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背景介绍
单碱基编辑器是什么？



主要的碱基及其脱氨反应

Nelson & Cox - Lehninger Principles of Biochemistry 6th Edition



APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing catalytic polypeptide-like)

Family

APOBEC蛋白的发现

载脂蛋白

Molecular Biology of the Gene 7th Edition

Nelson & Cox - Lehninger Principles of Biochemistry 6th 

Edition



APOBEC蛋白家族及其功能

ZDD: zinc-dependent cytidine deaminase domain

Salter JD, et al. Trends Biochem Sci. 2016 Jul;41(7):578-594.

Revathidevi S, et al. Cancer Lett. 2021 Jan 1;496:104-116.  



从突变子变为编辑器

Cytidine base editor (CBE)

Jinek M, et al. Science. 2012 Aug 17;337(6096):816-21.

Komor AC, et al. Nature. 2016 May 19;533(7603):420-4. 
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胞嘧啶碱基编辑器（Cytidine base editor, CBE）的缺点

By-product in editing window Genome-wide and Transcriptome-wide Off-Target Editing

Komor AC, et al. Nature. 2016 May 19;533(7603):420-4.

Park S, et al. Biochemistry. 2019 Sep 10;58(36):3727-3734. 



基于结构改进Human 
APOBEC3A (hAPOBEC3A)

以晶体结构为基础，理性突变与DNA结合、脱氨酶活性相
关的氨基酸，从而缩小编辑窗口或减少脱靶效应



hAPOBEC3A
• 由于基因组上存在CpG甲基化位点，rAPOBEC1的脱氨酶活性会

有所降低；在这些位点上，hAPOBEC3A比rAPOBEC1拥有更高的
C-to-T编辑活性

• 但是新的hAPOBEC3A-BE3的编辑窗口过大，需要缩小



hAPOBEC3A-ssDNA结构

脱氨酶活性口袋：Tyr70, Ala72, Cys191, Cys106

与单链DNA上的TC motif接触的氨基酸：Tyr130和Tyr132

DNA序列：5′-ATCGGG-3′

Shi, K., Carpenter, M.A.,  et al, 2017 Nat. Struct. Mol. Biol



Y130F和Y132D突变

• Tyr130的羟基与DNA的
backbone有氢键相互作用

（图中粉红色直线显示，
1.879Å）

• Tyr130突变为Phe130，氢键
相互作用消失，DNA与活性口
袋的结合减弱

Shi, K., Carpenter, M.A.,  et al, 2017, Nat. Struct. Mol. Biol

Wang, X., Li, J., Wang, Y., Yang, B., Wei, J., Wu, J., et al, 2018, Nat. Biotechnol



Y130F和Y132D突变

• Tyr132与DNA上的TC motif上的T有很多疏
水相互作用

• Tyr132的侧链芳环对这种疏水作用很重要，
因为将其突变为Ala，hAPOBEC3A的活性会
下降很多，而突变为Phe则与野生型有着相
似的活性

• Tyr132突变为Asp后，由于Asp具有强烈的
负电性，疏水口袋被破坏，hAPOBEC3A的
活性减弱

Shi, K., Carpenter, M.A.,  et al, 2017, Nat. Struct. Mol. Biol

Wang, X., Li, J., Wang, Y., Yang, B., Wei, J., Wu, J., et al, 2018. Nat. Biotechnol



增强对TC motif的依赖性
• Asn57与TC motif上的C的糖环上的氧原子、以及

磷酸骨架上的氧原子有氢键相互作用
• Asn57突变为Gly或者Ala（两者均为非极性氨基

酸），减弱了这种相互作用
• 这使得hAPOBEC3A更依赖Tyr132与T的相互作用
• 增强了对TC motif的依赖

Shi, K., Carpenter, M.A.,  et al, 2017, Nat. Struct. Mol. Biol

Gehrke, J.M., et al, 2018, Nat. Biotechnol



APOBEC同源蛋白的系统发生树
由于并不是所有的需要被编辑的C，都位于TC motif中，仍然需要其他方法来
缩小APOBEC的编辑窗口

测试其他的APOBEC同源蛋白，是开发新的、编辑窗口更小、脱靶更低的
APOBEC的方法之一



人类APOBEC家族系统发生树的构建
数据来源：UniProt

使用ClustalW比对
使用最大似然法建树
软件：MEGA7

Kumar, S., Stecher, G., and Tamura, K, 2016, Mol. Biol. Evol. 



人类APOBEC家族系统发生树的构建

• 假设：亲缘关系越近的旁系同
源体，功能和性质越相似，反
之差异性越大

• APOBEC4和APOBEC1与
APOBEC3A的亲缘关系最远，

可以作为一个候选蛋白进行测
试

Kumar, S., Stecher, G., and Tamura, K, 2016, Mol. Biol. Evol. 



代表性物种间APOBEC家族系统发生树的构建
Species Protein Count Source

斑马鱼（Danio rerio）
APOBEC2a

2

UniProt

APOBEC2b

非洲爪蟾（Xenopus laevis）
APOBEC2

2
APOBEC4

鸡（Gallus gallus）
APOBEC2

2
APOBEC4

小鼠（Mus musculus）

APOBEC1

4
APOBEC2

APOBEC3

APOBEC4

大鼠（Rattus norvegicus）

APOBEC1

3APOBEC3

APOBEC4



代表性物种间APOBEC家族系统发生树的构建

• 旁系同源蛋白基本上聚类在一起
• 来自大鼠的rAPOBEC1与人源的

hAPOBEC3A也有着较远的亲缘关系，

两者在甲基化序列上表现出的活性显著
不同

• 可以尝试人源的APOBEC2或者小鼠来
源的APOBEC2，因为这两者与
rAPOBEC1和hAPOBEC3A有着最远的
亲缘关系

Kumar, S., Stecher, G., and Tamura, K, 2016, Mol. Biol. Evol. 
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