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摘 要 

缺血乏氧是肿瘤微环境的重要特征之一，肿瘤的缺血乏氧不仅促进了肿瘤细

胞的侵袭转移，同时还增强肿瘤对化疗药物的耐药性。肿瘤相关巨噬细胞

（Tumor-associated macrophages，TAMs）浸润在肿瘤微环境之中，通常在肿瘤

缺血乏氧区域富集。肿瘤相关巨噬细胞作为肿瘤微环境的重要功能细胞，其在肿

瘤细胞的增殖、侵袭、转移、化疗耐药等肿瘤进展的各个阶段均发挥着重要作用。

鉴于此，我们提出一种新型的肿瘤治疗策略，以期改变肿瘤微环境的同时，增强

实体瘤对化学治疗的疗效。我们利用肿瘤相关巨噬细胞在肿瘤缺血乏氧区域富集

的特点，设计合成多功能甘露糖-透明质酸-二氧化锰纳米粒子 （Man-HA-MnO2 

NPs），其通过靶向肿瘤相关巨噬细胞，将 Man-HA-MnO2 纳米粒子靶向递送到肿

瘤缺血乏氧区域，利用 Man-HA-MnO2 纳米粒子与双氧水（Hydrogen peroxide，

H2O2）高效响应生成氧气（O2）和调节肿瘤微环境 pH 值的能力，显著改善肿瘤

乏氧和酸性微环境。另外，我们发现在 MnO2 纳米粒子上修饰的透明质酸（HA），

具有诱导肿瘤相关巨噬细胞表型转化的功能，HA 可以诱导肿瘤相关巨噬细胞表

型由抑制炎症辅助肿瘤恶化的 M2 型巨噬细胞转化为具有致炎和肿瘤杀伤抑制

功能的 M1 型巨噬细胞。表型转化后的 M1 型巨噬细胞释放出大量 H2O2，不仅

对肿瘤有杀伤作用，而且在肿瘤缺血乏氧的酸性环境下与 Man-HA-MnO2 纳米粒

子快速响应释放出大量 O2，有效缓解肿瘤的乏氧状态，同时消耗 H
+，改善肿瘤

组织的酸性微环境。结果显示通过改善肿瘤的微环境，肿瘤缺氧诱导因子-lα

（HIF- lα）和血管内皮生长因子（VEGF）表达下调，肿瘤的生长和发展被有效

抑制。并且这种肿瘤给氧治疗的方法还可以显著提高肿瘤化疗的疗效。研究发现，

与单纯采用阿霉素（Dox）进行化疗相比，荷瘤小鼠尾静脉注射 Man-HA-MnO2

纳米粒子后，辅助采用 Dox 进行化疗，可以显著减小肿瘤体积及提高其 ADC 值。

同时，Man-HA-MnO2 纳米粒子可以作为一种智能磁共振分子影像探针，对肿瘤

进行定位和诊断。磁共振低信号的 Man-HA-MnO2 纳米粒子，在肿瘤组织的缺血

乏氧区域与内源性 H2O2 响应后，释放 Mn
2+，特定部位反应为具有磁共振增强作

用的 Mn
2+，显著提高肿瘤纵向弛豫率 r1 和横向弛豫率 r2，增强肿瘤部位的 T1、
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T2 加权磁共振成像效果。 

 

关键词：缺血乏氧  肿瘤相关巨噬细胞  化疗  二氧化锰  透明质酸  甘露糖受

体 
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Abstract 

Hypoxia, defined as a decrease of tissue oxygen level, is a characteristic feature 

of locally advanced solid tumors, resulting from an imbalance between the intake and 

consumption of oxygen caused by abnormal vessels in the tumor and the rapid 

proliferation of cancer cells. Hypoxia represents a key microenvironmental stressor 

governing multiple phenomena associated with tumor progression such as 

proliferation, angiogenesis and metastasis. Hypoxia promotes not only the 

invasiveness of tumor cells, but also chemoresistance in cancer. Tumor associated 

macrophages (TAMs) residing at the site of hypoxic region of tumors have been 

known to cooperate with tumor cells, and promote proliferation and chemoresistance. 

Therefore, there is an urgent need for new strategies to alleviate tumor hypoxia and 

enhance chemotherapy response in solid tumors. Herein, we have taken advantage of 

high accumulation of TAMs in hypoxic regions of tumor and high reactivity of 

manganese dioxide nanoparticles (MnO2 NPs) toward hydrogen peroxide (H2O2) for 

the simultaneous production of O2 and regulation of pH to effectively alleviate tumor 

hypoxia by targeted delivery of MnO2 NPs to the hypoxic area. Furthermore, we also 

utilized the ability of hyaluronic acid (HA) modification in reprogramming 

anti-inflammatory, pro-tumoral M2 TAMs to pro-inflammatory, antitumor M1 

macrophages to further enhance the ability of MnO2 NPs to lessen tumor hypoxia and 

modulate chemoresistance. The HA-coated, mannan-conjugated MnO2 particle 

(Man-HA-MnO2) treatment significantly increased tumor oxygenation and 

down-regulated hypoxia-inducible factor-1 α (HIF-1α) and vascular endothelial 

growth factor (VEGF) in the tumor. Combination treatment of the tumors with 

Man-HA-MnO2 NPs and doxorubicin significantly increased apparent diffusion 

coefficient (ADC) values of breast tumor, inhibited tumor growth and tumor cell 

proliferation as compared with chemotherapy alone. In addition, the reaction of 

Man-HA-MnO2 NPs toward endogenous H2O2 highly enhanced T1- and T2- MRI 

performance for tumor imaging and detection. 

 

Keywords: hypoxia, tumor associated macrophages (TAMs), chemotherapy response, 

manganese dioxide (MnO2), hyaluronic acid (HA), mannose receptor 
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第一章 绪论 

1.1 研究背景 

1.1.1 肿瘤微环境概述 

肿瘤微环境是肿瘤所处的内环境,是肿瘤细胞赖以生存的“土壤”，在肿瘤的

发生及进展过程中起到至关重要的作用。肿瘤微环境主要由基质细胞、微血管、

细胞外基质、相关细胞因子、激素以及少量浸润细胞等组成，是一个复杂的综合

系统，各因素之间协同作用，调节肿瘤的增殖、侵袭、迁移、粘附、血管新生等

过程[1]。其中，基质细胞主要包括成纤维细胞、肌纤维母细胞及骨髓源性抑制细

胞、肥大细胞、巨噬细胞等，并与肿瘤细胞相互作用，分泌多种细胞因子（IL-10、

TGF-β、VEGF、PGE2）、细胞趋化因子以及基质蛋白酶等，可改变组织间的渗

透压、改变肿瘤组织的营养代谢环境、促进肿瘤血管新生等，使其更加有利于肿

瘤的增殖、侵袭和转移[2,3,4]。 

氧分子（O2）是有氧代谢过程中维持细胞内生物能量的必须成分，在机体许

多有机和无机反应中可作为电子受体。O2 浓度的异常改变通常会引起代谢异常，

导致包括中风、组织缺血、炎症和实体瘤缺氧等多种病理情况的发生发展。肿瘤

乏氧，是指实体肿瘤内部的氧分压低于正常氧分压。多数哺乳动物组织的氧分压

为 2% - 9%（平均为 400 mm Hg），氧分压 ≤ 2%定义为乏氧状态[5]。组织轻度

乏氧状态时氧分压 ≤ 2%，重度乏氧状态时氧分压 ≤ 0.02%。肿瘤生长迅速，

生长过程中需要消耗大量 O2 和营养物质，随着肿瘤体积的不断变大，肿瘤血管

的生长速度往往不能满足肿瘤迅速生长对于 O2 和营养物质的需要，出现供血不

足，导致肿瘤内部乏氧[6,7]。肿瘤乏氧根据形成原因可分为急性缺氧和慢性缺氧。

急性缺氧主要是由于肿瘤微血管的结构、功能异常，导致血流灌注异常，致使

O2 向肿瘤细胞的输送过程出现异常，通常为一过性和暂时性缺氧。慢性缺氧主

要是由于肿瘤中 O2 的弥散存在一定的距离限制，一般认为当肿瘤细胞与肿瘤血

管之间的距离大于 70 μm，超过 O2 的弥散距离，肿瘤细胞便处于乏氧状态[8,9]。

临床研究发现，多数恶性肿瘤进展过程中都会出现内部乏氧，乏氧区域往往伴随

肿瘤坏死，更有利于肿瘤侵袭、转移。同时肿瘤组织乏氧区域，肿瘤细胞出现适
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应性反应，分泌多种细胞因子、生长因子和转录调控因子等，如促红细胞生成素

（EPO）、糖酵解酶等分泌增加，缺氧诱导因子-1α（HIF-1α）表达上调[3]。HIF-1α

是调节血管生成的重要因子之一，调控多种血管生成因子的表达[4]。其中包括，

时 HIF-1α 表达上调能够促使血管内皮生长因子（VEGF）表达上调，影响肿瘤血

管新生及肿瘤的增殖、侵袭、转移等过程[10]。 

 

图 1.1 肿瘤微环境中肿瘤细胞的侵袭过程示意图[1] 

肿瘤在乏氧状态下，肿瘤细胞代谢过程中三羧酸循环发生障碍，转而多进行

无氧糖酵解，释放大量乳酸。同时，乏氧区域肿瘤组织周围脉管系统不完备，代

谢产物不能及时排除，使得肿瘤乏氧区域 pH 值降低。另外，肿瘤乏氧时 HIF-1

调控下游基因增加碳酸酐酶的表达，碳酸酐酶能够可逆催化二氧化碳水化为碳

酸，进一步增强肿瘤微环境酸性程度[11]。 

1.1.2 肿瘤相关巨噬细胞 

肿瘤相关巨噬细胞（Tumor-associated macrophage，TAMs），通常是指浸润

在肿瘤组织中的巨噬细胞，可通过多种作用机制调控肿瘤血管生成、肿瘤细胞外

基质重塑、肿瘤细胞的增殖侵袭和转移、抑制获得性免疫等，在肿瘤进展过程中

发挥重要作用[12]。 

巨噬细胞与其他免疫效应细胞一样，有很多亚型。通过Th1/Th2免疫应答过

程分类，巨噬细胞能被极化为两种不同的表型，即经典活化的（Classically 

activated macrophage，M1型）巨噬细胞和替代性活化的（Alternatively activated 

macrophage，M2型）巨噬细胞[13,14]。M1型巨噬细胞主要由Th1型细胞因子如干

扰素-γ （INF-γ）单独作用，或与细菌分泌的脂多糖（LPS）、细胞激素如肿瘤坏
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死因子-α （LPS-α）协同作用，诱导分化而来[15]。M2型巨噬细胞分为M2a、M2b、

M2c三种表型，其中M2a型巨噬细胞主要由Th2型细胞因子如IL-4或IL-13诱导分

化；M2b型巨噬细胞主要由免疫复合物（ICs）、TLRs或IL-1受体拮抗剂诱导分化；

M2c型巨噬细胞主要由IL-10、转录生长因子-β （TGF-β）或糖皮质激素（GCs）

[16,17]。M1型巨噬细胞高度表达促进炎症进程的细胞因子（如，TNF-α、IL-1、IL-6

和IL-23），IL-12表达增加，而IL-10表达减少[18]。同时，M1型巨噬细胞能够增加

H2O2、氧自由基、超氧阴离子、过氧化硝酸盐等的分泌，增加肿瘤细胞杀伤活性，

具有抗肿瘤的特性[19,20]。另外，M1型巨噬细胞能够高度表达MHC I和II类抗原，

分泌介导吞噬作用的补体因子。M1型巨噬细胞中诱导型一氧化氮酶合酶（iNOS）

表达上调，能够促进精氨酸代谢为NO和瓜氨酸[21,22]。与此相对，M2型巨噬细胞

多表达SR、甘露糖受体（MR）和IL-10，而IL-12表达减少，主要参与组织重建、

免疫调节和促进肿瘤进展过程等[23,24,25]。 

 

图 1.2 巨噬细胞极化特点及功能示意图[16] 

有研究表明，肿瘤细胞实际处于慢性炎症环境之中，来自于单核-巨噬细胞

系统的炎症细胞是肿瘤间质的重要组成部分[26,27]。肿瘤分泌多种肿瘤衍生趋化因

子(如，CCL2、CCL3和CCL12等)，招募外周血单核细胞趋化到肿瘤部位，定向

诱导分化形成肿瘤相关巨噬细胞[28,29]。在肿瘤进展早期时，炎症浸润过程中巨噬
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细胞多为M1型巨噬细胞，随着肿瘤乏氧和高乳酸等微环境的持续作用，巨噬细

胞逐步极化为具有M2型巨噬细胞特征的肿瘤相关巨噬细胞[30]。肿瘤相关巨噬细

胞浸润在肿瘤微环境中，通常具有M2型巨噬细胞的特征，与肿瘤乏氧的微环境

密切相关，肿瘤相关巨噬细胞的招募和极化水平，很大程度上与肿瘤乏氧的程度

相关[31]。乏氧程度越严重的区域，肿瘤相关巨噬细胞的富集越多。同时，肿瘤相

关巨噬细胞可通过调控多种作用机制，促进肿瘤进展过程，如调控肿瘤血管新生

和淋巴管生成、细胞外基质重塑、肿瘤的生长侵袭和转移、抑制获得性免疫等[32]。 

 

图 1.3 肿瘤相关巨噬细胞促进肿瘤进展作用示意图[23] 

肿瘤相关巨噬细胞能够影响肿瘤的生长、侵袭和转移过程。研究表明，肿瘤

相关巨噬细胞的浸润程度与多种实体肿瘤细胞（如，乳腺癌、子宫内膜癌等）的

增殖呈正相关[33,34,35]。肿瘤相关巨噬细胞通过分泌细胞因子 IL-23，上调 MMP-9，

刺激炎症反应，进而促进肿瘤的生长。另外，肿瘤相关巨噬细胞还可以通过 eNOS

信号通路活化、抑制肾上腺素受体等途径，促进肿瘤生长[36,37,38]。肿瘤相关巨噬
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细胞参与肿瘤细胞向周围正常组织的侵袭、转移过程[39,40,41]。肿瘤的转移程度是

评价肿瘤严重程度的重要指标，肿瘤通过血管和淋巴管转移。其中，肿瘤相关巨

噬细胞通过分泌 MMP（如，MMP-2、MMP-9 等）以及多种蛋白水解酶、组织

蛋白酶等，破坏细胞间连接、基底膜，讲解细胞外基质（ECM），激活 c-JNK 和

NF-κB 信号通路等促进肿瘤的侵袭和转移[42,43,44]。肿瘤相关巨噬细胞释放 EGF

与肿瘤细胞释放的 CSF-1 协同作用，促进肿瘤侵袭转移[45]。 

肿瘤相关巨噬细胞能够调控肿瘤血管新生和淋巴管生成。研究表明，肿瘤微

环境中的肿瘤相关巨噬细胞分泌生长因子、细胞因子、趋化因子等，包括如

VEGF、PDGF、TGF-β、IL-8、CCL8、TNF-α 等调节和诱导神经胶质瘤、乳腺癌、

膀胱癌和前列腺癌等肿瘤血管新生[46,47]。此外，肿瘤相关巨噬细胞高度表达基质

金属蛋白酶（如，MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-9 和 MMP-12）、纤溶酶、

尿激酶纤溶酶原等也有利于肿瘤血管生成。在肿瘤乏氧微环境的作用下，使得缺

氧诱导转录因子 HIF-1、HIF-2 表达上调，诱导多种血管生成因子如 VEGF 等大

量分泌，进而促进肿瘤血管新生[48,49]。淋巴管生成状态可作为临床不良预后的初

步指征。肿瘤相关巨噬细胞可通过 VEGFR3 调控 VEGF-C、VEGF-D 分泌，进而

介导淋巴管的生成。另外，肿瘤相关巨噬细胞还可以通过上调淋巴管生成因子等

表达，促进淋巴管的生成[50]。 

肿瘤相关巨噬细胞能够调节肿瘤免疫抑制过程。肿瘤相关巨噬细胞大量分泌

的细胞因子和蛋白酶，如 TGF-β、IL-10、精氨酸酶-1 等可使免疫抑制。TGF-β

通过抑制 NK 细胞的细胞溶解活性、降低 DC 的迁移及抗原呈递、促进 CD4+ T

细胞分化为 Th1 细胞，加深免疫抑制作用[51,55]。IL-10 是一种有助于肿瘤免疫逃

逸的抗炎、免疫抑制细胞因子，能够降低抗原呈递。IL-10 可抑制 IFN-γ 表达，

进而刺激幼稚 T 细胞分化，促进肿瘤免疫逃逸过程[53,54]。精氨酸酶-1 使 L-精氨

酸代谢成多胺和脯氨酸，使 T 细胞受体(TCR)信号的失调，随后诱导 CD8+ T 细

胞无反应，实现肿瘤免疫抑制作用[55]。肿瘤相关巨噬细胞通过调节趋化因子（如，

CCL-17、CCL-22）表达，抑制细胞毒性 T 细胞浸润，引起免疫抑制。另外，肿

瘤相关巨噬细胞可诱导免疫抑制与激活相关的基因，如 STST3、STST6、NF-κB

等，介导肿瘤免疫抑制过程[56]。 

透明质酸（HA）作为一种天然高分子，在药物传递系统等领域有广泛的应

用。研究表明，高分子量的 HA 作为广泛存在的细胞外基质成分，在维持组织完
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整性和水平中发挥重要作用，具有抗炎作用。然而，在组织损伤时，细胞外基质

中高分子量的 HA 分解为低分子量的 HA 片段，可作为免疫系统的报警信号，可

激活先天免疫应答过程。大量文献指出，低分子量 HA 为单核细胞或巨噬细胞免

疫系统的免疫应答信号源，可通过介导 TLR2-MyD88-IRAK1-TRAF6-PKCζ 

-NK-κB 或 TLR4-TRIF-TBK1-IRF3 免疫依赖途径，激活先天免疫应答，引起巨

噬细胞表型变化[57,58,59,60]。 

 

图 1.4 肿瘤相关巨噬细胞表型转化的肿瘤免疫治疗策略示意图[62] 

通过一定策略，诱导肿瘤相关巨噬细胞表型转化为具有抗肿瘤特性的 M1 型

巨噬细胞，可正常化肿瘤血管及提高肿瘤免疫抗性[61]、抑制肿瘤转移[62]、调节 T

细胞免疫过程[63]等途径进行肿瘤治疗。另外还有靶向肿瘤相关巨噬细胞进行基因

传送治疗，以改善肿瘤乏氧状况[64]，进行肿瘤治疗。这些新型治疗策略的提出，

为肿瘤治疗提供新思路。 

1.1.3 肿瘤耐药机制 

肿瘤在乏氧状态下，肿瘤细胞对于放射治疗和化学治疗均具有耐受性，使得

肿瘤对放射治疗和药物化疗的抵抗性增强，显著降低肿瘤病人的生存率[2,64]。同

时，肿瘤乏氧区域的肿瘤相关巨噬细胞也与肿瘤耐药密切相关。 
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