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脂质纳米微粒载体在核酸药物递送中的应用

黄　健，谢向阳，梅兴国

（军事医学科学院毒物药物研究所，北京　１００８５０）

摘要：脂质微粒作为基因药物载体，用于全身药物递送，目前已进行了大量深入的研究。其中，脂

质纳米微粒（ｌｉｐｉｄｂａｓｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＮＰ）药物载体，在进行基因药物递送时，为克服体内的各种生
理屏障，粒径需在１００ｎｍ以下，本文将重点介绍这类ＮＰ的配方和组装。ＮＰ作为一种核酸药物的
脂质微粒递送载体，与阳离子脂质体／ＤＮＡ复合物区别主要在于粒径大小，ＮＰ的粒径通常在１００
ｎｍ以下。影响ＮＰ粒径的主要因素包括脂质的构成、脂质与核酸的比例，以及制备方法等。ＮＰ所
递送的核酸主要包括质粒ＤＮＡ，ｓｉＲＮＡ，反义寡核苷酸。
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１　阳离子脂质基因递送系统的启示
核酸作为治疗性药物被认为是未来疾病的分子

治疗学中一个非常重要的方向。有人推荐将非病毒

性基因或其他一些核酸药物作为一些重症疾病的替

代疗法，但是这些疗法通常需要对核酸药物进行全

身给药，以便将核酸药物递送到靶细胞，从而对一些

遗传性疾病，病毒感染或癌症进行治疗。迄今，安全

有效的载体的研发一直是限制基因药物投放临床试

验的瓶颈。

裸核酸可通过一些物理方法，比如电致孔或水

压注射等技术进行局部组织或脏器给药，例如肌内

和肝脏给药。然而，这些方法无法用于基因药物的

全身递送，或作为商业化基因药物产品。至少对全

身性基因药物递送载体而言，在全身给药比如静脉

注射后，必须具有将药物递送到最远端病灶的能力。

至２０世纪８０年代后期，在基因药物全身性递
送的体外研究中，阳离子脂质体已成为一种递送效

率较高的载体。阳离子脂质体与基因混合后，可以

增大基因的密度，形成阳离子微粒。这种阳离子脂

质体／ＤＮＡ复合物（ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ）可保护基因药物不受
酶的降解，并通过与带负电的细胞膜之间的静电作

用，将基因药物递送到细胞中去。这种ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ并
不是一种有序的脂质双分子层包裹ＤＮＡ的结构，它

更像一种稠密的ＤＮＡ脂质复合体，具有规则的次级
结构与不规则的表面形态。从它最初被引入研究领

域开始，人们合成了大量的阳离子脂质体，用于非病

毒性的基因递送，并且其中的一些还进行了临床试

验。

迄今为止，大多数阳离子基因递送系统均以失

败而告终，少数进入临床试验的也都因基因递送效

率低、炎症性毒性或补体激活效应等不良反应而放

弃。

全身给药后，ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ首先分布到肺部，然后
对肺的上皮细胞进行转染。有研究者认为这与 ｌｉｐ
ｏｐｌｅｘｅｓ经尾静脉注射后，同肺毛细血管上皮细胞之
间所产生的首过关联效应（ｆｉｒｓｔｐａｓｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）有
关。在注射 １０ｍｉｎ后，血液循环系统中仅剩不到
２％的ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ。全身给药后，ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ在肺上皮
细胞中持续分布时间约为 ６０ｍｉｎ。尽管全身给药
后，ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ首先被肺上皮细胞所摄取，但其主要
代谢部位在肝脏，因为在注射给药的６０ｍｉｎ以后，
ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ将由肺部到肝脏进行重新分布。虽然全
身给药后，绝大部分 ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ最终分布到肝脏，但
它主要被肝脏的Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞所摄取，极少进入到其
他肝细胞中，因此对这些肝细胞来说，ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ的
基因递送效率是非常低的。

当ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ注射进入血液后，它的表面能与血
浆蛋白产生强烈相互作用，还能跟含有多糖蛋白质
复合物的组织发生作用。这种相互作用导致了 ｌｉ
ｐｏｐｌｅｘｅｓ在体内循环中的快速清除（半衰期 ＜５
ｍｉｎ）。这种快速清除具有双重危害：第一，容易导
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致机体炎症反应；第二，到达靶组织的药量减少。在

对ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ的大样本体内分布研究中总结出的一
个重要经验是，要克服ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ在体内血液循环中
的快速清除现象，就必须提高ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ自身的药代
动力学性质。

为了克服阳离子脂质体所引起的毒性，并延长

其在体内的循环时间，很多研究机构利用隐形可变

处方法（ｓｃａｌａｂｌｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ），将 ＤＮＡ或其
他一些核酸性药物装入聚乙二醇（ＰＥＧ）掩蔽后的阳
离子脂质双分子膜中，以期达到上述目的。ＰＥＧ掩
蔽的阳离子脂质微粒与普通的ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ有所不同，
其在核酸外包裹有脂质和ＰＥＧ两层外壳，粒径较ｌｉ
ｐｏｐｌｅｘｅｓ低（＜１００ｎｍ），在体内具有较好的稳定性。
这些特性，使得ＰＥＧ掩蔽的阳离子脂质微粒在体内
的循环时间明显延长（半衰期为１～１０ｈ），增加了
载药微粒经过靶点的数量。

要成功地将核酸包封到纳米微粒中，关键在于

工艺处方的选择和控制。因此，本文将对脂质纳米

微粒的组方和制备工艺进行介绍和讨论。

２　基因递送纳米粒的处方因素
对于一个成功的基因递送载体而言，有以下三

点要求，这是人们从病毒学中借用过来的。第一，

ＤＮＡ递送载体的粒径应小于１００ｎｍ，以适应全身性
的基因治疗；第二，载体微粒在血液循环中能保持稳

定，不被非特异性细胞所摄取，却能在靶细胞吸收

后，迅速解体，释放出所携带的 ＤＮＡ；第三，从商业
化的角度而言，载体微粒应成分简单、工艺重现性良

好，并适合工业化大生产。

上述这些相互矛盾的要求，使得基因纳米载体

的设计和生产具有较大的困难。对于一个由多组分

构成的微粒而言，虽然每个组分的作用机制都有相

关的文献资料报道，并且理论上满足基因有效递送

的各项要求，但这种多组分微粒特性的发挥还在一

定程度上依赖于它的组装步骤。各个组分应按恰当

的方式组合，以便各项功能在合适的时间和部位发

挥作用。为制备出满足这些要求的纳米载体微粒，

主要处方影响因素包括：各组分的性质和数量；如果

加入阳离子凝缩剂（ｃａｔｉｏｎｉｃｃｏｎｄｅｎｓｉｎｇａｇｅｎｔ）的话，
阳离子与核酸上磷酸盐的正负电荷比例；各组分的

浓度、加入顺序和混合速度；组装过程中去污剂的浓

度，有机溶剂的比例；离子强度，制备和各组分组装

时的温度等。

３　纳米粒的组成
脂质纳米粒载体（ＮＰ）通常由以下部分组成：脂

质，ＰＥＧ化的脂质，类脂多聚物，ｐＨ或氧化还原敏
感成分，以及靶向配体等。

３１　阳离子脂质
多价阳离子通过与带负电荷的核酸间的静电作

用，是对核酸进行浓集压缩，并形成微粒的关键组

分。虽然体外实验证明阳离子脂质具有各种优点，

但是这些优点在体内却变成了缺点，因为它将引起

如前文所提到的诸如免疫反应、血液成分聚集等一

系列不良反应。

为了克服这些缺点，一种办法是采用在酸性条

件下带正电，但在ｐＨ７４时呈电中性的可滴定阳离
子脂质；另一种办法是在微粒形成后通过共价修饰

将阳离子基团转化成阴离子或电中性基团；还有一

种办法是设计一种通过二硫键连接的能将 ＤＮＡ包
裹进纳米粒的阳离子脂质，在二硫键交换反应后，微

粒表面的电荷可以变成负电或呈电中性。

３２　中性脂质／辅助脂质
中性脂质最常见的是致融脂质（１，２ｄｉｏｌｅｏｙｌｓｎ

ｇｌｙｃｅｒｏ３ｐｈｏｓｐｈｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ，ＤＯＰＥ）；胆固醇通常
作为脂质辅助成分使用，它可提高ＤＮＡ脂质微粒的
转染活性。ＤＯＰＥ通常应用于阳离子脂质基因递送
系统，它可以产生膜融合与干扰作用，帮助 ＤＮＡ从
内含体中释放出来。近年文献报道，一种致融作用

较弱的中性脂质，二酰基磷酸胆碱脂质（ｄｉａｃｙｌｐｈｏｓ
ｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅｌｉｐｉｄ），被用来提高ＤＮＡ脂质纳米粒的稳
定性。

３３　阴离子脂质
由于阳离子脂质复合物的体内毒性和快速清除

性，可以选用阴离子脂质微粒，以降低载体微粒与带

负电荷的血清蛋白，如白蛋白以及细胞外基质的非

特异性结合。在这种方法中，ＤＮＡ通常被阳离子聚
合物聚乙烯亚胺（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ）、鱼精蛋白硫酸
盐或聚赖氨酸预先浓集压缩成为纳米级别的阳离子

核，然后加入阴离子脂质或脂质体作表面衣膜，最终

形成带负电荷或电中性的脂质微粒。

３４　ＰＥＧ化的脂质
ＰＥＧ是一种惰性的生物相容性材料，它能极大

程度地减小微粒与细胞表面的相互作用。体外研究

表明，ＰＥＧ化的脂质微粒载体可以减少与细胞膜的
作用，降低基因的细胞转染率，从而减少细胞对

ＤＮＡ微粒的摄取。另一方面，ＰＥＧ化的脂质能大幅

·６４１· ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ　２００８Ａｐｒ；３５（２）



提高基因载体系统的安全性，这是由于它能提高载

体系统在体内的稳定性，延长其体循环时间，从而降

低释药系统的毒副作用。

３５　靶向配体
大多数经 ＰＥＧ修饰后的 ＮＰ，虽然在体内的稳

定性有所增强，但靶细胞的摄取量却下降。虽然粒

径在１００ｎｍ以下的ＮＰ能够被动靶向到肿瘤区域，
但可能无法与肿瘤细胞结合而进入细胞，因此在

ＰＥＧ化的ＮＰ表面连接上某种配体，这一配体能与
肿瘤表面的内源性受体发生特异性结合，从而提高

靶细胞对治疗基因的摄取。人们在靶向配体方面进

行了大量研究，但未与结合靶向配体的脂质纳米微

粒相比，带有靶向配体的 ＮＰ并未能显著提高核酸
药物的体内递送效率。

３６　脂质共聚物
某些阳离子聚合物，如 ＰＥＩ，是有效的体外转染

试剂。将脂质分子如胆固醇用 ＰＥＩ修饰后，再接合
到聚合物主链上，这就生成了水溶性的脂质共聚物，

它被认为整合了阳离子脂质和多聚阳离子的双重特

性。ＤＮＡ能够迅速地被这种共聚物所包裹，并且可
以从内含体中脱离到细胞质中或跨越胞膜进入到细

胞质中。

４　制备工艺
ＮＰ在溶液中形成，其制备关键在于先保持各个

组分之间分离，然后再让它们按照某种可调控的方

式进行自组装。这种方法依赖于动力学上的控制，

以将阳离子脂质、中性脂质、ＰＥＧ化的脂质和核酸
等组分最终组合成微粒载体。以较为简单的直接混

合法为例，它是通过调整浓度、电荷比、离子强度及

阳离子脂质与核酸的混合速度来实现动力学控制

的。

对另一些更为复杂的制备方法而言，是通过添

加去污剂或溶媒水混合物来破坏双层结构，以保持
各个组分之间的分离。这样就降低或消除了阳离子

脂质与核酸间的多价相互作用。去污剂和有机溶剂

通过透析或过滤加以除去，载有 ＤＮＡ的 ＮＰ在去污
剂和有机溶剂减少的过程中形成。

４１　直接混合
直接混合法常用于传统的ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ的制备，其

操作方法主要是在水溶液中将预先制备好的阳离子

脂质体与质粒 ＤＮＡ快速搅拌混合。Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ研究
组的研究人员将该方法加以改进，分为三步：第一步

与传统的 ｌｉｐｏｐｌｅｘｅｓ制备方法一样；第二步是将脂
质／ＤＮＡ分散体冷冻再解冻１０ｍｉｎ，然后通过４００，
２００，１００，５０ｎｍ的聚碳酸酯滤膜各１０次；第三步是
将铁传递蛋白受体的单克隆抗体连接到脂质体微粒

上。

４２　去污剂透析
去污剂透析法最初是用于制备相对稳定的阳离

子脂质ＤＮＡ微粒，制备过程是先将 ＤＮＡ与阳离子
脂质溶于含有去污剂的溶液中，然后通过透析的方

法将去污剂除去。由这种方法制备的微粒载体与由

直接混合法制备的微粒载体相比，在基因转染效率

方面基本相同，但由前者制备的微粒载体稳定时间

长，在含有介质的血清中活性较强。令人遗憾的是，

本方法不能提高微粒在体内的基因递送效率。从这

些试验中，可以得到如下结论：（１）由于 ＤＮＡ和脂
质都是可溶的，所以去污剂溶液可用来作为它们的

捕获介质；（２）正辛基葡萄糖苷作为去污剂是一种
不错的选择，因为它的临界胶束浓度（ＣＭＣ）很高，
并且由于它属于非离子型去污剂，因而不会干扰

ＤＮＡ与脂质间相互的电荷作用。
４３　乙醇透析

乙醇透析法是先将 ＤＮＡ与脂质溶于乙醇中混
合均匀，然后将混合液注入水中，再通过透析法除去

乙醇。由该法制备的脂质体为单层结构，直径大约

在６０ｎｍ左右。由乙醇注入法制备的阳离子脂质体
在基因转染效率方面与标准的蒸发／超声法所制备
的微粒载体相似。另外，在一定浓度的多价阳离子

存在的条件下，乙醇还能将 ＤＮＡ浓集压缩成环状、
棒状或纤维状结构。

４４　其他有机溶剂
除乙醇外，其他有机溶剂也被用来包封 ＤＮＡ。

Ｍｕｒｐｈｙ等将表面活性剂（胆酸盐）和有机溶剂（Ｎ，
Ｎ二甲基甲酰胺）同时用于 ＤＮＡ脂质微粒的制备
过程。将质粒 ＤＮＡ／阳离子多肽脂质共轭物的 Ｎ，
Ｎ二甲基甲酰胺溶液与阴离子胆酸盐胶束以一定的
比例混合，制备出的 ＤＮＡ胶束复合物性质稳定，结
构紧密，直径为３０～６０ｎｍ。
４５　模板指导的装配

已有几个研究组开发了一种模板指导装配法，

该法利用能形成二聚体的阳离子去污剂，以二硫键

作为脂质与ＤＮＡ连接的中介，在 ＤＮＡ模板上直接
进行载体微粒的装配。

（下转第１５０页）
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底上皮细胞，此时病毒基因组仍处于附加型状态。

在此阶段，ＨＰＶ基因表达水平很低。上皮细胞分化
和伴随的迁移均促使ＨＰＶ递送至上皮基底上层，此
外适合病毒复制。然而，只有在接近基底层上皮区

域内，上皮细胞分化早期和迁移中，才能观察到

ＨＰＶ无衣壳基因的低水平表达。随着上皮细胞分
化和迁移进展，方能检测到衣壳和非衣壳ＨＰＶ基因
的表达，此上皮区域已远离基底层。最终，上皮表面

的脱屑细胞释放出ＨＰＶ。典型ＨＰＶ感染，以上皮异
形、乳头瘤状、核周边空穴细胞和角化不全细胞为标

志。ＨＰＶ引起的良性损害，包括非生殖器皮肤疣、
肛门生殖器上皮疣、肛门生殖器粘膜尖锐湿疣、口咽

乳头瘤等。某些人血清型 ＨＰＶ长期感染能引起肛
门生殖器恶性肿瘤的发生，例如子宫颈、外阴、阴道、

阴茎和肛门处的癌。

子宫颈癌是最常见的ＨＰＶ引起的肿瘤，是世界
范围内引起妇女死亡仅次于乳腺癌的第二大原因。

实际上所有子宫颈癌病例都源于性交传染的 ＨＰＶ。
然而，引起子宫颈癌的ＨＰＶ主要是ＨＰＶ１６和ＨＰＶ
１８，将近５０％子宫颈癌由 ＨＰＶ１６引起，另外 ２０％
属于ＨＰＶ１８。

从病毒感染到子宫颈癌发病的平均无癌间隔时

间大约为１２～１５年。近来已有两家制药公司开发
出有效的ＨＰＶ预防性疫苗：葛兰素史克公司的Ｃｅｒ

ｖａｒｉｘ和默克公司的 Ｇａｒｄａｓｉｌ。这两种疫苗中含有
ＨＰＶ主结构衣壳蛋白，名为 Ｌ１蛋白，装配有携带通
过宿主体液免疫反应中和病毒所需要的表型免疫域

的病毒样颗粒（ＶＬＰ）。Ｃｅｒｒａｒｉｘ的病毒颗粒中还携
带重组杆状病毒系统和昆虫细胞，佐剂是基于铝佐

剂和单磷酰酯 Ａ（一种修饰过的脂多糖合剂），而
Ｇａｒｄａｓｉｌ来源于酵母，只使用铝佐剂。这两种疫苗均
能引起宿主有效的免疫反应，但需要在６个月内肌
肉注射强化接种３次；均设计为宿主对抗 ＨＰＶ１６
和ＨＰＶ１８感染，二者是引起７０％子宫颈癌的病原
体病毒。此外，默克公司的疫苗还靶向 ＨＰＶ６和
ＨＰＶ１１，虽然它们不涉及子宫颈癌的发生，但这两
种血清型ＨＰＶ能引起外生殖器疣，也可能感染子宫
颈组织。

４　结语
针对肿瘤病毒的预防性疫苗有可能降低癌症的

发病率和死亡率。因此疫苗目前用于预防 ＨＢＶ和
ＨＰＶ感染，而几项进行中的项目旨在开发 ＨＣＶ和
幽门螺杆菌感染的预防性疫苗。另一个繁重任务是

在低收入国家中推行针对ＨＢＶ和ＨＰＶ感染的大规
模疫苗接种。
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为了调节去污剂胶束的稳定性，人们合成了一

种双半胱氨酸（ｂｉｓｃｙｓｔｅｉｎｅ）去污剂，它能与 ＤＮＡ形
成胶束复合物，然后其他包裹在ＤＮＡ表面的去污剂
单体与脂质间发生化学反应，生成二硫键连接的多

阳离子、多酰基脂质复合物。这种去污剂脂质的形
成能提高ＤＮＡ复合物的稳定性，并且能够避免某些
条件下复合物的大量聚集。当等摩尔的 ＤＮＡ磷酸
盐基团和去污剂阳离子基团混合时，由这种方法所

制备的微粒粒径在３０ｎｍ左右，呈电中性。从理论
上讲，该方法制备的微粒，一个微粒只包裹一个

ＤＮＡ分子。

５　讨论
到目前为止，ＮＰ作为 ＤＮＡ的递送载体其效率

还尚待提高。此为，所面临的另一大问题是，还不知

其如何让载体微粒中各个组分协同工作。这些组分

在它们各自单独的系统模型中可能可以很好地发挥

作用，可一旦组合在一起则不能发挥各自的功能。

对研究机构而言，合成更好的组分，寻求更好的制备

方法还有大量的工作需要进行。同时还需要制药企

业的大力参与，这样才能研制和生产出安全、有效、

可靠的基因药物递送系统和产品。
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