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摘  要 : 近年各种基因组编辑技术的成功研发为人类疾病的治疗与预防谱写了新的篇章，这些技术对应的基

因组编辑工具主要包括锌指核酸酶 (ZFNs)、转录激活子样效应因子核酸酶 (TALENs) 和最近发现的规律成簇

间隔短回文重复 (CRISPR)/Cas 系统。这些工具相应的脱靶问题目前是制约基因组编辑技术介导人类疾病治疗

的重要瓶颈。本文将分别从基因组编辑工具的介绍、脱靶的现状、解决优化的方案和检测方法进行总结与探讨，

通过比较，进一步了解基因组编辑工具的优缺点及相关脱靶检测方法的适用性。 
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间隔短回文重复  (CRISPRs) 
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Abstract:  Breakthroughs of genome-editing in recent years have paved the way to develop new therapeutic strategies. 

These genome-editing tools mainly include Zinc-finger nucleases (ZFNs), Transcription activator-like effector nucleases 

(TALENs), and clustered regulatory interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas-based RNA-guided DNA 

endonucleases. However, off-target effects are still the major issue in genome editing, and limit the application in gene 

therapy. Here, we summarized the cause and compared different detection methods of off-targets. 
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随着人类基因组计划的实施，人类对严重

危害健康的疾病有了更加全面和深入的认识。

基因治疗  (Gene therapy) 这一概念自问世以

来，正在逐渐改变人类疾病的治疗方式。基因

治疗尤其为单基因遗传病的患者带来了福音[1]。

传统的基因治疗是利用野生型基因去补偿突变

基因的功能，但是仍然存在转基因沉默和随机

插入等问题。基因组编辑工具的成功研发为基

因的原位修复提供了可能。基因组编辑工具包

括锌指核酸酶 (Zinc-finger nucleases，ZFNs)、

转录激活子样效应因子核酸酶  (Transcription 

activator-like effector nucleases，TALENs) 和最

新发现的规律成簇间隔短回文重复和 Cas 蛋白

的 DNA 核酸内切酶系统(Clustered regulatory 

interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas- 

based RNA-guided DNA endonucleases)。然而，

这 3 种工具酶在识别并切割靶位点的同时，也

对与靶位点相似的 DNA 序列同样进行切割，

即脱靶  (Off-targets)。脱靶可能破坏细胞内的

重要基因，从而导致其他疾病，脱靶问题是基

因组编辑工具在临床应用受限的重要瓶颈之

一 [2]。本文将对这 3 种基因组编辑工具的脱靶

现状、解决脱靶的方案、相关的脱靶检测方法

等问题进行总结，以期更好地解决该重大科学

问题。  

1  基因组编辑工具的脱靶现状及解决方案 

1.1  锌指核酸酶 (ZFNs)  

锌指核酸酶  (ZFNs) 为第一代应用于基因

组编辑的核酸酶，它由结合 DNA 的锌指蛋白结

构域和非特异性的核酸内切酶 FokⅠ结构域融合

而成，其中 FokⅠ源于海床黄杆菌 Flavobacterium 

okeanokoites，是一种人工设计的 DNA 限制性

内切酶[3]。目前已成功在拟南芥、烟草、秀丽隐

杆线虫、黑腹果蝇、斑马鱼、非洲爪蟾、大鼠、

小鼠和人类细胞 (包括体细胞、胚胎干细胞、诱

导性多能干细胞) 等中进行基因组编辑[4]。通过

在靶序列两侧设计特定的锌指蛋白识别和结合

DNA，引导 FokⅠ二聚体在两结合位点之间进

行剪切产生双链断裂  (Double-strand breaks，

DSBs) 来实现同源重组修复 (Homology-directed 

recombination ， HDR) 或 非 同 源 末 端 连 接 

(Non-homologous end joining，NHEJ)，从而实

现基因组特定位点的编辑[5]。锌指核酸酶编辑的

靶向性与锌指蛋白的 DNA 识别特异性、靶位点

序列和锌指核酸酶的转运方式等有关，但大部

分取决于负责识别和结合 DNA 的锌指蛋白[4,6]。

一般每个锌指模块识别 3−4 个碱基 (Base pair，

bp)，而其识别 DNA 长度的限制性降低了锌指

核酸酶靶向编辑的特异性 (图 1)，通常需要通

过设计多个模块来提高识别的特异性[7]，但仍然

存在脱靶问题，在 Marina Bibikova 等对果蝇 yellow

的基因编辑时首次被发现[5]，随后又在编辑斑马

鱼 kdra 和 kdrl 基因、人 CCR5 和 VEGF-A 基因

中被检测到[8-10]。 

针对影响锌指核酸酶脱靶的相关因素，研

究者们采取了多种策略和方法来提高其特异

性。在靶序列设计方面，可以运用在线的生物

信息设计工具 PROGNOS (Predicted report of 

genome-wide nuclease off-target sites)，通过预测

的脱靶情况来选择最佳的靶序列以最大限度减

少脱靶[11-12](表 1)。在锌指蛋白设计方面，锌指

模块设计的个数越多，识别的序列就越长，相

应序列在基因组中的唯一性也越强；另外有研 
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图 1  ZFNs 的脱靶示意图 

Fig. 1  The schematic diagram of off-target ZFNs. 
 
 

究者通过设计异源的锌指蛋白二聚体来降低脱

靶的发生率，相较于同源锌指蛋白二聚体，异

源二聚体的相互作用会减弱，而与靶 DNA 位点

的结合能力就相对增强，且只有当形成异源二聚

体时才能发挥作用，减少了脱靶的可能性[13-14]。

对于负责切割的非特异性 FokⅠ内切酶，也有研

究者对其进行改造，使其只切割一条链，在增

加 HDR 效率的同时降低了脱靶效应[15]。在锌指

核酸酶的转运方式方面，Gaj 等直接将锌指核酸

酶以蛋白的形式转入细胞，显示高效的编辑效

率和较小的脱靶率[16]。 

1.2  转录激活子样效应因子核酸酶 (TALENs)  

转录激活子样效应因子核酸酶  (TALENs) 

的结构域组成和作用模式与锌指核酸酶相似，

通过转录激活子样效应因子  (TALEs) 识别和

结合 DNA，引导 FokⅠ在靶位点产生 DSB，同

样通过 HDR 或 NHEJ 方式完成基因组编辑。

TALEs 最早在植物致病菌黄单胞杆菌Xanthomonas

中发现，包含易位结构域、DNA 结合结构域、

核定位信号 (Nuclear localization signals，NLS) 

和 转 录 激 活 结 构 域  (Transcriptional activate 

domain)，其中 DNA 结合结构域是决定 TALENs

特异性的重要部分，它由 1.5−33.5 个串联重复

序列 (Tandem repeats，TRs) 组成，每个重复包

含 33−35 个氨基酸，而 12 和 13 位的氨基酸是

可变的，能够识别特定的碱基序列，因此这两个

氨基酸被称为重复变异双残基 (Repeat variable 

diresidues，RVDs)[17]。TALENs 目前已成功编

辑了酵母、果蝇、水稻、人类体细胞和胚胎干

细胞等微生物、植物和动物细胞中的内源性基

因[18]，并且成功用于制造疾病细胞模型和动物

模型[19-20]。相较于 ZFNs，TALENs 编辑效率与

之相当，但是脱靶率较低[21]，很大部分原因在于

其每个串联重复序列只识别一个碱基[22-23](图 2)，

而 ZFNs 的一个锌指模块识别 3−4 个碱基，在精

确度上，TALENs 更胜一筹。 

尽管脱靶率较低，但是若应用于临床疾病

的基因治疗，理论上需做到无脱靶，以期减少

对人体的毒性作用。因此为了进一步提高

TALENs 编辑基因的特异性，研究者们也提出了

相应的解决策略。第一，运用生物信息学专业

在线工具设计和选择脱靶率低的靶序列，如

CHOPCHOP、PROGNOS 和 TALE-NT 2.0[11,24-26] 

(表 1)。第二，TALENs 的重复长度会影响特异

性，偏短的 TALENs 对每个碱基识别的特异性

更高，偏长的 TALENs 对整个靶序列识别的特 
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图 2  TALENs 的脱靶示意图 

Fig. 2  The schematic diagram of off-target TALENs. 

 

异性更高，这与结合 DNA 所需要的能量有关，

较短的 TALENs 结合 DNA 所需的能量较少，对

应识别每个碱基所分布到的能量就多，特异性

也就越强，反之则越低；此外 TALENs 的作用

浓度过高使靶位点饱和，使之倾向于结合脱靶

位点，也会降低特异性，因此设计合适的长度、

采用合适的浓度是降低脱靶率的关键[27]。第三，

通过获得 TALEs的变体筛选高特异性的 TALE，

结果显示，改变 C 端的结构域 (K788Q、R792Q

和 R801Q) 可减少阳离子电荷量，能提高特异

性至野生型的 10 倍[27]；缩短 C 端残基的数目，

可显著地降低脱靶率[28-30]；改变 N 端的结构域，

使之倾向特异识别胸腺嘧啶 (Thymine)[31-32]。

第四，将 TALE 与其他特异性核酸内切酶如

Ⅰ-SceⅠ和Ⅰ-OnuⅠ嵌合，可提高识别的特  

异性[33]。 

1.3  规律成簇间隔短回文重复 (CRISPR)/Cas

核酸酶  

CRISPR/Cas 系统为细菌和古细菌中的免疫

防御系统，目前最常用于基因组编辑的为

CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 系统，分别属于

CRISPR 2 类系统中的Ⅱ型和Ⅴ型[34]。CRISPR/ 

Cas9 系统 (图 3) 由 Cas9 蛋白 (包含 HNH 和

RuvC 两个结构域)、crRNA 和 tracrRNA 组成，

经改造，crRNA 和 tracrRNA 可设计为单个向导

RNA (Single guide RNA，sgRNA) 引导 Cas9 蛋

白靶向切割 DNA 产生 DSB，并由 HDR 或 NHEJ

方式介导修复，识别靶位点主要由互补的 sgRNA

和 3′端的 PAM (Protospacer adjacent motif) 序列

决定，不同来源的 CRISPR 系统的 PAM 序列不

尽相同[35]。最先用于哺乳动物细胞编辑的是来

源于化脓性链球菌 Streptococcus pyogenes 的

CRISPR/SpCas9 系 统 ， 研 究 者 采 用 20 nt 

(Nucleotide) 的 sgRNA 靶向带有 NGG 的 PAM 序

列，成功对内源性基因进行了编辑[36]。而后发

现的来源于金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 

aureus的CRISPR/SaCas9、脑膜炎奈瑟菌Neisseria 

meningitides 的 CRISPR/NmCas9、嗜热链球菌

Streptococcus thermophilus 的 CRISPR/StCas9 和

最新发现来源于空肠弯曲菌 Campylobacter jejuni

的 CRISPR/CjCas9 都可成功用于哺乳动物细胞

的基因组编辑，但是均存在脱靶现象，甚至发

现部分脱靶位点的编辑效率与靶位点相当或高

于靶位点[37-43]。 
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图 3  CRISPR/Cas9 的脱靶示意图 

Fig. 3  The schematic diagram of off-target CRISPR/Cas9. 

 

通过研究发现有因素会影响 CRISPR/Cas9

系统的特异性，包括靶位点的选择、Cas9 蛋白、

sgRNA 的长度、转运方式及小分子化合物等。

选择脱靶率低的靶位点是基因组编辑的第一

步，可采用一系列在线工具对靶位点进行脱靶

评估和筛选[44] (表 1)。研究发现 SpCas9 对其他

PAM 序列 (NGA 和 NAG) 也有编辑的活性，间

接说明了 CRISPR/Cas9 脱靶问题，因此另有研

究者通过结构分析、组合设计和细菌选择系统

筛选了针对 NGA、NGAG 和 NGCG PAM 序列

的突变 SpCas9，显示在部分位点具有更高的效

率和特异性 [45-46]。在 sgRNA 的设计方面，就

SpCas9 而言，17 nt 或 18 nt 的截短 sgRNA 能减

少脱靶，由于 sgRNA 与 DNA 结合所需的能量

减少，相对地提高了特异性，这与 TALENs 的

长度设计原理相似，且与 Cas9n 组合可进一步

提高特异性[47]。在转运方式上，将 Cas9 蛋白和

sgRNA 与核糖核蛋白  (Ribonucleoproteins，

RNPs) 融合成复合物直接导入细胞，而非将质

粒导入细胞，结果显示其能提高基因组编辑的

特异性，由于是将 Cas9 蛋白导入细胞，其作用

时间受到了一定的限制，不会像质粒持续表达

Cas9 蛋白，进而减少其他脱靶位点的作用[48-52]，

该方法已经在治疗年龄相关性黄斑变性疾病模

型中取得了一定成效[53]。对于 Cas9 蛋白，研究

者们对其进行了各种不同的改造，麻省理工大

学的张锋组研究显示，采用双切口的 Cas9 

nickases (Cas9n) 对哺乳动物细胞和小鼠受精卵

进行编辑，与野生型 Cas9 相比具有更高的特异

性[35]，而利用单个的 Cas9n 对牛受精卵进行基

因敲入发现，脱靶率与野生型 Cas9 相比较低，

并且受精卵存活率也大幅度升高[54]。许多研究

者不限于 Cas9 本身的突变，对其结构也进行了

许多改造来提高特异性，比如内含肽灭活的

Cas9 系统，Cas9 突变体带有雌激素受体结合域，

只有当 4-羟基他莫昔芬 (4-hydroxytamoxifen，

4-HT) 与雌激素受体结合后，Cas9 才能被激活

进行基因组编辑[55]；类似的系统还有光激活的

Cas9 系统[56-58]、分离的 Cas9 突变体系统[59-60]、

小分子诱导的 Cas9 系统[61]和变构调节的 Cas9

系统[62]，都能不同程度地降低脱靶率。最直接

的是获得高保真的 Cas9 突变体 eSpCas9 和

SpCas9-HF1，通过降低 Cas9 蛋白与 DNA 糖磷酸

骨架的非特异性相互作用，从而降低脱靶率[63-64]。
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此外，有研究者将失活的 Cas9 (Dead Cas9，

dCas9) 与 FokⅠ融合，形成 dCas9-FokⅠ系统以

二聚体形式作用靶位点，也能提高特异性，

dCas9 虽然失去了活性，但是还保留与 DNA 结

合的能力[65-67]。以上降低脱靶的策略理论上可

以相互联合，协同作用增加 CRISPR/Cas9 系统

的靶向特异性。 

CRISPR 系统以往一直针对基因片段进行编

辑，而目前有研究者们将 CRISPR/Cas9 与激活诱

导的胞苷脱氨酶  (Activation induced-cytidine 

deaminase，AID) 或相应的同源基因 (APOBEC1

和 PmCDA1 等) 联合用于编辑单个碱基，希望

应用于点突变的原位修复。有研究者将之与

nCas9 或 dCas9 联合，用于靶向单碱基的编辑 

(Cytosine→Thymine，C→T)，发现脱靶率相较

于 Cas9 低，Komor 等发现 dCas9-APOBEC1 的

编辑在预测脱靶位点未发现脱靶现象 [68]；

Nishida 等在 nCas9-AID 和 dCas9-AID 介导的单

碱基编辑中检测到小于 1.5%的脱靶率[69]；Hess

等发现利用两个 MS2 发夹结构修饰的 sgRNA 与

dCas9-AID 作用能减少脱靶[70]；Kim 等为降低

nCas9-APOBEC1 的脱靶率，采用改造的 Cas9 (针

对不同 PAM 的 Cas9 突变体)，结果显示脱靶率

平均下降了 3.6倍[71]；Zong等用 nCas9-APOBEC1

和 dCas9-APOBEC1 编辑水稻在预测位点未发

现脱靶[72]；Kim 等将 nCas9-rAPOBEC1 用于编

辑小鼠胚胎，成功制造无义突变的疾病模型，

且未在该模型中检测到其他突变位点，即脱靶

位点[73]。目前从以上研究结果来看，针对单碱

基编辑的脱靶率要比单用 Cas9 低很多，这对于

点突变的基因纠正、疾病模型的建立和育种具

有推动性的作用，但仍需要更多的实验来进一

步验证。 

CRISPR/Cpf1 系统是近年最新发现的基因

组编辑系统，只需要一个类似 RuvC 的 Cpf1 结

构域和单个 crRNA 即可进行基因组编辑，目前

发现的有来源于氨基酸球菌属 (Acidaminococcus 

sp. Cpf1，AsCpf1)、毛螺科菌 (Lachnospiraceae 

bacterium Cpf1 ， LbCpf1) 和 弗 朗 西 斯 菌 属 

(Francisella tularensis Cpf1，FnCpf1) 等多种

Cpf1，与 Cas9 不同，Cpf1 的 PAM 序列在 5′端，

其小型和便捷的特点在基因组编辑应用上更具

有优势[74]。CRISPR/Cpf1 最先在小鼠上进行基

因组编辑，Kim 等采用 AsCpf1 和 LbCpf1 对小

鼠 受 精 卵 进 行 基 因 敲 除 ， 靶 向 深 度 测 序 

(Targeted deep sequencing) 结果显示在 2−4 bp

的 sgRNA 错配序列中未发现脱靶现象，但在

1 bp 错配时存在约 1/6 的脱靶率[75]，同时 Hur

等将 Cpf1 与 RNP 组装同样编辑小鼠受精卵，

采用全基因组测序 (Whole genome sequencing，

WGS) 检测发现在 7 bp 及以上的错配中未发现

脱靶现象 [76]。随后，研究者们在植物上进行了

基因组编辑，在编辑大豆和烟草时，通过靶向

深度测序在 4 bp 及以上的错配中未检测到脱

靶 [77]，另有研究者对水稻进行编辑时在预测脱

靶位点未检测到脱靶[78-79]。有研究运用多种脱

靶检测方法 (Digenome-seq、GUIDE-seq 和靶向

深度测序) 比较了 Cas9 与 Cpf1 的脱靶率，结果

显示 Cpf1 在人类细胞编辑的特异性高于

Cas9[80-81]，因此有望设计高效率的 Cpf1 突变

体或复合物应用于基因治疗。同时，是否可以

通过设计双切口酶的 Cpf1，或进一步与 FokⅠ

融合形成高保真的 Cpf1，来提高其编辑的特

异性。 
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2  脱靶的检测方法及优缺点比较 

2.1  预测脱靶位点的检测方法 

用 CasFinder等多款生物信息在线工具预测

脱靶位点[82] (表 1)，筛选出脱靶可能性高的位点

进行检测，将包含预测脱靶位点的片段进行富

集鉴定，如 PCR 扩增后使用 Sanger 测序、多重

PCR 扩增或液相探针特异性杂交富集脱靶片段

后，进行二代测序 (Next generation sequence，

NGS)。Sanger 测序简便易行，不需要特殊的设

备或技术，当样本量大时比较耗时且不经济，

对于脱靶率低的位点也不能完全检测出。NGS

成本虽然相对昂贵，但是在样本量多或者脱靶

效率较小 (提高测序深度) 的情况下，通过多重

PCR 或液相探针杂交的方法将这些含候选脱靶

位点的片段扩增出来，进行深度测序更值得考

虑。也可将 PCR 产物进行 T7E1 或 Surveyor 检

测 (图 4)，T7E1 对插入缺失 (Indels) 比较敏感，

而 Surveyor 对单核苷酸突变 (SNPs) 和小片段

的 indels 相对敏感，因而 T7E1 检测 DSBs 产生的

NHEJ 更为敏感，但两者均容易受温度、时间、

DNA 与酶的比例和缓冲液盐离子浓度的影响[83]，

优点在于快速简便，但灵敏度低。由于是对预

测的脱靶位点进行检测，可能忽略了其他的脱

靶位点，因此存在一定的偏倚性，不能全面反

映细胞内脱靶情况。 

2.2  全外显子测序与全基因组测序 

全外显子测序 (Whole exon sequencing，WES) 

和全基因组测序 (Whole genome sequencing，

WGS)，顾名思义，前者针对基因组的所有外显

子，后者则没有选择性地对全基因组进行检测。

两者比较，后者能直接真实地反映脱靶的情况，

前者有可能忽略了非编码区的脱靶，而非编码

区也是对基因起调控作用的重要区域。研究者

们已在诱导性多能干细胞、秀丽隐杆线虫、疟

原虫和拟南芥等多个物种中应用全基因组测序

检测基因组编辑的脱靶情况[84-87]。无论是 SNPs

和 indels，还是染色体水平的变化如易位、倒置

等，WGS 都能检测到，但对于大量样本中的低

频脱靶位点仍然难以检测[88] (由于测序成本等原

因，WGS 一般测序深度在 30X−50X)。为优化脱

靶的检测方案，以下其他的相关检测方法将通过

富集脱靶位点，结合 WES 或 WGS 来研究脱靶。 

2.3  ChIP-seq 

染色体免疫共沉淀 (Cross-linking chromatin 

immunoprecipitation，ChIP) 技术可以针对性地

获得蛋白质与 DNA 结合的复合物，与二代测序技

术联合则可以全面地检测与蛋白质结合的 DNA

序列，该方法称为 ChIP-seq[89]。在 CRISPR/Cas9

的脱靶检测中，利用失活的 Cas9 即 dCas9 与

DNA 序列进行结合而不发生切割的特点，从而

确定 Cas9 的具体结合位点，包括靶位点和脱靶

位点。将结合了 dCas9 的基因组碎片化，通过

ChIP 富集含有 dCas9 的 DNA 片段，再经过纯化

获得 DNA 进行 PCR 和二代测序 (图 5)。研究者

利用 ChIP-seq 对 12 个 sgRNAs 的脱靶进行检测，  

 

 
图 4  偏倚性预测和检测脱靶的方法 

Fig. 4  Biased strategies depend on bioinformatics for predicting off-targets. 
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发现了 10–1 000 个不等的脱靶位点，基本位于

染色质开放区域，且相当一部分与预测的脱靶

位点不一致[39]。该技术也存在假阳性率，由于

ChIP 倾向结合高表达聚合酶Ⅱ、聚合酶Ⅲ和

tRNA 基因的区域[90]，另外，与 DNA 结合和对

DNA 切割的位点可能存在差异。 

2.4  IDLV 捕获 

IDLV，即整合缺陷的慢病毒载体 (Integrative- 

deficient lentiviral vectors，IDLV)，它们以游离

的 DNA 形式存在于细胞核中，能够整合到发生

DSBs 的位点，利用该特点首次应用于 ZFNs 的

脱靶检测中 [91]。不同于完整的慢病毒载体，

IDLV 对基因组的整合没有偏好性，以往利用其

检测病毒载体的安全性。当核酸酶切割基因组

产生 DSBs 时，IDLV 会在 NHEJ 修复期间整合

于靶位点和脱靶位点，相当于“标记”了 DSBs 位

点。其次提取细胞基因组并破碎，并在片段两头

加上接头序列，因 IDLV 两端含有两个已知的 LTR 

(Long terminal repeats) 序列，可以利用线性扩增

PCR (Linear amplification-mediated PCR ，

LAM-PCR) 技术扩增位于 IDLV 两侧的片段，

该技术常用于扩增未知的 DNA 序列，最后进行

二代测序 (图 6)。随后该技术也应用于 TALENs

和 CRISPR/Cas9，可以检测到 1%的脱靶率，识

别 1–13 bp 的错配[92-93]。使用该技术的优势在于

IDLV 能够高效地进入细胞核，包括难以转染的

人类细胞，但同时也会整合到其他非核酸酶引

发的 DSBs 位点，增加了假阳性率，因此需要做

好对照。另外，该方法是否能够捕获到所有的

脱靶的位点并不清晰。 

2.5  BLESS 

BLESS (Direct in situ breaks labeling，

enrichment on streptavidin，and next-generation 

sequencing) 技术是基于生物素-链亲和素原理

设计的[94]。首先提取完整的细胞基因组，在体

外利用核酸酶进行切割，后采用高特异性T4 DNA

连接酶将生物素化的寡核苷酸与 DSBs 位点连接，

该连接酶只能连接双链断裂的位置，形成发夹样

结构。其次将基因组消化成片段，因生物素化和

链亲合素化的寡核苷酸都含有相同的酶切位点，

所以用相同的酶切后进行连接以达到富集的目

的。经过纯化，并在发夹结构的另一端引入带酶 

 

 
 

图 5  非偏倚性脱靶检测方法之 ChIP-seq 

Fig. 5  Unbiased strategy of ChIP-seq. 
 

 
 

图 6  非偏倚性脱靶检测方法之 IDLV 捕获 

Fig. 6  Unbiased strategy of IDLV capture. 
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切位点的寡核苷酸连接双链的断端，最后将片

段的两头消化形成用于扩增的开放双链模板，

再进行 PCR 和二代测序 (图 7)。有研究者在对

小鼠和人类细胞的基因组编辑时运用 BLESS 和

ChIP-seq 检测脱靶，结果显示 BLESS 能检测出

更多的脱靶位点 [41,64]。虽然该技术是对原位

DSBs 进行直接的检测，但由于是在体外进行

的，可能不能真实地反映体内的情况。 

2.6  GUIDE-seq 

GUIDE-seq (Genome-wide，unbiased identification 

of DSBs enabled by sequencing) 技术与 IDLV 捕

获技术原理相似，体内的细胞基因组在核酸酶

作用下发生 DSBs，此时引入“标签”——双链寡脱

氧核苷酸 (Double-stranded oligodeoxynucleotides，

dsODNs)，该“标签”会整合到 DSBs 位点，然后

提取细胞基因组随机打断成片段，在片段两头

加上接头，因引入的 dsODNs 序列和接头序列

已知，故对正反链分别进行 LAM-PCR，再通过

二代测序即可检测脱靶位点 (图 8)，该方法同样

能检测到比 ChIP-seq 更多的脱靶位点，敏感性小

于 0.1%[40]。与 ChIP-seq、IDLV 捕获和 BLESS

技术相比，GUIDE-seq 相对简便，因此也有一

些研究者以此方法检测脱靶，但只有在发生

DSBs 后立即引入 dsODNs 才能被检测[46,63,95]。另

外，“dsODNs 标签”是否都能够整合到细胞所有的

DSBs并不清晰，IDLV捕获方法也有类似的问题。 

2.7  LAM-HTGTS 
LAM-HTGTS (Linear amplification-mediated 

high-throughput genome-wide translocation 

sequencing) 技术发展于检测 AID 引发的基因重

排，建立在位点发生 DSBs 的基础上[96]。之后

有研究者利用 DSBs 引发的重排原理来检测

CRISPR/Cas9 和 TALEN 进行基因组编辑的脱靶

情况，细胞基因组在核酸酶作用下发生 DSBs，

引发基因重排，将提取的细胞基因组破碎，针

对某个基因的脱靶，在该基因 sgRNA 附近设计

带有生物素标签的捕获引物，通过 LAM-PCR、

生物素-链亲和素系统富集带有靶基因片段的序

列，包括发生了重排和未发生重排的序列，再

利用二代测序进行分析[97] (图 9)。该方法不需要

引入额外的特殊序列，灵敏度比 IDLV 高，背景

值比 BLESS 低，且相对经济，缺点在于只能检

测发生重排的位点，而重排的概率比较低，约

200–1 000 个细胞中发生一次[98]。 

 

 
 

图 7  非偏倚性脱靶检测方法之 BLESS 

Fig. 7  Unbiased strategy of BLESS. 

 

 
 

图 8  非偏倚性脱靶检测方法之 ChIP-seq 

Fig. 8  Unbiased strategy of ChIP-seq. 
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2.8  Digenome-seq 
Digenome-seq (In vitro Cas9-digested whole 

genome sequencing) 是完全在体外进行的脱靶

检测技术[99-100]。首先提取细胞基因组并消化片

段，在片段两端加上相同的接头序列，而后将

Cas9 蛋白和 sgRNA 与消化的片段混合进行切

割，这些片段中部分被切割，部分未被切割，

再利用二代测序读取所有的片段并与基因组序

列进行比对 (图 10)。该方法灵敏度高，能检测

到 0.1%的 indels，且不限制于染色质结构影响，

实验的可重复性和均一性也较高。Digenome-seq

是先经过基因组的破碎，再进行核酸酶的切割，

而前面有几个检测的方法都是先进行核酸酶的

切割引入各种“标签”，再进行基因组的破碎，因

此该技术是直接检测切割的位点而不是检测结

合的位点，脱靶位点的覆盖范围相对较大，灵

敏度也相对较高。采用“标签”引入的方式存在效

率问题，这些“标签”并不是都能整合到 DSBs 的

位点，尤其是对于低频脱靶位点。Digenome-seq

的缺点在于进行二代测序分析时没有对发生切

割和未发生切割的片段进行分离，故所需要的

读长量大才能检测到低频的位点，最多需要

400 million，并且它是完全在体外进行的脱靶检

测技术，所以可能不能真实地反映体内的情况，

由于不受染色质结构的影响，可能存在一定的

假阳性率。 

2.9  CIRCLE-seq 
CIRCLE-seq (Circularization for in vitro 

reporting of cleavage effects by sequencing) 技术

是研究人员最新开发的一种通过测序体外检测

切割效应的方法[101]。同样是体外进行的实验，

将基因组剪切成片段，在片段两端加上茎环结

构的接头序列，通过酶切接头序列和分子内连

接，使片段环化后用核酸酶切割，能被切割的

环形片段都将线性化，不能被切割的维持环状

结构，在线性化的片段上再次加上接头序列，

然后进行 PCR 和 NGS 进行检测 (图 11)。该技

术的优点在于它的读长量少  (4−5 million) 且

随机读长背景低，而 Digenome-seq 的读长量最

多需要 400 million，并且 CIRCLE-seq 能检测到

小于 0.1%的脱靶位点。研究人员以靶向 HBB 基

因为例，显示 CIRCLE-seq 能鉴定出 Digenome-seq

已检测到的 29 个位点中的 26 个，并且还检测

到 156 个其他方法无法检测的新位点。但由于

该技术是在体外进行的，同样可能不能真实地

反映在体内的情况。 
 

 

 
图 9  非偏倚性脱靶检测方法之 LAM-HTGTS 

Fig. 9  Unbiased strategy of LAM-HTGTS. 

 
图 10  非偏倚性脱靶检测方法之 Digenome-seq 

Fig. 10  Unbiased strategy of Digenome-seq. 
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2.10  SITE-seq 
SITE-seq (Selective enrichment and 

identification of tagged genomic DNA ends by 

sequencing) 技术是与 CIRCLE-seq 同期出现的

一项新的脱靶检测方法[102]，也是体外进行的方

法。首先获取高分子量的细胞基因组，用

Cas9/RNA 复合体 (sgRNPs) 体外切割基因组，

在切割的位点加上生物素化的接头序列，然后

进行基因组的破碎，再利用生物素进行富集，得

到的是被核酸酶切割过的片段，在该片段的另一

端加上接头序列后，进行 PCR 和二代测序分析 

(图 12)。与 HTGTS 和 Guide-seq 相比，SITE-seq

不依赖于核酸酶的转运方式、细胞的类型和

DNA 的修复，但是 SITE-seq 检测到的位点比另

外两者要多；相比于 Digenome-seq，该技术能

将脱靶位点进行富集并检测，提高了检测的灵

敏度。在该技术中，检测到的脱靶位点的数量

与 sgRNPs 的使用浓度相关，低浓度时检测到的

脱靶位点少，相反高浓度时检测到的数量多，

在一定浓度时能覆盖利用体内脱靶检测方法检

测到的位点。利用该技术可以定位编辑活性高

的基因组区域，指导选择活性和特异性最高的

位点来减少脱靶效应。缺点在于 SITE-seq 是完

全在体外进行，随着 sgRNPs 浓度的增加，其检

测到的脱靶位点远多于体内检测到的位点，所以

可能不能真实地反映细胞内的脱靶情况，但可以

为编辑位点的选择提供指导依据。 

3  展望 

当前的 ZFNs、TALENs 和 CRISPRs 这三大

类基因组编辑技术给基因治疗带来了极具潜能

的应用前景，其中 ZFNs 的脱靶率比另两者都要

高，即使经过改造以提高特异性。由于锌指结

构的固有识别特点，使得其可改造的空间小于

后两者。如果比较未经改造的 TALENs 和

CRISPR 系统，TALENs 的特异性要高于 CRISPR

系统，但由于其设计和技术的复杂性限制了它 

 

 
 

图 11  非偏倚性脱靶检测方法之 CIRCLE-seq 

Fig. 11  Unbiased strategy of CIRCLE-seq. 

 

 
 

图 12  非偏倚性脱靶检测方法之 SITE-seq 

Fig. 12  Unbiased strategy of SITE-seq. 
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的广泛使用，因此 CRISPR 系统的相对简便性

和可改造性使其在基因组编辑领域处于优势和

领先地位。尽管存在一系列脱靶问题，研究者们

也针对该问题提出了多种解决的策略和方案，比

如双切口的 nCas9[36]、高保真的 Cas9[63-64]、Cas9

与小分子结合的系统 [56-58,61-62]、dCas9-AID 或

nCas9-AID 系统[68-69,71]等。利用相对合适的脱靶

检测技术 (各脱靶检测技术的比较见表 2) 和利

用现有的方法最大限度地改善脱靶问题，降低

其对细胞产生的毒性作用，以期将基因组编辑

技术应用于临床的疾病治疗，从根本改善或治

愈相关的遗传或非遗传性疾病。 

 
表 2  各脱靶检测方法的比较 

Table 2  The comparison of off-target detection strategy 

Strategy Cost Time & complexity Brief comments 

T7E1，surveyor $a *b 偏倚，检测 indels，T7E1 的敏感度高于 Surveyor 

Sanger sequencing $$ ** 偏倚，操作简单，不适合大量检测和低频脱靶位点检测 

In-solution hybrid capture $$$ *** 偏倚，适合大量检测和低频脱靶位点检测 

WES $$$ *** 非偏倚，体内检测 c，只检测基因组的编码区 

WGS $$$ *** 非偏倚，体内检测，检测全基因组，包括 SNPs，indels 和结构

ChIP-seq $$$$ ***** 非偏倚，体内检测，倾向于结合特定区域 

IDLV capture $$$$ ***** 非偏倚，体内检测，1%敏感度，会整合非外力产生的 DSBs

BLESS $$$$ ***** 非偏倚，体外检测，比 ChIP-seq 敏感 

GUIDE-seq $$$$ ***** 非偏倚，体内检测，<0.1%敏感度，操作易于 ChIP-seq 和 BLESS

LAM-HTGTS $$$$ **** 非偏倚，体内检测，依赖于重排，比 IDLV 捕获敏感 

Digenome-seq $$$$ **** 非偏倚，体外检测，0.01%敏感度 

Circle-seq $$$$ **** 非偏倚，体外检测，<0.1%敏感度 

SITE-seq $$$$ **** 非偏倚，体外检测，比 Digenome-seq 敏感 
a, b The quantity of $ or * represents the extent of corresponding strategy’s cost, time & complexity. 
c In vivo detection means using the nucleases to cut the genome in living cells and then perform the off-target detection. in 
vitro detection means using the nucleases to cut the genomic DNA in vitro and then perform the off-target detection. 
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