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从随机突变到精确编辑：果蝇基因组编辑技术的发展及演化 
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摘要: 黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)是研究生命科学的重要模式动物，基因组编辑技术的发展有助于人们

更好地利用果蝇来进行遗传学、发育生物学、生物医学等领域的研究。从 20 世纪开始，果蝇基因组编辑技术

经历了从随机突变到精确敲除、从单纯的基因突变体制作到多样化的基因组精确编辑的过程。甲基磺酸乙酯

(Ethyl methanesulfonate, EMS)化学诱变是利用正向遗传学研究基因功能的重要手段，但是无法实现果蝇基因的

精确敲除。基于同源重组建立的基因打靶技术首次实现对果蝇基因组任意位点的精确编辑，但效率较低。

CRISPR/Cas9(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein)系统介导的果

蝇基因组精确编辑相对于基因打靶技术具有简单、快速、高效的特点。本文以果蝇基因敲除为主线，系统阐述

了果蝇基因组编辑技术的演化，着重论述了基因打靶、ZFN(Zinc-finger nucleases)、TALEN(Transcription acti-

vator-like effector nucleases)及 CRISPR/Cas9 技术的发展和应用。 
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Abstract:  Drosophila melanogaster, an important model organism for studying life science, has contributed more 

to the research of genetics, developmental biology and biomedicine with the development of genome editing tech-

niques. Drosophila genome-editing techniques have evolved from random mutagenesis to precise genome editing and 

from simple mutant construction to diverse genome editing methods since the 20th century. Chemical mutagenesis, 
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using Ethyl methanesulfonate (EMS), is an important technique to study gene function in forward genetics, however, 

the precise knockout of Drosophila genes could not be achieved. The gene targeting technology, based on homologous 

recombination, has accomplished the precise editing of Drosophila genome for the first time, but with low efficiency. 

The CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein)-mediated 

precise genome editing is simple, fast and highly efficient compared with the gene targeting technology in Drosophila. 

In this review, we focus on Drosophila gene knockout, and summarize the evolution of genome editing techniques in 

Drosophila, emphasizing the development and applications of gene targeting, zinc-finger nuclease (ZFN), transcrip-

tion activator-like effector nuclease (TALEN) and CRISPR/Cas9 techniques. 

Keywords: Drosophila; genome editing; ZFN; TALEN; CRISPR/Cas9 

基因组编辑是现代分子生物学研究的重要课题，

也是基因表达调控、基因功能、药物开发、基因治

疗等一系列研究的前提[1~3]。从 T. H. Morgan发现第
一只白眼突变果蝇，首次证实基因在染色体上呈线

性排列并绘制了第一张基因图谱，果蝇逐渐发展成

为现代分子遗传学研究的重要模式动物。果蝇基因

组编辑技术，特别是突变体获得技术也经历了一系

列的发展演化。20世纪 20年代，Morgan的学生Muller
应用 X 射线造成基因组损伤使染色体重排，大大提
高了果蝇基因突变的频率 [4]。过去几十年，传统的

果蝇突变体制作方法的应用，如化学诱变、转座子

介导的突变等，在一定程度上促进了以果蝇为模型

的现代生物学研究。1968年，Lewis和 Bacher利用
甲基磺酸乙酯(Ethyl methanesulfonate, EMS)处理构
建了第一个果蝇化学诱变突变体。然而，由于 EMS
诱导产生的点突变筛选困难，大量序列比对和杂交

工作费时费力，EMS化学诱变的方法并未在果蝇突
变体获得过程中得到广泛应用[5]。直到 20 世纪 80 年
代，转座子插入(Insertion)/跳跃(Jump-out)的方法成为
基因突变的有力工具。Cooley 等[6]利用转座子插入

的方法获得 1300个单个 P因子插入的果蝇品系并用
于隐性突变体的大规模筛选。2000 年，Rong 等[7,8]建

立的基于同源重组的基因打靶(Homologous recom-
bination mediated gene targeting)技术首次实现果蝇
基因的精确敲除。近年来，ZFN(Zinc-finger nucleases)、
TALEN(Transcription activator-like effector nucleases)及
CRISPR/Cas9(Clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats/CRISPR-associated protein)技术的应用，
极大丰富和简化了果蝇基因组编辑的手段。 

ZFN、TALEN及 CRISPR/Cas9介导的基因组精
确编辑依赖于细胞 DNA双链断裂(Double strand break, 

DSB)的形成及随后的 DNA 损伤修复机制来实现。三
者以不同的方式，造成目的基因靶序列的 DNA形成
DSB。在真核生物细胞中，DSB 修复主要以两种方
式进行：非同源末端连接(Non-homologous end joining, 
NHEJ)和同源重组(Homologous recombination, HR)[9]。

NHEJ是一种快速、低精确度的 DNA损伤修复方式，
通过该方式进行的 DSB修复通常伴随核苷酸碱基的
增加、缺失或者替代，从而造成目的基因的移码突

变。HR 修复方式则利用同源序列作为模板对 DSB
进行精确修复。利用此原理，在目的基因断裂产生

DSB 的同时导入外源的特定 DNA 序列作为修复模
板，可以实现目的基因的精确编辑(图 1)。 
与基因敲除相对应，RNA 干扰(RNA interfer-

ence, RNAi)是另外一种在果蝇功能基因组研究过程
中被广泛采用的技术。RNAi利用 Dicer核糖核酸酶
作用产生 dsRNA(Double-stranded RNA)与目的 mRNA
配对，促使其降解，从而沉默特定基因的表达。RNAi
不涉及 DNA的改变。将 RNAi与 Gal4/UAS系统结
合可以实现在果蝇全身或特定组织中的目的基因沉

默。基于此，RNAi被广泛应用于果蝇大规模基因组
筛选的研究。RNAi 的不足之处表现在：(1)容易产
生脱靶效应；(2)目的基因被敲低而并非敲除。上述
不足决定了 RNAi 作为诠释果蝇基因功能的辅助手
段，因此本文不进行详述。 

1  传统果蝇突变体制作方法：从 EMS 化学
诱变到转座子介导的突变  

1.1  EMS诱导突变 

自 1968年 Lewis和 Bacher首次使用 EMS诱导 
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图 1  ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 系统基因组编辑原理 
Fig. 1  Schematic principles of ZFN-, TALEN- and CRISPR/Cas9-mediated genome-editing 
ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9以不同原理导致靶序列形成 DSB，DSB通过非同源末端连接(NHEJ)或同源重组(HR)被修复，实现对靶
基因的敲除或精确编辑。A：3个串联的 ZFPs(橙色)与 FokI(绿色)蛋白结合形成 ZFN，1对 ZFNs结合到 DNA靶序列并进行剪切形成
DSB；B：TALE 蛋白与 FokⅠ(绿色)构成 TALEN，TALEN 形成二聚体剪切靶序列，形成 DSB；C：sgRNA 识别靶序列并引导 Cas9
蛋白(蓝色)作用形成 DSB。 

 
产生果蝇突变体以来，EMS一直被用作一种常用的
果蝇突变体化学诱变剂。EMS诱变原理是通过烷基
化鸟嘌呤导致 G与 T错配，使 G/C突变成 A/T，从
而造成基因点突变[10]，导致基因功能的缺失。EMS
诱导果蝇基因突变的效率较低，但由于其在基因组

上的作用位点具有随机性[11]，可以方便地获得同一

个基因的不同形式突变体。基于 EMS诱变产生的突
变库进行的遗传学筛选有助于人们发现新的重要信

号通路或者某些重要信号通路上新的调节分子或效

应分子，如果蝇 Toll信号通路。因此，EMS被广泛
应用于果蝇正向遗传学研究。 
正向遗传学首先通过人工诱变或者自发突变获

得大量基因突变体，然后根据特定的表型寻找相应

基因并对基因的功能进行深入研究。利用 EMS进行
果蝇正向遗传学研究的过程大致如下：首先将雄蝇饥

饿处理 6~16 h，随后暴露在含有 EMS(0.01~0.03 μm/L)
的蔗糖溶液 18~24 h。将暴露后的雄果蝇恢复 24 h
后与大量雌蝇进行单杂交，根据筛选表型的变化(如
眼睛大小的改变)鉴定有意义的基因突变体。经过
EMS 诱导的正向遗传学筛选，Yamamoto 等[12]鉴定

了 Notch 蛋白新的突变体 Notchjigsaw，揭示了 Notch
在不同的生理条件下选择性结合 Serrate 和 Delta 的

分子机制。Liao 等[13]经过 EMS 筛选确定了果蝇 3
号染色体右臂上的 6 个遗传互补群直接影响线粒体
的正常功能。 
虽然 EMS诱导产生基因突变相对简单，但其并

未发展成为一种主要的果蝇突变体制作方法。因为

其诱变后的突变鉴定过程复杂，通常必须通过大规

模的 DNA测序才能确定突变发生的具体位置，因此
实验成本高。为了提高 EMS 诱导突变的检出效率，
研究人员开发出 TILLING(Targeting-induced local 
lesions in genomes)检测技术。TILLING的基本原理
是基于特异性核酸内切酶 CELⅠ对 DNA 双链错配
碱基的识别和作用：首先提取突变体 DNA，然后进
行特定区段的 PCR扩增。发生突变的位点形成的碱
基错配可以被 CELⅠ识别并剪切，凝胶电泳即可得
到两条分子量较小的条带。TILLING 在一定程度上
解决了 EMS化学突变检测困难的问题，特别是通过
互补实验已确定突变所在的染色体位置后，可再用

TILLING进行精确定位[14,15]。除了 TILLING，高效
液相色谱分析法 (Denaturing high performance liq-
uid chromatography, DHPLC)也是有效的 EMS诱导
突变的检出方法。该方法将 PCR扩增的产物加入到
高效液相色谱柱，通过升温使 DNA双链变性，存在
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错配碱基的双链变性温度较低，因而洗脱的时间不

同。该方法突变检测效率可达 95%以上[16]。 

1.2  转座子介导的突变 

转座子 (Transposon)是一类可以在基因组任意
移动的 DNA元件。利用转座子可以有针对性的对果
蝇目的基因进行敲除，在一定程度上克服了 EMS无
法特异性敲除基因的不足[17]。转座子介导果蝇基因

突变主要通过两种方式：插入和跳跃。其中最常用

的转座子是 P因子(P-element)及其变体，如 P{GT1}
及 P{SUPor-P}。野生型 P因子长约 2.9 kb，由两端
的反向重复序列(31 bp)和编码转座酶的基因构成。
与 EMS诱变的随机作用不同，P因子通常插入到基
因 5'端的转录调控序列附近，从而影响邻近基因的
转录。将特定的 DNA 序列 (如决定果蝇眼色的
miniwhite基因或隔离序列)整合到 P因子，改造后的
P 因子被广泛用于插入突变。迄今为止，利用 P 因
子插入进行基因敲除计划(P-element gene disruption 
project, PGDP)已在果蝇基因组上得到 16 130个插入
位 点 (http://flypush.imgen.bcm.tmc.edu/pscreen/) 。
P{GT1}及 P{SUPor-P}是两类制造插入突变效率较
高的 P因子变体[5]。P{GT1}包含一个 3′末端缺少多
腺苷酸化信号序列的miniwhite标记基因和一段缺少
启动子的 Gal4 基因编码序列，在 Gal4 编码序列前
含有剪切受体序列。当 P{GT1}插入在内源基因启动
子之后，3′末端多腺苷酸化信号序列之前时，P{GT1}
阻断该基因的正常表达，同时表达 Gal4 蛋白和
miniwhite标记基因，果蝇表现为红眼。P{SUPor-P}
则通过在 miniwhite两侧构建隔离序列，阻断增强子
和启动子的相互作用。当 P{SUPor-P}插入到目的基
因的 5′调控区时，即可影响目的基因的转录，导致
相应的表型。P{PZ}和 P{LacW}包含有 LacZ基因的
编码序列，当它们插入到内源基因启动子附近时，一

方面可以阻断被插入基因的转录，一方面可以作为

“Enhancer trap”来追踪该基因的表达模式。因为此
时 LacZ的表达模式与该插入基因的表达模式相同。 
虽然 P 因子插入可以作为基因敲除的有效工具，

但并非所有基因都能找到合适的 P 因子插入品系，
因为 P 因子在果蝇基因组的插入存在“热点”。为了
克服这一缺陷，研究人员向 PiggyBacs (PBac) 转座
子中引入 P 因子，构成复合转座子。这样的复合转

座子既具有 PBac在基因组随机插入的特性，又具有
P 因子跳跃不精确剪切的特性[17]。此外，利用基因

组上两个带有 FRT位点的 P因子插入可以介导果蝇
染色体大片段缺失[5]。 

P 因子跳跃介导的基因突变是利用了 P 因子转
位时会发生不精确剪切(Imprecise excision)的特性。
P 因子在转座酶的作用下，脱离原插入位点，此时
容易发生不精确剪切，带走原插入位点两侧的 DNA
序列，如邻近基因的启动子序列或部分 5'端编码序
列，造成基因功能的缺失 [5]。利用此特性，选择目

的基因附近适合的 P因子插入品系，与携带 P转座
酶的果蝇杂交，通过严格的遗传学筛选，即可获得

目的基因的突变体。 

2  果蝇基因组精确编辑技术 

2.1  同源重组介导的基因打靶 

尽管利用 P 因子能够实现部分特定基因的功能
缺失，但仍存在许多缺点：(1)P 因子通常偏好插入
在特定基因的启动子附近，很难实现对该基因其他

区域(如重要功能域)的突变；(2)并非所有基因都存
在可用的 P 因子插入；(3)P 因子跳跃引起的 DNA
片段不精确剪切无法准确控制缺失片段的大小，容

易导致与之相邻基因的功能缺失；(4)利用 P因子主
要是通过 DNA插入或缺失影响基因的功能，无法实
现蛋白编码序列其他形式的改变，如单核苷酸缺失

或替换。为了克服上述不足，Rong 等[7]建立了利用

同源重组进行果蝇基因定向敲除的技术(Homologous 
recombination mediated gene targeting)，又称基因打
靶，首次对 yellow 基因实现精确敲除。基于同源重
组，基因打靶技术首次实现几乎可以对果蝇基因组

任意位点进行任何形式的改变，包括基因敲除、核

苷酸插入、碱基替换等多种形式的编辑。因此，基

因打靶技术的建立是果蝇基因敲除技术质的飞跃。 
果蝇基因打靶的基本原理是利用 DNA 损伤修

复的同源重组过程，将预先设计好的外源 DNA序列
(与目标基因的内源序列高度同源，一般只包含轻微

改变，如插入或缺失单个核苷酸，或 ATG翻译起始
密码子的缺失等)重组进入果蝇基因组，用以替代目
标基因的内源序列。待重组的外源 DNA序列构建于
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donor 质粒上之后，通常通过两种方式，即 ends-in

或 ends-out，重组进入基因组(图 2)。利用 ends-in方
式进行果蝇基因打靶主要包括 3 步(图 3)：第一步，

制作包含 donor质粒的转基因果蝇。体外构建 donor
质粒，该质粒包含已经设计好的 DNA 片段(含突变
位点)、打靶位置两端的同源臂序列，w+标记基因、

FRT 位点等重要元件。将构建完毕的 donor 质粒转
化进入果蝇基因组获得转基因果蝇。第二步，donor

质粒携带的外源 DNA 片段重组至打靶位点(即目的

基因)。包含外源 DNA 及同源臂的 donor 片段在
FRT/FLP 系统的作用下环化，最终以 ends-in的方式

在靶位点重组进入果蝇基因组。此时，目的基因有

两份拷贝，呈串联排列。第三步，通过 reduction去
除目的基因的重复拷贝。I-CreI酶切导致在目的基因

附近产生 DSB，再次通过 DNA 重组，去除目的基
因多余的拷贝，最终获得目的基因精确改变的突变 

 

 
 

图 2  基因打靶过程中外源 DNA 通过两种方式重组进入基因组 
Fig. 2  Two typical forms of gene targeting constructs are shown 
A: Ends-in; B: Ends-out。 

 

 
 

图 3  基于同源重组的基因打靶(Ends-in 方式)流程图 
Fig. 3  Ends-in gene targeting flow diagram 
FLP (Flippase)：重组酶；FRT (FLP recombinase target)：FLP作用位点；w+：miniwhite标记基因；*代表引入的基因突变或基因编辑。 
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体。通过 ends-out 方式进行果蝇基因打靶的主要过
程与 ends-in类似，不同之处在于前者直接利用设计
的外源 DNA片段替换基因组上的内源性片段，无需
reduction步骤。 
在酵母和哺乳动物细胞中的实验表明，利用

ends-in进行基因打靶的效率总体高于 ends-out[7]。但

整体而言，基因打靶的成功率偏低。无论是 ends-in
还是 ends-out，成功率大约是 1/500~1/30 000之间[8]。

此外，如上所述的常规基因打靶技术工作量较大，

很难实现对同一个基因制造多个不同形式的突变体

(即不同的 allele)。Gao等[18]建立的 SIRT(Site-specific 
integrase mediated repeated targeting)技术将 ΦC31定
点整合系统与上述基于同源重组的基因打靶技术相

结合，只需经过一次 ends-in打靶，即可方便地获得
同一个基因的多种突变体形式(Allelic series)。 

SIRT 主要通过两个步骤进行：首先，通过常规
的 ends-in方法将 attP位点导入目的基因附近；其次，
构建一个新的 donor质粒(其中包括 ΦC31的 attB位
点)，ΦC31 系统介导该 donor 质粒以较高的效率重
组进入果蝇基因组，经过前述类似步骤，最终获得

突变体。利用 ΦC31系统，SIRT克服了常规基因打
靶技术打靶效率低的缺点。SIRT 可以实现对较大的
蛋白不同功能域以及基因簇中冗余片段分别进行敲

除并进行功能分析。Gao 等[18]利用该方法制造了 6
个 nbs 突变体，其中包括单个氨基酸替换形成的突
变体和全功能缺失突变体。 

2.2  锌指蛋白核酸酶(ZFN)介导的基因组编辑 

ZFNs由具有特异性 DNA 识别功能的锌指蛋白
(DNA 结合域)和核酸内切酶 FokⅠ(DNA 切割域)两
部分组成[19]。相较于同源重组介导的基因打靶，ZFN制
造果蝇突变体的效率高，过程相对简单。由于 FokⅠ
核酸内切酶只有在形成二聚体后才能剪切 DNA 产
生 DSB，因此利用 ZFN工作时需要设计一对方向相
向且相互靠近的 ZFN(本文称之为左、右 ZFN)结合
位点(图 1A)。 
利用 ZFN 进行果蝇基因敲除的技术最初由

Bibikova 等[20]建立，用于敲除果蝇的 yellow 基因。
Bibikova 及其同事 [20,21]构建了分别编码左、右

ZFN(Hsp70启动子诱导表达)的质粒，并制造相应的
转基因果蝇。经过热激诱导，在同时表达左、右 ZFN
的雄性后代中，约 50%表现为体细胞 yellow基因突

变嵌合体，5.7%能产生可遗传的 yellow基因突变体
(最终所产生的 yellow 突变体比例为 0.44%)。DNA
测序表明突变体在特定位点上存在着碱基的缺失或

插入，说明利用 ZFN能有效诱导 NHEJ介导的果蝇
突变体产生。 
如上所述，早期在果蝇中使用 ZFN技术是通过

构建转基因果蝇，热激诱导 ZFN表达。这种方式一
定程度上减轻了 ZFN过表达引起的毒性，但实验过
程复杂[20~23]。为了提高工作效率，Beumer等[23]向果

蝇胚胎直接注射编码 ZFN 的成熟 mRNA，成功获
得 coil和 pask的突变体。这种方法不仅简化了实验
操作过程，提高了常规 ZFN打靶的效率，而且使利
用 ZFN进行果蝇基因组大片段敲除或者同时进行多
基因敲除成为可能。此外，在 Lig4基因(编码 NHEJ
修复过程所需的重要蛋白)突变的果蝇中，通过胚胎
注射的方式，同时注射编码 ZFN的 mRNA和 donor
质粒，能够促使细胞通过同源重组的方式(NHEJ 修
复机制被抑制)修复 DSB，实现对目的基因进行多种
形式的编辑，如 Beumer等[24]利用 XbaI位点替换 rosy
基因中的 ZFN识别序列。科研人员通过运用胚胎注
射 ZFN mRNA的方法在斑马鱼[25~27]、小鼠[28,29]、大

鼠[30]、蛙类[31]中都成功获得不同基因突变体。 
相对于基于同源重组的基因打靶，ZFN 实用性

更高，但同时也具有一定的缺陷，如构建过程复杂、

容易产生脱靶效应。针对后者一般可以通过在一个

ZFN上串联多个锌指蛋白(Zinc-finger proteins, ZFPs)
来提高 ZFN结合的特异性，降低脱靶的概率[23]，或

者设计一对特定的 FokⅠ使其形成异源二聚体。有
研究指出 FokⅠ异源二聚体与同源二聚体相比，前
者与 DNA 之间作用的特异性更高[32]。关于 ZFN 的
构建方法，主要有模块组装法(Modular assembly)[33]

和寡聚体库工程化筛选构建法 (Oligomerized pool 
engineering, OPEN)[34]。目前，设计新的 ZFN相当昂
贵耗时[35]。 

2.3  TALE蛋白核酸酶(TALEN)介导的基因组编辑 

TALE蛋白(Transcription activator-like effector)
首先在植物病原体—黄单胞杆菌(Xanthomonas spp.)
中被发现，在病菌侵染时激活植物细胞内特定基因

的转录[36,37]。TALE蛋白通常由 3个结构域组成：N
端的核定位信号结构域、具有转录激活功能的 C 端
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结构域以及可识别特定 DNA 序列的串联重复结构
域[36]。串联重复结构域包含数目不等的(5至 30多个，
平均有 17.5 个)重复元件。每个重复元件由 34 个氨
基酸残基构成，其中第 12 和 13 位氨基酸残基，即
重复可变残基(Repeat-variable diresidues, RVDs)对
应一个特定的核苷酸 (NI-A、NG-T、NN/NK-G、
HD-C)[36~38]。与 ZFN类似，将 TALE蛋白的 C端与
FokⅠ结构域结合形成 TALEN，利用一对 TALENs
结合作用于目的 DNA 序列可以产生 DSB(图 1B)，
获得基因突变体。 

TALEN相对于 ZFN对 DNA识别的特异性更高，

细胞毒性更低。2012 年，Liu 等[39]首次建立了利用

TALEN 进行果蝇基因敲除的方法。通过将编码

TALEN 的成熟 mRNA 直接注射到果蝇(F0)胚胎中，

成功敲除 yellow基因(X染色体)和 CG9797(3号染色

体)。以 yellow 基因敲除为例，在所有可育的雌性

F0中，有 45.1%的雌性 F0能够产生 yellow基因突变

的后代。在所有雌性 F0所产生的 F1子代中，yellow

基因突变体为 41.3%。由此可见，针对相同的基因

(yellow基因)，TALEN的突变成功率远高于 ZFN[39]。

此外，Beumer等[40]在果蝇中利用 TALEN对两个基

因 rosy和 yellow同时进行敲除，结果也表明用 TALEN

进行基因敲除的成功率明显高于 ZFN。 

虽然 TALEN 相较于 ZFN 具有更高的基因敲除
效率，但构建 TALEN 重复结构域的过程仍然较为
复杂。为此研究人员开发出多种快速构建的方法，

如“Golden Gate Cloning”[41]、“Unit Assembly”[39,42~44]

和 FLASH (Fast ligation-based automatable solid-phase 
high-throughput)等。最近 Katsuyama 等 [45]建立的

easyT 方法可以将 TALEN的构建过程缩短至 1 d以
内。通过该方法构建的 TALEN 可直接以质粒的形
式注射到果蝇胚胎中，省去注射 mRNA需要先进行
体外转录的过程，在操作上更为简便。 
与 ZFN 类似，TALEN 在果蝇中的应用也并不

局限于突变体制作，还可应用于多种形式的基因编

辑。如 Yu 等[46]成功利用 TALEN 在果蝇 chameau
基因的第一个外显子上插入 SmaⅠ酶切位点，同时
造成 chameau 基因编码序列移码，破坏其表达。此
外，将 TALE 蛋白与转录调控因子(如转录激活域
VP64)结合，可以调控目的基因的表达。如 Cocker

等 [47]利用 TALERs(TALE-repressors)来调控果蝇发
育过程中控制体节形成的 eve 基因增强子，从而影
响该基因的转录。 

2.4  CRISPR/Cas9介导的基因组编辑 

虽然 ZFN 和 TALEN 的建立极大地促进了果蝇

基因编辑技术的发展，但二者作用的本质都是依赖

于蛋白质对目的 DNA序列的识别。因此，针对一个

目的位点，就需要设计一对相应的 ZFN或 TALEN，

这样不利于果蝇一步进行多基因的敲除或大规模的

基因敲除(如建立果蝇突变体库)。CRISPR/Cas 系统

首先在大肠杆菌(Escherichia coli)的基因组中被发

现，包含 Cas基因家族和 CRISPR(Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeat)序列元件。CRISPR

元件转录成熟形成 crRNA(CRISPR RNA)，crRNA与

tracrRNAs(Trans-activating crRNAs)结合形成双链，引

导 Cas 核酸酶作用在外源 DNA 上产生 DSB，清除

入侵者从而保护细菌细胞的内环境[48~50]。研究发现，

与 crRNA结合的外源 DNA序列后面是否具有 PAM 

(Protospacer adjacent motif)结构是其能否引导 Cas9

蛋白结合并切割外源 DNA 的关键因素。Jinek 等[51]

将 crRNA 与 tracrRNA 融合构建出 sgRNA(Single 

guide RNA)并直接与 Cas9 结合在体外实现了对特

定 DNA序列的切割(图 1C)。 

与 ZFN和 TALEN相比，利用 CRISPR/Cas9系

统进行果蝇基因敲除具有明显的优势：(1)在基因组

上可以找到更多的 CRISPR/Cas9潜在靶位点(3′端带

有 PAM(NGG)的序列)；(2)针对目标基因，CRISPR/ 

Cas9系统只需合成对应于靶位点的长约 20 bp左右

的 sgRNA，即可实现对该基因的敲除，这极大地提

高了工作效率；(3)利用 CRISPR/Cas9系统进行果蝇

基因敲除成功率高。Yu等[52]研究显示，利用该系统

敲除果蝇 yellow基因，超过 65%的可育雄性 F0可产

生 yellow 基因突变体后代。此外，CRISPR/Cas9 对

于异染色质化的基因同样能够发挥作用，如位于 Y染

色体的基因 kl-3(CG17629)，其基因敲除效率达 100%。 

利用 CRISPR/Cas9进行果蝇基因敲除，最直接

的方法是将特定的 sgRNA 和编码 Cas9 的成熟

mRNA直接注射进入胚胎(F0)，在 F1代筛选突变体，
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如 Yu等[52]的方法。为了简化操作，Gratz等[53]制作

了 Vasa 启动子驱动的在果蝇生殖腺特异表达 Cas9

的转基因品系。向该品系的胚胎直接注射识别 ry靶

序列的 sgRNA编码质粒，可以在 15%的子代中得到

ry突变体。这种方法同时避免了 Cas9及 sgRNA 体

外转录的步骤，提高了实验效率。此外，分别制造

Cas9和 sgRNA的转基因果蝇，通过果蝇杂交的方法

也能获得满意的突变效率。以定向敲除果蝇 white(w)

基因为例，利用生殖细胞中特异表达的 nos-Cas9转

基因品系与 U6-sgRNA 转基因品系杂交，可在后代

中得到高达 85%的突变率[54]。 

利用 CRISPR/Cas9除了进行基因定向敲除，还
可以方便地进行其他应用，如基因的条件性敲除、

基因大片段敲除、CRISPRi 等。基因条件性敲除将
CRISPR/Cas9系统与果蝇 Gal4/UAS系统相结合，利
用组织特异性表达的 Gal4 蛋白驱动 Cas9 转录，从
而在果蝇特定组织中 (非全身 )实现目的基因的敲  
除[55]。基因大片段敲除通过设计两个 sgRNA(相同染
色体上但相隔一定距离)同时作用，在染色体上实现
大片段(~3 kb)敲除[46,56]。果蝇基因组大片段敲除为

非编码 RNA(Non-coding RNA)功能研究开辟了新的
途径。CRISPRi 技术利用功能失活的 Cas9 核酸酶
(dCas9)只结合到 PAM上但不进行 DNA剪切的特点，
抑制目的基因的转录。Gilbert等[57]将 dCas9与转录
抑制功能域 KRAB结合并发现 CRISPRi介导的转录
抑制效应与 RNAi相比具有更高的效率和特异性。 

2.5  ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 基因组编辑技
术的脱靶效应 

ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 均能相对高效地
实现果蝇基因敲除或基因组编辑，但三者都可能存

在脱靶效应。ZFN、TALEN以异二聚体形式发挥作
用，一定程度上可以减轻脱靶效应。但是，ZFN 相
对于 TALEN，由于前者的 DNA识别序列较短(通常
每对 ZFN识别 18个核苷酸，而每对 TALEN通常识
别 34个左右核苷酸)，而且每个锌指蛋白的 DNA结
合能力不同，存在 DNA 和锌指蛋白间的错配情况，
这些都可能导致 ZFN 相对较高的脱靶效应。此外，
对 ZFN 识别位点的间隔序列(Spacer sequence)研究
表明，ZFN作用的特异性还与间隔序列的长度有关，
间隔序列为 4 bp或 7 bp的 ZFN对目标 DNA的识别

特异性高于 5~6 bp[58]。 
CRISPR/Cas9 系统依靠 sgRNA 识别靠近 PAM

的约 20 bp左右的核苷酸序列。已知紧邻 PAM结构
的 3个核苷酸的准确匹配对于 CRISPR/Cas9系统正
常发挥功能至关重要。 Ren等[59]选择 6个已知打靶
效率较高(大于 80%)的 sgRNA，使靠近 PAM结构 5′
一侧的 3 个碱基与靶序列出现错配，结果均无法产
生可遗传突变体。整体而言，由于 CRISPR/Cas9靶
序列识别长度短(相对于 TALEN)，且部分位置的碱
基允许错配，容易导致脱靶效应。为了有效降低脱

靶概率，Mali等[60]利用 Cas9突变体——Cas9 nickase
实现了只对目标 DNA 序列的单链进行剪切。因此，
与 TALEN 类似，在 1 对 CRISPR-Cas9 复合体作用
下产生 DSB。该方法通过增加 CRISPR-Cas9 nickase
系统的靶序列长度从而降低脱靶概率。 

3  结语与展望 

果蝇作为经典的模式生物，应用于生命科学研

究已有 100 多年的历史。经过一个多世纪的发展，
果蝇遗传学工具得到了极大丰富，果蝇基因组测序

也已完成。但果蝇的秘密，特别是基因组/蛋白质组
的秘密，人们远未探究清楚。 
在过去 80 年，准确地说在 ZFN 出现之前，要

解开果蝇基因组之谜异常困难，因为获得单个基因

的突变体尚需要投入大量精力，更不用说结构复杂

的基因家族、基因簇、非编码 RNA 的研究。直到
ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 技术的诞生，使之成
为可能。利用这些技术，人们能够实现对果蝇基因

组进行多种精确的编辑，包括：(1)在果蝇未知功能
的基因后插入标记基因从而研究该基因的表达模式

和功能，而无需担忧抗体制备的困难；(2)对于成簇
排列的基因家族、冗余功能的基因、非编码 RNA基
因等，可以通过大片段敲除进行研究；(3)对于结构
和功能复杂的蛋白，可以结合 HR 制备蛋白特定功
能域缺陷的突变体，实现对基因不同功能域的解析；

(4)研究果蝇重要信号通路，如 Notch、Hippo通路中
多因子相互作用，可以方便地同时制备多基因突变

体果蝇，避免之前复杂的杂交、重组过程；(5)利用
CRISPR/Cas9 进行大规模的基因敲除，建立果蝇突
变体库。 
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果蝇的遗传学优势体现在便于大规模遗传学筛

选，但其前提是存在可用于筛选的基因突变体库(或
者 RNAi品系库)。之前，由于大规模制造果蝇突变
体困难，国际上仅存果蝇 RNAi 品系库，如 VDRC
和 NIG。VDRC 自 2007 年建立以来，目前包含约
13 000个蛋白编码基因共约 27 000个 RNAi果蝇品
系。VDRC的建立促进了果蝇功能基因组学的研究，
但是 RNAi技术的先天不足(脱靶效应以及基因的敲
低而并非完全敲除)一定程度上限制了其更加深入
的研究应用。CRISPR/Cas9 技术制作果蝇突变体效
率高。通过一次显微注射针对多个基因的 sgRNA，
可以实现一次敲除多个目的基因。2014 年 10 月，
中国科学家宣布利用 CRISPR/Cas9 基因敲除技术完
成斑马鱼 1号染色体上共 1333个基因的敲除。果蝇
相对于斑马鱼基因操作更简单，我们有理由相信，

利用 CRISPR/Cas9 进行果蝇大规模的基因敲除，最
终建立果蝇全基因组突变体库是值得期待的。 
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