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非病毒型载体聚乙烯亚胺在基因递送应用中的研究进展
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摘要: 非病毒型基因载体因具有低毒性、低免疫原性及易制备等诸多优点, 近年来成为制备高效低毒型基因递

送载体的研究热点。聚乙烯亚胺 (PEI) 作为典型的非病毒型基因载体以其较好的基因压缩能力及溶酶体逃逸能力

引起了广泛关注。本文对基于PEI类基因载体的体内递送过程及所面临的问题 (如生物相容性低、细胞毒性、缺乏

特异靶向性和目的基因释放不足等) 进行了归纳与分析, 并总结了相应的改进方案。此外, 对基于PEI的智能响应

型基因载体 (内源性刺激响应型、外源性刺激响应型) 的研究进展进行了综述, 为开发出更加安全高效的非病毒型

基因载体提供参考。

关键词: 基因载体; 非病毒类载体; 基因传递系统; 聚乙烯亚胺; 靶向治疗

中图分类号: R943 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2020)12-2869-14

Recent progress of non-viral vector polyethylenimine in the
application of gene delivery

JIANG Cui-ping, WANG Yuan, XIAO Hai-yan, ZHAO Hai-yue, LIU Qiang*

(Guangdong Provincial Engineering Laboratory of Chinese Medicine Preparation Technology, Guangdong

Provincial Key Laboratory of Chinese Medicine Pharmaceutics, School of Traditional Chinese medicine,

Southern Medical University, Guangzhou 510515, China)

Abstract: In recent years, non-viral gene vectors have attracted great attention for efficient gene delivery due

to the advantages, including low toxicity, low immunogenicity and simple preparation. Polyethylenimine (PEI)

is one of the typical non-viral gene carriers that have been widely utilized for gene delivery owing to its superior

capabilities in gene compression and buffering capacity. This article discusses the processes of gene delivery and

the barriers of PEI-based carrier during the gene delivery, such as low biocompatibility, cytotoxicity, lack of specific

targeting and insufficient gene release, etc. Therefore, we summarize the multiple approaches for the modifications

of PEI in terms of improved biocompatibility, degradability, specific targeting and buffering capacity. Furthermore,

we also review on the recent impressive progresses of smart stimuli-responsive PEI carriers, including endogenous

stimuli (pH, reactive oxygen species, glutathione, biomolecular, etc), exogenous stimuli (light, temperature, magnetic

field, etc) and dual-responsive strategies, which might provide guidance for the development of more efficient and

safer non-viral gene vectors.

Key words: gene vector; non-viral vector; gene delivery system; polyethylenimine; targeting therapy

1972 年 , Theodore Friedmann 和 Richard Roblin 两 位科学家首次提出使用基因疗法作为治疗人类遗传疾

病的手段[1]。基因治疗系指利用合适的载体将目的基

因导入患者体内病灶细胞的细胞质或细胞核中发挥作

用, 以达到治疗疾病的目的。基因治疗通常包括基因

纠正、基因补偿、基因沉默及基因激活等[2]。目前, 基

因治疗主要分为体外疗法 (ex vivo) 和体内疗法 (in
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vivo) 两大类, 其中体外疗法指将有基因缺陷的细胞取

出, 在体外进行基因改造后回输到患者体内, 使携带有

外源性目的基因的细胞在体内表达治疗产物以达到治

疗目的[3]。CAR-T (chimeric antigen receptor T cells) 疗

法作为一种典型的细胞免疫类体外疗法已经在血液癌

的临床治疗方面得到了广泛应用。其中, 最具里程碑

意义的是 2017年美国食品药品监督管理局 (FDA) 首

次批准的用于肿瘤免疫治疗的CAR-T产品——Kym‐

riah[4]。尽管体外疗法受到了广泛关注, 但是在临床应

用中受到细胞和疾病种类的限制而阻碍了其进一步发

展。体内基因疗法则指将外源性治疗基因 (如质粒

DNA、siRNA和 mRNA等) 直接递送到病灶部位而发

挥基因治疗的作用[5]。相比于体外疗法, 体内法较为

简便易行, 仅需通过静脉注射等途径便能直接将外源

性基因运送到靶部位, 且其应用范围较广。然而, 由于

基因稳定性较差, 在体内传输过程中易受核酸酶的降

解, 故为了实现更为有效的体外基因疗法, 需选择安全

高效的基因载体将目的基因精准递送至靶部位[6]。

近年来, 开发安全、低毒且能使基因高效转染的载

体成为研究热点。目前基因载体主要有病毒型载体和

非病毒型载体两大类[7,8]。其中, 病毒型载体具有很强

的基因转染效率, 但由于免疫原性较高、导向性差、基

因装载能力低且存在潜在的致瘤性等缺点而限制了其

应用[9]。相比于病毒型载体, 非病毒型载体因具有易

制备、低毒性和低免疫原性等特性而备受关注[10]。其

中, 阳离子聚合物具有合成简单、核酸装载量高等优点

而被广泛应用于载体研究中[11]。

聚乙烯亚胺 (polyethylenimine, PEI) 作为阳离子

聚合物的典型代表, 是一种最为常用的非病毒型基因

载体[12], 可通过静电作用达到携载基因的目的。PEI

可分为直链型 (linear PEI, LPEI) 和分支型 (branched

PEI, BPEI) 两种结构 (图 1)。通常在分子量相近的条

件下, BPEI的基因压缩能力强于LPEI, 主要是由于在

BPEI结构中, 每两个碳原子上就含有伯胺、仲胺及叔

胺基团, 带有很强的正电荷, 更容易与基因通过静电作

用结合。PEI的基因递送效率不仅与分支程度有关[13],

也与其分子量有关。研究表明, PEI的分子量与基因

转染效率呈正相关性, 而与细胞毒性呈负相关性[14]。

其中, 分子质量为 25 kDa的大分子量 PEI由于其较高

的转染效率被称为基因转染的“黄金标准”, 但因其强

电荷性和不可降解性也导致了很强的细胞毒性。相反,

小分子量 PEI 虽易降解但转染效率较为低下[15]。因

此, 开发安全高效的PEI基因载体尤为重要, 使其在提

高基因转染能力的同时降低细胞毒性[16]。本文就 PEI

基因载体在体内递送过程及所遇到的问题、基因载体

的表面修饰和智能型基因载体的研究进展及应用等方

面进行综述, 为设计安全、高效的基因载体提供参考。

1 基因载体的体内递送过程及挑战

基因的体内递送过程非常复杂, 且面临多重困难。

因此, 选择适当的载体是基因递送成功的关键。首先,

基因载体需有能力将基因压缩成适当粒径的纳米粒,

以防止基因在递送过程中被体外或体内的核酸酶降解

失活; 随后, 进入体循环的基因载体需要从血管中渗出

而后聚集于靶区。正常的血管内皮组织由于结构紧密、

间隙较小, 从而限制了大分子物质穿过血管壁的能力。

在肿瘤及动脉粥样硬化等病理条件下会出现血管壁变

薄、结构完整性变差等现象, 使大分子物质的通透性及

滞留性增加, 此现象称为高渗透长滞留效应 (EPR效

应)[11]。研究发现, 粒径在 200 nm 左右的纳米粒易通

过 EPR 效应透过血管壁[17]。基因载体成功渗透进入

靶区后一般通过内吞方式入胞, 其内吞入胞速率和胞内

累积量与基因载体的粒径、电荷及表面性质有关。研

究表明[18,19], 粒径为50 nm左右的纳米粒具备最快的细

胞摄取速率, 主要由于该粒径下单个纳米粒与细胞膜

作用时可产生足够的能量促进粒子的胞内摄取。由于

细胞膜表面带有负电荷, 因此带正电荷的基因载体与

细胞的相互作用更强, 入胞量更多[20]。此外, 载体的表

面性质, 如亲疏水性, 在与细胞膜的相互作用中也起到

了一定作用。研究发现纳米材料的摄入随着载体材料

疏水性的增加而增加[21]。为了进一步提高纳米粒的胞

内摄取量, 可在基因载体表面修饰特异性的配体或抗

体, 再通过配体-受体介导或抗原抗体结合的方式提高

载体的靶向摄取能力。基因载体内吞入胞后通常会经

过溶酶体, 由于溶酶体内含大量核酸酶且其内环境酸

性较强 (pH = 4～6), 很容易使基因遭到降解作用。因

此, 为了实现有效地基因递送, 进入细胞后的基因载体

需快速逃逸溶酶体。通常, 基因载体可通过增加溶酶

体渗透压而使溶酶体胀破或破坏溶酶体膜结构, 使之

Figure 1 The structures of branched PEI (BPEI) and linear PEI

(LPEI). PEI: Polyethylenimine
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形成孔隙或失稳两种方式, 达到溶酶体逃逸的目的[22]。

经溶酶体逃逸后, 基因递送的最后一步是将所包覆的

基因快速释放至细胞质或细胞核中。其中, 对于RNA

类核酸而言, 其在细胞质中就能进行翻译而发挥自身

功能; 而DNA则需进入到细胞核中再发挥作用[23]。

PEI作为一种常用的基因载体材料以其独特的途

径进行基因递送。由于其结构中含有大量氨基而带有

很强的正电荷, 在压缩基因时, 其可通过静电结合作用

与负电荷的目的基因形成表面带正电荷的基因复合物。

正电荷型复合物可通过静电作用与带负电的细胞膜结

合, 进而通过内吞作用入胞。通常内吞作用主要包括网

格蛋白介导、小窝蛋白介导、巨胞饮作用及颗粒状物质

(>200 nm) 的吞噬作用[24]。PEI基因复合物的内吞方

式与其粒径大小及靶细胞的类型有关。Rejman等[25]

发现小分子量PEI主要通过网格蛋白与小窝蛋白介导

的内吞作用进入细胞, 而大分子量的PEI (>1 μm) 主要

通过巨噬细胞的吞噬作用进入细胞。Vongersdorff等[26]

发现PEI复合物在HH-7与COS-7细胞中, 以网状蛋白

介导的内吞方式为主要途径。然而在HeLa细胞中, 以

小窝蛋白介导的细胞摄取为主要方式。

通过不同内吞作用摄取入胞的PEI基因复合物将

部分被转运到溶酶体。溶酶体中高浓度的核酸酶和酸

性环境容易导致复合物中基因的降解。为了将基因完

整地递送到细胞质及细胞核中, 基因载体必须快速逃

逸溶酶体并迅速将基因释放出来。PEI基因复合物可

同时通过溶酶体胀破及膜结构失稳两种方式逃逸溶酶

体。在生理条件下其分子中只有约20%左右的氨基被

质子化, 当载体进入酸性溶酶体环境中, 剩余部分的氨

基可以大量捕获质子, 导致大量的氯离子内流进入溶

酶体中使得其渗透压增加, 进而导致溶酶体膜破裂而

释放出基因载体[27]。在该过程中, PEI具备不断吸收

质子的特点, 因此又将此过程称为“质子海绵效应”。

与此同时, PEI还能与溶酶体膜中负电性的磷脂作用,

破坏溶酶体膜结构而形成孔隙, 进而帮助小分子聚合

物流出。基因复合物逃离溶酶体后, 需将携带的目的

基因释放进入细胞质或细胞核中。

尽管PEI的许多特性表明其作为基因载体具有很

大潜力, 但在临床应用中仍存在巨大挑战。因为 PEI

进入细胞后难以降解, 长期蓄积会产生较大的细胞毒

性。一方面, 由于 PEI在体内递送过程中很容易与负

电荷型血清成分发生非特异性结合作用而在血管中生

成血栓物质, 进而扰乱血浆膜结构, 最终产生毒性并触

发免疫反应[28]; 另一方面, 其细胞毒性可能来源于大量

PEI分子簇聚集于细胞膜外而导致的细胞坏死[29]。一

般认为, PEI会产生瞬时和延时两种毒性。在基因转

染前, 游离 PEI分子通过膜失稳作用导致细胞的瞬时

死亡。而经细胞内吞入胞后, PEI可通过诱导细胞凋

亡而产生延时毒性[30]。此外, 对线粒体的去极化作用

也可能是PEI产生毒性的原因[31]。

2 PEI基因载体的表面修饰

为了克服PEI的各种问题, 目前可通过对PEI聚合

物表面进行一定程度的修饰来提高其生物相容性、靶

向性和缓冲能力, 同时改善降解性, 增加PEI的转染效

率并降低其毒性。

2.1 提高生物相容性

由于 PEI聚合物表面具有高密度型正电荷, 使其

在循环中极易与血清物质发生非特异性结合, 或被免

疫细胞识别清除 , 导致生物相容性较差。目前提高

PEI聚合物的生物相容性最常用的方法为通过表面修

饰法屏蔽基因复合物表面多余的正电荷。聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG) 是一种生物可降解型亲水

性聚合物, 是目前用于提高 PEI生物相容性最为常用

的一种材料, 其可在一定程度上屏蔽基因复合物表面

的正电荷, 用于提高基因复合物的生物相容性[32]。此

外, PEG上存在大量羟基, 易与水分子间形成氢键, 在

载体表面形成水化层。由于水化层及空间位阻的作

用, 阻止了纳米粒之间及纳米粒与血液组分发生聚集,

从而避免网状内皮系统的识别与吞噬, 达到“隐形”效

果, 以延长基因复合物在血液循环的时间[33]。PEG的

存在使得聚合物具备更好的溶解性、更低的表面电荷

和细胞毒性及聚集性[34]。Wang等[35]使用双氨基甲酸

酯交联 PEI800 Da得到衍生物 , 并在其表面修饰 PEG 用

以降低毒性。体外细胞毒性实验表明, 该载体材料对

血管平滑肌的细胞毒性明显降低。体内外转染实验表

明, 该载体具备更高的基因转染效率。Cai等[36]发现接

枝 PEG 的 PEI 载体具备更好的生物相容性 , 但随着

PEG接枝率的增加, 基因载体的转染效率随之降低, 其

原因可能是 PEG的屏蔽作用导致了基因载体的细胞

摄取量减少及溶酶体/内涵体的逃逸能力降低, 即所谓

的“PEG困境”[37]。因此, 在应用过程中, 需要选择合适

的接枝率以平衡基因载体的细胞毒性与转染效率, 还

可以在载体表面修饰可脱去的 PEG壳层以克服“PEG

困境”。Nie等[38]通过静电作用将 PEI与DNA压缩得

到纳米核心, 再使用 pH敏感的腙键将 PEG连接在胆

固醇上作为脂质材料, 用于包载基因复合物。该载体

在溶酶体/内涵体的 pH酸性环境下, 腙键发生断裂后

导致 PEG层脱落, 基因载体解除屏蔽后产生更强的溶

酶体逃逸能力, 其基因转染效率约是非 pH敏感型载体

的 40倍。除PEG外, 多糖聚合物, 如海藻酸[39]、透明质

酸 (hyaluronic acid, HA)[40]、硫酸软骨素[41]、硫酸肝素[42]
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和聚 γ聚谷氨酸[43]等也可以作为屏蔽 PEI聚合物表面

正电荷所用的修饰材料。

除此以外, 改变 PEI载体材料的疏水性在一定程

度上也能提高其生物相容性。通过引入疏水性的基团

及两亲性嵌段共聚物可增加 PEI的疏水性、降低载体

材料的电荷密度并提高细胞膜的融合性[44,45]。Yuan

等[46]使用疏水性的生育酚交联小分子量PEI形成新的

载体材料, 该载体材料在HeLa细胞及HEK293细胞中

表现出更低的细胞毒性及更高的转染效率。

2.2 改善PEI降解性

为了减少 PEI的蓄积毒性, 目前可通过两种方法

改善 PEI聚合物的降解性: ① 将 PEI与生物可降解型

材料 (如壳聚糖[47]、淀粉[48]、环糊精[49]和聚氨基酸[50]等)

进行偶联, 采用化学交联法将小分子量PEI交联成生物

可降解型大分子量PEI。Noga等[51]将不同的羟乙基淀

粉分子偶联到LPEI上, 制备基因载体, 并对所得到的

载体进行细胞相容性测定。研究发现, 与未经修饰的

小分子量 PEI相比, 该载体具备较低的细胞毒性和溶

血率。Wang等[52]采用 2-羟丙基-γ环糊精修饰小分子

量 PEI600 Da, 再与MC-10寡肽进行偶联得到基因载体。

体内研究结果表明, 与 PEI25 kDa相比, 该载体具有极低

的细胞毒性; ② 通过可裂解的化学键将小分子量 PEI

交联成大分子量 PEI 以压缩基因。交联的大分子量

PEI载体材料进入体内后, 在特定的细胞内环境或细

胞器中发生裂解从而使得自身发生降解。相比于大分

子量PEI, 小分子量PEI在体内具有更好的降解性和更

低的细胞毒性。Giron-Gonzalez等[53]将安全无毒的柠

檬酸作为交联剂, 通过酰胺反应将小分子量 PEI交联

成大分子量 PEI。待载体材料进入体内后, 酰胺键发

生裂解, 使大分子量 PEI降解为小分子量 PEI, 同时释

放出包载的目的基因。小分子量 PEI 在体内发生代

谢, 从而降低了载体在体内的蓄积及细胞毒性。与脂

质体 2000和 PEI25 kDa相比, 该载体材料的毒性极其微

小, 且其转染效率显著提升。

2.3 提高靶向性

在基因的递送过程中, PEI可与靶细胞以外的其

他带有负电荷的细胞膜及血液中含负电荷的蛋白质等

发生非特异性的结合而导致脱靶现象, 从而影响基因

转染效率。为了避免体内的非特异性结合, 使用特定

细胞或组织的特异性配体或抗体对PEI载体表面进行

修饰, 通过配体或抗体介导的主动靶向作用提高基因

载体在靶区的蓄积量。此外, 对于携载质粒DNA的载

体而言, 由于DNA需在细胞核中才能发挥作用, 因此

除了靶向特定细胞外, 还需要具备靶向细胞核的能力。

2.3.1 细胞靶向性 与正常的细胞及体内微环境不

同, 肿瘤等病理环境中会出现细胞表面受体上调、细胞

因子分泌增多及免疫反应增强等现象。由于肿瘤细胞

需要快速的分裂增殖, 其表面会高度表达某些受体, 如

转铁蛋白受体[54]、表皮生长因子受体[55]、整合素[56]和叶

酸受体[57]等。根据这些特点, 可通过在基因载体表面

修饰与受体具有高度亲和性的靶向性配体来提高载体

的肿瘤靶向性。目前较为常用的配体类型主要有内源

性配体、抗体和碳水化合物[58]。

内源性配体主要包括转铁蛋白 (transferrin, Tf)[59]、

表皮生长因子[60]、RGD 肽[61]和叶酸 (folic acid, FA)[62]

等。Tf 在体内参与铁的运输 , 是体内不可缺少的成

分。转铁蛋白受体在肿瘤表面高表达, 使用Tf修饰的

基因载体可与其特异性结合。Zhu等[63]将Tf与交联后

的小分子量 PEI进行偶联得到肿瘤靶向型载体, 结果

表明, 该靶向型载体对肿瘤细胞的靶向性及转染效率

得到很大提升。Gersdorff等[64]将表皮生长因子共价连

接在 PEI 上形成多聚物并在其表面继续包覆一层

PEG。与无配体修饰的基因载体相比, 该载体与HH-7

肝癌细胞和肾癌细胞间的结合能力提高了约 2～3倍,

同时其基因转染率提高了 10～50 倍。此外 , Kunath

等[65]将 RGD 肽连接在 PEI25 kDa聚合物表面。研究发

现, 制得的基因载体在 αvβ3整合素阳性表达的细胞中

具备更强的基因转染效率, 与单纯的 PEI25 kDa相比, 其

基因转染效率提高了 50倍。由于叶酸受体在子宫内

膜癌及卵巢癌中表达率高达90%以上[66], 将FA作为配

体对PEI进行修饰也可提高载体在此类肿瘤细胞中的

靶向性[67]。

除使用受体-配体特异性识别作用外, 病理环境中

病变细胞的免疫原性增加, 其表面表达一些特异性抗

原 , 通过抗原-抗体反应也可制备靶向型 PEI 基因载

体。人表皮生长因子受体 2是一种在细胞膜表面表达

的受体酪氨酸激酶, 属于乳腺癌、胰腺癌、胃癌和卵巢

癌等多种恶性肿瘤的表面标志物[68]。其中, 曲妥珠单

抗是该受体的特异性抗体。Chiu等[69]采用曲妥珠单

抗对PEI25 kDa进行表面修饰。研究结果表明, 其在高表

达人表皮生长因子受体 2的细胞中具备较高的基因转

染效率。此外, 其他常用于靶向性修饰的抗体主要有

CD3单抗和G250单抗等[70]。

2.3.2 细胞核靶向性 前已述及, DNA需要进入细胞

核才能发挥作用。然而, 经过体内各种屏障后基因载

体到达细胞核的量很少而且由于缺乏对细胞核的靶向

性, 导致细胞核膜上的蓄积量极为有限[25]。因此, 提高

DNA 入核量是增加基因转染效率的又一关键因素。

在细胞中, 核定位信号可引导外源物质到达核膜形成

核孔复合物, 核孔复合物继续通过能量依赖性的方式
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进行核转运, 从而将外源性物质递送至细胞核。细胞

在有丝分裂期核膜的完整性降低[71], 因此外源基因可

以在细胞分裂过程中穿透核膜进入细胞核。而对于大

多数未处于分裂期的细胞, 外源基因只能在核定位信

号或核转运受体的帮助下通过核孔复合物进入细胞

核。早期为提升基因的转染效率, 多使用核定位信号、

转录因子和组蛋白等对基因载体进行核靶向性修

饰[72], 但由于修饰物的空间构象和表面密度分布较难

控制而未能达到提高转染效率的目的。近年来发现细

胞核上表达一种糖皮质激素转运受体, 此种受体属于

细胞核的核转运受体[73], 在载体上修饰糖皮质激素类

配体, 如地塞米松等不仅可以提高细胞核的靶向性, 还

可以促进细胞核孔的扩张, 进而加速大分子物质进入

细胞核, 提高细胞核转运能力[74]。

2.4 提高基因载体缓冲能力

基因载体的质子缓冲能力是影响其转染效率的关

键因素, 对于阳离子型基因载体而言, 具备较强的质子

缓冲能力意味着可以较快速地逃逸溶酶体, 以此保护

基因免受核酸酶或酸性环境的降解作用从而提高基因

转染能力。PEI因“质子海绵”效应而具备较强的缓冲

能力。为了进一步提高PEI基因载体的性能, 研究者在

PEI上修饰含有叔胺或咪唑环等基团以增强载体的缓

冲能力。Ihm等[75]合成了尿苷酸修饰的PEI载体材料,

尿苷酸中含有咪唑环, 由于咪唑环中含有能质子化和去

质子化的仲胺 (pKa 6.0), 缓冲能力恰好在溶酶体/内涵

体的pH值范围内。与PEI25 kDa相比, 由于尿苷酸中咪唑

环的引入使得基因载体的质子缓冲能力得到提高, 进

一步提高了基因转染效率。此外, 壳聚糖[76]和氯喹[77]

等的引入也可提高基因载体的缓冲能力和转染效率。

3 智能响应型PEI基因载体

尽管采用 PEG修饰和配体修饰等方法可在一定

程度上提高基因载体的降解性、生物相容性和靶向性,

但仍然存在一些问题, 如载体与基因之间较强的静电

作用力虽然可以保证基因在体循环中保持稳定, 但进

入靶细胞后却无法快速地将基因释放出来[78]。此外,

配体修饰的PEI载体一般只能将载体靶向递送到特定

的细胞, 但进入细胞后却无法准确控制基因载体在亚

细胞结构中的递送和释放行为。因此, 为了克服这些

问题进而实现更为有效的基因递送效率, 近年来涌现

了一大批智能响应型基因载体。当前 , 刺激响应型

PEI 纳米载体已经发展成为一种优质的智能递送系

统。主要可分为内源性刺激响应型载体、外源性刺激

响应型载体及双重刺激响应型载体等。

3.1 内源性刺激响应型PEI载体

内源性刺激响应型载体是根据病理变化导致的病

理环境与正常组织之间的差异, 如 pH梯度、氧化还原

状态差异及酶表达差异等设计的一种载体, 其响应性

的控制因素存在于体内。该类载体可促使基因精确快

速释放至靶点并降低对正常组织的毒副作用[79]。研究

发现, 某些病理环境如肿瘤、炎症等部位通常表现出弱

酸性、低氧环境[80]、血管异常和温度异常等情况[81]。依

据不同病理环境的特点, 目前报道的基于 PEI聚合物

的内源性刺激响应型载体主要可分为 pH响应型、活性

氧 (reactive oxygen species, ROS) 响应型、氧化还原响

应型及生物响应型载体[82]。

3.1.1 pH响应型 PEI载体 研究表明, 在诸如癌症、

炎性感染等特殊的病理环境下 pH值明显低于正常组

织 (pH 7.4)[83], 其中肿瘤组织的 pH 值通常处于 6.5～

7.2内[84]。肿瘤组织与正常组织间显著的 pH值差异可

作为 PEI 基因载体响应性释放的“触发器”[85]。Gou

等[86]使用戊二醛作为交联剂, 将小分子量 PEI交联成

pH敏感型大分子量 PEI, 用于压缩 pDNA制备基因复

合物。当该载体进入细胞溶酶体后, 溶酶体中较低的

pH环境导致大分子量 PEI间的亚胺键断裂, 从而释放

出目的基因。体外安全性及生物相容性评价表明, 该

基因载体的细胞毒性明显低于 PEI25 kDa基因复合物。

体内外转染实验表明, 基因复合物的转染效率远高于

裸 pDNA和PEI25 kDa的基因复合物。此外, 除递送基因

外 , pH 响应型 PEI 载体还可同时递送基因与化疗药

物。Long等[87]利用琥珀酰亚胺基 6-烟酰肼丙酮肼修

饰 PEI25 kDa后 , 通过腙键将基因载体共轭连接多柔比

星, 用于基因与药物的共递送。该载体在酸性肿瘤环

境中, 酸敏感型腙键发生断裂, 从而促进化疗药物的解

离及目的基因的释放。

目前主要通过两种方法构建 pH响应型 PEI基因

载体。一种方法为在载体聚合物表面通过物理或化学

方法引入质子化基团, 该质子化基团在正常的生理条

件下是去质子化或去电离的, 但在 pH酸性环境下基团

发生质子化或出现电荷翻转, 使得基因载体变构或解

离从而释放基因[88]。含有此类质子化基团的聚合物包

括阴离子聚合物 (聚丙烯酸、聚甲基丙烯酸和聚乙基

丙烯酸等) 和阳离子聚合物 (聚 β-氨基酯、聚赖氨酸和

聚组氨酸等); 另一种方法为采用酸敏感型化学键将小

分子量 PEI交联成大分子量聚合物, 如腙键、缩酮键、

缩醛键、酯键和亚胺键等[89]。这些化学键在正常的生

理条件下稳定存在而在酸性条件下发生裂解从而释放

基因。Guo等[90]通过酰胺反应将 pH敏感型阴离子聚

合物 1,2-环己烷二甲酸酐修饰在PEI表面, 再将负电荷

的 FA修饰在其表面, 并利用该材料对 PEI/DNA二元

复合物进行二次压缩, 形成三元复合物 (图2)。该复合
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物在生理 pH值条件下表面携带负电荷, 可以屏蔽 PEI

所携带的正电荷, 在肿瘤组织的酸性微环境中酰胺键

发生断裂, 外层材料脱落, 复合物发生电荷翻转, 而将

携带正电荷的二元复合物裸露出来。接着, 通过正负

电荷的静电吸附作用及在二元复合物表面残余的 FA

所介导的靶向作用进入肿瘤细胞。体外转染实验表

明, 该三元复合物的肿瘤转染效率高于单纯的 PEI聚

合物。Lu等[91]通过亚胺键将小分子量PEI交联为大分

子量 PEI用于压缩 anti-miR155, 并在其外层包覆载脂

蛋白A-1修饰的脂质双层膜, 以实现动脉粥样硬化斑

块靶向递送。

3.1.2 活性氧响应型PEI载体 ROS是体内一类氧化

性极强的单电子还原产物, 主要包括OH•、NO•、O2
-及

H2O2等。研究发现, 在多种病理状态下, 如阿尔茨海默

症、帕金森综合征、心血管疾病、炎症及癌症等病灶部位

都会产生过量ROS[92]。过量的 ROS 使细胞发生氧化

应激反应而造成一定的细胞毒性。与正常的细胞相

比 (～20 μmol·L-1), 癌细胞中ROS的水平更高 (～100

μmol·L-1)[93]。利用病变部位与正常组织间 ROS 水平

的差异, 设计ROS响应型 PEI载体有助于将目的基因

精准并迅速释放至靶部位。其中, H2O2是ROS的主要

组成部分, 其可作为氧化应激的主要标志物, 由于H2O2

的强氧化性, 可将载体的还原性基团氧化从而释放目

的基因[93]。Zheng等[94]通过ROS响应性的硫醇缩酮基

团的二烯烃与 PEI 伯胺基的加成反应将小分子量

PEI600 Da交联成大分子量PEI, 用于包载DNA形成基因

载体复合物。该复合物进入细胞后 , 胞内高水平的

ROS导致硫醇缩酮键断裂, 使得大分子量 PEI降解为

小分子量 PEI并释放出目的基因。与 PEI25 kDa相比, 此

基因载体具备更低的细胞毒性。体内外转染实验表

明, 该载体的转染效率是 PEI600 Da的 520倍。Lin等[95]

通过硫缩醛键将小分子量 PEI600 Da交联为生物可降解

型大分子量 PEI。该载体进入肿瘤细胞后, 肿瘤细胞

内高ROS环境导致硫代缩醛键发生断裂, 基因载体裂

解从而释放出基因。Zhang等[96]通过二硒键将小分子

量 PEI600 Da交联成大分子量 PEI载体用于包载 TNF-α

siRNA, 并在其表面修饰羧化的聚甘露糖作为巨噬细

胞的靶向性配体。在炎性巨噬细胞内高浓度ROS的

条件下, 二硒键断裂并伴随着基因的快速释放。体内

实验结果表明, 与 PEI25 kDa和非ROS响应型载体相比,

该载体的基因沉默效率提高了 2～3倍, 与此同时还具

有较好的细胞安全性。此外, 硼酸酯键[97]、氨基丙烯酸

酯键[98]和硫醚[99]等都可用于 ROS响应型基因载体的

设计。

3.1.3 谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 响应型 PEI载体

GSH是一种含有巯基的多肽, 由谷氨酸-半胱氨酸-甘

氨酸等氨基酸分子组成, 在细胞中主要起到防止血红

蛋白氧化、清除自由基和保护细胞膜等作用, 是细胞

中主要的还原性物质[100]。研究发现, 细胞内的谷胱甘

肽浓度 (2～10 mmol·L-1) 是细胞外谷胱甘肽浓度 (2～

20 μmol·L-1) 的 100 ～1 000倍[101]。由于肿瘤细胞繁殖

速度极快, 代谢能力旺盛, 导致胞内GSH浓度显著提

升, 其含量大约为正常细胞的 7～10倍[102]。基于肿瘤

细胞与正常细胞、细胞内外等GSH的浓度差异, 可设

计GSH响应型基因载体以提高基因递送效率。其中,

二硫键是应用最广泛的还原性键[103]。通常, 二硫键在

血液循环及细胞外的低GSH环境中稳定存在, 当在细

胞内或肿瘤部位等高GSH环境中, 二硫键被还原成巯

基导致基因载体结构改变或解离以释放出目的基因。

Taranejoo等[104]将乙二醇壳聚糖通过还原响应性二硫

键共价连接到枝化程度较高的 PEI2 500 Da上, 合成了氧

化还原响应型载体材料, 使用该载体材料对DNA进行

压缩形成基因复合物。结果表明, 与单纯的 PEI2 500 Da

和PEI25 kDa相比, 该载体具备更高的缓冲能力和转染效

率及更低的细胞毒性。Dai等[105]通过二硫键交联小分

子量 PEI800 Da用于压缩 miRNA, 该载体通过内吞作用

进入细胞后, 细胞中较高浓度的GSH导致二硫键发生

断裂并触发基因的快速释放。实验结果表明, 该载体

的基因转染是小分子量PEI800 Da的5倍, 具有与PEI25 kDa

相当的转染效率, 但显现出更低的细胞毒性。

3.1.4 生物分子响应型 PEI载体 正常生理/病理体

内含有不同种类的内源性生物分子, 如酶、ATP、葡萄

糖及抗原等[106]。根据生理及病理状态下内源性生物

分子的表达差异也可作为刺激响应信号。酶作为一种

温和且高效的催化剂广泛参与人体各种生物化学反

应。以肿瘤细胞为例, 其胞内高表达蛋白酶[107]、脂肪

Figure 2 The preparation, in vivo delivery and cell uptake mech‐

anism of the FA/PEI/DNA. FA: Folic acid. (Adapted from Ref. 90

with permission. Copyright © 2017 Elsevier B. V. All rights re‐

served)
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酶[108]和透明质酸酶[109]等, 可根据酶在细胞不同部位

表达差异制备酶敏感型基因载体。Yin等[110]使用二硫

键交联小分子量 PEI并在其表面修饰HA得到基因载

体材料。该载体可通过HA与CD44受体间的高度亲

和性实现肿瘤靶向性。当基因载体进入细胞后, 在透

明质酸酶的作用下HA发生降解, 暴露出PEI从而快速

逃逸溶酶体至细胞质。接着 , 交联型 PEI 聚合物在

GSH的作用下发生断裂, 使得 siRNA快速释放出来。

ATP是细胞内进行能量传递的载体, 在胞内具有很

高的浓度 (1～10 m mol·L-1), 大约是胞外浓度的 2.5～

25 倍 (<0.4 mmol·L-1)[111]。根据细胞内外高浓度梯度

的ATP含量差异可设计响应型基因载体。在前期研究

中[112], 作者合成了苯硼酸 (PBA) 和 α-环糊精 (α-cyclo‐

dextrin, α-CD) 两种修饰型小分子量 PEI, 接着利用 α-

CD和PBA间的主客作用力将小分子量PEI交联成ATP

响应型超分子聚合物。由于 PBA在水溶液中以亲水

性离子型结构和疏水性分子型结构可逆共存, 在胞内

高浓度ATP环境下, ATP的顺式二元醇结构与亲水性

PBA分子具有很强的亲和性, 生成稳定的硼酸酯键, 导

致 PBA由疏水性持续转变为亲水性, 而从 α-CD的疏

水空腔中解离出来, 进而导致超分子聚合物发生裂解

并释放 siRNA (图 3)。体外ATP响应性实验结果证明,

超分子聚合物在ATP作用下可快速释放出 siRNA。且

该载体材料具有更低的细胞毒性及更高的转染效率。

葡萄糖是存在于人体内的重要营养物质, 是为身

体提供能量不可缺少的物质之一。在糖尿病等病理条

件下 , 可将葡萄糖作为响应性信号。葡萄糖响应型

PEI载体的开发主要是依据葡萄糖氧化酶对葡萄糖的

催化氧化反应进行设计[89]。Yoshida等[113]在大分子量

的 PEI表面修饰氯化血红素, 通过静电作用将DNA和

葡萄糖氧化酶进行层层组装, 形成基因载体。该载体

进入体内后, 葡萄糖氧化酶与高浓度葡萄糖反应后可

将其分解为H2O2和葡萄糖酸, H2O2再与铁卟啉发生反

应, 最终导致基因载体裂解并释放基因。体外研究表

明 , 此载体在不同的葡萄糖浓度中均具有较好的响

应性。

3.2 外源性刺激响应型PEI载体

近些年, 将光、电、磁场和超声等外部条件作为刺

激信号设计刺激响应型PEI基因载体也受到了极大的

关注。与内源性刺激信号相比, 外源性刺激信号具备

更强的可控制性。根据外源性刺激信号的类型, 可分

为光刺激响应型、热刺激响应型和磁响应型 PEI载体

等。这些刺激响应型基因载体能够在外源刺激信号的

作用下发生化学结构或物理性质的变化, 从而促进目

的基因的释放。

3.2.1 光刺激响应型PEI载体 光作为外源刺激信号

具备使用简单、环保等多种优势, 更为重要的是其在空

间及时间上具备较强的可控性, 能最大限度保护机体

正常的细胞及组织免受损伤[114]。根据波长可将光分

为 3个主要波段: 紫外区域 (10～400 nm)、可见光区域

(400～750 nm) 及近红外区域 (750～1 100 nm)[115]。考

虑到基因递送过程的安全性及有效性, 通常采用紫外

及近红外光作为“触发器”设计光刺激响应型载体。

光敏基团是设计光响应型纳米载体的关键因素,

也是基因载体接受光刺激的结构基础。此类光敏基团

可在一定波长的光刺激下发生光氧化、光降解和光致

异构化等[116]。Jiang等[117]使用含有光敏基团 2-硝基苯

基的交联剂与PEI600 Da通过Michael加成反应合成光敏

感的载体材料。使用该载体材料压缩DNA后再在其

表面包覆HA壳层。该载体可通过与癌细胞表面高表

达的CD44受体的特异性识别作用到达癌细胞并内吞

入胞。成功逃逸溶酶体后, 在外界给予紫外光照射下

(365 nm), 载体光敏基团发生断裂 , 促进目的基因释

放。研究结果表明, 该载体的血液稳定性较高且细胞

毒性较低 , 转染效率比 PEI25 kDa高出 1～2 个数量级。

此类光敏基团除了 2-硝基苯基外, 还包括芘类[118]及其

衍生物、香豆素[119]衍生物和邻硝基苄基[120]等。此外,

一些光敏感的化学材料可通过光热转换效应影响基因

载体在体内的转运过程从而增强基因的转染效率。

Lee等[121]采用光敏型交联剂邻硝基苄基氨基甲酸乙酯

交联小分子量 PEI用于包载DNA。研究发现, 精准的

光降解可显著改善该光敏型基因载体在HeLa细胞的

转染效率。

3.2.2 热刺激响应型PEI载体 研究发现, 炎症或肿

Figure 3 Illustration of self-assembly of PEI1.8k-PBA/PEI1.8k- α -

CD supramolecular polymer and release of siRNA via the disas‐

sembly of polyplexes in the presence of ATP. PBA: Phenylboric

acid; α-CD: α-Cyclodextrin. (Adapted from Ref. 112 with permis‐

sion. Copyright © 2018 American Chemical Society)
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瘤组织及微环境中的温度 (40～45 ℃) 一般略高于人

体正常体温 (37 ℃)[82], 利用这种病理性变化导致局部

的热差异可作为刺激信号, 用于设计温度敏感型基因

载体。然而病理组织的局部高热现象并不是持续稳定

的, 为了提高温度刺激响应性的可控性及稳定性, 通常

使用外部热源给予稳定的热刺激以替代体内病理性热

差异。

热敏感性载体材料是热刺激响应型基因载体设

计的关键因素, 优良的热敏感性载体材料能够在正常

体温下有效并持续包载基因, 而在接受热刺激时准确

并快速释放基因[122]。临界溶液温度是热敏聚合物发

生相分离时的温度, 也是其作为基因载体的重要理化

特性。通常热敏聚合物的水溶液在上临界溶解温度

(upper critical solution temperature, UCST) 或下临界溶

解温度 (lower critical solution temperature, LCST) 时会

发生相变化。具备LCST的热敏聚合物在临界溶解温

度以下是可溶的、以上呈不溶性。相反, 具备UCST的

聚合物在临界溶液温度以下不溶而以上呈可溶性[123]。

在热敏性材料中 , 聚 N-异丙基丙烯酰胺 [poly(N-iso‐

propylacrylamide), PNIPAM] 是研究较为广泛的一种

材料, 其属于LCST类的非离子型聚合物, 临界溶液温

度为 32 ℃。当温度高于LCST时, 该热敏聚合物呈疏

水性, 此时聚合物能更好地结合基因并保护其不被降

解; 当温度低于 LCST时, 聚合物呈亲水性, 水溶性的

增加使得热敏聚合物结构变得松散而导致基因从载体

中释放出来[124]。为获得温度敏感型 PEI基因载体, 通

常使用PNIPAM对PEI进行修饰[125]。Zhang等[126]在采

用 PNIPAM对 PEI25 kDa进行修饰, 当温度高于 PNIPAM

的LCST时, 该载体的细胞摄取能力增加, 此时的转染

效率远高于温度低于LCST时的转染效率。

3.2.3 磁响应型PEI载体 磁响应性是制备外源性刺

激响应型基因载体的另一种有效策略, 由于其与身体

几乎不发生任何理化反应, 因此具有很高的安全性。

磁响应型基因载体被广泛应用于肿瘤的靶向治疗中,

通过磁场的引导作用, 可将基因载体准确地递送至肿

瘤靶部位并且增强磁性纳米粒在肿瘤部位的蓄积量,

从而提高肿瘤的治疗效果。通常, 磁响应型基因载体

结构包括磁性纳米粒核心和阳离子聚合物外壳。使用

较为广泛的磁性纳米粒有 Fe3O4和 Fe2O3
[127]。为了达

到负载基因的目的, 通常在其表面修饰阳离子聚合物。

Guruprasath 等[128]将 PEI1.8 kDa 偶联到超顺磁性纳米粒

Fe3O4表面形成具有磁响应性载体材料, 随后在该材料

表面修饰细胞白介素-4结合肽用于包载 siRNA以获得

基因沉默效率。实验结果表明, 该基因载体可通过磁

响应性进行更准确的基因递送并为疾病的治疗提供精

准的核磁成像信息。Lo等[129]使用硫酸软骨素-PEI共

聚物对超顺磁性氧化铁纳米粒进行包裹形成磁响应性

载体材料用于目的基因的递送。结果表明, 该纳米粒

在磁场作用下, 仅在 20 min内就表现出有效的磁感应

强度, 且在肿瘤部位能大量的聚集并产生较高的转染

效率。Jia等[130]将超顺磁性氧化铁纳米粒作为载体的

核心, 并在其表面修饰小分子量 PEI10 kDa, 从而用于负

载 siRNA。该载体可通过网状内皮系统的吞噬作用被

动地运输到巨噬细胞中。由于该载体具备磁性, 在递

送基因的同时可以对巨噬细胞进行成像与跟踪, 在自

身免疫性疾病和动脉粥样硬化等疾病的治疗中得到广

泛的研究。

3.3 双重响应型PEI载体

人体是一个极为复杂的内环境, 通过基因载体将

目的基因成功释放至靶部位需要克服多重障碍。为了

使载体具备逐级响应能力以准确快速释放目的基因至

靶部位, 通常需要使用多种触发因素进行组合, 设计多

重响应型载体以实现基因的精准递送。根据需要可将

不同的内源性刺激和外源性刺激信号进行组合 , 如

pH/GSH、pH/ATP、pH/温度、磁场/GSH、磁场/pH、光/

GSH和酶/GSH等[131-133]。

由于病理组织与正常组织在内源性成分上存在巨

大差异 , 通常设计多重内源性刺激响应型载体。Xu

等[134]通过二硫键将环糊精接枝在小分子量PEI1.8 kDa上

用于共载基因与莫能菌素, 并通过静电作用力在载体

表面继续修饰RGD-γ聚谷氨酸, 赋予载体高效的肿瘤

靶向性。在肿瘤酸性环境中, γ-聚谷氨酸发生构象变

化, 从而脱去靶向性外壳。待载体进入细胞质后, 在高

浓度GSH的作用下, 连接环糊精与 PEI1.8 kDa的二硫键

发生断裂, 进而促进了药物及基因的释放。研究表明,

该 pH/GSH双重响应型载体对肿瘤的生长有较好的抑

制作用。Wang等[135]将多柔比星与对羧基苯肼修饰的

PEI25 kDa通过腙键进行偶联用于共载质粒DNA和药物,

并在其表面包覆靶向性分子HA, 以获得 pH/透明质酸

酶敏感型载体。Kim等[136]分别制备了 PBA和半乳糖

修饰的 PEI1.8 kDa, 通过 PBA与半乳糖间生成的硼酸酯

键将小分子量PEI交联成大分子量基因载体 (图4)。该

载体可在溶酶体酸性环境和在细胞质中高浓度ATP的

作用下发生响应性降解, 这种双重刺激响应性使得载

体具备较高的转染效率及较低的细胞毒性。

为了进一步提高载体的靶向蓄积能力, 可使用可

控性较强的外源性刺激与内源性刺激相结合的方式进

行基因递送。Wang等[137]将金纳米棒与小分子量 PEI

通过二硫键交联制备光/GSH双重响应型载体。金纳

米棒在红外光的照射下可产生光热效应, 进而导致溶
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酶体破裂而促进基因载体的溶酶体逃逸, 随后在细胞

质中高浓度GSH的作用下二硫键发生断裂, 最终使得

基因载体解离并释放目的基因。研究结果表明, 与单

纯的大分子量PEI25 kDa载体相比, 此载体在具备较低的

细胞毒性的同时, 基因转染效率提高了 32倍。此外,

He等[138]将光敏剂共轭连接在 PEI600 Da, 并将其包覆在

纳米粒上, 接着继续在该纳米粒上修饰含有二硒键的

聚合物材料。该载体进入细胞后, 在 808 nm近红外光

的照射下, 纳米粒核心发射出 540 nm光激活光敏剂以

促进ROS的产生, 产生的ROS可降解二硒键, 从而使

得涂层裂解并促进目的基因的释放。Zhang等[139]使用

小分子量PEI1.8 kDa与PEG-PBA修饰聚多巴胺纳米粒制

备 pH/光响应型基因载体。当该载体内吞入胞并进入

内涵体时, PBA与聚多巴胺核心之间的硼酸酯键断裂,

载体发生解离的同时促进基因的释放。与此同时, 在

808 nm近红外光照射下, 纳米粒所产生的光热效应能够

破坏内涵体膜结构, 帮助基因及载体快速逃逸内涵体。

研究结果表明, 该载体的基因转染效率是脂质体 2000/

DNA复合物的 2倍。Mok等[140]使用磁响应性氧化铁

作为载体核心并在其表面包覆PEI25 kDa、siRNA和氯霉

素 3种分子形成基因载体, 再采用酸敏感的柠檬酸酐

键封闭 PEI中伯胺基团以增强载体生物相容性, 并赋

予基因载体 pH/磁双重响应性。结果表明, 该载体具

有长期稳定性及良好的磁性能, 在酸性 pH 条件下对

C6胶质瘤细胞表现出明显的抗肿瘤作用及基因沉默

效率。

4 结语

综上所述, PEI以其良好的基因压缩能力和溶酶

体逃逸能力在基因载体的应用方面得到了广泛的研

究。近年来, 通过对PEI进行表面修饰, 一定程度上提

高了其生物相容性、靶向性及质子缓冲能力, 改善了其

降解性。此外, 研究者们进一步设计了多种智能响应

型载体, 从而更加精确地控制了基因的释放。尽管如

此, 将PEI应用于临床仍然存在巨大的挑战, 仍需进一

步对基于 PEI的基因载体进行改造, 使其兼具更精确

的基因释放、更高的转染效率及更低的细胞毒性。
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