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肿瘤微环境响应型的RNA药物递送系统的研究进展

卢 安, 王向宇, 闫 仪, 王坚成*

(北京大学药学院, 北京 100191)

摘要: 肿瘤作为全球危害人类健康的重大疾病之一, 亟需寻找更加安全高效的治疗方案。核糖核酸 (ribonucleic

acid, RNA) 药物的基因疗法可以调节肿瘤相关基因的表达, 已在临床前和临床试验中展示出良好的抗肿瘤治疗潜

力。基于肿瘤组织在 pH、特异性酶浓度或氧化还原梯度变化等微环境信号特征与正常组织存在差异性, 各类微环

境响应型纳米载体正在被研究开发用于递送RNA药物, 实现对肿瘤组织与细胞的靶向递送, 提高RNA药物的抗肿

瘤疗效并且降低不良反应。本文综述了肿瘤微环境的病生理特征以及各类肿瘤微环境响应型载体策略, 旨在为设

计安全高效的RNA药物肿瘤靶向递送系统提供参考。
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Research progress of tumor microenvironment-responsive RNA
drug delivery systems
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Abstract: Cancer is considered as one of the major diseases endangering human health in the world, it is

urgent to find a safer and more efficient treatment for cancer therapy. Gene therapy with ribonucleic acid (RNA)

drugs could regulate the expression of tumor related genes, and exhibit good anti-tumor therapeutic potential in

preclinical and clinical trials. Based on the differences between tumor tissues and normal tissues in microenvironment

signal characteristics such as pH, specific enzyme concentration or redox gradient, various microenvironment

responsive nanocarriers had been studied and developed to deliver RNA drugs to tumor tissues and cells, improving

the anti-tumor efficacy of RNA drugs and reducing toxic and side effects. This paper reviews the pathophysiological

characteristics of tumor microenvironment and various strategies of tumor microenvironment responsive nanocarriers,

in order to provide reference for the design of safe and efficient RNA drug delivery system for cancer therapy.
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癌症是全球危害人类健康的重大疾病之一 ,

GLOBOCAN 2020报道了 2020年全球约有 1 930万癌

症新增病例和 1 000万癌症死亡病例, 为全球社会经济

带来巨大负担[1,2]。传统的肿瘤治疗手段包括手术、化

学疗法和放射疗法[3]。手术是多数实体瘤的主要治疗

方式, 但是由于肿瘤组织与正常组织的界限难以分辨,

导致通过手术方式无法根除肿瘤病灶[4]。化学疗法和

放射疗法都能够抑制肿瘤生长, 但是这些疗法的不良

反应大, 导致最终疗效并不能让人满意[5]。因此, 寻找

高效低毒的新型肿瘤治疗方案是当前研究的热点。

随着肿瘤生物学研究的不断深入, 已经证实肿瘤

发生发展的复杂性与多种基因改变和蛋白功能障碍密
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切相关[6]。基因疗法通过将有效序列核酸物质导入细

胞来纠正或修改遗传信息, 以达到肿瘤治疗的效果[7]。

RNA药物的基因疗法可以调节肿瘤相关基因的表达, 已

经在临床前和临床试验中展现出良好的抗肿瘤治疗潜

力[8,9]。治疗性的 RNA 药物包括信使 RNA (messenger

RNA, mRNA)、微小RNA (microRNA, miRNA)、小干扰

RNA (small interfering RNA, siRNA) 和反义寡核苷酸

(antisense oligonucleotides, ASO), 都可以调节肿瘤相关

基因的表达, 实现对肿瘤的生长抑制[10]。mRNA是一

类单链RNA分子, 由数百个到数千个核苷酸组成, 无

需进入到细胞核就可以直接在细胞浆中翻译表达出特

定的治疗性蛋白[11]; miRNA是一类内源性的长约 20～

24个核苷酸的单链RNA分子, siRNA是一类人工合成

的长约 20～25个核苷酸的双链 RNA分子, 通过 RNA

干扰 (RNA interfering, RNAi) 机制将同源mRNA特异

性降解, 实现特定的“基因沉默”[12,13]; ASO是一类长约

15～25个核苷酸的单链RNA分子, 可以在核糖核酸酶

H1的切割作用下对互补的mRNA进行降解, 抑制靶基

因的表达[14,15]。不同于小分子化疗药物, RNA药物必须

进入到肿瘤细胞浆内才能发挥效用。然而, 多种细胞

和组织屏障阻碍了RNA药物对肿瘤细胞的转染, 从而

影响抗肿瘤疗效[16,17]。首先, 裸露的RNA药物对血液

和组织中的内源性核酸酶敏感, 并且在进入体内后会

被免疫系统识别为外来物, 很容易被网状内皮系统清

除; 其次, RNA药物由于其负电荷和高分子性质, 使其

难以进入肿瘤细胞发挥效用[18,19]。另外, 对于被内吞进

入胞内的 RNA 药物会被滞留在内体/溶酶体中, 仅有

效实现溶酶体中逃逸的RNA分子才能在细胞浆中真

正发挥其生物学效应[20]。因此, 为了实现RNA药物在

肿瘤治疗的成功应用, 需要设计安全高效的载体系统

将其递送至靶细胞内发挥抗肿瘤效应。目前处于临床

试验阶段的用于肿瘤治疗的RNA药物递送载体主要

包括脂质体、聚合物、多肽和外泌体等 (表1)[21,22]。

目前临床试验中的RNA载体递送系统对肿瘤组织

的靶向性和肿瘤细胞内药物利用效率仍然较弱, 常存

在肿瘤组织中药物蓄积量不足或肿瘤细胞内释药量不

足的问题。基于肿瘤组织在 pH、特异性酶浓度或氧化

还原梯度变化等微环境信号特征与正常组织存在差异

性, 各类微环境响应型纳米载体正在被研究开发用于

RNA药物对肿瘤组织与细胞的靶向递送, 提高RNA药

物的肿瘤组织靶向能力、肿瘤细胞摄取能力、内体/溶

酶体逃逸能力及胞内药物释放效率, 从而增强抗肿瘤

疗效及降低不良反应。本文综述了肿瘤微环境的病生理

特征及各类肿瘤微环境响应型载体策略, 旨在为设计

安全高效的RNA药物肿瘤靶向递送系统提供参考。

1 肿瘤微环境的病生理特征

肿瘤的微环境中包含免疫细胞、炎症介质及肿瘤

细胞分泌的物质, 炎症介质细胞因子及肿瘤细胞分泌

的抗原类成分, 共同影响肿瘤细胞的生长、侵袭和转

移。肿瘤微环境是肿瘤得以发生、发展的土壤。研究

表明, 肿瘤细胞内外微环境的生化反应会导致肿瘤组

织发生显著的代谢异常 , 从而导致其组织微环境在

pH、特异性酶浓度、氧化还原梯度变化、能量供应方式

和生物分子代谢等方面与正常的组织细胞产生差

异[23]。图 1展示了肿瘤微环境特征, 并与正常的组织

细胞进行比较。在正常生理情况下, 细胞外基质和血

液中的 pH约为 7.4。然而, 由于肿瘤组织异常快速的

增殖和代谢行为, 肿瘤细胞通过糖酵解途径产生大量

的乳酸代谢物, 使得组织环境的 pH值保持在偏酸性的

6.2～6.9之间[24]。除了肿瘤细胞外偏酸性 (pH = 6.2～

6.9) 外, 肿瘤细胞内体/溶酶体的特殊酸化环境 (pH =

4.5～6.0) 也可被作为 pH响应型载体的设计对象。在

肿瘤的发生发展过程中, 一些基因的异常表达会导致

某些酶的活性和表达量发生改变, 在肿瘤组织中常见

的过表达酶包括透明质酸酶、基质金属蛋白酶 (matrix

metalloproteinase, MMP)、组织蛋白酶和磷酯酶等。缺

氧微环境常见于多种实体瘤组织, 与正常组织的氧分压

(3.2～8.8 kPa) 相比, 肿瘤组织中的氧分压 (< 2.7 kPa)

较低[25]。造成肿瘤组织中缺氧环境的原因在于快速增

殖的肿瘤细胞过度增长的耗氧量及新生血管的异常结

构与功能造成的氧气供应不足[26]。肿瘤的缺氧环境作为

应激因素, 使得肿瘤细胞的侵袭、转移及抗凋亡能力增

加, 导致病情加剧。肿瘤细胞内的缺氧性质会显著提高

肿瘤组织中的活性氧 (reactive oxygen species, ROS)

水平 , 使得肿瘤细胞中的 ROS 水平 (～100 μmol·L-1)

远高于正常组织 (～20 nmol·L-1)[27]。常见于肿瘤细胞

中ROS的类型主要包括过氧化氢 (H2O2)、羟基自由基

(·OH) 和单线态氧 (1O2) 等。相较于正常组织细胞, 肿

瘤细胞中的线粒体功能代谢处于紊乱状态, 使其呼吸

链中的电子传递过程受到阻碍, 因此生成相对过量的

ROS[28]。肿瘤细胞为了降低过量 ROS 对自身细胞的

损伤作用, 会增加谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 等还原

性物质的表达。文献[29]报道肿瘤组织中 GSH 的水平

至少是正常组织的４倍 , 并且细胞内 GSH 浓度 (2～

10 mmol·L-1) 比细胞外区域浓度 (2～10 μmol·L-1) 高约

100～1 000 倍 , 从而形成细胞内外的氧化还原梯度。

此外 , 肿瘤细胞内的 ATP 浓度 (1～10 mmol·L-1) 远高

于细胞外 (< 5 μmol·L-1)[30]。ATP作为生物机体内的直

接供能物质, 肿瘤细胞的增殖分化需要大量能量供给。

上述生化特征为肿瘤细胞的增殖分化、侵袭转移及多

·· 110



卢 安等: 肿瘤微环境响应型的RNA药物递送系统的研究进展

药耐药等创造了良好的组织微环境。正是由于肿瘤组

织与正常组织之间存在生化指标上的显著差异, 恰好

可以利用这些差异性为设计微环境响应型RNA递送

载体并实现肿瘤靶向治疗提供有效的解决方案。

2 肿瘤微环境响应型递送载体

目前的RNA药物递送系统大多依赖于传统的阳

离子载体负载RNA药物形成纳米复合物, 并通过高渗

透和滞留 (enhanced permeability and retention, EPR)

效应富集在肿瘤组织[31]。通常情况下, 为了规避阳离

子载体的表面正电性质影响其在血液循环中的稳定

性, 聚乙二醇 (polyethyleneglycol, PEG) 或阴离子材料

常被用于屏蔽或中和阳离子载体的表面电荷, 从而达

Table 1 RNA therapeutics in clinical trials for tumor therapy. ASO: Antisense oligonucleotides; COX-2: Cyclo-oxygenase 2; EPHA2:

Ephrin type-A receptor 2; GRB2: The growth factor receptor-bound protein-2; HSP27: Heat shock protein 27; KRAS G12D: Kirsten rat

sarcoma viral oncogene G12D; PLGA: Poly(lactic-co-glycolic acid); KSP: Kinesin spindle protein; MAGE-A3: Melanoma antigen family

A3; MAGEC1: Melanoma-associated antigen C1; MAGEC2: Melanoma-associated antigen C2; MUC1: Mucl protein 1; Neo-Ag:

Neoantigens; NY-ESO-1: New York esophageal squamous cell 1; OX40L: OX40 ligand; PAP: Purple acid phosphatase; PKN3: Protein

kinase N3; PLK1: Polo-like kinase 1; PSA: Prostate specific antigen; PSCA: Prostate stem cell antigen; PSMA: Prostate specific membrane

antigen; STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3; STEAP1: Six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 1; TGF-β

1: Transforming growth factor beta 1; TPTE: Transmembrane phosphatase with tensin homology; VEGF: Vascular endothelial growth factor.

(Adapted from https://clinicaltrials.gov)

RNA type
siRNA
siRNA
siRNA

siRNA
siRNA
siRNA

siRNA

siRNA
mRNA

mRNA
mRNA
mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

mRNA

ASO

ASO

ASO

miRNA

Delivery system
N/A
Peptide-based vector
Mesenchymal stromal

cell-derived exosomes
PLGA implant
Lipid-based vector
Lipid-based vector

Lipid-based vector

Lipid-based vector
Peptide-based vector

Lipid-based vector
Lipid-based vector
Lipid-based vector

Peptide-based vector

Peptide-based vector

Peptide-based vector

Peptide-based vector

Lipid-based vector

Chemical modification

Chemical modification

Lipid-based vector

Target
STAT3
TGF-β1, COX-2
KRAS G12D

KRAS G12D
EphA2
PKN3

PLK1

KSP&VEGF
NY-ESO-1, MAGEC1,

MAGEC2, 5T4, survivin

and MUC1
OX40L
Neo-Ag
NYESO-1, MAGE-A3,

tyrosinase and TPTE
PSA, PSCA, PSMA,

STEAP1, PAP and MUC1
NY-ESO-1, MAGEC1,

MAGEC2, 5T4, survivin

and MUC1
MAGEC1, MAGEC2,

NY-ESO-1, survivin and

5T4
PSA, PSCA, PSMA,

STEAP1
GRB2

STAT3

HSP27

miR-193a-3p

Condition
Lymphoma
Liver cancers
Metastatic pancreas cancer

Pancreatic cancer
Advanced solid tumors
Pancreatic ductal

adenocarcinoma
Colorectal/pancreas/gastric/

breast/ovarian cancer with

hepatic metastases
Solid tumors
Nonsmall-cell lung cancer

Solid tumor and lymphoma
Solid tumor
Melanoma

Prostate cancer

Nonsmall-cell lung cancer

Nonsmall-cell lung cancer

Prostate cancer

Acute myeloid leukaemia

Nonsmall-cell lung cancer

Squamous cell lung cancer

Solid tumor

Phase
I
I
I

II
I

I/II

I

I
I/II

I/II
I
I

I/II

I

I/II

I/II

II

II

II

I

Identifier
NCT04995536
NCT04676633
NCT03608631

NCT01676259
NCT01591356
NCT01808638

NCT01437007

NCT01158079
NCT03164772

NCT03323398
NCT03313778
NCT02410733

NCT02140138;

NCT01817738
NCT01915524

NCT00923312

NCT00831467;

NCT00906243
NCT04196257;

NCT02781883;

NCT01159028
NCT03794544;

NCT03819465;

NCT02983578
NCT02423590;

NCT01829113;

NCT01454089;

NCT01120470
NCT04675996

Study start
December 2021
March 2021
January 2021

March 2018
July 2015
March 2013

August 2011

July 2010
December 2017

August 2017
August 2017
March 2015

June 2014;

August 2012
April 2013

May 2009

January 2009;

May 2009
August 2021;

May 2016;

June 2010
March 2019;

December 2018;

March 2017
June 2014;

July 2013;

October 2011;

September 2010
December 2020
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到稳定负载 RNA 药物以及延长循环时间的效果[32]。

然而, 当该类载体到达肿瘤组织后, PEG或阴离子材料

的覆盖阻碍了RNA药物载体系统对肿瘤细胞进一步

细胞摄取和内体逃逸。此外, RNA药物递送系统在肿

瘤细胞内药物释放不足也会降低肿瘤治疗效果[33]。因

此, 具有稳定负载和高效响应性释药特征的肿瘤微环

境响应型载体是解决RNA药物在体内递送问题的关

键环节。目前, 已有文献报道, 通过有效地对肿瘤微环

境中单一或多重响应, 载体可用于RNA药物对肿瘤细

胞的有效递送, 提高对肿瘤的治疗效果。表 2[26,34-60]列

举了各类肿瘤微环境响应型RNA药物递送载体策略。

在这些载体中, 常见的响应策略包括: ① 响应于肿瘤

细胞外过表达特异性酶或 pH环境, 通过“PEG脱壳”、

电荷反转等方式增加肿瘤细胞对纳米粒子的摄取或通

过尺寸转化增加纳米粒在肿瘤组织中的渗透和蓄积能

力; ② 响应于内体/溶酶体中的酸化环境, 通过可电离

基团的质子化作用增强纳米粒的内体/溶酶体逃逸能

力 ; ③ 响应于肿瘤细胞浆中缺氧环境或过表达的

GSH、ROS 和 ATP 等因子, 通过纳米粒的加速解散提

高RNA药物在胞浆中的释放效率。在此, 将讨论各类

肿瘤微环境响应型RNA药物递送载体的设计策略, 重

点介绍RNA药物组装方式及微环境响应特征。

2.1 pH 响应型递送载体 肿瘤微环境的异常 pH 变

化是设计刺激响应型RNA药物递送系统最常用的因

素之一。响应肿瘤微环境 pH变化刺激的纳米药物载

体通过可电离基团或酸敏感化学键在环境 pH值改变

的时候引起载体构象或稳定性的改变, 实现所载药物

的释放[61]。借助肿瘤组织和血液中pH 的差异, 可以设

计针对肿瘤微酸环境特异性响应的具有电荷反转功能

的阳离子载体, 提高RNA药物的细胞摄取能力; 利用

细胞液与酸性细胞器间的 pH梯度, 则可调控药物的细

胞内释放[62]。此外, 阳离子载体材料作为药物载体进

入细胞后, 还可以借助质子海绵效应 (通过吸收酸性

环境中的氢离子增加渗透压导致溶酶体肿胀和破裂)

实现药物的胞内释放和靶细胞杀伤[63]。pH响应的纳

米药物递释系统还能够通过改变载体表面的电荷或暴

露出靶向配体, 促进药物的细胞摄取或进一步提高药

物的靶向性。

现有的 pH响应模式主要分为两种模式, 一种为在

材料结构中引入酸敏感可断裂的化学键; 另一种为在

材料结构中引入“可电离”化学基团。常见的酸敏感可

断裂的化学键包括腙键、亚胺键和缩酮等, 这些酸敏感

的化学键在中性 pH条件下稳定, 但是在酸性介质中会

发生化学键的断裂[64]。利用含有这些酸敏感可断裂的

化学键的载体材料组装形成的纳米载体在特定的 pH

条件下会发生电荷反转、尺寸转化或形态转化等结构

变化, 从而引起细胞摄取增加或肿瘤组织深层渗透[65]。

例如, Wang等[34]设计了一种 pH响应型的纳米载体可

递送靶向 Nogo-B 受体的 siRNA (siNgBR), 实现肿瘤

血管正常化和转移抑制 (图2)。在该项研究中, 聚乙烯

亚胺 (polyethyleneimine, PEI) 中的氨基与 2,3-二甲基

马来酸酐 (2,3-dimethylmaleic anhydride, DMMA) 共轭

形成酰胺键, 可以屏蔽部分正电荷。该载体剩余的正

电荷能够吸附带有负电荷的 siNgBR, 最终形成的纳米

复合物在碱性和中性的情况下表现为负表面电荷, 有

利于在血液循环过程中保持稳定。当到达偏酸性的肿

瘤微环境时, 载体中含有的酸敏感键会发生水解, 裸露

出氨基, 被屏蔽的正电荷再次暴露, 导致纳米粒的表面

电荷从负电性转换为正电性, 增强了肿瘤细胞对其的

摄取能力。

“可电离”化学基团包括叔胺、咪唑和磷酸等, 这

些具有不同 pKa值的化学基团可以在特定 pH条件下

Figure 1 Schematic diagram of pathophysiological characteristics of tumor microenvironment
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Figure 2 The charge switchable RNA drug delivery system that was sensitive to the acidic tumor microenvironment. DMMA: Dimethylmaleic

anhydride; NgBR: Nogo-B receptor; PEI: Polyethyleneimine. (Adapted from Ref. 34 with permission. Copyright © 2014 Elsevier)

Table 2 Tumor microenvironment-responsive RNA drug delivery systems developed in pre-clinical study. HSA: Human serum albumin;

MMP: Matrix metalloproteinase; ROS: Reactive oxygen species; PEG: Polyethylene glycol

Responsive mode
pH-response

Enzyme-response

Redox-response

ROS-response

ATP-response

Hypoxia-response

Dual-response

Delivery system
Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Calcium phosphate

nanoparticle

Calcium phosphate

nanoparticle

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

HSA

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Polymer

Responsive group
2,3-Dimethylmaleic anhydride

Ketal

Ketal

Imine

Tertiary amine

Histidine

Calcium phosphate

Calcium phosphate, phenylborate

GPLGAIAGQ peptide (MMP-2-response)

GPLGIAGQ peptide (MMP-2-response)

VPLSLYSGCG peptide (MMP-7-response)

Poly(α)glutamate (cathepsin-response)

Disulfide bond

Disulfide bond

Disulfide bond

Disulfide bond

Phenylborate

Phenylborate

Phenylborate

Thioketal

Phenylboric acid

Phenylboric acid

Phenylboric acid

Azobenzene

Nitroimidazole

Disulfide bond (redox-response),

GPLGIAGQ peptide (enzyme-response)

Histidine (pH-response), disulfide bond

(redox-response)

Calcium phosphate (pH-response),

hyaluronic acid (enzyme-response)

RNA type
siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

ASO

siRNA

siRNA

siRNA

miRNA

siRNA

siRNA

miRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

miRNA

siRNA/ASO

mRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

siRNA

Function
Charge conversion

Endosomal/lysosomal escape,

drug release

Drug release

Drug release

Endosomal/lysosomal escape

Endosomal/lysosomal escape

Drug release

Drug release

PEG deshielding

PEG deshielding

PEG deshielding

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Drug release

Charge conversion, drug

release

Endosomal/lysosomal escape,

drug release

Drug release
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捕获或提供质子, 使得含有这些基团的载体材料在物

理或化学性质方面发生 pH依赖性变化, 导致载体系统

的解散以及药物释放。Li等[38]开发了一种新型的三嵌

段聚合物用于递送 siRNA, 载体中的甲基丙烯酸二甲

氨基乙酯-甲基丙烯酸二异丙酯共聚物 [P(DPAx-co-

DMAEMAy)] 具有 pH 敏感的可电离片段。DPA 和

DMAEMA 结构中都含有叔胺结构, 在中性条件下表

现出疏水性质, 在自组装过程中作为疏水核心稳定粒

子结构, 当形成的聚合物/siRNA复合物进入到酸化的

内体后, DPA和 DMAEMA结构中的叔胺结构发生质

子化, 整体结构的亲疏水性质发生变化, 导致纳米粒解

散, 最终使得 siRNA在胞质内释放发挥效应。

此外, 将两种 pH响应模式结合在一种载体系统中

可构建双重 pH响应型RNA载体系统, 增强载体系统

对肿瘤微环境的敏感性 , 从而提高响应能力。Zhou

等[41]开发了一种稳定的磷酸钙纳米复合物, 同时利用

苯并氧杂硼结构用于 pH响应性递送 siRNA。在该研

究中, 2-羟基苯基硼酸被修饰在嵌段聚合物的侧链, 再

将其与具有核糖结构的 siRNA进行交联, 自组装形成

胶束复合物。为了进一步增强载体结构的稳定性, 利

用钙离子和磷酸根离子的结合能力, 最终构建成为基

于磷酸钙结构的 siRNA纳米复合物。鉴于磷酸钙和苯

硼酸酯的 pH响应能力, 该载体具有胞外稳定、胞内解

散的结构特性, 并且整体系统的负电荷表面性质使其

在体内实验中表现出低毒高效的优异性能, 为 siRNA

响应型递送系统的设计提供新的视角。

2.2 酶响应型递送载体 在癌症等病理条件下, 病变

组织中的一些特异性酶类被过量表达, 这为酶响应的

药物递释载体的设计提供了新的方法。目前研究多采

用酯酶可断裂的酯键或者蛋白酶可断裂的短肽等修

饰纳米药物载体, 从而在特定的生物靶点处实现药物

的可控释放和积累。其中, MMP或组织蛋白酶已被广

泛用于 RNA纳米药物载体的设计[66]。与其他刺激条

件相比, 大多数的酶促反应快速高效, 特异性高, 且反

应条件温和, 基于酶响应的纳米载体能够表现出更高

的响应效率[67,68]。

MMP是一类参与肿瘤细胞外基质降解的蛋白酶,

与正常组织相比, 几乎在所有类型的肿瘤中都相对高

表达。Zhu 等[42]构建了一种含有 MMP-2 敏感肽的多

功能聚合胶束, 用于 siRNA和疏水性化疗药物的肿瘤

靶向共递送, 可实现胞外的 PEG脱壳, 增强载体系统

的肿瘤细胞摄取能力。如图 3a 所示 , MMP-2 敏感肽

(GPLGIAGQ) 被用作阳离子聚合物PEI和PEG之间的

连接臂 , 合成得到两亲性的 MMP-2 敏感材料 (PEG-

pp-PEI-PE)。首先, PEG-pp-PEI-PE与疏水性化疗药物

紫杉醇自组装形成胶束, 再通过静电相互作用负载具

有负电荷性质的 siRNA。由于PEG对PEI正电荷的屏

蔽作用, 所形成的纳米复合物能够在血液循环中保持

稳定, 当到达MMP-2高表达的肿瘤组织后, MMP-2敏

感肽被响应性切割断裂, PEG脱去后暴露出正电荷, 增

强肿瘤细胞对纳米粒的摄取, 促进基因疗法和化学疗

法的联合抗肿瘤疗效。另外, MMP-7响应的纳米载体

也常被用于递送RNA药物。Li等[44]报道了一种MMP-7

响应的 siRNA递送系统, 显示出对乳腺癌显著性的治

疗效果 (图 3b)。这种 siRNA递送载体中含有 MMP-7

响应肽连接 PEG 的三嵌段阳离子聚合材料。在负载

siRNA后所形成的载体系统到达肿瘤组织后, MMP-7

响应肽被切割断裂, 脱去 PEG屏蔽层, 增加了肿瘤细

Figure 3 The RNA delivery strategies based on (a) matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) triggered and (b) MMP-7 triggered PEG deshielding.

BMA: Butyl methacrylate; DMAEMA: Dimethylaminoethyl methacrylate. DOPE: Dioleoyl phosphoethanolamine; FA: Folic acid; PAA:

Propyl acrylic acid; PAT: Proximity-activated targeting; SPN: Smart polymer nanoparticle. (Adapted from Ref. 42 with permission.

Copyright © 2014 Elsevier and Ref. 44 with permission. Copyright © 2015 American Chemical Society)
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胞对纳米粒的摄取。

组织蛋白酶在许多肿瘤组织中高度表达, 各类基

于组织蛋白酶刺激响应的载体已用于RNA药物的肿

瘤靶向递送[69]。聚谷氨酸 (polyglutamic acid, PGA) 是

一种合成的水溶性聚合物, 可被组织蛋白酶降解, 且不

具有免疫原性和毒性[70]。Polyak等[45]报道了一种具有

聚谷氨酸片段的 siRNA递送载体, 可被组织蛋白酶响

应性降解, 在卵巢癌的治疗中表现出良好的治疗效果。

在该研究中, PGA中的羧基被修饰为带有正电荷的氨

基, 使其具有负载 siRNA的能力。这种PGA衍生物通

过静电相互作用吸附 siRNA后, 可形成在血浆中稳定

的载体系统, 保护 siRNA免受核酶的降解。当纳米粒

通过 EPR 效应积累在肿瘤组织中并被肿瘤细胞摄取

后, PGA在组织蛋白酶的作用下发生降解, 从而释放

出 siRNA效应分子, 发挥其抗肿瘤疗效。

2.3 ROS响应型递送系统 缩硫酮和苯硼酸酯等结

构都会在ROS的作用下发生断裂[71], 因此常被引入到载

体材料结构中构建 ROS响应型递送系统。苯硼酸酯

结构在ROS响应型RNA药物递送载体设计中应用最

为广泛。Zheng等[50]构建了一类具有苯硼酸酯结构的

ROS响应型 siRNA递送系统 (图 4)。该系统通过引入

胍基和苯硼酸酯结构实现对 siRNA的三重稳定负载, 胍

基和 siRNA的磷酸基团可形成盐桥, 通过静电相互作

用和氢键相互作用吸附 siRNA; 苯硼酸酯结构为整体

系统的自组装提供疏水相互作用, 提高了载体系统的稳

定性。当到达富含ROS的肿瘤细胞内时, 疏水性的苯

硼酸酯结构对 ROS响应性脱落后裸露出亲水性的羧

基, 导致疏水作用力减弱。此外, 新产生的羧基会干扰

胍基与 siRNA的静电相互作用和氢键相互作用, 使得

整体结构逐渐失稳而促进 siRNA的胞内释放。此外,

Mu等[51]开发了一种 siPD-L1和多柔比星 (doxorubicin,

DOX) 共递送的ROS响应型纳米载体, 用于肿瘤的化

疗免疫联合治疗。该研究中采用的载体是以壳聚糖为

主链的阳离子材料, 再在其侧链修饰疏水性的苯硼酸

酯结构。壳聚糖的主链可以通过静电相互作用吸附

siRNA, 苯硼酸酯的修饰为整体纳米粒的自组装提供

疏水力。当载体系统到达肿瘤细胞内时, 苯硼酸酯基

团在 ROS 的作用下 , 结构断裂的同时疏水作用力消

失, 载体系统的自组装能力被破坏, 释放出 siPD-L1和

DOX分子。在 siPD-L1促进 T细胞增殖作用下, 共递

送的化疗药物DOX表现出增强的抗肿瘤效应。

2.4 还原响应型递送载体 GSH是一种由谷氨酸、半

胱氨酸和甘氨酸组成的三肽, 由于其在肿瘤组织和正

常组织以及胞内外的浓度差异, 靶向GSH进行还原性

响应成为RNA药物递送系统胞内解散的经典策略之

一[72]。二硫键能够在GSH的作用下实现断裂, 因此研究

人员设计了多种富含二硫键的载体结构用于构建还原

响应型RNA药物递送系统[73,74]。Son等[47]报道了一类通

过二硫键将人血清白蛋白 (human serum albumin, HSA)

和 siRNA进行交联的纳米载体。如图 5a所示, HSA和

Figure 4 ROS-responsive polymeric siRNA nanomedicine stabilized by triple interactions. (Adapted from Ref. 50 with permission.

Copyright © 2019 John Wiley and Sons)
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siRNA 进行硫醇化处理以提高两者之间的亲和作用,

并且能够通过化学交联和自交联的方式形成结构稳定

的纳米复合物。该复合物富含具有还原响应的能力的

二硫键, 在正常生理条件下能够稳定存在, 当被递送到

肿瘤组织并被摄取进入到细胞浆时 , 二硫键就会在

GSH的作用下断裂, 整体结构发生解散而释放出具有

生理活性的 siRNA, 可显著抑制肿瘤的生长。此外 ,

Zou等[48]开发了一种单个 siRNA 包封的纳米胶囊, 用

于脑部胶质母细胞瘤的靶向治疗 (图5b)。该种胶囊的

制备过程如下: 带正电荷的胍基丙烯酸酯作为锚定剂

吸附在 siRNA表面, 与带有二硫键的N,N'-双 (丙烯酰

基) 胱胺和带有琥珀酸酯官能端基的单体进行聚合交

联形成胶囊的外壳。该类纳米胶囊在体循环过程中具

有良好的稳定性, 对血脑屏障有高效的渗透能力, 进入

肿瘤细胞后能够在 GSH作用下响应性释放效应分子

siRNA, 显著抑制原位U87MG异种移植肿瘤的生长。

本课题组设计并合成了一种胆固醇修饰的聚酰

胺-胺高分子材料 (rPAA-Ch), 其聚合链中含有丰富的

二硫键, 使其能够在特定的还原环境中实现聚合链的

断裂[49]。rPAA-Ch结构中的叔胺基团通过静电相互作

用负载 siRNA形成纳米复合物, 表现出良好的细胞摄

取能力和溶酶体逃逸能力。当 siRNA 被递送到胞质

后 , rPAA-Ch 结构中富含的二硫键响应于 GSH 而断

裂, 使得形成的纳米复合物发生解散, siRNA得以释放

发挥沉默效应。此外, 本课题组开发了一种双子型阳

离子脂质 (ssGLCL) 用于 siRNA 的肿瘤递送治疗[75]。

ssGLCL由 3部分组成: ① 亲水的阳离子头部, 可通过

静电相互作用吸附 siRNA; ② 二硫键作为桥连结构;

③ 油酸尾链。将其与非还原型的碳碳键桥连的阳离

子脂质 (ccGLCL) 进行对比, ssGLCL表现出更强的沉

默效率 , 这可能归因于二硫键的响应性断裂增加了

siRNA在胞质中的释放, 使其更好地发挥效应。

2.5 缺氧响应型递送载体 针对肿瘤微环境中特异

性的缺氧环境, 常见的缺氧响应结构包括硝基咪唑和

偶氮苯[57,76]。当暴露在缺氧环境中, 这些结构中可还

原性基团会接受电子导致结构发生变化, 使得含有该

类基团的响应型载体的物理化学性质发生显著变

化[76]。Xie等[57]开发了一种含有偶氮苯结构的缺氧响应

型载体, 用于共递送DOX和缺氧诱导因子1α的 siRNA

(siHIF-1α), 从而抑制肿瘤的增殖及逆转肿瘤细胞的耐

药性 (图 6a)。在该研究中, 使用偶氮苯作为连接键将

PEG2000 修饰到聚酰胺胺树枝状聚合物 (PAMAM)

上, siHIF-1α通过静电相互作用吸附于 PAMAM表面,

DOX负载在PAMAM的疏水核中, 整体形成一个PEG

屏蔽正电荷的纳米粒。当该系统进入到肿瘤组织中并

受到缺氧微环境的影响时, 偶氮苯结构断裂导致 PEG

基团从 PAMAM表面脱离, 有利于纳米粒在肿瘤组织

中的渗透及对肿瘤细胞的摄取。此外, Li等[26]开发了

一种硝基咪唑作为响应基团的阳离子材料, 用于递送

siRNA以沉默缺氧相关的原癌基因CDC20, 表现出显

著的抗肿瘤功效 (图6b)。该载体通过主链的阳离子基

团负载 siRNA后能在正常生理环境下稳定存在, 当到

达缺氧的肿瘤环境时, 疏水性的硝基咪唑会转换为亲

水性的氨基咪唑, 这种亲疏水性质的变化会导致载体

系统的解散和随后快速的 siRNA释放。

2.6 ATP 响应型递送载体 ATP 结构中的核糖与苯

硼酸具有较强的亲和能力 (图 7a), 可以通过竞争性结

合的方式使得苯硼酸酯结构断裂[77]。因此, 多种具有

苯硼酸酯结构的RNA药物递送载体被设计用于肿瘤

细胞内的 ATP响应[78,79]。例如, Yoshinaga等[54]报道了

Figure 5 Glutathione (GSH)-responsive RNA delivery systems. a: GSH-responsive self-crosslinked human serum albumin nanocarriers

for siRNA delivery; b: GSH-responsive single siRNA nanocapsules. (Adapted from Ref. 47 with permission. Copyright © 2014 Elsevier and

Ref. 48 with permission. Copyright © 2020 John Wiley and Sons)
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一类苯硼酸酯交联的ATP响应性复合胶束, 用于稳定

递送 mRNA 并在肿瘤细胞内响应型释放 mRNA (图

7b)。在该研究中, 苯硼酸和多元醇基团衍生的PEG化

阳离子嵌段聚合物被合成用于稳定递送 mRNA。首

先, 带负电的mRNA与聚阳离子片段通过静电相互作

用结合形成聚合物/mRNA复合物。然后, 材料中的苯

硼酸结构和多元醇结构可交联形成苯硼酸酯, 使得整

体复合物的稳定性得到显著提升。当该复合物到达肿

瘤细胞内, ATP拥有的核糖结构会竞争性地与苯硼酸

基团结合, 导致原有的苯硼酸酯键断裂, 响应性释放出

mRNA 效应分子。此外, Fan 等[55]开发了一种含有苯

硼酸酯结构的ATP响应型 siRNA递送载体, 苯硼酸酯

结构响应ATP的断裂可加速 siRNA在胞浆内的释放。

该载体的主体结构为带正电的低分子 PEI聚合分子,

Figure 7 Design of ATP responsive delivery systems. a: The ATP-responsive mechanism of phenylborate; b: ATP-responsive polyplex

micelles with optimal density of phenylboronate ester for mRNA delivery. PBA: Phenylboronic acid; PM: Polyplex micelle. (Adapted from

Ref. 54 with permission. Copyright © 2021 Elsevier)

Figure 6 The hypoxia-responsive RNA drug delivery systems based on azobenzene (a) and nitroimidazole (b). DOX: Doxorubicin; HIF-1:

Hypoxia inducible factor-1; PAMAM: Polyamidoamine. (Adapted from Ref. 57 with permission. Copyright © 2018 Elsevier and Ref. 26

with permission. Copyright © 2020 American Chemical Society)
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然后在侧链接枝上苯硼酸基团, 最后将多巴胺修饰的

维生素E (VEDA) 分子通过形成苯硼酸酯连接到侧链

的苯硼酸上。苯硼酸酯作为亲疏水结构的桥连部分,

在响应胞内的ATP后, 疏水片段消失导致整体粒子的

解散, 从而释放负载的 siRNA。

2.7 双重响应型递送载体 为了进一步确保将RNA

药物成功递送到靶部位并提高肿瘤部位的响应效率,

各类双重响应型载体被开发用于RNA药物的递送[58]。

例如, Liang等[80]开发了一种还原/酶双响应的核壳纳

米粒作为杀伤乳腺癌细胞的 siRNA载体。该载体的核

心是具有二硫键的阳离子片段, 用于负载 siRNA。外

层 MMP-2 响应性肽段连接的 PEG 作为电荷屏蔽层 ,

可响应于肿瘤微环境中过表达的 MMP-2。这类具有

双重响应能力的核壳纳米粒能够阶段性响应于肿瘤细

胞外的特异性酶和肿瘤细胞内的还原环境, 从而达到

有效摄取和药物释放的目的。首先, 该载体系统在肿

瘤细胞外的MMP-2响应性 PEG脱除增加 siRNA的细

胞摄取, 同时, 还原敏感响应的二硫键断裂能够加速纳

米粒的解散和 siRNA的释放。胞外的细胞摄取增加和

胞内的药物释放能力增强有利于提高 siRNA胞内的基

因沉默效率及抗肿瘤疗效。此外, Gao等[59]开发了一

种具有聚组氨酸片段和二硫键结构的 pH/还原双响应

型纳米复合物, 用于共递送 siRNA和DOX杀伤耐药肿

瘤细胞。当该载体系统进入到肿瘤细胞后, 聚组氨酸

结构由于其咪唑基团能够在内体和溶酶体中发生质子

化, 实现溶酶体逃逸。另外, 二硫键的引入增加了 siR‐

NA在胞质中的释放效率。这类具有双重响应能力的

载体系统, 能够同时增强 siRNA药物的溶酶体逃逸能

力和释放效率, 从而提高抗肿瘤疗效。

3 总结和展望

尽管用于肿瘤治疗的微环境响应型RNA递送载

体在设计和应用方面取得了一定的发展, 但是仍存在

一些关键问题有待解决。首先, 了解RNA载体系统在

体内过程中是如何与生物成分相互作用至关重要, 这

些生物成分在决定载体系统随后的生物分布和细胞作

用中起关键作用; 其次, 由于人体生理系统的复杂性,

某些刺激响应条件有时存在非特异性分布。例如, 在

一些正常细胞或非肿瘤组织中也可能存在低 pH值、高

浓度GSH或某些酶表达上调的情况, 可能会造成载体

系统的非特异性响应或刺激敏感性不足的问题。此

外, 患者的个体差异和肿瘤的异质性对于内部刺激响

应的效率存在很大影响, 不同肿瘤类型和分期的肿瘤

微环境之间也存在一定差异。随着研究者对肿瘤微环

境的研究不断深入, RNA药物递送系统的设计逐渐从

被动响应于肿瘤微环境中的特定因素转化为主动调控

肿瘤微环境的异常指标, 以达到肿瘤治疗和降低不良

反应的目标[81,82]; 最后 , 微环境响应型 RNA 载体结构

的复杂设计为后续的规模化生产造成困难, 同时阻碍

了其临床转化。因此 , 如何优化结构复杂的响应型

RNA药物递送载体的制备工艺, 使其制剂质量具有可

重复性、可规模化生产能力, 是当下研究机构和制药企

业亟需解决的问题。
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