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摘   要：CRISPR/Cas9 基因编辑技术已成为基因治疗领域最有前景的工具。在临床应用中，对

CRISPR/Cas9 进行安全有效的递送一直是亟待解决的问题。纳米粒子，如脂基纳米粒子、聚合物

纳米粒子、纳米金颗粒以及生物膜类纳米粒子等，因其生物相容性、安全性和可设计性等特点有

望为基因治疗带来新的突破。文中首先对纳米粒子的特性和基因治疗中 CRISPR/Cas9 的发展进行

了概述，然后详细归纳了纳米粒子在递送不同形式的 CRISPR/Cas9 中的应用，最后对纳米粒子介

导的基因治疗的递送在未来面临的挑战和安全性等方面作出总结论述。 
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Abstract: CRISPR/Cas9 is a cutting-edge gene-editing technology that has emerged as a promising tool 

for gene therapy. Nevertheless, the safe and efficient delivery of CRISPR/Cas9 is still an urgent issue in 

clinical application. Nanoparticles, such as lipid-based nanoparticles, polymer nanoparticles, gold 

nanoparticles, and biofilm nanoparticles, are expected to bring new opportunities for CRISPR/Cas9-based 
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gene therapy because of their biocompatibility, safety and designability. This review briefly introduced 

the characteristics of nanoparticles and the development of CRISPR/Cas9 in gene therapy. Moreover, the 

application of nanoparticles in the delivery of different forms of CRISPR/Cas9 were elaborated. Finally, 

the challenges and safety of nanoparticle-based gene therapy were discussed. 

Keywords: CRISPR/Cas9; gene therapy; non-viral vector; nanoparticles 

 
 

目前，遗传性疾病是影响人类健康的一大

类疾病，迄今为止我们能够治疗的只是其中很

小一部分，且多数的治疗手段都是“治标不治

本”。因此能够“治本”的基因治疗被寄予厚望。

基因治疗，就是利用现代分子生物学的方法修

复致病基因，以实现缓解和治愈疾病的一种治

疗手段。而成簇的规则间隔的短回文重复序列 

(clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats, CRISPR) 相关蛋白 9 (CRISPR-associated 

protein 9, CRISPR/Cas9) 系统，在短短几年后

相关发现便荣获诺贝尔奖，展现出了其基因编

辑方面蓬勃的生命力。 

在基因治疗中，安全高效的递送无疑是制

约其进一步应用的重要环节。如今应用于

CRISPR/Cas9 的递送系统主要分为两大类：病

毒载体和非病毒载体。病毒载体中以腺相关病

毒 (adeno-associated virus, AAV) 为代表[1-2]。

例如，利用 AAV2 介导了编码芳香族 L-氨基酸类

脱羧基酶 (aromatic L-amino acid decarboxylase, 

AADC) 基因的脑部递送，成功治疗了 ADCC

缺乏症[3]。还有研究者更是利用新的腺相关病

毒 MyoAAV，专门针对肌肉干细胞转导，有效

实现了肌肉定向基因递送[4]。尽管病毒载体显

示出高转染效率，但其临床应用仍会受到免疫

排斥和包装能力的限制。因为 40%–80%的成

人中存在过野生型的 AAV 感染，而且 AAV 的

包装能力<4.7 kb[5-6]。因此，现在越来越多的

研究者将目光投向了非病毒载体的开发，以期

望实现突破。 

非 病 毒 载 体 中 的 纳 米 粒 子 成 为 递 送

CRISPR/Cas9 系统的研究热点。究其原因，主

要有以下几个方面。首先，它们可以进行设

计，从而被特定类型的细胞或组织所摄取，提

供有效的靶向能力 [7-9]。第二，它们可以保护

需要递送的货物 (如核酸和蛋白类物质) 不被

降解[10-12]。第三，纳米粒子还能够运送大尺寸

的“货物”，如CRISPR/Cas9质粒和核蛋白复合体

的形式。第四，纳米粒子的生物安全性高，与

病毒载体相比，它们本身没有致突变性[13-14]。

第五，纳米粒子容易规模化制备，利于临床的

转化应用[15]。 

1  纳米粒子概述 

纳米粒子的定义是在三维空间中至少有一

维处于纳米尺度范围 (1−100 nm) 或将它们作

为基本单元。因为纳米粒子是由相当于分子尺

寸甚至是原子尺寸的微小单元组成，所以其具

有了一些特殊的物理或是化学特性。 

纳米粒子大致分为有机纳米粒子和无机纳

米粒子。在有机纳米粒子中，用于递送 CRISPR/ 

Cas9 系统的纳米粒子主要有纳米胶束、脂基纳

米粒子和聚合物纳米粒子等。而无机纳米粒子

应用较广的主要有介孔二氧化硅、磁纳米粒子 

(超顺磁氧化铁)、纳米金、量子点 QD (Cd、Se、

Te) 和镧系离子 (Gd3+、Eu3+) 等 (图 1)。利用

纳米粒子在光电热磁等方面的特性，其在基因

治疗的包封递送、成像诊断和修饰改造等方面

发挥了重要的作用。 
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图 1  应用于 CRISPR/Cas9 纳米粒子的分类 
Figure 1  Classification of nanoparticles used in 
delivering CRISPR/Cas9. 
 

2  CRISPR 与基因治疗 

根据 CRISPR 的 cas 基因座来分类[16]，可

将 CRISPR 系统分为 6 种不同的类型 (Ⅰ–Ⅵ)，

并且每个系统都使用一组独特的 Cas 蛋白和

CRISPR 相关的 RNA (CRISPR-related RNA, 

crRNA) 来进行 CRISPR 干扰[17]。其中Ⅱ型的

Cas9 系统应用较多，主要原因是其具有效率 

高[18]、设计应用简单[19]等优势。 

CRISPR/Cas9 系统的迭代更新也使得基因

治疗变得愈加成熟与完善。2016 年，哈佛大学

化学家刘如谦团队开发了单碱基编辑器 (base 

editors, BEs)，以适用于单个碱基的变化导致

的遗传病类型和规避切割双链导致的脱靶效 

应[20-21]。在 2019 年 10 月，刘如谦实验室又开

发了一种新型的引导编辑器  (primer editors, 

PEs)，在不引入双链断裂和供体 DNA 模板的

前提下，可在人类细胞中成功完成包括目标插

入、缺失和所有 12 种类型点突变在内的编辑[22]。

在 2020 年 7 月，其团队开发了线粒体编辑器，

首次实现了对线粒体基因组的精准编辑 [23]。

在 2021 年 5 月 10 日出现的变形式碱基编辑器 

(tansformer base editors, tBEs)，更是消除了现

有碱基编辑技术存在的脱靶问题[24]。 

基于 CRISPR 的基因治疗正显示出蓬勃的

生命力，从开发更有效的基因编辑工具，到治

疗癌症和遗传疾病，CRISPR 开始从一个基础

研究工具逐渐迈入临床应用。 

3  纳米粒子在递送 CRISPR/Cas9 系

统的生物应用 

对于 CRISPR/Cas9 系统的递送主要分为 3 种

形式。分别是质粒 DNA (plasmid DNA, pDNA)

形式、传递 mRNA 形式和 Cas9 蛋白复合物 

(ribonucleoproteins, RNPs) 的形式[25]。不同的递

送形式各有优劣，适用不同的目的使用[26-28]。 

基于 pDNA 的形式，其优点有：(1) 操作

简单且方便快捷；(2) 环状的 DNA 更稳定。其

缺点有：(1) 整体尺寸大 (>10 kb)，递送和表

达更加困难[29]；(2) 需要进核转录，降低了编

辑效率；(3) 质粒的形式使 Cas9 蛋白的持续时

间加长，可能导致更高的脱靶效应和更强的免

疫反应[30]。该策略主要应用于体外细胞实验。 

基于 mRNA 的形式，其优点有：(1) 无需入

核，可以更快行使编辑功能；(2) Cas9 mRNA 的

瞬时表达，这可能有助于减少脱靶编辑的发

生，同时避免了插入突变的风险[31-32]。其缺点

有：(1) 较短的表达时间也可能导致效率低下；

(2) mRNA 不稳定，容易发生降解。所以该策

略主要应用于受精卵、早期胚胎和培养细胞的

基因组编辑。 

基于 RNPs 的形式，其优点有：(1) RNP 的
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形式可以比 pDNA 和 mRNA 更快产生基因编辑

效果；(2) 在细胞内可以迅速降解，可以一定程

度上减少脱靶效应[33]；(3) 蛋白和 sgRNA 的复

合物形式，可以保护 sgRNA；(4) RNPs 的传递

可以避开整合到基因组的风险[34]。其缺点有：

(1) 蛋白形式可能诱发免疫反应；(2) 整体尺寸

较大 (Cas9 蛋白约 160 kDa)，有效传递较为困

难[35]；(3) 需大批量获得纯度和活性都有保证

的 Cas9 蛋白，投入成本较大。 

关于纳米粒子在 CRISPR/Cas9 递送中的应

用，最近已经有一些优秀的综述进行了阐述，

主要侧重的方面有影响 CRISPR/Cas9 纳米粒子

递送的关键因素、在疾病治疗方面的应用、基

于刺激的智能纳米粒子以及可时空调控的纳米

粒子等[36-40]。本文中侧重于纳米粒子在递送不

同形式的 CRISPR/Cas9 系统中的应用，主要介

绍了目前应用最广的脂基纳米粒子、多聚物纳

米粒子、纳米金颗粒以及生物膜类纳米粒子。 

3.1  脂基纳米粒子 (lipid-based NPs, LNPs) 
因为 LNPs 具有组成成分可控、仿细胞膜

结构、承载力高和毒性低的特性，在递送

CRISPR/Cas9 的非病毒基因载体中，成为应用

最为广泛的载体之一[41]。经典的脂质体结构为

磷脂双分子层，该磷脂双分子层能够形成将亲

脂性成分包裹在双层中的囊泡，或者在将亲水

性成分包裹在水核中[42]。脂基纳米粒子由于组

分的特殊设计，还可以形成单层、双层以及囊

泡状的结构。与经典的脂质体不同，这些脂基

纳米粒子的表面仍然可以用其他组分修饰，附

加额外的功能[43-44]。 

3.1.1  LNPs 介导的 pDNA 的递送 

目前的商用脂质系统，如 Lipofectamine 

2000 对于 CRISPR/Cas9 来说，转染效率还是较

低。究其原因，主要有两个：尺寸太大和包封

不全[45]。为了克服这些障碍，有研究者提出了

一种“核-壳”的策略。先以 Cas9-sgPLK-1 质粒/

硫酸软骨素 (chondroitin sulfate, CS)/鱼精蛋白

作为核心 (使整体高度浓缩，小而稳定)，然后

包裹阳离子脂质  (DOTAP/DOPE/cholesterol) 

(提高脂层的机械强度) 作为外壳，最后采用

DSPE-PEG 进一步修饰整体 (增加稳定性、溶解

度和半衰期)，形成了纳米复合物简称为 PLNP/ 

DNA (图 2A)，整体的大小约为 156.5 nm，zate 电

位为 23.2 mV。在体外转染实验中，在 A375、

PC3 和 MCF-7 细胞系中转染效率分别为 47.4%、

36.2%和 37.8%，远高于作为对照的Lipofectamine 

2000 转染效率。在对荷瘤小鼠 (注射 A375 细胞

系) 进行给药 PLNP/Cas9-sgPLK-1 之后，发现肿

瘤的体积明显减小，同时在基因组水平上发现

了约 3%的有效编辑[46]。pDNA 的形式使用便

捷，但在体内递送的进一步研究比较少。 

3.1.2  LNPs 介导的 mRNA 的递送 

脂质体中可电离型的 LNPs (ionizable LNPs, 

iLNPs) 近年来被广泛用于 mRNA 递送的研

究，主要因为其在生理环境下呈现中性，而在

内吞体的酸性环境下可以发生电离，引起整体

崩解而释放货物的特性。 

在 CRISPR/Cas9 介导的基因治疗中，一次给

药而持久有效一直是科学家所追求的目标。在

2018 年 2 月，Finn 等报道了一种名叫 LNP-INT01

的 LNPs，递送了 Cas9 mRNA 和 sgRNA 到小鼠

肝脏。在单次给药的情况下，其能够显著编辑

70%肝脏中的小鼠甲状腺素运载蛋白基因 

(transthyretin, TTR)。为了使载体成分不会因为生

物累积而产生毒副作用，研究者将LNP-INT01 的

主要成分 LP01 的连接区设计成不稳定酯键，

方便降解 [47]。从该研究可以看出 iLNPs 在体

内，尤其在介导肝脏的基因编辑方面显示出了

卓越的潜力。 

同一年，美国食品和药物管理局  (Food 
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and Drug Administration, FDA) 批准上市一款

以 iLNPs 为载体的静脉注射液——Onpattro 

(Dlin-MC3-DMA/DSPC/Cholesterol/DMG-PEG2K)，

主要用来治疗肝脏中因 TTR 发生突变所引起的

遗传性淀粉样多发性神经性病变。Onpattro 是

FDA 批准的首款 siRNA 药物及首个非病毒给药

系统的基因治疗药物[48]。 

在使用 CRISPR/Cas9 进行癌症治疗的时

候，靶向性一直是我们关注的重点。有研究者

利用了某些癌细胞会过度表达唾液酸  (sialic 

acid, SA) 受体的特性，设计了一种具有苯基

硼酸 (phenylboronic acid, PBA) 基团的阳离子

脂质 PBA-BADP，其可以通过界面 PBA/SA 相

互作用增强摄取 (图 2B)。实验证实了 PBA- 

BADP 递送 Cas9 mRNA，使得癌细胞比非癌细

胞基因敲除率更高[49]。 

Rosenblum 等则采取特异性抗体锚定的策

略实现了对肿瘤细胞的靶向性。研究者开发了

一种新的基于 LNP 的 CRISPR 递送系统 (CRISPR 

LNP, cLNP)，利用了肿瘤细胞高表达表皮生长

因子受体  (epidermal growth factor receptor, 

EGFR) 的特性，通过脂锚定融合蛋白结合抗

EGFR 的 Fc 段将其包覆在 cLNP 上 (图 2C)。通

过小鼠体内实验发现，在腹腔注射 EGFR-靶向

的 sgPLK1-cLNPs 可被弥散性卵巢肿瘤选择性摄

取，并在体内介导了高达 80%的基因编辑[50]。 

在体内实现靶向性的递送，除了上述文章

使用策略之外，可能还与 LNPs 整体的电荷有

关 [51-53]。Cheng 等的工作证实了 LNPs 整体的

电荷可能是影响体内靶向性的原因之一。其

团队选择利用前面工作已经证实的肝靶向

5A2-SC8 LNP 的 4 组分脂质配方，通过额外添

加阳离子脂质 DOTAP 和阴离子脂质 18PA 来改

变整体的电荷性质。他们惊喜地发现 LNP 的靶

向性发生了由肝脏-脾脏-肺部的明显转移。这

一现象并不是特异依赖于 5A2-SC8 LNP 配方，

对于已经用于临床的 Dlin-MC3-DMA LNP 也同

样适用。基于此发现，他们开发了一个选择性

器官靶向 (selective organ targeting, SORT) 的

递送策略，来改变 LNP 经静脉给药后的体内靶

向性 (图 2D)。针对磷酸酶和紧张素同源物基因 

(phosphatase and tensin homolog, PTEN)，递送

了相应的 Cas9 mRNA 和 sgPTEN。和预期的一

样，该策略可选择性地在肝脏、肺部中实现

13.9%和 15.1%的有效编辑。该研究者还发现

该策略同样可以递送 Cas9 RNPs [54]。这一工作

扩展了 LNP 在体内靶向其他器官的能力。 

LNPs 不仅仅在小动物体内有着良好的递送

能力，在大动物身上同样表现优秀。在 2021 年  

5 月，Musunuru 等报道了一种新颖的 iLNPs，

在单次给药的情况下，在食蟹猴体内几乎实现

了 PCSK9 基因的全部敲除，并且相应地

PCSK9 蛋白水平和低密度脂蛋白胆固醇水平分

别下降了约 90%和 60%。对于所用的 iLNP 配

方中核心可电离组分文章中未予公布[55]。 

3.1.3  LNPs 介导的 RNP 的递送 

CRISPR/Cas9 的飞速发展，也相应促进商

品化的转染试剂的开发。有研究者报道了一种

新的转染试剂 Lipofectamine CRISPRMAX，能

够在哺乳动物细胞系中进行有效转染。将供体

donor 与 Cas9 RNPs 共同递送入一个携带被破

坏的 EmGFP 表达框的稳定细胞系中，介导了

高达 17%的有效替换 [56]。另一研究者利用具

有 O、S 和 Se 醚的亲脂尾与各种胺基头部组合

文库筛选得到了新的脂质体组合 (76-017Se 或

76-O17S)，在 Ai14小鼠的肺部介导了高水平的

递送。在 HEK293-GFP 细胞上，76-O17Se、

80-O17Se、81-O17Se 和 400-O17Se 的 LNP 也

都实现了约 55%的有效敲除[53]。研究中发现，

类脂的 LNP 与胞内蛋白的传递效率之间存在着 
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图 2  LNP 介导的 CRISPR/Cas9 系统的递送   A：PLNP/DNA 纳米复合物组装示意图[46]；B：用于

mRNA 传递和基因组编辑的 PBA-BADP/mRNA NPs 组装示意图[49]；C：EGFP 抗体修饰在 cLNP 表面

示意图[50]；D：选择性器官靶向递送策略示意图[54] 

Figure 2  LNP mediated delivery of CRISPR/Cas9 system. (A) Assembly diagram of PLNP/DNA 
nanocomposites[46]. (B) Assembly of PBA-BADP/mRNA NPs for mRNA delivery and genome editing[49]. (C) 
Schematic diagram of EGFP antibody modification on the surface of cLNP[50]. (D) Schematic diagram of 
selective organ targeted delivery strategy[54]. 

 
明显的构象关系，这或者是 RNP形式传递需要

着重考虑的一个因素。 

利用 RNP的形式对于基因治疗的体内递送

来说，可能是一种安全有效的形式。2021 年    

7 月 Gillmore 等报告了使用脂质体纳米粒子

NLTA-2001 负载 Cas9 RNPs 形式，针对错误折

叠的 TTR 的Ⅰ期临床试验结果。以 0.3 mg/kg

的剂量下单次给药 NLTA-2001 足以将患者的血

清学 TTR 水平降低了 96%。且在监测的 28 d

内，没有发现任何严重的不良反应[57]。这强有

力的证据让我们看到了 LNP 在基因治疗中的光

明前景。 

3.2  聚合物纳米粒子 (polymer nanoparticles) 

目前用于基因递送的聚合物纳米粒子主要

有聚乙烯亚胺 (polyethyleneimine, PEI)、聚氨

基胺 (poly(amido amine), PAMAM) 和壳聚糖

等。这些聚合物与核酸相互作用，形成紧凑的

纳米尺寸的多聚体[58-60]。而这个电荷中和的致密

多聚体核心，有利于保持核酸的稳定性 [61-62]。

多聚物 /核酸复合物可以通过网格蛋白介导的

内吞机制进入细胞，完成递送[63]。 

3.2.1  聚乙烯亚胺 (polyethyleneimine, PEI) 

PEI 是一种阳离子多聚物，其中的-NH-基

团使其带有高密度的正电荷，从而可以与带负
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电荷的核酸通过静电相互作用而结合，介导有

效转染。 

分支和线性形式的 PEI 形式，在体内和体外

都表现出高转染能力[64]。有研究评估了支链的

PEI (分子量在 25 kDa，BPEI-25k) 递送 CRISPR/ 

Cas9 质粒的能力。结果证明，以靶向 Slc26a4

基因的 CRISPR 质粒被成功递送到 Neuro2a 细胞

中，并介导了约 22.9%的有效编辑[65]。 

关于 PEI 进一步应用的限制，主要在于其

细胞毒性问题。现有的策略则是通过与生物可

降解分子结合来降低 PEI 的毒性 (如肝素、聚

己内酯 PCL、葡聚糖、壳聚糖、普鲁兰多糖和

叶酸等)[66]。 

3.2.2  聚氨基胺 (poly(amido amine), PAMAM) 

PAMAM 是一种树枝状大分子，其大小用

代 (generation, G) 来表示。PAMAM 聚合物的

外围具有高密度的伯胺基团，能够与核酸发生

强络合作用。内部的高密度叔胺，有助于纳米

复合物的逃逸。 

1) PAMAM 介导的 pDNA 递送 

就现有的转染试剂来说，对于较大尺寸的

质粒转染都会比较困难，最近有研究者进一步

发掘了 PAMAM 的潜力。采取的策略是利用线

性共聚物主链固定不同代  (G1–G5) 的树突状

分子，最终达到高包装密度、低电荷密度的低

细胞毒性的效果。其主要方法是用甲基丙烯酸

2-羟乙基酯和甲基丙烯酸缩水甘油酯，通过原

子转移自由基聚合的方式制备线性锚定骨架，

然后再固定不同代数的 PAMAM，筛选得到的

一种高效转染的组合 fluorinated polymer 12c。

该组合能共递送尺寸较大的 EGFP (10.3 kb) 的

质粒和 mCherry (5.3 kb)，且比 Lipofectamine 

2000 转染效率更高[67]。PAMAM 聚合物主要的

优势在于灵活和可控，文中对于大尺寸质粒的

兼容，为细胞实验提供了便利。 

有研究者也利用了聚 β-氨基 (poly(β-amino 

ester), PBAE) 的良好转染性能，以 PAMAM 为

基础，开发了一种 PAMAM-PBAE 的超支化共

聚物来递送 CRISPR/Cas9 系统，靶向编辑

HPV 中的 HPV E7 致癌基因 (图 3A)。在带有

宫颈癌肿瘤的小鼠身上，实现了 90.3%的肿瘤

抑制率[68]。  

2) PAMAM 介导的 RNP 的递送 

对于基于蛋白的治疗，高效的胞质递送是

必不可少的一环，而聚合物的易于合成和功能

化的特性，使其成为在体内和体外传递胞质蛋

白最有希望的候选材料之一。最近，有研究者

便利用了 PAMAM 易于功能化的特性，开发了

一种富含苯硼酸 (phenylboronic acid, PBA) 的

G5 代树突状分子 (图 3B)，能够有效完成不同

大小和等电点蛋白的胞质递送。PBA 的结构可

以通过氮硼酸盐络合作用与蛋白质的胺和咪唑

基团配位，其中的芳香环可以通过阳离子-π 相

互作用与蛋白质上的胍或者胺基结合。最后蛋

白质上的阴离子羧酸盐则可以通过离子相互作

用与 PAMAM 的伯胺基团结合[69-71]。由此富含

PBA 的 G5 代树突状分子可以与不同类型的蛋

白高亲和力地结合。PBA-PAMAM 能够有效完

成 13 种不同大小和等电点的蛋白的胞质递

送，同时保持其生物学活性。其中针对于 Cas9 

RNP 的递送，可在稳定表达 EGFP 的 293T 细

胞中实现 40%的有效敲除[72]。 

另外一研究者则是使用了葡萄糖醛酸基葡

萄糖基 -β-环糊精缀合物  (glucuronylglucosyl- 

β-cyclodextrin, GUG-β-CDE) 和 PAMAM (G3 代)

的组合，得到复合物 GUG-β-CDE (G3)，作为

Cas9 RNP 的有效负载 (图 3C)，完成了在脑内

大范围的基因编辑。通过脑室给药 GUG-β- 

CDE (G3)/Cas9 RNP 复合物后，研究者发现在

注射部位周围 2 mm 冠状片的范围内有效诱导
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了 5%的基因编辑活性和全脑中有效诱导了 1%

的基因组编辑活性 [73]。除了脑室直接给药之

外，使用载体跨过血脑屏障也是科学家们一直

探索的目标。有研究者以血糖控制作为外部诱

因，利用脑毛细血管内皮细胞上表达的葡萄糖

转运体 -1，与葡萄糖有低亲和力结合  (KD=    

3 mmol/L) 的特性，用葡萄糖包被聚合物纳米

载体，通过控制葡萄糖数量的方式，达成了通

过静脉给药在脑中得到有效累积的目的[74]。这

种由葡萄糖介导的跨脑屏障传递策略也为我们

提供了一种新颖的思路。 

3.2.3  壳聚糖 (chitosan, CS) 

壳聚糖是一种来源丰富、无毒、可生物降

解的天然多糖 [75]，它是由几丁质的 N-脱乙酰

基得到的，在酸性和中性的环境下，由于氨基

的存在，整体携带较高密度的正电荷，从而能

与核酸形成 NPs[76]。作为基因载体，壳聚糖具

有免疫原性低、生物相容性好和细胞毒性小等

优点[77]。除此之外，壳聚糖能被降解成普通的

氨基糖-N-乙酰氨基葡萄糖，通过糖蛋白的代

谢途径排出体外，生物降解性好[78]。 

1) 壳聚糖介导的 pDNA 递送 

有研究者利用了羧甲基壳聚糖作为外壳，

在此基础上进行功能化的修饰，实现了对

MCF-7 肿瘤细胞的靶向基因组编辑。该载体系

统采用了“核-壳”模式和配体介导的靶向策略

来提高编辑效率。主要的方法是使用硫酸鱼精

蛋白、CaCO3、CaP 和质粒形成纳米共沉淀核

心  (增加了膜迁移、核定位活性和质粒的装

载能力)；使用生物素和 AS1411 配体修饰的羧

甲基壳聚糖组成亲水外壳  (来实现靶向性)，

形成的 NPs 复合物整体尺寸约 300 nm，zeta 电

位约–8.0 mV (图 3D)。上述双靶向给药系统可

使 MCF-7 细胞中靶标蛋白 CDK11 显著降低

(>90%)[79]。该配体修饰的策略在增强肿瘤细胞

的靶向摄取方面也越来越受到关注。 

2) 壳聚糖介导的 RNP 的递送 

在最初的探索中，直接用壳聚糖递送 Cas9 

RNPs 进入细胞，没有观察到明显的基因编辑。

有研究者利用了一种低分子量 (约 1 kDa) 的壳

聚糖 (chitosan, CS) 作为核心，先包裹带正电

荷的红色荧光蛋白  (red fluorescent protein, 

RFP)，然后再结合 Cas9 RNP 的方式完成了胞

质递送。研究者为了加强载体和 RNP的结合能

力，在 Cas9 酶的 N 端特异插入了 20 个谷氨酸

残基 (图 3E)。使用此系统共递送 Cas9 RNP 和

donor 的情况下，介导了 12.5%±3.0%的同源重

组的效率，与常用的商业试剂 Lipofectamine 

CRISPRMAX (14.5%±3.5%) 相当 [80]。文中比

较巧妙的是，浓缩的核心 RFP 还可以作为荧光

探针进行示踪。 

有研究者更是将聚乙二醇化壳聚糖用于体

外 CRISPR/Cas9 系统的非病毒气雾剂和黏膜递

送。纳米复合物以不同的 N/P (胺基对磷酸基)

的比例合成了聚乙二醇化壳聚糖/pSpCas9-2A- 

GFP 纳米复合物 (图 3F)。该研究证明了壳聚糖

的 PEG 偶联提高了所形成纳米复合物的粘液渗

透能力和保护核酸不受 DNaseⅠ消化和雾化压

力的能力[81]。这种以雾化的方式进行吸入式的

肺部基因编辑展现出很诱人的前景。 

3.3  纳米金颗粒 
纳米金颗粒的卓越性能，在基因递送方面

一直被视为是很有前景的潜在工具，其特性包

括高的表面积与体积之比、表面化学修饰和多

功能化、容易合成以及稳定性等。此外，纳米

金颗粒的高渗透性和滞留效果使得递送的“货

物”更易于渗透和积聚。 

3.3.1  纳米金颗粒介导的 pDNA 递送 

在基因递送载体道路的探索上，可控释

放一直是科学家努力想达成的目标。2017 年， 
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图 3  多聚物介导的 CRISPR/Cas9 系统的递送   A：多聚 NPs 的制备及 HPV 感染相关宫颈癌治疗机

制示意图[68]；B：富硼酸盐树枝状大分子与蛋白质复合物形成过程示意图[72]；C：GUG-β-CDE (G3) 递

送 Cas9 RNP 介导大脑神经元编辑示意图[73]；D：CRISPR-Cas9 质粒双靶向递送系统的构建及肿瘤靶向

递送 CRISPR-Cas9 质粒以实现有效基因组编辑过程示意图[79]；E：壳聚糖包被的 RFP-NPs 介导 HDR

的基因组编辑示意图[80]；F：PEG 修饰的壳聚糖/pSpCas9-2A-GFP 纳米复合物形成示意图[81] 

Figure 3  Polymer mediated delivery of CRISPR/Cas9 system. (A) Preparation of poly NPs and treatment 
mechanism of HPV infection related cervical cancer[68]. (B) The formation process of borate rich dendrimer 
protein complex[72]. (C) The schematic diagram of delivering Cas9 RNP mediated brain neuron editing[73].  
(D) Construction of CRISPR-Cas9 plasmid double targeted delivery system and tumor targeted delivery of 
CRISPR-Cas9 plasmid to achieve effective genome editing[79]. (E) Genome editing of HDR mediated by 
chitosan coated RFP-NPs[80]. (F) The formation of PEG modified chitosan/pSpCas9-2A-GFP 
nanocomposites[81]. 
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蒋兴宇团队便构建了一种以纳米金为核心自组

装粒子 LACP (脂质/金纳米颗粒/Cas9-sgPlk-1 质

粒，lipid/AuNPs/Cas9-sgPlk-1 plasmids, LACP)，

达成了可控释放的目的。其构建同样采用  

“核-壳”的策略，其中的壳成分为脂质体外壳 

(DOTAP 、 DOPE 、 cholesterol 和 PEG2000- 

DSPE) (图 4A)。因为内部的金纳米颗粒可以收

集近红外光并将其转化为热能，这样在特定波

长和功率的光照射后，可以通过损伤脂质体

层，达到可控释放的目的。将 LACP 用于在

A375 肿瘤细胞中敲除 Plk-1 基因，发现在     

24 mW/cm2 的功率密度下照射 20 min，有 25.9%

的细胞发生了细胞凋亡，相应地 Plk-1 蛋白的

表达水平下调 65%[82]。这种基于纳米金颗粒光

热特性的 CRISPR/Cas9 系统可控释放的尝试，

为以后的基因编辑提供一种新颖的思路。无独

有偶，国家纳米中心梁兴杰团队最近的研究也

证实了可控的基因治疗的广阔前景。其团队综

合考虑了纳米药物颗粒在体内的多种生物学行

为特性，打破常规，设计构建了以纳米金为基

础的，可变形的多级次纳米药物递送系统 

(因为其结构十分像一朵盛开的太阳花，所以

叫作纳米太阳花)。然后结合体外近红外光的

调控，同时实现了大尺寸颗粒 (约 200 nm) 被

动靶向到肿瘤部位、中等尺寸颗粒 (约 50 nm) 渗

透进肿瘤内部和小尺寸颗粒 (<10 nm) 被肿瘤

细胞高效摄取，最终达到了良好的基因调控

效果[83]。 

3.3.2  纳米金颗粒介导的 RNP 递送 

纳米金在递送 Cas9 RNPs 的能力上也显示

了卓越的效力，有研究者使用精氨酸修饰的纳

米金颗粒与 Cas9 蛋白进行自组装的形式，直

接进行胞质递送。这里研究者同样对 Cas9 进

行工程化改造  (N 端添加谷胱甘肽的标签，

E-tag) 的策略 (图 4B)。研究发现，添加的 E-tag

的数量为 20 的时候，可以通过膜融合的方式

在 Hela 细胞上达到 90%有效摄取。通过该系统

递送 Cas9E15-RNP，在多种细胞系上均介导了

约 30%的有效编辑[84]。 

在造血干细胞和祖细胞  (haematopoietic 

stem and progenitor cells, HSPCs) 中，shahbazi

等发现与电转相比，AuNP/CRISPR 载体可显著

提高HDR效率并改善细胞存活情况 (图4C)。并

且在克隆形成试验和小鼠骨髓移植实验中发

现，AuNP/CRISPR 载体的处理对 HSPCs 的适

应性并无明显副作用，且增强了 HSPCs 在小鼠

骨髓中的重建潜能[85]。基于纳米金强大的比表

面积，该载体最终的大小约为 64 nm，这或许

是优于传统电转的原因。 

最近的研究中都不约而同地选择将 AuNP

作为核心进行浓缩 RNP。有研究者便以 AuNPs

为核心，构建了三重靶向肝脏的载体，成功介

导了对肝脏中 PCSK9 基因的功能性缺失的编

辑。研究中主要采取以下的方式，在体内实现

三重靶向性。其一，使用 HIV-1-转录激活因子 

(TAT) 修饰 AuNP (增强核靶向)。然后将 Cas9 

(带有 NLS) 和 sgPCSK9 的阴离子复合物结合

上去。其二，进一步封装在脂质体外壳中 

(DOTAP/DOPE)。其三，用 Gal-PEG-DSPE (半

乳糖靶向肝脏的唾液糖蛋白受体) 进行最后的修

饰，得到 Gal-LGCP (Gal-PEG-lipid/TAT-GNCs/Cas9 

RNP/sgPcsk9) (图 4D)。研究者首先在 Hepa 1-6

细胞上，通过 Gal-LGCP 递送，实现了约 57%的

编辑效率。然后通过追踪 Gal-LGCP 在体内的生

物分布，发现 Gal-LGCP 主要在肝脏聚集。在小

鼠的体内实验中，也发现 Gal-LGCP 成功介导

了 PCSK9的基因编辑，并且与之相关联的低密

度脂蛋白胆固醇水平下降约 30%[86]。 
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图 4  纳米金颗粒介导的 CIRSPR/Cas9 系统的递送   A：激光增强 LACP 敲除 A375 细胞靶基因的示

意图[82]；B：精氨酸纳米粒子通过膜融合递送工程化 Cas9 RNPs 示意图[84]；C：AUNPs/Cas RNPs 组装

结构示意图[85]；D：Gal-LGCP 合成工艺示意图[86] 

Figure 4  Gold nanoparticles mediated delivery of CRISPR/Cas9 system. (A) The schematic diagram of 
laser enhanced LACP knockout of target genes in A375 cells[82]. (B) Schematic diagram of arginine 
nanoparticles delivering engineered Cas9 RNPs through membrane fusion[84]. (C) Assembly structure of 
AuNPs/Cas RNPs[85]. (D) The synthesis process diagram of Gal-LGCP[86]. 
 

纳米金在体内较差的生物降解性是临床应

用面临的一个重要问题。在小鼠的体内实验发

现，40 nm 的纳米金粒子在 6 个月里，只有 9%

从肝脏中被排出[87]。临床前研究发现，即使注

射后超过一年，150 nm 纳米金粒子体内量也没

有明显减少[88]。基于此，美国宾夕法尼亚大学

Higbee-Dempsey 等合成了一种可生物降解的硫

醇化葡聚糖修饰的纳米金粒子，其表面修饰上

了疏水性缩醛基团。这种疏水的外表使纳米金

粒子被两亲性嵌段共聚物 PEG-PCL 密集地包裹

成大约 150 nm 的聚合胶束。当暴露在酸性环境

中缩醛基团被裂解，纳米金颗粒就变得高度

溶于水而退化降解。研究发现该载体在 3 个月

的时间里，小鼠肝脏中有>85%的纳米金颗粒

被清除[89]。这一研究解决了纳米金临床转化中

的一个关键问题，对于以纳米金为基础的载体

来说十分值得关注。 

3.4  生物膜类纳米粒子 

生物膜是由磷脂双分子层构成的半透膜结

构，主要成分为脂质、蛋白质和少量的糖类，

担负着物质交换和信息传递等重要功能。生物

膜类纳米粒子则是利用生物膜结构的一类复合
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型载体，其也因为具有免疫原性低、安全可降

解和长循环时间的特性在基因递送方面而备受

关注。根据细胞种类不同，现已经开发的生

物膜种类有红细胞外膜、白细胞外膜、血小

板外膜、间充质干细胞外膜、癌细胞外膜和

细菌外膜等等 [90-91]，以此为基础的生物膜类

纳米粒子在载药、肿瘤靶向、疫苗等方面均有

很好的应用。在生物膜类纳米粒子的发展过程

中，发现了一种由细胞分泌的天然细胞外囊泡 

(extrcellular vesicles, EVs)，同样具有生物膜的

特性，越来越多的研究显示了其在 CRISPR/Cas9

递送中惊人的潜力。 

3.4.1  EVs 介导的 pDNA 的递送 

有研究者发现肿瘤的 EVs 作为天然载体可

将 CRISPR/Cas9 质粒有效地传递到肿瘤细胞。

实验表明，肿瘤来源的 EVs 可在 SKOV3 异种

移植小鼠的卵巢癌肿瘤中选择性积累，并且诱

导了卵巢癌细胞的凋亡  (图 5A)。此外，在其

所介导的基因编辑实验中还发现增强了铂的化

学敏感性与协同的细胞毒性[92]。对于治疗癌症

来说寻求特定肿瘤来源的 EVs 或许是一个靶向

递送的全新思路。 

3.4.2  EVs 介导的 mRNA 递送 

利用 EVs 进行 RNA 的递送时，包装效率

低一直是大家思考的问题。第四军医大学杨国

栋和袁丽君团队则通过 CD9-HuR 功能化 EVs

有效包装了 CRISPR 系统。功能化的主要方式

是将 EVs 膜 CD9 与 RNA 结合蛋白融合，CD9

与 miR-155 相互作用蛋白 HuR 融合。体外实验

发现，该种 CD9-HuR 功能化 EVs 可以更高效

地负载 miR-155，更好地作用于受体细胞。对

于 CRISPR 的包装，作者研究发现该系统可以

特异募集含 AU 片段的 RNA，于是在 CRISPR

系统终止密码子的下游加上了 3xAREs，从而

显著降低了成脂干细胞 C/ebpα 的内源性表达 

(图 5B)[93]。也许更多关注 RNA 与蛋白结构的

特性，能在其包装富集方面实现进一步突破。 

3.4.3  EVs 介导的 RNP 的递送 

对于 RNP的递送有研究者利用了 EVs富含

CD63 蛋白的特性，采取了一种基于 RNA 配体

Com 和配体结合蛋白 Com 的富集系统，成功

在细胞水平上将 sgRNA 和多种 RNP 富集到

EVs 中，效率提高了 10 倍以上。具体方法是，

作者将 Com 序列插入到 sgRNA 中，同时在

CD63 蛋白的 N 端和 C 端融合 Com。由于 EVs

富含 CD63 蛋白，因此 Com-CD63-Com 在 EVs

中高表达，同时 Com-CD63-Com 和 sgRNA- 

Com 结合便达到富集的目的。当 Cas9 质粒共

转的时候，EVs 便完成了对于 sgRNA 和 RNP 的

整体包装 (图 5C)[94]。另一研究者开发了基于

EVs 的 RNP 递送系统 NanoMEDIC，采取主动

掺入的方式将 RNP 包装进了 EVs。前者利用化

学配体诱导 FRB-SpCas9 与 FKBP12-Gag HIV

二聚化，从而主动掺入 SpCas9；后者利用 HIV 

Ψ 包装信号与 Gag 之间的相互作用及两种自切

割核酶引导 sgRNA 进入 NanoMEDIC。将

NanoMEDIC 应用于不同类型细胞，如人诱导

多能干细胞、神经元和成肌细胞等，均介导了

高效的基因编辑。其中在 iPSCs 来源的骨骼肌

细胞中诱导了 90%以上的外显子跳跃活性的结

果尤其引人注目[95]。该研究中的 NanoMEDIC

能够对难以转染的细胞达到如此编辑效果，表

明进一步开发利用的潜力巨大。  

EVs 的潜在细胞特异性主要是由表面受体

决定的。有研究者同样利用了 EVs 富含 CD63

的特性，将肌肉生长抑制素前肽的抑制域融合

到 CD63 的第二个细胞外环中，以此形成的功

能化 EVs 在 mdx 小鼠中产生了明显的功能恢复

效果[96]。另一研究者采用了 DNA 适配体偶联

的方式，功能化修饰了 EVs，实现了特定细胞 
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的靶向性。选择 DNA 适配体主要基于其不具有

免疫原性和能够向 EVs 添加负电荷减少非特异

性结合的特性。研究发现一个适配体和 3 个胆

固醇锚定的修饰，在 HepG2 细胞中特异性地累

积并成功介导了 RNP 的基因编辑 (图 5D)[97]。对

于 EVs 和靶细胞特性的研究，将有利于更有针

对性地递送与治疗。 

4  总结与展望 

CRISPR/Cas9 系统在治疗单基因疾病、多

基因疾病和传染病方面，已经显示出巨大潜力。

对于临床的进一步应用仍然存在一些亟待解决

的问题，适合的载体便是其中之一。理想的载

体需要达到的要求是有效、安全和可控。 
 

 
 
图 5  生物膜类纳米粒子介导的 CRISPR/Cas9 的递送   A：卵巢癌细胞的联合治疗方案示意图[92]；B：

CD9-HuR 功能化 EVs 组装示意图[93]；C：在 EVs 中富集 RNPs 的策略示意图[94]；D：EVs 的靶向递送

设计示意图[97] 

Figure 5  Biofilm nanoparticles mediated delivery of CRISPR/Cas9. (A) Scheme of a combinatory therapy 
in treating ovarian cancer cells[92]. (B) Scheme of CD9 HuR functional EVs assembly[93]. (C) Strategy for 
enriching RNPs in EVs[94]. (D) Design and the targeted delivery of EVs[97]. 
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4.1  有效性 
CRISPR/Cas9 系统要想达到理想的编辑效

率，前提是能够被有效摄取。对于体外递送来

说，进行载体系统设计的时候需要注意的是细

胞外基质、主要的摄取机制、细胞表面特异性

表达的受体、逃逸机制和入核要求等方面。对

于体内递送来说，还需要特别注意的是，在生

理环境下 NPs 复合物的稳定性和网状内皮系统

识别和清除。 

4.2  安全性 
对于体外递送来说，安全性主要体现为细

胞毒性。对于材料设计来说，可降解性、整体

电荷密度、拓扑结构、尺寸大小方面需要尤其

注意。对于体内递送来说，主要体现在屏蔽免

疫原性，因为 CRISPR/Cas9 系统的组成部分可

以触发宿主免疫应答。所以采用 mRNA 和

Cas9 RNP 的递送形式，使得在宿主细胞内有

较短的滞留，或者值得着重考虑。 

4.3  可控性 
对于 CRISPR/Cas9 系统来说，如果能够做

到可控的基因编辑，无疑是最理想的一种状态。

可控性第一方面体现在靶向特异地摄取，不会

被额外地消耗。其次，编辑工具的可控释放与

关闭有助于减少脱靶效应的产生。最后，递送

系统的组分能够被有效降解，减少因累积而产

生的不良反应。CRISPR/Cas9 系统想要在临床

应用中更进一步，必然伴随着安全有效可控的

载体工具的突破。我们相信，未来纳米粒子在

CRISPR/Cas9 的基因治疗中，定会以主流之姿

登上历史舞台。 
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