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基因治疗（Gene therapy）是指将外源正常基因导入
靶细胞，以纠正或补偿因基因缺陷和异常引起的疾病，

从而达到治疗目的[1]。基因治疗利用生物或非生物的方
法，将特定基因封闭抑制或者激活来达到治疗目的，可
以从根源上修正引起疾病的异常基因，使治疗手段从传
统的手术、放疗以及化疗扩大到分子水平。基因治疗可
以选择性地治疗多种严重威胁人类健康的疾病，尤其在
遗传病、恶性肿瘤以及心血管疾病等方面取得了可喜的
治疗效果。其中，运用 RNA 干扰（RNA interference，

RNAi）技术所研发的制剂更是受到医药专业研究人员
的高度重视，被公认为在基因治疗中具有巨大的研究潜
力。而小干扰 RNA（Small interfering RNA，siRNA）在
RNAi技术中起到核心作用，但如何将 siRNA运送到靶
细胞则是研究的重点和难点。笔者以“基因治疗”“RNA

干扰”“小干扰 RNA”“载体系统”“siRNA”“Gene thera-

py”“RNA interference”“Protamine”等为关键词，组合查
询 1996－2016年在PubMed、中国知网、万方、维普等数
据库中的相关文献。结果，共检索到相关文献500余篇，

其中有效文献40篇。现对载 siRNA的纳米制剂的导入
方法、载体类型及影响递送过程的主要因素进行综述，

以期为 siRNA纳米制剂递送的研究提供参考。

1 siRNA的定义与作用机制
基因沉默（Gene silencing）是指生物体中特定基因

由于种种原因不表达或者是表达减少的现象。在生物
体内 ，正常基因活动几乎不产生双链 RNA（Dou-

ble-stranded RNA，dsRNA），而异常基因活动常常伴有
dsRNA的出现。近年来，研究表明真核生物利用遗产基

因活动产生的 dsRNA 为模版，抑制与异常基因 dsRNA

有同源性的基因表达，产生特异性的基因沉默，这种由
dsRNA诱导产生的特异性基因沉默称为 dsRNA介导的
基因干扰，简称RNAi。而 siRNA则以专一性的方式，通
过介导哺乳动物细胞的RNAi过程来沉默特定连接的靶
基因的表达。

siRNA是由内源性或者外源性dsRNA进入细胞后，

在细胞质中被Dicer酶加工而成的由21～23个核苷酸组
成的短链 RNA[2]。siRNA 与细胞内特定的蛋白质形成
RNA诱导沉默复合物（RNA-induced silencing complex，

RISC），继而 siRNA解旋，并以RISC上的 siRNA序列为
向导，结合特定序列的mRNA，对mRNA进行酶切。酶
切后的mRNA片段通过细胞质内核酸酶的非特异性降
解，使特定的基因片段无法表达，从而实现基因沉默[3]。

因为不同疾病的致病基因序列不同，所以 siRNA针对不
同疾病起治疗作用时的基因序列也不同。

2 siRNA的研究现状
siRNA 的发现使分子生物学、医学、药学等在研究

方法上有了突破，与此同时，发展和完善药物制剂、药物
吸收、转运机制以及给药系统等研究成为最热门的研究
点。但是由于裸 siRNA生物半衰期短、细胞靶向性差，

且在血液、组织或者细胞质中存在时容易被酶类所降
解，生物利用度低；并且在生理情况下，其是带有较强负
电性的高度亲水的大分子物质，若直接导入机体内难以
穿透细胞膜作用于靶细胞[4-5]，所以还需特定的方法将治
疗基因有效地导入靶细胞中。因此，寻找可载 siRNA的
高效、低免疫原性的纳米制剂载体，成为研究的前提和
基础，是一个亟待突破的研究领域。

3 载 siRNA的纳米制剂的导入方法
目前，基因导入主要分为物理化学导入法和载体介

导导入法。

3.1 物理化学法

物理化学导入法包括DNA直接注射法、基因枪法、
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电穿孔法、颗粒轰击法等，这些方法都各存在其优势和
局限性。例如，DNA直接注射法虽然操作简单，但注入
数量有限，且肿瘤细胞转化率低，一般需局部多点注射
给药；磷酸钙共沉淀法会对细胞产生毒性作用；显微注
射法每次只能转染一个细胞，费时、费力，只适用于转染
受精卵或早期胚胎细胞，而不能用于转染大量细胞。

3.2 载体介导法

载体介导法是将目的基因以病毒或非病毒为载体
递送于靶组织或靶细胞的方法，按照载体来源可分为病
毒载体和非病毒载体两类[6]。

3.2.1 病毒载体 病毒载体常用的载体病毒类型较多，

如逆转录病毒、腺病毒、单纯疱疹病毒等[7]。病毒载体最
大的优势在于其递送效率高，但是同时也面临着在体内
容易发生严重的机体免疫反应的副作用，而且生产成本
过高、载体组装困难、应用范围有限、可控性差等缺点，

限制了其应用[8]。例如，以腺病毒为载体的 p53基因转
移治疗恶性肿瘤的方案中，只能将腺病毒注射到肿瘤局
部；若静脉注射，病毒颗粒将很快被清除，能到达肿瘤组
织的很少，难以达到治疗效果，甚至会增加副作用[9]。而
且，针对遗传性疾病的基因治疗方案大多采用逆转录病
毒载体，其插入或整合到染色体的位置是随机的，有引
起插入突变及细胞恶性转化的潜在危险[10]。因此，研究
一种可操控的、低免疫原性、稳定性好、生产方便且高转
染率的载体刻不容缓。

3.2.2 非病毒载体 以脂质体和阳离子聚合物为代表
的新型非病毒载体，因其在体内的稳定性得到改善，且
具有较好的靶向性和包封效果，降低了免疫刺激等优
点，得到广泛的认可和深入的研究。现就几种常用非病
毒载体进行介绍。

（1）阳离子脂质体。阳离子脂质体是典型的非病毒
载体[11]，具有可重复转染、无免疫原性、可自然降解、制
备方法较成熟等 [12]优点，是目前研究者关注的热点 [13]。

将 siRNA递送到靶细胞中诱导基因沉默，虽然裸 siRNA

不能通过细胞膜进入靶细胞，但可以通过阳离子脂质体
的递送来实现[14-16]。臧新龙等[17]制备可装载逆转肿瘤多
药耐药功能的 siRNA阳离子脂质体，通过载体的有效传
递，抑制肿瘤耐药性，增强肿瘤对化疗药物的敏感性，且
包封率高，具有良好的阴离子抵御能力，实现了最佳治
疗效果。

脂质体是一种人工合成的磷脂载体[18]，根据磷脂的
不同将脂质体分成中性脂质体、正电性脂质体和负电性
脂质体。正电荷磷脂主要有 N-[1-（2，3-二油酰氯）丙
基]-N，N，N-氯化三甲铵、（2，3-二油氧基丙基）三甲基氯
化铵、十八烷基二甲基溴化铵等[19]。阳离子脂质体由 1

个阳离子两亲化合物（又称作细胞转染素）和1个辅助脂
质构成的。阳离子脂质体的转染率与辅助脂质成分的
组合密切相关。由于单独用细胞转染素形成的脂质体
的稳定性、膜融合性、转染率均较差，所以需要添加中性
或者兼性的辅助脂质与之结合。其中，使用二油酰基磷
脂酰乙醇胺比使用二油酰基磷脂酰胆碱、胆固醇所制得

的脂质融合性和转染率更高。但研究发现，在转染过程
中阳离子脂质体仍然含有一定的细胞毒性[20]，且阳离子
脂质体的细胞毒性主要与阳离子磷脂的性质有关。

Zhao Y等[21]通过合理的化学修饰，用肽头部取代季铵盐
头部，不仅增强了生物相容性，更降低了细胞毒性。阳
离子脂质体头部结构的修饰，不仅使其能运载不同种类
的药物或基因，而且已经实现了其在诊断和诊疗学中的
应用。

在转染过程中，阳离子脂质体转染复合物表面带有
正电荷，细胞表面带有负电荷，二者通过静电作用而相
互附着，通过内涵体内吞作用进入细胞。在内涵体中，

阳离子脂质体与带有负电荷的膜脂质发生静电作用，带
有负电荷的膜脂质由内涵体的腔外翻转，与正电荷脂质
形成中性离子对，基因治疗药物脱离阳离子脂质体后进
入细胞核，进行转录翻译表达成蛋白质[22]。

（2）二元复合物纳米载体。将阳离子脂质体与DNA

构建在一起，组成阳离子脂质体-DNA复合物（Cationic

liposome-DNA complexes，CLDC）。与单独使用阳离子
脂质体比较，CLDC除具有阳离子脂质体的优点外，还可
以运载大小不同的重组基因，提高了基因的运载量，具
有良好的生物相容性，有效地克服了体内核酸酶的降
解，从而达到延缓基因降解的效果[23]。在CLDC中，核酸
或短的单链寡核苷酸被囊泡覆盖。由于DNA是高度带
电分子，故可附着在带正电荷的脂质体表面或被脂质体
囊泡包封形成复合物。阳离子脂质体与DNA的自组装
可以产生多种纳米结构和形态，多层复合物由相对脂双
层之间的DNA插层制成。因此，准确地掌握复合物的
结构和形态在生物学的研究过程中（例如基因递送）是
非常重要的[24]。另一种使DNA与脂质体融合的方法是
在带负电荷的含水的脂质体内捕捉DNA，这在低温时偶
尔可使脂质体膜不稳定。据此，脂质体可分为两种类
型：①带正电荷的阳离子脂质体；②带负电荷的阳离子
脂质体。当脂质带正电荷时，容易与带负电荷的细胞表
面结合，具有较高的转染率。

CLDC纳米载体转染机制主要分为三步：首先，在脂
质与细胞融合时，带正电的阳离子脂质体与带负电荷的
DNA或RNA通过静电作用相互结合，形成脂质-基因复
合物。其次，表面过剩的正电荷与带负电的细胞膜通过
静电作用而相互吸附[25]，由于脂质体本身具有亲脂性，

使得脂质-基因复合物可通过细胞内吞或细胞膜融合作
用进入细胞内形成内涵体。最后，脂质-基因复合物进
入细胞后，在细胞质中或进一步传递到细胞核内释放基
因，完成细胞内的转录和翻译，脂质体被降解为磷脂，其
降解产物可被细胞生物膜再利用[26]。

（3）三元复合物纳米载体。脂质体-鱼精蛋白-DNA

复 合 纳 米 粒（Liposome-protamine-DNA nanoparticle，

LPD-NP）是近年来在 CLDC 的基础上发展起来的又一
新型非病毒载体。与CLDC比较，LPD-NP的优点在于
能更有效地缩合DNA，显著提高细胞的转染率，同时减
弱核酸酶对DNA的酶解作用。经典的LPD-NP载体系
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统的聚阳离子是多聚赖氨酸。近年来，鱼精蛋白已被美
国FDA认证可以作为聚阳离子供临床使用。鱼精蛋白
是一种高正电荷的肽，充当DNA缩合剂，通过增加鱼精
蛋白浓度，提高制剂的递送率。但鱼精蛋白的浓度过
高，会改变鱼精蛋白-DNA复合物的电荷，干扰其与阳离
子脂质体的相互作用，反而降低所得制剂的递送效率。

Mukherjee S 等 [27]在对 LPD-NP 复合物纳米载体系统进
行研究时发现，质粒DNA中含有CpG基因序列，使所得
制剂存在高度免疫原性[27]。透明质酸（HA）是在脊椎动
物上皮、神经和结缔组织的细胞外基质中发现的多糖聚
阴离子，其不仅提供了多价电荷，而且不含免疫刺激的
CpG基序，可降低免疫毒性和改善纳米颗粒的形成[28]。

此外，HA是毒性相对较低的聚合物，并被美国FAD认证
用于注射剂，所以脂质体-鱼精蛋白-透明质酸复合纳米
粒（Liposome-protamine-hyaluronic acid nanoparticle，

LPH-NP）成为新型非病毒载体而备受关注。Chono S

等[29]已经开发了LPH-NP制剂并将 siRNA成功输送至转
移性肿瘤细胞中，靶向性的 LPH-NP 同非靶向性的
LPD-NP比较，虽然均表现出相似的特征和基因沉默，但
靶向性的LPH-NP治疗窗显著扩大至少2.7倍。

在LPH-NP复合纳米载体组装过程中，HA与 siRNA

通过化学连接形成HA-siRNA轭合物[30]。HA-siRNA轭
合物整体带负电，再与带正电的鱼精蛋白通过电荷作用
自组装原理相连接。调整鱼精蛋白和轭合物的用量，使
之形成带负电的络合物，最后与空白的阳离子脂质体混
合均匀，即完成了LPH-NP载体组装过程。Park K等[31]分
别合成可分解的和不可分解的 HA-siRNA 纳米复合物
（HA-siRNA/LPEI），平均粒径为 250 nm，表面呈负电性
或中性。可分解的HA-siRNA/LPEI体外基因沉默效果明
显优于不可分解的HA-siRNA/LPEI复合物。同时制得载
有干扰载脂蛋白B（siApoB）的HA-siApoB/LPEI，能靶向
递送于肝，对载脂蛋白B的mRNA沉默呈剂量依赖性。

4 影响 siRNA纳米载体递送的主要因素
4.1 载体靶向性修饰

在正常细胞与癌细胞之间，维生素、生长因子的受
体表达存在差异性。因此，配体可将主动靶向的脂质体
特异性传递到相应受体过表达的细胞、组织或者器官。

Sigma受体是一类对于抗精神病药具有较高亲和力的膜
结合蛋白，在正常组织中有表达，在黑色素瘤、前列腺癌
和非小细胞肺癌的肿瘤组织中过表达。通过表面吸附、

半抗原捆绑、免疫球蛋白共价结合以及聚乙二醇（PEG）

接枝等方法将单克隆抗体连接到脂质体上，可调节药物
在体内的分布及细胞靶向的作用。Banerjee R等[32]首次
证明了使用靶向性Sigma配体-茴香酰胺可以有效地介
导脂溶性药物递送于Sigma受体过表达的前列腺癌细胞。

虽然脂质体/核酸复合物表面的配体可以增加对带
有相应受体的细胞的转染，但配体阻止复合物与大多数
非靶细胞的反应，所以将PEG接枝到复合物表面可形成
一个PEG的立体屏障，可有效地改善阳离子脂质体与血
清蛋白之间的非特异性吸附[33]，能抑制巨噬细胞的吞饮

和赋予复合物较长的循环时间，提高生物利用度和阳离
子脂质体复合物的被动靶向性。然而这种方法的局限
性在于，PEG立体屏障会阻碍药物的传递，从而抑制其
活性[34]。Li SD等[35-36]将茴香酰胺与PEG2000用化学方
法合成DSPE-PEG2000-茴香酰胺，并用其对LPD-NP表
面进行修饰。经表面修饰的LPH-NP可将 siRNA选择性
递送至 Sigma受体阳性细胞，发挥显著诱导RNAi效应
而产生抗肿瘤作用。经过修饰的脂质体，既可将目的基
因靶向导入体内的预期位点，也可直接引导药物远离那
些对毒性作用特别敏感的体内位点，以增强药物的疗效。

4.2 粒径与表面电荷
靶向性是脂质体作为药物载体的一个重要特征，粒

径和表面电荷是影响脂质体在体内被动靶向的重要理
化因素。脂质体进入体内血液循环，通过被动靶向作用
聚集于网状内皮系统比较丰富的器官。在体内，无论何
种给药过程，纳米给药系统都要经历跨越极性上皮细胞
的过程，上皮细胞所构成的单层细胞一般是纳米载体能
否顺利到达靶部位的第一道屏障[37]。研究表明，粒子在
100 nm内具有高透膜性，在100～200 nm内具有较高的
透膜性，纳米粒的透膜性随粒径的增加而减小[38]。Zeta

电位是脂质体作为药物载体的另一重要的物理性质。

随着 Zeta 电位的增大，阳离子脂质体的毒性也可能随
之增加。因此，载体的 Zeta 电位必须控制在一定的范
围内[39-40]。

5 结语
作为一种新型治疗手段，siRNA不仅被广泛用作功

能基因组学研究的工具，更在引起基因异常表达或突变
疾病的生物医学治疗领域表现出极大的潜力，为RNAi

在生物医学方面的应用带来了革命性的变化。但在对
siRNA与RNAi的研究过程中，仍有很多问题难以攻克，

如在药物递送方面如何管理 siRNA高效作用于体内靶
组织或细胞中，是 siRNA广泛使用的主要障碍。

在临床应用方面，除了考虑药物的有效性之外，基
因治疗的安全性也是首要考虑的问题。采用基因治疗
患者所承担的风险性并不比其他试验性治疗低，包括药
物工业化生产难易程度、药物稳定性、质检问题以及临
床应用方面药物的给药途径等都是无法回避的问题。

因此，siRNA的高效递送依赖于新的高效、低免疫原性
载体的开发及纳米制剂递送系统的优化。可装载 siR-

NA的高效、低免疫原性纳米制剂的研究任重而道远。
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