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摘要  近年来, CRISPR定点编辑技术发展迅猛, 在动物、植物和微生物中均得到广泛应用。其中, 备受关注的脱靶现象也

是研究的热点, 迄今已取得了重要进展。该文介绍了脱靶现象的产生原理及体内和体外检测脱靶现象的方法, 评价了通过

改进sgRNA设计和优化CRISPR系统等来降低脱靶率的方法。在植物基因组定点编辑过程中, 应适时检测脱靶现象, 提高

脱靶检测的精确度和准确度。 
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近年来, CRISPR定点编辑技术迅猛发展, 在动

物、植物、微生物和人类(Homo sapiens)细胞中应用

广泛(Jiang et al., 2013; Li et al., 2013; Wang et al., 
2014, 2017)。该技术在基因定点突变、目标基因敲

除、目标基因沉默和激活、基因定点整合以及单碱基

替换等方面的研究中发挥了巨大的推进作用。然而, 
CRISPR系统作为细菌中的获得性免疫系统(Deveau 
et al., 2010; Sampson and Weiss, 2013), 依赖间隔

区序列与目标基因序列的碱基互补配对识别外源入

侵DNA, 对目标DNA的匹配程度具有一定的容忍度, 
允许个别碱基的错配。在基因编辑过程中, CRISPR
的这一特点导致基因组中与目标DNA只有较少碱基

差别的其它DNA也会被切割, 称为脱靶现象。脱靶现

象的存在很大程度上阻碍了CRISPR技术在生产实践

中的应用。自CRISPR技术应用于真核生物以来, 人
们对脱靶现象进行了大量研究, 早期用测序等方法来

检测脱靶现象的发生情况。从最初的体外检测到体内

检测, 从复杂的测序检测到各种简便测定方法的建

立, 从了解脱靶现状到降低脱靶率的方法研究, 都取

得了长足的进展。Jinek等(2012)在体外实验中发现与

目标基因存在1个碱基差异的crRNA (CRISPR RNA)
能够切割目标基因, 但切割频率低于与目标基因完全

匹配的crRNA。2013年, 继张锋实验室首次发表了

CRISPR/Cas9在人类细胞中定点切割的应用 , J 
Keith团队即在人类细胞中验证了CRISPR/Cas9的脱

靶现象(Fu et al., 2013)。他们发现CRISPR/Cas9系
统在人类细胞中具有很高的脱靶切割频率, 与crRNA
存在5个碱基差异的非靶标基因仍然有可能被切割, 
并发生突变。这一发现迅速引起了科研人员的关注。

Patrick等随后也系统地验证了CRISPR/Cas9在人 
类细胞中的脱靶率(Hsu et al., 2013)。他们在人

EMX1基因中选择了4个目标位点, 在每个位点设计

了 57个不同的 sgRNA (single-guide RNA), 这些

sgRNA包含了所有与目标位点中靠近PAM (proto-
spacer adjacent motif)序列的1–19个碱基存在1个碱

基差异的可能性。结果显示, CRISPR/Cas9对于PAM
远端序列的单碱基差异容忍度高于对PAM近端的

8–12个核心序列。同时, 他们还设计了一系列不同的

sgRNA, 这些sgRNA与目标位点存在2–5个碱基差

异, 尤其是核心序列中2–3个碱基的差异, 可以大大

降低脱靶切割的发生, 而存在5个碱基的差异则几乎

检测不到脱靶切割。关于植物细胞中CRISPR/Cas9
脱靶现象的研究较少。现有文献显示, 植物中的脱靶

切割频率较低。例如, Belhaj等(2013)在烟草(Nicoti- 
ana tabacum)的瞬时表达实验中, 设计了18个含有

与目标位点存在3–6个碱基差异的sgRNA, 用以测试

CRISPR/Cas9的脱靶切割, 没有发现CRISPR的脱

靶切割。朱健康实验室在水稻(Oryza sativa)中检测到

13个潜在的脱靶位点, 这些位点的序列与目标位点

存在1–7个碱基的差异。结果显示, 只有与目标位点
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存在1个碱基差异的位点发生了脱靶切割(Zhang et 
al., 2014)。同年 , 另一研究团队在水稻中检测到

82–90株通过CRISPR/Cas9产生的突变体, 其中3个
与目标位点存在1–3个碱基差异的潜在脱靶位点, 均
没有检测到突变 (Xu et al., 2014)。本文阐述了

CRISPR脱靶现象的产生机理和检测方法, 以及如何

减少脱靶编辑 , 以期让广大学者更深入地了解

CRISPR脱靶现象, 并在设计和选择目标位点时能够

尽量减少脱靶产生的可能性。 

1  脱靶现象的产生 

细菌来源的CRISPR/Cas9系统在真核细胞中行使定

点切割的功能, 需要3个重要的元件: Cas9蛋白质、向

导RNA (crRNA)和转运激活RNA (trans-activating 
crRNA, tracrRNA)。向导RNA和转运激活RNA可以组

装成一个元件, 称为单一向导RNA (sgRNA)。向导

RNA的前20个碱基依靠碱基互补配对原则识别目标

基因, Cas9蛋白和sgRNA复合体首先识别目标基因

中的PAM序列, 从而完成与目标基因的结合。在整个

目标基因的识别过程中, sgRNA和PAM发挥非常重

要的作用。脱靶的产生也很大程度上来自对目标基因

识别的准确性降低。sgRNA在与目标基因互补配对过

程中允许1–5个碱基的错配, 从而导致目标以外的相

似序列被编辑(Fu et al., 2013)。sgRNA中的前20个
负责互补配对的碱基中, 靠近PAM端的8–12个碱基

被认为是核心序列, 在识别特异性上起重要作用(Pa- 
trick et al., 2013; Pattanayak et al., 2013)。也有报道

显示, 通过染色质免疫共沉淀测序(ChIP-seq)的方法

检测到核心序列是靠近PAM端1–5个碱基(Wu et al., 
2014)。但ChIP-seq方法由于是利用没有切割功能的

Cas9去识别并结合目标基因组中的序列, 只能反映

识别和结合的情况, 无法推测切割的情况, 因此会高

估脱靶位点的数量。PAM序列对CRISPR/Cas9识别

和切割的准确性也产生较大影响。起初人们认为NGG
是PAM序列(N代表A\T\G\C), 但经过研究发现Cas9
不仅可以识别NGG, 还可以识别NRG (R代表A或G), 
但NRG的切割频率仅为NGG的 1/5 (Hsu et al., 
2013)。尽管识别NRG的频率远低于NGG, 但仍然存

在脱靶的可能性。植物中关于这方面的研究很少 , 
Meng等(2018)在水稻中验证了野生型的spCas9能够

识别NGG和NAG, 且经过对若干目标位点进行验证, 
表明无论PAM序列是NGG还是NAG, 均能完成高效

率的编辑。因此, 在选择目标位点时应考虑PAM序

列。除sgRNA和PAM之外, Cas9的切割方式也影响该

系统的精确度。原始的Cas9含有2个负责切割的元件, 
即HNH区和RuvC区, 分别负责切割2条DNA链, 产生

DNA双链断裂。整个切割过程由1个Cas9蛋白完成。

研究表明, 若将1个Cas9蛋白中HNH区的氨基酸突变, 
将另1个Cas9蛋白的RuvC区氨基酸突变, 然后将2个
突变后的Cas9蛋白及2个目标位点相距较近的sgRNA
共同转入细胞中, 从而产生DNA双链断裂, 能够降低

脱靶频率(Cho et al., 2014)。 

2  脱靶的检测方法 

近年来, 脱靶的检测方法发展迅速。人们不仅希望可

以检测到所有可能的脱靶突变, 还需要检测方法简单

易操作。本文将介绍几种较为成熟的体外和体内检测

方法。 

2.1  体内检测 

2.1.1  软件预测与测序 
软件预测与测序是最早被使用的脱靶检测方法, 即通

过生物学软件搜索出基因组中潜在的可能脱靶位点, 
然后从基因组中PCR扩增这些可能的脱靶序列, 进
一步测序验证是否被编辑。常用的脱靶位点预测工具

包括CRISPR Design (http://crispr.mit.edu/)、E-CRIS- 
PR (www.e-crispr.org/ECRISPR/designcrispr) (Hsu 
et al., 2014)、Cas-OFF-inder (http://www.rgenome. 
net) (Bae et al., 2014)、Target Finder及CRISPR 
Design Tool (http://www.broadinstitute.org/mpg/cr- 
ispr_design/) (Doench et al., 2016)。由于此方法只

能检测预测得到的可能序列, 因此会存在遗漏, 不能

完全反映整个基因组中的脱靶编辑情况。 
 
2.1.2  T7E1检测方法 
T7E1是T7核酸内切酶1的简称, 该酶能够识别并切

割DNA双链中不完全匹配的碱基序列, 产生DNA双

链断裂。人们利用T7E1的这一特点, 检测特定位点基

因编辑的效果, 进而检测脱靶编辑。与软件预测+测
序和全基因组深度测序类似, 该方法同样需要使用脱
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靶位点预测工具得到可能的脱靶位点。所不同的是应

用T7E1的酶切检测代替了测序, 节省了时间和成本

(Cradick et al., 2013)。 
 
2.1.3  全基因组深度测序 
全基因组深度测序也是一种检测脱靶的方法, 但此方

法成本高, 数据分析复杂, 所得结论仍需要通过PCR
和Sanger测序做进一步验证 (Veres et al., 2014; 
Smith et al., 2014)。全基因组测序方法的关键是选择

合适的对照基因组, 将自然的突变背景尽量去除, 然
后通过数据分析, 寻找含有PAM基序的突变位点, 最
后再通过PCR和Sanger测序进行验证。如此得到的

可能脱靶序列数量较大, 还需利用辅助软件在其中找

到那些与目标序列相似的序列进行PCR和Sanger测
序验证, 因此会存在遗漏现象。由于测序的精确度问

题, 该方法只能用于检测高频率的脱靶现象, 而对于

低频率事件则无法检出。 
 
2.1.4  GUIDE-seq  
GUIDE-seq (genome-wide unbiased identification 
of DSBs enabled by sequencing)方法由Tsai等
(2015)创建。此方法是用两端磷酸化修饰的双链脱氧

核糖核苷酸序列(double-stranded oligodeoxynu-
cleotides, dsODNs)与Cas9/sgRNA一同转染进靶细

胞, 并整合到基因组中的DNA双链断裂(DSB)处, 这
些DSB大部分来自CRISPR/cas9的切割。然后将整合

后的基因组DNA随机切割成片段, 在片段的5'端加上

相同的标签, 再以单链的加尾序列和dsODNs作为引

物进行二代测序, 从而找到插入位置, 即可能的脱靶

切割位点(图1)。此方法灵敏度较高, 能检测到细胞中 

 
图1  GUIDE-seq和非整合病毒载体(IDLV)方法示意图 
 
Figure 1  Schematic diagram of genome-wide unbiased identification of DSBs enabled by sequencing (GUIDE-seq) and inte-
grase-defective lentiviral vectors (IDLV) 
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0.1%的突变。此外, 在定位切割位点的过程中, 可以

通过测序得到的序列数目推测CRISPR/Cas9的切割

活性。但由于细胞转染的局限, 使其只能应用于易转

化的细胞。此后, 应用GUIDE-seq方法成功检测CRI- 
SPR/Cas9系统中的脱靶切割屡见报道, 且评价较好

(Friedland et al., 2015; Kleinstiver et al., 2015a, 
2015b; Lee et al., 2016)。Tsai等开发了用于GUIDE- 
seq测序结果分析的软件(https://github.com/aryee- 
lab/umi), 并公开供广大研究者使用。 
 
2.1.5  非整合病毒载体 
慢病毒载体(lentiviral vectors)能够高效率地插入目

标细胞基因组。但非整合病毒载体(integrase-defec- 
tive lentiviral vectors, IDLV)能够高效进入目标细胞

却无法整合到基因组。只有在基因组中存在DNA双链

断裂时, 才能整合进切口处(Gabriel et al., 2011)。这

一整合特性使其得以应用到基因组编辑的脱靶检测

(图1) (Wang et al., 2015; Osborn et al., 2016)。
Wang等(2015)研究表明IDLV的检测精度达1%, 并
检测到CRISPR/Cas9的脱靶位点与目标位点之间的

差异高达1–13个碱基。Osborn等(2016)应用IDLV方
法在人类T-细胞中检测出TALEN、CRISPR和Meg- 
Tal三种基因编辑工具的脱靶频率, 结果在TALEN和

CRISPR的实验中所有IDLV检测到的脱靶位点均没

有被切割。在Meg-Tal实验中确认了所有IDLV实验产

生的脱靶位点均被切割产生变异。这2项研究均证明

IDLV方法可以无偏见地检测全基因组中的脱靶位点, 
但精确度只有1%。 
 
2.1.6  高通量全基因组易位测序  
高通量全基因组易位测序(high-throughput genome- 
wide translocation sequencing, HTGTS)是在2011
年首次被应用于检测Meganuclease所产生的DNA双
链断裂和染色体重组的方法(Chiarle et al., 2011)。如

图2所示, 该方法是利用已知的DNA双链断裂与其它

断裂DNA的融合, 并结合接头PCR (adapter-PCR)或
环化PCR (circulation-PCR)扩增来检测DNA双链断

裂。随着CRISPR/Cas9技术的发展, 对DNA双链断裂

的检测需求与日俱增, 在最初的HTGTS方法基础上, 
人们开发出了更高通量的检测脱靶的方法(Frock et 
al., 2015)。其原理是用LAM-PCR代替最初使用的环

化PCR和接头PCR。然后结合槽式PCR和Tag-PCR
扩增出基因组中所有发生断裂的片段。但无论新旧方

法, 都是建立在已知DNA双链断裂位置的基础上扩

增与之结合的其它断裂片段。由于已知断裂片段只能

与距其较近的不同染色体上的DNA断裂片段融合 , 
距之较远或者同一染色体上的片段以及那些没有与

已知断裂片段结合的片段则无法被检出。 
 
2.1.7  BLESS 
BLESS (direct in situ breaks labeling, enrichment 
on streptavidin, and next-generation sequencing)是
基于对DNA双链断裂的检测来推测脱靶位点的方法

(Crosetto et al., 2013)。Cas9或其它核酸酶切割DNA
后产生DNA双链断裂, 在细胞中将产生断裂的DNA
末端处用生物素标记, 然后将基因组打碎并加上另一

个接头, 通过PCR扩增富集生物素标记的片段, 经二

代测序得到脱靶位点。该方法克服了特定的核酸酶限

制, 凡是能够产生双链断裂的系统, 均可以使用此方

法检测突变。但由于其需要分离细胞核并将基因组中

的双链断裂进行生物素标记, 操作较复杂, 且仅能够

检测标记的特定时期产生的双链断裂, 无法检测还未

发生或已经修复的断裂。 

2.2  体外检测 

2.2.1  染色质免疫共沉淀测序法 
染色质免疫共沉淀测序法(chromatin immunopre-
cipitation sequencing, ChIP-seq)是利用dCas9- 
sgRNA (deactivated Cas9-sgRNA)与靶标和非靶标

位点的结合 ,  并通过免疫共沉淀的方法分离出与

dCas9-sgRNA结合的序列并加以测序, 从而推测可

能的脱靶位点(图3) (Kuscu et al., 2014; Duan et al., 
2014)。这种方法能够覆盖全基因组, 但由于只检测

基因组中与Cas9结合的位点, 没有考虑Cas9的切割

活性, 因此其准确度较低, 容易过度估计脱靶效率。

Cencic等(2014)对43个通过ChIP-seq预测的脱靶位

点进行验证, 发现只有1个目标位点和1个脱靶位点

被切割, 其它41个预测位点均没有产生切割和突变。

另据报道, 应用dCas9和免疫共沉淀方法预测12个
sgRNA的潜在脱靶位点, 其中, 根据sgRNA的不同, 
脱靶位点的数量由10到1 000不等。经过有活性的

Cas9蛋白和相应sgRNA组合对基因组进行编辑, 结 
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图2  高通量全基因组易位测序(HTGTS)的简化流程(改自Frock et al., 2015) 
 
Figure 2  Simplified process of high-throughput genomewide translocation sequencing (HTGTS) (modified from Frock et al., 2015) 
 

 
图3  染色质免疫共沉淀测序法(ChIP-seq)流程示意图 
 
Figure 3  Schematic diagram of chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) 
 

果显示大部分预测的脱靶位点都是可被切割的, 只是

切割频率低于目标位点(Kuscu et al., 2014)。因此, 用
该方法预测的脱靶位点与实际的脱靶位点可能存在很

大差异。其主要原因是由于使用了无活性的dCas9而不
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是有活性的Cas9, 因此切割活性无法体现。 
 
2.2.2  数字基因组测序 
数字基因组测序(digenome sequencing, Digenome- 
seq)是一种高效率、高灵敏度的全面检测脱靶的方

法。这种方法充分利用了计算机的分析能力, 将基因

组中Cas9切割产生的5'末端序列与其它测序片段区

分开, 并最终通过不同的连接方式推测脱靶位点。

Cas9切割产生的序列为平末端的直接连接, 而其它

测序片段则为粘性连接模式(Kim et al., 2015)。这种

方法的灵敏度可达0.1%, 但一些存在混合切割模式

的位点和测序深度不足的位点仍会被遗漏。Kim等

(2016)通过改进算法, 将之前的只检测平末端序列, 
改进为假设Cas9能够产生1–2个碱基的突出, 大大提

高了检测的灵敏度。经验证, Digenome-seq可同时检

测10个sgRNA所产生的脱靶位点(Kim et al., 2016)。 
 
2.2.3  FIND-seq 
FIND-seq (full interrogation of nuclease dsbs and 
sequencing)是Joung和Tsai (2017a)发明的一种检测

由Cas9产生的DNA双链断裂的方法。此方法充分利

用了发夹接头和PCR技术, 首先将基因组DNA打碎

成500 bp左右的片段, 然后在片段两端加上5'单加尾

发夹接头 , 去除溶液中所有核酸外切酶后 , 加入

Cas9蛋白和sgRNA, 对目标序列和脱靶序列进行切

割。凡被切割的DNA片段都只有一端带有发夹接头, 
然后再给这些被切割的序列加上3'单加尾发夹接头。

打开发夹结构后, 通过PCR扩增带有2种单加尾发夹

接头的序列进行测序(图4)。此方法灵敏度较高, 其中

也有一些环节会产生个别遗漏, 如在加尾的过程中, 
不是所有的DNA片段都能在两端加上发夹接头。 
 
2.2.4  Circle-seq 
Circle-seq是Joung和Tsai研发的检测基因编辑中脱

靶突变的方法(Joung and Tsai, 2017b; Tsai et al., 
2017)。该方法通过对剪切后的基因组片段进行环化, 
然后用Cas9切割环化后的基因组片段, 所有能够被

切割的环均被切开, 为线型, 再对线性DNA片段进行

二代测序, 从而得到可能的脱靶位点(图4)。与其它检

测方法相比, 此方法能够检测到更多低频率的可能脱

靶位点。例如, 在测定人的HBB基因中相同的目标序

列时, Circle-seq方法比Digenome-seq方法多检测出

156个潜在脱靶位点, 经确认其中有29个位点是真实

的脱靶位点。为了方便Circle-seq方法的应用, 研究人

员还开发了公开的数据分析软件(python package 
circleseq), 使用者可直接得到1个含有脱靶位点的表

格及比对后的潜在脱靶序列。 
 
2.2.5  SITE-seq  
与Circle-seq和FIND-Seq相似, SITE-seq (the selec-
tive enrichment and identification of tagged ge-
nomic DNA ends by sequencing)通过Cas9蛋白体外

切割目标基因组, 在切口处加接头和生物素标记, 再
将基因组通过酶切等方法切割成可测序的500 bp左
右的片段, 然后加上另外一个接头, 通过生物素筛选

和PCR富集由Cas9蛋白切割产生的片段DNA, 经过

NGS测序并筛选出峰值所对应的序列, 再用开发好

的算法推测可能的切割位点。以VEGFA和FANCF基
因为例, 所有GUIDE-seq、HTGTS和Digenome-seq
检测出的脱靶位点均能被SITE-seq检出, 且用SITE- 
seq方法检测出11个新的脱靶位点(Cameron et al., 
2017)。 

2.3  体内检测和体外检测方法比较 

上述几种方法总体可以分为体外检测和体内检测2
种。无论是体外检测还是体内检测均存在优点和不足

(表1)。软件预测+测序、深度测序、T7E1检测、

GUIDE-seq、HTGTS、IDLV和BLESS均属于体内检

测。其中软件预测+测序、深度测序和T7E1检测均需

通过软件预测潜在的脱靶位点, 且不能覆盖全基因

组。GUIDE-seq、HTGTS、IDLV和BLESS无需软件

预测, 能够覆盖全基因组且灵敏度相对较高, 但是

GUIDE-seq和IDLV存在细胞转染和精确度不高的问

题。HTGTS检测法通量高, 但由于原理的限制存在漏

检现象。BLESS方法的重大突破是克服了核酸酶的限

制, 但由于只能检测一个固定时期发生的切割, 漏检

率较高。ChIP-seq、Digenome-seq、Circle-Seq、
FIND-seq和Site-seq属于体外检测。ChIP-seq方法应

用dCas9与靶序列结合, 使其无法真实反映Cas9的
切割活性, 假阳性较多。Digenome-seq虽然可以覆盖

全基因组且灵敏度较高, 但其需要深度测序产生大量

的数据再加以分析, 从而限制了其对于多个sgRNA 
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图4  FIND-seq和Circle-seq流程图 
 
Figure 4  Process of FIND-seq and Circle-seq  
 
 
表1  脱靶的体内和体外检测方法对比 
Table 1  Advantage and disadvantage of in vivo and in vitro off-target detection methods 
检测方法 优点 缺点 
软件预测+测序 简单, 易操作 无法覆盖全基因组, 只检测软件预测的序列 
深度测序 简单, 易操作 成本高, 数据分析复杂 
T7E1检测 成本低, 速度快 需辅助软件预测脱靶位点, 无法覆盖全基因组 
GUIDE-seq 精确度高(0.1%), 全基因组检测 受细胞转染的限制, dsODNs的整合效率影响结果 
HTGTS 全基因组覆盖 只能检测到与断裂片段结合的脱靶位点, 存在遗漏 
IDLV 全基因组覆盖, 无偏见检测脱靶位点 精确度较低(1%) 
BLESS 摆脱了特定核酸酶的限制, 可检测任何酶所产生的DSB 

中的突变 
操作复杂, 只能检测特定时期所产生的突变 

ChIP-seq 全基因组检测 体外检测, 未考虑切割频率, 准确度低 
Digenome-seq 高效率, 高灵敏度(0.1%), 全基因组检测 体外检测, 成本高, 分析难度大 
Circle-seq 全基因组检测, 灵敏度高, 提供分析平台 体外检测, 准确度不高 
FIND-seq 全基因组检测, 灵敏度高 体外检测, 存在个别遗漏 
Site-seq 全基因组检测, 灵敏度高 体外检测, 测序结果分析需要特定的算法 
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的高通量检测。但改进后的Digenome-seq方法克服

了其对多个sgRNA检测的局限。Circle-seq、FIND- 
seq和Site-seq方法能够较为全面地覆盖基因组, 且
灵敏度较高(<0.1%), 但由于是体外检测, 其结果与

体内检测结果可能存在差别, 同时由于各自的技术原

理限制, 均存在一定的漏检现象。 

3  减少脱靶的方法 

3.1  改进sgRNA的设计 

由于CRISPR系统是通过碱基互补配对识别目标位

点, 因此目标位点的选择对于减少脱靶尤为重要。研

究表明, 为减少脱靶, 目标位点至少需要与基因组中

其它位点存在2–3个碱基的错配(Cho et al., 2014)。
目前, 研究人员已开发出许多脱靶预测和sgRNA设

计软件(表2)。人们可以根据具体需求选择合适的软件

设计sgRNA和预测脱靶可能性。另外 , 使用较短

(16–18个碱基)的间隔序列, 能够降低脱靶率(Fu et 
al., 2014)。经过不断总结经验, 研究人员发现在设计

sgRNA时遵循一定规律可以降低脱靶率, 如在设计

sgRNA时要选择基因组中特异的序列或尽可能增加

所选择的目标序列与基因组中其它序列的错配碱基

数目; 靠近PAM序列的1–6个碱基最好是基因组中完

全特异的; 另外也要考虑PAM序列, 在设计sgRNA
时除比较sgRNA的序列是否特异外, 还要在基因组

中查找是否存在同样的序列位于除NGG以外的其它

PAM序列的下游, 如NAG和NGC等(Doench et al., 
2016; Meng et al., 2018)。 

3.2  CRISPR系统的优化 

在SpCas9蛋白的结构解析基础上, 张峰实验室通过

突变HNH与RuvC两个切割元件中间区域的单个氨基

酸 , 使SpCas9的脱靶率大幅度降低 , 由野生型的

10%降低到0.5%。通过同时突变几个效果较好的氨基

酸, 进一步将脱靶频率降低且保持与野生型SpCas9
相同的切割频率 (Slaymaker et al., 2016)。根据

SpCas9的结构改造SpCas9蛋白, 从而提高编辑的

准确度并不局限于这一种方式。Kleinstiver等(2015a)
通过改变几个负责与目标DNA结合的氨基酸, 提高

了编辑的准确度, 使脱靶率降低至接近背景值的水

平。该团队还在人类细胞中证实了经过改造的Cas9

突变体不仅减少了脱靶, 还能保持原有的编辑效率

(Kleinstiver et al., 2015b, 2016)。Cas9突变体可以降

低脱靶率, 但很多突变体在降低脱靶率的同时定点编

辑的频率也降低了, 因此人们希望能快速找到既能降

低脱靶率又能保持原有编辑效率的Cas9突变体。Lee
等(2017)运用大肠杆菌作为筛选Cas9突变体的工具, 
成功地从100多个Cas9突变体中找到2个可以降低脱

靶率且保持高效定点编辑频率的Cas9蛋白。Zhang
等 (2107a)在植物细胞中测试了 2个含有与DNA    
结合的氨基酸突变的spCas9 (espCAs9和spCas9-  
HF1), 发现gRNA序列如果含有20个与目标基因序列

完全相同的碱基 , 可以大幅度提高 espCAs9和

spCas9-HF1的定点编辑频率 , 且保持较低的脱靶

率。另外, 应用1对Cas9切口酶或使用dCas9突变体

连接FokI的方法 , 均可降低脱靶率 (Shen et al., 
2014; Havlicek et al., 2017)。一方面, 通过对Cas9
蛋白进行改造来提高识别目标序列的准确性; 另一方

面, 也可以通过利用Cas9蛋白的抑制酶或基因沉默

的方式来控制Cas9蛋白的表达, 使其只在特定的时

间段表达, 从而降低脱靶率(Shin et al., 2017; Har-
rington et al., 2017)。 

4  植物细胞中的脱靶检测 

脱靶给植物基因组改造带来的负面效应要远低于动

物。许多研究显示, 植物基因编辑产生的植株中未检

测到脱靶现象(Pan et al., 2016; Tian et al., 2017; 
Zong et al., 2017; Chen et al., 2017)。也有研究表明, 
CRISPR系统在植物基因组编辑中产生大量脱靶编

辑, 需要通过使用Cas9突变体和其它方法才能降低

脱靶频率(Zhang et al., 2017b), 该研究是在拟南芥

(Arabidopsis thaliana)中进行的, 而在拟南芥的其它

报道中并未发现高脱靶频率现象, 这可能与选择的目

标位点有关(Jiang et al., 2014)。另有研究表明, 在应

用Cas9突变体降低脱靶频率的同时, 若选择与目标

序列完全一致的20个碱基作为gRNA, 则可以大大提

高定点编辑的频率(Zhang et al., 2017a)。因此, 在选

择目标位点时应尽量选择基因组中特异的序列以减

小脱靶的可能性, 过多的脱靶将大大影响优良性状选

育的商业化进程。 
本文提到的几种检测脱靶切割的方法, 在植物中

并不能全部适用。如Guide-seq方法中, 需要dsODN 
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表2  sgRNA设计软件汇总 
Table 2  Summary of sgRNA design tools 

设计软件 网址 软件功能 
Cas-OFFinder http://www.rgenome.net/ 针对CRISPR/Cas9系统, 通过使用者提供的目标位点序列, 推测所

选择的目标基因组中潜在的脱靶位点。可选择不同的PAM、错配数

量和是否允许错位配对(Bae et al., 2014) 
CHOPCHOP   
 

https://chopchop.rc.fas.harvard. 
edu/ 
 

针对CRISPR/Cas9和TALEN系统, 根据用户给出的目标基因序列, 
在目标基因组或染色体中查找潜在的脱靶位点。可查找2个以内碱基

错配的脱靶序列(Montague et al., 2014) 
CRISPR Design  http://crispr.mit.edu/ 在所给基因序列中设计sgRNA, 能够预测该sgRNA在基因组中的脱

靶情况, 并标出最特异的sgRNA  
CRISPR/Cas9 gRNA Finder  http://spot.colorado.edu/~slin/c

as9.html 
在所给出的基因序列中, 查找可能的目标切割位点, 给出合适的

sgRNA序列, 并推测其二级结构(Mali et al., 2013) 
CRISPRfinder Christine  
 

http://crispr.u-psud.fr/Server/ 在公开的微生物基因组中定位CRISPR重复序列位置, 并能报告间

隔序列(Pourcel and Drevet, 2013) 
E-CRISP  http://www.e-crisp.org/E-CRIS

P/ 
设计并评估CRISPR目标位点, 输入基因ID、FASTA序列进行搜索。

可针对不同的CRISPR系统进行设计(Hsu et al., 2014) 
CRISPR-Plant http://www.genome.arizona.ed

u/crispr/ 
此软件针对一系列植物基因组设计CRISPR目标位点, 在所给出的

基因序列或染色体序列中查找合适的目标位点(Lozano-Juste and 
Cutler, 2014) 

CRISPR MultiTargeter  http://www.multicrispr.net 可用于设计同时靶向几个基因或1个基因中的多个位点的sgRNA 
(Prykhozhij et al., 2015) 

sgRNA Designer http://www.broadinstitute.org/r
nai/public/ 

适用于人类和小鼠基因组中sgRNA的设计。能够推荐最高特异性的

sgRNA, 但不会给出可能的脱靶位点(Doench et al., 2016) 
sgRNA Scorer https://crispr.med.harvard.edu/

sgRNAScorer/ 
可以设计sgRNA并评估sgRNA的体内切割活性(Chari et al., 2015)
 

 

 
转染目标细胞或基因组, 再根据dsODN的插入位置

推测脱靶位点。将dsODN导入植物细胞的过程中, 非
常容易导致大量的随机插入, 从而给数据分析带来较

大困难。检测植物细胞中的脱靶位点需要选择合适的

检测方法。比如选择一种或几种脱靶检测方法推测潜

在脱靶位点, 再结合PCR和测序技术加以验证, 找到

真正的脱靶位点。目前大多数植物基因编辑均采用先

预测可能脱靶位点, 再通过T7E1、PCR和测序的方法

来检测脱靶(Pan et al., 2016; Zhang et al., 2017a, 
2017b; Zong et al., 2017)。 

脱靶检测的时间也同样重要。由于Cas9不停地

切割靶序列, 人们在完成目标位点编辑后要尽早地将

Cas9分离出去, 得到1个不含有Cas9和sgRNA的突

变株。该突变株可进一步用于性状鉴定等商业化过程, 
因此在哪个时期进行脱靶检测对于产品研发和成本

控制有重要影响。 

5  研究展望 

5.1  提高脱靶检测的准确度和精确度 

现有的脱靶检测技术均侧重于改进其检测的精度, 在
检测的准确度方面提高较少, 检出的假阳性结果较

多, 需要大量的测序确认工作来区分假阳性结果。这

无疑增加了研究人员的工作量和研究成本。在今后的

研究中, 建议在改进检测精度的同时提高检测的准确

度。已有的检测方法中, GUIDE-seq的准确度相对较

高, 在某些检测中可达到79% (Kim et al., 2016)。但

GUIDE-seq受细胞转染的限制, 其应用范围较小。

Digenome-seq和Circle-seq都是很好的检测方法, 检
测的精确度高, 但准确度却不高。例如, 在Digeno- 
me-seq检测中, 有74个位点被检出脱靶编辑, 经过

验证, 只有5个是真正的脱靶编辑位点; 在Circle-seq 
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检测中, 仅有20%左右的潜在脱靶位点被证实。因此, 
提高检测的准确度也是目前需要解决的问题之一。 

CRISPR/Cas9技术的快速应用促使基因组定点

编辑更加简单易行。脱靶技术研究在短短几年内取得

了快速发展, 仅脱靶检测方面就研发出了十几种甚至

更多的新方法。这些新方法的应用无疑为基因组定点

编辑及以后的基因组相关研究奠定了基础。目前开发

的检测技术精确度在0.01%–1%之间, 一般为0.1%, 
这个精确度对于精准编辑来说还不够, 人们还需进一

步改进检测方法和系统, 如增加测序深度、提高所用

试剂和标记的灵敏度等, 以期能够达到脱靶检测精确

度在0.01%以内。这将为今后的定点编辑技术发展提

供更有力的技术支持。 

5.2  利用现代分子育种技术移除脱靶突变 

脱靶突变的存在可能会影响基因组编辑在植物中的

应用, 减缓了编辑产生的优良性状投放市场的进度。

在作物育种过程中, 分子标记的应用十分广泛, 提高

了育种的精准性, 并加快了育种速度。在大豆(Gly- 
cine max)的成熟期育种过程中, 已通过确定成熟期

相关基因和开发分子标记的方法加快育种进程(Li et 
al., 2017)。分子标记技术在玉米(Zea mays)中也得到

了广泛的应用, 目前已有55 K的SNP标记应用到玉

米辅助育种(Xu et al., 2017)。移除脱靶突变、保留目

标位点的最佳选择便是定向回交, 结合分子标记辅助

育种方法能够加速筛选, 缩短遗传背景纯化周期。一

方面, 可以通过全基因组分子标记检测, 保留目标位

点, 加速脱靶突变移除进程; 另一方面, 可以根据本

文所述的脱靶检测方法推测脱靶位点, 开发相应的分

子标记, 在回交或杂交的过程中移除脱靶位点。分子

标记在育种中应用较为成熟, 通过分子标记移除脱靶

位点与育种中纯化品种十分相似。因此分子标记技术

在植物基因组定点编辑中将发挥助力作用并得到广

泛应用。 

5.3  运用基因编辑手段研究植物基因功能时的脱

靶问题 

随着CRISPR技术的不断发展, 其在植物基因功能研

究中的应用也日益广泛。大量研究表明, 植物基因编

辑过程中脱靶频率很低, 只有少数文献报道发现高频

率的脱靶现象。拟南芥非生物胁迫相关基因编辑的研

究中, 通过CRISPR/sgRNA产生3个基因的突变体并

验证了基因的功能。实验表明, 通过软件预测或基因

的同源性来推测潜在的脱靶位点, 并检测了突变体中

的脱靶情况, 结果未发现脱靶编辑(Osakabe et al., 
2016)。水稻耐寒基因编辑的脱靶研究表明 , 通过

BLASTN找到的潜在脱靶位点, 在突变体中均未检测

到突变(Shen et al., 2017)。综合其它植物基因编辑文

献对脱靶的报道, 大多数研究都是通过软件预测潜在

的脱靶位点, 然后定向检测预测所得的可能脱靶序列

(Peterson et al., 2016; Kaya et al., 2016)。这种方式

无疑可以一定程度地检测脱靶效应, 但软件的选择对

检测结果影响很大。因此, 广大科研工作者在今后的

研究中, 可以用试验结合软件预测来选择潜在的脱靶

位点(如FIND-seq、Circle-seq和SITE-seq), 从而提

高脱靶检测的准确性。对于那些用于产品生产的突变

体, 要结合全基因组深度测序进一步筛查脱靶编辑。 
当然, 许多实验中没有检测到脱靶现象, 也与实验之

前精心选择Cas9蛋白及目标位点有密切关系。本文

介绍了一些在实验设计过程中减少产生脱靶的方法, 
广大学者可以根据实验需求参考借鉴。 
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Research Progress in Off-target in CRISPR/Cas9 Genome Editing  
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Abstract  CRISPR/Cas9 technology has rapidly developed in recent years. It is widely used for study of animals, plants 
and microorganisms. Among all developments, the use of the technology for the off-target issue has progressed, with 
important breakthroughs for this hot topic. This paper elucidates the principle of off-target generation and the method for 
detecting off target both in vitro and in vivo. Also, how to reduce off-targets by improving single-guide RNA design and 
optimizing the CRISPR system is evaluated. Further more, detecting off-targets at the right time and improving the preci-
sion and accuracy of off-target detection are proposed for plant site-specific genome editing. 
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