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ＢＥｇｕｉｄｅｒ：一个单碱基编辑器 ｓｇＲＮＡ 设计与编辑
效率预测工具

高靖静，王晓月∗

（中国医学科学院基础医学研究所 北京协和医学院基础学院 生物化学与分子生物学系，北京 １００００５）

摘　 要：单碱基编辑器是实用且高效的基因编辑工具，其编辑效率与单向导 ＲＮＡ（ ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ， ｓｇＲＮＡ）序列的设计密切

相关。 目前单碱基编辑器 ｓｇＲＮＡ 序列的设计缺少特定的法则，主要依靠经验和大量尝试完成。 本研究基于卷积神经网络，开
发了一个单碱基编辑器 ｓｇＲＮＡ 序列设计工具 ＢＥｇｕｉｄｅｒ。 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 利用 ＴｅｎｓｏｒＦｌｏｗ ２ 深度学习框架建立编辑效率预测模型，能
够在人基因组范围内针对 ＮＧＧ ＰＡＭ 序列依赖的单碱基编辑器 ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ 和 ＢＥ４⁃ＮＧＧ 批量设计 ｓｇＲＮＡ 序列，预测编辑效

率。 此外，通过整合 Ｃａｓ－ＯＦＦｉｎｄｅｒ，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 能够提供对 ｓｇＲＮＡ 脱靶情况的评估。 利用 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 设计 ｓｇＲＮＡ 序列，有助于研

究人员提高实验效率，节约实验成本。
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　 　 目前，在已知致病基因中约一半的变异为单核

苷酸变异 （ Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｖａｒｉａｎｔｓ， ＳＮＶｓ） ［１］，这
意味着开发高效校正 ＳＮＶｓ 的方法，具有广泛的科

学研究价值和遗传病基因治疗潜力。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
系统是目前广泛应用的基因编辑工具之一，但其主

要通过切割 ＤＮＡ 双链，借助细胞中 ＤＮＡ 双链断裂

修复机制来编辑基因，难以精确校正单个核苷酸位

点的突变。 单碱基编辑系统（Ｂａｓｅ Ｅｄｉｔｏｒ， ＢＥ）是在

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的基础上开发得到的新型碱基编

辑工具，主要有胞嘧啶碱基编辑器（Ｃ ｔｏ Ｔ）和腺嘌

呤碱基编辑器（Ａ ｔｏ Ｇ）两类。 单碱基编辑系统能够

实现单核苷酸水平的精准突变，其不但具有高效性

和特异性，并且在细胞、小鼠模型和植物的基因组中

产生插入缺失的比例一般低于 １％［２－５］。 因此，单碱

基编辑系统在研究等位基因位点对基因功能影响，
ＳＮＶ 相关遗传病的致病机制和治疗方案等方面具

有独特优势。
影响单碱基编辑系统编辑效率的因素包括靶基



因的选择、ｓｇＲＮＡ 序列设计、脱靶效应和单碱基编

辑系统向细胞内的递送方式等，ｓｇＲＮＡ 序列设计是

其中的关键因素之一［６］。 有研究报道，ｓｇＲＮＡ 序列

活性与 Ｃａｓ９ 蛋白序列偏好性［７－９］，以及脱氨酶的序

列偏好性［５， １０－１２］有着密切联系。 此外，若基因组上

存在与设计的 ｓｇＲＮＡ 序列相似度较高的片段，容易

发生脱靶效应，在基因组靶位点之外产生编辑。 因

此，优化 ｓｇＲＮＡ 设计有助于提高编辑效率，降低脱

靶情况的发生。
ｓｇＲＮＡ 设计工具的实现方式主要有三大类：一

是基于序列比对的方法，即 ｓｇＲＮＡ 和基因组的比对

结果；二是基于概率假设的方法，即利用 ｓｇＲＮＡ 上

的一些特征（如 ＧＣ 含量）进行设计；三是基于学习

的方法，利用大型数据集训练机器学习和深度学习

模型来设计 ｓｇＲＮＡ。 目前针对单碱基编辑系统的

ｓｇＲＮＡ 设计工具主要基于序列比对和 ｓｇＲＮＡ 序列

特征，且无法预测编辑效率。
本研究使用 Ｓｏｎｇ 等人［１３］ 发表的高通量单碱基

编 辑 系 统 测 序 数 据， 利 用 卷 积 神 经 网 络

（Ｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎａｌ Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ，ＣＮＮ）模型，结合 Ｃａｓ⁃
ＯＦＦｉｎｄｅｒ 脱靶位点预测工具［１４］，开发了一个 ｓｇＲＮＡ
序列设计工具 ＢＥｇｕｉｄｅｒ。 该工具能针对人基因序列

进行 ｓｇＲＮＡ 设计、靶向编辑效率预测以及寻找

ｓｇＲＮＡ 在基因组上可能的脱靶位点。

１　 数据与方法

１．１　 数据

　 　 本研究中，单碱基编辑器 ＢＥ４－ＮＧＧ 和 ＡＢＥ７．
１０－ＮＧＧ 的 ＣＮＮ 模型的训练数据来自于 Ｓｏｎｇ 等

人［１３］发表的高通量外源递送系统测序数据。 数据

被划分为训练集，验证集和测试集，比例为 ８ ∶ １ ∶ １。
内源性位点数据来自于 ＮＣＢＩ ＢｉｏＰｒｏｊｅｃｔ 数据

库的公开项目 ＰＲＪＮＡ４７６５４４。
人类 ｈｇ３８ 参考基因组序列来自于 Ｅｎｓｅｍｂｌ 数

据库。
１．２　 方法

１．２．１　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 分析预测流程

首先，对输入的基因序列进行预处理，筛选候选

ｓｇＲＮＡ 序列。 分别在输入基因上的正链与负链上

寻找是否存在 ＮＧＧ ＰＡＭ 序列。 定位到 ＮＧＧ ＰＡＭ
序列后，向序列 ５’方向搜索，寻找编辑活性窗口内

（即 ｓｇＲＮＡ 第 ４ 到 ８ 位碱基）是否存在可编辑的底

物核苷酸———Ａ 或 Ｃ。 若存在，则提取 ＰＡＭ 序列前

的 ２０ ｎｔ 核苷酸序列与 ４ ｎｔ ＰＡＭ 序列作为候选

ｓｇＲＮＡ 序列。

其次，对于候选的 ｓｇＲＮＡ 进行独热编码（Ｏｎｅ⁃
ｈｏｔ Ｅｎｃｏｄｉｎｇ）。 为了使计算机能够识别并处理

ｓｇＲＮＡ 序列，需要对每条序列进行独热编码，碱基 Ａ
用向量［１， ０， ０， ０］ 表示，碱基 Ｃ 用向量［０， １， ０，
０］ 表示，碱基 Ｇ 用向量［０， ０， １， ０］ 表示，碱基 Ｔ
用向量［０， ０， ０， １］ 表示。 因此，每条长为 Ｌ ｎｔ 的
ｓｇＲＮＡ 的序列可以被表示为一个 Ｌ × ４ 的矩阵

Ｘ ｉｎｐｕｔ ∈ ＲＬ×４。
最后，对候选 ｓｇＲＮＡ 序列的编辑效率进行预测

并输出。 ＣＮＮ 模型优势在于能够很好地学习训练

样本的局部特征，达到准确的预测效果。 神经网络

会对输入的每个 ｓｇＲＮＡ 独热编码矩阵进行预测分

析，经过两层二维卷积层与两层全连接层处理，输出

对应的预测概率（见表 １）。 在卷积层与全连接层之

间，以及两层全连接层之间各有一层随机失活层，随
机失活比例为 ０．３，防止 ＣＮＮ 在较小的数据集上发

生过拟合现象。
ＣＮＮ 模型的评价指标有均方误差 ＭＳＥ，Ｐｅａｒｓｏｎ

相关系数，Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数。
全流程如图 １ｃ 所示。

表 １　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 中的卷积神经网络结构

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＮＮ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＢＥｇｕｉｄｅｒ

Ｌａｙｅｒｓ Ｆｉｌｔｅｒｓ Ｋｅｒｎｅｌ Ｓｉｚｅ Ｓｔｒｉｄｅ

Ｃｏｎｖ２Ｄ＿１ １２８ （３， ４） （１，２）

Ｃｏｎｖ２Ｄ＿２ ２５６ （３， ４） （１，２）

Ｄｅｎｓｅ＿１ ２５６ ／ ／

Ｄｅｎｓｅ＿２ １ ／ ／

１．２．２　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的安装与使用

　 　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的代码已上传至 ｇｉｔｅｅ 仓库，可通过 ｇｉｔ
ｃｌｏｎｅ 命令下载。 使用 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 前，需要预先安装运

行依赖的深度学习框架 ＴｅｎｓｏｒＦｌｏｗ ２ 与第三方

ｐｙｔｈｏｎ 程序包， 建议通过开源软件包管理系统

Ｃｏｎｄａ 进行安装（ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ＿ＢＥｇｕｉｄｅｒ． ｔｘｔ 已在软

件中提供）。 命令如下：
ｇｉｔ ｃｌｏｎｅ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｅｅ． ｃｏｍ ／ ｇａｏｊｉｎｇｊｉｎｇ１２３ ／

ｂｅｇｕｉｄｅｒ
ｃｏｎｄａ ｃｒｅａｔｅ －－ｎａｍｅ ＜ｅｎｖ＞ －－ｆｉｌｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ＿

ＢＥｇｕｉｄｅｒ．ｔｘｔ
ＢＥｇｕｉｄｅｒ 支持三种输入形式（见图 ２）：
（１）输入基因名或序列 ＩＤ 与对应的基因序列。
（２）输入靶位点所在的染色体号与染色体

坐标。
（３）输入靶位点的 ｒｓＩＤ。
对于 ＡＢＥ７． １０⁃ＮＧＧ 和 ＢＥ４⁃ＮＧＧ，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 支

持两种 ｓｇＲＮＡ 设计模式（见图 ２）：
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（１）指定单碱基编辑器模式：输入编辑器名称，
指定 ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ 或 ＢＥ４⁃ＮＧＧ 作为编辑工具。

（２）ＡＬＬ 模式：ＢＥｇｕｉｄｅｒ 给出最佳的单碱基编

辑器与 ｓｇＲＮＡ 组合。
ＢＥｇｕｉｄｅｒ 整合 Ｃａｓ⁃ＯＦＦｉｎｄｅｒ 脱靶位点搜索工

具，提供可选的预测脱靶位点功能。

图 １　 单碱基编辑器编辑示意图与 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 工作流程图

Ｆｉｇ． １　 Ｅｄｉｔｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ＢＥｇｕｉｄｅｒ

注：（ａ） ＡＢＥ 将腺嘌呤脱氨得到次黄嘌呤，细胞内 ＤＮＡ 复制时次黄嘌呤会与胞嘧啶配对，经 ＤＮＡ 复制，Ａ：Ｔ 配对被替换为 Ｇ：Ｃ 配对； （ｂ） ＣＢＥ
将胞嘧啶脱氨得到尿嘧啶，细胞内 ＤＮＡ 复制时尿嘧啶会与腺嘌呤配对，经 ＤＮＡ 复制，Ｃ：Ｇ 配对被替换为 Ｔ：Ａ 配对（浅绿色为 Ｃａｓ９ｎ 核酸酶，淡
橘色为 ＤＮＡ 脱氨酶，浅灰色为尿嘧啶糖基化酶抑制剂，土黄色为 ＤＮＡ 上的 ＰＡＭ 序列，红色为点突变位点，蓝色为 ｓｇＲＮＡ 序列，紫色为新合成

的 ＤＮＡ 双链）；（ｃ） ｓｇＲＮＡ ａ，ｓｇＲＮＡ ｂ 和 ｓｇＲＮＡ ｃ 表示针对同一个基因位点可以设计多条 ｓｇＲＮＡ。

１．２．３　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 在内源性位点的预测效果评估

将内源性 ｓｇＲＮＡ 序列输入 ＢＥｇｕｉｄｅｒ，得到预测

编辑效率，用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数和 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系

数评估预测编辑效率与实验编辑效率之间的相关

性。 其中，ＡＢＥ７． １０⁃ＮＧＧ 的 ｓｇＲＮＡ 序列有 ９４ 条，
ＢＥ４⁃ＮＧＧ 的 ｓｇＲＮＡ 序列有 １０２ 条。

２　 结果

２．１　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 神经网络模型训练结果

　 　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的训练数据来自于外源靶序列，即慢

病毒将靶序列整合进宿主细胞基因组，再由单碱基
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编辑器对靶位点编辑，最后 ＰＣＲ 扩增出靶位点片段

进行高通量测序获得编辑结果。 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 中包括两

个 ＣＮＮ 模型，分别为 ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ 和 ＢＥ４⁃ＮＧＧ 提

供预测功能。 图 ３ 为 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 在训练集与验证集上

ＭＳＥ 随训练轮次的变化。 在模型训练过程中验证集

的数据特征可能会泄露到模型中，因此模型评价需

要在模型从未接触的测试集数据中进行。 在测试集

中 ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ 的 ＭＥＳ 为０．００７ ８，Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关

系数为０．９０１ ３， Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数为０．９０４ ５ （见图

４ａ）；ＢＥ４－ＮＧＧ 的 ＭＥＳ 为０．００１ ９，Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系

数为０．８５３ １，Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数为０．８６７ ３（见图 ４ｂ）。
这说明 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 能够较好地预测未知 ｓｇＲＮＡ 的编

辑效率。

图 ２　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的命令行截图说明

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｒｅｅｎｓｈｏｔ ｆｏｒ ｃｏｍｍａｎｄｓ ｏｆ ＢＥｇｕｉｄｅｒ

图 ３　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 训练集与验证集上的 ＭＳＥ
Ｆｉｇ． ３　 ＭＳＥ ｏｆ ＢＥｇｕｉｄｅｒ ｏｎ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｅｔ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｓｅｔ

注：（ａ）、（ｂ） 横坐标表示训练轮次，纵坐标表示每个轮次结束计算的 ＭＳＥ
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图 ４　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 在测试集上预测结果与测序结果的相关性

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ
ＢＥｇｕｉｄｅｒ ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｅｔ

注：（ａ）、（ｂ） 横坐标表示测序得到的编辑效率，纵坐标表示 ＢＥｇｕｉｄｅｒ
预测的编辑效率。 Ｎ 为纳入评估的 ｓｇＲＮＡ 的数量，Ｒ 为 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相

关系数，ｒ 为 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数．

２．２ 　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 预测内源性位点编辑效率的评估

结果

　 　 为了扩大 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的应用范围， 需要评估

ＢＥｇｕｉｄｅｒ 对内源基因组位点编辑效率预测的效果。
对于 ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的预测编辑效率与实

验编辑效率的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数０．８２７ ６，Ｐｅａｒｓｏｎ 相

关系数为 ０．８５２，ＭＳＥ 为 ０．０２１（见图 ５ａ）。 对于 ＢＥ４
－ＮＧＧ，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 的预测编辑效率与实验编辑效率的

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数 ０．７０３ ２， Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数为

０．６３６ ３，ＭＳＥ 为０．０２６ ４ （见图 ５ｂ）。 说明 ＢＥｇｕｉｄｅｒ
能够准确提取 ｓｇＲＮＡ 序列特征，建立 ｓｇＲＮＡ 序列组

成与编辑效率之间的联系，对于内源性位点的编辑

效率也有较好的预测效果。

图 ５　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 对内源性位点预测编辑效率的效果评估

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ
ＢＥｇｕｉｄｅｒ ａｔ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｓｉｔｅｓ

注：Ｎ 为纳入评估的内源性位点数量，Ｒ 为 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关系数，ｒ 为

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数。

２．３　 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 设计 ｓｇＲＮＡ 的流程与结果

　 　 以输入形式为 ｒｓＩＤ 为例，选取 １０ 个 ＳＮＶ 位点，
将 ｒｓＩＤ 输入 ＢＥｇｕｉｄｅｒ，使用推荐单碱基编辑器与

ｓｇＲＮＡ 组合的模式，默认不开启脱靶位点预测，在
ｌｉｎｕｘ 系统中运行命令如下：

ｐｙｔｈｏｎ ＢＥｇｕｉｄｅｒ． ｐｙ ⁃ｓ ＳＮＰ ＿ ｅｘａｍｐｌｅ． ｔｘｔ ⁃ｂ ＡＬＬ
－ｏ ． ／ ｔｅｍｐ。

ＢＥｇｕｉｄｅｒ 一共设计出 １２ 条 ｓｇＲＮＡ，输出信息包

括单碱基编辑器、ＳＮＶ 的相关信息、ｓｇＲＮＡ 所在的正

负链情况、设计的 ｓｇＲＮＡ 序列以及对应的预测编辑

效率。 结果如表 ２ 所示。
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表 ２　 以 １０ 个 ＳＮＶ 位点为例的 ｓｇＲＮＡ 设计结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｕｔｐｕｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｇＲＮＡｓ ｆｏｒ ｔｅｎ ＳＮＶｓ ｕｓｉｎｇ ＢＥｇｕｉｄｅｒ

Ｂａｓｅ⁃Ｅｄｉｔｏｒ ＳＮＰ⁃Ｓｉｔｅ Ｓｔｒａｎｄ Ｄｅｓｉｇｎｅｄ⁃ｓｇＲＮＡ ＰＡＭ Ｐｒｅｄ⁃Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ ｒｓ１５６７４８８３０５＿ｃｈｒ１６：５６３３４７８４ ＋ ＧＣＡＧＡＡＣＡＴＣＣＴＣＣＧＡＡＣＣＡ ＧＧＧＴ ０．５５９ ０

ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ ｒｓ８８８４８５０８８＿ｃｈｒ１６：５９５９２ － ＴＧＧＧＡＣＣＡＡＣＡＡＡＧＧＴＧＧＧＴ ＡＧＧＴ ０．５３４ ７

ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ ｒｓ１５６７４８８３０５＿ｃｈｒ１６：５６３３４７８４ ＋ ＡＧＣＡＧＡＡＣＡＴＣＣＴＣＣＧＡＡＣＣ ＡＧＧＧ ０．３５５ ２

ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ ｒｓ９３６０３２７５２＿ｃｈｒ６：８７０８４ － ＣＡＧＣＡＡＴＡＡＣＡＣＣＴＧＣＡＧＡＣ ＴＧＧＴ ０．３１２ １

ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ ｒｓ３６８０２４５７３＿ｃｈｒ１２：２１０６４ ＋ ＣＴＣＡＡＧＡＡＧＧＧＴＡＡＴＧＡＧＧＡ ＴＧＧＴ ０．２５４ ０

ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ ｒｓ１８３３２３２６７＿ｃｈｒ１２：１４０２００ ＋ ＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＣＣＴＡＴＴＣＴＡＧ ＧＧＧＡ ０．２３２ ８

ＢＥ４－ＮＧＧ ｒｓ１８１２４１８０１７＿ｃｈｒ８：１１６８５４２６４ ＋ ＴＴＡＴＴＣＣＡＣＡＡＡＧＧＣＴＧＡＧＣ ＡＧＧＴ ０．２０４ ７

ＢＥ４⁃ＮＧＧ ｒｓ１００１５５１７３１＿ｃｈｒ１６：５９６１６ ＋ ＣＣＣＣＴＣＣＡＡＣＣＣＣＡＣＡＴＣＣＴ ＴＧＧＴ ０．１６２ ４

ＢＥ４－ＮＧＧ ｒｓ５７１３４５１７５＿ｃｈｒ１２：４９６３２ － ＧＣＧＣＣＡＣＴＧＣＡＣＴＣＣＡＧＣＣＴ ＧＧＧＴ ０．１０７ ５

ＢＥ４⁃ＮＧＧ ｒｓ１４０２１８４５１＿ｃｈｒ２０：８９８４９ ＋ ＣＴＴＴＣＴＣＴＴＴＴＡＴＴＴＴＧＧＡＧ ＡＧＧＴ ０．０９３ ７

ＢＥ４⁃ＮＧＧ ｒｓ５７１３４５１７５＿ｃｈｒ１２：４９６３２ － ＴＧＣＧＣＣＡＣＴＧＣＡＣＴＣＣＡＧＣＣ ＴＧＧＧ ０．０８８ ４

ＢＥ４－ＮＧＧ ｒｓ１００６００９５８７＿ｃｈｒ２０：７５６９２ ＋ ＡＣＴＡＣＧＣＴＧＡＣＡＴＡＡＴＣＡＡＡ ＴＧＧＴ ０．０７５ ９

注：‘＋’ ：表示模板链；‘－’：表示互补链；将输入的单链作为模板链．

２．４ 与其它单碱基编辑器 ｓｇＲＮＡ 设计的比较

　 　 将 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 与 ５ 种目前可用的碱基编辑设计工

具进行比较 （见表 ３）。 Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ、 ＢＥ⁃Ｄｅｓｉｇｎｅｒ 和

ｂｅｄｉｔｏｒ 主要功能是在指定的单碱基编辑器与点突变

上给出编辑结果，而 ＢＥａｂｌｅ⁃ＧＰＳ、ＢＥ⁃ＦＦ 能找到合适

的碱基编辑器来还原给定点突变的变化。 ＢＥｇｕｉｄｅｒ
的优势在于提供了靶序列的多种输入方式，能够根

据需要选择编辑野生型基因位点或突变型基因位

点，同时批量为多个基因位点设计 ｓｇＲＮＡ，预测每条

ｓｇＲＮＡ 的编辑效率。

表 ３　 多个 ｓｇＲＮＡ 设计工具的比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｇＲＮＡ ｄｅｓｉｇｎ ｔｏｏｌｓ

Ｔｏｏｌ
Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ

ＢＥｓ
Ｉｎｐｕｔ
ｆｏｒｍａｔ

Ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｓｇＲＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｒｅｃｏｍｍｅｎｄ
ＢＥｓ

Ｐｒｅｄｉｃｔ
ｅｄｉｔｉｎｇ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ＳＮＶｓ

ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ
ｓｉｔｅ

ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ

ＢＥｇｕｉｄｅｒ
ＡＢＥ ａｎｄ

ＣＢＥ

ｔａｒｇｅｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ／
ｇｅｎｏｍｉｃ

ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ／
ｒｓＩＤ

Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ Ｙ

Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ
（ｗｗｗ．ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ．

ｃｏｍ）
ＣＢＥ ｏｎｌｙ

ＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｆｉｌｅ
Ｙ Ｎ Ｎ Ｎ Ｙ （ＣＢＥ⁃ＮＧＧ ｏｎｌｙ）

ｂｅｄｉｔｏｒ［１５］
ＣＢＥ ａｎｄ
ＡＢＥ

ｇｅｎｏｍｉｃ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ
ａｎｄ ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｙ Ｎ Ｎ Ｙ Ｙ

ＢＥ⁃

Ｄｅｓｉｇｎｅｒ［１６］
ＣＢＥ ａｎｄ
ＡＢＥ

ｔａｒｇｅｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｙ Ｎ Ｎ Ｙ Ｙ

ＢＥ⁃ＦＦ［１７］ ＣＢＥ ａｎｄ ＡＢＥ
ｇｅｎｏｍｉｃ

ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ／
ｒｓＩＤ

Ｙ Ｙ Ｎ Ｙ
Ｙ （ＣＢＥ⁃
ＮＧＧ ｏｎｌｙ）

ＢＥａｂｌｅ⁃

ＧＰＳ［１８］
ＣＢＥ ｏｎｌｙ

ｔａｒｇｅｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ／

ｒｓＩＤ
Ｙ

Ｙ
（ＣＢＥ ｏｎｌｙ）

Ｎ Ｎ Ｎ

注：Ｙ： ｙｅｓ； Ｎ：ｎｏ．
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３　 讨　 论

　 　 传统的基因编辑工具，如锌指蛋白核酸酶（Ｚｉｎｃ
Ｆｉｎｇｅｒ Ｎｕｃｌｅａｓｅ， ＺＦＮ），转录激活样效应因子核酸酶

（ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃Ｌｉｋｅ Ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｎｕｃｌｅａｓｅ，
ＴＡＬＥＮ）等，需要通过改造蛋白结构域才能在新的靶

位点进行编辑，过程复杂，而单碱基编辑系统仅需要

合成新 ｓｇＲＮＡ 序列即可靶向新的基因位点，因此单

碱基编辑系统的高效性、精确性、稳定性和易操作

性，使其成为目前最为流行的基因编辑工具之一。
单碱基编辑系统提高了在细胞内功能性 ＳＮＶｓ

位点筛选与验证的效率，为 ＳＮＶ 相关疾病的机制研

究和治疗方案的探索提供了新工具和新方法。 例

如，Ｗｅｎｇ 等人［１９］ 利用单碱基编辑系统从染色体

１７ｑ２１ 上 １３６ 个 ＳＮＶｓ 位点中筛选到了功能 ＳＮＰ 位

点 ｒｓ１２６０３３３２。 在肠类器官中，ＡＢＥ 能够校正与囊

肿性纤维化高度相关的 ＣＦＴＲ 基因的无义突变，编
辑效率最高为 ９．３％［２０］。 在小鼠模型中，ＣＢＥ 能够

校正致聋基因 ＴＭＣ１ 的点突变，编辑效率最高为

５１％［２１］。
具有高活性的 ｓｇＲＮＡ 序列是使用单碱基编辑器

进行研究的基础。 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 利用 ＣＮＮ 神经网络，学
习了大量单碱基编辑器序列偏好特征与 ｓｇＲＮＡ 编辑

活性的序列特征，能够准确预测所设计的 ｓｇＲＮＡ 编

辑活性。 此外，对于由其它支持 ＡＢＥ７．１０－ＮＧＧ 和

ＢＥ４⁃ＮＧＧ ｓｇＲＮＡ 序列设计工具得到的 ｓｇＲＮＡ 序列，
只要将其整理为 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 要求的输入格式，也可输

入 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 进行编辑效率预测与脱靶情况评估。
目前，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 还存在一定局限性。 由于数据

集的限制，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 仅支持 ＡＢＥ７． １０⁃ＮＧＧ 和 ＢＥ４⁃
ＮＧＧ 的 ｓｇＲＮＡ 设计，且只能设计 ＰＡＭ 序列为 ＮＧＧ
的 ｓｇＲＮＡ。 此外，以染色体坐标或 ｒｓＩＤ 作为输入时，
ＢＥｇｕｉｄｅｒ 需在线从 ＮＣＢＩ 获取数据，因此在设计大量

ＳＮＶｓ 时运行速度会受到网速、ＮＣＢＩ 响应速度等因

素的限制。 未来，ＢＥｇｕｉｄｅｒ 将继续整合更多类型的

单碱基编辑器数据，为用户提供更多单碱基编辑器

的选择，并且继续优化提高 ｓｇＲＮＡ 设计效率。

４　 结　 论

　 　 本研究利用 ＣＮＮ 模型，开发了针对 ＡＢＥ７．１０⁃
ＮＧＧ 和 ＢＥ４⁃ＮＧＧ 的 ｓｇＲＮＡ 序 列 设 计 工 具

ＢＥｇｕｉｄｅｒ，支持 Ｗｉｎｄｏｗｓ、Ｌｉｎｕｘ 和 ＭａｃＯＳ 操作系统。
ＢＥｇｕｉｄｅｒ 能 够 同 时 为 多 个 人 类 基 因 位 点 设 计

ｓｇＲＮＡ，并提供 ３ 种输入格式，２ 种设计模式与可选

的脱靶评估功能。 用户可以指定 ＡＢＥ７．１０⁃ＮＧＧ 或

ＢＥ４－ＮＧＧ，也可由 ＢＥｇｕｉｄｅｒ 提供最佳的单碱基编辑

器与 ｓｇＲＮＡ 序列组合，并给出预测的编辑效率。
ＢＥｇｕｉｄｅｒ 能够大大简化 ｓｇＲＮＡ 的设计流程。 随着单

碱基编辑器的应用越来越广泛，简便有效的 ｓｇＲＮＡ
设计方案能够有利于提高实验效率，帮助研究人员

更好地利用单碱基编辑器作为研究工具。
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