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摘  要 : 基因敲除小鼠技术的建立和发展使得人们为研究基因的功能和寻找新的治疗人类疾病的靶点提供了强

有力的支持。基因打靶和基因捕获是两种通过胚胎干细胞 (Embryonic stem cell，ESC) 构建基因敲除小鼠的技

术。基因打靶通过同源重组替换内源基因从而敲除目的基因，而基因捕获则有启动子捕获和 polyA 捕获两种方

法对目的基因进行敲除。近年来，有许多新的基因敲除技术不断被开发出来，包括 Cre/loxP 系统、CRISP/Cas9

系统以及最新的 ZFN 技术和 TAILEN 技术，都有望取代传统基因敲除手段。文中简要阐述了如今新出现的几种

基因敲除小鼠技术。 
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Progress in gene knockout mice 
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Abstract:  The establishment and development of gene knockout mice have provided powerful support for the study of gene 

function and the treatment of human diseases. Gene targeting and gene trap are two techniques for generating gene knockout 

mice from embryonic stem cells. Gene targeting replaces endogenous knockout gene by homologous recombination. There are 

two ways to knock out target genes: promoter trap and polyA trap. In recent years, many new gene knockout techniques have 

been developed, including Cre/loxP system, CRISP/Cas9 system, latest ZFN technology and TALEN technology. This article 

focuses on the several new knockout mouse techniques. 
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近年来人们的关注点逐渐转向阐明基因功能

并寻找可能具有治疗价值的基因产物，实验动物

在人类疾病机制的研究中发挥了重要作用。在模

型生物中，小鼠模型在人类生物学和疾病的研究

中有着特别的优势：1) 小鼠是哺乳动物，其发育、

生理、行为和疾病与人类有很多共同之处；2) 几

·综  述· 
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乎所有 (99%) 小鼠基因在人类中都有同源物；3) 

小鼠基因组通过胚胎干细胞  (Embryonic stem 

cell，ESC) 中的同源重组支持特定基因的定向诱

变，从而允许基因有效且精确地改变。 

20 世纪 80 年代后期开发的敲除 ESC 和小鼠

中特定基因的能力使得人们对某些基因与疾病之

间的关系有了更加全面的认识。目前的敲除技术

还可以在时间和空间上对敲除的基因进行有效的

控制，借助生物遗传学的力量，为哺乳动物的生

理和疾病研究提供支持。文中就目前已有的基因

敲除小鼠的技术进行小结。 

1  常规基因敲除小鼠技术 

基因敲除小鼠技术是指通过基因工程的方法

使小鼠体内某种基因功能缺失的生物技术。它以

基因靶向技术、小鼠 ESC 的分离和培养技术为基

础。制作基因敲除小鼠主要有两种方法：基因打

靶和基因捕获。基因打靶技术基于成功的 ESC 培

养和体外同源重组，在研究基因敲除引起小鼠基

因组中功能丧失及突变方面较为常用。第一次小

鼠基因打靶实验于 1989 年完成，30 年来基因打靶

加速了对于基因功能的研究，并为生物学研究提供

了重要生物资源。2007 年，三位科学家 Mario R. 

Capecchi、Oliver Smithies 和 Martin J. Evens 因对

基因打靶技术的重要研究而获得诺贝尔奖[1]。基因

捕获是作为基因靶向技术的替代方法而开发出

来，它是一种高通量的和随机突变的技术，尽管

不像基因靶向技术那样特异，但是通过诱捕可以

在短时间内制作大量基因敲除小鼠[2]。 

1.1  基因打靶技术 

通过基因打靶进行遗传修饰有助于推动生物

医学的研究，基因打靶的本质是通过同源重组

(Homologous ecombination，HR) 替换内源基因。

HR 定义为在 DNA 上的两个同源区域之间发生的

基因组重排[3]。HR 的生物学特征是修复双链 DNA

断裂 (DSZBs)，重新启动停滞的 DNA 复制叉和

减数分裂重组[4]，通过这种方式可以将基因定向

破坏，称为敲除 (Knockout，KO)；或用作转运基

因插入的停靠位点，称为敲入 (Knockin，KI)。

通过同源重组将位点特异性修饰引入 ESC 的基因

组中称为基因靶向的过程，这一过程由电穿孔法

将靶向载体引入 ESC 中实现[5]。 

标准基因打靶载体含有两个与靶基因座位点

同源的区域，称为“靶向臂”，位于选择性标记基

因侧翼[6]。靶向载体也称之为 DNA 构建体，通常

由 3 个基本单元组成：1) 5′端同源臂；2) 阳性可

选择基因标记，如新霉素抗性基因(Neo)或潮霉素

抗性基因 (Hyg) 等；3) 3′端同源臂。转染的靶向

载体可以随机插入基因组中，或通过 5′端和 3′端

同源臂确定的同源重组整合。通过在含有新霉素

或其他适当的抗生素的培养基中培养 ESC，可以

正确选择成功转染的细胞。如果阳性选择标记基

因侧翼为 LoxP 或重组翻转酶 (Lippase，FLP) 位

点，则可以通过在重组 ESC 中表达 Cre 酶或 FLP

从 ESC 或转基因小鼠中的靶向基因座中去除它，

或通过嵌合体小鼠与表达 Cre 或 FLP 的转基因小

鼠杂交去除[7-8]。 

影响 HR 效率的主要因素有两个。第一，在

培养皿中使用 ESC 代替整个生物进行基因靶向选

择。第二，基因靶向选择包括两个主要步骤：1) 鉴

定基因组中包含有共定位靶向载体的 ESC，这是

通过设计新霉素抗性实现的，新霉素抗性基因包

括靶向载体的同源区域；2) 鉴定通过同源重组发

生靶向载体掺入的 ESC，即通过替换内源基因，

插入随机基因座，这一步通过构建同源区域下游

的胸苷激酶盒实现[9]。因此，这种双重选择方案

有助于研究者快速有效地鉴定内源基因被靶向载

体替换的 ESC。因为靶向载体含有非阳性序列，

例如新霉素盒，位于目的基因的重要外显子中间，

当靶向载体取代了内源基因，或者在编码区上游
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或上下游都具有终止密码子时，蛋白质不会发生

表达，或由于蛋白质结构发生改变导致丧失其生

物学功能。因此，用这种技术诱导的突变被称为

失效突变，并且由于转基因小鼠携带这种突变，

称为敲除或失效突变小鼠[10]。 

人们通常使用基因打靶技术将目的基因敲

除，根据其作用方式不同可分为条件基因敲除法、

诱导基因敲除法等，这些方法都是建立在 DNA

同源重组技术原理之上的，下文将对其进行阐述。 

1.2  基因捕获技术 

1989 年 Gossler 等发表了第一篇基因捕获论

文，目的是识别小鼠中控制胚胎发育的基因[11]。 

在这篇文章中他们构建了一个可以监测整合位点

附近内源基因表达的载体，该载体被称为“捕获载

体”。1991 年，Friedrich 和 Soriano 报道了一种改

进的启动子捕获系统[12]，他们使用具有新型报告

基因的质粒和逆转录病毒捕获载体 β-geo，β-geo

的作用是编码具有 β-半乳糖苷酶和新霉素磷酸转

移酶活性的融合蛋白，来自 β-geo 基因的产物能

够在 ESC 培养物中进行药物选择并使被捕获基因

的组织定位可视化[13]。随后 Niwa 和 Wurst 等使

用多聚腺苷酸化  (polyA) 捕获载体的方法制作

了一种用于筛选小鼠发育调控基因的大规模基因

捕获技术[14]。此后大规模的基因捕获技术迅速扩

展到世界范围。 

诱捕基因的技术大致分为两种：启动子捕获

和 polyA 捕获[14]。在启动子捕获中，捕获载体使

用具有连接到剪接受体下游启动子的抗药性基

因，当捕获载体插入 ESC 的表达基因中时抗性基

因将随着启动子活性表达，抗药性克隆通常反映

基因捕获，使得该方法对于筛选发生基因捕获的

ESC 非常有效。有研究显示可以将捕获载体插入

ESC 的非表达基因中，然而这些 ESC 不会具有耐

药性，导致无法分离这些 ESC。在 polyA 捕获中

抗药性基因具有启动子但不具有 polyA 序列，因

此只有当捕获载体可以表达小鼠内源基因的

polyA 添加序列时 ESC 才具有耐药性。该方法的

优点是可以捕获 ESC 中的非表达基因，缺点是

polyA 捕获载体的整合位点集中在捕获基因的末

端内含子中。Shigeoka 等提出的研究证据表明，

这种显著的滞后效应是由于 polyA 捕获过程中引

起的 mRNA 降解，又被称为无义介导的 mRNA

衰变 (Nonsense-mediated mRNA decay，NMD)[15]，

为了克服这个缺点他们开发了一种新的 polyA 捕

获策略，即尿激酶型纤溶酶原激活物(Urokinase 

plasminogen activator，UPA) 捕获，UPA 捕获可

以抑制选择标记 mRNA 的 NMD 并能够捕获转录

沉默基因而没有载体整合位点的偏移。由于产生

了捕获基因和药物抗性基因之间的融合 mRNA，

因此在两种方法中捕获的基因均容易被鉴定。在

启动子捕获中，位于载体插入位点上游的外显子

信息可以通过 5′-RACE 获得。在 polyA 捕获中，

位于载体插入位点下游的外显子信息可通过

3′-RACE 获得[16]。 

尽管质粒载体可以通过电穿孔等方法递送到

ESC 中，但经常会出现基因捕获载体的多拷贝插

入、多联体、缺失以及整合位点的重排。相反，

逆转录病毒载体整合到小鼠基因组中不会引起宿

主侧翼序列的重排。逆转录病毒基因捕获的另一

个优点是逆转录病毒介导的整合多发生在基因 5′

末端的 DNaseⅠ超敏性位点附近，这增加了产生

无效等位基因的频率。Friedrich 和 Soriano 展示了

用于基因捕获的两种载体，分别是质粒载体

(SAβ-geo) 和逆转录病毒载体 (ROSAβ-geo)[17]。

因为包含多腺苷酸化信号序列以终止基因转录，

所以基因捕获元件以反向病毒转录的方式插入长

末端重复序列 (Long terminal repeat，LTR) 之间，

以避免干扰病毒包装。ROSAβgeo26 (RASA26) 

捕获小鼠系在胚胎发育过程中显示出报告基因的

普遍表达，因此它可用作嵌合体实验中的标记物[18]。 
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基因捕获技术敲除基因的本质是以报告基

因为诱饵来捕获基因，其基本过程是在基因组中

插入一段含有报告基因的 DNA 载体以产生内源

基因的失活突变，通过观察报告基因的表达提示

已产生插入突变。通过筛选得到的插入突变的

ESC 克隆经囊胚注射转化为基因突变动物模型，

每一种 ESC 克隆中含有不同的突变基因，在短

期内可建立大量含不同基因突变的 ESC 克隆库。

突变基因序列可通过基于 PCR 的一些方法鉴定，

同时还可能发现一些在体内表达或不表达的新

基因。 

2  条件基因敲除小鼠技术 

条件基因敲除技术是指在小鼠发育的特定阶

段或特定细胞组织类型中将目的基因进行敲除的

技术。其本质是基于常规基因敲除技术，通过重

组酶 Cre 对靶位点进行特异性重组，可以对小鼠

的基因组修饰进行时间和空间上的调控 [19]。自

1994 年 GU 等研制的第一例基于 Cre/loxP 系统的

组织特异性基因敲除小鼠问世以来，条件基因敲

除技术迅速取代传统的完全基因敲除技术成为主

流[20]。 

2.1  Cre/loxP 系统 

Cre 重组酶来自噬菌体 P1，大小约为 38 kDa。

它可以作用于两个 LoxP 位点之间使其发生特异

性的同源重组。LoxP 序列长约 34 bp，由两个

13 bp 的反向重复序列组成，中间被 8 bp 的非回

文序列分隔开，这段序列决定了整个 LoxP 位点

的方向[21]。Cre 重组酶无法切除相反方向的 LoxP

位点之间的 DNA 序列，而位于同一方向的 LoxP

位点之间的 DNA 序列可以被切除。 

Cre/loxP 系统已成为生物遗传操作的有力工

具，几乎所有感兴趣的 DNA 序列都可以使用两

端插入 LoxP 位点的方式来删除[22]。此外 Cre 重

组酶的条件性 (时间或空间控制) 表达使得能够

保证在特定部位 (例如在特定细胞类型或组织中)

以及特定时间 (在小鼠细胞及组织发育的特定阶

段) 删除 DNA 序列。对于条件位点特异性的基因

组修饰通常需要两种小鼠：第一种是将具有目的

DNA 序列的小鼠侧翼插入 LoxP 位点即 Floxed 小

鼠。第二种是 Cre 重组酶转基因小鼠，Cre 重组

酶在启动子的控制下瞬时表达，这些启动子仅在

特定细胞类型或组织中表达活性，或在细胞及组

织的特定发育阶段具有活性。当使用 Cre 转基因

小鼠与 Floxed 小鼠交配时，插入 floxed 的 DNA 序

列在表达 Cre 的特定细胞类型或组织中被删除[23]。 

Cre/loxP 系统不仅可以删除目的基因，还可

以特异性地激活目的基因表达。例如通过在目的

基因两端插入介导转录停滞的多聚腺苷酸化信号

序列即 LoxP 序列使目的基因呈现出静止状态[24]，

再与 Cre 转基因小鼠交配或将 Cre 递送到 floxed

转基因小鼠中，通过 Cre 介导的切除效应除去

LoxP 序列，激活特定细胞类型或组织中的基因表

达。这种 Cre/loxP 介导的基因活化可以避免该基

因在小鼠胚胎发生过程中的有害影响或诱导针对

转基因小鼠的免疫耐受性，例如通过静脉内注射

Cre 腺病毒产生的条件性表达人丙型肝炎病毒 

(HCV) 的转基因小鼠，用以研究 HCV 感染的免

疫应答和发病机制[25]。 

另一种重组系统是酵母 FLP/FLP 识别靶标

(FLP recombination target，FRT)，其机制与 Cre/ 

loxP 重组系统相同，可以作为 Cre/loxP 的替代工

具[26]。此外，两种重组系统的组合可以显着增加

小鼠条件基因敲除的操作潜力[27]。 

2.2  CRISPR/Cas9 系统 

CRISPR/Cas9 系统由 CRISPR 基因和 Cas9 核

酸内切酶组成，CRISPR 首次发现于 1987 年，是一种

包含短重复序列 (20–50 bp) 的 DNA 片段[28]，CRISPR

基因存在于超过 40%的细菌和 90%的古细菌的基

因组中。最近发现一组名为 Cas (或称 CRISPR 相
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关基因) 的基因与 CRISPR 密切相关[29-30]。Cas

基因编码一种核酸酶及解旋酶蛋白，它可以解开

和切割 DNA 序列。目前发现 CRISPR/Cas 有 6 种 

(Ⅰ–Ⅵ) 类型，其中Ⅱ型由 3 种成分组成：靶特

异性 CRISPR 衍生 RNA (crRNA)、靶独立反式激

活 RNA (tracrRNA) 和 Cas9 核酸酶，它们广泛地

应用于基因工程中[31]。 

CRISPR/Cas9 系 统的基 本原理是 ：首 先

crRNA 将 Cas9 复合物引导至靶序列，tracrRNA

与 crRNA 结合并与 Cas9 核酸酶形成核糖核蛋白

复合物，然后 Cas9 以靶向方式切割染色体 DNA，

产生位点特异性 DNA 双链断裂  (Double-strand 

breaks ， DSB) 。通过 HR 或非同源末端连接 

(Non-homologous end joining，NHEJ) 的内源性

DNA 修复系统可以在细胞中有效修复这些

DSB[32]。crRNA 和 tracrRNA 的基础部分可以连

接形成单链指导 RNA (sgRNA)，sgRNA 的碱基可

以与靶标 DNA 配对编程靶向目的序列[33]，唯一

的限制是 sgRNA 结合位点必须与短 DNA 基序相

邻 ， 称 之 为 原 型 间 隔 相 邻 基 序  (Protospacer 

adjacent motif，PAM)[34]。在 PAM 处人工设计

sgRNA，sgRNA 可以与目的基因的靶序列特异性

结合；Cas9 核酸酶在 sgRNA 引导下对靶序列进

行切割，导致 DNA 双链断裂。通过 HR、NHEJ

等机制对切断的双链进行修复，在断裂处插入异

常碱基或使碱基缺失，导致移码突变，最终实现

目的基因敲除 (图 1)[35-36]。 

CRISPR/Cas9 技术编辑胚胎基因组主要包括

3 个步骤：1) 从超排卵的雌性中分离受精卵；2) 

将 sgRNA 和 Cas9 mRNA 递送到受精卵中；3) 随

后将胚胎转移到假孕动物中以产生 F0 代 (图 2)[37]。

2013 年 Jaenisch 实验室应用 CRISPR/Cas9 技术成

功构建了第一个基因敲除小鼠，研究者将 Tet1 和

Tet2 sgRNA 与 Cas9 mRNA 一起注入受精卵，产

生 的 基 因 敲 除 小 鼠 中 这 两 种 基 因 的 突 变 率 

 

 
图 1  CRISPR/Cas9 介导的基因修饰流程图 

Fig. 1  Genetic modification flow chart by 
CRISPR/Cas9. 
 

达到 80%[38]。此项研究表明 CRISPR/Cas9 系统是

一种快速、便捷和有效的生产敲除小鼠的方法，

为转基因动物的产生提供了新的技术平台[39]。迄

今为止，该技术已成功应用于多种生物中，包括

大鼠[40]、猪[41]、山羊[42]、兔子[43]、狗[44]、猴子[45]

和人类胚胎[46]。Cas9/sgRNA 指导的基因编辑通

过在单链寡核苷酸模板的存在下将 Cas9 mRNA

和 sgRNA 共注射到受精卵中可以实现特异和精

确的基因组编辑，包括敲除、敲入和基因修复。

例如 Yang 等通过共注射 Cas9、sgRNA 和相应的

基因 DNA 载体至受精卵中，在 nanog、sox2 和

oct4 基因中产生携带标签或荧光报告构建体的小

鼠[47]。通常情况下，基因组编辑中涉及大片段的

DNA 插入、缺失或倒位时都存在效率低下的问
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题，片段越大重组效率越低[48]，而 Cas9 系统由

于具有同一染色体中两个不同靶向基因座的

sgRNA 可以显著提高重组效率，已被用于高效处

理基因组中大片段的 DNA。例如 Fujii 等通过将

同一染色体中不同基因座的两个 sgRNA 注射到

受精卵中，产生大片段(约 10 kb)基因组修饰的小

鼠，达到了 33%的敲除效率[49]。此外 Zhang 等的

研究表明 Cas9 系统可以实现大片段的 DNA 缺失

和插入，他们通过将两个环状质粒共注射到受精

卵中实现了大小为 65 kb 的 Dip2a 基因缺失和大

小为 5 kb 的 lacZ 报告基因插入[50]。因此，CRISPR/ 

Cas9 系统与两种 sgRNA 一起使用，是用于大基

因组 DNA 片段操作的简单且有效的方法，可以

加速动物模型的产生，便于研究疾病的机制和寻

找治疗靶点。 

CRISPR 介导的基因组编辑可以用于纠正与

遗传性疾病相关的基因突变。Wu 等首次报道了

使用 CRISPR/Cas9 系统进行基因修复[51]，他们选

择了一种由 Crygc 基因突变引起的显性白内障疾

病的小鼠模型，在 3 号外显子中造成 1 bp 的缺失，

引起第 76 位氨基酸的终止密码子和截短的 γC-晶

状体蛋白的产生，导致纯合子和杂合子小鼠白内

障。为了纠正 Crygc 基因的突变，研究者将突变

等位基因的 Cas9 mRNA 和 sgRNA 共注射到受精

卵中，内源等位基因或外源提供的模板通过 HR

进行校正以达到基因修复的目的[51]。杜氏肌营养

不良症(Duchenne muscular dystrophy，DMD)是一

种遗传性疾病，其特征是进行性肌肉无力和寿命

缩短，目前尚无有效的治疗方法。DMD 的分子基

础是肌营养不良蛋白基因的 23 号外显子中的 C

至 T 点突变，其导致骨骼肌蛋白的完全缺失，而

将 Cas9 mRNA、sgRNA-DMD 和外源单链寡核苷

酸模板共注射到受精卵中，可以通过 mdx 小鼠种

系中的 HR 修复来校正 DMD 的点突变[52]。这些

进展表明我们距离 CRISPR/Cas9 最终应用于人类

基因治疗并不遥远，然而 Cas9/sgRNA 是否可用

于治疗多基因疾病或染色体结构变异需要进一步

研究。 

 

 
 
图 2  CRISPR/Cas9 技术构建基因敲除小鼠 

Fig. 2  Gene knockout mice by CRISPR/Cas9 technology. 
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3  其他基因敲除方法 

3.1  ZFN 技术 

锌指核酸酶 (Zinc finger nucleases，ZFN) 是

与 DNA 的多聚体锌指蛋白结构域相结合的工程

化蛋白质，其中能够特异性结合三联体 DNA 序

列的单个锌指基序连接在一起，形成具有核酸酶

活性的限制性内切酶 FokⅠ[53]。锌指结构域的可

塑性允许研究者对 ZFN 进行设计，特异性则可以

与目的序列特异性结合[54-55]。核酸酶结构域也可

以用于切割靶序列，但是核酸酶结构域必须形成

二聚体才可以切割双链 DNA，所以需要两个 ZFN

来定位特定序列。当引入细胞时，两个 ZFN 与它

们各自的结合位点结合，使它们的核酸酶结构域

相互作用并在染色体中形成位点特异性双链断裂 

(Double-strand break，DSB)，随后使用高度保守

的同源依赖性修复 (Homology- dependent repair，

HDR) 或非同源末端连接 (Non-homologous end 

joining，NHEJ) DNA 修复途径修复该断裂[53]。在

HDR 的情况下，序列可以被精确修复并且 ZFN

异二聚体可以在修复的靶序列上重新形成并重新

切割。由于 NHEJ 介导的修复不如 HDR 准确，它

偶尔会导致核苷酸的丢失或添加从而导致突变[56]，

这种突变通常导致基因编码序列中发生移码现象

从而形成截短的或无义的肽链。从果蝇的开拓性

实验开始[57]，工程化的 ZFN 已被用于在来自多

个物种的多种细胞和胚胎中产生位点特异性突

变[58-59]。将 ZFN 技术初步应用于大鼠实验后研究

者发现在基因中产生特异性突变位点时体现出惊

人的高效率，通过将体外转录的 ZFN 编码核酸与

单细胞胚胎组合，ZFN 可用于在大鼠中产生可遗

传的、位点特异性的靶向突变[60]。 

ZFN 基因敲除策略主要有 3 个优点。首先该

技术非常迅速，整个过程仅需要几个月。其次它

在所有菌株中都有效果[61-62]。第三，它不会导致

外源 DNA 的掺入。ZFN 当前的一个主要限制是

需要从现有文库组装 ZFN 的序列，这可能妨碍设

计的选择性。另一个限制是潜在的脱靶效应，其

中 ZFN 在非靶向的基因座处引起 DSB 和突变。

在 ZFNs 应用于斑马鱼中时出现了这种效应[63]，

通过回交可以减轻罕见脱靶事件的潜在影响。  

ZFN 可以与目的基因位点进行特异性结合，

在核酸酶的作用下切割靶位点形成 DSB，随后通

过 HDR 或 NHEJ 进行自我修复来实现靶基因的删

除与插入。由于 ZFN 技术可以通过多种重组方法

进行切除后的 DNA 修复，与传统的基因敲除技

术相比 ZFN 技术的敲除效率大大提升，但是由于

ZFN 技术存在脱靶这一亟待解决的问题，ZFN 技

术还不能完全取代传统的基因敲除小鼠技术。 

3.2  TALEN 技术 

与 ZFN 类似，另一种称为转录激活因子样效

应 核 酸 酶  (Transcription activator-like effector 

nucleases，TALENs) 的嵌合核酸酶系统已成为基

因工程的另一个优秀工具。TAL (Transcription 

activator-like，TAL) 的 DNA 结合域的结构特征

非常典型，包括 15.5–19.5 个重复单元串联排列，

每个重复单元包含 34 个高度保守的氨基酸，最后

一个单元通常仅有 20 个氨基酸被认为是半个复

合单元[64]。与 ZFN 一样，TAL 存在与 FokⅠ核酸

内切酶结合的 DNA 结合基序[65-66]，由特定的 TAL 

(Transcription activator-like，TAL) 与 FokⅠ内切

酶结合形成 TALENs，Fok Ⅰ必须以二聚体的形式

存在才具有活性[67]，所以 TALENs 由两个活跃的

单体组成，分别结合在两个靶位点，形成二聚体

进行位点特异性切割。被 TALENs 切割产生的

DSB 可以通过 NHEJ 和 HD 两种方式修复。但是，

TALENs 与 ZFN 的不同之处在于如何组装 DNA

结合域 (DNA-binding domain，DBD)，与识别 3 个

碱基对的 ZFN 不同，每个 TAL 的效应子模块与

单个碱基对结合[65-66]，TAL 效应子 DNA 结合基

序天然存在于植物病原细菌分泌的蛋白质中，每



 
 

王超玄 等/基因敲除小鼠技术的研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

791

个效应子模块由 34 个氨基酸组成，残基 12 和 13

可以被 DNA 识别，也称为重复序列可变的双氨

基酸残基 (Repeat-variable di-residues，RVDs)，

它决定相应重复单元识别单个核苷酸的特异性。

通过基于目标序列选择 RVD，可以更容易地组装

TALENs 集合 [68-69] 。研究者可以很容易地从

TALENs 组文库收集 TAL 组合，这个文库目前已

组装了 18 700 个人蛋白质编码基因[70]。易于组

装、易于基因打靶的特点使 TALENs 技术成为基

因工程应用的有力选择[68,71]。到目前为止，已有

研究者成功地将 mRNA直接注射到猪和牛的一个

细胞胚胎的细胞质中，证明了基因的靶向性。将

TALENs 递送到成纤维细胞中，在将近 10%的细

胞中产生双等位修饰并且靶向定位于同一染色体

的两对 TALENs 的共转染能够产生大量的染色体

缺失或倒位[72]。TALENs 的一个主要问题是在脱

靶位点的潜在分裂，使用特异性异二聚体 FokⅠ

核酸酶与 TALENs 的合理设计相结合可以缓解这

些问题[73]。 

TALENs 技术由于操作的便捷性及较高的基

因靶向特异性使得它成为基因工程的有力选择，

迄今为止 TALENs 技术已被应用于不同物种的基

因组编辑中，例如小鼠、酵母、水稻和玉米等[74]。

与 ZFN 技术相比，TALENs 技术可以更加特异的

识别目的基因并且不受其上下游序列的影响，但

是与ZFN技术一样由于存在脱靶效应使得TALENs

技术还不能完全取代传统的基因敲除技术。 

4  结语 

小鼠基因敲除技术提供了一种阐明生物体

内基因功能的有力手段。目前为止，由基因敲除

小鼠构建的疾病模型已有接近 100 种，通过对模

型的建立和分析研究使得人们对部分疾病有了

更加系统的认识并由此寻找新的治疗靶点。基因

敲除小鼠技术的建立是生命科学领域内一项伟

大的发明。 
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