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分子“剪刀”—TALENs介导的定点基因修饰技术
何丽夏子1  陈海德2  肖  磊2*

(1中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所, 上海 200031; 2浙江大学动物科学学院, 杭州 310058)

摘要      转录激活子样效应因子核酸酶(transcription activator-like effectors nucleases, TALENs)
是最近新兴的又一种重要的基因工程工具, 利用其造成的DNA的双链断裂(double-strand break, 
DSB)可以介导各种高效率的遗传操作, 包括基因修复、基因打靶、基因定点插入等。该技术的突

出优势在于, 相较于之前的方法, TALENs更容易实现在基因组上的定点修饰: TALENs中每一个重

复片段(repeat)针对一个靶向基因的碱基, 使得其设计与构建更为容易且高效; 不存在对宿主基因

组的外源基因插入; 有很好的可操作性, 对物种没有选择性; 并且可以在细胞和个体水平进行遗传

操作。该文将就TALENs研究发展的历程及应用前景进行综述。 
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Abstract       Transcription activator-like effectors nucleases (TALENs), has been a new important genetic 
tools for targeted gene modification these years. TALENs are constructed to mediate multiple genetic manipulation 
including gene targeting, gene site-specific insertion or correction, through forming double-strand break (DSB). The 
advantage of this technology is that TALENs mediate site-specific modification much more easily compared to the 
former methods: each repeat of TALENs recognizes one base of target DNA, which makes the designation and con-
struction of TALENs more efficiently, and TALENs are able to manipulate the genomes of different species without 
epigenetic gene insertion and manipulate genome in both cellular and organismal level. Here, we review the recent 
progress and prospects of TALENs technology.
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1   引言
目前, 科技的发展使得越来越多不同物种的基

因组完成测序得以实现, 在此基础上研究物种中基

因的功能也逐渐被科研工作者所重视。而在基因组

上精确高效地进行定点基因修饰是进行基因组改造

与研究基因功能的一个重要手段。比如在家畜中使

用定点基因改造可以优化异种器官移植以及生物制

药产品, 还可以用于产生人类疾病模型[1]。然而, 目
前仅在小鼠[2]和果蝇[3]等少数模式生物中建立了较

为成熟的基因敲除(knock-out)技术, 此外的绝大多

数物种在这方面尚缺乏有效或成熟的技术手段, 从
而严重阻碍了这些物种中基因功能研究的深度。

定点基因修饰主要是通过造成DNA的双链断

裂(double-strand break, DSB)再利用细胞自身的同

源重组(homologous recombination, HR)或非同源末

端连接(nonhomologous end-joining, NHEJ)修复机制

对基因组的特定位点进行各种遗传修饰。HR是通

过外源基因与相应内源基因两侧的同源序列进行配
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对, 造成两者位置互换, 从而实现外源基因定点插

入, 缺失或者替换。而NHEJ是指在不依赖同源性的

情况下, 两个DNA片段在DSB区域进行强行连接的

修复机制, 可能会导致小片段缺失或者插入。

针对这种情况, 研究者在某些生物中发现了一

些天然的蛋白结构域, 它们能够识别特异的DNA序

列, 比如锌指蛋白(Zinc finger protein, ZFP), 每个锌

指蛋白特异识别三个碱基。锌指核酸酶(Zinc finger 
nuclease, ZFN)就是将多个锌指蛋白模块串联后与

Fok I切割结构域融合而成的, Fok I通过二聚化产生

核酸内切酶活性, 在ZFP识别的序列附近造成DNA
的双链断裂。利用ZFN在斑马鱼的基因组上产生

DSB从而进行定点基因改造产生了许多突变[4-7], 而
且在哺乳动物中用利用ZFN也成功的实现了基因改

造[7], 对于研究基因功能或产生转基因动物意义巨

大。因为ZFN是利用多个ZFP串联组装形成, 受上

下文依赖效应的影响, 这些蛋白的氨基酸序列与靶

点的DNA碱基序列之间并没有十分稳定的一一对

应关系, 并不能靶向所有序列[8], 而且能够影响邻近

ZFP对DNA序列的识别, 所以使用前需要大量的筛

选和鉴定工作; 此外, 可能会产生脱靶切割, 引入无

法预期的基因突变或染色体变异[9-10]。

近年来, 另外一种来自于植物病原微生物的菌

体蛋白转录激活子样效应因子(transcription activator 
like effectors, TALEs)逐渐进入了研究者的视线。参

考ZFN构建的思路, 已有多个实验室报道将TALE上
用于识别特异DNA序列的结合结构域融合到一个

能在DNA序列上产生DSB的内切核酸酶的催化性

结构域上(如Fok I), 便产生了TALENs(transcription 
activator-like effectors nucleases), 并使用该技术对包

括人类在内的多种物种的基因组实施定点修饰并获

得了显著的效果。其基因定点修饰效率与先前开发

的ZFN技术不相伯仲[11-12]。本文将具体介绍TALENs
技术成熟的过程及目前应用的状况及前景。

2   TALENs的结构和作用原理
TALE首先是在植物病原菌黄单胞菌属Xan-

thomonas中发现的一种菌体蛋白。早在1992年就

有研究表明, 该类病原微生物会通过T3S(type III 
secretion system)将TALE蛋白传送到植物细胞中, 通
过调节细胞特定基因的转录使得病原体在植物体中

易于增殖、扩散以及产生毒害作用[13]。进一步研究

发现, TALE是一类比较保守的细菌蛋白, 能够识别

并结合特异的DNA序列[14], 使得该病原菌在感染过

程中通过模拟宿主基因转录来实现对植物基因转

录的调控[15-20]。TALE蛋白的中游是DNA特异结合

域(DNA-binding domain), 其上下游都有一些信号位

点, 包括N-端的type III传送系统的信号位点(translo-
cation), C-端的核定位信号位点(nuclear locatization, 
NLS)、转录激活信号位点(transcriptional activation, 
AD)等。天然TALE中, DNA特异结合域一般是由串

联的重复片段(repeats)组成, 每个重复片段由33~35
个氨基酸组成, 最后一个重复片段一般只有20个
氨基酸, 所以被称为半重复片段(half-repeat)。天然

TALE一般具有1.5到33.5个重复片段, 每个片段负责

靶向一个DNA碱基, 并且研究人员发现, 决定这种

特异性识别的是重复片段中的第12~13位氨基酸, 也
被称为RVD(repeat variable di-residue)(图1B)。

正是因为天然TALE具有的这些特性, 研究人

员考虑通过合成人工设计的TALE用于靶向特定的

A: 天然TALE的基本结构; B: 34个氨基酸组成的repeats的一般序列。

A: the basic structure of natural TALE; B: an aa consensus sequence logo of a typical 34-aa repeats.
图1  天然TALE的一般性组成及结构(根据参考文献[11]修改)

Fig.1  The general composition and structure of natural TALE (modified from reference [11])
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DNA序列从而进行基因改造。TALE这一蛋白家

族高度保守, 主要的差别就是重复片段的数量和

RVD[21]。RVD与DNA碱基基本处于一对一的相对

保守稳定关系。为了能够有效地使用TALE, 研究者

首先必须要确定每个碱基对应的相对保守的RVD。

在2009年, 就有两个研究团队分别发表了相关报道, 
比较完善地阐释了RVD与碱基的关系[22-23]。如同密

码子与氨基酸的关系, 一些RVD倾向于识别特异性

的碱基对, 而另外的RVD则可以识别多个碱基对, 如
HD识别胞嘧啶、NG识别胸腺嘧啶、NI识别腺嘌呤、 
NN识别腺嘌呤和鸟嘌呤、 IG识别胸腺嘧啶等等。

Fok I切割结构域来源于一种IIS型限制性内切

酶Fok I, 该酶具有两个功能域, N-端的DNA结合结

构域识别结构域可以特异识别GGATG序列, 然后

利用C-端的DNA切割结构域在这段序列下游的同

一条DNA链上9 bp处及互补链的13 bp处发生切割, 
留下一个4 bp的5′黏性末端。Fok I的切割活性依赖

于其切割结构域的二聚化。1996年, 研究者首次将

ZFP蛋白与Fok I的C-端的切割结构域融合为ZFN, 
利用ZFN成功实现了对双链DNA的特异切割[24]。对

于Fok I切割结构域本身, 已有多个研究组对其进行

各种修饰, 以增强切割效率、提高特异性和减少毒

性等[25-27]。由于野生型Fok I以同源二聚体的形式发

生作用, 为了防止自身二聚化导致非特异切割, 研究

者将Fok I进行突变使其在异源二聚化时才能实现有

效切割。目前, 研究者将Fok I切割结构域同TALE的
C-端融合后构成TALEN单体, 然后利用两个TALEN
单体分别识别靶点的上下游, 当两个TALEN单体同

各自的识别位点特异结合并且这两个位点在DNA双

链上的距离和方向符合一定的要求, 这两个Fok I切
割结构域就可形成二聚体的活性形式, 在两个结合

位点的间隔区(Spacer)中发生切割, 产生DSB(图2)。

3   TALENs的结构优化及组装技术的建立

经过对某些天然TALE的DNA靶点的分析, 研
究者发现, 在识别位点的5′端是比较保守的碱基T, 
被认为是TALE识别靶向基因的一大关键。但是

之后科研人员证明, 当C-端域(C-terminal segment, 
CTS)的长度较短, 如31个氨基酸的情况下, 5′端为T
确实可以增强TALE的结合效率; 但是在CTS的长度

较长(63~117个氨基酸)的情况下, 5′端即使是其他三

种碱基也不会对其结合效率有很大的影响[28]。

在基因打靶时, 重复片段同样是一个需要考虑

的问题。重复片段数量越多其特异性越好, 出现脱

靶失误的概率就比较小, 具有更好的安全性。研究

人员发现, 由34个氨基酸组成的重复片段具有比较

合适的活性, 并且天然的重复片段多数是34个氨基

酸, 可以为进一步人为改造TALENs提供丰富的原始

参考模块。重复片段数量较少的TALE诱导基因表

达的活性较弱。研究表明, 至少需要6.5个重复片段

才能够诱导基因表达, 10.5个或者更多的重复片段

则会表现出更强的诱导基因表达活性。

在TALENs发现之后, 多个研究团队致力于研

究其在动物细胞中的可行性并获得了成功。他们利

用体外试验、酵母、真核细胞等验证体系明确了其

特异性切割活性, 其中TALENs形成的DSB能够通

过HR或NHEJ进行修复[29-31]。特别是在斑马鱼中使

用TALENs成功获得了多种突变[32-35]。研究人员还

尝试研究一些影响TALENs作用活性和效率的因素, 
包括调整两个TALEN单体识别位点中间的Spacer长
度、TALE NTS(N-terminal segment, NTS)和CTS数量、

使用不同种类的NLS、改变细胞经TALENs处理后

的培养条件、以及使用特异性更好的RVD[11,36-37]等。

因为天然TALE的N-端含有蛋白质分泌信号多肽, C-
端拥有NLS以及AD, 都会影响Fok I的剪切活性, 所
以Miller等[36]将N-端序列减少到136个氨基酸, 同时

研究了不同数量的C-端氨基酸残基对TALENs效率

的影响。他们发现当C-端残基数量为63个, 就可以

图2  TALEN实现DNA定点切割

Fig.2  DNA site-specific incision achieved by TALEN

5′

TALEN-L

TALEN-R

-5′

Fok I

Fok I
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介导有效的基因修饰, 这种TALENs偏好Spacer的长

度为12~20个碱基, 如果偏长或偏短, 都会对TALENs
效率产生影响;  TALENs的C-端残基最短到28个
便可以产生酶切效率, 但是此时Spacer的偏好性为

12~13个碱基; 而63个残基相较于28个残基的TAL-
ENs, TALENs效率有明显增加; 此外, 30 °C培养相较

于37 °C培养, TALENs的效率更高, 可能是因为在温

度低时蛋白质识别核苷酸的效率上升[36]。Sun等[38]

构建了10种含有不同数量NTS及CTS的TALENs, 进
行10×10的矩阵研究, 确定了2种在人体细胞及酵母

中都能产生高效率切割的TALENs, 一种含有207个
氨基酸的NTS和31个氨基酸的CTS; 另一种含有207
个氨基酸的NTS和63个氨基酸的CTS。另外, 需要注

意的是, 当NTS的数量少于50个氨基酸, 则无法对目

的片段进行切割。值得一提的是, Miller等[36]使用的

含有137个氨基酸NTS和63个氨基酸CTS的TALENs
框架被称为GoldyTALEN, 为TALENs构建提供黄金

依据。利用该TALENs已经成功完成对斑马鱼基因

组的修饰[36], 而且在家畜的基因敲除过程中也可产

生作用[39]。Bedell等[40]在GoldyTALENs的基础上, 在
NTS上替换9个氨基酸, 在CTS上替换5个氨基酸, 从
而发展出第二代GoldyTALENs, 并在斑马鱼基因操

作体系中验证具有更高的效率。

因为TALENs是由多个重复片段组成的, 每个

重复片段只有中间的RVD不同, 即编码重复片段

的DNA序列相似度很高, 并且编码整个TALENs的
DNA序列很长, 所以使用常规的DNA克隆技术如

PCR等很难构建完成, 会有可能产生重组及突变[41]; 
使用商业合成DNA很有效率, 但是非常昂贵[36]; 利
用获得的模块序列连续连接便宜但是耗时巨大[42]。

所以近些年来, 科学家们潜心研究, 使得TALENs构
建技术得到长足的发展。首先, 基于基本的克隆技

术, Sander及其同事创建了限制性酶切连接方法(re-
striction enzyme and ligation, REAL), 使单个的重复

片段拼接在一起来构建TALENs[32]。他们利用DNA
合成方法构建了一个识别各个碱基的TALE重复片

段的质粒库; 然后用限制性内切酶切割并且将两个

相邻的重复片段连接在一起; 再将两个连接好的聚

合片段用相同的酶切连接方法连接在一起实现四个

重复片段的连接; 重复以上步骤直到合成目的片段。

后来又有研究组利用Nhe I与Spe I的同尾酶关系, 简
化了该方法[33]。此后发展起来的Golden Gate Cloning

方法更是大大提高了合成TALENs的速度[8-11,37]。该

方法引入了IIS型限制性内切酶, 因为其切割位点在

识别位点的外侧, 酶切后产生独特的四碱基黏性末

端。因为这种内切酶的识别序列与切割序列并不相

同, 可以形成不同的黏性末端, 所以利用不同的PCR
引物导入设计好的相应的序列就可以使相邻的重复

片段产生互补的粘性末端; 而之后由于正确连接的

片段不存在被内切酶识别的位点, 所以不能被再次切

割。正是由于以上优势, 该方法可以将酶切与连接在

同一个反应体系内完成, 一轮可以连接6~10个片段, 
所以利用两轮即可以完成TALENs的构建。如此构

建的15对针对不同物种包括哺乳动物、斑马鱼、果

蝇、植物的TALENs都具有活性。使用这种方法获得

TALENs比通过商业合成获得TALENs更加经济而且

快捷。基于这种方法发展出单步Golden Gate方法, 先
构建三聚或者四聚重复片段组成的库, 可以在两天内

得到设计好的TALENs, 证明构建TALENs非常快捷简

易, 为TALENs的广泛应用提供基础[43]。之后又快速

发展起固相连接合成法(solid-phase ligation strategy)
使得TALENs高通量合成成为现实[38,44-45]。该方法使

用链霉亲和素包被的磁珠, 其上含有DNA双链受体, 
可以不断向磁珠单向募集TALE的重复片段, 最后将

游离的TALE重复片段洗去就可以快速得到所需的

TALENs, 简化了构建TALENs的步骤。最近, 不依赖

连接的克隆(ligation-independent cloning, LIC)技术又

发展起来[46], LIC依赖更长(10~30 bp)的非回文结构末

端进行两个片段的相互连接, 该片段是由T4 DNA聚

合酶的3′-5′外切酶活性造成的, 两个片段退火后可以

进行特异性连接, 并且该退火产物可以直接进行转

化, 在三天之内完成18.5个重复片段的TALENs构建。

为了简化TALENs的设计及构建, Bogdanove和
Voytas实验室还开发了一个设计TALENs的软件, 其
网址为http://boglabx.plp.iastate.edu/TALENT/, 人们

可以根据自己的需要设计相应的TALENs; 此外, 研
究人员还提供了网址http://eendb.zfgenetics.org/, 可
以设计包括TALENs和ZFN在内的序列[47]; 而且, Ad-
dgene公司也提供了相应的质粒库, 保证在5天之内

利用1~2个反应完成TALENs的构建。

4   总结与展望
目前, 除了TALENs之外, 还有多种基因操作的

重要工具, 包括ZFN、大范围核酸酶(meganucleases)、
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CRISPR(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats)可以介导DNA双链断裂。大范围核酸酶是一

种活性高、特异性强的核酸内切酶, 但是很难识别

特异DNA片段, 所以在定点基因操作中应用价值不

高; 组装ZFN识别特定DNA片段相对容易, 可是需要

前期大量筛查, 还需要承担脱靶的风险; 最近兴起的

CRISPR介导的DNA断裂系统可以用于基因操作[48-49], 
其设计构建简单快捷且效率很高, 但是也存在脱靶

以及PAM(protospacer adjacent motif)限制打靶位点的

问题。而相比上述方法, TALENs具有高特异性以及

模块性的优势。但是TALENs也存在一些不足: 首先, 
TALENs的重复片段很多, 导致其序列偏长, 也许会限

制其广泛应用; 在真核细胞中, 表观遗传修饰也会对

TALENs的识别造成影响; 与ZFN相比, TALENs的脱

靶效率较低, 但依然还是存在脱靶情况, 这一缺陷使

得TALENs的应用存在着一些限制以及不确定性, 特
别是在基因治疗等领域; 此外, ZFN已经被证明其免

疫原性非常低, 并不会影响细胞水平和个体水平操

作, 而TALENs的免疫原性还需要进一步验证。综上, 
无论是先驱ZFN还是后来者TALENs都还有很长的一

段路要走, 它们都有不断完善和进步的空间。

应用TALENs实现基因组定点修饰的过程包括

以下步骤: 首先要确定目标序列, 通过软件或人工寻

找合适的TALENs候选靶位点(如果目的是突变基因, 
一般选比较靠前的外显子内的靶位点), 然后构建与

之高效特异结合的TALENs。其次, 将TALENs转入

生物体或培养细胞中进行基因组定点修饰操作。再

次, 检验修饰结果和脱靶切割情况, 筛选突变体等。

到目前为止, 已有多个研究团队成功地使用

TALENs对大鼠、猪、人等高等动物细胞进行了基

因修饰[39,42-43]。研究中TALENs在基因组订制(genome 
customization)方面表现出较高的效率和潜力。同时, 
由于该技术原理与操作简单、对细胞使用要求不高, 
使其有可能适用于包括动植物在内的大多数物种及

各种体外培养细胞, 成为很有前景的一种新型基因

打靶技术。在大动物中利用TALENs在基因组上进

行基因修饰、敲除等操作对于提高家畜的生产性状, 
提高其耐性都有巨大的应用前景; 而且可以在这些

大动物上建立人类疾病模型, 为研究人类疾病的发

生和发展提供依据; 此外, 可以对异种器官移植进行

优化, 提高病人的生存几率。正是由于高效快速的

TALENs技术的发现, 研究人员在人类全基因组上进

行定点基因打靶成为了现实, 利用人类多能性干细

胞(包括胚胎干细胞和iPS细胞)可以产生人类疾病模

型, 为研究各种疾病产生的机制以及药物筛选提供

依据; 也可以对病人本身的病变细胞进行基因改造, 
从而实现个体化细胞治疗, 在临床应用方面有着不

可小觑的前景。

人类知识的拓展往往离不开技术的进步。基于

胚胎干细胞的基因敲除技术和诱导转录后基因沉默

的RNAi技术曾为遗传学与发育生物学的研究带来了

有目共睹的影响。可以预见, TALENs技术的发展也

必将使遗传与发育的研究再次产生革命性的飞跃。
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