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非病毒载体递送CRISPR/Cas9系统的研究进展
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摘要: 细菌和古细菌中发现的成簇规律间隔的短回文重复序列 (CRISPR)/CRISPR相关蛋白 (Cas) 系统是通过

CRISPR RNA引导核酸内切酶特异性断裂靶基因, 借助同源重组和非同源末端连接修复基因组DNA, 引入碱基序

列的插入、缺失或替换, 实现定向基因编辑的一个工具。它的出现为多个学科领域的基础研究带来极大的便利, 也

为临床治疗基因疾病提供了一种方式。两个主要功能组分只有进入细胞核才能发挥作用, 由于细胞内和细胞外的

多重障碍, 高效递送CRISPR/Cas到靶组织或靶细胞仍是一个巨大的挑战, 递送效率低限制了该技术的临床转化。

多种递送方式中, 非病毒载体与病毒载体、物理递送相比, 具有独特的优点, 许多学者投入了大量时间和精力设计性

质优良的非病毒递送系统, 包括阳离子脂质体、类脂纳米粒、阳离子聚合物、囊泡、金纳米粒、多肽和蛋白等。本文对

CRISPR/Cas9的作用机制, 基于质粒、mRNA和RNP的基因编辑实现方式、这些方式面临的困难和非病毒载体的研

究进展进行了总结。
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Abstract: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR associated protein

system exerts genome editing effect through cleaving DNA double strands using RNA-guided endonuclease.

Double-strand breaks were repaired via homology directed repair (HDR) or nonhomologous end joining (NHEJ),

accompanied by insertions, deletions or replacements into the genome. As a powerful tool, CRISPR/Cas system has

provided tremendous convenience for basic researches and may pave the path to treat genetic diseases and cancers.

Genome editing could be achieved only when both CRISPR RNA and Cas protein are delivered into nucleus of

target cell. Compared with physical and viral delivery, nonviral delivery of CRISPR/Cas system possesses unique

advantages in terms of safety, loading capacity and preparation. Hence, many researchers have devoted themselves

to the development of nonviral vectors with high delivery efficiency which is important for the application and

translation of the promising technology. Advances on cationic liposomes, lipid like nanoparticles, cationic

polymers, AuNPs, vesicles, polypeptides, proteins and so on have been made. We will give a brief introduction to

the mechanism of CRISPR/Cas9, problems faced by nonviral delivery of CRISPR/Cas9 system in forms of

plasmid, mRNA and protein; examples of non-viral vectors, hoping to give some hints on design of safe and

efficient nonviral vectors for genome editing.
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基因编辑技术 (genome editing) 可以精确地破坏、

插入或替换基因组中特定位点的DNA序列, 在基因功

能的研究和遗传疾病的治疗中发挥着巨大的作用。人工

核酸内切酶 (engineered endonuclease, EEN) 介导的基

因编辑技术极大地改善了早期基于同源重组的基因打靶

技术 (gene targeting) 效率低的问题, 使得科研工作者可

以高效地对各种细胞类型和生物的任何基因进行编辑[1]。

EEN 主要包括 : 锌指核酸酶 (zinc finger nucleases,

ZFN)、转录激活因子样效应物核酸酶 (transcription

activator-like effector nucleases, TALEN) 及 CRISPR/

Cas技术[1]。

1 CRISPR/Cas9基因编辑技术简介及作用机制

成簇的规律间隔的短回文重复序列 (clustered

regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)

是广泛存在于细菌和古细菌中的一组DNA 序列[2], 由

重复 (repeats) 序列和间隔 (spacer) 序列组成。其中间

隔序列与外源性DNA具有同源性, 是噬菌体、病毒等

侵入性核酸留下的痕迹, 在随后的感染中可以检测和

破坏类似的 DNA。Cas 序列位于 CRISPR 序列的附

近 , 编码与 CRISPR 功能密切相关的蛋白。CRISPR/

Cas系统是细菌和古细菌在抵御病毒和质粒的不断入

侵中演化来的一种获得性免疫防御机制[3-6]。

根据使用Cas蛋白的种类, CRISPR/Cas系统分为

两类: 第一类 CRISPR/Cas 系统功能的实现需要多种

Cas蛋白; CRISPR/Cas9属于第二类中的 II型CRISPR/

Cas系统, 仅使用具有多个功能域的一种Cas蛋白, 即

CRISPR 相 关 蛋 白 9 (CRISPR-associated protein 9,

Cas9)[2,7]。CRISPR/Cas9系统由两部分组成: ① crRNA

(CRISPR RNA, crRNA) 和 反 式 激 活 CRISPR RNA

(tracrRNA), crRNA 以 CRISPR 序列为模板转录而来 ,

与 tracrRNA 通过碱基互补配对形成的嵌合 RNA

(tracrRNA/crRNA) 可以引导Cas9结合到特定DNA位

点 ; ② Cas9 由 Cas 序列编码的一种核酸内切酶 , 以

tracrRNA/crRNA作为向导并识别特定的前间隔序列邻

近基序 (protospacer-adjacent motif, PAM) 后 , Cas9 的

HNH 结构域切割和 tracrRNA/crRNA 互补的 DNA

链 , RuvC 结构域切割另一条 DNA 链形成双链断裂

(double strand break, DSB)[8]。科研人员将这两条RNA

融合成一条单链向导RNA (single-guide RNA, sgRNA),

Cas9与 sgRNA结合后也能够识别并切割与 sgRNA互

补配对的DNA。对 sgRNA序列进行设计, 可以切割不

同的目的基因。基因组特定位点产生DSB后, 受损的基

因组可以通过非同源末端连接 (non-homologous end

joining, NHEJ) 形成随机的多个碱基的插入 (insertions)

或删除 (deletions), 从而使目的基因失活; 也可以通过

同源重组修复 (homology directed repair, HDR) 机制 ,

在模板 (donor template) 存在的条件下, 实现定点的基

因替换 (replacements) (图 1)[8-10]。由于Cas9的核酸酶

活性高、sgRNA识别机制的特点, 基因编辑效率和特

异性都很高, 该技术已广泛应用于基因编辑, 涉及各个

领域, 包括生命科学、生物技术、医学和农业, 在新药研

发过程中, 对靶基因的定点编辑使得构建动物模型或

细胞系模型更加便捷, 极大地加速了药物靶点的筛选

验证及新药的研发[11]。

2 CRISPR/Cas9基因编辑的实现方式

CRISPR/Cas9 来源于原核生物 , 对靶细胞的基

因进行编辑需要将功能组分递送到胞内。目前, 在靶

细胞实现基因编辑的方式有 3 种 (图 2): ① 递送编

码Cas9蛋白和 sgRNA的质粒; ② 递送Cas9 mRNA和

sgRNA; ③ 递送 Cas9 蛋白和 sgRNA, 可以分别递送

Cas9 蛋白和 sgRNA, 也可以递送二者结合形成的核

糖核蛋白复合物 (ribonucleoprotein complexes, RNP)。

CRISPR/Cas9系统递送方法包括: 物理方法 (微注射、

电穿孔、核感染和膜变形)、病毒载体和非病毒载体。

物理方法主要用于体外或离体细胞和组织的基因编

辑[12,13]; 病毒载体目前已广泛应用于 CRISPR/Cas9 系

统的体内外给药, 但其基本缺点, 如致癌风险大、插入

Figure 1 Mechanism of genome editing by CRISPR/Cas9.

CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats;

Cas9: CRISPR-associated protein 9; PAM: Protospacer-adjacent

motif; sgRNA: Single-guide RNA; DSB: Double strand break; NHEJ:

Non-homologous end joining; HDR: Homology directed repair
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体积小、免疫应答和难以大规模生产等, 严重限制了进

一步应用[14]; 适合体内递送CRISPR/Cas9系统的高效

非病毒载体亟待研究。

2.1 递送 CRISPR/Cas9质粒 pX330是最常用于真

核细胞基因组的CRISPR/Cas9二合一质粒, 8 963 bp、

分子质量 5.55×103 kDa, 具有 1.79×104个磷酸根, 单个

质粒带 1.79×104个负电荷[15,16]。递送 CRISPR/Cas9质

粒进行基因编辑, 质粒可以同时编码Cas9蛋白、sgRNA

和HDR模板, 操作简单, 成本低, 且双链DNA的稳定

性比Cas9蛋白和Cas9 mRNA更好。但 pDNA尺寸过

大, 负电荷很强, 给负载和包埋都带来了较大的困难,

显著增加了 CRISPR/Cas9系统递送和表达的难度[17];

此外 , pDNA 需要进入细胞核进行转录 , 转录的 Cas9

mRNA需要转移到细胞质中进行翻译, 并与 sgRNA组

装后进入细胞核才能发挥功能, 整个过程需要较长的

时间; pDNA可能会随机整合到细胞的基因组中, 导致

Cas9蛋白长时间存在于细胞中, 这可能会导致更高的

脱靶效应和强烈的免疫反应[18]; 对于不断分裂的细胞,

质粒在核膜解体时扩散到细胞核中, 对于非分裂细胞,

需要额外的核定位信号 (nuclear localization sequence,

NLS) 或阳离子细胞穿透肽 (cell-penetrating peptides,

CPPs) 才能将质粒转运到细胞核中[19-21]。

pCas9/sgRNA递送系统应具备以下特点: ① 具有

足够的正电荷, 阳离子脂质或具有丰富氨基的聚合物

适合用于制备递送系统, 但是高正电荷会引起细胞毒

性, 必须综合考虑; ② 尽管 pX330的双链结构相对稳

定, 但血清和体液富含核酸酶, 高表达Toll样受体的先

天免疫细胞能够识别DNA并引起炎症[22], 递送系统需

要保护 pX330免受降解, 同时降低 pX330的免疫原性;

③ 将 pX330选择性地递送到靶细胞中, 由于不同组织

细胞的基因组相同, pX330一旦表达, 可以非选择性地

编辑每个细胞的基因组, 具有细胞靶向能力的递送系

统可以使脱靶效应和潜在的安全风险最小化。

2.2 递送Cas9mRNA和sgRNA Cas9mRNA和sgRNA

通常使用 dsDNA模板通过体外转录得到, dsDNA模板

的序列源自 pCas9。将 Cas9 mRNA 和 sgRNA 递送到

靶细胞后 , Cas9 mRNA 翻译表达成 Cas9 蛋白 , 随后

Cas9蛋白与 sgRNA在细胞内形成RNP发挥基因编辑作

用。Cas9 mRNA为单链线性RNA, 长度约为 4 300 nt,

分子质量约为1.38×103 kDa,含约4 300个负电荷, sgRNA

长度约 100 nt。基因编辑过程中, Cas9 mRNA无需入

核, 进入细胞质即可翻译加工成Cas9蛋白, Cas9蛋白

的表达是瞬时的, 产生的脱靶效应比CRISPR/Cas9质

粒更低, 起效更快, 没有整合风险, 不会引发免疫反应,

对于临床治疗更安全。但Cas9 mRNA在细胞质中的

半衰期很短, 24 h内会降解, 极不稳定, 对递送系统要

求更高, 瞬时表达虽然减少了脱靶效应和免疫反应, 但

会导致效率降低。与基于质粒的CRISPR/Cas9可以利

用特定的启动子来驱动 Cas9 的特异性表达[23]不同 ,

Cas9 mRNA在翻译成Cas9核酸酶后可以非特异性地

编辑每种细胞。

鉴于Cas9 mRNA自身的长度及其与 sgRNA长度

的巨大差异, 理想的非病毒载体需具有较强的正电荷,

能同时封装长和短RNA且有效压缩Cas9 mRNA。在

改善单链RNA (ssRNA) 稳定性方面, 科研人员已尝试

通过对 Cas mRNA 和 sgRNA 进行化学修饰来抵抗核

酸酶的降解, 提高其稳定性和基因编辑效率[24-26], 设计

非病毒载体时也可以将二者封装在纳米粒内部, 避免

RNase的降解和免疫系统的识别。递送系统需要选择

性地进入靶细胞, 减少脱靶效应; 进入细胞后, 递送系

统应能在内含体中保持完整, 并迅速成功逃逸进入细

胞质发挥功能。

2.3 递送 Cas9 蛋白和 sgRNA Cas9 蛋白可直接购

买, 但价格昂贵且无法设计定制。使用pET-28b质粒表

达Cas9蛋白也是获得Cas9蛋白的一种方式, sgRNA可

以通过体外转录制备, Cas9蛋白和 sgRNA体外孵育得

到 RNP[27]。Cas9 蛋白带有 22 个正电荷 , 而 sgRNA 带

有约 100个负电荷, RNP的总电荷为负, 大小约 10 nm。

由于无需转录和翻译, 该递送方式能快速实现基因编

辑。RNP进入细胞后迅速降解, 只能短暂地发挥功能,

可以减少脱靶效应、毒性和免疫反应。但是Cas9蛋白

(约 160 kDa) 分子质量巨大且带正电荷, sgRNA 呈现

强负电荷, 要实现Cas9/sgRNA RNPs的高效递送较为

困难。因为成本和细菌内毒素污染问题, 想要获得大

量高活性的Cas9蛋白也存在一定难度。与主要诱导

先天性免疫应答的质粒和 RNA 不同 , RNP 可以引起

适应性免疫应答。78% 成年人中检测到了针对金葡

菌Cas9复合物 (Staphylococcus aureus, SaCas9) 的 IgG

抗体, 而 58%成年人中携带了针对化脓性链球菌Cas9

(Streptococcus pyogenes, SpCas9)的IgG抗体[28]。在67%

Figure 2 Genome editing by three forms of CRISPR/Cas9:

① pCas9/sgRNA, ② mRNA and sgRNA, ③ Cas9 and sgRNA
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人类供体中检测到了抗 SpCas9 T细胞[28]。抗Cas9抗

体和 T 细胞在人类中已经存在。抗体可以直接与

Cas9 RNP结合, 而当靶细胞表面存在Cas9 RNP时, 抗

Cas9 T细胞可以攻击靶细胞[29]。

设计和制备递送系统时需要重点考虑如何维持

Cas9的核酸酶活性, 保护RNP抵抗血清和体液中的蛋

白酶、核酸酶、抗体和 T 细胞的识别。一旦进入靶细

胞, 递送系统应帮助RNP从内含体快速逃逸到细胞质

中, 以便于 RNP在 Cas9末端 NLS的帮助下进入细胞

核中。此外, 递送系统上修饰 CPPs或 NLS也有助于

RNP进入细胞核发挥功能。

3 非病毒载体的研究进展

3.1 基于脂质、类脂质的非病毒载体 阳离子脂质和

类脂质载体可以借助静电相互作用装载核酸 , 已被

广泛用于microRNA、siRNA和 shRNA等的递送, 同理

可递送基于质粒 DNA、mRNA、RNP 的 CRISPR/Cas9

系统。虽然Cas9蛋白带 22个正电荷, 但与 sgRNA结

合或与带负电荷的绿色荧光蛋白 (GFP) 融合表达后会

阴离子化 , 局部注射后 , 商用转染试剂 Lipofectamine

2000可将RNP递送到小鼠内耳毛细胞中[30]。此外, 很

多结构新颖、性能优良的脂质和类脂质材料被设计出

来用于载体构建, 这些载体往往需要 PEG修饰以屏蔽

载体正电荷, 减少蛋白吸附, 提高循环稳定性, 使其达

到体内给药的要求。

常用的合成磷脂分子有两条相同的疏水链, 一些

非常规的脂质和类脂质也可以高效递送CRISPR/Cas9

系统。Li等[31]利用N1,N3,N5-三 (2-氨基乙基) 苯-1,3,5

三甲酰胺 (TT) 的 3 个活性氨基 , 合成了有 3 个疏水

尾巴的类脂质 , 建立了一个类脂纳米粒 (lipid-like

nanoparticles, LLN) 库。Jiang等[32]在此基础上对 TT3

LLN进行处方优化, 静脉给药后可以消除小鼠肝细胞

中的乙型肝炎病毒 (HBV), 显著降低前蛋白转化酶枯

草溶菌素 9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type

9, PCSK9) 蛋白水平。Dharmalingam等[33]使用食品级

棕榈硬脂酸和甘油制备了具有两条不对称疏水链的脂

质体。体外实验表明, 相比对称脂质体 (P-Lips), 不对

称脂质体 (PS-Lips) 可以更有效地转染 pCas。Schuh

等[34]用疏水链含有 6～12 个碳原子的中链甘油三酯

(medium chain triglycerides, MCT) 制备的阳离子纳米

乳以吸附和封装两种方式装载 pCRISPR/Cas9和供体

DNA, 可以成功转染成纤维细胞, 提高 α-艾杜糖醛酸

酶 (alpha-L-iduronidase, IDUA) 的活性 , 为治疗 Ⅰ型黏

多糖病提供了一种可能的方法。

为了提高递送效率 , Miller等[35]设计了一类两性

离子氨基脂质 (zwitterionic amino lipids, ZALs), 制备

的纳米粒称为ZNP (ZAL nanoparticles), 其中基于环氧

结构的 ZAL (ZA3-Ep10) 递送效率最高。ZNP递送低

剂量 (15 nmol·L-1) sgRNA即可将细胞蛋白表达降低超

过 90%。静脉注射ZNP可对小鼠肝、肾和肺等器官进

行基因编辑。为促进载体内含体逃逸, 提高基因编辑

效率 , Liu 等[36]设计、筛选出一种生物还原性脂质

BAMEA-O16B (含有 3个二硫键), 其制备的脂质纳米

粒 (lipid nanoparticle, LNP) 进入细胞后, 可以响应还原

环境迅速释放 Cas9 mRNA, 对 HEK (人胚胎肾细胞)-

EGFP (增强绿色荧光蛋白) 细胞 EGFP的敲除效率达

到 90%; 静脉注射可以将小鼠血清PCSK9水平敲低至

对照组的 20%。脂质体或 LNP递送RNP的缺点是大

多数RNP被吸附在载体表面, 无法保护RNP在全身注

射后不受核酸酶降解和免疫识别。将RNP封装在载

体内部有利于提高循环稳定性, 也是对载体胞内迅速

释放RNP能力的考验, 利用肿瘤细胞胞内环境的特点

设计环境响应型载体是解决问题的一个思路。除了递

送 Cas9 mRNA, Wang 等[37]合成并筛选出的还原响应

型脂质X-O14B(X代表胺的个数) 可以作为RNP的高

效载体。Li等[38]改变磷脂的亲水头部并在亲水头和脂

肪尾之间引入了酰胺键, 研发出 20种安全性良好的还

原响应型脂质。

脂质材料和其他材料 (如鱼精蛋白、聚合物、金纳

米粒等) 结合使用可以设计出高效的载体。Zhang

等[39]在硫酸软骨素 (chondroitin sulfate) 的辅助下 , 将

pCas9/sgRNA 与鱼精蛋白 (protamine, PS) 复合 , 得到

负电三元核心 , 外层包覆阳离子脂质体保护质粒免

受核酸降解。最后, 将DSPE-PEG通过后插入法修饰

在LNP表面, 得到PLNP (PEG LNP)。瘤内注射pCas9/

gPLK-1 PLNP可以破坏A375细胞的 PLK-1 (poll样激

酶-1), 对肿瘤生长的抑制率达67%。

脂质载体经 PEG修饰实现长循环, 通过被动靶向

作用可蓄积于肿瘤组织, 对其进行配体修饰或对脂质

进行结构改造可以增强载体的靶向性, 促进细胞摄取,

提高递送效率。He等[40]构建了叶酸受体靶向脂质体

(F-LP), 体内递送 pCRISPR/Cas靶向阻断DNA甲基转

移酶 1基因, 对紫杉醇敏感和紫杉醇耐药的乳腺癌都

有抑制作用。Li等[41]使用了多功能肽R8-dGR (整合素

αvβ3和 neuropilin-1的配体) 修饰阳离子脂质体, 将脂质

体和紫杉醇同时静脉注射后, 可阻断缺氧诱导因子-1α,

抑制肿瘤转移, 延长胰腺癌小鼠的生存期。Guo等[42]

制备了细胞间黏附分子 -1 (intercellular cell adhesion

molecule-1, ICAM1) 抗体修饰的非阳离子纳米脂质凝

胶系统 (tumor targeted nanolipogel system, tNLG), 全

身给药 tNLG可以有效敲除三阴性乳腺癌 (TNBC) 中

·· 2609



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(11): 2606 −2617

的脂质运载蛋白 2 (lipocalin 2, Lcn2), 对TNBC的编辑

效率达81%, 生长抑制率达77%。

除了修饰主动靶向配体增强载体的主动靶向性,

Dong 等 [43]受脂蛋白启发 , 设计了一种脂肽纳米粒

(lipopeptide nanoparticles, LPN) 用于 siRNA 的选择性

递送。脂肽是以氨基酸、寡肽或多肽作为亲水头部连

接脂质的疏水性尾巴得到的新的脂质。在众多脂肽

中 , cKK-E12 对肝细胞显示出极高的特异性 , 在动物

模型中具有强大的沉默效应。通过微流控技术制备

cKK-E12 LPN 装载经化学修饰的 Cas9 mRNA/gRNA

阻断PCSK9[44]。静脉注射Cas9 mRNA/gPCSK9 LNP可

显著降低高胆固醇血症模型小鼠的血清胆固醇水平。

类脂化合物在体内无法降解, 会带来严重的不良反

应, 设计生物可降解的脂质或类脂化合物可以进一步提

高载体安全性。Zhang等[45]设计并合成了一系列生物

可降解的类脂化合物, 两个先导材料: 具有线性酯链结

构的MPA (N-甲基-1,3丙二胺)-A和具有分枝酯链结构

的 MPA-Ab制备的 LLN 可以在体内外高效递送 Cas9

mRNA/gRNA用于基因编辑。Finn等[46]合成了一种可

电离脂质LP01, 其生物可降解、相容性好。LNP-INT01

(LP01制备的脂质纳米粒) 单次给药后可以高效阻断

小鼠肝细胞中转甲状腺素蛋白 (transthyretin, Ttr) 基

因, 血清转甲状腺素蛋白水平降低 97%, 效果持续时间

≥12个月。

以上阳离子脂质和类脂质非病毒载体介导CRISPR

系统递送见表1。

3.2 基于聚合物的非病毒载体 聚乙烯亚胺 (polyeth‐

ylenimine, PEI) 作为基因递送的“金标准”, 可以递送不

同大小核酸。研究表明, 支化 PEI (25 kDa) 可以用作

pCas9/sgRNA 载体 , 支化 PEI 以细胞毒性较低的 N/P

比 (阳离子聚合物的氮原子与DNA的磷酸基团的浓度

比) 转染时与脂质体转染的效率没有显著性差异[47]; β-

环糊精修饰可以降低 PEI (25 kDa) 的毒性, 有利于实

现多次给药[48]; 除了高分子量PEI, 二油酰磷脂酰乙醇胺

(PE) 修饰的低分子量PEI (2 kDa) 也可以压缩pCas[49]。

PEI也被用于递送 RNP, 静电作用是负电物质常

用的装载策略, Cho等[50]将 PEI和Cas9 RNP混合形成

带正电的复合物, 然后将复合物通过静电相互作用装载

到卵磷脂脂质体中。静脉注射后可以有效破坏二肽基

肽酶-4 (dipeptidyl peptidase-4, DPP-4) 基因, 改善 db/db

小鼠的 2型糖尿病 (type-2 diabetes, T2D) 症状; 通过共

价修饰和融合表达使Cas9蛋白获得理想的表面电荷

也是 RNP 递送时常用的方法 , Kang 等[51]用支化 PEI

(bPEI) 共价修饰 Cas9 蛋白增强其正电荷 , Cas9-bPEI

与gRNA混合形成纳米复合物可以逆转细菌耐药性。

上述的PEI递送 pCas9研究应用限于细胞水平, 体

内递送 pCas9需要提高 PEI的循环稳定性和肿瘤靶向

性: PEG修饰、靶向配体修饰、透明质酸 (HA)、环境敏感

型外壳包覆和氟化物修饰都是可行的方法。Liang等[52]

合成PEG-PEI-胆固醇 (PPC) 聚合物用于pCas9递送, 骨

肉瘤 (OS) 细胞特异性适体LC09作为靶头, 静脉注射后

LC09可以促进pCas9选择性地分布在OS肿瘤中, 载体

阻断血管内皮生长因子A (VEGFA), 降低OS恶性程度

及其肺转移。研究表明, 用氟化物修饰后阳离子聚合

物可以有效地封装核酸[53], 受此启发, Li等[54]设计了一

种核壳纳米粒, 以七氟丁酸氟化的 PEI (1.8 kDa) 压缩

质粒作为核心, RGD-R8-PEG-HA作为外壳, HA屏蔽了

核心的正电荷, PEG提高了载体稳定性, RGD-R8增强

载体靶向性。纳米粒装载 pCas9/sgMTH1腹腔给药后

对小鼠卵巢癌转移瘤的生长有显著的抑制作用。Liu

等[55]用 2,3-二甲基马来酸酐 (DMMA) 修饰 PEG-b-聚

赖氨酸得到 mPEG-b-PLys/DMMA, 作为环境响应外

壳, 包覆苯硼酸 (PBA)-PEI, 得到肿瘤组织弱酸性微环

境响应型的核壳结构纳米粒。在肿瘤组织酸性环境

中, DMMA降解, 外壳表面电荷变正, 离开正电荷核心,

PBA 通过与肿瘤表面的唾液酸结合增强细胞摄取。

该递送系统可以递送 pCRISPR-dCas9 (失活 Cas9) 激

活miR-524表达从而抑制MDA-MB-231肿瘤的生长。

此外, 支化富羟基聚阳离子 (ARP-F)[56]、聚精氨酸

微囊[57]、乙醇胺胺化的聚 (甲基丙烯酸缩水甘油酯)[58]、

聚 (β -氨基酯) (PBAE) [59]、季铵封端的聚环氧丙烷

(PPO-NMe3)、两亲性普朗尼克F127自组装成的胶束[60]

和刷状半导体聚合物[61]等也被用于pCas9/sgRNA的体

内外递送。

聚合物载体递送 RNP也取得了一系列进展 , Liu

等[62]为了找到简便高效的蛋白递送方式, 合成并筛选

出 PBA修饰的树状大分子 P1-P4, 用于包括Cas9 RNP

在内共 13种蛋白的递送。P4可以通过硼-氮络合、阳

离子-π键相互作用、正负电荷间的离子相互作用与蛋

白质复合。P4与Cas9 RNP形成直径 300 nm左右的单

分散纳米粒, 其对人肾上皮细胞 (293T) 的EGFP可实

现 40%敲除, 对选取的两个靶位点的编辑效率都可以

达到 20%左右。单体原位发生自由基聚合反应形成

聚合物胶囊封装Cas9 RNP, 有利于解决RNP表面电荷

分布不均的问题。Chen等[63]将含咪唑的单体、谷胱甘

肽 (GSH) 敏感的交联剂和 PEG可通过氢键和范德华

力吸附到RNP的表面, 单体之间发生丙烯酸酯自由基

聚合反应, 形成聚合物纳米胶囊。得到的GSH敏感、

易修饰的纳米胶囊在细胞摄取后可以保护内含体中

Cas9 RNP, 逃逸到细胞质后被 GSH 迅速降解 , 释放
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RNP发挥基因编辑功能。

Xu 等[64]设计的阳离子脂质辅助聚合物纳米粒

(cationic lipid-assisted polymeric nanoparticles, CLAN)

最初用于 siRNA递送, 已证明其能够递送各种核酸, 包

括 siRNA、miRNA、CpG 寡脱氧核苷酸、mRNA 和质

粒。鉴于阳离子脂质在该递送系统中起到辅助聚合装

载核酸的作用, 被归类到基于聚合物的非病毒载体。

慢性髓系白血病 (CML) 是由断点簇区域 (BCR) 基因

与Abelson小鼠白血病病毒癌基因同源物 (ABL) 基因

的融合引起的。基于 CRISPR/Cas9 切割靶基因形成

Table 1 Examples of lipid and lipid-like non-viral vector-mediated CRISPR delivery. DOPE: 2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine;

Chol:Cholesterol;EGFP:Enhancedgreen fluorescenceprotein;DMG-PEG:1,2-Dimyristoyl-sn-glycerol-methoxypolyethyleneglycol;DOTAP:

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-trimethylammonium propane; DSPE-PEG: 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- [methoxy(poly‐

ethylene glycol)]; DOPC: 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine; DSPC: 1,2-Dioctadecanoyl-sn-glycero-3-phophocholine

Vector

Lipofectamine 2000

TT3 LLN

Liposomes with

asymmetric core

Cationic

nanoemulsion

ZNP

BAMEA-O16B

LNP

8-O14B LNP

PS/chondroitin

sulfate/pCas @PEG

lip

F-LP

R8-dGR-lip

ICAM1-tNLGs

cKK-E12 LPN

Biodegradable LLN

LNP-INT01

Material

TT3

DOPE

Chol,

DMG-PEG

PS-Lips

Chol

MCT,

DOPE,

DOTAP,

DSPE-PEG

ZA3-Ep10,

Chol,

PEG-lipid

BAMEA-O16B,

Chol,

DOPE,

DSPE-PEG

8-O14B,

DOPE,

C16-PEG-ceramide

DOTAP,

DOPE,

Chol,

DSPE-PEG

DOTAP,

Chol,

mPEG-succinyl-Chol,

F-PEG-succinyl-Chol

DOTAP,

Chol,

R8-dGR-DSPE-PEG

DOPC,

DSPE-PEG-ICAM1

cKK-E12,

Chol,

C14-PEG,

DOPE

MPA-A,

MPA-Ab

LP01,

Chol,

DSPC,

DMG-PEG

Cargo format

RNP

Cas9-GFP

mRNA/gRNA

Plasmid DNA

Plasmid DNA,

donor

mRNA/gRNA

mRNA/gRNA

RNP

Plasmid DNA

Plasmid DNA

Plasmid DNA

Plasmid DNA

mRNA/gRNA

mRNA/gRNA

mRNA/gRNA

Main finding

Efficient delivery of RNP and 20% Cas9-mediated genome modification

in mouse inner ear hair cells[30]

Reducing the percentage of EGFP-positive cells by over 50%, significant

decrease of HBV viral loads and reduction of PCSK9 protein level[32]

PS-Lips were found to be more effective in delivering genome-editing

tools than P-Lip in HEK-293 cells[33]

Nanoemulsions could effectively transfect MPS I p.Trp402∗ patient's

fibroblasts, as well as enable the production of IDUA[34]

ZNP delivery of low sgRNA doses (15 nmol·L-1) reduces protein

expression by >90% in cells, enables permanent DNA editing with an

indefinitely sustained 95% decrease in protein expression[35]

Knocks out GFP expression of HEK-EGFP cells with efficiency up to

90%, the iv injection of BAMEA-O16B LNP knocks down PCSK9 level

in mouse serum down to 20% of nontreatment[36]

Genome editing with efficiencies greater than 70%[37]

Significant down regulation of Polo-like kinase 1 (PLK-1) protein and

suppression of the tumor growth (>67%) in vivo[39]

In vitro indel percentage 28.6%; the tumor growth of both paclitaxel-

sensitive (inhibition rate 53.6%) and -resistant ovarian cancers (inhibition

rate 45.9%) inhibited, fewer adverse effects than paclitaxel injection[40]

In vitro indel percentage 24.3%, metastasis of pancreatic cancer in livers

and lungs were inhibited[41]

Systemically administered tNLGs mediated >81% CRISPR knockout

of Lcn2 in TNBC tumor tissues, resulting in significant tumor growth

suppression (>77%)[42]

A single iv injection into mice induces >80% editing of PCSK9 in the

liver, serum PCSK9 is reduced to undetectable levels, and cholesterol

levels are significantly lowered about 35% to 40% in animals[44]

MPA-A and MPA-Ab LLNs exhibited efficient delivery of Cas9 mRNA

both in vitro and in vivo[45]

LNP-INT01 was biodegradable and well tolerated a single administration

enabled >97% reduction in serum Ttr protein levels that persisted for at

least 12 months[46]
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DSB破坏基因功能的作用机制, Liu等[65]对CML小鼠静脉

注射CLAN pCas9/gBCR-ABL有效地阻断了血液和骨

髓中CML细胞的BCR-ABL基因, 提高CML小鼠的存

活率。

如何提高 CLAN递送 CRISPR/Cas9的特异性, 研

究人员给出了两种解决办法: 一是不断优化CLAN的

性质, 实现了对中性粒细胞[66]、B细胞[67]、巨噬细胞[68]

和树突状细胞[69]的选择性递送 ; 二是将 pCas/sgRNA

的启动子更换为细胞特异性的启动子, 例如: Luo等[23]

对 pCas 进行改造 , 以 CD68 启动子替代 pX330 和

pX458的鸡 β-肌动蛋白启动子得到 pM330和 pM458。

CD68启动子可以启动巨噬细胞和单核细胞前体细胞

中CD68蛋白的表达, 改造后的 pCas/sgRNA在巨噬细

胞中特异性启动Cas9核酸酶表达, 从而提高基因编辑

的特异性, 降低脱靶效应。

3.3 基于囊泡的非病毒载体 外泌体是天然形成的

囊泡, 具有生物相容性高和免疫原性低的优点, 且已被

证明具有细胞定位能力, 可以携带各种生物分子 (质

粒、siRNA和miRNA)。与来源于上皮细胞的外泌体相

比, 来源于肿瘤细胞的外泌体可以借助自身的细胞嗜

性高效靶向递送 pCas9/sgRNA到肿瘤组织。Kim等[70]

纯化了 SKOV3 (人卵巢癌细胞) 的外泌体 (SKOV3-

Exo), 静脉注射后SKOV3-Exo选择性地蓄积在SKOV3

肿瘤中 , 通过阻断聚 (ADP-核糖) 聚合酶-1 (PARP-1)

基因抑制肿瘤的生长。Chen等[71]将HPV或HBV特异

性 CRISPR/Cas9 表达质粒分别转染到 HeLa 细胞和

HuH7细胞中, 发现靶向HPV或HBV的 gRNA和Cas9

蛋白可以分别封装到两种细胞产生的内源性外泌体

中。内源性的外泌体或可用作CRISPR/Cas9系统一种

安全有效的递送载体, 但也可能使基因编辑技术的脱

靶效应和安全性问题更加复杂。

提高外泌体对CRISPR/Cas9系统的包封率有两种

方法: 制备杂化外泌体或引入可以富集CRISPR/Cas9

的成分, 这些成分可以通过蛋白-RNA、蛋白-蛋白相互

作用将mRNA和RNP高效装载到外泌体。Lin等[72]将

pCas9和阳离子脂质体复合, 再与外泌体共孵育制备

杂化外泌体, 提高了 pCas9的负载量, 对于不能单独使

用脂质体转染的间充质干细胞也有较好的转染效果。

dCas9 mRNA的长度近 5 000 nt, 难以通过电穿孔或其

他方法封装到外泌体中, Li等[73]将外泌体表面标志物

CD9和人抗原R (HuR) 融合表达, 在dCas9 mRNA序列

中增加 3个富 AU 元件 (AU rich element, ARE)。HuR

是一种RNA结合蛋白, 与RNA序列中ARE具有高度

亲和力, 如此可将 dCas9 mRNA 和 gRNA高效装载到

CD9-HuR功能化的外泌体中。静脉给药后, CD9-HuR

外泌体可递送dCas9 mRNA和 gRNA至肝脏, 实现了基

因沉默。Wang等[74]设计了一种功能化的细胞外囊泡

(extracellular vesicles, EV), 即抑制蛋白结构域蛋白 1

(arrestin domain containing protein 1, ARRDC1) 介导的

微囊泡 (ARMMs)。ARRDC1与WW结构域 [约 40个氨

基酸组成的结构域, 含有两个色氨酸 (W) 残基] 之间

存在相互作用, Cas9蛋白与WW结构域 (来源于 ITCH

蛋白) 融合后可以被募集到ARMM。结果表明, ARMM

可以显著减少EGFP阳性细胞, 除了递送Cas9 RNP, 还

可以递送蛋白和RNA。

此外, 来源于红细胞 (red blood cells, RBC) 的 EV

可以用于基于质粒和 RNA 的 CRISPR/Cas9 转染 , 而

且对 Cas9 mRNA/gRNA 的递送更高效[75]; Campbell

等[76]制备纳米囊泡 (gesicles) 时, 将水疱性口炎病毒G

(VSV-G) 和红色荧光蛋白 (cherry picker red) 质粒转

染到 293T细胞, 可以促进囊泡的形成及Cas9 RNP的

装载。

3.4 基于金纳米粒的非病毒载体 金纳米粒 (AuNPs)

与带巯基 (-SH) 的物质很容易通过Au-S键交联, 从而

改变其表面电荷、亲水性和靶向性, 已被用于 pCas9和

RNP的递送。

AuNPs表面修饰阳离子肽后, 可以通过静电作用

吸附 pCas9, Wang等[77]将具有细胞核靶向能力的 TAT

肽 (C端为半胱氨酸) 修饰在AuNPs的表面, pCas9通过

静电相互作用被压缩在AuNPs的表面, 外层包覆 PEG

修饰的阳离子脂质体。静脉给药后, 载体蓄积在黑色

素瘤中, 进入细胞后, pCas9通过AuNPs的激光触发的

热效应释放 , 阳离子 TAT 肽可以引导 pCas9/sgPLK-1

进入细胞核, 破坏PLK-1基因以抑制肿瘤生长。

与质粒相比, Cas9 RNP表面电荷分布更为复杂, 将

正电荷单体、负电荷单体吸附到RNP表面后形成原位

聚合纳米胶囊[63]是解决问题的一种策略, Mout等[78]提

出另一种思路, 即增强RNP的负电荷从而增强RNP和

AuNPs之间的静电作用。他们将谷氨酸多肽 (Etag) 连接

到Cas9的N端来增强负电荷, 将NLS连接到C端促进

Cas9入核, 得到Cas9En (n为谷氨酸个数) 可以通过氢

键/静电相互作用与精氨酸化的AuNPs (ArgNPs) 形成

纳米组装体。该纳米组装体可在HeLa细胞上进行跨膜

转移, 然后将Cas9En RNP递送到细胞核中。

AuNPs表面修饰寡核苷酸后, 可以利用Cas9核酸

酶对特定DNA和 crRNA的亲和力将CRISPR/Cas9系

统 装 载 到 AuNPs。 Lee 等[79] 设 计 了 CRISPR-Gold,

AuNPs 表面偶联硫醇寡核苷酸 (DNA-Thiol), DNA-

Thiol可与供体 ssDNA杂交, 通过 ssDNA与Cas9核酸

酶的亲和力装载Cas9 RNP, 外层包覆可以破坏细胞内
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含体的阳离子聚合物 PAsp (DET), 肌内注射后可以修

复突变的肌营养不良蛋白基因, 减少mdx小鼠的肌肉

纤维化。颅内注射后CRISPR-Gold还可以编辑脑中大

多数类型的细胞[80]。Shahbazi 等[81]将 AuNPs 核心与

SH-间隔子 [18个单体的寡聚乙二醇 (OEG)]-crRNA偶

联 , Cas9通过与 crRNA 天然的亲和力装载到纳米粒 ,

复合物用 PEI包覆, 供体 ssDNA通过静电相互作用吸

附在表面, 体外条件下载体可以在造血干细胞和祖细

胞 (HSPCs) 中实现了靶向HDR。

3.5 基于多肽、蛋白的非病毒载体 功能性的阳离子

多肽 CPP 和 NLS 肽已被证明可有效辅助核酸的递

送[82]。CPPs 可以通过共价连接、静电吸附与 Cas9 蛋

白、gRNA形成阳离子纳米粒, 在多种细胞系实现高效

基因阻断[83]。内含体溶解肽 (ppTG21) 通过静电作用

吸附在唾液酸糖蛋白受体配体 (ASGPrL) 修饰的Cas9

RNP 外层 , 可以促进 Cas9-ASGPrL RNP 的内含体逃

逸[84]。Cas9与低分子量鱼精蛋白、NLS融合表达后与

crRNA/tracrRNA 形成三复合物 , 天然穿膜肽鱼精蛋

白和NLS可以介导复合物进入细胞和细胞核, 瘤内注

射该三元复合物可以破坏KRAS基因, 抑制小鼠A549

肿瘤的生长[85]。鱼精蛋白通过静电吸附装载 pCas9/

sgRNA, 外层包覆内溶肽 (KALA) 和适体 AS1411 修

饰的羧甲基壳聚糖 , 得到的多功能纳米粒可以将肿

瘤细胞中周期蛋白依赖性激酶 11 (cyclin-dependent

kinases11, CDK11) 表达减少了 75%以上, 并进一步调

节其他肿瘤发展、转移和免疫相关蛋白的表达, 有利于

逆转肿瘤免疫抑制和肿瘤的发展[86]。

其他具有螺旋结构和正电荷的多肽, 如: α-螺旋结

构阳离子多肽 PPABLG[21]、Endo-Porter (EP) 肽[87]、两

亲性 R7L10肽[88]、两亲性穿膜肽[89]递送 pCas9或 RNP

也可以促进载体内吞和内含体逃逸, 提高递送效率和

基因编辑效率。

运用生物工程手段或仿生技术装载Cas9蛋白和

pCas9也是一种递送策略。受噬菌体 P22笼状结构的

启发, Qazi等[90]制备了病毒样颗粒 (VLP) 装载RNP作

为细胞特异性递送系统, 体外与质粒共孵育后可以切

割目标双链DNA。受染色体结构的启发, Killian等[91]

通过盐梯度透析法将 pCas9与组蛋白组装在一起, 制

备了人工染色质, 染色质和双特异性抗体连接后可在

抗体介导下高效地将 pCas9转染到细胞中, 转染效率

达90%。

正电荷蛋白可以通过静电作用吸附质粒或 RNP,

负电荷蛋白通过正电荷聚合物改性后也可用于递送

CRISPR/Cas9 系统。负电荷红色荧光蛋白 (red fluo‐

rescence protein, RFP) 被阳离子聚合物壳聚糖 (chito‐

san, CS) 包覆后和 Cas9 RNP与供体 ssDNA 通过静电

相互作用自组装成较大的纳米组装体, 可以被多种细

胞内吞并发挥基因编辑功能[92]。

3.6 其他非病毒载体 沸石咪唑酯骨架 (zeolitic

imidazolate framework, ZIF) 生物相容性好、孔径可调

节, 适于递送Cas9蛋白。Alsaiari等[93]使用ZIF-8封装

Cas9 RNP, 酸性条件 (pH 5.0 或 6.0) 下 , Cas9 RNP 从

ZIF-8中快速释放, 有利于内含体逃逸; 给药 4天后表

达EGFP的中国仓鼠卵巢细胞 (EGFP-CHO) 荧光强度

降低 37%。Yang等[94]设计了一种 ATP响应的 ZIF-90,

ZIF-90可以封装包括GFP、RNase A-NBC和Cas9在内

的多种蛋白, 并且这些蛋白可以在ATP存在时迅速释

放, 递送Cas9 RNP到HeLa细胞, GFP敲除效率达35%。

AuNPs递送系统可借助供体DNA与Cas9蛋白的

亲和力装载RNP[79], DNA也可以直接装载RNP。Sun

等[95] 通过滚环扩增 (RCA) 合成了 DNA 纳米线团

(NC), NC与 sgRNA通过碱基互补配对完成Cas9 RNP

的装载, 复合物的外层包覆 PEI, 以增强内含体逃逸。

NC可以高效地递送 Cas9 RNP到 U2OS (人骨肉瘤细

胞) 中 , 实现 EGFP 敲除 ; 瘤内注射后 NC 对 U2OS-

EGFP荷瘤小鼠的EGFP敲除率达25%。

控制释放递送系统可以在特定区域快速释放装

载的药物或基因, 有助于提高递送效率, 减少脱靶。已

有研究人员将上转换纳米粒 (UCNPs) 用于Cas9 RNP

的递送, 近红外 (NIR) 光照射后, UCNPs-Cas9@PEI局

部发射紫外光触发 4-(羟甲基)-3-硝基苯甲酸 (ONA)

裂解 , 从而释放 Cas9 RNP。瘤内注射靶向 PLK-1 的

UCNPs-Cas9@PEI 可以敲除 PLK-1 基因 , 抑制小鼠

A549肿瘤的生长[96]。Zhu等[97]制备了一种DNA酶控

制的CRISPR/Cas9纳米递送系统。Mn2+存在时, Cas9

RNP可以通过DNA酶介导的底物DNA断裂完成释放

过程。结果表明, 该纳米系统可以将Cas9 RNP递送到

细胞核, 实现基因编辑。

二维材料如: 氧化石墨烯 (graphene oxide, GO) 和

黑磷 (black phosphorus, BP) 纳米片也可用于 Cas9 蛋

白的递送。GO具有良好的生物相容性和安全性, 经

PEG 和 PEI 修饰后通过物理吸附和 π -堆积力装载

Cas9 RNP。GO-PEG-PEI 可以在保留 Cas9 活性的同

时将 RNP 快速转运到人源细胞中 , 基因编辑效率达

39%[98]。BP通过静电吸附装载Cas9 RNP, 在内含体酸

性环境下可以迅速降解为高度生物相容的无机磷酸

盐 , 实现由渗透压改变所引起的内含体破裂 , 释放

Cas9 RNP, 该递送系统可在较低浓度下对不同细胞株

及动物荷瘤模型实现高效的基因编辑和基因沉默[99]。
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4 总结

CRISPR/Cas9 系统的出现简化了基因编辑的步

骤, 给基础研究和临床基因疾病、癌症治疗带来了便利

和希望, 但面临问题也有很多, 如递送效率低、脱靶效

应和免疫反应, 这些问题的解决依赖于研究的不断深

入和发展。CRISPR/Cas9系统的递送方式有许多, 但

物理方法不适用于体内; 病毒载体装载能力有限、免疫

原性高、有致癌风险; 非病毒载体包载能力强, 免疫原

性低, 易于组装, 虽然递送效率较低, 但它是最可能用

于体内给药的递送方式。因此, 许多研究人员都致力

于设计开发安全高效的非病毒递送系统。CRISPR/

Cas9的递送本质上是核酸、蛋白质或核糖核蛋白递送

的一个综合领域, 此前核酸和蛋白质递送载体的发展

为此提供重要参考和经验, CRISPR/Cas9的递送为日

渐完善的递送系统设计理论提供了用武之地。目前很

多非病毒载体都是基于不同类别材料的杂合体, 综合

各种材料的优势提高递送效率, 阳离子脂质、阳离子聚

合物、多肽、蛋白、金纳米粒、囊泡、金属材料和DNA纳

米线团等递送系统已经在体内、体外研究中取得了一

系列进展。这些非病毒载体借助静电吸附、范德华力、

氢键和共价键装载CRISPR/Cas9系统, 为适应全身给

药, 载体需要修饰 PEG或包覆其他负电材料 (如HA、

环境响应性外壳) 以增强载体循环稳定性, 局部给药

的基因编辑范围局限, 安全性较好, 不会引发大规模的

脱靶效应, 由于无需做到长循环, 载体外层可以包覆

PEI、PAsp (DET) 等材料促进细胞摄取和内含体逃逸。

CRISPR/Cas9技术具有广阔的应用前景, 非病毒载体

递送效率的不断提高必将助力CRISPR/Cas9技术的临

床转化, 为更多患者缓解甚至治愈疾病。
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