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摘　要　肿瘤异质化和每位患者的特异性是肿瘤研究和治疗中的重要挑战，而个性化精准诊疗是解决这

一挑战的关键途径之一 . 本研究中，设计制备了基于聚氨基酸的肿瘤靶向传递体系，利用 ε-聚-L-赖氨酸

负载敲除促进肿瘤发展的黏蛋白 1 (MUC1)的CRISPR-Cas9质粒，外层修饰键接了AS1411适配子的透明

质酸，通过靶向肿瘤细胞表面过表达的核仁素(nucleolin)和CD44实现对肿瘤细胞的特异性高效传递和基

因编辑 . 进一步，利用这一靶向传递载体负载检测MUC1、肺转移标志物组织蛋白酶C (CTSC)、骨转移

标志物锯齿状典型Notch配体 1 (JAG1)的mRNA的 3种分子信标，对基因编辑效果进行检测 . 针对肿瘤细

胞系BT549及乳腺癌患者外周血中的循环恶性细胞开展了基因编辑及疗效评估研究，结果表明，基因编

辑传递体系可以有效靶向恶性细胞，敲除MUC1基因，抑制MUC1的表达、显著下调肺转移和骨转移标

志物 . 本研究利用少量全血进行个性化体外研究，可便捷高效地评估特定治疗措施的疗效，为肿瘤个性

化精准治疗提供依据和参考 .
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癌症的发生和发展与基因的异常变化密切相

关[1]，基因突变和肿瘤微环境等因素的作用，使

肿瘤细胞表现出异质性，为肿瘤治疗带来挑战 .

由于肿瘤异质性的存在，同一种肿瘤类型在不同

患者中可能表现出不同的基因变异、表型特征以

及对治疗的敏感性[2]. 肿瘤的个性化治疗能够充

分考虑每位患者肿瘤的特异性，根据患者的具体

情况精确选择并调整治疗方案，探索新的治疗策

略，显著改善疗效和预后[3].

肿瘤的异质化及患者的个性化差异也为肿瘤

的基础研究带来系列难点，基于动物肿瘤细胞的

动物实验难以反映人源肿瘤的情况，而反映肿瘤

异质性的患者源异种移植(PDX)动物模型又受到

种间差异的限制[4].

针对这一问题，本研究设计制备了基于聚氨

基酸的肿瘤靶向传递载体，分别负载基因编辑质

粒和分子信标，将其传递到患者血液样本中的循

环恶性细胞(circulating malignant cells, CMCs)内，

实现了单细胞层面的体外个性化精确疗效研究 .

在肿瘤治疗方面，基因治疗是一种非常具有
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潜力的治疗方法，特别适用于个体化精准治疗[5]. 

基因治疗中，核酸治疗剂需要用载体传递到靶细

胞内，才能发挥作用[1,6]. 基因递送载体主要包括

病毒和非病毒载体 . 病毒载体虽然传递效率高[7]，

但可能引发较强的免疫反应[7,8]，有些还会影响

细胞的基因组[9]，且缺乏肿瘤靶向性，这些都极

大限制了其实际应用 . 非病毒载体虽然传递效率不

如病毒载体，但安全性高 . 基于蛋白质、聚氨基酸

及其衍生物的基因递送系统具有良好的生物相容

性和生物降解性，可被代谢成无害的降解产物，

是一种理想的传递载体材料[10,11]. 其中，ε-聚-L-

赖氨酸(ε-PL)是一种结构确定、可由微生物发酵

或聚合反应制备的阳离子均聚物，具有良好的生

物安全性、生物可降解性和抗菌能力[12~14]，可作

为基因及药物载体[15~17].

本研究中采用 ε-PL结合CRISPR-Cas9质粒，

表面修饰键接了 AS1411 的透明质酸，其中，

AS1411可与肿瘤细胞表面过表达的核仁素特异

性作用[18]，透明质酸链可与肿瘤细胞表面高表达

的CD44作用[19]，因此传递体系可将质粒靶向传

递到肿瘤患者全血样本中的循环恶性细胞内进行

基因编辑，敲除与肿瘤发展密切相关的黏蛋白1 

(MUC1). 利用这一载体还制备了负载3种分子信

标的传递体系，用于检测恶性细胞中 MUC1 

mRNA、肺转移标志物CTSC mRNA、骨转移标

志物 JAG1 mRNA. 检测发现编辑后的循环恶性

细胞中3种mRNA均显著降低，表明传递体系能

有效介导基因编辑，通过下调MUC1逆转肿瘤恶

性化、抑制肿瘤转移 .

1　实验部分

1.1　材料与试剂

ε -聚 -L-赖氨酸 (MW=1.01×104 Da)购于上海

源叶生物科技有限公司，透明质酸钠盐(MW=

5.0×104 Da)购于山东福瑞达生物技术有限公司，

N- (3-二甲基氨基丙基) -N'-乙基碳二亚胺盐酸

盐 (EDC·HCl)和 1-羟基苯并三唑 (HOBT)购于

Sigma Aldrich，氨基化的AS1411 (5'-NH2-(CH)6-

GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-3') 购

于上海生工生物技术有限公司，YOYO-1 购于

Invitrogen，DAPI购于北京索莱宝科技有限公司 .

敲 除 MUC1 的 CRISPR-Cas9 质 粒 ( 简 称

“P”)购于吉满生物科技，其 sgRNA序列为 5'-

TTCACCACCACCATGACACC-3'.

检测MUC1 mRNA的分子信标(MB1)序列为

5'-Cy3-CACGTGGTAGGTGGGGTACTCGCTCA

TAGGATACGTG-Dabcyl-3'，检测 CTSC mRNA

的分子信标(MB2)序列为5'-Alexa Fluor 488-CAG

CGGGCGGCGAGCAGCAAGGCGCTG-Dabcyl-3'，

检测 JAG1 mRNA的分子信标(MB3)的序列为5'-

Cy5-CAGCGCGTGGACCCTGAGCCGAACGCTG-

Dabcyl-3'，均购于上海闪晶分子生物技术有限

公司 .

BT549 和 HEK293T 细胞购于中国武汉普

诺赛生命科技有限公司 . BT549细胞在含10%胎

牛血清和 1% 青霉素-链霉素的 RPMI 1640 培养

基中培养，HEK293T 细胞在含 10% 胎牛血清、

0.01 mg/mL 胰岛素和 1% 青霉素 - 链霉素的

DMEM培养基中培养 . 所有细胞在含 5% CO2的

细胞培养箱中恒温37 ℃培养 .

1.2　键接AS1411的透明质酸的合成和表征

将透明质酸钠盐用阳离子交换树脂处理72 h

后得到透明质酸(HA). 将HA (303.25 μg)用EDC·

HCl (8.98 μg)和NHS (6.33 μg)在 1 mL PBS (pH=

6.0) 中活化 1 h，然后加入 330 μg 氨基化的

AS1411，室温下反应 24 h后，将所得产品在去

离子水中透析(MWCO=15000) 72 h，去除未反应

的适配子和杂质后，留取 5 μL 以计算接枝率，

其余冷冻干燥得到键接AS1411的透明质酸(简称

“AHA”).

接枝率检测：用 Quant-iT OliGreen ssDNA

检测试剂盒测定反应键接的 AS1411 的量，与

AS1411的投料量进行比较，得出60%的AS1411

键接到透明质酸链上 .

1.3　用于基因编辑的质粒传递体系的制备

将10 μg的 ε-PL溶于40 μL超纯水中，将2 μg 

CRISPR-Cas9质粒(P)分散在30 μL超纯水中，将

以上二者混合、震荡15 min，形成P@ε-PL纳米

复合物(简称为“P@P”).

将 5 μg HA溶于 30 μL超纯水中，并逐滴加

入含P@ε-PL纳米复合物的 70 μL超纯水中，混

合、震荡15 min得到P@ε-PL/HA纳米粒子(简称

为“P@PH”).

将5 μg AHA溶于30 μL超纯水中，并逐滴加

入含P@ε-PL纳米复合物的 70 μL超纯水中，混

合、震荡 15 min得到P@ε-PL/AHA纳米粒子(简
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称为“P@PAH”).

作为对照，在不加质粒的条件制备了空白载

体纳米粒子(简称为“PAH”)，其粒径为 206 nm 

(PDI=0.24).

1.4　负载分子信标的纳米探针的制备

首先将分子信标溶解在超纯水中，将MB1 

(7 μL, 0.07 nmol)、MB2 (7 μL, 0.07 nmol)、MB3 

(7 μL, 0.07 nmol) 混合均匀，加入 49 μL含 ε-PL 

(10 μg)的超纯水中，混合、震荡15 min后，形成

MB1/MB2/MB3@ε -PL 纳米复合物，随后，将

5 μg AHA溶于 30 μL超纯水中，并逐滴加入含

MB1/MB2/MB3@ε-PL纳米复合物的 70 μL超纯

水中，混合、震荡15 min，得到同时负载3种分

子信标的纳米探针(MB1/MB2/MB3@ε-PL/AHA，

简称为“MBs@PAH”).

1.5　质粒传递体系和纳米探针的表征

质粒传递体系和纳米探针的水合粒径和Zeta

电位由粒径电位仪(Nano ZS, Malvern Instruments)

测量 . 测量3次，结果以平均值±标准差(SD)表示 .

形貌表征：样品在铜网格上用磷钨酸染色并

风干，然后用透射电镜(JEM-2100 Plus)观察 .

1.6　细胞表面蛋白的检测

将 BT549 细胞及 HEK293T 细胞分别种于 6

孔板中(每孔 2×105个细胞)，24 h后将细胞用胰

蛋白酶消化，PBS洗涤离心后重悬于100 μL细胞

染色缓冲液中，分别与 APC anti-human CD227 

(MUC-1) Antibody (200 μg/mL, 5 μL) (Biolegend)，

PE anti-mouse/human CD44 Antibody (200 μg/mL, 

5 μL) (Biolegend)， Nucleolin antibody (FITC) 

(1000 μg/mL, 2 μL) (Biorbyt) 在 4 ℃下避光孵育

30 min后，用PBS洗涤重悬3次后用流式细胞仪

(Dakewe EXFLOW-206)进行分析 .

1.7　细胞摄取研究

将1×105个细胞(悬浮在1 mL培养基中)接种

在35 mm培养皿(MatTek)中，在37 ℃下培养24 h

后，去除培养基，加入 1 mL含有负载YOYO-1

标记质粒的纳米粒子(含有2 μg质粒)的新鲜培养

基 . 细胞与纳米粒子在 37 ℃共孵育 4 h 后，用

PBS 洗涤 3 次，随后加入 4% 的多聚甲醛处理

15 min以固定细胞，用DAPI染料对细胞核染色

10 min，BT549 细胞用激光共聚焦扫描显微镜

(Zeiss LSM980)进行观察，HEK293T细胞用激光

共聚焦扫描显微镜(Leica SP8)进行观察 .

将细胞接种在6孔板中(每孔2×105个细胞在

2 mL培养基中)，在37 ℃下培养24 h后，将培养

基换成含有负载YOYO-1标记质粒的纳米粒子的

新鲜培养基(质粒浓度2 μg/mL). 细胞与纳米粒子

在 37 ℃共孵育 4 h 后，细胞用 PBS 洗涤 3 次，

加入胰蛋白酶消化，离心收集后用 PBS洗涤重

悬，经多聚甲醛固定后用流式细胞仪(Dakewe 

EXFLOW-206)进行分析 .

1.8　肿瘤细胞系的基因编辑

将BT549肿瘤细胞接种在6孔板中，密度为

每孔2×105个细胞(2 mL培养基中)，在37 ℃下培

养24 h后，将培养基替换为含有P@PAH (质粒浓

度 2 μg/mL)或空白载体 PAH的新鲜培养基，共

孵育48 h，分别得到编辑及未编辑的肿瘤细胞 .

DNA测序检测基因突变：分别从编辑及未

编辑的肿瘤细胞中提取基因组DNA并进行聚合

酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)扩增，

对PCR产物进行TA克隆后用3730XL DNA分析

仪(Applied Biosystems)进行测序 .

T7核酸内切酶 I (T7E1)酶切检测基因敲除效

率：用QuickExtract DNA提取液(Epicentre)分别

从编辑及未编辑的肿瘤细胞中提取基因组DNA，

通过 PCR扩增MUC1基因组区域，然后对扩增

的 DNA 进行变性、退火、重新杂交，用 T7E1 

(NEB)处理、切割错配的双链DNA，之后，将产

物在2%琼脂糖凝胶上进行电泳 .

定 量 聚 合 酶 链 反 应 (qPCR) 分 析 MUC1 

mRNA的水平：分别收集未经处理的、编辑的及

未编辑的肿瘤细胞，使用高纯RNA分离试剂盒

(Invitrogen)提取总RNA. 用EntiLinkTM 1st Strand 

cDNA Synthesis Super Mix (ELK Biotech)合成第

一条 cDNA链，然后在QuantStudio 6 Flex System 

PCR 仪 (Life Technologies) 上 使 用 EnTurboTM 

SYBR Green PCR SuperMix (ELK Biotech)进行定

量 qPCR检测，通过 2−ΔΔCt法分析mRNA的相对

水平 .

流式细胞仪检测抗体标记的 MUC1 蛋白：

分别将编辑及未编辑的肿瘤细胞用胰蛋白酶

消化，PBS洗涤离心后重悬于 100 μL细胞染色

缓冲液中，用 APC anti-human CD227 (MUC-1) 

Antibody (200 μg/mL, 5 μL) (Biolegend) 标记

MUC1，在4 ℃下避光孵育30 min后，用PBS洗

涤重悬 3 次，用流式细胞仪(Dakewe EXFLOW-
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206)进行分析 .

蛋白质免疫印迹(Western blot)检测 MUC1、

CTSC、JAG1蛋白的表达：分别将编辑及未编辑

的肿瘤细胞用PBS洗涤细胞3次，裂解并重悬于

含有1% β-巯基乙醇的十二烷基硫酸钠(SDS)样品

缓冲液中，对总蛋白提取物进行SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳(PAGE)后，将蛋白质转移到聚偏氟

乙烯(PVDF)膜(Millipore)上 . 为了阻断非特异性

结合位点，用含有5%牛奶的TBST (含Tween-20

的Tris缓冲液)处理膜1 h，随后，将膜与一抗在

4 °C下孵育过夜，洗涤后，将膜与二抗一起孵育

1 h，然后使用增强型化学发光系统(Aspen)来检

测信号 .

1.9　肿瘤细胞系的mRNA标志物检测

将 BT549 肿瘤细胞 (5×104 个细胞悬浮在

1 mL培养基中)接种在35 mm培养皿中，在37 ℃

下培养24 h，随后，将培养基替换为含有P@PAH 

(质粒浓度 2 μg/mL)或空载体PAH的新鲜培养基

继续培养48 h，分别得到编辑及未编辑的肿瘤细

胞 . 将培养基替换为含有纳米探针MBs@PAH的

新鲜培养基，其中MB1、MB2、MB3浓度均为

0.07 nmol/mL，继续孵育 4 h，PBS清洗后用 4%

的多聚甲醛固定15 min，随后用DAPI染料处理

10 min，用激光共聚焦扫描显微镜(Zeiss LSM980)

观察探针检测的细胞 .

将BT549肿瘤细胞接种在 6孔板中(每孔 2×

105 个细胞在 2 mL 培养基中)，在 37 ℃下培养

24 h后，将培养基替换为含有P@PAH (质粒浓度

2 μg/mL)或空载体 PAH的新鲜培养基，共孵育

48 h，分别得到编辑及未编辑的肿瘤细胞 . 将

培养基替换为含有负载分子信标的纳米探针

MBs@PAH 的新鲜培养基，其中 MB1、MB2、

MB3浓度均为 0.07 nmol/mL，继续孵育 4 h，用

PBS 洗涤细胞 3 次，经胰蛋白酶消化后离心收

集，PBS洗涤重悬后用多聚甲醛固定，通过流式

细胞仪(Dakewe EXFLOW-206)进行分析 .

1.10　循环恶性细胞的基因编辑

乳腺癌患者(患者1：女，53岁；患者2：女，

51岁)的外周血样本由安徽医科大学第一附属医

院提供，本研究通过了安徽医科大学伦理委员会

批准(批准号 82230001). 外周血采用EDTA抗凝

管收集，之后，将外周血转移到24孔板中(每孔

1 mL全血)，分别将200 μL含P@PAH (负载2 μg

质粒)或空载体 PAH的超纯水，加入 1 mL全血

中，在37 ℃孵育6 h，随后，将全血用密度梯度

离心管(STEMCELL)离心(2230 r/min，30 min)分

离出含CMCs的外周血单个核细胞(PBMCs)，用

7 μm孔径的滤膜过滤，分离出CMCs，将膜上的

CMCs反复用PBS清洗，之后，将CMCs连同滤

膜一起放入24孔板的孔中，加入1 mL DMEM培

养基继续培养42 h，得到经P@PAH处理的编辑

的CMCs，以及经PAH处理的未编辑的CMCs.

1.11　循环恶性细胞的mRNA标志物检测

分别将编辑及未编辑的CMCs的培养基替换

成含纳米探针MBs@PAH (负载 0.07 nmol MB1、

0.07 nmol MB2、0.07 nmol MB3)的 1 mL新鲜培

养基，孵育4 h，移除培养基，CMCs用4%的多

聚甲醛固定后，用PBS清洗，加入DAPI避光染

色10 min，最后转移到35 mm培养皿，用激光共

聚焦扫描显微镜(Zeiss LSM980)观察探针检测的

编辑及未编辑的CMCs.

2　结果与讨论

2.1　基因编辑传递体系及纳米探针的制备和表征

如示意图1(a)所示，通过自组装分别制备了

负载CRISPR-Cas9质粒的基因编辑传递体系及

负载分子信标的传递体系(即纳米探针). 制备负

载 CRISPR-Cas9 质粒的基因编辑传递体系时，

先用具有较强正电性的 ε-PL与带负电的质粒复

合形成直径在 150 nm 左右的复合物纳米粒子

P@P (表1)，其Zeta电势为17.2 mV. 进一步，在

P@P表面通过静电作用引入带负电的AHA，得

到负载质粒的肿瘤靶向基因编辑传递体系

P@PAH. 如示意图 1(b)所示，AHA 上键接的

AS1411可结合肿瘤细胞过表达的核仁素，而HA

链可与肿瘤细胞表面的CD44特异性作用，从而

达到双重肿瘤细胞靶向的效果，P@PAH靶向进

入肿瘤细胞后，CRISPR-Cas9质粒最终进入细胞

核，表达出 Cas9 蛋白，进行基因编辑，敲除

MUC1基因，下调相关的蛋白 .

负 载 分 子 信 标 的 肿 瘤 靶 向 纳 米 探 针

MBs@PAH的制备过程与质粒传递体系类似，用

正电性的 ε-PL 与带负电的检测 MUC1 mRNA、

CTSC mRNA、JAG1 mRNA 的 3 种分子信标复

合，之后在复合物表面通过静电作用引入AHA，

赋予纳米探针双重肿瘤靶向性能 . MBs@PAH进
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入肿瘤细胞后，释放出3种分子信标，在细胞内

存在MUC1 mRNA、CTSC mRNA、JAG1 mRNA

的情况下，3种分子信标分别与相应的mRNA发

生杂化，发出不同颜色的荧光 .

如表1所示，粒径、电位分析表明负载质粒

的基因编辑传递体系及负载分子信标的纳米探针

的平均粒径均在 200 nm以内，Zeta电势均为正

值 . 图1中的TEM图片与粒径分析结果一致 .

Fig. 1  TEM images of genome editing plasmid delivery 

systems and the molecular beacon delivery system: (a) P@P, 

(b) P@PH, (c) P@PAH and (d) MBs@PAH.

Scheme 1　(a) Schematic diagram showing the preparation procedure of the genome editing plasmid delivery system and the 

molecular beacon delivery system. (b) Schematic diagram illustrating genome editing mediated by the plasmid delivery 

system and detection of mRNA biomarkers associated with cancer metastasis using the molecular beacon delivery system to 

assess therapeutic efficacy.

Table 1　The size, size distribution and Zeta potential of 

plasmid delivery systems and the molecular beacon delivery 

system.

Sample

P@P

P@PH

P@PAH

MBs@PAH

Size (nm)

150.2±62.3

123.8±4.4

165.2±33.5

160.9±7.5

PDI

0.23

0.20

0.29

0.27

Zeta potential 

(mV)

17.2±3.1

15.9±0.4

14.2±2.4

17.3±1.8
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2.2　传递体系的肿瘤细胞靶向性能

为了研究在传递载体中引入透明质酸(HA)

以及 AS1411 适配子对肿瘤细胞的传递效率的

影响，用YOYO-1标记质粒，制备了系列负载

YOYO-1标记质粒的传递体系，将所制备的不同

组成的传递体系与细胞共孵育 4 h，通过激光共

聚焦扫描显微镜(CLSM)和流式细胞仪检测传递

体系对肿瘤细胞系和正常细胞系的传递效果 .

如图2所示，流式抗体检测确认了肿瘤细胞

BT549表面过表达MUC1、CD44和核仁素，而

正常细胞HEK293T中MUC1和CD44表达极低，

核仁素的水平明显低于肿瘤细胞 .

如图 3(a)的CLSM图片及图 3(b)和 3(c)的流

式细胞分析所示，在乳腺癌细胞系BT549中，裸

Fig. 3  Cellular delivery efficacy of various plasmid delivery systems in BT549 cells. (a) Confocal laser scanning microscopy 

(CLSM) observation; (b) Flow cytometry analysis, and (c) mean fluorescence intensity (MFI) as analyzed by flow cytometry 

of BT549 cells after incubation with different plasmid delivery systems. Cells were treated with naked plasmid (P) or a 

plasmid delivery system for 4 h. The plasmid was YOYO-1 labeled. Cell nuclei were DAPI stained. Scale bar, 50 μm. Untreated 

cells were served as a control in flow cytometry. Data are shown as mean ±SD, n=3. The results were statistically analyzed 

using one-way ANOVA. ****p<0.0001.

Fig. 2  Flow cytometry analysis of antibody labeled (a) MUC1, (b) CD44 and (c) nucleolin in untreated BT549 cells and 

HEK293T cells.
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质粒 P很难进入细胞，表面未修饰的 P@P纳米

粒子进入细胞的量也较有限，表面修饰了单靶向

组分HA的传递体系P@PH的质粒传递能力有所

提高，而修饰了双靶向组分AHA的质粒传递体

系 P@PAH 表现出最高的传递效率，这是由于

AHA的AS1411及HA链对BT549细胞过表达的

核仁素及 CD44 的特异性亲和力显著提高了

P@PAH的质粒传递效率 .

如图 4(a)的CLSM图片及图 4(b)和 4(c)的流

式细胞分析所示，引入HA和AHA对于正常细

胞的传递效率没有显著影响，这是因为正常细胞

HEK293T的CD44表达量极低、核仁素的表达也

很有限 . 由于正常细胞对P@PAH的摄取显著低

于肿瘤细胞，因此P@PAH可实现针对肿瘤细胞

的靶向传递 .

2.3　肿瘤细胞系中的基因编辑及mRNA的检测

利用负载 CRISPR-Cas9 质粒的传递体系在

肿瘤细胞系BT549中开展了基因编辑研究，分别

将质粒传递体系 P@PAH 及不含质粒的空载体

PAH与BT549细胞共孵育48 h，得到编辑的肿瘤

细胞及未编辑的肿瘤细胞.

如图5(a)所示，BT549细胞的基因测序结果

表明，与野生型细胞相比编辑后的细胞MUC1基

因发生突变，确认了负载CRISPR-Cas9质粒的

传递体系P@PAH成功敲除了肿瘤细胞的MUC1

基因 . 由图 5(b)可见，经 P@PAH 基因编辑后，

30.6%的MUC1基因发生了突变 . 图5(c)的qPCR

结果表明编辑的细胞中MUC1 mRNA水平显著

下降 . 图5(d)的流式细胞检测结果显示，基因编

辑后肿瘤细胞上结合的抗体荧光值显著下降，表

明编辑后，细胞中MUC1蛋白的表达明显下降，

图 5(e)的蛋白质免疫印迹结果表明基因编辑后，

BT549细胞中MUC1蛋白的表达显著降低，同

时，肺转移标志物CTSC和骨转移标志物 JAG1

也明显下调 .

为了进一步评估MUC1下调对于癌细胞转

移标志物CTSC、JAG1的影响，用负载3种分子

Fig. 4  Cellular delivery efficacy of various plasmid delivery systems in HEK293T cells. (a) CLSM observation; (b) Flow 

cytometry analysis, and (c) mean fluorescence intensity (MFI) as analyzed by flow cytometry of HEK293T cells after 

incubation with different plasmid delivery systems. Cells were treated with naked plasmid (P) or a plasmid delivery system for 

4 h. The plasmid was YOYO-1 labeled. Cell nuclei were DAPI stained. Scale bar, 50 μm. Untreated cells were served as a control 

in flow cytometry. Data are shown as mean ±SD, n=3. The results were statistically analyzed using one-way ANOVA. **p<0.01; ns, 

not significant.
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信标的纳米探针 MBs@PAH 检测 BT549 细胞中

mRNA的水平，如图 6(a)的CLSM图片及图 6(b)

的流式细胞分析所示，基因编辑后 3种分子信

标的荧光值均明显下降，表明 MUC1 mRNA、

Fig. 6  Effects of genome editing on mRNA levels of MUC1, CTSC and JAG1. (a) CLSM images of unedited and edited BT549 

cells with MUC1 mRNA, CTSC mRNA and JAG1 mRNA probed by MBs@PAH. Scale bar, 50 μm. (b) Flow cytometry 

analysis of unedited and edited BT549 cells with MUC1 mRNA, CTSC mRNA and JAG1 mRNA probed by MBs@PAH. Data 

are shown as mean ±SD, n=3. The results were statistically analyzed using one-way ANOVA. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 

****p<0.0001. Unedited BT549 cells were treated with the blank vector PAH and edited BT549 cells were treated with 

P@PAH. Untreated BT549 cells were served as a control.

Fig. 5  Evaluation of genome editing efficiency in a cancer cell line. (a) The DNA sequencing result of untreated BT549 cells 

and edited BT549 cells. (b) Surveyor assay on the genomic DNA extracted from unedited and edited BT549 cells. (c) qPCR 

analysis of MUC1 mRNA in unedited and edited BT549 cells. (d) Flow cytometry analysis of antibody labeled MUC1 protein 

in unedited and edited BT549 cells. Data are shown as mean ±SD, n=3. The results were statistically analyzed using one-way 

ANOVA. **p<0.01; ***p<0.001. (e) Western blot analysis of MUC1, CTSC and JAG1 expression in unedited and edited 

BT549 cells. Unedited BT549 cells were treated with the blank vector PAH and edited BT549 cells were treated with P@PAH. 

Untreated BT549 cells were served as a control.
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CTSC mRNA、JAG1 mRNA在编辑后的肿瘤细

胞中均明显减少，这与发现3种相应的蛋白表达

下降的蛋白质免疫印迹结果一致 . 与未处理的对

照组比较，空载体处理细胞后，其 MUC1、

CTSC、JAG1略有下降，这主要是因为载体中的

ε-聚-L-赖氨酸也有促进细胞凋亡等抗肿瘤效果[20].

2.4　循环恶性细胞中的基因编辑及 mRNA 的

检测

在乳腺癌细胞系中验证了靶向基因编辑传递

体系对MUC1的有效下调后，进一步用质粒传递

体系P@PAH对乳腺癌患者全血中的循环恶性细

胞 (CMCs)进行基因编辑 . 如图 7(a)所示，将

P@PAH纳米粒子加入病人的全血样本中，孵育

6 h后，质粒传递体系被CMCs摄取，此时将血

液进行密度梯度离心，分离出CMCs和PBMCs，

随后用 7 μm孔径的滤膜过滤，由于CMCs的体

积较大，会被截留在滤膜上，再将截留有CMCs

的滤膜转移至培养基中继续孵育42 h，以完成基

因编辑 . 之后，将培养基换成加入了纳米探针

MBs@PAH的新鲜培养基孵育4 h进行mRNA检

测 . 图 7(b)的CLSM结果表明，与用空白载体处

理的未编辑CMCs相比，经P@PAH处理的，编

辑后的CMCs中 3种荧光均有明显下调 . MUC1 

mRNA的下调说明P@PAH能成功进入全血中的

Fig. 7  (a) Schematic diagram showing the procedure of genome editing and detection of mRNA biomarkers associated with 

cancer metastasis to assess therapeutic efficacy in circulating malignant cells (CMCs) from a cancer patient. (b) CLSM images 

of typical unedited and edited CMCs with MUC1 mRNA, CTSC mRNA and JAG1 mRNA probed by MBs@PAH. Scale bar, 

10 μm. Unedited CMCs were treated with PAH and edited CMCs were treated with P@PAH.
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CMCs，并对其进行MUC1的敲除 . 相应地，肺

转移标志物 CTSC 和骨转移标志物 JAG1 的 

mRNA水平也显著下调，说明敲除MUC1能阻

止恶性细胞的转移趋势 . 需要指出的是，肿瘤患

者的CMCs具有高度异质性，图中显示的是该患

者同时检测到3种荧光信号的典型恶性细胞的例

子，并非所有的CMCs中都能检测到肺转移标志

物及骨转移标志物 .

肿瘤患者血液中存在循环恶性细胞，包括循

环肿瘤细胞(CTCs)[21]、肿瘤杂化细胞[22]及肿瘤

相关细胞如肿瘤内皮细胞等[23]，这些细胞能够通

过血液循环传播到其他部位，在肿瘤的发展转移

中起关键作用 . 此外，循环恶性细胞能够有效地

反映肿瘤的异质性[24~26]. 通过分析这些细胞的基

因组变异及表观遗传学的变化，可以为肿瘤的诊

断、治疗和预后评估提供重要信息[27].

本研究中，通过双靶向传递体系可将基因编

辑质粒特异性传递到全血中的CMCs中 . 此外，

采用双靶向载体将3种分子信标传递到恶性细胞

中，能同时检测3种mRNA标志物 . 与其他检测

mRNA 的方法如 Northern blotting、PCR 比较，

基于分子信标的检测具有独特优势，可在活细胞

中实现原位实时mRNA监测[28].

MUC1在大多数肿瘤细胞过表达，在肿瘤发

展中起着重要作用[29,30]，包括促进肿瘤细胞增殖

和生存[30]、抑制抗肿瘤免疫[31]、促进肿瘤细胞

侵袭和转移[32~34]等 . MUC1的表达水平与患者的

预后密切相关，高表达的MUC1常常与肿瘤的恶

化和预后不佳关联，因此MUC1是一种很有潜力

的肿瘤治疗靶点 . 研究表明，敲除MUC1基因可

有效抑制肿瘤细胞增殖、减小侵袭、并下调程序

性死亡配体1 (PD-L1)[35].

CTSC在肿瘤肺转移中起重要作用[36]，JAG1

则促进肿瘤骨转移[37,38]. 通过检测CTSC mRNA、

JAG1 mRNA，可以发现或预测肿瘤转移的器官，

为优化治疗方案提供重要信息 .

我们发现敲除MUC1基因，下调MUC1的

表达能进一步抑制CTSC、JAG1的表达 . 这主要

是由于肿瘤细胞中过表达的MUC1会激活PI3K/

Akt等信号通路[29]，从而促进CTSC、JAG1的表

达 . 此外，MUC1还会通过影响转录因子的活性

来影响相关蛋白的表达[30]. 通过基因编辑敲除

MUC1基因不仅能下调MUC1的表达，而且还能

抑制系列促进肿瘤发展转移的蛋白表达，从而达

到有效抗肿瘤的目的 .

本研究利用数毫升血液即可进行个性化体外

疗效研究，不仅避免了人体实验的风险，而且还

能根据病情发展及治疗的需要，随时跟踪研究，

具有便捷、安全的优势 . 本研究以敲除MUC1的

基因治疗作为一个典型的治疗方案示例，并以检

测转移相关标志物为例展示了这一体外研究策略

的有效性和便捷性，这一研究策略也适用于评估

其他治疗方法及检测其它核酸标志物，可为个性

化治疗提供准确的信息 .

3　结论

通过构建的肿瘤靶向传递载体负载基因编辑

质粒实现了对肿瘤患者外周血中的循环恶性细胞

的有效基因编辑，敲除了促进肿瘤发展的

MUC1. 用该载体负载3种信标能够原位检测基因

编辑效果 . 敲除MUC1后，循环恶性细胞中与肿

瘤发展相关的肺转移标志物CTSC和骨转移标志

物 JAG1均有效下调，表明通过传递体系介导的

基因治疗能抑制肿瘤转移 . 本研究针对血样中的

循环恶性细胞开展单细胞水平的精准疗效评估，

这一方法可为肿瘤个性化治疗提供依据和参考 .
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Research Article

Poly(amino acid)-based Delivery Systems for Genome Editing and 

Therapeutic Efficacy Evaluation in Circulating Malignant Cells

Li-jin Qi1, Di Han1, Xiao-he Ren2, Xiao-yan He2, Tao Guo3, Xian-zheng Zhang1, Si-xue Cheng1*

(1Key Laboratory of Biomedical Polymers of Ministry of Education, Department of Chemistry, 
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Abstract  Tumor heterogeneity and the individual specificity of each patient pose a significant challenge in tumor 

research and treatment. Personalized precision therapy is one of the key approaches to address this challenge. In 

this study, tumor targeting delivery systems based on ε-poly-L-lysine (ε-PL) for tumor therapy and diagnosis were 

designed and prepared. In the therapeutic system, ε-PL was used to complex with the CRISPR-Cas9 plasmid for 

knocking out mucin 1 (MUC1), a protein promotes tumor development, and then the complexes were decorated 

with AS1411 conjugated hyaluronic acid. The presence of AS1411 and hyaluronic acid chain facilitated the tumor 

targeting delivery of the genome editing plasmid into nucleolin and/or CD44 overexpressed tumor cells. 
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Moreover, this targeted delivery vector was loaded with three types of molecular beacons to detect mRNAs of 

MUC1, cathepsin C (CTSC, a lung metastasis biomarker), and Notch ligand Jagged1 (JAG1, a bone metastasis 

biomarker), thereby evaluating the therapeutic effects of gene editing. In vitro and ex vivo studies were conducted 

in the BT549 tumor cell line and circulating malignant cells from breast cancer patients. The results demonstrate 

that the gene editing delivery system effectively targets malignant cells, leading to knockout of MUC1 gene and 

downregulation of MUC1 expression. Furthermore, the genome edited malignant cells show markedly reduced 

mRNA biomarkers associated with lung and bone metastasis, suggesting MUC1 knockout is a promising strategy 

for inhibiting tumor progression and metastasis. By employing a small volume of whole blood for personalized 

ex vivo studies, this research offers a safe and convenient method for effectively evaluating the therapeutic 

efficacy of a specific intervention. This approach is also applicable for evaluating other treatment modalities as 

well as detecting various nucleic acid biomarkers, thereby offering precise information for personalized therapy.

Keywords  Poly(amino acid), Tumor targeting, Delivery vector, Gene therapy, mRNA detection
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