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摘要: 锌指核酸酶、类转录激活因子式核酸酶和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术是近几年发展起来的 ３ 种主要基因组编辑技术ꎬ其原理

都是通过在生物基因组特定位点制造 ＤＮＡ 双链断裂损伤ꎬ从而激活机体自身的 ＤＮＡ 损伤修复机制ꎬ在此过程中引发各种

变异ꎮ 基因组编辑技术已在研究基因功能和基因修复中成功应用ꎬ基于基因组编辑技术的诸多优点ꎬ如 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术

能对基因组中多个特定位点进行编辑ꎬ其有望成为昆虫遗传转化的主要策略ꎮ 本文就锌指核酸酶、类转录激活因子式核酸

酶和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术的基本原理及其在昆虫中的应用做一简介ꎬ为今后利用基因组编辑技术进行昆虫遗传转化提供些许

参考ꎮ
关键词: ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术ꎻ 遗传转化技术ꎻ 基因组编辑ꎻ 类转录激活因子式核酸酶技术ꎻ 锌指核酸酶技术

Ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｚｈｉ￣ｃｈｕａｎｇ ＬÜ１ꎬ Ｙｉｎｇ ＹＡＮ１ꎬ２ꎬ３ꎬ Ｇｕｉ￣ｆｅｎ ＺＨＡＮＧ１ꎬ Ｑｉａｎｇ ＷＵ１ꎬ Ｗａｎ￣ｘｕｅ ＬＩＵ１ꎬ Ｆａｎｇ￣ｈａｏ ＷＡＮ１ꎬ４∗

１Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｉｎｓｅｃｔ Ｐｅｓｔｓꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ Ｎｏｒｔｈ Ｃａｒｏｌｉｎａ Ｓｔａｔｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃａｍｐｕｓ Ｂｏｘ ７６１３ꎬ Ｒａｌｅｉｇｈꎬ

ＮＣ ２７６９５￣７６１３ꎬ ＵＳＡꎻ ３Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｓｏｃｉｅｔｙ Ｃｅｎｔｅｒ ａｎｄ Ｗ.Ｍ. Ｋｅｃｋ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
Ｎｏｒｔｈ Ｃａｒｏｌｉｎａ Ｓｔａｔｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｒａｌｅｉｇｈꎬ ＮＣ ２７６９５￣７６１３ꎬ ＵＳＡꎻ ４Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｎｖａｓｉｖｅ

Ａｌｉｅｎ Ｓｐｅｃｉｅｓꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１９３ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ( ＺＦＮｓ)ꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ( ＴＡＬＥＮｓ) ａｎｄ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ (ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＣＲＩＳＰＲꎻ ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ｃａｓ) ａｒｅ ｔｈｒｅｅ ｍａ￣
ｊｏｒ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｂｅｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ. Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｉｓ ｔｏ ｍａｋｅ ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ
(ＤＳＢ) ｄａｍａｇｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ｂｏｄｙ′ｓ ｏｗｎ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ｔｈｅｎ ｃａｕｓｉｎｇ ａｌｌ ｓｏｒｔｓ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｈａｖｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ
ｒｅｐａｉｒ. Ｔｈｅｙ ａｒｅ ａｌｓｏ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅｃｏｍｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｉｎｃｅ ｔｈｅｙ ｈａｖｅ ｍａｎｙ ｍｅｒｉｔｓ. Ｆｏｒ ｅｘａｍ￣
ｐｌｅꎬ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｄｉｔ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒꎬ ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＺＦＮｓꎬ ａｃｔｉｖａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｔｙｐｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ａｒｅ ｂｒｉｅｆｌｙ ｉｎｔｒｏ￣
ｄｕｃｅｄ. Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｓｏｍｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎻ ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ

生物安全学报 ２０１５ꎬ ２４(２): １２６－１３５
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＢＩＯＳＡＦＥＴＹ ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｊｂｓｃｎ. ｏｒｇ



　 　 害虫遗传防治主要经历了 ２ 个发展阶段:基于

辐射的昆虫不育技术(Ｓｔｅｒｉｌｅ ｉｎｓｅｃｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＳＩＴ)
和基于基因组编辑技术的遗传调控体系ꎮ 虽然传

统 ＳＩＴ 是一种环境友好的害虫防治方法ꎬ但在实际

运用中存在释放的昆虫竞争力降低、大规模饲养成

本太高、难于对释放到野外的种群进行有效监测等

问题ꎮ 基于基因组编辑技术的害虫遗传调控策略

不但可以有效地避免上述问题ꎬ并且能通过对靶标

害虫基因组特定位点的精细调控ꎬ使整个控制体系

更加科学高效和透明可控ꎮ 目前ꎬ基因组编辑技术

主要依靠 ２ 大类核酸酶:一类是天然存在的能够识

别较长序列的核酸酶ꎬ如归巢核酸酶(Ｈｏｍｉｎｇ ｅｎｄｏ￣
ｎｕｃｌｅａｓｅｓ)ꎬ归巢核酸酶有严格的序列识别特异性ꎬ
且难以通过工程化手段来改变其靶向特异性ꎬ因此

应用较为局限(Ｓｍｉｔｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎻ另一类是人工构

建的改造核酸酶(Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ)ꎬ即借助遗

传工程手段ꎬ将天然存在并能够靶向 ＤＮＡ 的蛋白

和核酸内切酶组装ꎬ如锌指核酸酶(Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅ￣
ａｓｅｓꎬＺＦＮｓ)、类转录激活因子式核酸酶(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＡＬＥＮｓ)和 ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ

(Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅ￣
ｐｅａｔｓꎬＣＲＩＳＰＲꎻ ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣａｓ)系统ꎮ
这 ３ 种改造核酸酶的基因组编辑技术近年来发展

迅猛并得到了广泛应用ꎬ其原理都是通过在生物基

因组特定位点制造 ＤＮＡ 双链断裂(ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ￣
ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋꎬＤＳＢ)损伤ꎬ从而激活机体自身的 ＤＮＡ
损伤修复机制ꎬ在此过程中引发各种变异ꎮ ＤＮＡ 损

伤修复方式主要有非同源末端连接修复(Ｎｏｎ￣ｈｏｍｏｌ￣
ｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＨＥＪ)和同源介导修复(Ｈｏｍｏｌｏｇｙ￣
ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒꎬＨＤＲ)(Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ ＮＨＥＪ 能够

快速有效地重新连接断裂末端ꎬ在该过程中于连接

位点引入小的插入或缺失ꎬ从而造成目的基因移码

突变并失去原有功能ꎮ ＨＤＲ 需要一个携带有断裂

位点两端遗传信息的同源 ＤＮＡ 臂ꎬ以实现少数核

苷酸改变基因定点矫正或定点插入一个新基因ꎮ
这 ２ 种高度保守的 ＤＮＡ 损伤修复方式可被用于

ＺＦＮｓ 技术、ＴＡＬＥＮｓ 技术和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术为导

向的基因组靶向编辑ꎮ 本文着重介绍这 ３ 种技术

的原理及其在昆虫转化中的应用(表 １)ꎮ

表 １　 ＺＦＮꎬ ＴＡＬＥＮ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 介导的基因组编辑技术在果蝇和家蚕中的应用
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昆虫种类
Ｉｎｓｅｃｔｓ

基因
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核酸酶
Ｎｕｃｌｅａｓｅｓ
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Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｙｅｌｌｏｗ ＺＦＮ Ｂｉｂｉｋｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２、２００３
Ｂｏｍｂｙｘ ＢｍＢＬＯＳ２ ＺＦＮ Ｔａｋａｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０

ＴＡＬＥＮ Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ
Ｓａｊｗａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ
Ｔａｋａｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｙｅｌｌｏｗ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｇｒａｔｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３
ｙｅｌｌｏｗꎬ ｗｈｉｔｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｂａｓｓｅｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３
ｙｅｌｌｏｗꎬ Ｋ８１ꎬ ＣＧ３７０８ꎬ ＣＧ９６５２ꎬ ｋｌ￣３ꎬ ｌｉｇｈｔꎬ ＲｐＬ１５ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３
ｗｈｉｔｅꎬ ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ ｇｅｎｅｓ (Ａｓｔꎬ ｃａｐａꎬ ｃａｐꎬ Ｃｒｚꎬ ＥｈꎬＭｉｐꎬ ｎｐｆ )ꎬ ｍｉｒ￣２１９ꎬ ｍｉｒ￣３１５ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｋｏｎｄｏ ＆ Ｕｅｄａꎬ２０１３
ＥＧＦＰꎬ ｍＲＦＰ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｓｅｂｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３
ｗｈｉｔｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３

Ｂｏｍｂｙｘ ＢｍＢＬＯＳ２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｄａｉｍｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３

ＢｍＢｌｏｓ２ꎬ ＢｍＴｈꎬ Ｂｍ￣ｒｅꎬ Ｂｍ ｙｅｌｌｏｗ￣ｅꎬ Ｂｍ ｆｒｉｎｇｅ ａｎｄ Ｂｍ Ｋｙｎｕ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４
Ｂｍｋｕ７０ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４
Ｂｍ￣ｏｋꎬ ＢｍＫＭＯꎬ ＢｍＴＨꎬ Ｂｍｔａｎ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４

１　 锌指核酸酶(ＺＦＮｓ)技术
锌指(Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒꎬＺＦ)是一种常见的 ＤＮＡ 结合

蛋白结构基元ꎬ每个锌指可直接特异识别 ３ 个连续

的核苷酸ꎮ 锌指蛋白(Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＺＦＰ)在自

然界广泛存在ꎬ从简单的真核生物酵母到高级的哺

乳动物小鼠ꎬ以及人基因组中都含有许多编码锌指

蛋白的基因ꎮ 锌指蛋白是一类天然存在的具有与

特定 ＤＮＡ 序列结合的特性蛋白(Ｋｌｕｇꎬ１９９９)ꎬ是重

要的转录调控因子ꎮ 少量锌指蛋白还能作用于

ＲＮＡ(Ｂｒｏｗｎꎬ２００５ꎻ Ｈａｌｌꎬ２００５)、蛋白或其他小分子
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(Ｇａｍｓｊａｅｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ具有重要的生物学功能ꎮ
不同的锌指蛋白具有类似的结构框架ꎬ框架外关键

位点的氨基酸变异会改变锌指蛋白结合 ＤＮＡ 的特

异性(Ｋｌｕｇꎬ２０１０)ꎮ 锌指蛋白 ＤＮＡ 结合域能够使

锌指核酸酶结合特定 ＤＮＡ 序列ꎬ并在基因组的特

定位点产生双链断裂ꎬ随后ꎬ通过非同源末端连接

修复(ＮＨＥＪ)或同源介导修复(ＨＤＲ)的 ＤＮＡ 损伤

修复方式进行基因组靶向编辑(图 １Ａ)ꎮ 针对已知

靶基因ꎬ目前构建人工锌指蛋白的策略主要有模块

组装(Ｍｏｄｕｌａｒ ａｓｓｅｍｂｌｙꎬＭＡ)、寡聚体库工程化筛选

构建法(Ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚｅｄ ｐｏｏｌ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＯＰＥＮ)、下文

依赖组装法(Ｃｏｎｔｅｘｔ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｓｓｅｍｂｌｙꎬＣｏＤＡ)和

双锌指筛选法ꎮ

图 １　 内源性 ＤＮＡ 修复基因组编辑技术原理(Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)
Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｅｘｐｌｏｉｔ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ (Ｈｓｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)

Ａ:非同源末端连接和同源介导修复的 ＤＮＡ 双链断裂ꎻＢ:锌指蛋白和类转录激活因子结合 ＤＮＡ 结构域ꎻＣ:Ｃａｓ９ 核酸酶作用原理ꎮ
Ａ: ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ (ＤＳＢｓ) ａｒｅ ｔｙｐｉｃａｌｌｙ ｒｅｐａｉｒｅｄ ｂｙ ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ￣ｊｏｉｎｉｎｇ (ＮＨＥＪ) ｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｙ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ (ＨＤＲ)ꎻ

Ｂ: Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ (ＺＦ) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ (ＴＡＬＥｓ) ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＤＮＡ￣ｄｏｍａｉｎｓꎻ
Ｃ: Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ.

　 　 经遗传工程改造后的限制性内切酶 ＦｏｋＩ 消除

了其序列识别特异性ꎬ提高了切割效率(Ｂｉｔｉｎａｉｔｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 特异锌指核酸酶的形成包括:选择靶标

基因的靶位点ꎬ构建识别靶序列 ＤＮＡ 的活性锌指

蛋白ꎬ然后将锌指蛋白和 ＦｏｋＩ 亚基融合即可ꎮ 锌

指核酸酶的切割特异性取决于锌指蛋白识别 ＤＮＡ
靶序列的能力(Ｈａｎｄｅｌ ＆ Ｃａｔｈｏｍｅｎꎬ２０１１)ꎮ Ｋｉｍ ｅｔ
ａｌ.(１９９６)首次将人工构建的多个锌指串联形成的

锌指蛋白结构域与改造后的 ＦｏｋＩ 限制性内切酶的

切割结构域连接ꎬ形成具有切割特异 ＤＮＡ 活性的

人工核酸内切酶(Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＺＦｎ)ꎬ实现

对靶序列的切割ꎮ 串联锌指的数目与可识别的靶

序列长度成正相关关系ꎬ串联锌指数目增加的同时

也增加 ＤＮＡ 靶向修饰的特异性(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８５ꎻ
Ｗｏｌｆｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)ꎮ 基于每个 ＺＦ 单体能够特异性

地靶向 ３ 个碱基ꎬ因此理论上至少需要 ６４ 种锌指

蛋白单体ꎬ以满足针对任意序列构建 ＺＦＮｓ 的可能

性(王跃强等ꎬ２００３)ꎮ 但目前开发的 ＺＦ 单体不能

满足靶向任意序列ꎬ提高了 ＺＦＮｓ 的设计与构建难

度(Ｃａｒｒｏｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００６)ꎮ
由锌指核酸酶介导的基因靶向编辑主要包括

基因组突变和基因靶向敲入ꎬ广泛应用于基因治疗

中ꎮ 基因组突变主要指锌指核酸酶介导产生 ＤＮＡ
断裂ꎬ细胞修复 ＤＮＡ 断裂时随机引入或删除几个

碱基ꎬ从而导致单个基因或基因组序列的紊乱ꎬ实
现基因突变ꎮ Ｂｉｂｉｋｏｖａ ｅｔ ａｌ.(２００２)首次利用模块组
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装法设计了含有 ３ 锌指的锌指核酸酶ꎬ并在热激蛋

白启动子控制下诱导表达锌指核酸酶ꎬ结果发现雄

性果蝇体细胞的 ｙ 基因靶位点处发生了突变ꎬ同
时ꎬ突变个体后腹部出现黄色斑点ꎬ说明突变破坏

了靶基因功能ꎮ 目前通过锌指核酸酶技术在基因

组水平上获得目标靶基因突变的研究已广泛应用

于不同的生物ꎬ如在黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏ￣
ｇａｓｔｅｒ (Ｍｅｉｇｅｎ)(Ｂｅｕｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)、斑马鱼 Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ(Ｄｏｙｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８ꎻ Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)、大鼠

Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｒｅｇｉｃｕｓ、 小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ( Ｃｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)、 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.
(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)和家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌ.(Ｔａｋａｓｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)等模式生物中成功实现了靶基因的敲

除或定点修饰ꎮ Ｂｅｕｍｅｒ ｅｔ ａｌ.(２００６)利用锌指核酸

酶作用于果蝇的胚胎ꎬ对 ｒｙ 和 ｂｗ 基因进行突变试

验ꎬ结果表明ꎬ２.４％的雄性果蝇发生 ｂｗ 基因突变ꎮ
在 ３８ ℃的刺激下ꎬ８９％的雌性和 ６７％的雄性产生

ｒｙ 基因突变ꎬ子代中雌性突变率为 １４.０％ꎬ雄性突

变率为 ６.８％ꎮ 随后ꎬＢｅｕｍｅｒ ｅｔ ａｌ.(２００８)通过在果

蝇胚胎早期注射锌指核酸酶 ｍＲＮＡꎬ导致靶基因

ｃｏｉｌ 和 ｐａｓｋ 的靶向修饰效率达到 １０％以上ꎬ所获得

的每个基因敲除的纯合子个体完全丧失了靶基因

的表达能力ꎮ Ｔａｋａｓｕ ｅｔ ａｌ.(２０１０)使用 ＺＦＮｓ 技术ꎬ
在家蚕基因组水平上破坏了 ＢｍＢＬＯＳ２ 基因ꎬ 突变

个体表现出油蚕表型ꎬ并且这种变异成功遗传到下

一代ꎮ

２　 类转录激活因子式核酸酶(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＴＡＬＥＮｓ)

技术
Ｂｏｎａｓ ｅｔ ａｌ.(１９８９)在植物病原菌黄单胞菌 Ｘａｎ￣

ｔｈｏｍｏｎａｓ 中分离、克隆得到类转录激活因子(Ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＴＡＬＥ)家族

中的第一个成员 ＡｖｒＢｓ３ 基因ꎮ ＴＡＬＥ 蛋白类似于真

核生物的转录因子ꎬ通过识别并结合特异的 ＤＮＡ
序列调控生物内源基因的表达ꎬ使得宿主生物对外

来物的敏感性提高(Ｂｏｃｈ ＆ Ｂｏｎａｓꎬ２０１０)ꎮ 周金伟

等(２０１３)对 ＴＡＬＥｓ 的结构做了详细明了的综述ꎮ
Ｃ￣端、Ｎ￣端和中间区域组成了 ＴＡＬＥ 的 ３ 个主要部

分(Ｂｏｃｈ ＆ Ｂｏｎａｓꎬ２０１０ꎻ Ｂｏｇｄａｎｏｖｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎬ通
常地ꎬＣ￣端含有一个核定位信号(Ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌꎬＮＬＳ)和转录激活结构域(Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｄｏ￣

ｍａｉｎꎬＡＤ)ꎬＮ￣端含有转运结构域( ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｄｏ￣
ｍａｉｎꎬＴＤ)ꎬ中间区域则是能够和 ＤＮＡ 进行特异性

结合的结构域ꎮ 中间的 ＤＮＡ 结合结构域是一段由

１.５~３３.５ 个 ＴＡＬＥ 单元组成的重复氨基酸序列ꎬ每
个 ＴＡＬＥ 单元由 ３３~３５ 个氨基酸残基组成(Ｂｏｃｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ ＴＡＬＥ 蛋白的每个重复单元高度保守ꎬ
除了第 １２ 和 １３ 位的氨基酸残基可变以外ꎬ 其他的

氨基酸残基都是一样的ꎬ称为重复可变双残基(Ｒｅ￣
ｐｅａｔ ｖａｒｉａｂｌｅ ｄｉ￣ｒｅｓｉｄｕｅꎬＲＶＤ)ꎬ第 １２ 位氨基酸残基

主要起稳定 ＲＶＤ 环的作用ꎬ第 １３ 位氨基酸残基决

定 ＴＡＬＥ 蛋白所识别的核苷酸(Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ
Ｍａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ ＲＶＤ 决定了 ＴＡＬＥ 蛋白对 ＤＮＡ
序列的特异性识别ꎬ不同的 ＲＶＤ 能够特异性地识

别碱基 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 中的一种或者多种ꎮ 目前发现的

ＲＶＤ 种类有 ５ 种ꎬ分别是氨基酸 ＨＤ 特异识别碱基

Ｃ、氨基酸 ＮＩ 识别碱基 Ａ、氨基酸 ＮＮ 识别碱基 Ｇ
或 Ａ、氨基酸 ＮＧ 识别碱基 Ｔ 和氨基酸 ＮＫ 识别碱

基 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ 中的任一种(周金伟等ꎬ２０１３ꎻ Ｂｏｃｈ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００９ꎻ Ｍｏｒｂｉｔｚｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｍｏｓｃｏｕ ＆ Ｂｏｇ￣
ｄａｎｏｖｅꎬ２００９)ꎮ

Ｍｅｃｋｌｅｒ ｅｔ ａｌ.(２０１３)发现 ＲＶＤ 对识别 ＤＮＡ 序

列的特异性能力为 ＮＧ>ＨＤ~ＮＮ>>ＮＩ>ＮＫꎬ此外ꎬ不
同的 ＲＶＤ 识别不同碱基的能力也不一样ꎬ如 ＮＮ 对

Ｇ 的亲和性大于 Ａꎬ表明 ＴＡＬＥ 蛋白的重复单元跟

ＤＮＡ 碱基之间有很好的一一对应关系ꎮ ＴＡＬＥＮｓ
技术这种根据一个重复单元对应一种碱基ꎬ将多个

重复单元串联在一起来决定识别序列的特异性ꎬ理
论上可以人为设计能够识别并结合任何 ＤＮＡ 序列

的 ＴＡＬＥｓ 蛋白ꎮ 由于 ＦｏｋＩ 需要形成二聚体才能发

挥切割作用ꎬ因此需要一对 ＴＡＬＥＮ 共同作用ꎮ ２ 个

ＴＡＬＥＮ 识别的 ＤＮＡ 位点之间的长度为 １４ ~ １８ ｂｐ
的 ＤＮＡ 序列片段称为 ｓｐａｃｅｒ(Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ
２ 个 ＴＡＬＥＮ 结合到各自的 ＤＮＡ 序列上ꎬ此时ꎬ２ 个

ＴＡＬＥＮ 中 ＦｏｒｋＩ 核酸内切酶结构域可在 ｓｐａｃｅｒ 处

形成二聚体ꎬ对特异的 ＤＮＡ 进行识别和定点切割ꎬ
能在特定位点产生 ＤＳＢ 作用机制ꎬ产生的 ＤＳＢ 能

够通过非同源末端连接修复(ＮＨＥＪ)和同源介导修

复(ＨＤＲ) 的高度保守的修复方式进行修复 (图

１Ｂ)ꎬ使 ＴＡＬＥＮｓ 技术在基因组靶向编辑中起作用ꎮ
ＴＡＬＥＮ 切割位点的特异性由 ２ 个 ＴＡＬＥＮ 的识别序

列共同决定ꎮ 因此ꎬＴＡＬＥＮ 切割 ＤＮＡ 的特异性高ꎬ
在基因组编辑方面有广阔的应用前景ꎮ
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成功构建 ＴＡＬＥＮｓ 是 ＴＡＬＥ 蛋白成功应用于基

因组工程学方面的前提ꎮ ＴＡＬＥＮｓ 的构建主要包括

３ 个步骤:
第一ꎬＴＡＬＥＮｓ 靶位点的选择:从选定的目的基

因序列中找出适合 ＴＡＬＥ 蛋白结合的目标靶点ꎬ此
步骤是 进 行 ＴＡＬＥ 蛋 白 设 计 的 关 键ꎮ 在 选 择

ＴＡＬＥＮｓ 靶点时ꎬＣｅｒｍａｋ ｅｔ ａｌ. (２０１１)、Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ ｅｔ
ａｌ.(２０１１)和 Ｒｅｙｏｎ ｅｔ ａｌ.(２０１２)均提出了需要遵循

的基本原则ꎬ如靶位点 ５′端的第一位碱基不能是

Ｔ、靶位点的第二位碱基不能是腺嘌呤 Ａ 等ꎮ 此外ꎬ
可借助公开网站帮助预测和设计 ＴＡＬＥｓ 靶位点ꎬ目
前公开网站有 ｈｔｔｐｓ:∥ｔａｌｅ￣ｎｔ.ｃａｃ.ｃｏｒｎｅｌｌ.ｅｄｕ / 、ｈｔｔｐ:
∥ ｚｉｆｉｔ. ｐａｒｔｎｅｒｓ. ｏｒｇ / ＺｉＦｉＴ /和 ｈｔｔｐ: ∥ ｉｄｔａｌｅ. ｋａｕｓｔ.
ｅｄｕ.ｓａ /等ꎮ

第二ꎬＴＡＬＥ 蛋白重复序列的构建:制备针对目

标靶点的特异 ＴＡＬＥ 蛋白ꎬ此步骤是 ＴＡＬＥＮｓ 构建

中最复杂和重要的环节ꎮ 可以使用全序列人工合

成构建 ＴＡＬＥ 蛋白重复序列ꎬ也可以采用酶切连接

法(Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ｌｉｇａｔｉｏｎꎬＲＥＡＬ)(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２ꎻ Ｓａｎｄｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)、基于质粒载体或 ＰＣＲ 的

ＧＧ 法(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻ Ｓａｎｊａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)、高通量 ＴＡＬＥＮｓ 合成技术 ＦＬＡＳＨ(Ｆａｓｔ
ｌｉｇａｔｉｏｎ￣ｂａｓｅｄ ａｕｔｏｍａｔａｂｌｅ ｓｏｌｉｄ￣ｐｈａｓｅ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈ￣
ｐｕｔ)(Ｒｅｙｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)和组装法(沈延等ꎬ２０１３ꎻ
Ｂｒｉｇｇｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｓｃｈｍｉｄ￣Ｂｕｒｇｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)等方

法进行构建ꎮ
第三ꎬＴＡＬＥ 蛋白序列与 ＦｏｋＩ 的组装:在 ＴＡＬＥ

蛋白上选择合适的 ＦｏｋＩ 结构域ꎬ利用分子生物学

方法把 ＴＡＬＥ 和 ＦｏｋＩ 内切酶序列进行组装ꎬ就可以

构建出完整的能够特异性识别目的基因并进行切

割的 ＴＡＬＥＮｓ 序列ꎮ 在构建 ＴＡＬＥＮｓ 时ꎬ要考虑重

复序列跟 ＦｏｋＩ 内切酶之间的距离 (Ｍｉｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎬ以及 ＴＡＬＥ 蛋白 Ｎ￣端重复序列的识别亲和

力比 Ｃ￣端强等(Ｍｅｃｋｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ
自从 Ｋａｙ ｅｔ ａｌ.(２００７)发现 ＴＡＬＥ 能够进入细

胞核识别 ｕｐａ２０ 基因的启动子并调控 ｕｐａ２０ 基因的

表达ꎬ进而能控制细胞的大小ꎬ 以及 Ｂｏｃｈ ｅｔ ａｌ.
(２００９)破译了 ＴＡＬＥ 的一个重复单元一个碱基的

“密码”以来ꎬ ＴＡＬＥＮｓ 技术已经得到广泛的应用ꎮ
Ｍａ ｅｔ ａｌ. (２０１２) 使用 ＴＡＬＥＮｓ 技术ꎬ破坏了家蚕

ＢｍＢＬＯＳ２ 基因ꎬ其突变个体表现出油蚕表型ꎻ同时

还使用 ２ 组 ＴＡＬＥＮｓ 在 ２ 个位点切割ꎬ造成了靶标

位点中间片段的删除ꎮ Ｗａｔａｎａｂｅ ｅｔ ａｌ.(２０１２)同时

使用 ＺＦＮｓ 技术和 ＴＡＬＥＮｓ 技术ꎬ针对蟋蟀中的

Ｌａｃ２ 基因ꎬ成功实施了定点敲除ꎮ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.(２０１２)
使用 ＴＡＬＥＮｓ 技术敲除了果蝇 ｙｅｌｌｏｗ 基因ꎮ

３　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术
Ｉｓｈｉｎｏ ｅｔ ａｌ.(１９８７)在 Ｋ１２ 大肠杆菌的碱性磷

酸酶基因附近发现串联间隔重复序列ꎬ随后发现这

种间隔重复序列广泛存在于细菌和古细菌的基因

组中ꎮ 这种间隔重复序列被正式命名为成簇的、规
律间隔的短回文重复序列(Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒ￣
ｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓꎬＣＲＩＳＰＲ)ꎬＣＲＩＳＰＲ
结构非常稳定ꎬ２５ ~ ５０ ｂｐ 的重复序列被间区序列

(Ｓｐａｃｅｒｓ)间隔(Ｊａｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００２)ꎮ 研究发现ꎬＣａｓ
系统(ＣＲＩＳＰＲ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｓｙｓｔｅｍꎬＣＡＳｓ)在
原核生物中具有某种性免疫功能(Ｂａｒｒａｎｇｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻ Ｂｏｌｏｔｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 随后的研究表明ꎬＣａｓ
系统是一种原核生物特有的针对噬菌体、质粒等外

源性遗传物质的免疫保护系统ꎬ通过序列特异的

ＲＮＡ 介导ꎬ切割降解外源性 ＤＮＡꎬ从而抵抗外源

ＤＮＡ 入侵(Ｔｅｒｎｓ ＆ Ｔｅｒｎｓꎬ２０１１ꎻ Ｗｉｅｄｅｎｈｅｆｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 目前使用的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统识别序列为

２３ ｂｐꎬ靶向序列 ２０ ｂｐꎬ其识别位点最末 ３ 位 ＮＧＧ
序列被称作 ＰＡＭ(Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ)序列ꎬ
该序列对于 ＤＮＡ 切割非常重要 ( Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎬ也是 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统能够区分自身 ＤＮＡ
和外源 ＤＮＡ 的主要原因之一(图 １Ｃ)ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统通常分为Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型 ３
种类型ꎬ每种 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统均包含具有核酸酶

活性的 Ｃａｓ 基因和决定切割位点特异性的 ２ 个非

编码 ＲＮＡ: ｃｒＲＮＡ ( ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ) 和 反 式 激 活

ｃｒＲＮＡ( ｔｒａｎｓ￣ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｃｒＲＮＡ) ( Ｂａｒｒａｎｇｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻ Ｂｒｏｕｎｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｍａｋａｒｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ
Ｍａｒｒａｆｆｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ Ⅰ型和Ⅲ型 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ
系统需要多种蛋白形成复合物才能行使功能ꎬ而Ⅱ
型 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统组成简单ꎬ仅需要 Ｃａｓ９ 核酸酶

一种蛋白参与即可发挥功能 ( Ｍａｋａｒｏｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎬ目前已被改造成为基因组靶向编辑的工具ꎮ
发挥作用的 Ｃａｓ９ 核酸酶复合体由 Ｃａｓ９ 蛋白、ＲＮＡ￣
ｃｒＲＮＡ 前体(ＲＮＡ ｐｒｅ￣ｃｒＲＮＡ) 和 ｔｒａｃｒＲＮＡ３ 个组分

组成(Ｃｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎬ即在应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系

统进行基因组编辑时ꎬ需要表达这 ３ 个组分ꎮ 进一

步的研究发现ꎬ根据 ｃｒＲＮＡ 和 ｔｒａｃｒＲＮＡ 的结构特
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性ꎬ将 ｃｒＲＮＡ 和 ｔｒａｃｒＲＮＡ 构建成一条嵌合的向导

ＲＮＡ ( Ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎬ ｓｇＲＮＡ )ꎬ ｓｇＲＮＡ 具 备

ｃｒＲＮＡ:ｔｒａｃｒＲＮＡ 复合体的功能ꎬ从而将 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ 系统简化成 Ｃａｓ９ 蛋白和 ｓｇＲＮＡ２ 个组分(Ｊｉｎｅｋ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｍａｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎬ且 ｓｇＲＮＡ 的构建具

有快速、简便和成本低等优点ꎮ Ｃａｓ９ 蛋白与 ｓｇＲＮＡ
的结合能够实现在特异位点处切割 ＤＮＡꎬＣａｓ９ 蛋

白与不同的 ｓｇＲＮＡ 结合能够针对不同的位点进行

编辑(图 １Ｃ)ꎮ 因此ꎬ在对多位点进行编辑时ꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统具有更明显的优势ꎮ

虽然 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术的应用还处于初级阶

段ꎬ但该技术构建容易、成本低、适宜多位点编辑、
具有进行大规模筛选试验的潜力ꎬ必然具有广阔的

发展前景ꎮ 目前研究人员已成功利用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 系统(Ｃａｓ９ 蛋白和 ｓｇＲＮＡ)对果蝇进行靶标突

变ꎬ不同之处是如何使 Ｃａｓ９ 蛋白和 ｓｇＲＮＡ 共同起

作用(Ｂａｓｓｅｔｔ ＆ Ｌｉｕꎬ２０１４)ꎮ Ｇｒａｔｚ ｅｔ ａｌ.(２０１３)使用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术ꎬ通过向果蝇胚胎联合注射分别

表达 Ｃａｓ９ 基因和 ｓｇＲＮＡ 的质粒ꎬ定点敲除了 ｙｅｌｌｏｗ
基因并能传递到后代ꎬ但该 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统仅有

５.９％的低突变效率ꎻ此外ꎬ该系统还能对果蝇进行

双位点编辑ꎬ从而导致片段删除ꎮ Ｂａｓｓｅｔｔ ｅｔ ａｌ.
(２０１３)和 Ｙｕ ｅｔ ａｌ.(２０１３)分别将在体外转录合成

的 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 注射入果蝇早期胚胎中ꎬ
分别获得 ８８％和 ８０％的高突变率ꎮ 由上可见ꎬ注射

质粒和 ｍＲＮＡ 获得的突变率存在巨大差别ꎬ可能与

Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 表达水平ꎬ或生殖细胞在胚胎中的

表达 时 间 相 关ꎮ Ｋｏｎｄｏ ＆ Ｕｅｄａ ( ２０１３ ) 利 用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 体系进行果蝇转基因研究ꎬ产生分别

表达 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的 ２ 种转基因果蝇ꎬ当这 ２ 种

果蝇杂交时即可获得高效率的突变体ꎬ９０％以上的

果蝇能产生突变后代ꎻ进行双位点编辑时可导致长

达 １.６ ｋｂ 的片段删除ꎮ
利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术进行转基因果蝇研究ꎬ

虽然突变率高、重复性好ꎬ但分别获得 ｓｇＲＮＡ 转基

因和 Ｃａｓ９ 转基因产品、以及在突变后代中去除

Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 转基因需要耗费大量时间ꎮ Ｓｅｂｏ ｅｔ
ａｌ.(２０１３)将编码 ｓｇＲＮＡ 的质粒注射到表达 Ｃａｓ９
的转基因果蝇品系里ꎬ发现注射编码 ｓｇＲＮＡ 质粒的

果蝇 Ｇ１ 后代中获得高的突变率ꎬ但大部分不育ꎮ
Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ. ( ２０１３) 注射编码 ｓｇＲＮＡ 质粒ꎬ并使用

ｎａｎｏｓ 启动子驱使 Ｃａｓ９ 表达ꎬ获得较高比例的可育

转基因个体ꎬ并在 Ｇ１ 后代中产生高的突变率ꎮ 除

了注射表达 ｓｇＲＮＡ 的质粒外ꎬ还可直接将体外合成

转录本 ｓｇＲＮＡ 注射到胚胎里、进而获得表达 Ｃａｓ９
的果蝇品系ꎮ 但是这种技术的效率如何并未得知ꎬ
其构建体系并未建立(Ｂａｓｓｅｔｔ ＆ Ｌｉｕꎬ２０１４)ꎮ Ｂａｓ￣
ｓｅｔｔ ｅｔ ａｌ. (２０１４)分别使用 Ａｃｔｉｎ５ｃ 和 Ｕ６ 启动子驱

使 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的表达ꎬ成功地在果蝇细胞系中

实现 Ｃａｓ９ 载体的表达ꎬ结果发现高于 ８０％的细胞

产生了高效率的突变ꎮ

４　 总结与展望
随着高通量测序技术的飞速发展ꎬ越来越多的

物种基因组被测序ꎬ因此解读基因组功能显得日益

重要ꎮ ＺＦＮｓ 技术、ＴＡＬＥＮｓ 技术和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技

术各具不同的优势和局限性(王跃强等ꎬ２０１３ꎻ 张

智辉等ꎬ２０１３):
(１)ＺＦＮｓ 技术的出现使得基因打靶效率大大

提高ꎬ同时可针对某些特定的序列设计 ＺＦｎꎬ减少

了随机性进而实现靶基因的修饰ꎮ 但由于 ＺＦｎ 的

识别结构域中存在上下文依赖效应ꎬ所以目前尚无

法实现对任意一段序列均可设计出满足要求的

ＺＦｎꎬ也无法实现在每个基因或其他功能性染色体

区段都能够顺利找到适合的 ＺＦｎ 作用位点ꎮ 由于

ＺＦＮｓ 技术对于 ＤＮＡ 序列的识别特异性较低ꎬ因
此ꎬ如何构建高特异性的 ＺＦｎ 是目前存在的较大技

术难题ꎮ 此外ꎬ由于 ＺＦｎ 的脱靶切割容易引起细胞

毒性ꎬ使得其在基因治疗领域的应用出现一定的局

限性ꎮ
(２)相比 ＺＦｎｓ 技术ꎬＴＡＬＥＮｓ 技术因为使用了

ＴＡＬＥ 分子作为人工核酸酶的识别结构域ꎬ因此具

有较高的特异性ꎻ但由于 ＴＡＬＥ 蛋白与 ＤＮＡ 碱基一

一对应ꎬ且对碱基的识别只由 ２ 个氨基酸残基决

定ꎬ因此设计较简单ꎮ 不足的是 ＴＡＬＥＮ 构建过程

中ꎬＴＡＬＥ 分子的模块组装和筛选过程比较繁杂ꎬ需
要大量的测序工作ꎬ对于普通实验室的可操作性较

低ꎬ而商业化公司构建也需要花费上千美元ꎬ使用

成本较高ꎮ
(３)ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术具有精确性高、系统构建

简单和使用成本低、能同时对同一细胞多个位点进

行切割等优势ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 对靶序列的识别是

ＲＮＡ 与 ＤＮＡ 的碱基配对过程ꎬ只要有一个碱基无

法配对ꎬ就不会实现 Ｃａｓ９ 对 ＤＮＡ 的切割ꎬ降低了

脱靶 切 割 的 几 率ꎬ 减 少 了 细 胞 毒 性ꎮ 此 外ꎬ
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ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的构建仅仅需要设计与靶序列互补

的 ＲＮＡ 即可ꎬ过程更为简单和廉价ꎬ普通的实验室

也可自行完成构建ꎬ大大提高了基因操作的效率及

简便性ꎮ 并且ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统是由 ＲＮＡ 介导

的 ＤＮＡ 切割ꎬ若在 ＲＮＡ 水平上进行分子操作ꎬ可
实现精确且瞬时的切割ꎬ较易调节切割时间ꎮ

但 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在真核基因组编辑中也

存在着一些不足ꎬ如ꎬ因为 Ｃａｓ９ 蛋白对于目标序列

的切割依靠 ｃｒＲＮＡ 序列和前间区序列邻近基序

(ＰＡＭ)ꎬ若目标序列周围不存在 ＰＡＭ 或者无法严

格配对ꎬ则 Ｃａｓ９ 蛋白不能行使核酸酶的功能ꎬ因此

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术不能对任意序列进行切割ꎮ 此

外ꎬ由于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统所靶向的序列仅需十余

个碱基对精确配对ꎬ可能降低 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统切

割的特异性ꎮ
目前这几种基因组编辑技术在昆虫遗传转化

研究中的运用还处于初级阶段ꎬ但其在基因操作方

面已表现出较大的成功ꎬ因此可以预测ꎬ今后在昆

虫遗传转化方面必然具有巨大的潜力和广阔的应

用前景ꎬ将在昆虫遗传转化技术中产生深远影响ꎬ
也将在实现害虫遗传控制中发挥重要作用ꎮ 如目

前中国农业科学院在农业害虫桔小实蝇遗传控制

方面的研究已取得了较好的前期研究基础ꎬ如已经

克隆了胚胎分化期特异表达基因 ｓｒｙα 及母体效应

基因 ｎａｎｏｓ 和 ｖａｓａ 等胚胎早期高表达基因ꎬ并分离

了它们的上游潜在启动区序列ꎻ克隆了促细胞凋亡

基因 ｈｉｄ 的 ｃＤＮＡ 全长ꎻ克隆了性别决定基因 ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｅｒ 的 ｃＤＮＡ 全长并得到了其内含子序列ꎬ通过

分析获得了其雌性特异剪切元件ꎻ并已利用以上分

子元件构建了双元件胚胎致死品系所需的胚胎早

期驱动载体和致死效应载体ꎮ 在这些基础之上ꎬ目
前正着手用考虑用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 来实现多个位点

定点敲除ꎬ以满足不同需求的桔小实蝇转化品系ꎮ
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