位素有效聚集于肿瘤组织，同时最大限度

降低对正常组织的影响，以减轻治疗毒性（图 1-3）。总的来说，生物材料和纳

米技术为放射性核素定向输送提供了新的平台，有望解决当前临床应用中的一些

限制[58]。

Fig 1-3 Biomaterials-mediated internal radioisotope therapy[59]

图 1-3 生物材料介导的内放射性同位素治疗[59]
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1.3.5免疫治疗

肿瘤免疫治疗作为新兴的治疗方式，具有广泛的临床应用前景[60]。机体的免

疫系统具有免疫调节和监视功能，当机体遇到肿瘤细胞侵袭时，免疫系统能够识

别肿瘤细胞，并激活特异性免疫应答，从而清除肿瘤细胞[61-63]。然而，肿瘤细胞

能负向调节机体的免疫应答，从而逃避机体免疫监测。肿瘤免疫治疗通过激活和

调节抗肿瘤免疫系统，防止肿瘤细胞发生逃逸，增强机体对肿瘤细胞的杀伤能力，

从而增强抗肿瘤免疫应答[64-66]。一般认为肿瘤-免疫循环包括以下几个主要步骤：

1.肿瘤细胞释放特异性抗原。2.树突状细胞捕获并处理这些抗原。3.树突状细胞

将抗原呈递给 T细胞，引起 T细胞的激活。4.激活的 T细胞迁移到肿瘤部位。5.T

细胞浸润入肿瘤组织。6.T细胞识别并杀伤肿瘤细胞。

与传统肿瘤治疗手段相比，肿瘤免疫治疗特异性更强，从而减少对正常组织

的伤害。目前，临床上广泛应用的肿瘤免疫治疗方法包括免疫检查点抑制剂治疗、

过继性细胞免疫治疗等[67, 68]。1.免疫检查点抑制剂治疗。免疫系统中，负向调控

T淋巴细胞激活的因子称为免疫检查点分子，免疫检查点分子在维持机体免疫稳

态过程中具有重要作用 [69-71]。细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4（Cytotoxic T

lymphocyte-associated antigen-4, CTLA-4 ） 以 及 程 序 性 细 胞 死 亡 受 体 1

（Programmed cell death-ligand 1, PD-1）是最有效的 T细胞免疫检查点分子[72, 73]。

通常 CD4+和 CD8+T 细胞表面会表达 CTLA-4 分子，CTLA-4 与抗原递呈细胞

（Antigen-presenting cells, APCs）上的 B7配体结合并产生抑制 T细胞活化信号。

作为免疫检查点抑制剂的 CTLA-4 单克隆抗体和 CTLA-4 分子抑制剂可以消除

CTLA-4对 T细胞活化的抑制作用，提高 T细胞应答水平，增强免疫系统的抗肿

瘤效应。PD-1在 T淋巴细胞激活或扩增期间表达，可以与肿瘤细胞或其他免疫

细胞上的 PD-L1、巨噬细胞和树突状细胞上的 PD-L2 结合，抑制细胞内信号传

导，降低效应 T淋巴细胞活性，诱导 T淋巴细胞凋亡，负向调控机体抗肿瘤免

疫反应，最终使肿瘤细胞发生免疫逃逸。使用 PD-1单克隆抗体，可以阻断 PD-1

与配体结合，可以恢复机体抗肿瘤免疫效力[74, 75]。多种免疫检查点抑制剂药物已

被批准上市用于临床肿瘤的免疫治疗，包括CTLA-4单克隆抗体 Ipilimumab，PD-1

单克隆抗体 Nivolumab、Pembrolizumab，PD-L1 单克隆抗体 Atezolizumab、

Avelumab等[76-78]。CTLA-4和 PD-1在机体免疫系统中发挥生物学效应的部位和
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时间各不相同，两者在功能上相互补充，确保 T淋巴细胞反应有效保护机体免受

肿瘤细胞侵害的同时保持适当水平自我耐受[79, 80]。

过继性细胞免疫治疗则是通过在癌症患者体内或供体中采集免疫细胞，如 T

细胞或自然杀伤细胞。然后将收集的免疫细胞进行体外改造、激活并扩增这些免

疫细胞，使其具有更强的抗肿瘤能力，最后再重新输回患者体内，识别并攻击体

内肿瘤细胞[81, 82]。目前，嵌合型抗原修饰的Ｔ细胞（CAR-T）、肿瘤浸润性淋巴

细胞（Tumor Infiltrating Lymphocytes，TILs）和Ｔ细胞受体修饰（TCR-T）在抗

肿瘤免疫治疗当中具有广阔的应用前景。TILs和 TCR-T治疗可以在体内持续发

挥作用，但其抗肿瘤效力有限以及较大的不良反应限制了它们在临床中的应用。

CAR-T治疗方法是指使用基因工程的方法把能够识别 TAAs 的特异性位点与患

者的Ｔ淋巴细胞嵌合，使得Ｔ细胞具有特异性识别肿瘤细胞的能力，最后再将这

类Ｔ细胞输回机体的一种抗肿瘤方法[83, 84]。CAR-T细胞同时具有抗原特异性和

细胞活化特性，能够特异性杀伤肿瘤细胞，有一定的治疗效果，但是目前临床数

据有限，需要更多的临床试验数据的支持。实体肿瘤中缺乏能够被机体免疫细胞

识别的 TAAs，较难分离得到有效的供体免疫细胞，因而该方法在临床上多用于

浸润性肿瘤的治疗[85, 86]。过继性细胞免疫治疗的副作用主要表现为细胞因子释放

综合征和神经毒性，使用糖皮质激素或者 Tocilizumab可在一定程度上缓解不良

反应；然而，复杂的制备流程和高额的费用是该方法在临床应用上的最主要限制

因素。

1.4放疗对免疫治疗的作用

尽管免疫治疗在治疗恶性肿瘤方面具有很大的吸引力，但在临床实际应用中

发现单独的免疫治疗疗效并不理想。此外，由于肿瘤的复杂性，异质性、以及单

一疗法的局限性，越来越倾向于采用多种治疗手段联合治疗恶性肿瘤的策略，其

中放射治疗和免疫治疗相结合，有着独特的先天优势。具体来说，放射治疗可以

导致肿瘤细胞免疫原性死亡，继而释放肿瘤抗原，从而激活体内的抗肿瘤免疫反

应 [87, 88]。此外，肿瘤细胞经放射杀伤后会释放损伤相关分子模式（Damage

associated molecular patterns, DAMPs）、高迁移率族蛋白 B1（High mobility group

box 1 protein, HMGB1）和腺嘌呤核苷三磷酸（ATP）等因子，这些因子可以激
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活DCs[89]。随后DCs向naive T细胞传递肿瘤抗原，促进naive T细胞转化为CTLs，

从而识别并对肿瘤细胞进行杀伤（图 1-4）。此外，受到辐射的癌细胞，其表面

的主要组织相容性复合体-1（Major histocompatibility complex-I, MHC-I），细胞

间黏附分子-1（Intercellular cell adhesion molecule-1, ICAM-1）表达增加，从而增

强 CTLs的肿瘤杀伤能力[90, 91]。此外，放射治疗还可以导致相关细胞因子的释放

从而在肿瘤病灶部位招募 T 细胞。与此同时，有研究表明，放射治疗可以激活

DCs、减少调节 T细胞（Regulatory T cells, Treg）数量。值得庆幸的是，免疫治

疗（αPD-L1）联合放射治疗已经在临床治疗非小细胞肺癌上取得了显著的成果，

患者的生存期有效的被延长。

Fig 1-4 Immunostimulatory effects of radiotherapy[92]

图 1-4 放疗的免疫刺激效应[92]

总的来说，采取放射治疗和免疫治疗的联合手段，在一定程度上弥补了各自

的局限性，从而实现了更有效地肿瘤治疗[93-95]。

1.5细菌外膜囊泡

细菌外膜囊泡（OMV）是由革兰氏阴性菌分泌的纳米囊泡[96]。OMV来源于

细菌的外膜，其粒径大小为 20-250 nm。OMV 具有多种细菌来源成分，包括细

菌特异性抗原以及各种病原体相关分子模式（PAMPs），如脂多糖、脂蛋白、肽

聚糖、DNA、RNA等（图 1-5）[97, 98]。
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Fig 1-5 Structure and components of OMVs secreted by Gram-negative bacteria[99]

图 1-5 革兰阴性细菌分泌的 OMV的结构和组分[99]

1967年，Chatterjee和 Das在研究霍乱弧菌时偶然发现 OMV的存在。随后，

越来越多的革兰氏阴性菌也被证实可以分泌 OMV，并且在某些革兰氏阳性细菌

中也观察到了类似囊泡的释放现象。在过去的几年里，OMV已成为不同生物医

学应用的免疫治疗剂。OMV通常比其亲本细菌小得多，而且由于其不可复制的

性质，OMV比亲本细菌具有更高的生物安全性。由于 OMV含有亲本细菌诸多

免疫原性成分，因此它们可以调节和激活宿主的免疫系统。

与亲本细菌相似，OMV显示出偏好在肿瘤组织中积累，因此，它们有希望

成为肿瘤靶向递送的载体。此外，最近的一项研究表明，静脉注射 OMV可以促

进免疫细胞分泌干扰素-γ，从而激活强大的抗肿瘤反应。鉴于 OMV优异的特性，

OMV 有望开发成为一种放射性核素标记的肿瘤靶向纳米载体。到目前为止，

OMV和 RIT的研究尚未被报道，两者之间的相互机制尚不清楚。本研究论文在

基于细菌外膜囊泡的基础上，探究了内放射核素治疗联合细菌外膜囊泡在肿瘤治

疗方面的潜力。

1.6课题设计与研究内容

在这项研究中，我们设计了基于减毒鼠伤寒沙门氏菌外膜囊泡

（VNP20009-OMV）的递送平台，实现了放射性碘的高效稳定标记和增强肿瘤

放射免疫治疗（图 1-6）。具体地说，我们设计了表达富酪蛋白的减毒鼠伤寒沙

门氏菌外膜囊泡（STATH-OMV-PEG），它富含酪氨酸基团，为 125I/131I提供了

丰富的标记位点，从而实现了 125I/131I高效标记。131I-STATH-OMV-PEG 具有直

接诱导肿瘤细胞死亡和触发 ICD的双重作用，从而促进后续的抗肿瘤免疫应答。
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此外，OMV还可作为免疫佐剂诱导 DCs成熟，产生抗肿瘤细胞因子，增强 RIT

介导的抗肿瘤免疫应答。此外，131I-STATH-OMV-PEG介导的 RIT可以触发免疫

记忆效应，防止肿瘤的再侵袭。更重要的是，在小鼠原位结肠癌模型上验证了

131I-STATH-OMV-PEG良好的的治疗效果。综上所述，我们建立了基于工程化细

菌外膜囊泡从而实现 125I/131I高效标记和增强放射免疫治疗的递送平台，并评估

了其在肿瘤放射免疫治疗中的疗效，为肿瘤放射免疫治疗开辟了全新的领域。

基于以上内容，本课题的实验思路如下：（1）在本文中首先通过生物工程

手段构建表达富酪蛋白的工程化细菌外膜囊泡，并通过一系列手段对其进行表征。

（2）其次利用 Idogen邻位取代法，实现了 STATH-OMV-PEG的 125I/131I标记，

获得了 125I/131I-STATH-OMV-PEG，随后测定其标记率以及标记稳定性。（3）在

细胞层面上验证了OMV的生物安全性以及评估 131I-STATH-OMV-PEG对肿瘤细

胞的杀伤作用。（4）将 125I标记的细菌外膜囊泡（125I-STATH-OMV-PEG）对荷

瘤小鼠进行静脉注射，依靠 125I 优异的成像能力，通过 SPECT/CT，验证 OMV

的肿瘤靶向能力。（ 5）建立 CT26 皮下 肿瘤模型 ，评估静脉 注射

131I-STATH-OMV-PEG 后 的 治 疗 疗 效 。 （ 6 ） 对 荷 瘤 小 鼠 静 脉 注 射

131I-STATH-OMV-PEG，3天后处死小鼠，取出肿瘤和淋巴结，将淋巴结制成单

细胞悬液并进行染色，最后通过流式细胞仪分析淋巴结中 DCs成熟情况。此外，

通过免疫荧光染色探究肿瘤组织中 ICD相关指标的表达情况。（7）通过 ELISA

试剂盒检测血清中抗肿瘤相关因子 TNF-α及 IFN-γ水平。（8）建立免疫记忆模型，

评估 131I-STATH-OMV-PEG对抑制肿瘤复发的疗效。（9）建立原位结肠癌模型，

评估 131I-STATH-OMV-PEG对原位结肠癌的疗效。
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Fig 1-6 Schematic illustration of engineered bacterial outer membrane vesicles

(STATH-OMV-PEG) for 125I /131I labeling (a) and enhanced tumor radioimmunotherapy (b)

图 1-6 用于 125I/131I标记（a）和增强肿瘤放射免疫治疗（b）的工程化细菌外膜囊泡

（STATH-OMV-PEG）示意图
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第二章 131I-STATH-OMV-PEG的制备及其细胞水平探究

2.1引言

近年来，癌症已成为对人类健康构成严重威胁的首要，对人类健康造成巨大

危害。RIT是临床肿瘤治疗的重要手段，为了实现放射性核素在肿瘤部位的靶向

输送，目前已经研发了各种纳米载体，包括无机和有机纳米材料，实现放射性核

素在肿瘤病灶部位精准治疗。

然而，如果纳米载体的靶向性差，会降低内放射治疗效率，从而使治疗效果

不理想。其次，纳米载体常存在着核素脱靶现象，脱靶的核素会分布到健康组织，

造成不必要的辐射损伤。此外传统纳米载体的放射性标记效率低下。因此可采用

以下策略从而解决上述难题：（1）选择具有优异肿瘤靶向性的纳米载体以实现

放射性核素在肿瘤部位的有效递送；（2）将纳米载体进行工程化修饰以提高纳

米载体的放射标记效率。OMV由于其具有较强的肿瘤靶向性和免疫佐剂的潜力，

目前在癌症治疗中受到广泛关注。因此，OMV有望作为放射性同位素 131I实现

肿瘤部位靶向递送的良好载体。然而传统 OMV的放射性碘标记位点少，这使得

标记效率大幅度降低。在此基础上，我们通过工程化策略构建了表达富酪蛋白的

细菌外膜囊泡，富酪蛋白含有丰富的酪氨酸，这为 131I提供了大量的标记位点，

从而使得纳米载体的标记效率显著提高。本章主要进行 131I-STATH-OMV-PEG

的制备及其结构表征，以及 131I-STATH-OMV-PEG 的放射标记、标记稳定性检

测。并在体外细胞水平探究 131I-STATH-OMV-PEG的生物学效应。

2.2实验材料与仪器

2.2.1实验材料

减毒鼠伤寒沙门氏菌（VNP20009）从 ATCC获得。Cy5.5-NHS购自山东星

光翡翠生物科技有限公司。酵母提取物，氯化钠，琼脂粉，碳酸钙购自上海国药

试剂。氢氧化钠购买于上海阿拉丁公司。无水乙醇购自于上海国药试剂。Iodogen

购自美国 Sigma-Aldrich公司。Na125I和 Na131I溶液购自上海 GMS药业有限公司。

三氯甲烷购自上海国药试剂。CT26细胞以及 HUVECs细胞购于生化与细胞所。

细胞培养基（Hyclone）与胎牛血清（Gibco）购买于苏州亿邦生物科技有限公司。
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青霉素链霉素购于苏州新赛美生物科技有限公司。

2.2.2实验仪器

γ计数仪来源于德国 Berthold公司。活度计来源于北京恒益德科技公司。双

人垂直流超净工作台（ESCO）、粒径仪及 zeta电位分析仪（Zetasizer Nano ZS90）、

透射电子显微镜（Tecnai G2 spirit BioTwin）、纯水系统（Direct Q5）、全功能酶

标仪（Synergy NEO）等仪器来自于苏州大学仪器共享平台。

2.3实验方法

2.3.1构建表达富酪蛋白的减毒沙门氏菌

将编码AIDA-I自身转运蛋白结构域和 STATH的DNA片段插入到可持续表

达的 pET28a 载体中，然后将表达载体电转染到减毒的 VNP20009 中。

STATH-VNP20009在含有卡那霉素（50 μg/mL）的LB培养基中在37°C和 200 rpm

下培养。

2.3.2超速离心法提取细菌外膜囊泡

上述工程化 VNP20009在 37℃、200 rpm的 LB液体培养基中培养。当细菌

悬浮液的 OD600达到 0.8时，向培养基中加入 0.5 mM异丙基-β-d-硫代吡喃半乳

糖苷（IPTG）并在 16°C下继续培养 14 h，诱导 AIDA-I-STATH蛋白表达。随后

将细菌溶液以 4000×g离心 10 min以除去细菌，然后通过 0.45 μm滤膜过滤细菌

碎片。接下来使用 100 kDa超滤膜对滤液进行浓缩。将浓缩液在 4°C，150000×g

条件下离心 2 h，获得 STATH-OMV。随后将这些 OMV重悬于 500 μL无菌 PBS

中，并在-80°C下储存，以进行进一步实验。

2.3.3 WB检测富酪蛋白表达

通过 BCA 蛋白质试剂盒对所提取的 OMV进行蛋白定量，随后通过蛋白质

印迹法（Western Blot）检测 OMV中 STATH的表达。

2.3.4 STATH-OMV的 PEG修饰

为了制备 STATH-OMV-PEG，将 2 mg DSPE-PEG2000与 1 mL STATH-OMV

（200 μg）混合。将该混合物超声处理 30 min，然后搅拌过夜。随后通过使用 100
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kDa超滤膜离心除去过量的 DSPE-PEG2000，得到 STATH-OMV-PEG。

2.3.5 STATH-OMN-PEG 形貌表征

将制备好的 STATH-OMV-PEG原液稀释到适当倍数，随后滴加到铜网上，

37℃下自然晾干，最后使用透射电子显微镜（TEM）对 STATH-OMV-PEG的形

态结构进行观察。

2.3.6 STATH-OMN-PEG粒径及ζ电位

将 STATH-OMV-PEG稀释液转移至样品池中，通过动态光散射粒径仪（DLS）

和 Zeta电位仪对 STATH-OMV-PEG的粒径和电位分别进行测量。

2.3.7 STATH-OMV-PEG的 131I标记率及标记稳定性

采用 Iodogen氧化法对STATH-OMV-PEG进行放射性 131I标记，首先将 20 μL

STATH-OMV-PEG溶液（1 mg/mL）加入含有 1mg Iodogen的 Eppendorf管中，

然后与 0.3 mCi的 Na131I混合。振荡 20 min后，将反应液通过超滤管（100 kDa）

离心从而去除未被标记的 131I。随后使用伽马计数器（PerkinElmer）测量放射性

标记率。为了研究放射性标记稳定性，将 131I-STATH-OMV-PEG（20μg，100 μCi）

分别用 PBS和 10%FBS重新悬浮。在不同的时间点（1、2、6、12和 24h）使用

超滤管（100 kDa）离心（4000 r/min）清洗。随后使用γ计数器检测超滤管的总

放射性、超滤管下层脱落 131I 的放射性与超滤管上层放射性，通过比值并计算

STATH-OMV-PEG的标记稳定性。

2.3.8 STATH-OMV-PEG细胞毒性实验

将人脐静脉上皮细胞（HUVECs）和结肠癌细胞（CT26）以每孔约 8000个

细胞数传代到 96孔板中，并在 37℃，5%二氧化碳条件下培养。待细胞完全贴壁

后，将含有不同浓度 STATH-OMV-PEG（0、2.5、5、10、20和 40 μg/mL）的培

养基加到 96孔板中并与细胞孵育 24 h。待孵育完成，用 PBS清洗 96孔板中残

留的培养基，每孔加入 10 μL CCK-8溶液（每组 3个平行样），37℃条件下孵育

2 h，最后用酶标仪检测 450nm处的吸收值。细胞存活率为：100%×（处理组吸

收值-空白组吸收值）/（对照组吸收值-空白组吸收值）。

2.3.9细胞摄取实验
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将 CT26结肠癌细胞以每孔 8000数目加入 24孔板中，等细胞完全贴壁生长

后，将 CT26结肠癌细胞与 Cy5.5偶联的 STATH-OMV-PEG（20 μg/mL）分别孵

育 0、4、12和 24 h。随后收集细胞并通过流式细胞仪进行分析。此外，将 CT26

结肠癌细胞以每皿 5×104个细胞数传代到共聚焦培养皿中，等细胞完全贴壁后，

将 CT26结肠癌细胞与 Cy5.5偶联的 STATH-OMV-PEG（20 μg/mL）孵育 24 h。

然后用 PBS洗涤细胞，用 4%多聚甲醛固定，并用 DAPI染色 10 min。最后，通

过共聚焦显微镜观察细胞摄取情况。

2.3.10 131I-STATH-OMV-PEG细胞杀伤实验

对于 131I-STATH-OMV-PEG的细胞杀伤实验，采用 CCK-8法进行评估：将

CT2结肠癌细胞以每孔 8000的细胞数目加到 96孔板中，待细胞完全贴壁后，将

不同放射剂量（0、6.25、12.5、25、50和 100 μCi）的 131I-STATH-OMV-PEG（20

μg/mL）加入到 96孔板中孵育 24 h，接下来用 PBS清洗残留的培养基，随后每

孔加入 10 μL CCK-8溶液（每组 3个平行样），37℃条件下孵育 2 h，最后用酶

标仪检测 450 nm处的吸收值。细胞存活率为：100%×（处理组吸收值-空白组吸

收值）/（对照组吸收值-空白组吸收值）。

2.3.11 γ-H2AX核损伤实验

为了评估 131I-STATH-OMV-PEG 对 CT26 细胞的 DNA 损伤程度，将 CT26

结肠癌细胞以每皿 5×104个细胞数传代到共聚焦培养皿中，待 CT26结肠癌细胞

完全贴壁后，将放射剂量为 20 μCi 的 131I-STATH-OMV-PEG（20 μg/mL）加入

共聚焦皿孵育 12 h，随后对细胞进行γ-H2AX和 DAPI染色。详细染色步骤：将

原培养基去除并用 PBS清洗三遍，通过 4%多聚甲醛将细胞固定 10 min，随后用

PBS清洗 3遍，随后用破膜封闭液（5% FBS/0.3% Triton-100/PBS）处理细胞。

接下来将共聚焦培养皿中加入γ-H2AX抗体稀释液（1：200）并在 4℃孵育过夜。

第二天用 PBS润洗 3次，随后在每个共聚焦培养皿中加入二抗稀释液（1：200），

在室温条件下孵育 2 h，孵育完毕后用 PBS清洗，随后将细胞用 DAPI染料进行

染色，染色处理 15 min后用 PBS清洗多次以去除多余的染料。最后使用 Olympus

共聚焦显微镜观察 CT26细胞的 DNA损伤程度并进行评估。
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2.4 实验结果与讨论

2.4.1 131I-STATH-OMV-PEG的制备及表征

OMV有着独特的肿瘤靶向性，以及较强的生物安全性，目前广泛的用于肿

瘤的治疗研究。此外 OMV含有一系列来源于亲本细菌的成分，包括细菌特异性

抗原、蛋白质以及 PAMPs。OMV可以作为免疫佐剂有效地激活宿主的免疫系统，

以及促进机体产生抗肿瘤细胞因子。基于以上优点，OMV可被开发成一种优异

的放射性标记纳米载体，将 OMV与 RIT相结合，有望突破单一治疗的局限性。

OMV膜蛋白当中的酪氨酸可以实现放射性碘（125I/131I）标记。为了提高放射标

记效率，我们通过生物工程技术将富酪蛋白（Statherin, STATH）引入 OMV 表

面。STATH含有丰富的酪氨酸，可以为放射性碘提供更多的标记位点，从而提

高标记效率（图 2-1）。

Fig 2-1 Schematic diagram of the bacterial surface display technique
图 2-1 细菌表面展示技术

具体而言，将编码 AIDA-I 自身转运蛋白结构域和富酪蛋白的 DNA 片段插

入到可持续表达的 pET28a 载体中，然后将表达载体电转染到 VNP20009 中。

STATH-VNP20009在含有卡那霉素（50 μg/mL）的LB培养基中在37°C和 200 rpm

下培养。随后，通过超速离心法从 STATH-VNP20009 的培养上清液中收集表

STATH-OMV（图 2-2）。接下来将提取的 STATH-OMV 通过蛋白免疫印迹

（Western Blot）检测 STATH在细菌外膜囊泡当中的表达情况。

Fig 2-2 Bacterial outer membrane vesicle extraction
图 2-2细菌外膜囊泡提取

蛋白免疫印迹结果表明，STATH-OMV 成功表达富酪蛋白（图 2-3a）。为

了提高 STATH-OMV的生物相容性，使用DSPE-PEG对 STATH-OMV进行修饰。
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透射电镜结果显示，STATH-OMV-PEG表现出规则的球形结构（图 2-3b），此

外 DLS分析显示，STATH-OMV-PEG的平均直径约为 30 nm（图 2-3c）。

Fig 2-3 (a) The expression of AIDA-I-STATH in STATH-VNP20009 and STATH-OMV
was detected by western blot. (b) TEM image of STATH-OMV-PEG. (c) Dynamic light scattering
of STATH-OMV-PEG nanoparticles. (d) Zeta potential of STATH-OMV and STATH-OMV-PEG
nanoparticles. (e) 131I labeling rate of OMV-PEG and STATH-OMV-PEG nanoparticles. (f)
Radiolabeling stability of 131I-STATH-OMV-PEG in PBS and FBS solution. Error bars represent
mean ± SD (n = 3). P values were calculated via one-way ANOVA test (****P < 0.0001)

图 2-3（a）Western blot检测 STATH-VNP20009和 STATH-OMV中 AIDA-I-STATH 的

表达。（b）STATH-OMV-PEG 的 TEM 图像。（c）STATH-OMV-PEG 的动态光散射。（d）
STATH-OMV和 STATH-OMV-PEG 的 Zeta电位。（e）OMV-PEG和 STATH-OMV-PEG 的
131I标记率。（f）131I-STATH-OMV-PEG 在 PBS和 FBS溶液中的放射标记稳定性。误差条

代表均值±标准偏差（n = 3）。P值通过单因素方差分析（****P <0.0001）

经过 PEG 修饰后，STATH-OMV 的ζ电位从-20.4 mV 降至-24.5 mV，证实

PEG在 STATH-OMV 上成功修饰（图 2-3d）。放射性核素 131I 是临床治疗甲状

腺癌常用的放射性核素，在医学领域有着广泛的应用。131I发射的β、γ射线可诱

导肿瘤细胞 DNA损伤，引起明显的细胞毒性作用。STATH-OMV-PEG含有丰富

的酪氨酸，可以为放射性核素 131I提供大量的标记位点，其放射性标记率（82%）

远高于没有表达 STATH 的 OMV-PEG（12%）（图 2-3e）。接下来，我们研究

了 131I-STATH-OMV-PEG在 PBS和 10%FBS溶液中的放射性标记稳定性，如图

2-3f所示，131I-STATH-OMV-PEG表现出优异的标记稳定性。

2.4.2 STATH-OMV-PEG的细胞毒性及摄取
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接下来，我们评估了 STATH-OMV-PEG的细胞毒性。将 HUVECs和 CT26

细胞与不同浓度的 STATH-OMV-PEG孵育 24 h。图 2-4所示，即使高浓度下的

STATH-OMV-PEG（40 μg/mL），HUVECs和 CT26的细胞存活率也未受到显著

影响，说明 STATH-OMV-PEG对正常细胞的伤害极低，具有良好的生物相容性。

Fig 2-4 Relative cell viability of HUVEC human umbilical vein endothelial and CT26 colon
cancer cells after incubation with different concentrations of STATH-OMV-PEG for 24 h
图 2-4人脐静脉内皮细胞 HUVEC和 CT26结肠癌细胞与不同浓度 STATH-OMV-PEG

孵育 24小时后的相对细胞活力

接下来，进一步探索 CT26细胞对 STATH-OMV-PEG的细胞摄取。用 Cy5.5

标记的 STATH-OMV-PEG（20 μg/mL）与 CT26细胞孵育 4、12和 24 h。随后，

收集细胞并通过流式细胞术分析 Cy5.5-STATH-OMV-PEG被细胞摄取情况。如

图 2-5a, 2-5b 所示，CT26结肠癌细胞当中的荧光强度随着时间的推移而增强，

说明 CT26细胞可以持续摄取 STATH-OMV-PEG。

Fig 2-5 Evaluation of CT26 cells treated with Cy5.5-STATH-OMV-PEG (concentration: 20
μg/mL) using flow cytometry (a) and the Cy5.5 fluorescence intensity of CT26 colon cancer cells

at various time points (b)
图 2-5（a）用流式细胞术评估经 Cy5.5-STATH-OMV-PEG 处理的 CT26细胞（浓度：

20μg/mL）和孵育不同时间点后 CT26细胞中的 Cy5.5 荧光强度（b）
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同时，将 CT26细胞加入共聚焦培养皿中，待细胞完全贴壁之后，向共聚焦

培养皿分别加入无菌 PBS和 Cy5.5-STATH-OMV-PEG共孵育 24 h，随后用 PBS

清洗，用 4%多聚甲醛对细胞固定 10 min，随后用 DAPI染料染色 10 min，最后

通过 Olympus 共聚焦显微镜观察 CT26 细胞摄取 Cy5.5-STATH-OMV-PEG 的情

况。从图 2-6可以看到，共孵育 24 h后，蓝色的细胞核上有红色材料覆盖，说明

Cy5.5-STATH-OMV-PEG在体外可以被 CT26细胞有效摄取（蓝色：DAPI，红色：

Cy5.5）。

Fig 2-6 Confocal microscopic visualization of CT26 cells after 24 h of incubation with
Cy5.5-STATH-OMV-PEG at a concentration of 20 μg/mL of OMV

图 2-6 Cy5.5-STATH-OMV-PEG（浓度：20 μg/mL）与 CT26细胞孵育 24 h共聚焦成像

2.4.3 131I-STATH-OMV-PEG的细胞杀伤及 DNA断裂检测

随后通过 CCK-8评估了 131I-STATH-OMV-PEG对肿瘤细胞的杀伤性，如图

2-7所示。131I-STATH-OMV-PEG可以对 CT26细胞产生一定的杀伤作用，且杀

伤效果随着放射剂量的增加而增强。
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Fig 2-7 Assessment of the relative survival rate of CT26 cells following a 24-hour exposure to
varying concentrations of free 131I and 131I-STATH-OMV-PEG

图 2-7 CT26细胞与不同浓度的游离 131I和 131I-STATH-OMV-PEG孵育 24 h后的细胞相对存

活率

此外，我们还评估了 131I-STATH-OMV-PEG处理后 CT26的 DNA损伤情况。

如图 2-8a的γ-H2AX染色显示，131I-STATH-OMV-PEG处理的 CT26细胞表现出

显 著 的 绿 色 荧 光 ， 其 表 明 DNA 损 伤 。 与 游 离 131I 处 理 组 相 比 ，

131I-STATH-OMV-PEG 处理组的荧光强度更高。这种更强的荧光强度可归因于

131I-STATH-OMV-PEG在 CT26细胞中的摄取和保留，导致 DNA损伤增强（图

2-8b）。

Fig 2-8 (a) Confocal microscopy images showcasing the response of CT26 cells 24 hours post
various treatment protocols (blue: DAPI staining for nuclei; green: γ-H2AX indicating DNA
damage). Illustrative diagram depicting the DNA damage in CT26 cells induced by 131I-

STATH-OMV-PEG (b)
图 2-8（a）CT26细胞与各种处理方案孵育后 24 h的共聚焦显微镜图像（蓝色：细胞核的
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DAPI染色；绿色：γ-H2AX表示 DNA损伤）。131I-STATH-OMV-PEG 诱导的 CT26 细胞中

的 DNA损伤的示意图（b）

2.5 本章小结

本章完成了 131I-STATH-OMV-PEG 的制备和表征并在细胞水平上评估其肿

瘤杀伤能力。首先，通过生物工程手段成功构建了 STATH-OMV-PEG，在透射

电镜下，可观察到大小均匀的球形。通过粒度分析仪，对 STATH-OMV-PEG的

粒径进行了统计分析，平均尺寸为 30 nm。根据 STATH-OMV-PEG富含酪氨酸

的特性，得到标记稳定的 131I-STATH-OMV-PEG。通过细胞杀伤实验验证

131I-STATH-OMV-PEG可对 CT26细胞造成有效的杀伤，且肿瘤细胞的杀伤效果

随着放射剂量的增加而增强。此外γ-H2AX免疫荧光显示，131I-STATH-OMV-PEG

可造成 CT26细胞显著的 DNA损伤。综上所述，131I-STATH-OMV-PEG 具有良

好的体外杀伤肿瘤细胞效果，可作为肿瘤放射免疫治疗研究较为理想的药物。
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第三章 131I-STATH-OMV-PEG皮下瘤抑制作用

3.1引言

131I-STATH-OMV-PEG能够对结肠癌细胞造成 DNA损伤从而进行高效杀伤，

同时 STATH-OMV-PEG 具备免疫刺激作用从而增强体内抗肿瘤效果，因此

131I-STATH-OMV-PEG 可用作放射免疫治疗。SPECT是一种利用单光子发射进

行γ成像的影像学仪器，可对含γ射线的放射治疗过程实现实时监测，本章节首先

通过 SPECT 成像评估了 STATH-OMV-PEG 在体内的肿瘤靶向能力。随后以

131I-STATH-OMV-PEG为放射免疫治疗剂、以 Balb/c小鼠为活体实验对象，对放

射性核素标记的工程化细菌外膜囊泡的皮下瘤放射治疗效果进行评估。

3.2实验材料与仪器

3.2.1实验材料

PBS（武汉普诺赛公司），小鼠脱毛膏（英国利洁时公司），4%多聚甲醛溶

液（深圳瑞沃德公司）。Balb/c雌性小鼠（6~8周龄），购自 Viton Lever实验动

物公司。CT26单侧皮下瘤模型建立：将 50 μL含有 2×106个 CT26细胞的悬浮液

接种到小鼠的腋窝皮下。当肿瘤体积大小约 75 mm3时进行动物实验。当肿瘤体

积大小达到 1000 mm3时，默认荷瘤小鼠死亡，此时对小鼠实施安乐死。动物实

验符合实验动物中心批准的方案。

3.2.2实验仪器

SPECT-CT（荷兰MILabs公司），放射活度计（北京恒益德科技公司），

游标卡尺（宁波得力公司），分析天平（上海阿拉丁芯硅谷）。

3.3实验方法

3.3.1 SPECT/CT成像

将放射性活度为 200 μCi 的 125I-STATH-OMV-PEG（ 125I ： 200 μCi；

STATH-OMV-PEG ：20 μg），通过静脉给药的方式注射到 CT26荷瘤小鼠体内，

于注射后第 1、6、18、36、50 h进行 SPECT-CT成像（所有图像经 U-SPECT+/CT

显像系统-MILABS处理）。
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3.3.2生物分布

将放射性活度为 20 μCi 的 125I-STATH-OMV-PEG（ 125I ： 20 μCi；

STATH-OMV-PEG ：20 μg），通过静脉给药的方式注射到 CT26荷瘤小鼠体内，

在注射后的第 24 h处死小鼠，收集小鼠的心，肝，脾，肺，肾和肿瘤组织，使

用放射活度计检测各个器官和肿瘤组织的放射活度。

3.3.3体内放射免疫治疗

在进行体内放射治疗之前，首先构建 CT26单侧瘤皮下模型，当肿瘤体积大

小约 75 mm3，将荷瘤小鼠随机分为 4组：G1：PBS（i.v.）、G2：Free131I（200 μCi；

i.v.）、G3：STATH-OMV-PEG（20 μg；i.v.）、G4：131I-STATH-OMV-PEG（20

μg，200 μCi；i.v.）（n=5），肿瘤的体积大小每隔一天进行测量直至小鼠死亡或

者当肿瘤体积生长到 1000 mm3时。在治疗的第 14天，在各个治疗组中随机选取

小鼠并进行安乐死，收集肿瘤组织并进行 TUNEL（原位末端转移酶标记技术）

和 H&E（苏木精-伊红）染色处理，最后通过荧光显微镜观察肿瘤组织的损伤情

况。

3.3.4体内生物安全性评价

在体内放射治疗过程中，同时对小鼠体重进行监测。另外，在治疗后的第

14天，采集 PBS组、131I-STATH-OMV-PEG组的小鼠血液进行血常规血生化检

测，并在治疗后的第 14天，收集 PBS组、131I-STATH-OMV-PEG组小鼠的主要

器官并行 H&E染色，最后通过荧光显微镜观察主要器官的损伤情况。

3.3.5数据处理

通过 GraphPad Prism 7进行数据处理，所有的数据结果均以平均值±标准差

表示（n≥3）。数据间显著性差异通过单因素方差分析法（One way ANOVA）进

行分析。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

3.4 实验结果与讨论

3.4.1 SPECT-CT成像及生物分布
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在应用放射性核素标记的 STATH-OMV-PEG增强肿瘤放射免疫治疗之前，

我们首先探索了静脉注射 STATH-OMV-PEG 后，其在体内的行为。我们用 125I

标记的 STATH-OMV-PEG 进行 SPECT/CT 成像。通过静脉给药的方式将

125I-STATH-OMV-PEG（每只小鼠 20 μg，200 μCi）注射到 CT26荷瘤小鼠体内，

并在给药后的不同时间点（1、6、18、36和 50 h）进行 SPECT/CT成像。如图

3-1所示，125I-STATH-OMV-PEG在静脉给药后的 18 h在肿瘤中明显积聚。重要

的是，在小鼠中没有观察到甲状腺积聚，表明 125I-STATH-OMV-PEG 在体内具

有良好的放射性标记稳定性。

Fig 3-1 SPECT/CT images of the mouse with CT26 tumors at various time
points after i.v. injection of 125I-STATH-OMV-PEG

图 3-1 CT26肿瘤小鼠静脉注射 125I-STATH-OMV-PEG 后不同时间点的 SPECT/CT图像

随后，对 125I-STATH-OMV-PEG 在体内的生物分布进行了评估，静脉注射

24 h后，收集包括心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏和肿瘤在内的主要器官，称重，

并使用伽马计数器进行测量。如图中 3-2所示，125I-STATH-OMV-PEG在肿瘤部

位积聚，但由于网状内皮（RES）系统的吞噬作用，肝脏中有一些富集。
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Fig 3-2 Analysis of the biodistribution of 125I-STATH-OMV-PEG in the mice after injection of
24 h

图 3-2 125I-STATH-OMV-PEG 在注射 24 h后小鼠体内的生物分布分析

3.4.2 131I-STATH-OMV-PEG的体内肿瘤放射治疗

受到 STATH-OMV-PEG在 SPECT/CT成像中出色的生物分布的鼓舞，我们

继续评估 131I-STATH-OMV-PEG在肿瘤治疗中的治疗效果。将接种 CT26肿瘤的

Balb/c 小鼠随机分为四组（每组 5只小鼠）：G1：对照组（PBS），G2：游离

131I（200 μCi），G3：STATH-OMV-PEG（20 μg），G4：131I-STATH-OMV-PEG

（OMV：20 μg，131I：200 μCi），静脉注射药物后每隔一天测量肿瘤大小。如

图 3-3a 所 示 ， 与 游 离 131I 和 STATH-OMV-PEG 治 疗 组 相 比 ，

131I-STATH-OMV-PEG显著抑制了小鼠肿瘤生长。此外，131I-STATH-OMV-PEG

还显著延长了荷瘤小鼠的生存时间（图 3-3b）。

Fig 3-3 The progression of tumor size (a) and survival time (b) of mice with different
treatments (n=5)

图 3-3小鼠在不同治疗下的肿瘤大小（a）和存活时间（b）（n=5）
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为了进一步评估内放疗的效果，我们收集了不同治疗组小鼠的肿瘤组织，并

使用H&E和 TUNEL染色评估了肿瘤细胞的损伤程度和类型。在治疗的第 14天，

我们随机选择了每个治疗组中的 1只小鼠进行了肿瘤组织的 H&E 和 TUNEL 染

色分析。在图 3-4a，131I-STATH-OMV-PEG 治疗组的肿瘤切片当中具有大量

TUNEL阳性区域，表明肿瘤细胞主要通过凋亡方式死亡。与此同时，在图 3-4b

中，131I-STATH-OMV-PEG组的 H&E染色显示了肿瘤细胞核的大面积缺失，表

明肿瘤细胞大规模坏死，这与 TUNEL 切片染色结果相统一。总的来说，

131I-STATH-OMV-PEG作为一种出色的内放疗材料，能够诱导肿瘤细胞凋亡，进

而显著地抑制肿瘤细胞的增殖。

Fig 3-4 Microscopic images of H&E and TUNEL staining of tumor tissues from mice in
different treatment cohorts. G1: Control (PBS), G2: Free 131I (200 μCi), G3: STATH-OMV-PEG
(20 μg of OMVs), and G4: 131I-STATH-OMV-PEG (20 μg of OMVs corresponding to 200 μCi of

131I)
图 3-4 不同治疗组小鼠肿瘤组织的 H&E和 TUNEL染色的显微镜图像。G1：对照（PBS），

G2：游离 131I（200 μCi），G3：STATH-OMV-PEG（20 μg），以及 G4：131I-STATHOMV-PEG
（OMV：20 μg，131I：200 μCi）

此外，在内放射治疗过程中，全程对小鼠的体重进行了监测，如图 3-5所示，

与对照组相比，131I-STATH-OMV-PEG治疗组的小鼠体重没有显著变化，进而也

说明了 131I-STATH-OMV-PEG具有优越的生物安全性。
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Fig 3-5 Body weight of mice after different treatments. G1: Control (PBS), G2: Free 131I (200
μCi), G3: STATH-OMV-PEG (20 μg), and G4: 131I-STATH-OMV-PEG (20 μg, 200 μCi). Error

bars represent mean ±SD (n = 5)
图 3-5 不同处理后小鼠的体重。G1：对照（PBS），G2：游离 131I（200 μCi），G3：

STATH-OMV-PEG（20 μg），G4：131I-STATH-OMV-PEG（20 μg，200 μCi）。误差条表示

平均值±SD（n=5）

此外，为了更一步评价 131I-STATH-OMV-PEG的体内生物安全性。在治疗第

14天，对 PBS组和 131I-STATH-OMV-PEG治疗组的小鼠取血进行血常规检测与

血生化指数的化验，检测结果表明，在 PBS组与 131I-STATH-OMV-PEG治疗组

之间，主要的血常规以及肝肾功能指标 ALT、AST、ALP、UREA等没有明显的

波动（图 3-6），可证实 131I-STATH-OMV-PEG作为治疗剂的安全性。

Fig 3-6 Blood parameters of CT26 tumor-bearing mice on day 14 after PBS or
131I-STATH-OMV-PEG treatment. Error bars represent mean ± SD (n = 3)

图 3-6 PBS或 131I-STATH-OMV-PEG 治疗后第 14天的 CT26荷瘤小鼠的血液参数。误

差条表示平均值±SD（n=3）

在内放射治疗结束时，我们随机选择了 PBS组和 131I-STATH-OMV-PEG治

疗组中的一只小鼠进行安乐死，并收集其主要脏器进行 H&E染色。结果显示，

与 PBS 组相比，131I-STATH-OMV-PEG 治疗组的心脏、肝脏、脾脏、肺部和肾

脏组织结构完整，进一步证实了 131I-STATH-OMV-PEG 的良好生物安全性。综
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上所述，131I-STATH-OMV-PEG表现出良好的生物相容性，可作为一种出色的内

放射治疗材料（图 3-7）。

Fig 3-7 H&E stained sections of the heart, liver, spleen, lung, and kidney of mice after 14 days of
different treatments

图 3-7 不同处理 14天小鼠的心、肝、脾、肺和肾的 H&E染色切片

3.5 本章小结

本章研究旨在评估放射性碘标记的 STATH-OMV-PEG在内放射治疗中的疗

效。首先，通过 SPECT/CT成像证实了 125I-STATH-OMV-PEG 具有良好的肿瘤

靶向能力。随后，建立了 Balb/c 小鼠的单侧 CT26 荷瘤模型，评估了

131I-STATH-OMV-PEG 在体内的放射免疫疗效。结果显示，静脉给药

131I-STATH-OMV-PEG后，肿瘤的生长显著被抑制，免疫组化切片结果表明其主

要通过细胞凋亡诱导肿瘤细胞死亡。另外，小鼠的体重变化、治疗期间的血液指

标以及治疗结束时小鼠的主要器官的 H&E 染色切片等数据也说明了

131I-STATH-OMV-PEG作为一种安全的内放射治疗材料的潜力。
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第四章 131I-STATH-OMV-PEG 的体内免疫刺激效应及肿

瘤放射免疫治疗

4.1 引言

放射治疗可以诱导 ICD，从而促进机体免疫系统的活化。OMV作为高效的

免疫佐剂，可以增强内放疗介导的抗肿瘤免疫反应。本章将主要评估荷瘤小鼠在

静脉给药 131I-STATH-OMV-PEG 后体内产生的免疫学效应以及该策略在多种小

鼠肿瘤模型中的疗效。研究内容以下：通过肿瘤切片的免疫荧光染色，随后观察

ICD相关指标的表达情况（CRT和 HSP-70）、分析荷瘤小鼠治疗后淋巴结中 DCs

的成熟、血液中抗肿瘤细胞因子水平的检测。随后，建立小鼠免疫记忆模型，探

究 131I-STATH-OMV-PEG 对小鼠肿瘤复发的抑制效果。最后为了探究该策略在

临床治疗结肠癌的效率，我们建立了原位结肠癌模型，并评估了其在治疗原位结

肠癌中的疗效。

4.2 实验材料与仪器

4.2.1 实验材料

用于免疫染色的荧光抗体 CD3-FITC、CD4-APC、CD8-PE、CD80-APC、

CD86-PE、CD11c-FITC购自于美国 eBioscience公司。放射性核素 131I购自上海

欣科医药有限公司。4%多聚甲醛购自于深圳瑞沃德公司。

4.2.2实验仪器

流式细胞仪（荷兰MILabs公司），激光共聚焦显微镜（日本 OLYMPUS公

司），小动物活体成像仪（美国 Perkinelmer公司）。

4.3实验方法

4.3.1组织切片免疫荧光染色

将健康的 Balb/c小鼠（6-8周龄）平均分为 4组，并向每只小鼠腋窝皮下注

射 50 µL包含大约 2×106个 CT26结肠癌细胞的 PBS，待肿瘤体积大小约 75 mm3，

向各组的小鼠通过静脉给药的方式分别注射 50 µL 的 131I-STATH-OMV-PEG 溶

液（131I：200 µCi，OMV：20 µg）、游离 131I（200 µCi）、STATH-OMV-PEG
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（20 µg）及 PBS溶液。治疗三天后处死小鼠，取小鼠皮下肿瘤组织，并进行包

埋冰冻切片处理，随后用 CRT，HSP-70免疫荧光抗体将肿瘤冰冻切片染色，最

后使用激光共聚焦显微镜观察肿瘤组织 ICD相关蛋白的表达情况。

4.3.2 DCs成熟分析

具体来说，将健康的 Balb/c小鼠（6-8周龄），平均分为 4组。为了建立皮

下肿瘤模型，向每只小鼠腋窝皮下注射50 µL包含大约2×106个CT26细胞的 PBS。

待肿瘤体积大小约 75 mm3，静脉给药以下药物：131I-STATH-OMV-PEG（200 μCi，

OMV 20 μg）、游离 131I（200 μCi）、STATH-OMV-PEG（20 μg）和 PBS。治疗

后三天，取荷瘤小鼠腹股沟淋巴结，制成单细胞悬液并用相关抗体进行染色，最

后通过流式细胞仪进行 DCs成熟分析。

具体步骤：（1）准备 FACs溶液和组织消化酶；（2）将淋巴结置于含有 PBS

溶液的 EP管中剪碎；（3）将组织匀浆离心（1800 r/min，5 min），去除上清液，

在 EP管中加入组织消化酶，室温下消化 1 h；（4）使用尼龙滤网过滤，将滤液

离心（1800 r/min，5 min），去除上清液，加入 FACs重悬，随后离心去除上清，

重复 3次，最后用 FACs重悬；（5）每个样品加入 CD11c-FITC、CD80-APC、

CD86-PE染色 1 h，每 10 min震荡一次；（6）染色结束后离心（1800 r/min，5min），

去除上清液，加入 FACs洗涤液，重复洗涤 3次，最后用 FACs重悬并通过流式

细胞仪进行分析。

4.3.3 ELISA法检测血清免疫因子

取各治疗组小鼠血清，稀释后根据 ELISA试剂盒说明书检测血清中 TNF-α、

IFN-γ水平。

4.3.4免疫记忆模型治疗实验

为了评估 131I-STATH-OMV-PEG产生的免疫记忆效应，首先建立 CT26皮下

肿瘤模型，当肿瘤体积大小约 75mm3时，将 CT26 荷瘤小鼠随机分组（G1：手

术组、G2：131I-STATH-OMV-PEG（131I :200 μCi，OMV:20 µg），每组 5只，通

过上述治疗手段消除皮下肿瘤，治疗后第 40天，在小鼠皮下再次植入 CT26肿

瘤细胞，观察并记录肿瘤的生长情况。此外，在治疗第 40天，取不同治疗组的
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小鼠脾脏组织，并使用特定抗体（包括 anti-CD3-FITC、 anti-CD8-PE、

anti-CD62L-PE-cyanine7 和 anti-CD44-APC）对脾脏中的免疫细胞进行染色，最

后通过流式细胞仪检测脾脏中效应记忆 T细胞（TEM）和中心记忆 T细胞（TCM）

的比例。

4.3.5原位结肠癌模型治疗实验

我们建立了CT26原位结肠肿瘤模型，该肿瘤模型稳定表达萤火虫荧光素酶，

用于验证 131I-STATH-OMV-PEG 介导内放疗的有效性。对原位结肠肿瘤模型小

鼠静脉注射以下药物：G1：PBS、G2：游离的 131I（200 μCi）、G3：STATH-OMV-PEG

（OMV:20 µg）、G4：131I-STATH-OMV-PEG（131I :200 μCi，OMV:20 µg ）。

最后，使用 IVIS 小动物成像仪监测原位肿瘤生长，并记录小鼠的生存周期和治

疗期间的体重变化。

4.3.6数据分析

通过 GraphPad Prism 7进行数据处理，所有的数据结果均以平均值±标准差

表示（n ≥ 3）。数据间显著性差异通过单因素方差分析法（One way ANOVA）

进行分析。* P＜0.05，**P＜0.01，*** P＜0.001，**** P＜0.0001。

4.4 结果与讨论

4.4.1放疗导致肿瘤细胞免疫原性死亡相关蛋白表达的验证

为了评估内放疗之后肿瘤 ICD 相关指标的表达情况（CRT，HSP-70），通

过静脉给药的方式给 CT26荷瘤小鼠注射以下药物 G1：PBS、G2：Free 131I（200

μCi）、G3：STATH-OMV-PEG（20 µg）、G4：131I-STATH-OMV-PEG（131I: 200

μCi，OMV: 20 µg），治疗三天后处死小鼠并取皮下肿瘤，并进行包埋冰冻切片

处理，随后用 CRT，HSP-70免疫荧光抗体将肿瘤冰冻切片染色，最后使用激光

共聚焦显微镜观察肿瘤组织的 CRT与 HSP-70的表达情况。如图 4-1所示，游离

131I治疗组显示出较少的 CRT与 HSP-70信号（绿色荧光与红色荧光），这是由

于游离的 131I 不能靶向到肿瘤部位从而无法诱导 ICD。值得注意的是，单纯的

OMV也可以诱导 ICD从而表现出较强的免疫荧光。最后，131I-STATH-OMV-PEG

处理组中的 CRT与 HSP-70表达最强，这可能是由于 OMV与 RIT相互作用导致
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大量的肿瘤细胞免疫性死亡。综上所述，通过肿瘤冰冻切片的免疫荧光分析结果

表明，131I-STATH-OMV-PEG可以通过内放疗诱发肿瘤细胞免疫原性死亡，并进

一步促进机体产生抗肿瘤免疫应答。

Figure 4-1 Immunofluorescent staining of HSP70 (a) and calreticulin (CRT) (c)in CT26 tumors at
3 day post treatment. Immunofluorescence quantitative statistics of HSP70 (b) and calreticulin

(CRT) (d)
图 4-1 CT26肿瘤在治疗后 3天的 HSP70 (a)和钙调蛋白（CRT）(c)的免疫荧光染色。HSP70

(b)和钙调蛋白（CRT）(d)的免疫荧光定量统计数据

4.4.2淋巴结树突状细胞（DCs）成熟

树突状细胞（DCs）在启动和调节免疫反应中的重要作用取决于它们的成熟

状态。随后，我们评估了不同治疗组中小鼠淋巴结中的 DCs成熟状态。具体而

言，在给药三天后，收集荷瘤小鼠的淋巴结，制成单细胞悬液并对其进行荧光染

色，最后通过流式细胞术进行分析。如图 4-2所示，与对照组、单独的 131I以及

STATH-OMV-PEG治疗相比，131I-STATH-OMV-PEG治疗后 DCs的成熟状态显

著提高。131I-STATH-OMV-PEG的肿瘤靶向能力显著促进了肿瘤的彻底清除并诱

导免疫原性细胞死亡。同时，OMV的免疫刺激特性在激活免疫系统中发挥了关

键作用。这种激活有助于 DCs的成熟并加速抗原呈递，从而加强抗肿瘤免疫应

答。
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Figure 4-2 Representative flow cytometry plots of DCs maturation in tumor-adjacent lymph nodes
after 3 days of varied treatments

图 4-2不同处理 3天后肿瘤邻近淋巴结中 DCs成熟的代表性流式细胞术图

4.4.3 血清免疫因子分析

肿瘤坏死因子α（TNF-α）具有直接杀伤肿瘤细胞和免疫调节活性。干扰素γ

（IFN-γ）则可以诱导肿瘤细胞凋亡和休眠等方式抑制肿瘤细胞的生长扩散。鉴

于 TNF-α和 IFN-γ在抗肿瘤免疫反应中的重要作用，因此对不同治疗组的两种细

胞因子水平进行分析。具体而言，在治疗后七天，我们使用眼球取血法从小鼠身

上获取全血，并分离出血清，通过 ELISA 试剂盒来检测血清中 TNF-α和 IFN-γ

的水平。值得注意的是，TNF-α和 IFN-γ两种细胞因子均在 131I-STATH-OMV-PEG

治疗组中水平最高（图 4-3a,4-3b）。因此，131I-STATH-OMV-PEG有望作为一种

免疫增强剂，启动并放大由 RIT介导的抗肿瘤免疫应答。

Figure 4-3 The anti-tumor cytokines TNF-α (a)and IFN-γ (b) levels were measured in mice serum
on day 7 after different treatments

图 4-3 在不同治疗后 7天，测定小鼠血清中抗肿瘤细胞因子 TNF-α（a）和 IFN-γ（b）的水

平

4.4.4免疫记忆模型治疗实验

为了研究 131I-STATH-OMV-PEG 对抗肿瘤免疫记忆的影响，我们将小鼠随
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机分为手术组和 131I-STATH-OMV-PEG 治疗组（图 4-4）。具体而言，将 CT26

荷瘤小鼠随机分为两组（G1：手术组、G2：131I-STATH-OMV-PEG（131I：200 μCi，

OMV：20 µg）。然后，我们通过手术治疗或者 131I-STATH-OMV-PEG来消除第

一个肿瘤。

Figure 4-4 Illustrative diagram of immune memory triggered by131I-STATH-OMV-PEG

图 4-4 131I-STATH-OMV-PEG 介导的免疫记忆效应示意图

在经过手术组和 131I-STATH-OMV-PEG消除肿瘤后的第 40天，将两组治疗

组当中的小鼠脾脏取出，用 anti-CD3-FITC、anti-CD8-PE、anti-CD62L-PE-cyanine7

和 anti-CD44-APC 流式抗体对脾脏中的 TCM和 TEM进行染色，最后通过流式

细 胞 术 对 小 鼠 脾 脏 当 中 的 TCM 和 TEM 进 行 分 析 。 结 果 显 示 ，

131I-STATH-OMV-PEG治疗组中的 TEM细胞比例显著升高（图 4-5a，图 4-5b）。

Figure 4-5 (a) Characteristic flow cytometry illustrations and corresponding quantitative
data(b) of effector memory T cells (TEM) in the spleen, assessed on day 40, just prior to the

secondary tumor challenge in mice (n = 3)

图 4-5在治疗第 40天，小鼠脾脏中效应记忆 T细胞（TEM）的特征性流式细胞术

图（a）和定量数据（b）（n = 3）

同时，我们对治疗痊愈的小鼠再次皮下植入 CT26肿瘤，并监测了其生长情

况。如图 4-6所示，经过 131I-STATH-OMV-PEG治疗的荷瘤小鼠，再次植瘤后，
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肿瘤无法继续生长，这表明经 131I-STATH-OMV-PEG 治疗后，小鼠体内产生长

期的抗肿瘤免疫记忆效应，阻止肿瘤细胞再次侵袭机体。

Figure 4-6 Data showing the tumor development in mice during secondary tumor trials, 40 days
after initial tumor clearance by 131I-STATH-OMV-PEG

图 4-6通过 131I-STATH-OMV-PEG 消除第一个肿瘤 40天后，再次植瘤后，小鼠的肿瘤生长

数据

4.4.5放射性碘标记的细菌外膜囊泡抑制原位肿瘤生长

为了评估我们的策略在肿瘤治疗中的临床适用性，我们接下来探究了

131I-STATH-OMV-PEG在治疗原位结肠癌中的有效性。首先，通过将稳定表达荧

光素酶的 CT26肿瘤细胞（CT26-Luc）植入小鼠结肠，建立了原位结肠癌小鼠模

型。然后，将这些小鼠随机分为两组，包括对照组和 131I-STATH-OMV-PEG组。

使用 IVIS成像系统跟踪两组中 CT26-Luc肿瘤的进展。如图 4-7所示，与对照组

相比，131I-STATH-OMV-PEG治疗组中显示出明显的肿瘤生长减缓。
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Figure 4-7 Bioluminescence in vivo imaging for monitoring the progression of CT26-Luc
colon cancer cells subsequent to 131I-STATH-OMV-PEG treatment

图 4-7 131I-STATH-OMV-PEG 治疗后监测 CT26-Luc 结肠癌细胞进展的体内生物发光成像

此外，该方法延长了患原位结肠癌的小鼠的生存期，并且在治疗过程中没有

引起明显的体重波动（图 4-8a,图 4-8b）。

Figure 4-8 (a)Survival rate of in situ colon cancer mice after treatment. (b) Weight changes in
mice with in situ colon cancer after treatment

图 4-8（a）治疗后原位结肠癌小鼠的存活率（b）治疗后原位结肠癌小鼠的体重变化

为了直观地观察各治疗组中原位肿瘤的生长状况，在治疗的第 10天，将两

组小鼠处死并取出原位肿瘤进行比较。如图 4-9，与对照组当中较大的实体肿瘤

相比， 131I-STATH-OMV-PEG 治疗组当中的原位肿瘤可忽略不计，这进一步说
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明 131I-STATH-OMV-PEG可以显著抑制原位肿瘤的生长。

Figure 4-9 Ex vivo images of colons collected at 10 days after treatment

图 4-9 治疗后第 10天收集的结肠体外图像

4.5 本章小结

在前面一个章节中，我们通过皮下瘤模型验证了 131I-STATH-OMV-PEG 优

越的肿瘤靶向能力和显著的抑瘤作用。在本章节中，利用 OMV固有的免疫激活

效应，我们希望探究 131I-STATH-OMV-PEG 在治疗过程中的潜在免疫机制。通

过肿瘤组织的免疫荧光染色显示，我们的治疗策略促进了 ICD 相关蛋白质的释

放，例如热休克蛋白 70（HSP70）和钙网蛋白（CRT），这有助于增强放射免疫

治疗。此外，我们评估了不同治疗组小鼠淋巴结中 DCs的成熟状态。值得注意

的是，131I-STATH-OMV-PEG 显著促进了 DCs 的成熟。与此同时，我们的策略

提高了抗肿瘤细胞因子 TNF-α和 IFN-γ的水平，显著增强了抗肿瘤免疫反应。最

后，在免疫记忆模型和原位结肠肿瘤模型中均验证了 131I-STATH-OMV-PEG 具

有强大的抗肿瘤疗效。
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第五章 结论及展望

5.1 结论

本文设计了基于减毒鼠伤寒沙门氏菌外膜囊泡（VNP20009-OMV）的递送

平台，促进了高效稳定的 131I标记和免疫调节。首先，通过生物工程技术将富含

酪氨酸的 STATH整合到 OMV表面（STATH-OMV）。STATH可以提供丰富的

放射标记位点，从而提高放射性标记效率。为了提高 STATH-OMV的生物相容

性，我们用 PEG 对 STATH-OMV 进行了修饰，得到了 STATH-OMV-PEG。利

用 Iodogen标记法，STATH-OMV-PEG可以实现 125I/131I的标记，与传统的 OMV

相比，STATH-OMV-PEG具有更高的标记效率和稳定性。SPECT/CT显像显示，

125I标记的 STATH-OMV-PEG在静脉注射后有较大的肿瘤积聚。此外，131I标记

的 STATH-OMV-PEG显示出显著的抑制肿瘤生长的作用，且治疗组小鼠未见明

显毒性反应。更重要的是，我们观察到 131I-STATH-OMV-PEG 治疗后机体产生

了强烈的抗肿瘤免疫应答，包括刺激 DCs成熟以提高抗原提呈效率，以及产生

TNF-α 和 INF-γ ， 最 终 提 高 了 肿 瘤 放 射 免 疫 治 疗 的 效 果 。 此 外 ，

131I-STATH-OMV-PEG还可以促进机体产生长期的免疫记忆效应，阻止了肿瘤的

复发。最后，在原位肿瘤模型中，131I-STATH-OMV-PEG也显著抑制了原位结肠

癌的生长，为临床治疗结肠癌提供了一条全新思路。

综上所述，本硕士论文设计了一种基于工程化细菌外膜囊泡的放射性标记载

体，实现了 131I的高效稳定标记。此外，通过 OMV优异的肿瘤靶向能力，实现

放射性核素在肿瘤部位的精准杀伤。更重要的是，OMV可以增强 RIT介导的抗

肿瘤免疫应答。总之，我们首次将 RIT与 OMV相结合，并在皮下肿瘤模型、免

疫记忆以及原位肿瘤模型中均实现了有效治疗，该策略为肿瘤放射免疫治疗提供

了全新的研究路径。

5.2 展望

尽管本课题将细菌外膜囊泡与内放疗相结合实现了有效的肿瘤放射免疫治

疗，且并具有良好的生物安全性，为肿瘤放射免疫治疗提供了一条全新思路，但

本文仍然存在不足：
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（1）本研究中 131I-STATH-OMV-PEG可以刺激机体产生强大的抗肿瘤免疫

反应，但是本论文没有深入探究其作用机制，后面的工作会深度挖掘其具体产生

的免疫机制。

（2）虽然本策略在小鼠模型上验证了良好的生物安全性，但将该策略应用

于临床转化之前，还需要进一步了解其对人体是否存在潜在的危害。

（3）针对肿瘤微环境的复杂性，是否能开发出用于改善和调节肿瘤乏氧和

免疫抑制微环境的工程化细菌外膜囊泡。
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