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前言

串联间隔重复序列 (Clustered regularly interspaced short-

palindromic repeats，CRISPR)/ 相关蛋白(Cas)系统首先被发现

于细菌和古细菌中[1]，经改造后被广泛应用于真核生物细胞和

个体的基因编辑[2-4]。由 CRISPR/Cas9介导的腺嘌呤碱基编辑器

（Adenine Base Editor, ABE），在不产生 DNA双链断裂的情况

下，在哺乳动物内源基因组上实现了高效 A>G（互补链 T>C）

的碱基转换[5]。至今，ABE的版本已经经过数轮的改善和进化，

新建立的 ABEmax [6] 经证实进一步提高了靶位点处的编辑效
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摘要目的：单碱基编辑器作为一种高效、精确、低脱靶的编辑系统，目前被广泛应用于生物体中。然而，Cas核酸酶本身的免疫原

性具有引发机体免疫反应的潜在风险，可能阻碍其在基因治疗中的有效和安全使用。因而本研究旨在构建一种由 DHFR介导的

可调控腺嘌呤碱基编辑器（adenine base editor，ABE）。方法：将大肠杆菌来源的不稳定结构域 -二氢叶酸还原酶（ dihydrofolate

reductase，DHFR）的一种突变形式，融合于 ABE的不同相对位置，构建数种 DD-ABE载体。从已发表的内源基因靶点中挑选三个

高效位点检测 DD-ABE编辑水平。转染四种 DD-ABE表达载体，用不同浓度 TMP处理，通过Western Blot检测 DD-ABE融合蛋

白的表达水平。共转染 DD-ABE与 sgRNA质粒，通过基因组 PCR扩增以及 Sanger测序检测基因的编辑水平。结果：在构建的四

种 DD-ABE编辑器中，缺乏 TMP的诱导，各组仅有非常少量的 DD-ABE融合蛋白表达。TMP最佳工作浓度为 10 滋mol/L。
DD-ABE载体加药组的蛋白表达水平以及基因编辑水平均高于未加药组。ABECD未加药组的碱基编辑效率最低，加药组的蛋白

表达水平和编辑效率与 ABEmax无明显差异。结论：本研究成功构建 ABECD作为可调控的 ABE，为其体内应用提供了新的技术

依据。
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A Tunable Adenine Base Editor Mediated by DHFR*

The base editors have been widely used in many organisms, processing the advantages of accuracy,

efficiency, and low off-target. However, when applying to gene therapy, the immunogenicity of Cas nuclease may trigger immune

response that prevents its efficiency and safety. Therefore, the study aims to construct a tunable adenine base editor (ABE) mediated by

DHFR. By fusing a destabilizing domain-a mutant form of Escherichia coli dihydrofolate reductase (DHFR) to different

positions of adenine base eitor (ABE), we constructed several DD-ABE vectors. Three of the published endogenous gene targets were

selected to test the editing efficiency. We transfected HEK293T cells with the DD-ABE expression vectors in the presence of TMP at

different concentrations, and detected the expression of fusing proteins utilizing Western Blot. Then we co-transfected DD-ABE vectors

with sgRNAs, and detected the base editing efficiency by PCR amplification and Sanger sequencing. In all the ABE-DD editing

systems that we constructed, there were tiny amounts of stabilized DD-ABE protein in the absence of TMP. The optimal working

concentration of TMP was 10 滋mol/L. The protein expression and base editing efficiency of DD-ABE treated with TMP were higher than

those of untreated group. ABECD possessed the lowest gene editing efficiency in the absence of TMP, and, the protein level of ABECD

stabilized by 10 滋mol/L TMP could be equal to wild type ABE, leading to comparable genomic editing efficiency. The

study constructed ABECD as an inducible ABE and provided new theoretical basis for its application in vivo.
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Targeted gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')

ABE site14 AGTGTTGGGATTACAGCCTG AACCTGAAGCCTTTCCCCAA

ABE site16 TCTGTGCCAGTCCCCCAAAT CAGCAATCCAGCAACACGCG

ABE site19 CTCATTTCCCCACTCCCTCC ATCTCAGCGCTTTCGTCCAC

表 1基因组 DNA的扩增引物

Table1 Primers used for genomic DNA amplification in the study

率，并降低了全基因组范围内的脱靶效应。

ABE需要借助腺相关病毒（adeno-associated virus，AAV）

递送到体内，后者将介导 ABE的持续表达[7]。已有研究表明，相

当比例的人体内存在 Cas蛋白的抗体，预示着 CRISPR/Cas系

统的免疫原性可能阻碍其安全及有效性，甚至可能在治疗时造

成明显的毒性，造成临床应用中的潜在风险[8-10]。即使在免疫豁

免的眼球中，Cas核酸酶的持续表达也可能会引发免疫反应，

导致被编辑细胞的移除和严重的组织损伤[11]。因此理想的体内

基因编辑系统应建立在可调控的基因编辑器基础上，在实现有

效编辑的同时，调控编辑系统的短期、高效表达，减少临床应用

潜在风险。

因此，建立可调控的 ABE编辑器具有重要的临床意义。目

前研究者们已经开发出了基于光遗传学[12-14]、化学小分子[15-17]等

的可调控 CRISPR/Cas系统。其中四环素 /多环素(tet/dox)介导

的条件基因治疗方法应用较为广泛，已被证实在小鼠眼中能够

有效调节蛋白丰度[18-20]，但其应用仍存在诸多限制，包括表达时

间长、需要长时间的诱导激活和清除[21-24]、高水平四环素将破坏

线粒体稳态[25，26]、分子量过大等问题。因此，分子量较小且快速

调控的不稳定结构域有更大的优势[27，28]。它本质上是一种突变

的、不稳定的蛋白，容易被泛素 -蛋白酶体系统降解。

在本研究中，我们将 ABEmax与一种大肠杆菌来源的不

稳定结构域 - 二氢叶酸还原酶 （dihydrofolate reductase，

DHFR/DD）结合，构建了一个可由其小分子稳定剂甲氧苄啶

（TMP）调控的腺嘌呤编辑器，并证实其可实现可控表达，且相

比于原始 ABE，其编辑效率没有明显降低，为 ABE的体内应

用提供了一定的理论参考依据。

1 材料与方法

1.1 感受态、质粒和细胞

ABEmax质粒与 pGL3-U6-sgRNA为上海科技大学陈佳组

所赠。DHFR序列为金维智公司合成得到。大肠杆菌感受态细

胞 Trans5琢 Chemically Competent Cell购自北京全式金生物公

司。人胚肾细胞（HEK293T cell）复苏后在含 5% CO2的 37℃恒

温培养箱中培养，完全培养基为添加 10%牛血清 (赛默飞，美

国)和 1%青 -链霉素（赛默飞，美国）的杜氏培养基 DMEM (赛

默飞，美国)。

1.2 主要试剂

细胞培养所用培养板、胰酶、1伊PBS、转染试剂等购自赛默
飞公司。DNA提取试剂盒购自北京全式金生物公司。质粒提取

试剂盒购自 Qiagen公司。高保真 PrimeSTAR誖 HS DNA聚合

酶购自宝日医生物技术（北京）有限公司。T4连接酶、限制性内

切酶购自 NEB(北京)有限公司。两片段重组酶、多片段重组酶

购自诺唯赞公司。DNA片段纯化试剂盒、DNA胶回收纯化试

剂盒购自 Axygen公司。本实验所购抗体均购自 abcam公司。甲

醛、乙醇等常规化学有机试剂均来自国药集团(上海)有限公司。

1.3 sgRNA表达载体构建

将引物用双蒸水稀释到 10 滋mol/L，将两条 sgRNA的引物

通过退火形成二聚体，退火体系 10 滋L：1 滋L 10伊NEB2 buffer、
上下游引物各 4.5 滋L，退火条件 95℃ 5 min、95℃ 30 s、85℃

30s（降 2℃/s）、降温至 25℃（降 0.1℃/s）、4℃。利用酶切将

pGL3-U6-sgRNA-PGK-puromysin载体线性化，酶切体系 50滋L：
3 滋g pGL3-U6-sgRNA 载体、1 滋L BbsⅠ -HF 酶、5 滋L 10 伊
Buffer、ddH2O (双蒸水)补足，37℃酶切 3 h。酶切产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳分离，回收 DNA片段。取 2 滋L退火产物与 50

ng pGL3-U6-sgRNA载体连接。

连接产物转化：加入 50 滋L大肠杆菌 DH5琢感受态细胞悬
液，混匀后冰浴 25 min；42℃热激 60 s，迅速转移至冰上静置

2 min；加入 0.4 mL LB液体培养基(不含抗生素)，37℃振荡培

养 40 min，使大肠杆菌恢复正常生理状态，将菌体沉淀涂布到

含 50 滋g/mL氨苄霉素的 LB平板上。次日挑取单克隆菌落进

行菌液 PCR鉴定，扩大培养后提取质粒 DNA，对得到的阳性

克隆送测序以进一步鉴定。

1.4 DD-ABE表达载体构建

构建 ABEmax-3伊 HA载体：首先用引物扩增出 3个拷贝

的 HA序列，纯化回收。ABEmax质粒用 EcoR1和 Pme1双酶
切，酶切产物经 1%琼脂糖凝胶检测、回收。将 3个拷贝的 HA

序列与 ABEmax的 C端融合，构建质粒 ABEmax-3伊HA。
在 ABEmax-3伊HA的基础上构建 DD-ABE载体：以合成

的 DHFR为模板进行扩增、纯化。对于 ABEmax-3伊 HA质粒选
择合适的酶切位点进行酶切，得到在不同相对位置线性化的载

体，利用同源重组技术将其与纯化后的 DHFR片段融合，构建

DD-ABE表达载体。

1.5 细胞转染及基因组提取

提前一天将 HEK293T细胞接种在多聚赖氨酸处理过的

24孔板中。16-24小时后，当细胞达到约 60%汇合度时，使用

Lipofectamine LTX 进行 DNA转染，质粒添加比例为 500 ng

ABE：340 ng sgRNA，之后加入 0.84 滋L Plus 和 1.68 滋L Lipo-

fectamine LTX。细胞培养 24 h 后加入 TMP 和嘌呤霉素

( 2 滋g/mL)连续培养 48小时。弃去培养基，1伊PBS溶液清洗细
胞，收集细胞后用 DNA快速提取试剂盒提取基因组 DNA。

1.6 PCR扩增及 Sanger测序

基因组 DNA经 PrimeSTAR誖 HS DNA聚合酶 PCR扩增，

PCR体系：100 ng模板、上下游引物各 1 滋L、4 滋L dNTP、10 滋L
5伊PrimeSTAR buffer、0.5 滋L PrimeSTAR誖 HS、加水补足至

50 滋L。用于扩增的基因组上下游引物见表 1[29]。PCR产物经

1.5%琼脂糖凝胶电泳分离鉴定，并进行 Sanger测序。测序得到

的峰图文件用 EditR软件(editr_V10)做进一步定量分析。
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图 2 sgRNA结构图

Fig. 2 Structure of sgRNA

Note: The edited adenine amino acid (A) is shown in green and NGG

PAM is shown in red. U6: U6 promoter; puro: purinomycin.

图 1构建 DD-ABE表达载体

Fig. 1 Construct DD-ABE vector

Note: NLS: nuclear localization signal, TadA: wild-type Escherichia coli adenosine deaminase,
TADA * : mutant Escherichia coli adenosine deaminase, SpCas9n-D10A: SpCas9 nuclease carrying D10A mutation, BGH: polyadenosine acid.

1.7 Western Blot

将 HEK293T细胞接种到 6孔板中，分别转染 2 滋g ABE
载体，细胞培养 48h后提取蛋白，并用 Pierce bicinchoninic acid

(BCA)蛋白检测试剂盒测定蛋白浓度。将约 20 mg蛋白裂解液

高温（99℃）变性 5 min，经 8% SDS-PAGE凝胶电泳分离，转膜

条件 300 mA 150 min，使用 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入 1:

1000稀释的 茁-actin和 HA标签一抗，4℃孵育过夜，次日分别

加入相应的二抗，洗膜后加入化学发光试剂成像，根据灰带深

浅和条带粗细计算灰带灰度值，得出蛋白相对表达量。

2 结果

2.1 DD-ABE表达载体的构建

DHFR作为一种不稳定结构域，当它与目标蛋白融合时，

合成的融合蛋白倾向于被泛素 -蛋白酶体系统降解。只有在其

小分子药物伴侣 TMP存在时，DD能够稳定存在，促使目标蛋

白在细胞内维持较高的稳态水平并发挥功能[30]（图 1A）。然而，

研究证明只有当 DD耦合在目标蛋白的特定位置时，才能对蛋

白起有效的调控作用 [31]。因此，为了获得高效且严格调控的

DD-ABE编辑器，我们首先在 ABEmax的 C端添加 3个拷贝

的 HA标签，以构建 ABEmax-3伊HA表达载体，通过与 HA抗

体杂交即可检测 ABE蛋白的表达量。在 ABEmax-3伊HA的基
础上，我们进一步设计并构建 DD分别位于 TadA N端，TadA

和 TadA*之间，TadA* C端以及 nCas9 C端的表达载体，分别

称作 ABEND、ABEMD、ABECD、ABED，他们的 C端均包含 3

个拷贝的 HA标签，如图 1B所示。

2.2 sgRNA表达载体的构建

ABEmax的编辑框与 ABE7.10相同，腺嘌呤脱氨酶催化

位于远离 PAM端的第 4~8位的腺嘌呤（A）脱氨转化为肌苷

（I）。由于肌苷（I）的化学结构与鸟嘌呤（G）相似，被细胞修复机

制识别后替换成鸟嘌呤（G），从而完成从腺嘌呤（A）到鸟嘌呤

（G）的编辑[6]。基于此编辑框，我们从已发表的位点中挑选三个

高效内源基因靶点，包括 ABE site14、ABE site16、ABE site19[29，32]

(图 2)。用于表达 sgRNA的 pGL3-U6-sgRNA载体包含一个由

PGK启动子表达的嘌呤霉素（puromysin），作为细胞瞬时转染

后的筛选。在 3个位点中，ABE site14被编辑的碱基为第 5、6、7

位的腺嘌呤；ABE site16 被编辑的碱基为第 4、5、7 位的腺嘌

呤；ABE site19位点被编辑的碱基为 4、6、8位的腺嘌呤。

2.3 不同浓度 TMP调控 DD-ABE的蛋白表达

为了实现 ABE 的精确和有效调控，我们在 HEK293T

细胞中共转染 ABEmax-3伊HA 与四种 DD-ABE 表达载体，

将 TMP设置为 0、0.01 滋mol/L、0.1 滋mol、1 滋mol/L、10 滋mol/L、
50 滋mol/L、100 滋mol/L共 7个工作浓度梯度，处理 48小时后

收集蛋白，Western Blot检测各组 ABE蛋白的表达水平。如图

3所示，当 TMP浓度为 0时，ABEND（图 3A）、ABEMD (图

3B）、ABECD(图 3C)、ABED（图 3D）蛋白表达水平极低，说明

缺乏 TMP 的诱导，DD-ABE 不能稳定存在于细胞中。随着

TMP浓度的升高，四种 DD-ABE载体的蛋白表达量逐渐增加，

并且同时在 10 滋mol/L TMP处理下检测出最高的蛋白表达量。

因此后续实验我们将选择 10 滋mol/L TMP作为工作浓度。

在 10 滋mol/L TMP作用下，ABEND（图 3A）的蛋白表达水

平相对于不加药时提高了 3.6倍，而 ABEMD（图 3B）、ABECD

（图 3C）、ABED（图 3D）的蛋白水平分别提高了 1.7倍、6倍、

9.4倍。另外，将野生型 ABEmax的蛋白表达水平设为对照，进

一步分析 Western Blot的结果发现，ABEND蛋白最高表达水

平约为野生型 ABEmax的 50%（P<0.05），ABEMD和 ABED的
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图 3不同浓度的 TMP时 ABE-DD蛋白的表达水平

Fig. 3 Protein levels of ABE-DD stabilized by different concentrations of TMP. (A) ABEND; (B) ABEMD; (C) ABECD; (D) ABED.

Note: Data indicate the means依s.d. of three independent experiments. NT, non-transfected group. Data indicated the mean依S.E.M. (n=3).

NS: no significance(P >0.05), *: P<0.05.

蛋白最高表达量约为 ABEmax的 80% (P<0.05)，而 ABECD的

蛋白表达水平与野生 ABEmax 蛋白表达水平无显著性差异

（P>0.05）。由此，我们推测 ABECD可能是 ABE调控表达载体

的有效形式，但仍需从基因编辑水平做进一步验证。

2.4 ABECD能够精确调控 A>G的编辑水平

为检测 DD对编辑效率的影响，我们分别共转 ABEmax、4

种 DD-ABE表达载体与 3种 sgRNA，检测有无 TMP存在时的

DD-ABE的编辑效果，并与野生型 ABEmax的编辑水平进行

比较。

首先，在 ABEmax组设置 10 滋mol/L TMP的加药组和未

加药组，测序结果表明，3个位点中，加药组 ABEmax的编辑效

率与未加药组相比无显著性差异（P>0.05），说明 TMP不会对

ABEmax的功能造成影响（图 4A, 4B, 4C）。之后，分别比较

TMP 对各组 DD-ABE 编辑水平的调控，测序结果显示在

ABEND、ABEMD、ABDCD三组中，加药组的碱基编辑效率比

未加药组高（P<0.05），而 ABED组中，加药组与未加药组的编

辑效率无显著性差异（P>0.05），说明 TMP不能有效调控其对

内源基因的编辑作用。同时，测序结果显示，在 ABE site14（图

4A）、ABE site16（图 4B）、ABE site19（图 4C）三个位点中，

ABECD分别将平均编辑效率提高了 60.3%、42.3%、36.3%，相

对地，ABEND 仅提高了 24.7%，15.3%、15%，ABEMD 仅提高

了 12%、15.3%、15.3%，ABED仅提高了 11%、7.3%、9.7%，因此

TMP对 ABECD的编辑效率有更强的调节作用。最后，图 4表

明，在各组 ABE-DD的加药组中，ABECD加药组可以达到或

略低于 ABEmax的编辑效率，且在未加药组的编辑水平最低。

综上，在四种 DD-ABE编辑器中，ABECD是最为有效的可调控

ABE融合形式，可以在 TMP的作用下实现高效和严格的调控。

3 讨论

自从 CRISPR/Cas系统被改造成修饰靶向基因的工具以

来，基因编辑技术取得了快速的发展[2]，现在已被应用于多种生

物体的基因编辑研究，为改良农业产品和遗传疾病的治疗等带

来了巨大的希望。CRISPR/Cas衍生系统之一，ABE，可以在不

引起双链断裂的情况下实现更加精准、高效的碱基编辑，操作
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图 4 ABE-DD载体在三个内源基因 A>G的编辑效率

Fig. 4 The editing efficiency of ABE-DD vector in three endogenous targeted sites. (A) ABE site14;(B) ABE site16;(C) ABE site19.

Note: NT, non-transfected group. Data indicated the mean依S.E.M. (n=3). NS: no significance(P >0.05), *: P<0.05.

简便且安全性更高；然而其应用仍然存在诸多限制，包括潜在

的脱靶风险、过宽的编辑窗口、Cas蛋白的免疫原性等。

对于后者，本研究通过将 ABE与一种不稳定结构域耦合，

构建一种可调节的 ABE编辑器，以达到精准调控蛋白表达及基

因编辑效率的目的。我们选择了大肠杆菌来源的不稳定结构域

-DHFR，主要原因是其小分子稳定剂 TMP是一种抗生素，对于

人体有很高的安全性[29]，并且具备穿越血 -脑屏障的能力[33]。

此外，TMP可经由腹腔注射、口服、眼药水等多种给药途径到

达体内，实现快速、可逆的靶蛋白调控并维持较高的浓度[34]。

在本研究中，我们首先建立了 DHFR位于 ABEmax不同

相对位置的四种 DD-ABE融合蛋白（图 1），并且在它们的 C端

融合了 3个拷贝的 HA标签用于研究其蛋白表达水平。我们挑

选了 3个已发表的具有较高 A>G编辑效率的内源基因位点

（图 2），用于编辑效率检测。我们发现，在未经 TMP处理时，几

乎所有的 DD-ABE仅有非常少量的蛋白表达，证明 DHFR表

现出了强大的诱导融合蛋白降解的能力（图 3）。而在添加了

10 滋mol/L TMP后，ABE的蛋白表达水平均提高了数倍，其中

DD位于 TadA C端的 ABECD蛋白表达量与野生型 ABEmax

无显著性差异（P>0.05）（图 3）。在内源基因编辑上，ABECD同

样表现出了精确且有效的编辑潜力，加入 TMP后，三个位点中

A>G的效率均得到了明显的提升，并且接近野生 ABEmax的

编辑效率（P=0.9980）（图 4）。

我们的研究结果表明，与已开发的可调控 Cas9编辑系统

相比，DD-ABE编辑系统不仅拥有精确、高效的可调控潜能，同

时 TMP可以快速、可逆地稳定 DD-ABE，与 tet/dox的长时间

诱导[21-24]相比，具有更大的优势。另一方面，光遗传学诱导的

Cas9的调控[12-14]，往往需要依赖侵入性或可植入性装置，以达

到足够的光强刺激基因表达；其他二聚体小分子的诱导剂[15]则

对机体具有潜在的毒性风险。TMP作为抗生素具有较高的安

全性[29]，因此 DD-ABE在临床应用研究中可作为一种更加安全

的 ABE编辑器。

尽管我们的研究证实 ABECD是 DHFR介导的调节 ABE

的有效形式，ABE 本身存在的其他一些限制未能得到改善，

例如潜在的基因组脱靶效应、较宽的编辑窗口，同时研究

发现ABE编辑后的细胞系在全转录组水平存在大量的 RNA

SNVs[30, 31, 35]。目前已有研究分别开发出了具有更高保真性和更

窄编辑窗口的 ABE[30, 36]。在未来的研究中，我们将联合本研究

成果和以上的改进技术，建立保真性、精确性、安全性更高的可

调控型 ABE系统。
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