
基因打靶(gene targeting)是指将外源 DNA 分

子与受体生物基因组中的同源序列之间发生同源

重组，并整合到预定位点，进而改变生物体遗传特

性的技术手段[1]。该技术具有定位性强、精确度高，

且不需要考虑基因的大小及转录活性等特点，为生

命科学的研究提供了强有力的工具。美国科学家

Mario Capecchi[1]、Oilver Smithies[2]和英国科学家

Martin John Evans[3]等用基因打靶技术研究了如何

利用基因控制小鼠(Mus musculus)胚胎细胞，为人

类攻克某些疾病提供了药物试验的动物。他们因

此共同分享了 2007 年度的诺贝尔生理学和医

学奖[4]。

自 1978 年 Hinnen 等[5]首次运用基因打靶技

术成功将 Leu2 基因插入到 leu2– 型株系酵母菌中

获得了 LEU2+ 型转基因酵母菌以来，基因打靶技

术先后在哺乳动物和高等植物中得到了成功的应

用和发展。1987 年 Evans 等首先利用基因打靶技

术修饰改造了小鼠次黄嘌呤磷酸核糖转移酶基因

(Hprt)[3]，以后随着小鼠胚胎干细胞技术的成熟，基

因打靶技术开始广泛应用于高等哺乳动物基因功

能的研究 [6]。同时随着植物遗传转化技术特别是农

杆菌介导转化方法的成熟与发展[7]，也促进了基因

打靶技术在植物中的应用。1988 年 Paszkowski 等[8]

对 APHII 基因缺失的烟草原生质体进行基因修复，

标志着基因打靶技术正式迈入植物功能基因研究

领域[9]。

1 植物基因打靶的原理

与微生物、动物基因打靶一样，植物基因打靶
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技术的分子生物学基础同样源自 DNA 同源重组。

同源重组是指发生在 DNA 同源序列之间、有相同

或近似碱基序列的 DNA 分子之间的遗传交换。在

基因打靶过程中，外源 DNA 分子主要通过两种方

式整合到基因组中: 同源重组和随机重组。原核生

物及低等真核生物(如酵母菌)中，基因重组几乎都

是以序列依赖性同源重组进行，因此，对其进行基

因打靶，外源 DNA 片段可以精确插入同源区域；而

包括植物在内的高等真核生物，DNA 重组主要以

非同源重组进行。因此，对于高等真核生物而言，

外源 DNA 分子通常是以随机重组方式整合到基因

组中。哺乳动物基因打靶中，外源 DNA 分子发生

随机整合的频率大约是同源重组频率的 30~40000
倍[10]。由此可见，较低的同源重组频率是高等真核

生物进行基因打靶所面临的最大困难。

2 植物基因打靶的操作步骤

植物基因打靶类似于植物转基因技术，大致可

分为 4 个步骤。

2.1 打靶载体的构建

植物基因打靶载体中的重组交换区域常由靶

基因的同源序列以及正负选择标记基因两部分构

成[11]。

作 为 基 因 打 靶 研 究 的 起 始 步 骤，外 源 打 靶

DNA 片段的设计和构建对打靶效率有较大影响。

根据研究目的的不同，运用基因插入、替换、删除、

修饰等方法对靶基因重要的功能区域进行改造，使

设计的外源 DNA 片段既能够突变靶基因又能与靶

基因有较高同源性。同时在载体的设计与构建过

程中还要考虑合理的重组细胞筛选方法。目前，植

物基因打靶研究中使用的筛选策略是由 Mansour
等 [12]提出的正负选择标记基因。

传统基因打靶载体的构建主要是通过 PCR、

酶切和酶联等分子克隆技术实现 [13]，操作较为繁

琐。而 Red/ET 重组技术的出现为简单、快速、高

效地构建打靶载体提供了强有力的支撑[14]。该技

术是一类以 γ 噬菌体 Red 操纵子或者 Rac 噬菌体

RecE/RecT 重组系统为基础的基因工程技术，在

大肠杆菌染色体等基因的遗传修饰研究中应用广

泛[15]。

2.2 打靶载体的转化

外源 DNA 分子转化方法也会影响打靶效率，

这是打靶研究的关键步骤之一 [16]。外源 DNA 分

子导入植物受体细胞的方法有多种。按照导入方

式可以分为 3 大类：第一类是以载体为媒介的转

化法，常见的是农杆菌介导和病毒载体介导的转

化；第二类是外源 DNA 分子的直接转化法，主要包

括基因枪轰击、显微注射、电激等物理方式导入和

PEG 法、脂质体介导等化学方式诱导；第三类是种

质系统介导法，主要是花粉管通道法。由于农杆菌

转化的高效性，在植物基因打靶研究中，外源基因

转化多采用农杆菌介导的转化方式。

2.3 同源重组细胞的筛选

好的筛选策略可以减轻植物基因打靶研究的

工作量并且对打靶效率产生积极影响[16]，因此建立

有效的筛选体系具有重要的意义。目前，最广泛应

用的重组细胞筛选方法仍是正负选择标记基因法，

它是 Terada 等对水稻(Oryza sativa) Waxy 基因打靶

时采用的[17]。它是将一个正向选择标记基因插入

载体同源序列中一个外显子区域，并且在设计载体

时，一般将正向选择标记基因设计在决定靶基因功

能最关键的外显子部位[18]，或者通过同源重组将靶

基因最重要的功能位点直接删除[19]，达到彻底失活

靶基因的目的。转化使正向选择标记基因表达并

利用相应的筛选培养基进行筛选，判断载体是否成

功整合至受体生物基因组上。该整合包括了同源

重组和随机整合 2 种形式。为了最大限度提高同

源重组细胞的富集，又在载体中加入了一个或若干

个表达致死效果的负向选择标记基因[17,20]。若发生

非同源重组，则负向选择标记基因将随载体共同整

合至受体生物基因组，结果使负向选择标记基因表

达而导致受体细胞死亡。反之，通过筛选培养就可

以富集大量的打靶细胞。植物基因打靶中，最早使

用的正向选择标记基因主要有新霉素磷酸转移酶

基因(neo)、次黄嘌呤磷酸核糖转移酶基因(hprt)、单

纯疱疹病毒-胸苷激酶基因(Hsv-tk)等[21]。以后陆续

开发了抗潮霉素基因(hpt)、抗卡那霉素基因(nptII)
等抗性基因和非抗性基因，如绿色荧光蛋白基因

(GFP)、β-葡萄糖苷酸酶基因(GMS)等。而常见的

负向选择标记基因主要有大肠杆菌的 codA 基因以

及白喉毒素 A 基因(DT-A)。

陈莹等：植物基因打靶技术及其应用
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2.4 中靶植株的鉴定

提取分化的转基因植株 DNA，分别在受体细

胞基因组序列和载体同源序列上设计 1 条特异性

PCR 引物，若能扩增出预期大小的片段，就可初步

鉴定为中靶植株，再通过基因测序及 Southern 杂交

等方法可以确认中靶植株[22]。

3 影响植物基因打靶效率的因素

高等植物细胞中同源重组效率低，是因为绝大

多数情况下外源 DNA 分子都是以随机整合的方式

插入基因组中，同时外源 DNA 分子转化效率也有

影响，因此要提高基因打靶的成功率就只有依赖大

量受体细胞的使用。转化和筛选阶段的巨大工作

量，给基因打靶技术在植物中的应用带来不便。因

此，了解影响植物基因打靶效率的因素就显得尤为

重要。目前认为靶基因在基因组中的位置和拷贝数、

打靶载体的类型和同源序列长度、转化受体的类型

和状态等，均对植物基因打靶效率有较大影响。 

3.1 靶基因的位置和拷贝数

起初，植物基因打靶的靶基因是经人工修饰

过的含有缺失功能片段的基因，一般为抗性基因，

如新霉素抗性基因(nptII)和潮霉素抗性基因(hpt)。
Risseeuw 等 [23]构建了 nptII 缺失片段的打靶载体，

以农杆菌介导法对部分 nptII 缺失的转基因烟草叶

原生质体进行打靶，获得了 1 株精确打靶的有新

霉素抗性的重组烟草(Nicotiana tabacum)植株；而

Halfter 等[22] 构建了 hpt 缺失片段的打靶载体，以同

样的转化方法对部分 hpt 缺失的转基因拟南芥植株

进行打靶，得到了 4 株精确打靶的有潮霉素抗性的

重组植株。值得注意的是，这些靶基因都是经人工

修饰后通过转基因技术随机整合至基因组中的，故

各靶基因在基因组中的位置并不相同。Halfter 等

的研究表明，靶基因在基因组中位置的不同可能对

打靶结果有影响。当靶基因处于活跃的转录区时，

对打靶效率的提高或许有积极的影响。这提示我

们尽可能多地了解靶基因在基因组中所处的位置

信息，将有助于打靶研究的成功。

除了靶基因在基因组中的位置外，靶基因的拷

贝数也会对打靶效率产生影响。Halfter 等[22]对拟

南芥(Arabidopsis thaliana)的打靶研究表明，单拷贝

靶基因位点的打靶效率要高于多拷贝靶基因位点

的打靶效率。同样的结论也出现在 Risseeuw 等 [23]

对烟草的打靶研究中。针对这一现象，其中较合理

的一种解释是当对多拷贝基因位点进行基因打靶

时，由于其他拷贝基因的补偿效应，导致中靶表型

突变不明显而产生中靶基因沉默现象，从而造成基

因打靶失败。由此我们可以从中得出结论，当对未

知的植物功能基因进行打靶研究时，优先考虑单拷

贝基因可以有效的避免基因打靶的不确定性因素。

3.2 打靶载体的类型和载体中同源序列的长度

在植物基因打靶中较为常用的载体主要有插

入型和置换型两大类。Hasty 等[24]以 Hprt 基因比

较这两种类型打靶载体的重组效率，认为当同源序

列长度相等时，插入型载体的同源重组效率约是置

换型载体的 9 倍。同时，Hasty 等还报道采用置换

型载体所得到的同源重组产物中依然存在基因插

入的产物。

在植物基因打靶中，载体中游离末端的存在对

提高打靶效率具有十分重大的意义[25]。插入型载

体一般在同源序列区域内部发生线性化，形成两个

相邻的游离末端；而置换型载体的线性化则一般发

生在同源序列两侧，产生两个不相邻的游离末端。

相邻的游离末端比不相邻的游离末端更有利于染

色体进行交换，这在酵母[26]的基因打靶中已得到证

实。此外，与插入型载体相比，置换型载体中的同

源序列部分因为插入了正向选择标记基因而失去

功能。由于外源 DNA 序列的存在会降低同源重组

的效率，所以这可能是插入型载体发生同源重组效

率高于置换型载体的原因。

打靶载体中同源序列的长度及比例对打靶效

率也有明显影响。动物基因打靶中，能够发生同

源重组的最小同源序列长度为 30~40 bp。当同源

序列长度为 295~1800 bp 时，同源重组的效率与同

源序列的长度呈正比；而当同源序列的长度小于    
200 bp 时，同源重组的效率显著下降[27]。但植物基

因打靶研究中还鲜见相关报道。植物基因打靶使

用的同源序列长度约为 300~2000 bp，平均打靶效

率也比动物的低，约为 10-5。

Miao 等[28]用长度约为 7 kb 的同源序列作为打

靶载体，对拟南芥的 TGA3 基因进行打靶，结果同
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源重组效率约为 3.9×10-4，同源重组效率并没有得

到显著提高[29–30]。而 Thykjaer 等[31]使用的打靶载

体的同源序列长度为 22.9 kb，结果同源重组效率

却只有 5.3×10-5。由此看来，在植物基因打靶中，仅

增加同源序列长度不一定能够提高同源重组效率。

这与动物基因打靶研究的结论相吻合[12]。

当打靶载体的左右同源序列长度足够长时，两

同源序列的长度比例对打靶效率也会有一定的影

响。动物打靶研究中，如果打靶载体的左右同源序

列长度相差过大会显著影响打靶效率[32]。植物基

因打靶研究也有类似结论。Risseeuw 等 [23]对烟草

的打靶研究中，打靶载体的左右同源序列的长度分

别为 3.5 kb 和 610 bp，结果同源重组效率明显降低。

而 Terada 等 [17] 对水稻 Waxy 基因的打靶研究中，

打靶载体的左右两同源序列长度分别为 6.3 kb 和    
6.8 kb，结果打靶效率提升至 1%。打靶载体的同源

序列长度相近且足够长也许是打靶效率提高的重

要原因，同时这可能成为今后植物基因打靶载体设

计的一个发展方向。

3.3 转化受体的类型和状态

Ohl 等[33]利用植物原生质体进行基因打靶研

究，打靶效率为 10-3~10-6。由于培养原生质体的条

件苛刻，限制了基因打靶技术的发展。植物转基因

技术的成熟与发展，极大地丰富了植物基因打靶转

化受体的种类与来源。Terada 等[17,20]以水稻成熟胚

诱导出的胚性愈伤组织作为打靶受体，Waxy 基因

和 Adh2 基因的打靶效率分别为 1%、2%。这些研

究都是以农杆菌介导外源 DNA 分子的转化，如果

提高农杆菌转化的效率，那么也可以在一定程度上

提高基因打靶的效率。

Terada 认为愈伤组织诱导过程中散落在块状

愈伤组织周围的较为松散的单体愈伤组织有利于

后续的转化实验。Hiei 等[34]也认为选择生长力旺

盛的愈伤组织是农杆菌介导转化的关键起始步骤。

可见，状态优良的植物愈伤组织作为打靶受体是提

高植物基因打靶效率的途径之一。

4 植物基因打靶技术的应用

4.1 植物基因功能的研究

随着基因打靶技术的日趋成熟，其在植物内

源基因功能研究中扮演重要的角色。生物基因组

中，每个基因的特异性序列都负责编码一种或一类

特异性蛋白质。这些蛋白质在植物的生命活动中

究竟是作为参与生化反应所必须的酶，还是构成机

体结构的成分，抑或是信息传递所必须的信号分子

等，要探明这些问题，仅局限于了解编码蛋白质的

特异性 DNA 序列是远远不够的。而基因打靶技术

为解决上述问题提供了帮助。例如，叶绿体基因组

的序列分析虽然早已完成[35–36]，但对叶绿体基因组

中各基因的功能研究却迟迟未展开。位于叶绿体

基因组单拷贝区域中的假设性叶绿体开放阅读框

(ycf3)的功能在很长时间内都不清楚[37]。直到 7 年

后，Ruf 等[38]对 ycf3 进行测序分析以及同源性比

对后，推测 ycf3 编码的是一段有功能的多肽。Ruf
等运用基因打靶技术，以壮观霉素抗性基因(aadA)
作为正向选择标记替换 ycf3 中的部分编码区序列，

同时用整合有 aadA 基因的经过修饰的 ycf3 为同源

序列构建打靶载体，采用基因枪法对烟草的叶肉细

胞进行转化并成功获得打靶植株。通过对打靶植

株进行分析，最终证明 ycf3 所编码的产物是植物光

系统 I (PSI)亚单位中的聚合因子。这是世界上首

例运用基因打靶技术对植物未知功能基因展开的

研究。

早期植物基因打靶研究主要是针对双子叶植

物，打靶效率普遍较低，一般为 10-4~10-5。2002 年

日本学者 Terada 等将编码水稻直链淀粉合成酶基

因(Waxy)作为靶基因进行研究，极大地提高了打靶

效率，成为植物基因打靶中具有里程碑意义的研

究[17]。Terada 以携带有一个转录终止子的潮霉素

抗性基因(hpt)作为正向选择标记，并以两个具有强

致死性的白喉毒素基因(DT-A)作为负向选择标记

设计构建载体。当载体中的同源区域与靶基因之

间发生同源重组时，携带有转录终止子的正向选择

标记将插入到靶基因中，使靶基因在转录终止子的

作用下发生不完全转录，进而达到敲除靶基因的目

的；而发生非同源重组时，载体同源序列两端的白

喉毒素基因(DT-A)获得表达，编码的白喉毒素对细

胞有强烈的致死毒性，从而将发生非同源重组的细

胞杀死，对打靶细胞起到富集作用。利用该类型载

体，Terada 等成功地从 6 组独立转化株系的 638
个潮霉素抗性水稻愈伤组织中获得了 6 株打靶植
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株，打 靶 效 率 为 1%。2007 年，Terada 等 [20]又 采

用相似的方法对水稻的乙醇脱氢酶基因(Adh2)进

行打靶研究，结果成功地从 468 个潮霉素抗性愈

伤组织中获得了 9 株打靶植株，将打靶效率提升

到了 2%。因此，基因打靶技术的打靶效率可以提

高，证实了该项技术在植物基因功能研究中的可

行性。

4.2 植物性状的改良

基因打靶技术也可以用于植物性状的改良。

传统转基因技术培育获得的新品种由于外源 DNA
的随机性插入，会随着时间推移或者环境变化发生

外源 DNA 丢失(即转基因沉默现象)，无法稳定表

达和遗传，最终导致转基因新品种的退化而失去栽

培价值[39]。造成转基因沉默现象的原因较多，外源

DNA 插入到甲基化程度高、转录活性低的位点，其

表达通常会受到抑制[40] 等等。借助植物基因打靶

技术，可以依据已知植物基因组信息，通过设计打

靶载体的同源序列，有针对性地将优良性状相关

基因引入植物基因组中的特定位点[41–42]，主动规避

对外源 DNA 表达不利的位点，这样就有可能提高

外源 DNA 的遗传稳定性及其表达效率，进而从分

子水平上彻底改变植物的遗传特性，获得稳定遗

传且具有优良性状的新品种。水稻 Waxy 基因编

码的产物是合成小颗粒直链淀粉必须的关键酶之

一，当该基因的表达量较低时，米饭糯性会提高；而

表达量较高时，米饭的糯性稍差 [43]。Terada 等 [17]

采用基因打靶技术将水稻品种‘日本晴’中的 Waxy
基因敲除，培育出了符合日本人口感的糯性水稻新

品种。

在作物育种领域，植物基因打靶技术也较传统

育种方式有一定的优势。虽然传统的回交方法也

能够达到相同的育种目的，但由于回交培育一个近

等位基因系不仅周期长、工作量大，而且还会产生

连锁累赘效应，在实际生产中受到一定的限制。而

运用植物基因打靶技术对靶基因进行定向改造，从

而直接获得相应的突变新品种，不仅缩短培育周

期，减小工作量而且还能有效的避免连锁累赘效

应。例如朱剑[44]、叶菲 [45]、黎晶晶[46]等对粳稻保持

系品种‘世锦 B’(SJB) Bel 基因进行基因打靶，培育

出苯达松敏感致死型水稻新品种。

5 展望

作为一种基因沉默技术，基因打靶发展至今约

20 年，尚未有该技术自身缺陷的负面研究报道，而

与其相似的 RNAi 技术却开始暴露出自身的某些

弊端。已有研究报道 miRNA 分子对小鼠肝脏有损

害作用，进而对受体生物的健康产生负面影响[47]。

Szittya 等[48]的研究表明，较低的温度能够抑制烟草

中 siRNA 的生成进而抑制 RNAi 介导的植物防御

反应；在一些需要对家族基因中的某一成员进行沉

默的研究中，miRNA 分子有可能会导致全体家族

基因的沉默，但基因打靶技术却可以有效的针对家

族基因中的某一基因进行精确改造或者修饰，因而

应用范围也较 RNAi 技术更为广泛。

尽管基因打靶技术在植物中的应用仍然面临

诸多难题，如打靶效率较低、打靶位点存在位置效

应、易受非同源重组的干扰、工作量大以及人们对

转基因作物的接受程度等。但是该技术在植物基

因功能以及基因改良育种研究领域的优势是无可

比拟的。随着科技水平的日益提高，基因打靶技术

将成为植物学研究领域的强有力手段。
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