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摘要 小分子干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)因能快速抑制哺乳动物特定基因的表达而用于各种疾病的治疗，然而
选择合适的载体将 siRNA安全有效地转运进入靶细胞仍是制约 siRNA应用于临床治疗的重要因素．越来越多的转运载体被
开发出来，其中包括针对细胞表面蛋白的适配子(aptamer)．Aptamer是一种能与靶分子高特异性和高亲和结合的寡核苷酸，
已经越来越多地用于疾病的诊断和治疗．Aptamer作为载体介导 siRNA转运可提高治疗的靶向性并减少副作用，这将为
siRNA应用于临床靶向治疗提供一种特异有效的途径．目前，已经发现几种 aptamers可以介导 siRNA的转运，如 anti-PSMA
aptamer，anti-HIV gp120 aptamer，anti-CD4 aptamer等．本文将综述 aptamer介导 siRNA转运的最新研究进展．
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近年来，经过指数级富集的配基进化系统

(systematic evolution of ligands by exponential
enrichment，SELEX)技术筛选而得到的寡核苷酸适
配子(aptamer)的应用研究成为热点．该技术应用大
容量的随机寡核苷酸文库并结合体外 PCR 技术，
以指数级富集与靶分子特异结合的寡核苷酸．经过

多轮筛选，获得高亲和力、特异性强的寡核苷酸适

配子[1]．Aptamer由约 80～100 个核苷酸组成，能
形成特定的三维空间结构．Aptamer 的靶分子广
泛，可以是蛋白质、核酸、小肽、氨基酸、有机

物、金属离子等，甚至可以是细胞、病毒、细菌等

混合靶分子[2]．Aptamer在体外易合成或修饰，稳
定性好，与抗体相比，有较低的免疫原性，这些特

点使得 aptamer也被作为一种新型的“化学抗体”[3]

应用于疾病的治疗和诊断．然而筛选获得的 DNA
或 RNA适配子很少能直接被摄取进入细胞，使得
其在体内的应用受到限制，所以目前筛选的蛋白质

靶标多为细胞膜表面的分子．

RNA干扰(RNA interference，RNAi)最初是在
秀丽隐杆线虫体内发现的一种现象，并称之为转录

后基因沉默(post-transcription gene silencing, PTGS).
研究表明，siRNA可以经由 RNAi通路成功阻断哺

乳动物细胞内 RNA的表达[4]．体内外实验均表明

siRNA有潜在的治疗作用．目前体内研究的最大挑
战仍是 siRNA的有效转运问题，即如何将 siRNA
转运到靶向的系统、特殊细胞(如肿瘤细胞)或者病
变组织中[5-6]，而不会对正常细胞或者组织产生伤

害，这是制约 RNAi 应用于治疗的关键因素 [7]．

siRNA在体内不稳定，血浆中核酸酶的存在使其半
衰期短；同时 siRNA的极性，使其很难穿透磷脂
双分子层构成的细胞膜，不能迅速通过血管内皮，

易滞留于肝脾等储血器官而被肾脏排泄．全身给药

会使体细胞对 siRNA产生强烈的炎症反应和非靶
向细胞摄取大量的 siRNA．所以 siRNA(合适的剂
量)转运的效率、体内分布、生物利用度、转运载
体带来的毒性等方面是 siRNA用于治疗需考虑的
因素．目前研究证明，用 aptamer介导 siRNA传递
至细胞内导致相应基因沉默达到治疗效果是一种可

行的途径．
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1 siRNA的转运方法
目前 siRNA转运的方法有三类：第一类是体

外合成 siRNA所使用的外源性方法；第二类是基
因治疗方法，即通过质粒或病毒载体把 siRNA转
入细胞后进行表达，其他的则有高压注射法[8]，但

是此种方法对人体毒性很大，不适合体内使用[9]；

第三类是对 siRNA进行体外修饰(如：加入类脂、
胆固醇、蛋白质)[10]后进行转运．

1.1 外源性转运的方法

体外化学合成相应靶基因的 siRNA，通过对
siRNA 2忆位的改造及骨架的修饰可延长其半衰期．
合成的 siRNA可通过脂质体转染的方式转运至细
胞内．目前阳离子脂质载体[7]在治疗方面已经成为

最常用的核酸转运方法．体内试验表明，少部分脂

质载体能促进核酸的摄取，但外源 siRNA被普通
组织摄取会产生副作用．为了增强 siRNA的临床
效果，必须开发细胞或者组织特异性的转运系统．

1.2 内源性转运的方法

除质粒转染外，其他载体如腺病毒和慢病毒载

体也被成功开发．虽然病毒载体[11]在体外试验中有

很高的转染率而能被广泛应用于基因转运，但对于

生物体来说，其生物安全性问题仍难以克服．因此

siRNA治疗真正运用于临床之前，还需重视提高病
毒载体的安全性以及向特定靶向组织的转运效率．

1.3 最新的 siRNA传递
利用转铁蛋白与 茁- 环糊精共轭装载 siRNA，

胆固醇共轭结合 siRNA可阻止 HSV-2病毒的转移，
且对黏膜内皮细胞毒性小[12]，但是此种方法不能抑

制 HIV病毒的传播．
有研究表明，抗体碎片与鱼精蛋白形成共轭蛋

白(F105-P)可以将 siRNA 转运到 HIV 感染的细胞
中去，通过细胞的内吞作用介导 siRNA的转运[13].

综上所述，RNAi用于治疗人类疾病的临床试
验尚存在两个关键问题，一是合适的转运方式，二

是 siRNA的靶向转运的特异性及转运载体对人体
安全性．

2 Aptamer与 siRNA嵌合
Aptamer的特异性和靶向性使其成为一种有前

景的 siRNA转运载体．通过 SELEX技术筛选获得
的与细胞膜表面特定蛋白结合的 aptamer 能介导
siRNA的转运，这些蛋白质能被细胞内吞．近来发
现能介导 siRNA 转运至细胞内最常见的几种

aptamers 有 PSMA-aptamer， HIV gp120-aptamer，
CD4-aptamer等．大多数是以 aptamer- siRNA的嵌
合体形式介导 siRNA进入靶细胞．
2.1 针对前列腺特异膜抗原的 aptamer 介导
siRNA的转运

以 往 研 究 表 明 ， 前 列 腺 特 异 膜 抗 原

(prostate-specific membrane antigen，PSMA)是一种
内化蛋白，可不断地从细胞膜内化至前列腺癌细胞

内，PSMA 单抗的使用还能加速其内化速度 [14]．

Farokhzad 等[15-16]获得与 PSMA具有纳摩尔级结合
亲和力的 aptamer 并证明该 aptamer 能被细胞内
化．将 PSMA的 aptamer与纳米颗粒偶联，证实了
该偶联结构能以受体依赖的方式进入靶细胞．2006
年，McNamara等[17]首次利用 PSMA的 aptamer 与
siRNA嵌合，成功地将 siRNA递送至 PSMA过表
达的细胞中，在肿瘤异种移植鼠模型中注射 PSMA
aptamer-PLK1-siRNA复合体到 PSMA 表达的肿瘤
细胞中能导致肿瘤退化．Chu等[18]通过链亲和素标

记针对核纤层蛋白 A/C 的 siRNA 与生物素化的
anti-PSMA aptamer连接，诱使 PSMA表达阳性细
胞中的靶基因发生沉默．抗 PSMA aptamer的靶向
特异性还被成功用于递送其他肿瘤治疗制剂，包括

放射性核素、毒素和阿霉素等[19-22]．

由 siRNA融合 aptamer(通过筛选得到的具有三
维空间结构，能与细胞膜蛋白高效结合的 aptamer)
组成稳定的嵌合体，可用于 siRNA的转运并导致
体内目的基因沉默. Aptamer-siRNA(Aptamer-siRNA
Chimeras, AsiCs)的有效转染介导基因沉默取决于
aptamer对靶细胞膜上蛋白质的识别和结合. 静脉注
射 PSMA-AsiCs可沉默前列腺癌动物模型上的靶基
因表达[23]．

2.2 针对人类免疫缺陷病毒感染细胞上特异蛋白

的 aptamer介导 siRNA的转运
利用人免疫缺陷病毒(human immunodeficiency

virus，HIV)玉型包膜糖蛋白 (HIV gp120)的特异
aptamer 和 siRNA嵌合，能特异地将作用于 Dicer
底物的 siRNA分子转运至细胞内，通过 siRNA以
及 aptamer的双重作用抑制 HIV-1病毒的复制[24-25].
最近，Zhou 等 [26]报道了细胞类型特异性 anti-HIV
gp120 aptamers 介导 siRNA 的转运．HIV-1 gp120
在 HIV-1病毒入侵 CD4细胞中起重要作用．阻断
gp120 与 CD4 相互作用而使 HIV-1 无法进入并启
动细胞融合，是临床上用于治疗 HIV药物研究的
一个突破口．Anti-HIV gp120的 RNA aptamer进行
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2忆-F修饰后，能特异识别并迅速进入表达 HIV-1包
膜蛋白的细胞从而抵制 HIV-1 病毒的感染．其中
aptamer A-1连接上 siRNA形成嵌合体可将 siRNA
转运到 HIV-1 感染的细胞中．这种双重功能复合
体，使得合成核酸治疗制剂(aptamer-siRNA)用来抑
制 HIV-1病毒的感染成为可能，并可应用于抗逆
转录病毒疗法失效的艾滋病人的治疗．荧光定量

PCR 结果表明，anti-gp120 aptamer A-1 和 siRNA
的嵌合体作用于 CEM 细胞和人 PBMCs 细胞后，
tat/rev基因的相对表达量比 aptamer或者 siRNA单
独作用于细胞时低 50%，证明 anti-gp120 aptamer
能介导 siRNA 转运至细胞内并启动 RNA 干扰
作用．

CD4-AsiCs即 CD4-aptamer与 CCR5-siRNA的
嵌合体，也可有效地抑制 HIV 病毒的复制 [27]．

CD4-AsiCs 通过 CD4-aptamer 的靶向性进入 CD4
阳性细胞中，干扰趋化因子 CCR5的表达，并能有
效地被 CD4细胞摄取，也能被单核细胞衍生的巨
噬细胞(MDMs)吞噬从而发挥基因沉默作用．体外
实验发现，CD4-AsiCs可抑制性传播的 HIV 病毒
感染，对照组 PSMA-AsiCs则需通过转染才能进入
免疫细胞内(用阳离子脂质体转染到 MDMs或者电
穿孔法进入 T 细胞)．将 MDMs 和 CD4+T 细胞同
时感染 HIV-1BaL和 HIV-1IIIb病毒 48 h后，分别
用 CD4-aptamer、PSMA-aptamer 装载上 gag(编码
p24抗原的结构基因)和 vif(病毒颗粒感染性因子)
两种基因的 siRNA形成 CD4-AsiCs、PSMA-AsiCs
作 用 于 感 染 细 胞 ， 用 scrambled siRNA 和

CD4-aptamer 作为对照，流式细胞技术检测胞内
p24(HIV感 染的标志抗原)表达水平的变化．结
果显示，经 过 CD4-AsiCs作用的细胞 p24表达显
著下降；在 4 滋mol/L CD4-AsiCs处理 MDMs细胞
后，FITC标记的 HIV RNA的荧光强度几乎检测不
到．同时，实验证明 CD4-AsiCs并不引起细胞免
疫反应．

2.3 鸡尾酒疗法：硼烷代磷酸盐鄄siRNA鄄aptamer
复合物用于前列腺癌或乳腺癌的治疗

硼中子俘获治疗(boron neutron capture therapy，
BNCT)即应用热中子照射靶向聚集在肿瘤部位的
10B，10B俘获中子后产生重离子 琢和 7Li从而杀灭
肿瘤细胞．Shaw等[28]采用鸡尾酒疗法即形成硼烷

代磷酸盐 -siRNA-aptamer的嵌合体，aptamer将硼
烷代磷酸盐修饰的 siRNA递送进靶细胞介导基因
沉默，并联合硼中子俘获技术，共同用于前列腺癌

或乳腺癌的治疗．利用靶向抗癌的硼烷代磷酸盐 -
siRNA来控制细胞的新陈代谢，特异识别肿瘤细胞
的 anti-PSMA aptamer、anti-ERB2 aptamer 作为运
载试剂，硼中子俘获治疗技术用于照射癌细胞以达

到杀灭癌细胞的目的．

3 Aptamer鄄siRNA的优点
Aptamer-siRNA嵌合体的应用有以下特点：低

免疫原性，低毒性；靶向性高，副作用少；能在体

外大量合成且花费不高；很容易进行化学修饰改造

以减少降解并能改善药物在体内的药代动力学参数

等．相比抗体而言，aptamer分子质量小、组织渗
透性更好[29-30]．例如: A10 aptamer-siRNA嵌合体能
进入过表达 PSMA的细胞并且在 48h后干扰 PLK1
和 BCL2的表达，这是关于 aptamer介导 siRNA转
运至胞内从而导致基因沉默的一个重要例子[17]．

4 Aptamer被靶细胞内吞
Chen等[31]筛选得到针对转铁蛋白受体的 DNA

和 RNA aptamer，其中 DNA-aptamer(GS24)与去磷
酸 a-L- 艾杜糖醛酸酶共轭(GS24-dePIdu)能被 a-L-
艾杜糖醛酸酶敲除的老鼠纤维母细胞 (Idua -/ -)摄
取．酶与 aptamer的共轭体相对单个 aptamer来说
不易降解，能在一定浓度范围内被内吞进入细胞．

同样 aptamer与标记 Cy5的链亲和素共轭形成复合
物，内化到细胞后可通过激光共聚焦显像．该实验

证明复合物的 aptamer结合到转铁蛋白受体胞外结
构域后能启动受体介导复合物内吞作用并到达溶酶

体．Xiao等[32]筛选到针对 T细胞的 aptamer并证明
了这种 aptamer能被内化进入细胞．随后他们用此
种 aptamer形成酸稳定的药物共轭复合物介导抗癌
药物阿霉素的靶向转运[33]．

研究证明针对前列腺癌细胞上 PSMA的适配
子有内化作用[34-35]．核内体(endosome)都含有酸性
物质，aptamer装载药物被内吞之后在 pH较低的
环境下结构发生改变从而将药物释放出来．最近，

Zhang等[36]证明，特异识别乳腺癌细胞 MCF-10AT1
的 aptamer，KMF2-1a，能被内化进入细胞，胰酶
处理的方法来排除结合在细胞表面 aptamer 的干
扰，流式细胞检测结果证明了内化进入细胞内的

aptamer的存在．在整个过程中用链亲合素 -Cy5.5
标记 aptamer以作监测，结果显示 aptamer 是被核
内体内吞进入细胞的．因此 aptamer内化进入靶细
胞是用于介导 siRNA及其他药物转运的重要条件.
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6 Aptamer介导 siRNA传递的开发前景
随着特异受体靶向 aptamer的发现，针对许多

疾病的病变细胞、组织器官、某些病毒的生物标记

物的开发，aptamer-siRNA作为一种能阻断基因表
达并能促进细胞凋亡的制剂，具有方便、经济、安

全等特点，有着广阔的应用前景．Aptamer特异识
别膜蛋白并可作为载体转运 siRNA进入靶细胞或
组织用于治疗细胞特异性疾病[38]，此应用的前提是

这些疾病的病变细胞或者组织表达某些特异的蛋白

质，能通过筛选找到对应的 aptamer．目前越来越
多的能介导 siRNA 转运的 aptamer 被发现，这为
aptamer-siRNA共轭复合物的应用提供了方便，但
aptamer与 siRNA结合的方法也需得到改进．目前

主要存在的问题是 aptamer大都是通过体外筛选得
到，由于空间结构的差异，体外筛选得到的

aptamer不一定能特异识别体内的靶标分子．同时，
治疗和诊断疾病的精确的病变生物标志物不明确，

就无法找到针对性强的 aptamer，如肿瘤细胞因为
不同的类型、分化程度及其病变位置都会影响生物

标志物的类型或者表达水平．所以针对活细胞及病

变组织 aptamer的筛选更能切合实际，适用于介导
siRNA的靶向转运和治疗并能为临床诊断提供有价
值的方法．筛选 aptamer新方法的建立与开发也为
aptamer介导 siRNA转运系统的发展提供了有利条
件．相信 aptamer-siRNA嵌合体的开发和利用将成
为 siRNA应用于临床治疗中经济有效的方法．

Fig. 1 Aptamer and siRNA connected by streptavidin[18]

图 1 链亲和素桥连接的 aptamer鄄siRNA嵌合体[18]

5 Aptamer鄄siRNA嵌合方式
合 成 aptamer-siRNA 嵌 合 体 的 方 法 有 将

aptamer与 siRNA直接连接在一起．也有通过媒介
使两者模块化，这样复合体更加稳定有效，如用链

亲和素作为非共价连接桥，易操作，易模块化．

如图 1所示，Chu等[18]合成了带有 biotin标记
的 siRNA(B-siRNA)，中间连接有二硫键的 biotin
标记的 siRNA(BSS-siRNA)，二硫键(BB)有利于作
用于细胞时 siRNA的释放．同样带有 biotin 标记
的 anti-PSMA aptamer与有 4个结合位点的链亲和
素一起进行孵育，在链亲和素桥上，通过链亲和

素 -生物素结合使 siRNA、链亲和素、aptamer 三

者形成了稳定的共轭复合物(图 1)．LNCaP细胞是
过表达 PSMA的细胞．实时荧光定量 PCR结果显
示：与用转染试剂盒 Oligofectamine转染 siRNA作
对比，未经过其他方式处理的链亲和素桥、

anti-PSMA aptamer和 B-siRNA加入至 LNCaP细胞
可在 30 min 内抑制 lamin A/C mRNA 的表达．该
实验还证明庞大体积的链亲和素的存在不影响

siRNA的功能．很显然，aptamer有效介导 siRNA
的转运方法可能适用于任何只要有表达 PSMA或
者可以设计表达 PSMA的细胞．这种多价模块能
增加嵌合体的活性，Wullner等[37]也用这种性能开

发了二价 aptamer嵌合体来介导 siRNA的传递．

BSS-siRNA

B-siRNA

siRNA

链亲合素

Anti-PSMA
aptamer

B

B B B

B B

S S
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Aptamer 酝ediated 阅elivery of 杂mall 陨nterfering RNAs*

TAN Yan, ZHANG Xing-Mei**
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Abstract The ability of small interfering RNA (siRNA) to inhibit mammalian gene expression is being exploited
as a new class of therapeutics for a variety of diseases．However, the efficient and safe delivery of siRNAs into
specific cell populations is still the principal challenge in the clinical development of RNAi therapeutics．Many
potential delivery vehicles and vectors have been explored including the aptamers targeting cell surface proteins．
Selected nucleic acid binding species (aptamers) are high affinity and specificity for their targets, and they have
been effectively applied in targeted therapy and diagnostics of diseases．The aptamer-based delivery of siRNAs
can often enhance the therapeutic efficacy and reduce the unwanted off-target effects of siRNAs．Nowadays, some
kinds of aptamers are able to mediate the delivery of siRNA, such as anti-PSMA aptamer, anti-gp120 aptamer.
I will review the latest progress about aptamer mediated siRNA．
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