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面向微生物遗传操作的编辑序列设计工具的研究进展
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程学院，天津　300457）

摘要：以同源重组、CRISPR等为代表的遗传操作技术是合成生物学的重要支撑技术。高效准确的遗传操作依赖

于可准确定位编辑位点和实现序列改造的编辑序列 （如引物序列、同源臂序列、sgRNA序列等）。由于遗传改造

目标与遗传操作技术丰富多变，加之近年来基于生物铸造厂 （BioFoundry） 的自动化遗传改造模式对高通量设计

的需求日益增加，使得通过计算机辅助设计工具实现精准快速的编辑序列设计愈发重要。本文针对不同阶段实现

不同目标的微生物遗传操作技术和相应的编辑序列辅助设计工具的发展进行了综述。按照不同编辑序列类型和遗

传操作应用场景，将编辑序列设计工具划分为四种类型：引物设计工具、DNA组装的设计工具、sgRNA设计工

具、基因组编辑的全流程设计工具，对各类编辑序列设计工具的应用及存在的问题进行了分析总结并对未来的研

究方向进行了展望。编辑序列设计工具的发展将有助于实现合成生物学“设计—构建—测试—学习”（design-

build-test-learn，DBTL） 工作循环中上游的基因型“设计”与下游“构建”两个关键环节之间的无缝衔接。
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Abstract: Genetic manipulations such as homologous recombination and CRISPR are basic technologies of synthetic 

biology aiming to design and construct artificial life. One key factor affecting the efficiency and accuracy of microbial 

genetic manipulations is the editing sequences (ES), namely the assisting sequences used for precisely locating and 

editing a target sequence in a genome, such as a primer, a homologous arm or a sgRNA sequence. For different genetic 

manipulation technologies, diverse manipulation types and multiple ESs are required for different stages of 
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manipulation processes, especially for the high-throughput design with recently developed biofoundries to enable 

automatic strain modifications. Therefore, it is becoming essential to use computational tools for precise, fast, high-

throughput and whole workflow ES design. This article reviews tools for ES design at different stages using various 

microbial genetic manipulation technologies. The tools are classified into four categories based on the types of ESs and 

their application scenario: primer design, DNA assembly design, sgRNA design and whole workflow ES design. We 

first give a brief introduction to the tools used for basic primer design with an emphasis on the widely used open-source 

tool Primer3. Then we have an extensive discussion on the tools used in the design of ESs for DNA assembly using 

technologies like Gibson and Golden Gate assembly which are required for linking the editing sequences and/or the 

inserted sequences together as one big fragment to be transformed into target strains. Various tools for designing 

sgRNA used in the latest CRISPR technologies for genome and base editing are also evaluated and compared in detail. 

Moreover, we argue that one-stop ES design tools which integrate various design methods to cover the whole genetic 

manipulation workflow would be very important in addressing challenges for the high throughput design raised by 

automatic strain construction biofoundries to enable highly precise and efficient genome editing for different sequence 

manipulations at any location and in any organism. These ES design tools will seamlessly link the genotype “Design” 

step and the strain “Build” step in the “design-build-test-learn (DBTL)” working cycle of synthetic biology to facilitate 

the creation of artificial organisms.

Keywords: editing sequences; DNA assembly; genome editing; whole workflow design; biofoundry

合成生物学的一个重要目标是通过遗传操作

技术创制具备理想新功能的人工生命，例如可以

高效生产目标化合物的工程菌种。自 1974年首个

基因工程微生物面世以来［1］，遗传操作技术与相

应的菌种构建能力的升级迭代历经了多个发展阶

段（图 1）：①基于限制性内切酶的经典DNA组装
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技术，构建质粒或者重组DNA片段，对目标基因

进行单基因克隆［1-2］、失活或者染色体插入［3］，可

以支持对单基因或者基因簇的扰动，探究其对菌

株生理性状或者产品生成的影响；②凭借经典同

源重组技术和新兴的 DNA 组装技术［4-5］（Gibson、

Golden Gate等），可迭代地编辑（插入、敲除与替

换）基因组靶序列［6-7］，可以支持以某一具体性状

目标（快速生长或者产品高效生成）的多基因同

时克隆和多轮迭代菌种改良；③基于新兴的基因

组编辑技术［8-10］（CRISPR/Cas 同源重组与碱基编

辑等），进行与大片段组装，实现精准高效的基因

组多位点迭代编辑，缩短了菌种构建改良的研发

周期；④基于自动化装备的合成生物铸造厂

（biofoundry）［11-13］，自动化高通量地进行基因克隆

与基因组多位点迭代编辑以同步构建针对不同应

用需求的大批量菌株，有望变革传统的劳动密集

型的研究范式，创建出自动化与高通量的工程菌

种铸造模式。

各种遗传操作技术中，用于精准定位与编辑

目标 DNA 序列的相关序列可以被称为编辑序

列［14］，例如用于定位和扩增目标DNA序列的引物

序列、用于定位和等位替换基因组上目标DNA序

列的同源臂序列、用于定位和导引Cas酶的 sgRNA

序列等。编辑序列设计，即按照合理的规则和逻

辑设计功能优化的编辑序列，以确保预期的编辑

效率和精准度。例如，设计位置和长度合适的同

源臂序列，以实现改造后序列在参考基因组上的

精确定位和高效替换；设计参数（熔解温度、二

级结构生成倾向、二聚体生成倾向等）优化的引

物序列，以通过PCR高成功率的获得同源臂序列。

早期的编辑序列设计主要是引物设计，就已经包

含很多涉及复杂算法或者大规模计算的步骤，例

如引物设计中基于多因素评价指标和复杂评价规

则的评分和层级筛选过程，往往需要借助诸如

Primer3［15］等专业的计算机辅助设计工具才能得到

定量的优化结果。随着遗传操作技术的迭代升级

和新操作技术新变种的不断开发，编辑序列的复

杂度与范畴随之变化，面向不同应用场景的编辑

图图1　遗传操作技术与编辑序列设计需求、工具的代表性进展

（蓝色框代表遗传操作技术；绿色框代表编辑序列设计需求；棕色框代表编辑序列设计工具；

棕色序号代表该编辑序列设计工具能够解决对应的编辑序列设计需求）

Fig. 1　Development of genetic manipulation technologies and corresponding editing sequences and tools for editing sequence design

(Blue rectangle: Genetic manipulation technologies; Green rectangle: Editing sequence design requirements; Brown rectangle: Editing sequence 

design tools; Brown serial numbers indicates that the editing sequence design tools can address the corresponding editing sequence design requirements)
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序列设计工具也应需而生。例如，随着诸如

Gibson等多片段DNA组装技术的应用推广，引物

设计环节中需引入用于桥联不同片段的重叠序列，

并需要考虑各个重叠序列的独特性，确保各个片

段按照预期的顺序组装［4］。当多片段进行组装时，

需要考量的因素呈指数增长，往往无法由人工完

成设计，因此催生了 J5［16］等专门用于DNA组装的

设计工具。随着CRISPR/Cas等新一代基因组编辑

技术的兴起，涌现出许多诸如 CHOPCHOP［17］等

专门用于设计效率高且脱靶风险低的 sgRNA 序列

的工具。

得益于遗传操作技术的发展，微生物菌种构

建能力大幅提升，但是由于细胞代谢的高度复杂

性及人工细胞理性设计能力的缺失，目前仍然需

要进行长期、反复的人工实验试错，才能逐步将

工程菌种的化学品合成能力（产品产量、得率与

生产速率）提升至有商业竞争力的水平。然而，

海量的工程化试错实验超出了传统的劳动密集型

研究范式的能力范畴，为此近年来国内外数十个

研究机构已搭建或者正在搭建自动化合成生物铸

造厂（Biofoundry）［18-20］，旨在提升合成生物实验

对象、方法、技术和流程的标准化和模块化水平，

实现海量工程试错的自动化闭环运行，从而实现

具有高通量、低成本、多循环特性的“设计—构

建—测试—学习”的合成生物系统创制技术能力。

但由于单一的编辑序列设计工具往往只覆盖遗传

操作的部分环节，例如 J5［16］等 DNA 组装设计工

具，只覆盖了质粒构建环节的设计，而面向基因

组编辑还需要诸如 sgRNA、同源臂等功能序列的

设计，必须联用诸如 CHOPCHOP［17］等其他软件

或工具。此外，由于不同软件间的数据交互一般

是非标准化的，用户往往需要手动完成输入/输出

信息的转换或加工，提高了用户的使用门槛。因

此，包括笔者团队在内的研究者们开发了诸如

GeneTargeter［21］和 AutoESD［14］等全流程一站式的

编辑序列设计自动化工具，以匹配现有硬件设施

的操作通量，也为下一步与Biofoundry深度融合奠

定了基础。

本文按照不同编辑序列类型和遗传操作应用

场景，将编辑序列设计工具划分为引物设计工具、

DNA组装的设计工具、sgRNA设计工具、基因组

编辑的全流程设计工具四种类型进行总结与分析。

并对未来的发展方向进行了展望，为将来推进快

速高效的“设计—构建—测试—学习”合成生物

学工程循环的实现奠定基础。

1 引物设计工具

引物是聚合酶链反应（polymerase chain reaction， 

PCR）中用于定位待扩增序列并作为序列复制起点

的寡核苷酸序列。在备选引物集合中筛选具有高可

用性的引物的过程被称为引物设计。它是决定PCR

效率的重要环节，也是制备与进一步准确组装同源

臂等编辑序列片段的基础环节。早期的引物设计目

标是确保PCR的效率，需要权衡多方面的参数，包

括引物长度、退火温度（Tm）、碱基对重复次数、

鸟嘌呤/胞嘧啶（GC）含量、二级结构生成倾向

性、同源/异源二聚体生成倾向性、定位特异性

等［22-23］。鉴于众多的变量及相关的复杂搜索、比对

和优化，相应的计算需要借助计算机软件实现。

为此，一批商业化软件（Oligo、Primer Premier

等）涌现，旨在为生物学用户提供准确、高效且

用户友好引物设计服务及操作界面。之前发表的

论文［24-25］已对这些商业化软件的功能与使用方法

进行总结，且商业化工具不易被整合，本文主要

针对开源工具进行总结。2000年，引物设计领域

经典的开源软件Primer3［26］首次发布，提供多种可

选参数来控制引物的位置、长度、GC含量、熔解

温度以及产物（目标序列）长度，以满足不同的

应用需求。而在后续 Primer3的升级中，2007年修

订版更新了计算熔解温度和盐浓度校正的公式，

提高了对熔解温度预测的准确性［27］；2012年的更

新引入了更精确的热力学模型，进一步提高了对

熔解温度预测的准确性，并且可以降低引物形成

二级结构及二聚体的可能性。此外，该次升级也

着重优化了编程接口的简洁性，提高了其与其他

软件的可整合性［15］。鉴于Primer3引物设计的准确

性、易用性以及开源性，后续的开源引物设计工具

通常会基于 Primer3进一步优化设计算法或者开发

面向特定应用场景的新功能，例如批量引物设

计［28］、基因组规模引物设计［29-31］、RT-PCR引物设

计［32-34］、用于检测不同生物体中的剪接变体［35-37］或

033



合成生物学 第 4 卷

单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism， 

SNP）［38-39］的引物设计等。

随着分子克隆技术的发展，PCR 的目标和用

途也不断扩展，不同的目标和用途产生了相应的

特异性引物设计的需求，进而推动了相关引物设

计工具的开发。表 1总结了不同功能的主流引物设

计工具。具体到遗传改造相关的 PCR，其主要目

标是扩增用于构建重组载体或重组片段（如插入、

替换片段和用于同源重组的同源序列）的序列以

及对改造后的目标序列的测序验证。相应的引物

设计需要解决的特异性问题主要包括提高引物的

特异性（即降低引物错误定位的风险）、引物的高

通量设计以及重组载体或重组片段的组装，相关

设计工具的引物特异性检验功能及设计通量在表 1

中做了总结，重组载体或重组片段组装相关的引

物设计工具见“2 DNA组装的设计工具”一节。

尽管 PCR 的目标和用途呈多样化发展，但引

物特异性检验（即降低引物错误定位的风险）始

终是重要的质控环节。一方面引物的错误定位会

减少与目标位点结合的引物数量，另一方面错误

定位的引物也有可能产生错误的扩增产物。在对

微生物特别是基因组的重复性相对较高的真核微

生物进行遗传操作时，需要视情况选择具有引物

特异性分析和筛选功能的引物设计工具。引物的

错误定位分析通常借助序列比对工具实现，例如，

基于序列比对分析开发的Primer-BLAST［41］将序列

比对工具BLAST和Needleman-Wunsch全局比对算

法结合，可以更加精准地定位参考序列中的潜在

错配。除了序列比对，引物与模板杂交的热力学

也是影响引物特异性的主要因素之一［48］，部分工

具尝试将二者以及更多因素结合进行引物特异性

分析［49-50］。以 MFEprimer-3.0 为例，其使用 k-mer 

索引算法来加速引物与潜在结合位点的搜索过程，

并整合了快速识别引物二级结构和同源、异源引

物二聚体的新算法来进行特异性评估［49］。

2 DNA组装的设计工具

面向基因组编辑的遗传操作需要将用于定位

和编辑目标DNA序列的相关序列片段（如同源臂、

表表1　　不同功能的主流引物设计工具

Table 1　　Major primer design tools with different functions

工具

Primer3[15, 26-27]

BatchPrimer3[28]

ConservedPrimer2.0[35]

PrimerDesign-M[40]

Primer-BLAST[41]

PCR designer[42]

PRIMEGENS-v2[37]

PrimerSeq[43]

MSP-HTPrimer[44]

MPD[45]

Mutation Maker[46]

PerlPrimer[47]

基于

Primer3

—

是

是

否

是

否

是

是

是

否

是

否

特异性

检验

否

否

是

是

是

否

否

否

否

是

是

否

批量

设计

否

是

是

是

否

否

是

是

是

是

是

是

功能特色

基础引物设计

批量引物设计

Sanger测序引物设计

Sanger测序引物设计

RT-PCR引物设计

SNP分析引物设计

剪接变体引物设计

剪接变体引物设计

DNA甲基化分析引物设计

多重PCR引物设计

多重PCR引物设计、氨基

酸突变引物设计

Sanger 测序引物设计、

RT-PCR引物设计、开放阅

读框（ORF）搜索及相关引

物设计

可用性

在线/图形界面、

离线/命令行

在线/图形界面

在线/图形界面

在线/图形界面

在线/图形界面

在线/图形界面

在线/图形界面、

离线/命令行

离线/图形界面

离线/命令行

离线/命令行

离线/命令行

离线/图形界面

URL

https://bioinfo.ut.ee/primer3/

http://probes.pw.usda.gov/cgi-bin/batchprimer3/

batchprimer3.cgi

https://probes.pw.usda.gov/ConservedPrimers/index.html

www.hiv.lanl.gov/content/sequence/PRIMER_DESIGN/

primer_design.html

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

http://primer1.soton.ac.uk/primer.html

http://primegens.org/

https://primerseq.sourceforge.net/

https://sourceforge.net/projects/msp-htprimer/

https://wingolab-org.github.io/mpd-c/

https://github.com/ra100/Mutation_Maker

https://perlprimer.sourceforge.net/
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待插入序列等）组装成特定重组载体导入菌株中

发挥功能来实现改造目标。因此，精准高效的

DNA组装（重组载体/片段）是遗传操作需解决的

关键问题之一。通过在 PCR两端的引物 5′端引入

特异的限制性核酸内切酶识别与切割位点，依靠

内切酶产生的不同黏性末端，按照预定位置与方

向连接不同的DNA片段，是最经典的DNA组装方

式［51］。以此为基础衍生出了多种技术：基于同尾

酶的BioBrick［52］和BglBrick［53］等技术，该方法利

用一对同尾酶（识别位点序列不同，但酶切后产

生的黏性末端相同的核酸内切酶）和两个非同尾

酶将载体和DNA元件标准化，形成可即插即用的

元件库；基于Ⅱs型限制性内切酶的 Golden Gate［54］

技术，该方法利用Ⅱs型限制性内切酶识别位点与

切割位点不同的特性，借助相同的限制酶产生的

不同黏性末端实现多个DNA片段的无痕组装，该

方法灵活性高，可实现多达 20个以上片段的组装。

基于限制性内切酶的组装技术前提是原始序列中

不能包含相关内切酶识别位点，这对此类技术的

应 用 造 成 了 一 定 限 制 。 基 于 重 叠 延 伸 PCR

（overlap extension PCR）原理［55］开发的组装方法

则摆脱了对特异性限制性内切酶的依赖，此类技

术 包 括 CPEC［56］、 Gibson 组 装［4］、 SLIC［57］ 和

LCR［58］等。以Gibson 组装为例（图 2），通过在引

物中添加重叠序列，借助 PCR可以在待组装片段

端部引入特异性重叠区域。然后利用T5核酸外切

酶的 5′外切酶活性，酶切各片段产生同源序列单

链接头，经退火使各片段借接头连接，再经DNA

聚合酶与连接酶修补切口，即可完成多片段DNA

的无痕组装。该方法的 3 种酶最适温度接近，可以

在一个体系中一步实现片段组装。该方法可以实

现十万碱基对长度的片段组装，但可组装的片段

数量较少，通常不超过6个。

在进行质粒DNA组装的引物设计时，需要在

图图2　Gibson 和Golden Gate DNA序列组装技术及相关编辑序列设计原理

F—片段；P—引物；RE—限制性内切酶

Fig. 2　Gibson and Golden Gate assembly and corresponding principles for editing sequence design

F—Fragement; P—Primer; RE—Restriction enzyme
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引物的 5′端添加接头序列（如Golden Gate技术所

需的Ⅱ s 型限制酶识别位点与和切割位点序列、

Gibson 组装所需的重叠序列），借助PCR将接头序

列引入待组装的DNA片段，实现多片段的正确组

装（图 2）。理论上可以通过人工手动在引物设计

中引入接头序列实现组装，但这不仅需要研究者

具有较高的DNA组装技术经验，而且时间和劳动

力成本较高。此外，由于认知偏好，不同研究者

的人工设计结果也会有差异，这与合成生物学日

益完善的标准化理念冲突。为此，研究人员开发

了多种面向不同DNA片段组装技术的CAD工具。

表 2总结了代表性工具的特点和适用范围。2012年

Jay D. Keasling团队开发了面向质粒DNA组装设计

的网站工具 J5［16］。J5使用Primer3作为底层引物设

计算法，集成了 Golden Gate、Gibson、CPEC 和 

SLIC等多种组装技术，支持高通量设计和质粒文

库构建。凭借实用的实验成本预估功能、完善的

可视化功能和优良的用户友好性，该工具在代谢

工程及合成生物学领域获得了广泛应用。为了优

化 Gibson 组装过程，后续的研究者又开发了

Raven［59］，该工具借助核心算法产生优化的片段组

装计划并支持基于实验结果以交互方式重新设计

组装计划。为了支持包括Lambda Red重组等更多

的重组技术和追踪整个过程的数据，2016年研究

人员开发了MCDS［60］。

随着研究者对质粒DNA组装技术的不断深入

研究，相关技术不断升级和更新，相关设计工具

也在不断发展。以Golden Gate组装技术为例，早

期的设计工具诸如 J5［16］、MCDS［60］在进行切割位

点选取的时候只考虑了切割位点序列之间的相似

性以确保组装效率。近年来，随着针对不同黏性

末端序列组合对组装效率和特异性的影响的研究

数据不断丰富［62-63］，更多切割位点选取新规则被纳

入新的设计工具的考量范围［61-62］。 比如 2020 年，

研究人员首先通过一种基于三代测序的方法检查

Golden Gate组装的切割位点序列的相互结合能力，

并基于此开发了 NEBbridge Golden Gate 组装优化

设计工具［61］。通过对切割位点序列的优化设计，

该工具能够实现多达 35个 DNA片段的同时组装。

此外，相比于基因组编辑而言，质粒DNA组装因

其相对简单，更易进行模块化、标准化处理。因

此相关的生物实验操作流程已经成功地与自动化

设施整合，可以支持高通量自动化的质粒DNA组

装［11， 13， 64］。其中，美国伊利诺伊大学 Zhao 团

队［13］基于 iBioFAB自动化铸造平台，开发了在线

的编辑序列设计工具 PlasmidMaker，可以允许用

户从网站前端界面提交质粒构建需求，由系统自

动化、高通量地完成相关引物设计，并根据生成

的任务清单触发机器人系统集成的后端开展自动

化实验构建。

3 sgRNA设计工具

借助基因组编辑技术（基于筛选标记的经典

同源重组技术、CRISPR/Cas介导的同源重组技术

以及碱基编辑技术等）直接对基因组DNA序列进

行精准的靶向改造（敲除、插入和替换），是构建

稳定、安全的工程菌种，实现绿色、高效的生物

制造的常用手段。近年来，CRISPR/Cas系统因其

易于构建、编辑效率高等优点逐渐成为应用最为

广泛的基因组编辑工具，其借助单链向导 RNA

表表2　　面向DNA片段组装的代表性设计工具

Table 2　　Representative design tools for DNA assembly

工具

J5[16]

Geneious

Raven[59]

MCDS[60]

NEBbridge Golden Gate[61]

iBioCAD GGA[62]

PlasmidMaker[13]

基于

Primer3

是

否

否

否

未知

未知

是

支持的DNA片段组装技术

Golden Gate/Gibson/ CPEC/SLIC

Gibson

Gibson

GoldenGate/Gibson/ SLIC/Gateway

Golden Gate

Golden Gate

Golden Gate/Gibson

批量

设计

是

是

是

否

是

是

是

可用性

在线/图形界面

在线/图形界面

在线/图形界面

离线/命令行

在线/图形界面

在线/图形界面

在线/图形界面

URL

https://j5.jbei.org/

https://www.geneious.com/

http://ravencad.org/

https://github.com/errisy/MCDS

https://goldengate.neb.com/

https://ibiocad.igb.illinois.edu/

https://biofoundry.web.illinois.edu/
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（single-guide RNA， sgRNA）识别前间区序列邻

近基序（protospacer adjacent motif， PAM）并引

导 Cas 核酸酶结合和切割目标DNA产生DNA 双链

断裂（double stranded break， DSB），后续通过非同

源末端连接（non-homologous end-joining， NHEJ）

修复或同源重组修复（homology-directed repair， 

HDR）等方式进行修复，达到基因组编辑的目的

（图 3）［65］。CRISPR/Cas系统的作用效果取决于其

组分（sgRNA和Cas酶）的特性，而在特定的Cas

核酸酶（Cas9、Cpf1 等）下，sgRNA 的编辑效率

和特异性（on-target and off-target）是决定CRISPR

系统效率的主要因素。因此，sgRNA 设计也是应

用CRISPR/Cas系统所需的编辑序列设计的核心任

务，需要针对不断新发现的Cas系统开发对应的设

计工具。

sgRNA 序列通常由两部分组成［8， 66］： pre-

crRNA（与目标 DNA 序列反向互补的序列，经

RNA 酶修饰后形成 crRNA，负责引导 sgRNA-Cas

蛋白复合体结合靶序列，通常为 sgRNA的 5′端前

20 bp且靶序列下游必须含有Cas蛋白特异的 PAM

序列）和 tracrRNA（与 Cas 蛋白特异性结合的序

列，一方面负责启动 RNA 酶将 pre-crRNA 加工为

成熟的 crRNA，另一方面 sgRNA-Cas 蛋白复合体

结合靶序列后负责激活 Cas蛋白切割目标 DNA形

成 DSB）。因此，在特定的 Cas 核酸酶（Cas9、

Cpf1 等）系统中，sgRNA 设计的核心是针对 pre-

crRNA序列的设计。理论上，如果 sgRNA中的 5′

端 20 bp 序列与目标 DNA 序列完全互补，则

sgRNA-Cas9 复合物应该与该位点结合并进行切

割，但大量的研究报道显示不同 sgRNA序列的效

率差异很大［67-69］。sgRNA 的编辑效率不仅取决于

PAM位置以及 sgRNA和靶序列之间的特异性碱基

配对，还受到DNA序列特征［70］、染色质特征［71-72］、

sgRNA特定位置的碱基偏好性［72-74］、靶序列下游的

DNA 序列［72， 75］和某些表观遗传因素［76］等的影响。

而在脱靶效应（特异性）方面，除了目标序列在参

考基因组中的特异性［77-78］这一主要因素外，还受到

染色质状态［79-80］、Cas 酶特征［81-82］等因素的影响。

例如， SpCas9 （Streptococcus pyogenes originated 

Cas9）识别的最佳 PAM是NGG，但也能以低频率

与NAG或NGA结合［83-84］；sgRNA的 5′端 20 bp序

列和靶序列之间对碱基错配有一定的容忍度［85-86］

等。鉴于如此多的影响因素，sgRNA 的设计通常

需要依靠计算机软件实现。

sgRNA 的编辑效率和特异性预测的策略基本

相同。首先通过序列搜索或比对获取候选 sgRNA

及其潜在脱靶位点，再基于一定的特征和评价标准

借助特定的算法或模型预测编辑效率和特异性，进

而优选 sgRNA。候选 sgRNA一般通过搜索目标序

列上的PAM 序列（如 SpCas9 的 5′-NGG-3′）获得，

无需借助专门的计算工具。获取 sgRNA潜在脱靶

位点需要借助一定的算法在全基因组范围内进行搜

索和比对，计算量较大，需要借助专门的计算工

具。多种经典的序列比对工具（如 Bowtie［87］、

BWA［88］、SeqMap［89］等）和为CRISPR技术定制的

比 对 工 具 （ 如 Cas-OFFinder［90］、 CasOT［91］、

CRISPRitz［92］等）被改造和开发用于搜索 sgRNA

潜在脱靶位点，并被整合到多种 sgRNA设计工具

中［17， 93-97］。编辑效率和特异性的预测是 sgRNA设

计的核心，相关的设计工具按照基本的预测原理

图图3　代表性的CRISPR/Cas系统介导的基因组编辑原理

Fig. 3　Principles of genome editing mediated by representative CRISPR/Cas systems
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可分为两类：基于假设先验的工具和基于学习

（机器学习或深度学习）的工具。本节主要对这两

类 sgRNA设计工具进行概述，相关代表性工具在

表3中做了总结。

基于假设先验的工具基于已有的知识和经验

综合考虑多种因素对 sgRNA编辑效率或特异性的

影响，按设定的规则对候选 sgRNA或 sgRNA潜在

脱靶位点进行评估和打分。基于假设先验的工具

开发较早，一般都包含编辑效率和特异性预测

（即 on-target 和 off-target 评分），支持多种 Cas 酶

（PAM类型）以及多种改造类型，普适度较高且一

般 会 开 发 面 向 实 验 生 物 学 用 户 的 网 站 服

务［17， 94， 98， 101-103］。基于学习的方法利用已知的

sgRNA 编辑效率或特异性数据训练模型，再用训

练好的模型预测未知 sgRNA的编辑效率或特异性。

但由于受限于数据的规模和来源（数据来源通常

基于研究最深入、应用最广泛的 SpCas9，PAM位

点为 NGG），通常只支持一种 Cas 酶类型［107-109］。

此外，基于一个物种的数据训练的 sgRNA编辑效

率或特异性预测模型一般无法应用到另外的物种，

甚至在同一个物种不同的细胞系中的预测效果都

不甚理想［110］，所以目前包含基于学习的 sgRNA评

估打分模块的设计工具大多只适用于面向人类基

因组改造的 sgRNA 设计，而面向更广泛物种的

sgRNA 设计工具通常采用基于假设先验的策略。

以 CHOPCHOP 为例，经过 3 个版本的迭代更

新［17， 102-103］，通过方便的网站服务，已经实现对超

过 100 个物种和多种编辑技术（CRISPR/Cas9， 

CRISPR/Cas9 nickase， CRISPR/Cpf1， CRISPR/

Cas13， TALEN）的支持，并且提供了不同编辑效

率和特异性打分的选择，极大地方便了实验生物学

家。但我们也注意到在一些第三方的评测中，基于

学习特别是深度学习的工具（比如DeepHF［111］）在

人类细胞系等相关数据集上展现出相比于传统基

于假设先验工具更好的性能［110］。未来，随着更多

不同条件的 sgRNA编辑效率和特异性实验数据的

获得，整合不同来源的基因组编辑数据，可能确

定无偏见的 sgRNA设计规则和影响 sgRNA的编辑

效率和脱靶效应的关键特征，这也是 sgRNA设计

的重要未来方向。

此外，除了常用的 CRISPR/Cas 同源重组系

统，基于CRISPR的碱基编辑技术在微生物里也有

广泛的应用（图 3）。面向碱基编辑 sgRNA 设计，

需要考虑碱基编辑器类型、编辑窗口、目标碱基

位置等，有时还需要根据编辑后改变的翻译产物

选择编辑位点和 sgRNA，因此常规的 sgRNA设计

工具不能直接用于碱基编辑 sgRNA设计。2018年，

研究人员开发了面向碱基编辑的在线工具 BE-

Designer［112］，可以针对不同的参考基因组，根据

用户需求选择不同 PAM、碱基编辑器类型、编辑

窗口进行 sgRNA设计，输出结果为包含可编辑序

列、相对目标位置、GC含量和潜在的脱靶位点的

候选 sgRNA 列表。 2019 年，研究人员开发了

beditor［113］，可以根据用户提供的目标核苷酸或氨

表表3　　基于假设先验方法与基于学习方法的代表性 sgRNA设计工具

Table 3　　Representative hypothesis-driven and learning-based sgRNA design tools

工具

E-CRISP[98]

CRISPR-ERA[99]

EuPaGDT[100]

CRISPOR[94, 101]

CHOPCHOP[17, 102-103]

CRISPETa[104]

CRISPR-P[105]

CRISPRscan[106]

WU-CRISPR[107]

CRISTA[108]

Elevation[109]

编辑效率预测方法

假设先验

假设先验

假设先验

假设先验/机器学习

假设先验/机器学习

假设先验

假设先验

机器学习

机器学习

机器学习

机器学习

特异性

预测方法

假设先验

假设先验

假设先验

假设先验

假设先验

数据库搜索

假设先验

假设先验

假设先验

机器学习

机器学习

PAM

NGG

NGG

NGG、TTTN、NGA等

NGG、TTTN、NGA等

NGG、TTTN、NGA等

NGG

NGG、NRG、TTN等

NGG、TTTN、NGN等

NGG

NGG

NGG

支持的改造类型

敲除、激活、抑制

敲除、激活、抑制

敲除

敲除

敲除、敲入、激活、抑制

敲除

敲除

敲除

敲除

敲除

敲除

URL

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

http://CRISPR-ERA.stanford.edu

http://grna.ctegd.uga.edu/

http://crispor.tefor.net/

http://chopchop.cbu.uib.no/

http://crispeta.crg.eu

http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/

https://www.crisprscan.org

http://crisprdb.org/wu-crispr/

https://crista.tau.ac.il/

https://crispr.ml/
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基酸突变类型、PAM、碱基编辑器类型、编辑窗

口灵活地设计用于碱基编辑的 sgRNA， 并且实现

了对非模式生物的基因组的支持。此外，beditor

引入了针对 sgRNA的脱靶风险的打分函数，考虑

错配与 PAM 的相对位置，能够更准确地预估

sgRNA 的潜在脱靶风险。此外，还有面向碱基编

辑的特定应用开发的 sgRNA设计工具，例如将编

码区序列中的非终止密码子编辑为终止密码子以

实现基因失活是胞嘧啶碱基编辑器（cytosine base 

editor， CBE）最常规的应用。与常规设计相比，

相应的 sgRNA设计需要额外考虑 sgRNA特定位置

的编辑窗口中是否包含编辑后转变为终止密码子

的密码子。为此，笔者所在团队前期开发的在线

工具 gBIG［114］，实现了面向 CBE 和腺嘌呤碱基编

辑器（adenine base editor， ABE）介导的基于引入

终止密码子的基因失活的碱基编辑设计。用户通

过在线选择 PAM序列、碱基编辑器类型和参考基

因组，并上传包含一个或多个目标基因序列的

FASTA格式文本文件进行 sgRNA设计。

4 基因组编辑的全流程设计工具

一个完整的基因组编辑流程一般包含多个编

辑序列设计任务。以CRISPR/Cas系统介导的同源

重组技术实现靶序列敲除为例（其原理如图 4）。

首先CRISPR/Cas系统对靶序列的定位和高效切割

需要在靶序列中搜索具有高靶向切割效率和低脱

靶风险的 sgRNA［图 4（d）］。改造后序列（本例中

为空序列）对靶序列的替换由依赖于上下游同源

臂序列的同源重组双交换实现。通过在靶序列上

下游适当区域中选择具有优化的评价指标的引物，

借助高成功率的 PCR 可以获得同源臂序列［图 4

（a）和（b）］。包含 crRNA、tracrRNA以及相关启动

子和终止子序列的 sgRNA片段，也需要通过设计

特定引物进行PCR制备［图 4（c）］。随后这些重组

片段需要借助特定的DNA组装技术（如Gibson或

Golden Gate技术）组装成重组质粒，因此在设计

片段扩增引物时，需要提前考虑引入接头序列

［图 4（a）～（d）］。重组质粒通过转化进入宿主细

胞，经过转录翻译产生 CRISPR/Cas 系统发挥效

应，在靶序列特定位置产生 DSB。DSB 借助重组

质粒同源臂参与的同源重组得以修复，同时实现

靶序列的删除。最后需要在靶序列同源臂序列上

下游适当区域中设计测序验证引物以实现对基因

组编辑后序列的测序验证［图4（e）］。

可见，完成一个基因组编辑包含的编辑序列

设计任务需要多种类型的设计工具配合使用。例

如，使用 J5［16］进行重组载体片段组装设计的同时

可 以 实 现 片 段 的 PCR 扩 增 引 物 设 计 ， 使 用

CHOPCHOP［103］ 可 以 实 现 CRISPR/Cas 系 统 的

sgRNA 设计、使用 Primer3［15］可以实现改造后针

对目标序列的测序验证引物的设计。但这种多工

具联用的模式也存在着诸多问题，例如，各设计

步骤间可能涉及不同格式的输入/输出文件的判断、

筛选、转换等人工操作，这不但耗费用户的时间

和劳动力，而且可能导致无法预见的错误；需要

用户熟练掌握多种生信工具，学习成本较高等。

此外，自动化菌种铸造的高速发展使高通量的基

因组编辑成为可能，人工或者多软件联用的“半

自动化”的编辑序列设计模式已经无法匹配现有

硬件设施的操作通量。为此，研究者们着手于开

发 可 以 覆 盖 基 因 组 编 辑 全 流 程 的 设 计 工

具（表4）。

2015年，荷兰代尔夫特理工大学的研究团队

开发了首个针对基因组编辑全流程设计的网站工

具 Yeastriction v0.1［115］。该工具支持基于 CRISPR/

Cas系统的面向基因敲除（单基因或双基因）的引

物及 sgRNA等编辑序列的一站式设计。但支持的

CRISPR/Cas 系 统 限 定 在 基 于 SpCas9 （PAM：

NGG）和 pMEL10-pMEL17 或者 pROS10-pROS17

系列的 sgRNA表达工具，且仅支持 33种不同的酵

母菌株基因组。2021年，笔者所在团队针对谷氨

酸棒杆菌的基因组点突变构建的编辑序列设计场

景，开发了在线工具GEDpm-cg［116］，可以在 5 min

内完成 104级别的单碱基插入、敲除与替换的编辑

序列设计一站式自动化设计，并借助实验验证了

设计结果的可靠性。2022年，美国麻省理工学院

的学者开发了面向镰状疟原虫 3D7（Plasmodium 

falciparum 3D7）CRISPR/Cas系统基因组编辑的在

线工具GeneTargeter［21］。该工具可以实现多目标基

因的敲除及条件抑制所需编辑序列的全流程一站

式设计。然而上述工具通常是专门针对特定物种
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以及有限的遗传操作类型的传统人工操作场景开

发的，且靶序列往往局限于编码序列，忽略了对

非编码序列（启动子、RBS 等）的改造需求。这

一方面限制了工具的应用推广，另一方面难以适

配自动化高通量的Biofoundry的发展需求。

为了实现跨物种、任意基因组位点、任意操

作类型的高通量基因组编辑设计，笔者所在团队

开发了面向微生物遗传操作的全流程自动化编辑

序列设计在线工具 AutoESD［14］。通过对经典同源

重组技术的模块化解构和标准化处理，AutoESD

实现了全流程、自动化的编辑序列设计，支持绝

大多数经典的基于筛选标记的同源重组技术，理

论上支持所有基因组序列已知的微生物的编辑序

列设计，并可以在单批次任务中处理针对不同目

图图4　CRISPR/Cas系统介导的同源重组技术实现靶序列敲除相关编辑序列设计

DF—敲除的片段；P—引物；UHAmin—游同源臂长度最小值；UHAmax—游同源臂长度最大值；ODRUHA—游同源臂上游引物的可选设计区

域；DHAmin—游同源臂长度最小值；DHAmax—游同源臂长度最大值；ODRDHA—游同源臂下游引物的可选设计区域；R—gRNA（sgRNA

边框线的绿色和蓝色的深度分别代表 on-target效率和 off-target风险）；TP—证引物；UHA—游同源臂；DHA—游同源臂；USSmin—游间隔

序列（上游验证引物的 3'末端到上游同源臂 5'末端的序列）的长度最小值；USSmax—游间隔序列的长度最大值；ODRUSS—游验证引物可选

设计区域；DSSmin—游间隔序列（下游验证引物的3'末端到下游同源臂3'-末端的序列）的长度最小值；DSSmax—游间隔序列的长度最大值；

ODRDSS—游验证引物可选设计区域

Fig. 4　Schematic diagram for CRISPR/Cas-based homologous recombination and its editing sequences

DF—Deleted fragment; P — Primer; UHAmin—Minimum length of upstream homology arm; UHAmax— Maximum length of upstream homology 

arm; ODRUHA—Optional design region of the upstream primer of the upstream homologous arm; DHAmin —Minimum length of downstream homolo‐

gy arm; DHAmax— Maximum length of downstream homology arm; ODRDHA— Optional design region of the downstream primer of downstream ho‐

mologous arm; R—sgRNA (dark green and blue of the sgRNA border lines represent on-target efficiency and off-target risk, respectively); TP— Test 

primer; UHA— Upstream homologous arm; DHA— Downstream homologous arm; USSmin—Minimum length of upstream spacer sequence (se‐

quence from the 3'-end of the upstream verification primer to the 5'-end of the upstream homology arm); USSmax— Maxmum length of upstream spac‐

er sequence; ODRUSS— Optional design region of the upstream verification primer; DSSmin— Minimum length of downstream spacer sequence (se‐

quence from the 3'-end of the downstream verification primer to the 3'-end of the downstream homology arm); DSSmax— Maxmum length of down‐

stream spacer sequence; ODRDSS—Optional design region of the downstream verification primer
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标序列（基因组上任意CDS 或基因间区域）的多

种类型的遗传操作（序列敲除、插入和替换）。用

户在网站界面无需登录即可选择参考基因组和遗

传操作技术，上传目标操作序列与用户自己的载

体和筛选标记序列，即可自动实现编辑序列设计

供用户下载，并可通过网站进行可视化分析。同

时，AutoESD 还提供失败任务原因分析、同源序

列脱靶风险评估等功能，用户可以根据这些结果，

更改默认的参数，进行优化再设计。此外 ，

AutoESD 的开发采用了基于云端的无服务器架构，

确保了高可靠性、稳健性和可扩展性，能够在几

分钟内并行处理包含上千个编辑序列设计目标的

数百个设计任务，大大提高了当前编辑序列设计

的通量，可以为世界范围内的合成生物铸造厂提

供免费、灵活、用户友好的编辑序列设计自动化

支持。

5 总结和展望

编辑序列设计是影响遗传操作效率和准确性

的关键步骤，也是合成生物学DBTL工作循环中负

责衔接上游基因型、生物元件“设计”模块与下

游菌种遗传操作“构建”模块的重要环节。在可

预见的合成生物学发展趋势中，以传统实验室为

研究单元的劳动密集型的研究范式必然会被高度

标准化、自动化且高通量的基于Biofoundry的合成

生物铸造模式所颠覆。为此，已有多个可以覆盖

特定遗传操作技术全流程的编辑序列设计工

具［14， 21， 115-116］被开发出来，旨在提供标准化、自动

化的编辑序列设计解决方案。但在工具的适用范

围、各种类型编辑序列设计的精准度、对接实际

生物学家改造需求、与自动化设施硬件的融合等

方面仍然有诸多局限，亟待进一步优化研究。

首先，全流程设计工具的适用范围主要受到

可 支 持 技 术 种 类 与 变 种 数 目 的 限 制 ， 例 如

AutoESD虽然通过整合多种经典的同源重组技术，

从而理论上可以支持跨物种的设计，但由于尚未

整合更加流行的CRISPR/Cas系统，很大程度限制

了它的应用场景。因此，整合更多的基因组编辑

技术（例如CRISPR系统介导的同源重组技术［70］、

碱基编辑技术［114］、先导编辑技术［117］等）和质粒

DNA组装技术（Golden Gate［63］等）是下一阶段编

辑序列设计工具研究开发的一个重要方向。

其次，实验技术的升级必然会催生出编辑序

列设计的新规则、新算法和新需求，编辑序列设

计工具需要紧跟实验技术的发展方向并不断升级，

否则就会因用户的流失而被淘汰。例如，对于引

物设计的接头序列添加问题，传统设计工具的策

略都是先设计引物，再将接头序列直接添加至引

物 5′端，这导致最终引物存在潜在的引物二聚体

和发卡结构等风险。为此，Hiraga等在开发蛋白表

达质粒的设计工具 Mutation Maker［46］时提供了两

种新算法：①暴力计算法，先计算所有突变位点

周围的所有候选引物，然后使用各种约束系统的

过滤候选引物得到满足约束的引物；②快速逼近

算法，动态扩展候选诱变引物集合直到其满足设

计标准。上文提到的针对Golden Gate组装的设计

工 具 的 改 进［61-62］ 以 及 针 对 sgRNA 设 计 工 具

CHOPCHOP的迭代升级［17， 102-103］也是很好的例子。

再次，在工程菌种构建的具体应用场景中，

实验生物学用户的绝大多数改造需求是针对目标

表表4　　面向基因组编辑全流程的编辑序列设计工具

Table 4　　Editing sequence design tools for the whole workflow of genome editing

工具

Yeastriction[115]

GeneTargeter[21]

GEDpm-cg[116]

AutoESD[14]

编辑序

列设计

引物设计

sgRNA设计

引物设计

sgRNA设计

引物设计、同

源臂设计

引物设计、同

源臂设计

遗传改造类型

删除

删除、表达弱化

单点突变

插入、删除、替换、

单点突变

是否高通量

否

是

是

是

可支持物种

Saccharomyces cerevisiae

（33个菌株）

Plasmodium falciparum

Corynebacterium glutamicum

多种原核、真核微生物

可编辑

位点

已被注释

的基因

已被注释

的基因

基因组任

意区域

基因组任

意区域

web应用

http://yeastriction.tnw.tudelft.nl/#!/

http://genetargeter.mit.edu/

https://gedpm-cg.biodesign.ac.cn/

https://autoesd.biodesign.ac.cn/
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基因的强化、弱化与失活。这些常可以通过不同

的编辑手段如启动子、RBS 替换，全基因删除或

插入终止密码子等实现。目前大多数的编辑序列

设计工具都需要用户首先确定具体如何改造，如

用一个特定强启动子序列替换某一基因上游的启

动子序列，然后将相应的序列作为编辑序列设计

工具的输入进行设计。而对大多数实验生物学用

户来说，选择强度合适的启动子和 RBS以实现预

期的改造目标也是一个很有挑战的计算设计问题，

也需要借助相关的软件工具设计以达到相应改造

目标。当一开始的改造手段选择不当时（例如设

计得到的强启动子在特定生物特定基因中表达强

度并不高），无论编辑序列设计如何精准都无法达

到 期 望 的 菌 种 改 造 目 标 。 在 实 际 使 用 诸 如

AutoESD 等设计工具时，仍然需要耗费一定精力

进行改造策略和生物元件的设计与选取。因此，

将上游设计工具（包括代谢合成途径与基因型设

计工具［118-120］、生物元件设计工具［121-122］）和编辑

序列设计工具进行整合是未来实现菌种改造生物

设计全流程自动化的关键步骤。

最后，虽然面向质粒 DNA 组装的设计工具

PlasmidMaker［13］已经可以实现与 iBioFAB 自动化

铸造平台的信息交互与任务触发，但面向更为复

杂的基因组编辑的设计工具仍然缺乏与自动化设

施的对接功能，如对包含引物、DNA模板、试剂

等信息的自动化移液工作站操作任务的执行和管

理功能。因此，进一步开发集成更多的遗传操作

技术、更精准的编辑序列设计算法的编辑序列设

计工具，并将其与上下游模块进行整合，将有望

推动工程菌种从设计到构建的全流程自动化铸造

模式的早日实现。
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