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基因编辑之“新宠”—单碱基基因组编辑系统 

魏瑜，张晓辉，李大力 

上海市调控生物学重点实验室，华东师范大学生命科学学院，上海 200241 

摘要: 近年发展起来的人工核酸酶可通过引起特定位点的 DNA 双链断裂实现对目的片段的有效编辑。为进一

步提高碱基修改的效率和精确度，2016 年研究者们利用 CRISPR/Cas9 识别特定 DNA 序列的功能，结合胞嘧啶

脱氨酶的生化活性发明了将胞嘧啶高效转换为胸腺嘧啶(C>T)的嘧啶单碱基编辑系统(base editor)。这一系统虽

然能精准实现嘧啶直接转换，大大提高精确基因编辑效率，但美中不足的是无法对嘌呤进行修改。近期，Nature

报道了将细菌中的 tRNA 腺嘌呤脱氨酶定向进化形成具有催化 DNA 腺嘌呤底物的脱氨酶，将其与 Cas9 系统融

合发明了具有高效催化腺嘌呤转换为鸟嘌呤的新工具—腺嘌呤单碱基编辑系统(ABEs, adenine base editors)。本

文总结了单碱基编辑工具的发展历程和最新研究进展，着重介绍 ABEs 的研发过程，并对单碱基编辑工具今后

的应用方向和研发方向进行展望。 

关键词: 单碱基编辑技术；胞嘧啶脱氨酶；腺苷脱氨酶 

The “new favorite” of gene editing technology—single base editors 

Yu Wei, Xiaohui Zhang, Dali Li 
Shanghai Key Laboratory of Regulatory Biology, School of Life Sciences, East China Normal University, Shanghai 200241, China 

Abstract: Programmable nucleases are cutting edge genetic technology which edits targeted DNA sequences through 

generation of site-specific double-strand DNA breaks (DSBs). To improve the efficiency and precision of genetic modifica-

tion, scientists have developed a single-base editing system (base editor) through combining of CRISPR/Cas9 system 

with cytosine deaminase. Compared with Cas9 system, this base editor can convert cytosine to thymine (C > T) at specific 

site more efficiently without inducing DSBs to avoid generation of indels. However, the base editor can only generate tran-

sition of pyrimidine but could not modify purines. Recently, Nature published a novel base editing system to convert ade-

nine to guanine (ABEs, adenine base editors) through fusion of Cas9 nickase to a modified deaminase which is evolved 

through screening of random library based on tRNA adenine deaminase from E. coli. Here, we summarize the development 

of single-base editing tools and the latest research progress, especially the optimization process of ABEs, as well as the 

potential directions of the base editors. 
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1116 Hereditas (Beijing)  2017 第 39卷 

  

    

CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats/CRISPR-associated proteins)系统

是细菌或古细菌中利用特定 RNA 分子指导核酸内

切酶消除外源 DNA或 RNA入侵的一种获得性免疫

防御体系。经过改造的 CRISPR/Cas系统被广泛应用

于原核及真核生物基因组 DNA 的精确改造[1~3]，凭

其简便、快速、高效和经济等优势迅速在各个研究

领域展开应用，成为炙手可热的基因改造工具。其

中 Cas9 系统通过一条与靶点 DNA 序列配对的单链

导向 RNA (single guide RNA, sgRNA)与 Cas9蛋白形

成复合物，精准地靶向紧邻 PAM(protospacer adja-

cent motif)的特异 DNA位点，产生双链断裂(double 

strand breaks, DSBs)。DSB主要通过容易产生错误的

非同源末端连接(non-homologous end-joining, NHEJ)

的方式进行修复，形成碱基丢失、插入或置换等小

片段突变。在同源修复模板存在的情况下，DSB 也

可激活同源重组修复(homology-directed repair, HDR)

方式进行精确的基因修饰[4]。虽然 HDR能引入精确

的突变，但是其效率较低，约为 0.1%~5%[2,5]。同时

由于 Cas9介导的 HDR依赖于 DSB的产生，不可避

免的激活 NHEJ 修复方式，出现较高频率的非预期

的碱基改变，也有可能产生脱靶切割。如何能在不

引入双链断裂的情况下进行精确的基因修饰成为极

具挑战的前沿技术难题。 

针对上述问题，美国哈佛大学 David Liu实验室

于 2016 年 4 月首次报道了基于胞嘧啶脱氨酶与

CRISPR/Cas9融合形成的单碱基编辑技术(base editor, 

BE)。该技术将 spCas9 与胞嘧啶脱氨酶融合，在一

定的突变窗口内实现胞嘧啶(cytosine, C)到胸腺嘧啶

(thymine, T)的单碱基转换。随后多个实验室也发表

了类似的工具，并在这些工具的基础上进行了深入

的挖掘和优化。该系统在不引入 DNA双链断裂也不

需要重组修复模板的情况下可以实现更加安全、高

效、精准的单碱基编辑，而且其效率远远高于 DSB

引起的 HDR修复方式[6]。近期，David Liu实验室再

一次取得重要突破，建立了新的单碱基编辑系统，实

现腺嘌呤(adenine, A)到鸟嘌呤(guanine, G)的精确转

换[7]。这两套单碱基编辑系统极大的丰富了精确基

因修饰的工具箱，成为基因编辑工具中的“新宠”，

将来一定会为基础研究和生产生活带来重要的改变。 

1  嘧啶碱基转换工具 BE的发展及优化 

由胞嘧啶脱氨酶(APOBEC1)与 CRISPR/Cas9融

合形成的第一代单碱基编辑系统(BE1)，可以在靶基

因 PAM序列 NGG上游 16~19位实现胞嘧啶脱氨生

成尿嘧啶，尿嘧啶在DNA复制过程中会被识别成 T，

实现 C到 T的转换,但效率不高，其原因可能是尿嘧

啶 DNA糖苷酶催化切除 DNA中的尿嘧啶，启动碱

基切除修复。因此进一步在 BE1的基础上融合尿嘧

啶糖苷酶抑制蛋白(uracil DNA glycosylase inhibitor, 

UGI)形成 BE2，抑制细胞 DNA 链中尿嘧啶的切除

修复，通过 DNA 复制实现 C 到 T 的转换，大大提

高编辑效率(约 20%)。同时将 dCas9 突变为 Cas9n 

(D10A)使其只切割靶向链，保持编辑链完整性，进

一步优化产生 BE3，使编辑效率进一步提高至约  

37%且脱靶效率显著下降[6]。随后 David Liu实验室

又通过在 BE3基础上进一步优化连接(linker)序列同

时增多一个拷贝的 UGI，形成 BE4系统，将 C到 T

的突变效率提高 1.5 ± 0.3倍，同时非 C到 T的突变

降低了 2.3 ± 0.3倍，插入缺失突变降低了 2.3 ± 1.1

倍[8]。另外，上海科技大学陈佳研究组在 BE3 基础

上通过自剪接多肽-2A 表达多个游离的 UGI，开发

了 eBE-S3，也得到了与 David Liu研究组类似的结

果[9]。为突破 NGG 序列限制，具有不同 PAM 识别

能力的 Cas9(如 spCas9和 saCas9)被引入进来，扩充

了 BE 系统的靶点选择范围。同时，该课题组也通

过突变APOBEC1特定的氨基酸形成不同的突变体，

其中W90Y+R126E+R132E(YEE-BE3)的突变窗口缩

小为 1~2个，使其靶向突变更为精确[10]。 

除此之外，日本科学家 Keiji Nishida等[11]将来

源于七鳃鳗的胞嘧啶脱氨酶与 CRISPR/Cas9 和 UGI

融合，该系统可在哺乳动物细胞中实现 15%~55%靶向

突变。中国科学院上海生命科学研究院/上海交通大

学医学院健康科学研究所常兴课题组将人源胞嘧啶

脱氨酶融合 dCas9 的 C 端 (dCas9-AIDx)形成的

TAM(targeted AID-mediated mutagenesis)可通过诱变

产生局部序列的多样化[12]。随后报道的 CRISPR-X

与 TAM有相似作用，它将来源于人的胞嘧啶脱氨酶

突变体去除出核信号后融合到MS2蛋白上，通过MS2 

RNA的发夹结构招募到 sgRNA的骨架中，CRISPR-X
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可以在50到+50 bp窗口内实现>20%的突变效率[13]。

同时科学家也在积极探索利用 APOBEC1与其他基因

组编辑工具融合形成新型的不受 PAM 限制的单碱

基因编辑工具。Yang等[14]将 TALE, Zinc-finger DNA 

特异识别单元与来源于人的胞嘧啶脱氨酶进行融合，

经过优化后，可在细菌和人的细胞中分别实现 13%

和 2.5%的 C到 T的突变效率，这可能是由于 TALE

和 Zinc-finger无法打开双链 DNA，影响了脱氨酶的

效率。 

2  嘌呤碱基转换的新工具—ABEs 

BE系统虽然能将突变窗口内的 C精确转换成 T，

然而对于科学家来说还有一部分的任务是如何反过

来使 T突变成 C或者 A突变成 G。最近，David Liu 

实验室又报道了可通过将腺苷脱氨酶与 CRIPSR/ 

Cas9 融合实现 A 到 G 转换的新型单碱基编辑系统

(adenine base editor, ABE)[7]。它可将NGG上游 12~17

位上的腺嘌呤脱氨基转变为肌苷，肌苷可与胞嘧啶

配对，在 DNA 水平被当成鸟嘌呤进行读码与复制，

实现在突变窗口内 A到 G的突变。由于已知自然存

在的腺苷脱氨酶均不能直接以 DNA 为底物，而且

David Liu 课题组也尝试将不同物种来源的针对

RNA的腺苷脱氨酶与 Cas9n融合，但均没有编辑活

性。与其他几种 RNA脱氨酶相比，考虑到 E.coli来

源的 RNA腺苷脱氨酶 TadA不需要小分子激活剂且

底物是多核苷酸链，作者针对与 dCas9融合的 TadA

序列构建随机突变文库，利用细菌的氯霉素抗性恢

复筛选体系进行功能筛选。经 7 轮的进化与改造，

成功获得能够直接对 DNA 上腺嘌呤进行高效脱氨

的 TadA突变体，并通过与 n Cas9 (D10A) 融合构建

成能高效诱导 A>G 突变的 ABE 系统，具体优化过

程如(图 1)。 

首先，作者通过在大肠杆菌的抗性基因关键位

点引入突变使其失活。如果新的单碱基编辑体系能

将 G:C碱基对定点突变成 A:T碱基对将使细菌获得

抗性，从而鉴定出有效的突变。利用该体系，作者

对 TadA-dCas9 中编码 TadA 的 DNA 序列构建随机

突变文库并进行筛选，获得能直接作用于 DNA的突

变体 TadA*(D108N 和 A106V)。利用此突变体即可

构建突变系统 ABE1.2(TadA*-XTEN-nCas9-NLS)， 

 

 
 

图 1  ABE 优化流程图 
Fig. 1  Schematic diagram of the optimization of ABE system 
表示 10个突变位点； 表示一个位点突变。 
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在哺乳动物细胞中实现突变窗口内 3.2%±0.88%的

A:T到 G:C突变。为进一步提高突变效率，在 ABE1.2

基础上继续通过随机文库筛选新的突变位点，得到

第二轮优化产物 ABE2.1(ABE1.2+D147Y+E155Y)，

效率提高到 11%±2.9%。 

然后，作者对 ABE2.1 进行了多方面蛋白改造

尝试。将 TadA(2.1)*融合于 nCas9 碳端，结果发现

完全失去了脱氨功能；优化 TadA(2.1)*和 nCas9 之

间 linker 的长度，将效率提高至 14%±2.4%。基于

BE 系统中 UGI 能提高精确编辑效率的经验，作者

推测可通过抑制细胞内烷基腺嘌呤 DNA 糖苷酶

(alkyl adenine DNA glycosylase, AAG)切除肌苷的效

率能提高 ABE 活性。然而实验结果却证明 ABE2.1

中融合表达来源于人的失活 AAG 或来源于大肠杆

菌的失活 Endo V均不能有效提高突变效率。由此可

推测，细胞内对于 I:G 配对的修复效率较低，在突

变过程中不需要人为抑制这一过程。在自然情况下，

TadA以同源二聚体的形式发挥作用，其中一个 TadA

催化脱氨，另一个作为催化底物-tRNA的停泊位点。

基于此原理，作者在 ABE2.1系统中融合表达 wtTadA

或 TadA(2.1)*，分别构建 ABE2.9(TadA*2.1-ABE1.2)

和 ABE2.10(wtTadA-ABE1.2),实验结果证明 ABE2.9

能将效率有效提升至 20%±3.8%。在此基础上进一步

引入突变产生 ABE3.1(ABE2.9+L84F+H123Y+I157F)，

将效率提高至 29%±2.6%。但 ABEs在不同靶点间的

编辑效率差异很大且在突变窗口内对 Y(Y 为 T 或

C)AC 序列有明显偏好性，如果 A 两侧不是 Y 和 C

效率显著下降。为突破这一限制，作者再次通过大

肠杆菌抗性筛选体系进一步优化了 TadA序列，得到

ABE5.1(ABE3.1+H36L+R51L+S146S+K157N)。然而，

通过细菌抗性选择得到的体系在哺乳动物细胞编辑

中的效果并不一致，ABE5.1虽能使细菌产生高效定

点突变，但是在哺乳动物细胞中的突变效率却降低

了 1.7±0.29 倍。考虑到 ABE5.1 中累积的突变位点

可能会影响氮端 TadA 非催化亚基的结构作用而影

响催化亚基活性，作者将 ABE5.1两个 TadA亚基中

氮端无催化功能的亚基替换为 wtTadA,构建 ABE5.3

编辑系统(wtTadA-TadA*5.1-dCas9)，能够将非 YAC

靶点的编辑效率提升至 22%~33%。 

由于前五代的优化过程中在 TadA 中引入了多

个位点的突变，第六代旨在通过已有突变的重新组

合去除不必要的突变。经过突变筛选，获得了 ABE6.3 

(ABE5.3+P48S)，突变效率达 47%±5.8%。但如果靶

位点腺苷酸周围存在多个腺嘌呤时，ABE6.3的编辑

效率会降低约 20%~40%。为突破这一局限，作者继

续引入突变，优化产生编辑效率为 58%±4.0%且在多

腺嘌呤位点编辑效率显著提高的编辑系统

（ABE7.10）。到此为止，经过 7 代筛选，作者构建

了可在突变窗口内实现高效腺嘌呤到鸟嘌呤突变的

ABE7.10 编辑系统，在人类细胞中编辑效率约

为 50%，同时还可保证高精确度(≥99.9%)和较低的

碱基插入或缺失突变(≤0.1%)。 

3  单碱基基因组编辑技术的应用 

BE 系统可以实现其突变窗口内 C 到 T 或者 G

到 A的定点突变，很容易实现在开放阅读框内遗传

密码子的改变(错义突变)或提前产生终止密码子。若

使基因提前出现终止密码子(TAA、TGA 和 TAG)，

即可实现基因敲除[6,15]。Kuscu等[16]首先通过实验对

比了通过 BE 诱导产生终止密码子实现基因敲除和

利用野生型 Cas9进行基因敲除的安全性，结果表明

后者要比前者产生更多的 DNA损伤和细胞凋亡。特

别对于多拷贝位点而言，Cas9会产生多个 DSBs，造

成染色体结构变化。因此，利用 BE 诱导产生终止

密码子实现基因敲除要比同等条件利用下野生型

Cas9 进行基因敲除更加安全高效，可以作为优于

Cas9的全基因组筛选体系。  

BE 系统也为动植物的基因改造研究提供了新

的高效工具。点突变的动物模型一般利用 Cas9切割

目的片段同时提供 ssODNA(single-strand oligonuc-

leotide DNA, 单链寡核苷酸)为模板，通过 HDR 将

所需突变精确引入，但是效率较低，一般低于 10%。

Jin- Soo Kim 研究组通过显微注射靶向 DMD 的

sgRNA和 BE3 mRNA到小鼠受精卵，出生小鼠中 50%

左右发生无义突变，而通过注射靶向 Tyr 的 sgRNA

和 BE3 蛋白复合物则产生了高达 100%等位基因突

变的 F0 小鼠
[17]。同时，北京大学林硕研究组利用

BE3及 VQR-BE3均产生单个碱基替换的斑马鱼[18]。

通过 HDR 精确改造植物基因组相比动物而言难度

非常大，一直是领域内的技术瓶颈。Li等[19]首先用
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于靶向水稻基因的 3 个靶点(OsPDS 一个靶点，

OsSBEIIb两个靶点)，分别高效产生遗传修饰的水稻

(23/52, 38/64, 88/99)。另外，中国科学院遗传与发育

生物学研究所高彩霞研究组也随后报道了可在原生

质体、水稻、小麦和玉米中高效率地进行基因修饰

(约 43.48%)。这些结果表明，BE系统可高效地在植

物中精确地产生胞嘧啶到胸腺嘧啶的突变[20]。 

由于 BE 系统在不造成双链断裂的前提下能引

入精确碱基转换，避免了 DSB造成的靶点和非靶点

序列的缺失、插入等突变，这对于基因治疗而言无

疑是一个绝佳的工具。PCSK9能促进低密度脂蛋白

受体(LDLR)的降解而提高血浆低密度脂蛋白胆固

醇(LDL-C)的水平，是降低胆固醇水平和心血管疾病

的重要靶点。之前有报道利用 Cas9敲除肝脏中 PCSK9

可显著降低血液中低密度脂蛋白胆固醇水平[21]。最

近，利用 BE实现在体敲除 PCSK9基因，结果表明

在成年小鼠中可大幅度降低血浆中 PCSK9蛋白表达

水平(>50%)，同时可降低血浆中约 30%胆固醇水平，

并且未检测到脱靶突变[22]。 

近期，Protein Cell连续刊发 3篇论文报导了 BE

系统在人类胚胎中进行精确基因编辑的研究。其中，

一个研究组将 BE 应用到人类胚胎中，他们通过用

BE3 在人类三原核胚胎进行靶向编辑一个或同时两

个基因，结果发现单基因编辑及两个基因同时编辑

的效率分别为 87.5%和 100%，显示极低的脱靶突变

及插入缺失突变[23]。同时另一研究组利用 BE3 及

SaKKH-BE3(PAM 为 NNNRRT)也在人类三原核胚

胎针对不同基因(HBB、FANCF 和 DNMT3B)产生了

42%~100%的靶向突变效率且同时保持较低的脱靶

突变[24]。特别值得关注的是中山大学黄军就团队利

用 HBB特定位点突变(A>G)的 β-地中海贫血病人原

代皮肤成纤维细胞，通过核移植到体外成熟的卵子

中构建突变胚胎。将 BE3 和靶点特异性 sgRNA 注

射到重构的胚胎中，在 23%胚胎中平均有 20%的卵

裂球发生了突变位点的精确修复。这是第一个利用

BE系统对遗传疾病突变位点进行精确修复的研究[25]。

因此，证实了单碱基基因编辑技术用于临床治疗遗

传病的可行性。 

由上述可知，BE 系统能实现 C 到 T 单碱基的

精确突变，在动植物品种改良，动物模型构建和疾

病治疗等方面有广泛的应用前景。同理，ABE系统

能实现 A:T 到 G:C 的转换，和 BE 系统结合能实现

任意碱基的转换，极大的拓展了在各领域的应用范

围。目前的 ABE 仅能通过识别 NGG 在其上游 14~ 

17 bp实现 A:T到 G:C的转换。在未来，ABE将会

经过优化实现能识别不同的 PAM(NGN, NNNRRT

等)的工作系统，促进其在基因组内实现更广阔的靶

向空间。同时，关于 ABE的应用也会相应展开，如

动物模型制作，农作物品种改良，基因治疗，基因

功能筛选，新药筛选等领域。 

4  单碱基基因组编辑技术发展前景及面临

的挑战 

单碱基编辑的 BE 系统在开发出来后的短短一

年多时间已经在各个研究领域充分展现了高效精准

编辑的优势，而随着最近 ABE系统的开发，现在不

但可以实现 C:G到 T:A的转换，还可以实现 A:T到

G:C 的转换，使其应用范围更加广阔。在基础研究

方面，除了可以利用其碱基转换的高效性来构建特

定位点修饰的细胞株、动植物品系，相较于野生型

Cas9 介导的同源重组，BE 的优势是对于位点修饰

效率更高而且不会产生双链断裂而引起非预期的突

变。在功能筛选方面，单碱基编辑的 Cas9-AID系统

可以将特定位点的 C、G 突变成其他任意碱基，大

大增强了靶点序列的遗传多样性，而且还可以得到

功能增强(gain-of-function)突变。而野生型 Cas9 系

统要通过 HDR才能实现增强型突变，要实现大范围

的功能筛选几乎是不可能的。ABE的出现弥补了之

前 BE系统不能实现 A>G的局限，在筛选过程中能

够使目的基因产生更多的新的氨基酸突变，是一个

完美的补充。 

在农作物和经济动物品种改良方面，单碱基编

辑系统也将发挥重要作用。一些特定位点的单碱基

突变能有效提升作物品质，但是从技术上而言，植

物中同源重组的效率极低，较难引入单碱基突变。

BE 和 ABE 这两种单碱基编辑工具的出现将能极大

提高碱基置换的效率，实现重要品质性状的改良。

2016 年 4 月美国农业部(USDA)宣布不会对基因组

编辑过的白蘑菇实施监控。这意味着没有外源 DNA

整合的基因组编辑食物有可能会与转基因食品区分
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开来，使消费者早日受益。从政策监管角度而言，

单碱基编辑系统甚至连重组模板 DNA都不需要，只

要 RNA或者蛋白质就能进行碱基置换，增强基因功

能，应该来说更接近于自然发生突变。 

约 2/3的人类遗传疾病都是由单碱基突变造成，

因此通过遗传突变的修复进行基因治疗将是单碱基

编辑系统重要应用之一。David Liu预测人类有 900

多种因单个碱基突变引起的疾病有可能适用于 BE3

进行基因治疗[6]。随着 BE的 PAM的拓展，BE将有

望治疗更多单碱基突变引起的遗传病。ABE系统的

出现恰好弥补了 BE无法修复的A > G突变的缺陷。

另外，遗传疾病中有很多是由于基因提前出现终止

密码子而失活，BE系统无法改变终止密码子，而新

开发的ABE系统则可以针对这一部分突变进行修复。

因此可以预见，未来利用单碱基编辑技术进行基因

治疗将成为一个热点领域。 

虽然 ABE 的发明使单碱基编辑的工具箱中又

多了一个法宝，但目前的单碱基编辑工具仍然存在

一些不足：(1)靶点受 PAM和突变窗口的限制。最简

单的方案就是将多种不同种属来源的 Cas9 或者识

别不同 PAM的 Cas9人工突变体构建成 BE，这可以

大大增加靶点的覆盖率。但是除了 spCas9和 saCas9，

还没有尝试脱氨酶与其他 Cas9 或者 Cpf1 体系融合

后的编辑效率和特性。有研究者尝试将脱氨酶与

Zinc-finger 或者 TALE 等元件结合，力图消除 PAM

的限制而实现全基因组覆盖，但相较 BE 系统而言

效率非常低[26]。原因可能是由于脱氨酶主要以单链

DNA为底物，Cas9系统具有的解旋酶活性能将DNA

双链打开，为脱氨酶提供 DNA 单链底物。但是

Zinc-finger 或者 TALE 识别 DNA 特定区域后仍以

DNA双链形式存在，可能会降低脱氨酶的催化效率。

如果能将 Zinc-finger 或者 TALE 修改成具有解开

DNA双链的新工具，极有可能增加这些单碱基编辑

体系的效率，使更多的序列成为靶点。(2)BE系统可

以容受一定的突变窗口，虽然不同位点突变效率有

差别，但如果靶点窗口内的多个碱基都能被编辑，

对于基因治疗来说仍存在一定风险。如何进一步缩

小突变窗口，甚至做到只改变单一碱基而不影响周

边的序列，将是今后研发的方向。(3)目前的单碱基

编辑系统主要是通过脱氨酶实现碱基直接转换，如

何实现碱基的颠换还是一个非常有挑战性的问题。

(4)由于 BE系统都是在 Cas9的基础上融合多个片段，

使其序列组成比较长。如果基因治疗必需使用腺相

关病毒(AAV)，那么其 4.7kb 的包装限制将无法把

BE系统包装进去。虽然 Cas9可以通过拆分，将 BE

包装成两个病毒，但是拆分后编辑效率会受到多大

影响并不清楚。总之，ABE 和 BE 系统将会使基因

组编辑技术进入一个精确编辑的新时代。它们具较

高的安全性和高效性，经过不断的优化与改造，必将

为人类的食品安全和健康等多个领域带来无限可能。 
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