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摘要 操纵细胞一直以来都是科研人员梦寐以求的事, 细胞表面工程的崛起为细胞操纵提供了许多简单且高效

的表面修饰策略. 细胞膜是一个极其复杂的分子环境, 膜上丰富的化学成分调节着细胞内外发生的各种生化过

程. 通过各种策略引入外源型物质来修饰细胞膜, 改变细胞膜的组成成分, 就可以影响细胞的行为和命运. 然而

这些策略或多或少存在着一定限制, 需要根据特定的应用场景选择合适的策略. 本文介绍了哺乳动物细胞膜修饰

的几种策略, 并展示了这些策略的医学应用.
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细胞膜是细胞内在的细胞器与外界环境的屏障,
它最基本的作用就是保持内环境的稳态, 确保胞内的

各种生化反应有序进行. 除此之外, 细胞膜还具有物

质运输、能量传递、细胞识别、信息传递、酶促反应

等功能, 与细胞黏附、分裂、分化、凋亡、坏死等细

胞行为息息相关. 这些功能的实现都依赖于细胞膜的

结构和各种功能分子. 科研工作者利用化学、生物学

手段在细胞膜表面引入外源性小分子或材料大分子来

改变细胞膜的结构, 产生具有新功能的基团, 从而调控

细胞的行为和命运, 这就是细胞表面工程.
众所周知, 细胞膜的基本骨架是由磷脂、胆固

醇、糖脂构成的可流动脂质双分子层, 蛋白质呈不对

称性镶嵌分布在脂双层中, 细胞膜的表面还有丰富的

聚糖链. 如此丰富的体系带来了许多可操作的空间:
膜上存在着广泛的反应性官能团, 包括胺、硫醇和羰

基, 为外源分子的共价修饰提供了巨大的机会; 磷脂

双分子层的结构允许外源型分子通过疏水作用插入细

胞膜上,或者通过静电相互作用沉积在细胞表面;特定

构象的蛋白和多肽形成的受体和配体也赋予了外源型

物质特异结合的能力. 目前, 细胞膜修饰策略主要有化

学共价交联
[1]
、疏水插膜修饰

[2]
、静电吸附沉积

[3]
、

受体配体结合
[4]
、基因工程

[5]
、代谢糖工程

[6,7]
等. 这

些策略在不同的应用中各有优势, 展现出了广阔的发

展前景, 并且还产生了多种策略的组合应用以达到更

强大的细胞修饰功能.
细胞表面工程带来的潜在进展包括输血、干细胞

移植、肿瘤治疗、细胞膜成像、胰岛移植、药物的靶

向递送、细胞外环境的监测等, 生物医学的各个角落

都能找到细胞表面工程方法的影子, 本文着重介绍了

领域进展、医学应用和本团队的研究成果.
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1 细胞表面修饰的策略

1.1 静电吸附沉积

在生理条件下, 细胞膜表面往往带负电荷, Zeta电
位为19~32 mV, 这是由于细胞膜成分中富含一些能够

提供净负电荷的基团, 如膜磷脂(磷脂酰丝氨酸)的带

负电头部基团、膜糖胺聚糖中的唾液酸等
[8]. 在相对

高浓度的带正电基质中培养时, 细胞膜表面会吸附带

正电基质, 膜表面电荷中和甚至反转, 在离心和洗涤

后产生稳定的纳米涂层, 并允许这层新的带正电的分

子层吸引负电荷基质来形成第二层分子层. 通过在聚

阳离子和聚阴离子溶液中连续培养, 表面电荷不断交

替, 形成了纳米涂层的层层自组装(layer-by-layer as-
sembly, LbL)沉积, 其组成、层数和厚度可以根据需

要来调整. 此外, 还可以在纳米层的最外层引入各种

功能基团以达到功能修饰的目标. 常用的聚电解质有

聚赖氨酸(poly-L-lysine, PLL)、聚乙烯亚胺(polyethy-
leneimine, PEI)和聚二甲基二烯丙基氯化铵(poly di-
methyl diallyl ammonium chloride, PDDA)等. 通过静

电逐层自组装在细胞表面沉积聚电解质和矿物质是细

胞纳米封装最广泛使用的方法之一. 例如, Zhi等人
[9]

将胰岛素瘤MIN6β细胞自聚集形成假胰岛样细胞团,
然后在带阳离子的壳聚糖和带阴离子的海藻酸盐溶液

中交替自组装形成多层纳米膜, 最后在最外层沉积磷

酰胆碱(phosphorylcholine, PC)修饰的硫酸化糖胺聚糖

以增加生物相容性. 这种包封方法不会损伤细胞结构,
能够有效排斥免疫抗体大分子, 并且允许被包封细胞

释放胰岛素而不受影响. Yang等人
[10]

将带有弱正电荷

的A型明胶(gelatin-A, GL-A)与乙二胺偶联制备了阳离

子明胶, 与带有负电荷的B型阴离子明胶(gelatin-B,
GL-B)通过静电自组装在细胞表面形成了GL-A/GL-B
双层纳米膜, 然后在最外层引入GL-B-4臂-PEG-硫醇

(polyethylene glycol, PEG), 通过巯基马来酰亚胺点击

反应与8臂-PEG-马来酰亚胺交联. 这种方法能够实现

包封细胞的长期保存, 有效防止外部实体渗透和抵抗

高物理应力, 还可以通过使用谷胱甘肽还原丁二酰亚

胺-硫醚键, 脱下PEG外壳, 使明胶纳米层逐渐降解, 实
现纳米壳的按需降解.

1.2 疏水插膜修饰

组成细胞膜的磷脂分子是两亲性的, 它们以疏水

性尾部相对, 极性头部朝向水相, 形成磷脂双分子层.
利用疏水相互作用, 一些亲脂分子或两亲性分子如磷

脂、胆固醇、烷基链可以很容易地插入到细胞膜内,
将外源性功能基团(荧光分子、抗体、核酸适体、

酶、糖链、纳米颗粒等)与疏水端相连, 就可以在细胞

膜上实现各种功能性修饰, 具有低毒、锚定迅速、适

用范围广等优点. 其不足之处在于插入目标的稳定性

较差, 可能被细胞内吞或者从膜上脱落. Ma等人
[11]

设

计了一种两亲性嵌合抗原受体(chimeric antigen recep-
tor, CAR)配体分子: 疏水性的双烷基链与亲水性的

PEG以及功能配体分子组成三组分体系. 该分子能够

通过疏水作用搭载白蛋白进入淋巴结, 随后插入到淋

巴结常驻抗原呈递细胞的膜上, 与天然的细胞因子共

刺激分子一起作用于CAR-T细胞, 从而在天然的淋巴

结微环境中促进T细胞的活化和扩增. 在多种免疫活

性小鼠肿瘤模型中, 两亲性配体增强触发了大量CAR-
T细胞扩增, 增加了供体细胞的多功能性, 增强了抗肿

瘤效果.这里展示了两亲性配体的双重性质:淋巴结靶

向性和膜插入修饰(图1).

1.3 化学共价交联修饰

将外源型物质经过化学共价交联的方式与细胞膜

上固有的官能团相连也是一种重要的细胞表面工程策

略. 相对于物理相互作用, 共价修饰可提供更稳定和持

久的结合能力;与基因工程相比,其是一种简单直接的

细胞膜工程解决方案. 其缺点是一般缺乏特异性, 可能

会影响细胞的形态和功能并诱导细胞凋亡. 细胞表面

是一个非均质性和动态的环境, 呈现出可用于大分子

共轭的不同官能团, 其中最常见的官能团是氨基. 氨

基主要存在于赖氨酸残基中, 可以与三聚氯氰基团或

者N-羟基琥珀酰亚胺酯(N-hydroxy succinimide, NHS)
反应, 从而与外源性的大分子连接. 例如, Lou等人

[12]

开发了一种含肝素的PEG纳米膜来包裹胰岛, 将肝素

与NHS偶联后再与八臂PEG-NH2共价连接形成PEG纳
米膜, 再通过NHS与胰岛表面膜的氨基共价结合. 该涂

层对培养的胰岛体积影响最小, 不影响胰岛的活力和

分泌功能, 减弱了血液介导的炎症反应, 同时促进胰

岛在促炎环境下存活. 此外, 巯基也是一个常用于共

价修饰的官能团, 主要存在于半胱氨酸的残基中. 巯

基最常见的反应是与马来酰亚胺基反应生成硫醚键.
例如, Li等人

[13]
用温和还原剂三(2-羧乙基)膦(Tris(2-

黄裕乔等: 细胞表面工程的策略及应用

1750



carboxyethyl)phosphine, TCEP)将膜蛋白的二硫化物还

原为活性硫醇, 使细胞膜上暴露出更多的巯基反应位

点. 然后通过巯基-马来酰亚胺结合引入DNA桥复合

物模板银纳米簇(DNA bridge complex-templated silver
nanoclusters, DNA bridge-AgNCs)进行信号标记, 通过

追踪标记的AgNCs的电化学响应, 可以反映靶细胞的

定性和定量信息.

1.4 基因工程

用编码新蛋白的基因转染细胞是一种直接的细胞

表面工程策略, 也可以通过基因敲除的方式消除细胞

膜表面特定分子的表达来达到操控细胞行为的目的.
相对于其他几种膜表面修饰策略, 经过基因工程修饰

的细胞膜是最为稳定持久的. 其不足之处在于基因转

染的复杂性、效率问题及临床安全问题. 在真核细胞

中, 可以通过将编码感兴趣的蛋白质表位的基因附加

到编码适当的先导序列和跨膜结构域的基因上来完

成. 例如, Rieder等人
[14]

在早期首先利用这种技术在真

核细胞表面表达由病毒结合抗体和膜相关分子ICAM-
1组成的融合蛋白. 该表位作为一种新的细胞表面受

体, 赋予宿主细胞选择性感染口蹄疫病毒的能力. 近

年来不断发展的CAR-T细胞过继疗法也是一种典型的

图 1 细胞表面工程的常见策略示意图
Figure 1 Schematic diagram of common strategies for cell surface engineering
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利用基因操纵来修饰细胞表面的策略. 来自患者血液

的T细胞在体外被工程化, 以表达针对特定肿瘤抗原

的人工受体. 利用基因转染使T细胞膜表面表达类似T
细胞抗原受体(T cell receptor, TCR)的分子, 即嵌合抗

原受体, 能够特异性地识别肿瘤相关抗原如CD19, 经

体外扩增后回输到患者体内, 达到靶向杀伤CD19高表

达肿瘤细胞的目的. 随着基因编辑技术的不断发展和

对CAR分子的不断完善, 近年来CAR分子的结构也不

断发展. CAR分子由胞外结构域、跨膜结构域和胞内

结构域组成. 胞外结构域由抗体重链可变区和轻链可

变区连接而成的单链抗体(single chain antibody frag-
ment, scFv)组成; 胞内结构域由可介导TCR活化信号

转导的CD3ζ结构域组成, 并含有1个或2个共刺激结构

域如CD28, 4-1BB, CD27等, 可增强细胞的增殖、持久

性和有效性. 在这基础之上, 也有将编码免疫调节的细

胞因子如白介素12的基因融合到CAR-T细胞之上的第

四代CAR. 表达CAR的T细胞的优势在于可以特异性

识别抗原分子, 不涉及MHC限制性, 胞内域连接有共

刺激分子, 介导T细胞的活化, 促进T细胞的增殖和细

胞因子的释放, 能够在宿主体内长期存活并不断发挥

作用. 目前, 越来越多的CAR构建方案涌现, 如双特异

性CAR、串联CAR、抑制性CAR、通用型CAR、
CRISPR编辑CAR等, 为肿瘤患者提供了进一步治疗的

希望, 有着广阔的发展空间
[15~17].

1.5 代谢糖工程和化学酶法

在细胞膜表面引入非天然的化学反应基团能够达

到选择性修饰细胞膜的目的, 是对细胞膜直接共价修

饰的极大补充. 利用基因工程可以引入肽和蛋白质表

位, 而低聚糖表位的引入则依赖于代谢糖工程和化学

酶法. 细胞表面有丰富多样的聚糖链, 唾液酸通常位

于聚糖链的最末端, 是代谢糖工程的理想位点. 参与

唾液酸聚糖生物合成的酶对于底物具有混杂性, 无法

准确区分一些经过细微化学修饰的非天然唾液酸类似

物
[18]. 利用这种特性, 可以将外源性的功能基团通过

糖代谢途径引入细胞表面唾液酸, 该技术被称为代谢

低聚糖工程, 并常常与生物正交标记方法联合使用.
生物正交化学报告基团是一种生物惰性的小官能团,
通过代谢糖工程表达在聚糖链末端后, 可以在生物系

统中与互补官能团发生选择性反应, 具有高效率和低

细胞毒性的特点, 使各种功能(如成像探针和亲和标签

的安装)成为可能. 此外, 还可以通过靶向运输非天然

糖, 实现对特定细胞的选择性糖代谢工程修饰. 例如,
Xie等人

[19]
利用包封在配体靶向脂质体中的叠氮多糖

开发了一种细胞特异性代谢聚糖标记策略. 配体设计

用于结合表达特定受体的靶细胞, 介导叠氮多糖的细

胞内递送. 靶向递送的叠氮多糖代谢并入细胞表面聚

糖链, 然后通过生物正交反应成像.
除了通过代谢糖工程的方法标记细胞表面聚糖

外, 还可以利用外源性的糖基转移酶, 将带有功能基团

的非天然糖标记到细胞表面的糖链上, 这就是化学酶

法标记. 化学酶法可以结合生物正交反应实现多种功

能分子的修饰; 也有可能直接引入大分子功能基团.
例如, Li等人

[20]
发现一种岩藻糖基转移酶具有很强的

底物兼容性, 能够将与IgG抗体相连的底物GDP-岩藻

糖转移到细胞膜表面的糖链上. 这种方法不需要基因

修饰、速度快、生物相容性好、对细胞内源性功能干

扰小, 应用这种方法构建的抗体-细胞结合物表现出特

异性肿瘤细胞靶向性和更强的杀伤能力.

1.6 其他非共价连接修饰策略

除了以上几种细胞表面修饰策略, 还有一些常见

的非共价连接作用被应用于细胞表面工程. 常见的有

生物素-亲合素系统、受体-配体作用、抗原-抗体作用

等. 生物素是一种水溶性B族维生素, 与四聚体蛋白亲

和素紧密结合, 是目前已知的强度最高的非共价作用,
以生物素和亲合素为末端的连接体被设计用于提供多

种可用于功能化的小分子、聚合物或蛋白质. 生物素

活化后可与细胞膜上的生物大分子偶联, 随后亲合素

偶联物便能引入到细胞膜上
[21].

受体-配体相互作用被广泛用于外源型大分子材

料的靶向递送
[22]. 例如, 肿瘤细胞上高表达的叶酸受

体、转铁蛋白受体、表皮生长因子受体等. 受体靶向

递送的分子可能被细胞摄取而内化, 也有可能停留在

细胞表面, 这取决于外源性分子的结构性质.
抗原-抗体作用通过抗体分子对特定抗原的特异

性亲合力, 可以将抗体-材料复合物定向迁移至靶细

胞. 例如, Sakai等人
[23]

使用抗人CD326抗体结合辣根

过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP), 可以将HRP
选择性地结合到人肝癌细胞系HepG2细胞膜上, 在

HepG2细胞和10T1/2细胞的混合物中选择性地将

HepG2细胞包裹在海藻酸钠基水凝胶鞘中; 也可以通
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过与细胞上的靶点特异性结合来阻断细胞信号通

路
[24], 干扰信号转导途径, 调节参与癌细胞增殖的原

癌基因, 如临床上广泛使用的曲妥珠单抗(抗ERBB2,
赫赛汀)、贝伐单抗(抗VEGF, 阿瓦斯丁), 在这种情况

下,活性分子同时起着靶向配体和药物的作用;还可以

介导免疫细胞与肿瘤细胞的结合, 如2014年获美国食

品药品监督管理局(Food and Drug Administration,
FDA)批准上市的博纳吐, 是一种针对CD19/CD3的双

特异性抗体, 两条抗原结合臂分别与T细胞上的CD3
分子和肿瘤细胞的CD19分子特异性结合, 激活T细胞

定向杀伤肿瘤细胞
[25].

2 细胞表面工程的主要应用领域

2.1 细胞表面工程应用于输血医学

红细胞血型指红细胞表面由遗传所决定的个体抗

原差异, 是由红细胞表面某些可遗传的糖蛋白及糖链

构成的抗原决定的, 包括ABO, Rh, MN, P, Kell, Lewis,
Duffy, Kidd等血型. 血型不匹配是输血中的一个关键

问题, 易引发严重的溶血反应而危及患者的生命安全.
构建通用型红细胞有利于解决稀有血型资源短缺, 实

现血液资源的合理分配, 对于国家医疗卫生建设具有

战略意义.
已经有多种方法用于通用型红细胞的构建. 最先

提出的是酶法切割血型ABO抗原以制备通用型红细

胞. 例如, Liu等人
[26]

在细菌中发现两种糖苷酶家族, 含
有α-N-乙酰半乳糖苷酶和α-半乳糖苷酶, 具有中性pH
最优活性和对底物的高转化效率, 可以分别切割红细

胞A型抗原和B型抗原以产生人工制备的“O”型万能血.
高分子化学材料也被用于红细胞膜的修饰以遮蔽

抗原, 如聚乙二醇、海藻酸钠、壳聚糖、多聚赖氨酸

等
[27~30]. 几种甲氧基聚乙二醇(methoxy polyethylene

glycol, mPEG)的反应性衍生物已被用于将mPEG共价

修饰到红细胞表面. 用三聚氯氰活化后的PEG可以与

细胞膜蛋白的赖氨酸残基相连, 形成的PEG涂层可以

在红细胞表面形成一个保护性的亲水性外壳. 三聚氯

氰作为偶联剂的优势包括其化学性质的延展性、膜蛋

白修饰的有效性以及修饰蛋白的化学稳定性. 形成的

PEG外壳可以排斥大分子, 如抗体, 但似乎不抑制小

分子的通过, 如葡萄糖和氧气. 由PEG衍生物修饰在

红细胞上的“分子刷”能够大幅度减弱抗原识别
[31] .

Scott和Chen[32]报道了利用聚合物进行细胞工程的首

批实例之一, 其中红细胞被甲氧基聚乙二醇(mPEG)包
裹. 该策略用于通过减少抗体与细胞表面受体的结合,
屏蔽免疫系统识别. 红细胞周围PEG链的存在所提供

的免疫伪装不仅在体外有效, 在体内也有效. 将经

mPEG修饰的绵羊红细胞输注于小鼠体内, 证明其体

内存活率正常, 且无免疫原性. 该策略有助于在自身

免疫性溶血病患者或严重创伤患者中预防输血免疫

反应.
尽管如此, 这些方案或多或少还存在着进步的空

间. 比如酶法切除抗原对于ABO血型转化很有效, 但

对于RhD抗原却无能为力, 过多的RhD抗原切除会导

致细胞膜的解体
[33]; 使用PEG衍生物的伪装修饰可以

减弱抗原识别但效果并不完全, 仍能引起一定程度的

免疫反应, 并且PEG本身可能具有免疫原性
[34].

本研究团队开发了一种细胞膜锚定的三维交联凝

胶框架, 在屏蔽红细胞表面RhD抗原的同时能够维持

细胞膜较好的流动性和稳定性
[35](图2A, B). 首先使用

类磷脂的生物相容性的锚定分子(biocompatible anchor
molecule, BAM)和辣根过氧化物酶(horseradish perox-
idase, HRP)的结合物将HRP锚定在细胞表面. 如图2C
所示, BAM是一种高生物相容性的与聚乙二醇偶联的

单油基链衍生物, 能够插入到细胞膜的磷脂双分子层

中. 然后通过固定在细胞表面的辣根过氧化物酶催化

H2O2反应, 将聚唾液酸(polysialic acid, PSA)-酪胺共轭

物构建成为凝胶网络框架来包绕整个细胞(图2D). 这

种策略利用了细胞膜中磷脂分子的亲疏水组装特性,
将外源性酶分子引入到细胞膜上, 从而在细胞膜上直

接催化合成反应, 形成包裹细胞的凝胶框架. 整个反

应过程简单方便、反应条件温和、对细胞毒性小. 由

于反应形成的3D凝胶层漂浮在细胞膜表面, 所以不会

像PEG衍生物修饰那样造成细胞膜的固化而影响红细

胞的膜流动性和功能. 除此之外, 有报道细胞能够通过

细胞膜上唾液酸糖聚物介导免疫逃避, 表明含有唾液

酸成分的凝胶网络具有抑制免疫识别, 保持红细胞体

内长循环特性的作用
[36~38]. 实验结果显示, 经过凝胶

包裹的工程化红细胞在循环系统中具有较长的循环时

间, 呈现出与天然红细胞相似的理化性质, 具有优异的

RhD抗原屏蔽效果, 并且在小鼠和兔子动物模型中获

得成功. 这一工作为构建通用血型红细胞, 应对稀有

血型输血难题提供了新方法.
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2.2 细胞表面工程用于干细胞移植治疗心肌梗死

干细胞移植是心肌梗死
[39]

、脊髓损伤
[40]

、糖尿

病
[41]

等疾病的一种新兴治疗方式. 骨髓间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSC)来源广泛、易增殖, 可
用于自体移植, 是干细胞治疗的主要细胞类型. 临床试

验结果表明, 骨髓间充质干细胞移植治疗是安全可行

的, 可以修复损伤, 减少心肌梗死的面积
[42]. 然而, 由

于移植部位恶劣的细胞环境的影响, 大多数细胞在移

植一周后死亡, 大大限制了干细胞移植的有效性
[43].

因此, 迫切需要开发新的细胞处理方式提高干细胞对

恶劣环境的适应能力.
已经开发的干细胞处理手段包括药物预处

理
[44,45]

、联合用药
[46,47]

、基因修饰
[48,49]

、改善衰老

MSC[50,51]
、生物材料封装

[52,53]
等, 通过多种机制影响

干细胞移植后的存活率, 显著改善了心机梗死的治疗

效果. 在这里着重介绍生物材料封装干细胞这一新型

策略的进展情况.
组织工程学为干细胞移植治疗组织损伤提供了很

多可能性. 利用纤维蛋白、胶原蛋白、海藻酸盐和明

胶等天然高分子材料包裹干细胞能够改善干细胞的移

图 2 三维锚定凝胶框架屏蔽红细胞表面RhD抗原. A: 表面锚定凝胶框架的红细胞实现抗原屏蔽效果示意图. B: 红细胞表面
三维锚定凝胶合成示意图. C: 锚定分子共轭物(BAM-HRP)的合成方案. D: PSA-酪胺络合物和酶促交联骨架的形成机理
Figure 2 Three-dimensional anchored gel framework shelters the epitopes on RhD-positive RBCs. A: RBC-surface anchoring gel framework to
shield antigen. B: Schematic illustration of the procedure for RBC surface engineering. C: Synthetic scheme for the anchor molecule (BAM-HRP). D:
Mechanism of the formation of PSA-tyramine conjugation and enzymatically crosslinked framework
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植疗效. 因为可注射水凝胶具有多孔的三维空间结构,
以及天然高分子材料对细胞的黏附作用, 有利于干细

胞的黏附、生长、分化、迁移. 它可以作为细胞载体

模拟细胞外基质环境, 连接伤口损伤区域; 还能保护

细胞免受恶劣的炎症环境的影响, 抑制细胞凋亡, 提

高移植细胞存活率. 然而可注射水凝胶也存在着问题:
充满细胞的可注射水凝胶通过注射器和喷嘴系统时,
由于凝胶的黏度和注射的速度而产生的剪切应力会影

响封装细胞的功能和生存能力
[54].

将干细胞封装在生物相容性保护壳内与外界环境

隔离开来, 也能够保护细胞免受恶劣环境的影响. 单细

胞封装领域在过去数十年发展迅速. 封装对象从死细

胞发展到活细菌、酵母, 直至应用于干细胞、红细胞

等; 封装材料涵盖了聚电解质、矿物壳和超分子金属

有机复合物等; 封装方式包括微囊化和纳米涂层. 对

于干细胞来说, 封装的材料种类和保护壳的厚度非常

重要. 黏附的哺乳动物细胞需要来自其细胞外基质的

结构支持和生化信号才能生存和发挥功能. 细胞黏附

序列如整合素, 启动细胞内信号级联, 调节黏附细胞

的形态、存活、迁移、增殖和分化. 因此, 黏附的哺

乳动物细胞(尤其是MSC)在悬浮状态下经历的首要压

力是缺乏基质支持, 最终导致称为失巢凋亡的细胞凋

亡
[55,56]. 在组织工程和再生医学应用(如3D生物打印和

细胞移植治疗)中, 失巢凋亡导致的细胞存活率降低是

目前一个关键的限制因素. 单个哺乳动物细胞的封装

被认为是为悬浮细胞提供基质支持的有效方法. 将细

胞封装在天然细胞外基质成分(如纤维黏连蛋白、层

黏连蛋白、胶原蛋白/明胶和透明质酸)中, 可提供固

有的细胞识别信号, 提高涂层细胞的存活率. 保护壳

的厚度对干细胞移植后的分化增殖至关重要. 微囊化

提供了大量体积允许细胞增殖和细胞簇的形成, 但由

于氧和营养物质穿透微囊有限导致中心细胞的供应不

足, 最终导致整个细胞簇的饥饿和营养不良
[57]. 采用

纳米涂层的方法可以避免营养物质供应的问题, 并且

在维持细胞活力和临床应用功能方面更为有利.
Guerzoni等人

[58]
将LbL纳米沉积与微流体技术结

合起来, 制备了含有纳米膜沉积细胞的可注射水凝胶.
纤维黏连蛋白和明胶连续沉积在诱导多能干细胞分化

的心肌细胞膜上, 形成细胞外基质样包裹, 增强了细胞

抗机械力性能, 通过细胞膜上的整合素受体以及细胞

外基质的相互作用加强了细胞-细胞相互作用, 提高了

细胞的存活率. 随后将纳米膜沉积的细胞通过微流体

技术封装到PEG水凝胶中, 形成可注射水凝胶. PEG水
凝胶以星形PEG乙烯基砜作为聚合物主链, 含有基质

金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)敏感序列

的双半胱氨酸肽用作交联剂, 能够实现按需生物降解.
在14天的时间过程中, 当细胞被ECM纳米膜包裹时,
可以观察到心脏小组织更强的搏动, 在第10天达到60
搏/分钟的自然搏动频率, 比无包裹细胞增加两倍.

然而, 在细胞表面静电沉积纳米薄膜的合成过程

会损伤细胞本身, 天然聚阳离子的对细胞具有一定毒

性, 这些方面都对静电沉积纳米薄膜的应用造成了限

制. 在聚阳离子沉积过程中, 正电荷的不断累积对带

负电的细胞膜造成破坏, 细胞膜的脆弱性增加, 进一

步增加了细胞对离心力的敏感性, 显著降低了细胞的

生存能力. 因此, 在细胞纳米封装过程中, 需要开发出

具有温和反应条件的方法来保护哺乳动物细胞极薄和

脆弱的膜.
本研究团队

[59]
成功开发出一种细胞表面锚定纳

米凝胶层, 这种生物相容性凝胶层赋予了移植干细胞

抗炎症应激能力, 提高干细胞活性和存活率, 避免干

细胞失巢凋亡, 并且不影响干细胞的增殖(图3A). 首

先将一条油基链接枝到唾液酸分子上, 生成用于细胞

膜表面锚定的聚唾液酸膜锚定分子(polysialic acid an-
chor for cell membranes, PAAM); 然后在N-羟基琥珀酰

亚胺存在下, 将PAAM与微生物谷氨酰胺转胺酶(mi-
crobial transglutaminase, mTG)连接以形成PAAM-
mTG分子(图3B); 将PAAM插入细胞膜脂双层后 ,
mTG部分暴露在外表面, 催化相邻明胶分子的交联,
形成明胶纳米层(图3C). 扫描电子显微镜和透射电子

显微镜显示, 聚合纳米凝胶在单个MSC上以块状和涂

层形式形成(图3D). 干细胞表面的纳米水凝胶层能阻

断细胞凋亡因子比如肿瘤坏死因子(TNFα)与其受体

的结合, 维持线粒体的结构完整性, 还能够模仿细胞外

基质, 提供细胞黏附识别信号, 发挥抗“失巢凋亡”的作

用;同时,细胞表面锚定凝胶并不改变干细胞的旁分泌

功能. 用细胞表面锚定凝胶修饰的MSCs移植治疗心肌

梗死模型大鼠可以显著提高移植细胞的存活率、改善

心脏功能、降低心肌梗死面积. 该工作解决了移植细

胞在病灶部位活性降低这一困扰干细胞移植的瓶颈问

题, 不仅适用于干细胞, 也可用于其他类型细胞以挖掘

和改善细胞治疗的临床应用潜力.
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2.3 细胞表面工程用于肿瘤杀伤

在肿瘤杀伤方面, 近年来CAR分子的构建是一种

比较热门的细胞表面工程技术. 然而比较流行的细胞

表面工程策略都是应用在T细胞、NK细胞、巨噬细

胞等肿瘤杀伤细胞上, 直接对肿瘤细胞进行表面修饰

来达到杀伤效果的报道比较少, 而本研究团队在这一

方面进行了深入的探索.
上文提到将细胞封装在生物相容性保护壳内能够

隔绝外界环境而保护细胞, 但保护壳过厚会导致氧气

和营养物质扩散障碍, 细胞营养不良; 保护层材料可

能会对细胞产生毒性作用. 本研究团队在这一概念上

进一步拓展, 采用细胞表面工程手段在肿瘤细胞表面

构建钙化外壳, 影响肿瘤细胞的膜流动性和营养摄取,
造成肿瘤细胞代谢紊乱, 进而达到杀伤肿瘤的效果.

2008年, Wang等人
[60]

在单细胞生物钙化封装方面

迈出了重要的一步. 采用层层自组装的策略将钙化相

关功能聚电解质引入酵母细胞表面, 然后在生理条件

下原位钙化: 使用两种电荷相反的聚电解质, 即PDDA
和聚丙烯酸钠(poly(acrylic sodium), PAA)在细胞膜上

逐层组装, 形成多组分薄膜. 外层的PAA具有高密度的

羧酸基团, 为钙化物提供了活性成核位点, 在富含钙离

子的溶液中, 羧酸基团向水-聚合物界面迁移并结合钙

离子, 并在修饰后的细胞表面诱导钙矿物的异相成核.
2013年, Wei等人

[61]
提出了癌细胞外的钙化层会干扰

和抑制内细胞和外组织之间的联系的假设. 由于癌细

胞高度依赖宿主组织的营养和信息交换, 细胞的生存

能力和转移运动可能会受到严重抑制. 2016年, Zhao
等人

[62]
通过瘤内注射钙离子和叶酸, 在富含叶酸受体

的肿瘤细胞上成功实现了钙化包裹. 瘤内注射的叶酸

分子通过受体-配体作用靶向结合到叶酸受体高表达

的HeLa细胞表面, 叶酸分子上的羧酸基团能够富集钙

离子, 提供钙化成核位点. 瘤内注射的钙离子提高了肿

瘤细胞外环境的钙离子浓度, 大大促进了钙化层的形

成. 实验表明, 钙化的肿瘤细胞膜完整性破坏, 核凝集,
并最后导致细胞死亡. 肿瘤的钙化病灶变黄并溃烂, 生

图 3 PAAM-mTG方法在单个MSC表面有效生成纳米凝胶涂层. A: PAAM结构域插入细胞膜, 使mTG部分暴露在表面, 在那
里它催化纳米凝胶分子的聚合. B: 聚唾液酸连接到一个油基链, 然后与mTG反应生成PAAM-mTG分子. C: 相邻明胶分子在
mTG催化作用下交联. D: 聚合纳米凝胶在单个MSC上以块状形式形成. E: 聚合纳米凝胶在单个MSC上以涂层形式形成
Figure 3 The PAAM-mTG method efficiently generates a nanogel coating over the surface of individual MSCs. A: The PAAM domain inserts into
the cell membrane, leaving the mTG moiety exposed on the surface, where it catalyzes the polymerization of nanogel molecules. B: Polysialic acid was
linked to an olyel chain and then reacted with mTG to generate a PAAM-mTG molecule. C: Crosslinking of adjacent gelatin molecules catalyzed by
mTG (D) formed in bulk or (E) coating on the individual MSCs.
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长和转移能力明显受到抑制, 荷瘤小鼠的存活率也显

著提高. 2021年, 本研究团队
[63]

成功开发出一种不依

赖外源性钙离子的肿瘤靶向钙化策略, 能够避免因外

源性钙离子注射而产生高钙血症的潜在风险, 并且具

有较好的抗肿瘤效果以及较低的全身注射毒性. 如图

4A所示, 肿瘤钙化由一种大分子药物介导, 即叶酸-聚
唾液酸分子(folate-polySia, FA-PSA), 叶酸分子与聚唾

液酸分子相连, 由叶酸分子介导对高表达叶酸受体的

肿瘤细胞的靶向, 大分子药物通过受体-配体作用结合

到肿瘤细胞膜上, 由聚唾液酸分子上的多羧基基团在

正常生理环境中富集钙离子并诱导肿瘤细胞表面钙

化. 用1.7 mmol L−1 FA-PSA处理2天后, 缺乏叶酸受体

的Ect1/E6E7细胞表面保持光滑, 而富含叶酸受体的

HeLa细胞的细胞形态发生显著变化. 如图4B所示, 可

以观察到HeLa细胞周围形成粗糙的固体层, 并且细胞

体积减小. 细胞实验表明, 钙化细胞能量代谢、膜流动

性、侵袭迁移能力显著降低;动物实验表明,相对于传

统的化疗药物阿霉素治疗, 钙化疗法具有更高的肿瘤

生长抑制率, 延长了荷瘤小鼠的生存期, 并且其副作

用可以忽略. 这一工作巧妙借助内源性钙离子, 安全

实现了肿瘤细胞/组织的病理性钙化干预, 打开了肿瘤

钙化治疗临床应用的可能性, 为抗肿瘤药物开发提供

了新思路, 为恶性肿瘤尤其是妇科肿瘤如乳腺癌、宫

颈癌和卵巢癌的精准治疗提供了创新性的手段和

方法.
钙化组织在电子计算机断层(computed tomogra-

phy, CT)成像和超声成像中具有容易辨认的特殊信号,
具有高灵敏度和特异性. 受此启发, 本研究团队

[64]
探

索了钙化治疗策略在肺部微小肿瘤病灶的早期诊疗作

用. 首先设计了一种新的多肽分子(calcification-indu-
cing polypeptide, CiP)来模仿蛋白质大分子, 由两个功

能域组成(图4C): 可特异性结合到肺癌细胞膜的靶向

识别域和由24个谷氨酸单体相连提供钙化所需羧基的

钙化诱导域. 在细胞层面验证了CiP的靶向能力和钙化

能力后, 将CiP静脉注射到肺癌模型小鼠体内, 经超声

和CT检测, CiP治疗4周以上的肿瘤有明显钙化, 而对

照组小鼠的肿瘤病灶在4周时未被检测到, 直至6~8周
时在CT图像上才检测到无钙化信号的散在肿块, 并且

CiP诱导的肿瘤钙化还能够区分良恶性肺结节(图4D).
此外, CiP疗法还在荷瘤小鼠模型上显示出明显的抑制

肿瘤生长和转移的作用, 并且对小鼠没有明显的毒性.

这种非细胞毒性的多肽能够有效解决目前临床存在的

肿瘤早期微小病灶诊断和良恶性肺结节鉴别的难题,
显示出巨大的临床转化潜力.

3 总结与展望

合理而精确地操纵哺乳动物细胞膜能够克服传统

细胞疗法面临的许多挑战, 在生物技术领域有广阔的

创新前景. 在此介绍了细胞膜修饰的策略, 强调了每

种策略的优缺点, 并介绍了细胞表面工程的转化医学

应用.
目前细胞表面工程的应用可以分为体内和体外,

由于体内应用对于细胞的选择性要求较高, 一些策略

方法通常在体外应用, 包括静电吸附、共价修饰、疏

水插膜和基因工程. 在体外对细胞进行修饰的目的通

常是将移植物细胞更好地包封, 赋予其逃避宿主免疫

攻击的能力, 如输血、胰腺移植、干细胞移植等. 因

此, 在材料方面采用生物相容性好且免疫原性低的聚

合物、合成树枝状大分子、蛋白质、聚糖、肽、脂

质、骨架核酸等, 能够在体内降解并清除. 不仅如此,
有些修饰材料还能为细胞提供抗机械力性能和细胞识

别信号, 如在干细胞封装领域采用的天然细胞外基质

成分, 如胶原蛋白、层黏连蛋白、透明质酸, 可提供

固有的细胞识别信号, 调节细胞的存活、迁移、增

殖、分化, 避免干细胞的失巢凋亡
[65~67].

除了免疫逃避, 维持细胞原有的活力和功能对于

包封修饰至关重要, 这一点与体外修饰过程中的合成

方式和反应条件息息相关. 例如, 在层层自组装过程

中, 正电荷的不断积累会对细胞膜上天然带负电的基

团产生影响, 增加细胞膜的脆性
[68]; 化学共轭反应中

的pH、温度和反应时间都会对细胞的状态产生影响,
而细胞状态的改变又会反过来影响细胞表面胺或硫

醇的密度从而影响反应的稳定性
[69]. 另外, 包封的厚

度也是影响细胞功能的关键, 制备薄厚适宜, 既不影

响细胞又能有效遮蔽抗原的纳米膜, 要求实验者必须

在实验过程中不断摸索反应条件、时间、投料比等

参数. 除了合成过程中的条件控制, 在实际应用中也

常常采用多策略的组合应用来扬长避短. 例如, 在修

饰红细胞的时候, 先在细胞膜上利用疏水插膜引入一

端输水的材料, 材料的另一端的酶能够催化交联反应,
高效而温和地在细胞膜上形成凝胶框架. 在这个过程
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中, 疏水插入的材料作为反应过程中的催化剂而不作

为长期修饰的结果, 充分利用了疏水插膜的简便易

行、对细胞影响小的特点, 避免了其长期不稳定性.
酶促交联反应能够在较温和的反应条件下形成较稳

固的凝胶框架. 形成的凝胶框架悬浮在细胞膜表面而

不直接与细胞膜接触, 避免了直接修饰导致的细胞膜

固化问题, 维持了细胞膜的流动性
[35]. 因此, 多策略的

组合应用能够带来更大的收益, 为细胞表面工程策略

带来了巨大的潜力和无限的可能性, 等待着人们去

发掘.

细胞表面工程的另一个体外应用是生产CAR-T细
胞. 体外基因工程作为一种调节细胞表面蛋白质的强

大技术, 可以产生长期的细胞表面修饰. 然而, 由于转

染困难, 基因工程方法不适用于所有类型的细胞, 并且

永久性基因修饰可能具有长期副作用. 尽管病毒载体

在当前的基因转染中得到了广泛应用, 但在CAR-T的
生产过程中仍然存在潜在的问题, 如不可控的基因表

达和与病毒载体相关的免疫风险
[70]. 基于功能性生物

材料的非病毒基因载体, 包括脂质、阳离子聚合物、

适体和无机载体, 值得被探索. 目前这些生物材料的

图 4 钙化疗法在肿瘤治疗和诊断中发挥作用. A: FA-PSA诱导的细胞表面钙化示意图. B: 钙化处理后的Ect1/E6E7和HeLa细
胞的SEM图像. C: 靶向多肽诱导的细胞表面钙化示意图. D: 肺肿瘤、钙化肺肿瘤和良性肺结节的超声和CT成像以及小鼠肺
部钙化信号的量化
Figure 4 Application of calcification therapy in tumor diagnosis and treatment. A: Schematic diagram of cell surface calcification induced by FA-
polySia. B: SEM images of Ect1/E6E7 and HeLa cells after calcification treatment. C: Schematic diagram of cell surface calcification induced by CiP.
D: Ultrasound and CT imaging of lung tumors, calcified lung tumors and lung nodules and quantification of the calcification signals in the lungs of
mice
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问题主要是对T细胞的转染效率较低, 应致力于开发

更适合T细胞和其他免疫细胞转染的功能性生物材料.
此外, 基于体外基因操纵的复杂性和高成本, 近年来在

体内生产CAR-T细胞已经被多次尝试
[71~73], 有效解决

了体外操作的复杂性, 但是体内基因工程的特异性和

安全性仍然是其走向转化需要改进的方面. 期待着未

来CAR-T疗法能够发展成为一种高效、安全且实惠的

治疗手段.
利用细胞表面工程对生物体内的细胞进行在体操

纵代表着未来前进的方向. 基于生物体内的复杂性、

操纵难度和安全保证, 在体的细胞表面工程对于修饰

手段有更高的要求. 各种策略能否在体应用取决于材

料能否靶向细胞递送和智能修饰. 主动靶向递送的主

流方法是依赖于材料和细胞间的配体识别. 将识别特

定细胞类型的配体分子或抗体引入至功能材料上以提

高体内稳定性、延长血液循环时间、改善靶点积聚.
相关衍生的递送方式包括脂质体递送

[74]
、血浆白蛋

白运输
[2]
、细胞膜包裹

[75]
等方法的发展为细胞表面工

程的在体应用开拓了新的道路. 例如, 通过与脂质体或

细胞膜靶向递送相结合, 代谢聚糖标记与生物正交反

应的联合应用可以显著弥补其缺乏细胞类型选择性的

局限
[76]. 材料的智能修饰包括智能响应、识别和组装

等. 可将刺激响应性连接物引入功能材料中, 以控制

由特定刺激如活性氧、pH、辐射、超声、光控、磁

控等触发的释放、识别、组装行为. 值得一提的是, 体
内自组装纳米材料技术, 作为化学自组装和生物医学

的结合, 可实现对纳米材料的分子编程并在体实现预

先设计的组装, 大大提升了功能材料的智能性
[77,78].

例如,一种由疏水核心和人表皮生长因子受体2(human
epidermal growthfactor receptor 2, HER2)配体结合的超

分子肽, 可以在水中自组装成纳米颗粒, 而一旦与

HER2受体结合就会自动转化为细胞表面的纳米纤维

结构
[79].
总的来说, 细胞表面工程能够发挥多学科交叉优

势, 包含丰富的手段和策略, 在多个领域已经有了成

熟的应用. 由于智能多功能材料的不断开发进展和不

同策略组合应用带来的可能性, 该领域存在着广阔的

发展空间和巨大的机遇.
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Manipulating cells has always been the dream of researchers. The development of cell surface engineering provides many simple and
efficient surface modification strategies for cell manipulation. Cell membrane is an extremely complex environment. A variety of
components on the membrane regulate biochemical processes inside and outside the cell. Through multiple strategies, the introduction
of exogenous substances to modify the cell membrane can change the components of the cell membrane, and even affect the behavior
and fate of cells. However, these strategies have more or less certain limitations, and appropriate strategies need to be selected
according to specific application scenarios. Here we introduce various strategies of mammalian cell membrane modification and show
some classical applications of these strategies.
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