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新型RNA编辑系统在动物基因功能研究中的应用
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摘　要 ：RNA 编辑指遗传信息转录后对 RNA 核苷酸序列的改变，包括碱基替换、核苷酸的插入和删除等

过程。RNA 编辑系统可分为基于 CRISPR-Cas13 和非 CRISPR-Cas13 RNA 编辑系统两种，该文分别阐述了

两种系统的分子机制和编辑过程，并总结了新型 RNA 编辑系统的优势、缺陷以及应用价值。 
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Application of novel RNA editing tools in 
the research of animal gene functions

LI Deng-Luan, WANG Gang*
(Precise Genome Engineering Center, School of Life Sciences, Guangzhou University, Guangzhou 510006, China)

Abstract: RNA editing can be broadly defined as post-transcriptional modification of RNA nucleotide sequence, 
including base replacement, insertion and deletion. RNA editing systems can be divided into two kinds of RNA 
editing systems based on CRISPR-Cas13 included or not. This paper described the molecular mechanism and 
editing process of these two systems, and summarized the advantages, defects and application of the new RNA 
editing system.
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RNA 编辑广义地被定义为基因组转录后 RNA
序列中任意特异性位点碱基的改变，不包括 RNA
拼接和多聚腺苷酸化等过程引起的变化 [1-2]。大多

数生物体中 RNA 序列的改变都是核苷酸的插入和

缺失，以及碱基的替换三种类型，但其机制各不相

同。在不同生物体中发生的不同改变的 RNA 编辑

同样有差异性。这些最新进展使我们更好地了解

RNA 编辑系统中细胞因子之间的相似性和差异 [2-3]。

1　不同生物体中的RNA编辑

在不同生物体中，RNA 转录后核苷酸序列的

改变，即 RNA 编辑 [4]。这些编辑情况包括在线粒

体基因组转录后编码的 pre-mRNA 中插入和删除尿

嘧啶核苷酸 [5]。

在绒泡菌属线粒体中发现了胞嘧啶核苷酸插入

编辑。研究发现，动质体目原生动物以外的生物体

线粒体中广泛存在插入类型的 RNA 编辑：绒泡菌

属、非细胞黏菌编码 ATP 合成酶亚基的线粒体

RNA 在 54 位点被插入胞嘧啶 [6] ；一种类人猿原生

生物的线粒体中某些 tRNA 的序列与编码它们的基

因不同。这些变化包括单核苷酸替换 (U>A、U>G
和 A>G)，这些替换出现在转录后，并具有纠正不

匹配的碱基对的作用。因此，RNA 编辑可还原此

区域中 tRNA 的正确配对 [7]。

在高等植物线粒体和叶绿体 mRNA 以及有袋

动物和大鼠的 tRNA中发现了类似的C-U碱基替换。

例如，小麦线粒体中细胞色素 c 氧化酶的 II 亚基相

关 mRNA 多个位置的胞嘧啶转化为尿嘧啶，表明
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植物线粒体中存在明显的编码异常的现象 [8]。哺

乳动物载脂蛋白 B mRNA (apolipoprotein B mRNA, 
ApoB mRNA) 中存在胞嘧啶到尿嘧啶碱基替换，该

过程由 RNA 脱氨酶催化。ApoB mRNA 中 C 到 U
编辑是哺乳动物中最早发现的 RNA 编辑现象，而

编辑 ApoB mRNA 所需的最小蛋白质复合物由载脂

蛋白 B mRNA 编辑复合物 -1 (apolipoprotein B mRNA 
editing complexe-1, APOBEC-1) 和 apobec-1 互补因子

(apobec-1 complementation factor, ACF) 组成 [9] ；在哺

乳动物谷氨酸受体亚基 mRNA 发现的 A-I 型编辑

是由于在高等生物体中广泛存在的双链 RNA 特异

性腺苷脱氨酶 (adenosine deaminase acting on double-
stranded RNA, ADARs) 的作用 [10-12]。RNA 编辑在

其他系统中的生物学意义与用于调节哺乳动物大脑

中非 NMDA 谷氨酸受体的细胞选择性和电生理特

征的核苷酸修饰一样重要 [12]。ADARs 作用于 RNA
使得腺苷转化为肌苷，这种 A>I 编辑不仅发生在

mRNA 的蛋白质编码区，而且还经常发生在包含反

向 Alu 重复序列的非编码区，编码序列的编辑可以

导致基因组中非编码功能蛋白的表达，而发生在包

含反向 Alu 重复序列的非编码序列的编辑的生物学

意义仍然未知 [13]。某些 microRNA (miRNA) 前体也

被编辑，导致成熟的 miRNA 的表达减少或功能改

变。相反最近的研究表明，ADAR1 与 Dicer 酶 ( 双
链核糖核酸内切酶 ) 形成复合物促进 miRNA 加工，

揭示了 ADAR1 在调节 RNA 干扰中的新功能 [14]。

研究发现，CRISPR-Cas13 靶向 RNA 系统同时

伴随着剪切 RNA 的作用 [15]。CRISPR-dCas13 系统

经过研究与 ADAR 脱氨酶形成复合物，组成了用

于可编程 A 至 I 替换的 RNA 编辑系统 (RNA editing 
for programmable A to I replacement， REPAIR) 实现

了腺嘌呤到鸟嘌呤的碱基替换 [16] ；经过对 ADAR
脱氨酶进行突变，CRISPR-dRanCas13b 与 ADAR2
脱氨酶结构域 (ADAR2 deaminase domain, ADAR2DD)
形成新的CRISPR-Cas13介导特定C到U替换 (RNA 
editing for specific C to U exchange, RESCUE) 的 RNA
编辑系统，实现了胞嘧啶到尿嘧啶的碱基替换 [17]。

2019 年前后，基于 ADAR 介导的 RNA 编辑的新型

可编程系统在 RNA 编辑领域引起广泛的关注，前

后出现了多个新型系统，例如 CRISPR-Cas 介导的

RNA 靶向系统 (CRISPR-Cas-inspired RNA targeting 
system, CIRTS)、CRISPR-Cas13 介导特定 C 到 U 替

换 (RNA editing for specific C to U exchange, RESCUE)、
招募内源性ADAR到特定转录本 (recruiting endogenous 

ADAR to specific transcripts for oligonucleotide mediated 
RNA editing, RESTORE) 和利用内源性 ADAR 用于

可编程 RNA 编辑 (leveraging endogenous ADAR for 
programmable editing of RNA, LEAPER)。这些创新

型 RNA 碱基编辑平台被用于哺乳动物细胞的可编

程碱基替换 [18]。本文重点综述基于 CRISPR-Cas13
和非 CRISPR-Cas13 的两种新型可编程的 RNA 编辑

系统 ( 图 1)。

2　基于CRISPR-Cas13系统的RNA编辑

2.1　CRISPR-Cas
聚集的规则间隔回文重复序列介导的蛋白系统

(clustered regularly interspaced palindromic repeats/
CRISPR-associated proteins system, CRISPR-Cas) 是来

源于古细菌和细菌的适应性免疫系统。外来病毒入

侵后，细菌捕获并整合病毒基因组到 CRISPR 阵列

中，CRISPR 阵列是重复的基因组序列，包含多个

重复序列、交替的半回文重复序列和“间隔”序列。

当病毒再次入侵细菌，CRISPR 阵列经过加工修饰

生成 CRISPR RNA (crRNA)，Cas 蛋白与 crRNA 形

成复合物与外来病毒遗传物质序列配对。此时，

Cas 蛋白发挥核酸酶的切割作用，从而为细菌细胞

提供免疫防御机制 [19]。该系统经过人工改造，引导

编程性的内切酶到目标基因，以特定序列的方式切

割内部DNA或者RNA。CRISPR-Cas系统分为两类：

第一类为多亚基效应复合物 ( Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型 )，第

二类为单蛋白效应模块 ( Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ型 )。然而，

Ⅵ型 CRISPR-Cas13 系统是 CRISPR-Cas 变体中第

一个专门靶向 RNA 的系统 [20]。

2.2　CRISPR-Cas13系统

CRISPR-Cas13 系统的作用过程分为三个阶段：

适应性阶段、CRISPRRNA(crRNA) 形成阶段、干

扰阶段。适应性阶段需要获得外源 DNA 序列到

CRISPR 阵列中，由整合酶 Cas1、Cas2 蛋白插入；

crRNA 形成阶段，CRISPR 阵列转录成 pre-CRISPR- 
RNA (pre-crRNA)，然后由Cas蛋白或宿主因子处理，

生成单个成熟的 crRNA ；干扰阶段，成熟的 crRNA
与 Cas13 蛋白形成复合物，使 crRNA 引导扫描细

胞中的核酸分子，当 crRNA 与目标 RNA 碱基互补

配对时，Cas 效应复合物能够切割和促进核酸分子

的降解，有助于防止进一步感染 [21]。

2.3　CRISPR-Cas13系统分类

最近的研究表明，Cas13 蛋白家族包括 Cas13a、
Cas13b 和 Cas13d，它们都具有天然和独特的 RNA



生命科学 第34卷1444

靶向能力。

2.3.1　CRISPR-Cas13a
CRISPR-Cas13a 系统的主要元件有 Cas1、Cas2、

Cas13a、crRNA。在不同 Cas13a ( 以前称 C2c2) 同
源物介导的 β- 内酰胺酶 ( 氨苄西林耐药 ) 转录本裂

解的报告系统中，来自 Leptotrichia wadei 中的 Cas13a 
(LwaCas13a) 最为活跃。LwaCas13a 没有明显的原

间隔区侧翼序列 (protospacer flanking sequence, PFS)
限制，直接重复序列长 36 nt，crRNA 间隔序列为

28 nt，在 HEK293T 细胞中，利用 CRISPR-LwaCas13a
系统靶向敲除 Gluc、KRAS 和 PPIB 全转录本序列：

所有靶向敲除 Gluc 的效率都超过 50%，最高为

83% ；所有靶向敲除内源性靶点 KRAS 的效率最高

达 85% ；所有靶向敲除内源性靶点 PPIB 的效率最

高达 75%。相比于 RNAi 靶向敲除特定基因，此系

统靶向敲除效率与 RNAi 相当，并且脱靶敲除效率

较 RNAi 显著降低 [15]。

2.3.2　CRISPR-Cas13b
与 CRISPR-Cas13a 系统不同，CRISPR-Cas13b

系统包括 Csx27/Csx28、Cas13b、crRNA。Csx27、
Csx28 分别抑制和促进 Cas13b 蛋白的核酸酶活性。

比较哺乳动物细胞中 Cas13 酶家族的 RNA 敲除活

性发现，来自普氏菌的 Cas13b 同源物 (Prevotellasp, 
PspCas13b) 敲除活性最高。PspCas13b 没有明显的

PFS 限制，直接重复序列长 36 nt，crRNA 间隔序

列为 30 nt。在 HEK293T 细胞中，利用 CRISPR- 
PspCas13b 系统靶向敲除 Gluc 和 Cluc。crRNA 靶向

敲除 Gluc 和 Cluc，平均敲除效率为 92.3%[15]。虽

然 Cas13a 靶向 RNA 有敲除活性，但在哺乳动物细

胞中，PspCas13b 被证明靶向敲除 RNA 的效率更高、

更稳定 [15]。

2.3.3　CRISPR-Cas13d
来自黄癌瘤胃球菌 XPD3002 的 RfxCas13d 

(Ruminococcus flavefaciens XPD3002, RfxCas13d) 与
核定位信号 (nuclear localization sequence, NLS) 组成

CasRx (RfxCas13d-NLS)。CasRx 介导的 CRISPR- CasRx
基因敲除相对于不同内源性转录本的 RNA 干扰表

现出较高的效率和特异性。CasRx 已被用于靶向

其他内源性转录本，能够高效敲除目标 RNA。CasRx
可用于调节内源性转录本的剪切，并且 CasRx 的编

码序列足够小，可以用于腺相关病毒载体 (AAV) 的
包装。同时，CasRx 在 mCherry 报告系统和内源性

转录本上有 80%~95% 的编辑效率 [22]。

首先，在 RNA 敲除试验中，CasRx 在细胞核

中发挥功能良好 ( 而 Cas13b 更倾向于在细胞质 )。
这表明基于 CasRx 的编辑器在细胞核中保持活跃，

并且脱靶效应会降低。其次，CasRx 包含多个耐受

ADAR2DD (E488Q) 插入的环状结构，这种融合蛋

白构像会产生空间位阻，减少全局脱靶编辑，但仍

然保持靶向编辑活性 [16, 23]。与 Cas13b 相比，CasRx

图1  非/基于CRISPR-Cas13的各种RNA碱基编辑器的编辑示意图
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较小 (967 aa vs 1 090 aa)，较短的 gRNA 间隔 (22 nt 和
40 nt) 足以诱导特定目标 RNA 的最大切割。CasRx
系统更紧凑的尺寸将有助于 AAV 包装，由于 mRNA
结合的长间隔序列会干扰翻译，短间隔序列也是可

取的 [24]。CasRx 比野生型 Cas13d、AfxCas13d 更有

效地靶向 B4GALNT1，gRNA 和 pre-gRNA (gRNA
前体 ) 都可以介导有效的敲除 (82%)[22]。

2.3.4　CRISPR-Cas13X/Y
CRISPR-Cas 系统的 Cas 蛋白分为 6 个亚型和

许多同源物 [25]，在未培养的 II 型和 V 型家族微生

物中发现的更小的 CRISPR 系统，进一步扩展了我

们对不同 CRISPR 机制和 Cas 蛋白之间广泛共同进

化的认识 [26]。Cas13 是最近在 VI 型 CRISPR 系统

中发现的一个单一效应物，具有 RNA 干扰活性 [27]。

此外，由于用 AAV 病毒包装外源基因大小的限制，

Cas蛋白需要足够小才能包装进AAV [28]。在2021年，

杨辉课题组利用宏基因组数据集中筛选出两个较小

的 CRISPR-Cas13 家族 Cas13X/Y，并将它们设计用

于哺乳动物细胞中的 RNA 敲除和 RNA 碱基编辑。

Cas13X/Y 与 Cas13b 核糖核酸酶结构域相似，crRNA 
(CRISPR RNA) 的直接重复序列同样是在 3ʹ 端。根

据结构预测，Cas13X/Y 与其他 Cas13 相似，也存

在两个较高等真核生物和原核生物核苷酸结合结构

域 (higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-
binding domain, HEPN)。突变 RxxxxH 序列可形成

无核酸酶活性的 Cas13X/Y 蛋白 (dead Cas13X/Y, 
dCas13X/Y)。两个家族中靶向敲除 RNA 的效率最

高的是 Cas13X.1。具有两个直接重复序列或单直接

重复序列的 crRNA 前体都可以介导有效的敲除。

Cas13X.1 与核定位系统 (NLS) 显著提高了 Cas13X.1
的敲除活性。Cas13X.1 敲除任意目标 RNA，对

PFS 无活性偏倚。crRNA 的最优间隔序列长度是 30 
nt，最短限度为 15 nt。与其他同源物敲除 RNA 效

率比较，Cas13X.1 和 RfxCas13d 的敲除效率略高于

LwaCas13a 和 Psp-Cas13b 靶向编辑内源性基因靶点

时，其没有附带非特异的核糖核酸酶活性 (collateral 
ribonuclease activity)。在体外，Cas13X.1 表现出比

RfxCas13d 和 LwaCas13a 更低的核糖核酸酶活性。

2.4　基于CRISPR-Cas13系统RNA碱基编辑(A>I)
2.4.1　REPAIR

基于CRISPR系统的DNA碱基编辑系统 (CBEs、
ABEs) 可以实现 C-T 和 A-G 两种碱基的替换，靶向

DNA 碱基编辑是不可逆且可遗传的。而 RNA 编辑

不可遗传，所以 RNA 碱基编辑系统可更安全地应

用于基因治疗。在人类中，最常见的 RNA 编辑类

型是将腺苷转化为肌苷。这种编辑由两个 RNA 腺

苷脱氨酶 (ADAR) 介导：ADAR1 和 ADAR2。因为

肌苷被拼接和翻译读作鸟苷，ADAR 还可以修改拼

接模式和修改氨基酸序列 [13]。研究报道 REPAIR 系

统能有效地对 RNA 中的腺嘌呤 (A) 进行单碱基编

辑。PspCas13b 是从普雷沃氏菌属中筛选出的

Cas13b 的同源物。经过设计的一种 PspCas13b 的失

活变体 (dPspCas13b) 仍然与 RNA 的特定核苷酸结

合，但缺乏剪切 RNA 的功能。PspCas13b 的失活变

体融合到 ADAR2DD，该复合体参与 RNA 转录本

中 A-I 的替换 [16]。通过优化 ADAR2DD 发现，发生

ADAR2DD (E488Q) 提高了编辑活性。将 dPsp-Cas13b
与ADAR2DD (E488Q)结合形成了REPAIRv1 (REPAIR 
version 1) 系统。为了证明 REPAIRv1 系统在哺乳动

物细胞 RNA 编辑中的广泛适用性，研究人员设计

了 REPAIRv1 靶向治疗两种疾病相关突变：伴 X 染

色体肾源性尿崩症中的 878G>A (AVPR2W293X)、
范可尼贫血中的 1517G>A (FANCCW506X) [16]。在

贫血突变 DNA 的细胞系中，REPAIRv1 能够纠正

23% 的突变 RNA 序列。在糖尿病患者的细胞系中，

REPAIRv1 能够纠正 35% 的突变 RNA 序列。REPAIRv1
靶向 Gluc 报告系统的编辑效率可达 89%，但在

靶向内源基因 PPIB 时，其编辑效率只有 28%[16]。

通过在 ADAR2 上引入新突变 (ADAR2DD-E488Q-
T375G)形成REPAIRv2系统，该系统在靶向Gluc时，

其脱靶率约是 REPAIRv1 系统的 1/900，但编辑效

率 也 随 之 降 低。 升 级 后 的 REPAIRv2 达 到 了

20%~40% 的预期编辑效率，51% 的目标 RNA 没有

发现显著的脱靶活性。REPAIRv2 能够将整个转录

组中可检测的脱靶编辑从 18 385 减少到仅 20，相

比之前描述的 RNA 编辑平台有更高的特异性 [29-30]。

2.4.2　REPAIRx
基因编辑系统在特异性、效率、脱靶率、编辑

窗口等多个方面不断被优化形成更加有效且精确的

编辑系统。Liu 等 [23] 研究出新型 RNA (A>I) 的碱基

编辑系统 REPAIRx。REPAIRx 系统由 REPAIR 系

统优化而来。REPAIRx 系统将 REPAIR 中 dCas13b
替换为失去切割活性的CasRx (dead CasRx, dCasRx)。
将脱氨酶结构域插入到 dCasRx 的中间，同时连接

NLS，新创建的编辑器被称为 REPAIRx (Vx)，精确

且高效。不同长度的 gRNA 和 spacer 靶向 mRNA
或核内 RNA 时，Vx 都优于其他的各种版本 (V1-
V6)。Vx 系统依赖 gRNA 间隔序列 30 nt，靶向序
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列 3’ 端第 17 nt 为目标编辑碱基时，编辑效率最高。

利用 GFP 报告系统靶向 PPKN 序列上 A45 时实现

了 78% 的编辑，在直接重复序列 (direct repeat, DR)
删除后，编辑效率大幅降低到只有 6%，这也表明

了 Vx 系统发挥编辑功能时依赖 DR 的存在。在

N2a 细胞中靶向内源性转录本 PPIB，Vx 在两个测

试位点的编辑效率分别为 36% 和 46%，都大于等

于其他版本 (V1-V6)。同时靶向内源性转录本

Gusb，Actb Vx 系统普遍大于其他版本或相当 (V1)。
Vx 系统表现出高于其他版本的编辑效率，并且 Vx
系统在靶向 gRNA 存在的情况下，在整个转录本中，

测序脱靶效应数最低 (721)。与其他四个编辑平台

( 分别基于 MS2 外壳蛋白 (MS2 coat protein, MCP)、
外源全长ADAR (exogenous full-length ADAR, ExoADAR)
和长反义寡核苷酸、CIRTS) 比较，Vx 在其他编辑

系统的非代表性位点进行测试时，表现优于其他编

辑系统。在其他编辑系统的代表性位点进行测试时，

除利用 151 nt 寡核苷酸、MCP-ADAR2DD-NES 和

CIRTS 分别靶向编辑 PPIB5’UTR、RAB7A 和荧光

素酶报告基因上的代表性位点外，Vx 使用通用 50-
17gRNA 都比使用优化 gRNA 的其他编辑系统更活

跃 [22]。MCP 平台由 Tsukahara 等人首创，最近由 Azad
等人优化 [31]。优化后的编辑器为 MCP-ADAR2DD- 
NES 和 MCP-ADAR2DD-NLS ( 分别位于细胞质和

细胞核中 )，细胞质版本的编辑效率比核版本高2倍。

在 PRKN 报告基因和 PPIB 位点，Vx (60% 和 77%)
系统编辑效率分别是 CIRTS (26% 和 41%) 的 2 倍。

2.4.3　xABE、mxABE
minidCas13X.1 (445 aa) 和 dCas13X.1 (775 aa) 与

高保真的 ADAR2DD (E488Q/T375G) 融合形成 A> I 
RNA 碱基编辑器 (xABE、mxABE)。相较于 REPAIR
系统靶向内源性靶点，xABE/mxABE 编辑器可以更

有效地实现依赖于 crRNA 的 A 到 I 编辑，mxABE
编辑效率高达 60% (FANCC-1 位点 )[32]。

2.5　基于CRISPR-Cas13系统RNA碱基编辑(C>U)
2.5.1　RESCUE-S

RESCUE 系统是基于 REPAIR 系统进化而来的

C 到 U RNA 编辑器。虽然能够催化 C 转化为 U 的

天然酶已经被用于 DNA 碱基编辑 [33]，但它们只作

用于单链底物 [34]，且有明显的脱靶效应，并在一个

窗口内脱去多个碱基 [35]。采用合成方法进化 ADAR2
的腺嘌呤脱氨酶结构域 (ADAR2DD)。进化的 ADAR2
突变体作用于双链 RNA 底物，优先将 gRNA 与目

标 RNA 胞嘧啶形成错配的胞嘧啶编辑为尿嘧啶。

将这种进化的胞苷脱氨酶与 dCas13 融合，在哺乳

动物细胞中开发出了用于特异性 C 到 U 替换的可

编程 RNA 编辑器。在 HEK293T 细胞中，利用

RESCUE 系统靶向内源性转录本，其中在 9 个基因

的 24 个位点检测 RESCUE 系统的编辑效率最高达

42%；调节关键的磷酸化残基来改变 STAT 和 Wnt/β-
连环蛋白通路的激活，从而抑制泛素化和降解 [36]，

靶向编辑磷酸化残基上的 β- 连环蛋白转录本

(CTNNB1)， RESCUE 的编辑效率最高为 28% ；全

转录组 RNA 测序分析了脱靶率，发现 RESCUE 在

Gluc 转录本上有 80% C 到 U 编辑，但有 188 个其

他位点 C 到 U 脱靶，1 695 个 A 到 I 脱靶；RESCUS-S
是 RESCUE 通过合理诱变进化来的一个高度特异

性和精确的 C 到 U RNA 编辑工具。RESCUE-S 突

变体在荧光素酶报告系统中靶向荧光素酶转录本 C
到 U 的编辑效率高达 76%，只有 103 个 C 到 U 的

脱靶，139 个 A 到 I 的脱靶 [37]。RESCUE-S 相较于

RESCUE 系统在保证编辑效率不降低的情况下，

降低了 C 到 U 和 A 到 I 的脱靶率。RESCUE 系统

的出现扩展了可靶向的氨基酸种类以及使得更多

翻译后修饰 ( 甲基化、糖基化、磷酸化 ) 得以调节。

RESCUE 也是新的碱基编辑功能的 RNA 靶向工具

包，增加了治疗遗传疾病新的选项。[17]。

2.5.2　CURE
Huang 等 [38] 于 2020 年发现了第一个胞苷特异

性的 C>U 的 RNA 编辑器 (first cytidine-specific C-to-U 
RNA editor, CURE)。CURE 是胞苷脱氨酶 APOBEC3A 
(A3A)与dCas13b融合，并与非常规的gRNA (gRNAs)
共同作用，旨在在靶位点引入环式结构。A3A 优先

编辑特定形式的 C (UC 二核苷酸 )，例如，SDHB 
mRNA 中的发夹结构包含一个 5-bp 茎，茎连接着

包含靶向目标 C 的四环，A3A 优先编辑带有四环

的 UC 二核苷酸的胞嘧啶。A3A 介导的 RNA 编辑

对靶位点有严格的结构要求。在 SDHB 发夹环中移

动 UC 二核苷酸，向上游移动一个核苷酸，编辑效

率降低为原来的 1/10。重要的是，CURE 不会脱氨

腺苷，这使得 CURE 的高特异性版本在转录组范围

内比 RESCUE-S 产生更少的错义突变 [36]。

CURE 在 GFP 报告基因和 PPIB 上更活跃，编

辑效率为 30%~50%，而 RESCUE-S 的编辑效率为

10%。靶向TYMS、ACTB、CTNNB1、KRAS、SMARCA4、 
GAPDH 六个位点，CURE 编辑效率较高。CURE-N
除了对 KRAS 和 SMARCA4 的编辑效率略低外，其

他 4个位点与RESCUE-S相当，CURE-X除了CTNNB1



李登銮，等：新型RNA编辑系统在动物基因功能研究中的应用第11期 1447

位点和 RESCUE-S 一样活跃，其他位点都低于

RESCUE-S。CURE 系 统 最 高 的 编 辑 效 率 达 到

55%[36]。

CURE 和 RESCUE-S 这两种编辑方法表现出重

叠的编辑序列偏好，CURE 和 RESCUE-S 分别能够

编辑 UCC ( 下划线代表编辑位点 ) 和 AC 序列。核

定位版本的 CURE 相较于 RESCUE-S 可以更有效

地编辑核 RNA。当 RESCUE-S 靶向目标序列为

GC 和 CC 时，其编辑效率较低，仅为 2%。虽然

RESCUE-S 可以同时编辑目标 AC、UC，但是 UC
编辑效率低至 4%。利用 A3A 开发了 CURE 的 3 个

版本，其中 CURE-C 是编辑效率最高的版本，

CURE-X 是最具体的，CURE-N 是平衡的。对于目

标编辑，CURE 与 RESCUE-S 相比有几个优势。具

体来说，CURE 在一些 UC 靶点上更活跃，也能够

进行 UCC 编辑。关于脱靶编辑，CURE-N 和 CURE-X
都比 RESCUE-S 特异性好，特别是 CURE-X 特异性

更好。CURE 相对于 RESCUE-S 的主要缺点是它不

能编辑 AC。然而，编辑 UCC 这种独特的 C 编辑

能力弥补了这种不足。CURE 是 RESCUE-S 在功能

上的补充。例如，CURE-X 和 CURE-N 分别是特异

性最高和编辑核 RNA 的首选，而 CURE 是编辑

UCC 的唯一选择。另一方面，对于多重 C>U 和 A>I
编辑，CURE 效率低，RESCUE-S 更好些。由于碱

基切除修复 (base-excision repair,  BER)，CURE-N
使 DNA 碱基改变后并不会导致 DNA 发生突变。

2.5.3　xCBE、mxCBE
minidCas13X.1 (445 aa) 和 dCas13X.1 (775 aa)

与进化的 ADAR2RNA 胞嘧啶脱氨酶融合形成 C 到

U RNA 碱基编辑器 (xCBE、mxCBE)。在内源性靶

点中相较于 RESCUE 系统，xCBE/mxCBE 编辑器

可以更有效地实现 C 到 U 编辑，xCBE 编辑效率高

达 70% (PPIB 位点 )。mxCBE 相较于 xCBE 减少了

RNA 脱靶编辑。RNA 碱基编辑器 mxABE 和 mxCBE
有更小、更高效、更安全的特点，能够促进基于

AAV 的基因治疗。

表 1 和 2 综合比较了基于 CRISPR-Cas13 系统

的不同 RNA 碱基编辑器。

3　非CRISPR-Cas13系统RNA碱基编辑

转录后 RNA 修饰中最常见的形式之一是腺苷

向肌苷 (A>I) 的转化，它是由腺苷脱氨酶 (ADAR)
作用于 RNA 介导的。CIRTS (CRISPR-Cas 启发 RNA
定位系统 )、RESTORE ( 招募内源性 ADAR 特定转

录本，利用寡核苷酸介导 RNA 编辑 )、LEAPER ( 利
用内源性 ADAR 可编程编辑 RNA) 是创新的 RNA
碱基编辑平台，在哺乳动物细胞中实现可编程的碱

基替换，也是利用工程脱氨酶进行精确的碱基编辑

的新方法。此外，这些系统允许编辑包含致病点突

变的全长转录本，而不丢失基因组信息。如果能适

当解决脱靶编辑问题，则为体内研究和治疗环境提

供了一个有吸引力的替换方案。

3.1　CIRTS
在最近的一项发表在 Cell 研究中，Rauch 等 [40]

描述了受CRISPR-Cas启发的RNA靶向系统 (CIRTS)
的工程设计，作为一种模块化的蛋白质工程策略，

完全由人类蛋白质部分发展而来。这种可编程 RNA
靶向系统包括：(1) 作为该系统核心的一种 RNA 发

夹结合蛋白，可以选择性并高度亲和地与特异性的

RNA 结构结合；(2) 一个具有特定 RNA 结构的

gRNA，与工程发夹结合蛋白相互作用，与目标

RNA 序列互补；(3) 一种可以与 gRNA 结合，在目

标相互作用之前与 gRNA 结合，稳定和保护它的蛋

白质；(4) 一种作用于靶向 RNA 的表观转录组调节

因子。通过碱基互补配对，gRNA 靶向 RNA，4 种组

分构成核糖核蛋白复合物，效应蛋白发挥作用。效

应蛋白包括：核糖核酸酶、RNA 降解蛋白、用于

A>I 编辑的 RNA 编辑蛋白 [38]。CIRTS 为表观转录

组提供了一个易于编程的新平台，它可以结合多个

蛋白质结构域，其中一个特定的结构域可以作为

“writer”、“reader”或“eraser”，可针对几乎任何感

兴趣的转录本 [40]。CIRTS 可以通过多个 gRNAs 靶
向编辑不同的 RNA 分子。

CIRTS 的氨基酸序列大小为 432 aa，比迄今为

止发现的最小的 Cas14a 蛋白 (529 aa) 还要小，这表明

这个模块系统即使在最小的配置下也是有效的 [41]。

如果用于体内表观转录组，CIRTS 的人源性特性将

避免免疫问题。关于这一点，已经有研究预测了构

建人源化多肽诱导免疫反应的风险性 [38]。具体来说，

通过对主要组织相容性复合体 I 类 (MHCI 类 ) 结合

肽的分析，发现其引起免疫反应的倾向较低，对于

治疗干预特别有吸引力 [38]。

由于 CRISPR-Cas13 的 RNA 编辑系统中 Cas
蛋白的分子量较大，使得病毒包装以及蛋白转运变

得困难；其次是 Cas 蛋白来源于细菌，使得长期临

床应用时易产生免疫原性。这两点使得基因编辑的

基础研究应用和临床治疗面临着困难。CIRTS 是一

个完全由人类蛋白成分合成的、可设计的、模块化
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的、RNA 引导的 RNA 靶向效应器，克服了 CRISPR- 
Cas 系统的大分子量和免疫原性的限制性，为 RNA
调控的研究和利用提供了新的工具，为未来临床治

疗提供了新机遇 [42]。

3.2　RESTORE
RESTORE 系统将内源性 ADAR 招募到特异

性转录本中，利用寡核苷酸介导进行 RNA 编辑。

RESTORE 由化学修饰的反义寡核苷酸 (ASOs) 组
成，具有发挥不同作用的两个结构域：(1) 一个可

编程的特异性结构域，与目标 mRNA 结合；(2) 一
个稳定的 ADAR 招募域，引导内源性人类 ADAR
到 ASO ：mRNA 复合体来编辑转录本 [43]。

RESTORE 已应用于人类细胞系和原代人类细

胞，编辑率在 75%~85% 之间，是依赖于细胞系的

定点 RNA 编辑。利用这个系统修复了一个导致 1-
抗胰蛋白酶缺乏的临床相关突变，并编辑了 HeLa
和原代细胞中 STAT1 的磷酸化酪氨酸 701 位点

(5’UAU-3’)。RESTORE，这种 RNA 编辑技术在治

疗纠正疾病相关转录本中的点突变方面有很大潜

力 [43]。RESTORE 介导的 RNA 编辑只能通过使用

ADAR 招募的 ASOs 而不需要异位表达 ADARs 来
实现，这使得该方法可以尽量减少这些 RNA 编辑

酶过表达引起的脱靶编辑效应 [44]。

RESTORE 系统解决了基于 CRISPR-Cas13 的

RNA 编辑系统蛋白分子量过大使得病毒载体递送

困难、蛋白过表达引起的 DNA/RNA 水平的脱靶效

应、外源蛋白表达引起的机体免疫反应及损伤、机

体内的预存抗体使外源编辑酶或效应蛋白被中和从

而导致基因编辑失败等问题。

3.3　LEAPER
LEAPER 利用内源性 ADAR 可编程编辑 RNA，

采用 ADAR 招募的短 RNA (arRNAs) 参与内源性

ADAR1 酶改变特定的 A 到 I，并且实现编辑效率

高达 80%。整体的脱靶效率较低，靶位点的非目标

A 被有效地限制编辑 [45]。

研究证明了 ADAR 蛋白可以单独发挥靶向

RNA 进行编辑的作用。这种情况是因为长 gRNAs 
( 长度为 111~151 nt) 可以与目标转录本退火形成

dsRNA 底物，进而招募内源性 ADAR 蛋白进行靶

向编辑。因此，gRNAs 被称为 arRNAs。
通过使用不同长度核苷酸的 arRNAs，LEAPER

可以对内源性转录本 PPIB、KRAS、SMAD4和 FANCC
进行有效编辑，编辑效率逐个提高。此外，与那些

具有单个 arRNAs 的位点相比，LEAPER 通过两个

arRNAs 的共表达，可以同时针对不同的位点进行

编辑，并具有协同效应 [45]。笔者靶向肿瘤抑制基因

TP53 发生突变导致过早终止，LEAPER 能够修复

TP53 中与癌症相关的过早终止的密码子，并恢复

其功能，这是肿瘤学的一种很有前途的策略 [46]。

LEAPER 不影响内源 ADAR 蛋白的正常功能，也

不会激活细胞中的天然免疫反应 [46]。

在 LEAPER 的基础上开发的 LEAPER2.0 同样

使用内源性 ADAR 酶和工程化的 ADAR 招募 RNA 
(arRNAs)。然而，二者不同之处在于 LEAPER2.0
所用到的 arRNAs 是共价闭合的环状 RNA (cir-
arRNA)，LEAPER 系 统 中 arRNAs 是 线 性 RNA。

编辑效率取决于 arRNAs 是否充足和是否稳定。环

状 RNA 是一类非编码 RNA，因为其共价闭环结构

保护其免受外切酶的影响，所以高度稳定。因此，

研究人员测试了共价闭环 arRNAs ( 图 2)。证明无

论是在细胞中表达或作为体外转录的 arRNAs，
LEAPER2.0 平均编辑效率比 LEAPER 高 3.1 倍。

LEAPER2.0 系统的脱靶编辑范围 80% 都在目标转

录本附近区域，因此研究人员删除了 arRNAs 中靶

向目标碱基周围的与目标 RNA A 匹配的 U。对于

临床研究有重要意义的是，其活性在多个靶标转录

本和细胞系中持续更长时间，最高可达 21 d。在细

胞培养中，LEAPER2.0 提高了编辑内源性 CTNNB1
和突变体 TP53 转录本的效率和特异性。在 Hurler
综合征小鼠模型中，使用腺相关病毒包装环状

arRNAs 纠正致病点突变，恢复了 α-l- 腺苷酸酶的

催化活性，降低了肝脏中糖胺聚糖的积累。LEAPER 
2.0 中 arRNAs 的新设计可实现更精确、更高效的 
RNA 编辑，并在治疗和基础研究领域具有广泛的适

用性
[47]。

Yi 等 [48] 设计开发与 LEAPER2.0 相似的环状

ADAR招募 gRNA (circular ADAR-recruiting guide RNAs, 
cadRNAs)，与 LEAPER2.0 机制相似，cadRNA 由反

义结构域和 ADAR 招募结构域组成；反义结构域

结合目标 RNA ；招募结构负责招募 ADAR，实现

A 到 I 的编辑；此系统提高了 A 到 I 的 RNA 编辑

效率，且不需要任何外源性蛋白的共同作用。其编

辑示意图如图 2。与 LEAPER2.0 相似，cadRNAs
在多个细胞系中多个位点实现了稳定和持久的RNA
编辑，并且具有较高的靶向编辑特异性。为了减少

脱靶编辑，研究人员在 cadRNAs 与靶向目标碱基

周围的 A 与 U 配对中加入分离的环，减少了脱靶

编辑。在整个转录组水平上，只观察到几十个脱靶
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编辑。研究人员通过腺相关病毒包装 cadRNAs 到
体内，靶向编辑 C57BL/6J 小鼠肝脏中的 mPCSK9
转录本，效率达到 53%，以及靶向 IDUA- W392XI 型
I-Hurler 综合征黏多糖病小鼠模型中 UAG>UGG，

编辑效率达到 12%[48]。此系统能够在 mRNA 的非

翻译区和编码区以及跨多个 RNA 靶点和细胞系进

行高度稳健的 RNA 编辑。相比于线性 cadRNA 在

转染后的 48 h 和 96 h 维持高效的 RNA 编辑编辑率，

线性 gRNA 在转染后 96 h 几乎无法检测到 RNA 的

编辑。cadRNA 可在体内实现高效的可编程 RNA
编辑，具有多种蛋白质调节和基因治疗应用。

为了实现高效和高精度的 RNA 编辑，这些系

统大多数需要一个脱氨酶 ( 通过内源性或异位表

达 ) 和一个或多个与靶 RNA 配对的 gRNAs。因此，

需要在效率和特异性方面改进，从而提升在临床

和生物医学研究中的潜在应用价值。表 3 总结了

基于 CPRISR-Cas13 系统的 RESCUE 系统与 CIRTS、
RESTORE、LEAPER、LEAPER2.0、cadRNA 五个系

统的区别。

4　总结与展望

目前发现许多人类疾病由基因点突变、片段插

入、片段删除所造成。基于 CRISPR-Cas 系统的

ABEs、CBEs、PE、CGBE 等靶向 DNA，并实现了

多种碱基的替换。然而，CRISPR-Cas13 的发现实

现了在 RNA 层面上进行基因修饰和基因编辑。相

较基于 CRISPR-Cas 靶向 DNA 系统，RNA 编辑是

可逆的，不可遗传的，而靶向 DNA 编辑是有遗传

性的，不可逆 ( 表 4)。
RNA 编辑在转录后的基因调控是可持续、可

重复、多次调控，且多个靶点同时进行，这对表观

遗传领域有重大帮助。我们不仅发现了自然界中新

的 CRISPR-Cas 免疫系统，而且其更小版本碱基编

辑器实现了快速进化，以及能够以可编程的方式设

计复杂的 RNA 编辑系统。目前，我们还不能说这

些新方法中的一种比另一种方法好，因为所有的方

法都可以根据不同研究需要，选择某种目前最优的

编辑系统。因此，这些碱基编辑平台可调节 RNA
活性、编辑或纠正与人类疾病相关的突变，这将是

对现有 CRISPR/Cas 系统有价值的补充。无论是

CRISPR 相关的 RNA 编辑系统，还是非 CRISPR 相

关的 RNA 编辑系统，在接下来的研究中，提升靶

向编辑效率、降低全转录组的脱靶率、优化编辑窗

口、减小发挥核酸酶功能的蛋白大小、解决临床应

用外源蛋白表达引起的机体免疫反应及损伤、机体

内抗体中和外源编辑酶或效应蛋白导致编辑失败以

及扩展 RNA 碱基编辑的类型，这些都是 RNA 编辑

领域重要的研究方向。

图2  arRNAs (cadRNA)编辑示意图
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RNA 编辑已经在基础研究、RNA 病毒诊断治

疗、药物及疫苗的研发、癌症及神经性疾病临床治

疗等领域开展相关研究。例如：基于 CRISPR-
Cas13 系统的 RNA 敲除系统，敲除哺乳动物细胞

中的淋巴细胞性脑膜炎病毒 (LCMV)、水泡性口炎

病毒 (VSV)[49] ；CRISPR-Cas13a 和 crRNA 复合物与

目标 RNA 结合时具有非特异性 RNA 酶切活性，此

特性可以用于 DNA 和 RNA 病毒检测，此系统被称

为“SHERLOCK”[50] ；利用 RNA 编辑技术可找到

化疗耐药的癌细胞、休眠的癌症干细胞和其他恶性

肿瘤。RNA 编辑位点可以作为一种早期检测癌症

的新工具 [51]。RNA 编辑在维持抗体的多样性、调

节病毒感染和调控mRNA剪接及微小RNA (microRNA, 
miRNA) 等方面发挥着重要作用。Konermann 等 [24]

利用 REPAIRx 系统靶向额颞叶痴呆 (frontotemporal 
dementia, FTD) 患者的 tau 蛋白的 RNA，使得由于

神经元中 2 种不同的 tau 蛋白比例失衡导致的神经

变性疾病 FTD 的患者 tau 蛋白表达水平正常，治愈

成功率为 80%。

对于新型的非基于 CRISPR-Cas13 的 RNA 编

辑系统来说，RESTORE、LEAPER、环状 RNA 介

导的都不需要一些外源的效应蛋白的共同作用，增

强了在细胞中的持久性，它们在可编程 RNA 编辑

介导的瞬时蛋白调节以及纠正 G>A 点突变和过早

终止密码子方面具有广泛的应用潜力。 除此之外，

gRNA 的环化也可能在其他转录组和基因组工程模

式中有用，如 RNAi、ASOs 和 CRISPR-CAs 中的引

导 RNA ；CIRTS 可以作为研究和开发 RNA 调控的

另一种方法，为未来干预细胞调控进行疾病治疗提

供机会。

各种 RNA 编辑系统机制还需进一步研究及优

化，如降低效应蛋白及其所有成分的免疫原性，提

高编辑效率和准确性，降低脱靶效应等。唯有如此

才能使 RNA 编辑成为基因工程研究以及基因治疗

应用中的强有力的新型工具。
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