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［摘 要］　核酸类药物是在基因水平上发挥作用的RNA或DNA。目前应用较多

的有核酸适配体、反义寡核苷酸、信使 RNA、微 RNA、小干扰 RNA、小激活 RNA等。

核酸类药物临床应用面临稳定性差、靶向性弱、难以跨越体内屏障等难题。通过

核酸化学结构修饰可以提高部分核酸药物在体内的稳定性、靶向性，提高递送效

率，同时降低药物的免疫原性；应用核酸类药物载体可以帮助药物到达病灶，有助

于核酸类药物实现更高效的内体逃逸，促进药物在体内发挥作用。目前应用较多

的递送载体有病毒载体、脂质纳米粒、聚合物纳米载体、无机纳米载体、蛋白载体、

外泌体等。目前，单独的修饰或递送载体尚不足以克服众多障碍，将核酸化学结

构修饰与药物递送系统相结合有望实现更好的治疗效果，但后者技术难度和临床

转化成本也随之增加。针对更加简单实用、低毒高效、精准递送核酸药物载体和

核酸化学结构修饰的研发将成为核酸药物研发的热点方向。本文综述了核酸类

药物的修饰和递送研究进展，讨论了提高核酸类药物递送效率的对策，以期为核

酸类药物的转化应用提供参考。
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［Abstract］ Nucleic acid-based drugs, such as RNA and DNA drugs, exert their 
effects at the genetic level. Currently, widely utilized nucleic acid-based drugs include 
nucleic acid aptamers, antisense oligonucleotides, mRNA, miRNA, siRNA and saRNA. 
However, these drugs frequently encounter challenges during clinical application, such 
as poor stability, weak targeting specificity, and difficulties in traversing physiological 
barriers. By employing chemical modifications of nucleic acid structures, it is possible to 
enhance the stability and targeting specificity of certain nucleic acid drugs within the 
body, thereby improving delivery efficiency and reducing immunogenicity. Moreover, 
utilizing nucleic acid drug carriers can facilitate the transportation of drugs to lesion 
sites, thereby aiding efficient intracellular escape and promoting drug efficacy within the 
body. Currently, commonly employed delivery carriers include virus vectors, lipid 
nanoparticles, polymer nanoparticles, inorganic nanoparticles, protein carriers and 
extracellular vesicles. Nevertheless, individual modifications or delivery carriers alone 
are insufficient to overcome numerous obstacles. The integration of nucleic acid 
chemical modifications with drug delivery systems holds promise for achieving enhanced 
therapeutic effects. However, this approach also presents increased technical complexity 
and clinical translation costs. Therefore, the development of nucleic acid drug carriers 
and nucleic acid chemical modifications that are both practical and simple, while 
maintaining high efficacy, low toxicity, and precise nucleic acid delivery, has become a 
prominent research focus in the field of nucleic acid drug development. This review 
comprehensively summarizes the advancements in nucleic acid-based drug modifica-

tions and delivery systems. Additionally, strategies to enhance nucleic acid drug 
delivery efficiency are discussed, with the aim of providing valuable insights for the 
translational application of nucleic acid drugs.

［Key words］ Nucleic acid drugs; Gene therapy; Chemical modification; Drug 
delivery system; Review

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2023, 52(4): 417-428.]
［缩略语］ 信使 RNA（messenger RNA，mRNA）；微 RNA（microRNA，miRNA）；小

干扰RNA（small interfering RNA，siRNA）；小激活RNA（small activating RNA，saRNA）；

反义寡核苷酸（antisense oligonucleotide，ASO）；成簇的规律间隔的短回文重复序列

（clustered regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR）；CRISPR 关联

（CRISPR associated，Cas）；磷 酸 二 酰 胺 吗 啉 代 寡 核 苷 酸（phosphorodiamidate 
morpholino oligomer，PMO）；嵌合抗原受体（chimeric antigen receptor，CAR）；严重急性

呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）；

脂质纳米粒（lipid nanoparticle，LNP）；聚乙二醇［poly （ethylene glycol），PEG］；遗传

性甲状腺素转运蛋白淀粉样变性（hereditary transthyretin-mediated amyloidosis，
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hATTR）；马尔堡病毒（Marberg virus，MARV）；聚酰胺-胺（polyamidoamine，PAMAM）；

聚乙烯亚胺（polyethylenimine，PEI）；聚乳酸-羟基乙酸共聚物［poly （lactic-co-

glycolic acid），PLGA］；人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，HIV）；反

式激活蛋白（trans-activator，TAT）；1，2-二油酰-SN-甘油-3-磷酰乙醇胺（1，2-dioleoyl-
SN-glycero-3-phosphoethanola-mine，DOPE）；N-乙酰化的半乳糖胺（N-acetylgalatosa-

mine，GalNAc）；选择性器官靶向（selective organ targeting，SORT）
核酸类药物在遗传疾病、癌症、肝炎病毒、

2019 冠状病毒病等疾病的治疗上应用广泛，是当

今生物医药研发中较具发展潜力的药物类型之

一。核酸类药物通过调控基因的转录和表达过

程而发挥作用，主要包括 RNA 和 DNA，目前应用

较多的为反义寡核苷酸、mRNA、miRNA、siRNA、

saRNA 等。与小分子药物、蛋白药物等传统药物

疗法比较，核酸类药物具有设计简单、研发周期

短、成功率高、特异性强、能够在根本上调控致病

基因等优势，为众多难治疾病治疗提供了解决方

案。目前，核酸类药物存在的主要问题（附表 1）
是体内稳定性差，容易被体内的核酸酶降解或被

肾脏清除；其次，核酸类药物携带负电荷，难以跨

越屏障或跨膜到达胞内来发挥作用；最后，核酸

类药物在体内的靶向性弱，不能精准靶向目标细

胞或组织，可能会在实际应用中产生脱靶效应，

导致副作用从而损伤机体，进入细胞内的药物还

会面临被溶酶体水解的风险，以及在循环过程中

非特异性吸附蛋白而无法发挥作用。将核酸类

药物基本单位核苷酸中的碱基、磷酸基团、核糖

进行化学修饰能够改变核酸类药物的理化性质，

使其更加稳定，增强其抵抗内源性内切酶和外切

酶降解能力，从而提高递送效率。同时，靶向分

子修饰的应用，改变其组织分布、并降低药物的

免疫原性，初步解决核酸药物应用中面临的稳定

性、靶向性、免疫原性等问题。递送载体能够包

裹核酸药物，阻隔其与体内核酸酶的接触，提高

核酸类药物在体内的稳定性，同时载体能够帮助

核酸类药物跨过体内屏障，到达病灶处，有助于

精准治疗。载体的应用还能够防止其非特异性

地结合体内蛋白，并有助于实现在细胞内的溶酶

体逃逸，提高核酸药物治疗的有效性。因此，核

酸类药物化学修饰与递送载体相结合，共同发挥

作用，才能较好地满足临床治疗要求。

本文首先阐述了通过化学修饰和载体递送

系统克服核酸类药物的短板，然后针对影响核酸

类药物递送效率的关键问题提出了一些对策，旨

在为核酸类药物的转化应用提供思路。

1　核酸化学修饰

在早期核酸类药物研究中，许多核酸类药物

未经修饰直接进行动物体内研究，导致无法达到

预期的沉默效果，或是产生脱靶效应。目前，核

酸化学修饰广泛用于 ASO、siRNA、miRNA、mRNA
等核酸类药物，有助于核酸类药物在疾病治疗中

发挥作用。对核酸类药物进行修饰能够提高其

抗酶解能力，保持序列的稳定性并延长半衰期，

可以增加药物的脂溶性，降低免疫原性。同时，

化学修饰可以提高靶向性，如在核酸序列的末端

引入细胞表面特异性识别的配体或适配体，提高

核酸类药物的沉默效率和催化反应效率等。

1. 1　磷酸基团修饰

磷酸基团的修饰常在非桥连氧原子上进行，

应用较为广泛的是硫原子取代磷酸基团的一个

非桥连氧原子，从而形成硫代磷酸酯键。硫代磷

酸酯键有利于提高核酸的抗酶解能力、与血浆蛋

白的结合能力［1］，从而延长其在体内的循环时间。

然而，硫代修饰的不足之处在于其与靶序列的结

合力较弱，且高含量的硫代磷酸酯键可能会带来

细胞毒性和免疫刺激等副作用。因此，硫代磷酸

酯键的位置和数量对于递送效率也很重要。如

Alnylam 公司在 siRNA 反义链 5' 端和 3' 端的前两

个核苷酸处分别引入两个硫代磷酸酯键，在有义

链 5' 端的前两个核苷酸处引入两个硫代磷酸酯

键，可以得到较好的沉默效果［2］。改造后的硫代磷

酸酯键存在 Sp、Rp两种构型，见图 1。Iwamoto 等［3］

证明了硫代磷酸酯的立体异构会对 ASO 的治疗效

果产生影响，Sp 构型比 Rp 构型更稳定，且 ASO 可

以在体内保持更长时间的抑制效果。此外，磷酸

基团上的氧原子还可被各种胺基、硼烷基取代，或

整个磷酸基被酰胺基、胺氧基、烷氧基、三氮唑基

等取代，但这些应用均不如硫代修饰普遍。
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1. 2　碱基修饰

对碱基的修饰主要为碱基的取代基修饰或碱

基的替换，嘧啶的 5-位和嘌呤的 8-位是常用的取

代位点。常用的碱基修饰类型有假尿苷、2-硫尿

苷、N1-甲基假尿苷、5-甲基尿苷、5-甲氧基尿苷、

N6-甲基腺苷、5-甲基胞苷等，见图 2［4］。其中用假

尿 苷 代 替 尿 嘧 啶 是 常 见 的 碱 基 修 饰 之 一 。

Vaidyanathan 等［5］证明，替换成假尿苷可改善编码

Cas9 的 mRNA 的翻译并降低其免疫原性。此外，

N-乙基哌啶-6-三唑修饰的腺苷类似物可以阻碍

siRNA 与 Toll 样受体 8 的相互作用，降低了免疫原

性［6］。6'-苯基吡咯胞嘧啶是一种胞嘧啶类似物，

具有良好的碱基配对效应、热稳定性和强荧光

性［7］。siRNA 经 6'-苯基吡咯胞嘧啶修饰后其基

因沉默效果不受影响，且其荧光特性可用于检测

细胞内 siRNA 的摄取和运输。

1. 3　核糖修饰

核糖修饰主要有两种类型，一种是在其 2' 位

引入不同大小和极性的基团，常见的有 2'-甲氧

基、2'-甲氧基乙氧基和 2'-脱氧-2'-氟等［8］；另一种

是在 2' 位及其他核糖位点同时进行修饰，如锁核

酸、PMO 等，见图 3。

2'位修饰对于抑制核酸酶的水解很重要。

2'-甲氧基修饰是目前应用较广泛的核糖修饰手

段，可以增强药物与靶 mRNA 的结合性、抑制核

酸酶的水解、减弱体内免疫原性，并赋予核酸结

构一定的脂溶性。2'-甲氧基乙氧基是 2'-甲氧基

的类似物，具有相似的性质，但对靶 mRNA 的亲

和力和抗酶解能力更强［9］。2'-脱氧-2'-氟修饰可

以提高 siRNA 的亲和力和稳定性。

在核糖的 2'、4'位甚至整个糖环进行修饰也

会产生较好的效果。锁核酸是一种核酸构象的

限制性修饰，采用 C3'-内切构象，其可以仅用较

短的序列来保持较高的靶亲和力和抗酶解能力。

但短序列的锁核酸的脱靶效应和毒性问题较为

严重，因此实际应用中常采用解锁核酸、限制性

乙基桥核酸、三环 DNA、乙二醇核酸来替代，并且

将这四种核糖修饰与硫代磷酸酯修饰组合运用

可以获得更好的治疗效果。PMO 和肽核酸修饰

带来的电中性结构可以提高核酸类药物的稳定

性和亲和力。PMO 的水溶性较好，应用较

为广泛，目前一些 PMO 修饰的 siRNA 和

miRNA 已进入临床试验阶段［10］。PMO 还

可以进一步修饰，如引入穿膜肽和带正电

性的胺基，以提高其跨膜能力［11］。

2　核酸类药物载体

化学修饰可以在一定程度上提高核

酸类药物的稳定性、亲和力和递送效率，

但核酸类药物的大尺寸性、负电荷性和亲

水性导致其细胞通透性很差，难以跨膜进

入细胞，从而难以在体内发挥作用。因

此，选择合适的递送载体以及开发高效的

递送技术对核酸类药物治疗具有重要意

义。理想的药物递送系统应具有以下几

个特性：①良好的生物相容性，不引起机

体的免疫反应；②能够长时间在血液中循

环，免于核酸酶的降解；③较强的靶向性
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图1　硫代磷酸酯的 Rp、Sp 结构示意图
Figure 1　Rp and Sp structure of thiophosphate ester
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Figure 2　Structure diagram of several base modifications
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和特异性，能够在病灶处富集；④高细胞通透性，

便于细胞摄取；⑤能高效地从内体中逃逸，便于

在细胞内发挥作用。上世纪 80 年代，人们最早使

用病毒载体将外源基因递送到体内特定细胞，但

由于免疫反应和安全性等原因导致效果并不理

想。上世纪 90 年代，学者采用脂质体、聚合物、金

属纳米粒等作为载体来递送核酸类药物，提高了

药物的稳定性和生物相容性，见附表 2。

2. 1　病毒载体

随着基因工程技术进展，慢病毒、腺病毒、腺

相关病毒逐渐成为较为有效的核酸类药物递送

方法。慢病毒通过逆转录将目的片段整合到宿

主基因组中，目前常用三质粒体系构建病毒载

体，将表达外壳的质粒和插入目的片段的表达质

粒完全分开，从而提高递送的安全性。如 CAR-T
细胞疗法常采用慢病毒为递送体系来实现体外 T
淋巴细胞中 CAR 的表达，以提高 T 淋巴细胞对癌

细胞的识别和攻击能力［12］。腺病毒载体递送的基

因没有整合能力，降低了随机插入的风险，其包容

量是几类病毒载体中最大的，最高可以插入 7.5 kb
的外源基因片段，感染效率较高，感染后表达速度

较快［13］。因此，腺病毒载体递送在疫苗研制领域

得 到 较 广 泛 的 应 用 ，如 康 希 诺 生 物 公 司 、

AstraZeneca 公司和 Johnson & Johnson 公司

都选择了腺病毒载体递送 SARS-CoV-2 疫

苗。但腺病毒载体递送的安全性仍需要

不断优化［14］。腺相关病毒的免疫原性较

低，实际应用中去除了其整合到宿主基因

组的能力，提高了腺相关病毒载体的安全

性。但腺相关病毒的载体容量比较小，且

从感染到表达的时间比较长［15］。目前已

有几款使用腺相关病毒载体的药物，如

Glybera、Luxturna 和 Zolgensma［16］，这些药

物的价格较高，尚未广泛应用。

虽然病毒载体作为最早研究的核酸

递送系统存在一些缺点，但随着这些缺

点不断获得弥补，其在当今临床治疗中

仍占据着重要的地位。

2. 2　LNP
LNP 是一种直径约为 100 nm 的球形

载体，由中性辅助脂质、可电离的阳离子

脂质、胆固醇和 PEG-脂质组成。LNP 目

前已被广泛用于核酸药物递送，国际上

首个 siRNA 药物 Onpattro（用于治疗 hATTR）即采

用 LNP 进行药物递送［17］。LNP递送的 mRNA 疫苗

可以有效克服体内运输障碍，如稳定性差、靶向性

弱等。研究表明，使用 LNP 递送 mRNA 疫苗的效

率是病毒载体的 50~100 倍。非人灵长动物通过

肌内注射 10 μg 未经修饰的 mRNA LNP 疫苗，即

可使其获得狂犬病和 H1N1-HA 的抗性，且免疫

力持续长达一年，甚至优于常规疫苗的效果［18］。

同 时 ，针 对 2019 冠 状 病 毒 病 ，采 用 LNP 递 送

mRNA 疫苗也表现出优良的递送效果。研究者设

计 了 靶 向 SARS-CoV-2 病 毒 高 度 保 守 区 域 的

siRNA-LNP 系 统 ，最 终 病 毒 抑 制 率 达 90% 以

上［19］。因此，siRNA-LNP 递送有望作为当前疫苗

策略的辅助疗法，共同对抗 2019 冠状病毒病。

在治疗病毒感染性疾病方面，Geisbert 等［20］

在扎伊尔型埃博拉病毒 Kikwit 株哺乳动物模型

中，证明了 siRNA-LNP 系统的抗病毒潜力。研究

人员向病毒感染的兔子连续 7 d 静脉注射 2 mg/kg 
siRNA-LNP，最终实验兔子 100% 存活。该研究团

队还开发了一种抗 MARV 的 siRNA-LNP 系统，并

在感染了致死剂量的 MARV-Angola、MARV-Ci67
或 MARV-Ravn 病毒的豚鼠中测试其效力［21］。他

们为感染毒性最强的 MARV-Angola1 病毒的豚
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图3　几种核糖修饰的结构示意图
Figure 3　Structure diagram of several ribose modifications
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鼠连续 7 d 静脉注射 0.5 mg/kg siRNA-LNP，结果

实验豚鼠 100% 存活［22］，即使在感染后 3 d 开始

治疗（可以在血液中检测到病毒 RNA 的最早时

间 点），实 验 豚 鼠 也 可 以 100% 存 活［21］。 尽 管

siRNA-LNP 系统在治疗致死性病毒性疾病哺乳动

物模型中表现出较好的效果，但对于人类临床还

有待进一步深入研究。

2. 3　聚合物纳米载体

聚合物纳米载体递送是天然高分子或合成

高分子通过吸附、共价结合、交联和包埋等方式

结合药物，运输到体内病变部位的一种递送方

式。聚合物纳米载体的主要优点源于其多种多

样的化学和物理特性，其化学组成、分子量、多分

散系数等物理化学性质可以根据递送核酸类药

物的种类而设计。大多数聚合物纳米载体的共

同特点是结合了阳离子基团，其有助于聚合物包

裹负电荷的核酸类药物，也有利于结合细胞膜上

负电荷的糖蛋白［23］。但聚合物纳米载体递送核

酸类药物时需要克服两个障碍：内体逃逸障碍和

载体递送后的去向。目前，质子海绵效应可以解

释内体逃逸机制；应用可降解聚合物材料可以避

免聚合物长时间聚集在体内而产生潜在的毒性，

从而提高生物相容性［24］。

PAMAM 由于其多价结构，含有数百个伯胺

末端的偶联位点，便于在酸性环境中质子化并通

过质子海绵效应实现内体逃逸，因此成为目前广

泛研究的药物和基因载体［25］。通过 PAMAM 的胺

基部分与细胞特异性配体连接，可以提高递送靶

标的特异性。因此，以 PAMAM 为递送载体的肿

瘤细胞基因治疗也成为治疗肿瘤的一个手段［26］。

另一种质子海绵效应显著的化合物是 PEI，
其广泛应用于体内核酸类药物递送如 miRNA 和

siRNA 等［27］。除此之外，PEI 分子的电荷密度较

高，与内膜直接相互作用后会增加其通透性。但

高电荷密度会对细胞膜造成损伤，可能导致细胞

凋亡、坏死或抑制 ATP 的合成。并且 PEI 不能被

降解，长时间在体内富集会产生细胞毒性，也会

刺激机体免疫反应。为了解决上述问题，研究人

员将 PEI 与其他生物相容性强的聚合物结合，如

将 PEI 与 PLGA 混合或接枝可产生相对稳定的阳

离子载体，与质粒 DNA 和多肽同时络合，相比单

独 PEI 转染率更高［28］。

可降解聚合物材料生物相容性更强，在核酸

类药物递送中相对更安全。其可分为天然聚合

物和合成聚合物，天然聚合物包括结构蛋白和多

糖等，如阳离子胶原蛋白和壳聚糖，已成为核酸

载体的研究对象。合成的可降解聚合物是通过

硫键或酯键等生物可逆键将低分子单体组装而

成，包括聚乳酸、聚乙醇酸和 PLGA 等。这些材料

可以经过水解过程而缓慢降解，既有利于核酸类

药物的持续释放，也避免聚合物在体内富集的潜

在毒性。基于 PLGA 的递送系统目前已应用于多

种 核 酸 类 药 物 ，包 括 siRNA、miRNA 和 肽 核 酸

等［29］。聚 β-氨基酸酯是一类可降解的阳离子合

成聚合物，合成相对容易，且可根据递送对象进

行修饰，从而产生大量聚合物文库，这些文库在

不同应用对象中可以进行筛选和优化［30］。研究

表明，对聚合物结构的修饰可以优化核酸类药物

在儿童脑癌细胞［31］、肝细胞癌和视网膜色素上皮

细胞中的递送。

2. 4　无机纳米载体

无机纳米载体是以无机物为主体的递送系

统， 常用的无机纳米材料有金、银、磷酸钙、氧化

石墨烯、量子点和磁性纳米材料如氧化铁等。无

机纳米材料因其独特的电学、光学性质和生物相

容性以及低细胞毒性的特点而备受关注［32］。金

纳米材料具有柔性表面，这使得核酸可以直接与

金纳米粒结合。Son 等［33］利用 i-motif 二级结构创

造一种 pH 敏感的 siRNA-金纳米粒递送系统，可

通过 siRNA 沉默 PLK1（编码稳定染色体和有丝分

裂所必需的酶），进而诱导靶细胞凋亡。pH 梯度

变化可引起核酸构象改变，诱导 siRNA-金纳米粒

聚集，促进内体逃逸，从而释放 siRNA。另一项研

究发现 HIV-TAT 是一种关键的细胞穿透肽［34］。

HIV-TAT 可以促进细胞对多种分子吸收，因此可

以对无机纳米载体进行相应功能化修饰。由于

干细胞难以摄取外来物质，很难使用传统的非病

毒载体进行药物递送［35］。Peng 等［36］用 HIV-TAT
肽对金纳米粒和银纳米粒进行功能化修饰，载体

可以有效穿透表皮干细胞，且毒性较低。

量子点是一种基于半导体的单分散纳米晶

体。碳量子点是其中最典型的应用之一，其尺寸

通常小于 10 nm。碳量子点具有低毒性、高量子

产率、低光漂白、良好的水溶性、易于表面修饰和

化学性能稳定的特点。PEI、乙二胺、精胺和精氨

酸等表面修饰已广泛应用于碳量子点，且携带阳
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离子化合物的碳量子点可以有效地将治疗性质

粒转染到细胞中［37］。碳量子点可用于癌症靶向

治疗，Zhang 等［37］利用叶酸修饰掺杂了氮的碳量

子点，进一步与自噬抑制剂组合，并在多达 26 种

肿瘤细胞系中进行实验，最终实现快速（24 h 内）

抑制肿瘤细胞生长且杀伤效果显著。另外，碳量

子点还可以作为一种高效的荧光探针，实现核酸

标记和体内动态分布的实时跟踪［38］。例如用脂

质体包裹碳量子点可用于血管中肿瘤扩增的成

像［39］。Wu 等［40］运用碳量子点来递送 siRNA 进行

“可视化”的肺癌治疗。碳量子点的吸收光波长

为 360 nm，发射光波长为 460 nm，这是蓝光的波

长范围。由于其独特的发光特性和抗光漂白性，

碳量子点在未来活细胞和体内生物成像中潜力

巨大。

石墨烯是碳的同素异形体，由于其独特的光

学、热学和电学特性，成为一种新型纳米材料。

氧化石墨烯存在 π-π 堆叠非共价相互作用，可以

提 高 药 物 装 载 能 力 并 实 现 受 控 释 放［41］。 Kim
等［42］设计了一种刺激响应型核酸递送载体，由

PEG、PEI 和氧化石墨烯组成。氧化石墨烯纳米

粒吸收近红外辐射时，局部温度升高，导致内体

破裂，实现受控释放。同时，氧化石墨烯具有较

高负载力，可以将氧化石墨烯、PEI 和聚 4-苯乙烯

磺酸钠组装成纳米复合物来同时递送 miRNA 药

物和抗癌药物阿霉素［43］。

2. 5　蛋白载体

蛋白质具有良好的生物相容性、生物可降解

性，通常毒性较小［44］；且蛋白质具有两亲性，可以

与溶剂和特定药物如 DNA、RNA 等发生相互作

用，因此可以作为优良的核酸递送载体。有多种

蛋白质可用于核酸递送，如明胶、白蛋白、丝蛋

白、弹性蛋白、玉米醇溶蛋白等。

白蛋白是血液中的一种天然转运蛋白。白

蛋白的内部结合位点和表面活性基团使其能够

同时携带多种分子进行多功能治疗，且容易被修

饰。Han 等［45］用乙二胺对牛血清白蛋白表面进行

修饰，生成阳离子牛血清白蛋白，并与 siRNA 混

合，通过静电相互作用产生阳离子牛血清白蛋白/
siRNA 纳米粒。阳离子牛血清白蛋白既能保护

siRNA 不 被 降 解 ，还 能 够 将 siRNA 有 效 传 递 到

B16 肺转移细胞中。

玉米醇溶蛋白是存在于玉米种子中的一种

贮藏蛋白，Regier 等［46］证明其具有疏水性可以实

现核酸的持续递送。因其安全性目前已可用于

临床。Karthikeyan 等［47］扩展了 Regier 等的工作，

制 造 了 玉 米 醇 溶 蛋 白 纳 米 纤 维 用 于 持 续 递 送

siRNA 到皮肤成纤维细胞中以进行基因沉默。

2. 6　外泌体

外泌体是由多泡体与质膜融合以后释放到

细胞外，直径 40~160 nm 的膜性囊泡状小体。外

泌体作为天然的纳米载体可以装载多种类型的

药物，如小分子、核酸类药物、重组蛋白、CRISPR/
Cas9 等。外泌体的膜上具有特异性配体或黏附

分子，通过与受体细胞的膜相互作用，或被细胞

摄取等方式进行药物释放［48］。因此，外泌体可以

作为细胞内良好的核酸类药物递送系统。与脂

质体或其他聚合物纳米载体比较，外泌体含有跨

膜和膜锚定蛋白，可增强内吞作用，从而促进有

效药物递送［49］；肿瘤来源的外泌体的表面具有

CD47 分子，其能与巨噬细胞表面调节蛋白 α 结

合，逃避吞噬，提高药物在内环境中的稳定性。

外泌体为内源性的纳米粒，免疫原性较低，生物

相容性较高，安全性较高，跨越生物屏障（包括血

脑屏障和胃肠道屏障）的能力较强。不同来源的

外 泌 体 具 有 不 同 的 功 能 ，如 来 源 于 人 胚 肾

HEK293 细胞的外泌体具有免疫惰性，不会在体

内引发炎症反应［50］；癌细胞中过表达的 Rab27a
和 Rab27b 蛋白参与了外泌体的释放［51］，这些外

泌体由于与其亲本癌细胞相似可用于靶向递送；

单核细胞和巨噬细胞等免疫细胞分泌的外泌体

可以逃避免疫吞噬作用［52］。

目前已有许多利用外泌体进行核酸递送的

研究，随着 CRISPR 基因编辑技术的兴起，人们也

尝试利用外泌体递送 CRISPR/Cas9，通过基因编

辑手段治疗癌症。例如，Kim 等［53］采用卵巢癌来

源的外泌体在 SKOV3 异种移植小鼠体内递送

CRISPR/Cas9 质粒，能够抑制多聚（ADP-核糖）聚

合酶 1 的表达，且在瘤内注射治疗 20 d 期间肿瘤

体积几乎没有变化，而对照组肿瘤则持续增长。

除此之外也有多项研究表明，利用外泌体递送

ASO、siRNA、miRNA、mRNA 等核酸类药物也具有

良好的抗肿瘤治疗效果［54］。

外泌体药物递送研究也面临一系列挑战。

首先，如何大规模生产用于临床试验的外泌体？

Yang 等［55］报道了一种细胞纳米穿孔法来产生大

·· 423



浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）
量外泌体，比传统方法产量高出 50 倍。其次，如

何开发将药物装载到外泌体的新方法？传统的

装载策略效率较低，即使是应用最广泛的电穿孔

也容易引起核酸的聚集和降解以及改变外泌体

性质［56］。Hu 等［57］利用热稳定、可电离类 LNP 将

siRNA 装载到外泌体内，其具有良好的物理和化

学性质、热稳定性和高效的 siRNA 转运效率，最

后有助于实现癌症的精准化治疗。复杂的内环

境以及外泌体的异质性可能会影响外泌体的递

送效果。可以利用肿瘤患者自身肿瘤细胞产生

的外泌体作为递送载体，其对体内癌细胞具有较

高的靶向能力［58］。

3　提高核酸类药物递送效率的解决方案

体外构建完成的核酸类药物要想在体内顺

利发挥作用，需要克服重重阻碍。有许多关键性

的因素影响着核酸递送效率，如核酸类药物在体

内的稳定性、核酸类药物跨屏障到达病灶的能

力。同时，如何促进溶酶体逃逸、改善核酸类药

物的蛋白吸附、提高核酸类药物递送的靶向性对

提高核酸类药物的递送效率具有重要作用。根

据核酸类药物的作用机制，设置综合解决方案，

如选用恰当的核酸结构修饰以及药物递送载体，

辅以超声、激光脉冲等先进的技术手段，有助于

实现良好的治疗效果。

3. 1　增强核酸类药物的稳定性、延长半衰期

大部分核酸类药物为 RNA 单链结构，结构并

不稳定，在通过血液循环系统到达药物作用部位

时极易被内环境中存在的大量核酸酶所降解，半

衰期只有十几分钟，难以发挥治疗作用。另外，

网状内皮系统介导的免疫清除也是导致核酸类

药物半衰期短的重要因素。

对核酸类药物的糖基、碱基、磷酸基团进行多

种化学修饰，有助于维持其自身结构的稳定［59］，同

时提高了抗酶解能力。将 siRNA 碱基的腺苷替换

成用 N-乙基哌啶-6-三唑修饰的腺苷类似物［60］，也

可以降低其免疫原性，从而增加在体内的循环时

间。构建核酸类药物-LNP 纳米载体，将核酸类药

物包裹在脂质体的内部，有效地保护了核酸类药

物的结构。LNP 中性脂质 DOPE 以及胆固醇可以

增强脂质体的稳定性［61］，PEG-脂质结构可以阻止

调理素与核酸-LNP 结合，防止其被网状内皮系统

迅速清除，从而延长半衰期。构建核酸-蛋白载

体，利用蛋白质的两亲性与核酸相互作用进行药

物递送可以使核酸长时间在体内运输，且毒性

低，不易引发免疫反应。

3. 2　提高核酸类药物进入特定细胞的能力

大多数核酸类药物都是跟随血液流经全身，

因此需要跨过血管内皮屏障才能到达靶器官、靶

细胞。治疗神经系统疾病时，还要跨过血脑屏

障。通过在核酸序列末端或载体表面修饰特异

性靶向分子如瘦素、转铁蛋白受体的抗体等可以

帮助核酸类药物跨越血脑屏障［62］。此外，外加磁

场可以将超顺磁性氧化铁纳米粒加载的核酸类

药物靶向到特定位置［63］，并且暂时破坏血管内皮

屏障，激活细胞旁运输途径［64］，从而增加血管内

皮的通透性。移除磁场后，粒子间磁性相互作用

消失，防止超顺磁性氧化铁纳米粒在体内长时间

聚集。核酸类药物在肿瘤组织中由于高通透性

和滞留效应可以进行被动富集，但由于纳米载体

尺寸通常在 100~200 nm，不利于深入扩散到肿瘤

内部。因此，可以利用近红外光构建尺寸动态改

变的 LNP，使后者从 162 nm 变为 8.6 nm 左右，有

利于药物向肿瘤深部扩散［65］。

核酸类药物的细胞通透性是核酸类药物进

入细胞的关键。核酸类药物-载体复合物大多数

通过吸附性内吞作用、受体介导的内吞作用、巨

胞饮作用和吞噬作用进入细胞。因此，可以在核

糖 2'位引入烷基，增加核酸类药物的脂溶性［9］；核

酸类药物-LNP 中的胆固醇具有较强的膜融合特

点，可以促进内吞作用；使载体携带阳离子，可以

与膜上硫酸肝素蛋白多糖结合促进内吞作用［66］；

用 HIV-TAT 肽对金纳米粒进行修饰，可以使核酸

类药物-载体复合物有效地穿透表皮干细胞［36］。

上述化学修饰的方法可以提高核酸类药物的细

胞通透性，使药物能够成功进入细胞。除此之

外，超声、激光脉冲、电穿孔等物理辅助技术也可

以促进核酸向细胞内运输［67］，但尚未广泛应用。

3. 3　促进溶酶体逃逸

核酸类药物经过血液循环并跨膜进入细胞

后，会被运送到溶酶体，溶酶体中的酸性环境以

及多种水解酶会迅速使核酸类药物失活。因此，

对载体进行改造来促进内体逃逸是提高核酸类

药物治疗效果的关键手段之一。例如，核酸类药

物-LNP 中的阳离子脂质具有胺基头部，其可以根

据 pH 变化改变电性，在与溶酶体融合时可以促
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进内体逃逸；聚合物纳米载体中也含有许多胺基

类基团，可以在酸性条件下质子化，导致氯离子

和水流入内体，渗透压升高，膨胀破裂，实现内

体逃逸。两者都是根据质子海绵机制实现内体

逃逸，阳离子聚合物还可能介导内体的物理破

坏实现逃逸［68］。在无机纳米载体中，可以根据材

料的特性来实现内体逃逸。例如，Son 等［33］利用

i-motif 二级结构驱动构建 pH 敏感的 siRNA-金纳

米粒，通过 pH 梯度变化引起核酸构象改变，诱导

siRNA-金纳米粒聚集，促进内体逃逸；Kim 等［42］利

用氧化石墨烯构建光热转染的受控释放载体，氧

化石墨烯纳米粒在吸收近红外辐射时，局部温度

升高，导致内体破裂。

3. 4　改善蛋白质吸附

阳离子型载体虽然能够通过静电相互作用

包裹核酸类药物，提高核酸类药物的稳定性，进

而提高转染效率，但其可与多种细胞进行非特异

性结合，且在循环过程中会吸附大量蛋白，导致

复合体不稳定，掩盖靶向分子等［69］。使用其他非

阳离子型载体，如白蛋白载体、玉米醇溶蛋白载

体等，可以有助于减少运输过程中血清成分的

变化［70］。

3. 5　提高核酸类药物递送的靶向性

提高核酸类药物的靶向性是提高药物递送

准确性和治疗效果的关键手段之一，并且能减少

药物对非靶细胞的副作用。近年来，GalNAc 共轭

连接递送技术的开发大大改善了核酸类药物肝

脏靶向的递送效果。去唾液酸糖蛋白受体是在

肝细胞膜表面上高度特异性表达的一种内吞性

受体，可以介导 GalNAc 的内吞作用，GalNAc 是其

配体［71］。基于 GalNAc 共轭连接递送技术，目前

全球已上市的核酸类药物有三种：Alnylam 公司

的 Onpattro 和 Givlaari，以及 Ionis Pharmaceuticals
公司的 Tegsedi。其中，Onpattro 和 Tegsedi 通过靶

向干细胞来治疗 hATTR，Givlaari 用于治疗急性

间歇性卟啉症。

但针对肝外组织和细胞的靶向转运是核酸

类药物递送面临的挑战，目前的临床核酸类药物

尚未有肝外靶向的案例。很多细胞表面都缺乏

核酸类药物的靶向受体，这也限制了核酸类药物

的肝外靶向。因此，开发肝外靶向的核酸类药物

仍然需要更多的研究和发展。目前，Cheng 等［72］

开发了一种 SORT 策略，可以准确地将核酸类药

物递送到小鼠的肺、脾和肝脏静脉等部位。通过

添加补充分子（如正电荷脂质、负电荷脂质、两性

离子脂质等）调整递送载体内部的电荷来调整组

织趋向性［73］。实验结果表明，阳离子 SORT 脂质

可以使转染从肝转移到脾，然后转移到肺；而阴

离子 SORT 脂质能够促进脾脏转染。造成这种

SORT-LNP 的器官靶向特性的机制因素为器官水

平生物分布、酸解离常数和血清蛋白吸附。首先

LNP 表面 PEG 脂质解离暴露出内部 SORT 类分

子，暴露的 SORT 分子识别吸附不同的血清蛋白，

然后表面吸附蛋白与靶器官中细胞表达同源受

体相互作用，促进核酸类药物选择性传递到这些

组织。核酸适配体通过核酸的三维结构与靶分

子 结 合 ，提 高 核 酸 递 送 载 体 的 靶 向 性［74］。 由

Valeant 公司开发的第一款临床核酸适配体药物

Pegaptanib，用于治疗湿性年龄相关性黄斑变性，

为临床诊断和精准药物治疗提供新工具。

4　结 语

目前，核酸类药物已被广泛用于癌症、2019
冠状病毒病等疾病的治疗研究中，许多以前难以

治疗的疾病在核酸类药物递送手段下，也逐渐找

到了可行的思路。针对核酸类药物在体内稳定

性低，以及在治疗过程中靶向性弱、难以跨越体

内屏障等难题，对核酸类药物的结构进行化学修

饰、构建有效的纳米载体等手段显著改善了核酸

类药物的递送效率和治疗效果。 
进一步提高核酸类药物在体内的稳定性、增

强递送效率，降低免疫原性，促进核酸药物特定

组织细胞精准递送，是未来提高核酸类药物递送

主攻方向。目前，病毒载体应用较为广泛，LNP、

聚合物纳米载体、无机纳米载体和外泌体的研究

也逐渐扩大与深入，在实验研究和临床应用都已

取得较大突破，成为未来递送载体研究的重要内

容。一系列核酸结构的修饰以及药物递送系统

的研发可以有效地帮助核酸类药物顺利到达靶

点，调节基因的转录和翻译。单独的修饰或递送

载体尚不足以克服众多障碍，将核酸化学修饰与

药物递送系统相结合有望实现更好的治疗效果，

但其技术难度和临床应用转化成本也随之增加，

针对更加简单实用、高效低毒、精准靶向核酸药

物载体和核酸化学修饰的研发将成为核酸药物

研发的热点方向。核酸类药物递送是一个广阔
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的、富有前景的研究领域，但也充满了挑战，需要

不断探索。
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