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摘  要 : 基因治疗为治疗先天性遗传疾病和严重后天获得性疾病提供了一条新途径。目前，基因载体分为两

类：病毒载体和非病毒载体。病毒载体转染效率高，但由于某些病毒载体存在免疫原性、致癌性、宿主 DNA
插入整合等缺点，从而限制了它们的应用。非病毒载体具有价格低、制备简单、安全有效、无免疫原性等优点，

成为基因载体研究的热点。阳离子多聚物是非病毒载体的典型代表。文中综述近年来阳离子多聚物作为基因载

体的研究现状和进展，重点介绍了阳离子多聚物基因载体的分类和与 DNA 的相互作用和传递机制。 
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Abstract:  Gene therapy has been considered as a promising method for treatment of many diseases, such as acquired and 
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genetic diseases. At present, there are two major vehicles for gene delivery including viral vectors and nonviral vectors. 
Viral vectors appear as high gene transfection efficiency, but some deficiencies such as inflammatory responses, 
recombination and mutagenesis have limited their use. On account of low pathogenicity, safety and cost-effectiveness, 
nonviral vectors have been attracted much attention. Cationic polymers are one of the nonviral vectors which have been 
widely studied. This review focuses on the structure of the cationic polymers and the interaction mechanism between the 
vector and DNA. We try to provide a framework for the future design and synthesis of nonviral vectors with high 
transfection efficiency and low toxicity for gene therapy. 

Keywords:  gene therapy, nonviral vectors, cationic polymer 

基因治疗是一种将外源基因导入目的细胞

并有效表达从而达到治疗目的的方法，为治疗先

天性遗传疾病和严重后天获得性疾病提供了一

条新途径。DNA 的有效转染需借助于物理方法

或基因载体。物理方法包括水动力传送法、超声、

电穿孔、磁转法、基因枪、光动力疗法等，局部

转染比全身转染效果好，因为局部转染避免了循

环系统的清除，并且在靶部位具有更高的浓度，

因此低剂量的基因转染可以用物理方法[1]。但物

理方法需要使用专门的设备，不能进行全身性使

用，并且会对组织和细胞产生严重损害[2]，采用

基因载体有望克服物理方法的缺陷。基因载体包

括病毒载体和非病毒载体，过去的几十年中，病

毒载体的研究得到了很大的发展，除了转染效率

高，病毒载体还具有运载单个 DNA 分子的能力，

能将单个 DNA 分子整合到自己的 DNA 中，而

非病毒载体只能将多个 DNA 分子连接到载体的

各个分支链上从而形成纳米粒，近年来“多孔纳

米容器”的发展有望解决非病毒载体的这个缺

点 [3]。但是病毒载体由于其免疫原性、有限的

DNA 承载能力、与宿主 DNA 插入整合、致癌性

和价格高等缺点，限制了其在临床的应用，非病

毒载体具有价格低、制备简单、便于大规模生产、

无免疫原性等优点[4]，但其转染效率低，特别是

体内转染效率低、靶向性差、有一定的毒性等缺

点需要改善。阳离子聚合物是非病毒载体的一

种，具有较强的 DNA 结合及保护能力，便于进

行靶向性及生物适用性改性，成为基因载体研究

中的一个重要研究对象。近年来文献中报道了很

多阳离子聚合物基因载体如聚乙烯亚胺 PEI、多

聚赖氨酸 PLL、聚酰胺-胺树枝状大分子等类型。

本课题组基于聚酸胺一胺 (PAMAM) 的树枝化

的结构特点，利用点击化学反应将含炔基的

PAMAM 基元偶联到壳聚糖主链上，拟合成一种

安全、高效的树枝状阳离子聚合物基因载体，其

以壳聚糖为主链、PAMAM 基元为侧链，可以改

善壳聚糖的水溶性，增加正电性，以达到提高转

染效率的目的[5]。然而，虽然文献报道了很多含

不同功能基团的阳离子聚合物，但是很难把不同

种类的阳离子聚合物的功能基团的具体结构与

功能效应之间的关系联系起来。 

了解阳离子聚合物载体的转染机制对于设

计合成高效低毒的阳离子聚合物载体至关重要。

目前对于阳离子载体的作用机制还不完全清楚，

有学者提出以下假说：带正电的阳离子聚合物与

带负电的 DNA 通过静电吸附作用，将体积较大

的 DNA 压缩和包裹成体积较小表面带正电荷的

聚合物/DNA 复合物纳米小球。当带正电的复合
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物与膜电位为负电的细胞接触时，通过细胞膜内

吞作用进入细胞内形成内涵体，在内涵体中被酸

化，与溶酶体融合，在这个过程中 DNA 很容易

被溶酶体酶降解，为了保证 DNA 能有效地运输

到细胞核，阳离子载体必须通过某种跨膜机制安

全地逃离内涵体，携带 DNA 到核附近或者进入

细胞核，表达成相应的蛋白质。 

1  阳离子聚合物/DNA 复合物的形成、结

构和稳定性 

1.1  阳离子聚合物的结构 
阳离子聚合物包括天然的 DNA 结合蛋白、

PEI、PLL、阳离子树枝状分子、2-二甲基 (氨基

乙基) 甲基丙烯酸酯 (pDMAEM)、聚赖氨酸、

聚酰胺基胺、聚氨基酯、聚脒、带有阳离子侧基

的聚烯烃、碳水化合物为基础的聚合物，如壳聚

糖等。其中，PEI、PLL 和壳聚糖是被研究最多

的阳离子聚合物。阳离子聚合物/DNA 复合物的

转染效率低和缺乏特异性，这些可以通过改变阳

离子多聚物的结构而得到改善，Sun 等通过对

PEI、PLL 和 PMAPA 进行进一步的改善使转染

效率得到一定程度的提高[6]。本课题组利用多糖

生物相容性好、易降解、无毒等优点，将以具有

超支化结构的天然多糖——支链淀粉为原料，合

成一系列带胺基基团的超支化阳离子支链淀粉

衍生物，超支化阳离子支链淀粉衍生物对 293T

和 A549 细胞系有较低的细胞毒性及较高的基因

转染性能，并且转染效率与阳离子支链淀粉衍生

物中偶联的多胺基团种类、浓度、阳离子载体中

氨基/DNA 磷酸基的比例 (N/P 比值) 及细胞种

类有关[7]。 

阳离子聚合物缺少疏水结构，因此不能直接

与细胞的膜结构接触融合或者破坏膜的稳定性。

实际上，第一代阳离子载体如多聚赖氨酸、多聚

精氨酸在内涵体逃逸和基因转染中的效率很低。

第二代阳离子聚合物能通过质子海绵效应有效

地逃离内涵体，如 PEI、PAMAM。 

1975 年，研究者发现了多聚赖氨酸对 DNA

有强大的复合能力，并将该载体用于体内外基因

转染。PLL 是用于基因转移的第一种阳离子聚合

物，它的生物可降解性是在体内应用的优点，然

而，PLL 形成的复合物迅速与血浆蛋白结合并从

循环系统中清除。单纯的聚赖氨酸的转染效率很

低[8]，这是因为聚赖氨酸与 DNA 的复合物通过

内吞作用进入细胞后，被限制在内涵体的酸性环

境中[9]，聚赖氨酸及其所携带的 DNA 可被其中

的水解酶降解破坏。可见，增强复合物的内涵体

破坏能力将增强其转染效率。为了改善复合物从

内涵体的逃逸能力，可以在形成复合物时添加氯

喹[10]、膜破坏性肽[11]及聚丙基丙烯酸[12]等。其

中氯喹虽然可以明显提高转染效率，但是具有较

大的细胞毒性。膜破坏性肽及聚丙基丙烯酸能随

着 pH 的变化而发生构象转变，在较低 pH 值条

件下可以插入细胞内膜，导致膜上成孔，使膜内

包含物逸出。将载体接枝 PEG 可以减少阳离子

聚合物/DNA 复合物的聚集，从而减少被内皮网

状系统的清除，从而提高它在循环系统中的半衰

期[13]。为了增强转染效率，可将靶向配体接到聚

合物链上。比如在 PLL 上接 PEG 和靶向配体[14]。

或者通过在 PLL 骨架上引入氨基酸残基使其形

态类似于具有质子海绵效的 PEI，研究显示 L 精

氨酸修饰的 PLL 转染效率显著提高[15]。 



任先越 等/阳离子聚合物在非病毒基因转染中的研究进展 

cjb@im.ac.cn 

571

1.2  阳离子聚合物/DNA 复合物的形成 
DNA 分子通常以带负电的疏松状态存在，

体积较大，与细胞表面之间存在排斥作用，难以

进入细胞；另外，血液及细胞内存在大量的水解

酶尤其是核酸酶，能将裸 DNA 分子破坏，因此

单独使用 DNA 转染时，效率较低[16]。复合物的

形成通常是通过动力学控制的，即阴离子和阳离

子在离子力的作用下快速形成的，整个过程几乎

是不可逆的，这个过程在转染效率与转染稳定性

方面都具有重要作用。复合物的形成过程中，组

成成分的添加顺序 (包括将聚合物溶液添加到

DNA 溶液中的顺序) 影响复合物的大小和对细

胞的转染效率。这种效应可能是由于 DNA 和聚

阳离子浓度不同造成的。 

PEI 在近年来的阳离子聚合物中具有重要的

地位。PEI 通过静电吸附作用将 DNA 和 RNA

压缩成稳定的颗粒。由 PEI/DNA 形成的复合物

中，DNA 的体积急剧减小。增加 PEI 的量使 N/P

从 2 增加到 20，可以观察到复合物颗粒的粒径从

＞1 000 nm 减小到 100~200 nm，同时聚合物的

分散性也减小[17]。 

聚合物的络合作用和凝结作用与许多聚合

物的特性有关，比如：分子量、数量、电荷密度、

多聚物与 DNA 的比例等。实际上，低电荷密度

和小分子量可以削弱阳离子聚合物对 DNA 的压

缩能力。因此支化度低的 PEI 相对于支化度高的

需要更高的 N/P 比来完成 DNA 的压缩[18]。溶液

的成分也是复合物形成的一个重要的影响因素。

在生理盐水中形成的 PEI/DNA 复合物粒径大小

呈现出对溶液离子强度的依赖性。随着盐水浓度

的增加，复合物粒径也增大，说明 PEI 与 DNA

的结合减弱。用线性分子量为 22 kDa PEI，在

5％的葡萄糖溶液中复合的复合物 (30~60 nm) 

比在生理盐水中复合的复合物(＞1 000 nm) 粒

径小得多。用支化的分子量为 25 kDa PEI 在离子

溶液中复合的复合物粒径＜100 nm[19]。 

增大复合物中阳离子聚合物的正电位与核

苷酸磷酸二酯的负电位的比例到＞1 可以加强对

DNA 的压缩和增加复合物表面电荷。在电荷比

为 1 时，DNA 通常已经完全结合，在许多情况下

已经被压缩了。然而在电中性附近时，复合物经

常聚集导致溶解度很低。在高电荷时，阳离子聚

合物部分结构处于游离状态，没有结合 DNA[20]。 

1.3  阳离子聚合物/DNA 复合物的结构 
阳离子多聚物的支化程度影响复合物的特

性。超支化 PEI 具有更多的伯胺和仲胺基团，比

树枝状大分子具有更低的毒性和更高的基因转

染效率[21]。 

N 的类型在基因转染中的作用不同，如咪唑

环上和三级胺的 N 对于形成 DNA 复合物贡献很

小，但它们在内涵体的破坏过程中有重要贡献。

主体阳离子聚合物的 N 类型不但影响内涵体释

放 DNA，还可以影响阳离子聚合物对 DNA 的结

合能力，因此改变阳离子聚合物的 N 类型，也可

以实现对基因转染效率的提高和增加生物安全

性。用具有永久电荷的四级胺代替低级胺有利于

增强阳离子聚合物的阳离子特性和水溶性。控制

聚合物的 N 类型应根据待改性阳离子聚合物的

实际情况，因为不同的 N 在基因转染中有不同的

作用，盲目地将一种胺转化为另一种胺反而可能

降低转染效率。 

1.4  阳离子聚合物/DNA 复合物的电位和稳

定性 
阳离子聚合物表面的正电荷对于形成复合
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物充分溶解所需的复合物周围的亲水性阳离子

圈非常重要[22]。尽管 PEI 和 DNA 均有很好的水

溶性，PEI 和 DNA 形成的复合物在电中性时形

成不溶于水的复合物。储存复合物一定时间可能

会影响复合物的结构，最终影响基因转染效率。

例如，将高度支化的 PEI 制成的复合物储存 3 周

能将转染效率提高 8 倍[23]，这可能是由于更强的

静电相互作用，进而形成压缩更紧密的复合物。

盐溶液的浓度越高，DNA 与阳离子多聚物之间

的结合亲和力下降[24]，可能是由于在高浓度盐溶

液中产生的电荷屏蔽效应造成的。 

复合物的粒径大小也是基因转染效率的一

个重要影响因素。复合物的粒径大小是由复合物

的络合作用 (即与 DNA 的亲和力) 和结构控制

的。结合松散的载体/DNA 复合物具有较大的粒

径。通常阳离子聚合物的主链越长或者支化度越

高，DNA 压缩越紧密，这样可以使复合物更有

效地抵抗细胞外环境的降解，以及更好地通过静

电吸附作用与带负电的细胞膜表面接触从而内

吞进入细胞。DNA 压缩通过溴化乙锭荧光猝灭

来检测显示，高分子量 PEI (25 kDa) 在低 N/P 时

比低分子量的 PEI (5.4 kDa) 更有效[25]。 

在体外转染细胞时，复合物的粒径大小对生

物相容性和内涵体逃逸等起着关键的作用[26]。由

于阳离子聚合物/DNA 复合物被看成是独立的单

个压缩物，所以认为那些大颗粒的物质是由这些

小单位聚集而成的。带正电荷的复合物显示出与

孵育时间相关聚集倾向。复合物聚集的影响因素

包括表面电位和溶液介质的离子强度。聚集的倾

向，可能是由于屏蔽组件的存在，它们的存在会

降低 PEI 复合物单体之间的相互作用，也会降低

复合物和循环系统的血液成分之间的相互作用。

这些屏蔽组件能抑制大的聚合物被网状内皮系

统快速的清除[27]。通常，在低的 N/P (2~5) 之间

时形成的复合物由于疏水作用和范德华力的作

用而产生聚集现象[28]。相反，在高 N/P 时形成的

复合物由于复合物表面高正电位形成的静电排

斥力而减少而发生聚集，这种效应可能导致复合

物在生理盐水溶液中保持稳定。多余的 PEI 会与

这些压缩后的复合物颗粒结合，使在 0.9％ NaCl

溶液中的 zeta 电位高至+25 mV[29]。有报告认为

粒径较大的复合物适合在体外转染中使用[30]，他

们认为这些复合物由于沉降作用能更多地与细

胞接触并被细胞摄取，而在体内转染实验时粒径

较大则不适合。 

2  阳离子聚合物/DNA 复合物结构与功

能的关系 

阳离子多聚物可被合成为不同的长度、不同

的几何形状 (线性或者分枝状)、不同的取代物或

者是添加一些功能基团。这就开启了大量的结构

与功能关系之间关系的研究[31]。文中通过讨论阳

离子聚合物/DNA 复合物的结构在各个转染步骤

中的作用来研究阳离子聚合物/DNA 复合物结构

与功能的关系。 

2.1  细胞结合与摄取 
表面电荷的阳离子对与细胞结合和细胞内

吞都至关重要[32]，细胞表面带负电荷的蛋白多糖

参与复合物进入细胞的过程。表面带正电的复合

物 (N/P 在 5 左右) 经常被用于转染。通过去除

多余的 PEI 来纯化复合物的过程减小了细胞毒

性，然而，这也导致转染效率降低。这可能是由
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于游离的 PEI 促进内涵体逃逸，这个假设通过再

添加游离的 PEI 可以恢复转染效率得到支持[33]。 

复合物转染效率与细胞和阳离子聚合物的

类型有关。von Gersdorff 等报道在 COS-7 细胞 

(非洲绿猴肾) 和 HUH-7 细胞 (肝癌细胞) 中，

依赖网格蛋白途径是线性 PEI 转染的主要途径。

然而，在 Hela 细胞中依赖脂质途径和依赖网格

蛋白途径均参与转染过程，以前者更显著[34]。

Rejman 等报道在 A549 和 Hela 细胞中，PEI 复合

物通过这两种途径进入细胞，但是通过网格蛋白

途径进入细胞的复合物在溶酶体中降解，而通过

小穴进入细胞的复合物最终成功转染[35]。与 von 

Gersdorff 等的结果相比，van der Aa 等研究在

COS-7 细胞中，阻断小穴介导的转染，当网格蛋

白途径和小穴途径介导的内吞增加时，PEI 和

pDMAEMA 复合物介导的转染几乎全部被抑

制[36]。用流体相的内吞作用的特异性阻断剂显示

小 穴 介 导 的 通 路 显 示 小 穴 途 径 也 参 与 了

PEI-25/DNA 复合物转染 CHO-K1 和 HeLa 细胞

过程中[37]。 

2.2  内涵体逃逸 
PEI 是一种在废水处理和造纸业中很常用的

一种阳离子多聚物。Pollard 等[38]提出质子海绵效

应假说来解释 PEI 介导的高转染效率。假设在生

理 pH 条件下，只有 1~6 个氮原子质子化，在 pH

较低时，比如在内涵体中，质子化的氮原子数量

增加，形成一个电位梯度，导致氯离子内流进内

涵体，增加的氯离子浓度形成的电位梯度导致水

内流，最终导致内涵体肿胀破裂。PEI 和 PAMAM

在内涵体中能够存在一段时间，因此促使了溶酶

体的渗透导致肿胀破裂。近年来质子海绵效应假

说已经被广泛接受。有研究者用活细胞共聚焦显

微镜为质子海绵效应假说提供了证据[39]。减速酸

化，增加了氯离子的聚集，内含 PEI 的内涵体体

积增加了 140％[40]。另外，去除季铵化的加成质

子胺基导致转染效率降低 20 倍左右[41]。然而，

仅仅质子海绵效应假说不足以完全说明 PEI或者

PAMAM作为基因载体促进内涵体逃逸中的显著

效果。近年来，Benjaminsen 等研究表明，PEI

不会按照以前的设想诱导溶酶体 pH 的变化，通

过量化溶酶体中 PEI的浓度发现质子海绵效应不

一定是复合物内涵体逃逸的主要机制[42]。 

阳离子聚合物在内涵体环境中的功能以及

和内涵体膜之间的相互作用的分子机制需要进

一步深入的研究。复合物结构在复合物与内涵

体膜之间的相互作用中的功能也有待继续研究

说明。 

2.3  阳离子聚合物/DNA 复合物的解聚 
内涵体逃逸后，复合物需要定位到细胞核并

且解聚。阳离子聚合物对 DNA 较高的亲和力导

致与 DNA 的解离困难可能也是限制基因转染的

原因。低分子量 PLL 形成的复合物比较容易解

离，它的转染效率比高分子量 PLL (解离困难) 

高。PEI 形成的复合物的解离动力非常缓慢。通

过对 PEI/DNA 复合物进行双荧光标记后荧光显

微镜观察其在细胞内的定位，发现与 B16F10 细

胞共培养 4 h 后，细胞内的复合物没有解离[43]。

用双荧光标记的 PEI/DNA 复合物转染胰腺癌细

胞 18 h 后发现仅有少量完整的复合物颗粒，更多

的是游离的 PEI，这可能是复合物解聚的结果[44]。

目前设计了很多种方法来证明复合物在细胞内

解聚。比如已经合成了一种可还原的 PLL 复合
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物，在细胞内环境中可以降解，有利于释放DNA，

它可以提高基因表达 180 倍[45]。 

2.4  核运输 
通过复合物将质粒转染进入细胞核早在

1988 年 Pollard 等就开始研究。他们发现通过微

量注射 PEI/DNA 复合物到细胞浆比单独注射

DNA 或者 DOTAP/DNA 脂质体的转染效率高。

这个结果被认为主要是因为 PEI 直接帮助 DNA

进入细胞核。然而也不能排除 PEI 通过其他间接

途径帮助 DNA 进入细胞核，包括更好地保护

DNA 和提高细胞质流动性。 

有研究者认为核膜是最主要的 DNA 进入细

胞核的障碍，核孔复合物调节核运输时核膜的变

化，核孔复合物的直径大约 9 nm，离子和中小分

子可以自由穿过，比如：40~60 kDa 的蛋白质、

小于 300 bp 的核酸等，大分子物质不能自由穿过

核膜[46]。对于休眠细胞，大分子蛋白通过运输蛋

白识别具体序列的核定位信号肽进入细胞核，蛋

白-核定为信号肽/运输蛋白复合物通过核孔复合

物进入细胞核[47]。对于正在复制的细胞，DNA

进入细胞核的机制是细胞分裂时核膜解散和重

组过程中出现短暂的不完整，DNA 被动进入细

胞核。然而，转染效率高低对细胞周期的状态的

要求在不同的转染系统系统中不同。例如，线性

PEI 形成的复合物和电穿孔的转染效率对细胞周

期不敏感，而支化的 PEI 与脂质体形成的复合物

的转染效率依赖于细胞周期[48]。 

3  总结 

本文旨在探讨阳离子聚合物的结构和功能

之间的关系，为用于基因转染的阳离子聚合物的

设计和合成提供依据。对阳离子聚合物的理化性

质、阳离子多聚物/DNA 的结构、细胞内吞、内

涵体逃逸、核运输等的了解有助于基因载体的设

计。实际上，转染效率的高低与载体的转染途径

是体内或者体外、细胞类型、给药途径等都有关。

非病毒载体用于基因转染时虽然没有病毒载体

免疫原性、插入突变等弊端，但不同的阳离子聚

合物对细胞的转染效率高低不同，并且都具有一

定的细胞毒性。近年来，世界各地的研究者都在

不断研究非病毒方法，特别是化学合成的载体，

尽管有很多阳离子聚合物的转染效率很高，但是

目前报道的非病毒载体的转染效率仍比病毒载

体的转染效率低。未来的基因载体的设计主要是

提高转染效率、治疗靶向性、降低生物毒性等，

这些改善将依赖于我们更好地理解和克服非病

毒载体的限制步骤。将非病毒和病毒载体联系起

﹑ ﹑来，可能对获得更有效的 持久的 无毒基因传

递系统有所帮助。 
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