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AID介导的原位靶点突变——哺乳动物DNA
碱基编辑新技术
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摘要      单核苷酸的多样性是遗传多样性的主要来源, 是人类个体差异的重要遗传学基础, 同
时也是分子进化的动力和很多疾病的直接诱因。然而, 在哺乳动物中, 仍然缺乏有效诱导单核苷酸

的突变的工具, 无法通过实验高效和高通量地研究单核苷酸突变的功能。现有的大部分实验技术

只能扰乱基因的功能或者表达, 造成基因功能缺失, 对诱导新功能的获得无能为力。而利用靶向性

胞嘧啶脱氨酶介导的碱基编辑(targeted AID-mediated mutagenesis, TAM)技术, 可以在sgRNA靶向

的基因组DNA上, 将胞嘧啶和鸟嘌呤随机地向其他三个碱基转变, 因而产生海量的突变体, 结合遗

传筛选, 从而分析单核苷酸突变的功能或诱导蛋白质的体内进化。同时, 在一种多肽抑制剂(uracil 
glycosylase inhibitor, UGI)的辅助下, TAM可以诱导特定的胞嘧啶向胸腺嘧啶转变, 实现单碱基的精

确编辑, 为治疗单核苷酸突变诱导的遗传病提供方案。利用这项技术, 已经在慢性骨髓瘤细胞中, 
成功筛选出已报道的以及新的Imatinib耐药性位点。因此, 作为高效的哺乳动物DNA碱基编辑新技

术, TAM可以广泛应用于蛋白质工程、分子遗传学研究和基因治疗等领域。
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Targeted AID-Mediated Mutagenesis (TAM)—A New Technology for 
DNA Base Editing in Mammalian Cells

Ma Yunqing, Chang Xing*
(Institute of Health Sciences, Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract       A large number of genetic variants have been associated with human diseases. However, the 
lack of a genetic diversification approach has impeded our ability to interrogate functions of genetic variants 
in mammalian cells. Current screening methods can only be used to disrupt a gene or alter its expression. Here 
we report the fusion of activation-induced cytidine deaminase (AID) with nuclease-inactive clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats (CRISPR)-associated protein 9 (dCas9) for efficient genetic diversification, 
which enabled high-throughput screening of functional variants. Guided by single guide (sg)RNAs, dCas9-AID-
P182X (AIDx) directly changed cytidines or guanines to the other three bases independent of AID hotspot motifs, 
generating a large repertoire of variants at desired loci. Coupled with a uracil-DNA glycosylase inhibitor, dCas9-
AIDx converted targeted cytidines especifically to thymines, creating specific point mutations. By targeting BCR-
ABL with dCas9-AIDx, we efficiently identified known and new mutations conferring imatinib resistance in 
chronic myeloid leukemia cells. Thus, targeted AID-mediated mutagenesis (TAM) provides a forward genetic tool 
to screen for gain-of-function variants at base resolution.

Keywords        single-nucleotide variants; genome editing technology; targeted AID-mediated mutagenesis (TAM)

1   单核苷酸基因编辑的现状
单核苷酸多样性是遗传多样性的主要来源, 是

分子进化的动力和很多疾病的直接诱因[1]。例如, 单
核苷酸的多样性与肿瘤的发生息息相关, 大量测序

结果表明, 原癌基因和抑癌基因上的单核苷酸突变

是肿瘤发生的重要原因[2]。除此之外, 激酶结构域是

肿瘤药物的治疗靶点, 然而编码激酶结构域基因中

的单核苷酸突变赋予肿瘤细胞耐药性, 向肿瘤治疗

提出了更高的挑战[3]。另外, 因为单核苷酸的改变大

多不会破坏蛋白质的整体结构, 同时改变蛋白的功

能, 因此是分子进化的重要机制之一。

尽管单核苷酸突变是很多疾病的直接诱因, 但
无法通过常规的基因敲除或过表达来研究单核苷酸

突变与基因功能的关系。因此, 急需一种筛选工具

在基因组上靶向诱导单核苷酸突变, 产生大量多样

的功能突变体, 以用于研究单核苷酸突变与基因功

能的关系。

由于哺乳动物基因组的高度稳定性, 在哺乳

动物细胞内很难高效和高通量地诱导单核苷酸的

突变[4]。另外, 实验室现有的体内单核苷酸突变方

法有其局限性, 如物理方法—紫外辐射, 突变频

率为1×10–10; 化学方法—烷化剂乙基亚硝基脲

(N-ethyl-N-nitrosourea, ENU), 引起错配, 单核苷酸

突变或者缺失, 突变频率为(1~1.5)×10–5[5]。这些方

法效率极低, 且产生的突变方向随机, 突变图谱不均

一, 限制了它们的应用, 往往需要很大的工作量去确

定突变的位点。

作为细菌中的适应性免疫机制, CRISPR 
(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats)/Cas9[(CRISPR)-associated protein 9]是近年

来发展的一种便捷的基因组编辑技术, 可以使目标

基因删除和插入, 这些应用都是基于在sgRNA的介

导下, Cas9蛋白在目的基因处切割, 形成双链DNA断

裂(double strand breaks, DSBs), 从而对基因组进行

编辑[6-8]。除此之外, 当RuvC结构域和HNH结构域同

时处于失活状态时(D10A&H840A; RuvC–&HNH–), 
Cas9将不具有核酸酶活性, 成为dCas9(dead Cas9)[9], 
同样可以作为基因编辑工具。dCas9虽然没有剪切

DNA的能力, 但仍然可以在gRNA的引导下与特定

的DNA序列结合。前期研究表明, 通过将特定的转

录激活因子和抑制因子与dCas9复合体融合, 能够精

确地激活或沉默基因表达。例如, dCas9与多个VP16
结构域或KRAB(Kruppel-associated box domain)结合

进行转录激活或抑制。同时与相应的功能域结合, 
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还能进行表观遗传修饰[10-11]。

虽然CRISPR/Cas9方法可以精确地对DNA进行

编辑, 但受限于同源DNA修复的效率低的缺点, 因
此现在主要用于基因的敲除, 无法高效产生单核苷

酸突变[6-8]。因此, 如何高效地在细胞内引入单核苷

酸突变被认为是基因编辑领域的重大挑战之一。

与大部分体细胞不同, 适应性免疫系统在B淋
巴细胞激活过程中可以对B细胞基因组的特定区

域进行高效编辑, 作为一种“突变自我”的机制, 对
抗原受体的可变区进行高频突变, 近乎无限的抗原

受体库, 用以抵御可能的病原体入侵[12-13]。生发中

心B细胞特异性表达的激活诱导的胞嘧啶脱氨酶

(activation-induced cytidine deaminase, AID)是体细

胞高频突变的分子基础。AID将胞嘧啶脱氨基形成

尿嘧啶, 产生U-G碱基错配。U-G错配有两种修复路

径。第一种是, 如果错配不被及时修复, 在DNA复制

过程中, 产生C-T和G-A的突变。第二种是, U-G错配

被尿嘧啶DNA糖基化酶(uracil-N-glycosylase, UNG)
切除, 产生无嘧啶位点, 通过碱基切除修复引入非模

板依赖性的单核苷酸突变。前期研究表明, 在非B
细胞系中, 外源表达的AID突变效率会大幅下降, 且
AID的作用位点缺少靶向性[14]。为解决这两个问题, 
我们采用CRISPR/Cas9技术。

基于这些背景, 我们猜想, 通过dCas9蛋白与

AID融合, 将哺乳动物(体细胞高频突变)和古生菌的

适应性免疫系统(CRISPR)结合, dCas9可以在sgRNA
的靶向作用下, 将AID招募到靶向区域, 并且可以提

高AID的局部浓度, 有效提高和扩展AID作用范围, 
在非B细胞中针对特定基因实现高频突变, 产生遗

传多样性(图1)。

2   靶向性胞嘧啶脱氨酶(targeted AID-
mediated mutagenesis, TAM)的靶向性和

高效性
为检测dCas9-AID融合蛋白的单核苷酸突变效

率, 我们首先在293T细胞中建立报告系统, 将绿色荧

光蛋白基因整合入293T基因组中。该绿色荧光蛋

白基因中部插入终止密码子TAG, 绿色荧光蛋白无

法正常表达; 只有当TAG突变向TAC/TAT时, 绿色荧

光蛋白才能正常表达。因此, 通过流式检测EGFP阳
性的细胞比例来指示单核苷酸突变效率。在报告细

胞中共转表达sgRNA和dCas9-AID两种质粒, 其中

sgRNA是针对EGFP终止密码子TAG的上下游100 bp
设计的4个sgRNA, 同时设置对照组在报告细胞中单

转AID。在转染后第7 d流式检测, AID组的EGFP+%
约0.2%, 而共转dCas9-AID和针对TAG终止密码子

的sgRNA组的EGFP+%达到2%, EGFP+%得到10倍提

高。实验结果证明, dCas9-AID融合蛋白能有效纠正

GFP中的终止密码子(TAG)。
为了进一步优化dCas9-AID系统的效率, 我

A: dCas9-AID融合蛋白示意图; B: 在sgRNA导向作用下, dCas9-AID被招募到靶点, 突变基因组上特定位点的胞嘧啶。

A: AID (activation induced deaminase) is fused to the carboxyl terminus of a catalytically inactive Cas9 protein (dCas9); B: when paired with single-
guided RNAs (sgRNAs), the fusion protein can be recruited to targeted genomic regions to deaminate cytidines in situ.

图1   dCas9-AID设计原理图

Fig.1   A schematic of dCas9-AID design
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们将dCas9与不同的AID突变体融合, 其中, dCas9-
P182X(C端核输出信号删除的AID突变体)效率最高, 
相对于dCas9-AID效率得到2倍提高。因此, 我们使用

dCas9-P182X(dCas9-AIDx)进行后续实验。为了证明

确实是由AIDx与dCas9融合才赋予dCas9-AIDx融合

蛋白单核苷酸突变功能, 我们在报告子系统中分别共

转Cas9、dCas9、dCas9-AIDx(E58Q)(AID脱氨酶失活

突变体)、dCas9-AIDx和针对EGFP中终止密码子的4
个sgRNA, 只有dcas9-AIDx组EGFP+%为5.2%, 而其他

组均为0。这一实验结果表明, 确实是AIDx与dCas9
的融合才使整个系统具有单核苷酸突变功能。

通过流式在蛋白水平检测EGFP+%的水平来指

示单核苷酸突变频率, 这只是一种比较便捷的评估方

式, 更直接、精确的方法是通过高通量测序来检测单

核苷酸突变频率的高低。因此, 我们抽提细胞基因组

DNA, 通过PCR将目的基因EGFP加上接头序列, 通过

illumina高通量测序来检测单核苷酸突变频率。

单独转染AIDx会在EGFP整个基因上均匀产生

单核苷酸突变, 并且突变频率只有1%~2%, 与之前

的报道吻合[14]。然而, 共转dCas9-AID和针对终止

密码子的4个sgRNA的报告细胞, 约20%的DNA分子

含有至少1个突变碱基; 并且这些突变主要集中在

EGFP基因中TAG终止密码子上下游150 bp。与AID
本身性质相似, 胞嘧啶和鸟嘌呤是dCas9-AID组的主

要突变碱基, 占总突变碱基的80%以上。

对sgRNA靶向区域进行具体分析, 无论是外源

性基因EGFP还是内源性基因AAVS1, dCas9-AIDx都
能使靶向区域超过50%的胞嘧啶和鸟嘌呤产生突变, 
而AIDx只能使低于20%的碱基突变。更重要的是, 
与AIDx对比, dCas9-AIDx使碱基突变频率得到10倍
提高, 靶点区域碱基突变频率提高到4×10–4(次/碱基

/细胞周期), 这种效率相当于B细胞生发中心反应过

程中, 体细胞高频突变水平。由此可见, 外源表达的

dCas9-AIDx对胞嘧啶和鸟嘌呤具有高效编辑作用。

3   TAM引入多样化突变并且摆脱对AID
对一级序列的依赖性

根据AID的生化性质, AID将胞嘧啶(C)脱碱基

产生尿嘧啶(U)。因此, 如果在非B细胞内过表达

AID, 会产生C向T和G向A的碱基突变类型[10]。令我

们感到惊喜的是, dCas9与AIDx融合之后, 碱基突变

方向更加多样化。dCas9-AIDx产生的单核苷酸突变

方向更加均一化, 打破了原来的单一化格局, 更有利

产生多样均一的突变类型。

由这种现象对dCas9-AIDx的突变修饰路径提

出一种假设。AID作用于单链DNA的胞嘧啶(C)上, 
使胞嘧啶脱氨基变成尿嘧啶(U)。随后U-G错配有两

种命运。第一种命运, 这种错配方式未被及时修复, 
在DNA复制中被保留, 形成C-T和G-A的单核苷酸

突变。第二种命运, 错配碱基U被UNG切除, 形成无

嘧啶位点, 随后在无嘧啶位点处随机掺入A、T、C、
G等4种碱基。而dCas9-AIDx融合蛋白抑制第一条

路径, 从而使碱基突变方向更加多元化。碱基突变

方向的多样化, 更有利于产生不同的蛋白突变体, 用
于功能筛选。

除了能够使碱基突变方向多样化之外, dCas9-
AIDx给我们的另外一个惊喜是, dCas9-AIDx使AIDx
摆脱对特定DNA一级序列的依赖性。AID发挥胞

嘧啶脱氨酶活性, 强烈依赖于特定的DNA一级序列, 
具有活跃作用序列(A/T)GCN(N指任意碱基)[11]。分

别统计AIDx和dCas9-AIDx诱导的突变碱基上下游

碱基组成, 令突变碱基C为第0位。AIDx具有活跃

作用序列(A/T)GCN(N指任意碱基), 而对于dCas9-
AIDx组, 在突变碱基上游–1、–2位, 下游+1位, 4种
碱基均匀分布。因此, dCas9-AIDx除了具有高效的

单核苷酸突变能力和多样化的单核苷酸突变方向

外, 还摆脱了对DNA一级序列的要求。

4   UGI提高TAM效率, 固定其突变类型, 
并揭示其在DNA上的作用轨迹

UGI(uracil glycosylase inhibitor)作为一种噬菌

体蛋白, 当噬菌体入侵大肠杆菌时, 可以保护自身的

基因组免受宿主UNG(uracil N-glycosylase)的修复, 
因此, UGI是UNG的抑制剂, 使UNG无法将AID产生

的U切除, 无法完成下游修复[15]。共转dCas9-AIDx、
UGI和单个sgRNA使单核苷酸突变效率得到10倍提

高。除此之外, 加入UGI后, 突变方向更加单一, 只
保留C-T和G-A突变。

UGI的使用更有利于我们揭示dCas9-AIDx的
作用轨迹。以PAM(protospacer adjacent motif)序列

中NGG中的N为0位。其上游为负(–), 下游为正(+), 
dCas9-AIDx主要在间隔序列区域造成突变, 而且

突变最高点是在PAM序列+12和+16位。因此利用

TAM的这一特点, 我们可以在DNA上产生特异的点
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突变。

5   碱基编辑新技术的应用
靶向性抗肿瘤药物, 直接特异性的抑制促癌

基因的活性, 是近几十年来肿瘤治疗的突破性进

展, 但随后的临床实践发现, 很多肿瘤都对靶向性

药物产生了耐药。其中, 编码靶点蛋白的DNA中

产生单核苷酸突变, 是肿瘤细胞对肿瘤药物产生耐

受性的重要原因[3]。在慢性粒细胞白血病(chronic 
myelogenous leukemia, CML)的治疗中, 针对原癌基

因BCR-ABL位点的伊马替尼(Imatinib)药物, 是第一

个开发成功的靶向性药物。Imatinib可以和ATP竞
争 , 与ABL(abelson murine leukemia viral oncogene 
homolog)激酶结合, 从而使ABL激酶处于低活性, 抑
制肿瘤的生长[16-17]。但在病人样本中发现, 在ABL基
因的酪氨酸激酶活性结构域发生单核苷酸突变, 失
去结合Imatinib的能力, 产生耐药性。针对这些突

变, 制药公司开发或正在开发新一代的抑制剂, 以挽

救病人的生命。因此, 我们认为, 如果可以预测出

Imatinib的耐药性突变, 可以加快新药开发的速度, 
造福更多的病人。

为筛选Imatinib耐药性位点, 针对ABL基因的

酪氨酸激酶活性结构域中编码ATP结合位点序列设

计sgRNA。在慢性髓样白血病细胞系K562(含BCR-
ABL融合基因)中建立稳定表达dCas9-AIDx融合蛋

白的细胞系, 随后转染针对AAVS1或ABL激酶结构

域的sgRNA库。连续进行Imatinib药物处理2~3周
后, 阴性对照组(转染AAVS1 sgRNA或未感染任何

sgRNA)细胞全部死亡, 而实验组细胞数目开始增长,
提示有一些细胞获得了耐药性。

收集获得耐药性细胞的RNA和基因组DNA后, 
对ABL基因第6个外显子进行高通量测序。数据分

析表明, 约30%的DNA分子发生C944T, 即氨基酸发

生T315I突变。T315I是在CML病人中发现的第一个

耐药性位点。除此之外, 我们还发现6个新的有义突

变。在后续实验中, 我们进一步证明这些新突变位

点可以赋予K562耐药性, 并且细胞耐药性的强度跟

筛选过程中对应的单核苷酸突变频率成正比。以此

为例, 我们的结果表明, 利用TAM技术可以有效地

预测和筛选对抑制剂耐受的点突变, 为研究大分子–
小分子的相互作用和新的药物设计提供新的思路。

6   总结
与其他基因编辑方向相比, 靶向性激活诱导

的胞嘧啶脱氨酶(AID)介导的核苷酸突变(targeted 
AID-mediated mutagenesis, TAM)新技术具有独特的

功能: (1)在不存在UGI的情况下, 胞嘧啶可以随机

的向其他三个碱基转变; (2)dCas9-AID融合蛋白的

活性只依赖于sgRNA, 与AID的识别的一级序列无

关; (3)dCas9-AID可以同时诱导多个胞嘧啶的突变, 
同时这一方法不依赖于DNA切割和修复, 可以大幅

提高单碱基精确编辑的效率, 避免了DNA的双链断

裂。因此作为遗传操作的新技术, TAM可以诱导功

能获得型的突变, 有着广泛的应用前景, 为分子进

化、基因治疗和在单碱基水平上分析基因调控元件

等领域提供新的方法(图2)。

dCas9-AID融合蛋白, 被sgRNA招募到相应的基因组DNA上, 随机诱导胞嘧啶和鸟嘌呤的点突变, 从而实现体内特定DNA序列的多样化, 通过遗

传筛选, 高通量分析单核苷酸突变的功能。

Guided by sgRNAs, dCas9-AID fusion protein is recruited to endogenous genomic loci to induce somatic hypermutation in designated DNA sequence. 
Subsequently through genetic screening are biological functions of SNVs characterized.

图2   利用dCas9-AID融合蛋白诱导基因组原位点突变的示意图

Fig.2   A carton showing to use dCas9-AID fusion protein to induce somatic hypermutation in mammalian cells
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除了我们的研究外, 另一研究发现, dCas9-AID
融合蛋白结合MS2-MCP(MS2 coat protein)系统可以

有效编辑胞嘧啶, 产生多样化的突变类型, 并且编

辑窗口更加大, 在PAM上下游各50 bp[18]。和我们的

发现类似, 另两项研究也先后发现, 在UGI存在的情

况下, nCas9(Cas9 D10A突变体)与不同类型的胞嘧

啶脱氨酶融合可以高效地诱导胞嘧啶向胸腺嘧啶转

变, 并且其活性只局限于间隔序列的特定碱基, 因
此可以实现高效率的单碱基精确编辑[19-20]。这些研

究一起证明了靶向性的胞嘧啶脱氨酶作为基因编辑

工具的可行性和优势。后续的研究将进一步提高这

一系统的效率以及扩展突变的类型(如A/T碱基的修

饰)。
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