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摘要 基因编辑技术是指利用人工核酸酶对细胞和个体中特定的基因序列进行插入、替换或删除等编辑修饰。CRISPR/

Cas9核酸酶的发现是基因编辑技术发展的一个里程碑，但其编辑产物的精确性和脱靶效应依然是限制其应用的关键因素。

近年来以引导编辑技术为代表的衍生性编辑工具因高效且精准而受到广泛关注。该系统能够以不可逆的方式在基因组中靶

向引入多种类型的遗传变化，包括 12 种可能类型的点突变，以及片段的插入和缺失及其组合，而无需 DNA 双链断裂

（DSB）或者供体DNA模板。引导编辑技术结合了CRISPR/Cas9的靶向性和逆转录酶的精准编辑能力，使得编辑产物更加精

准。本综述将深入探讨引导编辑技术的发展、优化以及在DNA大片段编辑中的应用。
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基因编辑技术是最近二十年生命科学领域最具

革命性的突破，在基础研究和临床应用方面已展现

出广阔的前景。目前，成功用于基因组编辑的技术

有归巢核酸内切酶（homing endonuclease）［1-2］、锌指

核酸内切酶 （zinc finger endonuclease，ZFN）［3-4］、

转录激活因子类似效应物核酸酶 （transcription 

activator-like effector nuclease，TALEN）［5-6］和成簇

规 律 间 隔 短 回 文 重 复 （clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats， CRISPR） /

CRISPR 相关蛋白 9 （CRISPR-associated protein 9，

Cas9）系统。尤其是以Cas9为代表的CRISPR核酸

酶技术，在操作上更为简便，相比以往的归巢核酸

内切酶、锌指酶、转录激活因子类似核酸酶等工

具，具有天然的优势，是近年来分子生物学领域最

重大的技术突破之一。CRISPR/Cas系统本身是一

类广泛分布于细菌和古生菌等物种的适应性免疫系

统，在 2012年，美国加洲大学伯克利分校和瑞典

马尔默大学的两位女科学家 Jennifer Doudna 和

Emmanuelle Charpentier 率先证明：源于酿脓链球

菌 （Streptococcus pyogenes） 的 SpCas9 可在体外，

以可重编程的方式、高效而精确地对特定靶序列进

行识别和切割［7］。优化后的 CRISPR/Cas9 系统由

Cas9 与 人 工 设 计 的 单 指 导 RNA （single-guide 

RNA，sgRNA）组成，Cas9在 sgRNA的指引下可

以精确识别并切割目标DNA序列，DNA序列被切

割之后，通过细胞内的修复机制，致使基因组序列

发生改变［8］。

除了切割DNA，Cas9还可以作为一个基因操

作平台，将各种功能性的蛋白质元件运载到特定

DNA位点附近以开发衍生性的编辑工具，实现定

点的DNA编辑、修饰或者调控。在这些衍生性编

辑工具中，近年来发展起来的碱基编辑工具因可实

现高效、精确的单碱基编辑而备受关注［9-14］。碱基

编辑工具由Cas9和脱氨酶融合而成，根据脱氨酶

的不同分为胞嘧啶碱基编辑器（CBE）和腺嘌呤碱

基编辑器（ABE），CBE系统实现胞嘧啶（C）到胸

腺嘧啶（T）的转换［15］，ABE系统实现腺嘌呤（A）到
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鸟嘌呤（G）的转换［16］，这对众多因为此类碱基转

换导致的遗传病研究及治疗有重要意义。

之后在 CBE 基础上开发出的 C-to-G 碱基编辑

器（C-to-G base editor，CGBE）和糖基化酶碱基编

辑器（glycosylase base editor，GBE）能实现C-to-G

和 C-to-A 之间的碱基颠换（transversion）［17-18］，此

技术的开发主要得益于研究者们对CBE系统编辑

副产物（包括 C-to-G 和 C-to-A 的颠换）的深入研

究。研究者们认为，引入高效切除胞嘧啶脱氨产生

的尿嘧啶 （U） 的酶——尿嘧啶 DNA 糖基化酶

（UNG）或去掉CBE系统中的尿嘧啶糖基化酶抑制

剂 （UGI） 组 分 ， 可 以 生 成 无 碱 基 （apurinic/

apyrimidinic site，AP）中间体，之后实现无碱基中

间体介导的高效的 C-to-G 和/或 C-to-A 碱基颠

换［17-18］。接着研究者们开发出一系列无碱基中间体

依 赖 的 碱 基 编 辑 器 （gGBE、 ACBE、 AYBE、

DAF-CBE/DAF-TBE、TSBE3 等），丰富了碱基颠

换类型［19-23］。虽然利用这些编辑系统可以实现所有

12种类型的碱基转换，但是仍然存在不足之处。 

a. 旁位编辑。当编辑活性窗口内存在多个目标核苷

酸时，均会被编辑。这样可能会造成氨基酸突变或

提前引入终止密码子而影响蛋白质表达。b. 编辑纯

度问题。单碱基编辑以及无碱基中间体依赖的碱基

编辑器均存在编辑纯度的问题，不能将目标核苷酸

编辑为单一的指定的碱基，不能实现精确的编辑。

c. 插入和缺失 （indels） 水平过高。 indel 会导致

DNA序列发生不可预测的变化，可能引起基因功

能的改变，影响基因表达、蛋白质结构或细胞功

能等。

而 2019 年 David R. Liu 实验室［24］研发出的基

因组编辑技术——引导编辑 （prime editing，PE）

技术，在一定程度上克服了这些局限性。引导编辑

系统主要由两部分组成，与逆转录酶（MLV-RT）

融合表达的 SpCas9 切口酶（H840A）以及工程化

的 pegRNA （prime editing guide RNA）。该技术可

以在靶位点实现精确的 12 种可能类型的点突变，

以及小片段插入和缺失，而无需 DNA 双链断裂

（double-strand breakage， DSB） 或 供 体 DNA 模

板［24］。引导编辑系统被开发以来凭借其优势发展

迅速，研究者们基于该技术纠正与遗传性疾病的致

病突变［25-29］，构建疾病相关动物模型［30-33］，助力

农作物育种和改良［34-38］等，这些应用场景展示了

引导编辑技术的多样性和潜力。除此之外，引导编

辑技术在DNA大片段编辑方面（插入、缺失、替

换、串联重复以及染色体倒位和易位等）展现出了

巨大的潜力。但是编辑效率低也限制了该技术的应

用，所以如何提高引导编辑系统的编辑效率也成为

一个研究热点，近年来研究者们在提高引导编辑效

率方面的研究也取得了很大的进展。本综述详细介

绍了引导编辑系统的发展，重点介绍各种提升引导

编辑编辑效率的策略以及引导编辑技术在DNA大

片段编辑中的应用。

1　引导编辑系统

1.1　引导编辑系统的概况

David R. Liu实验室提出的引导编辑系统主要

由两部分组成，一部分是与野生型逆转录酶    

（M-MLV-RT）融合表达的SpCas9切口酶（H840A），

其中逆转录酶来源于莫洛尼氏鼠白血病病毒

（Moloney murine leukaemia virus）［24］。另一部分是

工程化的 pegRNA，pegRNA 是在常规 sgRNA 的    

3' 端添加了引物结合序列 （primer binding site，

PBS）和逆转录模板（RT）［24］。首先在 pegRNA的

引导下，SpCas9 切口酶 （H840A） 会切割非靶向

链——原型间隔区邻接基序（protospacer adjacent 

motif，PAM） 所在的 DNA 链，然后 pegRNA 3'端

的PBS可以与切口前的序列识别配对，之后逆转录

酶会以pegRNA上人工设计的逆转录模板序列为模

板进行逆转录。接着在切口附近会出现包含编辑的

3'侧翼序列（flap），以及与之动态平衡的未包含编

辑的5'flap，在细胞修复过程中5'flap易被结构特异

性的内切酶识别并切除，最后通过DNA复制或修

复机制将新的序列写入靶位点［24］（图 1）。Osamu 

Nureki和张锋团队［39］研究了该系统在多种状态下

的冷冻电镜结构，对预起始、启动转录和延伸状态

的结构进行比较，在逆转录的过程中，逆转录酶始

终相对于 SpCas9保持一致的位置，而通过逆转录

酶和 pegRNA 合成的 DNA 杂合双链堆积在 SpCas9

的表面。对终止结构状态的功能分析显示，逆转录

酶将逆转录扩展到了预期的模板之外，也就是将

sgRNA 的部分骨架序列也逆转录出来，从而在靶

基因引入了不希望的编辑［39］。

引导编辑系统经由David R. Liu实验室开发并

经过一系列的优化。首先，David R. Liu实验室［24］

将逆转录酶融合到Cas9切口酶的C端，并将此系

统称为PE1。经过测试，PE1系统可以在哺乳动物

细胞基因组实现精确的点突变，小片段的碱基插入

或缺失（1~3 bp）［24］。但是 PE1 的编辑效率较低，
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多数位点不足5%。

考虑到逆转录酶在引导编辑系统中起着重要的

作用，为了提高该系统的编辑效率，David R. Liu

团队［24］进一步优化了逆转录酶。优化从已知可以

增加逆转录酶的热稳定性、逆转录连续性以及

DNA∶RNA的底物亲和力等突变入手。据此创建并

评估了包含多种M-MLV RT突变的 19种变体，最

终在 M-MLV 逆转录酶中引入 5 个氨基酸突变

（D200N/L603W/T330P/T306K/W313F）形成了PE2

系统，与PE1相比，PE2在哺乳动物细胞基因组的

编辑效率提高了1.6~5.1倍［24］。

之后该团队对系统进行进一步的优化，引入一

条靶向非编辑链的 sgRNA以诱导其产生单链断裂，

促使细胞以编辑链作为模板进行修复，从而提高系

统的编辑效率（PE3）［24］。与PE2相比，该策略可

以将编辑效率提高 1.5~4.2倍［24］。但是PE3系统的

indel水平也有所升高，这可能是由于引入 sgRNA

后，双链切割产生一个类似DSB的双链断裂。为

了降低 indel 水平， David R. Liu 实验室［24］ 将

sgRNA 设计为仅可以靶向编辑链编辑后的序列

（PE3b）。与PE3系统相比，PE3b系统显著降低了

indel的水平，而编辑效率没有明显的降低。

1.2　引导编辑系统的特点

1.2.1　编辑结果精确

引导编辑系统的编辑方式足够准确，可以通过

逆转录模板指定任意想要写入基因组的序列，从而

实现所有 12种可能类型的点突变，以及小片段的

插入缺失及其组合［24］。相比之下，单碱基编辑器

CBE和ABE以及新型AP位点依赖的碱基编辑器虽

然可以实现所有的碱基转换类型，但是这些编辑工

具编辑模式固定，无法做到编辑方案的订制，且或

多或少地存在不精确性，如旁位编辑、编辑纯度等

问题。

1.2.2　编辑类型多样

引导编辑系统的编辑类型多样，特别在DNA

大片段编辑上面展现出无限的潜力。最初的引导编

辑系统可以实现小片段的插入、缺失以及组合［24］，

之后研究者们基于该系统还可以实现DNA大片段

的删除、插入、替换、基因整合［26，40-49］以及染色

体易位、倒位、串联重复［40，50-52］等。

1.2.3　PAM的限制小

与碱基编辑系统相比，引导编辑系统扩展了基

因组编辑的范围。碱基编辑系统存在活性窗口的限

制，引导编辑技术可以在靠近或远离PAM位点的

位置进行编辑，编辑位置到PAM的距离可以超过

30 bp［24］。

1.2.4　较低的脱靶水平

引导编辑系统在全基因组范围具有很高的编辑

特异性［47，53］。高彩霞团队［53］在植物上对引导编辑

系统的脱靶效应进行了研究，发现pegRNA依赖型

的脱靶效应非常低，且该系统不会造成全基因组范

围的不依赖于pegRNA的脱靶效应。但是在碱基编

辑系统中，由于 sgRNA引导碱基编辑器结合与靶

向位点序列相似的位点，造成 sgRNA序列依赖的

脱靶［54-55］，并且碱基编辑系统特别是CBE系统会

在全基因组和全转录组范围内引发严重的 sgRNA

非依赖性脱靶，这些突变会随机分布于整个基因

组中［56-58］。

综上所述，引导编辑技术在编辑准确性、编辑

Fig. 1　The working principle diagram of prime editing system
图1　引导编辑系统的工作原理示意图
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类型、PAM限制以及脱靶水平等方面都存在一定

的优势，但是由于引导编辑机制涉及到多个元件的

协同作用和内源性修复或复制因子的调控，引导编

辑技术的编辑效率普遍较低，这也限制了其更广泛

的应用。接下来将从不同方面讨论如何优化引导编

辑系统从而提高该系统的编辑效率。

2　引导编辑系统的优化

2.1　pegRNA的优化

2.1.1　RT和PBS的优化

pegRNA 是引导编辑系统重要的组成部分之

一，可以对其进行各方面的优化来提高引导编辑系

统的编辑效率（表1）。David R.Liu团队［24］首次提

出引导编辑系统时就发现PBS和RT的参数设置与

编辑效率息息相关，PBS的长度约在 13 nt时效率

较高，而最优的RT长度与编辑类型以及编辑位点

相关［24］（表 1）。此外他们发现 pegRNA 的 3′延伸

第一个碱基是 C 时会降低引导编辑系统的编辑效

率（表1）。

pegRNA 的 PBS 与编辑链切口前的 DNA 结合

以启动逆转录，其熔解温度（melting temperature，

Tm）决定了两条链结合的稳定性，所以 PBS 的 Tm

值可能影响编辑效率（表1）。高彩霞团队［59］在植

物中使用引导编辑系统时发现，具有 30°C熔解温

度的PBS序列使引导编辑系统的编辑效率最优。而

伊成器课题组［47］发现在哺乳动物细胞中PBS的Tm

值范围为 34~40°C 时的编辑效率最优。李占军团

队［60］通过测试发现 PBS 的 Tm值范围为 42°C 时的

编辑效率最优。Scot A Wolfe团队［61］发现对于3'端

保护的 pegRNA，在哺乳动物细胞中，较短的PBS

长度和PBS的Tm值接近 37°C是最佳选择。植物和

哺乳动物细胞之间不同的原因可能是不同类别的细

胞培养温度不同。

2.1.2　双pegRNA策略

原始的引导编辑系统中包含一个pegRNA，多

个团队证实使用两个pegRNA同时靶向一个目标编

辑位点可以提高引导编辑系统的编辑效率以及编辑

精确度 （表 1）。高彩霞团队［59］ 首次提出双

pegRNA 策略，即在 DNA 的正链和负链各设计一

个pegRNA，通过在水稻内源位点测试，最佳Tm值

与双pegRNA结合的策略可以将引导编辑系统编辑

效率从 2.9倍提高到 17.4倍，大大提高了引导编辑

系统在植物中的编辑效率。伊成器课题组［47］使用

配对的 pegRNA 编码正义和反义 DNA 链中的相同

编辑区域，通过与原始的引导编辑系统比较，各种

编辑形式如碱基替换、插入和删除方面的效率都显

著高于PE2系统，且编辑副产物远少于PE3系统。

笔者所在团队使用双 pegRNA 系统将 DNA 大片段

删除的效率提高了16倍，编辑精确度提高了60倍，

此外该策略可以提高多碱基同时转换的效率，但是

没有提高单碱基转换的效率［49］。虽然该策略并不

是对所有的编辑类型都是有效的，但是总体上从提

高引导编辑系统的效率和精确度来说，使用双

pegRNA策略不失为一种明智高效的选择。

2.1.3　增加pegRNA的稳定性

PegRNA 是在常规 sgRNA 的基础上增加了

PBS 和RT，该序列会被外切酶降解，从而降低引

导编辑系统的编辑效率。此外 pegRNA 3'端的PBS

与 5'端部分间隔序列（spacer）互补，它们之间的

退火会导致pegRNA环化，从而阻碍编辑。

为了增加 pegRNA 的稳定性，David R.Liu 团

队［62］ 在 pegRNA 的 3'端添加结构化的 RNA 基序

（evopreQ1、mpknot），通过降低 pegRNA 3'端延伸

的降解来增加 pegRNA 的稳定性，改进之后的

pegRNA （epegRNA）在多种细胞系中将引导编辑

系统的编辑效率提高3~4倍（表1）。之后多个研究

团队以相似的原理在 pegRNA 的 3'端添加一段序

列，如可以形成发夹结构的 20 nt 的 csy4 序列

（ePE）［63］、病毒外切核糖核酸酶抗性 RNA 基序

Zika xr-RNA （xr-pegRNA） ［64］ 、 G-quadruplex   

（G-PE）［65］，或者RNA适配体（sPEs）［66］等来提高

pegRNA的稳定性从而提高编辑效率（表1）。此外

陈佳实验室团队［67］通过改进 pegRNA的小发夹结

构，将其第 2 个茎环结构中的 G/A 碱基对改造为  

C/G碱基对开发了apegRNA，增加其稳定性将编辑

效率平均提高2.77倍（表1）。

为了减少 pegRNA的环化，马涵慧团队［66］采

用环状 pRNA （circular pRNA，cpRNA）策略大大

提高了引导编辑系统的效率，该策略将pegRNA拆

分 成 sgRNA 和 pRNA （prime RNA） 两 部 分      

（表 1）。高彩霞团队［68］ 和 Erik J. Sontheimer 团

队［27］采用相似的环状方案也提高了系统的编辑效

率 （表 1）。 Jing-Ruey Joanna Yeh 团 队［69］ 将

pegRNA热变性再缓慢冷却来降低 pegRNA的错误

折叠水平并增强其与Cas9蛋白复合的能力，该方

法将核糖核蛋白介导的斑马鱼胚胎引导编辑效率提

高了近 25 倍，并且通过引入旨在破坏 pegRNA 内

部相互作用的点突变，将斑马鱼胚胎的编辑效率提
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高6倍（表1）。Scot A Wolfe团队［61］为了减少PBS

和间隔序列之间的环化自抑制作用，在哺乳动物细

胞中使用较短长度的PBS，此外引导编辑系统递送

后对细胞进行瞬时冷休克处理进一步提高了编辑效

率。但是其中的一些策略并不适用于体内递送。

之后 Britt Adamson 团队［70］通过 CRISPR 干扰

（CRISPR interference，CRISPRi）筛选出一个关键

小 RNA 结合蛋白 La （La protein），发现它是影响

引导编辑系统编辑效率的关键调控因子。La可以

结合RNA聚合酶 III（Pol III）转录本3'端的多聚尿

苷（polyU），保护它们免受外切核酸酶的破坏［70］。

作者将 La 蛋白与 PEmax 系统结合，增强 pegRNA

的稳定性，特别是当融合到C端改善编辑效果最为

显 著 ， 该 团 队 将 PEmax-C-la （1-194） 命 名 为

PE7［70］。该策略与 PEmax 系统强强结合，实现了

更高水平的编辑效率（表1）。

2.1.4　增加pegRNA的表达水平

多个团队通过优化pegRNA的骨架来增加其表

达水平，他们将骨架中连续尿嘧啶的第四个尿嘧啶

突变为胞嘧啶或腺嘌呤以消除转录终止信号，以此

增加了 pegRNA 表达，提高引导编辑系统的效

率［62-63］（表1）。此外，林照博与黄行许团队［71］合

作使用RNA聚合酶 II启动子代替RNA聚合酶 III启

动子，适合表达含有 4 个以上连续 U 残基的复杂

RNA结构（表1）。陈其军团队［35］在玉米的研究中

使用两种类型的启动子（Pol2-Pol3复合型启动子）

驱动 pegRNA的表达，从而提高编辑效率（表 1）。

杨进孝和赵久然团队［72］通过在植物中的测试发

现，在RT模板上添加多个同义突变位点能显著提

升引导编辑系统的编辑效率（RT-M策略），作者猜

测该策略降低了RT模板与切口之后的基因组DNA

结合的概率，从而增强逆转录水平提高编辑效

率（表1）。

Table 1　The strategies of pegRNA optimization
表1　pegRNA优化策略

名称

pegRNA

epegRNA

G-PE

xr-pegRNA

ePE

sPEs

apegRNA

RT-M pegRNA

pegRNA
F+E骨架

pegRNA
Pol2启动子

pegRNA
Pol2-Pol3
启动子

petRNA

cpRNA

circular RNAs

结构

  

参考文献

[24, 44, 47, 49, 59-61]

[62]

[65]

[64]

[63]

[66]

[67]

[69, 72]

[62-63]

[71]

[35]

[27]

[66]

[68]

evopreQ1：天然存在的最小型RNA基序之一（modified prequeosine1-1 riboswitch aptamer）；mpknot：MMLV逆转录酶的内源性模板，有助

于富集MMLV-nCas9融合蛋白（frameshifting pseudoknot from Moloney murine leukemia virus）；G-quadruplex：G-四联体；Zika-xrRNA：寨

卡病毒-源自虫媒黄病毒基因组3'UTR的RNA；Csy4：细菌CRISPR内切核糖核酸酶；MS2：MS2外壳蛋白；PP7：PP7外壳蛋白；Pol2-Pol3：

RNA聚合酶II启动子-RNA聚合酶III启动子；R：右；L：左。
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2.1.5　pegRNA的优化设计

设计高活性的pegRNA也是提高引导编辑系统

效率的有效途径。相对于常规的 sgRNA，pegRNA

的设计更加复杂。研究人员开发出一系列可以用来

设计pegRNA的在线网站，这些网站根据需要写入

基因组的序列以及靶向的基因组序列，设计最优的

PBS和RT序列［73-79］。基于 3'延伸的 pegRNA策略，

David R.Liu 团队［62］开发了用于识别 pegRNA 和 3'

延伸序列之间的接头序列的计算工具 pegLIT，该

工具的出现使我们可以高效便捷地设计epegRNA。

2.2　引导编辑系统蛋白的优化

Cas9 蛋白和逆转录酶在引导编辑系统中发挥

着重要的作用，通过进一步优化可提高引导编辑系

统的效率（表2）。

薛文团队［80］及其他团队［27，81］在哺乳动物细

胞上验证去除逆转录酶中的核糖核酸酶 H 结构域

（RNase H） 不影响引导编辑系统的编辑效率    

（表 2）。高彩霞团队［82］通过去除逆转录酶中的核

糖核酸酶H结构域，并掺入具有核酸伴侣活性的病

毒核衣壳蛋白，开发了 ePPE （engineered plant 

prime editor）系统，该系统在植物细胞中将编辑效

率提高了 1.8~3.4 倍。Rasmus O. Bak 团队［83］通过

对逆转录酶进行变体筛选、密码子优化和去除

RNase H结构域的改进，优化过的系统具有表达优

势（1.4倍）和大小优势（短621 bp）（表2）。去除

逆转录酶中核糖核酸酶H结构域的策略在不影响编

辑效率的基础上更利于递送。David R.Liu团队［84］

也在PEmax系统中对逆转录酶进行了密码子优化，

同时在 Cas9 蛋白中引入了两个氨基酸 （R221K 

N394K）的突变，进一步提高了编辑效率（表 2）。

Gerald Schwank 团队［85］通过酵母中的蛋白质进化

技术增强了引导编辑系统的活性，得到 Cas9

（A259D） 和 逆 转 录 酶 （K445T） 的 突 变 体          

PE-Y18，与 PEmax 相比，编辑效率提高约 3.5 倍

（表 2）。宗媛团队［86］在 ePPE 系统的基础上引入

PEmax 版 本 的 Cas9 蛋 白 的 两 个 突 变 ， 称 为

ePPEmax*系统，之后又在逆转录酶中引入一个新

的氨基酸突变位点 V223A，开发 ePPE plus 系统，

显著提升了引导编辑系统在小麦中的基因编辑能力

（表 2）。此外，杨进孝和赵久然团队［72］发现，在

植物中将 M-MLV RT置于 Cas9 N 端能介导更高的

编辑效率（PE-P3）（表 2）。以上的优化策略大多

都是对逆转录酶进行优化，今后可以聚焦于 Cas9

蛋白进化，为引导编辑系统打造最强悍的 Cas9

版本。

同时研究者们也通过对引导编辑系统蛋白质优

化进一步提高了编辑的精确度。Jin-Soo Kim 团

队［87］ 发现， SpCas9 H840A 不仅可以切割 non-

target DNA链，还会切割 target DNA链，只是切割

效率低于野生型Cas9，该团队使用双突变型nCas9 

（H840A N863A）进一步灭活HNH核酸酶结构域，

该 ePE3 系统使编辑的精确度提高 （表 2）。Gil 

Gregor Westmeyer 团队［88］通过将 5'-3'核酸外切酶

与引导编辑系统结合开发Exo-PE策略，该策略增

强了≥30 bp 片段DNA插入的有效性和精确度（表

2）。此外梁振团队［89］通过将T5 5'-3'核酸外切酶融

合在系统的N端，构建了一种高效的植物引导编辑

系统PE2 （v2），可以将点突变删除插入的效率提

高 1.7~2.9倍（表 2）。我们更希望得到将上述提高

编辑效率以及提高编辑精确度的策略相结合的系

统，具体的融合策略还需要进一步去探索。

除此之外，研究者们也通过提高引导编辑系统

蛋白的表达量来提高系统的编辑效率。已有文献报

道 CRISPR/Cas9 系 统 中 核 定 位 信 号 （nuclear 

localization signal，NLS） 序列的组成和数量会影

响基因组编辑的效率，多个团队通过优化碱基编辑

系统的 NLS 来提高编辑效率［90-91］。原始的引导编

辑系统在 N 端和 C 端各有一个双分型核定位信号

（bipartite nuclear localization signal， bpNLS）［24］，

薛文团队［25］在该系统N端bp NLS的基础上增加一

个 C-myc NLS，C 端改为 SV40 NLS 和 v-bp SV40 

NLS （variant bipartite SV40 NLS），优化之后的系

统PE2*更有效地在靶位点进行核苷酸转换、序列

删除或插入（表 2）。PEmax系统在Cas9和逆转录

酶中间添加了 bp SV40 NLS［84］，进一步提高了系

统蛋白质的表达量（表2）。

2.3　不同变体的引导编辑系统

2.3.1　不同Cas9变体的引导编辑系统

原始的引导编辑系统使用化脓性链球菌 Cas9 

（SpCas9），仅可以识别NGG的PAM。若将不同变

体的Cas蛋白应用到引导编辑系统中，就可以靶向

非NGG序列的区域，提高引导编辑系统的适用范

围。Yongsub Kim团队［92］生成了具有PAM灵活性

的各种类型 PE2 变体： PE2-VQR、 PE2-VRQR、

PE2-VRER、PE2-NG、PE2-SpG 和 PE2-SpRY。此

外多个研究团队还替换了其他来源的 Cas9，如

SaCas9［25，84，93］、SaCas9KKH［25，93］、SauriCas9［93］、

FnCas9［94］ 和 CjCas9［93］。 高 彩 霞 团 队［68］ 还 将
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Cas12a 应用到引导编辑系统，该系统可以识别富

含 T 的区域，并且同时靶向 4 个基因。但是由于

Cas12a同时在DNA和RNA水平上具有核酸酶的活

性，这就导致pegRNA也会被切割，所以该团队使

用环状RNA来克服这一挑战。以上这些变体在增

加PAM多样性的基础上，还减小了引导编辑系统

的尺寸，但是与SpCas9相比，这些Cas蛋白的大小

并没有小很多，之后可以将 IsrB［94］、 IscB［95］、

TnpB［96］等应用到引导编辑系统，并通过进化得到

活性更强的Cas蛋白。

2.3.2　不同逆转录酶变体的引导编辑系统

原始的引导编辑系统使用来自莫洛尼氏鼠白血

病病毒的逆转录酶［24］，多个团队也测试其他来源

的逆转录酶。高彩霞团队［27］使用针对植物优化的

PPE 系统，发现原来的逆转录酶可以被 CaMV-RT

（来自花椰菜花叶病毒）和反转录子衍生性逆转录

酶 （来 自 大 肠 杆 菌 BL21） 代 替 ； Erik J. 

Sontheimer 团队［34］也使用其他来源的逆转录酶，

但是这些系统的编辑效率都不如原始的逆转录酶，

活性比较弱。David R.Liu团队［97］基于噬菌体辅助

连 续 进 化 （phage assisted continuous evolution，

PACE）技术和蛋白质工程生成了体积更小，效率

更高的 PE6a-g系统，其中每个系统都包含一个新

的逆转录酶或 Cas9 变体，并且测试发现 PE6a 到

PE6g具有不同的编辑类型偏好，可根据编辑类型

选择使用不同的PE6系统（表2）。

2.3.3　不同偶联系统的引导编辑系统

常规的引导编辑系统由两部分组成，一个用来

表达 SpCas9 切口酶和逆转录酶，另一个用来表    

达 pegRNA。Paul Q Thomas 团队［98］研发的 Prime 

Editing All-in-One （PEA1） 系 统 以 及 B. P. C. 

Koeleman 团 队［99］ 的 Prime Editing all-in-one 

（pAIO）系统将表达引导编辑系统所有组分的元件

全部构建在一个载体上面，提高了编辑效率。

此外还有其他团队使用拆分的策略包括

sPE［27］、 Intein-PE［80，83，100-103］、 nCas9 /MCP-RT 和

SunTag-PE［27］，这些策略不仅有利于递送，而且编

辑效率提高或与全长系统相当（表 2）。王可品团

队［104］提出了一种称为 CC-PE 的拆分系统，其中

nCas9 和 RT 通过卷曲螺旋二聚化肽 （coiled-coil 

dimerization peptides）偶联，该肽仅包含28个氨基

酸，可以基于静电和疏水相互作用实现紧密和特异

性的二聚化配对，几乎不会增加载体大小的额外负

担（表2）。

2.4　内源性因素

2.4.1　错配修复机制

虽然引导编辑系统可以在细胞中实现各种类型

的DNA变化，但是对相关的内源性修复机制知之

甚少。David R.Liu团队［84］通过CRISPRi 筛选发现

错配修复（mismatch repair，MMR）活动强烈抑制

引导编辑的效率和纯度。他们通过敲除或者降低

MMR相关基因的表达来提高引导编辑系统的编辑

效率，通过尝试发现瞬时表达 MLH1 显性抑制

（MLH1 dominant negative，MLH1dn）基因的效果

最 佳 ， 并 由 此 产 生 了 PE4 （PE2 与 MLH1 dn       

（Δ754-756） 的组合） 和 PE5 （PE3 与 MLH1 dn 

（Δ754-756） 的组合）［84］（表 2）。但是经过测试

MLH dn对编辑类型有偏好性，能增强所有12种点

突变的编辑效率，但对G-C突变的增强效果最差，

对<15 bp的插入缺失突变有明显的增强，但对更长

片段的插入缺失突变并无很好的增强［84］。此外    

J. I. Loizou团队［105］针对涵盖已知人类DNA修复途

径的 32个DNA修复因子进行了集中的遗传筛选，

他们的结果也显示，MMR 参与引导编辑的调控，

并且在不同的细胞系以及编辑类型中，抑制MMR

可使编辑效率提高2~17 倍。Hyuk-Jin Cha团队［106］

在人类胚胎干细胞中通过敲除MMR途径的关键蛋

白质，发现MutSα和MutSβ以依赖于编辑尺寸大小

的方式决定引导编辑系统的编辑效率。魏鹏程和李

娟 团 队［107］ 使 用 RNA 干 扰 （RNA interference，

RNAi）技术抑制了水稻中的OsMLH1基因，在稳

定转化的水稻细胞中将编辑效率提高了 1.30~2.11

倍，并且通过条件性激活系统不影响植物的生育

能力。

2.4.2　染色质环境

染色质环境会强烈影响基因编辑的编辑效率和

准确性。不同的染色质状态可能导致编辑系统的访

问性受限。因此，了解和调控染色质环境对于高效

的引导编辑系统至关重要。

Jay Shendure 团队［108］发现引导编辑系统表现

出强烈的染色质相关的位置效应，对于相同的目标

位点和编辑，编辑效率从0%到94%不等。之后作

者通过一种基于单细胞测序（sci-RNA-seq3）的技

术可以将细胞受到的遗传干扰和不同染色质环境中

的引导编辑系统响应联系起来，进而发现解旋酶样

转录因子（helicase-like transcription factor，HLTF）

为引导编辑系统的依赖性抑制因子［108］。为此他们

提出可以通过分别使用CRISPR介导的沉默或激活
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来显著降低或提高引导编辑系统的编辑效率［108］。

笔者所在团队通过药物筛选系统发现组蛋白去乙酰

化酶（histone deacetylase，HDAC）抑制剂可以提

高引导编辑系统小片段插入和缺失的编辑效率，这

可能是因为 HDAC 抑制剂促进了染色质开放状

态［109］。Kim团队［30］使用近端 gRNA （spacer长度

为14 nt或15 nt的 sgRNA，可以结合到目标位点但

不具有切割活性） 或染色质调节肽 （CMP-PE1-

V1）的引导编辑系统，通过打开目标位点的染色

质结构从而提高编辑效率（表 2）。张学礼、毕昌

昊团队［110］使用 SunTag系统和MS2系统招募先锋

因子P65提升染色质可及性从而提高引导编辑系统

的编辑效率（表2）。

2.5　其他策略

近期研究还发现，对p53的短暂抑制可以提高

引导编辑系统在人胚胎干细胞的编辑效率，但是其

中的机制还没有探究清楚［111］。Kim团队［112］通过

添加Rad51 DNA结合域（DBD）来生成更有效的

PE2 变体（hyPE2），Rad51 结合域可以促进 DNA/

RNA 杂合体的形成，从而促进 pegRNA 与带切口

的目标 ssDNA的结合，增强逆转录的水平，在内

源性位点进行测试时，hyPE2比PE2高1.5或1.4倍

（图3）。季泉江、黄行许课题组［113］报道3'-5' DNA

外切酶是阻碍细菌先导编辑系统的关键遗传因素，

他们设计了一种称为BacPE的引导编辑平台，同时

删除 sbcB、xseA和exoXDNA外切酶，将引导编辑

效率提高了 100 倍。Richard I. Sherwood 团队［114］

提出一种肽自我编辑测序分析（PepSEq）的高通

量方法，以测量12 000个氨基酸肽的融合如何影响

引导编辑效率，开发出的 IN-PE系统显示氨基酸肽

的融合可以通过提高翻译效率从而提高系统的编辑

效率（表2）。

这些从不同方面优化引导编辑系统的尝试，丰

富了引导编辑系统编辑效率提升的选择，也提示引

导编辑系统效率仍有进一步提升的空间。

Table 2　Different versions of the prime editing system
表2　不同版本的引导编辑系统

PE1

PE2

PE2*

PEmax

PE4/PE5

PE2ΔRNaseH

PE-Y18

ePPE

ePPEmax*

ePPEplus

PE-P3

Exo-PE

ePE3 (H840A N863A)

PE2 (v2)

PE6

hy-PE2

[24]

[24]

[25]

[84]

[84]

[27, 80-83]

[85]

[82]

[86]

[86]

[72]

[88]

[87]

[89]

[97]

[112]

名称 结构 参考文献
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CMP-PE1-V1

IN-PE

PE7

sPE

Intein-PE

SunTag-PE

nCas9 and MCP-RT

CC-PE

[30]

[114]

[70]

[27]

[80, 83, 100-103]

[27]

[27]

[104]

续表2

名称 结构 参考文献

SV40 NLS：猴病毒40 （Simian Virus 40）核定位信号；aa：氨基酸；MMLV RT：来源于莫洛尼氏鼠白血病病毒的逆转录酶；c-Myc NLS：

c-Myc核定位信号；v-bp SV40 NLS：双粒子SV40核定位信号的变体（variant bipartite SV40 NLS）；MLH1 dn：MLH1显性抑制型（MLH1 

dominant negative）；RNase H：核糖核酸酶H结构域；NC：具有核酸伴侣活性的病毒核衣壳蛋白（viral nucleocapsid）；PCP：PP7适配体结

合外壳蛋白；Rad51 DBD：Rad51结合域；HN1/H1G：HN1蛋白/H1G组蛋白；NFATC2IPp：与NFAT （nuclear factor of activated T-cells）转

录因子家族成员相互作用的蛋白质（nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic 2 interacting protein）；La：关键小RNA结合蛋白；GCN4/ 

scFv：19个氨基酸的肽，可被scFv抗体识别/单链可变片段（single chain variable fragment）；MCP：构成MS2噬菌体衣壳的主要蛋白质；P3/

P4：包含28个氨基酸的肽，基于静电和疏水相互作用实现紧密和特异性的二聚化配对。

3　引导编辑系统在DNA大片段编辑中的应用

已有研究显示，在与人类疾病相关的75 122种

遗传变异中，约 50% 都是由点突变造成的，缺失

占 26%，复制占 8.2%，插入占 2.5%，插入和缺失

的组合占2%［115］，其中大部分是长片段的插入、缺

失以及复制。目前实现这些DNA大片段编辑的策

略多依赖 CRISPR/Cas9 核酸酶［116-123］，但是基于

DNA双链断裂修复的方法都容易出错，导致基因

组出现随机的插入或缺失、DNA易位和细胞凋亡

途径的激活等［124-126］，而引导编辑系统的出现给

DNA大片段编辑带来了希望，研究者们基于该系

统研发出不同的策略来实现DNA大片段的编辑。

3.1　DNA大片段删除

多个研究团队基于引导编辑系统使用双

pegRNA策略实现DNA大片段的删除（图 2）。Jay 

Shendure 团队［44］ 使用双向 pegRNA 的设计方案

（PRIME-Del），使待删除片段两端携带与相反的基

因组链上模板的互补序列，从而实现目的片段的删

除，最高可实现~10 kb的删除（图2）。David.R Liu

团队［49］使用与之类似的策略 twinPE可以删除高达

约800个碱基对的序列（图2）。同样的，笔者所在

团队使用双pegRNA策略在也在哺乳动物细胞基因

组实现大片段的删除。该团队首先尝试使用PE3系

统实现DNA大片段的删除，通过测试发现，只有

nick sgRNA的位置在待敲除片段的3'端时，可以实

现大片段的删除。之后作者将 nick sgRNA 置换成

pegRNA，结果显示双pegRNA策略（Bi-PE）的编

辑效率要高于PE3系统，而产生的 indels水平低于

PE3系统（图2）。Bi-PE策略可以删除1 kb的DNA

片段，同时将DNA大片段删除的效率提高 16倍，

编辑准确性提高60倍［49］。之后该团队尝试利用Bi-

PE系统在内源基因组上删除大片段的同时插入一

小段序列［49］，并提出两种工作方案 Bi-PE-2 和    

Bi-PE-3，两种方案不同之处在于 pegRNA的RT部

分，其中 Bi-PE-2 的 pegRNA 的 RT 只有 edit 序列

（插入的小片段序列），无同源序列 （HA），        

Bi-PE-3 pegRNA 的 RT 部分同时包含 edit 和 HA 序

列，内源性靶点的测试显示 Bi-PE-3 的策略优于 

Bi-PE-2［49］（图2）。总之，这些方案与传统的Cas9

介导的缺失突变方法进行比较，引导编辑系统介导

的DNA大片段删除的效率更高，且产生错误的概

率更低。

多个实验室还使用野生型 Cas9 代替 SpCas9 

H840A在基因组实现大片段的删除。薛文团队［26］

基于双 pegRNA 策略使用具有双链 DNA 切割能力

的PE-Cas9实现大片段的删除，该方法被作者称为

PEDAR （PE-Cas9-based deletion and repair），可实
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现 8~10 kb 长片段 DNA 删除（图 2）。最后作者将

PEDAR应用于疾病模型，将其递送至酪氨酸血症

小鼠模型内，成功实现基因治疗［26］。类似的，笔

者所在团队研发的WT-PE技术，使用与Bi-PE两种

方案相似的 bi-WT-PE class 1 和 bi-WT-PE class 2，

删除长度可达 16.8 Mb［40］（图 2）。在DNA长片段

的缺失上，与传统Cas9介导的缺失突变方法相比，

具有双链 DNA 切割能力的 PE-Cas9 策略存在效率

更高、副产物更少等优点。但是不可否认的是，这

些策略仍然存在极高水平的 indels。

3.2　DNA大片段插入

多个研究团队基于引导编辑系统实现了DNA

大片段的插入（图3）。殷昊课题组［48］基于引导编

辑 系 统 开 发 了 高 效 靶 向 插 入 的 系 统 GRAND 

editing，该系统使用一对特殊设计的pegRNAs来实

现大 20~1 000 bp 大小的 DNA 片段靶向插入 （图

3）。pegRNAs 的逆转录模板包含需要插入到基因

组的序列并且序列部分互补，而与靶向的基因组无

互补序列［48］。尽管 GRAND editing 可以不依赖细

胞周期实现片段的插入和置换，但是在DNA大片

段插入和置换方面，比如在 kb级别，效率依然较

低，仍需进一步优化。

将引导编辑系统与整合酶等位点特异性重组系

统结合起来可以有效地提高引导编辑系统介导的

DNA大片段敲入，其原理是先应用引导编辑系统

在待编辑基因组位点上引入重组酶的作用位点，然

后利用位点特异性的重组酶将目的基因片段进一步

整合进入基因组位点。目前比较常用的是来源于

Bxb1噬菌体的丝氨酸DNA重组酶，该系统具有相

对较高酶活性，并且在人类细胞基因组序列中缺乏

混杂的假位点。David R. Liu团队［41］将双 pegRNA

策略 twinPE与丝氨酸重组酶Bxb1联合使用时，发

现 twinPE可以精确地将长数千个碱基对的基因大

小的DNA序列插入到基因组中与治疗有关的位点

上（图3）。之后该团队基于PACE技术对位点特异

性丝氨酸重组酶Bxb1进行优化，进化之后的系统

eePASSIGE可精确整合大于10 kb的DNA片段，整

合效率比野生型Bxb1高出4.2倍［127］（图3）。同样的，

Jonathan S. Gootenberg团队［45］将引导编辑系统与精

确的位点特异性整合酶（丝氨酸整合酶Bxb1）融

合表达，通过位点特异性靶向元件提供可编程插

入。通过该策略（PASTE）（图3），研究人员在三

个人类细胞系中成功实现了多个基因组位点约 36 

kb序列的整合［45］，此外他们从宏基因组和工程直

系同源物中发现了25 614个丝氨酸整合酶，并且对

这些整合酶进行筛选，发现来源于蜡样芽孢杆菌的

Fig. 2　Technologies of large DNA fragment deletion based on prime editing system
图2　基于引导编辑系统实现DNA大片段删除的技术



·2612· 2024；51（10）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

整合酶 BceINTa 具有更高的活性。与 David R. Liu

团队的设计类似，该系统也是首先通过引导编辑系

统将 attb插入基因组，从而指引整合酶发生位点特

异性的BP重组反应，将大片段DNA序列插入。高

彩霞团队［43］在植物中通过整合优化的引导编辑工

具和酪氨酸家族位点特异性重组酶 Cre 以及双

pegRNA 策略，开发出 PrimeRoot （Prime editing-

mediated Recombination Of Opportune Targets） 系

统，可以在水稻和玉米中实现长达 11.1 kb的大片

段 DNA 的高效精准定点插入，效率可达 6% （图

3）。该团队对来源于酪氨酸重组酶家族和丝氨酸重

组酶家族的整合酶进行筛选，发现来源于酪氨酸重

组酶家族的Cre在植物中具有更高的活性［43］。此类

策略可以将整合酶所需的附着位点插入基因组中的

任何位置，继而实现大片段的插入。这种整合方式

存在一定的优势，首先不会引起 DNA 双链断裂，

其次整合的片段较大。

李伟团队［46］基于引导编辑系统设计了一种强

大的敲入策略 PAINT （图 3）。该技术首先使用

Cas9-RT/sgRNA在基因组产生一个切口，接着基于

Cas9-RT/2pegRNA在供体质载体的待敲入基因的两

侧产生 flap，该 flap 的序列由 pegRNA 决定，且与

Fig. 3　Technologies of large DNA fragment insertion based on prime editing system
图3　基于引导编辑系统实现DNA大片段插入的技术

DSB：DNA双链断裂；RT：逆转录酶；priming：引导；attB/attP：细菌附着位点/噬菌体的附着位点（attachment B/ attachment P），重组酶

识别位点；attL/attR：attB和attP之间重组后形成的位点。
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基因组切口两侧的序列配对，最终基于微同源物介

导的末端连接的机制将基因敲入基因组。PAINT 

3.0 可以在几个治疗相关的基因组位点插入 2.5 kb

的转基因，敲入效率高达85%。PAINT技术是一种

用于大型转基因整合的强大基因编辑工具，但是该

技术使用Cas9核酸酶亦有引入大量 indels的风险。

3.3　染色体倒位和易位

染色体疾病是由染色体异常引起的一类疾病，

如染色体易位、倒位和扩增等，由此会影响人体的

生长、发育和功能［128］。染色体疾病的建模是非常

重要的，通过研究染色体异常的模式和机制，可以

更好地理解这些疾病的发病机制，发展更有效的治

疗方法。

笔者所在团队构建的 WT-PE 技术可以实现染

色体间易位［40］（图4）。Yongsub Kim团队［50］开发

了基于引导编辑技术的染色体易位和倒位策略

（PETI）（图 4），该技术方案与 bi-WT-PE class 1设

计一致。该团队基于PETI技术在人类细胞中创造

了癌症相关的易位和倒位，效率与Cas9相当，但

精确度要高于Cas9［50］。这两种策略虽然可以实现

与Cas9效率相当的编辑，但是仍然存在大量的编

辑副产物，很有必要对精确度进行提升。

3.4　DNA大片段串联重复

基因扩增是生物进化过程的关键动力之一，在

遗传性疾病和癌症的发病机制中起着关键的作

用［129-132］。基因扩增相关疾病的研究和治疗面临着

极大的挑战，因为对其进行建模是比较困难的，动

物模型的稀缺限制了针对此类突变的基因组编辑疗

法的测试和开发。

笔者所在团队基于引导编辑系统策略开发了一

种基因扩增技术 TD-PE （图 4），该技术使用双

pegRNA，每种 pegRNA 都含有与待复制片段的 5'

端或 3'端序列同源的RT模板。产生的 ssDNA链经

过重新退火，形成一个含有部分串联重复的中间

体，然后通过内源性DNA修复机制进行修复，实

现串联重复［51］。TD-PE可以实现 50 bp~10 kb范围

内精确的原位基因组片段扩增，在测试的所有位点

中 ， 效 率 最 高 可 达 28.33%， 同 时 通 过 微 调

pegRNA，可以同时实现序列扩增和插入，增加了

TD-PE 编辑方案的灵活性［51］。此外，TD-PE 在细

胞水平实现了多种与疾病相关的串联重复，证明

TD-PE在遗传学研究中的应用前景。TD-PE的编辑

精确度较高，仅产生较低的 indel水平。但是其会

产生多个拷贝的串联重复，从 TD-PE 的工作模式

来看，这是因为 TD-PE 不会破坏目标位点的序列

（PAM和HA的序列），这就允许TD-PE可以进行多

次工作，这是一把双刃剑，一方面提供了多拷贝扩

增目的序列的可能性，另一方面也降低了编辑产物

Fig. 4　Technologies of chromosome editing based on prime editing system
图4　基于引导编辑系统实现染色体编辑的技术
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的特异性。

最近，殷昊团队［52］基于类似的方案开发了一

种名为 Amplification Editing （AE） 的编辑方案，

可以实现20 bp~100 Mb的复制（图4）。AE策略与

TD-PE 皆采用双 pegRNA 策略，但是 TD-PE 的

pegRNA的RT模板是与待复制片段的5'端或3'端同

源的序列，而 AE 的 RT 模板是新引入的与基因组

无关的序列。两种编辑策略各有优缺点，首先TD-

PE 的编辑比较精确，而且通过微调 pegRNA 可以

在基因组任意位置实现串联重复，而AE由于引入

了外源序列在一定程度上破坏了原有的基因组序

列。其次 AE 的编辑效率以及复制长度优于 TD-

PE，但是 TD-PE 也有着实现染色体级别复制的

潜力。

总的来说，两种编辑策略均可以实现DNA片

段的精准复制，促进相关疾病模型的构建，给相关

疾病的治疗带来了希望！

4　总结和展望

引导编辑系统代表了基因编辑领域的最新进

展，它结合了CRISPR/Cas9的高效靶向性和逆转录

酶的精准编辑能力，是近乎全能的编辑工具。该技

术的发展为生命科学研究和医学治疗提供了巨大的

潜力。

引导编辑系统的优势之一是其高度精准性。相

比传统的CRISPR/Cas9技术，引导编辑系统能够更

精确地定位到目标位点，并实现单碱基水平的编

辑。这意味着科学家们可以更精细地调控基因表

达，更准确地修复遗传性疾病的突变，从而为个性

化医学和基因治疗提供了更多可能性。另一个引导

编辑系统的优点是其对大片段基因编辑的潜力。传

统的CRISPR/Cas9技术在DNA大片段编辑上存在

挑战，而引导编辑系统能够通过 pegRNA的设计，

实现更大范围的DNA序列改变，包括基因组中的

大片段插入、删除和扩增以及染色体的倒位易位

等。这为研究人员提供了更多探索基因功能和基因

组调控机制的机会，有望加速新药开发和疾病治疗

的进展。

但是不可否认的是，引导编辑系统仍然存在一

定的问题，尤其在体内基因编辑治疗的应用层面还

存在编辑效率低以及递送困难。首先是编辑效率低

的缺点，在本综述中已经探讨研究者们通过改造优

化pegRNA和引导编辑蛋白以及调控内源性因素等

提高编辑效率的策略，相信未来对引导编辑器的优

化和对编辑产物诱导的DNA损伤修复过程的深入

解析必将更进一步地提高编辑效率。关于体内递

送，目前已有基于腺相关病毒 （adeno-associated 

virus，AAV）系统进行引导编辑器的局部［101-102］或

系统性递送［93，133］和基于类病毒颗粒局部递送［134］

等多个成功案例。然而，基于AAV的体内递送由

于其长期表达的特性，有增加引导编辑系统脱靶编

辑的风险。相信未来随着包括脂质纳米颗粒等非病

毒载体以及包括慢病毒、逆转录病毒等类病毒载体

的发展，引导编辑系统将有望更有效地应用于人类

疾病的治疗。

未来，引导编辑系统还有许多发展方向和应用

前景。一方面，随着技术的不断改进和优化，相信

引导编辑系统的编辑效率和特异性将进一步提高，

为更广泛的基因编辑应用打开更多可能性。另一方

面，随着对基因组的深入理解和技术的进步，引导

编辑系统有望在疾病治疗、农业改良、生物学研究

等领域发挥更大的作用。特别是在个性化医学和精

准基因治疗方面，引导编辑系统有望为患者提供更

有效、更安全的治疗方案，成为未来生物医学领域

的重要工具之一。
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Abstract　Gene editing technology utilizes artificial nucleases to insert, replace, or delete specific sequences in 

desired genomic regions. The discovery of CRISPR/Cas9 nucleases was a milestone in the development of 

advanced gene editing tools, which revolutionized the field due to their simplicity and versatility. However, the 

limited precision of Cas9 nucleases remains a notable obstacle. Recently, derivative technologies such as prime 

editing have earned considerable attention for their enhanced efficiency and precision. The prime editing system 

consists of two components: the SpCas9 nickase (H840A) fused with reverse transcriptase (MLV-RT) and an 

engineered prime editing guide RNA (pegRNA). This system can irreversibly introduce various types of genetic 

changes into the genome, including 12 possible types of point mutations, as well as insertions, deletions and their 

combinations, without the need for DNA double-strand breaks (DSBs) or donor DNA templates. Prime editing 

offers several advantages in terms of editing accuracy, versatility, PAM constraints, and off-target effects. The 

editing results of prime editing system is highly accurate and can be tailored to specific needs. In addition, the 

system can be edited near or far from PAM sites, making it less constrained by PAM site restrictions. Moreover, it 

demonstrates high genome-wide specificity. The system also supports a variety of edits, demonstrating immense 

potential, especially in large DNA fragment editing—an area that relied heavily on CRISPR/Cas9 nucleases 

before. The development of prime editing, especially bi-direction prime editor, shed new light on large DNA 

fragment manipulations, including deletions, insertions, replacements, gene integration, as well as chromosomal 

translocations, inversions, and tandem duplications. Despite the significant progress made with prime editing 

technology, its application still faces challenges, especially low editing efficiency, which limits its potential in 

broader research and clinical settings. Consequently, researchers are exploring strategies to enhance the efficiency 

of prime editing. This review highlights several approaches to improving prime editing efficiency. These include 

optimizing pegRNA by refining PBS and RT parameters, increasing pegRNA stability and expression levels, and 

developing automated pegRNA design software. Additionally, efforts are being made to optimize the prime 

editing system proteins, such as screening for Cas9 and reverse transcriptase variants and performing codon 

optimization. The final aspect is the regulation of endogenous factors, including the inhibition of mismatch repair 

mechanisms and the modulation of chromatin environment. These approaches significantly enhance the 

practicality of prime editing in research and clinical contexts. In conclusion, prime editing represents a major 

advancement in the field of gene editing, offering powerful tools and methods for both basic research and clinical 

applications. This review will introduce the discovery, improvement and applications of prime editors, with a 

focus on prime editing mediated large DNA fragment manipulations. Hopefully, these insights will serve as 

valuable references for future research and applications of prime editing technology.
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