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摘要 阳离子脂质体作为一种非病毒载体，以其制备简单、低毒性、低免疫原性、可生物降解等优点，成为近

年来基因治疗中的常用载体，具有良好的应用前景。本文从阳离子脂质体的结构、转移机制着手，对其在基

因治疗方面的应用以及尚存在的问题作一综述。
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基因治疗（gene therapy）是指将外源正常基因

序列导入靶细胞，取代患者体内的缺陷DNA序列，

纠正或补偿因基因缺陷和异常引起的疾病，从而达

到治疗目的。在基因治疗的过程中，最关键的步

骤是构建基因载体，通过基因载体将外源目的

DNA 序列递送到靶细胞，从而进行有效的转染与

表达[1]。迄今所应用的转导目的基因的方法可分为

两大类：病毒载体和非病毒载体。病毒载体作为高

效的基因递送系统，具有转染及表达效率高等优

点，是体内高效表达外源基因最有效的工具之一。

但由于其具有免疫原性高、容量小、制备困难、损伤

靶器官、生产成本高等缺陷，限制了其在基因治疗

中的应用。与病毒载体相比，非病毒载体以其制备

简单、低毒性、低免疫原性、可生物降解等优点，成

为近年来基因转运中的常用载体[2]。阳离子脂质体

作为非病毒载体中研究最多的一种载体，在基因治

疗中有着广阔的前景，本文就阳离子脂质体在基因

治疗方面的作用进行综述。

1 脂质体及阳离子脂质体结构特点

脂质体（liposomes）由具有类似生物膜的磷脂

结构及其他类脂组成，在水中，这种结构分散形成

多层微囊，每个微囊就是脂质体。按所包含脂质双

分子层的层数不同，分为单室脂质体和多室脂质

体，小单室脂质体（small unicompartment liposomes）

粒 径 约 0.02～0.08 μ m；大 单 室 脂 质 体（large

unicompartment liposomes）为单层大囊泡，粒径为

0.1～1 μm，多层双分子层的泡囊称为多室脂质体

（multi-chamber liposomes），粒径为 1～5 μm。按结

构分：单室脂质体、多室脂质体、多囊脂质体；按

电荷分：中性脂质体、负电荷脂质体、正电荷脂质

体；按性能分：一般脂质体、特殊功效脂质体、热

敏脂质体、pH 敏感脂质体、光敏脂质体和磁性脂

质体等 [3]。阳离子脂质体（cationic liposome）由一

个正电荷的两性化合物（即阳离子脂质）及一个中

性脂质形成。阳离子脂质也称为细胞转染素，作为

阳离子脂质体进行细胞转染的核心部位，其基本结

构是一个带正电的基团连接在一个疏水基上，因其

携带的正电荷可与目的基因上的负电荷相互作用

而结合，从而形成稳定的复合物，增加在机体内的

循环时间[4]。最常见的阳离子基团是铵、咪唑、赖氨

酸和胺/多胺[5-8]；疏水基团则主要有：脂肪酰链和胆

固醇环；常用的辅助脂质则有：二油磷酰乙醇胺

（Two oil phosphoryl ethanolamine，DOPE）、磷脂酰

胆碱（Phosphatidylcholine）、十八烷氨（Octadecane

ammonia）等 [9]。1987 年 Felgner 等首先报道荷正电

脂质体，证明阳离子脂质体可与质粒相结合，促进

体外细胞基因序列的高效转染，这一发现对于类脂/

脂质体介导的基因传递研究具有决定性的意义[10]。

2 阳离子脂质体介导的基因转移机制

作为一种基因载体，简单描述阳离子脂质体介

导的基因转移过程为：携带正电荷的阳离子脂质体

与携带负电荷的目的基因（DNA或RNA）序列通过

静电作用相互吸引结合，形成DNA/阳离子脂质体

复合物，并可通过细胞内吞作用或膜融合作用进入

细胞内，脂质复合物在细胞质中或进一步进入核内

释放基因，完成细胞内转录和翻译。

2.1 DNA/阳离子脂质体复合物的形成及构像变化

通常阳离子脂质体由带正电荷的脂类和中性

辅助脂类以 1∶1等摩尔混合。当阳离子脂质体（包

含阳离子脂质体和中性的辅助脂质）与自身带负电

荷的基因靠近时，聚集的阳离子脂质可提供一种

“双面粘胶带”，自发形成DNA/阳离子脂质体复合

物（Lipoplexes），将阴离子DNA胶粘到阴离子细胞

表面。也有研究表明，阳离子脂质体与带负电荷的

DNA结合后，DNA结构上的不平衡使得DNA出现

结构上的“塌陷”，裸露的表面积减少，从而能被脂

质体紧紧包裹。因此，阳离子脂质体与 DNA 的相

互作用，包括完全包裹及表面结合两种方式 [11,12]。

研究人员对复合物的结构进行广泛深入的研究，通

过同步加速器 x射线衍射，发现几个不同的纳米级

结构：在阳离子膜之间夹有DNA的普遍的层状相；

倒向的六角形相，DNA封装在逆脂质管中（HjjC）和
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最近发现的 HjC 相，即六种排列的类似的小胶束被 DNA 链包

围着形成一个具有蜂巢对称性的连续子结构，其中倒向六角

形相结构的复合体大大促进DNA的释放，并且具有较高的转

染率[13]。研究表明，不仅阳离子脂质体的内部成分比例会影响

Lipoplexes 的结构，阳离子脂质体和 DNA 的摩尔比也会影响

Lipoplexes的形状和大小。当正负电荷比例接近于 1时，DNA/

阳离子脂质体复合物结构会向倒向六角形结构变化，利于目的

基因的释放，提高转染效率[14]。

2.2 跨膜

目前认为，DNA/阳离子脂质体复合物进入细胞的途径有2

种模式：通过细胞内吞作用进入；直接与细胞质膜融合。例如真

核细胞中存在多种内吞途径，较为普遍的是网格蛋白依赖性途

径、小窝蛋白介导的内吞途径及巨噬细胞的吞噬作用等。丁会

芹等[15]研究表明当转运平均直径小于500 nm的粒子时，内吞作

用是复合体进入细胞的主要方式。通过电子和荧光显微镜观察

转染细胞，可观察到脂质体复合物附着于细胞表面，同时细胞膜

下方的小囊泡及细胞内也可观察到脂质体复合物的存在，证明

复合物跨过细胞膜的主要途径为内吞作用。Rejman等[16]研究

发现真核细胞中网格蛋白和小窝蛋白介导的胞吞作用具有显著

的颗粒尺寸依赖性。粒径小于 200 nm的颗粒通过网格蛋白依

赖途径进入细胞，随着颗粒大小的增加，逐渐转变为小窝蛋白介

导途径，当颗粒大于 500 nm 时则通过能量依赖过程由细胞内

化。另外，膜的融合过程也参与脂质体介导的基因转染。常用

的两种膜蛋白为 N-乙基顺丁烯二酰亚胺 -敏感融合蛋白

（N-ethylmaleimide-sensitivefusionprotein，NSF）及可溶性NSF连

接蛋白（Soluble NSF ligand）。相比较于膜融合作用而言，内吞

途径需要消耗能量，而当细胞处于4℃时，处于“休眠”状态的细

胞主要利用膜融合作用进行跨膜转运[13,16]。

2.3 分离

脂质复合物进入细胞后，必须以有效的方式释放目的基因

序列，才能使正确的基因序列有效表达，发挥作用。脂质体复合

物进入细胞后形成早期内涵体，随后转变为晚期内涵体，在降解

酶、溶酶体作用下形成内涵体-溶酶体系统，同时该过程伴随复

合物pH的降低。酸化的系统引起氯离子内流，使溶酶体涨裂，

复合物从内涵体-溶酶体系统中逃逸。有研究表明，DOPE 可能

有帮助核酸释放的作用，能明显提高转染效率，原因是在低 pH

值的情况下，阳离子脂质体向倒向六边形结构的转变。倒向六

边形结构有利于形成稳定的脂质体结构，脂质体与溶酶体膜融

合形成临时空洞释放DNA，且表面带有阴离子基团的溶酶体与

阳离子脂质体相互吸引，削弱了阳离子脂质体与DNA的结合，

促使DNA高效释放[16]。

2.4 摄取

DNA 的大小是它们能否进入细胞核的重要因素，较大的

DNA可能难以进入细胞核，除非它能与细胞核的主动转运系统

发生相互作用，例如对神经元细胞的成功转染提示DNA可通过

主动运输穿过核膜[17]。对处于有丝分裂期的细胞而言，由于核

膜已经破裂，主要机制是依赖于细胞分裂时的有丝分裂被动进

入细胞核[18]。除此之外，核孔的直径、细胞周期等因素也会影响

细胞核对DNA的摄取。

3 阳离子脂质体在基因治疗中的优势

与传统的手术、放疗、化疗等药物治疗方法相比，基因治疗

作为一种具有突破性意义的靶向性生物基因治疗方法，优点在

于针对性强、基本无副作用，对正常细胞无损伤，治疗过程中痛

苦小，因此在免疫缺陷病、代谢性疾病、癌症、心脏病等疾病领域

显示出良好前景。基因载体是基因治疗的关键技术之一，可保

护基因不被内源性核酸酶降解，从而使基因治疗的体内应用成

为可能[19]。目前基因治疗所使用的基因载体主要是病毒载体和

非病毒载体两类。病毒载体包括腺病毒、逆转录病毒及慢病毒，

非病毒载体样式多种多样，主要有阳离子长链肽、阳离子聚合物

和阳离子脂质体等。病毒载体作为一种分子生物学工具，可在

活体或细胞培养中将自身或外源的基因组侵染到其他宿主细胞

中。病毒载体的转染效率很高，腺病毒的整合中具有 9个癌相

关基因或邻近区域，但同时病毒载体也存在诱导免疫反应、致癌

等临床问题。例如，进入活体内的腺病毒载体的基因表达在1~

7 d达到高峰，并且在 2~4周内迅速降到无法监测的水平，同时

在体内可监测到针对病毒蛋白的细胞免疫和体液免疫，导致基

因表达时间过短[20]；逆转录病毒的主要优势在于它们可以整合

到宿主基因中，但同时有插入到癌前基因或肿瘤抑制基因的位

点的可能，随后诱导肿瘤发生[21]。阳离子脂质体作为非病毒载

体的一种，与病毒载体相比具有以下优势：①保护治疗基因在体

内循环中不被降解。1987年，Felgner等[10]发现第一个阳离子脂

质氯化三甲基-2，3-二油烯氧基丙基铵（Trimethyl-2, 3-dioleyl

ammonium chloride），通过对脂质体的表面基团进行特殊修饰

后的阳离子脂质体能很好地包封DNA片段，促进复合物与细胞

膜的融合，增加DNA的摄取和表达；②特异性靶向性地递送基

因到靶组织或细胞。阳离子脂质体主要用于肿瘤方面，相比于

病毒载体诱导肿瘤的发生来说，免疫增强、致癌基因沉默和自杀

基因表达是阳离子脂质体用于肿瘤治疗的独特优势，其次为先

天性单基因缺陷病和心血管疾病。在治疗转移性胰腺癌实验

中，经过靶向优化后合成的紫衫醇阳离子脂质体Endo-Tag-1已

进入Ⅱ期临床实验[22]；张俊峰等[23]研究发现在利用生长因子和

抗凋亡基因治疗缺血性卒中时，将缺氧反应元件通过基因载体

转染入细胞后，可从转录、转录后及翻译后等不同分子水平特异

性表达外源基因，避免治疗基因非特异性表达导致肿瘤事件发

生，也为缺血性脑卒中的治疗提供新策略。③高效穿过细胞膜

和核膜，转染细胞，使其表达/沉默基因[24]。研究人员在考察阳

离子脂质体对神经元SH-SYY细胞的转染率和毒性时发现，双

十 六 烷 基 -N- 精 氨 酸 -L- 谷 氨 酸（Dodecyl -N- arginine -L-

glutamic acid）（含有氨基酸的脂质材料）具有更高的转染率且毒

性更低，并且在胎牛血清（Fetal bovine serum）存在时仍具有良

好的血清相容性，因此可以大量使用以提高外源基因的表达。

另外，在眼、口腔、鼻腔和经皮给药途径中，阳离子脂质体也有了

成功尝试。
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4 展望

阳离子脂质体作为一种新型的药物载体，具有靶向、长效、

低毒、保护药物等优点，它的出现给诸多研究领域带来了新曙

光。随着靶向脂质体等新型脂质的研发成功，将药物或遗传物

质直接递送至患病组织或机体，使得治疗更具有特异性、高效

性。但是如何更高效地传递遗传物质或药物仍然是一个巨大的

挑战。为了解决上述问题，近年来新开发的阴-阳离子脂质体在

阳离子脂质体表面中和了一部分正电荷，减弱了阳离子脂质体

的细胞毒性，一定程度上增加了复合物在体内的循环时间，但阴

离子脂质体本身也存在一定的细胞毒性，这一问题无法避免。

因此，通过添加各种辅助性成分、研制并使用新型脂质材料、对

阳离子脂质体表面进行结构修饰、发明并使用新制备工艺等措

施来提高阳离子脂质体的稳定性、靶向性和转染效率以及从分

子生物学角度阐明阳离子脂质体介导的基因转染过程的详细机

制将会是未来的重点研究方向。
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