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精准序列替换基因组编辑技术研究进展*

许永汉#，  齐泽宇#，  李文静，  赵啊慧，  武德传 **

(安徽农业大学 农学院，安徽 合肥 230036)

摘要: 利用基因组编辑技术可以对微生物、动植物和人类细胞系基因组进行精准的序列替换，加速生物育种进

程和遗传性疾病治疗，从而在农业生产和医疗上取得突破。基因组序列替换策略主要分为 2种：第 1种依赖

DNA双链断裂，包括将 CRISPR-Cas分别与同源重组、单链退火、微同源末端连接等 DNA修复途径相结合，

或由位点特异性重组系统介导，实现精准的序列替换；第 2种依赖 DNA单链断裂，主要包括引导编辑、碱基

编辑器等技术。本研究综述了不同精准序列替换策略和技术及相关研究进展，理清各策略和技术的优缺点，

有助于根据基因组编辑的目的，选择适合的技术和方法实现精准高效的序列替换。
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Research Progress of Genome Editing Technologies for
Precise Sequence Replacement

XU Yonghan，QI Zeyu，LI Wenjing，ZHAO Ahui，WU Dechuan

(School of Agronomy, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China)

Abstract: Genome editing technologies have been used for precise genome sequence replacement in
microbe, animals, plants, and human cell lines and thus speeding up the process of biological breed-
ing  and  genetic  disease  treatment,  making  a  breakthrough  in  agricultural  production  and  medicine.
Two kinds of strategies are commonly utilized for precise sequence replacement. The first kind relies
on  DNA double-strand  break  to  realize  precise  sequence  replacement,  including  the  combination  of
CRISPR-Cas system with DNA repair pathway such as homologous recombination, single strand an-
nealing  and  micro-homologous  end  joining,  and  site-specific-recombination-mediated precise   se-
quence replacement. The second kind relies on the DNA single-strand break and mainly includes the
technical  strategy such as  prime editing and base  editor.  This  study mainly  reviews the  progress  on
different  genome  editing  strategies  and  related  technologies  for  precise  sequence  replacement.  This
will be of help to choosing the most suitable technical strategy according to the advantages and disad-

 
 

收稿日期：2023-02-13　　　　修回日期：2024-03-11　　　　网络首发日期：2024-04-29
*基金项目：安徽省高校协同创新项目 (GXXT-2019-033)；安徽省自然科学基金项目 (1808085MC87)；安徽

农业大学高层次人才项目 (2018008)。
作者简介：#对本文贡献等同，为并列第一作者。许永汉 (1969—)，男，江西万年人，博士，副教授，主

要从事作物遗传育种和植物分子生物学研究。E-mail：xuyh13@163.com；齐泽宇 (1997—)，
男，安徽六安人，在读硕士研究生，主要从事作物遗传育种和分子生物学研究。E-mail：Car-
losStuade@163.com

**通信作者 Corresponding author：武德传 (1974—)，男，安徽定远人，博士，副教授，主要从事作物遗传育
种和植物分子生物学研究。E-mail：wudc555@ahau.edu.cn

网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/53.1044.S.20240429.1545.003

云南农业大学学报（自然科学），2024，39(2)：162−175 http://xb.ynau.edu.cn
Journal of Yunnan Agricultural University (Natural Science) E-mail: ynauzkxb@foxmail.com

https://doi.org/10.12101/j.issn.1004-390X(n).202302027
https://doi.org/10.12101/j.issn.1004-390X(n).202302027
https://doi.org/10.12101/j.issn.1004-390X(n).202302027
mailto:xuyh13@163.com
mailto:CarlosStuade@163.com
mailto:CarlosStuade@163.com
mailto:wudc555@ahau.edu.cn
https://link.cnki.net/urlid/53.1044.S.20240429.1545.003
http://xb.ynau.edu.cn
mailto:ynauzkxb@foxmail.com


vantages of them, to realize precise and efficient sequence replacement.

Keywords: genome  editing;  sequence  replacement;  DNA  double-strand  break;  DNA  single-strand
break; DNA repair

 
近年来，随着以 CRISPR-Cas系统为代表的

基因组编辑工具的快速发展，已能够对基因组靶

序列进行定点编辑。利用不同的基因组编辑工

具，可以实现基因组序列敲除、插入和替换；其

中最有效的编辑工具为精准序列替换−将基因

组靶标序列完全替换为人工设计的序列，实现定

点敲除、定点插入和单碱基替换[1]。迄今为止，在

真核生物和原核生物中均能实现精准的序列替

换，运用序列替换编辑技术能够加速动植物品种

的有利基因聚合，或治疗多种遗传疾病[2]。

生物体细胞易受到内外因素的影响，产生以

DNA双链断裂为主要形式的 DNA损伤后果[3]。为

维持 DNA的稳定性，生物体进化出完善的 DNA
损伤应答系统，包括利用同源重组定向修复或末

端连接机制，实现 DNA双链断裂的修复[4]。大多

数基因组编辑技术会引起 DNA双链断裂，包括

CRISPR-Cas9、锌指核酸酶 (zinc finger nucleases，
ZFNs)、转录激活因子样效应因子核酸酶 (tran-
scription activator-like effector nucleases，TALENs)
等技术[2]。基因组编辑过程中，可以利用外源修

复模板，依赖生物体内源的 DNA修复机制修

复 DNA双链断裂，实现精准的序列替换。如利

用 CRISPR-Cas产生 DNA双链断裂，通过同源重

组、单链退火、微同源末端连接等修复途径实现

DNA片段的定点敲除或插入；或利用外源位点

特异性重组系统，识别并切割靶标 DNA和供体

模板，产生双链断裂，重组酶构象发生改变，促

使靶标 DNA和供体模板链之间发生重组，实现

精准的序列替换[2]。已有研究通过不断挖掘和人

工改进 CRISPR-Cas相关核酸酶获得多种 Cas蛋
白及变体，如 Cas9切口酶即是一类改造后的

Cas9酶，不同于原始的 Cas9酶，Cas9切口酶只产

生 DNA单链断裂[5]。这类核酸酶能更好地应用于

精准的序列替换策略，并衍生出引导编辑器 (pri-
me editing，PE)系统和碱基编辑器 (base editor，
BE)系统[5]。本研究主要综述各种序列替换编辑

技术策略，探讨如何选择和利用不同的策略实现

高效、安全、精准的序列替换。 

1   依赖 DNA 双链断裂的精准序列替换策略
 

1.1    同源定向修复机制介导精准序列替换 

1.1.1   同源定向修复分子机制

当细胞中存在与 DNA双链断裂处侧翼序列

具有较高同源性的修复模板时，主要通过多蛋白

复合体介导的同源定向修复机制修复双链断裂，

包括同源重组和单链退火修复途径[6]。

在原核生物中，同源重组修复途径主要依赖

RecA蛋白，其过程分为 3步。第 1步，RecA蛋

白分别与双链断裂处侧翼的 2条 DNA单链结合，

形成 RecA-DNA丝状体 (RecA核蛋白丝)[7]；第 2
步，丝状体结合双链 DNA修复模板，形成霍利

迪连接中间体[8]；第 3步，RuvABC蛋白复合体

结合并切割中间体，完成 2条双链 DNA的交换

和分离[8]。除同源重组修复途径，来自噬菌体的

单链退火修复途径也可在原核细胞中修复双链断

裂，其中应用最广泛的是来自大肠杆菌 Rec噬菌

体的RecET重组系统 (由RecE和RecT蛋白组成)，
或来自 λ噬菌体的 λ-red重组系统 (由 gam、exo
和 beta蛋白组成)，后者相对更高效[9-10]。

在真核生物中，同源定向修复机制需通过

3步修复 DNA双链断裂。第 1步，具有 3′→5′核
酸外切酶活性的 MRN复合体 (MRE11-RAD50-
NBS1，酵母中为 MRX复合物)和 CtIP蛋白 (Ct-
BP互作蛋白)结合到 DNA双链断裂处的 5′-DNA
末端附近，从 3′→5′方向切除短单链片段，暴露

出 3′-单链 DNA末端[11]；第 2步，为增加 3′-单链

DNA末端同源序列的长度，布卢姆综合征解旋

酶 (bloom syndrome RecQ-like helicase，BLM，酵

母中为 Sgs1解旋酶)、外切酶 1和 DNA2核酸酶

结合在 5′-单链 DNA末端，并按 5′→3′方向切除

5′-单链 DNA，同时，复制蛋白 A (RPA)复合体结

合 3′-单链 DNA末端形成退火中间体，保护后者

不被降解[12]；第 3步，根据断裂处 3′-单链 DNA
末端与修复模板间同源序列的长度，后续分别通

过同源重组 (末端同源序列>50 nt)或单链退火 (末
端同源序列在 20~50 nt之间)修复途径完成 DNA
双链断裂修复 (图 1)[13]。在同源重组修复途径中，
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RecA家族重组酶 RAD51替代 RPA与 3 ′ -单链

DNA末端形成螺旋状 RAD51-DNA丝状体 (RA-
D51核蛋白丝)，并入侵修复模板的 3′端形成异源

双链 DNA接头 (也称置换环结构 [13])，再通过

断裂诱导复制、合成依赖的链退火或典型的 DNA
双链断裂修复等 3种子途径之一完成 DNA双链

断裂修复 (图 1)[14]。合成依赖的链退火是同源重

组修复过程中主要的子途径，利用修复模板延伸

入侵的 DNA单链，使置换环扩大，直到入侵链

脱离修复模板，并与 DNA双链断裂处 5′-单链

DNA末端退火，实现 DNA双链断裂修复，需注

意的是，该过程不会形成霍利迪连接中间体[15]。

与同源重组修复途径不同，在单链退火修复过程

中，不依赖 RAD51，RPA复合体从 2个退火中

间体中解离，形成 2条游离的 3′-单链 DNA末端，

通过 RAD52蛋白介导进行退火，同时 XPF/ER-
CC1 (萌芽酵母中为 Rad1/Rad10)复合物去除未退

火的非同源单链突出端 (图 1)[16-17]，最后 DNA聚

合酶修补 DNA缺口和 DNA连接酶连接 DNA单

链末端，完成 DNA双链断裂修复[18]。 

1.1.2   CRISPR-Cas系统结合同源重组修复机制实

现精准的序列替换

早期，利用改造的 ZFNs或 TALENs切割

DNA产生双链断裂，再利用供体修复模板，通

过同源重组修复途径实现精准的序列替换，但这

些技术存在脱靶和操作繁琐等缺陷 [19-22]。随着

CRISPR-Cas技术的发展，使用以 Cas9为主的

CRISPR相关核酸酶产生 DNA双链断裂，利用供

体模板，通过同源重组修复途径实现精准序列替

换，其编辑效率显著提高，已广泛用于小鼠、非

洲爪蟾、水稻、玉米、烟草、拟南芥等物种[23-27]。

但是，在真核细胞中，依赖同源重组修复途径实

现的精准序列替换易受到非同源末端连接途径的

干扰，导致替换效率仍很低 [23, 28]。在动物细胞

中，可通过抑制非同源末端连接途径以提高同源

重组修复途径介导的序列替换效率。在植物中，

主要通过提高细胞内供体模板的浓度进而提高同

源重组的效率。GIL-HUMANES等[29]将含有小麦

矮化病毒复制子、供体修复模板和 CRISPR-Cas9
系统的表达载体转化六倍体小麦细胞，通过同源

重组修复途径将 GFP 整合到泛素基因第 3个外

显子序列中，相比非病毒复制子构建的载体，编

辑效率提高了 12倍。EINI等[30]用含有植物病毒

复制子 (如甜菜卷顶病毒 BCTV复制子)和 CRIS-
PR-Cas12a系统的表达载体转化烟草，依赖同源

重组修复途径将 GFP 转变为 YFP，编辑效率显

著提高。LI等 [31]利用转录本 RNA为修复模板，

由核酶进行切割，同时利用 CRISPR-Cas12a系统

切割靶位点 DNA双链，通过内源的同源重组修

复途径，精准替换了水稻乙酰乳酸合成酶的 2个
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注： HR. 同源重组途径；SSA. 单链退火途径。

Note: HR. homologous recombination pathway; SSA. single strand annealing pathway.

图 1    CRISPR-Cas9 结合同源定向修复机制介导的精准序列替换

Fig. 1    Precise sequence replacement mediated by homology-directed repair mechanism combined with CRISPR-Cas9
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氨基酸序列。 

1.1.3   CRISPR-Cas系统结合单链退火修复机制实

现精准的序列替换

迄今为止，单链退火修复途径已充分应用于

CRISPR-Cas系统介导的微生物基因组精准序列

替换策略。PYNE等[32]首次将 CRISPR-Cas9与 λ-
Red重组系统结合，在大肠杆菌中表达 λ-Red蛋

白 (Exo、Beta和 Gam)和 Cas9蛋白，利用向导

RNA (guide RNA，gRNA；也称单一向导 RNA，

single  guide RNA，sgRNA)和 DNA修复供体模

板，通过单链退火修复途径实现大片段 DNA无

痕敲除和插入。HUANG等[33]构建分别包含 CR-
ISPR-Cas9系统和 λ-Red系统的双质粒系统，在

大肠杆菌染色体中实现 12 kb DNA片段插入和

186.7 kb DNA片段敲除，编辑效率和阳性率分别

达到 10−3~10−4 和 97.0%~98.3%；利用该方法将异

丁醇合成途径相关基因整合到大肠杆菌 MG1665
基因组中，得到高产稳产异丁醇 (1.3 g/L)的菌株。

早期，在动植物细胞中，单链退火修复途径会导

致基因组序列丢失和染色体易位重排，因此主要

用于基因打靶完成后去除基因组内选择标记[34]。

以植物为例，OHTSUKI等 [35]将水稻中两侧具有

正向重复序列 (30 bp)和 I-Sce I内切酶识别位点

的负筛选标记 (白喉毒素 A)序列与具有突变位点

的 OsCly1 融合为供体模板，利用 T-DNA重组系

统替换基因组靶标序列；再通过转入 I-Sce I内切

酶表达载体，由 I-Sce I内切酶切割筛选标记，重

复序列间单链退火，删除整合标记，实现靶基因

定点突变。近期，LU等[36]将待插入序列融合于

与靶标序列同源的序列中形成供体模板，并构建

到载体中，利用 CRISPR-Cas9切割靶标，通过非

同源末端连接途径将供体模板序列整合到水稻基

因组，供体模板中的同源序列与受体基因组的同

源序列形成串联重复；然后再利用 CRISPR-Cas9
切割 2个重复序列之间的间隔序列，形成双链断

裂，进而通过单链退火修复途径去除间隔序列及

1个重复单元，最终实现插入序列的无缝替换。 

1.2    末端连接修复机制在精准序列替换策略中的

应用 

1.2.1   末端连接修复机制

除同源定向修复外，末端连接修复机制也可

修复 DNA双链断裂，根据 DNA断裂处末端序列

的类型，分为 2种途径：第 1种为不依赖同源末

端序列的非同源末端连接途径，也称为经典的非

同源末端连接途径[37]；第 2种为依赖于微同源序

列的微同源末端连接途径，也称为替代非同源末

端连接途径[38]。

与依赖同源重组修复途径的原核生物不同，真

核生物主要通过非同源末端连接途径连接断裂处

的 DNA末端，实现 DNA双链断裂修复[39]。以哺

乳动物细胞为例，非同源末端连接途径需要 Ku70
和 Ku80蛋白形成异源二聚体，结合到双链断裂

处的 DNA末端，并招募其他非同源末端连接途

径相关因子 (包括 DNA依赖蛋白激酶催化亚单

位、X射线修复交叉互补蛋白 4、DNA连接酶 4、
XRCC4类因子和 RecQ家族的沃纳蛋白)到 DNA
末端连接，完成 DNA双链断裂修复 (图 2)[40-41]。
该过程可以发生在整个细胞周期，且在细胞分裂

间期 G1期最活跃[42-43] 。
在真核生物中，当非同源末端连接途径缺失

或受到抑制时，DNA双链断裂可通过微同源末

端连接途径，利用断裂处两侧的 2~20 bp重叠碱

基序列 (微同源序列)退火实现修复[43]。微同源末

端连接途径主要包括 3个步骤 (图 2)[38]。前两步

与 1.1.1节所述同源定向修复机制一样，也需要

MRN蛋白复合物、CtIP蛋白、BLM解旋酶、外

切酶 1和 DNA2核酸酶切割并降解 DNA断裂处

侧翼的 5′-单链 DNA末端，直到 3′-单链 DNA末

端暴露出微同源序列，同时 RPA复合体结合

3′-单链 DNA末端形成退火中间体 (图 1、2)[44-46]；
第 3步，XPF/ERCC1 (酵母中为 Rad1/Rad10)蛋白

复合体切除退火中间体的非同源尾部，产生符合

DNA聚合酶延伸条件的 3′-羟基末端，最后由低

保真的 DNA聚合酶 Polθ (酵母中为 Polδ和 Pol4)
修补 DNA缺口，连接酶 LIG3/LIG1连接 DNA单

链末端，实现 DNA双链断裂修复[47-49]。 

1.2.2   抑制非同源末端连接途径实现精准的序列

替换

非同源末端连接途径不需要修复模板，而是

直接连接断裂处的末端，但同时会产生大量非期

望的插入或缺失，导致基因突变[50]。因此，非同

源末端连接机制难以应用于精准的序列替换，在

绝大多数动物细胞的相关研究报道中，还可通过

抑制该途径以更高效地实现其他途径介导的精

准序列替换[51]。如：在哺乳动物细胞中，通过使用

小分子抑制剂 (如连接酶 IV抑制剂 SCR7、NU-
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7026、曲古抑菌素 A等)阻断和抑制该途径，可

提高同源重组途径介导的序列替换编辑效率[24]。

近期研究还表明：利用非同源末端连接机制可在

植物中实现非精准的序列替换[52]。 

1.2.3   CRISPR-Cas结合微同源末端连接机制实现

精准的序列替换

虽然利用同源定向修复机制可以实现精准的

大片段替换，但在构建供体修复模板时，需要较

长的同源臂，导致载体构建相对困难[13]；而微同

源末端连接途径仅仅需要不到 25 bp的微同源序

列就可以完成 DNA双链断裂修复，因此，研究

人员开始尝试将该途径与 CRISPR-Cas结合实现

序列替换。HISANO等[53]利用 CRISPR-Cas9切割

靶点，通过微同源末端连接途径，在斑马鱼细胞

中成功将外源 mCherry 或 eGFP 精准地整合到靶

标序列中，其使用的供体模板与基因组靶位点两

侧都具有短同源序列 (1 040 bp)。SAKUMA等[54]

结合 TALENs和 CRISPR-Cas9系统，构建靶染

色体精确整合 (precise  integration  into  target  chr-
omosome，PITCh)系统，利用同一对 TALEN同

时切割基因组序列和 TAL-PITCh载体，产生线

性化的 TAL-PITCh载体片段，其末端具有与基因

组切割位点两侧对应的微同源序列，最后通过微

同源末端连接途径，将整个载体精确地整合到人

类细胞基因组中。SAKUMA等 [55]用同样的策略

将中国仓鼠卵巢细胞中 9.6 kb的全质粒和 7.6 kb
的 DNA片段 (无质粒骨架)整合到基因组特定靶

点中。KATAYAMA等[56]结合 CRISPR-SaCas9和

微同源末端连接途径，利用具有微同源序列的供

体修复模板，成功将荧光蛋白基因敲入到人视网

膜细胞 ROSA26 的开放阅读框中。在植物细胞中，

CRISPR-Cas结合微同源末端连接途径也可以实

 

Cas9

PAM

DSB

Ku70/80

Ku70/80

DNA-PKcs

XLF XLF

XRCC4 XRCC4

NHEJ

5′
3′

3′
5′

5′
3′

3′
5′

5′
3′

3′
5′

microhomology

XPF/ERCC1

XPF/ERCC1

LIG3/LIG1

LIG3/LIG1

Polθ

Polθ

MMEJ

5′
3′

3′
5′

5′
3′

3′
5′

5′
3′

3′
5′

5′
3′

3′
5′

RPA

CtlP

CtlP

MRN

MRN

3′-5′ exo

3′
5′

5′
3′

RPA

RPA BLM/Exo1/DNA2

BLM/Exo1/DNA2

5′-3′ exo

5′
3′

3′
5′

 
注：NHEJ. 非同源末端连接途径；MMEJ. 微同源末端连接途径。

Note: NHEJ. non-homologous end joining pathway; MMEJ. microhomology-mediated end joining pathway.

图 2    CRISPR-Cas9 结合末端连接修复机制介导的精准序列替换

Fig. 2    Precise sequence replacement mediated by end joining repair mechanism combined with CRISPR-Cas9
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现精准的序列替换[52, 57]。VANVU等[52]利用 SpCas9
蛋白和 2个 sgRNA同时切割 2个基因组靶位点，

形成双链断裂缺口，依赖末端含有 820 nt微同源

序列 (可与缺口侧翼的末端序列碱基互补)的供体

模板，通过微同源末端连接途径，精准替换生菜

或卷心菜 SlHPAT3 基因外显子上的 56个碱基对。需

强调的是，该方法必须在原生质体受体培养基中

加入 DNA依赖性蛋白激酶抑制因子 NU7441，以

抑制同源定向修复机制和非同源末端连接途径[52]。 

1.3    位点特异性重组介导的精准序列替换 

1.3.1   位点特异性重组的分子机制

位点特异性重组技术也可实现精准的序列替

换。该技术主要依赖特定的识别位点和位点特异

性重组酶 (site-specific  recombinases，SSRs)，并

根据重组位点的序列及其排列方向实现外源 DNA
片段在染色体的整合以及染色体片段的切除和倒

位。根据重组酶种类，该技术分为酪氨酸重组酶

系统和丝氨酸重组酶系统[58]。以常用的 Cre/loxP
系统为例，由酪氨酸重组酶介导的序列替换过程

主要分为 6步 (图 3a)。第 1步，4个酪氨酸重组

酶亚基形成的四聚体复合物同时结合 2个 DNA
双链底物的 loxP 位点 (由 2个 13 bp的反向重复

序列和间隔序列组成，其中反向重复序列可与酪

氨酸亚基结合)，使 DNA分子发生弯曲 [59]；第

2步，酪氨酸重组酶利用亲核酪氨酸攻击 loxP 位

点的间隔序列，产生单链断裂切口并形成具有 3′-
磷酸基—酪氨酸末端和 5′-羟基末端的切割中间

体，该中间体与同源重组过程中产生的霍利迪连

接中间体相似[59]；第 3步，游离的 5′-羟基末端侵

入另一条 DNA双链的 3′-磷酸基—酪氨酸末端，

实现 2个双链 DNA之间的交换[59]；第 4步，四聚

体复合物发生构象变化，并准备第 2轮链交换[59]；

第 5步，同第 2步，酪氨酸重组酶进攻另一组未交

换的 DNA链；第 6步，同第 4步，在完成第 2组
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注：a) 酪氨酸重组酶系统；b) 丝氨酸重组酶系统。

Note: a) tyrosine recombinase system; b) serine recombinase system.

图 3    位点特异性重组系统介导的精准序列替换

Fig. 3    Precise sequence replacement mediated by site-specific recombination system
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DNA链交换后，2条 DNA双链完成重组[59]。丝

氨酸重组酶系统主要分为 3步，以常用的大肠杆

菌噬菌体 φC31重组酶为例 (图 3b)：第 1步，2个

由丝氨酸重组酶亚基形成的二聚体复合物同时结

合在 2条不同 DNA双链上的识别位点 (来源于噬

菌体基因组的 attP 位点和大肠杆菌基因组的

attB 位点，均由 2段反向重复序列和包含交叉序

列的中间序列组成，其中反向重复序列可与丝氨

酸重组酶亚基结合)，形成联会复合体 [60]；第 2
步，丝氨酸重组酶同时切割 2条 DNA双链，断

裂处 DNA单链末端的 5′-磷酸基团与重组酶的丝

氨酸结合形成磷酸—丝氨酸中间体，然后丝氨酸

重组酶亚基二聚体复合物旋转 180°，实现 2条

DNA双链的交换 [60]；第 3步，重组酶系统连接

DNA双链断裂的缺口，形成 attL 和 attR 位点 (at-
tL 和 attR 位点分别由 attP 位点和 attB 位点各自

的一半序列组成)序列，完成重组[60]。 

1.3.2   位点特异性重组的应用

早期，酪氨酸重组酶系统主要在体外用于质

粒的 Gateway克隆[58]。HARTLEY等[61]测试 λ Int/
att 和 Cre/loxP 两种酪氨酸重组酶系统，发现 λ Int
整合酶可以更好地将两侧含有 attB 或 attL 位点的

PCR克隆产物定向整合到目标载体的 attP 或 attR
位点上，并替换目标载体的 ccdB 筛选标记。之

后，酪氨酸重组酶系统逐渐应用于真核生物的序

列替换，但由于真核生物基因组没有天然的重组

酶位点，所以需要先通过其他基因组编辑策略在

染色体内引入重组位点，再利用含有重组酶基因

和重组位点的载体转化细胞，实现外源 DNA片

段的定向整合[62]。在植物中，酪氨酸重组酶系统

主要用于删除在转基因过程中整合到受体基因组

的筛选标记。HU等[63]通过转基因技术获得含有

FLP 重组酶表达基因的水稻株系，与整合了玉米

泛素启动子 (Ubi)、卡那霉素抗性基因 (nptII)筛
选标记 (两侧具有 FRT 位点)和 β-葡萄糖醛酸酶

基因  (gusA，位于 nptII 的下游，无法被 Ubi转
录)的转基因株系杂交，在杂一代中依赖外源 FLP
酪氨酸重组酶系统，删除 nptII 基因，使得 gusA
表达被激活，通过检测 β-葡萄糖醛酸酶的活性，

筛选出无卡那霉素抗性的水稻株系。SREEKALA
等[64]将可被化学调节的 Cre/loxP 特异性重组系统

转化到含 hpt (两侧含有 loxP 位点)筛选标记的转

基因水稻中，在 T0 代筛选到无筛选标记的株系。

在动物细胞中，通过基因打靶等手段将 loxP 位点

插入动物细胞基因组中，再转入含 loxP 位点的供

体模板和 Cre重组酶表达载体，通过位点特异性

重组实现序列替换 [65]。SAKURAI等 [66]在人类胚

胎干细胞 (hESC)中，先通过同源重组在基因组

HPRT 外显子区域插入两侧具有 loxP 位点的新霉

素抗性基因片段；再转入 Cre重组酶表达载体和

具有单个 loxP 位点的供体模板，通过位点特异性

重组将新霉素抗性基因替换为供体模板序列，该

方法不仅特异性高，且重组效率较高。

早期，丝氨酸重组酶系统主要用于原核生物

的精准基因组序列替换。HOANG等[67]在铜绿假单

胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)中转入包含 ΦCTX
丝氨酸重组酶表达框、ΦCTX attP 位点、2个 FRT
位点、四环素抗性基因、需要整合的目标序列等

元件的表达载体，丝氨酸重组酶系统在细胞中表

达后，能够将整个外源载体精准地整合到铜绿假

单胞菌染色体的 attB 位点，插入效率为 10–8~10–7；
然后用含 FLP酪氨酸重组酶表达框的表达载体转

化受体细胞，FLP重组酶表达后，结合基因组中

的 FRT位点，去除载体骨架，仅保留目标序列。

近期，DURRANT等[68]通过开发算法，检索不同

种类的噬菌体基因组序列，发现 6 207种大丝氨

酸重组酶；选择 5种较优的重组酶基因分别与

GFP 融合，构建到含有 attB 位点序列的慢病毒整

合载体，通过转染人类细胞，将 LSR-GFP 和 attB
位点序列整合到基因组中，得到可以表达大丝氨

酸重组酶和具有 attB 位点的着陆垫细胞系，再用

含有 attP 识别位点序列和 mCherry 的供体载体转

化该细胞系，成功将 mCherry 精准地插入到基因

组 attB 位点，其中大丝氨酸重组酶 Pa01替换效

率最高，可达 75%。

虽然利用位点特异性重组技术可以精准、高

效地替换基因组识别位点间的靶标序列，但由于

该过程可以容忍识别位点序列的微小变化，将引

起一定的脱靶现象[58]。 

2   依赖 DNA 单链断裂的基因组精准序列替换策略
 

2.1    PE介导的基因组精准序列替换 

2.1.1   PE的分子机制

CRISPR-Cas9通过识别 PAM序列，并与靶

标 DNA结合，利用 Cas9蛋白的 HNH和 RuvC核

酸酶结构域诱导 DNA双链断裂，然后通过细胞
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内自我修复机制完成对基因组 DNA片段的敲除

和敲入[69]。而 PE技术主要依赖 DNA单链断裂，

它由 2部分组成：第 1部分为逆转录酶和 Cas9
切口酶 (H840A)的融合蛋白，第 2部分为 1个 3′
端携带引物结合位点和逆转录模板的 gRNA，称

为引导编辑器向导 RNA (prime editing guide RNA，

pegRNA)[70]。融合蛋白由 pegRNA引导与靶标

DNA结合，Cas9切口酶 (H840A突变体 )结合

PAM并切割 1条 DNA链，暴露出 3′-羟基端，同

时逆转录酶与 pegRNA上的引物结合位点结合，

根据逆转录模板逆转录出作为修复模板的 DNA
3′突出链；之后，被切割的 DNA链产生 1个未被

修饰的 DNA 5′突出链和 1个被修饰的 DNA 3′突
出链 (修复模板链)，通过内源 DNA修复系统降

解 DNA 5′突出链、保留 DNA 3′突出链，完成编

辑。通过该方式可以实现小片段的精准插入、精

准缺失和精准突变 (图 4) [70]。 

2.1.2   PE的发展及应用

为扩大靶点范围和提高 PE的编辑效率，研

究人员对 PE进行了多种改造。ANZALONE等[70]

将莫洛尼鼠白血病病毒 (M-MLV)逆转录酶融合

到 Cas9切口酶 (H840A)的 C末端，开发出 PE升

级版−PE1，实现高达 12种编辑效果，包括

碱基突变、插入和删除；并发现将 M-MLV逆转

录酶突变体 (D200N、L603W、T306K、W313F、
T330P)用于 PE中效果最好，由此开发出 PE2，
其替换效率是 PE1的 1.6~5.1倍；之后，在 PE2
的基础上，添加可以对非编辑链进行切割的

gRNA，成功开发出 PE3，其编辑效率约为 PE2
的 3倍，但会引入更多错误的缺失和插入[70]。近

期，ZHUANG等 [71]开发出一种新型 PE−HO-
PE (homologous 3 ′  extensions mediated prime edit-
or)，该技术利用 2条可以分别与靶标正义和反

义 DNA链配对的 pegRNAs，在人类胚胎肾 293T
细胞以及存在 DNA错配修复途径缺陷的人类结

肠直肠癌 116细胞中实现高效的基因组精准序列

替换。CHEN等[72]开发出具有更高编辑效率和更

低突变率的 PE4和 PE5，通过抑制 DNA错配修

复途径有效增强 PE的编辑效率和准确性。LIN
等[73]开发出植物 pegRNA设计网站 PlantPegDesi-
gner，可设计出最佳的 pegRNA或 pegRNA对，

当引物结合位点的熔解温度设定为 30 ℃ 时，PE
在水稻中可以达到最佳编辑效果。ZONG等[74]在

Cas9切口酶 (H840A)和去除其核糖核酸酶 H结

构域的 M-MLV逆转录酶连接处加入 NC 蛋白，

构建出具有更高编辑效率的 PE−EPPE。JI-
ANG等[75]基于 PE介导的基因组缺失和修复，开

发出能够对靶标序列实现精准替换的 PE-Cas9-
based deletion and repair  (PEDAR)技术，在酪氨

酸血症小鼠模型中去除 Fah 基因内插入的致病性

DNA片段 (1.38 kb)，最终恢复 Fah 基因在肝脏

中的功能。LI等[76]通过优化 PE3，构建了 3种代

理 PE，即 PE3-HS、PE3-AS和 PE3-DS，率先实

现了水稻多基因引导编辑，且编辑效率最高可提

升 50倍。总之，近几年来，PE成为当下非常热

门的编辑工具，不仅成功应用于多个领域，而且

实现了高效且精准的序列替换。 

2.2    BE介导的单碱基替换 

2.2.1   BE的分子机制

为实现精准高效的单碱基替换，将无核酸酶
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图 4    PE 介导的精准序列替换

Fig. 4    Precise sequence replacement mediated by PE
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活性的 Cas9 (Cas9变体 dCas9)或只能切割 DNA
单链的 Cas9切口酶 (D10A或 H840A)与核苷脱

氨酶融合，开发出 BE技术，包括胞嘧啶 BE、腺

嘌呤 BE、糖基化酶 BE以及腺嘌呤碱基颠换编辑

器[77]。

以应用最广泛的 BE3为例，胞嘧啶 BE由

Cas9切口酶 (D10A)、胞苷脱氨酶和尿嘧啶 DNA
糖基化酶抑制剂融合而成，通过 sgRNA引导结

合靶标序列，利用胞苷脱氨酶将脱氧胞苷脱氨转

变为脱氧尿苷 (C→U)，糖基化酶抑制剂抑制尿嘧

啶 DNA糖基化酶的脱氧尿苷 (U)切除功能，Cas9
切口酶 (D10A或 H840A)切割非脱氨基单链 (含
G链)，并利用脱氨基单链 (含 U链)作为修复模

板修复非脱氨基单链，使其脱氧鸟苷 (G)变成脱

氧腺苷 (A)，最终在 DNA复制过程中实现脱氧胞

苷到脱氧胸苷 (C→U→T)的转变 (图 5a)[78]。
糖基化酶 BE是在胞嘧啶 BE的基础上，去

除尿嘧啶 DNA糖基化抑制剂，融合尿嘧啶 DNA
糖基化酶或其他碱基切除修复途径相关蛋白 (如
XRCC1蛋白等)，通过Cas9切口酶切割DNA单链、

胞苷脱氨酶脱氨基作用和碱基切除修复途径，诱

导脱氧胞苷到脱氧鸟苷 (C→G)的转变 (图 5b)[79]。
腺嘌呤 BE中，腺苷脱氨酶与 Cas9切口酶

(D10A)融合蛋白由 sgRNA引导结合靶标序列，

腺苷脱氨酶催化脱氧腺苷 (A)脱氨转化成脱氧肌

苷 (I)[77]。由于脱氧肌苷 (I)与脱氧鸟苷 (G)分子结

构类似，可以与脱氧胞苷 (C)进行碱基互补，之

后与胞嘧啶 BE一样，利用 nCas9切割非脱氨单

链，并在 DNA修复和复制的过程中实现脱氧腺

苷到脱氧鸟苷 (A→I→G)的转变 (图 5c) [77]。
腺嘌呤碱基颠换编辑器由 N-甲基嘌呤 DNA

糖基化酶和腺嘌呤 BE融合而成[80]。腺苷脱氨酶

将脱氧腺苷 (A)脱氨转化成脱氧肌苷 (I)，通过

N-甲基嘌呤 DNA糖基化酶切除脱氧肌苷的次黄
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图 5    BE 介导的精准序列替换

Fig. 5    Precise sequence replacement mediated by BE
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嘌呤基团，产生脱嘌呤/脱嘧啶位点，最后利用

Cas9切口酶切割另一条 DNA单链，通过碱基切

除修复途径实现脱氧腺苷到脱氧胞苷或脱氧胸苷

的转变 (A→I→C或 T)(图 5d)[81]。 

2.2.2   BE的发展及应用

BE通过多代改造，可针对不同靶标实现不

同的编辑结果。KOMOR等[82]将胞嘧啶脱氨酶与

无核酸酶活性的 dCas9融合，开发了第 1代胞嘧

啶碱基编辑器 BE1，但由于细胞自身碱基切除修

复途径的干扰，导致编辑效率极低；于是将尿嘧

啶 DNA糖基化酶与 BE1融合，开发了效率更高

的第 2代胞嘧啶碱基编辑器 BE2；之后，为了进

一步提高效率，通过筛选多种胞苷脱氨酶得到活

性最高的大鼠 APOBEC1脱氨酶，将其融合到

Cas9切口酶 (D10A)的氨基末端，构建出最高效

的第 3代胞嘧啶碱基编辑器 BE3 (CBE)，成功恢

复人类细胞系基因组中的突变碱基，编辑效率比

BE2提高了 26倍。为了精准调控人类淋巴细胞基

因的表达，WEBBER等[83]使用胞嘧啶 BE，在人

类细胞系多个基因编码区引入终止密码子 (pmS-
TOPs)，提前终止翻译过程，使基因功能失活。

KLUESNER等[84]开发出模块化工具 SpliceR (http://
z.umn.edu/spliceR)，可为任何有 Ensembl注释的基

因组序列设计用于 BE的 gRNA。为减少胞嘧啶 BE
的脱靶现象，JIN等[85]分别将 7种人类 APOBEC3
胞苷脱氨酶替换为 BE3的脱氨酶结构域，筛选出

编辑效率最高的胞嘧啶碱基编辑器 A3Bctd-BE3，
通过蛋白质理性设计获得 16种 A3Bctd-BE3变体；

同时在水稻原生质体中建立基于 R-loop的高通

量 BE特异性评估方法，对 A3Bctd-BE3变体进行

筛选，得到 2种特异性最高的碱基编辑器−
A3Bctd-KKR-BE3和 A3Bctd-VHM-BE3。

为进一步实现脱氧胞苷到脱氧鸟苷的碱基替

换，ZHAO等[86]首次将尿嘧啶 DNA糖基化酶替换

为胞嘧啶 BE中的 DNA糖基化酶抑制剂亚基，构

建出 Ung-nCas9-AID和 APOBEC-nCas9-Ung两种

糖基化酶 BE，整体编辑效率介于 5.3%~53.0%之

间。ZENG等[80]将高活性胞苷脱氨酶 evoFENRY
和能识别更广泛 PAM (NG)序列的 Cas9切口酶

(D10A)变体 SpGn融合，将该融合蛋白分别与水

稻尿嘧啶 DNA N-糖基化酶 (rUNG)或人尿嘧啶

DNA N-糖基化酶 (hUNG)融合，构建出 CGBE-
rUNG和 CGBE-hUNG两种糖基化酶 BE，在水

稻中可分别实现替换效率 5.9%和 8.2%的胞嘧啶

碱基转换 (C→G)。
为解决自然存在的腺嘌呤脱氨酶 (wtTadA)

不能直接用于转换腺嘌呤[87]这一问题，GAUDEL-
LI等[78]对多种腺苷脱氨酶进行 7代定向进化，筛

选出效果最佳的大肠杆菌 tRNA腺苷脱氨酶突变

体 (ecTadA*)，通过与 Cas9切口酶 (D10A)融合，

开发出在动物和微生物细胞中具有腺嘌呤转换

(A→I→G)功能的腺嘌呤编辑器 ABE7.10。KANG
等[88]利用 ABE7.10在拟南芥和油菜原生质体基因

组靶标位点实现精准的单碱基替换 (A→T)，替换

效率高达 4.1%。HUA等[89]用 SpCas9切口酶变体

(VQR-Cas9-D10A、VRER-Cas9-D10A和 SaKKH-
Cas9-D10A)或 SaCas9 切口酶变体 (SaKKH-Cas9-
D10A)替换腺嘌呤 BE中的 Cas9切口酶 (SpCas9-
D10A)，构建了多种可更广泛识别 PAM序列的

腺嘌呤 BE (ABE-P2、ABE-P3、ABE-P4和 ABE-
P5)，可在水稻中实现精准的碱基替换。ZENG
等[80]将高活性腺苷脱氨酶 TadA8e和 Cas9切口酶

变体 SpGn融合，再分别与大肠杆菌核酸内切酶

V (EndoV)和人类烷基腺嘌呤 DNA糖基化酶 (hA-
AG)融合，得到腺嘌呤碱基颠换编辑器 ABE8e-
EndoV和 ABE8e-hAAG；但在水稻基因组中，它

们均未实现脱氧腺苷到脱氧胞苷或脱氧胸苷的转

变 (A→C或 T)，仅 ABE8e-EndoV产生可预测的

小片段 DNA缺失。TONG等[81]通过改造 N-甲基

嘌呤 DNA糖基化酶，并将其与腺嘌呤 BE融合，

开发出腺嘌呤颠换碱基编辑器 AYBEv3，成功将

人类细胞系基因组中的脱氧腺苷替换为脱氧胞苷

或脱氧胸苷，替换效率高达 72%。 

3   展望

虽然多种精准序列替换策略已成功应用于编

辑微生物和动植物基因组，但它们各有优势和局

限性。

CRISPR-Cas和不同 DNA双链断裂修复途径

结合实现精准序列替换的策略，需要 Cas蛋白切

割靶标产生 DNA双链断裂，再根据修复模板同

源序列 (可与断裂处末端序列进行碱基互补)的长

度，分别通过同源重组、单链退火和微同源末端

连接修复途径进行修复，实现序列替换。在依赖

同源重组修复途径的策略中，需要供体修复模板

具有较长的同源序列 (>50 bp)，相对其他 2种策
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略，可以实现更精准的序列替换；但在真核生物

中，该策略易受到非同源末端连接途径的干扰，

导致编辑效率较低[19, 90-92]。依赖单链退火修复途

径的策略，修复模板的同源序列需>35 bp，在原

核细胞中，利用噬菌体的 λ-Red系统可实现精准

高效的基因敲入和敲除；在植物细胞中，通过结

合非同源末端连接途径也可达到同样的效果，但

依然会存在一定的脱靶现象[34-36]。依赖微同源末

端连接修复途径的策略能很好地应用于真核生

物，修复模板中只需要含有 220 bp的微同源序

列，相对于同源重组修复途径介导的序列替换，

该技术具有更高的序列替换效率；但是，植物中

只有 1例成功报道，且由于微同源末端连接途径

在动物细胞中参与癌细胞的形成，其应用存在安

全风险[38]。

相对于 CRISPR-Cas系统结合不同 DNA双

链断裂修复途径介导的序列替换，位点特异性重

组系统可直接利用重组酶切割供体模板和靶标

DNA双链并促使它们相互交换，实现大片段 DNA
(数百或数千个碱基对)的插入、删除或重排，具

有特异性高、操作简单和高效等优点；但该策略

容易产生脱靶现象和细胞毒性，且在真核生物中

需要提前将识别位点序列整合到基因组中[93]。

相较于上述序列替换策略对 DNA双链断裂

的依赖，PE和 BE主要依赖 Cas9切口酶 (D10A或

H840A)切割靶标产生 DNA单链断裂，实现序列

替换。由于 PAM的限制，导致 BE在许多靶标

中难以实现精准的碱基替换，且部分 BE (GBE和

AYBE)过度依赖细胞内源的碱基切除修复途径，

从而产生非期望的小片段插入和缺失[77-81]。相对

于 BE，PE受 PAM的限制较小，可以针对更多的

靶标区段进行编辑，实现 DNA小片段 (0~44 bp)
的精准替换，但难以实现大片段的精准替换[94]。

总之，根据各种序列替换技术策略的优缺点

以及不同的研究目的或要求，选择最合适的技术

策略可提高实验操作的可行性和编辑效率。此

外，针对各种策略的缺陷，可以进行改造和优

化，如通过筛选和改造 Cas蛋白，提高 PAM的

广泛性和降低脱靶率，在真核生物中通过抑制其

他 DNA修复途径，从而提高同源重组和微同源

末端连接修复途径的编辑效率；通过蛋白质工程

改造和优化逆转录酶和脱氨酶，增加 PE替换的

DNA片段长度，扩大 BE可实现的碱基转化种类。

虽然基于 CRISPR-Cas技术可实现单个靶标精准

高效的序列替换，但 Cas蛋白介导的双链断裂和

单链断裂会损伤 DNA，引起细胞死亡，导致难

以对全基因组进行多靶点编辑；无核酸酶活性的

Cas蛋白 (如 dCas9)虽不会引起细胞死亡，但编

辑效率低，且存在脱靶效应。因此，针对全基因

组序列，如何同时精准高效地替换多个靶点是现

阶段亟待解决的难题。
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