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摘要 人类遗传病致病基因一半以上是点突变，对其进行精确、高效的原位修复是遗传病治疗最理想的方式。鉴于点突变

中大部分为鸟嘌呤（G）与腺嘌呤（A）之间的转换，而基于CRISPR/Cas9 （clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats-Cas9）系统的腺嘌呤碱基编辑器（adenine base editor，ABE）通过将A转换为G，从而修复这些突变，因此该种碱

基编辑在人类遗传病治疗中特别重要。近年来，ABE不断被优化，特别是碱基编辑器的活性和保真性均被提高。本文总结

了有关ABE的研究进展，特别是ABE研发过程中重要的突变体，同时对现有ABE仍然存在的缺陷进行了思考。另外，对

ABE在临床（含临床前研究）方面的相关应用也进行了回顾。本文为发现和优化新型ABE及其应用提供参考。
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基因治疗在人类遗传疾病的治疗中扮演着重要

的角色。从锌指核酸酶 （zinc finger nucleases，

ZFNs） 和 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶

（transcription activator-like effector nucleases，

TALENs）等工程化的内切酶［1］，到最新发现的与

细菌和古细菌抗病毒免疫相关的 CRISPR/Cas9 系

统，研究者们不断探索通过基因编辑来实现基因治

疗，以治愈疾病。CRISPR/Cas9 基因编辑系统于

2012年被报道，由于其构建简单、成本低且编辑

效率高，目前已广泛应用于多种物种的基因组改

造［2］。无论是 ZFNs、TALENs 还是 CRISPR/Cas9

系统，均通过对特定基因组位点进行识别并产生

DNA双链断裂（double strand break，DSB），来启

动DNA的自我修复。这些修复途径包括同源定向

修复（homology-directed repair，HDR）、微同源介

导 的 末 端 连 接 （microhomology-mediated end 

joining， MMEJ） 和 非 同 源 末 端 连 接 （non-

homologous end joining，NHEJ）［3］。需要指出的

是，HDR效率极低并且需要供体模板，而NHEJ可

能 导 致 不 必 要 的 插 入 和 缺 失 （insertion and 

deletion， indels）［4］，这大大限制了 CRISPR/Cas9

技术在治疗人类疾病方面的发展。为了克服该问

题，科研人员建立了基于CRISPR/Cas9系统的碱基

编辑技术。碱基编辑技术使用单指导RNA （single 

guide RNA，sgRNA）、Cas9 蛋白和脱氨酶来进行

碱基编辑，这不仅精确且大大减少了插入缺失突变

（indels）的产生。基于此技术，多种碱基编辑器被

陆续报道，例如：诱导胞嘧啶（C）向尿嘧啶（U）

突变的胞嘧啶碱基编辑器 （cytosine base editor，

CBE）、诱导 A 到 G 突变的腺嘌呤碱基编辑器

（adenine base editor，ABE），以及诱导C到G突变

的 CG 碱基编辑器 （C-to-G base editor， CGBE）

等。目前，根据ClinVar数据库，48%的人类遗传

病致病性点突变是由 G·C 到 A·T 的突变引起的。

因此，ABE 在遗传病治疗方面显示出明显优势。

基于 CRISPR/Cas9 系统的 ABE 由来自大肠杆菌的

腺苷脱氨酶——TadA，加上 sgRNA 以及 nCas9/

dCas9 （nickase Cas9/dead Cas9） 组成，能够实现

A 到 G 的编辑。尽管 ABE 具有明显治疗疾病的前

景，但其低编辑活性、脱靶效应（含旁观者编辑

（bystander edit）） 以及原间隔序列邻近基序

（protospacer adjacent motif，PAM） 限制等问题制

约着其应用［5］。为了解决这些问题，研究人员研
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发和优化了ABE，由此产生了一系列ABE突变体。

1　ABE的机制

CRISPR相关蛋白Cas9具有两个活性切割结构

域——RuvC 和 HNH。RuvC 切割非靶向链，HNH

切割靶向链。ABE的原理是将Cas9蛋白的两个或

其中一个切割结构域失活，形成dCas9或nCas9［6］，

再融合定向进化的TadA。在 sgRNA的指导下，将

目标腺嘌呤（A）转化为次黄嘌呤（I），随后细胞

进一步识别为鸟嘌呤（G），从而实现A到G的突

变（图 1）。dCas9 由于 RuvC 和 HNH 的双重失活，

从而仅有靶向功能而无切割活性；而nCas9由于仅

一个结构域失活，保留了切割单条链的活性，可促

使修复以编辑链为模板，从而提升编辑效率。

2　ABE的研究进展

早期的ABE面临着编辑活性低、PAM限制以

及脱靶效应等问题，为了解决这些问题，研究人员

在TadA和Cas9等方面对其进行了不同的优化，产

生了多种不同的突变体（表1）。

Table 1　Evolutionary characteristics of TadA in adenine base editors
表1　腺嘌呤碱基编辑器中TadA的进化

ABE7.10

ABEmax

ABE8e

ABE8s

由ecTadA7轮进化而来

在ABE7.10的基础上进化

在TadA7.10的基础上通过

PANCE/PACE进化而来

在ABE7.10的基础上进化

50%

比ABE7.10高1.3~7.9倍

18%~86%

在NGG-PAM位点，与ABE7.10相比，

ABE8在原间隔位置A5-A7的编辑提高

了约1.5倍，在A3-A4和A8-A10的位

置的编辑提高了约3.2倍

脱靶编辑水平低于ABE8e

在RNA水平上的脱靶编辑范围为

10%~80%

脱靶编辑水平高于ABE7.10

［7］

［8］

［9］

［10］

ABE种类 TadA进化特点 编辑活性 脱靶编辑 参考文献
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Fig. 1　Adenine base editor principle
图1　腺嘌呤碱基编辑器原理

sgRNA，单指导RNA；Cas9 nickase，Cas9缺口酶；TadA，腺苷脱氨酶。sgRNA引导TadA-dCas9复合物靶向目标DNA序列，其中dCas9将目

标序列解旋并切割非编辑链，TadA诱导非靶向链A到I突变，细胞修复机制将I错认为G，并在此基础上继续修复，从而实现A到G的编辑。
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PhieABE

SpRY-ABE8eF148A

hyABE

apt-ABE8e

NG-ABEmax-KR

ABE9

iABE-NGA

NG-ABE9e

ABE8r

TaC9-ABE

mitoABE

TadA突变体和单链DNA结合

结构域（DBD）融合

SpRY与F148A突变的TadA8e

结合

将ABE8e与Rad51 DNA结合

域融合

用一个含93个氨基酸的连接

子将Com 融合到TadA8e的  

N端

结 合 NG-ABEmax-R 和 NG-

ABEmax-K （TadA 结 构 域

N127K突变，TadA*结构域

Q154R突变）

在TadA8e的基础上引入额外

的L145T突变

将A56G突变添加到miniABE

（V82G）-NG（用TadA*（V8

2G）取代ABE-NG中的腺嘌

呤脱氨酶二聚体（ecTadA-

ecTadA*））

携带R111T/N127K/Q154R突

变体

大肠杆菌TadA五轮定向进化

nCas9与TadAwt* -TALE融合

（TadAwt* 催 化 结 构 域 从

ABE7.10转移到TALE）

通过TALE-TadA8e-V106W和

TALE缺口酶的组合

hyABE8e-NG（TadA8e与DBD融合）

编辑活性为67.8%

在 HEK293T 细胞中的编辑效率为

50.73%，在HeLa细胞中的编辑效率

为42.57%

43.0%~94.6%

该构建体在HIRA和 RNF2位点的编辑

效率是ABE8e-NG编辑效率的 (77.7±

19.3)% 和 (46.1±10.4)%

40.87%~64.22%

36.08%~62.41%

高于60%，但较ABE8e低

NG-ABE9e在几乎所有A7位点上的编

辑效率都比NG-ABEmax高

(65.1±11.8)%；在AA、GA和CA环境

中，ABE8r的表现与ABE8e相当或优

于后者

碱基编辑效率与ABE7.10相似甚至   

更高

mitoABENt.BspD6I(C)在其中一些位

点的编辑效率高达40%

hyABE8e-NG平均脱靶编辑接近于

0%

与SpRY-ABE8e相比，虽然SpRY-

ABE8eF148A略微降低了总RNA脱

靶SNV数，但显著降低了A到G的

RNA脱靶编辑频率

hyABE和ABE8e之间的平均RNA脱

靶编辑效率相似，但hyABE诱导的

RNA脱靶事件略多于ABE8e

与 NG-ABEmax 相 比 ， NG-ABE‐

max-KR的RNA脱靶编辑少量增加

诱导极小的RNA脱靶效应以及无法

检测的Cas9非依赖性DNA脱靶效应

脱靶RNA编辑接近于无

与NG-ABE8e相比，NG-ABE9e在

测试位点的脱靶编辑降低

比ABE7.10 产生更多的 gRNA依赖

性脱靶编辑；非依赖性gRNA脱靶

效低于ABE8e

TaC9-ABE可以完全消除Cas9依赖

性的脱靶，而不以任何靶向效率为

代价

脱靶风险较DdCBE低的多

［11］

［12］

［13］

［14］

［3］

［15］

［16］

［17］

［18］

［19］

［20］

续表1

ABE种类 TadA进化特点 编辑活性 脱靶编辑 参考文献

PANCE/PACE：噬菌体辅助的非连续/连续进化（phage-assisted non-continuous/continuous evolution）；DBD：DNA结合域（DNA-binding 

domains）；SNV：单核苷酸变异（single nucleotide variation）。

2.1　腺苷脱氨酶（TadA）的演变

在ABE被研发之前，研究人员将胞苷脱氨酶

与 dCas9或 nCas9融合，并在尿嘧啶糖基化酶抑制

剂（uracil glycosylase inhibitors，UGI）的参与下，

由 sgRNA引导实现胞嘧啶的编辑，即CBE［15］。基

于CBE的构建策略，理论上构建ABE只需将胞苷

脱氨酶换成腺苷脱氨酶（细胞内次黄嘌呤切除率远

低于尿嘧啶，无需次黄嘌呤的相关糖基化酶抑制剂

参与［6］）。然而，自然界中并不存在天然的单链

DNA 腺苷脱氨酶［21］，刘如谦团队［7］于 2017 年通

过对大肠杆菌 TadA 进行 7 轮定向进化，生成了

TadA7.10，该突变体能够进行单链DNA腺苷脱氨。

此后，为进一步优化编辑活性，该团队于 2018年

在 ABE7.10 的基础上研发了 ABEmax［8］，并于

2020 年在 TadA7.10 的基础上额外引入 8 个突变，

成功构建了 ABE8e［9］，其编辑活性显著提高。同

样，2020 年，Gaudelli 团队［10］在 ABE7.10 的基础

上 演 化 出 了 ABE8s。 从 ABE7.10 到 ABEmax、

ABE8e 以及 ABE8s，编辑器的编辑活性和脱靶效

应等问题不断得到改善。

2.1.1　大肠杆菌TadA的进化

2021 年，周焕斌团队［22］将 V82S 和 Q154R 突
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变整合到 TadA8e 中，生成了新的突变体——

TadA9。与 TadA8e 相比，TadA9 在编辑活性上类

似，但其编辑窗口有所扩大。 TadA9 能够与

CRISPR/SpCas9、 CRISPR/SpCas9-NG 和 CRISPR/

SpRY 以及 CRISPR/ScCas9 缺口酶系统广泛兼容。

2021 年，祝钦泷团队［11］开发了一种 ABE 工具箱

（PhieABE），将进化的高活性TadA8e与单链DNA

结合结构域（DNA-binding domains，DBD）融合，

分别适配 SpCas9、SpCas9-NG、SpG 和 SpRY 对应

的缺口酶突变体。结果表明，DBD不仅增强了靶

向活性，还降低了脱靶。2022年，Li等［12］通过结

合PAM-less SpRY核酸酶与F148A突变的TadA8e，

开发出新的编辑器 SpRY-ABE8eF148A。与 SpRY-

ABE8e 相比，SpRY-ABE8eF148A 缩小了编辑窗口，

显著降低了 A 到 G 的 RNA 脱靶单核苷酸变异。

2022年，秦伟团队［23］生成了 SpRY介导的腺嘌呤

碱基编辑器 zSpRY-ABE8e 并应用于斑马鱼研究。

zSpRY-ABE8e在斑马鱼中显示，A到G的编辑效率

最高达 96%。 2023 年，张晓辉团队［13］ 通过将

ABE8e与Rad51 DNA结合域融合，产生了超活性

ABE （hyABE）。该工具在 PAM 附近 （A10-A15）

区域提供了更高的 A 到 G 的编辑效率，与 ABE8e

相比提高了1.2~7倍。hyABE在规范编辑窗口内的

A到G编辑效率也与ABE8e相当。2024年，Komor

团队［14］用一个含93个氨基酸的连接子，将一个命

名为 Com 的结构融合到 TadA8e 的 N 端（Com_93-

AA_TadA8e）。该构建体在 HIRA 位点的编辑效率

为原始 ABE8e-NG 编辑效率的 (77.7±19.3)%，在

RNF2 位点为原始效率的(46.1±10.4)%。他们将这

一突变体命名为apt-ABE8e。

2021 年，笔者所在团队首先建立了基于人类

细胞的ABE活性评估系统并发现了多个高活性的

突变体，其中包括 NG-ABEmax-R 和 NG-ABEmax-K   

突变体，在此基础上，构建出 NG-ABEmax-KR

（在TadA结构域中引入N127K突变，在TadA*结构

域中引入Q154R突变）。NG-ABEmax-KR在规范编

辑窗口内的平均活性提高了 1.1~5.4倍，活性范围

为 40.87%~64.22% （相比之下，NG-ABEmax 的活

性 为 7.6%~60.27%）。 与 NG-ABEmax 相 比 ，     

NG-ABEmax-KR 显示出更强的编辑活性（类似于

ABE8s）以及更广泛的编辑窗口［3］。Jeong等［24］发

现，D108Q突变降低了ABE7.10、ABE8e和ABE8s

的胞嘧啶脱氨活性，与V106W突变联合能够减少

脱靶RNA编辑。此外，P48R突变增加了ABE7.10

的胞嘧啶脱氨活性，且显著降低了腺嘌呤编辑率。

2022年，李大力团队［15］发现，带有N108Q突变的

ABE8e 能够减少腺嘌呤和胞嘧啶的旁观者编辑，

通过引入额外的 L145T 突变，构建了 ABE9。

ABE9展示了极小的RNA脱靶效应，并未检测到明

显的Cas9非依赖性的DNA脱靶效应。ABE9的编

辑活性高于ABE7.10，虽然略低于ABE8e，但显著

减少了腺嘌呤旁观者编辑，并将编辑窗口缩小至

1~2个核苷酸，但活性有部分丢失。2021年，HAN

团队［16］用TadA*（V82G）取代ABE-NG中的腺嘌

呤 脱 氨 酶 二 聚 体 （ecTadA-ecTadA*） 构 建 出

miniABE(V82G)-NG，之后为提高ABE-NG的编辑

效率和特异性，在 miniABE(V82G) -NG 中添加

A56G 突变，生成了 miniABE(GG)，并将其与

nCas9-NGA 结合形成 iABE-NGA。虽然 miniABE

(GG)的编辑效率低于 ABE8e，但其旁观者编辑显

著低于 ABE8e。2022 年，笔者所在团队通过在

TadA8e中引入R111T/N127K/Q154R突变，构建了

NG-ABE9e。NG-ABE9e在不同的基因组背景和细

胞环境中表现出更窄的编辑窗口和更低的旁观者编

辑，从而优化了基因编辑工具的特异性和安全性。

NG-ABE8e 编辑 A3 至 A12 窗口，而 NG-ABE9e 仅

编辑A4至A7窗口。当疾病突变位于A7时，NG-

ABE9e是首选碱基编辑器［17］。2024年，汤玮欣团

队［18］通过对大肠杆菌 TadA 进行五轮定向进化，

生成了 TadA8r。 TadA8r 的脱氨活性扩展至 RA   

（R=A或G），比TadA8e更快速地处理GA。ABE8r

在无 TA 偏好的情况下显著缩小了活性差距，在

AA、GA和CA环境中与ABE8e表现相当，甚至优

于后者。

2.1.2　转录激活因子样效应蛋白 （transcription 

activator like effector， TALE） 与 TadA 突变体的

融合

2022 年，邹庆剑团队［19］ 将 ABE7.10 中的

SpCas9 （D10A）替换为TALE，TALE可识别目标

DNA 序列但无解螺旋功能，然后将 nSpCas9

（D10A） 与 TadAwt* -TALE 融合，形成了 TaC9-

ABE，该突变体显示出与ABE7.10相似甚至更高的

碱基编辑效率。TaC9-ABE能够完全消除Cas9依赖

性的脱靶效应，而不降低靶向编辑效率。2024年，

魏文胜团队［20］将TALE-TadA8e-V106W与MutH缺

口酶（MutH为大肠杆菌编码的序列特异性缺口酶）

组合，构建了 mitoABEMutH，实现了高效的靶向 A

到G的线粒体DNA编辑，从而为多种线粒体疾病
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的基因治疗提供了新的希望。该团队还生成了

MutH 突变体——MutH*，只需要 5'-GAT-3'即可激

活其切割活性，大大扩展了mitoABEMutH的mtDNA

编辑范围。他们进一步发现，Nt.BspD6I(C)是几乎

不受任何识别序列限制的酶，进一步扩大了

mitoBEs的靶标范围。

2.2　Cas9的发展

目前，研究人员最常用的Cas9突变体主要包

括化脓性链球菌来源的 SpCas9 （Streptococcus 

pyogenes Cas9） 和金黄色葡萄球菌来源的 SaCas9

（Staphylococcus aureus Cas9）。其中，SaCas9 具有

尺寸较小和活性高等优点［25］，然而，脱靶效应和

PAM序列限制其应用。为此，研究人员不断优化

Cas9，产生了一系列突变体。基于 SaCas9的突变

体包括 KKH-SaCas9 和 efSaCas9 （enhanced-fidelity 

SaCas9）［26-27］；基于 SpCas9 的突变体包括 SpCas9-

VQR/EQR/VRER、 xCas9 3.7、 SpCas9-NG、

SpCas9-NRRH/NRCH/NRTH 以 及 PAM-less 

SpRY［28-32］。随着这些Cas9突变体的优化，PAM限

制也逐渐被解决，脱靶编辑越来越少。

2.2.1　Cas9突变体的进展

在 2020 年，张勇团队［25］使用工程化的 SpRY

突变体在水稻和大河落叶松上松弛的PAM位点进

行基因组编辑。SpRY能够在水稻转基因系中通过

NHEJ 机制实现高效靶向诱变。此外，他们基于

ABE8e开发了一种高活性的SpRY腺嘌呤碱基编辑

器（SpRY-ABE8e），对水稻中的 PAM 位点实现了

高达 79% 的编辑效率且产品纯度高。在 2022 年，

Welker团队［33］开发了提高保真度的第一代SpCas9

突变体，但这些突变体的保真度提升是以牺牲活性

为代价的。结构分析表明，RuvC结构域的一个柔

性环稳定了目标DNA-sgRNA杂交螺旋的扭曲端，

允许即使存在不匹配情况也能激活 SpCas9。通过

破坏这些错配稳定的相互作用以及合理的突变，他

们开发了保真度更高的SpCas9突变体，如SpCas9-

HF 和 Hypa-SpCas9。新一代突变体名为 SuperFi-

Cas9，与第一代突变体相比，尽管活性显著降低，

但保真度更高。当与高活性的 ABE8e 结合时，

SuperFi-Cas9 能实现高效且特异性的 DNA 编辑，

同时减少了旁观者编辑和 SpCas9依赖性的脱靶碱

基编辑。

2.2.2　Cas9结构的进化

2019年Huang等［34］描述了SpCas9中的循环排

列碱基编辑器。类似地，在 SpCas9中工程化碱基

编辑器的结构域镶嵌变体已经报道［35］。2020 年，

Hewitt 团 队［36］ 通 过 对 循 环 排 列 （circularly 

permuted）和结构域嵌入（domain-inlaid）的 Cas9

碱基编辑器的分析，发现ABE的异常RNA脱靶效

应可以根据其整体二级结构和与SaCas9的空间关

系进行调节。该团队比较了循环排列和结构域嵌入

的Cas9碱基编辑器的编辑特征，发现结构域嵌入

后仍然可以实现靶向编辑。之后，他们通过结构指

导设计了含 SaCas9的ABE突变体microABE I744，

与N端连接的 SaCas9 ABE突变体相比，结构域嵌

入的突变体显著提高了靶向编辑效率并减少了

RNA脱靶。microABE I744的大小为 3.8 kb，适应

腺相关病毒 （adeno-associated virus，AAV） 载体

的限制，并具有足够的包装空间容纳启动子及其同

源引导序列。在2021年，Schwank及其团队［37］开

发了新型腺嘌呤碱基编辑器 HNHx-ABE，通过用

单体或异二聚体 TadA 替换 SpCas9 的 HNH 核酸酶

结构域，扩大了编辑窗口。HNHx-ABE8e 在转染

细 胞 后 5 d 编 辑 效 率 高 达 19.8%， 7 d 达 到

40.4%［37］。在 2023 年，科学家们开发了一种精度

更高、尺寸更小且具有PAM近端移位编辑窗口的

新型 ABE——sABE。通过删除 SpCas9 的 REC2 和

HNH结构域，该突变体显著降低了脱靶编辑，提

高了精度，并有更宽的PAM编辑窗口［38］。在2024

年，Sontheimer小组［39］通过结构域嵌入改造了来

源 于 脑 膜 炎 奈 瑟 菌 的 Nme2Cas9 （Neisseria 

meningitidis-2 Cas9）的碱基编辑器（Nme2-ABE），

Nme2-ABE 尺寸较小支持单个 AAV 递送，且具有

最少碱基的 PAM，通过改造后其编辑活性和靶向

范围也进一步增加。

2.2.3　Cas9种类的发展

为突破PAM序列的限制，研究人员开发了多

种其他类型的Cas9。2021年，吉林大学的研究人

员 发 现 来 源 于 巴 氏 链 球 菌 的 SpaCas9

（Streptococcus pasteurianus Cas9） 能 够 靶 向            

5'-NNGYRA-3' PAM，且其尺寸比传统的 SpCas9

小，通过AAV一体化递送，能在成年小鼠中实现

高效的基因组编辑［40］。鉴于AAV递送限制，刘如

谦团队［41-42］于 2022年开发了一系列小尺寸且具有

广泛 PAM 兼容性的 ABE，这些 ABEs 分别融合来

源于空肠弯曲杆菌的CjCas9 （Campylobacter jejuni 

Cas9）、来源于脑膜炎奈瑟菌的 Nme2Cas9 以及来

源于耳氏葡萄球菌的 SauriCas9 （Staphylococcus 

auricularis Cas9）的切口酶，扩展了靶向范围并能
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够对人类基因组中约 82% 的腺嘌呤进行编辑。在

2024年，王永明等［43］科学家构建了一种能够识别

NNG PAM 的来源于路邓葡萄球菌的 SlugCas9

（Staphylococcus lugdunensis Cas9）的突变体，命名

为 SlugCas9-NNG。此突变体是通过对 SlugCas9 进

行两轮进化而获得的。在对 SlugCas9-NNG的特异

性进行检测后，发现其脱靶编辑的频率为SpCas9>

SlugCas9>SlugCas9-NNG。这表明，突变不仅扩展

了PAM的识别范围，还降低了错配耐受性。随后，

研究团队将 TadA8e 与 SlugCas9-NNG 的切口酶融

合，形成了 SlugABE-NNG。该编辑工具的最佳编

辑窗口为 6~12。SlugABE-NNG 能够适应 NNGN-

PAM靶点，具有较宽的编辑窗口，从而扩展了目

标范围，但也增加了旁观者编辑的风险。同年，张

勇研究团队［44］研究了来源于啮齿类动物的FrCas9

（Faecalibaculum rodentium Cas9）在植物基因组编

辑中的应用，尤其是在水稻中。FrCas9能够识别5'

-NNTA-3' PAM，并在植物基因组中（特别是在富

含回文TA位点的区域）表现出比SpCas9更高的编

辑效率。

2.3　ABE的其他发展

2.3.1　基于Cas12f的ABE

2022年，Kim团队［41］发现，针对Cas12f突变

体，工程化的 sgRNA表现出了高效的可编程核酸

内 切 酶 活 性 ， 这 项 技 术 被 称 为 基 于 TnpB

（transposon-associated transposase B） 增强型RNA

的 基 因 组 编 辑 技 术 （TnpB-augment RNA-based 

genome editing technology，TaRGET）。研究表明，

密码子优化的 Tad-Tad**（引入 V106 W、D108 Q 突

变，WQ）结构的A到G的编辑率最高。随后，他

们构建了基于 TaRGET 的 ABE——TaRGET-ABE-

C3.0。TaRGET-ABE-C3.0 的碱基编辑窗口相对较

窄，类似于ABEMINI，但总编辑效率显著高于基

于 dCas12f 的 ABEMINI［45］，但低于基于 nSpCas9

的ABEs （包括ABE7.10、ABE8e及ABE9）。该团

队还将Tad-Tad8e（WQ）二聚体模块与dCWCas12f

（D354A）融合，形成TaRGET-ABE-C3.1。测试显

示，总编辑效率显著提升［41］。值得注意的是，

TaRGET-ABEs 可通过 AAV 递送，且在 4.7 kb 的有

限空间内仍可容纳其他功能组分。

2.3.2　调控版ABE

为解决ABE持续激活可能增加脱靶风险的问

题，2023年，Zou等［46］基于光遗传学原理，将光

与遗传编码的光开关结合，构建了MAGA-ABE系

统。该系统展现出蓝光激活碱基编辑效率和低背景

活性。MAGA-ABE不仅能够对增强型绿色荧光蛋

白 （enhanced green fluorescent protein，EGFP） 报

告基因和多种内源基因进行高效编辑，还具有较高

的时空精度，克服了化学诱导方法的局限性。

2023 年，Wang 等［47］ 发现，将人类 e18 蛋白

（一种RING结构域E3泛素连接酶突变体）与ABE

融合，可通过降低碱基编辑器蛋白质丰度显著提高

编辑准确性并缩小编辑窗口。与传统 ABE 相比，

ABEmax-e18和ABE8e-e18的Cas9依赖性和非依赖

性脱靶效应明显降低。此外，e18与ABE8e的融合

可有效减少ABE介导的胞嘧啶编辑，提高编辑产

物纯度，并进一步缩小编辑窗口［47］。

2.4　腺嘌呤碱基颠换编辑器

2.4.1　诱导A到C/T突变的碱基编辑器 （A-to-Y 

base editor，AYBE）

为克服常规ABE无法实现嘌呤到嘧啶颠换的

限制，研究者开发了多种腺嘌呤碱基颠换编辑器。

2023年，杨辉团队［48］猜测，通过触发细胞内碱基

切除修复（base excision repair，BER）途径，ABE

诱导的脱氧腺苷的切除可能会得到更多碱基编辑结

果，之后基于这一猜想该团队将ABE8e与野生型

人 N-甲基嘌呤 DNA 糖基化酶（methylpurine DNA 

glycosylase，MPG；也称为烷基腺嘌呤 DNA 糖基

化酶 （alkyladenine DNA glycosylase，AAG）） 融

合，构建了 AYBE （诱导 A 到 C/T 突变）。虽然

AYBE的编辑活性和产物纯度还有待提到，但其能

将A转化为所有其他类型的嘧啶碱基，适用于饱和

诱变。其中，AYBEv3在A7和A8位置表现出较高

的A到Y颠换的编辑效率，而在其他A位置主要导

致A到G的编辑。2023年，周焕斌团队［49］开发了

pAKBE系统，实现了水稻中高效的A到K（K=G/T）

碱 基 编 辑 。 其 中 ， rBE120 （TadA9-SpRYn- 

MPGv3） 在转基因水稻的三个靶标上诱导了

64.29%~100% 的 A 到 G 的突变。2024 年，陆钰明

团队［50］对人源性MPG （hMPG）和密码子优化的

玉米 MPG （maize MPG，MzMPG） 进行工程设

计，将其融合到玉米腺嘌呤碱基编辑器ZmABE8e

的C端，构建了初始AYBE编辑器ZmAYBEv1（诱

导 A 到 C/T 突变）。随后，通过将 hPolη和 ZmPolη

序列（human and maize Polη）纳入ZmAYBEv1中，

分别构建了 ZmAYBEv2 和 ZmAYBEv3。在玉米胚

胎中的测试显示，ZmAYBEv3显著提高了A到T和

A到C突变的编辑效率，其中ZmPolη的加入进一
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步提升了A到Y的编辑效率。

2.4.2　诱导A到C突变的碱基编辑器（A-to-C base 

editor，ACBE）

2023 年，李大力团队［51］将小鼠烷基腺嘌呤

DNA 糖 基 化 酶 （mouse alkyladenine DNA 

glycosylase，mAAG） 与 nCas9 和脱氨酶 TadA-8e

融合，构建了ACBE系统，可在特定序列背景下催

化腺嘌呤转化为胞嘧啶。ACBEs （包括高精度的

ACBE-Q）表现出最小的Cas9非依赖性脱靶效应。

在评估的所有靶标中，引入N108Q突变的ACBE-Q

将脱靶编辑降低到接近背景水平 （平均<0.3%）。

此外，高通量测序数据显示，与 AYBEv3 相比，

ACBE-Q表现出相似的A到C的编辑活性，但大大

减少了A到G的旁观者编辑［51］。

3　ABE在疾病治疗中的应用

3.1　ABE在血液病治疗中的应用

3.1.1　β地中海贫血和镰状细胞病

β地中海贫血（beta-thalassemia，BT）是全球

最常见的遗传性疾病之一，由β球蛋白基因突变引

起。IVS1-110 （G>A）是中东和地中海地区BT最

普遍的突变之一，导致β球蛋白表达显著降低。在

BT中，β球蛋白产生不足引起未配对的α球蛋白链

过量积累，进而导致严重溶血和潜在致命的并发

症。2023 年， Hardouin 等［4］利用 SpRY-ABE8e 碱

基编辑器成功纠正了 IVS1-110 （G>A） 突变，在

复合杂合子中修复了βIVS1-110（G>A）等位基因，显著改

善了红细胞生成。同年，Liao等［52］通过诱导胎儿

血红蛋白（HbF，α2γ2）的产生，治疗了输血依赖

性 β 地 中 海 贫 血 （transfusion-dependent β

-thalassemia，TDT）。他们利用 ABE8e-SpRY RNP

直接纠正患者来源的 CD34+造血干细胞中的 HbE

（G>A）和 IVS II-654（C>T）突变。

镰状细胞病 （sickle cell disease，SCD） 是一

种由β球蛋白基因（HBB）突变引起的常染色体隐

性遗传病。HBB通常编码成人β球蛋白，在低氧条

件下，突变的 β珠蛋白导致红细胞内血红蛋白聚

合，形成特征性的镰状红细胞，引发红细胞镰状变

形、慢性溶血和血管闭塞等［53］。2021年，刘如谦

团 队［54］ 使 用 ABE8e-NRCH 将 SCD 等 位 基 因

（HBBS） 转化为非致病性的 Makassar β 珠蛋白

（HBBG）突变体。将编码碱基编辑器的mRNA与靶

向 sgRNA在体外传递到SCD患者的造血干细胞和

祖细胞 （hematopoietic stem and progenitor cells，

HSPCs）后，80% 的 HBB 发生转化。接受编辑的

小鼠与未编辑的对照组相比，血液学参数接近正常

且脾脏病理得到改善。

SCD和BT均由HBB基因突变引起，该基因编

码成人血红蛋白 （HbA， α2β2） 的 β 珠蛋白亚

基［55］。随着胎儿 γ珠蛋白基因（HBG1/HBG2）表

达转变为突变的 β珠蛋白（HBB），这些疾病在出

生后逐渐显现症状［56］。2023 年，Mayuranathan

等［57］使用优化的ABE8e修饰体外分化的CD34+细

胞。编辑来自健康供体的CD34+造血干细胞中 γ球

蛋白−175A>G 后显示，ABE7.10 的编辑效率为 

(36±11)%，ABE8e的编辑效率为(56±9)%。

3.1.2　范可尼贫血

范可尼贫血（Fanconi anemia，FA）是一种严

重的遗传性疾病，主要特征包括发育异常、癌症易

感性和骨髓衰竭。该疾病由参与FA/BRCA DNA损

伤修复途径的 22 个基因中任一基因突变引起［58］。

2022年，Corn团队［59］通过优化碱基编辑，成功恢

复了FANCA基因的表达、FA通路的分子功能以及

对交联剂的抗性。在经编辑的FA-55淋巴母细胞系

（lymphoblastoid cell lines， LCLs； FA-55 携 带

FANCA 基因纯合突变（c.295C>T））中，研究人

员观察到FANCA蛋白重新表达、FA通路重新激活

的分子证据，以及相比未编辑细胞显著的增殖

优势。

3.2　ABE在遗传性眼病治疗中的应用

Leber 先 天 性 黑 蒙 （Leber congenital 

amaurosis，LCA）是儿童遗传性失明的主要原因

之一，特征为进行性视网膜变性和视力丧失。

RPE65基因编码视网膜色素上皮特异性65kDa蛋白

（retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein，

RPE65），该酶在视觉循环中将全反式视黄醇酯转

化为11-顺式视黄醇［60］。RPE65缺失突变会破坏视

觉循环，导致视网膜色素变性。RPE65 突变的

LCA 患者表现为锥体光感受器功能障碍和死亡，

引起早期视力丧失。此外，Suh等［61］在成年小鼠

视网膜下注射表达ABE和 sgRNA的慢病毒，针对

Rpe65 基因无义突变进行纠正，效率达 29%，且

indels 和脱靶编辑最小化。经 ABE 处理的小鼠

Rpe65逐渐表达以及类维甲酸异构酶活性恢复，视

网膜和视觉功能接近正常水平。2022年，该团队

进一步研究了碱基编辑进行了分子治疗。他们通过

视网膜下注射将ABE和 sgRNA导入 rd12 Gnat1-/-小
鼠［62］。rd12小鼠模型由于RPE65缺陷，它的锥体
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光感受器早期便快速退化、锥体视蛋白也显示定位

错误。由于锥体死亡在 rd12 小鼠中显著且迅速地

发生，因此 rd12 小鼠可以作为评估碱基编辑对锥

体保护有效性的理想模型［62］。

类似地，Leber先天性黑蒙 16型（LCA16）是

一种罕见的儿童遗传性失明疾病，由KCNJ13基因

点突变所引起。这种突变导致视网膜色素上皮

（retinal pigment epithelium，RPE）钾通道（Kir7.1）

功能丧失，而Kir7.1通道对维持RPE和光感受器健

康至关重要［63］。2023年Pattnaik团队［64］研究表明，

使 用 二 氧 化 硅 纳 米 胶 囊 （silica nanocapsules，

SNCs）将编码ABE8e的mRNA传递到RPE，有效

校正了KCNJ13W53X/W53X突变。患者成纤维细胞和人

诱导多能干细胞来源的 RPE 的编辑效率分别达到

47%和 17%，同时显示出最小的脱靶效应。此外，

在编辑后的LCA16-iPSC-RPE中检测到了功能性的

Kir7.1通道。

视网膜色素变性 （retinitis pigmentosa，RP）

是一种常染色体隐性遗传病，其中一种类型由编码

杆 状 磷 酸 二 酯 酶 β 亚 基 （β subunit of the rod 

phosphodiesterase，PDE6B） 的基因突变所引起。

rd10 小鼠带有 PDE6B 基因突变。研究表明，在

rd10小鼠模型中使用优化的双腺相关病毒系统递送

腺嘌呤碱基编辑器（SpRY-ABE8e），可有效纠正神

经 视 网 膜 中 的 致 病 性 单 核 苷 酸 变 异 （single 

nucleotide variation， SNV）， 编 辑 效 率 高 达

49%［65］。

3.3　ABE在代谢性疾病治疗中的应用

PCSK9 （proprotein convertase subtilisin/kexin 

type-9） 基因是体内基因编辑的重要靶点之一，

2021 年，Kathiresan 团队［66］使用脂质纳米颗粒在

体内递送ABE8.8，有效且精确地引入PCSK9功能

缺失突变。研究发现，单次输注脂质纳米颗粒后，

肝脏中PCSK9几乎完全消失。血液中PCSK9和低

密度脂蛋白胆固醇水平分别降低了约 90%和 60%，

这些变化在单剂量治疗后至少 8个月内保持稳定。

同年，Schwank团队［67］探究了ABEs在小鼠和食蟹

猕猴肝脏中降低血液低密度脂蛋白 （low-density 

lipoprotein，LDL）水平的有效性和安全性。他们

使用脂质纳米颗粒将编码 ABEmax 的 mRNA 和靶

向 PCSK9 的 sgRNA 递送入小鼠体内。结果显示，

小鼠血浆PCSK9和LDL水平分别稳定降低了 95%

和58%，而猕猴血浆中这两项指标分别降低了32%

和 14%。值得注意的是，编码 ABEmax 的 mRNA

被快速清除，且在基因组 DNA 中未检测到脱靶

突变。

3.4　ABE在心脏病治疗中的应用

肥厚性心肌病 （hypertrophic cardiomyopathy，

HCM） 是一种原发性心肌疾病，发病率约为        

1/500。它会导致左心室肥厚、左心室体积减少和

心肌纤维化增加。心脏肌球蛋白重链的显性错义致

病变异可导致HCM［68］。这种目前无法治愈的疾病

会增加中风、心力衰竭和心源性猝死的风险。2023

年，Seidman 团队［69］使用双 AAV9 载体将 ABE8e

递送入携带杂合子 HCM 致病性变异 （肌球蛋白

R403Q）的小鼠中。这种方法纠正了70%以上心室

心肌细胞的致病变异，从而防止小鼠HCM的形态

学、组织病理学和分子特征发生。此外，肌球蛋白

重链7（myosin heavy chain 7，MYH7）基因致病变

异（pathogenic variant，PV）是一种常见且研究较

清楚的变异［68］。这些 PVs通常是常染色体显性错

义变异，导致致病性肌凝蛋白头并入心脏肌节，从

而引起HCM能量消耗增加、高收缩性和疾病进展。

Eric N. Olson 等［70］ 开 发 了 ABEmax-VRQR 和

sgRNA 系统，该系统可以在选定位点有效纠正人

类PVs，同时使旁观者编辑和脱靶效应最小化。

Scn5a基因的致病变异可导致3型长QT间期综

合征［71］，这是一种危及生命的遗传性疾病。2024

年 Qi 等［71］通过在 Scn5a 基因中引入 T1307M 致病

变异，成功构建了长QT综合征 3型小鼠模型。随

后将靶向 Scn5a T1307M PV 的 ABE 通过 AAV9-

ABEmax递送至3型小鼠模型的心脏，突变的转录

本几乎完全被纠正（mRNA高达 99.20%，DNA高

达61.77%）［71］。

3.5　ABE在肿瘤治疗中的应用

TERT （telomerase reverse transcriptase） 基因

编码产物为一种逆转录酶，该酶在染色体3'端添加

六聚体重复序列［72］。TERT编码区的体细胞突变在

人类肿瘤中并不常见，但胚系中启动子和体细胞突

变在多种人类癌症中比例较高，如 83% 的原发性

胶质母细胞瘤 （glioblastoma，GBM）［73］。这些突

变主要发生在ATG起始位点-124和-146碱基对处

的两个热点位置 （分别为-124G>A 和-146G>A；

反义链为 -124C>T 和 -146C>T）。这些突变为   

E26/ETS 转 录 因 子 家 族 成 员 （包 括 ETS1 和

GABPA） 创 造 了 一 个 新 的 共 识 结 合 位 点

（GGAA），从而增强TERT启动子活性。2020年吕

志民团队［74］通过局部注射含CjCas9-ABE的AAV，
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成功抑制了携带TERT启动子突变的脑肿瘤生长。

2023年，该团队再次应用这一方法，成功纠正了

肝肿瘤中的TERT启动子突变。有趣的是，突变纠

正后，TERT 启动子活性和端粒酶活性均受到抑

制，导致TERT表达下降和细胞增殖减缓［75］。

3.6　ABE在早衰综合征治疗中的应用

Hutchinson-Gilford早衰症综合征（Hutchinson-

Gilford progeria syndrome，HGPS） 是由 LMNA 基

因特定的点突变（c.1824，C>T）所导致，这种突

变使RNA错误剪接，产生一种称为早衰素的有毒

蛋白质，进而诱导快速衰老［76］。此外，2020年刘

如谦团队［77］利用慢病毒递送ABEmax-VRQR，成

功纠正了培养的早衰儿童纤维细胞和HGPS小鼠模

型中的致病性HGPS突变。在患者来源的培养细胞

中，观察到约 90% 的基因组 DNA 得到有效修复，

LMNA 转录本的致病性错误剪接得到改善，早衰

素蛋白含量减少，细胞核形态恢复正常。2022年

Eriksson 团队［78］使用非整合的慢病毒载体系统递

送ABEmax-VQR，纠正HGPS小鼠皮肤中的HGPS

突变。结果显示，20.8%~24.1%的皮肤细胞突变得

到校正。分娩后 4周，HGPS小鼠的皮肤表型得到

改善，并检测到早衰蛋白阴性的角质形成细胞簇。

同时，该突变在祖细胞和分化的皮肤细胞中均得到

纠正。虽然小鼠和人类的皮肤存在差异，但HGPS

小鼠晚期的皮肤表型与HGPS患者相似，因此该小

鼠模型可作为研究该疾病治疗的疾病模型。

3.7　ABE在其他遗传病治疗中的应用

精 氨 酸 琥 珀 酸 裂 解 酶 缺 乏 症 （arginine 

succinate lyase deficiency，ASLD） 是一种由精氨

酸琥珀酸裂解酶 （arginine succinate lyase，ASL）

基因变异引起的隐性代谢疾病。ASL 在尿素合成

过程中扮演关键角色，负责分解精氨酸琥珀酸

（arginosuccinic acid，ASA）。严重的ASL突变可导

致高氨血症、神经损伤，甚至早期死亡［79］。2024

年，Wartiovaara 团队［80］ 利用脂质纳米颗粒递送

ABE8e，成功治疗了ASLD。这种方法有效编辑了

成纤维细胞中的ASL变异，且没有明显的细胞毒

性，脱靶效应也极小。治疗后，ASA水平显著下

降至健康供体水平，尿素循环功能得到恢复。

血色素沉着病（hemochromatosis，HC）是白

种人中最常见的遗传性代谢疾病之一，主要由

HFE基因中的纯合子C282Y突变引起。这种突变

导致HFE蛋白错误折叠，进而无法定位到细胞膜。

因此，突变的HFE蛋白无法与反式铁蛋白受体1和2

相互作用，最终引起全身铁超载。患者可能出现肝

硬化、糖尿病和心肌病等症状［81］。2022 年 Ott 团

队［81］发现，利用AAV8递送ABE7.10后，成功纠

正了小鼠HFE基因中的C282Y（c.845G>A）突变，

基因矫正率达到近10%，且血液和肝组织中的铁相

关参数得到显著改善。

杜 氏 肌 营 养 不 良 症 （Duchenne muscular 

dystrophy，DMD）是一种致命的遗传性肌肉萎缩

疾病，由缺乏维持肌膜完整性的抗肌萎缩蛋白引

起［82］。 2021 年 Olson 团 队［83］ 利 用 ABEmax-

SpCas9-NG修改抗肌萎缩蛋白的剪接供体位点。在

源自人诱导多能干细胞的心肌细胞中，他们成功实

现了第 51 号外显子常见 DMD 缺失突变（∆Ex51）

的跳过，从而恢复了抗肌萎缩蛋白的表达。

4　总结与展望

目前ABE技术越来越成熟，但是不管是细胞

中、胚胎中还是在体治疗，高效精准编辑单个靶碱

基仍然有挑战，特别是旁观者编辑问题，这些严重

地限制着ABE的应用。除了编辑器本身可能需要

进一步优化以外，如何高效地递送到靶器官也是

ABE介导的临床治疗中重要研究内容之一。为了

更好地推进ABE在生命科学中应用，不断强化新

型ABE的研发是必需的。关于ABE的优化，笔者

认为有以下策略：一方面对现有编辑器的改造，对

脱氨酶的定向进化，利用不同识别靶序列的Cas家

族成员；另一方面，通过宏基因组学结合alphafold

深度挖掘新型脱氨酶和Cas家族成员也是很值得开

展的工作。研发高效筛选高活性高保真ABE对应

的平台对于研发新一代ABE非常重要。另外，基

于人类细胞的定向进化体系对于发现新型ABE以

及开展人类临床试验意义重大。在靶向递送方面，

目前腺相关病毒、脂质纳米颗粒和病毒样颗粒是最

重要的ABE递送系统，基于人类细胞内蛋白质的

递送也有报道，但是如何满足临床的需求，特别是

如中枢神经系统相关疾病的治疗，仍然是挑战性极

强的研究。优化相关的递送系统自然是ABE临床

应用最需要考虑的问题，因为其关系着基因编辑的

效率和脱靶性。综上所述，新一代ABE有望成为

基因编辑工具箱中的“利器”和“新质生产力”的

代表，最终这些革命性成果将为生物技术的变革提

供有力的支持。
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Abstract　The mutations in human disease-causing genes are predominantly caused by point mutations, with 

more than half of them being transitions between guanine (G) and adenine (A). Precise and efficient in situ repair 

of these mutations is the most ideal approach for the treatment of genetic diseases. Given that most point 

mutations are transitions between G and A, adenine base editors (ABEs) based on the CRISPR/Cas9 system, 

which convert A to G, are particularly important for repairing these mutations in the treatment of human genetic 

diseases. In recent years, ABEs have been continuously optimized, with both activity and fidelity being improved. 

Here we summarize the progress of ABEs, especially those key mutants developed during the process of ABE 

optimization. It also reflects on the existing defects in current ABEs. Additionally, the article reviews the clinical 

applications (including preclinical studies) of ABE. Overall, the article aims to provide references for the 

discovery and optimization of new ABEs and their applications.
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