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1.饱和溶解度 Cs： 

  =f(粒径 d)

  =f(曲率)

  =f(溶出压 Px)

2.溶出速率 dc/dt： 

  =f(饱和溶解度Cs)

  =f(溶出层厚度 h)

  =f(总表面积 A)

  =f(粒子数 n)

3.黏附性能： 

  =f(粒径 d)

  =f(接触面积数 Ac)
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大微粒              微粒          纳米粒
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大微粒             微粒                     纳米粒

d=100 µm           d=10 µm                  d=200 µm
n=1 n=1 000  n=125 000 000
A=60 000 µm2   粒径减少：/10 粒径减少：/500
                  表面积增加：×10 表面积增加：×5 000

微粒                             纳米微粒

d=10 µm                         d=200 nm
n=1 n=125 000 

Ac=1
Ac=125 000

1 黏附点                 :                   125 000 黏附点

固体纳米晶体
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Application of Spray Freeze Drying (SFD) Technology in Inhalation Preparations
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喷雾冷冻干燥(SFD)技术在吸入制剂中的应用
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Using triphosgene as an acylation reagent to 
prepare 8, the yield was increased from 81% to 94%.

The total yield was 77% with a purity of 99.3%.
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Catalytic hydrogenolysis was used instead of reduction by iron powder to avoid
the discharge of iron sludge, simplify the operation, and increase the yield from 84% to 92%.

用三光气作为酰化试剂制备8, 收率由81% 提高至94%。

总收率 77% , 纯度 99.3%。
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以钯碳催化加氢代替文献的铁粉/氯化铵还原，避免了铁泥和
废水等污染物的排放，且简化了后处理，收率由84% 提高至92%。
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temsirolimus

Excessive hydrolysis was avoided through closely reaction monitoring by TLC. In addition, after
a purification of compound 4, the residue of 2 was further reduced to less than 0.15%, which would 

reduce the formation of impurities in the following reaction and improve the quality of the final product.

Compound 5 was hydrolyzed in 2 mol/L H2SO4 to remove 2 protective
groups in one time and afford the target compound with a yield of 94%.

The purity was increased from 98% to 99%, 
and the total yield was increased from 60% to 84.3%.
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坦西莫司

通过 TLC 严密监测反应进程，避免了过度水解的发生；同时增加对化合物 4 的
分离纯化操作，进一步将 2 的残留降至 0.15％以下，避免其参与后续反应影响终产物品质。

直接在2 mol/L 硫酸的作用下，一步水解掉 2 个
保护基团，减少反应步骤的同时，收率也提高至94％。

纯度由 98％提高至 99％，总收率由60％提高至 84.3％。
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empagliflozin

Friedel-Crafts alkylation was used instead of
the Friedel-Crafts acylation and carbonyl reduction 

which usually be used in literatures to shorten the route.

The reaction temperature increased from -78 ℃
to -40～-20 ℃ to make it easier to control.

The overall yield of this improved route was 43.0% with a purity of 99.21%. 
The content of the impurity α-empagliflozin was less than 0.1%.
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恩格列净

采用傅-克烷基化反应代替文献常用的
傅-克酰化后再进行羰基还原，缩短了步骤。

改进后的工艺总收率 43.0%，纯度99.21%，α-恩格列净杂质含量小于 0.1%。

该反应温度由文献的-78 ℃升高至
-40～-20 ℃，反应更容易控制。
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H2O2 was used instead of KMnO4 to 
avoide the waste residue and simplify the work-up.

(R)-budesonide

Pd/C/H2 was used instead of chromium trichloride, the work-up 
was simplified and the risk of heavy metal residue was reduced.

The green ionic liquid [PSmim][HSO4] was used instead of perchloric acid
to increase the yield from 80.7% to 98.5%, and simplify the work-up, 

in addition, the ionic liquid could be recycled and the cost was reduced.
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以过氧化氢代替高锰酸钾作氧化剂,在保证
收率的同时,避免产生废渣,简化了后处理。

chiral resolution

右布地奈德

以钯碳催化氢化代替六水合三氯化铬催化脱溴,
简化后处理,降低重金属残留的风险。

以绿色离子液体[PSmim][HSO4] 代替高氯酸作催化剂，收率从文献的

80.7% 提高至98.5%，简化了操作，且离子液体可以回收套用，降低了成本。
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NH3 was used instead of ammonium acetate 
in methanol to avoid the hydrolysis of 2 and 3.

The usage of "one pot" method  
was green and efficient.  

Manganese dioxide was used instead of dimethyl sulfoxide, 
which was economic, low toxicity and easy to operate.   
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用氨气代替乙酸铵在甲醇中
发生缩合反应，避免了酯的水解。 采用“一锅法”，绿色高效。

用二氧化锰代替二甲亚砜，经济、低毒、易操作。
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····················································································蔡  杰，顾王文，丁亚萍*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.014
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基于血清药物化学研究香青兰抗心肌缺血活性部位的活性成分······································
····························································李志红，颜仁杰，邢建国，吴  彤，刘  莉*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.015
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一测多评法测定银黄片中的 9 种有效成分································································
················································宁淑博，王加锋，展照双，周明波，辛  丹，滕佳林*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.016
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4 caffeic acid(0.43)
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6 baicalin(internal reference)
7 wogonoside(1.13)
8 baicalein(0.73)
9 wogonin(0.92 )
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盐酸雷莫司琼的异构体杂质检测及异构体化影响因素··················································
····························································沈  晨，夏  旭，高文彦，曾珊珊，叶金翠*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.017

A：系统适用性溶液，B：1 对照品溶液，C：2 对照品溶液，D：混合对照品溶液
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中药配方颗粒发展现状及产业升级对策分析······························································
···························································林环玉，伍振峰*，曾丽华，王学成，杨  明*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.018

Development Status and Industry Upgrading 
Countermeasures of Dispensing Granules of 

Chinese Materia Medica
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浅析“两证合一”监管机制对药品生产企业的影响··················颛孙燕，俞佳宁，朱佳娴*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.019

“两证合一”监管机制对药品生产企业的影响

影响非常大

影响比较大

影响一般影响比较小

没有影响

“两证合一”监管机制对

企业生产质量管理的影响

“两证合一”监管机制对

企业销售运营的影响

“两证合一”后二合一检

查方式对企业的影响

“两证合一”后日常监督

检查频率对企业的影响

The Impact of "Two Certificates in One" Regulatory Mechanism on Pharmaceutical Producing Enterprises 
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化学合成原料药申报过程中起始物料的选择与控制······························杜  爽，梁  毅*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.020

制定起始物料控制指标项（正逆回溯分析结果）

1. 低含量表示工艺去除能力高，无需额外控制

2. 基因毒性杂质 - 在起始物料及成品中适当控制

3. 有关物质 - 定量控制

4. 其他常规质控项目，如含量、熔点、外观等

设计研究范围（正向分析）

比较起始物料和原料药合成工艺，关注：

1. 仅在起始物料工艺中使用的物料

2. 起始物料理化性质

3. 起始物料副产物及其他潜在杂质

依据初步检测结果进行质量回溯（逆向分析）

根据正向分析结果，测试原料药及中间体的如下项目：

1. 溶剂, 2. 催化剂, 3. 生产助剂,

4. 基因毒性杂质, 5. 原料药中其他杂质

Formulate SM Control Items  (Forward and Reverse Retrospective Analysis)
1. Low content means high process removal capability without separate control. 
3. Genotoxic impurities-Appropriate control in SM
4. Related substances-Quantitative control 

etc.

Study Range Design (Forward Analysis)
Comparing the synthesis process of starting materials
(SM) and API, focusing on: 
1. Materials used only in the starting materials. 
2. Physicochemical properties of starting materials.
3. SM process by-products and other potential impurities.

Quality Backtracking Based on Initial Test Results
(Reverse  Analysis)

According to the results of forward analysis, test the 
following items in API and intermediates：
1. solvent，2. catalyst，3. production additives，
4. genotoxic impurities，5. other impurities in API 

设计研究范围（正向分析）

1. 比较起始物料与原料药合成工艺，关注仅在起始物料中使用的溶剂、催化剂、生产助剂

例如：① 溶剂 A② 催化剂 B③ 生产助剂 C

2. 起始物料工艺及本身性质：是否存在光学异构体、多晶型、潜在基因毒性物质及警示结构

例如：① 存在光学异构体 ② 不存在多晶型 ③ 潜在基因毒性杂质 D

3. 起始物料工艺副产物及其他潜在降解杂质

例如：① 无副产物 ② 潜在降解杂质

依据初步检测结果进行质量回溯（逆向分析）

根据正向分析结果，在成品原料药、中间体中检测

1. GC分析显示原料溶剂 A在原料药中的残留量远低于标准限值

2. 中间体、原料药中未检出催化剂 B和生产助剂 C

3. LC-MS测定原料药中基因毒性杂质低于可接受标准的30%

4. LC-MS分析原料药杂质得到杂质F、G、H

（其中 F为来源于起始物料的降解产物，H为与起始物料相关的光学异构体杂质）

制定起始物料控制指标项（正逆回溯分析结果）

1. 溶剂 A——工艺去除能力高，无需单独控制，仅设定干燥失重项

（其他上下游工艺均使用到的物料，仅在成品原料药中进行适当控制）

2. 催化剂 B、生产助剂C——工艺去除能力高，无需单独控制

3. 基因毒性杂质——在起始物料中适当控制，成品原料药定期检测

4. 杂质 F、H——定量控制

5. 其他常规质控项，如含量、熔点、外观等

5. Other conventional quality control items, such as assay, melting point, 
appearance, etc. 
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基于实例的医疗器械上市许可持有人制度分析····································蒋海洪，李  晶*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.021

医疗器械
MAH 制度
强化全生命周期的质量管理责任

Medical Devices
MAH System
Strengthen management responsibility throughout product total life cycle

仿制药一致性评价对低价、短缺药品的影响分析及对策建议······于晓雯，董  敏，由春娜*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.022









 低价非短缺品种是否会在一致性评价之后出现短缺；

 短缺药品的短缺程度是否会在一致性评价之后加剧；

 部分短缺品种是否会在一致性评价之后无药可用；

 只有3家企业生产的同品种药物能否满足公众用药需求

 Low - cost drugs
Drugs in shortage
 Low - cost drugs in shortage

 The recordation of
Reference ListedDrugs (RLDs)

 The number of companies actually 
conducting the evaluation

 Whether the low-costdrugs in non- shortage
will be in shortage after the evaluation;

 Whether the degree of shortage for some varieties 
will be more serious after the evaluation;

 Whether part of the drugs in shortage will be 
unavailable after the evaluation;

 Whether the quantity of the same drugs produced by 
three companies can guarantee the public demand.  

Impact
Analysis

影响分析

首批 289 个品种中：

低价药品

短缺药品

参比制剂备案情况

实际开展评价的企业数量

Among the first 289 varieties:

榄香烯原料药及制剂国家标准提高工作分析·········································岳志华，李慧义
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.023
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1.饱和溶解度 Cs： 

  =f(粒径 d)

  =f(曲率)
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2.溶出速率 dc/dt： 

  =f(饱和溶解度Cs)

  =f(溶出层厚度 h)
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Spray Freeze Drying Technology and Its Application in Preparations for Inhalation···················
··············································································WANG J, ZHU Z Z, ZHANG X H*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.005

Application of Spray Freeze Drying (SFD) Technology in Inhalation Preparations

吸入干粉
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喷雾冷冻干燥(SFD)技术在吸入制剂中的应用
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Improved Synthesis of Closantel Sodium·························ZOU Y, LI L L, CHEN R E, SU W K*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.006

Using triphosgene as an acylation reagent to 
prepare 8, the yield was increased from 81% to 94%.

The total yield was 77% with a purity of 99.3%.
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Catalytic hydrogenolysis was used instead of reduction by iron powder to avoid
the discharge of iron sludge, simplify the operation, and increase the yield from 84% to 92%.

用三光气作为酰化试剂制备8, 收率由81% 提高至94%。

总收率 77% , 纯度 99.3%。
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废水等污染物的排放，且简化了后处理，收率由84% 提高至92%。
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Improved Synthesis of Temsirolimus················BAI W Q, TANG Z B, SONG C L, ZHANG G M*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.007
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Excessive hydrolysis was avoided through closely reaction monitoring by TLC. In addition, after
a purification of compound 4, the residue of 2 was further reduced to less than 0.15%, which would 

reduce the formation of impurities in the following reaction and improve the quality of the final product.

Compound 5 was hydrolyzed in 2 mol/L H2SO4 to remove 2 protective
groups in one time and afford the target compound with a yield of 94%.

The purity was increased from 98% to 99%, 
and the total yield was increased from 60% to 84.3%.
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通过 TLC 严密监测反应进程，避免了过度水解的发生；同时增加对化合物 4 的
分离纯化操作，进一步将 2 的残留降至 0.15％以下，避免其参与后续反应影响终产物品质。

直接在2 mol/L 硫酸的作用下，一步水解掉 2 个
保护基团，减少反应步骤的同时，收率也提高至94％。

纯度由 98％提高至 99％，总收率由60％提高至 84.3％。
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Improved Synthetic Process of Empagliflozin································································
··················································SHI K J, CHEN L*, LI J H, REN F Y, YANG C, GOU X J
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Friedel-Crafts alkylation was used instead of
the Friedel-Crafts acylation and carbonyl reduction 

which usually be used in literatures to shorten the route.

The reaction temperature increased from -78 ℃
to -40～-20 ℃ to make it easier to control.

The overall yield of this improved route was 43.0% with a purity of 99.21%. 
The content of the impurity α-empagliflozin was less than 0.1%.
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恩格列净

采用傅-克烷基化反应代替文献常用的
傅-克酰化后再进行羰基还原，缩短了步骤。

改进后的工艺总收率 43.0%，纯度99.21%，α-恩格列净杂质含量小于 0.1%。

该反应温度由文献的-78 ℃升高至
-40～-20 ℃，反应更容易控制。
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Improved Synthesis of (R)-Budesonide··························································XING L H
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.009

H3C

CH3

O

O O
CH3

O

H3C

CH3

O

O O
CH3

O
OH

OH
NBS, HClO4

2 3

H3C

CH3

O

O O
CH3

O
OH

OH
HO

5

H3C

CH3

O

O OH

OH
OH

HO

6

[PSmim][HSO4]

H3C O

7

H3C

CH3

O

O OH

O
O

HO CH3

H3C

CH3

O

O OH

O
O

HO CH3

H

H2O2 KOH

N N
HSO4

CH3

S
O

O

HO

[PSmim][HSO4]

H2O2 was used instead of KMnO4 to 
avoide the waste residue and simplify the work-up.

(R)-budesonide

Pd/C/H2 was used instead of chromium trichloride, the work-up 
was simplified and the risk of heavy metal residue was reduced.

The green ionic liquid [PSmim][HSO4] was used instead of perchloric acid
to increase the yield from 80.7% to 98.5%, and simplify the work-up, 

in addition, the ionic liquid could be recycled and the cost was reduced.
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以过氧化氢代替高锰酸钾作氧化剂,在保证
收率的同时,避免产生废渣,简化了后处理。

chiral resolution

右布地奈德

以钯碳催化氢化代替六水合三氯化铬催化脱溴,
简化后处理,降低重金属残留的风险。

以绿色离子液体[PSmim][HSO4] 代替高氯酸作催化剂，收率从文献的

80.7% 提高至98.5%，简化了操作，且离子液体可以回收套用，降低了成本。
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Improved Synthesis of 2-Trifluoromethylpyridine-3-carboxaldehyde····LU Y, WANG P P, QIAN C*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.010
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NH3 was used instead of ammonium acetate 
in methanol to avoid the hydrolysis of 2 and 3.

The usage of "one pot" method  
was green and efficient.  

Manganese dioxide was used instead of dimethyl sulfoxide, 
which was economic, low toxicity and easy to operate.   
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用氨气代替乙酸铵在甲醇中
发生缩合反应，避免了酯的水解。 采用“一锅法”，绿色高效。

用二氧化锰代替二甲亚砜，经济、低毒、易操作。

Construction of 7 PKS-deleted Mutants for Streptomyces avermitilis and Improvement of Conjugal 
Transformation System······················································MENG L Z, WANG Y, CHU J*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.011
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Preparation, Physicochemical Properties and Transdermal Performance of Vitamin C Phospholipid 
Complex···································HUANG B, HUANG C L, ZHANG C F, LU B Y, LONG X Y*
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Preparation and Preliminary Stability of Scutellarin Internal Phase Thickened Multivesicular 
Liposomes··············································································LI H G, XU J M, XU K
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.013
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Properties of the Co-processed Excipient Including Microcellulose and Application in Direct 
Compression·····································································CAI J, GU W W, DING Y P*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.014
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Anti-myocardial Ischemia Components from Dracocephalum moldavica Extraction Based on 
Serum Pharmacochemistry Analysis························LI Z H, YAN R J, XING J G, WU T, LIU L*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.015
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Determination of Nine Active Components in Yinhuang Tablets by QAMS Method·····················
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Determination of (S)-Enantiomer of Ramosetron Hydrochloride by HPLC and Influencing Factors 
of the Enantiomeric Conversion·······················SHEN C, XIA X, GAO W Y, ZENG S S, YE J C*
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A：系统适用性溶液，B：1 对照品溶液，C：2 对照品溶液，D：混合对照品溶液
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Development Status and Industry Upgrading Countermeasures of Dispensing Granules of Chinese 
Materia Medica··································LIN H Y, WU Z F*, ZENG L H, WANG X C, YANG M*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.018
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Impact Analysis of Regulatory Strategy of Combining Manufacturing Authorization Certificate and the
GMP Certificate on Pharmaceutical Producing Enterprises····ZHUANSUN Y, YU J N, ZHU J X*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.019
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Selection and Control of Starting Materials in the Process of Chemical Synthetic APIs Submission  
··································································································DU S, LIANG Y*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.020

制定起始物料控制指标项（正逆回溯分析结果）

1. 低含量表示工艺去除能力高，无需额外控制

2. 基因毒性杂质 - 在起始物料及成品中适当控制

3. 有关物质 - 定量控制

4. 其他常规质控项目，如含量、熔点、外观等

设计研究范围（正向分析）

比较起始物料和原料药合成工艺，关注：

1. 仅在起始物料工艺中使用的物料

2. 起始物料理化性质

3. 起始物料副产物及其他潜在杂质

依据初步检测结果进行质量回溯（逆向分析）

根据正向分析结果，测试原料药及中间体的如下项目：

1. 溶剂, 2. 催化剂, 3. 生产助剂,

4. 基因毒性杂质, 5. 原料药中其他杂质

Formulate SM Control Items  (Forward and Reverse Retrospective Analysis)
1. Low content means high process removal capability without separate control. 
3. Genotoxic impurities-Appropriate control in SM
4. Related substances-Quantitative control 

etc.

Study Range Design (Forward Analysis)
Comparing the synthesis process of starting materials
(SM) and API, focusing on: 
1. Materials used only in the starting materials. 
2. Physicochemical properties of starting materials.
3. SM process by-products and other potential impurities.

Quality Backtracking Based on Initial Test Results
(Reverse  Analysis)

According to the results of forward analysis, test the 
following items in API and intermediates：
1. solvent，2. catalyst，3. production additives，
4. genotoxic impurities，5. other impurities in API 

设计研究范围（正向分析）

1. 比较起始物料与原料药合成工艺，关注仅在起始物料中使用的溶剂、催化剂、生产助剂

例如：① 溶剂 A② 催化剂 B③ 生产助剂 C

2. 起始物料工艺及本身性质：是否存在光学异构体、多晶型、潜在基因毒性物质及警示结构

例如：① 存在光学异构体 ② 不存在多晶型 ③ 潜在基因毒性杂质 D

3. 起始物料工艺副产物及其他潜在降解杂质

例如：① 无副产物 ② 潜在降解杂质

依据初步检测结果进行质量回溯（逆向分析）

根据正向分析结果，在成品原料药、中间体中检测

1. GC分析显示原料溶剂 A在原料药中的残留量远低于标准限值

2. 中间体、原料药中未检出催化剂 B和生产助剂 C

3. LC-MS测定原料药中基因毒性杂质低于可接受标准的30%

4. LC-MS分析原料药杂质得到杂质F、G、H

（其中 F为来源于起始物料的降解产物，H为与起始物料相关的光学异构体杂质）

制定起始物料控制指标项（正逆回溯分析结果）

1. 溶剂 A——工艺去除能力高，无需单独控制，仅设定干燥失重项

（其他上下游工艺均使用到的物料，仅在成品原料药中进行适当控制）

2. 催化剂 B、生产助剂C——工艺去除能力高，无需单独控制

3. 基因毒性杂质——在起始物料中适当控制，成品原料药定期检测

4. 杂质 F、H——定量控制

5. 其他常规质控项，如含量、熔点、外观等

5. Other conventional quality control items, such as assay, melting point, 
appearance, etc. 
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医疗器械
MAH 制度
强化全生命周期的质量管理责任

Medical Devices
MAH System
Strengthen management responsibility throughout product total life cycle
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 低价非短缺品种是否会在一致性评价之后出现短缺；

 短缺药品的短缺程度是否会在一致性评价之后加剧；

 部分短缺品种是否会在一致性评价之后无药可用；

 只有3家企业生产的同品种药物能否满足公众用药需求

 Low - cost drugs
Drugs in shortage
 Low - cost drugs in shortage

 The recordation of
Reference ListedDrugs (RLDs)

 The number of companies actually 
conducting the evaluation

 Whether the low-costdrugs in non- shortage
will be in shortage after the evaluation;

 Whether the degree of shortage for some varieties 
will be more serious after the evaluation;

 Whether part of the drugs in shortage will be 
unavailable after the evaluation;

 Whether the quantity of the same drugs produced by 
three companies can guarantee the public demand.  

Impact
Analysis
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  专论 Perspectives

CRISPR 药物递送系统的研究现状及发展趋势

沈  洁
1,2
，李  燕

1
，卢治国

1,2
，张田露

1
，张  欣

1*
(1. 中国科学院过程工程研究所，生化工程国家重点实验室，北京 100190；2. 中国科学院大学，北京 100049)

摘要：CRISPR(clustered regularly interspersed short palindromic repeats) 是一种新型基因编辑技术，可以通过对基因进行

精准修饰来达到治疗肿瘤、艾滋病等疾病的目的。然而，基因药物存在不稳定、易降解、入胞能力差等问题，限制了

CRISPR 技术的应用。因此，需要寻求合适的递送系统，将药物有效地递送至靶细胞中，进而提升 CRISPR 技术的效率及

特异性。本文主要综述了近年来 CRISPR 技术的药物递送系统的研究进展，对病毒载体和非病毒载体的优势、劣势，研

究现状及发展趋势等进行总结和阐述，为各类药物递送系统在生物医药治疗领域的应用提供参考。

关键词：CRISPR；载体；治疗

中图分类号：R94     文献标志码：A     文章编号：1001-8255(2018)08-1041-12

DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.08.001
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基因治疗是指通过操作遗传物质来干预疾病

的发生、发展和进程，包括替代或纠正人自身基

因结构或功能上的错乱，杀灭病变的细胞或增强

机体清除病变细胞的能力等，从而达到治疗疾病

的目的 [1]。传统的基因治疗技术主要有锌指核

酸酶 (zinc finger nucleases，ZFNs) 技术、转录激

活子样效应物核酸酶 ( transcription activator-like 
effectors nucleases，TALENs) 技术等。然而，ZFNs

技术具有效率低、耗费时间长、成本高的缺点 [2]，

TALEN 蛋白的相对分子质量较大使实验操作不

便 [3]。CRISPR(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats) 技术作为一种新型基因治疗技

术，具有扩展性更强、简便、低成本的优点 [4]，是

基因治疗技术研究的热点。

CRISPR 是存在于细菌及古细菌中的一段回文

序列，是大多数细菌及古细菌中的一种天然免疫方

式 [5]。有超过 40％的细菌和 90％的古细菌基因组

具有这样的回文序列结构 [6]。CRISPR 已被开发成

为一种新型基因编辑工具，可以通过对基因进行修

饰、编辑等过程来达到治疗疾病的目的。根据功能

元件的不同，CRISPR/Cas 系统可分为Ⅰ类、Ⅱ类

和Ⅲ类系统，不同类型的 CRISPR/Cas 系统完成基

因剪切的步骤不同。其中，Ⅱ类系统比较简单，不

需要依赖多蛋白复合物，而只需要单独的 Cas9 核

酸酶即可，也是目前研究最成熟、应用最广泛的系

统 [7]。CRISPR/Cas9 是一种 RNA 导向的 DNA 核

酸内切酶系统，在该系统中 Cas9 核酸内切酶由 2

种天然的 RNA 组成，分别是 crRNA( 即 CRISPR 
RNA) 和反式激活的 crRNA( 即 trans activating 
CRISPR RNA，tracrRNA)，该复合物能够通过 20

个核苷酸数的导向序列靶向特异性基因组位点 [8]。

收稿日期：2018-01-02
作者简介：沈  洁(1995—)，女，硕士研究生，专业方向：药物载

体分子的设计、合成。

Tel：13167386825
E-mail：shenjie17@mails.ucas.ac.cn
通信联系人：张  欣(1979—)，女，研究员，主要从事新型药物给

药载体的设计、制备及应用等研究。

Tel：010-82544853
E-mail：xzhang@ipe.ac.cn

通过人工设计这 2 种 RNA，可以将其改造成为单

链导向 RNA(single guide RNA，sgRNA，如图 1A

所示 ) [9]，sgRNA 可以介导 Cas9 核酸酶在特定位

点处进行切割，形成 DNA 双链断裂，从而对基因

进行精准编辑等操作 [10]。sgRNA 对确定特异性目

标序列十分重要。另一个重要因素是原间隔序列临

近基序，即 PAM(protospacer adjacent motif) 基序，

它通常由 NGG 3 个碱基构成。CRISPR/Cas9 介导

的 DNA 双链断裂能够通过同源重组机制和非同源

末端连接机制被修复 ( 如图 1B 所示 )，非同源末

端连接机制可以在目标位点上对基因进行小范围的

插入或删除，而同源重组机制则以宿主的等位基因

为模板复原野生型序列 [11]。通过这 2 种修复机制

可以对基因进行精准的剪切、插入等操作，进而治

疗疾病 [12]。

CRISPR 技术已在治疗肿瘤、艾滋病、神经退

行性疾病等方面取得了很大的进展。Chen 等利用

CRISPR 技术开发出肿瘤的一种新型基因疗法 [13]，

能够靶向作用于促癌融合基因的 DNA 序列，融

合基因通常会诱发肿瘤。该研究在接受人类前列

腺癌细胞和肝癌细胞移植物的小鼠模型中，利用

CRISPR 组分对融合基因中的突变 DNA 进行切割，

并且用能够诱发肿瘤细胞死亡的基因来替换突变的

DNA，从而使小鼠体内肿瘤尺寸减小 30％，且所

有小鼠均存活。该方法特异性高，为开发治疗肿瘤

的新型疗法提供了参考。Yin 等利用 CRISPR/Cas9

技术从活体动物基因组中切除 HIV-1 靶向片段 [14]，

将病毒基因的 RNA 表达降低了 60％～ 95％，从

而消除了 HIV 感染。该研究为彻底治愈 HIV 感染

带来希望。Basu 等使用 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术开发出了一种监控内生 α- 突触核蛋白转录的工

具 [15]，由于 α- 突触核蛋白与帕金森病发病直接相

关，因此该工具可用来筛查帕金森病。Yang 等利

用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术敲除小鼠脑细胞中突

变的亨廷顿蛋白的一部分基因 [16]，使小鼠脑部的

蛋白聚集物消失，运动能力得到改善。

CRISPR 技术的出现使得基因治疗更加高效，

为基因编辑技术的研究和改造带来了巨大的潜力。
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但是，基因药物存在不稳定、易降解、入胞能力差

等问题。为克服上述问题，需要合适的递送方法有

效地将药物递送至靶细胞或靶器官内。理想的载体

应当具有无毒、靶向性好、高效、成本低廉、可生

物降解等优点。目前，CRISPR 药物递送主要采取

3 种方法——物理方法、病毒载体和非病毒载体。

本文主要从 CRISPR 药物递送方法的原理、应用、

优势及不足等方面进行阐述。

1   物理方法

递送 CRISPR 系统组分最为简单的方式就是通

过物理方法，主要包括微流控膜变形、电穿孔、高

压注射等。这些方法主要通过细胞膜来递送质粒

DNA 编码的 Cas9-sgRNA 复合物 ( 图 2)。物理方

法简单、高效，提高了基因的表达，在体外试验中

应用广泛。

1.1   微流控膜变形法

微流控膜变形法是通过微流泵快速促进细胞机

械变形，产生瞬时细胞膜孔，进而可以向细胞内递

送生物材料，包括在难以转化的淋巴瘤细胞和胚胎

干细胞中实现高效递送，同时细胞的活力也得到提
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主要包括非同源末端连接机制 (NHEJ) 和同源重组介导的修复机制 (HDR)

图 1   CRISPR-Cas9 介导的基因编辑原理及修复机制 [12]

Fig.1   CRISPR-Cas9-mediated Genome Editing and Gene Repair [12]

图 2   物理方法递送药物示意图

Fig.2   Drugs Delivered by Physical Methods

升。Han 等优化了微流控膜变形法 [17]，将 sgRNA

和 Cas9 核酸酶递送至不同类型的细胞中，并且成

功地在 T 细胞中进行基因编辑，敲除了编码 PD-1

的基因，抑制了肿瘤生长。这一方法适用于不同类

型的细胞中，尤其是难以转化的细胞中，可以达到

高通量的灵活应用。

1.2   电穿孔技术

电穿孔技术是在脉冲电场作用下细胞膜暂时出



·    ·                                           中国医药工业杂志  Chinese Journal of  Pharmaceuticals 2018, 49(8)1044

现微孔的物理过程，其结果是细胞内外分子交换显

著增加，有利于细胞吸收各种药物、基因物质、蛋

白质和其他大分子物质等。电场取消后微孔关闭，

不会对细胞造成任何影响。这种瞬时可逆的膜渗透

性大大促进了药物的跨膜运输 [18]，因此电穿孔技

术能够有效地传递 DNA、RNA 和蛋白质至细胞内，

在临床上更多地被用来递送信使 RNA(mRNA) [19]。

Hashimoto 等采用电穿孔技术有效地将 mRNA 递

送至小鼠的受精卵中 [20]，并促进了基于 CRISPR/
Cas9 的基因组编辑。Kaneko 等利用电穿孔技术将

核酸内切酶的 mRNA 递送至完整的小鼠胚胎中 [21]，

并且在特定的位点进行基因编辑，利用电穿孔技术

的基因组编辑效率和胚胎存活率都比传统的微量注

射要高。Latella 等采用电穿孔技术将 CRISPR/Cas9

质粒表达的 sgRNA 递送至视紫红质 (RHO) 转基因

小鼠中 [22]，可以精准地进行基因编辑，显著地降

低了突变 RHO 蛋白的表达。

1.3   高压注射递送技术

高压注射递送技术是一种简便、高效、安全的

体内递送方法，药物可通过注射器快速地注射到静

脉中，在体内发挥作用，从而达到治疗疾病的效果。

Yin 等利用高压注射技术递送 CRISPR/Cas9 系统的

组分 [23]，对人类遗传性酪氨酸血症的小鼠肝细胞

模型的 Fah 突变基因进行校正，结果显示正确基因

成功插入到小鼠肝细胞中，健康细胞最终可取代病

变细胞，进而达到治愈疾病的效果。Xue 等利用高

压注射技术递送 CRISPR 系统表达 Cas9 核酸酶和

sgRNA 的质粒 DNA 至小鼠肝脏中 [24]，并且靶向

肿瘤抑制基因 Pten 和 p53，利用 Cas9 蛋白酶敲除

Pten 和 p53 基因片段，生成了肝肿瘤小鼠模型。该

研究证实了使用 CRISPR/Cas9 技术作用于肿瘤抑制

基因是可行的，为肝癌模型和功能性基因组学的快

速发展提供了新的思路。

综上，虽然物理方法简便、快速，但是由于生

理和病理条件的变化，物理方法更适用于体外传递，

很难应用于体内递送试验中。通过注射的方法虽可

应用于小鼠体内试验，但危险性较大，而且是否能

够应用于大型动物尚且未知。因此，需要寻求能够

实现 CRISPR 基因治疗药物体内递送的方法。

2   病毒载体

病毒载体常用于基因治疗过程中的药物递送。

病毒型载体就是将野生型病毒加以改进，去除其致

病性，同时使其携带遗传物质，并包装成病毒颗粒

导入体内，感染宿主细胞，将递送的遗传物质在

宿主细胞内表达，从而达到治疗疾病的目的。递

送 CRISPR 系统组分的病毒性载体主要有腺病毒

(adenoviral)、腺相关病毒 (adeno-associated viral，
AAV) 和慢病毒 (lentiviral) 载体等，见图 3。病毒

性载体在基因传递与表达中因高效而广泛应用于体

内外药物递送研究中 [25]。

2.1   腺病毒载体

腺病毒是一种双链、无包膜的 DNA 病毒。腺

病毒载体携带基因较大，可以用于瞬时表达。同时

具有宿主范围广、可感染分裂和非分裂细胞、高滴

图 3   腺病毒、慢病毒和腺相关病毒的结构

Fig.3   Structures of Adenovirus, Lentivirus and Adeno-associated Virus
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度制备、易纯化、外源基因装载容量大等优点 [26]，

应用范围较广。

Cheng 等开发了一种基于体内基因编辑的腺

病毒的 CRISPR/Cas9 系统 [27]，在肝脏中，证实该

系统可以达到组织特异性基因剔除的水平，从而

导致表型的改变。Maggio 等研究了在人体不同细

胞类型中腺病毒载体递送 CRISPR/Cas9 系统组分

的适宜性 [28]，结果证实腺病毒载体可以作为递送

CRISPR 系统组分的有利平台，有效地将核酸酶和

sgRNA 递送至人类体细胞中发挥基因编辑的作用。

Wang 等以小鼠内 Pten 基因为目标，利用腺病毒载

体来递送链球菌 Cas9 核酸酶 [29]。Pten 基因与非酒

精性脂肪肝炎密切相关，也与磷脂酰肌醇 -3- 激酶

(phospatidylinositol-3-kinase，Pl3K)- 丝氨酸 / 苏氨

酸激酶 (serine/threoninekinase，AKT) 信号通路 (该

通路能够调节细胞迁移、生长、增殖及凋亡 ) 的负

调节蛋白有关。结果表明，即使肝脏中有典型的腺

病毒载体相关的免疫毒性，腺病毒载体仍然能够高

效地调节 Pten 基因编辑。该研究结果可为人类肝脏

疾病的治疗提供参考，在今后涉及到活体 CRISPR/
Cas9 递送的转译研究中，也要考虑到 Cas9 核酸酶

特异性免疫反应的重要性。

2.2   腺相关病毒载体

腺相关病毒是一种无包膜的单链线性 DNA 病

毒。由于具有宿主范围广、病原性低和携带的治疗

基因表达期长等优势，已成为目前最有前景的基因

转移载体之一 [30]。

Ran 等将金黄色葡萄球菌的 Cas9 核酸酶和

sgRNA 表达盒装载到腺相关病毒载体中 [31]，以小

鼠肝脏中胆固醇调节基因神经细胞凋亡调节转化

酶 -1( 即 Pcsk9) 为目标，注射 1 周后，小鼠总胆固

醇下降 40％，血清中的 Pcsk9 蛋白含量和总胆固醇

的水平明显下降。Yang 等利用腺相关病毒载体递

送 CRISPR/Cas9 组分至亨廷顿舞蹈症模式小鼠大脑

中 [16]，敲除编码亨廷顿蛋白的部分基因，通过基

因敲除，小鼠大脑中的蛋白聚集物明显减少，运动

能力也得到改善。Kaulich 等研发出 CRISPR/Cas9

和腺相关病毒靶向基因重组的方法 [32]，通过编辑

内源基因来研究基因的功能，适用于研究人类基因

组中大多数的基因。Nrl 基因是靶向决定感光细胞

前体是否发育成为视杆细胞的关键基因，Yu 等利

用腺相关病毒将该基因的 sgRNA 和 Cas9 内切核酸

酶递送至小鼠的视网膜上 [33]，成功阻止了小鼠视

网膜色素变性。视网膜变性是一种有遗传倾向，能

够导致失明的疾病，研究结果证实该方法可以长期

维持视网膜细胞基因表达的能力，可为治疗人类视

网膜变性疾病提供参考。

2.3   慢病毒载体

慢病毒载体能够将外源基因整合到宿主细胞的

染色体上，遗传物质在宿主细胞内表达，进而达到

治疗疾病的效果。慢病毒载体转染效率较高，能够

构建稳定的表达细胞系。该类载体是一类重组逆转

录病毒载体，可以感染非分裂期细胞，可容纳的外

源性目的基因的片段大，是一种重要的基因转移工

具，应用于基因治疗和细胞分子生物学研究领域 [34]。

Kabadi 等开发了一种慢病毒载体系统来递送

Cas9 蛋白酶和靶向不同位点的 sgRNA[35]，该系统

中每 1 个 sgRNA 都可以有效表达，可以促进基因

编辑进程，维持细胞的转录活化状态。这一递送系

统可应用于不同的细胞类型中，能够有效地递送基

于 CRISRP/Cas9 多基因编辑系统的组分。Heckl 等
使用慢病毒载体递送 sgRNA 和 Cas9 核酸酶的组

合体 [36]，在小鼠的造血干细胞中修改基因，导致

髓系恶性肿瘤，上述结果表明慢病毒载体递送的

sgRNA 和 Cas9 基因编辑有助于在小鼠体内建造一

个广泛的肿瘤模型，以更好地反应人类疾病的复杂

性。Wang 等将 CRISPR/Cas9 技术、慢病毒载体和

高通量测序技术结合 [37]，建立了一个集合的功能

性基因筛选方法，构建了含有 7 114 个基因的突变

细胞库。可以利用 sgRNA 库对哺乳动物进行基因

分析，将 sgRNA 稳定地融入到基因组中，使得复

杂的突变体能够被追踪，对于研究哺乳动物遗传学

具有重要的价值。Wang 等成功应用整合酶缺陷的

慢病毒载体检测 CRISPR/Cas9 和 TALEN 的脱靶效

应 [38]。通常，脱靶效应会使基因组不稳定，影响

基因的功能，而通过慢病毒的检测，可以检测出低
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至 1％的脱靶频率，方法灵敏度高。该研究对优化

CRISPR/Cas9 和 TALEN 技术，减少脱靶效应，保

证基因编辑的准确性提供了重要参考。

虽然病毒性载体在基因传递和表达中表现出高

效性，但也存在致病性风险。目前，安全性问题是

病毒载体在动物研究中面临的主要问题。另外，病

毒载体的装载能力有限，可能是基因编辑系统递送

的障碍。而且在受感染细胞类型上也有局限性，在

病毒载体的应用中，大规模的载体生产也是需要考

虑的问题 [39]。

3   非病毒载体

非病毒载体更加安全，包装能力强且易于组装，

因而成为 CRISPR 系统递送的热点。非病毒性载体

具有低致免疫性，易于组装，并且在递送大型基因

时具有很大的优越性。但是，非病毒性载体的递送

效率较低。基于非病毒载体的优点及其发展趋势，

新型的基于脂质、聚合物和无机纳米粒子等的递送

系统，是 CRISPR 系统传递的有效载体 [25]。

3.1   脂质体

脂质体是由磷脂双分子定向排列而成的直径为

几纳米至几微米的超细粒子，亲水性头部形成膜的

内外表面，亲脂性的尾部位于膜的中间，双分子层

内外分别包封脂溶性和水溶性药物。脂质体能够与

细胞膜融合，进而将药物递送至生物体内。脂质体

能使药物具有靶向性，提高和延长疗效，缓和药物

毒性，避免耐药性，甚至改变给药途径 [40]。目前，

CRISPR 技术主要应用的脂质体有阳离子脂质体、

两性离子脂质体以及类脂质体等。

3.1.1   阳离子脂质体

在 CRISPR/Cas9 系统中，阳离子化的 Cas9 蛋

白和高度阴离子化的 sgRNA 产生一个高度阴离子

化的 RNP(ribonucleoprotein) 复合物。这一复合物

可以被阳离子脂质体包裹，通过胞吞作用和巨胞饮

作用递送至细胞内 [41]。阳离子脂质体是一种自身

带有正电荷的脂质囊泡，主要由阳离子脂质和中性

辅助脂组成，阳离子脂质为整个脂质体提供正电荷。

阳离子脂质利用静电相互作用，与带有负电荷的基

因治疗药物相互作用，有效压缩基因治疗药物由伸

展结构成为体积较小的粒子，形成负载基因治疗药

物的阳离子脂质体转染复合物 [42]。阳离子脂质体

主要有 3 个区域：阳离子的头基、疏水性的尾部和

2 个区域之间的连接域 [43]。阳离子脂质的正电荷分

子能够结合负电荷核酸形成脂质体。利用阳离子脂

质来传送与高度负电荷分子结合的蛋白质，相比采

用正电荷蛋白质或肽来传送蛋白质，其效率提高了

近 1 000 倍 [44]。由于制备简单，磷脂成分无毒和相

对较低的免疫原性，阳离子脂质体已成为最具有吸

引力的基因载体之一 [25]。

外泌体是一种纳米尺寸的膜性囊泡，具有很好

的组织、细胞靶向能力，能够稳定携带药物，但因

其体积小，负载能力弱，在药物递送方面应用受限。

Lin 等通过将阳离子脂质体 (Lipofectamine 2000) 与
外泌体杂化形成杂化外泌体 [45]，杂化外泌体既具

有很好的靶向性和稳定性，又拥有脂质体负载能力

强的优势，可高效地将 CRISPR 系统组分递送至间

充质细胞。Jiang 等建立了一种新型阳离子脂质纳

米颗粒系统 [46]，可以包裹 Cas9 蛋白的 mRNA 和

sgRNA，并且在体内可以有效地输送至肝脏，对细

胞中乙肝病毒基因组中的共价闭环 DNA 和内源性

靶点 Pcsk9 的基因进行切割，降低乙肝病毒相关抗

原的表达，该研究对 CRISPR/Cas9 系统的临床转化

研究有重要意义。Zuris 等利用阳离子脂质体介导的

递送系统 [47]，将 Cre 重组酶，基于转录激活子样效

应因子 (transcription activator-like effector，TALE)
和基于 Cas9 核酸酶的转录活化剂，以及 Cas9 蛋白

酶与 sgRNA 核酸酶复合物递送至 10％血清培养的

人体细胞中，基因组的修改效率高达 80％。利用该

递送体系将 Cre 重组酶和 Cas9 蛋白酶与 sgRNA 复

合物递送至小鼠内耳，在毛细胞中实现了 90％的

Cre 介导的重组和 20％的 Cas9 介导的基因修饰。

3.1.2   两性离子脂质体

Miller 等利用两性离子氨基脂质 (zwitterionic 
amino lipids，ZALs) 来递送 Cas9 核酸酶的 mRNA

和 sgRNA[48]。ZALs 包含 1 个两性离子硫代甜菜

碱的头部基团，1 个多胺的连接域和疏水尾部。使

用低 sgRNA 剂量的两性离子氨基脂质纳米颗粒
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(zwitterionic amino lipid nanoparticle，ZNP) 即可

减少细胞内 90％的蛋白表达，通过 ZNPs 来递送

sgRNA，可以对 DNA 进行永久性的编辑，并且蛋

白质表达量减少了 95％。ZAL 适用于长链核酸的

传递，通过 ZNP 可实现在细胞内永久地编辑 DNA，

这是非病毒载体首次成功应用于体内外 Cas9 的

mRNA 和 sgRNA 的共传递中。ZNPs 为合理设计长

链 RNA 载体提供了指导，同时有望提高基因编辑

的安全性和利用率。

3.1.3   类脂质体

类脂质体也具有亲水、亲油性结构，化学性质

稳定，能够包裹药物，通过静电作用将药物递送至

靶器官或靶细胞中。

研究利用一种类脂质纳米粒子 [46]，有效地将

可以包裹 Cas9 核酸酶的 mRNA 以及 sgRNA 递送

至小鼠的肝脏中。由于小鼠 Cas9 核酸酶的 mRNA

和 sgRNA 在 1 d 内就会分解，这种递送方式提供了

一种临时可控的体内基因编辑方法。类脂质体纳米

粒子介导的 CRISPR/Cas9 递送系统有望用于治疗多

种与肝相关的疾病。Wang 等利用生物还原性脂质

纳米粒子高效地传递基因组编辑蛋白 [49]。生物还

原性脂质纳米粒子是一种类脂质的纳米粒子，将生

物还原性的纳米脂质粒子与负电荷的 Cre 重组酶或

阴离子型的 Cas9-sgRNA 结合形成复合物，使得纳

米颗粒通过静电作用聚集，进而有效地促进蛋白质

递送和基因编辑，基因重组和基因编辑的效率超过

70％。这些生物还原性脂质能够有效地将蛋白质递

送至细胞内，促进蛋白质从细胞核中逃逸，以响应

细胞内还原性环境。

一些阳离子脂质体，如 (2,3- 二油氧基丙基 ) -

三甲基氯化铵 (DOTAP)、N-[1-(2,3- 二油酰氯 ) -

丙基 ]-N,N,N- 氯化三甲铵 (DOTMA)、精胺 -5- 羧
基 - 氨基乙酸二十八烷基 - 酰胺 (DOGS) 等，具有

可自然降解的优点，但其稳定性较低，转染效率也

较低，可以通过羟乙基、胆固醇、丁二炔等基团进

行修饰 [50—51]，来提高转染的效率。通过对各种载

体材料进行改造，更多的材料可用于 CRISPR 递送

系统中。

3.2   聚合物

聚合物载体通过静电作用来递送药物至靶细

胞，达到治疗效果。聚合物载体易合成、安全、无

免疫原性，广泛应用于药物递送中。

Kang 等利用聚合物载体来递送 CRISPR/Cas9

基因组编辑材料 [52]，通过阳离子聚合物对蛋白质

进行共价修饰，以供后续与抗生素耐药性 sgRNA

络合，诱导 DNA 双链裂解。CRISPR 纳米复合物

以 mecA 基因为目标，通过聚合物载体可以有效递

送至耐甲氧西林金黄色葡萄球菌中，并且对细菌基

因进行编辑，与传统的基于脂质体的递送方式相比，

该载体具有更高的效率。Sun 等构建了一种由 DNA

链聚合组成的纳米线团 (nanoclew)[53]。通过该纳米

线团将复合物递送至人体细胞核中，这样能在维持

细胞活力的同时将靶基因破坏。纳米线团具有一定

的生物相容性，而且与其他合成性材料制成的药物

运输系统相比，对人体的毒性较低。这种新型技术

可以携带药物并靶向作用于肿瘤细胞，携带一定的

抗肿瘤药物在细胞中释放并发挥作用，可为肿瘤等

疾病的治疗提供参考。

对 于 聚 合 物 载 体， 如 聚 乙 烯 亚 胺

(polyethylenimine，PEI)、多聚赖氨酸 [poly(L-
lysine)，PLL]、甲基丙烯酸二甲氨乙酯 (poly[2-

(dimethylamino) ethyl methacrylate]，PDMAEMA)

和聚酰胺(polyamidoamine，PAMAM)(结构见图4)，
容易被合成与改性，在传统的基因治疗中也得到了

广泛的应用。如 PEI，有线型和分支型 2 种，由于

其电荷密度高，与核酸具有很强的静电交互作用，

且具有“质子海绵”的性质，所以转染效率高。但

聚合物载体通常相对分子质量较大，毒性也随之升

高，一般可以通过聚乙二醇或疏水基团的修饰来进

行改良 [54]。壳聚糖是一种生物可降解的高分子聚

合物，具有良好的生物相容性和生物降解能力，且

无毒性，但其转染效率不高，一般通过与 5β- 胆汁酸、

脱氧胆酸和硬脂酸结合，来增加壳聚糖与细胞表面

的交互作用，进而提升其转染效率 [55—57]。

3.3   无机纳米粒子

无机纳米粒子将药物或生物分子包裹在其中，
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通过内吞作用穿过细胞膜，将药物递送至生物体中

并释放，进而达到治疗疾病的目的 [58]。无机纳米

颗粒作为基因载体能包裹、浓缩、并保护核酸避免

核酸酶的降解，几乎无毒性，制备简易，保存方便，

比表面积大，具有良好的生物相容性和可降解性，

且稳定性好，通过表面修饰不仅能够提高转染的效

率，还能在很大程度上降低某些纳米粒子的毒性。

无机纳米粒子作为载体具有广阔的应用前景 [59]。

由于金纳米粒子的光学性质依赖于粒子的形

状、尺寸等，表面的化学性质易于修饰，具有较大

的比表面积，所以金纳米粒子是药物递送有效的

平台 [60]。Wang 等利用金纳米颗粒的光热性能 [61]，

设计了一种基于金纳米颗粒并结合脂质体的多功能

载体，在激光辐照下，金纳米颗粒作为光热释放剂

可释放出 CRISPR 质粒，敲除肿瘤靶向基因 Plk-1，
达到抑制肿瘤的目的。Mout 等构建了基于金纳米

粒子的 CRSIPR 递送体系 [62]。使用精氨酸金纳米

颗粒将 Cas9 蛋白质和 sgRNA 设计成纳米聚合物，

构建出特殊的递送体系，能够携带 Cas9 蛋白以及

sgRNA 同细胞膜接触并且融合，最终将 Cas9 和

sgRNA 直接释放到细胞质中。该方法的传递效率达

图 4   聚合物载体 PLL、PAMAM、PDMAEMA 和 PEI 的化学结构

Fig.4   Chemical Structures of Polymeric Vectors: PLL, PAMAM , PDMAEMA and PEI

90％以上，编辑效率可达 30％。

4   展望

CRISPR 基因编辑技术作为一种生物技术工具

在基因治疗中得到了广泛的应用，并且在临床应用

上具有很大的潜力。但 CRISPR 技术的特异性还有

待提升，由脱靶效应带来的问题也不容忽视。此

外，迄今为止通过同源重组路径的完整基因的替换

效率较低，离实际的临床应用还较远。但不管怎样，

CRISPR 基因编辑技术在治疗先天性疾病和肿瘤方

面的潜力不容小觑 [63]。相信随着研究的不断深入，

这项技术会在各类疾病中发挥出巨大的作用。

CRISPR 药物递送系统在 CRISPR 基因治疗中

起着至关重要的作用，它有效地增强了 CRISPR

系统的稳定性、细胞靶向性和治疗效果。随着

CRISPR 药物递送系统的不断深入研究，现已取得

很大的进展。物理方法虽然简单高效，但在体内递

送时受限，更适用于体外递送；病毒载体转染效率

高，但是具有安全性问题，且其装载能力有限，不

适用于大规模的生产，可以去除载体中非必需的病

毒基因来减轻细胞毒性，或者构建能够自我灭活的

病毒载体来提高载体的安全性；非病毒载体的毒性
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低、具有低致免疫性，且易于组装，潜力最大，但

递送效率较低，可以通过多肽、糖类等物质的修饰

增强载体的靶向性，实现药物富集和提高药物递送

效率的目的。这些递送方式优缺点兼具，可以通过

设计一种结合病毒载体和非病毒载体的联合载体，

兼具两类载体的优点。例如，Yin 等利用腺相关病

毒载体递送 sgRNA[64]，利用脂质体材料递送 Cas9

蛋白酶的 RNA，这 2 种载体联合递送至肝损伤小鼠

模型中，减轻了小鼠肝脏受损病症，而且 CRISPR

脱靶率也有所降低，表明病毒载体和非病毒载体联

合使用是递送 CRISPR 系统组分的有效方式，利用

这一思路可能开发出简便、高效的新型递送系统，

成为未来 CRISPR 系统递送研究中的研究热点。

随着研究的不断深入，既可以通过不同的方

法对各种载体进行修饰，增加载体的递送效率，减

轻其毒性，也可以开发出更多的新型载体，如石墨

烯、金属有机骨架材料 (metal-organic frameworks，
MOFs) 等，用于 CRISPR 系统组分的递送研究中。

石墨烯材料生物相容性好，易于修饰，载药率高，

可以通过对石墨烯表面进行修饰，使其富含羟基、

羧基等基团，具有特定的性能并应用于 Cas9 蛋白

酶和 sgRNA 的递送中。MOFs 材料具有密度小、比

表面积大、载药率高的优良性能，在药物载体上具

有很大的潜力，可以通过基团的修饰降低载体毒性，

达到药物缓释的效果。
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Research Status and Trends of CRISPR Delivery Systems

SHEN Jie1,2, LI Yan1, LU Zhiguo1,2, ZHANG Tianlu1, ZHANG Xin1*
(1. National Key Lab. of Biochemical Engineering, Institute of Process Engineering, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100190; 

2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049)

ABSTACT: CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) has emerged as a new gene editing 
technique. It can be used to cure cancer, AIDS, and other diseases by modifying gene accurately. Some vaccines and 
drugs can be exploited by CRISPR. However, there were some problems existing in gene drugs, such as instability, easy 
degradability and poor membrane penetrability. These problems have limited the development of CRISPR applications. 
So it is important to find proper vectors, which can effectively deliver drugs to target cells, and improve the efficiency and 
specificity of CRISPR technology. This paper focuses and summarizes the current developments in gene delivery systems 
of CRISPR, including the advantages and disadvantages, the current states and the future trends of viral and non-viral 
vectors, providing some references for the application of drug delivery system in biomedical treatments.
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