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　　摘要:在基因治疗中 , 基因释放载体是不可缺少的重要组成部分。近几年来聚合物基因释放载体的研究主

要旨在开发低毒或无毒的阳离子聚合物用于安全有效的基因释放。 作为一类天然化合物 , 基于碳水化合物的

阳离子聚合物载体由于其良好的生物相容性和低毒性被广泛地研究并应用于基因释放。本文阐述了聚合物基

因释放的机理 ,并对近几年来一些典型的含碳水化合物的阳离子聚合物基因释放载体作一综述。
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基因治疗(gene therapy)可定义为使用理疗基因修复或替换缺陷基因来治疗人类疾病
[ 1]
。在过去二

十年间 ,基因理疗技术被用来治疗癌症等重大疾病 ,显示出强大的应用前景 ,受到人们的广泛重视。一般

来说 ,基因理疗需要理疗基因 、基因释放系统和基因表达系统。其中 ,基因释放系统负责将理疗基因释放

到靶向细胞的细胞核 。由于基因释放过程比较复杂 ,是基因疗法中的关键过程 ,成为目前人们研究的热

点。

在基因释放过程中 ,理疗基因需要通过某种途径进入细胞核 。直接将基因释放到细胞内往往由于基

因的酶降解导致低的细胞转染效率 。基于载体的基因释放可获得高的细胞转染效率 ,因此基因释放载体

是基因释放的关键
[ 2]
。基因释放载体主要包括两大类:病毒载体和非病毒载体 。病毒载体是经过生物工

程技术改性的天然病毒 ,如逆转录病毒(retroviruses)、腺病毒(adenovirues)和痘病毒(poxvirus)
[ 2]
。病毒载

体具长效的基因表达 ,转染效率高等优点 ,因此被广泛地用于基因释放领域。据报道大多数临床基因理

疗使用的是病毒载体
[ 3]
。但是人们也为病毒载体的安全问题所困扰 ,像细胞毒性(cytotoxicity)、致癌毒性

(oncogenecity)及免疫反应。考虑到病毒载体的局限性 ,近来非病毒载体的研究越来越受到人们的重视 。

非病毒载体通常是天然的或合成的阳离子材料。它们能够与带负电荷的 DNA通过静电力自组装成复合

体(complex)。最为常见的非病毒载体是脂质体(cationic lipid)和阳离子聚合物(cationic polymer)。但脂质

体 DNA复合体稳定性不佳且具有较高毒性 。比较而言 ,阳离子聚合物较脂质体更具优势。它与 DNA 可

形成更稳定的复合体 ,而且通过多样性的聚合反应技术可以进行分子结构设计进而调控基因释放活动 。

最近报道表明一些生物可降解阳离子聚合物不但具有较高的基因转染效率而且无毒或者低毒;而且靶向

的受体基团也可以引入用于靶向基因释放
[ 4]
。

近几年来聚合物基因释放载体主要旨在开发低毒或无毒的阳离子聚合物用于安全有效的基因释放 。

人们设计了各种各样的生物相容的可降解聚合物材料 。其中 ,基于碳水化合物的材料由于其天然的生物

相容性和低毒性成为理想的基因释放载体。本文将对基因释放的机理以及一些典型的含碳水化合物的

阳离子聚合物基因释放系统作一综述。
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1　聚合物载体基因释放的机理

聚合物基因释放的机理如图 1所示 ,主要包含以下几个步骤:(1)聚合物 DNA复合物的形成;(2)细

胞内吞过程;(3)内涵体中复合物的逃逸;(4)聚合物的解离 ,DNA在细胞质中的扩散以及细胞靶向;(5)基

因表达。

图 1　阳离子聚合物基因释放过程

Figure 1　Schematic presentation of gene delivery mediated by polymeric vectors

A:聚合物和 DNA形成纳米尺寸的聚合物 DNA 复合物

B1:聚合物 DNA 合物通过受体介导靶向作用被细胞内吞(内吞途径之一)

B2:聚合物 DNA 复合物通过与细胞膜之间的相互作用被细胞内吞(内吞途径之二)

C:阳离子聚合物的质子化以及“质子海绵效应”(proton sponge effect)

D:聚合物 DNA 复合物在内涵体或者溶酶体中降解

E:内涵体膨胀以致裂解

F:聚合物 DNA 复合物从内涵体中逃逸至细胞质

G:聚合物 DNA 复合物的解离 , DNA在细胞质中的扩散以及细胞核靶向

H:蛋白质的表达

1.1　聚合物 DNA复合物的形成

阳离子聚合物能自发地通过静电作用自组装与DNA形成纳米尺寸的聚合物 DNA复合物
[ 5～ 7]

。所形

成复合物的形状有圆突状 ,棒状或球状 ,直径从几十到几百纳米不等
[ 8]
。有关此类聚合物(如:聚乙烯亚

胺(PEI , polyethyleneimine)、聚赖氨酸[ PLL , poly(L-lysine)] 、聚酰胺-胺型聚合物 [ PAMAM , poly(amido

amine),见图 2]的研究表明聚合物和 DNA 的电荷比是一个至关重要的参数 ,它能造成聚合物 DNA 复合

物粒子在尺寸大小上的不同从而导致在转染效率和细胞毒性上显著的差异
[ 5 , 9]
。一般来说 , 当聚合物 

DNA电荷比上升时粒子尺寸会下降 。

1.2　细胞内吞过程

作为一个有效的基因释放系统的必要条件就是聚合物 DNA 复合物能被有效地内吞 ,因而复合物的

粒径和表面电荷是两个非常重要的参数。以往的研究表明粒径小于 200nm 的粒子能被有效地内

吞
[ 10 , 11]

;并且 ,表面带有正电荷的粒子能和带负电荷的细胞膜相互作用 ,更有利于内吞过程
[ 10]
。细胞内

吞过程包括三个步骤:带正电的复合物与细胞膜结合 ,内在化(internalization)和内涵体(endosome)的形成

(见图 3)
[ 12]
。

细胞膜是基因释放的主要障碍之一 。复合物与细胞膜之间的静电作用是其内在化和内涵体形成的

前提条件 。但是 ,过多的正电荷也会导致复合物与细胞非专一结合。因此人们提出将复合物表面连接上
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图2　一些阳离子聚合物载体的结构

Figure 2　The structures of cationic polymer vectors

图 3　内吞过程的描述

Figure 3　Simplified description of endocytosis pathway[ 13]

配体[如:铁传递蛋白(transferrin)或者抗 CD3抗体(anti-CD3 antibody)] ,使其通过受体介导的内吞途径来

进入细胞
[ 14]
。

1.3　内涵体中复合物的逃逸

经过内吞过程以后 ,聚合物 DNA复合物在细胞体内形成内涵体 。随着内涵体初步形成到成熟 ,其内

的 pH值不断下降
[ 6]
。随着 pH 值的降低 ,复合物会进一步进入溶酶体 ,降低的 pH 值和溶酶体中的酶导

致基因被降解。因此为了防止基因的降解 ,聚合物 DNA复合物必须尽快从内涵体中逃逸出来。据报道

一些阳离子聚合物如聚乙烯亚胺能顺利逃逸 ,这是由于所谓的“质子海绵效应”(或称“质子海绵假

设”)
[ 10]
。“质子海绵效应”的前提是聚合物结构中有可质子化(在 pH 为 5 ～ 7范围)的功能基团。这些可

质子化的功能基团(例如:胺基)能结合内涵体中的质子并有效地缓冲内涵体中 pH 值。在阳离子聚合物

质子化的过程中 ,内涵体内外产生了离子浓度差(渗透压),这导致氯离子不断地进入内涵体 ,同时水也从

细胞质渗入内涵体中 ,最终内涵体膨胀继而破裂 ,从而聚合物 DNA复合物从内涵体中逃逸。这个假设成

功地解释了一些具有高缓冲能力的聚合物如聚乙烯亚胺显示出较高的转染效率的原因
[ 5 , 9]
。

1.4　复合物的解离 ,DNA在细胞质中的扩散以及细胞核靶向

从内涵体中逃逸出来后 ,复合物可能发生解离 , DNA 在细胞质中扩散到达细胞核膜。虽然 , DNA 在

细胞质中扩的散机理并不是很明确 ,但是这个扩散过程却是基因释放中关键的步骤之一 ,因为 DNA 或者

其复合物往往会在扩散过程中降解从而导致转染效率的降低
[ 15]
。因此对于聚合物 DNA复合物来说应该

有足够的稳定性来防止 DNA 在扩散过程中被细胞质中的酶降解。加快复合物在细胞质中的扩散也能达

到保护DNA 的作用。细胞核膜是基因释放的另一障碍。对于复合物来说有两种途径可以穿过核膜进入

细胞核
[ 5, 15]

。其一是复合物通过被动扩散(passive diffusion)或核定位信号肽(nuclear location signal , NLS)

穿过核膜孔;另一种便是复合物在细胞分裂期穿过破裂的细胞核膜进入细胞核 。但是目前为止还没有确

凿的证据来证明这两种途径 ,这些过程还有待于研究证实。

1.5　基因表达

迄今人们还不能确定聚合物 DNA复合物的解离是在进入细胞核之后还是在扩散过程中发生的 。过

早的释放 DNA会导致 DNA在细胞质中被酶降解 ,但倘若由于聚合物和DNA结合过于紧密则会阻止DNA

的释放
[ 12]
。一旦 DNA进入细胞核 ,DNA可通过基因表达指导蛋白质的合成 。
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2　理想聚合物载体的要求

2.1　高的转染效率

一个理想的聚合物载体要有高的转染能力。目前 ,聚合物载体远不如病毒载体有效 。低的转染效率

可能是由于低效的内吞过程 ,DNA不充分释放或被降解 ,或者不能有效地进入细胞核等因素造成。提高

转染效率的方案包括:(1)增强聚合物载体与 DNA的结合能力得到小粒径的复合物;(2)根据 “质子海绵

假说”设计具有高缓冲能力的聚合物载体;(3)其它的还有在聚合物链中引入可降解基团辅助 DNA 释

放
[ 16 , 17]

。

2.2　安全性

低的细胞毒性则是另一个要求。在聚合物链中引入生物相容性的组分(如碳水化合物 、聚乙二醇

等
[ 18]
)可以降低细胞毒性 ,改善载体的生物相容性 ,延长在血液循环中的时间

[ 19 , 20]
。

3　基于碳水化合物的阳离子聚合物载体

3.1　壳聚糖及其衍生物

图 4　壳聚糖的结构

Figure 4　The structure of chitosan

壳聚糖是一种可生物降解的 、天然的阳离子多糖 ,由葡糖胺单体通过(β-1 ,4)糖苷键连接而成。壳聚

糖的 pKa 值在 6.5左右 ,能够与DNA形成复合物用于基因释放 。Mumper首次报道了用壳聚糖作为基因

载体来释放 DNA ,结果显示壳聚糖的分子量会影响壳聚糖 DNA 复合物的粒子尺寸(范围从 100nm 到

600nm不等),最优化的分子量则依赖于所选用的细胞系
[ 1, 21]

。一般来说分子量在 10 ～ 50kDa的壳聚糖是

比较理想的基因释放载体 ,pH 环境和血清也在很大程度上影响其转染效率 。据报道壳聚糖在 pH =6.9

的环境下转染效率会高于其在 pH=7.6的环境;而壳聚糖在存在血清的情况下较无血清的时候转染效率

增加 2 ～ 3倍 ,这可能是因为存在血清的条件下细胞功能有所增强
[ 22]
。并且 ,一些研究表明壳聚糖的链

长 ,脱乙酰化程度(FA)以及 N P 电荷比(聚合物载体中 N残基与 DNA分子带负电的磷酸基团的摩尔比)

都是决定壳聚糖载体转染效率的重要因素
[ 22～ 26]

。

壳聚糖只有在酸性 pH=1 ～ 6的条件下可溶 ,在生理环境中容易聚集 ,故而人们致力于研究壳聚糖衍

生物以求改进其溶解性 。一般来说有两种方法 ,一种是在壳聚糖结构中引入可溶性的组分 ,如聚乙二

醇
[ 1]
;另一种便是将壳聚糖的氨基季铵化

[ 27]
。壳聚糖还可以通过引入十二烷基链来增加其稳定性

[ 28]
。

结构表明长的烷基链能够保护 DNA 防止其被 DNA酶降解。这些改性后的壳聚糖显示出增强的转染效

率 ,并且毒性也有所降低 。改性的壳聚糖的转染效率随着细胞系的不同也有所不同。例如:对于 COS-1

细胞系 ,季铵化的三甲基壳聚糖(季铵盐化分别为为 40%和 50%)的转染效率和壳聚糖寡聚物相比显示

出5 ～ 10倍的提高 ,但对于 Caco-2细胞系 ,两者的转染效率并无较大差异
[ 27]
。这些改性以后的壳聚糖载

体的转染效率仍然无法和聚乙烯亚胺相比。近来 ,Wong 报道了一种 PEI接枝的壳聚糖(PEI-g-Chitosan)

基因释放载体 ,结果显示在N P电荷比为 2.5 1时 ,聚合物能有效地结合 DNA形成复合物 ,并且无论是体

内或是体外实验 ,PEI-g-Chitosan 的转染效率较聚乙烯亚胺(25 KDa)有所提高 ,细胞毒性也较聚乙烯亚胺

低
[ 20]
。

3.2　基于 β-环糊精的聚合物载体

环糊精(cyclodextrin , CD)是一种由多个 D-吡喃葡萄糖单元通过 α-1 , 4-糖苷键连接而成的多糖 。其

中 β-CD(含 7个吡喃葡萄糖单元)被认为是一种毒性低 ,生物相容性好的材料 ,而被开发作为聚合物载体
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应用于基因释放 。Davis曾报道通过双功能基化的环糊精二胺和功能基化的咪唑盐(dimethylsuberimidate·

2HCl , DMS)共聚来制备阳离子聚合物
[ 29]
。所得到的 β-CD 聚合物能紧密结合 DNA ,在 N P 电荷比为 5

时 ,粒子大约为 100 ～ 150nm ,其转染效率与 PEI(25KDa)相当 ,且相应的细胞毒性较低 ,细胞存活率为

90%。并且 ,该组制备四种不同结构的 β-CD聚合物加以比较(见图 5)
[ 30]
,结果表明 ,电荷中心和 β-CD之

间的距离对复合物粒子尺寸和表面电荷影响极小 , 但对于其细胞毒性和转染效率却有着不可忽视的影

响。对于聚合物 AP1-AP3 ,电荷中心和 β-CD之间的距离越远 ,复合物细胞毒性越大 ,继而转染效率较低 。

另一方面 ,对于季铵类聚合物(AP4),电荷量对复合物的转染效率也会有影响。结果显示季铵化脒类聚合

物较未季铵化的脒类聚合物转染效率低 ,而细胞毒性相当。此外 ,当有氯喹啉存在的情况下 ,季铵化脒类

聚合物转染效率有所提高 ,而对于脒类聚合物却没有提高。这表明季铵化脒类聚合物逃逸内涵体的能力

较差
[ 31]
。

图 5　不同结构的 β-环糊精聚合物

Figure 5　The structures of different types of β-CD-containing polymers

3.3　基于裂裥菌素(Schizophyllan)的阳离子聚合物载体

裂裥菌素是一种已经用于临床的多糖类聚合物材料 ,具有安全低毒的特点。通过氧化反应 、偶联及

还原三步反应 ,裂裥菌素可以被改性为阳离子聚合物作为基因释放载体
[ 32]
(见图 6)。实验表明被改性的

裂裥菌素能有效地转染 COS-1 细胞 。比较四种使用的胺类化合物 , 乙醇胺 (ethanolamine)、亚精胺

(spermidine)、精胺 (spermine)和 N , -N ' -二(3-氨基丙基)-1 , 3-丙基二胺 (N , N' -bis(3-amiopropyl)-1 , 3-

propanediamine , APPD),使用 APPD改性的裂裥菌素转染效率最好 ,能获得相当于聚乙烯亚胺 5倍的转染

效率 。然而相应的细胞毒性也比较高(细胞存活率为 70%～ 80%)。PEG 改性可以降低聚合物产生的细

胞毒性 ,然而转染效率也相应的降低 。改性的裂裥菌素最突出的优势是可用于长效的基因表达 ,表达半

衰期为7天 。

3.4　Poly(glycoamidoamine)阳离子聚合物载体

Reineke等报道了类聚乙烯亚胺的阳离子聚合物 poly(glycoamidoamine)用于非病毒基因释放
[ 33]
。通

过不同结构长度的胺与 D-glucaric acid , dimethyl-meso-galactarate 以及 D-mannaro-1 ,4 ,6 ,3-dilactone 逐步聚

合反应得到一系列聚合物(见图 7)。研究发现可质子化氮原子的数量对聚合物 DNA复合物的形成影响

很大 ,因而也影响了最终的转染效率 。其中含有 4个氮原子的 poly(glycoamidoamine)显示出高的转染效

率 ,与聚乙烯亚胺有相近的转染能力。特别是聚合物上的手性羟基基团对最终的转染效率也有明显的影

响 ,其中以基于 dimethyl-meso-galactarate 的 poly(glycoamidoamine)复合物介导的转染效率最好 。结果表明

此类基于碳水化合物的聚合物既有良好的生物相容性同时又兼有较高的转染效率。
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图 6　基于 SPG 聚合物载体的合成

Figure 6　Synthesis of different types of SPG-based polymeric vectors

图 7　不同结构的 poly(glycoamidoamine)聚合物

Figure 7　The structures of different types of poly(gly coamidoamine)polymers

4　结语

基于碳水化合物的阳离子聚合物载体由于其良好的生物相容性 、低的细胞毒性具有很大的可能性用

于安全有效的非病毒基因释放 。和国外相比 ,目前国内在这方面的研究主要集中在壳聚糖及其衍生物的

基因释放载体
[ 1 , 28 , 34～ 36]

,其它碳水化合物类型的载体也有一些报道
[ 37 , 38]

。

由于基因释放的机理不同 ,非病毒载体的转染效率仍低于病毒载体 ,而且体内和体外实验结果往往

缺乏合理的相关性
[ 39]
。因此 ,今后的工作将会注重于细胞内基因释放机理的研究和体内释放实验的研

究。通过改变聚合物的结构 、组分等尽可能模拟病毒载体的基因释放 ,将其安全性和病毒载体的有效性

相结合 ,以实现最终的体内靶向基因释放和临床基因理疗。
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Abstract:Gene delivery system is indispensable for gene therapy.Recently , research on polymeric gene delivery

vectors aims at developing non low cytotoxic cationic polymers for safe and efficient gene transfer.As a family of

natural compounds , carbohydrate-based cationic polymer vectors are widely studied and applied to gene delivery due

to their good biocompatibility and low cytotoxicity.This review describes the mechanism of polymeric gene delivery

processes.Also , the latest typical carbohydrate-based polymers as non-viral vectors are reviewed.
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