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摘  要 : 对基因组特定位置进行针对性修饰的实验方法称为基因组编辑技术。近年出现的 ZFN、TALEN、

CRISPR/Cas 等一系列人工核酸内切酶逐渐形成了新一代基因组编辑技术，极大地促进了基因组靶向修饰技术

的发展，并在基因功能研究、基因治疗等领域开始发挥巨大作用。文中对这一技术的基本原理、发展历程和应

用方式进行了简要总结。 
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Progress of new-generation genome editing mediated by 
engineered endonucleases 

An Xiao, and Bo Zhang 

Key Laboratory of Cell Proliferation and Differentiation of Ministry of Education, College of Life Sciences, Peking University, 
Beijing 100871, China 

Abstract:  Genome editing refers to the experimental methods to targeted modify specific loci in the genomic DNA 
sequence. In recent years, engineered endonucleases, including ZFN, TALEN and CRISPR/Cas, have been developed as a 
new-generation genome editing technique, and greatly improved the feasibility of gene function analyses, gene therapy, etc. 
Here, we briefly summarize the basic principle, developmental process and applications of this technology. 

Keywords:  engineered endonuclease, genome modification, mutagenesis, gene targeting, CRISPR/Cas, TALEN, EEN, 
reverse genetics 

遗传学的核心任务之一是阐释基因及其产

物的功能，其发展经历了经典遗传学、现代遗

传学和功能基因组学等三大重要阶段。遗传学

最重要的研究策略之一为获取突变体以及对突

变体进行基因型、表型分析，除此之外，转基

因、RNAi以及其他特异性激活或抑制基因表达

的方法也是遗传学研究中的常用技术。获取突

变体的途径主要包括筛选天然突变体、人工随

机诱变 (正向遗传学手段)，以及针对基因组上特

异位点进行靶向修饰 (反向遗传学手段) 等[1-2]。

其中，能够实现对基因组进行定点诱变的反向

遗传学方法是解读基因功能最直接、也是最具

有挑战性的手段之一。这一研究思路一方面基

于基因组、转录组高通量测序所提供的信息，

另一方面则严重依赖于基因组编辑技术的发展。 

在相当长的时期内，绝大多数生物体或体

外培养细胞中缺乏有效的基因组靶向编辑技术

手段，仅有的基于胚胎干细胞和同源重组等少

数可行方案存在效率非常低、具有严格的物种

局限性等缺点，这也在很大程度上制约了功能

基因组研究的进程。随着 DNA测序技术的飞速

发展，完成全基因组序列测定的物种数量呈现

爆发式增长，而基因组定点突变技术的瓶颈所

带来的功能基因组研究的滞后效应也越发明

显。科研工作者迫切需要一种简单、有效的基

因打靶技术来解读记载在每一个基因组中的生

命的奥秘。近几年，人们巧妙地利用细菌的一

些特殊的基因表达调控机制，以及多年来对转

录因子作用机制的研究成果，逐步创建出能够

根据人们的意愿特异切割DNA靶序列的人工核

酸内切酶  (Engineered endonuclease，简称

EEN)，并籍此在理论上实现了对任意物种/基因

组的任意位点进行靶向修饰的梦想。该项技术

的核心思路是针对目标位点 (基因组上特定的

DNA 序列) 设计并通过基因工程的方法构建特

定的核酸内切酶，使其能够特异识别、结合并

切割该靶序列，从而在基因组的特定位点造成

DNA 双链断裂  (Double strand break，简称

DSB)，最终利用细胞自身的 DNA损伤修复的容

错性造成靶位点序列产生突变[3]。目前 EEN 主
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要包括锌指核酸酶 (Zinc finger nuclease，ZFN)、

转录激活因子样效应物核酸酶  (Transcription 

activator-like effector nuclease，TALEN)、规律性

成簇间隔的短回文重复序列 (Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats，CRISPR) 

及相关蛋白  (CRISPR-associated，Cas) 系统 

(CRISPR/Cas系统) 等 3种类型。这种基于人工

核酸酶的新型基因组编辑技术原理简单、操作

简便，在应用上对物种或细胞没有选择性，因

此迅速成为拥有极其广泛发展前景和应用价值

的热门研究领域之一。由于该项技术在思路上

不同于传统的以胚胎干细胞为基础的基因打靶

策略，并且在实用性和适用性上均产生了质的

飞跃，因此笔者认为不妨借用对新型 DNA测序

技术的命名，将基于 EEN的基因组靶向突变技

术称为“新一代”基因组编辑技术。下面简单总

结、比较 EEN以及 EEN介导的基因组靶向修饰

的类型，并简单展望该项技术的发展前景。 

1  人工核酸内切酶的类型与比较 

1.1  ZFN 
ZFN 是 3 种人工核酸内切酶中最早被开发

并投入应用的。人们很早就了解到，生物体中

存在多种锌指蛋白 (Zinc finger protein，ZFP)，

它们的共同特点是包含数量不等 (通常为 3–7

个) 的锌指基序 (Zinc finger motif)，这些锌指

能够介导蛋白质与核酸、小分子或其他蛋白质

的特异相互作用。相当一部分 ZFP 能够特异识

别并结合基因组 DNA 上特定长度序列的靶位

点，从而作为转录因子对基因表达进行调控。

ZFN 技术即利用了这一特性。通过人工改造锌

指序列 (常用的是 C2H2类型的锌指) 中对识别

并结合DNA靶位点产生重要作用的几个关键位

置的氨基酸残基，通过基因工程的方法组装出

识别特定靶位点的 ZFP 结构域，并和一个能够

非特异切割 DNA 的核酸酶结构域 (造成 DNA

单链或双链断裂) 融合，便可得到有可能特异切

割靶位点的 ZFN。通常选择的切割结构域来自

细菌的 FokⅠ核酸内切酶，它需要在靶序列的下

游以二聚化的形式行使切割DNA的功能。因此，

在具体应用中，通常需要构建一对 ZFN 单体，

联合使用。通常每个 ZFN含有 3个锌指单元，

可识别 9 bp 的靶序列 (每个锌指单元大致识别

3个碱基)。两个靶序列分别位于 DNA上相反的

两条链上，并相距特定的间隔 (图 1A)。1996

年，首个人工合成的 ZFN被成功报道可在体外

实现对靶序列的切割[4]。2002 年，ZFN 首次成

功应用于个体水平，在果蝇中实现了基因的定

点突变[5]。随后数年，这一技术的应用范围被扩

充到多种生物体和培养细胞中，从而为很多模

式生物开创了反向遗传学研究的新天地[6]。 

遗憾的是，ZFN 技术在实际应用中存在很

多问题。首先，对于 ZFP 与 DNA 的识别与结

合规律人们了解得并不透彻。人工构建的 ZFN

和 ZFP通常由多个锌指组装而成，但是每个锌

指对其靶序列的识别与结合的能力和特异性受

上下文 (周边的锌指单元) 的影响非常大，并且

相邻的锌指之间存在着交错影响。经过多年研

究，人们对于 ZFN 与其 DNA 靶序列的相互作

用仅了解到非常有限的一些关联性，例如富含

G的靶序列更容易获得有效的 ZFN等，因而无

法直接根据所需要识别的靶序列构建相应的

ZFN[7]。为了获取一对能够有效工作的 ZFN，往

往需要测试或筛选数量非常可观的锌指序列组

合库，不但需要消耗相当大的人力物力，而且

最终的成功率也不高。同时，ZFN 的诱变效率 
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图 1  三种人工核酸内切酶的基本结构与组成 
Fig. 1  The structure and components of the three types of EENs. 

 
整体而言比较低 (在生物体中很多时候不超过

10%)[8]。此外，ZFN 还存在较高的脱靶效应 

(Off-targeting effect)，即除了切割指定的靶位

点，往往还会切割基因组上其他具有相似序列

的位点[9-10]。人们尝试过多种方法改进 ZFN 的

特异性，例如，通过突变 FokⅠ上特定的氨基酸

残基得到多种 FokⅠ变体，其中有些 FokⅠ变体

只有形成异源二聚体时才能组成有活性的内切

酶复合体，这样就可以部分减少脱靶效应。但

是，总体而言 ZFN 的特异性仍然不高。上述这

些局限性无疑大大增加了 ZFN 使用的难度。不

少研究组开发了各种 ZFP/ZFN 的构建与筛选方

案，以期能够解决这些问题，但是这一技术的

应用门槛始终相当高，一般只有少数商业公司

才有一定的把握筛选出具有一定靶点识别与切

割效率的锌指组合及其 ZFN。正在大家一筹莫
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展之际，TALEN 和 CRISPR/Cas 系统相继“从

天而降”，这才真正掀起了基因组编辑技术的一

场革命。 

1.2  TALEN 
TALEN的基本原理和 ZFN类似，也是由特

异识别靶序列的 DNA结合结构域和 FokⅠ切割

结构域融合而成，只是由特异性较强的 TALE

结构域替代了 ZFP。TALEN 的 DNA 结合结构

域来自于黄单胞菌属 (Xanthomonas) 植物病原

菌表达的一种类转录激活因子  (Transcription 

activator-like effector, TALE)。TALE包含多个 

(通常为 12.5–35.5 个) 串联的重复单元 (称为

TALE repeat)，各个单元的长度 (通常为 33–35

个氨基酸残基) 和序列骨架非常相似，仅第 12

位和第 13位的两个氨基酸残基存在着高度可变

性，称为重复可变双残基  (Repeat variable 

di-residue，简称 RVD)。2009 年，通过统计分

析和实验测试，两个研究组同时揭示了 TALE

重复单元的生物学功能——每个单元对应识别

靶基因上的一个 DNA碱基，是一种全新的 DNA

结合结构域[11-13]。此外，在识别并结合靶位点

方面，TALE重复单元相互之间基本没有影响，

而且所有能够识别 4 种碱基的单元都已发现。

仅仅 1年后，人们就证明由 TALE和 FokⅠ融合

得到的 TALEN 能够对靶位点进行特异切割与

高效突变[14] (图 1B)。TALE 重复单元与靶位点

这种精确的一一对应关系极大方便了研究者的

使用，从而免除了 ZFN 应用中大规模的筛选工

作。TALEN对靶位点序列的要求也非常宽松，

仅需要在靶序列 5ʹ端上游的第一个碱基为 T 即

可。同时，TALEN的切割与诱变效率虽然也存

在难以预测并且有时变动较大等问题，但平均

而言相对于 ZFN 要高很多。针对不同的位点，

TALEN 的活性/突变效率差异可以很大，在生物

体中从无活性到突变效率接近 100%都有可能[15]。

例如，在斑马鱼中，有将近 3/4 的位点 TALEN 

的突变效率可达 1%以上，有 1/4的位点的效率

可高于 50% (本实验室未发表数据)。此外，目

前的研究结果显示，TALEN的特异性非常好，

脱靶效应要比 ZFN 低得多 (有可能与其识别区

域长度很长有关)[16]。这些特性使得 TALEN技术

迅速发展起来，在很多领域取代了 ZFN的应用。 

TALEN技术应用的难点是 TALEN表达载体

的构建。TALE 结构域比较大，可达 600–800 个

氨基酸残基 (1 800–2 400 bp编码序列)，并且序

列高度重复，难以使用常规的 PCR、酶切连接

等分子克隆技术实现。多个研究组运用不同的

思路和工具，开发了各种构建 TALE和 TALEN

蛋白表达载体的方法，从而使得这一技术能够

为更多的人使用[8]。 

1.3  CRISPR/Cas 系统 
与 ZFN和 TALEN不同，CRISPR/Cas并非

基于与 DNA结合的转录因子改造而成，而是借

鉴了多种原核生物和古核生物中天然存在的一

套获得性免疫系统[17]。细菌能够捕获入侵的病

毒、质粒等外来核酸序列片段，并将其嵌入到

其基因组中一段高度串联重复并带有特定回文

结构的区域 (CRISPR)。这一区域能够被转录、

切割形成具有特定二级结构的小片段 RNA (称

为 CRISPR RNA，crRNA)。若细菌被带有同一

序列的外来核酸感染，这些 crRNA可在 CRISPR

相关蛋白 (Cas) 和其他 RNA (tracrRNA) 的辅

助下，以碱基配对的方式特异性识别外源入侵

序列，并通过各种不同的作用机制组装形成核
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酸酶切割复合物，降解入侵的核酸[2]。利用这一

特性，2012 年，通过改造研究得最为清楚、组

成最为简单的Ⅱ型 CRISPR/Cas系统 (仅由一个

Cas9 蛋白、一段带有 20 nt 识别序列的 crRNA

和一个通用的 tracrRNA组成)，人们在体外成功

实现了对携带有同样的 20 bp 序列  (称为

Protospacer) 的 DNA双链靶位点的特异切割[18]。

同时，研究人员还进一步简化了这个系统，将

上述两个 RNA 分子通过一段连接序列合二为

一，并且去除了不必要的区域，设计出一个长

度为 102 nt的 RNA分子，称为向导 RNA (Guide 

RNA, gRNA；也有文献称为单一向导 RNA，

single guide RNA，sgRNA)，并证明 Cas9-gRNA

的组合同样也能够实现对 DNA的靶向切割 (图

1C)。因此，CRISPR/Cas 系统又称 Cas9/gRNA

系统。半年后，两个研究小组使用人工构建的

CRISPR/Cas 系统成功地在包括 iPS 细胞在内的

多种体外培养的人类细胞中实现了对基因组特

定位点的切割与诱变[19-20]，从而开创了这一新

技术在活体中的应用。 

与 ZFN和 TALEN相比较，CRISPR/Cas系

统不是通过蛋白与核酸的相互作用，而是通过

核酸与核酸之间的碱基互补配对作用来识别并

结合靶序列，这使其原理和操作更为简单。

CRISPR/Cas系统要求的靶位点序列规则也仅需

要在识别区域的 3ʹ端下游的 3 个碱基为 NGG 

(称为 Protospacer adjacent motif，简称 PAM)[18]。

在实际应用中，对于不同的靶位点，只需改变

gRNA，Cas9蛋白则都是相同的，无需重新设计

与构建；负责识别不同靶序列的 gRNA 的长度

非常短，可以通过多种方式在体外快速合成或

快速构建体内表达系统。由此可见，CRISPR/Cas

系统在应用的简便性上具有巨大的优势。此外，

还可以构建多个 gRNA，与 Cas9 共同导入生物

体或细胞内，这样就有可能实现对多个靶位点

的同时切割与突变。目前来看，CRISPR/Cas系

统对靶位点的切割及诱变效率与 TALEN 大致

相当，不过，该系统对靶位点的选择性仍有待

深入研究。 

作为一种最新的基因组靶向诱变技术，

CRISPR/Cas系统目前存在的一个最值得关注的

问题应该是其潜在的脱靶效应。目前至少有两

方面的因素会影响到该系统的特异性。一方面

涉及到靶序列的长度。CRISPR/Cas系统以单一

复合体的形式起作用，其识别的靶位点的长度

固定为 20 bp，短于一对 TALEN通常所联合识

别的 30–40 bp。更重要的影响因素涉及到其识

别靶序列的机制——碱基互补配对往往会表现

出一定的容错性。有报道表明，在人类细胞系

中某些 CRISPR/Cas 存在着相当可观的脱靶切

割效率，这些脱靶效应很可能是由于碱基错配

所导致的[21-24]。有研究组设法突变 Cas9蛋白，

将其改造为只能切割一条DNA单链的核酸缺刻

酶 (Nickase) Cas9n，从而可以像 ZFN和 TALEN

一样使用一对识别相反链的 Cas9n/gRNA 组合实

现双链切割，以增加靶位点的序列长度，降低

脱靶效应[19,23,25]。为了避免或尽量减少碱基错配

造成的脱靶效应，部分提供靶位点设计的网络

在线工具也增加了预测潜在脱靶位点、以供用

户选择特异性较高的 gRNA 的辅助功能[25]。总

体而言，关于 CRISPR/Cas系统潜在脱靶效应的

问题尚需进一步的研究和探索。 

ZFN、TALEN、CRISPR/Cas系统的简要发

展历程和比较如图 2和表 1所示。 
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图 2  基于人工核酸内切酶的新一代基因组编辑技术的简要发展历程 
Fig. 2  A brief summary of the developmental progress of the EEN-mediated new-generation genome editing 
technology. 
 
表 1  三种人工核酸内切酶的特征比较 
Table 1  Comparison of the three types of EEN (engineered endonuclease) 

EEN type 
DNA binding 

element 
DNA cleavage 

element 
Need to screen for specific and 

effective DNA binding elements?
Construction of 
vectors/plasmids 

Targeting 
efficiency 

Targeting 
specificity

ZFN Zinc finger 
motif 

FokⅠdimer Yes Simple Low Low 

TALEN TALE repeat FokⅠdimer No Complicated High High 

CRISPR/Cas gRNA Cas9-RNA 
complex 

No Very simple High To be 
determined

 
2  借助人工核酸内切酶技术的基因组定

点修饰方法 

各种人工核酸内切酶所主要解决的问题都

是针对染色体/基因组上所设计的靶位点实现特

异切割、造成 DSB。而借助于 DSB对基因组进

行靶向编辑主要包括以下 3种策略。 

2.1  单 DSB 导致的 indel 突变 
非同源末端连接  (Non-homologous end- 

joining，NHEJ) 是细胞自发修复 DSB 造成的

DNA损伤的一种主要方式。细胞内的 DNA发生

DSB后，各种修复因子可将断裂产生的两个 DNA

末端直接连接起来。这一连接过程常常不够精确，

往往可能发生小片段的插入和 /或缺失 (Small 

insertion/deletion，indel)。如果 indel破坏了基因

的读码框或提前引入翻译终止位点，那么就有

可能破坏基因的功能和/或表达，造成该基因产

生突变。在实际应用过程中，这一策略只需将

人工核酸内切酶引入到生物体或培养细胞后，

不需要进行其他操作，等待适当的时间后对
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indel诱变效率进行检测即可[6]。 

大部分已报道的人工核酸内切酶的应用均

使用的是 NHEJ-indel 诱变策略。这一方法所得

到的突变等位基因的类型不可控制，因此绝大

多数情况下只能对基因进行功能破坏性突变操

作。在应用这一策略的时候，需要注意所选择

的靶位点应该位于基因编码区比较靠前的外显

子中 (但是要在翻译起始密码子 ATG之后)，并

且最好在编码某个重要功能结构域的序列之

前，这样突变后才能使整个蛋白失去正常作用。

同时需要注意可变剪接、多重转录本，以及潜

在的下游可选翻译起始位点等问题，尽量选在

确定能够完全破坏整个基因功能的区域。 

2.2  双 DSB 介导的基因组大片段删除  
NHEJ-indel 策略只能应用于单个蛋白编码

基因，对于希望破坏非编码 RNA基因、基因组

顺式作用元件 (调控序列)、多个基因、多个转

录本、多个剪接变体，或基因簇等情况，或是

针对较大的或情况比较复杂的蛋白编码基因，

包括希望去除某些特定的功能结构域等，indel

往往难以达到预期目的。这时可以同时使用两

组/两对人工核酸内切酶，使其分别识别基因组

上两个不同的位点，在间隔一定距离的 DNA双

链上造成两个 DSB，这样就有可能在 NHEJ 介

导的修复连接时，将两个位点两侧的序列直接

连接起来，而丢掉两个 DSB之间的区段。这样

获得的突变类型属于大片段的缺失突变 (Large 

fragment deletion)。删除片段的长度可长可短，

有的甚至可长达百万碱基对 (Mbp)。 

这一策略最初在人类细胞中报道[26]，随后

在其他物种中也得到了应用，可顺利实现对

miRNA簇的删除等[27]。不过，大片段删除的效

率显著低于单点 indel的突变效率，而且还会随

着两个位点之间的距离增大而进一步下降。 

2.3  同源重组介导的基因组精确修饰 
同源重组 (Homologous recombination，HR)

或同源介导的修复 (Homology directed repair，

HDR) 是传统上在小鼠中应用的基因组定点修

饰方法。通过引入两侧各带有一段和靶位点序

列一致的同源臂 (Homologous arm) 的外源供

体 (Donor) DNA，细胞染色体能够以很低的效

率 (约 10–6量级) 与供体 DNA发生同源同组，

从而将外源序列精确地置换到基因组中。由于

天然发生的同源重组的效率太低，因此往往需

要通过在供体 DNA上添加正、负筛选标记并优

化条件，并且筛选足够多的细胞，才有可能在

众多细胞株中找到成功发生同源重组的细胞。

因此，这一方法很难在缺乏有效筛选策略的生

物体中实现。 

曾有报道，在靶位点附近造成双链断裂或

单链缺刻可极大地提高重组效率。因此，人工

核酸内切酶技术出现后，人们便开始尝试用它

提高 HR的效率，以便在整体动物水平实现对基

因组的精确修饰。结果表明，在同源重组的目

标序列附近设计人工核酸内切酶造成 DSB后，

能将细胞中的重组效率提高 3–4 个数量级，极

大地方便了筛选工作[28]。同时，在很多传统上

无法实现同源重组的物种中 (如斑马鱼)，使用

人工核酸内切酶定点切割也顺利实现了外源序

列的精确整合[29]。 

同源介导修复的最大特点是可以精确地操

控和编辑基因组，借此可以实现精确的点突变 

(Point mutation)、基因修复 (Gene correction)、

基因敲入  (Gene addition)、基因替换  (Gene 
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replacement) 等，从而在疾病治疗、基因标记、

特殊突变体构建等领域发挥重要作用。需要注

意的是，人工核酸内切酶介导的同源重组效率

仍然大大低于单点 indel效率，同时两者之间还

存在竞争关系，需要在重组供体上设计一些可

供筛选的序列或其他分子标记。 

3  人工核酸内切酶应用前景与展望 

目前，对于这 3 种 EEN，ZFN 基本上已经

完全被 TALEN代替，TALEN则跟 CRISPR/Cas

系统并存，两者各有千秋。TALEN的优势是特

异性高、脱靶效应较低；CRISPR/Cas系统的优

势则是使用简便、成本低。不过，由于两者真

正应用的时间都很短，TALEN技术建立迄今不

足 5年，CRISPR/Cas系统体系则仅两年多，因

此都存在一些问题有待深入研究。例如，两种

基因打靶体系都依然需要优化，应用范围与方

式需要进一步拓展，作用机制仍有待深入研究；

TALEN的成功率与靶点效率预测、CRISPR/Cas

系统的成功率与特异性/脱靶效应、毒性与安全

性等都有待进一步评估与优化。什么样的位点

能够获得较高的突变效率？CRISPR/Cas系统的

特异性/脱靶效应究竟如何？这些问题仍有待谨

慎探索。 

展望未来，这一技术至少会在以下几个领

域中发挥越来越广泛而重要的作用： 

1) 对模式生物基因组的操控。借助于EEN，

对任意模式生物的基因组进行定点编辑已经由

梦想逐渐变成了现实，反向遗传学研究方法也

得到了飞跃式的发展。这一方法使得不少传统

上缺乏反向遗传学工具的模式物种 (例如斑马

鱼、大鼠) 的基因功能研究工作的难度大大降

低，也节省了已有其他基因定点突变工具的模

式物种的突变体构建时间 (例如小鼠、果蝇)，

同时还为很多以前研究不够充分的物种提供了

几乎是唯一的可用工具 (包括很多灵长类和众

多非传统模式物种在内)。 

2) 在体外培养细胞中的应用。利用人工核

酸内切酶，可同样有针对性地操作、编辑体外

培养细胞的基因组。由于 CRISPR/Cas工具极其

容易应用的特性，特别是其 gRNA 可以高通量

构建，有研究人员已经开始着手构建人类细胞

全基因组的靶向 gRNA 库，相信在不久的将来

就可以实现大规模的、全基因组范围的正向或

负向选择性功能筛选。 

实际上，这场革命不仅使模式生物和体外

培养细胞的研究受益，而且必将产生更深远的

影响。我们有理由乐观地憧憬，大众化的 EEN

技术很有可能会像当年的分子克隆、PCR 技术

一样进入最普通的实验室，成为任何一个涉及

到核酸研究的实验室必备的常规工具。 

3) 在疾病基因治疗方面的应用。通过特异

性修饰基因组的特定序列，人工核酸内切酶技

术为基因治疗带来了新的希望。将这项技术跟

iPS等干细胞技术相结合，其应用前景更是不可

限量。这方面的工作目前主要集中在体外培养

的人类细胞中，相关的尝试包括使用 ZFN 破坏

T 细胞内 HIV 入侵至关重要的受体蛋白

CCR5[30]、使用 TALEN介导的 HDR原位修复镰

刀形红细胞贫血症、地中海贫血症、隐性营养

不良性大疱性表皮松解  (Recessive dystrophic 

epidermolysis bullosa，RDEB) 等相关致病基因

等[31-33]。这方面由于 ZFN发展历史较长，对其

细胞毒性、脱靶活性等方面的研究也较为充分，
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因此目前在这个领域暂时走在前面。笔者相信，

在不久的将来，TALEN 和 CRISPR/Cas 系统会

奋起直追，在这一领域大显身手。同时，由于

这一领域对于脱靶效应的要求会格外严格，因

此，CRISPR/Cas系统更需要在这方面充分研究

和分析论证。 

4) 在经济物种中的应用。将人工核酸内切

酶应用于经济动物  (家禽家畜 ) 或经济植物 

(农作物) 无疑也是一个非常令人期待的方向。

通过特异性编辑和调控与家畜、作物相关性状

有关联的基因，可实现对抗病、抗逆、产量、

品质、生长条件等方面的性状改良，有可能大

大缩短育种周期，并且实现精准育种。目前，在

猪、牛等大型家畜[34-36]和家蚕、烟草、玉米等多

种培养动植物中均已有相关的尝试和报道[37-38]。

跟疾病治疗方面的应用类似，这方面的应用也

要特别注意安全性、脱靶活性等问题。此外，

由于涉及到基因操作，EEN 技术为传统的转基

因作物的安全性评估与管理带来了新的挑战，

同时，也为此带来了新的思路和出路。 

EEN 的应用绝不仅限于上述 4 个领域。例

如，EEN 技术还可以用于改造宠物的形态、行

为等特征，使其更加多样化、更贴近人类的需

求等。总之，EEN 技术既为生命科学基础理论

研究，又为跟人类健康与生活密切相关的经济

物种改良和人类疾病治疗带来了全新的方法和

希望。正是由于预见到其强劲的发展势头，

TALEN和 CRISPR/Cas系统分别被美国《科学》

杂志评为 2012 和 2013 年度的十大科学进展之

一，TALEN被誉为“基因组巡航导弹” (Genomic 

cruise missiles)，CRISPR/Cas系统则被誉为“大

众 化 的 基 因 组 微 型 手 术 刀 ” (Genetic 

microsurgery for the masses)。一个全新的技术出

现仅仅两年之后，马上又被另一个更新的技术

所超越，回首各种生命科学研究技术的发展，

这样的例子可以说在历史上绝无仅有。最后，

一个令人感兴趣的悬念是：CRISPR/Cas系统是

反向遗传学技术的终极版本吗？还会有更简便

的工具和/或方法出现吗？让我们拭目以待。 
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