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碱基编辑器的研发及其应用
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摘要      基因编辑技术可以通过靶向插入、敲除或替换的方法来改变或者修复目的基因。基

于规律成簇间隔短回文重复序列(clustered regularly interspaced short palindromic repeat, CRISPR)及
其相关蛋白(CRISPR-associated, Cas)开发出的单碱基编辑器 (base editor, BE)是一类不依赖于DNA
双链断裂便可以实现高效单碱基替换的新一代基因编辑工具, 包括胞嘧啶碱基编辑器(CBE)、腺嘌

呤碱基编辑器(ABE)以及腺嘌呤胞嘧啶双碱基编辑器(A&CBE)等。碱基编辑器经过一系列的优化

和改进有望为点突变型遗传病患者提供可行的临床治疗新手段。同时, 基于锌指(zinc-finger, ZF)、
转录激活样效应因子(transcription activator-like effector, TALE)结构开发出的线粒体碱基编辑器填

补了线粒体基因编辑的空白。该文对各类碱基编辑器的研发、优化及分类进行了概述, 并总结了

利用碱基编辑器在模式动物小鼠(Mus musculus)和斑马鱼(Danio rerio)中模拟人类点突变遗传病并

进行基因修正编辑的进展, 以及碱基编辑工具在植物育种等方面的研究现状。
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RNA编辑
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Abstract       Gene editing technology can modify or repair target genes by targeted insertion, knockout or 
replacement. The BE (base editor) developed by CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic re-
peat) and Cas (CRISPR-associated) is a new generation of gene editing tools that has achieved efficient single base 
substitution without DNA double strand breaks, including CBE (cytosine base editor), ABE (adenine base editor), 
A&CBE (adenine and cytosine base editor). After a series of optimization and improvement, the base editors are 
expected to provide a feasible new means of clinical treatment for patients with point-mutation genetic diseases. At 
the same time, the mitochondrial base editor based on ZF (zinc-finger) and TALE (transcription activator-like ef-
fector) structure fills the blank of mitochondrial gene editing. Here, this study mainly overviews the development, 
optimization and classification of base editors, and summarizes the research progress of using base editors to model 
human point-mutation diseases and gene correction editing in mice, zebrafish and the plants breeding.
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点突变是引起人类遗传病的主要原因之一 , 其
中GC突变为AT以及TA突变到CG这两种点突变是

主要的人类致病点突变类型 , 在所有点突变类型中

分别占比48%和14%[1], 而基因编辑技术是目前最有

希望治疗此类遗传病的手段。基因编辑经过了锌

指核酸酶 (zinc-finger nuclease, ZFN)、转录激活样

效应因子核酸酶 (transcription activator-like effector 
nuclease, TALEN)和CRISPR/Cas系统三大类工具的

技术革新后功能愈发完善。基于CRISPR/Cas系统

开发的最新基因编辑工具—单碱基编辑器自问世

以来, 凭借高效、便捷、应用范围广等优势逐渐成

为基因编辑领域的新宠。小鼠与人类同属哺乳纲, 
与人有很近的亲缘关系, 其被用以构建动物点突变

遗传病模型, 可以很好地评估基因编辑技术在基因

治疗方面的效果。同时, 斑马鱼作为一种优良的模

式动物, 具有繁殖快、数量多、发育过程可视化等

优点。用基因编辑工具构建特定基因点突变的斑马

鱼可以用来模拟大量人类单基因遗传病表型。充分

利用这两种模式动物的各自优势进行基因编辑的研

究, 不仅可以加快单碱基编辑器的优化进程, 而且有

助于推动疾病的病理研究和药物的筛选开发, 为单

碱基突变遗传病的临床治疗提供更多可能。同时, 
单碱基编辑器在农业育种方面的应用, 更是进一步

发掘了该技术的应用价值。

1   CRISPR/Cas9系统的发现及其作为基

因编辑工具的早期应用
CRISPR/Cas系统是细菌和古生菌为抵御外源

DNA侵染而进化形成的一种适应性免疫系统。该系

统由规律成簇间隔短回文重复序列(clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeat, CRISPR)与
Cas蛋白共同构成, 并通过RNA介导发挥作用。其中, 
CRISPR的结构于1987年在大肠杆菌染色体中被首

次发现[2], 但是当时人们对其一无所知。直到2002年, 
JANSEN等[3]才发现这种结构的存在具有普遍性, 并
将这个重复序列家族正式命名为CRISPR。与此同

时, Cas基因被发现与之具有密切的功能关系。2007
年 , BARRANGOU等 [4]证明了CRISPR和Cas蛋白可

以共同作用, 构成一种获得性自然免疫系统, 保护

细菌和古细菌免受噬菌体的感染。自此, CRISPR/
Cas系统的重要生物学意义终于被揭示, 但是这种

自然结构仍无法被人们利用。2012年, CHARPEN-

TIER与DOUDNA团队[5]利用人工改造的Cas9及体

外转录成熟的crRNA(CRISPR RNA)和反式激活小

RNA(trans-activating crRNA, tracrRNA)成功在体外

重建了CRISPR-Cas9系统。相较于其他基因编辑技

术, CRISPR/Cas9系统不仅构造简洁, 而且能够更加

高效精准地对目标DNA进行切割。在此后短短的

一年时间里, 张峰实验室[6]实现了CRISPR/Cas9系
统在哺乳动物(小鼠和人)细胞中的成功应用, 再次

证明该系统的简单可编程性和广泛适用性。至此, 
CRISPR/Cas9系统受到科学家们的强烈关注, 与其

相关的研究领域开始迅速发展。

在目前使用的CRISPR/Cas9系统中, crRNA和

tracrRNA被设计融合为单一向导RNA(single-guide 
RNA, sgRNA), 指导核酸酶Cas9蛋白与靶标序列

在前间区序列邻近基序(protospacer adjacent motif, 
PAM)的上游结合并发挥切割活性, 造成DNA双链断

裂(double strands break, DSB), 从而引发细胞利用非

同源末端连接(non-homologous end joining, NHEJ)的
方式进行自身修复。此外, 在提供DNA修复模板的

情况下, 细胞还可以通过同源定向修复(homology-
directed repair, HDR)的方式进行人工合成基因的插

入或者替换[7]。HDR途径需要提供DNA修复模板。

供体DNA修复模板共分为两类: 双链DNA(double-
stranded DNA, dsDNA)和单链DNA(single-stranded 
DNA, ssDNA)。大片段的插入通常选择dsDNA来

介导HDR途径, 而精确的修饰(如点突变、小片段

插 入或精确缺失等)则优选单链寡聚脱氧核糖核酸

(single-stranded oligodeoxynucleotides, ssODN)作为

修复模板。因为与dsDNA相比, ssODN对同源重组臂

的长度要求更短、构建更方便 [8], 而且当导入ssODN
和Cas9-gRNA时 , 细胞利用ssODN来修复DSB, 能够

有效降低基因组切割位点的整合风险, 提供更高的插

入效率[9]。另外, 目标位点处的供体DNA浓度与HDR
编辑效率密切相关。研究显示利用生物素−链霉亲和

素以及蛋白质−底物之间的相互作用可以提高Cas9-
gRNA切割复合物附近ssODN的局部浓度[10-13]。最近, 
也有科学家利用人工遗传密码扩展技术产生非典型

氨基酸(ncAA)修饰的Cas9突变体, 促进了ssODN的

招募[14]。这些方法都在原来的基础上进一步增强了

HDR的编辑效率。但是, 这项技术总体的安全性还

不是特别高, 胚胎中无模板连接的NHEJ发生概率仍

然很高, 经常造成靶位点不必要编辑的现象, 很难
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实现高效、稳定的单碱基突变[15]。然而, 对于人类

遗传疾病来说, 许多基因突变发生在单一碱基中[1]。

这种基于DSB的修复机制, 不仅影响了精确基因编

辑的效率, 而且阻碍了基因组编辑治疗人类遗传病

在临床上应用[16]。因此, 开发出能够安全高效地精

确诱导目标基因中点突变的单碱基编辑工具极为重

要。最新研究表明, 与CRISPR/ssODN介导的校正相

比, 使用腺嘌呤单碱基编辑技术有效纠正了肥厚型

心肌病(hypertrophic cardiomyopathy, HCM)小鼠模

型胚胎中的致病性R404Q/+突变(Myh6 c.1211C>T), 
安全地消除了衍生小鼠及其后代中的HCM, 而没有

脱靶病变。单碱基编辑器展现了在不引入插入缺失

的情况下更高的校正率和安全性[17]。

2   碱基编辑工具的种类、研发及工作原理
2016年, LIU团队[18]首次开发出了不依赖DSB

能够进行精确编辑的单碱基编辑器 (base editor, 
BE)。自此, 国际上对于单碱基编辑工具的研究进

展迅速。目前 , 基于CRISPR/Cas9系统开发的单碱

基编辑器种类主要包括胞嘧啶碱基编辑器 (cytosine 
base editor, CBE)、腺嘌呤碱基编辑器 (adenine base 
editor, ABE)、C>G碱基编辑器 (C-to-G base editor, 
CGBE)及嘧啶嘌呤双转换碱基编辑器(A&CBE)。另

外, 基于ZF和TALE开发出来的线粒体基因编辑技术

以及RNA编辑也得到了快速的发展。

2.1   CBE工作原理及研发过程 
第一代胞嘧啶碱基编辑器CBE是由大鼠的胞

嘧啶脱氨酶rAPOBEC1和没有核酸内切酶活性的

dCas9通过柔性连接蛋白TXEN连接融合而成的, 可
以实现胞嘧啶(C)到胸腺嘧啶(T)的碱基转换[18]。其

作用机制为: 胞嘧啶脱氨酶在CRISPR/Cas9系统的

帮助下定位到基因组的特定位置, 对编辑窗口处非

互补链的胞嘧啶(C)进行脱氨形成尿嘧啶(U), 形成

的尿嘧啶(U)在DNA复制过程中被DNA聚合酶识别

为胸腺嘧啶(T)并以腺嘌呤(A)与之配对。经过多次

DNA复制完成胞嘧啶(C)到胸腺嘧啶(T)的转换(图
1)。至今, 主流的CBE已历经四代的优化。CBE2在
CBE1的基础之上通过添加尿嘧啶DNA糖基酶抑制

因子(uracil DNA glycosylase inhibitor, UGI)来抑制

细胞内的尿嘧啶DNA糖基酶(uracil DNA N-glycosyl-
ase, UNG)修复活性, 从而提高单碱基编辑的效率和

准确性[19]。CBE3则是选用只有一个核酸内切酶活性

的nCas9来取代第二代中的dCas9, 在编辑过程中切割

磷酸二酯键产生了一个DNA链缺口, 以此提高了编辑

器的效率[20]。第四代CBE在上一代的基础上选择串

联了两个UGI, 除在一定程度上提高了编辑效率外, 
也大大减少了错误编辑[21]。

2.2   ABE工作原理及升级过程 
腺嘌呤碱基编辑器ABE由腺嘌呤脱氨酶与

Cas9蛋白融合而成, 可以实现腺嘌呤(A)到鸟嘌呤

(guanine, G)的碱基替换。腺嘌呤脱氨酶来源于大

肠杆菌 (Escherichia coli)腺苷脱氨酶 ecTadA(E.coli 
TadA), 但这种wtTadA并不能直接作用于腺嘌呤脱

氨, 于是GAUDELLI等[22]通过定向进化筛选出了可

以作用腺嘌呤脱氨的突变体TadA*, 但TadA*只有与

大肠杆菌中的内源野生型TadA形成二聚体才能行

使脱氨功能。由于哺乳动物体内并不存在TadA, 所
以在哺乳动物细胞内进行基因编辑时需要将ecTadA、

突变型TadA*同时整合到Cas9上才能发挥功能。其作

用机制为: 腺嘌呤脱氨酶二聚体可以将编辑窗口处

的腺嘌呤(A)脱氨形成肌苷(I), 然后肌苷(I)在DNA复

制过程中被读取为鸟嘌呤(G)(图1)。最初的这一版

本ABE经过一系列的优化改造和筛选最终得到了

ABE7.10, 该工具在人类细胞中的编辑效率也达到

了50%。2020年, RICHTER等[23]在ABE7.10的 基 础

上借助噬菌体辅助进化(phage-assisted evolution)技
术发现产生了8个氨基酸位点突变的腺嘌呤脱氨酶

Tad-8e具有更高的脱氨效率, 且Tad-8e单体在人类细

胞中即可完成脱氨功能。

2.3   CGBE与双碱基编辑器的研发

CGBE是一种可以实现嘧啶与嘌呤之间转换(C 
to G)的单碱基编辑工具。由于细胞内的UNG可以

识别错误产生的尿嘧啶并将其移除形成无嘌呤或无

嘧啶位点(apurinic or apyrimidinic site, AP), 裂合酶识

别AP位点切割产生的缺口与nCas9切割产生的缺口

造成了DNA双链断裂, 诱导细胞内进行NHEJ修复机

制, 从而在发生错误的碱基位点处产生不定向的单

点突变。基于这个原理, 科学家将CBE系统中的UGI
替换为UNG, 开发出了不同种类的CGBE[24-26]。这些

CGBE包含了三个主要原件: 胞嘧啶脱氨酶、nCas9、
UNG或者其他的DNA修复蛋白。目前开发出来的

CGBE在哺乳动物细胞的靶点修复最高可以达到

50%以上的编辑效率。

由于单碱基编辑器功能过于单一, 每种编辑器只
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能进行一种碱基的转换, 为了打破这种限制, 科学家

将胞嘧啶脱氨酶和腺嘌呤脱氨酶同时整合到nCas9而
改造成的双碱基编辑器[27-29], 使碱基编辑器的应用场

景大大丰富。但是单碱基编辑器及双碱基编辑器的

组合仍然不能实现12种碱基对的任意转换, 为达到这

一目的, 来自LIU实验室的ANZALONE等[30]开发出全

新的碱基编辑工具先导编辑器(primer editors, PEs), 
PEs主要包含两个原件: 由逆转录酶与nCas9组合构

成的先导编辑器, 包含引物结合位点(primer bind-
ing site, PBS)及逆转录模板序列的先导编辑向导

RNA(prime editing guide RNA, pegRNA)。pegRNA
不仅具有靶向基因组的功能, 而且在Cas9完成DNA
链的切割之后, 能够以自身携带的RNA序列为模板

在逆转录酶的作用下逆转录成相应的DNA序列, 这
些DNA序列在细胞修复机制作用下整合到基因组

中完成编辑。先导编辑器不仅可以实现12种碱基对

的任意替换, 也能在靶点序列处进行DNA序列的插

入和删除。先导编辑器具备了单碱基编辑器不能实

现的功能, 将基因编辑技术带入了新的时代。但是

从目前的实验结果来看, 先导编辑器整体的编辑效

率偏低, 且具有很强的靶点偏好性, 这是限制先导编

辑发展的主要短板。

2.4   线粒体基因编辑

锌指核酸酶 (zinc-finger nuclease, ZFN)和转录

激活样效应因子核酸酶 (transcription activator-like 
effector nuclease, TALEN)是与CRISPR/Cas9系统功

能类似的基因编辑工具, 可以精准定位基因组中的

靶序列并产生DNA双链断裂, 从而进一步行使基因

编辑功能。锌指核酸酶是由可以特异性识别基因

序列的锌指DNA结合域和非特异性限制内切酶两

部分构成。锌指DNA结合域一般含有3个锌指结构, 
每个锌指结构由大约30个氨基酸包裹一个锌原子构

成, 可以识别3个碱基, 锌指环上突出的赖氨酸、精

氨酸参与了DNA的结合, 改变锌指结构通用序列

中的7个氨基酸就可以识别不同的DNA序列。FokI
是在ZFN中应用最广泛的内切酶, 一般被拆分为两

部分, 当两个锌指DNA结合域定位到靶点后, 通过

linker将FokI拉到一起形成二聚体发挥切割靶点的

功能[31-32](图2)。但是ZFN技术仍有很大的缺陷, 例
如: 要想靶向不同的序列, 需要构建很大的锌指蛋白

库; ZFN在切割过程中不完全依赖于同源二聚体的

产生, 异源二聚体形成会造成很强的脱靶效应; 锌指

蛋白之间的相互干扰, 也会影响其与DNA结合的特

异性。

与ZFN基本结构相似 , TALEN也是由DNA识

别结构域和DNA切割功能域构成的。不同之处在

于, TALEN利用很多个TAL模块来进行DNA的识别

和定位, 每个TAL模块由34个氨基酸构成, 其中第12
位和13位氨基酸决定了该TAL模块识别的碱基类

型, 通过改变TAL模块的种类和数量, 可以对DNA进

行精准定位 [33](图2)。由于TALEN中的TAL模块对

DNA的识别性和亲和性优于锌指结构 , 所以TALEN
的脱靶性和由脱靶产生的细胞毒性远低于ZFN, 同
时其设计使用成本远低于ZFN, 这些都在很大程度

上促进了TALEN技术的推广。直到CRISPR/Cas系
统开发并逐渐成熟, 人们才找到了在各个方面都更

优的选择, 所以现阶段在细胞核基因组基因敲除及

基因编辑方面的应用中, CRISPR/Cas系统逐渐占据

图1   CBE、ABE系统作用原理示意图

Fig.1   Schematic diagram of CBE and ABE systems
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了优势。

但是, 细胞中的DNA不仅仅存在于细胞核中, 
在线粒体以及植物的叶绿体中也含有DNA。其中动

物线粒体中的基因大多翻译为与能量代谢相关的蛋

白, 也与多种细胞能量代谢相关的疾病有关, 所以对

线粒体中的基因进行编辑, 可以了解线粒体DNA与

能量代谢相关疾病的关系, 为临床治疗提供新思路。

由于线粒体为双层膜结构, 且没有类似细胞核核孔

复合体的孔状结构, 仅允许含有线粒体定位信号肽

的蛋白分子进入, 因此RNA无法进入线粒体, CRIS-
PR/Cas系统便无法在线粒体编辑中发挥作用。于是

科学家考虑通过氨基酸序列定位的TALEN和ZFN添

加信号肽, 使其进入到线粒体中靶向DNA。因为目

前的脱氨酶只能够在单链DNA结构中进行脱氨作

用, 而线粒体DNA极其不稳定, 解旋后极其容易发

生降解, 使拷贝数跌落到正常范围以下。为了解决

这个问题, 科学家将可以在DNA双链水平上进行胞

嘧啶脱氨的细菌毒素DddA拆分为两部分, 分别连接

到TALE的DNA识别功能域上, 开发出线粒体胞嘧啶

碱基编辑器DdCBE[34-35](图2)。TALE通过线粒体信

号肽的引导进入并靶向线粒体DNA, 形成DddA二聚

体, 在DNA双链结构上行使脱氨功能, 完成线粒体

单碱基编辑, 填补了基因编辑的最后一块空白。另

外目前还没有发现可以直接作用在双链DNA上的

腺嘌呤脱氨酶, 但近期科学家将作用于单链DNA的

腺嘌呤脱氨酶TadA8e连接到TALE上研发的TALED
也成功地在人类细胞293T中将线粒体DNA中的腺

嘌呤转化为鸟嘌呤, 效率达到了49%[36]。

综合来看, DdCBE在线粒体中的编辑具有很大

的局限性, 对5′TC的序列有较强的编辑偏好, 且编辑

效率不高, 因此应用范围被极大限制[37]; 同时线粒体

编辑也出现很大程度上的核基因组脱靶现象[38]。这

些都是接下来线粒体编辑需要克服的技术难点。

2.5   RNA基因编辑

RNA特异性腺苷脱氨酶 (adenosine deaminase 
acting on RNA, ADAR)是一种表达在人体内的功能

性蛋白, 主要作用于单链RNA上的腺嘌呤使其脱氨

形成肌苷, 从而达到修正RNA的目的。早期RNA编

辑的思路是通过在目的mRNA靶点处进行标记并招

募外源表达的ADAR进行脱氨: 将λ噬菌体RNA结合

蛋白 (λN)与ADAR连接 , λN通过识别被标记mRNA
上的boxB来定位并进行编辑[39]。另外, STAFFORTS
教授团队[40]独辟蹊径地将ADAR通过SNPA标签与

gRNA上的5’BG结构形成的共价键与gRNA相连, 进
而使其定位到靶点处并对其进行编辑。近十年来

STAFFORST教授一直致力于对gRNA的修饰以进一

步提高编辑效率, 降低脱靶率。该团队通过大量的

筛选得到的被命名为ASO(antisense oligonucleotide)
的RNA变体具备更高的编辑能力 , 优化后的系统被

命名为RESTORE(recruiting endogenous ADAR to 
specific transcripts for oligonucleotide-mediated RNA 
editing)[41]。之后在RESTORE的gRNA的3′端添加三

段招募序列(recruitment sequence)得到的CLUSTER 
guide RNA在编辑的效率和准确性上得到了进一步

的提高[42]。

与此同时 , 张锋团队 [43]也在利用基于特异性

靶向RNA的CRISPR/Cas13系统进行RNA编辑的

研究, 将不具备切割活性的dCas13b和ADAR脱氨

图2   锌指核酸酶、激活样效应因子核酸酶和DdCBE
Fig.2   Zinc-finger nuclease, transcription activator-like effector nuclease and DdCBE
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酶结合 , 在gRNA的引导下进行RNA编辑 (图3), 利
用这一原理设计成的工具被称为REPAIRv1(RNA 
editing for programmable A to I replacement, version 
1)。通过对ADAR酶的定向进化, 该团队又筛选出了

可以同时实现腺嘌呤和胞嘧啶脱氨的突变体 , 构建

了RESCUE(RNA editing for specific C to U exchange)
工具[44]。为解决REPAIR工具的高脱靶率问题, 中国

科学家构建了LEAPER(leveraging endogenous ADAR 
for programmable editing of RNA)系统 , 其中不依赖

CRISPR/Cas13系统的arRNA(ADAR recruit ing RNA)在
招募内源ADAR酶进行脱氨的同时极大地降低了脱

靶率, 提高了编辑效率, 并且具备递送简单的特点[45]。

虽然RNA编辑工具在一代代更新升级中各方面得到

很大优化, 但是这些工具在编辑效率、精确性以及

递送方式上仍有很大需要改善的空间。

3   单碱基编辑器在小鼠疾病模型中的应

用
利用基因编辑工具制作小鼠疾病模型的常用

策略有两种。(1) 使用单碱基编辑器在小鼠模型中

突变某些重要基因的起始密码子 ; (2) 使基因点突

变后提前产生终止密码子。这些方式都可以对基

因的功能产生影响 , 从而使小鼠产生相应的病理表

型。例如, 杜氏肌营养不良(duchenne muscular dys-
trophy, DMD)是一种致病基因位于X染色体的隐性

遗传病[46], 患者在3~5岁时腿部肌肉便会出现无力

的症状, 大约12岁时失去行走能力, 后期常常会因

为呼吸衰竭而死亡。上世纪80年代科学家首次发现

了Dystrophin基因的突变是造成DMD的原因。该基

因编码的抗肌萎缩蛋白是一种细胞骨架蛋白, 主要

分布于骨骼肌和心肌细胞, 对维持肌细胞的正常形

态和功能起重要作用。Dystrophin基因异常会使细

胞组织肌肉纤维变脆弱, 在肌肉行使正常功能时会

产生不可逆的机械损伤, 最终导致肌细胞的死亡。

以第4代CBE为基础, 添加DNA单链结合蛋白Rad51
升级改造的hyA3A-BEmax, 可将Dystrophin基因外

显子中的CAA突变为TAA, 使其提前产生终止密码

子而破坏基因功能, 疾病小鼠肌肉组织切片的免疫

荧光也显示出抗萎缩蛋白的表达缺失, 小鼠表现出

DMD的表型[47-49]。

除了制造动物疾病模型外, 单碱基编辑工具还

可以通过点突变来恢复基因的表达水平, 从而达到

基因修正的目的。例如, I型酪氨酸血症(hereditary 
tyrosinemia type 1, HT1)是一种比较罕见的常染色体

隐性遗传病, 由于患者体内缺乏延胡索酰乙酰乙酸

水解酶(fumarylacetoacetate hydrolase, FAH), 使得酪

氨酸代谢途径的最后一步反应无法完成, 造成有毒

代谢产物在体内的积累, 从而导致严重的肝、肾损

伤[50]。利用ABE7.10对小鼠Fah基因的起始密码子

ATG进行编辑形成GTG, 使Fah基因无法正常表达功

能蛋白, 造成小鼠HT1表型[51-52]。为了恢复Fah基因

的正常表达, 理论上选用CBE对突变后与G互补的C
进行C-T的编辑, 即可恢复Fah基因的起始密码子。

但是, CBE无法避免的旁观者编辑(bystander active)
会对处于编辑窗口处的其他胞嘧啶进行编辑, 从而

使该基因无法在原始位点形成起始密码子。鉴于此, 
科学家独辟蹊径, 对起始密码子之前第12个鸟嘌呤

的互补胞嘧啶进行编辑, 形成一个全新的起始密码

子, 该策略也可达到恢复Fah基因正常表达的目的[51]

(图4)。
此外, 用ABE恢复早衰症关键基因Lmna的第

1824位C>T突变 , 成功延长了早衰小鼠的寿命 [53]; 
Pcsk9在细胞摄取低密度脂蛋白胆固醇(LDL-C)过
程中发挥重要作用, 对该基因引入T>C突变, 可破坏

mRNA的正常剪接, 从而阻断该基因的翻译, 使得血

液中LDL-C的浓度降低, 减小罹患高胆固醇血症的

风险[54]。以上事例都表明了单碱基编辑技术在基因

治疗方面的巨大发展潜力。

图3   RNA编辑示意图

Fig.3   Schematic diagram of RNA editing
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4   单碱基编辑器在斑马鱼中的优化及疾

病模型中的应用
由于不同物种细胞在编码同一个氨基酸时使

用的密码子频率不一样, 这种密码子的偏好性对翻

译的速度产生了一定的影响。为了使碱基编辑器

在斑马鱼中更高效地发挥功能, 需要对基因编辑工

具进行密码子优化, 即在不改变蛋白质氨基酸序列

的前提下, 尽量选用斑马鱼氨基酸密码子, 避免选

用其他物种密码子。这样可以使基因编辑工具在

斑马鱼体内更快翻译, 更高效地表达功能蛋白, 从
而更有效地发挥编辑作用。2018年ZHANG等[55]首

次通过斑马鱼密码子优化的方式将第三代CBE成功

应用到斑马鱼中, 并验证了该系统在斑马鱼中的编

辑效率为 9.25%~28.57%。在此基础上ZHAO等 [56]

继续通过相同的策略对第四代胞嘧啶碱基编辑器

CBE4max进行优化 , 研发出zAncBE4max, 进一步将

编辑效率提高到21.77%~67.36%。QIN等 [57]利用斑

马鱼密码子优化策略将腺嘌呤碱基编辑器ABE7.10
升级为 zABE7.10, 应用于斑马鱼中的编辑效率为

7.14%~22.22%。同时 , 以ABEmax为基础进行优化

的腺嘌呤碱辑编辑工具zABE7.10max在zABE7.10的
基础上编辑效率进一步提高约10%~25%。

斑马鱼与人类基因组同源性高达87%[58], 是一

种理想的模拟人类基因突变疾病的模式动物, 其疾

病表现、异常蛋白及分子机制与人类高度相关且保

守, 可以为下游疾病机制研究提供良好的动物模型。

例如, 斑马鱼中的核糖体蛋白S14基因(rps14)
是导致红细胞衰竭的候选基因[59], 可以诱导p53激
活及其 p53介导的细胞凋亡。rps14的功能丧失能

够模拟人类骨髓增生异常综合征 (myelodysplastic 
syndrome, MDS)表型。利用zABE7.10可以将斑马鱼

rps14基因第35号位置A突变为G, 使rps14第12号位

关键氨基酸谷氨酸(Glu)转变为甘氨酸(Gly), 产生了

红系贫血的斑马鱼纯合突变模型(图5)。
酪氨酸酶基因(tyr)是体内合成黑色素的重要基

因。黑色素产生的过程是酪氨酸(Tyr)在酪氨酸酶的

作用下转化为多巴醌, 之后经过氧化反应生成黑色

素。Tyr功能的丧失便从上游抑制了体内黑色素的

正常生成。斑马鱼tyr基因的功能丧失模拟了人类

眼睛和皮肤白化病[human ocular albinism (OA) and 
oculocutaneous albinism (OCA)]。利用CBE将斑马

鱼tyr基因907号位C突变为T, 将其对应的关键位点

氨基酸由脯氨酸(Pro)变为丝氨酸(Ser), 可使斑马鱼

眼部和皮肤的黑色素明显减少。

全外显子测序显示有巨口无睑综合征(ablepharon 
macro stomia syndrome, AMS)家族遗传病史的病人

在 twist2基因 75号位置的谷氨酸发生突变 , 这是产

生异常表型的原因[60]。twist2基因作为转录因子通

过与下游的目的DNA序列直接结合发挥作用。斑

马鱼twist2基因所编码的78号位置谷氨酸(Glu)与人

TWIST2基因中75号位置的致病点突变同源, 并且

该突变位于TWIST2蛋白与下游DNA结合的功能

图4   利用ABE构建小鼠I型酪氨酸血症模型并利用CBE进行基因修正编辑

Fig.4   Establishment of mouse tyrosinemia model by ABE and gene correction with CBE
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结构域。CBE4max斑马鱼密码子优化升级而成的

zAnCBE4max可以将斑马鱼twist2致病点突变位点

对应的DNA互补链序列CTC编辑为CTT(谷氨酸改

变为赖氨酸), 导致F1中twist2基因点突变的杂合子

斑马鱼在成年后出现下颚突出、上下颚不闭合且身

体消瘦的表型, 这与人类AMS相似。

斑马鱼作为一种广泛应用的模式生物, 在基因

编辑领域具有不可替代的研究价值。但是目前在斑

马鱼研究领域中还没有开发出效率可观、功能多样

化的碱基编辑器, 所以优化出一种针对斑马鱼的高

效碱基编辑器, 特别是在F0代即可产生纯合单碱基

突变的斑马鱼单碱基编辑器, 将大大提高实验效率, 
节约时间和实验成本。

5   单碱基编辑器在植物育种及改良中的

应用
单碱基编辑器成功研发以来, 科学家开始在植

物研究领域中对基因编辑工具展开了探索。至此,
单碱基编辑器在植物育种方面已经有了很广泛且重

要的应用[61]。

例如可以利用CBE培育非转基因除草剂耐受

新作物。乙酰乳酸合酶(acetolactate synthase, ALS)
和乙酰辅酶A羧化酶(acetyl-coenzyme A carboxylase, 
ACCase), 分别是植物体内合成支链氨基酸和脂肪

酸的关键酶, ALS和ACCase活性降低会导致植物

蛋白与脂质生物合成受阻, 进而引发植物失绿、黄

化甚至死亡, 是很多除草剂的理想作用靶点。研究

人员在针对谷类植物密码子优化的CBE3基础上, 
通过添加玉米泛素-1(Ubi-1)基因的启动子, 构建了

pnCas9-植物碱基编辑器(PBE)。利用该工具对小麦

的ALS Pro-174密码子(TaALS-P174)及ACC Ala-1992
密码子(TaACCase-A1992)进行从C碱基到T碱基的位

点突变, 能够使小麦对咪唑林酮类(IMI)、磺脲类(SU)
和芳氧苯氧丙酸类(APP)除草剂产生抗性[61-62](图6)。
此外, 使用基于CBE的Target-AID系统将水稻ALS基
因第287号位的C碱基突变为T碱基, 使第96位氨基酸

由丙氨酸(Ala)变成缬氨酸(Val), 也能够使水稻产生

对IMI类除草剂的抗性[63]。

2018年 , 研究人员将 ecTadA与TadA*7.10通过

32个氨基酸的连接序列连接在nCas9的N-端, 将核定

位序列VirD2添加到nCas9的C-端从而改造成第一代

植物版本的腺嘌呤碱基编辑器ABE-P1, 并利用该工

具成功对水稻的基因组进行了编辑[64]。在此工作基

础之上, YAN等[65]对TadA*7.10多种突变体进行评估

和筛选, 发现TadA9与TadA8e在植物中具有更加高

效的编辑效率, 并且在水稻中应用这些工具可成功

突变负调控抗白叶枯病的OsMPK6和负调控抗高温

的OsWRKY45等基因。

与基因编辑工具在疾病动物模型中的应用类

似, 利用单碱基编辑器对多种植物物种的某些关键

且未知功能基因的起始密码子进行编辑[63,66], 或者

在基因编码序列中提前引入终止密码子来破坏基因

图5   利用ABE构建斑马鱼红系衰竭疾病模型

Fig.5   Establishment of zebrafish erythroid failure model by ABE
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图6   利用CBE进行定向育种基因编辑使小麦获得除草剂抗性

Fig.6   Directive breeding gene editing by CBE to make wheat resistant to herbicides
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序列, 用以研究该基因在植物发育、抗病中的作用

或筛选以获得优良性状, 是目前常用的植物基因突

变方式。

6   基因编辑的伦理问题
DNA层面的基因编辑涉及很多伦理的问题, 当

今社会关注的问题主要聚焦在: (1) 编辑之后的基因

可以随生殖细胞传给子代, 破坏了自然存在的代际

生命基因的传递, 对人伦关系的界定产生了不利影

响; (2) 基因编辑技术使“人”被物化, 人的各种基因

在出生时便可以“预设”, 使得有人可以通过控制基

因来攫取垄断资源, 固化阶级甚至种族灭绝。(3) 基
因编辑技术可能会破坏自然产生的基因库, 同时基

因还存在很多未知的功能, 随意对其编辑会产生巨

大隐患[67]。这些问题和技术难点在短期内都难以解

决, 所以基因编辑技术在接下来很长一段时间内仍

会存在争议。考虑到如果不在DNA水平, 而是在转

录本水平上进行编辑就不会涉及到这些问题, RNA
编辑就是这样一种可以在转录水平上进行编辑的技

术。同时, RNA编辑还具有可恢复性、高安全性等

优点, 在特定领域可作为DNA编辑的补充, 因此科

学界对RNA编辑技术的热情持续增加。

7   总结与展望
虽然碱基编辑器为治疗基因突变造成的遗传

病提供了可能性, 但是基因编辑技术走向临床应用

仍面临许多问题。(1) 临床应用对基因编辑工具的

编辑效率有近乎严苛的要求, 这也是科学家们升级改

造单碱基编辑工具需要首先考虑的因素。四代CBE
的优化以及ABE中Tad8e脱氨酶的筛选, 无不从提高

编辑效率的角度出发。除此之外, 中国科学家创新性

地筛选出人源的DNA单链结合蛋白Rad51并将其应

用到CBE中, 这也大大提高了编辑效率[49]。(2) 单碱

基编辑工具受到了PAM和编辑窗口的限制, 并不能完

全覆盖所有的致病突变位点。为解决此问题, 科学家

对不同物种来源Cas9进行突变筛选, 获得可识别不同

PAM的Cas9蛋白变体, 例如NISHIMASU等[68]筛选出

的spCas9-NG突变体通过识别NG PAM大大拓宽了

基因编辑工具的识别范围。同时, Cas9对PAM的识

别限制也极大地阻碍了单碱基编辑器在农业方面的

应用, 科研人员针对这个问题同样筛选进化了多种

适用于植物的Cas9蛋白变体[69-70]。(3) 目前的单碱基

编辑工具还不能做到定点单碱基编辑, 处于编辑窗

口内的编辑位点都可能会被编辑, 从而产生不需要

的基因型, 即旁观者编辑。解决这个问题的主要办

法也是通过对脱氨酶突变体的筛选来缩小其编辑窗

口, 或者增加脱氨酶的编辑偏好性, 以此在某些符合

条件的靶点上达到定点突变的目的。除此之外, 基
因编辑工具脱靶性及其在某些物种当中具有很强的

靶点偏好性, 这都限制了基因编辑疗法的临床应用, 
目前还没有完全解决这些问题的手段, 需要在研发

中加以改进和提高。

另外, 值得一提的是生物基因治疗的安全性问

题: 生物体是一个复杂的系统, 一个基因可能同时具

备很多功能, 而我们对基因功能的认识还不够全面, 
贸然对基因进行编辑, 对生物体带来的改变可能是

毁灭性的。因此基因治疗应建立在我们对基因结构

及功能充分研究了解的基础之上。在农业方面, 基
因编辑还可能会导致生态系统基因组的污染, 例如

杂草也可能会携带除草剂的抗性基因, 这可能会对

农作物的生长发育带来不利影响。

单碱基编辑器的发明受到了世人的广泛关注。

经过实验证明, 碱基编辑器在动物、植物、微生物

等多个物种中均可以发挥作用[71], 特别在致病性突

变疾病动物模型构建及人类基因疾病治疗方面具有

不可估量的应用潜在价值; 此外, 在动植物育种、生

物制药等领域其也具有广泛的应用前景。虽然单碱

基编辑工具目前还远不能满足临床治疗的严苛要

求, 但是通过对其不断地升级改造, 基因编辑工具将

会越来越安全高效, 终有一天会在包括基因治疗在

内的众多高新技术领域发挥不可替代的作用。
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