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研究背景 

• 斑马鱼作为模式生物，具有以下几个优点： 

 体积小，生长周期短，易于大规模饲养。 
 产卵量大，并且其产卵过程可以人为控制。 

 体外受精，胚胎透明，其发育过程可以进行连续观
察。 

 多种器官、系统的发育与人类相似。 

• 遗传学的研究有两种方法： 

正向遗传学 

反向遗传学 

：人工诱变，大规模筛选，获得突变体，
费时费力。 

：定向突变目的基因，快速获得突变体。 

• 在以斑马鱼为模式生物的研究中，应用TALEN技术进行定
向基因打靶，具有非常重要的意义。 



References about TALE and TALEN 



研究背景 

• TALEN（Transcription activator-like effector nucleases，TALEN，
转录激活子样效应因子核酸酶）：一种人工核酸酶，是用

于定向基因打靶的一种新技术，由转录激活子样效应因子
（TALE）和核酸酶构成。 

• 核酸酶（ nucleases ）：主要是FokⅠ，一种ⅡS型的核酸内
切酶，具有特异的识别位点结构域（突变）和切割位点结

构域，二聚化后才具有切割活性。 



Mak AN et al., Science, Jan 2012 

研究背景 
• TALE的结构： 

RVD: Repeat Variable Di-residue 



The three-dimensional structure of TALE 

• The Crystal Structure of TAL Effector PthXo1 Bound to 
Its DNA Target 
Mak AN et al., Science, Jan 2012 
Stoddard BL, Fred Hutchinson Cancer Research Center 

• Structural Basis for Sequence-Specific Recognition 
of DNA by TAL Effectors 
Deng D et al., Science, Jan 2012 
Shi YG, Yan N, Tsinghua University 
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Deng D et al., Science, Jan 2012; Shi YG and Yan N, Tsinghua University 

Structure of the TALE repeats in DNA-free 



Mak AN et al., Science, Jan 2012; Stoddard BL, Fred Hutchinson Cancer Research Center 

Structure of the TALE repeats in DNA binding region 



Milestones in the development of TALE engineering 

• A simple cipher governs DNA recognition by TAL 
effectors 
Moscou MJ et al., Science, Sep 2009  
Bogdanove AJ, Iowa State University 

• Breaking the code of DNA binding specificity of 
TAL-type III effectors 
Boch J et al., Science, Sep 2009 
Boch J, Martin-Luther-University Halle-Wittenberg 

Boch J 
Martin-Luther-University Halle-Wittenberg 
Link to: Lab 

Bogdanove AJ  
Iowa State University 
Link to: Lab 

RVD codes 

RVD codes 

http://www.biologie.uni-halle.de/institutsbereich_genetik/plant_genetics/pd_dr._jens_boch/
http://www.public.iastate.edu/~ajbog/


研究背景 

• TALEN的作用原理： 

• TALE的结构： 

Cermak T et al., Nucleic Acids Res. Mar 2011; Voytas DF, University of Minn. 



实验背景 

• 目的基因： 

 mlip主要在斑马鱼肌肉和心脏中表达，目前对于它的研究

很少，其在斑马鱼发育过程中的具体功能未知。本课题旨
在使用TALEN技术对该基因进行打靶，获得此基因的突变体，
为后续进一步研究它的功能奠定基础。 



实验设计流程 

TALEN靶点设计 

靶点检测 

Unit assembly合成
TALEN 

TALEN效率检测 

选择目的基因 



目的基因的选择 



目的基因的选择 



目的基因的选择 



目的基因的选择 



TALEN靶点设计 



TALEN靶点设计 

https://tale-nt.cac.cornell.edu/ 







TALEN靶点设计 



Xiao A et al., Nucleic Acids Res. Nov 2012 ; Lin S and Zhang B, Peking University 

TALEN靶点设计 

http://eendb.zfgenetics.org/ 



Xiao A et al., Nucleic Acids Res. Nov 2012 ; Lin S and Zhang B, Peking University 

TALEN靶点设计 



酶切位点查找 



酶切位点查找 



实验方法 
• Unit assembly 

Huang P  et al., Nat Biotechnol., Aug 2011; Lin S and Zhang B, Peking University 



Huang P  et al., Nat Biotechnol., Aug 2011; Lin S and Zhang B, Peking University 

实验方法 

d 

• Unit assembly 



质粒序列比对 



TALEN效率检测 

Huang P  et al., Nat Biotechnol., Aug 2011; Lin S and Zhang B, Peking University 
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Thank you for your patience！ 


