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摘要：基因治疗是针对基因异常相关疾病的终极治疗技术，各种具有不同机制的核酸药物的出现为基因治疗带来

了更多的可能性。 但是，由于存在体内稳定性差、难以高效进入靶细胞等问题，核酸药物需要载体的帮助而进入目

标细胞并到达特定的胞内位置，因此，开发安全高效的核酸递送系统是基因治疗的基石。 与病毒载体相比，非病毒

载体具有更高的安全性，但转染效率较低。 随着纳米技术的发展，非病毒载体的效率得到了显著的提升，进入临床

研究的数量逐渐增多。 本文简要介绍基因治疗中的核酸药物及其递送载体，对非病毒核酸药物递送技术的瓶颈及

进展做综合评述。
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　 　 人类的很多疾病都与基因有着密切的关系，基
因治疗是在核酸水平上对细胞生理机能进行干预的

治疗技术，可通过导入正常基因以替代缺失或异常

突变的基因，或抑制非正常的内源性基因的功能，对

基因异常所导致的疾病进行治疗。 此外，通过核酸

水平的调控可以对目标细胞进行工程化改造，在原

位产生有益的功能性蛋白［１］，从而实现基因⁃细胞联

合治疗，这一策略在再生医疗、免疫治疗、ＲＮＡ 疫苗
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等领域具有重要的价值。
用于基因治疗的核酸类药物通常会编码特定的

蛋白，或基于碱基互补原理对靶标基因进行调节。
与传统小分子化学药物和抗体类药物相比，基于序

列的核酸药物设计更为简单方便，而且受成药靶点

的限制较少，对胞内和胞膜上的蛋白均可发挥作用。
此外，在哺乳动物的基因组中，只有大约不足 ３％的

ＤＮＡ 会最终表达为蛋白，而大量的非编码 ＲＮＡ
（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ）也在生命活动的调节中发挥着重

要作用，因此，以核酸分子为靶标的核酸药物拥有更

广的作用范围。 但是，核酸类药物的临床应用面临

很多的障碍，如体内稳定性差、难以高效进入靶细胞

等。 要发挥核酸药物的作用，通常需要利用合适的

载体帮助核酸药物进入目标细胞并到达特定的胞内

位置。 因此，开发安全、高效的核酸递送系统是基因

治疗成功的基石。

１　 基因治疗中的核酸药物

核酸药物分为 ＤＮＡ 药物和 ＲＮＡ 药物，主要包

括质粒 ＤＮＡ（ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ，ｐＤＮＡ）、反义寡核苷酸

（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯ）、小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ ）、 小 ＲＮＡ （ ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）、短发卡 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）、
信使 ＲＮＡ（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ＲＮＡ，ｍＲＮＡ）等［２］。 近年来核

酸药物获得批准的速度明显加快，其适应症也更加

广泛，已有不同类型的核酸药物进入临床试验阶段，
有望成为继小分子化学药物和抗体药物后的第三大

类型药物。
１ １　 基于 ＲＮＡ 干扰的核酸药物

ＲＮＡ 干扰技术在 ２００１ 年被《Ｓｃｉｅｎｃｅ》杂志评为

当时的十大科学进展之一。 自 １９９８ 年研究人员首

次发现双链 ＲＮＡ （ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡ， ｄｓＲＮＡ） 的

ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）现象以来，基于

ＲＮＡ 干扰治疗方法的研究逐渐成为热点。 ＲＮＡｉ 是
真核生物抵御外源基因入侵的一种天然防御机制，
可以抵御病毒感染和转座子的插入。 同时，ＲＮＡｉ 也
能够调控基因表达。 迄今已发现 ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ 和

ｓｈＲＮＡ 可通过介导靶标 ｍＲＮＡ 的降解或抑制

ｍＲＮＡ 翻译，实现序列特异性的靶基因敲除。 ＲＮＡ
药物的优点是不需要向细胞核内传递，插入宿主基

因组的风险低，主要缺点是稳定性低和较高的免疫

原性风险。
在可介导 ＲＮＡｉ 的各种核酸分子中，ｓｉＲＮＡ 是

最常见的一类。 ｓｉＲＮＡ 是一种双链 ＲＮＡ，长度一般

在 ２１ ～ ２３ 个核苷酸左右，可以直接导入细胞，也可

由长双链 ＲＮＡ 或 ｓｈＲＮＡ 在胞内通过核酸酶 Ｄｉｃｅｒ
切割生成。 进入胞内的 ｓｉＲＮＡ 会与 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋白

及 Ｄｉｃｅｒ 组成沉默复合物（ＲＩＳＣ），并解开成为单链。
之后可以引导 ＲＩＳＣ 识别并切割与其互补的靶

ｍＲＮＡ 序列，使其降解，从而导致特定靶基因的敲

除［３］。 ２０１８ 年 ８ 月 １０ 日，美国食品和药物管理局

（ ＦＤＡ ） 批 准 了 第 一 个 ｓｉＲＮＡ 药 物 ｐａｔｉｓｉｒａｎ
（Ｏｎｐａｔｔｒｏ），它是一种作用于肝脏的 ｓｉＲＮＡ，用于治

疗遗传性转甲状腺蛋白淀粉样变性（ ｈＡＴＴＲ）引起

的多发性神经病［４］。 ２０１９ 年 １１ 月第二款 ＲＮＡｉ 药
物 ｇｉｖｌａａｒｉ 获得批准进入临床，用于治疗急性肝性卟

啉症（ＡＨＰ） ［５］。 ２０２０ 年有两款新的 ｓｉＲＮＡ 药物获

得批准，分别用于原发性高草酸尿症［６］ 及成人高胆

固醇血症的治疗［７］。 此外，还有用于肝脏、肾脏和

眼部适应症的多种 ｓｉＲＮＡ 候选药物正处于临床试

验的不同阶段。 ｓｉＲＮＡ 药物属于人工制备的外源性

ｓｉＲＮＡ，其主要问题是进入机体后可能会引起免疫

反应，导致干扰素及炎性因子的产生，或由于“脱靶

效应”而导致正常功能基因的表达沉默。 通过对链

端或核苷进行适当的化学修饰（如反义链 ５’端的甲

氧基化修饰等），可在一定程度上减少这些不良事

件的发生。
除 ｓｉＲＮＡ 外，单链的 ｍｉＲＮＡ 也可以调节 ｍＲＮＡ

的翻译，进而调节细胞的分化、增殖等过程，目前已

发现约 ２ ０００ 种内源 ｍｉＲＮＡ。 ｍｉＲＮＡ 的异常与肿

瘤等多种疾病的发生密切相关［８］。 ｍｉＲＮＡ 药物可

分为拮抗剂（ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ） 及模拟物 （ｍｉｍｉｃｓ） 两类。
前者通过碱基互补配对与内源 ｍｉＲＮＡ 结合，并通过

ＲＩＳＣ 对 ｍｉＲＮＡ 进行降解或阻碍其翻译，从而抑制

其功能；后者的序列与人体内具有正常功能的

ｍｉＲＮＡ 类似，将其导入 ｍｉＲＮＡ 缺失的靶细胞，可使

细胞恢复正常生理功能。 尽管自 ｍｉＲＮＡ 发现至今

已有约 ２０ 年的时间，有部分 ｍｉＲＮＡ 药物的研发已

进入临床试验阶段，但尚未有药物获得批准进入临

床使用。
１ ２　 基于反义核酸技术的核酸药物

反义核酸包括反义 ＲＮＡ 和反义 ＤＮＡ，是指能

２４
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与特定 ｍＲＮＡ 或 ＤＮＡ 精确互补，从而特异阻断其

翻译或转录的核苷酸片段。 反义 ＲＮＡ 与靶标

ｍＲＮＡ 结合后，通过空间位阻效应阻止核糖体与

ｍＲＮＡ 结合，或抑制转录后 ｍＲＮＡ 的加工修饰，并
能够激活内源性 ＲＮａｓｅ 降解 ｍＲＮＡ，从而抑制靶蛋

白的翻译；反义 ＤＮＡ 通过与基因 ＤＮＡ 双链的调控

区特异结合形成 ＤＮＡ 三聚体（ ｔｒｉｐｌｅｘ），或与 ＤＮＡ
编码区结合，从而抑制转录的顺利进行。 目前应用

最多的反义核酸药物是包含 １５ ～ ２５ 个核苷酸的单

链寡聚核苷酸（ＡＳＯ），自 １９７８ 年被报道之后，已有

多款药物被批准用于杜氏营养不良症、家族性高胆

固醇血症、脊髓性肌萎缩症等疾病的治疗，是当前获

得批准药物数量最多的一类核酸药物［９］。
１ ３　 编码蛋白的核酸药物

质粒是应用最广泛的一类基因导入工具，多为

环形双链 ＤＮＡ，存在于胞质中，能够自行复制，是细

胞内独立于染色体外的遗传物质。 相对于借助病毒

的基因导入技术，质粒具有易于生产、免疫原性低、
安全稳定、使用方便等优点，使其成为基因治疗中极

为重要的一类药物。 自 １９９５ 年以来，获得批准的基

因治 疗 试 验 方 案 中 大 约 有 ２５％ 使 用 了 质 粒

ＤＮＡ［１０］。 质粒不仅可以编码蛋白，也可以编码

ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ 或 ｓｉＲＮＡ 等其他功能性 ＲＮＡ 药物，
甚至可以同时编码多种不同类型的药物，从而能为

基因治疗提供更多的选择方案。 但是，质粒 ＤＮＡ 通

常分子尺寸较大，这为其向胞内的递送增加了一定

的困难。
另一种在细胞内表达功能性蛋白的方法是利用

ｍＲＮＡ。 与质粒相比， 直接将编码 特 定 蛋 白 的

ｍＲＮＡ 转入细胞，可以跨过转录步骤直接进行翻译

表达，对于只需要一过性蛋白表达的场合更加直接

方便。 在 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 疫情暴发之后，基于 ｍＲＮＡ 的

核酸疫苗技术在疫情防控中发挥了重要的作用，充
分显示了 ｍＲＮＡ 疫苗在时效性及有效性上的优势。
基于 ｍＲＮＡ 疫苗技术的 ｍＲＮＡ⁃１２７３ 是全球最先进

入临床试验的新冠疫苗，Ⅲ期临床的最终分析数据

显示，其对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的保护效力能达到 ９４％；另一

款 ｍＲＮＡ 疫苗 ＢＮＴ１６２ｂ２ 在Ⅲ期临床中同样显示了

对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 高达 ９５％的保护效力［１１⁃１２］。 此外，在
肿瘤免疫治疗领域，个性化癌症疫苗 ｍＲＮＡ⁃４１５７ 与

检查点抑制剂疗法的结合在多种实体肿瘤中显示了

良好的抗癌潜力，在Ⅰ期临床中对头颈部鳞状细胞

癌的的总缓解率（ＯＲＲ）达到 ５０％，而单独使用检查

点抑制剂治疗的 ＯＲＲ 仅有 １４ ６％［１３］。
１ ４　 基于基因编辑技术的核酸药物

通过基因编辑技术对细胞进行改造可能是实现

基因长期稳定表达或完全敲除的最佳手段之一。 用

于基因编辑的工具主要包括锌指核酸酶（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）、转录激活因子样效应物核酸酶

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅ， ＴＡＬＥＮ）
和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统。 其中 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统在效

率、速度和成本方面均具有明显优势，可以在人类基

因组中引入精确的编辑，特别是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 作为

核酸药物的应用研究最为广泛，被用于 ＣＡＲ⁃Ｔ 细胞

治疗、高胆固醇血症、镰状细胞贫血、地中海贫血和

杜氏肌营养不良等多种疾病的治疗［１４⁃１５］。
与其他单一核酸药物不同，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统

至少需要将引导 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ）和 Ｃａｓ９ 核酸酶两个

组件（进行基因插入时还需要模板 ＲＮＡ）按一定比

例传递到细胞中才能发挥最佳的基因编辑效率，实
现基于非病毒载体的安全高效递送非常具有挑战

性［１６］。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 除了可以直接使用 Ｃａｓ 蛋白，
还可以选择使用编码 Ｃａｓ 蛋白的 ｍＲＮＡ，或者使用

同时编码 Ｃａｓ 和 ｇＲＮＡ 的单个质粒，在胞内通过转

录 ／翻译转化为具有活性的 ｇＲＮＡ 及 Ｃａｓ 核酸

酶［１７］。 有研究报道利用带有二硫键的脂质纳米颗

粒 （ ＢＡＭＥＡ⁃Ｏ１６Ｂ ） 在 体 内 递 送 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和

ｓｇＲＮＡ 可实现约 ８０％的高编辑效率［１８］。

２　 核酸药物载体

核酸药物在体内的应用面临多重挑战。 首先，
由于体内存在大量核酸酶，核酸分子很容易被降解，
难以单独进行全身性给药，极大影响了核酸药物的

成药性。 其次，核酸药物必须进入细胞质或细胞核

才能发挥作用，而核酸分子尺寸通常较大，亲水性很

好，且因分子链中存在大量磷酸根，在正常生理 ｐＨ
条件下带负电荷，很难穿透细胞膜进入细胞。 因此，
核酸药物递送载体及相关递送技术的发展是基因治

疗技术实现临床应用的重要基础。
核酸载体一般可分为病毒性载体和非病毒性载

体两大类。 常见的病毒性载体包括腺相关病毒、慢
病毒、腺病毒和逆转录病毒等，由于利用了野生型病
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毒固有的能力，因而可以高效转染细胞［１９］。 目前大

多数的细胞和基因治疗项目所采用的载体都是病毒

载体。 但病毒载体对核酸分子的尺寸有限制，而且

需要复杂的制备过程，成本较高，更重要的是可能存

在免疫原性、致癌性等安全隐患［２０］。 非病毒载体具

有更高的安全性，但其缺点是转染效率较低。 近年

来，随着转染效率、特异性和安全性的改进，临床试

验中非病毒载体的数量逐渐增加［２１］。 常见的非病

毒载体包括阳离子脂质、阳离子高分子和多肽等，这
些阳离子型的载体在正常生理 ｐＨ 条件下带正电

荷，可以与带负电荷的核酸分子形成复合体，通过对

核酸分子进行压缩而减小其分子尺寸，并提供足够

的保护以对抗核酸酶。 同时，复合体表面多余的正

电荷可以使复合体更容易接近带负电荷的细胞膜，
促进核酸分子进入细胞，并可通过质子海绵效应帮

助被内吞的核酸分子从溶酶体中逃逸而进入胞质

（图 １），这一理论近年来已得到了一些影像学证据

的支持［２２］。

图 １　 阳离子型载体介导的基因转染

Ｆｉｇ １　 Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｃａｔｉｏｎｉｃ ｃａｒｒｉｅｒｓ

２ １　 阳离子脂质

阳离子脂质易于合成且转染过程相对简单，是
最常见的一类非病毒基因递送载体。 尽管用于基因

递送的阳离子脂质分子具有不同的化学结构，但从

结构上看，基本都由极性头基、疏水尾部和连接子构

成。 最普遍的阳离子头基是各种胺基，而疏水尾部

则通常由脂肪链或胆固醇等组成，疏水结构域与极

性头基之间由酯键、醚键等连接。 每一个结构域在

核酸药物的传递过程中都起着关键作用，且都可以

通过适当地调整来优化载体的性能，例如，通过改变

连接子，可调控脂质分子的稳定性、转染效率和生物

相容性［２３］。 阳离子脂质可以通过静电吸附及自组

装与核酸分子形成脂质 ／核酸复合物，保护核酸分子

和促进内吞，并帮助核酸分子从溶酶体逃逸，其转染

效率取决于脂质类型、构成及脂质 ／核酸电荷比［２４］。
虽然单一成分的阳离子脂质也可以作为核酸载体，
但更普遍的方法是与二油酰磷脂酰乙醇胺（ＤＯＰＥ）
和胆固醇等辅助脂质配合使用，以调节脂质体的稳

定性，帮助脂质 ／核酸复合物的形成，并促进脂质体

与细胞膜的相互作用［２５］。
２ ２　 脂质纳米颗粒

脂质纳米颗粒（ＬＮＰ）是另一种广泛使用的非病

毒基因递送载体，易于加工并可稳定储存，与阳离子

脂质具有相近的转染效率，并且易于通过功能化修

饰而提高细胞靶向、内化及介导基因转染的能

力［１１⁃１２］。 球状囊泡结构的 ＬＮＰ 多由可电离的阳离

子脂质（ ｉｏｎｉｚａｂｌｅ ｌｉｐｉｄｓ）、中性辅助脂质、胆固醇、聚
乙二醇修饰的脂质（ＰＥＧｙｌａｔｅｄ ｌｉｐｉｄ）构成。 如首个

ｍＲＮＡ 疫苗 ｍＲＮＡ⁃１２７３ 所使用的载体由一种可电

离阳离子脂质（ＳＭ⁃１０２）与三种商业化脂质（ＤＳＰＣ、
胆固醇和 ＰＥＧ２０００⁃ＤＭＧ）组成［２６］。 成分中的中性

辅助脂质一般为饱和磷脂，能促进层状脂质结构的

形成及稳定；胆固醇有较强的膜融合性，可促进

ｍＲＮＡ 内化和进入胞质；ＰＥＧ 化脂质用于免疫逃逸

和增加稳定性；最关键的可离子化脂质在生理 ｐＨ
值下保持中性，以降低其毒性和免疫原性；在低 ｐＨ
值下则带正电荷，从而能通过静电力与核酸相互作

用，并在被细胞内化后实现溶酶体逃逸。 国际上首

个获得批准的 ＲＮＡｉ 治疗药物也同样使用了脂质纳

米颗粒［２７］。 此外，脂质纳米颗粒可以用来递送

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 组分，在动物模型体内实现了基因组

编辑［２８］。 目前批准的脂质纳米颗粒在储存运输和

使用等方面还存在不足之处，比如需要在低温下才

能长期保存。
２ ３　 阳离子聚合物

基于合成或天然阳离子聚合物（ＣＰ）的核酸递

送系统在基因治疗技术开发中受到大量关注。 常见

的包括聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）、多聚赖氨酸（ＰＬＬ）、壳聚
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糖等。 ＣＰ 具有较高的正电荷密度，可与带负电荷

的核酸分子相互作用，对核酸分子进行压缩，形成

尺寸较小的聚电解质复合物（ＰＩＣ） ［２９］ ；同时，可以

提供强大的 ｐＨ 缓冲能力，有利于复合物从内体逃

逸［２２］ 。 除了 线 性 高 分 子 外， 树 枝 状 聚 酰 胺 胺

（ＰＡＭＡＭ）、聚丙烯亚胺（ＰＰＩ）等具有纳米尺度和径

向对称性的三维树状结构大分子也经常被用于核酸

药物载体，其优势在于可以通过吸附介导的细胞内

吞作用促进内化，通过表面胺基有效压缩核酸并保

护其不被酶降解，同时通过核心大量的三级胺基提

供 ｐＨ 缓冲能力［３０］。
ＰＥＩ、ＰＤＭＡＥＭＡ 和 ＰＬＬ 等常用 ＣＰ 都是不可降

解的，且具有较强的细胞毒性，从而严重限制了其应

用。 通常认为 ＣＰ 细胞毒性与其分子尺寸及正电荷

密度相关［３１］。 具有高分子量和电荷密度的非降解

性 ＣＰ 可能在细胞中积累，最终导致高细胞毒性；而
低分子量及低电荷密度的 ＣＰ 虽然更易于被清除，
毒性较低，但会降低其压缩核酸分子的能力，影响转

染效率。 如低分子量 ＰＥＩ（ ～ ６００ Ｄａ）毒性较小，但
其转染效率远低于常被作为金标准的 ２５ ｋＤａ 支链

ＰＥＩ。 因此，如何在毒性及转染效率间取得平衡是

ＣＰ 设计所面临的主要问题。 Ｄｉｎｇ 等通过在可生物

降解的聚乳酸（ＰＬＡ）分子上导入支链 ＰＥＩ 合成了

ＰＥＩ⁃ＰＬＡ 共聚物，克服了 ＰＥＩ 的毒性和不可降解的

缺点，在有血清存在的情况下仍显示了较高的转染

效率［３２］。 此外，Ｗｕ 等将含有组氨酸和赖氨酸的连

接子（ｌｉｎｋｅｒ）与低分子量 ＰＥＩ （６００ Ｄａ）分子偶联，
合成了高分子量共聚物，使其获得了较低的毒性及

较高的转染效率［３３］。
另一种策略是使用可生物降解的聚合物，特别

是明胶、白蛋白、壳聚糖（ＣＳ）、透明质酸（ＨＡ）、葡聚

糖和 β⁃环糊精（β⁃ＣＤ）等天然来源的蛋白或多糖分

子［３４］。 这些生物可降解高分子在生物相容性方面

具有较好的优势，而且具有与特定组织或细胞的天

然亲和性，如肿瘤细胞高表达 ＨＡ 受体，肝脏细胞高

表达脱唾液酸糖蛋白受体等，因此可以实现一定的

靶向递送效果。 由于多数天然高分子缺乏足够的正

电荷，为了负载核酸分子，通常需要进行阳离子化改

性［３５］。 除了利用 ＣＰ 与核酸分子的自组装作用，还
可以利用预先制备的具有特定尺寸及空间结构的高

分子基纳米材料（如颗粒、凝胶、胶束等）来负载核

酸分子，并实现被动靶向、环境响应、缓控释等功

能［３６］。 此外，使用聚乳酸⁃羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）
等非正电性的纳米颗粒来装载 ＤＮＡ 质粒等核酸药

物有可能避免阳离子带来的细胞毒性［３７］。
２ ４　 无机纳米颗粒

无机纳米颗粒种类繁多，金纳米颗粒、二氧化硅

纳米颗粒、磁性纳米颗粒、碳纳米管、量子点等材料

已得到了大量的研究［３８］。 无机纳米颗粒易于进行

表面修饰改性，由此可对其降解性、生物相容性、免
疫原性、核酸负载能力等进行优化。 除了可以负载

核酸分子，无机纳米颗粒通常具有独特的多功能性，
使其介导的基因递送成为一种有吸引力的策略。 如

量子点在进行核酸递送的同时，可以作为一种高效

的荧光探针，实现核酸标记和体内动态分布的实时

跟踪［３９］；氧化铁磁性纳米颗粒可在磁场作用下更高

效地接近并进入细胞，实现高效的磁转染（ｍａｇｎｅｔｏ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎ） ［４０］，还可以实现磁诱导的细胞 ／组织靶向及

磁共振成像［４１］；此外，金纳米颗粒的光热效应使其

可以触发核酸药物的释放［４２］，或实现光热 ／基因联

合治疗［４３］。
２ ５　 外泌体

外泌体是由细胞自然分泌的胞外囊泡，直径一

般为 ４０～１６０ ｎｍ，具有脂质双分子膜结构，内部含有

蛋白质、脂类、ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 等细胞成分。 外泌体是

细胞间通讯的纽带，可以包裹胞内生成的信息素并

将其传送到其他细胞内，从而控制细胞集落有序生

长。 因此，外泌体不仅具有生物相容性，而且不易被

免疫清除，使其具有作为基因传递载体的天然优

势［４４］。 与脂质体相比，外泌体的组成更为复杂，而
且脂膜富含蛋白质，能够实现特异性靶向，并具有更

高的稳定性。 然而，由于外泌体的生产及分离纯化

较为繁复困难，限制了其作为基因传递载体的广泛

应用［４５］。
２ ６　 核酸偶联物

与脂质及高分子复合物等载体系统相比，核酸

药物与胆固醇、多肽、抗体、核酸适配体或各类小分

子直接连接形成的核酸偶联物具有体积较小、免疫

原性较低、不易被机体清除的特点，且可通过偶联分

子改变核酸药物的体内分布及代谢动力学等性质，
帮助核酸进入到特定的组织和细胞内［４６］。 核酸偶

联物中最成功的是 Ｎ⁃乙酰半乳糖胺（ＧａｌＮＡｃ）修饰
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介导的肝靶向递送系统，其可与肝细胞上高表达的

脱唾液酸糖蛋白（ａｓｉａｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）受体结合，介导

高效率的内吞作用。 目前已有 ３ 款基于 ＧａｌＮＡｃ 技

术的核酸药物获得批准进入临床应用［４７］。 但核酸

偶联物中的核酸分子通常缺少必要的保护，如何增

强核酸分子在生理环境中的稳定性是其面临的关键

问题。 研究表明，通过在核苷酸的 ２’位置进行化学

修饰，以及用硫代磷酸键取代磷酸二酯键等方法，可
大幅改善核酸偶联物对核酸酶的稳定性［４８］。 此外，
分子间连接子的设计及修饰位置也是重要的因素。
如采用环境敏感的 ｌｉｎｋｅｒ，还可以使核酸偶联物进入

细胞之后与偶联物脱离；在 ｓｉＲＮＡ 中心部位导入偶

联分子会获得更为有效的 ＲＮＡ 干扰效果［４９］。

３　 影响核酸药物递送效率的关键问题和

对策

　 　 基因治疗的成功与否，很大程度上依赖于能否

以安全的方式将核酸药物有效输送到体内的目标细

胞中。 根据靶器官和给药途径的不同，核酸药物及

其载体需要克服多重生物学屏障［５０］，整个过程中仍

存在大量的关键性技术难点。
３ １　 增强核酸药物的稳定性，增加体内循环时间

核酸药物需要保证在未降解情况下到达目标器

官 ／组织 ／细胞。 但由于各类核酸酶的存在，核酸分

子在体内环境中的半衰期非常短。 通过对核糖、磷
酸骨架、碱基以及核酸链末端等进行化学修饰可增

加核酸药物的稳定性［４８］。 此外，利用阳离子脂质、
阳离子高分子的压缩和包裹也可以较好地实现对核

酸分子的保护［２９］。
核酸复合物在细胞外环境中不稳定性和网状内

皮系统介导的免疫清除也是非病毒基因载体面临的

问题。 引入 ＤＯＰＥ 和胆固醇等中性辅助脂类可以增

强阳离子脂质 ／ ＤＮＡ 复合物的胶体稳定性［２５］。 此

外，聚乙二醇修饰可以减少纳米颗粒的聚集，提高其

稳定性，并可显著提高非病毒基因载体的免疫逃逸

能力，使其不易被网状内皮系统清除［５１］。 除了阳离

子高分子，亲水性的中性聚合物如聚乙烯醇吡咯烷

酮也可与核酸分子形成可逆的中性或阴离子复合

体，抑制核酸酶的降解作用［５２］。
３ ２　 改善核酸药物进入特定组织的能力

在全身性给药的情况下，进入血液的核酸药物

需要跨越血管内皮屏障才能够进入目标器官或组

织。 特别是对神经系统疾病的基因治疗而言，要使

核酸药物通过血脑屏障（ＢＢＢ）进入大脑存在很大

挑战。 通过在载体表面修饰特定的靶向分子，如转

铁蛋白受体的抗体、瘦素等可以帮助其跨越血脑屏

障［５３］。 此外，利用氧化铁纳米颗粒联合外部磁场可

暂时破坏内皮细胞间连接，激活细胞旁运输途径，从
而增加血管内皮的通透性［５４］。

实体肿瘤组织中的血管系统虽然通透性较强，
但药物必须穿过致密的细胞外基质（ＥＣＭ），并克服

高间质流体压力才能到达深部的肿瘤细胞。 通过高

通透性和滞留效应（ＥＰＲ 效应）富集到实体肿瘤的

纳米颗粒的最佳尺寸通常为 １００～２００ ｎｍ，但要实现

向肿瘤内部扩散，这一尺寸却又过大了。 尺寸可动

态改变的纳米载体是一种可行的技术，如利用近红

外光触发大小可调的脂质体，不仅延长了血液循环

时间，而且脂质体由大（ ～ １６２ ｎｍ）变小（ ～ ８ ６ ｎｍ）
后，可促进其向肿瘤深部渗透［５５］。 此外，有研究表

明，带有正电荷和特定配体修饰的纳米药物可基于

细胞转运实现肿瘤内的穿透，不需要克服 ＥＣＭ 的

阻碍［５６］。
３ ３　 高效进入细胞

由于核酸药物必须进入细胞内部才能发挥作

用，因此，穿过细胞膜是其面临的重大挑战。 吸附性

内吞作用、受体介导的内吞作用、巨胞饮作用和吞噬

作用是非病毒基因载体被细胞摄取的主要途径。 裸

核酸分子的负电性会妨碍其与细胞膜的结合，采用

阳离子化载体可以中和核酸分子的负电荷，增强其

与细胞膜的结合［２９］。 一般认为，阳离子载体与细胞

膜上的硫酸肝素蛋白多糖（ＨＳＰＧｓ）的相互作用会

促进核酸复合物的内吞。 通过精确调控载体的理化

学性质，如表面电位、形状、尺寸、软硬度，可以影响

细胞对载体的内吞能力［２８］；在载体表面修饰细胞特

异性配体可显著增强其在细胞表面的结合［４７， ４９］。
此外，超声、激光脉冲、电穿孔等物理性辅助技术也

可以促进遗传物质向细胞内传递［５７］，但目前为止只

有少数应用于临床的报道［５８］，低通量、侵入性及操

作限制应该是主要原因之一。 将微针与电穿孔技术

结合的微创电极等研究有助于推动物理性转染技术

的临床应用［５８］。
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３ ４　 溶酶体逃逸及胞内解离和定位

核酸药物载体主要以内吞方式进入细胞，并最

终转运至溶酶体中。 如不能尽快从溶酶体逃逸进入

到胞质中，将面临酸性（ｐＨ 值约 ４ ５）和各种水解酶

的严酷环境，从而被迅速降解失活。 内体 ／溶酶体逃

逸始终是提高非病毒载体转染效率的瓶颈之一。 阳

离子脂质 ／ ＤＮＡ 复合物可以通过与内体膜融合而从

内体中逃逸，其机制可能是阳离子聚合物介导的内

体的物理破坏或质子海绵效应［２２］；其他常见的策略

包括借助光热、磁热等物理信号刺激［５９］，或利用氯

喹、蜂毒肽等辅助性药物，增加溶酶体的不稳定性或

诱导溶酶体膜通透化［６０］，但需要考虑如何避免溶酶

体失稳及破裂所带来的细胞毒性。
进入到胞质中的核酸分子需要及时与载体分

离，以发挥其生物效应。 在阳离子脂质 ／核酸复合

物中，带正电荷的脂质与内体的膜融合有助于核

酸分子的释放，而阳离子聚合物通常被认为更难

发生核酸释放。 通过分子设计在载体中引入还原

响应性基团是一种可行的策略，如使用双硫键交

联的载体。 由于双硫键在细胞内的高还原性环境

下（谷胱甘肽的浓度比细胞外环境中高出约 ５０ ～
１ ０００倍）会发生断裂，有助于核酸分子释放到胞

质中［６１］ 。 Ｎｉｅ 等借助双硫键的还原响应性制备了

在胞内发生电荷逆转的 Ｈｅｐ＠ ＰＧＥＡ 载体，可自加

速释放编码 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的质粒 ＤＮＡ，用于原位

肝细胞癌的治疗［６２］ 。 与此类似，Ｆａｎｇ 等利用对

ＲＯＳ ／ ＧＳＨ 更为敏感的二硒键交联的精胺长链

（ｄＰＳＰ）与质粒 ＤＮＡ 自组装成纳米颗粒，并同时负

载吲哚菁绿（ ＩＣＧ）， ＩＣＧ 能在近红外光下产生单

线氧，促进 ｄＰＳＰ 中二硒键的降解，从而诱导外源

基因的有效表达，同时降低细胞毒性［６３］ 。
对于 ＤＮＡ 药物而言，进入细胞核是最后一个重

要的限制性步骤，通常只有一小部分 ＤＮＡ 能成功进

入细胞核。 因此，研究 ＤＮＡ 核转位机制以加强这一

过程，对提高非病毒基因传递效率至关重要。 在分

裂活跃的细胞中，核膜在有丝分裂过程中解体时会

允许 ＤＮＡ 进入，但在非分裂细胞中，大尺寸的 ＤＮＡ
分子可能需要通过添加核定位序列（ＮＬＳ），或在

ＤＮＡ 分子上共价修饰 ＮＬＳ 多肽等分子，以增强其进

入细胞核的能力［６４］。 为了获得良好的效果，通常

需要多种策略组合。 如 Ｔａｎ 等开发了一种核⁃壳纳

米平台用于将基因靶向传递到视网膜，其内核由

氨基酸功能化的树状大分子和核定位信号（ＮＬＳ）
组成，通过静电相互作用将内核包裹在 ｐＨ 敏感的

脂质双分子层中，并以 ＨＡ⁃ＤＯＰＥ 为最外层涂层。
在该纳米平台的帮助下，ＤＮＡ 可以扩散到视网膜，
被细胞内化，从核内体逃逸，最终通过 ＮＬＳ 运输到

细胞核［６５］ 。
３ ５　 蛋白吸附

阳离子型载体的正电荷是一柄双刃剑，正负电

荷的相互作用虽然有利于提高转染效率，但也导致

阳离子型载体容易与各类细胞非特异性结合；同时，
带正电荷的复合体还容易吸附大量蛋白，在表面形

成蛋白冠，不仅会导致复合体的电荷及尺寸变化、导
致复合体的不稳定，还会阻碍递送载体对靶细胞的

识别［６６］。 通过深入理解血清对阳离子载体转染的

影响规律，可以有效指导载体系统的设计［６７］；此外

将阴离子化高分子通过静电自组装方式在阳离子型

核酸递送系统外形成负电性外壳，使用蛋白预包被、
或直接利用白蛋白等生物蛋白分子作为核酸载体等

策略，也可以减少血液中血清成分的影响［６８］。

４　 总结及展望

尽管非病毒载体介导的核酸转染能力有了显著

的提高，但与病毒载体相比仍有较大差距，目前在临

床试验中占主导地位的依旧是病毒载体。 随着新型

核酸药物的开发和非病毒递送技术的不断进步，基
因治疗及基因⁃细胞联合治疗实现大规模临床应用

的曙光已经开始展现。 由于核酸药物的种类众多，
作用机制各异，分子尺寸千差万别，期待采用一种

“通用性”载体解决所有核酸药物递送问题是不现

实的。 在进入临床的核酸药物中，寡聚核苷酸药物

对载体的需求并不强烈，但 ｓｉＲＮＡ 分子则高度依赖

载体。 此外，核酸药物尺寸是设计递送载体时必须

考虑的另一个关键因素，ｍｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ 等小核酸药

物可以采用直接偶联的简单剂型，质粒 ＤＮＡ、ｍＲＮＡ
等尺寸较大的核酸药物（通常长度大于 ２００ 个核苷

酸）则更需要载体的压缩及包裹；小核酸分子在形

成稳定的复合体时需要载体有较高的正电荷密度，
而大尺寸核酸药物对载体电荷密度的要求较低。 由

于递送过程的不同阶段对载体的要求有很大差异，
智能型、环境响应性载体将具有更大的优势。 未来
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的核酸治疗药物的设计有很大可能会走向个体化定

制的道路，而核酸载体的研发必然会与之相匹配，标
准化、系列化、可床旁调制的核酸递送载体将是未来

发展的重点。
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