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基因组编辑技术及其在微藻中的应用 
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摘要: 基因组编辑技术主要有锌指核酸酶(zinc finger nuclease, ZFN)技术、转录激活子样效应因子核酸

酶 (transcription activator-like effector nuclease, TALEN)技术和成簇的规律间隔的短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)/Cas 核酸酶系统。这些技术已被广泛用于模

式生物、经济动植物的基因功能验证和遗传改良, 在微藻中亦有成功应用实例。本文简要介绍了基因组编

辑技术, 并分析了这些技术在微藻中的应用, 以期为微藻基因功能解析和遗传修饰提供新方法参考。  
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基因组编辑是一组对基因组中特定DNA序列进

行碱基添加、删除或替换的技术。“编辑”有按照设计

者意愿灵活改变 DNA序列的含义。核酸内切酶广泛

用于 DNA 定点切割, 可识别和切割 DNA 序列。另

有一类蛋白 , 如锌指蛋白等 , 可识别和结合特定

DNA 序列。这些蛋白的氨基酸序列可修饰。修饰后

的蛋白可改变其识别和结合 DNA序列特异性。如果

将内切酶与具有DNA识别和结合特异性的可修饰的

锌指蛋白类蛋白融合, 就能定点切割 DNA形成双链

切口(double strand break, DSB)。细胞固有的非同源

末端连接(non-homologous end-joining, NHEJ)修复过

程与这些融合蛋白联手, 就能导致基因组定点插入/删

除或移码突变, 引起外源 DNA插入、基因功能缺失等

(图 1)[1-2], 实现基因组定点修饰或基因组编辑[3-6]。融

合蛋白的DNA内切酶模块可在众多已认知酶中选择; 

而 DNA 特异结合蛋白模块的 DNA 识别和结合特异

性的设计和修饰是基因组编辑技术的关键。基因组

编辑技术快速、有效, 最初在细菌中被开发和应用, 

后逐渐延伸到模式生物、高等动植物、微藻等, 不仅

可用于基因表达调节、特定基因组区域或染色体结

构与功能相关性阐释等, 而且可用于基因治疗和疾

病模型建立[7-8]。本文归纳了几种主要的基因组编辑

方法 , 并对这些方法在微藻中的应用进行了分析 , 

期望能促进基因组编辑技术在微藻中的应用。 

1  锌指核酸酶(zinc finger nuclease, 
ZFN)技术 

ZFN是由锌指蛋白的锌指DNA结合域和限制性

核酸内切酶 Fok I等的DNA切割域组成的融合蛋白[9]。

锌指 DNA 结合域有一组 α 螺旋, 其–1~+6 氨基酸残

基可识别 1 个碱基三联体[10]。设计并修饰这些 α 螺

旋的氨基酸组成就能改变锌指蛋白识别DNA序列的

特异性[11]。专门针对特定 DNA位点设计锌指蛋白模

块并与内切酶融合, 锌指蛋白可识别并结合在特定

DNA 序列上, 而内切酶可切割 DNA, 细胞启动固

有的 DNA 修复机制, 引入外源 DNA 片段或形成

DNA序列突变, 实现基因组编辑[12-14]。可借助病毒

或质粒载体将 ZFN基因导入基因组, 但载体可能会

引起突变; 也可用锌指模块的跨膜功能 , 直接引入

融合蛋白[4]。  

ZFN 基因组编辑方法已成功用于植物和果蝇、

线虫、斑马鱼、爪蟾、哺乳动物等 [15-17], 其特异位

点突变效率较基因敲除 (gene knockout)高 103 ~ 

105 倍 [18]。ZFN 在细胞系中的应用也日益完善。

例如 , 在人类细胞系中用 ZFN 技术可有效干扰相

关基因表达 , 联手 GFP报告系统还可定量 ZFN效

率 , 干细胞 ZFN 基因组编辑还有用于基因治疗的

可能 [19]。  
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图 1  ZFN, TALEN, CRISPR/Cas介导的基因组编辑原理 

Fig. 1  The principle of ZFN-, TALEN-, and CRISPR/Cas- mediated genome editing 

由锌指蛋白、转录激活子样效应因子或引导 RNA 识别并结合 DNA 序列后, 核酸酶切割 DNA, 产生 DNA 双链切口引发细胞固有修复

机制, 插入外源 DNA片段或发生 DNA序列突变, 完成基因组编辑。ZF, zinc finger, 锌指蛋白; TALE, transcription activator-like effector, 

转录激活子样效应因子; DNase, deoxyribonuclease (e.g. Fok I), DNA酶(如 Fok I); Cas, cas-encoding nuclease, cas编码的核酸酶; gRNA, guide 

RNA, 引导 RNA; DSB, double strand break, DNA双链切口; fDNA, foreign DNA, 外源 DNA片段。 

 

2  转录激活子样效应因子核酸酶(tra-
nscription activator-like effector 
nuclease, TALEN)技术 

TALEN融合蛋白包括 N端核定位结构域、来自

转录激活子样效应因子(TALE)的 DNA 识别结合域

和 C端的内切酶。TALE是调节内源基因转录活性的

蛋白质, 其 DNA 识别结合域有一组重复单元, 每个

重复单元由 33 ~ 35个氨基酸构成, 可识别一个碱基

对, 重复单元第 12和 13位氨基酸不同可改变这样的

识别功能, 如 N33I35识别 A, N33G35识别 T, H33D35识

别 C, N33N35识别 G 或 A 等[20-21]。因此, 通过修饰

DNA 识别结合域, 可使其具有 DNA 识别特异性。

TALEN基因组编辑原理与 ZFN基因组编辑原理类似, 

TALE蛋白模块特异性识别 DNA序列, TALEN结合

DNA, 而内切酶模块切割 DNA, 细胞激活固有的

DNA 损伤修复机制, 引入外源 DNA 片段或链接形

成 DNA序列突变, 实现基因组编辑[22]。 

TALEN基因组编辑技术在模式生物中获得验证

后 [23-24], 已广泛用于动植物、酵母和各种细胞系。

TALEN编辑斑马鱼基因组已实现特定基因沉默[25]。

TALEN 可介导酿酒酵母的多位点快速定向突变; 通

过编辑启动子区保守序列 TATA框与GC框间的关键

区域, 引起基因差异表达, 获得多性状菌株群, 再结

合荧光蛋白筛选, 实现基因组有益修饰位点的积累, 

加速酵母遗传性状进化[26]。在干细胞中使用 TALEN

技术已实现特定基因突变[27-28]。TALEN基因组编辑

文库还可高通量(成批)实现基因打靶。例如, 高通量

组装 18740个蛋白基因 TALEN质粒, 可对靶基因群

进行编辑, 干扰信号转导通路[29]。 

与 ZFN相比, TALEN可提高碱基对的识别数量

和修饰的方便性。ZFN 通常识别 3 个碱基对 , 而

TALEN的DNA识别结合域包含 4个重复单元, 可识

别 4个核苷酸对。而且, TALEN的重复单元间相互独

立, 使序列特异性设计和修饰更容易[30-31]。 
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3  成簇的规律间隔的短回文重复序列

(clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats, CRISPR)/ 
Cas 核酸酶系统 

ZFN 和 TALEN 都是由蛋白质引导的基因组编

辑方法, 其关键在 DNA 特异结合蛋白模块的设计

和修饰。除蛋白外, RNA 也可发挥“定点”作用, 主

要有 CRISPR/ Cas核酸酶系统。 

CRISPR位于特殊遗传座位。这些座位一般由高

度保守的多个 21~48 bp的回文重复序列和 26~72 bp

的重复序列间非重复间隔序列组成。CRISPR侧翼有

4~20 个 CRISPR 相关基因(cas), 这些基因编码的蛋

白有核酸酶活性。CRISPR/Cas系统是细菌和古菌特

有的防御噬菌体或质粒等外源DNA干扰基因组功能

的类免疫体系[32-33]。在这一系统作用下, 外源 DNA

被优先插入间隔序列, 从而减小或消除对细菌基因

组的影响。CRISPR转录生成前体 crRNA, 随后被加

工成包含部分重复和间隔序列的 crRNA。cas转录翻

译生成 Cas 核酸酶, 并进一步形成 CASCADE 复合

体。当外源 DNA第一次入侵细菌时, Cas核酸酶可

识别其序列, 产生新的间隔序列并插入至已有的间

隔序列中。若相同 DNA再次入侵, CASCADE复合

体识别 , 结合和剪切之, 使外源 DNA 特异性降解

(图 2)。crRNA自身, 或 crRNA与反式激活的 crRNA 

(tracrRNA)嵌合形成引导 RNA(guide RNA, gRNA)。

gRNA 特异性识别结合 DNA, 并引导 Cas 核酸酶特

异性切割DNA。因此, 可针对特定DNA设计 gRNA, 

将其与 Cas 核酸酶基因重组在一个质粒中, 转化细

胞。gRNA 引导 Cas 核酸酶至特定 DNA 序列, Cas

核酸酶切割 DNA, 经细胞固有修复过程, 引入外源

DNA 或突变[34]。优化 Cas 核酸酶基因和 gRNA 对

应 DNA 可提高 CRISPER/Cas 的切割效率并降低脱

靶率[35-36]。 

CRISPR/Cas系统已被用于细菌[37]、植物[38-39]、

动物[40]及人类[41]基因组编辑。对拟南芥基因组进行

CRISPR/Cas 编辑时 , 有研究者设计 2 条相似的

gRNA 引导 Cas核酸酶同时切割 DNA 的 2 条链, 创

制了新的遗传种质[42]。使用显微注射将 Cas 核酸酶

mRNA 和 gRNA 直接导入猪合子, 可有效地敲除对

应基因的所有等位基因[43]。 

与 ZFN 和 TALEN 这两种蛋白引导的基因组编

辑方法相比, 使用 CRISPR/Cas 系统时无需对 DNA

结合蛋白模块本身进行修饰改造, 只需设计特异性

gRNA, 操作更容易。CRISPR/Cas 系统的另一优势是

可同时使用多条gRNA序列, 实现多位点同步编辑[44]。

但是多靶向 CRISPR/Cas 基因组编辑方法所构建质

粒较大, 导入细胞较困难。 

 

图 2  细菌 CRISPR/Cas系统防御机制 

Fig. 2  CRISPR/Cas-mediated defense mechanism in bacteria 

CRISPR 一般由多个回文重复序列和重复序列间的非重复间隔

序列组成 , 可转录加工生成 crRNA(CRISPER RNA); 侧翼的

CRISPR 相关基因 cas 编码具有核酸酶活性 Cas 蛋白。crRNA

和 Cas 核酸酶进一步形成 CASCADE 复合体。外源 DNA 或以

新间隔序列方式插入已有的间隔序列 , 或被降解。CRISPR, 

clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 成簇规

律间隔短回文重复序列; Cas, cas-encoding nuclease, cas 编码的

核酸酶。 , palindromic repeats, 回文重复序列; , non-repeated 

interval sequence, 非重复间隔序列。  

 
上述几种基因组编辑技术可组合使用。例如, ZFN

和 TALEN形成的杂交核酸酶具有更广的 DNA识别特

异性和更高的切割效率[45]; TALEN 和 CRISPR/Cas 系

统在海葵中组合使用 , 既可诱导定向突变 , 又可实

现同源重组, 从“加法”(获得基因)和“减法”(失去基

因)两个角度解析基因功能[46]。 

4  现有基因组编辑技术的不足 

伴随基因组编辑技术的广泛应用, 诸多问题也

相继显现, 主要问题有 DNA 结合蛋白模块特异性

不足, 限制了可修饰基因范围; 脱靶现象(基因组上
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其他位置的相似序列会参与竞争, 与外源 DNA 发

生非特异性结合)导致非靶基因突变甚至基因组范

围表达紊乱。DNA识别和结合特异性受多个因素影

响, 包括蛋白结构间相似性、DNA结合域三维结构

和 DNA 表观遗传修饰、结合域和切割域间氨基酸

铰链匹配度等。电泳迁移率检测 (electrophoretic 

mobility shift assays, EMSAs)或酶联免疫吸附检测

(enzyme-linked immunosorbent assays, ELISAs)等可

对蛋白协同性质进行定量分析, 但仍然不是对其特

异性高低的直接检测 [47]。类似问题在 CRISPR/Cas

系统中也存在。在探究人类早期胚胎 DNA修复机制时

发现, 虽然 CRISPR/Cas 系统能有效地切割基因, 但受

gRNA 特异性限制, 导致编辑效率低、靶向位点错误、

插入片段无意义、或形成嵌合体胚胎等[48]。这使 DNA

结合蛋白和 gRNA既需巧妙设计, 又要有效筛选。另外, 

结合蛋白与特定 DNA 序列结合后, 是否会扰乱基因组

原有的表达模式等问题有待深入研究。 

5  基因组编辑技术在微藻中的应用 

基因组编辑技术在微藻中的应用已初见端倪(表 1)。

莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)中使用 ZFN可

实现对基因功能的研究。首先以抗性或荧光标记等

报告基因作为靶基因进行敲除, 可评估不同的 ZFN

转化效率 , 再据此结果对模块组合进行修饰优化 , 

选出特异性以及亲和力最合适的核酸酶与外源 DNA

共转化, 实现对靶基因的定点敲除[49]。对衣藻基因组

中所有可能的 ZFN靶向位点的识别及评测已经完成, 

并建立起 ZFN Genome资源库[50]。人工设计的 TALE

已被证实可在衣藻中充当转录活化因子, 可识别特

异启动子序列并与之结合, 诱导靶基因在转录和蛋

白水平的表达上调[51-52]。TALEN虽尚未在衣藻中直

接应用, 但 TALE的使用已为其提供了初步的支持。

在三角褐指藻 (Phaeodactylum tricornutum)中 , 将

TALEN 编码构建物与选择标记(如抗性基因等)进行

共同转化, 通过非同源末端连接完成三角褐指藻基

因组定向修饰, 定向突变和基因插入的效率分别可

达 56%和 27%。用此方法获得了高产油率藻株且具

有遗传稳定性[53]。若构建一个同时含有尿素酶基因

两端侧翼序列(约 1kbp)和选择标记的“敲除质粒”, 

并将该质粒与 TALEN一起转化, TALEN分别与靶基

因的上下游结合完成切割, “敲除质粒”则通过同源重

组介导的修复过程整合到基因组, 实现对尿素酶的

干扰, 从而研究相关代谢途径[54]。将 CRISPR/Cas系统

应用到微藻中, Cas核酸酶和 gRNA在转化衣藻 24h内

有成功的瞬时表达, 但尚未成功得到改造后稳定遗传

的转化株[55]。是否可以尝试使用特定的启动子驱动 Cas

核酸酶基因表达, 或使用活性时间更短的 Cas 核酸酶

mRNA进行转化, 还需验证。 

 
表 1  基因组编辑技术在微藻中的应用实例 
Tab. 1  Examples of genome editing technique applications in microalgae 

物种名称 编辑方法 靶基因 参考文献

莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii ZFN 光敏一型视紫红质离子通道蛋白编码基因 COP3 [49] 

周质芳香基硫酸酯酶编码基因 ARS1/2 [51] 莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii TALE 

激活无机碳吸收膜蛋白编码基因 HLA3 [52] 

三角褐指藻 Phaeodactylum tricornutum TALEN 二磷酸尿苷-葡萄糖焦磷酸化酶基因 UGP [53] 

三角褐指藻 Phaeodactylum tricornutum TALEN 尿素酶编码基因 UREABC [54] 

莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii CRISPR/Cas 雷帕霉素敏感基因 FKB12 [55] 

 
基因组编辑技术在微藻中的应用日益广泛。外

源基因在微藻基因组中同源重组的效率很低。在衣藻

中, 即使不断优化 DNA 片段、长度和转化条件, 同源

重组的比例仍很低, 最高只能达到 1%左右[56-58]。因此, 

难以对微藻特定 DNA区域进行定向修饰。使用基因

组编辑技术 , 除可以直接进行定向修饰外 , 还可以

通过干扰 DNA修复蛋白 Ku70、Ku80、DNA连接酶

IV等相关基因, 提高微藻同源重组效率。包括 RNA

干扰在内的一些体系, 在调节基因表达时都无法做

到彻底沉默靶基因, 而基因组编辑技术可以避免潜

在的泄漏, 达到完全沉默基因的目的。另外, 与高等

植物相比, 微藻操作更容易。基因组编辑技术具有修

饰微藻基因组任何位点(编码区、内含子、启动子、3

非翻译区等)的潜能。 

6  结语 

微藻是一类种类繁多、分布广泛、能够进行光

合作用的生物 , 既在生态系统中发挥关键作用 , 又
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具有水产养殖、生物能源开发、食品饲料研制等应

用价值。与其他模式生物和经济动植物相比, 相关基

因组编辑技术和策略在微藻中虽有尝试应用, 但仍

处于起步阶段。本文介绍了几种主要的基因组编辑

技术, 并对这些技术在微藻中的适用性进行了分析。

虽然有一些技术问题尚待解决, 但基因组编辑技术

较其他技术仍具有无可比拟的优势和前景。 
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Abstract: Genome editing techniques mainly include zinc finger nuclease (ZFN), transcription activator-like ef-

fector nuclease (TALEN), and clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 

(CRISPR/Cas) systems. These techniques are effective for verifying gene function and genetic modification in a 

wide range of species, e.g., diverse models, economic animals and plants. They are also applicable in microalgae. In 

this study, we briefly describe these techniques and illustrate their application in microalgae, aiming to provide new 

methods for genetic modification and improvement in microalgae. 
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