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阳离子脂质体的转染机制及转染效率影响因素
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摘 要 阳离子脂质体是一种非常具有发展前景的基因载体。简要介绍了阳离子脂质体的结构特点；着重讨论了阳离子脂

质体作为基因载体时介导基因转移的机制以及在转染过程中对基因转染效率产生影响的主要因素。
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人类基因组草图的绘制完成及生物化学与分子

生物学理论的不断发展为基因治疗打下了坚实基

础，基因治疗已成为医学界最活跃的研究领域之一。

从最初只是单纯的纠正基因缺陷，到目前能输送表

达治疗效应蛋白质的基因，直接或间接杀伤靶器官

中的肿瘤细胞，基因治疗的技术在不断地发展，其定

义也在不断地完善。I&&" 年美国食品药品监督管
理局（ZW=）将基因治疗定义为：基于修饰活细胞遗
传物质而进行的医学干预；!$$"年中国国家食品药
品监督管理局（,ZW=）则将基因治疗定义为：以改变
细胞遗传物质为基础的医学治疗。实质上基因治疗

就是一种以预防和治疗疾病为目的的人类基因转移

技术，是以改变人的遗传物质为基础的生物医学治

疗［I］。作为一种新的、具有革命性的治疗手段，基因

治疗的有效性已得到临床验证［! [ H］。

在将外源基因引入细胞的过程中，W+=会被体
内的核酸酶降解，在未进入靶细胞，甚至未达到靶器

官时便降解成小分子核苷酸，从而失去治疗作用。

为了在体内运输过程中更好地保护治疗基因，可以

将其与基因载体结合，一个合格的基因载体是基因

治疗成功的有力保障。因此，基因载体的开发对基

因治疗的发展尤为重要，它的有效开发将推动基因

治疗向常规治疗方法的转变［#］。目前用于临床的基

因载体大致分为病毒载体和非病毒载体两类［F］。病

毒载体转染效率高，但存在很严重的安全问题，且目

的基因容量小，制备复杂，成本高，不能体内反复使



用；非病毒载体具有低毒、低免疫反应，外源基因整

合几率低、无基因插入片段大小限制，以及使用简

单、制备方便、便于保存和检验等优势，但其转染效

率普遍偏低。

脂质体在所有已用于临床试验的基因载体中仅

次于病毒载体居第二位，是最有发展前景的非病毒

载体。在多种类型的脂质体（如阴离子脂质体、免疫

脂质体、!"敏感脂质体、空间稳定化脂质体等）中，
由于阳离子脂质体对阴离子型聚电解质阴离子敏

感，对带负电荷的 #$%有较高的转运能力，还能转
运 &$%、核糖体及其他大电荷的分子和大分子物质
进入细胞，其转染效率比其它脂质体高出许多倍［’］，

因而被广泛应用于基因转移技术中。

! 阳离子脂质体的结构
阳离子脂质体分子主要由三部分构成：阳离子

头部，连接键和疏水烃尾。带正电的阳离子脂质体

分子头部与带负电的 #$%的磷酸根之间存在静电
引力，是阳离子脂质体(#$%复合物形成的主要作用
力。连接键是脂质体分子的重要组成部分，直接影

响脂质体分子的化学稳定性及生物降解性，是转染

效率高低以及细胞毒性大小的重要影响因素。疏水

尾部大致有两种：一种是两条脂肪链，另一种是胆固

醇，它们对形成稳定的双分子层十分重要。

" 阳离子脂质体介导基因转移的机制
阳离子脂质体介导基因转移的主要过程如下：

首先，阳离子脂质体与带负电的 #$%分子通过静电
作用形成阳离子脂质体(#$%复合物，由于阳离子脂
质体过剩，复合物带正电；然后，带正电的阳离子脂

质体(#$%复合物由于静电作用吸附于带负电的细
胞膜表面，然后通过与细胞膜融合或胞吞作用进入

细胞；最后，阳离子脂质体(#$%复合物在细胞内发
生分离，阳离子脂质体连接键断裂形成小分子再通

过新陈代谢排出细胞，而基因进一步被传递到细胞

核内，并在细胞核内转录和翻译，最终产生目的基因

编码的蛋白质［)］。下面对这个过程进行具体阐述。

"#! 阳离子脂质体$%&’复合物的形成
和其他类型的脂质体不同，阳离子脂质体并不

将 #$%包裹在其脂质双分子层中，只需将二者直接
混合即可得到一种稳定的复合物———*+!,!*-.-/，因
此，阳离子脂质体(#$%复合物的形成不受 #$%体
积大小限制［0］。

阳离子脂质体(#$%复合物的平均粒径大小受

阳离子脂质体和质粒 #$%所带电荷比影响，正负电
荷比越大，形成复合物的粒径也越大［12］。3456-7
等［)］和 8-7/9:,6等［11］用电镜发现，形成的阳离子脂
质体(#$%复合物具有多种不同的构型，至今尚不能
确定哪一种构型最有利于有效的基因转染，这也许

是阳离子脂质体转染基因效率不够稳定的原因之

一。

"#" 阳离子脂质体$%&’复合物进入细胞
阳离子脂质体(#$%复合物在抵达目的细胞之

前，会受到人体内很多其它组分的影响。例如，血浆

中的核酸酶能引起复合物分解，使 #$%提前从复合
物中释放出来，从而降低转染效率［0］。一些带阴离

子的细胞外物质（如肝素）与阳离子脂质体结合，或

者一些带阳离子的细胞外物质与带负电的 #$%结
合，也容易使复合物分解，降低转染效率。如果能够

在阳离子脂质体分子上连接靶向性基团，使其快速

集中地富集在目的细胞周围，将有效降低这些不利

因素对转染效率的影响。

顺利抵达目的细胞后，阳离子脂质体(#$%复合
物通过静电作用吸附在细胞膜上，复合物进入细胞

的模式与具体的复合物结构和细胞类型有关。目前

已提出的主要有三种模式：（1）直接与细胞膜融合：
;-*<6-7等［1=］将细胞与用碱性蕊香红标记的 #>?@%(
#>AB(#$%复合物一起培养，发现细胞膜表面分布
有荧光标记物，有力地证明了该模式的可能性；（=）
通过细胞内吞作用进入，随后与核内体膜发生融合：

3456-7等［)］用电子显微镜技术研究发现 #@&CB(
#>AB(#$%复合物主要通过细胞内吞机制进入 D>E
细胞和 "-*4细胞。（F）通过细胞质膜上形成的小孔
进入：由于基因转染需要较长的时间，有人提出了阳

离子脂质体(#$%复合物可能通过细胞膜上形成的
小孔而进入细胞，此模式尚需进一步实验证实［1F］。

"#( 阳离子脂质体$%&’复合物进入细胞核
阳离子脂质体(#$%复合物进入细胞后首先会

与核内体融合，但只有复合物从核内体中脱离后，才

能将 #$% 释放出来，从而起到治疗作用。有人发
现，脂质体的可溶性和细胞内的 !"值对复合物和
核内体分离起重要作用。当阳离子脂质体(#$%复
合物从核内体中脱离后，细胞通过细胞质中的微管

网状结构或肌动蛋白微丝等主动转运系统将含

#$%的微粒系统转移至细胞核周围［1G］。随后，#$%
从复合物中分离出来，对于处于有丝分裂期的细胞，

由于核膜破裂，#$%很容易进入细胞核；但对于非
分裂期的细胞，小分子 #$%可以通过核孔进入，而
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大于 !"#$的大分子 $%&，只有通过细胞核的主动
转运系统进入［’(］。

! 阳离子脂质体介导基因转移的影响
因素

国内外对阳离子脂质体已有不少研究，但面临

一个共同的缺点，就是转染效率低［!］。目前人们的

主要工作就是试图从提高转染效率、提高生物降解

性和降低毒性等方面寻找有应用前景的脂质体。要

解决上述问题，就必须先清楚影响这些性能的因素。

下面就阳离子脂质体介导基因转移的影响因素进行

讨论。

!"# 阳离子脂质体的结构
如前所述，阳离子脂质体分子由阳离子头部、连

接键和疏水烃尾三部分构成，它们都会对脂质体的

转染效率产生影响。另外，研究人员为了提高基因

转染效率，还会在形成脂质体的阳离子类脂分子上

连接靶向性配体。下面分别从阳离子脂质体的几个

结构部分对转染效率的影响进行讨论。

!"#"# 连接键的影响：连接键决定了阳离子脂质体
的化学稳定性及被生物降解的能力［’)］。连接键类

型对转染效率和毒性会产生影响。在最早研究的类

脂分 子 中，极 性 与 非 极 性 的 连 接 键 多 为 醚

键［’*，’! + *’］，醚是一种很稳定的化合物，转染后在体

内不易分解，容易积存从而对人体产生毒性。针对

这个问题，易分解的酯键引起人们重视［!，**］，酯键可

以被有效降解代谢，却又不够稳定，采用这种连接键

的脂质体往往在未到达目标组织时便已在循环系统

中分解，从而影响转染效率。类似的还有酰氨键，虽

能降解，但转染活力小，且稳定性不好。

近年趋势是双功能阳离子脂质体［*, + *)］，即用连

接键将亲水部分与亲油部分连接，再将靶向性配体

连接到亲油部分；亲水部分为多聚阳离子，增加对

$%&的结合力度，综合脂质体与多聚阳离子的优
点。连接键仍主要是醚键、酯键和酰胺键，这些连接

键仍旧存在转染效率和细胞毒性方面的问题。

-../01提出采用对 23值敏感的烯醇醚键作为连接
键［*!］，它在中性条件下稳定，而在酸性条件下则易

于水解。细胞内的 23值一般比细胞外低 ’ 4 *，进
入细胞后类脂分子酸性水解将 $%&释放，可以提高
转染效率和降低毒性。类似的还有氨基甲酸酯键，

如二叔丁基二碳酸酯就常用来在中性条件下与氨基

反应形成氨基甲酸酯键，而在酸性条件下被水解

掉［*5］。因此，由氨基甲酸酯键连接的阳离子类脂也

可提高转染效率和降低细胞毒性。600 78 98等［*:］

采用氯甲酸胆固醇酯和多胺反应，生成了氨基甲酸

酯连接键的胆固醇基阳离子类脂，考察了胆固醇基

和多胺头部对转染效率的影响，发现有较高的转染

效率，而且随氨基数增加（, 4 ;个），转染效率降低。
!"#"$ 阳离子头部与疏水烃尾的影响：通常认为脂
质体阳离子头部所带正电荷越多，转染效率就越好，

但细胞毒性也越大。不过也有特例，有人研究发现，

一种含有多个正电荷的树枝状头部的阳离子脂质体

和带一个正电荷的 $<=&>相比，在显著提高转染效
率的同时细胞毒性却基本没有变化［,"］。疏水烃尾

的长度以及饱和度通常影响脂膜的柔性和流动性，

进而影响脂质体?$%&复合物的稳定性。本课题组
在进行疏水烃尾的长度对转染效率的研究中发现，

当其它条件相同时，在 ’* 4 ’5 碳长的阳离子类脂
中，疏水烃尾为 ’*碳长时转染效率最高。
在筛选脂质体结构时，需综合考虑这些因素，根

据不同需要选择出最合适的阳离子脂质体分子结

构。600等按照疏水基团、亲水基团及连接基团的
不同先后设计合成了三类 )"余种不同结构的阳离
子脂质体。第一类阳离子脂质体的疏水基团为胆固

醇，连接基团为氨甲酰基，亲水基团为带不同氨基数

量的链状氨基化合物。第二类阳离子脂质体疏水基

团、亲水基团与第一类类似，但连接基团为氨基或其

它基团。第三类阳离子脂质体连接基团与第一类相

似，而疏水基团则为两条长链脂肪酸。通过对上述

三类阳离子脂质体进行测试比较，发现第一类阳离

子脂质体效果最好。其中疏水基团为胆固醇、连接

基团为氨甲酰基、亲水基团为精胺的阳离子脂质所

制备的阳离子脂质体其转染效率最高，约为目前商

品化阳离子脂质体转染效率的 ’""多倍。’:::年，
=@AB等发现在阳离子脂质体上引入二硫键也可提
高转染效率［,’］。

!"#"! 靶向性基团的影响：在阳离子载体的结构设
计中，常用细胞表面特异表达的受体或蛋白来解决

靶向性的影响。所谓特异表达是指某些细胞常常能

表达出大大多于其它细胞的表面受体。靶向基因传

递正是利用了细胞表面受体的差异性，在类脂分子

的疏水尾链部分连接了能与这种受体产生特异结合

的配体。由这种类脂分子形成的阳离子脂质体?
$%&复合物会选择性地与受体过度表达的细胞结
合，使治疗基因在病变细胞附近富集，提高基因的转

染效率。

例如，由于哺乳动物肝实质细胞存在一类能专

5!! !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 *""!，C.DE*,，%.8(



一识别以非还原半乳糖或 !"乙酰半乳糖为末端的
糖蛋白或糖脂的受体［#$］。有人曾经通过在 %&’脂
质体表面连接半乳糖的衍生物来实现肝癌细胞对常

规药物的特异性识别，从而达到靶向性的目的，效果

良好，能显著提高转染效率［##，#(］。常用的靶向性配

体有：单克隆抗体，转铁蛋白，叶酸，维生素 )，半乳
糖等。

!"# 脂质体$%&’复合物的正负电荷比例
研究显示阳离子脂质体与质粒的不同比例（即

电荷比）对脂质体*)!+ 复合物的大小和形态有影
响，并进一步影响到基因的转染效率，当复合物中阳

离子脂质体的正电荷与核酸的负电荷在 , -,或以上
时，核酸转运的效果最佳［#.］。对于这一比例的确定

存在着不同看法，但普遍认为应大于 ,。脂质体*
)!+复合物带有过量正电荷对转染很关键。由于
细胞膜和血清蛋白都带负电荷，可使 )!+从复合物
中分出而降解，而过量的正电荷可以减小或消除这

些影响。不过也有人发现，极少数情况下，正负电荷

比例小于 ,，复合物带负电荷并不影响效率，可能是
因为只有部分 )!+与脂质体形成复合体，或者细胞
表面有 )!+的特异受体。
!"! 基因结构
通常 )!+比 /!+较易被引入细胞，因为 /!+

易降解且不像 )!+那样最终整合到染色体上。此
外，也有人发现，异源基因内区位置及启动子等因素

可影响表达层次。

!"( 制备方法
传统的脂质体制备方法有薄膜法、反相蒸发法、

钙融合法、去污剂法及挤出器法等，它们都是先用有

机溶剂或表面活性剂溶解磷脂，得到粗制的磷脂双

层膜，然后对膜进行水化处理，再通过适当方法得到

不同大小的脂质体。但由于工艺本身的缺陷、有机

溶剂或表面活性剂的残留都会导致 )!+的生物活
性降低，而且很难实现大批量脂质体的制备。新的

方法有加热法、超声波法、01$ 超临界法等，对于不

同的脂质体，不同的制备方法可以得到不同的包封

率，进而影响 )!+的转染率。所以，应根据具体情
况选择合适的制备方法或者在现有的方法基础上进

行改进。

234563789认为用 :;,!4的滤器挤压脂质体，可
造成内陷结构，使之具有大的表面积。温和的超声

波处理比高频的超声波处理效果好。<4=7> 认为
)!+可引起脂质体融合，故 )!+加入脂质体以及将
形成的复合物注入组织的时间间隔也会影响效果。

’?8和 @A?9B发现转染效率与加入辅助分子与阳离
子脂质体的顺序也有关。若阳离子脂质体已与

)!+形成复合物再加入辅助分子则无效果，应先把
)!+与辅助分子混合再加阳离子脂质体。
另外，细胞或组织类型不同，转染效果也会有差

异。如转化脂可转染 )!+进入多种组织细胞，但对
小鼠胎儿脑细胞的转染能力则很低。脂质体*)!+
复合物的稳定性好，基因进入细胞质或细胞核的效

率高，则阳离子脂质体的转染效率可能高。血清或

转染抑制剂的存在，可降低阳离子脂质体的转染活

性，甚至抑制转染。

( 前景展望
理想的基因载体应该在有效性和安全性上都能

满足基因治疗的要求。阳离子脂质体用于基因治疗

时，相对于其它的非病毒载体，在转染效率上有明显

的优势；而与病毒载体比较时，其安全性又是一大优

点。为了提高阳离子脂质体的转染效率，可以在合

成和应用两个阶段入手。在合成方面，目前人们的

研究大多集中在了针对不同的靶细胞寻找高选择性

的靶向性配体方面［#C］；也有人另辟蹊径，在脂质体

结构中引入含有多个氨基或者亚氨基的基团（如含

有咪唑基的组氨酸）［#D，#E］，利用其质子海绵效应使阳

离子脂质体*)!+复合物更容易从核内体中脱离出
来，在提高转染效率方面颇有成效。在应用方面，将

阳离子脂质体和病毒载体混合使用，使非病毒载体

的安全性和病毒载体的高效性相结合，也取得了一

定进展［#F］。随着生物化学和分子生物学的不断发

展，阳离子脂质体转染基因机制的研究将不断深入，

我们可以根据不同的治疗要求在已有的阳离子脂质

体中进行选择或者设计合成新的阳离子脂质体，以

达到最好的治疗效果。
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