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摘  要 : 基因修饰技术是用于基因组定点改造的分子工具，目前主要有锌指核酸酶 (ZFN) 技术、转录激活子

样效应物核酸酶 (TALEN) 技术和 CRISPR-Cas 核酸酶 (CRISPR-Cas) 技术。这些核酸酶都可以在 DNA 靶位

点产生双链断裂 (DSB)，诱发细胞内源性的修复机制，激活体内非同源末端连接 (NHEJ) 或同源重组 (HR) 两

种不同的修复机制，从而实现内源基因的敲除或外源基因的定点敲入。近年来，基因修饰技术已成功应用到细

菌、酵母、人类细胞、果蝇、斑马鱼、小鼠、大鼠、家畜、食蟹猴、拟南芥、水稻、烟草、玉米、高粱、小麦

和大麦等多种生物，显示了其强大的基因编辑优势。特别是新近出现的 CRISPR-Cas9 技术，降低了成本，使

基因编辑变得简洁、高效和易于操作，得到了很多研究人员的关注。本文系统介绍了以上 3 种技术的原理及最

新研究进展，并对未来的研究和应用做出了展望。 

关键词 : 基因修饰，锌指核酸酶 (ZFN)，转录激活子样效应物核酸酶 (TALEN)，CRISPR-Cas 核酸酶 
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Advances in genetic modification technologies 
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Abstract:  Genetic modification technology is a new molecular tool for targeted genome modification. It includes zinc 

finger nucleases (ZFN) technology, transcription activator-like effector nucleases (TALEN) technology and clustered 

regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)-associated (Cas) (CRISPR-Cas) nucleases technology. All of 

these nucleases create DNA double-strand breaks (DSB) at chromosomal targeted sites and induce cell endogenous 

mechanisms that are primarily repaired by the non-homologous end joining (NHEJ) or homologous recombination (HR) 

pathway, resulting in targeted endogenous gene knock-out or exogenous gene insertion. In recent years, genetic 

modification technologies have been successfully applied to bacteria, yeast, human cells, fruit fly, zebra fish, mouse, rat, 

livestock, cynomolgus monkey, Arabidopsis, rice, tobacco, maize, sorghum, wheat, barley and other organisms, showing its 

enormous advantage in gene editing field. Especially, the newly developed CRISPR-Cas9 system arose more attention 

because of its low cost, high effectiveness, simplicity and easiness. We reviewed the principles and the latest research 

progress of these three technologies, as well as prospect of future research and applications. 

Keywords:  genetic modification, zinc finger nucleases, transcription activator-like effector nucleases, CRISPR-Cas nucleases 

随着越来越多不同物种完成基因组测序，

探索基因组的功能尤为重要。近年来，基因组

靶向修饰技术逐渐成为基因组改造与基因功能

研究的一个重要手段，并且于 2012 年被 Science

评为年度十大重要科学进展之一。人工核酸内

切酶 (Engineered endonuclease，EEN) 是完成基

因组定向修饰的重要工具[1]。自上世纪 80 年代

末，基于人工核酸内切酶的基因修饰技术开始

发展，目前主要包括：第一代人工核酸内切酶

锌指核酸酶 (ZFN) 技术、第二代人工核酸内切

酶转录激活子样效应物核酸酶 (TALEN) 技术、

第三代人工核酸内切酶 CRISPR-Cas 核酸酶 

(CRISPR-Cas RGNs) 技术。人工核酸内切酶能

够特异识别目的 DNA 序列，对靶标单链或双链

进行精准切割，形成双链断裂 (DSB)，诱发细

胞内源性的修复机制，激活体内非同源末端连

接修复 (NHEJ) 或同源重组修复 (HR)，在该位

点实现敲除、插入、碱基替换、点突变等定点

修饰[2-3]。 

T-DNA 插入、转座因子、化学诱变及辐射

诱变等传统技术早已被广泛用于产生突变[4-8]，

但是这些技术除了不能特异地针对某个目的

基因外，同时会引起多个基因突变，需要进一

步用互补方法验证表型和目的基因的连锁关

系；反向遗传学方法如 RNAi 技术可以对基因

定点敲除 [9]，但无法彻底敲除基因的表达且无

法在后代中恢复。与传统转基因技术相比，基

因修饰技术具有针对性强、效率高、构建时间

短、应用广泛等特点，显示了极大的基因编辑

优势。 

近年来，基因修饰技术发展迅速，不断得

到改进，在细菌 [10-11] 、酵母 Saccharomyces 
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cerevisiae[12-13]、人类细胞[13-20]、果蝇 Drosophila 

melanogaster[16,21-22]、斑马鱼 Danio rerio[16,23-31]、

爪蟾 Xenopus laevis[16,32]、小鼠 Mus musculus[20,33-34]、

大鼠 Rattus norvegicus[35-36]、猪 Sus scrofa、牛

Bos taurus[37]、拟南芥 Arabidopsis thaliana[12,38-44]、

水 稻 Oryza sativa[42,44-47] 、 烟 草 Nicotiana 

tabacum[42-43,48-49] 、 玉 米 Zea mays[50] 、 高 粱

Sorghum bicolor[42]、小麦 Triticum aestivum[47]、

大麦 Hordeum vulgare[51]等多种生物体中得到了

广泛的研究和应用。本文对基因修饰技术原理

及取得的研究进展作一总结和概述。 

1  锌指核酸酶 (ZFN) 技术 

1983 年，锌指蛋白 (Zinc finger protein，ZFP) 

首次在非洲爪蟾的转录因子 IIIA 中被发现[52]。

第一种经过改造的人工核酸内切酶——锌指核

酸酶 (Zinc finger nueleases，ZFN) 在 20 世纪

90 年代末首次得到研究和应用[53]，实现了基因

的高效定点修饰，具有划时代的意义。 

1.1  ZFN 的结构和作用机制 

锌指核酸酶 (ZFN) 由锌指蛋白 (ZFP) 结

构域和切割结构域 (FokⅠ) 两部分构成[54]。锌

指 (Zinc finger, ZF) 是构成 ZFP 结构域的 DNA

结合基序 (Motif)，含有 30 个左右的氨基酸残   

基[55]。锌指折叠形成 α-β-β (C 端—N 端) 类型

的二级结构，α 螺旋能够插入到 DNA 双螺旋结

构的大沟中。α 螺旋的–1– + 6 位的 7 个氨基酸

残基 (+ 4 位通常固定为亮氨酸残基) 决定靶标

序列的特异性识别，通过特异识别 DNA 双螺旋

中某一条单链上连续的 3 个核苷酸 (称为一个

三联子，Triplet)，完成靶标 (图 1A)。 

多个锌指结构串联可以识别更长的 DNA目

标片段，同时保证能够精确地特异识别靶标序

列。因此，通常把 3–6 个 C2H2 类型的锌指结构

域重复串联构成 ZFP 结构域，它们在 DNA 上沿

3′到 5′的方向依次同其靶序列结合。FokⅠ核酸

酶 主 要 来 源 于 海 床 黄 杆 菌 Flavobacterium 

okeanokoites，能够通过二聚化发挥核酸内切酶

活性[56]，同 ZFP 的 C 端融合构成 ZFN 单体。靶

标 DNA 链分别由两个 ZFN 单体的锌指结构域

识别其 5′到 3′方向和 3′到 5′方向，两个 FokⅠ切

割结构域形成二聚体的活性形式发挥剪切作用 

(图 1B)。因此，构建识别不同碱基的 ZFP 只需

要改变这些氨基酸的组成即可。 

 

 
 

图 1  锌指蛋白核酸酶定点突变示意图[57] 

Fig. 1  The diagram of targeted mutagenesis via engineered ZFNs[57]. (A) Structure of the zinc-finger molecule which 
consists of one α-helix and two β-sheets and binds to 3 bp recognized by residues in theα-helix. (B) The diagram of 

targeted mutagenesis via ZFNs. Two ZFNs bind to the targeted region in tail to tail direction and two FokⅠ nuclease 

domains form dimmer to create double strand break. 
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将 ZFN 的质粒或 mRNA 通过转染或注射细

胞后，核定位信号引导 ZFN 进入细胞核，两个

ZFN 分子的 FokⅠ结构域与目标位点结合，于

两个结合位点的间隔区切割产生 DSB 切口。细

胞可通过 NHEJ 或 HR 等方式可能出现错误修复

或者引入改变，造成 DNA 序列改变，从而实现

基因的定向修饰操作。 

ZFN 的构建包括：选择靶位点、构建 ZFP

结构域、选择 FokⅠ切割域、优化筛选等步骤。

由于三联子靶序列中的 3 个碱基同锌指结构的

–1、+3、+6 位氨基酸残基能够相互作用，而 ZFP 

的结合特性和效率同样也会受到其他氨基酸残

基及相邻串联的锌指结构氨基酸序列的影响，

这种上下文依赖效应 (Context dependent effects)

有可能对 ZFP 与靶位点的结合产生增强或减弱

作用。因此，ZFN 应用的关键技术是构建筛选

出能够高效、特异结合靶标位点的 ZFP 结构。 

除了根据已知的 ZFP 结合位点直接构建

ZFN 外，Joung 等成立的“锌指联合会”提供在线

软件 ZiFiT (www.zincfinger.org) 用于开发易于

操作的，标准化的 ZFN 构建平台，主要包括：

模块组装  (Modular assembly， MA)， OPEN 

(Oligomerized pool engineering) 和 CoDA 

(Context dependent assembly) 方法。除此之外，

还有利用 ZFN 技术分析目标基因的 ZFN 靶位点

免 费 的 在 线 ZFN 设 计 软 件 ZiFiT ：

http://bindr.gdcb.iastate.edu/ZiFiT/；Zinc Finger 

Tools：http://www. zincfingertools.org[58]。 

1.2  ZFN 技术的研究进展 

在医学研究方面，Urnov 等在人的体细胞基

因组上利用 ZFN 技术对人内源基因 IL2Rγ 完成

定点切割，同源重组效率达 20%[14]。Perez 等对

CD4+ T 细胞 CCR5 基因实现定点敲除，获得

HIV 抗性基因型细胞以抑制艾滋病毒的繁殖和

传播，达到了基因治疗的目的[15]。在动物基因

组研究方面，Bibikova 等利用 ZFN 技术对果蝇

X 性染色体的 yellow 基因完成定点修饰，结果

发现 50%的雄性果蝇发生颜色的改变[21]。研究

者通过向斑马鱼单细胞胚胎中注人不同目的基

因设计的 ZFN mRNA，特定基因位点实现突变

并表现出预期的性状。实验中突变存在一定的

脱靶现象，但是实验结果表明通过构建 ZFN 直

接注射 mRNA 到动物胚胎，能够完成基因的定

点修饰[23-25]。在植物体的研究中，研究者通过

把 ZFN 基因及其靶位点转入拟南芥、玉米，获

得了定点突变的突变体植株，并且证明了由

ZFN 介导的基因突变可以遗传[38,50]。 

ZFN 技术优势明显，可以应用到很多种生

物中定点修饰基因。然而，在 ZF 模块设计中，

由于上下文依赖效应使得 ZFNs 特异识别任意

靶标序列的能力较差[59]，导致一些 ZF 结构域缺

乏特异性，结果出现脱靶现象，引起其他目的

基因突变和染色体畸变[60-61]。此外，ZFN 的设

计筛选耗时费力，成本高，因此限制了其更加

广泛的应用。 

2  转录激活子样效应物核酸酶 (TALEN) 

技术 

2007 年 ， 植 物 黄 单 胞 菌 Xanthomonas 

Campestris 分泌的转录激活子样 (Transcription 

activator-like effectors，TALEs) 被发现[62-63]，同

理 构 建 的 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶 

(Transcription activator-like effector nucleases，
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TALENs) 脱靶几率小，细胞毒性小，成为另一

种能够高效简便地靶向基因组的新技术[64-65]。 

2.1  TALEN 的结构和作用机制 

TALE 由 N 端转运信号、中部 DNA 特异识

别结合域、C 端核定位信号和转录激活结构域 3

部分构成。其中，DNA 特异识别结合域由一串

连续排列、序列高度同源的重复单元组成，能

够识别特异的 DNA 序列。每个重复单元通常由

33−35 个氨基酸组成，第 12、13 位的氨基酸高

度可变，被称为重复序列可变的双氨基酸残基 

(Repeat variable diresidues，RVD)，并且能够与

A、T、C、G 碱基相互对应，即：NI 特异识别 A，

HD 特异识别 C，NG 特异识别 T，NH 特异识别 

G，NN 对应 G 或 A，NS 可以识别 A、T、G、C

中的任一种[66-67]。此外，除了第 12、13 位氨基

酸外，其余氨基酸序列高度保守。每个 TALEN

识别的靶标序列长度通常为 14–20 bp[68]。因此，

识别某一特定氨基酸序列，只需设计相应 TALE

单元串联克隆即可，其中 RVD 是 TALEs 特异识

别 DNA 序列的关键。不同于存在上下文依赖效

应的 ZFs，TALE 构成的重复氨基酸序列模块具

有蛋白与 DNA 识别码和模块自然属性，可以和

任何单碱基发生特异性结合，因此理论上可以

设计并识别任意靶 DNA 的序 列[69]。FokⅠ结构

域切割位点位于两个靶标序列的间隔区，间隔

距离一般在 15–30 bp 之间[70] (图 2A)。 

 
 

 
 

图 2  利用 TALEN 诱变目的基因[46] 

Fig. 2  Targeted gene mutagenesis induced by engineered TALENs[46]. (A) Structure of a TALEN binding to target 
gene (OsBRII). The colored boxes denote the TAL effector repeats. Each color represents a different RVD. (B) 
TALEN-induced DSBs can be repaired by either NHEJ or HR. As a result, mutagenesissuch as deletion, replacement 
and insertion are occurred. 
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将设计的特异识别靶标序列的 TALEs 与

FokⅠ结构域融合，即构建得到一对 TALEN 质

粒。将 TALEN 质粒对共转化到细胞中，表达的

融合蛋白将分别和靶位点结合[71]，再由二聚体

化的 FokⅠ对其进行切割，形成 DSB，诱发 DNA

损伤修复机制，细胞则激发体内产生修复机制。

若细胞内不存在修复模板，可激发 NHEJ 方式修

复 DNA，可能发生敲除或者插入碱基等错配修

复，获得基因敲除突变体；如果在 DSB 周围存

在同源 DNA 模板，细胞则采用 HR 方式进行修

复，可能会发生碱基增加或者替换等 (图 2 B)。

研究表明，NHEJ 方式是高等植物进行自发修复

的主要方式[72]。 

TALEN 的构建主要依靠分子克隆的手段，

目前已形成了几种快速有效的方法：Golden gate

分子克隆法、连续克隆组装法、高通量法、长

黏末端的 LIC (Ligation-indepent cloning) 组装

法等。其中，连续克隆组装法包括：限制性酶切-

连接法 (Restriction enzyme and ligation, REAL)、

单元组装法 (Unit assembly, UA) 和 idTALE 一步

酶切次序连接法；高通量法包括 FLASH 和 ICA 

(Iterative capped assembly)[73]。为优化设计，一些

实验室构建了预测设计 TALEN 靶点的服务器可

供使用，如 TALENT (https://tale-nt.cac.cornell. 

edu) 、 ZiFiT (http://zifit.partners.org/ZiFiT) 和

idTALE (http://idtate.kaust.edu.sa) 等。 

2.2  TALEN 技术的研究进展 

在动物方面，Sakuma 等使用该项技术对

HEK293T 细胞、人类诱导性多功能干细胞 

(iPS)、果蝇、斑马鱼以及非洲爪蟾等模式动物

中完成了基因突变[16]。Liu 等利用 TALEN 技术

在果蝇中对 yellow 基因成功打靶，并得到了可

以遗传突变的种系[22]。Sander 等利用 TALEN 技

术在斑马鱼体细胞中成功对 hey2 和 gria3a 两个

基因成功打靶，突变效率为 11%–33%[26]；Huang

等利用 UA 法构建 TALEN 在斑马鱼中分别得到

了 tnikb 和 dip2a 两个基因的突变，结果证明斑

马鱼突变体可以稳定遗传 [27]。Moore 等利用

TALEN 技术在斑马鱼中进行研究，结果表明

TALEN 产生突变的效率高于 ZFN[28]。Zu 等使

用该技术对斑马鱼的 7 个内源基因成功打靶，

其中大部分基因的突变效率大于 30%，有 3 个

基因的突变效率接近 100%[29]。Lei 等通过构建

TALEN 转入两种不同的爪蟾中进行研究，结果

表明 TALEN 技术都能完成基因定向敲除[32]。

Sung 等在小鼠中利用该技术对特定基因成功突

变[33]。Tong 等在大鼠细胞中通过构建 TALEN

成功敲除了 BMPR2 基因 [35]。Carlson 等利用

TALEN 技术对牛和猪的基因成功定点打靶[37]。 

在植物中，Christian 等首次运用 TALEN 在

拟南芥中实验，组装若干对针对 AtADH1 基因

的 TALENs，通过使用 LacZ 作为报告基因的酵

母系统验证，结果表明构建的 TALENs 能够发

挥功能[12]。Cermak 等构建了一种有自定义重复

单元构成的能够高效组装 TALEN 的方法——

Golden gate 分子克隆的方法，以 AtADH1 作为

靶标，用拟南芥的原生质体进行验证 [39]。

Mahfouz 等利用 TALE-SRDX 抑制拟南芥基因

的表达 [40]。Christian 等在拟南芥中研究发现

TALEN 技术产生的突变体在下代的遗传效率在

1.5%–12%之间[41]。Li 等首次运用 TALENs 技术

对水稻 OsSWEET14 基因的启动子区域进行插

入修饰，获得了抗白叶枯病的水稻株系[45]。Chen

等利用 TALEN 技术定向敲除了水稻的 52 个基
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因，并且建立了一个大规模的 TALEN 突变体平

台。研究者通过运用 Golden Gate 方法进行

TALEN 组装、构建植物表达载体、在水稻原生

质体中进行 TALEN 活性验证、TALEN 转化水

稻、筛选基因敲出，最终得到转基因植株，突变

率达 30%，并发现突变片段常包含小的删除和插

入，删除长度为 1–20 bp，通常发生在 TALEN 结

构域的间隔区[46]。Zhang 等在烟草原生质体中利

用 TALEN 技术成功进行基因置换[48]。Wendt 等

运用 TALEN 技术以大麦磷酸酶基因 HvPAPhy 的

启动子区域一组控制元件作为靶标[51]。 

3  CRISPR-Cas 核酸酶 (CRISPR-Cas 

RGNs) 技术 

1987 年 ， Ishino 等 首 次 在 大 肠 杆 菌

Escherichia coli K12 的碱性磷酸酶基因附近区

域发现了成簇的规律间隔的短回文重复序   

列[82]。随着研究的不断深入，2002 年科学家将

其 正 式 命 名 为 CRISPR (Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeat)。2013 年，

人 工 改 造 的 另 外 一 种 全 新 的 人 工 核 酸 酶

CRISPR-Cas系统迅速在更多的动植物物种中得

到 广 泛 应 用 。 基 因 编 辑 操 作 由 于 Ⅱ 型

CRISPR-Cas9 系统的出现变得更加简便、高效，

可同时沉默任意数量的基因，成本变得更低。 

3.1  CRISPR-Cas 的结构和作用机制 

CRISPR 是成簇的规律性间隔的短回文重

复序列[75]，其序列由一个前导区 (Leader)、多

个短而高度保守的重复序列区  (Repeat) 和多

个间隔区 (Spacer) 组成[76]。前导区长度一般为

300–500 bp，富含 A、T 碱基，启动 CRISPR 序

列转录[77]。重复序列通常是包含回文序列长度

为 21–48 bp 的区域，可以形成发卡结构[78]。间

隔序列将各个重复序列隔开[79-80]，长度一般是

26–72 bp，它与一些质粒或噬菌体的序列存在同

源性[81-82]，使得宿主细胞能够抵抗外源基因的

入侵。 

Cas (CRISPR associated) 位于 CRISPR 位

点附近的保守区域，通常与 CRISPR 结构的重

复序列相连。Cas 基因编码的蛋白具有核酸相关

的结构域，Cas 蛋白能够在向导 RNA 指导下通

过位点特异性对靶位点进行特异性切割，例如

目前研究较为深入的 Cas9。Cas9 是一种多结构

域蛋白，由 1 409 个氨基酸组成，包含 2 个核酸

酶结构域：氨基末端的 RuvC-1ike 结构域以及位

于蛋白中间位置的 HNH 核酸酶结构域。 

在 CRISPR-Cas9 系统中，长度约 20 bp 的

外源 DNA 可以作为短的回文重复序列整合在

CRISPR 基因组中，转录加工成 CRISPR RNA 

(crRNA) 。 这些 crRNA 会与 trans-activating 

crRNA (tracrRNA) 形成一种双链二级结构[83]。

在这两种 RNA 的引导下，Cas9 蛋白的 HNH 能

够特异性识别与 crRNA 互补配对的模板链并实

现切割，切割位点位于原型间隔序列毗邻基序 

(Protospacer adjacent motif，PAM) 上游 3 nt 处；

RuvC-1ike 参与另一条链特定位点的切割，切割

位点位于 PAM上游 3–8 nt处 (即 NGG位点)[84]。

因此，可设计不同的 crRNA 使得 CRISPR-Cas9

能够剪切不同的 DNA 序列。Jinek 等研究发现，

这两种 RNA 可以被“改装”成一个向导 RNA 

(single-guide RNA, sgRNA)[85]。因此，设计不同

的 sgRNA 足以指导 Cas9 内切酶完成对 DNA 的

定点切割，形成 DSB (图 3)。 
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图 3  CRISPR-Cas9 定点诱变示意图[86] 

Fig. 3 The diagram of targeted mutagenesis induced by 
engineered CRISPR-Cas9[86]. The Cas9 recognition 
(REC) domain interacts with the sgRNA, while the 
nuclease (NUC) lobe drives interaction with the PAM 
and target DNA. Two nuclease domains (RuvC, HNH) 
each nick one DNA strand, generating a double-strand 
break. 

 

3.2  CRISPR-Cas 技术的研究进展 

在细菌方面，Jiang 等利用 CRISPR-Cas 系

统成功对细菌基因组进行了定向改造，获得了

肺炎链球菌Diplococcus pneumoniae以及大肠杆

菌的突变体，突变效率分别达到 100% 和

65%[10]。在动物方面，Hwang 等利用构建的

sgRNA 靶向的 CRISPR/Cas9 系统对斑马鱼胚胎

fh1、apoea 等基因实现定点打靶，突变率与使

用 TALENs 技术在该位点引起突变的效率相近。

另外，利用 sgRNA 靶向的 CRISPR-Cas9 系统成

功获得了 drd3、gsk3b 基因的突变体[30]。Chang

等在斑马鱼中分别完成了 etsrp、gata4 和 gata5

三个基因的靶向突变，结果表明突变效率约为

35%[31]。Wang 等利用 CRISPR-Cas9 系统已经获

得了打靶的小鼠[34]。Li 等利用 CRISPR-Cas 技

术同时敲除大鼠 Tet1、Tet2、Tet3 基因，获得了

双等位基因纯合突变的单基因突变体和三基因

同时敲除的突变体，突变效率分别为 100%、

60%；并且证明 CRISPR-Cas 系统引入的基因修

饰可以通过生殖细胞传递到下一代[36]。 

Cho 等研究表明改造后的化脓性链球菌

Streptococcus 编码的 Cas9 内切酶可以在人类细

胞的细胞核被活化，通过将构建的特异性识别

人体 DNA 序列的长约 20 bp 的双 RNA 复合体

或者 sgRNA 导入到细胞中，实现对人体基因组

定点打靶和修饰。该系统已经在多种人体细胞

包括诱导多能干细胞中完成对预定的 DNA位点

进行基因组双链 DNA 切割，突变率约为

38%[17] 。 Ding 等 分 别 利 用 TALENs 和

CRISPR-Cas技术在人类多功能干细胞基因组中

完成了一个基因的定点打靶，结果表明利用

CRISPR-Cas 技术的突变效率高，并且还更容易

生成纯合子突变克隆 (总克隆的 7%–25%)[18]。

Mali 等通过构建Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统对多种

人类细胞系中进行基因定点突变，成功获得了

以 NHEI 方式修复的基因突变，突变效率为

2%–38%，研究同时表明突变效率可能与细胞类

型和 RNA 表达载体有关[19]。Cong 等构建了两

种不同类型的Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统，完成了

Cas9 核酸酶在短 RNAs 指导下对人类细胞及小

鼠细胞基因组位点特异性切割。通过错配实验

证明 crRNA 的 5′端碱基错配对剪切效率影响不

大；在 EMX1 基因位点 CRISPR-Cas9 引起的基

因定点突变效率等于甚至高于 TALENs 在该位

点引起突变的效率[20]。 

同时，CRISPR-Cas 系统在植物基因修饰方

面的应用和研究也取得了重大突破。 

Jiang 等运用Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统成功利

用农杆菌将基因编码的 Cas9、sgRNA 和一个突

变的无功能的绿色荧光蛋白  (GFP) 转入到拟

南芥、烟草叶片细胞内。突变的 GFP 基因在其
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5′编码区域内存在靶标位点，Ⅱ型 CRISPR-Cas

系统成功完成定点切割，经过编辑获得了有功

能 的 GFP[42] 。 研 究 结 果 同 时 证 实 了

CRISPR-Cas9 用来定点诱变高粱和水稻基因的

可行性[42]。其他研究人员也用 CRISPR-Cas 系统

成功定点突变了拟南芥、水稻多个基因[43-46]。

除此之外，该技术在编辑和定点突变小麦基因

方面也取得了成功[87]。研究发现该系统还可以

将单链寡核苷酸 DNA (ssDNA) 转入植物细胞

中作为模板，通过同源重组 DNA 修复途径在基

因特定位点精确插入 12 bp 两个限制性内切酶

识别序列[47]。 

4  展望 

随着多种生物基因测序的完成，利用基因

定向修饰技术对目的基因进行定点突变实现重

要基因功能的鉴定越来越重要。与传统的遗传

学方法相比，基因修饰技术能够精确、高效地

对特定基因实现编辑修饰，必将得到越来越广

泛的应用。ZFP 构建的复杂性使 ZFN 技术的应

用受到很大的限制。为提高效率，减少工作量，

高特异性的 ZFP 筛选以及最优的 ZFP 模块组合

应该是将来 ZFN 的研究方向。TALEN 技术效率

高、细胞毒性小、脱靶率低、操作简便，一出

现就得到了广泛的研究和应用。利用该技术，

科学家已经成功地同时定点突变异源六倍体普

通小麦中分别位于 A、B、D 基因组上的 3 个

MILDEW-RESISTANCE LOCUS (MLO) 同源基

因，创制了抗白粉病的转基因小麦种质资源[88]。

而近年发展起来的 CRISPR-Cas 系统具有更加

高效、操作简便、实验周期短、成本低，利于

在实验室普遍发展等特点，为基因工程提供了

一个更加强有力的应用新工具。2014 年 1 月，

Cell 在线报道利用 CRISPR-Cas9 系统首次在灵

长类动物食蟹猴的单细胞阶段的胚胎中获得了

两个靶基因同时发生突变的株系，实现了精准

的基因修饰[89]。CRISPR-Cas 系统将给基因组定

向修饰的研究和应用领域带来突破性的技术革

命，特别是在基因功能解析、人类疾病靶向治

疗、生物能源及生物制药等应用中具有巨大的

潜力和广阔的前景。同时，CRISPR-Cas 系统在

水稻、小麦等农作物的性状改良与分子定向育

种方面也将发挥重要的作用。 
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