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摘要  人工合成的含有胞嘧啶-鸟嘌呤二核苷酸的脱氧寡核苷酸(CpG ODN)可以模拟细菌

DNA 的免疫激活作用, 被哺乳动物免疫系统视为“危险”信号而引发机体产生免疫应答. 因此, 

CpG ODN 可以作为潜在的治疗性 DNA 和免疫佐剂, 在感染性疾病、过敏性疾病和癌症的辅

助治疗中发挥作用. 然而, 未经修饰的 CpG ODN 通常易被核酸酶降解, 细胞摄取率低, 需要

较高的给药剂量和反复给药, 这些缺陷严重地限制了 CpG 的应用. 近年来, 纳米技术的发展

为解决核酸药物的递送问题提供了新的工具. 已有大量研究报道显示, 纳米材料负载的 CpG

核酸药物表现出高活性、低毒性、生物相容性好等特点, 有望作为新型免疫治疗制剂应用于

相关疾病的预防和治疗中. 本文对 CpG 核酸药物的发展背景进行了简述, 介绍了 CpG 药物的

作用机制、CpG 载运对载体材料提出的要求, 重点对近年来兴起的多种基于新型纳米材料(包

括纳米脂质体/共聚物、各种无机纳米材料和 DNA 纳米结构等)的 CpG 载运体系进行了评述, 

总结了各种载运系统的原理和特点, 并对纳米材料递送 CpG 药物的发展趋势进行了展望. 
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核酸(包括 DNA 与 RNA)不仅是生命遗传信息的

载体, 也能对各种复杂的生命过程起到调控作用. 当

前 , 尝试将具有调控功能的核酸作为药物而发展出

的各种新型治疗策略 , 正逐步从基础性研究向临床

前实验与临床的实验阶段发展. 其中, 易于人工合成

的寡核苷酸(ODN), 包括反义 DNA, 适配体(aptamer)

和小干扰 RNA(siRNA)等, 在治疗多种疾病方面已经

引起了研究者极大的关注[1]. 这些人工合成的寡核苷

酸通常具有水溶性好、体内毒性低、与靶位点结合的

特异性与敏感性高等优点. 然而, 由于细胞膜主要由

带负电荷的脂质双分子层组成 , 因此同样带负电荷

的天然核酸分子难以直接穿过细胞膜进入细胞 ; 另

一方面 , 生物在漫长的进化过程中发展出了各种抵

御外来核酸入侵的机制 , 使得外源核酸很容易在到

达靶点发挥作用前就已被阻挡、清除和降解. 这些障

碍使得人工合成核酸在实际的治疗应用中受到很大

限制[1,2]. 

1  CpG 核酸药物 

在众多潜在的核酸药物中 , 富含未甲基化胞嘧

啶-鸟嘌呤二核苷酸的 DNA(CpG DNA)是一种可以刺

激多种免疫细胞活化或增殖、具有强烈的免疫激活功

能的核酸. 早在 1984 年, Tokunaga 等人[3]在牛分枝结

核杆菌卡介苗(BCG)提取液中发现了一种具有刺激

作用的短单链 DNA, 可增强 NK 细胞的杀伤活性. 

1995年, Krieg等人[4]证实, 这种免疫刺激作用来源于

未甲基化的含有 CpG 的二核苷酸, 并将包括特定侧

翼序列的以 CpG 二核苷酸为核心的核苷酸六聚体序

列命名为 “CpG 基序 ”(CpG motif), 由此开始了对

CpG DNA 的研究. 
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1.1  CpG 免疫激活效应的机制 

研究者发现, 未甲基化的 CpG 基序广泛存在于

细菌或病毒的基因组 DNA 中, 此类非甲基化的 CpG

二核苷酸在细菌、病毒基因组中的出现频率远远高于

脊椎动物, 而且脊椎动物中 80%的胞嘧啶第 5 位碳原

子是甲基化的[4]. 这种显著的差异使来自细菌及病毒

的 DNA 可被哺乳动物免疫系统视作“危险信号”而发

起免疫应答反应, 以清除入侵的病原. Hemmi 等人[5]

于 2000 年发表的研究工作表明, Toll 样受体 9(Toll 

like receptor 9, TLR9)是 CpG DNA发挥免疫激活性所

必需的, 可能是 CpG DNA 的细胞内受体. TLR9 属于

模式识别受体(pattern recognition receptor, PRR)家族, 

存在于人类等哺乳动物的 B 淋巴细胞、树突状细胞

(dendritic cells)、单核细胞和自然杀伤细胞(NKs)等免

疫细胞的内吞小体膜上. 受到 CpG 刺激后, TLR9 可

以募集衔接蛋白髓样分化因子(MyD88), 使 IL-1相关

激酶 4(IRAK-4)磷酸化 , 与肿瘤坏死因子相关受体

6(TRAF6)相互作用, 激活细胞内 MAPK和核因子-κB 

(NF-κB)等信号通路[5,6], 促使细胞分泌各种细胞因子, 

包括白介素 6(IL-6)、白介素 10(IL-10)、白介素 12(IL- 

12)、I 型干扰素(type I IFNs)和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)

等. 这些细胞因子可引发 B 细胞分化为分泌抗体的

浆细胞[7]、激活自然杀伤细胞(NK)[8]、促进 CD8+细

胞毒性 T 淋巴细胞应答[9]等, 从而完成一系列先天的

或适应性的免疫应答过程[10]. 

研究发现, 人工合成的含有 CpG 基序的寡核苷

酸序列(CpG ODN)完全可以模拟天然细菌 DNA 的刺

激性作用, 因此可作为有效的免疫治疗工具, 在抗感

染免疫、癌症治疗、过敏性疾病以及免疫佐剂等领域

具有重要的应用价值[11,12]. 作为一种核酸药物, CpG 

ODN 通常经由注射进入血液循环系统和淋巴系统 , 

被其中的免疫细胞摄取并进入细胞的内吞小体 .   

与天然病原基因组 DNA 的作用机制相同, CpG ODN

与内吞小体膜上的 TLR9 受体发生特异性结合并引

发一系列免疫相关的信号通路 , 促使这些细胞分泌

各种细胞因子. 其中一些抗肿瘤细胞因子(如 TNF-α)

可以直接作用于肿瘤细胞 , 起到抑制其增殖的作

用[13~15]. 另一方面, 将 CpG ODN 与其他疫苗联用, 

CpG 可以起到免疫佐剂的作用, 通过引发机体的免

疫反应, 增强机体对疫苗的特异性免疫应答, 从而强

化疫苗的效用[16~18]. 目前, CpG ODN 已用于黑色素

瘤、非小细胞肺癌、乳腺癌及血液系统恶性肿瘤等临

床治疗的研究中[19,20]; 其在针对乙型肝炎、炭疽、艾

滋病和流感等传染性疾病的治疗中也显现出潜在的

应用价值[21~24]. 

1.2  CpG 核酸药物应用面临的问题 

从上述 CpG 的作用机制可知, CpG ODN 发挥药

效的关键在于其能够有效地被体内免疫细胞摄取并

与受体 TLR9 发生相互作用. 然而, 与其他核酸类药

物一样, 未经修饰的 CpG DNA 同样面临易被核酸酶

降解、细胞摄取率低等问题, 因此需要高剂量重复给

药, 这极大地限制了其在医学领域的应用. 最初, 人

们通过设计改变 CpG DNA 碱基序列发现, CpG 寡核

苷酸(CpG ODN)中 CpG 基序的位置及其侧翼核苷酸

序列的变化 , 对细胞摄取效率和免疫活性均会产生

一定的影响[4,25~27]. 而且, 相同 CpG 序列对不同物种

的免疫活性也不尽相同. 尽管选择最优的 CpG 序列

可以增强 CpG 的免疫刺激效果, 但由于 CpG ODN 在

体内的半衰期较短, 效果仍然不够理想. 

为了增强核酸分子的稳定性 , 对其进行化学修

饰是目前在核酸药物中应用较多的一类方法 . 常见

的核酸修饰方法包括针对核酸骨架上磷酸二酯键的

修饰(如硫代修饰[28], 即用硫原子取代磷酸二酯键中

的一个非桥联氧原子)、针对核糖的修饰(如主要针对

RNA 的 2′-氧-甲基化, 2′-氧-烯丙基化和 2′-氟代修饰

等)[29~31]、针对碱基的修饰(用非天然碱基替换天然碱

基)[32], 以及采用核酸类似物替换核酸骨架(如肽核

酸、锁核酸)[33,34]等. 这些化学修饰的目标均是增强核

酸分子在生理环境下的稳定性[28], 有的修饰(如锁核

酸)还能提高其与目标核酸的结合效率[35]; 但是它们

同时也会带来一些毒性和合成成本较高的问题 [28]. 

对 CpG 药物而言, 最常用而有效的方法是硫代修饰, 

修饰后的寡核苷酸可以抵御核酸酶的降解作用 , 稳

定性和细胞摄取率可得到显著提高 , 在体内的半衰

期也得以延长[1]. 但是有研究表明, 硫代修饰的 CpG

寡核苷酸不能完全模拟天然 CpG 与受体 TLR9 的相

互作用, 通过表面等离子体共振(SPR)方法检测 CpG

与其受体的相互作用显示, 硫代修饰后的 CpG 序列

与天然磷酸骨架的 CpG相比, 其与受体 TLR9的亲和

力降低 [36]. 更重要的是, 通过硫代方法修饰的 CpG

药物存在明显的毒副作用 , 重复注射高剂量硫代

CpG 会引发机体急性毒性, 引起剂量依赖性脾肿大、
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导致肾损伤并造成其他与过度激活免疫相关的毒性

表现甚至死亡[37~39]. 这种安全隐患很大程度上源自硫

代修饰磷酸骨架带来的毒性, 而与 DNA 的序列无关. 

除了稳定性之外 , 核酸的细胞摄取效率也是

CpG 核酸药物面临的一个重要问题. 带负电荷的寡

核苷酸分子被细胞摄取的效率通常较低 , 这就需要

借助那些能够高效进入细胞的材料作为载体来递送

这些核酸分子. 因此, 发展更为安全高效的递送策略

成为当前 CpG 核酸药物应用研究的迫切需要. 传统

的病毒类载体可以为核酸药物提供一种高效率的递

送手段 . 这类载体可利用病毒的侵染特性将外源核

酸注入宿主细胞. 例如, 经过基因工程改造的腺病毒

(adenovirus)和腺病毒相关病毒(adenovirus-associated 

virus, AAV)是两种常见的病毒载体, 它们适用的宿

主范围较广, 可通过基因重组获得靶向性, 不受靶细

胞是否为分裂细胞所限 [40]. 腺病毒基因组为双链

DNA, 可插入相对较大的外源基因片段 , 不会整合

到宿主基因组中, 可以瞬时表达; 而腺病毒相关病毒

则是一种单链 DNA病毒, 可将外源 DNA整合到宿主

基因组的特定位点 [40]. 目前 , 这些经过重组的病毒

载体已被用于肿瘤疾病的基因治疗当中 [41,42]. 但是, 

病毒自身基因在宿主细胞内的表达依然会带来一些

免疫原性与毒性 [43]. 基于病毒载体的基因治疗导致

的死亡病例使得人们对病毒载体的安全应用更加谨

慎 [44]. 出于对安全性的考虑 , 近年来 , 在递送 CpG 

ODN 等寡核苷酸药物的应用中, 研究者将注意力集

中在了非病毒类的载体上[45]. 

1.3  CpG 递送对载体材料的要求 

要构建能够胜任 CpG 递送任务的理想载体, 候

选材料通常需要满足下列 5 点要求: 

(ⅰ) 理想的细胞摄取效率.  携带原本不易进入

细胞的 DNA 单链分子进入细胞, 是使其发挥生物学

效应的前提. 一种材料被细胞摄取的效率, 除了受到

其所带电荷的影响之外, 很大程度上与材料的形貌、

尺寸等几何属性有关 [46~48]. 大量的研究表明 , 尺度

在 20~100 nm 范围内的纳米材料相对更容易被细胞

主动摄取[49~51]. 

(ⅱ) 低毒性和良好的生物相容性.  一种理想的

载体材料应该对宿主低毒或无毒 , 除了保证所携带

药物发挥效力之外 , 其自身应该避免引发宿主体内

不必要的生物反应(如过敏反应). 要实现这一点, 材

料通常应该具备下述特点: (1) 材料本身不含有毒或

致敏成分 , 或对其表面进行改性处理后在体内不会

释放有毒成分[52,53]; (2) 材料应该具有良好的水溶性, 

在生理条件下不至于聚集成大尺寸结构而产生毒

性 [54,55]; (3) 材料应该具有生物可降解性, 这同样可

以避免材料在体内大量积累无法消化且无法排出而

对体内器官组织产生累积毒性[14,56]. 

(ⅲ) 易于装载 CpG 核酸分子.  可以通过非共

价的吸附作用 (如电荷作用力 )[57]或简单的共价连

接[58]装载足够剂量的 CpG 分子, 无需过度繁琐的合

成与纯化步骤[59], 且有较高的收率. 

(ⅳ) 在到达靶点发挥作用之前保护 CpG 核酸分

子免受核酸酶降解.  未经修饰的 DNA 单链在生理

环境下容易被各种核酸酶降解 , 而载体需要能够在  

较长时间内保护核酸分子的完整性 , 延长核酸药物

在体内的循环时间, 以保证 CpG 到达靶细胞并发挥

作用. 

(ⅴ) 不显著影响 CpG 的免疫刺激效应, 甚至能

够对其效果有所增强.  由于 CpG DNA 需要与细胞

内的 TLR9 受体相互作用引发免疫应答途径, 因此

CpG 与载体材料的结合不能妨碍 CpG 与 TLR9 受体

的作用, 以确保其发挥正常的刺激效果. 一些研究表

明, CpG 的免疫刺激效果除了与 CpG 的侧翼序列相

关之外 , 序列末端的结构对其刺激效果也有较大影

响. (1) 让 CpG 序列 5′端保持游离状态可能对刺激效

果较为有利, 游离的 5′端越多, 刺激效果也越明显, 

暗示 CpG 序列的 5′端可能与受体结合有关[60~62]; (2) 

CpG 序列 3′端经过修饰或者与其他结构相连通常能

获得较好的免疫刺激效果 [63], 这可能是由于体内多

数核酸酶从 3′端开始消化核酸分子, 3′端连接的结构

可以保护 DNA 分子免受降解, 间接增强其免疫刺激

效果. 这些影响 CpG 活性的因素都是在构建 CpG 递

送体系时值得考虑的问题. 

2  基于纳米材料的 CpG 递送策略 

物质小到纳米尺度(0.1~100 nm)后会出现特殊性

能, 这种既不同于原来组成的原子、分子, 也不同于

宏观物质的材料即为纳米材料 . 纳米材料可轻易进

入到生物体内 , 为构建药物运输系统提供了巨大的

优势[64]. 近年来, 随着纳米材料技术的不断发展, 为

递送外源性 ODN 进入靶细胞提供了更多的选择. 各

种受到研究者关注的纳米材料, 包括脂质体[65,66]、聚
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合物纳米结构[67,68]、纳米金[69,70]、硅纳米材料[71]、量

子点 [72]、磁性纳米颗粒 [73,74]、碳纳米管 [75]以及自组

装 DNA 结构[59,76,77]等, 因其各自的独特性质, 成为

核酸类药物递送系统的候选材料 . 目前已有大量研

究工作报道了基于这些纳米材料的 CpG 载运系统, 

目标是发展更为易用、廉价、低毒性且更为高效的

CpG 递送策略以改善 CpG 药物的性能, 并已经取得

了一定的进展. 下文将对 CpG 载运系统(图 1)的研究

进展进行评述. 

2.1  基于阳离子脂质体/多聚物纳米结构的 CpG

载运系统 

由于细胞膜表面带负电荷 , 使得带正电荷的脂

质体或聚合物容易通过静电作用与细胞结合进而被

细胞摄取 , 从而将原本不易穿透细胞膜的核酸分子

递送至细胞质内. 并且, 经过简单的混合之后, 这些

带正电荷的材料即可吸附或包裹带负电荷的核酸分

子 . 基于这一原理的纳米尺度的阳离子脂质体和聚

合物目前已被广泛应用于商业化的细胞转染试剂中

(如 Lipofectamine™和 JetPEI™), 且有多种基于这类

材料的药物已在美国通过认证或进入后期临床研

究[78,79]. 因此, 阳离子脂质体和多聚物纳米结构也较

早地被用于 CpG 药物递送的研究. Wilson 等人[57]总

结了基于脂质纳米颗粒的 CpG 载体(如双相脂质体[80])

对于 CpG 的递送特性: 除可以很方便地装载核酸分

子外, 还可以保护其负载的 CpG 抵御核酸酶降解, 

提高靶细胞的摄取效率, 增强 CpG ODN 的免疫刺激

活性等. 阳离子多聚物材料, 如聚(丙交酯-乙交酯)共

聚物(PLG)纳米微球 [81~83]、聚氨基酸(PAA)纳米颗 

 

 

图 1  基于各种纳米材料的 CpG 药物载运策略及作用原理 

粒[84]等, 也被报道用于 CpG ODN 的递送, 同样可以

提高 CpG 的摄取效率, 减少 CpG 的使用剂量. 此外, 

Zwiorek 等人 [85]还利用阳离子凝胶颗粒作为载体递

送 CpG ODN, 并进行了动物体内的效应研究. 结果

显示, 在小鼠体系中, 这种凝胶颗粒作为一种生物可

降解且耐受性好的载运体系, 可将 CpG ODN 递送至

靶细胞, 激活免疫系统, 并可以提高 CpG 的细胞摄

取率和免疫刺激活性. 然而, 尽管带来了理想的细胞

摄取效率 , 这类载体自身的细胞毒性仍然是不容忽

视的问题 [86]. 阳离子脂质体的细胞毒性往往由其结

构中的亲水基团决定 , 而阳离子聚合物的毒性与其

分子量大小有较大关联 , 这些载体的残留毒性则与

其成分的可降解性有关 [86]. 另外 , 这类材料靠静电

作用装载核酸药物, 对其组装结构的均一性、有序性

等缺乏精确控制 , 较难实现复杂的多功能复合结

构[77], 未被除去的空载体也容易产生较大的毒性[86]. 

并且 , 血清中的复杂组分对这类材料的转染效率影

响很大, 限制了其在活体中的实际应用. 

2.2  基于无机纳米材料的 CpG 载运系统 

无机纳米材料(如碳纳米管、纳米金和量子点等)

经过多年的发展 , 在生物学诊断和治疗领域已有大

量研究和实际应用[49,87,88]. 在安全性方面, 这些纳米

材料的尺寸大小、化学组成、表面结构、溶解性、形

状以及聚集状态等均可以影响其生物学效应 . 它们

进入体内后的归宿和作用等问题也尚待解决 . 迄今

为止 , 许多研究者对多种纳米材料的安全性进行了

研究, 但得到的结论不尽相同[64]. 下面介绍 3 种已经

用于 CpG ODN 载运的无机纳米材料载体. 

(ⅰ) 碳纳米管-CpG 载运系统.  碳纳米管(carbon 

nanotubes, CNTs)作为一种经典的碳纳米材料, 在药

物递送领域的应用研究受到广泛的关注 [75]. 最初 , 

碳纳米管在制备过程中常常引入金属催化剂 , 并且

在水溶液中容易发生聚集 , 使得碳纳米管的毒性成

为限制其生物学应用的一大问题 [89]. 但是 , 得益于

碳材料的化学特性 , 碳纳米管表面可以很容易地被

修饰各种化学基团(如羧基、氨基等)乃至多聚物分子

(如 PEG, PEI等), 这些基团可以增加其在水溶液中的

分散性 [90], 对于改善材料的生物相容性至关重要 , 

也使得在碳纳米管上偶联药物分子更为便捷. 此外, 

碳纳米管在动物活体组织中的残留毒性仍然是值得

关注的问题. 大量研究表明, 除了水溶性之外, 碳纳
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米管的毒性还取决于催化剂、表面修饰、长度和形貌

等多方面因素 [91]. 例如 , 长度达到微米级的碳纳米

管不易被巨噬细胞和吞噬细胞清除 , 可在体内循环

数周时间并引发炎症反应 [92]. 另有研究表明 , 碳纳

米管在肝和肺中的剂量累积容易导致这些脏器的氧

化压力上升 [93]. 近年来 , 经表面修饰的碳纳米管已

被成功用作核酸递送的载体 , 实现了在细胞中的实

验应用 [94~97]. 在利用碳纳米管进行 CpG 递送方面, 

2005 年, Bianco 等人[98]利用氨基修饰的单壁碳纳米

管构建 CpG ODN 的载体. 由于质子化的氨基使得碳

纳米管带正电荷, 可与带负电荷的 CpG ODN 以非共

价吸附的方式偶联, 得到的碳纳米管-CpG 复合结构

可以有效进入靶细胞, 且没有明显的细胞毒性. 通过

检测相关细胞因子(IL-6, IFN-γ)的分泌 , 结果表明 , 

这种阳离子化的碳纳米管可以显著提高 CpG ODN 的

免疫刺激活性. 

(ⅱ ) 介孔硅 -CpG 载运系统 .  介孔硅 (meso- 

porous silica)纳米结构也具有有利于生物医学应用的

特色: (1) 多孔的表面带来的巨大比表面积, 使其可

以装载更多的药物分子; (2) 研究者可以引入其他尺

寸更小的材料对介孔硅上装载药物分子的孔洞加盖

或去盖, 从而实现药物的可控释放[71]; (3) 硅材料的

生物相容性较为理想. 但是, 也有报道表明, 未经修

饰的硅纳米颗粒可造成血液中红细胞的细胞膜破裂, 

导致溶血现象 , 但这种毒性可以通过在其表面修饰

聚合物分子(如 PEG)来消除[99]. 此外, 对于动物活体

的组织毒性研究表明 , 介孔硅纳米颗粒主要在肝与

脾中积聚 , 聚合物修饰的介孔硅颗粒更容易从这些

脏器中逃脱, 在血液中循环时间更长, 不易被降解和

排出体外. 但是其在活体内的组织毒性并不明显[100]. 

近年来 , 研究者利用介孔硅材料发展了一系列基因

转染和核酸递送策略[71,101,102]. 2011 年, Zhu 等人[103]

报道了将介孔硅纳米颗粒用于 CpG 递送的研究工作. 

在该系统中, 带负电荷的 CpG ODN 通过非共价吸附

与带正电荷的氨基化介孔硅纳米颗粒共组装 , 然后

加入阳离子聚丙烯氯化铵(PAH)对其进行包被, 形成

一种多组分复合的纳米结构. 在对稳定表达 TLR9 的

人胚肾细胞(293XL-hTLR9)进行处理后, 该结构显示

出良好的细胞摄取效率和较低的细胞毒性 ; 对靶细

胞中 NF-κB 活性的检测表明, 该体系能够有效刺激

宿主细胞的免疫反应. 值得一提的是, 引入阳离子聚

合物 PAH 作为包被材料后, 该结构的免疫激活效果

较不带 PAH 的介孔硅-CpG 结构显著增强, 这是因为

PAH 保护 DNA 分子在血清中不被降解, 并且增加了

纳米结构的细胞摄取效率. 

(ⅲ) 金纳米颗粒-CpG 载运系统.  金纳米颗粒

(AuNPs)作为一种易于合成且易于与其他生物大分子

偶联的贵金属纳米材料 , 近年来被广泛应用于生物

医学研究中 [104~111]. 在过去的十几年中 , 研究者设

计、合成并研究了各种多价 DNA 修饰的金纳米颗粒

(DNA-AuNPs)[112], 并 充 分 利 用 这 些 多 价 DNA- 

AuNPs 的独特性质(包括与金纳米颗粒聚集程度相关

的光学特性[113]、对 DNA 稳定性的增强[114]、易于被

哺乳动物细胞摄取[115]等), 发展了一系列生物医学诊

断和治疗策略 [116,117]. 此外, 纳米金的生物相容性较

好. 对于静脉注射的纳米金的活体内分布研究表明, 

除了肝与脾之外, 粒径较小(10 nm)的纳米金在多个

脏器中均有分布 [118]. 但是 , 在一定剂量范围内 , 纳

米金引起的体重、脾脏指数、红细胞指标等毒性指标

的变化并不明显 [119]. 由于纳米金的众多优越特性 , 

本课题组 [58]在前期工作中尝试用纳米金颗粒作为载

体, 与巯基修饰的 CpG ODN 通过 Au–S 键自组装构

建多价 CpG-纳米金复合物(CpG-AuNPs)用于 CpG 递

送. 实验表明, 纳米金颗粒载带的 CpG ODN 在细胞

内大量分布, 同时, 显著提高了 CpG ODN 的免疫激

活效果(分泌细胞因子浓度提高两个数量级), 且显著

优于商品化的阳离子脂质体 . 并且这种免疫激活效

果的提高来源于 CpG 序列 , 而非纳米金颗粒自身. 

此外, 本课题组发现, CpG-纳米金复合物对细胞活力

几乎没有影响. 在以上实验的基础上认为, 以纳米金

为载体的 CpG 载运系统具有以下优势: (1) 纳米金尺

寸相对均一 , 经生物大分子包被后在水溶液中有良

好的分散性, 免疫原性和细胞毒性很低; (2) CpG-纳

米金复合物极易于进入细胞 , 并且能够保护其表面

的 CpG DNA 免受核酸酶的降解, 同样有助于最大限

度地发挥 CpG DNA 的生物学活性; (3) DNA 分子在

纳米金颗粒表面的组装具有较好的有序性和可控性, 

使多个 CpG ODN 分子能够同时在纳米颗粒表面保持

向外伸展状态 , 提供大量游离的 5′端 , 从而保证了

CpG 的免疫刺激活性, 这也可能是纳米金递送体系

刺激效果优于阳离子脂质体的原因. 

2.3  基于自组装 DNA 结构的 CpG 载运系统 

DNA 碱基准确的互补配对原则为人们设计合成
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纳米尺度的几何结构提供了一种优越的原材料 . 通

过对 DNA序列的设计, 线性的 DNA分子可以通过自

发的杂交、扭转、拼接和折叠形成各种二维或三维的

几何结构[120~122], 并且具有高度的有序性、可控性与

可寻址性 . 自 DNA 纳米技术的开创者 Seeman 教

授[123,124]于 1980 年开始相关工作以来, 研究者已经

利用 DNA 纳米技术构建了各种高度复杂的纳米结构

并将其应用于分子检测[125~127]、DNA 计算[128,129]和纳

米机器[130~132]等方向的研究. 在发展核酸递送载体方

面, DNA 纳米结构的潜力也逐渐受到研究者的重视. 

DNA 纳米结构用于核酸递送的特色在于: (1) DNA 在

这一体系中既是载体材料又是效应分子 , 使得整个

结构具有同质性 , 容易通过序列设计实现对结构和

功能的一体化设计和控制, 获得很高的有序性(如核

酸药物装载的数量、位置、方向、密度等); (2) 由于

DNA 是天然存在于生物体自身内部的物质, 因此基

本不必担忧生物相容性和毒性的问题; (3) 即使未加

任何其他化学基团修饰, 带负电荷的 DNA 结构, 只

要具有合适的尺寸 , 也可以有效地被多种哺乳动物

细胞摄取[62,133], 从而打开了 DNA 纳米结构在生物医

学领域应用的局面 . 下面将对近年来已报道的一些

基于自组装 DNA 结构的 CpG 递送策略进行评述. 

(ⅰ) 基于 Y 形/枝状 DNA 结构的 CpG 载运系统.  

Nishikawa 等人[14,62,134,135]研究发现, 将含有 CpG 基

序的 3 条寡核苷酸链通过两两互补杂交方法, 可以构

建成含有 CpG 基序的自组装 Y 形 DNA 结构[134], 这

一结构的 3 个分支末端可以携带 3 段 CpG 序列. 体

外细胞实验证实, 与线性的单链/双链 CpG ODN 相比, 

Y 形 CpG DNA 可显著地提高对小鼠巨噬样细胞的免

疫刺激效应. 随后, 其课题组又进一步以这种 Y 形

DNA 为结构单元, 通过 1~3 轮(代)彼此杂交拼接成不

同大小的含 CpG 基序的树枝状结构(dendrimer-like 

CpG, DL-CpG)[62]. 实验结果表明, 生长了 3 轮后的

树枝状结构尺寸较单个 Y 形 DNA 或生长了 1~2 轮的

树枝结构尺寸更大 , 更多的分支结构意味着更多的

CpG 基序, 因而也具有更好的免疫刺激活性, 从而佐

证了游离的 CpG 5′端数量对免疫刺激效果的影响 . 

此后, Nishikawa 等人[14]以类似的 X 形 CpG DNA 为

结构单元通过彼此交联杂交的方法制成了尺度更大

的 DNA 水凝胶, 由于抗肿瘤药物阿霉素分子易于嵌

入 DNA 双链, 这样的结构不仅发挥了 CpG 基序的免

疫刺激作用, 还可以向靶细胞高效地递送阿霉素. 这

种双管齐下的处理方式强化了肿瘤抑制的效果 , 为

癌症的免疫治疗开辟了新的思路. 在最近的报道中, 

Nishikawa 等人[135]又利用与合成 Y 形 DNA 相同的方

法, 通过增加杂交 DNA 链的种类合成了一系列比 Y

形 DNA 分支数(3 个分支)更多的“多足状”DNA 结构

(polypod-like structures), 并用于 CpG 载运. 与此前

的树枝状 DNA 结构(DL-CpG)不同的是, 这类多足状

结构不需要单元结构的周期性拼装 , 有很好的均一

性, 可以携带可控数量的含有 CpG 序列的分支(包括

3, 4, 5, 6, 8 个分支), 对这些结构的免疫刺激效果进

行比较的结果表明 , 分支数量的增加可以带来刺激

效果的增强[135]. 

(ⅱ) 基于 DNA 四面体三维纳米结构的 CpG 载

运系统.  随着 DNA 纳米技术的不断发展, 结构精巧

的新型 DNA 纳米结构不断涌现. 典型的例子是牛津

大学 Turberfield 及其合作者[136,137]开发的“笼子状”三

维 DNA 纳米结构. 这种 DNA“纳米笼”由 4 条人工合

成的 DNA 短链构成, 可自行组装成一个约 5 nm 高的

四面体, 这种三维的 DNA 纳米结构具有很好的结构

刚性和稳定性[138,139]. 有趣的是, Walsh 等人[133]将荧

光标记的 DNA 四面体与实验室培养的人类胚胎肾脏

细胞共同孵育后进行研究, 结果发现, 即使在没有转

染试剂辅助的情况下, DNA 四面体也能够进入哺乳

动物细胞 , 而且进入细胞的大部分“纳米笼”仍然保

持完整性, 能抵抗细胞内酶的降解作用达 48 h 之久. 

本课题组首先将这种有趣的三维 DNA 纳米结构

应用到 CpG 的载运[59]. 将刚性的 DNA 四面体结构与

不同数目的 CpG 寡核苷酸结合 , 形成不同价态的

CpG-四面体, 评估细胞摄取率和这些多价修饰 DNA

纳米结构的稳定性, 并研究它们的免疫刺激效果. 实

验中的 DNA 四面体纳米结构利用 4 条单链 DNA 经

过简单的退火反应组装而成. 四面体的 4 个顶点延伸

出 1~4 条 CpG ODN 单链. 结构表征发现, 附加的

CpG 链没有妨碍四面体结构的形成. 通过荧光成像

及流式细胞仪检测 CpG-四面体的细胞摄取情况可以

看出, 虽然单链的 CpG DNA 很难被细胞摄取, 但

CpG-四面体则可以被细胞大量摄取, 证明四面体结

构在细胞摄取中起到重要的促进作用 , 在没有转染

试剂辅助的情况下可以有效地携带 CpG 基序进入小

鼠巨噬样细胞(Raw264.7). 此外, 一系列实验也证明, 

这种四面体纳米结构可以增强 CpG DNA 在细胞内外

的稳定性. 经 CpG-四面体处理后, 检测宿主细胞释
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放细胞因子 TNF-α, IL-6和 IL-12的水平, 结果表明这

一结构有良好的免疫刺激效果 , 明显优于阳离子脂

质体转染的等量 CpG ODN[59]. 并且, 这种刺激效应

主要来源于四面体上携带的 CpG 基序, 而非四面体

结构本身. 同时本课题组还比较了不同价态 CpG-四

面体的免疫刺激活性, 在 DNA 四面体浓度相同的情

况下, 随着四面体上负载的 CpG 序列数量增加, 免

疫刺激性也随之增强. 值得一提的是, 虽然四价 CpG- 

四面体(连接 4段 CpG基序的四面体)的免疫刺激性较

高, 但是 CpG 基序绝对剂量的增多并不是免疫刺激

性高的唯一原因 , 当调节一价 CpG-四面体与四价

CpG-四面体的 CpG 基序浓度一致时, 四价 CpG-四面

体刺激细胞产生的 TNF-α的浓度仍高出一价 CpG-四

面体 50%以上, 这一结果可能与 CpG 结构的空间分

布有关 , 说明在一个四面体颗粒上有更多的 CpG 

DNA 5′端可能会增加 CpG 序列与受体结合的亲和力. 

这一系列研究工作证明 , 即便不使用阳离子化

的载体, 由天然的带负电荷的 DNA 分子构建的三维

纳米结构也可以被哺乳动物的吞噬细胞主动摄取 . 

因此, 只要通过序列设计和 DNA 杂交构建适当的结

构, 就可以在不加任何其他化学修饰的情况下, 制备

具有理想活性的 CpG 药物载运系统. 

最近 , 颜颢及其合作者 [17]将携带 CpG 序列的

DNA 四面体结构与作为模式抗原的链酶亲和素

(streptavidin, STV)偶联 , 形成一种复合疫苗 . 通过 

体外实验和小鼠体内实验证明 , 在这样一个复合结

构中 , 由于 CpG 可以起到高效刺激免疫应答的作  

用, 作为抗原的 STV 在其辅助下可以大大增强刺激

小鼠体内产生对应抗体的水平和提高免疫效应的持

续时间, 效果显著高于注射非结合态的 CpG 序列与
STV. 

(ⅲ) 基于 DNA 折纸结构的 CpG 载运系统.  最

近 , Schuller 等人 [76]报道了利用基于 DNA 折纸术

(DNA origami)的 DNA 纳米管结构实现 CpG 递送的

应用. DNA 折纸术[120,140,141]是近年新发展起来的一种

使 DNA 序列自发折叠形成纳米尺度几何结构的新技

术 . 该技术通常以多条人工设计的寡核苷酸序列作

为“订书钉链”, 与一条较长的病毒 DNA 单链(“脚手

架链”)退火杂交, 通过对订书钉序列的设计可以对脚

手架链的折叠方式进行精确控制 , 从而构建相当复

杂的二维[120,126,127,142]和三维[121,143~145]几何结构. 

在 Schuller 等人[76]的工作中, 一条长 8634 bp 的

M13mp18 噬菌体载体单链 DNA 被用作“脚手架链”, 

与另外两百多条“订书钉链”退火 , 形成了一个三维

的管状纳米结构. 随后, CpG ODN 再通过杂交被锚

定在纳米管上的特定位置, 实现对 CpG 的装载. 实

验结果表明 , 这一结构可以被小鼠脾淋巴细胞主动

摄取, 是一种高效的 CpG 递送工具. 与亚细胞结构

的共定位成像实验表明, 进入细胞的 DNA 纳米结构

主要分布于内体(endosome)中, 保证了 CpG 能够与

内体膜上的 TLR9 受体相互作用. 此结构同样对宿主

细胞有高效的免疫刺激作用, 引起细胞因子 IL-6 的

分泌和 CD69(作为早期免疫激活的标志)表达水平的

升高. 有趣的是, CpG 序列无论连接在管状结构的内

表面还是外表面, 得到的刺激结果都是相似的. 他们

认为 , 这是由于管状结构在细胞内体中被部分消化

展开, 或者 CpG 链从结构上脱离所致. 此外, DNA 折

纸结构自身在 TLR9 阴性的细胞中也能引起非 TLR9

通路专一的免疫反应, 提示特定的 DNA 纳米结构自

身也可能存在潜在的安全风险. 但是, 对于 DNA 纳

米管免疫原性的来源尚未进行研究. 

3  前景展望 

基于上述的研究进展, 有理由相信, 基于新型纳

米材料载运系统的 CpG 核酸药物具有广阔的应用前

景. 在药物递送系统发展日新月异的今天, 纳米材料

CpG 载运系统可能朝着下述 3 个方向进一步发展. 

(ⅰ) 靶向给药.  靶向给药是药物递送研究发展

的一个重要方向 . 靶向给药使得药物分子能够主动

在靶点富集, 更为高效地发挥作用, 从而降低药物使

用剂量和由此带来的毒副作用. 目前, 重点关注的靶

向分子包括特异性地针对某些细胞或细胞中某些组

分的配体分子(如叶酸)[146]、短肽[147]、人工筛选的核

酸适配体(aptamer)[148]和抗体[149]等. 这些分子不仅可

以发挥靶向作用, 还能增加药物进入靶细胞的效率. 

例如, 最近 Anderson 及其合作者[150]报道了一种用于

递送小干扰 RNA(siRNA)的 DNA 四面体结构, 连接

叶酸分子作为带有肿瘤靶向性的配体 , 实验结果表

明 , 这种结构在没有转染试剂辅助的情况下可以对

大量表达叶酸受体的肿瘤细胞中的靶基因起到显著

抑制作用. 这些最新的研究进展可能会对 CpG 药物

递送策略的发展方向提供借鉴. 

(ⅱ) 受控释放.  受控药物释放指药物载运系统

对药物分子的释放可以受到外界刺激或时间的控制, 
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也是药物递送领域很有意义的研究方向. 一方面, 希

望药物分子在循环系统的输送过程中受到载体尽可

能完全的保护以免受降解并穿过细胞各种屏障 ; 另

一方面, 在到达药物作用靶点后, 这种保护又可能阻

碍药物分子与受体相互作用并发挥效果 . 为了解决

这一矛盾 , 对于药物受控释放的研究近年来也逐渐

成为热点. 受控释放常常与靶向给药策略相结合, 实

现智能化的药物递送[151], 进一步提高药物的利用效

率并降低毒副作用. 例如, 最近 Church 课题组[152]报

道的一种逻辑门运算纳米机器人就是结合了靶向给

药与可控释放的范例. 在其工作中, 由 DNA 折纸术

构建的纳米容器可以由其上两段核酸适配体与靶分

子结合的逻辑关系决定 , 当两段核酸适配体均与细

胞表面各自的靶分子结合时(逻辑“与”), 容器就可以

打开, 释放其载带的药物分子, 从而实现靶向性和可

控释放特性的结合 . 虽然到目前为止尚未见到有关

CpG 受控释放的报道, 但相信这也应该是 CpG 药物

将来的一个发展趋势. 

(ⅲ) 协同递送.  很多情况下, 在实际治疗某种

疾病时需要多种药物协同作用进行复合治疗 , 这就

对纳米材料递送系统同时运载多种药物分子并保持

各自的活性提出了要求. 由于 CpG 常被用作疫苗佐

剂与疫苗一同被注射到体内以强化免疫系统对疫苗

的应答 [16], 近年来 , 研究者在利用纳米材料协同递

送 CpG 与其他药物分子方面也取得了一些进展. 例

如, Diwan 等人[83]利用聚合物聚乳酸-乙醇酸(PLGA)

将 CpG 与破伤风类毒素协同递送至小鼠体内, CpG

作为免疫佐剂使破伤风疫苗获得了更好的免疫应答

效果, 并且利用多聚物载体共载带 CpG 与疫苗的效

果明显优于两者在溶液中简单混合的效果. Nishika-

wa 等人[14]利用 DNA 水凝胶将 CpG 与阿霉素分子协

同递送至细胞内, 与单独使用阿霉素相比, CpG-阿霉

素协同载运系统对小鼠皮下肿瘤细胞的抑制作用更

加显著. Liu 等人[17]则利用 DNA 纳米四面体结构协同

递送 CpG 序列与作为模式抗原的链酶亲和素至小鼠

体内 , 获得了比单独用药更为理想的抗体产生效率

和免疫效应持续性. 因此, 协同递送策略对于减少药

物的使用剂量、提高治疗效果等方面均有重要的意义, 

值得研究者进行更深入的探索. 

综上所述 , 随着人们在纳米尺度下对各种物质

的精确设计和控制的技术日臻成熟 , 各种新颖的具

备优越性能的纳米材料不断涌现, 多功能、智能化、

高效并且安全的纳米治疗系统也将得以发展, 在未来

的临床应用中发挥更大的作用. 
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Artificially synthesized CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODNs) can imitate bacterial DNA and effectively stimulate the mammalian 
immune system in response to signals resulting from hazardous invasion. For this reason, CpG ODNs represent promising materials 
with a range of applications in the treatment of different infections, allergies and cancers. Unfortunately, however, unmodified CpG 
ODNs alone can be readily degraded by enzymes, resulting in a reduced level of uptake into cells. Repeated high-dose drug 
administration is therefore required in these treatments, which largely limits their application. In recent years, significant progress in 
nanomaterial technology has provided a range of new opportunities for the development of effective delivery systems for nucleotide 
drugs. Based on reports from the literature, a variety of different nanomaterial-based CpG delivery systems have been developed that 
show a range of advantages, such as high levels of activity, low toxicity and good biocompatibility, making them excellent candidates 
for use in therapeutic reagents in immune-related diseases. Herein, we provide an introduction to the background and development 
history of CpG ODN drugs, including their mechanisms of action and the requirements for successful delivery. Particular emphasis has 
been given to newly developed CpG delivery systems based on different nanomaterials, with a summary of their respective principles 
and features. Furthermore, we have provided a sketch of the prospects and future trends expected of these materials. 
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