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1.一种治疗人类脂蛋白代谢障碍或心血管疾病的方法，其包括给予需要它的受试者类

脂纳米颗粒，所述类脂纳米颗粒包含脂质、CRISPR/Cas9  mRNA和单引导RNA  (sgRNA)，其中

所述sgRNA为单引导血管生成素样3  (sgANGPTL3)或单引导前蛋白转化酶枯草杆菌蛋

白酶/kexin  9型(sgPCSK9)；

脂质由以下式I或其药学上可接受的盐表示：

  (I)，

其中R头部为

Ra、Ra’、Ra”和Ra”’各自独立地为R脂质、H、C1‑C20烷基、C2‑C20烯基、C2‑C20炔基、C3‑C20环烷基、

C1‑C20杂烷基、C1‑C20杂环烷基、芳基或杂芳基，其中Ra和Ra’或Ra”和Ra”’两者不同时为R脂质；

Z为C1‑C20二价脂肪族基团、C1‑C20二价杂脂肪族基团、二价芳基或二价杂芳基；和

R脂质各自独立地为

，

其中：

R1和R2为H、OH、NHR30或SH；

R3和R4两者为H；或者R3和R4一起形成氧代(=O)基团；

X为CH2、O、NR
30或S；

R30为H、C1‑6烷基、C1‑6烯基或C1‑6炔基；

m为选自1‑3的整数；

n为选自1‑14的整数；

p为0或1；

q为选自1‑10的整数；和

t为0、1或2。

2.权利要求1的方法，其中R头部为

。

3.权利要求2的方法，其中Ra和Ra’为R脂质、H或C1‑C20烷基。

4.权利要求2的方法，其中R头部衍生自选自以下的化合物：
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。

5.权利要求1‑4中任何一项的方法，其中R1和R2为H。

6.权利要求1‑4中任何一项的方法，其中R1为H；和R2为OH。

7.权利要求1‑6中任何一项的方法，其中R3和R4为H。

8.权利要求1‑6中任何一项的方法，其中R3和R4一起形成氧代(=O)基团。

9.权利要求1‑8中任何一项的方法，其中Z为CH2、O或NR30。

10.权利要求1‑8中任何一项的方法，其中Z为CH2。

11.权利要求1‑8中任何一项的方法，其中Z为O。

12.权利要求1‑8中任何一项的方法，其中Z为NR30。

13.权利要求1‑12中任何一项的方法，其中m为1或2。

14.权利要求1‑13中任何一项的方法，其中n为选自4‑12的整数。

15.权利要求1‑13中任何一项的方法，其中n为选自6‑10的整数。

16.权利要求1‑15中任何一项的方法，其中p为0。

17.权利要求1‑15中任何一项的方法，其中p为1。

18.权利要求1‑17中任何一项的方法，其中q为选自2‑8的整数。

19.权利要求1‑17中任何一项的方法，其中q为选自4‑8的整数。

20.权利要求1‑19中任何一项的方法，其中t为0。

21.权利要求1‑19中任何一项的方法，其中t为1。

22.权利要求1‑21中任何一项的方法，其中R脂质各自独立地选自：
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,  和

。

23.权利要求1‑22中任何一项的方法，其中所述脂质选自：

,
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,  和

。

24.权利要求1‑23中任何一项的方法，其中所述脂质与所述CRISPR/Cas9  mRNA的比率

为约3:1‑约15:1。

25.权利要求1‑23中任何一项的方法，其中所述脂质与所述CRISPR/Cas9  mRNA的比率

为约7.5:1。

26.权利要求1‑25中任何一项的方法，其中所述类脂纳米颗粒进一步包含胆固醇。

27.权利要求26的方法，其中所述脂质与所述胆固醇的比率为约1:1‑约2:1。

28.权利要求1‑27中任何一项的方法，其中所述类脂纳米颗粒进一步包含DOPE、DSPC或

DOPC，和DMG‑PEG2K，其中

DSPC具有以下结构：

;

DOPE具有以下结构：

;

DOPC具有以下结构：

,  和

DMG‑PEG2K具有以下结构：

权　利　要　求　书 4/6 页

5

CN 114173762 A

5



。

29.权利要求28的方法，其中所述类脂纳米颗粒包含DOPC和DMG‑PEG2K。

30.权利要求29的方法，其中所述脂质与DOPC的比率为约4:1‑约6:1和所述脂质与DMG‑

PEG2K的比率为约4:1‑约100:1至约4:1‑约20:1。

31.权利要求1‑30中任何一项的方法，其中所述类脂纳米颗粒具有约25  nm‑约1000  nm

的粒度。

32.权利要求1‑30中任何一项的方法，其中所述类脂纳米颗粒具有约50  nm‑约500  nm

的粒度。

33.权利要求1‑32中任何一项的方法，其中所述人类脂蛋白代谢障碍与ANGPTL3基因中

的功能丧失突变相关。

34.权利要求1‑32中任何一项的方法，其中所述心血管疾病与前蛋白转化酶枯草杆菌

蛋白酶/kexin  9型基因(PCSK9)相关。

35.权利要求1‑32中任何一项的方法，其中所述人类脂蛋白代谢障碍与低水平的血浆

高密度脂蛋白胆固醇、高水平的血清低密度脂蛋白胆固醇或高水平的甘油三酯相关。

36.权利要求1‑32中任何一项的方法，其中所述心血管疾病选自纯合性家族性高胆固

醇血症和高胆固醇血症。

37.一种选自以下的脂质：

,

,  和
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用于mRNA递送的合成脂质

[0001] 相关申请

本申请要求2019年6月4日提交的美国临时申请序列号62/857,111的权益，其内容

通过参考以其全部结合至本文中。

[0002] 政府支持

本发明为在美国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的资助

号EB024041和TR002636下在政府支持下完成的。政府对本发明享有一定权利。

[0003] 背景

血管生成素样3  (ANGPTL3)为一种用于调控血浆脂蛋白水平的酶。有些人患有

ANGPTL3缺陷，这是由ANGPTL3基因中自然发生的功能丧失突变引起的。这些患者显示出血

液甘油三酯(TG)和低密度脂蛋白胆固醇(LDL‑C)降低，没有任何明显的因这种丧失引起的

临床风险或并发症。最近的遗传和药理学研究证实了这一发现，并且表明ANGPTL3敲低可赋

予一些保护性益处，使ANGPTL3成为用于治疗人类脂蛋白代谢障碍的有吸引力的治疗靶标。

最近已经验证了针对ANGPTL3的两种不同的治疗抑制策略。在一项临床试验中，一种

ANGPTL3靶向单克隆抗体依维苏单抗(evinacumab)已证明可有效降低健康人类志愿者的

LDL‑C和TG水平。这些结果与一项研究一致，该研究发现给予靶向ANGPTL3信使RNA  (mRNA)

的反义寡核苷酸(ASO)可在小鼠中实现降低脂质水平以及减缓动脉粥样硬化的进展。此外，

还观察到人类致动脉粥样硬化脂蛋白的水平降低，并且在其I  期随机临床试验中没有记录

到严重的不良事件。这些观察结果有力地证明了ANGPTL3的治疗性拮抗作用在降低脂质水

平和动脉粥样硬化心血管疾病的发病率方面为有效和安全的。

[0004] CRISPR/Cas9  (成簇的规律间隔的短回文重复序列[CRISPR]/CRISPR相关蛋白9)

系统为最具革命性的基因组编辑工具之一。CRISPR/Cas9以靶向(即序列特异性)方式引入

DNA双链断裂(DSB)，然后通过非同源末端连接(NHEJ)或同源定向修复(HDR)修复DSB。与短

暂的常规ASO或抗体疗法相比较，CRISPR/Cas9系统可诱导永久性功能丧失的靶基因突变，

在编辑的细胞中产生长期治疗效果，使CRISPR/Cas9成为用于治疗人类疾病有希望的候选

者。然而，CRISPR/Cas9机构的安全、有效和特异性递送仍为一个巨大的技术挑战，这限制了

该技术的治疗应用。病毒载体(比如腺病毒或腺相关病毒)的使用通常提供非常高的编辑效

率，但也带来与不期望的插入诱变和潜在的生物安全问题相关的重大安全风险，这限制了

其应用。相比之下，非病毒纳米颗粒(比如脂质纳米颗粒(LNP)、金纳米颗粒和聚合物纳米颗

粒)具有更好的安全性特征，已被开发用于CRISPR质粒DNA、信使RNA  (mRNA)和核糖核蛋白

(RNP)的递送，一般地以降低递送效率为代价。尽管CRISPR以DNA、mRNA和RNP形式中的每一

种递送均有潜在优势，但mRNA递送对于体内基因组编辑应用可能特别有希望。

[0005] 概述

一方面，本公开提供治疗人类脂蛋白代谢障碍或心血管疾病的方法，其包括给予

需要它的受试者包含脂质、CRISPR/Cas9  mRNA和单引导RNA  (sgRNA)的类脂(lipidoid)纳

米颗粒，其中

sgRNA为单引导血管生成素样3  (sgANGPTL3)或单引导前蛋白转化酶枯草杆菌蛋

说　明　书 1/34 页

8

CN 114173762 A

8



白酶/kexin  9型(sgPCSK9)；

脂质由以下式I或其药学上可接受的盐表示：

   (I)，

其中

R头部为

Ra、Ra’、Ra”和Ra”’各自独立地为R脂质、H、C1‑C20烷基、C2‑C20烯基、C2‑C20炔基、C3‑C20环

烷基、C1‑C20杂烷基、C1‑C20杂环烷基、芳基或杂芳基，其中Ra和Ra’或Ra”和Ra”’两者不同时为R
脂质；

Z为C1‑C20二价脂肪族基团、C1‑C20二价杂脂肪族基团、二价芳基或二价杂芳基；和

R脂质各自独立地为

，

其中：

R1和R2为H、OH、NHR30或SH；

R3和R4两者为H；或者R3和R4一起形成氧代(=O)基团；

X为CH2、O、NR
30或S；

R30为H、C1‑6烷基、C1‑6烯基或C1‑6炔基；

m为选自1‑3的整数；

n为选自1‑14的整数；

p为0或1；

q为选自1‑10的整数；和

t为0、1或2。

[0006] 在另一方面，本公开提供选自以下的脂质：

说　明　书 2/34 页

9

CN 114173762 A

9



和

。

[0007] 附图简述

图1A为说明配制用于体外和体内CRISPR/Cas9基因组编辑递送的生物还原性脂

质/Cas9  mRNA/sgRNA纳米颗粒的体外和体内Cas9  mRNA递送的示意图。

[0008] 图1B为描绘用于脂质合成的胺的合成路线、脂质命名和化学结构的示意图。

[0009] 图2A为描绘用单独的萤光素酶mRNA  (160  ng/mL)或以不同脂质纳米颗粒的纳米

复合物形式处理的A375细胞的萤光素酶表达的条形图。

[0010] 图2B为描绘用单独的RFP  mRNA  (320  ng/mL)或以  BAMEA‑O16B/RFP  mRNA纳米颗

粒形式转染的HeLa细胞的CLSM图像。比例尺：20 μm。

[0011] 图2C为描绘用增加浓度的BAMEA‑O16B/RFP  mRNA处理的HeLa细胞的mRNA剂量依赖

性RFP表达的条形图。RFP  表达谱在mRNA递送之后24小时量化。

[0012] 图3A显示BAMEA‑O16B和BAMEA‑O16的化学结构。

[0013] 图3B为描绘BAMEA‑O16B/RNA纳米颗粒的细胞摄取效率的条形图。

[0014] 图3C为用BAMEA‑O16B/Cy3‑RNA或BAMEA‑O16/Cy3‑RNA纳米颗粒处理的HeLa细胞的

CLSM图像，HeLa细胞用以指定比率与脂质复合用于递送的10  nM  Cy3‑RNA进行递送，内体使

用LysoTracker@Green进行共染色(比例尺：20 μm)。

[0015] 图3D为描绘BAMEA‑O16B/mRNA递送的图表，显示HeLa细胞中的RFP表达比BAMEA‑

O16纳米颗粒增强。

[0016] 图4A为用单独的Cas9  mRNA/sgGFP或BAMEA/Cas9  mRNA/sgGFP纳米颗粒处理的

HEK‑GFP细胞的CLSM 图像。比例尺：20 μm。

[0017] 图4B为描绘用于快速和有效的基因组编辑的BAMEA/Cas9  mRNA/sgGFP纳米颗粒递

送的条形图。HEK‑GFP细胞用不同剂量的Cas9  mRNA和sgGFP  (13  nM)处理，在递送之后的不

同时间点量化GFP表达。
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[0018] 图4C为描绘使用BAMEA/Cas9  mRNA/sgGFP纳米颗粒进行sgRNA序列特异性基因组

编辑和GFP敲除的图表。GFP‑HEK细胞用BAMEA/Cas9  mRNA/sgGFP或BAMEA/Cas9  mRNA/乱序

sgRNA纳米颗粒处理，并在mRNA递送后48小时测定GFP敲除效率。

[0019] 图4D为描绘BAMEA/Cas9  mRNA/sgHPV18纳米颗粒的递送有效和选择性地抑制HeLa

细胞生长的图表。

[0020] 图5A为注射BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/Cy3‑RNA纳米颗粒(右)或Cas9  mRNA/Cy3‑RNA 

(游离)的小鼠组织的生物发光图像。

[0021] 图5B为注射BAMEA‑O16B/RFP  mRNA纳米颗粒的表明mRNA有效地递送到肝细胞中的

小鼠肝脏的荧光图像；比例尺：20 μm。

[0022] 图5C为描绘BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgPCSK9纳米颗粒治疗有效地降低小鼠血清

PCSK9的条形图。Cas9  mRNA纳米颗粒治疗的血清PCSK9水平针对注射DPBS对照的水平进行

标准化。

[0023] 图6A为描绘BAMEA‑O16B、PPPDA‑N16B、LPF2K或其mRNA纳米复合物在递送后24小时

使用Alarmar  Blue测定的细胞毒性测定的条形图。

[0024] 图6B为描绘BAMEA‑O16B、PPPDA‑N16B、LPF2K或其mRNA纳米复合物在递送后24小时

使用磺基罗丹明B  (SRB)测定的细胞毒性测定的条形图。

[0025] 图7为描绘GSH触发的从BAMEA‑O16B/mRNA复合物释放的mRNA的琼脂糖凝胶电泳图

像。

[0026] 图8为描绘在HEK‑GFP细胞用Cas9  mRNA  (160  ng/mL)和sgGFP  (13  nM)、不同脂质

纳米颗粒的纳米复合物处理之后GFP沉默的条形图，GFP表达在mRNA递送后48小时量化。

[0027] 图9为BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgRNA纳米颗粒的扫描电子显微镜图像。比例尺：

200  nm。

[0028] 图10为描绘BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgRNA纳米颗粒对HEK细胞的细胞毒性测定的

条形图。HEK细胞用由5 μg/mL脂质和增加浓度的Cas9  mRNA/sgRNA组成的纳米复合物处理

10小时，  然后使用Alamar  Blue测定进行细胞生存力测量。

[0029] 图11为注射BAMEA‑O16B/Luci  mRNA纳米颗粒(右)或游离mRNA  (左)的小鼠组织的

生物发光成像。

[0030] 图12描绘在注射后两天通过苏木精和曙红染色对肝脏的组织学分析。比例尺，20 

μm。

[0031] 图13为描绘BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgPCSK9注射的小鼠的肝功能测试的条形图。

[0032] 图14为非病毒脂质纳米颗粒(LNP)介导的体内基于CRISPR/Cas9的基因组编辑以

诱导ANGPTL3功能丧失突变来降低血脂水平的示意图。Cas9  mRNA和ANGPTL3特异性单引导

RNA  (sgAngptl3)被包封于LNP中并递送至肝脏肝细胞以在ANGPTL3靶基因座处进行基因组

编辑，并随后降低低密度脂蛋白胆固醇(LDL‑C)和甘油三酯(TG)水平。

[0033] 图15A为尾部分支的生物还原性类脂的化学结构。

[0034] 图15B为描绘在以0.5  mg/kg的萤火虫萤光素酶(fLuc)  mRNA剂量给予后6小时在

Balb/c小鼠(n=3)中测量的生物还原性LNP相对于MC3  LNP的全身萤光素酶生物发光强度的

条形图。制剂：脂质/胆固醇/DSPC/DMG‑PEG  =  50/38.5/10/1 .5  (摩尔比)，脂质/mRNA  = 

12.5/1  (重量比)。
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[0035] 图15C为用fLuc  mRNA配制的306‑O12B  LNP的大小和分布的动态光散射图。

[0036] 图16A为3种不同磷脂的化学结构。

[0037] 图16B为描绘用胆固醇、DMG‑PEG和不同磷脂DSPC或DOPE或DOPC配制的fLuc  mRNA 

LNP的功效的条形图。

[0038] 图16C为描绘用胆固醇、DMG‑PEG和不同磷脂DSPC或DOPE或DOPC配制的fLuc  mRNA 

LNP的生物分布的图像。

[0039] 图16D为描绘用胆固醇、DOPC、DMG‑PEG以7种不同摩尔比配制的LNP的配制参数的

图表。

[0040] 图16E为描绘在以0.5  mg/kg的fLuc  mRNA剂量注射后6小时在Balb/c小鼠中不同

制剂的全身萤光素酶生物发光强度的条形图。

[0041] 图16F为描绘用具有不同306‑O12B/mRNA重量比的摩尔比为50/38.5/10/1.5的胆

固醇、DOPC、DMG‑PEG配制的LNP在注射0.5  mg/kg  fLuc  mRNA后6小时全身萤光素酶生物发

光强度的条形图。(n  =  3)

图17A为使用306‑O12B  LNP将Cas9  mRNA和LoxP靶向的单引导RNA  (sgLoxP)共递

送至基因工程tdTomato报告物Ai14小鼠的示意图。

[0042] 图17B为从以1.65  mg/kg的总RNA剂量给予包封Cas9  mRNA/sgLoxP  (1/1.2,  wt)

的LNP的Ai14小鼠收集的器官的离体图像，td  Tomato荧光通过IVIS成像系统检测。

[0043] 图17C为显示主要在肝脏肝细胞中表达td  Tomato信号的肝脏切片的共聚焦荧光

显微图像。(比例尺：20 μm)

图18A为描绘注射用Cas9  mRNA和sgAngptl3以2:1、1:1 .2和1:2的质量比配制的

306‑O12B  LNP后的插入缺失百分比的图表。(n  =  5)。

[0044] 图18B为描绘注射用Cas9  mRNA和sgAngptl3以2:1、1:1 .2和1:2的质量比配制的

306‑O12B  LNP后的血清ANGPTL3水平的图表。(n  =  5)

图19A为描绘在以3.0  mg/kg的总RNA剂量给予Cas9  mRNA和sgAngptl2共载的306‑

O12B  LNP后第7天小鼠的肝脏中插入缺失的下一代序列分析及ANGPTL3蛋白、甘油三酯和

LDL‑C水平的血清分析的图表。MC‑3  LNP用作阳性对照。(n  =  5或6)。*P<0 .05，**P<

0.01，***P<0.001。

[0045] 图19B描绘每个治疗组中编辑最多的小鼠中特定编辑等位基因的编辑频率。

[0046] 图19C描绘前9个预测的脱靶位点的编辑频率。

[0047] 图20A为用fLuc  mRNA配制之前306‑O12B  LNP的代表性TEM图像。(比例尺：500  nm)

图20B为用fLuc  mRNA配制之后306‑O12B  LNP的代表性TEM图像。(比例尺：500  nm)

图21为注射fLuc  mRNA负载的306‑O12B  LNP和MC‑3  LNP的小鼠的体内成像。图像

由IVIS成像系统在注射后6小时拍摄。

[0048] 图22为描绘306‑O12B  LNP对fLuc  mRNA的包封效率的条形图。

[0049] 图23A为从以0.75  mg/kg的剂量给予包封sgLoxP的306‑O12B  LNP的Ai14/Cas9小

鼠收集的器官的离体图像，tdTomato荧光通过IVIS成像系统检测。

[0050] 图23B为显示主要在肝脏肝细胞中表达td  Tomato信号的肝脏切片的共聚焦荧光

显微术。(比例尺：20 μm)

图24为描绘Cas9  mRNA/sgAngptl3共载的306‑O12B  LNP的大小分布的动态光散射
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图。

[0051] 图25为用在接受Cas9  mRNA/sgAngptl3共载的306‑O12B  LNP和MC‑3  LNP之后7天

从小鼠采集的肝脏样品的基因组DNA进行的T7E1测定的凝胶电泳图像。箭头显示由T7E1测

定产生的切割产物。

[0052] 图26为显示在注射后第2天测量的AST、ALT和TNF‑α的血清水平的图表。(n  =  5)。

[0053] 详述

公开了通过将Cas9  mRNA和sgRNA同时包封到生物还原性脂质纳米颗粒中来进行

CRISPR/Cas9系统递送用于在体外和体内进行有效和非常快速的基因组编辑的新方法。还

公开了用于mRNA递送和CRISPR/Cas9基因组编辑的由含有二硫键的疏水性尾部组成的生物

还原性脂质纳米颗粒(图1A和图1B)。

[0054] 在本公开中，经筛选和优化方法鉴定了生物还原性脂质以在体外和体内两者递送

报告物mRNA和Cas9  mRNA/sgRNA复合物。生物还原性脂质可经静电相互作用包封mRNA以组

装纳米颗粒，同时通过二硫键交换机制响应还原性化学信号在细胞内释放mRNA  (图1A)。

[0055] Cas9  mRNA/sgRNA的同时递送高效地敲除人类胚肾(HEK)细胞的GFP表达，并且甚

至在Cas9  mRNA递送后也快速观察到有效的基因敲除，这与Cas9/sgRNA  RNP递送相比较在

体外基因组编辑效率方面显著增强。

[0056] 与非治疗的小鼠相比较，静脉内注射生物还原性脂质纳米颗粒将小鼠血清前蛋白

转化酶枯草杆菌蛋白酶/kexin  9型(PCSK9)有效地敲低到非常低的水平。生物还原性脂质

代表迄今为止报道的最有效的非病毒CRISPR/Cas9基因组编辑递送之一。

[0057] 一方面，本公开提供治疗人类脂蛋白代谢障碍或心血管疾病的方法，其包括给予

需要它的受试者包含脂质、CRISPR/Cas9  mRNA和单引导RNA  (sgRNA)的类脂纳米颗粒，其中

sgRNA为单引导血管生成素样3  (sgANGPTL3)或单引导前蛋白转化酶枯草杆菌蛋

白酶/kexin  9型(sgPCSK9)；

脂质由以下式I或其药学上可接受的盐表示：

     (I)，

其中

R头部为

Ra、Ra’、Ra”和Ra”’各自独立地为R脂质、H、C1‑C20烷基、C2‑C20烯基、C2‑C20炔基、C3‑C20环

烷基、C1‑C20杂烷基、C1‑C20杂环烷基、芳基或杂芳基，其中Ra和Ra’或Ra”和Ra”’两者不同时为R
脂质；

Z为C1‑C20二价脂肪族基团、C1‑C20二价杂脂肪族基团、二价芳基或二价杂芳基；和

R脂质各自独立地为
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，

其中：

R1和R2为H、OH、NHR30或SH；

R3和R4两者为H；或者R3和R4一起形成氧代(=O)基团；

X为CH2、O、NR
30或S；

R30为H、C1‑6烷基、C1‑6烯基或C1‑6炔基；

m为选自1‑3的整数；

n为选自1‑14的整数；

p为0或1；

q为选自1‑10的整数；和

t为0、1或2。

[0058] 在某些实施方案中，R头部为

。

[0059] 在某些实施方案中，Ra和Ra’为R脂质、H或C1‑C20烷基。

[0060] 在某些实施方案中，R头部源自选自以下的化合物：

在某些实施方案中，R1和R2为H。在某些实施方案中，R1为H；和R2为OH。

[0061] 在某些实施方案中，R3和R4为H。在某些实施方案中，R3和R4一起形成氧代(=O)基

团。

[0062] 在某些实施方案中，Z为CH2、O或NR30。在某些实施方案中，Z为CH2。在某些实施方案

中，Z为O。在某些实施方案中，Z为NR30。

[0063] 在某些实施方案中，m为1或2。

[0064] 在某些实施方案中，n为选自4‑12的整数。在某些实施方案中，n为选自6‑10的整

数。

[0065] 在某些实施方案中，p为0。在某些实施方案中，p为1。

[0066] 在某些实施方案中，q为选自2‑8的整数。在某些实施方案中，q为选自4‑8的整数。
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[0067] 在某些实施方案中，t为0。在某些实施方案中，t为1。

[0068] 在某些实施方案中，R脂质各自独立地选自：

,  和

。

[0069] 在某些实施方案中，脂质选自：
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,

,  和

。

[0070] 在某些实施方案中，脂质与CRISPR/Cas9  mRNA的比率为约3:1‑约15:1。在某些实

施方案中，脂质与CRISPR/Cas9  mRNA的比率为约7.5:1。

[0071] 在某些实施方案中，类脂纳米颗粒进一步包含胆固醇。

[0072] 在某些实施方案中，脂质与胆固醇的比率为约1:1‑约2:1。

[0073] 在某些实施方案中，类脂纳米颗粒进一步包含DOPE、DSPC或DOPC，和DMG‑PEG2K，其

中

DSPC具有以下结构：

;

DOPE具有以下结构：
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;

DOPC具有以下结构：

,  和

DMG‑PEG2K具有以下结构：

。

[0074] 在某些实施方案中，类脂纳米颗粒进一步包含DOPC和DMG‑PEG2K。

[0075] 在某些实施方案中，脂质与DOPC的比率为约4:1‑约6:1和脂质与DMG‑PEG2K的比率

为约4:1‑约100:1至约4:1‑约20:1。

[0076] 在某些实施方案中，类脂纳米颗粒具有约25  nm‑约1000  nm的粒度。在某些实施方

案中，类脂纳米颗粒具有约50  nm‑约500  nm的粒度。

[0077] 在某些实施方案中，人类脂蛋白代谢障碍与ANGPTL3基因中的功能丧失突变相关。

[0078] 在某些实施方案中，心血管疾病与前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶/kexin  9型基因

(PCSK9)相关。

[0079] 在某些实施方案中，人类脂蛋白代谢障碍与降低血浆高密度脂蛋白胆固醇、血清

低密度脂蛋白胆固醇或甘油三酯水平相关。

[0080] 在某些实施方案中，人类脂蛋白代谢障碍与低水平的血浆高密度脂蛋白胆固醇、

高水平的血清低密度脂蛋白胆固醇或高水平的甘油三酯相关。

[0081] 在某些实施方案中，心血管疾病选自纯合性家族性高胆固醇血症和高胆固醇血

症。

[0082] 在另一方面，本公开提供选自以下的脂质：

,
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,  和

。

[0083] 定义

除非本文另外定义，否则本申请中使用的科学和技术术语应具有本领域普通技术

人员通常理解的含义。通常，与本文描述的化学、细胞和组织培养、分子生物学、细胞和癌症

生物学、神经生物学、神经化学、病毒学、免疫学、微生物学、药理学、遗传学及蛋白和核酸化

学相关使用的命名和技术，为本领域众所周知和常用的那些。

[0084] 除非另外指明，否则本公开的方法和技术通常根据本领域众所周知以及如在本说

明书通篇引用和讨论的各种一般性和更具体参考文献中所描述的常规方法进行。参见例如

“Principles  of  Neural  Science”,  McGraw‑Hill  Medical,  New  York,  N.Y.  (2000); 

Motulsky , “Intuitive  Biostatistics”,  Oxford  University  Press ,  Inc.  (1995); 

Lodish等人, “Molecular  Cell  Biology,  4th  ed .”,  W.  H.  Freeman  &  Co.,  New  York 

(2000);  Griffiths等人, “Introduction  to  Genetic  Analysis ,  7th  ed .”,  W .  H . 

Freeman  &  Co.,  N.Y.  (1999);和Gilbert等人, “Developmental  Biology,  6th  ed .”, 

Sinauer  Associates,  Inc.,  Sunderland,  MA  (2000)。

[0085] 除非本文另外定义，否则本文使用的化学术语根据本领域的常规用法使用，如

“The  McGraw‑Hill  Dictionary  of  Chemical  Terms”,  Parker  S.,  Ed .,  McGraw‑Hill, 

San  Francisco,  C.A.  (1985)所例示的。

[0086] 如本文使用的术语“任选的”或“任选地”意指随后描述的事件或情况可能发生或

可能不发生，并且该描述包括其中事件或情况发生的情形以及其中不发生的情形。例如，

“任选取代的烷基”是指烷基可被取代以及其中烷基未被取代。

[0087] 应当理解，本发明化合物上的取代基和取代模式可由本领域的普通技术人员之一

选择以产生化学稳定的化合物，其可从易于获得的起始材料通过本领域已知的技术以及以

下阐述的那些方法易于合成。如果取代基本身被多于一个基团取代，则应当理解这些多个

基团可位于相同碳上或不同碳上，只要产生稳定的结构即可。

[0088] 如本文使用的术语“任选取代的”是指用特定取代基的基团替换给定结构中的1‑6
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个氢基团，所述特定取代基包括(但不限于)：羟基、羟基烷基、烷氧基、卤素、烷基、硝基、甲

硅烷基、酰基、酰氧基、芳基、环烷基、杂环基、氨基、氨基烷基、氰基、卤代烷基、卤代烷氧

基、‑OCO‑CH2‑O‑烷基、‑OP(O)(O‑烷基)2或‑  CH2‑OP(O)(O‑烷基)2。优选地，“任选取代的”是

指用上述取代基替换给定结构中的1‑4个氢基团。更优选地，1‑3个氢基团被如上所述的取

代基替换。应当理解，取代基可进一步被取代。

[0089] 冠词比如“一(a)”、“一个(an)”和“该(the)”可意指一个或多于一个，除非表明相

反或者以其他方式从上下文中明显看出。如果组成员的一个、多于一个或所有成员存在于、

用于给定的产物或过程或者以其他方式与之相关，则认为满足在该组的一个或多个成员之

间包括“或”的权利要求或描述，除非表明相反或者以其他方式从上下文中明显看出。本发

明包括这样的实施方案，其中该组的恰好一个成员存在于、用于给定的产物或过程或者以

其他方式与之相关。本发明包括这样的实施方案，其中该组成员的多于一个或所有成员存

在于、用于给定的产物或过程或者以其他方式与之相关。

[0090] 如本文使用的术语“烷基”是指饱和脂肪族基团，包括(但不限于)  C1‑C10直链烷基

或C1‑C10支链烷基。优选地，“烷基”是指C1‑C6直链烷基或C1‑C6支链烷基。最优选地，“烷基”

是指C1‑C4直链烷基或C1‑C4支链烷基。“烷基”的实例包括(但不限于)甲基、乙基、1‑丙基、2‑

丙基、正丁基、仲丁基、叔丁基、1‑戊基、2‑戊基、3‑戊基、新戊基、1‑己基、2‑己基、3‑己基、1‑

庚基、2‑庚基、3‑庚基、4‑庚基、1‑辛基、2‑辛基、3‑辛基或4‑辛基等。“烷基”可任选地被取

代。

[0091] 术语“酰基”为领域公认的并且是指由通式烃基C(O)‑，优选地烷基C(O)‑表示的基

团。

[0092] 术语“酰氨基”为领域公认的并且是指被酰基取代的氨基并且可例如由式烃基C

(O)NH‑表示。

[0093] 术语“酰氧基”为领域公认的并且是指由通式烃基C(O)O‑，优选地烷基C(O)O‑表示

的基团。

[0094] 术语“烷氧基”是指具有与之连接的氧的烷基。代表性的烷氧基包括甲氧基、乙氧

基、丙氧基、叔丁氧基等。

[0095] 术语“烷氧基烷基”是指被烷氧基取代的烷基并且可由通式烷基‑O‑烷基表示。

[0096] 术语“烷基”是指饱和脂肪族基团，包括直链烷基、支链烷基、环烷基(脂环族)基

团、烷基取代的环烷基和环烷基取代的烷基。在优选的实施方案中，直链或支链烷基在其骨

架中具有30个或更少的碳原子(例如对于直链为C1‑30  ，对于支链为C3‑30)，并且更优选地为

20个或更少。

[0097] 此外，如说明书、实施例和权利要求通篇使用的术语“烷基”旨在包括未取代的和

取代的烷基两者，其后者是指具有替换烃骨架的一个或多个碳上的氢的取代基的烷基部

分，包括卤代烷基，比如三氟甲基和2,2,2‑三氟乙基等。

[0098] 术语“Cx‑y”或“Cx‑Cy”在连同化学部分比如酰基、酰氧基、烷基、烯基、炔基或烷氧基

一起使用时意指包括链中含有x‑y个碳的基团。C0烷基当该基团位于末端位置时表示氢，如

果是内部则为键。例如，C1‑6烷基在链中含有1‑6个碳原子。

[0099] 如本文使用的术语“烷基氨基”是指被至少一个烷基取代的氨基。

[0100] 如本文使用的术语“烷硫基”是指被烷基取代的硫醇基团并且可由通式烷基S‑表
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示。

[0101] 如本文使用的术语“酰胺”是指以下基团

,

其中R9和R10各自独立地代表氢或烃基，或者R9和R10与它们连接的N原子一起构成

在环结构中具有4‑8个原子的杂环。

[0102] 术语“胺”和“氨基”为领域公认的并且是指未取代的和取代的胺及其盐两者，例如

可由以下表示的部分

，

其中R9、R10和R10’各自独立地代表氢或烃基，或者R9和R10与它们连接的N原子一起

构成在环结构中具有4‑8个原子的杂环。

[0103] 如本文使用的术语“氨基烷基”是指被氨基取代的烷基。

[0104] 如本文使用的术语“芳烷基”是指被芳基取代的烷基。

[0105] 如本文使用的术语“芳基”包括其中环的每个原子为碳的取代或未取代的单环芳

族基团。优选地，环为5‑7元环，更优选地为6元环。术语“芳基”还包括具有两个或更多个环

的多环系统，其中两个或更多个碳为两个相邻环共有的，其中至少一个环为芳族的，例如其

他环可为环烷基、环烯基、环炔基、芳基、杂芳基和/或杂环基。芳基包括苯、萘、菲、苯酚、苯

胺等。

[0106] 术语“氨基甲酸酯”为领域公认的并且是指以下基团

,

其中R9和R10独立地代表氢或烃基。

[0107] 如本文使用的术语“碳环基烷基”是指被碳环基团取代的烷基。

[0108] 术语“碳环”包括5‑7元单环和8‑12元双环。双环碳环的每个环可选自饱和、不饱和

和芳族环。碳环包括其中在两个环之间共享一、二或三或更多个原子的双环分子。术语“稠

合碳环”是指其中每个环与另一个环共享两个相邻原子的双环碳环。稠合碳环的每个环可

选自饱和、不饱和和芳族环。在一个示例性实施方案中，芳族环例如苯基可稠合于饱和或不

饱和环例如环己烷、环戊烷或环己烯。在化合价允许的情况下，饱和、不饱和和芳族双环的

任何组合均包括在碳环的定义中。示例性的“碳环”包括环戊烷、环己烷、双环[2.2.1]庚烷、

1,5‑环辛二烯、1,2,3,4‑四氢化萘、双环[4.2.0]辛‑3‑烯、萘和金刚烷。示例性的稠合碳环

包括萘烷、萘、1,2,3,4‑四氢化萘、双环[4.2.0]辛烷、4,5,6,7‑四氢‑1H‑茚和双环[4.1.0]

庚‑3‑烯。“碳环”可在任何一个或多个能够带有氢原子的位置处被取代。

[0109] 如本文使用的术语“碳环基烷基”是指被碳环基团取代的烷基。

[0110] 术语“碳酸酯”为领域公认的并且是指基团‑OCO2‑。

[0111] 如本文使用的术语“羧基”是指由式‑CO2H表示的基团。
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[0112] 如本文使用的术语“酯”是指基团‑C(O)OR9，其中R9代表烃基。

[0113] 如本文使用的术语“醚”是指通过氧连接于另一个烃基的烃基。因此，烃基的醚取

代基可为烃基‑O‑。醚可为对称或不对称的。醚的实例包括(但不限于)杂环‑O‑杂环和芳基‑

O‑杂环。醚包括“烷氧基烷基”，其可由通式烷基‑O‑烷基表示。

[0114] 如本文使用的术语“卤代”和“卤素”意指卤素并且包括氯、氟、溴和碘。

[0115] 如本文使用的术语“杂芳烷基(hetaralkyl)”和“杂芳烷基(heteroaralkyl)”是指

被杂芳基取代的烷基。

[0116] 术语“杂芳基(heteroaryl)”和“杂芳基(hetaryl)”包括取代或未取代的芳族单环

结构，优选地为5‑7元环，更优选地为5‑6元环，其环结构包括至少一个杂原子，优选地1‑4个

杂原子，更优选地一或两个杂原子。术语“杂芳基”和“杂芳基”还包括具有两个或更多个环

的多环系统，其中两个或更多个碳为两个相邻环共有的，其中至少一个环为杂芳族的，例如

其他环可为环烷基、环烯基、环炔基、芳基、杂芳基和/或杂环基。杂芳基包括例如吡咯、呋

喃、噻吩、咪唑、噁唑、噻唑、吡唑、吡啶、吡嗪、哒嗪和嘧啶等。

[0117] 如本文使用的术语“杂原子”意指除碳或氢以外任何元素的原子。优选的杂原子为

氮、氧和硫。

[0118] 如本文使用的术语“杂环基烷基”是指被杂环基团取代的烷基。

[0119] 术语“杂环基”、“杂环”和“杂环的”是指取代或未取代的非芳族环结构，优选地为

3‑10元环，更优选地为3‑7元环，其环结构包括至少一个杂原子，优选地1‑4个杂原子，更优

选地一或两个杂原子。术语“杂环基”和“杂环的”还包括具有两个或更多个环的多环系统，

其中两个或更多个碳为两个相邻环共有的，其中至少一个环为杂环，例如其他环可为环烷

基、环烯基、环炔基、芳基、杂芳基和/或杂环基。杂环基包括例如哌啶、哌嗪、吡咯烷、吗啉、

内酯、内酰胺等。

[0120] 如本文使用的术语“烃基”是指通过不具有=O或=S取代基的碳原子键合的基团，并

且一般地具有至少一个碳‑氢键和主要为碳的骨架，但可任选地包括杂原子。因此，出于本

申请的目的，基团如甲基、乙氧基乙基、2‑吡啶基并且甚至三氟甲基认为是烃基，但取代基

比如乙酰基(在连接碳上具有=O取代基)和乙氧基(通过氧而不是碳连接)则不是。烃基包括

(但不限于)芳基、杂芳基、碳环、杂环、烷基、烯基、炔基及其组合。

[0121] 如本文使用的术语“羟基烷基”是指被羟基取代的烷基。

[0122] 当连同化学部分比如酰基、酰氧基、烷基、烯基、炔基或烷氧基一起使用时，术语

“低级”意指包括其中在取代基中存在10个或更少原子，优选地6个或更少原子的基团。例

如，“低级烷基”是指含有10个或更少，优选地6个或更少碳原子的烷基。在某些实施方案中，

本文定义的酰基、酰氧基、烷基、烯基、炔基或烷氧基取代基分别为低级酰基、低级酰氧基、

低级烷基、低级烯基、低级炔基或低级烷氧基，无论它们单独还是与其他取代基组合出现，

比如在叙述中的羟基烷基和芳烷基(在这种情况下，例如在计数烷基取代基中的碳原子时，

芳基内的原子不计数在内)。

[0123] 术语“多环基”、“多环”和“多环的”是指其中两个或更多个原子为两个相邻环共有

的两个或更多个环(例如环烷基、环烯基、环炔基、芳基、杂芳基和/或杂环基)，例如这些环

为“稠环”。多环的每个环可为取代或未被取代的。在某些实施方案中，多环的每个环在环中

含有3‑10个原子，优选地5‑7个。
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[0124] 术语“硫酸酯”为领域公认的并且是指基团‑OSO3H或其药学上可接受的盐。

[0125] 术语“磺胺”为领域公认的并且是指由以下通式表示的基团

,

其中R9和R10独立地代表氢或烃基。

[0126] 术语“亚砜”为领域公认的并且是指基团‑S(O)‑。

[0127] 术语“磺酸盐”为领域公认的并且是指基团SO3H或其药学上可接受的盐。

[0128] 术语“砜”为领域公认的并且是指基团‑S(O)2‑。

[0129] 术语“取代的”是指具有替换骨架的一个或多个碳上的氢的取代基的部分。应当理

解“取代”或“被...取代”包括这样的隐含条件，即这种取代符合被取代原子和取代基的允

许化合价，并且取代产生稳定的化合物，例如其不会自发地比如通过重排、环化、消除等经

历转化。如本文使用的术语“取代的”考虑包括有机化合物所有允许的取代基。在一个广泛

方面，允许的取代基包括有机化合物的无环和环状、分支和未分支、碳环和杂环、芳族和非

芳族取代基。对于适当的有机化合物，允许的取代基可为一个或多个并且相同或不同。出于

本发明的目的，杂原子比如氮可具有氢取代基和/或满足杂原子化合价的本文所述的有机

化合物的任何允许的取代基。取代基可包括本文所述的任何取代基，例如卤素、羟基、羰基

(比如羧基、烷氧基羰基、甲酰基或酰基)、硫代羰基(例如硫代酸酯、硫代乙酸酯或硫代甲酸

酯)、烷氧基、磷酰基、磷酸酯、膦酸酯、次膦酸酯、氨基、酰氨基、脒、亚胺、氰基、硝基、叠氮

基、巯基、烷硫基、硫酸酯、磺酸酯、氨磺酰基、磺酰氨基、磺酰基、杂环基、芳烷基或者芳族或

杂芳族部分。本领域的技术人员应当理解，如果适当的话，烃链上被取代的部分本身可被取

代。

[0130] 如本文使用的术语“硫代烷基”是指被硫醇基团取代的烷基。

[0131] 如本文使用的术语“硫代酸酯”是指基团‑C(O)SR9或‑SC(O)R9

其中R9代表烃基。

[0132] 如本文使用的术语“硫醚”等同于醚，其中氧被硫替换。

[0133] 术语“脲”为领域公认的并且可由以下通式表示

,

其中R9和R10独立地代表氢或烃基。

[0134] 如本文使用的术语“调节”包括抑制或阻抑功能或活性(比如细胞增殖)以及增强

功能或活性。

[0135] 短语“药学上可接受的”为领域公认的。在某些实施方案中，该术语包括组合物、赋

形剂、佐剂、聚合物和其他材料和/或剂型，其在合理的医学判断范围内适合用于与人和动

物的组织接触而没有过度毒性、刺激、过敏反应或其他问题或并发症，与合理的益处/风险

比相称。

[0136] “盐”在本文中用于指酸加成盐或碱加成盐。
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[0137] 可用于本公开的方法和组合物中的许多化合物在其结构中具有至少一个立体异

构源中心。该立体异构源中心可以R或S构型存在，所述R和S符号的使用与Pure  Appl . 

Chem.  (1976) ,  45,  11‑30中描述的规则一致。本公开考虑化合物、其盐、前药或混合物(包

括立体异构体的所有可能混合物)的所有立体异构形式，比如对映体和非对映异构形式。参

见例如WO  01/062726。

[0138] 此外，某些含有烯基的化合物可作为Z  (同侧)或E  (异侧)异构体存在。在每种情

况下，本公开包括混合物和单独的单个异构体两者。

[0139] 一些化合物也可以互变异构形式存在。这种形式，尽管在本文所述的式中未明确

指明，但旨在包括在本公开的范围内。

[0140] “药学上可接受的”意指被联邦或州政府的监管机构或除美国以外国家的相应机

构批准或可批准的，或在美国药典或其他普遍公认的药典中列出用于动物，并且更特别的

是用于人类。

[0141] “药学上可接受的盐”是指本发明化合物的药学上可接受的并且具有母体化合物

期望的药理活性的盐。特别地，这种盐为非毒性的，可为无机或有机酸加成盐和碱加成盐。

具体地讲，这种盐包括：(1)  酸加成盐，用无机酸比如盐酸、氢溴酸、硫酸、硝酸、磷酸等形

成；或用有机酸比如乙酸、丙酸、己酸、环戊烷丙酸、乙醇酸、丙酮酸、乳酸、丙二酸、琥珀酸、

苹果酸、马来酸、富马酸、酒石酸、枸橼酸、苯甲酸、3‑(4‑羟基苯甲酰基)苯甲酸、肉桂酸、扁

桃酸、甲磺酸、乙磺酸、1,2‑乙二磺酸、2‑羟基乙磺酸、苯磺酸、氯苯磺酸、2‑萘磺酸、4‑甲苯

磺酸、樟脑磺酸、4‑甲基双环[2.2.2]‑辛‑2‑烯‑1‑甲酸、葡庚糖酸、3‑苯基丙酸、三甲基乙

酸、叔丁基乙酸、月桂基硫酸、葡萄糖酸、谷氨酸、羟基萘甲酸、水杨酸、硬脂酸、粘康酸等形

成；或者(2)当母体化合物中存在的酸性质子被金属离子(例如碱金属离子、碱土离子或铝

离子)替换，或用有机碱比如乙醇胺、二乙醇胺、三乙醇胺、N‑甲基葡糖胺等配位时形成的

盐。盐进一步包括，仅作为示例，钠、钾、钙、镁、铵、四烷基铵等；并且当化合物含有碱性官能

团时，包括非毒性有机或无机酸的盐，比如盐酸盐、氢溴酸盐、酒石酸盐、甲磺酸盐、乙酸盐、

马来酸盐、草酸盐等。

[0142] 术语“药学上可接受的阳离子”是指酸性官能团的可接受的阳离子抗衡离子。这种

阳离子由以下例示：钠、钾、钙、镁、铵、四烷基铵阳离子等(参见例如Berge ,等人,  J . 

Pharm.  Sci.66  (1):1‑79  (1月  77))。

[0143] “药学上可接受的媒介物”是指与本发明化合物一起给予的稀释剂、佐剂、赋形剂

或载体。

[0144] “药学上可接受的代谢可裂解基团”是指在体内裂解以产生本文所示结构式的母

体分子的基团。代谢可裂解基团的实例包括‑COR、‑COOR、‑CONRR和‑CH2OR基团，其中R在每

种情况下独立地选自烷基、三烷基甲硅烷基、碳环芳基或被烷基、卤素、羟基或烷氧基中的

一种或多种取代的碳环芳基。代表性代谢可裂解基团的具体实例包括乙酰基、甲氧基羰基、

苯甲酰基、甲氧基甲基和三甲基甲硅烷基。

[0145] “前药”是指化合物，包括本发明化合物的衍生物，其具有可裂解基团并且通过溶

剂分解或在生理条件下变成在体内具有药用活性的本发明化合物。这种实例包括(但不限

于)胆碱酯衍生物等、N‑烷基吗啉酯等。本发明化合物的其他衍生物在其酸和酸衍生物形式

两者方面均具有活性，但在酸敏感形式方面通常提供在哺乳动物生物体中的溶解性、组织
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相容性或延迟释放的优点(参见Bundgard ,  H.,  Design  of  Prodrugs,  pp.  7‑9,  21‑24, 

Elsevier,  Amsterdam  1985)。前药包括本领域专业人员众所周知的酸衍生物，比如通过母

体酸与合适的醇反应制备的酯或者通过母体酸化合物与取代或未取代的胺反应制备的酰

胺或者酸酐或者混合酸酐。衍生自悬挂于本发明化合物上的酸性基团的简单脂肪族或芳族

酯、酰胺和酸酐为特定前药。在某些情况下，期望制备双酯型前药，比如(酰氧基)烷基酯或

((烷氧基羰基)氧基)烷基酯。特别是本发明化合物的C1‑C8烷基、C2‑C8烯基、C2‑C8炔基、芳

基、C7‑C12取代的芳基和C7‑C12芳基烷基酯。

[0146] “溶剂合物”是指通常通过溶剂分解反应与溶剂或水(也称为“水合物”)缔合的化

合物形式。这种物理缔合包括氢键合。常规溶剂包括水、乙醇、乙酸等。本发明的化合物可例

如以结晶形式制备并且可被溶剂化或水合。合适的溶剂合物包括药学上可接受的溶剂合

物，比如水合物，并且进一步包括化学计量的溶剂合物和非化学计量的溶剂合物两者。在某

些情况下，溶剂合物将能够分离，例如当一个或多个溶剂分子掺入结晶固体的晶格中时。

“溶剂合物”包括溶液相和可分离的溶剂合物两者。代表性的溶剂合物包括水合物、乙醇合

物和甲醇合物。

[0147] 考虑给予的“受试者”包括(但不限于)人类(即任何年龄组的男性或女性，例如儿

科受试者(例如婴儿、儿童、青少年)或成人受试者(例如年轻人、中年人或老年人))和/或非

人类动物(例如哺乳动物，比如灵长类动物(例如食蟹猴、恒河猴)、牛、猪、马、绵羊、山羊、啮

齿动物、猫和/或狗)。在某些实施方案中，受试者为人类。在某些实施方案中，受试者为非人

类动物。术语“人类”、“患者”和“受试者”在本文中可互换使用。

[0148] “有效量”意指当给予受试者用于治疗或预防疾病时足以实现这种治疗或预防的

化合物的量。“有效量”可根据化合物、疾病及其严重性以及待治疗受试者的年龄、体重等而

变化。“治疗有效量”是指用于治疗性治疗的有效量。“预防有效量”是指预防性治疗的有效

量。

[0149] “预防”或“防止”或“预防性治疗”是指降低获得或发展疾病或障碍的风险(即在疾

病发作之前导致尚未暴露于致病因子或易患疾病的受试者不发展疾病的至少一种临床症

状)。

[0150] 术语“防止”与“预防”相关，并且是指以预防而非治疗或治愈疾病为目的的措施或

程序。预防措施的非限制性实例可包括给予疫苗；给予由于例如固定所致而处于血栓形成

风险下的住院患者低分子量肝素以及在访问疟疾流行或感染疟疾风险高的地理区域之前

给予抗疟药比如氯喹。

[0151] 在一个实施方案中，任何疾病或障碍的“治疗(Treating)”或“治疗(treatment)”

或“治疗性治疗”是指改善疾病或障碍(即阻止疾病或减少其至少一种临床症状的表现、程

度或严重性)。在另一个实施方案中，“治疗(treating)”或“治疗(treatment)”是指改善受

试者可能无法辨别的至少一个身体参数。在仍然另一个实施方案中，“治疗(treating)”或

“治疗(treatment)”是指在身体上(例如可辨别症状的稳定)、在生理上(例如身体参数的稳

定)或两者调节疾病或障碍。在进一步的实施方案中，“治疗(treating)”或“治疗

(treatment)”涉及减缓疾病的进展。

[0152] 如本文使用的术语“同位素变体”是指在构成这种化合物的一个或多个原子处含

有非天然比例的同位素的化合物。例如，化合物的“同位素变体”可含有一种或多种非放射
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性同位素，比如氘(2H或D)、碳‑13  (13C)、氮‑15  (15N)等。应当理解，在其中进行这种同位素

取代的化合物中，以下原子(如果存在的话)可以变化，使得例如任何氢可为“2H/D，任何碳

可为13C，或者任何氮可为15N，并且这种原子的存在和位置可在本领域技术范围内确定。同

样，本发明可包括制备具有放射性同位素的同位素变体，例如，在其中所得化合物可用于药

物和/或底物组织分布研究的情况下。放射性同位素氚(即3H)和碳‑14  (即14C)鉴于其易于

掺入和易于检测而特别可用于该目的。进一步地，可制备被正电子发射同位素比如11C、18F

、15O和13N取代的化合物，并且该化合物可用于正电子发射断层扫描(PET)研究以检查底物

受体占有率。本文提供的化合物的所有同位素变体，无论是否具有放射性，均旨在包括在本

发明的范围内。

[0153] 还应当理解，具有相同分子式但其原子的性质或键合顺序或者其原子的空间排列

不同的化合物称为“异构体”。其原子的空间排列不同的异构体称为“立体异构体”。

[0154] 彼此不为镜像的立体异构体称为“非对映异构体”，和彼此为非重叠镜像的那些称

为“对映体”。当化合物具有不对称中心，例如其与4个不同的基团键合时，一对对映体是可

能的。对映体可特征在于其不对称中心的绝对构型，并且由Cahn和Prelog的R‑和S‑测序规

则描述或者通过其中分子旋转偏振光平面的方式描述，并指定为右旋或左旋(即分别作为

(+)‑或(‑)‑异构体)。手性化合物可作为单个对映体或作为其混合物存在。含有等比例对映

体的混合物称为“外消旋混合物”。

[0155] “互变异构体”是指以下化合物，其为特定化合物结构的可互换形式，并且在氢原

子和电子的置换方面有所不同。因此，通过其电子和原子(通常为H)的运动，两种结构可能

处于平衡状态。例如，烯醇和酮为互变异构体，因为它们通过用酸或碱处理会快速相互转

化。互变异构的另一个实例为苯基硝基甲烷的酸(aci‑)和硝基形式，它们同样通过用酸或

碱处理形成。互变异构形式可能与获得目标化合物的最佳化学反应性和生物活性相关。

[0156] 如本文使用的纯对映体化合物基本上不含该化合物的其他对映体或立体异构体

(即对映体过量)。换言之，化合物的“S”形式基本上不含化合物的“R”形式，并且因此为“R”

形式的对映体过量。术语“对映体纯的”或“纯的对映体”表示化合物包含按重量计大于95%、

按重量计大于96%、按重量计大于97%、按重量计大于98%、按重量计大于98.5%、按重量计大

于99%、按重量计大于99 .2%、按重量计大于99 .5%、按重量计大于99 .6%、按重量计大于

99.7%、按重量计大于99.8%或按重量计大于99.9%的对映体。在某些实施方案中，重量为基

于化合物的所有对映体或立体异构体的总重量。

[0157] 如本文使用的且除非另外指明，术语“对映体纯的R‑化合物”是指按重量计至少约

95%的R‑化合物和按重量计至多约5%的S‑化合物、按重量计至少约99%的R‑化合物和按重量

计至多约1%的S‑化合物或按重量计至少约99.9%的R‑化合物和按重量计至多约0.1%的S‑化

合物。在某些实施方案中，重量为基于化合物的总重量。

[0158] 如本文使用的且除非另外指明，术语“对映体纯的S‑化合物”或“S‑化合物”是指按

重量计至少约95%的S‑化合物和按重量计至多约5%的R‑化合物、按重量计至少约99%的S‑化

合物和按重量计至多约1%的R‑化合物或按重量计至少约99.9%的S‑化合物和按重量计至多

约0.1%的R‑化合物。在某些实施方案中，重量为基于化合物的总重量。

[0159] 在本文提供的组合物中，对映体纯的化合物或其药学上可接受的盐、溶剂合物、水

合物或前药可与其他活性或非活性成分一起存在。例如，包含对映体纯的R‑化合物的药用
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组合物可包含例如约90%的赋形剂和约10%的对映体纯的R‑化合物。在某些实施方案中，按

化合物的总重量计，这种组合物中对映异构纯的R‑化合物可例如包含按重量计至少约95%

的R‑化合物和按重量计至多约5%的S‑化合物。例如，包含对映体纯的S‑化合物的药用组合

物可包含例如约90%的赋形剂和约10%的对映体纯的S‑化合物。在某些实施方案中，按化合

物的总重量计，这种组合物中对映体纯的S‑化合物可例如包含按重量计至少约95%的S‑化

合物和按重量计至多约5%的R‑化合物。在某些实施方案中，活性成分可与很少或没有赋形

剂或载体一起配制。

[0160] 本发明的化合物可具有一个或多个不对称中心；因此，这种化合物可作为单个

(R)‑或(S)‑立体异构体或作为其混合物产生。

[0161] 除非另外指明，否则说明书和权利要求中对特定化合物的描述或命名旨在包括其

单个对映体和混合物，外消旋的或其他的。测定立体化学和分离立体异构体的方法为本领

域众所周知的。

[0162] 有机合成领域的普通技术人员将认识到，稳定的、化学上可行的杂环(无论其是芳

族还是非芳族)中的最大杂原子数，取决于环的大小、不饱和度和杂原子的化合价。一般而

言，杂环可具有1‑4个杂原子，只要杂芳族环在化学上可行且稳定。

实施例

[0163] 为了更充分地理解本文所述的发明，阐述以下实施例。提供本申请中描述的实施

例以说明本文提供的化合物、组合物、材料、装置和方法，并且所述实施例不应以任何方式

解释为限制其范围。

[0164] I. 由生物还原性脂质和信使RNA纳米颗粒实现的体内CRISPR/Cas9基因组编辑

材料和方法

用于脂质合成的所有化学品均购自Aladdin、TCI或Sigma‑Aldrich，并按原样使

用。萤火虫萤光素酶(L‑7602)和Cas9信使RNA  (mRNA)  (L‑7606)购自Tri‑Link 

Biotechnologies。使用PCSK9  ELISA试剂盒(Sino  Biological ,  China)测定小鼠血清

PCSK9。  使用Alamar  Blue测定或SRB细胞增殖和细胞毒性测定试剂盒(Yeasen  Biotech 

Co.,  Ltd.  China)测定细胞生存力。Cy3‑RNA  (43  nt)购自Biosyntech  (Suzhou,  China)。

根据我们先前的报道制备靶向GFP的gRNA，根据报道的方法使用体外转录制备靶向小鼠

PCSK9和人类HPV18的sgRNA。使用RiboMAX ™ 大规模RNA生产系统(Promega ,  USA)，以

pcDNA3.1‑RFP  (Yingrun,  Changsha ,  China)作为模板，使用体外转录方法制备RFP编码

mRNA。流式细胞术在Beckman  Coulter  CytoFLEX上进行。HeLa、A375和HEK‑GFP细胞保持在

补充有10%  FBS  (Sigma‑Aldrich)和1%青霉素‑链霉素(Life  Technologies)的DMEM 

(Sigma‑Aldrich)中。所有动物护理和实验程序均经中国国家纳米科学中心(National 

Center  for  Nanoscience  and  Technology  of  China)  (NCNTC)的机构动物护理和使用委

员会(Institutional  Animal  Care  and  Use  Committees)  (IUCAC)批准。

[0165] 表1.  sgRNA序列信息
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脂质纳米颗粒制剂

脂质使用我们先前的报道(9)中描述的方法通过加热胺和丙烯酸酯或丙烯酰胺合

成，并使用硅胶上的快速层析法纯化。为了制备用于mRNA递送的脂质纳米颗粒，将纯化的脂

质与胆固醇、DOPE和DSPE‑PEG2000以16:8:4:1的重量/重量比率在2  mL小瓶中的氯仿中混

合，在真空下蒸发有机溶剂，所得混合物进一步干燥过夜以形成薄层膜。使用乙醇/乙酸钠

缓冲液(200  mM,  pH  =  5.2)的混合溶液使脂质膜水合，并逐滴添加到DSPE‑PEG2000的水溶

液中。将所得纳米颗粒对磷酸盐缓冲盐水(PBS)进行透析以去除过量的乙醇。

[0166] 萤光素酶和RFP  mRNA的细胞内递送

为了筛选用于萤光素酶mRNA递送的有效的脂质纳米颗粒，在实验前一天，将A375

细胞以50  K/孔的密度接种于24孔板中。在实验当天，将160  ng/mL萤光素酶mRNA与3 μg/mL

不同脂质纳米颗粒(所有浓度均指添加到细胞中的最终RNA和脂质浓度)在乙酸钠缓冲液

(25  mM ,  pH  =  5 .2)中混合，然后在室温下温育15分钟。然后将所得mRNA脂质复合物

(lipoplex)添加到细胞中，并在更新细胞培养基之前与细胞一起温育另外6小时。根据制造

商(Promega,  USA)的说明，使用萤火虫萤光素酶活性测定试剂盒测定萤光素酶活性。

[0167] 对于BAMEA‑O16B/萤光素酶mRNA纳米颗粒的细胞毒性测定，类似于基因组编辑效

率研究，用160  ng/mL萤光素酶mRNA纳米颗粒或不同脂质纳米颗粒处理HEK细胞。  使用

Alamar  Blue或SRB细胞增殖和细胞毒性测定在递送后24小时测定细胞生存力。

[0168] 对于RFP  mRNA递送，在更换新鲜细胞培养基之前，将接种于48孔板(25  K细胞/孔)

中的HeLa细胞在优化条件下用BAMEA‑O16B/RFP  mRNA纳米颗粒处理8小时。RFP表达谱在

Olympus  FV‑IX81共聚焦系统上使用CLSM成像，或在mRNA递送后24小时通过Beckman 

Coulter  CytoFLEX上的流式细胞术量化。

[0169] BAMEA‑O16B/RNA纳米颗粒的细胞摄取和内体逃逸研究

为了证实设计生物还原性脂质纳米颗粒以促进响应还原性细胞内环境的RNA释放

的有效性，BAMEA‑O16B或BAMEA‑O16以15:1的重量比在乙酸钠缓冲液(25  mM,  pH  =  5.2)中

与RFP  mRNA复合，然后在室温下温育15分钟。所得纳米复合物用5  mM  GSH在37℃下处理4小

时，然后进行琼脂糖凝胶电泳，并与未经GSH处理的mRNA纳米复合物进行比较。

[0170] 对于RNA纳米颗粒的细胞摄取研究，将用Cy3标记的43‑核苷酸RNA与BAMEA‑O16B或

BAMEA‑O16纳米颗粒以30:1的重量比混合，之后添加到HeLa细胞中。对于CLSM成像研究，将

HeLa细胞用Cy3‑RNA纳米颗粒处理8小时，并使用LysoTracker  Green  (ThermoFisher 

Scientific,  USA)对内体进行共染色。为了比较BAMEA‑O16B或BAMEA‑O16/RNA纳米颗粒的

细胞摄取效率，使用流式细胞术分析用不同浓度的以上RNA纳米颗粒处理的细胞并量化Cy3

阳性细胞。

[0171] 体外Cas9  mRNA/sgRNA递送和基因组编辑

将GFP稳定表达的HEK细胞在实验前一天以25  K/孔的密度接种于48孔板中。在实
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验当天，将13  nM  GFP靶向sgRNA与不同剂量的Cas9  mRNA和5 μg/mL  BAMEA‑O16B  (所有浓

度均指添加到细胞中的最终RNA和脂质浓度)在乙酸钠缓冲液(25  mM,  pH  =  5.2)中混合，

然后在室温下温育15分钟。然后将BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgGFP纳米颗粒添加到细胞中并

在更换新鲜细胞培养基之前温育10小时。GFP表达谱在Cas9  mRNA递送后的不同时间点使用

CLSM成像或使用流式细胞术分析进行量化，并针对没有Cas9  mRNA/sgGFP递送的细胞标准

化以确定基因组编辑效率。为了进一步证实Cas9  mRNA/sgGFP递送的序列特异性基因组编

辑，将sgGFP替换为乱序sgRNA，并与Cas9  mRNA/sgGFP递送类似递送到HEK‑GFP细胞中。

[0172] 对于BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgGFP纳米颗粒的细胞毒性测定，类似于基因组编辑

效率研究，用不同浓度的Cas9  mRNA纳米颗粒处理HEK细胞。使用Alamar  Blue在Cas9  mRNA

递送后48小时测定细胞生存力。

[0173] 为了证实BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA递送以编辑内源性基因进行潜在基因疗法的有

效性，类似于GFP敲除研究，将接种于48孔板中的HeLa细胞用单独的BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA

和sgHPV18或乱序RNA序列处理，使用Alamar  Blue测定在Cas9  mRNA递送后48小时测定细胞

生存力。

[0174] 体内Cas9  mRNA/sgRNA递送和基因组编辑

对于体内萤光素酶mRNA递送，将雌性无胸腺裸鼠经尾静脉注射0.6  mg/kg的mRNA

剂量的BAMEA‑O16B/Luci‑mRNA纳米颗粒或相同剂量的游离mRNA。注射纳米颗粒或游离mRNA

后24小时，处死小鼠以收获不同组织用于在IVIS光谱体内成像系统(Perkin  Elmer,  USA)

上进行生物发光成像。为了研究mRNA向肝细胞的递送，类似于萤光素酶mRNA的递送，将

BAMEA‑O16B/RFP  mRNA纳米颗粒注射到C57BL/6小鼠中。纳米颗粒递送后24小时，处死小鼠

以收获肝脏用于荧光成像研究。

[0175] 对于体内Cas9  mRNA/Cy3‑RNA递送，将雌性无胸腺裸鼠经尾静脉注射9  mg/kg 

BAMEA‑O16B、0.6  mg/kg  Cas9  mRNA和0.8  mg/kg  Cy3‑RNA的剂量的BAMEA‑O16B/Cas9 

mRNA/Cy3‑RNA纳米颗粒或相同剂量的游离mRNA。注射纳米颗粒或游离mRNA后6小时，处死小

鼠以收获不同组织用于在IVIS光谱体内成像系统(Perkin  Elmer,  USA)上进行生物发光成

像。

[0176] 对于体内Cas9  mRNA递送和PCSK9基因编辑，将C57BL/6小鼠以9  mg/kg  BAMEA‑

O16B、0.6  mg/kg  Cas9  mRNA和0.8  mg/kg  sgRNA的剂量经尾静脉注射BAMEA‑O16B/Cas9 

mRNA/sgPCSK9或BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/具有乱序sgRNA序列的sgRNA。注射纳米颗粒之后

两天，处死小鼠以提取小鼠血清用于PCSK9和肝毒性测定。同时，收集肝组织用于H&E染色以

研究纳米颗粒注射可能造成的肝损伤。

[0177] 实施例1.  用于mRNA递送的有效脂质的合成和筛选

图2A‑2C为描绘萤光素酶和RFP  mRNA的细胞内递送的图表和图像。

[0178] 根据我们先前的报道，生物还原性脂质通过加热胺和特征为二硫键的丙烯酸酯或

丙烯酰胺来合成(图1A)。脂质按胺编号或名称命名，后跟O16B或N16B，以分别区分使用丙烯

酸酯或丙烯酰胺(图1B)。纯化后的脂质与胆固醇、1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺

(DOPE)和DSPE‑PEG2000一起配制，用于本研究中的所有细胞递送实验(详见材料和方法)。为

了便于筛选用于mRNA递送的有效脂质，将编码萤光素酶的mRNA与不同脂质以1:15的重量比

组装，以转染A375人类黑色素瘤细胞。测量转染的A375细胞的萤光素酶表达，并将其与用单
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独的萤光素酶mRNA或同商业转染脂质Lipofectamine  2000  (LPF2K)复合的萤光素酶mRNA

处理的细胞进行比较。如图2A所示，用单独的mRNA处理的细胞没有显示出可检测的萤光素

酶表达，表明单独的mRNA不能进入细胞，而用mRNA和脂质的复合物处理的细胞显示出不同

的萤光素酶表达，这取决于脂质的胺和尾部结构。两种生物还原性脂质BAMEA‑O16B  (胺11)

和PPPDA‑N16B  (胺13)以与LPF2K类似的效率递送萤光素酶mRNA。对两种脂质生物相容性的

进一步研究表明，BAMEA‑O16B和PPPDA‑N16B的mRNA脂质复合物显示出比LPF2K更低的细胞

毒性(图6A和图6B)，突出了设计组合脂质纳米颗粒以发现有效而具有生物相容性的纳米载

体用于mRNA递送的优势和必要性。选择代表性脂质  BAMEA‑O16B用于详细的mRNA递送和

CRISPR/Cas9基因组编辑研究。

[0179] 代表性脂质BAMEA‑O16B为用于mRNA递送的通用纳米载体，正如其将红色荧光蛋白

(RFP)编码mRNA递送到HeLa细胞中的能力和高效率所证明的那样。用BAMEA‑O16B/RFP  mRNA

纳米颗粒处理人类宫颈癌细胞(HeLa)导致有效的RFP表达(图2B)。流式细胞术分析(图2C)

表明RFP阳性细胞依赖于mRNA剂量，并且当将160  ng/mL的RFP  mRNA递送到HeLa细胞中时，

转染效率可高达90%。总而言之，萤光素酶和RFP  mRNA递送两者均证明了BAMEA‑O16B纳米颗

粒对于有效而安全的mRNA递送的有效性。

[0180] 实施例2.  使用BAMEA‑O16B或BAMEA‑O16的mRNA递送

图3A‑3D为描绘BAMEA‑O16B/RNA纳米颗粒的细胞摄取和内体逃逸研究的图表和图

像。

[0181] 图4A‑4D培养细胞中的CRISPR/Cas9  mRNA递送和基因组编辑。

[0182] 为了进一步阐述将二硫键整合到BAMEA‑O16B中促进细胞内mRNA释放以提高mRNA

转染效率，我们合成了一种化学结构与  BAMEA‑O16B相似但缺少二硫键的对照脂质，命名为

BAMEA‑O16  (图3A)。琼脂糖凝胶电泳研究表明BAMEA‑O16B和BAMEA‑O16显示出类似的mRNA

包封效率(图7)。有趣的是，谷胱甘肽(GSH)处理(5  mM)导致mRNA从BAMEA‑O16B/mRNA复合

物，但不能从BAMEA‑O16/mRNA复合物中有效释放。如动态光散射(DLS)分析所示，两种mRNA

复合物的类似大小和ζ电位进一步证实了相似的mRNA包封能力(表2)。

[0183] 表2.  代表性脂质和脂质/mRNA纳米颗粒的大小和ζ电位

还值得注意的是BAMEA‑O16B或BAMEA‑O16显示出类似的RNA递送效率。用BAMEA‑

O16B或BAMEA‑O16的荧光标记RNA复合物(10  nM)处理HeLa细胞导致在所有不同的脂质和

RNA比率下RNA内化效率均高于90%  (图3B)。然而，HeLa细胞的共聚焦激光扫描显微术

(CLSM)成像表明，BAMEA‑O16B/RNA处理的细胞显示出比  BAMEA‑O16/RNA处理更高的内体逃

逸效率(图3C)，这主要是由于BAMEA‑O16B的生物还原性，其有助于响应还原性细胞内环境

更有效地释放RNA。此外，使用BAMEA‑O16B纳米颗粒的RFP  mRNA递送导致HeLa细胞中的RFP

表达高于BAMEA‑O16促进的mRNA递送。例如，使用BAMEA‑O16B递送160  ng/mL  RFP  mRNA导致
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RFP表达为使用BAMEA‑O16  纳米颗粒的4倍高(图3D)。

[0184] 在证明使用BAMEA‑O16B进行报告物mRNA递送的有效性之后，接下来检查了BAMEA‑

O16B同时递送Cas9  mRNA和sgRNA进行基因组编辑的能力。Cas9  mRNA的大小为约4500个核

苷酸，其比萤光素酶或RFP  mRNA  (~1000  nt)长得多，并因此细胞内递送困难得多。为了进

一步阐述生物还原性文库对Cas9  mRNA递送和基因组编辑的功效，用包封Cas9  mRNA和GFP

靶向sgRNA的脂质纳米颗粒处理GFP稳定表达的HEK细胞，并监测mRNA递送前后的GFP表达变

化。在靶GFP基因组编辑可诱导GFP基因阅读框的移动，并从而阻止GFP表达。如图8所示，32

种脂质中有7种可有效地递送Cas9  mRNA和sgRNA以敲低HEK细胞的GFP表达，其中脂质

BAMEA‑O16B显示出最高的基因组编辑和GFP敲除效率。发现BAMEA‑O16B和Cas9  mRNA/sgRNA

的静电相互作用组装了大小为约230  nm的分散良好的纳米颗粒(表2，图9)。同时，BAMEA‑

O16B/Cas9  mRNA纳米复合物对于基因组编辑递送具有高度生物相容性。用不同浓度的

BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA纳米复合物处理的HEK细胞均保持大于90%的生存力，这也高于用

LPF2K/Cas9  mRNA/sgRNA纳米复合物处理的HEK细胞(图10)。

[0185] CLSM成像表明BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgGFP纳米颗粒处理导致HEK‑GFP细胞的

GFP荧光完全丧失，而游离Cas9  mRNA和sgRNA处理没有显示出类似的GFP敲除效果(图4A)。

HEK‑GFP细胞的GFP表达定量分析表明，随着递送至细胞的Cas9  mRNA浓度从20  ng/mL增加

到160  ng/mL，GFP敲除效率相应地从35%增加到高于90%  (图4B)。同时，当sgGFP被乱序

sgRNA替换时，没有观察到有效的基因组编辑和细胞GFP丧失(图4C)。值得注意的是，BAMEA‑

O16B/Cas9  mRNA/sgRNA处理在蛋白水平上非常快速地敲除GFP表达(图4B)。早在Cas9  mRNA

递送后24小时就观察到40%  GFP敲除，并且该比率在Cas9  mRNA递送后36小时增加到高达

90%，尽管进一步延长递送时间并没有提高基因组编辑效率。

[0186] 实施例3.  BAMEA‑O16B介导的Cas9  mRNA递送能够调控内源性基因表达

图5A‑5C为描绘体内Cas9  mRNA/sgRNA递送和基因组编辑的图表和图像。

[0187] 进一步地，表明BAMEA‑O16B介导的Cas9  mRNA递送能够调控内源性基因表达，并因

此具有用于开发新基因疗法的巨大潜力。将一种促进人类宫颈癌进展的必需基因人类乳头

状瘤病毒18型(HPV18)选为研究的靶标。使用BAMEA‑O16B将靶向HPV18的sgRNA与Cas9  mRNA

一起递送至HeLa细胞中，测量处理后HeLa细胞的生存力，并将其与乱序sgRNA和Cas9  mRNA

处理进行比较。如图4D所示，与乱序sgRNA和Cas9  mRNA递送相比较，BAMEA‑O16B/Cas9 

mRNA/sgHPV18处理显著抑制HeLa生长(图4D)。例如，320  ng/mL  Cas9  mRNA和26  nM 

sgHPV18的递送将HeLa细胞生存力降低至30%，而用乱序sgRNA替换sgHPV18并没有显示出类

似的抑制HeLa细胞生长的效果。

[0188] 为了进一步证明BAMEA‑O16B纳米颗粒对体内mRNA递送和CRISPR/Cas9基因组编辑

的潜力，将一种从肝细胞分泌并涉及胆固醇稳态的酶前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶/kexin 

9型(sgPCSK9)选为研究的靶标。PCSK9通过调节肝脏中低密度脂蛋白胆固醇受体(LDL‑R)的

密度在脂质代谢中发挥重要作用，遗传研究表明，PCSK9的缺失与心血管疾病的风险降低相

关。

[0189] 首先研究了BAMEA‑O16B纳米颗粒对体内mRNA递送的生物分布。为此，配制BAMEA‑

O16B/萤光素酶mRNA纳米颗粒或荧光标记的BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/Cy3‑RNA纳米颗粒并以

0.6  mg/kg或0.8  mg/kg  sgRNA的mRNA剂量经尾静脉静脉内注射给小鼠，然后对组织器官进
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行生物发光或荧光成像以研究纳米颗粒的生物分布。如图11和图5A所示，BAMEA‑O16B/萤光

素酶mRNA纳米颗粒的注射导致萤光素酶在小鼠肝脏中的有效表达，而BAMEA‑O16B/Cas9 

mRNA/Cy3‑RNA纳米颗粒给予显示出荧光信号在小鼠肝脏中的有效积累。通过递送BAMEA‑

O16B/RFP  mRNA纳米颗粒进行的详细细胞定位研究表明，BAMEA‑O16B/RFP  mRNA纳米颗粒主

要在肝细胞中积累(图5B)，可用于肝细胞中的PCSK9基因组编辑，如下所述。

[0190] 通过将BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgPCSK9纳米颗粒注射到C57BL/6小鼠体内，然后

进行血清PCSK9水平量化以评估体内基因组编辑功效，研究了BAMEA‑O16B纳米颗粒用于体

内基因组编辑的潜力和功效。如图5C所示，BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgPCSK9纳米颗粒的静

脉内注射使小鼠血清PCSK9降低至DPBS注射或BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/乱序sgRNA纳米颗粒

注射的20%  (图5C)。同时，BAMEA‑O16B/Cas9  mRNA/sgRNA纳米颗粒治疗之后使用苏木精和

曙红(H&E)染色对小鼠肝脏进行组织学检查没有显示出炎症迹象(图12)。此外，纳米颗粒注

射没有引起明显的肝细胞损伤，正如所有注射小鼠的血清天冬氨酸转氨酶(AST)、丙氨酸氨

基转移酶(ALT)和总胆红素的最小变化所示(图13)。总而言之，以上结果清楚地证明了

BAMEA‑O16B纳米颗粒对体内基因组编辑的高功效和生物相容性。

[0191] II.  脂质纳米颗粒介导CRISPR/Cas9  mRNA的递送用于ANGPTL3的体内基因组编辑

材料和方法

LNP制剂

根据我们先前的报道合成类脂。使用NanoAssemblr微流体系统(Precision 

Nanosystems)制备LNP。简而言之，将类脂、胆固醇(Sigma)、磷脂(DSPC、DOPE和DOPC , 

Avanti  Polar  Lipids)和DMG‑PEG  (Avanti  Polar  Lipids)以50/38.5/10/1.5的摩尔比溶

解于100%乙醇中，使最终类脂浓度为10  mg/mL。Cas9  mRNA和gRNA  (sgANGPTL3或sgLoxP)以

适当的重量比在乙酸钠缓冲液(25  mM,  pH  5.2)中混合。将mRNA溶液和脂质溶液各自以3:1

的比率注入到NanoAssemblr微流体装置中，并且该装置导致两种成分快速混合，从而实现

LNP的自组装。制剂在透析盒中于4℃下对PBS  (10  mM,  pH  7.4)进一步透析过夜。制剂的粒

度通过动态光散射(DLS)使用ZetaPALS  DLS机器(Brookhaven  Instruments)测量。RNA包封

效率通过Ribogreen测定表征。

[0192] 体内LNP递送

用于动物实验的所有程序均经塔夫茨大学机构动物护理和使用委员会(Tufts 

University  Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee)  (IACUC)批准，并按照美

国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)  (NIH)的实验动物护理和使用指南

进行。所有动物均为从Charles  River订购。雌性Balb/c小鼠(6‑8周)用于体内萤火虫萤光

素酶mRNA  (fLuc  mRNA,  TriLink  Biotechnologies)包封的LNP筛选和制剂优化。简而言

之，将fLuc  mRNA  LNP以0.5  mg/kg  mRNA的剂量静脉内注射到小鼠体内。在预定时间点，小

鼠注射100 μL  D‑萤光素钾盐(Goldbio)溶液(15  mg/mL在PBS中)，在异氟烷麻醉下麻醉，并

通过IVIS成像系统(Caliper  Life  Sciences)测量。

[0193] 体内Cas9  mRNA/sgLoxP递送

将Cas9  mRNA  (TriLink  Biotechnologies)和LoxP靶向的单引导RNA  (sgLoxP，序

列：5’‑AAGTAAAACCTCTACAAATG，Synthego)共载到306‑O12B  LNP中，并以1.65  mg/kg总RNA

的剂量静脉内注射到雌性Ai14小鼠中。在注射后第7天，收集小鼠器官并通过IVIS成像以检
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测tdTomato表达。肝组织进一步切片。

[0194] 免疫染色

组织样品用OCT包埋，在液氮中完全冷冻，并储存于‑80℃下直至准备切片。使用低

温切片机将冷冻的组织块切片成期望的厚度(10 μm)并置于适合于免疫荧光染色的载玻片

上。组织切片用预冷的丙酮(‑20℃)固定10分钟，并然后用PBS洗涤2次，每次5分钟。固定的

组织切片在10%  BSA封闭缓冲液中于室温(r.t.)下温育1小时，并然后用PBS洗涤。将肝细胞

特异性一抗(在1%  BSA缓冲液中1:100  稀释，抗肝细胞特异性抗原(HepPar1)，Novus)涂覆

于载玻片上的切片上，并在4℃的加湿室中温育过夜。将载玻片用PBS冲洗2次，每次5分钟，

并然后用eFlour660缀合的F(ab’)2‑山羊抗小鼠二抗(1:50,  Invitrogen)染色，并在避光

的加湿室中于室温下温育1小时，且然后用PBS洗涤3次。含有DAPI  (Sigma)的荧光封固剂用

于盖玻片。使用Leica  SP8共聚焦显微镜分析切片。

[0195] ANGPTL3的体内基因组编辑

使用Benchling软件设计靶向ANGPTL3基因的引导RNA序列。雌性野生型C57BL/6小

鼠以1.0、2.0和3.0  mg/kg的总RNA剂量静脉内给予Cas9  mRNA和ANGPTL3靶向的单引导RNA 

(sgAngptl3，序列：5’‑AGCCCTTCAACACAAGGTCA，Synthego)共载的306‑O12B  LNP。给予PBS的

小鼠作为阴性对照进行治疗。在注射后第7天，处死小鼠，收集血液以通过ELISA进行循环

ANGPTL3蛋白和血脂定量，并从中叶和左侧叶收集肝组织用于DNA提取和下一代序列(NGS)

分析。另外，为了评估体内毒性和免疫反应，在注射之后2天从小鼠中收集血液并提取血清。

根据制造商的方案，使用AST  (G‑Biosciences)、ALT  (G‑Biosciences)和TNF‑α  (R&D 

Systems)的测定试剂盒测量天冬氨酸氨基转移酶(AST)和丙氨酸氨基转移酶(ALT)以及肿

瘤坏死因子α  (TNF‑α)。

[0196] NGS测序分析

使用商业提取试剂盒(Qiagen  DNEasy  Blood  &  Tissue)从肝脏的中叶和左侧叶

提取  DNA。PCR引物被设计为扩增Angptl3基因中靶位点周围的区域，或预测的脱靶位点周

围的区域(表S1)。使用Cas  Off  Finder软件(rgenome.net/cas‑offinder/)预测脱靶位点。

PCR扩增子经制备用于在Illumina  MiSeq  (Tufts  Genomics  Core  Facility)上测序。使用

OutKnocker  2软件(outknocker.org/outknocker2.htm)分析测序数据。

[0197] 血清ANGPTL3蛋白、低密度脂蛋白胆固醇(LDL‑C)和甘油三酯(TG)分析

在不使用抗凝剂的情况下收集小鼠血液，并使得能够在室温下凝固2小时，且在室

温下以2000  ×  g离心15‑20分钟以收集小鼠血清。分别根据制造商的方案，使用小鼠血管

生成素样3  Quantikine  ELISA试剂盒(R&D  systems)、小鼠LDL胆固醇试剂盒(Crystal 

Chem)和甘油三酯比色测定试剂盒(Cayman  Chemical)测定ANGPTL3蛋白、LDL‑C和TG的血清

水平。

[0198] T7E1裂解测定

使用提取的基因组DNA模板、Platinum  SuperFi  Green  DNA聚合酶(Invitrogen)

和特异性引物(表3)扩增在在靶位点侧翼的基因组区域。

[0199] 表3：用于这些实验的PCR引物
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运行以下循环：98℃下30  s，然后是33个循环的在98℃下10  s、65℃下15  s和72℃

下30  s，然后是72℃下10  分钟。使用GeneJET  PCR纯化试剂盒(Thermo  Scientific)纯化

PCR产物。将400  ng纯化的PCR产物在NEBuffer  2  (New  England  Biolabs)中通过加热至95

℃持续5分钟，然后在AppliedBiosystems  PCR系统(Thermo  Fisher  Scientific)上以2℃/

秒的速率下降至85℃和以0.1℃/秒的速率下降至25℃进行杂交。将退火的样品用  T7核酸

内切酶I  (New  England  Biolabs)在37℃下消化15分钟，然后在65℃下温育5分钟以停止反

应。将产物进一步纯化并在4‑20%  Novex  TBE凝胶(Invitrogen)上运行。

[0200] 统计分析

数据表示为平均值±SD。所有数据均使用Graphpad  Prism软件进行分析。*p<0.05

认为是显著的，**p<0.01、***p<0.001认为是高度显著的。

[0201] 实施例4.  用于mRNA递送的脂质纳米颗粒的体内筛选。

[0202] 图15A‑15C描绘类脂纳米颗粒的合成。

[0203] 尾部分支的生物还原性类脂为经掺入二硫键的丙烯酸酯脂质尾部和含有胺的头

部之间的组合无溶剂迈克尔加成反应制备(图15A)。这些脂质的体内mRNA递送功效首先通

过将萤火虫萤光素酶mRNA  (fLuc  mRNA)包封到LNP中并将这些LNP静脉内递送给雌性野生

型Balb/c小鼠来评估。这些LNP用我们合成的可电离脂质以及赋形剂化合物胆固醇、DSPC和

DMG‑PEG配制而成。空白(未负载)和负载fLuc  mRNA的LNP的代表性透射电子显微图像如图

20A和图20B所示。金标准MC‑3  LNP作为阳性对照包括在内。mRNA递送之后6小时，小鼠腹膜

内注射萤光素底物，并使用IVIS体内成像系统(PerkinElmer)测量全身fLuc活性。如图15B

所示，与MC‑3  LNP递送相比较，用306‑O12B、113‑O12B和306‑O10B  LNP进行mRNA递送导致类

似或者甚至更高的萤光素酶生物发光强度。小鼠的体内图像清楚地表明萤光素酶蛋白主要

在肝脏中表达(图21)。306‑O12B用作进一步实验的代表性脂质。fLuc  mRNA可有效地包封到

306‑O12B  LNP中，包封效率为~98%  (图22)。在包封fLuc  mRNA后，306‑O12B  LNP的平均直径
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为112  nm  (图15C)。

[0204] 实施例5.  306‑O12B  LNP制剂的优化。

[0205] 图16A‑16F描绘fLuc  mRNA  306‑O12B  LNP制剂的优化。

[0206] 为了进一步提高体内萤光素酶的表达，我们优化了用于组装这些LNP的各种制剂

参数，包括赋形剂磷脂的身份、LNP制剂4种组分的摩尔组成比以及fLuc  mRNA包封的306‑

O12B  LNP的脂质/mRNA重量比。

[0207] 首先，选择与初始DSPC磷脂相比较具有相似结构但不同头部基团和尾部饱和度的

两种另外的磷脂DOPE和DOPC  (图16A)来评估磷脂赋形剂对体内萤光素酶表达功效的影响。

DOPC和DOPE各自在碳尾中含有一个不饱和度，而DSPC为完全饱和的。此外，DSPC和DOPE各自

含有季胺头部基团，而DOPE含有伯胺头部基团。文献中报道这些特征中的每一个均会影响

LNP递送效率。据报道，季铵化胺头部基团显示出比伯胺头部更强的质子海绵效应，这可促

进货物mRNA内体逃逸到细胞质中，从而增加mRNA翻译为蛋白。此外，脂质尾部的饱和程度已

显示出会影响膜流动性，这也可能影响内体逃逸。不饱和的脂质尾部可能导致更高的膜流

动性，这也可能有助于经在LNP与膜融合时使内体膜不稳定来改善内体逃逸。综上所述，我

们假设用含有季胺和不饱和尾部的DOPC形成的LNP将显示出最有效的fLuc递送。如图16B和

图16C所示，用DOPC配制的fLuc  mRNA  LNP确实导致肝脏中的萤光素酶表达显著高于具有

DOPE和初始DSPC磷脂的制剂。用含有DOPC的LNP递送的fLuc  mRNA产生为初始含有DSPC的

LNP约4倍高的发光信号。

[0208] 在初始筛选中，活性脂质和赋形剂成分以[脂质:  胆固醇:  DSPC:  DMG‑PEG]为

[50:  38.5:  10:  1.5]的摩尔比配制。在确定最佳磷脂为DOPC并相应地调整制剂之后，测试

以各种摩尔比配制的LNP以确定最佳参数(图16D)。如图16E所示，初始制剂O  (306‑O12B: 

胆固醇:  DOPC:  DMG‑PEG的摩尔比为50:  38.5:  10:  1.5)显示出最高的萤光素酶生物发光

强度；没有一个新的制剂参数可以超过初始的。

[0209] 为了进一步提高体内功效，用在5:1‑25:1范围内的不同重量比的活性脂质306‑

O12B:  mRNA配制具有这种最佳4种组分比率的LNP。有趣的是，发现当重量比为7.5:1时达到

最高功效。似乎增加脂质的量超过该点并没有益于体内递送功效(图16F)。总的来说，这些

结果表明306‑O12B  LNP的优化制剂具有50%  306‑O12B、38.5%胆固醇、10%  DOPC和1 .5% 

DMG‑PEG摩尔组成，306‑O12B/mRNA的重量比为7.5/1。

[0210] 实施例6.  使用mRNA优化的LNP进行的Cas9  mRNA和sgRNA的体内肝细胞特异性共

递送。

[0211] 图17A‑17C描绘306‑O12B  LNP在Ai14小鼠中实现Cas9/sgLoxP介导的基因组编辑。

[0212] 图23A‑23B为描绘306‑O12B  LNP在Ai14/Cas9杂交小鼠中实现sgLoxP介导的基因

组编辑的图像。

[0213] 识别由Cas9  mRNA/sgRNA  LNP编辑的特定细胞类型对于预测CRISPR递送系统的潜

在应用至关重要。使用用控制tdTomato表达的侧翼为LoxP的终止盒基因工程改造的Ai14报

告物小鼠品系。尽管该小鼠品系经常与Cre重组酶一起使用，但成功的CRISPR介导的侧翼为

LoxP的终止密码子切除也将诱导tdTomato的表达。通过检查具有tdTomato表达的细胞，可

确定我们的LNP递送系统可成功地靶向的细胞类型。

[0214] 为了验证这种方法，我们首先使用306‑O12B  LNP将LoxP靶向的sgRNA  (sgLoxP)递
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送至经工程改造以表达Ai14构建体和组成型表达的Cas9构建体两者的小鼠(Ai14+/Cas9+

小鼠模型)。如图23A和图23B所示，用我们的LNP系统递送sgLoxP导致在肝脏中特异性地检

测到红色荧光。有趣的是，进一步的组织学分析表明，tdTomato信号主要在肝脏肝细胞中观

察到，表明306‑O12B  LNP也可将sgRNA特异性地递送至这种治疗相关的细胞类型。

[0215] 接下来，将Cas9  mRNA和sgLoxP共同配制成一种单一的LNP，并以1.65  mg/kg的总

RNA剂量经尾静脉注射到Ai14小鼠中(图17A)。递送之后7天，收获器官并使用IVIS系统离体

成像。由IVIS系统分析的小鼠器官的离体图像表明该系统确实可诱导红色荧光，表明mRNA

和sgRNA组分两者的成功的功能性共递送，并且主要在肝脏中检测到tdTomato信号(图

17B)。进一步用肝细胞特异性生物标志物进行免疫荧光染色，并且共聚焦图像证明大部分

tdTomato蛋白在肝细胞中表达(图17C)。这些发现有力地表明，306‑O12B  LNP可将CRISPR机

构特异性地转运至肝脏肝细胞。

[0216] 实施例7.  ANGPTL3的体内基因组编辑.

图18A‑18B描绘野生型C57BL/6小鼠中306‑O12B  LNP介导的ANGPTL3体内基因组编

辑的显著水平。

[0217] 图19A‑19C表明306‑O12B  LNP在通过基于CRISPR/Cas9的基因组编辑诱导ANGPTL3

中的功能丧失突变方面比MC‑3  LNP更有效。

[0218] 接下来，验证306‑O12B  LNP递送CRISPR/Cas9  mRNA以操纵功能性内源性基因表达

的能力。将编码血管生成素样3  (sgANGPTL3)  (一种抑制脂蛋白脂肪酶和内皮脂肪酶活性

两者的脂蛋白代谢的中枢调控因子)的ANGPTL3基因选为研究的靶标。使用野生型C57BL/6

小鼠研究非病毒性Cas9  mRNA/sgAngptl3  LNP介导的ANGPTL3体内基因组编辑。将Cas9 

mRNA和sgAngptl3同时包封到306‑O12B  LNP中。鉴于CRISPR/Cas9系统含有Cas9  mRNA和

sgRNA两种元件，这两种组分的比率可能会影响体内基因组编辑功效。为此，将小鼠以3.0 

mg/kg的总RNA剂量注射以2:1、1:1.2和1:2的不同Cas9  mRNA与sgAngptl3质量比共配制的

306‑O12B  LNP。注射之后第7天，采集血清进行血清ANGPTL3蛋白水平的ELISA分析，和采集

肝组织样品进行DNA提取和NGS测序以确定靶向的Cas9介导的基因组编辑。在所有Cas9 

mRNA/sgAngptl3比率下，观察到在小鼠肝脏中的基因组编辑和血清ANGPTL3蛋白水平的降

低，然而，在这些组之间没有观察到显著差异(图18A和图18B)。将1:1 .2  Cas9  mRNA/

sgAngptl3比率用于以下实验。Cas9  mRNA/sgAngptl3包封的306‑O12B  LNP具有与fLuc 

mRNA  LNP相似的特征，平均大小为110  nm  (图24)。

[0219] 鉴于编辑的显著水平，设计并进行了更详细的体内编辑实验。作为金标准，我们将

我们的306‑O12B  LNP  (包封RNA组分)与由FDA批准的肝脏递送脂质MC‑3组成的LNP  (包封

完全相同的RNA组分)(MC3‑LNP)进行了比较。应当注意的是，306‑O12B  LNP和MC3‑LNP两者

中使用了相同比率的赋形剂脂质，并且这种特定的赋形剂制剂先前已发表用于MC3‑LNP。以

3.0  mg/kg的总RNA剂量给予小鼠306‑O12B  LNP或MC‑3‑LNP。在给予之后第7天，使用T7E1测

定观察到肝脏中期望位点处的编辑(图25)。肝脏样品中ANGPTL3靶位点的下一代测序(NGS)

进一步证明，306‑O12B‑LNP介导的递送导致中位编辑率为38.5%，显著高于MC‑3介导的递送

(14.6%)  (图19A)。更重要的是，血清分析表明，306‑O12B  LNP治疗组的血清ANGPTL3蛋白、

LDL‑C和TG水平(分别降低65.2%、56.8%、29.4%)显著低于MC‑3  LNP治疗的小鼠(分别降低

25%、15.7%、16.3%)  (图19A)。对NGS测序结果的详细分析表明，最频繁的编辑事件为在预测
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的Cas9切割位点处精确地发生1‑nt缺失，然后在同一位置发生1‑nt插入(图19B)。正如预期

的那样，在MC3  LNP和306‑O12B  LNP治疗的肝脏两者中均观察到相同的编辑事件，主要区别

在于这些事件的频率。这表明观察到的血清成分减少确实是Cas9介导的基因组编辑的结

果，并意味着两种脂质之间观察到的结果差异仅为Cas9  mRNA的递送效率而非先天活性的

一些变化所致。

[0220] 对于任何CRISPR递送系统，都必须小心避免脱靶编辑事件或递送引起的毒性。前9

个最可能的脱靶基因组诱变位点为通过计算预测的，并且这些基因座经从肝脏中提取的

DNA的NGS测序进行查询。没有观察到在前9个预测的脱靶诱变位点中的任何一个处进行编

辑的证据(图19C)。为了评估体内毒性和潜在的免疫炎症反应，测量了肝功能标志物天冬氨

酸氨基转移酶(AST)和丙氨酸氨基转移酶(ALT)以及促炎性细胞因子肿瘤坏死因子‑α 

(TNF‑α)的血清水平(图26)。在用CRISPR/Cas9  LNP治疗之后，没有检测到这些参数的显著

变化，进一步证明全身毒性可以忽略不计。
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