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摘要      RAW264.7巨噬细胞因其终末分化特性和溶酶体清除屏障作用, 长期存在基因递送效

率低的技术瓶颈。该文综述了近年来在基因修饰技术领域的研究进展, 重点探讨了膜表面工程化、

UTMD物理递送技术、腺相关病毒优化、AAV载体表观调控及碱基/RNA编辑工具等突破性技术。

这些技术通过优化递送路径与编辑工具, 显著提升了基因修饰的效率和精准性, 为巨噬细胞功能重

编程及疾病治疗研究提供了新范式。
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Abstract      Genetic modification of RAW264.7 macrophages remains a significant challenge due to their ter-
minally differentiated characteristics and lysosomal clearance barriers. This review summarizes recent advances in 
genetic modification technologies, focusing on breakthrough approaches including membrane surface engineering, 
UTMD (ultrasound-targeted microbubble destruction)-mediated physical delivery, AAV (adeno-associated virus) 
optimization, epigenetic regulation of AAV vectors, and base/RNA editing tools. These technologies significantly 
enhance the efficiency and precision of genetic modifications by optimizing delivery pathways and editing tools, of-
fering new paradigms for macrophage functional reprogramming and disease therapy research.
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RAW264.7细胞作为终末分化的非分裂巨噬

细胞 , 其基因递送效率受到固有生物学特性的多重

制约。RAW264.7细胞通过其高表达的清道夫受

体A(scavenger receptor A, SR-A), 经由网格蛋白介

导的内吞途径 , 将外源转染复合物捕获并转运至溶

酶体降解 , 导致绝大多数递送载体在进入细胞后即

被清除 [1]。当细胞极化为促炎性M1表型时 , 核因

子 -κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)通路的持续性

激活不仅加速转染复合物的清除 , 还会引发活性氧

(reactive oxygen species, ROS)水平升高, 导致传统化

学转染后细胞的低存活率 [2]。此外 , RAW264.7细胞

的核转运系统存在先天缺陷 , 其Importin-α核转运蛋
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白的表达水平显著低于典型永生细胞系 , 导致外源

质粒DNA难以有效穿过核膜屏障 [3]。这些固有屏障

随细胞所处的生理或病理微环境发生动态调整 , 进
一步增加基因递送的效率和靶向的困难性 [4]。尽管

已经经过数十年的技术改良 , 传统转染方法仍难以

突破效率与毒性的权衡困境。本文聚焦RAW264.7
细胞的基因修饰技术进展 , 解析递送系统与编辑工

具的协同优化机制 , 为靶向巨噬细胞的基因修饰提

供理论参考。

1   基因递送屏障与应对策略
1.1   基于脂质体的递送策略优化

脂质体 (liposome)作为经典药物递送系统 , 具
有生物相容性好、可生物降解、封装效率高以及

靶向释放等优势特性 , 已成为基因和药物递送领域

的常用载体。然而 , 其在RAW264.7巨噬细胞系中

的应用受到固有吞噬清除屏障和核膜穿透障碍的

限制 [5]。针对这些限制 , 目前已发展出多种脂质体

工程化改造策略。(1) 表面隐形修饰 , 采用聚乙二

醇 (polyethylene glycol, PEG)进行脂质体表面修饰

(PEG化), 通过PEG链的空间位阻效应(steric stabili-

zation)形成“水化壳”(PEG hydration shell)。该结构

可有效减少血清蛋白吸附和网状内皮系统识别 , 显
著延长脂质体的体内循环半衰期 , 提高靶组织蓄积

效率 [6]。但PEG化策略可能引发的免疫原性和加速

血液清除现象限制了其长期应用 [5-6]。(2) 靶向配体

修饰 , 通过表面修饰特异性配体可增强脂质体对特

定巨噬细胞亚群的选择性。例如叶酸 (folate)修饰

的脂质体 (folate-modified liposomes, FA-Lips)可靶

向高表达叶酸受体 (folate receptor, FR)的活化巨噬

细胞 , 在类风湿关节炎等炎症模型中 , 叶酸介导的

内吞作用显著提高了药物在病灶部位巨噬细胞内

的积累 [7]。类似地 , 半乳糖修饰的脂质体可特异性

靶向表达甘露糖受体的M2型巨噬细胞 [8]。(3) 环境

响应性设计 , 基于病理微环境的低 pH、高酶浓度

等特征设计的响应性脂质体 , 可在靶点触发载荷释

放。pH响应型脂质体能够在内吞体 /溶酶体的酸性

微环境中发生构象变化 , 促进内容物胞质释放 , 有
效规避溶酶体降解途径 [9]。(4) 仿生信号模拟, 通过

模拟细胞间天然信号分子可调控巨噬细胞吞噬行

为。例如, 模拟”别吃我”(Don’t Eat Me)信号可抑制

巨噬细胞吞噬作用 , 减少载体清除 [8]; 而结合模拟 ”

图1   脂质体基因递送优化策略的演进三阶段

Fig.1   The three-stage evolution of liposome-based gene delivery optimization strategies
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吃我”(Eat Me)信号(如半乳糖)则可构建针对特定亚

群的复杂靶向策略 [8]。通过这些优化策略 , 脂质体

作为基因递送载体的性能得到了显著提升 , 能够更

好地应对巨噬细胞的递送屏障。

1.2   巨噬细胞极化异质性的靶向策略

巨噬细胞具有显著的可塑性 , 可在不同微环境

信号诱导下极化为功能迥异的亚型 , 如促炎的M1
型和抑炎 /促修复的M2型。这种极化状态的异质

性不仅是许多疾病发生发展的重要因素 , 也为基因

治疗提供了精细调控的靶点。不同的极化状态显

著影响巨噬细胞对递送载体的摄取、胞内转运及

降解过程。例如 , 甘露糖修饰的聚多巴胺纳米颗粒

(mannosylated polydopamine nanoparticles, MPDA 
NPs)通过CD206受体靶向肺部M2巨噬细胞 , 并在

体外显示出比原始聚多巴胺纳米颗粒更高的细胞

摄取效率 [10]; 一种受生物启发的蛋白水解靶向嵌合

体 (proteolysis targeting chimera, PROTAC)递送载体

MELT(macrophage-derived extracellular vesicle-like 
nanocarrier delivering PROTACs), 通过用M2巨噬细

胞膜包被构建 , 显示出对M1巨噬细胞的增强特异

性, 并具有酸响应性释放载荷的能力[11]。因此, 开发

能够区分并靶向特定巨噬细胞亚群的递送策略至关

重要 , 且需要充分考虑不同极化状态下细胞固有屏

障以及其代谢状态和膜稳态的动态变化。

在巨噬细胞极化状态异质性的调控中 , 双靶

向递送系统的设计以受体差异识别和代谢响应为

核心 , 通过多层次策略实现精准基因修饰。JIA等 [9]

基于CD44与叶酸受体的双靶向策略 , 开发了pH响

应型纳米胶束 (pH-responsive nanogel-based assem-
blies-nanoparticles, RBA-NPs)。该纳米胶束可通过

炎症部位受体过表达特性实现载体富集 [9]。其酸性

微环境响应释放机制可进一步拓展至基因递送领

域 , 如设计pH敏感型载体包裹规律间隔成簇短回文

重复序列/Cas9核酸酶(clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/Cas9, CRISPR/Cas9)组件 , 
靶向M1巨噬细胞的糖酵解关键基因 [如缺氧诱导因

子1α(hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-1α)或葡

萄糖转运蛋白1(glucose transporter 1, GLUT1)], 从
而通过代谢重编程诱导M2表型转化。这种结合受

体靶向和环境响应的设计思路 , 为递送基因编辑工

具以精准调控特定巨噬细胞亚群提供了范例。更进

一步 , 将受体靶向模块与表观遗传调控元件及基因

编辑工具相结合的整合策略 , 或将对巨噬细胞功能

更深层次的精准调控展现潜力 [12-13]。该策略旨在通

过预先调控目标基因的染色质状态 , 为后续基因编

辑创造更有利的条件。然而 , 这类复杂策略的实施

面临显著挑战。首先 , 核心在于如何在RAW264.7
这类高内吞活性的巨噬细胞中 , 高效递送包含靶向

配体、表观遗传调控模块和基因编辑工具的多功

能复合体, 并克服胞内多重屏障; 其次, 需要确保表

观遗传 “预处理 ”与基因编辑在时空上的精确协同 ; 
最后 , 还需规避表观遗传修饰对细胞固有功能可能

产生的非预期脱靶影响和不稳定性 [14]。而应对这

些挑战的关键 , 在于开发能高效靶向并将有效功能

组分递送至细胞核的先进系统 , 明确验证表观遗传

调控与基因编辑间的协同增强效应 , 并进行全面的

精确性与安全性评估 [4,13]。未来的突破方向可能包

括先进递送系统的工程化创新、时空协同调控机

制的精密设计以及提高编辑特异性与安全性的技

术迭代等。

另一种精巧的策略是利用信号协同和动态屏

蔽。TANG等 [8]构建的脂质体同时利用了靶向M2细
胞的“Eat Me”信号(半乳糖)和抑制吞噬的“Don’t Eat 
Me”信号 (CD47模拟肽 )。通过在体循环中采用可降

解的PEG修饰层遮蔽信号分子 , 当载体到达肿瘤微

环境时 , PEG层被特异性裂解 , 信号分子得以暴露 , 
从而选择性地递送至M2型巨噬细胞 , 同时抑制M1
型细胞的清除 [8]。该设计可适配小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA)或信使RNA(messenger 
RNA, mRNA)递送以调控极化相关通路 [(如信号转

导和转录激活因子6/过氧化物酶体增殖物激活受体

γ(STAT6/PPARγ)通路 ], 展示了如何通过动态调控载

体与不同巨噬细胞亚群的相互作用来实现精准靶

向。除了复杂的双靶向系统 , 针对特定极化亚群的

单靶向策略也得到广泛研究。ZHOU等 [7]利用叶酸

修饰脂质体(folate-modified liposomes, FA-Lips)靶向

类风湿关节炎模型中关节滑膜区域富集的活化巨噬

细胞。此外, 针对巨噬细胞极化状态的异质性, 极化

响应型靶向系统应运而生。搭载Toll样受体 4(toll-
like receptor 4, TLR4)配体的脂质体可特异性靶向促

炎性M1型巨噬细胞 , 而叶酸修饰的纳米颗粒则通过

结合M2型细胞表面高表达的CD206+亚群实现精准

递送 [15-16]。此类策略不仅提升了靶向效率 , 还显著

降低了非特异性递送引发的细胞毒性。
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2   递送技术创新
2.1   物理场–材料协同系统

物理场调控技术 , 特别是超声靶向微泡空化

技术 (ultrasound-targeted microbubble destruction, 
UTMD), 通过超声空化效应产生的瞬态孔道精准调

控细胞膜通透性 , 突破了传统递送方法在巨噬细胞

中的局限性[17]。其核心优势在于, UTMD 是一种物理

驱动的直接递送方式 , 通过“声孔效应”(sonoporation)
在细胞膜上形成瞬时、可恢复的微孔 , 使得基因载

荷能够直接进入细胞质。这一机制能够有效规避

RAW264.7细胞由清道夫受体介导的高效内吞作用

以及随后的溶酶体降解途径—这正是限制传统化

学转染和纳米载体在巨噬细胞中应用的关键生物学

屏障。LI等 [17]开发的半乳凝素 -3(galectin-3, Gal-3)短
发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)阳离子微泡系

统 , 利用UTMD技术通过空化效应产生的瞬时膜孔

道 , 实现了基因递送效率较常规脂质体法的显著提

升, 并通过局部机械应力调控降低了非特异性组织损

伤。进一步的研究证实, 智能超声参数的精细调节是

拓展UTMD技术应用场景、在保障细胞存活率前提

下实现高效递送的关键 [17]。在此基础上 , 智能响应

材料的整合进一步推动了物理场调控递送技术向时

空精准化方向发展。搭载微小RNA-27a*(microRNA-
27a*, miR-27a*)的温敏型微泡系统通过超声触发相

变释放机制 , 在肿瘤相关巨噬细胞中展现出特异性

递送优势 [18]。LI等 [19]基于UTMD平台开发的新型

响应系统叶酸 –全氟戊烷纳米气泡 (folate-modified 
perfluoropentane nanobubbles, FA-PFNB)更是一个

典型代表。该系统通过四大功能模块协同作用实

现突破 : 叶酸受体靶向模块特异性识别巨噬细胞表

面标记物 ; 全氟戊烷超声响应模块在低强度聚焦

超声 (1 W·cm–2, 2 min)下触发可控释放 ; 二油酰基

磷脂酰三甲胺 (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-
propane, DOTAP)脂质体载体通过静电作用稳定核

酸并促进溶酶体逃逸; 四氧化三铁(Fe3O4)纳米颗粒

通过磁靶向导航与M1极化调控增强治疗效能 [19]。

其在M2型肿瘤相关巨噬细胞中可实现 95%以上的

基因转染效率 , 且通过时空可控的释放机制显著降

低全身毒性 , 为多模态智能递送平台设计提供了关

键技术范式[19]。

2.2   病毒载体工程化

腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV)作为

基因治疗载体的应用日益广泛。AAV之所以成为

巨噬细胞基因递送的有力工具 , 主要得益于其能够

有效克服RAW264.7细胞多重内在屏障的独特生物

学特性。首先, AAV能够高效转导包括RAW264.7在
内的非分裂终末分化细胞。其次 , AAV病毒衣壳具

备天然的内体逃逸能力 , 在细胞内吞后能主动破坏

内体膜, 避免被运输至溶酶体降解。最后, 其衣壳蛋

白含有核定位信号(nuclear localization signal, NLS), 
可主动介导病毒基因组进入细胞核 , 直接弥补了 
RAW264.7细胞核转运系统效率较低的先天缺陷。

尽管具备这些天然优势 , 但其转基因表达的时空调

控及效率问题仍待优化。通过化学表观遗传修饰剂

(chemical epigenetic modifiers, CEMs)与合成锌指蛋

白(zinc finger, ZF)阵列的协同作用, 可实现对AAV载

体转基因表达的智能调控。UMANA等 [20]的研究显

示 , 将锌指蛋白 -FK506结合蛋白 (zinc finger-FK506 
binding protein, ZF-FKBP)融合蛋白元件整合至AAV
基因组中 , 并在其启动子上游插入特异性ZF结合序

列 , 可定向招募内源性转录激活因子。当应用双功

能分子CEM87时, 其FK506结构域与ZF-FKBP结合, 
iBET762模块则通过溴结构域结合溴区结构蛋白

4(bromodomain-containing protein 4, BRD4), 形成“载
体–表观修饰”复合体 , 显著增强启动子活性 [20]。通

过在HEK293T细胞中施用CEM87, 观察到荧光素酶

或绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)的表

达水平呈现剂量依赖性显著上调 , 最大可达原始表

达水平的5倍, 且该增强效应在24小时内迅速达到最

高峰 [20]。此外 , 该技术在不同AAV血清型 (如AAV2
和AAV8)及多种细胞系 (HCT116、U2OS)中均表现

出一致性, 表明其广谱适用性[20]。

为降低AAV载体的免疫原性 , LI等 [21]探索了通

过诱导线粒体自噬降解关键免疫信号分子的新机

制。严重急性呼吸综合征冠状病毒 2(severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2)
开放阅读框 10(open reading frame 10, ORF10)蛋
白通过结合线粒体自噬受体NIX(BCL2 interacting 
protein 3 like, BNIP3L)并招募微管相关蛋白轻链

3B(microtubule-associated protein 1 light chain 3B, 
LC3B), 触发线粒体特异性自噬 , 导致线粒体抗病

毒信号蛋白 (mitochondrial antiviral signaling protein, 
MAVS)的降解, 从而阻断I型干扰素通路[21]。这一发

现为工程化AAV设计提供了重要启示 : 通过载体表
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达类似ORF10的免疫调控元件 , 可靶向清除MAVS
等免疫枢纽蛋白 , 抑制宿主对病毒载体的先天免疫

识别。然而 , 将此类免疫调控元件安全应用于AAV
载体 , 其核心挑战在于如何确保其表达水平和时机

能够被精准控制 , 以避免潜在的免疫风险。实现这

种精准控制 , 需要借鉴对基因表达多层面调控机制

的深入理解 , 如利用细胞类型特异性的启动子和增

强子来限定表达范围 , 考虑其表达受内源性转录因

子和表观遗传状态的影响 , 甚至探索整合转录后调

控元件或合成生物学构建的遗传回路以实现更精细

的动态调控 [22-24]。因此, 基于以上思路, 未来的研究

应在降低AAV免疫原性的同时 , 最大限度地规避因

免疫调控元件表达失调可能引发的免疫功能紊乱或

病理风险。

2.3   仿生递送平台开发

巨噬细胞的天然识别与吞噬机制为药物递送

系统设计提供了独特的仿生策略。通过模拟生理性

“Eat Me”或“Don’t Eat Me”信号, 可精准调控巨噬细

胞对载体的内吞行为, 实现高效靶向或免疫逃逸。

凋亡细胞表面暴露的磷脂酰丝氨酸 (phosphati-
dylserine, PS)作为典型的”吃我”信号, 可通过与巨噬

细胞表面T细胞免疫球蛋白和黏液蛋白结构域分子

4(T cell immunoglobulin and mucin domain contain-
ing 4, Tim-4)受体结合触发内吞作用 [25-26]。基于这

一机制 , LAN等 [27]开发了凋亡小体仿生杂合纳米囊

泡 (liposomal-apoptotic body, L-AB)。该载体通过融

合M2型巨噬细胞来源的凋亡小体与人工脂质体 , 保
留了凋亡小体表面63.4%的PS和46.0%的CD11b, 显
著增强了巨噬细胞的靶向摄取 [27]。体外实验显示 , 
L-AB在3小时和5小时的巨噬细胞内吞效率分别比

普通脂质体提高约1.5倍 , 且该过程依赖PS-MerTK
信号通路 [27]。在脓毒症模型中 , L-AB负载地塞米

松 (Dex@L-AB)通过抑制NF-κB通路 , 将血清白细

胞介素 -6(interleukin-6, IL-6)和单核细胞趋化蛋

白 -1(monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1)水
平分别降低至脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)组的

35%和42%, 并使小鼠生存率从0%提升至75%[27]。

与利用 “Eat Me”信号促进吞噬相反 , 另一种

仿生策略是模拟 “Don’t Eat Me”信号来抑制或逃避

巨噬细胞的清除。CD47分子是细胞表面广泛表

达的一种跨膜蛋白 , 通过与其在巨噬细胞表面的

受体—信号调节蛋白α(signal regulatory protein 

alpha, SIRPα)结合 , 传递 “Don’t Eat Me”信号 , 从而

抑制吞噬作用 [28-29]。GHEIBIHAYAT[5]等通过模拟

CD47的功能表位 , 开发了SIRPα肽修饰脂质体阿霉

素 (SIRPα-peptide modified liposomal doxorubicin, 
SP-LD)。药代动力学分析显示 , 与传统的PEG化脂质

体阿霉素 (pegylated liposomal doxorubicin, PLD)相比 , 
SP-LD表现出显著的循环优势 : 使给药后6 h、24 h、
48 h的血药浓度分别提高了28%、63%和75%, 同时显

著降低了药物在肝脏、脾脏、肾脏等主要清除器官

中的蓄积量 , 这提示该策略有望通过减少非靶向清

除来缓解药物的系统毒性 [5]。这些通过模拟内源性

免疫检查点信号来调控载体命运的仿生策略为提高

药物和基因递送载体在体内的持久性和靶向性开辟

了新途径 , 未来研究可进一步聚焦其在不同疾病模

型中的验证及临床转化潜力。

3   基因编辑工具与递送系统的协同优化
3.1   工具精准化升级

基因编辑工具的迭代升级为巨噬细胞功能重

编程提供了强大动力, 然而其在RAW264.7细胞中的

应用效果 , 高度依赖于递送系统与编辑工具的精妙

适配。不同编辑工具的分子构成、作用机制和递送

形式决定了其对递送载体的差异化需求。例如 , 作
为应用最广泛的CRISPR/Cas9系统 , 其递送策略面

临着在瞬时高表达与稳定筛选之间进行权衡 , 以平

衡编辑效率与Cas9蛋白潜在细胞毒性的核心挑战。

因此 , 探讨如何通过递送策略与编辑工具本身的协

同优化以提升编辑精准度与效率 , 是当前研究的焦

点。

当前 RAW264.7细胞的基因编辑效率存在显

著的位点依赖性 , 不同基因靶位点的编辑效率波动

较大 [30]。这种效率的不稳定性主要归因于三方面

因素 : 首先 , 靶序列的内在特性 , 如鸟嘌呤–胞嘧啶

(guanine-cytosine, GC)含量、染色质开放状态及二

级结构等特性可能阻碍CRISPR复合物结合 [30]; 其
次, 传统CRISPR系统中Cas9蛋白的持续性表达可能

导致明显的细胞毒性 , 进而影响蛋白表达水平的稳

定[31]; 最后, 递送工具的瞬时表达特性也可能限制编

辑窗口的持续性, 不足以实现高效编辑[32]。

针对这些瓶颈 , 近年研究已提出多种创新性解

决方案。pCRISPR-EASY系统通过单质粒设计整合

了单向导RNA(single guide RNA, sgRNA)与Cas9基
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因 , 并采用电穿孔技术实现高效递送 [30]。该系统利

用人延伸因子1α(human elongation factor-1α, hEF1α)
启动子驱动Cas9的稳定表达 , 相较于传统巨细胞病

毒 /鸡β-肌动蛋白 (cytomegalovirus/chicken β-actin, 
CAG)启动子显著提高了表达水平 , 同时通过枯草

杆菌限制性内切酶BI(Bacillus subtilis restriction en-
zyme BI, BsmBI)酶切位点简化 sgRNA克隆流程 , 使
克隆效率接近 100%[30]。这一策略充分体现了递送

系统与编辑工具的协同优化 , 即通过优化质粒载体

并结合高效的物理递送方法 , 成功构建了能够稳定

表达的细胞系 , 从而克服了瞬时转染效率不足的

问题 , 有效延长了编辑窗口 [30]。高精度Cas9(high-
fidelity Cas9, HypaCas9)等新型Cas9变体通过突变

FokI结构域 (D10A/H840A), 在RAW264.7细胞中实

现了脱靶率降低与靶向切割效率的平衡 [30]。此外 , 
启动子设计的优化(如巨噬细胞特异性CD68启动子)
可增强编辑工具在特定细胞类型中的靶向性 [33]。这

些策略的结合不仅提高了编辑精准度 , 还通过递送

系统的持续表达特性缓解了Cas9细胞毒性对编辑效

率的影响[30]。

进一步地 , 为解决Cas9持续表达所引发的细胞

毒性问题 , 一个关键的优化方向在于调整递送策略 , 
实现Cas9的按需或瞬时表达 , 以在编辑效率与细胞

安全之间取得平衡。诱导型启动子系统允许在特定

时间窗口开启和关闭Cas9表达 , 从而精确控制编辑

时间和蛋白暴露量 , 显著降低长期表达带来的毒副

作用 [34-36]。而更直接且广泛应用的策略 , 则是彻底

改变递送内容的形态。直接递送预先组装的Cas9-
gRNA核糖核蛋白 (ribonucleoprotein, RNP)复合物 , 
其在细胞内作用时间短暂, 完成编辑后即被降解, 无
基因整合风险 , 被普遍认为是减少脱靶和细胞毒性

的优选方案[37-38]。同样, 递送编码Cas9的mRNA也能

实现Cas9的瞬时表达且无整合风险 , 避免了持续表

达的困扰 [37]。这些策略通过最大限度地减少Cas9在
细胞内的暴露时间和总量, 为RAW264.7细胞及其他

敏感细胞的基因修饰提供了更安全、更可控的选择。

除表达调控外 , 提高Cas9 RNP的核转运效率

也是提升编辑效果的关键环节。针对这一挑战 , 
SHUI等[39]通过猴病毒40核定位信号(simian virus 40 
nuclear localization signal, SV40 NLS)的串联融合设

计(N0/C4构型), 显著增强了RNP复合体的核靶向能

力, 使Cas9蛋白的核内积累量较单NLS构建体增加2

倍 , 从而在包括难转染细胞的多种细胞类型中实现

最高45%~50%的基因组编辑效率。该研究揭示了递

送优化的另一个层面 : 不仅要关注如何将载荷送入

细胞, 还要通过工程化改造编辑工具本身, 提升其在

胞内的转运效率, 确保其精准抵达细胞核发挥作用。

值得注意的是 , SHUI等 [39]的研究并未直接比较不同

NLS序列的效果 , 但结果显示最优的SV40 NLS拷贝

数存在细胞类型依赖性 , 这强调了在RAW264.7细
胞中应用时 , 需要通过实验确定最佳的多拷贝SV40 
NLS设计以实现最高效率和安全性。这些多层面的

策略的结合 , 共同提高了基因编辑的精准度和效率 , 
并缓解了Cas9细胞毒性对编辑效果的影响。

3.2   碱基编辑适配

与依赖DNA双链断裂的CRISPR-Cas9不同 , 碱
基编辑技术通过非断裂依赖的精准单碱基转换机

制, 为巨噬细胞基因组的靶向修饰提供了独特优势。

然而 , 这种精密的编辑工具也对递送系统提出了新

的挑战与适配要求。胞嘧啶碱基编辑器 (cytosine 
base editor, CBE)和腺嘌呤碱基编辑器 (adenine base 
editor, ABE)可分别实现C→T和A→G的定点转换 , 
其核心依赖于脱氨酶与DNA结合结构域的融合设

计 [40-41]。从递送的角度看 , 这意味着需要递送一个

比标准Cas9更大的融合蛋白 , 对递送载体的装载能

力、稳定性和促进溶酶体逃逸的效率都提出了更

高的技术要求 , 同时还需考虑其在巨噬细胞中潜在

的免疫原性。WEI等 [42]研究表明 , 基于转录激活样

效应因子 (transcription activator-like effector, TALE)
蛋白的DddA衍生胞嘧啶碱基编辑器 (DddA-derived 
cytosine base editors, DdCBE)通过靶向线粒体

DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)并招募分裂的脱

氨酶, 在人类胚胎中实现高达60%的C→T转换效率。

该技术无需依赖CRISPR-Cas系统的RNA引导机制 , 
而是通过TALE蛋白的序列特异性结合确保定位精

确性 , 为巨噬细胞的线粒体基因组编辑提供了新策

略 [42]。巨噬细胞因对DNA双链断裂 (double-strand 
break, DSB)高度敏感 , 传统CRISPR-Cas9系统易引

发细胞凋亡或炎症反应 [43]。碱基编辑技术通过避免

DSB形成 , 显著降低基因组不稳定性风险。DdCBE
在人类胚胎中即使高剂量应用亦未导致显著的形态

异常或发育速率改变 , 提示其在巨噬细胞中可能具

有更好的生物安全性 [42]。此外 , 巨噬细胞功能相关

基因 (如炎症因子编码基因或代谢调控基因 )的致病
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性突变常为单核苷酸变异 , 碱基编辑可精准模拟或

修复此类突变, 为研究其功能机制提供理想工具[30]。

然而, 碱基编辑器的应用仍需进一步优化以提升

巨噬细胞适配性。研究显示 , 碱基编辑技术的编辑窗

口存在“旁观者效应”(bystander effect), 靶位点附近的

胞嘧啶可能被非特异性脱氨 [44]。在WEI等 [42]的研究

中表现为DdCBE诱导的C→T转换具有5′-TC-3′序列

偏好性 , 这一特性可能限制其在核基因组中的特异

性。此外 , 尽管DdCBE在胚胎中未检测到显著的核

基因组脱靶 , 但在递送至巨噬细胞时必须考虑其免

疫原性。巨噬细胞具有活跃的RNA感应通路 (如黑

色素瘤分化相关基因5/维甲酸诱导基因 I, melanoma 
differentiation-associated protein 5/retinoic acid-induc-
ible gene I, MDA5/RIG-I), 需警惕编辑器mRNA或蛋

白成分可能触发的非预期免疫应答 [45]。因此 , 开发

具有免疫“隐形”特性或靶向特定巨噬细胞亚群的递

送系统 , 对于碱基编辑技术的安全高效应用至关重

要。

3.3   RNA编辑应用

作为一种新兴的转录后调控手段 , 基于腺苷脱

氨酶作用RNA(adenosine deaminase acting on RNA, 
ADAR)系统的RNA编辑技术 , 实现了高精度、可

逆的基因靶向修饰。该技术与递送系统的结合尤

为紧密 , 其临床转化潜力高度依赖于递送技术的突

破。通过设计特异性向导RNA(guide RNA, gRNA)
与靶标mRNA互补配对形成双链结构 , 招募内源性

ADAR酶催化腺苷 (A)至肌苷 (I)的脱氨基反应 , 该技

术在不引入基因组永久性改变的前提下 , 实现对基

因表达的时空特异性调控 [46]。在血液系统研究中 , 
ADAR1通过编辑造血干细胞(hematopoietic stem and 
progenitor cells, HSPCs)中抗生素解除抑制因子1(an-
tizyme inhibitor 1, AZIN1)的mRNA, 促进其与DEAD-
box解旋酶1(DEAD-box helicase 1, Ddx1)的相互作

用 , 从而增强长期造血重建能力 [47]; 而在肝细胞中 , 
ADAR1介导的乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)
RNA编辑可逃逸MDA5/RIG-I对病毒双链RNA的识

别 , 抑制 I型干扰素通路激活 , 揭示了RNA编辑在病

原体–宿主互作中的双重调控作用 [48]。这种天然编

辑机制的利用不仅能规避外源蛋白的免疫原性 , 还
可通过gRNA模块化设计灵活靶向不同基因位点, 为
遗传性疾病的原位校正和功能基因组学研究开辟了

新路径。

递送系统的创新是拓展RNA编辑应用场景的

核心驱动力。DNA编码的环状gRNA通过病毒载体

或非病毒纳米颗粒递送 , 利用 twister核酶的自我剪

切特性形成稳定环状结构 , 在小鼠肝脏模型中实现

长达 8周的持续编辑 , 尤其适用于需要长期干预的

遗传缺陷修复 [46]; 而化学修饰的反义寡核苷酸 (anti-
sense oligonucleotide, ASO)采用磷酸硫酰骨架、2’-O-
甲基化及锁核酸(locked nucleic acid, LNA)等修饰增

强核酸酶抗性 , 结合N-乙酰半乳糖胺(N-acetylgalac-
tosamine, GalNac)配体靶向肝细胞膜表面去唾液酸

糖蛋白受体 (asialoglycoprotein receptor, ASGPR), 在
非人灵长类动物中实现了50%的瞬时编辑效率 [46]。

尽管GalNac主要靶向肝细胞 , 但其“配体–寡核苷酸

偶联 ”的递送策略为靶向巨噬细胞提供了重要借鉴 , 
将甘露糖、叶酸等配体与gRNA或ASO偶联, 可以实

现对特定巨噬细胞亚群的靶向递送。然而 , 组织穿

透性不足和细胞核定位效率低仍是限制ASO广泛应

用的技术瓶颈 , 新型纳米载体通过模拟病毒包膜结

构增强胞吞效率 , 或将可逆性核定位信号肽整合至

gRNA设计, 成为当前优化方向[49]。

为提高编辑特异性 , 基于 ADAR酶作用机制

的 gRNA理性设计策略不断革新。CLUSTER指导

RNA(CLUSTER guide RNA)通过在gRNA中引入间

断互补区域 , 将脱靶编辑率降低至背景水平 [50]; 而
“凹凸互补 ”(bump-hole)双组分系统则通过工程化

ADAR突变体与含非天然碱基的gRNA结合, 实现正

交性编辑 [51]。此外 , LIN等 [52]的胶质瘤研究中 , 女性

高编辑水平与不良预后的相关发现揭示了RNA编辑

性别二态性规律 , 提示了整合X染色体连锁启动子

或雌激素响应元件可增强性别特异性编辑精准性。

单细胞测序技术解析的细胞类型特异性RNA结合蛋

白为设计组织靶向 gRNA提供了新思路 , 通过模拟

内源性RNA-蛋白互作网络可增强编辑系统的细胞

选择性 [53]。随着表观转录组学与递送技术的融合 , 
RNA编辑有望成为继基因组编辑后实现基因功能精

准操控的新一代工具。

4   总结与展望
RAW264.7巨噬细胞因其独特的生物学特性 , 

如高效的吞噬清除能力、溶酶体降解屏障以及核转

运缺陷等 , 长期以来在基因递送和修饰方面面临挑

战。近年来, 通过膜表面工程化、物理场–材料协同
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系统、病毒载体优化以及仿生递送平台等创新途径, 
显著提升了基因递送效率和细胞内载体调控能力。

同时 , CRISPR基因组编辑工具的迭代升级和基于

ADAR系统的RNA编辑技术的应用, 为在RAW264.7
细胞中实现精准、高效、可逆的基因功能调控提供

了强大的工具。

基因修饰的 RAW264.7巨噬细胞通过调控炎

症反应、促进组织修复和增强免疫调节功能在多

种疾病模型中展现治疗效果。在慢性肾病 (chronic 
kidney disease, CKD)模型中 , 基因修饰的RAW264.7
巨噬细胞通过下调Mincle信号通路 , 减少白细胞介

素 -1β(interleukin-1β, IL-1β)、肿瘤坏死因子 -α(tumor 
necrosis factor-alpha, TNF-α)等促炎因子分泌 , 同时

改善肠道屏障功能 [54]。类似地 , 组蛋白去乙酰化酶

1~3(histone deacetylase 1-3, HDAC1-3)抑制剂MS-
275通过增强白细胞介素 -10(interleukin-10, IL-10)
表达 , 抑制NF-κB活性 , 缓解香烟烟雾诱导的肺部炎

症 [55]。在关节炎模型中 , 靶向抗瓜氨酸化蛋白抗体

(targeting anti-citrullinated protein antibody, tACPA)修
饰的巨噬细胞通过抑制中性粒细胞胞外陷阱(neutro-
phil extracellular traps, NETs)的形成并促进其吞噬 , 
减少关节组织损伤 [56]。而在阿尔茨海默症模型中 , 
靶向NOD样受体家族热蛋白结构域成员3(nod-like 
receptor family pyrin domain containing 3, NLRP3)炎
症小体的基因修饰可降低 tau蛋白的病理累积 , 改善

认知功能 [57]。谷氧还蛋白2(glutaredoxin 2, Grx2)修
饰的巨噬细胞则通过抑制一氧化氮(nitric oxide, NO)
释放和调节氧化还原平衡 , 减轻哮喘模型中的气道

高反应性 [58]。这些不同研究的一致性在于巨噬细胞

功能重编程的核心作用 , 但具体的调控靶点和作用

路径因疾病类型而异。

尽管在RAW264.7巨噬细胞基因修饰技术及其

在疾病模型中的初步应用探索取得了显著进展 , 但
该领域距离实现广泛的临床转化仍面临多重关键挑

战。(1) 体内递送效率与靶向特异性瓶颈, 虽然体外

转染效率已大幅提升 , 但将基因编辑工具或治疗载

体高效、特异性地递送到体内特定组织或特定的巨

噬细胞亚群 (如肿瘤相关巨噬细胞、组织驻留巨噬

细胞 )仍然是巨大的挑战 [59-60]。系统给药后 , 载体极

易被网状内皮系统非特异性清除 , 导致靶部位剂量

受限 [61]。此外 , 如何有效克服复杂的组织微环境和

细胞内屏障仍需深入研究和优化。(2) 安全性风险

和脱靶效应 , 基因编辑工具 , 特别是基于核酸酶的

CRISPR系统 , 存在潜在的脱靶编辑风险 , 可能导致

不可预测的基因组改变和细胞毒性 [62-63]。病毒载体

效率虽高 , 但其免疫原性、插入突变风险以及长期

表达的安全性仍是临床应用的主要顾虑 [64]。碱基编

辑和RNA编辑降低了DNA双链断裂风险 , 但也存在

“旁观者效应 ”或非特异性编辑问题 , 且长期影响尚

不完全清楚 [65]。(3) 巨噬细胞极化状态的动态调控

与异质性 , 巨噬细胞在体内微环境影响下极化状态

是动态变化的 , 现有技术难以实现对这种动态过程

的实时、精准调控 [66]。此外 , 不同组织、不同病理

状态下的巨噬细胞亚群具有高度异质性 , 需要开发

能够区分并靶向特定亚群的更精细策略 , 以避免非

靶向细胞的损伤或不良反应[67]。

为有效应对上述挑战 , 未来的研究应重点关注

以下方向。首先 , 递送系统的智能化与多功能化是

关键 , 需要结合仿生设计、环境响应性材料和物理

场调控等手段 , 构建能够在体内复杂微环境中感知

并响应特定信号 (如低pH、高酶浓度、缺氧、超声

/光照 )的多功能纳米载体 [68-69]。这些系统应具备高

载荷能力、优异的体内稳定性、高效的靶向性以及

有效的胞内 /核内递送能力 , 以实现精准递送和按需

释放 [68]。同时 , 基因编辑工具的精准性与可控性仍

需持续优化。这包括进一步开发和应用脱靶率更低

的Cas变体、优化向导RNA设计原则, 或探索基于抗

体 /适配体介导的Cas蛋白特异性递送 [68,70-71]; 对于碱

基编辑和RNA编辑 , 需要深入研究其编辑偏好性和

脱靶机制, 开发更高特异性的编辑器和向导分子, 并
探索可诱导或瞬时表达的编辑系统 , 以实现更严格

的时空控制 , 降低长期表达带来的风险 [72-73]。为了

进一步提高基因修饰的效率和特异性 , 利用单细胞

技术深入解析巨噬细胞异质性至关重要。结合单细

胞RNA测序、单细胞表观遗传组学等技术 , 深入解

析不同组织、不同疾病状态下巨噬细胞亚群的分子

特征 , 将为设计亚群特异性的靶向配体、启动子或

编辑工具提供数据基础 , 实现更精细的细胞亚群靶

向修饰 [74-75]。此外 , 探索整合性治疗策略是提升疗

效的重要途径。将基因修饰与现有疗法 (如免疫检

查点抑制剂、化疗、物理治疗 )相结合 , 有望发挥协

同效应 , 比如通过基因修饰将肿瘤微环境中的肿瘤

相关巨噬细胞 (tumor-associated macrophages, TAMs)
重编程为促免疫的M1表型 , 以期增强肿瘤免疫治疗
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效果。ZHAO等 [76]研发的X射线引导和触发的原位

CRISPR/Cas9基因编辑纳米系统(x-ray-guided and trig-
gered remote control of a CRISPR/Cas9 genome editing 
system, X-CC9)利用X射线的穿透性和局部可控性, 实
现对TAMs的精准基因编辑, 为该思路提供了一个具

体范例。

综上, RAW264.7巨噬细胞基因修饰技术正以前

所未有的速度发展 , 为理解巨噬细胞功能和开发新

型细胞疗法提供了强大支撑。通过持续的技术创新

和多学科交叉研究, 有望克服当前挑战, 充分发挥基

因修饰RAW264.7巨噬细胞在疾病治疗中的巨大潜

力。
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