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基于肿瘤微环境的基因给药纳米载体的研究进展

Research progress in gene delivery nanocarriers based on tumor microenvironment
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[摘  要]  近年来基因给药系统在肿瘤治疗中的研究备受关注。纳米载体具有增强药物靶向性、增加生物膜通透性、控制药物

释放速度、提高生物利用度和可承载生物大分子等优点。由于肿瘤的快速增殖和代谢，形成了具有低pH、高水平谷胱甘肽、高水

平活性氧、缺氧性、高表达酶和高水平ATP等特性的肿瘤微环境（TME）。基于肿瘤组织特异性微环境的基因给药纳米载体能同

时提高基因药物的胞外稳定性、胞内释放能力和靶向性，可更大程度地提高药物的抗肿瘤作用、减少不良反应的发生。本文对基

于TME的pH响应型、还原响应型、活性氧响应型、缺氧响应型、酶响应型、ATP响应型和多智能响应型纳米载体进行综述，总结各

类型纳米载体的作用机制、制备、抗肿瘤效果及局限性。基因给药纳米载体可提高基因的转染效率，提高抗肿瘤作用，在抗肿瘤

应用中有较好的前景。
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基因治疗已经成为临床治疗肿瘤的一个重要方

向。基因药物通过调节疾病相关基因的表达而发挥

作用，在临床研究中表现出良好的抗肿瘤疗效，已有

多个产品上市[1]。纳米载体是最具潜力的非病毒基

因载体之一，具有保护基因药物在体内不被降解、增

强靶向性和延长药物在体内的循环时间等优点[2]。

但普通基因给药纳米载体难以同时提高其体内循环

的稳定性和胞内释放能力[3]。研究[4]表明，与正常组

织相比，肿瘤组织具有低 pH、高水平谷胱甘肽

（glutathione，GSH）、高水平活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）等特异性微环境。基于肿瘤微环境

（tumor microenvironment，TME）特异性特征开发的

基因给药纳米载体，能同时提高基因药物的胞外稳

定性、胞内释放能力和靶向性，可更大程度地提高药

物的抗肿瘤作用和减少不良反应的发生。本文对基

于TME的智能响应型纳米载体在抗肿瘤应用中的最

新进展进行综述，旨在为肿瘤基因药物及其给药系

统研究提供参考。

1  基于TME的基因靶向给药纳米载体

1.1  基于TME低pH的pH响应型纳米载体

TME具有低 pH的特性。正常组织多为中性环

境，而肿瘤组织呈现弱酸性，其 pH值为 6.5～6.8，肿

瘤 细 胞 内 溶 酶 体 的 pH 值 更 低 ，为 4.5～6.5[5]。

Warburg效应表明，肿瘤细胞的活动主要依赖于糖酵

解，使肿瘤细胞的葡萄糖消耗增加，导致细胞外间隙

中的乳酸和H+浓度显著增加[6]。此外，肿瘤快速生长

过程中ATP水解增加，导致尿酸等降解产物过度释

放到TME中。谷氨酰胺分解、碳酸氢盐消耗和CO2

的产生也降低了肿瘤组织的pH值。引入pH不稳定

键或质子化材料可构建出pH响应型纳米载体，目前

已有部分药物进入临床试验，如 NC-6300 为 pH响

应型表柔比星纳米颗粒[7]，用于晚期实体肿瘤、软组

织肉瘤的治疗；CRLX101 为 pH响应型喜树碱纳米

胶束，应用于晚期实体瘤、胆道癌、转移性膀胱癌、转

移性乳腺癌等治疗[8]。采用此类载体用于基因给药

有利于克服递送过程中的困难，实现基因药物的靶

向释放，提高基因药物的转染效率。

1.1.1  基于pH不稳定化学键

最常用的 pH不稳定化学键包括肼、亚胺、酰胺、

聚缩醛、聚酮、醚和酯键等[9]。利用TME的酸性刺激

化学键裂解，使载体的尺寸、电荷、形状发生变化或

者使基因药物直接从纳米载体中释放而发挥作用。

WANG 等 [10] 设计合成了由 2,3-二甲基马来酸酐

（2,3-dimethylmaleic anhydride，DMMA）与聚乙烯亚

胺（ethylene imine polymer，PEI）通过酰胺键连接成

的具有电荷反转作用的pH响应型聚合物胶束，用于

递送靶向神经轴突生长抑制因子 -B 受体（neurite 

outgrowth inhibitor-B receptor，NgBR）的小干扰RNA

（small interference RNA，siRNA）（NgBR siRNA）。该

纳米载体在生理条件下保持负电荷，能在血液循环
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中稳定递送基因药物。TME的酸性环境会水解酰胺

键，脱落DMMA，使其表面转化为正电荷，促进肿瘤细胞

对siRNA的摄取。研究结果显示，用 NP-NgBR siRNA

处理人乳腺癌MDA-MB-231细胞和小鼠乳腺癌 4T1

细胞 48 h后，两种乳腺癌细胞的侵袭能力分别降低

68%和 95%，给携带 4T1细胞移植瘤的BALB/c裸鼠

分别静脉注射NP-NgBR siRNA和非沉默 siRNA与纳

米载体复合物（NP-NS siRNA）后，NP-NgBR siRNA

组小鼠肿瘤的转移性病变明显减少，表明该给药系

统能有效抑制肿瘤细胞的转移。

为了提高纳米载体的稳定性，研究人员常常通过

将聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）结合在纳米载体

的表面来屏蔽过度的正电荷，但这会阻碍肿瘤细胞的

摄取和内体逃逸[11]。引入pH不稳定化学键的pH响应

型纳米载体到达TME时，化学键被酸解后脱落PEG，可

以满足给药系统在体内不同阶段的要求，提高转染效

率。例如GUAN等[12]设计了一种基于PEI和聚L-谷氨

酸（poly-L-glutamic acid，PLG）的纳米粒子，用于运载靶

向VEGF的短发夹状RNA（short hairpin RNA，shRNA）

的质粒DNA。醛修饰两端的PEG与PEI通过席夫碱连

接收紧纳米载体，降低了纳米载体的尺寸和表面电荷。

席夫碱键被酸化水解后，使得纳米载体迅速脱离PEG

屏蔽层，恢复表面的正电荷，尺寸变大。实验显示，用

DNA转染小鼠结肠癌CT26细胞，pH6.8组肿瘤细胞的

摄取效率高于pH7.4组。

1.1.2  基于质子化材料

常用的质子化材料有羧酸和氨基等化学基团，

在正常生理pH状态下，纳米载体去质子化，而在酸性

TME中，纳米载体质子化，使得纳米载体电荷转变、

结构转化或通过质子海绵效应分解而释放出药物。

WANG 等[13]设计了一种含叔胺的 pH响应型纳米载

体，用 于 递 送 能 调 控 PD-1/PD-L1 信 号 通路的

siRNA。由于PEG-聚甲基丙烯酸二异丙胺基乙酯

两 嵌 段 共聚物 [PEG-b-poly（diisopropylamine ethyl 

methacrylate，PDPA）] 与 焦 脱 镁 叶 绿 酸 a

（pheophorbide a，PPa）可共价偶联形成 PDPA-PPa，

而1,2- 环 氧 十 四 烷 烷 基 化 低 聚 乙 基 亚 胺

（1, 2-epoxytetradecane alkylated oligoethyleneimine，

OEI-C14）具有较强的 siRNA 亲和力和质子海绵能

力，可触发 siRNA的内体逃逸，因此，将 PDPA-PPa

和OEI-C14组装形成纳米胶束，其在生理 pH条件下

呈惰性，而在酸性环境中PDPA的叔胺发生质子化，

促进胶束解离和 siRNA释放。结果表明，该 siRNA

递送纳米载体能特异性地沉默B16-F10荷瘤小鼠肿

瘤细胞膜上的PD-L1，从而抑制肿瘤转移。

pH 敏感肽也可以作为良好的质子化材料。

雍琴[14] 利 用 生 物 技 术 制 得 了 组 氨 酸 -谷氨酸

（histidine-glutamic acid，HE）重复寡肽与细胞穿透肽

模型两亲性肽（model amphipathic peptide，MAP）重

组体修饰的纳米粒子（PTEN/PLGA-（HE）10-MAP 

NP），用于递送抑癌基因 10号染色体缺失的磷酸酶

和 张 力 蛋 白 同 源 物（phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome 10，PTEN）质粒

DNA。在中性 pH环境下，HE可掩蔽MAP的阳离子

电荷，使其丧失穿膜活性；而在弱酸性环境中，组氨

酸质子化带正电荷，消除MAP与谷氨酸之间的静电

作用，恢复穿膜活性，可携带PTEN质粒DNA进入细

胞。研究结果显示，空载体纳米粒对人食管癌细胞

Eca109、人正常结直肠黏膜细胞 FHC及人正常肝细

胞L-O2的毒性较低，细胞存活率均在 80%以上，且

安全性良好。相比于未引入 HE 与 MAP 重组体的

PTEN/PLGA NP组，PTEN/PLGA-（HE）10-MAP NP组

对Eca109细胞具有更好的靶向抗肿瘤活性。此外，

还 有 对 融 合 肽 KALA[15]、低 pH 插 入 肽（pH low 

insertion peptide，pHLIP）[16]等其他 pH 敏感肽用于基

因给药纳米载体的研究，其在肿瘤酸性环境中均能

显著提高肿瘤细胞对基因药物的摄取率。

pH响应型纳米载体是应用于抗肿瘤靶向基因给

药研究的热点之一，目前已取得较大进步。但肿瘤

酸性区域远离血管，不利于pH响应型纳米载体进入

酸性环境发生转换[17]。另外，不同的类型或分期的

TME有不同的pH值，并且肿瘤组织的突变可能导致

pH的梯度变化，这些不确定性因素也会影响pH响应

型纳米载体发挥作用，因此对于pH响应型纳米载体

仍有待继续深入研究。

1.2  基于TME高水平GSH的还原响应型纳米载体

TME具有高水平的GSH。GSH是维持细胞氧化

还原状态平衡的重要多肽物质，它可以通过介导蛋

白质中二硫键的生成和降解，调节蛋白质的折叠。

肿瘤细胞中GSH的浓度为 5～10 mmol/L，远高于正

常细胞（1～5 mmol/L），约为血浆的 1 000 倍[18]。此

外，NADP+和GSH还原酶等胞内还原剂可以将被氧

化的GSH转化为还原性GSH[19]，以保持TME中高水

平的GSH。

利用 TME 高水平 GSH 的特性，可以引入二硫

键、二硒化物键和硫醚键等，以GSH敏感的氧化还原

键来构建还原响应型纳米载体[20]。陈艺铭等[21]构建

了一种含有双硫键的还原响应型可降解支化聚赖氨

酸纳米载体（SS-HP），肿瘤细胞中的高水平GSH可促

进双硫键的断裂，实现SS-HP的降解，促进DNA的释

放。实验结果显示，使用大鼠胶质瘤C6细胞和人肝

癌HepG2细胞作为转染模型，SS-HP和CC-HP的细
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胞毒性均低于同质量比下的“国际金标准”PEI；使用

海肾荧光素酶质粒 pRL-CMV作为报告基因，SS-HP

组C6和HepG2细胞的阳性率分别为15%和35%，均

高于CC-HP组的 5%和 13%。其抗肿瘤实验结果表

明，光动力蛋白质粒pKillerRed递送SS-HP复合物转

染 C6 细胞后能成功表达出 KillerRed 蛋白，促进 C6

细胞凋亡或者坏死。JEONG等[22]合成了由水溶性低

分子量壳聚糖（low molecular-weight water soluble 

chitosan，LMWSC）、支 化 聚 乙 烯 亚 胺（branched 

polyethyleneimine，bPEI）和胱氨酸（cystine，Cys）组成

的二硫键共轭LMWSC-g-bPEI（LCP）聚合物，用于递

送编码绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）

的质粒DNA。该聚合物相比不含二硫键的聚合物对

人胚肾293细胞（HEK293）具有更高的转染效率和生

物相容性。

1.3  基于TME高水平ROS的ROS响应型纳米载体

TME具有高水平ROS。ROS是影响肿瘤发生和

发展的关键分子，特别是过氧化氢（H2O2），可以帮助

传递氧化还原信号和诱导氧化应激产生，在激素的

生物合成和细胞信号传导等生理过程中起重要作

用[23]。在肿瘤细胞中，NADPH氧化酶的上调使得氧

化还原反应的增加，导致线粒体中超氧阴离子自由

基积累。为了防止这些氧化物造成损伤，肿瘤细胞

超氧化物歧化酶过表达，以减少机体代谢过程中产

生过多的超氧阴离子自由基，但此过程会导致大量

H2O2产生[24]。研究[25]表明，肿瘤细胞中H2O2浓度高达

10～100 μmol/L，约是正常组织的100倍。此外，超氧

阴离子自由基、羟基自由基和单线态氧等其他ROS，

都含有未配对的电子，均具有很强的化学反应性，促

使TME形成氧化应激状态及与敏感键发生反应。

利用TME的高水平ROS，可以引入各种ROS敏

感材料，包括硫代酮、硼酯、聚硫醚酮、花青素、含硒

聚合物等来构建 ROS 响应型纳米载体[26]。RUAN

等[27]制备了一种对ROS敏感的纳米载体，用于递送

靶向 polo样激酶 1基因的 siRNA。该系统利用硼酸

苯酯作为PEI衍生物聚合物的连接体，引入PEG和P

物质以延长其循环时间，增强其肿瘤靶向能力。载

体到达肿瘤组织的高水平ROS环境后，硼酸苯酯键

可被ROS降解，促进基因药物 siRNA在靶点高效释

放。实验结果表明，与仅含PEI的载体相比，该载体

对 MDA-MB-231 细胞和 MDA-MB-231 小鼠模型均

具有更高的基因转染效率，对 MDA-MB-231 和

HEK293细胞表现出更低的细胞毒性；siRNA递送纳

米载体复合物对MDA-MB-231细胞在体外具有良好

的基因沉默作用，该复合物使 MDA-MB-231 荷瘤

小鼠模型的肿瘤体积明显低于裸露 siRNA 组 ，

在体内也具有更好的抗肿瘤能力。聚酰胺-胺聚合

物（polyamidoamine，PAMAM）具有稳定性好、载药量

高、无免疫原性等优点，但其阳离子PAMAM的细胞

毒性较高、基因释放不足[28]。对此，WANG等[29]合成

了一种含有硫代酮的PAMAM纳米载体，该载体对肿

瘤细胞中高水平的ROS作出反应后分解成片段，使

其表面电荷密度降低，促进 siRNA释放。结果表明，

ROS敏感的PAMAM树突状分子对A549细胞具有低

细胞毒性和高转染效率。

1.4  基于TME缺氧性的缺氧响应型纳米载体

缺氧是大多数实体恶性肿瘤的显著特征。由于

肿瘤细胞的快速生长，肿瘤内需要大量营养和氧气，

导致肿瘤部位血管缺损，形成不规则微血管，导致血

流灌注不足，使得肿瘤内缺氧[30]。正常静脉的氧分压

约为 5 kPa，肿瘤组织中的氧分压小于 3 kPa，并且氧

分压从肿瘤表面到肿瘤核心逐渐降低，部分区域的

氧分压可降低至0～0.3 kPa[31]。

硝基咪唑、偶氮键和硝基苯甲醇是常用于构建缺

氧响应型纳米载体的化学基团[32]。在缺氧条件下，载体

中的这些官能团减少，导致键的断裂或电荷转化，有助

于克服体内的生理障碍。KANG等[33]将2-硝基咪唑（2-

nitroimidazole，NI）与烷基化聚乙烯亚胺（bPEI1.8k-C6）

结合制得纳米载体，用于递送能调控荧光素酶的siRNA。

该载体在水溶液中形成胶束样聚集物，到达肿瘤组织

后，NI在缺氧条件下通过生物还原转化为亲水的2-氨

基咪唑，使载体结构变得相对松散，促进siRNA直接释

放。体内外抗肿瘤实验表明，bPEI1.8k-C6-NI/siRNA复

合物组作用4T1-Luc小鼠恶性乳腺肿瘤模型后的肿瘤

体积明显小于裸露 siRNA组和生理盐水组；复合物组

作用4T1-Luc细胞后的荧光素酶沉默效率显著高于裸

siRNA和递送 siRNA的bPEI1.8k载体组。缺氧响应型

纳米载体还可用于同时递送传统药物和基因药物。XIE

等[34]使用偶氮键将PEG与PAMAM连接，构建出缺氧响

应型纳米载体，用于同时递送多柔比星和缺氧诱导因

子1-α的siRNA。偶氮键在缺氧条件下断裂，脱去PEG，

使纳米载体尺寸变小，暴露出PAMAM表面电荷，促进

组织渗透和细胞摄取。实验表明，两药物之间能通过协同作

用提高多柔比星向肿瘤深处的渗透，提高抗肿瘤疗效。缺

氧响应型给药纳米载体是促进基因药物对肿瘤组织的

渗透和药物释放的有效策略之一。

1.5  基于TME高表达酶的酶响应型纳米载体

与正常组织相比，TME表现出过量的酶分泌，包

括基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）、

透明质酸酶、组织蛋白酶、酯酶和激酶等[35]。大量酶

的高表达有助于肿瘤细胞外基质成分的降解，促进

肿瘤生长、侵袭和转移[36]。例如，蛋白酶能够降解蛋
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白质或肽底物，氧化还原酶可以催化电子从还原剂

向氧化剂的转移，激酶通过磷酸化过程调节蛋白质

的活性，磷酸酶调节去磷酸化。

研究多引入酯键、可裂解的短肽等酶敏感组件

设计酶响应型纳米载体。近年来已有 CT-2103[37]、

AP5346、LiPlaCis[38]等使用酶响应型纳米载体的药物

应用进入临床试验的报道，CT-2103和AP5346通过

组织蛋白酶响应型纳米载体分别递送紫杉醇、顺铂，

用于治疗转移性乳腺癌和头颈部肿瘤；LiPlaCis为磷

脂酶A2响应型顺铂脂质体，用于晚期或难治性肿瘤。

此类载体也被广泛应用于基因给药的研究，其中

MMP是研究较多的酶响应方式之一。LI等[39]设计了

一种由敏感多肽（tumor microenvironment-sensitive 

polypeptides，TMSP）修饰的酶响应型两亲性树状聚

合物纳米颗粒（TMSP-ADENS），TMSP 包括可被

MMP 裂解的连接肽、细胞穿透肽（cell-penetrating 

peptide，CPP）和屏蔽肽三部分。高表达的MMP可以

裂解TMSP的连接肽，使得屏蔽肽断裂，暴露出CPP，

促进靶细胞的摄取，纳米载体进入靶细胞后，通过内

体逃逸进入细胞质，siRNA被释放。体外实验表明，

TMSP-ADENS 组在 HT-1080 细胞和 A375 细胞中对

siRNA的摄取均大于ADENS组；TMSP-ADENS组使

A375 细胞基因表达下降 54.2%，ADENS 组仅下降

25.8%，证实了TMSP修饰能显著提高基因沉默的效

果。此外，目前还有对透明质酸酶、组织蛋白酶、磷

脂酶等其他酶响应方式在基因给药方面的许多研

究，由于酶对底物具有高度的特异性，能保证在靶点

裂解敏感组件，并可选择性地释放基因药物，因此酶

响应型纳米载体具有较高的安全性。

1.6  基于TME高水平ATP的ATP响应型纳米载体

ATP是细胞中最丰富的核糖核苷酸，是细胞增

殖和代谢的主要能量来源，在体内信号转导、离子通

道活动和基因转录等生理过程起重要作用。由于过

度的糖酵解，肿瘤组织中ATP的浓度显著升高，正常

组织的 ATP 浓度为 10～100 nmol/L，而肿瘤组织的

ATP 浓度为 100～500 μmol/L[40]。另外，ATP 浓度在

肿瘤细胞内外以及不同细胞器之间存在差异[41]。

基于TME高水平ATP的特性，利用ATP作为重

要刺激因素可以设计出 ATP 响应型纳米载体。

ZOHU 等[42]合成了一个通过偶联苯基硼酸（phenyl 

boronic acid，PBA）、PEI和海藻酸盐的阳离子ATP响

应型纳米载体，用于递送 siRNA。ATP 结构中的核糖

可以与PBA结合来中和纳米载体的部分正电荷，甚

至将其逆转为负电荷，触发载体的解离。实验结果

表明，该复合物对4T1细胞的基因转染效率远高于由

PEI组成的载体。FAN等[43]通过苯硼酸酯连接带正

电的PEI和多巴胺修饰的维生素E分子，构建了一种

含有苯硼酸酯结构的纳米粒子，用于递送靶向EGFR

和驱动蛋白Eg5的 siRNA。ATP与苯硼酸酯结构的

强亲和能力使得苯硼酸酯断裂，使载体结构变得分

散，促进 siRNA的释放。体内研究表明，该纳米载体

也能有效地将 siRNA转染到A375细胞中，对小鼠肿

瘤模型有生长抑制作用。目前，ATP响应型纳米载体

已被证实能通过改变电荷或尺寸等策略应用于抗肿

瘤基因给药，但研究尚不深入。

1.7  基于TME多智能响应型纳米载体

单一刺激响应纳米载体目前已取得了较大的进

展，但应用中仍存在一定的局限性，组建联合多种刺

激的多智能响应型纳米载体具有重要意义。TANG

等[44]设计了一种基于亚胺和 PBA的 pH/ATP双响应

型纳米胶束，递送 PD-L1 siRNA（siP）。在弱酸性的

TME中，亚胺水解使得连接PEG壳脱离胶束，导致正

电荷和PBA的暴露增加，PBA可以与肿瘤细胞中的

ATP结合，增强载体在肿瘤细胞中的积累和渗透，提

高 siP的转染效率。ZHU等[45]开发了一种新的pH/氧

化还原双响应型纳米载体，该载体由PEG-b-PLA-PHis

共聚物和PEI通过二硫键连接组成，通过联合作用能

促进内体逃逸，克服细胞内障碍。实验结果显示，当

pH值从 7.4降至 5.5时，siRNA的分解从 9.33%显著

增至 37.29%；该给药系统体外对MCF-7细胞的基因

沉默率可达 85.45%，体内可以显著抑制MCF-7裸鼠

模型乳腺肿瘤的生长。此外，还有关于多智能响应

型纳米载体结合配体、抗体、细胞穿透肽的研究报

道，这些研究对提高基因药物的靶向性、细胞摄取和

提高抗肿瘤作用等方面都具有重要意义。但此类载

体的制备工艺较为复杂，且难以确定其在人体内与

许多生物分子的相互作用，一定程度上也限制了其

从理论研究向临床应用的发展。

2  结  语

基于TME的各种特性，通过在纳米载体中引入

对肿瘤组织的特殊刺激有响应的化学键、官能团等结构，

设计出智能响应型纳米载体，可以提高基因的转染效

率，实现肿瘤的特异性传递，提高抗肿瘤作用。

尽管基于TME的智能响应型纳米载体研究及应

用已经取得了进步，但其在应用时仍有许多不足。

第一，恶性肿瘤的快速生长和突变使得肿瘤环境具

有不可预测性和不稳定性，难以实现响应型纳米载

体对药物释放的精准调控。第二，不同的肿瘤患者

之间存在差异性，难以确定其对患者的适用性。第

三，单刺激响应的纳米载体难以克服递送过程中的

所有障碍，而组建联合多种刺激响应的纳米载体会
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限制其开发的规模和速度，并且复杂的刺激敏感组

件之间可能相互影响，不利于基因药物的递送。这

些不足使得智能响应型纳米载体的进展大多停留在

研究层面，难以广泛应用于临床。因此，未来一方面

要深入对肿瘤的机制进行研究，进一步阐述肿瘤的

固有生物学特性，提高对TME的全面了解；另一方

面，要尽量简化合成过程以协调好每个组件，构建出

简单有效的响应型纳米载体。
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