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摘要 siRNA能高效且特异地阻断内源性同源基因的表达即 RNA干涉(RNAi)．RNAi在临床中的应用需要开发安全有效的
输送系统，脂质纳米输送载体是一种具有发展潜力的 siRNA输送系统． siRNA-脂质复合物的形成主要通过静电相互作用，
静电作用必须足够强以至于载体在运输过程中不释放 siRNA，而载体到达治疗部位时，解聚释放出 siRNA．载体的粒径应小
于 100 nm，以利于细胞的摄取和透过特定部位的血管开窗．为了减少网状内皮系统(RES)的摄取和延长载体的循环时间，载
体的表面由聚乙二醇修饰．本文主要综述了构建 siRNA输送载体的基本要求．
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对于由基因紊乱所导致的疾病，核酸治疗是一

种潜在的有效治疗手段．核酸物质对特定的靶基因

具有高度选择性，从而避免了传统药物引起的非特

异性作用和偏靶效应．因此，基于核酸的生物医学

治疗模式是当今发展最快和挑战性最大的一种新的

医学治疗模式．它的成功将开启人类医学史上新的

历程，将解决目前临床上亟待解决的医学难题．当

前，170多种基因治疗的临床试验在世界范围内开
展，其中基于 RNA的治疗最为活跃．RNA治疗依
据作用机制不同可分为三类：包括短发夹 RNA
(shRNA)、微小 RNA(miRNA)和沉默 RNA(siRNA).
ShRNA属于短发夹表达载体，在进入细胞核后，
转录为小 RNA 分子，并与互补的 mRNA 分子结
合，从而抑制相应蛋白的表达．miRNA和 siRNA
长度较小，为 21～25 个碱基的核酸分子，两种
RNA 分子直接在胞质中发挥作用，使得目标
mRNA在翻译过程被干扰．miRNA通过与 mRNA
3忆端非翻译区非特异性结合抑制其翻译过程[1]．因

此，miRNA可有效地干扰不止一条(通常为 1 000
条)具有相似序列的 mRNA[2]．相反，siRNA通过与
互补 mRNA特异性地结合而降低其蛋白质表达．
由于 miRNA结合的非特异性，其在沉默目的基因
的应用中具有更低的特异性和更多的脱靶现象．例

如，2006年，Alvarez等[3]不仅展示了 miRNA在干
扰多靶标时的功效而且指出 miRNA在不同物种中

也具有非特异性．从运送角度讲，对 shRNA的运
送是三类中最具有挑战性的，由于 shRNA需要进
入细胞核发挥作用，这也成为 shRNA在缓慢分裂
细胞和非分裂细胞中干扰效率较低的原因．例如，

Mantei等[4]和 Shen等[5]提出了一种高效率沉默 T淋
巴细胞和树突细胞的方法，这两种细胞都属于较难

转染像 shRNA这样需要进入细胞核的分子的细胞
系．但是，由于 siRNA与 miRNA相比具有高度特
异性，同时也不像 shRNA 一样需要运送至细胞
核中，这使得 siRNA成为基于 RNA疗法中的首选
分子．

表 1列举了几个世界范围内用于临床玉期和域
期评价的 siRNA分子．其中一些研究较为成熟的
分子，包括 Cand5和 PF-655，siRNA 分别靶向参
与新血管形成的基因，如 VEGF和 RTF801．早期
阶段临床研究显示，一些 siRNA分子在湿性老年
性黄斑变性病人中有良好的耐受性．另一些 siRNA
分子，也在广泛的临床应用中进行评价，其治疗的

疾病包括肾衰竭、实体瘤、病毒感染、新血管疾

病、糖尿病引起的水肿以及预防肾脏移植后的排斥

反应．
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公司 靶标 产品 疾病 给药方式 剂型 目前状态

Alnylam制药 呼吸道合胞病毒 -
N蛋白

ALN-RSV-01 呼吸道合胞病毒 鼻内 裸 siRNA 域b期

Alnylam制药 纺锤体驱动蛋白和

血管内皮生长因子

ALN-VSP-01 肝癌 静脉 稳定的核酸 -脂质
颗粒

玉期

Alnylam制药 转运甲状腺素蛋白 ALN-TTR-01 转运甲状腺素蛋白

介导的淀粉样变性

静脉 稳定的核酸 -脂质
颗粒

玉期

Alnylam制药 亨廷顿舞蹈症相关

蛋白

ALN-HTT 亨廷顿舞蹈症 CNS(植入性输注) - 临床前期

Alnylam制药 血管内皮生长因子 Cand 5(贝伐西
尼钠)

湿性老年性黄斑

变性

玻璃体内 - 芋期(完成)

Sirna医疗 血管内皮生长因子 Sirna-027
(AGB211745)

湿性老年性黄斑

变性

玻璃体内 化学修饰的 siRNA 域期(终止)

Silence医疗 蛋白激酶 N3 Atu-027 实体瘤晚期 静脉 阳离子脂质体 -DNA
复合物

玉期

Silence医疗 RTP801 PF-4523655
(RTP801i-14

or REDD14NP)

糖尿病性黄斑水肿 玻璃体内 - 域期(完成)

Quark制药 人 p53 Human p53
QPI-1002

(Akli-5 or I5NP)

急性肺损伤 静脉 - 玉/域a期(招募中)

Quark制药 细胞凋亡蛋白酶 2 QPI-1007 非动脉炎性前部缺

血性视神经病变、

青光眼

玻璃体内 - 玉期

Calando制药 核糖核酸酶还原酶

M2亚基
CALAA-01 实体瘤 静脉 环糊精混合

Cal-101、PEG
和 PEG-Tf

玉期(进行中)

先天性指甲肥

厚症项目

先天性指甲肥厚症

家系角蛋白

TD101 先天性指甲肥厚症 胼胝注射 - 玉期

1 siRNA治疗面临的挑战———siRNA输送
siRNA治疗面临的问题与 DNA治疗有相同之

处但也存在显著的差异．二者相同之处是：它们在

细胞内必须脱掉包被层才能与各自的靶基因结合．

差异主要表现为以下三个方面：a．细胞内作用的
位点不同，siRNA在胞浆而 DNA在细胞核；b．
稳定性不同，siRNA易于被酶降解而 DNA相对比
较稳定； c．分子质量不同 (尺度的大小不同 )，
siRNA的分子质量约为 13 ku而双链 DNA 的分子
质量是 siRNA的几百倍．另外，一旦它们被输送
至胞内，siRNA沉默靶基因的效应在分裂的细胞可
以持续 3～7天，在不分裂的细胞可持续 3～4周[7].
基于 DNA的转基因表达可以是短期的，亦可能是
永久性的[6]．

siRNA 治疗面临的主要挑战是如何有效地将
siRNA输送至胞浆并释放出裸 siRNA，与其靶位结
合进而引发目标 mRNA降解，因此，siRNA输送
载体是 siRNA治疗成功的关键．理想的 siRNA输
送载体应满足以下要求：a．有效地保护 siRNA不
被循环系统的酶降解；b．输送 siRNA 到达靶细
胞避免非靶细胞的干扰；c．能有效地穿过细胞
膜并成功实现从内吞体逃逸；d．释放出足够量的
裸 siRNA．
1.1 载体应能输送 siRNA至靶部位
为了将 siRNA输送至其靶组织避免非靶组织

的非特异性摄取，载体不应与血液和细胞外成分发

生非特异相互作用[8-9]．为达到这一目的，载体的

外表面通常被聚乙二醇(PEG)修饰形成水化层[10]．

载体一旦注射进入外周静脉，首先由右心室泵入肺

Table 1 Clinical trials worldwide for siRNA therapeutics (www.clinicaltrial.gov)
表 1 世界范围内 siRNA疗法的临床评价(www.clinicaltrial.gov)
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(使用 Chemdraw Ultra 11.0.1绘制，Cambridgesoft，Cambridge，MA，USA)

中，被肺毛细血管滤过性截留．如果载体的尺度足

够小( < 100 nm)，载体可不被肺截留而进入左心
室，然后进入全身循环系统．鉴于肝、脾存在血窦

且血管上有许多较大的开窗，因此大于 100 nm的
载体可滞留在血窦中，如需靶向肝细胞，载体的尺

度必须小于 100 nm[8-9]．

1.2 载体应能输送 siRNA穿过细胞膜
带负电的 siRNA不能以自由扩散的方式穿过

由脂双层构筑的细胞膜[10]．因此，人们尝试各种促

进细胞摄取 siRNA的方法，包括：a． siRNA与配
基经化学偶联促进细胞摄取，如穿膜肽、叶酸等；

b． siRNA包载于纳米颗粒中经内吞途径进入细胞;
c．载体与细胞膜发生融合将所载 siRNA释放入胞
浆等．研究表明，约 95% siRNA与市售的阳离子
脂质 DharmaFCT形成的 siRNA脂质复合物通过内
吞形式进入细胞，其中约 50%的内吞是由网络蛋
白(clathrin)介导的，约 20%的内吞是由胞膜小窝
(caveolae)/小窝蛋白(caveolin)介导的[11]．

1.3 siRNA从内吞体中逃逸
鉴于携带 siRNA的载体总体上须经内吞途径

进入细胞，如何从内吞体中逃逸而不被降解是最为

关键的步骤．尽管 siRNA逃逸出内吞体的精确机
制并不清楚，某些载体材料可以成功地帮助 siRNA
从内吞体中逃逸．一种“质子海绵效应”的假说被

提出：细胞内吞后生成的内吞体酸化，载体材料上

氨基基团 (pKa在 5～7之间)被质子化，导致氯离子
等内流．离子的摄入造成内吞体渗透压升高，水分

子进入内吞体使之膨胀，最终内吞体破裂，内容物

被释放至胞浆[12-14]．

2 siRNA脂质纳米输送载体的设计和构筑
类似 DNA，siRNA的载体由聚合物、多肽和

脂类等组分构成． siRNA输送载体受到 DNA输送
系统的影响[11]．但二者又有明显的不同：siRNA的
电荷数和尺度显著少于和小于 DNA；另外二者的
作用靶位一个在胞浆 (siRNA)，一个在核内
(DNA)．基于上述对 siRNA输送载体的要求，脂质
纳米载体显示了其特有的应用前景．

2.1 阳离子脂质———构筑 siRNA输送载体的基本
单元

20年前阳离子脂质已作为载体材料用于 DNA
和 RNA的输送[15-16]．阳离子脂质与带负电的核酸

通过静电相互作用形成的复合物称为脂质复合物[8-9].
脂质复合物形成的原理是带负电的核酸结合到带

正电荷的脂质囊泡上[17]．这一过程导致由带正电荷

脂双层构成的多层结构的形成：脂双层的厚度约

3.7 nm，脂双层间的空间距离约为 2 nm由带负电
的核酸充填 [18-19]．DOTMA 是首次用于 DNA 输送
载体的阳离子脂质之一[15]．DOTMA单独或与其他
脂类合用经水化形成脂质体，该脂质体可被制成小

于 100 nm的单室囊泡．针对 siRNA输送载体的特
殊性，发展了一类称为类脂的分子(lipidoids)．利
用类脂分子为载体输送 siRNA 可显著提高 siRNA
对靶基因的沉默效果 [20-21]．这类分子具有以下特

征：a．分子的头部至少含 2 个胺，且至少 1 个
为仲胺；b．胺“核”与脂酰基尾间由酰胺键连
接；c．分子中脂酰链多于 2条；d．每 1条脂酰链
的碳原子在 8～12之间．一个类脂分子的例子是
98N1[20-21]，见表 2．

Table 2 Some commonly used cationic lipids, their molecular structure and tail configuration
表 2 常用阳离子型脂质的代号，名称，化学结构与构型

脂质(简写)

DOTMA DOTAP Transfectam 98N12-5

饱和键∶不饱和键数 18∶1 18∶1 17∶0 11∶0

NH+Cl-
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O
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O
O O
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2.2 胆固醇———构筑 siRNA输送载体的基本成分
胆固醇在调节许多细胞膜相关的分子事件中起

着重要的作用，如胞膜的融合、胞饮及 caveolin/
caveolae介导的内吞等[22]．与不含胆固醇的载体相

比，含有胆固醇的载体促进了体内 DNA/RNA的转
染效率[23-25]．当胆固醇的比值超过总载体材料组成

的 25%，载体在体内的透过性降低、循环时间提
高[26-27]，这是由于胆固醇的掺入增强了载体结构的

刚性和稳定性[22]．另外，胆固醇还有保护核酸物质

不被 RNA 酶等降解的功能[23-24]．胆固醇在 siRNA
输送中所起的重要作用已被实验证明，去除细胞膜

上的胆固醇后，siRNA不能被细胞摄取[20]．胆固醇

与 siRNA 偶联促进了细胞摄取 siRNA，提高了转
染效率，并减少了 siRNA 在血液中的降解[25]．研

究表明，胆固醇 -siRNA偶联物与血浆中的高密度
脂蛋白 (HDLs)或低密度脂蛋白 (LDLs)结合，将
siRNA 靶向输送到肝脏、肾脏等 [28]．总之，在

siRNA输送中，胆固醇可起到双重作用：a．介导
载体与细胞膜融合或通过内吞的方式进入细胞；

b．胆固醇还可起到一个靶向配基的作用．
2.3 siRNA输送载体理化特性影响其体内分布和
输送效率

大量的研究表明，脂质的电荷和脂质 /RNA的
比率对载体的形状、尺度有显著的影响，进而影响

细胞水平的转运及体内的行为，并最终影响 siRNA
的生物学效能．在低脂质 /RNA比率情况下，形成
的脂质复合物小于 200 nm，稳定性较好，载体带
负电荷；随着脂质 /RNA比率的提高，中和过量的
负电荷，脂质复合物的大小约为 700 nm，稳定性
变差；进一步提高脂质 /RNA比率，又形成了稳定
性好、小于 200 nm的脂质复合物,载体带正电荷[18].
siRNA-脂质复合物的理化特性取决于脂质分子的
结构，不同的脂质分子在相似的脂质 /RNA比率下
将自发形成不同形状和大小的纳米粒子[29]．为克服

体内各种屏障并获得好的体内输送效果，siRNA输
送载体的粒子应小于 100 nm[30]．粒径为 150 nm的
带正电荷的脂质体静脉注射后，前 1 h主要分布在
肺脏，随后逐渐在肝中富集[31]．载体形状使其体内

行为和细胞摄取效率有显著差异：蠕虫状的聚合物

胶束与其球形胶束相比，体内循环时间提高了 10
倍，促进了肿瘤细胞的摄取[32]．

3 结 论

脂质纳米输送载体是一种具有发展潜力的

siRNA输送系统，将在治疗性 siRNA 输送方面起
到关键性的作用．载体的设计必须考虑到分子尺度

及介观分子尺度两个方面．载体构筑的基本单

元———脂质必须能够组装成稳定的输送系统，核酸

物质的装载不影响载体的稳定性．siRNA- 脂质复
合物的形成主要通过静电相互作用，因此，脂质的

极性头部通常由带正电荷的胺基组成．静电作用必

须足够强以至于载体在运输过程中不释放 siRNA，
而载体到达治疗部位时，载体需解聚释放出治疗活

性物质———siRNA．载体组装过程中也常常加入中
性的脂质分子以降低带正电荷的脂质分子间的排斥

增强载体的稳定性．胆固醇的加入有利于脂双层的

稳定并促进细胞对 siRNA的摄取．聚乙二醇化磷
脂的 PEG端暴露于脂双层的外围空间，形成高度
水化的保护层，延长载体的循环时间并减少载体被

网状内皮系统(RES)的摄取．最后，载体粒子的尺
度应小于 100 nm，以利于细胞的摄取和透过特定
部位的血管开窗．
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Lipid鄄based siRNA Delivery Systems

DONG Wen-Juan, ZHOU Yin-Jian, LIANG Wei*
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Abatract RNA interference (RNAi) is a specific gene-silencing mechanism triggered by small interfering RNA
(siRNA). The application of RNAi in the clinic requires the development of safe and effective delivery systems.
Efforts have been dedicated to the development of lipid-based systems in siRNA deliveries. Many of the
lipid-based delivery vehicles' self-assemble with siRNA are through electrostatic interactions with charged amines.
Electrostatic interactions must be stable enough to sustain the nucleic payload in the carrier en route, but must
allow dissociation, to execute therapeutic activity, at the delivery site. Internalization of lipid-based siRNA delivery
systems into cells typically occurs through endocytosis; accordingly, delivery requires materials that can facilitate
endosomal escape. The size of the carrier is important as carriers <100 nm in diameter have been reported to have
higher accumulation levels in tumours, hepatocytes and inflamed tissue. To reduce RES uptake and increase
circulation time, carriers have been modified on the surface with polyethyleneglycol. Herein, we review basic
requirements for building lipid-based siRNA delivery systems.
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