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携带锰离子和白细胞介素 15的蜂毒肽水凝胶
在宫颈癌治疗中的应用
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摘 要  目 的：通过构建包含锰离子和白细胞介素 15（IL ‑ 15）等细胞因子的微环境响应性蜂毒肽水凝胶

(IL ‑ 15@MRMn)探索其用于治疗晚期宫颈癌，促进机体免疫记忆特性的效果。方法：采用扫描电镜观察 IL ‑
15@MRMn成胶的微观特性；采用流式细胞术和溶血实验验证 IL‑15@MRMn对宫颈癌细胞 U14的特异性杀伤。采

用流式细胞术结合 C57小鼠在体原位治疗实验验证 IL‑15@MRMn对抗原呈递细胞、巨噬细胞、NK 细胞、效应 T 细胞

以及免疫记忆 T 细胞形成的调控作用；采用免疫荧光、U14 原位肿瘤接种实验以及肿瘤细胞再接种实验证实 IL‑
15@MRMn 对宫颈癌细胞的在体治疗效果与免疫记忆特性的鉴定。结果：IL‑15@MRMn 中包含的蜂毒肽可穿透肿

瘤细胞壁，实现内容物的释放；释放的内容物可被锰离子活化的抗原呈递细胞摄取，并转运到淋巴结，实现机体对该肿

瘤细胞的免疫记忆。同时，IL‑15可促进 NK 细胞和效应 T 细胞的活化以及记忆 T 细胞的形成，最终实现对宫颈癌的

有效治疗和预防。结论：具有肿瘤微环境响应特性的蜂毒肽水凝胶结合 IL‑15等细胞因子可有效治疗晚期宫颈癌模

型，实现机体的长期免疫记忆特性。
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Abstract

Objective:: To explore the therapeutic efficacy of microenvironment responsive melittin peptide ‑
based hydrogel containing manganese ions and interleukin (IL)‑15 (IL‑15@MRMn) in a cervical cancer 
tumor model.  Methods:: The physical and chemical properties of IL‑15@MRMn were observed by scan‑
ning electron microscopy.  Flow cytometry and hemolysis experiments were used to verify the specific 
killing of cervical cancer cell U14 by IL ‑15@MRMn.  Flow cytometry combined with in situ treatment 
experiments in C57 mice were used to verify the regulatory effects of IL‑15@MRMn on the formation of 
antigen‑presenting cells, macrophages, NK cells, effector T cells, and immune‑memory T cells.  Im‑
munofluorescence, in situ tumor inoculation experiments on U14, and tumor cells were re‑implanted to 
confirm the in vivo therapeutic effects of IL‑15@MRMn on cervical cancer cells and the ability to induce 
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immune memory properties.  Results:: Melittin peptides in IL‑15@MRMn can penetrate the tumour cell 
membrane and release its contents.  The released contents can be taken up by manganese ion‑activated 
antigen ‑presenting cells and transported to lymph nodes to achieve the body's immune memory for this 
tumour cell.  At the same time, IL‑15 can promote the activation of NK cells and effector T cells and 
the formation of memory T cells, ultimately achieving effective treatment and prevention of cervical 
cancer.  Conclusion:: Melittin peptide‑based hydrogel with tumor microenvironment response properties 
combined with cytokines such as IL ‑15 can effectively treat advanced cervical cancer and achieve long‑
term immune memory properties of the organism.

Key Words Melittin Peptide； Hydrogel； Manganese Ion； Interleukin‑15； Cervical Cancer

宫颈癌是一种常见的女性恶性肿瘤，在发展中

国家的发病率和死亡率尤为突出［1］。宫颈癌在早期

阶段缺乏明显症状，难以诊断，而晚期患者面临的

治疗选择有限，常规的放化疗和靶向治疗效果也并

不理想［2］。近年来，免疫治疗，特别是抗程序性死亡

受体/配体 1（PD‑1/PD‑L1）抗体和抗细胞毒性 T 淋

巴细胞相关蛋白 4(CTLA‑4)抗体，通过激活宿主免

疫系统以识别和清除癌细胞，为晚期宫颈癌患者带

来了新的希望［3‑4］。然而，免疫治疗的响应率并不

高，且难以预防疾病的复发，这促使研究者们需要

探索更加有效的治疗策略。

晚期宫颈癌的治疗挑战主要包括肿瘤的异质

性、免疫抑制微环境以及疾病的频繁复发［5］。肿瘤

的异质性增加了放化疗的耐受性，也使得靶向药物

的效果受限；而免疫抑制微环境则抑制了免疫细胞

的功能，导致肿瘤快速进展［6‑7］。因此，克服肿瘤异

质性带来的耐药性问题和逆转免疫抑制微环境是

提高治疗效果和预防复发的关键。水凝胶作为一

种新型的化疗和免疫治疗载体，因其载药量大、控

释能力强和生物相容性高而受到关注［8‑9］。例如，含

有塞来昔布和 PD‑1 抗体的藻酸盐水凝胶，通过改善

肿瘤免疫微环境，展现出显著的抗肿瘤效果［10］。然

而，现有的水凝胶主要作为药物释放平台，缺乏直

接的抗肿瘤功能或免疫刺激能力。

为了有效治疗晚期宫颈癌并预防复发，一种新

型的可生物降解、RADA32 多肽水凝胶体系被引

入［11‑12］。该体系通过整合不同功能分子，实现对肿

瘤 细 胞 和 微 环 境 的 时 空 精 确 调 控 。 特 别 是 ，

RADA32 多肽与蜂毒肽的结合，利用蜂毒肽的抗肿

瘤特性和 MMP2/9 酶的选择性释放机制，实现了对

肿瘤细胞的定点杀伤，且可有效规避蜂毒肽的溶血

效应［13］。进一步地，为改善肿瘤抑制性免疫微环境

并激活抗肿瘤免疫细胞，本研究在蜂毒肽水凝胶中

引入了锰离子和白细胞介素 15（IL ‑15@MRMn）。

锰离子通过激活 cGAS‑STING 信号通路，促进抗原

呈递细胞的活化，增强 T 细胞的免疫反应［14‑15］；而

IL‑15 则增强了效应 T 细胞和 NK 细胞的活性，促进

记忆 T 细胞的形成［16‑17］。本研究通过体外溶血实

验、细胞凋亡分析、抗原呈递细胞活化分析以及小

鼠宫颈癌模型的治疗实验和肿瘤微环境的流式分

析与多因子检测等实验验证 IL‑15@MRMn 可通过

活化抗原呈递细胞、控释性杀伤肿瘤细胞以及逆转

免疫抑制性微环境有效治疗晚期宫颈癌模型，以期

为晚期宫颈癌免疫治疗提供新的思路和方法。

1 材料与方法

1. 1　材料   
1. 1. 1　实验动物和饲养　实验所用 C57BL/6J 小

鼠均购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产

许可证［SCXK（湘）2019‑0004］，使用许可证［SYXK
（鄂）2023‑0102］。小鼠均饲养于武汉华联科生物技

术有限公司。小鼠饲养环境温度保持在 22~24 ℃、

湿度保持在 40%~70% 之间；明暗交替各 12 h，自
由摄食、摄水。所有动物实验均是双盲进行。

1. 1. 2　细胞　小鼠来源宫颈癌细胞系 U14 购买于

中国典藏中心。

1. 1. 3 主 要 试 剂 和 仪 器　 RADARADARADA‑
RADARADARADARADARADA ‑ GGGPQGIW ‑
GQGK ‑ GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 
（RADA32 ‑ MMP2/9 ‑ melittin） 、RADARADA‑
RADARADARADARADARADARADA‑GIGAV‑
LKVLTTGLPALISWIKRKRQQ （RADA32 ‑ melit‑
tin）、RADARADARADARADARADARADARA‑
DA ‑ GGGPQGIWGQGK （RADA32 ‑ MMP2/9）、

RADARADARADARADARADARADAR （RA‑
DA32）和 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 
（melittin）等多肽购自上海楚肽生物科技有限公司；
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荧光染料 PKH26、胶原酶Ⅳ、透明质酸酶、琥珀酰亚

胺酯 (CSFE)细胞增殖染料、鼠源性白细胞介素 2
(IL ‑ 2)、鼠 源 性 粒 细 胞 ‑ 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（GM‑CSF）以及鼠源性 IL‑15 细胞因子购自上海翌

圣生物科技有限公司；BCA 蛋白浓度检测试剂盒、

CCK‑8 检测试剂盒、蛋白上样缓冲液、化学底物发

光试剂盒、蛋白酶抑制剂以及磷酸酶抑制剂购自碧

云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 ；兔 源 一 抗 STING、p ‑
STING、NF ‑κB、p‑NF ‑κB、GAPDH 和 Laminin B1
抗体均购自于爱博泰客生物科技有限公司；辣根过

氧化物酶 (HRP)标记的羊抗兔二抗购自武汉三鹰生

物科技有限公司；1640 培养基购自美国 Gibco 公司；

电泳仪和 ChemiDoc MP 成像系统购自美国 Bio‑Rad
公 司 ；流 式 细 胞 仪 购 自 贝 克 曼 生 物 科 技 ；CD45
（clone S18009F）、CD3（clone 17A2），CD8（clone 
SK1），CD69（clone H1. 2F3），CD4（clone GK1. 5），

PD1（clone 29F. 1A12），CD11c（clone N418），

CD11b（clone M1/70），CD86（clone GL‑1），MHCⅡ
（clone M5/114. 15. 2），CD44（clone IM7）和 CD62L
（clone MEL‑14）等流式抗体、IL‑15 相关 ELISA 检

测试剂盒、CD8+ T 细胞磁珠分选试剂盒以及死活

染料 Zombie NIR™均购自达科为生物科技有限公

司；0. 22 μm PVDF 膜购自默克密理博。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　IL‑15@MRMn 合成　IL‑15（0. 1 mg•mL-1）

在室温下溶解于 0. 9% 的氯化锰水溶液中。将 10 mg 
RADA32多肽溶解于 1 mL 上述配制的溶液中，在 4 ℃
条件下孵育过夜，即可获得实验所用水凝胶体系，其

他组别的水凝胶体系只需要替换等摩尔浓度的多肽

即可；所有操作步骤都在无菌条件下进行。

1. 2. 2　IL‑15@MRMn 形貌检测　不同组别水凝胶

的形貌通过扫描电镜（ZEISS Sigma 300 型号）设备

获得。将水凝胶溶液（50 μL）装入标准样品支架的

样品孔中，在室温下孵育 2 min 以形成稳定的水凝

胶。然后将标准样品支架固定在样品杆上，并迅速

转移到过冷恒温器中，防止水形成结晶并损坏样

品。用刮刀削去水凝胶表面，露出水凝胶的内部结

构。升华法去除样品表面的水分，并通过喷涂铂金

获 得 高 质 量 的 扫 描 电 子 显 微 镜 图 像 。 成 像 在

3. 0 kV 的加速电压下进行。

1. 2. 3　IL‑15@MRMn 缓释性检测　在 1. 5 mL EP
管中添加 0. 5 mL IL‑15@MRMn，然后添加 1 mL 包

含或者不包含 5个单位蛋白酶 K 的生理盐水溶液，置

于 37 ℃中孵育；在指定时间置换并收集对应的生理

盐水溶液，用于检测 IL‑15和锰离子的含量。同时检

测每天水凝胶剩余的质量；IL‑15使用 ELISA 试剂盒

检测，锰离子使用质谱检测。本实验独立重复 3次。

1. 2. 4　 IL‑15@MRMn 体外溶血实验鉴定　收集

新鲜小鼠血液中分离的红细胞，并稀释至细胞密度

为 5×107•mL-1，然后将 100 μL 的红细胞与不同浓

度的不同体系水凝胶在 37 ℃下孵育 4 h。未添加

水凝胶且悬浮在 PBS 中的为对照组，悬浮在 1% 
Triton X‑100 的 PBS 中的为阳性对照组。本实验

独立重复 3 次。

1. 2. 5　肿瘤细胞杀伤性检测　将 U14 细胞（5 000
个细胞/孔）接种于 96 孔板，在处理前培养 24 h。然

后用 90 μL 新鲜培养基和 10 μL 的 0. 9% 氯化钠替

代培养基。在每个培养孔中加入 80 μmol•L-1 RA‑
DA32、80 μmol•L-1 RADA32 ‑MMP2/9、80 μmol•L-1 
RADA32‑melittin RD、80 μmol•L-1 RADA32‑MMP2/
9‑melittin 以及 80 μmol•L-1 IL‑15@MRMn 水凝胶。

各组培养基每天更换。在 37 ℃下孵育 1、3、5 和 7 d
后，CCK‑8 法评估细胞活力。本实验独立重复 3次。

1. 2. 6　IL‑15@MRMn体外 DC细胞活化检测　提取

C57小鼠骨髓来源细胞，使用 1 640培养基进行培养，

使用 20 ng•mL-1 的 GM ‑CSF 诱导 DC 细胞的形成，

在 DC 培养第 6 天，加入 0. 9% 氯化钠诱导形成的 80 
μmol•L-1 RADA32(Na2+ )水凝胶、0. 9% 氯化钠诱导

形成的 80 μmol•L-1 RADA32‑melittin(Na2+ )水凝胶、

氯化锰诱导形成的 80 μmol•L-1 RADA32(Mn2+)水凝

胶、氯化锰诱导形成的 80 μmol•L-1 RADA32‑melittin
(Mn2+ )水凝胶以及 80 μmol•L-1 IL‑15@MRMn 水凝

胶，于 24 h后使用 CD86与 MHC‑Ⅱ等流式抗体检测

DC的成熟状态。本实验独立重复 3次。

1. 2. 7　 IL ‑ 15@MRMn 体外效应 T 细胞增殖检测　

提取 C57 小鼠脾脏来源 CD8+ T 细胞，用 CFSE 对 T
细胞染色，1640培养基培养，同时添加鼠源性 IL‑2细

胞因子（10 ng•mL-1）。在培养的 CD8+ T细胞培养基

中加入 CD3/CD28抗体非特异性刺激 T细胞增殖，同

时添加 IL ‑ 15 细胞因子（10 ng•mL-1）、80 μmol•L-1 
RADA32(Na2+ )水凝胶、80 μmol•L-1 RADA32‑melittin
(Na2+ )水凝胶、80 μmol•L-1 RADA32(Mn2+ )水凝胶、

80 μmol•L-1 RADA32 ‑ melittin(Mn2+ ) 水 凝 胶 及 80 
μmol•L-1 IL‑15@MRMn水凝胶，于 3 d后使用流式细

胞仪观察 CD8+ T细胞增殖情况并使用 CD69等流式

抗体观察 T细胞活化情况。本实验独立重复 3次。

1. 2. 8　免疫印记检测　使用含有蛋白酶和磷酸酶
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抑制剂的 RIPA 裂解液裂解 DC 细胞样本，在 4 ℃裂

解 30 min，然 后 4 ℃ 12 000 g 离 心 30 min。 根 据

BCA 蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度，将样品的上样

浓度调整到相同。样品煮沸 5 min 后，使用 SDS ‑
PAGE 胶分离，然后转移到 PVDF 膜上。PVDF 膜

在室温下用 5% 脱脂牛奶阻断 1 h，并与相关一抗在

4 ℃孵育过夜。用含 0. 05% Tween‑20 的生理盐水

洗涤，二抗与膜在室温下孵育 1 h 时。使用化学曝

光仪检测条带强度。本实验独立重复 3次。

1. 2. 9　U14 宫颈癌皮瘤模型构建与治疗　皮下肿

瘤模型中，小鼠右侧大腿根部皮下注射 5×105个细

胞。接种 U14细胞后，当肿瘤体积达到 50 mm3时，将

小鼠随机分为不同的处理组（每组小鼠均为 6 只），

接受多肽总摩尔剂量均为 10 nmol的 RADA32(Na2+)
水 凝 胶 、RADA32 ‑ melittin(Na2+ ) 水 凝 胶 、RADA32

(Mn2+ )水凝胶、RADA32 ‑melittin(Mn2+ )水凝胶以及

IL‑15@MRMn 水凝胶的瘤内给药，共注射一次。用

游标卡尺测量肿瘤的长度（L）和宽度（W），肿瘤体积

（V）的计算公式为 V=（L×W2）/2。
1. 2. 10　免疫荧光检测　不同指定处理组获取的小

鼠 U14 肿瘤采用 4% 多聚甲醛固定 24 h，之后采用

30% 蔗糖溶液固定 48 h，使用冰冻切片机获取小鼠

肿瘤切片；使用对应的荧光抗体对小鼠肿瘤切片进

行染色，并使用共聚焦显微镜拍照并获取图像。

1. 2. 11　肿瘤浸润免疫细胞分析　在治疗模型中设

置每组 6 只小鼠，在接种肿瘤模型中设置每组 10 只

小鼠。使用手术器械剥离不同治疗组别的 U14肿瘤

肿块，并切成小块，在含有 0. 32 mg·mL-1胶原酶Ⅳ和

0. 5 mg·mL-1 透明质酸酶的 PBS 溶液中消化降解

1 h。裂红后，使用 70 μm 孔径的纱布过滤肿瘤细胞

悬液；所有样品先使用 Fc 受体阻断，然后与包含

CD45、CD3、CD8、CD69、PD1、CD11c、CD86、MHC
Ⅱ、CD44、CD62L 以及 Zombie NIR™的 PBS 溶液在

4 ℃下孵育 30 min后行流式检测与分析。

1. 3　统计学分析   使用 GraphPad Prism 软件进行

统计分析。数据以均数±标准差（
-
x±s）表示，使用

单因素方差分析比较多组数据间的差异；采用对数

秩检验比较组间生存率。以 P<0. 05 为差异具有统

计学意义。

2 结果

2. 1　 IL ⁃ 15@MRMn 水 凝 胶 体 系 合 成 与 特 性 表

征  多药联合策略是有效同时逆转肿瘤抑制性微

环境以及杀伤肿瘤的最有效方式，而水凝胶的高

载药率促进了其在肿瘤治疗中的应用，本研究选

择可细胞膜打孔以及释放胞质的蜂毒肽、可活化

cGAS‑STING 信号通路的锰离子以及可促进免疫

细胞活化和记忆 T 细胞形成的 IL‑15 为功能性成

分，通过对温度响应的 RADA32 多肽水凝胶实现对

这三者的有效装载与缓释。 IL‑15@MRMn 合成

原材料以及抗肿瘤免疫学机制如图 1A 所示，其中

蜂毒肽与 RADA32 水凝胶通过 MMP2/9 酶可切割

的多肽序列 GGGPQGIWGQGK 进行共价连接，实

现对蜂毒肽的毒性功能的屏蔽以及在肿瘤微环境

中的可控释放。蜂毒肽的装载以及锰离子和 IL‑15
细胞因子的装载并不会影响 RADA32 多肽水凝胶

的成胶能力（图 1B），RADA32 多肽水凝胶在低温

时以液态形式存在，达到体表温度时可迅速转变为

半固体状态。扫描电镜的结果显示 IL‑15@MRMn
与常规的水凝胶结构相似，呈现蜂窝状结构（图

1C）；将不同蜂毒肽浓度的 IL ‑15@MRMn 与 U14
肿瘤细胞孵育，可发现肿瘤细胞的死亡比例与 IL‑
15@MRMn 中 的 蜂 毒 肽 浓 度 成 正 比 例 关 系（图

1D），这证明了 U14 肿瘤细胞释放的 MMP2/9 可有

效释放 IL ‑15@MRMn 中的蜂毒肽成分。为验证

IL‑15@MRMn 屏蔽蜂毒肽的功效，将小鼠来源的

红细胞与含有不同浓度的蜂毒肽的 IL‑15@MRMn
共孵育，以单纯蜂毒肽为阳性对照组；图 1E 的结果

显示，含有较高浓度蜂毒肽的 IL‑15@MRMn 并不

会有效裂解红细胞，而单纯蜂毒肽在极低浓度即

可裂解红细胞；这些结果证明了 IL‑15@MRMn 可

特异性响应肿瘤细胞释放的 MMP2/9 酶的活性，

实现对肿瘤细胞的特异杀伤。

2. 2　 IL⁃15@MRMn 水凝胶体系体外免疫细胞活

化能力评定   为验证 IL‑15@MRMn 对肿瘤相关免

疫细胞功能活性的影响，本研究评估了其对抗原呈

递细胞、吞噬类细胞、效应 T 细胞增殖的影响。本实

验将骨髓来源的 DC 细胞与含有 10 μmol·L-1蜂毒肽

浓度的 IL‑15@MRMn 共孵育 24 h，通过流式细胞术

检测树突状细胞表面 CD80和 CD86的表达量，图 2A
的结果显示，含有钠离子的蜂毒肽纳米颗粒不会产

生对树突状细胞的活化能力，证明了蜂毒肽和 RA‑
DA32水凝胶本身的弱免疫激活能力，而含有锰离子

的 水 凝 胶 可 诱 导 树 突 状 细 胞 高 效 表 达 CD80 和

CD86，证明了锰离子本身诱导抗原呈递细胞活化的

能力，而加入 IL‑15 细胞因子的 IL‑15@MRMn 并不

会更加高效诱导树突状细胞的活化。
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此外，本研究将同等浓度的 IL‑15@MRMn与骨

髓来源的 M2型巨噬细胞共孵育后发现，含有锰离子

的蜂毒肽水凝胶可高效抑制 CD206 的表达并促进

CD86 的表达，证明了 IL‑15@MRMn 和 MRMn 在重

编程 M2 型巨噬细胞中的巨大潜力（图 2B~2E）。

免疫印记结果表明锰离子可有效活化巨噬细胞中

cGAS ‑ STING 信 号 通 路（ 图 2F）。 为 确 定

IL‑15@MRMn中 IL‑15在调控 T 细胞活性方面的影

响，本研究将具有同等浓度 RADA32 的不同组别与

C57小鼠脾脏来源的 CD8+ T 细胞共孵育，并添加抗

CD3/CD28抗体促进 CD8+ T 细胞非特异性增殖，结

果显示蜂毒肽本身、锰离子和 IL ‑ 15 都具有促进

CD8+ T 细胞增殖的潜力，而 IL‑15@MRMn 的组合

能 更 高 效 地 促 进 效 应 T 细 胞 的 有 效 快 速 增 殖

（图 2G~2H）。

2. 3　 IL⁃15@MRMn 水凝胶体系治疗 U14 宫颈癌

疗效与作用机制   为验证 IL‑15@MRMn 在体治疗

U14 宫颈癌细胞的能力及相关治疗机制，本研究使

用 U14 细胞系构建了皮下肿瘤模型，在肿瘤生长的

第 7 天将小鼠无差别分群，并按组别进行了不同的

治疗（肿瘤原位注射一针水凝胶）；在 C57 小鼠肿瘤

模型生长到第 20 天后，解剖不同组别的小鼠，统计

肿瘤生长情况。图 3A 的结果显示，仅含有蜂毒肽

的水凝胶或者仅含有锰离子的水凝胶都可以在一

定程度上抑制肿瘤生长，同时含有蜂毒肽和锰离子

的水凝胶可高效抑制 U14 宫颈癌细胞系的生长，与

图 1　IL⁃15@MRMn 水凝胶体系成胶特性、肿瘤杀伤能力以及溶血性检测

A. IL ‑ 15@MRMn 水凝胶体系合成与作用机制示意图；B. IL ‑ 15@MRMn 成胶能力检测；C. IL ‑ 15@MRMn 扫描电镜检测结构；

D. IL‑15@MRMn 在不同浓度杀伤肿瘤细胞的特性；E. IL‑15@MRMn 溶血能力检测，以单独 Melittin 为对照组
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单独蜂毒肽和锰离子治疗组具有显著差异；而含有

IL‑15 细胞因子的 IL‑15@MRMn 可实现对宫颈癌

肿瘤的治愈，不同组别小鼠肿瘤不同天数的生长情

况如图 3B 所示。此外，检测不同治疗组别小鼠的体

质量后发现，注射不同组别的水凝胶对小鼠的体质

量影响变化不大，证明了 IL‑15@MRMn 的高生物

相容性（图 3C）。

为阐明 IL‑15@MRMn对肿瘤微环境的影响，本

研究获取了不同治疗组别小鼠的肿瘤单细胞悬液并

进行流式细胞术验证与统计。我们同时统计了肿瘤

浸润中性粒细胞（图 3D）、M2型巨噬细胞（图 3E）、成

熟树突状细胞（图 3F）、活化 CD69+ CD8+ T 细胞

（图 3G）、IFN‑γ 阳性 CD8+ T 细胞（图 3H）以及活化

NK 细胞（图 3I）的浸润比例，发现单次注射水凝胶

会诱发一定程度的炎症，导致炎性中性粒细胞的大

量浸润，而含有锰离子的水凝胶可高效促进肿瘤微

环境中 TAMs 的重编程以及 DC 的活化 ；此外 ，

IL‑15 的添加可有效增加效应 T 细胞的浸润以及分

泌 IFN‑γ 的效应 T 细胞的浸润，还可以促进浸润肿

瘤细胞的 NK 的活化，最终导致对 U14 宫颈癌肿瘤

的有效抑制。

2. 4　 IL ⁃15@MRMn 水凝胶体系预防 U14 宫颈癌

复发效果评价   宫颈癌术后复发和全身扩散是导致

临床治疗效果差的原因。为验证 IL‑15@MRMn 治

图 2　IL⁃15@MRMn 诱导 DC 细胞活化、巨噬细胞极化以及效应 T 细胞增殖特性鉴定

A. 流式细胞术统计树突状细胞经不同指定处理后的活化相关 CD80 与 CD86 的表达量；B、C. IL‑15@MRMn 诱导 M2 巨噬细胞表达

CD206 的情况；D、E. IL‑15@MRMn 诱导 M2 巨噬细胞表达 CD86 的情况；F. 免疫印记验证 IL‑15@MRMn 活化 cGAS‑STING 信号通路；

G. IL‑15@MRMn 诱导效应 T 细胞增殖的特性；H. 流式细胞术统计效应 T 细胞经不同指定处理后的增殖比例。每组实验独立重复 3 次，ns：无
显著差异，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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疗 U14 原位宫颈癌后能否够抵制肿瘤的再复发，本

研究使用 IL ‑ 15@MRMn 原位治疗宫颈癌消退的

C57 小鼠再次接种 U14 细胞，观察其肿瘤生长情况，

对照组为正常 C57 小鼠。对肿瘤不同时间点的生长

体积统计后发现，IL‑15@MRMn 可显著性抑制再次

接种 U14 细胞小鼠的肿瘤生长（图 4A），并且其抑制

肿瘤复发的概率可达到 30%（图 4B、4C）。为验证

IL‑15@MRMn 抵制肿瘤再复发的机制，实验后统计

不 同 治 疗 组 小 鼠 的 脾 脏 记 忆 性 T 细 胞 发 现 ，

IL ‑ 15@MRMn 可 诱 导 中 央 记 忆 性 T 细 胞

（CD44+CD62L+）大量产生，与其他治疗组相比具有

显著差异（图 4D）。此外，检测再次接种 U14 细胞的

不同组别的小鼠肿瘤中 CD8+ T 细胞浸润效率发现，

IL ‑ 15@MRMn 治疗组的小鼠肿瘤具有较多数量

CD8+ T 细胞的浸润，而 PBS 组的 CD8+ T 细胞浸润

则较少（图 4E、4F）；上述结果证明 IL‑15@MRMn 可

诱导肿瘤记忆性 T 细胞大量产生，并有效抵制宫颈

癌肿瘤的再复发。

图 3　IL⁃15@MRMn 原位注射治疗宫颈癌的功能特性与机制评估

A. 肿瘤体外剥离成像实物图；B. 统计 U14 宫颈癌原位肿瘤经过不同指定治疗后的不同天数的肿瘤生长情况；C. 统计 U14 宫颈癌原位肿

瘤经过不同指定治疗后的不同天数的小鼠体质量变化情况；D~I. 流式统计经过不同指定治疗后的不同组别的中性粒细胞占据 CD11b 阳性细

胞比例（D）、不同组别的 M2 型巨噬细胞占据总巨噬细胞的比例（E）、不同组别的成熟树突状细胞占据总树突状细胞的比例（F）、不同组别的

活化 CD69+CD8+ T 细胞占据总 CD8+ T 细胞的比例（G）、不同组别的 IFN‑γ 阳性 T 细胞占据总 CD8+ T 细胞的比例（H）以及不同组别的

CD69 活化阳性 NK 细胞占据总 NK 细胞的比例（I）。每组 n=6，ns：无显著差异，*P<0.05，**P<0.01
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3 讨论

免疫抑制性肿瘤组织主要由淋巴管、肿瘤细

胞、成纤维细胞和各种免疫细胞构成，而各种免疫

细胞往往给癌症的有效治疗带来巨大障碍，其中基

于免疫细胞形成的肿瘤抑制性微环境难以通过传

统疗法逆转。由于肿瘤组织具有异质性和复杂的

细胞‑细胞通信网络，通常很难通过单一的治疗方式

重塑肿瘤组织的免疫特性以提高抗癌效果［18］，因

此，往往需要进行多角度的治疗规划。

本研究研发了包含锰离子和 IL‑15 细胞因子的

蜂毒肽多肽水凝胶，该水凝胶体系可通过逆转肿瘤

抑制性微环境并促进效应记忆 T 细胞形成抑制原

位和复发转移性宫颈癌。 IL‑15@MRMn 的核心成

分包括含有 26 个多肽的蜂毒肽、锰离子和 IL‑15 等

细胞因子。其中，蜂毒肽由于毒性问题，一直未被

用于临床转化，有部分研究［19‑20］通过将蜂毒肽整合

到生物材料中减少其对机体的毒副作用；而本研究

利用 MMP2/9 酶可切割序列连接蜂毒肽与多肽水

凝胶，既有效屏蔽了蜂毒肽的毒性问题，又能够在肿

瘤微环境中定点释放蜂毒肽，促进了对肿瘤细胞和

M2 型巨噬细胞的特异性杀伤。本项目中选择的

IL‑15还可以促进 NK 细胞的活化以及记忆 T 细胞的

形成，通过结合锰离子对抗原呈递细胞的活化以及巨

噬细胞的再极化，可加强机体抗肿瘤免疫记忆 T细胞

的形成，最终促进蜂毒肽水凝胶体系的临床转化。

这种基于蜂毒肽的自组装多肽水凝胶，尽管在

晚期卵巢癌模型治疗上显示出了积极的疗效，但其

临床应用仍面临一系列挑战。首先，生物相容性和

安全性需要通过长期临床试验进一步验证，以确保

不会引发不良反应或免疫排斥。其次，水凝胶的稳

定性和降解性对于药物在体内的持续释放至关重

要，需要确保其降解速率与药物释放速率相匹配，

同时避免产生有害降解产物。此外，免疫调节作用

的平衡也是关键 ，需要仔细调整二价锰离子和

IL‑15 细胞因子的浓度和比例，以避免过度激活导

致的炎症反应或其他免疫相关副作用。最后，患者

图 4　IL⁃15@MRMn 预防 U14 宫颈癌复发的功能特性与机制评估

A. IL ‑15@MRMn 治疗消融后的小鼠再次接种 U14 细胞系的肿瘤生长情况（n=10）；B. 不同组别小鼠中单个小鼠肿瘤的生长情况

（n=10）；C. 不同组别小鼠生存率，小鼠肿瘤长到 1 000 mm3大小即视为终点（n=10）；D. 流式统计经过不同指定治疗后的不同组别的记忆性

T 细胞占据 CD8+ T 细胞比例（n=6）；E. 免疫荧光鉴定再次小鼠接种 U14 细胞后，肿瘤微环境中 CD8+ T 细胞浸润情况，其中蓝色为 DAPI染
色细胞核，绿色为 CD8+ T 细胞流式抗体染色 CD8+ T 细胞；标尺：100 μm；F. 流式检测统计 U14 肿瘤细胞后的不同组别的活化 CD8+ T 细胞

占总 CD8+ T 细胞比例（n=6）。ns：无显著差异，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.01
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个体差异的存在意味着多肽水凝胶的疗效可能在

不同患者中表现出显著差异，这要求在临床应用中

进行个性化的治疗方案设计。综上所述，这些局限

性需要通过持续的研究和技术创新来克服，以实现

这一新型治疗手段的广泛应用。
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