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摘　要：阳离子脂质体等非病毒载体以其制备简单、低毒性、低免疫原性、可生物降解等优点，成为近年

来基因转运中的常用载体。理解阳离子脂质体运载基因的机制对阳离子脂质体的研究具有重要意义。从跨

膜机制和信号调控的角度，介绍了脂质体 /DNA 复合体以特定构象避免细胞外基质中核酸酶的降解，跨越

细胞膜进入细胞的过程；阐明了 DNA 在信号调控的作用下，逃离溶酶体并安全释放的机制；讨论了基因

穿过核被膜进入到细胞核的方式，为进一步阐明阳离子脂质体运载基因的分子机制奠定基础。
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近年来，基因转染技术在临床应用和生物学研

究领域都已经取得了很大的发展，临床应用主要侧

重于向病变的靶细胞中引进目的基因，达到治疗疾

病的目的。而生物学研究则在于检测表达蛋白的生

物学特性。DNA 分子本身不能很好地完成内在化

过程。因此，这项技术的关键在于基因如何有效地

进入细胞。目前已经研发出了很多载体系统，包括

病毒载体和非病毒载体。尽管非病毒载体介导的转

染效率与病毒载体系统相比仍然不够理想，但是病

毒载体的安全性问题，如诱导免疫反应和感染等限

制了它的推广应用
[1]
。

阳离子脂质体是最主要的非病毒载体之一，它

具有可自然降解、免疫原性低、可重复转染、易于

制备等优点。然而，由于细胞内外所存在的某些独

特的生物学障碍，例如血清中 DNA 核酸酶的降解
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和吞噬细胞对部分 DNA 的清除等
[2]
，如果不了解

其作用机制，就很难获得思路上的突破，更不能保

证体内试验的成功和临床应用
[3] 。据此，本文阐述

了脂质体与质粒 DNA 的结合、脂质体 /DNA 复合

体穿越细胞膜的具体机制、信号调控在 DNA 释放

过程中的作用以及目的基因最终进入细胞核的方

式，为更好地了解和克服转运过程的生物学障碍提

供参考。

1　复合体的形成及构象变化——跨膜前的准备

阳离子脂质体具有两亲性结构，在水溶液中散

开时，会自发地形成双分子层，也就是膜的核心结

构。根据阳离子脂质体成分以及环境因素，例如含

盐量、温度等影响，它由层状转变成非层状结构。

这种转变有利于脂质体和蛋白质之间动态的相互作

用，能够促进膜融合以及膜稳定性的改变，因此有

利于跨膜过程的发生。阳离子脂质体带正电荷，能

够随时与负电性的大分子核酸成分发生相互作用。

因此，当它们与质粒 DNA 混合时，脂质体 /DNA
复合体——lipoplexes 就会瞬间形成

[4]
。

最初，Felgner 和 Ringold 认为阳离子脂质体通

过静电作用与 DNA 结合，并且这种作用不会改变

复合体的大小和形状。实际上 lipoplexes 的形状和

大小与阳离子脂质体和 DNA 的摩尔比有关，且存

在动态变化。当正负电荷比例接近于 1 时，结构上

会发生明显变化
[5]
。Gershon 等在实验的基础上提

出阳离子脂质体可能有效地中和带负电荷的 DNA，

从而导致 DNA 结构上的相应“塌陷”，“塌陷”的

DNA 由于裸露的表面积变小，所以能被脂质体有

效地包住。Radler 等通过研究阳离子脂质体 DOPE/
DOTAP(1:1) 与质粒 DNA 的 X- 衍射，证实了这种

包裹 DNA 的方式
[5]
。而 Behr 指出，DNA 也可以

吸附在阳离子脂质体的表面，并得到了 Easman 等
的证实。因此，阳离子脂质体与 DNA 的相互作用

事实上包括完全包裹以及表面结合两种方式。

lipoplexes 的电荷、尺寸和形态结构对转染效

率具有重要影响
[6]
。具有稍微过剩正电荷的

lipoplexes 具有更高的转染效率
[7-8]

。直径尺寸适中

(0.4~1.4 μm) 的 lipoplexes 比相对较小 ( ＜ 0.4 μm)
和 更 大 ( ＞ 1.4 μm) 的 转 染 效 率 更 高

[9-10]
。 而

lipoplexes 的形态是由阳离子脂质体组分的性质决

定的。首先，阳离子脂质单体的结构，如包裹参数

可以影响所形成脂质体的形态。根据包裹参数的不

同，复合体可呈锥形、非反转六角形相位 (H 

phase)、反转六角形相位 (H Ⅱ phase) 等不同构型
[9]
。

几个关于复合体的结构特性和相应转染效率的研究

显示，使用不同的阳离子脂质体进行试验，最终

HII 结构的复合体大大促进了 DNA 的释放，并且具

有较高的转染效率
[10-11]

。其次，中性脂类 ( 例如

DOPE) 可以作为修饰成分，降低脂质体表面的水合

态，促进复合体由层状结构向非层状结构转变
[9]
，

而非层状结构恰好利于转染。另外，聚乙二醇等修

饰成分可屏蔽阳离子脂质体表面多余的正电荷，这

一方面可以抑制 lipoplexes 的聚集；另一方面还可

以阻止复合体与带负电的血清蛋白相互作用
[12]
，保

护复合体免受巨噬细胞清除。修饰成分影响了

DNA 与复合体的结合，但是在相关生理条件下也

可以通过促进 HII 相的形成，更改复合体的形态结

构。复合体形成以后，其特定的结构以及表面分子

就会与细胞表面相互作用，为跨膜提供条件，诱发

内在化过程。

2　lipoplexes穿越细胞膜进入细胞

一般来说，lipoplexes 通过表面正电荷与细胞

表面带负电荷的蛋白多糖之间的静电作用，非特异

性地吸附于细胞膜表面
[13]
，而含有靶向配体的

lipoplexes 通过配体 — 受体相互作用，特异结合于

某类细胞表面
[14]
。

通常，微粒体进入细胞的途径主要有两种：内

吞作用和膜融合。Resina 等
[4]
用具有不同净电荷的

lipoplexes 研究了不同摄取路径的作用。内吞作用

是复合体进入细胞的主要方式，主要转运平均直径

小于 500 nm 的粒子
[15-16]

。温度依赖性
[17]( 温度低

于 15 ℃时内吞作用能够被有效地抑制 )、内吞抑制

剂的应用
[18-19]( 尽管其具有一定的毒副作用 )，以及

更可靠的内吞区域特异性标记物的共定位实验
[20]

等也证明了这一点。真核细胞中存在着多种内吞途

径，而在不同细胞的转染中普遍发现了网格蛋白依

赖性以及小窝蛋白介导的内吞途径。

2.1　网格蛋白介导的内吞作用

复合体跨越细胞膜的过程并不像人们通常观察

到的单分子配体的瞬间内吞作用一样，而是还需要

有其他过程的参与 ( 图 1) ，例如驱动受体在复合体

及其表面聚集体的影响下发生聚集，进入特殊的网

格蛋白区域或者小窝中，继而偶联其他多肽发生质

膜凹陷，形成有被小泡外衣，最终在 G 蛋白的作

用下脱离细胞膜，或者在膜褶皱区域直接通过吞噬

颗粒而完成内吞作用
[21]
。而相对大尺寸复合体
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(700~800 nm) 的内在化更需要考虑这些过程，甚至

可能涉及对现有机制的适当调整和扩展，例如几个

微小区域的合并等。Zuhorn 等
[22]

在对动物细胞的

转染实验中证明了这一点。从这个角度讲，很明显

网格蛋白介导的路径更适合 150~200 nm 的复合体

或者小尺寸的聚合物
[23]
，考虑到常规的网格蛋白尺

寸 ( 通常 100 nm) 的限制，可能也需要网格蛋白支

架具有更大的刚性。

2.2　小窝蛋白介导的内吞作用

内吞作用的另一种方式是由小窝蛋白介导完成

的，van der Aa 等
[24]

用抑制剂的方法证明了小窝蛋

白在 lipoplexes 运载基因传递中的作用。形态研究

显示，小窝中富含 GPI- 锚定蛋白和小窝蛋白，并

且某些与 G 蛋白偶联的受体，如 M 乙酰胆碱受体、

胰岛素受体、IP3 受体以及腺苷酸环化酶等都存在

于小窝区域
[25]
。经小窝蛋白的跨膜传递是一个触发

过程，在这个过程中，阳离子 lipoplexes 能够与脂

筏组件相互作用
[26]
，即在脂膜上横向移动，通过膜

上的 GPI- 锚定蛋白进入微区，由于 GPI- 锚定蛋白

的 2 条脂酰链插入到膜脂双层的外层中，小窝蛋白

既能识别相应的 GPI- 锚定蛋白并与之相互作用，

同时又能与 G 蛋白受体酪氨酸激酶相互作用，最终

诱发内吞作用的顺利进行。尽管小窝蛋白通常在细

胞表面以直径 50~100 nm 穴样内陷的形式出现，平

坦的小窝区域仍可优先作为有效区域完成这种内在

化过程
[27]
。最近提出的在脂膜侧位上存在的横向扩

散和特异硫酸肝素糖蛋白 (HSPG) 的聚集
[28]
，即为这

种机制的一种展示。较大的复合体穿越细胞膜的过

程可以通过几个这种区域的聚集完成，这同目前细

菌和病毒进入细胞时所显示的路径是不一样的
[29]
。

2.3　膜融合作用

膜融合作用是真核细胞跨膜运输过程中的另一

个重要方式 ( 图 2)。内吞途径是一个能量依赖过程，

需要消耗能量，而 4℃是一个低能量的条件，此时

细胞处于“休眠”状态，因此，通过内吞途径进入

细胞的方式会受到显著抑制，但对融合途径影响甚

微
[30-31]

。Resina 等
[4]
用包含 5'- 异硫氰酸荧光素标

记 ON705 的 lipoplexes 处理 Hela pLuc/705 细胞，并

培养于 4℃下，3~6 h 后荧光显微镜下仍然能检测到

荧光的存在，证明了膜融合在 lipoplexes 内在化过

程中的作用。正常情况下，细胞膜不能自发地融合，

而是受某种因素如 Ca2+
、渗透压、聚乙二醇等的控

制，或者有某种膜融合蛋白参与催化。现在已鉴定

出多种膜融合所需要的胞质蛋白，但其作用机制尚

不清晰。Hu 等
[32]

研究表明，有两种膜融合蛋白参

与介导的融合过程较清楚：一种是 N- 乙基顺丁烯

二酰亚胺 - 敏感融合蛋白 (NSF)，为一种 ATP 酶；

另一种是可溶性 NSF 连接蛋白 SNAPs，在囊泡停

泊位点，SNAPs 识别并结合囊泡膜上的受体

v-SNARE 和靶膜上的受体 t-SNARE，启动融合复

合物的组装，膜融合复合物催化囊泡与靶膜的融合，

但这是否同样适用于阳离子脂质体介导的基因转运

过程还需要进一步验证。

为了进一步弄清内在化机制，仍需要考虑阳离

子脂质体自身的电荷能够导致内陷的程度，例如，

对脂膜的曲率（一个明显能够促进内在化作用的参

数）以及其中胆固醇含量的调节，使其具有不同的

稳定性
[33]
。另外在某种程度上，细胞本身的特异性

也会影响复合体在细胞表面的内在化效率。在内在

化过程的最初阶段，与复合体优化的目标属性和

图1  lipoplexes通过内吞作用进入细胞的过程

图2  膜融合示意图
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( 或 ) 给定细胞类型的细胞属性具有明显的相关性。

事实上，研究者已经初步确定了基因转染在细胞类

型方面的特异性，这包括细胞周期和细胞分裂次数，

也有人认为还应该包括内吞作用的能力
[34]
。然而，

无论通过哪种通道完成内在化过程，复合体进入细

胞后都面临着 DNA 释放以及避免被溶酶体降解的

难题，这可能需要某些信号的调节作用。

3　DNA释放过程中的信号调控

外界物质经内吞作用进入细胞后，形成内涵体，

然后与溶酶体融合，经初级溶酶体、次级溶酶体、

残余小体，最终被分解并排出体外
[35]
。lipoplexes

进入细胞内后，面临着同样的命运。要使转染顺利

进行，DNA 必须在内吞作用发生后的早期被释放，

并逃离溶酶体，否则 DNA 将被溶酶体降解。利用

一些辅助成分诸如多聚物、多肽等，通过去垢剂类

似作用机制或渗透作用使溶酶体破裂，可显著提高

脂质体转染效率
[36]
。这说明逃离溶酶体是脂质体转

染中的关键步骤。

lipoplexes 的结构形式在 DNA 逃离溶酶体的过

程中起重要作用。Koltover 等 [37]
利用聚阴离子囊泡

模拟溶酶体膜系统，在体外与 lipoplexes 相互作用。

最终发现层状结构的 lipoplexes 与聚阴离子囊泡可

稳定共存；而反六角相结构 (H Ⅱ ) 的 lipoplexes 与
聚阴离子囊泡接触后立即发生膜融合，并且在聚阴

离子囊泡内部可观察到游离 DNA[36]
。由此推断：

反六角相结构是将 DNA 从 lipoplexes 中释放并逃离

溶酶体的最有效的结构形式。这种结构利于复合体

中脂质成分与溶酶体膜整合，从而使溶酶体膜去稳

定，在溶酶体表面形成临时孔洞，为 DNA 逃离溶

酶体创造条件，而且溶酶体膜上的磷脂酰乙醇胺

(PE)、磷脂酰丝氨酸 (PS) 等都带有阴性基团，可通

过静电吸附作用与阳离子脂质体相互吸引，这就削

弱了阳离子脂质与 DNA 的结合，使 DNA 能够从

复合体中释放出来。这在一个更直接的实验中同样

得到证明，当培养于含有 PS 的囊泡中时，只有复

合体呈现 HⅡ结构时，质粒 DNA 才会从 lipoplexes
中释放，而层状结构明显不利于 DNA 的释放

[36]
。

复合体的组分以及细胞内的某些蛋白酶能够

作为信号分子调节 DNA 的释放过程。Oishi 等 [38]

设计了一个共轭肽聚合物 (CPCCtat)，作为一种新

的基因载体，它能够通过影响细胞内凋亡蛋白

酶 -3(caspase-3) 信号而控制基因表达。这种载体由

一个不带电的聚合物主链和一个阳离子肽侧链构

成，其中包括 caspase-3 的板基序列和 HIV-1 Tat 的
蛋白转导域序列。CPCCtat 与 DNA 通过静电作用

形成了一个紧密的复杂结构，并且在这种状态下，

基因表达被完全抑制。相反，当有 caspase-3 存在

的时候，复合物由于阳离子部分的分解而从

CPCCtat 中降解，这导致了基因表达的激活。然而，

在脂质体介导的转运过程中，相应蛋白酶是否也具

有同样调节机制还有待进一步证明。

两种新型信号调控系统，即环磷酸腺苷 (cAMP)
依赖蛋白激酶 (PKA)[39]

和 caspase-3[40]
信号反应系

统。这些系统使用新合成的阳离子聚合物 PAK 和

PAC。PAK 包含 PKA 中所含的肽基 ARRASLG 作

为 PKA 信号的受体，而 PAC 中包含 caspase-3 的基

板序列 DEVD。PAK 或者 PAC 与 DNA 形成稳定的

聚合体，从而完全抑制该基因的表达。然而，当把

活性 PKA 加入到混合物中时，原始 DNA 条带就会

完全恢复。在 PAC-DNA 混合物中，活性 caspase-3
的增加也表现出恢复原始 DNA 条带的性质。这些

结果清楚地表明，PKA 信号和 caspase-3 信号可以

逐个调节脂质体 /DNA 复合体以释放 DNA。

DNA 从 lipoplexes 中释放并逃离溶酶体宣告了

脂质体转染过程的结束。此后，DNA 必须依靠自

身的力量进入细胞核并表达。

4　DNA穿越核膜进入细胞核

核膜是有效转染的至关重要的障碍，它含有受

高度控制的运输结构——核孔复合体。因为核孔的

有效直径比较狭窄，只有 80~120 nm。因此，质粒

DNA 向细胞核中的移动受到很大限制
[41]
。对于阳离

子脂质体结构的研究证明，DNA 移动到细胞核的效

率可以通过阳离子脂质体结合核蛋白来增强
[41]
。核

蛋白具有独特的性质，它们具有细胞核定位信号，

研究证明附着在核酸上的核定位信号能够提高转

染效率
[17,20]

。

DNA 进入细胞核的一个主要机制是依赖于有

丝分裂被动入核，在细胞分裂过程中，当核膜消失

时，DNA 借机被动进入细胞核。这种机制依赖于

DNA 本身的序列，可以由有丝分裂时细胞核更容

易摄取外源 DNA 而证明
[42]
。另一种机制是主动运

输 DNA 穿过核孔，这需要加入携带有核定位信号

的修饰成分协助完成。在非有丝分裂的细胞中，

DNA 主要通过第二种途径进入细胞核。对神经元

细胞的有效转染证明了这种途径的可行性。然而，

尺寸比核孔大的质粒 DNA 是如何穿过核孔的还不
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清楚
[42]
。进入细胞核的 DNA 随着细胞自身染色体

的复制而复制，最终完成转录翻译过程，调控目的

蛋白的表达。

5　展望

过去的 10 年中，在阐述脂质体介导基因转染

的细胞路径和机制方面取得了重大进展，但是涉及

整体转染过程的详细机制迄今还没有系统报道，其

中一些步骤的分子机制仍需要进一步阐明。例如，

仍然不清楚复合体与质膜结合的启动因子是什么，

复合体中存在的导致包被小窝内陷的信号分子是什

么，以及在内涵体逃逸这一步中，信号调控 DNA
释放的具体机制和之后内涵体的去向等。尽管有人

提出最终脂质体会被分解，但是能够支持这种假设

的证据非常有限。复合体跨越细胞膜的调节机制是

一个重要的限速步骤，如果能从信号调控的角度，

详细阐明其中涉及的信号分子以及具体作用机制，

将有利于更深入地了解基因转染。由此很可能会发

现新的内吞机制。另外，核传递作为基因转染的重

要阶段，其中涉及的核定位信号尚不明确，这些都

将是以后的研究重点。
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