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调控技术; 开发了基于CRISPR/Cas12的核酸检测体系(HOLMES), 并有望建

成一套准确、灵敏、低价、快速的分子诊断体系。
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摘要      合成生物学被认为是继“发现DNA双螺旋”和“人类基因组测序计划”之后的又一次生

物技术革命, 有望在工业制造、医药、农业、环境和能源等诸多领域带来变革。DNA合成和基因

编辑是合成生物学的基石, 其技术进步也是推动合成生物学快速发展的主要动力。该文重点介绍

了DNA合成和基因编辑领域的主要技术及其研究进展, 包括利用芯片oligo池的高通量基因合成技

术和CRISPR介导的第三代基因组编辑系统等。
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Abstract       Synthetic biology is considered to be the next biotechnological revolution, following the 
discovery of the Double Helix and the Human Genome Sequencing Project, and is expected to bring about changes 
in many fields, such as industrial manufacturing, medicine, agriculture, environment and bioenergy. As the 
cornerstones of synthetic biology, DNA synthesis and gene editing technologies are the main driving force for the 
rapid development of synthetic biology. In this review, we focus on the main technologies and research progress 
in DNA synthesis and gene editing, including high-throughput gene synthesis using oligo pools and the CRISPR-
mediated third-generation genome editing system.
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合成生物学是将生命科学与工程学融合而成

的一门新兴学科, 通过引入工程学理念, 采取正向工

程学“自下而上”的策略来改造或重头设计新的生命

体[2]。早在2004年, 美国《技术评论》便认为合成
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生物学将成为改变世界的十大新技术之一。近几年, 
合成生物学更是迈入了高速发展阶段, 并有望在工

业制造、医药、农业、环境和能源等诸多领域引领

新一代生物科技革命。合成生物学的广阔前景不仅

吸引了大量科研人员的加入, 也引起了资本市场的

关注。在2018年, 合成生物学公司Zymergen成功完

成了4亿美元的C轮融资, 而整个合成生物学领域更

是吸纳了惊人的38亿美金的社会资本。不仅如此, 
各国政府也非常重视和支持合成生物学的研究和产

业发展, 而美国更是将其上升到了国家安全的高度, 
其商务部工业安全署在去年发布的拟进行管制领域

就包含了合成生物学。

作为一门生物学与工程学融合的学科, 合成生

物学研究可归纳为“设计−合成−测试”的循环实验过

程[3], 其中, DNA合成是整个合成生物学的基础, 也
是不可或缺的关键步骤。本文就合成生物学中与

DNA合成相关的研究技术及其进展加以介绍, 包括

寡核苷酸(oligo)合成、基因合成、DNA拼接和基因

组编辑等。

1   Oligo合成
长期以来, oligo被大量用于基因克隆、基因突

变、靶标核酸捕获等实验目的; 同时, oligo也是基因

合成的基本单元, 被广泛应用于DNA序列的从头合

成。Oligo合成的历史可追溯到上世纪50年代, 最早

是用磷酸二酯法合成了寡聚二核苷酸[4]。而到上世

纪80年代, 人们又开发了亚磷酰胺化学法(phosphor-
amidite chemistry)合成oligo[5], 这也是后来oligo自动

化合成的反应原理。目前, 商品化DNA合成仪普遍

采用柱式固相亚磷酰胺化学法来合成oligo, 其经过

脱保护、偶联、封闭和氧化四步反应循环, 使核苷

酸单体不断添加到增长的寡核苷酸链上。随着技术

的不断成熟, 柱法合成的通量和成本都不断取得突

破, 例如, 可一次性合成768条, 而每条的合成量可低

至1 nmol。然而, 化学合成法无法保证每一步100%
的反应效率, 且在合成的过程中还会产生副反应(如
脱嘌呤反应[6]); 因此, 为保证合成oligo的完整性和产

量, 一般的合成长度都不超过200个核苷酸。如果需

要合成更长DNA序列, 可先合成短链oligo, 然后再

拼成长链DNA。

随着合成生物学的快速发展, 现有的柱式化学

合成法无论在合成通量还是成本方面都是无法满足

整个产业日益增长的需求。因此, 基于芯片技术的

oligo化学合成法越来越受到重视, 并在合成质量、

通量和成本等多方面取得了突破性进展。Affyme-
trix公司最早尝试了芯片合成oligo[7-9], 并在上世纪

90年代成功开发了掩模光刻技术(mask-based photo-
lithographic), 利用光对核苷亚磷酰胺进行选择性脱

保护, 以实现在芯片的特定位置进行化学反应以完

成特定oligo序列的合成。之后, 无掩模程序的开发

更是大大简化了光刻法合成技术[10]。除了光激活控

制脱保护外, 还有CustomArray公司开发的基于半导

体的电化学法[11], 以及Agilent和Twist Bio公司开发

的喷墨打印核苷酸技术等[12-13]。相比于传统的柱式

合成法, 基于芯片的oligo合成在价格上要便宜2~4个
数量级(每个核苷酸大约花费0.000 01~0.001 00美元, 
相比于柱式的0.050 00美元)[14]。同时, 芯片法还具

备超高的合成通量, 可一次性合成几千到几十万条

oligo。另外, 芯片法还可以缩小反应体积, 减少试剂

使用量, 实现更环保的oligo合成, 是未来合成生物学

的重要发展方向之一。

但是芯片合成oligo法的错误率要普遍高于柱

式合成法; 其中, 只有喷墨打印技术合成的质量与

柱式法相当, 可达到每600个核苷酸出现1个错误[12]。

因此, 在使用芯片oligo时要充分考虑oligo质量对后

续实验的影响, 特别是对oligo的准确度要求非常高

的基因合成领域。而在某些应用场景, 如利用芯片

法oligo进行外显子杂交捕获等, 其对oligo准确率的

要求并不高, 所以已经开始大量使用芯片法合成的

oligo池。

此外, oligo还可以通过酶法来催化合成, 该想

法的提出至少可追溯到上世纪60年代[15], 而末端脱

氧核苷酸转移酶(TdT)的发现则加速了该项研究的

发展进程[16-17]。与化学法相比, 酶促法的作用条件

更加温和, 且对oligo的损伤较少, 并可减少了副产物

的生成, 因而有助于提高oligo合成的准确率和长度。

然而, 酶促合成法目前还处于科研探索阶段, 离真正

的产业化还有一段距离。

2   基因合成
合成生物学的很多工作, 包括异源基因的密码

子优化、遗传通路/代谢途径等的人工构建、基因

组的重新设计与合成以及病毒疫苗的研制等都离不

开基因合成。然而, 受现有oligo合成的技术原理所
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限, 无法直接合成所需长度的目标DNA序列。可行

的方法是将目标序列分解为多条短oligo进行合成, 
再利用基因合成方法将oligo拼接成所需的DNA序

列; 其中, 主流的基因合成方法包括连接法[18]和聚合

酶循环组装法(polymerase cycling assembly, PCA)[19]。

连接法的准确率较高, 且在合成复杂DNA序列时有

优势, 而PCA方法使用的oligo量更少, 合成效率也更

高。随着oligo质量的逐步提升以及各种除错技术的

发明, 大多数商业化公司都使用PCA法。当然, 两种

方法也可以联合使用, 例如在ФX174噬菌体基因组

的合成过程中便使用了耐高温且更严谨的Taq连接

酶介导的连接反应和PCA反应[20]。

基因合成产物中的突变绝大多数来自oligo自
身, 少部分来自PCR等过程引入的突变。为了提高

基因合成的效率、降低后续的测序验证成本, 需要

提高oligo的合成质量以降低错误率。一般来说, 柱
法合成的oligo需经过PAGE甚至是HPLC纯化以去除

不纯或大小不对的引物[21-22]; 而对于芯片法合成的

oligo池, 可利用高通量测序法来挑选正确的oligo用
于后续的基因合成[23-24]。在对基因合成产物进行克

隆、测序验证之前, 还可加入除错步骤。具体做法

是通过“高温变性”让合成的双链DNA解链, 然后进

行“退火”以使每一条链随机地与另一条互补链结合

形成双链, 从而在突变碱基与正确碱基间形成错配, 
再利用识别错配的核酸酶(如CEL内切酶)将含有错

配的双链切断[25-26]或者用MutS蛋白特异结合错配的

双链来除错[27-28]。

基于芯片oligo池的高通量基因合成方法是未

来发展方向之一。然而, 芯片oligo池除了有oligo质
量的问题外, 成千上万条的oligo混在一起也给后续

的基因合成工作带来很大挑战。一个解决思路是

在每一组oligo两端添加不同的标签序列, 然后经过

多轮PCR将oligo池分成多个含有双链短DNA片段

的亚组, 生成再结合使用多酶混合物将标签序列切

除并生成混合的单链oligo亚组, 并最终利用各亚组

oligo合成目标DNA序列[26]。另一种选择是将oligo
分组后利用GoldenGate的方法进行快速组装, 再结

合高通量测序法来挑选无错的序列[29]。相比之下, 
GoldenGate法在拼接复杂序列时更有优势, 但是其

要求待拼接序列中不能含有某些Type IIS酶的切割

位点, 所以无法实现任意序列的合成。除此之外, 还
有多家生物科技公司在开发新的拼接方法, 但是这

些商业化公司往往不会公开其具体的实验方案, 但
是可根据其对待拼接序列的要求来推测大致的实验

方案。一般来说, 无论何种实验方案, 何种来源的

oligo, 都只能一步法合成1 Kb左右的DNA片段, 而
更长的序列则需要在此基础上继续拼接获得。

3   DNA拼接
发生在上世纪70年代的首次DNA实验是通过

限制性内切酶和连接酶来完成的, 开启了基因工程

的生物技术革命[30-31]。近些年, DNA构建的需求日

益增长, 也因此催生了大量DNA拼接技术的诞生, 包
括依赖于各种Type II型限制性内切酶的拼接、位点

特异性重组、体外无痕拼接和体内无痕拼接等(图1)。
3.1   位点依赖型拼接

为了简化DNA拼接流程, 使不同DNA序列间的

拼接过程像搭乐高积木一样简单, Knight等[32]在2003
年首次提出一套DNA体外拼接的BioBrick标准, 即在

生物元件两端分别加上一组标准化的Type II型限制

性内切酶切割位点(含两个同尾酶), 以实现不同元件

间的迭代拼接。Keasling团队随后使用了一组新的

同尾内切酶, 并推出了改进版BglBrick标准, 从而实

现两个蛋白间融合表达。为了应对长片段DNA的拼

接, 我们团队分别发明了基于归位内切酶的iBrick标
准 [33]和利用Cas12a蛋白的C-Brick标准 [34-35], 其中C-
Brick标准更是具有拼接简单、识别位点长、残留

疤痕短、可表达融合蛋白等优势。鉴于标准化拼接

的优势, 国际基因工程机器大赛(iGEM)将BioBrick
采纳为组装标准。不过, 该类方法也有拼接速度慢、

有疤痕以及无法拼接太大DNA片段等不足之处。对

于大的DNA片段, 无论是连接效率还是转化宿主的

效率都非常低, 这也是常规的酶切连接方法很难克

隆大片段DNA的原因。

位点特异性重组用的是噬菌体整合酶系统, 可
特异识别配对的attB/attP位点, 并介导配对位点间的

重组[36]。目前, 商业化的Gateway系统是比较成熟的

技术, 其使用的是λ整合酶, 可将含有attB与attP重组

位点的DNA片段直接克隆到目标载体上[37]。另外, 
通过在DNA片段两端加上多组正交的attB/attP位点, 
便可一步法高效拼接多个DNA片段[38-39]。虽然Gate-
way类的拼接方法在拼接大片段、复杂片段、数量

较多的片段等方面有较大优势, 但其和BioBrick等
拼接标准类似, 都会在拼接完成的序列中留下疤痕; 
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因此, 在实际应用中, 使用者需要考虑这些疤痕是否

会影响后续的实验。

3.2   不依赖于序列的快速、无痕拼接

同样是使用酶切−连接的方法, Golden Gate方
法由于使用了Type IIS限制性内切酶, 这类酶的切割

位点位于识别位点之外, 可以做到无痕拼接, 并且可

以一次性拼接多个DNA片段[40]。该方法的唯一不足

之处在于Type IIS酶的识别位点较短, 导致序列内部

往往存在酶切位点, 因而不太适合长片段DNA的拼

接。为此, 我们团队开发了改进版的Master Ligation
方法, 主要优点在于使用了MspJ I酶。该酶兼具Type 
IIS和IIM的特征, 仅识别甲基化修饰的位点(可通过

PCR的引物添加)并且切割位点位于识别位点之外, 
属于序列不依赖型的、多片段DNA拼接技术[41]。

另一个主流的拼接方向是不使用限制性内切

酶, 但是依赖于待拼接片段间的重复序列。在上世

纪80年代末发明的OE-PCR技术就是利用片段间的

重复序列进行退火, 再结合PCR技术进行扩增, 从而

完成了多片段DNA的体外拼接[42]。紧接着, 研究人

员又发明了“不依赖于连接的克隆方法”, 即利用片段

间存在同源序列的特征进行变性/退火以形成带缺口

的环形DNA分子, 之后转化大肠杆菌并利用宿主的

修复系统来修复DNA分子上的缺口[43]。可以说, 该
工作是继“酶切−连接”法克隆DNA之后的又一开创

性发明, 其利用宿主修复系统帮助拼接的研究思路

很可能影响了后来发明的各种不依赖于序列的体外

拼接方法, 包括SLIC方法[44]、SLiCE方法[45]、USER
方法[46-47]以及Gibson Assembly方法[48]等。在以上方

法中, Gibson Assembly在合成生物学领域应用最广, 
其基于外切酶、DNA聚合酶和连接酶的组合作用, 
在50 °C的反应条件下, 一步法完成多个DNA片段的

快速拼接[48-49]。首先, T5外切酶作用于待拼接片段

后生成可互补配对的黏性末端并自发配对形成双链

DNA结构, 然后再利用DNA聚合酶将空隙补齐, 最
后在Taq连接酶的作用下, 缺口被连好并形成完整

的DNA分子。高效的Gibson Assembly方法可拼接

Mb(Mega base)级别的DNA片段[48], 也被用来拼接完

整的细菌基因组[50]。此外, 一些商业公司也推出了

37 °C条件下反应的一步法多片段无缝克隆试剂盒

(如吐露港生物科技有限公司的Ezmax系列), 可在体

外快速、高效拼接多个DNA片段。

除了体外拼接外, 利用宿主体内的重组活力进

行体内拼接也是一种非常好的选择, 其中, 常用的宿

主包括酿酒酵母[50]、大肠杆菌[51]、枯草芽孢杆菌[52]

以及某些模式植物[53]等。酿酒酵母体内的同源重组

活力很强, 且暂时未知其拼接DNA大小的上限; Gib-
son等[50]在酿酒酵母中成功拼接了约600 Kb的生殖

支原体基因组; 赵惠民团队[54]也利用酿酒酵母体组

图1   基于芯片oligo池进行基因合成的主要途径

Fig.1   Strategies for gene synthesis using array-derived oligo pools
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装了生物代谢基因簇。大肠杆菌自身的重组活性较

弱, 但是通过在大肠杆菌中表达RecET系统可成功

克隆大于50 Kb的基因簇[55]; 大肠杆菌的优势主要在

于其较快的生长速度。然而, 对于多个片段的拼接, 
酿酒酵母系统仍然是首选。

4   基因组的合成与编辑
从头合成生命一直是合成生物学家的重要目

标, 其中基因组的合成是关键步骤之一, 也是DNA
合成的最高要求。近年来, 随着体内和体外各种拼

接技术、测序技术以及染色体操作的逐渐成熟, 科
学家们已经先后攻克了病毒、细菌、真菌的基因组

从头合成, 并正在探索人类基因组编写计划(HGP-
write)。可以说, 基因组的从头合成体现了科学家

“写”基因组的能力; 而基因组的编辑则要求科学家

具备“改”的本领, 这对于基础研究、农业作物育种

以及基因治疗等都有着非常重要的作用。特别是

CRISPR等新型基因编辑系统的发明和完善, 更是为

基因组编辑领域注入了全新的活力。

4.1   基因组合成

人类通过化学法合成的第一条基因组是脊髓

灰质炎病毒的基因组, 其流程是先合成DNA, 然后

再体外转录成具备细胞侵染能力的病毒RNA基因

组[56]。之后, Venter团队[20]通过全化学合成的方法

陆续合成了ФX174噬菌体基因以及生殖支原体的基

因组[49]。到了2010年, 该团队又从头设计、合成和

组装了长为1.1 Mb的蕈状支原体基因组, 并通过替

换山羊支原体细胞中的基因组, 成功创造了人工细

胞—“辛西娅”[57]。此后, Boeke团队[58]也用从头合

成法完成了2条酿酒酵母染色体臂的合成继而启动

了合成酵母基因组计划(Sc2.0), 目标是用人工合成

的染色体替换酵母自身的16条染色体。目前, Sc2.0
计划已取得了丰硕的研究成果, 并陆续完成了包括

2、3、5、6、10和12号染色体在内6条人工染色体

的设计与合成, 其中, 我国的科学家团队主导了其

中3条的合成[59-61]。2018年, 中国科学院合成生物学

重点实验室覃重军团队[62]又运用基因组编辑技术

将酿酒酵母细胞的16条染色体连接为1条, 首次创

造了单染色体酿酒酵母。该项工作是继“辛西娅”合
成和Sc2.0之后的又一里程碑式的研究成果, 也为研

究细胞衰老等基础的科学问题提供了很好的模型。

此外, 通过对全基因组范围内的密码子进行替换和

从头合成, Chin团队[63]成功地将64种密码子减少为

61种, 释放的密码子空位有助于将来工业生产各种

修饰蛋白质。

4.2   CRISPR基因组编辑系统

得益于扎实的基础研究, 模式微生物(包括大

肠杆菌和酿酒酵母等)的基因组编辑体系相对成熟, 
而对于高等真核生物(如哺乳动物细胞和植物等)来
说, 一直缺乏高效的基因组编辑技术。近年来, 随
着一系列位点特异性切割蛋白的发现和应用, 高等

真核细胞的基因组编辑技术也获得了飞快发展(图
2)。最早用于基因组编辑的锌指蛋白, 也被称为第

一代基因组编辑系统, 可通过工程化改造使其识别

特异的碱基序列, 并通过融合Fok I核酸酶结构域

形 成 锌 指蛋白核酸酶(zinc-finger nuclease, ZFN)。
ZFN可针对基因组上特定位点进行高效切割来实

现基因组编辑[64-66]。另一个可工程化改造的核酸酶

是转录激活因子样效应物核酸酶(transcription acti-
vator-like nuclease, TALEN)[67-69]。与锌指蛋白类似, 

图2   基因编辑技术发展历程

Fig. 2   The history of gene editing technologies
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也可工程化改造使其识别特异的核酸序列, 然后通

过融合Fok I核酸酶来实现基因组的高效编辑。在

实际编辑过程中, ZFN和TALEN两类系统都需要同

时靶向目标位点的两侧来促使Fok I形成二聚体以

切断基因组双链DNA。相比之下, TALEN的可编

辑性和切割效率都要明显优于ZFN, 所以也被称为

第二代基因组编辑系统。尽管如此, 当编辑基因组

上的不同位点时, 需要重新构建ZFN和TALEN, 其
对应的工作量和成本非一般研究团队所能够承受, 
因此, 这两类技术并没有获得大范围的推广和应

用。而最近几年开发的来源于原核生物的CRISPR
系统(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats)则以其简便、高效和低成本的优势迅速掀

起了基因组编辑的新一代革命, 因此也被誉为第

三代基因组编辑系统[70-71]。在向导RNA的引导下, 
CRISPR相关蛋白(Cas)会特异性结合到靶标位点并

将靶标双链DNA切断。以上基因组编辑系统的共

同点都是在特定靶标位点引起双链DNA的断裂, 然
后借助于宿主细胞自身的非同源末端连接系统来

修复断裂位点并引入突变或转入同源模板来完成

精确修复。

CRISPR系统被认为是细菌/古菌的免疫系统, 
在向导RNAs的引导下, Cas蛋白与向导RNA形成的

复合物可以特异结合入侵的核酸并将其切断, 从而

能够保护宿主免受外来核酸的入侵[70,72-74]。目前鉴

定的比较清楚的Cas蛋白有Cas9[70-71,74]、Cas12a[75-76]、

Cas12b[77-78]、Cas14[79-80]、Cas13[81-83]等, 其中除Cas13
切割靶标RNA外, 其余Cas蛋白均识别/切割靶标单

链或双链DNA。在向导RNA的引导下, Cas蛋白结

合靶标核酸形成复合物, 然后把靶标核酸切断。为

了保证特异切割入侵核酸同时不误切宿主自身的

核酸序列, 向导RNA上的向导序列需与靶标核酸序

列互补配对 , 同时靶标双链DNA上需具备PAM位

点 (protospacer-adjacent motifs)时 , Cas蛋白才能识

别和切割。而对于Cas13来说, 靶标RNA序列附近

需含有PFS位点(protospacer flanking site)。此外, 不
同Cas蛋白的向导RNA也不一样。例如, Cas9除了

需要 crRNA(CRISPR RNA)外 , 还需要 tracrRNA与

crRNA通过碱基配对的方式形成一个与Cas9作用的

复合RNA结构[84]。为了简便起见, 也可以将crRNA
与tracrRNA连接起来, 形成一条sgRNA(single guide 
RNA)[70]。而部分Cas蛋白, 像Cas12a, 则仅需要一条

crRNA, 而并不需要tracrRNA。基于以上特征, 研究

人员发现, 针对不同的靶标位点, 只需要设计和合成

一条新的向导RNA即可, 而无需重新编辑Cas蛋白, 
这比ZFN和TALEN要容易得多。

自Jinek等[70]于2012年在体外揭示了Cas9的切

割机制之后, CRISPR系统被迅速引入哺乳动物细胞

中用于基因组编辑[71], 之后被快速推广至不同的物

种, 包括各种植物细胞和微生物等[85-86]。由于CRIS-
PR系统的高效性, 人们又将其用于多位点的基因编

辑[87]、大片段DNA删除[88]以及各种突变库筛选[89-90]

等目的。从2013年起, CRISPR研究逐渐成为热点, 
且每年发表的研究论文急剧增加; 至2018年, 一年内

在PubMed上检索到的与CRISPR有关的研究论文已

经超过5 000篇。

在进行基因组编辑时, 特别是针对哺乳动物细

胞, 编辑的精准性尤其重要。为了降低脱靶率, 研究

人员尝试了不同的方法。例如, 通过构建Cas9突变

体, 降低其与非靶标序列的亲和力, 从而获得精确度

更高的eCas9和HFCas9突变体[91-92]; 构建只能切割靶

标双链DNA中一条链的nCas9或者将失去切割活性

的dCas9连上Fok I, 在切割靶标位点时, 在靶标位点

两侧设计切割位点以实现双链DNA的断裂[93]; 使用

Cas9-sgRNA的RNP复合物来代替质粒系统, 可以降

低Cas蛋白浓度并缩短Cas蛋白的作用时间, 进而降

低脱靶率[94]; 优化sgRNA的结构或改变sgRNA向导

序列的长度[95]。此外, 还可以通过调控Cas9的切割

活力来提供精准度, 如用小分子化合物、光、配体

等来调控[96-99]。不同的Cas蛋白也具有不同的脱靶率, 
像野生型Cas12a的脱靶率要比野生型Cas9的低[100]。

除了基因编辑外, CRISPR系统还被广泛应用于

基因表达调控、表观遗传修饰、基因组成像以及最

近发展起来的基因诊断等[101-104]。除DNA编辑外, 基
于CRISPR-Cas13的编辑系统还可实现RNA水平的

编辑, 包括RNA剪切、RNA量的调控、RNA碱基编

辑等[105-108]。另外, 科学家也在不停寻找用于基因编

辑的新型编辑技术, 包括Argonaute蛋白和CRISPR
转座子等。与Cas蛋白不同, Argonaute可在磷酸化的

ssDNA引导下特异切割靶标双链DNA, 但是通常需

要较高的作用温度[109], 因而限制了其在哺乳动物细

胞中的应用。韩春雨团队最初发现的NgAgo蛋白认

为可以应用于哺乳动物细胞的基因组编辑, 但是其

实验结果一直无法重复, 相关论文也已被作者撤稿。
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不过, 最近也有不少研究团队挖掘了新的Argonaute
蛋白, 并证明其在37 °C条件下可以工作[110], 但是这

方面的工作显然还需要更多研究团队的跟进。此外, 
最近也有研究发现, 在转座子中的CRISPR系统能够

在向导RNA引导下进行位点特异性转座, 这也为基

因组定点插入外源DNA提供了新的思路[111-112]。

4.3   单碱基编辑器

除CRISPR系统外, 单碱基编辑器也成为了治疗

因基因突变导致的遗传疾病的热门工具之一, 其可

以比较精确、又很高效地将一种碱基突变为另一种

碱基, 在这过程中不引起靶标双链DNA的断裂。最

早开发的碱基编辑器是将dCas9或nCas9与胞苷脱氨

酶融合, 从而将特异靶标位点的胞嘧啶转化为尿嘧

啶, 随后通过DNA复制或修复, 最终将尿嘧啶变为

胸腺嘧啶[113]。目前, 针对胞嘧啶的碱基编辑器包括

BE3、BE4和BE4max等, 编辑窗口为2~5个碱基[114]。

研究人员还使用循环置换的Cas9变体产生4个胞嘧啶

和4个腺嘌呤碱基编辑器, 编辑窗口从4~5个核苷酸扩

展到最多8~9个核苷酸, 并能够减少副产物的形成[115]。

最近研究人员又开发了腺嘌呤碱基编辑器(adenine 
base editor, ABE), 可以将腺嘌呤转化为肌苷, 最终转

化为鸟嘌呤[116]。除了哺乳动物细胞外, 碱基编辑器

也在微生物和植物中获得了广泛的应用[117]。但是, 
碱基编辑器也存在脱靶率高的致命问题, 而且不仅

有DNA的脱靶, 最新的研究也表明, 包括BE3、BE3-
hA3A和ABE7.10等在内的系统还有大量的RNA脱靶

率[118-119]。此外, ADAR腺嘌呤脱氨酶也被用于RNA
的碱基编辑, 例如可以将ADAR或其催化功能域与

失活的Cas13融合[107,120] , 也可以直接用人工合成的

RNA来招募内源的ADAR用于RNA碱基编辑[121-122]。

5   小结
随着合成生物学的快速发展, 很多新的研究方

向开始从实验室开始走向商业化应用, 包括基因挖

掘、遗传线路构建和代谢通量优化等, 这一方面促

进人工合成DNA和编辑需求的急剧增长, 同时也催

生了各种新技术的发明和完善。另外, HGP-write的
启动以及DNA存储等应用场景的挖掘更是对DNA
合成的成本、通量和速度提出了更高的要求。可以

类比的是, 随着高通量测序技术的发展, DNA测序在

过去十几年内发生了革命性的变化; 从2007到2012
年, DNA测序的耗费下降了4个数量级[123]。未来随

着芯片法合成的oligo质量不断提高以及各种新型拼

接技术的发明和完善, DNA合成的成本也将会大幅

度降低, 预计到2030年, DNA合成成本或将降至每对

碱基0.000 000 1美元[124]。同时, 基于酶法的DNA合

成技术也被寄予厚望, 并有望引领新一代的DNA合

成革命[125]。

DNA编辑由于在生物工程、农业和基因治疗

等多个方面都起着至关重要的作用, 无论是科研界

还是资本市场都对各类新型编辑技术倾注了大量热

情。目前, 基于CRISPR的第三代基因组编辑系统无

论在简便性、效率还是成本等方面都体现了其无与

伦比的优势。但是, CRISPR技术在农业方面的应用

还面临着各种政策的考验和生态安全性的担忧, 而
其在基因治疗方面则主要受脱靶率和伦理等方面的

困扰。此外, 目前CRISPR领域的核心专利基本上都

掌握在外国公司手中, 除我们团队拥有CRISPR分子

诊断的核心专利外[126], 国内没有任何CRISPR基因

编辑的底层专利, 这对我国的基因编辑相关产业来

说绝对不是一个好消息。因此, 开发具备自主核心

知识产权的底层基因编辑技术是迫在眉睫, 也期待

在未来第四代、第五代基因组编辑系统的开发过程

中能够看到中国科学家的原创性贡献。
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