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CRISPR/Cas9系统纳米递送及其
在肿瘤治疗中应用*
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摘要 新兴的CRISPR/Cas9基因编辑技术可实现在分子水平上对基因进行操作，具有设计简单、易于操作、特异性好、效

率高等优点，广泛应用于肿瘤发生、发展和转移的潜在机制以及临床治疗的研究 . 利用纳米技术研发的非病毒纳米载体可以

将CRISPR/Cas9系统高效递送到体内，为CRISPR/Cas9技术在临床领域的应用提供新途径 . 本文介绍CRISPR/Cas9的作用原

理，简要概括目前CRISPR/Cas9系统的递送形式和常用的纳米递送载体，总结在部分肿瘤治疗中应用该技术的研究进展，

并进一步对此进行展望 .
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恶性肿瘤严重威胁着人类的健康，其发病率迅

速增长 . 在2007～2017年期间，有123个国家的癌

症平均年龄标化发病率有所增加，中国是发病率增

幅最大的国家之一，年均增长超过 2%［1］ . 恶性肿

瘤中存在多种基因变异，参与致癌基因激活和抑癌

基因失活的过程［2］ . CRISPR/Cas9是一种功能强大

的基因组编辑工具，具有特异性强、效率高等特

点，被广泛用于研究不同类型肿瘤的发生、发展和

转移的潜在机制以及临床治疗，为特定疾病的基因

治疗提供了方便 . CRISPR/Cas9系统已经越来越多

地应用于肿瘤治疗研究，在基因水平的肿瘤治疗方

面具有广阔的前景 . 将CRISPR/Cas9系统递送至靶

器官或细胞需要安全有效的递送系统 . 尽管病毒载

体广泛用于高效递送CRISPR/Cas9系统，但是高浓

度时具有潜在毒性等缺点限制了其应用［3］ . 随着非

病毒载体的快速发展，基于脂质、聚合物、无机纳

米材料的非病毒纳米载体已经显现出巨大的应用潜

力，为 CRISPR/Cas9 系统的递送提供了更多的

可能 .

1 CRISPR/Cas9系统的原理

CRISPR 是成簇的规律间隔短回文重复序列

（clustered regularly interspaced short palindromic

repeats，CRISPR）的简称 . 根据 Cas 蛋白的不同，

CRISPR/Cas 系统分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型，Cas9 属于Ⅱ型

CRISPR 系统 . Cas9 核酸酶包括 HNH 和 RuvC 两个

保守的核酸酶结构域，在 crRNA和 tracrRNA的共

同引导下，可对DNA双链进行特异性切割，切割

位点常位于原型间隔区相邻的基序（protospacer-

adjacent motif，PAM）上游 3 nt处［4］ . 研究者们将

crRNA 和 tracrRNA 融合在一起创建了嵌合的单向

导RNA（single guide RNA，sgRNA）［5］ . 在 sgRNA

的引导下，Cas9可以定向到PAM序列附近的目标

靶标，在特定位点形成 DNA 双链断裂 （double-

strand break，DSB） . 宿主细胞通过两种不同的机

制 ， 非 同 源 末 端 连 接 （non-homologous end

joining， NHEJ） 和 同 源 定 向 修 复 （homology-

directed repair，HDR），响应双链断裂，导致靶

DNA中的插入/缺失和移码突变（图1） . 在提供供

体DNA作为同源重组模板时，细胞采取HDR方式
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修复，可实现特定位点碱基的精确插入、缺失或

置换［6］ .

目前，CRISPR/Cas9基因组编辑技术不仅广泛

用于研究肿瘤发生、发展的潜在机制，同时在生物

和医疗领域，尤其是肿瘤和遗传疾病的临床治疗

中，显示出巨大潜力 .

2 CRISPR/Cas9系统的递送形式与递送

载体

2.1 CRISPR/Cas9系统的递送形式

CRISPR/Cas9 系 统 的 递 送 形 式 共 有 3

种（表1） .

第一种是递送Cas9蛋白和 sgRNA的复合物核

糖核蛋白 （ribonucleoprotein，RNP）［7］ . 这种方法

最直接，不需要经过转录和翻译过程，可以快速启

动基因组编辑，能显著减少脱靶效应、毒性和免疫

反应［8］ . 缺点是较难制备大量高活性的Cas9蛋白，

同时 Cas9 蛋白的尺寸较大，有效递送 RNP 比较

困难［9-10］ .

第二种是递送 Cas9 mRNA 和 sgRNA 的混合

物［11］ . 这种方法首先通过体外转录得到Cas9蛋白

的mRNA，然后与 sgRNA一起转入细胞内 . mRNA

可以直接在细胞质中进行翻译，能较快启动基因组

编辑 . 缺点是mRNA的稳定性差，另外mRNA在细

胞内瞬时表达，限制了基因编辑的持续时间，降低

了基因编辑的效果 . 因此，目前这两种递送形式很

难应用到疾病的体内治疗中 .
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Fig. 1 Structure and principle of the CRISPR/Cas9 system
图1 CRISPR/Cas9的结构与原理

Table 1 Three delivery strategies of CRISPR/Cas9 system
表1 CRISPR/Cas9系统的三种递送策略

递送形式

Cas9/sgRNA complex

Cas9 mRNA+sgRNA

CRISPR/Cas9 plasmid

优点

快速、显著减少脱靶效应、毒性和免疫反应

较快速、有利于减少脱靶效应

简便、稳定性好、避免多次转染

缺点

难以得到大量高活性Cas9蛋白，Cas9蛋白尺寸较大

mRNA稳定性差、基因编辑效果较差

效率低、更高的脱靶效应、pDNA向细胞核转运难
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第 三 种 是 基 于 质 粒 DNA （plasmid DNA，

pDNA）载体的CRISPR/Cas9系统，也是最简便的

方法 . 该系统用同一载体编码Cas9蛋白和 sgRNA，

从而避免了不同成分的多次转染［12］ . 此外，基于

质粒的 CRISPR/Cas9 系统比结合 Cas9 mRNA 和蛋

白质的系统具有更高的稳定性 . 然而，基于质粒的

CRISPR/Cas9系统在肿瘤治疗中也存在一些挑战，

例如将pDNA精准高效地递送到肿瘤发生部位仍存

在困难 .

2.2 用于CRISPR/Cas9系统递送的纳米制剂载体

病毒载体是CRISPR/Cas9系统最常用的递送载

体，但病毒载体可能会导致宿主产生有害的免疫原

性和突变，限制了其应用［13-17］ . 与病毒载体相比，

非病毒载体具有免疫原性低、无内源性病毒重组等

优点 . 近年来，纳米粒子（nanoparticles，NPs）制

剂载体得到了广泛的关注（图2），表2总结了用于

CRISPR/Cas9系统递送的纳米载体 .

2.2.1 脂质纳米颗粒 （lipid-based nanoparticles，

LNPs）

脂质纳米颗粒是最常用的核酸递送系统之一 .

通常，带负电的核酸通过静电相互作用与带正电的

脂质复合形成脂质纳米颗粒，可保护核酸免遭核酸

酶的破坏，并通过内吞作用或巨胞饮作用进入靶细

胞［18］ . 脂质层可以帮助有效载荷穿过细胞膜，保

护它们免受RNA水解酶、酶促降解和免疫反应的

影响［19］ . 该方法递送效率较低，但是安全简单、

成本低廉［20］ . 脂质纳米颗粒的低毒性已经在 siRNA

递送中进行了检测，目前看来，以脂质纳米颗粒为

基础的CRISPR/Cas9递送系统最有希望实现体内基

因治疗 .

基于阳离子脂质的 NPs 常用于递送 CRISPR/

Cas9系统，Zhang等［21］合成了一种新型聚乙二醇

磷脂修饰的阳离子脂质纳米粒子 （phospholipid-

modified nanoparticle，PLNP） 传递系统，可以浓

缩和封装 pDNA，形成核壳结构 （PLNP/DNA），

体外 A375 细胞转染效率约为 47.4%，小鼠体内黑

色素瘤生长抑制率为67%.

对常规脂质进行功能化，合成脂质样纳米粒子

（lipidlike nanoparticles， LLNs）， 可 以 实 现
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Fig. 2 Nanoparticles vectors and in-vivo gene editing strategy for CRISPR/Cas9 delivery system
图2 用于CRISPR/Cas9系统递送的纳米制剂载体及体内基因编辑策略

Ⅰ：CRISPR-Cas9质粒，Ⅱ：sgRNA和Cas9 mRNA，Ⅲ：sgRNA/Cas9 RNP.
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CRISPR/Cas9组件的有效递送，并有效降低脂质体

的生物学毒性 . Zhang等［22］设计并合成了一系列含

有酯基的可生物降解的脂质样化合物，用于递送编

码 Cas9 的 mRNA，合成的氨基酯衍生的脂质样化

合物在体外和体内均表现出有效的Cas9 mRNA递

送 . 这些可生物降解的脂质样纳米材料值得进一步

开发，作为用于基因治疗的递送工具 .

Miller 等［23］ 合 成 了 两 性 离 子 氨 基 脂 质

（zwitterterion amino lipids，ZAL），它们能够共同

递送Cas9 mRNA和 sgRNA，利用ZAL纳米颗粒递

送低剂量 sgRNA就能使细胞中的蛋白质表达降低>

90%. 这是第一个用于体外和体内共同递送 Cas9

mRNA 和 sgRNA 的非病毒递送系统，可进行永久

性DNA编辑 .

2.2.2 聚合物纳米颗粒

聚合物纳米颗粒已被广泛用于递送各种类型的

核酸，包括pDNA和mRNA等 . 阳离子聚合物载体

具有化学多样性和功能化潜力，应用最广泛的阳离

子聚合物有聚乙烯亚胺（polyethyleneimine，PEI）、

壳聚糖（chitosan，CS）等 . 像脂质载体一样，聚

合物纳米颗粒载体可以通过内吞作用跨膜并保护有

效载荷免受免疫反应和核酸酶降解的影响 .

聚乙烯亚胺是用于CRISPR/Cas9递送的常用聚

合物 . 在最近的一项研究中，阳离子聚合物PEI与

Cas9 蛋白共价偶联，然后与 sgRNA 结合形成

CRISPR 纳米颗粒，成功地将 CRISPR 系统传递给

耐 甲 氧 西 林 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （methicillin-

resistant Staphylococcus aureus，MRSA），并有效

编辑了目标基因组 . 比与常规脂质复合的未修饰

Cas9/sgRNA递送系统显示出更高的编辑效率［24］ .

壳聚糖也是用于递送CRISPR/Cas9系统的良好

聚合物载体 . Qiao 等［25］ 将红色荧光蛋白 （red

fluorescent protein，RFP）封装在壳聚糖中形成带

正电荷的NPs，可以将Cas9 RNP和单链DNA供体

同时递送到细胞质中，然后释放并转移到细胞核，

进行 HDR 介导的基因组编辑 . 另外，Liu 等［26］设

计了一种基于聚合物/无机杂化纳米粒子的双重靶

向递送系统，通过共沉淀将 cdk11敲除的CRISPR/

Cas9 质粒封装在由鱼精蛋白硫酸盐、碳酸钙和磷

酸钙组成的无机核心中，并通过静电相互作用将羧

甲基壳聚糖的功能衍生物修饰在纳米载体表面以提

高细胞的摄取效率和核转运率 . 双重靶向递送系统

将 CRISPR/Cas9 质粒递送到人乳腺癌细胞 MCF-7

（michigan cancer foundation-7）细胞核中，实现高

效的基因组编辑，CDK11蛋白减少超过90%.

除 PEI 和 CS 外，还有其他种类的聚合物可用

作 CRISPR/Cas9 的递送载体 . Alsaiari 等［27］报告了

纳 米 级 沸 石 咪 唑 骨 架 8 （zeolitic imidazole

frameworks，ZIF-8）共包封Cas9蛋白和 sgRNA的

第一个例子，其负载效率为17%，并且质子化咪唑

部分促进了增强的内体逃逸，导致4天内绿色荧光

蛋白的基因表达降低37%.

2.2.3 DNA纳米结构

DNA已被用于构建DNA纳米结构，用于成像

和靶向药物递送 . DNA的序列可控，DNA之间的

相互作用可预测等内在特性允许DNA纳米结构以

精确控制的尺寸和形状自组装 . DNA纳米结构是一

种新兴的递送系统，具有有效载荷能力强、生物相

容性和生物降解性好，以及在生理条件下稳定性高

等优点 .

传统上，DNA纳米结构是通过小DNA片段的

Watson-Crick碱基配对组装的 . 但是，这种组装过

程很复杂，需要大量的 DNA. 最近，滚环复制

（rolling circle replication，RCR）简化了 DNA 纳米

结构的组装［28］ . Sun等［29］通过滚环扩增方式研发

出一种新型自组装类纱线DNA纳米分子，可用于

CRISPR/Cas9 RNP的递送 . 通过复杂的修饰，DNA

纳米结构可以被设计成特异性靶向膜受体，以触发

受体依赖性网格蛋白或细胞膜穴样内陷介导的途

径，有效地进行细胞摄取 . 具有化学修饰的 DNA

纳米结构可以进一步提高其在生理条件下的稳定

性 . 他们对这种递送载体进行了两种修饰：应用由

阳离子聚合物PEI制成的涂层以促进载体的内体逃

逸；核定位信号肽与Cas9的融合推动了载体从细

胞质到细胞核的运输，用于靶向基因编辑 . 结果显

示，这种DNA纳米载体递送处理的细胞突变频率

（28%） 比没有纳米载体辅助递送处理的细胞

（1.5%）高 18 倍，表明 Cas9/sgRNA 复合物有效地

递送到细胞核中用于基因编辑 . 总之，这种载体可

有效加载Cas9/sgRNA复合物，并将复合物传递至

人细胞核，在维持细胞活力的同时实现靶向基因的

破坏 .

2.2.4 无机纳米材料

无机纳米材料也可用于核酸递送 . 金纳米粒子

是一种新的 CRISPR/Cas9 RNP 递送载体 . 与病毒、

脂质体或聚合物载体不同，金纳米粒子在大小和分

布方面都易于控制 . Mout等［30］设计了一种阳离子

精氨酸功能化的金纳米粒子（ArgNPs），用于递送
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化学修饰的 Cas9 蛋白和 sgRNA. 该研究使用的

Cas9在N末端用谷氨酸肽标签修饰，谷氨酸肽标

签带负电，主要用来中和Cas9蛋白的正电荷，从

而能够更强地结合ArgNPs上带正电荷的精氨酸残

基 . 在C末端添加核定位序列（nuclear localization

sequence，NLS）以改善核递送 . 使用多种细胞系

孵育纳米组装体后，获得的基因组编辑效率在23%

至30%之间 . 这些纳米组件尺寸较大，在许多体外

情况下使用 .

就体内治疗的潜在应用而言，Lee 等［31］开发

了一种基于金纳米粒子的系统，能够同时递送

Cas9 RNP和供体DNA，并通过局部注射有效纠正

导致小鼠杜兴氏肌营养不良症（duchenne muscular

dystrophy，DMD）的突变基因，并最小化脱靶效

应 . 该研究使用了C57BL/10ScSn-Dmdmdx/J（mdx）

模型小鼠，其在肌营养不良蛋白基因中具有无义突

变 . 结果表明，以 6 mg/kg 的剂量肌内注射一次

CRISPR-Gold （配制成靶向肌营养不良蛋白基因）

能够使突变的肌营养不良蛋白基因对野生型的校正

率达到5.4%.

3 CRISPR/Cas9技术在肿瘤治疗中的研究

近年来，CRISPR/Cas9系统已越来越多地应用

于肿瘤治疗研究（图 3） . 肿瘤发生的过程涉及多

基因和多阶段变化，包括癌基因激活、抑制基因失

活和染色体重排等 . CRISPR/Cas9可以引入功能丧

失突变和功能获得突变，以更好地杀灭肿瘤 . 因此

CRISPR/Cas9在基因水平上的肿瘤治疗中具有广阔

的前景，基于CRISPR/Cas9的个性化靶向治疗可能

会影响肿瘤治疗的发展，表3总结了目前研究中用

于治疗不同癌症的靶向基因及研究阶段 .

3.1 非小细胞肺癌

异常的表皮生长因子受体 （epidermal growth

factor receptor，EGFR） 表达被认为是细胞增殖、

分化、迁移和血管生成的关键驱动力，最终导致肺

癌的发生 . 大约15%的非小细胞型肺癌（non-small

cell lung cancer，NSCLC）病例与 egfr 基因突变有

关 . 在 一 项 研 究 中 ， Koo 等［32］ 使 用 腺 病 毒

（adenovirus，AdV）载体共同递送Cas9和 sgRNA，

在 NSCLC 细胞系 （H1975） 中选择性消除了 egfr

突变等位基因（l858r），导致癌细胞死亡并且体内

肿瘤体积显著减小，表明了基于CRISPR/Cas9的基

因治疗在肿瘤特异性靶向治疗中的潜力 . 程序性死

Table 2 Summary of the specific nanoparticles vectors for CRISPR/Cas9 delivery system
表2 用于CRISPR/Cas9系统递送的纳米载体总结

种类

脂质纳米颗粒

聚合物纳米颗粒

DNA纳米结构

无机纳米材料

纳米粒子材料

磷脂修饰阳离子脂质

氨基酯类脂质

两性离子氨基脂质

PEI复合物

壳聚糖

壳聚糖衍生物/无机杂化

纳米粒子

ZIF

PEI包被DNA纳米线

阳离子精氨酸功能化的

金纳米粒子

金纳米粒子

特点

高效安全

低毒性，可生物降解

永久性DNA编辑

靶向细菌细胞、存在细菌

过度生长问题

高效，低生物毒性可生物

降解

双重靶向递送，编辑效率

高

高负载能力，有生物相容

性，内体逃逸增强

尺寸小，可用于多重编

辑，局部给药效率高

基因编辑效率高，瞬时基

因编辑疗法

局部免疫原性低，可以安

全地多次使用

应用形式

pDNA

Cas9 mRNA

Cas9 mRNA和sgRNA

RNP

RNP

pDNA

RNP

RNP

RNP

编辑效率

47.4%1）

41%2）

>90%3）

32%

12.5%

>90%3）

37%

28%

23%~30%

5.4%

研究进展

体外、小鼠体内模型

体外、体内

体外、体内

体外

体外

体外

体外

体内模型

体外

杜兴氏肌营养不良症的

体内疾病模型

参考

文献

［21］

［22］

［23］

［24］

［25］

［26］

［27］

［29］

［30］

［31］

1）体外递送效率，2）体内递送效率，3）相应系统中蛋白质表达减少90%以上.
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亡受体 1 （programmed cell death protein 1，PD-1）

是一种重要的免疫抑制分子，预防自身免疫疾病，

但它也可以阻止免疫系统杀死癌细胞 . 2016 年，

Cyranoski［33］的文中报道了Lu领导的Ⅰ期试验，该

试验探究 pd-1 基因敲除编辑的 T 细胞在转移性

NSCLC患者中的安全性和有效性 . 他们从患者外周

血中收集淋巴细胞并敲除pd-1，然后将其重新注入

患者进行基因治疗 . 输注后，将对安全性、疗效、

生物标志物和免疫标志物进行测量和评估 .

3.2 肝癌

Zhang 等［34］ 研 究 表 明 ， nsd1 在 肝 细 胞 癌

（hepatocellular carcinoma，HCC） 细胞中高表达，

且与 HCC 患者的不良预后有关，CRISPR/Cas9 系

统介导的 nsd1 敲除可以促进组蛋白 H3K27me3 甲

基化并抑制 Wnt10b 转录，从而抑制 Wnt/β-catenin

信号通路的激活，最终阻碍HCC中细胞的增殖和

转移 . ncoa5基因在多种恶性肿瘤的发展中起重要

作用，NCOA5的缺乏增加了对葡萄糖耐受不良和

HCC的易感性 . 但潜在的致病机制仍然模糊不清 .

He［35］ 在研究中发现，通过 CRISPR/Cas9 介导的

ncoa5的基因敲除显著抑制HCC细胞的增殖和肿瘤

微球形成，并且HCC细胞的迁移能力下降 . Nogo-

B是细胞凋亡的负调节剂，在血管重塑、细胞迁移

和增殖以及上皮-间质转化中起关键作用［36］ . Zhu

等［37］在一项研究中表明，Nogo-B 在 HCC 细胞中

与在正常肝细胞中相比高度表达，并起致癌作用，

利用CRISPR/Cas9敲除该基因可以显著抑制体外细

胞增殖和体内肿瘤生长 .

�

CRISPR/Cas9 NPs

�5E
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M�476,
6,

�N,

,47��

�+47
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,47
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Fig. 3 CRISPR/Cas9 as a tool for cancer treatment
图3 CRISPR/Cas9系统用于癌症治疗

Table 3 Targeted genes for different tumor therapies in
CRISPR／Cas9

表3 CRISPR/Cas9技术用于不同肿瘤治疗的靶向基因

种类

非小细胞肺癌

肝癌

胶质瘤

人类乳头瘤病毒相关宫颈癌

靶向基因

EGFR

PD-1

NSD1

NCOA5

Nogo-B

MicroRNA-10b

EGFRvⅢ

STAT3

E6／E7

研究进展

临床前

临床Ⅰ 期

临床前

临床前

临床前

临床前

临床前

临床前

临床Ⅰ 期

参考文献

［32］

［33］

［34］

［35］

［36-37］

［38］

［39］

［40］

［41-43］
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3.3 胶质瘤

microRNA-10b （miR-10b） 是一种嵌入 HOXD

基因组位点的miRNA，与包括多形性胶质母细胞

瘤 （glioblastoma multiforme，GBM） 在内的各种

恶性肿瘤的增殖、侵袭和转移有关 . El Fatimy［38］

在一项研究中表明，GBM 的生长受 miR-10b 的密

切调控，miR-10b功能丧失突变可导致神经胶质瘤

死亡，用CRISPR/Cas9慢病毒介导的靶向miR-10b

基因编辑大幅度抑制了小鼠原位GBM的生长，在

GBM 治疗方面拥有广阔的前景 . 表皮生长因子受

体Ⅲ型突变体 （epidermal growth factor receptor

variant Ⅲ，EGFRvⅢ）是所有EGFR改变中最常见

的突变，EGFRvⅢ发生在约 25% 的 GBM 患者中 .

Huang 等［39］ 研究表明，使用 CRISPR/Cas9 敲除

EGFRvⅢ可以抑制人神经胶质瘤细胞U87和LN229

和小鼠肿瘤的生长 . STAT3是信号转导和转录激活

因 子 （signal transducer and activator of

transcription，STAT）蛋白家族的成员，它在包括

GBM在内的各种癌症中被组成性激活 . STAT3促进

肿瘤生长和血管生成，抑制免疫反应，并促进肿瘤

侵袭和转移 . 在一项研究中，Ganguly 等［40］表明

CRISPR/Cas9 介导的 stat3 缺失可强烈抑制小鼠脑

内 GBM 的发生 . 此外，神经胶质瘤起始细胞

（glioma-initiating cells，GIC）对 STAT3高度依赖，

利用基因编辑技术失活或抑制 STAT3，可能对

GBM早期患者有益 .

3.4 人类乳头瘤病毒相关宫颈癌

人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）

可导致宫颈癌的发生，主要归因于病毒自身的致癌

基因 E6 和 E7. E6 诱导 p53 降解，从而阻止肿瘤细

胞的凋亡，而 E7 破坏视网膜母细胞瘤蛋白

（retinoblastoma protein，pRb） 的稳定性，从而解

除肿瘤的细胞周期抑制 . 两种致癌基因均被视为与

HPV 相关宫颈癌研究的理想靶标 . Kennedy 等［41］

使用 CRISPR/Cas9 诱导子宫颈癌细胞系中 HPV 基

因组的切割，结果证实，CRISPR/Cas9 介导的 E6

或 E7 基因的敲除恢复了宿主细胞 p53 或 pRb 的表

达，导致肿瘤细胞周期停滞和死亡 . 同样，Zhen

等［42］ 已证明在异种移植小鼠模型中，通过

CRISPR/Cas9在HPV-16阳性宫颈癌细胞中敲除E6

或E7会抑制癌细胞的增殖 . 另外，Hu［43］正在开展

使用 CRISPR/Cas9 直接靶向 HPV 基因组治疗 HPV

相关宫颈癌的安全性和有效性试验 .

4 展 望

在过去的几年中，CRISPR/Cas9基因编辑系统

逐步发展成为最强大的基因组编辑工具 . 离体基因

治疗已被发现具有特殊的优势，包括可以选择和分

析校正后的细胞、可以进行变量的精确控制、相比

体内方法有更多的递送选择等，目前开始用于多种

疾病的治疗［44-45］ . 2016年，首次进行CRISPR/Cas9

的临床试验，展示了CRISPR/Cas9治疗遗传性疾病

和肿瘤疾病的巨大前景［33］ . 但是，CRISPR/Cas9系

统面临与其他基因疗法相关的相同问题 . 特别是，

脱靶效应和缺乏安全有效的递送系统是将CRISPR/

Cas9技术用于体内靶向治疗疾病的障碍 .

脱靶效应破坏基因功能、诱导基因组不稳定，

并诱导表观遗传突变 . 在一些CRISPR/Cas9介导的

基因编辑研究中，观察到了脱靶效应 . 因为 sgRNA

仅靶向20 bp的DNA序列，潜在的脱靶位点可能存

在于人类基因组中 . 因此，应考虑采取某些策略，

例如使用配对的Cas9切口酶，应用蛋白质工程增

加Cas9蛋白特异性，合理设计 sgRNA以及正确选

择靶位点，以避免CRISPR/Cas9系统的脱靶效应 .

另外，选择适当的CRISPR/Cas9递送形式和递送载

体也可以减少脱靶效应 .

缺乏安全有效的递送系统是应用CRISPR/Cas9

技术进行体内靶向治疗的另一大障碍，非病毒载体

递送的CRISPR/Cas9系统在静脉给药后，需大幅度

提高血液循环时间并保持稳定性，保护其免受胞外

核酸酶降解 . 成功靶向细胞后，需协助其跨越细胞

膜屏障，并促进细胞摄取和溶酶体逃逸 . 另外，必

须协助 pDNA 转运至细胞核中以完成蛋白质的转

录 . 所以，研发出能克服所有障碍、安全高效的非

病毒载体是亟待解决的难题 .

CRISPR/Cas9在医学领域的应用是一个划时代

的突破 . CRISPR/Cas9的持续优化和改进显示了其

在未来医学领域（包括医学研究、临床治疗和基因

药物开发）的巨大研究和应用潜力 . 但是，目前大

多数研究仍处于起步探索阶段 . 另外，应用于肿瘤

治疗，CRISPR/Cas9还有许多分子水平上的问题尚

未解决 . 此技术也必须经过严格的临床测试，包括

功效、安全性和特异性测试，才能投入临床应用 .

总之，基于CRISPR/Cas9的个性化靶向治疗可能是

肿瘤治疗的未来，其在基因水平的肿瘤治疗中展现

出巨大潜力，为肿瘤治疗带来新的希望 .
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CRISPR / Cas9 System and Its Application in Tumor Therapy*
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Abstract The emerging CRISPR/Cas9 gene editing technology can realize the manipulation of genes at the

molecular level. It has the advantages of simple design, easy operation, good specificity and high efficiency. It is

widely used in the study of potential mechanisms of tumorigenesis, development and metastasis and clinical

treatment. Recent researches into the use of CRISPR/Cas9 for tumor therapy in vivo have focused on developing

vectors. Non-viral nano-carriers developed by nanotechnology can efficiently deliver the CRISPR/Cas9 system

into the body, providing a new way for the clinical application of CRISPR/Cas9 technology. In this review, we

discuss the principle of CRISPR/Cas9, the current delivery forms of CRISPR/Cas9 and commonly used nano-

delivery vectors. We highlight several nano-carriers including inorganic nanoparticles, polymer-based

nanoparticles, lipid-based nanoparticles and others. We also summarize the characteristics, editing efficiency,

applications and new studies of different nano-carriers. The applications and progresses of CRISPR/Cas9 in

treating different tumors are also discussed.
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