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摘  要 

基因编辑技术在医疗和科研领域具有广阔的应用前景,但编辑工具的脱靶效

应是一个亟待解决的重大问题。本研究针对 RNA 单碱基 A-to-I 编辑工具

REPAIRv1 和 REPAIRv2，比较评估它们在人体细胞中的脱靶情况，并分析脱靶

位点的序列特征、偏好性等。使用GATK、VarScan2、BCFtools等主流变异检测

工具以及自主开发的 de novo流程，从全转录组 RNA-seq测序数据中鉴定出编辑

工具可能导致的脱靶位点。通过 IGV 工具核实真假阳性，对不同工具和不同过

滤条件下的结果进行比较分析。对脱靶位点的序列特征、基因组注释等进行统

计和分析。研究结果发现 de novo 流程在识别真实脱靶位点方面表现优异。同时，

REPAIR 编辑工具的脱靶主要是 Cas 非依赖型，且存在一定的序列偏好性，

REPAIRv2 相比 REPAIRv1 具有更低的脱靶率。大多数脱靶未对重要基因的表达

造成明显影响。本研究系统评估了 RNA A-to-I 单碱基编辑工具 REPAIR 的编辑

特异性，为优化编辑工具设计和降低脱靶风险提供了理论依据。同时，研究方

法可推广应用于其他编辑工具的脱靶评估。 

 

关键词：基因编辑，RNA 编辑，脱靶效应，变异检测 

 

  



II 

Abstract 

Gene editing technologies have broad application prospects in medicine and scientific 

research, but the off-target effects of editing tools are a major issue that needs to be 

addressed. This study compares and evaluates the off-target situations of several RNA 

single-base A-to-I editing tools such as REPAIRv1 and REPAIRv2 in human cells, and 

analyzes the sequence characteristics and preferences of the off-target sites. Mainstream 

variant calling tools such as GATK, VarScan2, BCFtools, and developed de novo 

pipeline are used to identify potential single nucleotide variants caused by the editing 

tools from whole transcriptome RNA-seq data. The true and false positives are verified 

using the IGV tool, and the results under different tools and filtering conditions are 

compared and analyzed. Statistical analyses are performed on the sequence 

characteristics, genomic annotations, etc. of the off-target sites. The de novo pipeline is 

superior at identifying true off-target sites. The off-target effects of the REPAIR editing 

tools are mainly Cas-independent and exhibit certain sequence preferences. REPAIRv2 

has a lower off-target rate compared to REPAIRv1. Most off-target events do not 

significantly affect the expression of important genes. This study systematically 

evaluates the off-target situations of the REPAIR editing tools, providing theoretical 

basis for optimizing tool design and reducing off-target risks. The research methods can 

be extended to evaluate off-target effects of other RNA editing tools. 

 

Key words: Gene editing, RNA editing, Off-target effects, Variant calling 
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一、 前  言 

1.1 基因编辑技术 

基因编辑技术的兴起可以追溯到 20 余年前，研究者发现利用人工核酸酶剪

切引入 DNA 双链断裂可以大幅提高靶向载体的同源重组效率，此后基因靶向修

饰方法逐渐被广泛应用于定向修饰和基因组改造工程中。早期基因编辑技术包

括锌指核酸酶（ZFNs）和 TALE 核酸酶（TALENs），二者根据保守的核心结构

域通过蛋白质工程化设计来靶向特定 DNA 基序的位置实现修饰和编辑[1]。2013

年，George Church，张锋和 Jennifer A. Doudna 等人开发的 CRISPR/Cas 系统推

动基因编辑技术广泛应用，该系统最早由日本学者发现源自细菌的适应性免疫

过程。其中，II 型和 V 型 CRISPR 系统利用 RNA 引导的核酸酶系统来切割靠近

PAM 序列并与 gRNA 互补的 DNA 靶点。目前，应用最广泛的 Cas 蛋白源自于

化脓性链球菌的 Cas9（SpCas9）。Cas9 酶可以引导导向 RNA（gRNA）靶向到

目标位点上，从而通过非同源末端连接（NHEJ）修复或通过模板依赖的同源性

（HDR）修复机制进行精确基因编辑来驱动靶向位点的修饰或载体的替换[2]。

便捷和高效的特性使得 CRISPR/Cas9 系统迅速成为基因编辑领域研究的重要工

具。基因编辑不仅可以影响基因表达，也可以实现精确的基因插入、修复和重

组，为单基因遗传病的基因治疗提供了希望。 

近年来，许多研究小组和公司基于 CRISPR/Cas系统研究疾病潜在机制的研

究，同时也为临床试验和预后提供了重要数据和参考[3]。例如，利用

CRISPR/Cas9 系统编辑和 DNA 碱基编辑工具纠正导致单基因遗传性疾病（镰状

细胞病、地中海贫血、肉芽肿凝血因子缺乏症等）发生的靶点突变矫正基因缺

陷实现基因治疗[3]；以及通过基因编辑技术优化 T细胞的抗肿瘤活性，如敲低 T

细胞受体基因的表达以治疗植物抗宿主疾病；敲低 PD-1 基因表达或敲除整段基

因提高巨噬细胞杀伤力，或整合 Chimeric Antigen Receptor（CAR）基因赋予免

疫细胞识别癌细胞的能力，从而促进肿瘤免疫细胞疗法的有效治疗[1]。此外，

在基础研究中，CRISPR/Cas9 可高效编辑动物胚胎或体细胞基因，用于建立人

类疾病模型或在动物体内纠正致病基因[4]。在农业育种领域，基因编辑技术可



2 

赋予农作物抗虫、抗旱、增产等优良性状[4]。 

然而，基因组双链断裂可能会导致有害的染色体易位、倒位和副产物增加

问题[5,6]，同时 CRISPR/Cas 系统介导的基因编辑在人体中还面临许多问题，包

括基于同源重组修复的效率较低、自身免疫反应和脱靶等[7]。此外，目前单碱

基突变遗传性疾病在人类致病性突变中占比较高[8]，而新型单碱基编辑技术

（single-base editing）不仅能避免 DNA 双链断裂带来的额外风险也更适用于纠

正和治疗单碱基突变造成的遗传性疾病。 

DNA 单碱基碱基编辑器由催化失活的 Cas9 蛋白和脱氨酶模块[9] 组成，主

要包括胞嘧啶单碱基编辑器 CBE 和腺嘌呤单碱基编辑器 ABE，其中 CBE 工具

的脱氨酶由 APOBEC 家族构成，ABE 工具的脱氨酶由 TadA 构成。引入调控 

DNA 修复的蛋白质（如 UGI），可实现在没有供体模板的情况下生成位点特异

性单碱基转换[8]。CBE 和 ABE 系统分别催化 C·G 到 T·A 和 A·T 到 G·C，均可用

于 DNA 水平的单碱基编辑。除了 DNA 编辑技术外，RNA 编辑技术同样是重要

的基因编辑技术。相比于 DNA 编辑，RNA 编辑编辑靶向 RNA 不会影响靶向基

因组基因的序列，具有可逆、快速的特点，不会导致基因组发生永久性变化，

使得它在实际应用中较 DNA 编辑更具有优势[10] 。尤其是在治疗转录本表达成

熟 RNA 的可变剪接过程发生异常相关疾病时，DNA 编辑由于对转录过程的控

制有限，因此 RNA 编辑更适合用于进行 RNA 转录过程相关疾病的治疗。除此

之外，大量、多种类型的 RNA 表观修饰广泛存在于不同类型的 RNA 上，因此

RNA 编辑除了可以对靶位点的碱基进行转换外还可以实现表观修饰，调控细胞

的生长、互作等表观转录组过程。 

2017年，张峰团队开发了一种 RNA单碱基 A-to-I编辑技术[12]，该技术利用

一种催化失活的 RNA 导向蛋白 Cas13b 蛋白（dPspCas13b）将腺苷脱氨酶

（ADAR）定位到目标位点实现 A-to-I 的编辑。作者在 ADAR2 脱氨酶中引入

E488Q 突变，获得 ADAR2DD，将该突变体与 dPspCas13b 融合以生成更加特异

靶向目标 RNA 位点的 RNA 编辑工具，以上系统称为可编程的 A-to-I 转换的

RNA 编辑技术 REPAIR（RNA Editing for Programmable A-to-I Replacement）。在

使用 REPAIRv1 靶向编辑特定位点结果中，作者发现针对内源转录本目标位点

的编辑效率较低，并且同时观察到较高的邻近脱靶现象。由于 ADAR 蛋白在
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REPAIR 系统中的外源过表达方法，作者猜测靶向转录本和全基因组的 RNA 脱

靶编辑由 ADAR 脱氨酶造成。为了提高 REPAIRv1 的特异性，张峰团队在

ADAR 蛋白中引入了突变，提高 dCas13b-ADAR2DD 融合的特异性，得到了

REPAIRv2。尽管在特异性更高的 REPAIRv2 系统中仍然存在少量的邻近编辑，

但相较于 REPAIRv1 系统在维持靶向编辑效率的基础上实现了特异性的显著特

高。因此高特异性版本的 REPAIRv2 系统在哺乳动物系统中的 RNA 编辑具有巨

大潜力和广泛的应用方向[8]。 

 

1.2 单碱基编辑工具的特异性 

随着碱基编辑工具的开发，研究发现单碱基编辑系统可能会在 DNA 和

RNA 上引入额外的碱基转换[11]，即脱靶编辑。此外，当这些编辑器在人体内使

用时，携带碱基编辑工具的递送载体有时可能会错误定位到非靶向的器官、组

织或特定类型细胞内，从而导致脱靶效应[12]。为了提高基因组编辑工具在临床

中应用的安全性，脱靶评估是安全性评估中至关重要的部分。 

造成脱靶的原因主要分为两个方面。Cas 核酸酶可以容忍 DNA 底物上的一

些错配或插入缺失，从而导致对非目标位点的核酸序列产生编辑[13–15]。这种错

配主要是在引导序列负责结合 DNA 的靶向链并赋予靶向的特异性的过程中产生

的。这些脱靶位点与 gRNA 具有序列相似性，并且依赖于核糖核蛋白复合物，

因此被称为 Cas 依赖型脱靶。此外，脱氨酶的过度表达或结构域特性可能会导

致随机的脱氨作用发生，该脱靶编辑的底物具有与编辑器靶向编辑底物相似的

二级结构和序列特征[16,17]，造成碱基编辑器在非目标位点的编辑。因此这类由

脱氨酶产生的脱靶称为 Cas 非依赖型脱靶。对于 Cas 依赖型脱靶，先后有团队

开发 Cas-OFFinder、CRISPOR、GUIDE-seq、CIRCLE-seq 和 CHANGE-seq 等检

测方法检测全基因组的脱靶现象[15,18–21]。对于 Cas 非依赖性的脱靶，也先后开

发出了 GOTI、正交 R 环测定以及 Detect-seq 等检测技术鉴定全基因组脱靶[22–

25]。 

除了以上针对 DNA 水平的脱靶的检测技术，针对 RNA 水平的脱靶问题，

广泛、快速且成熟的 RNA-seq测序是一种目前检测 RNA编辑工具在全转录组水
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平脱靶的主要方法。因为全转录组在全基因组的占比较低（~3%），利用 RNA-

seq 可以实现较深通量的测序，实现全转录组脱靶检测的灵敏度和可靠性。 

 

1.3 基于 RNA-seq 的脱靶检测方法 

中心法则中 RNA 作为 DNA 和蛋白质之间的关键中间过程，对调控上游基

因表达和影响下有翻译都是重要的存在，转录过程和基因表达的研究是分子生

物学中的重要方向。目前开发的大多数变异检测方法都是基于全基因组或外显

子组测序数据，这些方法中大多数都是基于原始序列读数（reads）与参考基因

组的比对的高通量测序获得[26]。这种方法有一些缺点，包括测序基因组组装的

不完整性[27]、测序错误、单核苷酸多态性对读数映射的干扰、个体基因组的结

构变异[28]。因此，在应用于结构多样、读长较短的 RNA测序时具有一定的局限

性，此前已有多项研究比较了针对短读长测序数据的变异检测工具[29–36]，其中

广泛使用且检测性能表现较好的分析工是 GATK（The Genome Analysis Toolkit）

系列[37]。此外，VarScan[38,39]和 BCFtools[40]也被广泛用于检测 SNP（Single 

Nucleotide Polymorphism）、插入（Insertion）和缺失变异（Delete）检测。 

为了更安全的使用 REPAIR编辑工具，针对 REPAIR编辑工具的安全性评估

是目前亟待考察和解决的问题。在除了上文中提到的 GATK、VarScan2 和

BCFtools，我们还将使用到一套组内研发中的分析流程——de novo。de novo 流

程基于 RNA-seq 分析流程，并在此基础上加入了数步可调节的过滤步骤，使得

用户可以根据结果调整参数以获得精度较高的真是结果。本研究将使用上述四

种工具/流程对 REPAIR 工具的脱靶效应和也异性进行分析和评估。 

通过对 REPAIR 系列 RNA 单碱基编辑工具进行深入的脱靶效应评估，本研

究期望可以全面认识这一技术的优缺点，为未来将其安全高效地应用于临床诊

疗和基础研究奠定基础，从而推动单碱基遗传性疾病的治疗和生命科学的发展。

同时，本研究围绕 RNA 编辑工具的特异性分析流程也将为其他基因编辑技术的

脱靶风险检测提供参考，促进精准高效的基因编辑技术不断开发和应用，实现

临床和预后的有效治疗。 
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二、 材料与方法 

2.1 数据来源 

构 建 质 粒 REPAIRv1_TAG、REPAIRv1_NT、REPAIRv2_TAG 和

REPAIRv2_NT，转染至 HEK293T 细胞中，并将样本在 Illumina Hiseq 平台上进

行测序，得到 RNA-seq 数据。对原始 fastq 文件进行去接头、质控、比对等处理，

得到 BAM 文件。样本中是否有 TAG（TAG/NT）对于本课题的结果不产生影响，

只作为一个平行实验组。因此，本课题最终用到的数据源为 Evector、

REPAIRv1、REPAIRv1_NT、REPAIRv2、REPAIRv2_NT 五个 BAM 文件。 

 

2.2 服务器环境和工具资源 

在实验室服务器集群上进行，Linux CentOS 7，主要用到以下工具包： 

snakemake（7.32.3），GATK（4.0.5.1），VarScan2（2.3.9），BCFtools

（1.14），SAMtools（1.18），Python（2.7.18、3.10.10），R（4.1.3），BEDtools

（2.30.0），Intervene（0.6.5），featureCounts（2.0.1），HOMER（4.11）。 

GATK 使用 QD < 2.0，FS > 60.0，MQ < 30.0，MQRankSum < -12.5，

ReadPosRankSum < -8.0，DP < 20 的标准进行粗过滤； 

VarScan2 使用 default 参数；BCFtools 使用 Multiallelic calling（-m）。 

 

2.3 本地环境和资源 

Python（3.10.11），R（4.3.1），IGV（2.17.3） 

Python 工具包均用 pip install 下载，R 工具包均在清华镜像下用

install.packages()下载，IGV 由官网下载安装。 

在本地操作的流程有，表达量分析、找点统计结果分析绘图以及最后的错

义突变分析。 

 

2.4 变异检测的准确性评估 

为了评估各个工具变异检测的性能，本文定义了概念以示区分： 

真阳性（TP）：由变异检测工具识别出来，并且经过人工 IGV 截图检验为
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真脱靶位点； 

真阴性（TN）：不是脱靶位点且工具未识别出； 

假阳性（FP）：由变异检测工具识别出来，但是经过人工 IGV 截图检验不

是脱靶位点； 

假阴性（FN）：工具未识别出的脱靶位点。 
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三、 研究结果 

3.1 不同基因组变异检测工具/方法的比较和变异位点识别 

3.1.1 工具/方法的选择和安装 

先前开题的调研环节，选择了目前主流的基因组变异检测工具作为本文的

主要研究对象，包括：Genome Analysis Toolkit（GATK），VarScan2，BCFtools

和组内自行研发的变异检测流程（以下称为 de novo 流程）。基于编辑器造成脱

靶的化学原理，在实际安装和应用的过程中，将着重考察以上工具/方法对于单

核苷酸多态性（SNV）的识别和检测能力，而不考察其对于基因组上插入或缺

失（Indel）的调用能力。 

首先需要辨析两种基因突变类型，即生殖细胞突变（germline）和体细胞突

变（somatic），大多数变异检测工具对于这两种变异类型的分析流程

（pipeline）或者应用的程序包存在差异，因此为了结果的准确性，需要在一开

始明确本研究适用的流程或工具。本实验数据来源于在人类胚胎肾细胞

（HEK293T）中进行的前期实验，同时由于编辑造成的突变具有可传递性，因

此属于 germline 类型突变，这将指导后续对于变异检测工具的具体分析流程的

准确选择。 

GATK 作为一种已经被广泛应用于高通量测序数据分析的工具集，具有丰

富的工具包和相对成熟的分析流程[41]。依据本研究的数据类型（RNA-seq 数

据）、实验目的（SNV 检测）和基于此的 GATK 官方建议[42]，选择使用

SplitNCigarReads — BaseRecalibrator — HaplotypeCaller — VariantFiltration — 

SelectVariants 的分析流程。HaplotypeCaller 是 GATK 工具中一款通过单倍型的

局部重组调用 germline 突变类型的单核苷酸突变位点的工具包[43]。

SplitNCigarReads 用于将 RNA 测序读长（reads）分割成更易比对和分析的长度

[44]，可供 HaplotypeCaller 直接调用。BaseRecalibrator 用于对碱基质量分数的重

新校正，在变异检测的过程中，碱基质量分数在权衡支持或反对可能的变异等

位基因的证据方面发挥着重要作用，因此纠正数据中观察到的任何系统偏差非

常重要[45]。VariantFiltration 是可以通过人工设定的过滤标准对初识别的 SNP 位

点进行筛选的硬过滤（hard-filtering）工具包[46]，并且相对于用机器学习的方法

https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/13832655155099--Tool-Documentation-Index#SplitNCigarReads
https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us/articles/13832655155099--Tool-Documentation-Index#SplitNCigarReads


8 

进行变异位点质量得分校正（VQSR）的过滤方式，更适合目前训练数据较少

的 RNA 测序结果。而 SelectVariants 工具包则用于从变异检测结果（VCF 格式

文件）中选择特定的变异记录[47]。此前，已有研究证明了运用 HaplotypeCaller

和 VariantFiltration 组合的 pipeline，进行 RNA-seq 数据 SNP 位点提取和过滤的

可行性[10]。运行 conda install -c bioconda gatk4 命令，在服务器上安装 GATK 工

具集。 

VarScan 工具在 2009 发表之后又在 2013 年推出了 VarScan2，并且底层的

启发式算法也使得 VarScan2 对于非常规情况的位点识别表现优于其他基于贝叶

斯算法的工具[38,39]。本研究将依据官方文件中提供的关于 germline 细胞系突变

检测的推荐流程。运行 wget 命令从 GitHub 下载 JAVA 程序，运行 java -jar 

VarScan.v2.3.9.jar 命令，调用 VarScan2。 

SAMtools 最初发布于 2009 年[48]。该工具集不仅包括用于转换和操作 SAM

和 BAM 文件的实用工具包，还包括一个突变检测的工具包，即 BCFtools

（2010 年，版本 0.1.9）[49]。BCFtools 的处理对象通常是二进制 VCF（Variant 

Call Format）文件。它提供了一系列命令行工具，用于对 VCF 文件进行各种操

作，包括过滤、统计、转换格式等。 

de novo 流程是由课题组自行研发设计的脱靶位点检测流程，由前期的数据

处理、格式转换、剔除对照组存在的已知突变和最终的突变位点检测组成。其

中，突变位点检测的原理是通过多次调整突变 reads 数（mut count）、覆盖的

reads 数（cover count）、突变率（mut ratio）、最大覆盖 reads 数（max cover）

和 q 值（q value）等组合条件的数值进行过滤，最终得到趋于稳定的脱靶结

果，即为编辑工具在全转录组造成的可能脱靶位点。以上用于过滤的条件，统

称为 cutoff。 

 

3.1.2 SNP 位点调用和粗过滤 

依托于实验室服务器已有的 snakemake 工具，此部分大多数脚本以

snakemake 文件的形式进行编写。首先，依据分析工具分类，分为 GATK，

VarScan，BCFtools，de novo 五组，分别输入经过预处理的 Evector、

REPAIRv1、REPAIRv1_NT、REPAIRv2、REPAIRv2_NT 五个样本的 BAM 文
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件，提取其中的变异位点。为了更直观全面的比较各种工具的脱靶检测能力，

将在 3.1.3 中使用统一的标准（cutoff）对假阳性位点进行过滤，所以在此不设

置严格的过滤标准，沿用工具的默认设置或者官网推荐的标准。 

 

3.1.3 统一过滤标准 

为了更好的比较工具之间的表现及工具间平衡比较，本研究对于不同变异

检测工具得到的粗过滤 SNP 位点结果使用相同的标准过滤。选取 3.1.1 中提及

的 mut count、cover count 和 q 值作为过滤控制条件，其中 q 值固定为 0.001。

mut count 和 cover count 作为产生主要影响的过滤控制条件，分别从宽松到严格

设置了三个不同的梯度，经组合得到 M1C3、M3C5、M6C30 这三个 cutoff。将

提取 mut count 和 cover count 同时满足大于等于 cutoff 的突变位点。 

同时，在预实验的过程中，发现以 Evector 样本作为对照，并在过滤之前先

去除其他四个实验组中与对照组相同的突变位点，会对整体结果造成较大影

响。这种影响表现为不去除对照组位点，在过滤后得到的点数量较多且大部分

为假阳性点，而去除对照组位点后再过滤后得到的点数几乎为 0。这两者之间

的巨大差异促使正式实验中将实验组分为了去除对照组前过滤（without fix）和

去除对照组后过滤（with fix）这两大类进行比较，以验证去除对照组这一步骤

对于降低假阳性的必要性。由样本（Evector、REPAIRv1、REPAIRv1_NT、

REPAIRv2、REPAIRv2_NT）、cutoff（M1C3、M3C5、M6C30）、去除对照组

前后（without fix、with fix）和分析工具（GATK、BCFtools、VarScan2、de 

novo）这四个变量组合，最终得到 120 个变异检测组合结果（点集）。 

 

3.1.4 结果比较 

3.1.4.1 去除对照组前后结果对比 

由于 REPAIRv1 和 REPAIRv2 都是针对腺嘌呤的 RNA 单碱基编辑工具，因

此 3.1.4 部分对于脱靶位点的统计分析也集中于 A > I 位点，其他突变类型的脱

靶位点不作分析，以下不再赘述。 
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图 1. 去除对照组样本前后脱靶位点数量统计 

浅蓝色代表去除对照组（Evector）前经过过滤留下的点数，深蓝色表示去除对照

组后经过滤留下的点数，圆点大小与数量正相关，每个圆点右侧的数值为改点的

准确计数；横向以分析工具为分组，纵向以 cutoff 为分组；纵坐标为脱靶位点计

数，横坐标为样本来源 

 

以上结果可以看出，无论是否加入去除对照组这一步，在相同的过滤条件

下 de novo 流程找出的 SNP 位点都显著多于其他三种已发表工具；并且对于所

有工具，在全部 3 个 cutoff 的分类下，去除对照组这一步对于最终得到的点数

都产生了较大的影响，可以导致数量上 50%-100%的缺失。同时值得注意的

是，GATK、VarScan2 和 BCFtools 分别在 M1C3 和 M3C5 两个 cutoff 下得到的

结果是一致的。然而，数量上的一致并不能完全说明在这两个 cutoff 下找到的

点集就是相同的；同时数量上的巨大差异也不能完全说明去除对照组这一步的

作用，目前为止并不能排除剩下的点集中依旧存在大量假点、去除的点集中存
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在大量真点的情况。因此为了增加严谨性，需要进一步验证点集中的 SNP 位点

的真假。 

以上段落中提及的“真点”在这里定义为由编辑工具造成的脱靶位点并且被

突变调用工具成功找到，“假点”定义为除编辑工具造成的脱靶之外的其他 SNP

并且被突变调用工具成功找到。由定义可知，如果大量“真点”被排除在最终点

集之外，则会增加假阴性；如果大量“假点”被包含在最终点集之内，则会增加

假阳性。为了验证 SNP 位点的“真假”，首先编写 Python 脚本从点集中随机选取

100 个 SNP 位点（不满 100 的则选取全部）构成截图脚本，随后导入 IGV

（Integrative Genomics Viewer）进行自动截图，通过判断 IGV 截图得到该 SNP

的“真假”性（图 2），并统计结果。需要注意的是，从图 1 的结果可以发现在点

的数量上 M1C3 和 M3C5 的差距较小，而 M3C5 和 M6C30 的差距较大，因而在

此我们认为在 M6C30 的 cutoff 下所得到的结果，真点的含量会更高，故对

M6C30 的结果进行如上描述的 IGV 验证。 

如图 3 所展示的结果，本研究得出以下两个结论： 

① de novo 流程在查找识别由脱靶造成的 SNP 位点上，相较于其他工具有

显著优势，具有较低的假阳性； 

② 去除对照组这一步骤对于降低结果的假阳性有较为明显的作用，对于整

个分析流程具有必要性。  
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图 2. IGV 截图判定 SNP 真假性标准示例 

如图所示为人 12 号染色体上的第 62021979 号碱基（图片正中大部分都是 C 碱基

的位点），因为满足①突变率大于 50%②所有测到的样本都有大量突变，从而被认

定为是细胞本身的 SNV；左侧 62021976号碱基则在满足突变率小于 50%的同时，

是 REPAIRv1 系列样本的独特位点，因此判定为真点。编写的脚本针对的是每张

图正中间的碱基位置，所以虽然这张图上有一个真点一个假点，但是由突变识别

工具找到的是这个假点而非真点，因此在统计结果时这张图将被记为“假点” 

 

图 3. M6C30 条件下去除对照组前后真假位点统计 

如图所示，红色系均代表经 IGV 截图验证后的假点，绿色系均代表经 IGV 截图验

证后的真点；y = 0 的上方代表去除对照组后的，下方代表去除对照组前的；柱子

上的数字代表这一类的位点计数；可以发现除 de novo流程之外的工具，在去除对

照组之后只留下很少的位点；所有工具在去除对照组之后，假阳性率都有所下降；

de novo 流程在去除对照组前后的假阳性率均低于其他三个工具 

 

3.1.4.2 突变位点散点图 

张锋实验室开发的 REPAIRv1 和 REPAIRv2 的编辑效率分别约为 20%-30%

且 REPAIRv2 的特异性相较于 REPAIRv1 提升了 919 倍[50]，基于此推断，在

REPAIR 系列编辑工具较为安全的情况下，它们的脱靶效率应当低于编辑效率

即 20%，并且 REPAIRv2 的脱靶率应当低于 REPAIRv1。 
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进一步延伸，本文认定在找到的位点中，突变率在 20%左右和以下的 SNP

位点是真点的概率更大，而突变率越大越有可能是实验细胞本身自带的 SNV。 

 

图 4. 相对于工具的位点突变率抖动散点图 
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A. REPAIRv1样本去除对照组后在三个 cutoff下的突变率抖动图，横坐标为工具名

称从左至右依次为bcftools，de novo，gatk和varscan，纵坐标为突变率的百分数，

图中每个点都代表一个被检测出的位点，可以发现 M6C30 的突变率相较于其他两

组更小，并且 de novo 找到的点中，大部分点的突变率都低于 25%；B. 对照组和

REPAIR 系列在三个 cutoff 下去除对照组前后的突变率抖动图，三个 cutoff 间展现

的趋势与 A 相同，同时可以发现，去除对照组这一步去除的点大部分突变率在

75%-100%之间，而这些点大概率是细胞本身的 SNV，也验证了去除对照组这一

步对于降低假阳性的重要性 

 

如图 4 所展示的结果，M6C30 的 cutoff 和去除对照组这一步骤都较好的去

除掉原始点集中疑似假阳性的部分，从另一个角度验证了 3.1.4.1 的结论。此

外，无论是在什么样的外加条件下，de novo 流程获得的结果的突变率处于 25%

以下的比例都显著高于其他三种工具。因此，本文得出以下结论： 

① 去除对照组的； 

② 在 M6C30 的 cutoff 下的； 

③ 由 de novo 流程分析识别得到的， 

脱靶位点结果，是以上所有组合方案中假阳性最低的一种。 

而在此条件下得到的 REPAIRv2 脱靶位点个数也远低于 REPAIRv1 的脱靶

个数，比较符合张峰实验室所提供的背景数据。可以判定，以上工作流程是合

理且可靠的。 

 

3.1.4.3 Venn 图比较 

在 3.1.4.2 的基础上，本实验继续对去除对照组后并经过 M6C30 过滤的

SNP 位点集之间的特异性和共性进行分析。如图 5A 所示，在 M6C30 情况下，

至少有 50%以上的脱靶位点是与其他样本共享的，在总脱靶位点较少的

REPAIRv2 系列样本中，这个数字更将达到 70%以上；至少被 3 个样本所共享

的点数达到 143 个。这提示 REPAIR 系列工具的脱靶可能存在某种特定的内在

模式或者偏好性。 

而在 3.1.4.2 已知 de novo 流程的优越性的基础上，图 5B 所显示的工具间的

几乎为零的重叠数也某种程度上暗示其他三种工具所存在的高假阴性问题。 
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由此，因为具有相对低的假阳性和假阴性，de novo 流程在工具比较环节脱

颖而出。本文之后部分的分析将用到的数据均来自于去掉对照组后、由 de novo

流程分析并通过 M6C30 过滤所得的 A-to-I位点信息。 

 

图 5. 工具比较和样本比较的 Venn 图 
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A. 三个 cutoff 下 de novo 流程所得的不同样本间的 venn 图，从左上角顺时针分别

为 REPAIRv1_NT，REPAIRv2，REPAIRv2_NT，REPAIRv1；B. M6C30 cutoff 下

REPAIR 系列样本在不同流程/工具间的 venn 图，从左上角以 Z 字形顺序分别为

REPAIRv1，REPAIRv1_NT，REPAIRv2，REPAIRv2_NT，每幅图内从左上角顺时

针分别为 gatk，de novo，varscan，bcftools 

图 6. 序列偏好性分析结果 
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A. 每个样本中 3bp motif 序列的统计柱状图，从左上角 Z 字形顺序依次为

Evector，REPAIRv1，REPAIRv1_NT，REPAIRv2，REPAIRv2_NT，每张图内横

坐标为 motif 种类，纵坐标为计数；B. 每个样本中 3bp 短序列的序列标识图

（sequence logo），从上到下依次为 Evector，REPAIRv1，REPAIRv1_NT，

REPAIRv2，REPAIRv2_NT 

 

3.2 REPAIR 系列工具脱靶位点的偏好性统计分析 

3.2.1 脱靶位点的序列偏好性 

为了进一步了解 ADAR 酶的序列偏好性，本实验将脱靶位点及其前后各

1bp 碱基组成的 3bp 碱基单位命名为“motif”，motif 将作为 3.2.1 部分的主要分析

对象。 

首先，运用脚本提取脱靶位点所在的 motif 序列，并按样本对 motif 进行分

类统计。如图 6A 所示，统计得到每个样本中占主导的 motif 类型：Evector

（UAG、AAG），REPAIRv1（AAG、UAG），REPAIRv1_NT（AAG、

UAG），REPAIRv2（UAG、AAG），REPAIRv2_NT（UAG、AAG）。从图

6B 的 sequence logo 图中也可以发现，motif 第三位是 G 的概率大于是其他三种

碱基的概率；第一位是 A 和 U 的概率都较大，是 C 的概率次之。REPAIRv1 系

列更偏向于 AAG 类型而 REPAIRv2 系列更偏向于 UAG。 

然而值得注意的是，作为对照组的 Evector 样本理论上不应该存在编辑工具

造成的脱靶位点，但是因为找点过程中人为设定的标准并不绝对精确，遗留下

来的少数位点为细胞本身自带的 SNP。鉴于此，在 Evector 样本中最多的 UAG

类型 motif 可能并不是 ADAR 酶的偏好性 motif。此外，已知 REPAIRv1 的脱靶

率高于 REPAIRv2，在不能消除对于造成 UAG 大量富集的内源性疑虑之前，

REPAIRv1 所展示的对于 AAG 序列的脱靶偏好性可信度要高于 REPAIRv2 所展

示的对于 UAG 序列的偏好性。 

以上的结果为后续研究在更安全的环境下运用 REPAIR 系列工具提供了建

议，即在实验设计时选择规避在目标位点的编辑窗内存在 AAG 和 UAG 序列的

情况，从而减低可能的脱靶的概率；同时对于 NAG 的偏好性也可以被利用到

编辑位点的设计当中，从而提高编辑效率。 

 

3.2.2 脱靶位点的 Cas 蛋白依赖性探索 
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通常情况下，脱靶分为 Cas 蛋白依赖性脱靶和 Cas 蛋白非依赖性脱靶。依

赖性脱靶是因为包含脱靶位点的一段序列与 gRNA 具有序列相似性，Cas 蛋白

会因此将脱氨酶引导到这段相似但错误的序列上从而造成脱靶。而 Cas 非依赖

性脱靶则可能是因为脱氨酶的过度活跃，需要降低其活性以达到降低脱靶率、

提高安全性的目的。 

为了探究包含脱靶位点的序列是否具有相似性，本研究采取在脱靶位点的

左右各延长 20bp，对这些 41bp 的序列进行 sequence logo 绘制。如图 7 所示，

所有的样本中都未呈现某一特定序列模式的倾向，因此可以判定 REPAIR 系列

工具的脱靶为 Cas 非依赖性脱靶。 

对于这种由过度活跃的脱氨酶造成的脱靶，张峰实验室在 v1 到 v2 的升级

中就采取了在脱氨酶结构域引入特高特异性的点突变（T375G）来降低 v2 的脱

靶。但同时这也牺牲了靶向编辑效率。因此，需要额外的方法来生成既精准又

高效的编辑器。 

图 7. 脱靶位点及其前后 20bp 序列的 sequence logo 
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3.3 通过基因表达量分析初步判断脱靶对细胞表达的影响 

在具体分析每个脱靶位点造成的变化之前，需要先确认所有的脱靶是否已

经对细胞的生存情况或者重要功能造成较大的影响。 

 

图 8. 差异表达分析和富集分析结果 

A. Mean-Dispersion（MA）Plot，x 轴表示基因的平均表达水平，y 轴表示基因表

达水平的变异性或差异性（对数倍变化），每个点代表一个基因，灰色的部分没有

差异性，蓝色的部分有差异性，参考水平为 Evector；B. Valcano Plot，x 轴表示基

因的 log2倍数变化（log2FC），y 轴表示-log10调整后的 p 值（padj），用于表示基

因的显著性，其中“Up”表示在实验组相对于对照组（Evector）上调（log2FC>1）
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的基因，“Down”表示在实验组相对于对照组下调（log2FC<-1）的基因，“NoDiff”

表示在两组条件之间没有显著差异的基因；C.  Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes（KEGG）通路富集气泡图，对 DESeq2 步骤得到的差异表达基因进行筛

选，保留 p 值小于 0.05 同时 log2FC 绝对值大于 1 的基因，同时依据 log2FC≥1 和

<1 区分出上调和下降的基因，分别通过 KEGG 将其富集到通路上，并绘制出气泡

图 

 

首先对原始的 BAM 文件使用 featureCounts 工具包计数，然后使用

DESeq2，将 Evector 设置为参考水平，分析 REPAIRv1、REPAIRv1_NT、

REPAIRv2、REPAIRv2_NT 相对其的差异表达统计，并将得到的结果绘制成

MA 图。如图 8A 所示，MA 图分布相较于 0 轴较为对称，说明数据表达不存在

明显异常。接着用 DESeq2 的结果绘制火山图（图 8B），发现大多数基因

log2FC 的绝对值都在 5 以内，不存在大于 10 的异常值。同时，对 DESeq2 的结

果进行 KEGG 富集分析并绘制出的气泡图也没有出现 p 值非常显著（小于

0.01）、基因计数较大的通路，也可以反映对于细胞整体的影响较小。 

因此，经过初步分析，本实验找到的脱靶位点并未对细胞整体的功能或者

细胞生存造成不可逆的恶劣影响，REPAIR 系列工具的安全性值得进一步评

估。 

 

3.4 由脱靶造成的氨基酸变化预测 

3.4.1 无义突变和错义突变 

基因通过调控蛋白质的合成来影响细胞活动和生成，因此在 3.3 已知

REPAIR 系列工具所造成的的脱靶位点对细胞整体正常运转不造成巨大威胁的

基础之上，本研究将进一步探索每个脱靶位点具体会导致的氨基酸的变化。由

于关注点在于蛋白编码，所以我们只选取在 CDS 区域上的脱靶位点进行分析。 

首先编写一个由序列、CDS（coding sequence）起止位置和脱靶位点的位置

得到碱基变化前后所在密码子翻译得到的氨基酸的 Python 函数，在此过程中需

要注意脱靶位点在密码子上的相对位置。之后，对每个位点注释，得到位点所

属的基因名称。通过基因名称去参考文件中查找并提取出对应的转录本序列以

及 CDS 序列的起始位置。再适当延长脱靶位点所在序列（左右各延长

20bp），将这条延长序列比对到参考转录本序列上，从而得到脱靶位点在参考
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序列上的位置。整合以上信息，输入到先前编写的 Python 函数中，从而得到位

点突变导致的氨基酸变化。 

在注释突变靶点之前，除去低质量和覆盖数较低的位点，得到的新的脱靶

位点数见表 1 中的“输入点数”；经过注释、能在参考转录本文件中找到对应基

因、最后得到碱基改变后氨基酸类型的位点个数见表 1 中的“输出点数”。可以

发现，大部分的脱靶位点都在非蛋白编码序列上，被去除。同时值得注意的

是，在“输出点数”中计数的位点即最终 Python 函数有输出结果的脱靶位点，也

可能存在突变前后对应的氨基酸不发生变化的情况，即无义突变。为了更细致

的区分无义突变和相对生物体影响更大的错义突变，在结果中也加上了对于“是

否为错义突变”的判断。 

表 1 输入点数和输出点数统计表 

样本 Evector REPAIRv1 REPAIRv1_NT REPAIRv2 REPAIRv2_NT 

输入点数 51 4008 2942 153 207 

输出点数 2 355 304 29 30 

 

表 2 错义突变前的原始氨基酸统计 

 

表 3 错义突变后的新氨基酸统计 

 

 

 

由图 9 可以发现，REPAIR 系列的升级，不仅大幅度降低了在蛋白编码序

列上的脱靶，并且还大幅降低了有害的错义突变的比例，从原先的 70%降低到

了 40%-50%，这使得 REPAIR 工具的安全性得到了巨大的提升。 

接着，合并所有样本的数据，并提取出错义突变的部分进一步分析。如表

2 所示，在全部的 499 个错义突变位点中，有 125 个位点的原始氨基酸为赖氨

酸，占比将近 25%。赖氨酸所对应的密码子为 AAG 或 AAA，这与 3.2.1 得到的

motif 偏好性 AAG 一致。虽然 motif 不等同于密码子，但是某种程度上还是暗示

了大量赖氨酸发生突变可能和 REPAIR 工具的脱靶序列偏好性有关。 

 

AA Lys Thr Gln Tyr Ser Asn Glu Arg Ile Asp His Met Stop 

计数 125 62 49 41 40 39 38 33 31 16 11 11 3 

AA Arg Gly Ala Cys Val Ser Glu Met Asp Trp 

计数 164 127 62 41 30 27 21 12 12 3 
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图 9. 无义突变和错义突变个数统计 

红色柱子代表错义突变，绿色柱子代表无义突变 

 

除此之外，本实验还对突变后产生的新氨基酸进行了统计。如表 3 所示，

精氨酸是突变后得到的最多的氨基酸种类，有 164 个位点。这可能是因为精氨

酸是对应密码子最多的氨基酸之一。但通过对 164 个精氨酸位点的原始氨基酸

统计分析，发现其中有 104 个都突变自赖氨酸，即 AAG > AGG 或 AAA > 

AGA。而剩余的 21 个赖氨酸都突变为了谷氨酸，即 AAG > GAG 或 AAA > 

GAA。在存在序列偏好性的前提下，倾向于认为赖氨酸到精氨酸是源自 AAG > 

AGG，赖氨酸到谷氨酸是源自 AAA > GAA，还需要进一步一对一去到原序列

中回溯进行验证。 

 

3.4.2 错义突变的空间分布和功能分布 

3.4.2.1 在染色体上的分布 

由图 10A 可以发现，错义突变主要集中分布在 1 号、19 号、11 号、3 号、

2 号和 17 号染色体上，这些染色体上的错义突变总和已经将近总数的 50%。这

指示后续研究在使用 REPAIR 系列工具并设计编辑位点时，要考虑规避这些较

高风险的序列区域。 
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3.4.2.2 在通路上的富集结果 

对错义突变所在的基因进行 KEGG 富集，选取所有显著的通路（图

10B），并依据通路分类绘制每个基因的数量统计图（图 10C）。发现显著性排

名前三的通路为 Polycomb 抑制复合体（Polycomb repressive complex, PRC），

肌萎缩性侧索硬化症（Amyotrophic lateral sclerosis, ALS），细胞周期（Cell 

cycle），基因数量排名前三的通路是肌萎缩性侧索硬化症（Amyotrophic lateral 

sclerosis, ALS），癌症中的蛋白多糖（Proteoglycans in cancer），细菌侵入上皮

细胞（Bacterial invasion of epithelial cells）。其中，肌萎缩性侧索硬化症、亨廷

顿病、脊髓小脑性共济失调均为神经退行性疾病。在缺少进一步实验验证的情

况下，本文暂时无法确认由脱靶造成的错义突变一定会导致某种病理性的结

果，但是目前的实验结果已经提供了 REPAIR 系列工具的脱靶效应会集中于神

经退行性疾病、癌症以及细菌感染的通路上的直接证据，并将启发未来对于脱

靶在这些通路上产生的影响的更深入的研究。 

 

3.4.3 根据实验结果给出的更安全使用 REPAIR 系列工具的建议 

1. 在 REPAIR 系列更完善的工具推出之前，更推荐使用 REPAIRv2 进行目

标位点编辑，以其造成的错义突变更少，安全性相对更高； 

2. 尽量在编辑窗区域内避免精氨酸密码子的存在，以降低因为序列偏好性

而造成的精氨酸上的脱靶突变； 

3. 在 1 号、19 号、11 号、3 号、2 号和 17 号染色体上进行的编辑设计，需

考虑编辑窗区域或者基因组上下游更广的范围内是否存在行使重要编码功能的

基因，如有可以选择规避或者通过表观修饰等手段对敏感区域进行保护； 

4. 该系列工具不建议使用在家族遗传谱系中存在癌症和神经退行性疾病高

发病率的人群或者已经发病的人群中，有诱导发病或者加重病程的可能性。 
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图 10. 错义突变在染色体上的分布和通路上的分布 

A. 错义突变在染色体上的分布，由高到低在一号染色体上分布的错义突变最多，

有 61 个；B. 对错义突变所在的基因进行 KEGG 通路富集，如图显示具有显著性

（p-value < 0.05）的 8 条通路，显著性从高到低分别是：Polycomb 抑制复合体

（Polycomb repressive complex, PRC），肌萎缩性侧索硬化症（Amyotrophic lateral 

sclerosis, ALS），细胞周期（Cell cycle），脊髓小脑性共济失调（Spinocerebellar 



26 

ataxia, SCA），蛋白质在内质网中的加工（Protein processing in endoplasmic 

reticulum），亨廷顿病（Huntington disease, HD），细菌侵入上皮细胞（Bacterial 

invasion of epithelial cells），癌症中的蛋白多糖（Proteoglycans in cancer）；C. 对错

义突变所在基因的分类环形柱状统计图，相同颜色表示所属同一通路，条形的长

短表示所有样本中该基因的总个数，条形顶端是对应的基因名 
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四、 讨论 

就如前言中所提及的，GATK-Haplotypecaller 和 VarScan2 都是经过验证并

且实用性和适用性都很强的 variant caller，但是在本课题中的表现却不尽如人

意。这可能是源于本课题所用的数据的特殊性和工具本身的算法不相适合。数

据上本实验采用 RNA-seq 数据，缺乏类似于 WGS 等的大量数据可用于模型训

练从而取出假阳性；对于脱靶的定义上，本课题需要过滤得到突变率低于编辑

效率的位点，这可能使得很多工具在低覆盖度时由于内置算法无法很好的辨别

出变异。这里需要理解 GATK-Haplotypecaller、BCFtools 和 VarScan2 所用到的

算法。 

其中，GATK HaplotypeCaller 主要基于贝叶斯方法[51]，在通过打分识别变

异区域后，再使用图算法重构可能的单倍型，并计算每个候选单倍型的似然，

最后使用贝叶斯推理框架，结合先验信息和计算出的单倍型似然，来判断每个

位点上的变异。HaplotypeCaller 会评估不同单倍型组合的概率，选择具有最高

后验概率的组合，并据此进行变异检测。本实验使用的 BCFtools 算法

（Multiallelic calling，-m）也是依据贝叶斯算法建立[52,53]：将读取质量得分计

算每个样本的基因型似然 𝐺𝑖(𝑥𝑦)作为观测数据给定基因型的概率 𝑃(data∣

genotype)；将遗传学理论计算等位基因集合的先验概率 𝑃(𝑆)设定为先验概率；

最后结合观测数据的似然和先验概率，得到后验概率 𝐿𝑆，用于评估给定等位基

因集合的可信度。 

对于贝叶斯算法的过于依赖就导致在本课题中，由于脱靶数量少且规律性

较低，可能在每个位点只有少量的测序读数覆盖，使得变异检测的统计功效降

低，而偶然的测序错误更可能被误认为是变异。此外，由于贝叶斯模型依赖于

先验假设，例如等位基因频率的先验分布。如果先验假设与实际数据分布不匹

配，可能会导致过度调用变异。例如，如果模型假设变异频率较高或者模型假

设过于简单不符合更复杂更无规律的脱靶数据分布，则可能会倾向于识别出本

身自带的 SNV 而无法识别出突变率较低的脱靶位点，从而增加假阳性。 

VarScan2 主要使用的则是启发式算法[54]，摆脱了对于先验概率的依赖，虽

然能通过阈值设置识别出低覆盖度区域内的少数变异位点，但同样可能因此而
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囊括因测序低质量产生的错误位点而假阳性增高。同时对于阈值的设置在脱靶

这种无同一性的研究对象上也很难精准把握，从而很难兼顾“找的全”和假阳

性低。 

在使用以上方法进行脱靶检测时，需要对测序数据的质量、参考数据的选

取以及结果的检验校正进行严格的控制，虽然可以提高检测效率并降低假阳

性，但是操作的繁琐也使得它们的可推广度大大降低。 

当然，脱靶检测的初衷是为了为更安全的使用基因编辑工具提供参考建

议，在未来我们期望有更高效且安全的编辑工具出现，与更精准的检测工具的

合作，使得基因编辑广泛用于疾病治疗的愿景能够早日实现。 
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