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摘要 随着基因组学和生物技术的快速发展, 基因编辑技术, 特别是CRISPR-Cas9系统, 已成为生物医学研究和治 

疗中的重要工具. 然而, 传统的基因编辑器递送方法在递送效率和靶向性方面仍面临诸多挑战, 同时, 临床上最常 

用的病毒载体因其安全性问题也受到诸多限制. 在此背景下, 纳米递送系统凭借其优越的物理化学性能逐渐成为 

递送基因编辑器的重要工具. 纳米递送系统具备可调节的化学结构、良好的生物相容性以及针对特定器官组织的 

靶向能力. 探讨纳米递送系统在基因编辑中的应用, 能够推动基因编辑技术的发展, 为更多疾病的治疗提供新的思 

路. 本文将介绍当前研究较为广泛的基因编辑系统和纳米递送系统, 并重点分析不同纳米递送系统尤其是脂质纳 

米颗粒在基因编辑中的应用案例, 旨在探讨纳米递送系统在基因编辑领域的发展和未来, 期望其能够在临床治疗 

中得到更为广泛的实际应用, 为基因治疗的发展提供坚实支持. 
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基因编辑技术依靠工程化核酸酶对生物体的目的 

基因进行特定的编辑, 从而实现基因的插入、缺失或 

替换, 最终改变生物体的遗传信息和表观特性. 早在20 
世纪80年代初, 科学家就引入了重组DNA技术, 这也是 

基因编辑技术的开端 [1]. 第一代基因编辑器是1982年发 

现的归巢核酸内切酶(meganuclease) [2,3], 它能够识别并 

切割长DNA序列(12~40个碱基对), 该酶的切割位点具 

有非常高的特异性, 然而, 由于其设计与操作非常复 

杂, 应用受到显著限制. 到2002年, 出现了以人工核酸 

酶为基础的第二代基因编辑器, 包括锌指核酸酶(zinc 
finger nuclease, ZFN)和转录激活因子样效应核酸酶 

(transcription activator-like effector nucleases, TALENs). 
ZFN通过锌指蛋白与特定DNA序列结合并进行切割 

(9~18个碱基对), 实现精准的基因编辑 [4]; 而TALEN则 

通过TALE蛋白实现对DNA的编辑(14~20个碱基对), 
其设计相较于ZFN更为简便, 且特异性更高 [5]. 转座子 

技术和工程化核酸酶的出现进一步提升了基因编辑的 

效率与特异性. 然而, 第二代基因编辑器极度依赖于蛋 

白设计, 在操作复杂性和成本方面仍然存在一定限制. 
直到2012年, 成簇的规律间隔的短回文重复序列(clus
tered regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR)及CRISPR相关蛋白9 (CRISPR-associated pro
tein 9, Cas9)技术的出现, 才使基因编辑技术真正进入 

公众视野 [6,7]. CRISPR-Cas9利用细菌的免疫系统, 通过 

向导RNA (sgRNA)找到目标DNA序列并进行切割, 能 

够实现快速而精准的基因修饰 [8](图1(a)). CRISPR- 
Cas9系统的特异性较高, 但在某些情况下会出现脱靶 

效应, 即编辑目标基因以外的基因也被误剪切. 这种非 

特异性编辑可能导致难以预测的遗传变异, 进而引发 

潜在的安全隐患 [9]. 随着基因编辑工具的迅速发展, 碱 

基编辑(base edit, BE)和先导编辑(prime edit, PE)在 

CPISPR-Cas9的基础上被开发出来, 它们能够对特定的 
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碱基进行编辑, 并且无需断裂DNA双链, 这两种编辑器 

都显著地增强了基因编辑的精确性和安全性 [10,11]. 与 

传统疗法相比, 基因编辑治疗具有其独特的优势, 它可 

以直接修复致病基因, 从而在根本上消除疾病, 并且疗 

效也非常持久, 从理论上讲, 对目的基因进行一次处理 

就可以获得终生的治愈效果. 此外, 基因编辑疗法还具 

有个性化的潜力, 通过对患者自身基因组的分析, 医生 

能够为每位患者量身定制治疗方案, 以实现更加安全 

高效的治疗 [12].  
基因编辑药物的主要形式为核酸药物, 但由于核 

酸分子具有负电荷、高分子量及显著的亲水性, 这些 

特性限制了其穿透细胞膜的能力, 同时核酸药物的稳 

定性较差, 体内清除速度较快 [13]. 如何高效地将核酸药 

物递送至细胞内, 是目前基因治疗面临的挑战之一. 为 

此, 开发高效且稳定的递送载体对基因编辑药物的应 

用至关重要. 理想的递送载体不仅需要有效保护核酸 

药物免受体内酶的降解, 还应具备改善其生物相容性、 

提高细胞摄取效率和增强靶向性等多种功能 [14]. 近年 

来, 纳米递送系统的研究逐渐成为基因编辑治疗领域 

的研究重点, 包括脂质纳米颗粒、脂质体、聚合物纳 

米颗粒和无机纳米颗粒等多种形式 [15]. 这些载体因其 

卓越的生物相容性及可调节的物理化学特性, 能够有 

效负载和递送核酸药物, 并实现特异性靶向. 本综述将 

系统探讨用于基因编辑的纳米递送系统, 分析各类纳 

米递送系统在基因编辑中的应用研究, 评估其在基因 

编辑药物递送中的特点, 通过讨论不同纳米递送系统 

的优势及其面临的挑战, 以期为纳米递送系统未来的 

发展提供更多的研究方向, 尤其是其在临床转化上的 

应用.  

1 基因编辑系统 

基因编辑技术不仅在基础研究中展现了巨大的应 

用潜力, 同时也在医学、农业等多个领域引发了革命 

性的变革. 早期的ZFN和TALEN技术因其操作复杂、 

成本较高以及可编辑靶点序列有限而受到限制, 需进 

一步优化以拓宽应用范围 [16]. 而CRISPR-Cas9编辑技 

图 1 (网络版彩色)基因编辑示意图 [8]. (a) ZFN、TALEN和CRISPR-Cas编辑系统; (b) 非同源末端重组和同源末端重组修复机制 
Figure 1 (Color online) Schematic diagram of gene editing [8]. (a) ZFN, TALEN, and CRISPR-Cas editing systems; (b) non-homologous end- 
reorganization and homologous end-reorganization repair mechanisms  
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术的引入则彻底改变了这一现状, 通过sgRNA与Cas9 
核酸酶的结合, 实现了对特定基因的切割与编辑, 过程 

更加简便且高效 [17]. CRISPR-Cas9技术的快速发展以 

及诸多新型基因编辑工具相继问世, 为克服基因编辑 

领域所面临的各种挑战提供了全新的思路, 极大地推 

动了基因治疗的发展(表1).  

1.1 CRISPR-Cas编辑系统 

CRISPR-Cas系统是存在于原核生物中的一种防御 

机制, 主要用于抵御噬菌体及外源遗传物质的侵袭 [18]. 
该系统主要由成簇的短回文重复序列(CRISPR)以及相 

关的Cas蛋白构成. 在原核生物遭受外源序列的攻击时, 
CRISPR-Cas系统的适应模块会通过外源基因的PAM 
(protospacer adjacent motifs)序列确定其原间隔序列. 随 

后, 原间隔序列会被Cas蛋白切割并被整合进宿主的 

CRISPR序列, 形成全新的间隔序列. 该间隔序列能提 

供类似抗原的作用, 在下次相同外源遗传物质进入时 

转录为CRISPR RNA (crRNA), 并引导Cas蛋白对其进 

行特异性切割. 由于CRISPR-Cas系统是由crRNA引导 

的, 因此通过改变crRNA的序列可实现对不同靶基因 

的切割, 这为基因编辑技术的应用提供了全新的可 

能性.  
化脓性链球菌来源的CRISPR-Cas9系统(SpCas9) 

是首个用于人类基因编辑的CRISPR-Cas系统, 同时也 

是当前应用最广泛的基因编辑工具 [19]. CRISPR-Cas9 
系统由两个部分组成: 一部分是具备核酸内切酶功能 

的Cas9蛋白; 另一部分则是具备导向功能的sgRNA(由 

crRNA和tracrRNA融合而成的单链RNA). sgRNA可在 

指定的剪切位点进行互补配对, 并引导Cas9蛋白对其 

进行切割, 从而引发双链断裂(double-strand break, 
DSB). 在人体细胞内, 这些DSB通过非同源末端重组 

(non-homologous end joining, NHEJ)进行修复, 此过程 

常常会导致插入或缺失突变, 从而沉默目标基因. 如果 

在修复过程中引入一个含有所需改变的同源模板 

DNA, 细胞就能利用同源重组(homologous recombina
tion, HDR)机制, 在目标基因上进行基因的插入或替换, 
从而实现更精准的基因编辑 [8](图1(b)). 相比早期的一 

些基因编辑器, CRISPR-Cas9系统更为经济高效, 通过 

设计不同的sgRNA, 可实现对不同位点的靶基因进行 

切割, 使其在临床上的应用范围显著扩大. 目前已有多 

项基于CRISPR技术的基因编辑疗法进入临床试验阶 

段, 如用于治疗ATTR淀粉样变性的NTLA-2001以及用 

于治疗遗传性血管水肿的NTLA-2002 [20,21]. 然而, 
CRISPR-Cas9技术也面临一些挑战和局限性, 主要包 

括存在脱靶效应、编辑效率需要优化, 以及在细胞和 

组织中的递送困难等 [22].  

表 1 不同基因编辑系统的特点 
Table 1 Characteristics of different gene editing systems 

系统名称 核心机制 优势 挑战 

归巢核酸内切酶 
通过蛋白质直接识别并切割长 

DNA序列, 依赖二聚体结构实现双 
链切割 

早期基因编辑技术的代表,  
具有高特异性 

设计复杂, 需针对每个新靶点重新 
设计蛋白质, 成本高, 应用范围小 

锌指核酸酶 
锌指蛋白识别DNA序列, 结合FokI 

核酸酶切割DNA双链 
早期临床应用验证, 特异性较高 

设计依赖上下游序列, 编辑位点少, 
细胞毒性大 

转录激活因子样效应物核酸酶 
TAL蛋白模块识别单碱基, 结合 

FokI核酸酶切割DNA 
设计比ZFN简单, 特异性更高,  

成本更低 
模块组装繁琐, 大分子递送困难,  

具有细胞毒性 

CRISPR-Cas编辑系统 
RNA引导的DNA双链切割(gRNA 

与DNA配对), 依赖PAM序列 
(如NGG) 

设计简单、成本低, 编辑效率高,  
可多靶点编辑 

PAM序列限制靶点选择,  
存在脱靶效应 

碱基编辑器 
无需DNA双链断裂, 通过嘌呤或嘧 

啶脱氨酶实现单碱基修改 
(如C→T或A→G) 

能够精准修复点突变, 准确性和安 
全性更高 

无法处理长片段基因编辑,  
存在旁观者编辑 

先导编辑器 
逆转录酶与Cas9结合,  

直接写入新序列 
可插入、删除或替换长片段DNA, 

脱靶风险更低 
pegRNA设计复杂,  

编辑效率较低 

表观遗传编辑器 
通过DNA甲基化或组蛋白修饰调 
控基因表达(如DNMT3A/dCas9融 

合蛋白) 

不改变DNA序列, 编辑具有持久性 
和可逆性, 安全性高 

编辑效率依赖细胞类型, 长期安全 
性和免疫原性需验证 

线粒体编辑器 
基于添加MTS信号的ZFN或TALE 

骨架, 与其他编辑器进行结合 
突破线粒体基因编辑限制,  

高效精准 
真正实现线粒体靶向递送仍具挑 

战, 编辑窗口小 
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除了SpCas9系统, 其他许多CRISPR-Cas系统也逐 

渐被探索和开发出来. 例如, 通过对SpCas9的HNH (he
patitis nuclease)和RuvC (recombination protein UvrC)结 

构域的突变, 产生的突变型Cas9蛋白已经丧失了对 

DNA的剪切活性, 但这种突变型Cas9 (dCas9)在与 

DNA序列结合后, 能够抑制转录激活因子与靶序列的 

结合, 从而实现基因的暂时沉默 [23]. 此外, dCas9可以 

与转录激活因子(如VP64、P65激活结构域)融合, 以实 

现对靶基因的转录激活. 另一方面, 各种Cas9的直接同 

源物也正在被研究作为基因编辑工具, 例如金色葡萄 

糖菌Cas9 (SaCas9)和脑膜炎奈瑟菌Cas9 (Nme
Cas9) [24,25]. 此外, 其他DNA内切酶, 如Cas12, 和RNA 
内切酶, 如Cas13, 也正在进行相关的研究 [26,27].  

1.2 碱基编辑和先导编辑 

碱基编辑和先导编辑都是新兴的基因编辑工具, 
与传统的CRISPR-Cas9系统相比, 它们具有更高的准确 

性和更低的脱靶效应 [28].  
碱基编辑器目前主要包括胞嘧啶碱基编辑器(cy

tosine base editor, CBE)和腺嘌呤碱基编辑器(adenine 
base editor, ABE) [29](图2(a), (b)). 该技术通过对Cas9蛋 

白的催化核酸酶结构域进行突变, 生成仅切割DNA链 

的缺口酶, 随后引入胞嘧啶脱氨酶或腺嘌呤脱氨酶. 
Cas9蛋白能够与脱氨酶形成融合蛋白, 然后在sgRNA 
的引导下, 实现对DNA序列的精确定位. 当融合蛋白 

靶向含有R-loop结构的单链DNA (ssDNA)时, 胞嘧啶 

脱氨酶能够将该ssDNA上特定范围内的胞嘧啶转化为 

尿嘧啶, 从而实现C-G碱基对向T-A的替换 [30]; 而腺嘌 

呤脱氨酶则将腺嘌呤转化为肌苷, 带有肌苷的碱基在 

配对时会被识别为鸟嘌呤, 从而将T-A碱基对替换为C- 
G [31]. 需要注意的是, 细胞内存在的尿嘧啶DNA糖基化 

酶会修复错配的尿嘧啶碱基, 从而严重影响胞嘧啶碱 

基编辑器的体内编辑效率, 一般需要额外加入尿嘧啶 

DNA糖基化酶抑制剂(uracil glycosylase inhibitor, 
UGI). 碱基编辑器在不引起双链断裂的情况下, 实现了 

对单一碱基的高精度替换, 极大地提高了编辑的准确 

性和安全性. 然而, 由于其对ssDNA特定区域内的范围 

碱基进行编辑, 仍然存在脱靶效应, 尤其是在旁观者编 

辑(bystander editing)方面, 其遗传毒性的潜在影响亦不 

可忽视 [32,33].  
先导编辑器的开发旨在克服碱基编辑仅限于特定 

碱基对替换的局限性. 该技术能够实现所有碱基的转 

换, 并具备碱基对的删除与插入功能 [11](图2(c)). 先导 

编辑器由两部分组成: 由Cas9-H840A切口酶(nCas9)与 

逆转录酶(reverse transcriptase, RT)形成的融合蛋白, 以 

及引导序列pegRNA [34]. pegRNA是经过特殊改造的 

gRNA, 除了引物结合位点外, 还在3′末端添加了含有 

编辑序列的逆转录模板. 借助pegRNA的引导, nCas9会 

在DNA的非互补链PAM上游第三个碱基处切割, 生成 

ssDNA. ssDNA与pegRNA的引物序列结合, 随后按照 

逆转录模板进行逆转录反应 ,  将编辑序列整合至 

ssDNA中. 其中未经编辑的5′ ssDNA会被5′核酸内切酶 

或5′核酸外切酶切除, 最终通过内源性基因错配修复机 

制实现基因编辑 [10]. 与碱基编辑相比, 先导编辑展现出 

更低的脱靶效应和更广泛的应用前景 [35], 然而其pegR
NA序列较长且设计复杂, 编辑效率仍需进一步优化 [36]. 

1.3 其他基因编辑系统 

除了上述广泛研究的基因编辑系统外, 许多其他 

基因编辑器也在不断被开发. Nuñez等人 [23]将dCas9和 

DNA甲基转移酶结合, 发明了一种可编程表观遗传编 

辑器CRISPRoff, 成功实现了高度特异性的DNA甲基 

化和基因抑制. Schubert等人 [37]将细菌中的逆转录子转 

化为RLR (retron library recombineering)基因编辑器, 该 

系统能够同时生成数百万种突变, 从而构建出规模远 

超CRISPR的筛选文库, 以对数百万个序列进行筛选和 

分析. Xiang等人 [38]发现, Cas12核酸酶的祖先转座酶关 

联蛋白B (transposase-associated protein B, TnpB)同样 

展现出作为基因编辑工具的潜力, 且其相较于CRISPR 
系统体积更小. Hu等人 [39]开发的CyDENT碱基编辑器 

(strand-preferred base editing system)是一种无 

CRISPR、具有链选择性及模块化特征的碱基编辑器, 
能够有效地对核基因组、线粒体基因组及叶绿体基因 

组进行碱基编辑. 此外, 线粒体编辑器也受到广泛关注, 
因为线粒体缺少sgRNA进入的途径, 目前线粒体编辑 

器大多通过在ZFN或TALEN编辑器的骨架上引入基质 

导入序列(matrix-targeting sequence, MTS)来实现编辑 

器的线粒体定位, 从而进行线粒体基因编辑 [40,41]. 例如, 
Shoop等人 [42]开发了特异性靶向和切割线粒体DNA的 

ARCUS核酸酶(mitoARCUS), 并证明其能够精准切割 

m.3243A>G突变, 从而提升线粒体蛋白的稳态水平和 

呼吸功能. 这些基因编辑工具同样展现出巨大的治疗 

潜力, 但要实现其治疗效能, 必须安全、有效且精准地 

将其递送至目标病灶.  
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2 纳米递送系统 

基因编辑器目前已经展现出巨大的治疗潜力, 但 

它们一般都是大型核酸分子或蛋白分子, 依赖自然扩 

散难以实现高效的胞内递送. 同时, 它们在体内很容易 

被免疫系统识别和清除, 导致半衰期极短, 从而影响基 

因编辑效率. 此外, 如果基因编辑器未能准确到达治疗 

靶点, 则会引发脱靶效应, 造成严重的基因毒性 [43]. 目 

前, 基因编辑器的递送系统主要分为两类: 病毒载体和 

非病毒载体. 常见的病毒载体包括腺病毒、慢病毒和 

腺相关病毒. 这些病毒载体凭借其天然的感染能力, 能 

够高效将基因编辑工具递送至胞内, 并将外源基因整 

合到宿主基因组中 [44]. 然而, 使用病毒载体也面临许多 

问题, 如强免疫原性、基因整合引发的遗传毒性及高 

生产成本等. 因此, 研究人员逐渐转向非病毒载体, 特 

别是纳米递送系统进行研究, 以克服这些挑战 [45]. 纳米 

图 2 (网络版彩色)碱基编辑和先导编辑的机制. (a) 胞嘧啶编辑 [29]; (b) 腺嘌呤编辑 [29]; (c) 先导编辑 [11] 

Figure 2 (Color online) The mechanism of base editing and prime editing. (a) Cytosine base editing [29]; (b) adenine base editing [29]; (c) prime 
editing [11]  
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递送系统作为一种新兴的基因递送策略, 具有多种优 

势, 尤其是其可调节的物理化学特性, 以及良好的生物 

相容性和低毒性, 使得它们在疾病治疗中有非常大的 

应用潜力 [46,47](表2). 目前, 脂质纳米颗粒、脂质体、聚 

合物纳米颗粒和无机纳米颗粒等纳米递送系统都已经 

被广泛应用于基因编辑器的递送, 其中脂质纳米颗粒 

已成为目前研究最为成熟的纳米递送系统 [48].  

2.1 脂质纳米颗粒 

脂质纳米颗粒(lipid nanoparticles, LNPs)是当前研 

究最为广泛的非病毒载体. 首先, LNPs具有优异的生物 

相容性, 通常由天然脂质或高生物相容性的合成脂质 

组成, 这确保了它们在体内代谢及排泄过程中表现出 

良好的安全性及低毒性. 其次, LNPs具备较高的递送 

效率, 其脂质双层结构与纳米级的尺寸使其能够有效 

穿越细胞膜 ,  从而将更多的核酸分子输送至细胞 

内 [49,50]. 通过对LNP的脂质结构以及核酸药物进行进 

一步优化, 基因编辑器在编辑效率和安全性方面进一 

步提高 [51,52]. 传统的LNPs递送系统通常由四种关键成 

分构成: 可电离脂质、磷脂、胆固醇和聚乙二醇化脂 

质 [53](图3). 每种组分通过不同的机制影响递送过程, 
从而为LNPs的应用提供了更多的可能性. 通过调整脂 

质的种类及其比例, 可以调控LNPs的物理化学特性, 
从而优化其药物递送性能. 例如, 传统LNPs在静脉注 

射后，其表面会迅速吸附血浆中的载脂蛋白E, 很容易 

在高度表达载脂蛋白受体的肝脏中蓄积 [54,55]. 通过筛 

选获得具有肺部特异性的可电离脂质, 有助于实现 

LNPs的肺部特异性靶向递送 [56]. 此外, 通过改变LNP 
的组分, 例如去除胆固醇使LNPs变为三组分或者掺入 

硅氧烷使LNPs变为五组分, 同样能改善LNPs的肺部靶 

向性 [57,58]; 向LNPs中添加选择性器官靶向脂质(selec
tive organ targeting lipid, SORT)作为第五种成分, 亦可 

促进其在肝外的递送效果 [59]; 调整LNPs组分的比例, 
例如聚乙二醇化脂质的比例, 可以使其靶向眼部, 从而 

实现基因治疗 [60]. 这种多样性赋予LNPs在疫苗开发、 

基因治疗及靶向药物递送等领域展现出广阔的应用 

前景.  
LNPs获得FDA批准用于RNA递送, 表明其在基因 

药物传递方面具有显著潜力 [61]. LNPs所递送的基因编 

辑器的种类主要包括质粒DNA (plasmid  DNA,  
pDNA)、mRNA及核糖核蛋白复合物(ribonucleopro
tein, RNP), 每种形式各具优势和局限, 因此需对LNPs 
的配方进行优化, 以实现最佳的编辑效果 [62]. pDNA或 

mRNA形式的基因编辑器尺寸较大, 通常会限制LNPs 

表 2 不同纳米递送系统的特点 
Table 2 Characteristics of different nanodelivery systems 

纳米粒子类型 结构特点 优势 挑战 
基因编辑器种 

类适配性 

脂质纳米颗粒 
由离子化脂质、辅助脂质、 

胆固醇和PEG脂质组成,  
形成稳定复合脂质结构 

不同组分配比具有多样性的合成配 
方, 可合理设计主动和被动靶向能力, 
高包封率, 稳定性强, 细胞内递送稳 

定, 可大规模生产 

储存条件严格, 存在潜在免 
疫原性, 器官靶向性有限 

mRNA: 极高 
质粒: 中等 
RNP: 较低 

脂质体 
磷脂双层包裹水性核心,  
可装载亲水/疏水药物 

生物相容性好, 表面易修饰,  
可与其他递送系统相结合, 毒性低 

核酸包封效率低, 易被网状 
内皮系统清除, 储存稳定性 

差 

mRNA: 较高 
质粒: 中等 
RNP: 较低 

聚合物纳米颗粒 
由天然或合成高分子(如PBAE、 

PEI)形成, 结构多样 

药物负载能力高, 单体可改造性强, 
表面功能化灵活, 可与其他递送系统 

相结合 

部分材料毒性高(如PEI), 体 
内代谢复杂, 降解速度快 

mRNA: 中等 
质粒: 较高 
RNP: 中等 

无机纳米颗粒 
金属(金)或氧化物(二氧化硅)材 

料, 具有独特物理性质 
(磁性、光学) 

高稳定性, 多功能性(成像/ 
治疗协同), 表面易修饰 

生物降解性差, 存在长期毒 
性隐患, 制备工艺复杂, 核酸 

负载效率低 

mRNA: 较低 
质粒: 中等 
RNP: 中等 

外泌体 
天然来源的纳米囊泡, 能够携带天 

然膜蛋白和核酸 

低免疫原性, 可穿透生物屏障 
(血脑屏障), 具有天然靶向性 

(膜蛋白介导) 

分离纯化困难, 载药量低, 规 
模化生产难 

mRNA: 较高 
质粒: 中等 
RNP: 较高 

金属有机框架 
金属离子与有机配体自组装的晶 

体材料, 高孔隙率负载核酸 
超高负载能力, 可控释放(pH/酶响 

应), 多功能表面修饰 
材料复杂, 毒性和降解性具 

有不确定 

mRNA: 中等 
质粒: 中等 
RNP: 中等 

胶束 
两亲性聚合物自组装形成疏水核- 
亲水壳结构, 负载疏水药物或修饰 

后结合核酸 

小尺寸易渗透肿瘤, 循环时间长 
(PEG化), 低毒性 

核酸负载性能差, 稳定性差 
(易解离) 

mRNA: 较低 
质粒: 中等 
RNP: 中等 
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的递送效率, 因此通过对大量LNPs配方进行筛选以获 

得高递送效率的基因编辑器已成为当前研究的常用策 

略. Kieu等人 [63]构建并筛选了一个包含16种新型可电 

离脂质的库, 最终获得了一种通用的可电离脂质Lipid 
10, 该脂质在mRNA肝脏递送中展现出优异的效率, 并 

在血凝素小鼠疫苗模型中诱导了显著的抗体滴度. Kim 
等人 [64]通过筛选数百个LNPs配方, 确定LNP496和 

LNP470能够高效地将Cas13a-gRNA质粒递送至大肠杆 

菌, 成功实现了对细菌感染模型的治疗. Zhu等人 [65]通 

过对辅助脂质类型和脂质成分比例进行筛选, 实现了 

肿瘤抗原编码mRNA到树突状细胞的高效递送, 在小 

鼠体内表现出强烈的免疫反应以及抗肿瘤活性. 虽然 

某些具有特殊物理化学特性的LNPs在基因编辑器的递 

送方面表现出优异的效率, 但从大量候选分子中进行 

筛选的工作量往往是巨大的, 通过使用高通量筛选方 

法可大幅加速高效能递送载体的开发. Sago等人 [66]同 

时递送Cre mRNA和Barcode到转基因小鼠体内, 通过 

分析Cre酶在不同编辑部位的Barcode富集程度实现 

LNPs的高通量筛选. 在此基础上, Rhym等人 [67]和Xue 
等人 [68]通过肽编码的条形码技术以及DNA条形码技术 

同样实现了LNPs的高通量筛选, 实现了小鼠体内基因 

编辑递送载体的高效和靶向筛选. 直接递送RNP进行 

基因编辑被认为能提高编辑效率并减少脱靶效应 [69], 
但RNP递送的复杂性, 如基因编辑蛋白的较大尺寸和 

在LNP制备过程中RNP可能发生变性, 均是亟待克服 

的挑战. Tao等人 [70]利用LNPs递送CRISPR-Cas9 RNP, 
对听力损失的突变小鼠进行特异性基因编辑, 成功促 

进了外毛细胞的存活并恢复了听力功能, 然而基因编 

辑的效率仍显不足. Hołubowicz等人 [71]通过优化封装 

碱基编辑和先导编辑的LNPs, 筛选出合适的可电离阳 

离子脂质, 并调整聚乙二醇化脂质的比例, 使得体内的 

基因编辑效率提升超过300倍(与裸RNP递送相比), 同 

时显著降低了脱靶编辑的发生. 大多数递送基因编辑 

器的LNPs在注入血液循环后会被肝脏吸收, 从而限制 

了其他器官的基因治疗效果. 通过针对LNPs进行特定 

的改造, 以改变其物理化学性质, 可以实现对肝外器官 

的靶向递送. Wei等人 [72]通过工程化改造LNPs, 调整 

DOTAP的比例, 开发出树枝状聚合物脂质纳米颗粒、 

稳定核酸脂质颗粒和类脂质纳米颗粒, 实现了在小鼠 

肌肉、肝脏和肺组织中对RNP的靶向递送. 此外, 通过 

改变给药方式也能有效实现肝外递送. Elia等人 [73]采用 

雾化方式将LNPs通过呼吸道给药, 成功将CRISPR- 
RNP送达小鼠肺部, 实现基因编辑. 另外, 特殊策略抑 

制肝脏内Cas9活性也为肝外基因编辑提供了可能 .  
Sago等人 [74]在递送Cas9 mRNA和sgRNA之前, 首先将 

降解Cas9的siRNA递送至肝脏, 从而成功降低了肝细胞 

中基因编辑的比例, 实现了小鼠肺和脾脏的基因编辑.  
总而言之, LNPs在递送基因编辑器方面展现出了 

广阔的应用前景. 目前, LNPs面临的挑战主要有两个: 
一是解决LNPs的内体逃逸问题以提高其递送效率, 二 

是实现LNPs的肝外靶向递送. 实际上, LNPs的各个成 

分对其递送性能都发挥着重要作用, 这也代表了它能 

够在很多方面有进一步优化的可能, 在靶向递送方面 

仍然有相当大的潜力待挖掘. 而在未来, 采用高通量筛 

图 3 (网络版彩色)美国食品和药物管理局批准的由四种简单的脂质成分组成的LNP [53] 

Figure 3 (Color online) Food and Drug Administration (FDA)-approved LNPs consist of four simple lipid components [53]  
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选方法来快速筛选具有优异递送性能的LNPs载体将成 

为一种发展趋势, 如何改进现有的高通量筛选方法也 

是目前的重要研究方向之一. 此外, 通过对LNPs进行 

化学修饰或添加功能化成分, 能够改变其靶向特性, 从 

而实现肝外器官组织的靶向递送. 例如, 许多生物分子 

在人体各个器官及组织中存在丰富的受体, 将这些受 

体的配体分子或其类似物整合进LNPs递送系统, 可能 

会进一步拓宽LNPs靶向递送的范围. 相信随着研究人 

员对LNPs的开发, 会有越来越多的疾病得到治疗.  

2.2 脂质体 

脂质体(liposomes)是一种由脂质双层构成的小型 

囊泡, 通常由具有极性头基和非极性尾基的磷脂以及 

稳定剂(如胆固醇)组成, 通过其两亲性的特性组装成囊 

泡 [75,76](图4). 相较于复合脂质基质的LNPs, 脂质体具 

有明确的双层囊泡结构, 并且需要通过超声处理、挤 

出法等外力制备形成. 其内部水核心能够有效包裹并保 

护水溶性药物, 延长其在血液中的循环时间, 脂质体进 

入细胞后通过膜融合、渗透作用或降解释放药物. 这一 

结构特征使脂质体在药物递送领域受到广泛关注, 尤其 

是在治疗性核酸和基因编辑药物的应用中, 它能够有效 

保护基因编辑工具免受体内酶的降解 [77]. 尽管具有诸多 

优势, 脂质体的应用也面临一些挑战. 除了生产成本较 

高和储存稳定性不足外, 脂质体还需要进一步优化来获 

得高递送效率以及组织特异性靶向能力 [78].  
目前, 脂质体的优化策略多种多样. 例如, 通过改 

善其粒径、表面电荷等物理化学特性, 可以显著提升 

细胞的摄取效率. 此外, 脂质体表面可通过聚合物或其 

他生物分子的修饰, 进一步增强其靶向性和特异性, 这 

在基因编辑药物的递送中至关重要 [79,80]. Liang等人 [81] 

筛选了针对骨肉瘤细胞的特异性适体, 获得了LC09, 并 

将其与脂质体结合, 以递送CRISPR-Cas9质粒, 成功促 

图 4 (网络版彩色)不同类型脂质体给药系统的示意图 [76] 

Figure 4 (Color online) Schematic representation of different types of liposomal drug delivery systems [76]  
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进了CRISPR-Cas9在原位骨肉瘤中的靶向递送, 从而抑 

制了肿瘤的恶性生长及肺转移, 并减少了血管生成和 

骨转移. Zhao等人 [82]在脂质体外膜上引入了活性氧(re
active oxygen species, ROS)响应型“锁”结构, 开发出一 

种聚合物锁定融合脂质体. 该融合脂质体利用膜融合 

特性有效穿越血脑屏障(blood-brain barrier, BBB), 并 

在高ROS水平的脑胶质瘤组织中打开“锁”结构, 释放药 

物, 成功抑制脑胶质瘤的生长, 提高了基因编辑疗法的 

安全性. 除了对脂质体进行修饰, 将其与其他递送载体 

(如外泌体或水凝胶)融合也是提升递送效率和靶向性 

的一种有效方式. Lin等人 [83]制备了一种基于脂质体与 

外泌体的复合纳米粒, 可有效封装大尺寸质粒, 并实现 

了CRISPR-Cas9系统在间充质干细胞中递送. Chen等 

人 [84]制备了一种基于脂质体与水凝胶的水凝胶纳米颗 

粒, 内部的水凝胶结构用于封装Cas9-RNP, 而外部脂质 

体结构则用于体内递送. 该纳米颗粒成功实现了蛋白 

形式的Cas9向脑肿瘤的靶向递送, 并表现出较好的肿 

瘤抑制效果.  
综上所述, 脂质体作为基因编辑药物的递送系统 

表现出很大的应用潜力. 目前的问题主要在于其存在 

的生产成本高和稳定性不足问题, 未来的研究应该更 

侧重于优化脂质体的设计和制备工艺, 以提升其在临 

床中的应用前景. 此外, 通过研究脂质体与细胞之间相 

互作用的机制, 可以制定更有效的递送策略, 进一步增 

强其靶向性能和递送效率, 这也是脂质体研究的重要 

方向之一. 随着对脂质体的持续开发, 其在基因治疗及 

其他生物药物递送领域中所发挥的作用也会日益增强.  

2.3 聚合物纳米颗粒 

聚合物纳米颗粒(polymeric nanoparticles)通常由高 

分子聚合物构成, 这些聚合物可以是天然来源或合成 

的, 常见的有聚乙烯亚胺(polyethylenimine, PEI)、聚 

(β-氨基酯)(poly(beta-amino ester), PBAE)、聚乙烯醇 

(polyvinyl alcohol, PVA)以及聚乳酸(polylactic acid, 
PLA)等. 在递送核酸药物的应用中, 所选用的聚合物 

多为阳离子类型, 这类聚合物通过其正电荷与带负电 

荷的核酸发生静电相互作用, 从而将核酸药物包裹形 

成纳米颗粒 [85]. 此外, 聚合物纳米粒子的结构特征主要 

体现在其链段结构及其排列方式, 通过调整链长和交 

联密度, 可以满足药物递送的特定需求 [86]. 进一步地, 
对聚合物纳米粒子表面进行功能化修饰, 能够显著增 

强其对特定细胞或组织的亲和力 [87,88]. 目前, PEI聚合 

物和PBAE聚合物是用于核酸递送研究中最为广泛的 

聚合物材料.  
PEI因其优良的生物相容性及出色的基因转染能 

力而备受关注. PEI一般通过内吞作用进入细胞, 通过 

增大PEI的分子量可以提高其转染效率, 但细胞毒性也 

会随之升高 [89]. 通过对PEI的分子量与结构进行优化, 
可以在一定程度上实现转染效率与细胞毒性之间的平 

衡 [90]. 通过引入不同的功能基团或与其他载体结合, 可 

以有效提高其基因递送效率, 并降低对细胞的毒性影 

响 [91]. 例如, 对PEI表面进行聚乙二醇(polyethylene gly
col, PEG)修饰能够显著改善其递送效率 [92]. Li等人 [93] 

将PEI与生物可降解的PEG-b-聚碳酸酯嵌段共聚物结 

合形成阳离子胶束纳米粒子, 成功降低了其毒性, 并通 

过PEI的质子海绵效应提高了转染效率, 成功递送Cas9 
并在HeLa肿瘤异种移植小鼠模型中实现了肿瘤抑制. 
然而, PEI的细胞毒性始终是其临床应用面临的重大挑 

战, 这促使研究者探索更安全有效的递送材料与PEI复 

合, 或采用更具创新性的递送策略, 如响应型递送策略, 
以减少正常细胞对PEI的摄取, 从而降低毒性并提高靶 

向性.  
PBAE通常通过胺单体和丙烯酸酯的共聚反应合 

成, 其可控的分子量和结构赋予了其在基因编辑器递 

送中巨大的应用潜力. 通过调节胺单体和丙烯酸酯的 

组合, 可以构建丰富的PBAE分子库, 可以从中筛选出 

具备高递送效率的PBAE载体. Elana等人 [94]通过对亲 

脂PBAE分子库进行筛选, 发现亲油亚基对DC细胞的 

高效转染至关重要. Rotolo等人 [95]构建了一个包含166 
种PBAE的分子库, 并从中筛选出一种聚-β-氨基-硫代 

酯聚合物P76, 该载体在多种生物体中展现出优异的递 

送效率, 并通过雾化给药有效传递Cas13a, 从而有效防 

止了仓鼠SARS-CoV-2感染模型的体重下降. 此外, 通 

过将PBAE与其他载体结合, 可进一步实现精准的靶向 

递送. Yan等人 [96]在PBAE/质粒纳米复合物表面包覆一 

层锚定刺激反应性前体分子的仿生细胞膜, 在活性氧 

环境的刺激下, 仿生细胞膜释放所包裹的CRISPR- 
Cas9药物, 成功实现了对炎症性肠病的精准治疗. 基于 

对PBAE材料递送效率的筛选, 合理的表面修饰可进一 

步提高其靶向能力. Chen等人 [97]筛选出了一种具有高 

效转染能力的PBAE29, 该材料具备四臂分支拓扑结 

构, 并能在体内降解生成具有抑炎效果的双酚A二缩水 

甘油醚从而抑制转染过程中巨噬细胞的炎症反应. 其 

表面还修饰了羧化甘露聚糖涂层, 使其能够精确靶向 
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巨噬细胞表面的甘露糖受体, 成功将CasRx (CRISPR- 
associated ribonuclease Cas13d)质粒递送至小鼠巨噬细 

胞, 实现免疫抑制微环境的逆转.  
PBAE目前仍然拥有巨大的开发空间. 通过改变单 

体的结构和聚合条件, 可以直接优化其药物递送性能. 
同时, PBAE的可结合特性也为更多递送策略提供了可 

能性. 然而, PBAE在临床应用中也面临一些挑战. 尤其 

是其降解速度过快, 快速降解会导致药物过快释放, 从 

而降低递送效能和靶向能力. 这不仅会影响其治疗效 

果, 还会增加其储存成本. 因此, 如何精确控制PBAE的 

降解速率, 以提升其稳定性和控制药物的精确释放, 会 

是未来PBAE的重要研究方向.  

2.4 无机纳米颗粒 

用于递送核酸药物的无机纳米颗粒(inorganic na
noparticles)主要包括金纳米颗粒、二氧化硅纳米颗粒. 
金纳米颗粒以其独有的光学特性、优异的生物相容性 

和易于功能化的特征, 在核酸传递领域展示了广阔的 

应用前景. Lee等人 [98]使用金纳米颗粒封装CRISPR- 
Cas9 RNP, 形成CRISPR-Gold, 通过颅内注射CRISPR- 
Gold, 可在多种小鼠模型中实现脑部基因的高效编辑. 
Chen等人 [99]采用了高长宽比的阳离子聚合物涂覆金纳 

米棒传递CRISPR-Cas9质粒, 成功地在体内靶向Fas基 

因并保护小鼠免于肝纤维化. 金纳米颗粒的光学特性 

可进一步拓展至联合治疗领域. Tang等人 [100]以超分子 

阳离子金纳米棒作为载体递送CRISPR-Cas9, 该载体在 

靶向程序性死亡配体1 (programmed cell death ligand 1, 
PD-L1)的同时接收近红外光并转化为温和的热疗以诱 

导ICD和Cas9的基因表达, 实现双重免疫疗法的效果. 
此外, 通过对金纳米颗粒表面进行修饰, 能进一步提升 

其传递效率及靶向能力. 例如, Zhang等人 [101]将阳离子 

HIV-1反式激活转录子肽与金纳米簇络合, 并进一步封 

装在半乳糖修饰的脂质层中, 成功将CRISPR-Cas9系统 

靶向递送到肝脏, 并对Pcsk9 (proprotein convertase sub
tilisin/kexin type 9)进行编辑, 使小鼠血液中的低密度脂 

蛋白含量降低.  
二氧化硅纳米颗粒同样因其优异的生物相容性和 

可调性而备受关注. 此外, 其具备独特的多孔结构, 能 

够更有效地负载核酸药物. 通过调节孔径大小, 可以满 

足不同的递送需求. 一般而言, 较大的孔径能够承载更 

多的核酸药物. 例如, Lee等人 [102]合成了超大孔径的二 

氧化硅纳米仓库, 成功封装了大量CRISPR-Cas9核糖核 

蛋白复合物, 递送后显著抑制了肝癌细胞的增殖. 此外, 
二氧化硅颗粒对核酸药物的高负载能力使其可以与其 

他递送载体有效结合, 从而实现对疾病部位的精准调控. 
Noureddine等人 [103]将脂质包裹在二氧化硅纳米颗粒的 

表面, 成功地将CRISPR质粒和RNP递送至癌细胞内进 

行基因编辑. 通过设计响应型的递送机制来实现载体的 

靶向递送也是目前研究的重点. Wang等人 [104]开发出一 

种谷胱甘肽响应性二氧化硅纳米胶囊, 能够通过全身给 

药突破血脑屏障, 实现脑部靶向递送, 并成功向Ai14报 

告小鼠递送CRISPR编辑器以实现基因编辑.  
金纳米颗粒与二氧化硅颗粒所面临的挑战基本一 

致, 作为无机纳米颗粒, 它们的代谢极为困难, 容易在 

体内积累, 从而可能导致长期的潜在影响. 此外, 这些 

颗粒也容易被免疫系统识别并吞噬, 因此在实际应用 

中常常需要采用保护性涂层进行包覆. 未来的研究应 

综合考虑它们的物理化学特性、生物降解性等多方面 

因素, 特别是要评估这些纳米颗粒在体内的长期影响, 
深入探讨其潜在的毒性机制, 以确保其在临床应用中 

的安全性 [105].  

2.5 其他纳米递送系统 

除了上述广泛研究的纳米递送系统外, 还有许多其 

他新兴的纳米递送系统被成功运用到递送基因编辑器 

中. Han等人 [106]将DNA甲基转移酶和dCas9 RNP通过光 

切割蛋白共轭的外泌体膜标志物进行融合, 将其加载到 

外泌体中, 通过蓝光照射释放基因编辑器, 实现了小鼠 

大脑的靶向表观基因组编辑. Zhang等人 [107]通过金属配 

位将Cas9 RNP螯合到包含叶绿素的纳米胶束上, 在激光 

的照射下, 叶绿素产生ROS, 并和切割氧化防御系统的 

Cas9 RNP一起作用, 成功抑制了小鼠肿瘤生长. Alyami 
等人 [108]开发了一种仿生癌细胞包被的沸石咪唑酯框架 

用于递送Cas9 RNP, 并在小鼠体内证实了对肿瘤细胞的 

靶向递送编辑. 这些新兴的纳米递送系统同样展现了在 

基因编辑领域的巨大潜力. 未来的研究可以进一步探讨 

这些纳米递送系统与其他治疗手段的联用效果, 通过结 

合不同纳米递送系统的特点, 有望进一步提高基因编辑 

效率以及药物递送的准确性, 同时, 还能优化纳米载体 

的生物相容性和生物降解性以提高安全性, 从而增强基 

因编辑疗法的临床应用前景.  

3 总结与展望   

随着纳米技术的持续发展, 各类纳米材料, 包括脂 
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质纳米颗粒、脂质体、聚合物纳米颗粒及无机纳米颗 

粒等, 已被广泛用于基因编辑药物递送系统的研究. 尽 

管这些材料的特性各有差异, 但它们在基因编辑工具 

的递送方面展现出一些共同的优势, 如高生物相容性、 

可调节的物理化学性质以及易于功能化的特性. 这些 

特性凸显了纳米递送系统在应用领域的巨大潜力与前 

景. 虽然目前相关的研究已取得了诸多进展, 但在实际 

应用中, 这些系统仍面临若干挑战, 从而影响其向临床 

应用的转化.  
首先, 纳米递送系统的临床转化成本不可忽视. 临 

床应用要求纳米递送系统具备规模化生产的能力, 而 

目前大多数“多功能”纳米递送系统结构复杂, 这不仅 

导致制作成本上升, 同时也使其在体内的行为更加复 

杂, 从而增加了临床转化的难度. 因此, 研究者必须在 

纳米递送系统的简化与高性能之间寻求平衡 [109]. 其次, 
肝外递送的挑战依然存在. 目前基于纳米递送载体的 

核酸疗法在临床上的成功主要集中于肝脏靶向或局部 

给药, 急需提升纳米递送系统在肝外组织靶向方面的 

策略. 当然, 科研领域已开展了多项相关研究, 许多针 

对非肝脏组织的纳米递送策略也取得了显著进展. 随 

着研究的深入, 纳米递送系统在靶向递送及个性化医 

疗方面有望实现重大突破. 最后, 纳米递送系统缺乏标 

准化的评估方法. 目前, 现有的评价体系过度依赖递送 

效率和靶向性能指标. 然而, 作为基因药物的递送载体, 
其在生产与安全性方面需遵循更为严格的标准. 纳米 

粒子因其独特的理化化学性质, 需要对其均一性进行 

评估, 但目前的粒径表征和包封率测量尚难以满足这 

一要求. 此外, 纳米递送系统在体内的安全性及持久性 

同样需建立评价标准, 包括载体在体内的代谢过程、 

可能引发的局部或全身毒性, 以及作为基因编辑药物 

最为关键的遗传毒性. 这些都是纳米递送系统作为基 

因药物递送载体进行临床转化面临的挑战.  
纳米递送载体对基因编辑疗法的发展有着不可忽 

视的巨大贡献, 它们极大地推动了人类科学的发展. 如 

果能够有效应对当前临床转化所面临的挑战, 可以预 

见, 纳米递送系统将在基因治疗和个性化医疗等领域 

扮演愈加重要的角色. 这将使未来的基因编辑药物朝 

着更加智能化和个性化的方向发展, 从而实现对每位 

患者特定病症的精准治疗, 为人类健康带来无限的 

希望.    
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With the rapid development of genomics and biotechnology, gene editing tools such as CRISPR-Cas9 have become a core 
technology for biomedical research and disease treatment. However, traditional gene editor delivery systems still face 
serious challenges in terms of delivery efficiency and targeting specificity. Although the current mainstream viral vectors 
have a high transfection efficiency, their applications are significantly limited due to the potential for triggering immune 
responses, insertion mutations and other safety hazards. Against this background, nanodelivery systems, with their unique 
physical and chemical advantages, are breaking through the key technological bottlenecks in gene editing therapy. 
Compared with traditional delivery methods, nanodelivery systems show revolutionary technical features: first, their 
chemical structure can be precisely regulated by surface modification, which can not only improve the stability of carriers, 
but also enhance targeting through ligand modification; second, the use of biodegradable materials significantly improves 
the biocompatibility of the system and effectively reduces the toxicity of side effects; what’s more, through the regulation 
of particle size and functionalized design, the precise delivery to specific tissues and organs can be realized. For example, 
lipid nanoparticles can efficiently deliver gene editors to different organs and tissues by adjusting the composition and ratio 
of the formulation, which opens up a new way for gene therapy. The current research on nanodelivery carriers mainly 
focuses on lipid nanoparticles, liposomes, polymer nanoparticles and inorganic nanoparticles. In addition, many emerging 
nanodelivery systems are being developed, such as metal-organic frameworks to enhance delivery efficiency by virtue of 
their high drug loading capacity, and exosome carriers to achieve low-immunogenic delivery by taking advantage of their 
natural delivery properties. The research on these nanodelivery systems has greatly contributed to the development of the 
gene therapy field. This review systematically introduces the widely researched gene editing systems and nanodelivery 
systems, and focuses on the application cases of different nanodelivery systems, especially lipid nanoparticles, in gene 
editing. Data show that more and more nanodelivery vectors have been able to achieve efficient targeted delivery to 
different organs and tissues for gene therapy of various diseases. For example, precise vector design can break through the 
blood-brain barrier, achieve tumor microenvironment-responsive release, and other special delivery needs. These studies 
are driving the development of gene editing towards visualization and controllability. Although significant progress has 
been made in nanodelivery systems, their clinical applications still face challenges such as standardized production and 
long-term safety assessment. Future development will focus on the development of multimodal delivery systems, in vivo 
dynamic tracking technology innovation and breakthroughs in large-scale preparation processes. With the deep integration 
of materials science and molecular biology, nanodelivery technology is expected to play a more important role in the 
eradication of genetic diseases and precision cancer therapy, providing solid technical support for the transformation of 
gene therapy from laboratory to clinic. It is hoped that by reading this review, readers will gain more inspiration in related 
research areas and contribute their part in making greater breakthroughs in the fields of nanodelivery vectors and gene 
editing. 
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