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基因-生命的语言
-Francis Collins  
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基因功能研究

正向遗传学 (Forward Genetics)

反向遗传学 (Reverse Genetics)
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正向遗传学 (Forward genetics)
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Spadetail （T-box gene）基因生物功能的研究

(ENU)
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Spadetail （T-box gene）基因生物功能的研究

(ENU)
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反向遗传学 (Forward genetics)

DNA双螺旋-基因物质基础
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反向遗传学 (Forward genetics)

DNA双螺旋-基因物质基础 DNA测序技术&
模式生物全基因组测序
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反向遗传学 (Forward genetics)

DNA双螺旋-基因物质基础 DNA测序技术&
模式生物全基因组测序

反向遗传学
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反向遗传性 (Reverse genetics)

特定基因
突变

基因编辑

表型分析 基因生物学
功能
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基因编辑 (Gene Editing)原理

特异性DNA双连断裂

（化学法或人工核酸内切酶）

DNA损伤修复
（非同源末端连接 或 同源重组修复）

基因突变
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基因编辑技术的发展历程

Timeline of genome engineering research

1982年，利用同源重组的方法进行基因打靶。但是效率极低，因此应用受到限制。

1998年，出现了第一代人工核酸内切酶技术——锌指核酸内切酶（ZFN）技术，锌指是
一类能够结合 DNA 的蛋白质，ZFN 是锌指蛋白与核酸内切酶 Fok I融合形成的核酸内切
酶。

2010年，出现第二代人工核酸酶——类转录激活因子效应物核酸酶(TALEN)技术。
TALEN由DNA结合蛋白TALE与核酸内切酶 Fok I融合而成。这两种技术都是通过DNA结
合蛋白靶向特异DNA结合后，在FokI核酸酶的作用下完成特定位点的剪切。

2012年，出现了Cas9技术，它是由RNA指导的Cas核酸内切酶对靶基因进行修饰的技术。
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基因编辑技术的发展历程

Timeline of genome engineering research

2008

ZFNs
2011

TALENS

2013

CRISPR-Cas9



http://zfish.cn

 基因编辑技术(Gene Editing)

ZFNs技术

TALENs技术

CRISPR-Cas9技术
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ZFNs技术

锌指蛋白的

DNA功能域

核酸内切酶(Fok1)

限制性内切酶的

DNA切割功能域

锌指核酸酶（Zinc-finger nuclease, ZFN是一类人工合成的限制

性内切酶，由锌指DNA结合域（zinc finger DNA-binding 

domain）与限制性内切酶的DNA切割域（DNA cleavage 

domain）融合而成。

ZFN
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ZFNs核酸酶DNA识别功能域结构特点

锌指蛋白的DNA识别基序

DNA识别功能域： 由一系列 Cys2-His2锌指蛋白（zinc-fingers）

串联组成（一般3~4个），每个锌指蛋白识别并结合一个特异的三

联体碱基。
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DNA识别功能域：由一系列 Cys2-His2锌指蛋白（zinc-fingers）

串联组成（一般3~4个），每个锌指蛋白识别并结合一个特异的三

联体碱基。

锌指蛋白的DNA识别基序

ZFNs的DNA识别基序的特点
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核酸内切酶功能域：非特异性核酸内切酶FokI。形成二聚体时，切
割双链DNA。

两条ZFN之间具有被称为“间隔区”的spacer结构，该结构的长度

以5～7bp为宜。合理的“间隔区”设计才能保证ZFN二聚体拥有

最佳的工作空间。

ZFNs的FoKI核酸内切酶基序的特点
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ZFNs实验构建流程

（肖安等，遗传，2011）
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ZFNs实验构建流程

（肖安等，遗传，2011）

ZiFDB, http://bindr.gdcb.iastate.edu:8080/ZiFDB

ZifBase, http://web.iitd.ac.in/~sundar/zifbase

ZiFiT, http://zifit.partners.org/ZiFiT

http://mccb.umassmed.edu/ZFPsearch.html

http://www.addgene.org/zfc

ZFN设计相关网站
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ZFNs技术的优点

与传统的方法相比较，ZFN技术提高了基因组的编辑效率，操

作简单，可以快速敲除目的基因。

能够广泛地应用于各种生物，并诱导靶位点进行定点突变。
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ZFNs技术的缺点

 脱靶效应。ZFNs剪切的过程并不完全依赖同源二聚体的形成。所以，一旦形

成异源二聚体，就很可能造成脱靶效应，并最终可能导致DNA的错配和序列

改变，产生较强的细胞毒性。当这些不良影响积累过多，超过细胞修复机制承

受的范围时，便会引起细胞的凋亡。

 存在上下文依赖效应。ZFN在识别靶DNA位点时，识别靶DNA的重复氨基酸

之间会相互作用，导致识别的特异性发生改变，即识别靶DNA的特异性不高，

影响基因打靶的效果。

 ZFN作为基因治疗的手段之一，如果在生物体内使用，可能会引发免疫反应。

 合成组装技术难度大，一般实验室难以实施。
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ZFN基因编辑技术在斑马鱼研究中的应用

2008年，首次成功地使用ZFN基因编辑技术，对斑马鱼基因组

进行精确的位点特异性编辑。
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使用ZFN技术突变斑马鱼kdr基因

（Meng, et al., nature biotechnology，2008）
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TALENs技术

CRISPR-Cas9技术
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TALENs技术

基 于 TALEN ( 转 录 激 活 样 效 应 因 子 核 酸 酶 ， transcription

activator-like (TAL) effector nucleases)的靶向基因敲除技术是

一种崭新的分子生物学工具，现已应用于细胞、酵母、斑马鱼与

大鼠等各类研究对象。

发现：1989年，植物病原体黄单胞菌属（Xanthomonas spp.）

avrBs3 基因。

发展：2007年， 发现其序列特异性核酸结合特性。

2009年，TAL effector 氨基酸序列与核酸靶序列的密码

被破译 。

应用：2011年，Nature Biotechonlogy 同时发表4篇TALEN基

因敲除文章及一篇综述。
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TALENs结构特点

典型的 TALEN由一个包含核定位信号（NLS）的N端结构域、

一个包含可识别特定 DNA序列的典型串联TALE重复序列的中

央结构域，以及一个具有FokI核酸内切酶功能的C端结构域组成。
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TALENs结构特点

DNA识别域：由一系列TAL蛋白串联组成（一般20个左右），每

个TAL蛋白识别并结合一 个对应的碱基。

核酸内切酶： 非特异性核酸内切酶FokI，形成二聚体时切割双链

DNA。

氨基酸残基=碱基
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TALENs的特异性打靶的原理

一对可以特异性识别靶基因的TALE，定位到需要编辑的基因组

区域；然后非特异性核酸内切酶FokI切断双链DNA从而造成

DNA双链断裂（double-strand break，DSB）；再通过自我修

复，引起碱基的缺失或突变，从而引起基因突变。

FokI只有在形成二聚体的时候才有内切酶活性。
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TALENs实验构建流程

TALENs靶点识别模块构建

TALENs表达质粒的构建

TALENs导入细胞或受精卵中心

目标基因敲除突变体的筛选
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TALENs靶点识别模块的构建

靶点DNA序列:T C A T C A G C T C A T G C A G G C

氨基酸残基=碱基
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TALENs基因编辑技术优势

 TAL的核酸识别单元与碱基有恒定的对应关系（1：1），整个设计简单准确。

 克服了常规的ZFN方法不能识别任意目标基因序列，以及识别序列经常受上

下游序列影响等问题，而具有ZFN相等或更好的灵活性。

 实验周期短，成本低。

 毒性低、脱靶情况少，成功率可达90%以上 。

 无基因序列、细胞、物种限制。成功应用到了植物、酵母、斑马鱼、小鼠、

大鼠及人类细胞等。

 靶序列识别模块不受上下游影响，特异识别并打断基因组中的任意序列。
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2011年，首次成功地使用TALEN基因编辑技术，对斑马鱼基因

组进行精确的基因编辑。(tnikb/dip2a/hey2/gria3a)。

TALENs基因编辑技术在斑马鱼中的应用
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 基因编辑技术(Gene Editing)

ZFNs技术

TALENs技术

CRISPR-Cas9技术
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CRISPR-Cas 系统

CRISPR-Cas系统是细菌的免疫武器。细菌为了将病毒的外来入侵

基因清除，进化出很多成簇的、规律间隔的短回文重复序列(既

CRISPR序列)和CRISPR相关基因。
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CRISPR-Cas 系统的发展历程

(Jennifer A. D. SCIENCE, 2014)

1987年，日本研究者在一种细菌编码的碱性磷酸酶基

因编码区域的附近发现一小段由简单的重复序列组成的，

而且在片段的两端还存在一段不太长的特有的序列。

2013以后，研究者们利用CRISPR-Cas9系统，成功在

人类、小鼠、斑马鱼等物种上实现精确的基因修饰。
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CRISPR/Cas系统机理

( John O.. Curr Opin Struct Biol. 2014) 



http://zfish.cn

CRISPR-Cas 系统结构特点

CRISPR-Cas主要由两部分组成：

CRISPR序列
（成簇的、规律间隔的短回文重复序列）

Cas基因
（CRISPR相关基因）
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CRISPR/Cas系统分类

(Prarthana M. science. 2016) 



http://zfish.cn

(Prarthana M. science. 2016) 

CRISPR/Cas系统分类
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CRISPR/Cas9系统原理

(Jennifer A. D. science. 2016) 
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CRISPR/Cas9系统原理

(Jennifer A. D. science. 2016) 
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(Jennifer A. D. science. 2016) 

CRISPR/Cas9技术原理
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SpCas9蛋白结构（来源- 化脓链球菌）

SpCas9 nuclease 具有:

 RNA 结合结构域;

 an α-helical recognition lobe;

 a PAM-interacting site.

 a nuclease lobe:

NHN：负责切割与crRNA互补的链

RuvC：负责非互补链的切割

(Fuguo Jiang, et al., Annu. Rev. Biophys. 2017) 
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sgRNA结构特点

(Fuguo Jiang, et al., Annu. Rev. Biophys. 2017) 

人工将trans-activating RNA（tracrRNA）和CRISPR-derived 
RNA (crRNA)连接。

 Seed region：crRNA 3’端靠近PAM区10-12个nt决定了基因
编辑的精确性。
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影响CRISPR/Cas9靶向的因素

(Samuel H. S., et al., Nature. 2014) 

PAM区&Seed region决定了sgRNA-Cas9复合物对靶位点的精
确识别和切割。
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CRISPR/Cas9的技术流程

(Mingyu Li., et al., Trends in Genetics . 2016) 

靶点设计

sgRNA及Cas9 mRNA
的制备

样品的显微注射

目标基因敲除突变体的筛选
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CRISPR/Cas9技术优势

 操作简单，靶向精确性更高。sgRNA靶向序列和基因组序列必须完全匹

配，Cas9才会对DNA进行剪切。编码sgRNA 的序列不超过100bp，因此

比构建TALENs和ZENs更简单方便，用于CRISPR的sgRNA识别序列仅需

20个核苷酸。

 CRISPR/Cas9系统是由RNA调控的对DNA的修饰，其基因修饰可遗传。

 基因修饰率高。

 基因调控方式多样，例如敲除、插入、抑制、激活等。

 无物种限制,可实现对靶基因多个位点同时敲除。

 实验周期短，节省大量时间和成本
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CRISPR/Cas技术应用

应用于基因的敲除、敲入以及基因沉默、激活、表观遗传学、基

因组成像等…
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CRISPR/Cas9技术在斑马鱼研究中的应用

2013年，应用于斑马鱼体外培养细胞系。

靶向10个位点，突变效率：24% - 59%.
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CRISPR/Cas9技术在斑马鱼研究中的应用

2013年， Chang 等将sgRNA和Cas9 mRNA显微注射入斑马鱼受
精卵，成功地获得突变了etsrp和gata5。获得的P0表型与已报道
的etsrpy11 mutant和fautm236a mutant表型相一致。

(etsrp)

(gata5)
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CRISPR/Cas9技术在斑马鱼研究中的应用

参照斑马鱼密码子翻译偏好性，Jao等对cas9进行了改造，显著提供了cas9在斑

马鱼中的突变效率。利用斑马鱼优化的cas9，Jao等在斑马鱼受精卵中成功进行

了多基因同时突变。突变效率达75–99%。并且，证明了突变的可遗传性。

(Li-En Jao, et al., PNAS. 2013) 
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小结：ZFNs、TALENs和CRISPR/Cas9三种基因编辑技术比较
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 基因编辑技术(Gene Editing)

讲 座 内 容

 DNA双链断裂损伤修复(DSB Repair)
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同源重组修复
(Homologous recombination，HR)

经典非同源重组修复
（Non-homologous end-joining，NHEJ）

DNA双链断裂的损伤修复

微同源介导的EJ
(Microhomology mediated end joining, 

a- EJ/MMEJ)



http://zfish.cn

同源重组修复
(Homologous recombination，

HR)

经典非同源重组修复
（Non-homologous end-joining，NHEJ）

DNA双链断裂的损伤修复

微同源介导的EJ
(Microhomology mediated end joining, 

a- EJ/MMEJ)

高保真修复
稳定基因组

差错倾向性修复
造成基因组不稳定

碱基插入或缺失
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HR是保护基因组完整性的重要机制。以姐妹染色单体为DNA 

模板，是无错误修复通路。只发生在S 期和G2 期。

同源重组修复（HR）

HR 修复的主要成分包括MRN（MRE11–RAD50–NBS1）复

合体，RAD51、RAD51 同源异构体、RAD52（ 在酵母菌

中）、RAD54， 涉及BRCA1、CtIP（CtBPinteracting

protein）、ATM、ATR、PALB2（Partner and localizer of 

BRCA2）、BRIP1（BRCA1 interacting protein C-terminal 

helicase 1）等因子
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同源重组修复机理

1. DNA双连断裂处的识别和处理。MRN 复合体与DNA 断

端结合启动HR 修复，Mre11 与CtIP 、其它蛋白复合体共

同作用持续产生ssDNA。RPA 覆盖切除的DNA 断端。重

组酶RAD51 装载。

2. RAD51-ssDNA的侵入。RAD51-ssDNA 介导同源序列

的寻找和DNA 链侵入。形成D-loopRAD54 协助RAD51 

寻找DNA 同源序列、Holliday 联结分支的迁移及RAD51 

取代侵入DNA 。

3. DNA 的修复。
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经典NHEJ (C- NHEJ)

1. KU70/80蛋白复合体对DNA双连断
裂处的识别和结合。

(Anastazja G., et al., Am J Cancer Res 2012)

2. KU70/80蛋白复合体招募DNA-PKcs，
稳定断裂DNA断裂末端。

3. XRCC4/Ligase IV/XLF
复合体对DNA末端加工与连接。
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微同源介导的EJ(MMEJ)

(Mitch McVey.et al., Trends in Genetics. 2008)

MMEJ是一种利用5–25 bp的微同

源序列来介导易错配的末端连接的

DNA双链断裂修复机制。在细胞周

期中，MMEJ修复是在G1 /早S期活

跃，而同源重组则是在晚S/G2期活

跃。

MRX Complex, Sae2 

EXO1
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总 结

 基因编辑技术的经历了四个发展阶段：经典同源重组、ZFNs、TALENs和

CRISPR/Cas9技术。

 三代基因编辑技术能够对基因组进行精确编辑。ZFNs和TALENs技术是通过

氨基酸残基与DNA碱基介导的特异性识别，实现对基因组的特异性编辑。

RISPR/Cas9技术是通过RNA与DNA碱基介导的特异性识别，实现对基因组

的特异性编辑。

 三代基因编辑技术造成靶向序列DNA双链断裂损伤。损伤通过同源重组修

复、经典的非同源重组修复以及微同源介导的EJ途径修复。

 DNA双链断裂损伤通过经典的非同源重组修复以及微同源介导的EJ途径修

复，造成靶向序列处有碱基插入或缺失，导致基因的敲除；通过HR途径在

提供外源DNA模版的条件下会是基因组DNA得到精确的基因修复或靶向基

因的添加。
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第八期全国斑马鱼技术培训会

谢 谢 ！


