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Abstract 
Fast development of gene editing technologies provides more powerful tools for gene function 
analysis. Now researchers can easily manipulate targeted gene with the Zinc Finger Nuclease (ZFN), 
Transcription Activation Like Effector Nuclease (TALEN) and Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins (CRISPR) technologies emerged in the last dec-
ade. These technologies revolutionized gene functional analysis and medical treatment. In this re-
view, several typical gene editing technologies were listed, and their principles, characteristics 
and application were discussed. 
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摘  要 

基因编辑技术的飞速发展为基因功能研究工作提供了更多有力的工具。近十年来相继出现的锌指核酸酶

(ZFN)、转录激活子样效应因子核酸酶(TALEN)以及规律性间隔的短回文序列重复簇(CRISPR)已经可以

让研究人员很方便的对特定的目的基因进行突变、修复或替换等操作，从而为生物学研究及医学治疗领

域带来革命性的变化。本文就有代表性的基因编辑技术的种类、原理及其研究进展进行了综述，并对它

们各自的特点及应用前景和值得进一步研究的问题进行了探讨。 
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1. 引言 

随着 DNA 测序技术的快速进步，越来越多的物种基因组序列成为已知，但鉴定这些基因的功能仍然

是一项十分艰巨的任务。作为鉴定基因功能最重要的策略，获得其突变体是优先考虑的手段。然而，无

论是依赖自发突变还是通过物理、化学手段如射线和化学诱变剂处理，或者利用转座子以及 T-DAN 插入，

都只能被动的获得随机出现的基因突变体材料，并且基因出现突变的频率通常较低。因此，虽然过去运

用这些手段对很多基因的功能鉴定提供了巨大的帮助，但它们目前已经难以满足日益扩大的基因功能研

究的需求。令人鼓舞的是，近十年来基因编辑技术的出现为克服上述矛盾开辟了新的途径，特别是锌指

核酸酶(ZFN)和转录激活子样效应因子核酸酶(TALEN)以及最近发展起来的规律性间隔的短回文序列重

复簇(CRISPR)技术，为基因编辑提供了前所未有的方便和快捷，吸引了全世界研究人员的广泛关注。 
基因编辑就是通过对细胞基因组中目的基因的一段核苷酸序列甚至是单个核苷酸进行替换、切除，

增加或者是插入外源的 DNA 序列，使之产生可遗传的改变[1]-[3]。与射线或化学诱变剂导致的 DNA 随

机突变不同的是，基因编辑技术是定向改变基因的组成和结构，具有高效、可控和定向操作的特点。因

此，基因编辑技术被麻省理工科技评论评为 2014 年十大突破性科学技术 
(http://www.technologyreview.com/lists/technologies/2014/)，其中 CRISPR 还获得 2015 年度生命科学突破

奖(https://breakthroughprize.org/News/21)。 
虽然各种基因编辑技术的原理及作用方式并不相同，但它们的共同之处是基因编辑都建立在使目标

基因 DNA 产生双链断裂(Double Strand Breaking, DSB)的基础上。因为 DNA 分子单链断裂或缺失后容易

被细胞内的各种修复机制所修复而不产生任何改变[4]，但 DNA 双链断裂的结果则有很大的不同。细胞

内 DNA 双链断裂的修复有两种方式，即同源重组修复(Homologous Recombination, HR)和非同源末端链

接修复(Non-Homologous End Join, NHEJ) [5] [6]。当 DNA 发生双链断裂后，如果细胞内存在与裂口两端

同源的序列，则进行同源重组修复，外源 DNA 片段可借此插入断裂序列中对原来的基因进行敲除或将外

源基因插入基因组 DNA 而形成所谓的基因敲入；若细胞内无同源序列存在，双链断裂的 DNA 分子则通

过 NHEJ 连接，由于无模板可以利用，这种“硬”连接容易导致碱基的缺失、增加或改变而引起突变。

实际上，无论是 HR 修复还是 NHEJ 修复，都可以产生较于原来基因的不同变化。虽然 DNA 双链断裂对

基因组而言是严重的伤害[7]，但这种变化正是研究基因功能所需要的。下面我们就基因编辑技术的种类

及其特点分别进行简单的介绍。 

http://www.technologyreview.com/lists/technologies/2014/
https://breakthroughprize.org/News/21
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2. 同源重组(Homologous Recombination, HR) 

从使基因发生定向改变这个角度而言，早期的基因编辑技术可以追溯到同源重组这种方法。基于同

源重组的基因编辑被称为基因打靶或基因靶向技术(gene targeting)，例如依赖大肠杆菌细胞内的 Rec A 或

酵母的 RAD54 重组酶，基因靶向技术可以对目标基因或基因的部分序列进行替换、删除，或在细胞内存

在同源序列的情况下插入外源 DNA 序列。运用同源重组对基因进行编辑的方法已经在微生物、植物和动

物中取得了成功[2]。不过，该方法的一个主要局限在于重组频率低，约为 10−4~10−5 [2]。虽然对微生物

及培养的动物细胞系、甚至对一些苔藓植物如小立碗藓来说，同源重组技术可以获得满意的基因编辑效

率，但对高等植物或动物，基于同源重组的基因靶向技术由于效率太低，在实践上难以广泛应用，尽管

也有少数成功的例子[8] [9]。据分析，高等动、植物中同源重组效率低下的原因可能在于这些细胞内同源

重组酶的效率不高，因为有研究显示，转入外源的同源重组酶基因后，这些物种中的同源重组效率提高

了一个数量级[8] [9]。 

3. 锌指核酸酶(Zinc Finger Nuclease, ZFN) 

人工核酸酶 ZFN 可以算是第一种具有普遍适用性的基因编辑技术。我们知道，分子生物学中广泛使

用的工具酶主要是 II 型限制性核酸内切酶，绝大多数情况下这些酶的切割位点位于其 DNA 识别序列之

中。不过，IIS 型的核酸内切酶(如 Fok I)则不同，其识别序列和切割序列相距 9 个核苷酸，并且切割和识

别功能分别由酶蛋白的不同结构域完成。人工核酸酶正是利用了 IIS 型核酸内切酶的这一特点，在保留

它的非特异的酶切割功能结构域的基础上，将其 DNA 识别结构域用能够识别特定核苷酸序列的、人工合

成的结构域取代，这样就构成了能够根据人们的需要而识别特定 DNA 序列并进行切割的人工核酸酶。 
按此原理构建的锌指核酸酶 ZFN 就是由一系列锌指结构单元与 Fok I 的核酸酶切活性区域组合而成

的(图 1)，它具有对特定的 DNA 序列进行识别和切割的能力。ZFN 对不同 DNA 序列识别的机理在于组

成其锌指蛋白基元(Motif)的种类及排列方式。锌指结构是很早就发现的一类能与 DNA 分子相互作用的蛋

白结构基元。在人类基因组中，约有 3%蛋白含有这样的结构[10]。锌指结构基元一般由 30 个左右的氨

基酸组成，其结合锌离子的保守氨基酸为四个半胱氨酸残基(Cys-)或两个半胱氨酸残基和两个组氨酸残基

(His-)。空间结构上，锌指结构从 N 端到 C 端由两个反向的 β平行结构和一个 α螺旋组成。α螺旋的 1、
3、6 位氨基酸残基分别特异性的结合其识别 DNA 分子中三个连续的碱基[11] [12]，亦即不同的锌指结构

基元中其 α 螺旋的 1、3、6 位上氨基酸残基是不同的，因此，将不同的锌指结构单位(通常 3~6 个)组合

起来就可以形成识别 18~36 bp 的一段双链 DNA 序列。所以，选择不同的锌指结构单位组合起来并且和

Fok I 连接，就构成了能针对特定的目标序列进行切割的人工核酸酶(图 1)。不仅如此，Fok I 需要形成二

聚体才具有酶切活性[13]，虽然 Fok I 自身二聚化也能产生对 DNA 的切割作用，但切割效率极低并且容

易产生非特异切割，所以在设计 ZFN 时，还需要对 Fok I 进行突变，使之不能形成同源二聚体；并且研

究显示，当两个结合不同靶序列的突变 Fok I 相距 5~6 bp 就可以形成异源二聚体而具有酶切功能，这样

设计的另一个优点是可以增加 ZFN 识别的特异性[14]。 
ZFN 这种基因编辑方法在一系列的模式生物中都获得了成功[15]，研究显示 ZFN 基因编辑效率约为

30%，相对于同源重组，其编辑效率无疑具有了质的提高。不过，目前它还存在一些不足，一个突出的

问题是所谓的脱靶效应，即合成的核酸酶并没有对预先设定的目标 DNA 序列进行识别和切割。出现这种

情况的原因在于组成人工核酸酶的各个锌指结构单元之间存在相互影响，即存在所谓上下文依赖

(Context-dependant)，也就是说将不同锌指结构单位连接起来后，其 DNA 识别序列并不是它们单独存在

时分别识别的核苷酸组序列的简单相加[16] [17]。因此，这种脱靶效应很大程度上还是目前对锌指结构单 
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Figure 1. A schematic figure of ZFN components and two joining 
models of double strand breaks after ZFN nuclease cleavage (based 
on reference [15]) 
图 1. ZFN 核酸酶结构及其工作原理示意图。图中显示 ZFN 的组

成以及目标 DNA 经锌指核酸酶切割后的两种不同的连接(修复)
方式(参考文献[15]) 

 
元之间的相互影响缺乏足够了解造成的。由于受专利等因素的影响，不同的研究机构对他们研究出的结

果并没有充分共享。相信随着以后对锌指结构单元之间相互影响的深入了解，ZFN 脱靶问题可能会得到

较好的解决。 

4. 转录激活子样效应因子核酸酶 TALEN (Transcription Activation Like Effector 
Nuclease) 

在ZFN问世不久，另一种人工核酸酶TALEN也被开发出来。与ZFN一样，TALEN也是利用一种对DNA
分子特异识别的蛋白结构与Fok I的酶切活性结构域组合形成的。与ZFN不同的是，TALEN利用的是黄杆

菌(Xanthomonas)的转录因子激活样效应因子(Transcription Activation Like Effector)中DNA序列识别模块

作为特异识别DNA序列的基础[18]。TALEN识别模块一般由34个氨基酸组成(图2)，其组成的氨基酸除了

第12和13位外其余都是保守的，因此第12/13位氨基酸被称为可变的双氨基酸残基RVD (Repeat Variable 
Di-residue)，正是这两个氨基酸决定了TALEN结合DNA上核苷酸的种类[19]-[21]。实际上，组成DNA分

子的四种不同碱基都有与之对应的TALEN识别模块(图2)，所以在构建TALEN人工核酸酶时原理相对简

单，只需将表达不同的TALEN识别模块序列按目标序列的顺序连接起来，再与Fok I酶的编码序列融合即

可完成。不过，由于目标序列的每个碱基都需要一个TALEN识别模块，所以整个构建过程工作量较大。

目前，在拟南芥等多种生物中其基因编辑的作用已经得到验证[18] [22]。 
除了原理简单，TALEN的另一个优势在于，理论上说对任意的核苷酸序列，都能以它为靶标构建一

个特异的TALEN核酸酶。在编辑效率方面，TALEN虽然也还没有达到理想的程度，但相对于ZFN还是有

所提高[23]，并且有更好的特异性，使其在医疗用途中更加安全，不过脱靶效应仍然存在。实际上所谓“脱

靶”产生的影响并不只是降低了基因编辑的成功率，因为无论是ZFN还是TALEN，它们识别的目标基因

的序列长度一般只有十几个碱基，而在整个基因组中，不可避免的有一些与目标序列相似的序列存在，

所以，脱靶后更大的危害在于人工核酸酶对基因组中具有与靶序列相似的基因进行编辑，从而产生不可

预测的后果。在医学治疗领域的基因编辑运用中，这种情况尤其需要避免。不过，最近的研究表明，通 
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Figure 2. A cartoon figure of TALEN components and structure (https://www.addgene.org/talen/). Red and 
purple ellipses represent TALEN recognition modules 
图 2. TALEN 结构及组成示意图(https://www.addgene.org/talen/)。图中红色和紫色的椭圆形结构为

TALEN 的识别模块 
 
过运用一套扩展的RVD有效的增强了TALEN的特异性及编辑效率，这种新的技术有望在生物及医学领域

得到更广泛的应用[24]。 
对于其构建复杂的问题，目前已有公司开发出商业化的试剂盒，特别是采用新的克隆技术如GOLDEN 

GATE CLONING [25]，最快一天左右的时间就可以构建针对一个目标基因特定序列的TALEN核酸酶，不

过这种技术使用成本仍然较高。 

5. 规律性间隔的短回文序列重复簇(Clustered Regularly Interspaced Short  
Palindromic Repeats/CRISPR-Associated Proteins, CRISPR) 

如果说 ZFN 和 TALEN 技术的出现使基因编辑研究获得了很大的成功，那么最近的 CRISPR 则让这

一领域的发展产生了飞跃。CRISPR 目前还没有较为统一的中文名称，这里我们将其译为“规律性间隔

的短回文序列重复簇”。 
实际上早在 1987 年，日本的研究人员就发现 E. coli 中存在一些 29 bp 的重复序列，这些重复序列被

一些长度与重复序列类似(32 bp)的但彼此不同的间隔序列(spacer)分开，不过他们当时并不清楚这些序列

存在的意义[26]。2002 年，Jansen 等[27]将这些间隔排列的重复序列命名为 CRISPR。直到 2007 年，CRISPR
和 Cas 核酸酶才被发现与细菌的适应性免疫有关，并且这种机制在细菌和古细菌中普遍存在[28]。随后的

研究显示 CRISPR-Cas 系统的种类及组成成分较多，但一个来自产脓链球菌(Streptococcus pyogenes)、由

Cas9 蛋白组成的 CRISPR 系统由于其组成简单引起了研究人员的深入探索，该系统只有三个必须的组成

部分，即 tracrRNA，CrRNA 和 Cas9 核酸酶[6]。 
根据 Jiang 等[29]的研究，CRISPR/Cas9 系统发挥作用的基本过程可分为三个阶段，即间隔序列获得

期、CRISPR/Cas 表达期和 DNA 干扰期(图 3)。在间隔序列获得期病毒或质粒侵染细菌时，病毒或质粒

DNA被宿主的核酸酶切割成短的DNA片段，符合条件的切割片段作为 protospacers而被整合进宿主基因

组的 CRISPR 基因座中成为新的 spacer。CRISPR 中已经存在的 spacers 则是以前外源 DNA 入侵时留下的

“记录”。彼此不同的 spacer 被重复序列(repeat)隔开。在间隔序列和重复序列附近还存在编码 Cas9 核酸

酶的区域以及转录生成 traCrRNA 的非编码区。 
随后 CRISPR/Cas9 的表达期内，spacers 和 repeats 序列一起被转录成长链的 pre-CrRNA，同时

tracrRNA 和 Cas9 也被转录出来(图 3)。当 tracrRNA 与 pre-CrRNA 中由 repeat 序列转录形成的区域互补

结合形成双链 RNA (guide RNA)后，引发双链 RNA 特异的 RNaes III 对 pre-CrRNA 进行剪切形成成熟的

CrRNA，这个过程同时还需要 Cas9 的参与[6]。每个成熟的 CrRNA 中包含由 spacer 转录出来的长 20 

https://www.addgene.org/talen/
https://www.addgene.org/talen/
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Figure 3. A cartoon figure of CRISPR components and working model (revised on reference [29]) 
图 3. CRISPR/Cas9 组成及工作原理示意图(根据参考文献[29]，有修改) 
 
个核苷酸的引导序列和由 repeat 转录形成的、与 tracrRNA 互补的区域，其中引导序列是能与入侵 DNA
互补结合的区域。 

在 DNA 干扰期，CrRNA 与 tracrRNA 结合后形成的 guide RNA (gRNA)引导 Cas9 一起与入侵病毒或

质粒 DNA 结合，导致 Cas9 核酸酶在入侵 DNA 核苷酸中 PAM (核苷酸组成为 5’-NGG-3’或 5’-NAG-3’)5’
端上游 3 个碱基处对入侵 DNA 进行双链切割产生断裂，从而破坏入侵 DNA 使细菌免受侵害[6] [30]。由

于 PAM 的 5’端与目标序列(即与引导序列互补的外源 DNA 区域)的 3’端相连，所以切割实际上发生在引

导序列结合的范围内。 
在 CRISPR/Cas9 系统对入侵 DNA 序列的识别过程中，除了 gRNA 中的引导序列与靶 DNA 通过碱基

配对识别以外，外源 DNA 序列上的 PAM 序列也发挥着至关重要的作用[30]，因为外源入侵 DNA 的 PAM
序列诱变后即可躲过 CRISPR/Cas9 系统的警戒而免受切割[31]。简单地说，PAM 是 CRISPR/Cas9 系统识
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别“自己”或“异己”的策略，因为 CRISPR/Cas9 操纵子的 DNA 中虽有能与引导序列配对的 spacer 序
列，但其邻近的 repeat 序列中无 PAM 序列，所以 CRISPR/Cas9 不会对其产生切割。 

同时，详细的研究还显示，Cas9 蛋白实际上包含与 HNH 和 RuvC 这两个内切酶同源的结构域，HNH
结构域特异地切割靶 DNA 中与 CrRNA 互补的 DNA 链，RuvC 酶类似的结构域则切割非互补链。诱变这

两个区域中的任何一个都会导致 Cas9 与靶 DNA 结合后只能产生具有单链切割的环状而非双链断裂的线

性 DNA 分子[6] [32]。不仅如此，Jinek 等[6]还发现在引导序列与目标 DNA 互补结合过程中，远离 PAM
的一端能容忍一些碱基的错配，但这种情况可能导致脱靶效应的产生，Hsu 等[33]报道在人类细胞系中运

用 CRISPR/Cas9 的确有脱靶现象出现。 
针对 CRISPR/Cas 9 系统这一问题，Ran 等[34]对 CRISPR/Cas9 进行了深入的研究，他们发现，两个

适当位移的不同 gRNA (即两个不同 gRNA 与各自的目标序列结合后，它们之间的距离保持在一定范围以

内)与 Cas9n (突变 Cas9 的 RuvC 类似的结构域使之形成只有 HNH 酶活性的切割酶)一起能在靶 DNA 上产

生双链切割的同时大大降低可能出现的脱靶效应，在培养的鼠受精卵中实验表明这种策略具有良好的应

用潜力[34]。这种策略成功的原因可能在于用两个 sgRNA 的方式相当于将 CRISPR/Cas9 系统中特异识别

序列的长度增加了一倍，因此其识别特异性大大增加。 
在高等植物领域，运用 CRISPR/Cas9 对水稻中不同靶基因的研究表明，约一半的胚细胞中靶基因被

该系统进行了编辑，并且在 T0 代就可以比较容易的获得纯合突变体植株。尤其重要的是其脱靶效应非常

低，因此，CRISPR/Cas9 是水稻研究的一个有效工具[35]。不仅如此，在高等动物中对灵长类动物进行

CRISPR/Cas9 基因编辑的研究也表明，通过对单细胞胚进行 sgRNA 和 Cas9 的 mRNA 共同注射，研究人

员成功获得了同时对两个靶基因进行了修饰的食蟹猴，并且他们没有检测到脱靶现象的发生[36]，这个结

果说明 CRISPR 技术在医学上有巨大的应用潜力。 
此外，研究还发现将转录 tracrRNA 和 CrRNA 的 DNA 编码序列连接在一起，转录后形成一个人工

设计的 gRNA 同样可以有效引导 Cas9 对靶基因进行编辑[6] [32]。因此，整个 CRISPR/Cas9 系统使用起

来非常简单：只需要根据目标序列设计引物扩增 spacer，再将其整合进含有 tracRNA 和 Cas9 表达盒的载

体，就完成了基因编辑载体的准备工作。此外，为适应真核生物的细胞结构，一般在设计编辑载体时要

在 Cas 蛋白编码序列一端或两端加上核定位信号。目前很多实验室已经构建了专门用于基因敲除的

CRISPR/Cas9 载体[37] [38]。 

6. 结语 

人工核酸酶 ZFN 和 TALEN 都是依靠蛋白质对核苷酸序列的识别，其切割的机制更是直接利用了天

然存在的核酸酶的结构域，从原理上说，人工核酸酶和天然存在的限制性核酸内切酶并无本质区别，尤

其是天然的 II 型核酸内切酶多数为同源二聚体结构，所以通常它识别和切割具有回文结构的序列，这一

点与人工核酸酶采用的工作原理也有相似之处。那么，天然的限制性核酸内切酶对 DNA 的识别是否同样

依靠锌指结构或 TALEN 等类似的机制？尽管目前还不清楚，但弄清楚这个问题可能会带来更多新的发

现。 
有趣的是，与十多年前发现并得到广泛应用的 RNAi 机制类似，CRISPR/Cas9 也是利用短的双链 RNA

介导目标基因的沉默[39]。不同的是，RNAi 是在转录水平干扰外源入侵基因的表达，而 CRISPR/Cas9 是

破坏外源入侵生物 DNA 组成和结构从而导致外源基因被彻底破坏。尽管机制存在区别，但它们都是微生

物防御体系的重要组成部分。由此可见，短的双链 RNA 在生物的防御体系中扮演着极其重要的角色[29]。
然而，目前发现细菌中大约只有 40%的种类存在 CRISPR 这种防御机制，因此研究具备和不具备 CRISPR
体系的细菌的防御策略有何不同也是一个值得深入关注的问题。 
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对比人工核酸酶和 CRISPR/Cas9 系统可以发现，CRISPR/Cas9 的优势主要体现在两个方面：一是用

于基因敲除的 CRISPR 载体构建极其简单，只需要根据推荐的序列合成 spacer 并将其整合进载体，就完

成了基因编辑载体体外的操作过程；二是 CRISPR/Cas9 与 DNA 靶序列结合有更高的特异性[40]，原因是

ZFN 和 TALEN 对靶 DNA 的识别是依靠蛋白质与DNA 的相互作用(实际上是组成蛋白质的氨基酸残基在

空间结构上与 DNA 碱基侧链基团之间的相互作用)，其特异性相对较低；而 CRISPR/Cas9 系统对靶 DNA
序列的识别则是 RNA 和 DNA 按照碱基互补配对原则进行的，因此特异性更高。除此之外，相对于同源

重组，CRISPR 不仅有更高的效率，适应范围也更加广泛。目前的研究表明该技术适合从原核生物到高

等动植物在内的所有生物类群，而且，对 CRISPR 的酶切基团进行诱变后可以对 DNA 进行单链切割以及

可以同时进行多基因或单基因的多靶点编辑[34]。 
对生物学领域的研究者来说，CRISPR 的优势在于它能非常方便的对感兴趣的基因进行编辑使之产

生突变，从而极大的方便了阐明每个基因的功能。然而，医学领域的专家更关注运用该技术进行基因治

疗的潜力。尽管目前还只是处于初始阶段，但可以预料，CRISPR 将给生命科学和医学领域带来难以估

量的重要影响。 
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