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【摘要】 寡核苷酸包括反义核酸和干扰 RNA 等，它们能够为多种疾病提供快速、特异性的治疗，具有很高的

应用潜力。然而这些分子能否有效地传递到特定的细胞和组织对于最终的临床应用非常关键。靶向性的传递能

够提高寡核苷酸药物的特异性和使用效率，使药物分子能有效到达作用位点，进而发挥它们的治疗效果。一些基

于不同平台的靶向性配体传递策略已经形成，并能够很好的发挥其生物学活性。本文针对当前该研究领域的进展

提供一个概述。
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【Abstract】 Oligonucleotides including antisense oligonucleotides and small interfering RNA can provide for a variety

diseases，rapid，specific treatment，with a high potential for application. However，effective delivery of oligonucleotide

molecules to specific cells and tissues is critical for finally clinical application. Targeted system can greatly improve the

efficiency and specificity of oligonucleotides delivery. Meanwhile，an effective delivery system enable the oligonucleotides to

reach the sites of action and access their biological targets. Some delivery strategies based on different platforms and

different targeting ligands have been developed，and can play their biological activity. In this paper，the current progress in

the field of the study will be summarized.
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寡核苷酸(Oligonucleotides，ONs)作为临床药
物治疗多种疾病的潜力已经越来越引起人们的重

视，早期的研究主要集中在反义寡核 苷 酸 上

( antisense oligodeoxyribonucleotides，AS-ODNs)，然
而以干扰 RNA( small interfering RNA，siRNA)为基
础的治疗药物近几年得到了快速的发展。其他以
核酸分子为基础的治疗药物还包括微 RNA (micro
RNA，miRNA)，免疫调节剂 CpG 寡核苷酸 (CpG

oligodeoxyribonucleotides，CpG ODNs)，核酶( ribozyme)

和适体( aptamer)等。

1 寡核苷酸传递过程中的障碍

作为多聚阴离子大分子，ONs 在到达细胞内作

用位点的过程中会遇到很多障碍，因此形成一个有

效的传递系统是非常必要的。没有天然的机制能
促使这些亲水小分子穿过细胞膜，同时它们自身的



生物学活性也是非常有限的。ONs 具有很多优点:
长度一般小于 30 bp，在传递难度上远远小于质粒
DNA(平均 7 kb);能通过化学合成产生，进行大规
模生产，且具有较高的纯度;能进行化学修饰，具有

更好的代谢稳定性和较高的生物利用率。但是 ONs

在体内传递过程中仍面临着很多问题，使其不能进

入特定的靶细胞或组织内部从而有效地发挥其生

物学活性。当前 ONs 在体内传递的主要障碍包
括
［1，2］:1、肾脏的快速清除;2、血液和组织中核酸酶
的降解;3、网状内皮系统中巨噬细胞摄取导致的肝
脾吸收;4、不能通过毛细管内皮组织;5、缓慢的和细
胞外基质连接并扩散;6、组织细胞无效的内吞;7、不
能从内体中有效地释放。因此 ONs 若能有效地发
挥生物学活性必须避免血液中核酸酶的快速降解

及肾脏过滤或网状内皮系统产生的快速清除;必须

穿过毛细管内皮获得到达靶细胞的入口，使其能够

存在于细胞外基质中;必须能被靶细胞摄取，并能

够从内体中释放到达细胞内的靶位点。一个有效
地传递系统除了解决以上障碍同时还应当避免可

能会引起的组织毒性或不适的免疫反应。

2 寡核苷酸基础上的靶向性传递策略

许多靶向性策略已经被研究使其能更方便有

效的进行 ONs 在细胞或组织内特异性传递。这些
策略一般分为两类:配体-寡核苷酸直接偶联和配
体-靶向性纳米颗粒。一般将寡核苷酸的 3′或 5′端
加以修饰以抵抗核酸酶的降解，同时引入靶向性配

体像肽段和适体。阳离子聚合物和阳离子脂质是
两种用于包裹寡核苷酸形成纳米颗粒的主要材料，

这两类物质能够特异性的吸附到靶点上，同时这些

阳离子纳米载体能产生“质子海绵效应”( proton
sponge effect)，可以帮助复合物从内体中释放［3］。

2. 1 HDL /LDL 介导的传递
使用胆固醇进行寡核苷酸的末端修饰是一个

有效的传递策略，可以提高 ONs 的稳定性和细胞摄
取能力。在体内通过和低密度脂蛋白( low-density
lipoproteins，LDL ) 或 高密度脂蛋白 ( high-density
lipoprotein，HDL)相互作用能提高细胞摄取能力。

胆固醇和 siRNA 偶联后静脉注射小鼠肝脏能诱导
载脂蛋白 B( apolipoprotein B，apoB)的沉默［4］，apoB

是胆固醇代谢中固有的蛋白，能够反应出体内胆固

醇的水平。虽然研究显示需要较高的 chol-siRNA

剂量，但该研究第一次证明能够在体内使用这种方

法起到 RNAi 效应，具有重要的临床意义。除了
Chol-siRNA 外，siRNA 和胆汁酸、长链脂酸、油脂偶
联也能提高体内细胞摄取和基因沉默的能力

［5］。

研究显示 HDL 和 LDL 是胆固醇和 siRNA 偶联的主
要载体，清蛋白是寡核苷酸和中链脂肪酸偶联的主

要载体。研究还证明 siRNA 结合物摄取的有效性
和选择性取决于和脂蛋白颗粒、脂蛋白受体和跨膜
蛋白 Sid1 的相互作用。HDL 直接使 siRNA 进入肝
脏、消化道、肾脏和生成类固醇的器官，然而 LDL 靶
向性 siRNA 主要集中在肝脏。 Sterghios 将 chol-
siRNA 通过气管灌输进入肺内，这种情况下，在 6 h

后 p38MAP 激酶的 mRNA 沉默效应达 30% ～
45% ［6］。最近，Nishina 显示一种新的脂偶联 siRNA
(Toc-siRNA)，将 siRNA 端连接 α-生育酚进行修饰，
当体内静脉注射 2 mg /kg 的 Toc-siRNA 时，能有效
地降低 apoB 蛋白的表达［7］。

2. 2 叶酸盐( folate)介导的传递
叶酸盐受体( folate receptor，FR)，一种 GPI-锚

定的糖蛋白，在核酸药物传递过程中是一个非常有

用的靶标。叶酸盐受体在许多癌症如卵巢癌，结肠
癌，乳腺癌等中都过量表达，在正常组织细胞中的

含量比较低。叶酸盐介导的靶向传递具有很多优
点，如叶酸分子量非常小、无免疫原性、利用方便、

化学合成简单。叶酸和脂质体、多聚物的结合物能
够使他们结合到肿瘤细胞表面的叶酸受体上，通过

内吞作用进入细胞。叶酸已在寡核苷酸的肿瘤靶
向性研究中被使用。例如，Rait 显示叶酸受体靶向
性的阳离子脂质体比非选择性的脂质体转染试剂

能更有效地传递 anti-HER 寡核苷酸进入乳腺癌细
胞
［8］。此外，叶酸包被的阳离子脂质体-寡核苷酸比
单独使用的寡核苷酸显示出更长的系统循环时间，

能够提高肿瘤的定位
［9］。Kim 研究显示聚电解质复

合物(polyelectrolyte complex micelle，PEMC)基础上
的纳米颗粒(直径 70 nm) 可用于叶酸靶向性传递
AS-ODN。PEMC 是由 FOL-PEG-ODN 复合物与阳离
子脂质或脂质体偶联形成的结合物。PECM 诱导肺
癌细胞 A549 和口腔癌细胞 KB 中 GFP 表达水平显
著的降低

［10］。最近的研究中，Zhang 提出一个新的
策略用于 siRNA 的细胞型特异性传递，将 siRNA 非
共价的偶联到叶酸上形成叶酸-寡核苷酸复合物，产
生的复合物能够被特异性的细胞摄取并能显著沉

默静脉内皮细胞和 KB 细胞表面叶酸受体的
表达
［11］。
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2. 3 转铁蛋白( transferrin)介导的传递
转铁蛋白受体( transferrin receptor，TfR)是在许

多肿瘤细胞表面大量表达的糖蛋白。转铁蛋白受
体介导的内吞在细胞内的路径已被阐明。内吞的
转铁蛋白受体能够通过再次循环到细胞表面而不

经过细胞内的降解。和转铁蛋白受体特异性的抗
体相比较，转铁蛋白更易大规模制备和商品化。因
此转铁蛋白介导的传递已广泛用于各种靶标的研

究，包括肿瘤、内皮细胞和脑。一般通过化学方法
将转铁蛋白、抗转铁蛋白受体抗体或抗体片段结合
到纳米颗粒表面。Heidel 将 siRNA 和阳离子环糊精
聚合物压缩形成纳米颗粒，然后利用转铁蛋白使其

靶向尤文肉瘤(Ewing’s sarcoma)细胞，这种肿瘤细
胞高表达转铁蛋白受体。当小鼠尾静脉注射
2. 5 mg /kg的 siRNA 时能够观察到特异性 EWS-
FL11 基因表达的沉默，并能相应的抑制肿瘤生长。

经过检测这种环糊精基础上在系统性传递并不会

引起相关的免疫反应，同时转铁蛋白靶向性纳米颗

粒 M2 siRNA 的传递在非人灵长类的研究也显示其
是非常安全的

［12］。
Pirollo 报道针对肿瘤特异性的抗 HER-2 siRNA

能够自我组装成 100 nm 左右的免疫复合物( scL)。

抗 HER-2 siRNA 包裹的 scL 能够通过沉默靶基因而
用于肿瘤细胞的化学治疗。这种靶向性沉默在胰
腺癌模型中能显著抑制肿瘤的生长

［13］。此外，
Tietze 应用聚乙烯亚胺衍生物(OEI-HD)改进 siRNA

多倍体用于体内传递 RAN siRNA 到肿瘤细胞，同时
转铁蛋白作为靶向性配体结合到多倍体中。转铁
蛋白结合的 OEI-HD / siRNA 多倍体能够在体外特异
性的 Neuro2A 移植瘤模型中降低 RAN 蛋白的表达。
体内 RAN 蛋白表达的下调能够增加肿瘤细胞的凋
亡，降低肿瘤的生长

［14］。

2. 4 抗体介导的传递
抗体基础上的 ONs 靶向性传递已经用于肿瘤

和白血病的治疗中。抗体具有高的特异性，对靶抗
原有较高的亲和力，能作为纳米颗粒中的靶向性成

份。治 疗 性 抗 体 像 trastuzumab ( Herceptin )，
rituximab(Rituxan)和 alemtuzumab(Campath)已经用
于乳腺癌和白血病的临床治疗中

［15］。抗体片段如
抗体可变区片段(Fab)和单链抗体( scFv)与全抗体
相比具有很多优点:分子量更小，同时缺乏恒定区

(Fc)，降低抗体在内体传递的干扰。已有大量文献
报道能使用单克隆抗体直接传递 AS-ODNs 和

siRNA 到体内特定的细胞中。Song 设计鱼精蛋白-
抗体的融合蛋白传递 siRNA 到 HIV 感染的 CD4 T

细胞中或表达 HIV 包膜的 B16 黑素瘤细胞中［16］。

这些 siRNA-抗体-鱼精蛋白复合物通过瘤内或静脉
注射能特异性的传递 siRNA 到体内表达 HIV 包膜
的肿瘤细胞内抑制肿瘤的生长。同时他们设计针
对人整联蛋白淋巴细胞功能相关抗原-1 的单链抗
体到抗体-鱼精蛋白系统中。这个系统对人白血细
胞和激活的粒细胞具有非常好的选择性，能够有效

的沉默初级淋巴细胞，单核细胞和树突状细胞内的

相关基因
［17］。Wen 设计鱼精蛋白和针对 HBV 的抗

体融合蛋白进行 siRNA 的体外、体内的特异性传
递，显示 siRNA 能被靶向性传递到 HBV 感染的细胞
和转基因小鼠中，有效的抑制 HBV 基因的表达，提
高 siRNA 在 HBV 治疗中的临床应用［18］。Zhang 设
计针对 AIV 血凝素(HA) 的抗体鱼精蛋白融合蛋
白，显示该融合蛋白在体外能靶向性传递 siRNA 进
入 AIV 感染的细胞，能有效的抑制禽流感病毒的
复制
［19］。
Peer 研究显示当脂质体结合抗 β7 整合素的抗

体时，体内输入细胞周期蛋白 D1( cyclin D1，CyD1)

的 siRNA 能够靶向激活白细胞。siRNA 加载脂质体
纳米颗粒能选择性的在体内、体外传递 Cyclin D1
siRNA 到 β7 阳性细胞中。通过 siRNA 介导的 CyD1
基因沉默，在大肠炎小鼠模型中能观察到白细胞的

表达被抑制，显示 CyD1 是抗炎症反应的潜在靶标。

其他抗体介导的 ONs 的传递包括针对乳腺癌的抗
HER2 抗体，针对恶性肿瘤的抗 CD19 抗体和针对成
神经细胞瘤和黑色素瘤的抗 GD2 抗体［20］。

2. 5 肽段介导的传递
细胞渗透肽( cell-penetrating peptide，CPP)能够

穿过细胞膜，因此在药物和核酸的靶向性传递中有

着重要的作用。细胞渗透肽包括，蛋白转导区或膜
易位序列，一般含短的正电荷肽段序列，大部分具

有精氨酸 /赖氨酸序列。肽段介导的寡核苷酸传递
能通过直接结合或连接其他的传递系统，如脂质体

或多 聚 物 纳 米 颗 粒。 Chiu 连 接 Tat 肽 段 ( 含
YGRKKRRQRRR 序列)到 siRNA 的反义链的 3′末
端，siRNA-Tat 肽段结合物能被细胞快速内化，有效
的沉默靶基因

［21］。

另一肽段如精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸( arginine-
glycine-aspartic acid，RGD)模式已经被用于靶向整
合素受体，该受体在肿瘤脉管系统中激活的内皮细
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胞表达。Moschos 将 RGD 模式吸附到 PEG 末端形
成分支的聚乙烯亚胺，形成的纳米颗粒用于 siRNA

的体内传递
［22］。

Kumar 通过合成含狂犬病毒糖蛋白 ( rabies
virus glycoprotein，RVG-9R)29 个氨基酸的嵌合肽，

能成功在体内进行 siRNA 的传递。siRNA 和带正电
荷的 RVG-9R 形成的复合物携带 siRNA 进入神经元
细胞，静脉注射后特异性的抑制基因表达。此外还
发现 RVG-9R / siRNA 复合物能很好的保护被致死
剂量日本脑炎病毒( Japanese encephalitis virus)感染
的小鼠

［23］。

2. 6 适体(aptamer)介导的传递
适体已被用于位点特异性的寡核苷酸传递，因

为它像抗体一样对靶标具有较高的亲和力和特异

性，前 列 腺 特 异 性 的 膜 抗 原 ( prostate-specific
membrane antigen，PSMA) 是在前列腺癌细胞和肿
瘤血管内皮细胞表面过量表达的受体。PSMA 的特
异性适体能激发特定细胞的摄取并产生 RNAi 介导
的靶 mRNA 沉默。通过直接将适体和 siRNA 连接
或利用生物素—抗生物素蛋白链菌素的亲和力进
行偶联实现 RNAi 介导的基因沉默［24］。适体与肽
段和抗体等其他靶向性配体相比具有很多优点:免

疫原性低、易大规模合成、成本低。此外它们能进
行多种化学修饰，并且适体( < 15 × 103 )的分子量

远小于抗体(150 × 103)。

2. 7 microRNA 介导的传递
最近研究人员通过 microRNA 的方法将溶瘤病

毒( oncolytic picornavirus)进行改造用于靶向治疗，
Kelly 将一段与肌肉组织特异的 microRNA 互补序列
插入溶瘤病毒的基因组 3′末端，再将该病毒感染患
肿瘤小鼠。重组的病毒在皮下组织里具有正常的
活性，能引发小鼠的致死性肌炎和病毒血症。但
是，在表达肌肉组织特异 microRNA 的细胞里，重组
病毒无法复制并且不引起致死性的肌炎。同时载
体效率高，不产生毒副作用

［25］。因此改造的病毒可
能成为新的载体系统，用做定向基因治疗载体或药

物治疗载体。
2. 8 无唾液酸糖蛋白受体介导的传递
在肝实质细胞上大量表达与无唾液酸糖蛋白

( asialoglycoprotein)具有高亲和力的表面受体，结合
后受体通过内吞作用使蛋白内化可进入细胞内。
为了获得肝实质细胞特异性的基因传递，可将半乳

糖和阳离子聚合物或阳离子脂质体结合。当前研

究已经利用这种方法将基因传递到肝细胞，Oishi 通
过酸不稳定连接构建了聚乙烯-siRNA 结合物。在
细胞内体弱酸性条件下，这种共价结构被破坏，Lac-
PEG-siRNA 的共价连接被断裂，siRNA 释放到 HuH-
7 细胞能够有效地进行靶基因的沉默［26］。Wu 成功
的将 PLL 和非唾液血清类粘蛋白结合用于寡核苷
酸到肝细胞的体内传递

［27］。
2. 9 甘露糖受体介导的传递
哺乳动物的树突状细胞表达甘露糖受体或甘

露糖相关受体，巨噬细胞也表达甘露糖受体。靶向
巨噬细胞的基因传递对 Gaucher 和 HIV 疾病的治疗
是非常有意义的。Kawakami 合成新型的甘露糖-胆
固醇衍生物(Man-C4-Chol)，在小鼠腹腔巨噬细胞
中，Man-C4-Chol 脂质体形成的复合物比传统单独
使用阳离子脂质体转染显示出更高的沉默效率

［28］。
2. 10 其他传递系统

Li 设计 sigma 受体靶向性的脂聚阳离子纳米颗
粒用于体内 siRNA 到肺转移瘤的传递［29］。抗 EGF

受体的 siRNA(载体 DNA)与鱼精蛋白和脂质体形成
复合物颗粒，这个颗粒和 PEG 结合，然后使用茴香酰
胺作为配体向肺癌细胞进行靶向性传递。茴香酰胺
是 sigma 受体的一个配体。靶向性纳米颗粒能够有
效地渗透到肺转移灶，当静脉注射 siRNA 150 ug / kg
复合物时能导致转移灶模型中70% ～ 80%的基因沉
默。最近的研究中，Sato 报道维生素 A 能介导 siRNA
进入体内星状细胞，使用这种方法能在星状细胞内发

现特异和显著的基因沉默，这种沉默能逆转肝

硬化
［30］。

3 结论和展望

随着对人类疾病在分子水平上的更多了解，有

效地设计 AS-ODN 和 siRNA 能够干扰特异性的靶
标。核酸药物应用的一个巨大挑战是体内传递到
靶细胞的特异性和有效性。化学修饰、纳米颗粒包
裹和配体偶联到寡核苷酸都是提高其体内稳定性，

药物代谢动力学和靶特异性非常好的策略。最近
的很多研究显示靶向性传递技术可能带动寡核苷

酸药物治疗的进一步发展。
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