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1.遗传构建体，其包含

第一DNA元件，所述第一DNA元件包含

CRISPR指导序列和

支架序列；

所述第一DNA元件侧翼的第一相容性末端元件和第二相容性末端元件，其中所述第一

和第二相容性末端元件能够与彼此退火；

条形码元件；

所述条形码元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容性末端元件，其中所述第三和

第四相容性末端元件能够与彼此退火但不能与所述第一或第二相容性末端元件退火；以及

位于所述第四相容性末端元件和所述第一相容性末端元件之间的隔离位点，其中所述

DNA元件、第一相容性末端元件和第二相容性末端元件位于隔离位点的一侧，且所述条形码

元件、第三相容性末端元件和第四相容性末端元件位于隔离位点的另一侧。

2.权利要求1所述的遗传构建体，其还包含所述第一DNA元件上游的启动子元件。

3.载体，其包含根据权利要求1或2所述的遗传构建体。

4.遗传构建体，其包含：

多个DNA元件，其中所述多个DNA元件中的每个DNA元件包含CRISPR指导序列和支架序

列；

所述多个DNA元件侧翼的第一相容性末端元件和第二相容性末端元件，其中所述第一

和第二相容性末端元件能够与彼此退火；

多个条形码元件；

所述多个条形码元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容性末端元件，其中所述第

三和第四相容性末端元件能够与彼此退火但不能与所述第一或第二相容性末端元件退火；

以及

位于所述多个DNA元件与所述多个条形码元件之间的隔离位点。

5.载体，其包含

根据权利要求4所述的遗传构建体和

位于每个所述CRISPR指导序列上游的启动子序列。

6.用于产生组合载体的方法，其包括：

(a)提供含有第一遗传构建体的载体，所述第一遗传构建体包含：

CRISPR指导序列；

所述CRISPR指导序列侧翼的第二相容性末端元件和第一限制性酶的第一识别位点；

条形码元件；和

所述条形码元件侧翼的第三相容性末端元件和第二限制性酶的第二识别位点；

(b)在所述第一识别位点处切割所述第一遗传构建体，得到第五相容性末端元件，并且

在所述第二识别位点处切割所述载体，得到第六相容性末端元件；

(c)提供支架元件，所述支架元件包含

支架序列；

包含第一相容性末端元件和第四相容性末端元件的隔离位点；和

所述支架元件侧翼的第七相容性末端元件和第八相容性末端元件，其中所述第七相容
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性末端元件能够与所述第五相容性末端元件退火，并且所述第八相容性末端元件能够与所

述第六相容性末端元件退火；

(d)使所述支架元件与经切割的第一遗传构建体退火，其中所述退火发生在所述载体

和所述支架元件内能够与彼此退火的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述支架元

件整合在所述CRISPR指导序列与所述条形码元件之间，并且其中所述隔离位点位于所述支

架序列与所述条形码元件之间，从而产生组合载体。

7.权利要求6所述的方法，其还包括：

(a)提供根据权利要求6的组合载体；

(b)在所述支架元件内的隔离位点处切割所述载体，得到第一相容性末端元件和第四

相容性末端元件；

(c)提供第二遗传构建体，所述第二遗传构建体包含

CRISPR指导序列；

支架序列；

条形码元件；和

所述第二遗传构建体侧翼的第二相容性末端元件和第三相容性末端元件，其中所述第

二遗传构建体的第二相容性末端元件能够与所述载体的第一相容性末端元件退火，并且所

述第二遗传构建体的第三相容性末端元件能够与所述载体的第四相容性末端元件退火；

(d)使所述第二遗传构建体与经切割的载体退火，其中所述退火发生在所述第二遗传

构建体和所述载体内能够与彼此退火的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述第二

遗传构建体整合在所述载体中，产生包含串联的条形码元件和串联的CRISPR指导序列以及

支架序列的组合载体。

8.权利要求7所述的方法，其中所述组合载体还包含所述CRISPR指导序列上游的启动

子元件。

9.权利要求7或8所述的方法，其中所述方法是迭代的。

10.权利要求6至8中任一项所述的方法，其中所述第一识别位点和所述第二识别位点

具有相同的识别位点序列，并且所述第一限制性酶和所述第二限制性酶是相同的限制性

酶。

11.用于产生组合载体的方法，其包括：

(a)提供载体，所述载体包含：

多个CRISPR指导序列；

条形码元件，其中所述条形码元件位于所述多个CRISPR指导序列的下游；

任选的启动子序列，其位于所述多个CRISPR指导序列中的至少一个之上游；和

多种限制性酶的多个识别位点，其中所述多个识别位点各自位于所述多个CRISPR指导

序列之一的下游；

(b)用所述多种限制性酶中的至少一种在所述多个识别位点的至少一个处切割所述载

体，得到第一相容性末端元件和第二相容性末端元件；

(c)提供第一支架元件，所述第一支架元件包含：

支架序列，

任选的启动子序列，和
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所述第一支架元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容性末端元件，其中所述第三

相容性末端元件能够与经切割的载体的第一相容性末端元件退火，并且所述第四相容性末

端元件能够与经切割的载体的第二相容性末端元件退火；

(d)使所述第一支架元件与经切割的载体退火，其中所述退火发生在所述第一支架元

件和经切割的载体内的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述第一支架元件整合在

所述多个CRISPR指导序列之一的下游，从而产生组合载体。

12.权利要求11所述的方法，其中所述方法是迭代的。

13.用于产生组合载体的方法，其包括：

(a)提供载体，所述载体包含：

多个CRISPR指导序列，

条形码元件，其中所述条形码元件位于所述多个CRISPR指导序列的上游；

任选的启动子序列，其位于所述多个CRISPR指导序列的至少一个之上游；和

多种限制性酶的多个识别位点，其中所述多个识别位点各自位于所述多个CRISPR指导

序列之一的上游；

(b)用所述多种限制性酶中的至少一种在所述多个识别位点的至少一个处切割所述载

体，得到第一相容性末端元件和第二相容性末端元件；

(c)提供第一支架元件，所述第一支架元件包含：

任选的支架序列，

启动子序列，和

所述第一支架元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容性末端元件，其中所述第三

相容性末端元件能够与经切割的载体的第一相容性末端元件退火，并且所述第四相容性末

端元件能够与经切割的载体的第二相容性末端元件退火；

(d)使所述第一支架元件与经切割的载体退火，其中所述退火发生在所述第一支架元

件和经切割的载体内的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述第一支架元件整合在

所述多个CRISPR指导序列之一的上游，从而产生组合载体。

14.权利要求13所述的方法，其中所述方法是迭代的。
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用于CRISPR的大规模并行组合遗传学

[0001] 相关申请

[0002] 本申请根据35  U .S .C .119(e)要求2014年10月31日提交的美国临时申请号62/

073,126和2015年5月26日提交的美国临时申请号62/166,302的权益，其各自通过引用整体

并入本文。

[0003] 政府资助

[0004] 本发明是在由国立卫生研究院授予的基金号OD008435的政府支持下完成的。政府

对本发明享有一定的权利。

技术领域

[0005] 本发明涉及用于迅速产生包含CRISPR指导序列和支架序列的遗传元件的高阶组

合的方法和组合物，以及所述遗传元件的鉴定。本发明还涉及靶向表观遗传基因以抑制细

胞增殖的抑制剂的组合物和相关方法。

背景技术

[0006] 成簇规律间隔短回文重复序列(clustered  regularly  interspaced  short 

palindromic  repeats，CRISPR)/Cas系统最初在细菌和古细菌物种中作为抵抗外来遗传物

质(例如质粒和噬菌体)的防御机制被发现。天然存在的CRISPR/Cas系统依赖于三种组分的

表达：与靶序列互补的指导RNA序列、有助于将第三种组分(即，内切核酸酶)募集到位点的

支架RNA。尽管在许多细菌和古细菌物种中，CRISPR/Cas系统用于降解外来遗传物质，但该

系统已适用于很多种原核生物和真核生物，并已被用于许多方法，包括基因敲除、诱变和表

达激活或抑制(Hsu，等Cell(2014)157(6)：1262‑1278)。在遗传改造的CRISPR/Cas系统中，

可通过表达小指导RNA(small  guide  RNA，sgRNA)来避免对三种独立组分的需求，所述小指

导RNA含有用于结合靶序列的CRISPR指导RNA序列和共同模拟由单个指导RNA序列和支架序

列形成的结构并且足以将内切核酸酶募集到适当的靶位点的支架RNA二者(Jinek等，

Science(2012)337(6096)：816‑821)。

发明内容

[0007] 产生用于表达包含多于一种sgRNA(指导序列和支架序列)的多个CRISPR系统的载

体和遗传元件是非常费力的，并且使用传统克隆方法构建的CRISPR系统的文库的复杂度非

常有限。本文描述的方法允许产生包含多种sgRNA的载体，每种sgRNA包含CRISPR指导序列

和支架序列，以及可检测到的且用作CRISPR指导序列身份之指示物的串联的条形码

(barcode)元件。这些方法还提供了高复杂度载体文库的简单且迅速的产生。

[0008] 本发明的一些方面提供了这样的遗传构建体，其包含含有CRISPR指导序列和支架

序列的第一DNA元件；位于所述第一DNA元件侧翼的第一相容性末端元件和第二相容性末端

元件，其中所述第一和第二相容性末端元件能够与彼此退火；条形码元件；位于所述条形码

元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容性末端元件，其中所述第三和第四相容性末端
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元件能够与彼此退火但不能与第一或第二相容性末端元件退火；以及位于所述第四相容性

末端元件和第一相容性末端元件之间的隔离位点，其中所述DNA元件、第一相容性末端元件

和第二相容性末端元件位于隔离位点的一侧，而所述条形码元件、第三相容性末端元件和

第四相容性末端元件位于隔离位点的另一侧。

[0009] 在一些实施方案中，所述遗传构建体还包含第一DNA元件上游的启动子元件。

[0010] 一些方面提供了包含本文提供的任何遗传构建体的载体。

[0011] 另一些方面提供了这样的遗传构建体，其包含多个DNA元件，其中所述多个DNA元

件的每个DNA元件包含CRISPR指导序列和支架序列；位于多个DNA元件侧翼的第一相容性末

端元件和第二相容性末端元件，其中所述第一和第二相容性末端元件能够与彼此退火；多

个条形码元件；位于所述多个条形码元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容性末端元

件，其中所述第三和第四相容性末端元件能够与彼此退火但不能与第一或第二相容性末端

元件退火；以及位于所述多个DNA元件和所述多个条形码元件之间的隔离位点。

[0012] 另一些方面提供了这样的载体，其包含本文中提供的任何遗传构建体和位于每个

CRISPR指导序列上游的启动子序列。

[0013] 还有另一些方面提供了用于产生组合载体的方法，其包括(a)提供这样的载体，所

述载体含有包含以下的第一遗传构建体：CRISPR指导序列；CRISPR指导序列侧翼的第二相

容性末端元件和第一限制性酶的第一识别位点；条形码元件；以及所述条形码元件侧翼的

第三相容性末端元件和第二限制性酶的第二识别位点；(b)在第一识别位点处切割第一遗

传构建体，得到第五相容性末端元件，并且在第二识别位点处切割所述载体，得到第六相容

性末端元件；(c)提供这样的支架元件，其包含：支架序列；包含第一相容性末端元件和第四

相容性末端元件的隔离位点；以及所述支架元件侧翼的第七相容性末端元件和第八相容性

末端元件，其中所述第七相容性末端元件能够与所述第五相容性末端元件退火，并且所述

第八相容性末端元件能够与所述第六相容性末端元件退火；和(d)使所述支架元件与经切

割的第一遗传构建体退火，其中所述退火发生在所述载体和支架元件内能够与彼此退火的

相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述支架元件整合在CRISPR指导序列与条形码元

件之间，并且其中所述隔离位点位于支架序列与条形码元件之间，产生组合载体。

[0014] 在一些实施方案中，所述方法还包括(a)提供本文所述的任何组合载体；(b)在所

述支架元件内的隔离位点处切割所述载体，得到第一相容性末端元件和第四相容性末端元

件；(c)提供这样的第二遗传构建体，其包含：CRISPR指导序列；支架序列；条形码元件；以及

所述第二遗传构建体侧翼的第二相容性末端元件和第三相容性末端元件，其中所述第二遗

传构建体的第二相容性末端元件能够与所述载体的第一相容性末端元件退火，并且所述第

二遗传构建体的第三相容性末端元件能够与所述载体的第四相容性末端元件退火；和(d)

将所述第二遗传构建体与经切割的载体退火，其中所述退火发生在所述第二遗传构建体和

载体内能够与彼此退火的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述第二遗传构建体整

合在所述载体中，产生包含串联的条形码元件和串联的CRISPR指导和支架序列的组合载

体。

[0015] 在一些实施方案中，组合载体还包含CRISPR指导序列上游的一个或更多个启动

子。在一些实施方案中，所述方法是迭代的(iterative)。在一些实施方案中，所述第一识别

位点和第二识别位点具有相同的识别位点序列，并且所述第一限制性酶和第二限制性酶是
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相同的限制性酶。

[0016] 本发明的另一些方面提供了这样的遗传构建体，其包含：至少两个CRISPR指导序

列；条形码元件；以及位于每个CRISPR指导序列之间和位于所述条形码元件与最接近所述

条形码元件的CRISPR指导序列之间的限制性识别位点。

[0017] 另一些方面提供了这样的遗传构建体，其包含：多个DNA元件，其各自包含CRISPR

指导序列和支架序列；条形码元件；以及位于多个DNA元件的每个DNA元件上游的启动子序

列。在一些实施方案中，所述条形码元件位于遗传构建体的5’末端。在一些实施方案中，所

述条形码元件位于遗传构建体的3’末端。

[0018] 另一些方面提供了包含本文所述的任何遗传构建体的载体。

[0019] 还有另一些方面提供了用于产生组合载体的方法，其包括(a)提供这样的载体，其

包含：多个CRISPR指导序列；条形码元件，其中所述条形码元件位于多个CRISPR指导序列的

下游；位于所述多个CRISPR指导序列的至少一个之上游的任选的启动子序列；以及多种限

制性酶的多个识别位点，其中所述多个识别位点各自位于所述多个CRISPR指导序列之一的

下游；(b)用所述多种限制性酶的至少一种在所述多个识别位点的至少一个处切割所述载

体，得到第一相容性末端元件和第二相容性末端元件；(c)提供第一支架元件，其包含：支架

序列，任选的启动子序列，以及所述第一支架元件侧翼的第三相容性末端元件和第四相容

性末端元件，其中所述第三相容性末端元件能够与经切割的载体的第一相容性末端退火，

并且所述第四相容性末端元件能够与经切割的载体的第二相容性末端元件退火；和(d)使

所述第一支架元件与经切割的载体退火，其中所述退火发生在所述第一支架元件和经切割

的载体内的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述第一支架元件整合在所述多个

CRISPR指导序列之一的下游，从而产生组合载体。在一些实施方案中，所述方法是迭代的。

[0020] 另一些方面提供了用于产生组合载体的方法，其包括(a)提供这样载体，其包含：

多个CRISPR指导序列，条形码元件，其中所述条形码元件位于所述多个CRISPR指导序列的

上游；位于所述多个CRISPR指导序列的至少一个之上游的任选的启动子序列；以及多种限

制性酶的多个识别位点，其中所述多个识别位点各自位于所述多个CRISPR指导序列之一的

上游；(b)用所述多种限制性酶的至少一种在所述多个识别位点的至少一个处切割所述载

体，得到第一相容性末端元件和第二相容性末端元件；(c)提供这样的第一支架元件，其包

含：任选的支架序列，启动子序列以及所述第一支架元件侧翼的第三相容性末端元件和第

四相容性末端元件，其中所述第三相容性末端元件能够与经切割载体的第一相容性末端元

件退火，并且所述第四相容性末端元件能够与经切割载体的第二相容性末端元件退火；(d)

使所述第一支架元件与经切割的载体退火，其中所述退火发生在所述第一支架元件和经切

割载体内的相容性末端元件处，并且其中在退火后，所述第一支架元件整合在多个CRISPR

指导序列之一的上游，从而产生组合载体。在一些实施方案中，所述方法是迭代的。

[0021] 本发明的一些方面提供了包含靶向两种或更多种表观遗传基因的两种或更多种

抑制剂的组合物，所述两种或更多种表观遗传基因选自表2所示的表观遗传基因之组合。在

一些实施方案中，两种或更多种抑制剂各自降低或阻止表观遗传基因的表达或降低或阻止

由表观遗传基因编码的蛋白质的活性。在一些实施方案中，所述抑制剂各自选自CRISPR指

导序列和支架序列；shRNA；和小分子。在一些实施方案中，至少一种所述抑制剂是CRISPR指

导序列和支架序列；并且所述组合物还包含或编码Cas9内切核酸酶。在一些实施方案中，
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CRISPR指导序列或shRNA由重组表达载体表达。在一些实施方案中，表观遗传基因的组合包

含BRD4和KDM4C或BRD4和KDM6B。在一些实施方案中，BRD4的抑制剂是JQ1((6S)‑4‑(4‑氯苯

基)‑2，3，9‑三甲基‑6H‑噻吩并[3，2‑f][1，2，4]三唑并[4，3‑a][1，4]二氮杂 ‑6‑乙酸1，1‑

二甲基乙酯)。在一些实施方案中，KDM4C的抑制剂是SD70(N‑(呋喃‑2‑基(8‑羟基喹啉‑7‑

基)甲基)异丁酰胺)。在一些实施方案中，KDM6B的抑制剂是GSK‑J4(3‑((6‑(4，5‑二氢‑1H‑

苯并[d]氮杂 ‑3(2H)‑基)‑2‑(吡啶‑2‑基)嘧啶‑4‑基)氨基)丙酸乙酯，单盐酸盐)。

[0022] 另一些方面提供了降低细胞增殖的方法，其包括使所述细胞与靶向两种或更多种

表观遗传基因的两种或更多种抑制剂的组合接触，所述两种或更多种表观遗传基因选自表

2所示表观遗传基因之组合。在一些实施方案中，所述细胞是癌细胞。在一些实施方案中，所

述癌细胞是卵巢癌细胞。在一些实施方案中，所述两种或更多种抑制剂各自降低或阻止表

观遗传基因的表达或降低或阻止由表观遗传基因编码的蛋白质的活性。在一些实施方案

中，所述抑制剂各自选自CRISPR指导序列和支架序列；shRNA；和小分子。在一些实施方案

中，至少一种所述抑制剂是CRISPR指导序列和支架序列；并且所述组合物还包含或编码

Cas9内切核酸酶。在一些实施方案中，CRISPR指导序列或shRNA由重组表达载体表达。在一

些实施方案中，表观遗传基因的组合包含BRD4和KDM4C或BRD4和KDM6B。在一些实施方案中，

BRD4的抑制剂是JQ1((6S)‑4‑(4‑氯苯基)‑2，3，9‑三甲基‑6H‑噻吩并[3，2‑f][1，2，4]三唑

并[4，3‑a][1，4]二氮杂 ‑6‑乙酸1，1‑二甲基乙酯)。在一些实施方案中，KDM4C的抑制剂是

SD70(N‑(呋喃‑2‑基(8‑羟基喹啉‑7‑基)甲基)异丁酰胺)。在一些实施方案中，KDM6B的抑制

剂是GSK‑J4(3‑((6‑(4，5‑二氢‑1H‑苯并[d]氮杂 ‑3(2H)‑基)‑2‑(吡啶‑2‑基)嘧啶‑4‑基)

氨基)丙酸乙酯，单盐酸盐)。

[0023] 另一些方面提供了用于在对象中治疗癌症的方法，其包括向对象施用靶向两种或

更多种表观遗传基因的两种或更多种抑制剂的组合，所述两种或更多种表观遗传基因选自

表2所示表观遗传基因之组合，其中所述两种或更多种抑制剂各自以有效量施用。在一些实

施方案中，所述抑制剂各自选自CRISPR指导序列、shRNA和小分子。在一些实施方案中，在组

合中施用的两种或更多种抑制剂各自的有效量小于所述抑制剂当不在组合中施用时的有

效量。在一些实施方案中，两种或更多种抑制剂各自降低或阻止表观遗传基因的表达或降

低或阻止由表观遗传基因编码的蛋白质的活性。在一些实施方案中，所述抑制剂各自选自

CRISPR指导序列和支架序列；shRNA；和小分子。在一些实施方案中，至少一种所述抑制剂是

CRISPR指导序列和支架序列；并且所述组合物还包含或编码Cas9内切核酸酶。在一些实施

方案中，CRISPR指导序列或shRNA由重组表达载体表达。在一些实施方案中，表观遗传基因

的组合包含BRD4和KDM4C或BRD4和KDM6B。在一些实施方案中，BRD4的抑制剂是JQ1((6S)‑4‑

(4‑氯苯基)‑2，3，9‑三甲基‑6H‑噻吩并[3，2‑f][1，2，4]三唑并[4，3‑a][1，4]二氮杂 ‑6‑

乙酸1，1‑二甲基乙酯)。在一些实施方案中，KDM4C的抑制剂是SD70(N‑(呋喃‑2‑基(8‑羟基

喹啉‑7‑基)甲基)异丁酰胺)。在一些实施方案中，KDM6B的抑制剂是GSK‑J4(3‑((6‑(4，5‑二

氢‑1H‑苯并[d]氮杂 ‑3(2H)‑基)‑2‑(吡啶‑2‑基)嘧啶‑4‑基)氨基)丙酸乙酯，单盐酸盐)。

[0024] 另一些方面提供了用于鉴定表观遗传基因的抑制剂之组合的方法，所述抑制剂降

低细胞增殖，所述方法包括使第一细胞群体和第二细胞群体与两种或更多种CRISPR指导序
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列和支架序列的多种组合以及Cas9内切核酸酶接触；培养所述第一细胞群体和第二细胞群

体，使得与所述第一细胞群相比，所述第二细胞群体培养更长的持续时间；鉴定所述第一细

胞群体中两种或更多种CRISPR指导序列和支架序列的组合以及所述第二细胞群体中两种

或更多种CRISPR指导序列和支架序列的组合；将所述第一细胞群体中两种或更多种CRISPR

指导序列和支架序列的每种组合的丰度与所述第二细胞群体中两种或更多种CRISPR指导

序列和支架序列的每种组合的丰度进行比较；以及将这样的两种或更多种CRISPR指导序列

和支架序列的组合鉴定为降低细胞增殖的CRISPR指导序列和支架序列的组合，在第二细胞

群体中不存在或丰度降低，但在第一细胞群体中存在或丰度提高。

[0025] 还有另一些方面提供了用于鉴定待抑制以降低细胞增殖的基因之组合的方法，所

述方法包括使所述第一细胞群体和第二细胞群体与两种或更多种CRISPR指导序列和支架

序列的多种组合以及Cas9内切酶接触；培养所述第一细胞群体和第二细胞群体，使得与第

一细胞群体相比，第二细胞群体培养更长的持续时间；鉴定所述第一细胞群体中两种或更

多种CRISPR指导序列和支架序列的组合以及所述第二细胞群体中两种或更多种CRISPR指

导序列和支架序列的组合；将所述第一细胞群体中的两种或更多种CRISPR指导序列和支架

序列的每种组合的丰度与所述第二细胞群体中两种或更多种CRISPR指导序列和支架序列

的每种组合的丰度进行比较；并将这样的两种或更多种CRISPR指导序列和支架序列的组合

鉴定为待抑制以降低细胞增殖的基因的组合在第二细胞群体中不存在或丰富降低，但在第

一细胞群体中存在或丰度提高。

[0026] 参考附图和本发明的详细描述，本发明的这些和另一些方面及其多个实施方案将

变得更加明显。

[0027] 本发明的每种限制可包括本发明的多个实施方案。因此，预期涉及任何一个元素

或元素组合的本发明的每种限制可包括在本发明的每个方面中。本发明并不将其应用局限

于其在以下说明书中阐述的或在附图中所示的结构细节和组件布置。本发明能够具有另一

些实施方案并且能够以多种方式实施或执行。

附图说明

[0028] 附图并不旨在按比例绘制。为了清楚起见，并非在每个附图中都标出每个组件。在

附图中：

[0029] 图1示出了描述本发明非限制性实施方案的示意图。在步骤1和2中，合成寡核苷酸

文库，并将相应的寡核苷酸对一起退火。每个寡核苷酸包含CRISPR指导序列、两个BbsI限制

性识别位点和条形码元件。在步骤3中，在一锅(one‑pot)连接反应中将寡核苷酸连接到储

存载体中，得到含有寡核苷酸的载体。在步骤4中，在BbsI限制性识别位点消化载体以允许

插入支架序列以及由BamHI和EcoRI限制性识别位点形成的隔离位点。可以在隔离位点处迭

代地消化条形码化指导RNA文库以插入含有CRISPR指导序列、支架序列、隔离位点和条形码

元件的另外的元件，从而得到具有串联的条形码元件的复杂指导RNA文库。序列从上至下对

应于SEQ  ID  NO：364‑366。

[0030] 图2A和2B示出了描绘本发明的非限制性实施方案的示意图。在图2A的步骤1中，合

成寡核苷酸，每个寡核苷酸含有多个CRISPR指导序列和在CRISPR指导序列下游的单个条形

码元件。在每个CRISPR指导序列之后存在限制性识别位点(RE)。在步骤2中，在一锅连接反
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应中将合并的合成的寡核苷酸连接到目的载体中。如步骤3所示，可使用不同的限制性酶在

每个CRISPR指导序列后的每个限制性识别位点处依次消化载体，以允许插入支架元件，并

且在一些情况下允许插入驱动下游CRISPR指导序列表达的启动子元件，得到具有单个条形

码元件的编码多个CRISPR指导序列和支架序列的条形码化组合指导RNA文库。在图2B的步

骤1中，合成寡核苷酸，每个寡核苷酸含有多个CRISPR指导序列和在CRISPR指导序列上游的

单个条形码元件。在每个CRISPR指导序列之后存在限制性识别位点(RE)。在步骤2中，在一

锅连接反应中将合并的合成的寡核苷酸连接到目的载体中。如步骤3所示，可使用不同的限

制性酶在每个CRISPR指导序列后的每个限制性识别位点处顺序地消化载体，以允许插入支

架元件，并且在一些情况下允许插入驱动下游CRISPR指导序列表达的启动子元件，得到具

有单个条形码元件的编码多个CRISPR指导序列和支架序列的条形码化组合指导RNA文库。

[0031] 图3A‑3D示出了高覆盖度的组合gRNA文库的产生以及文库到人细胞的有效地递

送。图3A示出了从大肠杆菌(E.coli)提取的质粒库(plasmid  pool)中单向gRNA文库的条形

码读取的累积分布，表明对所有预期组合的全面覆盖。图3B示出了在质粒库和慢病毒感染

的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞库二者中的双向gRNA文库，表明对所有预期组合接近全覆盖。大多

数条形码化gRNA组合在每个组合的平均条形码读数的5倍范围内检测到(由阴影区域突出

显示并由箭头指示)。图3C示出了质粒库和感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞库内条形码表现

(barcode  representation)(归一化的条形码计数的log2值)之间的高相关性，表明双向文

库向人细胞中的有效慢病毒递送。图3D示出了在用双向gRNA文库感染后5天培养的OVCAR8‑

ADR‑Cas9细胞中对于两个生物学重复之间的条形码表现的高重复性。R是皮尔逊(Pearson)

相关系数。

[0032] 图4A‑4C示出了使用高通量筛选来鉴定抑制癌细胞增殖的gRNA组合。图4A示出了

高通量筛选的示意图，其中OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞用条形码化双向gRNA文库感染并培养15

或20天。使用Illumina  HiSeq鉴定和量化细胞库内的条形码表现，并在两个库之间进行比

较。图4B(右图)示出了双向gRNA组合，发现其按照培养20天的细胞相对于培养15天的细胞

的归一化条形码计数之间的log2比例排列来调节细胞增殖。图4B(左图)示出了与对照gRNA

配对的相同gRNA。与对照gRNA对的组合以空心三角形突出显示。在另一生物学重复中证实

的gRNA组合的抗增殖作用以空心圆圈突出显示(参见图12)。进一步验证了标记的gRNA组

合。图4C示出了调节癌细胞增殖的双向组合的验证。用指定的双向gRNA组合感染OVCAR8‑

ADR‑Cas9细胞群体并培养15天。然后将相等数量的细胞重新铺板并如指示培养另外一段时

间。使用MTT测定法测量细胞生存力，并通过吸光度测量值(OD570‑OD650)(n＝3)来表征。数据

代表平均值±标准差(SD)。

[0033] 图5A‑5D示出了KDM4C与BRD4或KDM6B与BRD4的组合抑制对人卵巢癌细胞生长的抑

制。图5A示出了相对于用表达对照gRNA的慢病毒感染的细胞，用表达所指示的单个或组合

gRNA之慢病毒感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的细胞生存力的倍数变化。将细胞培养15天，然

后将相等数量的经感染细胞重新铺板并再培养5天。图5B示出了相对于用表达对照shRNA的

慢病毒感染的细胞，用表达所指示的shRNA之慢病毒共感染的OVCAR8‑ADR细胞的细胞生存

力的倍数变化。将细胞培养9天，然后将相等数量的经感染细胞重新铺板并再培养4天。图5C

示出了相对于未接受药物的对照细胞，用指定浓度的SD70和JQ1处理5天的OVCAR8‑ADR细胞

的细胞生长抑制百分比。对于SD70和JQ1的组合(中间图和右图)，还示出了所计算的超过所
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预测的Bliss独立模型和HSA模型的过量抑制。图5D示出了相对于未接受药物的对照细胞，

用指定浓度的GSK‑J4和JQ1处理7天的OVCAR8‑ADR细胞的细胞生长抑制百分比。对于GSK‑J4

和JQ1的组合(中间图和右图)，还示出了计算的超过所预测的Bliss独立模型和HSA模型的

过量抑制。通过MTT测定法测定细胞生存力。数据代表平均值±SD(对于(图5A)，n＝3；对于

(图5B‑5D)，n＝6)。星号(＊P＜0.05)和井号(#P＜0.05)分别表示使指定样品之间和药物处

理的样品之间相对于无药物的对照样品之间的显著差异。

[0034] 图6A‑6E示出了组合gRNA表达构建体的慢病毒递送提供有效的靶基因抑制。图6A

示出了用于在人细胞中测试慢病毒组合gRNA表达构建体的策略的示意图。产生了这样的慢

病毒，其含有编码分别在UBC和CMV启动子控制下表达的RFP和GFP的基因，以及靶向RFP

(RFP‑sg1或RFP‑sg2)和GFP(GFP‑sg1)序列的gRNA的由串联U6启动子驱动的表达盒。使用慢

病毒来感染OVCAR8‑ADR或OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞，并使用流式细胞术和荧光显微术评估GFP

和RFP表达。图6B示出了评估用编码所指示的gRNA表达构建体之慢病毒感染4天的细胞中

GFP和RFP表达的流式细胞术散点图。编码组合gRNA表达构建体的慢病毒降低了OVCAR8‑

ADR‑Cas9细胞中RFP和GFP荧光阳性细胞的百分比，而OVCAR8‑ADR细胞中则没有。图6C示出

了在用编码所指示的gRNA表达构建体的慢病毒感染后第4天GFP(左栏)和RFP(右栏)阳性细

胞的百分比。图6D示出了在用编码所指示的gRNA表达构建体的慢病毒感染后第8天GFP(左

栏)和RFP(右栏)阳性细胞的百分比。检测到靶向RFP和GFP的gRNA之间有限的交叉反应性。

图6B中的数据代表感染4天的细胞的流式细胞术测量值，而6C和6D的量化表示平均值±标

准差(n＝3)。图6E示出了代表性的荧光显微照片，证明组合gRNA表达构建体在感染后第3天

在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中有效地抑制了RFP和GFP荧光水平，而在OVCAR8‑ADR细胞中则没

有。

[0035] 图7A‑7C示出了OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中靶标基因的gRNA的切割效率。图7A示出了

这样的汇总表，其显示使用Surveyor测定法在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中检测到的插失

(indel)百分比。用从筛选文库随机选择的8种不同的gRNA感染细胞8或12天。对于Surveyor

测定法，检测到的未切割的和经切割的PCR产物的预期大小以碱基对列出。图7B和7C示出了

这样的琼脂糖凝胶，其显示未被感染或被所指示的gRNA感染8或12天的OVCAR8‑ADR‑Cas9细

胞中DNA切割效率的Surveyor测定结果。

[0036] 图8A和8B示出了OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中双gRNA表达构建体在靶定的基因处的切

割效率。图8A示出了以碱基对列出的Surveyor测定法检测到的未切割的和经切割的PCR产

物的预期大小(上图)。琼脂糖凝胶示出了使用Surveyor测定法在用所指示的单gRNA或双

gRNA表达构建体感染12天的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中检测到的插失百分比(下图)。图8B是

示出了用载体对照或所指示的单gRNA或双gRNA构建体感染15天的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中

蛋白质水平的免疫印迹分析。

[0037] 图9A‑9C示出了用双gRNA表达构建体感染的单细胞衍生的OVCAR8‑ADR‑Cas9克隆

之靶定等位基因的DNA比对。图9A示出了来自用表达靶向BMI1和PHF8之sgRNA的慢病毒感染

的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞之序列的比对。序列从上到下分别对应于SEQ  ID  NO：

[0038] 203，204，203，203，204，204，203，205，206，206，203，203，204，207，208，209，204，

210，208，208，210，210，203，219，206，206，208，208，220，220，221，222，204，204，223，224，

204，204，203，203，204，和204。
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[0039] 图9B示出了来自用表达靶向BRD4和KDM4C之gRNA的慢病毒感染的OVCAR8‑ADR‑

Cas9细胞之序列的比对。将OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞用慢病毒感染12天并铺板为单细胞。提取

每个单细胞扩增克隆的基因组DNA。通过PCR扩增靶标等位基因，并通过TA克隆插入到TOPO

载体中进行Sanger测序。示出了每个克隆的两个等位基因的序列。核苷酸的突变和插入以

粗体表示，而缺失则表示为“‑”。示出了靶定基因的野生型(WT)序列作为参考，其中20bp的

gRNA靶标加下划线，PAM序列以粗斜体显示。序列从上至下分别对应于SEQ  ID  NO：

[0040] 211，212，211，211，213，213，211，211，214，214，211，215，212，216，211，211，217，

218，211，211，212，212，211，211，225，226，211，211，226，227，211，211，212，212，211，228，

226，229，211，211，229，226，211，211，230，和226。

[0041] 图9C是显示单基因和双基因编辑的细胞之频率的维恩图。将含有所指示的双gRNA

表达构建体的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞通过FACS铺板为单细胞。用Illumina  MiSeq从40个全

基因组扩增的单细胞中对靶定的等位基因进行测序。75％(即，30/40)和80％(即，32/40)的

单细胞分别在靶标BMI1和PHF8基因座处具有至少一个突变等位基因。62.5％(即，25/40)的

单细胞在BMI1和PHF8基因二者中含有至少一个突变等位基因。每个单细胞的两个等位基因

的序列示于表6中。观察到通过Sanger测序(图9B)由单细胞来源的克隆和通过Illumina 

MiSeq由全基因组扩增的单细胞(图9C)测定的类似突变等位基因频率。

[0042] 图10A和10B示出了对于组合gRNA筛选的生物学重复之间的条形码定量的高重复

性。图10A示出了这样的散点图，其比较了使用双向gRNA文库感染后培养15天的OVCAR8‑

ADR‑Cas9细胞的两个生物学重复之间的条形码表现(归一化的条形码计数的log2数)。图

10B示出了这样的散点图，其比较了用双向gRNA文库感染后培养20天的OVCAR8‑ADR‑Cas9细

胞的两个生物学重复之间的条形码表现(归一化的条形码计数的log2数)。R是皮尔逊相关

系数。

[0043] 图11示出了在表达构建体内以不同顺序排列的相同gRNA组合之间的条形码定量

的一致性倍数变化。对于以不同顺序排列的每个双向gRNA组合(即，sgRNA‑A+sgRNA‑B和

sgRNA‑B+sgRNA‑A)，测定了变异系数(coefficient  of  variation，CV；定义为培养20天的

OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞相对于培养15天的归一化条形码计数之倍数变化的SD/平均值)。在

细胞增殖筛选中，超过82％的双向gRNA组合的CV＜0.2，95％的双向gRNA组合的CV＜0.4。

[0044] 图12A‑12C示出了鉴定抑制癌细胞增殖的gRNA对的组合筛选的生物学重复。图12A

示出了用图4B中使用的相同双向gRNA文库感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的log2倍数变化。

将调控增殖的指导RNA对(右图)及其gRNA+对照对应物(即，基因靶向gRNA+对照gRNA；左图)

的组合，按照培养20天的细胞与培养15天的细胞相比的归一化条形码计数的log2比进行排

列。在另一个生物学重复中证实的gRNA组合的抗增殖作用以空心圆圈突出显示(图4B)，而

与对照gRNA对的组合以空心三角形突出显示。在图4C中进一步验证标记的gRNA组合。图12B

示出了这样的散点图，其显示了用双向gRNA文库感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的两个生物

学重复之间，培养20天的细胞相对于培养15天的归一化条形码计数的log2比。图12C示出了

在合并的筛选中gRNA组合的log2比的频率分布。所示出的Log2比由两个生物学重复的平均

值计算。

[0045] 图13示出了合并的筛选和验证数据中单一命中(individual  hit)之间的高度一

致性。对于每个双向gRNA组合，将从合并的筛选数据(“筛选表型”)获得的培养20天的细胞
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相对于培养15天的归一化条形码计数的倍数变化与从单细胞增殖测定(“验证表型”)确定

的载体对照相比，相对于其相对细胞生存力作图(R＝0.932)。筛选表型的数据是两个生物

学重复的平均值；单一验证表型代表三次独立实验的平均值。R是皮尔逊相关系数。

[0046] 图14A‑14F示出了OVCAR8‑ADR细胞中由shRNA介导的靶标基因的敲低。图14A示出

了表达对照shRNA或靶向KDM4C的shRNA的OVCAR8‑ADR细胞中KDM4C的相对mRNA水平。图14B

示出了表达对照shRNA或靶向BRD4的shRNA的OVCAR8‑ADR细胞中BRD4的相对mRNA水平。图

14C示出了表达对照shRNA或靶向KDM6B的shRNA的OVCAR8‑ADR细胞中KDM6B的相对mRNA水

平。通过qRT‑PCR对mRNA水平定量，并将其相对于肌动蛋白mRNA水平归一化。数据代表平均

值±SD(n＝3)。图14D‑14F示出了表达对照shRNA或靶向KDM4C、BRD4或KDM6B的shRNA的

OVCAR8‑ADR细胞中相对蛋白质水平的Western印迹分析。将测量的蛋白质水平相对于肌动

蛋白水平归一化，相对于对照shRNA样品归一化，并绘制为下图中的相对蛋白质水平。星号

(＊P＜0.05)表示表达基因靶向shRNA相对于对照shRNA的细胞之间mRNA或蛋白质水平的显

著差异。

[0047] 图15示出了用于组装条形码化的组合gRNA文库的策略。合成条形码化gRNA寡核苷

酸对，使其退火并克隆到合并形式的储存载体中。将具有gRNA支架序列的寡核苷酸插入到

合并的储存载体文库中以产生条形码化sgRNA文库。详细的组装步骤如图1所示。使用

CombiGEM策略构建组合gRNA文库。将使用BglII和MfeI消化从sgRNA文库制备的合并的条形

码化sgRNA插入物通过BamHI和EcoRI消化在目的载体中产生的相容性突出末端连接。迭代

一锅连接产生的具有独特条形码的(n)向gRNA文库对应于在一端串联的gRNA，从而使得能

够通过下一代测序追踪在合并的群体中的单个组合成员。

[0048] 图16A‑16E示出了在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中在靶标基因组基因座处gRNA插失分

析的深度测序结果。用指定的sgRNA感染细胞15天，然后进行深度测序。图16A示出了插失频

率。图16B示出了移码突变和框内突变的百分比。图16C示出了插失大小的分布。图16D示出

了在使用单sgRNA(KDM4C或BRD4)(上图)或双gRNA表达构建体(KDM4和BRD4)(下图)感染15

天的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中通过靶标基因组基因座的深度测序分析的插失分布。图16E示

出了在使用单sgRNA(PHF8或BMI1)(上图)或双gRNA表达构建体(PHF8和BMI1)(下图)感染15

天的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中通过靶向基因组基因座的深度测序分析的插失分布。

[0049] 图17A‑17C示出了混合细胞群体中促增殖性gRNA和抗增殖性gRNA之频率的数学建

模。图17A示出了在具有不同分数(即，2％，5％或10％)的初始含抗增殖性gRNA(fs)和促增

殖性(ff)gRNA的细胞的细胞群体中，抗增殖性gRNA和促增殖性gRNA的相对频率的模拟。相

对频率被定义为与初始时间点相比，在给定时间处的条形码丰度。在本实施例中，由于

CRISPR‑Cas9系统(p)的遗传扰动，具有改变生长速率的细胞的分数设定为1.0(即，100％)，

抗增殖克隆的倍增时间(T倍增，m)为48小时。图17B和17C示出了相对于参数p、T倍增，m、fs和ff的

变化，混合细胞群体中抗增殖性gRNA的模型化相对频率。在图17B和17C各图中，从顶部到底

部的线表示p＝0.2，p＝.4，p＝0.6，p＝0.8和p＝1.0。在图17A‑17C中，促增殖性克隆的倍增

时间设定为12小时。具体定义在实施例3中描述。

[0050] 图18示出了单一gRNA组合的合并筛选和验证数据。对于每个gRNA组合，将从合并

的筛选数据(“筛选表型”)获得的培养20天的细胞相对于培养15天的归一化条形码计数的

倍数变化与从单细胞增殖测定(“验证表型”)确定的载体对照相比，相对于其相对细胞生存
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力作图。从与三个对照sgRNA各自配对的相应sgRNA的倍数变化来平均每个单个sgRNA的筛

选表型。筛选数据的数据是两个生物学重复的平均值，而单一验证数据代表平均值±SD(n

≥3)。

[0051] 图19示出了靶向KDM4C、KDM6B和BRD4的gRNA的中靶和脱靶(on‑target  and  off‑

target)插失产生速率的测量。每一行代表对应于20bp指导序列(黑色)，接着是3bp  PAM序

列(灰色)的基因组基因座。粗黑色字体的序列代表gRNA的中靶基因组序列。KDM4C‑sg1、

KDM6B‑sg2和BRD4‑sg3的每个虚线下面都是使用CRISPR设计工具(Ran，等，Nature 

Protocols(2013)8：2281‑2308)和CCTop(Stemmer，PLoS  One(2015)10：e0124633)所鉴定的

预测外显子脱靶基因组序列。还评估了对BRD4‑sg2预测的五个外显子/内含子脱靶位点。加

下划线的核苷酸突出显示了脱靶序列与中靶序列之间的差异。从～10,000个细胞中对每个

基因组基因座进行PCR扩增，并用＞420万次读取进行深度测序。n.d.表示基因组序列的PCR

未能提供用于测序的特异性扩增子。序列从上到下对应于SEQ  ID  NO：368‑393。

[0052] 图20A‑20B示出了携带KDM4C和BRD4两者移码突变的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的生长

降低。图20A描绘了对具有KDM4C和BRD4两者移码突变的单细胞扩增的OVCAR8‑ADR‑Cas9突

变体克隆(即，来源自图9B所示的克隆#3)的细胞生长测定。铺板相等数量的细胞，并培养5

天，然后进行MTT测定。数据代表相对于对照OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的吸光度测量值(OD570‑

OD650)的平均值±SD(n＝3)。星号(＊P＜0.01)代表对照和突变细胞之间的显著差异。图20B

示出了来自图20A的对照和突变细胞中蛋白质水平的免疫印迹分析。

[0053] 图21A‑21B示出了用gRNA表达构建体感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的RNA测序分

析。图21A示出了显示由相应的单gRNA或双gRNA靶向的在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的每个样品

(列)中每个基因转录本(行)之相对表达水平的代表性热图。在热图中包括当与载体对照相

比时，在用指定的gRNA感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中鉴定为显著差异性表达的转录本。值

是使用RNA‑Seq所测量的log2转化的FPKM，并且以转录本为中心平均值。基于皮尔逊相关性

进行转录本和样品的系统聚类(Hierarchical  clustering)。图21B示出了当与载体对照相

比，在用指定的gRNA感染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中所鉴定的差异表达基因中，生物学过程

的前十富集性基因集(Q值＜0.05)。与基因集(y轴)相关的差异表达基因(x轴)的子集在表

中为灰色阴影。

[0054] 图22A‑22B示出了KDM4C与BRD4以及KDM6B与BRD4对另外的癌细胞系的细胞生长的

作用。图22A示出了组合gRNA表达构建体在乳腺癌MDA‑MB231‑Cas9和胰腺癌Bx‑PC3‑Cas9细

胞中有效抑制靶标荧光基因。在具有或不具有靶向RFP和GFP序列的gRNA的串联U6启动子驱

动的表达盒的情况下，将含有由组成型启动子表达的RFP和GFP基因的慢病毒载体递送至

MDA‑MB231‑Cas9和Bx‑PC3‑Cas9细胞，以用于根据流式细胞术进行GFP和RFP表达的分析。详

细的策略描述在图6中。编码组合gRNA表达构建体的慢病毒在感染后第4天降低RFP和GFP荧

光阳性细胞的百分比。图22B示出了将用表达所指示的单gRNA或组合gRNA的慢病毒感染的

MDA‑MB231‑Cas9和Bx‑PC3‑Cas9细胞培养14天。然后将相等数量的感染细胞重新铺板并再

培养5天。通过MTT测定法测定相对于对照sgRNA的细胞生存力。数据代表生物学重复的平均

值±SD(n＝6)。星号(＊P＜0.05)表示指示的样品之间的显著差异。这些结果表明，取决于

细胞背景，靶向表观遗传基因的组合gRNA可具有可变的表型。

[0055] 发明详述
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[0056] 产生用于表达包含多于一个sgRNA(指导序列和支架序列)的多个CRISPR系统的载

体和遗传元件是非常费力的，并且使用传统克隆方法构建的CRISPR系统的文库的复杂度非

常有限。本文描述的方法产生具有串联条形码以及CRISPR指导序列和支架序列的载体。这

些方法对于构建用于组合遗传筛选的大型文库可能是高效的，并且利用了这样的事实：因

为指导序列和条形码元件的长度校短，大量寡核苷酸可被容易地复印(print)，并且具有靶

标特异性确定区的指导序列可被印到这些寡核苷酸上。

[0057] 本文描述的产生CRISPR构建体和载体的大规模并行组合遗传学方法允许迅速产

生包含能够靶向宿主细胞核酸的CRISPR系统(CRISPR指导序列和支架序列)之组分的组合

遗传构建体组。这些方法还使得能够合并筛选多种组合顺序(例如，可将双向、三向和n向组

合合并并同时一起筛选)，鉴定给定应用所需的最小组合。组合的遗传构建体组(例如使用

本文所述的方法产生的那些)可用于鉴定协同相互作用以调控细胞过程或表型(例如癌细

胞生长)的基因和遗传途径。本文中还描述了使用本文所述的组合CRISPR构建体所鉴定的

表观遗传基因的新组合，当一起抑制时，其具有抗癌效果，例如降低细胞增殖。

[0058] 本公开内容的一些方面涉及遗传构建体、包含遗传构建体的载体、组合载体的载

体以及使用大规模并行组合遗传学方法产生组合载体的方法，其可见于PCT公布号WO2014/

00542，其通过引用整体并入本文。如本文使用的“遗传构建体”是指包含CRISPR指导序列和

支架序列以及条形码元件的一个或更多个DNA元件，使得每个DNA元件与条形码元件关联。

如本文使用的，特定DNA元件和条形码元件之间的关联意味着特定DNA元件和条形码元件总

是包含在相同的遗传构建体内。因此，遗传构建体中特定条形码元件的存在或检测表明所

关联的特定DNA元件也存在于相同遗传构建体内。

[0059] 在宿主细胞中，包含CRISPR指导序列和支架序列的DNA元件被转录并形成CRISPR

小指导RNA(sgRNA)，所述CRISPR小指导RNA用于将内切核酸酶募集到宿主细胞中的特定靶

核酸，其可能导致位点特异性CRISPR活性。如本文使用的“CRISPR指导序列”是指与宿主细

胞中的靶核酸序列互补的核酸序列。CRISPR指导序列将sgRNA靶向靶核酸序列(也称为靶位

点)。与靶核酸互补的CRISPR指导序列的长度可以为15至25个核苷酸、18至22个核苷酸或19

至21个核苷酸。在一些实施方案中，与靶核酸互补的CRISPR指导序列的长度为15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24或25个核苷酸。在一些实施方案中，与靶核酸互补的CRISPR指导序

列的长度为20个核苷酸。

[0060] 应理解，如果CRISPR指导序列能够与靶核酸杂交，则CRISPR指导序列与宿主细胞

中的靶核酸互补。在一些实施方案中，CRISPR指导序列与靶核酸互补性为至少50％、55％、

60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或至少100％(也参见

美国专利8,697,359，其对于CRISPR指导序列与靶多核苷酸序列的互补性的教导通过引用

并入)。已证明，CRISPR指导序列与靶核酸在靶核酸3’末端附近的错配可能会消除核酸酶切

割活性(Upadhyay等，Genes  Genome  Genetics(2013)3(12)：2233‑2238)。在一些实施方案

中，CRISPR指导序列与靶核酸的3’末端(例如，靶核酸的3’末端的最后5、6、7、8、9或10个核

苷酸)的互补性为至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％、99％或至少100％。

[0061] CRISPR指导序列可从本领域已知的任何来源获得。例如，CRISPR指导序列可以是

宿主细胞的核酸中存在的指定长度的任何核酸序列(例如，基因组核酸和/或基因组外核
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酸)。在一些实施方案中，可以将CRISPR指导序列设计并合成为靶向所期望的核酸，例如编

码转录因子、信号转导蛋白、转运蛋白等的核酸。在一些实施方案中，将CRISPR指导序列设

计并合成为靶向表观遗传基因。例如，可以将CRISPR指导序列设计成靶向表2中所示表观遗

传基因的任何组合。在一些实施方案中，CRISPR指导序列包含表1中提供的任何示例性

CRISPR指导序列。

[0062] 如本文使用的“支架序列”(也称为tracrRNA)，是指将内切核酸酶募集到与互补性

CRISPR指导序列结合(杂交)的靶核酸的核酸序列。包含至少一个茎环结构并招募内切核酸

酶的任何支架序列均可用于本文所述的遗传元件和载体中。示例性支架序列对于本领域技

术人员将是明显的，并且可见于例如Jinek等，Science(2012)337(6096)：816‑821、Ran等，

Nature  Protocols(2013)8：2281‑2308、PCT申请号WO2014/093694和PCT申请号WO2013/

176772。

[0063] 术语“靶核酸”、“靶位点”和“靶序列”在全文中可互换使用，并且是指宿主细胞中

可能被本文所述的CRISPR指导序列靶向的任何核酸序列。靶核酸的下游(3’侧)侧翼为前间

区临近基序(protospacer  adjacent  motif，PAM)，其可与内切核酸酶相互作用并且还参与

将内切核酸酶活性靶向靶核酸。通常认为靶核酸侧翼的PAM序列取决于内切核酸酶和获得

所述内切核酸酶的来源。例如，对于来源于化脓性链球菌(Streptococcus  pyogenes)的

Cas9内切核酸酶，PAM序列是NGG。对于来源于金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)的

Cas9内切核酸酶，PAM序列是NNGRRT。对于来源于脑膜炎奈瑟氏菌(Neisseria 

meningitidis)的Cas9内切核酸酶，PAM序列是NNNNGATT。对于来源于嗜热链球菌

(Streptococcus  thermophilus)的Cas9内切核酸酶，PAM序列是NNAGAA。对于衍生自齿垢密

螺旋体(Treponema  denticola)的Cas9内切核酸酶，PAM序列是NAAAAC。对于Cpf1核酸酶，

PAM序列是TTN。

[0064] 在一些实施方案中，CRISPR指导序列和支架序列被表达为不同的转录本。在这样

的实施方案中，CRISPR指导序列还包含与支架序列的一部分互补的另外的序列，并且其用

作与支架序列结合(杂交)并将内切核酸酶募集到靶核酸。在另一些实施方案中，CRISPR指

导序列和支架序列被表达为单一转录本，作为可被称为单指导RNA(sgRNA)的嵌合RNA。

sgRNA具有与靶核酸结合(杂交)以及将内切核酸酶募集到靶核酸的双重功能。在这样的实

施方案中，支架序列还可包含接头环(linker  loop)序列。

[0065] 条形码元件可用作遗传构建体的识别物并且可指示载体或遗传元件中一个或更

多个特异性CRISPR指导序列的存在。一组条形码元件的成员具有足够独特的核酸序列，使

得每个条形码元件可容易地与该组的其他条形码元件区分开。条形码元件可以是任何长度

的核苷酸，但优选长度小于30个核苷酸。在一些实施方案中，条形码元件是6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、25、26、27、28、29或30个或更多个核苷酸。使用检

测条形码元件和确定条形码元件或多个条形码元件的核酸序列来确定遗传构建体的相关

DNA元件的存在。如本文所述的条形码元件可通过本领域已知的任何方法检测，包括测序或

微阵列方法。

[0066] 图1示出了与本发明相关的遗传构建体的非限制性实例的几个示意图。在图1步骤

4中，包含CRISPR指导序列(称为“指导序列”)和支架序列(称为“支架”)的DNA元件的侧翼是

以“BamHI”指示的第一相容性末端元件和以“BglII”指示的第二相容性末端元件，其能够与
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彼此退火。遗传构建体还包含条形码元件(称为“条形码”)，其侧翼是以“EcoRI”指示的第三

相容性末端元件和以“MfeI”指示的第四相容性末端元件，其能够与彼此退火但是不能与第

一相容性末端元件和第二相容性末端元件退火。遗传构建体还包含隔离位点，使得条形码

元件位于隔离位点的一侧，而DNA元件位于隔离位点的另一侧。图1还描绘了允许DNA元件表

达(转录)的DNA元件上游(相对于DNA元件的5’)的启动子元件。虽然图1描绘了DNA元件在条

形码元件上游(相对于条形码元件的5’)，该排列也可以颠倒。

[0067] 相容性末端可以以对于本领域技术人员而言明显的多种方式产生，并且可以由多

种不同的序列组成。如本文使用的“相容性末端元件”是指能够彼此连接或退火的DNA区域。

能够彼此结合或退火的相容性末端元件对于本领域技术人员来说是明显的，并且是指在核

苷酸序列中彼此互补且因此能够彼此碱基配对的末端元件。在几个非限制性实施方案中，

相容性末端元件可由以下组成：具有相容性突出末端的限制性位点、Gibson组装序列或任

何其他DNA组装方法的功能元件，包括重组酶、大范围核酸酶、TAL效应物/锌指核酸酶、反式

切割核酶/DNA酶或整合酶。

[0068] 在一些实施方案中，Gibson组装用于产生相容性突出末端。Gibson组装是指可在

单个反应中连接多个DNA片段的等温DNA末端连接技术。该方法在Gibson等，(2009)Nature 

Methods  6：343‑5中进一步描述并通过引用并入。

[0069] 在另一些实施方案中，限制性消化用于产生相容性末端，如图1所示。使用这种方

法，两个独特的限制性酶产生相容性突出末端。当这些突出末端连接时，产生不再被任何酶

识别的瘢痕(scar)。应理解，可使用产生相容性突出末端的任何限制性酶。在一些非限制性

实施方案中，使用例如 (The  BioBricks  Foundation)或BglBricks

(Anderson等(2010)Journal  0f  Biological  Engineering  4∶1)的标准生物学组件

(biological  parts)以及与这种标准生物学组件相关的酶。标准生物学组件例如

或BglBricks的用途对于本领域普通技术人员是常规的。应理解，尽管可

使用经典的限制性酶(例如I、II或III型限制性酶)，但是也可使用其他DNA切割分子。例如，

靶标核酶可用于特异性靶位点的切割。也可使用大范围核酸酶来使插入DNA元件之干扰的

可能性最小化。TALE或ZF核酸酶也可用于靶向长DNA位点以使插入的DNA元件中内部切割的

可能性最小化。此外， 克隆可用于完成限制性消化和结合。

[0070] 在一些实施方案中，通过用限制性酶BamHI识别和切割来产生第一相容性性末端

元件，并通过用限制性酶BglII识别和切割来产生第二相容性末端元件。在一些实施方案

中，通过用限制性酶MfeI识别和切割来产生第三相容性性末端元件，并通过用限制性酶

EcoRI识别和切割来产生第四相容性末端元件。

[0071] 如本文使用的遗传构建体的“隔离位点”是指允许构建体线性化的区域。应理解，

隔离位点是构建体核酸内的位点，在该位点处切割使构建体线性化并且可允许插入另外的

遗传元件。在一些实施方案中，隔离位点是限制性酶识别位点。例如，在图1中，隔离位点由

分别由BamHI和EcoRI识别位点指示的第一和第四相容性末端元件形成。使用相应的限制性

酶(BamHI和EcoRI)切割构建体使构建体线性化，并允许插入另外的遗传构建体。在一些实

施方案中，隔离位点由一个识别位点形成。在一些实施方案中，隔离位点由多于一个识别位

点形成。

[0072] 本发明的一些方面涉及用于产生包含本文所述的遗传构建体的组合载体的方法。
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如图1的步骤3所示，所述方法包括提供含有第一遗传构建体的载体，所述第一遗传构建体

包含称为“20bp指导序列”的CRISPR指导序列，其侧翼为由“BglII”指示的第二相容性末端

元件，和称为“BbsI”的第一限制性酶的第一识别位点；称为“条形码”的条形码元件，其侧翼

为由“MfeI”指示的第三相容性末端元件，以及第二限制性酶的第二识别位点。在一些实施

方案中，可通过将包含相容性末端的第一遗传构建体与经切割的载体退火并连接来产生载

体，如图1的步骤2所示。在一些实施方案中，例如通过寡核苷酸阵列合成来合成第一遗传构

建体。第一遗传构建体可在第一识别位点处切割，得到第五相容性末端元件，并且在第二识

别位点处切割，得到第六相容性末端元件。提供了一种支架元件，其包含支架序列和由

“BamHI”和“EcoRI”指示的隔离位点，其侧翼是能够与经切割的载体的第五相容性末端元件

退火的第七相容性末端元件，和能够与经切割的载体的第六相容性末端元件退火的第八相

容性末端元件。使用相容性末端元件将支架元件与载体的经切割的第一遗传构建体退火。

在退火后，支架元件整合在CRISPR指导序列与条形码元件之间，且隔离位点位于支架序列

与条形码元件之间。

[0073] 应理解，可使用多种不同的酶组合来切割第一和第二识别位点。在一些实施方案

中，通过相同的限制性酶识别位于CRISPR指导序列和条形码元件外部的两个识别位点，其

产生带有支架元件的相容性末端。在另一些实施方案中，由两种不同的限制性酶识别位于

CRISPR指导序列和条形码元件外部的两个限制性位点，其各自产生带有支架元件的相容性

末端。

[0074] 本发明的另一些方面涉及组合构建体和用于产生组合构建体的方法。如本文使用

的“组合构建体”是指包含多个DNA元件的遗传构建体。如本文使用的，多个DNA元件是指多

于一个DNA元件，每个DNA元件包含CRISPR指导序列和支架序列。如图1的步骤5所示，组合构

建体的产生可涵盖通过在遗传构建体内的隔离位点切割载体，使包含与本发明相关的第一

遗传构建体的载体线性化。可将与本发明相关的第二遗传构建体插入到经切割的载体中，

并退火以及与载体连接。如本文使用的“插入物”是指旨在插入经切割载体中的遗传构建

体。在一些实施方案中，例如通过PCR或限制性消化，从载体中纯化插入物。可通过插入物内

终端相容性末端元件与线性化载体中其相容性组分的退火而将插入物与经切割的载体连

接。

[0075] 图1的步骤5的(n)向指导RNA文库描绘了包含多个DNA元件和多个相应的条形码元

件的组合后组合构建体。在图1的步骤5中描绘的非限制性实施例中，遗传构建包含四个不

同的DNA元件和四个相应的条形码元件。组合构建体还包含位于多个条形码元件与多个DNA

元件之间的隔离位点。

[0076] 本文描述的用于产生组合构建体的方法可以是迭代的。例如，图1所描绘的组合载

体可在隔离位点处再次被切割，并且可将一个或更多个另外的插入物连接到组合构建体

中，同时为另外的插入物保持隔离位点。重要的是，在整个迭代过程中，随着遗传构建体内

DNA元件的数量持续提高，与每个DNA元件相关联的独特条形码与其相关的DNA元件保持在

相同的遗传构建体内。在一些实施方案中，组合过程重复至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20次或多于20次。在一些实施方案中，该过程重复第n次，其中n可

以是1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或大于20的数字。

[0077] 应理解，组合构建体可包含任何数量的DNA元件和相关联的条形码元件。在一些实

说　明　书 14/59 页

18

CN 107429246 B

18



施方案中，组合构建体包含2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、

47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、

72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、

97、98、99、100或多于100个DNA元件和相关联的条形码元件。

[0078] 本发明的另一方面涉及包含与单一条形码元件相关联的多于一个CRISPR指导序

列的遗传构建体和载体。图2示出了与本发明相关的遗传构建体的非限制性实例的几个示

意图。图2A和2B的步骤1示出了包含以下的遗传构建体：称为“20bp指导序列A”、“20bp指导

序列B”和“20bp指导序列C”的三个CRISPR指导序列，由“条形码”表示的条形码元件和位于

每个CRISPR指导序列之间以及条形码元件与最接近条形码元件的CRISPR指导序列之间的

识别位点。在一些实施方案中，条形码元件可位于CRISPR指导序列的下游，如图2A所示。在

另一些实施方案中，条形码元件可位于CRISPR指导序列的上游，如图2B所示。在一些实施方

案中，位于CRISPR指导序列之间的识别位点和位于条形码元件与最接近条形码元件的

CRISPR指导序列之间的识别位点各自是不同限制性酶的不同识别位点。在一些实施方案

中，包含至少两个CRISPR指导序列、条形码元件和识别位点的遗传构建体通过本领域已知

的任何方法合成，例如通过寡核苷酸阵列合成。

[0079] 包含多个DNA元件和一个条形码元件的遗传构建体也在本发明的范围内。在图2的

步骤3中，遗传构建体包含三个DNA元件，其各自包含CRISPR指导序列和支架序列、条形码元

件和位于每个DNA元件上游的启动子序列。在一些实施方案中，条形码元件可位于CRISPR指

导序列的下游，如图2A所示。在另一些实施方案中，条形码元件可位于CRISPR指导序列的上

游，如图2B所示。

[0080] 本发明的一些方面涉及产生包含本文中所述的遗传构建体之组合载体的方法。在

一些实施方案中，所述方法包括提供这样的载体，其包含多个CRISPR指导序列和位于多个

CRISPR指导序列下游的条形码元件。如图2A和2B的步骤1所示，三个CRISPR指导序列被称为

“20bp指导序列A”、“20bp指导序列B”和“20bp指导序列C”，条形码元件由“条形码”表示。载

体还包含多种限制性酶的多个识别位点。在图2A的步骤1中，每个识别位点位于CRISPR指导

序列的下游并由“RE1”、“RE2”和“RE3”表示。在图2B的步骤1中，每个识别位点位于CRISPR指

导序列的上游并由“RE1”、“RE2”和“RE3”表示。在一些实施方案中，载体还包含位于至少一

个CRISPR指导序列的上游的启动子序列。至少一个CRISPR指导序列下游的相容性末端元件

通过本领域已知的任何方法生成。在一些实施方案中，用限制性酶在至少一个识别位点处

切割载体，得到第一相容性末端元件和第二相容性末端元件。提供了支架元件，其包含支架

序列、任选的启动子序列和能够与经切割载体的第一相容性末端元件和第二相容性末端元

件退火的第三相容性末端元件和第四相容性末端元件。通过将支架元件内的终端相容性末

端元件与经切割的载体内的相容性组分的退火而使支架元件与经切割的载体退火。本文所

述的方法可以是迭代的，以得到包含多个CRISPR指导序列和支架序列和一个条形码元件的

组合载体。

[0081] 应理解，组合载体可包含与一个条形码元件相关联的任何数量的DNA元件。在一些

实施方案中，组合构建体包含2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、
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47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、

72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、

97、98、99、100或多于100个DNA元件和一个条形码元件。与一个条形码元件相关联的DNA元

件的数量可取决于能够被合成的包含CRISPR指导序列、条形码和识别位点的遗传构建体的

长度。

[0082] 在本文所述的任何构建体或载体中，可将一个或更多个RNA结构域插入到一个或

更多个CRISPR指导序列中。在一些实施方案中，CRISPR指导序列与一个或更多个RNA结构域

融合。在一些实施方案中，RNA是非编码RNA或其片段。在这样的实施方案中，RNA结构域可靶

向DNA位点。这样的构建体或载体可用于CRISPR展示。

[0083] 本发明的另一些方面涉及用于鉴定遗传构建体或载体内的一个或更多个DNA元件

的方法。在组合事件之后，与特定DNA元件相关联的独特的条形码保留在与特定DNA元件相

同的遗传构建体内。因此，条形码元件或多个条形码元件的鉴定允许鉴定在相同遗传构建

体内所关联的DNA元件或多个DNA元件。在一些实施方案中，条形码元件和/或DNA元件的序

列通过测序或通过微阵列分析来确定。应理解，确定DNA序列的任何手段均适用于鉴定一个

或更多个条形码元件和相应的DNA元件。重要的是，在组合构建体中，例如图1的步骤5所描

绘的，多个条形码元件彼此紧密靠近，这允许通过例如DNA测序的方法同时迅速鉴定多个条

形码元件并因此鉴定多个DNA元件。

[0084] 本发明的另一些方面涉及本文所述的包含两种或更多种遗传构建体的文库，其适

用于大规模并行组合遗传学方法。如本文使用的，遗传构建体的文库是指两种或更多种遗

传构建体的集合。在一些实施方案中，产生这样的遗传构建体文库，其中每个独特的DNA元

件在质粒上。可合并该质粒文库以形成载体文库。例如，可通过在载体文库上进行PCR来产

生插入物文库。在第一组合事件中，所有载体都可与所有插入物配对，从而产生配对组合的

完整的组合集。该配对文库与插入物文库之间的进一步反应可得到产生自单个载体文库的

三向、四向或多于四向的文库。组合构建体的文库可用于对表达所述组合构建体文库的宿

主细胞进行筛选。在一些实施方案中，组合构建体的文库含有DNA元件或DNA元件与靶向表

观遗传基因的CRISPR指导序列(例如表1所示的示例CRISPR指导序列)的组合。

[0085] 应理解，由于组合步骤在体外进行，所以该技术可扩展到可接受DNA的任何宿主细

胞或生物体。在一些实施方案中，宿主细胞是细菌细胞。在一些实施方案中，生物体是细菌

并且构建体在质粒或噬菌体上携带。在一些实施方案中，宿主细胞是酵母细胞。在另一些实

施方案中，生物体是酵母，并且构建体在质粒或穿梭载体上携带。在另一些实施方案中，宿

主细胞是哺乳动物细胞，例如人细胞。在这样的实施方案中，本文所述的遗传构建体可在质

粒上携带或通过病毒(例如慢病毒或腺病毒)递送。

[0086] 本文中所述的遗传构建体和载体涉及CRISPR系统之组分的表达，所述组分包括

CRISPR指导序列和支架序列。其中表达CRISPR系统的宿主细胞可表达一种或更多种另外的

CRISPR组分，例如内切核酸酶。在一些实施方案中，宿主细胞还表达内切核酸酶，例如Cas内

切核酸酶。在一些实施方案中，Cas内切核酸酶是Cas1、Cas2或Cas9内切核酸酶。在一些实施

方案中，宿主细胞表达来源于化脓性链球菌、金黄色葡萄球菌、脑膜炎奈瑟氏菌、嗜热链球

菌或齿垢密螺旋体的Cas9内切核酸酶。在一些实施方案中，编码Cas9内切核酸酶的核苷酸

序列可以经密码子优化以用于在宿主细胞或生物体中表达。在一些实施方案中，内切核酸
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酶是Cas9同源或直向同源的。

[0087] 在一些实施方案中，编码Cas9内切核酸酶的核苷酸序列被进一步修饰以改变蛋白

质的活性。在一些实施方案中，Cas9内切核酸酶是无催化活性Cas9。例如，dCas9含有催化活

性残基(D10和H840)的突变并且不具有核酸酶活性。作为替代或补充，Cas9内切核酸酶可与

另一种蛋白质或其部分融合。在一些实施方案中，dCas9与阻遏物结构域融合，例如KRAB结

构域。在一些实施方案中，这样的dCas9融合蛋白与本文所述的构建体一起用于多重基因抑

制(例如CRISPR干扰(CRISPRi))。在一些实施方案中，dCas9与激活子结构域(例如VP64或

VPR)融合。在一些实施方案中，这样的dCas9融合蛋白与本文所述的构建体一起用于多重基

因激活(例如CRISPR激活(CRISPRα))。在一些实施方案中，dCas9与表观遗传调节结构域(例

如组蛋白脱甲基酶结构域或组蛋白乙酰转移酶结构域)融合。在一些实施方案中，dCas9与

LSD1或p300或其部分融合。在一些实施方案中，dCas9融合用于基于CRISPR的表观遗传调

控。在一些实施方案中，dCas9或Cas9与Fok1核酸酶结构域融合。在一些实施方案中，与Fok1

核酸酶结构域融合的Cas9或dCas9用于多重基因编辑。在一些实施方案中，Cas9或dCas9与

荧光蛋白(例如GFP、RFP、mCherry等)融合。在一些实施方案中，与荧光蛋白融合的Cas9/

dCas9蛋白用于基因组基因座的多重标记和/或可视化。

[0088] 作为替代或补充，内切核酸酶是Cpf1核酸酶。在一些实施方案中，宿主细胞表达来

源于普氏菌属(Provetella  spp.)或弗朗西斯菌属(Francisella  spp.)的Cpf1核酸酶。在

一些实施方案中，编码Cpf1核酸酶的核苷酸序列可以经密码子优化以用于在宿主细胞或生

物中表达。

[0089] 本发明涵盖其中可引入DNA的任何细胞类型，包括原核细胞和真核细胞。在一些实

施方案中，细胞是细菌细胞，例如埃希氏菌属(Esche ri chia  s pp .)、链霉菌属

(Streptomyces  spp .)、Zymonas  spp、醋杆菌属(Acetobacter  spp .)、柠檬酸杆菌属

(Citrobacter  spp.)、集胞藻属(Synechocystis  spp.)、根瘤菌属(Rhizobium  spp.)、梭菌

属(Clostridium  spp.)、棒状杆菌属(Corynebacterium  spp.)、链球菌属(Streptococcus 

spp .)、黄单胞菌属(Xanthomonas  spp .)、乳杆菌属(Lactobacillus  spp .)、乳球菌属

(Lactococcus  spp.)、芽孢杆菌属(Bacillus  spp.)、产碱菌属(Alcaligenes  spp.)、假单

胞菌属(Pseudomonas  spp .)、气单胞菌属(Aeromonas  spp .)、固氮菌属(Azotobacter 

spp.)、丛毛单胞菌属(Comamonas  spp.)、分枝杆菌属(Mycobacterium  spp.)、红球菌属

(Rhodococcus  spp .)、葡萄糖酸杆菌属(Gluconobacter  spp .)、罗尔斯通氏菌属

(Ralstonia  spp .)、酸硫杆菌属(Acidithiobacillus  spp .)、小月菌属(Microlunatus 

spp .)、地杆菌属(Geobacter  spp .)、土芽孢杆菌属(Geobacillus  spp .)、节杆菌属

(Arthrobacter  spp.)、黄杆菌属(Flavobacterium  spp.)、沙雷氏菌属(Serratia  spp.)、

糖多胞菌属(Saccharopolyspora  spp .)、栖热菌属(Thermus  spp .)、寡养单胞菌种

(Stenotrophomonas  spp .)、色杆菌属(Chromobacterium  spp .)、中华根瘤菌属

(Sinorhizobium  spp .)、糖多胞菌属(Saccharopolyspora  spp .)、土壤杆菌属

(Agrobacterium  spp.)和泛菌属(Pantoea  spp.)。细菌细胞可以是革兰阴性细胞例如大肠

杆菌细胞或革兰氏阳性细胞，例如芽孢杆菌(Bacillus)属的物种。

[0090] 在 另一些实 施方案中 ，细胞是真菌 细胞 例如酵母细胞 ，例如酵母 属

(Saccharomyces  spp.)、裂殖酵母属(Schizosaccharomyces  spp.)、毕赤酵母属(Pichia 
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spp.)、法夫酵母属(Phaffia  spp.)、克鲁维酵母属(Kluyveromyces  spp.)、假丝酵母属

(Candida  spp.)、踝节菌属(Talaromyces  spp.)、酒香酵母属(Brettanomyces  spp.)、管囊

酵母属(Pachysolen  spp.)、德巴利酵母属(Debaryomyces  spp.)、耶氏酵母属(Yarrowia 

spp.)和工业多倍体酵母菌株。优选地，酵母菌株是酿酒酵母菌株。真菌的另一些实例包括

曲霉属(Aspergillus  spp.)、青霉属(Penicillium  spp.)、镰刀菌属(Fusarium  spp.)、根

霉属(Rhizopus  spp.)、枝顶孢属(Acremonium  spp.)、脉孔孢菌属(Neurospora  spp.)、粪

壳菌属(Sordaria  spp.)、稻瘟菌属(Magnaporthe  spp.)、异水霉属(Allomyces  spp.)、黑

粉菌属(Ustilago  spp.)、葡萄孢属(Botrytis  spp.)、木霉属(Trichoderma  spp.)。

[0091] 在另一些实施方案中，细胞是藻类细胞、植物细胞、昆虫细胞、啮齿动物细胞或哺

乳动物细胞，包括啮齿动物细胞或人细胞(例如，人胚肾细胞(例如，HEK293T细胞)、人皮肤

成纤维细胞、人癌细胞例如OVCAR8细胞或OVCAR8‑ADR细胞)。在一些实施方案中，细胞是人

癌细胞，例如人卵巢癌细胞。

[0092] 本文还提供了包含靶向表观遗传基因之抑制剂的组合物。如本文使用的术语“表

观遗传基因”是指影响细胞中另一种分子或过程的表现遗传调控的任何基因。在一些实施

方案中，表观遗传基因编码参与表观遗传调控的蛋白质。在一些实施方案中，表观遗传基因

编码影响表观遗传调控的核酸，例如RNA(例如，微小RNA)。一般而言，表观遗传是指对分子

或过程的不涉及细胞基因组DNA突变的任何改变(Jaenisch和Bird，Nat.Gene.(2003)33：

245‑254)。表观遗传调控涉及细胞中的DNA介导的过程，例如转录、DNA修复和通过包括DNA

甲基化、组蛋白修饰、核小体重塑和RNA介导靶向的机制进行的复制(Dawson和Kouzarides，

Cell(2012)150(1)：12‑27)。表观遗传基因的非限制性实例包括：

[0093] DNMT1，DNMT3A，DNMT3B，DNMT3L，MBD1，MBD2，CREBBP，EP300，HDAC1，HDAC2，SIRT1，

CARM1，EZH1，EZH2，MLL，MLL2，NSD1，PRMT1，PRMT2，PRMT3，PRMT5，PRMT6，PRMT7，SETD2，

KDM1A‑，KDM1B，KDM2A，KDM2B，KDM3A，KDM3B，KDM4A，KDM4B，KDM4C，KDM5A，KDM5B，KDM5C，

KDM5D，KDM6A，KDM6B，PHF2，PHF8，BMI1，BRD1，BRD3，BRD4，ING1，ING2，ING3，ING4，和ING5。

[0094] 如本文使用的术语“抑制剂”是指降低或阻止表观遗传基因表达或降低或阻止由

表观遗传基因编码的蛋白质的活性的任何分子，例如蛋白质、核酸或小分子。在一些实施方

案中，与不存在抑制剂组合的情况下表观遗传基因的表达相比，两种或更多种表观遗传基

因抑制剂的组合使表观遗传基因的表达降低至少10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、

45％、50％，55％、60％或至少65％。在一些实施方案中，与不存在抑制剂组合的情况下由表

观遗传基因编码的蛋白质的活性相比，两种或更多种表观遗传基因抑制剂的组合使由表观

遗传基因编码的蛋白质的活性降低至少10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、

50％、55％、60％或至少65％。

[0095] 在一些实施方案中，表观遗传基因抑制剂的组合包含至少2、3、4、5、6、7、8、9或至

少10种或更多种表观遗传基因的抑制剂。在一些实施方案中，表观遗传基因抑制剂的组合

包含两种表观遗传基因抑制剂。在一些实施方案中，抑制剂的组合抑制2、3、4、5、6、7、8、9、

10或更多种表观遗传基因。在一些实施方案中，表观遗传基因抑制剂的组合包含靶向并抑

制两种表观遗传基因的两种抑制剂。

[0096] 在一些实施方案中，抑制剂组合中的至少一种抑制剂是直接或间接降低或阻止表

观遗传基因表达或降低或阻止由表观遗传基因编码的蛋白质的活性的蛋白质。例如，蛋白
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质可以是降低或阻止表观遗传基因表达的阻遏物或由表观遗传基因编码之蛋白质的变构

抑制剂。在一些实施方案中，两种或更多种抑制剂是靶向两种或更多种表观遗传基因的蛋

白质。在一些实施方案中，两种或更多种抑制剂是靶向表2中所示表观遗传基因的任何组合

的蛋白质。

[0097] 在一些实施方案中，抑制剂组合中的至少一种抑制剂是降低或阻止表观遗传基因

表达或降低或阻止由表观遗传基因编码的蛋白质之活性的核酸。在一些实施方案中，核酸

是CRISPR指导序列，其与支架序列一起将内切核酸酶募集到表观遗传基因。在一些实施方

案中，两种或更多种抑制剂是靶向两种或更多种表观遗传基因的CRISPR指导序列。在一些

实施方案中，两种或更多种抑制剂是靶向表2中所示表观遗传基因的任何组合的CRISPR指

导序列。在一些实施方案中，两种或更多种抑制剂是选自靶向表1中提供的表观遗传基因之

示例CRISPR指导序列的CRISPR指导序列。在一些实施方案中，表观遗传基因的组合包含

BRD4和KDM4C。在一些实施方案中，表观遗传基因的组合包含BRD4和KDM6B。

[0098] 在一些实施方案中，核酸是通过细胞的RNA干扰(RNAi)途径加工以沉默靶基因的

表达(例如，降低mRNA水平和/或蛋白质产生)的shRNA。在一些实施方案中，两种或更多种抑

制剂是靶向两种或更多种表观遗传基因的shRNA。在一些实施方案中，两种或更多种抑制剂

是靶向表2中所示的表观遗传基因之任何组合的shRNA。在一些实施方案中，两种或更多种

抑制剂是选自靶向表4中提供的表观遗传基因之示例shRNA的shRNA。一些实施方案中，表观

遗传基因的组合包含BRD4和KDM4C。在一些实施方案中，表观遗传基因的组合包含BRD4和

KDM6B。

[0099] 在一些实施方案中，抑制剂组合中的至少一种抑制剂是降低或阻止表观遗传基因

表达或降低或阻止由表现遗传基因编码的蛋白质的活性的小分子。在一些实施方案中，两

种或更多种抑制剂是靶向两种或更多种表观遗传基因的小分子。在一些实施方案中，两种

或更多种抑制剂是靶向表2中所示的表观遗传基因之任何组合的小分子。在一些实施方案

中，表观遗传基因的组合包含BRD4和KDM4C。在一些实施方案中，表观遗传学基因的组合包

含BRD4和KDM6B。

[0100] 降低或阻止BRD4的表达或降低或阻止由BRD4编码的蛋白质的活性的任何小分子

均可能适用于本文所述的组合物和方法。BRD4抑制剂的实例包括但不限于：JQ1((6S)‑4‑

(4‑氯苯基)‑2，3，9‑三甲基‑6H‑噻吩并[3，2‑f][1，2，4]三唑并[4，3‑a][1，4]二氮杂 ‑6‑

乙酸1，1‑二甲基乙酯)、MS417([(6S)‑4‑(4‑氯苯基)‑2，3，9‑三甲基‑6H‑噻吩并[3，2‑f][1，

2，4]三唑并[4，3‑α][1，4]二氮杂 ‑6‑基]乙酸甲酯)，或者RVX‑208(2‑[4‑(羟乙氧基)‑3，

5‑二甲基苯基]‑5，7‑二甲氧基‑4(3H)‑喹唑啉酮)。在一些实施方案中，BRD4抑制剂是JQ1。

另外的BRD4抑制剂对于本领域技术人员将是明显的，并且可见于例如PCT公布WO  2014/

154760A1和Vidler等J.Med.Chem.(2013)56：8073‑8088中。

[0101] 降低或阻止KDM4C(也称为JMJD2)的表达或者降低或阻止由KDM4C编码的蛋白质之

活性的任何小分子均可适用于本文所述的组合物和方法。在一些实施方案中，KDM4C抑制剂

是SD70(N‑(呋喃‑2‑基(8‑羟基喹啉‑7‑基)甲基)异丁酰胺)或咖啡酸。另外的KDM4C抑制剂

对于本领域技术人员将是明显的，并且可见于例如Leurs等，Bioorg .&Med .Chem .Lett .

(2012)22(12)：5811‑5813和Hamada等，Bioorg.&Med.Chem.Lett.(2009)19：2852‑2855中。

[0102] 降低或阻止KDM6B(也称为JMJD3)的表达或者降低或阻止由KDM6B编码的蛋白质之
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活性的任何小分子均可适用于本文所述的组合物和方法。KDM6B抑制剂的实例包括但不限

于：GSK‑J4(3‑((6‑(4，5‑二氢‑1H‑苯并[d]氮杂 ‑3(2H)‑基)‑2‑(吡啶‑2‑基)嘧啶‑4‑基)

氨基)丙酸乙酯，单盐酸盐)、GSK‑J1(N‑[2‑(2‑吡啶基)‑6‑(1，2，4，5‑四氢‑3H‑3‑苯并氮杂

‑3‑基)‑4‑嘧啶基]‑β‑丙氨酸)和IOX1(8‑羟基‑5‑喹啉羧酸；8‑羟基‑5‑喹啉羧酸)。在一

些实施方案中，KDM6B抑制剂是GSK‑J4。另外的KDM4C抑制剂对于本领域技术人员是明显的。

[0103] 两种或更多种抑制剂的组合可包含两种或更多种蛋白质抑制剂、两种或更多种

CRISPR指导序列、两种或更多种shRNA或两种或更多种小分子抑制剂。在一些实施方案中，

两种或更多种抑制剂是不同类型的抑制剂(例如蛋白质、核酸、小分子)。在一些实施方案

中，所述组合包含蛋白质抑制剂和一种或更多种另外的抑制剂(例如，CRISPR指导序列、

shRNA和/或小分子抑制剂)。在另一些实施方案中，所述组合包含CRISPR指导序列和一种或

更多种另外的抑制剂(例如蛋白质、shRNA和/或小分子抑制剂)。在另一些实施方案中，所述

组合包含shRNA和一种或更多种另外的抑制剂(例如，蛋白质、CRISPR指导序列和/或小分子

抑制剂)。在另一些实施方案中，所述组合包含小分子抑制剂和一种或更多种另外的抑制剂

(例如蛋白质、shRNA和/或shRNA)。

[0104] 本文所述的方法和组合物可用于降低细胞的增殖，所述细胞例如癌细胞或需要降

低增殖的其他细胞。在一些实施方案中，使细胞与表观遗传基因的两种或更多种抑制剂的

组合(例如，靶向表2中所示的表观遗传基因之抑制剂的组合)接触部分地或完全地降低细

胞的增殖。在一些实施方案中，与未与抑制剂组合接触的细胞相比，将细胞与表观遗传基因

的两种或更多种抑制剂的组合接触部分地或完全地降低细胞的增殖。在一些实施方案中，

与未与抑制剂组合接触的细胞相比，将细胞与两种或更多种表观遗传基因抑制剂的组合接

触将细胞的增殖降低至少10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％

或至少65％。在一些实施方案中，和与抑制剂组合接触的非癌细胞相比，使细胞与表观遗传

基因的两种或更多种抑制剂的组合接触部分地或完全地降低癌细胞的增殖。可通过本领域

已知的任何方法(例如使用细胞生存力测定、MTT测定或BrdU细胞增殖测定)来评估和定量

细胞增殖。

[0105] 本发明的另一些方面涉及用于治疗对象之癌症的方法和组合物。癌症是以不受控

制或控制异常的细胞增殖和其他恶性细胞特性为特征的疾病。如本文使用的术语“癌症”是

指本领域已知的任何类型的癌症，包括但不限于：乳腺癌、胆道癌、膀胱癌、脑癌、宫颈癌、绒

毛膜癌、结肠癌、子宫内膜癌、食管癌、胃癌、血液肿瘤、T细胞急性淋巴细胞白血病/淋巴瘤、

毛细胞白血病、慢性髓细胞性白血病、多发性骨髓瘤、艾滋病相关白血病和成人T细胞白血

病/淋巴瘤、上皮内肿瘤、肝癌、肺癌、淋巴瘤、神经母细胞瘤、口腔癌、卵巢癌、胰腺癌、前列

腺癌、直肠癌、肉瘤、皮肤癌、睾丸癌、甲状腺癌和肾癌。癌细胞可以是在体内(即，在生物体

内)、离体(即，从生物体中取出并在体外保持)或在体外的癌细胞。

[0106] 所述方法包括向对象以有效量施用两种或更多种表观遗传基因抑制剂的组合。在

一些实施方案中，所述对象是患有癌症、怀疑患有癌症或有发生癌症风险的对象。在一些实

施方案中，所述对象是哺乳动物对象，包括但不限于狗、猫、马、牛、猪、绵羊、山羊、鸡、啮齿

动物或灵长类动物。在一些实施方案中，所述对象是人对象，例如患者。人对象可能是小儿

(pediatric)对象或成人对象。对象是否被视为有患癌症的“风险”可由技术人员确定。

[0107] 如本文使用的“治疗”包括改善、治愈、防止其变差，减缓发展速度或防止疾病再次
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发生(即，为了防止复发)。组合物的有效量是产生治疗效果的组合物的量。例如，在用于治

疗对象之癌症的方法中，靶向表观遗传基因之抑制剂组合的有效量是提供抗癌效果的任何

量，例如降低或防止癌细胞增殖或对癌细胞具有细胞毒性。在一些实施方案中，与当在不存

在一种或更多种靶向表观遗传基因的另外抑制剂的情况下施用的抑制剂有效量相比，将一

种抑制剂与一种或更多种靶向表现遗传基因的另外的抑制剂同时或组合施用时，靶向表观

遗传基因的抑制剂的有效量降低。在一些实施方案中，当在不存在一种或更多种靶向表观

遗传基因的另外抑制剂的情况下施用时，靶向表观遗传基因的抑制剂不会降低或阻止癌细

胞的增殖。

[0108] 靶向表观遗传基因的抑制剂或靶向表观遗传基因的抑制剂的组合(例如，表2中所

示的表观遗传基因的组合)可使用本领域已知的任何方法向对象施用。在一些实施方案中，

通过局部、肠内或肠胃外施用途径施用抑制剂。在一些实施方案中，通过静脉内、肌内或皮

下施用抑制剂。

[0109] 本文所述的表观遗传基因的任何抑制剂可通过本领域已知的任何方法施用至对

象，或递送至细胞或与细胞接触。在一些实施方案中，表观遗传基因的抑制剂通过纳米颗

粒、细胞渗透肽、聚合物、脂质体或重组表达载体递送至细胞。在另一些实施方案中，表观遗

传基因的抑制剂与一种或更多种纳米颗粒、细胞渗透肽和/或聚合物缀合。在另一些实施方

案中，表观遗传基因的抑制剂包含在脂质体内。

[0110] 还提供了用于鉴定降低或防止细胞或细胞群体增殖的表观遗传基因抑制剂之组

合的方法。如图4A所示，该方法涉及将两个细胞群体与靶向表观遗传基因的CRISPR指导序

列和支架序列(例如，条形码化CRISPR文库)以及Cas9内切核酸酶的组合文库接触。将两个

细胞群体培养不同的持续时间。例如，一个细胞群体可培养15天，而另一个细胞群体培养20

天。(例如通过测序方法)确定每个细胞群体之两个或更多个CRISPR指导序列和支架序列的

组合的身份。例如，可通过对作为CRISPR指导序列的独特识别物的条形码进行测序来鉴定

CRISPR指导序列和支架序列。将培养较长持续时间的细胞群体中CRISPR指导序列和支架序

列的每种组合的丰度与培养较短时间的细胞群体中CRISPR指导序列和支架序列的每种组

合的丰度进行比较。与培养较短时间的细胞群体中CRISPR指导序列的丰度相比，在培养较

长持续时间的细胞群体中降低细胞增殖的CRISPR指导序列和支架序列的组合的丰度较低。

这些组合被鉴定为降低细胞增殖的表观遗传基因的抑制剂的组合。

[0111] 提供了其他方法来鉴定这样的表观遗传基因的组合，当所述组合被抑制时可降低

或防止细胞或细胞群体增殖。如图4A所示，该方法涉及将两个细胞群体与靶向表观遗传基

因的CRISPR指导序列和支架序列(例如，条形码化的CRISPR文库)的组合文库以及Cas9内切

核酸酶接触。将两个细胞群体培养不同的持续时间。例如，一个细胞群体可培养15天，而另

一个细胞群体培养20天。(例如通过测序方法)确定每个细胞群体之两个或更多个CRISPR指

导序列和支架序列之组合的身份。例如，可通过对作为CRISPR指导序列的独特识别物的条

形码进行测序来鉴定CRISPR指导序列和支架序列。将培养较长持续时间的细胞群体中的

CRISPR指导序列和支架序列的每种组合的丰度与培养较短时间的细胞群体中CRISPR指导

序列和支架序列的每种组合的丰度进行比较。在培养较长持续时间的细胞群体中降低细胞

增殖的CRISPR指导序列和支架序列之组合的丰度较低。这些组合被鉴定为可能被抑制剂靶

向以降低或阻止细胞增殖的表观遗传基因的组合。
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[0112] 在一些实施方案中，在重组表达载体中表达靶向与本发明相关的表观遗传基因的

一种或更多种基因或抑制剂。如本文使用的“载体”可以是这样的多种核酸中的任一种，通

过限制和连接(例如，使用CombiGEM方法)或通过重组可向其插入所期望序列，以用于在不

同遗传环境之间转运或在宿主细胞(例如，癌细胞)中表达。载体通常由DNA组成，尽管也可

用RNA载体。载体包括但不限于：质粒、福斯黏粒(fosmid)、噬菌粒、病毒基因组和人造染色

体。在一些实施方案中，载体是慢病毒载体。在一些实施方案中，靶向表观遗传基因的两种

或多种基因或抑制剂在同一重组表达载体上表达。在一些实施方案中，靶向表现遗传基因

的两种或更多种基因或抑制剂在两种或更多种重组表达载体上表达。

[0113] 克隆载体是能够在宿主细胞中自主复制或整合在基因组中的那些，其特征还在于

具有一个或更多个内切核酸酶限制性位点，在所述位点处载体可以以可确定的方式被切割

并将所期望的DNA序列连接到其中，或者具有重组位点，在所述位点处具有相容性末端的插

入物可被整合以使得新的重组载体保留其在宿主细胞中复制的能力。在质粒的情况下，随

着宿主细胞(例如宿主细菌)内质粒的拷贝数提高，所期望序列的复制可能发生多次，或者

在宿主通过有丝分裂繁殖之前，在每个宿主中仅发生一次。在噬菌体的情况下，复制可以在

裂解阶段期间主动发生或者在溶原相(lysogenic  phase)期间被动地发生。

[0114] 表达载体是可以通过限制和连接或重组将所期望的DNA序列插入其中，使得其有

效连接至调控序列并且可被表达为RNA转录本的表达载体。载体还可包含一种或更多种标

志物序列，其适用于鉴定已经或尚未用载体转化或转染的细胞。标志物包括例如编码提高

或降低对抗生素或其他化合物的抗性或敏感性之蛋白质的基因、编码其活性可通过本领域

已知的标准测定法检测之酶的基因(例如β‑半乳糖苷酶、萤光素酶或碱性磷酸酶)，以及可

视地影响转化或转染的细胞、宿主、集落或斑块之表型(例如，绿色荧光蛋白、红色荧光蛋

白)的基因。优选的载体是能够自主复制并表达存在于与其有效连接的DNA区段中之结构基

因产物的那些载体。

[0115] 如本文使用的，当编码序列和调控序列以这样方式共价连接，以使得编码序列在

调控序列的影响或控制下表达或转录时，编码序列和调控序列被称为“有效地”连接。如果

期望将编码序列翻译成功能性蛋白质，则如果诱导5’调控序列中的启动子引起编码序列的

转录，并且如果两个DNA序列之间连接的性质没有(1)导致引入移码突变，(2)干扰启动子区

域指导编码序列转录的能力，或(3)干扰将相应的RNA转录本翻译成蛋白质的能力，则两个

DNA序列被称为有效地连接。因此，如果启动子区域能够影响该DNA序列的转录，使得所得到

的转录本可翻译成所期望的蛋白质或多肽，则启动子区域被有效地连接到编码序列。

[0116] 当核酸分子在细胞中表达时，多种转录调控序列(例如，启动子/增强子序列)可用

于指导其表达。启动子可以是天然启动子，即在其内源环境中的基因启动子，其提供基因表

达的正常调控。在一些实施方案中，启动子可以是组成型的，即，启动子不受控制，这允许其

相关基因连续转录。还可使用多种条件启动子，例如通过分子存在或不存在控制的启动子。

在一些实施方案中，启动子是RNA聚合酶II启动子，例如哺乳动物RNA聚合酶II启动子。在一

些实施方案中，启动子是人泛素C启动子(UBCp)。在一些实施方案中，启动子是病毒启动子。

在一些实施方案中，启动子是人巨细胞病毒启动子(CMVp)。在一些实施方案中，启动子是

RNA聚合酶III启动子。RNA聚合酶III启动子的实例包括但不限于H1启动子、U6启动子、小鼠

U6启动子、猪U6启动子。在一些实施方案中，启动子是U6启动子(U6p)。
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[0117] 基因表达所需的调控序列的精确性质可在物种或细胞类型之间变化，但一般(必

要时)应包括分别涉及转录和翻译起始的5’非转录和5’非翻译序列，例如TATA框、加帽序

列、CAAT序列等。特别地，这样的5’非转录调控序列将包括启动子区，所述启动子区包括用

于对有效连接的基因进行转录控制的启动子序列。根据需要，调控序列还可包括增强子序

列或上游激活子序列。本发明的载体可任选地包括5’前导或信号序列。适当载体的选择和

设计在本领域普通技术人员的能力和判断之内。

[0118] 包含所有表达必需元件的表达载体是市售的并且是本领域技术人员已知的。参见

例如Sambrook等，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，第4版，Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press，2012。通过向细胞引入异源DNA(RNA)对细胞进行遗传改造。将异源DNA

(RNA)置于转录因子的有效控制下以使得在宿主细胞中表达异源DNA。

[0119] 可使用本领域标准的方法和技术将与本发明相关的核酸分子引入细胞。例如，可

通过标准方案(例如转化，包括化学转化和电穿孔、病毒转导、粒子轰击等)引入核酸分子。

在一些实施方案中，使用慢病毒来实现病毒转导。也可通过将核酸分子整合在基因组中来

实现核酸分子表达。

[0120] 本发明并不限于其在以下说明书中阐述或在附图中示出的结构细节和组件布置。

本发明能够具有另一些实施方案并且能够以多种方式被实施或执行。此外，本文使用的措

辞和术语是出于描述的目的，不应被视为限制。本文使用“包括”、“包含”或“具有”、“含有”、

“涉及”及其变体意在包括其后列出的项目及其等同物以及另外的项目。

[0121] 通过以下实施例进一步说明本发明，其决不应被解释为进一步的限制。在整个申

请中引用的所有参考文献(包括参考文献、已授予的专利、公开的专利申请和共同未决的专

利申请)的全部内容通过引用明确并入本文，特别是对于本文所引用的教导。

实施例

[0122] 实施例1

[0123] 如图1所示，可使用本文所述的方法制备条形码化CRISPR分子的高复杂度组合文

库。在步骤1中，使用基于阵列的寡核苷酸合成(包括针对每个CRISPR指导序列的正向和反

向寡核苷酸(例如寡核苷酸F‑A和寡核苷酸R‑A；寡核苷酸F‑B和寡核苷酸R‑B))来产生大量

的CRISPR指导RNA(gRNA)文库。合成的寡核苷酸的长度与终产物文库的复杂度无关。然后在

步骤2中，分离出gRNA的寡核苷酸对并使其退火。对应每个gRNA的寡核苷酸包含20碱基对的

CRISPR指导序列、两个BbsI位点和条形码元件。寡核苷酸还可含有5’和3’单链突出末端区

域以用于将寡核苷酸连接到储存载体中。在步骤3中，将含有BbsI和MfeI突出末端的经退火

的寡聚体合并在一起进行一锅连接反应，以将gRNA文库插入已用BbsI和MfeI消化的AWp28

储存载体中。这使得产生AWP28储存载体的文库，每个载体包含CRISPR指导序列、两个BbsI

位点和条形码元件。

[0124] 然后在步骤4中，使用BbsI对合并的储存载体文库进行单锅消化(single‑pot 

digestion)以在CRISPR指导序列和条形码元件之间打开载体，从而允许在CRISPR指导序列

和条形码元件之间插入gRNA支架元件。由于gRNA支架元件的插入物在支架元件的3’末端含

有由限制性识别位点BamHI和EcoRI形成的隔离位点，所以gRNA储存载体的文库可进行迭代

克隆步骤以逐步产生更复杂的n向条形码化文库，其包含可使用Cas9核酸酶或效应物来介
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导组合基因敲除、活化或抑制的多个gRNA表达盒，如步骤5所示。简言之，使用与限制性识别

位点互补的限制性酶(例如，BamHI和EcoRI)在隔离位点处消化条形码化指导RNA文库。消化

允许插入编码CRISPR指导序列、支架序列、隔离位点和条形码元件的另外的片段。因为相同

的限制性酶组可用于多轮克隆以构建(n)‑向文库，所以该策略的优点之一是(n+1)‑向文库

不提高所需的限制性酶组。

[0125] 为了构建gRNA成员的(n)‑向文库，需要(n+2)轮克隆步骤。该策略的另外一个优点

是可使用相同的CRISPR指导库来生成更高阶的复杂文库。

[0126] 实施例2：

[0127] 如图2A所示，可使用本文所述的方法制备条形码化CRISPR分子的复杂组合文库。

在步骤1中，在单个寡核苷酸上合成多个CRISPR指导序列和单个条形码元件以产生大量的

组合gRNA文库。在每个CRISPR指导序列后都存在限制性识别位点。指导序列和条形码通过

不同的限制性酶位点连接在一起。图2A的遗传构建体和载体示出了包含三个CRISPR指导序

列和位于CRISPR指导序列下游的条形码元件的示例性寡核苷酸。

[0128] 在步骤2中，将合并的合成的寡核苷酸在单锅组装(single‑pot  assembly)中连接

到目的载体中。目的载体可包含用于驱动至少一个CRISPR指导序列之表达的启动子。如步

骤3所示，用不同限制性酶在每个CRISPR指导序列之后的每个限制性识别位点处顺序消化

载体，这允许插入支架元件，并且在一些情况下，允许插入驱动下游CRISPR指导序列表达的

启动子元件。该方法导致产生编码多个CRISPR指导序列和支架序列以及单个条形码元件的

条形码化组合指导RNA文库，以用于使用Cas9核酸酶或效应物进行组合基因敲除、活化或抑

制。

[0129] 图2B描绘了产生条形码化CRISPR分子的复杂组合文库的替代策略。在步骤1中，在

单个寡核苷酸上合成多个CRISPR指导序列和单个条形码元件以产生大量的组合gRNA文库。

在每个CRISPR指导序列之后存在限制性识别位点并且在第一CRISPR指导序列上游存在限

制性识别位点以用于插入启动子元件。指导序列和条形码通过不同的限制性酶位点连接在

一起。图2B的遗传构建体和载体示出了包含三个CRISPR指导序列和位于CRISPR指导序列上

游的条形码元件的示例性寡核苷酸。

[0130] 在步骤2中，在单锅组装中将合并的合成寡核苷酸连接到目的载体中。目的载体可

含有用于驱动至少一个CRISPR指导序列的表达的启动子。如步骤3所示，用不同的限制性酶

在每个CRISPR指导序列之后的每个限制性识别位点处顺序消化载体，这允许插入支架元

件，并且在一些情况下，允许插入驱动下游CRISPR指导序列表达的启动子元件。该方法导致

产生编码多个CRISPR指导序列和支架序列以及单个条形码元件的条形码化组合指导RNA文

库，以用于使用Cas9核酸酶或效应物进行组合基因敲除、激活或抑制。

[0131] 使用图2A和2B中所描绘的策略，可用(n+1)轮克隆步骤构建(m)个gRNA成员的(n)

向‑文库。所产生文库的复杂度取决于步骤1中合成的寡核苷酸的长度。因为对于每个

CRISPR指导序列以及启动子元件允许插入支架序列的限制性识别位点是不同的，所以提高

寡核苷酸的复杂度(即，CRISPR指导序列的数目)也提高了消化步骤所需的限制性酶的数

量。

[0132] 实施例3：

[0133] 使用基于CombiGEM的DNA组装方法进行条形码化组合gRNA文库的高效且可扩展的
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组装。通过慢病毒将文库递送到人细胞中以便创建遗传超多样化(ultra‑diverse)细胞群

体，其具有可通过合并测定中的条形码测序来跟踪的独特的gRNA组合。该策略(称为

CombiGEM‑CRISPR)使用简单的一锅克隆步骤来实现高阶组合gRNA文库的可扩展组装，从而

简化并加速了组合基因功能的系统分析工作流程。

[0134] 为了创建初始的条形码化sgRNA文库，首先合成编码条形码化gRNA靶序列文库的

寡核苷酸对、使其退火，并以相等的比例合并以用于克隆储存载体中U6启动子的下游(图

1)。随后，将在单锅连接反应中将gRNA的支架序列插入储存载体文库中。CombiGEM方法应用

于高阶组合gRNA文库的可扩展组装(图1)。在条形码化sgRNA构建体中，BamHI和EcoRI位点

位于gRNA序列及其条形码之间，而BglII和MfeI位点位于末端。这些限制性酶位点的策略定

位导致条形码与其gRNA序列在酶消化后分离，并且导致代表插入物连接后其各自gRNA的条

形码的串联。为了构建单向文库，通过用BglII和MfeI限制性消化储存载体来制备条形码化

sgRNA表达单元的合并插入物，并将其与用BamHI和EcoRI消化的慢病毒目的载体中的相容

性末端连接。然后将单向文库充当目的载体用于下一轮条形码化sgRNA表达单元的合并插

入，从而产生双向文库，其中表示每个sgRNA的条形码定位于每个慢病毒构建体的一端。可

迭代地重复该过程以产生更高阶的条形码化组合gRNA文库。可通过检测串联的条形码来跟

踪组合gRNA的身份，其对于每个组合是独特的(例如，通过高通量测序)。

[0135] 为了评估我们的慢病毒组合gRNA表达系统的功能，构建了靶向编码绿色荧光蛋白

(GFP)和红色荧光蛋白(RFP)序列的gRNA组合(表1)。通过使用流式细胞术(图6A和6B)和荧

光显微术(图6E)测定组合基因扰动表型。将携带双重RFP和GFP报道子的慢病毒与条形码化

组合gRNA表达单元一起用于感染稳定表达人密码子优化的Cas9核酸酶(OVCAR8‑ADR‑Cas9)

的人卵巢癌细胞(OVCAR8‑ADR)(Honma等，Nat.Med .(2008)14：939‑948)(图6A)。预期活性

gRNA将靶向编码GFP和RFP的序列，并产生插失以敲除GFP和RFP的表达。观察到GFP和RFP荧

光水平的有效抑制，因为在感染后第4天和第8天携带Cas9核酸酶和靶向RFP和GFP二者的

gRNA表达单元的细胞中，GFP和RFP双阴性群体是观察到的主要群体(总群体的～83％至

97％)，相比而言载体对照为＜0.7％(图6C和6D)。在表达靶向GFP和/或RFP的gRNA但无Cas9

核酸酶的对照细胞系中没有观察到这种抑制(图6B)。证实了基因扰动的特异性，因为仅携

带GFP靶向性sgRNA的细胞表现出GFP信号而非RFP信号的损失。类似地，含有RFP靶向性

sgRNA的细胞表现出RFP表达的降低，但对GFP表达没有作用(图6E)。这些结果证明了慢病毒

载体编码可在单个人细胞内同时抑制多个基因表达的组合gRNA构建体的能力。

[0136] 不同的表观遗传修饰倾向于协同作用以调控基因表达模式(Wang等，Nat.Genet.

(2008)40：897‑903)，并且组合表观遗传调控正在成为有效癌症治疗的有希望的策略

(Dawson等，Cell(2012)150：12‑27；Juergens等，Cancer  Discov.(2011)1：598‑607)。使用

本文所述的CombiGEM‑CRISPR方法和组合物，系统地评估了表观遗传基因扰动对抗癌表型

的组合作用。构建了一个文库，其包含靶向一组50个表观遗传基因(每个基因3个sgRNA)的

153个条形码化sgRNA和基于GeCKOv2文库的3个对照sgRNA。(Shalem等，Science(2014)343：

84‑87)(表1)。

[0137] 表1：sgRNA靶序列
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[0138]
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[0139]
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[0140]
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[0141]

[0142] 使用qRT‑PCR在OVCAR8‑ADR细胞中评估了这50种表观遗传基因的表达。使用

CombiGEM方法产生双向(153×153sgRNA＝23,409个总组合)合并的条形码化gRNA文库。产

生慢病毒库以将文库递送到OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中。通过聚合酶链式反应(polymerase 

chain  reaction，PCR)分离来自合并的细胞群体的基因组DNA以用于无偏差的条形码扩增。

使用Illumina  HiSeq测序对储存在大肠杆菌以及经感染的人细胞库的质粒库中单个条形

码化组合的表示进行定量(图3A‑3D)。在质粒和经感染的细胞库二者中都实现了双向文库

的近乎全面覆盖，每个样品的读取为约2300万次至3400万次(图3B)，并且观察到条形码化

gRNA组合的相对均匀的分布(图3A和3B)。此外，在质粒和经感染的细胞库中的条形码表现

之间存在高相关性(图3C)，以及在经感染细胞库的生物学重复中表示的条形码中的高可重

复性(图3D)。因此，CombiGEM‑CRISPR可用于有效地组装并将条形码化组合gRNA文库递送到

人细胞中。

[0143] 为了证实gRNA在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中编辑内源基因的功能，进行Surveyor测
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定以评估来自文库的由gRNA靶定的8个随机选择的位点的切割效率。在感染后第12天观察

到插失产生效率为1.9％至26.2％(图7A‑7C)。检测到感染后第12天所有gRNA靶向基因座的

DNA错配的切割(图7A和8A)。在我们的双gRNA系统中，在多个基因座处测定同时切割效率，

并且在表达单gRNA或双gRNA的细胞中观察到相当的切割水平(图7A和8A)。还检测到表达单

gRNA和双gRNA细胞中靶标蛋白质水平的消耗(图8B)。这些结果表明复合系统并没有阻碍

gRNA的活性。为了将单细胞内由双gRNA指导的双切割事件与整个感染群体区分开，分离了

来源于用双gRNA感染的单细胞的克隆，并使用Sanger测序检测了两个靶标基因组基因座中

具有插入、缺失或突变的细胞(图9A和9B)。

[0144] 还通过在靶标基因组基因座上进行深度测序评估了插失产生效率。在不同的gRNA

之间观察到产生插失的速率的较大变化(即，14％至93％；图16A)和移码突变的较大变化

(即，所有插失中52％至95％；图S5B)。此外，在先前的研究中使用A375黑素瘤细胞验证的

gRNA(Shalem等，2014Science  343：84‑7)在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中显示出活性降低(例

如，对于NF1‑sg4和MED12‑sg1sgRNA)和有差异的插失产生偏好(例如，NF1‑sg1sgRNA)(图

16C)。这样的差异可能部分是由于靶基因座处染色质可及性的变化(Wu等(2014)

Nat.Biotechnol.32：670‑6)和在细胞类型之间可能不同的DNA断裂修复机制(Ghezraoui等

(2014)Mol  Cell  55：829‑42)。在gRNA设计优化方面的持续努力(包括提高中靶切割率

(Donesch等(2014)Nat  Biotechnol  32：1262‑7)和使脱靶切割最小化)应该能够创建更有

效的gRNA组，其将提高其对于广泛范围的细胞类型的大规模遗传扰动筛选的适用性。通过

复合系统中的gRNA进一步评估了插失产生。深度测序分析检测到在sgRNA或双gRNA系统下

表达的相同gRNA的大体相当的插失产生频率和偏好(图16D)。为了将单细胞内由双gRNA指

导的双切割事件与分布在整个群体中的切割事件区分开，分离了来源于用双gRNA构建体感

染的单细胞的克隆。检测到在两个靶基因组基因座中具有插入、缺失或突变的细胞(图9A‑

9C；表6)。我们的研究结果表明，CombiGEM组合gRNA文库可用于在OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞中

产生双重遗传突变体。

[0145] 启动了OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的合并的组合遗传筛选以鉴定调控癌细胞增殖的

gRNA组合。构建数学模型来绘制群体中每个文库成员的丰度的相对变化如何取决于多个参

数(参见下面的方法；图17A和17B)。模拟了含有不同gRNA组合之异源亚群(heterogeneous 

subpopulation)的群体。具体来说，在模拟开始时将总体群体的具体百分比定义为含有抗

增殖(fs)和促增殖(ff)gRNA组合的亚群。在每个亚群中，在模拟开始时，通过CRISPR‑Cas9系

统(p)突变一部分细胞，导致倍增时间(T倍增，m)改变。该模型表明在模拟条件下整个细胞群体

中具有抗增殖性gRNA的条形码化细胞的表现可被降低约23至97％(即fs和ff＝2、5或10％；p

＝0.2、0.4、0.6、0.8或1.0；T倍增，m＝36、48或60小时)(图17B)。一般，预计提高突变效率、提高

抗增殖细胞的倍增时间、降低促增殖细胞的倍增时间以及提高群体中促增殖组合的百分比

(图17C)将导致整个群体中抗增殖条形码的较大的条形码降低。

[0146] 在实验筛选中，为了鉴定调节癌细胞增殖的gRNA组合，将用双向组合gRNA文库感

染的OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞群体培养15天和20天，然后从细胞中分离基因组DNA以用于整合

的条形码之无偏差的扩增和定量(图4A，10A和10B)。在第20天和第15天的组条形码丰度(每

百万次读取进行归一化)之间的比较产生log2(条形码计数比)值(图4A，10A和10B)。预期抑

制细胞增殖的指导RNA组合会产生负的log2比，而预期赋予细胞生长优势的那些具有正的
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log2比。为了降低变异性，过滤出第15天组中小于约100个绝对读取的组合，并且将每个

gRNA对(即，sgRNA‑A+sgRN‑B和sgRNA‑B+sgRNA‑A)的两个潜在排列的log2比取平均值(图

11)。对于两个生物学重复，确定每个gRNA组合的log2比并排列(图5B和12A)。大多数gRNA组

合在第15天和第20天组的条形码表现之间没有显示出显著变化，包括来自GeCKOv2文库

(Shalem等(2014)Science  343：84‑7)的三种对照gRNA，其不具有人基因组中的中靶基因座

作为内部对照。示出了61个gRNA组合在两个生物学重复中发挥可观的抗增殖作用(log2比

＜‑0.90)(Q值＜0.01，表2和图12B)中，这产生了潜在的基因集以进一步探究抑制癌细胞生

长的能力。

[0147] 表2：基于合并筛选抑制OVCAR8‑ADR细胞增殖的双向sgRNA命中

[0148]
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[0149]

[0150] 通过使用经慢病毒递送的相应gRNA对，在个体(非合并的)细胞生长测定中评估

gRNA对抑制OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞增殖的能力(即在5天内约33％)来验证筛选的命中(图

4C)。在8从合并的筛选中收集的数据和单独的验证测定之间存在高度一致性(图13)。总之，

本文所述的方法提供了能够对卵巢癌细胞施加抗增殖作用的条形码化组合gRNA的系统筛

选的实验流水线(experimental  pipeline)。

[0151] 当与其他表观遗传基因靶向gRNA组合使用时，靶向表观遗传基因的许多gRNA比当
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与对照gRNA组合使用时表现出更强的抗增殖作用(图4B和12A)。

[0152] 通过深度测序评估gRNA的脱靶活性，其显示了通过对两种gRNA的CRISPR设计和

CCTop工具经计算预测的所有外显子脱靶基因组基因座处较低的插失产生率(即，0.15至

0.38％)(图19)。总之，建立并验证了一种实验流程以用于系统筛选能够对卵巢癌细胞发挥

抗增殖作用的条形码化组合gRNA。

[0153] 通过验证测定(图5A和8)证实gRNA对，靶向KDM4C和BRD4的shRNA对(图5B和14)同

时导致癌细胞生长的协同降低。此外，用小分子KDM4C抑制剂SD70(Jin等，PNAS(2014)111：

9235‑9240)和小分子BRD4抑制剂JQ1(Asangani等，Nature(2014)510：278‑282)(图5C)共处

理协同地抑制OVCAR8‑ADR细胞的增殖。类似地，同时靶向KDM6B和BRD4的gRNA对(图5A和8)

和shRNA对(图5B和14)显示出协同作用，以KDM6B/6A抑制剂GSK‑J4和JQ1的共处理也是如此

(Kruidenier，等，Nature(2012)488：404‑408) (图5D)。通过Bliss独立性(Bliss 

Ann .Appl .Biol .(1939)6：585‑615)和最高单一药剂(Borisy等，PNAS(2003)100：7977‑

7982)模型二者证实了这两种成对小分子药物组合之间的协同作用))(图5C和5D)。

[0154] 本文所述的方法允许鉴定抑制癌细胞增殖的新表观遗传靶基因对以及协同药物

疗法的潜在发展。这些方法还扩展了基于CRISPR‑Cas9的系统以高通量能力进行系统多重

遗传扰动筛选的效用。

[0155] 这些方法还可帮助确定生物学调查的新领域，例如研究观察表型的基础的机制。

例如，在用编码靶向KDM4C和BRD4、KDM6B和BRD4的gRNAs的慢病毒感染的细胞群体中评估基

因表达模式(图21A)。显著扰动的基因与涉及癌症相关途径(包括TNFα/NFκB信号传导、p53

途径和凋亡)的基因集相关(图21B)。此外，表观遗传扰动的组合作用是复杂的，并且可在不

同的细胞类型之间变化(图22A和22B)。

[0156] 方法

[0157] 载体构建

[0158] 使用标准分子克隆技术(包括限制性酶消化、连接、PCR和Gibson组装)构建载体

(表3)。定制寡核苷酸购自Integrated  DNA  Technologies。将载体构建体转化到大肠杆菌

菌株DH5α中，并使用50μg/ml羧苄青霉素(Teknova)分离含有构建体的菌落。使用Plasmid 

Mini或Midi试剂盒(Qiagen)提取和纯化DNA。使用Genewiz的DNA测序服务验证载体构建体

的序列。

[0159] 表3：构建体
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[0160]
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[0161]

[0162] 为了产生编码靶向特定基因之shRNA的慢病毒载体，合成含有正义和反义序列的

寡核苷酸对、使其退火并克隆到AgeI和EcoRI消化的pLKO .1载体29(Addgene  plasmid#

10879)中。基于siRNA筛选程序(sirna.wi.mit.edu/)设计并构建了shRNA正义和反义序列

(表4)。

[0163] 表4：用于个体验证测定的shRNA反义序列

[0164] shRNA  ID shRNA反义序列

对照‑sh CGAGGGCGACTTAACCTTAGG(SEQ  ID  NO：163)

KDM4C‑sh1 AAATCTTCGTAATCCAAGTAT(SEQ  ID  NO：164)

KDM4C‑sh2 GTAATACCGGGTGTTCCGATG(SEQ  ID  NO：165)

KDM6B‑sh ATTAATCCACACGAGGTCTCC(SEQ  ID  NO：166)

BRD4‑sh1 TATAGTAATCAGGGAGGTTCA(SEQ  ID  NO：167)

BRD4‑sh2 TTTAGACTTGATTGTGCTCAT(SEQ  ID  NO：168)

[0165] 为了产生编码Cas9蛋白和作为选择标志物的吉欧霉素(Zeocin)的pAWp30慢病毒

表达载体，从Addgene质粒#49535扩增EFS启动子和Cas9序列，而吉欧霉素序列使用Phusion 

DNA聚合酶(New  England  Biolabs)通过PCR从Addgene质粒#25736扩增。使用Gibson 

Assembly  Master  Mix(New  England  Biolabs)将PCR产物克隆到pAWp11慢病毒载体骨架
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中。

[0166] 为了构建含有U6启动子(U6p)‑驱动靶向特定基因之sgRNA的表达的储存载体，合

成具有20bp  sgRNA靶序列的寡核苷酸对，退火并使用T4连接酶(New  England  Biolabs)将

其克隆到BbsI消化的pAWp28载体中。为了构建用于U6p驱动的单个或组合sgRNA之表达的慢

病毒载体，用BglII和MfeI酶(Thermo  Scientific)经由对储存载体的消化来制备U6p‑

sgRNA表达盒，并使用通过用BamHI和EcoRI酶(Thermo  Scientific)消化载体产生的相容性

黏性末端进行连接来将其分别插入pAWp12载体骨架或单sgRNA表达载体中。为了与双重RFP

和GFP荧光蛋白报道子一起表达sgRNA，使用上述相同的策略将U6p驱动的sgRNA表达盒插入

pAWp9(替代pAWp12)的慢病毒载体骨架中。通过将独特的BamHI和EcoRI位点引入载体中从

pAWp7载体骨架修饰得pAWp9载体，以使得能够插入U6p‑sgRNA表达盒。

[0167] 条形码化组合sgRNA文库池的组装

[0168] 合成了含有条形码化sgRNA序列的153个寡核苷酸对阵列(寡核苷酸F‑(x)和寡核

苷酸R‑(x)，其中x＝1至153)并退火以产生这样双链插入物，其含有20bp  sgRNA靶标序列、

两个BbsI限制性位点、对每个sgRNA独特的8bp条形码而彼此具有至少两个不同碱基，并且

在其末端具有5’突出末端。为了产生合并的储存载体文库，将153个退火的插入物以相等的

比例混合，并通过其相容性末端的单锅连接反应克隆到pAWp28储存载体(用BbsI和MfeI消

化)中。为了构建条形码化sgRNA文库，用经BbsI消化的合并储存载体文库和这样的插入物

进行另一个一锅连接反应，其中所述插入物含有sgRNA支架序列、BamHI和EcoRI限制性位点

和在其末端的5’突出末端，其通过寡核苷酸对S1和S2的合成和退火制备。合并的储存载体

和条形码化sgRNA文库均在Endura感受态细胞(Lucigen)中制备并通过Plasmid  Midi试剂

盒(Qiagen)纯化。

[0169] 用与上述产生单个和组合sgRNA构建体相同的策略构建具有单个或组合gRNA的合

并慢病毒载体文库，不同之处在于使用合并的插入物和载体代替单独的插入物和载体来进

行组装。简言之，通过用BglII和MfeI对合并的储存载体文库进行单锅消化来产生合并的

U6p‑sgRNA插入物。将目的慢病毒载体(pAWp12)用BamHI和EcoRI消化。将经消化的插入物和

载体通过其相容性末端(即，BamHI+BglII和EcoRI+MfeI)连接以在慢病毒载体中产生合并

的单向sgRNA文库(153sgRNA)。用BamHI和EcoRI再次消化单向sgRNA载体文库，并与相同的

U6p‑sgRNA插入库连接，以组装双向sgRNA文库(153×153sgRNA＝23,409个总组合)。在合并

组装步骤之后，将sgRNA定位于载体构建体的一端，并将其各自的条形码串接在另一端。在

XL10‑Gold超感受态细胞(Agilent  Technologies)中制备慢病毒sgRNA文库，并通过

Plasmid  Midi试剂盒(Qiagen)纯化。

[0170] 细胞培养

[0171] 从ATC获得HEK293T细胞，并在37℃、5％CO2下，在补充有10％热灭活胎牛血清和1X

抗生素‑抗真菌剂(Life  Technologies)的DMEM中培养。OVCAR8‑ADR细胞是T.Ochiya(日本

国立癌症中心研究所，Japanese  National  Cancer  Center  Research  Institute，日本)的

赠品。确认了OvCAR8‑ADR细胞的身份(Genetica  DNA  Laboratories)。通过用pAWp30载体对

OVCAR8‑ADR细胞进行慢病毒感染，并在200μg/ml吉欧霉素(Life  Technologies)存在下筛

选三周，以产生稳定表达Cas9蛋白(OVCAR‑ADR‑Cas9)的OVCAR8‑ADR细胞。在37℃，5％CO2
下，将OVCAR8‑ADR和OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞在补充有10％热灭活胎牛血清和1×抗生素‑抗
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真菌剂的RPMI中培养。对于药物处理，使用SD70(Xcessbio#M60194)、GSK‑J4(Cayman 

Chemical#12073)和/或(+)‑JQ1(Cayman  Chemicai#11187)以指定的药物剂量处理OVCAR8‑

ADR细胞，之后进行细胞生存力测定。

[0172] 慢病毒生产和转导

[0173] 产生慢病毒并以6孔形式在HEK283T细胞中包装。转染前将HEK293T细胞维持在约

70％汇合。将FuGENE  HD转染试剂(Promega)与0.5μg的慢病毒载体、1μg的pCMV‑dR8.2‑dvpr

载体和0.5μg的pCMV‑VSV‑G载体混合在100μl的OptiMEM培养基(Life  Technologies)中，在

室温下孵育15分钟，然后添加到细胞培养物中。第二天更换培养基。在转染后48小时和96小

时收集含有新产生病毒的上清液，并通过0.45μm聚醚砜膜(Pall)过滤。在8μg/ml聚凝胺

(Sigma)存在下，用500μl经过滤的病毒上清液感染250,000个细胞过夜，从而以单个载体构

建体转导。对于筛选中使用的合并慢病毒文库生产，使用相同的实验程序扩大慢病毒生产

和转导。使用Amicon超离心过滤单元(Millipore)浓缩经过滤的病毒上清液。在8μg/ml聚凝

胺的存在下，以0.3至0.5的感染倍数感染细胞以确保大多数细胞中的单拷贝整合，其对应

于30‑40％的感染效率。筛选中使用的细胞总数约为文库大小的300倍，以保持文库覆盖率

并降低由于随机慢病毒融合到基因组中的任何乱真效应(spurious  effect)。在感染后的

第二天更换细胞培养基并培养指定的时间段，之后进行实验。

[0174] 用于条形码排序的样品制备

[0175] 为了从培养细胞中制备样品用于条形码测序，使用DNeasy  Blood&Tissue试剂盒

(Qiagen)根据制造商的方案提取并制备基因组DNA。对于条形码化sgRNA质粒文库，使用

Plasmid  Midi试剂盒(Qiagen)提取转化到大肠杆菌中的质粒DNA。使用Quant‑iT 

PicoGreen  dsDNA测定试剂盒(Life  Technologies)测定DNA浓度。

[0176] 使用Kapa  Hotstart  Ready  Mix(Kapa  Biosystems)从质粒/基因组DNA样品中PCR

扩增含有表示合并载体和感染细胞文库中各组合之独特条形码的约360bp片段。对于质粒

DNA，向25μl  PCR反应添加1ng的DNA模板。对于基因组DNA，向50μl的PCR反应添加800ng的

DNA，并且对于每个基因组DNA样品进行共计64个PCR反应以确保被扩增的细胞基因组的数

量大于文库大小的100倍。此外，优化PCR参数以确保在指数期间保持PCR扩增步骤以避免

PCR偏差。在PCR期间添加Illumina锚定序列和8个碱基对索引条形码以用于多重测序。用于

扩增条形码序列的引物对序列是：

[0177] 5’‑AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGATCCGCAACGGAATTC‑3’(SEQ  ID  NO：1)和

[0178] 5’‑CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNNNGGTTGCGTCAGCAAACACAG‑3’(SEQ  ID  NO：

2)，其中NNNNNNNN表示分配给每个实验样品的特定索引条形码。

[0179] 然后通过在1.5％琼脂糖凝胶上运行，基于片段大小来纯化含有条形码序列的PCR

产物，并使用QIAquick凝胶提取试剂盒(Qiagen)进一步提取。使用KAPA  SYBR  Fast  qPCR 

Master  Mix(Kapa  Biosystems)和Illumina文库定量试剂盒(Kapa  Biosystems)通过定量

PCR测定PCR产物浓度。用于定量PCR的正向和反向引物分别为

[0180] 5’‑AATGATACGGCGACCACCGA‑3’(SEQ  ID  NO：3)和

[0181] 5’‑CAAGCAGAAGACGGCATACGA‑3’(SEQ  ID  NO：4)。然后将来自不同样品的PCR产物

以所需的比例合并以用于多重样品测序，并与CombiGEM条形码引物

[0182] (5’‑CCACCGAGATCTACACGGATCCGCAACGGAATFC‑3’(SEQ  ID  NO：5))和索引条形码引
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物

[0183] (5’‑GTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACC‑3’(SEQ  ID  NO：6))上样到

Illumina  HiSeq系统上。

[0184] 条形码测序数据分析

[0185] 从Illumina测序数据中处理每个sgRNA组合的条形码读取。对于由索引条形码分

类的每个样品，将表示每个组合的条形码读取以每百万次读取进行归一化。作为细胞增殖

的测量，以倍数变化计算第20天组相比于第15天组的归一化条形码读取的条形码计数比。

促增殖和抗增殖表型的归一化条形码读取分别为＞1和＜1，而没有表型变化导致倍数变化

＝1。过滤掉在第15天组得到小于约100绝对读取的条形码，以提高数据的可靠性。将每个相

同sgRNA组合的不同可能顺序的倍数变化进行平均，观察到倍数变化的高度一致性(即，超

过82％和95％的组合的变异系数(coefficient  of  variation，CV)分别＜0.2和＜0.4(图

11))，将计算出的倍数变化进行对数转化以得到log2比。用相同慢病毒文库之独立感染的

两个生物学重复进行筛选。按所有实验条件下的log2比将组合进行排序。将命中最高的一

组(空心圆圈)定义为其log2比值与两个生物学重复中仅含有对照sgRNA的sgRNA组合(空心

三角形)的平均值相比至少相差三个标准差的那些(图4B、12A和12B)。

[0186] 细胞生存力测定

[0187] 进行MTT比色测定以评估细胞生存力。对于每个96孔，向细胞培养物中添加100μl

的MTT(3‑(4，5‑二甲基噻唑‑2‑基)‑2，5‑二苯基四唑溴化物)溶液(Sigma)。将细胞在37℃和

5％CO2下孵育3小时。活细胞将可溶性MTT盐转化为不溶性蓝色甲 晶体。在37℃下，将甲

晶体用100μl溶解缓冲液溶解。使用Synergy  H1微板读数仪(BioTek)测量570nm和650nm(参

考)的光密度(optical  density，OD)的吸光度读数。

[0188] 药物协同作用量化

[0189] Bliss独立性(Bliss  independence，BI)模型(Bliss  Ann.Appl.Biol.(1939)26：

585‑615)和最高单一药剂(Highest  Single  Agent，HSA)模型(Borisy等，PNAS(2003)100：

7977‑7982)是评估药物组合之间的协同作用的常用方法。

[0190] 基于BI模型，由下式得到预期作用(E预期)：

[0191] E预期＝EA+EB‑(EA×EB)，

[0192] 其中EA是单独药物A在某一浓度下观察到的生长抑制作用，EB是单独药物B在某一

浓度下观察到的生长抑制作用。E观察是对于药物组合(A+B)(各自的浓度分别与EA和EB相同)

观察到的生长抑制作用。每个作用表示为0和1之间的分数抑制。当E观察‑E预期＞0时，两种药物

被认为是协同相互作用。

[0193] HSA模型类似于BI模型，不同之处在于根据HSA模型，E预期等于组合的单个药剂(EA
或EB)在与药物组合(A+B)中之相同浓度下产生的较大生长抑制作用。

[0194] 为了提高我们标准的严格性，在两种模型中对于至少两种不同浓度的组合，如果

E观察‑E预期＞0.1(即，超过在图5C和5D中预测的BI和HSA模型中10％的过量抑制)，则认为两种

药物是协同作用。

[0195] 流式细胞术

[0196] 在感染后第4天和第8天收集细胞。将样品洗涤并重悬于补充有2％胎牛血清的1×

PBS中。将重悬的细胞通过细胞粗滤器以去除任何细胞团，然后上样到LSRII  Fortessa流式
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细胞仪(Becton  Dickinson)上。每个样品至少获得20,000个事件。基于细胞样品选择适当

的激光组和过滤器。使用前向散射和侧向散射来鉴定适当的细胞群体。使用制造商的内置

软件分析数据。

[0197] 荧光显微镜

[0198] 慢病毒感染后三天，在倒置荧光显微镜(Zeiss)下直接观察培养的细胞。使用

Zeiss内置软件捕获图像。

[0199] 免疫印迹分析

[0200] 将细胞在补充有蛋白酶抑制剂的2×RIPA缓冲液中裂解。使用研磨电动机混合器

(Agros)将裂解物匀浆30秒，然后在4℃下以15,000rpm离心15分钟。使用BCA测定(Thermo 

Scientific)对上清液进行定量。将蛋白质在99℃下变性5分钟，然后在4‑15％聚丙烯酰胺

凝胶(Bio‑Rad)上进行凝胶电泳。在4℃下，将蛋白质在80V下转移至硝酸纤维素膜2小时。使

用的一抗是：抗BRD4(1∶2 ,000，Cell  Signaling#13440)、抗KDM4C(1∶1 ,000，Abcam 

ab85454)、抗KDM6B(1∶1000，Abcam  ab85392)和抗β‑肌动蛋白(1∶4,000，Abcam  ab6276)。使

用的二抗是：HRP连接的抗兔IgG(1∶2,000，Cell  Signafing#7074)和HRP连接的抗小鼠IgG

(1∶4 ,000，Cell  Signaling#7076)。将膜通过SuperSignal  West  Pico化学发光底物

(Thermo  Scientific)显影，并使用ChemiDoc  Touch成像系统(BioRad)成像。

[0201] 用于基因组修饰的Surveyor测定和测序分析

[0202] 进行Surveyor测定以评估DNA切割效率。根据制造商的方案，使用QuickExtract 

DNA提取溶液(Epicenter)从细胞培养物中提取基因组DNA。使用Phusion  DNA聚合酶和表5

中列出的引物通过PCR产生携带靶标基因座的扩增子。将约200ng的PCR扩增子进行变性、自

退火，并与1.5μl的Surveyor核酸酶(Transgenomic)在42℃温育30分钟。然后在2％琼脂糖

凝胶上分析样品。使用ImageJ软件对DNA条带强度进行定量，并用下式估计插失发生率(Ran

等，Nat.Protoc.(2013)8：2281‑2308)：

[0203] 插失(％)＝100×(1‑((1‑f切割))的平方根)，

[0204] 其中f切割＝(b+c)/(a+b+c)，其中a是未切割的PCR扩增子的条带强度，而b和c是每

个经切割条带的强度。预期的靶标等位基因的未切割和切割的条带列于图7和8中。

[0205] 进行Sanger测序以分析由组合sgRNA的表达所产生的基因组修饰。将用组合sgRNA

构建体感染的细胞培养12天，并通过连续稀释培养物将其在96孔板中重新铺板为单细胞。

使用QuickExtract  DNA提取溶液培养5至21天后，从分离的单细胞扩增克隆中提取基因组

DNA，并如上所述通过PCR制备携带靶标等位基因的扩增子。使用TA克隆试剂盒(Life 

Technologies)，根据制造商的方案，将PCR扩增子克隆到TOPO载体中，并使用Sanger测序鉴

定核苷酸突变、插入和缺失。

[0206] 表5：Surveyor测定和Sanger测序中使用的PCR引物的列表
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[0207]

[0208]

[0209] 表6：携带BMI1‑sg2和PHF8‑sg2表达构建体的OVCAR8‑ADR‑Cas9单细胞中靶标等位

基因的序列。黑体的核苷酸表示PAM序列；而加下划线的核苷酸是指碱基对插入或突变。
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[0210]
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[0211]
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[0212]
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[0217]
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[0218]
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[0219]
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[0220]
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[0221]

[0222] RNA提取和定量RT‑PCR(qRT‑PCR)

[0223] 根据制造商的方案，使用TRIzol  Plus  RNA纯化试剂盒(Life  Technologies)从细

胞中提取RNA，并用PureLink柱上DNase试剂盒(Life  Technologies)进行处理。使用

NanoDrop分光光度计测定RNA质量和浓度。使用SuperScript  III逆转录酶(Life 

Technologies)、随机引物Mix(New  England  Biolabs)和RNAse  OUT(Invitrogen)将RNA样

品逆转录。为了评估基因表达水平，使用SYBR  FAST  qPCR  MasterMix (KAPA)在

LightCycler480系统(Roche)上进行定量PCR。使用LifeCyler480  SW  1.1内置软件对数据

进行量化和分析。使用PrimerBlast(NCBI)设计和评估PCR引物。引物序列列于表7。

[0224] 表6：在qRT‑PCR中使用的PCR引物

[0225]

[0226] 表8：在用于插失检测的深度测序中使用的PCR引物
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[0227]
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[0228]

[0229] 表9：在用于插失检测的全基因组扩增中使用的PCR引物
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[0230]

[0231] RNA‑Seq和数据分析

[0232] 使用TRIzol  Plus  RNA纯化试剂盒(Life  Technologies)根据制造商的方案，从细

胞中提取RNA并用PureLink柱上DNA酶试剂盒(Life  Technologies)进行处理。使用

NanoDrop分光光度计测定RNA质量和浓度。使用SuperScript  III逆转录酶(Life 

Technologies)、随机引物Mix(New  England  Biolabs)和RNAse  OUT(Invitrogen)将RNA样

品逆转录。使用Illumina文库制备试剂盒制备(Library  Prep试剂盒)对文库进行测序，1μg

输入量的总RNA开始并遵循制造商的建议进行。PCR扩增后，在2％琼脂糖凝胶(E‑Gel  EX，

Invitrogen)上对文库以300+/‑25bp的大小进行选择，并在Illumina  HiSeq  2000仪器上进

行单末端测序。以两个生物学重复进行RNA‑Seq实验。

[0233] 使用TopHat2(Kim等，Genome  Biol(2013)14：R36)和Bowtie(Langmead等，Genome 

Biol(2009))将cDNA片段的原始单端读取与人转录组(RefSeq，hg19)10：R25)进行比对。使

用具有偏差校正选项的Cuffdiff2(Trapnell等，Nat  Biotechnol(2013)31：46‑53)对样品

之间差异表达的基因进行调用，这掩蔽了定位到线粒体和核糖体RNA转录本处的读取。如果

基因在至少一个测试条件下达到最少0.1个片段每百万次读取(FPKM)，绝对log2倍数变化

为至少0.5，且多重假设校正后的P值(Q值)小于0.05，则称基因为差异表达。使用MSigDB数

据库(broadinstitute.org/gsea/index.jsp)(Subramanian等，Proc  Natl  Acad  Sci  USA

(2005)102：15545‑50)进行基因集富集分析。

[0234] 在混合群体中细胞增殖的数学建模

[0235] 为了估计在我们的合并筛选中不同参数如何影响结果，我们在含有gRNA组合的混

合细胞群体中模拟了显示不同生长速率的细胞增殖。在给定时间(t)，群体中的总细胞计数

(CN)由含有不同组合的各个细胞计数的总和表示(Ci；1至N，其中N是组合的总数)，从而得到

[0236] 对于每个单独的gRNA组合，细胞生长由等式(1)表示。基于指数细胞生长模型，每

个gRNA组合的细胞由两个群体组成：一个由于CRISPR‑Cas9系统的基因破坏具有修饰的的

生长速率(km)，另一个(未修饰的细胞)具有野生型生长速率(kwt)。前面的群体被定义为细

胞分数，p，其受到CRISPR‑Cas9系统的切割效率的限制。为了简单起见，我们假设整个测定

期间p是恒定的。

[0237]

[0238] 其中p表示具有修饰的生长速率的突变细胞的分数，C0表示携带相同条形码化

gRNA组合之细胞的初始数目。根据等式2由细胞的倍增时间(T倍增)评估细胞生长速率(k)。野

生型OVCAR8‑ADR‑Cas9细胞的倍增时间经实验测定为约24小时(数据未示出)。

[0239] k＝ln2/T倍增(Eq.2)
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[0240] 为了简化建模，我们将总细胞群体分为具有不同生长表型的三个亚群，如等式(3)

所述。

[0241]

[0242] 其中Ci，慢(t)和Ci，快(t)分别表示通过等式1确定的具有抗增殖性gRNA和促增殖性

gRNA的细胞的平均生长谱。在实验开始时，表现为野生型或含有抗增殖性gRNA和促增殖型

gRNA的总体群体的百分比分别表示为fwt、fs和ff。

[0243] 基于这种混合细胞生长模型，我们模拟了在整个群体中促增殖gRNA和抗增殖gRNA

之表现的相对频率(relative  frequency，R.F)。相对频率被定义为与初始时间点相比，给

定时间的条形码丰度(即， 其中F＝Ci(t)/CN(t))。库中的组合总数N和初始的细胞

数C0不影响相对频率的结果。在用定义的参数运行模拟之后，我们分别观察到群体中促增

殖性gRNA和抗增殖性gRNA的富集和消耗(图17A)。观察到富集和消耗程度随着初始gRNA组

合的不同百分比(即2、5或10％)而变化，其定义为具有抗增殖(fs)和促增殖(ff)响应(图

17A)。我们通过调节被修饰细胞的倍增时间(T倍增，m)和具有对于抗增殖性gRNA的被修饰生长

速率(p)的细胞的分数来进一步评估抗增殖性gRNA表现的相对频率。假定在整个实验中p保

持恒定，在图17B‑17C所示的参数范围内，抗增殖克隆在整个细胞群体中的表现可降低约

23％至97％。该模型通过将细胞群体分成具有平均生长速率的亚群体而代表了细胞生长动

力学的简化版本，并且其不考虑细胞之间的潜在相互作用。基于我们的模型，可利用提高

gRNA效率来提高筛选的灵敏度，从而通过提高测定时间来提高具有修饰生长速率的细胞的

分数。

[0244] 因此，已经描述了本发明的至少一个实施方案的几个方面，应理解，本领域技术人

员将容易进行多种改变、修改和改进。这些改变、修改和改进旨在成为本公开内容的一部

分，并且旨在属于本发明的精神和范围内。因此，上述说明和附图仅作为示例。
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[0281] 等同方案

[0282] 尽管本文已经描述和说明了多个本发明的实施方案，但是本领域普通技术人员将

容易地想到用于实现本文所述功能和/或获得本文所述结果和/或一个或更多个优点的多

种其他手段和/或结构，并且每种这些变化和/或修改均被认为在本文所述的本发明实施方

案的范围内。更普遍地，本领域技术人员将容易理解，本文描述的所有参数、尺寸、材料和构

型意在示例，而实际参数、尺寸、材料和/或构型将取决于本发明教导所使用的具体应用。本

领域技术人员将认识或者能够仅使用常规实验就能确定针对本文描述的具体发明实施方

案的许多等同方案。因此，应理解，前述实施方案仅以示例的方式呈现，并且在所附权利要

求及其等同方案的范围内，本发明的实施方案可以以不同于具体描述并且要求保护的方式

来实践。本公开内容的本发明实施方案涉及本文描述的每个单独特征、系统、物件、材料、试

剂盒和/或方法。另外，如果这些特征、系统、物件、材料、试剂盒和/或方法不互相矛盾，则两

种或更多种这样的特征、系统、物件、材料、试剂盒和/或方法的任意组合也包括在本公开内

容的发明范围内。

[0283] 本文定义和使用的所有定义应理解为统括所限定术语在字典中的定义、通过引用
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并入的文献中的定义，和/或其通常含义。

[0284] 本文在说明书和权利要求书中使用的未用数量词限定的名词应理解为意指“至少

一个”，除非明确提到相反情况。

[0285] 本文在说明书和权利要求书中使用的短语“和/或”应理解为意指所连接要素的

“两者之一或两者”，即在一些情况下要素相结合地存在，而在另一些情况下要素分开存在。

用“和/或”列举的多个要素应以相同方式理解，即所连接要素中的“一个或更多个”。除“和/

或”从句明确指出的要素之外，其他要素可任选地存在，无论明确指出的那些要素是否相

关。因此，作为一个非限制性实例，当与开放式语言例如“包含”联合使用时，表达“A和/或B”

在一个实施方案中可指仅有A(任选地包括除B以外的元素)；在另一个实施方案中可指仅有

B(任选地包括除A以外的元素)；而在另一个实施方案中可指A和B二者(任选地包括其他要

素)等。

[0286] 本文在说明书和权利要求书中使用的“或”应理解为具有与上文定义的“和/或”相

同的含义。例如，当在列表中分列项目时，“或”或者“和/或”应理解为包括性的，即不但包括

许多要素或要素列表中的至少一个，而且也包括超过一个，并且任选地包括额外未列出的

要素。只有明确表示相反含义的术语，例如“仅一个”或“正好一个”或者当在权利要求中使

用“由......组成”时，将指包含许多要素或要素列表中的正好一个要素。一般来说，当前面

有其他排他性术语(例如“任一”、“其一”、“仅其一”或“恰好其一”)时，本文使用的术语“或”

仅应理解为排他性替选方案(即，“一个或另一个，但并非二者”)。当权利要求中使用“基本

上由......组成”时，应具有专利法领域中所使用的通常含义。

[0287] 当提到一个或更多个要素的列表时，本文在说明书和权利要求书中使用的短语

“至少一个”应理解为意指选自要素列表中的任意一个或更多个要素的至少一个要素，但未

必包括要素列表中明确列出的每一个和每个要素的至少一个，并且不排除要素列表中要素

的任意组合。该定义还允许，除词语“至少一个”所指要素列表中明确指出的要素之外，任选

地存在的要素，不论其与明确指出的那些要素是否相关。因此，作为一个非限制性实例，“A

和B中的至少一个”(或者等同于“A或B中的至少一个”，或者等同于“A和/或B中的至少一

个”)在一个实施方案中可指至少一个A、任选地包括超过一个A，但是不存在B(并且任选地

包括除B以外的要素)；在另一个实施方案中，可指至少一个B、任选地包括超过一个B，但是

不存在A(并且任选地包括除A以外的要素)；在另一个实施方案中，可指至少一个A、任选地

包括超过一个A，以及至少一个B、任选地包括超过一个B(并且任选地包括其他要素)等。

[0288] 应理解的是，除非明确地指出相反情况，否则在本文要求保护的包括多于一个步

骤或动作的任何方法中，所述方法的步骤或动作的顺序未必限于所记载之所述方法的步骤

或动作的顺序。

[0289] 本文公开的所有参考文献、专利和专利申请均关于其被引用的各自主题通过引用

并入，在一些情况下，其可涵盖文件的整个内容。

[0290] 在权利要求中以及前述说明书中，所有过渡性短语(例如“包括”、“包含”、“带有”、

“具有”、“含有”、“涉及”、“持有”、“构成”等)应理解为开放性的，即，意指包括但不限于。仅

过渡性短语“由......组成”和“本质上由......组成”分别是封闭式或半封闭式过渡性短

语，如美国专利局专利审查程序手册(United  States  Patent  Office  Manual  of  Patent 

Examining  Procedures)2111.03部分所述。
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