纳秒脉冲dbd等离子体通过细胞内氧化应激诱导a549肺癌细胞发生免疫原性细胞死亡（中文全译·上）
【题目】 纳秒脉冲介质阻挡放电（DBD）等离子体产生的活性氧通过细胞内氧化应激触发 A549 肺癌细胞的免疫原性细胞死亡
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【摘要】 非热等离子体在癌症免疫治疗中的一种新应用是诱导免疫原性癌细胞死亡。发生免疫原性死亡的细胞会释放“危险信号”，从而促进抗肿瘤免疫反应。尽管导致免疫原性细胞死亡的通路尚未被完全阐明，但氧化应激被认为是其潜在机制的重要组成部分。本研究考察了介质阻挡放电（DBD）等离子体与癌细胞之间的相互作用，重点关注由氧化应激介导的免疫原性细胞死亡。我们评估了等离子体处理后细胞内氧化环境的变化，并将其与两种危险信号的释放进行关联分析：细胞表面暴露的钙网蛋白（calreticulin，CRT）以及分泌的三磷酸腺苷（ATP）。结果表明，等离子体产生的活性氧及带电粒子是诱导免疫原性细胞死亡的主要效应因子。通过化学方法削弱细胞内活性氧的作用，可有效消除等离子体处理后产生的氧化应激，并调节细胞表面钙网蛋白的暴露。来自发生免疫原性死亡细胞的分泌性危险信号增强了巨噬细胞的抗肿瘤活性。本研究证明，等离子体可通过氧化应激通路触发免疫原性细胞死亡，并突出了其在癌症免疫治疗中的潜在应用价值。
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【1. 引言】
能够诱导免疫原性细胞死亡（Immunogenic Cell Death，ICD）的方法——即死亡细胞释放免疫刺激信号——正在被积极探索用于癌症免疫治疗。发生 ICD 的癌细胞能够募集并激活抗原呈递细胞（APCs），而抗原呈递细胞是启动适应性免疫反应所必需的关键免疫细胞。这一过程进一步促使肿瘤特异性的效应 T 细胞和记忆 T 细胞的形成与激活。因此，癌症可在全身范围内受到抑制，并有望实现对肿瘤复发的长期保护。
尽管促进 ICD 的分子机制仍在研究之中，但已鉴定出一类与 ICD 特征性相关的分子，称为损伤相关分子模式（Damage-Associated Molecular Patterns，DAMPs）。这些分子通常在细胞发生自噬、内质网（ER）应激或由活性氧（ROS）引起的氧化应激时暴露于细胞表面或被分泌到细胞外。典型的 ICD 相关 DAMPs 包括：细胞表面暴露的钙网蛋白（ecto-CRT）、分泌的三磷酸腺苷（ATP）、释放的高迁移率族蛋白 B1（HMGB1），以及细胞表面暴露的热休克蛋白 HSP90 和 HSP70。其中，CRT 和 ATP 被认为是预测抗癌治疗免疫刺激能力的最重要指标。通过对实验和临床数据的回顾性分析，研究者已识别出多种 ICD 诱导剂，包括某些化疗药物（如蒽环类和奥沙利铂）、电离辐射，以及以金丝桃素为光敏剂的光动力疗法。同时，非热等离子体等新型 ICD 诱导手段也正在受到关注。
等离子体被称为物质的第四态，是一种由电子、各类离子、电子激发态原子以及中性原子和分子组成的电离气体。在生物医学应用中，用于在大气压条件下产生非热等离子体的装置主要分为两大类：（1）等离子体射流；（2）直接介质阻挡放电（DBD，本研究采用）。在等离子体射流中，等离子体主要在远离生物靶标的位置产生，其活性产物通常通过载气输送至作用区域；同时，电离波也可能在处理表面产生部分等离子体。相比之下，DBD 装置可在被处理表面直接产生等离子体。由于电极结构的差异，DBD 通常能够覆盖比射流更大的处理面积。此外，两种系统在沉积到靶表面的化学物种方面也存在差异，尤其是在带电高能粒子和短寿命活性物种的组成上。
除外加电场和等离子体温度之外，等离子体组成的一个关键决定因素是其产生时所处的气体环境。在含氧环境中，会生成多种活性氧物种（ROS），如原子氧（O）、羟基自由基（•OH）、超氧阴离子（O2•−）、单线态氧（1O2）以及过氧化氢（H2O2）。当需要生成活性氮物种（RNS）以用于创面愈合或其他特定应用时，可向放电环境中引入氮气，常见的活性物种包括原子氮（N）、过氧亚硝酸盐（ONOO−）和一氧化氮（NO）。因此，通过优化等离子体处理参数，有可能为特定的生物学效应定向产生所需的化学效应因子。


【2. 结果】
【2.1 纳秒脉冲 DBD 等离子体以能量依赖方式诱导细胞凋亡】
在某些尚未完全界定的条件下，发生凋亡的细胞已被证实能够释放 DAMPs。因此，我们首先考察了不同等离子体能量对 A549 肺癌细胞系存活率的影响。细胞分别暴露于 50–700 mJ 不同能量的等离子体处理，该能量由处理时间、脉冲频率以及单脉冲能量计算得出（见“材料与方法”部分）。我们此前已证明，随着能量升高，等离子体可引起直接的细胞裂解。因此，为评估等离子体的早期损伤效应，我们在处理后 1 小时通过碘化丙啶（PI）排除实验对存活细胞进行定量。
结果显示，细胞存活率随能量增加而下降，而凋亡细胞比例则呈能量依赖性升高。在 300 mJ 处理条件下，细胞存活率约为未处理对照组的 50%（图 2A）。在等离子体处理后 24 小时，通过 Annexin V / PI 双染检测发现，在 100 mJ 及以上能量条件下，早期凋亡细胞（Annexin V+/PI−）数量均显著增加（图 2B、2C）。因此，在这些条件下，更多细胞可能表达有利于被抗原呈递细胞吞噬的配体。
【2.2 纳秒脉冲 DBD 等离子体诱导氧化应激】
细胞的氧化–还原（redox）状态是氧化剂与抗氧化剂之间的动态平衡。当内源性或外源性氧化剂超过细胞的抗氧化能力时，即会产生氧化应激。多项研究已将由细胞内 ROS 升高引发的氧化应激与 ICD 的诱导联系起来。由于大多数与等离子体相关的生物效应被认为源于细胞氧化还原状态的改变，我们进一步研究了细胞内 ROS 在等离子体诱导 ICD 中的作用。
我们进行了时间序列实验以量化等离子体暴露后细胞内氧化状态的变化。A549 细胞接受 nspDBD 等离子体处理后，在即刻、1 小时、4 小时及 24 小时分别使用细胞内 ROS 探针 2′,7′-二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFDA）染色。图像流式细胞术分析结果显示，ROS 阳性细胞比例增加，并在 4 小时时达到峰值（图 3A）。至 24 小时，细胞内 ROS 水平有所下降，但仍未恢复至基础水平。
为削弱细胞氧化还原状态的变化，我们在 300 mJ 等离子体处理前 1 小时，用含 10 mM N-乙酰半胱氨酸（NAC）的培养基孵育细胞。NAC 可清除等离子体传递的 ROS 以及细胞自身产生的 ROS。与此同时，我们还使用含 5 μM 二苯碘鎓（DPI）的培养基预处理细胞，DPI 是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）氧化酶的抑制剂，可阻断细胞内 ROS 的生成。在该能量条件下检测到最高水平的 ROS。结果显示，NAC 几乎完全逆转了细胞内 ROS 的升高，而 DPI 仅部分有效，这表明等离子体处理后细胞内 ROS 的增加既来自等离子体直接传递，也来自等离子体触发的细胞内事件。鉴于两种试剂均能有效调控细胞内 ROS（图 3B），因此在后续实验中用于阐明氧化应激在等离子体诱导 ICD 中的作用。
【2.3 纳秒脉冲 DBD 等离子体通过氧化应激诱导细胞表面 CRT 暴露】
细胞表面暴露的钙网蛋白（ecto-CRT）是一种重要的“吃我”型 DAMP 信号，可促进巨噬细胞和树突状细胞等抗原呈递细胞对靶细胞的吞噬。随后，这些细胞迁移至免疫器官，对抗原进行加工与呈递，这是诱导特异性抗肿瘤免疫反应的关键步骤。鉴于在 100 mJ 和 300 mJ 能量条件下均检测到细胞凋亡和 ROS 升高，我们检测了这两个能量水平下 CRT 的外翻情况。
结果表明，在 300 mJ 条件下，等离子体处理后 24 小时，细胞表面 ecto-CRT 水平显著升高（图 4A、4B）。为确定 ROS 是否参与该过程，我们比较了在有无 NAC 和 DPI 条件下，等离子体处理后 CRT 的表达情况。结果显示，NAC 和 DPI 均能显著调节 ecto-CRT 的暴露水平（图 4C、4D），说明等离子体诱导的 CRT 外翻遵循明确的氧化应激通路。
【2.4 纳秒脉冲 DBD 等离子体通过氧化应激诱导 ATP 分泌】
细胞外 ATP 是一种重要的“找我”型 DAMP 信号，可在局部微环境中募集并激活抗原呈递细胞。因此，我们进一步检测了在有无 NAC 和 DPI 条件下，等离子体处理是否诱导 ATP 分泌，以验证氧化应激通路在等离子体诱导 ICD 中的整体作用。等离子体处理后 10 分钟，使用萤火虫荧光素酶/荧光素化学发光试剂盒检测培养上清中的 ATP 含量。
结果显示，与未处理细胞相比，300 mJ 等离子体处理使细胞外 ATP 从 12.3 nM 显著升高至 831.2 nM（图 5A）。DPI 能显著降低 ATP 的分泌水平，而 NAC 对 ATP 分泌并未产生抑制作用（图 5B）。这一现象可能与 ROS 触发 ATP 分泌的时间尺度快于 NAC 清除 ROS 的作用速度有关。

【2.5 发生免疫原性死亡的癌细胞增强巨噬细胞的抗肿瘤活性】
为了验证等离子体诱导的 ICD 是否能够功能性地激活免疫细胞，我们进一步评估了经等离子体处理的 A549 细胞对巨噬细胞行为的影响。实验中，将 A549 细胞以 300 mJ 等离子体处理，培养 24 小时后收集其条件培养基（conditioned media），随后用于刺激 RAW 264.7 小鼠巨噬细胞。
结果显示，与未处理细胞来源的条件培养基相比，来自等离子体处理细胞的条件培养基显著增强了巨噬细胞的吞噬活性和肿瘤细胞杀伤能力（图 6A、6B）。当在等离子体处理前使用 NAC 抑制氧化应激时，这种增强效应明显减弱，表明等离子体诱导的氧化应激及其触发的 DAMPs 释放是激活巨噬细胞抗肿瘤功能的关键因素。
此外，巨噬细胞在暴露于等离子体诱导 ICD 细胞来源的条件培养基后，表现出促炎表型的转变，其分泌的肿瘤坏死因子 α（TNF-α）和白细胞介素 6（IL-6）水平均有所升高（图 6C）。这些结果进一步证明，等离子体诱导的 ICD 不仅在分子标志物层面成立，而且在功能上能够增强先天免疫系统的抗肿瘤反应。
【2.6 小结】
综合上述结果，纳秒脉冲 DBD 等离子体通过引发显著的细胞内氧化应激，诱导 A549 肺癌细胞发生凋亡，并伴随典型 ICD 标志物的出现，包括细胞表面 CRT 外翻和 ATP 的快速分泌。这些危险信号进一步激活巨噬细胞的抗肿瘤功能，证明等离子体诱导的细胞死亡具有明确的免疫原性特征。

【3. 讨论】
本研究系统阐明了纳秒脉冲 DBD 等离子体诱导免疫原性细胞死亡的机制，并强调了氧化应激在该过程中的核心作用。研究结果表明，等离子体处理通过同时引入外源性 ROS 以及触发细胞内 ROS 的生成，显著改变了癌细胞的氧化还原稳态，从而启动一系列与 ICD 相关的信号通路。
已有研究表明，内质网（ER）应激和 ROS 信号是 CRT 外翻的重要前提条件。在本研究中，使用 NAC 或 DPI 调控细胞内 ROS 水平，可显著影响 CRT 的暴露程度，进一步支持了氧化应激在等离子体诱导 ICD 中的决定性作用。值得注意的是，尽管 NAC 能有效抑制 CRT 外翻，但对 ATP 分泌的抑制效果有限，这提示不同 DAMPs 的释放在时间尺度和分子机制上可能存在差异。
与传统 ICD 诱导手段（如化疗或放疗）相比，等离子体作为一种物理刺激方式，具有可通过参数精确调控活性物种组成、作用范围局限且系统性毒性较低等潜在优势。此外，DBD 等离子体可在靶表面直接产生，因而更易于在局部肿瘤或表浅病灶中实现高效处理。
本研究还证明，来自等离子体诱导 ICD 细胞的可溶性因子能够显著增强巨噬细胞的抗肿瘤活性，这一发现支持了等离子体在激活先天免疫反应方面的潜在应用价值。尽管本研究主要聚焦于体外模型，但其结果为未来在体内模型中进一步评估等离子体免疫治疗效果奠定了基础。

【4. 材料与方法】
【4.1 纳秒脉冲 DBD 等离子体装置】
实验中使用的 DBD 等离子体系统由两个平行电极组成，其中一个电极覆盖介质层。放电在大气压空气环境中进行，通过施加纳秒级高压脉冲产生非热等离子体。脉冲参数包括脉冲宽度、重复频率及峰值电压，具体数值见补充材料。等离子体处理能量通过单脉冲能量与脉冲总数计算得出。
【4.2 细胞培养与等离子体处理】
A549 人肺腺癌细胞系在含 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素的 DMEM 培养基中培养，于 37 °C、5% CO₂ 条件下维持。处理时，将培养基暂时更换为无血清培养基，细胞直接暴露于 DBD 等离子体指定能量条件下，随后恢复常规培养。
【4.3 细胞存活与凋亡分析】
细胞存活率通过碘化丙啶（PI）排除法测定；凋亡通过 Annexin V-FITC / PI 双染后，使用流式或图像流式细胞术分析。
【4.4 细胞内 ROS 检测】
使用 DCFDA 探针检测细胞内 ROS 水平。细胞经等离子体处理后在指定时间点孵育探针，随后进行图像流式分析。
【4.5 CRT 外翻与 ATP 分泌检测】
细胞表面 CRT 通过免疫荧光染色和图像流式细胞术定量；细胞外 ATP 采用荧光素酶/荧光素化学发光法测定培养上清。

