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【摘要】  目的　制备工程化细菌膜仿生纳米粒Angiopep-2 E. coli membrane （ANG-2 EM）@PDA-PEI-CpG（简称

ANG-2 EM@PPC），实现药物高效地靶向输送，治疗脑胶质瘤。方法　利用实验室构建inaX-N-angiopep-2工程菌表达，溶

菌酶处理超滤离心获得ANG-2 EM；采用超声法包覆细菌膜制备ANG-2 EM@PPC；Western blot、琼脂糖凝胶电泳、透射电

子显微镜（TEM）验证制备情况；检测粒径和Zeta电位以考察ANG-2 EM@PPC的稳定性。细胞水平研究：CCK-8法考察

ANG-2 EM@PPC的对中性粒细胞存活率的影响。设计并构建流动腔模型，流式细胞术测定中性粒细胞的摄取效率，以考

察在炎症环境下ANG-2 EM@PPC搭中性粒细胞便车的效率。荧光显微镜表征中性粒细胞死亡方式，Western blot和流式

细胞术考察中性粒细胞凋亡小体的产生。动物水平研究：颅内注射小鼠胶质瘤-荧光素酶标记（GL261-Luc）细胞，建立原

位脑胶质瘤小鼠模型，并验证小鼠肿瘤组织炎性环境。将肿瘤模型小鼠分为3组（均n=3），分别尾静脉注射DiR、ANG-2
EM@PDA-PEI-CpG、EM@PDA-PEI-CpG（均10 mg/kg），荧光图像检测3种制剂在体内和脑内的分布情况；肿瘤模型小鼠分

为6组（均n=4），分别尾静脉注射PBS、PDA、PC、PPC、EM@PPC、ANG-2 EM@PPC（均10 mg/kg），活体成像观察肿瘤消退

状况并检测小鼠生存率、体质量以评价体内药效学，TUNEL染色（脑组织）、HE染色（脑、心、肝、脾、肺、肾组织）评价治

疗效果。结果　TEM结果显示成功制备工程化细菌膜仿生纳米粒，PPC具有明显的壳核结构，壳厚约8.2 nm。由于ANG-2
EM的包覆，ANG-2 EM@PPC的壳厚度增加到约9.6 nm且其表面有1层边界明显的细菌膜覆盖。放置1周内，稳定性良好。

细胞实验中，CCK-8法示，ANG-2 EM@PPC对中性粒细胞的活力没有明显的影响。流式细胞术检测示，ANG-2
EM@PPC在激活中性粒细胞中的摄取增强，在静止状态下搭中性粒细胞便车的效率比流动条件下高；与EM@PPC组相比，

ANG-2 EM@PPC组搭中性粒细胞便车的效率增高（摄取效率24.9% vs. 31.1%）。荧光显微镜示，ANG-2 EM@PPC改变中

性粒细胞死亡途径，从中性粒细胞胞外捕获网相关死亡（neutrophil extracellular traps-osis, NETosis）向凋亡转变；Western
blot证实中性粒细胞凋亡小体的产生，流式细胞术结果显示其产生比例高达77.7%。动物实验中，DiR组、EM@PPC组、

ANG-2 EM@PPC组制剂在脏器（心、肝、脾、肺、肾）中分布没有明显差别（P>0.05），但在脑组织中，EM@PPC组、ANG-2
EM@PPC组高于DiR组（P<0.05），ANG-2 EM@PPC可以穿过血脑屏障到达脑实质，对脑部肿瘤处的中性粒细胞有很高的

亲和力，并可以被其内化。与PBS、PDA、PC、PPC组相比，EM@PPC组生存率和小鼠体质量改善，肿瘤荧光强度减弱，凋

亡细胞增加，ANG-2 EM@PPC组上述趋势更明显；各组HE染色均未见异常。结论　成功制备了具有炎症响应特性的

ANG-2 EM@PPC纳米递送系统，该系统能跨越血脑屏障靶向聚集于肿瘤炎症微环境，提高抗胶质瘤疗效。该研究为胶质

瘤治疗提供新的给药策略，也为其他中枢神经系统疾病的非侵入性炎症微环境靶向药物递送提供新的思路。
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【Abstract】   Objective　To develop engineered bacterial membrane biomimetic nanoparticles, Angiopep-2 E. coli
membrane  (ANG-2  EM)@PDA-PEI-CpG  (ANG-2  EM@PPC),  for  efficient  targeted  drug  delivery  in  the  treatment  of
glioma, and to provide theoretical and technical support for targeted glioma therapy. Methods　 The expression of inaX-
N-angiopep-2  engineered  bacteria  was  constructed  in  the  laboratory,  and  ANG-2  EM  was  obtained  through  lysozyme
treatment and ultrafiltration centrifugation.  ANG-2 EM@PPC was prepared by ultrasonication of  bacterial  membranes.
Western  blotting,  agarose  gel  electrophoresis,  and  transmission  electron  microscopy  (TEM)  were  used  to  verify  the
preparation. Particle size and Zeta potential were measured to investigate the stability of ANG-2 EM@PPC. Regarding cell
experiments, CCK-8 assay was performed to determine the effect of  ANG-2 EM@PPC on the survival rate of neutrophils. 
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A  flow  chamber  model  was  designed  and  constructed,  and  the  uptake  efficiency  of  neutrophils  was  measured  by  flow
cytometry  to  investigate  the  hitchhiking  efficiency  of  ANG  2  EM@PPC  on  neutrophils  in  inflammatory  environment.
Neutrophil death patterns were characterized by fluorescence microscopy, and flow cytometry and Western blotting were
performed to examine neutrophil  apoptotic  bodies  and the proportion of  apoptotic  bodies  produced.  Regarding animal
experiments,  a  mouse  model  of in  situ glioma  was  established and  the  inflammatory  environment  of  tumor  tissue  was
verified.  The  tumor  model  mice  were  divided  into  three  groups,  including  DiR  group,  EM@PPC  group,  and  ANG-2
EM@PPC group (all n=3), which were injected with DiR, ANG-2 EM@PDA-PEI-CpG, and EM@PDA-PEI-CpG via the
tail vein, respectively (all at 10 mg/kg). Fluorescence images of organs and the brain were used to examine the distribution
of   the  three   formulations in  vivo and in  the  brain.  The  tumor  model  mice  were  further  divided into  PBS group,  PDA
group,  PC  group,  PPC  group,  EM@PPC  group,  and  ANG-2  EM@PPC  group  (all n=4),  which  were  injected  with  PBS,
PDA,  PC,  PPC,  EM@PPC,  and  ANG-2  EM@PPC injected  via  the  tail  vein,  respectively  (all  at  10  mg/kg).  Imaging  was
performed in vivo to observe tumor regression, and the survival rate and body mass of mice were measured to evaluate in
vivo pharmacodynamics.  TUNEL  staining  (brain  tissue)  and  HE  staining  (brain,  heart,  liver,  spleen,  lung  and  kidney
tissues) were performed to evaluate the therapeutic effect. Results　The results of TEM showed successful preparation of
engineered bacterial membrane biomimetic nanoparticles, with PPC exhibiting a distinct shell-core structure and a shell
thickness of about 8.2 nm. Due to the coating of ANG-2 EM, the shell thickness of ANG-2 EM@PPC increased to about
9.6  nm,  with  a  clear  bacterial  membrane  layer  on  the  surface.  Stability  was  maintained  for  at  least  one  week.  ANG-2
EM@PPC had no significant effect  on the activity of  neutrophils  according to the findings from the CCK-8 assay.  Flow
cytometry showed that ANG-2 EM@PPC uptake is enhanced in activated neutrophils and hitchhiking on neutrophils was
more  efficient  in  the  stationary  state  than  that  in  the  flowing  condition.  Compared  with  the  EM@PPC  group,  the
neutrophil  hitchhiking  ability  of  the  ANG-2  EM@PPC  group  was  enhanced  (uptake  efficiency  24.9% vs.  31.1%).
Fluorescence  microscopy  showed  that  ANG-2  EM@PPC  changed  the  death  pathway  of  neutrophils  from  neutrophil
extracellular  traps-osis  (NETosis)  to  apoptosis.  Western  blot  confirmed  the  production  of  neutrophil  apoptotic  bodies,
and flow cytometry showed that the production rate was as high as 77.7%. Animal experiments showed that there was no
significant difference in the distribution of engineered bacterial membrane biomimetic nanoparticles in the organs (heart,
liver,  spleen,  lungs,  and kidney)  in  the DiR group,  the  EM@PPC gropu,  and the ANG-2 EM@PPC group (P>0.05),  but
there was higher distribution in the brain tissue in EM@PPC and ANG-2 EM@PPC groups compared to the DiR group
(P<0.05). Engineered bacterial membrane biomimetic nanoparticles crossed the blood-brain barrier (BBB), and exhibited
high  affinity  to  and  internalization  by  neutrophils  located  in  brain  tumors.  Compared  with  PBS,  PDA,  PC,  and  PPC
groups, the survival rate and body mass of mice in the EM@PPC group were improved, tumor fluorescence intensity was
weakened,  and apoptotic cells  were increased.  These trends were even more prominent in the ANG-2 EM@PPC group.
No abnormality was found in the HE staining of any group. Conclusion　An ANG-2 EM@PPC nanodelivery system with
inflammation  response  characteristics  was  successfully  prepared,  capable  of  crossing  BBB  and  targeting  the  tumor
inflammatory microenvironment to improve the anti-glioma efficacy. This study provides a new drug delivery strategy for
glioma treatment and offers a new idea for targeted drug delivery in the non-invasive inflammatory microenvironments in
other central nervous system diseases.

【Key words】　　Neutrophils　　Glioma　　Inflammation　　Blood-brain barrier　　Engineered bacterial
membranes 

在脑胶质瘤的治疗研究中，国内外学者持续探索突

破血脑屏障（blood-brain barrier, BBB）的新方法[1-5]。纳米

载体在脑胶质瘤中的应用在医学界引起广泛关注，目前

临床上常用的载体包括金属纳米颗粒（nanoparticles,

NPs）、脂质体、树枝状聚合物等，通过受体介导的跨膜转

运、转运体介导的转运、吸附介导的转运等方式穿透

BBB实现治疗的目的[6-9]。张姝月等[10]构建了巨噬细胞膜

仿生白蛋白纳米体系，有较好的胶质瘤靶向递药性能。

TOPÇU等[11]证明了抗体偶联纳米给药系统中的纳米颗粒

能够与脑癌细胞特异性结合，在靶向脑肿瘤治疗方面展

现出了巨大潜力。尽管已有纳米载体展现出在脑肿瘤治

疗中的潜力，但实现高效、靶向且安全的药物递送仍面临

巨大挑战。目前，纳米载体的设计需考虑其生物相容性、

稳定性及BBB穿透性，而这些特性往往相互制约，成为研

究瓶颈。此外，虽然中性粒细胞等免疫细胞在肿瘤微环

境中的特异性趋向作用受到关注[12-13]，但如何有效利用这

一特性，并将其与纳米技术结合以实现精准递药，仍是当

前研究的热点与难点。基于上述研究，本研究建立工程

化细菌膜仿生纳米粒ANG-2 EM@PDA-PEI-CpG（简称

ANG-2 EM@PPC，其中ANG-2指angiopep-2多肽，EM指E.

coli membrane），探讨其在脑胶质瘤中的治疗作用，为脑

胶质瘤的靶向治疗提供新思路，也为其他脑部疾病的治
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疗研究开辟新途径。 

1     材料与方法
 

1.1    主要材料

pET（30a）-inaX-N/angiopep-2重组质粒由北京擎科

生物有限公司进行构建，E.coil BL21（DE3）感受态细胞（河

南省生物工程技术研究中心）；小鼠中性粒细胞（自提）；

小鼠胶质瘤-荧光素酶标记（GL261-Luc）细胞、GL261细

胞、bEnd.3细胞（中国科学院细胞库）；雄性C57/BL6小鼠

（北京斯贝福），动物生产许可证号SCXK（Yu）2018-0004，

于药学院IVC动物房饲养，自由采食、饮水。异丙基-β-

D-硫代半乳糖苷（IPTG）、BCA蛋白浓度测定试剂盒、小

鼠外周血中性粒细胞分离液试剂盒（北京索莱宝）；超敏

ECL化学发光试剂盒（新赛美）；SDS-PAGE凝胶制备试剂

盒（南京诺唯赞）；QuickBlockTM Western封闭液、细胞凋

亡检测试剂盒 （碧云天 ） ； O m p A 抗体 （ B i o r b y t ） ；

His-Tag抗体（Cell Signaling Technology）；山羊抗兔IgG、

HRP Conjugated（Cwbio）；  肿瘤坏死因子-α（tumor

necrosis factor α, TNF-α）ELISA kit、转化生长因子-

β1（transforming growth factor β1, TGF-β1）ELISA kit、白

细胞介素（interleukin, IL）-6 ELISA kit、IL-10 ELISA kit（杭

州联科）。HT-7700透射电子显微镜（HITACHI）、GH17-

DR3506酶标仪（中西器材）、CytoFLEX流式细胞分析仪

（Beckman Coulter）、FV3000激光扫描共聚焦显微镜

（Olympus）。所有程序均经河南省生物工程技术研究中

心实验动物伦理委员会批准，批准号DWLL2024005。 

1.2    inaX-N/angiopep-2制备及验证

于NCBI获取 inaX-N（ACN91081.1）、angiopep-

2（TFFYGGSRGKRNNFKTEEY）基因序列，构建pET

（30a）-inaX-N/angiopep-2重组质粒表达载体，转化，将重

组菌株涂布于含卡那霉素的LB固体琼脂培养基上，37 ℃

过夜；挑取单菌落至含卡那霉素的LB液体培养基中，37 ℃

培养2 h，IPTG诱导6 h，得到inaX-N-angiopep-2培养菌

液。取3个500 µL等份inaX-N/angiopep-2菌液，一等份置

于冰上，二、三等份中加入20 µL 25 mmol/L CaCl2，三等份

再加入2.5 µL 20 mg/mL蛋白酶K，37 ℃水浴锅孵育20 min

后加入6 µL 200 mmol/L EDTA。离心得沉淀，SDS-PAGE

进行检测。由于蛋白酶K无法进入细菌内部，只能对细菌

表面的蛋白进行消化，故此方法是验证蛋白是否存在于

细菌表面的金标准之一。 

1.3    PEI-CpG的制备及表征

向含有2 mg PEI的EP管中加入1 mL去离子水配制

PEI溶液，将其与CpG溶液（10 OD）按一定N/P比例（PEI分

子中氮原子和DNA分子中磷酸根基团的摩尔比）混合，

25 ℃孵育30 min，于30 kD的超滤管中离心（2 000 r/min，

30 min）去除水分。琼脂糖凝胶电泳表征：向含有0.25 g琼

脂糖粉末的50 mL锥形瓶中加入25 mL 1×TAE，微波炉煮

沸3次溶化，室温下放置5  m i n后，加入2 . 5  μ L  G o l d

ViewⅠ，制备成1%琼脂糖凝胶。配制样品（N/P比为0、

1、2、3、4、5、6、7.5、9和10的PEI-CpG溶液），电泳（100 V，

12 min）。凝胶成像仪成像。 

1.4    ANG-2 EM@PPC的制备

ANG-2 EM的制备：取40 mL的inaX-N/angiopep-2菌

液，离心（4 ℃、10 000 r/min、10 min）；加入4 mL溶菌酶溶

液（1 mg/mL），37 ℃孵育20 min后，加入15 mL PBS，使菌

液分散在100 kD的超滤管中，离心得ANG-2 EM，PBS重悬

收集备用；PPC的制备：取139.6 μL PEI（2 mg/mL）加入到

含有552 μL DEPC水溶解CpG（10 OD）溶液的EP管内，混

匀， 25 ℃下水浴30 min，30 kD的超滤管中离心去除水分；

接着用1 mL的Tris-HCl（pH 8.5，10 mmol/L）进行重悬至

10 mL圆底烧瓶中，加入1.26 mg盐酸多巴胺粉末，室温搅

拌12 h； 30 kD超滤管进行离心，重悬收集备用；ANG-2

EM@PPC的制备：将ANG-2 EM与PPC按照菌膜蛋白质量

与PPC的质量比为5∶1的比例进行混合包膜，超声8 min

后30 kD超滤管进行离心，收集备用。 

1.5    ANG-2 EM@PPC的表征和稳定性考察

透射电子显微镜（TEM）表征：取新制的纳米粒，去离

子水稀释后滴加于碳支持膜上，滴加2%的磷钨酸染色

液，放入TEM观察拍照，并以PC和PPC颗粒为对照。另取

新制的ANG-2 EM@PPC，以PPC为对照，观察7 d内的粒

径变化和Zeta电位，检测ANG-2 EM@PPC的稳定性。 

1.6    ANG-2 EM@PPC体外抗肿瘤活性实验 

1.6.1    细胞毒性考察

取小鼠新鲜抗凝全血，根据小鼠外周血中性粒细胞

分离液试剂盒说明书提取中性粒细胞。以每孔8×103细

胞接种到96孔板中，培养1 h，CCK-8法检测细胞毒性。加

入不同质量浓度PPC和ANG-2 EM@PPC纳米粒（PDA质

量浓度为5、10、20、40、60、80及100 μg/mL），培养4 h后

加入CCK-8 混合溶液，孵育3 h，酶标仪测定450 nm处的

吸光度值，此值正比于细胞存活率。 

1.6.2    中性粒细胞及ANG-2 EM@PPC搭便车效率研究

将中性粒细胞以1×106/孔的密度接种在6孔板中。加

入ANG-2 EM@PPC孵育以考察静止状态下中性粒细胞

的摄取情况。将ANG-2 EM@PPC和中性粒细胞通过恒

流泵（剪切应力为1.25 dyn/cm2）进行流动。收集中性粒

细胞。离心（1 000 r/min，5 min），置于流式细胞仪上分析
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摄取情况。恒流泵中激活状态下的中性粒细胞（加fMLP

诱导中性粒细胞激活）分别与EM@PPC和ANG-2 EM@

PPC在含有炎性内皮细胞（加入TNF-α 20 ng/mL）的环境

中诱导细胞24 h，平板流动腔中进行循环1 h，收集中性粒

细胞。离心，PBS重悬沉淀，加入APC anti-CD11b（1∶100），

冰上避光孵育30 min，离心，弃去上清液。流式细胞分析

仪分析摄取效率。 

1.6.3    中性粒细胞死亡方式转变研究及凋亡小体的提取

中性粒细胞以每孔5×105/mL细胞接种于多聚赖氨酸

包被的24孔板爬片上，培养30 min，待细胞贴壁后，加入

100 nmol/L 佛波酯（phorbol myristate acetate, PMA）诱导

中性粒细胞产生中性粒细胞胞外诱捕网（neutrophil

extracellular traps, NETs ）。然后分别加入EM@PPC和

ANG-2 EM@PPC孵育4 h，流式细胞术分析。中性粒细胞

用星孢菌素 （ 1 0  µ m o l / L ）诱导 2 4  h ，加入 A N G - 2

EM@PPC（100 μg/mL）孵育1 h，根据凋亡小体（apoptotic

bodies, Abs）提取试剂盒提取Abs，常规Western blot、流式

细胞术检测。 

1.6.4    细胞摄取分析

中性粒细胞以5×105/孔接种于多聚赖氨酸包被的

24孔爬片中，过夜培养24 h；用10 μL DiO（2 mg/mL）标记

中性粒细胞Abs后，加入到含有GL261细胞爬片的24孔板

中；加入1 μL fMLP诱导中性粒细胞激活后加入PPC或者

ANG-2 EM@PPC；多聚甲醛固定，Phalloidin标记细胞骨

架，DAPI染色10 min，封片剂封片，置于激光扫描共聚焦

显微镜（confocal laser scanning microscope, CLSM）下观察

摄取情况并拍照记录。 

1.7    ANG-2 EM@PPC体内抗肿瘤活性实验 

1.7.1    原位脑胶质瘤小鼠模型的建立及活体成像

原位脑胶质瘤小鼠模型建立方法：取36只小鼠，异氟

烷麻醉小鼠，立体定位仪上固定。消毒后剪开小鼠头部

中部皮肤，长约1 cm，显示前囟及矢状缝。前颅外后

0.15 mm，往右2 mm处行颅骨转孔。抽取GL261-Luc单细

胞悬液5 μL（2×105个细胞)，沿针孔垂直缓慢进针深度

3 mm，停留10 min后缓慢注射荷瘤细胞，速度1 μL/min。

颅内注射并维持5 min后缓慢退针后缝合。10 d后，腹腔

注射200 μL活体成像底物D-荧光素钾盐（3 mg/mL），显像

系统进行图像采集。依据活体成像活细胞“GL261-Luc-

底物”氧化反应发光原理，图像中有荧光者记为肿瘤形

成，无荧光者记为无肿瘤形成。 

1.7.2    荷瘤小鼠中性粒细胞浸润，血清和肿瘤的炎性因

子水平考察

取模型组小鼠和对照组小鼠（正常小鼠），每组3只。

中性粒细胞浸润检测：小鼠断头取脑，制备脑组织石蜡切

片、脱蜡、抗原修复，封闭，Ly6G一抗（稀释比例1∶200）

4 ℃避光孵育过夜。第二天加入荧光标记的二抗，避光孵

育90 min，再向组织滴加DAPI染色液，避光孵育15 min。

抗荧光猝灭剂进行封片。共聚焦显微镜拍照并采集图

像。使用Image J 1.53量化分析，计算平均荧光强度（mean

fluorescence intensity, MFI）。血清和脑胶质瘤炎性因子

水平检测：收集眼球血液样本，自然凝固离心取血清备

用；小鼠断头取肿瘤侧大脑组织，组织匀浆机完全溶解组

织，离心取上清液备用；分别按照TNF-α、IL-6、TNF-β1和

IL-10 ELISA酶联免疫吸附检测试剂盒说明书，450 nm和

570 nm波长测定吸光度值，绘制标准曲线，计算炎症因子

的含量。 

1.7.3    ANG-2 EM@PPC分布考察

取模型组小鼠，分为游离DiR组、ANG-2 EM@PPC组

和EM@PPC组，每组3只。分别尾静脉注射DiR、ANG-2

EM@PDA-PEI-CpG、EM@PDA-PEI-CpG（均10 mg/kg）。

在1、2、4、8、12和24 h时，活体成像荧光系统对脑组织和

主要器官（心、肝、脾、肺、肾）进行荧光分布监测。ImageJ

定量。12 h后处死小鼠，取小鼠脑冷冻切片， Ly6G抗体、

CD31抗体进行免疫荧光染色，置于CLSM进行荧光扫描，

并保存图片。 

1.7.4    ANG-2 EM@PPC的体内药效学评价及生物安全性

评价

实验分组为PBS、PDA、PC、PPC、EM@PPC和ANG-

2 EM@PPC组，每组 4 只。分别尾静脉注射PBS、PDA、

PC、PPC、EM@PPC、ANG-2 EM@PPC（均10 mg/kg），给

药3次，每隔2 d进行活体成像观察肿瘤消退状况。观察

小鼠状态并绘制小鼠体质量变化曲线。治疗结束后，取

小鼠脑组织及主要器官（心、肝、脾、肺和肾），体积分数

4%多聚甲醛固定24 h，脱水、包埋，制成组织蜡块，HE染

色法观察各组细胞形态分析其病理学变化情况。使用末

端脱氧核苷酸转移酶（dUTP）缺口末端标记（TUNEL）法

检测脑组织细胞凋亡。 

1.8    统计学方法

x̄± s

所有实验至少进行3次独立重复实验，所得数据以

表示。实验数据统计分析均采用GraphPad Prism

8 . 0进行。两组间计量资料比较采用B o n f e r r o n i法，

α=0.05。 

2     结果
 

2.1    InaX-N/angiopep-2制备

InaX-N/angiopep-2蛋白的预测分子量为22 kD左右，
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SDS-PAGE结果显示（图1A），泳道3在26 kD左右有明显较

粗的蛋白条带，初步确定inaX-N/angiopep-2蛋白正常表

达；Ang-2 EM与诱导后的inaX-N/angiopep-2全菌蛋白分

子量保持一致，说明蛋白表达正确。 

2.2    inaX-N/angiopep-2蛋白成功展示于细菌的表面

结果如图1 B所示，经蛋白酶K消化后， i n a X - N /

angiopep-2重组菌的蛋白条带部分消失，目的条带被部分

降解，出现许多小分子量蛋白，确证目的蛋白成功展示于

细菌的表面。 

2.3    PEI-CpG的制备及琼脂糖凝胶电泳分析

不同N/P比例PEI-CpG复合物的电泳结果如图1C所

示，随着N/P比例增加，CpG条带逐渐消失并弥散在泳道

上，当N/P比例增至6时，CpG条带完全消失，表明此时

CpG与PEI完全形成复合物。 

2.4    TEM结果分析

TEM结果表明PC、PPC和ANG-2 EM@PPC具有均一

的球形结构。与PC相比，PPC具有明显的壳核结构，壳厚

度约8.2 nm。由于ANG-2 EM的包覆，ANG-2 EM@PPC的

壳厚度增加到约9.6 nm。ANG-2 EM@PPC表面有一层边

界明显的细菌膜覆盖，表明ANG-2 EM@PPC制备成功。

见图2A。 

2.5    稳定性考察

图2B、2C结果显示，ANG-2 EM@PPC的粒径和

Zeta电位在7 d内没有明显的变化，表明ANG-2 EM@PPC

的稳定性良好。 

2.6    细胞毒性与中性粒细胞摄取结果分析

CCK-8结果显示（图2D），不同质量浓度的药物处理

中性粒细胞后，细胞的存活力在95%以上，表明各组药物

对中性粒细胞没有明显的毒性，生物相容性良好。中性

粒细胞摄取结果显示（图2E），激活状态下的中性粒细胞

摄取ANG-2 EM@PPC的效率是未激活状态下的中性粒

细胞组摄取ANG-2 EM@PPC效率的101.8倍，是激活状态

下的中性粒细胞组摄取PPC效率的6.8倍。 

2.7    中性粒细胞搭便车效率研究

流动腔模型流式细胞术分析结果显示，静止状态下

的中性粒细胞摄取ANG-2 EM@PPC与流动条件下的中

性粒细胞相比，摄取效率（22.9%  vs. 11.9%）是后者的

1.92倍。见附图1（所有附图均请见网络资源附件）。 

2.8    ANG-2 EM@PPC搭便车效率研究

流动腔实验检测搭中性粒细胞便车的效率结果显

示，与EM@PPC组（24.9%）相比，ANG-2 EM@PPC在炎性

部位的降速将中性粒细胞的搭便车效率（31.1%）提升至

前者的1.25倍。见附图2。 

2.9    ANG-2 EM@PPC稳定进入中性粒细胞内且改变其

死亡方式

荧光显微镜表征结果（图3A）显示，与其他组比较，

ANG-2 EM@PPC稳定进入中性粒细胞并很少有纳米粒

从细胞中释放出来。与PBS组（2.52±1.28）相比，ANG-2

EM@PPC组caspase-3活性（19.38±3.12）是前者的约6.7倍

（图3B），中性粒细胞从中性粒细胞胞外捕获网相关死亡

（neutrophil extracellular traps-osis, NETosis）向凋亡

转变。 

2.10    中性粒细胞Abs的提取及表征结果分析

差速离心法收集凋亡小体进行Western blot（图3C），
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图 1  inaX-N/angiopep-2、PEI-CpG的制备及表征

Fig 1  Preparation and characterization of inaX-N/angiopep-2 and PEI-CpG

A, Expression of inaX-N/angiopep-2 protein in Escherichia coli and analysis of extracted bacterial membranes. 1, BL21 (DE3) negative control; 2, inaX-N/angiopep-2

induction pre-whole bacteria; 3, inaX-N/angiopep-2 induction after whole bacteria; 4, Ang-2 EM, (M) protein marker. B, Analysis of inaX-N/angiopep-2 protein after

proteinase K treatment. 1, whole bacteria before inaX-N/angiopep-2 induction; 2, whole bacteria ice bath (precipitation) after inaX-N/angiopep-2 induction; 3, whole

bacteria plus CaCl2 (precipitation) after inaX-N/angiopep-2 induction; 4, whole bacteria plus proteinase K (precipitation) after inaX-N/angiopep-2 induction; M, protein

marker. C, Agarose gel electrophoresis of PEI-CpG prepared with different nitrogen-phosphorus ratios. 1, CpG; 2, PEI∶CpG=1∶1; 3, PEI∶CpG=2.5∶1; 4,

PEI∶CpG=4∶1; 5, PEI∶CpG=5∶1; 6, PEI∶CpG=6∶1; 7, PEI∶CpG=7.5∶1; 8, PEI∶CpG=9∶1; 9, PEI∶CpG=10∶1.
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Abs和凋亡的中性粒细胞一样，高表达cleaved caspase-3蛋

白和caspase-3蛋白，表明成功提取中性粒细胞Abs。流式

细胞术结果显示，Abs产生比例高达77.7%。见附图3。 

2.11    GL261细胞对中性粒细胞Abs的摄取结果分析

对小鼠胶质瘤GL261细胞摄取中性粒细胞Abs进行

考察，结果如图3D所示，GL261细胞对Abs的摄取效率高

于Control组〔（17.62±3.58）% vs. （0.36±0.11）%〕，差异有统

计学意义（t=11.804， P=0.007）。 

2.12    荷瘤小鼠脑胶质瘤中的中性粒细胞浸润和炎性因

子结果分析

植入GL261-Luc细胞后第10天，肿瘤呈现明显的中性

粒细胞浸润。免疫荧光结果显示（图4A、表1），肿瘤模型

组Ly6G MFI值是对照组的2.8倍，中性粒细胞浸润程度增

加；ELISA检测血清和脑组织炎性因子结果显示（表1），血

清和脑组织中，促炎因子（IL-6和TNF-α）表达水平高于抗

炎因子（IL-10、TGF-β1）的表达，脑胶质瘤处于一个炎性

环境。 

2.13    ANG-2 EM@PPC在体内的分布

如图4B所示，不同制剂组的脏器（心、肝、脾、肺、

肾）分布没有明显差别；如图4C所示，与游离DiR组相比，

ANG-2  EM@PPC和EM@PPC在脑组织中明显蓄积

（P<0.001），且ANG-2 EM@PPC组到达脑部的积累更明

显。定量结果显示，ANG-2 EM@PPC在脑部的荧光强度

约为EM@PPC的2.01倍。 

2.14    ANG-2 EM@PPC在脑内的分布

如图4D所示，脑部肿瘤处，中性粒细胞的天蓝色信

号包裹PDA红色信号与CpG绿色信号共定位后的黄色信

号，表明ANG-2 EM@PPC对脑部肿瘤处的中性粒细胞有
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图 2  ANG-2 EM@PPC的制备及表征

Fig 2  Preparation and characterization of ANG-2 EM@PPC

A, TEM results for PC, PPC, and ANG-2 EM@PPC nanosystems; B and C, stability investigation, analysis of particle size and Zeta potential of ANG-2 EM@PPC after

dispersion in PBS and 10% FBS solution over different time intervals; D, effect of different concentrations on neutrophil viability after incubation; E, semi-quantitative

analysis of PPC and ANG-2 EM@PPC uptake in unactivated and activated neutrophils, n= 6, *** P<0.001. MFI: mean fluorescence intensity.
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很高的亲和力，并可以被其内化。ANG-2 EM@PPC的黄

色信号没有与CD31的粉红色信号共定位，表明ANG-2

EM@PPC可以穿过BBB到达脑实质。 

2.15    ANG-2 EM@PPC的体内药效学评价

与PBS、PDA、PC、PPC组相比，EM@PPC治疗后，生

存率有所提高，而ANG-2 EM@PPC治疗后，生存率显著

提高（图5A），该组小鼠体质量在第5天时已恢复至基线

（第0天）水平附近（图5B）。脑组织TUNEL染色结果显

示（图5C），EM@PPC治疗后，小鼠脑组织凋亡细胞数量有

所升高，而ANG-2 EM@PPC治疗组的小鼠脑组织凋亡细

胞数量升高最明显。给药期间的活体成像见图5 D，

EM@PPC治疗后，小鼠体内总荧光强度有所降低，而
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图 3  ANG-2 EM@PPC的体外抗肿瘤活性试验

Fig 3  Antitumor activity of ANG-2 EM@PPC in vitro

A, Distribution of AANG-2 EM@PPC in neutrophils; B, annexin V-mCherry/caspase-3 dual labeling technology to detect neutrophil apoptosis images; C, Western

blot analysis of caspase-3 and cleaved caspase-3 in neutrophils, apoptotic neutrophils and Abs; D, uptake fluorescence image and semi-quantitative analysis of DiO-labeled

Abs in GL261 cells. PMA: phorbol myristate acetate.
 

表 1    荷瘤小鼠脑组织中的中性粒细胞浸润情况及炎症情况分析

Table 1    Analysis of neutrophil infiltration and inflammation in the brain tissue of tumor-bearing mice 

Index n Control GL261 model t P

MFI 3 2.52±0.87 7.63±1.61 4.836 0.005

IL-6 in serum/(pg/mL) 3 68.46±17.54 259.83±32.58 8.950 <0.001

TNF-α in serum/(pg/mL) 3 21.32±6.58 366.87±59.45 10.006 <0.001

IL-10 in serum/(pg/mL) 3 55.49±11.46 289.83±42.86 9.149 <0.001

TGF-β1 in serum/(ng/mL) 3 9.83±2.35 33.98±7.62 5.246 0.003

IL-10 in brain/(ng/g) 3 0.63±0.18 2.39±0.76 3.903 0.011

TNF-α in brain/(ng/g) 3 2.72±0.96 6.51±1.73 3.318 0.021

　MFI: mean fluorescence intensity.
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ANG-2 EM@PPC治疗后，小鼠体内总荧光强度明显降低。 

2.16    ANG-2 EM@PPC的生物安全性评价

HE染色显示（图6）各治疗组小鼠的主要脏器（心、

肝、脾、肺、肾、脑）组织均未产生明显的病理变化，表明

该药物递送系统具有良好的体内安全性。 

3     讨论

癌症的发生和发展通常与慢性炎症有关，某些癌症

治疗方法已被证明可以引起急性炎症。一旦引发炎症，

中性粒细胞就是关键的细胞类型，它能够主动归巢到组

织损伤或感染的部位，沿着趋化因子的浓度梯度，穿过内

皮衬里，深入非血管区域。在本研究过程中，植入GL261-

Luc细胞后第10天，肿瘤呈现明显的中性粒细胞浸润，中

性粒细胞用荧光素标记的Ly6G抗体标记，肿瘤模型组的

中性粒细胞浸润程度是对照组的2.8倍；对血清和脑组织

炎性因子进行ELISA检测，血清中促炎因子（IL-6和TNF-

α）表达水平高于抗炎因子（IL-10、TGF-β1）的表达；而脑

组织中，促炎因子（TNF-α）表达水平同样高于抗炎因子

（IL-10）的表达，表明脑胶质瘤处于一个炎性环境。中性

粒细胞被用作药物或NPs的“自身宿主”天然载体，用于纳

米介导治疗。因此，本研究所采用的中性粒细胞搭便车

策略在肿瘤炎症治疗方面可行。

细菌膜包覆法作为一种仿生策略在开发具有较高载

药量、增强脑靶向性的智能药物递送系统方面具有极大
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图 4  ANG-2 EM@PPC体内抗肿瘤活性实验

Fig 4  ANG-2 EM@PPC in vivo anti-tumor activity experiment

A, CLSM images of brain tumor sections; B, fluorescence images and fluorescence intensity analysis results of different preparation groups (n=3); C, fluorescence

images and fluorescence intensity analysis of mouse brains from different preparation groups (n=3, *** P<0.001); D, distribution of ANG-2 EM@PPC in the brain tissue of

glioma mice.
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图 5  给药模型中不同制剂组对小鼠健康状况和小鼠脑细胞凋亡的影响

Fig 5  The effects of different formulation groups on the health status of mice and apoptosis of mouse brain cells in the dosing model

A, Mouse survival results; B, body mass change results of mice; C, TUNEL staining results and in vivo imaging during dosing for quantitative analysis of apoptotic

cells (n=3, **P<0.01, *** P<0.001); D, live imaging during administration. The blanks indicate death.
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的潜力。ANG-2是一种对低密度脂蛋白受体相关蛋白-

1具有高亲和力的活性靶肽，具有脑穿透能力。本研究通

过制备工程化的细菌膜，利用ANG-2可富集炎性血管内

皮细胞的特性 ，可以触发炎症血管部位的 A N G - 2

E M @ P P C黏附。与E M @ P P C组相比，由于A N G - 2

EM@PPC和中性粒细胞在炎性内皮细胞部位的黏附（降

速），ANG-2EM@PPC组将中性粒细胞的搭便车效率提高

至前者的1.25倍，从而提高复杂流动血液中的中性粒细胞

劫持效率。本研究证实了ANG-2 EM@PPC在炎性内皮

细胞部位的降速，有效提高了中粒细胞搭便车效率，为后

续跨越BBB进行递药提供了依据。合成的纳米颗粒不具

有主动趋化特性，不易跨越常见的生物屏障，一般只能通

过EPR效应被动靶向至肿瘤部位，因此肿瘤富集效率相

对较低。肿瘤的发生发展与慢性炎症紧密相关。中性粒

细胞可以快速响应炎症，大量产生并通过趋化反应穿过

多道生理屏障到达炎症部位。因此中性粒细胞已被发展

为纳米药物的细胞载体，用于克服纳米药物递送过程的

多重生理屏障，但如何发展可实现高效特异靶向体内中

性粒细胞的普适性方法是未来实现该思路的关键。本研

究使用的是工程化的细菌膜来包覆药物递送系统，能够

提高递送效率，为其他同类型的研究搭乘中性粒细胞效

率相关实验提供借鉴和参考。

本研究中，ANG-2 EM@PPC搭便车中性粒细胞介导

中性粒细胞从NETosis到凋亡的调控，从而抑制肿瘤生

长。体外实验结果表明，基于搭便车中性粒细胞和死亡

模式重编程，揭示了一种新的药物递送途径，在该途径

中，ANG-2 EM@PPC处理的中性粒细胞Abs诱导胶质瘤

GL261细胞凋亡，是本研究的独特发现之处，关于NETs能

介导癌细胞侵袭特性的发生及进展，临床方面的研究较

少，可在后续进行进一步研究。

针对胶质瘤研究首要的一点是建立准确可靠的胶质

瘤模型。脑原位移植瘤模型形成的胶质瘤生物学性质与

人类更接近，是一种理想的研究脑胶质瘤的生物学行为

和治疗方法的实验工具，但不如皮下移植瘤易于观察。

脑胶质瘤模型制备的结果受多种因素的影响，为保证造

模成功，本研究可为原位脑胶质瘤模型建立提供一定的

参考：①保证细胞活力及接种数量。整个接种过程中要

将细胞悬液置于冰上保存，用时摇匀，避免细胞贴壁、堆

积，保持浓度均匀。②选择合适的接种部位。选择的注

射点的目的是保证肿瘤能在该位点的前后、左右、上下

方向有足够的生长空间，从而保证肿瘤生长的大小和良

好的生长形态。采取立体定向仪下准确的定位，既保证

足够的深度，又防止肿瘤细胞进入侧脑室。③防止动物

模型感染。

本研究成功制备了ANG-2 EM@PDA-PEI-CpG这种

具有炎症响应特性的纳米颗粒，证明了该纳米颗粒能跨

越BBB靶向聚集于肿瘤炎症微环境，并提高抗胶质瘤效

应，该研究为胶质瘤治疗提供新的给药策略。
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图 6  不同制剂组主要脏器（心、肝、脾、肺、肾和脑）的HE染色结果

Fig 6  H&E staining results of major organs (heart, liver, spleen, lung, kidney, and brain) in different preparation groups
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