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  类转录激活因子效应物核酸酶(TALENs)的
构建及其在基因组定点修饰中的应用
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摘要      类转录激活因子效应物核酸酶(transcription activator-like effector nucleases, TALENs)是
一种新发现的基因组定点修饰工具。TALENs由TALE蛋白及II型核酸内切酶Fok I组成, 其中TALE
由多个重复的氨基酸序列构成, 对DNA序列的识别达到一个重复单元结合一个碱基的程度, 它在结

合Fok I内切酶后就形成了具有DNA定点修饰功能的TALENs。该文主要介绍TALENs的构建及其

在基因组定点修饰中的应用。
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Abstract       Transcription activator effector nucleases (TALENs) is a novel DNA editing technology which 
can induce precise site-specific modification in genome. TALENs consist of two distinct domains, an engineered 
DNA-binding domain derived from the transcription activator-like effector (TALE) that provides the capability and 
specificity for binding target DNA sequence, and a non-specific restriction endonuclease Fok I domain fused to the 
C-terminal of TALE that confers the nuclease activity of TALENs. Here, we summarize the technological back-
ground and provide an overview of development and applications of TALENs in genome engineering.
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1   引言
基因组定点修饰技术是对DNA进行改造的重

要技术, 这项技术从出现至今都是分子生物学研

究的热点, 并且已在农业和生物医药领域得到广

泛应用。基因修饰的方法主要包括: 传统的基因

打靶技术[1]、Cre/loxP重组酶系统、慢病毒载体技

术、锌指核酸酶技术(zine-finger nucleases, ZNFs)、
CRISPR/Cas技术(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats/cas, CRISPR/Cas)和最新研究的

TALENs技术[2]。这些技术都有各自的优缺点。Cre/
loxP重组酶系统可以进行目的性的基因敲除或者敲

进, 广泛地用于制备实验动物模型, 此系统首先要向
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基因组中插入loxP序列, 因此不适合于基因治疗和

制备转基因大动物[3]。慢病毒载体技术具有整合时间

短、整合效率高的优点, 但其随机整合、病毒基因的

安全性在操作过程中对目的基因的修饰都有很大的

影响[4]。ZFNs的出现被认为是基因改造技术中的一

次飞跃。ZFNs介导的基因治疗方法已经进入了临床

试验阶段, 其优点在于实现了基因的靶向操作[5], 大
大提高基因组靶向修饰的效率, 但是目前设计和筛

选高效率、高特异性的ZFNs仍然很难实现。制备

ZFNs所需的工作量大、周期长、成本高, 而且很难

降低ZNFs的细胞毒性[6], 所以需要更加高效、简单

的基因组定点修饰技术。CRISPR/Cas技术能够在

DNA链特异位点进行基因的敲入、敲除, 并且能同

时导入多种遗传改变, 同时具有构建简单、周期短、

成本低等优点。2013年Fu等[7]指出, CRISPR/Cas进
行DNA链特异性切割的过程中, 会在预期靶点以外

的位点上生成多余的DNA突变, 并且脱靶位点的突

变率有可能和靶位点一样高, 或甚至更高; 而最近

Hsu等[8]验证, 通过优化RNA片段的结构和调整导向

RNA序列的量可以大大降低CRISPR/Cas的脱靶效

应。2009年, Moscou等[9]和Boch等[10]同时研究发现, 
类转录激活因子效应物(transcription activator-like 
effector, TALE)具有一个重复单元识别一个DNA
碱基的特异性, 并且这种蛋白便于预测和构建。在

随后的几年里科学家们从ZNFs中受到启发, 构建

出基于TALE的人工核酸内切酶并且广泛用于斑马

鱼[11]、水稻[12]、线虫[13]、果蝇[14]、青枯雷尔氏菌

(Ralstonia solanacearum)[15]、热带爪蟾[16]、猪和牛[17]

等多个物种, 以及用于体外培养的人体细胞基因组

定点修饰[18-20]。TALENs技术具有和目的DNA特异

性结合、脱靶率和细胞毒性比ZFNs低以及比ZFNs
更加容易设计的优点, 对于基因组的定点修饰技术

和遗传学的研究来说, 又是一个重大的飞跃。

2   TALEs的结构
1989年, Bonas等[21]首先在一种植物病原菌黄单

胞菌(Xanthomonas)中分离得到TALE家族中的第一

个成员AvrBs3, 并成功克隆其基因。Kay等[22]在研

究黄单胞菌致病机制时发现黄单胞菌合成的TALE
蛋白AvrBs3能够进入辣椒的细胞核, 然后结合到

upa20基因的启动子上激活upa20基因从而控制细胞

的大小。在随后的几年中, 相继有人报道PthXo1、

AvrXa27等TALE蛋白能够结合到宿主基因的启动子

上, 从而调控相应基因的表达[10]。TALE对DNA的识

别方式类似真核生物的转录因子, 通过识别并结合

特异的DNA序列调控植物内源基因的表达, 使得宿

主植物对病原体的敏感性提高[23]。

TALE主要由3个部分组成: C-端含有一个核定

位信号(nuclear localization signal, NLS)和转录激活

结构域(activation domain, AD)、N-端一般含有转运

结构域(translocation domain, TD)、而中间是能够

和DNA进行特异性结合的结构域(图1A)。中间的

DNA结合结构域是一段特别长的重复氨基酸序列, 
不同种类的TALE蛋白的中间结构域是由1.5~33.5
个TALE单元组成的重复氨基酸序列组成, 每个

TALE单元由33~35个氨基酸残基组成[23]。在一个重

复的氨基酸序列中每个重复单元和末尾的半个重复

单元均可特异性地识别并结合DNA的一个特定核

苷酸位点[9-10]。例如TALE-AvrXs10, 它结合水稻细

胞内19 bp的DNA序列只需要17.5个重复单元, 在
TALE蛋白识别的靶序列中5′端第一个碱基为T, 不
需要TALE蛋白单元的结合, 而最后一个碱基则由

TALE最后的0.5个重复单元约20氨基酸结合[10,24]。

在TALE蛋白的每个重复单元中, 除了12和13
位的氨基酸残基可变以外, 其他的氨基酸残基都是

一样的, 这两个可变氨基酸残基是TALE蛋白特异性

识别DNA碱基的关键位点, 被称为重复可变双残基

(repeat variable di-residue, RVD)(图1A)。TALE蛋
白中的RVD决定了其对DNA序列的特异性识别, 
不同的RVD能够特异性地识别碱基A、T、C、G
中的一种或者多种。目前发现的RVD种类有5种, 
分别是HD(氨基酸名称)特异识别C、NI(氨基酸名

称)识别A、NN(氨基酸名称)识别G或A、NG(氨
基酸名称)识别T、NK(氨基酸名称)可以识别A、

T、C、G中的任一种[9-10,25](图1B)。2013年, Meckler
等[26]报道了这5种RVD对识别DNA序列的贡献依次

为NG>HD~NN>>NI>NK。NN对G的亲和性大于

A, 并且NN识别G的能力是NK的1 000倍。由此表

明, TALE蛋白的重复单元跟DNA碱基之间有更好的

一一对应性, 因此在识别靶点的特异性方面比ZFN
更有优势。

3   TALENs技术原理
2011年, Li等[27]将TALEs与核酸酶结合构建
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出能够对目的基因进行定点修饰的TALENs, 首
次展示了这种蛋白在基因组工程学方面的应用潜

力。TALE核酸酶的构建是在ZNFs的基础上产生

的, TALENs由TALEs的DNA结合结构域和来自细

菌的II S型核酸内切酶Fok I的切割域融合而成(图
2)。TALEs的DNA结合结构域识别DNA链上的目标

靶点, Fok I形成二聚体后才能发挥其核酸内切酶的

活性。因此, TALENs和ZNFs一样通常都是成对使

用的。成对的TALENs同时作用就可以对细胞内的

DNA双链进行切割, 造成DNA双链的断裂(double-
strand break, DSB)。DSB能够激活细胞内固有的同

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

图2  TALENs结构示意图(根据参考文献[43]修改)
Fig.2  TALENs structure diagram (modified from reference [43])

A: TALE蛋白的结构。TD: 转运结构域; NLS: 核定位信号; AD: 转录激活结构域; B: 重复可变双残基类型。

A: structure of TALE protein. TD: translocation domain; NLS: nuclear localization signal; AD: activation domain; B: types of RVD.
图1  TALE的结构和基本的识别序列

Fig.1  TALE structure and basic recognition sequence
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端连接(non-homologous end-joining, NHEJ)机制, 进
行DSB的修复[28](图3)。当发生NHEJ时, 会引入或者

缺失一些DNA片段, 从而引起新的突变, 达到基因

敲除的目的。当存在同源序列时, 就会进行HR修复, 
不过这种修复的效率很低[29]。因此, TALENs在理论

上能够用于对任何物种DNA链上的任何位点进行

定点突变, 实现物种的遗传突变。

4   TALENs的构建
TALENs的构建过程主要包括三个步骤: (1)从

选定的目的基因序列中找出适合TALE蛋白结合的

目标靶点; (2)制备针对目的靶点的特异TALE蛋白, 
这也是TALENs构建过程中最复杂和重要的环节; 
(3)在TALE蛋白上选择合适的Fok I结构域, 利用分

子生物学的方法把Fok I和TALE组装在一起构建完

整的TALE人工核酸酶。

4.1   TALENs靶位点的选择

TALENs靶点的选择是进行TALE蛋白设计的

关键。2011年, Cermak等[31]提出了选择TALENs靶
点的原则: (1)TALENs靶位点5′端的第一位碱基不能

是T; (2)靶位点的第二位碱基不能是腺嘌呤(A); (3)
靶序列的前一位碱基(5′端碱基)应该为T; (4)靶序列

的最后一个碱基(3′端)不是G(对应于最后的0.5个
TALE重复单元); (5)在TALENs靶位点中4种碱基各

占一定比例, 在选择的潜在靶序列中尽量遵从A占

31%±16%, C占37%±13%, G占9%±8%, T占22%±10%
的原则。2012年, Reyon等[32]指出TALENs靶点的选

择只需要遵从上述第三条原则。除了这些原则以外, 
为了保证靶点在整个基因组中存在唯一性, 靶序列

一般会选择大于10 bp, 并且两个靶序列之间的间距

长度也会显著地影响TALENs活性。2010年, Chris-
tian等[33]还曾经提出两个靶位点之间的间隔应该控

制在13~30 bp之间, 其中15 bp时TALENs的活性最

高。

在TALENs潜在靶点的选择过程中通常可以利

用其他实验室建立的网站或软件进行预测或设计。

现在使用的设计网站主要有Bogdanove和Voytas实
验室最早建立的TALE-NT(https://tale-nt.cac.cornell.
edu/), 此网站可以选择两侧靶位点碱基的数量和两

侧位点之间的间隔长度, 并且还能预测出间隔中存

在的限制性酶切位点。此外, 还有Joung实验室建立

的ZiFiT网 站(http://zifit.partners.org/ZiFiT/)[34]、Zhu
实验室建立的idTALE网站(http://idtale. kaust.edu.
sa/)[35]、张博实验室建立的人工核酸内切酶(engi-
neered endonuclease, EEN)综合数据库与知识库网站

EENdb(http://eendb.zfgenetics.org/)[36]以及Doyle设计

的TALE-NT 2.0软件[37]。

4.2   TALE蛋白重复序列的构建

在靶点的设计过程中, 为了保证设计的靶位点

在整个基因组中的唯一性, 选择的靶序列一般会大

 图3  TALENs进行基因敲除的原理(根据参考文献[30]修改)
Fig.3  TALENs principle of gene knockout (modified from reference [30])
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于10 bp, 这样就要求TALE至少需要含有9.5个重复

单元, 编码这一重复结构的重复核苷酸序列大于1 Kb。
因此, 构建能够识别特定DNA序列的TALE是TALENs
技术中最关键也是最复杂的一步。围绕这一问题科

学家们发明了多种解决方法, 最初人们应用全序列人

工合成这一最昂贵的方法, 除了这一方法外还可以通

过分子生物学的方法进行构建。这些分子生物学的

方法主要有: 限制性酶切连接法(restriction enzyme and 
ligation, REAL)[34]、idTALE一步酶切次序连接法[35]、

基于PCR的GG法(GG-PCR)[38-39]、传统的基于质粒

载体的GG法(GG-Vector)[27]、高通量TALENs合成技

术FLASH(fast ligation-based automatable solid-phase 
high-throughput)[32]、重复加帽ICA(iterative capped 
assembly)组装法[40]、长黏末端的LIC(ligation-inde-
pendent cloning)组装法[41]以及有我国学者张博报道

的单元组装法(unit assembly, UA)[42]。

REAL法是Sander等[34]建立的, 他们在构建

TALE的过程中不但要用PCR克隆出能够识别目的碱

基的TALE单元, 而且使每个TALE基本单元质粒的5′
端都带有II S型内切酶Bbs I的识别位点, 3′端都带有

另一个II S型内切酶Bsa I和普通内切酶BamH I的识

别位点。在进行组装的时候分别用Bsa I和BamH I对
前一个TALE单元进行切割, Bbs I和BamH I对后一

个TALE单元进行切割, 形成一对前后互补的4 bp黏
性末端和一对序列不变的BamH I黏性末端, 然后连

接成为双单元的TALE骨架。这些双单元质粒中仍

然具有基本单元中的3个酶切位点, 这样就可以进行

重复的酶切–连接, 构建目的长度目的序列的TALE
蛋白表达载体。这种方法只需要三种酶就可以完成

组装, 一周之内能完成目的TALE的构建, 但是这个

方法酶切–连接的步骤非常多。

Li等[35]介绍的idTALE一步酶切次序连接法, 组
装dTALE主要通过利用II型限制性内切酶PpuM I、
BsmA I、BsmB I、Xho I和Sac I, 这些限制性内切酶

用于目的序列的酶切–连接反应。构建过程中首先

要选择含有dHax3的pENTR221质粒载体, 根据设计

的TALE重复序列选择含有7种片段(fragment)的质

粒, 每种片段受到如下的限制: 片段1(F1) 192 bp, 并
且含有PpuM I、BsmA I酶切位点; F2、F3、F4、F5
都含有BsmA I切割位点, 长度分别为234 bp、161 bp、
193 bp和204 bp; F6长度为207 bp, 含有Xho I、BsmA I
酶切位点; F7长度为541 bp, 含有Xho I、Sac I切割位

点, 把含有相同切割位点的TALE序列与骨架质粒进

行混合后切割, 就会形成互补的黏性末端, 然后用连

接酶连接就构成了dTALE序列。

基于PCR的GG法(GG-PCR法)[38-39]和传统的基

于质粒载体的GG法(GG-Vector法)[27]都是在Golden 
Gate方法的基础上建立起来的, 主要是通过利用II S
型限制性核酸内切酶(例如 Bsa I、BsmB I和Bbs I)的
识别位点与切割位点相分离的特点, 通过使用同一

个II S型内切酶、设计不同的黏性末端来实现一次

酶切–连接反应再按照设定的顺序组装TALE重复单

元。GG-PCR法主要是利用了TALE的两个相邻重复

单元交界处的Gly-Leu双氨基酸残基密码子的简并

性来设计不同TALE重复单元的交界序列, 作为设计

特异引物和特异连接的黏末端位点[39]。GG-Vector
法基于质粒载体, 用II S型内切酶产生多种一一对

应、特异匹配的黏性末端对, 一次可以连接8~10个
TALE重复单元。例如在实验中可以利用TALE重复

单元中18、19位Ala-Leu氨基酸密码子的简并性(由
于编码这两种氨基酸的密码子有8个)就可以构建出

含有上一个重复单元18位到下一个重复单元19位氨

基酸残基序列的质粒, 并在紧邻这一编码区外侧设

计一个BsmB I的酶切位点。再经过BsmB I酶切在每

个质粒上产生一个4 bp的5′黏性末端与含目的碱基

的模版匹配, 并加入与第一个模块前端及第八个模

块后端的黏性末端相匹配的质粒骨架得到8个单元

的重复序列。经过两次或三次这样的组装可以获得

能够特异性识别16或24个碱基的TALE重复序列[27]。

FLASH组装法是在已有的376个载体基础上, 
把这些载体放在96孔板的固相基质中, 首先将第一

个TALE蛋白单元生物素化, 然后再将生物素化的

TALE蛋白单元与磁珠相连, 这样就可以实现TALE 
蛋白单元的固定化, 随后的酶切酶连反应就可以在

自动化仪器中快速完成。FLASH组装法优点在于省

略每一次酶切–连接之后的细菌转化和生长这一耗

时的中间步骤, 从而实现快速、高通量地构建TALE 
重复序列[32]。

George实验室建立的ICA法是将TALE的单体

连接在固体支持物上, 并且用帽子结构阻止不完整

链的产生, 从而提高dTALE的组装成功率[40]。在实

际操作中, 每个选定的TALE单体都被BsmB I切割产

生前后互补的黏性末端, 用于连接出任意长度、任

意序列的TALE序列。以A-B-C链构建为例, 首先将
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第一个起始单元(initiator)生物素化, 然后与链霉素

亲和包被的磁珠相连, 在这个起始单元的右端设计

出一个和C单元的右端相同的黏性末端, 并且这个

末端可以和A单元的左端相连, 构建出initiator-A; 第
二, 为了保证所有的起始单元都会连接A单元, 进行

第二步连接时在加入B单元之前添加一个能够和起

始单元末端相匹配的帽子结构, 这样就能保证B单
元连接到A单元的右端, 形成initiator-A-B中间产物, 
而剩余的未连接的单体被帽子结构封闭; 第三, 做
同样的处理后再添加C单元, 保证连接成initiator-A-
B-C, 重复上面的步骤形成A-B-C-A-B-C的序列, 如
果随意地选择TALE单元进行连接就可以构建出任

意长度、任意TALE单元组成的序列。ICA法能够

快速地组装TALE序列, 并且能够提高TALE的成功

率, 实现高通量的组装。

LIC组装法[41]首先设计出多种TALE单元的两

端都含有10~30 bp的长末端突出碱基, 利用能识别

不同碱基的TALE单元构建出多种组合的2单元中间

结构, 分别标记为1/2、2/3、3/4、4/1(如图4); 第二, 
我们可以根据需要识别的序列从2单元结构中选择

合适的组合在DNA聚合酶的作用下进行退火连接, 
然后与含有卡拉霉素基因的骨架相连, 最后在将组

装好的TALE序列与哺乳动物的表达启动子相连就

构建好了TALE表达载体。例如, 构建一个含有18个

TALE单元的识别序列, 需要进行两级组装。第一级

组装, 从2单元结构中选择3个2单元结构组成6单元

结构, 在构建的6单元结构上添加一个含有卡拉霉

素基因的骨架。第二级组装, 将第一级组装中构建

好的3个6单元组装进行连接, 组成18单元的TALE序
列, 然后再把这个序列构建在含有巨噬细胞启动子

(pCMV)、卡拉霉素抗性基因(ampR)、核定位信号

(nuclear localization signal, NLS)、起始密码子ATG、

终止密码子和T7(促进序列与T7 RNA聚合酶识别), 
以及Xho I、Xba I和Not I酶切识别位点的质粒上, 这
样就成功构建了TALE核酸酶编码序列。利用这种

方法可以构建任意长度和识别任意DNA碱基序列

的TALE核酸酶(图5)。
单元组装法属于连续克隆组装法, 是2011年由

我国科学家张博等[11]建立的。该方法的起始材料只

需要分别对应于识别4个碱基的4个TALE基本单元

模块, 采用3个常见的限制性内切酶Spe I、Nhe I和
Hind III, 通过简单的酶切–连接反应, 即可串联组装

出任意长度的TALE重复序列。由于TALE重复序列

是首尾相接的, 因此, 他们利用了这一特性可以将重

复单元中任意两个相邻氨基酸残基作为串联重复序

列的起点和终点进行组装, 最后再将构建的TALE序
列的首尾重复单位的两端补齐, 成功构建了完整的

TALE重复序列。根据这一原理能构建任意的替代

图4  2单元组装库(根据参考文献[41]修改)
Fig.4  2-mere assembly library (modified from reference [41])

图5  含有表达元件的TALEN序列(根据参考文献[41]修改)
Fig.5  Sequence of TALEN containing the expression unit (modified from reference [41])

1C2A 1C2G 1C2C 1C2T 1A2A 1A2G 1A2C 1A2T 1G2G 1G2A 1G2C 1G2T 1T2A 1T2C 1T2G 1T2T

2C3A 2C3G 2C3C 2C3T 2A3A 2A3G 2A3C 2A3T 2G3G 2G3A 2G3C 2G3T 2T3A 2T3C 2T3G 2T3T

3C4A 3C4G 3C4C 3C4T 3A4A 3A4G 3A4C 3A4T 3G4G 3G4A 3G4C 3G4T 3T4A 3T4C 3T4G 3T4T

4C1A 4C1G 4C1C 4C1T 4A1A 4A1G 4A1C 4A1T 4G1G 4G1A 4G1C 4G1T 4T1A 4T1C 4T1G 4T1T

ATG-3xFlag-NLS

pCMV

ampR

Xhol T7

Fok I

Xbal-Stop-NotI

152 1 1 2 2 3 3 4 4 1 1 2 2 3 3 4 4 +63
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重复单元, 进而利用氨基酸密码子的简并性在替代

重复单元的C-端、N-端设计一对同尾酶(Nhe I、Spe I)
的切割位点, 再加上DNA序列中普遍存在的Hind III
位点, 利用同尾酶可以产生相同的黏性末端, 当连接

在一起后又会失去原有的酶切位点这一特性。通过

反复的酶切–连接反应, 可以得到目的TALE蛋白的

DNA序列。

在上述的这些方法中, 有的需要合成大量相似

的质粒和相对应的引物, 操作起来非常的繁琐, 并且

容易出错, 而且需要大量价格高昂的II S类酶。虽然

FLASH和ICA能够高通量和快速合成目的TALE编码

序列, 但是该项技术对设备的要求很高, FLASH高速

合成法不但需要准备大量的质粒片段, 而且还要对

合成的模块进行测序才能找到正确的连接终产物[43]。

单元组装法具有成本低、操作简单、技术难度低、

精确度和保真度高、所需的起始载体量少、载体有

累加效应等优点, 当前成为一般实验室首选的方法。

4.3  TALE蛋白序列与Fok I的组装

用构建的TALEs序列和能够以二聚体形式起作

用的Fok I内切酶序列进行组装, 就可以构建出完整

的能够特异性识别目的基因并进行切割的TALENs
序列。Miller等[44]指出重复序列跟Fok I之间的距离

(即保留来自TALE蛋白C-末端区域的肽段长度)范
围可以为28~95个氨基酸残基, 其中相距63个氨基

酸残基的效率较高。2013年Joshua等[26]撰文指出, 
TALENs在识别目的序列的时候存在极性效应, N-
端重复序列的识别亲和力比C-端强, 这也是在构建

TALENs时应该注意的。

5   TALENs诱变效率的检测方法
应用TALENs进行基因组定点修饰后的诱变效

率检测方法主要有限制性内切酶酶切检测法[11]、基

于可以识别错配双链的错配内切酶检测法[44]、直接

克隆测序法[34]、体内或体外引入报告基因法以及体

外的SSA(single strand annealing)分析法[2]。其中限

制性内切酶酶切检测法是TALENs诱变效率检测中

最简单易行的方法, 其作用原理是根据TALENs造
成的突变会导致靶位点之间的Spacer中原有酶切位

点被破坏。使用这种方法就必须在设计靶点时要

求选择的Spacer中存在一个独有的限制性内切酶位

点。检测时, 通过提取用TALENs处理后细胞的基

因组DNA, 然后设计一对引物, 运用PCR扩增出包含

TALENs靶点区域的DNA片段, 然后用内切酶切割

扩增产物并进行电泳。若是野生型DNA Spacer中原

有酶切位点未被破坏, DNA链会被完全切割, 产生1-2
条带; 突变型DNA由于Spacer中原有酶切位点被破

坏, 只会产生一条带, 并且通过计算未切开条带的亮

度占总条带的比值, 就能够反映TALENs的活性[11]。

6   TALENs技术在基因组定点修饰中的应

用
从2007年Boch发现TALE能够进入细胞核识别

upa20基因的启动子进而调控upa20基因的表达开

始, 到2009年破译了TALE的一个重复单元一个碱基

表1   TALEN技术在基因组定点修饰中的应用

Table 1   TALEN application in the targeted genome modification
物种

Species
靶标基因

Target gene
突变率

Mutation rate
参考文献

References
Homo sapiens NTF3, CCR5 25% [44]

VKORC1L1 / [20] 
OCT4 70%~100% [45]

Sus scrofa LDLR, GHRHR 40% [17]
Bos taurus ACAN, GDF8 25% [17]
Rabbits RAG 90% [46]
Rattus norvegicus IgM 59% [47]

BMPR2 / [48]
Y chromosome / [49]

Danio rerio TIA1, GSK3B, RGS4, TPH1A, DRD3R 70% [43]
TH 40% [50]

Arabidopsis thaliana  RD29A / [51]
Saccharomyces cerevisiae URA3, LYS2 and ADE2 4.5%~27% [27]
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的“密码”以来, TALENs技术已经应用到人体细胞和

拟南芥、酵母、斑马鱼、小鼠和大鼠等模式生物, 
以及家兔、猪、牛等大动物的基因修饰(表1)。

7   展望
TALENs技术作为一种新兴的基因打靶技术, 

从一出现就受到极大的关注。TALENs神奇之处在

于其一个重复单元识别一个碱基, 这是人类迄今为

止发现的最为简单的一种核酸与蛋白相互作用方

式。利用这一特性构建的TALENs已经应用到多种

生物体内, 并且有非常好的基因组定点修饰效果。

但是, TALENs的运用依然存在一些问题, 例如: (1)
如果需要设计识别20个以上碱基的TALENs, 就需要

设计出至少2 Kb的序列, 并且这些序列有高度的重

复性, 因此在设计的时候存在非常大的难度, 并且这

么长的TALENs导入细胞以后是否会引起细胞产生

免疫反应, 以及影响TALENs在细胞中的作用还不是

很清晰; (2)在目前的报道中, TALENs主要应用于基

因的敲除, 但是能否进行大片段基因的插入仍然需

要进一步的研究; (3)TALE重复序列在什么长度下最

适合用于DNA序列的识别, 以及组装成的TALENs
是否具有最优的活性仍然不清楚; (4)如何更好地解

决TALENs脱靶的问题; (5)为什么TALENs在识别

DNA序列的时候存在极性以及为什么TALENs N-端
识别DNA序列的能力会比C-端强? (6)虽然说TAL-
ENs的毒性比ZNFs小, 但是TALENs对细胞和个体会

产生什么样的毒性仍然不清楚。

这些问题都制约着TALENs技术的应用, 但是

TALENs和ZFNs相比有明显的优势: (1)TALENs制
备和筛选更加的简单, 只需要预先设计出靶位点, 然
后根据靶位点利用普通的分子生物学的方法就能

快速地构建出高效的TALENs, 而ZFNs则需要花费

大量的精力和财力进行制备; (2)由于TALENs是一

个重复单元一个碱基的模式进行识别, 因此它的识

别率更高, 脱靶率更低; (3)由于ZNFs进入细胞以后

Fox I形成的同源二聚体就会产生细胞毒性, 影响基

因组定点修饰的成功率, 而TALENs对细胞的毒性

比ZNFs小; (4)TALENs结合DNA序列更为严格, 因
此效率比ZNFs高[47]。因此, 我们有理由相信利用

TELANs的这些优点在基础理论研究、基因治疗以

及农业转基因动植物等领域能大大提高研究的效率

并产生深远的影响。
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