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(57)摘要

本申请提供了一种新型CRISPR/Cas组合物

及其用于靶向核酸的用途。特别地，提供了非天

然存在的或工程化的靶向RNA的系统，所述系统

包含新型靶向RNA的Cas13e或Cas13f效应蛋白，

以及至少一种靶向核酸组分，如指导RNA(gRNA)

或crRNA。所述新型Cas效应蛋白是已知Cas效应

蛋白中最小的一种，大小为约800个氨基酸，并因

此特别适合使用小容量载体(如AAV载体)进行递

送。
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1.一种成簇的规律间隔的短回文重复序列(CRISPR)‑Cas复合物，所述复合物包含：

(1)RNA指导序列，其包含能够与靶RNA杂交的间隔序列以及在所述间隔序列的3'的同

向重复(DR)序列；和

(2)CRISPR相关蛋白(Cas)或所述Cas的衍生物或功能性片段，所述CRISPR相关蛋白具

有SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的氨基酸序列；

其中所述Cas、所述Cas的衍生物和功能性片段能够(i)与所述RNA指导序列结合，并且

(ii)靶向所述靶RNA，

条件是当所述复合物包含SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的Cas时，所述间隔序列与天然存

在的噬菌体核酸不是100％互补。

2.如权利要求1所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述DR序列具有与SEQ  ID  NO:8‑14中

的任一者的二级结构基本相同的二级结构。

3.如权利要求1所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述DR序列由SEQ  ID  NO:8‑14中的任

一者编码。

4.如权利要求1、2或3所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述靶RNA由真核DNA编码。

5.如权利要求4所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述真核DNA是非人哺乳动物DNA、非人

灵长类动物DNA、人DNA、植物DNA、昆虫DNA、鸟DNA、爬行动物DNA、啮齿动物DNA、鱼DNA、蠕虫/

线虫DNA、酵母DNA。

6.如权利要求1‑5中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述靶RNA是mRNA。

7.如权利要求1‑6中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述间隔序列在15‑60个核

苷酸之间、在25‑50个核苷酸之间、或为约30个核苷酸。

8.如权利要求1‑7中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述间隔序列与所述靶RNA

是90％‑100％互补。

9.如权利要求1‑8中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物包含SEQ  ID 

NO:1‑7中的任一者的一个或多个残基的保守氨基酸取代。

10.如权利要求9所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物仅包含保守氨基酸取代。

11.如权利要求1‑10中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物在HEPN结构

域或RXXXXH基序中具有与SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的野生型Cas相同的序列。

12.如权利要求1‑9中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物能够与杂交至

所述靶RNA的RNA指导序列结合，但由于所述Cas的RNA酶催化位点突变而不具有RNA酶催化

活性。

13.如权利要求12所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物具有不超过210个残基的

N‑末端缺失、和/或不超过180个残基的C‑末端缺失。

14.如权利要求13所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物具有约180个残基的N‑末

端缺失、和/或约150个残基的C‑末端缺失。

15.如权利要求12‑14中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物进一步包含

RNA碱基编辑结构域。

16.如权利要求15所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述RNA碱基编辑结构域是腺苷脱氨

酶，如双链RNA特异性腺苷脱氨酶(例如，ADAR1或ADAR2)；载脂蛋白B  mRNA编辑酶，催化多肽

样(APOBEC)；或激活诱导的胞苷脱氨酶(AID)。
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17.如权利要求16所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述ADAR2具有E488Q/T375G双突变

或者是ADAR2DD。

18.如权利要求15‑17中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中将所述碱基编辑结构域

与RNA结合结构域，如MS2进一步融合。

19.如权利要求12‑14中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述衍生物进一步包含

RNA甲基转移酶、RNA去甲基化酶、RNA剪接修饰子、定位因子或翻译修饰因子。

20.如权利要求1‑19中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述Cas、所述衍生物或

所述功能性片段包含核定位信号(NLS)序列或核输出信号(NES)。

21.如权利要求1‑20中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，其中靶向所述靶RNA导致对所

述靶RNA进行修饰。

22.如权利要求21所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述靶RNA修饰是切割所述靶RNA。

23.如权利要求21所述的CRISPR‑Cas复合物，其中所述靶RNA修饰是腺苷(A)脱氨基为

肌苷(I)。

24.如权利要求1‑23中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物，所述CRISPR‑Cas复合物进一

步包含靶RNA，所述靶RNA包含能够与所述间隔序列杂交的序列。

25.一种融合蛋白，所述融合蛋白包含(1)如权利要求1‑24中任一项所述的Cas、其衍生

物或其功能性片段，和(2)异源功能性结构域。

26.如权利要求25所述的融合蛋白，其中所述异源功能性结构域包含：核定位信号

(NLS)、报告蛋白或检测标记(例如，GST、HRP、CAT、GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP、BFP)、定位信

号、蛋白靶向部分、DNA结合结构域(例如，MBP、Lex  A  DBD、Gal4  DBD)、表位标签(例如，His、

myc、V5、FLAG、HA、VSV‑G、Trx等)、转录激活结构域(例如，VP64或VPR)、转录抑制结构域(例

如，KRAB部分或SID部分)、核酸酶(例如，FokI)、脱氨基结构域(例如，ADAR1、ADAR2、APOBEC、

AID或TAD)、甲基化酶、去甲基化酶、转录释放因子、HDAC、具有ssRNA切割活性的多肽、具有

dsRNA切割活性的多肽、具有ssDNA切割活性的多肽、具有dsDNA切割活性的多肽、DNA或RNA

连接酶、或其任何组合。

27.如权利要求25或26所述的融合蛋白，其中将所述异源功能性结构域在所述融合蛋

白的N‑末端、C‑末端或内部融合。

28.一种缀合物，所述缀合物包含与(2)缀合的(1)：(1)如权利要求1‑24中任一项所述

的Cas、其衍生物或其功能性片段，(2)异源功能性部分。

29.如权利要求28所述的缀合物，其中所述异源功能性部分包含：核定位信号(NLS)、报

告蛋白或检测标记(例如，GST、HRP、CAT、GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP、BFP)、定位信号、蛋白

靶向部分、DNA结合结构域(例如，MBP、Lex  A  DBD、Gal4  DBD)、表位标签(例如，His、myc、V5、

FLAG、HA、VSV‑G、Trx等)、转录激活结构域(例如，VP64或VPR)、转录抑制结构域(例如，KRAB

部分或SID部分)、核酸酶(例如，FokI)、脱氨基结构域(例如，ADAR1、ADAR2、APOBEC、AID或

TAD)、甲基化酶、去甲基化酶、转录释放因子、HDAC、具有ssRNA切割活性的多肽、具有dsRNA

切割活性的多肽、具有ssDNA切割活性的多肽、具有dsDNA切割活性的多肽、DNA或RNA连接

酶、或其任何组合。

30.如权利要求28或29所述的缀合物，其中所述异源功能性部分相对于所述Cas、其衍

生物或其功能性片段在N‑末端、C‑末端或内部缀合。
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31.一种多核苷酸，所述多核苷酸编码SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者、或其衍生物、或其功

能性片段、或其融合蛋白，条件是所述多核苷酸不是SEQ  ID  NO:15‑21中的任一者。

32.如权利要求31所述的多核苷酸，所述多核苷酸经密码子优化以在细胞中表达。

33.如权利要求32所述的多核苷酸，其中所述细胞是真核细胞。

34.一种非天然存在的多核苷酸，所述非天然存在的多核苷酸包含SEQ  ID  NO:8‑14中

的任一者的衍生物，其中所述衍生物(i)与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者相比具有一个或多

个(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个)核苷酸添加、缺失或取代；(ii)与SEQ  ID  NO:8‑14中

的任一者具有至少20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％或97％的序列同一

性；(iii)在严格条件下与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者或(i)和(ii)中的任一者杂交；或

(iv)是(i)‑(iii)中的任一者的互补序列，条件是所述衍生物不是SEQ  ID  NO:8‑14中的任

一者，并且所述衍生物编码RNA(或者是RNA)，所述RNA保持与由SEQ  ID  NO:8‑14编码的任一

RNA基本相同的二级结构。

35.如权利要求34所述的非天然存在的多核苷酸，其中所述衍生物用作如权利要求1‑

24中任一项所述的Cas、其衍生物或其功能性片段中的任一者的DR序列。

36.一种载体，所述载体包含如权利要求31‑33中任一项所述的多核苷酸。

37.如权利要求36所述的载体，其中所述多核苷酸与启动子和任选的增强子可操作地

连接。

38.如权利要求37所述的载体，其中所述启动子是组成型启动子、诱导型启动子、泛素

启动子或组织特异性启动子。

39.如权利要求36‑38中任一项所述的载体，所述载体是质粒。

40.如权利要求36‑38中任一项所述的载体，所述载体是逆转录病毒载体、噬菌体载体、

腺病毒载体、单纯疱疹病毒(HSV)载体、AAV载体或慢病毒载体。

41.如权利要求40所述的载体，其中所述AAV载体是血清型AAV1、AAV2、AAV4、AAV5、

AAV6、AAV7、AAVrh74、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12或AAV13的重组AAV载体。

42.一种递送系统，所述递送系统包含(1)递送媒介物，和(2)如权利要求1‑24中任一项

所述的CRISPR‑Cas复合物、如权利要求25‑27中任一项所述的融合蛋白、如权利要求28‑30

中任一项所述的缀合物、如权利要求31‑33中任一项所述的多核苷酸、或如权利要求36‑41

中任一项所述的载体。

43.如权利要求42所述的递送系统，其中所述递送媒介物是纳米颗粒、脂质体、外泌体、

微泡或基因枪。

44.一种细胞或其后代，所述细胞或其后代包含如权利要求1‑24中任一项所述的

CRISPR‑Cas复合物、如权利要求25‑27中任一项所述的融合蛋白、如权利要求28‑30中任一

项所述的缀合物、如权利要求31‑33中任一项所述的多核苷酸、或如权利要求36‑41中任一

项所述的载体。

45.如权利要求44所述的细胞或其后代，所述细胞或其后代是真核细胞(例如，非人哺

乳动物细胞、人细胞或植物细胞)或原核细胞(例如，细菌细胞)。

46.一种非人多细胞真核生物，所述非人多细胞真核生物包含如权利要求44或45所述

的细胞。

47.如权利要求46所述的非人多细胞真核生物，所述非人多细胞真核生物是针对人遗
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传障碍的动物(例如，啮齿动物或灵长类动物)模型。

48.一种修饰靶RNA的方法，所述方法包括使所述靶RNA与如权利要求1‑24中任一项所

述的CRISPR‑Cas复合物接触，其中所述间隔序列与所述靶RNA的至少15个核苷酸互补；其中

所述Cas、所述衍生物或所述功能性片段与所述RNA指导序列缔合以形成所述复合物；其中

所述复合物与所述靶RNA结合；并且其中在所述复合物与所述靶RNA结合后，所述Cas、所述

衍生物或所述功能性片段修饰所述靶RNA。

49.如权利要求48所述的方法，其中通过由所述Cas进行切割来修饰所述靶RNA。

50.如权利要求48所述的方法，其中通过由包含双链RNA特异性腺苷脱氨酶的衍生物进

行脱氨基来修饰所述靶RNA。

51.如权利要求48‑50中任一项所述的方法，其中所述靶RNA是mRNA、tRNA、rRNA、非编码

RNA、lncRNA或核RNA。

52.如权利要求48‑51中任一项所述的方法，其中在所述复合物与所述靶RNA结合后，所

述Cas、所述衍生物和所述功能性片段不会展现出大量的(或可检测的)附带RNA酶活性。

53.如权利要求48‑52中任一项所述的方法，其中所述靶RNA在细胞内。

54.如权利要求53所述的方法，其中所述细胞是癌细胞。

55.如权利要求53所述的方法，其中所述细胞受感染原感染。

56.如权利要求55所述的方法，其中所述感染原是病毒、朊病毒、原生动物、真菌或寄生

物。

57.如权利要求53‑56中任一项所述的方法，其中所述CRISPR‑Cas复合物由以下编码：

编码SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者或其衍生物或功能性片段的第一多核苷酸，以及包含SEQ 

ID  NO:8‑14中的任一者和编码能够与所述靶RNA结合的间隔RNA的序列的第二多核苷酸，其

中将所述第一多核苷酸和所述第二多核苷酸引入所述细胞中。

58.如权利要求57所述的方法，其中通过相同的载体将所述第一多核苷酸和所述第二

多核苷酸引入所述细胞中。

59.如权利要求53‑58中任一项所述的方法，所述方法导致以下中的一项或多项：(i)体

外或体内诱导细胞衰老；(ii)体外或体内细胞周期停滞；(iii)体外或体内细胞生长抑制；

(iv)体外或体内诱导无反应性；(v)体外或体内诱导细胞凋亡；以及(vi)体外或体内诱导坏

死。

60.一种在有需要的受试者中治疗病症或疾病的方法，所述方法包括向所述受试者施

用包含如权利要求1‑24中任一项所述的CRISPR‑Cas复合物或编码所述CRISPR‑Cas复合物

的多核苷酸的组合物；其中所述间隔序列与以下互补：与所述病症或疾病相关的靶RNA的至

少15个核苷酸；其中所述Cas、所述衍生物或所述功能性片段与所述RNA指导序列缔合以形

成所述复合物；其中所述复合物与所述靶RNA结合；并且其中在所述复合物与所述靶RNA结

合后，所述Cas、所述衍生物或所述功能性片段切割所述靶RNA，从而在所述受试者中治疗所

述病症或疾病。

61.如权利要求60所述的方法，其中所述病症或疾病是癌症或感染性疾病。

62.如权利要求61所述的方法，其中所述癌症是威尔姆斯肿瘤、尤因肉瘤、神经内分泌

肿瘤、胶质母细胞瘤、神经母细胞瘤、黑素瘤、皮肤癌、乳腺癌、结肠癌、直肠癌、前列腺癌、肝

癌、肾癌、胰腺癌、肺癌、胆道癌、子宫颈癌、子宫内膜癌、食道癌、胃癌、头颈癌、甲状腺髓样
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癌、卵巢癌、神经胶质瘤、淋巴瘤、白血病、骨髓瘤、急性淋巴细胞白血病、急性骨髓性白血

病、慢性淋巴细胞白血病、慢性骨髓性白血病、霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤或膀胱癌。

63.如权利要求60‑62中任一项所述的方法，所述方法是体外方法、体内方法或离体方

法。

64.一种细胞或其后代，所述细胞或其后代通过如权利要求48‑59中任一项所述的方法

获得，其中所述细胞和所述后代包含非天然存在的修饰(例如，在所述细胞/后代的转录的

RNA中的非天然存在的修饰)。

65.一种检测靶RNA的存在的方法，所述方法包括使所述靶RNA与包含如权利要求25‑27

中任一项所述的融合蛋白、或如权利要求28‑30中任一项所述的缀合物、或编码所述融合蛋

白的多核苷酸的组合物接触，其中所述融合蛋白或所述缀合物包含可检测标记(例如，可通

过荧光、RNA印迹或FISH检测的标记)和能够与所述靶RNA结合的复合间隔序列。

66.一种真核细胞，所述真核细胞包含成簇的规律间隔的短回文重复序列(CRISPR)‑

Cas复合物，所述CRISPR‑Cas复合物包含：

(1)RNA指导序列，其包含能够与靶RNA杂交的间隔序列以及在所述间隔序列的3'的同

向重复(DR)序列；和

(2)CRISPR相关蛋白(Cas)或所述Cas的衍生物或功能性片段，所述CRISPR相关蛋白具

有SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的氨基酸序列；

其中所述Cas、所述Cas的衍生物和功能性片段能够(i)与所述RNA指导序列结合，并且

(ii)靶向所述靶RNA。
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VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas系统及其用途

背景技术

[0001] CRISPR(成簇的规律间隔的短回文重复序列)是在原核生物(如细菌和古细菌)的

基因组中发现的DNA序列家族。这些序列应理解为源自先前已感染原核生物的噬菌体的DNA

片段，并在随后的原核生物感染期间用于检测和破坏相似噬菌体的DNA。

[0002] CRISPR相关系统是一组同源基因或Cas基因，其中一些编码具有解旋酶和核酸酶

活性的Cas蛋白。Cas蛋白是利用源自CRISPR序列的RNA(crRNA)作为指导序列以识别并切割

与crRNA互补的多核苷酸特定链(例如，DNA)的酶。

[0003] CRISPR‑Cas系统共同构成原始的原核“免疫系统”，其赋予对外来致病遗传元件

(如存在于染色体外DNA(例如，质粒)和噬菌体中的那些)或由外来DNA编码的外来RNA的抗

性或获得性免疫。

[0004] CRISPR/Cas系统似乎是在自然界中广泛存在的针对外来遗传物质的原核防御机

制，并且见于大约50％的经测序细菌基因组和近90％的经测序古细菌中。这种原核系统后

来经过发展形成称为CRISPR‑Cas技术的基础，所述技术广泛用在包括人在内的众多真核生

物中，用在包括基础生物学研究、生物技术产品开发和疾病治疗在内的多种应用中。

[0005] 原核CRISPR‑Cas系统包括一组极其多样的蛋白效应子、非编码元件以及基因座架

构，其中一些实例已经过工程化并适于产生重要的生物技术。

[0006] CRISPR基因座结构已在许多系统中进行了研究。在这些系统中，基因组DNA中的

CRISPR阵列典型地包含富含AT的前导序列，随后是由独特的间隔序列隔开的短DR序列。这

些CRISPR  DR序列的大小范围可以是23‑55bp，但典型地在从28至37bp的范围。一些DR序列

显示出双向对称性(dyad  symmetry)，这提示RNA中二级结构如茎环(“发夹”)的形成，而其

他序列则呈现为非结构化。不同CRISPR阵列中的间隔子大小典型地是32‑38bp(范围为21‑

72bp)。CRISPR阵列中的重复‑间隔序列通常少于50个单位。

[0007] 通常在这样的CRISPR重复‑间隔阵列旁发现小簇的cas基因。到目前为止，已将所

鉴定的93种cas基因基于其编码的蛋白的序列相似性分为35个家族。所述35个家族中的十

一个家族形成所谓的cas核心，所述核心包括Cas1至Cas9的蛋白家族。完整的CRISPR‑Cas基

因座具有至少一个属于cas核心的基因。

[0008] CRISPR‑Cas系统可广义地分为两类——1类系统使用多种Cas蛋白的复合物来降

解外来核酸，而2类系统使用单个大Cas蛋白用于相同目的。2类系统的单亚基效应组合物为

工程化和应用转化提供了更简单的组分集，并且迄今为止已成为用于基因组工程化和其他

方面的新颖强大且可编程技术的发现、工程化和优化的重要来源。

[0009] 1类系统进一步分为I型、III型和IV型；并且2类系统分为II型、V型和VI型。这6种

系统类型又分为19种亚型。分类也基于存在的cas基因的互补序列。大多数CRISPR‑Cas系统

具有Cas1蛋白。许多原核生物含有多个CRISPR‑Cas系统，表明这些系统相容并且可共享组

分。

[0010] 最早且最佳表征的Cas蛋白之一Cas9是2类II型的原型成员，并起源于化脓性链球

菌(Streptococcus  pyogenes)(SpCas9)。Cas9是DNA内切核酸酶，其由与靶DNA序列互补的
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小crRNA分子和单独的反式激活CRISPR  RNA(tracrRNA)激活。crRNA由负责使蛋白与crRNA

结合的同向重复(DR)序列和间隔序列组成，所述间隔序列可以经工程化为与任何希望的核

酸靶序列互补。通过这种方式，可以将CRISPR系统进行编程以通过修饰crRNA的间隔序列来

靶向DNA或RNA靶标。已将crRNA和tracrRNA融合以形成实用性更好的单个指导RNA(sgRNA)。

当与Cas9结合时，sgRNA与其靶DNA杂交，并指导Cas9切割靶DNA。也已类似地鉴定并使用来

自其他物种的其他Cas9效应蛋白，包括来自嗜热链球菌(S.thermophilus)CRISPR系统的

Cas9。这些CRISPR/Cas9系统已广泛用在众多真核生物中，包括面包酵母(酿酒酵母

(Saccharomyces  cerevisiae))、条件致病病原体白色念珠菌(Candida  albicans)、斑马鱼

(zebrafish)(斑马鱼(Danio  rerio))、果蝇(黑腹果蝇(Drosophila  melanogaster))、蚂蚁

(跳镰猛蚁(Harpegnathos  saltator)和毕氏卵角蚁(Ooceraea  biroi))、蚊(埃及伊蚊

(Aedes  aegypti))、线虫(秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis  elegans))、植物、小鼠、猴和人

胚胎。

[0011] 最近表征的另一Cas效应蛋白是Cas12a(以前称为Cpf1)。Cas12a与C2c1和C2c3都

是属于2类V型Cas蛋白的成员，所述蛋白缺乏HNH核酸酶，但具有RuvC核酸酶活性。Cas12a最

初在细菌新凶手弗朗西斯菌(Francisella  novicida)的CRISPR/Cpf1系统中表征。它的原

名反映其CRISPR‑Cas亚型在普雷沃菌属(Prevotella)和弗朗西斯菌属(Francisella)谱系

中的普遍性。Cas12a显示出与Cas9的几个关键差异，包括：引起双链DNA的“交错

(staggered)”切割，而不是Cas9产生的“钝(blunt)”切割，依赖于“富含T”的PAM序列(它为

Cas9提供替代性靶向位点)，以及只需要CRISPR  RNA(crRNA)而不需要tracrRNA就可成功靶

向。Cas12a的小crRNA比Cas9更适合用于多重基因组编辑，因为与Cas9的sgRNA可以包装在

一个载体中的数量相比，它们可以包装在一个载体中的数量更多。此外，Cas12a留下的粘性

5'突出端可用于DNA组装，所述组装比传统的限制性酶克隆的靶标特异性大得多。最后，

Cas12a在其PAM位点下游切割DNA  18‑23个碱基对，这意味着在通过NHEJ系统产生双链断裂

(DSB)后，在DNA修复后，不会破坏核酸酶识别序列，因此Cas12a能够实现多轮DNA切割，与之

相反，Cas9切割后可能实现一轮DNA切割，因为Cas9切割序列仅在PAM位点上游的3个碱基对

处，并且NHEJ途径典型地导致插入缺失(indel)突变，所述插入缺失突变破坏识别序列，从

而防止另外的多轮切割。理论上，重复多轮的DNA切割与发生所希望的基因组编辑的机会增

加相关。

[0012] 最近，已经鉴定了几种2类VI型Cas蛋白，包括Cas13(也称为C2c2)、Cas13b、Cas13c

和Cas13d，每一种都是RNA指导的RNA酶(即，这些Cas蛋白使用它们的crRNA来识别Cas9和

Cas12a中的靶RNA序列，而不是靶DNA序列)。总体而言，与传统的RNAi和CRISPRi技术相比，

CRISPR/Cas13系统可以实现更高的RNA消化效率，同时与RNAi相比，展现出少得多的脱靶切

割。

[0013] 这些目前鉴定的Cas13蛋白的一个缺点是它们的尺寸相对较大。Cas13a、Cas13b和

Cas13c中的每一个具有多于1100个氨基酸残基。因此，就算可能，也很难将它们的编码序列

(约3.3kb)和sgRNA以及任何所需的启动子序列和翻译调节序列包装到某些小容量基因疗

法载体中，所述小容量基因疗法载体例如目前最有效且最安全的基于腺相关病毒(AAV)的

基因疗法载体，其具有约4.7kb的包装容量。虽然迄今为止最小的Cas13蛋白Cas13d仅具有

约920个氨基酸(即，约2.8kb的编码序列)，并且理论上可以被包装到AAV载体中，但它在基
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于单碱基编辑的基因疗法中具有有限的用途，所述基于单碱基编辑的基因疗法依赖于使用

具有单碱基编辑功能的基于Cas13d的融合蛋白，如dCas13d‑ADAR2DD(其具有约3.9kb的编

码序列)。

[0014] 此外，目前已知的Cas13蛋白/系统在通过基于crRNA的靶序列识别激活后全部都

具有非特异性/附带(collateral)RNA酶活性。这种活性在Cas13a和Cas13b中特别强烈，并

且仍然以可检测的方式存在于Cas13d中。虽然这种特性可以有利地用于核酸检测方法中，

但这些Cas13蛋白的非特异性/附带RNA酶活性对基因疗法的使用构成巨大的潜在危险。

发明内容

[0015] 本发明的一个方面提供成簇的规律间隔的短回文重复序列(CRISPR)‑Cas复合物，

所述复合物包含：(1)RNA指导序列，其包含能够与靶RNA杂交的间隔序列以及在所述间隔序

列的3'的同向重复(DR)序列；和(2)CRISPR相关蛋白(Cas)或所述Cas的衍生物或功能性片

段，所述CRISPR相关蛋白具有SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的氨基酸序列；其中所述Cas、所述

Cas的衍生物和功能性片段能够：(i)与所述RNA指导序列结合，并且(ii)靶向所述靶RNA，条

件是当所述复合物包含SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的Cas时，所述间隔序列与天然存在的噬

菌体核酸不是100％互补，或者其中所述靶RNA由真核DNA编码。

[0016] 在某些实施方式中，所述DR序列具有与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者的二级结构基

本相同的二级结构。

[0017] 在某些实施方式中，所述DR序列由SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者编码。

[0018] 在某些实施方式中，所述靶RNA由真核DNA编码。

[0019] 在某些实施方式中，所述真核DNA是非人哺乳动物DNA、非人灵长类动物DNA、人

DNA、植物DNA、昆虫DNA、鸟DNA、爬行动物DNA、啮齿动物DNA、鱼DNA、蠕虫/线虫DNA、酵母DNA。

[0020] 在某些实施方式中，所述靶RNA是mRNA。

[0021] 在某些实施方式中，所述间隔序列在15‑55个核苷酸之间、在25‑35个核苷酸之间、

或为约30个核苷酸。

[0022] 在某些实施方式中，所述间隔序列与所述靶RNA是90％‑100％互补。

[0023] 在某些实施方式中，所述衍生物包含SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的一个或多个残

基的保守氨基酸取代。

[0024] 在某些实施方式中，所述衍生物仅包含保守氨基酸取代。

[0025] 在某些实施方式中，所述衍生物在HEPN结构域或RXXXXH基序中具有与SEQ  ID  NO:

1‑7中的任一者的野生型Cas相同的序列。

[0026] 在某些实施方式中，所述衍生物能够与杂交至所述靶RNA的RNA指导序列结合，但

由于所述Cas的RNA酶催化位点突变而不具有RNA酶催化活性。

[0027] 在某些实施方式中，所述衍生物具有不超过210个残基的N‑末端缺失、和/或不超

过180个残基的C‑末端缺失。

[0028] 在某些实施方式中，所述衍生物具有约180个残基的N‑末端缺失、和/或约150个残

基的C‑末端缺失。

[0029] 在某些实施方式中，所述衍生物进一步包含RNA碱基编辑结构域。

[0030] 在某些实施方式中，所述RNA碱基编辑结构域是腺苷脱氨酶，如双链RNA特异性腺
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苷脱氨酶(例如，ADAR1或ADAR2)；载脂蛋白B  mRNA编辑酶，催化多肽样(APOBEC)；或激活诱

导的胞苷脱氨酶(AID)。

[0031] 在某些实施方式中，ADAR2具有E488Q/T375G双突变或者是ADAR2DD。

[0032] 在某些实施方式中，将所述碱基编辑结构域与RNA结合结构域，如MS2进一步融合。

[0033] 在某些实施方式中，所述衍生物进一步包含RNA甲基转移酶、RNA去甲基化酶、RNA

剪接修饰子、定位因子或翻译修饰因子。

[0034] 在某些实施方式中，所述Cas、所述衍生物或所述功能性片段包含核定位信号

(NLS)序列或核输出信号(NES)。

[0035] 在某些实施方式中，靶向所述靶RNA导致对所述靶RNA进行修饰。

[0036] 在某些实施方式中，所述靶RNA修饰是切割所述靶RNA。

[0037] 在某些实施方式中，所述靶RNA修饰是腺苷(A)脱氨基为肌苷(I)。

[0038] 在某些实施方式中，本发明的CRISPR‑Cas复合物进一步包含靶RNA，所述靶RNA包

含能够与所述间隔序列杂交的序列。

[0039] 本发明的另一方面提供融合蛋白，所述融合蛋白包含(1)本发明的Cas、其衍生物

或其功能性片段，和(2)异源功能性结构域。

[0040] 在某些实施方式中，所述异源功能性结构域包含：核定位信号(NLS)、报告蛋白或

检测标记(例如，GST、HRP、CAT、GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP、BFP)、定位信号、蛋白靶向部分、

DNA结合结构域(例如，MBP、Lex  A  DBD、Gal4  DBD)、表位标签(例如，His、myc、V5、FLAG、HA、

VSV‑G、Trx等)、转录激活结构域(例如，VP64或VPR)、转录抑制结构域(例如，KRAB部分或SID

部分)、核酸酶(例如，FokI)、脱氨基结构域(例如，ADAR1、ADAR2、APOBEC、AID或TAD)、甲基化

酶、去甲基化酶、转录释放因子、HDAC、具有ssRNA切割活性的多肽、具有dsRNA切割活性的多

肽、具有ssDNA切割活性的多肽、具有dsDNA切割活性的多肽、DNA或RNA连接酶、或其任何组

合。

[0041] 在某些实施方式中，将所述异源功能性结构域在所述融合蛋白的N‑末端、C‑末端

或内部融合。

[0042] 本发明的另一方面提供缀合物，所述缀合物包含与(2)缀合的(1)：(1)本发明的

Cas、其衍生物或其功能性片段，(2)异源功能性部分。

[0043] 在某些实施方式中，所述异源功能性部分包含：核定位信号(NLS)、报告蛋白或检

测标记(例如，GST、HRP、CAT、GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP、BFP)、定位信号、蛋白靶向部分、

DNA结合结构域(例如，MBP、Lex  A  DBD、Gal4  DBD)、表位标签(例如，His、myc、V5、FLAG、HA、

VSV‑G、Trx等)、转录激活结构域(例如，VP64或VPR)、转录抑制结构域(例如，KRAB部分或SID

部分)、核酸酶(例如，FokI)、脱氨基结构域(例如，ADAR1、ADAR2、APOBEC、AID或TAD)、甲基化

酶、去甲基化酶、转录释放因子、HDAC、具有ssRNA切割活性的多肽、具有dsRNA切割活性的多

肽、具有ssDNA切割活性的多肽、具有dsDNA切割活性的多肽、DNA或RNA连接酶、或其任何组

合。

[0044] 在某些实施方式中，所述异源功能性部分相对于所述Cas、其衍生物或其功能性片

段在N‑末端、C‑末端或内部缀合。

[0045] 本发明的另一方面提供多核苷酸，所述多核苷酸编码SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者、

或其衍生物、或其功能性片段、或其融合蛋白，条件是所述多核苷酸不是SEQ  ID  NO:15‑21
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中的任一者。

[0046] 在某些实施方式中，所述多核苷酸经密码子优化以在细胞中表达。

[0047] 在某些实施方式中，所述细胞是真核细胞。

[0048] 本发明的另一方面提供非天然存在的多核苷酸，所述非天然存在的多核苷酸包含

SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者的衍生物，其中所述衍生物(i)与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者

相比具有一个或多个(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个)核苷酸添加、缺失或取代；(ii)与

SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者具有至少20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％

或97％的序列同一性；(iii)在严格条件下与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者或(i)和(ii)中的

任一者杂交；或(iv)是(i)‑(iii)中的任一者的互补序列，条件是所述衍生物不是SEQ  ID 

NO:8‑14中的任一者，并且所述衍生物编码RNA(或者是RNA)，所述RNA保持与由SEQ  ID  NO:

8‑14编码的任一RNA基本相同的二级结构。

[0049] 在某些实施方式中，所述衍生物用作本发明的Cas、其衍生物或其功能性片段中的

任一者的DR序列。

[0050] 本发明的另一方面提供载体，所述载体包含本发明的多核苷酸。

[0051] 在某些实施方式中，所述多核苷酸与启动子和任选的增强子可操作地连接。

[0052] 在某些实施方式中，所述启动子是组成型启动子、诱导型启动子、泛素启动子或组

织特异性启动子。

[0053] 在某些实施方式中，所述载体是质粒。

[0054] 在某些实施方式中，所述载体是逆转录病毒载体、噬菌体载体、腺病毒载体、单纯

疱疹病毒(HSV)载体、AAV载体或慢病毒载体。

[0055] 在某些实施方式中，所述AAV载体是血清型AAV1、AAV2、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、

AAVrh74、AAV8、AAV9、AAV10、AAV  11、AAV  12或AAV  13的重组AAV载体。

[0056] 本发明的另一方面提供递送系统，所述递送系统包含(1)递送媒介物，和(2)本发

明的CRISPR‑Cas复合物、本发明的融合蛋白、本发明的缀合物、本发明的多核苷酸、或本发

明的载体。

[0057] 在某些实施方式中，所述递送媒介物是纳米颗粒、脂质体、外泌体、微泡或基因枪。

[0058] 本发明的另一方面提供细胞或其后代，所述细胞或其后代包含本发明的CRISPR‑

Cas复合物、本发明的融合蛋白、本发明的缀合物、本发明的多核苷酸、或本发明的载体。

[0059] 在某些实施方式中，所述细胞或其后代是真核细胞(例如，非人哺乳动物细胞、人

细胞或植物细胞)或原核细胞(例如，细菌细胞)。

[0060] 本发明的另一方面提供非人多细胞真核生物，所述非人多细胞真核生物包含本发

明的细胞。

[0061] 在某些实施方式中，所述非人类多细胞真核生物是针对人遗传障碍的动物(例如，

啮齿动物或灵长类动物)模型。

[0062] 本发明的另一方面提供修饰靶RNA的方法，所述方法包括使所述靶RNA与本发明的

CRISPR‑Cas复合物接触，其中所述间隔序列与所述靶RNA的至少15个核苷酸互补；其中所述

Cas、所述衍生物或所述功能性片段与所述RNA指导序列缔合以形成所述复合物；其中所述

复合物与所述靶RNA结合；并且其中在所述复合物与所述靶RNA结合后，所述Cas、所述衍生

物或所述功能性片段修饰所述靶RNA。
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[0063] 在某些实施方式中，通过由所述Cas进行切割来修饰所述靶RNA。

[0064] 在某些实施方式中，通过由包含双链RNA特异性腺苷脱氨酶的衍生物进行脱氨基

来修饰所述靶RNA。

[0065] 在某些实施方式中，所述靶RNA是mRNA、tRNA、rRNA、非编码RNA、lncRNA或核RNA。

[0066] 在某些实施方式中，在所述复合物与所述靶RNA结合后，所述Cas、所述衍生物和所

述功能性片段不会展现出大量的(或可检测的)附带RNA酶活性。

[0067] 在某些实施方式中，所述靶RNA在细胞内。

[0068] 在某些实施方式中，所述细胞是癌细胞。

[0069] 在某些实施方式中，所述细胞受感染原感染。

[0070] 在某些实施方式中，所述感染原是病毒、朊病毒、原生动物、真菌或寄生物。

[0071] 在某些实施方式中，所述CRISPR‑Cas复合物由以下编码：编码SEQ  ID  NO:1‑7中的

任一者或其衍生物或功能性片段的第一多核苷酸，以及包含SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者和

编码能够与所述靶RNA结合的间隔RNA的序列的第二多核苷酸，其中将所述第一多核苷酸和

所述第二多核苷酸引入所述细胞中。

[0072] 在某些实施方式中，通过相同的载体将所述第一多核苷酸和所述第二多核苷酸引

入所述细胞中。

[0073] 在某些实施方式中，所述方法导致以下中的一项或多项：(i)体外或体内诱导细胞

衰老；(ii)体外或体内细胞周期停滞；(iii)体外或体内细胞生长抑制；(iv)体外或体内诱

导无反应性；(v)体外或体内诱导细胞凋亡；以及(vi)体外或体内诱导坏死。

[0074] 本发明的另一方面提供在有需要的受试者中治疗病症或疾病的方法，所述方法包

括向所述受试者施用包含本发明的CRISPR‑Cas复合物或编码所述CRISPR‑Cas复合物的多

核苷酸的组合物；其中所述间隔序列与以下互补：与所述病症或疾病相关的靶RNA的至少15

个核苷酸；其中所述Cas、所述衍生物或所述功能性片段与所述RNA指导序列缔合以形成所

述复合物；其中所述复合物与所述靶RNA结合；并且其中在所述复合物与所述靶RNA结合后，

所述Cas、所述衍生物或所述功能性片段切割所述靶RNA，从而在所述受试者中治疗所述病

症或疾病。

[0075] 在某些实施方式中，所述病症或疾病是癌症或感染性疾病。

[0076] 在某些实施方式中，所述癌症是威尔姆斯肿瘤、尤因肉瘤、神经内分泌肿瘤、胶质

母细胞瘤、神经母细胞瘤、黑素瘤、皮肤癌、乳腺癌、结肠癌、直肠癌、前列腺癌、肝癌、肾癌、

胰腺癌、肺癌、胆道癌、子宫颈癌、子宫内膜癌、食道癌、胃癌、头颈癌、甲状腺髓样癌、卵巢

癌、神经胶质瘤、淋巴瘤、白血病、骨髓瘤、急性淋巴细胞白血病、急性骨髓性白血病、慢性淋

巴细胞白血病、慢性骨髓性白血病、霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤或膀胱癌。

[0077] 在某些实施方式中，所述方法是体外方法、体内方法或离体方法。

[0078] 本发明的另一方面提供细胞或其后代，所述细胞或其后代通过本发明的方法获

得，其中所述细胞和所述后代包含非天然存在的修饰(例如，在所述细胞/后代的转录的RNA

中的非天然存在的修饰)。

[0079] 本发明的另一方面提供检测靶RNA的存在的方法，所述方法包括使所述靶RNA与包

含本发明的融合蛋白、或本发明的缀合物、或编码所述融合蛋白的多核苷酸的组合物接触，

其中所述融合蛋白或所述缀合物包含可检测标记(例如，可通过荧光、RNA印迹或FISH检测
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的标记)和能够与所述靶RNA结合的复合间隔序列。

[0080] 本发明的另一方面提供真核细胞，所述真核细胞包含成簇的规律间隔的短回文重

复序列(CRISPR)‑Cas复合物，所述CRISPR‑Cas复合物包含：(1)RNA指导序列，其包含能够与

靶RNA杂交的间隔序列以及在所述间隔序列的3'的同向重复(DR)序列；和(2)CRISPR相关蛋

白(Cas)或所述Cas的衍生物或功能性片段，所述CRISPR相关蛋白具有SEQ  ID  NO:1‑7中的

任一者的氨基酸序列；其中所述Cas、所述Cas的衍生物和功能性片段能够(i)与所述RNA指

导序列结合，并且(ii)靶向所述靶RNA。

[0081] 应理解，本文描述的本发明的任何一个实施方式，包括仅在实施例或权利要求中、

或仅在下文的一个方面/部分中描述的那些实施方式，可以与本发明的任何其他一个或多

个实施方式组合，除非明确否认或认为不当。

附图说明

[0082] 图1是代表性Cas13e和Cas13f家族成员的基因组基因座的示意图(未按比例绘

制)。显示出Cas编码序列(带尖端的长条)，随后是多个附近的同向重复序列(DR)(短条)和

间隔序列(菱形)。

[0083] 图2显示出与各个Cas13e和Cas13f蛋白相关的DR序列的推定二级结构。它们的编

码序列从左到右分别由SEQ  ID  NO:8‑14表示。

[0084] 图3显示出本发明新发现的Cas13e和Cas13f效应蛋白以及相关的先前发现的

Cas13a、Cas13b、Cas13c和Cas13d效应蛋白的系统发育树。

[0085] 图4显示出Cas13a‑Cas13f蛋白的结构域结构。指示出Cas蛋白的每个代表性成员

上两个RXXXXH基序的总体大小和位置。

[0086] 图5显示出Cas13e.1效应蛋白的预测3D结构。

[0087] 图6是示意图，其显示出可以将分别编码以下的三种质粒转染至细胞以表达它们

各自的基因产物，从而导致报告mCherry  mRNA的降解：(1)Cas13e效应蛋白，(2)指导RNA

(gRNA)的编码序列，其可以产生与mCherry  mRNA互补、并且可以与所述Cas13e效应蛋白形

成复合物的指导RNA，以及(3)mCherry报告基因。

[0088] 图7显示出通过与mCherry  mRNA互补的指导RNA进行的mCherry  mRNA的敲低，如在

荧光显微镜下mCherry的表达降低所证明的。作为阴性对照，不与mCherry  mRNA杂交/结合

的非靶向(NT)指导RNA未能敲低mCherry的表达。

[0089] 图8显示出在图6的实验中mCherry表达的约75％敲低。

[0090] 图9显示出Cas13e利用具有在3'端的DR序列的指导RNA(与在指导RNA的5'端的DR

序列相反)。

[0091] 图10显示出相对于非靶向(NT)对照，间隔序列长度与针对靶RNA的特异性(指导

RNA依赖性)RNA酶活性之间的相关性。

[0092] 图11显示出相对于非靶向(NT)对照，间隔序列长度与针对靶RNA的非特异性/附带

(非指导RNA依赖性)RNA酶活性之间的相关性。

[0093] 图12显示出dCas13e.1‑ADAR2DD融合物具有RNA碱基编辑活性。特别地，可以将分

别编码以下的三种质粒转染至细胞以表达它们各自的基因产物：(1)与单碱基RNA编辑子

(editor)ADAR2DD融合的dCas13e(RNA酶死亡)蛋白，(2)指导RNA(gRNA)的编码序列，其可以
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产生与具有G至A点突变的突变体mCherry  mRNA互补、并且可以与所述dCas13e效应蛋白形

成复合物的指导RNA，以及(3)编码所述具有G至A点突变的mCherry  mRNA的突变体mCherry

报告基因。由于点突变，突变体mCherry  mRNA通常不能产生荧光mCherry蛋白。在指导RNA与

突变体mCherry  mRNA结合后，融合的ADAR2DD碱基编辑子将A转化为I(G等同物)，从而恢复

mRNA编码荧光mCherry蛋白的能力。

[0094] 图13显示出由于成功的RNA碱基编辑而恢复的mCherry表达。在图12的实验中，单

独的编码突变体mCherry的质粒(mCherry*)无法表达荧光mCherry。单独的编码dCas13e‑

ADAR2DD碱基编辑子的质粒也无法表达荧光mCherry。单独的编码gRNA‑1或gRNA‑2的质粒

(其也表达GFP报告子)尽管显著地表达GFP，但也无法表达荧光mCherry。然而，当将所有三

种质粒转染至相同的细胞中时，观察到显著的荧光mCherry表达(连同GFP报告子表达)。

[0095] 图14显示出具有提前终止密码子TAG的突变体mCherry基因的相关区段、可与

dCas13e‑ADAR2DD  RNA碱基编辑子复合的两个gRNA的序列、以及“校正的”TGG密码子。

[0096] 图15是示意图(未按比例绘制)，其显示出与ADAR2DD  RNA碱基编辑子(显示为

“ADAR2”)以及其他转录控制元件融合的dCas13e.1的一系列渐进C‑末端缺失构建体。

[0097] 图16显示出针对图15中的C‑末端缺失突变体系列，mCherry突变体转化回野生型

mCherry的百分比结果。

[0098] 图17是示意图(未按比例绘制)，其显示出与ADAR2DD  RNA碱基编辑子融合的

dCas13e.1的一系列渐进C‑末端和任选的N‑末端缺失构建体。

[0099] 图18显示出针对选定的图17中的C‑末端和N‑末端缺失突变体，mCherry突变体转

化回野生型mCherry的百分比结果。

[0100] 图19显示出编码Cas13a、Cas13b、Cas13d、Cas13e.1和Cas13f .1、mCherry报告基

因、以及靶向ANXA4的gRNA编码序列或作为对照的非靶向gRNA的一系列质粒。

[0101] 图20显示出Cas13e.1、Cas13f.1、Cas13a以及Cas13d对ANXA4表达的高效敲低。

具体实施方式

[0102] 1.概述

[0103] 本文描述的本发明提供新型2类VI型Cas效应蛋白，有时在本文中称为Cas13e和

Cas13f。本发明的新型Cas13蛋白比先前发现的Cas13效应蛋白(Cas13a‑Cas13d)小得多，使

得它们可以很容易地与它们的crRNA编码序列一起包装到小容量基因疗法载体(如AAV载

体)中。此外，与Cas13a、Cas13b和Cas13d效应蛋白相比，新发现的Cas13e和Cas13f效应蛋白

在敲低RNA靶序列方面更有效，并且在RNA单碱基编辑方面更高效，同时在通过基于crRNA的

靶识别激活后展现出可忽略不计的非特异性/附带RNA酶活性，除非间隔序列在特定的窄范

围内(例如，约30个核苷酸)。因此，这些新的Cas蛋白非常适合基因疗法。

[0104] 因此，在第一方面，本发明提供Cas13e和Cas13f效应蛋白(如具有SEQ  ID  NO:1‑7

的氨基酸序列的那些)、或其直系同源物、同源物、各种衍生物(下文描述)、功能性片段(下

文描述)，其中所述直系同源物、同源物、衍生物和功能性片段保持SEQ  ID  NO:1‑7的任一种

蛋白的至少一种功能。这样的功能包括但不限于结合本发明的指导RNA/crRNA(下文描述)

以形成复合物的能力、RNA酶活性、以及在与靶RNA至少部分互补的crRNA的指导下在特定位

点处结合并切割所述靶RNA的能力。
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[0105] 在某些实施方式中，本发明的Cas13e或Cas13f效应蛋白可以是：(i)SEQ  ID  NO:1‑

7中的任一者；(ii)具有SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的一个或多个氨基酸(例如，1、2、3、4、5、

6、7、8、9或10个残基)的添加、缺失和/或取代(例如，保守取代)的衍生物；或(iii)与SEQ  ID 

NO:1‑7中的任一者相比具有至少约80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或99％的氨基酸序列同一性的衍生物。

[0106] 在某些实施方式中，Cas13e和Cas13f效应蛋白、其直系同源物、同源物、衍生物和

功能性片段不是天然存在的，例如与天然存在的序列相比具有至少一个氨基酸差异。

[0107] 在相关方面，本发明提供基于SEQ  ID  NO:1‑7中任一者的Cas13e和Cas13f效应蛋

白、或其上述直系同源物、同源物、衍生物和功能性片段的额外的衍生物，所述额外的衍生

物包含另一共价或非共价连接的蛋白或多肽或其他分子(如检测试剂或药物/化学部分)。

这样的其他蛋白/多肽/其他分子可以通过例如化学偶联、基因融合或其他非共价连接(如

生物素‑链霉亲和素结合)来连接。这样的衍生的蛋白不影响原始蛋白的功能，如结合本发

明的指导RNA/crRNA(下文描述)以形成复合物的能力、RNA酶活性、以及在与靶RNA至少部分

互补的crRNA的指导下在特定位点处结合并切割所述靶RNA的能力。

[0108] 例如，这样的衍生可用于添加核定位信号(NLS，如SV40大T抗原NLS)以增强主题

Cas13e和Cas13f效应蛋白进入细胞核的能力。这样的衍生也可用于添加靶向分子或部分，

以将主题Cas13e和Cas13f效应蛋白引导至特定的细胞或亚细胞位置。这样的衍生还可用于

添加可检测标记，以促进主题Cas13e和Cas13f效应蛋白的检测、监测或纯化。这样的衍生可

进一步用于添加脱氨基酶部分(如具有腺嘌呤或胞嘧啶脱氨基活性的酶部分)以促进RNA碱

基编辑。

[0109] 衍生可以通过在主题Cas13e和Cas13f效应蛋白的N‑末端或C‑末端处或在内部(例

如，通过内部氨基酸的侧链进行内部融合或连接)添加任一额外的部分来进行。

[0110] 在相关的第二方面，本发明提供基于SEQ  ID  NO:1‑7中任一者的主题Cas13e和

Cas13f效应蛋白、或其上述直系同源物、同源物、衍生物和功能性片段的缀合物，所述缀合

物缀合有如其他蛋白或多肽、可检测标记、或其组合等部分。这样的缀合的部分可包括但不

限于定位信号、报告基因(例如，GST、HRP、CAT、GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP、BFP)、标记(例

如，荧光染料，如FITC或DAPI)、NLS、靶向部分、DNA结合结构域(例如，MBP、Lex  A  DBD、Gal4 

DBD)、表位标签(例如，His、myc、V5、FLAG、HA、VSV‑G、Trx等)、转录激活结构域(例如，VP64或

VPR)、转录抑制结构域(例如，KRAB部分或SID部分)、核酸酶(例如，FokI)、脱氨基结构域(例

如，ADAR1、ADAR2、APOBEC、AID或TAD)、甲基化酶、去甲基化酶、转录释放因子、HDAC、具有

ssRNA切割活性的多肽、具有dsRNA切割活性的多肽、具有ssDNA切割活性的多肽、具有dsDNA

切割活性的多肽、DNA或RNA连接酶、其任何组合等。

[0111] 例如，所述缀合物可包括一个或多个NLS，其可以位于或接近N‑末端、C‑末端、内

部、或其组合。缀合可以通过氨基酸(如D或E、或S或T)、氨基酸衍生物(如Ahx、β‑Ala、GABA或

Ava)或PEG连接来进行。

[0112] 在某些实施方式中，缀合不影响原始蛋白的功能，如结合本发明的指导RNA/crRNA

(下文描述)以形成复合物的能力、RNA酶活性、以及在与靶RNA至少部分互补的crRNA的指导

下在特定位点处结合并切割所述靶RNA的能力。

[0113] 在相关的第三方面，本发明提供基于SEQ  ID  NO:1‑7中任一者的主题Cas13e和

说　明　书 9/67 页

15

CN 115315519 A

15



Cas13f效应蛋白、或其上述直系同源物、同源物、衍生物和功能性片段的融合物，所述融合

物具有如下部分，如定位信号、报告基因(例如，GST、HRP、CAT、GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP、

BFP)、NLS、蛋白靶向部分、DNA结合结构域(例如，MBP、Lex  A  DBD、Gal4  DBD)、表位标签(例

如，His、myc、V5、FLAG、HA、VSV‑G、Trx等)、转录激活结构域(例如，VP64或VPR)、转录抑制结

构域(例如，KRAB部分或SID部分)、核酸酶(例如，FokI)、脱氨基结构域(例如，ADAR1、ADAR2、

APOBEC、AID或TAD)、甲基化酶、去甲基化酶、转录释放因子、HDAC、具有ssRNA切割活性的多

肽、具有dsRNA切割活性的多肽、具有ssDNA切割活性的多肽、具有dsDNA切割活性的多肽、

DNA或RNA连接酶、其任何组合等。

[0114] 例如，所述融合物可包括一个或多个NLS，其可以位于或接近N‑末端、C‑末端、内

部、或其组合。在某些实施方式中，融合不影响原始蛋白的功能，如结合本发明的指导RNA/

crRNA(下文描述)以形成复合物的能力、RNA酶活性、以及在与靶RNA至少部分互补的crRNA

的指导下在特定位点处结合并切割所述靶RNA的能力。

[0115] 在第四方面，本发明提供分离的多核苷酸，所述分离的多核苷酸包含：(i)SEQ  ID 

NO:8‑14中的任一者；(ii)与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者相比具有1、2、3、4或5个核苷酸的

缺失、添加和/或取代的多核苷酸；(iii)与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者共享至少80％、

85％、90％、95％序列同一性的多核苷酸；(iv)在严格条件下与(i)‑(iii)中的任一种多核

苷酸或其互补序列杂交的多核苷酸；(v)(i)‑(iii)中的任一多核苷酸的互补序列。

[0116] (ii)‑(iv)中的任一多核苷酸保持原始SEQ  ID  NO:8‑14的功能，即在主题Cas13e

或Cas13f系统中编码crRNA的同向重复(DR)序列。

[0117] 如本文所用，“同向重复序列”可指CRISPR基因座中的DNA编码序列，或指在crRNA

中由其编码的RNA。因此，当在RNA分子(如crRNA)的上下文中提到SEQ  ID  NO:8‑14中的任一

者时，每个T应理解为代表U。

[0118] 因此，在某些实施方式中，分离的多核苷酸是DNA，所述DNA编码主题Cas13e和

Cas13f系统的crRNA的DR序列。

[0119] 在某些其他实施方式中，分离的多核苷酸是RNA，所述RNA是主题Cas13e和Cas13f

系统的crRNA的DR序列。

[0120] 在第五方面，本发明提供复合物，所述复合物包含：(i)蛋白组合物，所述蛋白组合

物可以是以下中的任一者：主题Cas13e或Cas13f效应蛋白、或其直系同源物、同源物、衍生

物、功能性片段、其缀合物、或其融合物；和(ii)多核苷酸组合物，所述多核苷酸组合物包含

本发明第4方面中描述的分离的多核苷酸(例如，DR序列)以及与靶RNA的至少一部分互补的

间隔序列。在某些实施方式中，所述DR序列在所述间隔序列的3'端。

[0121] 在一些实施方式中，所述多核苷酸组合物是主题Cas13e或Cas13f系统的指导RNA/

crRNA，其不包括tracrRNA。

[0122] 在某些实施方式中，为了与Cas13e和Cas13f效应蛋白、其同源物、直系同源物、衍

生物、融合物、缀合物或具有RNA酶活性的功能性片段一起使用，所述间隔序列为至少约10

个核苷酸，或在10‑60、15‑50、20‑50、25‑40、25‑50或19‑50个核苷酸之间。在某些实施方式

中，为了与Cas13e和Cas13f效应蛋白、其同源物、直系同源物、衍生物、融合物、缀合物或不

具有RNA酶活性但具有结合指导RNA和与所述指导RNA互补的靶RNA的能力的功能性片段一

起使用，所述间隔序列为至少约10个核苷酸，或在约10‑200、15‑180、20‑150、25‑125、30‑
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110、35‑100、40‑80、45‑60、50‑55个核苷酸之间或为约50个核苷酸。

[0123] 在某些实施方式中，所述DR序列在15‑36、20‑36、22‑36个核苷酸之间、或约36个核

苷酸。在某些实施方式中，指导RNA中的DR序列具有与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者的RNA版

本基本相同的二级结构(包括茎、凸起(bulge)和环)。

[0124] 在某些实施方式中，指导RNA比上述任一间隔序列的长度长约36个核苷酸，如在

45‑96、55‑86、60‑86、62‑86或63‑86个核苷酸之间。

[0125] 在第六方面，本发明提供分离的多核苷酸，所述分离的多核苷酸包含：(i)编码以

下的多核苷酸：SEQ  ID  NO:1‑7的Cas13e或Cas13f效应蛋白中的任一者、或其直系同源物、

同源物、衍生物、功能性片段、融合物；(ii)SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者的多核苷酸；或

(iii)包含(i)和(ii)的多核苷酸。

[0126] 在一些实施方式中，所述多核苷酸不是天然存在的(naturally  occurring/

naturally  existing)，例如不包括SEQ  ID  NO:15‑21。

[0127] 在一些实施方式中，所述多核苷酸经密码子优化以在原核生物中表达。在一些实

施方式中，所述多核苷酸经密码子优化以在真核生物中(例如在人或人细胞中)表达。

[0128] 在第七方面，本发明提供载体，所述载体包含或涵盖第六方面的任一多核苷酸。所

述载体可以是克隆载体或表达载体。仅举几例，所述载体可以是质粒、噬菌粒或粘粒。在某

些实施方式中，所述载体可用于在哺乳动物细胞(如人细胞)中表达多核苷酸、SEQ  ID  NO:

1‑7的Cas13e或Cas13f效应蛋白中的任一者、或其直系同源物、同源物、衍生物、功能性片

段、融合物；或第4方面的任一多核苷酸；或第5方面的任一复合物。

[0129] 在第八方面，本发明提供宿主细胞，所述宿主细胞包含本发明第4或第6方面的任

一多核苷酸和/或第7方面的载体。所述宿主细胞可以是原核生物(如大肠杆菌)或来自真核

生物(如酵母、昆虫、植物、动物(例如，哺乳动物，包括人和小鼠))的细胞。所述宿主细胞可

以是分离的原代细胞(如用于离体疗法的骨髓细胞)或已建立的细胞系，如肿瘤细胞系、

293T细胞或干细胞、iPC等。

[0130] 在相关方面，本发明提供真核细胞，所述真核细胞包含成簇的规律间隔的短回文

重复序列(CRISPR)‑Cas复合物，所述CRISPR‑Cas复合物包含：(1)RNA指导序列，其包含能够

与靶RNA杂交的间隔序列以及在所述间隔序列的3'的同向重复(DR)序列；和(2)CRISPR相关

蛋白(Cas)或所述Cas的衍生物或功能性片段，所述CRISPR相关蛋白具有SEQ  ID  NO:1‑7中

的任一者的氨基酸序列；其中所述Cas、所述Cas的衍生物和功能性片段能够(i)与所述RNA

指导序列结合，并且(ii)靶向所述靶RNA。

[0131] 在第九方面，本发明提供组合物，所述组合物包含：(i)选自以下的第一(蛋白)组

合物：SEQ  ID  NO:1‑7的Cas13e或Cas13f效应蛋白中的任一者、或其直系同源物、同源物、衍

生物、缀合物、功能性片段、融合物；和(ii)包含RNA的第二(核苷酸)组合物，所述RNA涵盖指

导RNA/crRNA、特别是间隔序列或其编码序列。所述指导RNA可包含DR序列和可与靶RNA互补

或杂交的间隔序列。所述指导RNA可以与(i)的第一(蛋白)组合物形成复合物。在一些实施

方式中，所述DR序列可以是本发明第4方面的多核苷酸。在一些实施方式中，所述DR序列可

以在所述指导RNA的3'端。在一些实施方式中，所述组合物(如(i)和/或(ii))是非天然存在

的或从天然存在的组合物修饰而来。在一些实施方式中，所述组合物的至少一种组分是非

天然存在的或从所述组合物的天然存在的组分修饰而来。在一些实施方式中，所述靶序列
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是来自原核生物或真核生物的RNA，如非天然存在的RNA。所述靶RNA可以存在于细胞内，如

在胞质溶胶中或在细胞器内。在一些实施方式中，所述蛋白组合物可以具有可位于其N‑末

端或C‑末端或内部的NLS。

[0132] 在第十方面，本发明提供组合物，所述组合物包含本发明第7方面的一种或多种载

体，所述一种或多种载体包含：(i)编码以下的第一多核苷酸：SEQ  ID  NO:1‑7的Cas13e或

Cas13f效应蛋白中的任一者、或其直系同源物、同源物、衍生物、功能性片段、融合物；任选

地与第一调节元件可操作地连接；和(ii)编码本发明的指导RNA的第二多核苷酸；任选地与

第二调节元件可操作地连接。所述第一多核苷酸和所述第二多核苷酸可以在不同的载体上

或在相同的载体上。所述指导RNA可与由所述第一多核苷酸编码的蛋白产物形成复合物，并

包含DR序列(如第4方面的任一DR序列)和可与靶RNA结合/互补的间隔序列。在一些实施方

式中，所述第一调节元件是启动子，如诱导型启动子。在一些实施方式中，所述第二调节元

件是启动子，如诱导型启动子。在一些实施方式中，所述组合物(如(i)和/或(ii))是非天然

存在的或从天然存在的组合物修饰而来。在一些实施方式中，所述组合物的至少一种组分

是非天然存在的或从所述组合物的天然存在的组分修饰而来。在一些实施方式中，所述靶

序列是来自原核生物或真核生物的RNA，如非天然存在的RNA。所述靶RNA可以存在于细胞

内，如在胞质溶胶中或在细胞器内。在一些实施方式中，所述蛋白组合物可以具有可位于其

N‑末端或C‑末端或内部的NLS。

[0133] 在一些实施方式中，所述载体是质粒。在一些实施方式中，所述载体是病毒载体，

所述病毒载体基于逆转录病毒、不能复制的逆转录病毒、腺病毒、不能复制的腺病毒或AAV。

在一些实施方式中，所述载体可以在宿主细胞中自我复制(例如，具有细菌复制起点序列)。

在一些实施方式中，所述载体可以整合到宿主基因组中并与其一起复制。在一些实施方式

中，所述载体是克隆载体。在一些实施方式中，所述载体是表达载体。

[0134] 本发明进一步提供递送组合物，所述递送组合物用于递送本发明第1‑第3方面的

SEQ  ID  NO:1‑7的Cas13e或Cas13f效应蛋白中的任一者、或其直系同源物、同源物、衍生物、

缀合物、功能性片段、融合物；本发明第4和/或第6方面的多核苷酸；本发明第5方面的复合

物；本发明第7方面的载体；本发明第8方面的细胞，以及本发明第9和/或第10方面的组合

物。递送可以使用媒介物(如一种或多种脂质体、一种或多种纳米颗粒、一种或多种外泌体、

一种或多种微泡、基因枪或一种或多种病毒载体)通过本领域已知的任何一种方式，如转

染、脂质转染、电穿孔、基因枪、显微注射、超声、磷酸钙转染、阳离子转染、病毒载体递送等

来进行。

[0135] 本发明进一步提供试剂盒，所述试剂盒包含以下中的任一者或多者：本发明第1‑

第3方面的SEQ  ID  NO:1‑7的Cas13e或Cas13f效应蛋白中的任一者、或其直系同源物、同源

物、衍生物、缀合物、功能性片段、融合物；本发明第4和/或第6方面的多核苷酸；本发明第5

方面的复合物；本发明第7方面的载体；本发明第8方面的细胞，以及本发明第9和/或第10方

面的组合物。在一些实施方式中，所述试剂盒可进一步包括关于如何使用试剂盒组分和/或

如何从第3方获得用于与所述试剂盒组分一起使用的其他组分的说明。所述试剂盒的任何

组分都可以储存在任何合适的容器中。

[0136] 上文大体描述了本发明，本发明各个方面的更详细描述在下文的单独部分中提

供。然而，应理解，为了简洁和减少冗余，本发明的某些实施方式仅在一个部分下描述或仅

说　明　书 12/67 页

18

CN 115315519 A

18



在权利要求或实施例中描述。因此，还应理解，本发明的任何一个实施方式，包括仅在一个

方面、部分下或仅在权利要求或实施例中描述的那些实施方式，可以与本发明的任何其他

实施方式组合，除非特别否认或组合不当。

[0137] 2.新型2类VI型CRISPR  RNA指导的RNA酶及其衍生物

[0138] 在一个方面，本文描述的本发明提供两个新型CRISPR  2类VI型效应子家族，其具

有两个严格保守的RX4‑6H(RXXXXH)基序，这是高等真核生物和原核生物核苷酸结合(HEPN)

结构域的特征。含有两个HEPN结构域的相似CRISPR  2类VI型效应子先前已被表征，并且包

括例如CRISPR  Cas13a(C2c2)、Cas13b、Cas13c和Cas13d。

[0139] HEPN结构域经证明是RNA酶结构域并赋予结合和切割靶RNA分子的能力。所述靶

RNA可以是任何合适形式的RNA，包括但不限于mRNA、tRNA、核糖体RNA、非编码RNA、lncRNA

(长链非编码RNA)和核RNA。例如，在一些实施方式中，Cas蛋白识别并切割位于开放阅读框

(ORF)的编码链上的RNA靶标。

[0140] 在一个实施方式中，本披露提供两个CRISPR  2类VI型效应子家族，在本文中通常

称为VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白Cas13e或Cas13f。VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效

应蛋白与这些其他系统的效应子的直接比较显示出VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白

甚至比先前鉴定的最小的VI‑D型/Cas13d效应子显著更小(例如，氨基酸少约20％)(参见图

4)，并且在与其他先前描述的效应蛋白(包括系统发育上最接近的亲属Cas13b)的一对一序

列比对中具有小于30％的序列相似性(参见图3)。

[0141] 这两个新鉴定的CRISPR  2类VI型效应子家族可用于多种应用中，并且特别适用于

治疗性应用，因为它们比其他效应子(例如，CRISPR  Cas13a、Cas13b、Cas13c和Cas13d效应

子)显著更小，这允许将编码效应子的核酸及它们的指导RNA编码序列包装到具有大小限制

的递送系统(如AAV载体)中。此外，在特定的RNA酶活性激活后，在选定的间隔序列长度范围

(如约30个核苷酸，参见图11)处可检测的附带/非特异性RNA酶活性的缺乏使这些Cas效应

子在希望不受破坏的靶细胞中较不易于(如果不能免于)产生潜在危险的普遍脱靶RNA消

化。另一方面，在其他选定的间隔子长度(如约30个核苷酸)处，这些Cas效应子存在显著的

附带RNA酶活性，因此主题Cas效应子也可以用于依赖这样的附带RNA酶活性的效用中。

[0142] 在细菌中，VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas系统包括紧邻CRISPR阵列的单个效应子

(分别为大约775个残基和790个残基)(参见图1)。所述CRISPR阵列包括长度典型地为36个

核苷酸的同向重复(DR)序列，其在序列和二级结构中通常都非常保守(参见图2)。

[0143] 本文提供的数据表明crRNA从5'端加工，使得所述DR序列在成熟的crRNA的3'端处

终止。

[0144] Cas13e和Cas13f  CRISPR阵列中含有的间隔子最常见的长度为30个核苷酸，大部

分长度变化包含在29至30个核苷酸的范围内。然而，可以容忍宽范围的间隔子长度。例如，

为了在功能性Cas13e或Cas13f效应蛋白、或其同源物、直系同源物、衍生物、融合物、缀合物

或功能性片段中使用，间隔子可以在10‑60个核苷酸、20‑50个核苷酸、25‑45个核苷酸、25‑

35个核苷酸之间，或为约27、28、29、30、31、32或33个核苷酸。然而，为了在上述任一者的

dCas版本中使用，间隔子可以在10‑200个核苷酸、20‑150个核苷酸、25‑100个核苷酸、25‑85

个核苷酸、35‑75个核苷酸、45‑60个核苷酸之间，或为约46、47、48、49、50、51、52、53、54或55

个核苷酸。
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[0145] 示例性VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白在下表中提供。

[0146]
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[0147]
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[0148]
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[0149]

[0150] 在上面的序列中，每个效应子中的两个RX4‑6H(RXXXXH)基序加双下划线。在

Cas13e.1中，由于基序侧翼的RR和HH序列，C‑末端基序可具有两种可能性。在一个或两个这

样的结构域处的突变可能产生Cas13e和Cas13f效应蛋白、其同源物、直系同源物、融合物、

缀合物、衍生物或功能性片段的RNA酶死亡版本(或“dCas”)，同时基本上保持它们结合指导

RNA和与所述指导RNA互补的靶RNA的能力。

[0151] Cas效应子的对应DR编码序列在下面列出：

[0152] Cas13e.1 GCTGGAGCAGCCCCCGATTTGTGGGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:8)

Cas13e.2 GCTGAAGAAGCCTCCGATTTGAGAGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:9)

Cas13f.1 GCTGTGATAGACCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:10)

Cas13f.2 GCTGTGATAGACCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:11)

Cas13f.3 GCTGTGATAGACCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:12)

Cas13f.4 GCTGTGATGGGCCTCAATTTGTGGGGAAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:13)

Cas13f.5 GCTGTGATAGGCCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:14)

[0153] 由于DR序列的二级结构(包括茎、凸起和环结构的位置和大小)可能比形成这样的

二级结构的特定核苷酸序列更重要，替代性或衍生性DR序列也可用于本发明的系统和方法

中，只要这些衍生性或替代性DR序列具有与由SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者编码的RNA的二

级结构基本类似的二级结构即可。例如，衍生性DR序列可以在一个或两个茎中具有±1或2

个碱基对(参见图2)，在凸起的一条或两条单链中具有±1、2或3个碱基，和/或在环区中具

有±1、2、3或4个碱基。

[0154] 在一些实施方式中，VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白包括“衍生物”，所述衍

生物具有如下氨基酸序列，所述氨基酸序列与上述SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的氨基酸序

列具有至少约80％的序列同一性(例如，81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％)。与SEQ  ID  NO:1‑

7中的任一者共享显著的蛋白序列同一性的这样的衍生性Cas效应子保留SEQ  ID  NO:1‑7的

Cas的至少一种功能(参见下文)，例如与包含SEQ  ID  NO:8‑14的DR序列中的至少一个的

crRNA结合并形成复合物的能力。例如，Cas13e.1衍生物可分别与SEQ  ID  NO:1、2、3、4、5、6

或7共享85％的氨基酸序列同一性，并保留分别与具有SEQ  ID  NO:8、9、10、11、12、13或14的

DR序列的crRNA结合并形成复合物的能力。

[0155] 在一些实施方式中，所述衍生物包含保守的氨基酸残基取代。在一些实施方式中，

所述衍生物仅包含保守的氨基酸残基取代(即，所述衍生物中的所有氨基酸取代都是保守

取代，并且没有不保守的取代)。

[0156] 在一些实施方式中，所述衍生物将不超过1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个氨基酸插入
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或缺失包含到SEQ  ID  NO:1‑7的任一种野生型序列中。只要保留野生型序列的至少一种功

能，插入和/或缺失就可以聚集在一起，或在序列的整个长度上分开。这样的功能可以包括

结合指导/crRNA的能力、RNA酶活性、结合和/或切割与指导/crRNA互补的靶RNA的能力。在

一些实施方式中，插入和/或缺失不存在于RXXXXH基序中，或距RXXXXH基序5、10、15或20个

残基内。

[0157] 在一些实施方式中，所述衍生物保留结合指导RNA/crRNA的能力。

[0158] 在一些实施方式中，所述衍生物保留指导/crRNA激活的RNA酶活性。

[0159] 在一些实施方式中，在所结合的在序列方面与至少一部分靶RNA互补的指导/

crRNA存在下，所述衍生物保留结合靶RNA和/或切割所述靶RNA的能力。

[0160] 在其他实施方式中，由于例如RNA指导的RNA酶的一个或多个催化残基的突变，所

述衍生物完全或部分丧失指导/crRNA激活的RNA酶活性。这样的衍生物有时称为dCas，如

dCas13e.1等。

[0161] 因此，在某些实施方式中，所述衍生物可以经修饰以具有减弱的核酸酶/RNA酶活

性，例如，与相应的野生型蛋白相比，核酸酶灭活至少50％、至少60％、至少70％、至少80％、

至少90％、至少95％、至少97％或100％。可以通过本领域已知的几种方法减弱核酸酶活性，

例如，将突变引入蛋白的核酸酶(催化)结构域中。在一些实施方式中，鉴定出核酸酶活性的

催化残基，并且这些氨基酸残基可以被不同的氨基酸残基(例如，甘氨酸或丙氨酸)取代以

减弱核酸酶活性。在一些实施方式中，所述氨基酸取代是保守性氨基酸取代。在一些实施方

式中，所述氨基酸取代是非保守性氨基酸取代。

[0162] 在一些实施方式中，修饰包含在至少一个HEPN结构域中的一个或多个突变(例如，

氨基酸缺失、插入或取代)。在一些实施方式中，在至少一个HEPN结构域中存在一个、两个、

三个、四个、五个、六个、七个、八个、九个或更多个氨基酸取代。例如，在一些实施方式中，所

述一个或多个突变包含在与以下对应的氨基酸残基处的取代(例如，丙氨酸取代)：SEQ  ID 

NO:1的R84、H89、R739、H744、R740、H745，或SEQ  ID  NO:2的R97、H102、R770、H775，或SEQ  ID 

NO:3的R77、H82、R764、H769，或SEQ  ID  NO:4的R79、H84、R766A、H771，或SEQ  ID  NO:5的R79、

H84、R766、H771，或SEQ  ID  NO:6的R89、H94、R773、H778，或SEQ  ID  NO:7的R89、H94、R777、

H782。

[0163] 在某些实施方式中，所述一个或多个突变或所述两个或更多个突变可以在包含

HEPN结构域的效应蛋白的催化活性结构域或与HEPN结构域同源的催化活性结构域中。在某

些实施方式中，所述效应蛋白包含一个或多个以下突变：R84A、H89A、R739A、H744A、R740A、

H745A(其中氨基酸位置对应于Cas13e .1的氨基酸位置)。本领域技术人员将理解，不同的

Cas13e和Cas13f蛋白中的对应氨基酸位置可以突变成相同效果。在某些实施方式中，一个

或多个突变完全或部分消除蛋白的催化活性(例如，改变的切割速率、改变的特异性等)。

[0164] 其他示例性(催化)残基突变包括：Cas13e .2的R97A、H102A、R770A、H775A，或

Cas13f.1的R77A、H82A、R764A、H769A，或Cas13f.2的R79A、H84A、R766A、H771A，或Cas13f.3

的R79A、H84A、R766A、H771A，或Cas13f .4的R89A、H94A、R773A、H778A，或Cas13f .5的R89A、

H94A、R777A、H782A。在某些实施方式中，本文的任一R和/或H残基可以被G、V或I而不是A替

代。

[0165] 与缺乏突变的对应野生型蛋白相比，这些突变中的至少一个的存在导致具有减少
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的或减弱的RNA酶活性的衍生物。

[0166] 在某些实施方式中，如本文描述的效应蛋白是“死”效应蛋白，如死Cas13e或

Cas13f效应蛋白(即dCas13e和dCas13f)。在某些实施方式中，所述效应蛋白在HEPN结构域1

(N‑末端)中具有一个或多个突变。在某些实施方式中，所述效应蛋白在HEPN结构域2(C‑末

端)中具有一个或多个突变。在某些实施方式中，所述效应蛋白在HEPN结构域1和HEPN结构

域2中具有一个或多个突变。

[0167] 灭活的Cas或其衍生物或功能性片段可以与一个或多个异源/功能性结构域融合

或缔合(例如，经由融合蛋白、接头肽、“GS”接头等)。这些功能性结构域可以具有多种活性，

例如，甲基化酶活性、去甲基化酶活性、转录激活活性、转录抑制活性、转录释放因子活性、

组蛋白修饰活性、RNA切割活性、DNA切割活性、核酸结合活性、碱基编辑活性和开关活动(例

如，光诱导型)。在一些实施方式中，所述功能性结构域是Krüppel相关盒(KRAB)、SID(例如

SID4X)、VP64、VPR、VP16、Fok1、P65、HSF1、MyoD1、作用于RNA的腺苷脱氨酶(如ADAR1、

ADAR2)、APOBEC、胞苷脱氨酶(AID)、TAD、小型‑SOG、APEX和生物素‑APEX。

[0168] 在一些实施方式中，所述功能性结构域是碱基编辑结构域，例如，ADAR1(包括野生

型或其ADAR1DD版本，具有或不具有E1008Q)、ADAR2(包括野生型或其ADAR2DD版本，具有或

不具有一个或多个E488Q突变)、APOBEC或AID。

[0169] 在一些实施方式中，所述功能性结构域可以包含一个或多个核定位信号(NLS)结

构域。所述一个或多个异源功能性结构域可以包含至少两个或更多个NLS结构域。所述一个

或多个NLS结构域可位于或接近或邻近所述效应蛋白(例如，Cas13e/Cas13f效应蛋白)的末

端处，并且如果有两个或更多个NLS，则两者中的每一个可位于或接近或邻近所述效应蛋白

(例如，Cas13e/Cas13f效应蛋白)的末端处。

[0170] 在一些实施方式中，至少一个或多个异源功能性结构域可以位于或接近所述效应

蛋白的氨基末端处，并且/或者其中至少一个或多个异源功能性结构域位于或接近所述效

应蛋白的羧基末端处。所述一个或多个异源功能性结构域可以与所述效应蛋白融合。所述

一个或多个异源功能性结构域可以与所述效应蛋白相连。所述一个或多个异源功能性结构

域可以通过接头部分与所述效应蛋白连接。

[0171] 在一些实施方式中，存在多个(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七个、八个或更

多个)相同或不同的功能性结构域。

[0172] 在一些实施方式中，所述功能性结构域(例如，碱基编辑结构域)进一步与RNA结合

结构域(例如，MS2)融合。

[0173] 在一些实施方式中，所述功能性结构域与接头序列(例如，柔性接头序列或刚性接

头序列)缔合或经由接头序列(例如，柔性接头序列或刚性接头序列)融合。示例性接头序列

和功能性结构域序列在下表中提供。

[0174] VI‑E型和VI‑F型CRISPR  Cas效应子的工程化的变体中基序和功能性结构域的氨

基酸序列
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[0175]

[0176]
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[0177] 所述一个或多个功能性结构域在灭活的Cas蛋白上的定位允许所述功能性结构域

的正确的空间取向，从而以所归属的功能性效应影响靶标。例如，如果所述功能性结构域是

转录激活子(例如，VP16、VP64或p65)，则将所述转录激活子放置成允许其影响所述靶标的

转录的空间取向。同样地，将转录阻遏子定位成影响所述靶标的转录，并且将核酸酶(例如，

Fok1)定位成切割或部分切割所述靶标。在一些实施方式中，所述功能性结构域位于Cas/

dCas的N‑末端处。在一些实施方式中，所述功能性结构域位于Cas/dCas的C‑末端处。在一些

实施方式中，将灭活的CRISPR相关蛋白(dCas)修饰为包含在N‑末端处的第一功能性结构域

和在C‑末端处的第二功能性结构域。

[0178] 与一个或多个功能性结构域融合的灭活的CRISPR相关蛋白的多种实例及其使用

方法描述于例如国际公布号WO  2017/219027中，将所述文献通过引用以其全文并且特别是

关于本文描述的特征并入本文。

[0179] 在一些实施方式中，VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白包括上述SEQ  ID  NO:1‑

7中的任一者的氨基酸序列。在一些实施方式中，VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白不包

括上述SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者的天然存在的氨基酸序列。

[0180] 在一些实施方式中，可以不使用全长野生型(SEQ  ID  NO:1‑7)或衍生性VI‑E型和

VI‑F型Cas效应子，而使用其“功能性片段”。

[0181] 如本文所用，“功能性片段”是指具有小于全长序列的、SEQ  ID  NO:1‑7中的任一者

的野生型蛋白或其衍生物的片段。所述功能性片段中缺失的残基可以在N‑末端、C‑末端和/

或内部。所述功能性片段保留野生型VI‑E或VI‑F  Cas的至少一种功能、或其衍生物的至少

一种功能。因此，功能性片段相对于所讨论的功能而特别定义。例如，其中所述功能是结合

crRNA和靶RNA的能力的功能性片段，相对于RNA酶功能而言可能不是功能性片段，因为丢失

Cas两端的RXXXXH基序可能不会影响其结合crRNA和靶RNA的能力，但可能消除或破坏RNA酶

活性。

[0182] 在一些实施方式中，与全长序列SEQ  ID  NO:1‑7相比，所述VI‑E型或VI‑F型

CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生物或其功能性片段缺少来自N‑末端的约30、60、90、120、150

或约180个残基。

[0183] 在一些实施方式中，与全长序列SEQ  ID  NO:1‑7相比，所述VI‑E型或VI‑F型

CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生物或其功能性片段缺少来自C‑末端的约30、60、90、120或约

150个残基。

[0184] 在一些实施方式中，与全长序列SEQ  ID  NO:1‑7相比，所述VI‑E型或VI‑F型

CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生物或其功能性片段缺少来自N‑末端的约30、60、90、120、150

或约180个残基，并且缺少来自C‑末端的约30、60、90、120或约150个残基。

[0185] 在一些实施方式中，所述VI‑E型或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生物或其功

能性片段具有RNA酶活性，例如，指导/crRNA激活的特异性RNA酶活性。

[0186] 在一些实施方式中，所述VI‑E型或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生物或其功

能性片段不具有大量的/可检测的附带RNA酶活性。

[0187] 这里，“附带RNA酶活性”是指在某些其他2类VI型RNA指导的RNA酶(如Cas13a)中观

察到的非特异性RNA酶活性。包含Cas13a的复合物，例如，在通过与靶核酸(例如，靶RNA)结

合而激活后，产生构象变化，这又导致所述复合物充当非特异性RNA酶，从而切割和/或降解
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附近的RNA分子(例如，ssRNA或dsRNA分子)(即，“附带”效应)。

[0188] 在某些实施方式中，由(但不限于)VI‑E型或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生

物或其功能性片段和crRNA构成的复合物在靶标识别后不会展现出附带RNA酶活性。该“无

附带”实施方式可包含野生型、工程化的/衍生性效应蛋白或其功能性片段。

[0189] 在一些实施方式中，所述VI‑E型或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白或其衍生物或其功

能性片段识别并切割所述靶RNA，而无邻近原型间隔子或在原型间隔子侧翼的任何额外要

求(即，原型间隔子邻近基序“PAM”或原型间隔子侧翼序列“PFS”的要求)。

[0190] 本披露还提供本文描述的CRISPR相关蛋白的拆分版本(例如，VI‑E型或VI‑F型

CRISPR‑Cas效应蛋白)。所述CRISPR相关蛋白的拆分版本可有利于递送。在一些实施方式

中，将所述CRISPR相关蛋白拆分成酶的两个部分，所述酶的两个部分合在一起基本上构成

有功能的CRISPR相关蛋白。

[0191] 所述拆分能以一个或多个催化结构域不受影响的方式进行。所述CRISPR相关蛋白

可以作为核酸酶发挥作用，或者可以是灭活的酶，所述灭活的酶本质上是具有非常小的催

化活性或没有催化活性(例如，由于其催化结构域中的一个或多个突变)的RNA结合蛋白。拆

分型酶描述于例如Wright等人,“Rational  design  of  a  split‑Cas9enzyme  complex[拆

分型Cas9酶复合物的合理设计],”Proc.Nat'l.Acad.Sci.[美国国家科学院院刊]112(10):

2984‑2989,2015中，将所述文献通过引用以其全文并入本文。

[0192] 例如，在一些实施方式中，核酸酶叶(nuclease  lobe)和α‑螺旋叶(α‑helical 

lobe)经表达为单独的多肽。尽管所述叶自身并不相互作用，但crRNA将它们募集到三元复

合物中，所述复合物重现全长CRISPR相关蛋白的活性并催化位点特异性DNA切割。使用经修

饰的crRNA通过防止二聚化来消除拆分型酶的活性，从而允许开发诱导型二聚化系统。

[0193] 在一些实施方式中，可以例如通过采用雷帕霉素敏感性二聚化结构域将拆分型

CRISPR相关蛋白与二聚化配偶体融合。这允许生成用于对蛋白活性进行时间控制的化学诱

导型CRISPR相关蛋白。因此，所述CRISPR相关蛋白可以通过拆分成两个片段而成为化学诱

导性，并且雷帕霉素敏感性二聚化结构域可以用于蛋白的受控重组。

[0194] 拆分点典型地经由计算机模拟设计并克隆到构建体中。在此过程期间，可以将突

变引入拆分型CRISPR相关蛋白中，并且可以去除非功能性结构域。

[0195] 在一些实施方式中，所述拆分型CRISPR相关蛋白的两个部分或片段(即，N‑末端和

C‑末端片段)可以形成完整的CRISPR相关蛋白，其包含野生型CRISPR相关蛋白的例如至少

70％、至少80％、至少90％、至少95％或至少99％的序列。

[0196] 本文描述的CRISPR相关蛋白(例如，VI‑E型或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白)可以设

计为自我激活或自我灭活。例如，可以将靶序列引入所述CRISPR相关蛋白的编码构建体中。

因此，所述CRISPR相关蛋白可以切割所述靶序列以及编码所述蛋白的构建体，从而自我灭

活它们的表达。构建自我灭活CRISPR系统的方法描述于例如Epstein和Schaffer ,

Mol.Ther.[分子疗法]24:S50,2016中，将所述文献通过引用以其全文并入本文。

[0197] 在一些其他实施方式中，在弱启动子(例如，7SK启动子)的控制下表达的额外的

crRNA可以靶向编码所述CRISPR相关蛋白的核酸序列以防止和/或阻断其表达(例如，通过

防止所述核酸的转录和/或翻译)。用表达所述CRISPR相关蛋白、所述crRNA、和靶向编码所

述CRISPR相关蛋白的核酸的crRNA的载体转染细胞，可导致编码所述CRISPR相关蛋白的核
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酸的高效破坏并降低所述CRISPR相关蛋白的水平，从而限制基因组编辑活性。

[0198] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白的基因组编辑活性可以通过哺乳动物细

胞中的内源性RNA特征(例如，miRNA)来调节。可以通过在编码所述CRISPR相关蛋白的mRNA

的5'‑UTR中使用miRNA互补序列来制造CRISPR相关蛋白开关。所述开关选择性地并且高效

地响应靶细胞中的miRNA。因此，所述开关可以通过感应异质细胞群内的内源性miRNA活性

来对基因组编辑进行差异控制。因此，开关系统可以为基于细胞内miRNA信息的细胞类型选

择性基因组编辑和细胞工程化提供框架(参见例如，Hirosawa等人,Nucl.Acids  Res.[核酸

研究]45(13):e118,2017)。

[0199] 所述CRISPR相关蛋白(例如，VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白)可以经诱导表

达，例如，它们的表达可以是光诱导的或化学诱导的。这种机制允许激活所述CRISPR相关蛋

白中的功能性结构域。光诱导性可以通过本领域已知的各种方法来实现，例如，通过设计如

下融合复合物来实现，其中将CRY2  PHR/CIBN配对用于拆分型CRISPR相关蛋白中(参见例

如，Konermann等人,“Optical  control  of  mammalian  endogenous  transcription  and 

epigenetic  states[哺乳动物内源性转录和表观遗传状态的光学控制],”Nature[自然]

500:7463,2013)。

[0200] 化学诱导性可以例如通过设计如下融合复合物来实现，其中将FKBP/FRB(FK506结

合蛋白/FKBP雷帕霉素结合结构域)配对用于拆分型CRISPR相关蛋白中。需要雷帕霉素来形

成融合复合物，从而激活所述CRISPR相关蛋白(参见例如，Zetsche等人,“A  split‑Cas9 

architecture  for  inducible  genome  editing  and  transcription  modulation[用于诱

导型基因组编辑和转录调节的拆分型Cas9架构],”Nature  Biotech.[自然生物技术]33:2:

139‑42,2015)。

[0201] 此外，所述CRISPR相关蛋白的表达可以通过诱导型启动子，例如四环素或强力霉

素控制的转录激活(Tet‑开和Tet‑关表达系统)、激素诱导型基因表达系统(例如，蜕皮素诱

导型基因表达系统)和阿拉伯糖诱导型基因表达系统来调节。当作为RNA递送时，RNA靶向效

应蛋白的表达可以经由核糖开关进行调节，所述核糖开关可以感应小分子(像四环素)(参

见例如，Goldfless等人,“Direct  and  specific  chemical  control  of  eukaryotic 

translation  with  a  synthetic  RNA‑protein  interaction[通过合成的RNA‑蛋白相互作

用对真核生物的翻译进行直接和特异性的化学控制],”Nucl.Acids  Res.[核酸研究]40:9:

e64‑e64,2012)。

[0202] 诱导型CRISPR相关蛋白和诱导型CRISPR系统的各种实施方式描述于例如美国专

利号8,871,445、美国公布号2016/0208243和国际公布号WO  2016/205764中，将各个文献通

过引用以其全文并入本文。

[0203] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白包括至少一个(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、

9或10个)附接至所述蛋白的N‑末端或C‑末端的核定位信号(NLS)。NLS的非限制性实例包括

源自以下的NLS序列：SV40病毒大T抗原的NLS，其具有氨基酸序列PKKKRKV；来自核质蛋白的

NLS(例如，具有序列KRPAATKKAGQAKKKK的核质蛋白二分NLS)；c‑myc  NLS，其具有氨基酸序

列PAAKRVKLD或RQRRNELKRSP；hRNPA1  M9  NLS，其具有序列NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQ

YFAKPRNQGGY；来自输入蛋白‑α的IBB结构域的序列RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKD

EQILKRRNV；肌瘤T蛋白的序列VSRKRPRP和PPKKARED；人p53的序列PQPKKKPL；小鼠c‑abl  IV
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的序列SALIKKKKKMAP；流感病毒NS1的序列DRLRR和PKQKKRK；肝炎病毒δ抗原的序列

RKLKKKIKKL；小鼠Mx1蛋白的序列REKKKFLKRR；人聚(ADP‑核糖)聚合酶的序列

KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK；以及人糖皮质激素受体的序列RKCLQAGMNLEARKTKK。在一些实施方

式中，所述CRISPR相关蛋白包含至少一个(例如，1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个)附接所述蛋白

的N‑末端或C‑末端的核输出信号(NES)。在优选的实施方式中，附接C‑末端和/或N‑末端NLS

或NES，用于在真核细胞(例如，人细胞)中进行最佳表达和核靶向。

[0204] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白在一个或多个氨基酸残基处突变

以改变一种或多种功能性活性。

[0205] 例如，在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白在一个或多个氨基酸残基处突变

以改变其解旋酶活性。

[0206] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白在一个或多个氨基酸残基处突变以改变

其核酸酶活性(例如，内切核酸酶活性或外切核酸酶活性)。

[0207] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白在一个或多个氨基酸残基处突变以改变

其与指导RNA功能性缔合的能力。

[0208] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白在一个或多个氨基酸残基处突变以改变

其与靶核酸功能性缔合的能力。

[0209] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白能够切割靶RNA分子。

[0210] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白在一个或多个氨基酸残基处突变以改变

其切割活性。例如，在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白可以包含一个或多个突变，所

述突变使酶不能切割靶核酸。

[0211] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白能够切割与指导RNA杂交的链互补的靶

核酸链。

[0212] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白可以经工程化以具有一个或多个

氨基酸残基的缺失，以减小酶的大小，同时保留一种或多种所希望的功能性活性(例如，核

酸酶活性和与指导RNA功能上相互作用的能力)。截短型CRISPR相关蛋白可以有利地与具有

负载限制的递送系统组合使用。

[0213] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白可以与一种或多种肽标签，包括

His标签、GST标签、V5标签、FLAG标签、HA标签、VSV‑G标签、Trx标签或myc标签融合。

[0214] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白可以与可检测部分，例如GST、荧

光蛋白(例如GFP、HcRed、DsRed、CFP、YFP或BFP)或酶(如HRP或CAT)融合。

[0215] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白可以与MBP、LexA  DNA结合结构域

或Gal4  DNA结合结构域融合。

[0216] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白可以与可检测标记(如荧光染料，

包括FITC和DAPI)连接或缀合。

[0217] 在本文的任一实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白与其他部分之间的连接可

以经由共价化学键在所述CRISPR相关蛋白的N‑末端或C‑末端处，并且有时甚至在内部。所

述连接可以通过本领域已知的任何化学连接来实现，所述化学连接例如肽连接、通过氨基

酸(如D、E、S、T)的侧链或氨基酸衍生物(Ahx、β‑Ala、GABA或Ava)连接、或PEG连接。

[0218] 3.多核苷酸
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[0219] 本发明还提供核酸，所述核酸编码本文描述的蛋白(例如，CRISPR相关蛋白或辅助

蛋白)和指导RNA(例如，crRNA)。

[0220] 在一些实施方式中，所述核酸是合成的核酸。在一些实施方式中，所述核酸是DNA

分子。在一些实施方式中，所述核酸是RNA分子(例如，编码所述Cas、其衍生物或功能性片段

的mRNA分子)。在一些实施方式中，将所述mRNA加帽、聚腺苷酸化、用5‑甲基胞苷取代、用假

尿苷取代、或其组合。

[0221] 在一些实施方式中，所述核酸(例如，DNA)与调节元件(例如，启动子)可操作地连

接以控制所述核酸的表达。在一些实施方式中，所述启动子是组成型启动子。在一些实施方

式中，所述启动子是诱导型启动子。在一些实施方式中，所述启动子是细胞特异性启动子。

在一些实施方式中，所述启动子是生物特异性启动子。

[0222] 合适的启动子是本领域已知的并且包括例如pol  I启动子、pol  II启动子、pol 

III启动子、T7启动子、U6启动子、H1启动子、逆转录病毒劳斯肉瘤病毒LTR启动子、巨细胞病

毒(CMV)启动子、SV40启动子、二氢叶酸还原酶启动子和β‑肌动蛋白启动子。例如，U6启动子

可用于调节本文描述的指导RNA分子的表达。

[0223] 在一些实施方式中，一个或多个核酸存在于载体(例如，病毒载体或噬菌体)中。所

述载体可以是克隆载体或表达载体。所述载体可以是质粒、噬菌粒、粘粒等。所述载体可以

包括一个或多个允许所述载体在目的细胞(例如，细菌细胞或哺乳动物细胞)中繁殖的调节

元件。在一些实施方式中，所述载体包括编码本文描述的CRISPR相关(Cas)系统的单个组分

的核酸。在一些实施方式中，所述载体包括多个核酸，每个核酸编码本文描述的CRISPR相关

(Cas)系统的组分。

[0224] 在一个方面，本披露提供与本文描述的核酸序列具有至少50％、55％、60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

同一性的核酸序列，即，编码如下的核酸序列：Cas蛋白、衍生物、功能性片段、或包括SEQ  ID 

NO:8‑14的DR序列的指导/crRNA。

[0225] 在另一方面，本披露还提供编码如下氨基酸序列的核酸序列，所述氨基酸序列与

本文描述的氨基酸序列(如SEQ  ID  NO:1‑7)具有至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一性。

[0226] 在一些实施方式中，所述核酸序列具有至少一部分(例如，至少1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10、11、12、13、14、15、20、30、40、50、60、70、80、90或100个核苷酸，例如，连续或非连续核

苷酸)与本文描述的序列相同。在一些实施方式中，所述核酸序列具有至少一部分(例如，至

少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、20、30、40、50、60、70、80、90或100个核苷酸，例

如，连续或非连续核苷酸)与本文描述的序列不同。

[0227] 在相关的实施方式中，本发明提供如下氨基酸序列，所述氨基酸序列具有至少一

部分(例如，至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、20、30、40、50、60、70、80、90或

100个氨基酸残基，例如，连续或非连续氨基酸残基)与本文描述的序列相同。在一些实施方

式中，所述氨基酸序列具有至少一部分(例如，至少1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、20、30、40、50、60、70、80、90或100个氨基酸残基，例如，连续或非连续氨基酸残基)与本

文描述的序列不同。

[0228] 为了确定两个氨基酸序列或两个核酸序列的同一性百分比，出于最佳比较目的对
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序列进行比对(例如，可以在第一和第二氨基酸或核酸序列的一者或两者中引入空位以用

于最佳比对，并且出于比较目的可以忽略非同源序列)。一般来说，出于比较目的而比对的

参考序列的长度应是参考序列长度的至少80％，并且在一些实施方式中是参考序列长度的

至少90％、95％或100％。然后比较对应的氨基酸位置或核苷酸位置处的氨基酸残基或核苷

酸。当第一序列中的位置被与第二序列中的对应位置相同的氨基酸残基或核苷酸占据时，

则分子在该位置处是相同的。将空位的数量和每个空位的长度考虑在内，两个序列之间的

同一性百分比是所述序列共享的相同位置的数量的函数，需要引入所述空位以进行所述两

个序列的最佳比对。出于本披露的目的，序列的比较和两个序列之间同一性百分比的确定

可以使用具有空位罚分12、空位延伸罚分4、以及移码空位罚分5的Blosum  62评分矩阵来完

成。

[0229] 本文描述的蛋白(例如，CRISPR相关蛋白或辅助蛋白)可以作为核酸分子或多肽递

送或使用。

[0230] 在某些实施方式中，编码所述CRISPR相关蛋白、其衍生物或功能性片段的核酸分

子经密码子优化以在宿主细胞或生物中表达。所述宿主细胞可以包括已建立的细胞系(如

293T细胞)或分离的原代细胞。所述核酸可以经密码子优化以用于在任何目的生物(特别是

人细胞或细菌)中使用。例如，所述核酸可以针对以下进行密码子优化：任何原核生物(如大

肠杆菌(E.coli))或任何真核生物，如人和其他非人真核生物，包括酵母、蠕虫、昆虫、植物

和藻类(包括粮食作物、稻、玉米、蔬菜、水果、树木、草)、脊椎动物、鱼、非人哺乳动物(例如，

小鼠、大鼠、兔子、狗、鸟(如鸡)、牲畜(母牛或牛、猪、马、绵羊、山羊等)、或非人灵长类动

物)。密码子使用表易于获得，例如在www.kazusa .orjp/codon/上可获得的“密码子使用数

据库(Codon  Usage  Database)”中，并且这些表能以多种方式进行调整。参见Nakamura等

人,Nucl.Acids  Res.[核酸研究]28:292,2000(将所述文献通过引用以其全文并入本文)。

用于密码子优化特定序列以在特定宿主细胞中表达的计算机算法也是可获得的，如基因制

造(Gene  Forge)(Aptagen公司；宾夕法尼亚州雅各布斯(Jacobus,PA))。

[0231] 在这种情况下，经密码子优化的序列的实例是经优化以在以下中表达的序列：真

核生物，例如人(即，经优化以在人中表达)，或如本文所讨论的另一真核生物、动物或哺乳

动物；参见例如，WO  2014/093622(PCT/US2013/074667)中的经SaCas9人密码子优化的序

列。尽管这是优选的，但应理解其他实例是可能的，并且针对人以外的宿主物种的密码子优

化或针对特定器官的密码子优化是已知的。一般来说，密码子优化是指在维持天然氨基酸

序列的情况下通过以下方式修饰核酸序列以增强在目的宿主细胞中的表达的方法：用该宿

主细胞的基因中更频繁使用或最频繁使用的密码子替代天然序列的至少一个密码子(例

如，约或超过约1、2、3、4、5、10、15、20、25、50或更多个密码子)。多种物种对特定氨基酸的某

些密码子展现出特定偏倚。密码子偏倚(生物之间密码子使用的差异)通常与信使RNA

(mRNA)的翻译效率相关，而所述信使RNA(mRNA)的翻译效率又被认为尤其依赖于经翻译的

密码子的特性和特定的转移RNA(tRNA)分子的可获得性。选定的tRNA在细胞中的优势通常

反映出肽合成中最频繁使用的密码子。相应地，可以对基因进行定制以基于密码子优化在

给定生物中实现最佳基因表达。密码子使用表易于获得，例如在http://www.kazusa.orjp/

codon/上可获得的“密码子使用数据库”中，并且这些表能以多种方式进行调整。参见

Nakamura ,Y .等人“Codon  usage  tabulated  from  the  international  DNA  sequence 
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databases:status  for  the  year  2000[从国际DNA序列数据库中制表的密码子使用：2000

年的状态]”Nucl.Acids  Res.[核酸研究]28:292(2000)。用于密码子优化特定序列以在特

定宿主细胞中表达的计算机算法也是可获得的，如基因制造(Aptagen公司；宾夕法尼亚州

雅各布斯)。在一些实施方式中，编码Cas的序列中的一个或多个密码子(例如，1、2、3、4、5、

10、15、20、25、50或更多个或所有密码子)对应于特定氨基酸最频繁使用的密码子。

[0232] 4.RNA指导物或crRNA

[0233] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系统包括至少RNA指导物(例如，gRNA或

crRNA)。

[0234] 多种RNA指导物的架构是本领域已知的(参见例如，国际公布号WO2014/093622和

WO  2015/070083，将各个文献的全部内容通过引用并入本文)。

[0235] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系统包括多种RNA指导物(例如，一种、两

种、三种、四种、五种、六种、七种、八种或更多种RNA指导物)。

[0236] 在一些实施方式中，所述RNA指导物包括crRNA。在一些实施方式中，所述RNA指导

物包括crRNA，但不包括tracrRNA。

[0237] 来自多个CRISPR系统的指导RNA的序列在本领域中通常是已知的，参见例如

Grissa等人(Nucleic  Acids  Res.[核酸研究]35(网页服务器议题):W52‑7,2007；Grissa等

人,BMC  Bioinformatics[BMC生物信息学]8:172,2007；Grissa等人,Nucleic  Acids  Res.

[核酸研究]36(网页服务器议题):W145‑8,2008；以及Moller和Liang,PeerJ[同行评审科学

期刊]5:e3788,2017；在crispr.i2bc.paris‑saclayfr/crispr/BLAST/CRISPRsBlast.php

处的CRISPR数据库；以及在github.com/molleraj/MetaCRAST处可获得的MetaCRAST)。将所

有文献通过引用并入本文。

[0238] 在一些实施方式中，所述crRNA包括同向重复(DR)序列和间隔序列。在某些实施方

式中，所述crRNA包含如下同向重复序列、基本上由其组成或由其组成，所述同向重复序列

与指导序列或间隔序列(优选地在所述间隔序列的3'端处)连接。

[0239] 一般来说，Cas蛋白与成熟的crRNA形成复合物，所述成熟的crRNA的间隔序列引导

所述复合物与靶RNA序列特异性结合，所述靶RNA与所述间隔序列互补和/或与所述间隔序

列杂交。所得的复合物包含所述Cas蛋白和与所述靶RNA结合的成熟的crRNA。

[0240] 所述Cas13e和Cas13f系统的同向重复序列通常非常保守，尤其是在末端处，在5'

端处的Cas13e的GCTG和Cas13f的GCTGT与在3'端处的Cas13e的CAGC和Cas13f的ACAGC反向

互补。这种保守表明潜在地与基因座中的一种或多种蛋白相互作用的RNA茎环结构的强碱

基配对。

[0241] 在一些实施方式中，当在RNA中时，同向重复序列包含5'‑S1a‑Ba‑S2a‑L‑S2b‑Bb‑

S1b‑3'的一般二级结构，其中区段S1a和S1b是反向互补序列并形成第一茎(S1)，所述第一

茎(S1)具有在Cas13e中的4个核苷酸和在Cas13f中的5个核苷酸；区段Ba和Bb不相互碱基配

对，并形成对称的或接近对称的凸起(B)，并且各具有在Cas13e中的5个核苷酸、以及分别在

Cas13f中的5个(Ba)和4个(Bb)或6个(Ba)和5个(Bb)核苷酸；区段S2a和S2b是反向互补序列

并形成第二茎(S2)，所述第二茎(S2)具有在Cas13e中的5个碱基对和在Cas13f中的6或5个

碱基对；并且L是在Cas13e中的8个核苷酸的环和在Cas13f中的5个核苷酸的环。参见图2。

[0242] 在某些实施方式中，S1a具有在Cas13e中的GCUG序列和在Cas13f中的GCUGU序列。
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[0243] 在某些实施方式中，S2a具有在Cas13e中的GCCCC序列和在Cas13f中的A/G  CCUC 

G/A序列(其中第一个A或G可以不存在)。

[0244] 在一些实施方式中，所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:8‑14的核酸序列或由其组

成。

[0245] 如本文所用，“同向重复序列”可指CRISPR基因座中的DNA编码序列，或指在crRNA

中由其编码的RNA。因此，当在RNA分子(如crRNA)的上下文中提到SEQ  ID  NO:8‑14中的任一

者时，每个T应理解为代表U。

[0246] 在一些实施方式中，所述同向重复序列包含如下核酸序列或由其组成，所述核酸

序列具有SEQ  ID  NO:8‑14的多达1、2、3、4、5、6、7或8个核苷酸的缺失、插入或取代。在一些

实施方式中，所述同向重复序列包含如下核酸序列或由其组成，所述核酸序列与SEQ  ID 

NO:8‑14具有至少80％、85％、90％、95％或97％的序列同一性(例如，由于SEQ  ID  NO:8‑14

中核苷酸的缺失、插入或取代)。在一些实施方式中，所述同向重复序列包含如下核酸序列

或由其组成，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者不同，但可以在严格杂交条件下

与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者的互补序列杂交，或者可以在生理条件下与SEQ  ID  NO:8‑14

中的任一者的互补序列结合。

[0247] 在某些实施方式中，所述缺失、插入或取代不改变SEQ  ID  NO:8‑14的总体二级结

构(例如，茎和凸起及环的相对位置和/或大小不显著偏离原始茎、凸起和环的相对位置和/

或大小)。例如，所述缺失、插入或取代可以在所述凸起或环区中，使得所述凸起的总体对称

性大致保持相同。所述缺失、插入或取代可以在所述茎中，使得所述茎的长度不显著偏离原

始茎的长度(例如，在两个茎的每一个中添加或缺失一个碱基对对应于总共4个碱基变化)。

[0248] 在某些实施方式中，所述缺失、插入或取代导致衍生性DR序列，所述衍生性DR序列

可在一个或两个茎中具有±1或2个碱基对(参见图2)，在所述凸起的一条或两条单链中具

有±1、2或3个碱基，和/或在所述环区中具有±1、2、3或4个碱基。

[0249] 在某些实施方式中，与SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者不同的任一上述同向重复序列

保留在所述Cas13e或Cas13f蛋白中作为同向重复序列(作为SEQ  ID  NO:8‑14的DR序列)发

挥作用的能力。

[0250] 在一些实施方式中，所述同向重复序列包含如下核酸或由其组成，所述核酸具有

SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者的核酸序列，且具有初始三个、四个、五个、六个、七个或八个3'

核苷酸的截短。

[0251] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:8的核酸序列或由其组成。

[0252] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:9的核酸序列或由其组成。

[0253] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:10的核酸序列或由其组成。

[0254] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:11的核酸序列或由其组成。

[0255] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:12的核酸序列或由其组成。
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[0256] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:13的核酸序列或由其组成。

[0257] 在一些实施方式中，所述Cas蛋白包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列，并且所述crRNA

包含同向重复序列，其中所述同向重复序列包含SEQ  ID  NO:14的核酸序列或由其组成。

[0258] 在经典的CRISPR系统中，指导序列(例如，crRNA)与其对应的靶序列之间的互补程

度可以是约50％、60％、75％、80％、85％、90％、95％、97.5％、99％或100％。在一些实施方

式中，所述互补程度是90％‑100％。

[0259] 指导RNA的长度可以是约5、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、

25、26、27、28、29、30、35、40、45、50、75、100、125、150、175、200或更多个核苷酸。例如，为了

在功能性Cas13e或Cas13f效应蛋白、或其同源物、直系同源物、衍生物、融合物、缀合物或功

能性片段中使用，间隔子可以在10‑60个核苷酸、20‑50个核苷酸、25‑45个核苷酸、25‑35个

核苷酸之间，或为约27、28、29、30、31、32或33个核苷酸。然而，为了在上述任一者的dCas版

本中使用，间隔子可以在10‑200个核苷酸、20‑150个核苷酸、25‑100个核苷酸、25‑85个核苷

酸、35‑75个核苷酸、45‑60个核苷酸之间，或为约46、47、48、49、50、51、52、53、54或55个核苷

酸。

[0260] 为了减少脱靶相互作用，例如，为了减少指导物与具有低互补性的靶序列相互作

用，可以将突变引入所述CRISPR系统中，使得所述CRISPR系统可以区分具有大于80％、

85％、90％或95％互补性的靶序列与脱靶序列。在一些实施方式中，所述互补程度为从80％

至95％，例如，约83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％或

95％(例如，区分具有18个核苷酸的靶标与具有1、2或3个错配的18个核苷酸的脱靶)。相应

地，在一些实施方式中，指导序列与其对应的靶序列之间的互补程度大于94.5％、95％、

95.5％、96％、96.5％、97％、97.5％、98％、98.5％、99％、99.5％或99.9％。在一些实施方式

中，所述互补程度是100％。

[0261] 本领域已知不需要完全的互补性，前提是有足够的互补性发挥作用。可以通过引

入错配(例如，间隔序列与靶序列之间的一个或多个错配，如1或2个错配(包括沿着间隔子/

靶标的错配的位置))来利用对切割效率的调节。错配(例如，双错配)位于越中心的位置

(即，不在3'端或5'端处)，切割效率受到的影响越大。相应地，通过选择沿着所述间隔序列

的错配位置，可以调节切割效率。例如，如果希望靶标切割小于100％(例如，在细胞群中)，

可以在所述间隔序列中引入在间隔子和靶序列之间的1或2个错配。

[0262] 已表明VI型CRISPR‑Cas效应子采用多于一种RNA指导物，从而使这些效应子以及

包括它们的系统和复合物能够实现靶向多个核酸的能力。在一些实施方式中，本文描述的

CRISPR系统包括多种RNA指导物(例如，两种、三种、四种、五种、六种、七种、八种、九种、十

种、十五种、二十种、三十种、四十种或更多种RNA指导物)。在一些实施方式中，本文描述的

CRISPR系统包括单条RNA链或编码单条RNA链的核酸，其中所述RNA指导物串联排列。所述单

条RNA链可以包括相同RNA指导物的多个拷贝、不同RNA指导物的多个拷贝、或其组合。本文

描述的VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白的加工能力使这些效应子能够靶向多个靶核

酸(例如，靶RNA)而不丧失活性。在一些实施方式中，所述VI‑E型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应

蛋白可以与针对不同靶RNA的多种RNA指导物复合进行递送。在一些实施方式中，所述VI‑E

型和VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白可以与多种RNA指导物共同递送，每种RNA指导物对不同的
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靶核酸具有特异性。使用CRISPR相关蛋白进行多重复合(multiplexing)的方法描述于例如

美国专利号9,790,490B2和EP  3009511  B1中，将各个文献的全部内容通过引用明确并入本

文。

[0263] crRNA的间隔子长度可以在约10‑60个核苷酸的范围内，如15‑50个核苷酸、20‑50

个核苷酸、25‑50个核苷酸或19‑50个核苷酸。在一些实施方式中，指导RNA的间隔子长度为

至少16个核苷酸、至少17个核苷酸、至少18个核苷酸、至少19个核苷酸、至少20个核苷酸、至

少21个核苷酸、或至少22个核苷酸。在一些实施方式中，所述间隔子长度为从15至17个核苷

酸(例如，15、16或17个核苷酸)、从17至20个核苷酸(例如，17、18、19或20个核苷酸)、从20至

24个核苷酸(例如，20、21、22、23或24个核苷酸)、从23至25个核苷酸(例如，23、24或25个核

苷酸)、从24至27个核苷酸、从27至30个核苷酸、从30至45个核苷酸(例如，30、31、32、33、34、

35、36、37、38、39、40、41、42、43、44或45个核苷酸)、从30或35至40个核苷酸、从41至45个核

苷酸、从45至50个核苷酸(例如，45、46、47、48、49或50个核苷酸)或更长。在一些实施方式

中，所述间隔子长度为从约15至约42个核苷酸。

[0264] 在一些实施方式中，所述指导RNA的同向重复序列长度为15‑36个核苷酸、为至少

16个核苷酸、为从16至20个核苷酸(例如，16、17、18、19或20个核苷酸)、为20‑30个核苷酸

(例如，20、21、22、23、24、25、26、27、28、29或30个核苷酸)、为30‑40个核苷酸(例如，30、31、

32、33、34、35、36、37、38、39或40个核苷酸)、或为约36个核苷酸(例如，33、34、35、36、37、38

或39个核苷酸)。在一些实施方式中，所述指导RNA的同向重复序列长度为36个核苷酸。

[0265] 在一些实施方式中，所述crRNA/指导RNA的总体长度比上文任一间隔序列长度长

约36个核苷酸。例如，所述crRNA/指导RNA的总体长度可以在45‑86个核苷酸、或60‑86个核

苷酸、62‑86个核苷酸、或63‑86个核苷酸之间。

[0266] 所述crRNA序列可以按以下方式修饰：允许在所述crRNA与CRISPR相关蛋白之间形

成复合物并与靶标成功结合，同时不允许成功的核酸酶活性(即，没有核酸酶活性/没有导

致插入缺失)。这些经修饰的指导序列称为“死crRNA”、“死指导物”或“死指导序列”。关于核

酸酶活性，这些死指导物或死指导序列可以是无催化活性的或无构象活性的。死指导序列

典型地比导致活性RNA切割的相应指导序列短。在一些实施方式中，死指导物比具有核酸酶

活性的相应指导RNA短5％、10％、20％、30％、40％或50％。指导RNA的死指导序列的长度可

以为从13至15个核苷酸(例如，长度为13、14或15个核苷酸)、长度为从15至19个核苷酸、或

长度为从17至18个核苷酸(例如，长度为17个核苷酸)。

[0267] 因此，在一个方面，本披露提供非天然存在的或工程化的CRISPR系统，所述CRISPR

系统包括如本文描述的功能性CRISPR相关蛋白和crRNA，其中所述crRNA包含死crRNA序列，

由此所述crRNA能够与靶序列杂交，使得将所述CRISPR系统引导至细胞中的目的基因组基

因座而没有可检测的核酸酶活性(例如，RNA酶活性)。

[0268] 对死指导物的详细描述例如在国际公布号WO  2016/094872中进行描述，将所述文

献通过引用以其全文并入本文。

[0269] 可以生成作为诱导型系统的组分的指导RNA(例如，crRNA)。所述系统的诱导型性

质允许对基因编辑或基因表达进行时空控制。在一些实施方式中，用于所述诱导型系统的

刺激包括例如电磁辐射、声能、化学能和/或热能。

[0270] 在一些实施方式中，指导RNA(例如，crRNA)的转录可以通过诱导型启动子，例如四
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环素或强力霉素控制的转录激活(Tet‑开和Tet‑关表达系统)、激素诱导型基因表达系统

(例如，蜕皮素诱导型基因表达系统)和阿拉伯糖诱导型基因表达系统来调节。诱导型系统

的其他实例包括例如小分子双杂交转录激活系统(FKBP、ABA等)、光诱导型系统(光敏色素、

LOV结构域或隐花色素)或光诱导型转录效应子(LITE)。这些诱导型系统描述于例如WO 

2016205764和美国专利号8,795,965中，将所述两个文献通过引用以其全文并入本文。

[0271] 化学修饰可以应用于crRNA的磷酸骨架、糖和/或碱基。骨架修饰(如硫代磷酸酯)

修饰磷酸骨架上的电荷并有助于寡核苷酸的递送和核酸酶抗性(参见例如，Eckstein ,

“Phosphorothioates,essential  components  of  therapeutic  oligonucleotides[硫代

磷酸酯：治疗性寡核苷酸的必要组分],”Nucl.Acid  Ther.[核酸疗法],24,第374‑387页,

2014)；糖的修饰(如2'‑O‑甲基(2'‑OMe)、2'‑F和锁核酸(LNA))增强碱基配对和核酸酶抗性

两者(参见例如，Allerson等人“Fully  2’‑modified  oligonucleotide  duplexes  with 

improved  in  vitro  potency  and  stability  compared  to  unmodified  small 

interfering  RNA[与未经修饰的小干扰RNA相比，完全2'修饰的寡核苷酸双链体具有改善

的体外效力和稳定性],”J.Med.Chem.[药物化学杂志]48.4:901‑904,2005)。化学修饰的碱

基(如2‑硫代尿苷或N6‑甲基腺苷等)可允许更强或更弱的碱基配对(参见例如，Bramsen等

人,“Development  of  therapeutic‑grade  small  interfering  RNAs  by  chemical 

engineering[通过化学工程开发治疗级小干扰RNA],”Front.Genet.[遗传学前沿],2012年

8月20日；3:154)。另外，RNA适于5’端和3’端两者与多种功能性部分(包括荧光染料、聚乙二

醇或蛋白)缀合。

[0272] 可以对化学合成的crRNA分子应用多种修饰。例如，用2'‑OMe修饰寡核苷酸以改善

核酸酶抗性可以改变沃森‑克里克(Watson‑Crick)碱基配对的结合能。此外，2'‑OMe修饰可

以影响寡核苷酸与转染试剂、蛋白或细胞中任何其他分子相互作用的方式。这些修饰的效

果可以通过经验测试来确定。

[0273] 在一些实施方式中，所述crRNA包括一个或多个硫代磷酸酯修饰。在一些实施方式

中，所述crRNA包括用于增强碱基配对和/或增加核酸酶抗性目的的一个或多个锁核酸。

[0274] 这些化学修饰的汇总可见于例如Kelley等人,“Versatility  of  chemically 

synthesized  guide  RNAs  for  CRISPR‑Cas9  genome  editing[用于CRISPR‑Cas9基因组编

辑的化学合成的指导RNA的多功能性],”J.Biotechnol.[生物技术杂志]233:74‑83,2016；

WO  2016205764；和美国专利号8,795,965B2中；将各个文献通过引用以其全文并入。

[0275] 可以优化本文描述的RNA指导物(例如，crRNA)的序列和长度。在一些实施方式中，

RNA指导物的优化长度可以通过鉴定crRNA的加工形式(即，成熟的crRNA)或通过对crRNA四

环的经验长度研究来确定。

[0276] 所述crRNA还可以包括一个或多个适配序列。适配子是具有特定的三维结构并可

以与特定的靶分子结合的寡核苷酸或肽分子。所述适配子可以对基因效应子、基因激活子

或基因阻遏子具有特异性。在一些实施方式中，所述适配子可以对蛋白具有特异性，而所述

蛋白又对特定的基因效应子、基因激活子或基因阻遏子具有特异性并对其进行募集和/或

与其结合。所述效应子、激活子或阻遏子能够以融合蛋白的形式存在。在一些实施方式中，

所述指导RNA具有对相同的衔接蛋白具有特异性的两个或更多个适配序列。在一些实施方

式中，所述两个或更多个适配序列对不同的衔接蛋白具有特异性。所述衔接蛋白可以包括
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例如MS2、PP7、Qβ、F2、GA、fr、JP501、M12、R17、BZ13、JP34、JP500、KU1、M11、MX1、TW18、VK、SP、

FI、ID2、NL95、TW19、AP205、φkCb5、φkCb8r、φkCb12r、φkCb23r、7s和PRR1。相应地，在一

些实施方式中，所述适配子选自特异性结合如本文描述的任一种衔接蛋白的结合蛋白。在

一些实施方式中，所述适配序列是MS2结合环(5’‑ggcccAACAUGAGGAUCACCCAUGUCUGCAGggg

cc‑3’)。在一些实施方式中，所述适配序列是Qβ结合环(5’‑

ggcccAUGCUGUCUAAGACAGCAUgggcc‑3’)。在一些实施方式中，所述适配序列是PP7结合环

(5’‑ggcccUAAGGGUUUAUAUGGAAACCCUUAgggcc‑3’)。对适配子的详细描述可见于例如Nowak

等人,“Guide  RNA  engineering  for  versatile  Cas9  functionality[针对多种Cas9功能

的指导RNA工程化] ,”Nucl .Acid .Res .[核酸研究] ,44(20):9555‑9564 ,2016；和WO 

2016205764中，将所述文献通过引用以其全文并入本文。

[0277] 在某些实施方式中，所述方法利用化学修饰的指导RNA。指导RNA化学修饰的实例

包括但不限于在一个或多个末端核苷酸处掺入2'‑O‑甲基(M)、2'‑O‑甲基3'‑硫代磷酸酯

(MS)、或2'‑O‑甲基3'‑硫基PACE(MSP)。与未经修饰的指导RNA相比，这样的化学修饰的指导

RNA可以具有增加的稳定性和增加的活性，尽管中靶相对于脱靶特异性是不可预测的。参见

Hendel,Nat  Biotechnol.[自然生物技术]33(9):985‑9,2015，将所述文献通过引用并入。

化学修饰的指导RNA可进一步包括但不限于具有硫代磷酸酯键和锁核酸(LNA)核苷酸的

RNA，所述锁核酸(LNA)核苷酸包含在核糖环的2'与4'碳之间的亚甲基桥。

[0278] 本发明还涵盖用于递送多种核酸组分的方法，其中每种核酸组分对不同的目的靶

基因座具有特异性，从而修饰多种目的靶基因座。复合物的核酸组分可以包含一个或多个

蛋白结合RNA适配子。所述一个或多个适配子能够结合噬菌体外壳蛋白。所述噬菌体外壳蛋

白可以选自Qβ、F2、GA、fr、JP501、MS2、M12、R17、BZ13、JP34、JP500、KU1、M11、MX1、TW18、VK、

SP、FI、ID2、NL95、TW19、AP205、φCb5、φCb8r、φCb12r、φCb23r、7s和PRR1。在某些实施方

式中，所述噬菌体外壳蛋白是MS2。

[0279] 5.靶RNA

[0280] 所述靶RNA可以是任何目的RNA分子，包括天然存在的和工程化的RNA分子。所述靶

RNA可以是mRNA、tRNA、核糖体RNA(rRNA)、微小RNA(miRNA)、干扰RNA(siRNA)、核酶、核糖开

关、卫星RNA、微开关、微酶(microzyme)或病毒RNA。

[0281] 在一些实施方式中，所述靶核酸与病症或疾病(例如，感染性疾病或癌症)相关。

[0282] 因此，在一些实施方式中，本文描述的系统可用于通过靶向这些核酸来治疗病症

或疾病。例如，与病症或疾病相关的靶核酸可以是在患病细胞(例如，癌细胞或肿瘤细胞)中

过表达的RNA分子。所述靶核酸也可以是毒性RNA和/或突变的RNA(例如，具有剪接缺陷或突

变的mRNA分子)。所述靶核酸还可以是对特定微生物(例如，致病性细菌)具有特异性的RNA。

[0283] 6.复合物和细胞

[0284] 本发明的一个方面提供CRISPR/Cas13e或CRISPR/Cas13f复合物，其包含(1)如本

文描述的任一Cas13e/Cas13f效应蛋白、其同源物、直系同源物、融合物、衍生物、缀合物、或

功能性片段，和(2)本文描述的任一指导RNA，每个指导RNA包括设计为与靶RNA至少部分互

补的间隔序列和与所述Cas13e/Cas13f效应蛋白、其同源物、直系同源物、融合物、衍生物、

缀合物、或功能性片段相容的DR序列。

[0285] 在某些实施方式中，所述复合物进一步包含所述指导RNA结合的靶RNA。
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[0286] 在某些实施方式中，所述复合物不是天然存在的。例如，所述复合物的组分中的至

少一种不是天然存在的。在某些实施方式中，所述Cas13e/Cas13f效应蛋白、其同源物、直系

同源物、融合物、衍生物、缀合物、或功能性片段不是天然存在的，这是由于例如与野生型蛋

白相比，存在至少一个氨基酸突变(缺失、插入和/或取代)。在某些实施方式中，所述DR序列

不是天然存在的，即，不是SEQ  ID  NO:8‑14中的任一者，这是由于例如在野生型序列中添

加、缺失和/或取代至少一个核苷酸碱基。在某些实施方式中，所述间隔序列不是天然存在

的，因为它不存在或不由存在于以下中的任何间隔序列编码：主题Cas13e或Cas13f存在于

其中的原核生物的野生型CRISPR基因座。当所述间隔序列与天然存在的噬菌体核酸不是

100％互补时，它可能不是天然存在的。

[0287] 在相关方面，本发明还提供细胞，所述细胞包含本发明的任一复合物。

[0288] 在某些实施方式中，所述细胞是原核生物。

[0289] 在某些实施方式中，所述细胞是真核生物。当所述细胞是真核生物时，在所述真核

细胞中的复合物可以是分离出Cas13e/Cas13f的原核生物中天然存在的Cas13e/Cas13f复

合物。

[0290] 7.使用CRISPR系统的方法

[0291] 本文描述的CRISPR系统具有多种效用，包括在多种细胞类型中修饰(例如，缺失、

插入、易位、灭活或激活)靶多核苷酸或核酸。所述CRISPR系统在以下方面具有广泛的应用：

例如DNA/RNA检测(例如，特异性高灵敏度酶促报告子解锁(SHERLOCK))、核酸的跟踪和标

记、富集测定(从背景提取所希望的序列)、控制干扰RNA或miRNA、检测循环肿瘤DNA、制备下

一代文库、药物筛选、疾病诊断和预后、以及治疗各种遗传障碍。

[0292] DNA/RNA检测

[0293] 在一个方面，本文描述的CRISPR系统可用于DNA或RNA检测中。如实施例中所示，当

间隔序列为约30个核苷酸时，本发明的Cas13e和Cas13f蛋白在其指导RNA依赖性特异性RNA

酶活性激活后展现出非特异性/附带RNA酶活性。因此，本发明的CRISPR相关蛋白可以用

CRISPR  RNA(crRNA)重新编程以提供用于特定RNA感应的平台。通过选择特定的间隔序列长

度，并在识别其RNA靶标后，激活的CRISPR相关蛋白参与附近非靶向的RNA的“附带”切割。这

种crRNA编程的附带切割活性允许所述CRISPR系统通过触发程序性细胞死亡或通过经标记

的RNA的非特异性降解来检测特定RNA的存在。

[0294] SHERLOCK方法(特异性高灵敏度酶促报告子解锁)提供基于报告RNA的核酸扩增和

附带切割的具有渺摩尔(attomolar)灵敏度的体外核酸检测平台，从而允许实时检测靶标。

为了实现信号检测，可以将检测与不同的等温扩增步骤组合。例如，重组酶聚合酶扩增

(RPA)可以与T7转录偶联，以将扩增的DNA转化为RNA，用于后续检测。通过RPA进行扩增、T7 

RNA聚合酶将扩增的DNA转录为RNA、以及通过附带RNA切割介导的报告信号释放检测靶RNA

的组合称为SHERLOCK。在SHERLOCK中使用CRISPR的方法详细描述于例如Gootenberg等人

“Nucleic  acid  detection  with  CRISPR‑Cas13a/C2c2[用CRISPR‑Cas13a/C2c2进行核酸

检测],”Science[科学],2017年4月28日；356(6336):438‑442中，将所述文献通过引用以其

全文并入本文。

[0295] 所述CRISPR相关蛋白可用于RNA印迹测定中，所述测定使用电泳按大小分离RNA样

品。所述CRISPR相关蛋白可用于特异性结合和检测靶RNA序列。所述CRISPR相关蛋白也可以
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与荧光蛋白(例如，GFP)融合，并用于跟踪活细胞中的RNA定位。更特别地，可以灭活所述

CRISPR相关蛋白，因为它们不再如上所述切割RNA。因此，CRISPR相关蛋白可用于确定RNA或

特定剪接变体的定位、mRNA转录物的水平、转录物的上调或下调以及疾病特异性诊断。所述

CRISPR相关蛋白可用于(活)细胞中的RNA的可视化，例如使用荧光显微镜检查术或流式细

胞术，如荧光激活细胞分选术(FACS)，其允许对细胞进行高通量筛选和回收细胞分选后的

活细胞。关于如何检测DNA和RNA的详细描述可见于例如国际公布号WO2017/070605中，将所

述文献通过引用以其全文并入本文。

[0296] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系统可用于多重抗错荧光原位杂交

(multiplexed  error‑robust  fluorescence  in  situ  hybridization，MERFISH)。这些方

法描述于例如Chen等人,“Spatially  resolved ,highly  multiplexed  RNA  profiling  in 

single  cells[在单细胞中进行空间分辨的高度多重化RNA分析],”Science[科学],2015年

4月24日；348(6233):aaa6090，将所述文献通过在本文中引用以其全文并入本文。

[0297] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系统可用于检测样品(例如，临床样品、细

胞或细胞裂解物)中的靶RNA。当间隔序列具有选择的特定长度(如约30个核苷酸)时，当本

文描述的VI‑E型和/或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白与靶核酸结合时，所述效应蛋白的附带

RNA酶活性受到激活。在与目的靶RNA结合后，所述效应蛋白切割经标记的检测RNA以生成信

号(例如，增加的信号或减少的信号)，从而允许对样品中的靶RNA进行定性和定量检测。样

品中的RNA的特异性检测和定量允许包括诊断在内的多种应用。在一些实施方式中，所述方

法包括a)使样品与以下接触：(i)RNA指导物(例如，crRNA)和/或编码所述RNA指导物的核

酸，其中所述RNA指导物由同向重复序列和能够与所述靶RNA杂交的间隔序列组成；(ii)VI‑

E型或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白(Cas13e或Cas13f)和/或编码所述效应蛋白的核酸；和

(iii)经标记的检测RNA；其中所述效应蛋白与所述RNA指导物缔合以形成复合物；其中所述

RNA指导物与所述靶RNA杂交；并且其中在所述复合物与所述靶RNA结合后，所述效应蛋白展

现出附带RNA酶活性并切割所述经标记的检测RNA；以及b)测量通过所述经标记的检测RNA

的切割产生的可检测信号，其中所述测量提供对所述样品中单链靶RNA的检测。在一些实施

方式中，所述方法进一步包括将所述可检测信号与参考信号进行比较并确定所述样品中靶

RNA的量。在一些实施方式中，所述测量使用以下进行：金纳米颗粒检测、荧光偏振、胶体相

变/分散、电化学检测和基于半导体的感应。在一些实施方式中，所述经标记的检测RNA包括

荧光发射染料对、荧光共振能量转移(FRET)对或猝灭剂/荧光团对。在一些实施方式中，在

所述经标记的检测RNA经所述效应蛋白切割后，由所述经标记的检测RNA产生的可检测信号

的量减少或增加。在一些实施方式中，所述经标记的检测RNA在经所述效应蛋白切割之前产

生第一可检测信号，并且在经所述效应蛋白切割之后产生第二可检测信号。在一些实施方

式中，当所述经标记的检测RNA经所述效应蛋白切割时产生可检测信号。在一些实施方式

中，所述经标记的检测RNA包含经修饰的核碱基、经修饰的糖部分、经修饰的核酸连接、或其

组合。在一些实施方式中，所述方法包括通过使用多个VI‑E型和/或VI‑F型CRISPR‑Cas

(Cas13e和/或Cas13f)系统，对样品中的多个独立靶RNA(例如，两个、三个、四个、五个、六

个、七个、八个、九个、十个、十五个、二十个、三十个、四十个或更多个靶RNA)进行多通道检

测，每个所述系统包括不同的直系同源效应蛋白和对应的RNA指导物，从而允许区分所述样

品中的多个靶RNA。在一些实施方式中，所述方法包括使用VI‑E型和/或VI‑F型CRISPR‑Cas
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系统的多个实例，对样品中的多个独立靶RNA进行多通道检测，每个所述实例含有具有可区

分的附带RNA酶底物的直系同源效应蛋白。使用CRISPR相关蛋白检测样品中的RNA的方法描

述于例如美国专利公布号2017/0362644中，将所述文献的全部内容通过引用并入本文。

[0298] 核酸的跟踪和标记

[0299] 细胞过程依赖于蛋白、RNA和DNA间的分子相互作用网络。准确检测蛋白‑DNA和蛋

白‑RNA相互作用是理解这样的过程的关键。体外邻近标记技术采用与报告基团(例如，可光

激活基团)组合的亲和标签，以在体外标记目的蛋白或RNA附近的多肽和RNA。在UV辐照后，

所述可光激活基团与紧邻加标签分子的蛋白和其他分子发生反应，从而标记它们。随后可

回收和鉴定经标记的相互作用分子。例如，所述CRISPR相关蛋白可用于将探针靶向选定的

RNA序列。这些应用也可以应用于动物模型中，用于疾病或难以培养的细胞类型的体内成

像。跟踪和标记核酸的方法描述于例如美国专利号8 ,795 ,965、WO  2016205764和WO 

2017070605中；将各个文献通过本文引用以其全文并入本文。

[0300] RNA分离、纯化、富集和/或耗竭

[0301] 本文描述的CRISPR系统(例如，CRISPR相关蛋白)可用于分离和/或纯化RNA。可以

将所述CRISPR相关蛋白与亲和标签融合，所述亲和标签可用于分离和/或纯化RNA‑CRISPR

相关蛋白复合物。这些应用例如可用于分析细胞中的基因表达谱。

[0302] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白可用于靶向特定的非编码RNA(ncRNA)，

从而阻断其活性。在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白可用于特异性富集特定RNA(包

括但不限于增加稳定性等)，或替代性地，特异性耗竭特定RNA(例如，特定的剪接变体、同种

型等)。

[0303] 这些方法描述于例如美国专利号8,795,965、WO  2016205764和WO  2017070605中；

将各个文献通过本文引用以其全文并入本文。

[0304] 高通量筛选

[0305] 本文描述的CRISPR系统可用于制备下一代测序(NGS)文库。例如，为了创建有成本

效益的NGS文库，可以使用所述CRISPR系统破坏靶基因的编码序列，并且可以通过下一代测

序(例如，在离子激流(Ion  Torrent)PGM系统上)同时筛选经所述CRISPR相关蛋白转染的克

隆。关于如何制备NGS文库的详细描述可见于例如Bell等人 ,“A  high‑throughput 

screening  strategy  for  detecting  CRISPR‑Cas9induced  mutations  using  next‑

generation  sequencing[用于使用下一代测序检测CRISPR‑Cas9诱导的突变的高通量筛选

策略],”BMC  Genomics[BMC基因组学],15.1(2014):1002，将所述文献通过引用以其全文并

入本文。

[0306] 工程化的微生物

[0307] 微生物(例如，大肠杆菌、酵母和微藻)广泛用于合成生物学。合成生物学的发展具

有广泛的效用，包括各种临床应用。例如，可编程CRISPR系统可以用于拆分具有用于靶向细

胞死亡的毒性结构域的蛋白，例如使用癌症关联的RNA作为靶转录物。此外，涉及蛋白‑蛋白

相互作用的途径可以在使用例如与适当效应子(如激酶或酶)的融合复合物的合成生物系

统中受到影响。

[0308] 在一些实施方式中，可以将靶向噬菌体序列的crRNA引入微生物中。因此，本披露

还提供针对噬菌体感染接种微生物(例如，生产菌株)的方法。
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[0309] 在一些实施方式中，本文提供的CRISPR系统可用于对微生物进行工程化，例如以

改善产率或改善发酵效率。例如，本文描述的CRISPR系统可用于对微生物(如酵母)进行工

程化，以从可发酵糖生成生物燃料或生物聚合物，或降解源自作为可发酵糖的来源的农业

废弃物的植物衍生的木质纤维素。更特别地，本文描述的方法可用于修饰生物燃料生产所

需的内源性基因的表达和/或修饰可能干扰生物燃料合成的内源性基因。对微生物进行工

程化的这些方法描述于例如Verwaal等人,“CRISPR/Cpf1  enables  fast  and  simple 

genome  editing  of  Saccharomyces  cerevisiae[CRISPR/Cpf1能实现对酿酒酵母的快速

简单的基因组编辑] ,”Yeast[酵母]doi:10 .1002/yea .3278 ,2017；和Hlavova等人,

“Improving  microalgae  for  biotechnology‑from  genetics  to  synthetic  biology[改

善用于生物技术的微藻——从遗传学到合成生物学],”Biotechnol.Adv.[生物技术进展],

33:1194‑203,2015，将所述两个文献通过引用以全文并入本文。

[0310] 在一些实施方式中，本文提供的CRISPR系统可用于诱导细胞(例如，微生物，如工

程化的微生物)的死亡或休眠。这些方法可用于诱导多种细胞类型的休眠或死亡，所述细胞

类型包括原核细胞和真核细胞，包括但不限于哺乳动物细胞(例如，癌细胞或组织培养细

胞)、原生动物、真菌细胞、受病毒感染的细胞、受细胞内细菌感染的细胞、受细胞内原生动

物感染的细胞、受朊病毒感染的细胞、细菌(例如，致病性细菌和非致病性细菌)、以及单细

胞和多细胞寄生物。例如，在合成生物学领域，非常希望有控制工程化的微生物(例如，细

菌)以防止它们繁殖或传播的机制。本文描述的系统可用作“杀灭开关(kill‑switches)”以

调节和/或防止工程化的微生物的繁殖或传播。此外，本领域需要现有抗生素治疗的替代

物。本文描述的系统还可用于希望杀灭或控制特定微生物群(例如，细菌群)的应用中。例

如，本文描述的系统可包括靶向属、种或株特异性的核酸(例如，RNA)并且可以递送至细胞

的RNA指导物(例如，crRNA)。在与所述靶核酸复合和结合后，VI‑E型和/或VI‑F型CRISPR‑

Cas效应蛋白的附带RNA酶活性受到激活，从而导致微生物内非靶RNA的切割，最终导致休眠

或死亡。在一些实施方式中，所述方法包括使细胞与本文描述的系统接触，所述系统包括

VI‑E型和/或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白或编码所述效应蛋白的核酸、以及RNA指导物(例

如，crRNA)或编码所述RNA指导物的核酸，其中间隔序列与靶核酸(例如，属、株或种特异性

RNA指导物)的至少15个核苷酸(例如，16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、

35、40、45、50或更多个核苷酸)互补。不希望受任何特定理论的束缚，所述VI‑E型和/或VI‑F

型CRISPR‑Cas效应蛋白对非靶RNA的切割可诱导程序性细胞死亡、细胞毒性、细胞凋亡、坏

死、坏死性凋亡、细胞死亡、细胞周期停滞、细胞无反应性、细胞生长减少或细胞增殖减少。

例如，在细菌中，所述VI‑E型和/或VI‑F型CRISPR‑Cas效应蛋白对非靶RNA的切割可以是抑

细菌的或杀细菌的。

[0311] 在植物中的应用

[0312] 本文描述的CRISPR系统在植物中具有多种效用。在一些实施方式中，所述CRISPR

系统可用于对植物基因组进行工程化(例如，改善产量、制造具有希望的翻译后修饰的产

物、或引入用于生产工业产物的基因)。在一些实施方式中，所述CRISPR系统可用于将希望

的性状引入植物中(例如，对基因组进行或不进行可遗传修饰)，或调节植物细胞或整株植

物中内源性基因的表达。

[0313] 在一些实施方式中，所述CRISPR系统可用于鉴定、编辑和/或沉默编码特定蛋白
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(例如，过敏原蛋白(例如，花生、大豆、扁豆、豌豆、四季豆和绿豆中的过敏原蛋白))的基因。

关于如何鉴定、编辑和/或沉默编码蛋白的基因的详细描述在例如以下中描述：Nicolaou等

人,“Molecular  diagnosis  of  peanut  and  legume  allergy[花生和豆类过敏的分子诊

断],”Curr.Opin.Allergy  Clin.Immunol.[过敏和临床免疫学的当前观点]11(3):222‑8,

2011，和WO  2016205764  A1；将所述两个文献通过引用以全文并入本文。

[0314] 基因驱动

[0315] 基因驱动是有利地偏倚特定基因或一组基因的遗传的现象。本文描述的CRISPR系

统可用于建立基因驱动。例如，所述CRISPR系统可以设计为靶向并破坏基因的特定等位基

因，从而导致细胞拷贝第二等位基因以固定序列。由于所述拷贝，第一等位基因将转化为第

二等位基因，从而增加所述第二等位基因传给子代的机会。关于如何使用本文描述的

CRISPR系统建立基因驱动的详细方法描述于例如Hammond等人,“A  CRISPR‑Cas9  gene 

drive  system  targeting  female  reproduction  in  the  malaria  mosquito  vector 

Anopheles  gambiae[靶向疟疾蚊载体冈比亚按蚊中雌性生殖的CRISPR‑Cas9基因驱动系

统],”Nat.Biotechnol.[自然生物技术]34(1):78‑83,2016，将所述文献通过引用以其全文

并入本文。

[0316] 混合筛选(Pooled‑Screening)

[0317] 如本文所述，混合CRISPR筛选是用于鉴定参与生物机制(如细胞增殖、药物抗性和

病毒感染)的基因的强大工具。用本文描述的编码指导RNA(gRNA)的载体的文库批量转导细

胞，并且在应用选择性激发之前和之后测量gRNA的分布。混合CRISPR筛选非常适用于影响

细胞存活和增殖的机制，并且它们可以扩展至测量单个基因的活性(例如，通过使用工程化

的报告细胞系)。一次只靶向一个基因的阵列CRISPR筛选使得使用RNA‑seq作为读数成为可

能。在一些实施方式中，如本文描述的CRISPR系统可用于单细胞CRISPR筛选中。关于混合

CRISPR筛选的详细描述可见于例如Datlinger等人,“Pooled  CRISPR  screening  with 

single‑cell  transcriptome  read‑out[具有单细胞转录组读数的混合CRISPR筛选],”

Nat.Methods.[自然方法]14(3):297‑301,2017，将所述文献通过引用以其全文并入本文。

[0318] 饱和诱变(过度攻击(Bashing))

[0319] 本文描述的CRISPR系统可用于原位饱和诱变。在一些实施方式中，混合指导RNA文

库可用于对特定基因或调节元件进行原位饱和诱变。这样的方法可以揭示这些基因或调节

元件(例如，增强子)的关键最小特征和离散脆弱性(discrete  vulnerabilities)。这些方

法描述于例如Canver等人,“BCL11A  enhancer  dissection  by  Cas9‑mediated  in  situ 

saturating  mutagenesis[通过Cas9介导的原位饱和诱变进行的BCL11A增强子解析],”

Nature[自然]527(7577):192‑7,2015中，将所述文献通过引用以其全文并入本文。

[0320] RNA相关应用

[0321] 本文描述的CRISPR系统可具有多种RNA相关应用，例如，调节基因表达、降解RNA分

子、抑制RNA表达、筛选RNA或RNA产物、确定lincRNA或非编码RNA的功能、诱导细胞休眠、诱

导细胞周期停滞、减少细胞生长和/或细胞增殖、诱导细胞无反应性、诱导细胞凋亡、诱导细

胞坏死、诱导细胞死亡和/或诱导程序性细胞死亡。对这些应用的详细描述可见于例如WO 

2016/205764  A1中，将所述文献通过引用以其全文并入本文。在不同的实施方式中，本文描

述的方法可以在体外、在体内或离体进行。
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[0322] 例如，可以将本文描述的CRISPR系统向患有疾病或障碍的受试者施用，以靶向处

于患病状态中的细胞(例如，癌细胞或受感染原感染的细胞)并诱导所述细胞中的细胞死

亡。例如，在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系统可用于靶向癌细胞并诱导所述癌细胞

中的细胞死亡，其中所述癌细胞来自患有以下的受试者：威尔姆斯肿瘤、尤因肉瘤、神经内

分泌肿瘤、胶质母细胞瘤、神经母细胞瘤、黑素瘤、皮肤癌、乳腺癌、结肠癌、直肠癌、前列腺

癌、肝癌、肾癌、胰腺癌、肺癌、胆道癌、子宫颈癌、子宫内膜癌、食道癌、胃癌、头颈癌、甲状腺

髓样癌、卵巢癌、神经胶质瘤、淋巴瘤、白血病、骨髓瘤、急性淋巴细胞白血病、急性骨髓性白

血病、慢性淋巴细胞白血病、慢性骨髓性白血病、霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤或膀胱癌。

[0323] 调节基因表达

[0324] 本文描述的CRISPR系统可用于调节基因表达。所述CRISPR系统可以与合适的指导

RNA一起使用，以经由RNA加工的控制来靶向基因表达。所述RNA加工的控制可以包括例如

RNA加工反应，如RNA剪接(例如，可变剪接)、病毒复制和tRNA生物合成。与合适的指导RNA组

合的RNA靶向蛋白也可用于控制RNA激活(RNAa)。RNA激活是小RNA指导的和Argonaute(Ago)

依赖性基因调节现象，其中启动子靶向的短双链RNA(dsRNA)在转录/表观遗传水平上诱导

靶基因表达。RNAa导致基因表达的促进，因此可以通过破坏或减少RNAa来实现对基因表达

的控制。在一些实施方式中，所述方法包括使用RNA靶向CRISPR作为例如干扰核糖核酸(如

siRNA、shRNA或dsRNA)的取代物。调节基因表达的方法描述于例如WO  2016205764中，将所

述文献通过引用以其全文并入本文。

[0325] 控制RNA干扰

[0326] 对干扰RNA或微小RNA(miRNA)的控制可以通过减少所述干扰RNA或miRNA在体内或

体外的寿命来帮助减少脱靶效应。在一些实施方式中，靶RNA可以包括干扰RNA，即，参与RNA

干扰途径的RNA，如小发夹RNA(shRNA)、小干扰RNA(siRNA)等。在一些实施方式中，靶RNA包

括例如miRNA或双链RNA(dsRNA)。

[0327] 在一些实施方式中，如果选择性地表达RNA靶向蛋白和合适的指导RNA(例如在空

间或时间上，在受调节的启动子(例如组织或细胞周期特异性启动子)和/或增强子的控制

下)，则这可以用于保护细胞或系统(在体内或体外)免受那些细胞中的RNA干扰(RNAi)。在

不需要RNAi的邻近组织或细胞中，或者出于对表达和不表达CRISPR相关蛋白和合适的

crRNA的细胞或组织进行比较(即，分别为RNAi不受控制和受控制的情况)的目的，这可能是

有用的。所述RNA靶向蛋白可用于控制或结合包含RNA或由其组成的分子，如核酶、核糖体或

核糖开关。在一些实施方式中，所述指导RNA可以将所述RNA靶向蛋白募集到这些分子中，使

得所述RNA靶向蛋白能够与它们结合。这些方法描述于例如WO  2016205764和WO 

2017070605中，将所述两个文献通过引用以其全文并入本文。

[0328] 修饰核糖开关和控制代谢调节

[0329] 核糖开关是信使RNA的调节区段，其结合小分子并继而调节基因表达。这种机制允

许细胞感应这些小分子的细胞内浓度。特定的核糖开关典型地通过改变该基因的转录、翻

译或剪接来调节其相邻基因。因此，在一些实施方式中，可以通过使用与合适的指导RNA组

合的RNA靶向蛋白以靶向核糖开关来控制核糖开关活性。这可以通过切割所述核糖开关或

与其结合来实现。使用CRISPR系统控制核糖开关的方法描述于例如WO  2016205764和WO 

2017070605中，将所述两个文献通过引用以其全文并入本文。
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[0330] RNA修饰

[0331] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR相关蛋白可以与碱基编辑结构域，如

ADAR1、ADAR2、APOBEC或激活诱导的胞苷脱氨酶(AID)融合，并且可以用于修饰RNA序列(例

如，mRNA)。在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白包括一个或多个突变(例如，在催化结

构域中)，这使得所述CRISPR相关蛋白不能切割RNA。

[0332] 在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白可以与RNA结合融合多肽一起使用，所述

RNA结合融合多肽包含与RNA结合结构域(如MS2(也称为MS2外壳蛋白)、Qβ(也称为Qβ外壳蛋

白)或PP7(也称为PP7外壳蛋白))融合的碱基编辑结构域(例如，ADAR1、ADAR2、APOBEC或

AID)。所述RNA结合结构域MS2、Qβ和PP7的氨基酸序列在下文提供：

[0333] MS2(MS2外壳蛋白)

[0334] MASNFTQFVLVDNGGTGDVTVAPSNFANGVAEWISSNSRSQAYKVTCSVRQSSAQKRKYTIKVEVPKVA

TQTVGGVELPVAAWRSYLNMELTIPIFATNSDCELIVKAMQGLLKDGNPIPSAIAANSGIY

[0335] Qβ(Qβ外壳蛋白)

[0336] MAKLETVTLGNIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVPALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKI

QNPTACTANGSCDPSVTRQAYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

[0337] PP7(PP7外壳蛋白)

[0338] MSKTIVLSVGEATRTLTEIQSTADRQIFEEKVGPLVGRLRLTASLRQNGAKTAYRVNLKLDQADVVDCS

TSVCGELPKVRYTQVWSHDVTIVANSTEASRKSLYDLTKSLVVQATSEDLVVNLVPLGR

[0339] 在一些实施方式中，所述RNA结合结构域可以与本文描述的系统的crRNA上(例如，

当所述crRNA在效应子‑crRNA复合物中时)的特定序列(例如，适配序列)或二级结构基序结

合，从而将所述RNA结合融合多肽(其具有碱基编辑结构域)募集至所述效应子复合物中。例

如，在一些实施方式中，所述CRISPR系统包括CRISPR相关蛋白、具有适配序列(例如，MS2结

合环、Qβ结合环或PP7结合环)的crRNA、以及具有与RNA结合结构域融合的碱基编辑结构域

的RNA结合融合多肽，所述RNA结合结构域与所述适配序列特异性结合。在该系统中，所述

CRISPR相关蛋白与具有所述适配序列的crRNA形成复合物。此外，所述RNA结合融合多肽与

所述crRNA结合(经由所述适配序列)，从而形成可以修饰靶RNA的三分复合物(tripartite 

complex)。

[0340] 使用CRISPR系统进行碱基编辑的方法描述于例如国际公布号WO2017/219027中，

将所述文献通过引用以其全文并且特别是关于其对RNA修饰的讨论并入本文。

[0341] RNA剪接

[0342] 在一些实施方式中，本文描述的灭活的CRISPR相关蛋白(例如，在催化结构域中具

有一个或多个突变的CRISPR相关蛋白)可用于靶向RNA转录物上的特定剪接位点并与其结

合。所述灭活的CRISPR相关蛋白与RNA的结合可在空间上抑制剪接体与转录物的相互作用，

从而能够改变特定转录物同种型的生成频率。这样的方法可用于通过外显子跳跃(exon 

skipping)来治疗疾病，使得可以在成熟的蛋白中跳过具有突变的外显子。使用CRISPR系统

改变剪接的方法描述于例如国际公布号WO  2017/219027中，将所述文献通过引用以其全文

并且特别是关于其对RNA剪接的讨论并入本文。

[0343] 治疗性应用

[0344] 本文描述的CRISPR系统可以具有多种治疗性应用。这样的应用可基于主题
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CRISPR/Cas13e或Cas13f系统的以下一种或多种体外和体内能力：诱导细胞衰老、诱导细胞

周期停滞、抑制细胞生长和/或增殖、诱导细胞凋亡、诱导坏死等。

[0345] 在一些实施方式中，新的CRISPR系统可用于治疗多种疾病和障碍，例如遗传障碍

(例如，单基因疾病)、可通过核酸酶活性(例如，Pcsk9靶向或BCL11a靶向)治疗的疾病(杜氏

肌营养不良(DMD))、以及多种癌症等。

[0346] 在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系统可用于编辑靶核酸以修饰所述靶核酸

(例如，通过插入、缺失或突变一个或多个核酸残基)。例如，在一些实施方式中，本文描述的

CRISPR系统包含外源性供体模板核酸(例如，DNA分子或RNA分子)，所述外源性供体模板核

酸包含所希望的核酸序列。在解决用本文描述的CRISPR系统诱导的切割事件后，细胞的分

子机制将利用所述外源性供体模板核酸修复和/或解决切割事件。替代性地，细胞的分子机

制可以利用内源性模板修复和/或解决切割事件。在一些实施方式中，本文描述的CRISPR系

统可用于改变靶核酸，从而导致插入、缺失和/或点突变。在一些实施方式中，所述插入是无

痕插入(即，在解决切割事件后将预期的核酸序列插入靶核酸中未导致额外的非预期的核

酸序列)。供体模板核酸可以是双链或单链核酸分子(例如，DNA或RNA)。设计外源性供体模

板核酸的方法描述于例如国际公布号WO  2016/094874  A1中，将所述文献的全部内容通过

引用明确并入本文。

[0347] 在一个方面，本文描述的CRISPR系统可用于治疗由RNA、毒性RNA和/或突变RNA(例

如，剪接缺陷或截短)的过表达引起的疾病。例如，毒性RNA的表达可以与核包涵体的形成以

及脑、心脏或骨骼肌的迟发型退行性变化相关。在一些实施方式中，所述障碍是强直性肌营

养不良。在强直性肌营养不良中，所述毒性RNA的主要致病作用是隔离(sequester)结合蛋

白并损害可变剪接的调节(参见例如，Osborne等人,“RNA‑dominant  diseases[RNA显性疾

病],”Hum.Mol.Genet.[人类分子遗传学],2009年4月15日；18(8):1471‑81)。遗传学家对强

直性肌营养不良(营养不良性肌强直(DM))特别感兴趣，因为它产生极其广泛的临床特征。

DM的经典形式(现在称为1型DM(DM1))由编码细胞溶质蛋白激酶的基因DMPK的3'‑非翻译区

(UTR)中CTG重复序列的扩增引起。如本文描述的CRISPR系统可以靶向过表达的RNA或毒性

RNA，例如DMPK基因或DM1骨骼肌、心脏或脑中的任一错误调节的可变剪接。

[0348] 本文描述的CRISPR系统还可以靶向影响RNA依赖性功能的反式作用突变，所述突

变导致多种疾病，例如像普拉德‑威利综合征(Prader  Willi  syndrome)、脊髓性肌萎缩

(SMA)和先天性角化不良。可以使用本文描述的CRISPR系统治疗的疾病列表汇总于Cooper

等人,“RNA  and  disease[RNA和疾病],”Cell[细胞],136.4(2009):777‑793和WO  2016/

205764  A1中，将所述两个文献通过引用以全文并入本文。本领域的技术人员将理解如何使

用新的CRISPR系统治疗这些疾病。

[0349] 本文描述的CRISPR系统还可用于治疗各种tau蛋白病，包括例如原发性和继发性

tau蛋白病，如原发性年龄相关性tau蛋白病(PART)/神经原纤维缠结(NFT)优势型老年性痴

呆(其中NFT类似于在阿尔茨海默病(AD)中见到的那些，但没有斑块)、拳击性痴呆(慢性创

伤性脑病)和进行性核上性麻痹。tau蛋白病的可用列表和治疗这些疾病的方法描述于例如

WO  2016205764中，将所述文献通过引用以其全文并入本文。

[0350] 本文描述的CRISPR系统还可用于靶向破坏顺式作用剪接代码的突变，所述突变可

导致剪接缺陷和疾病。这些疾病包括例如，由SMN1基因的缺失导致的运动神经元退行性疾
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病(例如，脊髓性肌萎缩)、杜氏肌营养不良(DMD)、17号染色体相关的额颞叶痴呆合并帕金

森综合征(FTDP‑17)、以及囊性纤维化。

[0351] 本文描述的CRISPR系统可进一步用于抗病毒活性，特别是抗RNA病毒。所述CRISPR

相关蛋白可以使用经选择以靶向病毒RNA序列的合适的指导RNA来靶向病毒RNA。

[0352] 本文描述的CRISPR系统还可用于在受试者(例如，人受试者)中治疗癌症。例如，本

文描述的CRISPR相关蛋白可以用靶向RNA分子的crRNA编程，所述RNA分子是异常的(例如，

包含点突变或者经可变剪接)并见于癌细胞中，以诱导癌细胞中的细胞死亡(例如，经由细

胞凋亡)。

[0353] 本文描述的CRISPR系统还可用于在受试者(例如，人受试者)中治疗自身免疫疾病

或障碍。例如，本文描述的CRISPR相关蛋白可以用靶向RNA分子的crRNA编程，所述RNA分子

是异常的(例如，包含点突变或者经可变剪接)并见于负责引起自身免疫疾病或障碍的细胞

中。

[0354] 此外，本文描述的CRISPR系统还可用于在受试者中治疗感染性疾病。例如，本文描

述的CRISPR相关蛋白可以用靶向RNA分子的crRNA编程，所述RNA分子由感染原(例如，细菌、

病毒、寄生物或原生动物)表达，以靶向并诱导感染原细胞中的细胞死亡。所述CRISPR系统

还可用于治疗细胞内感染原感染宿主受试者细胞的疾病。通过对所述CRISPR相关蛋白进行

编程以靶向由感染原基因编码的RNA分子，可以靶向受感染原感染的细胞并诱导细胞死亡。

[0355] 此外，体外RNA感应测定可用于检测特定RNA底物。所述CRISPR相关蛋白可用于活

细胞中基于RNA的感应。应用的实例是通过感应例如疾病特异性RNA进行的诊断。

[0356] 本文描述的CRISPR系统的治疗性应用的详细描述可见于例如美国专利号8,795,

965、EP  3009511、WO  2016205764和WO  2017070605中；将各个文献通过引用以其全文并入

本文。

[0357] 细胞及其后代

[0358] 在某些实施方式中，本发明的方法可用于将本文描述的CRISPR系统引入细胞中，

并引起所述细胞和/或其后代改变一种或多种细胞产物(如抗体、淀粉、乙醇、或任何其他所

希望的产物)的产生。这样的细胞及其后代在本发明的范围内。

[0359] 在某些实施方式中，本文描述的方法和/或CRISPR系统导致细胞的一种或多种RNA

产物的翻译和/或转录的修饰。例如，所述修饰可导致RNA产物的转录/翻译/表达增加。在其

他实施方式中，所述修饰可导致RNA产物的转录/翻译/表达降低。

[0360] 在某些实施方式中，所述细胞是原核细胞。

[0361] 在某些实施方式中，所述细胞是真核细胞，如哺乳动物细胞，包括人细胞(原代人

细胞或已建立的人细胞系)。在某些实施方式中，所述细胞是非人哺乳动物细胞，如来自非

人灵长类动物(例如，猴)、母牛/公牛/牛、绵羊、山羊、猪、马、狗、猫、啮齿动物(如兔子、小

鼠、大鼠、仓鼠等)的细胞。在某些实施方式中，所述细胞来自鱼(如鲑鱼)、鸟(如禽鸟，包括

鸡、鸭、鹅)、爬行动物、贝类(例如，牡蛎、蛤蜊、龙虾、对虾)、昆虫、蠕虫、酵母等。在某些实施

方式中，所述细胞来自植物，如单子叶植物或双子叶植物。在某些实施方式中，所述植物是

粮食作物，如大麦、木薯、棉花、落花生或花生、玉蜀黍、小米、油棕果、马铃薯、干豆、油菜籽

或低芥酸菜籽(canola)、稻、黑麦、高粱、大豆、甘蔗、甜菜、向日葵和小麦。在某些实施方式

中，所述植物是谷类(大麦、玉蜀黍、小米、稻、黑麦、高粱和小麦)。在某些实施方式中，所述
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植物是块茎(木薯和马铃薯)。在某些实施方式中，所述植物是糖料作物(甜菜和甘蔗)。在某

些实施方式中，所述植物是含油作物(大豆、落花生或花生、油菜籽或低芥酸菜籽、向日葵和

油棕果)。在某些实施方式中，所述植物是纤维作物(棉花)。在某些实施方式中，所述植物是

树木(如桃树或油桃树、苹果树或梨树、坚果树(如杏仁树或核桃树或开心果树)、或柑橘树

(例如，橙树、葡萄柚树或柠檬树))、草、蔬菜、水果或藻类。在某些实施方式中，所述植物是

茄属植物；芸苔属(Brassica)植物；莴苣属(Lactuca)植物；菠菜属(Spinacia)植物；辣椒属

(Capsicum)植物；棉花、烟草、芦笋、胡萝卜、卷心菜、西兰花、花椰菜、番茄、茄子、胡椒、生

菜、菠菜、草莓、蓝莓、覆盆子、黑莓、葡萄、咖啡、可可等。

[0362] 相关方面提供使用本文描述的CRISPR系统通过本发明的方法修饰的细胞或其后

代。

[0363] 在某些实施方式中，所述细胞在体外、在体内或离体进行修饰。

[0364] 在某些实施方式中，所述细胞是干细胞。

[0365] 8.递送

[0366] 通过本披露和本领域的知识，本文描述的CRISPR系统或本文描述的其任一组分

(Cas蛋白、其衍生物、功能性片段或各种融合物或加合物，以及指导RNA/crRNA)、其核酸分

子、和/或编码或提供其组分的核酸分子可以通过各种递送系统(如载体，例如质粒和病毒

递送载体)使用本领域中任何合适的手段递送。这样的方法包括(但不限于)电穿孔、脂质转

染、显微注射、转染、超声、基因枪等。

[0367] 在某些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白和/或任一RNA(例如，指导RNA或crRNA)

和/或辅助蛋白可以使用合适的载体递送，所述载体例如质粒或病毒载体(如腺相关病毒

(AAV)、慢病毒、腺病毒、逆转录病毒载体和其他病毒载体、或其组合)。可以将所述蛋白和一

种或多种crRNA包装到一种或多种载体(例如，质粒或病毒载体)中。对于细菌应用，可以使

用噬菌体将编码本文描述的CRISPR系统的任一组分的核酸递送至细菌。示例性噬菌体包括

但不限于T4噬菌体、Mu、λ噬菌体、T5噬菌体、T7噬菌体、T3噬菌体、Φ29、M13、MS2、Qβ和Φ

X174。

[0368] 在一些实施方式中，通过例如肌内注射、静脉内施用、经皮施用、鼻内施用、口服施

用或粘膜施用将所述载体(例如，质粒或病毒载体)递送至目的组织。这样的递送可以经由

单剂量或多剂量进行。本领域技术人员应理解，本文待递送的实际剂量可取决于多种因素

而大幅变化，如载体选择、靶细胞、生物、组织、待治疗受试者的一般状况、所寻求的转化/修

饰的程度、施用途径、施用模式、所寻求的转化/修饰的类型等。

[0369] 在某些实施方式中，所述递送经由腺病毒进行，其可以是含有至少1×105个颗粒

(也称为颗粒单位，pu)的腺病毒的单剂量。在一些实施方式中，所述剂量优选地是至少约1

×106个颗粒、至少约1×107个颗粒、至少约1×108个颗粒、和至少约1×109个颗粒的腺病

毒。所述递送方法和所述剂量描述于例如WO  2016205764A1和美国专利号8,454,972B2中，

将所述两个文献通过引用以全文并入本文。

[0370] 在一些实施方式中，所述递送经由质粒进行。所述剂量可以是足够数量的质粒以

引发响应。在一些情况下，质粒组合物中质粒DNA的合适量可以是从约0.1至约2mg。质粒将

通常包括(i)启动子；(ii)编码靶向核酸的CRISPR相关蛋白和/或辅助蛋白的序列，每个序

列与启动子(例如，相同的启动子或不同的启动子)可操作地连接；(iii)可选择标志物；
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(iv)复制起点；以及(v)位于(ii)的下游并与其可操作地连接的转录终止子。质粒还可以编

码CRISPR复合物的RNA组分，但这些组分中的一种或多种可以替代地在不同的载体上编码。

施用频率在医学或兽医学从业者(例如，医师、兽医师)或本领域技术人员的范围内。

[0371] 在另一实施方式中，所述递送经由脂质体或脂质转染配制品等进行，并且可以通

过本领域技术人员已知的方法制备。这样的方法描述于例如WO  2016205764和美国专利号

5,593,972、5,589,466、和5,580,859中，将各个文献通过引用以其全文并入本文。

[0372] 在一些实施方式中，所述递送经由纳米颗粒或外泌体进行。例如，已表明外泌体在

递送RNA方面特别有用。

[0373] 将新的CRISPR系统的一种或多种组分引入细胞中的另外的手段是通过使用细胞

穿透肽(CPP)。在一些实施方式中，细胞穿透肽与所述CRISPR相关蛋白连接。在一些实施方

式中，所述CRISPR相关蛋白和/或指导RNA与一种或多种CPP偶联以有效地将它们转运到细

胞(例如，植物原生质体)内。在一些实施方式中，所述CRISPR相关蛋白和/或一种或多种指

导RNA由一种或多种环状或非环状DNA分子编码，所述环状或非环状DNA分子与一种或多种

CPP偶联用于细胞递送。

[0374] CPP是少于35个氨基酸的短肽，所述短肽源自能够以非受体依赖性方式跨细胞膜

转运生物分子的蛋白或嵌合序列。CPP可以是阳离子肽、具有疏水性序列的肽、两亲性肽、具

有富含脯氨酸且抗微生物的序列的肽、以及嵌合肽或二分肽。CPP的实例包括例如Tat(其是

1型HIV病毒复制所需的核转录激活蛋白)、穿膜肽、卡波西成纤维细胞生长因子(FGF)信号

肽序列、整合素β3信号肽序列、聚精氨酸肽Args序列、富含鸟嘌呤的分子转运蛋白和甜箭

肽。CPP和使用它们的方法描述于例如 等人,“Prediction  of  cell‑penetrating 

peptides[细胞穿透肽的预测],”Methods  Mol.Biol.[分子生物学方法],2015；1324:39‑

58；Ramakrishna等人,“Gene  disruption  by  cell‑penetrating  peptide‑mediated 

delivery  of  Cas9  protein  and  guide  RNA[通过细胞穿透肽介导的Cas9蛋白和指导RNA

的递送来破坏基因],”Genome  Res .[基因组研究],2014年6月；24(6):1020‑7；以及WO 

2016205764  A1中；将各个文献通过引用以其全文并入本文。

[0375] 用于本文描述的CRISPR系统的各种递送方法还描述于例如美国专利号8,795 ,

965、EP  3009511、WO  2016205764和WO  2017070605中；将各个文献通过引用以其全文并入

本文。

[0376] 9.试剂盒

[0377] 本发明的另一方面提供试剂盒，所述试剂盒包含本文描述的主题CRISPR/Cas系统

的任意两种或更多种组分，如Cas13e和Cas13f蛋白、其衍生物、功能性片段或各种融合物或

加合物、指导RNA/crRNA、其复合物、涵盖它们的载体、或涵盖它们的宿主。

[0378] 在某些实施方式中，所述试剂盒进一步包括使用其中涵盖的组分的说明，和/或与

可在别处获得的其他组分组合的说明。

[0379] 在某些实施方式中，所述试剂盒进一步包含一种或多种核苷酸，例如对应于以下

的一种或多种核苷酸：可用于将指导RNA编码序列插入载体中并将所述编码序列与所述载

体的一种或多种控制元件可操作地连接的那些。

[0380] 在某些实施方式中，所述试剂盒进一步包含一种或多种缓冲液，所述缓冲液可用

于溶解任一所述组分和/或为一种或多种所述组分提供合适的反应条件。这样的缓冲液可
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以包括以下中的一种或多种：PBS、HEPES、Tris、MOPS、Na2CO3、NaHCO3、NaB、或其组合。在某些

实施方式中，所述反应条件包括适当的pH，如碱性pH。在某些实施方式中，所述pH在7‑10之

间。

[0381] 在某些实施方式中，任一种或多种所述试剂盒组分可以储存在合适的容器中。

[0382] 实施例

[0383] 实施例1新型Cas13e和Cas13f系统的鉴定

[0384] 使用了计算流水线技术从基因组和宏基因组来源产生2类CRISPR‑Cas系统的扩展

数据库。从以下下载了基因组和宏基因组序列：NCBI(Benson等人,2013；Pruitt等人,

2012)、NCBI全基因组测序(WGS)、和DOE  JGI整合微生物基因组(DOE  JGI  Integrated 

Microbial  Genomes)(Markowitz等人,2012)。在长度至少5kb的所有重叠群上预测了蛋白

(Prodigal(Hyatt等人,2010)，匿名模式(anon  mode))，并对其进行了去重(即，去除相同的

蛋白序列)以构建完整的蛋白数据库。认为大于600个残基的蛋白是大蛋白(LP)。由于目前

鉴定出的Cas13蛋白的大小大多数都大于900个残基，为了降低计算的复杂度，只进一步考

虑了大蛋白。

[0385] 使用Piler‑CR(Edgar ,PILER‑CR:Fast  and  accurate  identification  of 

CRISPR  repeats[PILER‑CR：CRISPR重复序列的快速准确鉴定].BMC  Bioinformatics[BMC

生物信息学]8:18,2007)，使用所有默认参数鉴定了CRISPR阵列。将位于距CRISPR阵列±

10kb内的编码非冗余大蛋白序列的ORF分组为CRISPR近端大蛋白编码簇，并将编码的LP定

义为Cas‑LP。

[0386] 首先，使用了BLASP在Cas‑LP之间进行成对比对，并获得了E值<1E‑10的BLASTP比

对结果。然后基于所述BLASTP结果使用了MCL进一步聚集Cas‑LP，以创建Cas蛋白家族。

[0387] 接下来，使用了BLASTP将Cas‑LP与所有LP进行比对，并获得了E值<1E‑10的BLASP

比对结果。根据所述BLASTP比对结果进一步扩展了Cas‑LP家族。获得了所述Cas‑LP家族用

于进一步分析，扩展后增加不超过一倍。

[0388] 对于候选Cas蛋白的功能性表征，使用了蛋白家族数据库Pfam(Finn等人,2014)、

NR数据库、和NCBI中的Cas蛋白注释所述候选Cas蛋白。然后使用MAFFT(Katoh和Standley,

2013)对每个候选Cas效应蛋白进行了多序列比对。然后使用了JPred和HHpred分析这些蛋

白中的保守区，以鉴定具有两个保守RXXXXH基序的候选Cas蛋白/家族。

[0389] 该分析导致鉴定出了七种新型Cas13效应蛋白，它们属于两个新的Cas13家族，不

同于先前鉴定出的所有2类CRISPR‑Cas系统。这些包括新的Cas13e家族的Cas13e.1(SEQ  ID 

NO:1)和Cas13e .2(SEQ  ID  NO:2)，以及新的Cas13f家族的Cas13f .1(SEQ  ID  NO:3)、

Cas13f .2(SEQ  ID  NO:4)、Cas13f .3(SEQ  ID  NO:5)、Cas13f .4(SEQ  ID  NO:6)和Cas13f .5

(SEQ  ID  NO:7)。

[0390] MAQVSKQTSKKRELSIDEYQGARKWCFTIAFNKALVNRDKNDGLFVESLLRHEKYSKHDWYDEDTRAL

IKCSTQAANAKAEALRNYFSHYRHSPGCLTFTAEDELRTIMERAYERAIFECRRRETEVIIEFPSLFEGDRITTAG

VVFFVSFFVERRVLDRLYGAVSGLKKNEGQYKLTRKALSMYCLKDSRFTKAWDKRVLLFRDILAQLGRIPAEAYEY

YHGEQGDKKRANDNEGTNPKRHKDKFIEFALHYLEAQHSEICFGRRHIVREEAGAGDEHKKHRTKGKVVVDFSKKD

EDQSYYISKNNVIVRIDKNAGPRSYRMGLNELKYLVLLSLQGKGDDAIAKLYRYRQHVENILDVVKVTDKDNHVFL

PRFVLEQHGIGRKAFKQRIDGRVKHVRGVWEKKKAATNEMTLHEKARDILQYVNENCTRSFNPGEYNRLLVCLVGK
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DVENFQAGLKRLQLAERIDGRVYSIFAQTSTINEMHQVVCDQILNRLCRIGDQKLYDYVGLGKKDEIDYKQKVAWF

KEHISIRRGFLRKKFWYDSKKGFAKLVEEHLESGGGQRDVGLDKKYYHIDAIGRFEGANPALYETLARDRLCLMMA

QYFLGSVRKELGNKIVWSNDSIELPVEGSVGNEKSIVFSVSDYGKLYVLDDAEFLGRICEYFMPHEKGKIRYHTVY

EKGFRAYNDLQKKCVEAVLAFEEKVVKAKKMSEKEGAHYIDFREILAQTMCKEAEKTAVNKVRRAFFHHHLKFVID

EFGLFSDVMKKYGIEKEWKFPVK*(SEQ  ID  NO:1)

[0391] MKVENIKEKSKKAMYLINHYEGPKKWCFAIVLNRACDNYEDNPHLFSKSLLEFEKTSRKDWFDEETRE

LVEQADTEIQPNPNLKPNTTANRKLKDIRNYFSHHYHKNECLYFKNDDPIRCIMEAAYEKSKIYIKGKQIEQSDIP

LPELFESSGWITPAGILLLASFFVERGILHRLMGNIGGFKDNRGEYGLTHDIFTTYCLKGSYSIRAQDHDAVMFRD

ILGYLSRVPTESFQRIKQPQIRKEGQLSERKTDKFITFALNYLEDYGLKDLEGCKACFARSKIVREQENVESINDK

EYKPHENKKKVEIHFDQSKEDRFYINRNNVILKIQKKDGHSNIVRMGVYELKYLVLMSLVGKAKEAVEKIDNYIQD

LRDQLPYIEGKNKEEIKEYVRFFPRFIRSHLGLLQINDEEKIKARLDYVKTKWLDKKEKSKELELHKKGRDILRYI

NERCDRELNRNVYNRILELLVSKDLTGFYRELEELKRTRRIDKNIVQNLSGQKTINALHEKVCDLVLKEIESLDTE

NLRKYLGLIPKEEKEVTFKEKVDRILKQPVIYKGFLRYQFFKDDKKSFVLLVEDALKEKGGGCDVPLGKEYYKIVS

LDKYDKENKTLCETLAMDRLCLMMARQYYLSLNAKLAQEAQQIEWKKEDSIELIIFTLKNPDQSKQSFSIRFSVRD

FTKLYVTDDPEFLARLCSYFFPVEKEIEYHKLYSEGINKYTNLQKEGIEAILELEKKLIERNRIQSAKNYLSFNEI

MNKSGYNKDEQDDLKKVRNSLLHYKLIFEKEHLKKFYEVMRGEGIEKKWSLIV*(SEQ  ID  NO:2)

[0392] MNGIELKKEEAAFYFNQAELNLKAIEDNIFDKERRKTLLNNPQILAKMENFIFNFRDVTKNAKGEIDC

LLLKLRELRNFYSHYVHKRDVRELSKGEKPILEKYYQFAIESTGSENVKLEIIENDAWLADAGVLFFLCIFLKKSQ

ANKLISGISGFKRNDDTGQPRRNLFTYFSIREGYKVVPEMQKHFLLFSLVNHLSNQDDYIEKAHQPYDIGEGLFFH

RIASTFLNISGILRNMKFYTYQSKRLVEQRGELKREKDIFAWEEPFQGNSYFEINGHKGVIGEDELKELCYAFLIG

NQDANKVEGRITQFLEKFRNANSVQQVKDDEMLKPEYFPANYFAESGVGRIKDRVLNRLNKAIKSNKAKKGEIIAY

DKMREVMAFINNSLPVDEKLKPKDYKRYLGMVRFWDREKDNIKREFETKEWSKYLPSNFWTAKNLERVYGLAREKN

AELFNKLKADVEKMDERELEKYQKINDAKDLANLRRLASDFGVKWEEKDWDEYSGQIKKQITDSQKLTIMKQRITA

GLKKKHGIENLNLRITIDINKSRKAVLNRIAIPRGFVKRHILGWQESEKVSKKIREAECEILLSKEYEELSKQFFQ

SKDYDKMTRINGLYEKNKLIALMAVYLMGQLRILFKEHTKLDDITKTTVDFKISDKVTVKIPFSNYPSLVYTMSSK

YVDNIGNYGFSNKDKDKPILGKIDVIEKQRMEFIKEVLGFEKYLFDDKIIDKSKFADTATHISFAEIVEELVEKGW

DKDRLTKLKDARNKALHGEILTGTSFDETKSLINELKK*(SEQ  ID  NO:3)

[0393] MSPDFIKLEKQEAAFYFNQTELNLKAIESNILDKQQRMILLNNPRILAKVGNFIFNFRDVTKNAKGEI

DCLLFKLEELRNFYSHYVHTDNVKELSNGEKPLLERYYQIAIQATRSEDVKFELFETRNENKITDAGVLFFLCMFL

KKSQANKLISGISGFKRNDPTGQPRRNLFTYFSAREGYKALPDMQKHFLLFTLVNYLSNQDEYISELKQYGEIGQG

AFFNRIASTFLNISGISGNTKFYSYQSKRIKEQRGELNSEKDSFEWIEPFQGNSYFEINGHKGVIGEDELKELCYA

LLVAKQDINAVEGKIMQFLKKFRNTGNLQQVKDDEMLEIEYFPASYFNESKKEDIKKEILGRLDKKIRSCSAKAEK

AYDKMKEVMEFINNSLPAEEKLKRKDYRRYLKMVRFWSREKGNIEREFRTKEWSKYFSSDFWRKNNLEDVYKLATQ

KNAELFKNLKAAAEKMGETEFEKYQQINDVKDLASLRRLTQDFGLKWEEKDWEEYSEQIKKQITDRQKLTIMKQRV

TAELKKKHGIENLNLRITIDSNKSRKAVLNRIAIPRGFVKKHILGWQGSEKISKNIREAECKILLSKKYEELSRQF

FEAGNFDKLTQINGLYEKNKLTAFMSVYLMGRLNIQLNKHTELGNLKKTEVDFKISDKVTEKIPFSQYPSLVYAMS

RKYVDNVDKYKFSHQDKKKPFLGKIDSIEKERIEFIKEVLDFEEYLFKNKVIDKSKFSDTATHISFKEICDEMGKK

GCNRNKLTELNNARNAALHGEIPSETSFREAKPLINELKK*(SEQ  ID  NO:4)MSPDFIKLEKQEAAFYFNQTEL

NLKAIESNIFDKQQRVILLNNPQILAKVGDFIFNFRDVTKNAKGEIDCLLLKLRELRNFYSHYVYTDDVKILSNGE
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RPLLEKYYQFAIEATGSENVKLEIIESNNRLTEAGVLFFLCMFLKKSQANKLISGISGFKRNDPTGQPRRNLFTYF

SVREGYKVVPDMQKHFLLFVLVNHLSGQDDYIEKAQKPYDIGEGLFFHRIASTFLNISGILRNMEFYIYQSKRLKE

QQGELKREKDIFPWIEPFQGNSYFEINGNKGIIGEDELKELCYALLVAGKDVRAVEGKITQFLEKFKNADNAQQVE

KDEMLDRNNFPANYFAESNIGSIKEKILNRLGKTDDSYNKTGTKIKPYDMMKEVMEFINNSLPADEKLKRKDYRRY

LKMVRIWDSEKDNIKREFESKEWSKYFSSDFWMAKNLERVYGLAREKNAELFNKLKAVVEKMDEREFEKYRLINSA

EDLASLRRLAKDFGLKWEEKDWQEYSGQIKKQISDRQKLTIMKQRITAELKKKHGIENLNLRITIDSNKSRKAVLN

RIAVPRGFVKEHILGWQGSEKVSKKTREAKCKILLSKEYEELSKQFFQTRNYDKMTQVNGLYEKNKLLAFMVVYLM

ERLNILLNKPTELNELEKAEVDFKISDKVMAKIPFSQYPSLVYAMSSKYADSVGSYKFENDEKNKPFLGKIDTIEK

QRMEFIKEVLGFEEYLFEKKIIDKSEFADTATHISFDEICNELIKKGWDKDKLTKLKDARNAALHGEIPAETSFRE

AKPLINGLKK*(SEQ  ID  NO:5)

[0394] MNIIKLKKEEAAFYFNQTILNLSGLDEIIEKQIPHIISNKENAKKVIDKIFNNRLLLKSVENYIYNFK

DVAKNARTEIEAILLKLVELRNFYSHYVHNDTVKILSNGEKPILEKYYQIAIEATGSKNVKLVIIENNNCLTDSGV

LFLLCMFLKKSQANKLISSVSGFKRNDKEGQPRRNLFTYYSVREGYKVVPDMQKHFLLFALVNHLSEQDDHIEKQQ

QSDELGKGLFFHRIASTFLNESGIFNKMQFYTYQSNRLKEKRGELKHEKDTFTWIEPFQGNSYFTLNGHKGVISED

QLKELCYTILIEKQNVDSLEGKIIQFLKKFQNVSSKQQVDEDELLKREYFPANYFGRAGTGTLKEKILNRLDKRMD

PTSKVTDKAYDKMIEVMEFINMCLPSDEKLRQKDYRRYLKMVRFWNKEKHNIKREFDSKKWTRFLPTELWNKRNLE

EAYQLARKENKKKLEDMRNQVRSLKENDLEKYQQINYVNDLENLRLLSQELGVKWQEKDWVEYSGQIKKQISDNQK

LTIMKQRITAELKKMHGIENLNLRISIDTNKSRQTVMNRIALPKGFVKNHIQQNSSEKISKRIREDYCKIELSGKY

EELSRQFFDKKNFDKMTLINGLCEKNKLIAFMVIYLLERLGFELKEKTKLGELKQTRMTYKISDKVKEDIPLSYYP

KLVYAMNRKYVDNIDSYAFAAYESKKAILDKVDIIEKQRMEFIKQVLCFEEYIFENRIIEKSKFNDEETHISFTQI

HDELIKKGRDTEKLSKLKHARNKALHGEIPDGTSFEKAKLLINEIKK*(SEQ  ID  NO:6)

[0395] MNAIELKKEEAAFYFNQARLNISGLDEIIEKQLPHIGSNRENAKKTVDMILDNPEVLKKMENYVFNSR

DIAKNARGELEALLLKLVELRNFYSHYVHKDDVKTLSYGEKPLLDKYYEIAIEATGSKDVRLEIIDDKNKLTDAGV

LFLLCMFLKKSEANKLISSIRGFKRNDKEGQPRRNLFTYYSVREGYKVVPDMQKHFLLFTLVNHLSNQDEYISNLR

PNQEIGQGGFFHRIASKFLSDSGILHSMKFYTYRSKRLTEQRGELKPKKDHFTWIEPFQGNSYFSVQGQKGVIGEE

QLKELCYVLLVAREDFRAVEGKVTQFLKKFQNANNVQQVEKDEVLEKEYFPANYFENRDVGRVKDKILNRLKKITE

SYKAKGREVKAYDKMKEVMEFINNCLPTDENLKLKDYRRYLKMVRFWGREKENIKREFDSKKWERFLPRELWQKRN

LEDAYQLAKEKNTELFNKLKTTVERMNELEFEKYQQINDAKDLANLRQLARDFGVKWEEKDWQEYSGQIKKQITDR

QKLTIMKQRITAALKKKQGIENLNLRITTDTNKSRKVVLNRIALPKGFVRKHILKTDIKISKQIRQSQCPIILSNN

YMKLAKEFFEERNFDKMTQINGLFEKNVLIAFMIVYLMEQLNLRLGKNTELSNLKKTEVNFTITDKVTEKVQISQY

PSLVFAINREYVDGISGYKLPPKKPKEPPYTFFEKIDAIEKERMEFIKQVLGFEEHLFEKNVIDKTRFTDTATHIS

FNEICDELIKKGWDENKIIKLKDARNAALHGKIPEDTSFDEAKVLINELKK*(SEQ  ID  NO:7)

[0396] 编码对应的在各pre‑crRNA序列中的同向重复(DR)序列的DNA分别为SEQ  ID  NO:

8‑14。

[0397] GCTGGAGCAGCCCCCGATTTGTGGGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:8)

[0398] GCTGAAGAAGCCTCCGATTTGAGAGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:9)

[0399] GCTGTGATAGACCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:10)

[0400] GCTGTGATAGACCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:11)

[0401] GCTGTGATAGACCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:12)
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[0402] GCTGTGATGGGCCTCAATTTGTGGGGAAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:13)

[0403] GCTGTGATAGGCCTCGATTTGTGGGGTAGTAACAGC(SEQ  ID  NO:14)

[0404] Cas13e.1、Cas13e.2、Cas13f.1、Cas13f.2、Cas13f.3、Cas13f.4和Cas13f.5蛋白的

天然(野生型)DNA编码序列分别为SEQ  ID  NO:15‑21。

[0405] ATGGCGCAAGTGTCAAAGCAGACTTCGAAAAAGAGAGAGTTGTCTATCGATGAATATCAAGGTGCTCG

GAAATGGTGTTTTACGATTGCCTTCAACAAGGCTCTTGTGAATCGAGATAAGAACGACGGGCTTTTTGTCGAGTCG

CTGTTACGCCATGAAAAGTATTCAAAGCACGACTGGTACGATGAGGATACACGCGCTTTGATCAAGTGTAGCACAC

AAGCGGCCAATGCGAAGGCCGAGGCGTTAAGAAACTATTTCTCCCACTATCGACATTCGCCCGGGTGTCTGACATT

TACAGCAGAAGATGAGTTGCGGACAATCATGGAAAGGGCGTATGAGCGGGCGATCTTTGAATGCAGGAGACGCGAA

ACTGAAGTGATCATCGAGTTTCCCAGCCTGTTCGAAGGCGACCGGATCACTACGGCGGGGGTTGTGTTTTTCGTTT

CGTTCTTTGTTGAACGGCGGGTGCTGGATCGTTTGTACGGTGCGGTAAGTGGGCTTAAGAAAAACGAAGGACAGTA

CAAGCTGACTCGGAAGGCGCTTTCGATGTATTGCCTGAAAGACAGTCGTTTCACGAAGGCGTGGGACAAACGCGTG

CTGCTTTTCAGGGATATACTCGCGCAGCTTGGACGCATCCCTGCGGAGGCGTATGAATACTACCACGGAGAGCAGG

GCGACAAGAAAAGAGCAAACGACAATGAGGGGACGAATCCGAAACGCCATAAAGACAAGTTCATCGAGTTTGCACT

GCATTATCTGGAGGCGCAACACAGTGAGATATGCTTCGGGCGGCGACACATTGTCAGGGAGGAGGCCGGGGCAGGC

GACGAACACAAAAAGCACAGGACCAAAGGCAAGGTAGTTGTCGACTTTTCAAAAAAAGACGAAGATCAGTCATACT

ATATCAGTAAGAACAATGTTATCGTCAGGATTGATAAGAATGCCGGGCCTCGGAGTTATCGCATGGGGCTTAACGA

ATTGAAATACCTTGTATTGCTTAGCCTTCAGGGAAAGGGCGACGATGCGATTGCAAAACTGTACAGGTATCGGCAG

CATGTGGAGAACATTCTGGATGTAGTGAAGGTCACAGATAAGGATAATCACGTCTTCCTGCCGCGATTTGTGCTGG

AGCAACATGGGATTGGCAGGAAAGCTTTTAAGCAAAGAATAGACGGCAGAGTAAAGCATGTTCGAGGGGTGTGGGA

AAAGAAGAAGGCGGCGACCAACGAGATGACACTTCACGAGAAGGCGCGGGACATTCTTCAATACGTAAATGAAAAT

TGCACGAGGTCTTTCAATCCCGGCGAGTACAACCGGCTGCTGGTGTGTCTGGTTGGCAAGGATGTTGAGAATTTTC

AGGCGGGACTGAAACGCCTGCAACTGGCCGAGCGAATCGACGGGCGGGTATATTCAATTTTTGCGCAGACCTCCAC

AATAAACGAGATGCATCAGGTGGTGTGTGATCAGATTCTCAACAGACTTTGCCGAATCGGCGATCAGAAGCTCTAC

GATTATGTGGGGCTTGGGAAGAAGGATGAAATAGATTACAAGCAGAAGGTTGCATGGTTCAAGGAGCATATTTCTA

TCCGCAGGGGTTTCTTGCGCAAGAAGTTCTGGTATGACAGCAAGAAGGGATTCGCGAAGCTTGTGGAAGAGCATTT

GGAAAGCGGCGGCGGACAGAGGGACGTTGGGCTGGATAAAAAGTATTATCATATTGATGCGATTGGGCGATTCGAG

GGTGCTAATCCAGCCTTGTATGAAACGCTGGCGCGAGACCGTTTGTGTCTGATGATGGCGCAATACTTCCTGGGGA

GTGTACGCAAGGAATTGGGTAATAAAATTGTGTGGTCGAATGATAGCATCGAGTTGCCCGTGGAGGGCTCAGTGGG

TAACGAAAAAAGCATCGTCTTCTCAGTGAGTGATTACGGCAAGTTATATGTGTTGGATGACGCTGAGTTTCTTGGG

CGGATATGTGAGTACTTTATGCCGCACGAAAAAGGGAAGATACGGTATCATACAGTTTACGAAAAAGGGTTTAGGG

CATATAATGATCTGCAGAAGAAATGTGTCGAGGCGGTGCTGGCGTTTGAAGAGAAGGTTGTCAAAGCCAAAAAGAT

GAGCGAGAAGGAAGGGGCGCATTATATTGATTTTCGTGAGATACTGGCACAAACAATGTGTAAAGAGGCGGAGAAG

ACCGCCGTGAATAAGGTGCGTAGAGCGTTTTTCCATCATCATTTAAAGTTTGTGATAGATGAATTTGGGTTGTTTA

GTGATGTTATGAAGAAATATGGAATTGAAAAGGAGTGGAAGTTTCCTGTTAAATGA(SEQ  ID  NO:15)

[0406] ATGAAGGTTGAAAATATTAAAGAAAAAAGCAAAAAAGCAATGTATTTAATCAACCATTATGAGGGACC

CAAAAAATGGTGTTTTGCAATAGTTCTGAATAGGGCATGTGATAATTACGAGGACAATCCACACTTGTTTTCCAAA

TCACTTTTGGAATTTGAAAAAACAAGTCGAAAAGATTGGTTTGACGAAGAAACACGAGAGCTTGTTGAGCAAGCAG

ATACAGAAATACAGCCAAATCCTAACCTGAAACCTAATACAACAGCTAACCGAAAACTCAAAGATATAAGAAACTA
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TTTTTCGCATCATTATCACAAGAACGAATGCCTGTATTTTAAGAACGATGATCCCATACGCTGCATTATGGAAGCG

GCGTATGAAAAATCTAAAATTTATATCAAAGGAAAGCAGATTGAGCAAAGCGATATACCATTGCCCGAATTGTTTG

AAAGCAGCGGTTGGATTACACCGGCGGGGATTTTGTTACTGGCATCCTTTTTTGTTGAACGAGGGATTCTACATCG

CTTGATGGGAAATATCGGAGGATTTAAAGATAATCGAGGCGAATACGGTCTTACACACGATATTTTTACCACCTAT

TGTCTTAAGGGTAGTTATTCAATTCGGGCGCAGGATCATGATGCGGTAATGTTCAGAGATATTCTCGGCTATCTGT

CACGAGTTCCCACTGAGTCATTTCAGCGTATCAAGCAACCTCAAATACGAAAAGAAGGCCAATTAAGTGAAAGAAA

GACGGACAAATTTATAACATTTGCACTAAATTATCTTGAGGATTATGGGCTGAAAGATTTGGAAGGCTGCAAAGCC

TGTTTTGCCAGAAGTAAAATTGTAAGGGAACAAGAAAATGTTGAAAGCATAAATGATAAGGAATACAAACCTCACG

AGAACAAAAAGAAAGTTGAAATTCACTTCGATCAGAGCAAAGAAGACCGATTTTATATTAATCGCAATAACGTTAT

TTTGAAGATTCAGAAGAAAGATGGACATTCCAACATAGTTAGGATGGGAGTATATGAACTTAAATATCTCGTTCTT

ATGAGTTTAGTGGGAAAAGCAAAAGAAGCAGTTGAAAAAATTGACAACTATATCCAGGATTTGCGAGACCAGTTGC

CTTACATAGAGGGGAAAAATAAGGAAGAGATTAAAGAATACGTCAGGTTCTTTCCACGATTTATACGTTCTCACCT

CGGTTTACTACAGATTAACGATGAAGAAAAGATAAAAGCTCGATTAGATTATGTTAAGACCAAGTGGTTAGATAAA

AAGGAAAAATCGAAAGAGCTTGAACTTCATAAAAAAGGACGGGACATCCTCAGGTATATCAACGAGCGATGTGATA

GAGAGCTTAACAGGAATGTATATAACCGTATTTTAGAGCTCCTGGTCAGCAAAGACCTCACTGGTTTTTATCGTGA

GCTTGAAGAACTAAAAAGAACAAGGCGGATAGATAAAAATATTGTCCAGAATCTTTCTGGGCAAAAAACCATTAAT

GCACTGCATGAAAAGGTCTGTGATCTGGTGCTGAAGGAAATCGAAAGTCTCGATACAGAAAATCTCAGGAAATATC

TTGGATTGATACCCAAAGAAGAAAAAGAGGTCACTTTCAAAGAAAAGGTCGATAGGATTTTGAAACAGCCAGTTAT

TTACAAAGGGTTTCTGAGATACCAATTCTTCAAAGATGACAAAAAGAGTTTTGTCTTACTTGTTGAAGACGCATTG

AAGGAAAAAGGAGGAGGTTGTGATGTTCCTCTTGGGAAAGAGTATTATAAAATCGTGTCACTTGATAAGTATGATA

AAGAAAATAAAACCCTGTGTGAAACTCTGGCGATGGATAGGCTTTGCCTTATGATGGCAAGACAATATTATCTCAG

TCTGAATGCAAAACTTGCACAGGAAGCTCAGCAAATCGAATGGAAGAAAGAAGATAGTATAGAATTGATTATTTTC

ACCTTAAAAAATCCCGATCAATCAAAGCAGAGTTTTTCTATACGGTTTTCGGTCAGAGATTTTACGAAGTTGTATG

TAACGGATGATCCTGAATTTCTGGCCCGGCTTTGTTCCTACTTTTTCCCAGTTGAAAAAGAGATTGAATATCACAA

GCTCTATTCAGAAGGGATAAATAAATACACAAACCTGCAAAAAGAGGGAATCGAAGCAATACTCGAGCTTGAAAAA

AAGCTTATTGAACGAAATCGGATTCAATCTGCAAAAAATTATCTCTCATTTAATGAGATAATGAATAAAAGCGGTT

ATAATAAAGATGAGCAGGATGATCTAAAGAAGGTGCGAAATTCTCTTTTGCATTATAAGCTTATCTTTGAGAAAGA

ACATCTCAAGAAGTTCTATGAGGTTATGAGAGGAGAAGGGATAGAGAAAAAGTGGTCTTTAATAGTATGA(SEQ  ID 

NO:16)

[0407] ATGAATGGCATTGAATTAAAAAAAGAAGAAGCAGCATTTTATTTTAATCAGGCAGAGCTTAATTTAAA

AGCCATAGAAGACAATATTTTTGATAAAGAAAGACGAAAGACTCTGCTTAATAATCCACAGATACTTGCCAAAATG

GAAAATTTCATTTTCAATTTCAGAGATGTAACAAAAAATGCAAAAGGGGAAATTGACTGCTTGCTGTTGAAACTAA

GAGAGCTGAGAAACTTTTACTCGCATTATGTCCACAAACGAGATGTAAGAGAATTAAGCAAGGGCGAGAAACCTAT

ACTTGAAAAGTATTACCAATTTGCGATTGAATCAACCGGAAGTGAAAATGTTAAACTTGAGATAATAGAAAACGAC

GCGTGGCTTGCAGATGCCGGTGTGTTGTTTTTCTTATGTATTTTTTTGAAGAAATCTCAGGCAAATAAGCTTATAA

GCGGTATCAGCGGTTTTAAAAGAAACGATGATACCGGTCAGCCGAGAAGGAATTTATTTACCTATTTCAGTATAAG

GGAGGGATACAAGGTTGTTCCGGAAATGCAGAAACATTTCCTTTTGTTTTCTCTTGTTAATCATCTCTCTAATCAA

GATGATTATATTGAAAAAGCGCATCAGCCATACGATATAGGCGAGGGTTTATTTTTTCATCGAATAGCTTCTACAT

TTCTTAATATAAGTGGGATTTTAAGAAATATGAAATTCTATACCTATCAGAGTAAAAGGTTAGTAGAGCAGCGGGG
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AGAACTCAAACGAGAAAAGGATATTTTTGCGTGGGAAGAACCGTTTCAAGGAAATAGTTATTTTGAAATAAATGGT

CATAAAGGAGTAATCGGTGAAGATGAATTGAAGGAACTATGTTATGCATTTCTGATTGGCAATCAAGATGCTAATA

AAGTGGAAGGCAGGATTACACAATTTCTAGAAAAGTTTAGAAATGCGAACAGTGTGCAACAAGTTAAAGATGATGA

AATGCTAAAACCAGAGTATTTTCCTGCAAATTATTTTGCTGAATCAGGCGTCGGAAGAATAAAGGATAGAGTGCTT

AATCGTTTGAATAAAGCGATTAAAAGCAATAAGGCCAAGAAAGGAGAGATTATAGCATACGATAAGATGAGAGAGG

TTATGGCGTTCATAAATAATTCTCTGCCGGTAGATGAAAAATTGAAACCAAAAGATTACAAACGATATCTGGGAAT

GGTTCGTTTCTGGGACAGGGAAAAAGATAACATAAAGCGGGAGTTCGAGACAAAAGAATGGTCTAAATATCTTCCA

TCTAATTTCTGGACGGCAAAAAACCTTGAAAGGGTCTATGGTCTGGCAAGAGAGAAAAACGCAGAATTATTCAATA

AACTAAAAGCGGATGTAGAAAAAATGGACGAACGGGAACTTGAGAAGTATCAGAAGATAAATGATGCAAAGGATTT

GGCAAATTTACGCCGGCTTGCAAGCGACTTTGGTGTGAAGTGGGAAGAAAAAGACTGGGATGAGTATTCAGGACAG

ATAAAAAAACAAATTACAGACAGCCAGAAACTAACAATAATGAAGCAGCGGATAACCGCAGGACTAAAGAAAAAGC

ACGGCATAGAAAATCTTAACCTGAGAATAACTATCGACATCAATAAAAGCAGAAAGGCAGTTTTGAACAGAATTGC

GATTCCGAGGGGTTTTGTAAAAAGGCATATTTTAGGATGGCAAGAGTCTGAGAAGGTATCGAAAAAGATAAGAGAG

GCAGAATGCGAAATTCTGCTGTCGAAAGAATACGAAGAACTATCGAAACAATTTTTCCAAAGCAAAGATTATGACA

AAATGACACGGATAAATGGCCTTTATGAAAAAAACAAACTTATAGCCCTGATGGCAGTTTATCTAATGGGGCAATT

GAGAATCCTGTTTAAAGAACACACAAAACTTGACGATATTACGAAAACAACTGTGGATTTCAAAATATCTGATAAG

GTGACGGTAAAAATCCCCTTTTCAAATTATCCTTCGCTCGTTTATACAATGTCCAGTAAGTATGTTGATAATATAG

GGAATTATGGATTTTCCAACAAAGATAAAGACAAGCCGATTTTAGGTAAGATTGATGTAATAGAAAAACAGCGAAT

GGAATTTATAAAAGAGGTTCTTGGTTTTGAAAAATATCTTTTTGATGATAAAATAATAGATAAAAGCAAATTTGCT

GATACAGCGACTCATATAAGTTTTGCAGAAATAGTTGAGGAGCTTGTTGAAAAAGGATGGGACAAAGACAGACTGA

CAAAACTTAAAGATGCAAGAAATAAAGCCCTGCATGGTGAAATACTGACGGGAACCAGCTTTGATGAAACAAAATC

ATTGATAAACGAATTAAAAAAATGA(SEQ  ID  NO:17)

[0408] ATGTCCCCAGATTTCATCAAATTAGAAAAACAGGAAGCAGCTTTTTACTTTAATCAGACAGAGCTTAA

TTTAAAAGCCATAGAAAGCAATATTTTAGACAAACAACAGCGAATGATTCTGCTTAATAATCCACGGATACTTGCC

AAAGTAGGAAATTTCATTTTCAATTTCAGAGATGTAACAAAAAATGCAAAAGGAGAAATAGACTGTCTGCTATTTA

AACTGGAAGAGCTAAGAAACTTTTACTCGCATTATGTTCATACCGACAATGTAAAGGAATTGAGTAACGGAGAAAA

ACCCCTACTGGAAAGATATTATCAAATCGCTATTCAGGCAACCAGGAGTGAGGATGTTAAGTTCGAATTGTTTGAA

ACAAGAAACGAGAATAAGATTACGGATGCCGGTGTATTGTTTTTCTTATGTATGTTTTTAAAAAAATCACAGGCAA

ACAAGCTTATAAGCGGTATCAGCGGCTTCAAAAGAAATGATCCAACAGGCCAGCCGAGAAGAAACTTATTTACCTA

TTTCAGTGCAAGAGAAGGATATAAGGCTTTGCCTGATATGCAGAAACATTTTCTTCTTTTTACTCTGGTTAATTAT

TTGTCGAATCAGGATGAGTATATCAGCGAGCTTAAACAATATGGAGAGATTGGTCAAGGAGCCTTTTTTAATCGAA

TAGCTTCAACATTTTTGAATATCAGCGGGATTTCAGGAAATACGAAATTCTATTCGTATCAAAGTAAAAGGATAAA

AGAGCAGCGAGGCGAACTCAATAGCGAAAAGGACAGCTTTGAATGGATAGAGCCTTTCCAAGGAAACAGCTATTTT

GAAATAAATGGGCATAAAGGAGTAATCGGCGAAGACGAATTAAAAGAACTTTGTTATGCATTGTTGGTTGCCAAGC

AAGATATTAATGCCGTTGAAGGCAAAATTATGCAATTCCTGAAAAAGTTTAGAAATACTGGCAATTTGCAGCAAGT

TAAAGATGATGAAATGCTGGAAATAGAATATTTTCCCGCAAGTTATTTTAATGAATCAAAAAAAGAGGACATAAAG

AAAGAGATTCTTGGCCGGCTGGATAAAAAGATTCGCTCCTGCTCTGCAAAGGCAGAAAAAGCCTATGATAAGATGA

AAGAGGTGATGGAGTTTATAAATAATTCTCTGCCGGCAGAGGAAAAATTGAAACGCAAAGATTATAGAAGATATCT

AAAGATGGTTCGTTTCTGGAGCAGAGAAAAAGGCAATATAGAGCGGGAATTTAGAACAAAGGAATGGTCAAAATAT
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TTTTCATCTGATTTTTGGCGGAAGAACAATCTTGAAGATGTGTACAAACTGGCAACACAAAAAAACGCTGAACTGT

TCAAAAATCTAAAAGCGGCAGCAGAGAAAATGGGTGAAACGGAATTTGAAAAGTATCAGCAGATAAACGATGTAAA

GGATTTGGCAAGTTTAAGGCGGCTTACGCAAGATTTTGGTTTGAAGTGGGAAGAAAAGGACTGGGAGGAGTATTCC

GAGCAGATAAAAAAACAAATTACGGACAGGCAGAAACTGACAATAATGAAACAAAGGGTTACGGCTGAACTAAAGA

AAAAGCACGGCATAGAAAATCTTAATCTGAGAATAACCATCGACAGCAATAAAAGCAGAAAGGCGGTTTTGAACAG

AATAGCAATTCCAAGAGGATTTGTAAAAAAACATATTTTAGGCTGGCAGGGATCTGAGAAGATATCGAAAAATATA

AGGGAAGCAGAATGCAAAATTCTGCTATCGAAAAAATATGAAGAGTTATCAAGGCAGTTTTTTGAAGCCGGTAATT

TCGATAAGCTGACGCAGATAAATGGTCTTTATGAAAAGAATAAACTTACAGCTTTTATGTCAGTATATTTGATGGG

TCGGTTGAATATTCAGCTTAATAAGCACACAGAACTTGGAAATCTTAAAAAAACAGAGGTGGATTTTAAGATATCT

GATAAGGTGACTGAAAAAATACCGTTTTCTCAGTATCCTTCGCTTGTCTATGCGATGTCTCGCAAATATGTTGACA

ATGTGGATAAATATAAATTTTCTCATCAAGATAAAAAGAAGCCATTTTTAGGTAAAATTGATTCAATTGAAAAAGA

ACGTATTGAATTCATAAAAGAGGTTCTCGATTTTGAAGAGTATCTTTTTAAAAATAAGGTAATAGATAAAAGCAAA

TTTTCCGATACAGCGACTCATATTAGCTTTAAGGAAATATGTGATGAAATGGGTAAAAAAGGATGTAACCGAAACA

AACTAACCGAACTTAACAACGCAAGGAACGCAGCCCTGCATGGTGAAATACCGTCGGAGACCTCTTTTCGTGAAGC

AAAACCGTTGATAAATGAATTGAAAAAATGA(SEQ  ID  NO:18)

[0409] ATGTCCCCAGATTTCATCAAATTAGAAAAACAAGAAGCAGCTTTTTACTTTAATCAGACAGAGCTTAA

TTTAAAAGCCATAGAAAGCAATATTTTCGACAAACAACAGCGAGTGATTCTGCTTAATAATCCACAGATACTTGCC

AAAGTAGGAGATTTTATTTTCAATTTCAGAGATGTAACAAAAAACGCAAAAGGAGAAATAGACTGTTTGCTATTGA

AACTAAGAGAGCTGAGAAACTTTTACTCACACTATGTCTATACCGATGACGTGAAGATATTGAGTAACGGCGAAAG

ACCTCTGCTGGAAAAATATTATCAATTTGCGATTGAAGCAACCGGAAGTGAAAATGTTAAACTTGAAATAATAGAA

AGCAACAACCGACTTACGGAAGCGGGCGTGCTGTTTTTCTTGTGTATGTTTTTGAAAAAGTCTCAGGCAAATAAGC

TTATAAGCGGTATCAGCGGTTTTAAAAGAAATGACCCGACAGGTCAGCCGAGAAGGAATTTATTTACCTACTTCAG

TGTAAGGGAGGGATACAAGGTTGTGCCGGATATGCAGAAACATTTTCTTTTGTTTGTTCTTGTCAATCATCTCTCT

GGTCAGGATGATTATATTGAAAAGGCGCAAAAGCCATACGATATAGGCGAGGGTTTATTTTTTCATCGAATAGCTT

CTACATTTCTTAATATCAGTGGGATTTTAAGAAATATGGAATTCTATATTTACCAGAGCAAAAGACTAAAGGAGCA

GCAAGGAGAGCTCAAACGTGAAAAGGATATTTTTCCATGGATAGAGCCTTTCCAGGGAAATAGTTATTTTGAAATA

AATGGTAATAAAGGAATAATCGGCGAAGATGAATTGAAAGAGCTTTGTTATGCGTTGCTGGTTGCAGGAAAAGATG

TCAGAGCCGTCGAAGGTAAAATAACACAATTTTTGGAAAAGTTTAAAAATGCGGACAATGCTCAGCAAGTTGAAAA

AGATGAAATGCTGGACAGAAACAATTTTCCCGCCAATTATTTCGCCGAATCGAACATCGGCAGCATAAAGGAAAAA

ATACTTAATCGTTTGGGAAAAACTGATGATAGTTATAATAAGACGGGGACAAAGATTAAACCATACGACATGATGA

AAGAGGTAATGGAGTTTATAAATAATTCTCTTCCGGCAGATGAAAAATTGAAACGCAAAGATTACAGAAGATATCT

AAAGATGGTTCGTATCTGGGACAGTGAGAAAGATAATATAAAGCGGGAGTTTGAAAGCAAAGAATGGTCAAAATAT

TTTTCATCTGATTTCTGGATGGCAAAAAATCTTGAAAGGGTCTATGGGTTGGCAAGAGAGAAAAACGCCGAATTAT

TCAATAAGCTAAAAGCGGTTGTGGAGAAAATGGACGAGCGGGAATTTGAGAAGTATCGGCTGATAAATAGCGCAGA

GGATTTGGCAAGTTTAAGACGGCTTGCGAAAGATTTTGGCCTGAAGTGGGAAGAAAAGGACTGGCAAGAGTATTCT

GGGCAGATAAAAAAACAAATTTCTGACAGGCAGAAACTGACAATAATGAAACAAAGGATTACGGCTGAACTAAAGA

AAAAGCACGGCATAGAAAATCTCAATCTTAGAATAACCATCGACAGCAATAAAAGCAGAAAGGCAGTTTTGAACAG

AATCGCAGTTCCAAGAGGTTTTGTGAAAGAGCATATTTTAGGATGGCAGGGGTCTGAGAAGGTATCGAAAAAGACA

AGAGAAGCAAAGTGCAAAATTCTGCTCTCGAAAGAATATGAAGAATTATCAAAGCAATTTTTCCAAACCAGAAATT
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ACGACAAGATGACGCAGGTAAACGGTCTTTACGAAAAGAATAAACTCTTAGCATTTATGGTCGTTTATCTTATGGA

GCGGTTGAATATCCTGCTTAATAAGCCCACAGAACTTAATGAACTTGAAAAAGCAGAGGTGGATTTCAAGATATCT

GATAAGGTGATGGCCAAAATCCCGTTTTCACAGTATCCTTCGCTTGTGTACGCGATGTCCAGCAAATATGCTGATA

GTGTAGGCAGTTATAAATTTGAGAATGATGAAAAAAACAAGCCGTTTTTAGGCAAGATCGATACAATAGAAAAACA

ACGAATGGAGTTTATAAAAGAAGTCCTTGGTTTTGAAGAGTATCTTTTTGAAAAGAAGATAATAGATAAAAGCGAA

TTTGCCGACACAGCGACTCATATAAGTTTTGATGAAATATGTAATGAGCTTATTAAAAAAGGATGGGATAAAGACA

AACTAACCAAACTTAAAGATGCCAGGAACGCGGCCCTGCATGGCGAAATACCGGCGGAGACCTCTTTTCGTGAAGC

AAAACCGTTGATAAATGGATTGAAAAAATGA(SEQ  ID  NO:19)

[0410] ATGAACATCATTAAATTAAAAAAAGAAGAAGCTGCGTTTTATTTTAATCAGACGATCCTCAATCTTTC

AGGGCTTGATGAAATTATTGAAAAACAAATTCCGCACATAATCAGCAACAAGGAAAATGCAAAGAAAGTGATTGAT

AAGATTTTCAATAACCGCTTATTATTAAAAAGTGTGGAGAATTATATCTACAACTTTAAAGATGTGGCTAAAAACG

CAAGAACTGAAATTGAGGCTATATTGTTGAAATTAGTAGAGCTACGTAATTTTTACTCACATTACGTTCATAATGA

TACCGTCAAGATACTAAGTAACGGTGAAAAACCTATACTGGAAAAATATTATCAAATTGCTATAGAAGCAACCGGA

AGTAAAAATGTTAAACTTGTAATCATAGAAAACAACAACTGTCTCACGGATTCTGGCGTGCTGTTTTTGCTGTGTA

TGTTCTTAAAAAAATCACAGGCAAACAAGCTTATAAGTTCCGTTAGTGGTTTTAAAAGGAATGATAAAGAAGGACA

ACCGAGAAGAAATCTATTCACTTATTATAGTGTGAGGGAGGGATATAAGGTTGTGCCTGATATGCAGAAGCATTTC

CTTCTATTCGCTCTGGTCAATCATCTATCTGAGCAGGATGATCATATTGAGAAGCAGCAGCAGTCAGACGAGCTCG

GTAAGGGTTTGTTTTTCCATCGTATAGCTTCGACTTTTTTAAACGAGAGCGGCATCTTCAATAAAATGCAATTTTA

TACATATCAGAGCAACAGGCTAAAAGAGAAAAGAGGAGAACTCAAACACGAAAAGGATACCTTTACATGGATAGAG

CCTTTTCAAGGCAATAGTTATTTTACGTTAAATGGACATAAGGGAGTGATTAGTGAAGATCAATTGAAGGAGCTTT

GTTACACAATTTTAATTGAGAAGCAAAACGTTGATTCCTTGGAAGGTAAAATTATACAATTTCTCAAAAAATTTCA

GAATGTCAGCAGCAAGCAGCAAGTTGACGAAGATGAATTGCTTAAAAGAGAATATTTCCCTGCAAATTACTTTGGC

CGGGCAGGAACAGGGACCCTAAAAGAAAAGATTCTAAACCGGCTTGATAAGAGGATGGATCCTACATCTAAAGTGA

CGGATAAAGCTTATGACAAAATGATTGAAGTGATGGAATTTATCAATATGTGCCTTCCGTCTGATGAGAAGTTGAG

GCAAAAGGATTATAGACGATACTTAAAGATGGTTCGTTTCTGGAATAAGGAAAAGCATAACATTAAGCGCGAGTTT

GACAGTAAAAAATGGACGAGGTTTTTGCCGACGGAATTGTGGAATAAAAGAAATCTAGAAGAAGCCTATCAATTAG

CACGGAAAGAGAACAAAAAGAAACTTGAAGATATGAGAAATCAAGTACGAAGCCTTAAAGAAAATGACCTTGAAAA

ATATCAGCAGATTAATTACGTTAATGACCTGGAGAATTTAAGGCTTCTGTCACAGGAGTTAGGTGTGAAATGGCAG

GAAAAGGACTGGGTTGAATATTCCGGGCAGATAAAGAAGCAGATATCAGACAATCAGAAACTTACAATCATGAAAC

AAAGGATTACCGCTGAACTAAAGAAAATGCACGGCATCGAGAATCTTAATCTTAGAATAAGCATTGACACGAATAA

AAGCAGGCAGACGGTTATGAACAGGATAGCTTTGCCCAAAGGTTTTGTGAAGAATCATATCCAGCAAAATTCGTCT

GAGAAAATATCGAAAAGAATAAGAGAGGATTATTGTAAAATTGAGCTATCGGGAAAATATGAAGAACTTTCAAGGC

AATTTTTTGATAAAAAGAATTTCGATAAGATGACACTGATAAACGGCCTTTGTGAAAAGAACAAACTTATCGCATT

TATGGTTATCTATCTTTTGGAGCGGCTTGGATTTGAATTAAAGGAGAAAACAAAATTAGGCGAGCTTAAACAAACA

AGGATGACATATAAAATATCCGATAAGGTAAAAGAAGATATCCCGCTTTCCTATTACCCCAAGCTTGTGTATGCAA

TGAACCGAAAATATGTTGACAATATCGATAGTTATGCATTTGCGGCTTACGAATCCAAAAAAGCTATTTTGGATAA

AGTGGATATCATAGAAAAGCAACGTATGGAATTTATCAAACAAGTTCTCTGTTTTGAGGAATATATTTTCGAAAAT

AGGATTATCGAAAAAAGCAAATTTAATGACGAGGAGACTCATATAAGTTTTACACAAATACATGATGAGCTTATTA

AAAAAGGACGGGACACAGAAAAACTCTCTAAACTCAAACATGCAAGGAATAAAGCCTTGCACGGCGAGATTCCTGA
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TGGGACTTCTTTTGAAAAAGCAAAGCTATTGATAAATGAAATCAAAAAATGA(SEQ  ID  NO:20)

[0411] ATGAATGCTATCGAACTAAAAAAAGAGGAAGCAGCATTTTATTTTAATCAGGCAAGACTCAACATTTC

AGGACTTGATGAAATTATTGAAAAGCAGTTACCACATATAGGTAGTAACAGGGAGAATGCGAAAAAAACTGTTGAT

ATGATTTTGGATAATCCCGAAGTCTTGAAGAAGATGGAAAATTATGTCTTTAACTCACGAGATATAGCAAAGAACG

CAAGAGGTGAACTTGAAGCATTGTTGTTGAAATTAGTAGAACTGCGTAATTTTTATTCACATTATGTTCATAAAGA

TGATGTTAAGACATTGAGTTACGGAGAAAAACCTTTACTGGATAAATATTATGAAATTGCGATTGAAGCGACCGGA

AGTAAAGATGTCAGACTTGAGATAATAGATGATAAAAATAAGCTTACAGATGCCGGTGTGCTTTTTTTATTGTGTA

TGTTTTTGAAAAAATCAGAGGCAAACAAACTTATCAGTTCAATCAGGGGCTTTAAAAGAAACGATAAAGAAGGCCA

GCCGAGAAGAAATCTATTCACTTACTACAGTGTCAGAGAGGGATATAAGGTTGTGCCTGATATGCAGAAACATTTT

CTTTTATTCACACTGGTTAACCATTTGTCAAATCAGGATGAATACATCAGTAATCTTAGGCCGAATCAAGAAATCG

GCCAAGGGGGATTTTTCCATAGAATAGCATCAAAATTTTTGAGCGATAGCGGGATTTTACATAGTATGAAATTCTA

CACCTACCGGAGTAAAAGACTAACAGAACAACGGGGGGAGCTTAAGCCGAAAAAAGATCATTTTACATGGATAGAG

CCTTTTCAGGGAAACAGTTATTTTTCAGTGCAGGGCCAAAAAGGAGTAATTGGTGAAGAGCAATTAAAGGAGCTTT

GTTATGTATTGCTGGTTGCCAGAGAAGATTTTAGGGCCGTTGAGGGCAAAGTTACACAATTTCTGAAAAAGTTTCA

GAATGCTAATAACGTACAGCAAGTTGAAAAAGATGAAGTGCTGGAAAAAGAATATTTTCCTGCAAATTATTTTGAA

AATCGAGACGTAGGCAGAGTAAAGGATAAGATACTTAATCGTTTGAAAAAAATCACTGAAAGCTATAAAGCTAAAG

GGAGGGAGGTTAAAGCCTATGACAAGATGAAAGAGGTAATGGAGTTTATAAATAATTGCCTGCCAACAGATGAAAA

TTTGAAACTCAAAGATTACAGAAGATATCTGAAAATGGTTCGTTTCTGGGGCAGGGAAAAGGAAAATATAAAGCGG

GAATTTGACAGTAAAAAATGGGAGAGGTTTTTGCCAAGAGAACTCTGGCAGAAAAGAAACCTCGAAGATGCGTATC

AACTGGCAAAAGAGAAAAACACCGAGTTATTCAATAAATTGAAAACAACTGTTGAGAGAATGAACGAACTGGAATT

CGAAAAGTATCAGCAGATAAACGACGCAAAAGATTTGGCAAATTTAAGGCAACTGGCGCGGGACTTCGGCGTGAAG

TGGGAAGAAAAGGACTGGCAAGAGTATTCGGGGCAGATAAAAAAACAAATTACAGACAGGCAAAAACTTACAATAA

TGAAACAAAGGATTACTGCTGCATTGAAGAAAAAGCAAGGCATAGAAAATCTTAATCTTAGGATAACAACCGACAC

CAATAAAAGCAGAAAGGTGGTATTGAACAGAATAGCGCTACCTAAAGGTTTTGTAAGGAAGCATATCTTAAAAACA

GATATAAAGATATCAAAGCAAATAAGGCAATCACAATGTCCTATTATACTGTCAAACAATTATATGAAGCTGGCAA

AGGAATTCTTTGAGGAGAGAAATTTTGATAAGATGACGCAGATAAACGGGCTATTTGAGAAAAATGTACTTATAGC

GTTTATGATAGTTTATCTGATGGAACAACTGAATCTTCGACTTGGTAAGAATACGGAACTTAGCAATCTTAAAAAA

ACGGAGGTTAATTTTACGATAACCGACAAGGTAACGGAAAAAGTCCAGATTTCGCAGTATCCATCGCTTGTTTTCG

CCATAAACAGAGAATATGTTGATGGAATCAGCGGTTATAAGTTACCGCCCAAAAAACCGAAAGAGCCTCCGTATAC

TTTCTTCGAGAAAATAGACGCAATAGAAAAAGAACGAATGGAATTCATAAAACAGGTCCTCGGTTTCGAAGAACAT

CTTTTTGAGAAGAATGTAATAGACAAAACTCGCTTTACTGATACTGCGACTCATATAAGTTTTAATGAAATATGTG

ATGAGCTTATAAAAAAAGGATGGGACGAAAACAAAATAATAAAACTTAAAGATGCGAGGAATGCAGCATTGCATGG

TAAGATACCGGAGGATACGTCTTTTGATGAAGCGAAAGTACTGATAAATGAATTAAAAAAATGA(SEQ  ID  NO:

21)

[0412] 针对另外的功能性实验生成了七种Cas13e和Cas13f蛋白(即，Cas13e .1、

Cas13e.2、Cas13f.1、Cas13f.2、Cas13f.3、Cas13f.4和Cas13f.5)，它们的经人密码子优化

的编码序列分别为SEQ  ID  NO:22‑28。

[0413] ATGGCCCAGGTGAGCAAGCAGACCTCCAAGAAGAGGGAGCTGAGCATCGACGAGTACCAGGGCGCCCG

GAAGTGGTGCTTCACCATTGCCTTCAACAAGGCCCTGGTGAACCGGGACAAGAACGACGGCCTGTTCGTGGAAAGC
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CTGCTGAGACACGAGAAGTACAGCAAGCACGACTGGTACGACGAAGATACCCGGGCCCTGATCAAGTGCAGCACCC

AGGCCGCCAACGCCAAGGCTGAAGCCCTGCGGAACTACTTCAGTCACTACCGGCATAGCCCTGGCTGCCTGACCTT

CACCGCCGAGGACGAACTGCGGACCATCATGGAGAGAGCCTATGAGCGGGCCATCTTCGAGTGCAGAAGAAGAGAG

ACAGAGGTGATCATCGAGTTTCCCAGCCTGTTCGAGGGCGACCGGATCACCACCGCCGGCGTGGTGTTTTTCGTGA

GCTTTTTCGTGGAAAGAAGAGTGCTGGATCGGCTGTATGGAGCCGTGTCCGGCCTGAAGAAGAATGAGGGACAGTA

CAAGCTGACCCGGAAGGCCCTGAGCATGTACTGCCTGAAGGACAGCAGATTCACCAAGGCCTGGGATAAGCGGGTG

CTGCTGTTCAGAGACATCCTGGCCCAGCTGGGAAGAATCCCCGCCGAGGCCTACGAGTACTACCACGGCGAGCAGG

GTGATAAGAAGAGAGCTAACGACAATGAGGGCACAAATCCCAAGCGGCACAAGGACAAGTTCATCGAATTTGCACT

GCACTACCTGGAAGCCCAGCACAGCGAGATCTGCTTCGGCAGACGCCACATCGTGCGGGAAGAGGCCGGCGCCGGC

GATGAGCACAAGAAGCACCGGACCAAGGGAAAGGTGGTGGTGGACTTCAGCAAGAAGGACGAGGACCAGAGCTACT

ATATCTCCAAGAACAACGTGATCGTGCGGATCGACAAGAACGCCGGCCCTAGAAGCTACCGGATGGGCCTGAACGA

GCTGAAGTACCTCGTGCTGCTGAGCCTGCAGGGGAAGGGCGACGATGCCATCGCCAAGCTGTACAGATACAGACAG

CACGTGGAGAACATCCTGGATGTGGTGAAGGTGACCGATAAGGATAACCACGTGTTCCTGCCCCGCTTCGTGCTGG

AGCAGCACGGCATCGGCAGAAAGGCCTTCAAGCAGCGGATCGATGGACGGGTGAAGCACGTGCGGGGCGTGTGGGA

GAAGAAGAAGGCCGCCACCAATGAAATGACCCTGCACGAGAAGGCCAGAGACATCCTGCAGTACGTGAACGAAAAC

TGCACCCGGTCCTTCAACCCTGGCGAATACAACAGACTGCTGGTGTGCCTGGTGGGCAAGGACGTGGAGAACTTTC

AGGCCGGCCTGAAGCGGCTGCAGCTGGCCGAAAGGATCGATGGCCGGGTGTACTCCATCTTCGCCCAGACCAGCAC

CATCAATGAGATGCACCAGGTGGTGTGCGACCAGATCCTGAACCGGCTGTGCAGAATCGGCGACCAGAAGCTGTAC

GATTACGTGGGACTGGGCAAGAAGGACGAAATCGACTACAAGCAGAAGGTGGCCTGGTTCAAGGAGCACATCAGCA

TCCGGAGAGGATTCCTGAGAAAGAAGTTCTGGTACGATAGCAAGAAGGGATTCGCAAAGCTGGTGGAGGAACACCT

GGAGTCCGGCGGCGGCCAGCGCGACGTGGGCCTGGACAAGAAGTACTACCACATCGACGCCATCGGCAGATTCGAG

GGCGCCAACCCCGCCCTGTACGAGACCCTGGCCAGAGATCGGCTGTGCCTCATGATGGCCCAGTACTTCCTGGGCA

GCGTGAGAAAGGAACTGGGCAACAAGATTGTGTGGAGCAACGACAGCATCGAACTGCCTGTGGAAGGCTCTGTGGG

AAATGAGAAGAGCATCGTGTTCTCCGTGTCTGACTACGGCAAGCTGTACGTGCTGGACGATGCCGAATTCCTGGGC

CGGATCTGCGAATACTTCATGCCCCACGAAAAGGGCAAGATCCGGTACCACACAGTGTACGAAAAGGGCTTTAGAG

CATACAACGACCTGCAGAAGAAGTGCGTGGAGGCCGTGCTGGCTTTCGAAGAGAAGGTGGTGAAGGCCAAGAAGAT

GAGCGAGAAGGAAGGCGCCCACTACATCGACTTCCGGGAGATCCTGGCCCAGACCATGTGCAAGGAGGCCGAGAAG

ACCGCAGTGAACAAGGTGAGACGCGCCTTCTTCCACCACCACCTGAAGTTCGTGATTGACGAGTTCGGCCTGTTCA

GCGACGTGATGAAGAAGTACGGCATCGAGAAGGAATGGAAGTTCCCTGTCAAGTAA(SEQ  ID  NO:22)

[0414] ATGAAGGTGGAGAACATCAAGGAAAAGTCCAAGAAGGCTATGTATCTGATCAACCACTATGAAGGCCC

TAAGAAGTGGTGCTTCGCCATCGTGCTGAATAGGGCCTGCGACAACTATGAGGATAACCCCCACCTGTTCAGCAAG

AGCCTGCTGGAATTTGAAAAGACCAGCAGAAAGGACTGGTTCGACGAGGAGACCAGGGAACTGGTGGAGCAGGCCG

ACACCGAGATCCAGCCCAACCCCAACCTGAAGCCTAACACCACCGCCAACAGAAAGCTGAAGGACATCCGGAACTA

CTTCAGCCACCACTACCACAAGAATGAGTGCCTGTACTTCAAGAACGACGACCCTATCCGGTGCATCATGGAGGCA

GCCTACGAGAAGTCCAAGATCTACATCAAGGGCAAGCAGATTGAGCAGTCCGACATCCCCCTCCCTGAGCTGTTTG

AGTCTAGCGGCTGGATCACCCCAGCCGGCATCCTGCTGCTGGCCAGCTTCTTTGTGGAGAGAGGCATTCTGCACAG

ACTGATGGGCAACATCGGCGGCTTCAAGGACAACCGGGGCGAATACGGACTGACCCACGATATCTTCACCACCTAC

TGCCTGAAGGGCAGCTACTCCATCAGAGCCCAGGACCACGACGCCGTGATGTTCAGAGACATCCTGGGCTACCTGA

GCAGAGTGCCGACCGAGAGCTTTCAGCGCATCAAGCAGCCACAGATCAGAAAGGAGGGGCAGCTGAGCGAGCGGAA
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GACAGACAAGTTTATCACCTTCGCCCTGAACTACCTGGAAGATTATGGACTGAAGGATCTGGAAGGCTGCAAGGCC

TGCTTCGCCCGGAGCAAGATCGTGAGAGAGCAGGAGAACGTGGAAAGCATCAATGACAAGGAGTACAAGCCTCACG

AAAACAAGAAGAAGGTGGAAATCCACTTCGATCAGTCTAAGGAAGACCGGTTCTACATCAACCGGAACAACGTGAT

CCTGAAGATCCAGAAGAAGGACGGCCACAGCAACATCGTGAGAATGGGCGTGTACGAGCTGAAGTATCTGGTGCTG

ATGTCCCTGGTGGGCAAGGCCAAGGAAGCCGTGGAGAAGATCGACAACTACATCCAGGATCTGAGAGACCAGCTGC

CCTACATCGAGGGCAAGAACAAGGAAGAAATCAAGGAGTACGTGAGATTCTTCCCCAGATTCATCAGATCCCACCT

GGGCCTGCTGCAGATTAACGATGAGGAGAAGATCAAGGCCCGGCTGGACTATGTGAAGACAAAGTGGCTGGACAAG

AAGGAGAAGTCCAAGGAGCTGGAGCTGCACAAGAAGGGCCGGGATATCCTGCGGTACATCAACGAGCGGTGCGACC

GGGAGCTGAACCGGAACGTGTACAACCGGATCCTGGAGCTGCTGGTGAGCAAGGACCTGACCGGCTTCTACCGGGA

GCTGGAGGAGCTGAAGCGGACCAGACGGATCGATAAGAACATTGTGCAGAACCTGTCCGGCCAGAAGACCATCAAC

GCCCTGCACGAAAAGGTGTGCGATCTCGTGCTGAAGGAGATCGAGAGCCTGGACACCGAGAACCTGCGGAAGTACC

TGGGCCTGATCCCCAAGGAGGAGAAGGAAGTGACCTTTAAGGAGAAGGTGGACAGGATCCTGAAGCAGCCGGTGAT

CTACAAGGGCTTCCTGCGGTACCAGTTCTTCAAGGACGACAAGAAGAGCTTCGTGCTGCTGGTGGAAGACGCCCTG

AAGGAGAAGGGAGGCGGCTGCGACGTGCCCCTGGGCAAGGAGTACTACAAGATCGTGTCCCTGGACAAGTATGACA

AGGAAAATAAGACCCTGTGCGAGACCCTGGCAATGGATAGACTGTGCCTGATGATGGCCCGGCAGTATTACCTGAG

CCTGAACGCCAAGCTGGCCCAGGAGGCCCAGCAGATCGAATGGAAGAAGGAGGATAGCATTGAGCTGATCATCTTC

ACACTGAAGAATCCTGACCAGTCCAAGCAGAGCTTCTCCATCCGGTTCAGCGTGCGGGACTTCACCAAGCTGTACG

TGACCGACGACCCCGAATTCCTGGCCCGGCTGTGCAGCTACTTCTTCCCCGTGGAGAAGGAGATCGAATACCACAA

GCTGTACTCTGAAGGCATTAACAAGTACACCAACCTGCAGAAGGAGGGGATCGAAGCCATCCTGGAGCTGGAGAAG

AAGCTGATCGAAAGAAACCGGATCCAGTCCGCCAAGAACTACCTGAGCTTTAACGAAATCATGAACAAGAGCGGCT

ACAACAAGGATGAGCAGGATGACCTGAAGAAGGTGAGGAACTCCCTGCTGCACTACAAGCTGATCTTCGAAAAGGA

GCACCTGAAGAAGTTCTATGAAGTGATGCGGGGCGAGGGAATCGAGAAGAAGTGGTCCCTGATCGTGTAA(SEQ  ID 

NO:23)

[0415] ATGAATGGCATCGAGCTGAAGAAGGAAGAAGCCGCCTTCTACTTCAATCAGGCCGAGCTGAACCTGAA

GGCCATTGAGGACAACATCTTCGACAAGGAGAGACGGAAGACACTGCTGAACAACCCCCAGATCCTGGCCAAGATG

GAGAACTTTATCTTCAATTTCCGGGACGTGACCAAGAACGCCAAGGGCGAAATCGACTGCCTGCTGCTGAAGCTGA

GAGAGCTGCGGAACTTTTACAGCCACTACGTGCACAAGCGGGACGTCAGAGAACTGAGCAAGGGCGAGAAGCCGAT

CCTGGAGAAGTACTACCAGTTCGCCATCGAATCCACCGGCTCTGAGAACGTGAAGCTCGAAATCATCGAAAACGAC

GCCTGGCTGGCCGACGCCGGCGTGCTGTTCTTCCTGTGCATCTTCCTGAAGAAGAGCCAGGCAAACAAGCTGATCA

GCGGCATCAGCGGCTTCAAGAGAAACGACGACACCGGCCAGCCTCGGAGAAACCTGTTCACCTACTTCTCCATCCG

GGAGGGCTACAAGGTGGTGCCCGAAATGCAGAAGCACTTCCTGCTGTTCTCCCTGGTGAACCACCTGAGCAACCAG

GACGATTATATCGAAAAGGCCCACCAGCCCTACGACATCGGCGAGGGCCTCTTCTTCCACCGGATTGCCAGCACCT

TCCTGAACATCTCCGGAATCCTGAGAAACATGAAGTTCTACACCTATCAGAGCAAGAGACTGGTGGAGCAGAGAGG

CGAGCTGAAGCGGGAAAAGGACATCTTCGCCTGGGAAGAACCGTTTCAGGGCAATTCCTACTTTGAGATCAACGGC

CACAAGGGCGTGATTGGCGAAGACGAGCTGAAGGAGCTGTGCTACGCCTTCCTGATCGGCAACCAGGACGCCAACA

AGGTGGAGGGCCGGATCACCCAGTTCCTGGAGAAGTTCAGAAACGCCAACAGCGTGCAGCAGGTGAAGGACGACGA

GATGCTGAAGCCTGAATATTTCCCCGCCAACTACTTTGCCGAGAGCGGCGTGGGCCGGATCAAGGACCGGGTGCTG

AACAGACTGAACAAGGCCATCAAGAGCAACAAGGCCAAGAAGGGCGAGATCATCGCCTATGACAAGATGAGAGAAG

TGATGGCTTTCATCAATAACTCTCTGCCCGTGGACGAGAAGCTGAAGCCCAAGGATTACAAGAGATACCTGGGCAT
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GGTGAGATTCTGGGATAGAGAAAAGGACAATATCAAGCGCGAGTTCGAAACGAAGGAGTGGAGCAAGTATCTGCCC

TCCAACTTCTGGACCGCCAAGAACCTGGAGAGAGTGTACGGACTGGCCCGGGAAAAGAACGCAGAGCTGTTTAACA

AGCTGAAGGCCGACGTGGAGAAGATGGACGAAAGAGAGCTGGAAAAGTATCAGAAGATCAACGACGCCAAGGATCT

GGCCAACCTGCGGCGGCTGGCCAGCGACTTCGGAGTGAAGTGGGAGGAGAAGGATTGGGACGAGTACTCCGGCCAG

ATCAAGAAGCAGATCACAGATTCCCAGAAGCTGACCATCATGAAGCAGAGAATCACAGCCGGCCTGAAGAAGAAGC

ACGGCATCGAAAACCTGAACCTGAGGATCACCATCGACATCAACAAGTCCAGAAAGGCCGTGCTGAATCGGATCGC

CATCCCCAGAGGATTTGTGAAGCGGCACATCCTGGGCTGGCAGGAATCCGAGAAGGTGAGCAAGAAGATCAGAGAA

GCCGAATGCGAGATTCTGCTGAGCAAGGAGTACGAGGAGCTGAGCAAGCAGTTCTTTCAGAGCAAGGACTACGACA

AGATGACCCGCATCAACGGCCTGTACGAGAAGAATAAGCTGATCGCCCTGATGGCCGTGTATCTGATGGGGCAGCT

GAGAATCCTGTTCAAGGAGCACACCAAGCTGGACGACATCACCAAGACCACCGTGGATTTCAAGATCAGCGACAAG

GTGACCGTGAAGATCCCCTTCTCCAACTATCCCTCCCTGGTGTACACCATGAGCAGCAAGTACGTGGACAATATCG

GCAACTACGGCTTCAGCAACAAGGACAAGGATAAGCCCATTCTGGGCAAGATCGACGTGATCGAGAAGCAGCGGAT

GGAGTTTATCAAGGAGGTGCTGGGATTCGAGAAGTACCTGTTTGACGATAAGATCATCGACAAGAGCAAGTTCGCC

GACACCGCCACCCACATCAGCTTTGCCGAAATCGTGGAAGAACTGGTGGAGAAGGGCTGGGACAAGGACCGGCTGA

CGAAGCTGAAGGATGCCCGGAACAAGGCCCTGCACGGCGAGATCCTGACCGGCACCAGCTTCGACGAGACAAAGTC

CCTGATCAACGAGCTGAAGAAGTAA(SEQ  ID  NO:24)

[0416] ATGAGCCCTGATTTCATCAAGCTGGAGAAGCAGGAAGCAGCCTTCTACTTTAACCAGACCGAGCTGAA

CCTGAAGGCCATCGAATCCAATATCCTGGATAAGCAGCAGAGAATGATCCTGCTGAACAACCCCAGAATCCTGGCC

AAGGTGGGCAACTTCATCTTCAATTTCCGGGACGTGACCAAGAACGCAAAGGGCGAAATCGACTGCCTGCTGTTCA

AGCTGGAGGAACTGCGGAACTTCTACAGCCACTACGTGCACACCGATAACGTGAAGGAACTGTCCAACGGAGAGAA

GCCTCTGCTGGAGCGGTACTACCAGATCGCCATCCAGGCCACAAGAAGCGAGGACGTGAAGTTCGAGCTGTTCGAG

ACCAGGAACGAGAACAAGATCACCGACGCAGGCGTGCTGTTCTTCCTGTGCATGTTCCTGAAGAAGAGCCAGGCTA

ATAAGCTGATTTCCGGCATCAGCGGCTTCAAGCGGAACGACCCCACCGGCCAGCCCAGACGGAACCTCTTTACCTA

CTTCTCTGCCCGGGAGGGCTACAAGGCCCTGCCTGACATGCAGAAGCACTTCCTGCTGTTCACCCTGGTGAACTAC

CTGAGCAACCAGGACGAGTACATCTCCGAGCTGAAGCAGTACGGAGAGATCGGACAGGGAGCCTTCTTCAACAGAA

TCGCCAGCACCTTCCTGAACATCAGCGGCATCAGCGGCAACACCAAGTTCTACAGCTACCAGAGCAAGAGAATCAA

GGAGCAGCGGGGCGAACTGAACAGCGAAAAGGACAGCTTCGAGTGGATCGAGCCCTTTCAGGGCAACTCTTATTTT

GAGATCAACGGCCACAAGGGCGTGATCGGCGAAGACGAGCTGAAGGAGCTGTGCTACGCCCTGCTGGTGGCCAAGC

AGGACATCAATGCCGTGGAGGGAAAGATCATGCAGTTCCTGAAGAAGTTCAGGAACACCGGCAACCTGCAGCAGGT

GAAGGACGACGAGATGCTGGAAATCGAGTACTTTCCCGCCAGCTACTTCAACGAGAGCAAGAAGGAGGACATCAAG

AAGGAGATCCTGGGCAGACTGGACAAGAAGATCCGGTCCTGCAGCGCCAAGGCCGAGAAGGCCTACGACAAGATGA

AGGAGGTGATGGAGTTTATCAATAACAGCCTGCCCGCCGAGGAGAAGCTGAAGAGGAAGGACTACCGCAGATACCT

GAAGATGGTGAGATTCTGGTCCAGAGAAAAGGGCAACATCGAGAGAGAGTTCAGAACCAAGGAGTGGTCCAAGTAC

TTCAGCAGCGACTTCTGGAGAAAGAACAATCTGGAGGATGTGTACAAGCTGGCCACCCAGAAGAACGCCGAGCTGT

TCAAGAATCTGAAGGCCGCCGCCGAGAAGATGGGCGAAACAGAATTCGAAAAGTACCAGCAGATCAACGATGTGAA

GGACCTGGCCAGCCTGAGACGGCTGACCCAGGATTTCGGCCTGAAGTGGGAGGAGAAGGATTGGGAGGAGTACAGC

GAACAGATCAAGAAGCAGATCACCGACCGGCAGAAGCTGACAATCATGAAGCAGCGGGTGACCGCCGAGCTGAAGA

AGAAGCACGGCATCGAGAATCTGAACCTCAGAATTACCATCGATTCCAACAAGAGCAGAAAGGCCGTGCTGAACAG

AATCGCCATTCCCCGGGGCTTCGTGAAGAAGCACATTCTGGGCTGGCAGGGCAGCGAAAAGATCAGCAAGAATATC
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CGGGAGGCCGAGTGCAAGATCCTGCTGTCCAAGAAGTATGAGGAGCTGTCTCGGCAGTTCTTTGAGGCTGGCAACT

TCGACAAGCTGACCCAGATCAACGGCCTGTACGAAAAGAATAAGCTGACCGCCTTCATGTCCGTCTACCTGATGGG

CAGACTGAACATCCAGCTGAACAAGCACACGGAGCTGGGAAATCTGAAGAAGACCGAGGTGGACTTCAAGATTTCC

GACAAGGTGACAGAAAAGATCCCCTTCTCCCAGTACCCTAGCCTGGTGTACGCTATGAGCCGGAAGTACGTGGACA

ACGTGGACAAGTACAAGTTCAGCCACCAGGACAAGAAGAAGCCCTTCCTGGGCAAGATCGACAGCATCGAAAAGGA

GAGAATCGAATTCATCAAGGAGGTGCTGGACTTCGAAGAGTACCTGTTTAAGAACAAGGTGATCGACAAGAGCAAG

TTCAGCGATACCGCCACCCATATCTCTTTCAAGGAAATCTGCGACGAGATGGGCAAGAAGGGCTGCAACCGCAACA

AGCTGACCGAGCTGAATAACGCTAGAAACGCCGCACTGCACGGAGAAATCCCCAGCGAGACCAGCTTCCGGGAGGC

CAAGCCCCTGATCAACGAACTGAAGAAGTAA(SEQ  ID  NO:25)

[0417] ATGAGCCCTGACTTCATCAAGCTGGAAAAGCAGGAAGCCGCCTTCTACTTTAATCAGACCGAGCTGAA

CCTGAAGGCCATCGAGAGCAACATCTTCGACAAGCAGCAGCGGGTGATCCTGCTGAATAACCCCCAGATCCTGGCC

AAGGTGGGCGACTTCATCTTCAACTTCCGGGACGTGACCAAGAACGCCAAGGGAGAAATCGACTGCCTGCTGCTGA

AGCTGCGGGAGCTGAGAAACTTCTACAGCCACTATGTGTACACCGACGACGTGAAGATCCTGAGCAACGGCGAGAG

GCCCCTGCTGGAGAAGTACTACCAGTTTGCCATCGAGGCCACCGGATCTGAGAATGTGAAGCTGGAGATCATCGAG

AGCAACAACCGGCTGACCGAAGCGGGCGTGCTGTTCTTCCTGTGCATGTTCCTGAAGAAGAGCCAGGCCAACAAGC

TGATTTCCGGCATCTCCGGATTCAAGCGCAACGACCCTACCGGACAGCCTCGGCGGAACCTGTTCACCTACTTTAG

CGTGCGGGAGGGCTACAAGGTGGTGCCCGACATGCAGAAGCACTTCCTGCTGTTCGTGCTGGTGAACCACCTGTCC

GGCCAGGATGACTATATTGAGAAGGCCCAGAAGCCCTACGACATCGGCGAAGGCCTGTTCTTCCACAGAATCGCCA

GCACCTTTCTCAACATCAGCGGCATCCTGAGAAACATGGAATTCTACATCTACCAGAGCAAGCGGCTGAAGGAGCA

GCAGGGAGAGCTGAAGAGAGAGAAGGACATCTTCCCTTGGATCGAGCCTTTCCAGGGCAACAGCTACTTTGAGATC

AACGGAAACAAGGGCATCATCGGCGAGGACGAACTGAAGGAACTGTGCTACGCCCTGCTGGTGGCCGGCAAGGACG

TGAGAGCCGTGGAAGGAAAGATCACCCAGTTCCTGGAGAAGTTCAAGAACGCCGATAACGCCCAGCAGGTGGAGAA

GGATGAAATGCTGGACCGGAACAACTTCCCTGCCAATTACTTTGCCGAAAGCAACATCGGCAGCATCAAGGAAAAG

ATCCTGAATAGACTGGGCAAGACCGACGACTCCTACAACAAGACCGGCACCAAGATCAAGCCCTACGACATGATGA

AGGAGGTGATGGAGTTCATCAATAATTCTCTGCCCGCCGATGAGAAGCTGAAGCGGAAGGACTACCGGAGATACCT

GAAGATGGTCCGGATCTGGGACAGCGAAAAGGACAATATCAAGCGGGAGTTTGAGAGCAAGGAATGGAGCAAGTAT

TTCAGCAGCGACTTCTGGATGGCCAAGAACCTGGAAAGAGTGTACGGCCTGGCCAGGGAAAAGAACGCCGAGCTGT

TTAACAAGCTGAAGGCCGTGGTGGAGAAGATGGACGAGCGGGAGTTCGAAAAGTACCGGCTGATCAACAGCGCCGA

AGACCTGGCCAGCCTGCGGAGACTGGCCAAGGACTTCGGCCTGAAGTGGGAGGAGAAGGACTGGCAGGAGTATTCT

GGCCAGATCAAGAAGCAGATCTCCGACAGACAGAAGCTGACAATTATGAAGCAGCGGATCACAGCCGAACTGAAGA

AGAAGCACGGAATCGAGAACCTGAATCTGCGGATCACCATCGACAGCAACAAGTCCAGAAAGGCCGTGCTGAACCG

GATCGCCGTGCCCCGGGGCTTCGTGAAGGAACACATCCTGGGCTGGCAAGGCTCTGAAAAGGTGAGCAAGAAGACC

AGAGAAGCCAAGTGCAAGATCCTGCTGAGCAAGGAGTACGAGGAACTGAGCAAGCAGTTCTTTCAGACACGGAATT

ACGACAAGATGACCCAGGTGAACGGCCTGTACGAGAAGAACAAGCTGCTGGCCTTCATGGTGGTGTACCTGATGGA

GAGACTGAACATCCTGCTGAACAAGCCCACAGAGCTGAACGAACTGGAAAAGGCCGAAGTGGACTTCAAGATCTCC

GACAAGGTGATGGCCAAGATCCCTTTCTCTCAGTACCCCAGCCTGGTGTATGCAATGAGCTCCAAGTACGCCGACA

GCGTGGGCTCTTACAAGTTCGAAAACGACGAGAAGAACAAGCCCTTTCTGGGCAAGATCGACACAATCGAGAAGCA

GAGAATGGAGTTCATCAAGGAGGTGCTGGGCTTCGAGGAATACCTGTTCGAGAAGAAGATCATCGATAAGAGCGAA

TTCGCCGACACCGCCACCCACATCAGCTTCGACGAGATCTGCAACGAGCTGATCAAGAAGGGCTGGGACAAGGACA
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AGCTGACCAAGCTGAAGGACGCCCGGAACGCCGCCCTGCACGGCGAGATCCCCGCCGAGACCAGCTTCCGGGAGGC

CAAGCCCCTGATTAACGGCCTGAAGAAGTAA(SEQ  ID  NO:26)

[0418] ATGAACATCATCAAGCTGAAGAAGGAGGAAGCCGCCTTTTACTTTAACCAGACAATCCTGAATCTGAG

CGGCCTGGACGAGATCATCGAGAAGCAGATCCCCCACATCATCTCCAATAAGGAAAACGCCAAGAAGGTGATTGAT

AAGATCTTCAATAACAGACTGCTGCTGAAGAGCGTGGAAAACTATATCTACAACTTCAAGGACGTGGCCAAGAACG

CCCGGACCGAAATCGAAGCCATCCTGCTGAAGCTGGTGGAGCTGAGAAACTTCTACTCCCACTACGTGCACAACGA

CACCGTGAAGATCCTGTCCAATGGCGAGAAGCCCATCCTGGAAAAGTACTACCAGATCGCCATCGAAGCCACCGGC

TCTAAGAACGTGAAGCTGGTCATTATCGAAAACAACAACTGCCTGACCGACTCCGGCGTGCTGTTCCTGCTGTGCA

TGTTCCTGAAGAAGAGCCAGGCCAACAAGCTGATTAGCAGCGTGAGCGGCTTTAAGCGGAACGACAAGGAAGGCCA

GCCCAGAAGGAACCTCTTTACTTACTATAGCGTGAGGGAAGGCTACAAGGTGGTGCCAGACATGCAGAAGCACTTC

CTGCTGTTCGCCCTGGTCAACCACCTGTCCGAGCAGGACGACCACATCGAGAAGCAGCAGCAGAGCGACGAGCTGG

GCAAGGGCCTGTTCTTCCACAGAATCGCCAGCACATTCCTGAATGAAAGCGGCATCTTCAACAAGATGCAGTTTTA

CACCTACCAGAGCAATCGGCTGAAGGAGAAGCGGGGCGAGCTGAAGCACGAGAAGGACACCTTCACCTGGATCGAG

CCTTTCCAGGGAAACAGCTACTTCACCCTGAACGGGCACAAGGGCGTGATCAGCGAGGATCAGCTGAAGGAACTGT

GCTACACAATCCTGATCGAGAAGCAGAACGTGGACAGCCTGGAGGGCAAGATCATTCAGTTCCTGAAGAAGTTTCA

GAACGTGTCTAGCAAGCAGCAGGTGGATGAGGACGAGCTGCTGAAGCGGGAATACTTCCCCGCCAACTACTTCGGC

CGGGCCGGCACCGGCACCCTGAAGGAGAAGATCCTGAACCGGCTGGACAAGCGGATGGACCCCACCAGCAAGGTGA

CCGACAAGGCCTATGACAAGATGATCGAGGTGATGGAGTTCATCAACATGTGCCTGCCCAGCGACGAGAAGCTGCG

GCAGAAGGATTACCGGAGATATCTGAAGATGGTCAGATTCTGGAACAAGGAGAAGCACAACATCAAGAGAGAATTC

GACAGCAAGAAGTGGACCAGATTCCTGCCCACCGAGCTGTGGAATAAGCGGAACCTGGAGGAAGCCTACCAGCTGG

CCCGGAAGGAGAACAAGAAGAAGCTGGAGGACATGAGGAATCAGGTGAGGAGCCTGAAGGAGAACGACCTGGAGAA

GTACCAGCAGATCAACTATGTGAACGACCTGGAAAACCTGCGGCTGCTGTCCCAAGAGCTGGGCGTGAAGTGGCAG

GAGAAGGACTGGGTGGAATACAGCGGCCAGATCAAGAAGCAGATCAGCGATAACCAGAAGCTGACAATCATGAAGC

AGAGAATCACCGCCGAGCTGAAGAAGATGCACGGCATCGAGAACCTGAACCTGAGAATCAGCATCGACACCAACAA

GTCCCGGCAGACTGTGATGAACAGAATTGCCCTGCCCAAGGGCTTCGTGAAGAACCACATTCAGCAGAACAGCAGC

GAGAAGATCAGCAAGAGAATCAGAGAGGACTACTGCAAGATCGAGCTGTCCGGCAAGTACGAAGAGCTGAGCAGAC

AGTTTTTCGACAAGAAGAACTTTGACAAGATGACCCTGATCAACGGACTGTGCGAGAAGAATAAGCTCATCGCCTT

CATGGTGATTTACCTGCTGGAGCGGCTGGGCTTCGAGCTGAAGGAGAAGACCAAGCTGGGCGAGCTGAAGCAGACC

CGGATGACATATAAGATCAGCGACAAGGTGAAGGAGGACATCCCCCTCTCCTACTACCCCAAGCTGGTGTACGCCA

TGAATCGGAAGTATGTGGACAACATCGATAGCTACGCCTTCGCCGCCTACGAGTCTAAGAAGGCCATCCTGGACAA

GGTGGACATCATTGAGAAGCAGAGAATGGAATTCATCAAGCAGGTGCTGTGCTTCGAGGAATACATCTTCGAGAAC

AGAATCATCGAGAAGAGCAAGTTCAACGATGAGGAGACCCACATCAGCTTCACCCAGATCCACGACGAACTGATCA

AGAAGGGCAGAGATACCGAAAAGCTGAGCAAGCTGAAGCACGCCAGAAACAAGGCCCTGCACGGCGAGATCCCCGA

CGGGACCAGCTTTGAGAAGGCCAAGCTGCTGATCAACGAAATCAAGAAGTAA(SEQ  ID  NO:27)

[0419] ATGAACGCCATCGAGCTGAAGAAGGAAGAGGCCGCCTTCTACTTCAACCAGGCCAGACTGAACATCTC

TGGCCTGGACGAAATCATCGAGAAGCAACTGCCACACATCGGCTCTAACAGAGAGAACGCCAAGAAGACTGTGGAC

ATGATCCTGGATAACCCCGAGGTGCTGAAGAAGATGGAAAACTACGTGTTCAACTCCCGCGATATTGCCAAGAATG

CCCGGGGCGAGCTGGAGGCCCTGCTGCTGAAGCTGGTCGAGCTGAGAAACTTCTATAGCCACTACGTGCACAAGGA

CGACGTCAAGACACTGAGCTACGGTGAGAAGCCTCTGCTGGATAAGTACTACGAGATCGCCATCGAAGCCACCGGA
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TCCAAGGACGTGCGGCTGGAGATCATTGACGACAAGAATAAGCTGACCGACGCCGGAGTGCTGTTCCTGCTGTGCA

TGTTCCTGAAGAAGAGCGAGGCTAACAAGCTGATTTCCAGCATCCGGGGCTTCAAGAGGAACGACAAGGAGGGCCA

GCCTAGAAGAAACCTGTTCACCTACTACAGCGTGAGAGAGGGCTATAAGGTGGTGCCCGACATGCAGAAGCACTTT

CTGCTGTTCACCCTGGTGAACCACCTGTCCAATCAGGACGAGTACATCTCCAACCTGCGCCCAAACCAGGAAATCG

GCCAGGGCGGATTTTTCCACCGGATCGCCAGCAAGTTCCTGAGCGACAGCGGAATCCTGCACAGCATGAAGTTCTA

CACATACAGATCCAAGCGGCTGACCGAGCAGCGGGGAGAGCTGAAGCCCAAGAAGGACCACTTTACATGGATCGAG

CCTTTCCAGGGCAATTCCTACTTCAGCGTGCAGGGCCAGAAGGGCGTGATCGGAGAGGAGCAGCTCAAGGAGCTGT

GCTACGTGCTGCTGGTGGCCCGGGAGGACTTCAGAGCCGTGGAGGGCAAGGTGACCCAGTTCCTGAAGAAGTTCCA

GAATGCCAATAACGTGCAGCAGGTGGAGAAGGACGAGGTGCTGGAAAAGGAGTACTTCCCCGCCAACTACTTTGAG

AACCGGGACGTGGGAAGAGTCAAGGACAAGATCCTGAACAGACTGAAGAAGATCACCGAGAGTTATAAGGCCAAGG

GTAGAGAGGTGAAGGCCTACGACAAGATGAAGGAAGTGATGGAGTTCATCAACAACTGCCTGCCCACCGATGAAAA

CCTGAAGCTGAAGGACTACCGGCGGTACCTGAAGATGGTGAGATTCTGGGGCAGAGAGAAGGAAAACATCAAGCGG

GAGTTCGACTCCAAGAAGTGGGAGCGCTTTCTCCCCCGGGAGCTGTGGCAGAAGAGAAACCTGGAGGACGCCTACC

AGCTCGCCAAGGAGAAGAACACAGAGCTGTTCAACAAGCTGAAGACCACCGTGGAGAGAATGAACGAACTGGAGTT

CGAGAAGTACCAGCAGATCAATGACGCCAAGGACCTGGCCAACCTGAGACAGCTGGCCAGAGACTTTGGAGTGAAG

TGGGAGGAAAAGGACTGGCAGGAATACTCTGGACAGATCAAGAAGCAGATCACCGACCGGCAGAAGCTGACCATCA

TGAAGCAGCGGATCACCGCCGCCCTGAAGAAGAAGCAGGGAATCGAAAACCTGAACCTGAGAATCACAACAGATAC

GAATAAGAGCAGGAAGGTGGTGCTGAACCGGATCGCACTGCCCAAGGGATTCGTCAGAAAGCACATCCTGAAGACC

GACATCAAGATCAGCAAGCAGATCCGGCAGAGCCAGTGCCCTATCATCCTGTCTAACAACTACATGAAGCTGGCCA

AGGAGTTCTTTGAAGAGCGGAACTTCGATAAGATGACCCAGATCAATGGCCTGTTCGAGAAGAACGTGCTGATCGC

CTTCATGATCGTGTACCTGATGGAGCAGCTGAACCTGAGACTGGGCAAGAACACCGAGCTGTCCAACCTGAAGAAG

ACCGAGGTGAACTTTACCATCACCGACAAGGTGACCGAGAAGGTGCAAATCTCCCAGTACCCCAGCCTGGTGTTCG

CCATTAACCGGGAGTACGTGGACGGCATCAGCGGCTACAAGCTGCCCCCCAAGAAGCCCAAGGAACCTCCCTACAC

CTTCTTCGAAAAGATCGACGCCATCGAAAAGGAGCGGATGGAATTCATCAAGCAGGTGCTGGGCTTCGAGGAGCAC

CTCTTCGAAAAGAACGTGATCGACAAGACCCGGTTTACCGACACCGCCACCCACATCAGCTTCAATGAGATCTGCG

ATGAGCTGATCAAGAAGGGCTGGGACGAAAACAAGATCATCAAGCTGAAGGATGCACGGAACGCTGCCCTGCACGG

CAAGATCCCTGAAGATACCTCCTTTGACGAAGCCAAGGTGCTGATCAACGAACTGAAGAAGTAA(SEQ  ID  NO:

28)

[0420] 图1显示了七种CRISPR/Cas13e和Cas13f基因座结构。

[0421] 使用RNAfold对pre‑crRNA中的七个DR序列的RNA二级结构进行了进一步分析。图2

显示了结果。很明显，全部都共享了非常保守的二级结构。

[0422] 例如，在Cas13e家族中，每个DR序列形成由以下组成的二级结构：4碱基对茎(5'‑

GCUG‑3')、随后是5+5个核苷酸的对称的凸起(不包括4个茎核苷酸)、进一步地随后是5碱基

对茎(5’‑GCC  C/U  C‑3’)和末端8碱基环(5'‑CGAUUUGU‑3'，不包括2个茎核苷酸)。

[0423] 同样地，在Cas13f家族中，除了一个例外(Cas13f.4)，每个DR序列形成由以下组成

的二级结构：5碱基对茎(5’GCUGU3’)、随后是5+4个核苷酸的接近对称的凸起(不包括4个茎

核苷酸)、进一步地随后是6碱基对茎(5’A/G  CCUCG3’)和末端5碱基环(5’AUUUG3’，不包括2

个茎核苷酸)。唯一的例外是Cas13f.4的DR，其中第二茎短1个碱基对，并在第一凸起处添加

了2个额外的碱基以形成大致对称的6+5凸起。
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[0424] 使用MAFFT对Cas13e和Cas13f蛋白以及先前鉴定的Cas13a、Cas13b、Cas13c和

Cas13d家族蛋白进行的多序列比对揭示了Cas13e和Cas13f蛋白与Cas13b蛋白在系统发育

树上相对最接近(图3)。

[0425] 此外，在RXXXXH基序相对于Cas蛋白的N‑末端和C‑末端的位置方面，与Cas13a、

Cas13c和Cas13d相比，Cas13e和Cas13f蛋白以及Cas13b蛋白(在较小程度上)具有更接近它

们的N‑末端和C‑末端的RXXXXH基序(参见图4)。

[0426] 然后使用了I‑TASSER预测Cas13e蛋白的3D结构，随后使用PyMOL对预测结构进行

可视化。尽管两个RXXXXH基序非常接近Cas13e.1的N‑末端和C‑末端，但它们在3D结构中非

常接近(图5)。

[0427] 实施例2Cas13e是效应RNA酶

[0428] 为了确认新鉴定的Cas13e蛋白是在CRISPR/Cas系统中发挥作用的有效RNA酶，将

Cas13e.1编码序列经密码子优化用于人表达(SEQ  ID  NO:22)，并克隆到具有GFP基因的第

一质粒中。同时，将靶向报告基因(mCherry)mRNA的指导RNA(gRNA)的编码序列克隆到具有

GFP基因的第二质粒中。gRNA由侧翼为Cas13e.1的两个同向重复序列的间隔编码区(SEQ  ID 

NO:29)组成。GFP和mCherry报告基因的序列分别为SEQ  ID  NO:30‑31。

[0429] GCTGGAGCAGCCCCCGATTTGTGGGGTGATTACAGCGGTCTTCGATATTCAAGCGTCGGAAGACCTGC

TGGAGCAGCCCCCGATTTGTGGGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:29)

[0430] ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACAT

GGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACC

GCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCT

CCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGA

GCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATC

TACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGG

CCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGG

CGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAACGTC

AACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCC

ACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA(SEQ  ID  NO:30)

[0431] ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT

AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATC

TGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCC

GCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCAT

CTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC

GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACA

ACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGG

CAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCAC

TACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGA

CCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTGA(SEQ  ID  NO:31)

[0432] 将HE K 2 9 3 T细胞按照标准方案在24孔组织培养板中培养，并用于使用

3000和P3000TM试剂进行的三重质粒转染，以引入分别编码Cas13e.1
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蛋白、靶向mCherry的gRNA、和mCherry编码序列的三种质粒。在阴性对照实验中，没有使用

编码靶向mCherry的gRNA的质粒，而是使用了编码非靶标gRNA的对照质粒。Cas13e.1和gRNA

质粒中存在GFP编码序列，因此GFP的表达可用作转染成功/效率的内部对照。参见图6中的

示意图。然后将经转染的HEK293T细胞在37℃、5％CO2下孵育约24小时，然后在荧光显微镜

下对细胞进行检查。

[0433] 如图7所示，经靶向mCherry的gRNA转染的细胞和经对照非靶向(NT)gRNA转染的细

胞在明场显微镜下具有等同的生长和形态，并且两者中的GFP表达大致等同。然而，基于流

式细胞术分析，来自mCherry表达的RFP信号显著降低了高达75％(图8)。这表明Cas13e可以

利用靶向mCherry的gRNA有效地敲低mCherry  mRNA水平，从而敲低mCherry蛋白表达。

[0434] 实施例3Cas13e的sgRNA的有效方向

[0435] 由于Cas13e系统理论上可以利用DR+间隔子(5'DR)或间隔子+DR(3'DR)取向，本实

验旨在确定Cas13e使用的正确取向。

[0436] 使用与实施例2中类似的三重转染实验设置，发现只有3'DR取向(间隔子+DR)支持

显著的mCherry敲低。这表明Cas13e使用其crRNA，所述crRNA具有在间隔子的3'端的DR序

列。参见图9。

[0437] DR+间隔子(5’DR)和间隔子+DR(3’DR)的sgRNA分别为SEQ  ID  NO:32和33。

[0438] GCTGGAGCAGCCCCCGATTTGTGGGGTGATTACAGCGGTCTTCGATATTCAAGCGTCGGAAGACCT

(SEQ  ID  NO:32)

[0439] GGTCTTCGATATTCAAGCGTCGGAAGACCTGCTGGAGCAGCCCCCGATTTGTGGGGTGATTACAGC

(SEQ  ID  NO:33)

[0440] 实施例4间隔序列长度对Cas13e.1的特异性活性和附带活性的影响

[0441] 为了研究间隔序列长度对Cas13e.1的特异性活性和附带活性的影响，设计了一组

靶向mCherry报告基因的sgRNA，间隔序列长度为20nt、25nt、30nt、35nt、40nt、45nt或50nt

(SEQ  ID  NO:34‑40)。

[0442] TTGGTGCCGCGCAGCTTCAC(SEQ  ID  NO:34)

[0443] TTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTTGT(SEQ  ID  NO:35)

[0444] TTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTTGTAGATG(SEQ  ID  NO:36)

[0445] TTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTTGTAGATGAACTC(SEQ  ID  NO:37)

[0446] TTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTTGTAGATGAACTCGCCGT(SEQ  ID  NO:38)

[0447] TTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTTGTAGATGAACTCGCCGTCCTGC(SEQ  ID  NO:39)

[0448] TTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTTGTAGATGAACTCGCCGTCCTGCAGGGA(SEQ  ID  NO:40)

[0449] 使用与实施例2中类似的三重转染实验设置，通过流式细胞术分析了mCherry和

GFP基因的敲低效率。

[0450] mCherry和GFP敲低实验的结果分别显示了Cas13e.1的特异性活性和非特异性活

性(附带活性)。发现间隔子长度在约30nt至约50nt之间的Cas13e.1具有高特异性活性。参

见图10。同时，当间隔子长度为约30nt时，Cas13e.1具有最高的非特异性活性。参见图11。

[0451] 实施例5使用dCas13e.1‑ADAR2DD融合物进行的单碱基RNA编辑

[0452] 为了测试Cas13e是否可用于RNA单碱基编辑，通过对两个RXXXXH基序进行突变以

消除RNA酶活性来生成dCas13e.1。然后将具有E488Q和T375G双突变的高保真ADAR2DD突变
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体与dCas13e.1的(C‑末端)融合，以创建命名为dCas13e.1‑ADAR2DD的推定A至G单碱基RNA

编辑子。参见SEQ  ID  NO:41中的编码序列。

[0453] ATGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGCCCAGGTGAGCAAGCAGACCTCCAAGAAGAGGGAGCTGAGCAT

CGACGAGTACCAGGGCGCCCGGAAGTGGTGCTTCACCATTGCCTTCAACAAGGCCCTGGTGAACCGGGACAAGAAC

GACGGCCTGTTCGTGGAAAGCCTGCTGAGACACGAGAAGTACAGCAAGCACGACTGGTACGACGAAGATACCCGGG

CCCTGATCAAGTGCAGCACCCAGGCCGCCAACGCCAAGGCTGAAGCCCTGGCGAACTACTTCAGTGCTTACCGGCA

TAGCCCTGGCTGCCTGACCTTCACCGCCGAGGACGAACTGCGGACCATCATGGAGAGAGCCTATGAGCGGGCCATC

TTCGAGTGCAGAAGAAGAGAGACAGAGGTGATCATCGAGTTTCCCAGCCTGTTCGAGGGCGACCGGATCACCACCG

CCGGCGTGGTGTTTTTCGTGAGCTTTTTCGTGGAAAGAAGAGTGCTGGATCGGCTGTATGGAGCCGTGTCCGGCCT

GAAGAAGAATGAGGGACAGTACAAGCTGACCCGGAAGGCCCTGAGCATGTACTGCCTGAAGGACAGCAGATTCACC

AAGGCCTGGGATAAGCGGGTGCTGCTGTTCAGAGACATCCTGGCCCAGCTGGGAAGAATCCCCGCCGAGGCCTACG

AGTACTACCACGGCGAGCAGGGTGATAAGAAGAGAGCTAACGACAATGAGGGCACAAATCCCAAGCGGCACAAGGA

CAAGTTCATCGAATTTGCACTGCACTACCTGGAAGCCCAGCACAGCGAGATCTGCTTCGGCAGACGCCACATCGTG

CGGGAAGAGGCCGGCGCCGGCGATGAGCACAAGAAGCACCGGACCAAGGGAAAGGTGGTGGTGGACTTCAGCAAGA

AGGACGAGGACCAGAGCTACTATATCTCCAAGAACAACGTGATCGTGCGGATCGACAAGAACGCCGGCCCTAGAAG

CTACCGGATGGGCCTGAACGAGCTGAAGTACCTCGTGCTGCTGAGCCTGCAGGGGAAGGGCGACGATGCCATCGCC

AAGCTGTACAGATACAGACAGCACGTGGAGAACATCCTGGATGTGGTGAAGGTGACCGATAAGGATAACCACGTGT

TCCTGCCCCGCTTCGTGCTGGAGCAGCACGGCATCGGCAGAAAGGCCTTCAAGCAGCGGATCGATGGACGGGTGAA

GCACGTGCGGGGCGTGTGGGAGAAGAAGAAGGCCGCCACCAATGAAATGACCCTGCACGAGAAGGCCAGAGACATC

CTGCAGTACGTGAACGAAAACTGCACCCGGTCCTTCAACCCTGGCGAATACAACAGACTGCTGGTGTGCCTGGTGG

GCAAGGACGTGGAGAACTTTCAGGCCGGCCTGAAGCGGCTGCAGCTGGCCGAAAGGATCGATGGCCGGGTGTACTC

CATCTTCGCCCAGACCAGCACCATCAATGAGATGCACCAGGTGGTGTGCGACCAGATCCTGAACCGGCTGTGCAGA

ATCGGCGACCAGAAGCTGTACGATTACGTGGGACTGGGCAAGAAGGACGAAATCGACTACAAGCAGAAGGTGGCCT

GGTTCAAGGAGCACATCAGCATCCGGAGAGGATTCCTGAGAAAGAAGTTCTGGTACGATAGCAAGAAGGGATTCGC

AAAGCTGGTGGAGGAACACCTGGAGTCCGGCGGCGGCCAGCGCGACGTGGGCCTGGACAAGAAGTACTACCACATC

GACGCCATCGGCAGATTCGAGGGCGCCAACCCCGCCCTGTACGAGACCCTGGCCAGAGATCGGCTGTGCCTCATGA

TGGCCCAGTACTTCCTGGGCAGCGTGAGAAAGGAACTGGGCAACAAGATTGTGTGGAGCAACGACAGCATCGAACT

GCCTGTGGAAGGCTCTGTGGGAAATGAGAAGAGCATCGTGTTCTCCGTGTCTGACTACGGCAAGCTGTACGTGCTG

GACGATGCCGAATTCCTGGGCCGGATCTGCGAATACTTCATGCCCCACGAAAAGGGCAAGATCCGGTACCACACAG

TGTACGAAAAGGGCTTTAGAGCATACAACGACCTGCAGAAGAAGTGCGTGGAGGCCGTGCTGGCTTTCGAAGAGAA

GGTGGTGAAGGCCAAGAAGATGAGCGAGAAGGAAGGCGCCCACTACATCGACTTCCGGGAGATCCTGGCCCAGACC

ATGTGCAAGGAGGCCGAGAAGACCGCAGTGAACAAGGTGGCGGCTGCCTTCTTCGCTGCGCACCTGAAGTTCGTGA

TTGACGAGTTCGGCCTGTTCAGCGACGTGATGAAGAAGTACGGCATCGAGAAGGAATGGAAGTTCCCTGTCAAGCC

CAAGAAGAAGCGGAAGGTGGGTGGAGGCGGAGGTTCTGGGGGAGGAGGTAGTGGCGGTGGTGGTTCAGGAGGCGGC

GGAAGCCAGCTGCATTTACCGCAGGTTTTAGCTGACGCTGTCTCACGCCTGGTCCTGGGTAAGTTTGGTGACCTGA

CCGACAACTTCTCCTCCCCTCACGCTCGCAGAAAAGTGCTGGCTGGAGTCGTCATGACAACAGGCACAGATGTTAA

AGATGCCAAGGTGATAAGTGTTTCTACAGGAGGCAAATGTATTAATGGTGAATACATGAGTGATCGTGGCCTTGCA

TTAAATGACTGCCATGCAGAAATAATATCTCGGAGATCCTTGCTCAGATTTCTTTATACACAACTTGAGCTTTACT

TAAATAACAAAGATGATCAAAAAAGATCCATCTTTCAGAAATCAGAGCGAGGGGGGTTTAGGCTGAAGGAGAATGT
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CCAGTTTCATCTGTACATCAGCACCTCTCCCTGTGGAGATGCCAGAATCTTCTCACCACATGAGCCAATCCTGGAA

GAACCAGCAGATAGACACCCAAATCGTAAAGCAAGAGGACAGCTACGGACCAAAATAGAGTCTGGTCAGGGGACGA

TTCCAGTGCGCTCCAATGCGAGCATCCAAACGTGGGACGGGGTGCTGCAAGGGGAGCGGCTGCTCACCATGTCCTG

CAGTGACAAGATTGCACGCTGGAACGTGGTGGGCATCCAGGGATCACTGCTCAGCATTTTCGTGGAGCCCATTTAC

TTCTCGAGCATCATCCTGGGCAGCCTTTACCACGGGGACCACCTTTCCAGGGCCATGTACCAGCGGATCTCCAACA

TAGAGGACCTGCCACCTCTCTACACCCTCAACAAGCCTTTGCTCAGTGGCATCAGCAATGCAGAAGCACGGCAGCC

AGGGAAGGCCCCCAACTTCAGTGTCAACTGGACGGTAGGCGACTCCGCTATTGAGGTCATCAACGCCACGACTGGG

AAGGATGAGCTGGGCCGCGCGTCCCGCCTGTGTAAGCACGCGTTGTACTGTCGCTGGATGCGTGTGCACGGCAAGG

TTCCCTCCCACTTACTACGCTCCAAGATTACCAAGCCCAACGTGTACCATGAGTCCAAGCTGGCGGCAAAGGAGTA

CCAGGCCGCCAAGGCGCGTCTGTTCACAGCCTTCATCAAGGCGGGGCTGGGGGCCTGGGTGGAGAAGCCCACCGAG

CAGGACCAGTTCTCACTCACGTACCCATACGACGTACCAGATTACGCTTAA(SEQ  ID  NO:41)

[0454] 为了用作推定RNA碱基编辑子的靶标，野生型mCherry编码序列经突变以产生提前

终止密码子TAG(参见SEQ  ID  NO:42中的粗体且加双下划线的序列)，使得在没有通过RNA碱

基编辑子将A校正为G的情况下不会产生功能性mCherry蛋白。参见图12和14。然后设计gRNA

以实现所希望的A至G编辑(图12和14)，并且使用标准方案将编码dCas13e.1‑ADAR2DD碱基

编辑子的CX530质粒、编码sgRNA的CX537/Cx538质粒、和编码突变mCherry基因的CX337质粒

三重转染到HEK293T细胞中。将经转染的HEK293T细胞在37℃、5％CO2下孵育24小时，然后使

细胞经受流式细胞术以分离具有校正的mCherry  mRNA并表达mCherry蛋白的细胞。参见说

明性图——图12。图13显示了流式细胞术分析的结果。

[0455] 很明显，gRNA‑1(SEQ  ID  NO:43)和gRNA‑2(SEQ  ID  NO:44)两者都成功地校正了

TAG提前终止密码子以生成功能性mCherry蛋白。

[0456]

[0457] caagtagtcggggatgtcggcggggtgcttcacCtaggccttggagccgtGCTGGAGCAGCCCCCGAT

TTGTGGGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:  43)

[0458] cggggatgtcggcggggtgcttcacCtaggccttggagccgtacatgaacGCTGGAGCAGCCCCCGAT

TTGTGGGGTGATTACAGC(SEQ  ID  NO:  44)

[0459] 实施例6使用缩短的dCas13e.1‑ADAR2DD融合物进行的单碱基RNA编辑

[0460] 为了确定可用于RNA单碱基编辑的dCas13e.1的最小尺寸，生成了一系列五种表达

dCas13e.1的渐进增大的C‑末端缺失的构建体，每个构建体的C‑末端减少30个残基(即，30

个、60个、90个、120个和150个残基缺失)。所得的构建体用于创建在各自的C‑末端处与高保

真adar2(ADAR2DD)融合的dCas13e.1的编码序列。将这些构建体克隆到Vysz15(“V15”)至
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Vysz‑19(“V19”)质粒中(图15)，用于与实施例4中的实验类似的实验。在所有这些构建体

中，融合蛋白从CMV启动子(pCMV)和增强子(eCMV)表达，并且紧接进一步增强蛋白表达的内

含子的下游。两个核定位序列(NLS)位于融合物的dCas13e.1部分的N‑末端和C‑末端处，并

且ADAR2结构域(如ADAR2DD)通过NLS接头与C‑末端NLS融合，并由HA标签在C‑末端处加标

签。在EFS启动子(pEFS)独立控制下的EGFP编码序列存在于所有质粒的聚A添加序列的下

游。

[0461] 有趣的是，发现渐进C‑末端缺失稳定地增加了融合编辑子中的RNA碱基编辑活性，

使得具有150个C‑末端残基缺失的编辑子(在V19中)展现了最高的碱基编辑活性。参见图

16。然而，C‑末端缺失180个残基似乎已经消除了碱基编辑活性，这表明Cas13e.1的C‑末端

的最大/最佳缺失可能在150‑180个残基之间。

[0462] 基于这一发现，针对具有150个C‑末端残基缺失的dCas13e.1生成了一系列N‑末端

缺失突变体。生成了七个这样的N‑末端缺失突变体，分别具有30个、60个、90个、120个、150

个、180个和210个残基缺失。参见图17。图18中的结果显示出在以下突变体中观察到最好的

RNA编辑活性：所述突变体具有180个N‑末端残基缺失和150个C‑末端残基缺失，即从775个

残基的Cas13e.1蛋白中总共缺失330个残基，以产生用于生成ADAR2DD融合物的445个残基

的最佳dCas13e.1。

[0463] 实施例7使用不同的Cas13蛋白进行的哺乳动物内源性mRNA敲低效率比较

[0464] 该实验表明，Cas13e和Cas13f蛋白(尤其是Cas13f.1)高效敲低了哺乳动物内源性

靶mRNA，比先前鉴定出的Cas13蛋白好。

[0465] 特别地，构建了五种质粒，每种质粒表达Cas13蛋白中的一种，所述Cas13蛋白即

Cas13e .1(SEQ  ID  NO:22)、Cas13f .1(SEQ  ID  NO:23)、LwaCas13a(SEQ  ID  NO:45)、

PspCas13b(SEQ  ID  NO:46)、和RxCas13d(SEQ  ID  NO:47)。每种质粒还编码了mCherry报告

基因，以及侧翼为两个天然DR序列的各个Cas13蛋白的sgRNA/crRNA编码序列。这些sgRNA设

计为具有靶向ANXA4  mRNA的间隔序列。参见SEQ  ID  NO:48‑50。作为阴性对照，构建了5种额

外的质粒，每种质粒编码非靶向sgRNA/crRNA，而不是靶向ANXA4的sgRNA/crRNA(“对照NT构

建体”)。参见图19。

[0466] ATGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGGATCCATGAAAGTGACCAAGGTCGATGGCATCAGCCACAAGAA

GTACATCGAAGAGGGCAAGCTCGTGAAGTCCACCAGCGAGGAAAACCGGACCAGCGAGAGACTGAGCGAGCTGCTG

AGCATCCGGCTGGACATCTACATCAAGAACCCCGACAACGCCTCCGAGGAAGAGAACCGGATCAGAAGAGAGAACC

TGAAGAAGTTCTTTAGCAACAAGGTGCTGCACCTGAAGGACAGCGTGCTGTATCTGAAGAACCGGAAAGAAAAGAA

CGCCGTGCAGGACAAGAACTATAGCGAAGAGGACATCAGCGAGTACGACCTGAAAAACAAGAACAGCTTCTCCGTG

CTGAAGAAGATCCTGCTGAACGAGGACGTGAACTCTGAGGAACTGGAAATCTTTCGGAAGGACGTGGAAGCCAAGC

TGAACAAGATCAACAGCCTGAAGTACAGCTTCGAAGAGAACAAGGCCAACTACCAGAAGATCAACGAGAACAACGT

GGAAAAAGTGGGCGGCAAGAGCAAGCGGAACATCATCTACGACTACTACAGAGAGAGCGCCAAGCGCAACGACTAC

ATCAACAACGTGCAGGAAGCCTTCGACAAGCTGTATAAGAAAGAGGATATCGAGAAACTGTTTTTCCTGATCGAGA

ACAGCAAGAAGCACGAGAAGTACAAGATCCGCGAGTACTATCACAAGATCATCGGCCGGAAGAACGACAAAGAGAA

CTTCGCCAAGATTATCTACGAAGAGATCCAGAACGTGAACAACATCAAAGAGCTGATTGAGAAGATCCCCGACATG

TCTGAGCTGAAGAAAAGCCAGGTGTTCTACAAGTACTACCTGGACAAAGAGGAACTGAACGACAAGAATATTAAGT

ACGCCTTCTGCCACTTCGTGGAAATCGAGATGTCCCAGCTGCTGAAAAACTACGTGTACAAGCGGCTGAGCAACAT
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CAGCAACGATAAGATCAAGCGGATCTTCGAGTACCAGAATCTGAAAAAGCTGATCGAAAACAAACTGCTGAACAAG

CTGGACACCTACGTGCGGAACTGCGGCAAGTACAACTACTATCTGCAAGTGGGCGAGATCGCCACCTCCGACTTTA

TCGCCCGGAACCGGCAGAACGAGGCCTTCCTGAGAAACATCATCGGCGTGTCCAGCGTGGCCTACTTCAGCCTGAG

GAACATCCTGGAAACCGAGAACGAGAACGATATCACCGGCCGGATGCGGGGCAAGACCGTGAAGAACAACAAGGGC

GAAGAGAAATACGTGTCCGGCGAGGTGGACAAGATCTACAATGAGAACAAGCAGAACGAAGTGAAAGAAAATCTGA

AGATGTTCTACAGCTACGACTTCAACATGGACAACAAGAACGAGATCGAGGACTTCTTCGCCAACATCGACGAGGC

CATCAGCAGCATCAGACACGGCATCGTGCACTTCAACCTGGAACTGGAAGGCAAGGACATCTTCGCCTTCAAGAAT

ATCGCCCCCAGCGAGATCTCCAAGAAGATGTTTCAGAACGAAATCAACGAAAAGAAGCTGAAGCTGAAAATCTTCA

AGCAGCTGAACAGCGCCAACGTGTTCAACTACTACGAGAAGGATGTGATCATCAAGTACCTGAAGAATACCAAGTT

CAACTTCGTGAACAAAAACATCCCCTTCGTGCCCAGCTTCACCAAGCTGTACAACAAGATTGAGGACCTGCGGAAT

ACCCTGAAGTTTTTTTGGAGCGTGCCCAAGGACAAAGAAGAGAAGGACGCCCAGATCTACCTGCTGAAGAATATCT

ACTACGGCGAGTTCCTGAACAAGTTCGTGAAAAACTCCAAGGTGTTCTTTAAGATCACCAATGAAGTGATCAAGAT

TAACAAGCAGCGGAACCAGAAAACCGGCCACTACAAGTATCAGAAGTTCGAGAACATCGAGAAAACCGTGCCCGTG

GAATACCTGGCCATCATCCAGAGCAGAGAGATGATCAACAACCAGGACAAAGAGGAAAAGAATACCTACATCGACT

TTATTCAGCAGATTTTCCTGAAGGGCTTCATCGACTACCTGAACAAGAACAATCTGAAGTATATCGAGAGCAACAA

CAACAATGACAACAACGACATCTTCTCCAAGATCAAGATCAAAAAGGATAACAAAGAGAAGTACGACAAGATCCTG

AAGAACTATGAGAAGCACAATCGGAACAAAGAAATCCCTCACGAGATCAATGAGTTCGTGCGCGAGATCAAGCTGG

GGAAGATTCTGAAGTACACCGAGAATCTGAACATGTTTTACCTGATCCTGAAGCTGCTGAACCACAAAGAGCTGAC

CAACCTGAAGGGCAGCCTGGAAAAGTACCAGTCCGCCAACAAAGAAGAAACCTTCAGCGACGAGCTGGAACTGATC

AACCTGCTGAACCTGGACAACAACAGAGTGACCGAGGACTTCGAGCTGGAAGCCAACGAGATCGGCAAGTTCCTGG

ACTTCAACGAAAACAAAATCAAGGACCGGAAAGAGCTGAAAAAGTTCGACACCAACAAGATCTATTTCGACGGCGA

GAACATCATCAAGCACCGGGCCTTCTACAATATCAAGAAATACGGCATGCTGAATCTGCTGGAAAAGATCGCCGAT

AAGGCCAAGTATAAGATCAGCCTGAAAGAACTGAAAGAGTACAGCAACAAGAAGAATGAGATTGAAAAGAACTACA

CCATGCAGCAGAACCTGCACCGGAAGTACGCCAGACCCAAGAAGGACGAAAAGTTCAACGACGAGGACTACAAAGA

GTATGAGAAGGCCATCGGCAACATCCAGAAGTACACCCACCTGAAGAACAAGGTGGAATTCAATGAGCTGAACCTG

CTGCAGGGCCTGCTGCTGAAGATCCTGCACCGGCTCGTGGGCTACACCAGCATCTGGGAGCGGGACCTGAGATTCC

GGCTGAAGGGCGAGTTTCCCGAGAACCACTACATCGAGGAAATTTTCAATTTCGACAACTCCAAGAATGTGAAGTA

CAAAAGCGGCCAGATCGTGGAAAAGTATATCAACTTCTACAAAGAACTGTACAAGGACAATGTGGAAAAGCGGAGC

ATCTACTCCGACAAGAAAGTGAAGAAACTGAAGCAGGAAAAAAAGGACCTGTACATCCGGAACTACATTGCCCACT

TCAACTACATCCCCCACGCCGAGATTAGCCTGCTGGAAGTGCTGGAAAACCTGCGGAAGCTGCTGTCCTACGACCG

GAAGCTGAAGAACGCCATCATGAAGTCCATCGTGGACATTCTGAAAGAATACGGCTTCGTGGCCACCTTCAAGATC

GGCGCTGACAAGAAGATCGAAATCCAGACCCTGGAATCAGAGAAGATCGTGCACCTGAAGAATCTGAAGAAAAAGA

AACTGATGACCGACCGGAACAGCGAGGAACTGTGCGAACTCGTGAAAGTCATGTTCGAGTACAAGGCCCTGGAATGA

(SEQ  ID  NO:45)

[0467] ATGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGTCGACAACATCCCCGCTCTGGTGGAAAACCAGAAGAAGTACTT

TGGCACCTACAGCGTGATGGCCATGCTGAACGCTCAGACCGTGCTGGACCACATCCAGAAGGTGGCCGATATTGAG

GGCGAGCAGAACGAGAACAACGAGAATCTGTGGTTTCACCCCGTGATGAGCCACCTGTACAACGCCAAGAACGGCT

ACGACAAGCAGCCCGAGAAAACCATGTTCATCATCGAGCGGCTGCAGAGCTACTTCCCATTCCTGAAGATCATGGC

CGAGAACCAGAGAGAGTACAGCAACGGCAAGTACAAGCAGAACCGCGTGGAAGTGAACAGCAACGACATCTTCGAG
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GTGCTGAAGCGCGCCTTCGGCGTGCTGAAGATGTACAGGGACCTGACCAACCACTACAAGACCTACGAGGAAAAGC

TGAACGACGGCTGCGAGTTCCTGACCAGCACAGAGCAACCTCTGAGCGGCATGATCAACAACTACTACACAGTGGC

CCTGCGGAACATGAACGAGAGATACGGCTACAAGACAGAGGACCTGGCCTTCATCCAGGACAAGCGGTTCAAGTTC

GTGAAGGACGCCTACGGCAAGAAAAAGTCCCAAGTGAATACCGGATTCTTCCTGAGCCTGCAGGACTACAACGGCG

ACACACAGAAGAAGCTGCACCTGAGCGGAGTGGGAATCGCCCTGCTGATCTGCCTGTTCCTGGACAAGCAGTACAT

CAACATCTTTCTGAGCAGGCTGCCCATCTTCTCCAGCTACAATGCCCAGAGCGAGGAACGGCGGATCATCATCAGA

TCCTTCGGCATCAACAGCATCAAGCTGCCCAAGGACCGGATCCACAGCGAGAAGTCCAACAAGAGCGTGGCCATGG

ATATGCTCAACGAAGTGAAGCGGTGCCCCGACGAGCTGTTCACAACACTGTCTGCCGAGAAGCAGTCCCGGTTCAG

AATCATCAGCGACGACCACAATGAAGTGCTGATGAAGCGGAGCAGCGACAGATTCGTGCCTCTGCTGCTGCAGTAT

ATCGATTACGGCAAGCTGTTCGACCACATCAGGTTCCACGTGAACATGGGCAAGCTGAGATACCTGCTGAAGGCCG

ACAAGACCTGCATCGACGGCCAGACCAGAGTCAGAGTGATCGAGCAGCCCCTGAACGGCTTCGGCAGACTGGAAGA

GGCCGAGACAATGCGGAAGCAAGAGAACGGCACCTTCGGCAACAGCGGCATCCGGATCAGAGACTTCGAGAACATG

AAGCGGGACGACGCCAATCCTGCCAACTATCCCTACATCGTGGACACCTACACACACTACATCCTGGAAAACAACA

AGGTCGAGATGTTTATCAACGACAAAGAGGACAGCGCCCCACTGCTGCCCGTGATCGAGGATGATAGATACGTGGT

CAAGACAATCCCCAGCTGCCGGATGAGCACCCTGGAAATTCCAGCCATGGCCTTCCACATGTTTCTGTTCGGCAGC

AAGAAAACCGAGAAGCTGATCGTGGACGTGCACAACCGGTACAAGAGACTGTTCCAGGCCATGCAGAAAGAAGAAG

TGACCGCCGAGAATATCGCCAGCTTCGGAATCGCCGAGAGCGACCTGCCTCAGAAGATCCTGGATCTGATCAGCGG

CAATGCCCACGGCAAGGATGTGGACGCCTTCATCAGACTGACCGTGGACGACATGCTGACCGACACCGAGCGGAGA

ATCAAGAGATTCAAGGACGACCGGAAGTCCATTCGGAGCGCCGACAACAAGATGGGAAAGAGAGGCTTCAAGCAGA

TCTCCACAGGCAAGCTGGCCGACTTCCTGGCCAAGGACATCGTGCTGTTTCAGCCCAGCGTGAACGATGGCGAGAA

CAAGATCACCGGCCTGAACTACCGGATCATGCAGAGCGCCATTGCCGTGTACGATAGCGGCGACGATTACGAGGCC

AAGCAGCAGTTCAAGCTGATGTTCGAGAAGGCCCGGCTGATCGGCAAGGGCACAACAGAGCCTCATCCATTTCTGT

ACAAGGTGTTCGCCCGCAGCATCCCCGCCAATGCCGTCGAGTTCTACGAGCGCTACCTGATCGAGCGGAAGTTCTA

CCTGACCGGCCTGTCCAACGAGATCAAGAAAGGCAACAGAGTGGATGTGCCCTTCATCCGGCGGGACCAGAACAAG

TGGAAAACACCCGCCATGAAAACCCTGGGCAGAATCTACAGCGAGGATCTGCCCGTGGAACTGCCCAGACAGATGT

TCGACAATGAGATCAAGTCCCACCTGAAGTCCCTGCCACAGATGGAAGGCATCGACTTCAACAATGCCAACGTGAC

CTATCTGATCGCCGAGTACATGAAGAGAGTGCTGGACGACGACTTCCAGACCTTCTACCAGTGGAACCGCAACTAC

CGGTACATGGACATGCTTAAGGGCGAGTACGACAGAAAGGGCTCCCTGCAGCACTGCTTCACCAGCGTGGAAGAGA

GAGAAGGCCTCTGGAAAGAGCGGGCCTCCAGAACAGAGCGGTACAGAAAGCAGGCCAGCAACAAGATCCGCAGCAA

CCGGCAGATGAGAAACGCCAGCAGCGAAGAGATCGAGACAATCCTGGATAAGCGGCTGAGCAACAGCCGGAACGAG

TACCAGAAAAGCGAGAAAGTGATCCGGCGCTACAGAGTGCAGGATGCCCTGCTGTTTCTGCTGGCCAAAAAGACCC

TGACCGAACTGGCCGATTTCGACGGCGAGAGGTTCAAACTGAAAGAAATCATGCCCGACGCCGAGAAGGGAATCCT

GAGCGAGATCATGCCCATGAGCTTCACCTTCGAGAAAGGCGGCAAGAAGTACACCATCACCAGCGAGGGCATGAAG

CTGAAGAACTACGGCGACTTCTTTGTGCTGGCTAGCGACAAGAGGATCGGCAACCTGCTGGAACTCGTGGGCAGCG

ACATCGTGTCCAAAGAGGATATCATGGAAGAGTTCAACAAATACGACCAGTGCAGGCCCGAGATCAGCTCCATCGT

GTTCAACCTGGAAAAGTGGGCCTTCGACACATACCCCGAGCTGTCTGCCAGAGTGGACCGGGAAGAGAAGGTGGAC

TTCAAGAGCATCCTGAAAATCCTGCTGAACAACAAGAACATCAACAAAGAGCAGAGCGACATCCTGCGGAAGATCC

GGAACGCCTTCGATCACAACAATTACCCCGACAAAGGCGTGGTGGAAATCAAGGCCCTGCCTGAGATCGCCATGAG

CATCAAGAAGGCCTTTGGGGAGTACGCCATCATGAAGGGATCCCTTCAATGA(SEQ  ID  NO:46)
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[0468] ATGCCTAAAAAGAAAAGAAAGGTGGGTTCTGGTATCGAGAAGAAGAAGAGCTTCGCCAAGGGCATGGG

AGTGAAGAGCACCCTGGTGTCCGGCTCTAAGGTGTACATGACCACATTTGCTGAGGGAAGCGACGCCAGGCTGGAG

AAGATCGTGGAGGGCGATAGCATCAGATCCGTGAACGAGGGAGAGGCTTTCAGCGCCGAGATGGCTGACAAGAACG

CTGGCTACAAGATCGGAAACGCCAAGTTTTCCCACCCAAAGGGCTACGCCGTGGTGGCTAACAACCCACTGTACAC

CGGACCAGTGCAGCAGGACATGCTGGGACTGAAGGAGACACTGGAGAAGAGGTACTTCGGCGAGTCCGCCGACGGA

AACGATAACATCTGCATCCAGGTCATCCACAACATCCTGGATATCGAGAAGATCCTGGCTGAGTACATCACAAACG

CCGCTTACGCCGTGAACAACATCTCCGGCCTGGACAAGGATATCATCGGCTTCGGAAAGTTTTCTACCGTGTACAC

ATACGACGAGTTCAAGGATCCAGAGCACCACCGGGCCGCTTTTAACAACAACGACAAGCTGATCAACGCCATCAAG

GCTCAGTACGACGAGTTCGATAACTTTCTGGATAACCCCAGGCTGGGCTACTTCGGACAGGCTTTCTTTTCTAAGG

AGGGCAGAAACTACATCATCAACTACGGAAACGAGTGTTACGACATCCTGGCCCTGCTGAGCGGACTGAGGCACTG

GGTGGTGCACAACAACGAGGAGGAGTCTCGGATCAGCCGCACCTGGCTGTACAACCTGGACAAGAACCTGGATAAC

GAGTACATCTCCACACTGAACTACCTGTACGACAGGATCACCAACGAGCTGACAAACAGCTTCTCCAAGAACTCTG

CCGCTAACGTGAACTACATCGCTGAGACCCTGGGCATCAACCCAGCTGAGTTCGCTGAGCAGTACTTCAGATTTTC

CATCATGAAGGAGCAGAAGAACCTGGGCTTCAACATCACAAAGCTGAGAGAAGTGATGCTGGACAGAAAGGATATG

TCCGAGATCAGGAAGAACCACAAGGTGTTCGATTCTATCAGAACCAAGGTGTACACAATGATGGACTTTGTGATCT

ACAGGTACTACATCGAGGAGGATGCCAAGGTGGCCGCTGCCAACAAGAGCCTGCCCGACAACGAGAAGTCTCTGAG

CGAGAAGGATATCTTCGTGATCAACCTGAGAGGCTCCTTTAACGACGATCAGAAGGACGCTCTGTACTACGATGAG

GCCAACAGGATCTGGAGAAAGCTGGAGAACATCATGCACAACATCAAGGAGTTCCGGGGAAACAAGACCCGCGAGT

ACAAGAAGAAGGACGCTCCAAGGCTGCCTAGGATCCTGCCTGCTGGAAGGGACGTGAGCGCCTTCAGCAAGCTGAT

GTACGCCCTGACAATGTTTCTGGACGGAAAGGAGATCAACGATCTGCTGACCACACTGATCAACAAGTTCGACAAC

ATCCAGTCTTTTCTGAAAGTGATGCCTCTGATCGGCGTGAACGCTAAGTTCGTGGAGGAGTACGCCTTCTTTAAGG

ACAGCGCCAAGATCGCTGATGAGCTGCGGCTGATCAAGTCCTTTGCCAGGATGGGAGAGCCAATCGCTGACGCTAG

GAGAGCTATGTACATCGATGCCATCCGGATCCTGGGAACCAACCTGTCTTACGACGAGCTGAAGGCTCTGGCCGAC

ACCTTCAGCCTGGATGAGAACGGCAACAAGCTGAAGAAGGGCAAGCACGGAATGCGCAACTTCATCATCAACAACG

TGATCAGCAACAAGCGGTTTCACTACCTGATCAGATACGGCGACCCAGCTCACCTGCACGAGATCGCTAAGAACGA

GGCCGTGGTGAAGTTCGTGCTGGGACGGATCGCCGATATCCAGAAGAAGCAGGGCCAGAACGGAAAGAACCAGATC

GACCGCTACTACGAGACCTGCATCGGCAAGGATAAGGGAAAGTCCGTGTCTGAGAAGGTGGACGCTCTGACCAAGA

TCATCACAGGCATGAACTACGACCAGTTCGATAAGAAGAGATCTGTGATCGAGGACACCGGAAGGGAGAACGCCGA

GAGAGAGAAGTTTAAGAAGATCATCAGCCTGTACCTGACAGTGATCTACCACATCCTGAAGAACATCGTGAACATC

AACGCTAGATACGTGATCGGCTTCCACTGCGTGGAGCGCGATGCCCAGCTGTACAAGGAGAAGGGATACGACATCA

ACCTGAAGAAGCTGGAGGAGAAGGGCTTTAGCTCCGTGACCAAGCTGTGCGCTGGAATCGACGAGACAGCCCCCGA

CAAGAGGAAGGATGTGGAGAAGGAGATGGCCGAGAGAGCTAAGGAGAGCATCGACTCCCTGGAGTCTGCTAACCCT

AAGCTGTACGCCAACTACATCAAGTACTCCGATGAGAAGAAGGCCGAGGAGTTCACCAGGCAGATCAACAGAGAGA

AGGCCAAGACCGCTCTGAACGCCTACCTGAGGAACACAAAGTGGAACGTGATCATCCGGGAGGACCTGCTGCGCAT

CGATAACAAGACCTGTACACTGTTCCGGAACAAGGCTGTGCACCTGGAGGTGGCTCGCTACGTGCACGCCTACATC

AACGACATCGCCGAGGTGAACTCCTACTTTCAGCTGTACCACTACATCATGCAGAGGATCATCATGAACGAGAGAT

ACGAGAAGTCTAGCGGCAAGGTGTCTGAGTACTTCGACGCCGTGAACGATGAGAAGAAGTACAACGATAGACTGCT

GAAGCTGCTGTGCGTGCCTTTCGGATACTGTATCCCACGGTTTAAGAACCTGAGCATCGAGGCCCTGTTCGACCGC

AACGAGGCTGCCAAGTTTGATAAGGAGAAGAAGAAGGTGAGCGGCAACTCCTGA(SEQ  ID  NO:47)
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[0469] ATGGCCCTTCGCAGCTCTTGCACGTCATAC(SEQ  ID  NO:48)

[0470] TTAGGCAGCCCTCATCAGTGCCGGCTCCCT(SEQ  ID  NO:49)

[0471] GGCCAGGATCTCAATTAGGCAGCCCTCATC(SEQ  ID  NO:50)

[0472] 如在实施例4中，将五种编码Cas13/sgRNA的质粒转染到HEK293细胞中。在培养24

小时后，通过流式细胞术分离表达mCherry的细胞，并使用RT‑PCR确定ANXA4  mRNA的表达，

以评估与由编码Cas13/NT的质粒转染的对照细胞相比的敲低效率。

[0473] 图20显示出Cas13b仅具有边缘ANXA4  mRNA敲低，而Cas13e.1、Cas13f .1和Cas13d

均具有超过80％的靶ANXA4  mRNA敲低。在它们当中，Cas13e.1似乎具有最强的敲低效率。
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