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树突状细胞膜微泡在T细胞激活与结直肠癌细胞杀伤中
的作用研究
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【摘 要】目的：设计并评估一种基于树突状细胞膜微泡（dendritic cell membrane-derived microbubbles，DCM@MBs）的疫苗策

略，探索其在肿瘤免疫治疗中的应用潜力，特别是通过激活T细胞实现肿瘤细胞的免疫特异性杀伤。方法：首先，通过肿瘤细

胞膜蛋白提取和树突状细胞（dendritic cells，DCs）激活实验，确认肿瘤抗原可以有效刺激未成熟DCs的成熟。然后，利用成熟

的树突状细胞膜和脂质混合制备DCM@MBs，并通过共聚焦显微镜（confocal laser scanning microscope，CLSM）和十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）等方法对其形态、大小及蛋白质

组成进行表征分析。最后，通过体外共培养实验评估DCM@MBs对T细胞的激活作用，以及其在特异性杀伤肿瘤细胞中的能

力。结果：在树突状细胞体外激活实验中，肿瘤细胞膜蛋白刺激后，25 μg/mL组未成熟DCs表面主要组织相容性复合体Ⅱ类分

子（major histocompatibility complex class Ⅱ，MHC Ⅱ）的表达水平为（25.167±1.203）%，与对照组相比明显升高（P<0.001）；

DCM@MBs呈现出由红色细胞膜包裹形成的微泡，且分散均匀，大小约为 1~5 μm。在体外共培养实验中，DCM@MBs组T细胞

INF-γ的分泌量为（120.574±5.179） pg/mL，与对照组相比明显促进了CD8+ T细胞的激活（P<0.001）；且对CT26.WT肿瘤细胞

的免疫特异性杀伤率为（30.737±0.216）%，是 4T1小鼠乳腺癌细胞杀伤率（9.893±0.341）%的 3.11倍。结论：DCM@MBs策略

在肿瘤免疫治疗中展现了明显潜力，能够有效激活T细胞并特异性杀伤肿瘤细胞，为肿瘤免疫治疗提供了新思路。
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【Abstract】Objective：To design and evaluate a cell membrane vaccine strategy based on dendritic cell membrane microbubbles 
（DCM@MBs），and to explore its potential application in tumor immunotherapy，especially the immune-specific killing of tumor cells 
through the activation of T cells. Methods：At first，tumor cell membrane proteins were extracted and dendritic cells（DCs） were acti⁃
vated to confirm that tumor antigens could effectively stimulate the maturation of immature DCs. Mature DC membranes were then 
mixed with lipids to prepare DCM@MBs，which were characterized for morphology，size，and protein composition by confocal laser 
scanning microscopy and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. Finally，in vitro co-culture experiments were con⁃
ducted to assess the effect of DCM@MBs on the activation of T cells and their ability for specific killing of tumor cells. Results：In the 
in vitro DC activation experiment，after stimulation with tumor cell membrane proteins，the 25 μg/mL group had a significant increase 
in the expression level of MHC class Ⅱ molecule（25.167%±1.203%） on the surface of immature DCs compared with the control 
group（P<0.001），and DCM@MBs presented with microbubbles encapsulated by red cell membranes，with uniform dispersion and a 

size of 1-5 μm. In the in vitro co-culture experiment，the amount of 
INF- γ secreted by T cells was （120.574±5.179） pg/mL in the 
DCM@MBs group，significantly enhancing the activation of CD8+ T 
cells compared with the control group（P<0.001），and furthermore，
the immune-specific killing rate against CT26.WT tumor cells was 
（30.737±0.216）%，which was 3.11 times that against 4T1 mouse 
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breast cancer cells （9.893±0.341）% .Conclusion：The DCM@MBs strategy proposed in this study shows significant potential in tu⁃
mor immunotherapy and can effectively activate T cells and specifically kill and eliminate tumor cells，which provides new ideas for tu⁃
mor immunotherapy.
【Key words】dendritic cell；immunotherapy；microbubbles；cell membrane；dendritic cell vaccine

近年来，肿瘤免疫治疗已成为继传统手术、化

疗和放疗之后的一种革命性治疗[1-2]。其中，开发基

于树突状细胞（dendritic cells，DCs）的肿瘤疫苗已成

为肿瘤免疫治疗的热点[3-4]。DCs作为一种专业类型

的抗原呈递细胞（antigen presenting cells,APC），可

以识别、处理肿瘤抗原，并将其作为抗原肽主要组织

相容性复合物分子（peptide-major histocompatibility 
complex，pMHC）呈递到 DC 细胞膜上[5-6]。未成熟

DCs在摄取抗原或受到某些因素刺激后即分化为成

熟 DCs。随后，这些成熟 DCs 会激活抗原特异性 T
淋巴细胞的几个子集，以消除同源肿瘤细胞[7]。目

前的DC疫苗制备方法是先从患者血液的单核细胞

中分选出 DCs 并对其进行体外处理。经过质量检

测后，将活性DCs重新输注到同一患者的 1个部位，

以促进其在最邻近的淋巴组织中激活T细胞[8]。
然而，完整的 DCs在体内可能会受到多种抑制

性信号的调控，这些信号可能来自肿瘤微环境或其

他免疫抑制机制，从而导致DC在抗原呈递和T细胞

激活方面的功能减弱。例如，肿瘤细胞释放的外泌

体可以抑制 DC 的成熟和迁移，进而促进免疫抑

制[9]。此外，某些药理分子也可以通过改变DC的激

活状态，诱导其耐受性，从而削弱其免疫刺激能

力[8]。因而，需要开发更安全、更有效的基于树突状

细胞的疫苗作为肿瘤免疫治疗的替代策略。

本 研 究 基 于 结 直 肠 癌 细 胞 系 CT26.WT 的

全细胞抗原致敏的 DCs，开发了一种新型 DC 膜

疫苗（dendritic cell membrane-coated microbubbles，
DCM@MBs），并系统评估了其通过激活细胞毒性 T
淋巴细胞（cytotoxic T lymphocytes，CTLs）介导的肿

瘤细胞杀伤效应，为开发新型肿瘤免疫治疗策略提

供了实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞　4T1鼠乳腺癌细胞系和DC2.4鼠树突状细胞系

（未成熟型）购自中桥新洲生物科技有限公司（中国上海）。

CT26.WT鼠结直肠癌细胞系购自武汉普诺赛生命科技有限

公司（中国武汉）。

1.1.2　主要试剂　细胞膜蛋白与细胞浆蛋白提取试剂盒、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒、蛋白酶抑制剂（phenylmeth⁃
anesulfonyl fluoride，PMSF）、细胞膜红色荧光染色（1,1'
-dioctadecyl-3, 3, 3', 3'-tetramethylindocarbocyanine perchlo⁃
rate，DiI）试剂盒、乳酸脱氢酶细胞毒性检测（lactate dehydro⁃
genase，LDH）试剂盒、考马斯亮蓝染液均购自碧云天生物技

术有限公司（中国上海）。二棕榈酰磷脂酰胆碱（1, 2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine，DPPC）和 二 硬

脂 酰磷脂酰乙醇胺 - 聚 乙 二 醇 2000[1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-N-methoxy（polyethylene gly⁃
col）-2000，DSPE-mPEG2000]均购自西安瑞熙生物科技有限

公司（中国西安）。甘油购自 Sigma-Aldrich（美国圣路易

斯）。磺化远红 Cyanine5.5 荧光团的胺反应活性酯（Sulfo-
CY-5.5 NHS ester）购自 MCE（美国新泽西）。本研究采用以

下抗体进行流式细胞术检测：FITC 标记的小鼠抗 CD4 抗体

（克隆号 GK1.5，货号 11-0041-82，eBioscience 公司，美国）、

APC标记的小鼠抗CD8α抗体（克隆号 53-6.7，货号 100712，
BioLegend 公司，美国）、PE 标记的小鼠抗 CD3 抗体（克隆

号 17A2，货号 12-0032-82，eBioscience 公司，美国）以及

FITC 标 记 的 小 鼠 抗 MHC Ⅱ 类 分 子 抗 体（克 隆 号 M5/
114.15.2，货号 11-5321-82，eBioscience 公司，美国）。干扰

素-γ（interferon-gamma，IFN-γ）检测采用美科生物技术有限

公司（中国上海）提供的酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）试剂盒完成。

1.2　方法

1.2.1　肿瘤细胞膜蛋白的制备　为了制备肿瘤抗原，根据细

胞膜蛋白抽提试剂盒提供的方法提取CT26.WT鼠结直肠癌

细胞膜蛋白。首先，将培养后的 CT26 细胞（1×108个）重悬

于 3 mL的膜蛋白提取液中，并加入蛋白酶抑制剂，在冰浴中

孵化 15 min。然后，将细胞悬液在液氮中反复冻融 3次后离

心（2 000 r/min，10 min）收集上清液。随后将细胞上清液

再次进行离心（14 000 r/min，30 min）收集沉淀。将收集的

沉淀重悬于 200 μL 的膜蛋白抽提试剂中，冰浴 15 min后离

心（14 000 r/min，5 min），收集上清液即为肿瘤细胞膜蛋白。

肿瘤细胞膜蛋白浓度根据 BCA 试剂盒提供的方法进行量

化。其余的肿瘤细胞膜蛋白储存在-80 ℃，以备使用。

1.2.2　树突状细胞的激活效果　为评估肿瘤细胞膜蛋白的

树突状细胞摄取效率，将 DC2.4细胞以 3×10³个/孔的密度接

种于共聚焦培养皿中，培养 24 h使其充分贴壁后，分别于 0、
1、3、6和 24 h时间点加入 20 μg/mL Cy5.5标记的肿瘤细胞膜

蛋白溶液，进行时间梯度观察。最后，通过共聚焦激光扫描

显微镜（confocal laser scanning microscopy，CLSM）（尼康，日

本东京）观察DC2.4细胞吞噬肿瘤细胞膜蛋白的情况。为评

—— 751



重庆医科大学学报 2025 年第 50 卷第 6 期 （Journal of Chongqing Medical University 2025.Vol.50 No.6 ）

估肿瘤细胞膜蛋白对 DC2.4 细胞成熟率的影响，将细胞以

2×10⁵个/孔的密度接种于 6孔板（n=3），37 ℃、5% CO2条件下

培养 24 h后，分别加入 0、5、15和 25 μg/mL肿瘤细胞膜蛋白

溶液（1 mL/孔），继续培养 24 h后检测细胞成熟标志物表达。

流式细胞仪检测每组 DC2.4细胞表面主要组织相容性复合

体Ⅱ类分子（major histocompatibility complex class Ⅱ，MHC Ⅱ）

的表达量。为了评估DC2.4激活的静态过程，分别在肿瘤细

胞膜蛋白刺激前（0 h）和刺激后 24 h拍摄图像，通过共聚焦

显微观察DC2.4的形态变化。

1.2.3　成熟树突状细胞膜的提取　根据 1.2.1中的方法提取

DCM。随后，收集沉淀物冻干以便进一步使用。

1.2.4　DCM@MBs 的制备　通过典型的机械振荡方法合成

DCM@MBs。将纯化的树突状细胞膜（DCM，1 mg）与脂质混

合物 [二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC，2 mg）和 1,2-二硬脂酰

-sn-甘油-3-磷酸乙醇胺-聚乙二醇 2000（DSPE-PEG2000，
质量比 DPPC∶DSPE-PEG2000=5∶3）共同溶解于含 1%（w/v）
甘油的磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS，0.5 mL）
中。混合均匀后，取 0.5 mL混合液转移至玻璃小瓶，采用气

体置换法将瓶内空气置换为八氟丙烷（octafluoropropane，
C3F8）气体，完成微泡制备。最后，使用银汞胶囊调和机（型

号YJT-XX，上海生物医疗器械有限公司，中国）机械震荡小

瓶 45 s，确保充分混匀形成均匀悬液。该工艺利用细胞膜的

脂质特性，所得产物被指定为 DCM@MBs。用于对照试验，

按照相同的程序制备普通脂质微泡，原料使用 DPPC 和

DSPE-PEG2000（质量比为5∶3）的混合物，总质量为3 mg。
1.2.5　抗原负载的树突状细胞膜微泡（antigen-loaded den⁃
dritic cell membrane-coated microbubbles，DCM@MBs）的表

征　本研究采用共聚焦激光扫描显微镜系统（confocal laser 
scanning microscopy，CLSM；Andor Dragonfly 200，Oxford In⁃
struments，UK）分析 DCM@MBs 的形态特征，以确定 MBs 表
面细胞膜片段的分布和完整性。同时，通过十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis，SDS-PAGE）；Mini-PROTEAN Tetra 系统，

（Bio-Rad，USA）分离蛋白质组分，经考马斯亮蓝R-250染色

后，采用 Image Lab 软件（v6.1）进行灰度分析，系统表征

DCM@MBs中树突状细胞特征性蛋白的组成谱。

1.2.6　体外共培养　为了评估DCM@MBs能否激活 T细胞。

本课题组从负荷CT26肿瘤的BALB/c小鼠中分离出 1×107个
脾脏淋巴细胞，分离的脾脏淋巴细胞分别与以下处理组共培

养：磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）阴性对照

组、空白微泡（microbubbles，MBs，200 μg/mL）组、未负载抗

原的树突状细胞膜微泡（non-antigen loaded dendritic cell 
membrane-coated microbubbles，iDCM@MBs，200 μg/mL）组

及抗原负载的树突状细胞膜微泡（antigen-loaded dendritic 
cell membrane-coated microbubbles，DCM@MBs，200 μg/mL）
实验组，各组均设 3 个复孔，于 37 ℃、5% CO2 条件下培养

48 h。脾脏淋巴细胞用PBS洗涤3次，于4 ℃避光条件下分别

采用PE标记的小鼠抗CD3抗体（克隆号 17A2，eBioscience）、

FITC 标记的小鼠抗 CD4 抗体（克隆号 GK1.5，BioLegend）及

APC标记的小鼠抗CD8α抗体（克隆号53-6.7，BD Pharmingen）
进行表面标记，流式细胞仪（BD FACS Canto Ⅱ）采集数据，

FlowJo 软件（v10.8.1）分析 T 淋巴细胞亚群比例。为了测定

刺激后免疫细胞分泌的细胞因子，在 48 h 后，收集与 PBS、
MBs、iDCM@MBs、DCM@MBs 共培养后的脾脏淋巴细胞培

养基悬浮液，并根据酶联免疫吸附检测法（enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）严格按照说明书操作流程定量

检测培养上清中干扰素-γ（interferon-γ，IFN-γ）的分泌水

平。同时，基于乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）细

胞毒性检测试剂盒（CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity 
Assay，货号G1780，Promega）的标准化方案，评估DCM@MBs
活化的脾脏淋巴细胞对 CT26.WT结直肠癌细胞和 4T1乳腺

癌细胞的杀伤效应，其中效应细胞（活化的脾脏淋巴细胞）

与靶细胞（CT26.WT/4T1）按 10∶1 的比例共培养 6 h后测定

LDH释放量。

1.3　统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.0（GraphPad Software，USA）进行

统计分析及图表绘制。计量资料符合正态分布的数据以均

数±标准差（x±s）表示；组间比较采用单因素方差分析，方

差齐性通过 Brown-Forsythe 检验确认，若差异有统计学意

义，则进一步采用Tukey多重比较检验进行事后分析。检验

水准α=0.05。

2　结 果

2.1　DCs体外调控成熟

由于肿瘤抗原是否可以体外激活DC细胞对于DC疫苗

制备至关重要，因此研究了 DC 细胞的体外调控成熟影响。

为了研究肿瘤细胞膜蛋白是否可以被DC有效摄取，将Cy5.5
（红色荧光，蛋白染料）标记的肿瘤细胞膜蛋白，与未成熟的

DCs（DAPI，核染料标记）共孵育。通过 CLSM可以清楚地观

察到，从 0~24 h，肿瘤细胞膜蛋白摄取逐渐增加，于是选择

了 24 h作为后续实验的共孵育条件（图 1A）。为评估肿瘤细

胞膜蛋白对DCs体外成熟的影响，将未成熟DCs分别与 0（对

照）、5、15和 25 μg/mL 肿瘤细胞膜蛋白共培养 24 h后，采用

流式细胞术检测细胞表面MHC Ⅱ类分子的表达水平。结果

显示，各浓度组 MHC Ⅱ表达量分别为：对照组（14.97±

1.70）%、5 μg/mL 组（17.37±0.01）%、15 μg/mL 组（19.57±

0.04）%、25 μg/mL组（25.17±1.20）%，（F=58.240，P<0.001）。

25 μg/mL 组与对照组相比差异有统计学意义（t=12.340，P<
0.001），表明高浓度肿瘤细胞膜蛋白可明显促进DCs的成熟

（图 1B）。此外，与未成熟DCs的小三角形相比，肿瘤细胞膜

蛋白刺激后的细胞表面伸出树枝样突起，形态不规则，长短

及粗细不一（图1C）。

2.2　DCM@MBs的表征

使用肿瘤细胞膜蛋白对未成熟 DCs进行冲击致敏处理

后，通过差速离心法提取成熟树突状细胞膜组分（dendritic 
cell membrane，DCM）。随后，DPPC、DSPEmPEG2000和DCM
以 5∶3∶4 的质量比与含有 1 wt%甘油的 PBS 进行水化，然后

用C3F8填充混合物，最终在机械振动下制备DCM@MBs。为

了证明微泡表面成功负载细胞膜碎片，DCM 用细胞膜染料
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DiI（红色荧光）进行标记。通过CLSM，可以清楚地观察到制

作的DCM@MBs呈现出由红色细胞膜包裹形成的微泡，且分

散均匀，大小约为 1~5 μm（图 2A）。此外，通过 SDS-PAGE
分析成熟DC细胞膜DCM和DCM@MBs的蛋白质成分，发现

DCM 和 DCM@MBs 的蛋白表达非常相似，这表明在制作微

泡的过程中成功负载细胞膜碎片（图 2B）。使用 OpptroniX
仪器测定微泡的表面Zeta电位，分析显示DCM@MBs负表面

电荷zeta值为（-41.467±0.093） mV（图2C），与MBs（-33.800±

4.360） mV相比，证明DCM作为DCM@MBs组合物的一部分

提高了材料的稳定性和分散性。

图 1　肿瘤细胞膜蛋白刺激 DCs 成熟
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2.3　T细胞的激活以及体外特异性抗肿瘤作用

为了评估 DCM@MBs 是否可以将肿瘤抗原呈递给 T 细

胞并激活 T 细胞，本课题组通过体外共培养进行验证。由

于 CD8+细胞毒性 T 淋巴细胞在免疫治疗中是杀死癌细胞

的主要力量，本实验通过流式细胞术测量 CD8 在 CD3+T 细

胞（来自小鼠脾脏淋巴细胞）细胞膜上的表达，对照组、MBs
组、iDCM@MBs 组、DCM@MBs 组 CD3+T 细胞中 CD8 表达水

平分别为（14.233±0.643）%、（14.467±1.213）%、（17.467±

0.143）%、（22.200±0.070）%。与对照组相比，DCM@MBs组
CD3+T 细胞中 CD8 的表达明显升高（P<0.001）。除此之外，

本课题组发现与对照组相比，iDCM@MBs组也表现出T细胞

的激活作用（P=0.003）（图 3A、B），可能与未成熟 DC表面表

达低水平的 MHC Ⅱ类分子有关。此外，用 Elisa 试剂盒检

测各组脾脏淋巴细胞培养基上清液中 IFN-γ 的含量，对照

组、MBs 组、iDCM@MBs 组、DCM@MBs 组分别为（11.761±

1.703） pg/mL、（11.573±1.671） pg/mL、（70.339±1.270） pg/mL、
（120.574±5.179） pg/mL。与对照组相比，DCM@MBs组明显

促进了 T 细胞 INF- γ 的分泌（P<0.001）（图 3C）。鉴于

DCM@MBs能有效诱导 T细胞激活，于是将未处理的脾脏淋

巴细胞和 DCM@MBs处理后的脾脏淋巴细胞与 CT26.WT肿

瘤细胞和 4T1小鼠乳腺癌细胞分别以 10∶1的数量比（T细胞

与靶细胞）共孵育 24 h后进行乳酸脱氢酶检测。DCM@MBs
处理后的脾脏淋巴细胞组中，CT26细胞死亡率为（30.737±

0.216）%，是 4T1 细胞死亡率（9.893±0.341）%的 3.11 倍，此

外，未处理的脾脏淋巴细胞组中，CT26和 4T1的细胞死亡率

差异无统计学意义（图 3D），说明DCM@MBs对CT26具有免

疫特异性。

图 2　树突状细胞膜微泡（DCM@MBs）的表征
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3　讨 论

DC 疫苗是一种利用 DC 呈现抗原并刺激免疫

系统攻击肿瘤细胞的免疫疗法。当前的DC疫苗在

临床前模型中取得了很高的成功率[10]。有研究证

明，在评估总体生存率的试验中，DC疫苗可以提高

约 20%的总体生存率，这是临床上有意义的改善阈

值[11]。目前全球范围内已开展超过 200 项 DC 疫苗

临床试验[12]，主要针对以下 4种恶性肿瘤：黑色素瘤

（病例数>1 000）、前列腺癌（病例数>750）、胶质母细

胞瘤（病例数>500）以及肾细胞癌（病例数>250）。

总的来说，目前大多数肿瘤疫苗都是针对单一

的抗原靶点。虽然目前的肿瘤疫苗在一些黑色素

瘤[13]和前列腺癌[14]中的治疗效果令人鼓舞，但在面

对癌细胞的高异质性和突变率时，其往往无法提供

充足的免疫原性[15]。此外，这些疫苗还可能促进免

疫逃逸和抗原丢失[16]。因此，如何在肿瘤抗原中识

别出一种或几种具有高肿瘤特异性的最佳抗原是

一个严峻的挑战。解决这些问题的一种策略是使

用全癌细胞、全癌细胞裂解物或肿瘤细胞膜作为

DCs启动的多抗原源。这可以针对肿瘤细胞的完整

抗原谱来启动免疫系统。然而，大量非肿瘤相关抗

原材料的存在可能降低免疫反应的效能[17]。值得注

意的是，肿瘤细胞膜能够复制肿瘤细胞表面抗原的

多样性，包括已知和未知的肿瘤特异性抗原以及肿

瘤相关抗原的全阵列[18]。对树突状细胞施加肿瘤细

胞膜刺激可以最大限度地发挥多抗原疫苗在目标

识别方面的优势，同时降低免疫逃逸的易感性。目

前，DC疫苗的制备和使用涉及分离、离体装载以及

将 DC 回输到患者体内。虽然由 DC 介导的免疫疗

法可能有效，但传统 DC疫苗所面临的 1项障碍是，

完整的 DCs 在体内可能受到多种抑制性信号的调

节[8-9，19]。然而，值得注意的是，DC 膜已被证明比完

整的DCs携带更多的肿瘤相关抗原-主要组织相容

性复合体Ⅱ类分子复合物[20-21]，从而更有效地启动

             注：a，与对照组比较，P<0.01；b，与对照组比较，P<0.01；c，与对照组比较，P<0.01；d，与对照组比较，P<0.01

图 3　T 细胞的激活与特异性杀伤能力
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抗肿瘤免疫。本研究针对上述问题，提出了一种基

于树突状细胞膜的 DC 疫苗策略，并通过一系列试

验验证了其在肿瘤免疫治疗中的潜力。

未成熟 DCs已知无法诱导抗原特异性反应，且

可能诱导调节性 T 细胞的分化。相反，成熟的 DCs
则表现出T细胞反应所必需的主要组织相容性复合

体分子增强的表达[22-23]。因此，在疫苗给药之前，控

制 DC 达到完全成熟和激活状态，对于避免诱导免

疫耐受至关重要。本研究发现，未成熟DCs能够有

效吞噬肿瘤细胞膜蛋白，且随着时间的推移，吞噬

量逐渐增加。通过流式细胞术分析，本课题组发

现，在肿瘤细胞膜抗原刺激后，DCs表面 MHC Ⅱ类

分子的表达明显增加，这证明了肿瘤抗原的有效呈

递以及 DCs 的成熟。此外，这一结果为后续的 DC
疫苗的制备提供了理论依据，表明肿瘤抗原能够通

过树突状细胞有效传递，并促进T细胞的激活。

DCM@MBs 是由 DCM 与脂质混合后填充 C3F8
后，通过机械振动法制备的。通过 CLSM 和 SDS-
PAGE 实验证明，微泡表面成功负载了成熟 DC 膜，

并且与DC相比，微泡的体积更小。因此，可以从相

同起始量的 DC 细胞中产生更高的疫苗产量。此

外，微泡的Zeta电位分析结果显示，DCM@MBs具有

负电荷，这有助于提高其在体内的稳定性，防止聚

集，并保证了良好的生物相容性。众所周知，微泡

可以实现精确的体内输送，即超声靶向微泡破坏技

术。具体来说，静脉注射微泡后，这些微泡会在施

加超声照射的地方振荡和崩溃，从而实现局部声学

空化效应[24-26]。同时，机械微流体和微泡破坏过程

中的剪切应力产生的超声通孔可以增强局部血管

通透性。因此，本课题组设计且制备的 DCM@MBs
具有介导疫苗精确输送到淋巴器官的潜力。

在肿瘤免疫治疗的临床应用中，T 细胞的激活

和肿瘤特异性免疫反应是关键环节[27-29]。本研究首

先通过流式细胞术实验评估了DCM@MBs激活T细

胞的能力。与对照组相比，DCM@MBs 组共孵育后

的 CD8+T细胞数量明显增多。接下来，进一步验证

了其对肿瘤细胞的免疫特异性杀伤作用，其对

CT26.WT肿瘤细胞的杀伤表现出比 4T1小鼠乳腺癌

细胞更明显的细胞死亡率。实验证明，DCM@MBs
能够激活 T细胞，并实现其对肿瘤细胞的免疫特异

性杀伤作用，具有进一步研究体内 T细胞介导肿瘤

免疫治疗的潜力。

综上所述，本研究提出的基于 DCM@MBs 的疫

苗策略在肿瘤免疫治疗中展现出了潜力。首先，

DCM@MBs 的制备简单且稳定，具有良好的生物相

容性和免疫激活能。其次，DCM@MBs 能够有效激

活 T细胞并促进其特异性杀伤肿瘤细胞。然而，本

研究仅在体外实验中验证了这一策略的效果，尚未

进行体内肿瘤治疗，其在体内的疗效和安全性仍需

进一步研究。但是目前超声微泡作为载体递送药

物和树突状细胞膜疫苗在肿瘤免疫治疗中都取得

了进展[30-31]，因此，进一步探究DCM@MBs在体内治

疗肿瘤的潜力值得关注。该技术有望与其他治疗

手段（如化疗药物、免疫调节因子等）联合使用，从

而实现更加精准和高效的肿瘤治疗。
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