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基于人工智能设计的载药细菌外膜囊泡用于体外激活树突状

细胞的研究
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摘要: 树突状细胞 (dendritic cells, DCs) 在连接先天免疫与适应性免疫中起着关键作用, 尤其在T细胞的活化和

肿瘤免疫应答的调控中具有重要功能。然而, 肿瘤微环境中的免疫抑制性细胞因子以及DCs内的脂质过氧化失衡, 

极大限制了其有效激活肿瘤特异性T细胞能力。为此, 作者基于人工智能设计了一种纳米仿生药物递送平台, 该平

台通过将姜黄素纳米粒装载于细菌外膜囊泡 (outer membrane vesicles, OMVs) 中, 旨在通过药物递送与免疫激活双

重策略增强DCs功能。体外实验结果表明, 姜黄素通过调控 IRE1α-XBP1信号通路显著缓解了DCs的脂质过氧化

应激, 从而恢复其抗原呈递功能。此外, OMVs不仅作为高效药物载体, 还作为强大的免疫激活剂, 促进了DCs的成

熟并增强了其肿瘤特异性免疫应答能力。本研究提出了一种提升抗肿瘤免疫治疗的新策略, 并为人工智能在药物

递送系统中的应用提供了新的研究视角。
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Abstract: Dendritic cells (DCs) play a critical role in both innate and adaptive immunity, particularly in 

regulating antitumor immune responses. However, immunosuppressive cytokines in the tumor microenvironment 

and lipid peroxidation imbalance within DCs limit their ability to activate tumor-specific T cells effectively. To 

address this, we developed a novel biomimetic nanodrug delivery platform using artificial intelligence (AI). This 

platform encapsulates curcumin nanoparticles in bacterial outer membrane vesicles (OMVs) to enhance DCs 

function through a dual approach: targeted drug delivery and immune activation. In vitro experiments demonstrated 

that curcumin reduced lipid peroxidation stress in DCs by modulating the IRE1α-XBP1 signaling pathway, thereby 

restoring their antigen-presenting function. Additionally, OMVs not only acted as efficient drug carriers but also as 

immune activators, promoting DCs maturation and enhancing tumor-specific immune responses. This study 

presents a promising strategy for improving antitumor immunotherapy and offers new insights into the application 

of AI in drug delivery systems.
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免疫系统是维持体内稳态的复杂防御网络, 通过

精准识别并清除异常细胞或病原体来发挥保护作用。

近年来, 肿瘤免疫治疗, 特别是通过激活宿主免疫系统

对抗肿瘤的策略, 展现了巨大的潜力[1-3]。尽管多种免

疫治疗策略已开发并能诱导免疫反应, 但在临床中仅

部分患者能够显著受益[4], 这突显了免疫治疗的复杂

性与挑战, 亟需更有效的免疫激活策略。树突状细胞 

(dendritic cells, DCs) 作为免疫系统的核心调节者, 在肿

瘤免疫反应中扮演关键角色[5-8]。肿瘤微环境中的树突

状细胞往往因脂质代谢紊乱而功能受损, 内质网应激

与其下游的 IRE1α-XBP1通路在此过程中起着重要作

用[9]。这种代谢异常不仅削弱了 DCs的功能, 还减少

了其主要组织相容性复合体(major histocompatibility 

complex, MHC)表达, 进而抑制了T细胞介导的抗肿瘤

免疫反应[10]。因此, 靶向调节DCs的脂质代谢紊乱以

恢复其正常功能, 成为提升免疫治疗效果的关键策略。

随着生物信息学和人工智能 (artificial intelligence, 

AI) 技术的迅猛发展, 新的研究方法不断涌现, 为药物

靶点发现和制剂设计提供了新的视野与机遇[11]。AI

技术在解读复杂生物数据和识别潜在药物靶点方面展

现出显著优势, 能够提高药物研发的效率和成功率[12]。

本文构建了一套潜在调控 IRE1α-XBP1通路的药物筛

选数据库 , 以识别如姜黄素 (curcumin, Cur)、决明子

素、红景天苷及银杏内酯等具有该靶点结合能力的有

效成分。

细菌外膜囊泡 (outer membrane vesicles, OMVs) 

作为一种新兴生物材料, 其在激活宿主免疫系统方面

的潜力日益受到关注[13,14]。OMVs是革兰阴性细菌在

正常生长过程中自发产生的纳米级 (20～250 nm) 脂质

双层结构[15]。这些囊泡富含多种来自细菌外膜的免疫

原性成分, 包括脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)16]、肽

聚糖[17]和鞭毛蛋白[18]等病原相关分子模式 (pathogen-

associated molecular patterns, PAMPs) 及特异性抗原[19]。

因此, OMVs能够有效模拟其亲代病原体, 从而激活宿

主的先天性和适应性免疫反应[20]。此外, 由于 OMVs

不具备活体细菌的感染与复制能力, 被认为是一种更

安全且有效的药物递送载体与免疫激活策略。

本研究开发了一种新型纳米仿生药物递送平台, 

旨在重塑肿瘤微环境中DCs的功能 (图 1)。作者通过

筛选确定姜黄素为调控 IRE1α-XBP1 信号通路的有

效候选药物。并将其封装于聚乳酸−羟基乙酸共聚物 

[poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA] 纳米粒子中, 进一

步通过减毒沙门氏菌 (live-attenuated salmonella, LVS) 

代谢产生的OMVs进行包覆, 形成Cur-NPs@OMVs复

合体系。体外实验表明, 该系统显著增强了DCs的功

能, 减轻了脂质过氧化应激。本研究为基于AI的药物

发现和递送技术提供了新的视角, 突出了靶向DCs脂

质代谢在提升肿瘤免疫治疗效果中的重要性。希望本

研究能为恶性肿瘤的免疫治疗提供新的策略与方向, 

并展示AI技术在药物研发中的广泛应用前景。

材料与方法

仪器与试剂 聚乙烯醇 (PVA, 上海阿拉丁生化科

技股份有限公司); 聚乳酸−羟基乙酸共聚物 (上海舜纳

生物科技有限公司); 姜黄素 (上海麦克林生化科技股

Figure 1　 The strategy of Cur-NPs@OMVs in alleviating lipid 

peroxidation stress and promoting dendritic cell (DC) activation 

for enhanced immunotherapy. A: The preparation process of Cur-

NPs@OMVs; B: The strategy of Cur-NPs@OMVs in alleviating 

lipid peroxidation stress and promoting DC activation for 

enhanced immunotherapy. Cur: Curcumin; NPs: Nanoparticles; 

LVS: Luxurians virulent salmonella; OMVs: Outer membrance 

vesicles
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份有限公司); 丰加霉素 (toyocamycin, Toy, MCE, 美

国); 鼠源树突状细胞 (DC2.4); RPMI-1640培养基 (大

连美仑生物技术有限公司); 胎牛血清、青霉素−链霉素

双抗溶液、四甲基偶氮唑蓝 (MTT)、PE-CD80、APC-

CD86、Cell Staining Buffer (BioLegend, 美国); 酶联免

疫吸附测定试剂盒 (上海通蔚生物有限公司)。

Python编程环境 (如 scikit-learn、RDKit、PyTorch); 

Maestro 9.7软件; BT-25S电子分析天平 (上海赛多利斯

科学仪器有限公司); 超声波细胞破碎仪 (宁波新芝生物

科技股份有限公司); TCS SP2/AOBS激光共聚焦显微

镜 (confocal laser scanning microscopy, CLSM, 尼康公

司, 日本); 超速离心机 (日立公司, 日本); 40B1自动立

式压力蒸气灭菌器 (上海申安医疗器械厂); LF-1脂质

体挤出器 (奥维斯丁公司, 加拿大); 激光粒度分析仪 

(马尔文公司, 英国); JEOL 100CX II透射电子显微镜 

(transmission electron microscopy, TEM, 日立电子株式

会社, 日本); CO2细胞培养箱 (赛默飞公司, 美国); SW-

CJ-1F超净工作台 (江苏苏净安泰公司); 倒置生物显微

镜 (重庆奥特光学公司); SYNERGY酶标仪 (BioTek公

司, 美国); FACS Calibur流式细胞仪 (Becton Dickinson

公司, 美国)。

人工智能的筛选和模拟 采用基于机器学习的人

工智能算法对潜在药物进行筛选。首先构建包含

FDA批准药物的数据库, 并通过RDKit提取分子指纹

和分子描述符。接着, 作者采用随机森林模型, 并通过

网格搜索优化超参数 , 预测候选药物与 IRE1α-XBP1

信号通路相互作用的可能性。在完成模型训练和验证

后, 姜黄素凭借其在通路调控中的最高预测评分被选

为首要候选药物。具体的算法原理和模型参数可参考

作者在GitHub上的源代码。

机器学习与深度学习筛选 m6A 是最丰富的

mRNA修饰, 由甲基转移酶复合物催化, 其中METTL3

是唯一的催化亚基, 其可以通过催化 IRE1α的m6A进

而激活细胞的 IRE1α-XBP1通路, 来实现DCs的活化, 

从而产生抗癌的作用[21]。应用机器学习与深度学习方法

筛选可能与METTL3蛋白相互作用的药物分子, 为相

关疾病治疗提供新思路。实验步骤首先包括Python编

程环境的搭建及必要库的安装, 如 scikit-learn、RDKit

和 PyTorch, 支持后续图神经网络分析。通过ZINC数

据库下载中药成分库 (Traditional Chinese Medicine, 

TCM), 并使用Maestro 9.7进行分子对接模拟。

在数据集构建阶段, 使用 spide工具对 PubMed进

行高级搜索, 关键词包括“METTL3蛋白”、“抑制剂”和

“配体”, 系统阅读文献并提取相关活性物质信息。重

点比较不同活性物质的分子特征 (如分子质量、苯环

位置、疏水/亲水键分布), 确保所选化合物与METTL3

蛋白的相互作用。最终构建 METTL3 蛋白药物数据

集, 并记录EC50值和血药浓度, 排除低活性化合物。在

特征选择与数据集划分阶段, 使用 pandas导入药物数

据集, 结合 RDKit从 SMILES 文件中提取分子描述符

与指纹信息, 构建特征列表并进行优化。通过多次训

练模型, 选择最佳分子描述符, 去除冗余特征, 提升模

型性能。数据集随机划分为训练集 (80%) 和测试集 

(20%)。在机器学习模型训练阶段 , 分别引入随机森

林、支持向量机和决策树模型, 采用交叉验证优化超参

数, 确保最佳预测准确率。通过计算特征重要性并使

用 SHAP 进行可视化 , 评估模型准确率及 ROC-AUC

等指标, 验证模型有效性。在药物筛选阶段, 将 TCM

药物 SMILES 文件库导入训练模型 , 筛选可能与

METTL3蛋白相互作用的候选药物, 并根据模型预测

的概率, 优先选择可能性较高的分子进行后续实验。

通过对不同模型筛选结果的对比, 分析一致性与差异

性, 最终选择预测一致性强且综合可能性高的药物分

子进行实验验证。

分子对接及分子模拟 首先, 从 RCSB数据库检

索 METTL3 蛋白结构 , 选择 5 311 种结构中相对偏差

较小的样本。利用计算机模拟技术对蛋白质进行建模, 

并通过分子动力学模拟研究其在溶液中的动态行为, 

揭示其纳米尺度上的构象变化。在虚拟筛选部分, 导

入 METTL3 的 PDB 文件至 Maestro 9.7, 使用“protein 

prepare”功能修正蛋白结构; 接着 , 利用 Glide 模块的

“Receptor Grid Generation”功能生成格点文件, 设置配

体为空间中心, 并将格点空间调整至 20 Å, 将格点文

件导入虚拟筛选工作流, 并结合FDA化合物数据库筛

选药物分子, 最终获得候选药物; 通过Maestro进行分

子对接, 使用“Induced Fit Docking”功能对候选配体进

行结合预测, 评估其与METTL3的相互作用。本研究

采用半柔性对接, 允许蛋白质与药物分子在对接过程

中发生构象变化。在分子动力学模拟环节, 保存对接

后的蛋白质结构为PDB文件, 并利用“System Builder”

构建完整体系。通过“Minimization”功能进行能量最

小化, 去除因位阻等因素引起的潜在能量。最后, 在温

度 300 K、压强 1.013 bar的NPT系统中, 进行 100 ns的

分子动力学模拟 , 以观察配体与 METTL3 的结合稳

定性。

制剂学制备与表征 采用羧基修饰的 PLGA[22]

制备载药纳米粒子 , 并筛选出最佳制剂条件。随后 , 

依据该条件制备了 Cur-NPs、Cur-NPs@OMVs 及 Toy-

NPs@OMVs, 供后续细胞实验使用。

Cur-NPs 的制备与表征 采用超声乳化法制备
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Cur-NPs。首先, 将PLGA溶解于甲醇和二氯甲烷 (1∶3, 

v/v) 混合溶液中 , 然后加入 2 mg 姜黄素于 4 mL 油相

中, 充分溶解并混合, 为了确保药物与载体充分混合, 

在室温下使用混匀仪振荡至澄清溶液; 接着, 缓慢加入

预冷的 2.5% PVA水溶液, 形成初乳, 将乳液置于超声

波细胞破碎仪中, 在冰浴条件下以350 W功率超声乳化

15 min, 形成复乳; 之后, 使用旋转蒸发仪去除有机溶

剂, 将乳液在 4 ℃、10 000 ×g离心 30 min, 收集沉淀并

用超纯水洗涤3次以去除残余PVA和未包裹的姜黄素; 

然后, 测定粒径、PDI和表面电位, 每个样品测定 3次以

确保结果的准确性; 最终, 取 10 μL样品滴加至碳膜铜

网上, 静置 30 s后用滤纸吸干, 使用 1%磷钨酸负染, 最

后在电镜下观察。

细菌外膜囊泡的制备与表征 LB培养基的配方

为胰蛋白胨 (10 g·L-1)、酵母提取物 (10 g·L-1) 和 NaCl 

(5 g·L-1), 在超声波处理后, 121 ℃高压灭菌 30 min 备

用。从−80 ℃冷冻库中取出减毒沙门氏菌, 在 37 ℃水

浴中快速解冻。将 10 μL细菌接种于 4 mL LB培养基

中, 于37 ℃、250 r·min-1下培养10 h, 随后转接至100 mL 

LB培养基中, 继续培养至吸光度值 (A600) 达到 0.8, 作

为OMVs的来源。细菌培养达到预定光密度后, 室温

静置 24 h, 将培养液在 4 ℃、4 000 ×g离心 35 min, 收集

上清液并通过 0.45 μm 滤膜过滤。使用 100 kDa超滤

浓缩管在 4 ℃、200 000 ×g超速离心 2 h, 收集沉淀并用

PBS重悬, 洗涤两次后, 0.45 μm滤膜再次过滤, 以纯化

OMVs, 并储存于−20 ℃。将OMVs稀释至 1 mg·mL-1, 

进一步稀释至 25倍后, 使用 DLS测定其粒径、PDI及

zeta电位。同上在电镜下观察形貌特征。

Cur-NPs@OMVs的制备与表征 Cur-NPs@OMVs

采用挤出法制备。将制备好的Cur-NPs与OMVs按比

例混合 , 在冰浴条件下以 80 W 功率超声乳化 3 min 

(2 s工作/3 s间歇), 然后通过 220 nm聚碳酸酯膜挤出

7次, 随后以3 000 ×g离心10 min去除未结合的OMVs, 

弃去上清液并用 PBS洗涤 3次, 所得Cur-NPs@OMVs

储存于 4 ℃备用。将Cur-NPs@OMVs样品稀释 25倍

后, 测定其粒径和 zeta电位。同上在电镜下观察形貌

特征。

Cur-NPs@OMVs共定位效果考察 OMVs用DiI

荧光染料标记, 将 2 mg·mL-1 OMVs与 5 μg·mL-1 DiI按

1∶1比例混合, 室温孵育 2 h, 随后以 200 000 ×g超速离

心 2 h, 去除未结合的DiI。标记后的OMVs经 220 nm

挤出器挤出 7次, 再以 3 000 ×g离心 10 min去除多余

OMVs, PBS洗涤3次。通过CLSM观察Cur-NPs与DiI

标记OMVs的共定位情况。

树突状细胞的培养 选用小鼠来源的DC2.4细胞

进行体外激活实验。细胞在 RPMI-1640 培养基中生

长, 补充 10% FBS和 1%青霉素−链霉素双抗溶液。培

养条件为 37 ℃、5% CO₂。当细胞融合度达到 80%～

90% 时 , 进行传代。对数生长期的 DC2.4 细胞使用

PBS进行消化, 消化后用培养基重悬以终止反应, 并继

续培养。

细胞毒性实验 在 96孔板中接种 1×104个DC2.4

细胞 , 分别培养 24 和 48 h 以确保细胞充分贴壁。随

后, 吸除培养基并用PBS洗涤细胞 4次, 然后添加含有

Cur-NPs、Cur-NPs@OMVs 和 Toy-NPs@OMVs 的无血

清培养基。细胞在培养箱中继续孵育指定时间。孵育

结束后, 再次吸除培养基, 在避光条件下向每孔加入

10 μL 质量浓度为 5 mg·mL-1的 MTT 溶液, 并在 37 ℃

下孵育 4 h。随后 , 小心去除 MTT 溶液 , 加入 150 μL 

DMSO以完全溶解形成的紫色晶体, 并在振荡器上轻

轻振荡 10 min。最后, 使用酶标仪在 490 nm波长下测

定各孔的吸光度值, 根据公式 (1) 计算细胞存活率。

细胞存活率 (%) =
( A样品组 − A空白组 )

( A对照组 − A空白组 )
 ×100% (1)

其中, A 样品组、A 空白组、A 对照组分别为样品组、空白组

和对照组在在490 nm波长的吸光度值。

树突状细胞激活实验 在 12 孔培养板中接种

1×105个 DC2.4 细胞 , 每孔加入 1 mL RPMI-1640 培养

基 , 在 37 ℃、5% CO ₂条件下培养 24 h, 以确保细胞

充分贴壁。培养结束后 , 轻轻吸出旧培养基 , 用 PBS

洗涤细胞 1 次 , 以去除浮游细胞和残留物。随后 , 添

加 1 mL不含 FBS的RPMI-1640培养基。在各实验组

中, 分别加入质量浓度为 10～100 μg·mL-1的Cur-NPs、

Cur-NPs@OMVs及Toy-NPs@OMVs, 孵育 24 h。孵育

结束后, 采用流式细胞术分析细胞表面标志物的表达。

用 PBS洗涤细胞 4次, 以去除未结合的纳米颗粒。使

用 PBS轻微消化细胞 30 s后, 加入完全培养基以终止

消化。随后以 600 ×g离心 3 min, 弃去上清, 加入 PBS

重悬细胞。细胞悬液与 1%小鼠血清封闭液以 1∶1体

积比混合 , 在室温下孵育 30 min, 以减少非特异性结

合。接着, 加入 PE标记的 CD80和 APC 标记的 CD86

抗体 , 避光孵育 30 min。最后 , 用 Cell Staining Buffer

洗涤后悬混均匀, 过筛至流式管中, 使用流式细胞仪检

测DC2.4细胞表面CD80及CD86的表达。

此外, 为了评估制剂对DC2.4细胞因子分泌的影

响, 需收集培养上清液, 并使用 ELISA 试剂盒定量检

测TNF-α、IL-6、IL-12和 IL-10的分泌情况。

统计学分析 统计分析使用GraphPad Prism 10.2.1

软件。单因素方差分析 (ANOVA) 评估组间差异的显

著性, Tukey的HSD事后检验用于多组比较以控制组
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间变量。数据以均值 ± 标准差 (SD) 表示, 并以相对

值 (实验组与对照组比值) 呈现。统计显著性水平设

定为*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1。

结果与讨论

1　人工智能的筛选和模拟

结合机器学习、分子对接及分子动力学模拟, 以

深入探讨姜黄素作为潜在药物的机制。首先 , 利用

smiles.csv数据集进行模型训练, 并通过网格搜索优化

参数, 评估了随机森林、决策树和支持向量机模型对不

同特征的影响力。结果显示, bit_743、bit_2、bit_8、bit_1

和 descriptor_6对药物活性影响显著, 并且这些特征主

要与药物分子与靶点的相互作用相关 (图 2A～C)。具

体而言, bit_743、bit_2、bit_8和 bit_1分别表示羟基、酚

羟基和酯基等含氧基团, 而 descriptor_6反映了分子中

苯环的数量。由于数据集规模较小, 支持向量机在训

练集和测试集中的准确性均达到 100% (图 2D～F), 这

可能导致模型缺乏广泛适用性。相较而言, 随机森林

和决策树在训练集中的准确性均为 100%, 在测试集中

为 93%, 表明这两种模型在某些方面具有一致性, 且均

能训练出高质量的模型。随后, 利用随机森林模型对

TCM库进行了筛选, 结果显示姜黄素的潜在活性排名

第一 (图 2G)。相比之下, 决策树和支持向量机模型的

筛选结果均显示药物分子的活性为 100%, 这一结果与

实际情况相差甚远, 因此未被采纳。

在分子对接实验中, 观察了姜黄素与 5IL2蛋白的

结合结果 (图 2H), 发现姜黄素的苯环部分嵌入蛋白的

空穴结构。相互作用图 (图 2I) 显示, 姜黄素与 5IL2主

要通过苯环上的羟基与ASP形成氢键, 并与PHE通过

π-π堆积作用进行相互作用。对接评分为 6.89, 表明姜

黄素能够有效结合 5IL2蛋白。结合物的RMSD图 (图

2J) 显示, 姜黄素与 5IL2的结合在绝大多数时间内的

RMSD 值小于 2.5, 表明姜黄素与 5IL2 之间的结合稳

定。进一步分析姜黄素与 5IL2的相互作用柱状图 (图

2K), 横坐标为参与作用的氨基酸残基, 纵坐标为作用

持续时间占动力学过程的比例, 绿色表示氢键作用, 蓝

色为水桥作用, 紫色为疏水作用, 红色为离子作用。结果

显示 , 5IL2 主要通过氢键 (ASP377、ILE378、ASP395) 

和疏水键 (TYR406、PHE534) 与姜黄素相互作用。时

间轴分析 ( 图 2M) 进一步确认 ASP377、ILE378、

ASP395和PHE534在相互作用中发挥了重要作用。从

相互作用图 (图 2L) 中可观察到, ASP395与姜黄素的

苯环相互作用达 97%的时间, ASP377与苯环的氢键相

互作用达 92%, ILE378则有 83%的时间与苯环形成氢

键, 而PHE534与苯环的π-π堆积相互作用同样显著。

最后 , 观察分子动力学过程中的可旋转键 (图

2N), 姜黄素的可旋转键旋转情况较为集中, 表明其与

蛋白的结合状态较为牢固。此外, 配体特征图 (图 2O) 

显示, 姜黄素在分子动力学过程中无分子内氢键, 且所

有性质均保持稳定, 进一步验证了姜黄素与 5IL2的强

结合稳定性。

2　制剂学制备与表征

为制备仿生纳米药物递送平台 (Cur-NPs@OMVs), 

选择了羧基封端的PLGA聚合物 (PLGA-COOH) 通过

超声乳化法成功制备Cur-NPs, 并使Cur-NPs与OMVs

之间达到理想的锚定效率 (图 3C)。Cur-NPs@OMVs

的制备优化基于 Cur∶PLGA配比、油水相比例及 Cur-

NPs与OMVs的共载比例。首先, 在不同的Cur∶PLGA

配比 (1∶10、1∶30、1∶50、1∶70、1∶100) 中, 1∶30配比下, 

Cur-NPs 粒径最小 (3 nm), 且 zeta 电位为−18 mV (图

3I), 表明其具有良好的稳定性, 因此选择 1∶30作为最

佳配比。接着, 考察了油水相比例对粒径和 zeta电位

的影响, 结果表明, 1∶1的油水相比例下粒径最小且具

有较好的稳定性 (图 3H)。最后, 在 Cur-NPs与 OMVs

的不同共载比例中, 1∶2比例下Cur-NPs@OMVs粒径

为 243.3 nm (图 3H), zeta 电位为−19 mV (图 3I), 表现

出最佳的稳定性和分散性。因此, 1∶30的Cur∶PLGA

配比、1∶1的油水相比例以及 1∶2的Cur-NPs与OMVs

比例被确定为最佳制备条件。通过以上筛选条件, 成功

制备了具有理想粒径 (243.3 nm)、良好分散性及稳定性

的Cur-NPs@OMVs。同时, TEM和共聚焦荧光成像验

证了 Cur-NPs 的成功包裹 (图 3D～G), 且共载效率随

着配比变化得到了有效验证。通过优化Cur与 PLGA

的比例、油水相比例以及Cur-NPs与OMVs的比例, 筛

选出了最佳的 Cur-NPs@OMVs制备条件。成功制备

的纳米载体不仅具有良好的结构均一性和形态特征, 

为后续的体外DCs激活实验提供了可靠的制剂基础。

3　细胞学实验研究

在 24和 48 h的培养时间内, 所有组别的细胞存活

率均超过 80% (图 4C、D), 表明这些实验制剂具有良好

的安全性, 为后续的体外激活实验奠定了基础。Cur-

NPs 组与 Toy-NPs 组相比, 虽然两者的细胞毒性均较

小, 但Toy-NPs组在 48 h后的存活率显著低于Cur-NPs

组, 提示 Toy的成分可能对细胞存活产生一定的负面

影响。针对Toy成分及其潜在的细胞毒机制的深入研究

将值得注意, 尽管OMVs作为药物递送平台具有增强免

疫反应的潜力, 但其生物相容性及免疫反应仍需进一

步评估。OMVs中的 PAMPs (如LPS、DNA) 通过激活

Toll样受体可能引发免疫反应, 增强抗肿瘤免疫, 但也

可能导致免疫细胞的毒性, 甚至引发过度免疫反应。因
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Figure 2　Analysis of machine learning models, molecular docking, and molecular dynamics simulation results. A: SHAP summary plot for 

the Random Forest model; B: SHAP summary plot for the Decision Tree model; C: SHAP summary plot for the SVM model; D: Accuracy 

plot for the Random Forest model across different datasets; E: Accuracy plot for the Decision Tree model; F: Accuracy plot for the SVM 

model: G: Selection results from the Random Forest model applied to the TCM library, with likelihood on the y-axis and ranking on the 

x-axis; H: 3D molecular docking representation of Cur with the METTL3 protein; I: 2D molecular docking representation of Cur with 

METTL3; J: RMSD plot of the Cur-METTL3 protein complex; K−M: Bar chart quantifying interactions (K), detailed depiction of interac‐

tions (L), and time-lapse graph of interactions (M) between METTL3 and Cur; N: Analysis of bond rotation in Cur; O: Chemical structure 

and properties of Cur influencing biological activity and protein interactions
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此, 优化OMVs的提取工艺、精确控制PAMPs含量, 并

研究其免疫毒性是未来的重点。此外, 探索OMVs在体

内的代谢途径及免疫细胞相互作用将有助于理解其清

除机制, 为临床应用提供理论支持。最后, OMVs在临

床大规模生产中的挑战包括保持粒径、纯度和生物活

性, 未来应优化生产工艺, 确保治疗效果和安全性。

在CD80和CD86激活实验中, 通过流式细胞术评

估了不同递送平台对DCs的激活效果。结果显示, Cur-

NPs@OMVs 组的 CD80 + CD86 + DCs 比例显著高于

阴性对照组, 仅次于ToyNPs@OMVs组 (图4E、F、I、J)。

Cur在制剂中的浓度与CD80 + CD86 + DCs的比例呈

正相关 (图4K、L), 表明Cur-NPs@OMVs在激活DCs方

面具有显著作用。与 Cur-NPs 相比, Cur-NPs@OMVs

组在激活 DCs 方面表现更加突出, 提示 OMVs 对 Cur

递送效率的提升起到了关键作用 (图4E、F、H、I)。尽管

Cur-NPs在 CD86的激活上表现较强, 但对 CD80的激

活作用相对有限 (图4H), 这可能与Cur对不同共刺激分

子的选择性激活有关。具体而言, CD86主要参与T细

胞的早期激活, 而CD80则在T细胞的完全激活中起更

重要作用[23,24]。此外 , 姜黄素的递送效率对其在 DCs

中的激活效果至关重要。Cur-NPs在体外实验中表现

出较好的递送效率 , 特别是在与 OMVs 联合使用时 , 

Cur-NPs@OMVs显著增强了 DCs的 CD80和 CD86激

活能力。这表明OMVs在提高姜黄素递送效率并增强

免疫效果方面发挥了重要作用。因此, 优化姜黄素的

递送平台将对提高肿瘤免疫治疗效果具有重要意义。

在细胞因子释放方面, ELISA检测结果显示, Cur-

NPs@OMVs组TNF-α、IL-6、 IL-12的分泌水平显著高

于阴性对照组 (图 4N～P), 分别为 462.70 (对照组为

362.08)、419.77 (对照组为 138.75) 和 37.21 pg·mL-1 (对

照组为 27.60 pg·mL-1), 而 IL-10 的分泌水平则明显低

于对照组 (图 4Q)。具体而言, TNF-α和 IL-6是促炎性

细胞因子, 参与机体的免疫反应与炎症反应。TNF-α能

够促进T细胞的活化和增殖, 从而增强抗肿瘤免疫反

应; 而 IL-6则在调节T细胞和B细胞活性方面发挥重

要作用。此外, IL-12是关键的免疫调节因子, 能够诱导

Figure 3　Preparation and characterization of Cur-NPs@OMVs. A, B: Chemical structures of curcumin and toyocamycin (Toy); C: Sche‐

matic representation of the preparation process; D−F: TEM and size distribution images of Cur-NPs, OMVs, and Cur-NPs@OMVs (scale 

bar = 100 nm); G: CLSM images of Cur-NPs@OMVs, where OMVs were stained with DiI dye (red) and curcumin naturally fluoresces 

green (scale bar = 100 μm); H: Size distribution of Cur-NPs and Cur-NPs@OMVs; I: Zeta potential of Cur-NPs and Cur-NPs@OMVs
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细胞毒性T淋巴细胞的生成, 提高其对肿瘤细胞的杀

伤能力。相反 , IL-10 的分泌水平在 Cur-NPs@OMVs

组中低于对照组。IL-10是一种具有免疫抑制作用的

细胞因子, 通常会抑制促炎细胞因子的产生, 从而抑制

免疫反应。IL-10的相对低水平表明, Cur-NPs@OMVs

能够有效减弱免疫抑制信号, 促进免疫系统的激活。

这种现象与DCs的抗原呈递能力的增强密切相关, 说

明Cur-NPs@OMVs不仅能够激活DCs的功能, 还能通

过降低 IL-10的分泌来提高抗肿瘤免疫的强度。因此, 

Cur-NPs@OMVs 通过显著增强促炎细胞因子的分泌

并抑制免疫抑制因子的产生, 为树突状细胞提供了强

有力的免疫刺激。

结论

尽管近年来免疫疗法显示出良好的前景, 但肿瘤

微环境中的抑制因素仍然阻碍有效的抗肿瘤免疫反

应。作者将研究重点从单一免疫疗法拓展至多项激活

策略, 开发了基于AI的载姜黄素细菌外膜囊泡纳米仿

Figure 4　In vitro cell-culture experiments of Cur-NPs@OMVs. A: Schematic illustration of the co-culture system experiment; B: Analysis 

of the advantages of Cur-NPs@OMVs; C, D: Quantified histograms of cell viability at 24 h (C) and 48 h (D) (n = 6, 
-
x ± s); E: Flow cytometry 

results of CD80 + CD86 + DCs in vitro; F: Proportions of CD80 + CD86 + cells across the four groups (n = 3); G: Schematic representation 

of Cur-NPs@OMVs facilitating ER inhibition, leading to enhanced T cell-mediated anti-tumor immune responses; H − J: Average flow 

cytometry intensity for different treatments (n = 3); K: Flow cytometry analysis of CD80 + CD86 + DCs after treatment with varying 

concentrations of Cur-NPs@OMVs; L: Proportions of CD80 + CD86 + cells across the Cur-NPs@OMVs concentration groups; M: 

Heatmap of cytokine secretion from DC2.4 cells after different treatments (n = 3); N−Q: Release levels of TNF-α (N), IL-6 (O), IL-12 (P), 

and IL-10 (Q) from DCs activated by the four groups (n = 3). PBS (abbreviated as G1), Cur-NPs (G2), Cur-NPs@OMVs (G3), Toy-

NPs@OMvs (G4). ***P < 0.00 1; ns: Not significant

·· 1532



谢东轩等: 基于人工智能设计的载药细菌外膜囊泡用于体外激活树突状细胞的研究

生平台, 并评估了其体外免疫激活能力。结果表明, 该

平台通过调控 IRE1α -XBP1 信号通路 , 有效抑制了

DCs的脂质过氧化应激, 并促进其活化。此平台有望

增强T细胞介导的抗肿瘤免疫反应, 不仅展现了AI技

术在个性化药物筛选中的潜力, 也为仿生纳米免疫疗

法的开发提供了新思路和方法支持。

作者贡献: 谢东轩负责制剂的制备与表征、细胞实验、数

据处理及初稿撰写; 东玉灏负责人工智能实验; 指导教师孙

孟驰全程参与课题的规划、设计和指导, 并提供资金支持, 同

时对论文进行审阅; 孙进、何仲贵老师对本文也提出了修改

意见。

利益冲突: 本文所有作者声明不存在利益冲突关系。

References

[1] Dvir K, Giordano S, Leone JP. Immunotherapy in breast cancer 

[J]. Int J Mol Sci, 2024, 25: 7517.

[2] Dhawan N, Afzal MZ, Amin M. Immunotherapy in anal cancer 

[J]. Curr Oncol, 2023, 30: 4538-4550.

[3] Fay EK, Graff JN. Immunotherapy in prostate cancer [J]. 

Cancers (Basel), 2020, 12: 1752.

[4] Lou XY, Chen ZC, He ZG, et al. Bacteria-mediated synergistic 

cancer therapy: small microbiome has a big hope [J]. Nanomicro 

Lett, 2021, 13: 37.

[5] Sun CC, Dong JW, Kuang ZA, et al. Research progresses on 

NLRP3 inflammasomes-induced anti-tumor immunity [J]. Acta 

Pharm Sin (药学学报), 2022, 57: 2612-2621.

[6] Shen YC, Fan XL, Wang F, et al. Advances in dendritic cell-

based vaccine delivery [J]. Acta Pharm Sin (药学学报), 2021, 

56: 2485-2494.

[7] Zeng JX, Zhang WY, Liu EG, et al. Effect of DC vaccine 

sensitized with CpG ODN combined with tumor antigen on 

murine melanoma [J]. Acta Pharm Sin (药学学报), 2022, 57: 

385-391.

[8] Zhao X, Gu YZ, Song XR. Research progress of dendritic cells 

anti-tumor vaccine stimulated by mRNA [J]. Acta Pharm Sin (药

学学报), 2019, 54: 1818-1823.

[9] Han J, Kaufman RJ. The role of ER stress in lipid metabolism 

and lipotoxicity [J]. J Lipid Res, 2016, 57: 1329-1338.

[10] LeCun Y, Bottou L, Bengio Y, et al. Gradient-based learning 

applied to document recognition [J]. Proc IEEE, 1998, 86: 2278-

2324.

[11] Shen T, Wang DM, Wu S, et al. Deep learning-based de novo 

drug design: principles, tools and practice [J]. Acta Pharm Sin 

(药学学报), 2023, 58: 2610-2622.

[12] Dowling DJ, Sanders H, Cheng WK, et al. A meningococcal outer 

membrane vesicle vaccine incorporating genetically attenuated 

endotoxin dissociates inflammation from immunogenicity [J]. 

Front Immunol, 2016, 7: 562.

[13] Vanaja SK, Russo AJ, Behl B, et al. Bacterial outer membrane 

vesicles mediate cytosolic localization of LPS and caspase-11 

activation [J]. Cell, 2016, 165: 1106-1119.

[14] Kuehn MJ, Kesty NC. Bacterial outer membrane vesicles and 

the host-pathogen interaction [J]. Genes Dev, 2005, 19: 2645-

2655.

[15] Hussain S, Bernstein HD. The Bam complex catalyzes efficient 

insertion of bacterial outer membrane proteins into membrane 

vesicles of variable lipid composition [J]. J Biol Chem, 2018, 

293: 2959-2973.

[16] Beveridge TJ. Structures of gram-negative cell walls and their 

derived membrane vesicles [J]. J Bacteriol, 1999, 181: 4725-

4733.

[17] Gilmore WJ, Johnston EL, Zavan L, et al. Immunomodulatory 

roles and novel applications of bacterial membrane vesicles [J]. 

Mol Immunol, 2021, 134: 72-85.

[18] Tsai LH, Yen CH, Hsieh HY, et al. Doxorubicin-loaded PLGA 

nanoparticle with cationic/anionic polyelectrolyte decoration: 

characterization, and its therapeutic potency [J]. Polymers 

(Basel), 2021, 13: 693.

[19] Khopde SM, Priyadarsini KI, Palit DK, et al. Effect of solvent 

on the excited-state photophysical properties of curcumin [J]. 

Photochem Photobiol, 2000, 72: 625-631.

[20] Adhikary R, Mukherjee P, Kee TW, et al. Excited-state intramo‐

lecular hydrogen atom transfer and solvation dynamics of the 

medicinal pigment curcumin [J]. J Phys Chem B, 2009, 113: 

5255-5261.

[21] Li L, Wang YY, Gao L, et al. Curcumin-carbon dots suppress 

periodontitis via regulating METTL3/IRE1α signaling [J]. Crit 

Rev Eukaryot Gene Expr, 2025, 35: 25-35.

[22] Dutta RS, Elhassan GO, Devi TB, et al. Enhanced efficacy 

of β -carotene-loaded solid lipid nanoparticles optimized and 

developed via central composite design on breast cancer cell 

lines [J]. Heliyon, 2024, 10: e28457.

[23] Woodhead VE, Stonehouse TJ, Binks MH, et al. Novel 

molecular mechanisms of dendritic cell-induced T cell activation 

[J]. Int Immunol, 2000, 12: 1051-1061.

[24] Podojil JR, Miller SD. Molecular mechanisms of T‐cell receptor 

and costimulatory molecule ligation/blockade in autoimmune 

disease therapy [J]. Immunol Rev, 2009, 229: 337-355.

·· 1533


