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结肠癌细胞膜仿生铜基金属有机框架对DC的激活和促血管新生作用
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[摘  要]  目的：探讨结肠癌细胞膜包裹的铜基金属有机框架（MOF@CCM）的DC激活和促进血管新生的潜力。方法：首先构建

1，3，5-苯三甲酸铜（Ⅱ）铜基金属有机框架（HKUST-1），在其外层包覆结肠癌CT26细胞膜，获得MOF@CCM，对其进行物理表征。

用CCK-8法研究MOF@CCM的生物相容性，流式细胞术分析MOF@CCM对DC2.4成熟比例的影响，以验证MOF@CCM激活免疫

细胞的潜力。通过血管生成实验验证MOF@CCM促人脐静脉内皮细胞（HUVEC）形成血管的能力。结果：成功制备了MOF@CCM，

透射电镜观察显示其形状近似圆形，具有明显的核壳结构。MOF@CCM的平均粒径为（150.5±7.89） nm，平均Zeta 电位为–（5.12±

1.67） mV。体外实验结果显示，与对照组相比，MOF@CCM能够显著提高DC2.4成熟的比例（P<0.01）。此外，MOF和MOF@CCM

均能促进HUVEC形成管状结构（P<0.05或P<0.01），且细胞膜修饰对MOF的促血管新生作用没有影响。结论：制备的MOF@CCM

在所使用的剂量下具有良好的细胞相容性，能够显著促进DC2.4的成熟和促进HUVEC血管生成，有望成为抗结肠癌和促进组织修

复的双功能治疗平台。
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Activation of DC and promotion of neovascularization by colon cancer membrane 
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[Abstract]  Objective: To explore the potential of colon cancer cell membrane-coated copper-based metal-organic frameworks 

(MOF@CCM) in anti-tumor activities and promotion of tissue healing. Methods: Copper (Ⅱ) 1, 3, 5-benzenetricarboxylate copper-

based metal-organic framework (HKUST-1) was constructed, and coated with colon cancer cell CT26 membrane on its outer layer to 

obtain MOF@CCM, which was physically characterized. The biocompatibility of MOF@CCM was determined by CCK-8 assay, and 

the effect of MOF@CCM on the proportion of DC2.4 maturation was analyzed by flow cytometry to verify the potential of 

MOF@CCM in activating immune cells. Angiogenesis experiments was used to verify the potential of MOF@CCM in promoting 

HUVEC to form blood vessels. Results: MOF@CCM was successfully synthesized. Transmission electron microscopy showed that its 

shape was approximately circular and had an obvious core-shell structure. The average particle size of MOF@CCM was (150.5±7.89) 

nm, and the average Zeta potential was -(5.12±1.67) mV. The results of in vitro experiments showed that compared with the control 

group, MOF@CCM could significantly increase the proportion of DC2.4 maturation ( P<0.01). In addition, both MOF and 

MOF@CCM could promote the formation of tubular structures in HUVEC cells (P<0.05 or P<0.01), and cell membrane modification 

had no significant effect on the pro-neovascularization effect of MOF. Conclusion: The synthesized MOF@CCM has good cell 

compatibility at the dose used and can significantly promote the maturation of DC2.4 cells and HUVEC angiogenesis. It is expected to 

become a bifunctional treatment platform for anti-colon cancer treatment and tissue repair promotion.
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是全球第三大

常见恶性肿瘤，50%以上的患者发展成肝转移[1]。手

术治疗仍然是CRC首要的治疗策略[2-3]。然而，手术

治疗后仍面临两大问题。首先，手术切除后产生的
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吻合口瘘是CRC的严重并发症[4]；此外，癌细胞可能

已经扩散，潜伏在血液和其他器官中，尽管看不见，

但它们残留在患者体内继续生长、浸润，导致CRC术

后容易出现复发转移甚至死亡[5-6]。尽管化疗和放疗

也可以作为CRC的治疗或辅助治疗手段，但治疗敏

感性和耐药性仍然是需要克服的问题[7-8]。因此，亟

待开发一种安全有效的治疗药物促进CRC患者手术

后伤口愈合以及预防肿瘤复发。近年来，基于膜涂

层技术的输送平台快速发展，多种细胞来源的细胞

膜都被用以修饰纳米颗粒并取得良好的治疗效果，

具有广阔的发展前景[9]。这是仿生给药领域的一个

重要里程碑。肿瘤细胞膜上有丰富的肿瘤抗原，因

而能够引起特异性免疫反应，使用肿瘤细胞膜作为

纳米颗粒外涂层可以作为一种治疗性肿瘤疫苗，预

防肿瘤复发。金属有机框架（metal organic frame, 

MOF）是一类以金属离子为核心，与有机配体组成的

具有三维多孔结构的配位化合物。由于MOF的多孔

结构，多数研究利用其作为药物递送载体[10-11]。还有

一些研究表明，以铜（Cu）为基础的MOF因Cu离子

的存在还具有抗菌[12]、促修复等多种应用潜力[13]。在

此之前，将Cu-MOF用于修复的研究还比较少，本课

题组认为将其作为组织修复的生物材料可能具有巨

大潜力。因此，选用Cu-MOF作为仿生纳米颗粒的核

心。本研究制备了以 Cu 为核心的金属有机框架

HKUST-1（Hong Kong Uniersity of Science and 

Technology-1），再将结肠癌细胞膜包覆在纳米材料

表面，探究其激活免疫细胞和促组织愈合的潜力。

1  材料与方法

1.1  细胞、试剂和主要仪器

小鼠结肠癌 CT26 细胞、人脐静脉内皮细胞

（HUVEC）和DC2.4均购自上海葵赛生物科技有限公

司，小鼠胚胎成纤维细胞NIH/3t3细胞购自中科院上

海细胞库。流式细胞术所用抗体 CD11c-FITC（货

号：E-AB-F0991C）、CD86-PC7（货号：E-AB-F0994H）

和CD80-APC（货号：E-AB-F0992E）均购自武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司，CCK-8试剂盒（货号：

C0037）、苯 甲 磺 酰 氨（phenyl methane sulfonyl 

fluoride, PMSF）（货号：ST506）和BCA蛋白浓度测定

试剂盒（货号：P0009）均购自上海碧云天生物科技有

限公司，HUVEC完全培养基（货号：HUVEC-90011）

购自赛业（苏州）生物科技有限公司，Matrigel 基质

胶（货号：356234）购自美国康宁公司，乙酸铜[Cu

（CH3COO）2 •H2O]（分析纯）、均苯三甲酸（分析

纯 ）、二 甲 基 甲 酰 胺（N, N-dimethylformamide, 

DMF）（分析纯）、三乙醇胺（分析纯）以及乙醇（分析

纯）均购自国药集团化学试剂有限公司，胆固醇

CpG-1668 购自生工生物工程（上海）股份有限公司，

聚乙烯吡咯烷酮（polyvinylpyrrolidone, PVP）（Mw=

3.6×103）购自Sigma-Aldrich公司，马尔文粒径仪购自

英国 Malvern 公司，多功能酶标仪（ULX800)购自美

国佛蒙特州BioTEK公司。

1.2  合成HKUST-1纳米载体

结合之前报道的方法[14-15]，构建HKUST-1纳米载

体。首先，将1.2 g乙酸铜和2.0 g PVP溶解于60 mL的

25% DMF水溶液，得到乙酸铜混合溶液；同时，将

0.84 g均苯三甲酸溶解于40 mL 25% DMF乙醇溶液，

得到均苯三甲酸混合溶液；然后，将乙酸铜混合溶液

缓慢滴加至均苯三甲酸混合溶液中，并将 1 mL三乙

醇胺加至反应体系，搅拌4 h，之后将反应体系超声处

理20 min，得到悬浊液，即HKUST-1悬液；之后，依次

使用超纯水、DMF、二氯甲烷以及乙醇洗涤置换3次。

最后通过旋转蒸发去除乙醇，获得HKUST-1纳米载

体（MOF）。

1.3  制备MOF@CCM

首先，使用膜蛋白提取试剂盒提取 CT26 细胞

膜蛋白，用 0.25%胰蛋白酶消化培养细胞，收集后用

PBS洗涤，将膜蛋白提取试剂A与PMSF （1 mmol/L）

的混合溶液加入到上述收集的细胞中并在冰浴中

处理 15 min，随后置于细胞粉碎机中以 70 Hz破碎

60 s，将破碎得到的溶液在700×g下离心10 min，收集

上清液，以 17 968×g离心 30 min，弃上清液，得到含

有细胞膜蛋白的沉淀物，采用BCA蛋白提取试剂盒

定量测定细胞膜蛋白浓度；插入CpG（寡聚核苷酸）

时，将细胞膜提取物与胆固醇修饰的CpG （10 nmol/L）

在 37 ℃下混合处理 30 min；将上述仿生细胞膜

（biomimetic cell membrane, BCM）材料与 HKUST-1

混合，超声处理15 min后即得MOF@CCM；最后，使用

马尔文粒径仪检测MOF@CCM的粒径和电位。

1.4  细胞培养

CT-26细胞和DC2.4在含10%胎牛血清和1%抗

生素混合物[青霉素（10 000 U/mL）/链霉素（10 mg/mL）]

的RPMI 1640培养液中，HUVEC在完全培养液中，

NIH-3t3细胞在含10%胎牛血清和1%抗生素混合物

[青霉素（10 000 U/mL）/链霉素（10 mg/mL）]的DMEM

培养液中，置于5% CO2 、37℃环境的培养箱中培养。

1.5  MOF@CCM细胞毒性检测

将 NIH/3t3 细胞以每孔 5×103个的密度接种于

96孔板中培养过夜。将 0、1.56、3.13、6.25、12.5、25、

50、100 μg/mL 的 MOF@CCM 处理 NIH/3t3 细胞

24 h。每孔中加入5 μL的CCK-8溶液，继续培养2 h，

用多功能酶标仪检测培养板各孔在450 nm处的光密
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度（D）值。以D值代表细胞活力。

1.6 MOF@CCM对DC2.4的激活

将DC2.4消化后接种于24孔板（1×105个/孔），培

养过夜后将其培养液替换为含有不同成分的完全培

养液（MOF：50 μg/mL，MOF@CCM：50 μg/mL），PBS

作为对照组，处理 DC2.4 24 h，用荧光抗体（CD11c-

FITC、CD86-PC7和CD80-APC）对其进行染色后，在

流式细胞仪上进行检测，分析CD80和CD86阳性细

胞比例。

1.7  HUVEC血管生成实验

提前将 Matrigel 基质胶在 4 ℃下解冻过夜，第

2天，将基质胶置于预冷的 96孔板上，37 ℃下凝固

30 min。将 HUVEC 以 3×104 个 /孔接种于铺有基

质胶的孔板上，用含有 MOF、MOF@CCM（Cu离

子浓度为 1 μmol/L）的培养基处理细胞 6 h。最后用

多聚甲醛固定细胞，光镜下拍照。用 Image J软件检

测图片中成血管节点数。

1.8  统计学处理

所有实验均独立重复3次。用GraphPad Prism 8

软件处理数据与图像。单因素方差分析用于多组间

的比较，进一步组间比较用One-way ANOVA分析。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  MOF@CCM纳米载体的物理性质与生物安全性

透射电镜检测结果（图1）显示，HKUST-1纳米载

体粒径约 100 nm，形状呈近似圆形。仿生细胞膜包

被后，能看到其明显的膜涂层。马尔文粒径仪检测

结果（图 2）显示，HKUST-1 纳米载体的水合粒径为

（136.7±2.25） nm，经 BCM 外层修饰后 MOF@CCM

粒 径 增 加 至（150.5±7.89） nm。 HKUST-1 和

MOF@CCM 的平均 Zeta 电位分别为-（1.93±0.83）

和-（5.12±1.67）mV，由于BCM带负电，经过BCM修

饰后电位相对值增加。CCK-8法检结果（图3）显示，

MOF@CCM对细胞活力的影响随着浓度的增加而增

加 。 与 对 照（0 μg/mL MOF@CCM）组 相 比 ，当

MOF@CCM浓度达12.5 μg/mL时细胞存活率开始显

著降低，然而MOF@CCM在50 μg/mL的质量浓度下

仍有 70% 以上的细胞存活。因此，后续实验所用

MOF@CCM不超过50 μg/mL。

2.2  MOF@CCM可显著激活DC2.4

流式细胞术检测结果（图4）显示，与PBS组比较，

MOF处理组CD80+CD86+细胞比例略有提升，但差异不

具统计学意义；与PBS组、MOF组比较，MOF@CCM处

理组CD80+CD86+细胞比例显著升高（P<0.01）。实验

结果说明，MOF@CCM可明显激活DC2.4。

（红线指示细胞膜）

图1  HKUST-1经BCM包被前后的透射电镜图

A：MOF与MOF@CCM的粒径；B：MOF与MOF@CCM

的表面电荷。

图2    BCM包被的HKUST-1（（MOF@CCM））的粒径

与表面电荷表征

与对照（0 μg/mL MOF@CCM）组相比，***P<0.001，****P<0.0001。

图3  CCK-8法检测MOF@CCM对NIH/3t3细胞活力的影响

2.3  血管生成

血管形成实验检测结果（图5）显示，与PBS对照

组比较，MOF组成血管节点数明显增加（P<0.05）；而

MOF@CCM组成血管节点数同样呈现出显著的增加

趋势，且统计学差异更为显著（P<0.01）。这些实验

结果说明，MOF和MOF@CCM均可促进HUVEC血

管生成，而两者的影响没有明显差异，这表明BCM的

加入并未对 MOF 的血管生成促进效果产生负面

影响。

3  讨  论

近年来，MOF化合物由于其特殊的理化性质和

多样的作用，已经被广泛用于生物科学领域[16-17]。以

铜离子为核心的铜基MOF具有抗菌、抗肿瘤以及促
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创面愈合的作用[18]，以铜离子为核心、均苯三甲酸为

配体的HKUST-1是其中的一种[13]。HKUST-1的合成

方法包括溶剂热合成法、常温常压合成法、超声法

等[13,15,19-20]。相比其他方法，室温合成法操作简单，反

应温和。纳米颗粒在体内容易受到网状内皮系统的

清除，循环寿命短、内吞效率低[21-22]。细胞膜修饰纳

米颗粒可以解决这一问题，不仅可提高纳米颗粒的

稳定性还能延长体内循环时间[23]。目前，采用血小板

包被纳米颗粒给药的肿瘤疫苗已经获得FDA的临床

批准，不仅可以消除肿瘤，还可以实现长期的肿瘤免

疫[24]。相比于此，肿瘤细胞膜上的肿瘤相关抗原还能

激活特异性免疫反应。基于此前的研究，本研究合

成了HKUST-1，并通过简单的超声法[21]用仿生肿瘤

细胞膜对 HKUST-1 进行包被和修饰。表征结果显

示，MOF@CCM 粒径均一，由于 BCM 的修饰，电位

从-（1.93±0.83） mV 变为-（5.12±1.67） mV。由于高

浓度的铜在细胞内会诱导铜死亡，细胞毒性实验中，

本研究选择NIH-3t3细胞验证了HKUST-1对细胞活

力的影响。在 HKUST-1 浓度为 50 μg/mL 时能够保

持对细胞的低毒性，后续实验中，在不超过安全浓度

的情况下均能起到作用效果。

图4    流式细胞术检测PBS、MOF和MOF@CCM处理后DC2.4细胞中CD80+CD86+细胞比例的变化情况

图5    MOF和MOF@CCM对HUVEC成血管能力的影响

基于CRC传统治疗方式的缺点，免疫治疗在近

10年来越来越多被应用在肿瘤治疗中，包括免疫检

查点阻断等，然而由于免疫耐药等情况的存在，单纯

的免疫治疗用在CRC的效果不理想。作为辅助治疗

方式可能是一种可行之策[25-26]。在免疫治疗中，肿瘤

疫苗通过将肿瘤抗原以多种形式导入患者体内激活

全身肿瘤免疫反应和肿瘤免疫记忆功能，达到预防

的作用，其具有特异性强、不良反应少、预防复发作

用强和预防作用持久的特点[27]。在机体内，抗原被

DC摄取加工处理后递呈给各种类型的T细胞，才能

有效激活特异性免疫反应，因此 DC 的激活至关重

要[28]。在此之前，已有研究[29]将肿瘤疫苗作为辅助治

疗手段用于手术切除的转移性CRC患者，说明肿瘤

疫苗作为补充治疗手段的潜力。肿瘤细胞膜上含有

肿瘤相关抗原或肿瘤特异性抗原，递送效率更高。

此外，BCM包被的纳米颗粒更易被细胞内吞，递送效

果更好。本研究显示，构建的MOF@CCM能够显著

提高成熟DC的比例，有助于后续特异性免疫反应。

与PBS组相比，MOF组DC成熟比例虽然没有显著差

异性，但是也有所提高，可能是由于MOF作为外源性

物质对DC也有刺激作用。MOF@CCM细胞膜上插

入了TLR9激动剂CpG，能够与肿瘤抗原共同递送到

细胞内，有效地刺激DC成熟。

在CRC手术治疗后，可能会产生吻合口瘘，其原

因为多方面的[4,30]，此外，还可能需要人为造瘘以完成

正常生理活动，因此吻合口瘘的治疗以及造瘘创口
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的护理是十分重要的。此前有研究[31-32]报道，铜基

MOF有促进组织愈合的作用，其作用可能归因于

Cu-MOF作为金属库缓慢释放的Cu离子可通过诱导

血管内皮生长因子促进血管生成[33]。在伤口恢复过

程中，创面部位新生血管的形成可以为成纤维细

胞和上皮细胞提供氧气和营养，这对创面恢复至

关重要[34]。基于之前的报道 [35] ，本研究中以 Cu 离

子浓度为 1 μmol/L的MOF或MOF@CCM处理血管

内皮细胞，结果显示，6 h后，MOF能够促进血管内皮

细胞的成管；此外，MOF@CCM组对血管内皮细胞的

作用效果与MOF组没有差异，说明BCM包裹对血管

生成作用没有显著影响。

综上所述，本文成功制备了结肠癌 CT26 细胞

BCM包被的Cu-MOF（MOF@CCM），研究结果表明，

MOF@CCM在体外促进了DC的成熟，具有作为肿

瘤疫苗的潜力，同时能够促进血管生成，为创面修复

提供助力。由于其制备工艺简单 、易操作 ，

MOF@CCM具有临床转化与应用的潜力。本研究仅

对MOF@CCM做了初步验证，未来还可以深入研究

Cu 基 MOF 促进组织修复的深层作用和机制探讨。

此外，MOF@CCM在体内抑制肿瘤生长的作用效果

和免疫细胞的变化也值得观察。
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