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摘   要：基于可编程核酸酶的基因编辑工具表现出编辑高效、产物纯度高、编辑副产物少的优

势，已广泛应用于生物医药研发和作物育种。鉴于研究和应用的需求多样化，开发功能特异的碱基

编辑器成为基因编辑领域的研究热点。目前由规律成簇的间隔短回文重复序列系统及相关蛋白

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated, CRISPR-Cas)和转录

激活因子类效应因子(transcription activator-like effector, TALE)系统衍生的基因编辑系统包括单碱基

编辑器、双碱基编辑器、线粒体碱基编辑器和 CRISPR 相关转座酶系统等。本文全面梳理了碱基编

辑系统的发展历程，总结了各类碱基编辑器的特点、脱靶效应、优化和改良策略等，为基因编辑系

统的进一步改进和应用提供参考。 
关键词：规律成簇的间隔短回文重复序列系统及相关蛋白 9 (CRISPR-Cas9)；碱基编辑器；转录激

活因子类效应因子(TALE)系统；脱氨酶 
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Abstract: Programmable nucleases-based genome editing systems offer several advantages, 
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such as high editing efficiency, high product purity, and fewer editing by-products. They have 
been widely used in biopharmaceutical research and crop engineering. Given the diverse needs 
for research and application, developing functional base editors has become a major focus in the 
field of genome editing. Currently, genome editing systems derived from clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated (CRISPR-Cas) and transcription 
activator-like effector (TALE) systems include single base editors, dual base editors, 
mitochondrial base editors, and CRISPR-related transposase systems. This review provides a 
comprehensive overview of the development of base editing systems, summarizes the 
characteristics, off-target effects, optimization, and improvement strategies of various base 
editors, and provides insights for further improvement and application of genome editing 
systems.  
Keywords: clustered regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated 9 
(CRISPR-Cas9); base editor; transcription activator-like effector (TALE) system; deaminase 

 
传统的基因编辑工具包括锌指核酸酶系统

(zinc finger nucleases, ZFNs)[1]、转录激活剂样效

应核酸酶系统(transcription activator-like effector 

nucleases, TALENs)[2]和规律成簇的间隔短回文

重复序列系统(clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats, CRISPR)[3]，三者都具

有 DNA 识别结构域和 DNA 切割结构域，在靶

序列处形成双链断裂(double-strand breaks, DSB)

从而实现基因编辑。CRISPR-Cas 编辑系统与另

外 2 个系统相比，具有靶向效率高、成本低、脱

靶率低等优点[3-4]，因此近年来针对 CRISPR-Cas

系统的研究呈现暴发式增长。基于 CRISPR-Cas

系统的碱基编辑器的优化与改良一般聚焦于

Cas 蛋白、脱氨酶和其他小元件，优化目标包括

提高编辑效率、扩大基因组靶向范围、改变编辑

窗口宽度和减少副产物等。在研究和治疗遗传性

疾病的应用上，碱基编辑器可利用腺相关病毒

(adeno-associated virus, AAV)进行体内递送，但

受到了装载容量的限制。因此，开发不同的递送

载体和递送方式也是碱基编辑发展的重要内容

之一。而为了解决线粒体靶向递送问题，基于

TALEN 系统的线粒体基因组碱基编辑器也是该 

领域的重要研究方向。本综述将回顾碱基编辑系

统的发展历程，总结已开发的碱基编辑系统的特

点、进化策略和局限性，以拓宽基因编辑工具的

靶向和应用范围，对基础和应用研究均具有较强

的指导意义。 

1  CRISPR-Cas 系统 
1.1  CRISPR-Cas 系统的简介 

在自然界中，细菌和古生菌利用 CRISPR 及

相关蛋白(CRISPR-associated, CRISPR-Cas)系统

中 RNA 引导的内切酶结合和切割外源核酸来作

为适应性免疫系统的一部分[5]。这些系统通过捕

获以往感染病原体的核酸序列保留病原体感染

信息，然后利用这些捕获的基序(spacers)指导

CRISPR-Cas 蛋白在未来遇到病原体时破坏病原

体的 DNA 或 RNA 以对抗感染。 
天然 CRISPR-Cas免疫系统进行核酸切割时

有利用多蛋白复合物和单种蛋白的效应域 2 种

类型。由于单种蛋白组分简单、功能多样且作用

高效，因此成为生物学研究和应用最广泛的

CRISPR 工具[6-7]，可进一步细分为Ⅱ型、Ⅴ型和

Ⅵ型。大多数Ⅱ型的 Cas9 变体[8]和Ⅴ型的 Cas12
变体均具有 RNA 引导的 DNA 核酸内切酶活性，
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而Ⅵ型的 Cas13 变体则表现出靶向 RNA 的切割

活性。本综述将重点总结 DNA 编辑工具研究进

展，因此主要讨论具有 DNA 内切酶活性的 Cas9
和 Cas12。 

1.2  Cas9 核酸酶 
2013 年，研究人员发现 CRISPR-Cas9 可进

行高效的基因组编辑 [9]。在原生环境中，Cas9
核酸酶由 CRISPR RNA (crRNA)引导，与反式激

活 crRNA (tracrRNA)配对，形成核酸内切酶复合

物(ribonucleoprotein, RNP)。经过工程化改造，

将 crRNA和 tracrRNA融合成单引导RNA (single 
guide RNA, sgRNA)，也能引导 Cas9 靶向切割双

链 DNA (double-stranded DNA, dsDNA)[3]。当目

标 DNA 序列位于合适的原间隔序列临近基序

(protospacer adjacent motif, PAM)附近时 [3]，

CRISPR-Cas 系统只需在向导 RNA (guide RNA, 
gRNA)分子中使用不同的基序，即可轻松重编

程，靶向不同病原体来源的核酸序列。PAM 序

列可保证编码 gRNA 的基因组 DNA 不被

CRISPR-Cas 系统破坏[5]。此外，Cas9 具有 HNH
和 RuvC 两个活性域，其中一个发生突变失活

(D10A 或 H840A)，产生只切割一条 DNA 链的

Cas9 切口酶(Cas9 nickase, nCas9)；若 2 个活性

域同时失活(H840A 和 D10A)，则产生只有识别

能力而没有切割活性的 dCas9 (dead Cas9)[9-10]。 
自从化脓性链球菌 Cas9 (Streptococcus 

pyogenes Cas9, SpCas9)被报道能在体外[3]和哺

乳动物细胞中[9]程序性切割 DNA 以来，研究人

员开发出多种 Cas9 变体，包括金色葡萄球菌

Cas9 (Staphylococcus aureus Cas9, SaCas9)、嗜热

链球菌 Cas9 (Streptococcus thermophiles Cas9, 
SthCas9)、空肠弯曲杆菌 Cas9 (Campylobacter 
jejuni Cas9, CjeCas9) 、脑膜炎奈瑟菌 Cas9 
(Neisseria meningitides Cas9, NmeCas9)和许多同

源物。这些 Cas9 核酸酶在蛋白大小、同源性、

PAM 序列、gRNA 结构、最佳间隔长度、编辑

效率和编辑特异性方面特点迥异，为基因编辑工

具的多样性提供了基础。 

1.3  Cas12 核酸酶 
与 Cas9 相比，Cas12 核酸酶利用单一的

RuvC 活性域切割目标 dsDNA。许多天然的

Cas12 由单个 crRNA 引导，通常在 PAM 序列远

端原间隔基序产生交错切割[11]。第一个被广泛应

用于基因组编辑的 Cas12 核酸酶——Cas12a 
(Cpf1)[11] 能 够 利 用 特 有 的 核 糖 核 酸 酶

(ribonuclease, RNase)处理 crRNA，从而促进多重

基因编辑[12]。Cas12a 同源物通常识别富含 T 的

PAM，与大多数 Cas9 的 PAM 不一致；Cas12f 
(Cas14)可有效切割 dsDNA 产生不对称黏性末

端 [13] ； Cas12b (c2c1) 和 Cas12i 主 要 切 割

dsDNA[14-16]；Cas12e (CasX)因小于 1 000 个氨基

酸(amino acids, aa)且在细菌和人类细胞中都具

有活性而闻名[17-18]。包括Cas12a在内的一些Cas12
变体，在目标位点识别和核酸酶激活后无差别切

割单链 DNA (single strand DNA, ssDNA) 或
RNA[16,19]，基于这种切割活性 Cas12 核酸酶被开

发为多种核酸检测工具[13,19]。 

1.4   修复途径 
生物体内受到细胞类型、细胞状态和 DSB

性质的影响[20]，存在多种 DNA修复机制[21]。DSB
修复途径主要有两种：一是非同源末端连接

(non-homologous end joining, NHEJ)；二是利用

DNA 模板进行同源定向修复(homology-directed 
repair, HDR)[22]。NHEJ 是大多数细胞修复 DSB
的主要方式，简单高效但保真度低[23]，容易在

DSB 位点周围引入无法预测的核苷酸插入或缺

失(insertions and deletions, indels)从而阻止随后

的核酸识别和重新切割[24]。如果 Cas 核酸酶靶向

开放阅读框，NHEJ 产生的 indels 产物通常会在

编码区产生移码突变，从而去除蛋白质功能[25-27]。
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存在 DNA 供体模板时，细胞会启动 HDR 修复

方式从而引入多种低效的基因组编辑，包括点突

变、精确插入、精确删除和 DNA 片段整合[28]。

目前已有多种方法可提高 HDR 的效率，但大多

数情况下由 Cas 核酸酶引起的插入或缺失

(insertions/deletions，indels)仍然难以避免[23,29]。 

2  单碱基编辑器 
第一代碱基编辑器(base editors, BE)是在

CRISPR-Cas9 系统的基础上，将 Cas9 蛋白与一

种作用于 ssDNA 的脱氨酶融合，在不产生 DSB
的情况下实现精确的点突变[29-32]。目前应用最广

泛的 Cas 核酸酶是 SpCas9，含有 1 368 aa，识别

常见的 NGG (N=C、T、A 或 G) PAM，具有强

大的 DNA 靶向切割活性，但存在较高水平的脱

靶编辑[29]。迄今为止，研究人员已经开发了胞

嘧啶碱基编辑器(cytosine base editors, CBE)和腺

嘌呤碱基编辑器(adenine base editors, ABE)两类

主要的单碱基编辑器，前者催化 C•G→T•A 碱基

对的转换，后者催化A•T→G•C的转换[30-31]。CBE
和ABE可有效介导 4种单碱基突变(C→T, A→G, 
T→C, G→A)，这 4 种突变约占目前已注释的人

类致病遗传变异位点的 30%[33]。因此，CBE 和

ABE 被应用于多种细胞和生物体中碱基转换造

成的疾病模型构建和疾病治疗[34]，在农业领域

成功实现了家畜繁殖性能改良、异体器官移植、

农作物经济形状改良等目标[35-36]。目前，碱基编

辑器的应用主要受限于副产物的产生，包括发生

在目标位点的副产物如目标核苷酸的颠换突变

(transversions，即 C•G→A•T 或 G•C、A•T→C•G
或 T•A)、旁侧编辑和各种 indels，以及发生在脱

靶位点的副产物等。因此，研究者们对碱基编辑

系统的各个组分(包括 Cas 蛋白、脱氨酶、小元

件等)进行优化和改良以拓展其编辑范围，降低

其脱靶效应等。 

2.1  单碱基编辑器简介 
2.1.1  CBE 系统的开发 

2016 年，Komor 等[30,37]开发出融合鼠源胞

嘧啶脱氨酶 APOBEC1 的 CBE 系统，该系统利

用 APOBEC1 将 R-环内的胞嘧啶(C)脱氨成为尿

嘧啶(U)，而后 DNA 聚合酶会将 U 识别为胸腺

嘧啶(T)，从而实现 C→T 转换(图 1A)。第一代

碱基编辑器 BE1 (APOBEC1-XTEN-dCas9)在体

外可实现 25%−40%的编辑效率，编辑窗口为

sgRNA 的第 4−8 位(第 1 位是 PAM 远端 sgRNA
的第 1 个核苷酸，PAM 位于第 21−23 位)。BE1
在体内的编辑效率却大幅下降，原因是产生的中 
间体 U会被尿嘧啶 DNA N-糖基化酶(uracil DNA 
N-glycosylase, UNG)[38]识别并切除，从而启动碱

基切除修复途径(base excision repair, BER)使中

间产物 U•G 恢复到原始序列 C•G (图 1A)。为了延

长 U 在目标位点的半衰期从而提高编辑效率和纯

度，研究人员在 BE1 的基础上融合尿嘧啶糖基化

酶抑制剂(uracil DNA glycosylase inhibitor, UGI)开
发出 BE2；随后，又结合细胞的内源性机制将 BE2
中的 dCas9 替换成 nCas9，刺激细胞内碱基错配修

复途径(mismatch repair, MMR)，开发出的 BE3 能

大幅提高编辑效率和产物纯度。自此，碱基编辑

系统打开了精准基因组编辑的大门，在较长一段

时间内，BE3 成为使用最为广泛的 CBE 版本。 
2.1.2  ABE 系统的开发 

利用类似于 CBE 的策略，2017 年 Gaudelli
等[31]报道了 ABE 系统，利用进化的 TadA*脱氧

腺苷脱氨酶将 R-环内的腺嘌呤(A)转化为肌苷

(I)，这些肌苷被 DNA 聚合酶识别为鸟嘌呤(G)，
从而实现 A→G 转换(图 1B)。由于已知的腺嘌呤

脱氨酶无法以 DNA 为底物对 A 进行脱氨，研究

人员对大肠杆菌 TadA 进行定向进化，成功筛选

出引入了 14 个突变位点的 ecTadA*，开发出可

直接作用于 ssDNA 的 ABE7.10 系统(ecTadA- 
ecTadA*-nCas9)，在人类细胞中的编辑效率约
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50%，编辑窗口为第 4−9 位[31]。对于 ABE，融合

抑制 N-甲基嘌呤 DNA 糖基化酶(N-methylpurine 
DNA glycosylase, MPG or AAG)后，并没有进一步

提升编辑产物纯度，这表明在哺乳动物细胞中，I
的切除效率远低于 U 的切除效率[31]。2020 年，

Richter 等[39]利用噬菌体辅助的连续进化和非连续

进化(phage-assisted continuous and non-continuous 
evolution, PACE 和 PANCE)为 ABE7.10 的脱氨

酶增加了 8 个突变，得到了活性增加 590 倍的

TadA8e，进而衍生出 ABE8e。结合多种 Cas9
或 Cas12 进行测试时，ABE8e 的编辑效率都较

ABE7.10 有显著提高。 

 

 
 

图 1  单碱基编辑器工作模式图 
Figure 1  Mechanisms of single base editors. A: CBEs use cytidine deaminases to convert C to U and achieve 
C→T in the presence of UGI and polymerases. B: ABEs use deoxyadenosine deaminases to convert A to I and 
achieve A→T in the presence polymerases. C: CGBE system achieves C→G using a fusion of a UNG to a CBE. 
D: AYBE system achieves A→C/T using a fusion of an optimized MPG to an ABE8e. E: Solid lines indicate 
direct base deamination on the edited strand and the dashed lines indicate a corresponding transition of paired 
bases on the non-edited strand due to a transition of bases on the edited strand. 
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2.1.3  颠换编辑系统的开发 
由于 UNG 可在胞嘧啶脱氨位点脱去 U，从

而建立无嘌呤/无嘧啶(apurinic apyrimidinic, AP)位
点实现嘧啶与嘌呤之间的碱基颠换[40]。2020 年，

Zhao 等[40]融合 UNG 到 CBE 中，构建了糖基化酶

碱基编辑器(glycosylase base editor, GBE)。研究人

员首先利用活化诱导性胞苷脱氨酶(activation- 
induced cytidine deaminase, AID)构建出 AID- 
nCas9-UNG 系统，在大肠杆菌中实现了高效的

C→A 颠换；随后，利用 APOBEC1 替换 AID，构

建的 APOBEC1-nCas9-UNG 在真核细胞中实现了

C→G 颠换。利用同样的原理，Kurt 等 [41]将

APOBEC 替换成 rAPOBEC1 (R33A)，构建的

CGBE1 系统可有效介导 C→G 碱基颠换并降低在

RNA 和 DNA 水平的脱靶效应(图 1C)。2022 年，

Dong 等[42]将转录激活因子 VP64 融合到 GBE 系

统，显著提高 C→G 的编辑效率；随后，GBE 系

统又分别与 SunTag 和 SpRY-Cas9 系统融合，构建

的 SunTag-GBEs 和 SpRY-GBEs 在编辑效率、产物

纯度和靶向范围方面都比原始 GBE 有较大提高。 
最近，鉴于内源糖苷酶低效的肌苷切除能

力，Tong 等 [43]将优化后的人源 MPG 融合在

ABE8e 的 C 端构建出 AYBE 系统，首次实现了

A→Y (Y=C 或 T)的高效颠换(图 1D)。随后，Chen
等[44]融合鼠源 mAAG 构建出可识别 YAR (R=A
或 G) PAM 的 AXBE 系统。此外，研究人员还将

带有 2 个突变的 mAAG-EF 和 TadA8e (N108Q)
结合并开发出 ACBE-Q，显著提升非 YAR PAM
位点的编辑效率，实现高效的 A→Y，其中编辑

窗口位于第 4−6 位，且具有较低的脱靶水平。利

用 ACBE-Q 构建杜氏肌营养不良小鼠疾病模型

中，70%突变小鼠实现了靶位点 A→C 的编辑，

平均编辑效率为 56%，A→C 编辑纯度最高可达

99.8%，显示了其体内应用的巨大潜力，有望纠

正苯丙酮尿症、血友病 B 等多种遗传疾病。 
虽然非编辑链上的 G 或 T 在编辑链上的 C

或 A 被编辑的同时也会发生相应的转变，但受

到 PAM 及编辑窗口等限制，很多情况下仍需要

对 G 或 T 进行直接编辑。因此，Tong 等[45]开发

出不依赖于任何脱氨酶的、基于工程化糖基化酶

的鸟嘌呤碱基编辑器(glycosylase-based guanine 
base editor, gGBE)，经过多轮优化筛选后得到

gGBEv6.3，其 G→Y 的编辑活性比野生型

gGBEv0.1 高 1 700 倍，且具有较低的 indels 频

率。至此，在众多实验室的努力下实现了 12 种

碱基之间的自由转换(图 1E)，尽管部分碱基编辑

系统还需要进一步完善和优化才能实现高效编

辑和应用。 
2.2  优化小元件 

大多数碱基编辑器，如 BE3 和 ABE7.10，
利用 nCas9 切割非编码链[30-31]来提高碱基编辑

效率(图 1A、1B)，产生的切口刺激非编码链的

修复，再利用编码链作为模板重新合成非编码

链。BE4 系统则通过优化 linker 和融合多个 UGI
等方法来减少颠换频率，进一步提高编辑效率[37]。

另一方面，添加核定位序列(nuclear localization 
sequence, NLS)和优化密码子产生的 BE4max 和

ABEmax 变体也大大提高了其在细胞和动物体

内的编辑效率[46-47]。 
颠换一般认为源于碱基位点的易错修复途

径，在 DNA 糖基化酶水解将脱氨碱基(如 U)连
接到脱氧核糖骨架的糖苷键时产生的[37]。Wang
等[48]通过优化 P2A 连接 UGI 的表达量，构建了

由 4 个拷贝的 UGI 组成的 eBE-S3，具有更高的

编辑产物纯度。而 Komor 等[37]则将来源于噬菌

体的 Gam 蛋白结合到 DSB 末端防止其降解，构

建的 BE4-Gam 进一步减少了 indels 的形成。 
2.3  优化或替换 Cas 蛋白 
2.3.1  扩大基因组的靶向范围 

扩大基因组编辑的靶向范围一直是 CRISPR- 
Cas 技术发展的重点方向。Cas 蛋白结合的限制

条件在于是否存在匹配的 PAM 序列[5]，许多研
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究发现 Cas9 和 Cas12 直系同源物可识别各种

PAM[49]，这种自然多样性已被利用以实现靶向

更广泛的基因组序列。然而，在哺乳动物细胞中，

目前发现的所有天然 Cas 蛋白只能识别一小部分

的 PAM，因此许多研究人员设计或进化了具有较

少 PAM 限制性的 Cas9 或 Cas12 变体(图 2A)。 
(1) 优化或替换 Cas9 蛋白 
2018 年和 2020 年，Hu 等[50]和 Kim 等[51]利

用 PACE 和细菌中选择进化出的 xCas9-3.7 变体

构建 xBE3，在非 NGG PAM (尤其是 NGT 和

NGA)上显示出比野生型 SpCas9 更高的活性，并

大大降低了人类细胞中的脱靶活性。同理，

Nishimasu 等[52]基于结构功能设计出 SpCas9-NG
变体并构建出 BE3-NG，可靶向 NGN PAM，在

许多情况下比 xCas9-3.7 具有更高的编辑效率。 
随后，Miller 等[53]利用定向进化产生了 3 种

新的 SpCas9 变体(SpCas9-NRRH、SpCas9-NRCH
和 SpCas9-NRTH，H=A、C 或 T，R=A 或 G)，
比 xCas9-3.7 具有更高的活性，几乎可靶向任何

NR PAM。而 Walton 等[54]则通过结构工程化方

式进化出 SpG 和 SpRY 两种 SpCas9 的变体，分

别识别 NGN 和 NRN/NYN PAM，其中 NRN 的

识别效率高于 NYN。 
除了进化已知 PAM 的 Cas9 蛋白外，还可通

过筛选识别不同 PAM 的 Cas9 同源物以构建具有

不同识别序列特征的碱基编辑器。本课题组[55-56]

利用来自嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)
的 Sth1aCas9、来自戈登链球菌 (Streptococcus 
gordonii)的SgoCas9、来自中华链球菌(Streptococcus 
sinensis)的 SsiCas9 等 SpCas9 的同源物分别构建

出相应的 BE4max 和/或 ABE8e 编辑器，识别的

PAM 分别为NNAAAG、NHGYRAA 和NNAAAA，

均具有高活性、高保真度、不同的编辑窗口和低副

产物的特点，同时 DNA 和 RNA 脱靶率较低。 
尺寸较小的 SaCas9 (1 053 aa)在某些基因组

编辑应用上占据了优势[57]，研究人员通过对与

PAM 相互作用的结构域进行诱变和细菌选择，开

发出能识别 NNNRRT PAM 的 SaCas9-KKH 变体，

靶向范围比野生型 SaCas9 扩大了 4 倍左右[58]，并基

于该变体开发了 SaKKH-BE3[59]和 SaKKH-ABE[60]。

随后，Hu 等[61]、Wang 等[62]和 Gao 等[63]基于 SaCas9
的同源物开发了 SlugBE4max、SchBE4max，基于

CjCas9 的同源物开发了 Hsp1-Hsp2Cas9-Y-CBE 分

别识别 NNGG、NNGR、N4CY PAM，其蛋白尺寸

小、特异性高且脱靶水平低，进一步扩展了基因

组编辑的范围。 
(2) 优化或替换 Cas12 蛋白 
Cas12 蛋白识别的富含 T 的 PAM 序列，填

补了许多 Cas9直系同源物只识别富含 G的 PAM
序列的空白。然而，Cas12 识别的 PAM 序列也

具有一定的限制性，例如 LbCas12a 和 AsCas12a
只识别 TTTV PAM (V=A、C 或 G)[11]。2017 年，

Gao 等[64]利用结构引导诱变得到的 AsCas12a-RVR
变体可以识别 TATV PAM，AsCas12a-RR 变体能

够识别 TYCV PAM。紧接着，Li 等[65]开发了

dCpf1-eBE (APOBEC1-dCpf1-4xUGI-3xNLS)系
统，该系统以 TTTV 为 PAM 并以第 8−13 位为

编辑窗口。2019 年，Kleinstiver 等 [66]进化的

enAsCas12a 变体在 TTTV PAM 上的活性大约是

野生型 AsCas12a 的 2 倍；随后又开发出能识别

TTYN、VTTV 和 TRTV PAM 的变体，构建出能

以第−5−25 位为编辑窗口的 enAsBE1.1-1.4。 
而 Kim 等[67]对 gRNA 经过工程化改造构建

的 Un1Cas12f1 和 Wu 等[68-69]改造的能识别 TTR 
PAM 的 AsCas12f1 以及识别 NTTY PAM 的

SpaCas12f1，与 SpCas9 的编辑效率相当且与

AsCas12a 的特异性相似。随后，Kong 等[70]又通

过蛋白质和 sgRNA 工程进化出了 enOsCas12f1
和 enRhCas12f1 变体，分别识别 TTN 和 CCD 
(D=not C) PAM，显示出更高的编辑效率和更广
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泛的靶向范围。以上 Cas12f 变体尺寸不到 Cas9
和 Cas12a 的 50%，可应用于包括 AAV 在内的多

种递送系统。 
2.3.2  挖掘小尺寸的核酸酶 

除了上述小尺寸的 Cas9 和 Cas12f 以外，研

究人员也在不断挖掘新的具有基因编辑潜力的

新工具，以解决现有基因编辑工具尺寸太大难以

被单个 AAV 载体递送的问题。此后研究者在原

核生物 IS200/IS605 转座子超家族中发现了新型

核酸内切酶专性移动元素引导活动 (obligate 
mobile element–guided activity, OMEGA)系统，

其 中 的 TnpB 和 IscB/IsrB 分 别 被 认 为 是

CRISPR-Cas12 和 Cas9 系统的祖先。这类核酸内

切酶体积更小(400−700 aa)，并具有类似的 RNA
引导且 PAM/TAM (target-adjacent motif)依赖的

dsDNA 切割活性，其中的 RNA 被命名为

ωRNA[71]。Han 等[72]对约 500 aa 大小的 OgeuIscB
及其 ωRNA 进行工程化设计后开发出 enIscB 变

体，而后对其进行改造和筛选得到 enIscB 切口

酶，并构建出单碱基编辑效率极高的迷你型单碱

基编辑器 miABE 和 miCBE，更适合 AAV 进行

体内递送。Xiang 等[73]建立了适用于 TnpB 编辑

器的大规模筛选体系，鉴定了 ISAam1 和

ISYmu1 两个小于 400 aa 的 TnpB 核酸酶并构建

相应的微型基因编辑系统，均具有与 SaCas9 相

似的编辑效率。Saito 等[74]报道了一种源于真核

生物的 RNA 引导的核酸内切酶——Fanzor，其

祖先或为 TnpB。相较 CRISPR-Cas 系统，Fanzor
系统非常紧凑且没有旁侧切割活性，更容易递送

到细胞和组织中并实现更精准的基因组编辑，但

开发成碱基编辑系统仍需进一步研究。 
2.3.3  改变编辑活性窗口 

天然的Cas蛋白和工程化的Cas变体具有不

同编辑窗口，其中 SaCas9 介导的碱基编辑器

(CBE 为第 3−12 位，ABE 为第 4−12 位)[59]的编

辑窗口比 SpCas9 介导的碱基编辑器(CBE 为第

4−8 位，ABE 为第 4−7 位)更宽，而 Cas12a 衍生

的 CBE 和 ABE 通常以第 8−13 位为编辑窗口(其
中第 1 位是 5′ PAM 之后的第一个核苷酸)[65]。此

外，研究人员对 SpCas9 结构域进行工程化改造，

例 如 Tan 等 [75] 开 发 的 BE3-PAPAPAP 和

nCDA1-BE3，修改 linker 能保证高效编辑的同时

还有效地将编辑窗口缩小 1−2 nt；Huang 等[76]

开发的 CP-CBEmax 利用 SpCas9 的环状排列

(circular permutation, CP)改变脱氨酶在 R-环的

位置，使编辑窗口扩宽为第 4−11 位；Jiang 等[77]

利用 SunTag 系统开发出 BE-PLUS，将多个拷贝

脱氨酶招募到 R-环以增加核苷酸暴露的脱氨酶

环境浓度来拓宽编辑窗口。 
2.3.4  减少 Cas 蛋白依赖的脱靶 

Cas 蛋白依赖的脱靶主要是由 gRNA 结合到

与目标位点相似的序列所引起的[78]，影响因素包

括编辑窗口内 C 或 A 的含量、核苷酸序列背景、脱

氨酶到 R-环的可及性等。由 Cas9 介导形成 R-环来

驱动的脱靶，可用软件预测(如 Cas-OFF-inder 等)
或者使用高灵敏度的 Cas 核酸酶脱靶检测方法(如
CIRCLE-seq[79])来识别 Cas 蛋白依赖的脱靶位点。 

降低 Cas 蛋白依赖的脱靶效应的策略主要

有 3 种：(1) 使用高保真的 Cas 核酸酶。研究表

明，增加 Cas 结构域的 DNA 特异性确实可以最

大限度地减少 CBE 和 ABE 的 DNA 脱靶[50,80-82]；

(2) 修饰 sgRNA。Lee 等[80]开发的 Sniper-Cas9
可通过延长或截短的 sgRNA 来降低脱靶效率，

同时保持原有的靶向活性；(3) 缩短细胞中 Cas
蛋 白 与 脱 氨 酶 融 合 蛋 白 的 作 用 时 间 。 以

mRNA[83]、RNP[82]、eVLP 和脂质体等方式递送，

使其在细胞内快速降解，既保持了靶向活性又大

大降低了脱靶效率。 
2.4  优化脱氨酶结构域 

APOBEC1是第一个应用于碱基编辑器的脱

氨酶[30]，在随后的研发过程中，科学家们又报

道了不同的 APOBEC1 家族成员以及其他脱氨
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酶，如 CDA、AID 和 APOBEC3 家族成员(A3A、

A3B、A3C、A3D、A3F、A3G 和 A3H)等。脱

氨酶的动力学参数和对核苷酸底物的偏好性不

同，导致了不同的编辑窗口宽度和不同的底物序

列活性(图 2A)。 
2.4.1  改变编辑活性窗口 

改变碱基编辑器的脱氨酶结构域能为碱基

编辑器提供不同的编辑窗口。因此，2016 年

Nishida 等 [32] 利 用 来 源 于 七 鳃 鳗 (Lampetra 
japonicum)的胞嘧啶脱氨酶 PmCDA1 开发的

Target-AID，其编辑窗口为 sgRNA 的第 5−9 位。

Ma 等[84]融合了 hAID、dCas9 和 UGI 开发了一

种靶向辅助诱变系统 (targeted AID-mediated 
mutagenesis, TAM)，Hess 等[85]通过大肠杆菌噬

菌体 MS2 (Escherichia coli bacteriophage MS2)
招募 hAID 开发了 CRISPR-X 系统，这 2 种系统

可通过结合多个 sgRNA 把编辑范围拓宽至 100 nt。
Kim 等[59]和 Liu 等[86]基于 APOBEC1 结构的诱变

开发出具有狭窄窗口的编辑器，以削弱其催化活

性。融合 CDA、AID 和 APOBEC3A (A3A)脱氨

酶的碱基编辑器通常具有较宽的窗口，可能是由

于这些脱氨酶的较高活性[32,81,87-88]，同时也更易

产生旁侧突变。 
在 ABE 系统中，Li 等[89]通过将 TadA 融合

在 Cas9 蛋白内部特定位点筛选出一系列

ABE-nSpCas9-DSs，编辑窗口主要位于第 4−7 位和

第 9−16 位；随后，融合 Cas12f 与各类 TadA 突

变体开发出一系列 miniABEs，其中 CL-dRRAABE- 
TadA*(82G)编辑窗口为第 16−17 位[90]，突破了

已有研究中 ABE 编辑窗口的局限性，并进一步

降低了 RNA 脱靶水平。 
2.4.2  改变序列背景偏好性 

脱氨酶具有一定的序列偏好性，如大鼠

APOBEC1 偏好在 TC 基序中进行胞嘧啶脱氨且

排斥 GC 环境。为了进一步扩大编辑器的应用范

围，科学家们开发出不同序列背景偏好的脱氨

酶。2018 年，Wang 等[87]对人源 A3A 脱氨酶进

行优化，生成的 hA3A 脱氨酶可对高度甲基化区

域的 C 进行脱氨；而 Komor 等[30]和 Liu 等[91]等优

化的 A3G 更偏好于编辑 CC 基序。Gehrke 等[81]对

A3A 进行工程化改造得到具有强烈 TC 基序偏

好的脱氨酶 eA3A (APOBEC3A N57G)并开发出

eA3A-BE3 系统；去除 N 端 RNA 结合域的截短

的A3B变体比野生型A3B脱氨酶显示出更高的

编辑活性，而 APOBEC1、A3A 和 CDA 的截短形

式都已被证明支持高效的碱基编辑活性[92-94]。

Thuronyi 等[95]通过 BE-PACE 的方法开发出编辑

活性和序列背景兼容性都更高的 evoAPOBEC1- 
BE4max 以及具有不明显的序列背景偏好性的

evoFERNY-BE4max，为不同序列背景的编辑位

点提供更多选择。 
2.4.3  降低不依赖于 Cas 蛋白的 DNA/RNA 脱靶 

碱基编辑器中不依赖于 Cas 蛋白的 DNA 脱

靶，主要因为脱氨酶长期表达，或随机或规律地

对 ssDNA、转录区域、复制区域的 DNA 进行脱

氨。为了进一步降低不依赖于 Cas 蛋白的 DNA
脱靶，Doman 等[96]设计出明显降低 DNA 脱靶效

率的 YE1-BE4，在保持编辑效率的同时还扩大

了靶向范围。随后，Yu 等 [97]也改造出 4 种

APOBEC 脱氨酶变体(PpAPOBEC1、RrA3F、

AmAPOBEC1 和 SsAPOBEC3B)和“hifi”版本的

编辑器，都明显降低了不依赖于Cas蛋白的DNA
脱靶。Zhang 等[90]通过融合 Cas12f 和重编程的

TadA-8e 突变体实现了 ABE 向 ACBE 和 CBE 的

转变，构建出的新型功能性 miniCBEs，具有高

编辑效率、单碱基编辑精度并消除了不依赖于

Cas 蛋白的 DNA 脱靶。 
CBE 和 ABE 融合的脱氨酶均为可作用于

RNA 的脱氨酶，在细胞中过表达会诱导产生不

依赖于 Cas 蛋白的 RNA 脱靶[98]。为了降低不依

赖于 Cas 蛋白的 RNA 脱靶，Grünewald 等[99]开

发出 BE3-R33A 和 BE3-R33A/K34A，与 BE3 相
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比显著降低了 RNA 脱靶效率。Zhou 等[100]也通

过引入点突变的方法改造了 BE3、BE3-hA3A 和

ABE7.10 中的脱氨酶结构域，显著降低 RNA 脱

靶。本课题组 [101]也开发了 2 个具有极低 RNA
脱靶活性的 eABEs，分别是 del153/del153*和
mini del153。Wang 等[102]利用胞嘧啶脱氨酶中天

然存在的抑制序列结构域(deoxycytidine deaminase 
inhibitor, dCDI)开发出的变形式碱基编辑器

(transformer base editors, tBEs)极显著降低了

DNA 和 RNA 脱靶。tBE 对 β-地中海贫血等罕见

病已经展现出超过 80%的高编辑效率，其中治

疗 β-地中海贫血的管线正在系统进展，相比于

传统 Cas9 核酸酶基因编辑技术展现出更为优异

的疗效和安全性。此外，研究者利用将脱氨酶包

裹于 Cas 蛋白中间进行表达的策略，大幅降低了

碱基编辑器的 RNA 脱靶活性。Liu 等[103]在优化

RNA 碱基编辑器时，通过引入突变将脱氨酶嵌

入到 dCasRx 中，构建的 REPAIRx 可大幅降低

脱靶效应，由于定点 RNA 编辑是可逆的，因此

该策略或可应用于 DNA 编辑领域。 

3  其他碱基编辑器 
3.1  双碱基编辑器 

单碱基编辑器只能催化单一类型碱基的转

换和颠换，这限制了其广泛应用。因此，开发新

的碱基编辑器能高效地同时产生 2 种不同碱基

的突变(图 2B)，极大地丰富了碱基编辑工具的

应用，在基因治疗、物种改良和分子进化等方面

都有重要意义。2020 年，Li 等[104]将 A3A 和

ABE7.10 同时融合到 nCas9 的 N 端，构建出双

碱基编辑器 STEME-1，首次实现在一个 sgRNA
引导下同时突变 C 和 A。Zhang 等[105]也利用

hAID-TadA-TadA*-nCas9开发出A&C-BEmax双

碱基编辑器，在同一等位基因的靶序列上实现 C
和 A 的同时高效突变，且具有较低的 RNA 脱靶

效应。 
为了进一步优化双碱基编辑器的产物纯度、

编辑效率和活性窗口，Sakata 等[106]将 rAPOBEC1
和 PmCDA1 分别与 TadA 融合到 nCas9的N端和

C 端，开发了 3 种新的双碱基碱基编辑器 Target- 
ACE/Target-ACEmax/ACBEmax。而Grünewald等[107]

将更短的 TadA 和 PmCDA1 融合到 nCas9 的 N
端和 C 端，开发出同步可编程 A 和 C 的系统

(synchronous programmable adenine and cytosine 
editor, SPACE)。上述双碱基编辑器在产物纯度、

编辑效率、活性窗口等方面的特性比之单个系统

相当或更好，DNA 和 RNA 脱靶都与单碱基编辑

器相当。 
2021年，Tao等[108]报道了结合hA3A (Y130F)、

TadA8e (V106W) 和 SpRY 的无序列限制的

CABE-RY 双碱基编辑器，具有较小的编辑窗口

和较低的 RNA 脱靶编辑。目前已开发的双碱基

编辑器均基于 Cas9 蛋白偶联 2 种不同类型的脱

氨酶，导致复合物尺寸过大从而在一定程度上限

制了体内递送和临床应用，因此，本课题组[109]

提出了一种双 sgRNA 与单碱基编辑器或双碱基

编辑器相结合的策略，能在同一等位基因上同时

诱导 C•G→T•A 和 A•T→G•C 转换或多碱基转换

类型组合。 
3.2  线粒体碱基编辑器 

gRNA 不易进入线粒体，阻碍了线粒体 DNA 
(mitochondrial DNA, mtDNA)的基因组操作。直

到 2021 年，Mok 等[110]将介导 dsDNA 胞苷脱氨

的菌间毒素 DddA 和 TALE 融合，构建出 DdCBE
系统，该系统利用 TALE 系统实现序列靶向，并

利用 dsDNA 脱氨酶的活性实现脱氨，首次在

mtDNA 中实现单碱基 C→T 转换，且具有高特异

性和产物纯度，但偏好TC 序列。2022 年，Cho 等[111]

通过融合TALE、TadA8e和DddAtox开发出TALED，

实现 mtDNA 的 A→G 转换，进一步扩大了线粒体

基因组的编辑范围 (图 2B)。Mok 等 [112]发现
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TALED 在植物叶绿体 DNA (chloroplast DNA, 
cpDNA)中能实现靶向诱导 A→G 和 C→T 的碱基

编辑且无显著的脱靶编辑。 
为了进一步优化现有的线粒体碱基编辑器，

Mok 等[113]利用定向进化得到的 DddA6 将 TC 靶

点的编辑效率平均提高了 3.3 倍，用 DddA11 构

建的 DdCBE 系统提高了对 HC 序列的兼容性且

将 AC 和 CC 靶点的平均编辑效率从低于 10%提

高至 15%−30%。本课题组[114]则利用来源于肠道

菌毒素(Roseburia intestinalis)的 riDddAtox开发出

核基因 DdCBE (crDdCBE)和线粒体基因 CBE 
(mitoCBE)，该酶可实现核内和线粒体基因 HC
和 GC 靶点的 C→T 高效编辑。此外，研究还进

一步发现反式激活因子如 VP64、P65 或 Rta 与

DddAtox 或 riDddAtox 融合产生的 crDdCBE 和

mitoCBEs 可显著提高核和 mtDNA 的编辑效率

3.5 倍和 1.7 倍。 
此外，Mi 等[115]通过融合 Ddd_Ss 所开发的

DdCBE_Ss，可以在 dsDNA 中有效地对 DC 环境

中的 C 脱氨；在 Ddd_Ss 中引入单个氨基酸替换

开发出 DdCBE_Bc，成功提高了其活性和序列兼

容性。随后该团队 [116]又报道了一种不依赖于

DddA 系统的 mitoBEs，通过引入单链切口酶

MutH 或 Nt.BspD6I，不仅能高效地实现 A→G
或 C→T，还可以编辑特定 DNA 链，且未观察

到明显的脱靶现象。近期，Hu 等[117]利用 Fok1
失活突变体和外切核酸酶配合单链 DNA 脱氨

酶，开发了链特异性编辑器 CyDENT，集成 
 

 

图 2  经典碱基编辑器结构示意图 
Figure 2  Schematic diagram of the architectures of the classical base editors. A: Ways to transform CBEs and 
ABEs involve optimizing or replacing deaminases and/or Cas proteins, as well as enhancing small elements 
such as linkers, UGI and NLS. B: Transvertion base editors use a fusion of UDG or MPG to achieve 
transvertion of bases; Dual base editors achieve C→T and A→G simultaneously using cytidine deaminases and 
deoxyadenosine deaminases fusions; Mitochondrial base editors use a fusion of DddA to TALE to ahieve 
mtDNA editing. 
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了对细胞核、线粒体和叶绿体进行精准编辑的能

力，介导的线粒体碱基编辑具有优于 DdCBE 的

单链偏好性。 
3.3  CRISPR 相关转座酶 

在细胞中进行基因组靶向整合一直是基因

编辑领域的重大挑战，Cas 蛋白介导的 HDR 可

插入遗传物质但受限于分裂细胞。近年来，科学

家们发现天然的 CRISPR 相关转座酶和工程化

的 Cas 蛋白融合而产生的转座酶系统可在体外

和细菌中进行基因组整合[118]。工程化的 Cas 融

合重组酶，理论上可以如 CRISPR-Cas 系统一样

实现 DNA 插入、删除、倒置或替换目标 DNA
等，但效率较低、靶标序列限制较大。 

转座子整合的位置对其生存和传播至关重

要，原核生物的 DNA 转座子 Tn7 进化成在不破坏

必需基因的情况下整合到靶位点，同时避开宿主

的防御系统。Tn7 样转座子通常包含 tnsA、tnsB、
tnsC、tnsD 和 tnsE 基因以及其他基因元件。一些

重组的 Tn7 样转座子变体在细菌中参与 CRISPR
相关转座子介导的基因组整合事件。首先，TnsA
和 TnsB 形成 TnsAB 复合体，特异性识别转座子

侧翼的左端(LE)和右端(RE)基序，并催化转座子切

除供体位点[119-120]。然后，TnsB 将转座子 DNA 的

游离 3′端连接到由 TnsD 或 TnsE 底物分区域决定

的目标 DNA 底物上，在 5′端连接处留下小间隙，

这些间隙的修复导致 5 bp 目标位点重复。 
此外，研究人员 [118-121]还发现从霍乱弧菌

(Vibrio cholerae) 中 分离 出 的 I-F 型 转 座子

(Tn6677)可以将遗传物质插入大肠杆菌基因组。

该系统使用辅助质粒、pQCascade 和包含供体

DNA 的质粒，形成 R 环(R-loop)结构并整合基因

组。Tn6677 系统识别 CC PAM，插入片段的最

佳长度为 775 bp。在细菌基因组中，Tn6677 未

检测到全基因组脱靶位点 [118]。而后，Strecker
等[122]又开发了基于V-K型Tn7样的CAST系统，

一是 Anabaena cylindrica (AcCAST)，可识别

NGTN PAM 并在 PAM 下游 49−56 bp 的窄窗口内

观 察 到 插 入 ； 二 是 Scytonema hofmannii 
(ShCAST)，不仅可以识别 NGTN PAM 并在 PAM
下游 60−66 bp 之间观察到插入，还支持插入高

达 10 kb 的基因片段，但在多个位点检测到脱靶

转位。随后，研究人员[123]对 CRISPR 转座酶系

统进行优化与改造，获得的新系统 INTEGRTE
可在细菌中实现大片段DNA (长达 10 kb)的多位

点定向整合，具有极高的特异性且整合效率高达

100%。最近，研究人员[124]又在人类细胞中将进

化的 PseCAST 和提高转座活性的因子 ClpX 结

合，开发出无需 DSB 的 DNA 整合工具，为利

用 CRISPR 相关转座酶进行真核基因组整合奠

定了基础。 

4  讨论和展望 
作为一种新兴基因编辑技术，碱基编辑器一

经 问 世 便 备 受 关 注 。 ZFNs 、 TALENs 和

CRISPR-Cas 三种基因编辑工具都具有 DNA 识别

和切割能力，但各有优劣。ZFNs 可以实现大片

段插入，但效率较低且脱靶效应严重。TALENs
在线粒体基因组编辑中表现出优异的靶向递送

能力，但可能出现多拷贝的随机插入。相比之

下，CRISPR-Cas 系统设计简单、可操作性强、

具有精准的靶向性，大幅缩短了动物模型的构

建时间，能够实现模式动物基因的定点编辑，

因此应用愈发广泛，但难以实现细胞器 DNA 的

靶向编辑。 
目前已有多篇综述总结基于 CRISPR-Cas的

单碱基编辑器的发展及应用[34-36]，但随着研究技

术的不断深入推进，新型碱基编辑器的开发愈加

迅速，但同时总结 CRISPR-Cas 和 TALE 系统的

工作较少。本文系统介绍了 CRISPR-Cas 和

TALE 系统及其衍生的碱基编辑器的开发与优

化(图 2)，并梳理了碱基编辑器的发展历程[125-141] 

(图 3，鉴于篇幅限制，部分碱基编辑器未在文中 
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图 3  碱基编辑器发展历程[125-141] 
Figure 3  The development of base editors[125-141]. 
 
 
 

阐述)。总结而言，碱基编辑系统充分发挥了可

编程核酸酶的功能和优势，未来广泛应用于基础

研究、临床研究和农业育种值得期待。最近，全

球首例基于碱基编辑技术开发的通用型细胞疗

法——BE CAR7 用于治疗急性 T 淋巴细胞白血

病(T-lymphocytic leukemia, T-ALL)取得成功。研
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究团队以 mRNA 的形式将优化的 CBE——coBE
递送到健康 T 细胞中，通过引入终止密码子敲

除细胞中的 TRBC、CD52、CD7，并为其添加

上嵌合抗原受体 CAR。一名 13 岁 T-ALL 患者

接受该疗法治疗半年后，恢复状况良好且未检测

到癌细胞[142]。然而，碱基编辑系统目前仍存在

一定的技术性瓶颈亟待突破。例如，碱基编辑器

已经实现了直接对 A、C、G 的高效编辑，虽然

非编辑链上的 T 在编辑链上 A 被编辑的同时发

生转变，但仍然无法直接编辑 T 碱基(图 1E)。
另外，受 PAM 序列、编辑窗口活性、脱靶效应

和递送形式的限制，在实际的应用中碱基编辑器

无法实现对基因组高效编辑的同时还不引入其

他副产物。因此，未来碱基编辑器的发展在技术

改造和应用层面还具有更深层次的开发潜力。 
首先，迄今为止报道的天然和工程化 Cas

蛋白变体只能识别一半左右的 PAM 序列，而且

工程化 Cas 蛋白变体的稳定性通常不及天然的

Cas 蛋白[51]，因此，扩大 Cas 核酸酶的靶向范围

(尤其是识别不含嘌呤的 PAM 序列)的同时保持

高活性和稳定性的 Cas 变体的开发仍然是未来

发展的重要方向[143]。另外，利用天然的和工程

化的脱氨酶，可以扩宽碱基编辑器的靶向范围、

提高精度和有效性。将 Cas 蛋白与脱氨酶结合，

大大增加了碱基编辑器的功能和效用，如 Chen
等[144]利用重编程的 TadA-8e 构建了 Td-CGBE/ 
Td-CBEs，其中 eTd-CBEm 非常精准且无序列偏

好地主要编辑第 5 位的 C。Huang 等[145]运用人

工智能(artificial intelligence, AI)辅助的高通量蛋

白聚类方法，实现了脱氨酶功能结构的深入挖

掘，并成功开发了一系列编辑效率高、序列偏

好不明显、脱靶效率极低的新型碱基编辑工具。

因此，结合智能 AI 和宏基因组高通量测序开发

更多性能优异的 Cas 蛋白和脱氨酶，从而最大

限度地减少非预期的碱基编辑，能提高碱基编

辑系统的应用价值并拓展其应用前景。 
另外，在全球科研人员的努力下，碱基编辑

系统发展迅速、种类繁多、各有所长，但在实际

应用中，缺少有效的统计工具总结目前已开发的

碱基编辑系统的作用特点。因此，结合 AI 和大

数据实时智能统计，定期更新碱基编辑系统的研

究进展，有助于各领域把握最新进展并利用新型

有效的系统开展研究，对于推进临床试验和促进

精准医学发展具有重要意义。 
其次，在基于 CRISPR 的筛选应用上，碱基

编辑系统可实现大规模突变疾病位点，结合单细

胞测序构建相应的疾病模型，从而揭示遗传信息

的异质性。根据 PhosphoSitePlus 数据库统计，

已经确定的蛋白质翻译后修饰(post-translational 
modifications, PTMs)类型超过 500 种，广谱的功

能研究表明人类蛋白质上 PTM 位点超过 50 万。

本课题组[146]利用 CBE 和 ABE 对接近 18 000 个人

类蛋白质组磷酸化位点进行功能化筛选，发现了

多个参与结直肠癌细胞周期和蛋白质翻译后共

价修饰的基因，该筛选方法可用于人类多种疾病

化疗中的功能性磷酸化蛋白质组学研究。 
此外，基于碱基编辑系统的饱和突变实现深

入的蛋白挖掘和智能设计，除了单碱基编辑器以

外，双碱基编辑器也是非常强大的工具，通过对

多种类型的蛋白质进行功能突变从而实现蛋白

质功能改造和定向进化，从而开发具有不同功能

的蛋白质也是碱基编辑系统未来应用的一个重

要方向。 
最后，在编辑器的递送方面，开发更安全、

靶向性更强的递送工具是碱基编辑器应用于体

内治疗的重要发展方向。鉴于 AAV 能长期表达、

毒性低、免疫原性低和组织特异性高等优势，现

已成为基因治疗领域最重要的基因载体之一。但

AAV 的基因组承载量在 4.7 kb 以内，而许多碱

基编辑器都超过该大小，因此 AAV 的承载量成
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为最大的应用限制。为了进一步扩大其应用，研

究人员通过拆分碱基编辑系统，分别包装到 2 个

AAV 中再共同转染的方法来实现较大片段的递

送[147]，又或者开发体积较小的 Cas 蛋白[67-72]和

截短的脱氨酶[92-94]以方便 AAV 递送。此外，研

究人员还开发了多项瞬时表达的递送技术，如基

于脂类或类脂化合物生成脂质体或脂质纳米颗

粒(lipid nanoparticles, LNPs)的非病毒载体和类

病毒载体(virus-like particle, VLP)，但递送效率

不佳[148]。在 mRNA 疫苗应用时，由此开发的

VLP-mRNA 实现了细胞感染效率高、表达周期

短和脱靶效应显著降低[149]。随着基因编辑技术

的进一步发展，也会有更多的碱基编辑工具逐步

出现在基因编辑研发领域。在基因治疗中，递送

工具需要兼具瞬时、高效、安全以及包容性强的

特点，因此病毒载体的安全性问题和非病毒载体

效率上的挑战使得递送系统仍需要进一步开发

和探索。 
值得一提的是，新策略的出现并不是对传统

方法的否决，更多的是互相填补应用领域的空白。

随着越来越多的技术瓶颈被突破，基于可编程核

酸酶的碱基编辑系统在整个基因治疗和农业育种

领域的潜力将被进一步激发，最终造福人类。 
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