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本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-

Cas系统，该系统包含：能够产生粘性末端的Cas9

效应蛋白(stiCas9)，以及与该stiCas9形成复合

物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引

导序列与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌

细胞中的序列杂交，并且其中该复合物在自然界

中不存在。本披露还提供了一种将目的序列引入

细胞的染色体中的方法。最后，本披露提供了一

种使用无缝诱变修饰一个或多个核苷酸的方法。
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1.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含：

a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)；和

b)与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够

与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；

其中该复合物在自然界中不存在。

2.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含：

a)能够产生粘性末端并且包含核定位序列(NLS)的Cas9效应蛋白(stiCas9)；和

b)与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸；

其中该复合物在自然界中不存在。

3.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含：

a)编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列；和

b)编码引导多核苷酸的核苷酸序列，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合物并且包

含引导序列，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列

杂交；

其中该复合物在自然界中不存在。

4.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含：

a)编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列；和

b)编码引导多核苷酸的核苷酸序列，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合物并包含

引导序列；

其中(a)和(b)的核苷酸序列在真核启动子的控制下，并且其中该复合物在自然界中不

存在。

5.如权利要求1至4中任一项所述的CRISPR-Cas系统，其中该引导多核苷酸包含

tracrRNA序列。

6.如权利要求1至4中任一项所述的CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统进一步包含含

有tracrRNA序列的单独的多核苷酸。

7.如权利要求6所述的CRISPR-Cas系统，其中该引导多核苷酸、tracrRNA序列和该

stiCas9能够形成复合物，并且其中该复合物在自然界中不存在。

8.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含一个或多个载体，该一个或多个载

体包含：

a)可操作地连接至一个或多个核苷酸序列的调节元件，该核苷酸序列编码能够产生粘

性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)；和

b)与该stiCas9形成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够与

真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；

其中该复合物在自然界中不存在。

9.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含一个或多个载体，该一个或多个载

体包含：

a)可操作地连接至一个或多个核苷酸序列的调节元件，该核苷酸序列编码能够产生粘

性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，其中该调节元件是真核调节元件；和

b)与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸；
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其中该复合物在自然界中不存在。

10.如权利要求8或权利要求9所述的非天然存在的载体，其中该引导多核苷酸进一步

包含tracrRNA序列。

11.如权利要求9或权利要求10所述的非天然存在的载体，该载体进一步包含含有

tracrRNA序列的核苷酸序列。

12.如权利要求1至11中任一项所述的系统，其中该复合物能够在前间区序列邻近基序

(PAM)的10个核苷酸内的位点处裂解。

13.如权利要求1至12中任一项所述的系统，其中该复合物能够在前间区序列邻近基序

(PAM)的5个核苷酸内的位点处裂解。

14.如权利要求1至13中任一项所述的系统，其中该复合物能够在前间区序列邻近基序

(PAM)的3个核苷酸内的位点处裂解。

15.如权利要求1至14中任一项所述的系统，其中该靶序列是前间区序列邻近基序

(PAM)的5’并且该PAM包含富含3’G的基序。

16.如权利要求1至15中任一项所述的系统，其中该靶序列是前间区序列邻近基序

(PAM)的5’，并且该PAM序列是NGG，其中N是A、C、G或T。

17.如权利要求1至16中任一项所述的系统，其中这些粘性末端包含具有3至40个核苷

酸的单链多核苷酸突出端。

18.如权利要求1至17中任一项所述的系统，其中这些粘性末端包含具有4至20个核苷

酸的单链多核苷酸突出端。

19.如权利要求1至18中任一项所述的系统，其中这些粘性末端包含具有5至15个核苷

酸的单链多核苷酸突出端。

20.如权利要求1至19中任一项所述的系统，其中该stiCas9源自具有II-B型CRISPR系

统的细菌物种。

21.如权利要求1至20中任一项所述的系统，其中该stiCas9包含与SEQ  ID  NO：10-97或

192-195中的任一个具有至少95％同一性的结构域。

22.如权利要求1至21中任一项所述的系统，其中该stiCas9包含以1E-5的E值截止值匹

配TIGR03031蛋白家族的结构域。

23.如权利要求1至22中任一项所述的系统，其中该stiCas9包含以1E-10的E值截止值

匹配该TIGR03031蛋白家族的结构域。

24.如权利要求23所述的系统，其中该细菌物种是嗜肺军团菌、新凶手弗朗西斯菌、γ

变形菌HTCC5015、人粪便副萨特氏菌、华德萨特氏菌、硫磺单胞菌属物种SC  ADC、瘤胃杆菌

属物种RM87、伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_47、拟杆菌门口腔分类群274菌株F0058、产琥珀酸

沃廉氏菌、伯克霍尔德氏菌目细菌YL45、嗜淀粉瘤胃杆菌、弯曲杆菌属物种P0111、弯曲杆菌

属物种RM9261、拉尼尔弯曲杆菌菌株RM8001、拉尼尔弯曲杆菌菌株P0121、鼠毛滴虫、伦敦军

团菌、沙姆盐弧菌、钩端螺旋体属物种分离株FW.030、钩里特拉氏菌属物种分离株NORP46、

内生单胞菌属物种S-B4-1U、喜盐泰米尔纳德菌、需钠弧菌、斯氏弓形杆菌、蜃楼弗朗西斯氏

菌、西班牙弗朗西斯氏菌或嗜盐副内生单胞菌。

25.如权利要求24所述的系统，其中该靶序列是前间区序列邻近基序(PAM)的5’，并且

该PAM序列是YG，其中Y是嘧啶，并且该stiCas9源自细菌物种新凶手弗朗西斯菌。
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26.如权利要求1至25中任一项所述的系统，其中该stiCas9包含一个或多个核定位信

号。

27.如权利要求1至26中任一项所述的系统，其中该真核细胞是动物或人类细胞。

28.如权利要求1至27中任一项所述的系统，其中该真核细胞是人类细胞。

29.如权利要求1至26中任一项所述的系统，其中该真核细胞是植物细胞。

30.如权利要求1至29中任一项所述的系统，其中该引导序列与同向重复序列连接。

31.一种递送颗粒，该递送颗粒包含如权利要求1至30中任一项所述的系统。

32.如权利要求31所述的递送颗粒，其中该stiCas9和该引导多核苷酸以复合物存在。

33.如权利要求32所述的递送颗粒，其中该复合物进一步包含含有tracrRNA序列的多

核苷酸。

34.如权利要求32或22所述的递送颗粒，该递送颗粒进一步包含脂质、糖、金属或蛋白

质。

35.一种囊泡，该囊泡包含如权利要求1至30中任一项所述的系统。

36.如权利要求35所述的囊泡，其中该stiCas9和该引导多核苷酸以复合物存在。

37.如权利要求36所述的囊泡，该囊泡进一步包含：含有tracrRNA序列的多核苷酸。

38.如权利要求35至37中任一项所述的囊泡，其中该囊泡是外泌体或脂质体。

39.如权利要求5至9中任一项所述的系统，其中对编码该stiCas9的一个或多个核苷酸

序列进行密码子优化以在真核细胞中表达。

40.如权利要求5至30或39中任一项所述的系统，其中该编码Cas9效应蛋白的核苷酸序

列和该引导多核苷酸在单个载体上。

41.如权利要求5至30或39中任一项所述的系统，其中该编码Cas9效应蛋白的核苷酸序

列和该引导多核苷酸是单个核酸分子。

42.一种病毒载体，该病毒载体包含如权利要求5至30或39至41中任一项所述的系统。

43.如权利要求42所述的病毒载体，其中该病毒载体是腺病毒、慢病毒或腺相关病毒载

体。

44.一种包含CRISPR-Cas系统的真核细胞，该真核细胞包含

a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及

b)与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够

与真核细胞中的靶序列杂交；

其中该复合物在自然界中不存在。

45.一种包含CRISPR-Cas系统的真核细胞，该CRISPR-Cas系统包含能够产生粘性末端

的Cas9效应蛋白(stiCas9)，其中该Cas9效应蛋白源自具有II-B型CRISPR系统的细菌物种。

46.一种用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性修饰的方法，该方法包括：

a)将以下引入到该细胞中：

i.能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)；和

ii与该stiCas9形成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够与

真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；

其中该复合物在自然界中不存在；以及

b)用该Cas9效应蛋白和该引导多核苷酸在该靶序列中产生粘性末端；以及
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c)

i.将这些粘性末端连接在一起，或者

ii将目的多核苷酸序列(SoI)与这些粘性末端连接；

从而修饰该靶序列。

47.一种用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性修饰的方法，该方法包括：

a)将以下引入到该细胞中：

i.编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)的核苷酸序列；和

ii与该stiCas9形成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够与

真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；

其中该复合物在自然界中不存在；以及

b)用该Cas9效应蛋白和该引导多核苷酸在该靶序列中产生粘性末端；以及

c)

i.将这些粘性末端连接在一起，或者

ii将目的多核苷酸序列(SoI)与这些粘性末端连接；

从而修饰该靶序列。

48.如权利要求46或47所述的方法，其中该引导多核苷酸进一步包含tracrRNA序列。

49.如权利要求46或47所述的方法，该方法进一步包括将包含tracrRNA序列的多核苷

酸引入该细胞中。

50.如权利要求49所述的方法，其中该引导多核苷酸、tracrRNA序列与该stiCas9能够

形成复合物，并且其中该复合物在自然界中不存在。

51.如权利要求46至50中任一项所述的方法，其中该复合物能够在前间区序列邻近基

序(PAM)的10个核苷酸内的位点处裂解。

52.如权利要求46至51中任一项所述的方法，其中该复合物能够在前间区序列邻近基

序(PAM)的5个核苷酸内的位点处裂解。

53.如权利要求46至52中任一项所述的方法，其中该复合物能够在前间区序列邻近基

序(PAM)的3个核苷酸内的位点处裂解。

54.如权利要求46至53中任一项所述的方法，其中该靶序列是前间区序列邻近基序

(PAM)的5’并且该PAM包含富含3’G的基序。

55.如权利要求46至54中任一项所述的方法，其中该靶序列是PAM的5’，并且该PAM序列

是NGG，其中N是A、C、G或T。

56.如权利要求46至55中任一项所述的方法，其中这些粘性末端包含具有3至40个核苷

酸的单链多核苷酸突出端。

57.如权利要求46至56中任一项所述的方法，其中这些粘性末端包含具有4至20个核苷

酸的单链多核苷酸突出端。

58.如权利要求46至57中任一项所述的方法，其中这些粘性末端包含具有5至15个核苷

酸的单链多核苷酸突出端。

59.如权利要求46至58中任一项所述的方法，其中该stiCas9源自具有II-B型CRISPR系

统的细菌物种。

60.如权利要求46至59中任一项所述的方法，其中该真核细胞是动物或人类细胞。
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61.如权利要求46至60中任一项所述的方法，其中该真核细胞是人类细胞。

62.如权利要求46至59中任一项所述的方法，其中该真核细胞是植物细胞。

63.如权利要求46至62中任一项所述的方法，其中该修饰是该靶序列的至少一部分的

缺失。

64.如权利要求46至62中任一项所述的方法，其中该修饰是该靶序列的突变。

65.如权利要求46至62中任一项所述的方法，其中该修饰是将目的序列插入该靶序列

中。

66.如权利要求46至65中任一项所述的方法，该方法进一步包括引入核酸外切酶以去

除由该stiCas9产生的突出端。

67.如权利要求66所述的方法，其中该核酸外切酶是Cas4、Artemis或TREX2。

68.如权利要求67所述的方法，其中该Cas4源自具有II-B型CRISPR系统的细菌物种。

69.如权利要求46至68中任一项所述的方法，其中将编码该复合物的组分的多核苷酸

引入一个或多个载体上。

70.一种将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法，其中该染色体包含含有区域1

和区域2的靶序列(TSC)，该方法包括将以下引入该细胞中：

a)包含靶序列的载体(TSV)，该TSV包含区域2和区域1以及该SoI；

b)能够在该TSC中产生粘性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第一Cas9-核

酸内切酶二聚体的第一单体在该TSC的区域1处裂解，并且该第一Cas9-核酸内切酶二聚体

的第二单体在该TSC的区域2处裂解；以及

c)能够在该TSV中产生粘性末端的第二Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第二Cas9-核

酸内切酶二聚体的第一单体在该TSV的区域2处裂解，并且该第二Cas9-核酸内切酶二聚体

的第二单体在该TSV的区域1处裂解；

其中将(a)的载体、(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体和(c)的第二Cas9-核酸内切酶

二聚体引入该细胞中导致该SoI被插入该细胞的染色体中。

71.一种将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法，其中该染色体包含含有区域1

和区域2的靶序列(TSC)，该方法包括将以下引入该细胞中：

a)包含靶序列的载体(TSV)，该TSV包含区域2和区域1以及该SoI，其中该载体包含粘性

末端；

b)能够在该TSC中产生粘性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该Cas9-核酸内

切酶二聚体的第一单体在该TSC的区域1处裂解，并且该Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单

体在该TSC的区域2处裂解；

其中将(a)的载体和(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体引入该细胞中导致该SoI被插

入该细胞的染色体中。

72.如权利要求70或权利要求71所述的方法，其中该第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚

体是相同的。

73.如权利要求70或权利要求71所述的方法，其中该第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚

体是不同的。

74.如权利要求70至73中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第一引导多核苷酸

引入该细胞中，该第一引导多核苷酸与该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复
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合物并且包含第一引导序列，其中该第一引导序列与该包含区域1的TSC杂交，但不与该载

体杂交。

75.如权利要求70至73中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第一引导多核苷酸

引入该细胞中，该第一引导多核苷酸与该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复

合物并包含第一引导序列，其中该第一引导序列与该TSC和该TSV杂交。

76.如权利要求70至75中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第二引导多核苷酸

引入该细胞中，该第二引导多核苷酸与该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复

合物并包含第二引导序列，其中该第二引导序列与该包含区域2的TSC杂交，但不与载体杂

交。

77.如权利要求70至75中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第二引导多核苷酸

引入该细胞中，该第二引导多核苷酸与该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复

合物并包含第二引导序列，其中该第二引导序列与该TSC和该TSV杂交。

78.如权利要求70至77中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第三引导多核苷酸

引入该细胞中，该第三引导多核苷酸与该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复

合物并包含第三引导序列，其中该第三引导序列与该包含区域2的TSV杂交，但不与该染色

体杂交。

79.如权利要求70至78所述的方法，该方法进一步包括将第三引导多核苷酸引入该细

胞中，该第三引导多核苷酸与该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包

含第三引导序列，其中该第三引导序列与该TSC和该TSV杂交。

80.如权利要求70至79中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第四引导多核苷酸

引入该细胞中，该第四引导多核苷酸与该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复

合物并包含第四引导序列，其中该第四引导序列与该包含区域1的TSV杂交，但不与染色体

杂交。

81.如权利要求70至80中任一项所述的方法，该方法进一步包括将第四引导多核苷酸

引入该细胞中，该第四引导多核苷酸与该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复

合物并包含第四引导序列，其中该第四引导序列与TSC和TSV杂交。

82.如权利要求70至81中任一项所述的方法，该方法包括将该第一、第二、第三和第四

引导多核苷酸引入该细胞中。

83.如权利要求70至82中任一项所述的方法，该方法进一步包括将包含tracrRNA序列

的多核苷酸引入该细胞中。

84.如权利要求70至83中任一项所述的方法，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第

一单体和第二单体中的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。

85.如权利要求70至83中任一项所述的方法，其中该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第

一单体和第二单体中的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。

86.如权利要求70至85中任一项所述的方法，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体和该

第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。

87.如权利要求70至86中任一项所述的方法，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体和该

第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶独立地选自下组，该组由以下组成：BbvI、

BgcI、BfuAI、BmpI、BspMI、CspCI、FokI、MboII、MmeI、NmeAIII和PleI。
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88.如权利要求70至87中任一项所述的方法，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体和该

第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶是FokI。

89.如权利要求70至88中任一项所述的方法，其中将该第一和第二Cas9-核酸内切酶二

聚体作为编码该第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核苷酸引入该细胞中。

90.如权利要求89所述的方法，其中该编码该第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多

核苷酸在一个载体上。

91.如权利要求89所述的方法，其中该编码该第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多

核苷酸在多于一个载体上。

92.如权利要求70至91中任一项所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚

体或两者包含经修饰的Cas9。

93.如权利要求92所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含

无催化活性的Cas9。

94.如权利要求93所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的

核酸内切酶是FokI。

95.如权利要求92所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含

具有切口酶活性的Cas9。

96.如权利要求95所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的

核酸内切酶是FokI。

97.如权利要求92所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶二聚体相对于野生型Cas9在

Cas9中包含单个氨基酸取代。

98.如权利要求97所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的

核酸内切酶是FokI。

99.如权利要求97或98所述的方法，其中该单个氨基酸取代是D10A或H840A。

100.如权利要求97或98所述的方法，其中该单个氨基酸取代是D10A。

101.如权利要求97或98所述的方法，其中该单个氨基酸取代是H840A。

102.如权利要求92所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶二聚体相对于野生型Cas9包

含双氨基酸取代。

103.如权利要求102所述的方法，其中该双氨基酸取代是D10A和H840A。

104.如权利要求97所述的方法，其中该野生型Cas9源自酿脓链球菌、金黄色葡萄球菌、

伪中间型葡萄球菌、南极游动球菌、血链球菌、嗜热链球菌、变形链球菌、球团科里氏杆菌、

香肠乳杆菌、光冈氏链小杆菌、鼠李糖乳杆菌、两歧双歧杆菌、北原酒球菌、果聚糖杆菌、大

芬戈尔德菌、非典型韦荣氏球菌、穆氏索罗菌、氨基酸球菌属物种D21、尤里真杆菌、灵巧粪

球菌、具核梭杆菌、龈沟产线菌、杜尔丹尼嗜胨菌或齿垢密螺旋体。

105.如权利要求70至104中任一项所述的方法，其中这些粘性末端包括5’突出端。

106.如权利要求70至104中任一项所述的方法，其中这些粘性末端包括3’突出端。

107.如权利要求70至106中任一项所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二

聚体或两者产生包含具有3至40个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

108.如权利要求70至106中任一项所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二

聚体或两者产生包含具有4至30个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。
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109.如权利要求70至106中任一项所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二

聚体或两者产生包含具有5至20个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

110.如权利要求70至109中任一项所述的方法，其中在插入时，该染色体中的靶序列和

该质粒中的靶序列没有被重建。

111.如权利要求70至110中任一项所述的方法，其中该细胞是真核细胞。

112.如权利要求70至111中任一项所述的方法，其中该细胞是动物或人类细胞。

113.如权利要求70至112中任一项所述的方法，其中该细胞是植物细胞。

114.如权利要求70至113中任一项所述的方法，其中将(a)的载体、(b)的第一Cas9-核

酸内切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体或其组合通过递送颗粒、囊泡或病毒

载体引入该细胞中。

115.如权利要求70至114中任一项所述的方法，其中将(a)的载体、(b)的第一Cas9-核

酸内切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体或其组合通过递送颗粒引入该细胞

中。

116.如权利要求115所述的方法，其中这些递送颗粒包含脂质、糖、金属或蛋白质。

117.如权利要求70至114中任一项所述的方法，其中将(a)的载体、(b)的第一Cas9-核

酸内切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体或其组合通过囊泡引入该细胞中。

118.如权利要求117所述的方法，其中这些囊泡是外泌体或脂质体。

119.如权利要求70至113中任一项所述的方法，其中将能够或表达(b)、(c)或其组合的

多核苷酸通过病毒载体引入该细胞中。

120.如权利要求70至113中任一项所述的方法，其中(a)的载体是病毒载体。

121.如权利要求119或120所述的方法，其中该病毒载体是腺病毒、慢病毒或腺相关病

毒载体。

122.如权利要求70至121中任一项所述的方法，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的

第一单体与该第一引导多核苷酸形成复合物，并且该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二

单体与该第二引导多核苷酸形成复合物。

123.如权利要求70至122中任一项所述的方法，其中该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的

第一单体与该第三引导多核苷酸形成复合物，并且该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二

单体与该第四引导多核苷酸形成复合物。

124.如权利要求70至121中任一项所述的方法，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的

第一单体与该第一引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物，并且该第一Cas9-核酸

内切酶二聚体的第二单体与该第二引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物。

125.如权利要求70至122中任一项所述的方法，其中该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的

第一单体与该第三引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物，并且该第二Cas9-核酸

内切酶二聚体的第二单体与该第四引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物。

126.如权利要求70至125中任一项所述的方法，其中该第一、第二Cas9-核酸内切酶二

聚体或两者包含核定位信号。

127.如权利要求70至126中任一项所述的方法，其中该细胞包含干细胞或干细胞系。

128.一种修饰细胞中的靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的方法，该方法包括：

a)将包含插入盒(IC)的载体引入该细胞中，该IC沿5’至3’方向包含：
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i.与该靶多核苷酸序列的一部分同源的第一区域，

ii包含该靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的突变的第二区域，

iii.第一核酸酶结合位点，

iv.编码标记基因的多核苷酸序列，

v.第二核酸酶结合位点

vi.包含该靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的突变的第三区域，以及

vii与该靶多核苷酸序列的一部分同源的第四区域，其中该第一区域和该第四区域与

它们在该靶多核苷酸序列中的相应部分95％-100％相同；

b)通过同源重组将该IC插入该靶多核苷酸序列以产生第一经修饰的靶多核苷酸；

c)选择表达该标记基因的细胞；

d)使该第一经修饰的靶多核苷酸经受位点特异性核酸酶处理以产生具有粘性末端的

第二经修饰的靶多核苷酸；以及

e)使该具有粘性末端的第二经修饰的靶多核苷酸经受连接酶处理，其中该连接酶在该

第二区域和该第三区域处连接这些粘性末端以产生连接的经修饰的靶核酸，当与该靶多核

苷酸序列相比时，该连接的经修饰的靶核酸包含一个或多个经修饰的核苷酸。

129.如权利要求128所述的方法，其中在(c)之后，从该细胞中分离出该第一经修饰的

靶核酸。

130.如权利要求128或129所述的方法，其中该位点特异性核酸酶对于该细胞而言是外

源性的。

131.如权利要求128至130中任一项所述的方法，其中该连接酶对于该细胞而言是外源

性的。

132.如权利要求128所述的方法，其中在(c)之后，该第一经修饰的靶蛋白在该细胞中。

133.如权利要求132所述的方法，其中将该位点特异性核酸酶作为编码该位点特异性

核酸酶的多核苷酸引入该细胞中。

134.如权利要求132或133所述的方法，其中将该连接酶作为编码连接酶的多核苷酸引

入该细胞中。

135.如权利要求128至134中任一项所述的方法，其中该位点特异性核酸酶是重组位点

特异性核酸酶。

136.如权利要求128至135中任一项所述的方法，其中该连接酶是重组连接酶。

137.如权利要求128至136中任一项所述的方法，其中该位点特异性核酸酶是Cas9效应

蛋白。

138.如权利要求137所述的方法，其中该Cas9效应蛋白是II-B型Cas9。

139.如权利要求128至131中任一项所述的方法，其中该位点特异性核酸酶是Cas9-核

酸内切酶融合蛋白。

140.如权利要求139所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶融合蛋白中的核酸内切酶是

IIS型核酸内切酶。

141.如权利要求139所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶融合蛋白中的核酸内切酶是

FokI。

142.如权利要求139至141中任一项所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包

权　利　要　求　书 9/11 页

10

CN 111448313 A

10



含经修饰的Cas9。

143.如权利要求142所述的方法，其中该经修饰的Cas9包含无催化活性的Cas9。

144.如权利要求143所述的方法，其中该核酸内切酶是FokI。

145.如权利要求142所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有切口酶活

性的Cas9，并且该核酸内切酶是FokI。

146.如权利要求143所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有D10A取代

的Cas9。

147.如权利要求143所述的方法，其中该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有H840A取

代的Cas9。

148.如权利要求128所述的方法，其中该位点特异性核酸酶是Cas9、Cpf1或Cas9-FokI。

149.如权利要求128所述的方法，其中该位点特异性核酸酶是Cpf1效应蛋白。

150.如权利要求128至149中任一项所述的方法，其中(d)的第二经修饰的靶多核苷酸

的粘性末端包含5’突出端。

151.如权利要求128至149中任一项所述的方法，其中(d)的第二经修饰的靶多核苷酸

的粘性末端包含3’突出端。

152.如权利要求128至151中任一项所述的方法，其中该位点特异性核酸酶能够产生包

含具有3至40个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

153.如权利要求128至151中任一项所述的方法，其中该核酸酶能够产生包含具有4至

30个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

154.如权利要求128至151中任一项所述的方法，其中该核酸酶能够产生包含具有5至

20个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

155.如权利要求128至154中任一项所述的方法，其中该靶多核苷酸序列处于质粒中。

156.如权利要求128至155中任一项所述的方法，其中该靶多核苷酸序列处于染色体

中。

157.一种与stiCas9蛋白形成复合物的工程化的引导RNA，该工程化的引导RNA包含：

a)能够与真核细胞中的靶序列杂交的引导序列；和

b)能够与该Cas9蛋白结合的tracrRNA序列，其中该tracrRNA与天然存在的tracrRNA序

列的差异为至少10个核苷酸，

其中该工程化的引导RNA改善了该Cas9蛋白的核酸酶效率。

158.如权利要求157所述的工程化的引导RNA，其中该tracrRNA序列比天然存在的

tracrRNA少至少10个核苷酸。

159.如权利要求157所述的工程化的引导RNA，其中该tracrRNA序列比天然存在的

tracrRNA多至少10个核苷酸。

160.如权利要求157所述的工程化的引导RNA，其中该引导序列与SEQ  ID  NO：104-125

或196-199中的任一个具有至少90％的序列同一性。

161.如权利要求157所述的工程化的引导RNA，其中该tracrRNA序列与SEQ  ID  NO：148-

171中的任一个具有至少90％的序列同一性。

162.如权利要求157所述的工程化的引导RNA，其中该引导RNA序列与SEQ  ID  NO：172-

191中的任一个具有至少90％的序列同一性。
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163.如权利要求157至159中任一项所述的工程化的引导RNA，其中该tracrRNA包含该

tracrRNA的茎环中的一个或多个修饰。

164.如权利要求163所述的工程化的引导RNA，其中该修饰包含该茎环的延长。

165.如权利要求163所述的工程化的引导RNA，其中该修饰包含该茎环的缩短。

166.如权利要求163所述的工程化的引导RNA，其中该修饰包含该茎环中的一个或多个

核苷酸取代。

167.如权利要求157至166中任一项所述的工程化的引导RNA，其中该Cas9蛋白的改善

的核酸酶效率是通过生化测定、测序测定和/或亲和力测试确定的。

168.一种CRISPR-Cas系统，该系统包含如权利要求157至163中任一项所述的工程化的

引导RNA。

169.一种工程化的Cas9-引导RNA复合物，该复合物包含如图40B中所示的Cas9、引导序

列和tracrRNA序列的任何组合。

170.如权利要求163所述的CRISPR-Cas系统，其中该系统不包含单独的多核苷酸上的

tracrRNA序列。

171.一种产生与Cas9蛋白结合的工程化的引导RNA的方法，该方法包括：

a.提供能够与真核细胞中的靶序列杂交的引导序列；

b.将天然存在的tracrRNA序列通过从该tracrRNA序列中除去至少十个核苷酸来进行

修饰，以形成经修饰的tracrRNA序列；以及

c.将该引导序列与该经修饰的tracrRNA序列连接以产生该工程化的引导RNA。

172.一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含：

a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)；和

b)与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导RNA，其中该引导序列能够与真核

细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；

其中该复合物在自然界中不存在，并且

其中该系统不包含单独的多核苷酸上的tracrRNA序列。
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用于改善基于Cas9的敲入策略的有效性的组合物和方法

[0001] 序列表

[0002] 本申请含有已以ASCII格式以电子方式提交且特此通过引用以其整体并入的序列

表。所述ASCII副本创建于2018年11月16日，名称为0098-0002WO1_SL .txt并且大小为1,

105,014字节。

技术领域

[0003] 本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：能够产生粘性末

端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核

苷酸，其中该引导序列与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，并且其

中该复合物在自然界中不存在。

背景技术

[0004] 成簇的规律间隔的短回文重复序列(CRISPR)和CRISPR相关(Cas)系统是由Ishino

在大肠杆菌(E .coli)中首次发现的原核生物免疫系统(Ishino等人，Journal  of 

Bacteriology[细菌学杂志]169(12)：5429-5433(1987)，通过引用以其整体并入本文)。该

免疫系统通过以序列特异性方式靶向病毒和质粒的核酸来提供针对病毒和质粒的免疫。另

请参见Soret等人，“CRISPR-a  widespread  system  that  provides  acquired  resistance 

against  phages  in  bacteria  and  archaea[CRISPR-在细菌和古细菌中可提供对噬菌体

的获得性抗性的广泛存在的系统]”，Nature  Reviews  Microbiology[自然微生物学综述]6

(3)：181-186(2008)，通过引用以其整体并入本文。CRISPR-Cas系统已被分为三种主要类

型：I型、II型和III型。单独类型的主要定义特征是使用的不同cas基因以及它们编码的相

应蛋白质。cas1和cas2基因显现在三种主要类型中通用，而cas3、cas9和cas10被认为分别

特定于I型、II型和III型系统。参见，例如，Barrangou和Marraffini，“CRISPR-Cas 

systems：prokaryotes  upgrade  to  adaptive  immunity[CRISPR-Cas系统：原核生物的适

应性免疫升级]”，Cell[细胞]54(2)：234-244(2014)，通过引用以其整体并入本文。

[0005] 该免疫系统包含两个主要阶段：第一个是采集，第二个是干扰。第一阶段包括切割

入侵病毒和质粒的基因组，并将其区段整合到该生物体的CRISPR基因座中。整合到基因组

中的这些区段称为前间区序列，有助于保护该生物体免受相同病毒或质粒的后续攻击。第

二阶段包括攻击入侵的病毒或质粒。该阶段依赖于将前间区序列转录为RNA，经过一些加工

后，该RNA与入侵病毒或质粒的DNA中的互补序列杂交，同时还与有效裂解DNA的蛋白质或蛋

白质复合物缔合。

[0006] 根据细菌物种的不同，CRISPR  RNA加工的过程有所不同。例如，最初在细菌酿脓链

球菌(Streptococcus  pyogenes)中描述的II型系统中，转录的RNA与反式激活RNA

(tracrRNA)配对，之后被RNA酶III裂解以形成单个CRISPR-RNA(crRNA)。在被Cas9核酸酶结

合后，crRNA被进一步加工以产生成熟的crRNA。该crRNA/Cas9复合物随后结合包含与捕获

区域互补的序列(称为前间区序列)的DNA。然后，该Cas9蛋白以位点特异性的方式裂解DNA
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的两条链，形成双链断裂(DSB)。这提供了基于DNA的“记忆”，导致病毒或质粒DNA在重复暴

露和/或感染后迅速降解。关于原生CRISPR系统已经有全面的综述(参见，例如，Barrangou

和Marraffini，2014)。

[0007] 自最初发现以来，多个研究小组围绕CRISPR系统在基因工程中的潜在应用进行了

大量的研究，包括基因编辑(Jinek等人，“A  programmable  dual-RNA-guided  DNA 

endonuclease  in  adaptive  bacterial  immunity[适应性细菌免疫中的可编程双-RNA引

导DNA核酸内切酶]”，Science[科学]337(6096)：816-821(2012)；Cong等人，“Multiplex 

genome  engineering  using  CRISPR/Cas  systems[使用CRISPR/Cas系统的多重基因组工

程]”，Science[科学]339(6121)：819-823(2013)；以及Mali等人，“RNA-guided  human 

genome  engineering  via  Cas9[通过Cas9进行RNA引导的人类基因组工程]”，Science[科

学]339(6121)：823-826(2013)；将其各自通过引用以其整体并入本文)。一个重大发展是利

用嵌合RNA靶向Cas9蛋白，这是围绕CRISPR阵列中与tracrRNA融合的单个单元设计的。这会

创建一个称为小引导RNA(gRNA)的单个RNA种类，其中该前间区序列区域中序列的修饰可以

位点特异性地靶向该Cas9蛋白。已经开展了大量的工作来了解嵌合RNA与靶位点之间碱基

配对相互作用的性质及其对错配的耐受性，这对于预测和评估脱靶效应是高度相关的(参

见，例如，Fu等人，“Improving  CRISPR-Cas  nucleases  using  truncated  guide  RNAs[使

用截短的引导RNA改进CRISPR-Cas核酸酶]”，Nature  Biotechnology[自然生物技术]32

(3)：279-284(2014)，包括支持材料，通过引用以其整体并入本文)。

[0008] CRISPR-Cas9基因编辑系统已成功用于许多种生物体和细胞系中，既为了使用野

生型Cas9蛋白诱导DSB形成，又为了使用称为Cas9n/Cas9  D10A的突变型蛋白切割一条DNA

单链(参见，例如，Mali等人，2013和Sander和Joung，“CRISPR-Cas  systems  for  editing，

regulating  and  targeting  genomes[用于编辑、调节和靶向基因组的多种CRISPR-Cas系

统]”，Nature  Biotechnology[自然生物技术]32(4)：347-355(2014)，将其各自通过引用以

其整体并入本文)。虽然DSB的形成导致可能破坏基因功能的小插入和缺失(插缺(indel))

的产生，但Cas9n/Cas9  D10A切口酶避免了插缺的产生(通过非同源末端连接进行修复的结

果)，同时刺激了内源同源重组机制。因此，该Cas9n/Cas9  D10A切口酶可用于将DNA区域高

保真地插入基因组。

[0009] 除基因组编辑外，CRISPR系统还具有许多其他应用，包括调节基因表达、基因回路

构建和功能基因组学等(在Sander和Joung，2014中综述)。

[0010] 本文引用了各种出版物，这些出版物的披露内容通过引用以其整体并入本文。

发明内容

[0011] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及与该stiCas9形成复合物并且包含引导

序列的引导多核苷酸，其中该引导序列与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的

序列杂交，其中该复合物在自然界中不存在。

[0012] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

能够产生粘性末端并包含核定位序列(NLS)的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及与stiCas9形

成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸，其中该复合物在自然界中不存在。
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[0013] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列，以及编码引

导多核苷酸的核苷酸序列，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合物并包含引导序列，其中

该引导序列与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，并且其中该复合

物在自然界中不存在。

[0014] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

(a)编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列，以及(b)

编码引导多核苷酸的核苷酸序列，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合物并包含引导序

列，其中(a)和(b)中的核苷酸序列在真核启动子的控制下，并且其中该复合物在自然界中

不存在。

[0015] 在一些实施例中，本披露的CRISPR-Cas系统进一步包含含有tracrRNA序列的多核

苷酸。在一些实施例中，该CRISPR-Cas系统的引导多核苷酸、tracrRNA序列与stiCas9能够

形成复合物，并且该复合物在自然界中不存在。

[0016] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含

一个或多个载体，该一个或多个载体包含：可操作地连接至编码能够产生粘性末端的Cas9

效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列的调节元件，以及与该stiCas9形成复合物并

且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细

菌细胞中的序列杂交，其中该复合物在自然界中不存在。

[0017] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含

一个或多个载体，该一个或多个载体包含：可操作地连接至编码能够产生粘性末端的Cas9

效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列的调节元件(其中该调节元件是真核调节元

件)，以及与stiCas9形成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸序列，其中该复合物在自

然界中不存在。

[0018] 在一些实施例中，该引导多核苷酸进一步包含tracrRNA序列。在一些实施例中，本

披露的非天然存在的载体还包含含有tracrRNA序列的核苷酸序列。

[0019] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该复合物能够在前间区序列邻近基序(PAM)

的10个核苷酸内的位点处裂解。在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该复合物能够在前间

区序列邻近基序(PAM)的5个核苷酸内的位点处裂解。在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，

该复合物能够在前间区序列邻近基序(PAM)的3个核苷酸内的位点处裂解。

[0020] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该靶序列是前间区序列邻近基序(PAM)的5’，

并且该PAM包含富含3’G的基序。在CRISPR-Cas系统的多个实施例中，该靶序列是前间区序

列邻近基序(PAM)的5’，并且该PAM序列是NGG，其中N是A、C、G或T。

[0021] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，这些粘性末端包含具有3至40个核苷酸的单

链多核苷酸突出端。在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，这些粘性末端包含具有4至20个核

苷酸的单链多核苷酸突出端。在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，这些粘性末端包含具有5

至10个核苷酸的单链多核苷酸突出端。

[0022] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该stiCas9源自具有II-B型CRISPR系统的细

菌物种。在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该stiCas9包含与SEQ  ID  NO：10-97或192-195

中的任一个具有至少80％同一性、85％同一性、90％同一性或95％同一性的结构域。在一些
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实施例中，该stiCas9包含以1E-5的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。在一些实

施例中，该stiCas9包含以1E-10的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。

[0023] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该stiCas9所源自的细菌物种是嗜肺军团菌

(Legionella  pneumophila)、新凶手弗朗西斯菌(Francisella  novicida)、γ变形菌

HTCC5015、人粪便副萨特氏菌(Parasutterella  excrementihominis)、华德萨特氏菌

(Sutterella  wadsworthensis)、硫磺单胞菌属物种(Sulfurospirillum  sp.)SCADC、瘤胃

杆菌属物种(Ruminobacter  sp.)RM87、伯克霍尔德氏菌目(Burkholderiales)细菌1_1_47、

拟杆菌门(Bacteroidetes)口腔分类群274菌株F0058、产琥珀酸沃廉氏菌(Wolinella 

succinogenes)、伯克霍尔德氏菌目细菌YL45、嗜淀粉瘤胃杆菌(Ruminobacter 

amylophilus)、弯曲杆菌属物种(Campylobacter  sp.)P0111、弯曲杆菌属物种RM9261、拉尼

尔弯曲杆菌(Campylobacter  lanienae)菌株RM8001、拉尼尔弯曲杆菌菌株P0121、鼠毛滴虫

(Turicimonas  muris)、伦敦军团菌(Legionella  londiniensis)、沙姆盐弧菌

(Salinivibrio  sharmensis)、钩端螺旋体属物种(Leptospira  sp.)分离株FW.030、莫里特

拉氏菌属物种(Moritella  sp.)分离株NORP46、内生单胞菌属物种(Endozoicomonassp.)S-

B4-1U、喜盐泰米尔纳德菌(Tamilnaduibacter  salinus)、需钠弧菌(Vibrio  natriegens)、

斯氏弓形杆菌(Arco ba c te r  s k i r ro w i i)、蜃楼弗朗西斯氏菌(Fra n cis e l la 

philomiragia)、西班牙弗朗西斯氏菌(Francisella  hispaniensis)或嗜盐副内生单胞菌

(Parendozoicomonas  haliclonae)。

[0024] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，靶序列是前间区序列邻近基序(PAM)的5’，并

且该PAM序列是YG，其中Y是嘧啶，并且该stiCas9源自细菌物种新凶手弗朗西斯菌

(F.novicida)。

[0025] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该stiCas9包含一个或多个核定位信号。在

CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该真核细胞是动物或人类细胞。在CRISPR-Cas系统的一

些实施例中，该真核细胞是人类细胞。在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该真核细胞是植

物细胞。

[0026] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该引导序列与同向重复序列连接。

[0027] 在一些实施例中，递送颗粒包含本披露的CRISPR-Cas系统。在一些实施例中，该

stiCas9和该引导多核苷酸在递送颗粒内以复合物存在。

[0028] 在一些实施例中，该引导多核苷酸进一步包含tracrRNA序列。在一些实施例中，该

递送颗粒内的复合物还包含含有tracrRNA序列的多核苷酸。

[0029] 在一些实施例中，该递送颗粒还包含脂质、糖、金属或蛋白质。

[0030] 在一些实施例中，囊泡包含本披露的CRISPR-Cas系统。

[0031] 在一些实施例中，该stiCas9和该引导多核苷酸在囊泡内以复合物存在。

[0032] 在一些实施例中，该囊泡内的复合物还包含含有tracrRNA序列的多核苷酸。在一

些实施例中，该囊泡是外泌体或脂质体。

[0033] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，对该编码stiCas9的一个或多个核苷酸序列

进行密码子优化以在真核细胞中表达。

[0034] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该编码Cas9效应蛋白的核苷酸和该引导多核

苷酸在单个载体上。
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[0035] 在CRISPR-Cas系统的一些实施例中，该编码Cas9效应蛋白的核苷酸和该引导多核

苷酸是单个核酸分子。

[0036] 在一些实施例中，病毒载体包含本披露的CRISPR-Cas系统。在一些实施例中，该病

毒载体是腺病毒、慢病毒或腺相关病毒载体。

[0037] 在一些实施例中，本披露提供了包含CRISPR-Cas系统的真核细胞，该CRISPR-Cas

系统包含：能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及与该stiCas9形成复合物并

且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶序列杂交，其中

该复合物在自然界中不存在。

[0038] 在一些实施例中，本披露提供了包含CRISPR-Cas系统的真核细胞，该CRISPR-Cas

系统包含能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，其中该Cas9效应蛋白源自具有II-

B型CRISPR系统的细菌物种。

[0039] 在一些实施例中，本披露提供了一种用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性

修饰的方法，该方法包括：(1)将以下引入到细胞中：(a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白

(stiCas9)，和(b)与stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序

列能够与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，其中该复合物在自然

界中不存在；(2)用Cas9效应蛋白和引导多核苷酸在靶序列中产生粘性末端；以及(3)将(a)

粘性末端连接在一起，或(b)将目的多核苷酸序列(SoI)连接到该粘性末端，从而修饰靶序

列。

[0040] 在一些实施例中，本披露提供了一种用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性

修饰的方法，该方法包括：(1)将以下引入到细胞中：(a)编码能够产生粘性末端的Cas9效应

蛋白(stiCas9)的核苷酸序列，和(b)与stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核

苷酸，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，其

中该复合物在自然界中不存在；(2)用Cas9效应蛋白和引导多核苷酸在靶序列中产生粘性

末端；以及(3)：将(a)粘性末端连接在一起，或(b)将目的多核苷酸序列(SoI)连接到该粘性

末端，从而修饰靶序列。

[0041] 在一些实施例中，用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性修饰的方法还包括

将含有tracrRNA序列的多核苷酸引入细胞中。

[0042] 在该方法的一些实施例中，该引导多核苷酸、tracrRNA序列与stiCas9能够形成复

合物，并且其中该复合物在自然界中不存在。

[0043] 在该方法的一些实施例中，该复合物能够在前间区序列邻近基序(PAM)的10个核

苷酸内的位点处裂解。在该方法的一些实施例中，该复合物能够在前间区序列邻近基序

(PAM)的5个核苷酸内的位点处裂解。在该方法的一些实施例中，该复合物能够在前间区序

列邻近基序(PAM)的3个核苷酸内的位点处裂解。

[0044] 在该方法的一些实施例中，该靶序列是前间区序列邻近基序(PAM)的5’，并且该

PAM包含富含3’G的基序。在该方法的一些实施例中，该靶序列是PAM的5’，并且该PAM序列是

NGG，其中N是A、C、G或T。

[0045] 在该方法的一些实施例中，这些粘性末端包含具有3至40个核苷酸的单链多核苷

酸突出端。在该方法的一些实施例中，这些粘性末端包含具有4至20个核苷酸的单链多核苷

酸突出端。在该方法的一些实施例中，这些粘性末端包含具有5至10个核苷酸的单链多核苷
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酸突出端。

[0046] 在该方法的一些实施例中，该stiCas9源自具有II-B型CRISPR系统的细菌物种。

[0047] 在该方法的一些实施例中，该真核细胞是动物或人类细胞。在该方法的一些实施

例中，该真核细胞是人类细胞。在该方法的一些实施例中，该真核细胞是植物细胞。

[0048] 在该方法的一些实施例中，该修饰是靶序列的至少一部分的缺失。在该方法的多

个实施例中，该修饰是靶序列的突变。在该方法的一些实施例中，该修饰是将目的序列插入

靶序列。

[0049] 在一些实施例中，该方法进一步包括引入核酸外切酶以去除由stiCas9产生的突

出端。

[0050] 在该方法的一些实施例中，该核酸外切酶是Cas4、Artemis或TREX4。在该方法的一

些实施例中，该Cas4源自具有II-B型CRISPR系统的细菌物种。

[0051] 在该方法的一些实施例中，将编码该复合物的组分的多核苷酸引入一个或多个载

体上。

[0052] 在一些实施例中，本披露涉及将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法，其中

该染色体包含含有区域1和区域2的靶序列(TSC)，该方法包括将以下引入细胞中：

[0053] (a)包含靶序列的载体(TSV)，该TSV包含区域2和区域1以及该SoI；

[0054] (b)能够在TSC中产生粘性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第一Cas9-

核酸内切酶二聚体的第一单体在该TSC的区域1处裂解，并且该第一Cas9-核酸内切酶二聚

体的第二单体在该TSC的区域2处裂解；以及

[0055] (c)能够在TSV中产生粘性末端的第二Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第二Cas9-

核酸内切酶二聚体的第一单体在该TSV的区域2处裂解，并且该第二Cas9-核酸内切酶二聚

体的第二单体在该TSV的区域1处裂解；

[0056] 其中引入(a)的载体、(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体和(c)的第二Cas9-核酸

内切酶二聚体导致SoI被插入细胞的染色体中。

[0057] 在一些实施例中，本披露涉及将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法，其中

该染色体包含含有区域1和区域2的靶序列(TSC)，该方法包括将以下引入细胞中：

[0058] (a)包含靶序列的载体(TSV)，该TSV包含区域2和区域1以及该SoI，其中该载体包

含粘性末端；

[0059] (b)能够在TSC中产生粘性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第一Cas9-

核酸内切酶二聚体的第一单体在该TSC的区域1处裂解，并且该第一Cas9-核酸内切酶二聚

体的第二单体在该TSC的区域2处裂解；

[0060] 其中引入(a)的载体和(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体导致SoI被插入细胞的

染色体中。

[0061] 在一些实施例中，第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体是相同的。在一些实施例

中，第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体是不同的。

[0062] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第一引导多核苷酸引入细胞中，该第一引

导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并且包含第一引导序

列，其中该第一引导序列与包含区域1的TSC杂交，但不与该载体杂交。

[0063] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第一引导多核苷酸引入细胞中，该第一引
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导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包含第一引导序列，

其中该第一引导序列与TSC和TSV杂交。

[0064] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第二引导多核苷酸引入细胞中，该第二引

导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第二引导序列，

其中该第二引导序列与包含区域2的TSC杂交，但不与载体杂交。

[0065] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第二引导多核苷酸引入细胞中，该第二引

导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第二引导序列，

其中该第二引导序列与TSC和TSV杂交。

[0066] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第三引导多核苷酸引入细胞中，该第三引

导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包含第三引导序列，

其中该第三引导序列与包含区域2的TSV杂交，但不与该染色体杂交。

[0067] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第三引导多核苷酸引入细胞中，该第三引

导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包含第三引导序列，

其中该第三引导序列与TSC和TSV杂交。

[0068] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第四引导多核苷酸引入细胞中，该第四引

导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第四引导序列，

其中该第四引导序列与包含区域1的TSV杂交，但不与染色体杂交。

[0069] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第四引导多核苷酸引入细胞中，该第四引

导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第四引导序列，

其中该第四引导序列与TSC和TSV杂交。

[0070] 在一些实施例中，该方法包括将第一、第二、第三和第四引导多核苷酸引入细胞

中。

[0071] 在一些实施例中，该方法进一步包括将包含tracrRNA序列的多核苷酸引入细胞

中。

[0072] 在一些实施例中，该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体和第二单体中的核

酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，该第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单

体和第二单体中的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。

[0073] 在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体和第二Cas9-核酸内切酶二聚体中

的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体和第二

Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶独立地选自下组，该组由以下组成：BbvI、BgcI、

BfuAI、BmpI、BspMI、CspCI、FokI、MboII、Mm  eI、NmeAIII和PleI。在一些实施例中，第一

Cas9-核酸内切酶二聚体和第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶是FokI。在一些实

施例中，将第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体作为编码第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚

体的多核苷酸引入细胞中。

[0074] 在一些实施例中，编码第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核苷酸在一个载

体上。在一些实施例中，编码第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核苷酸在多于一个载

体上。

[0075] 在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含经修饰的Cas9。

在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含无催化活性的Cas9。在一
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些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的核酸内切酶是FokI。在一些实

施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含具有切口酶活性的Cas9。在一些实

施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的核酸内切酶是FokI。

[0076] 在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶二聚体相对于野生型Cas9在Cas9中包含单

个氨基酸取代。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的核酸内切

酶是FokI。在一些实施例中，该单个氨基酸取代是D10A或H840A。在一些实施例中，该单个氨

基酸取代是D10A。在一些实施例中，该单个氨基酸取代是H840A。在一些实施例中，该Cas9-

核酸内切酶二聚体相对于野生型Cas9包含双氨基酸取代。在一些实施例中，该双氨基酸取

代是D10A和H840A。

[0077] 在一些实施例中，该野生型Cas9源自酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)、金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)、伪中间型葡萄球菌(Staphylococcus 

pseudintermedius)、南极游动球菌(Planococcus  antarcticus)、血链球菌

(Streptococcus  sangumis)、嗜热链球菌(Streptococcus  thermophilus)、变形链球菌

(Streptococcus  mutans)、球团科里氏杆菌(Coribacterium  glomerans)、香肠乳杆菌

(Lactobacillus  farciminis)、光冈氏链小杆菌(Catenibacterium  mitsuokai)、鼠李糖乳

杆菌(Lactobacillus  rhamnosus)、两歧双歧杆菌(Bifidobacterium  bifidum)、北原酒球

菌(Oenococcus  kitahara)、果聚糖杆菌(Fructobacillus  fructosus)、大芬戈尔德菌

(Finegoldia  magna)、非典型韦荣氏球菌(Veillonella  atyipca)、穆氏索罗菌

(Solobacterium  moorei)、氨基酸球菌属物种(Acidaminococcus  sp.)D21、尤里真杆菌

(Eubacterium  yurri)、灵巧粪球菌(Coprococcus  catus)、具核梭杆菌(Fusobacterium 

nucleatum)、龈沟产线菌(Filifactor  alocis)、杜尔丹尼嗜胨菌(Peptoniphilus 

duerdenii)或齿垢密螺旋体(Treponema  denticola)。

[0078] 在一些实施例中，这些粘性末端包括5’突出端。在一些实施例中，这些粘性末端包

括3’突出端。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者产生包含具有3至

40个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二

聚体或两者产生包含具有4至20个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，第

一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者产生包含具有5至15个核苷酸的单链多核苷酸的粘

性末端。

[0079] 在该方法的一些实施例中，在插入时，染色体中的靶序列和质粒中的靶序列没有

被重建。

[0080] 在一些实施例中，该细胞是真核细胞。在一些实施例中，该细胞是动物或人类细

胞。在一些实施例中，该细胞是植物细胞。

[0081] 在将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法的一些实施例中，将(a)的载体、

(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体或其组合通过递送

颗粒、囊泡或病毒载体引入细胞中。在一些实施例中，将(a)的载体、(b)的第一Cas9-核酸内

切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体或其组合通过递送颗粒引入细胞中。在一

些实施例中，这些递送颗粒包含脂质、糖、金属或蛋白质。

[0082] 在将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法的一些实施例中，将(a)的载体、

(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体或其组合通过囊泡
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引入细胞中。在一些实施例中，这些囊泡是外泌体或脂质体。

[0083] 在将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法的一些实施方案中，将能够表达

(a)的载体、(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体、(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核

苷酸或其组合通过病毒载体引入细胞中。在一些实施例中，(a)的载体是病毒载体。在一些

实施例中，该病毒载体是腺病毒、慢病毒或腺相关病毒。

[0084] 在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第一引导多核苷酸

形成复合物，并且第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第二引导多核苷酸形成复合

物。在一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第三引导多核苷酸形成复

合物，并且第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第四引导多核苷酸形成复合物。在一

些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第一引导多核苷酸序列和

tracrRNA序列形成复合物，并且第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第二引导多核

苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物。在一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第

一单体与第三引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物，并且第二Cas9-核酸内切酶

二聚体的第二单体与第四引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物。在一些实施例

中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含核定位信号。

[0085] 在将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法的一些实施例中，该细胞包括干

细胞或干细胞系。

[0086] 在一些实施例中，本披露涉及修饰细胞中靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的

方法，该方法包括：

[0087] (a)将包含插入盒(IC)的载体引入细胞，该IC在5’至3’方向上包含

[0088] (i)与靶多核苷酸序列的一部分同源的第一区域，

[0089] (ii)第二区域，该区域包含靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的突变，

[0090] (iii)第一核酸酶结合位点，

[0091] (iv)编码标记基因的多核苷酸序列，

[0092] (v)第二核酸酶结合位点，

[0093] (vi)第三区域，该区域包含靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的突变，以及

[0094] (vii)与靶多核苷酸序列的一部分同源的第四区域，其中第一区域和第四区域与

靶多核苷酸序列95％-100％相同；

[0095] (b)通过同源重组将IC插入靶多核苷酸序列以产生第一经修饰的靶多核苷酸；

[0096] (c)选择表达该标记基因的细胞；

[0097] (d)使该第一经修饰的靶多核苷酸经受位点特异性核酸酶处理以产生具有粘性末

端的第二经修饰的靶多核苷酸；以及

[0098] (e)使该具有粘性末端的第二经修饰的靶多核苷酸经受连接酶处理，其中该连接

酶在该第二区域和该第三区域处连接这些粘性末端以产生连接的经修饰的靶核酸，当与该

靶多核苷酸序列相比时，该连接的经修饰的靶核酸包含一个或多个经修饰的核苷酸。

[0099] 在修饰细胞中的靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的方法的一些实施例中，在

(c)之后，从细胞中分离出第一经修饰的靶核酸。

[0100] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶对于该细胞而言是外源性的。在一些实施

例中，该连接酶对于该细胞而言是外源性的。在一些实施例中，在(c)之后，该第一经修饰的

说　明　书 9/68 页

21

CN 111448313 A

21



靶蛋白在该细胞中。在一些实施例中，将该位点特异性核酸酶作为编码位点特异性核酸酶

的多核苷酸引入细胞中。在一些实施例中，将该连接酶作为编码连接酶的多核苷酸引入细

胞中。

[0101] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是重组位点特异性核酸酶。在一些实施例

中，该连接酶是重组连接酶。在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是Cas9效应蛋白。在一

些实施例中，该Cas9效应蛋白是II-B型Cas9。在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是

Cas9-核酸内切酶融合蛋白。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白中的核酸内切

酶是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白中的核酸内切酶是

FokI。

[0102] 在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含经修饰的Cas9。在一些实施例

中，该经修饰的Cas9包含无催化活性的Cas9。在一些实施例中，该无催化活性的Cas9与FokI

核酸内切酶融合。

[0103] 在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有切口酶活性的Cas9，并且

该核酸内切酶是FokI。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有D10A取代的

Cas9。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有H840A取代的Cas9。

[0104] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是Cpf1效应蛋白。在一些实施例中，该位点

特异性核酸酶是Cas9、Cpf1或Cas9-FokI。

[0105] 在修饰细胞中的靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的方法的一些实施例中，

(d)的第二经修饰的靶多核苷酸的粘性末端包含5’突出端。在一些实施例中，(d)的第二经

修饰的靶多核苷酸的粘性末端包含3’突出端。在一些实施例中，该位点特异性核酸酶能够

产生包含具有3至40个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，该核酸酶能够

产生包含具有4至20个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，该核酸酶能够

产生包含具有5至15个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

[0106] 在修饰细胞中的靶多核苷酸序列中的一个或多个核苷酸的方法的一些实施例中，

该靶多核苷酸序列处于质粒中。在一些实施例中，该靶多核苷酸序列处于染色体中。

[0107] 在一些实施例中，本披露涉及与stiCas9蛋白形成复合物的工程化引导RNA，该RNA

包含：(a)能够与真核细胞中的靶序列杂交的引导序列；以及(b)能够与Cas9蛋白结合的

tracrRNA序列，其中该tracrRNA与天然存在的tracrRNA序列的差异为至少10个核苷酸，其

中该工程化引导RNA提高了该Cas9蛋白的核酸酶效率。在一些实施例中，该tracrRNA序列比

天然存在的tracrRNA少至少10个核苷酸。在一些实施例中，该tracrRNA序列比天然存在的

tracrRNA多至少10个核苷酸。在一些实施例中，该引导序列与SEQ  ID  NO：104-125或196-

199中的任一个具有至少90％的序列同一性。在一些实施例中，该tracrRNA序列与SEQ  ID 

NO：148-171中的任一个具有至少90％的序列同一性。在一些实施例中，该引导RNA具有与

SEQ  ID  NO：172-191中的任一个至少90％的序列同一性。

[0108] 在一些实施例中，本披露涉及包含如本文所述的工程化引导RNA的CRISPR-Cas系

统。在一些实施例中，该系统不包含tracrRNA序列。

[0109] 在一些实施例中，本披露涉及工程化的Cas9-引导RNA复合物，该复合物包含如图

40B中所示的Cas9、引导序列和tracrRNA序列的任何组合。在一些实施例中，本披露涉及产

生与Cas9蛋白结合的工程化引导RNA的方法，包括：(a)提供能够与真核细胞中的靶序列杂
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交的引导序列；(b)将天然存在的tracrRNA序列通过从该tracrRNA序列中除去至少十个核

苷酸来进行修饰，以形成经修饰的tracrRNA序列；以及(c)将引导序列与经修饰的tracrRNA

序列连接以产生工程化引导RNA。在一些实施例中，本披露涉及一种非天然存在的CRISPR-

Cas系统，该系统包含：(a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)；以及(b)与该

stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导RNA，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶

序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；其中该复合物在自然界中不存在，并且其中该系

统不包含tracrRNA序列。

附图说明

[0110] 图1是通过Cas9进行的修复的不同机制的示意图。图1a描绘基因敲除。图1b描绘碱

基编辑。图1c描绘通过非同源末端连接(NHEJ)途径进行的基因敲入。图1d描绘通过同源重

组(HDR)途径进行的基因敲入。

[0111] 图2是通过Cas9进行的基因插入的不同机制的示意图。左侧显示同源重组(HDR)。

右侧显示非同源末端连接(NHEJ)。

[0112] 图3是使用不同的Cas9效应蛋白进行基因插入的结果的示意图和描绘。图3a-b显

示了由Cas9介导的产生平端的基因插入。图3c-d显示了由Cas9介导的产生突出端(即“粘性

末端”)的基因插入。图3的下图描绘了使用同源非依赖性靶向插入(HITI)，通过3a-3f中的

不同Cas9蛋白实现的基因插入频率。

[0113] 图4在Shmakov等人，NatureReviews  Microbiology[自然微生物学综述]15：169-

182(2017)中描述过。图4A是不同类型的CRISPR系统和具有每种类型的CRISPR系统的代表

性细菌物种的系统发育树。图4B显示II型和V型CRISPR系统的特写，其中箭头指示包含cas4

基因的操纵子。

[0114] 图5在Chylinski等人，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]42(10)：6091-6105

(2014)中描述过。图5A-D描绘了II型CRISPR系统的系统发育树。图5E显示了与II型CRISPR

系统的每个亚家族相关的不同签名基因。

[0115] 图6A描绘了使用来自新凶手弗朗西斯菌(Francisella  novicida)的Cas9蛋白进

行DNA裂解获得的结果。比较了用来自新凶手弗朗西斯菌(Francisella  novicida)的Cas9

和来自酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)的Cas9靶向的工程化HEK293细胞系中基因

组基因座的突变签名。图6A按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  204-205和284。图6B-C是II

型CRISPR系统的系统发育树。选择用于体外确认的Cas9蛋白用斜体指示。

[0116] 图7是如美国专利号9,567,608中所述的使用锌指核酸酶(ZFN)的用于基因插入的

ObLiGaRe方法的示意图。

[0117] 图8是如Sakuma等人，Nature  Protocols[自然实验手册]11(1)：118-133(2016)所

述的用于基因插入的Cas9-PiTCH方法的示意图。

[0118] 图9是三种不同的Cas9-FokI融合蛋白的示意图。图9a：失灭酶活性的Cas9

(deadCas9)与FokI的融合；图9b：具有D10A突变的Cas9(Cas9nD10A)与FokI的融合；图9c：具

有H840A的Cas9与(Cas9nH840A)与FokI的融合。图9a-c披露了SEQ  ID  NO：206。

[0119] 图10是由图9和10中的不同Cas9-FokI融合蛋白产生的不同DNA断裂的示意图。图

10按出现顺序分别将SEQ  ID  NO：206披露为“TCCCCTCCACCCCACAGTGGGGCCACTAGGGACAGGAT
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TGGTGACAGAAAAGCCCCATCCTTAGGCCT”以及将裂解的序列披露为SEQ  ID  NO  285-289。

[0120] 图11是由Cas9nD10A-FokI产生的裂解位点的示意图。图11披露了SEQ  ID  NO：206。

[0121] 图12是使用Cas9nD10A-FokI的基因插入方法的示意图。gRNA：引导RNA；PAM：前间区

序列邻近基序。图12均按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO：206-208的“基因组”序列，SEQ  ID 

NO：209-211的“载体”序列和SEQ  ID  NO：212的“敲入”序列。

[0122] 图13是由Cas9nH840A-FokI产生的裂解位点的示意图。图13披露了SEQ  ID  NO：206。

[0123] 图14是使用Cas9nH840A-FokI的基因插入方法的示意图。gRNA：引导RNA；PAM：前间区

序列邻近基序。图14均按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO：206和213-214的“基因组”序列，

SEQ  ID  NO：215-217的“载体”序列和SEQ  ID  NO：218的“敲入”序列。

[0124] 图15-18涉及实例1中阐述的实验。

[0125] 图15是使用Cas9nD10A-FokI(图15)和Cas9nH840A-FokI(图15)的基因插入方法的示

意图。图15a-b披露了SEQ  ID  NO：206。

[0126] 图16描绘了靶位点(AAVS1基因座)。“计划A”是指使用Cas9nD10A-FokI的基因插入

方法；“计划B”是指使用Cas9nH840A-FokI的基因插入方法。图16披露了SEQ  ID  NO：219。

[0127] 图17显示了使用Cas9nD10A-FokI的基因插入方法产生的代表性所得序列。图17按

出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO220-235。

[0128] 图18显示了使用Cas9nH840A-FokI的基因插入方法产生的代表性所得序列。图18按

出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO236-258。

[0129] 图19-22涉及实例2中阐述的实验。

[0130] 图19显示了用于靶向AAVS1基因座的一组10个引导RNA(gRNA)的设计。

[0131] 图20是“供体”质粒的质粒图，该质粒包含使用图20中的多个gRNA插入AAVS1基因

座的基因。

[0132] 图21是选择包含正确插入的基因的细胞(mCherry+细胞)的程序的示意图。

[0133] 图22显示了使用不同长度间区序列的基因插入频率的结果。

[0134] 图23-24涉及实例3中阐述的实验。

[0135] 图23是含有待插入SERPINA1基因座中的基因的“供体”质粒的质粒图。

[0136] 图24是使用deadCas9-FokI的基因插入方法的示意图。图24披露了SEQ  ID  NO：

206。

[0137] 图25是如实例2-4中所述的用于靶向基因插入的不同方法的效率的比较。

[0138] 图26-29涉及实例4中阐述的实验。

[0139] 图26是无缝诱变的示意图。

[0140] 图27是无缝诱变的第一步的示意图：使用同源臂将含有抗性标记的盒重组为靶序

列。

[0141] 图28是整合到靶序列中的盒的示意图：两侧是核酸酶结合位点和核酸酶切割位点

的抗性标记。

[0142] 图29是无缝诱变的第二步骤的示意图：在切割位点处核酸酶消化(图28所示)并随

后连接，导致抗性标记的去除和无缝产生的突变。

[0143] 图30包括来自各种测序细菌的Cas9蛋白的氨基酸序列，这些细菌包括：嗜肺军团

菌、新凶手弗朗西斯菌、γ变形菌HTCC5015、人粪便副萨特氏菌、华德萨特氏菌、硫磺单胞菌
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属物种SCADC、瘤胃杆菌属物种RM87、伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_47、拟杆菌门口腔分类群

274菌株F0058和产琥珀酸沃廉氏菌。(SEQ  ID  NOS：10-80)

[0144] 图31包括来自各种测序细菌的Cas9蛋白的氨基酸序列，这些细菌包括：伯克霍尔

德氏菌目细菌、弯曲杆菌属物种、鼠毛滴虫、沙姆盐弧菌、钩端螺旋体属物种、莫里特拉氏菌

属物种、内生单胞菌属物种、喜盐泰米尔纳德菌、需钠弧菌、嗜淀粉瘤胃杆菌、萨迦弧菌

(Vibrio  sagaiensis)、豕弓形杆菌(Arcobacter  porcmus)、脱硫杆菌属物种

(Desulfofustis  sp.)、琥珀酸单胞菌属物种(Succinatimonas  sp.)(SEQ  ID  NO：81-97)。

[0145] 图32包括在来自MH0245_GL0161830_1的Cas9蛋白上具有在实例8中阐述的实验中

使用的引导RNA序列、tracrRNA序列和crRNA序列的核苷酸序列(SEQ  ID  NO：101-103)。

[0146] 图33A显示了由II-B型Cas9蛋白产生的示例性4-核苷酸5’突出端。图33A披露了

SEQ  ID  NO：259。图33B显示了示例性II-B型cas操纵子。cas9、casl、cas2和cas4基因用箭头

表示。CRISPR阵列标记在该操纵子的下游。

[0147] 图34涉及实例7中阐述的实验。图34A显示了电泳凝胶图像，该电泳凝胶图像证明

了来自新凶手弗朗西斯菌的Cas9蛋白(FnCas9)的体外核酸酶活性。图34B显示了桑格

(Sanger)测序图，该测序图指示FnCas9产生具有5’突出端的粘性末端。图34B按出现顺序分

别披露了SEQ  ID  NO  204-205和284。图34C显示了酿脓链球菌Cas9蛋白(SPyCas9)和FnCas9

之间的突变模式的RIMA比较。

[0148] 图35-36涉及实例8中阐述的实验。

[0149] 图35A显示了电泳凝胶图像，该电泳凝胶图像证明了来自序列肠道宏基因组

MH0245的Cas9蛋白(MHCas9)的体外核酸酶活性。图35B显示了桑格测序图，该测序图指示

MHCas9产生具有5’突出端的粘性末端。图35B按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  260-262。

图35C显示了电泳凝胶图像，该电泳凝胶图像证明了HEK293-REMINDEL细胞中通过Cell1测

定确认的MHCas9活性。

[0150] 图36A显示了来自MHCas9的crRNA和tracrRNA的序列。图36A披露了SEQ  ID  NO：

263。图36B显示了该crRNA/tracrRNA二级结构的示意图。图36C显示来自硫磺单胞菌属物种

SCADC的Cas9蛋白(ssCas9)、来自产琥珀酸沃廉氏菌的Cas蛋白(WsCas9)、来自嗜肺军团菌

的Cas9蛋白(LpCas9)、来自新凶手弗朗西斯菌的Cas9蛋白(FnCas9)以及来自MH0245的Cas9

蛋白(MHCas9)的截短的系统发育树。

[0151] 图37是由来自如本文所述的各种细菌物种的Cas9蛋白的氨基酸序列产生的系统

发育树。使用MUSCLE算法、CLC基因组学工作台v.9进行了序列比对。

[0152] 图38是由来自弯曲杆菌属的各种细菌物种的Cas9蛋白的氨基酸序列产生的系统

发育树。使用MUSCLE算法、CLC基因组学工作台v.9进行了序列比对。

[0153] 图39包括本文所述的各种Cas9蛋白的crRNA的核苷酸序列(SEQ  ID  NO：104-147)

[0154] 图40A包括本文所述的各种Cas9蛋白的tracrRNA的核苷酸序列(SEQ  ID  NO：148-

171)。

[0155] 图40B包括Cas9蛋白、crRNA(+)、crRNA(-)和tracrRNA的各种组合。

[0156] 图41A-T示出了通过实例9中描述的方法设计的各种sgRNA(也称为“嵌合gRNA”)，

包括sgRNA的序列(SEQ  ID  NO：172-191)。图41A还披露了如SEQ  ID  NO：264的发夹序列。

[0157] 图42A-L示出了实例9中描述的sgRNA的优化和修剪，以及用于进一步修饰的可能
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靶位点。图42A按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  265-266。图42B按出现顺序分别披露了

SEQ  ID  NO  267-268。图42C按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  269和173。图42D按出现顺序

分别披露了SEQ  ID  NO  270-271。图42E按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  178和272。图42F

按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  179和273。图42G按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  180

和274。图42H按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  176和275。图42I按出现顺序分别披露了

SEQ  ID  NO  174和276。图42J按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  191和277。图42K按出现顺

序分别披露了SEQ  ID  NO  184和278。图42L按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  279-280。

[0158] 图43示出II-B型CRISPR-Cas系统的双向表达构建体。如插图所示，顶部链表达不

包含tracrRNA的单-引导RNA的crRNA和间区序列。底部链表达包含tracrRNA的双-引导RNA

的crRNA和间区序列。图43按出现顺序分别披露了SEQ  ID  NO  137、281和191。

[0159] 图44显示了本文所述的Cas9蛋白的单-引导RNA支架的预测二级结构。图44按出现

顺序分别披露了SEQ  ID  NO  137、139、282、122、110、129、120、124和104。

[0160] 图45概括地描述了四个不同的工程化RNA，以及用MHCas9对每个的切割效率。

[0161] 图46证明了用三种不同的Cas9系统SpyCas9、CllCas9和MHCas9对长度19、20、21、

22和23的引导RNA的切割效率和功能性。

[0162] 图47包括来自各种测序细菌的Cas9蛋白的氨基酸序列，这些细菌包括：斯氏弓形

杆菌、蜃楼弗朗西斯氏菌、西班牙弗朗西斯氏菌和嗜盐副内生单胞菌(SEQ  ID  NO：192-

195)。

[0163] 图48包括本文所述的各种Cas9蛋白的crRNA的核苷酸序列(SEQ  ID  NO：196-203)。

[0164] 图49涉及实例11。图49A显示了确定Cas9蛋白的PAM序列的示例性方法。图49A披露

了SEQ  ID  NO：283。图49B显示了通过图49A所示方法确定的SpCas9(顶部)和MHCas9(底部)

的优选PAM序列。

[0165] 图50和51涉及实例12。

[0166] 图50A显示了精确修复的Cas9切割的示意图。图50B显示了Cas9切割的示意图，加

上诸如TREX2或Artemis的核酸外切酶的末端加工，导致修复不精确和修饰增加。

[0167] 图51A显示了用于测试在三种不同的引导RNA的情况下将末端加工酶(FnCas4或

TREX2)添加至各种Cas9(SpCas9、FnCas9、CllCas9或MHCas9)的效果的方法的概览。图51B显

示了每种Cas9蛋白与模拟末端加工酶FnCas4或TREX2以及在三种引导RNA的情况下的结果。

[0168] 图52和53涉及实例13。

[0169] 图52A、52B和52C分别显示了由SpCas9、CllCas9或MHCas9在当所有三种Cas9蛋白

按相同序列切割时产生的不同类型的突变。图52A-C披露了SEQ  ID  NO：290。

[0170] 图53A显示了切割与引导RNA复合的双链DNA序列的II-A型Cas9蛋白的RuvC和HNH

结构域的示意图，该切割产生平端或单核苷酸突出端。图53B显示了切割与引导RNA复合的

双链DNA序列的II-B型Cas9蛋白的RuvC和HNH结构域的示意图，该切割产生带有3-或4-核苷

酸突出端的黏性末端。

具体实施方式

[0171] CRISPR-Cas9系统由于能够形成靶向的双链断裂而被广泛用于基因编辑。已知

Cas9蛋白在裂解后会产生平端，这些平端与插入和/或修饰靶序列的粘性末端相比，特异性
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较低。本文描述了能够产生粘性末端的Cas9蛋白，也称为stiCas9。本文描述了使用stiCas9

蛋白用于插入和/或修饰靶序列的优点。

[0172] 本披露提供了非天然存在的CRISPR-Cas系统；包含CRISPR-Cas系统的真核细胞；

提供靶序列的位点特异性修饰的方法；将目的序列引入细胞的染色体的方法；以及修饰细

胞中的靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的方法。

[0173] 定义

[0174] 如本文所用，“一个/一种(a或an)”可以意指一个/种或多个/种。如本文说明书和

一项或多项权利要求中所用，当与单词“包括”结合使用时，单词“一个/种”可以意指一个/

种或多于一个/种。如本文所用，“另一个/种”可以意指至少第二个/种或更多个/种。

[0175] 在整个本申请中，术语“约”用于指示值包括被采用以确定值的方法/装置的误差

的固有变化，或者研究受试者之间存在的变化。典型地，该术语意指涵盖近似于或小于1％、

2％、3％、4％、5％、6％、7％、8％、9％、10％、11％、12％、13％、14％、15％、16％、17％、18％、

19％或20％变化，这取决于具体情况。

[0176] 权利要求中使用术语“或”用于意指“和/或”，除非明确指示仅指替代方案或替代

方案是相互排斥的，尽管本披露支持仅是指替代方案和“和/或”的定义。

[0177] 如在本说明书和一项和多项权利要求中所使用的，词语“包含”(和任何形式的包

含，诸如“包含有”和“包含着”)，“具有”(和任何形式的具有，诸如“具有着”和“有”)，“包括”

(以及任何形式的包括，诸如“包括有”和“包括着”)或“含有”(以及任何形式的含有，诸如

“含有着”和“含”)是包扩性的或开放性的，并且不排除另外的未列举的元素或方法步骤。考

虑到本说明书中讨论的任何实施例可以相对于本披露的任何方法、系统、宿主细胞、表达载

体和/或组合物实施。此外，本披露的组合物、系统、宿主细胞和/或载体可用于实现本披露

的方法和蛋白质。

[0178] 术语“例如(for  example)”及其对应的缩写“例如(e.g.)”(无论是否斜体)的使用

意味着所列举的特定术语是本披露的代表性实例和实施例，并不旨在限于所引用或列举的

特定实例，除非另有明确说明。

[0179] “核酸”、“核酸分子”、“核苷酸”、“核苷酸序列”、“寡核苷酸”或“多核苷酸”意指包

含共价连接的核苷酸的聚合化合物。术语“核酸”包括核糖核酸(RNA)和脱氧核糖核酸

(DNA)，两者都可以是单链或双链的。DNA包括但不限于互补DNA(cDNA)、基因组DNA、质粒或

载体DNA和合成DNA。在一些实施例中，本披露提供了编码本文披露的任何一种多肽的多核

苷酸，例如，本披露涉及编码Cas蛋白或其变体的多核苷酸。

[0180] “基因”是指编码多肽的核苷酸的组装，并且包括cDNA和基因组DNA核酸分子。“基

因”还指可以充当编码序列之前(5’非编码序列)和之后(3’非编码序列)的调节序列的核酸

片段。

[0181] 当单链形式的核酸分子可在适合的温度和溶液离子强度条件下退火至另一核酸

分子上时，核酸分子与该另一核酸分子(诸如cDNA、基因组DNA或RNA)“可杂交”或“杂交”。杂

交和洗涤条件是熟知的，并在Sambrook等人，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，

Second  Edition[分子克隆：实验室手册，第二版]，冷泉港实验室出版社，冷泉港(1989)，特

别是第11章和其中的表11.1(通过引用全文并入本文)中进行了例示。温度和离子强度条件

决定了杂交的“严格性”。可以调节严格性条件以筛选中度相似的片段(诸如来自远亲关系
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生物体的同源序列)到高度相似的片段(诸如复制来自近亲关系生物体的功能酶的基因)。

为了初步筛选同源核酸，可以使用对应于55℃的Tm的低严格性杂交条件，例如，5XSSC、

0.1％SDS、0.25％牛奶和不含甲酰胺；或30％甲酰胺，5XSSC，0.5％SDS。中等严格性杂交条

件对应于较高的Tm，例如，40％甲酰胺和5X或6XSCC。高严格性杂交条件对应于最高的Tm，例

如，50％甲酰胺，5X或6XSCC。杂交需要两个核酸包含互补序列，尽管取决于杂交的严格性，

碱基之间可能存在错配。

[0182] 术语“互补的”用于描述能够彼此杂交的核苷酸碱基之间的关系。例如，对于DNA，

腺苷与胸腺嘧啶互补，而胞嘧啶与鸟嘌呤互补。因此，本披露还包括与本文披露或使用的完

整序列互补的分离核酸片段以及那些基本上相似的核酸序列。

[0183] DNA“编码序列”是双链DNA序列，当置于适当调节序列的控制下时，该双链DNA序列

在体外细胞中或体内被转录并翻译成多肽。“合适的调节序列”是指位于编码序列上游(5’

非编码序列)、内部或下游(3’非编码序列)的核苷酸序列，并且该核苷酸序列影响转录、RNA

加工或稳定性或相关编码序列的翻译。调节序列可包括启动子、翻译前导序列、内含子、聚

腺苷酸化识别序列、RNA加工位点、效应子结合位点和茎环结构。该编码序列的边界由5’(氨

基)末端处的起始密码子和3’(羧基)末端处的翻译终止密码子确定。编码序列可以包括但

不限于原核序列、来自mRNA的cDNA、基因组DNA序列，甚至是合成DNA序列。如果编码序列旨

在在真核细胞中表达，则多腺苷酸化信号和转录终止序列通常存在于该编码序列的3’端。

[0184] “开放阅读框”的缩写为ORF，意指包含翻译起始信号或起始密码子(诸如ATG或

AUG)以及终止密码子并且可能被翻译成多肽序列的一段核酸序列(DNA、cDNA或RNA)。

[0185] 术语“同源重组”是指将外来DNA序列插入到另一个DNA分子中，例如，将载体插入

染色体中。优选地，该载体靶向特定的染色体位点以进行同源重组。对于特定的同源重组，

该载体将包含与染色体序列具有同源性的足够长的区域，以允许载体与染色体的互补结合

和将载体掺入染色体。更长的同源性区域和更大程度的序列相似性可提高同源重组的效

率。

[0186] 根据本文的披露内容，可以使用本领域已知的方法来扩增多核苷酸。一旦建立了

合适的宿主系统和生长条件，就可以大量扩增和制备重组表达载体。如本文所述，可以使用

的表达载体包括但不限于以下载体或其衍生物：人类或动物病毒，诸如牛痘病毒或腺病毒；

昆虫病毒，诸如杆状病毒；酵母载体；噬菌体载体(例如，λ)，以及质粒和粘粒DNA载体。

[0187] 如本文所用，“启动子”，“启动子序列”或“启动子区”是指能够结合RNA聚合酶并涉

及起始下游编码或非编码序列的转录的DNA调节区/序列。在本披露的一些实例中，启动子

序列包括转录起始位点并向上游延伸以包括以高于背景可检测水平起始转录所使用的最

少数目的碱基或元件。在一些实施例中，启动子序列包括转录起始位点，以及负责RNA聚合

酶结合的蛋白质结合结构域。真核启动子通常但并非总是包含多个“TATA”盒和“CAT”盒。各

种启动子，包括诱导型启动子，可用于驱动本披露的各种载体。

[0188] “载体”是用于将核酸克隆和/或转移至宿主细胞中的任何工具。载体可以是可能

与另一个DNA区段附接的复制子，这样以便产生附接区段的复制。“复制子”是任意一种遗传

因子(例如，质粒、噬菌体、粘粒、染色体、病毒)，它充当DNA体内复制的自动单元，即在其自

我控制下能复制。在本披露的一些实施例中，载体是附加型载体，该载体在许多个细胞世代

后，通过例如不对称分配，从细胞群中去除/丢失。术语“载体”包括用于在体外、离体或体内
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将该核酸引入细胞中的病毒性和非病毒工具。可以使用本领域熟知的大量载体，以便操作

核酸，将响应元件和启动子整合至基因中等等。可能的载体包括例如质粒或经修饰的病毒，

包括例如噬菌体诸如λ衍生物，或质粒诸如PBR322或pUC质粒衍生物，或Bluescript载体。例

如，将对应于响应元件和启动子的DNA片段插入合适的载体中能伴随着将合适的DNA片段连

接至具有互补结合端的选定载体。可替代地，DNA分子的末端可以被酶催化修饰或者任意位

点通过将核苷酸序列(接头)连接至该DNA末端中而产生。此类载体可进行工程化处理，以包

含提供对细胞进行选择的选择性标记基因，这些细胞将标记掺入到细胞基因组中。此类标

记允许鉴定和/或选择宿主细胞，这些宿主细胞掺入和表达该标记所编码的蛋白质。

[0189] 病毒载体，特别是逆转录病毒载体，已经用于细胞以及活体动物的许多种基因递

送应用中。可以使用的病毒载体包括但不限于逆转录病毒、腺相关病毒、痘病毒、杆状病毒、

牛痘、单纯性疱疹、艾巴氏病毒、腺病毒、双生病毒和花椰菜花叶病毒载体。非病毒载体包括

但不限于质粒、脂质体、带电脂质(细胞转染素)、DNA-蛋白质复合物和生物聚合物。除核酸

外，载体还可包含一个或多个调节区和/或用于选择、测量和监测核酸转移结果(转移至哪

个组织、表达持续时间等)的选择性标记。

[0190] 可以通过熟知的方法将载体引入希望的宿主细胞中，这些方法包括但不限于转

染、转导、细胞融合和脂质转染。载体可包含各种调节元件，包括启动子。在一些实施例中，

载体设计可以基于由Mali等人“Cas9  as  a  versatile  tool  for  engineering  biology

[Cas9作为工程生物学的多用途工具]”，Nature  Methods[自然方法]10：957-63(2013)设计

的多个构建体。在一些实施例中，本披露提供了包含本文所述的任何多核苷酸的表达载体，

例如，包含编码Cas蛋白或其变体的多核苷酸的表达载体。在一些实施例中，本披露提供了

包含编码Cas9蛋白或其变体的多核苷酸的表达载体。

[0191] 术语“质粒”是指额外的染色体元件，该元件通常携带不参与细胞的中央代谢的基

因，并且通常呈环状双链DNA分子的形式。此类元件可以是来源于任何来源的单链或双链

DNA或RNA的线性、环状或超螺旋自主复制序列、基因组整合序列、噬菌体或核苷酸序列，其

中许多核苷酸序列已连接或重组到独特结构中，该独特结构能够将针对选定基因产物的启

动子片段和DNA序列连同适当的3’未翻译序列引入到细胞中。

[0192] 如本文所用，“转染”意指将外源核酸分子(包括载体)引入细胞。“转染的”细胞在

细胞内部包含外源核酸分子，而“转化的”细胞是其中细胞内的外源核酸分子诱导细胞表型

变化的细胞。转染的核酸分子可以整合到宿主细胞的基因组DNA中和/或可以被细胞暂时或

长时间地维持在染色体外。表达外源核酸分子或片段的宿主细胞或生物体被称为“重组”、

“转化”或“转基因”生物体。在一些实施例中，本披露提供了包含本文所述的任何表达载体

(例如，包含编码Cas蛋白或其变体的多核苷酸的表达载体)的宿主细胞。在一些实施例中，

本披露提供了包含表达载体的宿主细胞，该表达载体包含编码Cas9蛋白或其变体的多核苷

酸。

[0193] 术语“肽”、“多肽”和“蛋白质”在本文中可互换使用，是指任何长度的氨基酸的聚

合形式，这些聚合形式可以包括编码和非编码的氨基酸、经化学或生物化学修饰或衍生的

氨基酸和具有经修饰的肽骨架的多肽。

[0194] 如本文所用，“氨基酸”是指包含羧基(-COOH)和氨基(-NH2)的化合物。“氨基酸”是

指天然和非天然(即合成)氨基酸。天然氨基酸及其三个字母和一个字母的缩写包括：丙氨
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酸(Ala；A)；精氨酸(Arg，R)；天冬酰胺(Asn；N)；天冬氨酸(Asp；D)；半胱氨酸(Cys；C)；谷氨

酰胺(Gln；Q)；谷氨酸(Glu；E)；甘氨酸(Gly；G)；组氨酸(His；H)；异亮氨酸(Ile；I)；亮氨酸

(Leu；L)；赖氨酸(Lys；K)；蛋氨酸(Met；M)；苯丙氨酸(Phe；F)；脯氨酸(Pro；P)；丝氨酸(Ser；

S)；苏氨酸(Thr；T)；色氨酸(Trp；W)；酪氨酸(Tyr；Y)；以及缬氨酸(Val；V)。

[0195] “氨基酸取代”是指包含一个或多个野生型或天然存在的氨基酸被相对于该野生

型或天然存在的氨基酸不同的氨基酸在该氨基酸残基处取代的多肽或蛋白质。被取代的氨

基酸可以是合成或天然存在的氨基酸。在一些实施例中，被取代的氨基酸是选自下组的天

然存在的氨基酸，该组由以下组成：A、R、N、D、C、Q、E、G、H、I、L、K、M、F、P、S、T、W、Y和V。取代突

变体可以使用缩写体系进行描述。例如，第五(第5)个氨基酸残基被取代的取代突变可以缩

写为“X5Y”，其中X是被代替的野生型或天然存在的氨基酸，5是该蛋白质或多肽的氨基酸序

列内氨基酸残基的位置，Y是被取代的或非野生型或非天然存在的氨基酸。

[0196] “分离的”多肽、蛋白质、肽或核酸是已经从其天然环境中去除的分子。还应理解，

“分离的”多肽、蛋白质、肽或核酸可以与赋形剂(诸如稀释剂)或佐剂一起配制，并且仍被认

为是分离的。

[0197] 当用于指核酸分子、肽、多肽或蛋白质时，术语“重组”意指未知在自然界中存在的

遗传物质的新组合或由其产生。重组分子可以通过重组技术领域中现有的任何熟知的技术

来产生，包括但不限于聚合酶链式反应(PCR)、基因剪接(例如，使用限制性核酸内切酶)以

及核酸分子、肽或蛋白质的固相合成。

[0198] 当用于指多肽或蛋白质时，术语“结构域”意指蛋白质中独特的功能和/或结构单

元。结构域有时负责特定的功能或相互作用，有助于蛋白质的整体作用。在多种生物学背景

下可以存在结构域。在具有不同功能的蛋白质中可以找到相似的结构域。可替代地，具有低

序列同一性(即，小于约50％、小于约40％、小于约30％、小于约20％、小于约10％、小于约

5％或小于约1％的序列同一性)的结构域可能具有相同的功能。在一些实施例中，Cas9结构

域以1E-5的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族。在一些实施例中，Cas9结构域以1E-10的E

值截止值匹配TIGR03031蛋白家族。在一些实施例中，Cas9结构域是RuvC结构域。在一些实

施例中，Cas9结构域是HNH结构域。

[0199] 如本文所用，术语“序列相似性”或“相似性百分比％”是指核酸序列或氨基酸序列

之间的同一性或一致程度。如本文所用，“序列相似性”是指如下的核酸序列，其中一个或多

个核苷酸碱基的改变导致一个或多个氨基酸的取代，但不影响该DNA序列编码的蛋白质的

功能性质。“序列相似性”还指核酸的修饰，诸如基本上不影响所得转录物的功能性质的一

个或多个核苷酸碱基的缺失或插入。因此，应当理解，本披露不仅仅涵盖特定的示例性序

列。所提出的多种修饰中的每一种正好在本领域的常规技术范围内，如所编码产物生物学

活性的保留测定一样。

[0200] 此外，技术人员认识到，本披露涵盖的相似序列也由其在严格条件下与本文示例

的序列杂交的能力来定义。本披露的相似核酸序列是DNA序列与本文所披露的核酸的DNA序

列具有至少70％、至少80％、至少90％、至少95％或至少99％相同的那些核酸。本披露的相

似核酸序列是DNA序列与本文所披露的核酸的DNA序列具有约70％、至少约70％、约75％、至

少约75％、约80％、至少约80％、约85％、至少约85％、约90％、至少约90％、约95％、至少约

95％、约99％、至少约99％或约100％相同的那些核酸。
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[0201] 如本文所用，“序列相似性”是指两个或更多个氨基酸序列，其中大于约40％的氨

基酸是相同的，或者大于约60％的氨基酸是功能上相同的。功能相同或功能相似的氨基酸

具有化学上相似的侧链。例如，可以根据功能相似性按照以下方式对氨基酸进行分组：

[0202] 带正电的侧链：Arg、His、Lys；

[0203] 带负电的侧链：Asn、Glu；

[0204] 极性、不带电的侧链：Ser、Thr、Asn、Gln；

[0205] 疏水性侧链：Ala、Val、Ile、Leu、Met、Phe、Tyr、Trp；

[0206] 其他：Cys、Gly、Pro。

[0207] 在一些实施例中，本披露的相似氨基酸序列具有至少40％、至少50％、至少60％、

至少70％、至少80％、至少90％或至少99％相同的氨基酸。

[0208] 在一些实施例中，本披露的相似氨基酸序列具有至少60％、至少70％、至少80％、

至少90％或至少95％功能相同的氨基酸。在一些实施例中，本披露的相似氨基酸序列具有

约40％、至少约40％、约45％、至少约45％、约50％、至少约50％、约55％、至少约55％、约

60％、至少约60％、约65％、至少约65％、约70％、至少约70％、约75％、至少约75％、约80％、

至少约80％、约85％、至少约85％、约90％、至少约90％、约95％、至少约95％、约97％、至少

约97％、约98％、至少约98％、约99％、至少约99％或约100％相同的氨基酸。

[0209] 在一些实施例中，本披露的相似氨基酸序列具有约60％、至少约60％、约65％、至

少约65％、约70％、至少约70％、约75％、至少约75％、约80％、至少约80％、约85％、至少约

85％、约90％、至少约90％、约95％、至少约95％、约97％、至少约97％、约98％、至少约98％、

约99％、至少约99％或约100％功能相同的氨基酸。

[0210] 使用本领域常规方法，例如BLAST、MUSCLE、Clustal(包括ClustalW和ClustalX)和

T-Coffee(包括变体，诸如像M-Coffee、R-Coffee和Expresso)，通过序列比对确定序列相似

性。

[0211] 在核酸序列或氨基酸序列的背景下，术语“序列同一性”或“同一性百分比％”是指

当该序列在指定的比较窗上比对时，比较的序列中相同的残基的百分比。在一些实施例中，

仅将两个或更多个序列的特定部分进行比对以确定序列同一性。在一些实施例中，仅将两

个或更多个序列的特定结构域进行比对以确定序列相似性。比较窗可以是至少10至超过

1000个残基、至少20至约1000个残基或至少50至500个残基的区段，在其中可以比对和比较

这些序列。用于确定序列同一性的比对方法是熟知的，并且可以使用公开可用的数据库(诸

如BLAST)来进行。当指氨基酸序列时，“同一性百分比”或“同一性％”可以通过本领域已知

的方法确定。例如，在一些实施例中，使用Karlin和Altschul，Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  USA[美国国家科学院院刊]87：2264-2268(1990)的算法，

按Karlin和Altschul，Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  USA[美国国

家科学院院刊]90：5873-5877(1993)所改良的，确定两个氨基酸序列的“同一性百分比”。这

种算法被并入BLAST程序中，例如，Altschul等人，Journal  of  Molecular  Biology[分子生

物学杂志]，215：403-410(1990)中描述的BLAST+或NBLAST和XBLAST程序。可采用诸如像

XBLAST程序等的程序，分数＝50，字长＝3，执行BLAST蛋白质搜索，以获得与本披露的蛋白

质分子同源的氨基酸序列。在两个序列之间存在空位的情况下，可以利用如Altschul等人，

Nucleic  Acids  Research[核酸研究]25(17)：3389-3402(1997)中描述的空位BLAST程序。
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当利用BLAST程序和空位BLAST程序时，可以使用相应程序(例如，XBLAST和NBLAST)的缺省

参数。

[0212] 在一些实施例中，多肽或核酸分子与参考多肽或核酸分子(或参考多肽或核酸分

子的片段)分别具有70％、至少70％、75％、至少75％、80％、至少80％、85％、至少85％、

90％、至少90％、95％、至少95％、97％、至少97％、98％、至少98％、99％或至少99％或100％

的序列同一性。在一些实施例中，多肽或核酸分子与参考多肽或核酸分子(或参考多肽或核

酸分子的片段)分别具有约70％、至少约70％、约75％、至少约75％、约80％、至少约80％、约

85％、至少约85％、约90％、至少约90％、约95％、至少约95％、约97％、至少约97％、约98％、

至少约98％、约99％、至少约99％或与约100％的序列同一性。

[0213] CRISPR-Cas系统

[0214] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

(a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(“粘性末端Cas9”或“stiCas9”)；以及(b)与该

stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列与真核细胞中的

靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；其中该复合物在自然界中不存在。

[0215] 通常，CRISPR或CRISPR-Cas系统的特征在于促进靶序列位点处CRISPR复合物形成

的元件(在内源性CRISPR系统的背景下也称为前间区序列)。在CRISPR复合物形成的背景

下，“靶序列”是指设计引导多核苷酸靶向的序列，例如，它们具有互补性，其中靶序列和引

导多核苷酸之间的杂交促进了CRISPR复合物的形成。引导多核苷酸中与靶序列互补的对于

裂解活性可能重要的节段在本文中称为引导序列。靶序列可以包含任何多核苷酸，诸如DNA

或RNA多核苷酸，并且可能位于目的靶基因座内。在一些实施例中，靶序列位于细胞的细胞

核或细胞质中。在一些实施例中，该靶序列位于染色体(TSC)上。在一些实施例中，该靶序列

位于载体(TSV)上。

[0216] 如本文所述，Cas蛋白是CRISPR-Cas系统的组分，其可尤其用于基因组编辑、基因

调节、基因回路构建和功能基因组学。尽管Cas1和Cas2蛋白显现对所有目前鉴定的CRISPR

系统通用，但Cas3、Cas9和Cas10蛋白被认为分别对I型、II型和III型CRISPR系统具有特异

性。

[0217] 在围绕CRISPR-Cas9系统(II型系统)的首次出版之后，已经在一系列细菌物种中

鉴定出Cas9变体，并且已经对许多变体进行了功能性表征。参见，例如，Chylinski等人，

“Classification  and  evolution  of  type  II  CRISPR-Cas  systems[II型CRISPR-Cas系

统的分类与进化]”，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]42(10)：6091-6105(2014)，Ran等

人，“In  vivo  genome  editing  using  Staphylococcus  aureus  Cas9[使用金黄色葡萄球

菌Cas9进行的体内基因组编辑]”，Nature[自然]520(7546)：186-91(2015)，以及Esvelt等

人，“Orthogonal  Cas9  proteins  for  RNA-guided  gene  regulation  and  editing[用于

RNA引导基因调节和编辑的正交Cas9蛋白]”，Nature  Methods[自然方法]10(11)：1116-

1121(2013)，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0218] 本披露涵盖II型CRISPR-Cas系统的新型效应蛋白，其中Cas9是示例性效应蛋白。

因此，术语“Cas9”、“Cas9蛋白”和“Cas9效应蛋白”是可互换的，并且在本文中用于描述当在

CRISPR-Cas9系统中使用时能够提供粘性末端的效应蛋白。在一些实施例中，术语Cas9是指

II-B型Cas9。在一些实施例中，术语Cas9是指工程化的Cas9变体，诸如像deadCas9-FokI、
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Cas9nD10A-FokI和Cas9nH840A-FokI。

[0219] 在一些实施例中，在原核或真核细胞中的Cas9效应蛋白对于体外、体内或离体应

用是功能性的。

[0220] 术语Cas9效应蛋白可以指具有Cas9样功能的效应蛋白，通常具有RuvC和HNH核酸

酶结构域。在一些实施例中，Cas9效应蛋白的RuvC结构域和HNH结构域各自裂解双链靶DNA

的一条链。因此，例如，如果RuvC结构域和HNH结构域在同一位置裂解每条链，则裂解的结果

将是具有平端的双链靶DNA。若该RuvC结构域和HNH结构域在不同位置裂解每条链(即以某

一“偏移”切割)，则裂解的结果将是具有突出端的双链靶DNA。在多个实施例中，该stiCas9

蛋白的RuvC和HNH结构域以3-核苷酸偏移切割。在多个实施例中，该stiCas9蛋白的RuvC和

HNH结构域以4-核苷酸偏移切割。在多个实施例中，该stiCas9蛋白的RuvC和HNH结构域以5-

核苷酸偏移切割。在多个实施例中，该stiCas9蛋白的RuvC和HNH结构域以约1、约2、约3、约

4、约5、约6、约7、约8、约9、约10、约11、约12、约13、约14、约15、约16、约17、约18、约19、约20、

约21、约22、约23、约24、约25、约26、约27、约28、约29、约30、约31、约32、约33、约34、约35、约

36、约37、约38、约39或约40个核苷酸的偏移切割。

[0221] 在一些实施例中，术语Cas9效应蛋白是指具有RuvC结构域和HNH结构域的Cas9，其

中该RuvC结构域和HNH结构域在双链靶DNA的每条链上的不同位置裂解。在一些实施例中，

该Cas9效应蛋白的RuvC结构域在自PAM的约-10、约-9、约-8、约-7或约-6个核苷酸处裂解双

链靶DNA的一条链(其可以称为例如“非靶链”)，而Cas9效应蛋白的HNH结构域在自PAM的约-

5、约-4、约-3、约-2或约-1个核苷酸处裂解双链靶DNA的另一条链(可以称为例如“靶链”)。

[0222] 在一些实施例中，该RuvC结构域在自PAM约-8个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条

链。在一些实施例中，该RuvC结构域在自PAM约-7个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一

些实施例中，该RuvC结构域在自PAM约-6个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一些实施

例中，该HNH结构域在自PAM约-4个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一些实施例中，该

HNH结构域在自PAM约-3个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一些实施例中，该HNH结构

域在自PAM约-2个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。

[0223] 在一些实施例中，术语Cas9效应蛋白是指通过HMMER搜索，特别是hmmscan程序

(HMMER版本3.1b2)鉴定的具有TIGR03031蛋白家族的Cas9。本披露还涉及与II型CRISPR-

Cas系统相关的效应蛋白的鉴定和工程化。在一些实施例中，该效应蛋白包含单亚基效应子

模块。在一些实施例中，将野生型Cas9效应子或Cas9蛋白的工程化版本与一个或多个功能

结构域(诸如像核定位信号(NLS)和FokI核酸酶)融合。本披露涵盖预测新的II-B型CRISPR-

Cas系统并鉴定其中组分的计算方法和算法。

[0224] 在一些实施例中，鉴定新型II-B型CRISPR-Cas基因座的计算方法包括以下描述的

方法和先前在Shmakov等人，Nature  Reviews  Microbiology[自然微生物学综述]15，169-

182(2017)中描述的方法。CRISPR-Cas基因座在给定核苷酸序列中的存在和位置可以通过

在TBLASTN中使用已知Cas蛋白中的一种的蛋白序列作为种子(例如Casl)，使用例如0.01的

E值截止针对核苷酸序列来鉴定。鉴定CRISPR-Cas基因座的存在和位置的另一种方法是通

过使用默认参数的程序(诸如像CRISPRfmder或PILER-CR)在核苷酸序列中搜索CRISPR阵

列。鉴定CRISPR-Cas基因座后，就可以提取包括CRISPR-Cas基因座上游和下游10kbp的序

列。可以用使用默认参数的诸如GeneMark或MetaGeneMark的软件鉴定提取的核苷酸序列中
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基因的存在。然后将鉴定的基因翻译成蛋白质序列，并针对具有已知功能的蛋白质(即，

Cas1、Cas2、Cas4、Cas9等)的数据库使用同源性搜索(诸如RPS-BLAST、BLAST或HMMR)为其添

加注释以指出对其预测的功能。

[0225] 研究了用上述方法鉴定的CRISPR-Cas基因座以探索同一CRISPR-Cas基因座中是

否同时存在Cas9和Cas4蛋白，因为这些基因座很可能包含IIB型Cas9。为了进一步增加IIB

型Cas9的可能性，使用hmmscan搜索Cas9蛋白是否属于TIGRFAM：TIGR03031家族。

[0226] 在一些实施例中，鉴定新型II-B型CRISPR-Cas基因座的方法包括在与Cas4蛋白质

相同的基因座中鉴定Cas9蛋白。在一些实施例中，鉴定新型II-B型CRISPR-Cas基因座的方

法包括将公开可用的宏基因组基因目录翻译成氨基酸序列，用TIGR03031蛋白家族谱扫描

每个氨基酸序列以鉴定高于预定截止E值(诸如像1E-5至1E-10)的匹配。

[0227] TIGRFAM是蛋白质家族的集合，其具有组织管理的多序列比对、隐马尔可夫模型和

设计为通过序列同源性支持蛋白质的自动功能鉴定的相关信息等特征。应用于序列比对的

隐马尔可夫模型(HMM)是指连续列的蛋白质多序列比对的统计模型。典型地，蛋白质谱HMM

是根据每个氨基酸的基于位置的评分、沿序列长度的插入和缺失，从组织管理的多序列比

对中开发出来的。评分以零散的信息和E值形式报告。低于“信任的截止值”或“信任的限值”

的E值(诸如像0.001)将被视为阳性“命中”或阳性鉴定。因此，鉴定具有低E值截止值的序列

可能属于特定的蛋白质家族。在一些实施例中，该E值截止值为1E-10。在一些实施例中，该E

值截止值为1E-5。在一些实施例中，信任的截止E值为至少1E-10、至少1E-9、至少1E-8、至少

1E-7、至少1E-6、至少1E-5、至少1E-4、至少1E-3、至少1E-2或至少1E-1。

[0228] 在一些实施例中，所有预测的蛋白质编码基因的鉴定是通过将经鉴定的基因与

Cas蛋白特异性谱进行比较，并根据NCBI保守结构域数据库(CDD)对其添加注释来实现的，

该NCBI保守域数据库是由古老结构域和全长蛋白质的充分注释的多序列比对模型的集合

组成的蛋白质注释资源。这些可用作位置特异性评分矩阵(PSSM)，用于经由RPS-BLAST快速

鉴定蛋白序列中的保守结构域。CDD内容包括NCBI组织管理的结构域，这些结构域使用3D结

构信息来显式定义结构域边界并提供对序列/结构/功能关系的洞察，以及从多个外部源数

据库(Pfam、SMART、COG、PRK、TIGRFAM)导入的结构域模型。蛋白质数据库描述于例如Finn等

人，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]数据库第44期：D279-D285(2016)；Letunic等人，

Nucleic  Acids  Research[核酸研究]，doi：gkx922(2017)；Tatusov等人，Science[科学]

278(5338)：631-637(1997)；和Haft等人，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]数据库第41

期：D387-D395(2013)，其中各自以其全文并入本文。

[0229] 在一些实施例中，使用HMMER(或HMMER的任何版本，诸如HMMER2或HMMER3)鉴定了

新型II-B型CRISPR-Cas基因座以搜索保守结构域。HMMER是免费的常用软件包，用于序列分

析、鉴定同源蛋白或核苷酸序列以及序列比对。HMMER实施了称为剖面隐马尔可夫模型的概

率模型。HMMER可以与剖面数据库(profile  database)(诸如Pfam、SMART、COG、PRK或

TIGRFAM)一起使用。HMMER还可与查询序列一起使用，例如，针对数据库(即，phmmer)搜索蛋

白质查询序列或进行迭代搜索(即，Jackhmmer)。在一些实施例中，通过搜索特定蛋白家族

中特定结构域的存在来鉴定新型II-B型CRISPR-Cas基因座。在一些实施例中，该TIGRFAM蛋

白家族是TIGRFAM：TIGR03031。在一些实施例中，该特异性结构域以至少1E-10、至少1E-9、

至少1E-8、至少1E-7、至少1E-6、至少1E-5、至少1E-4、至少1E-3、至少1E-2或至少1E-1的E值
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截止值匹配TIGR03031蛋白家族。在一些实施例中，该特定结构域与本文鉴定的TIGR03031

结构域的任何一个具有至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至

少97％、至少98％、至少99％或约100％的序列相似性。在一些实施例中，该特定结构域与

SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的任何一个具有至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、

至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或约100％的序列相似性。在一些实施

例中，该特定结构域与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的任何一个具有至少40％、至少50％、

至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或约100％的序列同一性。

[0230] 在一些实施例中，该stiCas9源自具有II-B型CRISPR系统的细菌物种。在一些实施

例中，该II-B型CRISPR系统包括cas4基因。如本文所讨论，CRISPR系统被划分为I型、II型和

III型。所有II型CRISPR系统都包含cas操纵子上的Cas1、cas2和cas9基因。II型CRISPR系统

进一步划分为II-A型、II-B型和II-C型。在一些实施例中，通过cas操纵子上cas4基因的存

在来鉴定II-B型CRISPR系统。在II-A型或II-C型CRISPR系统中找不到cas4基因。

[0231] II型CRISPR系统也可以根据单个cas基因的序列，例如cas  9的序列和/或结构域

进行分类。蛋白质结构域可以通过保守的序列或保守的基序进行鉴定，并分为家族、超家族

和亚家族。例如，可以根据PFAM或TIGRFAM对蛋白质域进行分类。因此，可以鉴定Cas蛋白并

用蛋白结构域进行分类。例如，II-A型Cas9蛋白，包括来自酿脓链球菌的Cas9，属于

TIGR01865TIGRFAM蛋白家族。相反，II-B型Cas9蛋白属于TIGR03031TIGRFAM蛋白家族。

[0232] 因此，在一些实施例中，本披露的stiCas9包含与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的

任一个具有至少95％的序列相似性的结构域。在一些实施例中，本披露的stiCas9包含与

SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的任何一个具有至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、

至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少

98％、至少99％或约100％的序列相似性的结构域。在一些实施例中，本披露的stiCas9包含

以至少1E-10、至少1E-9、至少1E-8、至少1E-7，至少1E-6，至少1E-5、至少1E-4、至少1E-3、至

少1E-2或至少1E-1的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。

[0233] 在一些实施例中，该II-B型Cas9源自具有II-B型CRISPR系统的任何物种。在一些

实施例中，该II-B型Cas9源自以下细菌物种：嗜肺军团菌、新凶手弗朗西斯菌、γ变形菌

HTCC5015、人粪便副萨特氏菌、华德萨特氏菌、硫磺单胞菌属物种SCADC、瘤胃杆菌属物种

RM87、伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_47、拟杆菌门口腔分类群274菌株F0058、产琥珀酸沃廉氏

菌、伯克霍尔德氏菌目细菌YL45、嗜淀粉瘤胃杆菌、弯曲杆菌属物种P0111、弯曲杆菌属物种

RM9261、拉尼尔弯曲杆菌菌株RM8001、拉尼尔弯曲杆菌菌株P0121、鼠毛滴虫、伦敦军团菌、

沙姆盐弧菌、钩端螺旋体属物种分离株FW.030、莫里特拉氏菌属物种分离株NORP46、内生单

胞菌属物种S-B4-1U、喜盐泰米尔纳德菌、需钠弧菌、斯氏弓形杆菌、蜃楼弗朗西斯氏菌、西

班牙弗朗西斯氏菌或嗜盐副内生单胞菌。

[0234] 在一些实施例中，术语Cas9是指包含嗜肺军团菌Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。

在一些实施例中，术语Cas9是指包含新凶手弗朗西斯菌Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在

一些实施例中，术语Cas9是指包含γ变形菌HTCC5015Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一

些实施例中，术语Cas9是指包含人粪便副萨特氏菌Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些

实施例中，术语Cas9是指包含华德萨特氏菌Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例
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中，术语Cas9是指包含硫磺单胞菌属物种SCADC  Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实

施例中，术语Cas9是指包含瘤胃杆菌属物种RM87  Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实

施例中，术语Cas9是指包含伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_47  Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。

在一些实施例中，术语Cas9是指包含拟杆菌门口腔分类群274菌株F0058  Cas9蛋白的氨基

酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含产琥珀酸沃廉氏菌Cas9蛋白的氨基酸

序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含伯克霍尔德氏菌目细菌YL45Cas9蛋白的

氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含嗜淀粉瘤胃杆菌菌株DSM1361Cas9

蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含弯曲杆菌属物种P0111Cas9

蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含弯曲杆菌属物种

RM9261Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含拉尼尔弯曲杆

菌RM8001菌株Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含拉尼尔

弯曲杆菌P0121菌株Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含鼠

毛滴虫Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含伦敦军团菌

Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含沙姆盐弧菌Cas9蛋白

的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含钩端螺旋体属物种分离株

FW.030  Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含莫里特拉氏菌

属物种分离株NORP46  Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含

内生单胞菌属物种S-B4-1U  Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是

指包含喜盐泰米尔纳德菌Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指

包含需钠弧菌Cas9蛋白的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含斯氏弓

形杆菌Cas9的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包蜃楼弗朗西斯氏菌

Cas9的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含西班牙弗朗西斯氏菌Cas9

的氨基酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指包含嗜盐副内生单胞菌Cas9的氨基

酸序列的多肽。在一些实施例中，术语Cas9是指来自宏基因组序列目录的Cas9多肽。在一些

实施例中，术语Cas9是指包含SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的任一个的多肽。参见图30，

SEQ  ID  NO：10-80；图31，SEQ  ID  NO：81-97；以及图47，SEQ  ID  NO：192-195。

[0235] 在一些实施例中，该stiCas9蛋白包含与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中任一个的

氨基酸序列具有至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％、至少99％或约100％同一性的序列的结构域。在一些实施例中，该

stiCas9蛋白与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中任一个的氨基酸序列至少70％、至少75％、至

少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或约

100％相同。

[0236] 如本文所用，术语“粘性末端(cohesive  end)”、“交错末端”或“粘性末端(sticky 

end)”是指具有长度不等的链的核酸片段。与“平端”相反，粘性末端是通过对核酸(典型地

为DNA)进行交错切割而产生的。黏性或粘性末端具有突出的单链的链(这些链具有不成对

的核苷酸)或突出端，例如，3’或5’突出端。每个突出端可以与另一个互补的突出端进行退

火以形成碱基对。两个互补的粘性末端可以通过相互作用诸如氢键结合一起退火。退火的

粘性末端的稳定性取决于成对的突出端的解链温度。两个互补的粘性末端可以通过化学或

酶促连接(例如，通过DNA连接酶)连接在一起。

说　明　书 24/68 页

36

CN 111448313 A

36



[0237] 先前已知Cas9蛋白会产生带有平端的双链DNA断裂(参见，例如，Jinek等人，

2012)。本披露提供了能够产生粘性末端的Cas9蛋白，在本文中也称为“stiCas9”或“粘性

Cas9”。具有粘性末端的DNA片段在其他应用中比平端具有优势，诸如像将核酸插入片段之

间并将片段重新连接在一起。具有平端的DNA序列不提供插入核酸的特异性，即核酸可以插

入任一平端。另一方面，粘性末端将仅与互补粘性末端配对，因此使转基因具有优选取向的

整合成为可能。在一些实施例中，粘性末端通过非同源末端连接和微同源性介导的末端连

接方法促进DNA的插入。

[0238] 在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端包含具有3至40个核苷酸的单链多

核苷酸突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端包含具有4至20个核苷酸的

单链多核苷酸突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端包含具有5至15个核

苷酸的单链多核苷酸突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端包含具有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或40个核苷酸的单链多核苷酸突出端。在一些实施例中，由该

stiCas9产生的粘性末端是5’突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端是3’

突出端。

[0239] 本文所述的组合物和方法可包含引导多核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷

酸是RNA分子。与CRISPR-Cas组分结合并将其靶向靶DNA内特定位置的RNA分子在本文中称

为“引导RNA”、“gRNA”或“小引导RNA”，在本文中也可能称为“靶向DNA的RNA”。引导多核苷

酸，例如引导RNA，包含至少两个核苷酸区段：至少一个“DNA结合区段”和至少一个“多肽结

合区段”。“”是指分子的一个部分、节区段段或区域，例如，引导多核苷酸分子的核苷酸的连

续伸展段。除非另有明确定义，否则“区段”的定义不限于特定数目的总碱基对。

[0240] 在一些实施例中，该引导多核苷酸的DNA结合区段与真核细胞中的靶序列杂交，但

不与细菌细胞中的序列杂交。如本文所用，细菌细胞中的序列是指细菌生物体原生的多核

苷酸序列，即天然存在的细菌多核苷酸序列或细菌起源的序列。例如，该序列可以是细菌染

色体或细菌质粒，或者是在细菌细胞中天然存在的任何其他多核苷酸序列。

[0241] 在一些实施例中，该引导多核苷酸的多肽结合区段与Cas9结合。在一些实施例中，

该引导多核苷酸的多肽结合区段与stiCas9结合。

[0242] 在一些实施例中，该引导多核苷酸是10至150个核苷酸。在一些实施例中，该引导

多核苷酸是20至120个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是30至100个核苷酸。在一

些实施例中，该引导多核苷酸是40至80个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是50至

60个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是10至35个核苷酸。在一些实施例中，该引

导多核苷酸是15至30个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是20至25个核苷酸。

[0243] 可以将引导多核苷酸(例如，引导RNA)作为分离的分子(例如，RNA分子)引入靶细

胞中，或使用包含编码引导多核苷酸(例如，引导RNA)的DNA的表达载体将其引入细胞中。

[0244] 引导多核苷酸(例如，引导RNA)的“DNA结合区段”(或“DNA靶向序列”)包含与靶DNA

内的特定序列互补的核苷酸序列。

[0245] 本披露的引导多核苷酸(例如，引导RNA)可以包括多肽结合序列/区段。引导多核

苷酸(例如，引导RNA)的多肽结合区段(或“蛋白结合序列”)与本披露的Cas蛋白的多核苷酸

结合结构域相互作用。此类多肽结合区段或序列是本领域技术人员已知的，例如，美国专利
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申请公开2014/0068797、2014/0273037、2014/0273226、2014/0295556、2014/0295557、

2014/0349405、2015/0045546、2015/0071898、2015/0071899和2015/0071906中披露的那

些，这些公开的披露内容以其全文并入本文。

[0246] 在本披露的一些实施例中，该stiCas9和引导多核苷酸可以形成复合物。“复合物”

是两个或更多个缔合的核酸和/或多肽的组。在一些实施例中，当复合物的所有组分一起存

在时形成复合物，即自组装复合物。在一些实施例中，通过复合物的不同组分之间的化学相

互作用(诸如像氢键结合)形成复合物。在一些实施例中，通过stiCas9对引导多核苷酸的二

级结构识别，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合物。在一些实施例中，stiCas9蛋白是无

活性的，即，不展现出核酸酶活性，直到它与引导多核苷酸形成复合物。引导RNA的结合诱导

stiCas9的构象变化，以将stiCas9从无活性形式转化为活性(即，催化活性)形式。在本披露

的多个实施方案中，该stiCas9和引导多核苷酸的复合物在自然界中不存在。

[0247] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

能够产生粘性末端并包含核定位信号(NLS)的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及与stiCas9形

成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸，其中该复合物在自然界中不存在。

[0248] 在一些实施例中，该stiCas9包含一个或多个核定位信号。“核定位信号”或“核定

位序列”(NLS)是对蛋白质“加标签”以通过核转运导入细胞核的氨基酸序列，即，具有NLS的

蛋白质被转运至细胞核。典型地，NLS包含暴露在蛋白质表面的带正电荷的Lys或Arg残基。

示例性核定位序列包括但不限于来自以下的NLS：SV40大T抗原，w，EGL-13，c-Myc以及TUS蛋

白。在一些实施例中，该NLS包含PKKKRKV(SEQ  ID  NO：1)序列。在一些实施例中，该NLS包含

AVKRPAATKKAGQAKKKKLD(SEQ  ID  NO：2)序列。在一些实施例中，该NLS包含PAAKRVKLD(SEQ 

ID  NO：3)序列。在一些实施例中，该NLS包含MSRRRKANPTKLSENAKKLAKEVEN(SEQ  ID  NO：4)序

列。在一些实施例中，该NLS包含KLKIKRPVK(SEQ  ID  NO：5)序列。其他核定位序列包括但不

限于hnRNP  A1的酸性M9结构域、酵母转录抑制子Matα2中的序列KIPIK(SEQ  ID  NO：6)和PY-

NLS。

[0249] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含：

(a)编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸；以及(b)编码

引导多核苷酸的核苷酸序列，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合物并且包含引导序列，

其中该引导序列与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，并且其中该

复合物在自然界中不存在。

[0250] 在一些实施例中，该stiCas9蛋白由一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，

该多核苷酸是DNA。在一些实施例中，该多核苷酸是RNA。

[0251] 在一些实施例中，该stiCas9由源自嗜肺军团菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸

编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自新凶手弗朗西斯菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷

酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自γ变形菌HTCC5015  Cas9蛋白的一种或多种多

核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自人粪便副萨特氏菌Cas9蛋白的一种或多种

多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自华德萨特氏菌Cas9蛋白的一种或多种多

核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自硫磺单胞菌属物种SCADC  Cas9蛋白的一种

或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自瘤胃杆菌属物种RM87Cas9蛋白的

一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_
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47  Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自拟杆菌门口

腔分类群274菌株F0058  Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该

stiCas9由源自产琥珀酸沃廉氏菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，

该stiCas9由源自伯克霍尔德氏菌目细菌YL45  Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一

些实施例中，该stiCas9由源自嗜淀粉瘤胃杆菌菌株DSM  1361  Cas9蛋白的一种或多种多核

苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自弯曲杆菌属物种P0111  Cas9蛋白的一种或多

种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自弯曲杆菌属物种RM9261  Cas9蛋白的

一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自拉尼尔弯曲杆菌RM8001菌株

Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自拉尼尔弯曲杆菌

P0121菌株Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自鼠毛

滴虫Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源矽伦敦军团菌

Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自沙姆盐弧菌Cas9

蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自钩端螺旋体属物种分

离株FW.030  Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，该stiCas9由源自莫

里特拉氏菌属物种分离株NORP46Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施例中，

该stiCas9由源自内生单胞菌属物种S-B4-1U  Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一

些实施例中，该stiCas9由源自喜盐泰米尔纳德菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在

一些实施例中，该stiCas9由源自需钠弧菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实

施例中，该stiCas9由源自斯氏弓形杆菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实施

例中，该stiCas9由源自蜃楼弗朗西斯氏菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一些实

施例中，该stiCas9由源自西班牙弗朗西斯氏菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。在一

些实施例中，该stiCas9由源自嗜盐副内生单胞菌Cas9蛋白的一种或多种多核苷酸编码。

[0252] 在一些实施例中，本披露的stiCas9包含以至少1E-10、至少1E-9、至少1E-8、至少

1E-7，至少1E-6，至少1E-5、至少1E-4、至少1E-3、至少1E-2或至少1E-1的E值截止值匹配

TIGR03031蛋白家族的结构域。

[0253] 在一些实施例中，该CRISPR-Cas系统的引导多核苷酸由核苷酸序列编码。在一些

实施例中，该核苷酸序列是DNA。在一些实施例中，该引导多核苷酸是引导RNA。在一些实施

例中，该引导多核苷酸的引导序列是DNA靶向序列。

[0254] 在一些实施例中，编码stiCas9的核苷酸序列是密码子优化的序列。密码子优化序

列的一个实例在这种情况下是针对在真核生物(例如，人类)中表达(即，针对在人类中表达

进行优化)或针对如本文讨论的另一种真核生物、动物、或哺乳动物进行优化的序列；参见

例如WO  2014/093622中的SaCas9人密码子优化序列作为密码子优化序列的实例(根据本领

域知识和本披露，一个或多个密码子优化编码核酸分子，尤其是对于效应蛋白(例如Cas9)

而言，在技术人员的范围内)。其他实例也是可能的，并且针对除人类之外的宿主物种的密

码子优化或针对具体器官的密码子优化是已知的。在一些实施例中，对编码DNA/RNA靶向

Cas蛋白的酶编码序列进行密码子优化以在特定细胞(诸如真核细胞)中表达。这些真核细

胞可以是特定生物的细胞或源自特定生物的细胞，该特定生物诸如植物或哺乳动物，包括

但不限于本文讨论的人类或非人类真核生物或动物或哺乳动物，例如，小鼠、大鼠、兔、狗、

家畜或非人类的哺乳动物或灵长类动物。在一些实施例中，排除了可能导致人类或动物遭
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受痛苦而对其没有任何实质性医学益处的用于修饰人类的种系遗传同一性的方法和/或用

于修饰动物的遗传同一性的方法，以及由此类方法产生的动物。一般而言，密码子优化是指

通过用在宿主细胞的基因中更常使用或者最常使用的密码子代替天然序列的至少一个密

码子(例如约或多于约1、2、3、4、5、10、15、20、25、50个、或更多个密码子同时维持该天然氨

基酸序列而修饰核酸序列以便增强在目的宿主细胞中的表达的方法。不同物种对特定氨基

酸的某些密码子展现出特定的偏好。密码子偏好性(生物体之间密码子使用的差异)通常与

信使RNA(mRNA)的翻译效率相关联，而信使RNA(mRNA)的翻译效率又被认为尤其取决于翻译

的密码子的特性和特定转移RNA(tRNA)分子的可用性。细胞中所选tRNA的优势通常反映了

肽合成中最常使用的密码子。因此，可以基于密码子优化来定制基因以在给定生物体中实

现最佳基因表达。密码子使用表可以容易地获得，例如，在“密码子使用数据库”

(www.kazusa.orjp/codon/)上可获得，这些表可以通过多种方式进行修改。参见Nakamura

等人，“Codon  usage  tabulated  from  the  international  DNA  sequence  databases：

status  for  the  year2000[根据国际DNA序列数据库的密码子使用表：2000年状态]”，

Nucleic  Acids  Research[核酸研究]28：292(2000)。用于密码子优化特定的序列以便在特

定的宿主细胞中表达的计算机算法也是可得的。在一些实施例中，编码DNA/RNA靶向Cas蛋

白的序列中的一个或多个密码子(例如，1、2、3、4、5、10、15、20、25、50或更多个或所有密码

子)对应于特定氨基酸最常使用的密码子。关于酵母中的密码子使用，参考在线酵母基因组

数据库(www.yeastgenome .org/community/codon_usage .shtml)，或Bennetzen和Hall，

“Codon  selection  in  yeast[酵母中的密码子选择]”，Journal  of  Biological 

Chemtstry[生物化学杂志]，257(6)：3026-31(1982)。至于包括藻类在内的植物中的密码子

使用，参考Campbell和Gowri，“Codon  usage  in  higher  plants，green  algae，and 

cyanobacteria[高等植物、绿藻和蓝细菌中的密码子使用]”，Plant  Physiology[植物生理

学]92(1)：1-11(1990)；以及Murray等人，“Codon  usage  in  plant  genes[植物基因中密码

子的使用]”，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]17(2)：477-98(1989)；或Morton，

“Selection  on  the  codon  bias  of  chloroplast  and  cyanelle  genes  in  different 

plant  and  algal  lineages[不同植物和藻类谱系中叶绿体和蓝色小体基因的密码子偏好

性的选择]”，Molecular  Evolution[分子进化]46(4)：449-59(1998)。在一些实施例中，将

SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的一个或多个进行了密码子优化。

[0255] 在一些实施例中，对编码stiCas9的核苷酸序列进行密码子优化以在真核细胞中

表达。在一些实施例中，对编码stiCas9的核苷酸序列进行密码子优化以在动物细胞中表

达。在一些实施例中，对编码stiCas9的核苷酸序列进行密码子优化以在人类细胞中表达。

对编码stiCas9的核苷酸序列进行密码子优化以在植物细胞中表达。密码子优化是对密码

子进行调整来匹配表达宿主的tRNA丰度，以提高重组或异源蛋白质表达的产量和效率。密

码子优化方法是本领域的常规方法，可以使用软件程序执行，诸如像集成DNA技术公司

(Integrated  DNA  Technologies)的密码子优化工具、Entelechon的密码子使用表分析工

具、GENEMAKER的Blue  Heron软件、Aptagen的Gene  Forge软件、DNA  Builder软件、通用密码

子使用分析软件、公开可用的OPTIMIZER软件以及金斯瑞的OptimumGene算法。

[0256] 在一些实施例中，本披露的CRISPR-Cas系统进一步包含tracrRNA。“tracrRNA”或

反式激活CRISPR-RNA与前体crRNA或前体CRISPR-RNA形成RNA双链体，然后被RNA特异性核
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糖核酸酶RNA酶III裂解，形成crRNA/tracrRNA杂交体。在一些实施例中，该引导RNA包含

crRNA/tracrRNA杂交体。在一些实施例中，该引导RNA的tracrRNA组分激活Cas9蛋白。

[0257] 在本披露的一些实施例中，stiCas9、引导多核苷酸和tracrRNA能够形成复合物。

在一些实施例中，该stiCas9、引导多核苷酸和tracrRNA的复合物在自然界中不存在。

[0258] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含

一个或多个载体，该一个或多个载体包含：(a)可操作地连接至一个或多个核苷酸序列的调

节元件，所述核苷酸序列编码能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)；(b)与stiCas9

形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶序

列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；其中该复合物在自然界中不存在。本领域技术人员

应理解，包含“与stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸”的载体还将包括

包含可被转录成引导多核苷酸的多核苷酸序列的载体。例如，可以转录DNA载体以产生引导

RNA序列。

[0259] 在一些实施例中，本披露提供了一种非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含

一个或多个载体，该一个或多个载体包含：可操作地连接至编码能够产生粘性末端的Cas9

效应蛋白(stiCas9)的一个或多个核苷酸序列的调节元件(其中该调节元件是真核调节元

件)，以及与stiCas9形成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸序列，其中该复合物在自

然界中不存在。

[0260] 在一些实施例中，该调节元件是启动子。在一些实施例中，该调节元件是细菌启动

子。在一些实施例中，该调节元件是病毒启动子。在一些实施例中，该调节元件是真核生物

调节元件，即，真核生物启动子。在一些实施例中，该真核生物调节元件是哺乳动物启动子。

[0261] “可操作地连接”意指目的核苷酸，即编码Cas9蛋白的核苷酸，以允许核苷酸序列

表达的方式与调节元件连接。因此，在一些实施例中，该载体是表达载体。

[0262] 在一些实施例中，包含CRISPR-Cas系统的载体的引导多核苷酸由核苷酸序列编

码。在一些实施例中，该核苷酸序列是DNA。在一些实施例中，该引导多核苷酸是引导RNA。在

一些实施例中，该引导多核苷酸的引导序列是DNA靶向序列。

[0263] 在一些实施例中，该stiCas9和引导多核苷酸能够形成复合物。在一些实施例中，

该stiCas9和引导多核苷酸的复合物在自然界中不存在。

[0264] 在一些实施例中，该载体还包含含有tracrRNA序列的核苷酸序列。在一些实施例

中，该引导RNA包含crRNA/tracrRNA杂交体。在一些实施例中，该引导RNA的tracrRNA组分激

活Cas9蛋白。

[0265] 在一些实施例中，本文所述的CRISPR-Cas系统能够在前间区序列邻近基序的10个

核苷酸内的位点处裂解。前间区序列邻近基序，或PAM，是2-6个碱基对的核苷酸序列，位于

与引导RNA互补的区域的一个核苷酸内。当Cas9蛋白被激活时(例如，通过与引导多核苷酸

形成复合物)，它通过与匹配其PAM序列的序列结合来搜索靶DNA。参见，例如，Sternberg等

人，“DNA  interrogation  by  the  CRISPRRNA-guided  endonuclease  Cas9[通过CRISPRRNA

引导的核酸内切酶Cas9的DNA审查]”，Nature[自然]507(7490)：62-67(2014)，将其通过引

用以其整体并入本文。一旦用合适的PAM识别了潜在的靶序列，并且引导RNA与靶区域正确

配对后，Cas9的核酸酶结构域(即，RuvC和HNH结构域)就会切割靶DNA。

[0266] 在一些实施例中，本披露的Cas9蛋白的RuvC和HNH结构域各自切割靶DNA序列的一
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条链。在多个实施例中，stiCas9蛋白的RuvC和HNH结构域的切割位点是偏移的，即，每个结

构域在其靶DNA相应链上的不同位置处切割，从而造成突出端。在多个实施例中，该stiCas9

蛋白的RuvC和HNH结构域以3-核苷酸偏移切割。在多个实施例中，该stiCas9蛋白的RuvC和

HNH结构域以4-核苷酸偏移切割。在多个实施例中，该stiCas9蛋白的RuvC和HNH结构域以5-

核苷酸偏移切割。在多个实施例中，该stiCas9蛋白的RuvC和HNH结构域以约1、约2、约3、约

4、约5、约6、约7、约8、约9、约10、约11、约12、约13、约14、约15、约16、约17、约18、约19、约20、

约21、约22、约23、约24、约25、约26、约27、约28、约29、约30、约31、约32、约33、约34、约35、约

36、约37、约38、约39或约40个核苷酸的偏移切割。

[0267] 在一些实施例中，本披露的Cas9效应蛋白的RuvC和HNH结构域在双链靶DNA的每条

链上的不同位置裂解。在一些实施例中，该Cas9效应蛋白的RuvC结构域在自PAM的约-10、

约-9、约-8、约-7或约-6个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链(其可以称为例如“非靶链”)，

而Cas9效应蛋白的HNH结构域在自PAM的约-5、约-4、约-3、约-2或约-1个核苷酸处裂解双链

靶DNA的另一条链(可以称为例如“靶链”)。

[0268] 在一些实施例中，该RuvC结构域在自PAM约-8个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条

链。在一些实施例中，该RuvC结构域在自PAM约-7个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一

些实施例中，该RuvC结构域在自PAM约-6个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一些实施

例中，该HNH结构域在自PAM约-4个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一些实施例中，该

HNH结构域在自PAM约-3个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。在一些实施例中，该HNH结构

域在自PAM约-2个核苷酸处裂解双链靶DNA的一条链。

[0269] 在本披露的一些实施例中，包含stiCas9和引导多核苷酸的复合物能够在前间区

序列邻近基序(PAM)的10个核苷酸内的位点处裂解。在一些实施例中，包含stiCas9和引导

多核苷酸的复合物能够在PAM的5个核苷酸内的位点处裂解。在一些实施例中，包含stiCas9

和引导多核苷酸的复合物能够在PAM的3个核苷酸内的位点处裂解。在一些实施例中，该PAM

在靶序列的下游(即，3’方向)。在一些实施例中，该PAM在靶序列的上游(即，5’方向)。在一

些实施例中，该PAM位于靶序列内。

[0270] 不同的细菌物种识别不同的PAM序列。鉴定本披露的Cas9蛋白的优选PAM序列的一

种方法在图49A中示出，并且包含例如产生与靶序列相邻的各种PAM序列的质粒文库，使该

质粒文库与Cas9蛋白接触，然后对该质粒文库进行测序，以确定哪些PAM序列已被“耗尽”

(即，在测序结果中未检测到)。“耗尽的”PAM序列是被Cas9蛋白识别和影响(即裂解)的序

列。

[0271] 例如，酿脓链球菌的Cas9识别的PAM序列是5’-NGG-3’，其中N是任何核苷酸。不同

的PAM与脑膜炎奈瑟氏菌(Neisseria  meningitidis)、齿垢密螺旋体和嗜热链球菌的Cas9

蛋白相关。对新凶手弗朗西斯菌的Cas9蛋白已进行了工程化以识别PAM  5’-YG-3’，其中Y是

嘧啶。

[0272] 在一些实施例中，该PAM包含富含3’G的基序。在一些实施例中，该PAM序列是NGG，

其中N是A、C、T、U或G。在一些实施例中，该PAM序列是NGA，其中N是A、C、T、U或G。在一些实施

例中，该PAM序列是YG，其中Y是嘧啶(即，C、T或U)。

[0273] 在一些实施例中，该靶序列是PAM的5’，并且该PAM包含富含3’G的基序。在一些实

施例中，该靶序列是PAM的5’，并且该PAM序列是NGG，其中N是A、C、T、U或G。在一些实施例中，
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该靶序列是PAM的5’，该PAM序列是YG，其中Y是嘧啶，并且stiCas9源自细菌物种新凶手弗朗

西斯菌。

[0274] 在一些实施例中，该stiCas9包含一个或多个核定位信号。“核定位信号”或“核定

位序列”(NLS)是对蛋白质“加标签”以通过核转运导入细胞核的氨基酸序列，即具有NLS的

蛋白质被转运至细胞核。典型地，NLS包含暴露在蛋白质表面的带正电荷的Lys或Arg残基。

示例性核定位序列包括但不限于来自以下的NLS：SV40大T抗原、核质蛋白、EGL-13、c-Myc和

TUS蛋白。在一些实施例中，该NLS包含PKKKRKV(SEQ  ID  NO：1)序列。在一些实施例中，该NLS

包含AVKRPAATKKAGQAKKKKLD(SEQ  ID  NO：2)序列。在一些实施例中，该NLS包含PAAKRVKLD

(SEQ  ID  NO：3)序列。在一些实施例中，该NLS包含MSRRRKANPTKLSENAKKLAKEVEN(SEQ  ID 

NO：4)序列。在一些实施例中，该NLS包含KLKIKRPVK(SEQ  ID  NO：5)序列。其他核定位序列包

括但不限于hnRNP  A1的酸性M9结构域、酵母转录抑制子Matα2中的序列KIPIK(SEQ  ID  NO：

6)和PY-NLS。

[0275] 在一些实施例中，本披露的引导多核苷酸具有与真核细胞中的靶序列杂交的引导

序列。在一些实施例中，该真核细胞是动物或人类细胞。在一些实施例中，该真核细胞是人

类或啮齿动物或牛细胞系或者细胞株。此类细胞、细胞系或细胞株的实例包括但不限于小

鼠骨髓瘤(NSO)细胞系、中国仓鼠卵巢(CHO)细胞系、HT1080、H9、HepG2、MCF7、MDBK  Jurkat、

NIH3T3、PC  12、BHK(幼仓鼠肾细胞)、VERO、SP2/0、YB2/0、Y0、C127、L细胞、COS(例如COS1和

COS7)、QC1-3、HEK-293、VERO、PER.C6、HeLA、EB1、EB2、EB3、溶瘤或杂交瘤细胞系。在一些实

施例中，该真核细胞是CHO细胞系。在一些实施例中，该真核细胞是CHO细胞。在一些实施例

中，该细胞是CHO-K1细胞、CHO-K1  SV细胞、DG44  CHO细胞、DUXB  11  CHO细胞、CHOS、CHO  GS

敲除细胞、CHO  FUT8  GS敲除细胞、CHOZN或CHO衍生的细胞。CHO  GS敲除细胞(例如，GSKO细

胞)是例如CHO-K1  SV  GS敲除细胞。CHO  FUT8敲除细胞是例如 CHOK1  SV(龙沙

生物公司(Lonza  Biologies，Inc.))。真核细胞也可以是鸟类细胞、细胞系或细胞株，诸如

像 细胞、EB14、EB24、EB26、EB66或EBv13。

[0276] 在一些实施例中，该真核细胞是人类细胞。在一些实施例中，该人类细胞是干细

胞。干细胞可以是例如多能干细胞，包括胚胎干细胞(ESC)、成年干细胞、诱导多能干细胞

(iPSC)、组织特异性干细胞(例如，造血干细胞)和间充质干细胞(MSC)。在一些实施例中，该

人类细胞是本文描述的任何细胞的分化形式。在一些实施例中，该真核细胞是源自培养物

中任何原代细胞的细胞。

[0277] 在一些实施例中，该真核细胞是肝细胞，诸如人肝细胞、动物肝细胞，或非实质细

胞。例如，该真核细胞可以是可培养代谢合格的人肝细胞、可培养感应诱导合格的人肝细

胞、可培养Qualyst  Transporter  CertifiedTM人肝细胞、悬浮合格的人肝细胞(包括10-供

体和20-供体合并的肝细胞)、人肝库普弗细胞、人肝星状细胞、狗肝细胞(包括单个和合并

的比格犬肝细胞)、小鼠肝细胞(包括CD-1和C57BI/6肝细胞)、大鼠肝细胞(包括Sprague-

Dawley、Wistar  Han和Wistar肝细胞)、猴肝细胞(包括食蟹猴或恒河猴肝细胞)、猫肝细胞

(包括家养短毛猫肝细胞)和兔肝细胞(包括新西兰白兔肝细胞)。

[0278] 在一些实施例中，该真核细胞是植物细胞。例如，该植物细胞可以是诸如木薯、玉

米、高粱、小麦或水稻的农作物的细胞。该植物细胞可以是藻类、树木或蔬菜的细胞。该植物

细胞可以是单子叶植物或双子叶植物的细胞，或者可以是农作物或谷物植物、生产植物、水
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果或蔬菜的细胞。例如，该植物细胞可以是树木的细胞，该树木为例如柑橘属果树，诸如橘

子树、葡萄柚树或柠檬树；桃树或油桃树；苹果树或梨树；坚果树，诸如杏仁树或胡桃树或开

心果树；茄属植物，例如，马铃薯、芸苔属(Brassica)属植物、莴苣属(Lactuca)植物；菠菜属

(Spinacia)植物；辣椒属(Capsicum)植物；棉花、烟草、芦笋、胡萝卜、卷心菜、西兰花、花椰

菜、番茄、茄子、胡椒、莴苣、菠菜、草莓、蓝莓、覆盆子、黑莓、葡萄、咖啡、可可等。

[0279] 在一些实施例中，将CRISPR-Cas系统的引导多核苷酸与同向重复序列连接。同向

重复序列或DR序列是CRISPR基因座中的重复序列阵列，由短伸展段的非重复序列(间区序

列)隔开。该间区序列靶向靶序列上的前间区序列邻近基序(PAM)。当转录CRISPR基因座的

非编码部分(即，引导多核苷酸和tracrRNA)，转录物在DR序列上被裂解成多个短crRNA，这

些crRNA包含单个的间区序列，这些间区序列将Cas9核酸酶引导至PAM。在一些实施例中，该

DR序列是RNA。在一些实施例中，该DR序列由核酸编码。在一些实施例中，该DR序列与引导多

核苷酸连接。在一些实施例中，该DR序列与引导多核苷酸的引导序列连接。在一些实施例

中，该DR序列包含二级结构。在一些实施例中，该DR序列包含茎环结构。在一些实施例中，该

DR序列为10至20个核苷酸。在一些实施例中，该DR序列为至少16个核苷酸。在一些实施例

中，该DR序列为至少16个核苷酸并且包含单个茎环。在一些实施例中，该DR序列包含RNA适

配体。在一些实施例中，该DR中的二级结构或茎环被核酸酶识别以用于裂解。在一些实施例

中，该核酸酶是核糖核酸酶。在一些实施例中，该核酸酶是RNA酶III。

[0280] 用于递送CRISPR-Cas系统的各种工具是本领域已知的。在一些实施例中，本披露

的CRISPR-Cas系统由递送颗粒递送。递送颗粒是包含颗粒的生物递送系统或配制品。如本

文所定义，“颗粒”是最大直径约100微米(μm)的实体。在一些实施例中，该颗粒的最大直径

为约10μm。在一些实施例中，该颗粒的最大直径为约2000纳米(nm)。在一些实施例中，该颗

粒的最大直径为约1000nm。在一些实施例中，该颗粒的最大直径为约900nm、约800nm、约

700nm、约600nm、约500nm、约400nm、约300nm、约200nm或约100nm。在一些实施例中，该颗粒

的直径为约25nm至约200nm。在一些实施例中，该颗粒的直径为约50nm至约150nm。在一些实

施例中，该颗粒的直径为约75nm至约100nm。

[0281] 递送颗粒可以以任何形式提供，包括但不限于：固体、半固体、乳液或胶体颗粒。在

一些实施例中，该递送颗粒是基于脂质的系统、脂质体、胶束、微囊泡、外来体或基因枪。在

一些实施例中，该递送颗粒包含CRISPR-Cas系统。在一些实施例中，该递送颗粒包含

CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9和引导多核苷酸。在一些实施例中，该递

送颗粒包含CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9和引导多核苷酸，其中

stiCas9和引导多核苷酸以复合物存在。在一些实施例中，该递送颗粒包含CRISPR-Cas系

统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9、引导多核苷酸和含有tracrRNA的多核苷酸。在一些实

施例中，该递送颗粒包含CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9、引导多核苷酸

和tracrRNA。

[0282] 在一些实施例中，该递送颗粒还包含脂质、糖、金属或蛋白质。在一些实施例中，该

递送颗粒是脂质包膜。例如，Su等人，“In  vitro  and  in  vivo  mRNA  delivery  using 

lipid-enveloped  pH-responsive  polymer  nanoparticles[使用脂质包裹的pH响应聚合

物纳米颗粒的体外和体内mRNA递送]”，Molecular  Pharmacology[分子药理学]8(3)：774-

784(2011)中描述了使用脂质包膜或包含脂质的递送颗粒进行的mRNA递送。
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[0283] 在一些实施例中，该递送颗粒是基于糖的颗粒，例如，GalNAc。基于糖的颗粒描述

于WO  2014/118272和Nair等人，Journal  of  the  American  Chemical  Society[美国化学

学会杂志]136(49)：16958-16961(2014)，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0284] 在一些实施例中，该递送颗粒是纳米颗粒。本披露涵盖的纳米颗粒可以以不同形

式提供，例如，作为固体纳米颗粒(例如，金属，诸如银、金、铁、钛)、非金属、基于脂质的固

体、聚合物、纳米颗粒或其组合。可以制备金属、电介质和半导体纳米颗粒以及混合结构(例

如，核-壳纳米颗粒)。由半导体材料制成的纳米粒子如果足够小(典型地小于10nm)，可以量

化电子能级，则也可以将其标记为量子点。这样的纳米级颗粒在生物医学应用中用作药物

运载体或显像剂，并且可以加以调整以适用于本披露中的类似用途。

[0285] 在美国专利公开号201I/0293703、2012/0251560和2013/0302401以及美国专利号

5,543,158、5,855,913、5,895,309、6,007,845和8,709,843中进一步描述了递送颗粒的制

备，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0286] 在一些实施例中，囊泡包含本披露的CRISPR-Cas系统。“囊泡”是细胞内具有被脂

质双层包围的流体的小结构。在一些实施例中，本披露的CRISPR-Cas系统由囊泡递送。在一

些实施例中，该囊泡包含stiCas9和引导多核苷酸。在一些实施例中，该囊泡包含stiCas9和

引导多核苷酸，其中stiCas9和引导多核苷酸以复合物存在。在一些实施例中，该囊泡包含

CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9、引导多核苷酸和含有tracrRNA的多核苷

酸。在一些实施例中，该囊泡包含CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9、引导多

核苷酸和tracrRNA。

[0287] 在一些实施例中，包含stiCas9和引导多核苷酸的囊泡是外泌体或脂质体。在一些

实施例中，该囊泡是外泌体。在一些实施例中，该外泌体用于递送本披露的CRISPR-Cas系

统。外泌体是内源性纳米囊泡(即，直径为约30nm至约100nm)，其转运RNA和蛋白质，并且可

将RNA递送至大脑和其他靶器官。例如，Alvarez-Erviti等人，Nature  Biotechnology[自然

生物技术]29：341(2011)，E1-Andaloussi等人，Nature  Protocols[自然实验手册]7：2112-

2116(2012)，以及Wahlgren等人，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]40(17)：e130(2012)

描述了用于将内源性生物材料递送至靶器官的工程化外泌体，将其各自通过引用以其整体

并入本文。

[0288] 在一些实施例中，包含stiCas9和引导多核苷酸的囊泡是脂质体。在一些实施例

中，该脂质体用于递送本披露的CRISPR-Cas系统。脂质体是具有至少一个脂质双层的球形

囊泡结构，并且可以用作营养物和药物施用的媒介物。脂质体通常由磷脂(特别是磷脂酰胆

碱)以及其他脂质(诸如蛋磷脂酰乙醇胺)组成。脂质体的类型包括但不限于多层囊泡、小单

层囊泡、大单层囊泡和耳蜗囊泡。参见，例如，Spuch和Navarro，“Liposomes  for  Targeted 

Delivery  of  Active  Agents  against  Neurodegenerative  Diseases  (Alzheimer’s 

Disease  and  Parkinson’s  Disease)[用于抗神经退行性疾病(阿尔茨海默病和帕金森病)

活性药物的靶向递送的脂质体]”，Journal  of  Drug  Delivery[药物递送杂志]2011，文章

ID  469679(2011)。例如，Morrissey等人，Nature  Biotechnology[自然生物技术]23(8)：

1002-1007(2005)，Zimmerman等人，Nature  Letters[自然快报]441：111-114(2006)，以及

Li等人，Gene  Therapy[基因疗法]19：775-780(2012)描述了用于递送诸如CRISPR-Cas组分

的生物材料的脂质体，将其各自通过引用以其整体并入本文。
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[0289] 在一些实施例中，编码Cas9和引导多核苷酸的核苷酸在单个载体上。在一些实施

例中，编码Cas9的核苷酸、引导多核苷酸(或可以转录成引导多核苷酸的核苷酸)和

tracrRNA在单个载体上。在一些实施例中，编码Cas9的核苷酸、引导多核苷酸(或可以转录

成引导多核苷酸的核苷酸)、tracrRNA和同向重复序列在单个载体上。在一些实施例中，该

载体是表达载体。在一些实施例中，该载体是哺乳动物表达载体。在一些实施例中，该载体

是人类表达载体。在一些实施例中，该载体是植物表达载体。

[0290] 在一些实施例中，编码Cas9和引导多核苷酸的核苷酸是单个核酸分子。在一些实

施例中，编码Cas9、引导多核苷酸和tracrRNA的核苷酸是单个核酸分子。在一些实施例中，

编码Cas9、引导多核苷酸、tracrRNA和同向重复序列的核苷酸是单个核酸分子。在一些实施

例中，该单个核酸分子是表达载体。在一些实施例中，该单个核酸分子是哺乳动物表达载

体。在一些实施例中，该单个核酸分子是人类表达载体。在一些实施例中，该单个核酸分子

是植物表达载体。

[0291] 在一些实施例中，病毒载体包含本披露的CRISPR-Cas系统。在一些实施例中，本披

露的CRISPR-Cas系统由病毒载体递送。在一些实施例中，该病毒载体包含stiCas9和引导多

核苷酸。在一些实施例中，该病毒载体包含stiCas9和引导多核苷酸，其中该stiCas9和引导

多核苷酸以复合物存在。在一些实施例中，该病毒载体包含CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas

系统包含stiCas9、引导多核苷酸和含有tracrRNA的多核苷酸。在一些实施例中，病毒载体

包含CRISPR-Cas系统，该CRISPR-Cas系统包含stiCas9、引导多核苷酸和tracrRNA。在一些

实施例中，该病毒载体是腺病毒、慢病毒或腺相关病毒载体。本文提供了病毒载体的实例。

[0292] 在一些实施例中，腺相关病毒(AAV)和/或慢病毒载体可以用作包含本文所述的

CRISPR-Cas系统的元件的病毒载体。在本披露的一些实施例中，该Cas蛋白由病毒载体转导

的细胞在细胞内表达。

[0293] 对于许多治疗策略，包括本披露所设想的那些，可能仅需要瞬时表达Cas蛋白。其

结果是，在本披露的一些实施例中，使用非整合型病毒载体将Cas蛋白递送至细胞中。在其

他实施例中，需要延长时间的CRISPR-Cas系统组分的表达-例如，当用于永久整合到靶细胞

基因组中的基因回路中时。这样的应用已经在Agustín-Pavón等人，“Synthetic  biology 

and  therapeutic  strategies  for  the  degenerating  brain[用于退化性脑的合成生物

学和治疗策略]”，Bioessays[生物学分析]36(10)：979-990(2014)中进行了讨论，通过引用

以其整体并入本文。

[0294] 在一些实施例中，本披露的Cas蛋白和方法用于离体基因编辑，诸如CAR-T型疗法。

这些实施例可能涉及对来自人类供体的细胞的修饰。在这些情况下，也可以使用病毒载体；

但是，还有其他选择可以直接将Cas蛋白(连同体外转录的引导RNA和供体DNA)转染到培养

的细胞中。

[0295] 在一些实施例中，本披露提供了包含CRISPR-Cas系统的真核细胞，该CRISPR-Cas

系统包含：(a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，以及(b)与该stiCas9形成复

合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶序列杂

交，其中该复合物在自然界中不存在。在一些实施例中，该真核细胞包含含有本披露的

CRISPR-Cas系统的载体。

[0296] 在一些实施例中，该真核细胞是动物或人类细胞。在一些实施例中，该真核细胞是
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动物细胞。在一些实施例中，该真核细胞是人类细胞，包括人类干细胞。在一些实施例中，该

真核细胞是植物细胞。本文提供了各种类型的真核细胞的实例。

[0297] 在一些实施例中，本披露提供了包含CRISPR-Cas系统的真核细胞，该CRISPR-Cas

系统包含能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白(stiCas9)，其中该Cas9效应蛋白源自具有II-

B型CRISPR系统的细菌物种。在一些实施例中，该真核细胞包含stiCas9，该stiCas9包含以

至少1E-10、至少1E-9、至少1E-8、至少1E-7，至少1E-6，至少1E-5、至少1E-4、至少1E-3、至少

1E-2或至少1E-1的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。在一些实施例中，该真核

细胞stiCas9，该stiCas9包含与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的任何一个具有至少50％、

至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少

99％的序列相似性的多肽序列。在一些实施例中，该真核细胞包含stiCas9，该stiCas9包含

与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中的任何一个具有至少70％、至少75％、至少80％、至少

85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或约100％序列同一性

的多肽序列。

[0298] 在一些实施例中，本披露的Cas9蛋白是包含一个或多个异源蛋白结构域(例如，除

Cas9蛋白之外约或至少约1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个或更多个结构域)的融合蛋白的一部

分。Cas9融合蛋白可包含任何其他蛋白序列，以及任选地任何两个结构域之间的接头序列。

可以与Cas9蛋白融合的蛋白质结构域的实例包括但不限于：具有以下一项或多项活性的表

位标签、报告基因序列和蛋白质结构域：甲基化酶活性、脱甲基酶活性、转录激活活性、转录

抑制活性、转录释放因子活性、组蛋白修饰活性、RNA裂解活性和核酸结合活性。表位标签的

非限制性实例包括：组氨酸(His)标签、V5标签、FLAG标签、流感病毒血凝素(HA)标签、Myc标

签、VSV-G标签和硫氧还蛋白(Trx)标签。报告基因的实例包括但不限于谷胱甘肽-5-转移酶

(GST)、辣根过氧化物酶(HRP)、氯霉素乙酰转移酶(CAT)、β-半乳糖苷酶、β-葡萄糖醛酸酶、

萤光素酶、绿色荧光蛋白(GFP)、HcRed、DsRed、青色荧光蛋白(CFP)、黄色荧光蛋白(YFP)、自

发荧光蛋白(包括蓝色荧光蛋白(BFP))和mCherry。在一些实施例中，Cas9蛋白与结合DNA分

子或结合其他细胞分子的蛋白或蛋白片段融合，包括但不限于：麦芽糖结合蛋白(MBP)、S标

签、Lex  A  DNA结合结构域(DBD)、GAL4  DNA结合结构域和单纯疱疹病毒(HSV)BP16蛋白。可

形成包含Cas9蛋白的融合蛋白的一部分的其他结构域在通过引用以其全文并入本文的

US20110059502中描述。在一些实施例中，加标签的Cas9蛋白用于鉴定靶序列的位置。

[0299] 在一些实施例中，Cas9蛋白可形成诱导型系统的组分。该系统的可诱导性质允许

使用某种形式的能量对基因编辑或基因表达进行时空控制。这种能量形式可以包括但不限

于：电磁辐射、声能、化学能和热能。诱导型系统的非限制性实例包括：四环素诱导型启动子

(Tet-On或Tet-Off)、小分子双杂交转录激活系统(FKBP、ABA等)或光诱导系统(光敏色素、

LOV结构域或隐色素)。在一些实施例中，该Cas9蛋白是光诱导型转录效应子(LITE)的一部

分，以序列特异性方式指导转录活性的变化。光的成分可以包括Cas9蛋白、光响应性细胞色

素异二聚体(例如，来自拟南芥(Arabidopsis  thaliana))和转录激活/抑制结构域。诱导型

DNA结合蛋白及其使用方法的其他实例在国际申请公开号WO2014/018423和WO  2014/

093635；美国专利号8,889,418和8,895 ,308；以及美国专利公开号2014/0186919、2014/

0242700、2014/0273234和2014/0335620中提供；将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0300] 位点特异性修饰的方法
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[0301] 在一些实施例中，本披露提出了一种用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性

修饰的方法，该方法包括：(1)将以下引入到细胞中：(a)能够产生粘性末端的Cas9效应蛋白

(stiCas9)，和(b)与stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引导序

列能够与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，其中该复合物在自然

界中不存在；(2)用Cas9效应蛋白和引导多核苷酸在靶序列中产生粘性末端；以及(3)：将

(a)粘性末端连接在一起，或(b)将目的多核苷酸序列(SoI)连接到该粘性末端，从而修饰靶

序列。

[0302] 靶序列的修饰涵盖单核苷酸取代、多核苷酸取代、核酸的插入(即，敲入)和缺失

(即，敲除)、移码突变和其他核酸修饰。

[0303] 在一些实施例中，该修饰是靶序列的至少一部分的缺失。可以在两个不同位点裂

解靶序列并产生互补的粘性末端，并且这些互补的粘性末端可以重新连接，从而去除两个

位点之间的序列部分。

[0304] 在一些实施例中，该修饰是靶序列的突变。真核细胞中的位点特异性诱变是通过

使用位点特异性核酸酶来实现的，该酶可促进含有目的突变的外源多核苷酸模板(也称为

“供体多核苷酸”或“供体载体”)的同源重组。在一些实施例中，目的序列(SoI)包含目的突

变。

[0305] 在一些实施例中，该修饰是将目的序列(SoI)插入靶序列中。该SoI可以作为外源

多核苷酸模板引入。在一些实施例中，该外源多核苷酸模板包含粘性末端。在一些实施例

中，该外源多核苷酸模板包含与靶序列中的粘性末端互补的粘性末端。

[0306] 外源多核苷酸模板可以具有任何合适的长度，诸如约或至少约10、15、20、25、50、

75、100、150、200、250、500或1000或更多个核苷酸的长度。在一些实施例中，该外源多核苷

酸模板与包含靶序列的多核苷酸的一部分互补。当进行最佳比对时，该外源多核苷酸模板

与靶序列的一个或多个核苷酸(例如，约或至少约1、5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、60、

70、80、90或100或更多个核苷酸)重叠。在一些实施例中，当对外源多核苷酸模板和包含靶

序列的多核苷酸进行最佳比对时，外源多核苷酸模板最接近的核苷酸在距离靶序列约1、5、

10、15、20、25、50、75、100、200、300、400、500、100、1500、2000、2500、5000、10000个或更多个

核苷酸内。

[0307] 在一些实施例中，该外源多核苷酸是DNA，例如，DNA质粒、细菌人工染色体(BAC)、

酵母人工染色体(YAC)、病毒载体、单链或双链DNA的线性片段、寡核苷酸、PCR片段、裸核酸

或与诸如脂质体的递送媒介物复合的核酸。

[0308] 在一些实施例中，使用细胞的内源DNA修复途径将该外源多核苷酸插入靶序列。内

源性DNA修复途径包括非同源末端连接(NHEJ)途径、微同源介导的末端连接(MMEJ)途径和

同源定向修复(HDR)途径。NHEJ、MMEJ和HDR途径可修复双链DNA断裂。在NHEJ中，修复DNA中

的断裂不需要同源模板。NHEJ修复可能容易出错，但是当DNA断裂包含相容的突出端时，错

误会减少。NHEJ和MMEJ是在机理上截然不同的DNA修复途径，它们各自涉及DNA修复酶的不

同子集。与可能既精确又容易出错的NHEJ不一样，MMEJ总是容易出错，并且会导致在修复位

点处的缺失和插入。MMEI相关的缺失归因于双链断裂两侧的微同源性(2-10个碱基对)。相

比之下，HDR需要同源模板来直接进行修复，但是HDR修复典型地具有高保真度，并且不易出

错。在一些实施例中，利用NHEJ和MMEJ修复的容易出错的性质在靶序列中引入非特异性核
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苷酸取代。在一些实施例中，stiCas9以促进HDR修复的方式切割靶序列。

[0309] 在修复过程中，可以将包含SoI的外源多核苷酸模板引入该靶序列。在一些实施例

中，将包含侧接上游序列和下游序列的SoI的外源多核苷酸模板引入细胞中，其中该上游和

下游序列与靶序列中整合位点的任一侧具有序列相似性。在一些实施例中，该包含SoI的外

源多核苷酸包含例如突变基因。在一些实施例中，该外源多核苷酸包含对于该细胞而言是

内源性或外源性的序列。在一些实施例中，该SoI包含编码蛋白质的多核苷酸，或非编码序

列，诸如像微小RNA。在一些实施例中，该SoI可操作地与调节元件连接。在一些实施例中，该

SoI是调节元件。在一些实施例中，该SoI包含抗性盒，例如，赋予对抗生素抗性的基因。在一

些实施例中，该SoI包含野生型靶序列的突变。在一些实施例中，该SoI通过产生移码突变或

核苷酸取代来破坏或校正靶序列。在一些实施例中，该SoI包含标记。将标记引入靶序列可

以便于筛选靶向的整合。在一些实施例中，该标记是限制性位点、荧光蛋白或选择性标记。

在一些实施例中，将该SoI作为包含SoI的载体引入。

[0310] 选择该外源多核苷酸模板中的上游和下游序列以促进靶序列和外源多核苷酸之

间的同源重组。该上游序列是与用于整合的靶向位点的上游序列(靶序列)具有序列相似性

的核酸序列。类似地，该下游序列是与用于整合的靶位点的下游序列具有序列相似性的核

酸序列。因此，在一些实施例中，通过在上游和下游序列处的同源重组，将包含SoI的外源多

核苷酸模板插入靶序列中。在一些实施例中，该外源多核苷酸模板中的上游和下游序列与

靶向的基因组序列的上游和下游序列分别具有至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、

至少90％、至少95％、至少96％、分别至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性。

在一些实施例中，该上游或下游序列具有约20至2000个碱基对、或约50至1750个碱基对、或

约100至1500个碱基对、或约200至1250个碱基对、或约300至1000个碱基对、或约400至约

750个碱基对、或约500至600个碱基对。在一些实施例中，该上游或下游序列具有月50、约

100、约250、约500、约1000、约1250、约1500、约1750、约2000、约2250或约2500个碱基对。

[0311] 在一些实施例中，靶序列中的修饰是细胞中靶序列表达的失活。例如，在CRISPR复

合物与靶序列结合后，靶序列即失活，使得该序列不被转录，不产生编码的蛋白质，或者该

序列不像野生型序列那样起作用。例如，蛋白质或微小RNA编码序列可能会失活，从而不产

生蛋白质。

[0312] 在一些实施例中，调节序列可能会失活，使得它不再作为调节序列起作用。调节序

列的实例包括启动子、转录终止子、增强子和本文所述的其他调节元件。失活的靶序列可以

包括缺失突变(即，一个或多个核苷酸的缺失)、插入突变(即，一个或多个核苷酸的插入)或

无义突变(即，用另一个核苷酸取代一个单核苷酸从而引入终止密码子)。在一些实施例中，

靶序列的失活导致靶序列的“敲除”。

[0313] 在一些实施例中，该stiCas9和引导多核苷酸形成复合物，并且该引导多核苷酸与

待修饰的靶序列杂交。在一些实施例中，该stiCas9在与引导多核苷酸杂交的靶序列中产生

粘性末端。

[0314] 在该方法的多个实施例中，由stiCas9产生的粘性末端包含具有3至40个核苷酸的

单链多核苷酸突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端包含具有4至20个核

苷酸的单链多核苷酸突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端包含具有5至

15个核苷酸的单链多核苷酸突出端。在一些实施例中，由该stiCas9产生的粘性末端是5’突
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出端。

[0315] 在该方法的多个实例中，stiCas9源自具有II-B型CRISPR系统的细菌物种。如本文

所讨论的，II-B型Cas9蛋白属于TIGR03031  TIGRFAM蛋白家族。因此，在一些实施例中，本披

露的stiCas9包含以1E-5谱截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。在一些实施例中，本

披露的stiCas9包含以1E-10谱截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。在一些实施例中，

本披露的stiCas9包含以至少1E-10、至少1E-9、至少1E-8、至少1E-7，至少1E-6，至少1E-5、

至少1E-4、至少1E-3、至少1E-2或至少1E-1的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构域。

[0316] 在该方法的多个实施例中，II-B型Cas9源自具有II-B型CRISPR系统的任何物种。

在一些实施例中，该II-B型Cas9源自以下细菌物种：嗜肺军团菌、新凶手弗朗西斯菌、γ变

形菌HTCC5015、人粪便副萨特氏菌、华德萨特氏菌、硫磺单胞菌属物种SCADC、瘤胃杆菌属物

种RM87、伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_47、拟杆菌门口腔分类群274菌株F0058、产琥珀酸沃廉

氏菌、伯克霍尔德氏菌目细菌YL45、嗜淀粉瘤胃杆菌、弯曲杆菌属物种P0111、弯曲杆菌属物

种RM9261、拉尼尔弯曲杆菌菌株RM8001、拉尼尔弯曲杆菌菌株P0121、鼠毛滴虫、伦敦军团

菌、沙姆盐弧菌、钩端螺旋体属物种分离株FW.030、莫里特拉氏菌属物种分离株NORP46、内

生单胞菌属物种S-B4-1U、喜盐泰米尔纳德菌、需钠弧菌、斯氏弓形杆菌、蜃楼弗朗西斯氏

菌、西班牙弗朗西斯氏菌或嗜盐副内生单胞菌。

[0317] 在该方法的多个实施例中，该引导多核苷酸是引导RNA。在一些实施例中，该引导

多核苷酸包含至少两个核苷酸区段：至少一个“DNA结合区段”或“引导序列”和至少一个“多

肽结合区段”。在一些实施例中，该引导多核苷酸的DNA结合区段与真核细胞中的靶序列杂

交，但不与细菌细胞中的序列杂交。在一些实施例中，该引导多核苷酸的多肽结合区段与

Cas9结合。在一些实施例中，该引导多核苷酸的多肽结合区段与stiCas9结合。

[0318] 在该方法的多个实施例中，该引导多核苷酸是10至35个核苷酸。在一些实施例中，

该引导多核苷酸是15至30个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是20至25个核苷酸。

[0319] 在该方法的多个实施例中，该stiCas9和引导多核苷酸能够形成复合物。在一些实

施例中，当复合物的所有组分一起存在时形成复合物，即自组装复合物。在一些实施例中，

通过复合物的不同组分之间的化学相互作用(诸如像氢键结合)形成复合物。在一些实施例

中，通过stiCas9对引导多核苷酸的二级结构识别，该引导多核苷酸与该stiCas9形成复合

物。在一些实施例中，stiCas9蛋白是无活性的，即，不展现出核酸酶活性，直到它与引导多

核苷酸形成复合物。引导RNA的结合诱导stiCas9的构象变化，以将stiCas9从无活性形式转

化为活性(即，催化活性)形式。在该方法的多个实例中，该stiCas9和引导多核苷酸的复合

物在自然界中不存在。

[0320] 在该方法的实施例中，由stiCas9产生的这些粘性末端被连接在一起(即，以化学

方式连接在一起)。连接可以例如通过DNA连接酶(诸如T4连接酶或DNA连接酶IV)进行。在一

些实施例中，使用引入一个或多个核苷酸取代的易错连接酶将这些粘性末端连接在一起。

在一些实施例中，将目的多核苷酸序列(SoI)与这些粘性末端连接。在一些实施例中，该SoI

包含目的突变。

[0321] 在该方法的多个实施例中，在SoI中产生与在靶序列中产生的粘性末端互补的粘

性末端。在一些实施例中，SoI中的粘性末端由stiCas9产生。在一些实施例中，使用细胞的

内源性DNA修复途径将SoI连接到粘性末端中。本文描述了多个内源性DNA修复途径。
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[0322] 在一些实施例中，本披露提供了一种用于在真核细胞中提供靶序列的位点特异性

修饰的方法，该方法包括：(1)将以下引入到细胞中：(a)编码能够产生粘性末端的Cas9效应

蛋白(stiCas9)的核苷酸序列，和(b)与stiCas9形成复合物并且包含引导序列的引导多核

苷酸，其中该引导序列能够与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交，其

中该复合物在自然界中不存在；(2)用Cas9效应蛋白和引导多核苷酸在靶序列中产生粘性

末端；以及(3)：将(a)粘性末端连接在一起，或(b)将目的多核苷酸序列(SoI)连接到该粘性

末端，从而修饰靶序列。

[0323] 在该方法的多个实例中，该stiCas9由核苷酸序列编码。在一些实施例中，该核苷

酸是DNA。在一些实施例中，该stiCas9蛋白包含与SEQ  ID  NO：10-97或192-195中任一项的

核苷酸序列具有至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、

至少97％、至少98％、至少99％或约100％同一性的序列的结构域。

[0324] 在该方法的多个实例中，本披露的CRISPR-Cas系统进一步包含tracrRNA。在一些

实施例中，该引导RNA包含crRNA/tracrRNA杂交体。在一些实施例中，该引导RNA的tracrRNA

组分激活Cas9蛋白。在该方法的多个实施例中，该stiCas9、引导多核苷酸和tracrRNA能够

形成复合物。在一些实施例中，该stiCas9、引导多核苷酸和tracrRNA的复合物在自然界中

不存在。

[0325] 在该方法的多个实施例中，包含stiCas9和引导多核苷酸的复合物能够在前间区

序列邻近基序(PAM)的10个核苷酸内的位点处裂解。在一些实施例中，包含stiCas9和引导

多核苷酸的复合物能够在PAM的5个核苷酸内的位点处裂解。在一些实施例中，包含stiCas9

和引导多核苷酸的复合物能够在PAM的3个核苷酸内的位点处裂解。在一些实施例中，该PAM

在靶序列的下游(即，3’方向)。在一些实施例中，该PAM在靶序列的上游(即，5’方向)。在一

些实施例中，该PAM位于靶序列内。

[0326] 在该方法的多个实施例中，该PAM包含富含3’G的基序。在一些实施例中，该PAM序

列是NGG，其中N是A、C、T、U或G。在一些实施例中，该PAM序列是NGA，其中N是A、C、T、U或G。在

一些实施例中，该PAM序列是YG，其中Y是嘧啶(即，C、T或U)。在该方法的多个实施例中，该靶

序列是PAM的5’，并且该PAM包含富含3’G的基序。在一些实施例中，该靶序列是PAM的5’，并

且该PAM序列是NGG，其中N是A、C、T、U或G。

[0327] 在该方法的多个实施例中，该真核细胞是动物或人类细胞。在一些实施例中，该真

核细胞是动物细胞。在一些实施例中，该真核细胞是人类细胞，包括人类干细胞。在一些实

施例中，该真核细胞是植物细胞。本文提供了各种类型的真核细胞的实例。在该方法的多个

实施例中，通过递送颗粒将stiCas9和引导多核苷酸引入真核细胞中。在该方法的多个实施

例中，通过囊泡将stiCas9和引导多核苷酸引入真核细胞中。在该方法的多个实施例中，通

过载体将stiCas9和引导多核苷酸引入真核细胞中。在该方法的多个实施例中，通过病毒载

体将stiCas9和引导多核苷酸引入真核细胞中。在该方法的多个实施例中，将编码包含

stiCas9和引导多核苷酸的复合物的组分的多核苷酸引入一个或多个载体上。本文提供了

载体的实例和载体递送入细胞(例如，转染)的方法。

[0328] 在一些实施例中，本披露的方法进一步包括将核酸外切酶引入真核细胞中以去除

由stiCas9产生的突出端。在一些实施例中，该核酸外切酶是5’至3’核酸外切酶。在一些实

施例中，该核酸外切酶是3’至5’核酸外切酶。在一些实施例中，在该方法的连接步骤之前添
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加核酸外切酶。在一些实施例中，添加核酸外切酶以替代该方法的连接步骤。5’至3’核酸外

切酶的非限制性实例包括：λ核酸外切酶、RecJ、核酸外切酶V、核酸外切酶VIII、T5核酸外切

酶、T7核酸外切酶、Artemis和Cas4。3’至5’核酸外切酶的非限制性实例包括：TREXl、TREX2、

Werner综合征(WRN)蛋白、p53、MRE11、RAD1、RAD9、APE1和VDJP蛋白。在一些实施例中，该核

酸外切酶是Cas4、Artemis或TREX2。

[0329] Cas4、Artemis、TREX2或其他类似的核酸外切酶的引入可以在连接之前对粘性末

端进行末端加工，从而减少精确连接的机会，并因此提高诱变效率，与内源性DNA修复酶竞

争以将修复偏向一个其他修复途径(例如，NHEJ或MMEJ)，并调节突变模式。例如，Cas4、

Artemis或TREX2可以通过与内源性末端加工酶竞争来提高诱变效率，从而促进易于出错的

修复。Cas4、Artemis或TREX2还可以通过延长单链突出端来促进HDR修复。Cas4、Artemis或

TREX2的其他作用可能涉及，例如，将突变模式改变为更理想的插入缺失。

[0330] 位点特异性基因插入的方法(ObLiGaRe  2.0)

[0331] 在一些实施例中，本披露提供了基于美国专利号9,567,608中描述的ObLiGaRe方

法的衍生，将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法。ObLiGaRe(专性连接门控重组)反

映了拉丁语动词obligare(头对头连接)的词源意义。它广泛适用于不同的细胞系，并为基

因工程提供了另一种方法。鉴于美国专利号9,567,608采用锌指核酸酶来靶向和裂解靶序

列，本文的披露内容提供了第一Cas9-核酸内切酶二聚体(例如，Cas9-FokI)和第二Cas9-核

酸内切酶二聚体的用途。本文所述用于位点特异性基因插入的方法被非正式地简称为

“ObLiGaRe  2.0”，以使其与美国专利号9,567,608中描述的ObLiGaRe方法相区分。

[0332] 在一些实施例中，本披露提供了一种将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方

法，其中该染色体包含含有区域1和区域2的靶序列(TSC)，该方法包括将以下引入细胞中：

(a)包含靶序列的载体(TSV)，该TSV包含区域2和区域1以及该SoI；(b)能够在TSC中产生粘

性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体在

该TSC的区域1处裂解，并且该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体在该TSC的区域2处

裂解；以及(c)能够在TSV中产生粘性末端的第二Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第二

Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体在该TSV的区域2处裂解，并且该第二Cas9-核酸内切酶

二聚体的第二单体在该TSV的区域1处裂解，并且其中引入(a)的载体、(b)的第一Cas9-核酸

内切酶二聚体和(c)的第二Cas9-核酸内切酶二聚体导致SoI被插入细胞的染色体中。

[0333] 在一些实施例中，本披露涉及将目的序列(SoI)引入细胞的染色体中的方法，其中

该染色体包含含有区域1和区域2的靶序列(TSC)，该方法包括将以下引入细胞中：(a)包含

靶序列的载体(TSV)，该TSV包含区域2和区域1以及该SoI，其中该载体包含粘性末端；以及

(b)能够在TSC中产生粘性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体，其中该第一Cas9-核酸内切

酶二聚体的第一单体在该TSC的区域1处裂解，并且该第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二

单体在该TSC的区域2处裂解；其中引入(a)的载体和(b)的第一Cas9-核酸内切酶二聚体导

致SoI被插入细胞的染色体中。

[0334] 本披露的方法在无需载体(或“供体质粒”)同源性的情况下提供了有效且精确的

基因靶向。本披露的方法提供了使用非同源末端连接(NHEJ)或微同源介导的末端连接

(MMEJ)途径的位点特异性基因插入的策略。载体中裂解位点(即区域1和区域2)的设计和位

置足以实现载体在基因组位点(即细胞染色体(TSC)中的靶序列)中的裂解位点(即区域1和
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区域2)中的精确的末端连接。

[0335] 在一些实施例中，该TSV是环状载体，即，质粒。在一些实施例中，该TSV是线性化的

载体或线性DNA，诸如像PCR产物，或者裂解后具有与TSC互补的末端的退火寡核苷酸双链

体。在一些实施例中，该TSV包括粘性末端。在一些实施例中，该TSV中的这些粘性末端由

Cas9-核酸内切酶二聚体产生。在一些实施例中，该TSV中的粘性末端在将TSV引入细胞中之

前产生。在一些实施例中，该TSV中的粘性末端在将TSV引入细胞中之后产生。

[0336] 在一些实施例中，染色体上的靶序列(TSC)以5’至3’的方式包含区域1和区域2。如

本文所用，序列的方向性(例如5’至3’)是指读取双链DNA序列的“编码”链或“正义”链(典型

地表示为双链DNA序列的顶部链)时的方向。

[0337] 图12描绘本披露的一个实施例。在图12中，该TSC由“基因组”框(左)中的序列表

示，并且包括：“编码”链(显示为顶部链)上的区域1和区域2(其一部分与区域1重叠)。

[0338] 如图12的“基因组”框中所示，在区域1的上游(即，相对于编码链5’)和“非编码”或

“反义”DNA链(显示为底部链)上，存在第一PAM序列。该非编码链包含与第一引导多核苷酸

(“gRNA1”)杂交的区域。gRNA1与第一PAM序列的上游序列(即，相对于非编码链5’)杂交。该

gRNA1杂交序列包括区域1的一部分，并且另外包括区域1以外的几个核苷酸。如箭头方向所

示，gRNAl与靶序列的非编码链杂交。

[0339] 如图12的“基因组”框中所示，在区域2的下游(即，相对于编码链3’)和编码链上，

存在第二PAM序列。该编码链包含与第二引导多核苷酸(“gRNA2”)杂交的区域。gRNA2与第二

PAM序列的上游序列(即，相对于编码链5’)杂交。该gRNA2杂交序列包括区域2的一部分，并

且另外包括区域2以外的几个核苷酸。如箭头方向所示，gRNA2与靶序列的编码链杂交。

[0340] 在一些实施例中，载体上的靶序列(TSV)以5’至3’的方式包含区域2，紧接随后是

区域1以及SoI。图12描绘本披露的一个实施例。在图12中，该TSV由“载体”框(右)中的序列

表示，并且包括：“编码”链上的区域2，随后是区域1(两个区域之间没有任何重叠)。

[0341] 如图12的“载体”框中所示，在区域2的上游(即，相对于编码链5’)和在“非编码”区

域，存在第三PAM序列。该非编码链包含与第三引导多核苷酸(gRNA3)杂交的区域。gRNA3与

第三PAM序列的上游序列(即，相对于非编码链5’)杂交。该gRNA3杂交序列包括区域2的一部

分，并且另外包括区域2以外的几个核苷酸。如箭头方向所示，gRNA3与靶序列的非编码链杂

交。

[0342] 如图12的“载体”框中所示，在区域1的下游(即，相对于编码链3’)和编码链上，存

在第四PAM序列。该编码链包含与第四引导多核苷酸(“gRNA4”)杂交的区域。gRNA4与第四

PAM序列的上游序列(即，相对于编码链5’)杂交。该gRNA4杂交序列包括区域1的一部分，并

且另外包括区域1以外的几个核苷酸。如箭头方向所示，gRNA4与靶序列的编码链杂交。

[0343] 图14描绘本披露的另一个实施例。图14与图14相似，不同的是在TSC上的区域1和

区域2之间存在几个核苷酸的间隙，并且在TSV上的区域2和区域1之间存在几个核苷酸的间

隙。然而，图14和图12中这些区域相对于彼此的排列以及引导多核苷酸的方向性相同。

[0344] 因此，在一些实施例中，染色体上的靶序列(即，TSC)包括区域1和区域2，其中区域

1的一部分与区域2的一部分重叠。在其他实施例中，该TSC包含区域1和区域2，其中区域1和

区域2被一个或多个核苷酸分隔。在一些实施例中，区域1和区域2有1、2、3、4、5、6、7、8、9、10

或更多个核苷酸重叠。在一些实施例中，区域1和区域2被1、2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多个
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核苷酸分隔。

[0345] 在一些实施例中，载体上的靶序列(即，TSV)包含区域2和区域1，其中区域2紧接在

区域1之前，而两者之间没有任何核苷酸。在其他实施方案中，该TSV包含区域2和区域1，其

中区域2和区域1被1个或更多个核苷酸分隔。在一些实施例中，区域2和区域1被1、2、3、4、5、

6、7、8、9、10或更多个核苷酸分隔。

[0346] 在该方法的多个实施例中，Cas9-核酸内切酶二聚体在靶序列中产生粘性末端。如

本文所述，Cas9蛋白产生核酸中的位点特异性断裂。在一些实施例中，Cas9蛋白产生DNA中

的位点特异性双链断裂。Cas9靶向核酸中特定序列的能力(即，位点特异性)是通过Cas9与

引导多核苷酸(例如，引导RNA)复合而实现的，其中该引导多核苷酸与指定序列杂交。因此，

包含Cas9和引导多核苷酸的复合物具有至少两种不同的功能：(1)特异性靶向核酸序列，和

(2)在靶向的核酸序列处或附近产生断裂的核酸酶活性。在一些实施例中，Cas9-引导多核

苷酸复合物经过修饰，使得它仅执行两种功能之一。在一些实施例中，Cas9经过修饰以去除

核酸酶活性，但是保留与引导多核苷酸复合的能力，使得Cas9仍可以靶向特定核酸序列。

[0347] 如本文所述，野生型Cas9是包含核酸结合结构域(该结构域与引导多核苷酸相互

作用)和裂解结构域(该结构域裂解靶核酸)的单体蛋白。在某些情况下，使用二聚核酸酶

(即，直到靶序列存在二聚体的两个单体之前才有活性的核酸酶)更有利，以实现更高的靶

向特异性。天然存在的核酸酶(诸如像Cas9)的结合结构域和裂解结构域，以及可以融合以

产生核酸酶结合特异性靶位点的模块结合结构域与裂解结构域是本领域技术人员所熟知

的。例如，RNA可编程核酸酶(例如，Cas9)的结合结构域或具有非活性DNA裂解结构域的Cas9

蛋白可以用作与希望的靶位点特异性结合的结合结构域(例如，结合gRNA以直接与靶位点

结合)，并与裂解结构域(例如，核酸内切酶FokI的裂解结构域)融合或缀合，以产生裂解靶

位点的工程化核酸酶。Cas9-FokI融合蛋白进一步描述于例如美国专利公开号2015/

0071899和Guilinger等人，“Fusion  of  catalytically  inactive  Cas9  to  FokI 

nuclease  improves  the  specificity  of  genome  modification[无催化活性的Cas9与

FokI核酸酶的融合改善了基因组修饰的特异性]”，Nature  Biotechnology[自然生物技术]

32：577-582(2014)，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0348] 在一些实施例中，该工程化的核酸酶可识别回文、双链靶位点，例如，双链DNA靶位

点。许多天然存在的核酸酶的靶位点，诸如像天然存在的DNA限制性核酸酶，是本领域技术

人员熟知的。在一些实施例中，DNA核酸酶，诸如像EcoRI、HindIII或BamHI，可识别长度为4

至10个碱基对的回文、双链DNA靶位点，并在该靶位点内的特定位置切割这两条DNA链的每

条链。在一些实施例中，核酸内切酶对称地切割双链核酸靶位点，即，在同一位置切割两条

链，使得末端包含碱基配对的核苷酸，在本文中也称为平端。在一些实施例中，核酸内切酶

不对称地切割双链核酸靶位点，即在不同位置切割每条链，使得末端包含未配对的核苷酸，

即，粘性末端或突出端。在一些实施例中，这些突出端是5’-突出端，即未配对的核苷酸形成

DNA链的5末端。在一些实施例中，这些突出端是3’-突出端，即未配对的核苷酸形成DNA链的

3末端。突出端可以“粘附”于(即，连接)包含互补的未配对核苷酸的其他双链DNA分子末端。

[0349] 在一些实施例中，提供了包含两个结构域的融合蛋白：与(ii)核酸酶结构域融合

或连接的(i)RNA可编程核酸酶(例如，Cas9蛋白或其片段)结构域。例如，在一些实施例中，

该Cas9蛋白(例如融合蛋白的Cas9结构域)包含核酸酶灭活的Cas9(例如，缺乏DNA裂解活性
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的Cas9；“dCas9”)，该Cas9保留了RNA(gRNA)结合活性，因此能够结合与gRNA互补的靶位点。

在一些实施例中，与核酸酶灭活的Cas9结构域融合的核酸酶是需要二聚化(例如，核酸酶的

两个单体结合在一起)以便裂解靶核酸(例如，DNA)的任何核酸酶。在一些实施例中，与核酸

酶灭活的Cas9融合的核酸酶是FokI  DNA裂解结构域的单体，从而产生称为Cas9-FokI的

Cas9变体。该FokI  DNA裂解结构域是已知的，并且在多个实施例中对应于FokI的氨基酸

388-583(NCBI登录号J04623)。在一些实施例中，该FokI  DNA裂解结构域对应于FokI的氨基

酸300-583、320-583、340-583或360-583。(另请参见Wah等人，“Structure  of  FokI  has 

implications  for  DNA  cleavage[FokI的结构对DNA裂解有影响]”，Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  USA[美国国家科学院院刊]95(18)：10564-9(1996)；Li等

人，“TAL  nucleases(TALNs)：hybrid  proteins  composed  of  TAL  effectors  and  FokI 

DNA-cleavage  domain[TAL核酸酶(TALN)：由TAL效应子和FokI  DNA裂解结构域组成的杂交

蛋白]”，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]39(1)：359-72(2011)；Kim等人，“Hybrid 

restriction  enzymes：zinc  finger  fusiohs  to  FokI  cleavage  domain[杂交限制性酶：

与FokI裂解结构域的锌指融合]”，Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences 

USA[美国国家科学院院刊]93：1156-1160(1996)；将其各自通过引用以其整体并入本文。)

[0350] 在一些实施例中，提供了Cas9-核酸内切酶融合蛋白的二聚体，例如，Cas9-FokI的

二聚体。例如，在一些实施例中，该Cas9-FokI融合蛋白与其自身形成二聚体以介导靶核酸

的裂解。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白或其二聚体与一种或多种gRNA相缔

合。在一些实施例中，因为该二聚体包含两种融合蛋白，每种融合蛋白含有具有gRNA结合活

性的Cas9结构域，所以使用与核酸靶标的两个不同区域互补的两个不同的gRNA序列靶向靶

核酸。参见，例如，图10和11。因此，在一些实施例中，该靶核酸的裂解在两种融合蛋白与靶

核酸结合(例如，如由gRNA：靶核酸碱基配对所指定的)前不会发生，并且这些核酸酶结构域

二聚化(例如，FokI  DNA裂解结构域；作为基于融合蛋白的Cas9：gRNA结构域的结合而使它

们邻近的结果)并且裂解靶核酸，例如，在结合的Cas9融合蛋白之间的区域中。这通过图10

和图11所示的示意图来例示。这种方法代表了相对野生型Cas9和其他Cas9变体(诸如切口

酶)的显著改进(Ran等人，“Double  Nicking  by  RNA-Guided  CRISPR  Cas9  for  Enhanced 

Genome  Editing  Specificity[通过RNA引导的CRISPR  Cas9进行双切口以实现增强的基因

组编辑特异性]”，Cell[细胞]154：1380-1389(2013)；Mali等人，“CAS9  transcriptional 

activators  for  target  specificity  screening  and  paired  nickases  for 

cooperative  genome  engineering[用于靶标特异性筛选的CAS9转录激活剂和用于协作基

因组工程的配对切口酶]”，Nature  Biotechnology[自然生物技术]31：833-838(2013))，该

方法不需要核酸酶结构域的二聚化即可裂解核酸。这些切口酶变体可以诱导裂解或在单个

切口酶与核酸结合后产生切口，这可以在靶上和脱靶位点处进行，并且已知切口可以诱导

突变形成。由于本文提供的变体需要彼此邻近的两个Cas9变体的结合以诱导靶核酸裂解，

从而降低了脱靶裂解的机会。在一些实施例中，与核酸酶结构域融合的Cas9变体(例如，

Cas9-FokI)具有比野生型Cas9或其他Cas9变体(例如，切口酶)的中靶：脱靶修饰比高至少2

倍、至少5倍、至少10倍、至少20倍、至少30倍、至少40倍、至少50倍、至少60倍、至少70倍、至

少80倍、至少90倍、至少100倍、至少110倍、至少120倍、至少130倍、至少140倍、至少150倍、

至少175倍、至少200倍、至少250倍或更高的中靶：脱靶修饰比。在一些实施例中，与核酸酶
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结构域融合的Cas9变体(例如，Cas9-FokI)具有比野生型Cas9或其他Cas9变体的中靶：脱靶

修饰比高约60至180倍之间、约80至160倍之间、约100至150倍之间或约120至140倍之间的

中靶：脱靶修饰比。确定中靶：脱靶修饰比的方法是已知的。在一些实施例中，通过测量某些

基因中已知Cas9脱靶位点的修饰的数目或量来确定中靶：脱靶修饰比。例如，CLTA、EMX和

VEGF基因的Cas9脱靶位点是已知的，可以测量这些位点的修饰并在测试蛋白和对照品之间

进行比较。从分离自用特定Cas9蛋白或变体处理的细胞(例如，HEK293)的基因组DNA扩增靶

位点及其相应的已知脱靶位点。然后通过高通量测序分析这些修饰。含有潜在的基因组脱

靶位点中的两个或更多个碱基对的插入或缺失的序列，并且靶gRNA处理样品中与对照gRNA

处理样品中相比数目显著更多的序列(p值＜0.005，Fishers精确检验)被认为是Cas9核酸

酶诱导的基因组修饰。

[0351] 在一些实施例中，本披露的方法提供了Cas9-核酸内切酶的二聚体，该二聚体包含

第一Cas9-核酸内切酶单体和第二Cas9-核酸内切酶单体。在该方法的多个实施例中，Cas9-

核酸内切酶的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二

聚体中的第一单体的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，第一Cas9-核酸内

切酶二聚体中的第二单体的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，第一Cas9-

核酸内切酶二聚体中的第一单体和第二单体的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在一些实

施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的第一单体的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。在

一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的第二单体的核酸内切酶是IIS型核酸内切

酶。在一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的第一单体和第二单体的核酸内切酶

是IIS型核酸内切酶。在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体和第二Cas9-核酸内切

酶二聚体中的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。

[0352] 内切核酸酶或限制性内切酶传统上根据亚基组成、裂解位置、序列特异性和辅因

子需求而分为四种类型。然而，氨基酸测序已发现限制性内切酶具有极其丰富的多样性，并

揭示了在分子水平上有四种以上的不同类型。

[0353] “IIS型”核酸内切酶是那些像FokI和AlwI那样在其识别序列之外裂解至一侧的

酶。IIS型限制酶具有中等大小，长度为400-650个氨基酸，并且它们可识别连续且不对称的

序列。它们包含两个不同的结构域，一个结构域用于DNA结合，另一个结构域用于DNA裂解。

它们被认为主要作为单体与DNA结合，但通过相邻酶分子的裂解结构域的二聚化来协同裂

解DNA。因此，某些IIS型酶对包含多个识别位点的DNA分子的活性更高。IIS型核酸内切酶的

非限制性实例包括：AcuI、Alwi、BaeI、BbsI、BbvI、BccI、BceAI、BcgI、BciVI、BcoDI、BfuAI、

BmrI  BpmI、BpuEI、BsaI、BsaXI、BseRI、BsgI、BsmAI、BsmBI、BsmFI、BsmI、BspCNI、BspMI、

BspQI、BsrDI、BsrI、BtgZI、BtsCI、BtsI、CspCI、EarI、EciI、FauI、FokI、HgaI、HphI、HpyAV、

MboII、MlyI、MmeI、MnlI、NmeAIII、PleI、SapI和SfaNI。在一些实施例中，第一Cas9-核酸内

切酶二聚体和第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶独立地选自下组，该组由以下

组成：BbvI、BgcI、BfuAI、BmpI、BspMI、CspCI、FokI、MboII、MmeI、NmeAIII和PleI。在一些实

施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体和第二Cas9-核酸内切酶二聚体中的核酸内切酶是

FokI。由FokI进行的DNA裂解仅在两个FokI单体二聚化时发生。DNA的FokI裂解产生具有4个

碱基对突出端的粘性末端。

[0354] Cas9-核酸内切酶融合蛋白中的核酸内切酶也可以是工程化的FokI核酸酶，例如，
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工程化的FokI二聚体。在一些实施例中，该工程化的FokI二聚体是强制性异二聚体，即，需

要两个不同的单体来形成功能性(催化活性)二聚体。

[0355] 在一些实施例中，第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体是相同的。在一些实施例

中，第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体是不同的。

[0356] 在一些实施例中，本方法提供了该第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者，这

些二聚体包含经修饰的Cas9。在一些实施例中，该经修饰的Cas9是无催化活性的Cas9

(“deadCas9”)。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含无催化活

性的Cas9。无催化活性的Cas9不能裂解DNA(即，Cas9的裂解结构域失活)；然而，它们通过与

引导多核苷酸(例如，引导RNA)形成复合物而保留了靶向核酸序列的能力。无催化活性的

Cas9已在本领域进行了描述，例如，Jinek等人(2012)和Qi等人，“Repurposing  CRISPR  as 

an  RNA-guided  platform  for  sequence-specific  control  of  gene  expression[将

CRISPR重新用作基因表达的序列特异性控制的RNA引导平台]”，Cell[细胞]152(5)：1173-

1183(2013)。在一些实施例中，无催化活性的Cas9相对于野生型Cas9包含双氨基酸取代。在

一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶二聚体包含相对于野生型Cas9的双氨基酸取代。在一些

实施例中，该双氨基酸取代是D10A和H840A。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶

二聚体或两者中的核酸内切酶是FokI，并且第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的

Cas9是无催化活性的Cas9(“deadCas9-FokI”)。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切

酶二聚体或两者中的核酸内切酶是FokI，并且第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中

的Cas9包含D10A/H840A双氨基酸取代。

[0357] 在一些实施例中，该经修饰的Cas9是具有切口酶活性的Cas9(“Cas9切口酶”或

“Cas9n”)。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含具有切口酶活

性的Cas9。Cas9切口酶仅能够裂解双链DNA的一条链(即，“切口”该DNA)。例如，Cho等人，

“Analysis  of  off-target  effects  of  CRISPR/Cas-derived  RNA-guided 

endonucleases  and  nickases[CRISPR/Cas衍生RNA引导的核酸内切酶和切口酶的脱靶效

应分析]”，Genome  Research[基因组研究]24：132-141(2013)，Ran等人(Cell[细胞]，2013)

和Mali等人(Nature  Biotechnology[自然生物技术]，2013)描述了Cas9切口酶。在一些实

施例中，Cas9切口酶包含相对于野生型Cas9的单个氨基酸取代。在一些实施例中，该Cas9-

核酸内切酶二聚体包含相对于野生型Cas9的单个氨基酸取代。在一些实施例中，该单个氨

基酸取代是D10A(“Cas9n(D10A)”)。在一些实施例中，该单个氨基酸取代是H840A(“Cas9n
(H840A)”)。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的核酸内切酶是

FokI，并且第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的Cas9是Cas9切口酶。在一些实施

例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的核酸内切酶是FokI，并且第一、第二

Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的Cas9包含D10A单氨基酸取代(“Cas9n(D10A)-FokI”)。在

一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的核酸内切酶是FokI，并且第

一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者中的Cas9包含H8410A单氨基酸取代(“Cas9n(H840A)-

FokI”)。

[0358] 在一些实施例中，该野生型Cas9源自酿脓链球菌、金黄色葡萄球菌、伪中间型葡萄

球菌、南极游动球菌、血链球菌、嗜热链球菌、变形链球菌、球团科里氏杆菌、香肠乳杆菌、光

冈氏链小杆菌、鼠李糖乳杆菌、两歧双歧杆菌、北原酒球菌、果聚糖杆菌、大芬戈尔德菌、非
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典型韦荣氏球菌、穆氏索罗菌、氨基酸球菌属物种D21、尤里真杆菌、灵巧粪球菌、具核梭杆

菌、龈沟产线菌、杜尔丹尼嗜胨菌或齿垢密螺旋体。

[0359] 在一些实施例中，由该Cas9-核酸内切酶产生的粘性末端包含5’突出端。在一些实

施例中，由该Cas9-核酸内切酶产生的粘性末端包含3’突出端。在一些实施例中，第一、第二

Cas9-核酸内切酶二聚体或两者产生包含具有3至40个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。

在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者产生包含具有4至30个核苷酸

的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者

产生包含具有5至20个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，第一、第二

Cas9-核酸内切酶二聚体或两者产生包含具有约5个核苷酸、约10个核苷酸、约15个核苷酸、

约20个核苷酸、约25个核苷酸或约30个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例

中，deadCas9-FokI二聚体产生包含4-核苷酸5’突出端的粘性末端。在一些实施例中，Cas9n
(D10A)-FokI二聚体产生包含27-核苷酸5’突出端的粘性末端。在一些实施例中，Cas9(H840A)-

FokI二聚体产生包含23-核苷酸3’-突出端的粘性末端。

[0360] 在该方法的多个实施例中，该目的序列(SoI)由供体质粒组成。该供体质粒可以具

有任何合适的长度，诸如约或至少约10、15、20、25、50、75、100、150、200、250、500或1000或

更多个核苷酸的长度。在一些实施例中，该供体质粒与包含TSC的染色体的一部分互补。当

进行最佳比对时，该供体质粒模板与TSC的一个或多个核苷酸(例如，约或至少约1、5、10、

15、20、25、30、35、40、45、50、60、70、80、90或100或更多个核苷酸)重叠。在一些实施例中，当

对该供体质粒模板和包含TSC的染色体进行最佳比对时，该供体质粒最接近的核苷酸在距

离TSC约1、5、10、15、20、25、50、75、100、200、300、400、500、100、1500、2000、2500、5000、

10000个或更多个核苷酸内。

[0361] 在一些实施例中，该SoI是DNA，例如，DNA质粒、细菌人工染色体(BAC)、酵母人工染

色体(YAC)、病毒载体、线性DNA片段、PCR片段、裸露的核酸，或与诸如脂质体的递送媒介物

复合的核酸。

[0362] 在一些实施例中，使用细胞的内源DNA修复途径将SoI插入TSC中。在一些实施例

中，使用非同源末端连接(NHEJ)修复途径的组分将SoI插入TSC中。在修复过程中，可以将包

含SoI的供体质粒引入TSC中。

[0363] 在一些实施例中，将包含侧接上游序列和下游序列的SoI的供体质粒引入细胞中，

其中该上游和下游序列与TSC中整合位点的任一例具有序列相似性。在一些实施例中，该包

含SoI的外源多核苷酸包含例如突变基因。在一些实施例中，该外源多核苷酸包含对于该细

胞而言是内源性或外源性的序列。在一些实施例中，该SoI包含编码蛋白质的多核苷酸，或

非编码序列，诸如像微小RNA。在一些实施例中，该SoI可操作地与调节元件连接。在一些实

施例中，该SoI是调节元件。在一些实施例中，该SoI包含抗性盒，例如，赋予对抗生素抗性的

基因。在一些实施例中，该SoI包含野生型靶序列的突变。在一些实施例中，该SoI通过产生

移码突变或核苷酸取代来破坏靶序列。在一些实施例中，该SoI包含标记。将标记引入靶序

列可以便于筛选靶向的整合。在一些实施例中，该标记是限制性位点、荧光蛋白或选择性标

记。在一些实施例中，将该SoI作为包含SoI的载体引入。

[0364] 选择该外源多核苷酸模板中的上游和下游序列以促进靶序列和外源多核苷酸之

间的同源重组。该上游序列是与用于整合的靶向位点的上游序列(靶序列)具有序列相似性
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的核酸序列。类似地，该下游序列是与用于整合的靶位点的下游序列具有序列相似性的核

酸序列。因此，在一些实施例中，通过在上游和下游序列处的同源重组，将包含SoI的外源多

核苷酸模板插入靶序列中。在一些实施例中，该外源多核苷酸模板中的上游和下游序列与

靶向的基因组序列的上游和下游序列分别具有至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、

至少90％、至少95％、至少96％、分别至少97％、至少98％、至少99％或100％的序列同一性。

在一些实施例中，该上游或下游序列具有约20至2000个碱基对、或约50至1750个碱基对、或

约100至1500个碱基对、或约200至1250个碱基对、或约300至1000个碱基对、或约400至约

750个碱基对、或约500至600个碱基对。在一些实施例中，该上游或下游序列具有月50、约

100、约250、约500、约100、约1250、约1500、约1750、约2000、约2250或约2500个碱基对。

[0365] 在一些实施例中，在插入SoI时，染色体中的靶序列和质粒中的靶序列没有被重

建。即，在一些实施例中，染色体中的所得序列(即，来自SoI插入的所得序列)不与第一、第

二、第三或第四引导多核苷酸中的任何一个杂交。因此，在一些实施例中，包含SoI的染色体

中的所得序列不易被第一或第二Cas9-核酸内切酶二聚体或第一或第二Cas9-核酸内切酶

的二聚体中的任何单体裂解。如图13和图15所例示的，所得到的“敲入”序列(“预期的5’连

接”)是与“基因组”和“载体”序列不同的序列，并且该“敲入”序列不具有可与gRNA1、gRNA2、

gRNA3或gRNA4中任何一个杂交的序列。

[0366] 在一些实施例中，本披露的方法进一步包括将第一引导多核苷酸引入细胞中，该

第一引导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并且包含第一引

导序列，其中该第一引导序列与包含区域1的TSC杂交，但不与该载体杂交。如图13和15所例

示的，第一引导序列(显示为“gRNA1”)与基因组靶DNA的非编码链上的区域1的一部分以及

区域1之外的几个核苷酸结合。gRNA1不与基因组或载体中的任何其他序列杂交。在一些实

施例中，第一引导多核苷酸通过与Cas9的结合结构域相互作用而与第一Cas9-核酸内切酶

二聚体的第一单体形成复合物。

[0367] 在一些实施例中，本披露的方法进一步包括将第二引导多核苷酸引入细胞中，该

第二引导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第二引导

序列，其中该第二引导序列与包含区域2的TSC杂交，但不与载体杂交。如图13和15所例示

的，第二引导序列(显示为“gRNA2”)与基因组靶DNA的编码链上的区域2的一部分结合。

gRNA2不与基因组或载体中的任何其他序列杂交。在一些实施例中，第二引导多核苷酸通过

与Cas9的结合结构域相互作用而与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物。

[0368] 在一些实施例中，本披露的方法进一步包括将第三引导多核苷酸引入细胞中，该

第三引导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包含第三引导

序列，其中该第三引导序列与包含区域2的TSV杂交，但不与该基因组杂交。如图13和15所例

示的，第三引导序列(显示为“gRNA3”)与载体中靶DNA的非编码链上的区域2的一部分以及

区域2之外的几个核苷酸结合。gRNA3不与基因组或载体中的任何其他序列杂交。在一些实

施例中，第三引导多核苷酸通过与Cas9的结合结构域相互作用而与第二Cas9-核酸内切酶

二聚体的第一单体形成复合物。

[0369] 在一些实施例中，本披露的方法进一步包括将第四引导多核苷酸引入细胞中，该

第四引导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第四引导

序列，其中该第四引导序列与包含区域1的TSC杂交，但不与该基因组杂交。如图13和15所例
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示的，第四引导序列(显示为“gRNA4”)与载体中靶DNA的编码链上的区域1的一部分结合。

gRNA4不与基因组或载体中的任何其他序列杂交。在一些实施例中，第四引导多核苷酸通过

与Cas9的结合结构域相互作用而与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物。

[0370] 在一些实施例中，引导多核苷酸能够与TSC和TSV两者结合。因此，在一些实施例

中，该方法进一步包括将第一引导多核苷酸引入细胞中，该第一引导多核苷酸与第一Cas9-

核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包含第一引导序列，其中该第一引导序列与

TSC和TSV杂交。

[0371] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第二引导多核苷酸引入细胞中，该第二引

导多核苷酸与第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第二引导序列，

其中该第二引导序列与TSC和TSV杂交。

[0372] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第三引导多核苷酸引入细胞中，该第三引

导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体形成复合物并包含第三引导序列，

其中该第三引导序列与TSC和TSV杂交。

[0373] 在一些实施例中，该方法进一步包括将第四引导多核苷酸引入细胞中，该第四引

导多核苷酸与第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体形成复合物并包含第四引导序列，

其中该第四引导序列与TSC和TSV杂交。

[0374] 在一些实施例中，第一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸是相同的。在一些实施

例中，第一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸是不同的。

[0375] 在一些实施例中，本披露的方法包括将第一、第二、第三和第四引导多核苷酸引入

细胞中。在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第一引导多核苷酸形

成复合物，并且第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第二引导多核苷酸形成复合物。

在一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第三引导多核苷酸形成复合

物，并且第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第四引导多核苷酸形成复合物。

[0376] 在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第一引导多核苷酸

形成复合物，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第二引导多核苷酸形成复合物，第

二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第三引导多核苷酸形成复合物，并且第二Cas9-核

酸内切酶二聚体的第二单体与第四引导多核苷酸形成复合物。在一些实施例中，第一和第

二引导多核苷酸将第一Cas9-核酸内切酶二聚体导向细胞染色体上的靶序列，第三和第四

引导多核苷酸将第二Cas9-核酸内切酶二聚体导向引入细胞中的载体上的靶序列。

[0377] 在一些实施例中，本披露的方法进一步包括将tracrRNA引入细胞中。在一些实施

例中，该引导多核苷酸包含crRNA/tracrRNA杂交体。在一些实施例中，该引导多核苷酸的

tracrRNA组分激活Cas9-核酸内切酶的Cas9。在一些实施例中，Cas9-核酸内切酶、引导多核

苷酸和tracrRNA能够形成复合物。在一些实施例中，该复合物包含Cas9-核酸内切酶、两个

引导多核苷酸和两个tracrRNA序列。在一些实施例中，Cas9-核酸内切酶、引导多核苷酸和

tracrRNA的复合物在自然界中不存在。

[0378] 在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第一引导多核苷酸

序列和tracrRNA序列形成复合物，并且第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第二引

导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物。在一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚

体的第一单体与第三引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物，并且第二Cas9-核酸
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内切酶二聚体的第二单体与第四引导多核苷酸序列和tracrRNA序列形成复合物。

[0379] 在一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第一引导多核苷酸

和tracrRNA形成复合物，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第二引导多核苷酸和

tracrRNA形成复合物，第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一单体与第三引导多核苷酸和

tracrRNA形成复合物，并且第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第二单体与第四引导多核苷酸

和tracrRNA形成复合物。在一些实施例中，第一引导多核苷酸和tracrRNA以及第二引导多

核苷酸和tracrRNA将第一Cas9-核酸内切酶二聚体导向细胞染色体上的靶序列，第三引导

多核苷酸和tracrRNA以及第四引导多核苷酸和tracrRNA将第二Cas9-核酸内切酶二聚体导

向引入细胞中的载体上的靶序列。

[0380] 在该方法的多个实施例中，将TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体作为编

码第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体的一种或多种多核苷酸引入细胞。在一些实施例中，

对编码TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核苷酸进行密码子优化以在真核

细胞中表达。在一些实施例中，对编码TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核

苷酸进行密码子优化以在哺乳动物细胞中表达。本文描述了密码子优化方法和技术。

[0381] 在一些实施例中，将TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体作为单个核酸分

子引入细胞中。在一些实施例中，编码TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核

苷酸在单个载体上。在一些实施例中，编码第一和第二Cas9-核酸内切酶二聚体、一个或多

个引导多核苷酸以及一个或多个tracrRNA序列的多核苷酸在单个载体上。在一些实施例

中，该载体是表达载体。在一些实施例中，该载体是真核表达载体。在一些实施例中，该载体

是哺乳动物表达载体。在一些实施例中，该载体是人类表达载体。在一些实施例中，该载体

是植物表达载体。

[0382] 在一些实施例中，编码TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体的多核苷酸在

多于一个载体上。在一些实施例中，编码TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体、一个

或多个引导多核苷酸以及一个或多个tracrRNA序列的多核苷酸在多于一个载体上。在一些

实施例中，这些载体是表达载体。在一些实施例中，这些载体是真核表达载体。在一些实施

例中，这些载体是哺乳动物表达载体。在一些实施例中，这些载体是人类表达载体。在一些

实施例中，这些载体是植物表达载体。

[0383] 在该方法的多个实施例中，该细胞是真核细胞。在一些实施例中，该真核细胞是动

物或人类细胞。在一些实施例中，该真核细胞是人类或啮齿动物或牛细胞系或者细胞株。此

类细胞、细胞系或细胞株的实例包括但不限于小鼠骨髓瘤(NSO)细胞系、中国仓鼠卵巢

(CHO)细胞系、HT1080、H9、HepG2、MCF7、MDBK  Jurkat、NIH3T3、PCI2、BHK(幼仓鼠肾细胞)、

VERO、SP2/0、YB2/0、Y0、C127、L细胞、COS(例如COS1和COS7)、QC1-3、HEK-293、VERO、PER.C6、

HeLA、EB1、EB2、EB3、溶瘤或杂交瘤细胞系。在一些实施例中，该真核细胞是CHO细胞系。在一

些实施例中，该真核细胞是CHO细胞。在一些实施例中，该细胞是CHO-K1细胞、CHO-K1  SV细

胞、DG44  CHO细胞、DUXB11  CHO细胞、CHOS、CHO  GS敲除细胞、CHO  FUT8  Gs敲除细胞、CHOZN

或CHO衍生的细胞。CHO  GS敲除细胞(例如，GSKO细胞)是例如CHO-K1  SV  GS敲除细胞。CHO 

FUT8敲除细胞是例如 CHOK1  SV(龙沙生物公司)。真核细胞也可以是鸟类细

胞、细胞系或细胞株，诸如像 细胞、EB14、EB24、EB26、EB66或EBvl3。

[0384] 在一些实施例中，该真核细胞是人类细胞。在一些实施例中，该人类细胞是干细
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胞。干细胞可以是例如多能干细胞，包括胚胎干细胞(ESC)、成年干细胞、诱导多能干细胞

(iPSC)、组织特异性干细胞(例如，造血干细胞)和间充质干细胞(MSC)。在一些实施例中，该

人类细胞是本文描述的任何细胞的分化形式。在一些实施例中，该真核细胞是源自培养物

中任何原代细胞的细胞。在一些实施例中，该细胞是干细胞或干细胞系。

[0385] 在一些实施例中，该真核细胞是肝细胞，诸如人肝细胞、动物肝细胞，或非实质细

胞。例如，该真核细胞可以是可培养代谢合格的人肝细胞、可培养感应诱导合格的人肝细

胞、可培养Qualyst  Transporter  CertifiedTM人肝细胞、悬浮合格的人肝细胞(包括10-供

体和20-供体合并的肝细胞)、人肝库普弗细胞、人肝星状细胞、狗肝细胞(包括单个和合并

的比格犬肝细胞)、小鼠肝细胞(包括CD-1和C57BI/6肝细胞)、大鼠肝细胞(包括Sprague-

Dawley、Wistar  Han和Wistar肝细胞)、猴肝细胞(包括食蟹猴或恒河猴肝细胞)、猫肝细胞

(包括家养短毛猫肝细胞)和兔肝细胞(包括新西兰白兔肝细胞)。

[0386] 在一些实施例中，该真核细胞是植物细胞。例如，该植物细胞可以是诸如木薯、玉

米、高粱、小麦或水稻的农作物的细胞。该植物细胞可以是藻类、树木或蔬菜的细胞。该植物

细胞可以是单子叶植物或双子叶植物的细胞，或者可以是农作物或谷物植物、生产植物、水

果或蔬菜的细胞。例如，该植物细胞可以是树木的细胞，该树木为例如柑橘属果树，诸如橘

子树、葡萄柚树或柠檬树；桃树或油桃树；苹果树或梨树；坚果树，诸如杏仁树或胡桃树或开

心果树；茄属植物，即，马铃薯；芸苔属植物，莴苣属植物；菠菜属植物；辣椒属植物；棉花、烟

草、芦笋、胡萝卜、卷心菜、西兰花、花椰菜、番茄、茄子、胡椒、莴苣、菠菜、草莓、蓝莓、覆盆

子、黑莓、葡萄、咖啡、可可等。

[0387] 在该方法的多个实施例中，通过递送颗粒、囊泡或病毒载体将能够在TSC中产生粘

性末端的第一Cas9-核酸内切酶二聚体和能够在TSV中产生粘性末端的第二Cas9-核酸内切

酶二聚体引入细胞。

[0388] 在一些实施例中，该TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体通过递送颗粒被

递送到细胞中。本文提供了递送颗粒的实例。在一些实施例中，该递送颗粒是基于脂质的系

统、脂质体、胶束、微囊泡、外来体或基因枪。在一些实施例中，该递送颗粒包含该Cas9-核酸

内切酶二聚体的全部两个单体。在一些实施例中，该递送颗粒包含全部两种Cas9-核酸内切

酶二聚体的全部两个单体。在一些实施例中，该递送颗粒包含Cas9-核酸内切酶和引导多核

苷酸。在一些实施例中，该递送颗粒包含Cas9-核酸内切酶和引导多核苷酸，其中Cas9-核酸

内切酶和引导多核苷酸以复合物存在。在一些实施例中，该递送颗粒包含编码Cas9-核酸内

切酶的多核苷酸、编码引导多核苷酸的多核苷酸和包含tracrRNA的多核苷酸。在一些实施

例中，该递送颗粒包含Cas9-核酸内切酶、引导多核苷酸和tracrRNA。在一些实施例中，该递

送颗粒包含第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体，第一、第二、第三和/或第四引导多核

苷酸以及tracrRNA。在一些实施例中，该递送颗粒包含编码一个或多个Cas9-内切核酸酶的

多核苷酸，编码第一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸的多核苷酸，以及编码tracrRNA的

多核苷酸。

[0389] 在一些实施例中，该递送颗粒还包含脂质、糖、金属或蛋白质。在一些实施例中，该

递送颗粒是脂质包膜。在一些实施例中，该递送颗粒是基于糖的颗粒，例如，GalNAc。在一些

实施例中，该递送颗粒是纳米颗粒。本文描述了纳米颗粒的实例。在美国专利公开号2011/

0293703、2012/0251560和2013/0302401以及美国专利号5,543,158、5,855 ,913、5,895 ,
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309、6,007,845和8,709,843中进一步描述了递送颗粒的制备，将其各自通过引用以其整体

并入本文。

[0390] 在一些实施例中，该TSV，第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体通过囊泡被递送

到细胞中。“囊泡”是细胞内具有被脂质双层包围的流体的小结构。本文提供了囊泡的实例。

在一些实施例中，该囊泡包含该Cas9-核酸内切酶二聚体的全部两个单体。在一些实施例

中，该囊泡包含全部两种Cas9-核酸内切酶二聚体的全部两个单体。在一些实施例中，该囊

泡包含Cas9-核酸内切酶和引导多核苷酸。在一些实施例中，该囊泡包含Cas9-核酸内切酶

和引导多核苷酸，其中该Cas9-核酸内切酶和引导多核苷酸以复合物存在。在一些实施例

中，该囊泡包含编码Cas9-核酸内切酶的多核苷酸、编码引导多核苷酸的多核苷酸和包含

tracrRNA的多核苷酸。在一些实施例中，该囊泡包含Cas9-核酸内切酶、引导多核苷酸和

tracrRNA。在一些实施例中，该囊泡包含第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体、第一、第

二、第三和/或第四引导多核苷酸以及tracrRNA。在一些实施例中，该囊泡包含编码一个或

多个Cas9-内切核酸酶的多核苷酸，编码第一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸的多核苷

酸，以及编码tracrRNA的多核苷酸。

[0391] 在一些实施例中，该囊泡是外泌体或脂质体。在一些实施例中，第一和/或第二

Cas9-核酸内切酶二聚体通过外泌体递送到细胞中。外泌体是内源性纳米囊泡(即，直径为

约30nm至约100nm)，可转运RNA和蛋白质，并且可将RNA递送至大脑和其他靶器官。例如，

Alvarez-Erviti等人，Nature  Biotechnology[自然生物学]29：341(2011)，E1-Andaloussi

等人，Nature  Protocols[自然实验手册]7：2112-2116(2012)，以及Wahlgren等人，Nucleic 

Acids  Research[核酸研究]40(17)：e130(2012)中描述了用于将内源性生物材料递送至靶

器官的工程化外泌体，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0392] 在一些实施例中，该TSV，第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体通过脂质体被递

送到细胞中。脂质体是具有至少一个脂质双层的球形囊泡结构，并且可以用作营养物和药

物施用的媒介物。脂质体通常由磷脂(特别是磷脂酰胆碱)以及其他脂质(诸如蛋磷脂酰乙

醇胺)组成。脂质体的类型包括但不限于多层囊泡、小单层囊泡、大单层囊泡和耳蜗囊泡。参

见，例如，Spuch和Navarro，“Liposomes  for  Targeted  Delivery  of  Active  Agents 

against  Neurodegenerative  Diseases(Alzheimer’s  Disease  and  Parkinson’s 

Disease)[用于抗神经退行性疾病(阿尔茨海默病和帕金森病)活性药物的靶向递送的脂质

体]”，Journal  of  Drug  Delivery[药物递送杂志]2011，文章ID  469679(2011)。例如，

Morrissey等人，Nature  Biotechnology[自然生物技术]23(8)：1002-1007(2005)，

Zimmerman等人，Nature  Letters[自然快报]441：111-114(2006)，以及Li等人，Gene 

Therapy[基因疗法]19：775-780(2012)描述了用于递送诸如CRISPR-Cas组分的生物材料的

脂质体，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0393] 在该方法的多个实施例中，该TSV、第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体通过病

毒载体被递送到细胞中。在一些实施例中，该病毒载体包含该Cas9-核酸内切酶二聚体的全

部两个单体。在一些实施例中，该病毒载体包含全部两种Cas9-核酸内切酶二聚体的全部两

个单体。在一些实施例中，该病毒载体包含TSV。在一些实施例中，该病毒载体包含Cas9-核

酸内切酶和引导多核苷酸。在一些实施例中，该病毒载体包含Cas9-核酸内切酶和引导多核

苷酸，其中该Cas9-核酸内切酶和引导多核苷酸以复合物存在。在一些实施例中，该病毒载
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体包含编码Cas9-核酸内切酶的多核苷酸、编码引导多核苷酸的多核苷酸和包含tracrRNA

的多核苷酸。在一些实施例中，该病毒载体包含第一和/或第二Cas9-核酸内切酶二聚体，第

一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸以及tracrRNA。在一些实施例中，该病毒载体包含编

码一个或多个Cas9-内切核酸酶的多核苷酸，编码第一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸

的多核苷酸，以及编码tracrRNA的多核苷酸。在一些实施例中，该病毒载体包含TSV，编码一

个或多个Cas9-内切核酸酶的多核苷酸，编码第一、第二、第三和/或第四引导多核苷酸的多

核苷酸以及编码tracrRNA的多核苷酸。

[0394] 在一些实施例中，该病毒载体是腺病毒、慢病毒或腺相关病毒载体。本文提供了病

毒载体的实例。使用腺相关病毒(AAV)和慢病毒载体的病毒转导(可以局部、靶向或全身施

用)已被用作体内基因疗法的递送方法。在本披露的多个实施例中，该Cas蛋白由转导的细

胞在细胞内表达。

[0395] 在一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者包含核定位信号。在

一些实施例中，第一Cas9-核酸内切酶二聚体的第一、第二单体或两者包含核定位信号。在

一些实施例中，第二Cas9-核酸内切酶二聚体的第一、第二单体或两者包含核定位信号。在

一些实施例中，第一、第二Cas9-核酸内切酶二聚体或两者的第一、第二单体或两者均包含

核定位信号。本文描述了核定位信号(“NLS”)。示例性核定位序列包括但不限于来自以下的

NLS：SV40大T抗原、核质蛋白、EGL-13、c-Myc和TUS蛋白。在一些实施例中，该NLS包含

PKKKRKV(SEQ  ID  NO：1)序列。在一些实施例中，该NLS包含AVKRPAATKKAGQAKKKKLD(SEQ  ID 

NO：2)序列。在一些实施例中，该NLS包含PAAKRVKLD(SEQ  ID  NO：3)序列。在一些实施例中，

该NLS包含MSRRRK  ANPTKL  SENAKKL  AKEVEN(SEQ  ID  NO：4)序列。在一些实施例中，该NLS包

含KLKIKRPVK(SEQ  ID  NO：5)序列。其他核定位序列包括但不限于hnRNP  A1的酸性M9结构

域、酵母转录抑制子Matα2中的序列KIPIK(SEQ  ID  NO：6)和PY-NLS。

[0396] 无缝诱变的方法

[0397] 在一些实施例中，本披露提供了一种无缝修饰细胞中靶多核苷酸序列中一个或多

个核苷酸的方法。“无缝诱变”是指定点诱变(即，一个或多个核苷酸的取代、缺失或插入)而

没有任何其他附近变化，诸如存在用于引入突变的可选择基因。在蛋白质编码区域进行诱

变的无缝DNA工程是有利的，因为在诱变步骤中引入的任何外来序列都可能干扰蛋白质表

达。本披露提供了使用两步选择/反向选择策略的无缝诱变，这种策略首先涉及在靶位点插

入诸如伴有反向可选择基因的抗生素抗性基因之类的可选择盒。然后，随后通过对通常涉

及小分子(诸如链霉素或糖)施用的反向可选择基因进行选择，用希望的序列将该盒无缝替

换。反向选择性标记的流行选项包括sacB、rpsL，以及可以在正确的宿主背景下同时针对其

进行选择的标记，包括galK、thyA和tolC。先前的无缝诱变方法描述于例如Wang等人，

“Improved  seamless  mutagenesis  by  recombineering  using  ccdB  for 

counterselection[通过使用ccdB进行反向选择的重组进行改进的无缝诱变]”，Nucleic 

Acids  Research[核酸研究]42(5)：e37(2014)；Zhang等人，“A  new  logic  for  DNA 

engineering  using  recombination  in  Escherichia  coli[在大肠杆菌中使用重组进行

DNA工程的新逻辑]”，Nature  Genetics[自然遗传学]20(2)：123-128(1998)；Westenberg等

人，“Counter-selection  recombineering  of  the  baculovirus  genome：a  strategy  for 

seamless  modification  of  repeat-containing  BACs[杆状病毒基因组的反向选择重组：
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含重复序列的BAC的无缝修饰策略]”，Nucleic  Acids  Research[核酸研究]38：e166

(2010)；Wong等人，“Efficient  and  seamless  DNA  recombineering  using  a 

thymidylate  synthase  A  selection  system  in  Escherichia  coli[在大肠杆菌中使用

胸苷酸合酶A选择系统进行高效无缝的DNA重组工程]”，Nucleic  Acids  Research[核酸研

究]33：e59(2005)，将其各自通过引用以其整体并入本文。

[0398] 在一些实施例中，本披露提供了一种修饰细胞中靶多核苷酸序列中一个或多个核

苷酸的方法，该方法包括：(1)将包含插入盒(IC)的载体引入细胞中，该IC沿5’至3’方向包

含：(a)与靶多核苷酸序列的一部分同源的第一区域，(b)包含靶多核苷酸序列中的一个或

多个核苷酸的突变的第二区域，(c)第一核酸酶结合位点，(d)编码标记基因的多核苷酸序

列，(e)第二核酸酶结合位点，(f)包含靶多核苷酸序列中的一个或多个突变中的一个突变

的第三区域，以及(g)与靶多核苷酸序列的一部分同源的第四区域，其中第一区域和第四区

域与它们在该靶多核苷酸序列中相应部分95％-100％相同；(2)通过同源重组将IC插入靶

多核苷酸序列以产生第一经修饰的靶多核苷酸；(3)选择表达该标记基因的细胞；(4)使该

第一经修饰的靶多核苷酸经受位点特异性核酸酶处理以产生具有粘性末端的第二经修饰

的靶多核苷酸；以及(5)使该具有粘性末端的第二经修饰的靶多核苷酸经受连接酶处理，其

中该连接酶在该第二区域和该第三区域处连接这些粘性末端以产生连接的经修饰的靶核

酸，当与该靶多核苷酸序列相比时，该连接的经修饰的靶核酸包含一个或多个经修饰的核

苷酸。

[0399] 在一些实施例中，靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的修饰是核苷酸取代，即，

单个核苷酸取代或多个核苷酸取代。靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的修饰可导致由

多核苷酸编码的多肽序列的改变。靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的修饰还可导致细

胞中下游多核苷酸序列的表达的失活。例如，下游序列失活，使得该序列不被转录，不产生

编码的蛋白质，或者该序列不像野生型序列那样起作用。在一些实施例中，该靶多核苷酸序

列是调节序列。在一些实施例中，调节序列可能会失活，使得它不再作为调节序列起作用。

本文描述了调节序列的实例。

[0400] 通过无缝诱变修饰细胞中靶多核苷酸序列中的一个或多个核苷酸的方法利用到

插入盒。在一些实施例中，该插入盒(IC)存在于载体上。本文提供了载体的实例。本文所述

的IC包括：

[0401] (i)与该靶多核苷酸序列的一部分同源的第一区域，

[0402] (ii)其包含靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的突变的第二区域，

[0403] (iii)第一核酸酶结合位点，

[0404] (iv)编码标记基因的多核苷酸序列，

[0405] (v)第二核酸酶结合位点

[0406] (vi)包含靶多核苷酸序列中一个或多个核苷酸的突变的第三区域，以及

[0407] (vii)与靶多核苷酸序列的一部分同源的第四区域，其中第一区域和第四区域与

它们在该靶多核苷酸序列中的相应部分95％-100％相同。

[0408] 图28显示了示例性IC。在图28中，该IC在5’至3’(相对于双链DNA的“顶部”或“编

码”链)方向包含：第一核酸酶切割位点、第一核酸酶结合位点、抗性标记、第二核酸酶结合

位点和第二核酸酶切割位点。第一和第二核酸酶切割位点包含靶多核苷酸序列内的希望的
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核苷酸突变。

[0409] 如图27所示，“同源臂”(“HA”)存在于第一核酸酶切割位点的上游和第二核酸酶切

割位点的下游。该“同源臂”包括与靶多核苷酸序列的一部分同源的区域。在一些实施例中，

与靶多核苷酸序列的一部分同源的IC的第一区域包含第一核酸酶切割位点上游的HA。在一

些实施例中，与靶多核苷酸序列的一部分同源的IC的第四区域包含第二核酸酶切割位点下

游的HA。

[0410] 在一些实施例中，该IC包含与靶多核苷酸序列的一部分同源的第一区域。在一些

实施例中，该IC包含与靶多核苷酸序列的一部分同源的第四区域。在一些实施例中，该IC中

的第一和第四区域与它们在该靶多核苷酸序列中的相应部分分别具有至少70％、至少

75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、分别至少97％、至少98％、至少

99％或100％的序列同一性。在一些实施例中，该IC中的第一和第四区域的HA具有约10至

5000个碱基对、约20至2000个碱基对、或约50至1750个碱基对、或约100至1500个碱基对、或

约200至1250个碱基对、或约300至1000个碱基对、或约400至约750个碱基对、或约500至600

个碱基对。在一些实施例中，该IC中的第一和第四区域的HA具有约5、约10、约20、约30、约

40、约50、约100、约250、约500、约100、约1250、约1500、约1750、约2000、约2250或约2500个

碱基对。

[0411] 在一些实施例中，该IC包含第二区域，该第二区域包含靶多核苷酸序列中一个或

多个核苷酸的突变。在一些实施例中，该IC包含第三区域，该第三区域包含靶多核苷酸序列

中一个或多个核苷酸的突变。如图28和29所示，该核酸酶切割位点包含靶多核苷酸序列内

一个或多个核苷酸的突变。在一些实施例中，该核酸酶切割位点是任何合适的核酸酶的裂

解位点。例如，该核酸酶切割位点可以是限制性内切酶的裂解位点，诸如像HindIII、BamHI、

EcoRI、BbvI、FokI、MmeI等。在一些实施例中，该IC的第二区域包含含有希望的突变的第一

核酸酶切割位点。在一些实施例中，该IC的第三区域包含含有希望的突变的第二核酸酶切

割位点。在一些实施例中，该IC的第二和第三区域相同或基本相同。

[0412] 在一些实施例中，该IC包含第一和第二核酸酶结合位点。该核酸酶结合位点可以

是任何合适的核酸酶的结合位点。例如，限制酶、锌指核酸酶、TALEN(转录激活剂样核酸内

切酶)或Cas9的核酸酶结合位点。例如，如果该核酸酶是Cas9，则可以将引导RNA设计为与

PAM上游(即，相对于相关DNA链的5’)的任何序列杂交。因此，在一些实施例中，该核酸酶结

合位点在PAM的上游。在一些实施例中，第一和第二核酸酶结合位点相同或基本相同。

[0413] 在一些实施例中，该IC包含编码标记基因的多核苷酸。“标记”基因用于确定核酸

序列是否已被成功插入靶序列。标记基因可以是选择性标记(例如，抗性或选择标记)或可

筛选标记(例如，荧光或比色标记)。

[0414] 抗性/选择标记的非限制性实例包括：抗生素抗性基因(例如，氨苄青霉素抗性基

因、卡那霉素抗性基因等)和其他抗生素抗性基因；营养缺陷型标记(例如URA3、HIS3)和/或

其他宿主细胞选择标记；促进向供体核酸内插入的核酸，例如，转座酶和反向重复序列，诸

如用于转位到支原体基因组中；支持宿主细胞中复制和分离的核酸，诸如自主复制序列

(ARS)或着丝粒序列(CEN)。

[0415] 可筛选标记将使含有标记基因的细胞看起来不同。可筛选标记的非限制性实例包

括：绿色荧光蛋白(GFP)及其变体(例如，黄色荧光蛋白、红色荧光蛋白等)；β-葡萄糖醛酸
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酶，用于GUS分析中通过将其染成蓝色来检测细胞；以及X-gal，用于本领域技术人员熟知的

蓝/白筛选中。

[0416] 表达标记基因的细胞的选择方法因所使用的标记而异。例如，若使用抗生素抗性

标记，则选择包括在含有抗生素的培养基中培养细胞群并收集存活的细胞。若使用可筛选

标记(诸如GFP)，则选择涉及收集绿色的细胞。细胞收集可以，例如，通过从培养板手动挑选

菌落，或通过使用流式细胞仪进行分选(例如，荧光激活细胞分选(FACS))来进行。

[0417] 在无缝诱变的方法的多个实施例中，该方法的第一步包括将包含IC的载体引入细

胞中。可以使用本领域常规方法(诸如像转染、转导、细胞融合和脂质转染)将该载体引入细

胞中。本文进一步描述了将载体引入细胞中。

[0418] 在无缝诱变的方法的多个实施例中，该方法的第二步包括通过同源重组将IC插入

靶多核苷酸序列中以产生第一经修饰的靶多核苷酸。如图27所示，通过同源重组将抗性盒

插入靶多核苷酸序列中(如“GATC”序列任一侧的叉所示)。如本文所述，对于特定的同源重

组，该载体将包含与染色体序列具有同源性的足够长的区域(即，IC中的第一和第四区域)，

以允许载体与染色体的互补结合和掺入染色体。如本文所述，更长的同源性区域和更大程

度的序列相似性可提高同源重组的效率。

[0419] 在无缝诱变的方法的多个实施例中，该方法的第三步包括选择表达标记基因的细

胞。如本文所述，选择表达标记基因的细胞的方法取决于选择标记。本文描述了选择方法以

及各种类型的标记基因。

[0420] 在无缝诱变的方法的多个实施例中，该方法的第四步包括使第一经修饰的靶多核

苷酸(即，从上述步骤(2)产生的第一经修饰的靶多核苷酸)经过位点特异性核酸酶处理以

产生具有粘性末端的第二经修饰的靶多核苷酸。在一些实施例中，粘性末端在IC的第二和

第三区域中。位点特异性核酸酶可以是产生粘性末端的任何位点特异性核酸酶，包括但不

限于限制性内切酶、本文所述的Cas9-核酸内切酶或本文所述的stiCas9。在一些实施例中，

该核酸酶产生包含粘性末端的双链DNA断裂。在一些实施例中，该位点特异性核酸酶对于该

细胞而言是外源性的，即，该位点特异性核酸酶不是天然存在于该细胞中。在一些实施例

中，将该位点特异性核酸酶引入细胞中。在一些实施例中，将该位点特异性核酸酶作为编码

位点特异性核酸酶的多核苷酸引入细胞中。本文描述了引入多核苷酸(诸如像载体)的方

法，包括例如转染、转导、细胞融合和脂质转染。在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是重

组位点特异性核酸酶。如本文所述，重组蛋白质是指不是产生它们的细胞所固有的蛋白质，

或具有由已知自然界中不存在的遗传物质的新组合产生的序列的蛋白质，诸如像由引入细

胞中的外源性核酸表达的蛋白质。在一些实施例中，该重组位点特异性核酸酶由非细胞固

有核酸表达。

[0421] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是Cas9效应蛋白。本文描述了Cas9蛋白。在

一些实施例中，该Cas9效应蛋白是II-B型Cas9。本文描述了II-B型Cas9蛋白，并且这些II-B

型Cas9蛋白能够产生粘性末端。如本文所述，鉴定了II-B型CRISPR系统，尤其是通过cas操

纵子上cas4基因的存在来鉴定，并且II-B  Cas9蛋白属于TIGR03031  TIGRFAM蛋白家族。因

此，在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是TIGR03031  TIGRFAM蛋白家族的核苷酸。在一

些实施例中，该位点特异性核酸酶包含以1E-5的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家族的结构

域。在一些实施例中，该位点特异性核酸酶包含以1E-10的E值截止值匹配TIGR03031蛋白家

说　明　书 55/68 页

67

CN 111448313 A

67



族的结构域。在多个细菌物种中发现了II-B型CRISPR系统，诸如像嗜肺军团菌、新凶手弗朗

西斯菌、γ变形菌HTCC5015、人粪便副萨特氏菌、华德萨特氏菌、硫磺单胞菌属物种SCADC、

瘤胃杆菌属物种RM87、伯克霍尔德氏菌目细菌1_1_47、拟杆菌门口腔分类群274菌株F0058、

产琥珀酸沃廉氏菌、伯克霍尔德氏菌目细菌YL45、嗜淀粉瘤胃杆菌、弯曲杆菌属物种P0111、

弯曲杆菌属物种RM9261、拉尼尔弯曲杆菌菌株RM8001、拉尼尔弯曲杆菌菌株P0121、鼠毛滴

虫、伦敦军团菌、沙姆盐弧菌、钩端螺旋体属物种分离株FW.030、莫里特拉氏菌属物种分离

株NORP46、内生单胞菌属物种S-B4-1U、喜盐泰米尔纳德菌、需钠弧菌、斯氏弓形杆菌、蜃楼

弗朗西斯氏菌、西班牙弗朗西斯氏菌或嗜盐副内生单胞菌。

[0422] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是Cas9-核酸内切酶融合蛋白。本文描述了

Cas9-核酸内切酶蛋白。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含Cas9的DNA-靶

向结构域和核酸内切酶的核酸酶结构域。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白中

的核酸内切酶是IIS型核酸内切酶。本文提供了IIS型核酸内切酶的实例，这些实例包括：

BbvI、BgcI、BfuAI、BmpI、BspMI、CspCI、FokI、MboII、MmeI、NmeAIII和PleI。在一些实施例

中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白中的核酸内切酶是FokI。由FokI进行的DNA裂解仅在两个

FokI单体二聚化时发生。DNA的FokI裂解产生具有4个碱基对突出端的粘性末端。

[0423] 在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含经修饰的Cas9。本文中描述了

经修饰的Cas9，并且包含无催化活性的Cas9和具有切口酶活性的Cas9。在一些实施例中，该

经修饰的Cas9是无催化活性的Cas9(“deadCas9”)。无催化活性的Cas9不能裂解DNA(即，

Cas9的裂解结构域失活)；然而，它们通过与引导多核苷酸(例如，引导RNA)形成复合物而保

留了靶向核酸序列的能力。本文描述了无催化活性的Cas9。在一些实施例中，无催化活性的

Cas9相对于野生型Cas9包含双氨基酸取代。在一些实施例中，该双氨基酸取代是D10A和

H840A。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含无催化活性的Cas9，并且该核酸

内切酶是FokI。

[0424] 在一些实施例中，该经修饰的Cas9是具有切口酶活性的Cas9(“Cas9切口酶”或

“Cas9n”)。Cas9切口酶仅能够裂解双链DNA的一条链(即，“切口”该DNA)。本文描述了Cas9切

口酶。在一些实施例中，Cas9切口酶包含相对于野生型Cas9的单个氨基酸取代。在一些实施

例中，该单个氨基酸取代是D10A(“Cas9n(D10A)”)。在一些实施例中，该单个氨基酸取代是

H840A(“Cas9n(H840A)”)。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含具有切口酶活

性的Cas9，并且该核酸内切酶是FokI。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融合蛋白包含

具有D10A突变的Cas9，并且该核酸内切酶是FokI。在一些实施例中，该Cas9-核酸内切酶融

合蛋白包含具有H840A突变的Cas9，并且该核酸内切酶是FokI。

[0425] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是Cpf1。Cpf1(着丝粒和启动子因子1)是在

CRISPR/Cpf1系统中发现的能够产生粘性末端的单RNA引导的核酸内切酶。CRISPR/Cpf1系

统类似于CRISPR/Cas9系统。但是，Cas9和Cpf1之间存在几个显著差异。Cpf1不利用

tracrRNA。Cpf1蛋白识别与Cas9不同的PAM序列。Cpf1的PAM序列是富含5’T的基序，诸如像

5’-TTTN-3’，其中N是A、T、C或G。Cpfl在与Cas9不同的位点进行裂解。Cas9在与PAM相邻的序

列裂解，而Cpfl在远离PAM的序列裂解。Cp1蛋白在例如国外专利公开GB  1506509.7、美国专

利号9,580,701、美国专利公开2016/0208243和Zetsche等人，“Cpf1  Is  a  Single  RNA-

Guided  Endonuclease  of  a  Class  2  CRISPR-Cas  System[Cpf1是2类CRISPR-Cas系统的
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单RNA引导核酸内切酶]”，Cell[细胞]163(3)：759-771(2015)中进一步描述，将其各自通过

引用以其整体并入本文。

[0426] 在一些实施例中，该位点特异性核酸酶是Cas9、Cpf1或Cas9-FokI。

[0427] 在一些实施例中，由该位点特异性核酸酶产生的粘性末端包含5’突出端。在一些

实施例中，由该位点特异性核酸酶产生的粘性末端包含3’突出端。在一些实施例中，该位点

特异性核酸酶产生包含具有3至40个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实施例中，

该位点特异性核酸酶产生包含具有4至30个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实

施例中，该位点特异性核酸酶产生包含具有5至20个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在

一些实施例中，该位点特异性核酸酶产生包含具有约5个核苷酸、约10个核苷酸、约15个核

苷酸、约20个核苷酸、约25个核苷酸或约30个核苷酸的单链多核苷酸的粘性末端。在一些实

施例中，deadCas9-FokI二聚体产生包含4-核苷酸5’突出端的粘性末端。在一些实施例中，

Cas9n(D10A)-FokI二聚体产生包含27-核苷酸5’突出端的粘性末端。在一些实施例中，Cas9
(H840A)-FokI二聚体产生包含23-核苷酸3’-突出端的粘性末端。

[0428] 在该方法的多个实施例中，该方法的第五步包括使该具有粘性末端的第二经修饰

的靶多核苷酸经受连接酶处理，其中该连接酶在该第二区域和该第三区域处连接这些粘性

末端以产生连接的经修饰的靶核酸，当与该靶多核苷酸序列相比时，该连接的经修饰的靶

核酸包含一个或多个经修饰的核苷酸。连接酶是通过形成化学键来催化两个或更多个核酸

片段的结合的酶。在一些实施例中，连接酶通过催化磷酸二酯键的形成将两个或更多个DNA

片段连接在一起。可以使用任何合适的连接酶，并且可以由本领域技术人员确定该合适的

连接酶。连接酶的非限制性实例包括：大肠杆菌连接酶、来自噬菌体T4的T4  DNA连接酶、DNA

连接酶I、DNA连接酶II、DNA连接酶III、DNA连接酶IV，以及热稳定的连接酶，诸如

DNA连接酶。连接酶可以连接平端或粘性末端。在一些实施例中，该连接酶连

接粘性末端。在一些实施例中，该连接酶需要ATP以便连接DNA片段。

[0429] 在一些实施例中，该连接酶对于该细胞而言是外源性的，即，该连接酶不是天然存

在于该细胞中。在一些实施例中，将该连接酶引入这些细胞中。在一些实施例中，将该连接

酶作为编码连接酶的多核苷酸引入细胞中。本文描述了引入多核苷酸(诸如像载体)的方

法。在一些实施例中，该连接酶是重组连接酶，即，从非细胞固有的核酸表达的连接酶。

[0430] 在一些实施例中，当与靶多核苷酸序列相比时，连接的经修饰的靶核酸包含一个

或多个经修饰的核苷酸，但不包含标记基因或靶多核苷酸序列上游或下游的任何其他核苷

酸，即，该靶多核苷酸序列产生无缝突变。

[0431] 在该方法的多个实施例中，在第三步之后，从细胞中分离出第一经修饰的靶核酸。

从细胞中分离核酸的方法是本领域熟知的方法，并且包括例如苯酚/氯仿萃取、低pH/高盐

条件下沉淀和固相萃取。可以使用可商购的用于分离核酸的试剂盒，诸如凯杰公司

(QIAGEN)小量制备试剂盒、伯乐公司(Bio-Rad)Quantum 小量制备试剂盒和酶研究公

司(Zymo  Research)ZYMOPURE质粒小量制备试剂盒。

[0432] 在该方法的多个实施例中，在第三骤之后，第一经修饰的靶核酸在该细胞中，即，

没有从细胞中分离该核酸。在一些实施例中，该方法的步骤(1)-(5)在同一细胞内进行。在

一些实施例中，该方法的组分被引入细胞中。在一些实施例中，将包含插入盒、位点特异性

核酸酶和连接酶的载体引入细胞中。本文描述了将载体和蛋白质引入细胞的方法，这些方
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法包含例如经由递送颗粒、囊泡和/或载体(包括病毒载体)的递送。

[0433] 在该方法的多个实施例中，该靶多核苷酸序列处于质粒中。本文描述了多种质粒

及其实例。在一些实施例中，含有靶多核苷酸序列的质粒是天然细菌质粒(即，在细菌细胞

中天然存在的质粒)。在一些实施例中，含有靶多核苷酸序列的质粒是引入细胞中的外源质

粒。在一些实施例中，该细胞是细菌细胞。在一些实施例中，该质粒是工程化的质粒。在一些

实施例中，对质粒中一个或多个核苷酸的修饰导致经修饰的细胞行为。该经修饰的行为可

以是经修饰的蛋白质的表达、一种或多种蛋白质的更高或更低水平的表达、对抗生素的增

加的抗性或易感性、对小分子和/或蛋白质的改变的反应、小分子和/或蛋白质的产生的改

变等。

[0434] 在该方法的多个实施例中，该靶多核苷酸序列处于染色体中。该染色体可以是原

核染色体或真核染色体。在一些实施例中，该染色体是真核细胞的染色体。在一些实施例

中，该染色体是人类细胞的染色体。在一些实施例中，该染色体是动物细胞的染色体。在一

些实施例中，该染色体是植物细胞的染色体。在一些实施例中，对染色体中一个或多个核苷

酸的修饰导致经修饰的细胞行为。该经修饰的行为可以是经修饰的蛋白质的表达、一种或

多种蛋白质的更高或更低水平的表达、对抗生素的增加的抗性或易感性、对小分子和/或蛋

白质的改变的反应、小分子和/或蛋白质的产生的改变等。

[0435] 工程化的引导RNA(sgRNA)

[0436] 在一些实施例中，本披露提供了与stiCas9蛋白形成复合物的工程化的引导RNA，

该工程化的引导RNA包含：(a)能够与真核细胞中的靶序列杂交的引导序列；以及(b)能够与

Cas9蛋白结合的tracrRNA序列，其中该tracrRNA与天然存在的tracrRNA序列的差异为至少

10个核苷酸，其中该工程化引导RNA提高了该Cas9蛋白的核酸酶效率。

[0437] 如本文所述，在一些实施例中，引导多核苷酸(例如，引导RNA)与Cas9蛋白形成复

合物，即，在一些实施例中，引导多核苷酸与Cas9结合。在一些实施例中，该引导多核苷酸的

DNA结合区段与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交。

[0438] 在一些实施例中，该引导多核苷酸是10至150个核苷酸。在一些实施例中，该引导

多核苷酸是20至120个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是30至100个核苷酸。在一

些实施例中，该引导多核苷酸是40至80个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是50至

60个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是10至35个核苷酸。在一些实施例中，该引

导多核苷酸是15至30个核苷酸。在一些实施例中，该引导多核苷酸是20至25个核苷酸。

[0439] 可以将引导多核苷酸作为分离的分子(例如，RNA分子)引入靶细胞中，或使用包含

编码引导多核苷酸的DNA的表达载体将其引入细胞中。

[0440] 天然存在的CRISPR系统利用crRNA和tracrRNA，其中crRNA包含与靶序列互补的区

域，tracrRNA与Cas9蛋白结合并且与crRNA杂交。crRNA/tracrRNA杂交体形成RNA二级结构，

该RNA二级结构可允许crRNA部分与靶序列结合以及tracrRNA部分与Cas9蛋白结合。RNA二

级结构的非限制性实例包括螺旋、茎环和假结。在一些实施例中，该Cas9蛋白识别crRNA/

tracrRNA杂交体中的至少一个茎环用于结合。

[0441] 在工程化的CRISPR-Cas系统诸如像本披露的CRISPR-Cas系统中，利用既可以与靶

序列互补又可以与Cas9蛋白结合的单个引导多核苷酸可能是有利的。因此，在一些实施例

中，本披露提供了非天然存在的CRISPR-Cas系统，该系统包含能够产生粘性末端的Cas9效
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应蛋白(stiCas9)；以及与stiCas9形成复合物并包含引导序列的引导多核苷酸，其中该引

导序列能够与真核细胞中的靶序列杂交，但不与细菌细胞中的序列杂交；其中该复合物在

自然界中不存在，并且其中该系统不包含tracrRNA。在一些实施例中，该引导多核苷酸形成

至少一种二级结构。在一些实施例中，该至少一种二级结构是茎环、螺旋或假结中的一种。

[0442] 为改善对Cas9蛋白的结合亲和力和/或增加对靶序列的靶向效率，优化本文所述

的工程化的引导多核苷酸可能是有利的。参见，例如，Dang等人，Genome  Biology[基因组生

物学]16：280(2015)；Nowak等人，Nucleic  Acids  Res[核酸研究]44(20)：9555-9564

(2016)；以及Vejnar等人，Cold  Spring  Harb  Protoc[冷泉港实验手册]，doi：10.110l/

pdb.top090894(2016)。在一些实施例中，该工程化的引导多核苷酸，例如，引导RNA，比天然

存在的crRNA和tracrRNA的组合更短。在一些实施例中，该工程化的引导RNA比天然存在的

crRNA和tracrRNA的组合短至少5个核苷酸、短至少6个核苷酸、短至少7个核苷酸、短至少8

个核苷酸、短至少8个核苷酸、短至少9个核苷酸、短至少10个核苷酸、至少短11个核苷酸、短

至少12个核苷酸、短至少13个核苷酸、短至少14个核苷酸、短至少15个核苷酸、短至少16个

核苷酸、短至少17个核苷酸、短至少18个核苷酸、短至少19个核苷酸、短至少20个核苷酸、短

至少21个核苷酸、短至少22个核苷酸、短至少23个核苷酸、短至少24个核苷酸、短至少25个

核苷酸、短至少26个核苷酸、短至少27个核苷酸、短至少28个核苷酸、短至少29个核苷酸或

短至少30个核苷酸。

[0443] 在一些实施例中，该tracrRNA序列比天然存在的tracrRNA序列短至少5个核苷酸、

短至少6个核苷酸、短至少7个核苷酸、短至少8个核苷酸、短至少8个核苷酸、短至少9个核苷

酸、短至少10个核苷酸、至少短11个核苷酸、短至少12个核苷酸、短至少13个核苷酸、短至少

14个核苷酸、短至少15个核苷酸、短至少16个核苷酸、短至少17个核苷酸、短至少18个核苷

酸、短至少19个核苷酸、短至少20个核苷酸、短至少21个核苷酸、短至少22个核苷酸、短至少

23个核苷酸、短至少24个核苷酸、短至少25个核苷酸、短至少26个核苷酸、短至少27个核苷

酸、短至少28个核苷酸、短至少29个核苷酸或短至少30个核苷酸。

[0444] 在一些实施例中，该工程化的引导多核苷酸比天然存在的crRNA和tracrRNA的组

合短5个核苷酸至40个核苷酸、短6个核苷酸至40个核苷酸、短7个核苷酸至40个核苷酸、短8

个核苷酸至40个核苷酸、短9个核苷酸至40个核苷酸、短10个核苷酸至40个核苷酸、短11个

核苷酸至40个核苷酸、短12个核苷酸至40个核苷酸、短13个核苷酸至40个核苷酸、短14个核

苷酸至40个核苷酸、短15个核苷酸至40个核苷酸、短16个核苷酸至40个核苷酸、短17个核苷

酸至40个核苷酸、短18个核苷酸至40个核苷酸、短19个核苷酸至40个核苷酸、短20个核苷酸

至40个核苷酸、短21个核苷酸至40个核苷酸、短22个核苷酸至40个核苷酸、短23个核苷酸至

40个核苷酸、短24个核苷酸至40个核苷酸、短25个核苷酸至40个核苷酸、短26个核苷酸至40

个核苷酸、短27个核苷酸至40个核苷酸、短28个核苷酸至40个核苷酸、短29个核苷酸至40个

核苷酸、短30个核苷酸至40个核苷酸、短31个核苷酸至40个核苷酸、短32个核苷酸至40个核

苷酸、短33个核苷酸至40个核苷酸、短34个核苷酸至40个核苷酸、短35个核苷酸至40个核苷

酸、短36个核苷酸至40个核苷酸、短37个核苷酸至40个核苷酸、短38个核苷酸至40个核苷酸

或短39个核苷酸至40个核苷酸。

[0445] 在一些实施例中，该工程化的tracrRNA比天然存在的tracrRNA短5个核苷酸至40

个核苷酸、短6个核苷酸至40个核苷酸、短7个核苷酸至40个核苷酸、短8个核苷酸至40个核
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苷酸、短9个核苷酸至40个核苷酸、短10个核苷酸至40个核苷酸、短11个核苷酸至40个核苷

酸、短12个核苷酸至40个核苷酸、短13个核苷酸至40个核苷酸、短14个核苷酸至40个核苷

酸、短15个核苷酸至40个核苷酸、短16个核苷酸至40个核苷酸、短17个核苷酸至40个核苷

酸、短18个核苷酸至40个核苷酸、短19个核苷酸至40个核苷酸、短20个核苷酸至40个核苷

酸、短21个核苷酸至40个核苷酸、短22个核苷酸至40个核苷酸、短23个核苷酸至40个核苷

酸、短24个核苷酸至40个核苷酸、短25个核苷酸至40个核苷酸、短26个核苷酸至40个核苷

酸、短27个核苷酸至40个核苷酸、短28个核苷酸至40个核苷酸、短29个核苷酸至40个核苷

酸、短30个核苷酸至40个核苷酸、短31个核苷酸至40个核苷酸、短32个核苷酸至40个核苷

酸、短33个核苷酸至40个核苷酸、短34个核苷酸至40个核苷酸、短35个核苷酸至40个核苷

酸、短36个核苷酸至40个核苷酸、短37个核苷酸至40个核苷酸、短38个核苷酸至40个核苷酸

或短39个核苷酸至40个核苷酸。

[0446] 在一些实施例中，该工程化的引导多核苷酸，例如，引导RNA，比天然存在的crRNA

和tracrRNA的组合更长。在一些实施例中，该工程化的引导RNA比天然存在的crRNA和

tracrRNA的组合长至少5个核苷酸、长至少6个核苷酸、长至少7个核苷酸、长至少8个核苷

酸、长至少8个核苷酸、长至少9个核苷酸、长至少10个核苷酸、至少长11个核苷酸、长至少12

个核苷酸、长至少13个核苷酸、长至少14个核苷酸、长至少15个核苷酸、长至少16个核苷酸、

长至少17个核苷酸、长至少18个核苷酸、长至少19个核苷酸、长至少20个核苷酸、长至少21

个核苷酸、长至少22个核苷酸、长至少23个核苷酸、长至少24个核苷酸、长至少25个核苷酸、

长至少26个核苷酸、长至少27个核苷酸、长至少28个核苷酸、长至少29个核苷酸或长至少30

个核苷酸。

[0447] 在一些实施例中，该tracrRNA序列比天然存在的tracrRNA序列长至少5个核苷酸、

长至少6个核苷酸、长至少7个核苷酸、长至少8个核苷酸、长至少8个核苷酸、长至少9个核苷

酸、长至少10个核苷酸、至少长11个核苷酸、长至少12个核苷酸、长至少13个核苷酸、长至少

14个核苷酸、长至少15个核苷酸、长至少16个核苷酸、长至少17个核苷酸、长至少18个核苷

酸、长至少19个核苷酸、长至少20个核苷酸、长至少21个核苷酸、长至少22个核苷酸、长至少

23个核苷酸、长至少24个核苷酸、长至少25个核苷酸、长至少26个核苷酸、长至少27个核苷

酸、长至少28个核苷酸、长至少29个核苷酸或长至少30个核苷酸。

[0448] 在一些实施例中，该工程化的引导多核苷酸比天然存在的crRNA和tracrRNA的组

合长5个核苷酸至40个核苷酸、长6个核苷酸至40个核苷酸、长7个核苷酸至40个核苷酸、长8

个核苷酸至40个核苷酸、长9个核苷酸至40个核苷酸、长10个核苷酸至40个核苷酸、长11个

核苷酸至40个核苷酸、长12个核苷酸至40个核苷酸、长13个核苷酸至40个核苷酸、长14个核

苷酸至40个核苷酸、长15个核苷酸至40个核苷酸、长16个核苷酸至40个核苷酸、长17个核苷

酸至40个核苷酸、长18个核苷酸至40个核苷酸、长19个核苷酸至40个核苷酸、长20个核苷酸

至40个核苷酸、长21个核苷酸至40个核苷酸、长22个核苷酸至40个核苷酸、长23个核苷酸至

40个核苷酸、长24个核苷酸至40个核苷酸、长25个核苷酸至40个核苷酸、长26个核苷酸至40

个核苷酸、长27个核苷酸至40个核苷酸、长28个核苷酸至40个核苷酸、长29个核苷酸至40个

核苷酸、长30个核苷酸至40个核苷酸、长31个核苷酸至40个核苷酸、长32个核苷酸至40个核

苷酸、长33个核苷酸至40个核苷酸、长34个核苷酸至40个核苷酸、长35个核苷酸至40个核苷

酸、长36个核苷酸至40个核苷酸、长37个核苷酸至40个核苷酸、长38个核苷酸至40个核苷酸
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或长39个核苷酸至40个核苷酸。

[0449] 在一些实施例中，该工程化的tracrRNA比天然存在的tracrRNA长5个核苷酸至40

个核苷酸、长6个核苷酸至40个核苷酸、长7个核苷酸至40个核苷酸、长8个核苷酸至40个核

苷酸、长9个核苷酸至40个核苷酸、长10个核苷酸至40个核苷酸、长11个核苷酸至40个核苷

酸、长12个核苷酸至40个核苷酸、长13个核苷酸至40个核苷酸、长14个核苷酸至40个核苷

酸、长15个核苷酸至40个核苷酸、长16个核苷酸至40个核苷酸、长17个核苷酸至40个核苷

酸、长18个核苷酸至40个核苷酸、长19个核苷酸至40个核苷酸、长20个核苷酸至40个核苷

酸、长21个核苷酸至40个核苷酸、长22个核苷酸至40个核苷酸、长23个核苷酸至40个核苷

酸、长24个核苷酸至40个核苷酸、长25个核苷酸至40个核苷酸、长26个核苷酸至40个核苷

酸、长27个核苷酸至40个、长28个核苷酸至40个核苷酸、长29个核苷酸至40个核苷酸、长30

个核苷酸至40个核苷酸、长31个核苷酸至40个核苷酸、长32个核苷酸至40个核苷酸、长33个

核苷酸至40个核苷酸、长34个核苷酸至40个核苷酸、长35个核苷酸至40个核苷酸、长36个核

苷酸至40个核苷酸、长37个核苷酸至40个核苷酸、长38个核苷酸至40个核苷酸或长39个核

苷酸至40个核苷酸。

[0450] 在一些实施例中，该工程化的引导多核苷酸与天然存在的crRNA和tracrRNA的组

合的差异为至少一个核苷酸，使得该工程化的引导多核苷酸的结合亲和力和/或靶向效率

高于天然存在的crRNA/tracrRNA杂交体的结合亲和力和/或靶向效率。在一些实施例中，该

工程化的引导多核苷酸与crRNA/tracrRNA杂交体的差异为至少2个、至少3个、至少4个、至

少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10个、至少11个、至少12个、至少13个、至

少14个、至少15个、至少16个、至少17个、至少18个、至少19个、至少20个、至少21个、至少22

个、至少23个、至少24个、至少25个、至少26个、至少27个、至少28个、至少29个、或至少30个

核苷酸。在一些实施例中，该工程化的tracrRNA与天然存在的tracrRNA的差异为至少2个、

至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10个、至少11个、至

少12个、至少13个、至少14个、至少15个、至少16个、至少17个、至少18个、至少19个、至少20

个、至少21个、至少22个、至少23个、至少24个、至少25个、至少26个、至少27个、至少28个、至

少29个、或至少30个核苷酸。

[0451] 在一些实施例中，对天然存在的tracrRNA进行修饰以改善Cas9蛋白的核酸酶效

率。在一些实施例中，该修饰在tracrRNA的茎环中进行。在一些实施例中，该修饰是茎环的

延长。在一些实施例中，该修饰是茎环的缩短。在一些实施例中，该修饰是茎环中的一个或

多个核苷酸取代。在一些实施例中，该修饰是对如图41所示的茎环进行的。

[0452] 在一些实施例中，使用工程化的引导RNA，将Cas9蛋白的核酸酶效率改善了至少约

30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、至少约90％、或至少

约100％。在一些实施例中，使用工程化的引导RNA，将Cas9蛋白的核酸酶效率改善了至少约

两倍、至少约三倍、至少约四倍、至少约五倍、至少约六倍、至少约七倍、至少约八倍、至少约

九倍或至少约十倍。

[0453] 可以测量Cas9蛋白的核酸酶效率，例如，以便将与天然存在的引导RNA复合的Cas9

蛋白的核酸酶效率和与本文所述的工程化的引导RNA复合的Cas9蛋白相比较。在一些实施

例中，该测量方法是生化测定，诸如像测量针对线性或圆形模板的体外Cas9核酸酶活性率。

在一些实施例中，该测量方法使用例如下一代测序、T7核酸内切酶I测定和/或细胞测定来
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测量Cas9蛋白的靶向效率。在一些实施例中，测量方法是使用例如BIACORE系统进行的在

Cas9蛋白和tracrRNA之间的亲和力测试。

[0454] 在一些实施例中，该引导序列与SEQ  ID  NO：104-125或196-199中的任一个具有至

少90％的序列同一性。在一些实施例中，该tracrRNA序列与SEQ  ID  NO：148-171中的任一个

具有至少90％的序列同一性。在一些实施例中，该引导RNA具有与SEQ  ID  NO：172-191中的

任一个至少90％的序列同一性。

[0455] 在一些实施例中，该工程化的引导RNA或该引导RNA的crRNA部分与SEQ  ID  NO：

104-125或196-199中的任一个具有至少90％的序列同一性。在一些实施例中，该引导RNA或

该引导RNA的crRNA部分与SEQ  ID  NO：104-125或196-199中的任一个具有至少50％、至少

55％、至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、

至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序

列同一性。

[0456] 在一些实施例中，工程化的引导多核苷酸的蛋白质结合区段或tracrRNA序列与

SEQ  ID  NO：102和148-171中的任一个具有至少90％的序列同一性。在一些实施例中，该工

程化的引导多核苷酸的蛋白质结合区段与SEQ  ID  NO：102或148-171中的任一个具有至少

50％、至少55％、至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、

至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少

99％的序列同一性。

[0457] 在一些实施例中，本披露提供了Cas9蛋白的工程化引导多核苷酸，该工程化的引

导多核苷酸与SEQ  ID  NO：172-191中的任一个具有至少90％的序列同一性。在一些实施例

中，该工程化的引导多核苷酸与SEQ  ID  NO：172-191中的任一个具有至少50％、至少55％、

至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少91％、至少

92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％或至少99％的序列同

一性。

[0458] 可以使用生物信息学工具结合生化验证设计本文所述的引导多核苷酸。设计引导

多核苷酸的示例性方法如下：(1)使用蛋白质BLAST找到相关的CRISPR操纵子；(2)搜索已经

在基因组中注释的crRNA，或使用例如CRISPR-Finder对该CRISPR添加注释；(3)使用比对工

具，例如，CLC基因组学工作台(凯杰公司)，确定tracrRNA的可能位置；(4)在与该crRNA相似

的区域附近搜索TATAA盒；(5)测试该crRNA的二级结构以及在比对过程中发现的所有可能

的tracrRNA，并选择组成希望的二级结构的crRNA/tracrRNA杂交体；以及(6)修剪该crRNA

和tracrRNA，以产生短引导RNA(sgRNA)。例如，可以将本文所述的crRNA和tracrRNA序列组

合以产生sgRNA。在一些实施例中，该crRNA和tracrRNA序列如表1中所示组合，以产生

sgRNA。

[0459] 表1.Cas9蛋白的短引导RNA序列(sgRNA)

[0460] Cas9蛋白 crRNA  SEQ  ID  NO tracrRNA  SEQ  ID  NO

LpCas9 104 148

SsCas9 105 149

WsCas9 106 150

BbCas9 107 151
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PeCas9 108 152

SwCas9 109 153

RaCas9 110 154

Csp1Cas9 111 155

Csp2Cas9 112 156

Cl1Cas9 113 157

C12Cas9 114 158

MH0245Cas9 115 159

FnCas9 116 160

GpCas9 117 161；162

TmCas9 118 163

LlCas9 119 164

SshCas9 120 165

Lept.Cas9 121 166

莫里特拉氏菌属Cas9 122 167

ExCas9 123 168

TsCas9 124 169

VnCas9 125 170；171

[0461] 实例

[0462] 实例1-在AAVS1基因座处进行靶向基因插入

[0463] 该实例使用如本文披露的无缝诱变(ObLiGaRe  2.0系统)验证基因向AAVS1基因座

中的插入。

[0464] 如图12和14所示产生了两个Cas9n-FokI变体，即Cas9nD10A和Cas9nH840A。如图13和

15所示产生了两个供体载体，这两个供体载体含有SA-2A-Puro选择盒上游的ObLiGaRe  2.0

靶位点(在图中表示为区域2和区域1)。该供体载体的大小为6kb。如图16所示，基于AAVS1基

因座设计了ObLiGaRe  2.0靶位点。

[0465] 将编码Cas9n-FokI变体、4种单独克隆的引导RNA(gRNA)和相应供体载体之一的质

粒共转染到HEK293细胞中。嘌呤霉素抗性盒(供体质粒上的目的基因)的基因组插入在图15

中示意性地示出。

[0466] 选择具有嘌呤霉素抗性的细胞，并收集嘌呤霉素抗性细胞的基因组DNA并且对其

进行连接PCR。对这些PCR产物进行TOPQ克隆并通过桑格测序来测序以确定这些连接处的精

度。

[0467] 使用Cas9nD10A-FokI进行基因插入的5’连接的序列在图17中示出。使用Cas9nH840A-

FokI进行基因插入的5’连接的序列在图18中示出。因此，使用ObLiGaRe2.0系统将转基因盒

成功敲入AAVS1基因座，在预期的接头上具有很高的精度。

[0468] 实例2-评估不进行抗生素选择的靶向插入的效率，以及间区序列长度对基因插入

效率的影响

[0469] 在该实例中，使用不需要抗生素选择的实验设置测试间区序列长度(两个gRNA之

间的偏移序列)对基因插入效率的影响。
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[0470] 选择AAVS1-Exon2基因座作为靶位点。如图19所示，设计并克隆了靶向10个靶位点

的所需gRNA(间区序列长度不同)。因此，如图20所示产生了含有设计的ObLiGaRe  2.0靶位

点和mCherry的10个供体载体(在EF1a启动子的控制下)。

[0471] 将编码Cas9nH840A-FokI和2AGFP的质粒、gRNA中的2种和供体载体共转染到HEK293

细胞中。按如下进行选择：首先通过FACS针对GFP表达对细胞进行分选，指示引入了活性

Cas9n-FokI。然后，使细胞传代至少10次，然后通过FACS针对mCherry表达进行分选，指示

mCherry插入靶位点。图21中示出了该示意图。

[0472] 具有mCherry的细胞百分比对比间区序列长度(以碱基对指示)的结果示于图22

中。17bp的间区序列长度指示mCherry插入效率最高(约20％)。因此，未施加抗生素选择的

情况下用ObLiGaRe  2.0实现了高效率的转基因插入。

[0473] 实例3-不同基因插入方法的效率的比较

[0474] 在该实例中，比较了使用ObLiGaRe(使用锌指核酸酶)和ObLiGaRe  2.0的基因插

入。

[0475] 使用ObLiGaRe基因插入将基因插入AAVS1-int1基因座中。将使用Cas9n-FokI变体

的ObLiGaRe  2.0与2种或4种gRNA一起使用，靶向AAVS1-int1和SERPINA1-内含子1基因座中

的三个位点。还测试了使用deadCas9-FokI的ObLiGaRe  2.0。如实例2所述开展实验程序(无

抗生素选择，并且基于mCherry阳性细胞的FACS测量进行细胞选择)。该SERPINA1基因座的

供体质粒显示在图23中。图24显示了使用deadCas9-FokI进行供体质粒上目的基因的基因

组插入。

[0476] 图25显示了针对测试的每种基因插入方法获得的结果。这些结果是在一个实验中

从三个独立的生物学复制中获得的。误差条指示S.E.M.。AAVS1-int1基因座上基于锌指核

酸酶的ObLiGaRe(“AAVS1-int-ZFN”)和Cas9nD10A-FokI(“AAVS1-int-C9nF-A”)的效率相当。

不同基因座之间ObLiGaRe  2.0效率的差异可能归因于gRNA的效率。通过评估靶位点和不同

间区序列长度的组合实现了较高的基因插入效率。

[0477] 实例4-无缝诱变

[0478] 在该实例中，描述了本文的披露内容中提供的用于无缝诱变的一般方法。无缝诱

变的希望结果在图26中显示，其中在靶位点进行突变而不改变靶中的任何序列。

[0479] 图27显示了该方法的步骤1。将侧接同源臂的抗性盒引入具有靶序列的细胞中，并

通过同源重组插入靶区域中。选择含有抗性盒的细胞。

[0480] 图28显示了该抗性盒的特写。核酸酶切割位点和核酸酶结合位点存在于抗性盒的

两侧。能够产生突出端的核酸酶(诸如Cpf1或Cas9)在核酸酶切割位点裂解，产生包含希望

的点突变的突出端。

[0481] 图29显示了该方法的步骤2。体外或体内连接使用由核酸酶产生的相容突出端以

去除抗性盒。从而插入了点突变而不会留下任何“疤痕”，即，任何额外的序列。实例5中描述

了用于核酸消化和连接的方案。

[0482] 实例5-使用Cpf1进行无缝诱变的方案

[0483] 在该实例中，核酸消化和连接如下进行：

[0484] 消化

[0485] 1.在无RNA酶的0.5mL试管中一起添加：
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[0486] 1μL  Cas91OX缓冲液

[0487] 1μL  Cpfl蛋白(10μg/μL)

[0488] 1μL  gRNA

[0489] 最多10μL不含RNA酶的H2O(这一量由步骤3中添加的DNA量确定)。

[0490] 2.在室温下孵育5分钟。

[0491] 3.添加2-2.5μg待切割的质粒DNA(这一体积将随浓度而变化；相应地调整步骤1中

的水的量)。

[0492] 4.在37℃下孵育2小时。

[0493] 5.消化后，在150V下用1.5％琼脂糖凝胶进行凝胶电泳。

[0494] 凝胶提取

[0495] 6.从凝胶上切割具有适当长度的DNA。

[0496] 7.使用凝胶提取试剂盒(例如，来自凯杰公司的试剂盒)从凝胶中提取DNA。

[0497] 8.在NANODROP上测量DNA浓度。

[0498] 连接

[0499] 9.在PCR管中一起添加：

[0500] 25-30ng质粒DNA(这一体积将随浓度而变化)

[0501] 1μL  DTT

[0502] 1μL  10X  T4连接酶缓冲液

[0503] 1μL  T4连接酶

[0504] 最多10μL  H2O

[0505] 10.在16℃下孵育2小时。

[0506] 11.使用10μL进行转化。

[0507] 转化

[0508] 12.通过将其置于冰上10分钟解冻从-80℃的冰箱中取出的NEB  10β细胞(新英格

兰生物实验室(NEW  ENGLAND  BIOLABS))。每个小瓶含有50μL(足以进行3次转化)。解冻SOC

培养基。

[0509] 13.将10μL的连接反应添加到1.5mL  EPPENDORF管中，并置于冰上冷却。

[0510] 14.解冻后，将15μL的NEB10β细胞添加到连接反应中。

[0511] 15.置于冰上30分钟。42℃水浴加温。

[0512] 16.将细胞在42℃水浴中放置30秒钟，然后置于冰上2分钟，以使其热休克。

[0513] 17.向这些细胞中添加300μL的SOC培养基，并在37℃下孵育45分钟。

[0514] 18.在板的1/3上铺板100μL细胞，或在整个板上铺板300μL细胞；板上含有适当的

抗生素。

[0515] 实例6-Cas9体外消化方案

[0516] 在该实例中，通过Cas9按如下进行底物DNA的体外消化(对于30μL反应)：

[0517] 1.按以下顺序在室温下组装反应：

[0518] 20μL无核酸酶的水

[0519] 3μL  10X  Cas9核酸酶反应缓冲液

[0520] 3μL  300nM  sgRNA(30nM终浓度)
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[0521] 1μL  1μM  Cas9核酸酶(约30nM终浓度)

[0522] 在25℃下预孵育10分钟，然后添加：

[0523] 3μL  30nM底物DNA

[0524] 2.充分混合并在微量离心管中脉冲旋转(pulse-spin)。

[0525] 3.在37℃下孵育15分钟。

[0526] 4.向每个样品中添加1μL蛋白酶K。充分混合并在微量离心管中脉冲旋转。

[0527] 5.在室温下孵育10分钟。

[0528] 6.继续进行片段分析。

[0529] 实例7-Cas9裂解后的DNA修复谱的分析

[0530] 在该实例中，通过搜索操纵子中cas4的存在，使用计算分析来鉴定II-B型Cas9操

纵子。选择来自新凶手弗朗西斯菌的Cas9蛋白(FnCas9)进行生产。如图34A所示，核酸酶活

性在体外裂解测定中得到证实。裂解产物的桑格测序揭示，FnCas9在体外产生5’粘性末端，

如图34B所示。在HEK293人类细胞系中验证了该蛋白质表达构建体。使用RIMA比较FnCas9和

来自酿脓链球菌的Cas9蛋白(SpyCas9)情形下的突变模式，如图34C所示。

[0531] 实例8-Cas9处理后DNA切割谱的分析

[0532] 如实例7中所述，来自新凶手弗朗西斯菌的II-B型Cas9变体(FnCas9)被证明在哺

乳动物细胞中形成多个具有低编辑效率的粘性末端。测试了II-B型Cas9家族的其他成员是

否产生粘性末端。从测序的肠道宏基因组MH0245鉴定了一个新的Cas9变体(MHCas9)。图33

显示了为MHCas9设计的引导RNA、tracrRNA和crRNA的序列。体外测定显示，MHCas9能够裂解

DNA片段，如图35A所示。桑格测序揭示MHCas9在体外产生5’突出端，如图35B所示。此外，进

行细胞测定以验证MHCas9在HEK293-REMINDEL人类细胞系中也起作用，如图35C所示。

[0533] 图36A显示了来自MHCas9的crRNA/tracrRNA的序列。图36B显示了crRNA/tracrRNA

(指示二级结构)的一种方案。图36C中的截短的系统发育树显示了MHCas9与其他II-B型

Cas9的比对，包括来自硫磺单胞菌属物种SCADC的Cas9蛋白(ssCas9)、来自产琥珀酸沃廉氏

菌的Cas蛋白(WsCas9)、来自嗜肺军团菌的Cas9蛋白(LpCas9)和FnCas9。如该系统发育树所

示，FnCas9和MHCas9差异很大。然而，实例7和本实例中描述的实验结果显示MHCas9和

FnCas9具有相同的裂解机制。

[0534] 实例9-sgRNA的设计

[0535] 在该实例中，描述了关于设计sgRNA的方法学：

[0536] 1.使用蛋白BLAST(NCBI，blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi？PAGE＝Proteins)

查找相关的CRISPR操纵子。对于该搜索中出现的每个物种，选择一个RefSeq进行进一步分

析。在各种输入和不同设置下运行几次BLAST。

[0537] 2 .检查已添加注释的CRISPR  RNA(crRNA)。若不存在，使用CRISPR-Finder

(crspr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/)对crRNA添加注释。

[0538] 3.使用CLC基因组学工作台v.9.5(凯杰公司)中的“创建比对”来找到tracrRNA的

可能位置。将该crRNA的两条链与Cas4和CRISPR重复序列之间的序列进行比对。

[0539] 4.在显示与crRNA有相似性的区域附近寻找TATAA盒。

[0540] 5.使用所有可能的tracrRNA(在比对中找到的)测试crRNA的二级结构，并选择能

形成理想结构的二级结构。
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[0541] 6.修剪该crRNA和tracrRNA，以生成短引导RNA(sgRNA)。

[0542] 图41A-T示出了通过本文描述的方法设计的各种sgRNA。图42A-L示出了通过修剪

对sgRNA(也称为“嵌合gRNA”)进行的优化，以及用于进一步修饰的可能靶位点。

[0543] 实例10-经修饰的sgRNA的体外消化测定

[0544] 如图45所概括的通过去除各种核苷酸对四种不同的引导RNA进行工程化(引导-1、

引导-2、引导-3、引导-4)。然后在体外消化测定中将该经修饰的引导RNA与原始引导RNA进

行比较。图45证明一些修饰改善了MHCas9的消化效率。

[0545] 在三种不同的Cas9系统中进一步研究了引导RNA的长度：SpyCas9、CllCas9和

MHCas9。制备了长度为19-23的引导RNA，然后将新的Cas9变体和工程化的引导RNA转染到报

告细胞系中，并进行SurveyorTM核酸酶测定(集成DNA技术公司，伊利诺伊州斯科基)。图46证

明了新的Cas9变异Cll和MH的体外切割效率和功能性。

[0546] 实例11-MHCas9的PAM序列

[0547] 使用图49A中示意性示出的方法研究了MHCas9的优选PAM序列。生成了涵盖各种

PAM序列组合和靶标裂解位点的64个质粒的合并文库。使用SpCas9和MHCas9分别消化该文

库。使用该质粒的正向和反向引物扩增含有靶标裂解位点和该PAM的区域，然后通过下一代

测序对扩增的区域进行测序。含有SpCas9或MHCas9的优选PAM序列的质粒被消化，因此未进

行扩增或测序。另一方面，含有SpCas9或MHCas9的非优选PAM序列的这些质粒没有被消化并

且可以被扩增。

[0548] 图49B显示了SpCas9和MHCas9的“耗尽的”PAM序列的结果。与SpCas9相比，MHCas9

对“NGG”PAM序列的偏好较不严格。

[0549] 实例12-将Cas9蛋白与核酸外切酶偶联

[0550] 将通过II-B型Cas9蛋白进行的裂解结合末端加工核酸外切酶以提高编辑效率。图

50示出了该方法的示意图。如图50A所示，由II-B型Cas9进行的裂解产生的突出端可以被细

胞精确地修复以回复到原始序列，从而当希望插入-缺失或取代修饰时限制编辑效率。在图

50B中，在被II-B型Cas9裂解之后，引入了末端加工核酸外切酶Artemis或TREX2，该核酸外

切酶进一步加工II-B型Cas9切割位点处的裂解的突出端。这些加工的末端的细胞修复导致

相对于原始序列的修复不精确(即，增加的插入-缺失或取代修饰的数目)，从而提高了编辑

效率。

[0551] 为了测试Cas9与核酸外切酶的结合的效果，测试了具有或不具有末端加工酶的

II-B型Cas9在人类细胞系中的活性。图51A显示了实验程序的示意性概览。将编码各种II-B

型Cas9蛋白(FnCas9、CllCas9、MHCas9)和II-A型SpCas9的质粒连同编码末端加工酶FnCas4

或TREX2的质粒以及编码三种不同的引导RNA序列的质粒引入HEK293细胞中。转染72小时

后，收获HEK293细胞的基因组DNA，并通过下一代测序进行分析。

[0552] 结果显示于图51B中。用对照质粒转染的细胞仅显示背景水平的修饰(归因于测序

中的自然变异)。在存在或不存在末端加工酶的情况下，FnCas9、MHCas9和SpCas9均显示出

不同量的基因组修饰。通常，相对于没有末端加工酶，用末端加工酶引入Cas9显示增加数目

的修饰。

[0553] 实例13-Cas9蛋白的突变模式分析

[0554] 对由不同Cas9进行的切割进行了突变模式分析。用SpCas9、CllCas9或MHCas9及其
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相应的引导RNA转染HEK293细胞。72小时后裂解细胞，提取基因组DNA并进行下一代扩增子

测序。使用生物信息学工具分析测序读数，以量化检测到的经修饰读数中每个突变的相对

频率。

[0555] 结果显示于图52中。图52A、52B和52C分别显示了使用SpCas9、Cl1Cas9和MHCas9诱

导切割后相同靶序列的突变模式。该靶序列显示在每个图的顶部。这些结果指示，在使用不

同的Cas9蛋白诱导切割后，在同一基因座处的突变模式是不同的，指示对于不同的Cas9s，

核酸酶活性的模式不同。

[0556] 核酸酶活性差异的一个非限制性假设可能是II-A型和II-B型Cas9蛋白之间的

RuvC和HNH核酸酶结构域构型不同。如图53中所示，II-A型Cas9(图A)指示其RuvC和HNH结构

域的切割位点相同(例如，NGG  PAM序列上游大约3个核苷酸)，这导致了多个平端或单个核

苷酸突出端。另一方面，II-B型Cas9(图B)指示RuvC和HNH的切割位点偏移(例如，在NGG  PAM

序列的上游分别大约7个和3个核苷酸)，这导致了多个“粘性”末端，即，3-4个核苷酸的突出

端。
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