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摘要
外源基因在动物活体组织的有效表达是基因
治疗研究的基础. 同时, 作为一种疾病治疗方
法, 安全性也是一个不容忽视的问题. 本文从
基因治疗研究的角度, 介绍了流体力学注射法
的概念、器官靶向性、目的基因在靶器官内
的转染效率、安全性和转染机制, 以及该方法
在疾病模型动物基因治疗方面的应用等等. 总
之, 流体力学注射法以其高效、安全的肝靶向
性活体基因转染、简单便捷的操作方法, 正在
逐渐成为人们进行基因治疗研究的重要工具. 
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0  ��引言

虽然常规的医疗技术手段取得了长足的进步, 
但是除了常见的感染症及一些外科疾病外, 许
多疾病, 如恶性肿瘤、糖尿病、艾滋病、肝硬

化、肾炎、心脑血管疾病、神经元退行性病变

以及各种遗传性和血液性疾病等用传统方法是

无法治愈的. 只有靠基因层次的介入, 才能直捣

核心, 根除这些病患. 然而, 作为一种新的疾病

治疗方法, 人们对其仍存有许多凝虑, 如怎样才

能确保转染的外源目的基因在活体细胞内有效

表达, 以及这种转染的安全性和器官靶向性如

何等, 都是需亟待解决的问题. 
由于病毒性基因载体能有效地将目的基因

转染活体组织细胞并具有一定的趋肝性, 曾一

度成为研究的热点. 但病毒性载体的安全性不

容忽视, 如腺病毒可能引起机体过度的免疫应

答、逆转录病毒可能造成宿主细胞插入突变

等. 在人体基因治疗的实验中, 曾出现了多起病

毒载体致人死亡的实例, 这极大地阻碍了基因

治疗在人体研究的进程[1-2]. 肌肉或靶器官的电

穿孔法被证实能有效地协助目的基因转染入肌

肉或靶器官内, 但该方法对组织的创伤性限制

了其进一步的应用. 近年来, 一种新的高效安

全的活体细胞基因转染方法—流体力学注射法

(hydrodynamics-based procedure)在基因治疗研

究领域获得广泛应用. 

1  流体力学注射法的概念

流体力学注射法是一种快速大容量的裸质粒溶

液的体内注射方法. 借助该方法, 目的或治疗基

因可经鼠尾静脉转染动物活体器官, 并在靶器

官内高效表达[3-4]. 该方法是1999年Liu et al [3]建

立起来的. 他们发现裸质粒DNA经鼠尾静脉大

容量快速的注射可引起实验鼠高度的转基因表

达, 其中肝脏是该转基因表达的主要器官.

2  肝脏高水平的转基因表达及其在基因治疗中

的重要性

Liu et al [3]发现单次鼠尾静脉注射5 μg萤光素酶

表达质粒即可引起高达45 μg/g肝组织萤光素酶

蛋白的表达. 已证实流体力学注射法具有较肌肉

等组织电穿孔更加高效和稳定的外源基因转染

效率[5], 是迄今为止最有效的活体细胞基因转染

方法. 我们实验室曾采用该方法将绿色荧光蛋白

(GFP)表达质粒注入小白鼠体内, 借助荧光显微

镜我们观察到有接近45%的肝细胞表达GFP. 
肝组织内如此高水平的转基因表达, 对于疾

病的基因治疗很重要. 因为肝脏是合成血清蛋

白质的重要器官, 具有巨大的合成各种蛋白质

的能力, 而各种有功能的活性蛋白质的产生是

疾病治疗的基础. 同时, 肝脏本身也易罹患各种

遗传性和获得性疾病. 因此, 肝脏已成为基因治

疗的重要靶器官.

3  简单、安全的基因治疗方法

流体力学注射法仅通过单次的裸质粒静脉注
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射即能引起肝脏较长时间的转基因表达, 并能

较长时间地使转基因表达的蛋白质维持于治疗

水平. 如质粒流体力学注射后, 促红细胞生成素

(Epo)在观察期12 wk内[6], 人α1-抗胰蛋白酶基因

(hAAT)在观察期6 mo内[7]仍有高表达并存在活

性. 而人因子Ⅸ基因(human factorⅨ)经流体力

学转染实验鼠后, 其表达的蛋白质在血清内维

持于治疗水平达1.5 a之久[8]. Rossmanith et al [9]

证实, 质粒DNA"裸露"(nakedness)是流体力学注

射法有效转染的基础, 且随时间推移, 细胞会逐

渐失去质粒, 即外源性基因在组织细胞的表达

是暂时的、是非基因组整合的, 因此并无宿主

细胞插入突变之虞. 同时, 宿主也不存在对质粒

产生超敏反应的问题. 组织化学分析实验还证

实, 流体力学转染技术对组织的毒性影响是轻

微的和短暂的[6]. 因此, 流体力学注射法是一个

简单、方便、安全和高效的活体内转基因或基

因治疗方法.

4  治疗基因体内有效转染的机制

流体力学注射法引起肝组织高效转基因表达的

机制目前仍未完全清楚. 我们曾进行过流体力学

注射和常规注射对实验鼠器官转基因表达的对

比性研究, 发现常规注射除引起了少量肾小球上

皮细胞表达报告基因GFP外, 肝、脾、心、肺和

脑组织内并无GFP的表达; 流体力学注射则仅引

起肝组织内GFP的高水平表达, 其他组织无GFP
表达. 因此, 大容量快速注射是动物转基因表达

的前提[10]. 
曾设想, 流体力学注射可使大量结构完整的

质粒DNA顺利到达肝细胞质膜, 并认为这有助于

延迟DNA的降解和促进肝细胞对质粒的摄取. 但
最近发现, 流体力学注射法有效转染发生于注射

后的极早过程, 而该过程与DNA降解的延迟和

大量DNA结合于肝细胞质膜无关[11]. Andrianaivo 
et al [11]认为流体力学注射法外源基因的有效表达

是由小量快速进入胞质的DNA分子引起的, 并
认为这可能是注射后压力增高, 引起了质膜孔洞

的结果. 该假说为Kobayashi et al [12-13]的实验所证

实, 他们发现“流体力学”注射可暂时性地增加

细胞膜的通透性, 并认为流体力学注射法基因转

染效率取决于尾静脉注射的大容量和高速度两

方面的综合效应. Zhang et al [14]的实验显示, 流体

力学注射可诱导暂时性心功能失调、静脉压力

急剧升高、肝窗(liver fenestrae)扩大和肝细胞膜

通透性增加. 因此, 流体力学注射至少可克服以

下3个物理性屏障: (1)注射部位(尾静脉)和靶器

官(肝脏)之间的空间屏障; (2)肝窗的结构性屏障

(阻止大分子接近肝实质细胞); (3)肝细胞的浆膜

屏障(限制亲水性分子进入胞质). 3个物理性屏

障的克服使得生物大分子如质粒DNA能极容易

地进入细胞内.

5  治疗基因转染活体细胞的过程是非特异性的

流体力学注射后, 质粒DNA进入细胞内是一个

非特异的过程[14], 该过程所具有的物理特性使得

任何可以注射的物质都可能有效地转导入细胞

内. 已证实质粒DNA无论呈线性还是超螺旋结

构、大质粒或者小质粒, 甚至其他DNA[15]、反

义寡核苷酸(AS ODN)[16]、RNA[17]、蛋白质(如
抗体)及化学物质(如聚乙烯二醇)[18]等都能极有

效地通过流体力学注射法转入肝细胞内. 另外, 
Hofman et al [19]还将PCR扩增片段成功地通过流

体力学注射转染入肝脏并得到高效表达, 这给

了我们一个重要的提示, 即将来人们有可能通

过人工合成基因的方法来治疗疾病. 近年来流

体力学注射法也开始应用于RNAi的活体研究, 
实验已证实siRNA表达质粒的动物活体转染能

显著地使目标基因“沉寂”(silencing)[20-22]. 这
一成果必将带来RNAi研究的新一轮热潮. 因为

无论对于体内基因功能的研究还是疾病的基因

治疗, RNAi技术都提供了一个方便有效的手段.

6  对疾病模型动物基因治疗的研究

6.1 肿瘤的基因治疗研究 恶性肿瘤的基因治疗

是目前基因治疗研究的热点之一. 流体力学注

射法已应用于多种肿瘤模型动物基因治疗的研

究. 例如, 通过流体力学转染, IL-21基因抑制了

荷瘤鼠B16黑素瘤和MCA205纤维肉瘤的生长, 
提高了动物的存活率[23], 干扰素质粒极显著地减

小了结肠癌CT-26细胞的肝和肺转移[24], TNF-α
质粒也极显著地减小了黑素瘤的肺内转移[25]. 抑
癌基因NK4(HGF拮抗基因和血管形成抑制剂)
的流体力学注射则显著地抑制了实验鼠结肠癌

细胞的肝转移及继发性生长, 抑制了癌细胞的

肝内侵袭, 并延长了动物生存率[26]. 而联合基因

的流体力学注射被认为较单基因注射更加有效, 
如Wang et al [27]同时注射IL-12和GM-CSF、Kim 
et al [28]同时应用angiostatin K1-3和endostatin基因

转染实验动物, 发现均较单一基因的应用更有

效地抑制肿瘤生长和肿瘤侵袭. 
6.2 实验性自身免疫性心肌炎的治疗 鼠实验性

■研发前沿
流体力学注射法
的安全性、器官
靶向性及机制的
研究是目前进行
活体基因治疗研
究的热点.
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自身免疫性心肌炎(experimental autoimmune 
myocarditis, EAM)是一种T细胞介导的、严重

影响心肌的收缩和舒张功能的疾病. 该疾病模

型与人类巨细胞性心肌炎相似, 并无有效的常

规治疗方法, 而基因治疗则能显著地逆转疾病

的进程. 经流体力学注射转染后, 治疗基因如

CTLA4-Ig通过阻断T细胞辅刺激信号[29]、IL-13-
Ig通过影响靶细胞CD11b(+)和NCNI细胞上的免

疫分子的表达[30]、IL-1RA-Ig通过抑制NCNI细
胞前列腺素合成酶和IL-1以及淋巴细胞Th1细胞

因子等的表达[31]等方式, 减小心肌炎症的面积、

降低心脏重量和体重之间的比率、抑制心房肽

基因的表达, 并明显改善心功能和各项血流动

力学参数. 
6.3 新月体性肾小球肾炎的治疗 新月体性肾

小球肾炎是一个进展迅速、病情严重并以Th1
在肾小球占优势的疾病. 最近Higuchi et al [32]用

vIL-10基因经流体力学注射转染模型鼠, 发现鼠

肝组织及血清内有高水平的vIL-10表达, 并产生

了明显的治疗效应, 如抑制了新月体的形成、

减少了肾小球内的细胞总数和巨噬细胞及CD4+ 
T细胞数、降低了尿蛋白并改善了肾功能. 
6.4 暴发性肝衰竭的基因治疗 急性性肝衰竭

(acute liver failure, ALF)是常见的一种急重疾病, 
临床治疗棘手, 病人死亡率高. Wang et al [33]对

TAA诱导的ALF实验鼠进行了基因治疗的研究, 
发现a-MSH基因的鼠尾静脉注射明显地减小了

ALF鼠的死亡率, 显著地改善了肝脏的组织学表

现, 使肝内TUNEL阳性细胞减少, 并有效地防止

了IκBa的降解和iNOS、TNF-α mRNA的上调. 
我们最近已成功地将新克隆的丝/苏氨酸激酶

Pim-3基因通过流体力学注射方法转染入大鼠肝

组织内, 该基因在肝细胞内的有效表达几乎完

全逆转了LPS/D-GalN诱导的肝细胞凋亡.

7  治疗方法的延伸

流体力学注射法的原理不仅适用于经鼠尾静脉

注射的基因转染, 而且适用于活体内其他管道

的器官靶向性基因转染. 最近, Maruyama et al [34]

通过大鼠肾静脉的逆行性注射, 成功地将裸质

粒DNA转染入肾脏. 与其他活体肾靶向性基因

转染方法[35]相比, 该方法具有简单、安全和高

效的特点, 并能将目的基因转染入管周毛细血

管附近的成纤维细胞, 使其得到长期稳定的表

达[34]. Shimizu et al [36]利用该技术将抗单核细胞

化学趋化蛋白-1(antimonocyte chemoattractant 

protein-1)基因转入肾脏后, 显著地减轻了蛋白

超荷蛋白尿(protein-overload proteinuria)诱导的

小管间质性肾损害. 另外, Chen et al [37]也将报告

基因经由胆道成功地转染入肝细胞, 并发现在

胆道阻塞的情况下, 转染效率更高.

8  结语

外源目的基因在动物活体细胞内的有效表达是

进行基因治疗研究的基础, 肝脏以其巨大的合

成蛋白质的能力成为进行基因治疗最重要的靶

器官, 流体力学注射法以其高度的肝靶向性基

因转染效率正在日益成为人们进行基因治疗研

究的重要工具. 然而, 任何事物都存在两面性, 
高流量液体全身注射在引起肝组织高转染效率

的同时, 势必对动物心肺功能带来很大的负面

影响. 虽然目前绝大多数作者认为这种影响是

暂时性的, 停止注射后动物能很快恢复且不遗

留任何组织的损伤, 但我们通过实验发现, 注射

速度过快容易引起动物发生心脏衰竭和呼吸衰

竭(心肺复苏后多数动物能恢复). 因此, 适当的

注射速度是保证转染的高效率和动物安全性的

关键. 作为目前最高效和便捷的活体基因转染

方法, 流体力学注射技术已在基因治疗的研究

中发挥着越来越大的作用. 我们认为, 利用流体

力学的原理结合局部靶器官的注射有可能完全

消除全身液体注射对循环造成的不良影响, 为
疾病基因治疗的临床应用开辟一条坦途.
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■名词解释
流体力学注射法: 
是一种快速大容
量的裸质粒溶液
的体内注射方法. 
借助该方法, 目的
或治疗基因可经
鼠尾静脉(或其他
血管、管腔)转染
动物活体器官, 并
在靶器官内高效
表达. 
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■同行��评价
文章层次、条理
分明 ,  用词准确 , 
具有可读性和科
学性, 对基因治疗
研究具有指导意
义 ,  总 体 评 价 较
好.
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