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大肠杆菌外囊泡融合型脂质肽系统的构建及口服基因递送潜力研究

陈皓月, 王一醇, 杨彬彬, 胡雪依, 毕群杰, 金蓉蓉*, 聂 宇*

(四川大学国家生物医学材料工程技术研究中心/四川大学生物医学工程学院, 四川 成都 610041)

摘要: 脂质纳米颗粒 (lipid nanoparticles, LNP) 因其安全性高、稳定性好及核酸封装效率优异等特点, 成为极具

前景的基因递送载体。当前临床基因治疗主要依赖侵入性给药方式, 因此开发顺应性强、非侵入性的给药途径 (如

口服给药) 至关重要。然而口服基因递送载体面临着核酸药物在胃肠道酸性环境 (pH 1.5～4.5) 易降解的难题。为

此, 本研究基于大肠杆菌的细菌外膜囊泡 (bacterial outer membrane vesicles, OMV) 和阳离子脂质肽 (RLS) 构建了

含胆固醇 (cholesterol) 的杂化系统 (a cholesterol-enriched hybrid system based on an amphiphilic cationic lipopeptide 

and Escherichia coli outer membrane vesicles, RLSC/OMVC), 该体系在中性和酸性条件下均展现出高效基因递送能

力, 并具有优良的体外生物相容性。研究分别表征了不含胆固醇与含胆固醇制剂 (RLS、RLSC、OMV和OMVC) 的

物理化学特性, 并通过体外细胞转染, 表明RLSC/OMVC在酸性条件 (pH 4.5) 下的基因递送效率较Lipofectamine 

2000显著提升 (约 3倍)。进一步通过透射电镜观察、粒径/电位分析和凝胶电泳实验揭示了OMV及胆固醇协同脂

质肽保护质粒 pDNA (plasmid DNA) 免受酸性降解的作用机制。本研究构建的大肠杆菌外囊泡融合型脂质肽

RLSC/OMVC系统, 兼具耐酸性、高效基因递送及优良生物相容性, 为口服基因治疗提供创新策略。
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Abstract: Lipid nanoparticles (LNP) are highly promising gene delivery platform due to their high safety, 

good stability, and excellent nucleic acid encapsulation efficiency. However, current clinical gene therapy primarily 

relies on invasive administration routes. The development of compliant, non-invasive delivery routes, such as oral 

administration, is crucial. Nevertheless, creating gastric acid-resistant oral gene delivery vectors faces a critical 

bottleneck that nucleic acid therapeutics are highly susceptible to degradation in the harsh acidic environment (pH 

1.5−4.5) of the gastrointestinal tract. To address this, we constructed a cholesterol-enriched hybrid system (RLSC/

OMVC) based on an amphiphilic cationic lipopeptide (RLS) and Escherichia coli outer membrane vesicles (OMV). 

This system demonstrates efficient gene delivery capability under both neutral and acidic conditions, along with 

excellent in vitro biocompatibility. The study characterized the physicochemical properties of different formulations 
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(RLS, RLSC, OMV, and OMVC). In vitro cell transfection experiments showed that the gene delivery efficiency of 

RLSC/OMVC under acidic condition (pH 4.5) was significantly increased by nearly 3-fold compared with 

Lipofectamine 2000. Furthermore, transmission electron microscopy observation, particle size/zeta potential 

analysis, and gel electrophoresis experiments revealed the mechanism by which OMV and cholesterol 

synergistically protect plasmid DNA from acidic degradation in conjunction with lipid peptide. The developed 

RLSC/OMVC hybrid system boasts integrated advantages of exceptional acid resistance, high-efficiency gene 

delivery, and good biocompatibility. This work provides an innovative strategy for oral gene therapy.

Key words: gene delivery; cationic lipid peptide; bacterial outer membrane vesicles; cholesterol; acid 

resistance; oral administration

基因治疗由于其长效、精准、个性化的特点, 在预

防和治疗基因遗传缺陷疾病、难治性疾病和广泛传染

病方面展现巨大潜力[1]。2003年, 国家药品监督管理

局批准上市的重组人 p53腺病毒注射液是首个体内基

因治疗药物[2]。2019年底, 新冠疫情全球爆发, 依赖于

脂质纳米颗粒 (lipid nanoparticles, LNP) 装载的mRNA

疫苗在 2020年获批上市, 为全球公共卫生做出重大贡

献[3,4]。截止2025年, 已有40余种基因治疗产品被批准

上市 , 全球基因治疗的临床试验共达 4 000 项以上[5], 

这展现了基因治疗在生物医学领域的重要地位。

目前临床上基因治疗的给药方式主要以静脉注射

和鞘内注射等侵入式为主, 存在患者依从性差、组织特

异性不足等局限。口服给药途径是治疗各种疾病最理

想的给药方式[6,7]。但胃肠道极端环境[8-10]会导致核酸

药物生物利用度过低, 基因转染效率不佳[11,12]。因此

亟需开发兼具酸稳定性与细胞穿透能力的智能递送系

统[13], 其典型设计采用多层功能化结构。为靶向肠道, 

系统需具备 pH响应型外壳: 在胃酸中保护内容物, 在

碱性肠液中溶解释放, 如普朗尼克 F127、聚甲基丙烯

酸等。普朗尼克 F127亲水端环氧乙烷链在胃酸中形

成致密层, 隔绝H⁺渗透, 然后在肠液中解离, 释放内容

物[14]。聚甲基丙烯酸在过酸时, 侧链-COOH基团质子

化, 分子链收缩, 溶解度降低; 碱性时-COOH解离, 导

致其溶胀解体[15]。为实现胞内递送, 基因还需由脂质

体、穿膜肽或囊泡修饰, 作为系统核心结构, 介导肠道

上皮细胞内化及内涵体逃逸。

研究证实由真核细胞和原核细胞分泌的细胞外囊

泡 (extracellular vesicles, EV) 是口服基因递送的理想

载体。EV具有适当的尺寸、高修饰灵活性、生物屏障

通透性和内在靶向能力等优点[16]。已证实部分EV对

低pH胃酸的不良环境具有高度耐受性[17]。Umezu等[18]

将针叶樱桃外泌体与mRNA进行孵育, 发现针叶樱桃

外泌体可以有效保护mRNA不受外界酸碱及RNA酶

的降解。证实EV确实可以有效保护核酸不被外界环

境破坏。

细菌外膜囊泡 (bacterial outer membrane vesicles, 

OMV) 是细菌通过膜出芽释放的纳米级双层膜结构囊

泡, 天然携带多种生物活性分子 (如蛋白质、核酸、脂

类等)。Wang 等[19]发现 , 口服嗜黏蛋白阿克曼氏菌

OMV能有效抵御胃酸侵蚀并靶向结肠, 通过调节肠道

菌群、免疫屏障及黏膜功能治疗结肠炎。此外, 益生型

大肠杆菌Nissle 1917的OMV同样证实可耐受胃肠环

境, 并缓解肠炎小鼠体重损失[20]。因此, OMV具备耐

酸性与肠道靶向能力, 为口服基因/药物递送系统开发

提供了新策略。

课题组前期开发支化精氨酸阳离子脂质肽RLS[21], 

该载体由精氨酸头部、油酸疏水尾部和二硫键连接部

分组成, Liang等[22]已证明二代精氨酸作为头部的RLS

具有最好的基因递送效率。二代精氨酸头部含 2个精

氨酸, 具有适当刚性, 与细胞膜进行相互作用。谷胱甘

肽敏感型二硫键实现胞内释放[23]。油酸疏水尾部则增

强膜流动性[21]。本研究将RLS与大肠杆菌OMV融合

制备成基因递送系统。同时, 鉴于胆固醇已被证实可

通过填充脂质分子间隙以稳定脂质双层结构[24], 介导

膜融合过程[25], 分别制备掺入胆固醇的阳离子脂质

肽 (self-assembly of RLS and cholesterol, RLSC) 和大

肠杆菌外膜囊泡 (cholesterol-contained outer membrane 

vesicles of E. coli, OMVC), 构建杂化纳米系统 RLSC/

OMVC。作者探究了该系统在酸性环境中对 pDNA 

(plasmid DNA) 的保护能力, 通过基因转染实验证明了

杂化系统在人直肠腺癌细胞Caco-2中的抗酸能力, 并

探究了 OMV 抵御酸性降解的机制, 为开发口服基因

治疗载体提供了新策略。

材料与方法

材料与细胞 RLS ( 本实验室合成); SM-102 

(2089251-47-6, 美 国 MedChemExpress 公 司); Lipo‐

fectamine 2000 (Lipo 2000, 11668019)、绿色荧光蛋白

质粒 pEGFP 购自美国 Invitrogen 公司; 人结直肠腺癌

细胞 (中国科学院上海库); 大肠杆菌ATCC 25922 (中
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国菌种保藏中心); Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) 培养基、磷酸盐缓冲液 (Phosphate Buffered 

Saline, PBS)、南美血清购自美国Gibco公司; GelRed核

酸凝胶染料 (美国Thermo Fisher Scientific公司); 0.22/

0.45 μm聚醚砜微孔滤膜 (中国Biosharp公司); BCA试

剂盒 (中国碧云天生物有限公司); Cell Counting Kit-8 

(CCK-8) 试剂盒 (日本Dojindo公司); 质粒在Trelief®5α

化学感受态细胞 (北京擎科生物科技股份有限公司) 

中扩增, 并使用无内毒素质粒提取试剂盒 (德国Qiagen

公司) 进行纯化。

仪器 倒置荧光显微镜 (DMIL LED, 德国 Leica

公司); 纳米粒度−电位测试仪 (Zetasizer Nano ZS, 英国

Malvern Panalytical公司); 酶标仪 (Multiskan SkyHigh, 

美国 Bio-Rad 公司); 超速离心机 (Optima MAX-XP, 

美国 Beckman Coulter 公司); 透射电子显微镜 (JEM-

2100Plus, 日本电子株式会社); 核酸电泳仪 (DYCP-

31DN, 中国北京六一仪器厂); pH计 (PHS-3C, 上海雷

磁仪器有限公司)。

RLS及RLSC组装体的制备及表征 采用注入法

制备 1 mg·mL-1 RLS 自组装体。具体操作步骤为: 称

取 1 mg RLS 固体粉末, 将其完全溶于 100 μL DMSO, 

制成 10 mg·mL-1的母液, 将母液缓慢加入快速搅拌下

的 900 μL去离子水中, 搅拌 1 h, 使RLS自组装为脂质

纳米颗粒。

制备 RLSC自组装体时, 先将 RLS与胆固醇以摩

尔比为 17∶1的比例溶解于DMSO中混合均匀, 后按照

上述 RLS 自组装体的方式组装。用马尔文粒度仪测

量粒径分布和表面电位, 通过透射电子显微镜图观察

自组装体的形貌。

大肠杆菌外膜囊泡 OMV 的提取、含胆固醇的组

装体制备与表征

OMV的提取与表征 将大肠杆菌加入 luria-bertani

肉汤液体培养基, 培养至OD600达到 0.6后, 在 4 ℃下以

8 000 ×g离心 15 min, 用 0.45 μm的聚醚砜微孔滤膜过

滤上清液。随后用 100 kDa的超滤管将滤液浓缩, 在

4 ℃下以 150 000 ×g 超速离心 3 h, PBS 洗涤并重悬。

使用 0.22 μm的聚醚砜微孔滤膜除菌, 用BCA试剂盒

测定 OMV 的浓度[26]。使用马尔文粒度仪测量 OMV

的粒径分布和表面电位, 通过透射电子显微镜图观察

OMV的形貌。

含胆固醇的OMVC的制备 参照文献[27], 胆固醇

以 2 mg·mL-1的质量浓度溶解在氯仿中, 用旋转蒸发仪

去除氯仿形成胆固醇膜。加入0.1 mg·mL-1 OMV 2 mL, 

水化 60 μg的胆固醇膜 30 min, 再超声处理 5 min。随

后, 将样品以140 000 ×g离心30 min, 收集OMVC。

OMV、OMVC 在酸性下的稳定性 加入 OMV、

OMVC 静置于 pH 4.5 溶液中 , 在 0、5、10、20、30、40、

50、60 min分别测量粒径及电位变化。

RLS/OMV、RLS/OMVC、RLSC/OMVC转染pDNA 

RLS/OMV、RLS/OMVC、RLSC/OMVC 与 pEGFP复合

物的制备将组装好的RLS或RLSC按照氮磷 (N/P) 为

20的比例与 pEGFP孵育 20 min, 然后分别按照RLS与

OMV的质量比为 10、20、30、50、100的比例加入OMV

或OMVC孵育20 min。

Caco-2细胞的转染实验 Caco-2细胞在含有15%

胎牛血清、1.5%非必需氨基酸及 1%双抗的DMEM培

养基中培养, 以每孔 1×104个细胞接种于 96孔板中, 培

养 24 h贴壁后每孔加入 90 μL完全培养基换液。随后, 

每孔加入 10 μL 基因复合物及作为对照的 Lipo 2000 

(0.5 μg/200 ng pDNA), 与细胞共同培养 4 h后换液, 继

续培养 44 h。使用倒置荧光显微镜评估 pEGFP 的转

染效率, 并使用 ImageJ软件进行半定量分析。评估酸

性下的基因转染效率时, 将基因复合物在 pH 3.0或 4.5

的环境中孵育5 min, 再加入96孔板。

RLS/OMV、RLSC/OMVC 在酸性条件粒径电

位的稳定性 将组装好的 RLS 或 RLSC 分别按照与

OMV的质量比为 20和 30的比例加入OMV或OMVC

后, 孵育 20 min。评估酸性下的稳定性时, 加入OMV

或 OMVC 后 , 于 pH 为 3.0 和 4.5 的环境中分别孵育

5 min。

RLS、RLS/OMV 和 RLSC/OMVC 在酸性和中性

条件下的基因压缩能力 使用 1×TAE 缓冲溶液配制

1%的琼脂糖凝胶 (w/v), 每15 mL的琼脂糖溶液中加入

1.5 μL的GelRed核酸染料。将基因复合物与6×loading 

buffer混匀后加至胶孔中, 每孔含 200 ng pDNA。随后

把凝胶放入电泳槽, 在85 V电压条件下电泳30 min。

基因复合物的体外安全性评估 按照上文方法, 将

Caco-2细胞接种于 96孔板, 每孔加入 10 μL基因复合

物 (SM-102脂质体的组装和孵育方法与RLS相同), 与

细胞共同培养 4 h后换液, 继续培养 44 h, 使用倒置荧

光显微镜观察细胞密度与形态。加入含有10% CCK-8

的不完全培养基 (每孔 100 μL), 孵育 1 h, 使用酶标仪

在450 nm处检测吸光度 (A) 值, 计算细胞存活率。

细胞存活率 (%) = (As − Ab)/ (Ac − Ab) × 100%

其中, As、Ab、Ac分别为实验组、空白对照、对照样

品的吸光度值。

统计学分析 采用 GraphaPad Prism 8.0和 Origin 

8.0软件进行数据分析, 数据采用
-
x ± s表示。两组间比

较采用 t检验, P < 0.05表示差异具有统计学意义。
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结果

1　材料设计流程图

大肠杆菌外囊泡融合型脂质肽 (RLSC/OMVC) 的

制备流程图如图1所示。

2　阳离子脂质肽RLS的合成与表征

RLS的合成参照本课题组前期方法[22]。核磁共振

氢谱 1H NMR 确认 RLS 化学结构, 结果如图 2A 所示: 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 5.06 (s, 4H), 4.14 (s, 

2H), 3.63 (s, 4H), 3.04 (s, 2H), 2.82 (s, 6H), 2.67 (s, 4H), 

2.01 (s, 12H), 1.62 (s, 8H), 1.45 (s, 12H), 1.23 (s, 44H), 

0.85 (s, 6H); 飞行质谱结果图 2B 所示, RLS 形成的离

子峰[M+H]+ = 1 249.95, [M+2Na]+ = 1 295.95。通过核

磁质谱确定了RLS的正确合成。RLS组装体的粒径为

121.8 ± 2.9 nm, 电位为 22.2 ± 1.4 mV, 形貌为均匀分散

的球形 (图2C、D)。

由于胆固醇作为辅助脂质可以更好的压缩脂质体

Figure 1　Material preparation flow chart. OMV: E. coli outer membrane vesicles; OMVC: Cholesterol-contained outer membrane vesicles 

of E. coli; RLS: An amphiphilic cationic lipopeptide; RLSC: Self-assembly of RLS and cholesterol

Figure 2　Characterizations of RLS and RLSC. A: 1H NMR spectra of RLS; B: Mass spectrometer of RLS; C: The morphology of RLS was 

determined by transmission electron microscopy (TEM); D: Particle size and zeta potential of RLS and RLSC; E, F: Particle size and zeta 

potential of RLS and RLSC treated by dd H2O, pH 4.5 solution determined for 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min by dynamic light scattering 

(DLS). n = 3, 
-
x ± s
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的自组装[28], 进一步提高递送效率, 为此, 作者插入胆固

醇制备RLSC自组装体。经过动态光散射 (dynamic light 

scattering, DLS) 测量, RLSC 的粒径为 109.6 ± 6.3 nm, 

电位为 20.3 ± 1.4 mV (图 2D)。RLSC相比RLS的粒径

降低了 12.2 nm, 电位无明显变化, 说明加入胆固醇后

RLS自组装被压缩的更紧密。

研究表明, 酸性环境中 pDNA会发生构象变化, 从

而加速 pDNA解链[29]。同样酸性环境中, 阳离子脂质

也会发生解离。因此, 本研究希望通过 OMV 及胆固

醇的复合, 提高脂质复合物在酸性条件下的稳定性。

在研究过程中, 作者发现当 pH ≤ 3.0时, 无法监测到脂

质肽及杂化脂质肽的规律变化, 可能是由于纳米结构

已被严重破坏。RLS、RLSC在 pH 4.5的环境中孵育的

结果表明, RLS在孵育 5 min后粒径波动剧烈, 电位显

著降低; RLSC在酸性环境中孵育后粒径波动显著减

小, 且电位从孵育 20 min后才出现显著降低 (图 2E、F), 

说明RLSC相较于RLS在酸性环境中的变化更稳定。

文献表明, 胆固醇参与调节脂质体流动性、杨氏模量[30]

和弯曲模量[30,31], 这可能是提升脂质体在酸性环境稳

定性的重要原因。

3　大肠杆菌外膜囊泡OMV的提取与表征

透射电子显微镜 (transmission electron microscopy, 

TEM) 表征显示OMV囊泡粒径分布于 50～180 nm, 呈

现细胞外囊泡典型的茶托样结构[32] (图 3A)。DLS测

量得到的 OMV 粒径为 150.6 ± 2.3 nm, 电位为−9.1 ± 

1.6 mV (图3B), 与文献[32]报道的细菌OMV表征范围一

致。据报道, OMV中添加胆固醇后可通过增强膜融合

能力进一步提升基因递送效率[27], 因此制备了OMVC, 

探索其在酸性环境中的稳定性。DLS结果显示OMVC

粒径为 177.2 ± 4.4 nm, 电位为−7.2 ± 0.5 mV (图 3B), 

粒径相比于OMV显著增加, 与文献[27,28]报道的胆固醇

诱导膜厚度增加的研究结果一致。检测OMV、OMVC

在 pH 4.5 酸性溶液中的粒径与电位变化 (图 3C、D), 

OMV 孵育 20 min后粒径显著增大至初始值的 150%, 

推测发生酸性胀破; 而OMVC的粒径在 50 min以内均

维持在 210 nm以下, 且波动较小, 表明OMVC双层膜

结构在弱酸性条件下未发生显著聚集或解体。电位在

孵育后均升高至 0 mV左右, 推测是组装体表面吸附了

H+。以上数据说明OMVC相较于OMV在酸性环境下

更稳定, 推测是胆固醇的脂质冷凝效应[28]降低了质膜

或膜[33,34]破碎的可能性, 这为本研究进一步探究在酸

性下递送基因奠定了基础。

4　探究RLS/OMV、RLS/OMVC、RLSC/OMVC在酸

性条件下保护pDNA的功能

为进一步探究 OMV 在酸性的基因递送效果, 将

RLS/OMV/pDNA置于 pH 3.0的环境中进行转染实验 

(图 4A), 无显著转染效果。证明了上文中过低 pH下, 

RLS与OMV结构被破坏, 导致 pDNA构象完全发生变

化并水解。因此, 提高 pH值, 于 pH 7.0和 4.5的环境下

进行转染实验 (图 4B、C)。ImageJ半定量分析显示: 随

着OMV比例增加, RLS转染效率降低, 当RLS与OMV

的比例 (R/O) 为 10时, 转染效率仅降为RLS组的 25%; 

在酸性条件下, 同样在R/O为10时, 其转染效率是RLS

组的2.6倍。证明OMV具有在酸性下保护RLS转染效

Figure 3　Characterizations of OMV and OMVC. A: The morphology of OMV determined by TEM; B: Particle size and zeta potential of 

OMV and OMVC; C, D: Particle size and zeta potential of OMV and OMVC treated by dd H2O, pH 4.5 solution determined for 0, 5, 10, 20, 

30, 40, 50, 60 min by DLS, respectively. n = 3, 
-
x ± s
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果的作用, 推测与 OMV具有较稳定的双层膜结构[35], 

以及OMV表面插入的质子泵、蛋白质, 还有内部包裹

的小分子活性物质有关[36,37]。已有文献证明, 囊泡的脂

质双层膜结构可以抵抗不良环境, 其表面的蛋白可以

耐受肠胃中的酶, 保护其中 microRNA 在运输中不被

破坏[35]。

Figure 4　Transfection efficiency of pEGFP in Caco-2 after incubation at pH 3.0, 4.5 and 7.4. A: Transfection efficiency in Caco-2 after 

incubation of RLS/OMV at pH 3.0; B, C: Fluorescence microscopy images (B) and quantitative analysis of mean fluorescence intensity (C) 

in Caco-2 after incubation of RLS/OMV at pH 7.4 and 4.5; D, E: Fluorescence microscopy images (D) and quantitative analysis of mean 

fluorescence intensity (E) in Caco-2 after incubation of RLS/OMVC at pH 7.4 and 4.5; F, G: Fluorescence microscopy images (F) and 

quantitative analysis of mean fluorescence intensity (G) in Caco-2 after incubation of RLSC/OMVC at pH 7.4 and 4.5; H: Comparison 

graphs of transfection effects after RLS/OMV, RLS/OMVC, and RLSC/OMVC were incubated at pH 7.4 and 4.5. n = 3, 
-
x ± s
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另外, 由于OMVC具有更强的膜融合能力及稳定

性, 因此作者将OMVC与RLS进行孵育, 发现在中性

条件下, 转染效果提升 (图 4D、E)。相比于RLS/OMV, 

RLS/OMVC在 R/O为 30时升高至 1.4倍, 在 R/O为 50

时, 升高至 1.5倍。在酸性条件下, R/O为 30时, 为RLS

转染效率的 2.9倍。这说明OMVC进一步提升了RLS/

OMV基因递送的效果和耐酸能力。

将 RLSC 与 OMVC 孵育进行基因转染实验 (图

4F、G), RLSC/OMVC可显著提升转染效果。在R/O比

例为 30 时 , 转染效果为 RLS 的 1.4 倍 , RLS/OMVC 的

2.3倍, RLS/OMV的3.2倍; 且在pH 4.5的酸性环境中孵

育 5 min后, 仍能将转染效果提升为单独RLS的 6.0倍, 

RLS/OMVC的 2.0倍, RLS/OMV的 3.2倍 (图 4H)。以

上结果证明, 胆固醇修饰不仅优化了OMV对 pDNA的

保护能力 , 同时增强了 RLS 的压缩紧密性与稳定性 , 

从而协同提升杂化体系在酸性环境下的转染效率。

5　RLSC/OMVC在酸性下孵育后粒径电位变化稳定

细胞转染实验表明, OMV与胆固醇均可提高阳离

子脂质肽在酸性条件的细胞转染效率。因此, 作者进

一步探究其中涉及的机制。通过对 RLSC/pDNA 与

OMVC 孵育后的融合效果进行探究, TEM 结果证明, 

RLSC/pDNA 与 OMVC 通过静电吸附, 成功实现了相

互融合 (图 5A), 进一步证明RLSC/pDNA与OMVC孵

育融合后可以保护基因的递送效率。

通过DLS测量杂化脂质的粒径电位变化 (图 5B), 

发现RLS与OMV孵育后, 粒径增大, 电位降低。且随

着OMV比例增大, 粒径越大, 电位越低。猜测是RLS

与OMV孵育后发生团聚, 该结果解释了为什么OMV

占比越多 , 转染效率越低。而酸性条件下 , OMV 与

RLS孵育后粒径反而减小, 推测是由于酸性环境导致

的团聚大颗粒分散。RLSC与OMVC孵育后, 相比于不

含胆固醇体系粒径更小电位更高, 进一步证明 RLSC

压缩的更紧密、OMVC破碎率更低、体系更稳定。

另外, 对比 R/O为 20和 30的数据发现, R/O为 30

时 , 粒径更低 , 电位更高。研究证明在一定范围内 , 

LNP的体外细胞摄取效率与粒径呈显著负相关, 较小

的粒径可能通过增强网格蛋白/小窝蛋白介导的内吞

等途径, 更高效地穿透细胞膜屏障[38]。这也解释了为

什么R/O为30的复合物转染效果更优秀。

6　RLSC/OMVC在酸性与中性下具有优秀的基因压

缩能力

为进一步评估RLSC/OMVC的基因压缩能力, 本

研究通过凝胶电泳实验分析了N/P 20条件下, 基因复

合物及 pDNA在不同环境的基因压缩情况。在中性条

件下 (图 6A), RLS、RLSC、RLS/OMV、RLSC/OMVC均

有良好的基因压缩能力, 而裸 pDNA组具有明显的基

因条带, 说明被完整释放出来; 在酸性条件下 (图 6B), 

pDNA完全降解, 无明显条带。RLS与RLSC组均出现

pDNA泄漏, 但RLSC泄漏程度更低, 证明压缩稳定性

增强。RLS/OMV 组 (R/O = 20、50、100) 亦存在泄漏 , 

但较 RLS 组显著减少 , 表明 OMV 可提供额外保护。

RLSC/OMVC 组未检测到 pDNA 泄漏, 证明该杂化体

系在酸性环境下具有最优的pDNA保护与压缩性能。

7　RLSC/OMVC/pDNA杂化体系具有良好的生物安

全性

RLS、RLS/OMV 及 RLSC/OMVC 基因复合物对

Caco-2细胞的毒性结果显示, 在N/P 20的条件下, RLS

组具有97.2%的细胞存活率, RLS/OMV、RLSC/OMVC

均表现出良好的细胞相容性, R/O 为 30 时, Caco-2 细

胞的存活率均达到 90%以上 (图 7A)。相比之下, 已上

市的脂质体SM-102的细胞存活率为88.94%, Lipo 2000

的细胞存活率仅为82.6%。明场观察进一步证实, RLS、

RLS/OMV、RLSC/OMVC 组细胞状态良好 , 呈连续的

单层结构[39], 而 Lipo 2000 组则出现更多死细胞 (图

7B), 说明RLS、RLS/OMV及RLSC/OMVC基因复合物

具有良好的生物相容性。

Figure 5　 Characterizations of RLSC/OMVC. A: The morphology of RLSC/OMVC/pDNA complexes determined by TEM; B: The 

stability of particle size and zeta potential of RLS/OMV and RLSC/OMVC with R/O ratios of 20 and 30 after incubation at pH 7.4 and 4.5. 

n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ns: Not significant
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讨论

本研究成功构建了大肠杆菌外囊泡融合型脂质肽

基因递送系统 (RLSC/OMVC), 验证了其在模拟胃肠

道环境 (pH 4.5) 及生理条件 (pH 7.4) 下的递送效能与

生物安全性。制备了粒径均一并稳定的RLSC/OMVC, 

在 pH 4.5, R/O为 30时的条件下, 其耐酸能力与基因递

送效率最佳, 转染效率较市售转染试剂Lipo 2000提升

约 3倍。加入胆固醇后, 复合物的团聚现象减少, 粒径

和电位也趋于稳定; 凝胶电泳实验结果显示, 在酸性条

件下 , 胆固醇复合可明显减少 pDNA 泄露 , 进一步与

OMVC 复合后, 无明显泄露条带。证明 OMV 与胆固

醇能够协同脂质肽 RLS 对 pDNA 起到保护作用。最

后, 评估了RLSC/OMVC (R/O = 30) 的生物安全性, 相

较于 Lipo 2000 和 SM-102, 细胞存活率分别提高了

11.0%和4.7%, 证明了其良好的生物安全性。

综上所述, 本研究构建的大肠杆菌外囊泡融合型

脂质肽系统RLSC/OMVC, 其兼具良好的耐酸性、高效

基因递送能力及良好的生物安全性, 展现出用于口服

基因递送研究的潜力与应用前景。然而, 目前还存在

不足, 本研究中OMV保护 pDNA的功能是在 pH 4.5的

弱酸环境中, 而人体内胃液为强酸, 且含有多种核酸降

解酶, 因此后续的研究将聚焦于 OMV 的多层级功能

化修饰, 构建“胃酸耐受−肠液触发”双功能递送系统, 

将RLSC/OMVC修饰在可以耐胃酸且肠液响应性的外

壳中 , 为消化道疾病的口服基因治疗提供创新技术

路径。
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