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敲除 L-periaxin基因的大鼠 RSC96细胞系的建立 
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梁敏, 彭婷婷, 石亚伟. 敲除 L-periaxin基因的大鼠 RSC96细胞系的建立 . 生物工程学报, 2016, 32(12): 1735–1744. 

Liang M, Peng TT, Shi YW. Establishment of L-periaxin gene knock-out RSC96 cell line. Chin J Biotech, 2016, 32(12): 1735–1744. 

摘  要 : 轴周蛋白 (Periaxin) 是外周神经系统非致密性髓鞘中特异表达的蛋白，编码 Periaxin 的基因经由选择

性剪接产生两种蛋白异构体 L-periaxin 和 S-periaxin，对髓鞘形成的初始化有重要作用。至今在 Periaxin 基因上

已发现有 18 种不同的位点突变导致外周脱髓鞘神经疾病腓骨肌萎缩症 4F 亚型 (CMT4F) 的发生。利用转录激活因

子样效应物核酸酶 (TALENs) 靶向基因敲除技术对大鼠 RSC96 细胞的 periaxin 基因进行敲除，根据 TALENs 设计

原则，确定 L-periaxin 基因的敲除靶点在其编码 NLS 结构域部分，设计相应的 TALEN 左臂与右臂的识别序列，构

建含上述识别序列的 L-periaxin 基因敲除载体 TALEN-L 和 TALEN-R，并将其转入 RSC96 细胞，经嘌呤霉素药物

筛选，获得 L-periaxin 基因敲除细胞株，经测序确认大鼠 RSC96 细胞中的基因组中 L-periaxin 基因区段已被敲除，

成功构建了 L-periaxin 基因敲除细胞模型。计算 L-periaxin 基因敲除载体的突变率为 21.6%。Western blotting 实验

证明，在 RSC96 细胞中只能检测到 S-periaxin 蛋白的表达。通过流式细胞术及 MTT 实验检测基因敲除细胞的细胞

周期和生长速度，发现敲除 L-periaxin 基因的细胞生长速度缓慢，G1 期细胞增多，S 期细胞减少。 

关键词 : periaxin，基因敲除，RSC96 细胞，TALEN 技术  

Establishment of L-periaxin gene knock-out RSC96 cell line 
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Abstract:  Periaxin, a protein of noncompact myelin, is specifically expressed in the peripheral nervous system (PNS). 

生物技术与方法
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There are two protein isoform L-periaxin and S-Periaxin by alternative splicing of periaxin gene, playing an important role 

in the initiation of myelin formation. So far, 18 different mutation sites in L-periaxin gene have been found to induce the 

peripheral demyelinating neurological charcot-marie-tooth diseases subtype 4F (CMT4F). The technique of activation of 

transcription activator-like effector nucleases (TALENS) was used to knock out the L-periaxin gene in RSC 96 cell line of 

Rattus. According to the design principle, the knock-out site of L-periaxin was assured to NLS domain of L-periaxin, which 

is target sequence of left and right arms of TALEN. The knock-out vectors of TALEN-L and TALEN-R were established 

and transfected into RSC96 cell. After puromycin screening, L-periaxin was knocked out successfully in RSC96 cell, which 

is confirmed by DNA sequence. The mutation efficiency is 21.6%. S-periaxin, not L-periaxin can be detected by Western 

blotting in L-periaxin gene knock-out RSC96 cell. The cell growth rate was decreased and the number of cells in G1 

increased and decreased in S phase in L-periaxin gene knock-out RSC96 cell by flow cytometry and MTT assay. 

Keywords:  periaxin, gene knock-out, RSC96 cell, TALENs 

Periaxin 是施万细胞中特异表达的支架蛋

白之一[1]，参与髓鞘成熟及稳定[2-3]。Periaxin蛋

白在周围神经纤维发育早期即可表达，在髓鞘

中的定位是逐渐变化的，在髓鞘形成过程中，

其表达在近轴突膜上 (靠近轴突)，但髓鞘成熟

后，它定位在远轴突膜上  (靠近基底膜 )[4]。

Periaxin敲除的小鼠髓鞘纤维可正常发育[5]，但

是细胞质带 (Cajal带) 被破坏，并且施万细胞在

神经发育过程中的伸长程度受损[6]，导致节间距

离减小，使神经传导速度降低，影响运动功能。

Periaxin 的突变也会导致多种神经疾病，包括先

天性肌营养不良、神经纤维瘤病和麻风病[7]。至

今在 Periaxin 基因上已发现有 18 种不同的位点

突变可能导致外周脱髓鞘神经疾病 CMT4F 亚型

的发生[8]。Periaxin根据 mRNA剪接方式的不同

可以编码 L-periaxin和 S-periaxin两种蛋白亚型，

分别含有 1 461个氨基酸和 147个氨基酸[9-10]。 

TALEN (Transcription activator-like effector 

nucleases) 转录激活子样效应因子核酸酶，是继

归巢核酸内切酶 (Homing endonucleases)、锌指

核酸酶 (Zinc finger nucleases, ZFNs) 技术之后[11]，

发展起来的又一种对靶向基因进行修饰的新技

术。转录激活因子样效应子  (Transcription 

activator-like effectors，TALEs) 最初发现于植物

病原黄单胞菌中，可以特异性地识别并结合一定

的 DNA序列[12]；ForkⅠ是一种 sⅡ 型限制酶，在

二聚体的状态下存在切割活性[13]。TALE 核酸酶 

(TALENs) 即是由 TALEs 构成 DNA 结合结构域

与内切核酸酶 ForkⅠ构成的切割结构域构成。 

TALE蛋白的 DNA 结合结构域是由数量可

变且高度保守的重复单元组成，一般情况下，

34个氨基酸组成一个重复单元，每个重复单元序

列中第 12、13位的氨基酸特异识别 DNA链中的

A、T、G、C碱基[14]。这样一个能够识别单一碱

基的 TALE 蛋白可作为一个单独的基本单元模

块，多个这样的模块按照一定的顺序串连组合，

可识别特定的 DNA 序列。所以 DNA 序列中的

每一个碱基的识别都需要一个对应的基本单元

模块，即编码 34个氨基酸的 TALE重复序列。 

2009年，各个重复单元特异识别的 DNA碱

基被破译。12、13 位氨基酸与碱基之间的对应

分子密码为：NI对应 A，HD对应 C，NG对应

T，NN对应 G/A[11]。根据 TALE-DNA分子密码，

将识别目的序列上各个碱基的 TALE 单元依次

连接，构成可识别完整碱基序列的 TALEs；并

与 ForkⅠ酶相连接即形成 DNA 酶 TALEN[15]。
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两个 TALEN单体的结合位点间的距离要适当，

并且反向相对，使得 ForkⅠ的两个单体能在一

处聚集并形成具有切割活性的二聚体，从而定

点剪切 DNA[16]。 

RSC96 细胞株是原代大鼠施万细胞经长时

间培养后自发转化而成的[17-18]，为了进一步研

究 L-periaxin基因在髓鞘形成过程中的作用，我

们利用 TALEN 技术构建了一对针对 L-periaxin

基因的 TALENs 载体，获得了敲除 L-periaxin

基因的 RSC96 细胞株，为后续研究其在髓鞘形

成过程中的作用及腓骨肌萎缩症的防治提供了

实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

克隆菌株 E. coli X10由本实验室保存；大

鼠施万细胞 RSC96 购自武汉博士德生物公司，

用含 10%无支原体胚胎牛血清的 DMEM (含葡

萄糖 4.5 g/L，含丙酮酸钠 0.11 g/L) 培养液在

37 ℃、5% CO2及饱和湿度的培养箱中培养。 

本实验中载体构建使用上海斯丹赛生物技

术有限公司 TALEN试剂盒中：A、T、G、C 四

种 TALE基本单元模块 (即多个能够识别 A、T、

G、C 四个碱基的 TALE 蛋白)，L15: cmv-sp6- 

NLS-TAL-T-IRES-puro-pA，R11: cmv-sp6-NLS- 

TAL-T-pA作为左右臂载体。 

兔抗 L-periaxin及 S-periaxin多抗购自上海

艾比玛特生物医药有限公司，山羊抗兔抗体购

自北京中杉金桥生物技术有限公司。 

1.2  TALEN 质粒的构建与鉴定 

按照 TALENs设计原则在 TALEN序列设计

软件中 (https://tale-nt.cac.cornell.edu/) 确定 L- 

periaxin基因敲除靶位点，选用位于 NLS2结构

域的一段基因作为靶点，并在其上下游分别设

计相应的 TALEN 左臂识别序列、TALEN 右臂

识别序列 (表 1)。 

按照 TALEN 试剂盒构建方法，通过反复的

酶切-连接反应构建可特异识别 periaxin基因左、

右臂的 TALEN 重复序列，并将 TALEN 左、右

臂识别序列分别与 cmv-sp6-NLS-TAL-T-IRES- 

puro-pA、cmv-sp6-NLS-TAL-T-pA (质粒图谱见 

图 1，由上海斯丹赛生物技术有限公司提供) 载

体重组，分别命名为 TALEN-L与 TALEN-R。 

1.3  细胞培养、转染及药筛 

将 DMEM (含葡萄糖 4.5 g/L，含丙酮酸钠 

0.11 g/L)培养基中加入 10%胎牛血清，向培养

RSC96 细胞的培养瓶中加入 4–5 mL 培养基后，

置于 37 ℃、含 5% CO2的饱和湿度培养箱中培养。

细胞 6 h后可贴壁，1–2 d后可更换细胞培养液，  

2–3 d后可传代。取生长状态良好的 RSC96细胞，

于转染前一天接种于培养皿中，当细胞密度达到

70%–80%时，将 TALEN-L、TALEN-R与 pEGFP- 

N1 共转染进入细胞。取 2 μg TALEN-L、2 μg 

TALEN-R、0.5 μg pEGFP-N1与 6 μL脂质体混匀

后室温孵育 20 min，加入细胞中。将转染后的

RSC96细胞置于 Delta Vision下观察，确定转染效

率达到 70%后，加入 16 μg/mL嘌呤霉素进行药 

 

表 1  大鼠 L-periaxin 基因的靶点信息 

Table 1  The target information of Rattus L-periaxin gene 

Left target (5'–3') Cleavage site Right target (5'–3') 

CCCAAGTTCTCCCGAT TGCGTCGGGGCCTTA AAGCCGATGCTGTCAAGGGA 
GGGTTCAAGAGGGCTA ACGCAGCCCCGGAAT TTCGGCTACGACAGTTCCCT 
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图 1  TALEN 质粒图谱 (左图为连接可识别 TALEN 左臂，即靶位点上游序列的 TALEN 重复序列的载体；右图为

连接可识别 TALEN 右臂，即靶位点下游序列的 TALEN 重复序列的载体) 

Fig. 1  The plasmid profile of TALEN. Left: connecting-vector of TALEN-L; Right: connecting-vector of TALEN-R. 
 

筛。药筛 3 d 后，得到成功转入 TALEN-L 和

TALEN-R 的细胞，用无抗性的培养基再培养  

数日。 

1.4  TALEN 表达载体的活性检测及突变率

检测 

根据 periaxin 基因序列在位于编码 NLS 结

构域的打靶位点上下游各 300 bp 处设计引物

Sense (5'-CCCCTGTCCACTCACTGTGAGATT 

C-3') 和 Antisense (5'-GGCTCCTAGCCCAAGG 

GTTGGCAGG-3')，以药筛后的 RSC96细胞全基

因组 DNA为模板，PCR扩增目的片段。将扩增

产物测序。再将PCR产物连接到 pMD18-T载体，

进行单克隆测序，以单克隆测序结果中含有基

因突变的序列数占所有测序序列数比例，确定

质粒的突变率。 

1.5  单克隆筛选 

消化经过药筛的细胞接种 96孔板，挑选单

个细胞继续培养，并将细胞克隆编号。待细胞

长至一定数量，将不同编号的细胞分别收取少

量细胞进行鉴定，其余细胞继续培养、冻存，

用于后续研究。收取的少量细胞分别提取基因

组 DNA，以上述 Sense和 Antisense为引物，PCR

扩增 TALENs 作用靶位点处上下游共约 650 bp

片段，经 T7E1酶酶切后，通过琼脂糖凝胶检测，

如果出现杂带，则证明该单克隆细胞株为突变

型。之后将鉴定为突变的细胞克隆的 PCR 产物

分别与 pMD18-T克隆载体连接，每个克隆挑取

至少 10 个单菌落测序。采用同源性分析软件

(DNAMAN) 进行序列比对，分析确定突变类型。 

1.6  Western blotting检测细胞中Periaxin蛋

白表达情况 

收集 L-periaxin 基因敲除成功的 RSC96 细

胞及对照组 RSC96细胞，提取细胞总蛋白，BCA

法测蛋白浓度。将待测样品置于聚丙烯酰胺凝

胶上，电泳后转移到硝酸纤维素膜 (上海生工生

物工程股份有限公司) 上。经过封闭后，用兔抗
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L-periaxin 及 S-periaxin 多抗 (上海艾比玛特生

物医药有限公司) 4 ℃过夜孵育，加入 1∶1 000

稀释的辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG (北

京中杉金桥生物技术有限公司)，室温振荡 2 h

后洗涤，显色。 

1.7  RSC96 细胞、L-periaxin 缺失的 RSC96

细胞和体外转染 L-periaxin 的 RSC96 细胞的

生长曲线的绘制 

分别取对数生长期的 RSC96细胞、L-periaxin

缺失的 RSC96 细胞和体外转染 L-periaxin 的

RSC96细胞接种于 96孔板，每孔 3 000个细胞，

每组 9个复孔，分别于接种后的第 12、24、36、

48、60、72 h加MTT (5 mg/mL)，20 µL/孔，37 ℃、

5% CO2温箱中继续孵育 4 h，弃上清后加 DMSO 

150 µL/孔，37 ℃振荡 10 min，使结晶充分溶解，

于 490 nm波长处在酶联仪上测定各孔吸光度值，

以时间为横轴、吸光度值为纵轴，绘制 3 组细胞

生长情况柱状图。 

1.8  流式细胞术检测细胞周期 

分别将 1×106个 RSC96细胞、L-periaxin缺

失的 RSC96 细胞和体外转染 L-periaxin 的

RSC96细胞种植于 35 mm培养皿，培养过夜之

后换无血清培养液培养 24 h后收集细胞。用 70%

冰冷的乙醇 4 ℃固定 2 h，3 000×g离心 5 min，

细胞经 PBS 清洗后重悬于含 50 μg/mL 的 PI 

(Propidium iodide, 碘化丙啶 ) 和 100 μg/mL 

DNase-free RNase的 PBS溶液中。样品在 37 ℃避

光放置 15 min后用流式细胞仪测定 DNA含量。 

2  结果与分析 

2.1  TALEN 表达载体鉴定 

构建 TALEN表达载体的设计中 TALEN左

臂识别序列长度为 15 bp，其中每一个碱基的识

别需要一个对应的基本单元模块，即编码 34个

氨基酸的 TALEN重复序列 (102 bp)，所以识别

15 bp 需要的 TALEN 重复序列为 1 530 bp 

(102×15 bp)，另外 L15空载体 BamHⅠ和 EcoRⅠ

酶切位点之间有 803 bp，所以一旦构建成功的

TALEN-L双酶切后得到的片段大小应为 2 333 bp 

(1 530+803 bp)；同理，TALEN右臂识别序列为

18 bp，双酶切后得到的片段大小为 2 639 bp。

将构建的重组质粒 TALEN-L 与 TALEN-R 用

BamHⅠ和 EcoRⅠ进行双酶切鉴定，0.7 %琼脂

糖凝胶电泳显示 (图 2)，TALEN-L 得到了约   

2 333 bp的目的片段和约 4 570 bp的载体片段；

TALEN-R 得到了约 2 639 bp 的目的片段和约  

3 386 bp的载体片段，酶切结果揭示 TALEN表

达载体构建成功。 

2.2  TALEN表达载体活性检测及突变率计算 

将 TALEN-L、TALEN-R质粒与 pEGFP-N1

共转染 RSC96细胞 48 h后，利用 Delta Vision

拍照，观察转染效率。结果显示，其转染效率

达到 70% (图 3)。 

 

 
 
图 2  TALEN质粒经 BamHⅠ和 EcoRⅠ酶切后的电

泳结果 

Fig. 2  Enzymatic digestion of TALEN-L and TALEN-R 

with BamHⅠand EcoRⅠ. 
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图 3  TALEN 质粒转染 RSC96 细胞 48 h 后转染效果 

Fig. 3  Effect of transfection RSC96 cell with TALEN-L and TALEN-R after 48 h. 

 
 

将转染 TALEN-L和 TALEN-R质粒的RSC96

细胞加入 16 μg/mL嘌呤霉素进行药筛 3 d，部

分细胞死亡，仍有贴壁存活细胞，且状态良好。

加入培养基继续培养，数天后，收集转染成功

的 RSC96 细胞提取基因组 DNA (图 4A)。PCR

扩增 TALENs 作用靶位点处上下游可见 650 bp

片段 (图 4B)，PCR产物测序结果显示，打靶位

置处的序列出现套峰，说明打靶成功(图 4C)。

将该 PCR产物连接 pMD18-T载体，挑选 13个

菌落通过自身引物筛选，目的片段大小仍为  

650 bp (图 4D)。依据筛选结果，将 1–8和 10–11

号质粒送测序。测序结果显示，2号质粒缺失 1 bp；

3号质粒缺失 7 bp；5号质粒缺失 6 bp，表明该

质粒有活性，质粒的突变效率为 21.6%，可以用

于后续实验 (表 2)。 

2.3  periaxin 缺失单细胞克隆的筛选 

为制备 periaxin基因敲除细胞系，利用脂质

体转染法将 TALENs表达载体转染 RSC96细胞，

通过挑取单克隆法获得 30个细胞克隆。采用T7E1

酶切和测序的方法确定细胞克隆的突变类型。 

用 T7E1 酶分别酶切每个克隆的 PCR 产

物，未转染 TALENs的细胞作为对照。结果显 

 
 

图 4  TALEN 质粒活性检测结果 (A: TALEN 敲除

L-periaxin 后的 RSC96 细胞基因组提取结果；B: 以

基因组为模板对打靶位置进行 PCR 扩增结果；C: 打

靶位置 PCR 产物进行测序结果；D: 打靶位置 PCR

产物连接 T 载体的筛选结果) 

Fig. 4  Detection of TALEN plasmid activity. (A) 
Genome extraction from L-periaxin knock-out RSC96 
cell. (B) PCR results of L-periaxin gene targeting 
position. (C) Sequencing results of L-periaxin gene 
targeting position. (D) Screening results of PCR 
product connected with T-vector. 
 

示，编号为 G4的细胞株的 PCR产物经 T7E1酶

切后出现两条带 (图 5A)，该细胞株为突变体。 
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表 2  L-periaxin 基因突变细胞克隆的打靶情况 

Table 2  The targeting position of L-periaxin mutation in cell cloning 

Left target (5'–3') Cleavage site Right target (5'–3') 

WT CCCAAGTTCTCCCGAT tgcgtcggggcctta AAGCCGATGCTGTCAAGGGA 
2 CCCAAGTTCTCCCGAT tgcgtcgggg-ctta AAGCCGATGCTGTCAAGGGA-1 
3 CCCAAGTTCTCCCGAT tgcgtcggg------- -AGCCGATGCTGTCAAGGGA-7 
5 CCCAAGTTCTCCCGAT tgcg--------cctta AAGCCGATGCTGTCAAGGGA-6 

“-”: the lack of base number. 
 

 
图 5  TALEN 敲除 L-periaxin 的 RSC96 细胞突变株的鉴定 (A: 正常 RSC96 细胞株及编号为 G4 的 TALEN

敲除细胞株靶位点处 PCR 产物的 T7E1 酶切结果对比；B: 正常 RSC96 细胞株及编号为 G4 的 TALEN 敲除细

胞株靶位点处测序结果比对) 

Fig. 5  Identification of TALEN knock-out L-periaxin RSC96 cell line. (A) Digestion of the genome of RSC96 and 
knock-out L-periaxin RSC96 cell(G4) with T7E1. (B) Comparison of the sequence between RSC96 and knock out 
L-periaxin RSC96 cell(G4)by TALENs. 

 

又依据其 PCR 产物测序峰图判断 (图 5B)，其

为单拷贝敲除的 RSC96 细胞株系。之后以同样

的方法进行二次敲除，最终得到一株 periaxin

敲除的 RSC96 细胞。从测序结果可以看出，所

取得的单克隆细胞系中，periaxin基因的一个拷

贝出现了 23 bp的碱基缺失 (图 5B箭头指向缺

失碱基位置)，另一个拷贝出现了 1 bp的碱基缺

失，从而导致该缺失位点以后阅读框移码的改

变，终止密码子提前出现，后续 1 376个氨基酸

不能正常表达，不能产生 L-periaxin基因编码的

蛋白。 

2.4  Western blotting 检测 TALEN 敲除细胞

中 Periaxin 蛋白表达 

L-periaxin和 S-periaxin的抗体均为 C端抗

体，经过 Western blotting检测可发现，对照组

的 RSC96 细胞既有 L-periaxin 的表达，也有

S-periaxin 的表达；而敲除 L-periaxin 的 RSC96

细胞中，由于打靶位置之后的 1 376个氨基酸均

不能正常表达，L-periaxin C端的抗体检测不到

L-periaxin的表达，只有 S-periaxin的 C端抗体

检测到 S-periaxin的表达 (图 6)。 

2.5  MTT 法测细胞生长 

通过 MTT 法检测对照组  (WT)、敲除组

(periaxin-/-)、体外转染 L-periaxin组 (periaxin+/+) 

3 组细胞的生长状况。结果显示 (图 7)，敲除

L-periaxin后细胞生长速度较正常细胞及体外转

染 L-periaxin 基因的 RSC96 细胞均降低，说明

L-periaxin基因可能对细胞生长有一定的促进作 
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图 6  Western blotting 检测细胞中 Periaxin 蛋白表达 (A: TALEN 打靶位点及 L-periaxin 和 S-periaxin 抗体

对应的抗原表位区域；B: Western blotting 检测敲除 L-periaxin 的 RSC96 细胞的 Periaxin 蛋白表达结果) 

Fig. 6  Detection the expression of Periaxin in RSC96 cell by Western blotting. (A) Knock-out target position of 
TALEN and antigen epitope regions corresponding to antibodies in L-periaxin or S-periaxin. (B) Detection the 
periaixn in TALEN knock-out L-periaxin RSC96 by Western blotting. 
 

用，敲除后影响了细胞的生长。采用 SPSS软件

处理数据，计量资料以( x ±s)表示，组间比较采

用独立样本均数 t检验，率的比较采用 χ2检验，

P<0.05为差异有统计学意义。 

2.6  流式细胞术检测细胞周期 

为了进一步验证 L-periaxin基因对细胞生长

的影响，对照组、敲除组和过表达组 3组细胞周

期利用流式细胞仪进行检测，结果显示 (图 8) 

敲除组 S期比例与对照组相比减少了 14.94%，由

此可见敲除 L-periaxin 通过抑制细胞的 S 期 

(即 DNA合成期)，达到抑制细胞增殖，同时也 

 
 

图 7  MTT 法检测细胞活力 
Fig. 7  Cell viability was determined by the MTT assay. 

Error bars represent x ±s of triplicate experiments. *P<0.05; 
**P<0.01. 

 

 
 

图 8  通过流式细胞仪检测 periaxin 对 RSC96 细胞增殖与周期的影响 

Fig. 8  Flow cytometry to evaluate the effect of periaxin on the proliferation and cell cycle progression of RSC96 cell. 
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证明了 TALEN敲除 L-periaxin后，影响了其在

施万细胞中的生物学活性。 

3  讨论 

Periaxin 基因的突变与缺失可导致腓骨肌

萎缩症 4F亚型发生，该疾病是一种脱髓鞘型遗

传病[19-20]。Periaxin蛋白是外周神经系统中成髓

鞘细胞施万细胞中特异且大量表达的蛋白，在

髓鞘成熟与维护中发挥重要作用 [21]。Periaxin

基因突变或缺失，会导致施万细胞不能正常包

裹轴突，发生脱髓鞘现象。Gillespie等研究证明

缺失了 Periaxin的小鼠在 6周后坐骨神经变厚，

轴突被基底薄片及施万细胞包裹，形成洋葱头

样结构[5]。神经纤维的延展速度与节间的生长并

不能完全匹配，节间距离减少，轴突直径增加。

另外，Periaxin的突变还将影响神经纤维的传导

速度，紊乱髓鞘外郎飞氏结的节间长度和直  

径等[7]。 

基因敲除是 20 世纪 80 年代发展起来的一

门新技术[22]。传统的打靶技术效率低，应用大

大受限[23]，所以近年来出现了许多新的基因敲

除技术，如基因重组、锌指核酸酶等[24]。锌指

核酸酶技术能够对靶基因进行定点断裂，显著

提高同源重组效率，是一种高效的新型基因打

靶技术。已应用于多种动物基因的靶向敲除[22]。

但锌指核酸酶技术实验设计复杂，成本高，且

特异性不高[25]，TALENs 可以靶向更长的基因

序列[26]，并且相对更易构建，能识别任意目标

基因序列，不受上下游序列影响，只需要构建

特定的转录激活因子。TALENs序列越长，对细

胞产生毒副效应的可能性就越小，因为越短的

TALENs越有可能结合和改变目标基因位点[22]。

TALEN技术不受物种的限制，剪切效率高及脱

靶效率低[25]，至今已经被成功应用于细胞、斑

马鱼、果蝇、大鼠、小鼠及植物上，并且被研

究者不断地尝试应用到其他更多的物种中[22]。 

本文通过构建 TALENs表达载体，高效获得

了缺失 L-periaxin基因的细胞克隆，同时初步分

析了 L-periaxin基因的缺失对细胞生长的影响及

原因，为进一步研究 periaxin在细胞生长及髓鞘

形成中的作用奠定了基础，也为后续体外模拟髓

鞘化过程的实验提供了必要的实验模型。 
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