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精蛋白在改进非病毒载体基因转染中的应用 
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摘要：非病毒基因载体的出现，为基因治疗提供了低毒、易于大规模制备的载体。但与病毒载体相比，非病毒基因载体

的转染效率仍然偏低，阻碍了非病毒基因载体的临床应用。本文旨在探讨精蛋白在改进非病毒基因载体方面的应用，希

望通过合理的载体设计与优化，制备出一种高效、低毒的基因载体。 
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Potential of Protamine for Improving Non-viral Gene Transfection 
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ABSTRACT: Non-viral gene vector, even has merits of nontoxic and easy preparation, has low transfection efficiency 
compared with viral vector, which handicaps its clinical application. This review tends to provide a new method of 
improving gene transfection efficiency by protamine. With proper design and optimization, it is possible to prepare an 
efficient and nontoxic gene vector.  
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基因治疗是指应用基因工程技术手段将正常

基因导入患者的靶细胞，达到治疗目的的一种新

型治疗手段。基因治疗最早成功应用于人体免疫

缺陷。1990 年，美国国立卫生研究院的安德森教

授首次采用基因打靶技术治愈了一名严重复合型

免疫功能缺陷症患儿[1]。安德森教授的成功为人类

医学治疗开辟了一条新的道路。从那之后，基因

治疗先后成功用于恶性肿瘤、纤维囊泡症、关节

炎和心血管病的治疗[2]。2000 年，人类基因组计

划的完成为人类寻找用于有治疗效果的基因提供

了更扎实的理论支持。 

从第一个基因治疗案例至今的 20 年间，全世界

有 532 例临床基因治疗试验在各国医学中心进行，

超过 4 000 名受试者参与到这些研究计划当中[3]。但

是，直到今天，通过基因治疗实验痊愈的案例仍

然有限，基因治疗仍无法大规模地开展临床运用，

其最大的困难在于开发一种无毒、高效、无免疫

原性的基因治疗载体。当前基因治疗普遍采用转

染效率较高的病毒载体[4]，如腺病毒、逆转录病毒、

单纯疱疹病毒及腺相关病毒等[2,5]。但病毒载体存

在表达持续时间短、较小的基因携带能力，以及

由于病毒本身的免疫原性所带来的安全性问题。

1999 年，美国宾西法尼亚大学的威尔森医师在以

腺病毒为载体，进行乌胺酸胺甲酰转移酶(OTC)

治疗时，因严重的不良反应，导致了一名青少年

死亡。此外，在美国还发生了其他 6 起与基因治

疗有关的死亡案例。鉴于基因治疗过程中可能产

生的严重问题，美国食品与药品管理局于 2003 年

1 月暂停了国内所有基因治疗的临床运用[6]。能否

找到合适的基因载体，已经成为基因能否成功治

疗的关键。 

近年来，非病毒基因载体的研究为基因治疗带

来了一线曙光。文献报道的非病毒基因载体主要

包括：脂质体、树状共聚物及阳离子聚合物[7-9]。

非病毒载体具有较大的载药量、更高的安全性、

易于进一步修饰，以及相对更容易大规模制备的

优越性。但是，与病毒基因载体相比，其较低的

转染效率阻碍了非病毒载体在临床上的应用。目
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前的研究采用化学改性或制备多元复合物的方

法，试图提高非病毒载体的转染效率[10-12]，制备

出高转染率、低毒性的非病毒载体。本文旨在总

结近期国内外采用精蛋白提高非病毒载体基因转

染效果的研究进展。 

1  非病毒载体在细胞内的转染机制 

非病毒载体在体内的基因转染包括 3 个过程：

①细胞对载体的摄取；②载体从内吞体中逃逸；

③载体的核转运[13-14]。 

细胞对载体的摄取是载体实现转染的第一步。

在这一过程中，DNA 复合物的粒径大小[15]、复合

物的电位、复合物的表面是否含有特异性配体都

影响到细胞对载体的摄取。研究表明：复合物的

基因转染效果与复合物粒径相关。Ogris 等[16]认为：

小粒径的粒子有利于快速的内吞，但通常较大粒

径的 DNA 复合物具有更高的基因转染。Ishii 等[13]

的研究也支持类似的观点。Ishii 等制备了两种类

型的复合物，一种过膜，除去其中较大粒径 DNA

复合物；另一种不过膜。两种复合物转染实验表明：

未过膜的复合物具有更强的基因转染。电位也是影

响复合物细胞摄取的一个参数。由于细胞膜表面通

常带负电，一般认为：带正电的粒子倾向于吸附在

细胞表面，更易于被细胞吸收。采用特异性配体修

饰也是常用的提高载体细胞摄取的方法[11,17]。 

载体从内吞体中逃逸是基因转染中的另一个

限速过程。如前所述，DNA 复合物首先黏附在细

胞膜表面，之后经过细胞内吞作用进入到细胞内。

此时，复合物需要顺利地从内吞体中释放出来，

才有可能实现基因的表达。病毒载体，如腺病毒

载体表面含有融合肽，病毒载体可以通过融合肽

与内吞体的膜融合作用从内吞体中逃逸出来。而

一些非病毒载体中不含有融合肽，因而不能通过

膜融合这一过程逃逸。一些 pKa 略小于生理 pH 的

物质[18]，如聚乙烯亚胺(PEI)、精氨酸、聚 L-赖氨

酸等，虽然不含有融合肽，但是在细胞水平上也

能实现基因表达。对于类似于 PEI 的这类非病毒

载体，学界提出了“质子海绵效应”解释它们从

内吞体内逃逸的过程。研究表明：PEI 在很大的

pH 范围内具有缓冲能力[19]。PEI/DNA 复合物在进

入内吞体后，PEI 能不断地吸附内吞体内的质子，

导致 PEI 链段中的亚胺基因质子化而带正电。电

荷的相互排斥作用直接导致了 PEI 的膨胀。此外，

在质子泵入内吞体的同时，氯离子也不断地进入

到内吞体中。氯离子的进入，导致内吞体内的渗

透压增加，吸水量增多，内吞体膨胀。PEI 的膨胀

以及内吞体内渗透压的不断增加最终导致内吞体

的破裂，PEI/DNA 复合物被释放到胞浆中，实现

了逃逸。传统的脂质体则主要是通过脂质与内吞

体膜的相互作用完成从内吞体中的释放。 

现代生物技术的发展使得人们对病毒表面的

融合肽有了更加深入的了解。许多研究将融合肽

整合到非病毒载体中，促进非病毒载体从细胞内

吞体中的逃逸。Sasaki 等[20]模拟病毒的结构，将

胆固醇化的 pH 敏感融合肽整合到脂质基因载体

中去，极大地提高了脂质基因载体从内吞体内的

逃逸速率。Oliveira 等[21]依据流感病毒表面融合肽

结构，合成了融合肽 diINF-7，并将这种融合肽整

合载有针对 EGFP 和 K-ras 致癌基因的干扰 RNA 

(SiRNA)的非病毒载体中。结果表明：diINF-7 的

加入显著提高了 SiRNA 的抑制效果。这也从侧面

证明了非病毒载体从内吞体中的逃逸过程是实现

非病毒载体基因表达的限速过程。 

在分裂细胞上通常能观察到比非分裂细胞更

高的基因表达。因为外源性的基因只有在有丝分

裂期间，核膜消失的时候，才能进入细胞核[22]。

由此可见，核膜是基因表达过程的一个主要障碍。

基因进入细胞核内的量直接影响到基因的表达效

果，Tachibana 等[22]定量研究了基因入核量与基因

的表达量之间的关系。在将核定位信号整合到基

因治疗载体后，基因表达效果有一定的增加。但

是，进入细胞核中基因的量与基因表达并不是完

全的正相关。随着基因进入细胞核中的量增加，

基因表达是先增加后平衡。这可能与进入细胞核

内的基因饱和有关。通过优化载体中核定位信号

的量，有望提高非病毒载体的基因表达量，进而

提高基因治疗的效果。 

2  精蛋白的化学组成及特性 

精蛋白是从成熟雄鱼体内的精细胞中分离出

来的天然物质。其本身具有很好的安全性(鱼精蛋

白硫酸盐注射液已通过 FDA 批准用于临床)。精蛋

白分为两种：精蛋白Ⅰ型和精蛋白Ⅱ型。精蛋白

Ⅰ型存在于多数哺乳动物的精细胞内，它的结构

相对保守。鱼类精细胞内的精蛋白与哺乳动物的

精蛋白Ⅰ型相类似。精蛋白Ⅱ型在自然界中较少

见，其结构相对多样。目前实验中常用到的精蛋

白基本都是精蛋白Ⅰ型，因为这类精蛋白相对容
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易获得，比如从鲑鱼、鳟鱼、青鱼等鱼类或公牛

的精细胞中就可能提取到精蛋白Ⅰ型。 

不同来源的精蛋白结构上也稍有不同。比如，

从公牛精细胞中提取的精蛋白富含半胱氨酸侧

基，而来自于鲑鱼精细胞的精蛋白则不含半胱氨

酸侧基[23]。但它们之间有一个共同点，即都富含

精氨酸片段。由于精氨酸中含有胍基，因此，精

蛋白在中性、酸性以及弱碱性环境中都带正电。

在自然界中，精蛋白对压缩 DNA 至关重要。以脊

椎动物为例：在精子的形成过程中，染色体中的

组蛋白或非组蛋白染色体蛋白逐渐变成富含精氨

酸的寡肽，即精蛋白。经精蛋白压缩的 DNA 结构

致密，体积较小，且不具有转录活性[23]。据文献

报道，精蛋白是一种核定位信号，具一定的核定

位功能，能够靶向进入细胞核[24]。 

3  运用精蛋白改进非病毒载体基因转染的研究 

精蛋白带有正电性，能与 DNA 进行复合，其

本身即可作为基因载体使用。Park 等[25]采用鲑鱼

精蛋白，将其用嗜热杆菌蛋白酶降解，得到一种

结构类似于 HIV 转录激活蛋白(HIV-TAT 蛋白)的

低分子量精蛋白(LMWP)。LMWP 与 HIV-TAT 蛋

白具有类似的细胞摄取特性，15 min 左右即可在

胞浆中观察到摄取。经过一段时间后，进入细胞

中的 LMWP 载体大部分富集在细胞核中。转染实

验中发现，当 LMWP 与质粒比例为 2 时，即可观

察到转染，并且，在两者比例达到 10 时，达到最

大的转染率。用质量比为 2∶1 的 LMWP/DNA 复

合物与 DNA 酶(DNaseⅠ)孵育 80 min，未观察到

DNA 遭到降解。这说明 LMWP 对所包合的质粒具

有明显的酶保护作用。 

精蛋白已用于增加腺病毒载体的转染活性。

此外，近年来，也有研究将精蛋白与脂质基因载

体配合使用，达到增加脂质基因载体转染活性的

目的，并取得了显著的效果。Li 等[26]设计了一种

精密的非病毒载体，模仿病毒的结构，将有治疗

效果的 SiRNA 与精蛋白混合，制备出结构紧密的

内核，之后在外层包裹一层含有 1,2-二油酰-3-三

甲胺基丙烷(DOTAP)和胆固醇脂质，脂质表面接有

聚乙二醇(PEG)及茴香酰胺，使得这种脂质非病毒

载体具有长循环及对肺肿瘤的靶向性。Li 等发现，

当复合物中精蛋白的量增加，基因的转染效率增

加。但过多加入精蛋白会使得内核带有正电荷，

使得内核与外层脂质的相互作用力减弱，进而导

致转染效率下降。Li 等[27]在上述实验的基础上，

通过调节小牛胰腺 DNA 与精蛋白的量，控制复合

物粒径和电位，进一步增加复合物靶向效果。其

制复得的复合物电位约为 15~20 mV，弱正电性的

电位有利于复合物在肺部的积累。复合物的粒径为

120~150 nm 时可以观察到肿瘤部位有显著的复合

物聚集。研究表明：平均粒径约为 100 nm 的粒子

具有最长的血液循环时间和最显著的肿瘤滞留[28]。 

XU 等[29]模拟病毒结构，设计出一种十分有效

的非病毒载体。作者先将 DNA 与精蛋白结合，得到

一个紧密的结构。之后在外层包裹一层 PEG 化乙烯

基磷脂-二油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)脂质。DOPE 在

低 pH 条件下具有很好的膜融合能力，外部的 PEG

层能保证载体在体内的稳定性。体外基因转染结果

证明了这种基因载体有比 LipofectamineTM 2000 更

好的转染效果，以及更低的细胞毒性。实验中，

作者发现：质粒 DNA(pDNA)先与精蛋白复合后，

再包裹在纳米载体中不仅能增加酶保护作用，也

能减小超声及脂质非病毒载体制备过程中对

pDNA 的破坏。此外，作者从共聚焦图片中看到，

与精蛋白结合后，精蛋白/DNA 复合物要么聚集在

细胞核内，要么吸附在细胞表面。这可能是因为

精蛋白/DNA 复合物在血清中易聚集，不易被细胞

摄取。但精蛋白/DNA 复合物具有很明显的细胞核

靶向。 

4  精蛋白增加非病毒载体转染的机制探讨 

Alderson 等[30]比较了异硫氰酸荧光素(FITC)

标记的精蛋白/DNA 复合物与纯 FITC 标记质粒在

Hela，SOJ，A549 细胞上的摄取，发现质粒与精

蛋白结合后，其摄取并未增加，但其转染显著增

加。这表明精蛋白增加基因转染效率并不是通过

增加载体的摄取来实现的。XU 等[29]在研究中也发

现，精蛋白/DNA 复合物吸附在细胞表面，精蛋白

的加入，并没有显著提高细胞对 DNA 的摄取。同

时，Alderson 等[30]发现：精蛋白并不能帮助载体

从内吞体中逃逸。 

精蛋白增加非病毒载体的基因转染主要通过

细胞内的核定位[31]以及对 DNA 一定的酶保护作

用[29-30]。Masuda 等[31]确认了精蛋白的这种核定位

功能。Masuda 分别采用胞浆内注射及细胞核内注

射的方法，确定精蛋白在基因转染中的作用。在

胞浆注射中，随着精蛋白/DNA 复合物中精蛋白的

质量比从 2 增加到 9，复合物的入核量增加。在精
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蛋白 /DNA/脂质体三元复合物中，当精蛋白与

DNA 的比例>2 时，三元复合物的转染显著增强，

但聚左旋赖氨酸/DNA/脂质体三元复合物的转染

并没有显著增强。这说明精蛋白具有显著的核定位

作用，并且这种核定位作用与转染率的增加相关。 

除核定位外，精蛋白可以提供一定的酶保护

功能。例如，Alderson 等[30]通过将荧光蛋白质粒

(pCX-EGFP)与精蛋白结合，就成功避免了 DNase

Ⅰ对质粒的降解。XU 等[29]也在研究中发现将精蛋

白与 DNA 结合，可以减少外部因素对 DNA 的影

响，增加 DNA 的稳定性。 

精蛋白已被 FDA批准用于与 DNA联合使用。

之前许多研究已经证明了精蛋白可以增加脂质基

因载体的转染效果。精蛋白增加非病毒载体的基

因转染主要通过细胞内的核定位以及对DNA一定

的酶保护作用来实现。将精蛋白与非病毒载体配

合使用，通过合理的设计与处方优化，有望增加

基因转染，减小载体用量，降低基因载体的毒性。

目前将精蛋白与聚合物载体配合使用的研究还不

多，因而可以考虑将精蛋白的应用拓展到聚合物

基因载体上去。精蛋白在基因载体运用有望推动

基因载体朝着低毒、高效的方向迈进一大步。 
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治疗 2 型糖尿病药物研究新进展 
 

盛建民(德州学院医学系，山东 德州 253023) 

 
摘要：目的  介绍近年来应用于 2 型糖尿病的新型药物 GLP-1 类似物、DPP-IV 阻断剂及作用于 ECS 的药物。方法  归

纳总结国外相关文献，介绍其作用机制、临床实践、不良反应、权威使用指南。结果与结论  此类药物具有一定应用前

景，但仍存在较多问题，需要进一步探讨和研究。 
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Latest Progress of Drugs Used in Type-2 Diabetes Mellitus Treatment 
 
SHEN Jianmin(Medical Department of Dezhou University, Dezhou 253023, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To introduce the newest antidiabetic drugs, GLP-1 analogues, DPP-IV inhibitors and drugs which 
act on ESC. METHODS  The latest research reports were reviewed, and those drugs’ action mechanism, clinical practice, side 
effects and guideline that expressed by authoritative department were included. RESULTS AND CONCLUSION  Those new 
antidiabetic drugs have hopeful future but there are many problems that need to study and resolve in the future. 
KEY WORDS: type-2 diabetes; GLP-1 analogues; DPP-IV inhibitors; drugs act on ECS 
 

2 型糖尿病(type 2 diabetes，T2DM)是由于胰

岛素抵抗和胰岛 β 细胞分泌缺陷造成的进展性失

调。证据表明，严格控制血糖可以显著减少糖尿

病的并发症危险。在过去几年中，作用于新途径

的新的降血糖药物已经发展、许可和投放市场，

比如：胰高血糖素样肽-1(glucagon-like peptide-1，

GLP-1)类似物、二肽基肽酶 4(dipeptidyl peptidase 

Ⅳ，DPP-Ⅳ)阻断剂及作用于内生性大麻素神经传

输系统(endocannabinoid system，ECS)的药物，这

为 T2DM 治疗提供了新的选择。 

1  GLP-1 类似物 

1.1  作用机制   

GLP-1 是一种肠源性多肽，可介导口服糖负荷

后的胰岛素分泌，激动 GLP-1 或其类似物与其受

体结合刺激胰岛素的释放。GLP-1 类似物除能促

进胰岛 β 细胞释放胰岛素外，还能增加靶组织对

葡萄糖利用、抑制不适当的胰高血糖素释放、增

加中枢性饱食感及延迟胃排空，减少主动进食，

减少热量摄入使得体重减轻 [1-2]。当前应用于

T2DM 治疗的 GLP-1 类似物主要有艾塞那肽和利

拉鲁肽。 

1.2  艾塞那肽(Exenatide)   

研究表明，艾塞那肽能有效控制血糖、减轻

体重并保护胰岛功能。一项为期 2 年的研究[3]显

示，单独应用艾塞那肽使糖化血红蛋白(HbA1c)平

均减少了 1.1%，体重平均减少了 4.7 kg，且可以

维持 β 细胞储量并提高胰岛 β 细胞功能。研究[4-6]

发现艾塞那肽联合口服降糖药物(磺脲类药物、二

甲双胍、噻唑烷二酮类药物)与单用相应口服药物

比较，HbA1c 和体重都有显著减少。研究[7]比较了

胰岛素治疗和每次 5 g，2 次·d1 艾塞那肽治疗，

发现两者的 HbA1c 减少和对甘油三酯改善作用相
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