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基因治疗的输送屏障及输送载体的研究 *
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摘要：基因治疗是将可具有治疗性的基因导入病变细胞以达到治疗遗传性疾病或获得性功能缺损疾病的治疗手段，是一种极具

潜力的新型治疗方法。然而基因治疗面临着一系列临床应用障碍，其中缺乏理想的基因输送载体是首要问题。绝大多数基因治疗

方案受困缺乏安全有效的基因输送手段，载体要达到目的地发挥作用，需要克服一系列复杂的体内生物屏障，包括细胞外屏障和

细胞内屏障。目前基因输送载体主要分为病毒载体和非病毒载体，其中病毒载体天然进化至可进入宿主细胞，具有输送效率高，

靶向性好的特点，但存在长期安全性的缺点。非病毒载体主要包括阳离子脂质体和阳离子聚合物，由于易于制备和无免疫原性、

安全性好，被认为是更有潜力的输送载体，是目前研究的重点。本文结合基因治疗输送屏障的理论基础及临床研究，对基因输送

载体系统的现状进行了综述。
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Study on Gene Delivery Barries and Vectors for Therapy*

Gene therapy, i.e., the expression in cells of genetic material with therapeutic activity, holds great promise for the
treatment of a wide range of both inherited and acquired diseases. The lack of delivery system becomes the only key obstacle for bringing
DNA/siRNA to clinical therapy. Majority of clinical projects suffer from lacking of safe and vectors, in order to target and play its role,
carries need to overcome a series of complex bio-barriers in the body, including extracellular barriers and cellular barriers. Between the
two major systems for gene delivery, viral vectors take advantage of the facile integration of the gene of interest into the host and high
probability of its long-term expression but are plagued by safety concerns. Non-viral vectors, including cationic liposome and cationic
polymer, have been proposed as a more promsing alternatives to viral vectors because they avoid the inherent immunogenicity and
production problems that are seen when viral systems are used.This paper summarizes basic principles and clinical researchs in gene
therapy, giving an overview of gene therapy vector systems.
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前言

随着分子生物学技术和人们对人类基因组研究的迅速发

展，基因本质的新认识给治疗人类重大疾病带来了转机，

DNA/siRNA有巨大潜力成为革命性的新药。基因治疗（Gene
Therapy）是将可具有治疗性的目的基因导入患者体内并使其

有效表达从而达到治疗遗传性疾病或获得性功能缺损疾病的

治疗手段。不同于大多数传统治疗的仅仅只针对症状，基因治

疗的目的在于一方面可以通过阻碍甚至消除病变细胞的突变

基因，从而实现纠正遗传缺陷治疗，达到治疗白化病、结肠息

肉、肌肉萎缩症等先天遗传病的目的；或者可以直接输送遗传

物质至人体靶细胞，通过改变现有基因表达、调控天然蛋白表

达，成为治疗心血管、神经系统疾病和肿瘤等后天疾病的新型

分子治疗手段。基因治疗作为一个新的广阔治疗平台，适用于

大多数疾病，有重要优势。

1基因治疗的临床研究

涉及基因治疗的体外研究实验始于 1989 年，Rosenberg[1]

等第一次使用逆转录病毒介导的新霉素抗性基因编码的肿瘤

浸润淋巴细胞（TIL）前输注到黑色素瘤患者，人们把基因治疗

发展的二十多年分为两个时期，第一个十年里，科学家们主要

作体外试验探索这种新的治疗方式的安全性，90年代后期发

展迅速，全世界的科学家们报告了无数小型、大型人类疾病的

动物模型的成功治疗案例[2]。后期主要期望能够获得基因治疗

的临床实验成功。治疗重症联合免疫缺陷病（SCID）是迄今为

止最成功的临床试验案例之一，明确建立了证明基因治疗的确

可以助于治疗疾病的证据。目前为止在临床治疗上，取得了最

大成就的当属单基因遗传病基因的治疗。

2基因输送的屏障
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把基因从试管输送到穿过靶细胞胞膜面临一系列障碍。包

括理化性质的挑战如细胞外环境中，载体必须保护核酸，避免

体内核酸酶的降解并保持稳定，以及体内屏障包括在血管中血

液流动中保持稳定、穿透血管壁和周围组织，并特定靶向到靶

细胞上等。

2. 1细胞外输送屏障
2.1.1 核酸凝聚 通过聚阳离子核酸载体通过本身结构携带的

正电荷与核酸物质磷酸骨架上的负电荷之间的静电结合力，聚

阳离子可以包裹、压缩核酸物质形成紧实的纳米颗粒，通常是

环形或球形的结构。不受保护的质粒 DNA等核酸物质会迅速

被酶降解，而聚阳离子 -核酸复合物结构则可以通过空间位阻

阻碍核酸酶的接近，从而保护了核酸在细胞外环境的稳定性。

2.1.2细胞靶向 基因输送的病变细胞不同，则所需基因治疗的

特异性程度有很大的差别。很多膜上蛋白的受体配体的相互作

用也常被作为靶集团用来增加细胞靶向，例如叶酸修饰的衍生

化糖苷聚合物 [3]，可以选择性靶向到对应类型细胞的受体蛋

白。

2.2 细胞内输送屏障
2.2.1 细胞中传输及核内定位 阳离子载体 -核酸复合物逃出

内吞体进入细胞质后，携带 DNA的载体就要穿过细胞质到达

细胞核，然而，胞浆中充满了大量的阻碍聚合物移动的蛋白，微

管以及其他细胞器。研究表明，复合物在胞质的移动能力依赖

于复合物粒子尺寸的大小[4]，长度 3000对以上的 DNA基本上

没有流动性。

2.2.2 内吞逃逸 内吞逃逸往往被认为是在基因传递中的最关

键的步骤。聚合物进入细胞一般是通过细胞内吞机制，内吞后

进入细胞形成内涵体，释放 DNA/siRNA的生物途径是从早期

内涵体开始的，在质子泵 -ATP 酶的作用下，囊泡内持续积累

质子产生酸化作用使 pH 降至 5-6，晚期内涵体的 pH 约为
5.0-5.5，最终晚期内涵体将与溶酶体融合（此时 pH 值约为
4-5）。融合后的酸性内涵体－溶酶体中充满了降解核酸的酶，

此时存在的任何核酸被假定为被降解。只有在前期逃逸出内涵

体进入细胞质的 DNA/siRNA才可能进入细胞核。所以人们在

设计核酸载体时，希望控制核酸及时从早期内涵体逃逸出，防

止最终被降解。

为了克服这个障碍，研究者们曾设计出许多策略。氯喹可

以在酸性囊泡内聚集从而缓冲 pH 的降低，体外转染时，同时

用氯喹处理细胞，可以提高载体的输送机能[5]，虽然氯喹在体外

研究中被广泛使用，但无法应用于临床试验。还有一些研究人

员曾做过这样的尝试：将灭活的完整腺病毒接到聚赖氨酸上，

由于病毒本身已进化到具备内吞逃逸的能力，此聚合物输送基

因的效率提高了 2000倍[6]，有些研究者利用融合膜的病毒[7]接

枝，但是这个策略由于其难以制备以及难以避免的免疫安全性

问题同样不能应用与临床实验中。另外，合成的 pH敏感的多

肽也可接枝到聚合物上介导内吞逃逸的过程，原理是多肽在酸

性条件下结构发生变化并破坏囊泡的膜。值得一提的是，1997

年，Behr首次提出了质子海绵假说[8]，“质子海绵假说”化合物[9]

包括聚乙烯亚胺（PEI）和聚酰胺 -胺树枝状聚合物（PAMAM）

等可利用其特有的机制完成自身的内吞逃逸。

3基因输送载体

外源基因输送系统主要分为三类：物理导入载体、重组病

毒载体和合成非病毒载体，载体物理导入是指用物理方法将核

酸物质直接输送至靶细胞的方法。 人们曾试验并建立了许多

提高注射裸DNA传输效率的方法，如电穿孔（Electroporation）、

超声波（Ultrasound）、高压注射（High pressure injection）、基因枪

（Gene gun）、粒子轰击(Particle bombardment)等[10]，但核酸物质

靶向到特定组织、细胞的能力依然非常有限。病毒的主要活动

是高效地携带基因从一个宿主细胞，进入新的靶细胞，并将基

因物质释放至细胞核并启动其基因组表达最终实现自我复制

的目的。可以利用病毒的这种天然的能力构建一种合成基因运

载工具。但安全问题一直是困扰重组病毒性基因载体临床应用

的主要瓶颈。病毒载体虽然显示了高的转染效率，但由于病毒

的变异会引起潜在的致病危险，并且病毒表面成分会引起人体

免疫反应，同时病毒的制备和纯化困难且携载基因容量小，上

述这些问题都严重阻碍了重组病毒载体成为一种临床上有效

的输送载体。合成非病毒载体更具有优势是因为合成载体可以

提供化学结构上的灵活性、免疫的安全性且制备简单、可大规

模生产。一般情况下，合成载体利用静电作用力凝聚 DNA或
RNA，包裹形成直径约为几十到几百纳米的颗粒，从而保护核

酸物质并介导其进入细胞发挥作用。目前，合成的非病毒载体

主要分为两类：聚阳离子基因载体和阳离子脂质体载体，它们

与核酸复合形成的复合物分别叫阳离子脂质体复合物

(Lipoplex)和聚阳离子核酸复合物(Polyplex)。Felgner[11]在 1987

年首次发现阳离子脂质体可用于基因输送，脂质体的结构不仅

影响脂质体核酸复合物表面的性质，还会影响脂质体和核酸结

合时的相互作用，因为其表面带有大量正电荷，从而提供了很

高的携带基因进入细胞的效率 [12]。由于其相对较高的输送效

率，阳离子脂质体曾一度成为研究最广泛的合成载体[13]。但是

脂质体核酸载体有一些关键的局限，包括脂质体核酸复合物载

体在体内、外不可避免的毒性，制备的难度，以及其不稳定性，

限制了它的临床应用。聚阳离子包括天然现存的高分子化合物

以及专门为基因输送设计合成的高分子，是一类非常有前景的

非病毒基因载体，与脂质体相比有更大的可行性进行结构和修

饰，同时易于用配体修饰结构改善靶向性，使得聚阳离子有潜

力克服细胞内、外的一系列屏障[15]。

4结论和讨论

核酸输送是一个具有多步过程的复杂机制，在这过程中的

任何一个过程出现不足则会导致载体效率的剧减[14]。在过去的

二十年内，基因输送系统的研究已经取得了很大进展。病毒在

长期自然进化过程已经能够具备克服每个障碍的职能，但其潜

在的致病危险，且病毒表面成分会引起人体免疫反应限制了其

基因输送的临床应用。物理方法直接导入核酸方法虽然简单可

行，但输送效率低而且缺乏对特定疾病的有效策略。

合成非病毒载体系统由于其化学结构的灵活性，输送的安

全性以及易于制备的特点，合理化构建的基因载体有可能实现

核酸输送必须的所有功能。聚阳离子基因输送系统期望的特性

应包括生物兼容性(低毒型、非免疫原型和体内稳定性)、有效的
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基因释放、能规模化生产和储存稳定。目前尚不能达到这些目

标，需要进一步研究开发。随着各项研究的不断深入，相信非病

毒基因治疗所遇到各种问题将会得到解决，使基因治疗成为临

床治疗的新手段。
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