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特约综述
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本实验室对体外培养的胚胎干细胞和体内的着床前胚胎进行研究, 以加深

对维持和建立多能性(pluripotency)分子机制的理解, 进而改进现有的建立

和维持多能性干细胞的方法。 主要研究方向包括: (1)小鼠胚胎干细胞维持

多能性的分子机制; (2)小鼠胚胎早期发育中调控发育潜能和细胞命运决定

的机制。

http://chenly-lab.org/

DNA剪刀—TALEN和CRISPR/Cas
倪培凌   刘   畅   陈凌懿*

(南开大学生命科学学院, 生物活性材料教育部重点实验室, 天津 300071)

摘要      对基因组中特定位点进行修饰的实验手段称为基因组编辑。它在研究基因的功能和

基因修复以及细胞替代治疗上有广泛的应用前景。该文将回顾基因组编辑技术的最新进展和应用, 
着重介绍两种最新出现的序列特异核酸酶—TALEN和CRISPR/Cas在基因组编辑技术中的应用。
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DNA Scissors—TALEN and CRISPR/Cas
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Abstract      Genome editing refers to the experimental technique which could modify the DNA sequence at 
a certain region in the genome. It has important application value in studying the function of genes, as well as gene 
correction and cell replacement therapy.  In this paper, we summarize the recent progress and application of genome 
editing technology, with emphasis on two sequence-specific nucleases — TALEN and CRISPR/Cas.
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研究基因生物学功能的主要手段是通过对其

进行修饰以影响其功能, 这些修饰包括基因敲除、

突变或过表达。传统的正向遗传学, 通过化学诱变

或转座子介导的突变来研究基因功能, 但是这些筛
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选最主要的限制因素就是不能进行特定位置的修

饰。而同源重组介导的基因敲除或敲入, 虽然可以

准确地对特定基因进行修饰, 但其操作步骤多, 且效

率偏低, 在应用上有一定的局限性。因此, 遗传学

家们一直期待一种可高效地编辑任何基因序列的

实验手段——基因组编辑(genome editing)。近几年

来, 基因组编辑的实验技术得到了快速的发展。我

们将在此综述中总结基因组编辑技术的最新进展

及其应用, 着重介绍转录激活子样效应因子核酸酶

(transcription activator-like effector nuclease, TALEN)
和CRISPR/Cas(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats–CRISPR-associated pro tein)这两

种技术。

现在的基因组编辑技术主要依赖于一些识别

特定序列的核酸酶在DNA上切割, 产生双链DNA断

点, 然后通过非同源末端连接机制(non-homologous 
end joining, NHEJ)或 同 源 重 组 机 制(homologous 
recombination)来修复DNA断点, 与此同时, 对DNA
断点附近的序列进行编辑(图1)。非同源末端连接修

复机制可以将断裂的双链末端直接连接起来, 在修

复的过程中容易出现插入或缺失突变: 如果造成移

码突变, 则会使基因的功能遭到破坏, 从而实现基因

的敲除; 如果删除或插入的DNA片段的碱基数正好

是3的整数倍, 则在蛋白水平上导致氨基酸残基的缺

失或增加, 也可能对蛋白的功能有影响。双链DNA
断点产生后, 若同时引入模板DNA序列, 通过同源

重组的作用, 可以根据所设计的模版, 插入特定的一

段序列(knock in)、删除特定的序列(knock out)或突

变特定的碱基或序列。引入的模版序列可以是单链

DNA, 也可以是带有长的同源臂的双链DNA。同源

重组修复机制和传统意义上的同源重组介导的基因

敲除和敲入没有本质的区别, 但是因为双链DNA断

点的存在, 可大大提高在DNA断点处同源重组的概

率, 从而保证了基因组编辑的效率。同源重组修复

机制发生的概率要比非同源末端连接修复机制低, 
但由于该机制在修复的过程中有同源链作为模板, 
因此可以实现精确的突变。

目前, 已成功应用于基因组编辑技术的序列特

异性的核酸酶包括锌指核酸酶(zinc-finger nuclease, 
ZFN)、TALEN和CRISPR/Cas。锌指核酸酶技术利

用一个锌指结构域可识别三个DNA碱基的原理来

设计, 可以对基因组上特定位点进行精确的修饰, 

但因为锌指结构域识别DNA的特异性不高, 导致

其成功率低, 需要构建多个ZFNs, 并从中筛选特异

性和切割效率均高的ZFNs[1-2]。所以, 随着TALEN
和CRISPR/Cas技术的出现, 更多的科学家选择了

TALEN和CRISPR/Cas来进行基因组编辑。

1   转录激活子样效应因子核酸酶(tran-
scription activator-like effector nuclease, 
TALEN)

转录激活子样效应因子(transcription activator-
like effector, TALE)最初是在植物致病菌黄单胞杆菌

属(Xanthomonas)中发现的。这类植物致病菌通过

Ⅲ型分泌系统将TALE蛋白注射到植物细胞质中, 然
后TALE被转运到细胞核中, 模拟真核细胞的转录因

子指导宿主细胞基因转录[3-5]。TALE的结构包括几

个重要功能部分: 核定位信号和C-端的酸性激活区, 
位于中间的结合DNA的串联重复区域[6-7]。中间的

DNA结合区域由一系列数目可变的可重复单元构

在序列特异核酸酶(包括ZFN、TALEN或CRISPR/Cas)的作用下, 在
特定位点上造成双链DNA断点, 然后此断点通过非同源末端连接或

者通过同源重组进行修复。不正确的非同源末端连接修复后在基

因组DNA可导致插入或删除突变, 但插入或删除的DNA大小不可

控; 同源重组介导的修复需要供体同源模板DNA(可以是双链或单链

DNA), 根据不同的模板进行修复可导致与模板DNA一致的插入或

点突变。DSB: 双链DNA断点; NHEJ: 非同源末端连接; HDR: 同源

重组介导的修复; Indel: 插入或删除。

Double strand break (DSB) is generated by sequence-specific nucleases, 
including ZFNs, TALENs and CRISPR/Cas. Subsequently, DSB 
is repaired either through non-homologous end joining (NHEJ) or 
homology directed recombination (HDR).  Imperfect NHEJ repair leads 
to insert or delete (indel) at the DSB site.  HDR requires homologous 
DNA donor, and the insertion or point mutation introduced to the DSB 
site is identical to donor DNA.  DSB: double strand break; NHEJ: non-
homologous end joining; HDR: homology directed repair; Indel: insert 
or delete. 

图1   现有基因组编辑技术的基本原理

Fig.1   The mechanism of current genome editing technology
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成, 天然TALE的可重复单元数目一般为8.5~28.5个, 
常见的为17.5个[7-8]。每个重复单元包括33~35个氨

基酸, 特异识别一种碱基。在这33~35个氨基酸中, 
位于第12和第13位的两个相邻的氨基酸决定了这个

重复单元所特异识别的碱基, 这两个氨基酸被称为

重复可变双残基(repeat variable di-residue, RVD)[9], 
这两个氨基酸决定了每个重复单元所识别的DNA
碱基, 例如: HD识别C、NI识别A、NG识别T、NN
识别A或G[7,10]。基于每个重复单元对应一个碱基, 
可将不同的重复单元串联起来, 通常为14-20个重

复单元, 使之识别特定的DNA序列。然后在N-端加

上核定位信号, 并在C-端融合上Fork I核酸内切酶

的切割区, 就构建成了TALE核酸酶(TALE nuclease, 
TALEN)(图2A)。由于Fork I需要形成二聚体发挥切

割作用, 因此需要一对TALEN共同起作用。 两个

TALEN识别的DNA位点之间的DNA序列片段称为

spacer, 一般为14~18 bp[8]。 两个TALEN结合到各自

的DNA序列上, 此时, 两个TALEN中Fork I核酸内切

酶结构域可在spacer处形成二聚体, 将DNA进行切

割, 形成双链DNA断点(图2B)[11]。而TALEN切割位

点的特异性由两个TALEN的识别序列共同决定。如

每个TALEN识别16个碱基的DNA序列, 那么TALEN
的切割点的特异性就由32个碱基长度的DNA序列

决定。因此, TALEN切割DNA的特异性高, 这在许

多实验中也得到了证实[12-13]。

相比ZFN技术, TALEN的DNA识别序列由串联

的重复单元决定, 一个重复单元对应一个碱基, 因
此, TALEN的设计思路简单, 而且靶向更长的DNA
序列以保证切割位点的特异性[14-15]。因此, TALEN
技术出现后很快被众多实验室采用。

2   CRISPR/Cas系统
CRISPR/Cas技术是最近兴起的一项基因编辑

技术。CRISPR的全称为成簇的、规律间隔的短

回文重复序列(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats)。早在1987年, 科学家就已经

发现在细菌中存在CRISPR序列, 但该序列一开始

并没有引起人们足够的重视。随着研究的深入, 科
学家已经在许多细菌和古生菌中发现了CRISPR序
列和CRISPR相关(Cas)基因。CRISPR-Cas系统是

细菌和古细菌中的一种免疫保护机制, 该系统可以

介导外源DNA的降解, 从而抵御病毒等外来入侵

者[16-17]。目前, 已发现了三种类型的CRISPR-Cas系
统。每种CRISPR-Cas系统均包含具有核酸酶活性

的CRISPR相关(Cas)基因和决定切割位点特异性的

非编码RNA[18-21]。II型CRISPR/Cas系统在发挥功能

时仅需要一种蛋白, 即Cas9核酸酶参与; 而I、III型
CRISPR/Cas系统则需要多种蛋白形成复合物才能

行使功能[20]。因此,  Ⅱ型CRISPR/Cas系统比其他两

种CRISPR系统更为简便, 因此最适合在基因组编

辑中应用。现在基因组编辑中CRISPR/Cas技术也

主要是应用Cas9系统。Cas9核酸酶复合体由Cas9
蛋白和两个非编码的RNA-crRNA前体(precursor 
CRISPR RNA, pre-crRNA)和 trans-activating crRNA 
(tracrRNA)组成。在酿脓链球菌(Streptococcus pyoge 
nes)中, pre-crRNA和tracrRNA均 由CRISPR位 点 上

转录而来, 然后pre-crRNA通过其含有的重复序列

(direct repeat)和tracrRNA形成RNA异二聚体, 并结

合到Cas9蛋白上, Cas9蛋白再对pre-crRNA进行剪

切以获得成熟的crRNA, 成熟的crRNA上长度为

20个碱基的向导序列(guide sequence)通过与目的

DNA的序列互补来引导整个Cas9复合体去切割目

的DNA(图3A)。除了成熟的crRNA上的向导序列

外, 在向导序列的3′端, Cas9识别的DNA位点还必须

有一个PAM(protospacer adjacent motif)区域。在酿

脓链球菌的CRISPR系统里, 紧跟于靶序列后的PAM
序列是5′-NGG[22]。而Cas9识别位点的特异性就由

Fork I

A: TALEN的重要功能区包括氮端的核定位信号(NLS), 中部重复区

和碳端的Fork I酶催化区; B: 两个TALEN结合到双链DNA相近的两

个位点上, 此时,  Fork I酶催化区形成二聚体并切割双链DNA。

A: a TALEN is composed of three important functional regions, a 
nuclear localization signal (NLS) at the N-terminus, a central repeat 
domain and a Fork I catalytic domain at the C-terminus; B: two 
TALENs bind to two neighboring DNA sites allowing Fork I domains to 
dimerize and cleave DNA. 

图2   TALEN的结构和作用机制

Fig.2   The structure and mechanism of TALEN
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20个碱基的向导序列和3个碱基的PAM序列共同决

定。这样的CRISPR/Cas系统应用于基因组编辑时, 
就需要表达Cas9蛋白、pre-crRNA和tracrRNA三个组

分[23]。研究发现, 将pre-crRNA和tracrRNA构建成一

个融合RNA(single-guide RNA, sgRNA)来模拟成熟

的crRNA和tracrRNA, 同样可以与Cas9共同作用特

异地切割目的DNA, 从而将CRISPR/Cas系统简化成

Cas9蛋白和sgRNA两个组分(图3B)[22,24]。此外, 我们

实验室应用Cas9系统时发现, 在大多情况下, Cas9蛋
白和sgRNA两个组分切割DNA的效率比Cas9蛋白、

pre-crRNA和tracrRNA三个组分的效率高。

3   TALEN和CRISPR/Cas的比较
TALEN和CRISPR/Cas技术从设计原理上都很

简单, 易于推广。TALEN技术是根据一个重复单元

对应一种碱基, 将多个重复单元串联在一起来决定

识别序列的特异性。而CRISPR/Cas技术则依赖于

crRNA或sgRNA上20个碱基的向导序列与目的DNA
的互补, 以及紧跟与靶序列后的PAM序列来决定切

割位点的特异性。整体来说, CRISPR/Cas切割DNA
的效率要高于TALEN[23,25]。所以, 利用CRISPR/Cas

系统的高效切割, 可同时对基因组的多个位点进行

切割和修饰, 甚至用一次注射多个sgRNA和模板

DNA获得条件敲除的小鼠[26-28]。

从TALEN或Cas9的质粒构建上来看, CRISPR/
Cas系统也相对简单。TALEN技术中需要将多个重

复单元通过分子克隆或是以固相为基础的TALE重
复组装方法串联起来[12,14-15,29-31]; 而CRISPR/Cas系统

中只需改变sgRNA或crRNA中20或30个碱基的向导

序列即可, 一步简单的分子克隆实验就可完成[23-24]。

因为sgRNA的长度仅仅为约100个碱基, 通过化学合

成的方法也可获得。

但是, 从切割位点的特异性来说, TALEN要

比CRISPR/Cas系统更好。TALEN切割位点的特

异性由两个TALEN的识别序列共同决定。如每个

TALEN识别16个碱基的DNA序列, 那么TALEN的切

割点的特异性就由32个碱基长度的DNA序列决定, 
即在432(1.84×1019)个碱基长度的随机DNA序列中

才会发现一个TALEN切割位点。而CRISPR/Cas的
特异性取决于20个碱基的向导序列和PAM序列(如
Cas9的5′-NGG), 那么在422(1.76×1013)个碱基长度的

随机DNA序列中就会发现一个Cas9的切割位点。此

Guide
sequence

Guide
sequence

Mature

A: crRNA与tracrRNA形成复合物介导Cas9蛋白切割目的DNA示意图; B: sgRNA介导Cas9蛋白切割目的DNA示意图。Cas9复合体通过向导序

列(guide sequence, 图中用红色标注)与DNA靶位点(蓝色标注)结合, 而且靶序列下游必须为PAM区域(黄色标注)。
A: schematic illustration of the crRNA: tracrRNA complex-guided Cas9 nuclease; B: schematic illustration of the sgRNA-guided Cas9 nuclease. The 
Cas9 complex recognizes its DNA target through the pairing between the guide sequence (marked with red) and the target DNA sequence (marked with 
blue) upstream of a  PAM (marked with yellow).

图3   RNA介导Cas9蛋白切割目的DNA示意图

Fig.3   Schematic illustration of RNA-guided Cas9 nuclease
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外, CRISPR/Cas向导序列5′端的若干个碱基与识别

位点的互补的要求不严格, 突变向导序列5′端的1~3
个碱基只是降低了Cas9的切割效率, 并不完全阻止

Cas9对错配DNA的切割[23,28]。 尽管Cas9切割位点还

要求PAM序列—5′-NGG, 但Cas9仍能以一定的效率

识别并切割序列为5′-NAG的PAM序列, 进一步降低

了Cas9的特异性[32]。即使CRISPR/Cas技术的特异性

稍低, 但在对CRISPR/Cas介导获得的基因修饰小鼠

和胚胎干细胞进行DNA序列分析后, 也只是发现少

量的脱靶现象, 而且脱靶的位点主要是只含有1~2个
错配碱基, 且错配碱基靠近sgRNA识别位点5′端[28]。

这样, 我们在选择CRISPR/Cas切割位点时, 可对全

基因组序列进行全面的分析, 以降低脱靶的概率。

为了进一步提高CRISPR/Cas系统的特异性, 可
通过对Cas9蛋白的突变来调控Cas9蛋白的核酸酶活

性。Cas9蛋白含有HNH和RuvC两个带核酸酶活性

的结构域, 切割DNA时, HNH结构域切割与crRNA
向导序列互补的DNA单链, 而RuvC结构域则剪切非

互补DNA单链, 从而形成双链DNA断点[22]。如果将

RuvC结构域中一个天冬氨酸突变为丙氨酸(D10A), 
则可以使RuvC结构域失去核酸酶活性, 导致突变

的Cas9蛋白(Cas9n)只能在双链DNA上产生单链缺

口(nick)。这样, Cas9的内切酶活性就变为Cas9n的
切口酶活性(nickase)。为了在DNA上切割产生双链

DNA断点, 就需要用Cas9n和一对sgRNA分别在双

链DNA的每条单链上切出单链缺口。而只被一个

Cas9n切割产生的单链缺口会被高保真性的碱基切

除修复途径(base excision repair, BER)修复, 不会在

基因组DNA上造成突变。这时, 双链DNA断点的

特异性就由两个sgRNA的识别位点共同决定, 即在

422×422(3.09×1026)个碱基长度的随机DNA序列中才

会发现一个同时被两个Cas9n切割的位点。因此, 通
过用两个Cas9n产生两个单链DNA缺口以造成双链

DNA断点的策略, 可有效地提高CRISPR/Cas系统的

特异性, 而且此方法并不降低双链DNA断点产生的

效率[33]。

4   TALEN和CRISPR/Cas的应用及前景
TALEN和CRISPR/Cas都能有效地切割DNA以

产生双链DNA断点, 是基因组编辑中可利用的有效

工具, 改变了传统的基因敲除和敲入动物的构建方

法。传统的基因敲除和敲入需要在胚胎干细胞上完

成基因组DNA的遗传修饰, 然后将修饰后的胚胎干

细胞注射到囊胚中获得嵌合体后代, 再通过生殖系

转移才能获得基因敲除或敲入动物。这样的操作耗

时长, 且成功率低。而应用TALEN和CRISPR/Cas, 
可将编码TALEN的mRNA, 或将编码Cas9的mRNA
和sgRNA, 注射入受精卵中。 TALEN和CRISPR/Cas
切割产生的双链DNA断点, 如果通过NHEJ修复, 造
成移码突变, 可导致基因功能的丧失, 则造成基因

敲除; 在TALEN和CRISPR/Cas切割DNA的同时, 提
供单链或双链的模板DNA, 可通过同源重组修复断

点以引入特定的突变或者是插入DNA片段。利用

TALEN或CRISPR/Cas, 已经获得了基因敲除或敲入

的大鼠、小鼠、斑马鱼、家畜、果蝇、水稻、小麦、

烟草和拟南芥等[14,26-28,34-46]。 因为CRISPR/Cas的高

切割效率, CRISPR/Cas技术可同步一次性地敲除两

个甚至多个基因[26-27]。更重要的是, CRISPR/Cas系
统可同时对两个位点切割, 然后在单链DNA模板的

介导下进行同源重组, 在两个位点同时引入LoxP序
列, 从而构建条件性敲除的位点, 这就大大缩短了构

建条件性敲除转基因动物的时间[28]。

TALEN和CRISPR/Cas介导的基因敲除和敲

入在细胞水平上也可实现, 不仅可促进基因功能的

研究, 还可应用于疾病模型的建立和细胞替代治

疗。在构建疾病模型上, Piganeau等[47]利用TALEN
技术将细胞的两条染色上特定位置切断并重新结

合, 模拟间发性大细胞淋巴癌(anaplastic large cell 
lymphoma, ALCL)相关的染色体易位。 在疾病治疗

方面, 将病人来源的iPS细胞中致病突变通过TALEN
技术进行修正, 为诸如镰刀形红细胞贫血症和地中

海贫血症这样的血液疾病的细胞替代治疗提供了可

能[48-49]。隐性营养不良性大疱性表皮松解(recessive 
dystrophic epidermolysis bullosa, RDEB)是由COL7A1
基因缺陷导致的, 通过TALEN介导的病人特异基因

突变的原位修正, 将可能治疗这种疾病[50]。除了

基因组DNA, TALEN技术还可以消除突变的异常线

粒体, 治疗线粒体基因突变导致的疾病[51]。

总之, TALEN和CRISPR/Cas技术的出现, 大大

提高了科学家对基因组序列进行修饰和编辑的能

力, 这将推动对基因功能的研究, 也将促进细胞替代

治疗的应用。而作为两个新兴的基因组编辑的技术, 
TALEN和CRISPR/Cas技术还处在不断发展的阶段, 
技术的完善和优化, 将克服现有的一些缺点, 例如
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CRISPR/Cas技术的脱靶效应, 进一步提高DNA切割

的效率, 使得 TALEN和CRISPR/Cas技术有更广阔的

应用。除了改进切割DNA的核酸酶的效率和特异性

外, 如何更好地激活细胞自身的同源重组活性, 进一

步提高同源重组介导的基因组编辑效率, 也是基因

组编辑技术发展中有待解决的问题。
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