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摘要    随着多个功能性核酸药物获得FDA的批准, 基因治疗近年来取得了长足的进步, 迸发了新的青春. 小干

扰核糖核酸(siRNA)是基因治疗的核心成员, siRNA的高效递送则是其临床转化的关键. 不同于传统阳离子脂质

体、聚合物等通过静电相互作用实现siRNA的负载压缩形成纳米递送体系, DNA纳米结构通过核酸亲和杂化作用

负载功能性核酸, 实现siRNA的递送和相应的基因治疗. 本文简要回顾了siRNA在基因沉默过程中的功能和机制,

介绍了DNA纳米结构作为载体用于功能性核酸递送的基本原理和优缺点, 进而详述了几类具有特色的DNA纳米

结构用于siRNA递送系统, 最后探讨了现有技术存在的挑战, 并对本领域的发展做了进一步展望.  
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众所周知 , 大多数疾病的发生与对应细胞基因

的变异息息相关 . 因此通过调控疾病相关基因的表

达可有效干预疾病的发生和发展 , 成为相关疾病治

疗的有效方式. 基因沉默是基因治疗方法中的一种, 

通常指通过抑制某些基因的过度表达从而达到治疗

疾病的目的 . 基因沉默根据其作用机制被分为发生

在转录水平的基因沉默(transcriptional gene silencing, 

TGS)以及转录水平之后的基因沉默 (post-transcrip-     

tional gene silencing, PTGS)[1]. 发生在RNA水平上的

PTGS相较于DNA水平上的TGS更普遍, 是目前研究

的热点之一 . 其中利用短链RNA实现RNA水平上的

基因沉默通常被称为RNA干扰技术[2](RNAi), 由Fire

和Mello课题组 [3]于1998年在秀丽隐杆线虫(C. Ele-
gant) 中首次发现 , 是一种由双链 RNA 诱发同源

mRNA降解的现象 . 早期研究中人们发现当外源性

双链基因(dsRNA)进入细胞转录时会被核酸内切酶

Dicer剪切成具有特定长度的短链RNA, 即小干扰

RNA[4](siRNA, 图1(a)). 切割得到的siRNA可被胞质

内的解旋酶解链成正义链和反义链 , 其中正义链被

切割成碎片 , 而反义链与细胞内含有各种核酸酶的

RNA诱导的沉默复合物(RNA-induced silencing com-

plex, RISC)[5,6]结合 , 并与其靶向的mRNA特异性结

合, 诱发mRNA的高效切割和降解, 进而抑制蛋白的

表达(图1(b)). 除了上述调控机制外 , 反义链核酸还

可通过空间位阻效应调控基因的转录 , 实现RNA前

体的选择性剪接、抑制蛋白的翻译[5]. 作为基因特异

性识别的向导, siRNA在RNA干扰过程中起着举足轻

重的作用[7].  

根据其作用机理, Elbashir进一步指出将切割好

的siRNA序列直接引入细胞可以避免Dicer酶催化反

应, 从而达到更好的基因沉默效果[8]. 目前siRNA治

疗通常递送的序列是由21~23碱基的双链RNA组成

的功能性核酸分子[9,10], 无需Dicer酶进行剪切. 短链

的siRNA可由固相合成方便地制备并且化学合成的 



 
 
 

    2019 年 4 月  第 64 卷  第 10 期 

1054   

 

图 1  (网络版彩色)siRNA结构及其调控基因表达的机制. (a) siRNA结构[4]; (b) RNAi干扰机制[5]  
Figure 1  (Color online) Structure of siRNA and the mechanism of RNAi-based gene regulation. (a) Structure of siRNA[4]; (b) the mechanism of 
RNAi process[5]  

siRNA也被证实可以有效的减少副作用 [11], 在糖环

和磷酸酯骨架上进行化学修饰可以有效降低免疫刺

激反应同时减少错配的概率 [12], 增强其在体内稳定

性和生物可获得性 , 使其逐渐发展成为极具潜力的

药物. siRNA药物最大的特点是其通用性, 通过改变

siRNA的序列设计, 可以非常方便地实现对不同目标

基因的调控, 抑制相应蛋白的合成, 改变细胞(如癌

细胞)的增殖情况, 达到治疗特定疾病的目的. 由于

siRNA药物为RNA分子 , 进入细胞后不会整合到目

标细胞基因当中, 不会永久性地改变基因组, 使得基

于此方法的治疗策略更易于控制且相对安全 [13]. 传

统的小分子化学药物以及蛋白药物的靶点通常是一

种蛋白质, 如受体、激酶、抗原等, 而以siRNA为代表

的核酸药物则将药物靶点扩大到蛋白质的上游RNA

分子, 从而极大拓宽了人类药物的来源和开发方向. 

相比于目前常用的小分子药物以及蛋白药物 , 基于

siRNA的核酸类药物优点和缺点总结如表1所示[14,15].  

siRNA类药物在治疗疾病上有诸多优点, 但仍存

在极大的挑战阻碍着它在临床上的转化. siRNA在基

因调控上相对于反义核苷酸策略具有更高的效率 ,  

表 1  小分子、基于蛋白质的药物以及siRNA药物的比较 

Table 1  Comparison of small molecules, protein-based drugs (including monoclonal antibodies) and siRNA drugs 

特性 小分子 蛋白类药物 siRNA药物 

作用方式 目标抑制或失活 目标抑制或失活 目标抑制 

靶蛋白位点 细胞内外 主要在胞外 几乎任何位点 

选择性和药效 可变(取决于结合位点和配体特异性, 它们的亲和力和效率等) 高度特异性和有效性 高度特异性和有效性

先导物优化 慢 慢 快 

制备 容易 困难 容易 

稳定性 稳定 不稳定 不稳定 

递送 简单 困难 困难 
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但与所有基因药物一样, siRNA药物的最大问题是如

何将其安全高效地输送到目标细胞中 [16]. 虽然裸露

的siRNA通过特定的化学修饰能够极大地提高其生

理稳定性, 其在输送过程中仍存在如下问题: (1) 极

易被各种核酸酶水解[17]; (2) 良好亲水性导致无法有

效被细胞摄取 [18]; (3) 体内半衰期较短 [19]; (4) 容易

引发机体的免疫反应[20]; (5) 易与血清蛋白和正常细

胞非特异性结合 [5]; (6) 尺寸小, 易被肾脏清除出体

内 [21]. 上述困难使得siRNA无法有效地在特定细胞

富集并发挥作用. 为了解决这些问题, 研究人员将焦

点转移到合适的输送载体上 , 已经开发出诸如病毒

载体、阳离子脂质体、聚合物等多种体系[22]. 非病毒

载体中纳米颗粒通常依赖其所携带的阳离子与

siRNA通过静电作用进行复合, 保护siRNA免于核酸

酶的降解 , 并且与细胞膜可通过静电吸引增强其进

入细胞的能力, 从而达到良好的基因调控效果, 目前

这些输送体系已有部分进入临床实验阶段 [23]. 但这

类阳离子载体通常会对细胞产生毒性 , 还容易导致

纳米颗粒在肾小球基膜上被分解掉 [24], 使得siRNA

过早从体系中释放出来被肾脏清除 . 因此找到安全

稳定的基因载体对于RNA干扰过程尤为重要 , 也是

目前致力于siRNA类药物开发和转化的科研工作者

们的重点研究方向之一.  

1  基于DNA纳米结构的输送系统 

自从DNA被确认为遗传信息的载体并最终确定

其双螺旋结构后, 关于DNA的功能研究一直是现代

科学中最为重要的内容之一 . 除作为基因在生物学

中处于中心地位外, DNA分子可以通过碱基互补配

对形成稳定的组装结构 [25], 基于DNA的可编程自组

装原理, 在材料学领域Seeman[26~30]开创全新的DNA

纳米技术 . 该技术通过核酸的序列设计 , 可由DNA

分子自组装形成基本的构建单元进行自下而上的组

装 [25], 从而制备结构和功能可控的纳米组装体 . 在

DNA纳米技术的发展过程中, Woo和Rothemund[31]进

一步提出了DNA折纸技术(DNA origami)同样成为

DNA纳米结构组装的利器 .  近些年来利用金属配

位 [32]或滚动圆环扩增(rolling-circle amplification, 

RCA)[33]等技术与DNA组装相结合制备一系列一维、

二维、三维纳米结构的新方法也不断崭露头角. 在结

构组装方面, DNA纳米技术可以说已经发展得炉火

纯青 , 通过设计人们已经可以组装出任何想要的结

构 [34~41]. 目前该领域新的发展趋势则着重于如何利

用其精确可控的组装结构实现其功能应用上的突破. 

作为生物体内的遗传信息载体, DNA与生俱来的生

物相容性和可降解性使其在药物输送方面具有其他

材料(如聚合物、无机纳米颗粒等)不可比拟的优势. 

但由于DNA骨架中磷酸二酯键使得DNA带强烈的负

电, 而细胞膜也具有电负性, 两者之间的静电排斥作

用导致未经修饰的DNA在没有转染试剂的情况下不

能有效地进入细胞. 然而经过组装得到的DNA纳米

结构则被广泛报道可以通过内吞作用被细胞摄取 , 

显示出比单链或双链核酸分子更高效进入细胞的能

力, 使得DNA纳米结构作为核酸药物输送载体成为

可能. 据文献报道, DNA纳米颗粒主要通过小窝蛋白

或网格蛋白介导的胞饮机制[42]到达细胞内的细胞器, 

如内质网、溶酶体. 在该机制下细胞对纳米颗粒的吞

噬有效粒径在20~200 nm[43~45]. 因此 , 目前大部分

DNA纳米颗粒主要控制在这个尺寸范围内. DNA纳

米结构进入细胞后 , 细胞内固有的核酸酶可以降解

纳米结构 [46], 从而规避了聚合物或脂质体等其他材

料普遍存在的毒性问题. 除此之外, 通过特定的修饰

方法, 可以向DNA纳米结构上引入更多的功能基团, 

比如适配体[47]、蛋白质[48]、受体等, 这种功能化DNA

纳米结构负载siRNA后可以增强对特定细胞的靶向

能力 ,  拓宽了其在药物靶向递送方面的应用 (表2).  

表 2  不同siRNA递送体系优缺点比较 
Table 2  Comparison of siRNA delivery vectors 

载体 优点 缺点 

阳离子脂质体 稳定、摄取率高 细胞毒性、副作用大 

阳离子聚合物 良好药代动力学特性 细胞毒性、特异性差 

病毒载体 递送效率高 序列整合改变基因, 存在免疫原性、安全性风险 

金属纳米粒子 生物相容性好, 表面功能化 成本高, 不易排出, 可能存在潜在毒性 

蛋白 高选择性、活性 成本较高, 生产工艺复杂 

DNA纳米结构 生物相容性、降解性好, 制备简易 稳定性不足, 目前难大规模生产 
 



 
 
 

    2019 年 4 月  第 64 卷  第 10 期 

1056   

近几年科研人员已经开发设计出了许多静态或动态

的DNA纳米材料, 用以携带小分子药物、抗体、免疫

佐剂、siRNA等进入目标细胞[49], 取得了很多令人鼓

舞的结果 . 以DNA纳米结构为基础的生物医学应用

以及生物表界面相互作用等方面的进展也有不少综

述进行了较为详细的总结 [49~53]. 与上述综述文章有

所区别 , 本文将聚焦于近几年DNA纳米结构用于

siRNA递送中具有代表性和启示意义的工作.  

2  不同种类的siRNA载体 

2.1  DNA纳米笼 

文献 [49,54~62]理论分析了DNA纳米结构用于

功能性核酸递送的可行性. 2012年, Lee等人 [63]证实

了自组装的DNA四面体可以成功地将siRNA输送到

肿瘤细胞中并抑制相应基因的表达(图2(a)). Lee用6

条30个碱基长度的DNA单链组装成四面体结构 , 四

面体的每条棱中间伸出一段核苷酸序列可以与

siRNA的3′端碱基配对, 从而使每个四面体都可以负

载6条siRNA. 得到的寡核苷酸纳米粒子(oligonucleic 

acid nanoparticles, ONPs)具有清晰确定的尺寸和形

貌 . 为了增强ONPs的靶向性 , 研究者还向四面结构

上引入叶酸配体 , 他们发现叶酸配体的数目和结合

位点对细胞内吞和基因沉默的效果有一定的影响 , 

实验证明至少需要3个叶酸分子才能对相应的基因表

达产生抑制作用. 随后他们在接种了KB异种移植瘤

的裸鼠体内进行了体内递送和基因调控实验 , 发现

携带有siRNA的DNA四面体可以有效减少目标基因

荧光素酶的表达, 同时不对细胞中的干扰素IFN-α产

生影响. 基于DNA四面体的ONPs成功地将siRNA输

送到肿瘤部位并在活体内实现了对目标基因的沉默

作用, 显示了较好的基因调控效果. 然而该四面体棱

上结合的siRNA完全暴露在核酸纳米结构之外, 在递

送过程中不可避免地会遇到各种核酸酶 , 存在易被

酶降解的问题. 但不可否认的是, Lee的工作打开了

DNA纳米结构递送siRNA的大门 , 对后续的相关工

作具有指导意义.  

除了DNA四面体 , 其他三维笼状结构也可以用

于siRNA的输送. 2016年, Sleiman研究团队[64]首次报

道了一种自组装的DNA纳米笼 (图2(b)), 可以包裹

siRNA并在寡核苷酸识别下实现有条件的释放. 在优

化设计的基础上, 他们组装了棱柱形的DNA纳米笼, 

并在DNA纳米盒两端设计了响应性的“门”结构 , 该

结构在生物体内遇到特定信号分子时 , 两条红色

“门”链发生位移 , 可以将空腔中的siRNA释放出来 . 

该研究中作者将担任“门”的两条DNA链设计为反义

寡核苷酸序列 , 使其可以靶向Bcl-2基因 , 从而实现

双重治疗. Bc1-2是细胞程序死亡过程中的主要调控

因子, Bc1-2的过度表达与肿瘤细胞的产生, 增殖等

密切相关 . 采用抗凋亡因子Bcl-2和Bcl-xL的反义核

苷酸链作为门控序列来控制siRNA的释放, 一方面本

身可以敲低Bcl-2和Bcl-xL的的表达 , “门 ”打开后

siRNA释放将进一步发挥基因调控的功能. 实验中作

者还利用FRET方法在分子水平上证明了组装的DNA

纳米笼可以实现siRNA等治疗性基因的有效释放. 此

项工作不仅巧妙地通过结构设计实现了siRNA的响

应性释放 , 更重要的是提出了利用DNA结构来对包

载siRNA进行保护的概念. 与先前siRNA暴露在DNA

四面体外侧不同 , 此结构中siRNA嵌入到纳米结构

中, 能够更好地规避核酸酶的降解, 使其在生理情况

下也表现出较好的稳定性 . DNA纳米笼作为载体设

计相对简单, 所需DNA数量少, 结构精确可控, 但纳

米笼本身属于比较开放的结构 , 其主体框架仍为

DNA双链 , DNA的排列不紧密 , 早期设计中DNA纳

米笼通常未在结构上做优化和保护性设计 , 容易受

到核酸酶的攻击, 影响其作为载体的稳定性. 为了进

一步提高纳米笼载体的稳定性, Sleiman研究团队[65]

通过在DNA立方体的顶点引入疏水性脂肪链段 , 利

用该脂肪链段与白蛋白的相互作用实现与白蛋白的

复合. 作者通过调控脂肪链段的空间分布, 验证了多

位点的脂肪链段修饰能够极大地增强白蛋白与DNA

立方体的结合常数, 从而形成稳定的白蛋白-DNA立

方体复合物 , 最终利用表面包覆的白蛋白的稳定性

和长循环特性来实现载体DNA纳米结构和所负载

siRNA的稳定 . 然而生物体内环境通常是复杂多变

的, DNA纳米笼负载siRNA能否真正的在体内高效发

挥基因调控作用还需要更多的动物实验进行验证 , 

同时如何实现靶向输送也亟待解决.  

2.2  DNA折纸结构 

DNA折纸方法构建纳米结构具有操作简单, 形

貌可控性强 ,  结构刚性大等优势 .  柯永刚研究团

队[66]利用DNA折纸的方法设计组装了不同形貌和大

小的长方形或管状纳米结构用于siRNA的递送, 并重 
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图 2  (网络版彩色)用于递送siRNA的DNA三维纳米载体. (a) 负载siRNA的DNA四面体递送系统[63]; (b) 内置siRNA的DNA纳米笼组装以及释

放示意图[64] ; (c) 表面结合人血清白蛋白的DNA立方体组装结构[65] 

Figure 2  (Color online) DNA three-dimensional nanostructures used for siRNA delivery. (a) Formation of siRNA-loaded DNA tetrahedron delivery 
system[63]; (b) schematic of responsive DNA “suitcase” for siRNA delivery[64]; (c) schematic of HSA-coated DNA nanocage to enhance the stability of 
drug delivery system[65]  

点探讨了不同DNA纳米结构形貌对其递送siRNA的

影响(图3). 研究中他们设计并制备了8种DNA折纸

结构, 分别为6螺旋宽、96碱基的长方形(6H×96BP- 

Rect)和管状(6H×96BP-Tb)结构, 6螺旋宽、192碱基的

长方形(6H×192BP-Rect)和管状(6H×192BP-Tb)结构, 

12螺旋宽、96碱基的长方形(12H×96BP-Rect)和管状

(12H×96BP-Tb)结构, 以及12螺旋宽、192碱基的长方

形(12H×192BP-Rect)和管状(12H×192BP-Tb)结构 .  
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图 3  基于DNA折纸结构的纳米载体. (a) 8 种不同形貌DNA折纸纳米结构用于siRNA的递送; (b) 靶标Bcl-2 基因的siRNA与DNA折纸纳米结构

的结合机制[66] 

Figure 3  DNA origami-based siRNA delivery systems. (a) Schematic illustration of 8 DNA origami nanostructures as carriers for siRNA delivery; 
(b) hybridization-based loading of anti-Bcl-2 siRNA onto DNA origami nanostructures[66]  

紧密堆积的折纸结构相比开放式的DNA笼状结构对

核酸酶具有更强的抵抗力 , 随后他们研究了这些不

同纳米结构对细胞摄取的影响 . 流式细胞术和共聚

焦显微照片表明相对于单独的DNA螺旋结构 , 组装

的DNA纳米结构在不同细胞 (H1299和DMS53)系的

内化效率都更高 . 同时他们发现相同形貌中尺寸略

小的DNA纳米颗粒比尺寸稍大的纳米颗粒表现出更

高的入胞效率 . 在优化选取最佳DNA折纸结构作为

载体后 , 他们将调控Bc1-2基因表达的siRNA结合到

6Hx96BP-Rect结构上进行体内体外实验 , 均表现出

显著的沉默Bc1-2 mRNA和蛋白质表达的效果, 最终

实现了对小鼠肿瘤的生长的抑制 . DNA折纸结构可

设计性强, 结构更为致密稳定, 有利于系统研究载体

形貌对递送效率的影响 , 使其具备成为高效递送

siRNA的载体的潜能. 但正如作者所言, 目前的纳米

颗粒载体还无法增强靶向性 , 减少对健康组织的递

送 , 成为其一大亟需解决的问题 . 同时此项研究中

siRNA仍然裸露于载体表面, 缺乏相应的保护, 未来

的设计可考虑构建致密的三维DNA盒子 , 并引入响

应型触发开关, 实现siRNA的保护性递送.  

2.3  基于RCA的siRNA载体 

在DNA纳米技术应用方面, 通过设计DNA组装

单元自下而上组装制备的纳米结构方法相对简单但

形貌控制和多样性不如DNA折纸技术 .  相比之下 , 

DNA折纸法因为设计复杂, 需要的订书机链数目繁

多使折纸结构的大规模生产受限 , 阻碍了其在基因

治疗上的探究 . 近年来利用滚动圆环扩增技术并以

扩增的核酸链为模板进行纳米结构的组装则能综合

两者的优点 , 并且其操作简便高效 , 成为DNA纳米

结构制备以及应用研究新的发展方向. Hong等人[67]

利用RCA技术设计了许多Y型的DNA结构 , 例如含

有159碱基的单链DNA模板可以自组装形成中心三

角结, 臂端为3个发夹环的Y-DNA结构(图4(a)). 其中

一个发夹环中含有缺口 , 可以将DNA引物嵌入 , 以

圆形Y-DNA为模板, 在Phi29DNA聚合酶的作用下持

续扩增可制备与Y-DNA模板互补的重复序列. 同时

通过引入PstI的酶切位点, 在PstI核酸内切酶作用下

就可以特异性地将扩增序列切割成短的片段 . 在退

火条件下 ,  这些片段可以自组装形成恰好与最初

Y-DNA模板互补的Y-DNA纳米结构 , 通过其3条臂

上的黏性末端 , 可以实现与siRNA的共组装 , 构建

siRNA递送体系. 这是首次尝试使用RCA技术和分子

自组装来制造用于siRNA递送的DNA纳米结构 . 随

后Weizmann研究团队[68], 也利用RCA技术得到的产

物作为脚手架 , 分别采用含有32碱基的短链和96碱

基的长链作为订书机链, 构建了周期性DNA纳米带

T(DNR-T)和纳米带S(DNR-S)(图4(b) )用于搭载

siRNA来实现癌细胞的基因调控和治疗. 研究中作者

在DNR-T结构上修饰了胺酯SPDP, 通过巯基交换反

应负载能够抑制survivin表达的siRNA, 并与人卵巢

癌细胞SKOV-3进行共孵育转染实验. 实时荧光定量

技术(Real-PCR)以及酶联免疫吸附试验(ELISA)结果

都表明, 凋亡抑制基因survivin的mRNA和蛋白表达

均明显下调, 证实了DNR-T可以在不依赖阳离子转

染剂的情况下将siRNA递送到细胞中发挥基因沉默 
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作用. 该研究中作者指出由于DNA纳米带结构坚固, 

并且其尺寸大于通常内涵体的大小 , 因此可能有助

于其成功逃离内涵体, 提高siRNA的递送效率. 除直

接将RCA长链进行折叠外, RCA扩增的长链还可以直

接与铆定siRNA的DNA纳米结构结合 , 构建不同形

貌纳米结构用于siRNA的递送, 例如Ren[69]以RCA扩

增的单链为模板 , 利用其重复序列绑定三角形DNA

结构单元并最终组装成为三棱柱型纳米管 , 在每个

DNA结构单元侧链上则可通过核酸杂交负载siRNA, 

实现siRNA的有效递送. 通过细胞实验, 作者证实这

种纳米管结构相对于裸露siRNA具有更好的细胞转

染效率 . 此外以RCA扩增的长链为模板 , 师冰洋课

题组 [70]利用核酸杂交还构建了DNA球形纳米线团 , 

进一步通过核酸杂交将siRNA负载在纳米线团表面, 

可形成类似于球形核酸(SNA)的siRNA递送载体. 利

用SNA具有无需转染试剂快速进入细胞的特质 , 作

者通过与HeLa细胞进行共孵育, 成功地实现了细胞

内荧光素酶基因的敲低 . 上述一系列利用RCA扩增

并结合核酸组装构建siRNA纳米输送体系设计简单, 

产率好, siRNA负载率高, 但初期的研究工作中大多

没有讨论这些纳米结构在体内的稳定性问题 , 作为

siRNA载体在血液循环以及活体中是否可以稳定存

在还需进一步研究.  

2.4  DNA纳米水凝胶 

DNA纳米水凝胶因其高负载能力和良好的可调

控性能被视为DNA纳米结构中的重要一员 [71,72]. 早

在2015年 , 谭蔚泓院士课题组就曾报道过可以利用

DNA纳米凝胶来输送反义寡核苷酸来调控靶向基

因[73]. 除了反义核苷酸, DNA水凝胶同样可以用来构

建siRNA递送系统 . 本研究团队 [74]利用水溶性的多

片段DNA接枝的聚己内酯(PCL)为底物, 将siRNA设

计为交联剂(linker)通过核酸亲和杂化组装形成包载

siRNA的纳米水凝胶, 在细胞和动物层面实现siRNA

的高效输送和基因调控 , 并在癌症动物模型中展示

了良好的基因治疗效果(图5). 在此研究中 , 通过无

铜点击反应我们将大量DNA接枝到生物相容性和降

解性良好的PCL上 , 形成水溶性的DNA-g-PCL梳状

聚合物. 接枝的DNA作为众多交联位点可以通过碱

基识别与siRNA结合, 最终形成包载了siRNA的纳米 

 

图 5  (网络版彩色)DNA纳米凝胶的形成和siRNA递送示意图[74] 

Figure 5  (Color online) Schematic diagram of DNA nanogel formation and siRNA delivery[74]   
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水凝胶. 通过调控DNA与siRNA linker的比例可有效

调控纳米凝胶的尺寸 . 形成凝胶后未参与杂化的

DNA保留在纳米凝胶外部 , 形成类似于球形核酸的

纳米结构, 有利于对细胞的转染. 同时负载的siRNA

被包裹在凝胶内部, 有效减少核酸酶的降解, 从而增

强了其生理稳定性. 在与血清和不同浓度RNase A共

混实验中, 纳米凝胶均显示了良好的稳定性. 同时我

们也证实纳米凝胶与RNase H孵育后由于特定的酶

切反应能够将负载的siRNA释放出来, 发挥基因调控

的功能 . 通过HeLa细胞共培育 , 纳米凝胶能够快速

地被摄取并有效敲低荧光报告基因EGFP基因以及癌

症相关基因PLK-1的表达 . 对荷瘤小鼠进行静脉注

射 , 相比于对照组可以明显的看到纳米凝胶能够有

效地敲低PLK-1在肿瘤细胞中的表达, 从而抑制肿瘤

生长 . 此工作从体内体外两个方面展现了DNA纳米

水凝胶作为siRNA载体在癌症治疗方面的巨大潜力. 

基于保护性的结构设计 , 纳米凝胶在血液循环中的

稳定性、细胞摄取及治疗效果方面均体现出明显优

势 . 当然修饰后的PCL生物安全性仍需要进一步的

考察 , 设计全DNA构建的具有良好稳定性的水凝胶

siRNA输送体系也是今后研究的重点. 

2.5  单链siRNA输送体系 

除了传统双链siRNA分子外, 单独递送siRNA反

义链也能够实现相应的RNA干扰基因调控. 毛诚德

研究团队与王冠松研究团队[75]在2015年首次报道了

基于DNA纳米管的siRNA递送工作. 他们使用了4条

DNA单链(L, M, S和S′)首先组装形成Y型结构单元, 

然后两个Y型结构单元组装成为二聚体形成特定长

径比的纳米管(图6(a)), 同时M链设计为携带黏性末

端并伸出纳米管外从而与siRNA反义链结合 , 实现

siRNA的递送. 实验中作者选取了mTOR作为靶标基

因, mTOR是一种调控细胞生长过程的重要蛋白, 也

是癌症治疗的重要调控通路 . 装备siRNA的DNA纳

米管进入细胞后 , 可以在正常和低氧条件下显著抑

制肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)的生长和增殖, 这种

DNA载体设计简单, 成本低. 但与前面大多数DNA

载体递送siRNA的工作类似, siRNA的负载后都处于

纳米载体表面 , 缺乏相应的保护机制 , 不利于提高

siRNA的生理稳定性. 2016年, 毛诚德与王冠松研究

团队 [ 7 6 ]又共同提出了一种将单链siRNA直接引入

DNA纳米结构中形成的DNA与RNA的杂交体系(图

6(b)). 作者以两种DNA:mTOR-1A和mTOR-2A组建  

 

图 6  (网络版彩色)基于DNA纳米结构的单条功能性siRNA递送体系. (a) 负载mTOR siRNA的纳米管递送系统[75]; (b) 三角形DNA-RNA杂交

体系的siRNA递送系统[76] 

Figure 6  (Color online) DNA nanostructure-based carriers for single functional siRNA delivery. (a) Schematic illustration of the mTOR siR-
NA-loaded nanotubes[75]; (b) schematic of triangular DNA-RNA hybrid system for siRNA delivery[76]  
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纳米结构并与表达mTOR的单链siRNA以1:3:3的比

例 退 火 组 装 形 成 三 角 形 的 DNA-RNA 杂 交 结 构

(ssRNA-TNP). 细胞摄取实验证明这种结构可以通过

大胞饮和网格蛋白介导的内吞方式进入细胞 , 与未

经修饰的siRNA相比显示出显著提升的细胞内化效

率. 在稳定性方面, 裸露的siRNA在与血清培养12 h

逐渐被降解 , 而ssRNA-TNP共孵育24 h仍然没有明

显的降解现象 , 说明该设计可以在一定程度上实现

siRNA保护, 提高其生理稳定性. 在此基础上他们以

肺癌细胞NCI-H292为模型研究了ssRNA-TNP对细胞

内mTOR基因的抑制作用, 发现该递送体系对mTOR 

mRNA和蛋白均具有显著的抑制效果 , 表明RNA/ 

DNA杂交结构也能作为有效的siRNA载体发挥递送

及治疗作用. 该设计结构简单, 制备方便, 错配的概

率小, 但是此类结构通常转染效率低, 需要转染试剂

的协助, 增加了细胞毒性. 如能够进一步与靶向基团

如核酸适配体结合可以提高其转染细胞能力 , 是今

后发展的方向 . 此外这类杂化结构进入细胞后还容

易受到特定核酸酶的影响, 例如RNase H会特异性地

切割杂化双链中RNA链部分 , 从而引起siRNA的快

速降解, 其长时间的稳定性可能会面临一定的问题. 

RNAi技术的另一个机制是通过shRNA被Dicer酶

剪切成siRNA从而参与到抑制基因表达的过程. Lee等

人 [77]曾经就金纳米颗粒和DNA寡核苷酸的偶联物用

于shRNA的递送进行了研究 , 发现这种基于DNA的

纳米载体同样可以将shRNA载入癌细胞, 同时下调了

Mcl-1基因和p53基因. 目前为止shRNA的递送主要依

赖于病毒和某些阳离子载体, 但是他们的工作让我们

看到了DNA纳米载体在这个领域的巨大潜力.  

3  挑战与展望 

作为新型基因载体 , DNA纳米结构具有诸多优

势, 如上面提到的优异的生物相容性和可降解特性, 

可控自组装赋予其结构的精确性和多样性 , 以及功

能性基团的修饰和引入赋予其功能的多样性 , 都为

其在生物医学领域的应用奠定了巨大的潜能 . 但要

将其付诸于临床转化应用目前仍面临巨大的难题 , 

就作为功能性核酸载体而言 , DNA纳米结构应用于

siRNA递送面临的挑战包括: 

(1) 稳定性问题. DNA纳米结构虽然生物兼容性

好, 但直接暴露在生理条件下容易被降解, 输送系统

的药代动力学比较差, 直接影响病症部位对siRNA的

可获得性, 导致可能无法产生有效的基因调控效果. 

通过结构上的设计可以有效提高DNA纳米结构的稳

定性, 例如采用紧密排布的DNA折纸结构作为载体, 

将siRNA负载在密闭三维结构内部都可以增加所负

载核酸药物的稳定性 . 同时对载体表面进行改性也

是有效提升其稳定性的途径之一 , 例如利用具有长

循环特性的蛋白进行包覆, Sleiman的工作已经充分

证明了这一点. 除了蛋白包覆外, 在药物开发中经常

用的表面PEG化也是增强输送体系稳定性和长循环

性能的好方法, 而目前这方面的例子还不多, 我们也

正在探索在负载siRNA的纳米凝胶表面引入PEG以

验证其对载体长循环性能的影响 . 值得注意的是

siRNA本身通过化学改性也能极大地提高其稳定性, 

进入临床转化的siRNA无一例外均采用了修饰后的

序列设计, 因此进一步提高siRNA递送系统的稳定性

难题也有赖于将化学改性和结构设计结合起来 , 使

其产生协同效应, 增加生物利用度, 减少药物注射次

数. (2) 免疫原性问题. DNA虽然具有良好的生物兼

容性 , 但DNA纳米结构作为外源性物质其免疫原性

一直是药物递送和基因治疗不可忽视的问题 . 虽然

大多数报道都揭示DNA纳米载体生物安全性良好 , 

但以细胞层面的评价居多 , 动物层面的评价还相对

较少 . 尤其是近来有报道外源性DNA作为佐剂能够

通过STING通路辅助激活天然免疫反应 [78], 提示以

DNA纳米结构作为siRNA载体可能带来难以忽视的

免疫原性 . 为此今后的应用研究中需要更多地考虑

DNA纳米结构的序列设计以降低其可能带来的风险. 

此外纳米结构的形状、表面修饰等多种因素对生物体

系的影响仍然不是很清楚 , 有待进一步的研究和探

索. (3) 靶向性问题. 目前DNA纳米结构的细胞摄取

机制研究相对还比较少 , 前期的探索揭示DNA纳米

结构进入细胞主要是通过小窝或网格蛋白介导的胞

吞机制, 缺乏特定的靶向性, 导致siRNA纳米载体不

仅能被病症细胞摄取, 也会被正常细胞吞噬, 导致特

异性差, 带来潜在的副作用. 因此如何增强输送体系

的靶向性也是科研人员需要努力的方向 . 在当前研

究中, 采用直接涂抹或注射siRNA可用于个别病症的

给药, 如视网膜黄斑病变、皮肤病、以及个别实体肿

瘤等. 而系统给药则主要靶向肝脏组织, 例如基于阳

离子脂质体、阳离子聚合物主要利用纳米尺寸效应在

肝脏部位聚集, 糖分子修饰siRNA利用表面受体作用

也能够很好地靶向肝脏细胞 . 以DNA纳米结构为载
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体如何通过设计引入其他靶向基团, 如多肽、抗体、

适配体等使其更好地实现靶向输送将是未来研究中

不可忽视的内容 . (4) 工艺和成本问题 . siRNA和

DNA的生产目前都比较成熟 , 但其综合成本仍远远

高于小分子药物 . DNA纳米结构的组装效率和纯化

也是制约其大规模生产的关键因素之一 . 目前基于

DNA纳米结构的siRNA递送研究仍处于实验室阶段, 

现有的制备方法能否转化为大规模生产并保证品质

和重复性也是极大的问题 , 例如绝大多数组装结构

难以保证产物的单一性, 纯化过程繁琐, 也缺乏统一

的质控标准. 如何简化合成步骤、降低成本、同时保

证输送体系质量统一也是这一类型siRNA药物从实

验室迈向产业化的过程中急需解决的问题.  

虽然存在上述诸多困难 , 但不可否认的是相比

于传统材料 , DNA纳米结构输送体系具有独特的优

势 . 一旦载体的上述挑战获得突破 , 除了siRNA外 , 

基于相同的原理DNA纳米结构也将很方便地移植到

用于输送其他功能性核酸, 如miRNA、质粒、基因编

辑工具等 , 极大地拓展基因治疗可选用的策略和工

具. 在与疾病的斗争中, 人类经历了从远古的神农尝

百草般在植物、动物、矿石中寻找天然药物, 到化学

合成药物、生物药物, 再到核酸药物、基因药物, 科

学的发展和技术进步使我们可以有更好的药物来治

疗疾病, 极大地改善了人类的生活质量, 促进了社会

的进步 . 虽然目前核酸类药物的发展还面临一定的

挑战 , 但我们相信在不久的将来这些难题终将在全

世界科研人员的努力下得以解决 , 基于DNA纳米结

构的siRNA输送体系在临床上也会发挥更大的作用.  
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Summary for “基于 DNA 纳米结构的 siRNA 输送体系的研究进展” 

DNA nanostructure-based siRNA delivery systems 
Han Xue, Xihui Gao & Chuan Zhang* 
State Key Laboratory of Metal Matrix Composites, School of Chemistry and Chemical Engineering, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 
200240, China 
* Corresponding author, E-mail: chuanzhang@sjtu.edu.cn 

With the approval of multiple nucleic acid drugs for clinic use by FDA, we witness a revival of gene therapy in recent 
years. As one of the most important drug candidates, small interfering ribonucleic acid (siRNA) plays an essential role in 
gene silencing. Although a large variety of siRNA delivery systems have been developed, lack of efficient way to deliver 
siRNA to target tissue remains as a hurdle that retards the translation of siRNA for clinic use. Different from traditional 
cationic liposome and polymer based nano-delivery systems that load and compress the siRNA by electrostatic interac-
tion, self-assembled DNA nanostructures can be equipped with functional nucleic acids by DNA hybridization, which 
further serve as vehicles for siRNA delivery. In this mini-review, first we introduce the concept of RNA interference 
(RNAi) based gene silencing and emphasize the importance. It is well known that siRNA can disturb the process of 
translating, silence genes, and further inhibit the expression of corresponding proteins via RNAi. However, naked siRNA 
is not stable during the circulation. Besides that, it is difficult for siRNA itself to enter the cells, demanding proper gene 
vehicles to assist its cellular and systemic delivery. Unlike traditional cationic carriers that are usually toxic to cells, DNA 
nanostructures have been verified with excellent biocompatibility and biodegradability. Along with the rapid develop-
ment of DNA nanotechnology and tremendous DNA-based nanostructures that have been assembled, more attentions 
have been paid on using DNA nanostructures as new carriers for siRNA delivery. Subsequently, we systematically sum-
marize the recent progress of DNA-based siRNA delivery systems, including their designs, structures, functions, and 
various applications. For instance, DNA nanocage is one representative carrier used for siRNA delivery. Lee once as-
sembled DNA tetrahedron with 6 siRNAs on each strut and folate ligands on its surface, achieving enhanced efficiency 
of siRNA delivery for both in vitro and in vivo. Sleiman group also reported a DNA “nanosuitcase” to encapsulate siR-
NA and release it upon specific trigger. By virtue of DNA origami, Ke et al. designed DNA nanoparticles to transport 
siRNA and further investigated the morphology influence on cellular uptake efficiency. Moreover, taking advantage of 
rolling-circle amplification (RCA) method, new DNA-based delivery systems with different shapes, including Y-DNA 
structure and periodic DNA nanoribbons, were developed for siRNA delivery. Except barely loading functional siRNA 
on DNA nanostructures, protecting siRNA from degradation in the new delivery systems is also important. Recently, we 
also reported a crosslinked DNA hydrogel platform for siRNA delivery, in which siRNA can embedded inside the nano-
gel to avoid the enzymatic degradation. Both in vivo and in vitro results revealed that the crosslinked nanogel had excel-
lent delivery efficiency and antitumor effect in an siRNA-based therapy. Despite great advances have been achieved, 
several problems remain to be solved in using DNA nanostructure for siRNA delivery. Lastly, we discuss the main chal-
lenges in this field, including the stability, immunogenicity, targeting capability, cost of the delivery vehicles and make a 
brief prospect. Once these problems are nicely addressed, we believe that DNA-based gene vectors will take a huge step 
toward practical use in clinic. 

gene therapy, siRNA, DNA nanostructure, gene vectors 
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