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摘要 基因治疗是一种有效的治疗方法，可用于治疗多种严重威胁人类健康的疾病．然而，裸露的基因治疗药物存在易被核

酶降解、细胞内吞效果差和细胞靶向能力差等缺点．因此，需要寻求合适的载体，将基因治疗药物有效地输递到靶细胞，实

现高效的基因治疗．本文主要综述了近年来基因治疗药物输递系统的研究进展，分别总结和阐述了病毒载体，脂质体、聚合

物和树状大分子等非病毒载体，以及具有示踪功能的输递系统的特点及研究和发展现状．
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基因治疗(gene therapy)是将目的基因导入患者
的特定组织和细胞进行适当的表达，以纠正或补偿

因基因缺陷或异常而引起的疾病，从而达到治疗疾

病的目的[1]．基因治疗与传统治疗方法相比，具有

无可争议的优越性．它从根源上修正了引起疾病的

异常基因，可以选择性地治疗多种严重威胁人类健

康的疾病，其中包括：遗传病(如血友病、囊性纤
维病、遗传性高胆固醇血症)、恶性肿瘤和心血管
疾病等，并且取得了一定的治疗效果．目前，基因

治疗已经成为医学领域里一个新的研究热点．

基因治疗的目的是将基因治疗药物运送到特定

的靶细胞，而裸露的基因治疗药物存在以下缺点：

a．基因治疗药物在组织或细胞中易被核酶降解；
b．基因治疗药物的细胞靶向能力差；c．基因治疗
药物自身带有负电荷，与带有负电荷的细胞膜之间

存在排斥作用，导致其细胞内吞和内涵体逃逸能力

差．以上缺点造成基因治疗效果不佳[2]．因此，需

要寻求合适的载体负载基因治疗药物，以跨越基因

治疗药物输递过程中遇到的瓶颈，将其输递到靶细

胞，有效逃离内涵体，释放基因治疗药物进入细胞

质，以实现该药物的高效表达(图 1)．理想的载体
应当具备以下条件：a．载体应有效地保护基因治
疗药物免受组织或细胞中核酶的降解；b．无毒性，
对患者及环境安全无害；c．稳定性好，包载率高，
容易制备，可以实现大规模生产；d．能够帮助基
因治疗药物实现高效和长期的表达．目前，基因治

疗的研究和临床应用中，常用的载体大致分为病毒

载体(viral vector)和非病毒载体(non-viral vector)两
大类[3]．
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Fig. 1 Schematic diagram of barriers associated with gene delivery
图 1 基因治疗药物输递的瓶颈示意图

1 病毒载体输递系统

病毒载体是一种常用于分子生物学的工具，可

以将遗传物质转入细胞．病毒载体是通过转换方式

完成基因转移，即以病毒为载体，将基因治疗药物

通过基因重组技术，组装于病毒上，通过这种重组

病毒去感染宿主细胞，从而使基因治疗药物在宿主

细胞内表达，达到治疗疾病的目的．目前，较常使

用的病毒载体主要包括：逆转录病毒载体

(retrovirus)、慢病毒载体(lentivirus)、腺病毒载体
(adenovirus)和腺病毒相关病毒载体(adeno-associated
virus)等．其中，逆转录病毒载体和腺病毒载体应
用较为广泛[4-5]．世界首个获准上市的由深圳赛百

诺基因技术有限公司研制的基因治疗药物“今又

生”，是由正常人肿瘤抑制基因 p53和改构的 5型
腺病毒基因重组而成的，其利用腺病毒载体将基因

治疗药物 p53 传递进入靶细胞发挥治疗作用，目
前，该载体已治疗数千名国内外癌症患者．Follenzi
等[6]采用慢病毒载体负载 DNA，结果发现慢病毒载
体在体内可以有效地将 DNA分子运送到肝细胞并
且进行高效表达．Chaudhary等[7]采用修饰后的腺

病毒相关病毒载体负载小干扰 RNA 用于转染哺
乳动物细胞，修饰后的腺病毒相关病毒载体可以

有效地将小干扰 RNA输递到 HeLa S3细胞中，有
效地降低了 HeLa S3 细胞中 p53 和半胱天冬酶 8
(caspase 8)的表达．病毒载体输递系统对大多数靶
细胞具有很高的转染效率，一般可以达到 90%以

上，在基因治疗中占有一定优势．然而，在应用中

发现，病毒载体存在很多弊病：a．负载量低，特
异性和靶向性不强；b．安全性差，可能因随机插
入宿主细胞基因而引起基因失活、重组以及癌基因

激活；c．很难实现大规模的生产[8-9]．以上缺点给

病毒载体的实际应用带来很大障碍．

2 非病毒载体输递系统

非病毒载体输递系统由于具有低毒、低免疫反

应、靶向性和易于组装等优点，已经成为当今基因

治疗领域里一个新的研究热点[10]．非病毒载体主要

包括脂质体(liposomes)、聚合物(polymers)以及树状
大分子(dendrimers)等．
2.1 脂质体

脂质体是磷脂依靠疏水缔合作用在水中自发形

成的一种分子有序组合体，为多层囊泡结构，每层

均为类脂双分子膜，构成双分子层的类脂其亲水性

的头部形成膜的内外表面，而亲脂性的尾部处于膜

的中间．脂质体分为中性脂质体、阴离子脂质体和

阳离子脂质体．在基因治疗应用中，中性脂质体和

阴离子脂质体与基因治疗药物作用较为简单，主要

是通过亲水包覆作用．然而，中性脂质体间缺乏排

斥作用，极易聚集．阴离子脂质体由于表面带有负

电荷，导致其基因治疗药物包埋率低，脂膜融合效

率差，以上缺点使得二者应用受到很大限制[11]．目

前，在基因治疗领域里应用较为广泛的是阳离子脂

质体．

基因药物 载体

复合物

形成

静脉给药

血清蛋白

靶器官

瓶颈一：

复合物在血
液中不稳定

半寿期短

瓶颈二：

复合物主动靶

向性差

瓶颈三：

逃离内涵体
避免基因药物降解

蛋白质

基因表达

溶酶体

入核

逃离

内涵体

内涵体

DNA解脱

内吞作用

入胞

细胞核

999· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2013; 40 (10)

Fig. 2 Chemical structures of cationic lipids
图 2 典型的阳离子脂质结构图

2.1.1 阳离子脂质体．

阳离子脂质体是一种自身带有正电荷的脂质囊

泡，主要由阳离子脂质和中性辅助脂组成．阳离子

脂质为整个脂质体提供正电荷，如图 2所示，主要
包括单电荷的阳离子脂质，如(2, 3-二油氧基丙基)
三甲基氯化铵(DOTAP)、N-[1-(2, 3- 二油酰氯)丙
基]- N, N, N-氯化三甲铵(DOTMA)、双十八烷基二
甲基溴化铵(DDAB)和 N-(N忆, N忆-二甲基胺乙基)胺
基丙酰基 -胆固醇(DC-Chol)等，以及多电荷的阳
离子脂质，如精胺 -5-羧基 -氨基乙酸二十八烷基 -
酰胺(DOGS)、2, 3-二油酰氯 -N-[2(精胺羧基酰胺)
乙基]- N, N-二甲基 -1-丙基 -三氟乙酸铵(DOSPA)
和MVL5等[12]．阳离子脂质利用静电相互作用，与

带有负电荷的基因治疗药物相互作用，有效压缩基

因治疗药物由伸展结构成为体积较小的粒子，形成

负载基因治疗药物的阳离子脂质体转染复合物

(lipoplexes)．

常用的中性辅助脂为二油酰磷脂酰乙醇胺

(DOPE)和胆固醇(cholesterol)[13]．DOPE具有促进膜

融合作用，在复合物进入内涵体后，pH降低介导
DOPE分子结构发生变化，有利于降低内涵体的稳
定性，促进基因治疗药物的内涵体逃逸．胆固醇主

要起稳定阳离子脂质体的作用，可以保证脂质体完

整地到达靶组织或细胞，从而保护基因治疗药物免

受核酶降解，有利于提高基因治疗药物的治疗效果.
阳离子脂质体转染复合物表面带有正电荷，通

过静电相互作用吸附到带有负电荷的细胞表面，利

用细胞内吞作用，形成内涵体进入细胞．在内涵体

中，阳离子脂质与内涵体中带有负电荷的膜脂质发

生静电相互作用，带有负电荷的膜脂质由内涵体的

腔外翻转(flip-flop)到腔内，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、表达相应蛋白质[14]．阳离

子脂质体可以有效提高基因治疗药物的治疗效果，

然而，在应用中发现，阳离子脂质体基因转染复合

物由于带有正电荷，在血液循环过程中，易与血液

中带有负电荷的血清蛋白产生非特异性吸附，形成

大尺寸的聚集体，聚集体易被网状内皮系统(RES)
清除，造成阳离子脂质体血液循环时间短、基因治

疗药物转染效率低[15]．针对以上问题，相关研究人

员进行了大量工作对阳离子脂质体进行改性，制备

了长循环阳离子脂质体．

聚乙二醇(PEG)及其衍生物对阳离子脂质体表
面进行修饰，可以有效地降低血清蛋白对阳离子脂

质体的非特异性吸附，延长复合物的血液循环时

间，提高阳离子脂质体复合物的被动靶向性 [16]．

PEG 修饰的阳离子脂质体因为能够逃离网状内皮
系统的清除，被称为“隐形脂质体”．其作用机理

主要包括以下两个方面：a．水合作用．PEG通过
氢键作用，在被修饰的阳离子脂质体表层形成一层

水分子膜，掩盖阳离子脂质体表面的正电荷，从而

达到抑制血清蛋白非特异性吸附并减少吞噬系统识

别的作用．b．立体位阻作用．PEG 为线性聚合
物，其在阳离子脂质体表面呈部分延伸的构象，形

成立体位阻层，这一立体位阻层如一把“刷子”，

将靠近的蛋白质隔离，从而减弱血清蛋白的吸附

作用，延长了复合物在体内的循环时间[17-18]．Meyer
等[19]采用 PE-PEG 2000修饰阳离子脂质体 /DNA复
合物，结果表明，PE-PEG修饰后的阳离子脂质体
复合物的细胞吸收是裸 DNA的 4.2～4.5倍．
然而，阳离子脂质体基因复合物表层的 PEG

分子掩盖了阳离子脂质体表面的正电荷，减弱了靶

细胞对复合物的吸收及基因治疗药物的内涵体逃逸
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Fig. 3 Schematic diagram of stabilized nucleic acid lipid particles
图 3 稳定的核酸鄄脂质粒子(SNALPs)示意图

能力，从而降低基因治疗药物的生物活性[20]．针对

以上问题，研究人员制备了对组织或细胞环境如酸

性、还原性和酶等响应的 PEG脂质分子，用于阳
离子脂质体的表面修饰[21]．Chan等[22]发展了酸性敏

感的 PEG 脂质分子 (HPEG2K lipid， PEG MW
2000)用于阳离子脂质体 /DNA 复合物修饰，PEG
分子在晚期内涵体的酸性条件下脱离阳离子脂质体 /
DNA复合物，促进了复合物的内涵体逃逸，有效
地提高了 DNA转染效率．Hatakeyama组[23]利用基

质金属蛋白酶敏感的 PEG-多肽 -DOPE(PPD)脂质
分子修饰阳离子脂质体载体，结果发现 PPD修饰
明显提高了阳离子脂质体的细胞内吞和内涵体逃逸

能力，体内肿瘤基因静默效果达到 70%，有效地
抑制了肿瘤的生长，且无免疫反应．

2.1.2 核酸 -脂质粒子．目前，针对阳离子脂质体
血液循环时间短、靶向能力差、转染效率低等问

题，研发了另一种基于可离子化阳离子脂质的脂质

体，称为稳定的核酸 - 脂质粒子(stabilized nucleic
acid lipid particles，SNALPs)．核酸 -脂质粒子的组
分如图 3所示，主要包括可离子化的阳离子脂质如
DLinDMA或 DLinDMA的衍生物、二硬脂酰磷脂
酰胆碱(DSPC)、胆固醇(cholesterol)及 PEG脂质[24-25].
可离子化的阳离子脂质分子的亲水头为叔胺基团，

在低 pH条件下，叔胺基团质子化，阳离子脂质带
有正电荷，利用静电相互作用有效复合基因治疗药

物．在生理 pH条件下，该阳离子脂质显示电中性

或低的正电荷，有利于提高复合物的血液稳定性，

延长复合物的血液循环时间．在核酸 -脂质粒子通
过内吞作用进入内涵体后，内涵体中的酸性条件诱

导该可离子化的阳离子脂质再次发生质子化，从而

有利于基因治疗药物逃离内涵体，进入细胞质[26]．

辅助脂胆固醇和 DSPC用于提高脂质粒子的稳定
性，促进基因治疗药物内涵体逃逸．PEG脂质为
脂质粒子提供中性的亲水外层，减少血清中负电荷

蛋白的非特异性吸附，延长脂质粒子的血液循环时

间．核酸 - 脂质粒子的粒径一般为 100 nm 左右，
在血液循环过程中表现电中性或低的正电荷，易与

血液中的载脂蛋白 E(apolipoprotein E)结合，容易
被肝细胞吸收，很好地实现了肝靶向[27]．目前，该

核酸 -脂质粒子主要被应用于治疗与肝脏有关的疾
病，如高血胆固醇症、肝炎和肝癌等．Yu等[28]设

计并合成了不同亲水头和疏水尾的可离子化阳离子

脂质用于小干扰 RNA的传递，结果表明新合成的
RNA- 脂质粒子容易被肝癌细胞吸收，且小干扰
RNA 的静默效果显著．Morrissey等 [29]采用核酸 -
脂质粒子负载修饰后的小干扰 RNA用于乙型肝炎
的治疗，结果发现，采用核酸 -脂质粒子负载小干
扰 RNA提高了小干扰 RNA 的血液半衰期及肝部
富集能力，有效地降低了血清中 HBV DNA 的含
量．Tabernero等[30]在肝癌患者中开展了对负载靶

向血管内皮生长因子(VEGF)和纺锤体驱动蛋白
(KSP)的小干扰 RNA的核酸 -脂质粒子(ALN-VSP)
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的研究，结果发现该核酸 -脂质粒子可以很好地抑
制肝肿瘤的生长和转移，毒性低，无副反应．虽然

针对核酸 -脂质粒子的研究出现较晚，由于其对肝
部疾病具有很好的治疗效果，安全性高，且容易实

现大规模制备，目前已经有多种核酸 -脂质粒子进
入临床测试，如由 Tekmira 制药公司开发的
TKM-ApoB、TKM-Ebola、TKM-08031 及 Alnylam
制 药 公 司 开 发 的 ALN-VSP、 ALN-TTR01、
ALN-TTR02 和 ALN-PCS02 等，在基因治疗中具
有很好的应用前景．

2.2 聚合物

聚合物载体材料主要包括合成性高分子材料和

天然高分子材料，这些聚合物载体材料利用静电作

用有效压缩基因治疗药物，将基因治疗药物输递到

靶组织或细胞，进行基因治疗．聚合物具有易合

成、易改性、无免疫原性等优点，在基因治疗中具

有广泛的应用前景．

2.2.1 合成性高分子聚合物．

合成性高分子聚合物多是带有大量氨基基团的

高分子，如聚 -L- 赖氨酸 (PLL)、聚 -L- 谷氨酸
(PGA)和聚乙烯亚胺(PEI)等[31]．这些聚合物分子由

于含有大量的氨基基团，在生理 pH条件下易发生
质子化，质子化的氨基带有正电荷，基于静电相互

作用与带有负电荷的基因治疗药物相互作用，有效

压缩基因治疗药物形成聚合物 - 基因复合物载体
(polyplexes)，保护基因治疗药物免受核酶降解．
Clements等[32]采用聚 -L-赖氨酸 - 棕榈酸(PLL-PA)
负载表达绿色荧光蛋白的质粒 DNA， PLL-PA 聚
合物载体可以在 5 h内将质粒成功输递到骨髓基质
细胞核内，且质粒表达效率高于商品化的

LipofectamineTM 2000．聚合物载体进入细胞后，在
内涵体中通过“质子海绵效应”发生内涵体逃逸．

然而，由于不同聚合物的 pKa值不同，聚合物材料

的内涵体逃逸能力存在很大差异．例如，PLL的氨
基基团在生理 pH条件下可以完全质子化，在内涵
体酸性条件下没有质子缓冲能力，内涵体逃逸能力

差，因此需要氯喹或膜渗透肽辅助基因治疗药物的

内涵体逃逸．PEI的氨基基团在生理 pH条件下仅
有 20%发生质子化，在 pH为 5.0的酸性条件下，
仅有 50%的氨基基团发生质子化．因此，在内涵
体中 PEI可以利用“质子海绵效应”捕获大量质
子，并引起 Cl-内流，导致内涵体渗透性肿胀，从
而促进基因治疗药物的内涵体逃逸[12]．Farrell等[33]

比较了 PLL和 PEI负载质粒 DNA后对骨髓基质细

胞的转染效果，结果表明，PLL和 PEI复合物二者
的细胞吸收效果好，但是 PEI负载的绿色荧光蛋白
质粒在细胞内的表达明显，这主要是由于 PEI在细
胞内输递质粒的能力强．

聚合物载体有效地提高了基因治疗药物的转染

效率，然而，由于聚合物载体带有大量的正电荷，

易与血清中的负电荷蛋白产生非特异性吸附，被吞

噬细胞清除而造成转染效率低．同时，大量的正电

荷也导致复合物的细胞毒性较大．为了减少聚合物

载体的非特异性蛋白吸附和细胞毒性，通常对载体

材料进行 PEG 修饰，制备 PEG 化的合成性高分
子，如 PLL-PEG、PGA-PEG 和 PEI-PEG [31]．Kim
组[34]制备了一类不同 PEG化程度的 PLL-PEG聚合
物，结果表明，PLL-PEG明显地降低了 PLL的细
胞毒性，且其 DNA 转染效率是未修饰的 PLL的
5～30倍，同时，PLL-PEG负载的 DNA可以高效
稳定表达长达 96 h．Gupta组[35]采用 PEG分子修饰
PEI，修饰后的 PEI-PEG载体其毒性低于 PEI，且
其转染效率与商品化的 Lipofectin和 PEI相比，是
后两者的 5～16倍．合成性高分子聚合物材料明显
提高了基因治疗药物的转染效率，然而，一些聚合

物材料为非生物可降解材料，尤其在反复给药后这

些材料容易积聚于体内，可能会引发一系列的副反

应，以上缺点给其临床应用带来很大限制．

2.2.2 天然高分子聚合物．

相对于合成性高分子聚合物，天然高分子聚合

物具有生物相容性好，可生物降解等优点．目前较

常使用的天然高分子聚合物主要包括环糊精、壳聚

糖、透明质酸、葡聚糖和明胶等[13]．环糊精是一种

以葡萄糖为单元构成的环形寡聚物，是一种特殊结

构的两亲性物质，其具有疏水的空腔和亲水的外

围．环糊精具有大量的活泼羟基，可以与含有氨基

的单体结合，制备具有生物活性、生物相容性的基

因载体材料 [36]．环糊精聚合物与基因治疗药物作

用，可以形成粒径为 100 nm左右的载体，明显地
提高了基因治疗药物的转染效率．Davis组[37]构建

了 基 于环 糊 精 聚 合 物 (cyclodextrin containing
polymer，CDP)的载体用于基因治疗药物的传递．
组分 CDP是一种由三部分组成的多正电荷聚合物，
其中，辛二亚酰胺为聚合物提供正电荷，其利用静

电相互作用组装负载基因治疗药物．两侧的咪唑基

团在酸性条件下可以质子化，利用“质子海绵作

用”帮助基因治疗药物实现高效的内涵体逃逸．该

聚合物载体还包括金刚烷 - 聚乙二醇(AD-PEG)和
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金刚烷 - 聚乙二醇 - 转铁蛋白(AD-PEG-Tf)，金刚
烷分子对环糊精具有很高的亲和性，AD-PEG分子
和 AD-PEG-Tf分子嵌于载体表面，用于延长环糊
精聚合物载体的血液循环时间和肿瘤细胞靶向性．

载体明显地提高了基因治疗药物的转染效率，且安

全性高，研制 5 年后，被用于临床玉期测试
(CALAA-01)，对黑素瘤患者进行治疗．Chen等[38]

构建了环糊精修饰的 PEI聚合物载体负载 Bcl-xl寡
聚核苷酸用于转染肺腺癌细胞，结果表明，该载体

可以有效地抑制肿瘤生长，以及 Bcl-xl mRNA 和
蛋白质的表达，同时，其抑制效果优于商品化的

Lipofectamine 2000和分枝状 PEI(25 000 u)．
壳聚糖(chitosan)及其衍生物是另一种应用较为

广泛的天然高分子聚合物，由自然界广泛存在的甲

壳素(chitin)经去乙酰化形成，属于含有氨基的均态
直链多糖，其化学名为聚(1, 4)-2- 氨基 -2- 脱氧 -
茁-D-葡聚糖，是天然多糖中唯一的碱性多糖．壳
聚糖作为无毒、来源丰富、具有良好生物相容性及

生物可降解性的天然高分子材料，含有大量的氨基

基团，可以有效地复合基因治疗药物，在基因治疗

领域具有广泛的应用前景 [39]．Mansouri 等 [40]采用

壳聚糖载体传递 茁-半乳糖 DNA分子，48 h后，
茁-半乳糖在小鼠的前胫骨肌肉中稳定表达．与此
相比，裸 DNA和 Lipofectamine在前胫骨肌肉中没
有明显表达．Besenbacher 组[41]采用壳聚糖负载小

干扰 RNA，该壳聚糖 -小干扰 RNA阳离子聚合物
载体转染 H1299细胞 48 h后，其 EGFP基因抑制
效率达到 50%．然而，壳聚糖的 pKa值为 6.5，高
分子质量的壳聚糖在中性 pH条件下溶解度低，且
其与基因治疗药物复合形成的复合物粒径大，很大

程度上限制了其应用．为了克服高分子质量壳聚糖

的缺点，通常采用低分子质量的壳聚糖进行基因治

疗药物的输递．但是，低分子质量的壳聚糖基因治

疗药物复合物的转染效率低，其原因主要是由于壳

聚糖基因治疗药物复合物的细胞内吞效果差．针对

以上问题，相关研究人员利用壳聚糖的伯胺基团和

羟基基团的反应，对壳聚糖进行各种化学修饰．其

中，对壳聚糖进行疏水修饰展现出很好的应用前

景，疏水修饰可以增强壳聚糖与细胞膜间的疏水相

互作用，增加壳聚糖基因治疗药物复合物的细胞内

吞和内涵体逃逸能力，从而提高基因治疗药物的转

染效率[42]．Singh等[43]采用氨基酸对壳聚糖进行疏

水修饰后，疏水修饰后的壳聚糖有效压缩质粒

DNA分子形成复合物，用于 HEK 293细胞转染，

结果表明氨基酸疏水修饰的壳聚糖衍生物有效地提

高了复合物的细胞吸收和转染效率．在前期工作

中，我们采用烷基侧链对低分子质量壳聚糖进行疏

水修饰(图 4a)[44]，疏水修饰后的低分子质量壳聚糖

(HM-LMW-ch)与 DNA分子通过静电相互作用形成
复合物，并对复合物进行体外和体内效果的评估．

在体外实验中，采用复合物转染 HeLa 细胞，如
图 4b所示，3%摩尔疏水取代的低分子质量壳聚糖 /
DNA复合物具有高的细胞内吞和细胞转染效率．
在体内实验中，通过静脉注射将复合物注入小鼠体

内，如图 4c所示，3%摩尔疏水取代的低分子质量
壳聚糖 /DNA复合物在小鼠肾脏部位表现出高的转
染效率，甚至高于分枝状的 PEI．天然高分子聚合
物由于具有生物相容性好、生物可降解、易修饰

和转染效率高等优势，在基因治疗中具有很好的

应用．

2.3 树状大分子

树状大分子由于表面正电荷密度高，利用静电

相互作用可以有效地压缩基因治疗药物．常用的树

状大分子主要包括聚酰胺胺树枝状聚合物

(polyamidoamine dendrimers)、聚丙烯亚胺树枝状
聚合物(polypropylenimine dendrimers)及聚赖氨酸树
枝状聚合物(poly-L-lysine dendrimers)等[12]．树状大

分子载体通过胞吞作用进入细胞，由于树状高分子

含有大量的氨基基团，在内涵体中具有极强的质子

缓冲能力，促进了基因治疗药物的内涵体逃逸，所

以，树状高分子具有很高的基因转染效率．Peng
组[45]采用三羟乙基胺为中心的聚酰胺胺五代树状大

分子负载小干扰 RNA转染前列腺癌细胞，结果表
明，该树状大分子体系在体外和体内均可有效抑制

热休克蛋白 27的表达，具有明显的抗肿瘤效果．
Zhou 等 [46]也采用聚酰胺胺七代树状大分子负载

GL3Luc siRNA转染稳定表达 GL3荧光素酶基因的
A549细胞，该树状大分子载体介导的小干扰 RNA
同样表现出高的抑制效率，而裸小干扰 RNA无明
显抑制效果．Tsai等[47]采用自发蓝色荧光的聚酰胺

胺树状大分子负载小干扰 RNA，蓝色荧光基团修
饰不仅便于流式和荧光共聚焦分析，且降低了聚酰

胺胺树状大分子的细胞毒性．同时，修饰后的聚酰

胺胺树状大分子可以有效抑制特定蛋白的表达，效

果与支状 PEI相当．
树状大分子由于具有大量的正电荷，可以有效

地压缩基因治疗药物，促进基因治疗药物的细胞内

吞和内涵体逃逸，基因治疗效果显著．但是，大部
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Fig. 5 Schematic diagram of MnMEIO鄄siRNA鄄Cy5/
PEG鄄RGD nanoparticle

图 5 多功能氧化铁磁性纳米粒子示意图

MnMEIO(scrum albumin)

HS-siRNA-Cy5

SPDP

HS-PEG-RGD

分树状大分子为非生物可降解材料，反复给药后会

引发副反应，同时，树状大分子具有大量正电荷，

细胞毒性大，以上缺点不利于其体内的临床应用.

3 具有示踪功能的输递系统

无机纳米载体一般是指粒径为纳米量级(1～
100 nm)的无机粒子，主要包括磁性氧化铁、磷酸
钙、磷酸镁、二氧化硅、金、量子点和碳纳米管

等．无机纳米载体具有可重复合成性、易表面修

饰、装载量大、稳定性好、容易通过组织间隙并被

细胞吸收等优点，已经成为基因载体方向中的研究

热点之一[48]．无机纳米载体主要通过物理、化学

等相互作用的方式吸附或接枝基因治疗药物．Lee
等[49]采用掺有锰的氧化铁磁性纳米粒子，如图 5所
示，在其表面修饰肿瘤靶向分子 RGD以及荧光染
料分子 Cy5，采用化学连接方式负载小干扰 RNA
分子，形成一个具有示踪功能和诊疗一体化的多功

能基因载体．Roy等[50]采用粒径均一的磷酸钙纳米

球负载 DNA分子，有效保护 DNA分子免受核酶
降解，同时在磷酸钙表面修饰了 p- 氨基 -l- 硫代
-茁- 半乳糖皮蒽，实现了 DNA 分子的肝靶向传
递．Mao组[51]采用 茁-环糊精修饰的量子点(QDs)用
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Fig. 4 Transfection efficiency of the complexes of pDNA with LWM鄄ch derivatives
on HeLa cells in vitro and in mice kidneys

图 4 疏水修饰的低分子质量壳聚糖/DNA复合物的体内和体外基因转染效率
(a)烷基侧链疏水修饰的低分子质量壳聚糖分子式. (b)疏水修饰的低分子质量壳聚糖 /DNA复合物对 HeLa细胞的转染结果图. : LMW-ch; :

HM(3%)-LMW-ch; : HM(18%)-LMW-ch. (c)疏水修饰的低分子质量壳聚糖 /DNA复合物体内肾脏转染结果图.
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于阿霉素和小干扰 RNA的联合给药，该给药体系
很好地实现了化疗与基因治疗的联合给药，同时可

以实时追踪治疗位点，对于肿瘤治疗具有很好的应

用前景．Guo等[52]采用电荷逆转材料修饰金纳米球

以负载小干扰 RNA，结果发现，该金纳米球负载
的小干扰 RNA可以有效降低核纤层蛋白的表达，
且其抑制效果优于商品化的 Lipofectamine 2000．
然而，采用无机材料制备的非病毒基因载体存在一

定的局限性，主要表现为其程序化较为复杂，必须

对无机纳米颗粒表面进行阳离子聚合物或者氨基硅

烷化等功能化修饰才可用于基因治疗药物的输递．

4 展 望

基因治疗药物输递系统在基因治疗中起着至关

重要的作用，它有效地增强了基因治疗药物的稳定

性、细胞靶向性和治疗效果．随着对基因治疗药物

输递系统的不断深入研究，基因治疗药物输递系统

的研究和应用已经取得了很大的进展．然而，目前

基因治疗药物输递系统仍然存在如安全性差、稳定

性不好和制备工艺复杂等缺点，给其临床的实际应

用带来很大限制．相信随着各项研究的不断深入，

基因治疗药物输递系统所遇到的各种问题会得以解

决，很好地实现基因治疗的临床应用．

此外，干细胞治疗与基因治疗相结合，在基因

治疗中具有很好的应用前景．干细胞，如间充质干

细胞、骨肌干细胞、造血干细胞、肝干细胞等，因

具有易于分离扩增、高度的自我更新能力、多向分

化潜能和很好的组织相容性，是基因治疗的理想输

递系统[53]．其输递方法如图 6所示，从人体内提取
的干细胞，在培养过程中利用基因载体成功转入外

源基因治疗药物，而后将改造的干细胞重新注入患

者体内，进行基因治疗[54]．

Gazit 组 [55]从人体骨髓中提取间充质干细胞

(human mesenchymal stem cells， hMSCs)进行培养
扩增，并转入表达人类 BMP-2成骨因子的重组腺
病毒载体，将该改造的间充质干细胞应用于基因治

疗，进行体外和体内的评估．在体外实验中，该基

因改造的间充质干细胞在培养过程中可以成功地增

殖和成骨分化．在小鼠体内实验中，基因改造的间

充质干细胞可以在异常部位嫁接并形成骨骼和软

骨，实现骨髓缺损再生．在骨质疏松的患者体内也

得到了相同的结果．Cartier等[56]从因缺少肾上腺脑

白质营养蛋白(adrenoleukodystrophy，ALD)而患有
肾上腺脑白质营养不良的患者体内提取自身的造血

干细胞(hematopoietic stem cells)进行培养，在培养
过程中成功转入表达野生型 ABCD1基因的慢病毒
载体，而后将基因改造后的造血干细胞重新输递入

患者体内．观察中发现，患者体内 9%～14%的粒
细胞、单核细胞、T淋巴细胞和 B淋巴细胞开始表
达 ALD蛋白，表明改造后的造血干细胞成功输递
入患者体内进行基因治疗．干细胞作为靶细胞进行

基因治疗，可以保证基因治疗药物在体内进行长期

有效的表达，在未来的基因治疗中具有很高的应用

前景．
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Abstract Gene therapy has rapidly emerged as a promising method for the treatment of numerous diseases.
However, the intrinsic deficiencies of gene-based drugs, such as enzymatic degradation in the body, poor
membrane penetrability and lack of target ability, have limited the development of its therapeutic application.
Herein, it is important for efficient gene therapy to develop efficient and safe gene vectors that can deliver the
gene-based drugs to targeted cells. This paper reviews the current development in gene delivery vectors, especially
summarizes the characteristic and development of viral vectors, non-viral vectors and nanoparticles with tracing
ability.
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