
第38卷 第l期
2009车

浙江大学学报(医学版)
JOURNAL OF ZHEJIANG UNIVERSITY(MEI)ICAL SCIENCES)

Vol 38 No 1

2009

http：∥WWW．journals．zju．edu．cn／med

非病毒基因载体的研究进展
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[摘 要] 理想的转基因载体应具有安全性高、生物相容性好、靶向特异性强及体内外转染效率高

的特性。非病毒基因栽体具有低免疫原性和易制备等特点，是一类较为理想的基因载体。
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基因治疗的关键是选择合适的基因载体及

基因导入方法，使目的基因能够在靶细胞中获

得安全、高效、可控且稳定的表达。目前，用于基

因治疗的载体主要有病毒载体(viral vector)和

非病毒载体(non—viral vector)2种。常用的病

毒载体，如腺病毒(adenovirus，AV)、逆转录病

毒(retrovirus，RV)，虽其经改造后去除了病原

性，保留了高的基因转染效率，但因制备困难、

目的基因容量小、靶向特异性差，以及自身免疫

原性和生物安全性问题，限制了它们的应用【l J。

而j}病毒载体具有低毒、低免疫反应，外源基因

随机整合率低且携带基因大小类型不受限制等

优点，已成为基因治疗中的热点和当前药剂学

研究的前沿课题L2‘3]。对于非病毒载体，其基因

传递方法又可分为物理法(carrier—free gene

delivery)和化学法(synthetic vector—based

gene delivery)[4西]。因此，无论是基因载体还是

传递方法的发展都将对基因治疗产生深远的

影响。

《Journal of Gene Medicine》对2008年在

临床基因治疗中所用载体的类型和各期基因临

床试验的情况进行了调奄。该调查发现在载体

材料的使用中，腺病毒载体占24．9％(367例)，

为各种载体之首，但进入Ⅲ期临床试验的基因

治疗占3．2％(47例)，见图1。也就是说在基因

治疗的临床应用上，研究者变得更谨慎和小心，

就目前基因治疗的状况而言，安全性，即致畸、

致癌和致突变，靶向特异性及体内转染效率等

问题，已成为基因治疗所遇到的瓶颈问题。因

此，如何研制出安全有效的、生物相容性好的基

因药物载体，如何提高非病毒性基冈载体的靶

向特异性和体内外转染效率，已经是追在眉睫

的关键问题。

l 裸DNA(naked DNA)

裸DNA能够转染大多数细胞。易大量制

备。但裸DNA转染效率低，基因表达时间短，因

此在临床应用上受到较大的限制L6-7]。目前，裸

DNA主要利用如针注射、电穿孑L、基因枪等物

理方法[8曲]，将目的基囚载入细胞中并进行

表达。

Bekeredjian等测试了在超声环境下，微泡

对基因转染的影响。载人DNA的微泡在超声的

辅助下町大大增加基因转染效率，并随着超声

强度的增加细胞死亡率也相应增加。课题组还

用靶向超声微泡的基因传递方法在肝肿瘤局部

注入高浓度的治疗药物，结果发现，能瞬时增加
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图1 2008年在临床基因治疗中所用载体和各期基因临床试验的情况

Fig．1 Vectors used in gene therapy and phases of gene therapy clinical trials in 2008

肝肿瘤组织的毛细管通透性。

电穿孔是利用瞬间电脉冲能可逆地增加细

胞膜通透性这一原理，将裸I)NA注人治疗部位

的同时，在局部加以合适强度和合适持续时间

的电脉冲，以利于I)NA分子进入细胞内。最近

研究显示Jfj纳米电穿孑L方法，即用毫秒或纳秒

级的电脉冲直接将裸DNA传递到细胞核内且

方法可行。

粒子轰击法，又称“基凶枪”，是在目的基因

内包以金属微粒(通常为1～3弘m直径隋性金

属颗粒)，通过电场或气压加速直接将其喷射到

细胞或组织表面，使DNA穿透细胞膜。进入细

胞质或细胞核中。目前，认为该法对于皮肤、黏

膜及外科手术暴露组织的基凶传递效果较为

理想。

2 脂质体和脂质体复合物(1iposomes or

lipoplexes)

脂质体是由磷脂双层构成的具有水相内核

的脂质微囊，其作为抗癌药物的载体对癌细胞

具有靶向性、无免疫原性、缓释时问长、毒副作

片J低及载药率高等优点。由于脂质体既能包封

脂溶性药物，又能包封水溶性药物，在肿瘤治疗

中显示出明娃的优越性。

近年来，国内外研究者在脂质体的制备【

艺、表面修饰、靶向性等方面进行r广泛研究，

前体脂质体、长循环脂质体、阳离子脂质体等新

型脂质体不断涌现，为脂质体的临床应用开辟

了广阔前景。前体脂质体是在普通脂质体制剂

中加入一定量的I^1相载体，通过不同的干燥工

艺使其形成流动性较好，易在水中分散或溶解

的粉末【I叫。North等n¨用脂质体包裹肿瘤相关

抗原BI。P25制成肿瘤疫苗，用于治疗IE小细胞

肺癌和前列腺癌患者，延长了患者的存活时问。

Richards等人[1纠将脂质体包被的多柔比星

(AI)R)对胃癌患者进行瘤周黏膜下注射，与单

独注射游离ADR比较，其在淋巴结内药物浓度

明显提高，而且持续时间跃、毒副作月J小、抗癌

疗效高。

3阳离子高聚物(cationic polymer)

阳离子高聚物载体足利用带正电的高聚物

静电结合浓缩DNA，再通过静电作JlJ结合细胞

膜或通过携带的靶向配体与细胞膜上的受体结

合，通过内吞、逃离内体和胞质转运的方式，使

I)NA进入细胞核，从而表达目的基因。阳离子

多聚物具有易合成和改性，无免疫原性，能与

DNA紧密结合，保护DNA免受核酸酶的降解，

便于进行靶向性及生物适用性改性等诸多优

点。常见的阳离子高聚物有聚赖氨酸、聚乙烯亚

胺、聚氨基酯、聚脒、壳聚糖树枝状聚合物等。

3．1聚乙烯亚胺(polyethylenimine，PEI)研

究表明，PEI在体内外均有较高的转染效率，但

是PEI不易被细胞内的酶代谢，易在核内聚集，

引起细胞毒性。冈此，需对PEI进行改性，使聚

乙烯亚胺表面聚乙二醇化，即“PEGylation”，以

减小其毒性。其中将聚乙二醇与聚乙烯业胺共

聚、聚乙二醇与聚乙烯亚胺偶合和聚乙二醇对

聚乙烯亚胺进行物理包裹等都是可选择的策

略。因为聚乙二醇的介入，使聚乙烯亚胺与

DNA所形成的微粒在血液循环中稳定性增加，

防lI：微粒在生理条件下聚集和沉淀。Thomas

等川不同分子最的聚乙二醇偶合于PEI 25 kDa

上，发现PEG在PEI所形成的微粒有不同的结
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构形式，如核壳结构(core—shell structure)和均

棚结构(homogenous)，其中均相结构微粒易被

细胞吞噬。他们还将三元共聚化合物hy

—PEI—g—PCI。一b～PEG应用于基冈药物的释放，该

共聚物的特点是可生物降解[13。。Kim将半乳糖

和聚乙烯业胺通过活性聚乙二醇的“桥”连接起

来，同时利川活性VS—PEG—NHS将R(；D短肽

键合于载体材料，偶合配体的聚乙烯业胺在基

凶转染实验中均显示靶向细胞选择性n“。

3．2生物相容性载体材料 为解决基囚载体

材料生物相容性的问题，天然高分子生物材料

叟Il胶原、透明质酸、壳聚糖和海藻酸盐等被用于

基因药物载体的研究。其中壳聚糖及其衍生物

在基因载体系统的研究最为广泛。Leong等Ll 5]

将壳聚糖先与DNA形成复合物微粒，把聚乙二

醇(NHS—PEG～MAI。)偶合于复合物微粒E，将

肿瘤细胞上具有靶向受体丧达的转铁蛋白

(transferrin)偶合在复合物微粒卜，形成一种

组装式、靶向性的转基因药物载体，该组装式载

体在HEK293细胞株上具有很高的转染效率。

Chong等n61将聚乙烯亚胺(25 k1)a)偶合于壳

聚糖上制成母体材料，然后把靶向于肝细胞的

半乳糖基键合于母体材料上，制成具有靶向肝

细胞的基冈药物载体。他们还将壳聚糖进行苷

露糖化作为靶向于巨噬细胞的f{：露糖受体，以

作为鼻腔内免疫体的辅助释放系统。

除壳聚糖外，植物多糖也足一类良好的载

体材料。大量的药理试验证明，多糖类药物上要

作用于免疫系统、血液系统和消化系统等。作为

基冈药物载体，多数植物多糖的结构本身不能

与质粒DNA结合，因此需要用化学方法对植物

多糖的结构进行修饰改性。由于植物多糖的糖

fj：环结构中带有丰富的羟基、羰基等，为载体材

本身的活化提供r可能性。Takedafl7I等报道了

用天然裂褶多糖(schizophyllan，SPG)、聚乙烯

亚胺和质粒DNA三元复合物在抗原递呈细胞

上被细胞存噬摄取的研究，川原子显微镜观察

丫细胞的吞噬过程，结果发现该复合物易被细

胞布噬，说明糖羟基的存在易使复合物在细胞

膜表面黏附及摄取。

环糊精(cyclodextrin，CyD)是直链淀粉在

由芽孢杆菌产生的环糊精葡萄糖基转移酶作JH

下生成的一系列环状低聚糖，其中具有重要意

义的是含有6、7、8个葡萄糖单元分子的a、口、7一

环糊精。在荩因药物载体中，由于其所具有的活

泼羟荩荩团，可以与聚阳离子材料(聚赖氨酸、

聚乙烯亚胺及树枝状高分子载体材料)结合，制

成具有生物相容性、可生物降解的基冈药物载

体系统。

Davis等n 8】报道用分子量为25 kDa的直

线型和树枝状聚乙烯业胺，分别偶合于经过活

化的p一环糊精I二，制得p—Cyl)一I，PEI和13-CyD

—bPEI，对所合成的载体材料进行体外细胞学

实验和体内动物实验。我们课题组用p一环糊精

上的活泼羟基，用N，N’一二羰基眯唑对环糊精

进行修饰，将低分子量的聚乙烯亚胺偶合于口一环

糊精上。得剑了满意的体内外转染效率n乳21‘。Li

』|j p一环糊精为核，将聚乙二醇穿过p环糊精的

空穴，再将小分子的聚乙烯亚胺偶合于J3一环糊

精的表而羟基上，形成一个多功能的组合式基

冈药物载体，所合成的载体材料极易溶于水体

系中，且有很强的DNA缩合能力，在HEK293

细胞卜表现出良好的转染效率[22|。同时，用低

分了量的聚乙烯弧胺经N，N’一二羰基咪唑活化

后，偶合于p环糊精的7个羟基上，形成一个以

p一环糊精为核、聚乙烯亚胺为侧基的树枝状聚

合物，为p一环糊精一聚阳离子材料在基凶药物的

研究领域开创了新的方法。

4配体介导的靶向载体

要使非病毒载体能在肿瘤细胞或特异组织

中定向迁移并携带I)NA进行细胞转染，就需要

在载体表面进行靶向基团修饰，使其具有靶向

特异性。叶酸、转铁蛋白、半乳糖、TAT肽及胆

甾醇等靶向配体偶合于载体上可以提高载体的

靶向性。

4．1 叶酸受体 研究表明叶酸受体在大部分

恶性肿瘤细胞表面均有过度表达。叶酸受体主

要有a—FR、p—FR和7一FR三种亚型，其中a—FR

在卵巢癌、子官癌、睾丸癌、肺癌等一些E皮组

织的恶性肿瘤细胞巾高农达；p—FR在头颈部鳞

状细胞癌及一些作上皮来源的癌组织中高表

达；7一FR分布很少，主要在血液组织出现恶变

时有过度表达。叶酸受体的表达水平与肿瘤的
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发展阶段有关，早期肿瘤的叶酸受体表达较低，

晚期及高度恶变的肿瘤受体表达增强。

用壳聚糖为核心偶合聚乙二醇形成亲水性

的载体材料，再将叶酸偶联于载体材料上，是一

种有效改善壳聚糖性质的方法。Yang等报道

壳聚糖经过聚乙二醇偶合后溶解性大为改善，

再偶合叶酸配体后，该载体材料就成为一种具

有一定靶向性的复合式基因载体[2 3。。

4．2转铁蛋白受体Wanger等将聚乙烯亚

胺与转铁蛋白偶合制成Tf—PEI共聚物，对50

种细胞进行了体外转染实验，发现Tf—PEI共聚

物对10种肿瘤细胞的转染具有较高的选择性；

同时，对动物进行了体内的研究，实验结果表明

其在肿瘤组织中的表达明显高于其它组织器

官。他们还用冷光共聚焦显微镜活体观察了Tf

—PEI／DNA和Tf—PEG—PEI／DNA复合物在荷

瘤小鼠中的分布及在肿瘤部位的迁移、富集，为

非病毒基因载体材料在动物体内的研究奠定了

基础02 4‘。

4．3短肽蛋白 1988年Green和Franke研究

小组Cz5D分别发现HIV一1的TAT短肽蛋白具有

穿越细胞膜进入细胞的特性，随后一批能跨膜

的短肽蛋白相继被发现，如Antp、VP22及

Transportan等。这类具有穿膜功能的短肽被

科学家统称为细胞膜穿透肽(cell—membrane

penerating peptide，CPPs)。CPPs不但自身具

有穿透细胞膜的能力，而且能够介导与其相连

的各种载体材料跨膜进入细胞，这对于不能靠

自身能力进入细胞的载体材料是个非常有意义

的发现。因此，有许多课题组开展了短肽蛋白介

导的穿膜体系研究，噬菌体展示技术已经筛选

出许多具有靶向功能的短肽蛋白。Yang课题

组将短肽TAT偶合于聚乙二醇一胆固醇载体材

料上，形成双功能靶向载体TAT—PEG—b—Chol，

其中TAT序列为NH2一YGRKKRR QRRR，结

合FITC技术和量子点技术发现，该组装式载

体在肿瘤细胞具有极高的转染效率比钊。汤谷平

课题组将TAT、MCl0和CYll等功能性靶向

短肽偶合于PEI—CD载体材料上，在体外细胞

转染实验中显示出较强的肿瘤细胞选择

性阿刎。

4．4激素受体雌激素受体、孕激素受体不仅

存在于性激素靶器官肿瘤，而且还存在于一些

非性激素靶器官肿瘤，如肺癌、甲状腺腺瘤、脑

膜瘤、黑色素瘤、食管癌、胰腺癌、肝癌等。这就

为以激素介导的基因药物治疗肿瘤及其他疾病

提供了可能。

Yang课题组用葵二酰氯(sebacoyl

chloride)和N一甲基二乙醇胺(N—methyldie—

thanolamine)合成聚(N一甲基二乙醇胺葵酯)

[poly(N—methyldiethanolamine sebacate)]。配

体胆甾醇则用溴乙胺(bromoethylamine)与酰

氯化的胆甾醇(cholesteryl chloroformate)在三

乙胺作用下，活化3位碳上带活性基团的胆甾

醇，然后与上述两个化合物结合，形成以聚

(N一甲基二乙醇胺葵酯)为骨架结构，胆甾醇为

侧链配体的基因药物载体。在HEK293、HepG2、

4T1、HeI。a、MDA—MB一231细胞株及骨髓干细

胞上均表现为低细胞毒性和高转染效率【3州。

5展 望

对非病毒性基因药物载体的研究是基因治

疗的重要方法和手段，除了研制安全有效的基

因药物、靶向特异性的载体外，对载体在亚细胞

的阻碍问题、载体的核定位信号问题、载体传送

过程的障碍穿透问题、小分子药物和基因药物

协同治疗问题、基因的免疫治疗和载体携带

RNA药物的研究都是目前基因治疗领域亟待

解决的问题及研究发展方向。
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中国博士后科学基金首批特别资助及第44批面上资助结果揭晓

近日，中国博士后基金会公布了首批特别资助及第44批面上资助名单。浙江大学共有28人获

博士后基金特别资助，67人获第44批博士后基金面上资助(其中16人获一等资助，51人获二等资

助)。获得特别资助人数和面上一等资助人数均列全国高校第二位。

中国博士后科学基金设立于1986年，旨在资助具有创新能力和发展潜力的优秀博士后研究人

员，每年分两批申报。2008年1月，中国博士后科学基金会重新制定了《中国博士后科学基金资助规

定》，在继续进行面上资助的同时，推出了特别资助办法，对在站期间取得重要科研成果和研究能力

突出的博士后研究人员给予资助。面上资助强度分为一等资助5万元和二等资助3万元两档；特别

资助给予一次性10万元资助金。据悉，我校申报中国博士后基金首批特别资助的获准率为54．9％，

高出全国平均数26个百分点。

  


