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可编辑核酸酶介导的哺乳动物基因敲入技术最新进展
张敏杰1   孙  玲1   刘   真2   蔡毅君2   孙   强2   杨宇丰1   陈文锋1*

(1福州大学生命科学研究所, 福州 350108; 2中国科学院上海生命科学研究院神经科学研究所, 上海 200031)

摘要      实验哺乳动物模型是研究基础生物学及人类疾病的重要工具, 对实现转基因操作, 尤
其是基因敲入(knock-in, KI), 具有重大意义。锌指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFN)、类转录激活

因子效应物核酸酶(transcription activator-like effector nucleases, TALEN)和RNA介导的、基于成簇

的规律间隔的短回文重复序列和Cas9蛋白的DNA核酸内切酶[clustered regulatory interspaced short 
palindromic repeat (CRISPR)/Cas9-based RNA-guided DNA endonucleases, CRISPR/Cas9]等的出现, 
为科研工作者提供了革命性的转基因操作工具。这些可编辑核酸酶通过在靶标序列位置产生双链

断裂缺口(double strand breaks, DSBs), 并在同源修复模板存在的情况下发生同源重组, 进而实现精

确的基因敲入。该文主要综述了这些技术的原理及其在哺乳动物KI中取得的最新进展、提高KI效
率以及降低脱靶效应的举措等, 将有助于KI技术在未来转基因实践中的广泛应用。

关键词      基因敲入; 锌指核酸酶; 类转录因子效应物核酸酶; CRISPR/Cas9; 哺乳动物

Latest Progress of Gene Knock-in Mediated by 
Programmable Nucleases in Mammals

Zhang Minjie1, Sun Ling1, Liu Zhen2, Cai Yijun2, Sun Qiang2, Yang Yufeng1, Chen Wenfeng1*
(1Institute of Life Sciences, Fuzhou University, Fuzhou 350108, China; 2Institute of Neuroscience, 

Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract       Mammalian model animals have contributed significantly to the exploration of basic biology 
and human diseases. The feasibility to achieve genome engineering in mammals, especially targeted gene knock-
in (KI) is critical in this course. Zinc-finger nucleases (ZFN), transcription activator-like effector nucleases 
(TALEN) and clustered regulatory interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas9-based RNA-guided 
DNA endonucleases (CRISPR/Cas9) are sparking a new revolution in biological research. These programmable 
nucleases enable relatively efficient and precise KI by inducing targeted DNA double-strand breaks (DSBs) that 
stimulate homologous recombination (HR) at the presence of homologous repair templates. Here, we review the 
principles of these technologies and their applications for gene KI in mammals. We also discuss latest strategies to 
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elevate KI efficiency and reduce off-target ratio, which will enhance the overall performance of future transgenic 
practice.

Keywords       knock-in; zinc-finger nucleases; transcription activator-like effector nucleases; CRISPR/Cas9; 
mammalian

面对这些挑战, 近几年来发展出一系列以可编

辑的核酸酶为基础的基因组编辑技术, 能较有效地进

行基因打靶。Plessis等[1]和Rouet等[2]的一系列研究表

明, 目标DNA的双链断裂(DNA double-strand breaks, 
DSBs)能够促进同源重组介导的基因组编辑。随后, 
Bibikova等[3-4]证明, 锌指蛋白能够进行高效的位点特

异的同源重组。此外, 也有研究显示, 在DSBs处没有

提供修复模板的条件下, 可能会通过非同源末端连

接修复(nonhomologous end-joining, NHEJ)途径进行

修复。NHEJ途径因缺乏精确性而导致修复的同时引

入插入突变或者删除突变[5](图1)。这些早期的研究

建立了通过DSB诱导的HR和NHEJ进行基因组编辑。

本文主要回顾以往位点特异的核酸酶技术的发展, 并
讨论这些技术在哺乳动物转基因敲入中的应用以及

介绍一些提高敲入效率的方法。

1   可编辑的核酸酶
通过可编辑核酸酶引入DNA特异位点的DSBs

可促进同源重组进行KI。目前主要有三种可编辑

的DNA结合蛋白核酸酶: 基于真核生物转录因子的

锌指核酸酶(zinc-finger nuclease, ZFN)[7]、来自植

物病原菌黄单胞菌(Xanthomonas)的类转录激活因

子效应物核酸酶(transcription activator-like effector 

图1  利用DSBs诱发NHEJ或HR修复机制(根据参考文献[6]修改)
Fig.1   The NHEJ or HR repair mechanism induced by DSBs (modified from reference [6])

DSBs induction

HRNHEJ

Indel mutations

Knock-in integration

Sister chromosome
or donor DNA

随着新测序技术的发展及一些大的基因注解

工程的实施与实现, 研究人员对基因组革命更有信

心。研究者相信, 基因组革命将会加快基础科学的

研究进程, 辅助逐步实现“精确医疗”, 包括实现个性

化医疗。然而其面临的主要问题是: 如何将测序得

到的海量数据转化成可以指导科研或临床应用的信

息。通过功能基因的研究, 即基因型如何影响表型, 
可为我们提供部分解题思路。这要求研究者能够对

基因组进行精确操作。

真核生物(尤其是哺乳动物)的基因组包含有成

千上万的基因, 且较难进行操作。基因组操作的突

破之一就是同源重组介导的基因打靶。所谓同源重

组(homologous recombination, HR)就是含有同源序

列的DNA分子之间或分子之内的重新组合。HR介
导的基因打靶被应用于各种模式生物的基因敲入

(knock-in, KI)和敲除(knock-out, KO), 大大推动许多

生物领域的研究。然而, 自然情况下同源重组发生

的概率极低, 约每106~109个细胞才发生一次, 阻碍了

该技术在基因打靶实验中的大规模应用。哺乳动物

作为重要的模式生物, 对特定基因实现KI具有重要

的应用。尽管研究人员们为此付出很多努力, 然而

哺乳动物的KI受HR效率低等的限制, 早期基于HR
的KI仅在大鼠和小鼠上获得广泛的应用。



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

74 · 综述 ·

nuclease, TALEN)[8-9]和最近在细菌适应性免疫系

统CRISPR中发现的RNA引导的DNA核酸内切酶

Cas9[10-11](图2)。
1.1   锌指核酸酶(ZFN)

ZFN由两个结构域组成: 具有DNA结合功能的

锌指蛋白(zinc finger proteins, ZFPs)和具有DNA切割

功能的核酸酶Fok I。ZFPs是一种具有序列特异性, 
且可以灵活组装的真核细胞转录因子。ZFPs一般

由3~6个Cys2-His2锌指重复单位串联而成, 每个ZFP
由约30个氨基酸组成, 可识别3个连续的碱基。ZFP-
DNA共结晶的结果表明, 每个ZFP和DNA之间的相

互作用很大程度上是功能自主的[13]。于是就有人提

出“积木组装”的概念, 即将几个不同ZFPs组装成能

够识别特定的靶标序列的多肽[14], 并与核酸酶Fok I
形成融合蛋白以实现基因组特异性切割的目的。因

为Fok I只有其二聚体才具有核酸内切酶活性, 所以

需要设计识别相邻序列的两个ZFNs才能实现对目

的DNA的切割。研究表明, 当锌指蛋白识别目标序

列后, Fok I更容易形成二聚体, 两个结合位点之间相

隔4~7 bp效率较高[3]。随着能够识别大部分三联体

碱基的ZFPs的设计, 这种方法已经被运用到更高级

的真核细胞中进行基因编辑[15], 然而由于价格昂贵、

切割效率低限制了其应用。

1.2   类转录激活因子效应物核酸酶(TALEN)
TALEN在结构和作用原理上和ZFN类似, 同样

是由DNA结合蛋白和核酸酶Fok I构成, 同样是结合
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A: ZFN的结构示意图; B: TALEN的结构示意图; C: Cas9的结构示意图。

A: structural representations of ZFN; B: structural representations of TALEN; C: structural representations of Cas9.
图2   ZFN、TALEN、Cas9的结构示意图(根据参考文献[12]修改)

Fig.2   Structural representations of ZFN, TALEN and Cas9 (modified from reference [12])
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到相邻的两个目标序列区域, Fok I二聚体进行切割。

主要的不同是DNA结合蛋白TALEs, TALEs发现于

一种植物致病菌黄单胞杆菌中[8]。TALEs蛋白由三

个结构域组成: DNA结合结构域、核定位信号和激

活基因转录结构域。TALE蛋白的DNA结合结构域

由12~30个重复单元串联构成, 每个重复单位能够识

别1个DNA碱基。每个重复单元由34个氨基酸残基

组成, 其中第12、13位氨基酸残基是高度可变的, 因
此被称为重复可变双残基(repeat variable diresidue, 
RVD)[16]。每个重复单位的RVD负责识别1个DNA
碱基, 不同的RVD能够特异地识别4种碱基中的1种
或多种。大部分研究中采用的RVDs用于识别不同

碱基, 主要是: Asn和Ile(NI)用于识别A碱基, Asn和
Gly(NG)用于识别T碱基, Asn和Lys(NK)或者Asn和
His(NH)用于识别G碱基, His和Asp(HD)用于识别C
碱基。和ZFN一样, 将不同的TALE重复单元串联起

来, 设计出能够识别靶标序列的TALE。
需要注意的是, TALEs识别的序列必须以T碱基

开始, 有研究表明, 这会影响TALEN的结合效率[17]。

虽然TALE重复单位识别的是单个碱基相对于ZFPs
识别三个碱基具有更大的灵活性, 但因重复序列多

而导致的分子克隆和构建载体困难是其一大缺点。

为了规避这个缺点有几种快速合成方案可供选择, 
包括Golden Gate分子克隆方法[18]、固相合成的高

通量方法[19]和长黏末端的LIC(1igation-independent 
cloning)组装方法[20]等。目前, TALEN技术已应用于

植物、酵母、动物以及人类细胞等。

1.3   CRISPR/Cas9系统

CRISPR/CAS系统是一种细菌和古细菌的适应

性免疫防御机制, 能够降解外源遗传物质。研究人员

将自然界的CRISPR/CAS系统进行改造, 得到一些比

较简单的人工CRISPR/Cas9系统。Cas9系统包括两

种组分: Cas9核酸酶和单链引导RNA(sgRNA)。Cas9

蛋白是一种内切酶, 包含有RuvC和HNH两个酶活中

心。Cas9蛋白N-端的RuvC的酶活中心切割非互补链, 
HNH结构域则是切割互补链。sgRNA主要包括三个

区域: 能够与基因组结合起到定位作用的20 nt的互

补区、模拟tracrRNA-crRNA复合物发夹结构约40 nt
的Cas9蛋白结合区和约40 nt的转录终止子。Cas9系
统能够识别的位点必须要有上游的前间隔相邻基序

(proto-spacer adjacent motifs, PAM)。PAM和PAM前

20 nt序列决定了Cas9系统的特异性[21]。Cas9系统的

作用原理如下: 在外源的sgRNA的指引下, Cas9蛋白

和sgRNA复合物结合到目标位置并切割DNA双链

产生DSBs, 进而激活NHEJ或者HR修复介导的基因

组编辑[10-11]。

在基于CRISPR/CAS系统几十年的研究中发

现, 该系统中的Type II相对简单, 只要有Cas9、内源

的Rnase III和crRNA-tracrRNA这三种组分就能够实

现对核酸的位点特异的切割。Siksnys等[22]首先证

明了type II CRISPR系统是可移植的, 他们将嗜热链

球菌 (Streptococcus thermophilus)的 type II CRISPR
位点转移到大肠杆菌(Escherichia coli)中也仍能保

持 活 性。2012年, 美 国Lawrence Berkeley国 家 实

验室的Doudna课题组以及瑞典Umea University的
Charpentier课题组将crRNA-tracrRNA的双链RNA
复合体改造为单链嵌合体结构, 将其命名单链引导

RNA(sgRNA)[21]。他们在细胞中验证后发现, sgRNA
同样能够指导Cas9蛋白对外源DNA进行切割, 并且

这一过程并不需要外源的RNase III。麻省理工学院

的Zhang研究组和哈佛大学的Church课题组后续报

道了利用type II CRISPR系统在哺乳动物细胞中实

现了基因编辑[10-11]。随后这一操作系统被用于一系

列的模式动物的基因编辑实验, 并获得了成功。

与ZFN和TALEN相比, CRISPR/Cas9系统采用

DNA-RNA结合的方式代替DNA与蛋白质的结合方

表1   ZFN、TALEN和Cas9方法比较

Table 1   Comparison of ZFN, TALEN and CRISPR
内容

Contents
锌指核酸酶

ZFN
类转录激活因子效应物核酸酶

TALEN
Cas9核酸酶

Cas9

Gene target way DNA binding protein recognition DNA binding protein  recognition RNA-DNAbase complementarity

Design Difficult Laborious Easy

KI efficiency Low High High

Targeting sequence Limited by ZFN modules Unlimited Limited by PAM sequence

Off-target effects[23] Yes Yes Yes

High throughput targeting[23] No Limited Yes



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

76 · 综述 ·

式, 令该系统设计简洁、效率更高, 使得哺乳动物基

因编辑的成功率大大提升(表1)。

2   可编辑的核酸酶用于哺乳动物KI 
可编辑的核酸酶在靶标位点产生DSBs, 会引起

细胞的NHEJ和HR两种DNA修复机制。如果在产生

DSBs的同时, 在靶标位置引入一个人工合成的同源

修复模板, 那么细胞就会以一定的概率通过HR的途

径修复, 将目标序列整合到染色体中。同源修复模

板主要是以质粒形式存在, 称之为“donor质粒”。为

了保证donor质粒能够和靶标序列进行重组, 一般需

要两边有同源臂序列, 同源序列长度通常几百到上

千碱基, 这就是基因编辑中KI的主要原理(图1)。利

用这一技术, 一方面, 可以在同源臂之间连接上一些

外加的元件, 比如报告基因、抗生素抗性基因和标

签序列等; 另一方面, 还可以替换内源的碱基序列, 
修复基因突变或形成新的突变, 应用于临床前研究

的模式动物构建等(表2)。
2.1   ZFN用于哺乳动物KI

2003年, Bibikova等[4]第一个利用ZFN技术成功

地进行KI, 他们将果蝇中突变的yellow基因成功地

替换成野生型的yellow。接着, 在人的干细胞、大

鼠细胞等哺乳动物细胞也成功运用了ZFN技术。实

现这些的关键是, 利用合适的启动子驱动ZFN在靶

细胞中表达。由于ZFN切割效率低, 对于细胞、果

蝇、线虫等一些可以大量培养且成本不高的体系可

通过筛选大量的后代得到阳性结果, 但这样的情况

却不适合哺乳动物。传统的方法是, 通过ZFN改造

哺乳动物的体细胞或ES细胞(embryonic stem cell), 
然后将改造成功细胞的细胞核移植到卵细胞中, 最
后得到转基因品系[24]。然而, 这样的流程却是十分

的繁琐。直到2008年, 有研究发现, 注射ZFN mRNA
和donor DNA可以提高同源重组和非同源重组事

件的概率 [6]。2010年 , Meyer等 [25]将ZFN mRNA和

donor DNA注射到小鼠胚胎中, 成功地将报告基因

β-Galactosidase和Venus整 合 到Rosa26。Cui等[26]也

在小鼠和大鼠中成功地实现KI。
2.2   TALENs用于哺乳动物KI

Miller等[9]在人类细胞中利用TALEN技术改造

了NTF3和CCR5两个基因。该技术在人类细胞系、

大鼠、小鼠、牛、羊、猪和猴子等哺乳动物中的应

用也纷纷被报道。

有研究报道, 在TALEN技术的帮助下打靶了小

鼠ES细胞的Sry和Uty基因, 并将GFP插入到这些基

因当中, 通过核移植技术得到了KI小鼠[27]。除了基

因打靶ES细胞, 也有研究报道了注射TALEN mRNAs
到受精卵中, 直接产生KI的后代小鼠。Wefers等[28]

就第一个报道了利用TALEN技术直接在受精卵中

基因打靶成功构建KI小鼠。但是, 和典型的基因打

靶不同, 他们采用一段144 bp的小单链寡脱氧核苷

酸替代了原来的donor质粒作为修复模板。这些小

的单链寡脱氧核苷酸适用于对基因组进行小范围的

改变, 如精确地引入单碱基位点的突变, 从而建立疾

病模型。然而, 当需要对基因组进行较大的改变时, 
还是需要donor质粒。Sommer等[29]提出TALEN诱导

产生的DSBs是否能够整合大片段的同源修复模板

质粒的问题, 并报道了通过注射TALEN mRNAs和
donor质粒, 将14.4 Kb片段整合到小鼠的Satb1位点

上。2014年, Hummler等[30]在大鼠中实现了对Nr3c1
基因的KI。

不仅在鼠类实现了KI, 在猪、羊和牛等也

实 现 了KI。Cui等[31]利 用TALEN将 人 乳 铁 蛋 白

(human lactoferrin, hLF)替 换 了 羊 的β乳 球 蛋 白

(β-lactoglobulin, BLG), 提高了羊奶的营养价值。同

时, 他们也将小鼠的SP110基因敲入到牛的基因组

中, 最终得到对牛肺结核病有抗性的转基因牛[32]。

这些结果表明, TALENs能够被应用于牛羊育种, 推
动畜牧业的发展。2014年, 云南省灵长类生物医学

重点实验室、同济大学医学院等处的研究人员, 通
过TALENs技术, 获得了出生就携带MECP2基因突

变的雌性食蟹猴, 这是采用TALENs技术成功构建

的首个非人灵长类动物模型[33]。然而, 猴子的KI至
今仍然没有人报道。猴子作为与人最接近的非人

灵长类动物, 实现猴子的KI对基础科研有重要的意

义。

2.3   CRISPR/Cas9用于哺乳动物KI
2013年3月, 麻省理工学院和哈佛大学的研究

团队分别利用产脓链球菌和嗜热链球菌中的type II 
CRISPR系统, 首次在小鼠和人类细胞中实现基因组

编辑[10-11]。他们的研究结果发表于同一期《Science》
杂志上。随后, 一系列的模式动物的基因编辑实验

也得到了大量的报道。2013年末, CRISPR/Cas9基
因编辑技术被美国科学杂志评选为2013年年度十大

突破之一, 同时, 英国《自然方法》(Nature Methods)
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杂志也将CRISPR/Cas9基因编辑技术评选为2013年
年度最受关注、影响广泛的技术成果之一。

CRISPR/Cas9系统的发展之快令人咋舌, 在短

短3年间, 关于该系统的报道如雨后春笋。一方面, 
由于该系统本身具有设计方便、切割效率高等优

势; 另一方面, 得益于多年来可编辑的核酸酶在基因

编辑中应用的研究。于是, 在Zhang课题组文章发表

几个月后, Rudolf课题组在老鼠胚胎中注射了Cas9 
mRNA、sgRNA和修复模板(单链寡脱氧核苷酸或

者donor质粒), 分别在Nanog、Sox2和Oct4三个基因

中敲入了标签或荧光蛋白[34]。同时, 在Mecp2基因

中敲入了两个loxp位点, 成功构建了可以条件敲除

的小鼠。随后也有报道在大鼠Dnmt3a和Dnmt3b基
因中敲入了两个loxp位点[35]。有些课题组报道, 利
用CRISPR/Cas9系统对猪、山羊、猴子[36]等大型

哺乳动物进行基因敲除, 然而对这些大型哺乳动物

的基因敲入还没有报道。同时, 已有课题组报道对

猴子ES细胞的KI[37], 但是不管是利用核移植或者是

早期胚胎ES细胞移植实现猴子的KI都存在很大的

技术挑战, 尤其是后者。利用直接注射Cas9来实现

猴子的KI实际上是很困难的, 主要有两点原因: 一
是直接注射Cas9的KI效率低; 二是很大一部分细胞

没有实现KI而是通过NHEJ途径产生突变, 这影响

了F0代的表型分析以及F1代的阳性率。值得一提

的是, 中山大学黄军就课题组利用CRISPR/Cas9基
因组编辑技术首次对“不能存活”的人类胚胎实行

了基因改造, 将胚胎中地中海贫血疾病的致病基因

HBB(hemoglobin beta-chain)改造成健康基因[38]。然

而, 这篇文章引起了科学界对于这类工作伦理问题

的激烈讨论。

3   改进KI效率一些措施总结分析
与KO相比, KI方法为基因功能研究提供了更

广泛的应用, 包括: 在基因组原始的背景下对基因进

行精确的修改(包括点突变)、为基因的调节或者生

理事件产生可视化的报告以及驱动转基因的表达

等。然而, 影响KI方法效率的主要原因是当利用核

酸酶诱发产生DSBs时, 诱发的DNA修复反应主要以

NHEJ为主。这会带来基因组的不稳定, 包括在DSBs
附近局部产生indels, 如随机的缺失、重排等[41]。即

使在有同源序列目标存在的条件下, 虽然有部分反

应可以通过HR途径介导进行重组修复实现KI, 但是

indels的产生也可能在同源重组修复中引入不可预测

的突变。如果这些突变是致死的, 那么会进一步降

低KI的效率。为了克服这个问题可通过以下几种方

法解决。(1)利用生殖细胞特异的顺式调控元件将可

编辑的核酸酶限制在生殖细胞中表达[42-43]。该方法

不仅可以将核酸酶限制在特定细胞中, 防止在其他

重要细胞中产生突变, 导致的生物个体死亡; 也可以

让核酸酶在生殖细胞表达时间延长, 可遗传率增高。

(2)选择产生致死突变可能性较低的区域, 如在内含

子序列中进行KI, 只要在敲入序列中加入合适的拼

接信号就能产生有功能的基因融合表达[44]。(3)降
低NHEJ的效率。例如, 可以通过添加抑制连接酶lig4
的小分子药物SCR7(C18H14N4OS)或者利用RNAi下调

NHEJ途径中关键的蛋白机器来实现[45]。此外, 有文

献报道通过体外培养的细胞高通量筛选4 000个已

知生物活性的小分子化合物, 鉴定出β3肾上腺素受

表2   基因组编辑核酸酶在哺乳动物KI中应用简短列表

Table 2   A short list of the genome editing nucleases used for KI applications in mammals
核酸酶

Nucleases
物种

Organism
基因

Gene
参考文献

References
ZFN Human cells CCR5, F9, AAVS1 [39-40]

Mouse Rosa26, Mdr1a [25-26]
Rat Mdr1a, PXR [26]

TALEN Human cells NTF3, CCR5 [9]
Mouse Rab38, Sry, Uty, Satb1 [27-29]
Rat Nr3c1 [30]
Goat BLG [31]
Cattle SP110 [32]

CRISPR/Cas9 Human cells AAVS1 [11]
Mouse Nanog, Sox2, Oct4, Mecp2 [34]
Rat Dnmt3a, Dnmt3b [35]
Monkey ES cells HPRT [37]
Humanzygotes HBB [38]



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

78 · 综述 ·

体激动剂和胞内蛋白内质网转移高尔基体抑制剂两

种小分子化合物可能通过抑制NHEJ从而提高HR修
复的比例[46]。(4)通过调控细胞周期改变NHEJ和HR
发生比例。鉴于HR主要发生在细胞周期中的S后期

到G2期之间, 有研究发现, 用药物控制细胞周期可提

高HR发生的比例[47]。(5)直接提高HR的效率。我们

实验室发现, 在大鼠、小鼠等哺乳动物中过表达影

响HR途径的重要因子, 可大幅度提高KI的效率(待
发表)。

此外, 可编辑核酸酶的导入方法也会影响KI
的效率。一般来说, 导入编码核酸酶基因到细胞

中主要是通过质粒载体、病毒载体和体外转录的

mRNA。然而, 这些途径都存在一定的局限性。如

DNA质粒或者mRNA通过电转或者脂质体转染进

入细胞, 只能局限在一些细胞类型, 且这些试剂存

在一定的毒性, 再加上表达时间上的延迟和表达时

间短的问题, 最终导致效率低下。而病毒载体的方

法不仅操作困难, 且容易引入一些突变。于是, 有
人提出导入纯化的核酸酶蛋白质的方法[48], 这种方

法产生off-target的概率更低、毒性更低, 而且不受

细胞类型的限制。此外, 还有人提出将Cas9整合到

基因组中, 用生殖腺特异的或者泛表达的promoter
驱动, 这种方法可提高Cas9的表达量, KI的效率更

高[42]。

4   改进KI精确性一些措施总结分析
哺乳动物的基因组具有复杂性, 经常包含一些

多拷贝的序列, 这些序列可能与靶标序列相似或者

具有很高的同源性, 这就会导致一定程度上的脱靶

效应(off-target)和细胞毒性。然而, 可编辑的核酸

酶在基因分析和临床医学的应用中, 要求它们必须

具有严格的特异性。为了解决这一问题, 蛋白结构

改造[7]和筛选[49]已经被用来优化ZFN和TALEN切割

的特异性。将核酸酶改造成切口酶也可以降低off-
target的概率, 因为缺口只存在于DNA的单链中仍有

完整互补链的存在, 染色体不稳定性发生的概率较

低, 即使脱靶也不会产生突变[50]。当然, 设计靶标序

列时, 尽量选择基因组中同源碱基较少的序列, 也
会降低off-target的概率, 目前, 一些计算机算法已被

开发出来解决这个问题[51]。同时, 有证据表明, off-
target有一定的浓度依赖性, 核酸酶浓度越高产生

off-target的概率就越高[52]。因此, 核酸酶的浓度必

须综合考虑KI效率和off-target概率的影响。

5   结语与展望
ZFN、TALEN和CRISPR/Cas9系统作为定点基

因编辑的工具, 对于推动生命科学的研究与个性化

医疗的发展具有革命性的意义。特别是最近发展起

来的CRISPR/Cas9系统, 因其操作门槛较低、效率

高而受到科研工作者的青睐。这些技术的出现提升

了生物学家对模式生物进行转基因操作的能力, 并
且在临床上可能被应用于治疗众多基因突变导致的

疾病。当然, 这个领域也面临了诸多技术瓶颈以及

社会伦理问题, 比如如何提高效率与特异性、如何

严格保障生物安全性、在治疗应用中如何进行有效

地靶向导入等。随着研究的深入, 相信在不久的将

来, 这些问题都将得到优化或解决。
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