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[摘要] 　 小干扰 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ)作为一种能够特异性靶向基因沉默的重要分子ꎬ具有广阔

的应用前景. 然而ꎬｓｉＲＮＡ的有效递送一直是其临床应用的关键问题之一. 传统的 ｓｉＲＮＡ递送系统通常依赖于载

体工具的辅助ꎬ但载体存在潜在的降解性、长期毒性和免疫反应等问题ꎬ限制了其在临床中的应用. 因此ꎬ无载体

递送 ｓｉＲＮＡ成为当前研究的热点之一. 本综述旨在回顾 ｓｉＲＮＡ 无载体递送研究的最新进展ꎬ包括其作用机制、
递送策略以及递送优势等方面.
[关键词] 　 小干扰 ＲＮＡꎬ无载体递送ꎬＲＮＡ干扰ꎬ修饰策略ꎬｓｉＲＮＡ偶联物
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小干扰 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ)ꎬ又称为短干扰 ＲＮＡ、沉默 ＲＮＡ或非编码 ＲＮＡꎬ是由双链

ＲＮＡ(ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡꎬｄｓＲＮＡ)切割生成的小片段 ＲＮＡ. ｓｉＲＮＡ 以单链形式存在于细胞内ꎬ并与特定的

ｍＲＮＡ相结合ꎬ诱导其降解[１] . ｓｉＲＮＡ通常由 ２１~２５ 个碱基对组成ꎬ其序列与目标 ｍＲＮＡ 序列互补配对ꎬ
每条单链 ５′端具有磷酸基团ꎬ而 ３′端具有一个羟基. 此外ꎬ每条单链的 ３′端均有 ２~３个突出的非配对的碱

基[２]ꎬ结构如图 １所示.

图 １　 ｓｉＲＮＡ 的结构[２]

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｉＲＮＡ[２]

ｓｉＲＮＡ因其特异性沉默靶基因的作用而受到广

泛关注ꎬ然而ꎬ裸 ｓｉＲＮＡ 在细胞内摄取率较低且易被

降解. 为了发挥其抑制靶基因表达的作用ꎬｓｉＲＮＡ 需

要载体对其进行保护并高效递送至靶细胞. ｓｉＲＮＡ递

送载体主要分为病毒载体和非病毒载体:前者通常使

用逆转录病毒、腺病毒等作为递送载体ꎬ具有较高的递送效率ꎬ但免疫反应风险和毒性等问题ꎬ限制了其临床

应用. 相比之下ꎬ非病毒载体以其低毒性而具有更大的开发潜力[３]ꎬ比如基于脂质体的纳米递送系统和基于

聚合物的纳米粒递送系统. 据统计[４]ꎬ在已发表的研究和正在进行的临床实验中ꎬ脂质体纳米颗粒的使用率

—７４—
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分别为 ９１％和 ５６％. 然而ꎬ传统的纳米载体递送系统仍然存在一些不足之处:大部分载体本身是惰性的ꎬ载药

量往往较低ꎻ目前已批准用于临床的载体材料种类非常有限ꎻ载体的制备工艺较为复杂ꎬ成本较高. 目前ꎬ
ｓｉＲＮＡ纳米递送系统的开发仍面临许多挑战ꎬ需要进一步改进载体的设计和制备方法ꎬ以提高递送效率.

近年来ꎬ无载体递送 ｓｉＲＮＡ的优势使其成为一种具有潜力的递送策略. 相较于传统的载体递送系统ꎬ
无载体递送 ｓｉＲＮＡ具有诸多优势ꎬ例如简化递送过程、低毒性和免疫原性、高递送效率、灵活的化学修饰

和较低的成本等. 随着纳米技术和基因递送领域的不断发展ꎬ无载体递送 ｓｉＲＮＡ 有望在基因治疗和精准

医学领域发挥重要作用ꎬ为疾病治疗提供新的选择和解决方案.

１　 ＲＮＡｉ
１.１　 ＲＮＡｉ 的作用机制

ＲＮＡ干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬＲＮＡｉ)是一种通过 ＲＮＡ 分子作用来实现基因沉默或抑制的过程. 它通

过序列互补的机制诱导特定的 ｍＲＮＡ 降解ꎬ从而阻止其翻译为蛋白质[５] . 在 ＲＮＡｉ 过程中ꎬ许多小片段

ＲＮＡ均发挥作用ꎬ包括小干扰 ＲＮＡ、微小 ＲＮＡ、短发夹 ＲＮＡ 等[５] . 其中ꎬｓｉＲＮＡ 是实现 ＲＮＡｉ 技术中基因

沉默的关键工具ꎬ也是当前研究的热点. 在细胞质中ꎬ成熟的 ｓｉＲＮＡ与核酸内切酶 Ｄｉｃｅｒ和 ＴＡＲ ＲＮＡ结合

蛋白(ＴＡＲ ＲＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＴＲＢＰ)结合ꎬ形成 ＲＩＳＣ 装载复合物(ＲＩＳＣ￣ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＲＬＣ) . 然后ꎬ
ＲＬＣ与 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ(Ａｒｇｏ)蛋白家族中的 Ａｒｇｏ２ 结合ꎬ形成 ｓｉＲＮＡ 诱导沉默复合体( ｓｉＲＮＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘꎬＲＩＳＣ) . Ａｒｇｏ２具有剪切活性ꎬ可以选择 ｓｉＲＮＡ中的反义链并丢弃正义链. ｓｉＲＮＡ反义链与特定的

ｍＲＮＡ序列通常完全互补配对. 在镁离子和 ＡＴＰ 的作用下ꎬＲＩＳＣ 与靶 ｍＲＮＡ 结合并将其切割和降解ꎬ从
而抑制或影响靶基因的表达ꎬ并降低蛋白的表达水平[６]ꎬ这一过程实现了对特定基因的沉默或抑制.

图 ２　 ｓｉＲＮＡ 作用机制

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉＲＮＡ

１.２　 基于 ＲＮＡｉ 的 ｓｉＲＮＡ 药物

ｓｉＲＮＡ药物是基于 ＲＮＡｉ技术的一种新型治疗药物ꎬ在基因沉默实验和药物开发中受到广泛研究. 相较

于传统的化学药物ꎬｓｉＲＮＡ药物展现出显著优势:首先ꎬｓｉＲＮＡ药物通过精确设计目标基因的序列来实现基因

沉默ꎬ从而减少脱靶效应ꎬ提高特异性[７]ꎻ其次ꎬ通过设计不同的 ｓｉＲＮＡ序列ꎬｓｉＲＮＡ药物可以作用于不同的

基因ꎬ因此有望用于治疗多种疾病ꎬ实现快速的新药设计和扩大治疗范围ꎻ此外ꎬｓｉＲＮＡ药物的药效监测方法

也更加简化ꎬ只需检测目标 ｍＲＮＡ的含量或目标蛋白的表达水平即可评估治疗效果[８] .
然而ꎬｓｉＲＮＡ药物的应用仍然面临诸多挑战ꎬ首要问题便是 ｓｉＲＮＡ 的有效递送. 由于裸 ｓｉＲＮＡ 具有高

分子量、负电荷和亲水性ꎬ难以穿过细胞膜进入细胞ꎬ在血液中也容易被核酸酶降解ꎬ导致半衰期短[９] . 此
外ꎬ裸 ｓｉＲＮＡ容易在肾脏中聚集并随尿液排出体外ꎬ或被网状内皮系统捕获ꎬ无法到达靶细胞ꎬ并与靶序

列结合发挥作用[１０] . 除此之外ꎬｓｉＲＮＡ 可能还会引起体内免疫系统的吞噬反应ꎬ导致炎症或其他不良反

应. ｓｉＲＮＡ的脱靶效应可能导致非靶基因的沉默ꎬ带来意想不到的毒性等风险.
总之ꎬｓｉＲＮＡ药物的设计与研发具有巨大潜力ꎬ但在体内的递送效率较低等问题已成为 ｓｉＲＮＡ药物研

发的瓶颈. 因此ꎬ研究人员正在积极寻找新的递送策略和技术ꎬ以克服这些挑战ꎬ推动 ｓｉＲＮＡ 药物的进一

步研发和应用.
—８４—
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２　 ｓｉＲＮＡ 无载体递送系统

近年来ꎬ为了克服传统递送系统的毒性缺陷并提高 ｓｉＲＮＡ 的运载效率ꎬ无载体递送系统正式进入人

们的视野. 将纳米药物递送与自组装技术相结合ꎬ在不借助载体材料的情况下ꎬｓｉＲＮＡ 之间自组装或与其

他药物共组装ꎬ形成均匀稳定的纳米粒ꎬ这些纳米粒具有自递送能力ꎬ即同时作为递送载体和被递送的对

象[１１]ꎬ在提高载药量的同时避免纳米载体的细胞毒性.
２.１　 ｓｉＲＮＡ 的化学修饰

对 ｓｉＲＮＡ进行化学修饰ꎬ可以提高其在血液中的化学稳定性、增加半衰期、降低免疫效应和脱靶效

应[１２] . ｓｉＲＮＡ的基本结构单元为核苷酸ꎬ因而对 ｓｉＲＮＡ 的化学修饰本质上是对核苷酸的化学修饰. 近年

来ꎬ修饰核苷酸对 ｓｉＲＮＡ活性的影响已被广泛研究[１３－１４] .
２.１.１　 磷酸修饰

裸 ｓｉＲＮＡ的核苷酸之间通过 ３′ꎬ５′－磷酸二酯键连接ꎬ带有负电荷ꎬ容易被血液中的磷酸酶降解[１５] . 最
常见的修饰是将易被水解的磷酸二酯(ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒꎬＰＯ)替换为硫代磷酸酯(ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅꎬＰＳ) [１６]ꎬ
可以显著地稳定 ＲＮＡ 对核酸酶的降解ꎬ但过多的 ＰＳ 修饰可能导致毒性增加ꎬ一般其数量控制在 ５％ ~
５０％[１４] . 除此之外ꎬ还可以将硼酸磷酸酯(ｂｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｅａｓｔｅｒꎬＢＰ)取代 ＰＯꎬ效力更高ꎬ但目前缺乏

大规模合成的优化方法. 引入酰胺键修饰也可以起到保护 ｓｉＲＮＡ 免受核酸酶的降解作用ꎬ但现阶段关于

酰胺键对基因沉默效率的影响研究较少.

图 ３　 核苷酸的核糖修饰

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｂｏｓｅ ｉｎ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

２.１.２　 核糖修饰

最常见的核糖修饰位点为核苷酸的 ２′位. 这是由于

２′￣ＯＨ参与核糖核酸内切酶对 ＲＮＡ 的切割ꎬ但不是

ｓｉＲＮＡ活性必需. 这些修饰包括 ２′￣Ｏ￣Ｍｅ 和 ２′￣Ｆꎬ如图 ３ꎬ
均可以提高核酸酶抗性和结合亲和力ꎬ延长半衰期ꎬ使
ｓｉＲＮＡ稳定性增强[７] .

Ｊｕａｎ 等[１７] 设计了一种靶向基质金属蛋白酶 Ｂ
(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １３ꎬＭＭＰ１３)的 ｓｉＲＮＡꎬ该序列具

有特定的核糖修饰和磷酸二酯连接方式. 这条 ｓｉＲＮＡ 序

列是一条 １９ 个核苷酸的 ＲＮＡ 链ꎬ带有 ２′￣Ｏ￣Ｍｅ 和 ２′￣Ｆ 核糖修饰ꎬ这些修饰以"拉链"方式交替出现在

ＲＮＡ链的末端. 此外ꎬ该 ｓｉＲＮＡ序列正反义链的 ５′和 ３′末端的最后两个碱基被替换为通过磷酸二酯连接

的 ＰＳ. 这种拉链方式的修饰可以进一步增强 ｓｉＲＮＡ的稳定性. 除此之外ꎬ还可以引入锁核酸(ＬＮＡ)修饰ꎬ
即核糖的 ２′￣Ｏ与 ４′￣Ｃ之间形成共价键. 将 ＬＮＡ插入 ｓｉＲＮＡ序列可以增强生物稳定性和靶标结合亲和力ꎬ
而解锁核酸(ＵＮＡ)缺少核糖环的 Ｃ２￣Ｃ３ 键ꎬ无环结构降低了双链的稳定性. 因此ꎬ在严重修饰的 ｓｉＲＮＡ
(与 ＬＮＡ、２′－邻甲基等)中ꎬ结合 ＵＮＡ有助于保留其效力[１８] .
２.１.３　 碱基修饰

ｓｉＲＮＡ与 ｍＲＮＡ通过碱基互补形成氢键发挥作用ꎬ因此对碱基进行修饰会对 ｓｉＲＮＡ 的性能产生影

响. 因而ꎬ在碱基上的修饰限制较多. 一种常见的碱基修饰方法是用 ５′￣溴尿嘧啶、假尿嘧啶、２′－硫尿嘧啶、
５′￣碘尿嘧啶取代碱基ꎬ可以促进核苷酸之间氢键的形成ꎬ一定程度上提高稳定性[１４] . 例如ꎬＦｅｓｌｅｒ 等构建

了靶向 Ｂ细胞淋巴瘤－２(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢＣＬ￣２)的 ｓｉＲＮＡꎬ其中用氟脲嘧啶(５￣ＦＵ)取代正义链和反义

链中的所有尿嘧啶残基. ＢＣＬ￣２是一种重要的抗凋亡基因ꎬ在许多不同的癌症中过表达. ５￣ＦＵ是一种尿嘧

啶类似物ꎬ通过与其靶蛋白胸苷酸合成酶及其代谢产物氟脱氧脲核苷单磷酸形成自杀复合物来阻断嘧啶

的从头合成[１９] . ５￣ＦＵ修饰的靶向 ＢＣＬ￣２的 ｓｉＲＮＡ结合了二者的治疗能力ꎬ可以进一步提升治疗效果. 此
外ꎬ氟修饰增加了 ｓｉＲＮＡ的亲脂性ꎬ使得带负电荷的 ｓｉＲＮＡ可以穿过细胞膜.
２.２　 ｓｉＲＮＡ 的偶联自组装

ｓｉＲＮＡ的偶联是指直接将 ｓｉＲＮＡ与特定配体通过化学键交联、碱基互补配对等方式结合ꎬ使用与靶向

细胞受体结合的配体ꎬ能够更加精确地递送 ｓｉＲＮＡ分子ꎬ最大程度上减少脱靶效应ꎬ并且由于它们的分子

尺寸较小ꎬ大多数生物偶联物本质上具有较低的免疫原性[１４] .
—９４—
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２.２.１　 脂质－ｓｉＲＮＡ偶联物

ｓｉＲＮＡ分子具有高度亲水性ꎬ难以通过疏水的细胞膜ꎬ因而考虑用疏水性分子修饰 ｓｉＲＮＡꎬ使其克服

脂质双分子层的疏水屏障ꎬ进入细胞内部. 在 ２００４年ꎬＳｏｕｔｓｃｈｅｋ等[２０]设计了胆固醇偶联的 ｓｉＲＮＡꎬ用于靶

向载脂蛋白 Ｂ ｍＲＮＡ. ｓｉＲＮＡ分子中使用了 ＰＳ 骨架和 ２′￣Ｏ￣Ｍｅ 修饰的核苷酸ꎬ并将末端羟基与胆固醇进

行化学偶联. 核糖的甲基化可以提高药物的稳定性ꎬ而末端胆固醇的结合则增加 ｓｉＲＮＡ的疏水性ꎬ延长其

在血液中的半衰期ꎬ通过脂质运输途径增加肝脏的递送效果. 类似地ꎬＦｅｒｎａｎｄｅｚ 等[２１]创建了鞘氨醇修饰

的 ｓｉＲＮＡꎬ实验发现其具有良好的基因沉默效果.
据报道[２２]ꎬ脂质－ｓｉＲＮＡ偶联物的细胞摄取是一个两步过程:首先ꎬ偶联物与细胞膜快速结合ꎬ其中胆固

醇插入细胞膜ꎬ然后通过内吞作用进入细胞. 影响细胞摄取的主要因素是偶联物与脂蛋白的亲和力ꎬ亲脂性

较高的化合物ꎬ如胆固醇－ｓｉＲＮＡ偶联物ꎬ倾向于与低密度脂蛋白(ＬＤＬ)结合ꎬ而 ＬＤＬ 受体在肝细胞中高表

达ꎬ因而其主要沉积在肝脏中[２３]ꎻ亲脂性较低的化合物则与高密度脂蛋白(ＨＤＬ)结合ꎬ被递送到肾脏和其他

组织中. 偶联物亲和力的相关因素还包括烷基链的长度、配体与 ｓｉＲＮＡ之间连接子的长度ꎬ如连接子碳原子

数较低时细胞摄取也会更低ꎬ而连接子碳原子数大于 １０则阻碍了偶联物与脂蛋白的相互作用.
２.２.２　 抗体－ｓｉＲＮＡ偶联物用于肿瘤靶向 ｓｉＲＮＡ递送

抗体－药物偶联物因较高的靶向性已经广泛应用于临床研究ꎬ类似地ꎬ抗体介导的 ｓｉＲＮＡ 递送系统ꎬ
即抗体－ｓｉＲＮＡ偶联物(ａｎｔｉｂｏｄｙ￣ｓｉＲＮＡ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓꎬＡＲＣｓ)ꎬ同样具有巨大的研究潜能. 它可以提高 ｓｉＲＮＡ
递送的特异性ꎬ在维持体内循环稳定的同时尽可能降低脱靶效应[２４] . 目前应用较多的抗体为单克隆抗体

(ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬｍＡｂ)ꎬ特点为只与一个抗原结合. 它包含两个关键部分ꎬ分别为抗原结合片段(Ｆａｂ)
和可结晶片段(Ｆｃ)ꎬ前者可以识别并结合抗原ꎬ后者与免疫细胞上的各种受体相互作用ꎬ并通过新生 Ｆｃ
受体影响抗体的血液滞留时间. 单克隆抗体对靶细胞表达的抗原具有高亲和力和特异性ꎬ并且半衰期

长. Ｓｕｇｏ等[２４]将 ｓｉＲＮＡ与 ＣＤ７１单克隆抗体的 Ｆａｂ片段通过马来酰亚胺连接臂共价结合形成偶联物ꎬ开
发了一种能靶向肌肉器官的最小尺寸的递送平台. ＣＤ７１是铁结合糖蛋白转铁蛋白的受体ꎬ可以介导细胞

的内吞作用ꎬ将核酸递送到细胞内. 在正常小鼠模型中ꎬ静脉注射后发现偶联物能够在心脏和骨骼肌组织

中进行持久的基因沉默效果ꎻ在外周动脉疾病小鼠模型中ꎬ肌肉注射靶向 ｍｙｏｓｔａｔｉｎ 基因的 ｓｉＲＮＡ￣Ｆａｂ 片

段结合物能够显著沉默 ｍｙｏｓｔａｔｉｎ.
抗体－ｓｉＲＮＡ偶联物到达靶细胞后ꎬｓｉＲＮＡ 需要成功地从抗体上释放出来ꎬ以参与基因沉默过程[２５]ꎬ

这对抗体－ｓｉＲＮＡ偶联物的设计和开发提出了挑战. 半胱氨酸和赖氨酸残基通常被用作抗体－ｓｉＲＮＡ 偶联

物的结合位点ꎬ前者的巯基可以与某些官能团(如马来酰亚胺和巯基)的 ｓｉＲＮＡ 结合ꎬ比如 Ｓｕｇｏ 等设计的

ｓｉＲＮＡ与 ＣＤ７１单克隆抗体的 Ｆａｂ片段便是通过马来酰亚胺连接子连接的[２４]ꎬ后者的伯胺基团可以作为

ｓｉＲＮＡ的直接结合位点. Ｙｕ等[２６]研究开发了一种由细胞穿膜肽(ＣＰＰ)和在肿瘤中高表达的底物肽(ＳＰ)
组成的多功能肽ꎬ可以作为连接子实现抗体和 ｓｉＲＮＡ 的成功偶联ꎬ形成抗体－多功能肽－ｓｉＲＮＡ 递送系

统. 该递送系统通过抗体抗原的高度特异性将 ｓｉＲＮＡ 递送至肿瘤细胞ꎬ细胞表面的酶水解 ＳＰ 并释放

ｓｉＲＮＡ￣ＣＰＰꎬ后者可以通过 ＣＰＰ 的细胞穿透能力进入靶细胞ꎬ从而促进 ｓｉＲＮＡ发挥作用. Ｗａｎｇ 等[２７]报道

了由 ＰＤ￣Ｌ１抗体与靶向 ＰＤ￣Ｌ１ ｍＲＮＡ的 ｓｉＲＮＡ通过光切割连接子结合的偶联物ꎬ光敏连接子的化学结构

如图 ４所示. 该化合物在光照射下会发生连接子的断裂ꎬ导致 ｓｉＰＤ￣Ｌ１的特异性释放ꎬ从而发挥作用.

图 ４　 光敏连接子的化学结构[２７]

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｎｅｃｔｏｒｓ[２７]

抗体－ｓｉＲＮＡ偶联物具有较高的靶向性和特异性ꎬ可以提高 ｓｉＲＮＡ递送的效果ꎬ并减少对非靶向组织

的脱靶效应. 这种策略在肿瘤治疗领域具有巨大的研究潜力ꎬ并可能成为一种有效的治疗手段. 然而ꎬ目
前仍需要进一步地研究和发展ꎬ以提高抗体－ｓｉＲＮＡ偶联物的递送效率和治疗效果.

—０５—
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２.２.３　 多肽－ｓｉＲＮＡ偶联物

一些多肽可以携带结合物穿过细胞膜ꎬ这为 ｓｉＲＮＡ 的递送提供了新的策略. 肽段由不同的氨基酸组

成ꎬ具有不同的极性和电荷性质ꎬ多肽－ｓｉＲＮＡ偶联物的性质也有很大差别[２８] . 目前ꎬ已有两种药物被美国

食品药品监督管理局(ＦＤＡ)批准上市[２９] .
在已有的研究中ꎬ细胞穿透肽( ｃｅｌｌ￣ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｓꎬＣＰＰｓ)以其合成简便性、多功能性而备受关

注[３０] . ＣＰＰｓ由 １５~２５个氨基酸组成ꎬ是两亲性分子ꎬ可以通过共价连接和非共价连接与 ｓｉＲＮＡ 偶联.
ＣＰＰｓ￣ｓｉＲＮＡ偶联物的基因沉默效率主要与连接子有关ꎬ这是由于 ＣＰＰｓ 表现出定位于细胞核的倾向ꎬ而
ＲＮＡｉ途径发生在细胞质中. 因而ꎬ当连接子为非裂解性连接物或没有连接子时ꎬ偶联物在细胞核内呈现

较高的分布ꎻ当连接子为二硫键时ꎬ在细胞质周围呈现较高的分布ꎬ显示更高的沉默效率[３１] . 此外ꎬｓｉＲＮＡ
末端肽段的空间位阻、肽段数量、氨基酸的立体化学也对偶联物的沉默效率有一定影响.

ＣＧＫＲＫ是一种众所周知的肿瘤靶向肽ꎬ对血管和肿瘤细胞具有显著的特异性. Ｓｈａｒｍａ 等[３２] 设计了

多种脂肪酰基共轭的 ＣＧＫＲＫ多肽－ｓｉＲＮＡ偶联物ꎬ发现在肽段:ｓｉＲＮＡ(重量 /重量)为 ２０ ∶１(Ｎ / Ｐ≈２７.３)
时ꎬｓｉＲＮＡ完全被保护ꎬ不被早期酶降解. 结合肽和肽 / ｓｉＲＮＡ复合物在所选细胞系中均未表现出明显的细

胞毒性.
需要注意的是ꎬ虽然多肽－ｓｉＲＮＡ偶联物在 ｓｉＲＮＡ递送领域具有潜力ꎬ但仍然需要进一步的研究和优

化ꎬ以提高其递送效率和治疗效果ꎬ并解决可能出现的安全性和稳定性问题.
２.２.４　 核酸适配体－ｓｉＲＮＡ结合物用于肿瘤靶向 ＲＮＡｉ治疗

核酸适配体(ａｐｔａｍｅｒꎬＡｐｔ)是具有三维结构的单链寡核苷酸ꎬ对特定的细胞表面具有极高的特异性和

亲和力ꎬ且尺寸小、化学合成生产成本较低、毒性较低[３３] . 由于核酸适配体和 ｓｉＲＮＡ均为核酸ꎬ因而该结合

物不易被人体识别为外来分子ꎬ具有低免疫原性. Ｚｈｏｕ 等[３４]发现 ｇｐ１２０ 核酸适配体在体外和体内均能递

送靶向 ＬＴＲ￣３６２的 ｓｉＲＮＡ并诱导 ＨＩＶ￣１ 的基因沉默过程. Ｊｅｏｎｇ 等[３５] 研究结合有适配体的 ｓｉＲＮＡ(Ａｐｔ￣
ｓｉＲＮＡ)与 ＤＮＡ通过霍利迪连接组装(霍利迪－Ａｐｔ￣ｓｉＲＮＡ)ꎬ可以增强 ｓｉＲＮＡ对黏蛋白 １(ＭＵＣ１)过表达的

癌细胞的靶向性ꎬ结构如图 ５所示. 相比于 Ａｐｔ￣ｓｉＲＮＡꎬ霍利迪－Ａｐｔ￣ｓｉＲＮＡ 纳米结构对细胞摄取和基因沉

默的作用明显更优ꎬ表明其可以用于无载体 ｓｉＲＮＡ 递送系统. 但是ꎬ当 ｓｉＲＮＡ 与适配体结合时ꎬｓｉＲＮＡ 的

活性通常会降低ꎬ因而需要筛选各种构型以确定 ｓｉＲＮＡ活性没有显著降低的结合物. Ｂｅｒｅｚｈｎｏｙ 等[３６]研究

证明ꎬｓｉＲＮＡ的热稳定性是其活性的重要参数ꎬ具有较低熔点温度的 ｓｉＲＮＡ 在与 ２′Ｆ－嘧啶修饰的适配体

的 ３′末端结合时不受影响或影响很小.
综上所述ꎬ核酸适配体－ｓｉＲＮＡ结合物作为一种肿瘤靶向 ＲＮＡｉ 治疗策略具有潜力ꎬ但需要进一步研

究和优化以提高其递送效率和治疗效果ꎬ并解决 ｓｉＲＮＡ活性降低的问题.

图 ５　 霍利迪－Ａｐｔ￣ｓｉＲＮＡ 结构示意图[３５]

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｏｌｌｉｄａｙ￣Ａｐｔ￣ｓｉＲＮＡ[３５]

２.３　 ｓｉＲＮＡ 与其他药物的共组装

单一药物虽然不具有自组装能力ꎬ但能与其他药物的结构相互作用ꎬ共组装形成双药杂化纳米组装

体. Ｃｈｅｎ等[３７]开发了一种阿霉素(ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎꎬＤＯＸ)和 ｓｉＰＤ￣Ｌ１共组装的无载体纳米组装体ꎬ命名为 ＰＥＧ
＠ Ｄ:ｓｉＲＮＡꎬ结构如图 ６所示. 研究显示[３８]ꎬ蒽环类结构的化疗药物均可以有效负载 ｓｉＲＮＡꎬ这是依靠化疗
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药物的正电性和蒽环类结构的疏水性相互作用. 因而ꎬ作为蒽环类化疗药物ꎬ阿霉素与 ｓｉＲＮＡ通过协同堆

叠和静电相互作用可以形成纳米组装体ꎬ该纳米粒子具有明确的结构:由 ＤＯＸ和 ｓｉＲＮＡ组成的核心和由

聚乙二醇(ＰＥＧ)组成的外壳. 这是化疗与免疫疗法的联合治疗ꎬ在酸性内体 /溶酶体中响应的 ＤＯＸ 可以

诱导肿瘤细胞的免疫原性死亡ꎬ而 ｓｉＲＮＡ则有效抑制了 ＤＯＸ 治疗期间 ＰＤ￣Ｌ１基因表达的上调. 虽然该纳

米颗粒的外壳还需要两亲性聚合物(ＰＥＧ)的帮助ꎬ但与以往的纳米载体递送系统不同ꎬ该体系直接通过

化疗药物负载 ｓｉＲＮＡꎬ提高了系统载药量(ｓｉＲＮＡ为 ４.１３％ꎬＤＯＸ为 ２１.６７％) .

图 ６　 ＰＥＧ＠Ｄ:ｓｉＲＮＡ 的合成[３７]

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＰＥＧ＠Ｄ:ｓｉＲＮＡ[３７]

另外ꎬＹａｎｇ等[３９]构建了一种两亲性 ｓｉＲＮＡ－光敏剂偶联物(ｓｉＰＬＫ１￣ＮＢ)ꎬＰｏｌｏ样激酶 １(ＰＬＫ１)通常在大

多数癌细胞中过表达ꎬ因而选择靶向 ＰＬＫ１作为目标基因. ｓｉＰＬＫ１包括 ＰＯｓｉＰＬＫ１和 ＰＳｓｉＰＬＫ１两条链ꎬ通过

亲核加成－消除反应将溴化硫取代尼罗蓝(ＮＢ￣Ｂｒ)特异性结合至 ＰＳｓｉＰＬＫ１－片段上ꎬ其中 ＮＢ￣Ｂｒ 是一种阳离

子光敏剂ꎬ具有谷胱甘肽响应特性ꎬ可与硫代磷酸基团偶联. 通过多次亲核加成－消除反应ꎬＰＳｓｉＰＬＫ１片段带

有正电荷ꎬ而 ＰＯｓｉＰＬＫ１片段保持带负电荷ꎬ从而形成两亲性的 ｓｉＰＬＫ１￣ＮＢ. 最后ꎬ通过静电吸引自组装成纳

米颗粒(ｓｉＰＬＫ１￣ＮＢ ＮＰｓ) . 实验证明ꎬｓｉＰＬＫ１￣ＮＢ ＮＰｓ表现出快速有效的肿瘤靶向递送特性.

３　 ｓｉＲＮＡ 无载体递送的优势

３.１　 稳定性

在过去的研究中ꎬ保护 ｓｉＲＮＡ免受酶降解的策略通常是利用载体封装[４０] . 但带有阳离子的载体可能

导致细胞膜表面氧化产生 ＲＯＳꎬ具有细胞毒性的风险ꎬ这为临床应用带来挑战. 因此ꎬ研究开发了 ｓｉＲＮＡ
核苷酸的化学修饰ꎬ通过对 ｓｉＲＮＡ结构与作用机制的探索ꎬ找到活性位点与非活性位点ꎬ通过对相应位点

的化学改造增强 ｓｉＲＮＡ的稳定性. 在无载体递送中ꎬ通常采用组合的化学修饰[１３]ꎬ使 ｓｉＲＮＡ 在血液中的

半衰期增加ꎬ延长作用时间ꎬ达到预期作用效果.
３.２　 生物安全性

人体的免疫反应是机体对异己成分或变异成分做出的防御反应ꎬ通常通过蛋白激酶 Ｒ、Ｔｏｌｌ样受体－３
的激活或 Ｔｏｌｌ样受体－７在树突状细胞中释放促炎细胞因子来启动. 有研究发现ꎬｓｉＲＮＡ 和载体结合的特

定结构可能导致 ＩＦＮ￣α和 ＩＦＮ￣β等细胞因子的释放ꎬ继而在体内触发强烈的免疫反应. 由于无载体递送中

使用的配体大多是小分子物质ꎬ其中核酸适配体为 ＤＮＡꎬ不容易被机体识别为外来物质ꎬ从而免受机体的

免疫反应或作用较弱ꎬ相比于载体递送更为安全[４１] .
３.３　 递送效率

ｓｉＲＮＡ的递送效率与载药量、细胞摄取和靶向性均有关系[４２] . 在 ｓｉＲＮＡ无载体递送中ꎬ通常将 ｓｉＲＮＡ
与特定配体或药物直接偶联ꎬ这与传统递送系统需要载体的辅助不同ꎬ大大提高了递送颗粒的载药量ꎬ使
得在递送相同单位药物时效率提高:当 ｓｉＲＮＡ与脂质偶联时ꎬ偶联物在体内的循环时间增加ꎬ通过改善药

物代谢与细胞递送提高递送效率ꎻ当 ｓｉＲＮＡ与多肽偶联时ꎬ尤其是目前研究较多的细胞渗透肽ꎬ可以携带

ｓｉＲＮＡ通过内吞作用穿过细胞膜ꎬ增加细胞摄取效率ꎻ当 ｓｉＲＮＡ与抗体偶联时ꎬ由于抗体抗原的高特异性ꎬ
可以大幅度提高其靶向性ꎬ从而提高递送效率.
３.４　 简化的递送过程

无载体递送 ｓｉＲＮＡ 可以简化递送过程ꎬ避免了载体的制备和加载步骤ꎬ这降低了研究和应用 ｓｉＲＮＡ
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的技术门槛ꎬ使该过程更加方便和快捷. 相较于需要制备复杂载体的方法ꎬ无载体递送 ｓｉＲＮＡ通常更具经

济性ꎬ它减少了对昂贵载体材料和制备工艺的需求ꎬ有助于降低成本并促进研究和应用的推广.

４　 发展与前景

ＲＮＡ干扰技术因其高度特异性和高效性ꎬ被认为是分子医学领域令人兴奋的重大突破之一. 作为

ＲＮＡ干扰过程中重要的效应因子ꎬ近年来人们对 ｓｉＲＮＡ 的研究也在不断深入ꎬ并开发了一系列 ｓｉＲＮＡ 药

物. 随着 ２０１８年第一款 ｓｉＲＮＡ药物 ｏｎｐａｔｔｒｏ的获批上市ꎬｓｉＲＮＡ药物的研发热潮不断高涨. 目前全球已上

市 ｓｉＲＮＡ药物ꎬ治疗领域也由罕见病拓展到常见疾病[４３]ꎬ并在癌症、传染病、代谢性疾病等多个领域显示

出潜力. 随着对 ｓｉＲＮＡ技术的进一步改进ꎬｓｉＲＮＡ药物可能在更多疾病治疗中发挥重要作用.
ｓｉＲＮＡ药物研发过程中的首要难题是体内递送ꎬ这是由裸 ｓｉＲＮＡ 自身的负电荷、亲水性、脱靶效应和

免疫原性决定的. 为了最大限度地发挥 ｓｉＲＮＡ 在人类疾病治疗中的作用ꎬ无载体递送系统以其多种优势

进入人们的视野ꎬ在不使用阳离子载体或转染试剂的情况下ꎬｓｉＲＮＡ 治疗药物的生物稳定性、递送能力和

肿瘤部位滞留率均有提高. 尽管极具前景ꎬ其临床应用依然存在一定局限性:(１) ｓｉＲＮＡ 的偶联和靶向递

送系统依赖于特定配体与靶细胞表面标志物的相互作用ꎬ而不同细胞类型可能具有不同的表面标志物ꎬ因
此需要对靶向配体进行精确的设计ꎬ才能确保其和目标细胞的高亲和性和特异性. (２) ｓｉＲＮＡ 的无载体体

系摄入进靶点细胞后需要经过溶酶体逃逸才能发挥基因沉默的作用[３]ꎬ因而需要对偶联物结构进行溶酶

体逃逸机制的研究ꎬ使其顺利从溶酶体释放到细胞质中. (３)当前研究大多递送至肝脏部位ꎬ因而应关注

如何同时避免肾脏和网状内皮的清除ꎬ扩大影响部位[６] . (４)将 ｓｉＲＮＡ与特定配体结合需要精密的制备过

程ꎬ这可能增加制备成本和技术难度.
尽管无载体 ｓｉＲＮＡ递送研究取得了显著进展ꎬ但仍然需要解决一些挑战. 例如ꎬ如何提高 ｓｉＲＮＡ的稳

定性ꎬ延长其在体内的半衰期ꎬ以及如何实现更好的特异性靶向. 此外ꎬ对无载体 ｓｉＲＮＡ 递送的安全性和

副作用的评估也非常重要ꎬ以确保其在临床应用中的可行性和可靠性.
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