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（仅适用于S. pyogenes 来源Cas9蛋白）
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Cas9-gRNA基因敲除原理

Cas9-gRNA基因敲除原理：利用细菌获得性免疫CRISPR-cas

system进行基因组序列操作，gRNA与cas9（拥有HNH和RuvC两个具核

酸内切酶活性区域）形成复合体后引导cas9对与gRNA互补的一段基因组

序列进行剪切，结合机体修复系统对机体基因组进行编辑。

Nature Biotechnology  30, 836–838(2012) doi:10.1038/nbt.2357
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工具酶的选择

ZKO计划：斑马鱼1号染色体全基因敲除计划，2013年初

工具质粒（S. pyogenes Cas9）

第一代：pXT7-hCas9 (XJW, Cell Research (2013) 23:465–472. 
doi:10.1038/cr.2013.45) (XbaI/T7)

pMD19T-gRNA (XJW)

第二代：pGH-T7-zCas9 (ZB, top10感受态)

第三代：nls-zCas9-nls (CWB, PNAS 05 Aug 2013, 110(34):13904-13909)

pT3TS-nls-zCas9-nls (XbaI/T3)

pCS2-nls-zCas9-nls (NotI/SP6) 

pT7-sgRNA  (CWB)http://www.zfish.cn/products/otherproductlist.aspx?cid=001006

国家斑马鱼资源中心 
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Cas9-gRNA基因
打靶技术操作流程

1、选择靶位点：
5’GG(N)18-NGG3’
2、blat确定位点的唯一性

合成gRNA

合成
Cas9 

mRNA

gRNA +cas9 mRNA 显微共
注射到1-2 cell stage 

embryos

测序检测，如有突变，培养
为P0代

P0代个体检测：与野生型侧交，收集
胚胎测序检测，阳性后代培养为F1代

F1代个体检测：剪尾鳍测序检测，克
隆确认突变序列。获取两个不同阅读
框的移码品系

稳定遗传

分子实验相关条件：PCR仪，
相关试剂盒及常规耗材

斑马鱼养殖相关条件：成熟
的活体养殖体系或简易养殖
体系均可

显微注射相关条件：拉针仪，
显微注射仪及常规耗材

国家斑马鱼资源中心 
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操作步骤及技术要点

一、靶点选择方法及原则

二、gRNA合成方法

三、样品准备和显微注射

四、敲除效率评估方法

五、后续筛选工作

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）



http://zfish.cn

一、靶点选择方法及原则

gRNA作用原理： gRNA可以和CAS9蛋白相互结合，引导CAS9蛋白到

靶标进行打靶作用。

PNAS 05 Aug 2013, 110(34):13904-139093nt away from PAM, blunt cleavage 

国家斑马鱼资源中心 
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PAM（proto-spacer adjacent motif） NGGNN ，对CAS9识别
靶标至关重要，严格遵守。

种子序列：靠近PAM区的12个碱基称为种子序列，这个
区域的碱基突变有可能导致CRISPRR内切酶的酶切效率的
大幅降低。
种子序列DPSS区，PAM远端区（12-7），DPSS区可耐受大部分的单碱

基突变，往往只有某一特定的单碱基替换才会导致打靶失败；

种子序列PPSS区，PAM近端区（6-1，3号位点除外），PPSS区的任何

单碱基突变都有可能导致打靶效率的下降，不同的碱基替换对打靶效率
的影响有所差异。

一、靶点选择方法及原则

Nat Biotechnol. 2013 Mar; 31(3): 233–239. 
Science 351, no. 6268 (January 1, 2016): 84–88

国家斑马鱼资源中心 
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一、靶点选择方法及原则

Nat Biotechnol. 2013 Mar; 31(3): 233–239. 
Science 351, no. 6268 (January 1, 2016): 84–88
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一、靶点选择方法及原则

Nat Biotechnol. 2013 Mar; 31(3): 233–239. 
Science 351, no. 6268 (January 1, 2016): 84–88

DSB score (heatmap)

国家斑马鱼资源中心 
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5’端GG- T7 启动子

5’端GN- (非GG, GT, GC)               T7 启动子(效率相对要低一些)

5’端GA-, AC- SP6启动子

一、靶点选择方法及原则

国家斑马鱼资源中心 
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5′-GG-N18-NGG-3′:  1/128-bp random DNA sequence

5′-GN-N18-NGG-3′:  1/32-bp random DNA sequence

5′-(G/A)(G/A)-N18-NGG-3′: 1/32-bp random DNA 
sequence

一、靶点选择方法及原则

Nat Biotechnol. 2013 Mar; 31(3): 233–239. 

 ZFNs TS: ~1/500-bp random DNA sequence
 TALENs TS: ~1/35-bp random DNA sequence

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择方法

第一步，目标基因整体评估

第二步，确定基因名称和序列信息

第三步，确认基因功能域和目标敲除区域

第四步，靶点选择

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

第一步，目标基因整体评估

基因是否致死（查阅相关文献）：5-10%基因突变会导致早期发育异常 (tyr, 

chd, fgf24, tcf7l1a et al)，PGC特异表达工具酶

是否有重复基因

是否有同源基因（~25% zebrafish genes）

Genome Res. 2015 Jul;25(7):1030-42

国家斑马鱼资源中心 
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一、靶点选择方法及原则

第二步，确定基因名称和序列信息
Ensembl: http://www.ensembl.org/index.html

ZFIN: http://zfin.org/

NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST:  
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=MegaBlast&PROGRAM=blastn&BLA
ST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast2seq&D
ATABASE=n/a&QUERY=&SUBJECTS= 

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

第三步，确认基因功能域和目标敲除区域
 ZFIN查询有无已知突变品系，作为参考

 了解基因功能域，打靶应尽可能破坏功能域
 有无同源基因，避开高度相似区域（多基因敲除除外）

1

2 国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

第四步，靶点选择

靶点选择的基本原则：

1. 在该基因所在的基因组序列上选择靶点；

2. 打靶位点位于基因编码序列中：

——靶点最好是位于翻译起始密码子ATG之后和基因编码序列全长2/3之前的区
域进行选择，不要选择5’-UTR和3’-UTR区域；

——打靶最好能破坏重要的domain和/或所有的转录本等；

——如果该基因含有多个外显子，有可能在第一个起始密码子的下游还存在额外
的具有相同阅读框的起始密码子，故最好不要在第一个外显子上选择靶点，同时
也要避免在最后一个外显子上选择靶点；

——如果该基因具有多个转录本，最好在其共有外显子区域选择靶点；

——靶点也可以在外显子和内含子的交界处选择，打靶破坏掉基因的剪接；

——可在正义链或反义链上选择靶点

——避免选择含“TTTT”转录终止序列的靶点

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

1. 在该基因所在的基因组序列上选择靶点；

Sequence: 基

因所对应的基
因组序列国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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1100 bp （CDS）之前

一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

2. 打靶位点位于基因编码序列中：

——靶点最好是位于翻译起始密码子ATG之后和基因编码序列全长2/3之前的区
域进行选择，不要选择5’-UTR和3’-UTR区域；

——打靶最好能破坏重要的domain；

700bp之前选择靶点

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

2. 打靶位点位于基因编码序列中：

——如果该基因含有多个外显子，有可能在第一个起始密码子的下游还存在额外
的具有相同阅读框的起始密码子，故最好不要在第一个外显子上选择靶点，同时
也要避免在最后一个外显子上选择靶点；

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

2. 打靶位点位于基因编码序列中：

——如果该基因具有多个转录本，最好在其共有外显子区域选择靶点；

——打靶最好能破坏重要的domain和/或所有的转录本等；

2个转录本，1号转录本有8

个exons，2号转录本比1

号转录本少一个exon2

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

2. 打靶位点位于基因编码序列中：

——如果该基因具有多个转录本，最好在其共有外显子区域选择靶点；

——打靶最好能破坏重要的domain和/或所有的转录本等；
重叠区域大部分在
1#转录本C端

1个小转录本在1#转
录本N端

非编码转
录本

采取大片段缺失突变，在N端和C端分
别设计一个靶点，同时打靶
国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

2. 打靶位点位于基因编码序列中：
——靶点也可以在外显子和内含子的交界处选择，打靶破坏掉基因的剪接；

Exon5

tcaatttattgtgtccgtgctaatttaaagattctacttatttattatttgttgtcatcct

tgagattactaaacaaaacaaaataatagattttgggtaacaggttttcttaaaaaaaaaa

acgctagtagtttgtagtggtttgcattgtttcctacggttctactataactgacagttta

ttctgctactgtatattattctgtctgtaaccacagAGCCACCATAACATCTCTGGAGGAC

TTTGAGCAGAGGCTGAACCAGGCCATCGAGAGGAACGCTTTTCTGGAGAGTGAACTGGATG

AGAAAGAATCTCTCCTTGTGTCTGTGCAGAGACTAAAAGATGAAGCCAGAGgtatttactg

actctgctctcagtaatctggtcatgtgtaattacagacagttcctcattccaag

Exon1

TACAAAGGAGGCAAGAAAGGACACGCGAGGGAATTCGCTGCTCAAGTGGACAAACAAAACC

TTACAGTACACCATGCCCGCTCAAAATAAAGACGACGGAGGATGGAAGAAGTTTGTATGGA

ATTCGGAGAAGAAGGAATTTCTAGGACGTACCGGCGGGAGTTGGGgtgagtataccgtaca

gatgtaaaatcgctcgatttcagcacgtcggacagcgcagtgatgcctgtcaccgccgttt

ctatagcagcgggtacccacagtctgccagtctggtcacgatgcaacctgtatgatttgac

tttgcagcaaatgtctcgcggactttcatatgtcgacatacaagatttgcctgatcaactg

atgtgttttgttcgttcaaagcatttctgattaagtacgcgtatttgtaggcgttttgtca

gcgtctcacctgtttcgttga

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

2. 打靶位点位于基因编码序列中：

——可在正义链或反义链上选择靶点

caaactggtgagctacaagtagagagaattttcagtcttgatgtttcttaaagttgtatactaaag

tatttattaacattgagtggatttactgaactaagcatgacgttgtgtttttcacccgcagCCATA

ATATCAGACAGAAATTTAAAAAGGACATGGGCCATCGTGGTGGTGATGTTTGGAGTGGTTTTGTTT

GACTTTGCCGCAGACTTCATTGACGGACCCATTAAAGCCTATTTGTTTGATGTGTGTTCTCATCGG

GATAAAGAGCGGGGTCTTCATTACCATGCTTTACTCACAGgtaagaactaataacgctcatttagc

ttggctttcttacagcagaaatgtacattggctgggtcagttggcgtttctgtgtgaagtttgcat

gttctccccatgtttgcgtggacttccttgtggtgctccattttccgtttccgctatgtataac

靶点1  21bp   GGCCATCGTGGTGGTGATGTT (tgg)

靶点2  20bp  GGGTCCGTCAATGAAGTCTG (cgg)

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

*对于有1个或多个重复基因的基因

Zko239: >chromosome:Zv9:1:10786533:10788626:-1

Zko240:  >chromosome:Zv9:1:10795796:10797865:-1

Zko239和zko240基因组序列比对结果基本一致，97%的相似性，编码
序列比对为95%的相似性。

Q: 这两个基因是重复基因，基因序列的高度一致导致靶点很难选择。

在两个基因共有的序列上选择靶点，同时破坏这两个基因

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：

*对于有1个或多个overlapping gene 的基因

 overlapping gene为非编码基因：少数碱基的改变不

会造成太大的影响，照常选择靶点

 overlapping gene为编码基因：满足目标基因打靶要

求的情况下，尽量减少对overlapping gene的影响

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

靶点选择的基本原则：
——避免选择含“TTTT”转录终止序列的靶点

 基因1靶点 20bp   GTTTTTGACTCGACAGCTTA 
合成失败，同一外显子上找到有效靶点

 基因2靶点 21bp  GAGCGGCCATCATGTTTTTAG
合成成功，打靶失败，同一外显子上找到有效靶点国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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靶点选择 以scl45a2为例
http://zifit.partners.org/ZiFiT/CSquare9Nuclease.aspx (ZiFiT Targeter Version 4.2)

方括号标记你希望
发生DSB的序列位置

打靶序列输入框，按sample1

要求的格式输入，内含子小
写，外显子大写

靶点序列长度选择，启动
子选择（T7:GG-; U6: GN-）

靶点选择，脱靶
位点预测

靶点序列信息

Target sequence form:  5′-GG-(N)18-NGG-3′ 

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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靶点选择 以scl45a2为例
http://www.crisprscan.org/?page=sequence (CRISPRscan)

打靶序列输入框

Target sequence form:  5′-GG-(N)18-NGG-3′ 

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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靶点选择 以scl45a2为例
http://www.crisprscan.org/?page=sequence (CRISPRscan)

打靶序列输入框

Target sequence form:  5′-GG-(N)18-NGG-3′ 

打靶基因编
号输入框

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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Blast确认基因组唯一性

 序列特异性可参考如下在线数据库：

• http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat (sep. 2014 (GRCz10/danRer10))

• https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=MegaBlast&PROGRAM=blastn&

BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&DBSEARCH=true&Q

UERY=&SUBJECTS=

一、靶点选择方法及原则

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）



http://zfish.cn

一、靶点选择方法及原则

关注点一：如何提高打靶效率

关注点二：如何提高打靶特异性，降低脱靶效应国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

打靶效率影响因素

 靶点序列特征：GC含量，碱基类型，PAM序列等

 DNA target site accessibility：染色体折叠程度，基因

修饰等

 打靶工具酶切割效率

 打靶‘酶-gRNA’复合体大小

关注点一：如何提高打靶效率？？？

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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打靶效率影响因素

靶点序列特征：GC含量，碱基类型，PAM序列等

DNA target site accessibility：染色体折叠程度，基因修

饰等

1. GC含量（35%-80%）、16#和20#碱基类型（ATGC）和PAM 

(NGG) 碱基类型对打靶效率没有太大的影响（~160 targets，20-

mer GG-N18, Genome Res. 2015 Jul;25(7):1030-42. doi: 

10.1101/gr.186379.114. ）

2. 基于靶点序列特征的打靶效率与实际打靶效率没有明显的相关性，

相反，DNA target site accessibility对打靶效率的影响较大
(《Experimental Physiology》 , 2017, DOI: 10.1113/EP086043)

一、靶点选择方法及原则

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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打靶效率影响因素

打靶工具酶切割效率

一、靶点选择方法及原则

Slc45a2 gene 打靶P0代测序图：hCas9 mRNA，据P0代表型统计，2个靶点的打靶效率分

别为97.6%和58.5%

a

b
slc45a2 gene hCas9 mRNA 

a: 35.8%C1+61.8%C2
b: 14.6%C1+43.9%C2
P0代表型同预期一致

打靶P0代测序图：T3-zcas9 mRNA，据F1代个体筛选统计，

下图2个基因对应的靶点打靶效率分别为90%（n=10, 21bp, 正义链）

和90%(n=10，20bp，反义链)

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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xCAS9：基因组编辑质的飞跃

xCAS9：适用范围扩大4倍，特异性提升百倍
 转录激活、DNA切割，单碱基编辑

 David Liu的实验室对spCas9s做了大量微调改造工作(噬菌体辅助持续进化器
PACE,即把需要突变的蛋白基因序列放进噬菌体基因组，利用噬菌体生命周期短
的特点，进行大批量持续性的突变)，然后选择使用范围更广的原型间隔序列邻
近基序（PAM）区，他们将这种酶命名为xCas9s，该酶的最佳识别序列是NGN，该

组合在基因组中的含量约为四分之一

spCAS9 xCAS9

识别序列 1/16（NGG） 1/4(NGN)，GAA,GAT

转录激活 前者的数倍

DNA切割 较前者效率高

致病突变单碱基编辑
（C.G-T.A）

适用范围26% 适用范围73%

脱靶效应 少 前者的~1/100国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

打靶效率影响因素

 打靶‘酶-gRNA’复合体大小: 

1. Humanized spCAS9 蛋白 （4176bp/1391aa）

斑马鱼密码子优化T3-spCAS9蛋白 （4176bp/1391aa）

2. Cpf1蛋白 （3903bp/1300aa, Cell. 2015 Oct 22;163(3):759-71. doi: 

10.1016）with a RuvC-like endonuclease domain, lacks HNH 

endonuclease domain, TTN PAMs

3. saCAS9 蛋白 （3162bp/1053aa, Nature 520, 186–191 (09 April 2015) 

doi:10.1038/nature14299）药物靶向治疗, NNGRR PAMs

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

打靶效率影响因素

 打靶‘酶-gRNA’复合体大小: 

1. 人为地 gRNA 的5‘端加了1个或2个G，会让打靶效率大打折扣；

2. gRNA 的3‘端部分碱基缺失会降低打靶效率；

3. 靶点序列为17-18 bp 的 gRNA 的特异性更好，可能是短版 gRNA

相对来说对mismatches更敏感. 

Nat Biotechnol. 2014 Mar;32(3):279-284. doi: 10.1038/nbt.2808.

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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脱靶效应

由于在基因组中存在着与靶标位点相似度较高的序列，
导致的非靶标位点的异常打靶现象。

一、靶点选择方法及原则

关注点二：如何提高打靶特异性，降低脱靶效应？？？

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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脱靶位点一般形式
Off-target sequence form:

5′-GN-(N)3-8-seedsequence-NGG-3′ 

5′-GN-(N)3-8-seedsequence-NGA-3′ 

5′-GN-(N)3-8-seedsequence-NAG-3′ 

5′-GN-(N)3-8-seedsequence-NNGG-3′

 不同PAM模式介导的基因组编辑能力：NGG>NGA>NAG

 Seed sequence耐受性较差，碱基替换一般以不超过2个为准，整个序

列的碱基替换不超过5个

一、靶点选择方法及原则

Nat Biotechnol. 2013 Mar; 31(3): 233–239. 
Science 351, no. 6268 (January 1, 2016): 84–88

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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脱靶位点预测 以scl45a2为例
http://zifit.partners.org/ZiFiT/CSquare9Nuclease.aspx (ZiFiT Targeter Version 4.2)

脱靶位点预测

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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脱靶位点预测 以scl45a2为例
http://www.crisprscan.org/?page=sequence (CRISPRscan)

选择一个靶
点查看脱靶
预测信息

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

Hereditas (Beijing) 2015 年11 月, 37(11): 1125―1136

脱靶效应
检测方法

高通量，全基因

组水平无偏评估

方法

特定脱靶位点

检测方法

脱靶位点

预测

选取若干个脱靶位

点，测序法检测

整合酶缺陷型慢病
毒载体 (IDLVs) 技
术（Nat Biotechnol, 

2015, 33(2): 175–178.）

灵敏度1%

NHEJ 机制修复
过程中，优先整
合IDLV基因组

GUIDE-seq技术
（Nat Biotechnol, 

2015, 33(2): 187–197.）

灵敏度0.1%

DSB处整合特定
的双链寡核苷酸

dsODN

抽提基因组，高通量测序

软件分析DSB，
评估脱靶效应

Cas9 /gRNA复合体

Digenomeseq技
术（Nat Methods, 

2015, 12(3): 237–243.）

灵敏度0.1%

抽提基因组，
高通量测序

软件分析indel，
评估脱靶效应

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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一、靶点选择方法及原则

脱靶位点检测

 CRISPR-cas system在哺乳动物细胞（human K562 cell）中没有off-

target effects （Nat Biotechnol. 2013 Mar;31(3):230-2. doi: 10.1038）

 预测的脱靶位点在活体打靶实验中普遍无活性或活性很低，CRISPR-

cas9脱靶效应在实际应用中不足为虑（25个脱靶点/5个基因，3-9个

mismatches，仅一个脱靶点检测到了突变）(Genome Res. 2015 

Jul;25(7):1030-42. doi: 10.1101/gr.186379.114.)

如何减少脱靶效应

 靶点序列在基因组中是唯一的，特异性高等

 打靶工具酶使用浓度：就低不就高

 应用cas9单切口酶的双切口技术（Cell. 2013 Sep 12;154(6):1380-9. doi: 10.1016）

 使用特异性更高的靶点为17-18 bp的gRNA

 应用新型特异性更高的打靶工具酶

Supplementary Table 4: Off-target analysis of CRISPR/Cas9-

induced mutations

Gene Target
Sequence (5’-3’), 

PAM:green, mismatch:red

Number 

of 

matches

Off target 

detected

DFNA5 
GGAGGTGTTGGCGGTAGTGAAG

G
20/20 No

DFNA5-OT1
GGGGGTGGTGGTGGTAGTGAGG

G
17/20 Yes

DFNA5-OT2
GCTCGTGGTGGTGGTAGTGAGG

G
15/20 No

DFNA5-OT3
CTTCGTGCTGGCGGTGGTGATG

G
14/20 No

DFNA5-OT4
TATCCTCTTTGCGGTAGTGAAA

G
13/20 No

DFNA5-OT5
AGCTTCCATGGCGATAGTGACG

G
20-Dec No

EYA4 
GGCTGTCTGTCCGGGCTGAGGG

G
20/20 No

EYA4-OT1
GGCGGACTGTCCGGGCTGATGA

G
17/20 No

EYA4-OT2
CACTGACAGTCCGGGCGGAGGA

G
15/20 No

EYA4-OT3
TGCCTCTCGTCCGGGCTGAGGG

G
14/20 No

EYA4-OT4
CTCTACAGGTACGGGCTGAGGA

G
13/20 No

EYA4-OT5
TGAATGTGGTCCGGACTGAGTG

G
20-Dec No

FNDC7 
GGTGGGGAGTAAAGGGGCAGTG

G
20/20 No

FNDC7-OT1
GGAGGATGGAAAAGGGGCAGAG

G
15/20 No

FNDC7-OT2
GAGGGTCTGTAAAGTGGCAGCG

G
14/20 No

FNDC7-OT3
ATCCAAGAGTAAAGGGGTAGGG

G
14/20 No

FNDC7-OT4
ACACAAAAGTAAAGGGGCGGGA

G
13/20 No

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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其他在线靶点设计及预测软件
• Standard Target sequence form:  5′-GG-(N)18-NGG-3′ 

• Other form: 5′-GN-(N)15-21-NGG-3′ (优先选择(N)16-19的靶点)

5′-NN-(N)15-21-NGG-3′

一、靶点选择方法及原则

Hereditas (Beijing) 2015 年11 月, 37(11): 1125―1136
Nature Biotechnology 32, 279–284 (2014) doi:10.1038/nbt.2808

CRISPR Design
美国麻省理工学院Broad 

研究所的张锋实验室开
发，有两种设计模式
http://crispr.mit.edu/

E-CRISP
可设计并评估sgRNA 的脱靶效
应，分为从头设计 (De-novo)
和脱靶效应评估 (Evaluation)两
种模式
http://www.e-crisp.org/E-
CRISP/index.html

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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工具质粒简介
 pMD19T-gRNA 工具质粒

靶点序列以PCR方式连入gRNA骨架序列，
以PCR产物作为模板合成gRNA

适用于大规模打靶，简单方便(Cell Research 

(2013) 23:465–472. doi:10.1038/cr.2013.45; Nature 
Biotechnology 31, 227–229 (2013) doi:10.1038/nbt.2501)

 pT7-sgRNA工具质粒
靶点序列克隆，以线性化质粒作为模板

合成gRNA
适用于需要反复使用的gRNA，如用于敲

入实验等可采用，该质粒的gRNA骨架序列
以GGAUC结尾 (PNAS 05 Aug 2013, 110(34):13904-

13909)

二、gRNA合成方法

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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工具质粒简介
1. pXT7-hCas9工具质粒

Humanized spCAS9 蛋白 (XbaI/T7) (4176bp/1391aa）
（Cell Research (2013) 23:465–472. doi:10.1038/cr.2013.45)

2. pGH-T7-zCas9工具质粒 (Top10感受态)

N端有一个核定位信号nls基序
（两种Cas9编码基因在斑马鱼胚胎中基因敲除效率的比较，《遗传》, 2016 , 38 (2) :144-154））

3. pT3TS-nls-zCas9-nls; pCS2-nls-zCas9-nls工具质粒

斑马鱼密码子优化T3-spCAS9蛋白 (XbaI/T3) （4176bp/1391aa）
(PNAS 05 Aug 2013, 110(34):13904-13909)

二、gRNA合成方法

质粒相关信息请参考：http://www.zfish.cn/products/otherproductlist.aspx?cid=001006

pXT7-hCas9

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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二、gRNA合成方法

gRNA合成步骤（以pMD19T-gRNA 工具质粒为例）

正向引物: T7 启动子序列+17~23bp 靶点序列+20bp gRNA 骨架序列
反向引物: ~20bp gRNA 骨架序列

T7转录

合成引物（试剂公司完成）

gRNA PCR模板

gRNA合成

gRNA纯化

pMD19T-gRNA：模板

T7转录国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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三、样品准备和显微注射

收集胚胎，显微注射到1-2 
cell stage embryos

测序检测，如有突变，培
养为P0代

样品准备：gRNA (20-100 
ng/ul)/cas9 mRNA (200-500 ng/ul)
合适浓度配比，加入适量指示剂

提前一天配鱼

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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四、基因敲除效率评估方法

P0代检测常见方法

1. 直接测序法

2. 限制性内切酶酶切法

3. 错配DNA切割检测法

4. 中性聚丙烯酰胺凝胶电泳法
国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）



http://zfish.cn

四、基因敲除效率评估方法

P0代检测方法

1. 直接测序法：直接将PCR 产物进行测序或连接到TA克隆载体中，

再挑选单克隆菌落测序，该方法不仅可用于评估突变效率，还可以

确定突变类型，灵敏度略低。

靶点周围序列的扩增

引物设计：在靶点周围设计引物，使其距离靶位点两侧都大于100 bp，并且PCR 扩增

产物最好不要超过1000bp，且为单一条带（primer premier 5）（张新宇，高燕宁，PCR引

物设计及软件使用技巧）

 靶点序列确认

 打靶效率检测及后续筛选

caaactggtgagctacaagtagagagaattttcagtcttgatgtttcttaaagttgtatacta

aagtatttattaacattgagtggatttactgaactaagcatgacgttgtgtttttcacccgca

gCCATAATATCAGACAGAAATTTAAAAAGGACATGGGCCATCGTGGTGGTGATGTTTGGAGTG

GTTTTGTTTGACTTTGCCGCAGACTTCATTGACGGACCCATTAAAGCCTATTTGTTTGATGTG

TGTTCTCATCGGGATAAAGAGCGGGGTCTTCATTACCATGCTTTACTCACAGgtaagaactaa

taacgctcatttagcttggctttcttacagcagaaatgtacattggctgggtcagttggcgtt

tctgtgtgaagtttgcatgttctccccatgtttgcgtggacttccttgtggtgctccattttc

cgtttccgctatgtataac

Forward primer: CAAACTGGTGAGCTACAAGTAG
Reverse primer: GTTATACATAGCGGAAACGG

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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四、基因敲除效率评估方法

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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四、基因敲除效率评估方法

P0代检测方法

2、限制性内切酶酶切法: 仅适用于靶点序列内、PAM 的5’端附近

有一个单一限制性内切酶位点的gRNA，扩增靶点周围序列，酶切后

电泳检测。

Fwd
primer

Rv primer

BstYI酶切后电泳检测

箭头所指为酶切位点被破坏
的潜在突变条带。此例的靶
点突变效率约为20％

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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四、基因敲除效率评估方法

P0代检测方法

3. 错配DNA切割检测法：比较常用的有Surveyor核酸内切酶和T7

核酸内切酶I，两者都能高效识别并切割异源双链中错配的碱基，通

过电泳分离酶切产物，根据条带大小判断是否有基因组切割。可用

于检测ZFN 技术，TALEN 技术和CRISPR/Cas9 技术介导的基因组

编辑，检测靶标结合位点是否有碱基替换或“Indels”。

4. 中性聚丙烯酰胺凝胶电泳法：在中性聚丙烯酰胺凝胶中，不同构

象等长的DNA 单链电泳迁移率会发生变化，由此来判断基因是否发

生突变。

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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五、后续筛选工作

获取两个不同阅读框的移码品
系(3n±1/3n±2) 

P0代个体筛选：与WT侧交，收集胚
胎测序检测，阳性后代培养为F1代

F1代个体筛选：剪尾鳍测序检
测，克隆确认突变序列。

F2代个体筛选：剪尾鳍测序检
测，克隆确认突变序列。

侧交传代或自交传
代（同一基因型）

F3代纯合品系构建：
用于后续研究

自交传代（同
一基因型）

筛选5-10尾同
一基因型雄鱼

品系的保藏：精子冻存，
防止品系丢失，避免品

系退化，节省资源

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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五、后续筛选工作

F1个体测序：如何读峰图

TTTGACTCACTCTGCGGTTTGCTGATCGGTCTCTACGCCCCGTGACCCACTGACCATTCCGTCATTACCTCC

GCGGGTGTGCTAGTCTCAGTGCCGTAGTCCCATCGCGCCAGTG

TTTGACTCACTCTGCGGTTTGCTGATCGGGCTCGTCTCCCAGTGACAGTCCCGTCATTCCATCGGGACCGTC

TTTGACTCACTCTGCGGTTTGCTGATCGGTCGGTAGGGCTCGTCTCCCAGTGACAGTCCCGTCATTCCATCG

将突变序列与野生序列进行对比就可得知突变明细（TCGGTAGG 缺失，3n+1/3n-2）

Wt-sequence
TTTGACTCACTCTGCGGTTTGCTGATCGGTCGGTAGGGCTCGTCTCCCAGTGACAGTCCCGTCATTCCATCG

克隆测序确认结果

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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突变类型

 Frameshift (3n±1/ 3n±2)

1. 缺失

2. 插入

3. Indel

 In-frame (3n)

五、后续筛选工作

ZFNs，TALENs和 CRISPR/Cas9技术导致的突变：以缺失居多，缺失突变多在20 bp以内，

而插入突变多在10 bp以内 (Nature Biotechnology 31, 227–229 (2013) doi:10.1038/nbt.2501)

CRISPR/Cas9技术介导的突变多数(>75%)在12 bp以内 (Genome Res. 2015 Jul;25(7):1030-

42. doi: 10.1101/gr.186379.114.)

P0代个体中发生突变的细胞有体细胞和生殖细胞，只有生殖细胞中的突变可遗传给后代。大

部分可生殖传递的突变发生较早，很可能在注射后3小时内发生。考虑到生殖传递效率和突变类

型，建议养殖2-5个阳性P0代的后代用作后续的筛选。

eg: P0代个体中检测到的突变类型有2642种，其中在F1代个体中检测到99种突变类型（3.7%），大部分

的突变发生在体细胞中（96.3%）(Genome Res. 2015 Jul;25(7):1030-42. doi: 10.1101/gr.186379.114.)

4个PGC

国家斑马鱼资源中心 
（www.zfish.cn）
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谢谢各位！
国家斑马鱼资源中心 
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