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摘　要：随着高通量测序技术的发展，后基因组时代的研究重点已转移至如何阐明基因功能。以胚胎干细

胞 (ES) 和同源重组为基础的基因打靶技术在生命科学及医学研究中做出了重要贡献，但存在打靶效率低、

耗时长、有物种限制等缺点。近年来，锌指核酸酶 (ZFNs)、类转录激活因子核酸酶 (TALENs) 及 CRISPR/
Cas9 等新的基因组编辑技术的兴起极大地推进了基因功能研究的进展。ZFNs 与 TALENs 包含两个结构域，

识别并结合核苷酸的 DNA 结合域和 Fok I 核酸内切酶，两者的区别在其 DNA 识别结构域：ZFNs 识别的基

本单位为 3 个连续碱基对，TALENs 则识别单个碱基。与 ZFNs 及 TALENs 不同，CRISPR/Cas9 以碱基互

补配对机制识别并结合 DNA，该技术设计简便，在各物种中得到广泛应用。自 ES 细胞打靶技术至今，研

究者采用基因打靶技术已获得许多疾病相关模型，这些模型在基因功能、人类疾病治疗及基因治疗等方面

发挥着越来越重要的作用。将对各类基因组编辑技术的原理及应用情况进行总结，同时介绍模式动物在生

命科学及医学研究中的应用情况。
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Abstract: With the development of high-throughput sequencing in the post genome era, the researchers concentrate 
their efforts on elucidating the relationships between the gene and the corresponding physiological/pathological 
function. The gene targeting technology based on the embryonic stem cells (ES) and homologous recombination 
technique has made a great contribution to the life science and medical research, meanwhile has the disadvantage of 
low efficiency, long time consumption and species limitation. Recently, the grown-up of new genome editing 
technology including ZFN, TALEN andCRISPR/Cas9 accelerates the progress of gene function study. ZFNs and 

高翔，博士，南京大学模式动物研究所创始人，长江学者奖励计划特

聘教授，国家遗传工程小鼠资源库主任，教育部模式动物与疾病模型重点

实验室主任。实验室研究兴趣集中在利用基因组改造技术，建立复杂疾病

小鼠模型，分析疾病表型的分子机理。实验室已建立了多种糖尿病 / 肥胖

症模型、心脏病模型。这些模型证实了疾病相关基因的功能调控的多层次

复杂性：包括 BDNF 转录的远程调控、蛋白水平修饰 (Pax6 突变对 PC2 蛋

白酶影响 ) 和蛋白磷酸化调控 (PP2A 基因剔除、c-Kit 突变 ) 等。非转录基

因组保守序列的功能分析也是实验室的工作重点。
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TALENs both contain two domains: one executes the DNA recognition and binding function, the other is the Fok I 
endonuclease domain. The difference between their DNA binding domains is that ZFNs recognizes 3 successive 
bases as the basic unit while TALENs identifies the single base. Unlike ZFNs and TALENs, CRISPR/Cas9 
recognizes and binds the target DNA based on the principle of complementary base pairing, which promotes the 
wide application of Cas9 in various species. Since the foundation of ES cell targeting technology, researchers have 
made many disease-related models using this technology, and these models play a more and more important role in 
human disease treatment, gene function study and gene therapy. Here, we summarized the principle and application 
of these genome editing technologies and introduced the application of animal model in the life science and medical 
research.
Key words: genome editing; ZFNs; TALENs; CRISPR/Cas; model animal

随着测序技术的不断完善，完成基因组测序的

物种不断增加。研究并获得每个基因的功能和遗传

信息，成为生物学研究的目标，而基因组编辑技术

是实现这个目标的主要手段 [1]。锌指核酸酶 (zinc-
finger nucleases, ZFNs) [2-4]、类转录激活因子核酸酶

(transcription activator-like effector nucleases, TALENs) [5-6]

及 CRISPR(clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats)/Cas9 [7-8] 是继同源重组基因打靶后，

新发展起来的基因组定点编辑技术。与经典同源重

组打靶不同，这 3 种新技术本质是利用核酸内切酶

在基因组产生 DNA 双链断口 (double strands breaks, 
DSBs)，DSB 能激活宿主体内固有的非同源末端连

接 (non-homologous end joining, NHEJ) 或同源重组

(homologous recombination, HR)机制。NHEJ通过

DNA 片段的插入和 / 或缺失 (indel)，造成基因移码

突变 [2]，而在提供同源序列情况下，机体亦可通过

HR 方式进行精确修复 [9] ( 图 1)。经典同源重组需

要采用胚胎干细胞 (embryonic stem cell, ES cell) 进
行同源重组打靶，该技术局限于有可嵌合遗传 ES
细胞的动物 ( 小鼠 )，且打靶后基因组中残留外源

性基因 ( 如 Cre 重组酶剔除抗性标记残留的 Loxp
序列 )[10]。新的基因组编辑技术省去了 ES 细胞打靶

阶段，可通过受精卵注射直接得到突变个体，故可

对更广泛的物种实现定向打靶，同时不需要药物筛

选，无外源基因残留问题。目前，3 种技术均在多

个物种中成功应用，例如小鼠、大鼠、斑马鱼、果蝇、

线虫和家蚕 [11-20]。

1　基于ES细胞同源重组的基因打靶技术

基因打靶技术是利用 DNA 同源重组和 ES 细

胞，在基因组某个位点引入特定突变，获得基因型

改变的模式动物，以期研究基因功能的技术。1981
年，Evans 实验室成功从小鼠囊胚中分离到 ES 细胞，

在体外实现连续传代培养 [21]，并于 1984 年实现 ES
细胞顺利发育为嵌合小鼠的生殖细胞，使得体外培

养的 ES 细胞基因型得以遗传 [22]。同源重组技术是

20 世纪 70 年代在酵母细胞中最先发展起来的。

1985 年，Smithies 等 [23] 首次证明了同源重组在哺

乳动物细胞中存在，Capecchi 实验室在基因打靶载

体的设计中提出正负选择系统，使同源重组的概率

大大提高 [24]，并于 1989 年成功获得利用 ES 细胞

打靶得到的基因敲除小鼠 [25]。由于在基因打靶技术

中的开创性贡献，Evans、Capecchi 和 Smithies 获得

了 2007 年诺贝尔生理或医学奖。基因打靶技术的

机体或组织对ZFNs、TALENs、CRISPR/Cas9引起的DSB修复：非同源末端连接(NHEJ)和同源重组(HR)。以NHEJ修复时，会

产生插入/删除突变(indel)；以HR修复时，通过提供外源性打靶载体，能实现定点突变或者标签序列插入等。

图1  机体对DSB损伤的修复机制
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流程简述如下：首先构建基因打靶载体，载体中含

与 ES 细胞中靶基因同源的序列，同源序列中插入

标志基因 ( 通常是 Neor)，同源序列外侧为负筛标记，

负筛一般为单纯疱疹病毒胸苷激酶 (HSV-tk) 或白喉

的毒素 A 片段 (Diphtheria toxin A)。基因打靶载体

引入 ES 细胞后，通过 DNA 同源重组，正筛标志

基因随同源序列进入 ES 细胞靶基因位点，负筛标

记用于去除发生随机插入的 ES 细胞 ( 图 2)。正确

打靶的 ES 细胞经囊胚注射后即可得到嵌合鼠，嵌

合鼠与野生型回交得到杂合子，如有需要，杂合子

兄妹交配可得到突变纯合子。基因打靶技术已不再

局限于简单的基因敲除，目前已实现基因组中定点

突变 [26] 和组织与发育阶段特异性的基因打靶 [27]，

同时可在特定基因位点实现定点插入，使目的基因

的表达不受基因组位点影响，如小鼠 6 号染色体的

Rosa26 基因可在全身广泛表达，是定点插入的常用

位点 [28-30]。然而，ES 细胞打靶技术存在明显缺陷：

同源重组的效率低、耗时长、费用高，存在明显物

种限制。因此，亟需能突破 ES 细胞物种限制的基

因组编辑技术，以实现在多物种中的基因的编辑和

修饰。

2　基于核酸内切酶的基因组编辑技术

2.1　锌指核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)
锌指核酸酶技术是将锌指蛋白 (zinc finger 

protein, ZFP) 与 Fok I 核酸内切酶融合而成的人工

嵌合蛋白 [31]。其中，ZFP 能识别并结合特异 DNA
序列，Fok I 则通过二聚化在靶序列附近产生 DNA
的 DSB[31-34]。ZFP 由链接序列 (linker) 串联 3~6 个

Cys2-His2 锌指组成，Cys2-His2 锌指是真核生物中最

广泛的 DNA 结合基序，能够介导蛋白质与核酸、

小分子或其他蛋白质的相互作用，这类锌指由大约

30 个氨基酸组成，并折叠形成 β-β-α 结构，α- 螺旋

的几个氨基酸可识别并结合 DNA 双链沟槽中的连

续 3 个碱基 [35]。含 3~6 个锌指的 ZFP 能特异性识

别 9~18 bp DNA 序列 [36]。对于基因组而言，18 bp
的 DNA 序列即可保证靶位点的特异性。基于 ZFP
的序列识别特点，研究者利用该技术已实现基因组

位点特异性修饰 [37-38]。以含 3 个锌指的 ZFP 为例，

3 个锌指从 N 端到 C 端依次为 F1 (Finger 1)、F2 
(Finger 2) 和 F3 (Finger 3)，它们在 DNA 链上沿 3′
至 5′ 方向依次识别结合靶序列。两个 ZFNs 以相对

方向分别结合 DNA 正反义链，两个 Fok I 结构域二

聚化从而产生内切酶活性，但 Fok I 二聚化需要合

适长度的间隔序列 (spacer) 方能实现 [33,39] ( 图 3A)。
目前，人们尚未完全掌握锌指同 DNA 靶序列之间

的对应关系，如果靶序列无现成可用的 ZFP 可供选

择，针对每个特定靶点，研究者往往需要构建庞大

的锌指表达文库，通过实验筛选出高效且特异的锌

指蛋白；虽然有商业化公司，如 Sangamo 等可提供

较高特异性的 ZFN，但对一般研究者而言，获得有

效的 ZFNs 仍是一个巨大的技术难题，这也是限制

ZFN 技术广泛应用的原因。迄今为止，研究者采用

ZFNs 技术已在大鼠、小鼠、斑马鱼和果蝇 [40-45] 等

模式生物及体外培养的细胞系 [46-48] 中实现基因的定

点突变，且基因突变可顺利遗传至 F1 代中。

2.2　类转录激活因子效应物核酸酶(transcription 
activator-like effector nucleases, TALENs)

TALE 蛋白来源于一种植物病原体黄单胞杆菌

(Xanthomonas spp.)，该蛋白质通过识别宿主基因组

特定 DNA 序列并调控宿主内源基因表达，以增加

宿主对该病原体的易感性 [49]。研究者分析 TALE 蛋

白结构，发现其含 3 个结构域：N 端的转运信号

(translocation signal)、C端为具有核定位信号 (nuclear 
localization signal, NLS) 的转录激活结构域 (activation 
domain, AD)及中部部分负责识别并结合DNA序列。

采用线性化的载体进行ES细胞打靶，正筛标记位于同源序列内部，通过同源重组进入靶基因并敲除目的序列，同源序列外侧

的负筛标记DTA可去除发生随机插入的ES细胞。

图2  正负筛系统进行ES打靶示意图
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DNA 识别结构域是 TALE 技术应用的关键，由

1~33 个识别 DNA 碱基的重复单元串联后，尾部融

合一个含 20 个氨基酸的半重复单元组成 [49]。重复

单元含 33~35 个氨基酸，除第 12、13 位氨基酸靶

向识别 DNA 碱基，针对不同碱基会发生变化外，

其他位置的氨基酸高度保守，重复单元中高度变化

的 12、13 位氨基酸被称为重复可变双残基 (repeat 
variable di-residue, RVD)。与 ZFP 中每个锌指识别

3 个连续碱基不同，TALE 重复单元特异性识别并

结合单个碱基，4 种不同碱基 A、T、C 和 G 对应

的 RVD 分别是 NI (Asn Ile)、NG (Asn Gly)、HD (His 
Asp) 和 NN (Asn Asn)( 图 3 B) ；进一步研究发现，NH 
(Asn His) 作为一种新的 RVD 亦可高特异性识别碱

基 G [50]。掌握 TALE 与碱基的识别机制后，研究者

可对任意序列设计 TALE，并获得高效切割活性的

TALENs。Yang 实验室将 Fok I 分别连至 TALE 结
构域不同末端 (N 端或 C 端 ) 构成 TALEN，并比较

两者的活性，结果发现 Fok I 连接到 TALE 的 C 端

时切割活性更高 [51]，故目前已有多种效应因子被融

合至 TALE 的 C 端并取得明显效果，如使用最广泛

的核酸酶 [52-54]、转录激活因子 [55] 等。因 Fok I 需要

二聚化方能呈现活性，与 ZFN 相似，DNA 靶点左、

右两侧 TALE 识别序列的间距 (Spacer) 显著影响

Fok I 的活性，间距处于 13~30 bp 时 Fok I 呈现明

显活性，且 15 bp 时切割活性最强 [52] ( 图 3C)。当

所含重复单元数为 9~24 时，TALE 可与靶序列有

效结合，以 16 和 18 个重复单元时效率最高；重复

单元与 Fok I 的间隔序列有效长度 ( 来自 TALE 蛋

(A)两个独立的ZFNs分别识别并结合靶基因正反义链，Fok I在间距合适情况下二聚化并产生核酸内切酶活性，每个ZFN含4个
锌指蛋白，可识别连续的12个碱基。(B)TALEN由16~18个重复单元组成，重复单元的12、13位氨基酸针对的4种核苷酸(A、

T、G、C)不同，具有4种类型，Fok I融合在TALE的C端。(C)两个TALENs分别在靶基因正反义链识别并结合DNA序列，FokI
二聚化后产生核酸内切酶活性。

图3  ZFNs、TALENs结构及作用机制示意图
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白 C 端的肽段 ) 为 28~95 个氨基酸，序列长度为 63
个氨基酸时效率最高 [54]。虽然 TALE 是以单碱基方

式识别 DNA，为减少构建 TALE 模块的工作量，

研究者往往需构建可识别多碱基的 ( 二、三、四碱基 )
的 TALE 模块文库，并通过“Golden Gate”克隆、

高通量固相组装 [56-58] 等高效的拼接技术实现高通

量组装 TALE 模块。针对人类基因组中近两万个蛋

白质编码基因设计的 TALEN 打靶文库的完成，证

实 TALE 重复单元可快速高效组装出研究者需要的

序列 [59]。

自 2011 年至今，TALEN 技术已被广泛应用于

多种模式生物的基因组修饰，如在酵母 [52]、线虫 [60]、

果蝇 [61]、斑马鱼 [62]、小鼠 [18,63]、大鼠 [64] 及哺乳动

物细胞的中实现定点打靶 [65-66]。研究者将 TALE 与

转录激活因子 ( 例如 VP16 或 VP64) 或转录抑制因

子融合，实现了对靶基因转录的激活或抑制 [54-55,67]。

2.3　RNA引导的DNA核酸内切酶(CRISPR/Cas9)
1987 年，日本大阪大学 (Osaka University) 学者

Ishino 研究大肠杆菌碱性磷酸酶基因时，在该基因

附近发现一段由简单重复序列组成的特异序列 [68]。

2002 年，荷兰学者 Jansen 分析该序列发现：它由

长度不一 (21~37 bp) 的正向重复序列 (repeats) 与长

度类似的间隔序列 (spacers) 间隔排列而成，并将

其命名为成簇的、规律间隔的短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats, CRISPRs)，并在其附近发现 CRISPR 相关

(CRISPR-associated, Cas) 基因，分析发现 Cas 基因

表达产物与 DNA 解螺旋酶及核酸酶具有高度同源

性 [69]，提示 Cas 蛋白具有 DNA 内切酶功能。进一

步研究发现，CRISPR/Cas 系统间隔序列与一些噬

菌体或质粒的序列存在高度同源性，细菌利用该系

统可特异性降解入侵的外源 DNA[70-71]。来自化脓链

球菌 (Streptococcus pyogenes) 的 II 型 CRISPR 系统，

只需 Cas9 蛋白、CRISPR RNA (crRNA) 与 transac-
tivating-CRISPR RNA(tracrRNA) 即可达到降解外源

性 DNA 的效果 [72]。CRISPR 上游的前导序列 (leader 
sequence) 启动 CRISPR 序列的转录 [73]，转录产物

被加工为含入侵序列 crRNA[74]，crRNA 以碱基互补

配对与 tracrRNA 结合为 RNA 复合体 [72]，RNA 复

合体与 Cas9 核酸酶形成 RNA- 蛋白质复合体 [75]，

由 crRNA 中的特异性序列引至紧挨前体间隔序列

毗邻基序 (protospacer adjacent motif, PAM) 的 DNA
靶位点，crRNA 中的引导序列与靶点 DNA 以碱基

互补配对结合并启动 Cas9 核酸酶切割 DNA 双链，

Cas9 蛋白的 HNH 核酸酶结构域剪切互补链，而

Cas9 的 RuvCI 结构域剪切非互补链 [75-76]，从而在

靶位点产生 DSB ( 图 4)。与 ZFNs 及 TALENs 相比，

Cas9 技术的优势是可针对多个基因设计 sgRNA 
(single-guide RNA) 并在一次打靶中同时完成多基因

突变 [8,77-78]。根据 Cas9 可多位点同时打靶的特点，

在待删除片段两端设计 sgRNA，一次打靶即可实现

片段的定向删除，此类特点可满足基因簇删除、多

基因删除、调控区域删除、外源标记基因的大片段

删除的需求 [79-80]。sgRNA 载体设计的简易性使研究

者可针对一个基因设计多个 sgRNA，并可结合阵列

实验构建 sgRNA 文库用于功能基因筛选。迄今为

止，研究者分别构建了容量约为 64 000 和 87 000
的 sgRNA 筛选文库，采用该文库完成对人源和鼠

源细胞的筛选，鉴定出某些表型相关基因 [81-82]，这

提示在抗癌药物筛选、致癌基因筛选等方面，

sgRNA 文库有很好应用前景。

该技术首先在肺炎链球菌和大肠杆菌中实现

定向打靶 [83]，随后在哺乳动物细胞系和多能干细

胞中完成基因编辑 [7-8,84]，后续实验证实该技术在斑

马鱼 [19]、线虫 [12]、果蝇 [85]、小鼠 [78] 和大鼠 [86] 等

模型生物同样有效。除用于基因组编辑外，该技术

也可用于基因表达调控：细菌和人源细胞实验证实，

将突变型 Cas9 ( 无核酸内切酶活性 ) 引导至启动子

区域，能显著降低基因表达 [87-88] ；将转录激活因子

或转录抑制因子与突变型 Cas9 融合，在 sgRNA 引

导下可实现调控基因表达的效果 [89-90]。此外，绿色

荧光蛋白 (EGFP) 与突变型 Cas9 融合表达，可用于

靶基因的空间定位，如利用该技术成功定位端粒；

通过对 DNA 片段连续设计 sgRNA，成功展示基因

组结构的动态变化 [91]。

3　基因组编辑技术在模式动物中的应用

3.1　研究基因功能

随着高通量测序技术的出现及完善，后基因组

时代的生命科学的研究热点已集中在如何阐释基因

功能等方面。借助基因组靶向修饰技术建立相关动

物模型，显示出巨大的优势，并已取得显著成效。

例如，Zhao 等 [92] 靶向敲除小鼠 miRNA-1-2 基因后

发现，该基因在调节心脏形态发生、电传导和细胞

周期控制方面起关键作用。Selman 等 [93] 定点敲除

小鼠核糖体蛋白 S6 激酶 1 基因后，意外发现该基

因的敲除限制了小鼠热量的摄入，实验鼠的寿命显

著延长，该研究为研发抑制衰老的药物提供了参考。
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3.2　建立人类疾病相关动物模型

人类疾病动物模型在探索发病机制、疾病诊断

及药物筛选等方面发挥重要作用。采用基因组打靶

技术至今，研究者已制备许多重要的人类疾病动物

模型。Zhang 等 [94] 利用条件性基因敲除技术获得肝

脏特异性葡萄糖激酶 (GK) 基因敲除小鼠，表型分

析发现小鼠 GK 基因敲除后血糖升高且对葡萄糖耐

量降低，此模型为糖尿病的药物筛选和治疗提供了

帮助。Donehower 等 [95] 采用基因打靶技术获得 p53
基因敲除小鼠，发现 p53 基因突变可致多肿瘤发病

倾向，该突变鼠为治疗 p53 突变引发的肿瘤提供了

疾病模型。Mombaerts 等 [96] 采用基因打靶技术获得

Rag-1 (recombinantion activating gene 1) 基因突变小

鼠，突变鼠丧失免疫球蛋白重链 V(D)J 重组能力，

淋巴器官发育较小，缺失成熟的 B 细胞和 T 细胞，

小鼠表型与严重联合免疫缺陷 (SCID) 小鼠的症状

相似，该免疫缺陷小鼠为我们提供了肿瘤药物筛选

的模型。Piedrahita 等 [97] 敲除小鼠载脂蛋白 apoli-
poprotein E (Apo E) 基因后，小鼠表现出高胆固醇

和扩散性动脉粥样硬化症状，证实载脂蛋白 Apo E

(A)前导序列(leader sequence)启动CRISPR 序列的转录后， CRISPR 重复序列单元的转录产物被加工为crRNA， crRNA以碱基

互补配对与tracrRNA 结合为RNA复合体，RNA复合体与Cas9核酸酶形成RNA-蛋白复合体。(B) RNA-蛋白复合体由sgRNA的

引导序列靶向至紧挨PAM的DNA靶点，引导序列与靶点DNA以碱基互补配对结合并介导Cas9核酸酶切割DNA双链，Cas9 蛋
白的HNH 核酸酶结构域剪切互补链，而Cas9的RuvCI 结构域剪切非互补链。

图4  CRISPR/Cas9基本结构及作用机制示意图
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在脂蛋白代谢中起着重要的作用。另有一些疾病模

型是由小鼠自发突变引起，如糖尿病和肥胖模型小

鼠 [98]，但借助基因组打靶及编辑技术，我们同样可

在大鼠等其他模型动物中复制该疾病。

3.3　用于基因治疗

基因治疗是通过基因编辑技术将异常的致病基

因纠正为正常基因，从而达到疾病治疗的目的。采

用 CRISPR/Cas9 技术已在体外培养的细胞系、受精

卵及动物成体中实现遗传疾病基因的纠正。Schwank
等 [99] 利用该技术在人类干细胞中纠正了与囊性纤

维化有关的 CFTR ( 囊性纤维化跨膜转导受体 ) 基
因的突变 ；Wu 等 [100] 通过受精卵注射 Cas9 相关成

分修复了患遗传性白内障小鼠的基因突变，并消除

了白内障症状。小鼠 FAH 基因突变导致酪氨酸血

症 I 型，研究人员将靶向 FAH 基因的 Cas9 成分注

射至成年鼠体内，约 1/250 的肝细胞的基因突变得

到纠正，恢复正常的细胞逐渐取代病变细胞并最终

占肝细胞总量三分之一，这足以治愈该病 [101]。

疾病相关动物模型对医学和生命科学至关重

要，自然或诱发产生的疾病模型数量已不能满足研

究的需求。基因打靶技术及后续的基因组定点编辑

技术可使研究者快速且高效地获得特定基因修饰的

动物模型，通过对动物模型的深入研究，可阐明基

因的功能及疾病的发病机制，最终促进人类相关疾

病的诊断及治疗。

4　展望

ES细胞打靶技术发展至今已有近30年的历史，

伴随着基因组定点编辑技术的出现，我们正处于基

因编辑技术空前繁荣的阶段，这些技术使得各类模

式生物的制备更简易且高效。ES 细胞打靶技术与

基因组定点编辑技术各有其优缺点，如何选择取决

于研究者的实验需求、技术支撑和成本限制等。对

于未来模式动物的研究，我们需优化当前的技术并

致力于开发新技术，以便更高效地实现动物模型的

制备，并实现安全可靠的基因治疗目标。
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