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摘  要: 生物可降解材料[poly(lactide-co-glycolide acid), PLGA]颗粒在持续释放和定位递送各种

药剂包括核酸有很大的研究和应用价值。本文综述了 PLGA 作为核酸载体的制备及其用于基因载

体和疫苗佐剂的研究。 
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Abstract: Biodegradable PLGA [poly(lactide-co-glycolide acid)] have shown significant potential for sus-
tained and targeted delivery of several pharmaceutical agents, including DNA. We reviewed the formulating 
approaches of PLGA nanoparticles/microspheres as DNA carriers and utilization for gene therapy and vac-
cine adjuvant. 

Keywords: PLGA, DNA, Gene therapy, Vaccine adjuvant 

生物可降解材料 PLGA是乳酸(Lactic acid, LA)
与羟基乙酸(Glycolic acid, GA)共聚合而成, 有很好
的稳定性, 具有易于被吞噬细胞摄取, 通过在颗粒
表面吸附相应的配体可以定位到特定的组织或器官

等优点 , 美国食品药品管理局(FDA)已认定 PLGA
有良好的生物相容性和安全性, 已被广泛应用于人
的临床医学[1,2]。 

由于制备工艺不同, PLGA 分子量、LA 与 GA
的摩尔比、光学活性、链末端结构不同, 都会影响
PLGA 的释放特性。PLGA 可以通过改变自身共聚
物中 LA与 GA 的比例而改变 PLGA 的物理化学性

质[3]。 
DNA 包裹进 PLGA 有 4 个优点[4,5]: 1) 防止体

内 DNA降解; 2) 起到控制释放的作用, 并长期刺激
树突状细胞(Dentritic cell, DC); 3) 易于转化动物细
胞, 易于被DC细胞吞噬; 4) 在抗原存在时, 能够刺
激 Th1型免疫反应。 

1  载核酸 PLGA 颗粒制备及其对转化的
影响 

颗粒的直径和表面电势是两个重要的物理参数, 
它影响着核酸的包裹率、转化率。 
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1.1  PLGA 颗粒的直径 
PLGA 一般制备成微粒或纳米粒, 而微粒或纳

米粒是根据它的直径来分类的, 微球的直径在 1 μm
到 250 μm, 而纳米粒直径则在 1 nm到 1000 nm[4]。

纳米粒相对微粒有更高的吸收率, 研究表明在人结
肠腺癌细胞(Caco-2)中, 100 nm的纳米粒相对 1 μm
的微球吸收率提高 2.5倍, 相对 10 μm微球的吸收率
提高 6 倍[6]。在小鼠肠管原位模型中(A rat in situ 
intestinal loop model)也得到了相似的结果, 100 nm
的纳米粒相对 1 μm和 10 μm微球的吸收率提高 15
到 250倍[7]。当颗粒通过黏膜部位摄取时, 小的颗粒
能够穿过黏膜下皮层, 而大的颗粒则定位于黏膜上
皮层 , 且小的颗粒比大的颗粒有更高的转化效率
[7,8]。一系列的研究表明, 颗粒直径显著影响细胞和
组织的吸收效率, 且更小、更均一的粒径会使基因
的表达效果提高。 

1.2  制备技术对颗粒的影响 
1.2.1  制备方法对颗粒的影响: 制备微粒或纳米粒
的方法很多, 包括乳化溶剂挥发法(Emulsion solvent 
evaporation technique)[9]、乳化溶剂扩散法(Emulsion 
solvent diffusion method)[10,11]、喷雾干燥法 (Spray 
drying), 复乳化溶剂挥发法(Double emulsion solvent 
evaporation, DES-E)[12,13], 复 乳 化 溶 剂 扩 散 法
(Double emulsion solvent diffusion technique)[14]等。

复乳化溶剂挥发法是最常用于制备DNA包裹 PLGA
的方法(图 1)。而这些方法的选择取决于所需要的颗
粒直径和包裹率。以聚合物为原料制备微球最常用

的方法是先制备成 O/W、W/O、W/O/W、O/W/O等
型乳液后, 再根据具体的用途选择适当方法使液滴
固化成微球。制备方法的选择对颗粒直径有直接的

影响。 
固化一般采用冷冻干燥或喷雾干燥的方法, 发

现喷雾干燥可以降低颗粒聚集, 从而制备出直径更
小的颗粒, 因而喷雾干燥技术越来越被广泛采用。
以冷冻干燥和喷雾干燥的方法制备含阳离子 PLGA,  

 

 

图 1  以 W/O/W 复乳化溶剂挥发法来制备载质粒 DNA
的 PLGA 纳米球[15] 
Fig. 1  Preparation mechanism of pDNA loaded PLGA 
nanosphere by W/O/W emulsion solvent evaporation 
method[15] 
 
比较其颗粒直径, 结果显示喷雾干燥制备的纳米球
显著小于冷冻干燥制备的纳米球[16](表 1)。 

载质粒 DNA 的 PLGA 颗粒可以通过两种方法
来制备, 一种是把 DNA包裹在 PLGA里[17,18], 另一
种是把DNA吸附在 PLGA颗粒的表面[19]。吸附DNA
于 PLGA 颗粒上, 可以增强 DNA 与 TLR 受体的作
用, 可以提高包裹效率[20]。 
1.2.2  搅拌对颗粒的影响: 在制备 PLGA 颗粒过程
中 , 当有机相和水相混合后 , 需要使之混均匀 , 这
时一般采用两种方法: 超声波法(Sonication)和匀浆
法(Homogenization)[4]。超声波的优点是能够制备相

对较小且均一的颗粒, 但是在包裹法制备 PLGA 颗
粒时容易导致 DNA的断裂和潜在的 24 h内的突释
效应。匀浆法是在表面活性剂存在时以高频振动来

乳化聚合物和 DNA 混合物。和超声波法相比, 匀浆
法需要更高浓度的表面活性剂(5% vs. 1%)和添加复
合溶剂。即使通过以上改进, 匀浆法制备的颗粒仍
然比超声波法制备的颗粒直径略大 (~450 nm vs. 
~280 nm), 但却有更高的包裹率, 通过匀浆法制备
的颗粒比超声波法制备的颗粒有更慢、更一致的

DNA 释放模式[4]。使用匀浆法时, 当增加匀浆速度
时, 颗粒直径相应减小, 但当速度在 12000 rpm以上
时, 变化很小[21]。 
1.2.3  有机相与水相的比例对颗粒的影响: 有机相
与水相的比例对于颗粒的直径和表面电势都有很大 

 

表 1  冷冻干燥或喷雾干燥前、后阳离子 PLGA 纳米球的平均直径和喷雾干燥后的电势 
Table 1  Mean particle diameter (D50) of PLGA nanospheres with cationic materials before and after freeze-drying or 

spray-drying, and zeta potential after spray-drying 

阳离子聚合物 
Cationic materials 

干燥前 Before drying 
D50 (nm) 

冷冻干燥 Freeze-dried 
D50 (nm) 

喷雾干燥 Spray-dried 
D50 (nm) 

电势 Zeta potential 
(mV) 

PEI 99.8 342.6 124.1 57.2 

CTAB 216.8 1281.2 219.1 −7.5 
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表 2  匀浆法和超声波法比较 
Table 2  Compare formulating method between sonication and homogenization 

 颗粒直径 (nm) 
Particle diameter 

包裹率 
DNA-loading rate 

释放模式 
The pattern of release 

DNA稳定性 
DNA stability 

匀浆法 Homogenization ~450  高 慢, 一致 好 

超声波法 Sonication ~280  低 快, 不一致 差 

 
的影响, 当它们的比例从 2:1到 1:1, 1:2变化时, 颗
粒直径变小, 而表面电势增大[8]。 

1.3  PLGA 性质对颗粒的影响 
PLGA的 LA与GA的比例对颗粒的直径和表面

电势也有影响 , 在相同的条件下 , PLGA 75:25 比
PLGA 50:50有更小的纳米颗粒直径, 更高的表面电
势[22]。PLGA 50:50的分子量(12 kD, 53 kD, 143 kD)
越高 , 制备的纳米颗粒直径越小 , 表面电势越高
[22]。用疏水的 PLGA(Mw 31000)比亲水的、小分子
量(Mw 10000)的 PLGA 有较高的 pDNA–PLL 包裹
率 (46.2%)和 pDNA 的超螺旋结构 (64.9%)[23]。含

pDNA–PLL 的小分子量和亲水 PLGA 微球在 38 天
的体外释放率分别为 95.9%和 84.9%, 而疏水、高
分子量的 PLGA 则为 54.2%[23]。PLGA 的浓度也影
响颗粒的大小, 当浓度增加时, PLGA纳米颗粒直径
增大, 但对表面电势的影响很小[8]。 

1.4  表面活化剂对颗粒的影响 
利用聚乙烯醇(Polyvinyl alcohol, PVA)和聚乙

烯吡咯烷酮(Polyvinyl pyrrolidone, PVP)作稳定剂 , 
当 PVA浓度从 1%增加到 7%时, 颗粒直径从 6.6 μm
降低到 2.2 μm[23]。在相同浓度稳定情况下, PVA制
备的微球 pDNA–PLL 包裹率是 46.2%, 而 PVP 为
24.1%[23]。在制备壳聚糖包被的 PLGA纳米粒时, 以
PVA作稳定剂, 同样随浓度增加颗粒的直径减小[8]。

以 PEG作为稳定剂, 可以提高 PLGA纳米球中DNA
的完整性和提高包裹效率[24]。 

1.5  共聚物对颗粒的影响 
添加一些阳离子共聚物如左旋聚赖氨酸

[poly(L-lysine), PLL][25]、聚乙烯亚胺(Polyethyleneim- 
ine, PEI) [26]、壳聚糖(Chitosan, CHI)[27]、溴棕三甲铵

(Cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)[28−32]、聚

乙二醇-聚赖氨酸[33], 能够改变颗粒的表面电势, 能
够提高颗粒的转化率。 

1.6  pH 对颗粒的影响 
质粒 DNA 的结构受 PLGA 降解的酸性微环境

影响。质粒 DNA 结构的改变与其释放的时间点相

关, 大量的超螺旋质粒DNA在最初的突释期间释放
[34], 缺口 DNA 和超螺旋质粒 DNA 在随后释放, 这
可能与质粒 DNA 置于 PLGA 颗粒的酸性微环境有
关[35]。在制备过程中, PLGA会降低液相溶液的 pH
值。低 pH环境通过改变单链和双链 DNA的平衡导
致质粒 DNA 的降解[36], 当 pH 值小于或等于 3 时, 
就会大大影响转化效率[37]。低 pH 还会引起脱嘌呤
作用。添加 NaHCO3 能够起到缓冲作用, 添加一些
阳离子聚化物也能起到保护作用。 

2  PLGA 增强核酸递呈 

包裹有 DNA 的 PLGA 颗粒可以通过多种途径
被摄取, 如口腔、鼻腔、雾化后肺吸入、肌肉注射、
皮下注射、静脉注射等。DNA要到达靶细胞需要克
服多重屏障, 如血脑屏障、胃肠黏膜、鼻黏膜、眼
组织等。而研究表明, PLGA可以提高穿过这些屏障
的效率。 

2.1  PLGA 及其共聚物增强核酸递呈 
PLGA 颗粒通过阳离子聚合物来帮助其定向于

吞噬性抗原递呈细胞, 并增强从吞噬体(Phagosomal)
逃逸, 再进入细胞核, 从而提高转化效率[38]。由于

阳离子能够结合和浓缩 DNA , 因而可以提高其包
裹率[39]。 

当制备的 PLGA 颗粒应用于疫苗免疫时, 颗粒
直径在 1 μm~10 μm 时显示对于抗原递程细胞如吞
噬细胞、DC细胞有更高的摄取率[40], 相反, 如果定
位于非吞噬细胞时, 当颗粒直径小于 300 nm时可以
通过网格蛋白介导的内吞作用来吞噬颗粒[41]。 

研究发现, 带阳离子微球增强了单核细胞和树
突状细胞的吞噬作用[42]。有 3 种方法可以获得阳离
子 PLGA 颗粒, 1) 在 PLGA 中加入功能性分枝如
PLL[4,43]或共价连接阳离子物质如 PEI 到 PLGA 上[38]; 
2) 阳离子物质和 PLGA混合[44]; 3) 通过乳化作用从
外层液相把阳离子表面活性分子吸附到颗粒表面, 如
PLL[25]、PEI[26]、壳聚糖[27]、CTAB[28−32]、聚乙二醇

-聚赖氨酸[33]。第 3种方法是最简单的, 但是这种方
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法没有进行共价连接及解吸附作用, 可能导致阳离
子的下降。 
2.1.1  PLL与 PLGA: 由于聚赖氨酸具有压缩DNA
和保护DNA不被核酸酶降解的特性, 聚赖氨酸曾被
广泛用于基因递送载体[45]。通过乳化作用从外层液

相把 PLL吸附到颗粒表面而制备的含 PLL的 PLGA
微球, 表明以低黏度的稳定剂制备的疏水性 PLGA
可以稳定 pDNA的超螺旋结构和提高包裹效率[23]。

有报道以 PLL 做主链, PLGA 做接枝链的双亲性共
聚物被合成[43]。这些共聚物颗粒形成核-壳结构, 由
疏水的 PLGA 做为内核 , 而带正电核的 PLL 做外
壳 [43]。这种自组装形成的 PLGA-接枝-PLL 表明有
良好的转化率和较低的细胞毒性[43]。根据不同的目

的有针对的添加 PLL, 如作为疫苗就需要相应提高
释放速率来诱导免疫反应, 而作为编码组织再生的
生长因子基因的质粒选择缓慢持续释放就很有必要
[4,43]。 
2.1.2  CHI与 PLGA: 近年来, CHI包被 PLGA颗粒
的制备研究很多, 而且也取得比较好的效果。由于
CHI 的可降解性、生物相容性和黏膜吸附特性使其
成为用于基因转化和表达的理想载体[46]。CHI 可以
在 pH 为 7 时释放 DNA, 而这是基因递送的必要条
件[8]。吸附有 CHI 的 PLGA 纳米粒可以有效结合反
义 RNA 并被细胞摄取[8]。一种新型的载 CHI 的泡
沫状 PLGA 通过喷雾干燥和超临界二氧化碳发泡
技术制备, 可以持续释放 DNA 5~9周, DNA的完整
性能很好地维持, 添加 CHI 对于细胞吸附和细胞存
活都有增强作用[47]。有研究表明, CHI是通过打开细
胞间的紧密连接来增加药物的吸附, 而 CHI 包被
PLGA 应用于肠道、鼻黏膜、肺黏膜免疫都有报道, 
且能起到保护药物作用。 
2.1.3  PEI 与 PLGA: 含 PEI 和 DNA 复合物的
PLGA微粒在肌肉注射免疫后, 能够促进 DNA进入
抗原递呈细胞, 可引起相对裸露 DNA 2~3个数量级
的抗体反应。在体外能够持续释放完整、有渗透性

的 PEI和 DNA复合物 2周以上, 且由于 PEI的保护
作用, 质粒 DNA 不降解[48]。用吸附 DNA 的载 PEI
的 PLGA微球来转染小鼠成纤维细胞 L929, 可以被
L929 吸收[49]。分枝 PEI 和 PLGA 的共价连接可有
效提高颗粒DNA疫苗的负载率, 及增强吞噬细胞的
转化率而不影响 PLGA与细胞的相容性[50]。在肺黏

膜组织中, 在纤毛和黏液存在的情况下, 载 PEI 的

PLGA 纳米粒可以穿越肺黏膜上皮细胞, 经内化后, 
DNA也能够进入溶酶体, 并有一定比例的颗粒可以
从溶酶体逃逸, 并进入细胞核[51]。PEI由于有以上特
点, 也被广泛研究, 但是有研究报道它有一定的细
胞毒性, 因而限制了其应用。 
2.1.4  其他阳离子与 PLGA: 含阳离子脂质体
DOTAP和无唾液酸胎球蛋白(Asialofetuin, AF)的载
IL12基因的 PLGA纳米颗粒可以定位于表达唾液酸
糖蛋白受体的肝细胞[52]。  

2.2  细胞内定位(Intracellular trafficking) 
细胞内定位是基因递送的又一个障碍, 文献报

道相对较少。基因载体从溶酶体逃逸后, 通过被动
扩散到过核周区需要数小时。有研究表明, 以单核
细胞增生李斯特菌的ActA蛋白修饰载核酸的 PLGA
纳米颗粒或微球, 发现 ActA 可以使肌动蛋白聚合, 
起始肌动蛋白的慧尾推进(Actin comet-tail propul-
sion)[53]。 

2.3  核定位(Nuclear localization) 
有研究报道, 通过共价连接一段核定位信号序

列(Nuclear localization signa, NLS)到 PLGA纳米球
来加强基因的转化[54]。连接 NSL的 PLGA纳米球通
过 PLGA末端的顺丁烯二酰亚胺和 NSL在顺丁烯二
酰亚胺连接缓冲液中进行偶联反应, 通过体外人表
皮成纤维细胞表达萤光素酶基因 , 连接 NSL 的 
PLGA 纳米球相对未连接的有 1.2~3.2 倍的转化效
率。表明 NSL可以增强核定位和 PLGA纳米球的吸
收, 从而增强转化效率。 

3  载核酸 PLGA 的应用 

PLGA 的应用范围很广, 被用于抗癌药物、质
粒 DNA、蛋白或多肽、小分子量复合物的递送。
而载核酸的 PLGA则主要用于基因治疗、疫苗递送
两方面。 

3.1  PLGA 用于基因治疗 
基因治疗的目的是通过在目标细胞导入治疗性

基因来治疗各种遗传性疾病。为了在目标细胞导入

外源基因, 就需要载体。病毒载体比非病毒载体有
更高的转化效率, 但是存在一些缺点, 如反转录病
毒需要有丝分裂、载体的免疫原性、导入 DNA长度
限制、以及与野生型病毒发生重组等安全因素等。

而非病毒载体有更低的载体免疫原性、易于放大培

养、保存稳定、相对安全等优点。脂质体和 PEI 也
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曾被用于基因治疗, 但由于其储存的不稳定性和细
胞毒性, 而不能广泛应用。PLGA则是一种有希望的
可降解、生物相容性的生物材料, 能够持续释放, 所
以被深入研究。 

颗粒从溶酶体内腔(Endo-lysosomal compartment)
向胞质的快速释放[55]和颗粒在细胞内的滞留表明包

裹有 DNA 的 PLGA 颗粒可以作为一个有效的基因
递送载体[56]。颗粒能否保护 DNA 而不被溶酶体酶
降解决定颗粒的治疗效果。有研究表明 PLGA 包裹
的 DNA 能够防止被核酸酶降解[57]。在细胞摄取、

溶酶体释放后, 颗粒缓慢释放DNA从而持续表达基
因。在小鼠截骨模型中(A rat bone osteotomy), 手术
后 5 周即可在恢复组织观察到基因的持续表达, 这
个策略可以通过一些成骨蛋白基因用于骨愈合治疗
[55]。 

利用含碱性磷酸酶基因的 PLGA 乳液来包被肠
缝合线(Coating gut suture), 然后用来缝合小鼠骨骼
肌。手术后 2 周, 在缝合处的组织有基因的持续表
达。编码生长因子如血管内皮细胞生长因子的包被

基因缝合线可以帮助伤口愈合[58]。 
非病毒生物载体也被用于癌症的治疗, 有研究

利用载聚羧乙烯(Carbopol)的 PLGA 纳米粒在体外
转化 A549 人肺腺癌上皮细胞系时有相对高的转化
率, 可以作为潜在有希望的治疗癌症的载体[59]。在

细胞毒性实验中 , 连接外周苯二氮卓受体配体的
PLGA聚合物可以定向线粒体, 引起 C6胶质瘤细胞
生长抑制[60]。PLGA/DOTAP/AF/IL-12纳米颗粒可以
有效治疗肝细胞癌 , 其中无唾液酸胎球蛋白
Asialofetuin (AF)通过与表达于肝细胞的唾液酸糖
蛋白受体结合, 起到定位作用[51]。在 B 细胞淋巴瘤
的动物模型中, 分枝 PEI 连接的 PLGA 颗粒在吞噬
细胞中有增加的佐剂效应, 提供了显著的抗癌效应
[20]。 

DNA载体用于治疗有一个不利因素, 就是表达
载体的毒性, 因此限制了 DNA的用量[61]。通过MTS
法细胞毒试验检测 PLGA颗粒对血管平滑肌的影响, 
表明其在体内和体外都没有毒性[62]。在慢性血管再

狭窄的猪和小鼠模型中, PLGA 纳米颗粒在动脉组
织血管的吸收中没有表现出不良反应, 表明其长期
的组织相容性[63]。 

在细胞内 PLGA 颗粒的慢速释放可能对于基因
的持续表达有促进作用。持续可控的表达, 对于特

定部位的疾病很重要, 如表达促血管生长因子对于
血管损坏引起的心脏或四肢血管缺血[64]。有研究表

明 , 在治疗血管再生时过表达生长因子可能导致
癌症形成[65]。最优的基因表达模式取决于不同疾病

的需要 , 一些需要局部表达而另一些则需要全身
表达。  

3.2  PLGA 用于疫苗佐剂 
PLGA 也可以作为疫苗佐剂, DNA 包裹或吸附

于 PLGA 纳米粒或微球上, 通过一些途径如肌肉注
射、皮下注射、黏膜等途径来免疫动物, 来提高免
疫和减少免疫次数。PLGA 包裹蛋白质、肽段、核
酸用于疫苗免疫, 如包裹抗原蛋白、葡萄球菌 B 型
肠毒素、破伤风类毒素等, 都可起到较好的佐剂作
用[66]。 

载 PEI的 PLGA微粒在 HIV免疫中也能引起相
对裸 DNA 有 2~3 倍的血清抗体水平和有效的 CTL
反应[48]。小鼠免疫编码 HIV Gag 和 Env 基因且吸
附于阳离子 PLGA 微粒的 DNA 疫苗能够分别增加
相对裸露 DNA疫苗 100倍和 1000倍的 CD8 + T细
胞和抗体反应[67]。 

以 PLGA 微粒包裹编码口蹄疫多表位的核酸
疫苗来免疫小鼠 , 结果表明可以增强体液与细胞
免疫[68]。用吸附有编码口蹄疫 VP1 病毒 DNA 疫苗
的阳离子 PLGA 微粒免疫豚鼠, 可以引起和灭活疫
苗一样的抗体滴度, 攻毒保护实验结果显示与灭疫
苗一样能全部保护[69]。 

PLGA也用于乙肝疫苗, 利用乙肝 DNA疫苗吸
附于含阳离子 CTAB 的 PLGA 微粒免疫小鼠, 发现
相对于裸露 DNA 有更高的抗体水平和增强的细胞
免疫反应[70]。将编码丙型肝炎病毒胞内形式的 E1E2
包膜蛋白的DNA疫苗吸附于 PLGA微粒, 然后免疫
小鼠, 相对裸露 DNA有较强的免疫作用[32]。用吸附

有编码单核细胞增生李斯特菌的 DNA的 PEI/PLGA
微球免疫小鼠, 表明 PEI/PLGA 微球可以起到佐剂
效应[49]。 

PLGA 颗粒可以用于黏膜免疫, 在口服投药后
可以被肠淋巴集结(Peyer’s patches)吸收或经鼻免疫
后可以被鼻黏膜相关淋巴组织吸收。编码轮状病毒

VP6的质粒 DNA吸附于 PLGA微粒, 通过口服免疫
小鼠, 可以引起特异性抗体和 IgA[71]。载抗淋巴囊

肿病病毒质粒的 PLGA 微胶囊经口免疫牙鲆, 结果
显示相对注射裸露质粒经口免疫 PLGA 微胶囊有更
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稳定、持久的免疫反应[72]。以编码禽偏肺病毒 F蛋
白的质粒初免和以重组 F 蛋白加强免疫, 且均包裹
于 PLGA 微粒中, 经眼鼻免疫火鸡来抗禽偏肺病毒, 
结果表明可以引起体液和细胞免疫反应[73]。 

4  讨论 

PLGA作为一种有生物相容性、可降解性、安全

性的生物材料, 并可以通过添加一些共聚物来改善

它的性能, 因而被广泛研究和应用于基因治疗及疫

苗佐剂。PLGA 能够装载相对多的 DNA, 并能保护

其在制备过程中不被降解, 在体外阻止DNA酶的降

解作用, 且能够控制释放, 所以备受关注。PLGA已

用于多种疫苗载体, 如 HIV、乙肝、口蹄疫等。近

年来 , 通过研究制备参数 , 添加不同的共聚物 , 以

制备各种不同物理性质的颗粒, 满足各种研究和应

用需要。PLGA 作为核酸载体有继续研究的价值和

广阔的应用前景。 
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