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摘  要 : 基于 CRISPR/Cas9 系统的基因编辑已被成功应用于多种细胞类型中。计算机辅助的向导 RNA (Guide 

RNA) 设计是使用 CRISPR 系统成功进行基因编辑的关键步骤之一。目前的计算工作主要致力于利用计算模型

来提高 sgRNA 的打靶效率并降低其脱靶。文中对于目前存在的 sgRNA 设计工具进行综述，并且说明可以通过

建立高效的计算模型，对当前的异质基因编辑数据进行整合挖掘，以获得无偏差的 sgRNA 设计规则，并预测

影响 sgRNA设计的关键特征。笔者认为，对于 sgRNA打靶和脱靶效果的系统总结和评价，将有助于使用CRISPR

系统进行更加精准的基因编辑和基因治疗。 
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Abstract:  CRISPR-based genome editing has been widely implemented in various cell types. In-silico single guide RNA 

(sgRNA) design is a key step for successful gene editing using CRISPR system. Continuing efforts are made to refine in-silico 

sgRNA design with high on-target efficacy and reduced off-target effects. In this paper, we summarize the present sgRNA 

design tools, and show that efficient in-silico models can be built that integrate current heterogeneous genome-editing data to 

derive unbiased sgRNA design rules and identify key features for improving sgRNA design. Our review shows that systematic 

comparisons and evaluation of on-target and off-target effects of sgRNA will allow more precise genome editing and gene 

therapies using the CRISPR system. 
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1  CRISPR 基因编辑系统 

基于 CRISPR系统的基因编辑已经被广泛应

用于各种类型的细胞和生物体中[1-5]。该技术主

要包括以下类型的基因定点修饰技术：基因敲除 

(Gene knockout，KO)、基因敲入 (Gene knockin，

KI)和对基因表达的抑制或激活 (CRISPRi/a)[4,6]。

在将 CRISPR/Cas9 核酸内切酶系统应用到各种

基因定点修饰技术的过程中，主要的挑战之一

是需要设计高效的 sgRNA，并且降低其脱靶风

险。合适的外源 sgRNA可以通过定位前间区序

列邻近基序 (Protospacer adjacent motif，PAM) 

来引导 Cas9 蛋白到达靶特异性的 DNA 位点进

行切割，其类型由所使用的特定 Cas9蛋白质确

定 (图 1)[5-6]。目前最常用的 Cas9 是具有 PAM 

NGG的化脓性链球菌 (SpyCas9)。同时，根据不

同的 Cas9物种或变体，研究者先后鉴别出了一些

其他种类的 PAM 序列 (图 1)[6-8]。基于 CRISPR

的基因切割是通过使用针对目标基因敲除的非同

源末端连接 (Nonhomologous end-joining，NHEJ) 

DNA修复来引入突变，或是通过使用外源 DNA

供体模板来触发基因敲入的内生的同源介导双

链 DNA修复 (Homology-directed repair，HDR)

来实现的[2]。 

随着 CRISPR 技术的迅速发展，研究者积

累了大量的基因组编辑数据，若干具有挑战性

的计算问题也由此产生。计算机辅助的 sgRNA

设计已成为基因编辑实验中的关键问题。目前

OMIC Tools工具库已经包含多种可用于 CRISPR

基因编辑的计算工具 (http://omictools.com/crispr- 

cas9-category)[9]，但在该领域并没有对现有计算

工具的系统总结。因此，本综述将帮助研究者

了解和掌握该领域的 CRISPR 计算工具和计算

资源。 

2  计算机辅助的 CRISPR sgRNA 打靶设计 

CRISPR 系统的 KO 效率主要取决于 PAM

位置、sgRNA 和靶基因位点之间的特异性碱基

配对以及随后由 NHEJ 产生的基因组插入和缺

失。此外，DNA 序列信息和染色质特征也会对

sgRNA 的靶向切割产生影响[10-11]。微同源特性

与框内移码突变 (In-frame mutations) 相关，因

而可用于预测 sgRNA打靶效率。这是因为基于

CRISPR的 KO通常会产生保留功能性的框内移

码突变，从而降低了 KO 的效率[12]。Bae 等率先

研究了通过预测微同源特性来提高人体细胞系中

CRISPR的 KO效率的方法，并通过计算机选择

靶位点以减少框内移码突变[12]。在人和小鼠细胞

系中，在高效的 sgRNA 设计中，鸟嘌呤应优先

出现在 PAM序列最接近的–1和–2位置，这些位

置在 Cas9初始化时和序列的特性紧密相关[11,13]；

而胸腺嘧啶避免存在于靠近 PAM 的+4/–4 位置

上[11,14]。间隔目标下游的 DNA的组分也被证明

会显著影响 sgRNA的效率，而上游的序列核苷

酸组分对其没有显著的影响[11,15]。此外，最近

的研究工作同时表明，sgRNA 的 KO 效率和若

干表观遗传参数紧密相关[16]。 

CRISPR 系统同样可以用于下游靶基因的

转录抑制 (CRISPRi) 或激活 (CRISPRa)[17]。然

而，我们对于序列特征影响 CRISPRi/a中 sgRNA

功效的机制还了解甚少。CRISPRi/a主要靶向基

因启动子，其序列特征与编码区不同，这使得

sgRNA 设计的选定特征与 CRISPR KO 系统存

在差异。与 CRISPR/Cas9 KO类似，CRISPRi/a
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系统更青睐间隔区中占大多数的核苷酸的嘌

呤。而二者最重要的差异在于，在用于 sgRNA

设计的 CRISPRi/a 系统第 3 位上没有胞嘧啶富

集。此外，与 CRISPR/Cas9 系统相比，蛋白效

应结构域 (Protein domain) 在CRISPRi/a中是独

一无二的，这些结构域在基因定点修饰中起到

了关键的作用[11,18]。到目前为止，只有少量的

计算工具可以用于 CRISPRi/a系统的 sgRNA设

计，如 CRISPR-ERA[19]和 SSC[11]，其原因主要

是目前 CRISPRi/a 数据还不足以产生具有鲁棒

性的 sgRNA设计准则。该领域还需要对可能有

助于提高该特定系统中 sgRNA功效的特征进行

系统的分析。 

目前研究者已经开发了用于 sgRNA靶向设

计的 sgRNA设计规则和工具。基于之前对现有

资源的总结[6]，我们对 36个目标 sgRNA设计工

具进行了全面比较，结果如表 1所示。 

我们将这些工具分为 3种类型 (图 1)：1) 基

于序列比对的方法 (Alignment-based)，即 sgRNA

的选择仅由 PAM 的位置决定。2) 基于假设先验

的方法 (Hypothesis-driven)，即综合考虑多个特

定的因素 (例如 GC 含量、外显子位置等) 对

sgRNA打靶效率的影响进行打分。3) 基于学习

的方法 (Learning-based)，即利用一个综合考虑

不同特征的训练好的模型对 sgRNA切割效率预

测。我们的基准测试表明，后两种类型的工具比

基于序列比对的工具效果更好，因为它们考虑了

不同的顺序和染色质特征，而且整合了最新的

机器学习模型进行预测。另外，我们建议对于

不同的 sgRNA设计场景选择不同的计算工具：

当用户仅需要基于 PAM 进行 sgRNA 设计的时

候，建议使用 CRISPRseek[20]和 Cas-Offinder[21]，

这两种工具也支持除传统 NGG 以外的其他

PAM 类型。此外，对于需要优先选择最优预测

性能的高效 sgRNA设计的场景，推荐使用基于

学习的工具，如 sgRNA-designer[10]、CRISPR 

MultiTargeter[22]、WU-CRISPR[23]、sgRNA Scorer[16]

和 SSC[11]。其中需要注意的是，sgRNA-designer[10]

在其原始版本[15]上使用了基于更新设计规则的

logistic 回归模型，这在人和小鼠细胞系中表现

最好。一些其他的工具，包括 E-CRISPR (快

速)[24]、CRISPR-ERA (适应于 CRISPRi/a)[19]、

Protospacer Workbench (适应所有基因组)[25]和

CRISPR Library Designer (CLD，适应于 CRISPR

筛选库设计)，也提供了独特且具有吸引力的功

能，这使得它们可被应用于不同的 sgRNA设计

任务。在这些工具中，E-CRISPR具有简单易用

的特点，并且能快速识别 sgRNA。而 Protospacer 

Workbench拥有友好的图形界面，并且可以适用

于除人类和老鼠外的其他基因组。有些 sgRNA

设计工具是适用于特定物种的，如 CRISPR-P

适用于植物的基因编辑[26]，flyCRISPR 适用于

果蝇[27]，EuPaGDT适用于病原体[28]。因此，在

对相应的物种进行基因组编辑实验时，应当首

选这些工具。 

目前，尚不明确这些 sgRNA靶向设计工具

在不同细胞类型中的预测结果，因为它们中的

大多数设计规则是来源于人和小鼠细胞的。

MacPherson 等最近设计了 CRISPR Software 

Matchmaker，这是一个基于 Excel的程序。它描

述了几种 sgRNA设计工具的功能，以帮助用户

选择合适的工具。然而，目前仍缺乏对于这些

工具在不同物种和细胞上的 sgRNA预测效果的

系统评测。 
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3  计算机辅助的CRISPR sgRNA脱靶设计 

对 CRISPR系统的研究表明，并不是 sgRNA

中的每个碱基位点都会匹配目标 DNA[6]，而这

种不匹配或部分匹配常常导致脱靶效应[29]。此

外，由结合在特定位点的 sgRNA 引导的 Cas9

不一定会导致双链断裂 (DSB)，除此之外，结合

或切割也可能无法产生任何功能性的结果 (如

框内移码突变)[12]。因此，如何准确和定量地检

测真实的功能性切割位点，是基于 CRISPR 的

脱靶分析中的关键问题[30]。目前已经产生了若

干种基于实验和测序的技术来检测整个基因组

层面 sgRNA的脱靶情况。这些技术涵盖了从蛋

白质结合位点捕获到 DSB捕获[29]，而所有这些

技术都需要整合全基因组测序和后验数据分析

来鉴定其各自的位点。不同的技术会产生不同

的 sgRNA的脱靶特性。例如，染色质免疫沉淀

测序 (ChIP-seq) 技术主要描述 dCas9 结合位

点，其结果表明，与 sgRNA 核心或“种子”匹配

的 sgRNA 近端一半的 PAM 同源就足以启动

Cas9 结合[6]。然而，实际的裂解还需要在靶位

点产生更广泛的碱基配对，以及出现在 NHEJ后

的插入缺失突变。因此，ChIP-seq技术通常仅捕

获 dCas9结合位点，而不是真正的 DNA切割事

件[6,14,31-33]。目前，研究者已经借助Digenome-seq[34]

和其他 DSB捕获技术，例如 Guide-seq[35]、IDLV

捕获[36]、HTGTS (高通量全基因组转座测序)[37]

和 BLESS (直接原位断裂标记)[38]等技术，对脱

靶效率进行了进一步探究。 

计算机辅助的 sgRNA 脱靶预测也可以通过

使用表 1中列出的若干种工具来实现。几乎所有

的现有工具都使用简单的序列匹配技术，通过对

错配计数来搜索脱靶位点。然而对于可能影响脱

靶的序列和染色质特征，目前的研究成果还很

少。迄今还没有工具可以准确预测脱靶位点。

研究者们最近进行了两项比较研究：一项是将

Guide-seq[35]生成的实验性脱靶位点与计算机辅

助脱靶预测的 MIT CRISPR 和 E-CRISP 进行比

较，另一项是将 COSMID (一个较高级的 CRISPR

脱靶位点数据库) 与其他几个脱靶预测工具[29]

进行比较。两项比较都显示出，对于不同的工

具，预测位点和实际位点都有大量差异。产生

这些差异的可能原因在于：1) 不同工具之间的

碱基错配偏差阈值不同，因此会产生不同的脱

靶预测结果。一个可以改善预测结果的方法是

通过对不同工具的结果进行整合来获得较为一

致的结果。2) 仅基于碱基错配来识别脱靶位点，

是无法完整刻画固有的脱靶机制的。例如，像

染色质特征等因素也会影响 Cas9结合，然而现

有工具对其还没有深入的研究。 

为了改善脱靶预测性能，需要更好地了解

基因和染色质的特征，以及核酸酶 DNA结合和

切割的机制。最近开发的脱靶预测和鉴定工具 

(CROP-IT) 首次尝试通过整合来自现有 Cas9 结

合和切割数据集的全基因组信息来改善脱靶结

合和切割位点预测[39]。然而，与大量的打靶基

因组编辑数据训练集相比，脱靶数据集还很少。

从模型训练的角度来看，对脱靶预测效果进行

改良的另一个关键点在于积累由上述实验和测

序技术获得的脱靶基准数据。 

4  对 CRISPR 基因编辑的实验后测序数

据分析 

对CRISPR基因编辑系统的实验后测序数据

进行分析也是一个十分重要的课题。它主要涉及
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CRISPR筛选分析 (CRISPR screen analysis) 和

由 NHEJ/HDR产生的基因组插入缺失突变分析。 

目前在功能基因组研究中，一个非常重要

的问题是鉴定涉及特定生物过程的重要基因。

其常规的方法是基于正向遗传学筛选鉴定这些

基因，通过高通量的基因定点修饰和基因敲除，

将基因功能与特定表型相关联。为此，基于

CRISPR 的遗传筛选对于研究潜在遗传因素未

知的疾病或表型特别有用。通常，基于 CRISPR

的遗传筛选的目标是使用用于 KO或 KI的慢病

毒 CRISPR 库，来产生具有多种基因突变的大

量细胞群，以鉴定导致特定表现型的基因定点

修饰[3]。靶向 102至 104个基因的常规 GeCKO

库可以对哺乳动物细胞系进行阴性和阳性选择

筛选[11]。最近研究者又开发了两个新的人类和

小鼠全基因组库 Brunello 和 Brie。我们将其与

传统的库进行了比较[10]。这两个库是通过更新

的 sgRNA 设计规则 (规则集 2) 设计的，用以

最大化目标 sgRNA的切割效率，并最小化具有

较高切割频率分数的脱靶位点，从而改进了现

有的 CRISPR 筛选库 [10]。为了进一步进行

CRISPR筛选的数据分析，研究者开发了两种工

具，即 MAGeCK[40]和 caRpools[41](表 1)，它们涉

及正向/负向的选择。通过对 CRISPR 筛选后的

高通量测序数据应用统计分析，来检测显著选

择的基因以及它们的功能。 

另外，研究者还开发了用于分析 CRISPR实

验结果的工具。CRISPR-GA[42]是评估基因组编

辑实验质量的计算平台。它基于实验后测序数

据，对在预期靶向位点的插入、缺失和同源重组

进行了量化分析和表征。CRISP-Resso提供了一

套计算工具，用于对目标基因位点易受深度测

序影响的基因编辑实验结果进行定性和定量评

估[43]。另外还有若干种工具，如 Microhomology- 

Predictor[12]，利用实验后测序数据来预测高效

sgRNA 打靶位点。表 1 最后列出了 7 个基于

CRISPR实验后测序数据的基因编辑分析工具。 

5  CRISPR 计算领域的若干重要开放问题 

5.1  对计算机辅助 CRISPR sgRNA 设计工

具的基准分析 

如上所述，尽管已经有多种可用于高效的

sgRNA 打靶和脱靶设计的工具，但仍需要通过

基准实验数据来比较它们的 sgRNA预测效果，

需要仔细设计基准数据和测试过程，以确保整

个过程是无偏的。另外，目前尚不确定是否可

在不同的 sgRNA库、细胞类型和生物体上应用

一套普适的 sgRNA设计规则。我们近期的初步

工作表明，基于学习的工具的结果优于基于假设

和基于序列比对的 sgRNA设计工具[44]。现有的

研究工作应用了若干种学习模型 (如线性回归、

logistic回归、增强回归树、随机森林、支持向量

机 (SVM) 等)，并对其在特定数据集中的 sgRNA

功效预测进行了比较[10]，但是仍然不知道它们

在不同数据集上的普适预测性能。未来仍然需

要通过开发新的计算模型来改善 sgRNA预测，

以及应用更多的特征选择技术来进行研究，以

揭示能增强 sgRNA功效的最显著特征。 

5.2  sgRNA 设计规则的不一致性 

目前尚不确定是否可在不同的 sgRNA库、

细胞类型或生物体内重复利用之前研究中发现

的序列特征和设计规则。例如在 Xu 等的研究

中，面向 HL60和 mESC细胞的有效 sgRNA设

计特征并不相同[11]。他们还认识到，在该研究

中可能会遗漏一些细胞特异性序列偏好[11]。而

在另一个在 bioRxiv上刊登的研究中，研究者在
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两个不同的数据集上比较了不同的 sgRNA KO

效率预测模型。其中，sgRNA KO是使用流式细

胞术和抗性检验监测的[45]。他们观察到，在流

式细胞术数据上，不同模型的预测性能总是比

在抗性检验数据上好。这表明在 sgRNA KO 效

率的不同实验测量中，存在大量的批次效应和异

质性[45]。尽管在人类 CRISPR 基因敲除中，微

同源特性可用来预测框内移码突变的发生[12]，

然而当 sgRNA效率预测与其他特征相结合时，

它被证实是冗余的[10]。我们的研究还表明，微

同源特性可能不能作为在多种细胞系中检测框

内移码突变的关键指标[46]。总而言之，除了 PAM

识别和碱基配对之外，其他基因组特征，如核

苷酸特性、GC含量和微同源序列模式等，都影

响着 sgRNA打靶效应。然而，研究者们还没有

深入探究染色质特征和 sgRNA 结构。目前的

sgRNA 设计规则很可能是不完整的或者是有偏

的，仍需要大量数据的整合分析。 

5.3  对 CRISPR 脱靶的高估/低估 

虽然已经进行了各种研究，但是研究者们

仍然难以确定控制 sgRNA靶向特异性的规则，

特别是控制功能切割位点和突变产生的规则。

此外，研究者们仍不清楚除碱基错配之外的其

他影响脱靶的因素。目前的证据表明，大部分

被 ChIP-seq捕获的 Cas9脱靶结合事件都是短暂

的，功能影响很小。这表明目标结合位点检测

技术高估了 CRISPR 脱靶的效果[47]。与早期技

术相比，其他 DSB捕获技术可以检测到较少的

脱靶事件[48]，然而这还需在涵盖了不同 sgRNA

库和细胞类型的大规模数据集上进一步进行实

验证实。目前研究者已经通过各种技术成功地

增加了 CRISPR特异性，例如在最新的研究中，

人们考虑了双切口系统的设计[49]，gRNA截短和

gRNA延伸[34,50]，采用新型 Cas9直系同源物[7]，

以及对现有 Cas9蛋白的改造等[5,51]。 

5.4  个性化的计算机辅助 sgRNA 设计 

对于不同细胞类型，不同工具会产生不同

的 sgRNA KO 功效预测结果。而目前所有现有

的工具都是针对普适的 sgRNA设计而提出的，

并没有考虑细胞型异质性。其原因之一是，研

究者们还没有深入探究可能影响 CRISPR 系统

的表观遗传和染色质特征，而这些因素是高度细

胞类型特异性的。目前，只有很少的计算机辅助

打靶/脱靶预测工具对表观遗传学特征进行了全

面的探究，尽管如此，它们也未能改善在特定细

胞类型的预测性能。来自我们课题组内部评估的

一个示例表明，基于学习的 sgRNA 打靶功效预

测工具 CRISPRscan[52]，在基于人体细胞的基准

数据中的表现比其他基于学习的工具更差。对

这项工具的后续调研显示，其 sgRNA设计规则

是来自斑马鱼数据，因此它在人类细胞中的预

测效果较差。这表明了细胞类型异质性对功效

预测的影响。未来的 sgRNA设计应该考虑细胞

型异质性，考虑不同细胞类型的表观遗传环境，

并为特定的细胞类型输出个性化的 sgRNA设计

规则，以获得更好的 sgRNA设计效果。 

6  总结与展望 

CRISPR/Cas9 技术已经迅速发展成为用于

功能基因组编辑研究的最新技术。该技术具有

诸如易用、高效、特异性和多功能性等巨大优

点。计算机辅助的 sgRNA设计为 CRISPR系统

的发展迈出了关键的一步，并推动了生物信息

学和计算技术在 CRISPR研究中的应用。不过， 
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表 1  36 个 sgRNA 打靶设计工具和 7 个基于 CRISPR 的基因编辑分析工具 

Table 1  Descriptions of 36 on-target sgRNA design tools and seven posterior genome-editing analysis tools 

名称 类型 URL 
是否能 

脱靶预测
PAM 运行平台 

参考

文献

sgRNAcas9 序列比对 http://www.biootools.com/ 是 NGG Perl script/离线/ 

命令行 

[53]

Jack Lin's 
CRISPR/Cas9 
gRNA finder 

序列比对 http://spot.colorado.edu/~slin/ 
cas9.html 

否 NGG Web/在线/图形界面 [54]

GT-Scan 序列比对 http://gt-scan.braembl.org.au/gt-scan/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [55]

CRISPRdirect 序列比对 http://crispr.dbcls.jp/ 是 NGG, NRG Web/在线/图形界面 [56]

CRISPR RNA 
Configurator 

序列比对 http://dharmacon.gelifesciences. 
com/ch/gene-editing/crispr-rna- 
configurator/ 

否 NGG Web/在线/图形界面  

CRISPRseek 序列比对 http://www.bioconductor.org/ 是 NGG, NRG, 
and extendable 

R package/离线/ 

命令行 

[20]

CCTop 序列比对 http://crispr.cos.uni-heidelberg.de/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [57]

Cas-OFFinder 序列比对 http://casoffinder.snu.ac.kr/ 是 NGG, NAG, 
NNAGAAW, 
NNNNGMTT 

C++/离线/命令行 [21]

SSFinder 序列比对 https://code.google.com/p/ssfinder/ 否 NGG Python script/离线/ 

命令行 

[58]

CasFinder 序列比对 http://arep.med.harvard.edu/CasFinder/ 是 NGG, NAG, 
NNAGAAW, 
NNNNGMTT 

Python script/离线/ 

命令行 

[59]

CRISPR-P 序列比对 http://cbi.hzau.edu.cn/crispr/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [26]

CRISPRer 序列比对 http://jstacs.de/index.php/CRISPRer 否 NGG and 
extendable 

Web/在线/图形界面  

CRISPRTarget 序列比对 http://bioanalysis.otago.ac.nz/ 
CRISPRTarget 

  NGG Web/在线/图形界面 [60]

CRISPRfinder 序列比对 http://crispr.u-psud.fr/Server/ 否 NGG and 
extendable 

Web/在线/图形界面 [61]

flyCRISPR 序列比对 http://tools.flycrispr.molbio.wisc. 
edu/targetFinder/ 

是 NGG Web/在线/图形界面 [27]

CRISPR gRNA 
Design tool 

序列比对 https://www.dna20.com/eCommerce/ 
cas9/input 

否 NGG,NAG Web/在线/图形界面  

WGE 序列比对 http://www.sanger.ac.uk/htgt/wge/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [62]

COD (Cas9 
Online Designer) 

序列比对 http://cas9.wicp.net/ 是 NGG, NAG Web/在线/图形界面  

CRISPOR 序列比对 http://crispor.tefor.net/crispor.cgi 是 NGG Web/在线/图形界面  

Protospacer 
Workbench 

假设先验 www.protospacer.com 是 NGG Mac OS X/离线/ 

图形界面 interface

[25]

待续
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续表 1

E-CRISP 假设先验 http://www.e-crisp.org/E-CRISP/index.
html 

是 NGG Web/在线/图形界面 [24]

CRISPR 假设先验 http://crispr.mit.edu/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [63]

CRISPR-ERA 假设先验 http://CRISPR-ERA.stanford.edu 是 NGG Web/在线/图形界面 [19]

CHOPCHOP 假设先验 https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [64]

Cas9 design 假设先验 http://cas9.cbi.pku.edu.cn/ 否 NGG Web/在线/图形界面 [65]

EuPaGDT 假设先验 http://grna.ctegd.uga.edu/index.html 是 NGG, NAG Web/在线/图形界面 [28]

CROP-IT 假设先验 http://cheetah.bioch.virginia.edu/ 
AdliLab/CROP-IT/homepage.html 

是 NGG, NNG Web/在线/图形界面 [39]

Cas-designer 假设先验 http://www.rgenome.net/cas- 
designer/ 

是 NGG, NRG, 
NNAGAAW, 
NNNNGMTT, 
NNGRRT 

Web/在线/图形界面 [66]

sgRNA Designer  
(Rule Set 2) 

基于学习 http://www.broadinstitute.org/rnai/ 
public/analysis-tools/sgrna-design 

否 NGG Web/在线/图形界面 [10]

SSC 基于学习 http://crispr.dfci.harvard.edu/SSC/ 否 NGG Web/在线/图形界面 [11]

SgRNA Scorer 基于学习 http://crispr.med.harvard.edu/ 
sgRNAScorer 

是 NGG, NAG, 
NNAGAAW, 
NNNNGMTT 

Web/在线/图形界面 [16]

CRISPR 
multitargeter 

基于学习 http://www.multicrispr.net/ 是 NGG and 
extendable 

Web/在线/图形界面 [22]

CRISPRscan 基于学习 http://www.crisprscan.org/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [52]

WU-CRISPR 基于学习 http://crispr.wustl.edu/ 是 NGG Web/在线/图形界面 [23]

CRISPR Library 
Designer (CLD) 

基于学习 https://github.com/boutroslab/cld 是 NGG, NRG, 
NNAGAAW, 
NNNNGMTT, 
NNGRRT 

Web/在线/图形界面  

CRISPR-GA 实验后测序

数据分析 

http://crispr-ga.net     Web/在线/图形界面 [43]

Microhomology 
Predictor 

实验后测序

数据分析 

http://www.rgenome.net/mich- 
calculator/ 

    Web/在线/图形界面 [12]

caRpools 实验后测序

数据分析 

http://github.com/boutroslab/ 
caRpools 

    R package/离线/ 

命令行 

[41]

MAGeCK 实验后测序

数据分析 

http://liulab.dfci.harvard.edu/ 
Mageck 

    Python/离线/命令行 [40]

CRISPResso 实验后测序

数据分析 

http://crispresso.rocks/     Web/在线/图形界面 [44]

MAGeCK- 
VISPR 

实验后测序

数据分析 

https://bitbucket.org/liulab/mageck- 
vispr/ 

    Web/在线/图形界面 [67]

CrispRVariants 实验后测序

数据分析 

https://github.com/markrobinsonuzh/ 
CrispRVariants 

    R package/离线/ 

命令行 

[68]
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图 1  计算机辅助的 sgRNA 设计系统可以被大致分为 3 种类型[69]. (1) 基于序列比对的方法; (2) 基于假设先验

的方法; (3) 基于学习的方法. 图的上半部分列举了被不同种类 Cas9 识别的特定类型的 PAM 

Fig. 1  In silico sgRNA design based on computational techniques. There are three main in silico sgRNA design systems: 
(1) alignment-based; (2) hypothesis-driven; (3) learning-based systems. The distinct types of protospacer adjacent motif 
(PAM) sequences identified for different Cas9 species or variants are listed in the upper part of the figure[69]. 
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研究者仍需要继续改进计算机辅助的 sgRNA设

计，以提高打靶效率，并减少脱靶。需要注意

的是：1) 用户应为其特定设计目的选择合适的

工具。同时仍需要通过仔细设计的基准来评价

其在不同基准数据集中的性能。2) 需要设计高

效的模型来整合当前的异质基因组编辑数据，

以获得无偏的 sgRNA 设计规则，并确定与

sgRNA 打靶和脱靶有关的关键特征。目前所有

的工具都是针对普适的 sgRNA设计提出的，并

未考虑细胞类型的异质性。个性化的 sgRNA设

计是计算机辅助 sgRNA设计的重要发展方向。

3) 最后，可利用各种脱靶检测测定和高通量测

序技术，对 CRISPR 系统中的脱靶进行仔细检

测，以避免对其低估或高估。总之，计算机辅

助的 sgRNA设计，将促进更精准的基因组编辑

和基因治疗，并减少脱靶。 

说明：本论文主要内容来自于笔者英文发表论文[69]，

中文版本有少量更新，其目的是将原英文论文

进行翻译，面向中文的读者群体。该中文翻译

版本已经获得了原论文出版机构 Elisvier 的授

权，同意在《生物工程学报》进行发表，特此

说明。 
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