
 

中国现代应用药学 2023 年 7 月第 40 卷第 13 期                            Chin J Mod Appl Pharm, 2023 July, Vol.40 No.13        ·1889· 

壳聚糖衍生物作为 siRNA 纳米递送系统材料的研究进展 
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摘要：小干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)在治疗疾病方面具有高效性、特异性、瞬时性等优良特性，是目前药

物研发关注的焦点。但裸露的 siRNA 稳定性差、细胞摄取率低，难以发挥其基因沉默作用，因此需要一种优质的递送系

统将其递送至靶细胞中，使其发挥作用。大部分纳米递送系统因毒性、载药问题不利于 siRNA 的转运，而壳聚糖衍生物

具有较高的水溶性、安全性、稳定性，已受到广泛关注。本文综述了壳聚糖衍生物应用于 siRNA 纳米递送系统的研究进

展，为正在进行纳米递送系统研究的科研工作者提供参考。 
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ABSTRACT: Small interfering RNA(siRNA) has been the focus of attention in the field of drug development for its excellent 
properties such as efficiency, specificity and transient nature in treating diseases. However, the poor stability and low cellular 
uptake of naked siRNAs make it difficult for them to exert their gene silencing effects, a high-quality drug delivery system is 
needed to deliver them to target cells where they can function. Many nano delivery systems are no longer suitable for siRNA 
transport due to toxicity and drug loading problems, chitosan derivatives are beginning to receive widespread attention because 
of their high water solubility, safety and stability. This paper reviewed the research progress of chitosan derivatives as siRNA 
nano-delivery systems and provided a reference for researchers who are interested in the development of nano-delivery systems. 
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小干扰 RNA(small interfering RNA，siRNA)
是一种含有特定长度(21~23 bp)和特定序列的双

链 RNA，并由 Fire 等[1]发现具有强大的 RNA 干扰

(RNA interference，RNAi)作用。与普通药物相比，

极少量 siRNA 的反义链能够直接在细胞质中通过

碱基互补配对原则识别致病基因的 mRNA 序列，

并抑制其表达相应的致病蛋白，因此具有高度特

异性和高效性[2-3]；siRNA 药物的开发过程既简单

又快速，可以根据生物信息学并参照 mRNA 或

cDNA 的靶点选择候选序列[4]，然后通过体内转录

和体外制备的方法筛选所需 siRNA[5]。然而，未被

修饰的 siRNA 自身存在一定的局限性。siRNA 中

的磷酸二酯键易被 RNA 酶(ribonuclease，RNase)
水解，在体内不稳定[6]；siRNA 在发挥基因沉默作

用时，可能会发生脱靶效应，下调无关基因的表

达，造成严重的不良反应[7]；此外，未修饰的 siRNA
可能导致 Toll 样受体 3(Toll-like receptor 3，TLR3)
的激活，并对血液和淋巴系统产生不利影响[8]，采

用化学修饰的方法可以很好地解决这些问题，可

用于局部给药[9]。siRNA 的体积较小，体内给药后

易在肾脏中积累并清除[10]，因此，想要采用全身

给药的方法到达靶细胞内发挥作用，仅仅通过简

单的化学修饰是不可行的。而且 siRNA 是一种亲

水性且带有负电荷的分子，无法穿过疏水性、负

电荷的细胞膜[11]；即使到达细胞内，也很难逃逸

内涵体和溶酶体[12]。从 siRNA 发现到多款 siRNA
药物的成功上市，证明了纳米递送系统对 siRNA
在体内的稳定传递和药效的发挥至关重要[13-15]。
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理想的 siRNA 纳米载体应该具备以下几个条件：

①与 siRNA 能够有效地结合，以防止酶的降解，

增加体内循环的稳定；②具有一定的生物相容性

和生物可降解性；③与载体的结合应该有助于避

免 siRNA 被单核吞噬细胞系统清除，并增强细胞

内的摄取；④进入细胞后能够逃逸内涵体和溶酶

体，并能持续不断地释放 siRNA。 
随着科研人员的深入研究，使得更多 siRNA

纳米载体材料可供选择。由于 siRNA 呈现电负性，

阳离子纳米载体最先受到研究者的关注。聚乙烯

亚胺[16]、树状大分子[17]、聚-2-二甲氨基甲基丙烯

酸乙酯[18]、传统脂质材料[19]、聚-L-赖氨酸[20]等含

有大量的氨基基团，不仅可以有效地压缩核酸，

增加 siRNA 的稳定性，还可以响应内涵体和溶酶

体的酸性环境，促进 siRNA 在细胞中的有效释放，

有利于药效的发挥。但随着载体的深入研究，科

研人员发现这类载体具有一定的细胞毒性，临床

应用受到限制[21]。细胞[22]、外泌体[23]、多肽偶联

物[24]毒性较低，安全性较好，但这类载体的稳定

性较差，具有较高的载药难度以及高昂的研发费

用。当今学者更加关注毒性更低、具有生产潜力

的纳米材料，比如线性聚乙烯亚胺[25]、聚烯丙基

胺盐酸盐[26-27]、壳聚糖等[28]。 
壳聚糖是一种可再生的天然碱性多糖，由甲

壳素完全或部分脱乙酰化获得，来源广泛，毒性低，

具有良好的生物相容性和生物降解性[29]。因其安全

性较高，被 FDA 批准应用于食品和药品中[30]。壳

聚糖作为自然界中唯一一种带正电荷多糖，可以

与 siRNA 发生静电结合，并实现良好的包封，避

免了核酸酶的降解[31]。由于 siRNA 与壳聚糖的作

用特点，使得 siRNA 在体内能够持续不断地释放，

提高了治疗效果，避免了 siRNA 只能发挥短期药

效的尴尬局面[32]。 
目前对壳聚糖衍生物的报道越来越多，本文

主要描述了近些年壳聚糖衍生物作为 siRNA 纳米

递送系统的研究进展。 

1  壳聚糖衍生化目的 
尽管壳聚糖作为 siRNA 纳米载体有很大优

势，但是也存在一些缺点。由于壳聚糖自身含有

许多的羟基，分子间和分子内存在大量氢键，使

得壳聚糖的水溶性变得极差，因此在一定程度上

限制了它与 siRNA 的相互作用，见图 1。此外，

壳聚糖的转染效率低下，可能存在潜在的毒性，

迫使壳聚糖不得不进行衍生化处理。壳聚糖丰富

的氨基和羟基赋予了自身改性的潜力。然而，并

非所有的基团均可用于化学改性。C3-OH 属于仲

羟基，不能自由转动，空间位阻大，不易发生反

应。C6-OH 和 C2-NH2 的化学性质活泼，因此可以

利用壳聚糖分子中的这些基团，进行化学改性，

克服壳聚糖原有缺点[29,33]。 
 

 
 

图 1  壳聚糖结构示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of the structure of chitosan 
 
2  提高水溶性策略 

壳聚糖的酰化[34]、羧化[35]、酯化[36]、醚化[37]、

季铵化[38]均是增加溶解度的方法，季铵化壳聚糖

在 siRNA 递送方面最常用。 
三甲基壳聚糖(N,N,N-trimethyl chitosan，TMC)

是一种部分季铵化衍生物，在中性环境中带有大量

的正电荷，改善了壳聚糖的水溶性和对 siRNA 的络

合能力[39]。TMC 的合成过程也非常简单，即通过

壳聚糖部分 C2-NH2 基团与碘甲烷之间的甲基化反

应合成 TMC[40]，剩余的氨基和羟基可以使用聚乙

二醇、多肽、糖类等修饰，增加 TMC 的靶向性，

见图 2。目前已经有很多研究者采用 TMC 作为

siRNA 递送纳米系统载体开展研究。

 

 
 

图 2  三甲基化壳聚糖形成示意图 
Fig. 2  Schematic diagram of the formation of trimethylated chitosan 
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狂犬病病毒蛋白(rabies virus glycoprotein，

RVG)衍生多肽可 以 与 神 经 细 胞 上 的 烟 碱 型 乙

酰 胆 碱 受 体 特 异 性 结 合 ， 从 而 穿 透 血 脑 屏 障

选 择 性 地 进 入 神 经 细 胞 ， 因 此 可 以 作 为 脑 靶

向 配 体 [41]。 Gao 等 [42]用 RVG 修 饰 TMC 并 负

载 siRNA 用 于 阿 尔 茨 海 默 病 的 治 疗 。 他们将

PEG 与 TMC 结合，形成 TMC-PEG 复合物，增加

载体的体循环时间和空间自由度。RVG 的接枝过

程分为 2 种，一种是直接接枝在 PEG 的表面，后

与 siRNA 络合，形成纳米复合物(siRNA/TMC− 
RVG complexes linked RVG peptide prior to loading 
siRNA，TRs)。另一种是 siRNA 先与 TMC-PEG 络

合之后，RVG 再与 PEG 接枝，形成纳米复合物

(siRNA/TMC−RVG complexes loaded with siRNA 
prior to linking RVG peptide，TsR)。实验结果表明，

在 N/P 比均为 24/1 的条件下，TRs 的粒径为

(135±7)nm，TRs 的粒径为(207±2)nm，这表 明 在

与 RVG 多 肽 连 接 之 前 通 过 负 载 siRNA 可 以

获 得 更 小 的 复 合 体 。 除 此 之 外 ， TRs 还 表 现

为 更 好 的 血 清 稳 定 性 和 可 忽 略 不 计 的 细 胞 毒

性 。 γ-B 型 氨 基 丁 酸 受 体 (γ-aminobutyric acid 
type B report，GABAB)在 肺 部 高 度 表 达 [43]， 巴

氯 芬 (baclofen，Bac)作 为 GABAB 配体，可以用

作肺部靶向。Ni 等[44]曾构建 Bac 功能化的 TMC
聚合物载体(Bac-TMC)，完成 siRNA 向肺部递送。

与未修饰的载体相比，Bac-TMC 显著增加靶细胞

的摄取能力以及肺癌细胞基因沉默和细胞凋亡效

率。除了肺癌之外，TMC 在其他肿瘤领域的应用

也相继报道。Nikkhoo 等[45]采用了羧甲基葡聚糖

(carboxymethyl dextran，CMD)偶联 TMC 纳米粒，

并同时递送 siRNA 和 BV6 化疗药物，用于治疗乳

腺癌、结直肠癌和黑色素瘤。CMD 的使用进一步

增加了 TMC 的溶解度与稳定性，同时降低了 TMC
的毒性，证明了 CMD-TMC 作为 siRNA 纳米递送

系统中载体的巨大优势。 
TMC 能够以短暂和可逆的方式开放肠上皮细

胞间的紧密连接，从而通过细胞旁吸收增加上皮

细胞的通透性，因此在口服方面的应用也极为广

泛[46]。Zhang 等[47]先后将半乳糖、半胱氨酸与 TMC
偶联，合成了半乳糖化三甲基壳聚糖-半胱氨酸复

合 物 (galactosylated trimethyl chitosanecysteine，

GTC)。GTC 在三聚磷酸盐(tripolyphosphate，TPP)
或透明质酸(hyaluronic acid，HA)交联作用下制备

了负载 Map4k4 siRNA GTC 纳米粒，并通过口服

途径治疗由 TNF-α 引起的溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis，UC)。半乳糖的使用提高了靶向目的细胞

的能力，半胱氨酸的偶联可以增强载体在胃肠道

的黏附能力，从而增加细胞的摄取与基因的转染

效率。体外 TNF-α 基因敲除试验表明，GTC 负载

Map4k4 siRNA 纳米粒可以抑制脂多糖刺激的 Raw 
264.7 细 胞 中 TNF-α 的 表 达 ， 治 疗 效 果 优 于

Lipofectamine2000 负载的 Map4k4 siRNA。Han 等[48]

采 用 静 电 络 合 法 制 备 了 负 载 VEGF siRNA 和

pDNA GTC 纳米粒，用于口服治疗肝癌的目的，同

时探究半乳糖的不同接枝密度对肠道吸收、细胞摄

取、抗肿瘤活性的影响；实验结果表明半乳糖的接

枝密度为 25.2% GTC 的肠道转运能力低于接枝密

度为 6.8%和 17.3%，接枝密度为 6.8%的 GTC 的

靶细胞摄取能力要远低于其他 2 组，接枝密度为

17.3%的 GTC 纳米粒的基因沉默效率最高。研究

表明 [49]，甘露糖接枝的 TMC-半胱氨酸复合物

(mannose-modified trimethyl chitosan-cysteine ，

MTC)能够克服各种细胞屏障，对口服 siRNA 治疗

急慢性炎症具有很大优势。He 等[50]通过调整交联

剂的种类和数量，使得 MTC 络合的 siRNA 具有不

同的释放特性，那么较高 siRNA 释放率的 MTC 纳

米粒更适合在短时间内发挥基因沉默能力，对急

性炎症有明显的治疗效果，相反，具有缓释效果

的 MTC 纳米粒更加适合慢性炎症的治疗。 
3  提高转染效率策略 

作为 siRNA 纳米递送载体，壳聚糖与其他阳

离子相比具有公认的低转染效率，很难使 siRNA
获得较好的沉默效率，因此受到一定限制。当今

的研究者们试图通过接枝其他阳离子片段或者引

入疏水基团改变壳聚糖的电荷密度、分子量和缓

冲能力，从而提高壳聚糖纳米颗粒的转染效率。 
3.1  壳聚糖-聚乙烯亚胺(chitosan-polyethylenimine，

CS-PEI)偶联物 
PEI 具有高效的质子缓冲能力，但因毒性较

大，导致无法应用于临床[51]。将壳聚糖与 PEI 偶

联，在解决 PEI 毒性的同时，增加了壳聚糖的转

染效率[52]。 
Zhao 等[53]设计了一种由壳聚糖、PEI、HA 组

成 的 新 型 聚 合 物 纳 米 递 送 系 统 ， 用 于 传 递

AQP2-siRNA 治疗子宫内膜病变。其中，HA 作为

CD44 受体配体，不仅能够显著增加纳米颗粒在病
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变部位的积累，还能屏蔽 PEI 的表面电荷，降低

其毒性，增加 siRNA 在血液中的稳定性；PEI 具

有高的转染效率，和壳聚糖联用时解决其低转染

缺点。Yan 等[54]以 CS-PEI、甘草次酸(glycyrrhetinic 
acid，GA)、4-肼基苯甲酸(4-hydrazinobenzoic，HBA)
为原料制备了一种 pH 响应型胶束，用于阿霉素

(doxorubicin，DOX)和 Bcl2 siRNA 的共传递。其

中 HBA 通过 pH 敏感接枝在 CS-PEI 上，生成 DOX
前药聚合物；GA 能够特异性识别肝癌表现的特异

性 GA 受体，将其修饰在该纳米载体的表面有利于

提 高 载 体 的 主 动 靶 向 能 力 。 实 验 结 果 表 明 ，

GA-CS-PEI-HBA-DOX@siRNA 纳米胶束在血液

中的循环时间增加，提高了药物在肿瘤细胞的摄

取率。肝癌细胞内的酸性环境可通过触发糖苷键

断裂，有效地促进 DOX 和 siRNA 的靶向释放。更

重要的是，该纳米递送系统可以有效地整合 siRNA
和化疗疗法，并在体外和体内增强对肿瘤的抑制。 
3.2  二乙基氨基乙基(diethylaminoethyl，DEAE)- 
壳聚糖偶联物 

DEAE 是一种带有叔氨基团的有机化合物，该

类化合物往往具有更加强大的质子缓冲能力[55]。已

经有研究表明将 DEAE 接枝到壳聚糖结构上，见

图 3，可以使壳聚糖获得更高的胶体稳定性以及更

好的缓冲能力，胶体稳定性和缓冲能力的提高可

能有利于细胞质中的摄取过程和核酸的传递，提

高转染效率[56]。 
De Souza 等 [57]制备了相对分子质量在 25~ 

230 kDa 二乙基氨基乙基壳聚糖(diethylaminoethyl 
chitosan，DEAE-CS)衍生物，并且发现 DEAE15-CS
的相对分子质量在 130~230 kDa(取代度为 15%)
时，可获得低电荷比 (N/P：2~3)和低分散系数

(0.15~0.2)的纳米颗粒。与未被修饰的壳聚糖相比，

DEAE15-CS 表现出更高的缓冲能力，而且所有衍

生 物 制 备 的 纳 米 颗 粒 对 不 同 细 胞 系 (HeLa 、

MG-63、OV-3)均表现出 80%~90%的沉默效率。

siRNA-TNF-α 干扰实验表明，该纳米颗粒完全抑

制 RAW 264.7 巨噬细胞 TNF-α mRNA 的表达水

平，具有体内应用潜力。Shi 等[58]将叶酸(folic acid，

FA)通过 PEG 接枝在 DEAE15-CS 表面，并负载

TNFα-siRNA 用于类风湿关节炎的治疗。实验结果

表明，FA-PEG- DEAE15-CS 保护 siRNA 免受核酸

酶破坏，FA 与细胞表面受体结合使载体能够主动

进入靶细胞的能力，纳米颗粒不会改变细胞活力，

并显著减少炎症以及关节软骨破坏和骨丢失，因

此 FA- PEG-DEAE15-CS 是一种安全有效的 siRNA
递送系统，其潜在的临床应用价值需进一步研究。

Martins 等 [59] 通 过 控 制 壳 聚 糖 的 乙 酰 化 度 以 及

DEAE 的取代度，从而改善了 siRNA 纳米颗粒的

胶体稳定性和实现 siRNA 的高效缩合；通过罗丹

明标记载体的共聚焦显微镜观察发现，该纳米颗

粒表现出低毒和有效的细胞摄取，是良好的 siRNA
纳米载体。 
3.3  细胞穿膜肽(cell penetrating peptides，CPP)-
壳聚糖偶联物 

CPP 是一类长为 5~30 氨基酸的多肽家族，可

以通过能量依赖或能量不依赖机制穿过组织和细

胞膜，具有高效的入胞效率，并且相对无毒[60]。科

学家根据其理化性质分为阳离子多肽、两亲多肽和

疏水多肽，其中作为首次发现的 TAT 阳离子多肽已

经得到广泛的研究[61]。现如今通过 TAT 修饰壳聚

糖衍生物增加 siRNA 转染效率方面的研究也被逐

渐报道出来。 
Bastaki 等 [62]将 TMC、硫代壳聚糖(thiolated 

chitosan，TC)纳米颗粒与 HA、TAT 肽结合设计成

一种新型纳米递送系统(TAT-HA-TMC-TC)，并同时

携带 PD-L1/STAT3 siRNA 用于乳腺癌和黑色素瘤

的治疗。实验结果表明该纳米载体负载的 siRNA 在

24 h 内具有较高的血清稳定性，共聚焦显微成像及

流式细胞术表明了 TAT-HA 修饰的纳米载体几乎全

部进入肿瘤细胞，并且有 75%的细胞被转染。MTT
试验显示了该纳米载体具有低毒、高安全特性，由

此推测该纳米载体具有良好的 siRNA 递送能力。 
 

 
 

图 3  DEAE-CS 的合成过程 
Fig. 3  Synthesis process of DEAE-CS 
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多肽偶联虽然在很大程度上提高了壳聚糖的

转染效率，但仍不能与 PEI、DEAE 相比[56,63]。 
4  降低毒性策略 

聚合物-脂质杂化载体结合了脂质材料和聚合

物的优点，创建了一种纳米级、生物相容、高效

的基因输送系统[64]，其中，壳聚糖成酯后解决壳

聚糖阳离子纳米载体可能带来的细胞毒性，增加

疏水性药物的溶解度和生物利用度，已经用作不

同药物(siRNA、水飞蓟素、蛋白、肝素)的递送系

统[65-68]。壳聚糖-脂质杂化载体的合成过程有 3 种

不同策略：①通过壳聚糖聚合物在预制的脂质纳

米颗粒上的简单吸附来构建[69]；②直接将壳聚糖共

价结合到脂质的表面，实现杂化脂质的自组装[70]。

③先将壳聚糖进行疏水基团的修饰，然后插入到

脂质的表面，或者进行亲水基团的接枝将复合物

包封在脂质材料内部[71]。目前用于 siRNA 递送的

杂化载体属于第 3 种策略。 
Tezgel 等[72]先将壳聚糖中的 C2-NH2 通过不同

数量的十二烷基的修饰，形成不同相对分子质量和

不同 C12 取代度的两亲性壳聚糖，再与卵磷脂、

DOPE、DOTAP 等不同脂质材料采用一步超声法制

备成壳聚糖脂质纳米粒(chitosan lipid nanoparticles，

CS-LNPs) ， siRNA 通 过 静 电 结 合 作 用 吸 附 在

CS-LNPs 的表面，见图 4。实验结果表明，摩尔质

量为 15 000 g·mol–1、C12 取代度为 2%的壳聚糖具

有高效的基因沉默能力与细胞毒性。Saeed 等[73]采

用了邻苯二甲酸酯进行壳聚糖的疏水改性，成功合

成壳聚糖-邻苯二甲酸酯(chitosan-phthalate，CSP)
两亲性聚合物，并与卵磷脂(lecithin，LC)、TPP 制

备出新型纳米粒。实验结果表明纳米粒子为椭圆

形，大小约为 180 nm，具有新颖的双层壳层结构，

在生理 pH 和血清溶液中具有良好的稳定性。四甲

基 偶 氮 唑 盐 比 色 法 和 共 聚 焦 荧 光 显 微 镜 显 示

CSP-LC-TPP 纳米粒具有低细胞毒性、高细胞摄取、

高效的内涵体逃逸等优点，并在 MDA-MB-453 肿

瘤细胞中发现，它们对目的蛋白的沉默达到 44%，

明显优于商业脂质体转染剂(沉默效率：30%)。2022
年，Cao 等[74]受 LNPs 的启发，提出了一种高安全

性、稳定性、siRNA 可控释放的新型纳米载体系统。

首先采用甲基丙烯酸酯基团对壳聚糖进行修饰，形

成 壳 聚 糖 - 甲 基 丙 烯 酸 酯 复 合 物 (chitosan- 
methacrylate，CMA)，使其具有水溶性和紫外交联

特性，然后 siRNA 与 CMA 混合，并将其用于脂质

薄膜(Eggpc 或 DOTPA)的水化，接着经过挤出与超

速离心，在紫外光的交联下得到一种壳聚糖的核/
壳结构纳米凝胶(nanolipogel，NLG)，见图 5。体外

释放试验证明，未交联的 NLG 在第 5 天时释放出

50% siRNA，而交联的 NLG 在第 28 天时才释放

32%，细胞毒性显示了当脂质材料浓度在 0.031 25 ~ 
0.5 mmol·L–1 时不会对细胞产生任何毒性，并且表

现出较高内涵体逃逸效率。 
5  总结与展望 

siRNA 是一种新型、高效、特异性强、易合

成的药物，特别适合肿瘤、脑部疾病的治疗，但

由于稳定性较差、易降解、逃逸迟缓等众多缺点，

无法通过全身给药达到治疗疾病目的。现阶段研

究表明，纳米递送系统对 siRNA 在体内进行有效

的传递至关重要。一些毒性大、稳定性差、成药

潜力低的纳米材料已经不具备递送 siRNA 的资格。

壳聚糖虽然在安全性得到保证，但是水溶性差、

转染效率低。不过壳聚糖的活性基团可被各种材

料修饰，使其具有较高溶解度、低细胞毒性、高

转染效率、高稳定性等优良特性。目前壳聚糖衍

生物作为 siRNA 纳米载体材料，已经在阿尔茨海

默病、肝癌、肺癌、乳腺癌、黑色素瘤、急慢性

肠炎、类风湿关节炎等不同疾病领域得到广泛的

应用，因此我们相信在不远的将来，该纳米载体

材料一定会应用于临床。 
 

 
 

图 4  CS-LNP 的形成过程[68] 
Fig. 4  Formation process of the CS-LNP[68] 
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图 5  NLG 形成过程[70] 
Fig. 5  Formation process of the NLG[70] 
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