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　　摘要：壳聚糖是一种天然的生物可降解性�生物相容性好而且安全无毒的多糖�因而它成为基因治疗载体
研究的热点。本文就近年来壳聚糖及其衍生物作为基因载体转染的研究进展和现状作简要的综述�并对转染
率的影响因素如壳聚糖的分子量、粒径、脱乙酰度等进行着重介绍。
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自20世纪90年代初期首例基因治疗临床试验获得成功后�人们对基因治疗的临床疗效充满信心。
然而1999年美国宾夕法尼亚大学却发生了因应用重组腺病毒载体不当引发机体致命免疫反应而死亡的
“杰辛格事件” ［1�2］；在2000年法国也发生了用逆转录病毒载体基因治疗重症联合免疫缺陷病而诱发白血
病的恶性事件�因此使得基因治疗的载体问题引起关注。

目前�基因治疗常用的载体系统主要包括两大类：病毒载体系统和非病毒载体系统。病毒载体系统
有逆转录病毒载体、腺病毒载体、腺相关病毒载体等。尽管病毒载体系统基因传递效率高达90％以上�
但仍存在许多难以克服的局限性［3］�如逆转录病毒不能感染非分裂细胞；腺病毒不能稳定整合于宿主细
胞基因组内�故难以长期稳定表达�甚至可能引起机体强烈的免疫反应；腺相关病毒载体容量小�难以为
大片段基因所利用且制备困难。于是研究者把目光转移到安全无毒而且无免疫原性的非病毒载体。传
统的非病毒载体如裸 DNA、脂质体、阳离子多聚物等�虽然安全但基因传递效率极低难以获得有意义的基
因表达［4］。因此�发展基因治疗的关键在于开发安全、有效并具有优良特性的非病毒基因转运载体系统�
近年来发展起来的一种新型非病毒基因转运载体－－－壳聚糖�除了具有可生物降解性和低细胞毒性等优
越性之外�还具有独特的跨细胞膜能力而倍受关注［5］。本文就近年来壳聚糖及其衍生物在基因治疗中的
应用进展作一简要综述。
1　壳聚糖性质

1811年�法国人 H．Braconnot 用温热的稀碱溶液反复处理蘑菇提取到甲壳素至今�人们对甲壳类物质
的研究己经100多年了�现在全世界每年由生物合成的甲壳素约为100亿吨�可提取壳聚糖已达20亿吨
以上［6］�壳聚糖成为自然界中仅次于纤维素的取之不尽、用之不竭的第二大天然生物有机资源。壳聚糖
（chitosan）也称为几丁聚糖�是甲壳质（chitin）部分脱乙酰后的产物�脱乙酰度和分子量是其两大理化指
标。甲壳质广泛存在于蟹、虾、金龟子等甲壳类动物外壳和香菇等真菌类以及细菌类细胞膜中。它是由
2-氨基-2-脱氧葡萄糖单体通过β-（1�4）糖苷键连接起来的直链多糖�学名为（1�4）-2-氨基-2-脱氧-β-D葡萄
糖［7］�具有无毒安全�生物相容性好等优点。壳聚糖在发酵、造纸、烟草、纺织、医疗、农业、环保、日化等领
域均都有较深入的应用。
2　壳聚糖基因载体

1995年�Mumper等［8］首次报道壳聚糖溶液与 DNA以自聚集的方式沉淀能得到一种粒径大小为150
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～500nm的复合物�壳聚糖/DNA复合物的平均粒径与所用壳聚糖分子量有关（108～540kDa）�而与缓冲液
组成无关�于是初步认为壳聚糖有用于基因治疗载体的潜质。实验证明�该复合物转染效率仍低于阳离
子脂质体和病毒载体�但壳聚糖作为天然高分子所具有的生物可降解性、良好的生物相容性、无毒安全等
特性却引起研究者的兴趣。随后Mao等［9］在制备壳聚糖/DNA复合物之前对进行壳聚糖用醋酸进行预处
理�用 NaOH调节其 pH至5∙5～5∙7左右�并在壳聚糖与 DNA形成复合物的反应中加入 Na2SO4。结果得
到大小在200～500nm结构紧凑的壳聚糖/DNA 复合物微球�该报道首次得到壳聚糖促进转染的正向数
据。
2∙1　壳聚糖粒径

基因转染是一种检验基因载体递送性能最有说服力的手段。无论是评价所设计载体的性能�还是应
用载体进行基因治疗�都要用基因转染来作为评价方法。从载体递送基因的释放角度看［10］�壳聚糖/DNA
复合物的粒径大小尤为重要�尺寸的变化将严重影响复合物在体内的循环时间、靶向细胞的进入以及在
体内的效用。虽然有许多有关壳聚糖转染的相关报道�但是关于壳聚糖/DNA复合物的大小与转染率的
关系�不同研究者所得的结论似乎是矛盾的。一般情况下�纳米粒子粒径在100nm 以下能够很好的保证
细胞对粒子的内吞［11］。Illum等［12］合成出粒径为20～500nm壳聚糖/DNA复合物�实验表明粒径越小的复
合物越容易被细胞内吞或者胞饮�因而转染效率就越高。Erbacher 等［13］发现壳聚糖/DNA 复合物的粒径
为50～100nm时�进行体外实验的转染率甚至比PEI的还高。但是Nakanishi等［14］的研究表明中等粒径大
小为0．4μm～1．4μm的壳聚糖/DNA颗粒具有最高的转染率�而小于400nm的复合物的转染率反而降低。

对于壳聚糖/DNA复合物粒径大小的影响因素也有报道�包括有壳聚糖的分子量、DNA浓度、盐浓度、
pH值、电荷比率和温度等�Mao等［15］总结研究了影响壳聚糖/DNA复合物粒径尺寸的因素�发现复合物的
粒径尺寸主要由 N/P 比决定�而 Na2SO4的浓度为2．5～25mmo/l L 时对复合物的粒径无明显影响�而且
DNA的大小为5．1～11．9kb时对复合物的尺寸也无影响。
2．2　壳聚糖分子量

关于壳聚糖纳米粒的分子量对转染效率的影响以及如何选择合适的分子量也是壳聚糖作为基因载

体研究中的重点。Ishii等［16�17］研究壳聚糖分子量、体系 pH值、血清浓度等对不同的细胞的转染效率影
响�结果显示壳聚糖的最佳分子量取决于细胞系�10～50kDa的壳聚糖是最好的基因载体�而分子量的大
小可能影响到壳聚糖/DNA复合物的稳定性、细胞转运的效率以及细胞内吞后 DNA从复合物上酶解等。

Richardson等［18］采用三组分子量分别为小于5000Da�5000～10000Da�大于10000Da 的高纯度壳聚糖
片断用碘标记后包裹 DNA对雄鼠进行体内实验�结果表明这些低分子量的壳聚糖既无溶血性又无生物
毒性�而且能够与 DNA形成复合物保护其不被酶解�同时他们还发现分子量越低的壳聚糖在肝中的累积
量越低�因此推测分子量更低的壳聚糖也可能作为基因载体。Lee等［19］采用分子量为22kDa的低分子量
的壳聚糖进行基因转染实验�发现与高分子量的壳聚糖不同的是�低分子量的壳聚糖在水中极易溶解�且
在生理缓冲液中便可以与DNA形成复合物�结果表明低分子量的壳聚糖的转染率比裸DNA和PLL都高�
用MTT 法证明其的生物毒性比 PLL还低。Mao等［20］在研究高聚壳聚糖解聚也提出正是由于低分子量壳
聚糖的可溶性因而其对基因载体递送系统的设计更有价值。
2．3　壳聚糖脱乙酰度

对壳聚糖除了研究其分子量对转染率的影响外似乎很少有人把目光放在壳聚糖其它性质�而 Kiang
等［21］便把壳聚糖的脱乙酰度与基因的转染率关联起来�研究结果表明随着脱乙酰度的降低�DNA的包封
率和复合物的电荷比率也随着增加�使得壳聚糖/DNA复合物在血清浓度中不稳定�因此转染效率也随之
降低。在建构合适的壳聚糖/DNA复合物时�壳聚糖的脱乙酰度也是一个需要考查的重要因素。
3　壳聚糖/DNA复合物的形成机制

DNA究竟是以何种形式或作用与壳聚糖形成纳米粒复合物�有报道［22］采用络合、吸附、包裹、嵌入
等�目前普遍接受的壳聚糖与 DNA以静电络合的方式形成复合物的。因为壳聚糖上的游离氨基质子化
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使得壳聚糖分子带正电荷�可以与带负电荷的 DNA以静电作用结合在一起而形成壳聚糖/DNA复合物。
用溴化乙锭（EtBr）进行荧光扫描再进行凝胶电泳可以证明复合物之间以静电作用。Leong等［23］把壳聚糖
加入经溴化乙锭（EtBr）染色的 DNA溶液中�随着阳离子壳聚糖竞争键的作用�用荧光光度计检测发现荧
光强度明显减小�利用激光粒度仪检测出复合表面电势的变化也证明壳聚糖与 DNA之间静电作用的存
在。
4　壳聚糖/DNA复合物的稳定性

壳聚糖/DNA复合物的稳定性决定了转染效率。研究发现［24］冻干的壳聚糖/DNA复合物在4周后仍
保持着转染细胞的能力。

由于非病毒载体运载 DNA极易受 DNase酶降解�壳聚糖/DNA复合物的防 DNase酶降解是考查其复
合物稳定性的重要参数。Richardson等［18］以 DNaseⅡ作为标准酶�在不同酶浓度下通过凝胶电泳来检验
载体的保护能力�发现由不同分子量且经高度纯化的壳聚糖与DNA组成的络合物以电荷比为1/1时几乎
可以完全抑制 DNaseⅡ对质粒 DNA 的降解。壳聚糖之所以能有效地抑制 DNase降解�估计是因为壳聚糖
与 DNA结合而成的络合物形成的三维空间结构所产生的位阻效应。

Mao等［15］也研究了壳聚糖/DNA复合物在盐溶液和血清中稳定性�发现当复合物暴露在血清或高离
子强度的盐溶液时�可能由于对蛋白质的吸收或相互之间发生凝聚作用导致复合物的尺寸变大。
MacLanghin等［25］更加系统地研究不同分子量�不同电荷比的壳聚糖/DNA复合物在10％血清浓度中的稳
定性。研究发现随着分子量的增大�壳聚糖与 DNA之间的相互作用更趋于稳定。
5　壳聚糖衍生物基因载体

在前期壳聚糖作为基因载体的论证成功后�目前许多研究者都把研究的重点放在壳聚糖的改性和修
饰上�期望能提高壳聚糖的递送性能�研究重点是对其进行改性�然后考查其转染效率�主要是提高壳聚
糖基因递送系统的细胞靶向性�从而提高转染效率。
5．1　脱氧胆酸化壳聚糖载体

Lee等［26～28］对壳聚糖分子进行疏水性修饰�以碳酰亚胺作为交联剂�在高分子链上用化学方法连接
脱氧胆酸�使得壳聚糖成两亲性分子�而这种两亲性的壳聚糖在水性介质中能够自组装成疏水基向里亲
水基向外的平均粒径为162nm左右的纳米粒。自组装形成的纳米粒具有一定的空间结构�在纳米粒的外
表面富有大量亲水性的氨基可以质子化而使纳米粒的表面带有大量的正电荷�DNA可以通过静电作用加
载在表面�或者插到纳米粒空穴中。而且采用自组装的方法制得纳米粒是这个研究小组对壳聚糖改性的
一大特色�之后这个研究小组的 Park ［29］和 Kwon［30］还在壳聚糖上接上乙二醇后用胆甾烷酸对其改性制成
纳米粒�通过细胞粘附力和细胞迁移等实验证明其具有良好的生物活性和转染效率。
5．2　半乳糖化壳聚糖载体

壳聚糖/DNA复合物纳米粒在没有任何配体-受体作用下可被细胞摄入�若要进入特定的靶向细胞�
需用不同的生物特异配体修饰壳聚糖�Park等［31］制备出半乳糖化的壳聚糖/DNA复合物�研究发现这种经
过半乳糖化的复合物能高速地转染肝细胞系。随后 Kim等［32］用乳糖酸的半乳糖基修饰在水中有较强的
稳定性也无生物毒性的水溶性的壳聚糖后进行体外实验�载体能够有效地防止 DNase I的酶解�对肝细胞
具有靶向性�并且对 HepG2细胞具有高转染率。而 Gao 等［33］经过细胞毒性试验和基因转染试验也证明
分子量为21kDa左右的低分子量壳聚糖经半乳糖化能够有效的作为基因载体�并且还发现半乳糖苷化度
和 N/P比是影响其转染率的主要因素。
5．3　季铵盐化的壳聚糖载体

为了提高载体的转染效率�Murata等［34�35］在1995年就提出将壳聚糖季铵盐化后用于基因载体实验�
他们先用三甲基铵盐来修饰壳聚糖�再用半乳糖残基来连接壳聚糖�这种复合物能够有效的转染 HepG2
细胞�证明了其作为基因载体的可能性。而 Thanou等［36］用季铵化度40％、50％的三甲基低聚壳聚糖作为
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载体�研究其对 COS-1和 Caco-1的转染效果�发现其转染 COS-1的能力比低聚壳聚糖好得多�而且无细胞
毒性�但是却不能提高 Caco-1的转染率。
5．4　其它壳聚糖衍生物载体

Kim等［37］用带咪唑环的尿刊酸来修饰壳聚糖�在生理条件下复合物的粒径为109～342nm�用尿刊酸
来修饰的壳聚糖在转染293T 细胞时�显示出良好的载DNA的能力�可以防止DNA被核酸酶酶解�且细胞
毒性低。国内研究壳聚糖基因载体比较领先的姚康德等［38�39］将壳聚糖十二烷基化�通过对比不同温度下
的 DNA和壳聚糖/DNA复合物中 DNA的紫外吸收发现�由于十二烷基化壳聚糖的保护作用�DNA分子热
稳定性提高�DNA酶解实验表明�原始 DNA已被酶解成碎片�而被十二烷基化壳聚糖保护的 DNA未受影
响。周旭等［40］在纳米粒表面连接 PEG对纳米粒进行修饰�壳聚糖纳米粒能将报告基因递送到细胞内而
且能在细胞内表达。
6　展望

正是由于壳聚糖的安全性、良好的生物相容性以及易于生产存储�使得研究者对壳聚糖的研究不断
的深入。但是目前对壳聚糖基因载体的转染机制仍然不能完全阐明�Ishii等［16］认为转染机制可以大体分
成细胞摄取、逃逸内吞小体和向核转运三个阶段。并且现在虽然有很多体外实验的报道�而有关体内实
验的报道却鲜少［41］。总而言之�壳聚糖及其衍生物是一种具有良好应用价值和广阔应用前景的基因载
体�随着对其研究的深入�人们一定能够将壳聚糖及其衍生物推向临床应用。
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Advance in the Study of Chitosan and its Derivatives as Non-Viral Vectors
HUANG Jin�WANG Sh-i long∗�SUN Xiao-yu�LI Wen-zhe�YAO S-i de
（School of Life Science and Technology of Tong Ji University�Shanghai200092�China）

Abstract：Recently chitosan is focused in the research of gene delivery system for it is already known as a
biocompatible�biodegradable and non-toxic polysaccharide．This article is to summarize the recent development of
chitosan and its derivatives as non-viral vectors for gene transfection．And the influential factors of the transfection
efficiency are also discussed such as molecular mass of chitosan�size of chitosan nanoparticle and depolymerization of
chitosan．

Key words：Chitosan；Nanoparticle；Non-viral vector；Transfection efficiency
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Self-assembly Synthesis and the Application of Low Dimension
Polymer Nano-materials

ZHAO Zhen-rong1�WANG Li1∗�WANG Jian-feng1�2
（1∙ State Key Lab of Polymer Reaction Engeering�College of Materials Science and Engerring�

Zhejiang University�Hangzhou310027�China；2∙ Ningbo University of Technology�Ningbo315016�China）

Abstract：Polymers can self-assemble into nano-materials through molecular recognition and/or molecular
interactions．Resultant nano-materials will be potentially used in microelectronic�new material and biotechnology
areas．This article reviews the ways of self-assemble synthesis of low dimension nano-structural polymers and their
applications．

Key words：Polymer；Nano-structure；Self-assembly
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