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1.一种合成的指导RNA，其包含：

(a)  crRNA区段，其包含(i)能够与多核苷酸中的靶序列杂交的指导序列，(ii)茎序列；

和

(b)  tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

其中所述合成的指导RNA包含修饰，且其中所述合成的指导RNA具有gRNA功能性，

其中，所述修饰包括对修饰的核苷酸的糖和磷酸二酯键两者的修饰，所述修饰的核苷

酸位于所述指导RNA的5’端或3’端的5个核苷酸之内。

2.权利要求1的合成的指导RNA，其中所述修饰的核苷酸包含2’-O-甲基模块、2’-O-甲

氧基乙基(MOE)模块、2’-脱氧模块、硫代磷酸酯核苷酸间连接、膦酰基乙酸酯(PACE)核苷酸

间连接、或硫代膦酰基乙酸酯(硫代PACE)核苷酸间连接。

3.权利要求1或2的合成的指导RNA，其在所述指导RNA的5’端包含少于26个连续的2’-

O-甲基修饰。

4.权利要求1或2的合成的指导RNA，其进一步包含置换所述合成的指导RNA中的胞嘧啶

的Z碱基，其中所述Z碱基具有如下通式：

。

5.权利要求1或2的合成的指导RNA，其在对应于尿嘧啶的位置进一步包含至少一个2-

硫尿嘧啶，所述尿嘧啶能参与与潜在脱靶序列的U-G摇摆配对。

6.权利要求1或2的合成的指导RNA，其中所述修饰的核苷酸选自下组：具有3’-硫代磷

酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-硫

代膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸和具有3’-膦酰基乙酸酯基团的2’-脱氧核苷酸。

7.权利要求1或2的合成的指导RNA，其包含选自下组的三个连续的修饰的核苷酸：具有

3’-硫代磷酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、

具有3’-硫代膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸。

8.权利要求1或2的合成的指导RNA，其包含至少两个修饰。

9.权利要求1或2的合成的指导RNA，其包含多至50个修饰。

10.权利要求1或2的合成的指导RNA，其包含单RNA链或两条分离的RNA链，以及在各条

RNA链的5’端、各条RNA链的3’端、或各条RNA链的5’端和3’端二者处的一个或多个修饰。

11.权利要求10的合成的指导RNA，其在5’端或3’端包含或在5’端和3’端各包含7个或

更少的连续的修饰核苷酸。

12.权利要求11的合成的指导RNA，其在5’端、3’端或茎-环的一个或多个处进一步包含

一个或多个5-甲基尿苷核苷酸。

13.权利要求1或2的合成的指导RNA，其进一步包含荧光染料或标签。

14.权利要求13的合成的指导RNA，其中所述荧光染料或标签与所述合成的指导RNA的

茎-环结合。

15.一种用于基因组编辑以修饰DNA序列、或调控目的基因表达、或切割靶多核苷酸的

方法，其包括：将所述DNA序列、目的基因、或靶多核苷酸与CRISPR-相关蛋白及权利要求1-
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14中任一项的合成的指导RNA接触，并编辑、调控或切割所述DNA序列、目的基因、或靶多核

苷酸。

16.权利要求15的方法，其中所述方法在体外进行，且所述合成的指导RNA在整个指导

序列包含15个或更多的2’-O-甲基修饰。

17.RNA分子的套组或文库，其包含两个或更多个权利要求1-14中任一项的合成的指导

RNA。

18.一种试剂盒，其包含权利要求1-14中任一项的合成的指导RNA。

19.RNA分子的阵列，其包含两个或更多个权利要求1-14中任一项的合成的指导RNA。
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具有化学修饰的指导RNA

发明领域

[0001] 本发明涉及分子生物学领域。具体地，本发明涉及规律间隔的短回文重复的簇

(CRISPR)技术。

[0002] 发明背景

[0003] 天然的原核CRISPR-Cas系统包含具有固定长度的介入可变序列的短重复阵列(即

规律间隔的短回文重复的簇，或“CRISPR”)，和CRISPR-相关(“Cas”)蛋白。Cas蛋白的亚组将

转录的CRISPR阵列的RNA加工成小指导RNA，其通常具有如下文所述的两个组分。至少存在

三种不同的系统：I型、II型和III型。把RNA加工成成熟的crRNA的过程中涉及的酶在3种系

统中是不同的。在天然原核系统中，指导RNA(“gRNA”)包含两个短非编码RNA种类，称为

CRISPR  RNA(“crRNA”)和反式作用RNA(“tracrRNA”)。在一个例示性的系统中，gRNA与Cas核

酸酶形成复合体。gRNA:Cas核酸酶复合体结合靶多核苷酸序列，所述靶多核苷酸序列具有

前间区序列邻近基序(protospacer  ad jacent  motif) (“PAM”)和前间区序列

(protospacer)，其是与部分gRNA互补的序列。gRNA:Cas核酸酶复合体对靶多核苷酸的识别

与结合诱导对靶多核苷酸的切割。天然CRISPR-Cas系统作为原核生物中的免疫系统而发挥

功能，而gRNA:Cas核酸酶复合体以类似真核生物中的RNAi的方式识别并沉默外源遗传元

件，由此产生对外源遗传元件(如质粒和噬菌体)的抗性。

[0004] 已证明单一指导RNA(“sgRNA”)能替代天然存在的crRNA与tracrRNA之间形成的复

合体。

[0005] 关于开发gRNA(包括sgRNA)的考虑包括特异性、稳定性和功能性。特异性是指具体

的gRNA:Cas核酸酶复合体结合和/或切割目的靶序列的能力，而来自目的靶标的序列和/或

位置中不同的多核苷酸很少发生或不发生结合和/或切割。因此，特异性是指将gRNA:Cas核

酸酶复合体的脱靶效应最小化。稳定性是指gRNA抵抗酶(如核酸酶)的降解及细胞内或细胞

外环境中存在的其他物质的降解的能力。因此，需要提供对核酸降解具有增加的抗性、针对

靶多核苷酸的结合亲和力、和/或降低的脱靶效应但仍然具有gRNA功能性的gRNA(包括

sgRNA)。关于开发gRNA的进一步考虑包括转染能力和免疫刺激特性。因此，需要提供在转染

的细胞中具有有效和可滴定的转染入细胞的能力(尤其是进入真核细胞的核)，且具有最小

的或不具有免疫刺激特性的gRNA(包括sgRNA)。对于gRNA的另一重要考虑是提供将其递送

入并维持其在意向细胞、组织、体液或生物体内的有效手段，其维持时间足以允许目的gRNA

发挥功能性。

[0006] 附图简述

[0007] 图1是示出例示性CRISPR-Cas系统的示意性模型的一组图。这里示出的例示性系

统是具有Cas核酸酶的II型系统。在这个具体实例中，Cas核酸酶是Cas9核酸酶。Cas9核酸酶

识别PAM序列(在此，PAM序列是NGG的3-nt序列，其中N是A，G，C或T，但已知存在其他PAM序

列)。sgRNA包括指导序列，crRNA序列或区段，以及tracrRNA序列或区段。sgRNA的指导序列

与PAM序列直接上游的DNA靶标杂交。在此所示的实例中，Cas9介导PAM序列上游的双链断裂

(箭头)。
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[0008] 图2A是显示例示性的CRISPR-Cas9介导的切割测定的图。

[0009] 图2B是显示用于生成图4中的数据的生物化学切割测定的组分及其浓度的表。

[0010] 图2C是显示用于生物化学切割测定的酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)

Cas9核酸酶的滴定的图。

[0011] 图2D是显示用于生物化学切割测定的例示性sgRNA的滴定的图。在该实例中，命名

为kanC1的sgRNA靶向于卡那霉素抗性基因中的互补序列。

[0012] 图3显示了体外使用纯化组分的生物化学切割测定的例示性条件和程序。

[0013] 图4是显示在切割测定中使用例示性修饰的指导RNA获得的数据的表。

[0014] 图5A显示了本申请中公开的例示性指导RNA。

[0015] 图5B显示了本申请中公开的例示性单一指导RNA(sgRNA)。

[0016] 图6是显示具有至少两个化学修饰(例如第一修饰和第二修饰)的例示性指导RNA

的表。每个数字代表所指示的修饰，每个“x”表示指导RNA中的修饰的组合。在一些实施方案

中，第一和第二修饰存在于单个核苷酸上。在一些实施方案中，第一和第二修饰存在于分离

的核苷酸上。

[0017] 图7显示了具有至少三个化学修饰的指导RNA的例示性类型。图7的下部分列出了

几种类型的修饰。图7的上部分中的表示出了双重修饰(“双mod”，两种类型的修饰的组合)

能与单个修饰(“单mod”，一种类型的修饰)组合。“x”表示在指导RNA中存在相应的双mod和

单mod。

[0018] 图8A和8B显示了用于体外测试的荧光团修饰的CLTA1sgRNA。在图8A中，示出了

CLTA1的sgRNA的RNA序列，其包括这样的位置，在所述位置中荧光染料或标记可附接至

sgRNA。图8B显示了由Nishimasu等，Cell(2014)156,1-15报道的Cas9:sgRNA复合体的X射线

晶体学确定的结构。

[0019] 图9A显示了在某些位置(位置3，9和11)用2-硫尿苷修饰的CTLA1sgRNA，以改进针

对CTLA1靶标的特异性。图9B显示，当脱靶位点涉及U-G摇摆配对时，用2-硫代U修饰的gRNA

能增加gRNA的靶特异性。具体地，CTLA1_2-硫代U+11具有低得多的脱靶序列CLTA1OFF3的切

割，其具有在5’链中第11位处的T到C突变。

[0020] 图10显示了指导RNA骨架二级结构，其表现出与Cas9的氨基酸的非共价结合相互

作用，如Jiang等，Science(2015)348:6242,1477-81中所报道的。

[0021] 图11A和11B图示了实验结果，其显示使用本文公开的合成和化学修饰的sgRNA能

实现人细胞系中具有高频插入和缺失(indels)和同源重组(HR)的基因破坏，如Hendel等，

Nat.Biotechnol.(2015)33:9,985-9中所报道的。

[0022] 图12A，12B，12C和12D图示了实验结果，其显示本文所述的化学修饰的sgRNA能用

于在受刺激的原代人T细胞以及CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)中实现高频率的基因破

坏或靶向的基因组编辑，如Hendel等，Nat.Biotechnol.(2015)33:9,985-9中所报道的。

[0023] 发明详述

[0024] 本发明至少部分地基于一个意想不到的发现，即对gRNA的某些化学修饰是

CRISPR-Cas系统所容许的。具体地，据信增加gRNA的稳定性，改变gRNA杂交相互作用的热稳

定性，和/或降低Cas:gRNA复合的脱靶效应的一些化学修饰基本上不损害Cas:gRNA结合，切

口和/或切割靶多核苷酸的功效。此外，一些化学修饰被认为提供了这样的gRNA，所述gRNA

说　明　书 2/124 页

5

CN 107250148 B

5



具有有效且可滴定的对细胞的转染，尤其是转染入真核细胞的核中，和/或在转染的细胞中

具有最小的或没有免疫刺激特性。据信一些化学修饰可提供这样的gRNA(包括sgRNA)，所述

gRNA能被有效地递送到和保持在意向细胞、组织、体液或生物体内足够的时间以允许所需

的gRNA功能性。

[0025] I.定义

[0026] 如本文所用，术语“指导RNA”通常是指能结合Cas蛋白并有助于将Cas蛋白靶向靶

多核苷酸(例如DNA)内的特定位置的RNA分子(或一组RNA分子全部)。指导RNA可包含crRNA

区段和tracrRNA区段。如本文所用，术语“crRNA”或“crRNA区段”是指RNA分子或其部分，其

包括靶向多核苷酸的指导序列，茎序列和任选的5’-突出端序列。如本文所用，术语

“tracrRNA”或“tracrRNA区段”是指这样的RNA分子或其部分，其包括蛋白结合区段(例如蛋

白结合区段能够与CRISPR相关蛋白(例如Cas9)相互作用)。术语“指导RNA”涵盖单一指导

RNA(sgRNA)，其中crRNA区段和tracrRNA区段位于相同的RNA分子中。术语“指导RNA”还总地

涵盖两个或更多RNA分子的组，其中crRNA区段和tracrRNA区段位于分离的RNA分子中。

[0027] 术语“骨架”是指指导RNA分子的一部分，其包含在天然生物物种之间基本相同或

高度保守的序列。骨架包括tracrRNA区段和crRNA区段除了在crRNA区段的5’端处或附近的

靶向多核苷酸的指导序列以外的部分，不包括包含在天然crRNA和tracrRNA中不保守的序

列的任何非天然部分。

[0028] 术语“核酸”、“多核苷酸”或“寡核苷酸”是指DNA分子、RNA分子或其类似物。如本文

所用，术语“核酸”、“多核苷酸”和“寡核苷酸”包括但不限于DNA分子，如cDNA、基因组DNA或

合成DNA，和RNA分子，如指导RNA、信使RNA或合成RNA。此外，如本文所用，术语“核酸”和“多

核苷酸”包括单链和双链形式。

[0029] 上下文中的术语寡核苷酸或多核苷酸的“修饰”包括但不限于(a)末端修饰，例如

5’端修饰或3’端修饰，(b)核碱基(或“碱基”)修饰，包括替换或去除碱基，(c)糖修饰，包括

2’、3’和/或4’位置处的修饰，和(d)主链修饰，包括修饰或替换磷酸二酯键。术语“修饰的核

苷酸”通常是指具有对碱基、糖和磷酸二酯键或主链部分的一个或多个的化学结构的修饰

的核苷酸，包括核苷酸磷酸酯。

[0030] 术语“Z”和“P”是指由Steven  Benner及其同事开发的核苷酸、核碱基或核碱基类

似物，例如“Artificially  expanded  genetic  information  system:a  new  base  pair 

with  an  alternative  hydrogen  bonding  pattern”Yang ,Z .,Hutter ,D .,Sheng ,P .,

Sismour,A.M.和Benner,S.A.(2006)Nucleic  Acids  Res.,34,6095–101中所述的，其内容

通过提述以其整体并入本文。

[0031]

[0032] 术语“xA”，“xG”，“xC”，“xT”或“x(A,G,C,T)”和“yA”，“yG”，“yC”，“yT”或“y(A,G,C,

T)”是指核苷酸，核碱基或核碱基类似物，如Krueger等在“Synthesis  and  Properties  of 
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Size-Expanded  DNAs:Toward  Designed ,Functional  Genetic  Systems”；Andrew 

T.Krueger,Haige  Lu,Alex  H.F.Lee和Eric  T.Kool(2007)Acc.Chem.Res.,40,141-50中描

述的，其内容通过提述以其整体并入本文。

[0033] 术语“非结构核酸”或“UNA”是指如US7371580中所述的核苷酸，核碱基或核碱基类

似物，其内容通过提述以其整体并入本文。非结构化核酸(或UNA)修饰也称为“假互补”核苷

酸，核碱基或核碱基类似物(参见例如Lahoud等(1991)Nucl .Acids  Res .,36:10 ,3409-

19))。

[0034] 术语“PACE”和“硫代PACE”是指分别含有膦酰基乙酸酯或硫代膦酰基乙酸酯

(phosphonoacetate)基团的核苷酸间磷酸二酯键类似物。这些修饰属于广泛类别的化合

物，其包含膦酰基羧酸盐模块，膦酰基羧酸酯模块，硫代膦酰基羧酸盐模块和硫代膦酰基羧

酸酯模块。这些连接可分别由通式P(CR1R2)nCOOR和(S)-P(CR1R2)nCOOR来描述，其中n是0至6

的整数，并且R1和R2各自独立地选自H、烷基和取代的烷基。这些修饰中的一些由Yamada等描

述于“Synthesis  a nd  Biochemica l  Eva lua tion  of  Phos phonof orma te 

Oligodeoxyribonucleotides”Christina  M .Yamada ,Douglas  J .Dellinger和Marvin 

H.Caruthers(2006)J.Am.Chem.Soc.128:15,5251-61中，其全部内容通过引用并入本文。

[0035] 如本文所用，“修饰”是指与未修饰的核糖核苷酸，即腺苷，鸟苷，胞苷和尿苷核糖

核苷酸中发现的不同的化学模块或化学结构的部分。术语“修饰”可指修饰的类型。例如，

“相同修饰”是指相同类型的修饰，且“修饰的核苷酸是相同的”是指修饰的核苷酸具有相同

类型的修饰，而碱基(A，G，C，U等)可以是不同的。类似地，具有“两个修饰”的指导RNA是具有

两个类型修饰的指导RNA，其可以是或可以不是相同的核苷酸，并且每个类型可出现在指导

RNA中的多个核苷酸中。类似地，具有“三个修饰”的指导RNA是具有三个类型修饰的指导

RNA，其可以或可以不在相同的核苷酸中，并且每个类型可出现在多个核苷酸中。

[0036] 如本文所用，术语“靶多核苷酸”或“靶标”是指含有靶核酸序列的多核苷酸。靶多

核苷酸可以是单链或双链的，并且在一些实施方案中是双链DNA。在一些实施方案中，靶多

核苷酸是单链RNA。本文所用的“靶核酸序列”或“靶序列”是指希望使用CRISPR系统结合、切

口或切割的特异性序列或其互补序列。

[0037] 术语“杂交(hybridization)”或“杂交(hybridizing)”是指完全或部分互补的多

核苷酸链在合适的杂交条件下在一起以形成双链结构或区域的过程，其中两个结构链通过

氢键连接。如本文所用，术语“部分杂交”包括其中双链结构或区域含有一个或多个凸起或

错配。虽然氢键通常在腺嘌呤和胸腺嘧啶或腺嘌呤和尿嘧啶(A和T或A和U)或胞嘧啶和鸟嘌

呤(C和G)之间形成，可形成其他非经典碱基对(参见例如Adams等，“The  Biochemistry  of 

the  Nucleic  Acids,”第11版,1992)。预期修饰的核苷酸可形成允许或促进杂交的氢键。

[0038] 术语“切割(cleavage)”或“切割(cleaving)”是指在多核苷酸的核糖基磷酸二酯

主链中破坏共价磷酸二酯键。术语“裂解”或“裂解”涵盖单链断裂和双链断裂。双链切割可

由于两个不同的单链切割事件而发生。切割可导致平头或交错末端的产生。

[0039] 术语“CRISPR相关蛋白”或“Cas蛋白”是指野生型Cas蛋白，其片段或其突变体或变

体。术语“Cas突变体”或“Cas变体”是指野生型Cas蛋白的蛋白或多肽衍生物，例如具有一个

或多个点突变，插入，缺失，截短，融合蛋白或其组合的蛋白。在一些实施方案中，“Cas突变

体”或“Cas变体”基本上保留了Cas蛋白的核酸酶活性。在一些实施方案中，“Cas突变体”或
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“Cas变体”是突变的，从而使得一个或两个核酸酶域是失活的。在一些实施方案中，“Cas突

变体”或“Cas变体”具有核酸酶活性。在一些实施方案中，“Cas突变体”或“Cas变体”缺少其

野生型对应物的一些或全部核酸酶活性。

[0040] Cas蛋白的术语“核酸酶域”是指具有DNA切割的催化活性的蛋白内的多肽序列或

域。核酸酶域可包含在单个多肽链中，或者切割活性可由两个(或更多个)多肽的缔合而引

起。单个核酸酶域可由给定多肽内的多于一个分离的氨基酸段(stretch)组成。这些域的实

例包括RuvC样基序(SEQ  ID  NO:1中的氨基酸7-22、759-766和982-989)和HNH基序(氨基酸

837-863)。参见Gasiunas等(2012)Proc .Natl .Acad .Sci .USA ,109:39 ,E2579–E2586和

WO2013176772。

[0041] 具有“gRNA功能性”的合成的指导RNA是具有天然存在的指导RNA的一个或多个功

能的合成的指导RNA，例如与Cas蛋白缔合的功能，或由与Cas蛋白缔合的指导RNA执行的功

能。在一些实施方案中，功能性包括结合靶多核苷酸。在一些实施方案中，功能性包括将Cas

蛋白或gRNA:Cas蛋白复合体靶向靶多核苷酸。在一些实施方案中，功能性包括切口靶多核

苷酸。在一些实施方案中，功能性包括切割靶多核苷酸。在一些实施方案中，功能性包括与

Cas蛋白的缔合或结合。在一些实施方案中，功能性是具有Cas蛋白的CRISPR-Cas系统中的

指导RNA的任何其他已知功能，包括具有工程化的Cas蛋白的人工CRISPR-Cas系统。在一些

实施方案中，功能性是天然的指导RNA的任何其他功能。合成的指导RNA可具有比天然存在

的指导RNA更大或更小程度的gRNA功能。在一些实施方案中，与相似的天然存在的指导RNA

相比，合成的指导RNA可具有关于一种特性更大的功能性和对另一种特性更低的功能性。

[0042] “具有单链切口活性的Cas蛋白”是指与野生型Cas蛋白相比，具有降低的切割

dsDNA的两条链之一的能力的Cas蛋白，包括Cas突变体或Cas变体。例如，在一些实施方案

中，具有单链切口活性的Cas蛋白具有降低RuvC域(或HNH域)的功能的突变(例如氨基酸取

代)，结果降低了切割靶DNA的一条链的能力。此类变体的实例包括酿脓链球菌Cas9中的

D10A、H839A/H840A、和/或N863A取代，并且还包括在其他物种的Cas9酶中的等同位点处的

相同或相似的取代。

[0043] 如本文所用，术语序列的“部分”或“片段”是指小于完整序列的序列的任何部分

(例如核苷酸亚序列或氨基酸亚序列)。多核苷酸的部分可为任何长度，例如长度至少5、10、

15、20、25、30、40、50、75、100、150、200、300或500个或更多个核苷酸。指导序列的一部分可

为指导序列的约50％，40％，30％，20％，10％，例如指导序列的三分之一或更短，例如长度

为7、6、5、4、3或2个核苷酸。

[0044] 在分子的语境中的术语“衍生自\来源于(derived  from)”是指使用亲本分子或来

自该亲本分子的信息分离或制备的分子。例如，Cas9单一突变体切口酶(nickase)和Cas9双

突变体无效核酸酶衍生自野生型Cas9蛋白。

[0045] 在两个或更多个多核苷酸(或两个或更多个多肽)的语境下，术语“基本上相同”是

指当使用序列比较算法或通过目测比较或比对最大对应时，具有至少约60％，至少约70％，

至少约80％，至少约90％，约90-95％，至少约95％，至少约98％，至少约99％或更多个核苷

酸(或氨基酸)序列同一性的序列或亚序列。优选地，多核苷酸之间的“基本同一性”存在于

覆盖多核苷酸的区域长度至少约50个核苷酸，长度至少约100个核苷酸，长度至少约200个

核苷酸，长度至少约300个核苷酸，长度约500个核苷酸，或覆盖多核苷酸的全长。优选地，多
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肽之间的“基本同一性”存在于覆盖多肽的区域长度至少约50个氨基酸残基，长度至少约

100个氨基酸残基，或覆盖多肽的整个长度。

[0046] 如本文所公开的，提供了许多值的范围。应当理解，也具体涵盖到该范围的上限和

下限之间的每个中间值，至下限单位的十分之一。包含在规定范围内的每个较小范围或中

间值也是具体涵盖的。术语“约”通常是指所示数字的加或减10％。例如，“约10％”可以表示

9％至11％的范围，“20”可以意指从18-22。“约”的其他含义可从上下文中显而易见，例如四

舍五入，因此，例如“约1”也可意指0.5至1.4。

[0047] II.CRISPR介导的序列特异性结合和/或切割

[0048] 图1中所示的是DNA的CRISPR-Cas9介导的序列特异性切割的图。指导RNA描述为

sgRNA，其具有例示性的5’域内的20个核苷酸(20-nt)指导序列(其他指导序列可为例如约

15至约30nt的长度)、内部定位地碱基配对的茎和3’域。指导序列与DNA靶标中的例示性20-

nt靶序列互补。茎对应于crRNA中的重复序列，并与tracrRNA中的序列互补。指导RNA的3’域

对应于结合Cas9核酸酶的tracrRNA的3’域。Cas9:指导RNA复合体结合并切割由Cas9识别的

PAM序列直接上游的靶DNA序列或前间区序列。在图1中，例示了3-nt  PAM序列；然而其他PAM

序列，包括4-nt和5-nt  PAM序列是已知的。在图1中例示的系统中，DNA中的靶序列的两条链

都在箭头所示的位置处被Cas9切割。

[0049] III.指导RNA

[0050] 在至少一个方面，本发明包括具有指导RNA功能性的化学修饰的指导RNA。包括除

四种经典核糖核苷酸(即A，C，G和U)以外的任何核苷酸的指导RNA，无论是非天然的还是天

然的(如假尿苷，肌苷或脱氧核苷酸)，都是化学修饰的指导RNA。同样地，包含除天然磷酸二

酯核苷酸间键之外的任何主链或核苷酸间连接的指导RNA具有化学修饰，因此是化学修饰

的指导RNA。在一些实施方案中，保留的功能性包括结合Cas蛋白。在一些实施方案中，保留

的功能性包括结合靶多核苷酸。在一些实施方案中，保留的功能性包括将Cas蛋白或gRNA:

Cas蛋白复合体靶向多核苷酸。在一些实施方案中，保留的功能性包括由gRNA:Cas蛋白复合

体切口靶多核苷酸。在一些实施方案中，保留的功能性包括由gRNA:Cas蛋白复合体切割靶

多核苷酸。在一些实施方案中，保留的功能性是具有Cas蛋白的CRISPR-Cas系统(包括具有

工程化的Cas蛋白的人工CRISPR-Cas系统)中的指导RNA的任何其他已知功能。在一些实施

方案中，保留的功能性是天然指导RNA的任何其他功能。

[0051] A.例示性修饰

[0052] 在一些实施方案中，整合入指导RNA的核苷酸糖修饰选自下组：2’-O-C1-4烷基如

2’-O-甲基(2’-OMe)、2’-脱氧基(2’-H)、2’-O-C1-3烷基-O-C1-3烷基如2’-甲氧乙基(“2’-

MOE”)、2’-氟(“2’-F”)、2’-氨基(“2’-NH2”)、2’-阿拉伯糖(“2’-arabino”)核苷酸、2’-F-阿

拉伯糖(“2’-F-arabino”)核苷酸、2’-锁核酸(“LNA”)核苷酸、2’-非锁核酸(“ULNA”)核苷

酸、L型的糖(“L-糖”)、和4’-硫代核糖基核苷酸。在一些实施方案中，整合至指导RNA中的核

苷酸间连接修饰选自下组：硫代磷酸酯“P(S)”(P(S))、膦酰基羧酸酯(P(CH2)nCOOR)如膦酰

基乙酸酯“PACE”(P(CH2COO-))、硫代膦酰基羧酸酯((S)P(CH2)nCOOR)如硫代膦酰基乙酸酯

“硫代PACE”((S)P(CH2COO-))、烷基膦酸酯(P(C1-3烷基)如甲基膦酸酯-P(CH3)、硼烷膦酸酯

(P(BH3))、和二硫代磷酸酯(P(S)2)。

[0053] 在一些实施方案中，整合入指导RNA的核碱基(“碱基”)修饰选自下组：2-硫尿嘧啶
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(“2-硫代U”)，2-硫胞嘧啶(“2-硫代C”)，4-硫尿嘧啶(“4-硫代U”)，6-硫鸟嘌呤(“6-硫代

G”)，2-氨基腺嘌呤(“2-氨基A”)，2-氨基嘌呤，假尿嘧啶，次黄嘌呤，7-脱氮鸟嘌呤，7-脱氮-

8-氮杂鸟嘌呤，7-脱氮腺嘌呤，7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤，5-甲基胞嘧啶(“5-甲基C”)，5-甲基

尿嘧啶(“5-甲基U”)，5-羟甲基胞嘧啶，5-羟甲基尿嘧啶，5,6-脱氢尿嘧啶，5-丙炔基胞嘧

啶，5-丙炔基尿嘧啶，5-乙炔基胞嘧啶，5-乙炔基尿嘧啶，5-烯丙基尿嘧啶(“5-烯丙基U”)，

5-烯丙基胞嘧啶(“5-烯丙基C”)，5-氨基烯丙基尿嘧啶(“5-氨基烯丙基U”)，5-氨基烯丙基-

胞嘧啶(“5-氨基烯丙基C”)，无碱基核苷酸，Z碱基，P碱基，非结构核酸(“UNA”)，异鸟嘌呤

(“isoG”)，异胞嘧啶(“isoC”)[如““Enzymatic  Incorporation  of  a  New  Base  pair  into 

DNA  and  RNA  Extends  the  Genetic  Alphabet.”Piccirilli,J.A.；Krauch,T.；Moroney,

S .E .；Benner ,S .A .(1990)Nature ,343 ,33中所述]，5-甲基-2-嘧啶[如Rappaport ,H .P .

(1993)Biochemistry,32,3047中所述]，x(A,G,C,T)和y(A,G,C,T)。

[0054] 在一些实施方案中，在核苷酸糖，核碱基，磷酸二酯键和/或核苷酸磷酸酯上引入

一个或多个同位素修饰。此类修饰包括这样的核苷酸，所述核苷酸包含一个或多个15N，13C

，14C，氘，3H，32P，125I，131I原子或用作示踪剂的其它原子或元素。

[0055] 在一些实施方案中，整合至指导RNA中的“末端”修饰选自下组：PEG(聚乙二醇)，烃

接头(包括：杂原子(O，S，N)取代的烃间隔基；卤素取代的烃间隔基；含(酮基-，羧基-，酰氨

基-，亚硫酰基-，氨基甲酰基-，硫羰氨基甲酰基(thionocarbamaoyl)的烃间隔基)，精胺接

头，染料，包括附接于接头的荧光染料(例如荧光素，罗丹明，花菁)，例如6-荧光素-己基，猝

灭剂(例如Dabcyl，BHQ)和其他标记(例如生物素，地高辛(digoxigenin)，吖啶，链霉亲和

素，亲和素(avidin)，肽和/或蛋白质)。在一些实施方案中，“末端”修饰包括将指导RNA与包

含寡核苷酸(包括脱氧核糖核苷酸和/或核糖核苷酸)肽，蛋白质，糖，寡糖，类固醇，脂质，叶

酸，维生素和/或其他分子的另一分子的缀合(或连接)。在一些实施方案中，整合至指导RNA

中的“末端”修饰经接头(例如2-(4-丁基酰氨基荧光素)丙烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头

(如下描绘))定位于指导RNA序列内部，其以磷酸二酯键并入并且能并入至指导RNA中的两

个核苷酸之间的任何地方。

[0056]

[0057] 2-(4-丁基酰氨基荧光素)丙烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头

[0058] 其他接头包括例如以实例说明但不限于：
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[0059]

[0060] 2-(3-(染料-酰氨基)丙酰氨基)丙烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头

[0061] 在一些实施方案中，末端修饰包括末端官能团如胺，硫醇(或巯基)，羟基，羧基，羰

基，亚硫酰基，硫代羰基，氨基甲酰基，硫氨基甲酰基，磷酰基，烯烃，炔基，卤素或官能团封

端的接头，其中之一可随后与所需的模块缀合，例如荧光染料或非荧光标记或标签或任何

其它分子，如寡核苷酸(包括脱氧核糖核苷酸和/或核糖核苷酸，包括适配体)，氨基酸，肽，

蛋白质，糖，寡糖，类固醇，脂质，叶酸，维生素。缀合采用本领域熟知的标准化学方法进行，

包括但不限于通过N-羟基琥珀酰亚胺，异硫氰酸酯，DCC(或DCI)和/或“Bioconjugate 

Techniques”by  Greg  T.Hermanson,Publisher  Eslsevier  Science,第三版(2013)中所述

的任何其它标准方法，其内容通过提述以其整体并入本文。

[0062] 在一些实施方案中，标记或染料附接或缀合至gRNA中的修饰的核苷酸。荧光染料

或其它模块例如非荧光标记或标签(例如生物素，亲和素，链霉亲和素或含有同位素标记

如15N，13C，14C，氘，3H，32P，125I的部分和(包括脱氧核糖核苷酸和/或核糖核苷酸，包括适配

体)，氨基酸，肽，蛋白质，糖，寡糖，类固醇，脂质，叶酸，维生素或可使用所谓的“点击

(click)”化学或所谓的“方酸(squarate)”缀合化学法来实现的其他分子。“点击”化学是指

具有叠氮化物部分的炔烃模块的[3+2]环加成，得到两部分之间的三唑连接，如以下示意图

所示：

[0063]

[0064] 如El-Sagheer,A.H和Brown,T.“Click  chemistry  with  DNA”,Chem.Soc.Rev.,

2010,39,1388-1405和Mojibul ,H.M和XiaoHua ,P.,DNA-associated  click  chemistry ,

Sci.China  Chem.,2014,57:2,215-31中所述的实例，其内容通过提述以其整体并入本文。

[0065] 在一些实施方案中，缀合可通过替代的环加成来实现，例如π-缀合的二烯模块与

烯烃模块的Diels-Alder[4+2]环加成。

[0066] “方酸”缀合化学方法通过方酸衍生物连接两个各自具有胺的模块，以产生含有方

酸标记模块的方酸缀合物(参见例如Tietze等(1991)Chem.Ber.,124,1215-21，其内容通过

提述以其整体并入本文)。例如，含有接头胺的荧光素通过方酸接头与含有胺的寡核糖核苷
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酸缀合，如下文方案中所述。方酸接头的一个实施例描述如下：

[0067]

[0068] 在一些实施方案中，整合入RNA中的化学修饰选自下组：2’-O-C1-4烷基，2’-H，2’-

O-C1-3烷基-O-C1-3烷基，2’-F、2’-NH2，2’-阿拉伯糖，2’-F-阿拉伯糖，4’-硫代核糖基，2-硫

代U，2-硫代C，4-硫代U，6-硫代G，2-氨基A，2-氨基嘌呤，假尿嘧啶，次黄嘌呤，7-脱氮鸟嘌

呤，7-脱氮-8-氮杂鸟嘌呤，7-脱氮腺嘌呤，7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤，5-甲基C，5-甲基U，5-羟

甲基胞嘧啶，5-羟甲基尿嘧啶，5,6-脱氢尿嘧啶，5-丙炔基胞嘧啶，5-丙炔基尿嘧啶，5-乙炔

基胞嘧啶，5-乙炔基尿嘧啶，5-烯丙基U，5-烯丙基C，5-氨基烯丙基-尿嘧啶，5-氨基烯丙基-

胞嘧啶，无碱基核苷酸(“abN”)，Z，P，UNA，isoC，isoG，5-甲基-嘧啶，x(A,G,C,T)和y(A,G,C,

T)，硫代磷酸酯核苷酸间连接，膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，硫代膦酰基乙酸核苷酸连接，

甲基膦酸酯核苷酸间连接，硼烷膦酸酯核苷酸间连接，二硫代磷酸酯核苷酸间连接，4’-硫

代核糖基核苷酸，锁核酸(“LNA”)核苷酸，非锁核酸(“ULNA”)核苷酸，烷基间隔基，杂烷基

(N，O，S)间隔基，5’-和/或3’-烷基封端的核苷酸，Unicap，自然界已知的5’端帽，xRNA碱基

(类似于“xDNA”碱基)，yRNA碱基(类似于“yDNA”碱基)，PEG取代基，或与染料或非荧光标记

(或标签)缀合的接头或如上所述的其它模块。例示性修饰的核苷酸还描述于表2中。

[0069] 表2.合成的指导序列中含有的例示性的修饰的核苷酸

[0070]
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[0093]

[0094] 如本文所述，一些非天然碱基对(例如isoG和isoC，Z碱基和P碱基；参见Zhang等

(2015)J.Am.Chem.Soc.)可能有利于影响指导RNA二级结构的热稳定性。这些修饰可用于防

止指导RNA骨架与指导RNA序列的其他域的错误折叠。

[0095] 最近的指导RNA:Cas9蛋白结构信息(图10，如Jiang等，2015,Science报道的)，以

及体内/体外功能突变研究(参见例如Briner等，2014,Mol.Cell,56,333-9)表明指导RNA骨

架主要在结构上是保守的。这加强了指导RNA的保守域的正确折叠对于与Cas9发挥功能的

重要性。图10显示了指导RNA骨架二级结构，显示与Cas9的氨基酸的相互作用。大多数指导

RNA含氮碱基不涉及与Cas9蛋白的结合相互作用。

[0096] sgRNA骨架的侧翼序列增加错误折叠的可能性，从而增加误差。20nt指导靶序列，

骨架区的5’，是用户指定针对各靶标的，从而错配的可能性是可变的或靶标特异性的。此

外，许多新兴的CRISPR-Cas应用附加了骨架的功能序列3’，例如CRISPR显示(Schechner等，

Nat.Methods  2015)和CRISPR-i/-a(Chen等，Cell  2013)，其是核糖开关或适配体，其也需

要正确和独立地折叠才能正常工作。为了确保给定sgRNA的每个功能域(即靶向指导，骨架，

适配体)以模块化、独立的方式折叠，结构上保守的骨架碱基对可被非天然的正交碱基对

(例如isoG和isoC；Z碱基和P碱基)取代，并且在一些实施方案中，仅被非天然正交碱基对取

代。这确保了sgRNA骨架序列将不会在二级结构中稳定地与靶标配对的指导序列的元件或

并入指导RNA中的其他非天然域(如任何适配体序列或指导RNA上的任何非天然的5’或3’凸

出)相互作用。或者，上述非天然正交碱基对可被并入可能存在的任何非天然凸出或适配体

中，从而防止涉及骨架序列错折叠的二级结构。

[0097] B.具有至少一个修饰的指导RNA

[0098] 在一个方面，本技术提供具有至少一个修饰的指导RNA，构成修饰的gRNA。

[0099] 在一些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、

41、42、43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的核苷酸。在其他实施方案中，修饰的gRNA包含

至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的核苷酸。在一些实施

方案中，所有核苷酸都是修饰的。在一些实施方案中，所有修饰都是相同的。在一些实施方

案中，所有修饰的核苷酸具有相同类型的修饰。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含不同修

饰的核苷酸的组合。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含两个或更多个修饰的核苷酸。在一

些实施方案中，修饰的gRNA包含三个或更多个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，修饰的核
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苷酸是连续排列的。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含至少一个连续的修饰的核苷酸段。

在一些实施方案中，修饰的gRNA包含至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、

43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的核苷酸的连续段。各个修饰的核苷酸可独立地包含一

个或多个类型的修饰。在一些实施方案中，在修饰的gRNA的序列中，修饰的核苷酸都不是连

续的，或者一部分连续但非全部连续。

[0100] 在一些实施方案中，修饰在指导RNA的5’部分内。在一些实施方案中，修饰在指导

RNA的5’部分的前5个(5)核苷酸内。在一些实施方案中，修饰在指导RNA的5’部分的前3个

(3)核苷酸内。在一些实施方案中，修饰在指导RNA的3’部分内。在一些实施方案中，修饰在

指导RNA的3’部分的最后5个(5)核苷酸内。在一些实施方案中，修饰在指导RNA的3’部分的

最后3个(3)核苷酸内。在一些实施方案中，修饰在指导RNA的内部区域(即5’端至3’端之间)

内。

[0101] 在一些实施方案中，修饰整合于指导RNA的5’部分或3’部分中，尤其是在5’部分的

前5或10个核苷酸内或在3’部分的最后5或10个核苷酸内，以例如保护RNA不被核酸酶降解

或出于其他目的。在一些其他实施方案中，修饰在指导RNA的5’部分和3’部分二者中，尤其

是在5’部分的前5或10个核苷酸内或在3’部分的最后5或10个核苷酸内，以例如保护RNA不

被核酸酶降解或出于其他目的。在一些实施方案中，指导RNA的5’部分和3’部分二者均存在

中超过一个类型的修饰。在一些实施方案中，修饰定位在指导RNA的5’端处、3’端处及内部

序列中。在一些实施方案中，指导RNA在指导RNA的5’部分和3’部分中包含40个或更少、或20

个或更少、或15个或更少、或10个或更少、或5个或更少、或3或更少个脱氧核糖核苷酸残基。

[0102] 在一些实施方案中，修饰在指导RNA的crRNA区段内。在一些实施方案中，修饰在

crRNA的指导序列内。在一些实施方案中，修饰在crRNA区段的前五(5)个核苷酸内。在一些

实施方案中，修饰在crRNA区段的前三(3)个核苷酸内。在一些实施方案中，修饰在crRNA区

段上的5’-凸出内。在一些实施方案中，修饰在指导RNA的tracrRNA区段内。在一些实施方案

中，修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，修饰在指

导RNA的tracrRNA区段的最后三(3)个核苷酸内。在一些实施方案中，当指导RNA是单一指导

RNA时，修饰位于指导RNA的环内。在一些实施方案中，一个或多个修饰在环L区内。在一些实

施方案中，修饰包括染料，非荧光标记或标签，其缀合至整合于如上所述的两个核苷酸之间

的接头，例如通过缀合至2-(3-(染料/标记/标签)酰胺基)丙酰胺基)丙烷-1,3-二醇双(磷

酸二酯)接头或缀合至环或L区中的核苷酸的修饰碱基。

[0103] 在一些实施方案中，修饰包括末端修饰如5’端修饰或3’端修饰。末端修饰的实例

包括但不限于磷酸化(作为天然磷酸酯或多磷酸酯或作为修饰的磷酸酯基团，例如烷基膦

酸酯，膦酰基羧酸酯，膦酰基乙酸酯，硼烷膦酸酯，硫代磷酸酯，二硫代磷酸酯等)，生物素

化，缀合或缀合的分子，接头，染料，标记，标签，官能团(例如但不限于5’-氨基，5’-硫代，

5’-酰氨基，5’-羧基等)，反式连接，或烃模块，其可包含醚，聚乙二醇(PEG)，酯，羟基，芳基，

卤素，磷酸二酯，双环，杂环或其它有机官能团。在一些实施方案中，末端修饰包括二甲氧基

三苯甲基。

[0104] 在一些实施方案中，修饰包括修饰的碱基。如本文所用，“未修饰的”碱基包括嘌呤

碱基腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)，和嘧啶碱基胸腺嘧啶(T)，胞嘧啶(C)及尿嘧啶(U)。修饰的碱
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基的实例包括但不限于合成的和天然的碱基，例如2-硫代U，2-硫代C，4-硫代U，6-硫代G，2-

氨基A，2-氨基P，假尿嘧啶，次黄嘌呤，7-脱氮鸟嘌呤，7-脱氮-8-氮杂鸟嘌呤，7-脱氮腺嘌

呤，7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤，5-甲基C，5-甲基U，5-羟甲基胞嘧啶，5-羟甲基尿嘧啶，5,6-脱氢

尿嘧啶，5-丙炔基胞嘧啶，5-丙炔基尿嘧啶，5-乙炔基胞嘧啶，5-乙炔基尿嘧啶，5-烯丙基U，

5-烯丙基C，5-氨基烯丙基-尿嘧啶和5-氨基烯丙基-胞嘧啶。在一些实施方案中，修饰包括

无碱基核苷酸。在一些实施方案中，修饰包括非标准嘌呤或嘧啶结构，例如Z或P，isoC或

isoG，UNA，5-甲基吡喃，x(A,G,C,T)或y(A,G,C,T)。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、

30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的碱基。

在其他实施方案中，修饰的gRNA包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130

或140个修饰的碱基。在一些实施方案中，gRNA中所有碱基都是修饰的。

[0105] 在一些实施方案中，修饰包括修饰的糖。修饰的糖的实例包括但不限于具有2’位

置处修饰或4’位置处修饰的糖。例如，在一些实施方案中，糖包括2’-O-C1-4烷基，例如2’-O-

甲基(2’-OMe)。在一些实施方案中，糖包括2’-O-C1-3烷基-O-C1-3烷基，例如2’-甲氧基乙氧

基(2’-O-CH2CH2OCH3)，也称为2’-O-(2-甲氧基乙基)或2’-MOE。在一些实施方案中，糖包含

2’-卤素，如2’-F，2’-Br，2’-Cl或2’-I。在一些实施方案中，糖包含2’-NH2。在一些实施方案

中，糖包含2’-H(例如脱氧核糖核苷酸)。在一些实施方案中，糖包含2’-阿拉伯糖或2’-F-阿

拉伯糖。在一些实施方案中，糖包含2’-LNA或2’-ULNA。在一些实施方案中，糖包含4’-硫代

核糖基。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、

42、43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的糖。在其他实施方案中，修饰的gRNA包含至少55、

60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的糖。在一些实施方案中，gRNA

中的所有糖都是修饰的。

[0106] 在一些实施方案中，修饰包括修饰的主链(即天然磷酸二酯以外的核苷酸间连

接)。修饰的核苷酸间键连接的实例包括但不限于硫代磷酸酯核苷酸间连接，手性硫代磷酸

酯核苷酸间连接，二硫代磷酸酯核苷酸间连接，硼烷膦酸酯核苷酸间连接，C1-4烷基膦酸酯

核苷酸间连接，例如甲基膦酸酯核苷酸间临街，硼烷膦酸酯核苷酸间连接，膦酰基羧酸酯核

苷酸间连接，如膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，膦酰基羧酸酯核苷酸间连接如膦酰基乙酸酯

核苷酸间连接，硫代膦酰基羧酸核苷酸间连接，如硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，硫代膦

酰基羧酸酯核苷酸间连接如硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接。还包括各种盐，混合盐和游

离酸形式。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、

41、42、43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的核苷酸间连接。在一些实施方案中，修饰的

gRNA包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的核苷酸间连

接。在一些实施方案中，gRNA中的所有核苷酸间连接都是修饰的。

[0107] 在一些实施方案中，修饰是2’-O-C1-4烷基，2’-H，2’-O-C1-3烷基-O-C1-3烷基，2’-F，

2’-NH2，2’-阿拉伯糖，2’-F-阿拉伯糖，2’-LNA，2’-ULNA，4’-硫代核糖基，2-硫代U，2-硫代

C，4-硫代U，6-硫代G，2-氨基A，2-氨基P，假尿嘧啶，次黄嘌呤，7-脱氮鸟嘌呤，7-脱氮-8-氮

杂鸟嘌呤，7-脱氮腺嘌呤，7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤，5-MeC，5-MeU，5-羟甲基胞嘧啶，5-羟甲基
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尿嘧啶，5,6-脱氢尿嘧啶，5-丙炔基胞嘧啶，5-丙炔基尿嘧啶，5-乙炔基胞嘧啶，5-乙炔基尿

嘧啶，5-烯丙基U，5-烯丙基C，5-氨基烯丙基-尿嘧啶，5-氨基烯丙基-胞嘧啶，无碱基核苷

酸，Z，P，UNA，isoC，isoG，5-甲基-嘧啶，x(A,G,C,T)，y(A,G,C,T)，3’-硫代磷酸酯基团，3’-

膦酰基乙酸酯基团，3’-膦酰基乙酸酯基团，3’-硫代膦酰基乙酸酯基团，3’-硫代膦酰基乙

酸酯基团，3’-甲基膦酸酯基团，3’-硼烷膦酸酯基团，3’-二硫代磷酸酯基或其组合。

[0108] 在一些实施方案中，修饰的核苷酸包含2’-O-甲基-3’-硫代磷酸酯。在一些实施方

案中，修饰的核苷酸包含2’-O-甲基-3’-膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，修饰的核苷酸

包含2’-O-甲基-3’-硫代膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，修饰的核苷酸包含Z碱基。在一

些实施方案中，修饰的核苷酸包含2’-卤-3’-硫代磷酸酯。在一些实施方案中，修饰的核苷

酸包含2’-卤-3’-膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，修饰的核苷酸包含2’-卤-3’-硫代膦

酰基乙酸酯。在一些实施方案中，修饰的核苷酸包含2’-氟-3’-硫代磷酸酯。在一些实施方

案中，修饰的核苷酸包含2’-氟-3’-膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，修饰的核苷酸包含

2’-氟-3’-硫代膦酰基乙酸酯。

[0109] 在一些实施方案中，指导RNA包含式(I)所示的寡核苷酸：

[0110] W-Y或Y-W   (I)

[0111] 其中W代表包含至少一个修饰的寡核苷酸的核苷酸或核苷酸段，而Y代表寡核苷酸

未修饰的部分。

[0112] 在一些实施方案中，W在指导RNA的5’部分内。在一些实施方案中，W至少部分在指

导RNA的5’部分的前五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，W至少部分在指导RNA的5’部分

的前三(3)个核苷酸中。在一些实施方案中，W在指导RNA的3’部分内。在一些实施方案中，W

至少部分在指导RNA的3’部分的最后五(5)个核苷酸中。在一些实施方案中，W至少部分在指

导RNA的3’部分的最后三(3)个核苷酸中。在一些实施方案中，W在指导RNA的内部区域(即5’

端和3’端之间)内。

[0113] 在一些实施方案中，W包含如上所述的末端修饰，例如5’端修饰或3’端修饰。在一

些实施方案中，末端修饰包括二甲氧基三苯甲基。

[0114] 在一些实施方案中，W包含如上所述的修饰碱基。在一些实施方案中，W包含1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、

31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或50个修饰碱基。在其他

实施方案中，W包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰碱

基。在一些实施方案中，gRNA中的所有碱基都是修饰的。

[0115] 在一些实施方案中，W包含上所述的修饰的糖。在一些实施方案中，W包含1、2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、

32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的糖。在其他实

施方案中，W包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的糖。

在一些实施方案中，gRNA中的所有的糖都是修饰的。

[0116] 在一些实施方案中，W包含上所述的修饰的主链(即磷酸二酯以外的核苷酸间连

接)。在一些实施方案中，W包含多于1个，如2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、

18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、

43、44、45、46、47、48、49或50个修饰的核苷酸间连接。在其他实施方案中，W包含至少55、60、
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65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的核苷酸间连接。在一些实施方案

中，gRNA中的所有的核苷酸间连接都是修饰的。

[0117] 在一些实施方案中，W包含2’-O-C1-4烷基，2’-H，2’-O-C1-3烷基-O-C1-3烷基，2’-F，

2’-NH2，2’-阿拉伯糖，2’-F-阿拉伯糖，2’-LNA，2’-ULNA，4’-硫代核糖基，2-硫代U，2-硫代

C，4-硫代U，6-硫代G，2-氨基A，2-氨基P，假尿嘧啶，次黄嘌呤，7-脱氮鸟嘌呤，7-脱氮-8-氮

杂鸟嘌呤，7-脱氮腺嘌呤，7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤，5-MeC，5-MeU，5-羟甲基胞嘧啶，5-羟甲基

尿嘧啶，5,6-脱氢尿嘧啶，5-丙炔基胞嘧啶，5-丙炔基尿嘧啶，5-乙炔基胞嘧啶，5-乙炔基尿

嘧啶，5-烯丙基U，5-烯丙基C，5-氨基烯丙基-尿嘧啶，5-氨基烯丙基-胞嘧啶，无碱基核苷

酸，Z，P，UNA，isoC，isoG，5-甲基-嘧啶，x(A,G,C,T)，y(A,G ,C,T)，硫代磷酸酯核苷酸间连

接，膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间

连接，硫代膦酰乙酸酯核苷酸间连接，甲基膦酸酯核苷酸间连接，硼烷膦酸酯核苷酸间连接

接，二硫代磷酸酯核苷酸间连接，或其组合。

[0118] 在一些实施方案中，W包含相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-硫代磷酸酯基团。在一

些实施方案中，W包含相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-膦酰基乙酸酯基团。一些实施方案

中，W包含相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-硫代膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，W包

含相同核苷酸上的2’-F和3’-硫代磷酸酯基团。在一些实施方案中，W包含相同核苷酸上的

2’-F和3’-膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，W包含相同核苷酸上的2’-F和3’-硫代膦

酰基乙酸酯基团。

[0119] 在一些实施方案中，W包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19

或20个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，每个修饰的核苷酸都包含相同的修饰。在一些实

施方案中，W包含多种修饰的核苷酸的组合。在一些实施方案中，W包含两个或更多个修饰的

核苷酸。在一些实施方案中，W包含三个或更多个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，由于一

个或多个未修饰的核苷酸可能会介于中间(intercede)，所述修饰的核苷酸在序列中不连

续排列或者至少不完全连续排列。在一些实施方案中，修饰的核苷酸连续排列。在一些实施

方案中，W包含至少一个修饰核苷酸的连续段。在一些实施方案中，W包含至少三(3)个修饰

核苷酸的连续段。在一些实施方案中，W包含至少四(4)个修饰核苷酸的连续段。在一些实施

方案中，W包含至少五(5)个修饰核苷酸的连续段。

[0120] 在一些实施方案中，指导RNA包含式(II)所示的寡核苷酸：

[0121] MmNn   (II)

[0122] 其中各个N独立地表示未修饰的核糖核苷酸；

[0123] 其中各个M表示修饰的核苷酸，并且独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，3’-P

(S)核糖核苷酸，3’-PACE核糖核苷酸，3’-硫代PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-P(S)-核糖

核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸，Z核苷酸和

2’-脱氧核苷酸；

[0124] 其中各个M处于指导RNA的序列的任何位置；

[0125] 其中任何给定的M与任何其它M相同或不同，并且任何给定的N与任何其它N相同或

不同；和

[0126] 其中m和n各自独立地选自0至219的整数，条件是50<m+n≤220，且m不为0。

[0127] 在一些实施方案中，m+n<150。
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[0128] 在一些实施方案中，每个M由一个或多个独立地选自下组的模块修饰：2’-F，2-硫

尿嘧啶，4-硫尿嘧啶，2-氨基腺嘌呤，次黄嘌呤，5-甲基胞嘧啶，5-甲基尿嘧啶，5-烯丙基氨

基尿嘧啶，方酸连接，三唑连接和2-(4-丁基酰胺荧光素)丙烷-1 ,3-二醇双(磷酸二酯)连

接。在一些实施方案中，M包含通过接头连接的染料。

[0129] 在一些实施方案中，每个M独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-O-甲基-

3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷

酸。在一些实施方案中，每个M独立地选自下组：2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和2’-O-甲

基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。

[0130] 在一些实施方案中，当m>1，任何给定的M与任何其他M相同或不同。在一些实施方

案中，当m>1，每个M具有相同的修饰。

[0131] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，m选自1至10的整数，

每个N独立地选自A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案

中，每个M是2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，m选自1至5的整数，每个N独立地选自A、U、C和

G，并且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-

3’-PACE核糖核苷酸，m选自2至5的整数，每个N独立地选自A、U、C和G，并且n选自1至148的整

数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，m是1。在一些实施方案中，m是2。在一些实施方

案中，m是3。在一些实施方案中，m是4。在一些实施方案中，m是5。

[0132] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸，m选自1至10的

整数，每个N独立地选自A、U、C和G，并且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实

施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸，m选自1至5的整数，每个N独立地选

自A、U、C和G，并且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，每个M是

2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸，m选自2至5的整数，每个N独立地选自A、U、C和G，并且n

选自1至148的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，m是1。在一些实施方案中，m是

2。在一些实施方案中，m是3。在一些实施方案中，m是4。在一些实施方案中，m是5。

[0133] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基核糖核苷酸，m选自1至40的整数，每个N独

立地选自A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，每个M

是2’-O-甲基核糖核苷酸，m选自1至25的整数，每个N独立地选自A、U、C和G，且n选自1至149

的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基核糖核苷酸，m选自1至

20的整数，每个N独立地选自A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些

实施方案中，m是1。在一些实施方案中，m是2。在一些实施方案中，m是3。在一些实施方案中，

m是4。在一些实施方案中，m是5。在一些实施方案中，m是10。在一些实施方案中，m是15。在一

些实施方案中，m为20。在一些实施方案中，m是30。在一些实施方案中，m是40。

[0134] 在一些实施方案中，每个M是2’-脱氧核苷酸，m选自1至30的整数，每个N独立地选

A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，每个M是2’-脱

氧核苷酸，m选自1至20的整数，每个N独立地选自A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是

50<m+n≤150。在一些实施方案中，m是5。在一些实施方案中，m是10。在一些实施方案中，m是

15。在一些实施方案中，m是20。在一些实施方案中，m是30。

[0135] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，m选自1至10的整数，

每个N独立地选自A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案
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中，每个M是2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，m选自1至5的整数，每个N独立地选自A、U、C和

G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，m是1。在一些实施方案

中，m是2。在一些实施方案中，m是3。在一些实施方案中，m是4。在一些实施方案中，m是5。

[0136] 在一些实施方案中，每个M是Z核苷酸，m选自1至10的整数，每个N独立地选自A、U、C

和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在一些实施方案中，每个M是Z核苷酸，m选

自1至5的整数，每个N独立地选自A、U、C和G，且n选自1至149的整数，条件是50<m+n≤150。在

一些实施方案中，m是1。在一些实施方案中，m是2。在一些实施方案中，m是3。在一些实施方

案中，m是4。在一些实施方案中，m是5。

[0137] 在一些实施方案中，修饰是改变稳定性的修饰。在一些实施方案中，相对于无修饰

的指导RNA，修饰提高指导RNA的核酸酶抗性，从而增强指导RNA的稳定性。在一些实施方案

中，改变稳定性的修饰是增强稳定性的修饰。例如，在一些实施方案中，增强稳定性的修饰

包括2’-O-甲基或2’-O-C1-4烷基核苷酸。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括2’-卤

素核苷酸，如2’-F，2’-Br，2’-Cl或2’-I。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括2’MOE

或2’-O-C1-3烷基-O-C1-3烷基。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括2’-NH2核苷酸。在

一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括2’-H(或2’-脱氧)核苷酸。在一些实施方案中，增

强稳定性的修饰包括2’-阿拉伯糖或2-F-阿拉伯糖。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰

包括4’-硫代核糖基糖模块。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括3’-硫代磷酸酯基

团。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括3’-膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，

增强稳定性的修饰包括含有3’-硫代膦酰基乙酸酯基团的核苷酸。在一些实施方案中，增强

稳定性的修饰包括含有3’-甲基膦酸酯基团的核苷酸。在一些实施方案中，增强稳定性的修

饰包括含有3’-硼烷磷酸酯基团的核苷酸。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包含含有

3’-二硫代磷酸酯基团的核苷酸。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括锁核酸

(“LNA”)核苷酸。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括非锁核酸(“ULNA”)核苷酸。

[0138] 在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-硫代

磷酸酯基团。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-

膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括相同核苷酸上的2’-O-甲基

和3’-硫代膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括相同核苷酸上的

2’-氟和3’-硫代磷酸酯基团。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括相同核苷酸上的

2’-氟和3’-膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，增强稳定性的修饰包括相同核苷酸上

的2’-氟和3’-硫代膦酰基乙酸酯基团。

[0139] 在一些实施方案中，修饰是改变特异性的修饰。在一些实施方案中，可通过增强中

靶结合和/或切割，或减少脱靶结合和/或切割或二者的组合来实现特异性增强。在一些其

它实施方案中，可例如通过减少中靶结合和/或切割，或增加脱靶结合和/或切割或二者的

组合来实现特异性降低。

[0140] 在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括2’-O-甲基。在一些实施方案中，改变

特异性的修饰包括2’-卤素，例如2’-氟。

[0141] 在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括2-硫尿嘧啶碱基(2-硫代U)。在一些实

施方案中，改变特异性的修饰包括2-硫代C。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括4-

硫代U。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括6-硫代G。在一些实施方案中，改变特异
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性的修饰包括2-氨基A。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括2-氨基嘌呤。在一些实

施方案中，改变特异性的修饰包括假尿嘧啶。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括次

黄嘌呤。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括7-脱氮鸟嘌呤。在一些实施方案中，改

变特异性的修饰包括7-脱氮-8-氮杂鸟嘌呤。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括7-

脱氮腺嘌呤。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤。在一些实

施方案中，改变特异性的修饰包括5-甲基C。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-

甲基U。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-羟甲基胞嘧啶。在一些实施方案中，改

变特异性的修饰包括5-羟甲基尿嘧啶。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5,6-脱

氢尿嘧啶。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-丙炔基胞嘧啶。在一些实施方案

中，改变特异性的修饰包括5-丙炔尿嘧啶。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-乙

炔基胞嘧啶。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-乙炔尿嘧啶。在一些实施方案

中，改变特异性的修饰包括5-烯丙基U。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-烯丙

基C。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括5-氨基烯丙基U。在一些实施方案中，改变

特异性的修饰包括5-氨基烯丙基C。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括无碱基核苷

酸。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括Z碱基。在一些实施方案中，改变特异性的修

饰包括P碱基。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括UNA碱基。在一些实施方案中，改

变特异性的修饰包括isoC。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括isoG。在一些实施方

案中，改变特异性的修饰包括5-甲基-嘧啶。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括x

(A,G,C,T)。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括y(A,G,C,T)。

[0142] 在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括硫代磷酸酯核苷酸间连接。在一些实

施方案中，改变特异性的修饰包括膦酰基乙酸酯核苷酸间连接。在一些实施方案中，改变特

异性的修饰包括硫代膦酰基乙酸核苷酸间连接。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包

括甲基膦酸酯核苷酸间连接。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括硼烷磷酸酯核苷

酸间连接。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包含二硫代磷酸核苷酸间连接。在一些实

施方案中，改变特异性的修饰包括ULNA。在一些实施方案中，改变特异性的修饰包括LNA。

[0143] 在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰通过例如改变指导RNA的解链

温度(Tm)来改变RNA碱基配对。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰降低指导

RNA的Tm。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修改提高指导RNA的Tm。

[0144] 在一些实施方案中，改变特异性的修饰降低碱基配对相互作用的Tm。在一些实施

方案中，降低碱基配对相互作用的Tm的修饰是2’-脱氧基，因为本领域众所周知的是，DNA/

DNA碱基对具有比其相应的RNA/DNA双链体更低的Tm。在一些实施方案中，降低碱基配对相

互作用的Tm的修饰是2-硫尿嘧啶，其轻微降低G-U摇摆配对的Tm。在一些实施方案中，降低

碱基配对相互作用的Tm的修饰是硫代磷酸酯核苷酸间连接或二硫代磷酸酯核苷酸间连接，

其每个修饰使Tm降低～0.5℃。在一些实施方案中，降低碱基配对相互作用的Tm的修饰是硼

烷膦酸酯核苷酸间连接，其每个修饰使Tm降低～0.5-0.8℃。在一些实施方案中，降低碱基

配对相互作用的Tm的修饰是膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，其每个修饰将Tm降低～1.3℃。在

一些实施方案中，降低碱基配对相互作用的Tm的修饰是非锁核酸(“ULNA”)，其每个修饰将

Tm降低～5-8℃。在一些实施方案中，降低碱基配对相互作用的Tm的修饰是2’-O-甲基-3’-

甲基膦酸酯。
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[0145] 在一些实施方案中，改变特异性的修饰提高碱基配对相互作用的Tm。在一些实施

方案中，提高碱基配对相互作用的Tm的修饰是2’-O-甲基，其每个修饰将Tm提高～0.5-0.7

℃。在一些实施方案中，提高碱基配对相互作用的Tm的修饰是2’-F，其每个修饰使Tm提高～

1℃。在一些实施方案中，提高碱基配对相互作用的Tm的修饰是2-硫尿嘧啶，其提高A-U配对

的Tm(并且如上所述，略微降低G-U摇摆配对的Tm)。在一些实施方案中，提高碱基配对相互

作用的Tm的修饰是4-硫尿嘧啶，其提高G-U摇摆对的Tm并轻微提高A-U对的Tm。在一些实施

方案中，提高碱基配对相互作用的Tm的修饰是2-氨基-腺嘌呤，其每个修饰将其与U配对的

碱基的Tm提高～1℃。在一些实施方案中，提高碱基配对相互作用的Tm的修饰是5-甲基-尿

嘧啶(5-甲基U)(参见例如Wang&Kool(1995)Biochemistry,34,4125-32)。在一些实施方案

中，提高碱基配对相互作用的Tm的修饰是5-甲基-胞嘧啶(5-甲基C)。在一些实施方案中，提

高碱基配对相互作用的Tm的修饰是锁核酸(“LNA”)，其每个修饰将Tm提高2-10℃。

[0146] 在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰改变指导RNA的转染效率。在一

些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰提高指导RNA的转染效率。在一些实施方案

中，相对于无修饰的指导RNA，修饰降低指导的转染效率。在一些实施方案中，修饰中和磷酸

盐上的阴离子电荷，允许被动扩散进入细胞。在一些实施方案中，中和电荷的修饰包括膦酰

基乙酸酯烷基酯核苷酸间连接，如膦酰基乙酸甲酯核苷酸间连接。

[0147] 在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰改变指导RNA的免疫刺激作用。

最初发现非甲基化的细菌DNA及其合成类似物是TLR9的配体(参见Hemmi等(2000)Nature,

408,740-5)。可在二核苷酸基序中减轻TLR9的刺激，例如通过修饰C和G残基。使用5-甲基胞

嘧啶，2-氨基胞嘧啶，2-硫代胞嘧啶，5-甲基异胞嘧啶，P-核碱基(6-(β-D-2’-脱氧呋喃核糖

基)-3,4-二氢-8H-嘧啶并[4,5-c][1,2]噁嗪-7-酮)和2’-O-甲基胞嘧啶均导致TLR9刺激的

损失或减少。在一些实施方案中，使用6-硫鸟嘌呤，2,6-二氨基嘌呤，2-氨基嘌呤，黄嘌呤，

肌苷，7-脱氮黄嘌呤，异鸟嘌呤，8-氧基鸟嘌呤，水粉蕈素(nebularine)，8-溴鸟嘌呤，K-核

碱基(2-氨基-N-甲氧基腺苷)和/或2’-O-甲基鸟嘌呤可导致TLR9刺激的损失或减少。在一

些实施方案中，使用磷酸二酯修饰可降低或消除TLR9应答。通常，合成并入的硫代磷酸酯可

以有限的程度降低TLR9响应，这被认为是由合成RNA中每个硫代磷酸酯的两个立体异构体

的存在而导致的。然而，已显示缺乏CpG基序的硫代磷酸酯修饰的DNA刺激TLR9至相当小的

程度。磷上的负电荷是通过TLR9识别的重要元素，因此使用烷基膦酸酯去除负电荷可导致

TLR9刺激的损失或减少。在5’和3’末端序列中的脱氧核苷之间使用膦酰基乙酸酯(PACE)核

苷酸间连接可显著增加TLR9响应；然而，在5’和3’末端序列中的脱氧核苷之间使用硫代膦

酰基乙酸酯(硫代PACE)核苷酸间连接可以导致TLR9刺激的损失或减少。在一些实施方案

中，使用有利于C3’-endo构象的糖修饰(如2’-O-甲基修饰)可在5’和3’末端掺入以降低

TLR9响应。TLR7和TLR8可由含有7-脱氮鸟嘌呤和单链RNA的分子刺激(参见例如Heil等

(2004)Science，303,1526-9)。TLR3涉及病毒来源的双链RNA的细胞免疫反应。在一些实施

方案中，例如可通过使用2’-O-甲基修饰，含硫的修饰的磷酸二酯键或降低核苷酸负电荷的

修饰(如甲基膦酸酯和/或膦酰基乙酸酯核苷酸间连接)来减轻TLR响应。

[0148] 在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰增强指导RNA的稳定性和特异

性。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰增强指导RNA的稳定性和转染效率。

在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰增强指导RNA的特异性和转染效率。在一
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些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，修饰增强指导RNA的整体功效。

[0149] C.具有修饰组合的指导RNA

[0150] 一方面，本技术提供具有两个或更多个修饰的组合的指导RNA。

[0151] 在一些实施方案中，两个修饰是相同的核苷酸(例如一个核苷酸包含2’-O-甲基和

3’-硫代膦酰基乙酸酯模块)。在其它实施方案中，两个修饰在两个不同的核苷酸上(例如一

个核苷酸具有2-硫代U碱基，另一个核苷酸具有2’-O-甲基基团)。

[0152] 在一些实施方案中，指导RNA的每个修饰是相同的。在一些实施方案中，指导RNA中

的至少一个修饰与指导RNA中的至少一个其他修饰不同。在一些实施方案中，指导RNA中的

单个核苷酸具有两个或更多个修饰。

[0153] 在一些实施方案中，指导RNA包含不同类型修饰的组合，且组合中至少有一个类型

存在于指导RNA的多个位置。在一些实施方案中，组合中的至少一种类型在指导RNA中出现

1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20次。

[0154] 在一些实施方案中，组合中的至少一种类型的修饰出现在两个或更多个修饰的核

苷酸中。在一些实施方案中，组合中的至少一种类型的修饰出现在三个或更多个修饰的核

苷酸中。在一些实施方案中，由于一个或多个未修饰的核苷酸可能介于其间，所述修饰的核

苷酸在序列中是不连续排列的或者至少不完全连续排列的。在一些实施方案中，修饰的核

苷酸连续排列。在一些实施方案中，指导RNA包含相同类型的连续的修饰的核苷酸段。在一

些实施方案中，所述段具有至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、

21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、或40个修饰的核苷酸。

[0155] 在一些实施方案中，组合中至少一种类型的修饰在指导RNA的5’部分内。在一些实

施方案中，组合中至少一种类型的修饰在指导RNA的5’部分的前五(5)个核苷酸内。在一些

实施方案中，组合中至少一种类型的修饰在指导RNA的5’部分的前三(3)个核苷酸内。在一

些实施方案中，组合中至少一种类型的修饰在指导RNA的3’部分内。在一些实施方案中，组

合中至少一种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方案

中，组合中至少一种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最后三(3)个核苷酸内。在一些实施

方案中，组合中的至少一种类型的修饰在指导RNA的内部区域(即5’端和3’端之间)内。

[0156] 在一些实施方案中，组合中的至少一种类型的修饰整合入指导RNA的5’或3’部分，

特别是在5’部分的前5个或10个核苷酸内，或在3’部分的最后5个或10个核苷酸内，以例如

保护RNA免受核酸酶降解或用于其它目的。在一些实施方案中，组合中的至少一种类型的修

饰在5’部分内且组合中的至少一种类型的修饰在指导RNA的3’部分内，尤其是在5’部分的

前5个或10个核苷酸内和在3’部分的最后5个或10个核苷酸内，以例如保护RNA不被核酸酶

降解或用于其他目的。在一些实施方案中，指导RNA在指导RNA的5’部分中包含20个或更少，

或15个或更少，或15个或更少，或10个或更少，或5个或更少，或3个或更少的脱氧核糖核苷

酸残基。

[0157] 在一些实施方案中，组合中至少一种类型的修饰在指导RNA的crRNA区段内。在一

些实施方案中，组合中至少一种类型的修饰在crRNA的指导序列中。在一些实施方案中，组

合中至少一种类型的修饰在crRNA区段的前五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，组合中

至少一种类型的修饰在crRNA区段的前三(3)个核苷酸内。在一些实施方案中，组合中至少

一种类型的修饰在指导RNA的tracrRNA区段内。在一些实施方案中，组合中至少一种类型的
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修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，组合中至少

一种类型的修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后三(3)个核苷酸内。

[0158] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型的修饰在指导RNA的5’部分内，组合中的

第二种修饰类型在指导RNA的内部区域内(即5’端和3’端之间)。在一些实施方案中，第一种

类型的修饰在指导RNA的5’部分的前五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，第一种类型的

修饰在指导RNA的5’部分的前三(3)个核苷酸内。

[0159] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型的修饰类型在指导RNA的内部区域内(即

5’端和3’端之间)，组合中的第二种类型的修饰类型在指导RNA的3’部分内。在一些实施方

案中，第二种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，

第二种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最后三(3)个核苷酸内。

[0160] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型的修饰类型在指导RNA的5’部分内，组合

中的第二种类型的修饰在指导RNA的3’部分内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在指

导RNA的5’部分的前五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在指导RNA的

5’部分的前三(3)个核苷酸内。在一些实施方案中，第二种类型的修饰在指导RNA的3’部分

的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，第二种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最

后三(3)个核苷酸内。

[0161] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型的修饰在指导RNA的5’部分内，组合中的

第二种类型的修饰在内部区域内(即在5’端和3’端之间)，并且组合中的第三种类型的修饰

在指导RNA的3’部分内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在指导RNA的5’部分的前五

(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在指导RNA的5’部分的前三(3)个核

苷酸内。在一些实施方案中，第三种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最后五(5)个核苷酸

内。在一些实施方案中，第三种类型的修饰在指导RNA的3’部分的最后三(3)个核苷酸内。

[0162] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型的修饰在指导RNA的crRNA区段内，组合

中的第二种类型的修饰在tracr区段内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在crRNA的

指导序列内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在crRNA区段的前五(5)个核苷酸内。在

一些实施方案中，第一种类型的修饰在crRNA区段的前三(3)个核苷酸内。在一些实施方案

中，第二种类型的修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方

案中，第二种修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后三(3)个核苷酸内。

[0163] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型和第二种类型的修饰在指导RNA的crRNA

区段内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在指导序列的crRNA内。在一些实施方案中，

第一种类型的修饰在crRNA区段的前五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，第一种类型的

修饰在crRNA区段的前三(3)个核苷酸内。

[0164] 在一些实施方案中，组合中的第一种类型和第二种类型的修饰在指导RNA的crRNA

区段内，组合中的第三种类型的修饰类型在tracr区段内。在一些实施方案中，第一种类型

的修饰在crRNA的指导序列内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在crRNA区段的前五

(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，第一种类型的修饰在crRNA区段的前三(3)个核苷酸

内。在一些实施方案中，第三种类型的修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后五(5)个核苷

酸内。在一些实施方案中，第三种类型的修饰在指导RNA的tracrRNA区段的最后三(3)个核

苷酸内。
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[0165] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包括如上所述的末端修饰(如5’端修

饰或3’端修饰)。在一些实施方案中，末端修饰包括二甲氧基三苯甲基。

[0166] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包括修饰的碱基。在一些实施方案中，

修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、或40个修饰的碱基。在其他实施方案

中，修饰的gRNA包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的

碱基。在一些实施方案中，gRNA中所有的碱基都是修饰的。

[0167] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包括修饰的糖。在一些实施方案中，修

饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、或40个修饰的糖。在其他实施方案中，

修饰的gRNA包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的糖。

在一些实施方案中，gRNA中所有的糖都是修饰的。

[0168] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包括修饰的主链(即天然磷酸二酯以

外的核苷酸间连接)。在一些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、

38、39、或40个修饰的核苷酸间连接。在其他实施方案中，修饰的gRNA包含至少55、60、65、

70、75、80、85、90、95、100、110、120、130或140个修饰的核苷酸间连接。在一些实施方案中，

gRNA中所有的核苷酸间连接都是修饰的。

[0169] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-O-甲基，2’-氟，2’-氨基，2’-

脱氧基，2’-阿拉伯糖，2-F-阿拉伯糖，2-硫尿嘧啶，2-氨基腺嘌呤，5-甲基胞嘧啶，5-氨基烯

丙基尿嘧啶，Z碱基，3’-硫代磷酸酯，3’-膦酰基乙酸酯，3’-膦酰基乙酸酯，3’-硫代膦酰基

乙酸酯，3’-硫代膦酰基乙酸酯，3’-甲基膦酸酯，3’-硼烷膦酸酯，3’-二硫代磷酸酯或其组

合。在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-O-甲基，2’-脱氧基，Z碱基，硫代磷

酸酯核苷酸间连接，膦酰基乙酸酯核苷酸连接，硫代膦酰基乙酸核苷酸连接，或其组合。在

一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-F，2-硫代U，4-硫代U，2-氨基A，5-甲基C，

5-甲基U，5-氨基烯丙基U或其组合。在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰是“末端”修

饰，例如末端磷酸酯，PEG，末端胺，末端接头如烃接头，取代的烃接头，方酸接头，三唑接头，

内部接头如2-(4-丁基氨基荧光素)丙烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头，与染料缀合的接头，

与非荧光标记缀合的接头，与标签缀合的接头或与固体支持物(例如珠粒或微阵列)缀合的

接头。在一些实施方案中，组合中的至少两个修饰包含2’-O-甲基核苷酸和硫代磷酸酯核苷

酸间连接，2’-O-甲基核苷酸和膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，或2’-O-甲基核苷酸和硫代膦

酰基乙酸酯核苷酸间连接。在一些实施方案中，组合中的至少两个修饰包含2’-O-甲基核苷

酸和膦酰基羧酸酯核苷酸间连接，2’-O-甲基核苷酸和膦酰基羧酸酯核苷酸间连接，2’-O-

甲基核苷酸和硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间连接，2’-O-甲基核苷酸和硫代膦酰基羧酸酯核

苷酸间连接，或其组合。在其它实施方案中，组合中的修饰还包括2-硫尿嘧啶，2-硫代胞嘧

啶，4-硫尿嘧啶，6-硫鸟嘌呤，2-氨基腺嘌呤，2-氨基嘌呤，假尿嘧啶，肌苷，7-脱氮鸟嘌呤，

7-脱氮-8-氮杂鸟嘌呤，7-脱氮腺嘌呤，7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤，5-甲基胞嘧啶，5-甲基尿嘧

啶，5-羟甲基胞嘧啶，5-羟甲基尿嘧啶，5,6-脱氢尿嘧啶，5-丙炔基胞嘧啶，5-丙炔基尿嘧

啶，5-乙炔基胞嘧啶，5-乙炔基尿嘧啶，5-烯丙基尿嘧啶，5-烯丙基胞嘧啶，5-氨基烯丙基-
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尿嘧啶，5-氨基烯丙基-胞嘧啶或无碱基核苷酸。

[0170] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-O-甲基-3’-硫代磷酸酯。在一

些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-O-甲基-3’-膦酰基乙酸酯。在一些实施方案

中，组合中的至少一个修饰包含2’-O-甲基-3’-硫代膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，组

合中的至少一个修饰包括2’-卤-3’-硫代磷酸酯。在一些实施方案中，组合中的至少一个修

饰包括2’-卤-3’-膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-卤-

3’-硫代膦酰基乙酸酯。在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-氟-3’-硫代磷

酸酯。在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-氟-3’-膦酰基乙酸酯。在一些实

施方案中，组合中的至少一个修饰包含2’-氟-3’-硫代膦酰基乙酸酯。至少两个或三个修饰

的可能组合分别示于图6和图7中，并通过提述并入本文。

[0171] 在一些实施方案中，指导RNA包含如式(III)或式(IV)所示的寡核苷酸：

[0172] W-Y-Q(III)；或

[0173] Y-W-X-Q(IV)

[0174] 其中Q和W各自独立地表示包含至少一个修饰的寡核苷酸的核苷酸或核苷酸段，且

Y和X各自独立地表示寡核苷酸的未修饰部分。

[0175] 在一些实施方案中，W在指导RNA的5’部分内。在一些实施方案中，W至少部分在指

导RNA的5’部分的前五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，W至少部分在指导RNA的5’部分

的前三(3)个核苷酸内。在一些实施方案中，W在指导RNA的内部区域(即5’端和3’端之间)

内。

[0176] 在一些实施方案中，Q在指导RNA的3’部分内。在一些实施方案中，Q至少部分在指

导RNA的3’部分的最后五(5)个核苷酸内。在一些实施方案中，Q至少部分在指导RNA的3’部

分的最后三(3)个核苷酸内。在一些实施方案中，Q在指导RNA的内部区域(即5’端和3’端之

间)内。

[0177] 在一些实施方案中，W包含如上所述的末端修饰，如5’端或3端修饰。在一些实施方

案中，末端修饰包括二甲氧基三苯甲基。

[0178] 在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含如上所述的修饰的碱基。在一些实施方

案中，W或Q中至少一个包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

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

47、48、49、或50个修饰的碱基。在一些实施方案中，W或Q中至少一个包含多余一个修饰的碱

基，如2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个修饰的碱基。

[0179] 在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含如上所述的修饰的糖。在一些实施方案

中，W或Q中至少一个包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

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

47、48、49、或50个修饰的糖。在一些实施方案中，W或Q中至少一个包含多于一个修饰的糖，

如2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20个修饰的糖。

[0180] 在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含如上所述的修饰的主链(即磷酸二酯以

外的核苷酸间连接)。在一些实施方案中，W或Q中至少一个包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、或50个修饰的核苷酸间连接。在一些实施方
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案中，W或Q中至少一个包含多于一个，如2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19或20个修饰的糖。

[0181] 在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含2’-O-甲基核苷酸，2’-F核苷酸，2’-氨基

核苷酸，2’-脱氧核苷酸，2-硫尿苷核苷酸，2-氨基腺苷核苷酸，6-硫鸟苷核苷酸，5-甲基胞

苷核苷酸，5-氨基烯丙基尿苷核苷酸，Z核苷酸，3’-硫代磷酸酯核苷酸间连接，3’-硫代磷酸

酯核苷酸间连接，3’-膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，3’-膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，3’-硫

代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，3’-硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，3’-甲基膦酸酯核苷

酸间连接，3’-硼烷膦酸酯核苷酸间连接，3’-二硫代磷酸酯核苷酸间连接或其组合。

[0182] 在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-硫代磷

酸酯基团。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含相同核苷酸上的2’-O-甲基和3’-膦酰

基乙酸酯基团连接。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含相同核苷酸上的2’-O-甲基和

3’-硫代膦酰基乙酸酯基团。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含相同核苷酸上的2’-F

和3’-硫代磷酸酯基团。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含相同核苷酸上的2’-F和

3’-膦酰基乙酸酯基团连接。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含相同核苷酸上的2’-F

和3’-硫代膦酰基乙酸酯基团。

[0183] 在一些实施方案中，W或Q中至少有一个包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、

14、15、16、17、18、19或20个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，W或Q中的至少一个中的每个

修饰的核苷酸都包含相同的一个或多个修饰。在一些实施方案中，W包含与Q中的修饰的核

苷酸不同的修饰核苷酸。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含两个或更多个修饰的核

苷酸。在一些实施方案中，W或Q的至少一个包含三个或更多个修饰的核苷酸。在一些实施方

案中，由于一个或多个未修饰的核苷酸可能介于其间，所述修饰的核苷酸在序列上是不连

续或者至少不完全连续排列的。在一些实施方案中，修饰的核苷酸连续排列。在一些实施方

案中，W或Q的至少一个包含至少一个修饰核苷酸的连续段。在一些实施方案中，W或Q中的至

少一个包含至少三(3)个修饰的核苷酸的连续段。在一些实施方案中，W或Q中的至少一个包

含至少四(4)个修饰的核苷酸的连续段。在一些实施方案中，W或Q中的至少一个包含至少五

(5)个修饰的核苷酸的连续段。

[0184] 在一些实施方案中，指导RNA包含如式(V)或式(VI)所示的核苷酸序列：

[0185] MmNnM’m’N’n’   (式V)；或

[0186] MmNnM’m’N’n’M”m”   (式VI)

[0187] 其中每个M独立地表示修饰的核糖核苷酸；

[0188] 其中每个N独立地表示未修饰的核糖核苷酸；

[0189] 其中每个M’独立地表示修饰的核糖核苷酸；

[0190] 其中每个N’独立地表示未修饰的核糖核苷酸；

[0191] 其中每个M”独立地表示修饰的核糖核苷酸；

[0192] 其中m为0至40的整数，n为0至130的整数，m’为0至10的整数，n’为0至130的整数，

m”为0至10的整数，条件是m+m’+m”大于或等于1且50<m+n+m’+n’+m”≤150。

[0193] 在一些实施方案中，每个M独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-O-甲基-

3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸

和2’-脱氧核苷酸。在一些实施方案中，每个M独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-
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O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和2’-O-甲基-3’-硫代PACE核

糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M独立地选自下组：2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和

2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一些实施方案中，当m>1，任何给定的M与任何其他M

是相同或不同的。在一些实施方案中，当m>1，每个M包含相同的一个或多个修饰。

[0194] 在一些实施方案中，每个M’独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-O-甲基-

3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸

和2’-脱氧核苷酸。在一些实施方案中，每个M’独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-

O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和2’-O-甲基-3’-硫代PACE核

糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’独立地选自下组：2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和

2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一些实施方案中，当m’>1，任何给定的M’与任何其

他M’是相同或不同的。在一些实施方案中，当m’>1，每个M’包含相同的一个或多个修饰。

[0195] 在一些实施方案中，每个M”独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-O-甲基-

3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸

和2’-脱氧核苷酸。在一些实施方案中，每个M”独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-

O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和2’-O-甲基-3’-硫代PACE核

糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M”独立地选自下组：2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸和

2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一些实施方案中，当m”>1，任何给定的M”与任何其

他M”是相同或不同的。在一些实施方案中，当m’>1，每个M”包含相同的一个或多个修饰。

[0196] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸；m选自1至10的整数；

每个N独立地选自A、U、C和G；n选自10至130的整数；每个M’独立地选自下组：2’-O-甲基核糖

核苷酸，2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-

硫代PACE核糖核苷酸，2’-脱氧核苷酸和Z核苷酸；m’选自1至10的整数；每个N独立地选自A、

U、C和G；并且n’选自0至130的整数。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-PACE核糖

核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一些实施方

案中，每个M’是2’-O-甲基核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-P(S)核

糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是Z核苷酸。

[0197] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸；m选自1至10的

整数；每个N独立地选自A、U、C和G；n选自10至130的整数；每个M’独立地选自下组：2’-O-甲

基核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲

基-3’-硫代PACE核糖核苷酸，2’-脱氧核苷酸和Z核苷酸；m’选自1至10的整数；每个N独立地

选自A、U、C和G；并且n’选自0至130的整数。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-

PACE核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一

些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-

3’-P(S)核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是Z核苷酸。

[0198] 在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸；m选自1至10的整数；

每个N独立地选自A、U、C和G；n选自10至130的整数；每个M’独立地选自下组：2’-O-甲基核糖

核苷酸，2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-

硫代PACE核糖核苷酸，2’-脱氧核苷酸和Z核苷酸；m’选自1至10的整数；每个N独立地选自A、

U、C和G；且n’选自0至130的整数。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-PACE核糖核
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苷酸。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一些实施方案

中，每个M’是2’-O-甲基核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是2’-O-甲基-3’-P(S)核糖

核苷酸。在一些实施方案中，每个M’是Z核苷酸。

[0199] 在一些实施方案中，每个M独立地选自下组：2’-O-甲基核糖核苷酸，2’-O-甲基-

3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷

酸，2’-脱氧核苷酸和Z核苷酸；m选自0至10的整数；每个N独立地选自A、U、C和G；n选自10至

15的整数；每个M’是2’-O-甲基核糖核苷酸；m’选自1至5的整数；每个N独立地选自A、U、C和

G；并且n’选自0至130的整数。在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸。

在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-硫代PACE核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个

M是2’-O-甲基核糖核苷酸。在一些实施方案中，每个M是2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸。在

一些实施方案中，m为0；n选自10至15的整数，m’选自1至5的整数；并且n’选自0至130的整

数。

[0200] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰是改变稳定性的修饰。在一些实施方

案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中的至少一个修饰增加指导RNA的核酸酶抗性，因此增

强指导RNA的稳定性。

[0201] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰是如上所述的增强稳定性的修饰。

[0202] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰是如上所述的改变特异性的修饰。

[0203] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰改变RNA碱基配对。在一些实施方案

中，组合中的至少一个修饰降低如上所述的碱基配对相互作用的Tm。在一些实施方案中，组

合中的至少一个修饰提高如上所述的碱基配对相互作用的Tm。

[0204] 在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中的至少一个修饰改变指导

RNA的转染效率。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中的至少一个修饰提高

指导RNA的转染效率。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中的至少一个修饰

降低指导RNA的转染效率。在一些实施方案中，组合中至少一种增加转染的修饰包括膦酰基

乙酸酯烷基酯核苷酸间连接，例如膦酰基乙酸酯甲酯核苷酸间连接。

[0205] 在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中的至少一个修饰增强指导

RNA的稳定性和特异性。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中的至少一个修

饰增强指导RNA的稳定性和转染效率。在一些实施方案中，相对于无修饰的指导RNA，组合中

的至少一个修饰增强指导RNA的特异性和转染效率。

[0206] 在一些实施方案中，组合中的至少一个修饰改变指导RNA的二级结构。该修饰改变

指导RNA中任何RNA/RNA内部双链体的碱基配对。这些修饰中的一些增加RNA/RNA结构的碱

基配对，或者增加RNA/RNA双链体的Tm，而其它修饰降低RNA/RNA双链体或多个双链体的碱

基配对(或Tm)。这些修饰包括碱基修饰的核苷酸，特别是UNA核苷酸，如2-硫尿苷和2-氨基

腺苷对，Z/P核苷酸对，isoC/isoG对，6-硫代G//5-甲基嘧啶对，和如前所述的在糖或核苷酸

间连接上具有修饰的核苷酸。

[0207] 在一些实施方案中，组合包括至少一种修饰或一组修饰，其通过增加特异性(即减

少脱靶效应)的至少一种修饰或一组修饰来增加核酸酶抗性(即稳定性)。在一些实施方案

中，组合包括至少一种修饰或一组修饰，其通过提高指导RNA中一些碱基配对的Tm的至少一

种修饰或一组修饰来增加核酸抗性(即稳定性)。在一些实施方案中，组合包括至少一种修
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饰或一组修饰，其通过降低指导RNA的一些碱基配对的Tm的至少一种修饰或一组修饰来增

加核酸抗性(即稳定性)。在一些实施方案中，组合包括增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少

一种修饰或一组修饰，增加指导RNA中的一些碱基配对的Tm的至少一种修饰或一组修饰，以

及降低指导RNA中其他地方的一些碱基配对的Tm的至少一种修饰或一组修饰。在一些实施

方案中，组合包括增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少一种修饰或一组修饰以及增加指导

RNA与Cas蛋白结合的至少一种修饰或一组修饰。在一些实施方案中，组合包括增加核酸酶

抗性(即稳定性)的至少一种修饰或一组修饰以及减少指导RNA与Cas蛋白结合的至少一种

修饰或一组修饰。在一些实施方案中，指导RNA包括不同类型的修饰的组合。

[0208] D.指导RNA结构

[0209] 在一些实施方案中，指导RNA能够与CRISPR相关蛋白形成复合体。在一些实施方案

中，CRISPR相关蛋白由CRISPR-Cas  II型系统提供或衍生自CRISPR-Cas  II型系统，该系统

具有RNA引导的多核苷酸结合和/或核酸酶活性。在一些实施方案中，CRISPR相关蛋白是

Cas9，Cas9突变体或Cas9变体。在一些实施方案中，CRISPR相关蛋白是来自酿脓链球菌

(Streptococcus  pyogenes)的Cas9核酸酶。在一些实施方案中，CRISPR相关蛋白是来自嗜

热链球菌(Streptococcus  thermophilus)的Cas9核酸酶。在一些实施方案中，CRISPR相关

蛋白是来自金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)的Cas9核酸酶。在一些实施方案中，

合成的指导RNA或合成的指导RNA:CRISPR相关蛋白复合体维持天然指导RNA或不具有修饰

的核苷酸的复合体的功能性。在一些实施方案中，功能性包括结合靶多核苷酸。在一些实施

方案中，功能性包括切口靶多核苷酸。在一些实施方案中，功能性包括切割靶多核苷酸。在

一些实施方案中，靶多核苷酸在体外核酸内。在一些实施方案中，靶多核苷酸在体内或体外

的细胞的基因组内(例如在培养的细胞或从生物体分离的细胞中)。在一些实施方案中，靶

多核苷酸是DNA中的前间区序列。

[0210] 在一些实施方案中，crRNA区段包含25至80个核苷酸。在一些实施方案中，crRNA区

段包含能够与靶序列杂交的指导序列。在一些实施方案中，指导序列与靶序列或其一部分

互补。在一些实施方案中，指导序列包含15至30个核苷酸。在一些实施方案中，crRNA区段包

含茎序列。在一些实施方案中，茎序列包含10至50个核苷酸。在一些实施方案中，crRNA区段

包含5’凸出序列。在一些实施方案中，5’凸出序列包含1至10个核苷酸，或者1至5个核苷酸，

或者1、2或3个核苷酸。在一些实施方案中，crRNA包含(i)能够与靶序列杂交的指导序列和

(ii)茎序列。在一些实施方案中，crRNA包含(i)5’-凸出序列，(ii)能够与靶序列杂交的指

导序列，和(iii)茎序列。在其中所述crRNA区段包含茎序列的某些实施方案中，tracrRNA区

段包含与所述crRNA区段的茎序列部分或完全互补的核苷酸序列。在一些实施方案中，

tracrRNA区段还包含至少一个的双链结构。

[0211] 在一些实施方案中，指导RNA是单一指导RNA。在一些实施方案中，指导RNA是单一

指导RNA，其中crRNA区段和tracrRNA区段通过环L相连。在一些实施方案中，环L包含1、2、3、

4、5、6、7、8、9、或10个核苷酸。在一些实施方案中，环L包含GNRA的核苷酸序列，其中N表示A，

C，G或U，R表示A或G。在一些实施方案中，环L包含GAAA的核苷酸序列。在一些实施方案中，指

导RNA包含多于一个环。

[0212] 指导RNA包含5’部分(即5’那一半)和3’部分(即3’那一半)。在一些实施方案中，

crRNA区段是tracrRNA区段的5’(即上游)。在一些实施方案中，tracrRNA区段相对于crRNA
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区段为5’。

[0213] 在一些实施方案中，指导RNA包含至少两个单独的RNA链，例如crRNA链和分开的

tracrRNA链。参见例如图5A。在一些实施方案中，每条链是包含一个或多个修饰的合成链。

在一些实施方案中，所述链的至少一个是包含一个或多个修饰的合成链。在一些实施方案

中，所述链共同作用来指导Cas蛋白(如Cas9)对靶多核苷酸的结合、切口或切割。在一些实

施方案中，crRNA序列和tracrRNA序列位于分开的链上，并通过两个互补序列相互杂交形成

茎或双链体。

[0214] 在一些实施方案中，指导RNA是包含crRNA序列和tracrRNA序列的单一指导RNA。参

见例如图5B。在一些实施方案中，crRNA序列和tracrRNA序列通过环序列或“环”连接。在一

些实施方案中，单一指导RNA包含5’部分和3’部分，其中crRNA序列在tracrRNA序列的上游。

[0215] 在一些实施方案中，两个RNA片段的总长度可为约50-220(例如约55-200、60-190、

60-180、60-170、60-160、60-150、60-140、60-130和60-120)个核苷酸，例如长度为约60、70、

80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200、或220个核苷酸。类似地，单一指

导RNA(例如图5B)长度可为约50-220(例如约55-200、60-190、60-180、60-170、60-160、60-

150、60-140、60-130和60-120)个核苷酸，例如长度为约60、70、80、90、100、110、120、130、

140、150、160、170、180、190、200、或220个核苷酸。

[0216] 如图5A和5B所示，合成的指导RNA包含(i)crRNA序列，其包含(a)能够与核酸中的

靶序列杂交的指导序列(例如G1-Gn区段，其中每个G表示指导序列中的核苷酸)，(b)能够部

分或完全与第二茎序列杂交的第一茎序列(例如X1-Xn区段，其中每个X表示第一茎序列中的

核苷酸)，和任选地(c)5’凸出序列(例如O1-On区段，其中每个O表示凸出序列中的核苷酸)，

和(ii)包含第二茎序列的tracrRNA序列(例如Y1-Yn区段，其中每个Y表示第二茎序列中的核

苷酸)。tracrRNA序列还包含T1-Tn区段，其中每个T表示tracrRNA序列中的核苷酸。图5A中显

示的合成的指导RNA包括一个或多个修饰。同样，图5B中所示的合成的指导RNA包括一个或

多个修饰。在一些实施方案中，修饰位于沿crRNA，tracrRNA或包含crRNA区段、tracrRNA区

段和任选的环的单一指导RNA的长度上的任何点。在一些实施方案中，在图5A和5B中所示的

合成的指导RNA中由O，G，X，Y或T表示的任何核苷酸可为修饰的核苷酸。图5B中所示的指导

RNA表示这样的单一指导RNA(sgRNA)，其中crRNA区段和tracrRNA区段通过具有序列GNRA的

环连接，其中N表示A，C，G或U，且R表示A或G。

[0217] 在一些实施方案中，指导RNA的crRNA区段长度为25-70(例如30-60，35-50或40-

45)个核苷酸。在一些实施方案中，指导序列长度为12-30(例如16-25，17-20或15-18)个核

苷酸。在一些实施方案中，crRNA的5’部分不与靶序列杂交或仅部分杂交。例如，crRNA区段

上可有一个5’凸出。

[0218] 在一些实施方案中，单一指导RNA包含核心部分(central  portion)，其包括crRNA

区段的茎序列，tracrRNA区段的茎序列，以及任选的将crRNA区段共价连接至tracrRNA区段

的环。在一些实施方案中，单一指导RNA的核心区段长度为8-60(例如10-55，10-50或20-40)

个核苷酸。

[0219] 在一些实施方案中，指导RNA的tracrRNA区段长度为10-130(例如10-125，10-100，

10-75，10-50或10-25)个核苷酸。在一些实施方案中，除了中心区段中的任何发夹或双链结

构之外，tracrRNA区段还包括一个或多个发夹或双链结构。
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[0220] 在一些实施方案中，与参考tracrRNA，如天然存在的成熟tracrRNA相比，tracrRNA

是截短的。已显示出一系列长度在分离型(图5A)和嵌合sgRNA型(图5B)二者中都起作用。例

如，在一些实施方案中，tracrRNA可从其3’端截短至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、

30、35或40个核苷酸。在一些实施方案中，tracrRNA分子可从其5’端截短至少1、2、3、4、5、6、

7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75或80个核苷酸。在一些实施方案中，

tracrRNA分子可从其5’端和3’端二者截短，例如从其5’端截短至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、15或20个核苷酸且从其3’端截短至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35或40个

核苷酸。参见例如Jinek等(2012)Science,337,816-21；Mali等(2013)Science,339:6121,

823-6；Cong等(2013)Science,339:6121,819-23；和Hwang等(2013)Nat.Biotechnol.31:3,

227-9；Jinek等(2013)eLife,2,e00471。在一些实施方案中，tracrRNA是未截短的。

[0221] 在一些实施方案中，本发明的修饰在crRNA区段或tracrRNA区段或二者中。在一些

实施方案中，本发明的修饰在crRNA区段的指导序列中。在一些实施方案中，本发明的修饰

在crRNA区段的茎序列中。在一些实施方案中，本发明的修饰在crRNA区段的5’-凸出序列

中。在一些实施方案中，本发明的修饰在tracrRNA区段的茎序列中。在一些实施方案中，本

发明的修饰在指导RNA的环序列中。在一些实施方案中，本发明的修饰在指导RNA的5’部分

中。在一些实施方案中，本发明的修饰在指导RNA的3’部分中。在一些实施方案中，本发明的

修饰在指导RNA的5’部分和指导RNA的3’部分中。

[0222] E.指导RNA的合成

[0223] 在一些实施方案中，通过使用合成有机化学领域的化学合成生产包括单一指导

RNA(sgRNA；参见图1和5B)的指导RNA。包含除四种主要核糖核苷酸(即A，C，G和U)以外的任

何核苷酸(无论是非天然的还是天然的，如假尿苷，肌苷或脱氧核苷酸)的指导RNA在与RNA

中四种主要核苷酸中的任何一个化学/结构上不同的核苷酸处具有化学修饰或取代。

[0224] 本文所述的合成的指导RNA可化学合成。例如，合成的指导RNA可使用TC化学通过

Dellinger等(2011)J.Am.Chem.Soc.,133,11540，133,11540，美国专利8,202,983，以及美

国专利申请2010/0076183A1，其内容通过提述以其整体并入本文。“TC化学”是指通过硫羰

氨基甲酸酯保护基团使用2’-羟基模块上保护的RNA单体核苷酸前体的组合物和方法，以合

成未修饰的RNA或包含一个或多个修饰的核苷酸的修饰的RNA。使用TC-RNA化学法化学合成

相对长的RNA(长达200多个或更长)的能力使得能够产生具有能够超过由四种主要核糖核

苷酸(A，C，G和U)所实现的特殊特征的指导RNA。本文描述的一些合成的指导RNA也可使用本

领域已知的方法包括体外转录和基于细胞的表达来制备。例如，可将2’-氟NTP并入通过基

于细胞的表达产生的合成的指导RNA。

[0225] 指导RNA的合成也可通过RNA序列的化学或酶促合成来实现，其随后通过酶连接在

一起，或通过化学连接来进行化学连接，包括但不限于溴化氰化学法，如R.Kumar等(2007)

J .Am .Chem .Soc .,129,6859-64发表的“点击”化学，或如K.Hill在标题为“Compositions 

and  methods  for  conjugating  oligonucleotides”的WO2013176844中所述的方酸缀合化

学。

[0226] 如下文进一步描述的，本文公开的指导RNA(包括那些包含修饰的核苷酸和/或修

饰的核苷酸间连接的指导RNA)可用于在体外或体内执行各种CRISPR介导的功能(包括但不

限于编辑基因，调节基因表达，切割靶序列，和结合靶序列)，例如在无细胞测定中，在完整
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细胞中或在整个生物体中。对于体外或体内应用，RNA可用本领域已知的任何方式递送到细

胞或整个生物体中。

[0227] 文库及阵列

[0228] 一方面，本发明提供多个指导RNA的组或文库。在一些实施方案中，所述文库包含

两种或更多种本文公开的指导RNA。文库可含有约10至约107个个体成员，例如约10至约102，

约102至约103，约103至约105，约105至约107个成员。至少在指导序列中，文库的个体成员与

文库的其他成员不同，即gRNA的DNA靶向区段。另一方面，在一些实施方案中，文库的每个个

体成员可含有与文库所有其他成员相同或基本相同的tracrRNA区段的核苷酸序列。以这种

方式，文库可包含靶向一个或多个多核苷酸中的不同多核苷酸或不同序列的成员。

[0229] 在一些实施方案中，文库至少包含102个唯一的指导序列。在一些实施方案中，文

库至少有103个唯一的指导序列。在一些实施方案中，文库至少包含104个唯一的指导序列。

在一些实施方案中，文库至少包含105个唯一的指导序列。在一些实施方案中，文库至少包

含106个唯一的指导序列。在一些实施方案中，文库至少包含107个唯一的指导序列。在一些

实施方案中，文库至少针对10个不同的多核苷酸。在一些实施方案中，文库靶向至少102种

不同的多核苷酸。在一些实施方案中，文库靶向至少103种不同的多核苷酸。在一些实施方

案中，文库靶向至少104种不同的多核苷酸。在一些实施方案中，文库靶向至少105种不同的

多核苷酸。在一些实施方案中，文库靶向至少106种不同的多核苷酸。在一些实施方案中，文

库靶向至少107种不同的多核苷酸。

[0230] 在一些实施方案中，文库包含指导RNA的集合，所述指导RNA具有相同的序列并且

在逐渐移动跨越文库成员序列的窗口中具有相同的修饰。在一些实施方案中，窗口总共覆

盖RNA的全长。

[0231] 在一些实施方案中，文库允许进行高通量、多靶标基因组操作和分析。在一些实施

方案中，仅有指导RNA的DNA靶向区段是变化的，而Cas蛋白结合区段是相同的。在一些实施

方案中，文库的第一部分包含具有识别、结合和指导特定Cas蛋白的Cas结合区段的指导

RNA，而文库的第二部分包含识别、结合和指导不同的Cas蛋白(例如来自不同物种的Cas蛋

白)的不同的Cas结合区段，由此允许文库与两种或更多种正交的Cas蛋白共同起作用。在一

些实施方案中，第一正交Cas蛋白的诱导表达利用与第一正交Cas蛋白相互作用的文库部

分。在一些实施方案中，第一和第二正交Cas蛋白的诱导表达分别利用与第一和第二正交

Cas蛋白相互作用的文库部分。在一些实施方案中，第一和第二正交Cas蛋白的诱导表达在

不同时间发生。因此，可通过专门操作或修饰文库中指定的多个靶标来进行大规模的基因

编辑或基因调控。

[0232] 在一些实施方案中，文库是“阵列排列”的文库，即可寻址的排列中不同特征或特

征库的集合。例如，阵列的特征可被选择性切割并转移到微量滴定板，使得板中的每个孔含

有已知特征或已知的特征库。在一些其它实施方案中，文库以48列或96列微量滴定板格式

或384列板合成。

[0233] 在一些实施方案中，本发明的指导RNA的合成可在固体支持物上进行，所述固体支

持物具有化学实体可结合的表面。在一些实施方案中，正在合成的指导RNA直接或间接附接

至相同的固体支持物上并且可形成阵列的一部分。“阵列”是已知单体序列的单独分子的集

合，每个分子以空间定义和物理寻址的方式排列，使得每个序列的定位是已知的。在本文中
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可互换使用的“阵列”或“微阵列”包括具有特定化学模块或多个模块(如配体，例如与该区

域相关联的生物聚合物，如多核苷酸或寡核苷酸序列(核酸)，多肽(例如蛋白质)，糖类，脂

质等)的可寻址区的任何一维、二维或基本二维(以及三维)排列。当阵列具有不同模块的多

个区域(例如不同的多核苷酸序列)时，阵列是“可寻址的”，使得在阵列上特定预定位置(即

“地址”)处的区(即阵列的“特征”)检测特定的靶标或一类靶标(虽然特征可能附带地检测

到该特征的非目标)。阵列特征通常是(但不一定要)通过间隔空间分隔的。可包含在阵列上

的特征的数量主要由基底的表面积、特征的尺寸和特征之间的间隔决定。阵列可具有多达

每cm2数十万或更多的特征，例如2500至200,000特征/cm2的密度。这些特征可以或可以不共

价地键合至基底。

[0234] 合适的固体支持物可具有各种形式和组合物，并且衍生自天然存在的材料，已被

合成修饰的天然存在的材料或合成材料。合适的支持材料的实例包括但不限于二氧化硅、

硅和氧化硅、聚四氟乙烯、玻璃、多糖如琼脂糖(例如来自Pharmacia的 )和右旋

糖酐(例如 和 也来自Pharmacia)、聚丙烯酰胺、聚苯乙烯、聚乙烯

醇、甲基丙烯酸羟乙酯和甲基丙烯酸甲酯的共聚物等。在一些实施方案中，固体支持物是多

个珠粒。

[0235] 要在基底表面上合成的指导RNA的初始单体可以结合至接头，接头又结合至表面

亲水基团，例如二氧化硅基底上存在的表面羟基模块。在一些实施方案中，使用通用接头。

在一些其它实施方案中，初始单体直接与例如表面羟基模块反应。或者，可以首先根据本发

明合成指导RNA，并在合成后通过本领域已知的任何方法附接至固体基底。因此，本发明可

以用于制备指导RNA的阵列，其中寡核苷酸在阵列上合成，或在合成后附接至阵列基底。随

后，指导RNA或库或多个指导RNA库可任选地和选择性地从阵列基底切割并用作文库或多个

文库。

[0236] IV.Cas蛋白

[0237] 如上所述，功能性CRISPR-Cas系统还需要提供所需活性(例如靶结合或靶切口/切

割)的蛋白组分(例如Cas蛋白，其可为Cas核酸酶)。在一些实施方案中，所需的活性是靶结

合。在一些实施方案中，所需的活性是靶切口或靶切割。在一些实施方案中，所需的活性还

包括如本文公开的与Cas蛋白共价融合的多肽提供的功能。在一些实施方案中，所需的活性

还包括如本文公开的与核酸酶缺陷型Cas蛋白共价融合的多肽提供的功能。这种所需活性

的实例包括如下所述的转录调节活性(激活或抑制)，表观遗传修饰活性或靶标可视化/鉴

定活性。Cas蛋白可作为纯化或非纯化的(i)Cas蛋白或(ii)编码用于表达Cas蛋白的mRNA或

(iii)编码用于表达所述蛋白的线性或环状DNA，而引入体外或体内系统。提供Cas蛋白的这

三种方法中的任一种在本领域中是公知的，并且在本文中提及Cas蛋白或Cas蛋白的用途时

可以互换地表示。在一些实施方案中，Cas蛋白从mRNA或DNA组成型表达。在一些实施方案

中，Cas蛋白从mRNA或DNA的表达是可诱导或诱导型的。

[0238] 在一些实施方案中，Cas蛋白是化学合成的(参见例如Creighton，“Proteins:

Structures  and  Molecular  Principles”，W.H.Freeman&Co.,NY,1983)，或通过本文所述

的重组DNA技术产生。对于其他的指导，技术人员可查询Frederick  M.Ausubel等，“Current 

Protocols  in  Molecular  Biology,”John  Wiley&Sons,2003；和Sambrook等,“Molecular 
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Cloning,A  Laboratory  Manual,”Cold  Spring  Harbor  Press,Cold  Spring  Harbor,NY,

2001)。

[0239] 在一些实施方案中，Cas蛋白以纯化或分离的形式提供。在一些实施方案中，Cas蛋

白以约80％，约90％，约95％或约99％的纯度提供。在一些实施方案中，Cas蛋白作为组合物

的一部分提供。在一些实施方案中，Cas蛋白以适于用作或包含于RNA指导核酸酶反应的组

合物的水性组合物提供。本领域技术人员清楚地知道可包括在此类核酸酶反应组合物中的

各种物质。

[0240] 在一些实施方案中，提供了一种Cas蛋白作为重组多肽。在一些实例中，制备重组

多肽作为融合蛋白。例如在一些实施方案中，编码Cas蛋白的核酸连接至编码融合配偶体

(例如谷胱甘肽-s-转移酶(GST)，6x-His表位标签或M13基因3蛋白)的另一核酸。合适的宿

主细胞可用于表达融合蛋白。在一些实施方案中，通过本领域已知的方法分离融合蛋白。在

一些实施方案中，可以通过例如酶促消化来进一步处理融合蛋白，以除去融合配偶体并获

得Cas蛋白。或者，Cas蛋白:指导RNA复合体可使用本领域已知的宿主细胞系统或体外翻译-

转录系统以重组技术制备。此类系统和技术的细节可以见于例如WO2014144761，

WO2014144592，WO2013176772，US20140273226和US20140273233中，其内容通过提述以其整

体并入本文。

[0241] 野生型Cas蛋白

[0242] 在一些实施方案中，Cas蛋白包含衍生自具有RNA指导的多核苷酸结合和/或核酸

酶活性的CRISPR-Cas  I型，II型或III型系统的蛋白质。合适的Cas蛋白的非限制性实例包

括Cas3、Cas4、Cas5、Cas5e(或CasD)、Cas6、Cas6e、Cas6f、Cas7、Cas8a1、Cas8a2、Cas8b、

Cas8c、Cas9、Cas10、Cas10d、CasF、CasG、CasH、Csy1、Csy2、Csy3、Cse1(或CasA)、Cse2(或

CasB)、Cse3(或CasE)、Cse4(或CasC)、Csc1、Csc2、Csa5、Csn2、Csm2、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、

Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6、Csb1、Csb2、Csb3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、CsaX、Csx3、

Csz1、Csx15、Csf1、Csf2、Csf3、Csf4和Cu1966。参见例如WO2014144761，WO2014144592，

WO2013176772，US20140273226和US20140273233，其内容通过提述以其整体并入本文。

[0243] 在一些实施方案中，Cas蛋白衍生自II型CRISPR-Cas系统。在一些实施方案中，Cas

蛋白是或衍生自Cas9蛋白。在一些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自细菌Cas9蛋白，包括

WO2014144761中鉴定的那些。在一些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自链球菌属菌种

(Streptococcus  sp.)或葡萄球菌属菌种(Staphylococcus  sp.)Cas9蛋白。在一些实施方

案中，Cas蛋白是或衍生自嗜热链球菌Cas9蛋白。在一些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自酿

脓链球菌Cas9蛋白。在一些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自金黄色葡萄球菌Cas9蛋白。在

一些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自嗜热链球菌Cas9蛋白。

[0244] 在一些实施方案中，野生型Cas蛋白是Cas9蛋白。在一些实施方案中，野生型Cas9

蛋白是来自酿脓链球菌(S.pyogenes)的Cas9蛋白(SEQ  ID  NO:1)。在一些实施方案中，所述

蛋白或多肽可包含SEQ  ID  NO:1的片段，或由SEQ  ID  NO:1的片段组成或基本上由其组成。

[0245] 通常，Cas蛋白包括与指导RNA相互作用的至少一个RNA结合域。在一些实施方案

中，修饰Cas蛋白以增加核酸结合亲和力和/或特异性、改变酶活性和/或改变蛋白质的其他

特性。例如可修饰、突变、缺失或失活Cas蛋白的核酸酶(即DNA酶，RNA酶)域。或者，可截短

Cas蛋白以除去对于蛋白功能非必需的域。在一些实施方案中，Cas蛋白是截短或修饰的以
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优化效应物域的活性。在一些实施方案中，Cas蛋白包括核定位序列(NLS)，其将带NLS标签

的Cas蛋白引入活细胞的核中。在一些实施方案中，Cas蛋白包括两个或更多个修饰。

[0246] 突变体Cas蛋白

[0247] 在一些实施方案中，Cas蛋白可为野生型Cas蛋白(例如Cas9)的突变体或其片段。

在其它实施方案中，Cas蛋白可衍生自突变体Cas蛋白。例如，可修饰Cas9蛋白的氨基酸序列

以改变蛋白的一种或多种特性(例如核酸酶活性、结合亲和力、对蛋白酶的稳定性等)。或者，

可从蛋白中消除不参与RNA指导的切割的Cas9蛋白的域，使得修饰的Cas9蛋白小于野生型

Cas9蛋白。例如，减小Cas9编码序列的大小可使其适合转染本不能容纳野生型序列的载体，

如AAV载体及其他。在一些实施方案中，本发明的系统利用来自酿脓链球菌的Cas9蛋白，如

在细菌中编码的或经密码子优化用于在真核细胞中表达。下面显示的是野生型酿脓链球菌

Cas9蛋白序列(SEQ  ID  No.1，可获取自www.uniprot.org/uniprot/Q99ZW2)的氨基酸序列。

[0248] MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTAR

RRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDST

DKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLE

NLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAI

LLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK

PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVT

EGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLD

NEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKS

DGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIE

MARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVD

HIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGF

IKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVV

GTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETG

EIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVA

KVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGN

ELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKP

IREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGD

[0249] Cas9蛋白通常具有至少两个核酸酶(例如DNA酶)域。例如，Cas9蛋白可具有RuvC样

核酸酶域和HNH样核酸酶域。RuvC和HNH域一起运作，在靶位点切断双链，使靶多核苷酸发生

双链断裂。(Jinek等,Science,337:816-821)。在一些实施方案中，修饰突变体Cas9蛋白以

仅含有一个功能性核酸酶域(RuvC样或HNH样核酸酶域)。例如，在一些实施方案中，修饰突

变体Cas9蛋白，使得所述核酸酶域之一被缺失或突变，使得其不再起作用(即核酸酶活性不

存在)。在其中一个核酸酶域是无活性的一些实施方案中，突变体能够将切口引入双链多核

苷酸(这种蛋白称为“切口酶”)，但不能切割双链多核苷酸。例如，RuvC样域中的天冬氨酸至

丙氨酸(D10A)转化将Cas9衍生的蛋白转化成切口酶。同样地，在HNH域中的组氨酸至丙氨酸

(H840A)的转化将Cas9衍生的蛋白转化成切口酶。同样地，在HNH域中的天冬酰胺至丙氨酸

(N863A)的转化将Cas9衍生的蛋白转化成切口酶。

说　明　书 54/124 页

57

CN 107250148 B

57



[0250] 在一些实施方案中，RuvC样核酸酶域和HNH样核酸酶域是修饰的或消除的，使得突

变体Cas9蛋白不能切口或切割靶多核苷酸。在一些实施方案中，Cas9衍生蛋白的所有核酸

酶域是修饰的或消除的，使得Cas9衍生蛋白缺乏所有的核酸酶活性。在一些实施方案中，相

对于野生型对应物缺乏部分或全部核酸酶活性的Cas9蛋白却在更大或更小程度上维持靶

标识别活性。

[0251] 在任何上述实施方案中，任何或全部核酸酶域可使用公知的方法(如定点诱变，

PCR介导的诱变和总基因合成，以及本领域已知的其它方法)通过一个或多个缺失突变、插

入突变和/或取代突变来失活。

[0252] 在一些实施方案中，“Cas突变体”或“Cas变体”与SEQ  ID  NO:1至少为50％(例如

50％至100％的任何数字，包括例如50％、60％、70％、80％、90％、95％、98％和99％)相同。

在一些实施方案中，“Cas突变体”或“Cas变体”与RNA分子(例如sgRNA)结合。在一些实施方

案中，“Cas突变体”或“Cas变体”通过RNA分子靶向特定的多核苷酸序列。

[0253] 融合蛋白

[0254] 在一些实施方案中，Cas蛋白融合至与Cas蛋白异源的另一蛋白或多肽以产生融合

蛋白。在一些实施方案中，异源序列包括一个或多个效应物域，例如切割域、转录激活域，转

录阻遏子域或表观遗传修饰域。效应物域的其他实例包括核定位信号、细胞穿透或转位域

或标记域。在一些实施方案中，效应物域位于融合蛋白的N末端、C末端或内部位置。在一些

实施方案中，融合蛋白的Cas蛋白是或衍生自Cas9蛋白。在一些实施方案中，融合蛋白的Cas

蛋白是衍生自其中所有核酸酶域已被灭活或缺失的修饰的或突变的Cas蛋白。在一些实施

方案中，融合蛋白的Cas蛋白是或衍生自缺乏核酸酶活性的修饰的或突变的Cas蛋白。在一些

实施方案中，Cas蛋白的RuvC和/或HNH域是修饰或突变的，使得它们不再具有核酸酶活性。

[0255] 切割域

[0256] 在一些实施方案中，融合蛋白的效应物域是切割域。如本文所用，“切割域”是指切

割DNA的域。切割域可从任何核酸内切酶或核酸外切酶获得。可衍生出切割域的核酸内切酶

的非限制性实例包括限制性核酸内切酶和归巢核酸内切酶(homing  endonuclease)。参见

例如New  England  Biolabs  Catalog或Belfort等(1997)Nucleic  Acids  Res.25,3379-88。

切割DNA的其他酶是已知的(例如51核酸酶；绿豆核酸酶；胰腺DNA酶I；微球菌核酸酶；酵母

HO核酸内切酶)。还参见Linn等(编)“Nucleases ,”Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press,1993。这些酶中的一种或多种(或其功能性片段)可用作切割域的来源。

[0257] 在一些实施方案中，切割域可衍生自II-S型核酸内切酶。II-S型核酸内切酶在通

常距离核酸内切酶的DNA识别位点几个碱基对的位点处特异性切割DNA，因此具有可分离的

识别和切割域。这些酶通常是瞬时缔合形成二聚体以在交错位置切割DNA的每条链的单体。

合适的II-S型核酸内切酶的非限制性实例包括BfiI、BpmI、BsaI、BsgI、BsmBI、BsmI、BspMI、

FokI、MbolI和SapI。在一些实施方案中，融合蛋白的切割域是FokI切割域或其片段或衍生

物。参见Mille r等 (2007) Na t .Bio te chnol .25 ,77 8- 85；Szcz pe k等 (2007)

Nat.Biotechnol.25,786-93；Doyon等(2011)Nat.Methods,8,74-81。

[0258] 转录激活域

[0259] 在一些实施方案中，融合蛋白的效应物域是转录激活域。通常，转录激活域与转录

控制元件和/或转录调节蛋白(即转录因子，RNA聚合酶等)相互作用以增加和/或激活基因
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的转录。在一些实施方案中，转录激活域是单纯疱疹病毒VP16激活域，VP64(其是VP16的四

聚体衍生物)，NFκB  p65激活域，p53激活域1和2，CREB(cAMP响应元件结合蛋白)激活域，E2A

激活域或NFAT(激活的T细胞的核因子)激活域。在一些实施方案中，转录激活域是Gal4、

Gcn4、MLL、Rtg3、Gln3、Oaf1、Pip2、Pdr1、Pdr3、Pho4或Leu3。转录激活域可为野生型，或者其

可为原始转录激活域的修饰或截短的版本。

[0260] 转录阻遏子域

[0261] 在一些实施方案中，融合蛋白的效应物域是转录阻遏子域。通常，转录阻遏子域与

转录控制元件和/或转录调节蛋白(即转录因子，RNA聚合酶等)相互作用以降低和/或阻止

基因的转录。在一些实施方案中，转录阻遏子域是可诱导的cAMP早期阻遏因子(ICER)域，

Kruppel相关盒A(KRAB-A)阻遏子域，YY1富含甘氨酸的阻遏子域，Sp1样阻遏子，E(spI)阻遏

子，IκB阻遏子或MeCP2。

[0262] 表观遗传学修饰域

[0263] 在一些实施方案中，融合蛋白的效应物域是表观遗传修饰域。通常，表观遗传修饰

域通过修饰组蛋白结构和/或染色体结构来改变基因表达。在一些实施方案中，表观遗传修

饰域是组蛋白乙酰转移酶域，组蛋白脱乙酰酶域，组蛋白甲基转移酶域，组蛋白脱甲基酶

域，DNA甲基转移酶域或脱甲基酶域。

[0264] 其他域

[0265] 在一些实施方案中，融合蛋白还包含至少一个其他域。合适的其他域的非限制性

实例包括核定位信号(NLS)、细胞穿透或转位域和标记域。NLS通常包含一段碱性氨基酸。参

见例如Lange等(2007)J.Biol.Chem.,282,5101-5。例如，在一些实施方案中，NLS是单一的

序列，例如PKKKRKV(SEQ  ID  NO:2)或PKKKRRV(SEQ  ID  NO:3)。在一些实施方案中，NLS是二

分的序列。在一些实施方案中，NLS是KRPAATKKAGQAKKKK(SEQ  ID  NO:4)。

[0266] 在一些实施方案中，融合蛋白包含至少一个细胞穿透域。在一些实施方案中，细胞

穿透域是衍生自HIV-1TAT蛋白的细胞穿透肽序列。例如，TAT细胞穿透序列可为

GRKKRRQRRRPPQPKKKRKV (SEQ  ID  NO:5)。在一些实施方案中，细胞穿透域是TLM

(PLSSIFSRIGDPPKKKRKV；SEQ  ID  NO:6)，其是来源于人乙型肝炎病毒的细胞穿透肽序列。在

一些实施方案中，细胞穿透域是MPG(GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKV；SEQ  ID  NO:7或

GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV；SEQ  ID  NO:8)。在一些实施方案中，细胞穿透域是Pep-1

(KETWWETWWTEWSQPKKKRKV；SEQ  ID  NO:9)，VP22，其是来自单纯疱疹病毒的细胞穿透肽或聚

精氨酸肽序列。

[0267] 在一些实施方案中，融合蛋白包含至少一个标记域。标记域的非限制性实例包括

荧光蛋白、纯化标签和表位标签。在一些实施方案中，标记域是荧光蛋白。合适的荧光蛋白

的非限制性实例包括绿色荧光蛋白(例如GFP，GFP-2，tagGFP，turboGFP，EGFP，祖母绿

(Emerald)，Azami  Green，单体Azami  Green，CopGFP，AceGFP，ZsGreen1)，黄色荧光蛋白(例

如YFP，EYFP，Citrine，Venus，YPet，PhiYFP，ZsYellow1)，蓝色荧光蛋白(例如EBFP，EBFP2，

Azurite，mKalama1，GFPuv，Sapphire，T-sapphire)，青色荧光蛋白(例如ECFP，Cerulean，

CyPet，AmCyan1，Midoriishi-Cyan)，红色荧光蛋白(mKate，mKate2，mPlum，DsRed单体，

mCherry，mRFP1，DsRed-Express，DsRed2，DsRed-单体，HcRed-串联，HcRed1，AsRed2，eqFP611，

mRasberry，mStrawberry，Jred)，橙色荧光蛋白(mOrange，mKO，Kusabira-Orange，单体
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Kusabira-Orange，mTangerine，tdTomato)和任何其它合适的荧光蛋白。在一些实施方案中，

标记域是纯化标签和/或表位标签。例示性的标签包括但不限于谷胱甘肽-S-转移酶(GST)，

壳多糖结合蛋白(CBP)，麦芽糖结合蛋白，硫氧还蛋白(TRX)，聚(NANP)，串联亲和纯化(TAP)

标签，myc，AcV5，AU1，AU5，E，ECS，E2，FLAG，HA，nus，Softag  1，Softag  3，Strep，SBP，Glu-

Glu，HSV，KT3，S，S1，T7，V5，VSV-G，6xHis，生物素羧基载体蛋白(BCCP)，和钙调蛋白。

[0268] V.用途和方法

[0269] 一方面，本发明提供用Cas蛋白切割靶多核苷酸的方法。该方法包括使靶多核苷酸

与如下接触：(i)本文所述的指导RNA或一组指导RNA分子，和(ii)Cas蛋白。在一些实施方案

中，该方法导致靶多核苷酸中的双链断裂。在一些实施方案中，Cas蛋白是具有单链切口活

性的Cas蛋白。在一些实施方案中，该方法导致靶多核苷酸中的单链断裂。在一些实施方案

中，将包含具有单链切口活性的指导RNA和Cas蛋白的复合体用于靶向序列的单链DNA切割，

即切口。

[0270] 一方面，本发明提供了用Cas蛋白切割两种或更多种靶多核苷酸的方法。该方法包

括使靶多核苷酸与如下接触：(i)本文所述的一组指导RNA分子，和(ii)Cas蛋白。在一些实

施方案中，该方法导致靶多核苷酸中的双链断裂。在一些实施方案中，Cas蛋白是具有单链

切口活性的Cas蛋白。在一些实施方案中，该方法导致靶多核苷酸中的单链断裂。在一些实

施方案中，将包含具有单链切口活性的指导RNA和Cas蛋白质的复合体用于靶向序列的单链

DNA切割，即切口。

[0271] 一方面，本发明提供了将靶多核苷酸与Cas蛋白结合的方法。该方法包括使靶多核

苷酸与如下接触：(i)本文所述的指导RNA或一组指导RNA分子和(ii)Cas蛋白，以导致靶多

核苷酸与Cas蛋白的结合。在一些实施方案中，Cas蛋白是Cas变体。在一些实施方案中，Cas

变体相对于对应的野生型Cas蛋白缺乏部分或全部核酸酶活性。

[0272] 一方面，本发明提供了将两种或更多种靶多核苷酸与Cas蛋白结合的方法。该方法

包括使靶多核苷酸与如下接触：(i)本文所述的一组RNA分子和(ii)Cas蛋白，以导致靶多核

苷酸与Cas蛋白的结合。在一些实施方案中，Cas蛋白是Cas变体。在一些实施方案中，Cas变

体相对于对应的野生型Cas蛋白缺乏部分或全部核酸酶活性。

[0273] 一方面，本发明提供了将Cas蛋白靶向靶多核苷酸的方法。该方法包括使Cas蛋白

与本文所述的指导RNA或一组指导RNA分子接触。在一些实施方案中，该方法导致指导RNA:

Cas蛋白复合体的形成。在一些实施方案中，Cas蛋白是野生型Cas9蛋白。在一些实施方案

中，Cas蛋白是Cas9蛋白的突变体或变体。在一些实施方案中，Cas蛋白是具有单链切口活性

的Cas蛋白。在一些实施方案中，Cas蛋白是缺乏核酸酶活性的Cas蛋白(例如Cas蛋白的核酸

酶缺陷型突变体)。在一些实施方案中，Cas蛋白是融合蛋白(例如包含(i)Cas蛋白和(ii)异

源多肽的融合蛋白)的一部分。

[0274] 一方面，本发明提供了将Cas蛋白靶向两种或更多种靶多核苷酸的方法。该方法包

括使Cas蛋白与本文所述的一组指导RNA分子接触。在一些实施方案中，该方法导致指导

RNA:Cas蛋白复合体的形成。在一些实施方案中，Cas蛋白是野生型Cas9蛋白。在一些实施方

案中，Cas蛋白是Cas9蛋白的突变体或变体。在一些实施方案中，Cas蛋白是具有单链切口活

性的Cas蛋白。在一些实施方案中，Cas蛋白是缺乏核酸酶活性的Cas蛋白(例如Cas蛋白的核

酸酶缺陷型突变体)。在一些实施方案中，Cas蛋白是融合蛋白(例如包含(i)Cas蛋白或(ii)
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异源多肽的融合蛋白)的一部分。

[0275] 在一些实施方案中，通过转染将指导RNA引入细胞。用于RNA转染的技术是本领域

已知的，包括电穿孔和脂质体转染。RNA转染的有效技术主要取决于细胞类型。参见例如

Lujambio等(西班牙国家癌症中心)Cancer  Res.2007年2月，其描述了转染HTC-116结肠癌

细胞，以及使用用于转染可商业获得的、修饰的miRNA或前体miRNA的Oligofectamine

(Invitrogen)。还参见Cho等(Seoul  National  Univ.)Nat.Biotechnol.，2013年3月，其描

述了K5 6 2细胞的转染，并使用用于转染转录的sg R N A (约6 0个核苷酸长)的4 D 

NucleofectionTM(Lonza)电穿孔。用于转染RNA的技术也是本领域已知的。例如，治疗性RNA

已被递送入用Invasin蛋白包覆的非病原性大肠杆菌(E.coli)中(以促进摄取入表达β-1整

联蛋白的细胞)，并且大肠杆菌被编码以表达裂解溶血素(lysteriolysin)O成孔蛋白以允

许s h R N A从大肠杆菌转入细胞质。还参见Ch o等 (S e o u l  N a t i o n a l  U n i v .)

Nat.Biotechnol.2013年3月。

[0276] 在一些实施方案中，将指导RNA引入或递送到细胞中。可用于递送指导RNA的技术

包括利用通过可生物降解的聚合物、脂质体或纳米颗粒进行包封的那些。此类聚合物，脂质

体和纳米颗粒可静脉内递送。在一些实施方案中，对于体内递送，可将指导RNA注射到组织

部位内或全身给药。体内递送也可通过β-葡聚糖递送系统来实现，如美国专利No.5,032,

401和5,607,677以及美国公开No.2005/0281781中所述的那些，其内容通过提述以其整体

并入本文。在一些实施方案中，指导RNA或含有指导RNA的递送介质被靶向特定的组织或身

体区室。例如，在一些实施方案中，为了将外源RNA靶向其他组织，合成的载体用细胞特异性

配体或适配体进行装饰，用于受体摄取，例如包裹在涂覆有PEG的环糊精纳米颗粒中的RNA，

并用人转铁蛋白功能化以通过在肿瘤细胞中高度表达的转铁蛋白受体进行摄取。其它方法

描述于下文或是本领域已知的。

[0277] 本发明已经在人细胞中进行了测试，如Hendel等，Nat.Biotechnol.(2015)33:9,

985-9(其以其整体并入本申请)。在引用的工作中，将修饰的指导RNA引入K562细胞，人原代

T细胞和CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)中。与未修饰的指导RNA相比，修饰的指导RNA显

著增强人细胞(包括人原代T细胞和CD34+HSPC)中的基因组编辑效率。

[0278] 图11A和11B示出了实验结果，其显示使用本文公开的合成和化学修饰的sgRNA可

通过高频率的插入缺失或通过切割刺激的同源重组来实现人细胞系中的基因破坏。通过

PCR扩增子的深度测序(图12A)或通过由Cas9与合成sgRNA组合诱导的K562细胞中的三个基

因座IL2RG、HBB和CCR5的HR的基因添加(图12B)来测量诱变型NHEJ的基因破坏。合成的

sgRNA以每1百万个细胞1μg(浅色阴影)或20μg(深色阴影)递送。从质粒(2μg)表达Cas9，并

对于HR实验，包括5μg的编码GFP的供体质粒。作为阳性对照，使用2μg的编码sgRNA和Cas9蛋

白的sgRNA质粒(灰色条)。条表示平均值+s.e.m.，n＝3。

[0279] 图12A、12B、12C和12D示出了实验结果，其显示本文所述的化学修饰的sgRNA可用

于实现刺激的原代人T细胞和CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)中的基因破坏或靶向基因

组编辑的高频率。

[0280] 图12A示出了用10μg合成的CCR5sgRNA和15μg  Cas9mRNA或1μg  Cas9编码质粒核转

染的原代人T细胞的结果。纳入了编码sgRNA和Cas9蛋白的1μg  sgRNA质粒用于比较。这些条

代表三个不同供体的平均插入缺失频率+s.e.m.，n＝6，如通过跨越sgRNA靶位点的PCR扩增
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子的TIDE(通过分解的插入缺失追踪)分析并使用模拟物处理的样品作为对照参考来测量

的。用未修饰或M修饰的sgRNA和编码sgRNA和Cas9二者的质粒的核转染递送Cas9mRNA并没

有产生高于背景的等位基因修饰频率。用Cas9的DNA表达质粒共转染MSP修饰的sgRNA，产生

9.3％的插入缺失频率。具有MS-或MSP-修饰的sgRNA的Cas9mRNA分别产生48.7％和47.9％

的插入缺失频率。

[0281] 图12B示出了刺激的T细胞的结果。细胞如上所述接受核转染，但是用15μg  Cas9蛋

白(其与2.5摩尔过量的所示合成的CCR5sgRNAs复合)进行的。插入缺失频率通过TIDE分析

加以测量。条表示三个不同供体的平均插入缺失频率+s .e .m .，n＝6。对于化学修饰的

sgRNA，当与Cas9蛋白复合递送时，观察到MS修饰的sgRNA相对于未修饰的sgRNA的插入缺失

频率的2.4倍的改进(30.7％对12.8％)。这些结果表明，当与Cas9蛋白复合递送时，化学修

饰的sgRNA可用于被刺激的T细胞的基因组编辑。

[0282] 图12C示出了人外周血CD34+HSPC的结果。用10μg的靶向IL2RG或HBB的指定合成

sgRNA和15μg  Cas9mRNA或1μg  Cas9质粒对50万个动员的(mobilized)细胞进行核转染。纳

入1μg编码sgRNA和Cas9蛋白二者的sgRNA质粒用于比较。条表示平均插入缺失频率+

s.e.m.，n＝3，如通过T7核酸内切酶切割测定所测得的。当用Cas9mRNA共转染时，使用未修

饰的或M修饰的sgRNA在任一位点处均未检测到插入缺失。然而，IL2RG  MS-和MSP-修饰的

sgRNA分别显示17.5％和17.7％的插入缺失频率，而HBB  MS-和MSP-修饰的sgRNA则分别为

23.4％和22.0％。

[0283] 图12D示出了受刺激的T细胞或感受态的人外周血CD34+HSPC的结果。将100万个细

胞用15μg  Cas9mRNA和10μg指定的合成的CCR5sgRNA进行核转染。近期研究显示，同时使用

两种sgRNA能改进人原代T细胞和CD34+HSPC中的基因破坏。参见例如Mandal等(2014)Cell 

Stem  Cell,15,643-52。MS-和MSP-修饰的CCR5sgRNA用Mandal研究中报道的序列(称为“D”

和“Q”)进行化学合成，其切掉了205个碱基对。当组合使用时，每种sgRNA的量为5μg。通过如

上所述的TIDE分析测量具有单个sgRNA的样品的插入缺失频率，并通过对克隆的PCR产物的

测序来测量具有两个sgRNA的样品的等位基因破坏频率。条表示平均插入缺失频率+

s .e .m .，n＝3。在T细胞中，单独的‘D’sgRNA分别对于MS-和MSP-修饰的sgRNA分别产生

56.0％和56.3％的插入缺失，而‘Q’sgRNA则分别为62.6％和69.6％。当组合使用时，等位基

因修饰的频率增加，因为我们观察到MS-和MSP-修饰的sgRNA的插入缺失分别为73.9％和

93.1％，其中大多数修饰事件是两个sgRNA靶位点之间的缺失。在CD34+HSPC中，观察结果是

相似的，但总体频率较低。对于‘D’sgRNA，MS-和MSP-修饰的sgRNA的等位基因修饰频率分别

为9.8％和11.2％，而‘Q’sgRNA则分别为17.8％和19.2％。当组合使用时，MS-和MSP-修饰的

sgRNA的频率分别增加到37.8％和43.0％。这显示使用两种化学修饰的sgRNA是促进原代人

T细胞和CD34+HSPC中基因破坏的有效方法。

[0284] 其他用途的实例包括如下所述的基因组编辑和基因表达调控。

[0285] 基因组编辑

[0286] 在一个方面，本发明提供用于在体内或体外修饰DNA序列的基因组编辑方法(“体

外”包括但不限于无细胞系统，细胞裂解物，细胞的分离组分，和活体外的细胞)。DNA序列可包

含染色体序列，附加体序列，质粒，线粒体DNA序列或功能性基因间序列，例如增强子序列或

用于非编码RNA的DNA序列。该方法包括使DNA序列与如下接触：(i)本文所述的指导RNA或一
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组指导RNA分子，和(ii)Cas蛋白。在一些实施方案中，DNA序列在细胞外接触。在一些实施方

案中，DNA序列位于细胞内的基因组中，并在体外或体内接触。在一些实施方案中，细胞在生

物体或组织内。在一些实施方案中，细胞是人细胞，非人哺乳动物细胞，干细胞，非哺乳动物

脊椎动物细胞，无脊椎动物细胞，植物细胞，单细胞生物体或胚胎。在一些实施方案中，指导

RNA有助于将Cas蛋白靶向DNA序列中的靶位点。在一些实施方案中，Cas蛋白在靶位点处切

割DNA序列的至少一条链。在一些实施方案中，Cas蛋白在靶位点处切割DNA序列的两条链。

[0287] 在一些实施方案中，该方法还包括将Cas蛋白引入细胞或另一系统。在一些实施方

案中，将Cas蛋白引入纯化或非纯化的蛋白。在一些实施方案中，通过编码Cas蛋白的mRNA引

入Cas蛋白。在一些实施方案中，通过编码Cas蛋白的线性或环状DNA引入Cas蛋白。在一些实

施方案中，细胞或系统包含Cas蛋白或编码Cas蛋白的核酸。

[0288] 在一些实施方案中，可通过易错的非同源末端连接(“NHEJ”)修复过程修复双链断

裂。在一些实施方案中，双链断裂可通过同源性定向修复(HDR)过程进行修复，使得供体多

核苷酸中的供体序列可整合至靶向的DNA序列中或与靶向的DNA序列交换。

[0289] 在一些实施方案中，该方法还包括将至少一种供体多核苷酸引入细胞或系统。在

一些实施方案中，供体多核苷酸包含与DNA序列中靶位点任一侧的序列具有基本序列同一

性的至少一个同源序列。在一些实施方案中，供体多核苷酸包含可通过同源性定向修复(例

如同源重组)整合至DNA序列中或与DNA序列交换的供体序列。

[0290] 在一些实施方案中，供体多核苷酸包括上游同源序列和下游同源序列，其各自与

分别定位于DNA序列中靶位点的上游和下游的序列具有基本序列同一性。这些序列相似性

允许例如供体多核苷酸和靶向的DNA序列之间的同源重组，使得供体序列可整合入靶向的

DNA序列(或与其交换)。

[0291] 在一些实施方案中，DNA序列中的靶位点跨越或与突变相邻，例如可能导致病症或

与病症相关的点突变、转位或倒置。在一些实施方案中，该方法包括通过向细胞或系统引入

至少一种供体多核苷酸来校正突变，所述供体多核苷酸包含(i)突变的野生型对应物和

(ii)至少一个同源序列，其与DNA序列中靶向位点的一侧上的序列具有基本的序列同一性。

在一些实施方案中，供体多核苷酸包含同源序列，其与DNA序列中靶向位点的两侧上的序列

具有基本的序列同一性。

[0292] 在一些实施方案中，供体多核苷酸包含外源序列，其可通过同源性定向修复过程

(如同源重组)整合至靶向的DNA序列中或与靶向的DNA序列交换。在一些实施方案中，外源

序列包含蛋白编码基因，其可操作性连接至外源启动子控制序列。因此，在一些实施方案

中，在外源序列整合时，细胞能表达由整合的基因编码的蛋白。在一些实施方案中，将外源

序列整合至靶向的DNA序列中，使其在受体细胞或系统中的表达受外源启动子控制序列调

控。将外源基因整合入靶向的DNA序列称为“敲入”。在其它实施方案中，外源序列可为转录

控制序列，另一种表达控制序列，RNA编码序列等。

[0293] 在一些实施方案中，供体多核苷酸包含与靶位点处或附近的DNA序列的一部分基

本相同但包含至少一个核苷酸变化的序列。例如，在一些实施方案中，供体序列包含在靶位

点处或附近的DNA序列的修饰或突变版本，使得在整合至靶向位点中或与靶向位点交换时，

靶向位点处的所得序列包含至少一个核苷酸变化。在一些实施方案中，至少一个核苷酸变

化是一个或多个核苷酸的插入，一个或多个核苷酸的缺失，一个或多个核苷酸的取代，或其
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组合。作为修饰序列的整合的结果，细胞可从靶向的DNA序列产生修饰的基因产物。

[0294] 在一些实施方案中，这些方法适用于多重复合应用。在一些实施方案中，该方法包

括将指导RNA文库引入细胞或系统。在一些实施方案中，文库包括至少100个唯一的指导序

列。在一些实施方案中，文库包括至少1,000个唯一的指导序列。在一些实施方案中，文库包

括至少10,000个唯一的指导序列。在一些实施方案中，文库包括至少100,000个唯一的指导

序列。在一些实施方案中，文库包括至少1,000,000个唯一的指导序列。在一些实施方案中，

文库靶向至少10个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内的至少10个不同的序列。在一

些实施方案中，该文库靶向至少100个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内至少100个

不同的序列。在一些实施方案中，文库靶向至少1,000个不同的多核苷酸或一个或多个多核

苷酸内的至少1,000个不同的序列。在一些实施方案中，文库靶向至少10,000个不同的多核

苷酸或一个或多个多核苷酸内至少10,000个不同的序列。在一些实施方案中，文库靶向至

少100,000个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内至少100,000个不同的序列。在一些

实施方案中，文库靶向至少1,000,000个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内至少1,

000,000个不同的序列。

[0295] 人和哺乳动物细胞中的基因编辑

[0296] 本发明的实施方案可用于在哺乳动物细胞中的基因组编辑以修饰靶多核苷酸(例

如DNA序列)方法。

[0297] 在一些实施方案中，DNA序列是染色体序列。在一些实施方案中，DNA序列是蛋白编

码序列。在一些实施方案中，DNA序列是功能性的基因间序列，如增强子序列或非编码序列。

在一些实施方案中，DNA是人基因的一部分。在一些此类实施方案中，人基因是网格蛋白轻

链(CLTA1)基因，人白细胞介素2受体γ(IL2RG)基因，人细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4

(CLTA4)基因，人原钙粘附蛋白α4(PCDHA4)基因，人锯齿形同源异型盒1(EN1)基因)，人血红

蛋白β(HBB)基因，其可携带引起镰状细胞性贫血和地中海贫血的突变，或人趋化因子(C-C

基序)受体5(CCR5)基因，其编码HIV的共同受体。

[0298] 在一些实施方案中，哺乳动物细胞是人细胞。在一些此类实施方案中，人细胞是原

代人细胞。在另外的实施方案中，原代人细胞是人原代T细胞。人原代T细胞可为受刺激或未

刺激的。在一些实施方案中，人细胞是干/祖细胞，如CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)。在

一些实施方案中，人细胞来自培养的细胞系，例如可商购获得。例示的细胞系包括K562细

胞，人骨髓性白血病系。

[0299] 在一些实施方案中，细胞在活体内。在一些其他实施方案中，细胞在活体外。

[0300] 该方法包括使DNA序列与如下接触：(i)本文所述的指导RNA或一组指导RNA分子，

和(ii)Cas蛋白。

[0301] 在一些实施方案中，该方法还包括将指导RNA引入或递送至细胞中。在一些此类实

施方案中，通过转染将指导RNA引入细胞。用于RNA转染的技术是本领域已知的，包括电穿孔

和脂质转染。在其它实施方案中，通过核转染将指导RNA引入细胞(并且更具体而言为细胞

核)中。用于核转染的技术是本领域已知的，并且可利用核转染装置，例如Lonza 

Nucleofector  2b或Lonza4D-Nucleofector及相关试剂。

[0302] 在一些实施方案中，该方法还包括将Cas蛋白引入或递送至细胞中。在一些此类实

施方案中，将Cas蛋白作为纯化的或非纯化的蛋白质而引入。在其它实施方案中，通过编码
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Cas蛋白的mRNA引入Cas蛋白。在一些这样的实施方案中，通过转染将编码Cas蛋白的mRNA引

入细胞。在其它实施方案中，通过核转染将编码Cas蛋白的mRNA引入细胞(并且更具体而言

为细胞核)中。

[0303] 在一些实施方案中，该方法采用基于核糖核蛋白(RNP)的递送方式，使Cas蛋白以

与指导RNA的复合体形式引入细胞中。例如，Cas9蛋白可与指导RNA复合于Cas9:gRNA复合体

中，这允许共同递送gRNA和Cas蛋白。例如，可将Cas:gRNA复合体核转染入细胞中。

[0304] 在一些实施方案中，该方法采用全RNA递送平台。例如，在一些此类实施方案中，将

指导RNA和编码Cas蛋白的mRNA同时或基本上同时(例如通过共转染或共核转染)引入细胞。

在一些实施方案中，与Cas  mRNA和未修饰的gRNA的共同递送相比，Cas  mRNA和修饰的gRNA

的共同递送导致更高的编辑频率。具体地，与未修饰的gRNA相比，具有整合于3个末端核苷

酸的5’和3’端二者的2’-O-甲基-3’-硫代磷酸酯(MS)或2’-O-甲基-3’-硫代PACE(MSP)的

gRNA提供更高的编辑频率。

[0305] 在一些实施方案中，将指导RNA和编码Cas蛋白的mRNA序贯地引入细胞；也就是说，

指导RNA和编码Cas蛋白的mRNA在不同时间引入细胞。每个试剂的引入之间的时间可在几分

钟(或更少)至几小时或几天的范围内。例如，在一些此类实施方案中，首先递送gRNA，然后

在4、8、12或24小时后递送Cas  mRNA。在其它此类实施方案中，首先递送Cas  mRNA，然后在4、

8、12或24小时后递送gRNA。在一些具体实施方案中，首先递送修饰的gRNA，随后递送Cas 

mRNA，导致与递送未修饰的gRNA的随后递送Cas  mRN相比更高的编辑频率。

[0306] 在一些实施方案中，将gRNA与编码Cas蛋白的DNA质粒一起引入细胞。在一些此类

实施方案中，通过核转染将gRNA和编码Cas蛋白的DNA质粒引入细胞。在一些具体实施方案

中，基于RNP的递送平台或全RNA递送平台在原代细胞中提供比基于DNA质粒的递送系统更

低的细胞毒性。

[0307] 在一些实施方案中，该方法显著增强人细胞(包括人原代T细胞和CD34+HSPC)中的

基因组编辑效率。

[0308] 在一些实施方案中，相对于未修饰的gRNA，修饰的gRNA增加插入缺失(indel)的频

率，这可指示诱变的NHEJ和基因破坏。具体地，相对于未修饰的gRNA，具有整合于3个末端核

苷酸的5’和3’端二者处的2’-O-甲基-3’-硫代磷酸酯(MS)或2’-O-甲基-3’-硫代PACE(MSP)

的修饰的gRNA增加了插入缺失的频率。

[0309] 在一些实施方案中，与未修饰的gRNA和Cas  mRNA的共同递送相比，将修饰的gRNA

和Cas  mRNA共同递送至人原代T细胞中增加了插入缺失的频率。具体地，相对于未修饰的

gRNA，具有整合于3个末端核苷酸的5’和3’端二者处的2’-O-甲基-3’-硫代磷酸酯(MS)或

2’-O-甲基-3’-硫代PACE(MSP)的修饰的gRNA增加了人类原代T细胞中插入缺失的频率。

[0310] 在一些实施方案中，修饰的gRNA相对于未修饰的gRNA改进gRNA的稳定性。作为一

个实例，具有整合于3个末端核苷酸的5’和3’端二者处的2’-O-甲基(M)的gRNA适度地改进

针对核酸酶的稳定性，并且相对于未修饰的gRNA还改进碱基配对热稳定性。作为另一个实

例，相对于未修饰的gRNA，具有整合于3个末端核苷酸的5’和3’端二者处的2’-O-甲基-3’-

硫代磷酸酯(MS)或2’-O-甲基-3’-硫代PACE(MSP)的gRNA显著提高了针对核酸酶的稳定性。

预期gRNA末端修饰增强针对外切核酸酶的细胞内稳定性，这使得当Cas  mRNA和gRNA共同递

送或序贯递送到人细胞中时，能够增加基因组编辑的功效。
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[0311] 在一些实施方案中，修饰的gRNA刺激基因打靶，其又通过例如同源重组或NHEJ进

行基因编辑。具体地，具有整合于3个末端核苷酸的5’和3’端二者处的2’-O-甲基-3’-硫代磷酸

酯(MS)或2’-O-甲基-3’-硫代PACE(MSP)的gRNA，刺激比未修饰的gRNA更高水平的同源重组。

[0312] 在一些实施方案中，修饰的gRNA保留高度特异性。在一些实施方案中，与未修饰的

gRNA相比，修饰的gRNA的中靶对脱靶的插入缺失频率之比是改进的。在一些实施方案中，与

基于DNA质粒的递送系统相比，在具有Cas蛋白的RNP复合体中递送的修饰的gRNA提供了显

著更佳的中靶:脱靶比率。

[0313] 基因表达调控

[0314] 在一些实施方案中，本文所述的指导RNA用于调节目的基因的转录或表达。例如，

在一些实施方案中，使用包含Cas蛋白(例如核酸酶缺陷型Cas9)和转录激活因子多肽的融

合蛋白来增加基因的转录。类似地，在一些实施方案中，使用包含Cas蛋白(例如核酸酶缺陷

型Cas9)和阻遏因子多肽的融合蛋白通过干扰基因的转录来敲低基因表达。

[0315] 在至少一个方面，本发明提供在体内或体外调控目的基因表达的方法。该方法包

括将细胞或另一系统引入(i)本文所述的合成的指导RNA，和(ii)融合蛋白。在一些实施方

案中，融合蛋白包含Cas蛋白和效应物域，如转录激活域，转录阻遏子域或表观遗传修饰域。

在一些实施方案中，融合蛋白包含突变的Cas蛋白，例如作为无效核酸酶的Cas9蛋白。在一

些实施方案中，Cas蛋白含有一个或多个突变，如D10A、H840A和/或N863A。

[0316] 在一些实施方案中，将融合蛋白作为纯化或非纯化的蛋白引入细胞或系统。在一

些实施方案中，通过编码融合蛋白的mRNA将融合蛋白引入细胞或系统。在一些实施方案中，

通过编码融合蛋白的线性或环状DNA将融合蛋白引入细胞或系统。

[0317] 在一些实施方案中，指导RNA有助于将融合蛋白导向包含染色体序列，附加体序

列，质粒，线粒体DNA序列或功能性基因间序列的特异性靶多核苷酸，例如增强子或非编码

RNA的DNA序列。在一些实施方案中，效应物域调控靶多核苷酸序列的表达。可以设计用于调

节基因表达的指导RNA以靶向任何所需的内源基因或编码功能性RNA的序列。可以在内源基

因的转录起始位点附近选择基因组靶序列，或者在内源基因的翻译起始位点附近选择基因

组靶序列。在一些实施方案中，靶序列位于传统上称为基因的“启动子近端”区的DNA区中。

在一些实施方案中，靶序列位于转录起始位点上游大约1000个碱基对至转录起始位点下游

约1000个碱基对的区中。在一些实施方案中，靶序列远离用于基因转录的起始位点(例如在

另一个染色体上)。

[0318] 在一些实施方案中，这些方法适用于多重复合应用。在一些实施方案中，该方法包

括将指导RNA文库引入细胞或系统。在一些实施方案中，文库包含至少100个，至少1,000个，

至少10,000个，至少100,000个，或至少1,000,000个唯一的指导序列。在一些实施方案中，

文库靶向至少10个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内至少10个不同的序列。在一些

实施方案中，文库针对至少100个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内至少100个不同

的序列。在一些实施方案中，文库针对至少1,000个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内

的至少1,000个不同的序列。在一些实施方案中，文库靶向至少10,000个不同的多核苷酸或一个

或多个多核苷酸内的至少10,000个不同序列。在一些实施方案中，文库靶向至少100,000个不同

的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内的至少100,000个不同的序列。在一些实施方案中，文库针

对至少1,000,000个不同的多核苷酸或一个或多个多核苷酸内的至少1,000,000个不同的序列。
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[0319] 试剂盒

[0320] 一方面，本发明提供含有用于执行上述方法的试剂的试剂盒，包括产生gRNA:Cas

蛋白复合体和/或支持其对于结合、切口或切割靶多核苷酸的活性。在一些实施方案中，本

文公开的方法中的一种或多种反应组分，例如一种或多种指导RNA和Cas蛋白可以试剂盒的

形式提供使用。在一些实施方案中，试剂盒包含Cas蛋白或编码Cas蛋白的核酸，以及本文所

述的一种或多种指导RNA或指导RNA的集合或文库。在一些实施方案中，试剂盒包括一个或

多个其他反应组分。在一些实施方案中，在一个或多个容器中提供适量的一种或多种反应

组分或保持在基底上。

[0321] 试剂盒的其它组分的实例包括但不限于一种或多种不同的聚合酶，一种或多种宿

主细胞，用于将外来核酸引入宿主细胞的一种或多种试剂，用于检测指导RNA和/或Cas 

mRNA或蛋白的表达或用于验证靶核酸的状态的一种或多种试剂(例如探针或PCR引物)，以

及用于反应的缓冲液、转染试剂或培养基(以1倍或更多浓缩形式)。在一些实施方案中，试

剂盒包括一个或多个以下组分：生化和物理支持物；终止、修饰和/或消化试剂；渗透剂

(osmolyte)；和用于反应、转染和/或检测的装置。

[0322] 所使用的反应组分可以各种形式提供。例如，组分(例如酶，RNA，探针和/或引物)

可悬浮在水溶液中或与珠粒结合或作为冷冻干燥的或冻干的粉末或沉淀物。在后一种情况

下，组分在重建时形成组分的完全混合物用于测定。本发明的试剂盒可以任何合适的温度

提供。例如，为了将含有蛋白质组分或其复合体的试剂盒储存在液体中，优选将它们提供并

保持在低于0℃，优选为约-20℃，可能在含有甘油或其它合适的防冻剂的抗冻溶液中。

[0323] 试剂盒或系统可以含有足以用于至少一个测定的量的、任何组合的本文所述组

分。在一些应用中，一个或多个反应组分可以预先测量的单次使用量在单独的、通常为一次

性的管或相当的容器中提供。通过这样的布置，可通过将靶核酸或含有靶核酸的样品或细

胞直接添加到各个管中来进行RNA指导的核酸酶反应。试剂盒中提供的组分的量可为任何

适当的量，并可取决于产品所针对的市场。其中供应组分的容器可为能够保持供应形式的

任何常规容器，例如微量离心管、微量滴定板，安瓿，瓶、或整体测试装置，例如流体装置，

筒，横向流或其他类似装置。

[0324] 试剂盒还可包括用于容纳容器或容器组合的包装材料。用于此类试剂盒和系统的

典型包装材料包括将反应组分或检测探针保持在各种配置(例如在小瓶，微量滴定板孔，微

阵列等中)中的固体基质(例如玻璃，塑料，纸，箔，微粒等)。试剂盒还可包括以有形形式记

录的用于使用组分的说明。

实施例

[0325] 实施例1

[0326] 为了评估化学合成的指导RNA靶向和切割DNA靶序列的能力，开发了体外切割测

定。简而言之，如图3所示，通过制备型PCR扩增质粒携带的人序列(这里是来自人网格蛋白轻

链CLTA基因的序列)制备～4-kb的PAM可寻址DNA靶标。以20μL的反应体积，在50nM  sgRNA、

39nM重组纯化的Cas9蛋白(酿脓链球菌；Agilent)和10mM  MgCl2(pH  7.6)的存在下，将50f

摩尔的线性化DNA靶标在37℃温育30分钟。完成后，加入0.5μl的RNace  It(Agilent)，并在

37℃继续温育5分钟，然后在70℃温育15分钟。随后加入0.5μL蛋白酶K(Mol .Bio .grade ,
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NEB)，并在37℃温育15分钟。将等分试样加载到DNA  7500LabChip中，并在Bioanalyzer 

2200上进行分析。检查(workup)步骤用于从与靶DNA的结合释放Cas9，分析其用于切割。

[0327] 化学合成了如图4所示的一系列指导性RNA。简言之，合成单个RNA链，并进行HPLC

纯化。所有寡核苷酸均通过HPLC分析和全长链纯度通过质谱分析基于化学纯度批准进行质

量控制。将这些指导RNA中的每一个设计为靶向人CLTA基因。

[0328] 结果示于图4。如图4的表1所示，除化学合成的指导RNA的一个之外，所有化学合成

的指导RNA以显著的切割速率靶向和切割CLTA编码的DNA靶序列。所述一个例外是“CLTA_

37_脱氧”指导RNA，其在其5’端具有37个脱氧核糖核苷酸的连续序列。

[0329] 如本文所公开的，在指导RNA的序列中的特定位置处测试了各种化学修饰。令人惊

讶的是，指导RNA(亦称指导RNA中的间隔序列)的指导序列中的测试位置容许测试的大多数

修饰，包括指导RNA中单个核苷酸内的多个修饰的组合，即使是当靶结合序列中的修饰实体

化(instantiated)时。

[0330] 结果表明，在特定位置含有修饰的指导RNA是被活性Cas蛋白和gRNA:Cas蛋白复合

体容许的，因为修饰不能防止靶多核苷酸的靶特异性切割。在图4的表1中列出的所有指导

RNA序列中，5’端的前20个核苷酸与靶DNA中的靶序列互补。经测试并发现在特定位置可容

许的修饰包括2’-O-甲基核糖核苷酸(＝2’OMe)，2’-脱氧核糖核苷酸，外消旋硫代磷酸酯核

苷酸间连接(＝P(S))，3’-膦酰基乙酸酯(＝PACE)，3’-硫代膦酰基乙酸酯(＝硫代PACE)，Z

核苷酸及其组合。

[0331] 预期本文公开和测试的化学修饰，特别是在测试位置(如图4的表1中所列)处的化

学修饰会在多种指导RNA中的等同位置处是容许的。在一些实施方案中，本文公开和测试的

化学修饰在指导RNA中的任何位置处都是容许的。

[0332] 如本文所公开的，将化学修饰的核苷酸整合入指导RNA中以图改善一些特性。这些

特性包括改进的指导RNA的核酸酶抗性，降低的gRNA:Cas蛋白复合体的脱靶效应(也称为改

进的特异性)，切割、切口或结合靶多核苷酸时改进的gRNA:Cas蛋白复合体的功效，改进的

转染效率，和/或改进的细胞器定位如核定位。

[0333] 虽然已知使用修饰的RNA(例如在某些应用中阻止核酸分解降解)，但众所周知，不

能简单地在RNA序列中的任何或所有位置整合入修饰，并期望其起作用，特别是当RNA序列

需要与蛋白或酶复合以发挥某些功能时。因此，这些指导RNA是否能容许各种核苷酸位置处

的化学修饰同时在CRISPR-Cas系统中执行充分或改进的功能，是不可预测的。实际上，指导

RNA能容忍实体化和测试的程度的具体修饰，特别是在测试的几个位置处，这是预料不到的。

[0334] 实施例2

[0335] 为了评估化学合成的指导RNA靶向和切割DNA靶序列的能力，使用与实施例1中所

述类似的体外切割测定。靶DNA构建体用于人DNA靶标(来自人网格蛋白轻链(CLTA1)基因，

人白细胞介素2受体γ(IL2RG)基因，人细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4(CLTA4)基因，人原癌

黏附蛋白α4(PCDHA4)基因，和人锯齿形同源异型盒1(EN1)基因)，连同与靶DNA有一个或多

个核苷酸不同的脱靶DNA构建体。

[0336] 表3示出了指导RNA构建体及其序列，以及用于评估那些指导RNA构建体靶向和切

割的能力的DNA构建体。在表3中列出的所有指导RNA序列中，5’端的前20个核苷酸与靶DNA

中的靶序列互补。中靶构建体包含20个核苷酸靶序列。脱靶构建体包含与靶DNA相同的20个
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核苷酸的大多数，其有1、2或3个核苷酸差异。因此，指导RNA基本上但不完全与脱靶构建体

的序列互补。脱靶构建体基于已知出现在人基因组中的基因序列。

[0337]
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[0363]

[0364] 表3中的DNA靶标构建体具有如下序列：
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[0375]

[0376] 在20μL的反应体积中，在50nM  sgRNA，39nM重组纯化的Cas9蛋白(酿脓链球菌；

Agilent)和10mM或0.8mM  MgCl2(pH7.6)的存在下，将50f摩尔线性化DNA靶标在37℃温育30

分钟。完成后，加入0.5μl的RNace  It(Agilent)，并在37℃继续温育5分钟，然后在70℃温育

15分钟。随后加入0.5μL蛋白酶K(Mol.Bio.级,NEB)，并在37℃温育15分钟。将等分试样加载

到DNA  1000或DNA  7500LabChip中，并在Bioanalyzer  2200上进行分析，或者将其加载到

Genomic  DNA  ScreenTape中，并在TapeStation上进行分析。检查步骤用于从与靶DNA的结

合释放Cas9，测定其用于切割。切割产量/得率通过以下公式计算：a/(a+b)×100，其中a是

两个裂解产物的条带强度的总和，而b是剩余的未切割的DNA(如果存在的话)。100％的切割

百分比意味着所有靶DNA构建体都被切割。

[0377] 化学合成了一系列指导RNA。根据Dellinger等(2011)J .Am .Chem .Soc .,133 ,

11540-56中描述的程序，使用2’-O-硫羰氨基甲酸酯(2’-O-thionocarbamate)保护的核苷

亚磷酰胺，在ABI  394合成仪(Life  Technologies,Carlsbad ,CA,USA)上合成指导RNA寡聚

物。在与2’-O-硫羰氨基甲酸酯保护的亚磷酰胺相同的条件下将2’-O-甲基亚磷酰胺掺入

RNA寡聚物中。用于合成硫代膦酰基乙酸酯(硫代PACE)修饰的RNA的2’-O-甲基-3’-O-(二异

丙基氨基)膦基乙酸-1,1-二甲基氰乙基酯-5’-O-二甲氧基三苯甲基核苷基本上根据发表

的方法来合成。参见Dellinger等(2003)J .Am .Chem .Soc .,125 ,940–50；和Threlfall等

(2012)Org.Biomol.Chem.,10,746-54。对于含硫代磷酸酯的寡聚物，偶联反应后的碘氧化

步骤用硫化步骤代替，其使用3-((N,N-二甲基氨基亚甲基)氨基)-3H-1,2,4-二噻唑-5-硫

酮在吡啶-乙腈(3:2)混合物中的0.05M溶液进行6分钟。

[0378] 使 用反 相 高 效 液 相 色 谱 ( H P L C ) 纯 化 所 有 寡 核 苷 酸 ，并 通 过 使 用

Agilent1290Infinity系列LC系统与Agilent  6520Q-TOF(渡越时间(time-of-flight))质

谱仪(Agilent  Technologies,Santa  Clara,CA,USA)联用进行液相色谱-质谱(LC-MS)来分

析。使用从LC-MS衍生的总离子色谱图获得的质谱的去卷积来估计sgRNA的合成和纯化的产

率。100-聚体sgRNA的化学合成通常从标称的1微摩尔级合成产生25-35％全长产物。使用离

子配对缓冲条件的反相HPLC纯化通常从粗制品中给出20％的产率，最终sgRNA的估计纯度

在90％至95％的范围内。

[0379] 结果示于表4中。“％靶切割”表示被切割的靶DNA构建体的百分比。实验用或不用

添加摩尔过量的与靶DNA潜在竞争的无靶标竞争物DNA(tcDNA)进行，因此可看出添加的非

特异性DNA对测定的潜在影响。

[0380] 表4
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[0390]

[0391] 结果表明，在特定位置含有修饰的指导RNA可被活性Cas蛋白和gRNA:Cas蛋白复合

体容许，因为该修饰不能防止中靶多核苷酸的靶特异性切割。测试并发现在特定位置被容

许的修饰包括2’-O-甲基核糖核苷酸(＝2’OMe)，2’-脱氧核糖核苷酸，外消旋硫代磷酸酯核

苷酸间连接，3’-膦酰基乙酸酯(＝PACE)，3’-硫代膦酰基乙酸酯(＝硫代PACE)，Z核苷酸，2-

硫尿嘧啶，2-氨基腺嘌呤，5-甲基尿嘧啶，与Cy5荧光团偶联的5-氨基烯丙基尿嘧啶，2-(4-

丁基酰胺荧光素)丙烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头，及其组合。

[0392] 预期本文公开和测试的化学修饰，特别是在测试位置(如表3和4所列的)处的化学

修饰，会在多种指导RNA中的等同位置处被容许。

[0393] 如本文所公开的，将化学修饰的核苷酸整合入指导RNA中以图改进某些特性。这些

特性包括改进的指导RNA的核酸酶抗性(也称为改进的稳定性)，减少的gRNA:Cas蛋白复合

体的脱靶效应(也称为改进的特异性)，改进的gRNA:Cas蛋白复合体在切割、切口或结合靶

多核苷酸时的功效，改进的转染效率和/或改进的细胞器定位。

[0394] 表3和表4中的测定结果表明：(1)在指导RNA中，许多位置可容许多种化学修饰；

(2)指导RNA的5’和3’端可容许多种末端保护修饰，这些修饰可用于抑制核酸外切RNA降解；

(3)2-硫代U可用于抑制涉及G-U摇摆配对的脱靶相互作用，从而通过抑制脱靶杂交相互作

用增加指导配对的特异性；(4)5’盐酸通常是容许良好的；(5)指导RNA的表面暴露区(从公

开的晶体结构推断)容许广泛的从U至5-甲基U的修饰，这潜在地使修饰的RNA更可能排除免

疫响应如被未修饰的RNA刺激；和(6)对于RNA折叠，G-C对比A-U对更强且更稳定。至少有一

个指导RNA能够容许用比未修饰的A-U对更热力学稳定的2’-O-甲基A-2’-O-甲基U对来代替

一些G-C对。

[0395] 更具体地，本实施例显示在双指导RNA(如表3和4中的条目12所示)和单指导RNA

(条目143-146、169-170)的5’和3’端容许2’-O-甲基修饰，从而允许末端保护来稳定gRNA以

抵抗核酸外切酶。2’-O-甲基修饰在大多数但非全部内部位置处被容许，从而允许针对包括

核酸内切酶(条目146，153-168，174-179)在内的各种核酸酶的稳定化。然而，本实施例还表

明，并不是指导RNA中的每个位置都容许2’-O-甲基(如条目151-152和171-173所示)，表明

5’末端处太多连续的2’-O-甲基修饰(例如26个以上连续的2’-O-甲基修饰的核苷酸)或5’
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末端20聚体指导序列下游(3’)的C和U核苷酸的过多2’-O-甲基修饰是不太容许的(例如在

条目154-156中测试的位置所揭示的，在条目171-173中的序列位置+56和+69处的2’-O-甲

基尿嘧啶的一个或两个的抑制作用)。

[0396] 本实施例显示，在体外在含有10mM  Mg2+的缓冲液中使用期间(条目146)，整个20聚

体指导序列中的2’-O-甲基修饰是可容许的，但是在存在于细胞中时，在生理条件下这样广

泛的修饰是不太容许的(条目147-150)。因此，在一些实施方案中，整个20聚体指导序列中

包含15个或更多个，或者17个或更多个，或者18个或更多个，或者20个2’-O-甲基修饰的

gRNA用于本文所述的体外方法，例如基因组编辑以体外修饰DNA序列，调节目的基因的体外

表达，体外切割DNA靶序列等用途。

[0397] 本实施例显示2’-脱氧基修饰的广泛并入是不太容许的并且可基本上完全抑制

(条目180-182)。然而，2’-脱氧基修饰在一些位置可良好地被容许(条目183)，因此这种修

饰可用于抑制核酸酶。

[0398] 本实施例还显示，在CRISPR-Cas9指导RNA中的三个已知茎环的每个环中，荧光团

或染料标记是容许的(条目116)。这些标记在指导序列上的5’凸出中也是容许的(条目

114)，在sgRNA中的其他位置是容许的(条目114)，并且在双指导应用中使用的tracrRNA的

环中是容许的(条目11)。在本实施例中，测试了两种不同类型的荧光团：基本上代替核苷酸

的磷酸二酯连接的荧光团(无核糖环)(条目114和116)，和共价偶联至指导RNA中并入的5-

氨基烯丙基U的染料标记(Cy5)(条目11)。

[0399] 本实施例还显示Z碱基在合成的指导RNA中是容许的，特别是作为对其中一些C被Z

碱基替代的合成的指导RNA的修饰(条目290-291)。本实施例还表明，如表3和4所示，一些其

它碱基在多个位置处是容许的。

[0400] 本实施例进一步显示指导RNA的5’和3’端可容许多个末端保护修饰。这样的修饰

可用于抑制外切核酸分解性RNA降解。对这种修饰的容忍性的支持可见于Hendel等，

Nat.Biotechnol.(2015)33:9,985-9中。表3和4中的条目143-144、185-223、241-257、258-

266和272-279提供了对指导RNA的5’和3’端的修饰的额外的支持。在一些实施方案中，指导

RNA在5’端或3’端或5’和3’端包含7个或更少的修饰的核苷酸，或者是6个或更少，或者5个

或更少，或者4个或更少，或者3个或更少，或者2个或更少，或者1个。可类似地保护双指导

RNA(条目12-15)。

[0401] 本实施例进一步表明，2-硫代U可用于阻止涉及G-U摇摆配对的脱靶相互作用，从

而通过抑制脱靶杂交相互作用增加指导序列配对的特异性(条目16-39)。参与指导RNA与

CLTA1脱靶3(也称为“CLTA1OFF3-靶标”或“CLTA1OFF3”)之间的杂交的碱基对之一是G-U摇

摆对。用2-硫代U替代指导RNA中的对应的U将切割从100％(条目8)降低到59％(条目39)。用

2-硫代U替换其他U(例如在序列位置+3或+9处，条目23和31)不具有相同的效果，推测是因

为这些U与测试的脱靶位点的每一个完全杂交时不参与G-U摇摆配对。因此，当脱靶位点参

与G-U摇摆配对时，2-硫代U能增加指导RNA的靶特异性。

[0402] 本实施例还显示附接于指导序列的5’-凸出序列通常是良好地被容许的(参见条

目83-95、114和206-223)。例如，在5’端的大体积二甲氧基三苯甲基(dmt)基团是良好地被

容许的(条目95)。dmt的色谱特性可用于促进从合成过程中通常产生的不完全加长的副产

物纯化出全长合成RNA。因此，在一些实施方案中，合成的指导RNA包含5’凸出序列，例如，包
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含与指导序列互补的15个或更少核苷酸的短多核苷酸序列，并且通过聚合物接头(如多核

苷酸或类似的基于磷酸二酯的接头)在其3’端共价连接至指导序列的5’端，其中接头可为5

个或更多个(或者6或7个)连续的尿苷核苷酸。

[0403] 本实施例还显示指导RNA的表面暴露区(从他人发表的晶体结构推断)容许广泛修

饰尿嘧啶核苷酸为5-甲基尿嘧啶(5-甲基U)(条目288)，其可使修饰的RNA更有可能排除免

疫反应，如被未经修饰的RNA刺激。具体地，合成的指导RNA的5’和3’端是潜在的免疫刺激性

的，并且本实施例显示5’和3’端容许5-甲基U修饰(条目288)。

[0404] 本实施例还显示，合成的指导RNA可容许用2’-O-甲基A-2’-O-甲基U对替代一些G-

C对，前者比未修饰的A-U对在热力学上更稳定(参见条目292-293中的非末端-2’-O-甲基U

和互补-2’-O-甲基A修饰)。这是有利的，因为已知对于折叠的RNA，G-C对比A-U对更强且更

稳定。在合成的指导RNA中用这种热稳定的A-U对替代G-C对允许通过防止涉及非所欲的G-C

对的错误折叠结构来改进活性结构的折叠，如可通过常用的RNA折叠算法预测的。

[0405] 例示性实施方案

[0406] 根据本公开主题提供的例示性实施例包括但不限于权利要求和如下实施方案：

[0407] A1.一种合成的指导RNA，其包含：

[0408] crRNA区段，其包含(i)能够与靶序列杂交的指导序列，(ii)茎序列；和

[0409] tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0410] 其中所述合成的指导RNA包含至少一个修饰的核苷酸，且其中所述合成的指导RNA

具有gRNA功能性。

[0411] A2.实施方案A1的合成的指导RNA，其包含2’-脱氧基模块。

[0412] A3 .实施方案A1或A2的合成的指导RNA，其包含选自下组的2’-卤素模块：2’-氟，

2’-氯，2’-溴和2’-碘。

[0413] A4.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含硫代磷酸酯基团。

[0414] A5.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含PACE基团。

[0415] A6.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含硫代PACE基团。

[0416] A7.实施方案A2-A6任一项合成的指导RNA，其包含2’-O-甲基模块。

[0417] A8.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含2-硫尿嘧啶。

[0418] A9.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含4-硫尿嘧啶。

[0419] A10.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含2-氨基腺嘌呤。

[0420] A11.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含次黄嘌呤。

[0421] A12.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含5-甲基胞嘧啶。

[0422] A13.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含5-甲基尿嘧啶。

[0423] A14.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含5-氨基烯丙基-尿嘧啶。

[0424] A15.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含Z核糖核苷酸。

[0425] A16.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含Z脱氧核糖核苷酸。

[0426] A17.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含方酸缀合物。

[0427] A18.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含染料接头。

[0428] A19.实施方案18的合成的指导RNA，其中所述染料接头是2-(4-丁基酰胺荧光素)

丙烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头。
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[0429] A20.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含具有2’-O-甲基和3’-硫代磷

酸酯的核苷酸。

[0430] A21.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含具有2’-O-甲基和3’-PACE的

核苷酸。

[0431] A22 .前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含具有2’-O-甲基和3’-硫代

PACE的核苷酸。

[0432] A23.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含具有2’-脱氧基和3’-PACE的

核苷酸。

[0433] A24.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含5-甲基胞苷。

[0434] A25.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含甲基膦酸酯。

[0435] A26.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含PACE的酯，其中所述酯任选为

甲酯。

[0436] A27.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含单一RNA链，所述单一RNA链包

含cr  RNA区段和tracr  RNA区段二者。

[0437] A28.实施方案A1-A26任一项的合成的指导RNA，其包含两条RNA链，且cr  RNA区段

和tracr  RNA区段在不同的RNA链中。

[0438] A29.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在各RNA链的5’端、3’端、或5’端和

3’端二者处包含修饰的核苷酸。

[0439] A30.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在指导序列中包含修饰的核苷酸。

[0440] A31 .前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在指导序列的5’包含修饰的核苷

酸。

[0441] A32.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在茎序列中包含修饰的核苷酸。

[0442] A33.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在骨架区中包含修饰的核苷酸。

[0443] A34.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在骨架区中包含至少一个非天然、

正交碱基对，其中所述碱基对独立地选自isoG–isoC和Z碱基–P碱基。

[0444] A35.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含2’-氨基基团。

[0445] A36.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含二硫代磷酸酯连接基团。

[0446] A37.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含硼烷膦酸酯连接基团。

[0447] A38.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含非锁核酸修饰(ULNA)。

[0448] A39.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含锁核酸修饰(LNA)。

[0449] A40.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含非结构化的核酸修饰(UNA)。

[0450] A41.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含假U。

[0451] A42.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含2’-MOE。

[0452] A43.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含2’-阿拉伯糖。

[0453] A44.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含4’-硫代核糖。

[0454] A45.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含方酸连接。

[0455] A46.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含三唑连接。

[0456] A47.一种用于切割或切口靶多核苷酸的方法，包括使靶多核苷酸与CRISPR相关蛋

白和前述实施方案任一项的合成的指导RNA接触，并切割或切口所述靶多核苷酸。
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[0457] A48.实施方案A47的方法，其中所述切割或切口在体外进行。

[0458] A49.实施方案A47的方法，其中所述切割或切口在细胞中进行。

[0459] A50.实施方案A47的方法，其中所述切割或切口在体内进行。

[0460] A51.实施方案A47-A50任一项的方法，其中所述CRISPR相关蛋白是Cas9。

[0461] A52.实施方案A47-A51任一项的方法，其中所述切割或切口导致基因编辑。

[0462] A53.实施方案A47-A52任一项的方法，其中所述切割或切口导致基因表达的改变。

[0463] A54.一种用于结合靶多核苷酸的方法，包括使所述靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白

和前述实施方案任一项的合成的指导RNA接触。

[0464] A55.实施方案A54的方法，其中所述CRISPR相关蛋白包括不具有切割或切口活性

的突变体。

[0465] A56.实施方案A54或A55的方法，其中所述CRISPR相关蛋白是融合蛋白，所述融合

蛋白包含非天然存在于CRISPR系统中的蛋白组分。

[0466] A57.实施方案A54至A56任一项的方法，其导致靶多核苷酸的表达的变化。

[0467] A58.实施方案A54至A57任一项的方法，其用于标记所述靶多核苷酸。

[0468] 进一步的例示性实施方案

[0469] B1.一种合成的指导RNA，其包含：

[0470] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与多核苷酸中的靶序列杂交的指导序列，(ii)茎序

列；和

[0471] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0472] 其中所述合成的指导RNA包含一个或多个修饰，且其中所述合成的指导RNA具有

gRNA功能性。

[0473] B2.实施方案1的合成的指导RNA，其包含2’-O-甲基模块、2’-脱氧基模块、Z碱基、

硫代磷酸酯核苷酸间连接、膦酰基乙酸酯核苷酸间连接、硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接，

或其组合。

[0474] B3.实施方案1或2的合成的指导RNA，其包含一个或多个选自下组的修饰：具有3’-

硫代磷酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-膦酰基羧酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有

3’-膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-硫代膦酰基羧酸酯基团的2’-O-甲基核

苷酸、具有3’-硫代膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-膦酰基乙酸酯基团的

2’-脱氧核苷酸、具有3’-硫代膦酰基乙酸酯基团的2’-脱氧核苷酸、和Z碱基。

[0475] B4.实施方案1、2或3的合成的指导RNA，其包含一个或多个选自下组的修饰：2’-氟

代核糖基、2-硫尿嘧啶碱基、4-硫尿嘧啶碱基、2-氨基腺嘌呤碱基、次黄嘌呤碱基、5-甲基胞

嘧啶碱基、5-甲基尿嘧啶碱基、甲基膦酸酯核苷酸间连接、5-氨基烯丙基尿嘧啶碱基、方酸

连接、三唑连接、缀合至核苷酸的染料，及其组合。

[0476] B5.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含选自下组的修饰：2’-MOE、2’-

氨基、2’-F-阿拉伯糖、2’-LNA、2’-ULNA、3’-甲基膦酸酯、3’-硼烷膦酸酯、3’-二硫代磷酸

酯、2’-OMe-3’-P(S)2、2’-OMe-3’-P(CH3)、2’-OMe-3’-P(BH3)、4’-硫代核糖基、L-糖、2-硫代

胞嘧啶、6-硫代鸟嘌呤、2-氨基嘌呤、假尿嘧啶、7-脱氮鸟嘌呤、7-脱氮-8-氮杂鸟嘌呤、7-脱

氮腺嘌呤、7-脱氮-8-氮杂腺嘌呤、5-羟甲基胞嘧啶、5-羟甲基尿嘧啶、5,6-脱氢尿嘧啶、5-

丙炔基胞嘧啶、5-丙炔基尿嘧啶、5-乙炔基胞嘧啶、5-乙炔基尿嘧啶、5-烯丙基尿嘧啶、5-烯
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丙基胞嘧啶、5-烯丙基氨基胞嘧啶、P核碱基、异胞嘧啶(isoC)、异鸟嘌呤(isoG)、UNA、x(A,

G,C,T)、y(A,G,C,T)、无碱基核苷酸、PEG、烃接头、卤素取代的烃接头、杂原子(O,N,S)烃接

头、含有(酮、羧基、酰胺、亚硫酰基、氨基甲酰基、或硫羰氨基甲酰基)的烃接头、精胺接头，

及其组合。

[0477] B6.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含增强稳定性的修饰。

[0478] B7.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含至少两种修饰；其中第一种修

饰是增强稳定性的修饰且第二种修饰是改变特异性的修饰。

[0479] B8 .实施方案6或7的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰位于指导序列

中。

[0480] B9.实施方案6或7的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰位于指导序列的

上游。

[0481] B10.实施方案6或7的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰位于crRNA区段

的前5和/或最后5个核苷酸内。

[0482] B11.实施方案6或7的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰位于tracrRNA

区段中。

[0483] B12.实施方案6或7的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰位于tracrRNA

区段的前五个和/或最后5个核苷酸内。

[0484] B13.实施方案6-12任一项的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰包含2’-

O-甲基模块、2’-氟模块、或2’-脱氧基模块。

[0485] B14.实施方案6-13任一项的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰包含硫

代磷酸酯核苷酸间连接、膦酰基乙酸酯核苷酸间连接、硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接、甲

基膦酸酯核苷酸间连接、硼烷膦酸酯核苷酸间连接或二硫代磷酸酯核苷酸间连接。

[0486] B15.实施方案6-14任一项的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰包含3’-

膦酰基乙酸酯或3’-硫代膦酰基乙酸酯。

[0487] B16.实施方案6-15任一项的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰包含2’-

O-甲基-3’-硫代磷酸酯核苷酸、2’-O-甲基-3’-膦酰基乙酸酯核苷酸、或2’-O-甲基-3’-硫

代膦酰基乙酸酯核苷酸。

[0488] B17.实施方案6-16任一项的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰包含2’-

氟-3’-硫代磷酸酯核苷酸、2’-氟-3’-膦酰基乙酸酯核苷酸、或2’-氟-3’-硫代膦酰基乙酸

酯核苷酸。

[0489] B18.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含改变特异性的修饰。

[0490] B19.实施方案18的合成的指导RNA，其中所述改变特异性的修饰位于指导序列中。

[0491] B20.实施方案18或19任一项的合成的指导RNA，其中所述改变特异性的修饰包括

2-硫尿嘧啶、4-硫尿嘧啶或2-氨基腺嘌呤。

[0492] B21.实施方案18-20任一项的合成的指导RNA，其中所述改变特异性的修饰包含硫

代磷酸酯核苷酸间连接、膦酰基乙酸酯核苷酸间连接、硫代膦酰基乙酸酯核苷酸间连接、甲

基膦酸酯核苷酸间连接、硼烷磷酸酯核苷酸间连接、或二硫代磷酸酯核苷酸间连接。

[0493] B22 .实施方案18-21任一项的合成的指导RNA，其中所述改变特异性的修饰包含

3’-膦酰基乙酸酯或3’-硫代膦酰基乙酸酯。
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[0494] B23.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含荧光染料或标记。

[0495] B24.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含一个或多个同位素标记。

[0496] B25.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述指导RNA缀合至寡核苷酸、

适配体、氨基酸、肽、蛋白质、类固醇、脂质、叶酸、维生素、糖、或寡糖。

[0497] B26.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述合成的指导RNA是单一指导

RNA，其中所述crRNA区段和tracrRNA区段经环L连接。

[0498] B27.实施方案26的合成的指导RNA，其中所述环L包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、或10个

核苷酸。

[0499] B28.实施方案26或27的合成的指导RNA，其中所述环L包含GNRA的核苷酸序列，其

中N表示A，C，G或U且R表示A或G。

[0500] B29.实施方案26、27或28合成的指导RNA，其中所述环L包含GAAA的核苷酸序列。

[0501] B30.实施方案26-29的合成的指导RNA，其中所述环L包含一个或多个修饰的核苷

酸。

[0502] B31.实施方案30的合成的指导RNA，其中所述环L包含荧光染料。

[0503] B32.实施方案31的合成的指导RNA，其中所述染料缀合至2-(4-丁基酰胺-染料)丙

烷-1,3-二醇双(磷酸二酯)接头。

[0504] B33.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述crRNA区段在指导RNA的5’

端。

[0505] B34.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述tracrRNA区段在指导RNA的

3’端。

[0506] B35.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述crRNA区段包含25-70个核

苷酸。

[0507] B36.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述指导序列包含15-30个核苷

酸。

[0508] B37 .前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述茎序列包含10-50个核苷

酸。

[0509] B38.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含一个或多个三唑连接。

[0510] B39.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含一个或多个方酸连接。

[0511] B40.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述指导RNA包含如下的核苷酸

组合物：

[0512] MmNn

[0513] 其中每个N独立地表示未修饰的核苷酸，并且每个M选自2’-O-甲基核糖核苷酸，

2’-O-甲基-3’-P(S)核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-PACE核糖核苷酸，2’-O-甲基-3’-硫代PACE

核糖核苷酸和2’-脱氧核苷酸；

[0514] 其中每个M在指导RNA的序列中的任何位置处；且

[0515] 其中m是1至220的整数，n是0至219的整数，且50<m+n≤220。

[0516] B41.实施方案38的合成的指导RNA，其中m+n<150，且m和n的每一个独立地选自0至

150的整数，条件是m不为0。

[0517] B42.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述指导RNA包含如下的核苷酸
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序列：

[0518] MmNnM’m’N’n’M”m”

[0519] 其中每个M，M’和M”独立地表示修饰的核苷酸，并且每个N和N’独立地表示未修饰

的核糖核苷酸；

[0520] 其中任何给定的M与任何其它M相同或不同，任何给定的N与任何其它N相同或不

同，任何给定的M’与任何其它M’相同或不同，任何给定的N’与任何其他N’相同或不同，任何

给定的M”与任何其他M”相同或不同；且

[0521] 其中m为0至40的整数，n为20至130的整数，m’为0至10的整数，n’为0至50的整数，

m”为0至10的整数，条件是m+m’+m”大于或等于1。

[0522] B43.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述crRNA区段包含如下的核苷

酸序列：

[0523] MmNnM’m’N’n’

[0524] 其中M和M’各自表示修饰的核苷酸，N和N’各自表示未修饰的核糖核苷酸；

[0525] 其中任何给定的M与任何其它M相同或不同，任何给定的N与任何其它N相同或不

同，任何给定的M’与任何其它M’相同或不同，任何给定的N’与任何其他N’相同或不同；且

[0526] 其中n和n’各自独立地选自0至50的整数

[0527] 其中m和m’各自独立地选自0和25的整数，条件是m+m’大于或等于1。

[0528] B44.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述指导序列包含如下的核苷

酸序列：

[0529] MmNnM’m’N’n’

[0530] 其中M和M’各自表示修饰的核苷酸，N和N’各自表示未修饰的核糖核苷酸；

[0531] 其中任何给定的M与任何其它M相同或不同，任何给定的N与任何其它N相同或不

同，任何给定的M’与任何其它M’相同或不同，任何给定的N’与任何其他N’相同或不同；且

[0532] 其中m，n，m’和n’各独立地选自0至40的整数，条件是m+m’大于或等于1。

[0533] B45.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述tracrRNA区段包含如下的

核苷酸序列：

[0534] NnMmN’n’M’m’

[0535] 其中M和M’各自表示修饰的核苷酸，且N和N’各自表示未修饰的核糖核苷酸；

[0536] 其中任何给定的M与任何其它M相同或不同，任何给定的N与任何其它N相同或不

同，任何给定的M’与任何其它M’相同或不同，任何给定的N’与任何其他N’相同或不同；且

[0537] 其中n是0至130的整数，m是0至40的整数，n’是0至130的整数，m’是0至40的整数，

条件是m+m’大于或等于1。

[0538] B46.实施方案40-43任一项的合成的指导RNA，其中m、m’、m+m’或m+m’+m”是1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或20。

[0539] B47.实施方案40-43任一项的合成的指导RNA，其中m、m’、m+m’或m+m’+m”是1、2、3、

4、5、或6。

[0540] B48.实施方案40-45任一项的合成的指导RNA，其中n是16、17、18或19。

[0541] B49.实施方案40-45任一项的合成的指导RNA，其中n、n’或n+n’是75至115的整数。

[0542] B50.实施方案40-47任一项的合成的指导RNA，其中每个M独立地选自下组：2’修饰
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的核苷酸、3’修饰的核苷酸，及其组合。

[0543] B51.实施方案48的合成的指导RNA，其中所述2’-修饰的核苷酸选自下组：2’-脱氧

核苷酸、2’-O-甲基核苷酸、2’-氟代核苷酸和2’-O-C1-3烷基-O-C1-3烷基核苷酸。

[0544] B52.实施方案48的合成的指导RNA，其中所述3’-修饰的核苷酸选自下组：3’-膦酰

基乙酸酯核苷酸和3’-硫代膦酰基乙酸酯核苷酸。

[0545] B53.实施方案48的合成的指导RNA，其中所述2’-修饰的核苷酸和3’-修饰的核苷

酸的组合包含2’-O-甲基-3’-硫代磷酸酯核苷酸、2’-O-甲基-3’-膦酰基乙酸酯核苷酸或

2’-O-甲基-3’-硫代膦酰基乙酸酯核苷酸。

[0546] B54.一种用于切割靶多核苷酸的方法，包括使所述靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白

和前述实施方案任一项的合成的指导RNA接触以及切割所述靶多核苷酸。

[0547] B55 .实施方案52的方法，其还包括使所述靶多核苷酸与外源CRISPR相关蛋白接

触。

[0548] B56.实施方案53的方法，其中所述CRISPR相关蛋白是Cas9。

[0549] B57.实施方案52-54任一项的方法，其中所述切割导致靶基因的功能敲除。

[0550] B58.实施方案52-55任一项的方法，其还包括通过用外源或内源模板多核苷酸进

行同源性定向修复来修复切割的靶多核苷酸。

[0551] B59.实施方案56的方法，其中所述的外源或内源模板多核苷酸包含与切割位点任

一侧的序列具有基本序列同一性的至少一个序列。

[0552] B60.实施方案52-57任一项的方法，其还包括通过非同源末端连接来修复切割的

靶多核苷酸。

[0553] B61 .实施方案56-58任一项的方法，其中所述修复步骤产生所述靶多核苷酸的一

个或多个插入、缺失或取代。

[0554] B62.实施方案59的方法，其中所述插入、缺失、或取代导致从包含所述靶多核苷酸

的基因表达的蛋白中一个或多个氨基酸变化。

[0555] B63.实施方案52-60任一项的方法，其中使所述靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白和

合成的指导RNA在体外接触。

[0556] B64.实施方案52-61任一项的方法，其中使所述靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白和

合成的指导RNA在体外或体内的细胞的基因组内接触。

[0557] B65.实施方案62的方法，其中所述细胞在将所述靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白和

合成的指导RNA接触之前分离自多细胞来源。

[0558] B66.实施方案63的方法，其中所述来源是植物、多细胞原生生物、或真菌。

[0559] B67.实施方案62-64任一项的方法，其中所述细胞，或来源于其的细胞，在将所述

靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白和合成的指导RNA接触之后回到所述来源。

[0560] B68.一种在细胞中修饰靶多核苷酸的方法，包括将实施方案1-51任一项的合成的

指导RNA引入所述细胞以及将CRISPR相关蛋白或在细胞中表达CRISPR相关蛋白的核酸引入

所述细胞。

[0561] B69.实施方案66的方法，其中所述CRISPR相关蛋白是Cas9。

[0562] B70.一种改变细胞中至少一个基因产物的表达的方法，包括将实施方案1-51任一

项的合成的指导RNA引入所述细胞以及进一步将CRISPR相关蛋白或在细胞中表达CRISPR相
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关蛋白的核酸引入所述细胞，其中所述细胞含有且表达具有靶序列且编码所述基因产物的

DNA分子。

[0563] B71.实施方案68的方法，其中所述CRISPR相关蛋白是Cas9。

[0564] B72.实施方案69的方法，其中所述CRISPR相关蛋白切割所述DNA分子。

[0565] B73.一种RNA分子的集合或文库，其包含两种或更多种实施方案1-51任一项的合

成的指导RNA。

[0566] B74.一种试剂盒，其包含实施方案1-51任一项的合成的指导RNA或实施方案71的

RNA分子的集合或文库。

[0567] B75.实施方案72的试剂盒，其还包含CRISPR相关蛋白或编码所述CRISPR相关蛋白

的核酸。

[0568] B76.实施方案73的试剂盒，其中所述CRISPR相关蛋白是Cas9。

[0569] B77.前述实施方案的任一项的合成的指导RNA、方法或试剂盒，其中所述合成的指

导RNA包含末端修饰。

[0570] B78.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其具有单一RNA链或两条分离的互补

RNA链，其中所述指导RNA在各RNA链的两端包含至少一个增强稳定性的修饰。

[0571] C1.一种合成的指导RNA，其包含：

[0572] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与多核苷酸中的靶序列杂交的指导序列，(ii)茎序

列；和

[0573] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0574] 其中所述合成的指导RNA包含一个或多个修饰，且其中所述合成的指导RNA具有

gRNA功能性。

[0575] C2.实施方案C1的合成的指导RNA，其中所述修饰的一个或多个包含增强稳定性的

修饰。

[0576] C3.实施方案C2的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰的一个或多个位于

指导序列中。

[0577] C4.实施方案C2的合成的指导RNA，其中所述增强稳定性的修饰包含2’-O-甲基模

块、Z碱基、2’-脱氧核苷酸、硫代磷酸酯核苷酸间连接、膦酰基乙酸酯(PACE)核苷酸间连接、

或硫代膦酰基乙酸酯(硫代PACE)核苷酸间连接，或其组合。

[0578] C5.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在指导RNA的5’端包含少于26个连

续的2’-O-甲基修饰的核苷酸。

[0579] C6.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含Z碱基，所述Z碱基在合成的指

导RNA中替代胞嘧啶。

[0580] C7.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在与尿苷对应的位置处包含至少一

个2-硫尿嘧啶，所述尿苷能参与与潜在脱靶序列的U-G摇摆配对。

[0581] C8.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含一个或多个选自下组的修饰：

具有3’-硫代磷酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、具有3’-膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷

酸、具有3’-硫代膦酰基乙酸酯基团的2’-O-甲基核苷酸、和具有3’-膦酰基乙酸酯基团的

2’-脱氧核苷酸。

[0582] C9.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含至少两个修饰。
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[0583] C10.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含多至50个修饰。

[0584] C11 .前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含单一RNA链或两条分离的RNA

链，以及各条RNA链的5’端、各条RNA链的3’端、或各条RNA链的5’端和3’端二者处的一个或

多个修饰。

[0585] C12.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在5’端或3’端或5’端和3’端二者

包含7个或更少的连续的修饰的核苷酸。

[0586] C13.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其在5’端、3’端或茎-环的一项或多

项处包含一个或多个5-甲基尿苷核苷酸。

[0587] C14.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述修饰的一个或多个改变碱

基配对热稳定性。

[0588] C15.实施方案C14的合成的指导RNA，其中所述一个或多个修饰增强碱基配对热稳

定性。

[0589] C16.实施方案C15的合成的指导RNA，其中所述一个或多个修饰独立地选自2-硫尿

嘧啶(2-硫代U)、4-硫尿嘧啶(4-硫代U)、2-氨基腺嘌呤、2’-O-甲基、2’-氟、5-甲基尿苷、5-

甲基胞苷和锁核酸修饰(LNA)。

[0590] C17.实施方案C15的合成的指导RNA，其中所述一个或多个修饰降低碱基配对热稳

定性。

[0591] C18.实施方案C17的合成的指导RNA，其中所述一个或多个修饰独立地选自2-硫尿

嘧啶、2’-脱氧基、硫代磷酸酯连接、二硫代磷酸酯连接、硼烷膦酸酯连接、膦酰基乙酸酯连

接、硫代膦酰基乙酸酯连接和非锁核酸修饰(ULNA)。

[0592] C19.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含一个或多个2’-O-甲基A-2’-

O-甲基U碱基对。

[0593] C20.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述修饰的一个或多个是改变

特异性的修饰。

[0594] C21 .实施方案C20的合成的指导RNA，其中所述改变特异性的修饰位于指导序列

中。

[0595] C22.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其中所述改变特异性的修饰包含2-

硫尿嘧啶、4-硫尿嘧啶、2-氨基腺嘌呤、2’-O-甲基、2’-氟、LNA、硫代磷酸酯连接、二硫代磷

酸酯连接、硼烷膦酸酯连接、膦酰基乙酸酯连接、硫代膦酰基乙酸酯连接、ULNA、2’-脱氧基、

5-甲基尿苷、5-甲基胞苷，或其组合。

[0596] C23.前述实施方案任一项的合成的指导RNA，其包含荧光染料或标记。

[0597] C24.实施方案C23的合成的指导RNA，其中所述荧光染料或标记结合至合成的指导

RNA的茎-环。

[0598] C25.一种用于基因组编辑以修饰DNA序列、或调控目的基因表达、或切割靶多核苷

酸的方法，包括：使所述DNA序列、目的基因、或靶多核苷酸与CRISPR相关蛋白和前述实施方

案任一项的合成的指导RNA接触，并编辑、调控或切割所述DNA序列、目的基因或靶多核苷

酸。

[0599] C26.实施方案C25的方法，其中所述方法在体外进行，且所述合成的指导RNA在整

个指导序列中包含15或更多个2’-O-甲基修饰。
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[0600] C27.一种RNA分子的集合或文库，其包含两种或更多种前述实施方案任一项的合

成的指导RNA。

[0601] C28.一种试剂盒，其包含前述实施方案任一项的合成的指导RNA。

[0602] C29.一种RNA分子的阵列，其包含两种或更多种前述实施方案任一项的合成的指

导RNA。

[0603] 前述对例示性或优选的实施方案的描述应当被认为是说明而非限制本发明，其由

权利要求所限定。如容易理解的，在不脱离如权利要求所述的本发明的情况下，上述特征的

许多变化和组合是可以利用的。这些变化不被认为是偏离本发明的范围，并且所有这些变

化都意图包括在所附权利要求的范围内。本文引用的所有参考文献通过提述以其整体并

入。
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