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(57)摘要

本发明涉及具有化学修饰的引导RNA及其在

CRISPR‑Cas系统中的用途。所述化学修饰的引导

RNA对靶多核苷酸序列具有增强的特异性。本发

明还涉及使用化学修饰的引导RNA切割或切刻多

核苷酸、以及用于高特异性基因组编辑的方法。
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1.一种合成的引导RNA，其包含：

(a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，其中所述靶多核苷酸包

含邻近PAM位点的靶序列，(ii)茎序列；和

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

序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至6之间的整数；其中所述引导序列进一步包含位于

所述引导序列中位于位置4‑N，5‑N，7‑N，9‑N，10‑N，11‑N，14‑N，或16‑N处的至少一个修饰，

其中所述合成引导RNA与没有所述修饰的引导RNA相比具有增强的对靶多核苷酸的特异性，

且其中所述至少一个修饰包含选自下组的修饰：2'‑脱氧‑3 '‑膦酰基乙酸(DP)、2'‑脱氧‑

3'‑硫代膦酰基乙酸(DSP)、2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸(MP)和2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙

酸(MSP)。

2.权利要求1的合成引导RNA，其中所述引导RNA是单引导RNA(sgRNA)。

3.一种合成的crRNA，其包含能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，所述靶多核苷酸包含

邻近PAM位点的靶序列，其中所述引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10和6之间的整

数；其中引导序列包括位于所述引导序列中位于位置4‑N，5‑N，7‑N，9‑N，10‑N，11‑N，14‑N，

或16‑N处的至少一个修饰，其中所述合成引导RNA与没有所述修饰的引导RNA相比具有增强

的对靶多核苷酸的特异性，且其中所述至少一个修饰包含选自下组的修饰：2'‑脱氧‑3'‑膦

酰基乙酸(DP)、2'‑脱氧‑3'‑硫代膦酰基乙酸(DSP)、2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸(MP)和2'‑

O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸(MSP)。

4.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰位于引导

序列的位置5‑N或11‑N，或其组合处。

5.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，中位置15‑N不包含2'‑O‑甲基‑

3'‑膦酰基乙酸(MP)或2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸(MSP)。

6.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰还包括选

自下组的修饰：硫代磷酸核苷酸间键、手性硫代磷酸核苷酸间键、二硫代磷酸核苷酸间键、

硼烷膦酸核苷酸间键、C1‑4烷基膦酸核苷酸间键、膦酰基羧酸核苷酸间键、膦酰基羧酸酯核

苷酸间键、硫代膦酰基羧酸核苷酸间键、和硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键。

7.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰还包括选

自下组的修饰：膦酰基羧酸核苷酸间键、硫代膦酰基羧酸核苷酸间键、修饰的碱基、赋予

C3'‑内糖皱褶构型的2'修饰、或其组合。

8.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰还包括膦

酰基乙酸核苷酸间键(P)或硫代膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)。

9.权利要求7的合成的引导RNA或crRNA，其中所述2’修饰选自2'‑O‑甲基、2'‑氟和2'‑

O‑(2‑甲氧基乙基)。

10.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其进一步在所述引导RNA或

crRNA的5’端或/和3’端处包含一个或多个修饰。

11.权利要求10的合成的引导RNA或crRNA，其中位于5’端或/和3’端处的所述至少一个

修饰独立地选自2'‑O‑甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、硫代

膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)、2'‑O‑甲基‑3 '‑硫代磷酸(MS)、2'‑O‑甲基‑3 '‑膦酰基乙酸

(MP)、2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2'‑脱氧‑3'‑膦酰基乙酸(DP)、2'‑脱氧‑3'‑硫
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代膦酰基乙酸(DSP)或其组合。

12.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括修

饰的碱基。

13.权利要求12的合成的引导RNA或crRNA，其中所述修饰的碱基选自：2‑硫代U、2‑硫代

C、4‑硫代U、6‑硫代G、2‑氨基A、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、次黄嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱氮‑8‑

氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑甲基C、5‑甲基U、5‑羟甲基胞嘧啶、5‑

羟甲基尿嘧啶、5,6‑脱氢尿嘧啶、5‑丙炔基胞嘧啶、5‑丙炔基尿嘧啶、5‑乙炔基胞嘧啶、5‑乙

炔基尿嘧啶、5‑烯丙基U、5‑烯丙基C、5‑氨基烯丙基U、5‑氨基烯丙基C、脱碱基核苷酸、UNA碱

基，isoC，isoG，5‑甲基‑嘧啶，x(A，G，C，T，U)，y(A，G，C，T，U)及其组合。

14.权利要求13的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰选自2‑硫代U和2‑氨

基A。

15.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括修

饰的糖。

16.权利要求15的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰选自2'‑O‑C1‑4烷基、

2'‑O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3烷基、2'‑脱氧、2'‑F、2'‑NH2、2'‑阿拉伯糖基、2'‑F‑阿拉伯糖基、2'‑

LNA、2'‑ULNA、和4'‑硫代核糖基。

17.权利要求15的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括：

(a)2'‑脱氧核糖、2'‑脱氧‑2'‑氟阿拉伯呋喃糖基、2'‑脱氧‑2'‑氟呋喃核糖基，2'‑O‑

苯基、2'‑苯硫基、2'‑S‑苯硫基、2'‑甲基、2'‑乙基、2'‑丙基、2'‑烯丙基、2'‑烯丙基苯基、

2'‑甲基羟基、2'‑甲氧基甲基、2'‑O‑氨基甲酸酯、2'‑O‑乙基氨基、2'‑O‑烯丙基氨基、2'‑O‑

丙基氨基或2'‑O‑取代的苯基；

(b)膦酰基乙酸、硫代膦酰基乙酸、膦酰基丙酸酯、膦酰基硫代丙酸酯、甲基膦酸酯、甲

基硫代磷酸或硼烷膦酸；或

(c)(a)和(b)的组合。

18.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸位于HBB基

因、IL2RG基因或VEGFA基因内。

19.前述权利要求中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸包含HBB基

因的GCCCCACAGGGCAGTAA、IL2RG基因的TAATGATGGCTTCAACA或VEGFA基因的

GAGTGAGTGTGTGCGTG。

20.权利要求18或19的合成的引导RNA或crRNA，其中所述引导RNA是单引导RNA

(sgRNA)，并且在5'端或/和3'端处包含至少一个修饰，所述至少一个修饰独立地选自2'‑O‑

甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、硫代膦酰基乙酸核苷酸间

键(SP)、2'‑O‑甲基‑3'‑硫代磷酸(MS)、2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸(MP)、2'‑O‑甲基‑3'‑硫

代膦酰基乙酸(MSP)、2'‑脱氧‑3'‑膦酰基乙酸(DP)、2'‑脱氧‑3'‑硫代膦酰基乙酸(DSP)、或

其组合。

21.一种增强CRISPR功能的特异性的方法，其包括：

选择靶多核苷酸；

提供至少一个如前述任一权利要求所述的合成的引导RNA；

形成包含Cas蛋白与所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；和
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在导致所述gRNA与所述靶多核苷酸杂交且发挥CRISPR功能的条件下，使所述靶多核苷

酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触；

其中所述Cas蛋白作为蛋白质或编码所述Cas蛋白的多核苷酸提供。

22.权利要求21的方法，其中所述多核苷酸靶与所述gRNA:Cas蛋白复合物的接触在细

胞中进行，并且其中所述复合物的形成在细胞外部或内部进行。

23.权利要求21或22的方法，其中所述Cas蛋白是Cas9蛋白。

24.权利要求21‑23中任一项的方法，其中所述形成在细胞外进行。

25.权利要求21‑24中任一项的方法，其中所述CRISPR功能是基因组编辑，并且还包括

提供至少一个单链或双链DNA多核苷酸作为供体模板用于同源定向修复。

26.一种引导RNA的集合或文库，其包含至少两种不同的如前述权利要求中任一项所述

的合成的引导RNA。

27.一种crRNA的集合或文库，其包含至少两种不同的如前述权利要求中任一项所述的

合成的crRNA。

28.一种试剂盒，其包含如前述权利要求中任一项所述的合成的引导RNA或crRNA。

29.一种微阵列，其包含如前述权利要求中任一项所述的合成的引导RNA或crRNA。

30.一种分析CRISPR功能的特异性的方法，该方法包括：

提供样品，其包含(1)包含靶序列的靶多核苷酸；和(2)一个或多个包含脱靶序列的脱

靶多核苷酸；

为靶序列提供至少一个如前述任一权利要求所述的合成的引导RNA；

形成包含Cas蛋白与所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物，其中所述Cas蛋白作

为蛋白质或编码所述Cas蛋白的多核苷酸提供；

在导致所述gRNA与所述靶多核苷酸杂交且发挥CRISPR功能的条件下，使样品与所述

gRNA:Cas蛋白复合物接触；

添加寡核苷酸诱饵文库，所述诱饵包括设计用于与所述靶多核苷酸杂交的诱饵和设计

用于与所述一个或多个脱靶多核苷酸杂交的诱饵，以捕获靶多核苷酸和所述一个或多个脱

靶多核苷酸；

分离并分析该捕获的靶多核苷酸和该捕获的脱靶多核苷酸以鉴定由CRISPR功能引起

的变化，并确定靶多核苷酸与脱靶多核苷酸的相对变化，从而评估所述CRISPR功能的特异

性。

31.权利要求30的方法，其中通过测序来分析捕获的靶多核苷酸和脱靶多核苷酸。

32.权利要求30或31的方法，其中寡核苷酸诱饵文库在溶液中提供，且诱饵与靶多核苷

酸和脱靶多核苷酸的杂交在溶液中发生。

33.权利要求30或31的方法，其中所述寡核苷酸诱饵文库在固体支持物上提供，并且所

述诱饵与所述靶多核苷酸和所述脱靶多核苷酸的杂交发生在所述固体支持物上。

34.根据权利要求30‑33中任一项所述的方法，其中所述寡核苷酸诱饵包括这样的诱

饵：其能够与靶多核苷酸中距离所述靶序列一千碱基(kb)以内的序列杂交，或者与脱靶多

核苷酸中距离所述脱靶序列1kb以内的序列杂交，而不与所述靶序列或所述脱靶序列杂交。
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使用化学修饰的引导RNA的高特异性基因组编辑

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2016年6月8日提交的美国临时申请No.62/347553以及2017年4月20日

提交的美国非临时申请15/493,129的权益，将其内容通过提述完整并入。

发明领域

[0003] 本发明涉及分子生物学领域。具体而言，本发明涉及成簇规律间隔短回文重复序

列(CRISPR)技术。

[0004] 发明背景

[0005] 天然的原核CRISPR‑Cas系统包括一系列具有恒定长度的介入可变序列的短重复

序列(即，成簇规律间隔短回文重复序列序列或“CRISPR”)以及CRISPR相关(“Cas”)蛋白。转

录的CRISPR系列的RNA被一部分Cas蛋白加工成小的引导RNA，引导RNA通常具有两个组分，

如下文所述的。至少存在六种不同的系统：I型、II型、III型、IV型、V型和VI型。将RNA加工为

成熟crRNA的过程中涉及的酶在这六种系统中是不同的。在天然原核II型系统中，引导RNA

(“gRNA”)包括两种短的非编码RNA，称为CRISPR  RNA (“crRNA”)和反式作用RNA

(“tracrRNA”)。在一个示例性的系统中，gRNA与Cas核酸酶形成复合物。gRNA:Cas核酸酶复

合物结合具有原型间隔序列毗邻基序(“PAM”)和原型间隔序列(protospacer)的靶多核苷

酸序列，原型间隔序列是与gRNA的一部分互补的序列。gRNA:Cas核酸酶复合物通过识别和

结合靶多核苷酸而诱导靶多核苷酸的切割。天然CRISPR‑Cas系统作为原核生物中的免疫系

统而发挥功能，其中gRNA:Cas核酸酶复合物以类似于真核生物中的RNAi的方式识别外源遗

传元件并使其沉默，由此赋予对外源遗传元件(如质粒和噬菌体)的抗性。

[0006] 已经证明，单引导RNA(“sgRNA”)，其中crRNA和tracrRNA共价连接，可以代替天然

存在的crRNA与tracrRNA之间形成的复合物。

[0007] 与开发gRNA(包括sgRNA)相关的考虑因素包括特异性、稳定性和功能性。特异性是

指特定的gRNA:Cas核酸酶复合物结合、切刻和/或切割期望的靶标序列、而较少发生或不发

生结合、切刻和/或切割在序列和/或位置上不同于期望的靶标的多核苷酸的能力。因此，特

异性是指将gRNA:Cas核酸酶复合物的脱靶效应最小化。需要提供这样的gRNA(包括sgRNA)，

其具有期望的对靶多核苷酸的结合亲和力，同时具有降低的脱靶效应，但仍然具有期望的

gRNA功能性。还需要更好的途径来制造和使用具有增强的特异性、同时具有期望的对靶多

核苷酸的结合亲和力和/或降低的脱靶结合的gRNA(包括sgRNA)。

[0008] 附图简述

[0009] 图1是示例性CRISPR‑Cas系统的说明。复合物由单引导RNA和Cas蛋白形成，并且所

述复合物识别并结合靶多核苷酸。该Cas核酸酶是酿脓链球菌Cas9核酸酶。酿脓链球菌Cas9

核酸酶识别PAM序列(此处，PAM序列是3核苷酸序列NGG，其中N是A、G、C或T，但已知存在其他

的PAM序列，如NAG等)。sgRNA包括引导序列、crRNA序列或区段、以及tracrRNA序列或区段。

sgRNA的引导序列与DNA靶标的PAM序列的上游直接杂交。

[0010] 图2A显示了包含crRNA区段203和tracrRNA区段205的示例性引导RNA  201。图2B显
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示了包含crRNA区段209和tracrRNA区段211的示例性单引导RNA  207，其中crRNA区段和

tracrRNA区段通过环213连接。

[0011] 图3显示了可以包括在引导RNA中的各种化学修饰的一些的结构；当然，图3并不意

图是限制性的，可以采用本文所述的许多其他修饰。

[0012] 图4是显示当寡核苷酸双链体通过加热分离成单独的链时紫外光(UV)吸收如何增

加的曲线图。S形曲线反映了双链体解离成分开的链，S形曲线的中心是双链体的Tm。这个曲

线指示在生理盐浓度下20个核苷酸的RNA/DNA双链体的解链温度约为50℃。

[0013] 图5A展示了单引导RNA(sgRNA)或两片段双引导RNA(“dgRNA”)，后者中crRNA区段

和tracrRNA区段形成杂交双链体，并显示了引导RNA的延伸区、锁定区、取样区、种子区(通

常为10聚体)、双引导茎或单引导茎环、以及tracrRNA区。图5B展示了在引导序列的种子部

分和互补DNA序列之间初始形成种子双链体之后，核苷酸的结合如何依次通过取样区和锁

定区形成具有解链温度的RNA/DNA双链体。图5C展示了种子区核苷酸中的化学修饰可以降

低各个碱基对的结合能，同时保持高水平的协同性，由此延伸取样区并降低RNA/DNA双链体

的解链温度。图5C还展示了取样区中的化学修饰。

[0014] 图6A展示了实验性crRNA多核苷酸，其具有20个核苷酸的引导序列并且通过在引

导序列中的不同位置掺入各种类型的化学修饰而被修饰。图6B显示了包含未修饰的crRNA

的RNA/DNA双链体的解链曲线。图6C至6F显示了包含化学修饰的crRNA的RNA/DNA双链体的

解链曲线，所述crRNA在不同的引导序列中在核苷酸6至9处包含不同类型的修饰。

[0015] 图7是显示与互补DNA链杂交的引导序列(在crRNA中)的20个碱基对的双链体，在

引导序列渐进的5′截短或5′延伸(如x轴上负整数或正整数指示)之后，解链温度变化的图。

[0016] 图8A显示了在靶向人CLTA基因中的“CLTA1”序列的gRNA中进行的化学修饰对靶多

核苷酸的体外切割[称为“中靶”(“ON”)]的影响、以及另行测定的对两个不同的脱靶多核苷

酸[称为“脱靶1”(“OFF1”)和“脱靶3”(“OFF3”)的]的切割的影响，分别表示CLTA1中靶(ON‑

target)、CLTA1脱靶1‑靶(OFF1‑target)和CLTA1脱靶3‑靶(OFF3‑target)。

[0017] 图8B是基于图8A中的切割结果，通过计算每个受测的合成sgRNA切割的靶多核苷

酸与切割的脱靶多核苷酸的比值而导出的。还计算了将每个比值乘以每个测定的引导RNA

的对应中靶切割百分比而获得的“特异性评分”。加阴影的比值和特异性评分的值比图8B中

所示的其他值更大，值得注意。

[0018] 图9A显示了在靶向人CLTA基因中的“CLTA4”序列的gRNA中不同位置处的2′‑O‑甲

基‑3′‑PACE(“MP”)修饰对称为“中”(“ON”)的靶多核苷酸的体外切割的影响、以及另行测定

的对称为“脱靶1”(“OFF1”)、“脱靶2”(“OFF2”)和“脱靶3”(“OFF3”)的三个不同的脱靶多核

苷酸的切割的影响，分别表示为CLTA4中靶(ON‑target)、CLTA4脱靶1‑靶(OFF1‑target)、

CLTA4脱靶2‑靶(OFF2‑target)和CLTA4脱靶3‑靶(OFF3‑target)。

[0019] 图9B是基于图9A中的切割结果，通过计算每个受测的合成sgRNA切割的靶多核苷

酸与切割的脱靶多核苷酸的比值而导出的。如图8B所述计算特异性评分，并将大于或等于

1.5的评分用阴影表示。每个脱靶多核苷酸的三个最高评分由较暗的阴影指示。

[0020] 图10显示了在靶向人IL2RG基因中的序列的gRNA中的不同位置处的MP修饰对被称

为“中靶”(“ON”)的靶多核苷酸的体外切割的影响、以及另行测定的对称为“脱靶3”

(“OFF3”)的脱靶多核苷酸的切割的影响，在本图中分别表示为IL2RG中靶(ON‑target)和
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IL2RG脱靶3‑靶(OFF3‑target)。针对每个受测的合成sgRNA，计算切割的靶多核苷酸与切割

的脱靶多核苷酸的比值。如图8B所述计算特异性评分，并将大于2.0的评分用阴影表示。三

个最高评分由较暗的阴影指示。

[0021] 图11A显示了在靶向人HBB基因中的序列的gRNA中的不同位置处的MP修饰对称为

“中靶”(“ON”)的靶多核苷酸的体外切割、以及另行测定的称为“脱靶1”(“OFF1”)的脱靶多

核苷酸的切割的影响，在本图中分别表示为HBB中靶(ON‑target)和HBB脱靶1‑靶(OFF1‑

target)。针对测定的每个合成sgRNA计算切割的靶多核苷酸与切割的脱靶多核苷酸的比

值。如图8B所述计算特异性评分，并将大于2.0的评分用阴影表示。三个最高评分由较暗的

阴影指示。

[0022] 图11B显示了用合成sgRNA和表达Cas9的质粒转染的人K562细胞中，靶向人HBB基

因中序列的gRNA中的不同类型的修饰对称为“中靶”(“ON”)的靶基因组基因座的切割与称

为“脱靶1”(“OFF1”)、“脱靶2”(“OFF2”)和“脱靶3”(“OFF3”)的三个不同的脱靶基因组基因

座的同时切割的影响，在本图中分别表示为内源性HBB中靶(ON‑target)、HBB脱靶1‑靶

(OFF1‑target)、HBB脱靶2‑靶(OFF2‑target)和HBB脱靶3‑靶(OFF3‑target)位点。“未修饰”

(“Unmodif’)表示未经化学修饰的sgRNA。“3xM”表示将2′‑O‑甲基(“M”)核苷酸在sgRNA链的

最前三个和最后三个核苷酸，即分别在其5′和3′末端掺入。类似地，“3xMS”表示将2′‑O‑甲

基‑3′‑硫代磷酸(“MS”)核苷酸同样地在sgRNA的5′和3′末端掺入，而“3xMSP”表示将2′‑O‑

甲基‑3′‑硫代PACE(“MSP”)核苷酸同样地在sgRNA的5′和3′末端掺入。测定了所有sgRNA对

转染细胞中的指示基因座的编辑情况。

[0023] 图12A显示了与图11A中所示的条目1‑17相同的结果，其中所述条目按照特异性评

分从最高到最低排列。条目18‑64显示了在靶向人HBB基因中序列的gRNA中的不同位置处的

其他MP修饰对于称为“中靶”(“ON”)的靶多核苷酸的体外切割的影响、以及对另行测定的称

为“脱靶1”(“OFF1”)的脱靶多核苷酸的切割的影响，分别表示为HBB中靶(ON‑target)和HBB

脱靶1‑靶(OFF1‑target)。“1xMP”表示在5′和3′末端的末端核苷酸都已经用MP修饰。计算每

个受测的合成sgRNA切割的靶多核苷酸与切割的脱靶多核苷酸的比值。如图8B所述计算特

异性评分。最高评分用阴影表示。

[0024] 图12B显示了在转染细胞中，靶向人HBB基因中序列的gRNA中不同位置处的MP修饰

对称为“中靶”(“ON”)的靶基因组基因座的切割、以及称为“脱靶1”(“OFF1”)的脱靶基因组

基因座的同时切割的影响，在本图中分别表示内源性HBB中靶(ON‑target)和HBB脱靶1‑靶

(OFF1‑target)位点。用合成sgRNA和重组Cas9蛋白的复合物转染培养细胞，在转染后48小

时如下确定任一个或两个位点处产生的切割百分比：将纯化的基因组DNA样品分割，分别对

中靶基因座和脱靶基因座进行PCR扩增，然后对合并的扩增子进行下一代测序，并且根据被

评估的中靶切割位点或脱靶切割位点附近的插入缺失的存在与不存在将序列读段进行生

物信息学分区。将转染细胞的每个样品中产生的插入缺失相对于用缓冲液而非sgRNA:Cas9

复合物处理的模拟转染细胞的对照样品归一化。对于单独转染的每个sgRNA，计算出显示靶

位点插入缺失的序列读段的数目与显示脱靶位点插入缺失的读段的数目的比值。如图8B所

述计算特异性评分。“1xMP”表示在5′和3′末端的末端核苷酸都已经用MP修饰。条目1‑21显

示了通过转染和培养K562细胞获得的结果，而条目22‑42显示了通过转染和培养诱导的多

能干细胞(也称为iPS细胞或iPSC)获得的结果。将条目1‑12根据特异性评分从最高到最低
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排列。同样，将条目13‑19、条目22‑33和条目34‑40按照分组的特异性评分排列。将大于2.0

的特异性评分用阴影表示。

[0025] 图12C显示了图12B中的结果的另一种组织方式，根据测得的比值组织，以分组的

最高到最低比值排序。

[0026] 图13是图9A、9B、10和11A中的结果的比较。图13显示了通过对化学修饰的引导RNA

用于切割靶多核苷酸的Cas系统时的靶特异性的研究得出的几种趋势。这些趋势所支持的

概念当Cas系统中也存在脱靶多核苷酸时特别有用。

[0027] 图14显示了IL2RG  sgRNA和VEGFA  sgRNA中的各种类型的修饰在K562细胞中的影

响。

[0028] 发明详述

[0029] 本发明至少部分地基于这样的意外发现，即CRISPR‑Cas系统容许对gRNA的某些化

学修饰，并且降低Cas:gRNA复合的脱靶效应而基本上不损害Cas:gRNA的靶多核苷酸结合、

切刻和/或切割效力。

[0030] 本发明提供了合成引导RNA，其包含至少一个增强特异性的修饰。在某些实施方案

中，所述至少一个增强特异性的修饰使合成引导RNA与靶多核苷酸之间的至少一个核苷酸

对的结合减弱或加强、和/或使合成引导RNA与至少一个脱靶多核苷酸之间的至少一个核苷

酸对的结合减弱，使得脱靶减弱中的至少一者大于中靶减弱(如果存在的话)。该合成引导

RNA具有gRNA功能性。增强特异性的修饰可以位于引导序列中，例如，位于锁定区、取样区

和/或种子区中。在某些实施方案中，增强特异性的修饰降低由gRNA与靶多核苷酸序列和脱

靶多核苷酸序列形成的双链体的解链温度，或升高gRNA/靶双链体的解链温度并降低至少

一个gRNA/脱靶双链体的解链温度。本发明还提供了包含这些合成引导RNA的gRNA:Cas蛋白

复合物，使用所述合成引导RNA切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，以及包含所述合成引

导RNA的集合、文库、试剂盒和阵列。本发明还提供了制备合成引导RNA的方法。

[0031] I.定义

[0032] 如本文中使用的，术语“引导RNA”通常是指能与Cas蛋白结合并有助于将Cas蛋白

靶向到靶多核苷酸(例如DNA或mRNA分子)内的特定位置的RNA分子(或一组RNA分子的总

称)。引导RNA可包含crRNA区段和tracrRNA区段。如本文中使用的，术语“crRNA”或“crRNA区

段”是指RNA分子或其部分，其包括靶向多核苷酸的引导序列、茎序列(更清楚地说：茎序列

包括了茎形成序列，茎形成序列在单引导RNA中与tracrRNA的相应部分形成茎)、以及任选

的5′‑突出端序列。如本文中使用的，术语“tracrRNA”或“tracrRNA区段”是指这样的RNA分

子或其部分，其包括蛋白结合区段(例如，能够与CRISPR相关蛋白例如Cas9等相互作用的蛋

白结合区段)。tracrRNA还包括与crRNA部分或完全杂交的区段。术语“引导RNA”涵盖单引导

RNA(sgRNA)，其中crRNA区段和tracrRNA区段位于同一RNA分子或链中。术语“引导RNA”还总

体上涵盖两个或更多RNA分子的组，其中crRNA区段和tracrRNA区段位于不同的RNA分子中。

术语“引导RNA”还涵盖如下所述RNA分子或合适的分子区段的组：它/它们结合Cas9以外的

Cas蛋白(例如，Cpf1蛋白)，并且在单链RNA或分段的RNA链内具有引导序列，该引导序列包

含引导RNA的功能，包括与Cas蛋白结合以形成能够结合、切刻和/或切割靶多核苷酸中的互

补序列(或“靶序列”)的gRNA:Cas蛋白复合物。

[0033] 术语“引导序列”是引导RNA中的连续核苷酸序列，其与靶多核苷酸中的靶序列具
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有部分或完全互补性，并且可以通过由Cas蛋白促进的碱基配对与靶序列杂交。如图1中所

示的实例展示，靶序列邻近PAM位点(PAM序列，以及其在另一条链上的互补序列，一起构成

PAM位点)。紧邻PAM序列(cas9的NGG)上游的是与靶序列互补的序列(粗体，图1中最下面的

链)。与引导序列杂交的靶序列紧邻PAM序列的互补序列(cas9的CCN)的下游。引导序列的核

苷酸1(在5′的第一个核苷酸)与靶序列的最后一个核苷酸互补，而引导序列的最后一个核

苷酸(图1中引导序列的核苷酸20)与靶序列的第一个核苷酸互补，所述靶序列与PAM位点相

邻(紧邻PAM序列的互补序列的下游)。在其他实例诸如Cpf1中，与引导序列杂交的靶序列的

位置可以在PAM序列的互补序列的上游。

[0034] 引导序列可以短至约10个核苷酸，长达约30个核苷酸。典型的引导序列的长度为

15、16、17、18、19、20、21、22、23和24个核苷酸。合成引导序列的长度通常为20个核苷酸，但

可以更长或更短。当引导序列短于20个核苷酸时，与20个核苷酸的引导序列相比，它通常具

有5′端的缺失。举例来说，引导序列可以由与靶序列互补的20个核苷酸组成。换言之，除了

DNA和RNA之间的A/U差异之外，引导序列与PAM序列上游的20个核苷酸是相同的。如果该引

导序列在5′端的3个核苷酸被截短，则20个核苷酸的引导序列的核苷酸4现在变为17聚体中

的核苷酸1，20个核苷酸的引导序列的核苷酸5现在变为17聚体中的核苷酸2，等等。新位置

是原始位置减去3。类似地，引导序列可以与靶位点的超过20个核苷酸杂交，多出来的核苷

酸位于引导序列的5′端，因为引导序列的3′端与靠近PAM位点的靶互补。再举例来说，在22

个核苷酸的引导序列中，20聚体中的原来的核苷酸1现在变为核苷酸3，20聚体中原来的核

苷酸2变为核苷酸4等。新位置是原始位置加2或减2(‑2)。因此，引导序列由从5′端开始计数

的核苷酸1至核苷酸“20减N”(20‑N)组成，其中N是在‑10至10之间的正或负整数(任选地在‑

10至6之间)。引导序列内的给定核苷酸位置将记为“位置数减N”(数字‑N)。例如，在位置5的

核苷酸将被记为“5‑N”(5减去N)，以指示位置5从参考位置的移位，所述参考位置获自20个

核苷酸的引导序列，所述移位在引导序列的5′端被截短或延伸N个核苷酸时发生。核苷酸位

置是正整数。因此，为负数或零的任何(数字‑N)位置都没有实际意义，应该被忽略。引导序

列可以位于构成gRNA的一条链或多条链内的任何位置。典型的引导序列位于gRNA链的5′端

或3′端处或附近。

[0035] 术语“支架”是指包含在天然生物物种中基本相同或高度保守的序列的引导RNA分

子部分。支架包括tracrRNA区段和除crRNA区段的3′端处或附近的靶向多核苷酸的引导序

列(重复部分)之外的crRNA区段的部分。

[0036] 术语“核酸”、“多核苷酸”或“寡核苷酸”是指DNA分子、RNA分子或其类似物。如本文

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

DNA、质粒或载体DNA或合成DNA，以及RNA分子，如引导RNA、信使RNA或合成RNA。此外，如本文

中使用的，术语“核酸”和“多核苷酸”包括单链和双链形式。本领域的标准惯例在于，通常将

寡核苷酸、多核苷酸、RNA分子、DNA分子的不同链和包含2个或更多个核苷酸的各种核酸从

它们的5’端编号，并且这个惯例在全文中使用，包括与这样的分子共价连接的5’延伸或“突

出端”的情况。

[0037] 如本文中使用的，“修饰”或“化学修饰”是指不同于在四种最常见的天然核糖核苷

酸：腺苷、鸟苷、胞苷和尿苷核糖核苷酸中所发现的化学模块或化学结构的部分。因此，术语

“修饰”是指在腺苷、鸟苷、胞苷或尿苷核糖核苷酸的最常见的天然分子结构之中或之上的
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分子变化。术语“修饰”可以指在核碱基之中或之上、在糖之中或之上、和/或在核苷酸间磷

酸二酯键中的变化。术语“修饰”可以指在自然界中发生的核糖核苷酸中的化学结构变化，

例如在天然转运RNA(tRNA)中发生的化学修饰，例如但不限于2′‑O‑甲基、1‑甲基腺苷、2‑甲

基腺苷、1‑甲基鸟苷、7‑甲基鸟苷、2‑硫胞嘧啶、5‑甲基胞嘧啶、5‑甲酰基胞嘧啶、假尿苷、二

氢尿苷、核糖胸苷等。术语“修饰”可以指通常在自然界中不存在的化学修饰，例如但不限于

2′‑氟、2′‑O‑甲氧基乙基、2′‑O‑苯基等。术语“相同的修饰”是指糖在糖之中或之上、或在核

苷酸间键中的相同类型的化学修饰；例如，2′‑O‑甲基可以附接到腺苷、鸟苷、胞苷和/或尿

苷核糖核苷酸的2′位置，这些修饰可以称为相同类型的修饰或“相同的修饰”。反过来，对于

核碱基的修饰，仅有当经修饰的核碱基由相同的分子结构组成时，才称为“相同的修饰”。举

例说明区别：1‑甲基鸟苷和7‑甲基鸟苷两者都具有最常见的天然鸟苷的甲基修饰，但它们

不是“相同的修饰”，因为经修饰的核碱基具有不同的分子结构。另举一例，RNA链可包含三

个经修饰的核苷酸，例如各自经2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸修饰的鸟苷和两个胞苷，并且可

将这样的核苷酸准确地描述为“以相同的方式被修饰”或“用相同的修饰加以修饰”。相反，

不同的RNA链可能包含5‑甲基胞苷以及缺乏5‑甲基取代基的胞苷，两种胞苷核苷酸都可以

用2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸修饰，但是这两种胞苷核苷酸是包含不同的修饰的，并且不会

称为“以相同的方式修饰”。

[0038] 在寡核苷酸或多核苷酸语境中的术语“修饰”包括但不限于(a)末端修饰，例如5′

端修饰或3′端修饰，(b)核碱基(或“碱基”)修饰，包括置换或去除碱基，(c)糖修饰，包括2′、

3′和/或4′位置处的修饰，和(d)主链修饰，包括磷酸二酯键的修饰或置换。术语“修饰的核

苷酸”通常是指具有对碱基、糖和磷酸二酯键或主链部分中的一者或多者的化学结构的修

饰的核苷酸，包括核苷酸磷酸酯。对引导RNA的化学修饰公开在2015年12月3日提交的美国

专利申请号14/757,204中，将其全部内容通过提述并入本文。

[0039] 术语“xA”、“xG”、“xC”、“xT”、“xU”或“x(A、G、C、T、U)”以及“yA”、“yG”、“yC”、“yT”、

“yU”或“y(A、G、C、T、U)”是指核苷酸、核碱基或核碱基类似物，如由Krueger等人描述于

“Synthesis  and  Properties  of  Size‑Expanded  DNAs：Toward  Designed，Functional 

Genetic  Systems”，(2007)Acc.Chem.Res.40，141‑50，将其内容通过提述完整并入本文。

[0040] 术语“非结构化核酸”或“UNA”是指如美国专利7,371，580中描述的核苷酸、核碱基

或核碱基类似物，将其内容通过提述完整并入本文。非结构化核酸或UNA修饰也称为“假互

补”核苷酸、核碱基或核碱基类似物(参见例如Lahoud等人(1991)Nucl.Acids  Res.36：10，

3409‑19)。

[0041] 术语“PACE”和“硫代PACE”分别指含有膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸基团的核苷

酸间磷酸二酯键类似物。这些修饰属于一大类化合物，其包含膦酰基羧酸模块、膦酰基羧酸

酯模块、硫代膦酰基羧酸模块和硫代膦酰基羧酸酯模块。这些键可分别通过通式P(CR1R2)

nCOOR和(S)‑P(CR1R2)nCOOR来描述，其中n是0到6的整数，且R1和R2各自独立地选自H、烷基和

取代的烷基。Yamada，Dellinger等人在“Synthesis  and  Biochemical  Evaluation  of 

Phosphonoformate  Oligodeoxyribonucleotides”(2006)J.Am.Chem.Soc.128：15，5251‑61

中描述了这些修饰中的一些，将其内容通过提述完整并入本文。

[0042] 在本公开的一些地方，特别是在公开合成引导RNA的结构和序列以及关于这样的

合成引导RNA的实验结果的图中，使用某些缩写来指示某些修饰。“M”在本文中用于指示2′‑
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O‑甲基修饰；“S”在本文中用于指示3′‑硫代磷酸核苷酸间键修饰；“P”在本文中用于指示

3′‑膦酰基乙酸(或PACE)核苷酸间键修饰；“MS”在本文中用于指示2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸

核苷酸间键修饰；“MP”在本文中用于指示2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(或2′‑O‑甲基‑3′‑

PACE)核苷酸间键修饰；并且“MSP”在本文中用于指示2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸核苷

酸间键修饰。

[0043] “糖皱褶”(sugar  pucker)是指由于空间力导致5元糖环的一个或两个原子不在平

面上，而得到的非平面的糖环。在呋喃核糖中，平面C1’‑O4’‑C4’是固定的。内皱褶(Endo‑

pucker)表示C2’或C3’离开这个平面转向O5′方向。外皱褶(Exo‑pucker)描述相反方向的移

位。C2′‑内和C3′‑内天然处于平衡状态，但化学修饰可以将糖驱动到优选的皱褶状态。在

RNA中，C3′‑内构象占优势。DNA可以调整并且能够呈现两种构象。

[0044] 术语“种子区”是指引导序列的与靶核酸序列互补的区域，其引发所述引导序列与

所述靶核酸序列的杂交。在一些情况下，种子区在蛋白质、肽或蛋白质复合物辅助下形成准

稳定的双链体。一般而言，术语“gRNA引导序列中的种子区”由20个核苷酸的引导序列中的

核苷酸11至20(从引导序列的5′端数起)组成，但该区域可以更短或更长，取决于核苷酸序

列和对这个区域中RNA核苷酸的化学修饰或相关肽、蛋白质或蛋白质复合物的修饰。

[0045] 术语“取样区”是指邻近种子区的区域，并且这些核苷酸的结合进行直到双链体的

结合能等于正在发生结合的温度时为止。一般而言，术语“gRNA中的取样区”由20个核苷酸

的引导序列中的核苷酸5至10(从所述引导序列的5′端数起)组成，但另有说明的除外，例如

当一个或多个修饰使得取样区在功能上被延伸时，由此可涵盖引导序列中的核苷酸1至10、

或者2至10、或者3至10、或者4至10、或者1至11、或者2至11、或者3至11、或者4至11、或者5至

11、或者1至12、或者2至12、或者3至12。

[0046] 术语“锁定区”是指邻近取样区的区域，其中形成的双链体的结合能高于正在发生

结合的温度。一般而言，术语“gRNA中的锁定区”由20个核苷酸的引导序列中的核苷酸1至4

(从所述引导序列的5′端计数)组成，但另有说明的除外，例如当一个或多个修饰使得锁定

区在功能上缩短至引导序列的5′端核苷酸1、或者核苷酸1至2、或者核苷酸1至3时。如果有

一个或多个核苷酸与5′端共价连接，使得引导序列从典型的20个核苷酸延伸至21个核苷

酸、或者至22个核苷酸、或者至23个核苷酸、或者至24个核苷酸、或者至25个核苷酸或更多，

则锁定区可能延伸超过CRISPR‑Cas9系统的引导序列的20个核苷酸的典型长度。

[0047] 如本文中使用的，术语“靶多核苷酸”或“靶”是指含有靶核酸序列的多核苷酸。靶

多核苷酸可以是单链或双链的，在某些实施方案中是双链DNA。在某些实施方案中，靶多核

苷酸是单链RNA。如本文中使用的“靶核酸序列”或“靶序列”表示人们希望使用CRISPR系统

来结合、切刻或切割的特异性序列或其互补序列。在某些实施方案中，可以选择两个或更多

个靶序列来在同一个反应中结合、切刻或切割，例如以替换用于同源重组目的的两个特定

靶序列之间的序列。或者，当要同时结合和富集多个靶时，两个或更多个靶序列也是有用

的。因此，在使用两个或更多个靶序列的情况下，取决于目的，对应的靶多核苷酸可以在或

可以不在同一基因中。

[0048] “脱靶多核苷酸”或“脱靶”是指这样的多核苷酸，其含有与预期靶核酸部分同源的

核酸序列。脱靶多核苷酸可以是单链或双链的，在某些实施方案中是双链DNA。如本文中使

用的，“脱靶核酸序列”或“脱靶序列”表示这样的特定序列或其互补序列，人们不希望使用
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CRISPR系统结合、切刻或切割它，而且它与靶核酸序列具有实质的序列同一性，但并不完全

相同。例如，当脱靶核酸序列与靶核酸序列具有至少约60％、至少约75％、至少约85％、至少

约90％、至少约90％、至少约90％‑95％、至少约97％、或更多的核苷酸(或氨基酸)序列同一

性时，则其具有实质的序列同一性。

[0049] 术语“HBB多核苷酸”、VEGFA多核苷酸、“IL2RG多核苷酸”、“CLTA1”多核苷酸和

“CLTA4多核苷酸”是指分别包含基因HBB、VEGFA、IL2RG、CLTA1或CLTA4的至少一部分的任何

多核苷酸。这样的多核苷酸包括天然存在的、重组的或合成的多核苷酸。这样的多核苷酸可

包括在与这样的基因相关的基因组中的基因座处发现的多核苷酸序列，因此包括这样的基

因的等位基因和变体。

[0050] 术语“特异性”是指引导RNA能够多好地区分中靶多核苷酸与一个或多个脱靶多核

苷酸。引导RNA的特异性可以如下确定，例如，通过计算中靶切割、结合或切刻百分比以及脱

靶切割、结合或切刻百分比；计算中靶：脱靶比；和/或从可比较的中靶和脱靶百分比得到的

特异性评分(参见本公开的实施例)。术语“中靶百分比”是指在某一项测定内靶多核苷酸的

切割、切刻或结合的百分比；例如，如果引导RNA导致该测定中存在的90％的靶多核苷酸的

切割、切刻或结合，则其具有90％的中靶百分比。术语“中靶∶脱靶比”是指某一测定的每个

引导RNA的中靶百分比和脱靶百分比的比值；例如，具有80％中靶百分比和8％脱靶百分比

的引导RNA的中靶∶脱靶比为10。术语“特异性评分”是指通过将中靶∶脱靶比乘以其对应的

测定的每个引导RNA的中靶百分比而获得的数字；举例来说，具有80％中靶∶百分比和8％脱

靶百分比的引导RNA产生的中靶∶脱靶比为10，并且特异性评分为8。在一些测定中，使用切

割作为替代对象来评估结合或切刻；例如，在通过测序来定量靶位点处的插入缺失形成以

评估切割的测定中，这样的测定也可用于评估gRNA的结合或切刻活性。

[0051] 术语“连续的增强特异性的修饰”是指在引导RNA中彼此邻近的两个或更多个增强

特异性的修饰。引导RNA可包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、

21、22、23个或24个连续的增强特异性的修饰。在广泛使用的CRISPR‑Cas9系统中，引导RNA

包含引导序列，其包含从所述引导序列的5′端数起的核苷酸1至20。一个或多个连续的增强

特异性的修饰可包括在例如核苷酸1和2处的修饰、核苷酸1至3处的修饰、核苷酸1至4处的

修饰、核苷酸1至5处的修饰、核苷酸1至6处的修饰、核苷酸1至7处的修饰、核苷酸1至8处的

修饰、核苷酸1至9处的修饰、核苷酸1至10处的修饰、核苷酸2和3处的修饰、核苷酸2至4处的

修饰、核苷酸2至5处的修饰、核苷酸2至6处的修饰、核苷酸2至7处的修饰、核苷酸2至8处的

修饰、核苷酸2至9处的修饰、核苷酸2至10处的修饰、核苷酸3和4处的修饰、核苷酸3至5处的

修饰、核苷酸3至6处的修饰、核苷酸3至7处的修饰、核苷酸3至8处的修饰、核苷酸3至9处的

修饰、核苷酸3至10处的修饰，等等。

[0052] 术语“杂交(hybridization)”或“杂交(hybridizing)”是指完全或部分互补的多

核苷酸链在适合的杂交条件下聚到一起以形成双链结构或区域的过程，其中两个组成链通

过氢键连接。如本文中使用的，术语“部分杂交”包括其中双链结构或区域含有一个或多个

凸起或错配的情况。虽然氢键一般在腺嘌呤和胸腺嘧啶或腺嘌呤和尿嘧啶(A和T或A和U)之

间或者在胞嘧啶和鸟嘌呤(C和G)之间形成，但是其他的非经典碱基对也可以形成氢键(参

见，例如Adams等人，“The  Biochemistry  of  the  Nucleic  Acids，”11th  ed .，1992)。可以

预期的是，修饰的核苷酸可以非经典途径形成允许或促进杂交的氢键。

说　明　书 8/118 页

12

CN 109563514 B

12



[0053] 术语“切割”是指使多核苷酸的磷酸二酯主链中的共价磷酸二酯键断裂。术语“切

割”涵盖单链断裂和双链断裂。双链切割可以作为两个不同的单链切割事件的结果而发生。

切割可导致平末端或粘性末端(staggered  ends)的产生。

[0054] 术语“CRISPR相关蛋白”或“Cas蛋白”是指野生型Cas蛋白、其片段、或其突变体或

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

一个或多个点突变、插入、缺失、截短的蛋白质、融合蛋白或其组合。在某些实施方案中，

“Cas突变体”或“Cas变体”基本上保留了Cas蛋白的核酸酶活性。在某些实施方案中，“Cas突

变体”或“Cas变体”被突变，使得一个或两个核酸酶结构域无活性。在某些实施方案中，“Cas

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

其野生型对应物的一些或全部核酸酶活性。术语“CRISPR相关蛋白”或“Cas蛋白”还包括各

种原核生物物种的野生型Cpf1蛋白(并命名为来自普雷沃菌属(Prevotella)和弗朗西丝菌

属(Francisella)1的成簇的规律间隔的短回文重复序列核糖核蛋白或CRISPR/Cpf1核糖核

蛋白)、其片段或其突变体或变体。

[0055] 术语Cas蛋白的“核酸酶结构域”是指该蛋白质内具有DNA切割催化活性的多肽序

列或结构域。Cas9通常催化PAM序列上游的双链断裂。核酸酶结构域可包含在单个多肽链

中，或者，切割活性可以由两个(或更多个)多肽联合产生。单个核酸酶结构域可由给定多肽

内多于一个分离的氨基酸段组成。这些结构域的实例包括RuvC样基序(SEQ  ID  NO：1中的氨

基酸7‑22、759‑766和982‑989)和HNH基序(氨基酸837‑863)；参见Gasiunas等人(2012)

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  109：39，E2579‑E2586和WO2013176772。

[0056] 具有“gRNA功能性”的合成引导RNA是具有天然存在的引导RNA的一种或多种功能

的合成引导RNA，所述一种或多种功能例如：与Cas蛋白的缔合，或由与Cas蛋白缔合的引导

RNA所执行的功能。在某些实施方案中，功能性包括结合靶多核苷酸。在某些实施方案中，功

能性包括将Cas蛋白或gRNA:Cas蛋白复合物靶向至靶多核苷酸。在某些实施方案中，功能性

包括切刻靶多核苷酸。在某些实施方案中，功能性包括切割靶多核苷酸。在某些实施方案

中，功能性包括与Cas蛋白关联或结合。例如，Cas蛋白可以被工程改造为与一种或多种蛋白

质或其部分融合的“死”Cas蛋白(dCas)，所述蛋白质例如转录因子增强子或阻抑物脱氨酶

蛋白等，使得一种或多种功能由融合蛋白或其部分执行。在某些实施方案中，功能性是具有

Cas蛋白的CRISPR‑Cas系统中的引导RNA的任何其他已知功能，所述CRISPR‑Cas系统包括具

有工程改造的Cas蛋白的人工CRISPR‑Cas系统。在某些实施方案中，功能性是天然引导RNA

的任何其他功能。合成引导RNA可具有比天然存在的引导RNA更大或更小程度的gRNA功能

性。在某些实施方案中，与相似的天然存在的引导RNA相比，合成引导RNA可具有关于一种特

性的更大功能性和关于另一种特性的更小的功能性。

[0057] 具有单链“切刻”活性的Cas蛋白是指包括Cas突变体或Cas变体在内的Cas蛋白，其

与野生型Cas蛋白相比具有降低的切割dsDNA的两条链之一的能力。例如，在某些实施方案

中，具有单链切刻活性的Cas蛋白具有降低RuvC结构域(或HNH结构域)功能的突变(例如，氨

基酸取代)，因此降低了切割靶DNA的一条链的能力。这样的变体的实例包括酿脓链球菌

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

点处的相同或相似的取代。

[0058] 具有“结合”活性或“结合”靶多核苷酸的Cas蛋白，是指与引导RNA形成复合物的
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Cas蛋白，并且当在这样的复合物中时，经由引导RNA的碱基与另一个多核苷酸之间的氢键

键合形成碱基对，引导RNA与另一个多核苷酸(如靶多核苷酸序列)杂交。氢键键合可以借助

于沃森‑克里克碱基配对或以任何其他序列特异性方式发生。该杂合体可包含形成双链体

的两条链、形成多链三链体的三条或更多条链、或这些的任何组合。

[0059] “CRISPR功能”表示任何可以通过CRISPR系统实现的功能或效应，包括但不限于基

因编辑、DNA切割、DNA切刻、DNA结合、基因表达调控、CRISPR激活(CRISPRa)、CRISPR干扰

(CRISPRi)、和可以通过将cas蛋白与另一种效应子连接而实现的任何其他功能，由此实现

对cas蛋白所识别的靶序列的效应子功能。例如，不含核酸酶的cas蛋白可以与转录因子、脱

氨酶、甲基酶等融合。所得到的融合蛋白，在靶标的引导RNA存在下，可用于调节靶标的转

录，使靶标脱氨、或甲基化。

[0060] 如本文中使用的，术语序列的“部分”或“片段”是指比完整序列小的序列的任何部

分(例如，核苷酸亚序列或氨基酸亚序列)。多核苷酸的部分的长度可以是任何长度，例如长

度为至少5、10、15、20、25、30、40、50、75、100、150、200、300或500个或更多个核苷酸。引导序

列的一部分可以是引导序列的约50％、40％、30％、20％、10％，例如引导序列的三分之一或

更短，例如7、6、5、4、3或2个核苷酸长度。

[0061] 在分子背景下的术语“衍生自”是指使用亲本分子或来自该亲本分子的信息分离

或制造的分子。例如，Cas9单突变体切口酶和Cas9双突变体无效核酸酶(也称为失活的

Cas9、“死Cas9”或dCas9)衍生自野生型Cas9蛋白。

[0062] 在两个或更多个多核苷酸(或两个或更多个多肽)的背景下，术语“实质上相同”是

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

70％、至少约80％、至少约90％、约90％‑95％、至少约95％、至少约98％、至少约99％或更多

核苷酸(或氨基酸)序列同一性的序列或亚序列。优选地，多核苷酸之间的“实质同一性”存

在于多核苷酸的至少约20个核苷酸长度、至少约50个核苷酸长度、至少约100个核苷酸长

度、至少约200个核苷酸长度、至少约300个核苷酸长度、至少约500个核苷酸长度的区域上，

或在多核苷酸的整个长度上。优选地，多肽之间的“实质同一性”存在于多肽的至少约50个

氨基酸残基长度、至少约100个氨基酸残基长度的区域上，或在多肽的整个长度上。

[0063] 如本文中公开的，提供了许多数值范围。应当理解的是，还具体考虑了在该范围的

上限和下限之间的距离下限单位的十分之一的每个中间值。还具体考虑了陈述范围所涵盖

的每个较小范围或中间值。术语“约”通常指的是指示数值的正或负10％。例如，“约10％”可

以指示9％到11％的范围，并且“约20”可以表示18‑22。“约”的其他含义可以从上下文显而

易见，比如四舍五入，因此，例如“约1”还可以表示从0.5到1.4。

[0064] II.CRISPR介导的序列特异性结合和/或切割或切刻

[0065] 图1显示了CRISPR‑Cas9介导的序列特异性DNA切割的图。引导RNA被描绘为sgRNA，

其具有位于5′结构域内的示例性的20个核苷酸(或20‑nt；核苷酸通常缩写为“nt”)的引导

序列(其他引导序列的长度可以是例如约15个至约30个核苷酸)、定位于内部的碱基配对的

茎、以及3′结构域。引导序列与DNA靶标中的示例性20‑nt靶序列互补。所述茎对应于crRNA

中的一段重复序列，并且与tracrRNA中的序列互补。引导RNA的3′结构域对应于结合Cas9核

酸酶的tracrRNA的3′结构域。Cas9:gRNA复合物直接结合并切割在被Cas9识别的PAM序列的

上游的靶DNA序列或原型间隔序列。在图1中，例示了3‑nt  PAM序列；然而，包括4‑nt、5‑nt的
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其他PAM序列甚至更长的PAM序列是已知的。

[0066] 用于CRISPR‑Cas基因组编辑的引导RNA是在RNA‑蛋白质复合物中发挥功能的，其

中RNA既用作蛋白质的支架，又用于双链体DNA靶标的序列识别。该复合物识别基因组DNA是

首先扫描核苷酸PAM序列。一旦识别了PAM序列，RNA‑蛋白质复合物就试图在基因组DNA靶标

和引导RNA的引导序列之间形成RNA/DNA双链体。这个双链体首先通过Cas蛋白介导的gRNA

的“种子区”的碱基配对来引发，其中种子区被认为长度为约十个核苷酸。在结合种子区之

后，通过引导RNA  5′端上的剩余核苷酸的杂交形成稳定的RNA/DNA双链体；这通常产生20个

核苷酸的DNA/RNA双链体，接来去进行蛋白质复合物对靶DNA的双链切割。

[0067] CRISPR‑Cas  RNA‑蛋白质复合物能够用于基因组编辑的一个重要方面是序列特异

性。CRISPR‑Cas  RNA‑蛋白质复合物切割基因组DNA，作为通过修复或重组使基因失活或修

饰基因的过程的第一步。在这个过程中，基因组DNA在不想要的“脱靶”位点处的切割可能产

生不希望的后果，例如在基因组中的其他地方产生序列突变。目前，这些脱靶切割事件要么

通过筛选技术检测到，要么通过育种技术去除，要么被忽略。CRISPR‑Cas  RNA‑蛋白复合物

在原核生物中进化为适应性免疫系统；改进这些复合物的序列特异性将是推动CRISPR‑Cas 

RNA‑蛋白质复合物作为真核基因组学工具广泛应用的一项显著进步和创新。

[0068] 序列特异性首先是gRNA:Cas蛋白复合物能够扫描、检测和结合生物的整个基因组

内的靶位点或连续核苷酸串。为了做到这一点，靶序列需要足够长，使得其连续核苷酸的串

或序列在感兴趣的生物的整个基因组中仅出现一次，并且定位于期望的基因组编辑位点。

赋予基因组内独特性所必需的连续核苷酸或多核苷酸串的长度由该特定多核苷酸的“信息

含量”决定。对于大多数真核细胞和生物，靶多核苷酸的长度必须在18至22个核苷酸的范围

内，从而具有在整个基因组中独特的足够信息含量(J.Mol.Biol.(1986)，188，415‑431)。通

常，靶多核苷酸越长，信息含量越多，其序列在基因组中仅出现一次的可能性越高；19个核

苷酸的序列比18个核苷酸的序列具有更多的信息含量，20个核苷酸的序列比19个核苷酸的

序列具有更多的信息含量，以此类推。然而，一条独特的20个核苷酸的序列可能与基因组中

别处的一条不同的20‑nt序列中除1个核苷酸之外的全部核苷酸的序列匹配，这条含有单个

错配的序列即构成脱靶位点。引导序列与脱靶序列(相对于与20个核苷酸的靶序列)的相对

结合受引导序列与中靶序列以及脱靶序列之间各自的结合能和动力学平衡的控制。

[0069] 寡核苷酸的差异结合能受到DNA和RNA结合的协作作用的控制，并且可以该协作作

用最大化。已经通过两种方式确定了杂交过程中DNA和RNA结合的协作性。首先，当寡核苷酸

开始结合其单独的核苷酸亚基时，核苷酸亚基与互补核碱基的结合对随后寡核苷酸序列中

下一个相邻核苷酸的结合具有正影响。同时，单独的核苷酸的去结合对下一个相邻核苷酸

的结合具有负影响。当尝试进行错配碱基对时，该错配对的去结合(unbinding)对相邻核苷

酸对的结合具有负影响，同样，当匹配的核苷酸对成功结合时，其对相邻核苷酸对的结合具

有正影响。从总能量的角度来看，当寡核苷酸作为多个单独的核苷酸亚基开始结合时——

这些单独的核苷酸亚基在多个渐进的步骤中结合和去结合——相对于这些步骤彼此独立

发生的系统，中间状态在统计学上代表不足。换言之，除了结合或去结合之外，存在有限的

自由度和有限数量的动力学状态。从分子角度来看，核苷酸串有一些刚性，一旦核苷酸结

合，除了导致结合的能量构象之外，相邻核苷酸可以采用的能量构象非常有限。

Z.A.Shabarova(1988)Bioorg .Khim.14：12，1656‑62在大概30年前首次证明了保持DNA和
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RNA协作结合需要分子刚性。用两条寡核苷酸，每条长度为7个核苷酸，构建一条长度为14个

核苷酸的DNA，这些核苷酸是利用化学连接作用介由1，3‑二氨基丙烷或1，3‑丙二醇键共价

连接的。将柔性寡核苷酸与互补的14个核苷酸的DNA寡核苷酸结合，并测量结合能。在没有

天然DNA主链刚性的情况下，柔性的14个核苷酸的DNA单链结合的结合能显著较低，就好像

它是两条独立的缺乏协作性的7个核苷酸的DNA寡核苷酸一样。观察到的这个现象，称为协

作性(cooperativity)，与非协作性系统中相比，可以更高程度地区分的匹配与错配，并且

是增加核苷酸序列特异性的一个重要因素。晶体结构已经显示，Cas蛋白将种子区的10个核

苷酸预排序成一个A型螺旋的单链部分。将RNA预排序成A型螺旋可限制gRNA的引导序列可

采用的动力学状态的数量，从而增加种子区中DNA/RNA杂交的协作性。

[0070] 一串核苷酸与互补核苷酸串的总结合能通常由解链温度(Tm)定义。解链温度是将

两个结合的核苷酸串或链(即，通过碱基配对或杂交结合)解离至它们50％结合和50％未结

合的程度所需的温度。解链温度通过一种称为增色效应(hyperchromicity)的现象来测量。

当两个结合的寡核苷酸链正在热作用下分开时，UV吸收增加。寡核苷酸的热变性引起双螺

旋结构解开形成单链寡核苷酸。当溶液中的两个结合的寡核苷酸被加热至高于其解链温度

时，双链体解开形成两条单链，它们比双链体吸收更多的光。当将UV吸光度作为温度的函数

绘制曲线时，在双链体开始解离的点处获得S形曲线，并且将该S形曲线的中心定义为Tm。

[0071] 图4是表明当寡核苷酸双链体通过加热分离成分别的链时UV吸收如何增加的曲线

图。S形曲线反映了双链体解离成分别的链，并且S形曲线的中心是双链体的Tm。这个曲线指

示在生理盐浓度下20个核苷酸的DNA/RNA双链体的解链温度约为50℃。

[0072] 寡核苷酸双链体在解链温度下——此时仅形成50％的双链体——具有最大的匹

配对错配的特异性。在此温度下，如果双链体的结合和去结合具有高度协作性或显示陡峭

的S形曲线，则脱靶多核苷酸上的单个错配将阻断寡核苷酸的杂交。如果在37℃进行基因编

辑实验，那么使用与其靶标的结合Tm为37℃的引导RNA将会获得匹配对错配的最佳区分。这

里的问题在于，这个方面仅基于单链核酸的热力学，而具有37℃Tm的引导RNA仅能部分地结

合其双链靶标，导致总的活性或基因编辑低。尽管如此，在监测活性的同时，逐渐降低引导

RNA与其靶标的总Tm，应该会增加特异性。Yanfang等人(2014)Nat.Biotechnol.32，279‑284

证明了这一原理，他们将引导RNA从20个核苷酸截短至17个核苷酸长，声称在某些脱靶位点

的特异性增加了5,000倍，而没有牺牲中靶基因组编辑效率。在生理盐条件下，RNA/DNA双链

体中RNA的截短使该双链体的Tm降低约2℃/碱基对。将gRNA中的引导序列截短至17个核苷

酸将使结合能降低约6℃，从而产生约42℃的双链体Tm。然而，当引导序列从20个核苷酸截

短至17个核苷酸时，丢失了相当多信息含量，使得它可以更容易地在整个基因组中发现更

多的与的17‑nt引导序列相同或相似的脱靶位点。更有用的方法是通过化学修饰降低20个

核苷酸的RNA/DNA双链体的结合能，同时保持结合与去结合的协作性。

[0073] 用于CRISPR‑Cas基因组编辑或用于靶多核苷酸切割或切刻的引导RNA作为单引导

RNA或两片段双引导RNA存在，其中两个片段称为crRNA(成簇重复序列RNA)和tracrRNA(反

式激活成簇重复序列RNA)。参见以上图2A和2B。图5A还展示了单引导RNA或两片段双引导

RNA  501(其中crRNA区段和tracrRNA区段形成杂交的双链体)。从左到右(即，从引导RNA的

5′端到3′端)，图5A概括性地显示了引导RNA上的延伸部分503(有时称为突出端)、取样和锁

定区505、Cas蛋白结合性种子区507(通常为10‑nt部分)、双引导茎509或单引导茎环511和
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tracrRNA区513。Cas9蛋白可以结合这些gRNA区域的全部，也许503除外。引导序列包括锁定

区、取样区和种子区。对于单引导RNA和双引导RNA，都是由引导RNA  5′端的约20个核苷酸来

与靶DNA结合并形成稳定双链体的。这种相对于与其他相似序列的位点竞争性杂交的杂交

结合决定了gRNA对靶标的总体特异性，从而决定了利用gRNA:Cas蛋白质复合物的基因组编

辑或基因失活的特异性。

[0074] 在引导序列的3′端的引发下，Cas9介导形成种子RNA/DNA双链体，引导RNA藉此与

其靶多核苷酸结合。一旦形成初始种子双链体，gRNA会像拉链一样继续向其5′端杂交。

[0075] 图5B展示了在gRNA  501和基因组DNA  515初始形成种子双链体517之后，核苷酸的

结合是如何顺序进行通过取样区的。取样区是指邻近种子区的区域，这些核苷酸持续杂交

结合，直到双链体的结合能大致等于正在发生结合的温度时为止。在这个区域中的结合和

去结合的速率受到结合RNA与未结合RNA(例如，501对519或501对521)之间更大的平衡的控

制，该平衡也受到Cas9蛋白的相互作用控制。在引导RNA在生理盐浓度和37℃与基因组DNA

形成RNA/DNA双链体的情况下，基于15至16个核苷酸的RNA/DNA双链体的Tm大约为37℃的事

实，典型的取样区跨越紧邻着10个核苷酸的种子区的5′的5至6个核苷酸。一旦结合的核苷

酸的数量超过Tm阈值，结合就以连续的方式继续通过锁定区，直到引导序列的20个核苷酸

结合，并且如果引导序列的5′端上存在与靶标互补的延伸部分或5′突出端，结合可以进一

步进行。一旦结合到达锁定区，在结合RNA与未结合RNA(例如，501对523)之间的平衡就会发

生变化，使得其从靶多核苷酸去结合或释放受到结合RNA与未结合RNA的总体平衡的负面影

响，该总体平衡现在显著地偏向结合或杂交状态的方向。Slaymaker等人(2016)，″

Rationally  engineered  Cas9nucleases  with  improved  specificity″，Science  351，

84‑8显示了结合RNA与未结合RNA的较大平衡对特异性的影响。Slaymaker等人报道，对Cas9

蛋白加以工程改造，将Cas9蛋白的核酸结合沟(或nt沟)中的带正电荷的氨基酸转化为带中

性电荷的丙氨酸残基，以减少脱靶插入缺失的形成。这些变化可降低引导RNA对于双链靶

DNA的Cas9介导的总亲和力，并迫使亲和力更多地依赖于RNA/DNA杂交，包括碱基对识别。

[0076] 图5C展示了在gRNA  525的种子区和取样区中如何利用可降低单个碱基对的结合

能但仍保持高水平协作性的核苷酸化学修饰使取样区延伸超过5个或6个核苷酸。该效应可

以显著增加引导RNA  525与基因组DNA  515结合的特异性，因为这些化学修饰增加了实现与

正在发生结合时的温度相当的杂交结合能所需的核苷酸数。在类似的效应中，使结合RNA与

未结合RNA(525对527、531或533)的更大平衡推移所需的核苷酸总数增加，经计算，这导致

序列特异性的总体增加。

[0077] 非常令人惊讶和出乎意料的发现是，通过引导序列部分中的三种不同基序中的任

何一种：杂环核碱基、糖和核苷酸间磷酸酯键，核苷酸修饰可用于降低gRNA:Cas蛋白复合物

对部分互补的脱靶多核苷酸的活性。在具有化学修饰的gRNA中，修饰不显著增加非特异性

结合或不显著降低杂交的协作性是重要的，因为非特异性结合的显著增加和/或杂交的协

作性的显著降低都可能促进Cas蛋白的脱靶结合、切刻或切割，这是不可取的。

[0078] 在引导序列中的核碱基中，通过碱基配对可及的原子数来降低驱动杂交的氢键键

合潜力是有可能的。然而，降低氢键键合潜力还可能导致替代碱基配对，从而增加对脱靶多

核苷酸序列的识别。为了避免这种情况，利用引导序列中的高特异性碱基配对是重要的。修

饰核碱基以促进高特异性的一个实例是在引导序列中置入2‑硫代尿苷来代替尿苷。尿苷核
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苷酸通常通过两个氢键与腺苷核苷酸结合，但也能够与鸟苷核苷酸结合而产生相当弱的碱

基对，通常称为G‑U摆动对(wobble  pair)。如果使用2‑硫代尿苷代替尿苷，则2‑硫代尿苷仅

能形成不太稳定的G‑U摆动对(如果有的话)，因为尿嘧啶碱基的C2位上的硫取代基不能用

作氢键受体。

[0079]

[0080] 同样的策略可用于通过将潜在的氢键数从三个减少到两个，例如通过使用2‑硫代

胞苷或4‑硫代鸟苷，以降低典型的鸟苷/胞苷碱基对的氢键键合潜力。在这里说明了它们在

修饰的G‑C碱基对中形成氢键的可能性降低。

[0081]

[0082] 还可以使用核糖核苷酸的糖模块修饰来降低引导序列对互补DNA链的亲和力。这

可以通过两种方式来完成，第一种是改变糖皱褶，第二种是通过空间拥挤使RNA/DNA双链体

变形。通常，糖皱褶被描述为处于两种状态的任一种：2′‑内(南，DNA样)糖皱褶，或3′‑内

(北，RNA样)糖皱褶。2′‑内糖皱褶被认为对于碱基配对具有去稳定作用，并且这被认为是由

糖苷键的扭转角的变化引起的，从而防止形成最高亲和力的碱基堆积几何形状。可产生2′‑

内构象的RNA修饰的实例有脱氧核糖、2′‑脱氧‑2′‑氟阿拉伯呋喃糖基、2′‑脱氧‑2′‑氟呋喃

核糖基、2′‑O‑苯基、2′‑苯硫基、2′‑S‑苯硫基、2′‑甲基、2′‑乙基、2′‑丙基、2′‑烯丙基、2′‑

烯丙基苯基、2′‑甲基羟基、2′‑甲氧基甲基、2′‑O‑氨基甲酸酯、2′‑O‑乙基氨基、2′‑O‑烯丙

基氨基、2′‑O‑丙基氨基和2′‑O‑取代的苯基取代基。

[0083] 核苷酸间键修饰还可以降低核苷酸的结合亲和力，同时保持碱基对杂交的协作

性。这些修饰的实例是膦酰基乙酸、硫代膦酰基乙酸、膦酰基羧酸酯、硫代膦酰基羧酸酯、膦

酰基丙酸酯、膦酰基硫代丙酸酯、甲基膦酸酯、甲基硫代膦酸酯和硼烷膦酸。

[0084] 在某些实施方案中，可以添加增加或降低整个引导RNA的结合能的糖修饰或核碱

基修饰，以调变或进一步调整对引导RNA掺入其他修饰的结合能。例如，与未修饰的引导RNA

相比，掺入2′‑O‑甲基‑硫代膦酰基乙酸(MSP)将引导RNA的结合能降低 1.5度。如果将2′‑O‑

甲基核苷酸掺入引导序列的其他地方，将使总结合能增加 0.2度，并且与未修饰的引导RNA

相比，所得的引导RNA将具有 1.3度的总结合能降低。在某些实施方案中，所述糖修饰包括

2’‑O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3烷基，比如也称为2’‑O‑(2‑甲氧基乙基)或2’‑MOE的2′‑甲氧基乙氧基

(2’‑O‑CH2CH2OCH3)。在某些实施方案中，所述糖修饰包括2′‑卤素，如2′‑F、2′‑Br、2′‑Cl或
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2′‑I。在某些实施方案中，所述糖修饰包括2′‑NH2。在某些实施方案中，所述糖修饰包括2’‑

H(例如2′‑脱氧核苷酸)。在某些实施方案中，所述糖修饰包括2′‑阿拉伯糖基或2′‑F‑阿拉

伯糖基。在某些实施方案中，所述糖修饰包括2′‑LNA或2′‑ULNA。在某些实施方案中，所述糖

包含4′‑硫代核糖基。

[0085] 在某些实施方案中，可以将增加或降低整个引导RNA的结合能的核苷酸糖修饰或

核碱基修饰掺入到同一个核苷酸上，其中磷酸二酯键被修饰以调变修饰的核苷酸的结合

能。例如，可以将3′‑膦酰基羧酸酯键与糖修饰如2′‑O‑甲基、2′‑F或′‑O‑(2‑甲氧基乙基)一

起使用。在某些实施方案中，所述糖包含2’O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3烷基，例如2′‑甲氧基乙氧基

(2’‑O‑CH2CH2OCH3)，又名2’‑O‑(2‑甲氧基乙基)或2’MOE。在某些实施方案中，所述糖包含

2′‑卤素，如2′‑F、2′‑Br、2′‑Cl或2′‑I。在某些实施方案中，所述糖包含2′‑NH2。在某些实施

方案中，所述糖包含2’‑H(例如2’‑脱氧核苷酸)。在某些实施方案中，所述糖包含2′‑阿拉伯

糖基或2′‑F‑阿拉伯糖基。在某些实施方案中，所述糖包含2′‑LNA或2′‑ULNA。在某些实施方

案中，所述糖包含4′‑硫代核糖基。

[0086] III.引导RNA

[0087] 在至少一个方面，本发明包括经化学修饰的、具有引导RNA的功能性的引导RNA。所

述化学修饰的引导RNA包含至少一个增强特异性的修饰，并且可以包含具有比特异性增强

更多的功能或具有不同功能的其他化学修饰。

[0088] 包含除四种经典核糖核苷酸(即A、C、G和U)以外的任何核苷酸(无论是非天然的还

是天然的(例如，假尿苷、肌苷或脱氧核苷酸))的引导RNA是化学修饰的引导RNA。同样，包含

除天然磷酸二酯核苷酸间键以外的任何主链或核苷酸间键的引导RNA具有化学修饰，因此

是化学修饰的引导RNA。在某些实施方案中，保留的功能性包括结合Cas蛋白。在某些实施方

案中，保留的功能性包括结合靶多核苷酸。在某些实施方案中，保留的功能性包括将Cas蛋

白或gRNA:Cas蛋白复合物靶向至靶多核苷酸。在某些实施方案中，保留的功能性包括通过

gRNA:Cas蛋白复合物切刻靶多核苷酸。在某些实施方案中，保留的功能性包括通过gRNA:

Cas蛋白复合物切割靶多核苷酸。在某些实施方案中，保留的功能性是具有Cas蛋白的

CRISPR‑Cas系统中的引导RNA的任何其他已知功能，所述CRISPR‑Cas系统包括具有工程改

造的Cas蛋白的人工CRISPR‑Cas系统。在某些实施方案中，保留的功能性是天然引导RNA的

任何其他功能。

[0089] A.示例性修饰

[0090] 在某些实施方案中，增强特异性的修饰是脱氧核糖核苷酸、2′‑脱氧‑2′‑氟阿拉伯

呋喃糖基核苷酸、2′‑脱氧‑2′‑氟呋喃核糖基核苷酸、具有2′‑O‑苯基、′‑S‑苯硫基、2′‑甲

基、2′‑乙基、2′‑丙基、2′‑烯丙基、2′‑烯丙基苯基、2′‑甲基羟基、2′‑甲氧基甲基、′‑O‑氨基

甲酸酯、2′‑O‑乙基氨基、′‑O‑烯丙基氨基、2′‑O‑丙基氨基或′‑O‑取代的苯基的糖，或其组

合。在某些实施方案中，增强特异性的修饰是膦酰基乙酸、硫代膦酰基乙酸、膦酰基丙酸酯、

膦酰基硫代丙酸酯、甲基膦酸酯、甲基硫代膦酸酯或硼烷膦酸；或任何前述的组合。

[0091] 在某些实施方案中，掺入引导RNA中的核苷酸糖修饰选自下组：脱氧核糖、2′‑脱

氧‑2′‑氟阿拉伯呋喃糖基、2′‑脱氧‑2′‑氟呋喃核糖基、以及具有2′‑O‑苯基、2′‑S‑苯硫基、

2′‑甲基、2′‑乙基、2′‑丙基、2′‑烯丙基、2′‑烯丙基苯基、2′‑甲基羟基、2′‑甲氧基甲基、2′‑

O‑氨基甲酸酯、2′‑O‑乙基氨基、2′‑O‑烯丙基氨基、2′‑O‑丙基氨基和2′‑O‑取代的苯基的
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糖。在某些实施方案中，掺入引导RNA中的核苷酸间键修饰选自下组：硫代磷酸“P(S)”(P

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

((S)P(CH2)nCOOR)如硫代膦酰基乙酸“thioPACE”((S)P(CH2COO
‑))、烷基膦酸(P(C1‑3烷基)

如甲基膦酸酯‑P(CH3)、硼烷膦酸(P(BH3))和二硫代磷酸(P(S)2)。在某些实施方案中，掺入

引导RNA的核苷酸间键修饰选自下组：膦酰基乙酸、硫代膦酰基乙酸、膦酰基丙酸酯、膦酰基

硫代丙酸酯、甲基膦酸酯、甲基硫代磷酸和硼烷膦酸。

[0092] 在某些实施方案中，掺入引导RNA中的核碱基(“碱基”)修饰选自下组：2‑硫尿嘧啶

(“2‑硫代U”)、2‑硫胞嘧啶(“2‑硫代C”)、4‑硫尿嘧啶(“4‑硫代U”)、6‑硫鸟嘌呤(“6‑硫代

U”)、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、次黄嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌

呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑甲基胞嘧啶(“5‑甲基C”)、5‑甲基尿嘧啶(“5‑甲基U”)、5‑羟甲

基胞嘧啶、5‑羟甲基尿嘧啶、5，6‑脱氢尿嘧啶、5‑乙炔基胞嘧啶、5‑氨基烯丙基尿嘧啶(“5‑

氨基烯丙基U”)、5‑氨基烯丙基胞嘧啶(“5‑氨基烯丙基C”)、脱碱基核苷酸、非结构化核酸

(“UNA”“)、异鸟嘌呤(”isoG“)、异胞嘧啶(”isoC“)[如描述于“Enzymatic  Incorporation 

of  a  New  Base  pair  into  DNA  and  RNA  Extends  the  Genetic  Alphabet.”Piccirilli，

J.A.；Krauch，T.；Moroney，S.E.；Benner，S.A.(1990)Nature，343，33]、5‑甲基‑2‑嘧啶(如

描述于Rappaport，H.P.(1993)Biochemistry，32，3047)、x(A、G、C、T、U)和Y(A、G、C、T、U)。

[0093] 在某些实施方案中，在核苷酸糖、核碱基、磷酸二酯键和/或核苷酸磷酸酯上引入

一个或多个同位素修饰。这样的修饰包括包含用作示踪剂的一个或多个15N、13C、14C、氘、3H

、32P、125I、131I原子或其他原子或元素的核苷酸。

[0094] 在某些实施方案中，掺入引导RNA中的“末端”修饰选自下组：PEG(聚乙二醇)、烃接

头(包括：杂原子(O、S、N)取代的烃间隔物；卤代烃间隔物；含酮基‑、羧基‑、酰胺基‑、亚硫酰

基‑、氨基甲酰基‑、硫代氨基甲酰基(thionocarbamaoyl)的烃间隔物)；精胺接头；染料，包

括与接头连接的荧光染料(例如荧光素、罗丹明、花青)，所述接头例如像6‑‑己基、猝灭剂

(例如dabcyl，BHQ)和其他标记物(例如生物素、地高辛配基、吖啶、链霉亲和素、亲和素、肽

和/或蛋白质)。在某些实施方案中，“末端”修饰包括引导RNA与另一种分子的缀合(或连

接)，所述另一种分子包括寡核苷酸(包括脱氧核苷酸和/或核糖核苷酸)、肽、蛋白质、糖、寡

糖、类固醇、脂质、叶酸、维生素和/或其他分子。在某些实施方案中，掺入引导RNA中的“末

端”修饰通过接头(例如2‑(4‑丁基酰胺基荧光素)丙烷‑1，3‑二醇双(磷酸二酯)接头)(在下

文描绘)定位在引导RNA序列的内部，所述接头作为磷酸二酯键掺入并且可以掺入到引导

RNA中的两个核苷酸之间的任何位置。
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[0095]

[0096] 作为说明，其他接头包括例如但不限于：

[0097]

[0098] 在某些实施方案中，末端修饰包括末端官能团，比如胺、硫醇(或巯基)、羟基、羧

基，羰基、亚硫酰基、硫代羰基、氨基甲酰基、硫代氨基甲酰基、磷酰基(phoshoryl)、烯、炔、

卤素或官能团封端的接头，其中任一者可以随后与期望的模块缀合，所述模块例如荧光染

料或非荧光标记物或标签或任何其他分子，例如像寡核苷酸(包括脱氧核苷酸和/或核糖核

苷酸，包括适体)、氨基酸、肽、蛋白质、糖、寡糖、类固醇、脂质、叶酸、维生素。缀合采用本领

域熟知的标准化学，包括但不限于通过N‑羟基琥珀酰亚胺、异硫氰酸酯、DCC(或DCI)和/或

任何其他标准方法偶联。

[0099] 在某些实施方案中，标记物或染料与gRNA中的经修饰的核苷酸附接或缀合。使用

所谓的“点击”化学或所谓的“方酸”(“squarate”)缀合化学，可以完成荧光染料或其他模块

如非荧光标记物或标签(例如生物素、亲和素、链霉亲和素或含有同位素标记物如15N、13C、
14C、氘、3H、32P、125I等等的模块)或任何其他分子，例如像寡核苷酸(包括脱氧核苷酸和/或核

糖核苷酸，包括适体)、氨基酸、肽、蛋白质、糖、寡糖、类固醇、脂质、叶酸、维生素或其他分子

的缀合。“点击”化学是指炔模块与叠氮化物模块的[3+2]环加成，导致在两个模块之间的三

唑连接，如以下方案所示：

说　明　书 17/118 页

21

CN 109563514 B

21



[0100]

[0101] 如描述于例如El‑Sagheer、A .H和Brown，T .“Click  chemistry  with  DNA”，

Chem.Soc.Rev.，2010，39，1388‑1405and  Mojibul，H.M.and  XiaoHua，P.，DNA‑associated 

click  chemistry，Sci.China  Chem.，2014，57：2，215‑31，将其内容通过提述完整并入本

文。

[0102] 在某些实施方案中，缀合可以通过替代的环加成来完成，如缀合的二烯模块与烯

模块的Diels‑Alder[4+2]环加成。

[0103] “方酸”缀合化学通过方酸衍生物连接两个各自具有胺的模块，以产生含有方酸模

块的方酸缀合物(参见例如Tietze等人(1991)Chem.Ber.，124，1215‑21，将其内容通过提述

完整并入本文)。例如，含有接头胺的荧光素通过方酸接头与含有胺的寡核糖核苷酸缀合，

如以下方案中所述。在以下方案中描绘了方酸接头的实例：

[0104]

[0105] B.具有至少一个增强特异性的修饰的引导RNA

[0106] 在一个方面，本发明技术提供了具有至少一个增强特异性的修饰的引导RNA，其构

成修饰的gRNA和任选的增强稳定性的修饰。

[0107] 在某些实施方案中，至少一个增强特异性的修饰在引导RNA的引导序列或crRNA区

段内。在某些实施方案中，修饰在crRNA的引导序列内。在某些实施方案中，修饰在引导序列

或crRNA区段的5′端的前五(5)个核苷酸内。在某些实施方案中，修饰在引导序列或crRNA区

段的前四(4)个核苷酸内。在某些实施方案中，修饰在引导序列或crRNA区段的前三(3)个核

苷酸内。在某些实施方案中，修饰也在crRNA区段的5′‑突出端内。在某些实施方案中，其中

引导序列由核苷酸1至20‑N组成(从所述引导序列的5′端计数)，其中N是‑10至10之间的正

整数或负整数(任选地在‑10至6之间)，至少一个增强特异性的修饰在4‑N至20‑N的核苷酸

内，或者在5‑N至20‑N的核苷酸内，或者在10‑N至20‑N的核苷酸内，或者在13‑N至20‑N的核

苷酸内，或者在13‑N至14‑N或16‑N至19‑N的核苷酸内，或者在13‑N至14‑N或16‑N至18‑N的

核苷酸内。在某些实施方案中，修饰位于核苷酸4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑N、11‑N或其任何组

合。

[0108] 在某些实施方案中，修饰的gRNA包含在gRNA的引导序列部分中的1、2、3、4、5、6、7、
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8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19个或20个增强特异性的修饰核苷酸，并且在gRNA的

其他部分或区段中包含至多达100个其他的修饰核苷酸。在其他实施方案中，，修饰的gRNA

在引导序列部分上包含5′延伸部分或突出端，并且所述延伸部分的长度为1至20个核苷酸，

包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19个或20个增强特异性的修饰核

苷酸(在gRNA的引导序列部分中的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19

个或20个增强特异性的修饰核苷酸的基础上附加的)，并且任选地在gRNA的其他部分中包

含另外最多达100个修饰核苷酸。在某些实施方案中，gRNA中的所有核苷酸都是修饰的。在

某些实施方案中，所有的修饰都是相同的。在某些实施方案中，所有修饰的核苷酸都具有相

同的修饰类型。在某些实施方案中，修饰的gRNA包含不同修饰的核苷酸的组合。在某些实施

方案中，修饰的gRNA包含两个或更多个修饰的核苷酸。在某些实施方案中，修饰的gRNA包含

三个或更多个修饰的核苷酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸是连续排列的。在某些实施

方案中，修饰的gRNA包含修饰的核苷酸的至少一个连续段。在某些实施方案中，修饰的gRNA

包含具有至少2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、

26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49个或50

个修饰的核苷酸的连续段。每个修饰的核苷酸可以独立地包含一个或多个类型的修饰。在

某些实施方案中，在修饰的gRNA的序列中，修饰的核苷酸不是连续的，或者一些修饰的核苷

酸是连续的，并非所有修饰的核苷酸都是连续的。

[0109] 在某些实施方案中，化学修饰在引导RNA的5′部分内。当引导RNA是双引导RNA时，

5′部分内的化学修饰是指引导RNA的crRNA区段的5′部分内的修饰，而不是tracrRNA区段的

5′部分内的修饰。当引导RNA是单引导RNA时，它具有一个5′部分，位于crRNA区段中。在某些

实施方案中，修饰在引导RNA的5′部分的前五(5)个核苷酸内。在某些实施方案中，修饰在引

导RNA的5′部分的前三(3)个核苷酸内。在某些实施方案中，修饰在引导RNA的3′部分内。在

某些实施方案中，修饰在引导RNA的3′部分的最后五(5)个核苷酸内。在某些实施方案中，修

饰在引导RNA的3′部分的最后三(3)个核苷酸内。在某些实施方案中，修饰在引导RNA的内部

区域(即，在5′端和3′端之间)内。

[0110] 在某些实施方案中，化学修饰掺入到引导RNA的5′部分或3′部分中，特别是在5′部

分的前5个或10个核苷酸内，或在3′部分的最后5个或10个核苷酸内，以便例如保护RNA免受

核酸酶降解或为了其他目的。在一些其他的实施方案中，修饰掺入到引导RNA的5′部分和3′

部分两者中，特别是在5′部分的前5个或10个核苷酸内以及在3′部分的最后5个或10个核苷

酸内，以便例如保护RNA免受核酸酶降解或为了其他目的。在某些实施方案中，在引导RNA的

5′部分和3′部分两者中都存在多于一个类型的修饰。在某些实施方案中，修饰位于引导RNA

的5′端、3′端和内部序列内。在某些实施方案中，引导RNA包含在引导RNA的5′或3′部分中的

40个或更少、或者20个或更少、或者15个或更少、或者10个或更少、或者5个或更少、或者3个

或更少的脱氧核糖核苷酸残基。在引导RNA是双引导RNA的情况下，每个RNA分子在5′端、3′

端或两者处都可以包含修饰。在某些实施方案中，末端(5′、3′或两者)处的连续核苷酸(如

2、3、4、5个更多个连续核苷酸)被修饰。

[0111] 一般而言，引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数(任选地

在‑10至6之间)。N可以选自‑10、‑9、‑8、‑7、‑6、‑5、‑4、‑3、‑2、‑1、0、1、2、3、4、5、6、7、8、9和

10。例如，引导序列可以是20个核苷酸长(N＝0)、19个核苷酸长(N＝1)、21个核苷酸长(N＝‑

说　明　书 19/118 页

23

CN 109563514 B

23



1)，等等。在某些实施方案中，引导序列包含在核苷酸位置(从引导序列的5′端开始)4‑N、5‑

N、7‑N、9‑N或11‑N或其组合的至少一个增强特异性的修饰。下面描述了少数实例。

[0112] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至20

组成，并且在选自位置4、5、7、9、10和11的至少一个核苷酸处包含化学修饰。在某些实施方

案中，化学修饰在引导序列的核苷酸11处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷

酸5处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7处。在某些实施方案中，化学修

饰在引导序列的核苷酸10处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸9处。在某

些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少

一个末端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0113] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至19

组成，并且在选自位置3、4、6、8、9和10的至少一个核苷酸处包含化学修饰。在某些实施方案

中，化学修饰在引导序列的核苷酸4处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6

处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸8处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸9处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸10处。在某些实

施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少一个

末端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0114] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至18

组成，并且在选自位置2、3、5、7、8和9的至少一个核苷酸处包含化学修饰。在某些实施方案

中，化学修饰在引导序列的核苷酸3处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5

处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸8处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸9处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸2处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少一个末

端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0115] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至17

组成，并且在选自位置1、2、4、6、7和8的至少一个核苷酸处包含化学修饰。在某些实施方案

中，化学修饰在引导序列的核苷酸2处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4

处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸7处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸8处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸1处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少一个末

端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0116] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至16

组成，并且包含在选自位置1、3、5、6和7的至少一个核苷酸处的化学修饰。在某些实施方案

中，化学修饰在引导序列的核苷酸1处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3

处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸6处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7处。在某些实施

方案中，该引导RNA包含至少一个末端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包

含5′延伸部分或突出端。

[0117] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至15

组成，并且在选自位置2、4、5和6的至少一个核苷酸处包含化学修饰。在某些实施方案中，化
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学修饰在引导序列的核苷酸2处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4处。在

某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5处。在某些实施方案中，化学修饰在引导

序列的核苷酸6处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少一个末端修饰。在某些实施方案

中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0118] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至21

组成，并且在核苷酸5、6、8、10、11和12中至少一个处包含化学修饰。在某些实施方案中，化

学修饰在引导序列的核苷酸12处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6处。

在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸8处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸11处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸10处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少一个末

端修饰。在某些实施方案中，引导RNA包含在引导序列上游的5′延伸部分或突出端。

[0119] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至22

组成，并且在核苷酸6、7、9、11、12和13中至少一个处包含化学修饰。在某些实施方案中，化

学修饰在引导序列的核苷酸13处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7处。

在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸9处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸12处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸11处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6处。在某些实施方案中，该引导RNA包含至少一个末

端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0120] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至20‑N组

成，其中N是‑10至10之间的正整数或负整数(任选地在‑10至6之间)，并且在4‑N至20‑N的任

何核苷酸处包含至少一个化学修饰。在某些实施方案中，引导序列包含在选自核苷酸4‑N至

20‑N的至少两个核苷酸处的修饰。在某些实施方案中，引导序列包含在核苷酸4‑N、5‑N、7‑

N、9‑N、10‑N或11‑N处的至少一个修饰，以及在选自4‑N至20‑N(但没有15‑N)的核苷酸处的

至少另一个修饰。在某些实施方案中，选自4‑N至20‑N的核苷酸是5‑N、6‑N、7‑N、8‑N、9‑N、

10‑N、16‑N或17‑N。在某些实施方案中，引导RNA进一步包含至少一个末端修饰。在某些实施

方案中，引导RNA在引导序列上游包含5′延伸部分或突出端。

[0121] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至20

组成，并且包含在选自位置5、6、7、8、9、10、16和17的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些

实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6和核苷酸10处。在某些实施方案中，化学修饰

在引导序列的核苷酸5和核苷酸17处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6

和核苷酸7处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸10和核苷酸17处。在某些

实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和核苷酸16处。在某些实施方案中，化学修饰

在引导序列的核苷酸10和核苷酸16处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5

和核苷酸9处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸9和核苷酸16处。在某些实

施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸8和核苷酸17处。在某些实施方案中，该引导RNA包

含至少一个末端修饰。在某些实施方案中，引导RNA在引导序列上游包含5’延伸部分或突出

端。

[0122] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至19

组成，并且包含在选自位置4、5、6、7、8、9、15和16的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些
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实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和核苷酸9处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸4和核苷酸16处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和

核苷酸6处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸9和核苷酸16处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和核苷酸15处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸9和核苷酸15处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和核

苷酸8处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸8和核苷酸15处。在某些实施方

案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7和核苷酸16处。

[0123] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至18

组成，并且包含在选自位置3、4、5、6、7、8、14和15的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些

实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和核苷酸8处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸3和核苷酸15处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和

核苷酸5处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸8和核苷酸15处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3和核苷酸14处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸8和核苷酸14处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3和核

苷酸7处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7和核苷酸14处。在某些实施方

案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6和核苷酸15处。

[0124] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至17

组成，并且包含在选自位置2、3、4、5、6、7、13和14的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些

实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3和核苷酸7处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸2和核苷酸14处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3和

核苷酸4处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸7和核苷酸14处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸2和核苷酸13处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸7和核苷酸13处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸2和核

苷酸6处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6和核苷酸13处。在某些实施方

案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和核苷酸14处。

[0125] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至16

组成，并且包含在选自位置1、2、3、4、5、6、12和13的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些

实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸2和核苷酸6处。在某些实施方案中，化学修饰在

引导序列的核苷酸1和核苷酸13处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸2和

核苷酸3处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸6和核苷酸13处。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸1和核苷酸12处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸6和核苷酸12处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸1和核

苷酸5处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和核苷酸12处。在某些实施方

案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和核苷酸13处。

[0126] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至15

组成，并且包含在选自位置1、2、3、4、5、11和12的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些实

施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸1和核苷酸5处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸1和核苷酸2处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和核苷

酸12处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸5和核苷酸11处。在某些实施方
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案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和核苷酸11处。在某些实施方案中，化学修饰在引导

序列的核苷酸3和核苷酸12处。

[0127] 在某些实施方案中，引导序列由从所述引导序列的5′端开始计数的核苷酸1至14

组成，并且包含在选自位置1、2、3、4、10和11的核苷酸处的至少两个化学修饰。在某些实施

方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸4和核苷酸11处。在某些实施方案中，化学修饰在引

导序列的核苷酸4和核苷酸10处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸3和核

苷酸10处。在某些实施方案中，化学修饰在引导序列的核苷酸2和核苷酸11处。

[0128] 在某些实施方案中，化学修饰包括末端修饰，如5′端修饰或3′端修饰。末端修饰的

实例包括但不限于磷酸化(作为天然磷酸酯或多磷酸酯或作为修饰的膦酸酯基团，例如烷

基膦酸、膦酰基羧酸酯、膦酰基乙酸、硼烷膦酸、硫代磷酸、二硫代磷酸等)、生物素化、缀合

或缀合分子、接头、染料、标记物、标签、官能团(例如但不限于5′‑氨基、5′‑硫代、5′‑酰胺

基、5′‑羧基等)、反向连接(inverted  linkage)、或烃模块，所述模块可包括醚、聚乙二醇

(PEG)、酯、羟基、芳基、卤素、磷酸二酯、双环、杂环或其他有机官能团。在某些实施方案中，

末端修饰包括二甲氧基三苯甲基。

[0129] 在某些实施方案中，化学修饰包括修饰的碱基。如本文中使用的，“未修饰”碱基包

括嘌呤碱基腺嘌呤(A)和鸟嘌呤(G)，以及嘧啶碱基胸腺嘧啶(T)、胞嘧啶(C)和尿嘧啶(U)。

修饰碱基的实例包括但不限于合成和天然碱基，如2‑硫代U、2‑硫代C、4‑硫代U、6‑硫代G、2‑

氨基A、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、次黄嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺

嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑甲基C、5‑甲基U、5‑羟甲基胞嘧啶、5‑羟甲基尿嘧啶、5，6‑脱

氢尿嘧啶、5‑丙炔基胞嘧啶、5‑丙炔基尿嘧啶、5‑乙炔基胞嘧啶、5‑乙炔基尿嘧啶、5‑烯丙基

U、5‑烯丙基C、5‑氨基烯丙基‑尿嘧啶和5‑氨基烯丙基‑胞嘧啶。在某些实施方案中，修饰包

括脱碱基核苷酸。在某些实施方案中，修饰包括非标准嘌呤或嘧啶结构，如Z或P、异鸟嘌呤

(isoG)、异胞嘧啶(isoC)、UNA、5‑甲基嘧啶、x(A、G、C、T、U)或y(A、G、C、T、U)。在某些实施方

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

23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、

48、49个或50个修饰的碱基。在其他实施方案中，修饰的gRNA包含至少55、60、65、70、75、80、

85、90、95、100、110、120、130个或140个修饰的碱基。在某些实施方案中，gRNA中的所有碱基

都被修饰。

[0130] 在某些实施方案中，修饰包括经修饰的糖。经修饰的糖的实例包括但不限于具有

2′位修饰或4′位修饰的糖。例如，在某些实施方案中，所述糖包含2′‑O‑C1‑4烷基，如2′‑O‑甲

基(2′‑OMe)。在某些实施方案中，所述糖包含2’‑O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3烷基，如2′‑甲氧基乙氧

基(2’‑O‑CH2CH2OCH3)，又称2’‑O‑(2‑甲氧基乙基)或2’‑MOE。在某些实施方案中，所述糖包

含2′‑卤素，如2′‑F、2′‑Br、2′‑Cl或2′‑I。在某些实施方案中，所述糖包含2′‑NH2。在某些实

施方案中，所述糖包含2’‑H(例如2’‑脱氧核苷酸)。在某些实施方案中，所述糖包含2′‑阿拉

伯糖基或2′‑F‑阿拉伯糖基。在某些实施方案中，所述糖包含2′‑LNA或2′‑ULNA。在某些实施

方案中，所述糖包含4′‑硫代核糖基。在某些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、

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

案中，修饰的gRNA包含至少55、60、65、70、75、80、85、90、95、100、110、120、130个或140个修
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饰的糖。在某些实施方案中，gRNA中的所有糖都被修饰。

[0131] 在某些实施方案中，所述修饰包括修饰的主链(即，天然磷酸二酯以外的核苷酸间

键)。修饰的核苷酸间键的实例包括但不限于硫代磷酸核苷酸间键、手性硫代磷酸核苷酸间

键、二硫代磷酸核苷酸间键、硼烷膦酸核苷酸间键、C1‑4烷基膦酸核苷酸间键如甲基膦酸核

苷酸间键、硼烷膦酸核苷酸间键、膦酰基羧酸核苷酸间键如膦酰基乙酸核苷酸间键、膦酰基

羧酸酯核苷酸间键如膦酰基乙酸核苷酸间键、硫代膦酰基羧酸核苷酸间键如硫代膦酰基乙

酸核苷酸间键、硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键如硫代膦酰基乙酸核苷酸间键。还包括各种

盐、混合盐和游离酸形式。在某些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

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

37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49个或50个修饰的核苷酸间键。在其他实施方案

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

的核苷酸间键。在某些实施方案中，gRNA中的所有核苷酸间键都是被修饰的。

[0132] 在某些实施方案中，所述修饰为或包含2′‑O‑C1‑4烷基、2′‑H、2′‑O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3
烷基、2′‑F、2′‑NH2、2′‑阿拉伯糖基、2′‑F‑阿拉伯糖基、2′‑LNA、2′‑ULNA、4′‑硫代核糖基、

2‑硫代U、2‑硫代C、4‑硫代U、6‑硫代G、2‑氨基A、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、次黄嘌呤、7‑脱氮鸟

嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑MeC、5‑MeU、5‑羟甲

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

胞嘧啶、5‑乙炔基尿嘧啶、5‑烯丙基U、5‑烯丙基C、5‑氨基烯丙基‑尿嘧啶、5‑氨基烯丙基‑胞

嘧啶、脱碱基核苷酸、Z核苷酸、P核苷酸、UNA、异胞嘧啶(isoC)、异鸟嘌呤(isoG)、5‑甲基‑嘧

啶、x(A、G、C、T、U)核苷酸、y(A、G、C、T、U)核苷酸、3′‑硫代磷酸基团、3′‑膦酰基乙酸基团、

3′‑膦酰基乙酸基团、3′‑硫代膦酰基乙酸基团、3′‑硫代膦酰基乙酸基团、3′‑甲基膦酸基

团、3′‑硼烷膦酸基团或3′‑二硫代磷酸基团或其组合。

[0133] 在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸。在某些实施方

案中，修饰的核苷酸包含2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含

2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑O‑甲基‑3′‑膦

酰基羧酸酯。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸。在某些实施

方案中，修饰的核苷酸包含2′‑脱氧‑3′‑硫代磷酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含

2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑脱氧‑3′‑膦酰基

羧酸酯。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑卤代‑3′‑硫代磷酸。在某些实施方案中，

修饰的核苷酸包含2′‑卤代‑3′‑膦酰基乙酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑卤

代‑3′‑硫代膦酰基乙酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑卤代‑3′‑膦酰基羧酸

酯。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑氟‑3′‑硫代磷酸。在某些实施方案中，修饰的

核苷酸包含2′‑氟‑3′‑膦酰基乙酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑氟‑3′‑硫代

膦酰基乙酸。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含2′‑氟‑3′‑膦酰基羧酸酯。在某些实施

方案中，修饰的核苷酸包含Z碱基。在某些实施方案中，修饰的核苷酸包含P碱基。

[0134] 在某些实施方案中，引导RNA包含由式(I)表示的寡核苷酸：

[0135] W‑Y或Y‑W   (I)

[0136] 其中W表示寡核苷酸的一个核苷酸或一段核苷酸，其包含至少一个增强稳定性的

修饰，Y表示寡核苷酸的未修饰部分。
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[0137] 在某些实施方案中，W在引导RNA的5′部分内。在某些实施方案中，W至少部分地在

引导RNA的5′部分的前五(5)个核苷酸内。在某些实施方案中，W至少部分地在引导RNA的5′

部分的前四(4)个核苷酸内。在某些实施方案中，W至少部分地在引导RNA的5′部分的前三

(3)个核苷酸内。在某些实施方案中，W至少部分地在引导序列的核苷酸4至20内，或者在引

导序列的在核苷酸5至20内，或者在引导序列的核苷酸10至20内，或者在引导序列的核苷酸

13至20内，或者在引导序列的核苷酸13‑14或16‑19内，或者在引导序列的核苷酸13‑14或

16‑18内。

[0138] 在某些实施方案中，W包含2′‑O‑C1‑4烷基、2′‑H、2′‑O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3烷基、2′‑F、

2′‑NH2、2′‑阿拉伯糖基、2′‑F‑阿拉伯糖基、2′‑LNA、2′‑ULNA、4′‑硫代核糖基、2‑硫代U、2‑

硫代C、4‑硫代U、6‑硫代G、2‑氨基A、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、次黄嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱

氮‑8‑氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑MeC、5‑MeU、5‑羟甲基胞嘧啶、

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

乙炔基尿嘧啶、5‑烯丙基U、5‑烯丙基C、5‑氨基烯丙基‑尿嘧啶、5‑氨基烯丙基‑胞嘧啶、脱碱

基核苷酸、Z核苷酸、P核苷酸、UNA、异胞嘧啶(isoC)、异鸟嘌呤(isoG)、5‑甲基‑嘧啶、x(A、G、

C、T、U)、y(A、G、C、T、U)、硫代磷酸核苷酸间键、膦酰基乙酸核苷酸间键、膦酰基乙酸核苷酸

间键、硫代膦酰基乙酸核苷酸间键、硫代膦酰基乙酸核苷酸间键、甲基膦酸核苷酸间键、硼

烷膦酸核苷酸间键、二硫代磷酸核苷酸间键、或其组合。

[0139] 在某些实施方案中，W包含在同一个核苷酸上的2′‑O‑甲基和3′‑膦酰基乙酸基团。

在某些实施方案中，W包含在同一个核苷酸上的2′‑O‑甲基和3′‑硫代磷酸基团。在某些实施

方案中，W包含在同一个核苷酸上的2′‑O‑甲基和3′‑硫代膦酰基乙酸基团。在某些实施方案

中，W包含在同一个核苷酸上的2′‑F和3′‑硫代磷酸基团。在某些实施方案中，W包含在同一

个核苷酸上的2′‑F和3′‑膦酰基乙酸基团。在某些实施方案中，W包含在同一个核苷酸上的

2′‑F和3′‑硫代膦酰基乙酸基团。

[0140] 在某些实施方案中，W包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19

个或20个修饰的核苷酸。在某些实施方案中，每个修饰的核苷酸包含相同的修饰。在某些实

施方案中，W包含不同修饰的核苷酸的组合。在某些实施方案中，W包含两个或更多个修饰的

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

个或多个未修饰的核苷酸可能会介于中间，修饰的核苷酸在序列中不是连续排列的或者至

少是不完全连续排列的。在某些实施方案中，修饰的核苷酸是连续排列的。在某些实施方案

中，W包含修饰的核苷酸的至少一个连续段。在某些实施方案中，W包含至少三(3)个修饰的

核苷酸的连续段。在某些实施方案中，W包含至少四(4)个修饰的核苷酸的连续段。在某些实

施方案中，W包含至少五(5)个修饰的核苷酸的连续段。

[0141] 在某些实施方案中，修饰是改变稳定性的修饰。稳定性是指gRNA抵抗酶(如核酸

酶)的降解及细胞内和细胞外环境中存在的其他物质的降解的能力。在某些实施方案中，相

对于没有修饰的引导RNA，修饰增加了引导RNA的核酸酶抗性，因此它增强了引导RNA的稳定

性。在某些实施方案中，改变稳定性的修饰是增强稳定性的修饰。例如，在某些实施方案中，

增强稳定性的修饰包括2′‑O‑甲基或2′‑O‑C1‑4烷基核苷酸。在某些实施方案中，增强稳定性

的修饰包括2′‑卤代核苷酸，例如2′‑F、2′‑Br、2′‑Cl或2′‑I。在某些实施方案中，增强稳定

性的修饰包括2′‑MOE或2′‑O‑C1‑3烷基‑O‑C1‑3烷基。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰
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包括2′‑NH2核苷酸。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括2′‑H(或2′‑脱氧)核苷酸。

在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括2′‑阿拉伯糖基或2′‑F‑阿拉伯糖基。在某些实

施方案中，增强稳定性的修饰包括4′‑硫代核糖基糖模块。在某些实施方案中，增强稳定性

的修饰包括3′‑硫代磷酸基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括3′‑膦酰基乙酸

基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括含有3′‑硫代膦酰基乙酸基团的核苷酸。

在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括含有3′‑甲基膦酸基团的核苷酸。在某些实施方

案中，增强稳定性的修饰包括含有3′‑硼烷磷酸基团的核苷酸。在某些实施方案中，增强稳

定性的修饰包括含有3′‑二硫代磷酸基团的核苷酸。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰

包括解锁核酸(“ULNA”)核苷酸。

[0142] 在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括在同一个核苷酸上的2′‑O‑甲基和3′‑

硫代磷酸基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括在同一个核苷酸上的2′‑O‑甲基

和3′‑膦酰基乙酸基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括在同一个核苷酸上的

2′‑O‑甲基和3′‑硫代膦酰基乙酸基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括在同一

个核苷酸上的2′‑氟代和3′‑硫代磷酸基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰包括在

同一个核苷酸上的2′‑氟代和3′‑膦酰基乙酸基团。在某些实施方案中，增强稳定性的修饰

包括在同一个核苷酸上的2′‑氟代和3′‑硫代膦酰基乙酸基团。

[0143] 在某些实施方案中，修饰是改变特异性的修饰。在一些实施方案中，可以通过增强

中靶结合和/或切割、或减少脱靶结合和/或切割、或这两者的组合来实现特异性增强。在一

些其他的实施方案中，可以例如通过减少中靶结合和/或切割、或增加脱靶结合和/或切割、

或这两者的组合来实现特异性降低。

[0144] 在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括2′‑O‑甲基。在某些实施方案中，改变

特异性的修饰包括2′‑卤代，如2′‑氟。

[0145] 在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括2‑硫尿嘧啶碱基(2‑硫代U)。在某些实

施方案中，改变特异性的修饰包括2‑硫代C。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括4‑

硫代U。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括6‑硫代G。在某些实施方案中，改变特异

性的修饰包括2‑氨基A。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括2‑氨基嘌呤。在某些实

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

黄嘌呤。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括7‑脱氮鸟嘌呤。在某些实施方案中，改

变特异性的修饰包括7‑脱氮‑8‑氮杂鸟嘌呤。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括7‑

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

施方案中，改变特异性的修饰包括5‑甲基C。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括5‑

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

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

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

中，改变特异性的修饰包括5‑丙炔基尿嘧啶。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括5‑

乙炔基胞嘧啶。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括5‑乙炔基尿嘧啶。在某些实施方

案中，改变特异性的修饰包括5‑烯丙基U。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括5‑烯

丙基C。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括5‑氨基烯基U。在某些实施方案中，改变

特异性的修饰包括5‑氨基烯丙基C。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括脱碱基核苷
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酸。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括Z碱基。在某些实施方案中，改变特异性的修

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

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

案中，改变特异性的修饰包括5‑甲基‑嘧啶。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括x

(A、G、C、T、U)。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括y(A、G、C、T、U)。

[0146] 在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括硫代磷酸核苷酸间键。在某些实施方

案中，改变特异性的修饰包括膦酰基乙酸核苷酸间键。在某些实施方案中，改变特异性的修

饰包括硫代膦酰基乙酸核苷酸间键。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括甲基膦酸

核苷酸间键。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括硼烷磷酸核苷酸间键。在某些实施

方案中，改变特异性的修饰包括二硫代磷酸核苷酸间键。在某些实施方案中，改变特异性的

修饰包括ULNA。在某些实施方案中，改变特异性的修饰包括LNA。

[0147] 在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修饰通过例如改变引导RNA的解

链温度(Tm)而改变RNA碱基配对。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修饰降低

引导RNA的Tm。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修饰升高引导RNA的Tm。

[0148] 在某些实施方案中，gRNA包含能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，并且所述引导

序列包含一个或多个修饰，所述修饰相对于没有修饰的相似双链体通过改变gRNA:靶多核

苷酸双链体的解链温度(Tm)而改变所述引导序列与所述靶多核苷酸的碱基配对。在某些实

施方案中，相对于没有修饰的相似双链体，所述修饰降低gRNA:靶多核苷酸双链体的Tm。

[0149] 在某些实施方案中，改变特异性的修饰降低了碱基配对相互作用的Tm。在某些实

施方案中，增强特异性的修饰使包含引导RNA和靶多核苷酸的第一DNA/RNA双链体的Tm降低

至少约1℃、或至少约2℃、至少约3℃、至少约4℃、至少约5℃、和/或至多约6℃，或至多约8

℃、或至多约10℃、或至多约13℃，例如将Tm从降低约1℃至降低约13℃，或降低约1℃至降

低约6℃。在某些实施方案中，增强特异性的修饰使包含引导RNA和脱靶多核苷酸的第二

DNA/RNA双链体的Tm降低至少约1℃、或至少约2℃、至少约3℃、至少约4℃、至少约5℃、和/

或至多约6℃，或至多约8℃、或至多约10℃、或至多约13℃，例如将Tm从降低约1℃至降低约

13℃，或降低约1℃至降低约6℃。

[0150] 在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，合成引导RNA包含改变引导RNA转

染效率的化学修饰。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修饰增加了引导RNA的

转染效率。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修饰降低了引导RNA的转染效

率。在某些实施方案中，修饰中和了磷酸盐上的阴离子电荷以允许被动扩散进入细胞。在某

些实施方案中，中和电荷的修饰包括膦酰基乙酸烷基酯核苷酸间键，如膦酰基乙酸甲酯核

苷酸间键。与开发gRNA相关的进一步考虑因素包括可转染性和免疫刺激特性。在某些实施

方案中，合成引导RNA包含这样的化学修饰，所述化学修饰促进到细胞特别是真核细胞的细

胞核中的有效且可滴定的可转染性，并降低转染细胞中的免疫刺激特性。在某些实施方案

中，合成引导RNA包含这样的化学修饰，所述化学修饰促进有效递送到预期的细胞、组织、体

液或生物体中并在其中维持足够的持续时间以发挥期望的gRNA功能性。在某些实施方案

中，相对于没有修饰的引导RNA，合成引导RNA包含改变引导RNA的免疫刺激效应的化学修

饰。

[0151] 在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，合成引导RNA包含增强引导RNA的
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稳定性和特异性两者的化学修饰。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修饰增

强了引导RNA的稳定性和转染效率两者。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，修

饰增强了引导RNA的特异性和转染效率两者。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导

RNA，修饰增强了引导RNA的总体效能。

[0152] 在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有大于1的特异性评分。

在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约1.1的特异性评分。因此，

在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约1.1、至少约1.5、至少约

2、至少约3、至少约4、至少约5、至少约6、至少约7、至少约8、至少约9、至少约10、至少约11、

至少约12、至少约13、至少约14、至少约15、至少约20、至少约25、至少约30、至少约35、至少

约40、至少约45、至少约50、或至少约55的特异性评分。在某些实施方案中，具有本申请的化

学修饰的引导RNA具有约2至约60的特异性评分。在某些实施方案中，具有本申请的化学修

饰的引导RNA具有约10至约60的特异性评分。

[0153] 在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约1％的中靶切

割。在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约5％的中靶切割。在某

些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约10％的中靶切割。在某些实施

方案中，包含具有本申请化学修饰的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物具有至少约30％的中

靶切割。因此，在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约30％、至少

约35％、至少约40％、至少约45％、至少约50％、至少55％、至少约60％、至少约65％、至少约

70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、或至少约90％、至少约95％、或至少约99％的

中靶切割。在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有约25％至约99.9％的

中靶切割。在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有约50％至约99.9％的

中靶切割。

[0154] 在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有大于1的中靶∶脱靶比。

在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约1.1∶1的中靶∶脱靶比。因

此，在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具有至少约1.1∶1、至少约1.5∶1、

至少约2∶1、至少约3∶1、至少约4∶1、至少约5∶1、至少约6∶1、至少约7∶1、至少约8∶1、至少约9

∶1、至少约10∶1、至少约15∶1、至少约20∶1、至少约25∶1、至少约30∶1、至少约35∶1、至少约40

∶1、至少约45∶1、至少约50∶1、至少约60∶1、至少约70∶1、至少约80∶1、至少约90∶1、至少约95

∶1、或至少约99∶1的中靶∶脱靶比。在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的引导RNA具

有至少约1.5∶1至约99.9∶1的中靶∶脱靶比。在某些实施方案中，具有本申请的化学修饰的

引导RNA具有至少约10∶1至约99.9∶1的中靶∶脱靶比。

[0155] C.具有组合修饰的引导RNA

[0156] 在一个方面，本技术提供了具有两个或更多个修饰的组合的引导RNA。在某些实施

方案中，两个修饰在同一个核苷酸(例如，一个核苷酸包含2′‑O‑甲基和3′‑膦酰基乙酸模

块)上。在其他实施方案中，两个修饰在两个不同的核苷酸(例如，一个核苷酸具有2′‑O‑甲

基，另一个具有3′‑膦酰基乙酸模块)上。

[0157] 在某些实施方案中，引导RNA中的每个修饰都是相同的。在某些实施方案中，引导

RNA中的至少一个修饰不同于引导RNA中的至少一个其他的修饰。在某些实施方案中，引导

RNA包含不同类型修饰的组合，并且所述组合中的至少一个类型存在于引导RNA的多个位置
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中。在某些实施方案中，所述组合中的至少一个类型在引导RNA中出现1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19次或20次。

[0158] 在某些实施方案中，所述组合中的至少一个类型的修饰出现在两个或更多个修饰

的核苷酸中。在某些实施方案中，所述组合中的至少一个类型的修饰出现在三个或更多个

修饰的核苷酸中。在某些实施方案中，由于一个或多个未修饰的核苷酸可能会介于中间，修

饰的核苷酸在序列中不是连续排列的或者至少是不完全连续排列的。在某些实施方案中，

修饰的核苷酸是连续排列的。在某些实施方案中，引导RNA包含相同类型的修饰核苷酸的连

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

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

的核苷酸。

[0159] 在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括修饰的糖。在某些实施方案

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

24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39个或40个修饰的糖。在其他实施方

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

饰的糖。在某些实施方案中，gRNA中的所有糖都是修饰的。

[0160] 在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括修饰的主链(即，除天然磷酸

二酯以外的核苷酸间键)。在某些实施方案中，修饰的gRNA包含1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

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

37、38、39个或40个修饰的核苷酸间键。在其他实施方案中，修饰的gRNA包含至少55、60、65、

70、75、80、85、90、95、100、110、120、130个或140个修饰的核苷酸间键。在某些实施方案中，

gRNA中的所有核苷酸间键都是修饰的。

[0161] 在某些实施方案中，引导RNA包含连续的修饰。在某些实施方案中，引导序列包含

1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19个或20个连续的化学修饰。在某些

实施方案中，所述化学修饰位于核苷酸1与2、1至3、1至4、1至5、1至6、1至7、1至8、1至9、1至

10、2与3、2至4、2至5、2至6、2至7、2至8、2至9或2至10处。

[0162] 在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑O‑甲基、2′‑氟、2′‑氨基、

2′‑脱氧、2′‑阿拉伯糖基、2′‑F‑阿拉伯糖基、2‑硫尿嘧啶、2‑氨基腺嘌呤、5‑甲基胞嘧啶、5‑

氨基烯丙基尿嘧啶、Z碱基、3′‑硫代磷酸、3′‑膦酰基乙酸、3′‑膦酰基乙酸、3′‑硫代膦酰基

乙酸、3′‑硫代膦酰基乙酸、3′‑甲基膦酸酯、3′‑硼烷膦酸、3′‑二硫代磷酸，或其组合。在某

些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑O‑甲基、2′‑脱氧、Z碱基、硫代磷酸核苷

酸间键、膦酰基乙酸核苷酸间键、硫代膦酰基乙酸核苷酸间键或其组合。在某些实施方案

中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑F、2‑硫代U、4‑硫代U、2‑氨基A、5‑甲基C、5‑甲基U、

5‑氨基烯丙基U，或其组合。在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰是“末端”修饰，

如末端磷酸酯、PEG、末端胺、末端接头如烃接头、取代的烃接头、方酸接头、三唑接头、内部

接头如2‑(4‑丁基酰胺基荧光素)丙烷‑1，3‑二醇双(磷酸二酯)接头、与染料缀合的接头、与

非荧光标记物缀合的接头、与标签缀合的接头或与固体支持物例如珠子或微阵列缀合的接

头。在某些实施方案中，所述组合中的至少两个修饰包括2′‑O‑甲基核苷酸和硫代磷酸核苷

酸间键、2′‑O‑甲基核苷酸和膦酰基乙酸核苷酸间键、或2′‑O‑甲基核苷酸和硫代膦酰基乙

酸核苷酸间键。在某些实施方案中，所述组合中的至少两个修饰包括2′‑O‑甲基核苷酸和膦
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酰基羧酸核苷酸间键、2′‑O‑甲基核苷酸和膦酰基羧酸酯核苷酸间键、2′‑O‑甲基核苷酸和

硫代膦酰基羧酸核苷酸间键、2′‑O‑甲基核苷酸和硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键，或其组

合。在其他实施方案中，所述组合中的修饰进一步包含2‑硫尿嘧啶、2‑硫胞嘧啶、4‑硫尿嘧

啶、6‑硫鸟嘌呤、2‑氨基腺嘌呤、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、肌苷、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮

杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑甲基胞嘧啶、5‑甲基尿嘧啶、5‑羟甲基

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

嘧啶、5‑乙炔基尿嘧啶、5‑烯丙基尿嘧啶、5‑烯丙基胞嘧啶、5‑氨基烯丙基‑尿嘧啶、5‑氨基

烯丙基‑胞嘧啶或脱碱基核苷酸。

[0163] 在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸。在

某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸。在某些实施

方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸。在某些实施方案

中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑卤代‑3′‑硫代磷酸。在某些实施方案中，所述组合

中的至少一个修饰包括2′‑卤代‑3′‑膦酰基乙酸。在某些实施方案中，所述组合中的至少一

个修饰包括2′‑卤代‑3′‑硫代膦酰基乙酸。在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰

包括2′‑氟‑3′‑硫代磷酸。在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑氟‑3′‑

膦酰基乙酸。在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰包括2′‑氟‑3′‑硫代膦酰基乙

酸。至少两个或三个修饰的可能组合分别在图6和图7中表示，并且通过提述将其并入本文。

[0164] 在某些实施方案中，引导RNA包含由式(III)或式(IV)表示的寡核苷酸：

[0165] W‑Y‑Q   (III)；或

[0166] Y‑W‑X‑Q   (IV)

[0167] 其中Q和W各自独立地表示寡核苷酸的一个核苷酸或一段核苷酸，其包含至少一个

增强特异性的修饰，并且Y和X各自独立地表示寡核苷酸的未修饰部分。

[0168] 在某些实施方案中，W在引导RNA的5′部分内。在某些实施方案中，W至少部分地在

引导RNA的5′部分的前五(5)个核苷酸内。在某些实施方案中，W至少部分地在引导RNA的5′

部分的前三(3)个核苷酸内。在某些实施方案中，W在引导RNA的内部区域(即，在5′端和3′端

之间)内。在某些实施方案中，W至少部分地在引导序列的核苷酸4至20内，或者在引导序列

的在核苷酸5至20内，或者在引导序列的核苷酸10至20内，或者在引导序列的核苷酸13至20

内，或者在引导序列的核苷酸13‑14或16‑19内，或者在引导序列的核苷酸13‑14或16‑18内。

[0169] 在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，所述组合中的至少一个修饰增强

引导RNA的稳定性和特异性。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引导RNA，所述组合中的

至少一个修饰增强引导RNA的稳定性和转染效率。在某些实施方案中，相对于没有修饰的引

导RNA，所述组合中的至少一个修饰增强引导RNA的特异性和转染效率。

[0170] 在某些实施方案中，所述组合中的至少一个修饰改变引导RNA的二级结构。这个修

饰改变引导RNA中任何RNA/RNA内部双链体的碱基配对。这些修饰中的一些增加RNA/RNA结

构的碱基配对，或者替代地，增加RNA/RNA双链体的Tm，而其他修饰降低一个或多个RNA/RNA

双链体的碱基配对(或Tm)。这样的修饰包括碱基修饰的核苷酸，特别是UNA核苷酸，如2‑硫

代尿苷和2‑氨基腺苷对、Z/P核苷酸对、isoC/isoG对、6‑硫代G/5‑甲基嘧啶对、以及具有在

如前论述的糖或核苷酸间键上的修饰的核苷酸。

[0171] 在某些实施方案中，所述组合包括增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少一个修饰或
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一组修饰以及增加特异性(即减少脱靶效应)的至少一个修饰或一组修饰。在某些实施方案

中，所述组合包括增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少一个修饰或一组修饰，以及提高引导

RNA中的一些碱基配对的Tm的至少一个修饰或一组修饰。在某些实施方案中，所述组合包括

增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少一个修饰，或一组修饰以及降低引导RNA的一些碱基配

对的Tm的至少一个修饰或一组修饰。在某些实施方案中，所述组合包括增加核酸酶抗性(即

稳定性)的至少一个修饰或一组修饰、增加引导RNA中的一些碱基配对的Tm的至少一个修饰

或一组修饰、以及降低引导RNA中别处的一些碱基配对的Tm的至少一个修饰或一组修饰。在

某些实施方案中，所述组合包括增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少一个修饰或一组修饰以

及增加引导RNA与Cas蛋白结合的至少一个修饰或一组修饰。在某些实施方案中，所述组合

包括增加核酸酶抗性(即稳定性)的至少一个修饰或一组修饰以及降低引导RNA与Cas蛋白

结合的至少一个修饰或一组修饰。在某些实施方案中，引导RNA包含不同类型的修饰的组

合。

[0172] D.引导RNA结构

[0173] 在某些实施方案中，引导RNA能够与CRISPR相关蛋白形成复合物。在某些实施方案

中，CRISPR相关蛋白由CRISPR‑Cas  II型系统提供或源自CRISPR‑Cas  II型系统，该系统具

有RNA引导的多核苷酸结合和/或核酸酶活性。在某些实施方案中，CRISPR相关蛋白是Cas9、

Cas9突变体或Cas9变体。在某些实施方案中，CRISPR相关蛋白是来自酿脓链球菌的Cas9核

酸酶。在某些实施方案中，CRISPR相关蛋白是来自嗜热链球菌的Cas9核酸酶。在某些实施方

案中，CRISPR相关蛋白是来自金黄色葡萄球菌的Cas9核酸酶。在某些实施方案中，合成引导

RNA或合成引导RNA:CRISPR相关蛋白复合物维持天然引导RNA或不具有修饰核苷酸的复合

物的功能性。在某些实施方案中，所述功能性包括结合靶多核苷酸。在某些实施方案中，所

述功能性包括切刻靶多核苷酸。在某些实施方案中，所述功能性包括切割靶多核苷酸。在某

些实施方案中，靶多核苷酸在体外核酸中。在某些实施方案中，靶多核苷酸在体内或体外的

细胞的基因组内(如在培养的细胞或从生物分离的细胞中)。在某些实施方案中，靶多核苷

酸是DNA中的原型间隔序列。

[0174] 在某些实施方案中，crRNA区段包含25至80个核苷酸。在某些实施方案中，crRNA区

段包含能够与靶序列杂交的引导序列。在某些实施方案中，引导序列与靶序列或其部分互

补。在某些实施方案中，引导序列包含15至30个核苷酸。在某些实施方案中，crRNA区段包含

茎序列。在某些实施方案中，茎序列包含10至50个核苷酸。在某些实施方案中，crRNA区段包

含5′‑突出端序列。在某些实施方案中，5′‑突出端序列包含1至10个核苷酸、或者1至5个核

苷酸、或者1、2或3个核苷酸。在某些实施方案中，crRNA包含(i)能够与靶序列杂交的引导序

列和(ii)茎序列。在某些实施方案中，crRNA包含(i)5′‑突出端序列，(ii)能够与靶序列杂

交的引导序列，和(iii)茎序列。在某些crRNA区段包含茎序列的实施方案中，tracrRNA区段

包含与crRNA区段的茎序列部分或完全互补的核苷酸序列。在某些实施方案中，tracrRNA区

段包含至少一个另外的双链体结构。

[0175] 在某些实施方案中，引导RNA是单引导RNA，其中crRNA区段和tracrRNA区段通过环

L连接。在某些实施方案中，环L包含1、2、3、4、5、6、7、8、9个或10个核苷酸。在某些实施方案

中，环L包含GNRA的核苷酸序列，其中N表示A、C、G或U，并且R表示A或G。在某些实施方案中，

环L包含GAAA的核苷酸序列。在某些实施方案中，引导RNA包含多于一个环。
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[0176] 引导RNA包含5′部分(即，5′半部分)和3′部分(即，3′半部分)。在某些实施方案中，

crRNA区段位于tracrRNA区段的5′(即，上游)。在某些实施方案中，tracrRNA区段相对于

crRNA区段位于5′。

[0177] 在某些实施方案中，引导RNA包含至少两个分别的RNA链，例如crRNA链和另外的

tracrRNA链。参见例如图2A。在某些实施方案中，每条链都是包含一个或多个修饰的合成

链。在某些实施方案中，两条链中的至少一条是包含一个或多个修饰的合成链。在某些实施

方案中，两条链一起发挥引导靶多核苷酸被Cas蛋白(如Cas9)结合、切刻或切割的作用。在

某些实施方案中，crRNA序列和tracrRNA序列在分别的链上，并通过两个互补序列彼此杂交

形成茎或双链体。

[0178] 在某些实施方案中，引导RNA是包含crRNA序列和tracrRNA序列的单引导RNA。参见

例如图2B。在某些实施方案中，crRNA序列和tracrRNA序列通过环序列或“环”连接。在某些

实施方案中，单引导RNA包含5′部分和3′部分，其中crRNA序列位于tracrRNA序列的上游。

[0179] 在某些实施方案中，两个RNA片段的总长度可以为约50‑220(例如，约55‑200、60‑

190、60‑180、60‑170、60‑160、60‑150、60‑140、60‑130和60‑120)个核苷酸长度，如约60、70、

80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200个或220个核苷酸长度。类似地，

单引导RNA(例如，图2B)可以为约50‑220(例如，约55‑200、60‑190、60‑180、60‑170、60‑160、

60‑150、60‑140、60‑130和60‑120)个核苷酸长度，如约60、70、80、90、100、110、120、130、

140、150、160、170、180、190、200个或220个核苷酸长度。

[0180] 如图2A和2B中所示，合成引导RNA包含：(i)crRNA序列，其包含(a)能够与核酸中的

靶序列杂交的引导序列(例如，区段G1‑Gn，其中每个G表示引导序列中的核苷酸)，(b)第一茎

序列(例如，区段X1‑Xn，其中每个X表示第一茎序列中的核苷酸)，其能够部分或完全地与第

二茎序列杂交，以及任选地(c)5′‑突出端序列(例如，区段O1‑On，其中每个O表示突出端序列

中的核苷酸)；和(ii)tracrRNA序列，其包含所述第二茎序列(例如，区段Y1‑Yn，其中每个Y表

示第二茎序列中的核苷酸)。tracrRNA序列进一步包含区段T1‑Tn，其中每个T表示tracrRNA

序列中的核苷酸。图2A中所示的合成引导RNA包括一个或多个修饰。同样，图2B中所示的合

成引导RNA包括一个或多个修饰。在某些实施方案中，修饰位于沿着crRNA、tracrRNA或包含

crRNA区段、tracrRNA区段和任选的环的单引导RNA的长度的任何点。在某些实施方案中，在

图2A和2B中所示的合成引导RNA中由O、G、X、Y或T表示的任何核苷酸可以是修饰的核苷酸。

图2B中所示的引导RNA表示单引导RNA(sgRNA)，其中crRNA区段和tracrRNA区段通过具有序

列GNRA的环连接，其中N表示A、C、G或U，并且R表示A或G。

[0181] 在某些实施方案中，引导RNA的crRNA区段的长度为25‑70(例如，30‑60、35‑50或

40‑45)个核苷酸。在某些实施方案中，引导序列的长度为12‑30(例如16‑25、17‑20或15‑18)

个核苷酸。在一些实施方案中，crRNA的5′部分不与靶序列杂交或仅部分杂交。例如，在

crRNA区段上可以存在5′‑突出端。

[0182] 在某些实施方案中，单引导RNA包含中央部分，所述中央部分包含crRNA区段的茎

序列、tracrRNA区段的茎序列以及任选地使crRNA区段与tracrRNA区段共价连接的环。在某

些实施方案中，单引导RNA的中央区段的长度为8‑60(例如10‑55、10‑50或20‑40)个核苷酸。

[0183] 在某些实施方案中，引导RNA的tracrRNA区段的长度为10‑130(例如10‑125、10‑

100、10‑75、10‑50或10‑25)个核苷酸。在某些实施方案中，除了中央区段中的任何发夹或双
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链体结构之外，tracrRNA区段还包含一个或多个发夹或双链体结构。

[0184] E.引导RNA的合成

[0185] 在某些实施方案中，通过使用合成有机化学领域的化学合成来产生引导RNA，包括

单引导RNA。包含除了四种主要核糖核苷酸(即A、C、G和U)以外的任何核苷酸(无论是非天然

的还是天然的，如假尿苷、肌苷或脱氧核苷酸)的引导RNA具有化学修饰或取代，所述修饰或

取代位于在化学/结构上不同于RNA中的四种主要核苷酸中任何一种的核苷酸处。

[0186] 可以使用本领域熟知的方法(如TBDMS化学、TOM化学、ACE化学等)化学合成本文所

述的合成 引导R N A。例如 ，可以 使 用T C化学通过 D e l l i n g e r等人在 (2 0 1 1 )

J.Am.Chem.Soc.133，11540中、在美国专利8,202,983和美国专利申请2010/0076183A1中描

述的方法合成所述合成引导RNA，将其内容通过提述完整并入本文。“TC化学”是指通过硫代

氨基甲酸酯保护基团使用2’‑羟基模块上保护的RNA单体核苷酸前体的组合物和方法，以合

成未修饰的RNA或包含一个或多个修饰的核苷酸的修饰的RNA。使用TC‑RNA化学法化学合成

相对长的RNA(长达200聚体或更多)的能力允许人们产生具有能够胜过由四种主要核糖核

苷酸(A、C、G和U)所实现的特殊特征的引导RNA。还可以使用本领域已知的方法(包括体外转

录和基于细胞的表达)制造本文描述的一些合成引导RNA。例如，可将2′‑氟NTP掺入到通过

基于细胞的表达产生的合成引导RNA中。

[0187] 引导RNA的合成也可通过RNA序列的化学合成或酶促合成来完成，所述RNA序列随

后通过酶连接在一起，或通过化学连接加以化学连接，包括但不限于溴化氰化学法，如

R.Kumar等人在(2007)J.Am.Chem.Soc.129，6859‑64中发表的“点击”化学，或如K.Hill在名

称为“Compositions  and  methods  for  conjugating  oligonucleotides .”的

WO2013176844中所述的方酸(squarate)缀合化学。

[0188] 在某些实施方案中，提供了用于制备合成引导RNA的方法。所述方法包括：选择基

因组中的靶多核苷酸；鉴定基因组中的一个或多个脱靶多核苷酸；鉴定一个或多个共有的

核苷酸残基，其中所述共有的核苷酸残基存在于靶多核苷酸和脱靶多核苷酸中；和设计合

成引导RNA，其中引导序列包括增强特异性的修饰。所述方法可包括合成设计的引导RNA。在

某些实施方案中，通过如下方式鉴定脱靶多核苷酸：预测脱靶位点及其严重性的算法，如在

http://www.rgenome.net/Cas‑OFFinder；https://cm.jefferson.edu/Off‑Spotter；或

http://crispr.mit.edu中发现的那些；或用于鉴定和量化在实际情况下脱靶位点激活的

其他技术，正如在Tsai等人(2015)Nat .Biotechnol .33，187‑97；Ran等人(2015)Nature 

520，186‑91；Frock等人(2015)Nat.Biotechnol.33，179‑86中所公开。在某些实施方案中，

所述方法进一步包括鉴定靶多核苷酸和脱靶多核苷酸的序列之间的至少一个区别位置，其

中在所述至少一个区别位置上靶多核苷酸和脱靶多核苷酸具有不同的核苷酸残基，并且在

合成引导RNA中纳入与靶多核苷酸中所述至少一个区别位置处的核苷酸匹配(即互补)的核

苷酸。

[0189] 如下文进一步描述的，本文中公开的引导RNA(包括那些包含修饰的核苷酸和/或

修饰的核苷酸间键的引导RNA)可用于在体外或体内(如在无细胞测定中，在完整细胞中或

在整个生物体中)执行各种CRISPR介导的功能(包括但不限于编辑基因、调节基因表达、切

割靶序列、和与靶序列结合)。对于体外或体内应用，可以按本领域已知的任何方式将RNA递

送到细胞或整个生物体中。
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[0190] 文库和阵列

[0191] 在一个方面，本发明提供了多个引导RNA的组或文库。在某些实施方案中，所述文

库含有两个或更多个本文中公开的引导RNA。文库可以含有约10个至约107个个体成员，例

如约10个至约102个、约102个至约103个、约103个至约105个、约105个至约107个成员。文库的

个体成员至少在引导序列(即gRNA的DNA靶向区段)中不同于文库的其他成员。另一方面，在

某些实施方案中，文库的每个个体成员与文库的所有其他成员的tracrRNA区段可以包含相

同或基本相同的核苷酸序列。以这种方式，文库可以包含靶向一个或多个多核苷酸中的不

同多核苷酸或不同序列的成员。

[0192] 在某些实施方案中，文库包含至少102个独特引导序列。在某些实施方案中，文库

包含至少103个独特引导序列。在某些实施方案中，文库包含至少104个独特引导序列。在某

些实施方案中，文库包含至少105个独特引导序列。在某些实施方案中，文库包含至少106个

独特引导序列。在某些实施方案中，文库包含至少107个独特引导序列。在某些实施方案中，

文库靶向至少10个不同的多核苷酸。在某些实施方案中，文库靶向至少102个不同的多核苷

酸。在某些实施方案中，文库靶向至少103个不同的多核苷酸。在某些实施方案中，文库靶向

至少104个不同的多核苷酸。在某些实施方案中，文库靶向至少105个不同的多核苷酸。在某

些实施方案中，文库靶向至少106个不同的多核苷酸。在某些实施方案中，文库靶向至少107

个不同的多核苷酸。

[0193] 在某些实施方案中，文库包含具有相同的序列和相同的修饰的引导RNA的集合，所

述相同的序列和相同的修饰位于一个逐步移动的窗口中，此窗口在文库中的全部成员的序

列之间移动。在某些实施方案中，这些窗口合起来覆盖RNA的整个长度。

[0194] 在某些实施方案中，文库允许进行高通量、多靶标基因组操作和分析。在某些实施

方案中，只有引导RNA的DNA靶向区段是变化的，Cas蛋白结合区段是相同的。在某些实施方

案中，文库的第一部分包含具有识别、结合和指导某种特定Cas蛋白的Cas结合区段的引导

RNA，而文库的第二部分包含不同的Cas结合区段，其识别、结合和指导不同的Cas蛋白(例如

来自不同物种的Cas蛋白)，由此允许文库与两种或更多种正交的Cas蛋白共同起作用。在某

些实施方案中，第一正交Cas蛋白的诱导表达利用与第一正交Cas蛋白相互作用的文库部

分。在某些实施方案中，第一和第二正交Cas蛋白的诱导表达分别利用与第一和第二正交

Cas蛋白相互作用的文库部分。在某些实施方案中，第一和第二正交Cas蛋白的诱导表达在

不同时间发生。因此，可以通过专门操作或修饰文库中指定的多个靶标来进行大规模的基

因编辑或基因调控。

[0195] 在一些实施方案中，文库是“阵列排列”的文库，即可寻址的排列中不同特征或特

征池的集合。例如，可以选择性地切割阵列的特征并将其转移到微量滴定板，使得板中的每

个孔包含已知特征或已知的特征池。在一些其他的实施方案中，以48孔或96孔微量滴定板

格式或在384孔板中合成文库。

[0196] 在某些实施方案中，本发明的引导RNA的合成可以在具有化学实体可以结合的表

面的固体支持物上进行。在一些实施方案中，被合成的合成引导RNA直接或间接附接至相同

的固体支持物上，并可形成阵列的一部分。“阵列”是已知单体序列的单独分子的集合，每个

分子以空间定义和物理寻址的方式排列，使得每个序列的位置是已知的。在本文中可互换

使用的“阵列”或“微阵列”包括可寻址区的任何一维、二维或基本二维(以及三维)排列，所
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述可寻址区带有特定化学模块或多个模块(如配体，例如与该区域相关联的生物聚合物，如

多核苷酸或寡核苷酸序列(核酸)、多肽(例如蛋白质)、碳水化合物、脂质等)。当阵列具有不

同模块(例如，不同的多核苷酸序列)的多个区域时，阵列是“可寻址的”，使得在阵列上特定

预定位置(即，“地址”)处的区域(即，阵列的“特征”)将检测特定的靶标或靶标类别(虽然特

征可能附带地检测到该特征的非靶标)。阵列特征通常(但不一定)通过间隔空间分隔。可包

含在阵列上的特征的数目主要由基底的表面积、特征的尺寸和特征之间的间隔决定。阵列

可具有多达每cm2数十万个或更多个特征，如2500至200,000个特征/cm2的密度。这些特征可

以共价键合也可以不共价键合到基底上。

[0197] 适合的固体支持物可具有各种形式和组成，并且衍生自天然存在的材料、已被合

成修饰的天然存在的材料或合成材料。适合的支持材料的实例包括但不限于硅石、硅和氧

化硅、特氟隆、玻璃、多糖如琼脂糖(例如来自Pharmacia的 )和右旋糖酐(例如

也来自Pharmacia的 和 )、聚丙烯酰胺、聚苯乙烯、聚乙烯醇、甲基丙

烯酸羟乙酯和甲基丙烯酸甲酯的共聚物等。在一些实施方案中，固体支持物是多个珠子。

[0198] 要在基底表面上合成的引导RNA的初始单体可以与接头结合，接头又与表面亲水

基团例如硅石基底上存在的表面羟基模块结合。在一些实施方案中，使用通用接头。在一些

其他的实施方案中，初始单体直接与表面羟基模块、表面胺或其他反应性官能团反应。或

者，可以首先根据本发明合成引导RNA，并在合成后通过本领域已知的任何方法将其附接至

固体基底。因此，本发明可以用于制备引导RNA的阵列，其中寡核苷酸在阵列上合成，或在合

成后附接至阵列基底。随后，可以任选地和选择性地将引导RNA或引导RNA的一个池或多个

池从阵列基底上切割下来，作为一个文库或多个文库使用。

[0199] F.crRNA

[0200] 本发明还提供了各种crRNA，其包含如本文所述的针对引导RNA所述的化学修饰。

crRNA可以在多区段引导RNA(如双引导)中起作用。因此，在某些实施方案中，本发明提供了

合成crRNA，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，所述靶多核苷酸包含邻近PAM位

点的靶序列，和(ii)茎序列；其中引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整

数(任选地在‑10至6之间)；其中引导序列包含至少一个修饰，并且所述crRNA相比于没有修

饰的相应crRNA产生对靶多核苷酸的更高的特异性或更高的gRNA功能性。这里，当crRNA包

含在引导RNA或gRNA:Cas蛋白复合物中时，crRNA相比于没有修饰的相应crRNA产生对靶多

核苷酸更高的特异性或更高的gRNA功能性，并且所述引导RNA或gRNA:Cas蛋白相比于其中

crRNA缺乏修饰的相应引导RNA或gRNA:Cas蛋白复合物具有对靶多核苷酸的更高的特异性

或更高的gRNA功能性。

[0201] 感兴趣的修饰在本公开的其他地方描述，包括但不限于在引导序列的核苷酸4‑N

至20‑N处、或在选自4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑N和11‑N的至少一个核苷酸处的至少一个修饰。

本文中还描述了特定修饰和靶多核苷酸的各种实施方案。

[0202] IV.Cas蛋白

[0203] 如上所述，功能性CRISPR‑Cas系统还需要提供期望的活性(如靶结合或靶切刻/切

割)的蛋白质组分(例如，Cas蛋白，其可以是Cas核酸酶)。在某些实施方案中，期望的活性是

靶结合。在某些实施方案中，期望的活性是靶切刻或靶切割。在某些实施方案中，期望的活

性还包括与本文中公开的Cas蛋白共价融合的多肽所提供的功能。在某些实施方案中，期望
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的活性还包括与本文中公开的核酸酶缺陷型Cas蛋白共价融合的多肽所提供的功能。这种

期望的活性的实例包括如下所述的转录调节活性(激活或抑制)、表观遗传修饰活性或靶标

可视化/鉴定活性。可以将Cas蛋白作为纯化或非纯化的(i)Cas蛋白或(ii)编码用于表达

Cas蛋白的mRNA或(iii)编码用于表达所述蛋白的线性或环状DNA而引入体外或体内系统。

提供Cas蛋白的这3种方法在本领域中都是熟知的，并且在本文中提及Cas蛋白或Cas蛋白的

用途时都可互换地暗示了这些方法。在某些实施方案中，从mRNA或DNA以组成型方式表达

Cas蛋白。在某些实施方案中，从mRNA或DNA表达Cas蛋白是可诱导的或被诱导的。

[0204] 在某些实施方案中，Cas蛋白是化学合成的(参见例如，Creighton，“Proteins：

Structures  and  Molecular  Principles，”W.H.Freeman&Co.，NY，1983)，或通过本文所述

的重组DNA技术产生。关于另外的指南，技术人员可以查阅Frederick  M .Ausubel等人，

“Current  Protocols  in  Molecular  Biology，”John  Wiley&Sons，2003；和Sambrook等人，

“Molecular  Cloning，A  Laboratory  Manual，”Cold  Spring  Harbor  Press，Cold  Spring 

Harbor，NY，2001)。

[0205] 在某些实施方案中，提供纯化或分离形式的Cas蛋白。在某些实施方案中，提供约

80％、约90％、约95％或约99％纯度的Cas蛋白。在某些实施方案中，将Cas蛋白作为组合物

的一部分提供。在某些实施方案中，将Cas蛋白提供在水性组合物中，其适合用作用于RNA引

导的核酸酶反应的组合物或包含在其中。本领域技术人员清楚地知道可以包含在这样的核

酸酶反应组合物中的各种物质。

[0206] 在某些实施方案中，将Cas蛋白作为重组多肽提供。在某些实例中，将重组多肽制

备为融合蛋白。例如，在某些实施方案中，编码Cas蛋白的核酸与编码融合配偶体的另一核

酸连接，所述融合配偶体例如谷胱甘肽‑S‑转移酶(GST)、6x‑His表位标签或M13基因3蛋白。

可以使用适合的宿主细胞来表达融合蛋白。在某些实施方案中，通过本领域已知的方法分

离融合蛋白。在某些实施方案中，可以例如通过酶消化进一步处理融合蛋白，以去除所述融

合配偶体并获得Cas蛋白。或者，可使用本领域已知的宿主细胞系统或体外翻译‑转录系统

以重组技术制备Cas蛋白：gRNA复合物。这样的系统和技术的细节可以见于例如

WO2014144761、WO2014144592、WO2013176772、US20140273226和US20140273233中，将其内

容通过提述完整并入本文。

[0207] 野生型Cas蛋白

[0208] 在某些实施方案中，Cas蛋白包括衍生自具有RNA引导的多核苷酸结合活性和/或

核酸酶活性的CRISPR‑Cas  I型、II型或III型系统的蛋白质。适合的Cas蛋白的非限制性实

例包括Cas3、Cas4、Cas5、Cas5e(或CasD)、Cas6、Cas6e、Cas6f、Cas7、Cas8a1、Cas8a2、Cas8b、

Cas8c、Cas9、Cas10、Cas10d、CasF、CasG、CasH、Csy1、Csy2、Csy3、Cse1(或CasA)、Cse2(或

CasB)、Cse3(或CasE)、Cse4(或CasC)、Csc1、Csc2、Csa5、Csn2、Csm2、Csm3、Csm4、Csm5、Csm6、

Cmr1、Cmr3、Cmr4、Cmr5、Cmr6、Csb1、Csb2、Csb3、Csx17、Csx14、Csx10、Csx16、CsaX、Csx3、

Csz1、Csx15、Csf1、Csf2、Csf3、Csf4、和Cu1966。参见例如WO2014144761、WO2014144592、

WO2013176772、US20140273226和US20140273233，将其内容通过提述完整并入本文。

[0209] 在某些实施方案中，Cas蛋白衍生自II型CRISPR‑Cas系统。在某些实施方案中，Cas

蛋白是或衍生自Cas9蛋白。在某些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自细菌Cas9蛋白，包括

WO2014144761中鉴定的那些。在某些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自链球菌属物种
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(Streptococcus  sp.)或葡萄球菌属物种(Staphylococcus  sp.)Cas9蛋白。在某些实施方

案中，Cas蛋白是或衍生自嗜热链球菌(Streptococcus  thermophilus)Cas9蛋白。在某些实

施方案中，Cas蛋白是或衍生自酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)Cas9蛋白。在某些实

施方案中，Cas蛋白是或衍生自金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)Cas9蛋白。在某

些实施方案中，Cas蛋白是或衍生自嗜热链球菌(Streptococcus  thermophilus)Cas9蛋白。

[0210] 在某些实施方案中，野生型Cas蛋白是Cas9蛋白。在某些实施方案中，野生型Cas9

蛋白是来自酿脓链球菌的Cas9蛋白(SEQ  ID  NO：115)。在某些实施方案中，蛋白质或多肽可

以包含SEQ  ID  NO：115的片段、由SEQ  ID  NO：115的片段组成或实质上由SEQ  ID  NO：115的

片段组成。

[0211] 通常，Cas蛋白包含与引导RNA相互作用的至少一个RNA结合结构域。在某些实施方

案中，修饰Cas蛋白以增加核酸结合亲和力和/或特异性、改变酶活性、和/或改变所述蛋白

的另一种特性。例如，可将Cas蛋白的核酸酶(即，DNA酶、RNA酶)结构域修饰、突变、缺失或失

活。或者，可以截短Cas蛋白以去除对所述蛋白的功能而言非必需的结构域。在某些实施方

案中，将Cas蛋白截短或修饰以优化效应子结构域的活性。在某些实施方案中，Cas蛋白包括

核定位序列(NLS)，其将带NLS标签的Cas蛋白引入活细胞的核中。在某些实施方案中，Cas蛋

白包括两个或更多个修饰。

[0212] 突变体Cas蛋白

[0213] 在一些实施方案中，Cas蛋白可以是野生型Cas蛋白(如Cas9)的突变体或其片段。

在其他实施方案中，Cas蛋白可以衍生自突变体Cas蛋白。例如，可以修饰Cas9蛋白的氨基酸

序列以改变所述蛋白的一种或多种特性(例如，核酸酶活性、亲和力、稳定性等)。或者，可以

从Cas9蛋白中去除不参与RNA引导的切割的所述蛋白的结构域，使得修饰的Cas9蛋白小于

野生型Cas9蛋白。例如，减小Cas9编码序列的大小可使其适配于原本不能容纳野生型序列

的转染载体，如AAV载体及其他。在一些实施方案中，本系统利用来自酿脓链球菌的Cas9蛋

白，其如在细菌中所编码或经密码子优化以便在真核细胞中表达。以下显示的是野生型酿

脓链球菌Cas9蛋白序列的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：115，其可在www.uniprot.org/uniprot/

Q99ZW2获得)。
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[0214]

[0215]

[0216] Cas9蛋白通常具有至少两个核酸酶(例如DNA酶)结构域。例如，Cas9蛋白可以具有

RuvC样核酸酶结构域和HNH样核酸酶结构域。RuvC和HNH结构域一起运作，在靶位点切断两

条链，从而在靶多核苷酸中产生双链断裂。(Jinek等人，Science  337：816‑21)。在某些实施

方案中，将突变型Cas9蛋白修饰为仅含有一个功能性核酸酶结构域(RuvC样或HNH样核酸酶

结构域)。例如，在某些实施方案中，将突变型Cas9蛋白修饰为使得核酸酶结构域之一缺失

或突变，以至于它不再起作用(即，核酸酶活性不存在)。在其中一个核酸酶结构域无活性的

一些实施方案中，突变体能够将切口引入双链多核苷酸中(这种蛋白称为“切口酶”)，但不

能切割双链多核苷酸。例如，RuvC样结构域中天冬氨酸到丙氨酸(D10A)的转换将Cas9衍生
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的蛋白转化成切口酶。同样，在HNH结构域中组氨酸到丙氨酸(H840A)的转换将Cas9衍生的

蛋白转化成切口酶。同样，在HNH结构域中天冬酰胺到丙氨酸(N863A)的转换将Cas9衍生的

蛋白转化成切口酶。

[0217] 在某些实施方案中，RuvC样核酸酶结构域和HNH样核酸酶结构域两者都被修饰或

消除，使得突变体Cas9蛋白不能切刻或切割靶多核苷酸。在某些实施方案中，Cas9衍生的蛋

白的所有核酸酶结构域都被修饰或消除，使得Cas9衍生的蛋白缺乏所有的核酸酶活性。在

某些实施方案中，相对于对应的野生型，缺乏一些或所有的核酸酶活性的Cas9蛋白仍然或

多或少地维持了靶识别活性。

[0218] 在任何上述实施方案中，可以使用熟知的方法，如定点诱变、PCR介导的诱变和总

基因合成，以及本领域已知的其他方法，通过一个或多个缺失突变、插入突变和/或取代突

变使任何或所有的核酸酶结构域失活。

[0219] 在某些实施方案中，“Cas突变体”或“Cas变体”与SEQ  ID  NO：115至少50％(例如在

50％至100％之间的任何数值，包括例如50％、60％、70％、80％、90％、95％、98％和99％)相

同。在某些实施方案中，“Cas突变体”或“Cas变体”与RNA分子(例如sgRNA)结合。在某些实施

方案中，“Cas突变体”或“Cas变体”介由所述RNA分子靶向特定的多核苷酸序列。

[0220] 融合蛋白

[0221] 在某些实施方案中，Cas蛋白与另一种与Cas蛋白异源的蛋白质或多肽融合以产生

融合蛋白。在某些实施方案中，异源序列包括一个或多个效应子结构域，如切割结构域、转

录激活结构域、转录阻抑物结构域或表观遗传修饰结构域。另外的效应子结构域的实例包

括核定位信号、细胞穿透或转位结构域或标志物结构域。在某些实施方案中，效应子结构域

位于融合蛋白的N末端、C末端或内部位置。在某些实施方案中，融合蛋白的Cas蛋白是或衍

生自Cas9蛋白。在某些实施方案中，融合蛋白的Cas蛋白是或衍生自其中所有核酸酶结构域

已被失活或缺失的修饰的或突变的Cas蛋白。在某些实施方案中，融合蛋白的Cas蛋白是或

衍生自缺乏核酸酶活性的修饰的或突变的Cas蛋白。在某些实施方案中，Cas蛋白的RuvC和/

或HNH结构域被修饰或突变，使得它们不再具有核酸酶活性。

[0222] 切割结构域

[0223] 在某些实施方案中，融合蛋白的效应子结构域是切割结构域。如本文中使用的，

“切割结构域”是指可切割DNA的结构域。切割结构域可从任何核酸内切酶或核酸外切酶获

得。可衍生切割结构域的核酸内切酶的非限制性实例包括限制性核酸内切酶和归巢核酸内

切酶。参见，例如New  England  Biolabs  Catalog或Belfort等人(1997)Nucleic  Acids 

Res.25，3379‑88。切割DNA的其他酶是已知的(例如51核酸酶；绿豆核酸酶；胰腺DNA酶I；微

球菌核酸酶；酵母HO核酸内切酶)。还参见Linn等人(编辑)“Nucleases，”Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press，1993。可将一种或多种这些酶(或其功能性片段)用作切割结构

域的来源。

[0224] 在某些实施方案中，切割结构域可以衍生自II‑S型核酸内切酶。II‑S型核酸内切

酶特异性地在通常距离核酸内切酶的DNA识别位点几个碱基对的位点处切割DNA，因此具有

可分离的识别和切割结构域。这些酶通常是单体，所述单体瞬时结合形成二聚体以在交错

位置切割DNA的每条链。适合的II‑S型核酸内切酶的非限制性实例包括BfiI、BpmI、BsaI、

BsgI、BsmBI、BsmI、BspMI、FokI、MbolI和SapI。在某些实施方案中，融合蛋白的切割结构域
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是FokI切割结构域或其片段或衍生物。参见Miller等人(2007)Nat.Biotechnol.25，778‑

85；Szczpek等人(2007)Nat.Biotechnol.25，786‑93；Doyon等人(2011)Nat.Methods，8，74‑

81。

[0225] 转录激活结构域

[0226] 在某些实施方案中，融合蛋白的效应子结构域是转录激活结构域。一般而言，转录

激活结构域与转录控制元件和/或转录调节蛋白(即转录因子，RNA聚合酶等)相互作用以增

加和/或激活基因的转录。在某些实施方案中，转录激活结构域是单纯疱疹病毒VP16激活结

构域、VP64(其为VP16的四聚体衍生物)、NFκB  p65激活结构域、p53激活结构域1和2、CREB

(cAMP反应元件结合蛋白)激活结构域、E2A激活结构域或NFAT(活化T细胞的核因子)激活结

构域。在某些实施方案中，转录激活结构域是Gal4、Gcn4、MLL、Rtg3、Gln3、Oaf1、Pip2、Pdr1、

Pdr3、Pho4或Leu3。转录激活结构域可以是野生型，或者它可以是原始转录激活结构域的修

饰或截短版本。

[0227] 转录阻抑物结构域

[0228] 在某些实施方案中，融合蛋白的效应子结构域是转录阻抑物结构域。一般而言，转

录阻抑物结构域与转录控制元件和/或转录调节蛋白(即转录因子，RNA聚合酶等)相互作用

以降低和/或阻止基因的转录。在某些实施方案中，转录阻抑物结构域是诱导型cAMP早期阻

抑物因子(ICER)结构域、Kruppel相关盒A(KRAB‑A)阻抑物结构域、YY1富含甘氨酸的阻抑物

结构域、Sp1样阻抑物、E(spI)阻抑物、IκB阻抑物或MeCP2。

[0229] 表观遗传修饰结构域

[0230] 在某些实施方案中，融合蛋白的效应子结构域是表观遗传修饰结构域。一般而言，

表观遗传修饰结构域通过修饰组蛋白结构和/或染色体结构来改变基因表达。在某些实施

方案中，表观遗传修饰结构域是组蛋白乙酰转移酶结构域、组蛋白去乙酰化酶结构域、组蛋

白甲基转移酶结构域、组蛋白去甲基化酶结构域、DNA甲基转移酶结构域或DNA去甲基化酶

结构域。

[0231] 另外的结构域

[0232] 在某些实施方案中，融合蛋白进一步包含至少一个另外的结构域。适合的另外的

结构域的非限制性实例包括核定位信号(NLS)、细胞穿透或转位结构域和标志物结构域。

NLS通常包含一段碱性氨基酸。参见例如Lange等人(2007)J.Biol.Chem.282，5101‑5。例如，

在某些实施方案中，NLS是单分型(monopartite)序列，如PKKKRKV(SEQ  ID  NO：116)或

PKKKRRV(SEQ  ID  NO：117)。在某些实施方案中，NLS是双分型(bipartite)序列。在某些实施

方案中，NLS是KRPAATKKAGQAKKKK(SEQ  ID  NO：118)。

[0233] 在某些实施方案中，融合蛋白包含至少一个细胞穿透结构域。在某些实施方案中，

细胞穿透结构域是衍生自HIV‑1  TAT蛋白的细胞穿透肽序列。例如，TAT细胞穿透序列可以

是GRKKRRQRRRPPQPKKKRKV(SEQ  ID  NO：119)。在某些实施方案中，细胞穿透结构域是TLM

(PLSSIFSRIGDPPKKKRKV；SEQ  ID  NO：120)，其为衍生自人乙型肝炎病毒的细胞穿透肽序列。

在某些实施方案中，细胞穿透结构域是MPG(GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKV；SEQ  ID  NO：121或

GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV；SEQ  ID  NO：122)。在某些实施方案中，细胞穿透结构域是

Pep‑1(KETWWETWWTEWSQPKKKRKV；SEQ  ID  NO：123)、VP22(来自单纯疱疹病毒的细胞穿透肽)

或聚精氨酸肽序列。
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[0234] 在某些实施方案中，融合蛋白包含至少一个标志物结构域。标志物结构域的非限

制性实例包括荧光蛋白、纯化标签和表位标签。在某些实施方案中，标志物结构域是荧光蛋

白。适合的荧光蛋白的非限制性实例包括绿色荧光蛋白(例如GFP、GFP‑2、tagGFP、

turboGFP、EGFP、祖母绿(Emerald)、Azami  Green、单体Azami  Green、CopGFP、AceGFP、

ZsGreen1)、黄色荧光蛋白(例如YFP、EYFP、Citrine、Venus、YPet、PhiYFP、ZsYellow1)、蓝色

荧光蛋白(例如EBFP、EBFP2、Azurite、mKalama1、GFPuv、Sapphire、T‑sapphire)、青色荧光

蛋白(例如ECFP、Cerulean、CyPet、AmCyan1、Midoriishi‑Cyan)、红色荧光蛋白(mKate、

mKate2、mPlum、DsRed单体、mCherry、mRFP1、DsRed‑Express、DsRed2、DsRed‑单体、HcRed‑串

联、HcRed1、AsRed2、eqFP611、mRasberry、mStrawberry、Jred)、橙色荧光蛋白(mOrange、

mKO、Kusabira‑Orange、单体Kusabira‑Orange、mTangerine、tdTomato)和任何其他适合的

荧光蛋白。在某些实施方案中，标志物结构域是纯化标签和/或表位标签。示例性标签包括

但不限于谷胱甘肽‑S‑转移酶(GST)、甲壳素结合蛋白(CBP)、麦芽糖结合蛋白、硫氧还蛋白

(TRX)、聚(NANP)、串联亲和纯化(TAP)标签、myc、AcV5、AU1、AU5、E、ECS、E2、FLAG、HA、nus、

Softag  1、Softag  3、Strep、SBP、Glu‑Glu、HSV、KT3、S、S1、T7、V5、VSV‑G、6xHis、生物素羧基

载体蛋白(BCCP)和钙调蛋白。

[0235] V.用途和方法

[0236] 在一个方面，本发明提供了用Cas蛋白切割靶多核苷酸的方法。所述方法包括使所

述靶多核苷酸与(i)本文所述的引导RNA或一组引导RNA分子和(ii)Cas蛋白接触。在某些实

施方案中，所述方法导致靶多核苷酸中的双链断裂。在某些实施方案中，Cas蛋白是具有单

链切口活性的Cas蛋白。在某些实施方案中，所述方法导致靶多核苷酸中的单链断裂。在某

些实施方案中，将包含引导RNA和具有单链切口活性的Cas蛋白的复合物用于序列靶向的单

链DNA切割，即切刻。

[0237] 在一个方面，本发明提供了用Cas蛋白切割两个或更多个靶多核苷酸的方法。所述

方法包括使所述靶多核苷酸与(i)本文所述的一组引导RNA分子和(ii)Cas蛋白接触。在某

些实施方案中，所述方法导致靶多核苷酸中的双链断裂。在某些实施方案中，Cas蛋白是具

有单链切口活性的Cas蛋白。在某些实施方案中，所述方法导致靶多核苷酸中的单链断裂。

在某些实施方案中，将包含引导RNA和具有单链切口活性的Cas蛋白的复合物用于序列靶向

的单链DNA切割，即切刻。

[0238] 在一个方面，本发明提供了用Cas蛋白结合靶多核苷酸的方法。所述方法包括使所

述靶多核苷酸与(i)本文所述的引导RNA或一组引导RNA分子和(ii)Cas蛋白接触，从而导致

靶多核苷酸与Cas蛋白的结合。在某些实施方案中，Cas蛋白是Cas变体。在某些实施方案中，

相对于对应物野生型Cas蛋白，Cas变体缺乏一些或所有的核酸酶活性。

[0239] 在一个方面，本发明提供了使两个或更多个靶多核苷酸与Cas蛋白结合的方法。所

述方法包括使所述靶多核苷酸与(i)本文所述的一组RNA分子和(ii)Cas蛋白接触，从而导

致靶多核苷酸与Cas蛋白的结合。在某些实施方案中，Cas蛋白是Cas变体。在某些实施方案

中，相对于对应的野生型Cas蛋白，Cas变体缺乏一些或所有的核酸酶活性。

[0240] 在一个方面，本发明提供了将Cas蛋白靶向至靶多核苷酸的方法。所述方法包括使

Cas蛋白与本文所述的引导RNA或一组引导RNA分子接触。在某些实施方案中，所述方法导致

引导RNA:Cas蛋白复合物的形成。在某些实施方案中，Cas蛋白是野生型Cas9蛋白。在某些实
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施方案中，Cas蛋白是Cas9蛋白的突变体或变体。在某些实施方案中，Cas蛋白是具有单链切

口活性的Cas蛋白。在某些实施方案中，Cas蛋白是缺乏核酸酶活性的Cas蛋白(例如，Cas蛋

白的核酸酶缺陷型突变体)。在某些实施方案中，Cas蛋白是融合蛋白(例如，包含(i)Cas蛋

白和(ii)异源多肽的融合蛋白)的一部分。

[0241] 在一个方面，本发明提供了用于将Cas蛋白靶向至两个或更多个靶多核苷酸的方

法。所述方法包括使Cas蛋白与本文所述的一组引导RNA分子接触。在某些实施方案中，所述

方法导致引导RNA:Cas蛋白复合物的形成。在某些实施方案中，Cas蛋白是野生型Cas9蛋白。

在某些实施方案中，Cas蛋白是Cas9蛋白的突变体或变体。在某些实施方案中，Cas蛋白是具

有单链切口活性的Cas蛋白。在某些实施方案中，Cas蛋白是缺乏核酸酶活性的Cas蛋白(例

如，Cas蛋白的核酸酶缺陷型突变体)。在某些实施方案中，Cas蛋白是融合蛋白(例如，包含

(i)Cas蛋白和(ii)异源多肽的融合蛋白)的一部分。

[0242] 在第一个方面，本发明提供了选择合成引导RNA的方法。所述方法涉及使MP修饰在

gRNA的整个引导序列部分上“步移”，以鉴定引导序列中的哪个或哪些位置可由于MP修饰的

定位而增强特异性。利用中靶与脱靶切割比值、在靶位点处的切割百分比和在一个或多个

脱靶位点处的切割百分比、和/或特异性评分，可以对每个测试位置评估特异性增强的幅

度，从而确定哪个或哪些修饰的位置改变gRNA的特异性以及改变的程度。单个MP在整个引

导序列上的渐进步移还可以鉴定由于测试位置中的一个或多个化学修饰组合所致的特异

性的潜在协作改善的位置。

[0243] 在一个实施方案中，所述方法包括提供至少第一合成引导RNA和第二合成引导

RNA，两者都包含相同的以下区段的序列：(a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交

的引导序列、(ii)茎序列；(b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷

酸序列，其中所述第一合成引导RNA包含在所述引导序列的第一位置处的MP修饰，并且所述

第二合成引导RNA包含在所述引导序列的第二位置处的MP修饰；形成包含Cas蛋白和所述第

一合成引导RNA的第一gRNA:Cas蛋白复合物，使所述靶多核苷酸与所述第一gRNA:Cas蛋白

复合物接触，并切割、切刻或结合所述靶多核苷酸；形成包含Cas蛋白和所述第二合成引导

RNA的第二gRNA:Cas蛋白复合物，使所述靶多核苷酸与所述第二gRNA:Cas蛋白复合物接触，

并切割、切刻或结合所述靶多核苷酸；确定所述第一gRNA:Cas蛋白复合物和所述第二gRNA:

Cas蛋白复合物在所述靶多核苷酸的切割、切刻或结合中的特异性；鉴定哪个引导RNA对所

述靶多核苷酸具有更好的特异性。在某些实施方案中，将第一和第二gRNA:Cas蛋白复合物

在竞争性测定中一起测试，例如通过用不同的荧光团标记第一和第二gRNA。在某些实施方

案中，在平行或依次测定的等效或分割样品中，各自测试第一和第二gRNA:Cas蛋白复合物。

[0244] 在一个方面，本发明提供了用于分析通过使用引导RNA(例如包含特异性增强修饰

的引导RNA)进行的CRISPR功能的特异性的方法。该方法包括：鉴定样品中的靶序列和一个

或多个脱靶序列，其中靶序列包含在靶多核苷酸中，并且脱靶序列包含在一个或多个脱靶

多核苷酸中；使用引导RNA执行CRISPR功能，通过使用寡核苷酸诱饵文库(该文库设计为与

靶标和脱靶多核苷酸杂交)捕获靶标和脱靶多核苷酸，分离和分析捕获的多核苷酸以评估

靶标和脱靶序列是否已经由于CRISPR功能而被改变。靶序列和非靶序列之间的相对变化程

度指示由引导RNA介导的CRISPR功能的特异性。在一些实施方案中，通过测序分析捕获的多

核苷酸。
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[0245] 多核苷酸诱饵包括设计用于与靶多核苷酸杂交的诱饵和设计用于与脱靶多核苷

酸杂交的诱饵。预期诱饵可以直接与靶(或脱靶)序列杂交，或者可以与靶(或非靶)序列附

近的序列杂交，例如位于靶(或脱靶)序列的5’或/和3′，距靶(或脱靶)序列2000，1500，

1000，900，800，700，600，500，400，300，200，100，90，80，70，60，50，40，30或20个碱基对以内

的序列。一些诱饵可以部分地与靶(或脱靶)序列杂交，并且部分在靶(或脱靶)序列之外杂

交。在一些实施方案中，诱饵文库包含与靶(或脱靶)序列杂交的诱饵和在靶(或脱靶)序列

附近杂交的诱饵。在一些实施方案中，文库仅包含在靶(或脱靶)序列附近杂交的诱饵，不包

含与靶(或脱靶)序列杂交的诱饵，或反之。在一些实施方案中，诱饵与以靶序列为中心的约

1000bp的区域杂交，以及以每个脱靶序列为中心的约1000bp的区域杂交。在一些实施方案

中，诱饵是层叠的(tiled)。

[0246] 在某些实施方案中，增强特异性的修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑

O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基

乙酸(DSP)，或其组合。在某些实施方案中，化学修饰包括赋予C3′‑内糖皱褶的2′修饰和膦

酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。在某些实施方案中，2′修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧

基乙基)。在某些实施方案中，第一和第二合成引导RNA包含在引导序列部分中的不同核苷

酸位置处的增强特异性的修饰。在某些实施方案中，根据中靶切割活性、脱靶切割活性、中

靶∶脱靶比、特异性评分或其组合确定特异性。在某些实施方案中，所述方法包括提供包含

在引导序列部分中的不同核苷酸位置处的增强特异性的修饰的第一至第二十合成引导

RNA，使用每个合成引导RNA形成gRNA:Cas蛋白复合物，使靶多核苷酸与所述gRNA:Cas蛋白

复合物接触，切割、切刻或结合所述靶多核苷酸并测量每个合成引导RNA的特异性，并且鉴

定提供最大特异性增强的一个或多个修饰位置。在某些实施方案中，gRNA进一步包含增强

稳定性的末端修饰。在某些实施方案中，增强稳定性的末端修饰包括在gRNA的5′端和/或3′

端的2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑O‑甲基‑

3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)、2′‑

氟‑3′‑膦酰基乙酸(FP)、2′‑氟‑3′‑硫代膦酰基乙酸(FSP)、2′‑氟‑3′‑硫代磷酸(FS)或其组

合。

[0247] 在某些实施方案中，通过转染将引导RNA引入到细胞中。用于RNA转染的技术在本

领域中是已知的，包括电穿孔和脂质转染。RNA转染的有效技术主要取决于细胞类型。参见，

例如Lujambio等人(西班牙国家癌症中心)Cancer  Res.2007年2月，其描述了HTC‑116结肠

癌细胞的转染，并且使用用于转染可商业获得的、修饰的miRN A或前体miRN A的

Oligofectamine (Invitrogen)。还参见Cho等人(Seoul  Na tional  Univ .)

Nat.Biotechnol.，2013年3月，其描述了K562细胞的转染，并且使用用于转染转录的sgRNA

(约60个nt长)的4D  NucleofectionTM(Lonza)电穿孔。用于转染RNA的技术也是本领域已知

的。例如，已经将治疗性RNA递送到用侵袭素(Invasin)蛋白包被的非致病性大肠杆菌中(以

促进摄取到表达β‑1整联蛋白的细胞中)，其中大肠杆菌被编码以表达李斯特菌溶血素

(lysteriolysin)O成孔蛋白以允许shRNA从大肠杆菌转入细胞质。还参见Cho等人，(Seoul 

National  Univ.)Nat.Biotechnol.Mar.2013。

[0248] 在某些实施方案中，将引导RNA引入或递送到细胞中。可用于递送引导RNA的技术

包括利用可生物降解聚合物、脂质体或纳米颗粒进行包封的技术。这样的聚合物、脂质体和
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纳米颗粒可以经静脉内递送。在某些实施方案中，对于体内递送，可以将引导RNA注射到组

织部位中或全身施用。体内递送也可通过β‑葡聚糖递送系统来实现，如美国专利No.5,032,

401和5,607,677以及美国公开号2005/0281781中所述的那些，将其内容通过提述完整并入

本文。在某些实施方案中，将引导RNA或含有引导RNA的递送载体靶向至特定的组织或身体

隔室。例如，在某些实施方案中，为了将外源RNA靶向其他组织，将合成载体用针对受体摄取

的细胞特异性配体或适体进行装饰，所述装饰例如将RNA包裹在用PEG包被的环糊精纳米颗

粒中，并且用人转铁蛋白功能化，以便通过在肿瘤细胞中高表达的转铁蛋白受体进行摄取。

其他方法描述于下文或是本领域已知的。

[0249] 本发明已 经在人细胞中进行了测试 ，如描述于H e n d e l等人 ( 2 0 1 5 )

Nat.Biotechnol.33：9，985‑9(将其完整并入本申请中)。在引用的文献中，将修饰的引导

RNA引入K562细胞、人原代T细胞以及CD34+造血干细胞和祖细胞(HSPC)中。与未修饰的引导

RNA相比，修饰的引导RNA显著增强了人细胞(包括人原代T细胞和CD34+HSPC)中的基因组编

辑效率。

[0250] 其他用途的实例包括如下所述的基因组编辑和基因表达调控。

[0251] 基因组编辑

[0252] 在一个方面，本发明提供了用于在体内或体外修饰DNA序列的基因组编辑方法

(“体外”包括但不限于无细胞系统、细胞裂解物、细胞的分离组分、和活体外的细胞)。DNA序

列可以包括染色体序列、游离型序列、质粒、线粒体DNA序列或功能性基因间序列，如增强子

序列或针对非编码RNA的DNA序列。所述方法包括使所述DNA序列与(i)本文所述的引导RNA

或一组引导RNA分子和(ii)Cas蛋白接触。在某些实施方案中，使DNA序列接触细胞外部。在

某些实施方案中，DNA序列位于细胞内的基因组中并在体外或体内接触。在某些实施方案

中，细胞在生物体或组织内。在某些实施方案中，所述细胞是人细胞、非人哺乳动物细胞、干

细胞、非哺乳动物脊椎动物细胞、无脊椎动物细胞、植物细胞、单细胞生物或胚胎。在某些实

施方案中，引导RNA有助于将Cas蛋白靶向至DNA序列中的靶向位点。在某些实施方案中，Cas

蛋白在靶向位点处切割DNA序列的至少一条链。在某些实施方案中，Cas蛋白在靶向位点处

切割DNA序列的两条链。

[0253] 在某些实施方案中，所述方法进一步包括将Cas蛋白引入到细胞或另一个系统中。

在某些实施方案中，将Cas蛋白作为纯化或非纯化蛋白引入。在某些实施方案中，通过编码

Cas蛋白的mRNA引入Cas蛋白。在某些实施方案中，通过编码Cas蛋白的线性或环状DNA引入

Cas蛋白。在某些实施方案中，所述细胞或系统包含Cas蛋白或编码Cas蛋白的核酸。

[0254] 在某些实施方案中，可以通过易错非同源末端连接(“NHEJ”)修复过程来修复双链

断裂。在某些实施方案中，可以通过同源定向修复(HDR)过程来修复双链断裂，使得供体多

核苷酸中的供体序列可以整合到靶向的DNA序列中或与其交换。

[0255] 在某些实施方案中，所述方法还包括将至少一个供体多核苷酸引入到细胞或系统

中。在某些实施方案中，供体多核苷酸包含至少一个与DNA序列中的靶向位点任一侧上的序

列具有基本序列同一性的同源序列。在某些实施方案中，供体多核苷酸包括这样的供体序

列，其可通过同源定向修复如同源重组整合到DNA序列中或与其交换。

[0256] 在某些实施方案中，供体多核苷酸包含上游同源序列和下游同源序列，其各自与

分别位于DNA序列中靶向位点的上游和下游的序列具有实质序列同一性。这些序列相似性
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允许例如供体多核苷酸与靶向的DNA序列之间的同源重组，使得供体序列可以整合到靶向

的DNA序列中(或与其交换)。

[0257] 在某些实施方案中，DNA序列中的靶位点跨越或邻近于可能引起疾患或与疾患相

关的突变，例如点突变、易位或倒位。在某些实施方案中，所述方法包括通过将至少一个供

体多核苷酸引入细胞或系统中来纠正所述突变，所述供体多核苷酸包含(i)所述突变的对

应的野生型和(ii)至少一个与DNA序列中的靶向位点一侧上的序列具有实质序列同一性的

同源序列。在某些实施方案中，供体多核苷酸包含与DNA序列中的靶向位点两侧上的序列具

有实质序列同一性的同源序列。

[0258] 在某些实施方案中，供体多核苷酸包括外源序列，所述外源序列可通过同源定向

修复过程(如同源重组)整合到靶向的DNA序列中或与其交换。在某些实施方案中，外源序列

包含蛋白质编码基因，蛋白质编码基因任选地与外源启动子控制序列可操作连接。因此，在

某些实施方案中，在整合外源序列后，细胞可以表达由整合的基因编码的蛋白质。在某些实

施方案中，将外源序列整合到靶向的DNA序列中，使得其在受体细胞或系统中的表达受到外

源启动子控制序列的调控。将外源基因整合到靶向的DNA序列中称为“敲入”。在其他实施方

案中，外源序列可以是转录控制序列、另一个表达控制序列、RNA编码序列，等等。

[0259] 在某些实施方案中，供体多核苷酸包含与靶向位点处或附近的DNA序列的一部分

基本相同、但包含至少一个核苷酸改变的序列。例如，在某些实施方案中，供体序列包含在

靶向位点处或附近的修饰或突变版本的DNA序列，使得在与靶向位点整合或交换后，在靶向

位点处产生的序列包含至少一个核苷酸变化。在某些实施方案中，所述至少一个核苷酸变

化是一个或多个核苷酸的插入、一个或多个核苷酸的缺失、一个或多个核苷酸的取代或其

组合。作为修饰序列的整合的结果，细胞可以从靶向的DNA序列产生修饰的基因产物。

[0260] 在某些实施方案中，所述方法用于多重应用中。在某些实施方案中，所述方法包括

将引导RNA文库引入细胞或系统中。在某些实施方案中，文库包含至少10个独特的引导序

列。在某些实施方案中，文库包含至少100个独特的引导序列。在某些实施方案中，文库包含

至少1,000个独特的引导序列。在某些实施方案中，文库包含至少10,000个独特的引导序

列。在某些实施方案中，文库包含至少100,000个独特的引导序列。在某些实施方案中，文库

包含至少1,000,000个独特的引导序列。在某些实施方案中，文库靶向至少10个不同的多核

苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少10个不同的序列。在某些实施方案中，文库靶向至

少100个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少100个不同的序列。在某些实施

方案中，文库靶向至少1,000个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少1,000个

不同的序列。在某些实施方案中，文库靶向至少10,000个不同的多核苷酸或者一个或多个

多核苷酸内的至少10,000个不同的序列。在某些实施方案中，文库靶向至少100,000个不同

的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少100,000个不同的序列。在某些实施方案中，

文库靶向至少1,000,000个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少1,000,000

个不同的序列。

[0261] 人和哺乳动物细胞中的基因组编辑

[0262] 本发明实施方案可用于基因组编辑的方法中，以修饰哺乳动物细胞中的靶多核苷

酸(例如DNA序列)。

[0263] 在某些实施方案中，DNA序列是染色体序列。在某些实施方案中，DNA序列是蛋白质
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编码序列。在某些实施方案中，DNA序列是功能性基因间序列，如增强子序列或非编码序列。

在某些实施方案中，DNA是人基因的一部分。在一些这样的实施方案中，人基因是网格蛋白

轻链(CLTA1)基因、人白细胞介素2受体γ(IL2RG)基因、人细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4

(CLTA4)基因、人血管内皮生长因子A基因(VEGFA)、或包含引起镰状细胞贫血和地中海贫血

的突变的人血红蛋白β(HBB)基因。因此，在某些实施方案中，靶多核苷酸是HBB多核苷酸、

VEGFA多核苷酸、IL2RG多核苷酸、CLTA1多核苷酸或CLTA4多核苷酸。

[0264] 在某些实施方案中，合成引导RNA包含能够与HBB、IL2RG、CLTA1、VEGFA或CLTA4多

核苷酸杂交的引导序列。在某些实施方案中，所述引导序列由从所述引导序列的5′端计数

的核苷酸1至20‑N组成，N是‑10至0之间的整数，并且引导序列在核苷酸4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、

10‑N或11‑N处包含至少一个增强特异性的修饰。在某些实施方案中，能够与上述靶多核苷

酸之一杂交的引导序列在核苷酸11‑N处具有化学修饰。在某些实施方案中，能够与上述靶

多核苷酸之一杂交的引导序列在核苷酸5‑N处具有化学修饰。在某些实施方案中，能够与上

述靶多核苷酸之一杂交的引导序列在核苷酸7‑N处具有化学修饰。在某些实施方案中，能够

与上述靶多核苷酸之一杂交的引导序列在核苷酸10‑N处具有化学修饰。在某些实施方案

中，能够与上述靶多核苷酸之一杂交的引导序列在核苷酸9‑N处具有化学修饰。在某些实施

方案中，能够与上述靶多核苷酸之一杂交的引导序列在核苷酸4‑N处具有化学修饰。在某些

实施方案中，N等于零。

[0265] 在某些实施方案中，所述引导序列由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至19、

以及在核苷酸3、4、6、8、9或10中至少一个核苷酸处的至少一个化学修饰组成。在某些实施

方案中，所述引导序列由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至18、以及在核苷酸2、3、5、

7、8或9中至少一个核苷酸处的至少一个化学修饰组成。在某些实施方案中，所述引导序列

由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至17、以及在核苷酸1、2、4、6、7或8中至少一个核

苷酸处的至少一个化学修饰组成。在某些实施方案中，所述引导序列由从所述引导序列的

5′端计数的核苷酸1至16、以及在核苷酸1、3、5、6或7中至少一个核苷酸处的至少一个化学

修饰组成。在某些实施方案中，所述引导序列由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至

15、以及在核苷酸2、4、5或6中至少一个核苷酸处的至少一个化学修饰组成。在某些实施方

案中，所述引导序列由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至14、以及在核苷酸1、3、4或5

中至少一个核苷酸处的至少一个化学修饰组成。在某些实施方案中，所述化学修饰包括2′‑

O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙

酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)，或其组合。在某些实施方案中，所述化学修饰

包括赋予C3′‑内糖皱褶的2′修饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。在某些实施方案

中，2′修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0266] 在某些实施方案中，哺乳动物细胞是人类细胞。在一些这样的施方案中，人类细胞

是原代人类细胞。在进一步的实施方案中，原代人类细胞是人类原代T细胞。可以刺激或不

刺激人类原代T细胞。在某些实施方案中，人类细胞是干/祖细胞，如CD34+造血干细胞和祖

细胞(HSPC)。在某些实施方案中，人类细胞来自培养的细胞系，例如可以商业获得。示例性

细胞系包括K562细胞，其为人髓性白血病细胞系。

[0267] 在某些实施方案中，细胞在活生物体内。在某些其他的实施方案中，细胞在活生物

体之外。
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[0268] 所述方法包括使所述DNA序列与(i)本文所述的引导RNA或一组引导RNA分子和

(ii)Cas蛋白接触。

[0269] 在某些实施方案中，所述方法进一步包括将引导RNA引入或递送到细胞中。在一些

这样的实施方案中，通过转染将引导RNA引入到细胞中。用于RNA转染的技术在本领域中是

已知的，包括电穿孔和脂质体转染。在其他实施方案中，通过核转染将引导RNA引入细胞(更

具体地，细胞核)中。用于核转染的技术是本领域已知的，并且可以利用核转染装置，如

Lonza  Nucleofector  2b或Lonza  4D‑Nucleofector和相关试剂。

[0270] 在某些实施方案中，所述方法进一步包括将Cas蛋白引入或递送到细胞中。在一些

这样的实施方案中，作为纯化或非纯化蛋白引入Cas蛋白。在其他实施方案中，通过编码Cas

蛋白的mRNA引入Cas蛋白。在一些这样的实施方案中，通过转染将编码Cas蛋白的mRNA引入

细胞中。在其他实施方案中，通过核转染将编码Cas蛋白的mRNA引入细胞(更具体地，细胞

核)中。

[0271] 在某些实施方案中，所述方法使用基于核糖核蛋白(RNP)的递送，使得Cas蛋白与

引导RNA一起以复合物的形式引入细胞中。例如，Cas9蛋白可以与Cas9:gRNA复合物中的引

导RNA复合，其允许共同递送gRNA和Cas蛋白。例如，Cas:gRNA复合物可以通过核转染进入细

胞中。

[0272] 在某些实施方案中，所述方法使用全RNA递送平台。例如，在一些这样的实施方案

中，将引导RNA和编码Cas蛋白的mRNA同时或实质上同时(例如，通过共转染或共核转染)引

入细胞中。在某些实施方案中，与Cas  mRNA和未修饰的gRNA的共同递送相比，Cas  mRNA和修

饰的gRNA的共同递送导致更高的编辑频率。具体而言，与未修饰的gRNA相比，在5’和3’端两

者的三个末端核苷酸处掺入有2’‑O‑甲基‑3’‑硫代磷酸(“MS”)、2’‑O‑甲基‑3’‑PACE(“MP”)

或2’‑O‑甲基‑3’‑硫代PACE(MSP)的gRNA可提供更高的编辑频率。

[0273] 在某些实施方案中，将引导RNA和编码Cas蛋白的mRNA依次引入细胞中；即，将引导

RNA和编码Cas蛋白的mRNA在不同的时间引入细胞中。每种试剂引入之间相隔的时段可在几

分钟(或更少)至几小时或几天的范围内。例如，在一些这样的实施方案中，首先递送gRNA，

然后在4、8、12或24小时后递送Cas  mRNA。在其他这样的实施方案中，首先递送Cas  mRNA，然

后在4、8、12或24小时后递送gRNA。在一些具体实施方案中，首先递送修饰的gRNA，随后递送

Cas  mRNA，导致与递送未修饰的gRNA之后递送Cas  mRN相比更高的编辑频率。

[0274] 在某些实施方案中，将gRNA与编码Cas蛋白的DNA质粒一起引入细胞中。在一些这

样的实施方案中，通过核转染将gRNA和编码Cas蛋白的DNA质粒引入细胞中。在一些具体实

施方案中，相比于基于DNA质粒的递送系统，基于RNP的递送平台或全RNA递送平台在原代细

胞中提供更低的细胞毒性。

[0275] 在某些实施方案中，所述方法在人类细胞(包括人类原代T细胞和CD34+HSPC)中提

供显著增强的基因组编辑效率。

[0276] 在某些实施方案中，相对于未修饰的gRNA，修饰的gRNA可增加插入或缺失(插入缺

失)的频率，这可能指示诱变的NHEJ和基因破坏。具体而言，与未修饰的gRNA相比，在5’和3’

端两者的三个末端核苷酸处掺入有2’‑O‑甲基‑3’‑硫代磷酸(“MS”)、2’‑O‑甲基‑3’‑PACE

(“MP”)或2’‑O‑甲基‑3’‑硫代PACE(MSP)的修饰的gRNA增加了插入缺失的频率。

[0277] 在某些实施方案中，与未修饰的gRNA和Cas  mRNA的共递送相比，将修饰的gRNA和
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Cas  mRNA共递送至人类原代T细胞可增加插入缺失的频率。具体而言，与未修饰的gRNA相

比，在5’和3’端两者的三个末端核苷酸处掺入有2’‑O‑甲基‑3’‑硫代磷酸(“MS”)、2’‑O‑甲

基‑3’‑PACE(“MP”)或2’‑O‑甲基‑3’‑硫代PACE(MSP)的修饰的gRNA增加了人类原代T细胞中

插入缺失的频率。

[0278] 在某些实施方案中，相对于未修饰的gRNA，修饰的gRNA可改善gRNA稳定性。作为一

个实例，相对于未修饰的gRNA，在5′和3′端两者的三个末端核苷酸处掺入有2′‑O‑甲基

(“M”)的gRNA可适度地改善对核酸酶的稳定性，并且还可改善碱基配对热稳定性。作为另一

个实例，与未修饰的gRNA相比，在5’和3’端两者的三个末端核苷酸处掺入有2’‑O‑甲基‑3’‑

硫代磷酸(“MS”)、2’‑O‑甲基‑3’‑PACE(“MP”)或2’‑O‑甲基‑3’‑硫代PACE(MSP)的gRNA大幅

度地改善了针对核酸酶的稳定性。预期gRNA末端修饰可增强针对核酸外切酶的细胞内稳定

性，这使得将Cas  mRNA和gRNA共同递送或依次递送到细胞或细胞裂解物中时基因组编辑的

效率能够增加。在某些实施方案中，末端的增强稳定性的修饰也可以充当增强特异性的修

饰，如果引导序列包含相同的末端的话。在某些实施方案中，包含2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙

酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑脱氧‑3′‑

膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)、2′‑氟‑3′‑膦酰基乙酸(FP)、2′‑氟‑

3′‑硫代膦酰基乙酸(FSP)、2′‑氟‑3′‑硫代磷酸(FS)、2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)‑3′‑膦酰基乙

酸、2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)‑硫代膦酰基乙酸、2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)‑3′‑硫代磷酸或其组合

的末端修饰可增加本发明方法的稳定性和特异性。在某些实施方案中，修饰的gRNA刺激基

因打靶，其进而允许通过例如同源重组或NHEJ进行基因编辑。具体而言，与未修饰的gRNA相

比，在5’和3’端两者的三个末端核苷酸处掺入有2’‑O‑甲基‑3’‑硫代磷酸(“MS”)、2’‑O‑甲

基‑3’‑PACE(“MP”)或2’‑O‑甲基‑3’‑硫代PACE(MSP)的gRNA刺激了更高水平的同源重组。

[0279] 在某些实施方案中，修饰的gRNA保留了高特异性。在某些实施方案中，与未修饰的

gRNA相比，用修饰的gRNA提高了中靶对脱靶的插入缺失频率的比值。在某些实施方案中，与

基于DNA质粒的递送系统相比，在具有Cas蛋白的RNP复合物中递送的修饰的gRNA提供了显

著更好的中靶对脱靶比。

[0280] 基因表达调控

[0281] 在某些实施方案中，本文所述的引导RNA用于调节感兴趣的基因的转录或表达。例

如，在某些实施方案中，使用包含Cas蛋白(例如，核酸酶缺陷型Cas9)和转录激活因子多肽

的融合蛋白来增加基因的转录。类似地，在某些实施方案中，使用包含Cas蛋白(例如，核酸

酶缺陷型Cas9)和阻抑物多肽的融合蛋白通过干扰基因的转录来敲低基因表达。

[0282] 在至少一个方面，本发明提供了一种体内或体外调控感兴趣基因的表达的方法。

所述方法包括向细胞或另一个系统中引入(i)本文所述的合成引导RNA、和(ii)融合蛋白。

在某些实施方案中，融合蛋白包含Cas蛋白和效应子结构域，如转录激活结构域、转录阻抑

物结构域或表观遗传修饰结构域。在某些实施方案中，融合蛋白包含突变的Cas蛋白，例如

作为无效核酸酶的Cas9蛋白。在某些实施方案中，Cas蛋白包含一个或多个突变，如D10A、

H840A和/或N863A。

[0283] 在某些实施方案中，将融合蛋白作为纯化或非纯化蛋白引入细胞或系统中。在某

些实施方案中，通过编码融合蛋白的mRNA将融合蛋白引入细胞或系统中。在某些实施方案

中，通过编码融合蛋白的线性或环状DNA将融合蛋白引入细胞或系统中。

说　明　书 48/118 页

52

CN 109563514 B

52



[0284] 在某些实施方案中，引导RNA有助于将融合蛋白导向至包含染色体序列、游离型序

列、质粒、线粒体DNA序列或功能性基因间序列(如增强子或非编码RNA的DNA序列)的特异性

靶多核苷酸。在某些实施方案中，效应子结构域调控靶多核苷酸中的序列的表达。可以设计

用于调控基因表达的引导RNA，以靶向任何期望的内源基因或编码功能性RNA的序列。可以

在内源基因的转录起始位点附近、或者在内源基因的翻译起始位点附近选择基因组靶序

列。在某些实施方案中，靶序列位于传统上称为基因的“启动子近端”区的DNA区域中。在某

些实施方案中，靶序列位于转录起始位点上游约1,000个碱基对至转录起始位点下游约1,

000个碱基对的区域中。在某些实施方案中，靶序列远离基因的转录起始位点(例如，在另一

个染色体上)。

[0285] 在某些实施方案中，所述方法用于多重应用中。在某些实施方案中，所述方法包括

将引导RNA文库引入细胞或系统中。在某些实施方案中，文库包含至少10个、至少100个、至

少1,000个、至少10,000个、至少100,000个、或至少1,000,000个独特的引导序列。在某些实

施方案中，文库靶向至少10个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少10个不同

的序列。在某些实施方案中，文库靶向至少100个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸

内的至少100个不同的序列。在某些实施方案中，文库靶向至少1,000个不同的多核苷酸或

者一个或多个多核苷酸内的至少1,000个不同的序列。在某些实施方案中，文库靶向至少

10,000个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少10,000个不同的序列。在某些

实施方案中，文库靶向至少100,000个不同的多核苷酸或者一个或多个多核苷酸内的至少

100,000个不同的序列。在某些实施方案中，文库靶向至少1,000,000个不同的多核苷酸或

者一个或多个多核苷酸内的至少1,000,000个不同的序列。

[0286] 试剂盒

[0287] 在一个方面，本发明提供了含有用于执行上述方法的试剂的试剂盒，所述方法包

括产生gRNA:Cas蛋白复合物和/或支持其结合、切刻或切割靶多核苷酸的活性。在某些实施

方案中，用于本文中公开的方法的一种或多种反应组分，例如一个或多个引导RNA和Cas蛋

白，可以供应为试剂盒的形式以供使用。在某些实施方案中，试剂盒包含Cas蛋白或编码Cas

蛋白的核酸、以及本文所述的一个或多个引导RNA、或引导RNA的组或文库。在某些实施方案

中，试剂盒包含一种或多种其他反应组分。在某些实施方案中，将适量的一种或多种反应组

分提供在一个或多个容器中或保持在基底上。

[0288] 在某些实施方案中，本发明提供了用于选择合成引导RNA的试剂盒，所述合成引导

RNA包括至少两个合成引导RNA，除了在引导序列中的不同位置处的不同修饰或修改外，所

述合成引导RNA是相同的。每个引导RNA包含(a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂

交的引导序列、(ii)茎序列；和(b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的

核苷酸序列，其中所述引导序列包含从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至20‑N(N是‑10

至10之间的整数，任选地在‑10至6之间)，以及在引导序列的核苷酸处的至少一个增强特异

性的修饰；其中所述至少两个合成引导RNA由于在引导序列中具有至少一个不同的增强特

异性的修饰或由于具有在至少一个不同位置处的增强特异性的修饰而彼此不同。试剂盒还

包含Cas蛋白或编码Cas蛋白的多核苷酸。在某些实施方案中，试剂盒中的每个合成引导RNA

包含在不同核苷酸处的增强特异性的修饰。在某些实施方案中，试剂盒包含一系列合成引

导RNA，每个引导RNA具有在引导序列中的不同核苷酸位置的修饰。在某些实施方案中，试剂
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盒具有与引导序列中的核苷酸数相同数量的不同引导RNA。在某些实施方案中，Cas蛋白是

Cas9。在某些实施方案中，增强特异性的修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲

基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)、或2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙

酸(DSP)，或其组合。在某些实施方案中，增强特异性的修饰包括赋予C3′‑内糖皱褶的2′修

饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。在某些实施方案中，2′修饰选自2′‑F和2′‑O‑

(2‑甲氧基乙基)。在某些实施方案中，引导RNA是合成的单引导RNA。

[0289] 试剂盒的附加组分的实例包括但不限于：一种或多种不同的聚合酶、一种或多种

宿主细胞、用于将外来核酸引入宿主细胞的一种或多种试剂、用于检测引导RNA和/或Cas 

mRNA或蛋白质的表达或用于验证靶核酸的状态的一种或多种试剂(例如探针或PCR引物)、

以及用于反应的缓冲液、转染试剂或培养基(处于1倍或更多倍的浓缩形式)。在某些实施方

案中，试剂盒包括一种或多种以下组分：生物化学和物理支持物；终止、修饰和/或消化试

剂；渗透剂(osmolyte)；和用于反应、转染和/或检测的装置。

[0290] 所使用的反应组分可以以多种形式提供。例如，可以将组分(例如酶、RNA、探针和/

或引物)悬浮在水溶液中或结合到珠上，或为冷冻干燥粉或冻干粉或沉淀物的形式。在后一

种情况下，这些组分在复原时形成完全的组分混合物，以供在测定中使用。本发明试剂盒可

以提供在适合的温度下。例如，为了将包含蛋白质组分或其复合物的试剂盒储存在液体中，

优选将它们提供并保持在0℃以下，优选为约‑20℃，可能在含有甘油或其他适合的防冻剂

的抗冻溶液中。

[0291] 试剂盒或系统可含有足以用于至少一种测定法的量的本文所述组分的任何组合。

在一些应用中，可以将一种或多种反应组分以预先测量的单次使用量提供在单独的一般为

一次性的管或等同的容器中。通过这样的布置，可以通过将靶核酸或含有靶核酸的样品或

细胞直接添加到单独的管中来进行RNA引导的核酸酶反应。提供在试剂盒中的组分的量可

以是任何适当的量，且可能取决于产品所针对的市场。其中提供组分的容器(一个或多个)

可以是能够容纳所提供形式的任何常规容器，例如微量离心管、微量滴定板、安瓿、瓶子、整

体试验装置，如流体装置、药筒、侧流装置、或其他类似装置。

[0292] 试剂盒还可以包括用于容纳容器或容器组合的包装材料。用于这样的试剂盒和系

统的典型包装材料包括处于任何构造的容纳反应组分或检测探针的固体基质(例如，玻璃、

塑料、纸、箔材、微粒，等)，这些构造有多种(例如，管形瓶、微孔滴定板、微阵列，等)。试剂盒

可进一步包括以有形形式记录的用于使用组分的说明。

实施例

[0293] 实施例1

[0294] 为了评估化学修饰对生理盐条件下结合能的影响，制备了43个核苷酸的crRNA，其

有20个核苷酸的引导序列。将crRNA与互补的40个核苷酸的DNA寡核苷酸混合形成双链体，

所述DNA寡核苷酸的每个末端上有突出的10个核苷酸。测量双链体的解链温度(“Tm”)。制备

了另外七个43‑nt  crRNA，其中在取样和锁定区中具有若干连续的修饰，并且在20‑nt引导

序列中的位置10处具有一个间插或“间隔子”核苷酸。图6A显示了修饰的类型和布局。核酸

外切酶抗性修饰是2′‑O‑甲基‑3′‑PACE(“MP”)，间隔子是一个未修饰的RNA核苷酸。将每个

修饰的crRNA  601与互补的40‑nt  DNA寡核苷酸603混合来一一形成双链体，并对于在RNA链
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中含有修饰的每个RNA/DNA双链体输入序列605，测量其解链温度，以定量各种修饰在生理

盐条件下对结合能的影响。

[0295] 通过测量解链曲线的斜率，可以定性地评估修饰对双链体解链的协作性的影响：

斜率越大指示在去结合中协作性越大(根据已确立的平衡可逆性原理，逆向过程中的结合

也是如此)。图6B显示了未修饰的gRNA的解链曲线，并且图6C至6G显示了在20‑nt引导序列

部分中核苷酸6至9的各种修饰类型的解链曲线。2′‑O‑甲基(“M”)和2′‑O‑甲基硫代磷酸

(“MS”)的添加使结合能增加约0.2℃/修饰，而2′‑O‑甲基‑3′‑PACE(“MP”)的添加使Tm或结

合能降低1℃/修饰，并且2′‑O‑甲基‑3′‑硫代PACE(“MSP”)的添加使Tm降低1.4℃/修饰。图7

是显示20个碱基对的gRNA/DNA双链体随着gRNA被截短至17、18或19个核苷酸或延长至21或

22个核苷酸长度的解链温度变化的图。在生理盐浓度下进行测量。测量结果表明，针对20个

核苷酸的引导序列的延长或截短，解链温度的变化约为2℃/碱基对。

[0296] 实施例2

[0297] 使用实验crRNA进行进一步的解链温度测量，实验crRNA在crRNA的引导序列中的

核苷酸9处含有接头或接头样修饰。所述接头或接头样修饰包括ULNA(解锁核酸)、脱碱基间

隔子、包含‑PO4Y‑(CR
3
2)m‑PO4Y‑的亚烷基间隔子、或包含(‑PO4Y‑(CR

3
2CR

3
2O)n‑PO3Y‑)的乙二

醇间隔子，其中m是2、3或4，n是1、2或3，每个R3独立地选自下组：H、烷基和取代的烷基，并且

每个Y为H或负电荷。例如，在某些实施方案中，亚烷基间隔物是“C3间隔子”，其中m是3。在其

他实施方案中，乙二醇间隔物是“Tri‑PEG间隔子”，其中n是3。这些修饰还通过赋予链更大

的柔性降低了杂交的协作性，从而降低了结合能。

[0298]

[0299] 这些解链温度测量的结果显示在表1中：

[0300] 表1

[0301] 条目 crRNA名称 Tm
1 对照_1XMP 50.2

2 rA‑ULNA_9_1XMP 44.8

3 C3‑间隔子_9_1XMP 40.9

4 三‑PEG‑间隔子_9_1XMP 38.3

[0302] 实施例3‑7

[0303] 为了评估化学合成的引导RNA结合和切割DNA靶序列的能力，并且为了评估各种修

饰对Cas9介导的切割的影响，使用了体外切割测定法。简言之，通过对质粒上携带的各种靶
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基因的人源序列进行制备型PCR扩增，制备包含表2和表7中列出的靶多核苷酸序列(中靶)

或脱靶多核苷酸序列(脱靶)的PAM可寻址的DNA构建体。作为用于演示本组合物和方法选择

性地编辑基因的能力的示例性基因，使用了人网格蛋白轻链CLTA基因、人血红蛋白β(HBB)

基因、人白细胞介素2受体亚基γ(IL2RG)基因、及人细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4(CLTA4)

基因作为靶基因。这些可以代表本文中公开的用于评估和编辑靶基因的一般方法。

[0304] 表3至表6列出了合成的引导RNA。在这些引导RNA的大部分中，5′端的前20个核苷

酸与靶DNA中的靶序列互补——‑这些互补核苷酸构成引导序列。在一些引导RNA中，在引导

序列的5′端有不与靶序列互补的突出端或延伸部分。在一些引导RNA中，引导序列的5′端被

截短，因而核苷酸1、或1和2、或1和2和3不存在。中靶构建体(“中靶”)包含20‑nt的靶序列。

脱靶构建体(“脱靶”)包含与靶DNA相同的20个核苷酸中的大多数，同时有1、2或3个核苷酸

差异。因此，gRNA大体上、但不完全与脱靶构建体的序列互补。脱靶构建体基于已知在人类

基因组中存在的基因序列。

[0305] 根据Dellinger等人(2011)J.Am.Chem.Soc.，133，11540‑56描述的程序，使用2′‑

O‑硫代氨基甲酸酯保护的核苷亚磷酰胺，在ABI  394合成仪(Life  Technologies，

Carlsbad，CA，USA)上合成gRNA。在与2′‑O‑硫代氨基甲酸酯保护的亚磷酰胺相同的条件下，

将2′‑O‑甲基亚磷酰胺掺入RNA寡聚体中。大体上根据公开的方法，合成了2′‑O‑甲基‑3′‑O‑

(二‑异‑丙基氨基)膦基乙酸‑1，1‑二甲基氰基乙酯‑5′‑O‑二‑甲氧基三苯甲基核苷，其用于

合成硫代膦酰基乙酸 (t h i o P A C E) 修饰的R N A。参见De l l i n g e r等人 (2 0 0 3)

J.Am.Chem.Soc.125，940‑50；和Threlfall等人(2012)Org.Biomol.Chem.10，746‑54。

[0306] 使用反相高效液相色谱(HPLC)纯化所有的寡核苷酸，并通过使用Agilent  1290 

InfinitV系列LC系统的液相色谱‑质谱(LC‑MS)进行分析，所述LC系统与Agilent  6520  Q‑

TOF(时间飞行)质谱仪(Agilent  Technologies，Santa  Clara，CA，USA)偶联。使用从LC‑MS

衍生的总离子色谱图获得的质谱的反卷积来估计sgRNA的合成和纯化的产率。100聚体

sgRNA的化学合成通常产生25％‑35％的全长产物，其来自标称的1微摩尔规模合成。使用离

子配对缓冲液条件，反相HPLC纯化通常从粗产物中给出20％的产率，估计的最终sgRNA纯度

在90％至95％的范围内。

[0307] DNA靶构建体包含表2中列出的靶序列(也称为中靶序列或标识为“中靶”)和脱靶

序列(“脱靶”)，其中脱靶序列与靶序列的不同之处以粗斜体表示，并且PAM序列(如图所示)

带下划线：

[0308] 表2
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[0309]
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[0310]

[0311] 注意，“HBB脱靶1与HBB中靶在潜在靶序列的前3个核苷酸中不同。因此，在gRNA的

20‑nt引导序列的5′端将gRNA截短3个核苷酸以提供17‑nt引导序列，这不能区分HBB中靶和

HBB脱靶1靶序列。实施例3‑7中使用的DNA靶构建体的完整序列在下表8中列出。

[0312] 为了比较目的，纳入将gRNA的引导序列从20个核苷酸截短至18或17个核苷酸的引

导RNA，评估了靶基因位点的切割与已知的脱靶位点的切割的比值。可以看出，与Yanfang等

人(2014)的教导和结论相反，截短对特定的脱靶位点的切割有影响，但对其他脱靶位点处

的切割没有影响。尽管有Yanfang等人(2014)的教导，本发明人还是寻找并鉴定了用于

CRISPR‑Cas切割、切刻或结合靶多核苷酸的新化合物和方法，其具有增强的特异性且没有
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截短引导序列。

[0313] 在20μL的反应体积中，将2.5nM线性化的DNA靶标在50nM  sgRNA、40nM重组纯化的

Cas9蛋白(酿脓链球菌；Agilent)、pH  7.6的0.8mM  MgCl2存在下37℃温育1小时。完成后，添

加0.5μL  RNace  It(Agilent)，并在37℃下继续温育5分钟，然后在70℃下温育15分钟。将粗

产物上样到DNA  1000或DNA  7500  LabChip中，在Agilent  Bioanalyzer  2200上进行分析，

或者将其上样到Genomic  DNA  ScreenTape或D5000  ScreenTape上，在Agilent 

TapeStation  2200或4200上进行分析。处理步骤用于将Cas9从与靶DNA的结合中释放出来，

测定其切割情况。

[0314] 通过下式计算切割产率：a/(a+b)×100，其中a是两个切割产物的条带强度的和，b

是剩余的未切割的DNA(如果存在的话)。切割百分比100％表示在检测限内所有的靶DNA构

建体被切割。

[0315] 实施例3

[0316] 制备一系列32个sgRNA用于靶向人CLTA基因中的“CLTA1”基因座。简言之，合成单

独的RNA链并将其通过HPLC纯化。基于通过HPLC分析的全长链纯度和通过质谱分析的化学

组成，所有寡核苷酸均获质量控制批准。表3列出了各个CLTA1  sgRNA的序列。表3显示了作

为条目1至31的sgRNA的序列，而且该表格公开了本发明gRNA的含有一个或多个增强特异性

的修饰的某些实施方案。条目1是未修饰的，用作比较例。条目2在引导序列的核苷酸1、2和3

处含有MS修饰。条目3在引导序列的核苷酸1、2和3处含有MSP修饰。条目4在引导序列的核苷

酸1处含有MSP修饰。条目5和6是可比较的实例，其中gRNA的20‑nt引导序列分别在5′端被截

短至18‑核苷酸引导序列或17‑核苷酸引导序列。条目7和8是可比较的实例，其中gRNA未修

饰，分别在20‑nt引导序列的5′端具有一个或两个核苷酸的突出端。条目9、10、11、12和13分

别在引导序列中的核苷酸1、核苷酸1‑2、核苷酸1‑3、核苷酸1‑4和核苷酸1‑5处含有MP修饰。

条目14和15分别在gRNA的tracrRNA区中从sgRNA的3′端开始计数的核苷酸2‑5处或从sgRNA

的3′端开始计数的核苷酸2‑6处含有MP修饰，注意核苷酸通常是从多核苷酸的5′端开始计

数的。因此，对条目14和15描述的计数是对一般规则的例外。条目16和17在20‑nt引导序列

中核苷酸1‑2处含有MP修饰，且分别具有MP修饰的C或G核苷酸突出端。条目18和19在20‑nt

引导序列中的核苷酸1‑3处含有MP修饰，且分别具有MP修饰的UC或AG二核苷酸突出端。条目

20和21在20‑nt引导序列中的核苷酸1‑4处包含MP修饰，且分别具有MP修饰的CUC或GAG三核

苷酸突出端，并且在gRNA的tracrRNA区中在sgRNA的3’端具有MP修饰。条目22‑25分别在引

导序列中的核苷酸20、19、18或17处含有MP修饰。条目26在引导序列中核苷酸18和17处含有

MP修饰。条目27‑29分别在引导序列中的核苷酸19、18或17处含有M修饰。条目30在引导序列

中的核苷酸18和17处含有M修饰。条目31在引导序列中的核苷酸1‑20处含有M修饰。条目32

在20‑nt引导序列中的核苷酸1‑7、9‑11、13‑14和20处含有M修饰，并且在sgRNA序列的其余

部分的若干选择位置处具有M修饰，特别是在核苷酸30‑31、33、35‑36、39、42、45、47、50、60、

65‑66、70、71、76‑77、80‑82、90、93、95‑96、100‑101、104和106‑112处。

说　明　书 55/118 页

59

CN 109563514 B

59



[0317]

[0318] 图8A显示了来自表3的gRNA(SEQ  ID  NO：12‑42和124)中的化学修饰对Cas9介导的

靶多核苷酸切割对脱靶多核苷酸切割的影响。更具体地，将CLTA1靶多核苷酸序列(靶序列

或“中靶”)和可比较的脱靶多核苷酸序列(脱靶1和脱靶3)的切割百分比以数字和条形图显

示。图8B是从图8A中的结果导出的，其中对每个受测的合成sgRNA(SEQ  ID  NO：12‑42和124)
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计算切割的靶多核苷酸与切割的脱靶多核苷酸的比值。还计算了通过将每个比值乘以每个

测定的sgRNA的对应中靶切割百分比而获得的特异性评分。图8B的条目6、12、13、20、21和31

中的阴影值是由于靶多核苷酸序列(中靶1)的切割产率略微降低至显著降低所致。重要的

是，所述降低对于脱靶多核苷酸序列之一或两者更大，产生了大于2.0的中靶∶脱靶切割比。

阴影值表明可以获得至少两倍的特异性改善。在本实验中测试的各种化学修饰和组合中，

2′‑O‑甲基‑3′‑PACE(“MP”)修饰产生了最大的减少脱靶切割的期望效果，同时保留高水平

的中靶切割，特别是当它在引导序列中最佳数目的位置处掺入时。这些例子用作本教导的

实施方案。

[0319] 实施例4

[0320] 对于图9A中表示的例子，将单个或三个MP修饰在整个20‑nt引导序列上“步移”，以

观察哪些修饰位置能够产生特异性的改善，如通过中靶与脱靶切割活性判断的。如表4中列

出的，制备了一系列28个sgRNA(SEQ  ID  NO：43‑70)，用于靶向人CLTA基因中的“CLTA4”基因

座，其中实验sgRNA在引导序列中一个或多个位置处含有2′‑O‑甲基‑3′‑PACE(“MP”)修饰，

此外在核苷酸1处以及在sgRNA的3′端的tracrRNA区(包括最后一个(即最3′端)核苷酸间

键)中的倒数第二个核苷酸处具有MP修饰。因此，将末端核苷酸间键中的修饰设计为保护这

样的修饰的sgRNA免于被核酸外切酶降解。合成了单独的RNA链并将其通过HPLC纯化。基于

通过HPLC分析的全长链纯度和通过质谱分析的化学组成，所有寡核苷酸均获质量控制批

准。将CLTA4靶多核苷酸序列(中靶)和可比较的脱靶多核苷酸序列(脱靶1、脱靶2和脱靶3)

的切割百分比以数字和条形图显示在图9A中。图9B是从图9A中的结果导出的，其中对测定

的每个合成sgRNA(SEQ  ID  NO：43‑70)计算了切割的靶多核苷酸与切割的脱靶多核苷酸的

比值。记录为“大”的比值表明在那些特定测定中未检测到脱靶DNA多核苷酸的切割。如上面

在图8B的描述中所述，通过将比值乘以其对应的中靶切割百分比来计算特异性评分。在由

图9B表示的例子中，≥2.0的特异性评分用阴影表示，其指示相对于无阴影的评分的特异性

改善。阴影指示在引导序列中的哪些MP位置提供了至少两倍的特异性改善。条目1‑18中MP

步移的结果表明，步移MP修饰的布置对特异性有影响，并且这个趋势对于每个测定的脱靶

位点的各组特异性评分是明显的，表明在引导序列5′端附近的MP修饰比引导序列中其他位

置的MP更能增强特异性，如在条目1和2相对于条目3‑18可见。这个趋势与针对靶向至CLTA1

靶序列的gRNA中的MP修饰观察到的特异性增强趋势一致，其中添加到CLTA1  sgRNA的5′端

的MP修饰增强了特异性，如图8B中的条目12‑13和20‑21中的阴影评分指示的。虽然也许并

非在每种情况下都有效，但是改善特异性的一般策略是在gRNA中的引导序列的5′端的连续

磷酸二酯核苷酸间键处掺入1、2、3、4或5个MP修饰。
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[0321]

[0322] 实施例5

[0323] 在由图10表示的例子中，将单个或三个MP修饰在整个20‑nt引导序列上“步移”，以

观察哪些修饰位置能够产生特异性的改善，如通过中靶与脱靶切割活性判断的。如表5中列
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出，制备了一系列的三十个sgRNA(SEQ  ID  NO：71‑86和173‑186)，用于靶向人IL2RG基因中

的基因座。这些实验sgRNA在引导序列中一个或多个位置处含有2′‑O‑甲基‑3′‑PACE(“MP”)

修饰，另外在核苷酸1处以及sgRNA的3′端的tracrRNA区中的倒数第二个核苷酸处(包括最

后一个(即大多数的3′)核苷酸间键)也具有MP修饰。因此，末端核苷酸间键中的修饰被设计

为保护sgRNA免受核酸外切酶影响。合成了单独的RNA链并通过HPLC纯化。基于通过HPLC分

析确定的全长链纯度和通过质谱分析确定的化学组成，所有寡核苷酸均获得了质量控制批

准。图10中以数字形式显示了IL2RG靶多核苷酸序列(中靶)和可比较的脱靶多核苷酸序列

(脱靶3)的切割百分比。这个图还显示了为每个受测的合成sgRNA(SEQ  ID  NO：71‑86和173‑

186)计算的切割的靶多核苷酸与切割的脱靶多核苷酸的比值。通过将比值乘以其对应的中

靶切割百分比来计算特异性评分。将≥2.0的特异性评分用阴影表示，以指示相对于无阴影

的评分的特异性改善，因此阴影指示了引导序列中的哪些MP位置提供了至少两倍的特异性

改善。在图10中，将引导序列中产生特异性最大改善的位置用更暗的阴影指示。来自位置7、

14或16的MP修饰的结果分别在条目6、13和15中示出。具有这样的组成的引导RNA相对于其

他常用的组成(如缺乏MP修饰的gRNA)可以增强特异性性能，对于靶向临床上重要的IL2RG

基因座的gRNA的各种CRISPR‑Cas应用而言尤其如此。由图10表示的例子还例示了在gRNA的

引导序列部分上“步移”MP修饰的本发明新方法，以鉴定哪个或哪些位置由于步移MP修饰的

位置而产生了特异性增强。通过针对每个测试位置的中靶与脱靶切割比来评估特异性增强

的幅度，而且，当从业者决定哪个或那些MP修饰的位置可能有益于gRNA的整体性能时，可以

将这些值与针对每种设计所测得的中靶切割百分比一起考虑。单个MP在整个引导序列上的

渐进式步移还可以鉴定该序列中有可能协同性地改善特异性的位置：这样的改善是步移所

测试的位置处的一个或多个MP修饰的组合造成的。

说　明　书 59/118 页

63

CN 109563514 B

63



[0324]

[0325] 实施例6

[0326] 进行修饰“步移”以观察在靶向如图11A中所示的人HBB基因的引导序列中的各个

位点是否可以显著切割中靶位点并减少脱靶位点的切割，修饰“步移”通过在这条20‑nt的
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引导序列各个位置上渐进地引入修饰来进行。制备了一系列65个sgRNA，用于靶向图6中列

出的HBB基因，其中实验sgRNA在引导序列中一个或多个内部核苷酸位置处含有2′‑O‑甲基‑

3′‑PACE(“MP”)修饰，另外在核苷酸1处以及在sgRNA的3′端的tracrRNA区中的倒数第二个

核苷酸处(包括最后一个(即大多数的3′)核苷酸间键)具有MP修饰。因此，将末端核苷酸间

键中的修饰设计为保护sgRNA免于被核酸外切酶降解。合成了单独的RNA链并将其通过HPLC

纯化。基于通过HPLC分析的全长链纯度和通过质谱分析的化学组成，所有寡核苷酸均获质

量控制批准。将HBB靶多核苷酸序列(中靶)和可比较的脱靶多核苷酸序列(脱靶1)的切割百

分比以数字显示在图11A中。该图还显示了为每个受测的合成sgRNA(SEQ  ID  NO：87‑103)计

算的切割的靶多核苷酸与切割的脱靶多核苷酸的比值。通过将比值乘以其对应的中靶切割

百分比来计算特异性评分。将≥2.0的特异性评分用阴影表示，以指示相对于无阴影的评分

的特异性改善，因此阴影指示在引导序列中的哪些MP位置提供了至少两倍的特异性改善。

在图11A中，引导序列中产生特异性最大改善的位置由较暗的阴影指示，该改善由于分别如

条目2、6和8中所示的位置5、9或11的MP修饰所致。具有这样的组成的引导RNA相对于其他常

用的组成(如缺乏MP修饰的gRNA)可以增强特异性，对于靶向临床上重要的HBB基因座的

gRNA的各种CRISPR‑Cas应用而言尤其如此。图11A所示的实例还例示了我们在gRNA的整个

引导序列部分上“步移”MP修饰，以鉴定哪个或哪些位置由于步移MP修饰的位置而产生了特

异性增强的方法。通过针对每个测试位置的中靶与脱靶切割比来评估特异性增强的幅度，

并且当决定哪个或那些MP修饰的位置可能有益于gRNA的整体性能时，从业者可以将这些值

与每种设计测得的中靶切割百分比一起考虑。通过在单一MP在整个引导序列上的渐进步

移，还可以鉴定该序列中潜在的可协同性改善特异性的位置，所述协同性改善由该步移所

测试的位置上的MP修饰的一种或多种组合所致。

[0327] 在一项相关实验中，使用具有相同20‑nt引导序列的HBB  sgRNA，评估了对K562细

胞中基因组HBB靶基因座的编辑的特异性，其中体内20个碱基对的靶序列与图11A的体外多

核苷酸构建体中测试的相同。图11B显示了靶向K562细胞中的人HBB基因的sgRNA中各种类

型的修饰的影响，其中将每个合成sgRNA(SEQ  ID  NO：187‑190)与Cas9mRNA一起共转染，并

测量靶基因座和三个脱靶基因座的切割，所述脱靶基因座包括与图11A中评估的相同的脱

靶序列脱靶1。针对每个受测的合成sgRNA，计算了切割的靶(中靶)与切割的脱靶多核苷酸

(脱靶1)的比值。将比值乘以其对应的中靶切割百分比来计算特异性评分。结果显示，引导

序列中的PACE修饰产生了显著的特异性改善，如对所测试的各种类型的修饰通过特异性评

分所评估的，特别是相对于主要脱靶活性(在脱靶1)而言。

[0328] 表6
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[0329]

[0330] 图注

[0331] N*＝核苷酸N的2’‑O‑甲基‑3’‑PACE修饰

[0332] Ns*＝核苷酸N的2’‑O‑甲基‑3’‑硫代PACE修饰

[0333] 实施例7

[0334] 使用体外切割测定法在溶液中或在两种类型的培养的人类细胞中进行进一步实

验，以确定由于MP修饰所致的中靶与脱靶特异性增强。两种细胞类型是K562细胞和诱导的

多能干细胞(也称为iPS细胞或iPSC)。在各个孔中用与重组Cas9蛋白预复合的MP修饰的

gRNA转染培养的细胞。针对基因组HBB靶基因座的编辑评估了特异性，其中培养细胞中的20

个碱基对的靶序列与体外多核苷酸构建体中测定的相同，如图11A和12A中所评估。图12A的

条目1‑17(SEQ  ID  NO：87‑103)显示与图11A相同的结果。将图12A中的数据根据特异性评分

从最高到最低排列。条目18‑64(SEQ  ID  NO：125‑171)显示了在靶向人HBB基因中的序列的

gRNA中的不同位置处的其他MP修饰对于称为“中靶”(“ON”)的靶多核苷酸的体外切割、以及

另行测定的称为“脱靶1”(“OFF1”)的脱靶多核苷酸的切割的影响，分别表示为HBB中靶(ON‑
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target)和HBB脱1‑靶(OFF1‑target)。对于所有条目，针对测定的每个合成sgRNA计算切割

的靶(中靶)与切割的脱靶多核苷酸(脱靶1)的比值。通过将比值乘以其对应的中靶切割百

分比来计算特异性评分。将条目18‑64根据特异性评分从最高到最低排列。具有最高评分的

条目用阴影表示。

[0335] 图12B显示了基因组HBB靶的编辑结果，所述靶具有与在图12A的体外多核苷酸构

建体中测试的相同的20个碱基对的序列。对于图12B，基因组HBB靶位点在测试的人K562细

胞和iPS细胞中是内源的。根据在20‑nt引导序列中掺入的MP修饰的数目将结果分组。图12A

中的条目1‑17和图12B中的条目1‑12和22‑33表示在20‑nt引导序列中的不同位置处的单个

内部MP的测试，另外在每个sgRNA的5′端的第一个核苷酸间键处具有MP修饰且在3’端的最

后一个核苷酸间键处具有另一个MP，以保护其免受核酸外切酶降解。对于图12B的条目1‑12

和22‑33，测试的sgRNA是SEQ  ID  NO：88、90、92‑94、96、97、99、100、103、171和172。对于图

12B的条目13‑19和34‑40，测试的sgRNA是128、129、133、141、160、165和168。这些分组中包

括缺乏内部MP修饰的对照的结果，如图12A中的条目14和图12B中的条目7‑9和29‑31中所

示。对在20‑nt引导序列中不同位置处具有两个内部MP修饰的sgRNA进行了结果的其他分

组，所述sgRNA在每一末端具有一个MP修饰以抑制核酸外切酶，如图12A中的条目18‑64和图

12B中的条目13‑19和34‑40所示。不同分组在图中用粗黑线隔开。这些图显示，在体外产生

最大的特异性增强的内部MP位置与在两种细胞类型中给出最大增强的那些位置相同，如图

12A中的条目1‑2和图12B中的条目1‑2和22‑23所示。由内部MP修饰导致的低一层次的特异

性增强用较浅的阴影指示，如图12A中的条目3‑5和图12B中的条目3‑5和24‑26所示。由HBB 

sgRNA中的内部MP修饰的位置引起的特异性增强的相对等级在体外和体内测定中惊人地一

致，如图12A的条目1‑17和图12B的条目1‑12和22‑33所示。

[0336] 将一对内部MP修饰的结果单独地图12A中的条目18‑64中和图12B中的条目13‑19

和34‑40中分组，这些体外和体内设计的相对性能，按照“特异性评分”排名，在不同的测定

和细胞类型之间引人注目地一致。一种略为不同的评估特异性增强的方式是只考虑中靶与

脱靶比，对于图12A和12B中针对HBB的实例，其为“中靶∶脱靶1”。使用这一替代的度量，将图

12B中的分组根据测量比值重新排名显示在图12C中，所述比值按照分组的最高比值到最低

比值排序。图中的不同分组用粗黑线隔开。与我们对图12B中的特异性评分的观察结果相当

的是，图12C中呈现的更为简单的特异性评估方式——借助于中靶∶脱靶比的更简单的特异

性评估在两种细胞类型中显示出相似的结果。实施例6和7证明，特异性增强依赖于在靶向

HBB基因的20‑nt引导序列中的MP修饰的位置。

[0337] 在使用表5的一些IL2RG  sgRNA的实验中，针对K562细胞中的基因组IL2RG靶基因

座的编辑评估了特异性。同样，使用表7的VEGFA  sgRNA(如下所示)，针对K562细胞中的基因

组VEGFA靶基因座的编辑评估了特异性。
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[0338]

[0339] 以这种方式，在体内测试了20‑nt引导序列。图14显示了IL2RG  sgRNA和VEGFA 

sgRNA中的各种类型的修饰在K562细胞中的影响。将每个合成sgRNA与Cas9  mRNA一起共转
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染，并测量靶基因座和脱靶基因座脱靶2的切割。针对测定的每个合成sgRNA计算切割的靶

(中靶)与切割的脱靶多核苷酸(脱靶2)的比值。通过将比值乘以其对应的中靶切割百分比

来计算特异性评分。

[0340] 图14中的结果显示，在靶向IL2RG和VEGFA的合成gRNA的引导序列中的修饰产生了

显著的特异性改善，如对所测试的各种类型的修饰通过特异性评分所评估的，特别是相对

于脱靶活性(在脱靶2)而言。与条目1相反，条目2显示出由IL2RG  sgRNA两端的MP修饰产生

的显著特异性增强，其中5′和3′末端核苷酸间键被修饰。与条目1和2相反，条目3和4显示在

IL2RG引导序列的内部位置处(即分别在位置5或11处)具有MP修饰的IL2RG  sgRNA的令人印

象深刻的特异性增强。此外，位置5的MP修饰在图14中的条目1至4中给出了最大的特异性增

强。

[0341] 与条目5相反，条目6至10显示在VEGFA引导序列的内部位置处(即分别在位置5、7、

9、10或11处)具有MP修饰的VEGFA  sgRNA的显著特异性增强。当比较在条目5至10中的增强

时，值得注意的是条目6在20‑nt引导序列的位置5处的MP修饰给出了针对VEGFA的最大特异

性增强。

[0342] 如实施例4至7呈现的，通过在靶向不同的DNA序列的gRNA中在引导序列上进行MP

步移并在体外测定中靶和脱靶多核苷酸的切割，在图13中显示了产生特异性增强的在各个

引导序列中的MP修饰位置的复合图谱。具体而言，图13显示了来自图9A、9B、10和11A的体外

切割结果的比较。图13显示了若干个重要趋势。首先，如条目12中所示，与图13中的所有其

他条目相反，在其20‑nt引导序列中的位置15处具有MP修饰的gRNA遭受了Cas9介导的切割

活性的显著丧失。这表明位置15特别不耐受针对Cas9介导的切割的MP修饰。其次，在各处的

条目1‑2中存在特异性增强的趋势，如用阴影特异性评分所指示的。这个趋势表明，为了增

强gRNA的靶特异性，在各个20‑nt引导序列的5′端或其附近掺入MP修饰可能是通常有用的

设计策略。对于在图8A和8B中呈现的关于在体外靶向CLTA1基因座的gRNA的5′端的MP修饰

的结果，该方法的实用性的另一个例子论述于上面的实施例3中。关于如图11B所示在转染

的人K562细胞中靶向HBB基因的gRNA的5′端的MSP修饰，一般方法的实用性的一个另外的例

子论述于上面的实施例6中。关于MP修饰的特异性效应的第三个例子在图13的条目3中是显

而易见的，其中由不同靶向的20‑nt引导序列中的位置6的MP修饰产生的特异性评分构成了

每MP步移的最低评分，而不考虑上述位置15的异常效应。对于涉及CLTA4脱靶3、IL2RG脱靶3

和HBB脱靶1的每个系列的MP步移，由于位置6的MP修饰所致的特异性增强的最低值相比于

由相同引导序列中的相邻位置(即位置4、5或7)的MP修饰产生的特异性评分(分别在各处的

条目1、2或4中显示为阴影评分)是特别显著的。

[0343] 实施例3至7证明，活性Cas蛋白和gRNA:Cas蛋白复合物耐受了在引导序列中的特

定位置含有修饰的gRNA，因为在gRNA中的许多序列位置处的修饰没有阻止中靶多核苷酸的

靶特异性切割。实施例3至7还证明，本发明的gRNA、复合物和方法可以实现至少1.2、或者至

少1.5、或者至少2、或者至少2.5、或者至少3、或者至少3.5、或者至少4、或者至少4.5、或者

至少5的中靶与脱靶比，和/或该比值高达10、12、15或20。在许多情况下，2′‑O‑甲基‑3′‑

PACE(“MP”)修饰通过降低脱靶切割水平同时保持高水平的中靶切割而对比值具有正面影

响，正如特异性增强所期望的。

[0344] 作为这些实验的结果，计算出掺入多个降低引导序列上特定位点的结合能的修饰
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将降低已知和未知的脱靶切割事件。

[0345] 如上所述，实施例3‑7中使用的DNA构建体的完整序列在表8中列出。靶多核苷酸或

脱靶序列以及PAM序列以粗体显示，并且PAM序列还带有下划线。

[0346] 表8

[0347]
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[0348]
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[0349]
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[0350]

说　明　书 69/118 页

73

CN 109563514 B

73



[0351]

说　明　书 70/118 页

74

CN 109563514 B

74



[0352]

说　明　书 71/118 页

75

CN 109563514 B

75



[0353]

说　明　书 72/118 页

76

CN 109563514 B

76



[0354]

说　明　书 73/118 页

77

CN 109563514 B

77



[0355]
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[0360]
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[0363]
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[0365]
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[0366]
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[0367]
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[0368]

[0369] 实施例8

[0370] 该实验证明了使用根据本发明的合成gRNA通过Cas9切割刺激的同源定向修复

(HDR)过程。提供在两对染色体上具有正常HBB基因的K562细胞(Chr11)。还提供了用于携带

镰状细胞病(SCD)突变的HDR的DNA供体模板。该实验试图编辑K562细胞中的HBB基因以添加
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或敲入SCD突变以产生杂合细胞系。这种细胞系可用于模拟SCD疾病。

[0371] 使用具有和不具有化学修饰的sgRNA。更具体地，使用以下20‑nt合成的引导RNA进

行实验：未修饰的gRNA(Unmodif)，在5′和3′末端具有MP修饰的gRNA(1xMP)，在5位、5′及3′

末端具有MP修饰的gRNA(5MP_1xMP)，在11位和5′和3′末端具有MP修饰的gRNA(11MP_1xMP)，

和用缓冲液代替sgRNA:Cas9复合物处理的模拟转染细胞(模拟)。每个sgRNA分别与Cas9蛋

白预复合，用于与ssDNA寡核苷酸一起转染K562细胞(通过电穿孔)，用作HBB靶位点处HDR的

修复模板。在每个组中，用供体DNA模板(图15中的供体+)和没有供体DNA模板(供体‑在图15

中)进行实验。靶位点被sgRNA:Cas9复合物切割以形成双链断裂。通过HDR过程修复断裂，使

得供体DNA模板的序列被转染细胞中的内源DNA修复酶用于指导切割的DNA靶序列的修复。

[0372] 转染到K562细胞中作为修复模板的单链供体DNA模板的序列是：

[0373]

[0374] 寡核苷酸长158个核苷酸，小写“gta”是被HDR敲入的SCD突变的密码子。培养转染

的细胞，随后在转染后48小时收获。分离基因组DNA，并通过PCR扩增HBB基因座及其主要脱

靶基因座以进行深度测序以定量编辑结果，其包括(i)形成Cas9诱导的插入缺失(图15中的

“中”靶插入缺失和“脱”靶插入缺失)，(ii)部分HDR(部分“中”靶HDR)，以及(iii)安放SCD密

码子(“中”靶HDR和“脱”靶HDR)的完整HDR。测量中靶位点(图15中的“中”基因座)处的所有

三种类型的编辑，在Chr9上的基因组中一处主要脱靶位点检测到三种类型的编辑中的两种

(图15中的“脱”基因座)。

[0375] 图15总结了来自人K562细胞中HBB基因的同源定向修复(HDR)的这些实验的结果。

对于“‘中’基因座”，报告的结果(从左到右)为：中靶HDR％，部分中靶HDR％，和中靶插入缺

失％。对于“‘脱’基因座”，报告的结果(从左到右)为：脱靶HDR％和脱靶插入缺失％。

[0376] 该实验证明，用于增强特异性的化学修饰，特别是在20‑nt引导序列中第5位和第

11位的MP修饰，不仅大大减少了脱靶插入缺失的形成，而且还显著降低了脱靶HDR活性。注

意到，在该实验中，脱靶位点与ssDNA修复模板具有足够的序列相似性，从而同样受到了HDR

编辑。

[0377] 实施例9

[0378] 在该实验中，以两种不同但互补的方式评估合成引导RNA的脱靶活性。使用上文关

于实施例7和图12B所述的相同体内测定，使用了几种化学合成的引导RNA来结合并切割HBB

靶位点和脱靶位点。因此，对于第一次评估，通过PCR扩增人K562细胞的基因组DNA中的由实

施者指定的多核苷酸序列或基因座，对于第二次评估，通过使用市售的基因座富集试剂盒

扩增基因组DNA的片段中的约1,000个多核苷酸序列或基因座(由实施者指定)的文库。更具

体地，在第一次评估中，通过对基因组DNA进行PCR以扩增16个脱靶位点来评估脱靶活性，所

述16个脱靶位点构成人基因组中相对于HBB中20‑bp靶序列具有3个或更少错配的序列，并

且在相对于靶序列的21‑23位也具有NGG或NAG  PAM序列；这样的PAM序列是Cas9识别所需要

的。在第二次评估中，通过使用生物素化的寡核苷酸诱饵(来自Agilent  Technologies的

SureSelect  Target  Enrichment  Kit)对来自K562细胞的基因组DNA捕获靶位点和脱靶位

点来评估脱靶活性。诱饵被设计成可选择性捕获人类基因组中的如下所述的序列(总共大
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约960个序列)：其相对于HBB中的20‑bp靶序列具有5个或更少的错配，并且在21‑23位还具

有NGG或NAG  PAM序列。中靶序列和脱靶序列是：

[0379]

[0380] 对于两种评估，使用以下20‑nt合成的引导RNA：未修饰的gRNA(Uhmodif)，在5′和

3′末端具有MP修饰的gRNA(1xMP)，在第5位和5′和3′末端具有MP修饰的gRNA(5MP_1xMP)，和

用缓冲液而不是sgRNA:Cas9复合物处理的模拟转染的细胞(模拟)。第一次评估还包括在11

位及5′和3′末端具有MP修饰的gRNA(11MP_1xMP)。

[0381] 使用与前述实施例中使用的相同程序，用gRNA和Cas9转染人K562细胞。更具体地，

从ATCC获得人K562细胞，并在补充有10％牛生长血清(Thermo  Fisher)的RPMI  1640培养基

中培养。根据制造商的说明，使用Lonza  4D‑Nucleofector(96孔Shuttle设备，程序FF‑120)

对K562细胞(在第3至9代内)进行核转染。核转染条件使用Lonza  SF细胞系试剂盒(V4SC‑
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2960)，在20uL培养基中含有0.2百万个细胞，125皮摩尔化学修饰的sgRNA和50皮摩尔的重

组Cas9蛋白(Thermo  Fisher)。将细胞在37℃下在环境氧和5％二氧化碳中培养。转染后48

小时收获培养的细胞。

[0382] 对于第二次评估，设计包含靶富集诱饵的文库(使用来自Agilent的SureSelect富

集平台)以具有重叠序列覆盖(也称为“层叠”(tiling))以捕获大致以HBB靶位点为中心的

基因组DNA的1‑Kbp片段。该文库还包含类似地层叠的诱饵，以捕获以人类基因组中以960个

离散的脱靶位点为中心的1‑Kbp区段。这960个脱靶位点被认为构成人类基因组中所有相对

于HBB中CRISPR‑Cas9靶向的20bp靶序列具有5个或更少的错配序列，并且还具有邻接20‑bp

脱靶序列的NGG或NAG  PAM序列，这是Cas9识别和结合等所需要的。每次处理每个一式三份

样品分离基因组DNA，并根据Agilent  SureSelect  HiSeq方案处理每种分离物。

[0383] 对于两种评估，使用Illumina试剂在Illumina  HiSeq  4000测序仪上对扩增或捕

获的DNA进行测序，用于双端(paired‑end)2x150‑bp测序读段。预处理HiSeq原始数据，抛弃

每个中靶或脱靶序列的与中靶或脱靶位点在Cas9切割位点的任一侧上没有至少30bp重叠

的读段。使用设置为默认参数的BWA‑MEM(bwa‑0.7.10)软件将读段定位到人类基因组。从分

析中丢弃了产生不一致的双端定位、低质量定位或二次定位的读段。根据是否在Cas9切割

的定位切割位点的10bp内具有插入或缺失序列(即插入缺失)，将每个保留的定位读段评定

为具有插入缺失或不插入缺失。将每个中靶或脱靶位点的定位读数根据它们是否具有插入

缺口进行分箱(binning)，并且将每个箱的读段计数用于计算中靶位点处形成的％插入缺

失，同样在960个脱靶位点的每一个处形成的％插入缺失。将％插入缺失结果用于计算中靶

∶脱靶切割比和特异性得分(未显示)。

[0384] 图16总结了来自第一次评估的结果，其测量了HBB中靶位点处、以及16个修饰的或

未修饰的sgRNA的类似的脱靶位点处的插入缺失形成。PCR扩增子的深度测序使用每次处理

的分离的基因组DNA产生了17个位点(靶位点和16个脱靶位点)的序列读段。所有修饰的或

未修饰的gRNA在中靶位点处均产生了高百分比的插入缺失。在脱靶1位点，未修饰的gRNA和

1xMP  gRNA也产生了高百分比的插入缺失；相反，5MP_lxMP  gRNA和11MP_1XMP  gRNA给出的

插入缺失百分比低得多。在脱靶5位点，5MP_1xMP  gRNA和11MP_1xMP  gRNA比未修饰的gRNA

和1xMP  gRNA产生低得多的插入缺失百分比。在其他脱靶位点，所有gRNA产生非常低百分比

的插入缺失。该评估表明，用于增强特异性的化学修饰，特别是在20‑nt引导序列中第5位和

第11位的MP修饰，相当显著地减少了人类基因组中如下所述的序列中脱靶插入缺失的形

成：与HBB中20‑bp靶序列具有3个或更少的错配，并且在21‑23位也具有NGG或NAG  PAM序列。

[0385] 图17总结了来自两次评估的扩增的DNA基因座(PCR)或捕获的DNA基因座

(SureSelect)的深度测序分析的结果。图17显示了使用以下20‑nt合成的引导RNA的实验在

HBB靶位点(HBB中靶)和三个脱靶位点(脱靶1，脱靶5和脱靶9)测量的插入缺失形成百分比：

未修饰的gRNA(HBB_unmodif(PCR))和HBB_unmodif(SureSelect))，在5′和3′末端具有MP修

饰的gRNA(HBB_1xMP(PCR)和HBB_1xMP(SureSelect))，在第5位和5′和3′末端具有MP修饰的

gRNA(HBB_5xMP(PCR)和HBB_5xMP(SureSelect))和用缓冲液代替sgRNA:Cas9复合物处理的

模拟转染细胞(模拟(PCR)和模拟(SureSelect))。检测到的插入缺失的百分比在两次评估

之间是一致的，并且通过SureSelect富集分析捕获的DNA发现了与对通过PCR扩增的离散

DNA基因座的分析中发现的相似的插入缺失百分比。所有修饰的或未修饰的gRNA在HBB中靶
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位点处均产生了高百分比的插入缺失。在脱靶1位点，HBB_unmodif(PCR)和HBB_unmodif

(SureSelect)实验以及HBB_1xMP(PCR)和HBB_1xMP(SureSelect)实验显示出高百分比的插

入缺失。相反，通过PCR和SureSelect评估，5MP_1xMP  gRNA和HMP_1xMP  gRNA显示出低得多

的插入缺失百分比。在脱靶5位点，使用5MP_1xMP  gRNA(即HBB_5xMP  gRNA(PCR)和HBB_5xMP 

gRNA(SureSelect)的两种评估均产生比未修饰的gRNA和HBB  lxMP  gRNA低得多的插入缺失

百分比。在脱靶9位点，所有测试的gRNA都具有非常低的插入缺失百分比。在通过

SureSelect富集评估的剩余的957个脱靶基因座中，仅32个产生的插入缺失的水平高于

0.1％的检测限(结果未显示)，并且其中最高的插入缺失％小于0.5％。由此可见，用于增强

特异性的化学修饰，特别是在20‑nt引导序列中第5位的MP修饰，大大减少了脱靶插入缺失

的形成。特异性的这种增强可以通过评估PCR扩增的基因组基因座或使用靶向文库富集试

剂盒(如SureSelect)富集的基因组基因座来证明。

[0386] 示例性实施方案

[0387] 根据当前公开的主题提供的示例性实施方案包括但不限于权利要求和以下实施

方案：

[0388] A1.一种合成的引导RNA，其包含：

[0389] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0390] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0391] 其中所述引导序列包含至少一个增强特异性的修饰，其中所述合成的引导RNA具

有gRNA功能性。

[0392] A2.实施方案A1的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰减弱所述

引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交。

[0393] A3.实施方案A1的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰减弱所述

引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0394] A4.实施方案A1的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰增强所述

引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交，并且减弱所述引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂

交。

[0395] A5.任何前述实施方案的合成的引导RNA，进一步包含位于所述引导RNA的5′端或/

和3′端上的至少一个增强稳定性的修饰。

[0396] A6.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含锁定区、取样区

和种子区，并且所述至少一个增强特异性的修饰存在于所述取样区和/或所述种子区中。

[0397] A7.实施方案A6的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰存在于所

述种子区和/或所述取样区和/或所述锁定区中。

[0398] A8.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰包

括核苷酸间键修饰。

[0399] A9.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰包

括化学修饰的核碱基。

[0400] A10.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰

位于至少一个核苷酸糖模块中。

[0401] A11 .任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰
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包括3′‑膦酰基乙酸核苷酸间键、3′‑膦酰基乙酸甲酯核苷酸间键、3′‑甲基膦酸酯核苷酸间

键、3′‑硫代膦酰基乙酸核苷酸间键、3′‑甲基硫代膦酸酯核苷酸间键、3′‑硼烷膦酸核苷酸

间键，或其组合。

[0402] A12.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其包含赋予C3′‑内糖皱褶的2′修饰。

[0403] A13.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰

包括：

[0404] (a)2′‑脱氧核糖、2′‑脱氧‑2′‑氟阿拉伯呋喃糖基、2′‑脱氧‑2′‑氟呋喃核糖基，糖

类，如具有2′‑O‑苯基、2′‑苯硫基、2′‑S‑苯硫基、2′‑甲基、2′‑乙基、2′‑丙基、2′‑烯丙基、

2′‑烯丙基苯基、2′‑甲基羟基、2′‑甲氧基甲基、2′‑O‑氨基甲酸酯、2′‑O‑乙基氨基、2′‑O‑烯

丙基氨基、2′‑O‑丙基氨基或2′‑O‑取代的苯基的核糖，或其组合；

[0405] (b)膦酰基乙酸、硫代膦酰基乙酸、膦酰基丙酸酯、膦酰基硫代丙酸酯、甲基膦酸

酯、甲基硫代磷酸或硼烷膦酸；或其组合；或

[0406] (c)(a)和(b)的组合。

[0407] A14.实施方案A8、A9、A11或A13中任一项的合成的引导RNA，进一步包含2′‑O‑甲基

修饰。

[0408] A15.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰

是非结构化核酸(“UNA”)、解锁核酸(‘ULNA’)、脱碱基核苷酸、包含‑PO4Y‑(CR
3
2)m‑PO4Y‑的

亚烷基间隔子、或包含(‑PO4Y‑(CR
3
2CR

3
2O)n‑PO3Y‑)的乙二醇间隔子，其中m是2、3或4，n是1、

2或3，每个R3独立地选自下组：H、烷基和取代的烷基，并且每个Y为H或负电荷。

[0409] A16.实施方案A1至A9、A11至A13或A15中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少

一个增强特异性的修饰不包括核碱基修饰。

[0410] A17.实施方案A1至A15中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰是选自下组的核碱基：2‑硫代U、2‑硫代C、4‑硫代U、6‑硫代G、2‑氨基A、2‑氨基嘌呤、

次黄嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑

甲基C、5‑甲基U、5‑羟甲基胞嘧啶、5‑羟甲基尿嘧啶、5，6‑脱氢尿嘧啶、5‑乙炔基胞嘧啶、5‑

氨基烯丙基U、5‑氨基烯丙基C、脱碱基核苷酸、UNA碱基、异胞嘧啶(isoC)、异鸟嘌呤(isoG)、

5‑甲基‑嘧啶、x(A、G、C、T、U)、y(A、G、C、T、U)及其组合。

[0411] A18.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰

是选自下组的核苷酸或核苷酸类似物：5‑硝基吲哚、水粉蕈素、肌苷、二氨基嘌呤、脱碱基连

接、和脱碱基荧光团连接，如3‑O‑基‑2‑(4‑丁基酰胺基荧光素)丙基‑1‑O‑基‑磷酸二酯。

[0412] A19.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰

包括这样的修饰：相对于没有该增强特异性的修饰的双链体的解链温度(Tm)而言，该修饰

降低由合成的引导RNA和靶多核苷酸形成的第一DNA/RNA双链体的Tm。

[0413] A20.实施方案A19的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰使Tm降

低约0.5℃/修饰，或者约0.5‑1.0℃/修饰，或者约1.0‑2.0℃/修饰，或者2‑8℃/修饰。

[0414] A21 .任何前述实施方案的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含20个核苷酸并

且任选地包含5’‑突出端序列。

[0415] A22.实施方案A21的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含或为从所述引导序列

的5′端计数的核苷酸1至20，并且在核苷酸1处、或者在核苷酸1和2处、或者在核苷酸1、2和3
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处、或者在核苷酸1、2、3和4处；或者在核苷酸1、2、3、4和5处具有至少一个增强特异性的修

饰。

[0416] A23.实施方案A21的合成的引导RNA，其中所述引导序列由从所述引导序列的5′端

计数的核苷酸1至20‑N组成，其中N是‑10至10之间的整数(任选地在‑10至6之间)，并且所述

至少一个增强特异性的修饰在4‑N至20‑N的核苷酸内，或者在5‑N至20‑N的核苷酸内，或者

在10‑N至20‑N的核苷酸内，或者在13‑N至20‑N的核苷酸内，或者在13‑N至14‑N或16‑N至19‑

N的核苷酸内，或者在13‑N至14‑N或16‑N至18‑N的核苷酸内。

[0417] A24.实施方案A21的合成的引导RNA，其中所述引导序列由从所述引导序列的5′端

计数的核苷酸1至20‑N组成，其中N是‑10至10之间的正整数或负整数(任选地在‑10至6之

间)，并且所述引导序列包含一个增强特异性的修饰，其位于核苷酸11‑N、12‑N、13‑N、14‑N、

16‑N、17‑N、18‑N、19‑N或20‑N处，或者位于核苷酸13‑N、14‑N、16‑N、17‑N、18‑N、19‑N或20‑N

处，或者位于核苷酸13‑N、14‑N、16‑N、17‑N或18‑N处。

[0418] A25.任何前述实施方案的合成的引导RNA，其进一步包含在引导RNA的5′端的核苷

酸1开始的至少一个增强稳定性的修饰以及在3′端的五个末端核苷酸内的至少一个增强稳

定性的修饰。

[0419] B1 .一种gRNA:Cas蛋白复合物，其包含任何前述实施方案的合成的引导RNA和Cas

蛋白，其能够切割、切刻或结合靶多核苷酸，或具有切割活性、切口活性和/或结合活性。

[0420] C1.一种切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，其包括：

[0421] 使所述靶多核苷酸与实施方案B1的gRNA:Cas蛋白复合物接触，和

[0422] 切割、切刻或结合所述靶多核苷酸。

[0423] C2.实施方案C1的方法，其中与未修饰的gRNA相比，包含至少一个增强特异性的修

饰的合成的引导RNA降低脱靶多核苷酸的切割、切刻或结合。

[0424] C3.实施方案C2的方法，其中所述至少一个脱靶多核苷酸被CRISPR相关蛋白切割、

切刻或结合，并且其中切割、切刻或结合的靶多核苷酸与切割、切刻或结合的脱靶多核苷酸

的比值为至少1.2、或者至少1.5、或者至少2、或者至少2.5、或者至少3、或者至少3.5、或者

至少4、或者至少4.5、或者至少5、或者至少10、12、15或20。

[0425] D1.一种制备合成的引导RNA的方法，其包括：

[0426] 选择基因组中的靶多核苷酸，其中所述靶多核苷酸包含相应的核苷酸序列；鉴定

基因组中的至少一个脱靶多核苷酸，其中所述脱靶多核苷酸包含相应的核苷酸序列；

[0427] 将所述靶多核苷酸的序列与所述脱靶多核苷酸的序列比对以鉴定这两个序列的

一个或多个相同的部分；

[0428] 设计合成的引导RNA，其包含：

[0429] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0430] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列在其序列的一部分内包含增强特异性的修饰，所述部分与所述鉴定的相同部分之

一互补。

[0431] D2.实施方案D1的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰减弱所述引导序列

与所述靶多核苷酸之间的杂交。

[0432] D3.实施方案D1的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰减弱所述引导序列
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与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0433] D4.实施方案D1的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰增强所述引导序列

与所述靶多核苷酸之间的杂交，并且减弱所述引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0434] D5.任何前述实施方案的方法，进一步包括合成所设计的引导RNA。

[0435] D6.任何前述实施方案的方法，其中通过如下方式鉴定脱靶多核苷酸：预测脱靶位

点的算法，如在http://www .rgenome .net/Cas‑OFFinder；https://cm .jefferson .edu/

Off‑Spotter；或http://crispr.mit.edu中可找到的那些；或其他用于在实际情况下鉴定

和定量脱靶位点激活的技术，如在Tsai等人(2015)Nat.Biotechnol.33，187‑97；Ran等人

(2015)Nature  520，186‑91；和/或Frock等人(2015)Nat.Biotechnol.33，179‑86中所公开

的。

[0436] D7.任何前述实施方案的方法，其进一步包括：

[0437] 鉴定所述靶多核苷酸和所述脱靶多核苷酸之间的至少一个区别核苷酸位置，其中

所述靶多核苷酸和所述脱靶多核苷酸在所述至少一个区别位置具有不同的核苷酸，和

[0438] 使合成的引导RNA中包括与所述靶多核苷酸中的所述至少一个区别位置处的核苷

酸匹配的核苷酸。

[0439] D8.任何前述实施方案的方法，其中相对于没有该增强特异性的修饰的双链体的

解链温度(“Tm”)而言，所述增强特异性的修饰降低由所述合成的引导RNA的引导序列和所

述靶多核苷酸形成的第一DNA/RNA双链体的Tm。

[0440] D9.实施方案D8的方法，其中所述增强特异性的修饰使第一DNA/RNA双链体的Tm降

低约0.5℃/修饰，或者约0.5‑1℃/修饰，或者约1‑2.0℃/修饰，或者约2‑8℃/修饰。

[0441] D10.实施方案D8的方法，其中所述增强特异性的修饰使第一DNA/RNA双链体的Tm

降低至少约1℃、至少约2℃、至少约3℃、至少约4℃、至少约5℃、和/或至多约6℃，或者至多

约8℃、或者至多约10℃、或者至多约13℃，例如使Tm从降低约1℃至降低约13℃，或者降低

约1℃至降低约6℃。

[0442] D11 .实施方案D8的方法，其中所述增强特异性的修饰降低由合成的引导RNA的引

导序列和至少一个脱靶多核苷酸形成的第二DNA/RNA双链体的Tm。

[0443] D12.实施方案D8的方法，其中所述第一DNA/RNA双链体的Tm高于所述第二DNA/RNA

双链体的Tm，例如至少高至少约0.5℃，或者高至少约1℃。

[0444] E1.一种切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，其包括：

[0445] 选择基因组中的靶多核苷酸；

[0446] 提供和/或设计包含以下区段的合成的引导RNA：

[0447] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0448] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列包括增强特异性的修饰；

[0449] 计算所述引导序列和所述靶多核苷酸的DNA/RNA双链体的解链温度(Tm)；和

[0450] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；

[0451] 在距Tm  10℃以内、或者距Tm  5℃以内、或者在大约Tm的温度下使所述靶多核苷酸

与gRNA:Cas蛋白复合物接触；和

[0452] 通过所述接触来切割、切刻或结合所述靶多核苷酸。
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[0453] F1.一种切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，其包括：

[0454] 选择基因组中的靶多核苷酸；

[0455] 提供和/或设计包含以下区段的合成的引导RNA：

[0456] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0457] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列包括至少一个增强特异性的修饰；选择所述修饰或修饰的组合使得所述引导序列

和所述靶多核苷酸的DNA/RNA双链体的解链温度(Tm)在25℃至49℃之间；

[0458] 形成包含Cas蛋白和所述设计的合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；在Tm  12

℃以内、或者在距Tm  8℃以内、或者在距Tm  5℃以内、或者在大约Tm的温度下使所述靶多核

苷酸与gRNA:Cas蛋白复合物接触；和

[0459] 切割、切刻或结合所述靶多核苷酸。

[0460] G1.一种切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，其包括：

[0461] 选择基因组中的靶多核苷酸；

[0462] 提供和/或设计包含以下区段的合成的引导RNA：

[0463] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0464] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列包括至少一个增强特异性的修饰；

[0465] 选择或在所述引导序列中包括所述修饰或修饰组合，使得所述引导序列和所述靶

多核苷酸的DNA/RNA双链体的解链温度(Tm)比未修饰的gRNA/靶双链体的Tm低至少0.5‑1

℃、或低至少1‑3℃或低至少1‑12℃；和

[0466] 形成包含Cas蛋白和所述设计的合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；在距Tm 

12℃以内、或者在距Tm  8℃以内、或者在距Tm  5℃以内、或者在大约Tm的温度下使所述靶多

核苷酸与gRNA:Cas蛋白复合物接触；和切割、切刻或结合所述靶多核苷酸。

[0467] EFG2.任何前述实施方案E1、F1或G1的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰

减弱所述引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交。

[0468] EFG3.实施方案E1、F1或G1中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特

异性的修饰减弱所述引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0469] EFG4.实施方案E1、F1或G1中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特

异性的修饰增强所述引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交，并且减弱所述引导序列与脱

靶多核苷酸之间的杂交。

[0470] H1.任何前述实施方案的方法，其中所述切割、切刻或结合在体外发生。

[0471] H2.任何前述实施方案的方法，其中所述切割、切刻或结合在细胞中发生。

[0472] H3.实施方案H2的方法，其中在使所述靶多核苷酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接

触之前将细胞从多细胞来源分离。

[0473] H4.实施方案H3的方法，其中所述来源是植物、动物、多细胞原生生物或真菌。

[0474] H5.实施方案H2至H4中任一项的方法，其中在使所述靶多核苷酸与所述gRNA:Cas

蛋白复合物接触后，将所述细胞或由其衍生的细胞返回至所述来源。

[0475] H6.任何前述实施方案的方法，其中所述切割、切刻或结合在体内发生。

[0476] H7.任何前述实施方案中任一项实施方案的方法，其中所述Cas蛋白是Cas9。
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[0477] H8.任何前述实施方案的方法，其中所述切割或切刻导致基因编辑。

[0478] H9.任何前述实施方案的方法，其中所述切割、切刻或结合导致基因表达的改变。

[0479] H10.任何前述实施方案的方法，其中所述切割、切刻或结合导致靶基因的功能性

敲除。

[0480] H11.任何前述实施方案的方法，进一步包括用外源或内源模板多核苷酸通过同源

定向修复来修复切割的靶多核苷酸。

[0481] H12.实施方案H11的方法，其中所述外源或内源模板多核苷酸包含至少一个与切

割位点任一侧上的序列具有实质序列同一性的序列。

[0482] H13.任何前述实施方案的方法，进一步包括通过非同源末端连接修复切割的靶多

核苷酸。

[0483] H14.任何前述实施方案的方法，其中所述修复步骤产生所述靶多核苷酸的一个或

多个核苷酸的插入、缺失或取代。

[0484] H15.实施方案H14的方法，其中所述插入、缺失或取代导致从包含所述靶多核苷酸

的基因表达的蛋白质中的一个或多个氨基酸变化。

[0485] I1.合成的引导RNA分子组或文库，其包含两个或更多个如任何前述实施方案所述

的合成的引导RNA。

[0486] J1.一种试剂盒，包含任何前述实施方案的合成的引导RNA以及一种或多种其他组

分。

[0487] K1.RNA分子的阵列，其包含两个或更多个如任何前述实施方案所述的合成的引导

RNA。

[0488] L1 .任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其包含

含有crRNA区段和tracrRNA区段两者的单一RNA链。

[0489] L2.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其包含

两条RNA链，并且所述crRNA区段和所述tracrRNA区段在不同的RNA链中。

[0490] L3.任何前述实施方案中的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中

所述合成的引导RNA是单引导RNA，其中所述crRNA区段与所述tracrRNA区段通过环L连接。

[0491] L4.实施方案L3的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中环L包含1、

2、3、4、5、6、7、8、9或10个核苷酸。

[0492] L5.实施方案L3或L4的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中环L包

含核苷酸序列GNRA，其中N表示A、C、G或U，并且R表示A或G。

[0493] L6.实施方案L3至L5中任一项的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，

其中环L包含核苷酸序列GAAA。

[0494] L7.实施方案L3至L6中任一项的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，

其中环L包含一个或多个修饰的核苷酸。

[0495] L8.实施方案L3至L7中任一项的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，

其中环L包含荧光染料。

[0496] L9.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其包含

一个或多个同位素标记物。

[0497] L10.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其包含
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一个或多个荧光标记物。

[0498] L11.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(2′‑O‑甲基‑3)′‑PACE)核苷酸。

[0499] L12.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2‑硫代U。

[0500] L13.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个6‑硫代G。

[0501] L14.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2‑硫代C。

[0502] L15.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑脱氧‑2′‑氟阿拉伯呋喃糖基修饰。

[0503] L16.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑脱氧‑2′‑氟呋喃核糖基修饰。

[0504] L17.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑苯基核糖。

[0505] L18.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑苯硫基核糖。

[0506] L19.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑S‑苯硫基核糖。

[0507] L20.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑甲基核糖。

[0508] L21.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑乙基核糖。

[0509] L22.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑丙基核糖。

[0510] L23.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑烯丙基核糖。

[0511] L24.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑烯丙基苯基核糖。

[0512] L25.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑甲基羟基核糖。

[0513] L26.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑甲氧基甲基核糖。

[0514] L27.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑氨基甲酸酯核糖。

[0515] L28.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑乙基氨基核糖。

[0516] L29.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑烯丙基氨基核糖。
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[0517] L30.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑丙基氨基核糖。

[0518] L31.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA包含至少一个2′‑O‑取代的苯基核糖。

[0519] L32.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法、组或文库、试剂盒或阵列，其中所

述合成的引导RNA的引导序列由从所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至20‑N组成，其中N

是‑10至10之间的整数(任选地在‑10至6之间)，并且核苷酸6‑N至14‑N的区域包含增强特异

性的修饰。

[0520] M1.一种切割、切刻或结合靶HBB多核苷酸的方法，其包括：

[0521] 选择靶多核苷酸内HBB基因座中的靶序列；

[0522] 提供包含以下区段的合成的引导RNA：

[0523] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶HBB多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0524] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数，并且所述引导序列在选自位

置4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑N和11‑N的核苷酸处包含至少一个增强特异性的修饰；和

[0525] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；

[0526] 使所述靶HBB多核苷酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触；和

[0527] 切割、切刻或结合所述靶多核苷酸。

[0528] M2.实施方案M1的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核苷酸11‑N处。

[0529] M3.实施方案M1或M2中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸5‑N处。

[0530] M4.实施方案M1至M3中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸7‑N处。

[0531] M5.实施方案M1至M4中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸10‑N处。

[0532] M6.实施方案M1至M5中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸9‑N处。

[0533] M7.实施方案M1至M6中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸4‑N处。

[0534] M8.实施方案M1至M7中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰包括

具有2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑

膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合的修饰。

[0535] M9.实施方案M1至M7中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰选自

赋予C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰、膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰及其组合。

[0536] M10.实施方案M9的方法，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0537] M11.实施方案M1至M10中任一项的方法，其中所述切割、切刻或结合在体外发生。

[0538] M12 .实施方案M1至M10中任一项的方法，其中所述切割、切刻或结合在细胞中发

生。

[0539] M13.实施方案M1至M12中任一项的方法，其中所述引导序列进一步在其5′端或/和
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3′端处包含修饰，任选地一个或多个增强稳定性的修饰选自2′‑O‑甲基‑3’‑膦酰基乙酸

(MP)、2′‑O‑甲基‑3’‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑脱氧‑3′‑膦

酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰乙酸酯(DSP)、2′‑氟‑3′‑膦酰基乙酸(FP)、2′‑氟‑3′‑

硫代膦酰基乙酸(FSP)、2′‑氟‑3′‑硫代磷酸(FS)或其组合。

[0540] M14.实施方案M1至M13中任一项的方法，其中所述Cas蛋白是Cas9或Cpf1。

[0541] M15.实施方案M1至M14中任一项的方法，其中所述引导RNA是合成的单引导RNA。

[0542] M16.实施方案M1至M15中任一项的方法，其中所述方法包括切割所述靶HBB多核苷

酸。

[0543] M17.实施方案M1至M15中任一项的方法，其中所述方法包括切刻所述靶HBB多核苷

酸。

[0544] M18.实施方案M1至M15中任一项的方法，其中所述方法包括结合所述靶HBB多核苷

酸。

[0545] M19.实施方案M1至M18中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰增

加了所述方法的特异性。

[0546] N1.一种合成的引导RNA，其包含：

[0547] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶HBB多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0548] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数，并且所述引导序列在选自位

置4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑N和11‑N的核苷酸处包含至少一个增强特异性的修饰，并且其中所

述合成的引导RNA具有gRNA功能性。

[0549] N2.实施方案N1的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核苷酸

11‑N处。

[0550] N3.实施方案N1或N2的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸5‑N处。

[0551] N4.实施方案N1至N3中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸7‑N处。

[0552] N5.实施方案N1至N4中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸10‑N处。

[0553] N6.实施方案N1至N5中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸9‑N处。

[0554] N7.实施方案N1至N6中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸4‑N处。

[0555] N8.实施方案N1至N7中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑

3′‑膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合。

[0556] N9.实施方案N1至N8中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰选自：赋予C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰、膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰、及其组合。

[0557] N10.实施方案N9的合成的引导RNA，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基

乙基)。
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[0558] N11.实施方案N1至N10中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰减弱所述引导序列和所述靶HBB多核苷酸之间的杂交。

[0559] N12.实施方案N1至N10中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰减弱所述引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0560] N13.实施方案N1至N10中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰增强所述引导序列和所述靶HBB多核苷酸之间的杂交，并且减弱所述引导序列与脱

靶多核苷酸之间的杂交。

[0561] N14.实施方案N1至N13中任一项的合成的引导RNA，其中所述引导RNA是合成的单

引导RNA。

[0562] N15.实施方案N1至N14中任一项的方法，其中所述引导序列由从所述引导序列的

5′端计数的核苷酸1至20组成。

[0563] O1.一种切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，其包括：

[0564] 选择靶多核苷酸；

[0565] 提供包含以下区段的合成的引导RNA：

[0566] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0567] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数，并且所述引导序列在选自位

置4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑N和11‑N的核苷酸处包含至少一个增强特异性的修饰；和

[0568] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；

[0569] 使所述靶多核苷酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触；和

[0570] 切割、切刻或结合所述靶多核苷酸。

[0571] O2.实施方案O1的方法，其中所述靶多核苷酸选自下组：VEGFA多核苷酸、IL2RG多

核苷酸、CLTA1多核苷酸和CLTA4多核苷酸。

[0572] O3.实施方案O1或O2的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核苷酸11‑N

处。

[0573] O4.实施方案O1至O3中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸5‑N处。

[0574] O5.实施方案O1至O4中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸7‑N处。

[0575] O6.实施方案O1至O5中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸10‑N处。

[0576] O7.实施方案O1至O6中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸9‑N处。

[0577] O8.实施方案O1至O7中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸4‑N处。

[0578] O9.实施方案O1至O8中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰包括

具有2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑

膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合的修饰。

[0579] O10.实施方案O1至O8中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰包括
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赋予C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。

[0580] O11.实施方案O10的方法，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0581] O12.实施方案O1至O11中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰增

加所述方法的特异性。

[0582] O13.实施方案O1至O12中任一项的方法，其中所述切割、切刻或结合在体外发生。

[0583] O14 .实施方案O1至O12中任一项的方法，其中所述切割、切刻或结合在细胞中发

生。

[0584] O15.实施方案O1至O14中任一项的方法，其中所述Cas蛋白是Cas9或Cpf1。

[0585] O16.实施方案O1至O15中任一项的方法，其中所述引导RNA是合成的单引导RNA。

[0586] O17.实施方案O1至O16中任一项的方法，其中所述方法包括切割所述靶HBB多核苷

酸。

[0587] O18.实施方案O1至O16中任一项的方法，其中所述方法包括切刻所述靶HBB多核苷

酸。

[0588] O19.实施方案O1至O16中任一项的方法，其中所述方法包括结合所述靶HBB多核苷

酸。

[0589] O20.实施方案O1至O19中任一项的方法，其中所述引导序列由从所述引导序列的

5′端计数的核苷酸1至20组成。

[0590] P1.一种合成的引导RNA，其包含：

[0591] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0592] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中所述

引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数，并且所述引导序列包含在选

自位置4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑N和11‑N的核苷酸处的至少一个增强特异性的修饰，并且其中

所述合成的引导RNA具有gRNA功能性。

[0593] P2 .实施方案P1的合成的引导RNA，其中所述靶多核苷酸选自下组：VEGFA多核苷

酸、IL2RG多核苷酸、CLTA1多核苷酸和CLTA4多核苷酸。

[0594] P3.实施方案P1或P2的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的修饰在核

苷酸11‑N处。

[0595] P4.实施方案P1至P3中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸5‑N处。

[0596] P5.实施方案P1至P4中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸7‑N处。

[0597] P6.实施方案P1至P5中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸10‑N处。

[0598] P7.实施方案P1至P6中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸9‑N处。

[0599] P8.实施方案P1至P7中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性的

修饰在核苷酸4‑N处。

[0600] P9.实施方案P1至P8中任一项的合成的引导RNA，其中所述增强特异性的修饰包括

2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰
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基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合。

[0601] P10.实施方案P1至P9中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰包括赋予C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。

[0602] P11.实施方案P10的合成的引导RNA，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧

基乙基)。

[0603] P12.实施方案P1至P11中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰减弱所述引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交。

[0604] P13.实施方案P1至P12中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰减弱所述引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0605] P14.实施方案P1至P13中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰增强所述引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交，并且减弱所述引导序列与脱靶多

核苷酸之间的杂交。

[0606] P15.实施方案P1至P14中任一项的合成的引导RNA，其中所述引导RNA是合成的单

引导RNA。

[0607] P16.实施方案P1至P15中任一项的合成的引导RNA，其中所述引导序列由从所述引

导序列的5′端计数的核苷酸1至20组成。

[0608] Q1.一种切割、切刻或结合靶多核苷酸的方法，其包括：

[0609] 选择基因组中的靶多核苷酸；

[0610] 提供包含以下区段的合成的引导RNA：

[0611] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0612] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0613] 其中所述引导序列包含至少两个连续的增强特异性的修饰；和

[0614] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；

[0615] 使所述靶多核苷酸与gRNA:Cas蛋白复合物接触；和

[0616] 切割、切刻或结合所述靶多核苷酸，

[0617] 其中所述至少一个增强特异性的修饰减弱所述引导序列与所述靶多核苷酸之间

的杂交。

[0618] Q2.实施方案Q1的方法，其中所述引导序列在从所述引导序列的5′端计数的核苷

酸1和2处包含修饰。

[0619] Q3.实施方案Q1的方法，其中所述引导序列在从所述引导序列的5′端计数的核苷

酸1、2和3处包含修饰。

[0620] Q4.实施方案Q1的方法，其中所述引导序列在从所述引导序列的5′端计数的核苷

酸1、2、3和4处包含修饰。

[0621] Q5.实施方案Q1的方法，其中所述引导序列在从所述引导序列的5′端计数的核苷

酸1、2、3、4和5处包含修饰。

[0622] Q6.实施方案Q1的方法，其中所述引导序列在5′端的连续的增强特异性包含修饰。

[0623] Q7.实施方案Q1的方法，其中所述连续的增强特异性的修饰在从所述引导序列的

5′端计数的核苷酸1、2、3或4处开始。

[0624] Q8.实施方案Q1至Q7中任一项的方法，其中所述靶多核苷酸选自下组：HBB多核苷
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酸、VEGFA多核苷酸、IL2RG多核苷酸、CLTA1多核苷酸和CLTA4多核苷酸。

[0625] Q9 .实施方案Q1至Q8中任一项的方法，其中所述增强特异性的修饰包括2′‑O‑甲

基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸

(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合。

[0626] Q10.实施方案Q1至Q8中任一项的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰包括

赋予C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。

[0627] Q11.实施方案Q10的方法，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0628] Q12.实施方案Q1至Q11中任一项的方法，其中所述切割、切刻或结合在体外发生。

[0629] Q13 .实施方案Q1至Q11中任一项的方法，其中所述切割、切刻或结合在细胞中发

生。

[0630] Q14.实施方案Q1至Q13中任一项的方法，其中所述方法包括切割所述靶HBB多核苷

酸。

[0631] Q15.实施方案Q1至Q13中任一项的方法，其中所述方法包括切刻所述靶HBB多核苷

酸。

[0632] Q16.实施方案Q1至Q13中任一项的方法，其中所述方法包括结合所述靶HBB多核苷

酸。

[0633] Q17.实施方案Q1至Q16中任一项的方法，其中所述引导RNA是合成的单引导RNA。

[0634] Q18.实施方案Q1至Q17中任一项的方法，其中所述引导序列包含从所述引导序列

的5′端计数的核苷酸1至20或由所述核苷酸1至20组成。

[0635] R1.一种合成的引导RNA，其包含：

[0636] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0637] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0638] 其中所述引导序列包含至少两个连续的增强特异性的修饰，并且其中所述合成的

引导RNA具有gRNA功能性，并且

[0639] 其中所述至少一个增强特异性的修饰减弱所述引导序列与所述靶多核苷酸之间

的杂交。

[0640] R2.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含在从所述引导序列的5′

端计数的核苷酸1和2处的增强特异性的修饰。

[0641] R3.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含在从所述引导序列的5′

端计数的核苷酸1、2和3处的增强特异性的修饰。

[0642] R4.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含在从所述引导序列的5′

端计数的核苷酸1、2、3和4处的增强特异性的修饰。

[0643] R5.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含在从所述引导序列的5′

端计数的核苷酸1、2、3、4和5处的增强特异性的修饰。

[0644] R6.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列在5′端包含从所述引导序列

的5′端计数的连续的增强特异性的修饰。

[0645] R7.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述连续的增强特异性的修饰在从所述引

导序列的5′端计数的核苷酸1、2、3或4处开始。

[0646] R8.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含三个连续的增强特异性
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的修饰。

[0647] R9.实施方案R1的合成的引导RNA，其中所述引导序列包含四个连续的增强特异性

的修饰。

[0648] R10 .实施方案R1至R9中任一项的合成引导RNA，其中所述靶多核苷酸选自下组：

HBB多核苷酸、VEGFA多核苷酸、IL2RG多核苷酸、CLTA1多核苷酸和CLTA4多核苷酸。

[0649] R11.实施方案的R1至R10中任一项的合成的引导RNA，其中所述增强特异性的修饰

包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑

膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合。

[0650] R12.实施方案R1至R10中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰选自赋予C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰、膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰及其组合。

[0651] R13.实施方案R12的合成的引导RNA，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧

基乙基)。

[0652] R14.实施方案R1至R13中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰减弱所述引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交。

[0653] R15.实施方案R1至R13中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰减弱所述引导序列与脱靶多核苷酸之间的杂交。

[0654] R16.实施方案R1至R13中任一项的合成的引导RNA，其中所述至少一个增强特异性

的修饰增强所述引导序列与所述靶多核苷酸之间的杂交，并且减弱所述引导序列与脱靶多

核苷酸之间的杂交。

[0655] R17.实施方案R1至R16中任一项的合成的引导RNA，其中所述引导RNA是合成的单

引导RNA。

[0656] R18.实施方案R1至R17中任一项的方法，其中所述引导序列包含从所述引导序列

的5′端计数的核苷酸1至20或由所述核苷酸1至20组成。

[0657] S1.一种选择合成的引导RNA的方法，其包括：

[0658] 提供至少第一合成的引导RNA和第二合成的引导RNA，其各自包含：

[0659] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0660] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，其中每个

引导序列由从所述引导序列的5′端计数的20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整

数，

[0661] 其中所述第一合成的引导RNA包含在所述引导序列内的第一位置处的增强特异性

的修饰，并且所述第二合成的引导RNA包含所述引导序列内的第二位置处的增强特异性的

修饰；

[0662] 形成包含Cas蛋白和所述第一合成的引导RNA的第一gRNA:Cas蛋白复合物，使所述

靶多核苷酸与所述第一gRNA:Cas蛋白复合物接触，并且切割、切刻或结合所述靶多核苷酸；

[0663] 形成包含Cas蛋白和所述第二合成的引导RNA的第二gRNA:Cas蛋白复合物，使所述

靶多核苷酸与所述第二gRNA:Cas蛋白复合物接触，并且切割、切刻或结合所述靶多核苷酸；

[0664] 确定所述第一gRNA:Cas蛋白复合物和所述第二gRNA:Cas蛋白复合物在所述靶多

核苷酸的切割、切刻或结合中的特异性；

[0665] 鉴定所述第一gRNA:Cas蛋白复合物和所述第二gRNA:Cas蛋白复合物中的哪一个
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对所述靶多核苷酸具有更好的特异性。

[0666] S2.实施方案S1的方法，其中所述增强特异性的修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙

酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑

硫代膦酰基乙酸(DSP)或其组合。

[0667] S3.实施方案S2的方法，其中所述增强特异性的修饰包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙

酸(MP)或2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)。

[0668] S4.实施方案S1的方法，其中所述至少一个增强特异性的修饰包括赋予C3′‑内糖

皱褶的2′‑修饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。

[0669] S5.实施方案S4的方法，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0670] S6.实施方案S1至S5中任一项的方法，其中所述第一和第二合成的引导RNA包含在

不同核苷酸处的增强特异性的修饰。

[0671] S7.实施方案S1至S6中任一项的方法，其中所述特异性选自中靶和/或脱靶切割、

结合或切刻百分比、中靶：脱靶比、特异性评分或其组合。

[0672] S8.实施方案S1至S7中任一项的方法，其中所述方法包括提供在引导序列部分中

的不同核苷酸位置处包含增强特异性的修饰的第一至第二十合成的引导RNA，使用每个合

成的引导RNA形成gRNA:Cas蛋白复合物，使靶多核苷酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触，切

割、切刻或结合所述靶多核苷酸并测量每个合成的引导RNA的特异性，并且鉴定提供最大特

异性增强的一个或多个修饰位置。

[0673] S9.实施方案S1至S8中任一项的方法，其中所述引导序列进一步包括在5′端和3′

端的具有2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑O‑甲

基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)、2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)、

2′‑氟‑3′‑膦酰基乙酸(FP)、2′‑氟‑3′‑硫代膦酰基乙酸(FSP)、2′‑氟‑3′‑硫代磷酸(FS)或

其组合的修饰。

[0674] S10.实施方案S1至S9中任一项的方法，其中所述方法包括切割靶HBB多核苷酸。

[0675] S11.实施方案S1至S9中任一项的方法，其中所述方法包括切刻靶HBB多核苷酸。

[0676] S12.实施方案S1至S9中任一项的方法，其中所述方法包括结合靶HBB多核苷酸。

[0677] S13.实施方案S1至S12中任一项的方法，其中所述第一和第二引导RNA是合成的单

引导RNA。

[0678] T1.一种用于选择合成的引导RNA的试剂盒，其包含：

[0679] 包含以下区段的至少两个合成的引导RNA：

[0680] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，(ii)茎序列；和

[0681] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0682] 其中所述引导序列由从所述引导序列的5′端计数的20‑N个核苷酸组成，其中N是‑

10至10之间的整数，并且在所述引导序列中的核苷酸处包含至少一个增强特异性的修饰；

并且其中所述至少两个合成的引导RNA由于在所述引导序列中具有至少一个不同的增强特

异性的修饰、或者由于增强特异性的修饰位于至少一个不同位置而彼此不同；和

[0683] Cas蛋白或编码所述Cas蛋白的多核苷酸。

[0684] T2.实施方案T1的试剂盒，其中所述试剂盒包含至少二十个合成的引导RNA。

[0685] T3.实施方案T1或T2的试剂盒，其中所述Cas蛋白是Cas9或Cpf1。
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[0686] T4.实施方案T1至T3中任一项的试剂盒，其中所述增强特异性的修饰包括2′‑O‑甲

基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)、2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸

(DP)或2′‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)。

[0687] T5 .实施方案T1至T3中任一项的试剂盒，其中所述增强特异性的修饰包括赋予

C3′‑内糖皱褶的2′‑修饰和膦酰基乙酸或硫代膦酰基乙酸键修饰。

[0688] T6.实施方案T5的试剂盒，其中所述2′‑修饰选自2′‑F和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0689] T7.实施方案T1至T6中任一项的试剂盒，其中所述引导RNA是合成的单引导RNA。

[0690] U1.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述gRNA:Cas蛋白

复合物包含增强特异性的修饰并且具有大于1、优选至少1.1、更优选至少1.5、甚至更优选

至少2、甚至更优选至少5、甚至更优选至少10、或最佳至少20的特异性评分。

[0691] U2.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述gRNA:Cas蛋白

复合物包含增强特异性的修饰并且具有约2至约60或优选约10至约60的特异性评分。

[0692] U3.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述gRNA:Cas蛋白

复合物包含增强特异性的修饰并且具有至少30％、优选至少50％、更优选至少70％、或最佳

至少90％的中靶切割。

[0693] U4.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述gRNA:Cas蛋白

复合物包含增强特异性的修饰并且具有约25％至99.9％或优选约50％至约99.9％的中靶

切割。

[0694] U5.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述gRNA:Cas蛋白

复合物包含增强特异性的修饰并且具有大于1、优选至少1.1∶1、更优选至少1.5∶1、甚至更

优选至少3∶1、甚至更优选至少10∶1、甚至更优选至少20∶1、或最佳至少40∶1的中靶∶脱靶

比。

[0695] U6.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述gRNA:Cas蛋白

复合物包含增强特异性的修饰并且具有约1.5∶1至约99.9∶1或优选约10∶1至约99.9∶1的中

靶∶脱靶比。

[0696] W1 .任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述引导序列由从

所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至19组成，并且在选自位置3、4、6、8、9和10的核苷酸之

一处包含至少一个化学修饰。

[0697] W2.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述引导序列由从

所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至18组成，并且包含在选自位置2、3、5、7、8和9的核苷

酸之一处的至少一个化学修饰。

[0698] W3.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述引导序列由从

所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至17组成，并且包含在选自位置1、2、4、6、7和8的核苷

酸之一处的至少一个化学修饰。

[0699] W4.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述引导序列由从

所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至16组成，并且包含在选自1、3、5、6和7的核苷酸位置

之一处的至少一个化学修饰。

[0700] W5.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述引导序列由从

所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至15组成，并且包含在选自位置2、4、5和6的核苷酸之
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一处的至少一个化学修饰。

[0701] W6.任何前述实施方案的合成的引导RNA、方法或试剂盒，其中所述引导序列由从

所述引导序列的5′端计数的核苷酸1至14组成，并且包含在选自位置1、3、4或5的核苷酸处

的至少一个化学修饰。

[0702] 在下面的示例性实施方案中，“X实施方案”表示其编号以X开头的所有实施方案。

类似地，在下面的示例性实施方案中，“Xn实施方案”表示其编号以Xn开头的所有实施方案。

例如，任何权利要求中所述的“X9实施方案”表示“X9”，以及“X9a”直至“X9z”，如果存在的

话。

[0703] X.一种合成的引导RNA，其包含：

[0704] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，其中所述靶多核苷

酸包含邻近PAM位点的靶序列，(ii)茎序列；和

[0705] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0706] 其中所述引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数；其中所述

引导序列包含至少一个修饰。

[0707] X1 .一种合成的crRNA，其包含：(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，其中所述

靶多核苷酸包含邻近PAM位点的靶序列，和(ii)茎序列；

[0708] 其中所述引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数；其中所述

引导序列包含至少一个修饰。

[0709] X1a .实施方案X或X1的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括在所

述引导序列的的1‑N位的修饰。

[0710] X1b.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的2‑N位的修饰。

[0711] X1c.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的3‑N位的修饰。

[0712] X2.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修包括

在所述引导序列的4‑N位的修饰。

[0713] X3.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包

括在所述引导序列的5‑N位的修饰。

[0714] X3a .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的6‑N位的修饰。

[0715] X4.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包

括在所述引导序列的7‑N位的修饰。

[0716] X4a .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的8‑N位的修饰。

[0717] X5.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包

括在所述引导序列的9‑N位的修饰。

[0718] X6.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包

括在所述引导序列的10‑N位的修饰。

[0719] X7.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包
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括在所述引导序列的11‑N位的修饰。

[0720] X7a .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的12‑N位的修饰。

[0721] X7b.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的13‑N位的修饰。

[0722] X7c.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的14‑N位的修饰。

[0723] X7d .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的15‑N位的修饰。

[0724] X7e.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的16‑N位的修饰。

[0725] X7f .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的17‑N位的修饰。

[0726] X7g .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的18‑N位的修饰。

[0727] X7h.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的19‑N位的修饰。

[0728] X7i.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括在所述引导序列的20‑N位的修饰。

[0729] X8.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包

括膦酰基羧酸酯核苷酸间键，任选地为膦酰基乙酸核苷酸间键(P)。

[0730] X8a .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括膦酰基羧酸酯核苷酸间键，任选地为膦酰基乙酸核苷酸间键。

[0731] X8b.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括膦酸丙酸酯核苷酸间键。

[0732] X9.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包

括硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键，任选地硫代膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)。

[0733] X9a .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包含硫代膦酰基丙酸酯核苷酸间键。

[0734] X9b.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包含硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键，任选地硫代膦酰基乙酸核苷酸间键。

[0735] X9c.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包含硫代磷酸苷酸间键。

[0736] X9d .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包含手性硫代磷酸核苷酸间键。

[0737] X9e.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括二硫代磷酸核苷酸间键。

[0738] X9f .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括硼烷膦酸核苷酸键。
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[0739] X9g .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括C1‑4烷基膦酸核苷酸间键。

[0740] X9h.X9g实施方案的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括甲基膦

酸酯核苷酸间键。

[0741] X9i.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括甲基硫基膦酸酯核苷酸间键。

[0742] X10.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括赋予C3’‑内糖皱褶构型的2’‑修饰。

[0743] X10a .实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑脱氧

核糖(2′‑脱氧)。

[0744] X10b.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑NH2。

[0745] X10c.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑阿拉

伯呋喃糖基(2′‑阿拉伯糖基)。

[0746] X10d.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑脱氧‑

2′‑氟阿拉伯呋喃糖基(2′‑F‑阿拉伯糖基)。

[0747] X10e.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑LNA。

[0748] X10f.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑ULNA。

[0749] X10g .实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是4′‑硫代

核糖基。

[0750] X10h.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑O‑C1‑4
烷基。

[0751] X10i.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰是2′‑O‑C1‑3
烷基‑O‑C1‑3烷基。

[0752] X10j.实施方案X10的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰选自2′‑O‑

苯基，2′‑噻吩基，2′‑S‑噻吩基，2′‑甲基，2′‑乙基，2′‑丙基，2′‑烯丙基，2′‑烯丙基苯基，

2′‑甲基羟基，2′‑甲氧基甲基，2′‑O‑氨基甲酸酯，2′‑O‑乙基氨基，2′‑O‑烯丙基氨基，2′‑O‑

丙基氨基和2′‑O‑取代的苯基。

[0753] X10k.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包含赋予C3′‑内糖皱褶构型的2′‑修饰。

[0754] X11.实施方案X10k的合成的引导RNA或crRNA，其中所述2′‑修饰选自2′‑O‑甲基、

2′‑氟和2′‑O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0755] X11a.实施方案X11的合成的引导RNA或crRNA，其中所述2′‑修饰是2′‑O‑甲基。

[0756] X11b.实施方案X11的合成的引导RNA或crRNA，其中所述2′‑修饰是2′‑脱氧‑2′‑氟

呋喃核糖基(2′‑氟)。

[0757] X11c.实施方案X11的合成的引导RNA或crRNA，其中所述2′‑修饰是2′‑O‑(2‑甲氧

基乙基)。

[0758] X12.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)。

[0759] X13.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰
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包括2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)。

[0760] X14.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)。

[0761] X15.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括2′‑O‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)。

[0762] X16.实施方案X或X1的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括在所

述引导序列的位置4‑N至20‑N的任何位置处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰，并且其中所述修饰不在所述引导序列的位置15‑N处。

[0763] X16a.实施方案X或X1的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰包括核苷

酸间键修饰，并且其中15‑N位不包含2′‑O‑甲基‑3′一膦酰基乙酸(MP)或2′‑O‑甲基‑3′‑硫

代膦酰基乙酸(MSP)。

[0764] X17.实施方案X、X1、X16‑X16a中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置4‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰。

[0765] X18.实施方案X、X1、X16至X17中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置5‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰。

[0766] X19.实施方案X、X1和X16‑X18中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置6‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰。

[0767] X20.实施方案X、X1和X16‑X19中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置7‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰。

[0768] X21.实施方案X、X1和X16‑X20中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置8‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰。

[0769] X22.实施方案X、X1和X16‑X21中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置9‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间

键修饰。

[0770] X23.实施方案X、X1和X16‑X22中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置10‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0771] X24.实施方案X、X1和X16‑X23中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置11‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0772] X25.实施方案X、X1和X16‑X24中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置12‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0773] X26.实施方案X、X1和X16‑X25中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少
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一个修饰包括在所述引导序列的位置13‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0774] X27.实施方案X、X1和X16‑X26中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置14‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0775] X27a .实施方案X、X1和X16a‑X26中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至

少一个修饰包括在所述引导序列的位置15‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷

酸间键修饰。

[0776] X28.实施方案X、X1和X16‑X27中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置16‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0777] X29.实施方案X、X1和X16‑X28中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置17‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0778] X30.实施方案X、X1和X16‑X29中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置18‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0779] X31.实施方案X、X1和X16‑X30中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置19‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0780] X32.实施方案X、X1和X16‑X31中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括在所述引导序列的位置20‑N处的膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸

间键修饰。

[0781] X33.实施方案X、X1和X16‑X32中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括膦酰基羧酸酯核苷酸间键。

[0782] X34.实施方案X、X1和X16‑X32中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少

一个修饰包括硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键。

[0783] X35.实施方案X、X1和X16‑X33中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述膦酰

基羧酸酯核苷酸间键是膦酰基乙酸键(P)。

[0784] X36.实施方案X、X1和X16‑X33中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述膦酰

基羧酸酯核苷酸间键是硫代膦酰基乙酸键(SP)。

[0785] X37.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，进一步包含在所述引导

RNA的5′端或/和3′端处的至少一个修饰。

[0786] X38.实施方案X37的合成的引导RNA或crRNA，其中在5′端或/和3′端处的所述至少

一个修饰独立地选自2′‑O‑甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、

硫代膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙

酸(MP)和2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)或其组合。

[0787] X38a .实施方案X37的合成的引导RNA或crRNA，其中在5′端或/和3′端处的所述至

少一个修饰独立地选自2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)、2′‑O‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸
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(DSP)、或其组合。

[0788] X39.实施方案X‑X38a中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸位

于HBB多核苷酸内。

[0789] X40.实施方案X‑X38a中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸位

于IL2RG多核苷酸内。

[0790] X41.实施方案X‑X38a中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸位

于VEGFA多核苷酸内。

[0791] X42.实施方案X‑X38a中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸位

于CLTA1多核苷酸内。

[0792] X43.实施方案X‑X38a中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸位

于CLTA4多核苷酸内。

[0793] X44 .实施方案X39的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸包含

GCCCCACAGGGCAGTAA。

[0794] X45 .实施方案X40的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸包含

TAATGATGGCTTCAACA。

[0795] X46 .实施方案X41的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸包含

GAGTGAGTGTGTGCGTG。

[0796] X47 .实施方案X42的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸包含

CCTCATCTCCCTCAAGC。

[0797] X48 .实施方案X43的合成的引导RNA或crRNA，其中所述靶多核苷酸包含

GATGTAGTGTTTCCACA。

[0798] X48a.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA，其中所述至少一个修饰

包括修饰的碱基。

[0799] X48b.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自2‑硫代U、2‑

硫代C、4‑硫代U、6‑硫代G、2‑氨基A、2‑氨基嘌呤、假尿嘧啶、次黄嘌呤、7‑脱氮鸟嘌呤、7‑脱

氮‑8‑氮杂鸟嘌呤、7‑脱氮腺嘌呤、7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤、5‑甲基C、5‑甲基U、5‑羟甲基胞嘧

啶、5‑羟甲基尿嘧啶、5，6‑脱氢尿嘧啶、5‑丙炔基胞嘧啶、5‑丙炔基尿嘧啶、5‑乙炔基胞嘧

啶、5‑乙炔基尿嘧啶、5‑烯丙基U、5‑烯丙基C、5‑氨基烯丙基U、5‑氨基烯丙基C、脱碱基核苷

酸、UNA碱基，isoC，isoG，5‑甲基‑嘧啶，x(A，G，C，T，U)，y(A，G，C，T，U)及其组合。

[0800] X48c.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自2‑硫代U，2‑

硫代C，4‑硫代U和6‑硫代G。

[0801] X48d.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自2‑氨基A和2‑

氨基嘌呤。

[0802] X48e.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自假尿嘧啶和

次黄嘌呤。

[0803] X48f.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基是肌苷。

[0804] X48g .实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自7‑脱氮鸟嘌

呤，7‑脱氮‑8‑氮杂鸟嘌呤，7‑脱氮腺嘌呤和7‑脱氮‑8‑氮杂腺嘌呤。

[0805] X48h.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自5‑甲基‑胞嘧
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啶，5‑甲基‑尿嘧啶和5‑甲基‑嘧啶。

[0806] X48i.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自5‑羟甲基胞

嘧啶，5‑羟基甲基尿嘧啶，5，6‑脱氢尿嘧啶，5‑丙炔基胞嘧啶，5‑丙炔基尿嘧啶，5‑乙炔基胞

嘧啶和5‑乙炔基尿嘧啶。

[0807] X48j.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自5‑烯丙基尿

嘧啶，5‑烯丙基胞嘧啶，5‑氨基‑尿嘧啶和5‑氨基烯丙基胞嘧啶。

[0808] X48k.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基是脱碱基核苷酸。

[0809] X481.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基选自isoC和isoG。

[0810] X48m.实施方案X48a的合成的引导RNA或crRNA，其中修饰的碱基是UNA碱基。

[0811] X49.一种增强CRISPR功能的特异性的方法，其包括：

[0812] 选择靶多核苷酸；

[0813] 提供至少一个如前述X实施方案中任一项所述的合成的引导RNA或crRNA；

[0814] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；和

[0815] 使所述靶多核苷酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触。

[0816] X49a.一种增强CRISPR功能的特异性的方法，包括：

[0817] 选择靶多核苷酸；

[0818] 提供至少一个如前述X实施方案中任一项所述的合成crRNA；

[0819] 形成包含Cas蛋白和合成crRNA的crRNA:Cas蛋白复合物；和

[0820] 使靶多核苷酸与crRNA:Cas蛋白复合物接触。

[0821] X49b.一种分析CRISPR功能特异性的方法，该方法包括：

[0822] 提供样品，其包含(1)包含靶序列的靶多核苷酸；和(2)一个或多个包含脱靶序列

的脱靶多核苷酸；

[0823] 为靶序列提供至少一个如前述任何X实施方案所述的合成的引导RNA或crRNA；

[0824] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA或crRNA的gRNA:Cas蛋白复合物，其中所

述Cas蛋白作为蛋白质或编码所述Cas蛋白的多核苷酸提供；

[0825] 在导致所述gRNA或crRNA与所述靶多核苷酸杂交且发挥CRISPR功能的条件下，使

样品与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触；

[0826] 添加寡核苷酸诱饵文库，所述诱饵包括设计用于与所述靶多核苷酸杂交的诱饵和

设计用于与所述一个或多个脱靶多核苷酸杂交的诱饵，以捕获靶多核苷酸和所述一个或多

个脱靶多核苷酸；

[0827] 分离并分析该捕获的靶多核苷酸和该捕获的脱靶多核苷酸以鉴定由CRISPR功能

引起的变化，并确定靶多核苷酸和脱靶多核苷酸的相对变化，从而评估所述CRISPR功能的

特异性。

[0828] X49c.实施方案X49b的方法，其中所述样品包含两个或更多个靶多核苷酸，每个靶

多核苷酸包含靶序列。

[0829] X49d .实施方案X49b的方法，其中所述指导RNA是任何前述X实施方案的合成

crRNA，并且所述gRNA:Cas蛋白复合物是crRNA:Cpfl复合物。

[0830] X50.任何X49实施方案的方法，其中所述接触在细胞中进行。

[0831] X51.实施方案X50的方法，其中所述细胞是原代细胞。
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[0832] X52.实施方案X49‑51中任一项的方法，其中将Cas蛋白作为蛋白质或表达Cas蛋白

的多核苷酸提供。

[0833] X52a.实施方案X49‑52中任一项的方法，其中Cas蛋白是Cas9。

[0834] X52b.实施方案X49‑52中任一项的方法，其中Cas蛋白是Cpf1。

[0835] X53.实施方案X52的方法，其中所述多核苷酸是mRNA。

[0836] X54.前述X实施方案中任一项的方法，其中所述形成在细胞外进行。

[0837] X55.前述X实施方案中任一项的方法，其中所述CRISPR功能是基因编辑。

[0838] X55a .前述X实施方案中任一项的方法，其中CRISPR功能是基因编辑，并且进一步

包括提供单链或双链多核苷酸作为供体模板用于同源定向修复。

[0839] X56.前述X实施方案中任一项的方法，其中所述CRISPR功能是CRISPRa。

[0840] X57.前述X实施方案中任一项的方法，其中所述CRISPR功能是CRISPRi。

[0841] X57a.实施方案X55至X57中任一项的方法，其包括分析捕获的多核苷酸，其中所述

分析通过测序进行。

[0842] X57b.实施方案X56或X57的方法，其进一步包括通过测量基因表达水平，任选地通

过qRT‑PCR测量，来分析所述CRISPR功能。

[0843] X57c.实施方案X57b的方法，其中所述测量基因表达水平在微阵列上进行。

[0844] X58.前述X实施方案中任一项的方法，其中CRISPR功能是基因表达的调控。

[0845] X59.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于0，并且

所述引导序列由20个核苷酸组成。

[0846] X60.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于1，并且

所述引导序列由19个核苷酸组成。

[0847] X61.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于2，并且

所述引导序列由18个核苷酸组成。

[0848] X62.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于3，并且

所述引导序列由17个核苷酸组成。

[0849] X63.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于4，并且

所述引导序列由16个核苷酸组成。

[0850] X64.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于5，并且

所述引导序列由15个核苷酸组成。

[0851] X65.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于‑1，并

且所述引导序列由21个核苷酸组成。

[0852] X66.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于‑2，并

且所述引导序列由22个核苷酸组成。

[0853] X67.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于‑3，并

且所述引导序列由23个核苷酸组成。

[0854] X68.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于‑4，并

且所述引导序列由24个核苷酸组成。

[0855] X69.实施方案X‑X58中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N等于‑5，并

且所述引导序列由25个核苷酸组成。
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[0856] X70.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过10个核苷酸包含修饰。

[0857] X71 .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过9个核苷酸包含修饰。

[0858] X72.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过8个核苷酸包含修饰。

[0859] X73.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过7个核苷酸包含修饰。

[0860] X74.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过6个核苷酸包含修饰。

[0861] X75.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过5个核苷酸包含修饰。

[0862] X76.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过4个核苷酸包含修饰。

[0863] X77.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过3个核苷酸包含修饰。

[0864] X78.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导序

列中不超过2个核苷酸包含修饰。

[0865] X79.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中，如果所述引

导序列的前4个核苷酸全部被修饰，则它们不是以相同的方式被修饰。

[0866] X80.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中，如果所述引

导序列的前5个核苷酸全部被修饰，则它们不是以相同的方式被修饰。

[0867] X81 .前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或方法，其中所述引导RNA是单引

导RNA。

[0868] X82.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述引导RNA

比没有修饰的相应引导RNA对靶多核苷酸具有更高的特异性或具有更高的gRNA功能性。

[0869] X83.前述X实施方案中任一项的方法，其中将至少两个不同的合成的引导RNA提供

给两个不同的靶多核苷酸。

[0870] X84.实施方案X83的方法，其中所述两个不同的靶多核苷酸位于同一个基因中。

[0871] X85.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N在‑10至6之

间，并且所述引导序列由14至30个核苷酸组成。

[0872] X86.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N在‑5至6之

间，并且所述引导序列由14至25个核苷酸组成。

[0873] X87.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中N在‑4至3之

间，并且所述引导序列由17至24个核苷酸组成。

[0874] X88.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述至少一

个修饰包括2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)。

[0875] X89.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，其中所述至少一

个修饰包括2′‑O‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)。
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[0876] X90.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，包括在5′端或/和

3′端处的至少一个修饰，所述修饰包括2′‑脱氧‑3′‑膦酰基乙酸(DP)。

[0877] X91.前述X实施方案中任一项的合成的引导RNA或crRNA或方法，包括在5′端或/和

3′端的至少一个修饰，所述修饰包括2′‑O‑脱氧‑3′‑硫代膦酰基乙酸(DSP)。

[0878] Y1.一种合成的引导RNA，其包含：

[0879] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，其中所述靶多核苷

酸包含邻近PAM位点的靶序列，(ii)茎序列；和

[0880] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0881] 其中所述引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数，任选地在‑

10至6之间；其中所述引导序列进一步包含位于所述引导序列的位置4‑N、5‑N、7‑N、9‑N、10‑

N或11‑N处或其组合处的至少一个修饰。

[0882] Y2.实施方案Y1的合成的引导RNA，其中所述引导RNA是单引导RNA。

[0883] Y3.实施方案Y1的合成的引导RNA，其中所述至少一个修饰选自膦酰基乙酸核苷酸

间键(P)、硫代膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)和赋予C3′‑内糖皱褶构型的2′‑修饰，或其组合。

[0884] Y4.实施方案Y3的合成的引导RNA，其中所述2′‑修饰选自2′‑O‑甲基、2′‑氟和2′‑

O‑(2‑甲氧基乙基)。

[0885] Y5.实施方案Y1的合成的引导RNA，其中所述至少一个修饰选自2′‑O‑甲基‑3′‑膦

酰基乙酸(MP)和2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)。

[0886] Y6.实施方案Y5的合成的引导RNA，其中所述至少一个修饰位于所述引导序列的位

置5‑N或11‑N处或其组合处。

[0887] Y7.实施方案Y1的合成的引导RNA，进一步包含在所述引导RNA的5′端或/和3′端处

的至少一个修饰。

[0888] Y8.实施方案Y7的合成的引导RNA，其中在5′端或/和3′端处的所述至少一个修饰

独立地选自2′‑O‑甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、硫代膦酰

基乙酸核苷酸间键(SP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)和

2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)或其组合。

[0889] Y9.实施方案Y5的合成的引导RNA，进一步包括在5′端或/和3′端处的至少一个修

饰，所述至少一个修饰独立地选自2′‑O‑甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核

苷酸间键(P)、硫代膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑O‑甲基‑

3′‑膦酰基乙酸(MP)和2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)或其组合。

[0890] Y10.实施方案Y5的合成的引导RNA，其中所述靶多核苷酸位于HBB基因、IL2RG基因

或VEGFA基因内。

[0891] Y11 .实施方案Y10的合成的引导RNA，其中所述靶多核苷酸包含HBB基因的

GCCCCACAGGGCAGTAA、IL2RG基因的TAATGATGGCTTCAACA或VEGFA基因的GAGTGAGTGTGTGCGTG。

[0892] Y12.实施方案Y10的合成的引导RNA，其中所述引导RNA是单引导RNA，并且其中在

所述引导RNA的5′端或/和3′端处的所述至少一个修饰独立地选自2′‑O‑甲基(M)、硫代磷酸

核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、硫代膦酰基乙酸核苷酸间键(SP)、2′‑O‑甲基‑

3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)和2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)

或其组合。
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[0893] Y13.一种合成的引导RNA，其包含：

[0894] (a)crRNA区段，其包含(i)能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，其中所述靶多核苷

酸包含邻近PAM序列的靶序列，(ii)茎序列；和

[0895] (b)tracrRNA区段，其包含与所述茎序列部分或完全互补的核苷酸序列，

[0896] 其中所述引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之间的整数，任选地在‑

10至6之间；

[0897] 其中所述引导序列进一步包含在所述引导序列的位置4‑N至20‑N的任何位置处的

至少一个膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键修饰，并且其中所述修饰不在所述

引导序列的位置15‑N处。

[0898] Y14.实施方案Y13的合成的引导RNA，其中所述膦酰基羧酸酯核苷酸间键选自膦酰

基乙酸键(P)和硫代膦酰基乙酸键(SP)。

[0899] Y15.实施方案Y13的合成的引导RNA，进一步包含在所述引导RNA的5′端或/和3′端

处的至少一个修饰。

[0900] Y16.实施方案Y13的合成的引导RNA，其中所述引导RNA是单引导RNA。

[0901] Y17.实施方案Y15的合成的引导RNA，其中在5′端或/和3′端处的所述至少一个修

饰独立地选自2′‑O‑甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、硫代膦

酰基乙酸核苷酸间键(SP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)

和2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)或其组合。

[0902] Y18.一种合成的crRNA，其包含能够与靶多核苷酸杂交的引导序列，所述靶多核苷

酸包含邻近PAM位点的靶序列，其中所述引导序列由20‑N个核苷酸组成，其中N是‑10至10之

间的整数，任选地在‑10至6之间；其中所述引导序列进一步包含在所述引导序列的位置4‑N

至20‑N的任何位置处的至少一个膦酰基羧酸酯或硫代膦酰基羧酸酯核苷酸间键修饰，并且

其中所述修饰不在所述引导序列的位置15‑N处。

[0903] Y19.实施方案Y18的合成crRNA，进一步包含在所述引导crRNA的5′端或/和3′端处

的至少一个修饰。

[0904] Y20.一种增强CRISPR功能的特异性的方法，其包括：

[0905] 选择靶多核苷酸；

[0906] 提供至少一个如实施方案Y13所述的合成的引导RNA；

[0907] 形成包含Cas蛋白和所述合成的引导RNA的gRNA:Cas蛋白复合物；和使所述靶多核

苷酸与所述gRNA:Cas蛋白复合物接触；

[0908] 其中将所述Cas蛋白作为蛋白质或编码所述Cas蛋白的多核苷酸提供。

[0909] Y21.实施方案Y20的方法，其中所述引导RNA是单引导RNA。

[0910] Y22.实施方案Y20的方法，其中所述引导RNA进一步包含在所述引导RNA的5′端或/

和3′端处的至少一个修饰。

[0911] Y23.实施方案Y22的方法，其中在5′端或/和3′端处的所述至少一个修饰独立地选

自2′‑O‑甲基(M)、硫代磷酸核苷酸间键(S)、膦酰基乙酸核苷酸间键(P)、硫代膦酰基乙酸核

苷酸间键(SP)、2′‑O‑甲基‑3′‑硫代磷酸(MS)、2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸(MP)和2′‑O‑甲

基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)，或其组合。

[0912] Y24.实施方案Y20的方法，其中所述引导RNA包含选自膦酰基乙酸核苷酸间键和硫
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代膦酰基乙酸核苷酸间键或其组合的至少一个修饰。

[0913] Y25.实施方案Y20的方法，其中所述引导RNA包含选自2′‑O‑甲基‑3′‑膦酰基乙酸

(MP)和2′‑O‑甲基‑3′‑硫代膦酰基乙酸(MSP)的至少一个修饰。

[0914] Y26.实施方案Y20的方法，其中所述多核苷酸靶与所述gRNA:Cas蛋白复合物的所

述接触在细胞中进行。

[0915] Y27.实施方案Y26的方法，其中所述Cas蛋白是Cas9蛋白。

[0916] Y28.实施方案Y27的方法，其中所述靶多核苷酸位于HBB基因、IL2RG基因或VEGFA

基因内。

[0917] Y 2 9 .实 施 方 案 Y 2 8 的 方 法 ，其 中 所 述 靶 多 核 苷 酸 包 含 H B B 基 因 的

GCCCCACAGGGCAGTAA、IL2RG基因的TAATGATGGCTTCAACA或VEGFA基因的GAGTGAGTGTGTGCGTG。

[0918] Y30.实施方案Y20的方法，其中所述形成在细胞外进行。

[0919] 前述示例性或优选实施方案的说明应被认为是展示而不是限制由权利要求书所

限定的本发明。正如将易于理解的，可以利用以上陈述的特征的众多变化形式和组合，而不

脱离如权利要求书中所陈述的本发明。这样的变化形式不应被视为脱离本发明的范围，并

且所有这样的变化形式预期都被包含在以下权利要求的范围内。将所有在本文中引用的这

些参考文献通过提述完整并入本文。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  安捷伦科技有限公司

[0003] <120>  使用化学修饰的引导RNA的高特异性基因组编辑

[0004] <130>  20160085‑03

[0005] <150>  62/347,553

[0006] <151>  2016‑06‑08

[0007] <150>  15/493,129

[0008] <151>  2017‑04‑20

[0009] <160>  217

[0010] <170>  PatentIn  version  3.5

[0011] <210>  1

[0012] <211>  23

[0013] <212>  DNA

[0014] <213> 人工序列

[0015] <220>

[0016] <223>  合成构建物

[0017] <400>  1

[0018] agtcctcatc  tccctcaagc  agg  23

[0019] <210>  2

[0020] <211>  23

[0021] <212>  DNA

[0022] <213> 人工序列

[0023] <220>

[0024] <223>  合成构建物

[0025] <400>  2

[0026] agtcctcaac  tccctcaagc  agg  23

[0027] <210>  3

[0028] <211>  23

[0029] <212>  DNA

[0030] <213> 人工序列

[0031] <220>

[0032] <223>  合成构建物

[0033] <400>  3

[0034] actcctcatc  cccctcaagc  cgg  23

[0035] <210>  4

[0036] <211>  23

[0037] <212>  DNA

[0038] <213> 人工序列

[0039] <220>

[0040] <223>  合成构建物

[0041] <400>  4
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[0042] gcagatgtag  tgtttccaca  ggg  23

[0043] <210>  5

[0044] <211>  23

[0045] <212>  DNA

[0046] <213> 人工序列

[0047] <220>

[0048] <223>  合成构建物

[0049] <400>  5

[0050] gcagatgtag  tatttccaca  ggg  23

[0051] <210>  6

[0052] <211>  23

[0053] <212>  DNA

[0054] <213> 人工序列

[0055] <220>

[0056] <223>  合成构建物

[0057] <400>  6

[0058] ccagatgtag  cgtttccaca  ggg  23

[0059] <210>  7

[0060] <211>  23

[0061] <212>  DNA

[0062] <213> 人工序列

[0063] <220>

[0064] <223>  合成构建物

[0065] <400>  7

[0066] gcagatgttg  tgtttccaca  ggg  23

[0067] <210>  8

[0068] <211>  23

[0069] <212>  DNA

[0070] <213> 人工序列

[0071] <220>

[0072] <223>  合成构建物

[0073] <400>  8

[0074] cttgccccac  agggcagtaa  cgg  23

[0075] <210>  9

[0076] <211>  23

[0077] <212>  DNA

[0078] <213> 人工序列

[0079] <220>

[0080] <223>  合成构建物

[0081] <400>  9

[0082] tcagccccac  agggcagtaa  ggg  23

[0083] <210>  10
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[0084] <211>  23

[0085] <212>  DNA

[0086] <213> 人工序列

[0087] <220>

[0088] <223>  合成构建物

[0089] <400>  10

[0090] tggtaatgat  ggcttcaaca  tgg  23

[0091] <210>  11

[0092] <211>  23

[0093] <212>  DNA

[0094] <213> 人工序列

[0095] <220>

[0096] <223>  合成构建物

[0097] <400>  11

[0098] tggtaatgat  gacttcaaca  tag  23

[0099] <210>  12

[0100] <211>  113

[0101] <212>  RNA

[0102] <213> 人工序列

[0103] <220>

[0104] <223>  合成构建物

[0105] <400>  12

[0106] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0107] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0108] <210>  13

[0109] <211>  113

[0110] <212>  RNA

[0111] <213> 人工序列

[0112] <220>

[0113] <223>  合成构建物

[0114] <220>

[0115] <221>  misc_feature

[0116] <222>  (1) ..(4)

[0117] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代磷酸酯

[0118] <220>

[0119] <221>  misc_feature

[0120] <222>  (110) ..(113)

[0121] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代磷酸酯

[0122] <400>  13

[0123] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0124] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0125] <210>  14
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[0126] <211>  113

[0127] <212>  RNA

[0128] <213> 人工序列

[0129] <220>

[0130] <223>  合成构建物

[0131] <220>

[0132] <221>  misc_feature

[0133] <222>  (1) ..(4)

[0134] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸酯

[0135] <220>

[0136] <221>  misc_feature

[0137] <222>  (110) ..(113)

[0138] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸酯

[0139] <400>  14

[0140] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0141] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0142] <210>  15

[0143] <211>  113

[0144] <212>  RNA

[0145] <213> 人工序列

[0146] <220>

[0147] <223>  合成构建物

[0148] <220>

[0149] <221>  misc_feature

[0150] <222>  (1) ..(2)

[0151] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸酯

[0152] <220>

[0153] <221>  misc_feature

[0154] <222>  (112) ..(113)

[0155] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸酯

[0156] <400>  15

[0157] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0158] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0159] <210>  16

[0160] <211>  111

[0161] <212>  RNA

[0162] <213> 人工序列

[0163] <220>

[0164] <223>  合成构建物

[0165] <400>  16

[0166] uccucaucuc  ccucaagcgu  uuaagagcua  ugcugguaac  agcauagcaa  guuuaaauaa  60

[0167] ggcuaguccg  uuaucaacuu  gaaaaagugg  caccgagucg  gugcuuuuuu  u  111
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[0168] <210>  17

[0169] <211>  110

[0170] <212>  RNA

[0171] <213> 人工序列

[0172] <220>

[0173] <223>  合成构建物

[0174] <400>  17

[0175] ccucaucucc  cucaagcguu  uaagagcuau  gcugguaaca  gcauagcaag  uuuaaauaag  60

[0176] gcuaguccgu  uaucaacuug  aaaaaguggc  accgagucgg  ugcuuuuuuu  110

[0177] <210>  18

[0178] <211>  114

[0179] <212>  RNA

[0180] <213> 人工序列

[0181] <220>

[0182] <223>  合成构建物

[0183] <400>  18

[0184] gaguccucau  cucccucaag  cguuuaagag  cuaugcuggu  aacagcauag  caaguuuaaa  60

[0185] uaaggcuagu  ccguuaucaa  cuugaaaaag  uggcaccgag  ucggugcuuu  uuuu  114

[0186] <210>  19

[0187] <211>  115

[0188] <212>  RNA

[0189] <213> 人工序列

[0190] <220>

[0191] <223>  合成构建物

[0192] <400>  19

[0193] ggaguccuca  ucucccucaa  gcguuuaaga  gcuaugcugg  uaacagcaua  gcaaguuuaa  60

[0194] auaaggcuag  uccguuauca  acuugaaaaa  guggcaccga  gucggugcuu  uuuuu  115

[0195] <210>  20

[0196] <211>  113

[0197] <212>  RNA

[0198] <213> 人工序列

[0199] <220>

[0200] <223>  合成构建物

[0201] <220>

[0202] <221>  misc_feature

[0203] <222>  (1) ..(2)

[0204] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0205] <400>  20

[0206] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0207] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0208] <210>  21

[0209] <211>  113
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[0210] <212>  RNA

[0211] <213> 人工序列

[0212] <220>

[0213] <223>  合成构建物

[0214] <220>

[0215] <221>  misc_feature

[0216] <222>  (1) ..(3)

[0217] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0218] <400>  21

[0219] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0220] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0221] <210>  22

[0222] <211>  113

[0223] <212>  RNA

[0224] <213> 人工序列

[0225] <220>

[0226] <223>  合成构建物

[0227] <220>

[0228] <221>  misc_feature

[0229] <222>  (1) ..(4)

[0230] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0231] <400>  22

[0232] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0233] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0234] <210>  23

[0235] <211>  113

[0236] <212>  RNA

[0237] <213> 人工序列

[0238] <220>

[0239] <223>  合成构建物

[0240] <220>

[0241] <221>  misc_feature

[0242] <222>  (1) ..(5)

[0243] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0244] <400>  23

[0245] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0246] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0247] <210>  24

[0248] <211>  113

[0249] <212>  RNA

[0250] <213> 人工序列

[0251] <220>
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[0252] <223>  合成构建物

[0253] <220>

[0254] <221>  misc_feature

[0255] <222>  (1) ..(6)

[0256] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0257] <400>  24

[0258] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0259] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0260] <210>  25

[0261] <211>  113

[0262] <212>  RNA

[0263] <213> 人工序列

[0264] <220>

[0265] <223>  合成构建物

[0266] <220>

[0267] <221>  misc_feature

[0268] <222>  (109) ..(113)

[0269] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0270] <400>  25

[0271] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0272] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0273] <210>  26

[0274] <211>  113

[0275] <212>  RNA

[0276] <213> 人工序列

[0277] <220>

[0278] <223>  合成构建物

[0279] <220>

[0280] <221>  misc_feature

[0281] <222>  (108) ..(113)

[0282] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0283] <400>  26

[0284] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0285] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0286] <210>  27

[0287] <211>  114

[0288] <212>  RNA

[0289] <213> 人工序列

[0290] <220>

[0291] <223>  合成构建物

[0292] <220>

[0293] <221>  misc_feature
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[0294] <222>  (1) ..(2)

[0295] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯修饰悬垂的核苷酸N

[0296] <220>

[0297] <221>  misc_feature

[0298] <222>  (2) ..(4)

[0299] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0300] <400>  27

[0301] caguccucau  cucccucaag  cguuuaagag  cuaugcuggu  aacagcauag  caaguuuaaa  60

[0302] uaaggcuagu  ccguuaucaa  cuugaaaaag  uggcaccgag  ucggugcuuu  uuuu  114

[0303] <210>  28

[0304] <211>  114

[0305] <212>  RNA

[0306] <213> 人工序列

[0307] <220>

[0308] <223>  合成构建物

[0309] <220>

[0310] <221>  misc_feature

[0311] <222>  (1) ..(2)

[0312] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯修饰悬垂的核苷酸N

[0313] <220>

[0314] <221>  misc_feature

[0315] <222>  (2) ..(4)

[0316] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0317] <400>  28

[0318] gaguccucau  cucccucaag  cguuuaagag  cuaugcuggu  aacagcauag  caaguuuaaa  60

[0319] uaaggcuagu  ccguuaucaa  cuugaaaaag  uggcaccgag  ucggugcuuu  uuuu  114

[0320] <210>  29

[0321] <211>  115

[0322] <212>  RNA

[0323] <213> 人工序列

[0324] <220>

[0325] <223>  合成构建物

[0326] <220>

[0327] <221>  misc_feature

[0328] <222>  (1) ..(3)

[0329] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯修饰悬垂的核苷酸N

[0330] <220>

[0331] <221>  misc_feature

[0332] <222>  (3) ..(6)

[0333] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0334] <400>  29

[0335] ucaguccuca  ucucccucaa  gcguuuaaga  gcuaugcugg  uaacagcaua  gcaaguuuaa  60
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[0336] auaaggcuag  uccguuauca  acuugaaaaa  guggcaccga  gucggugcuu  uuuuu  115

[0337] <210>  30

[0338] <211>  115

[0339] <212>  RNA

[0340] <213> 人工序列

[0341] <220>

[0342] <223>  合成构建物

[0343] <220>

[0344] <221>  misc_feature

[0345] <222>  (1) ..(3)

[0346] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯修饰悬垂的核苷酸N

[0347] <220>

[0348] <221>  misc_feature

[0349] <222>  (3) ..(6)

[0350] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0351] <400>  30

[0352] agaguccuca  ucucccucaa  gcguuuaaga  gcuaugcugg  uaacagcaua  gcaaguuuaa  60

[0353] auaaggcuag  uccguuauca  acuugaaaaa  guggcaccga  gucggugcuu  uuuuu  115

[0354] <210>  31

[0355] <211>  116

[0356] <212>  RNA

[0357] <213> 人工序列

[0358] <220>

[0359] <223>  合成构建物

[0360] <220>

[0361] <221>  misc_feature

[0362] <222>  (1) ..(4)

[0363] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯修饰悬垂的核苷酸N

[0364] <220>

[0365] <221>  misc_feature

[0366] <222>  (4) ..(8)

[0367] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0368] <220>

[0369] <221>  misc_feature

[0370] <222>  (112) ..(116)

[0371] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0372] <400>  31

[0373] cucaguccuc  aucucccuca  agcguuuaag  agcuaugcug  guaacagcau  agcaaguuua  60

[0374] aauaaggcua  guccguuauc  aacuugaaaa  aguggcaccg  agucggugcu  uuuuuu  116

[0375] <210>  32

[0376] <211>  116

[0377] <212>  RNA
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[0378] <213> 人工序列

[0379] <220>

[0380] <223>  合成构建物

[0381] <220>

[0382] <221>  misc_feature

[0383] <222>  (1) ..(4)

[0384] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯修饰悬垂的核苷酸N

[0385] <220>

[0386] <221>  misc_feature

[0387] <222>  (4) ..(8)

[0388] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0389] <220>

[0390] <221>  misc_feature

[0391] <222>  (112) ..(116)

[0392] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0393] <400>  32

[0394] gagaguccuc  aucucccuca  agcguuuaag  agcuaugcug  guaacagcau  agcaaguuua  60

[0395] aauaaggcua  guccguuauc  aacuugaaaa  aguggcaccg  agucggugcu  uuuuuu  116

[0396] <210>  33

[0397] <211>  113

[0398] <212>  RNA

[0399] <213> 人工序列

[0400] <220>

[0401] <223>  合成构建物

[0402] <220>

[0403] <221>  misc_feature

[0404] <222>  (20) ..(21)

[0405] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0406] <400>  33

[0407] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0408] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0409] <210>  34

[0410] <211>  113

[0411] <212>  RNA

[0412] <213> 人工序列

[0413] <220>

[0414] <223>  合成构建物

[0415] <220>

[0416] <221>  misc_feature

[0417] <222>  (19) ..(20)

[0418] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0419] <400>  34
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[0420] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0421] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0422] <210>  35

[0423] <211>  113

[0424] <212>  RNA

[0425] <213> 人工序列

[0426] <220>

[0427] <223>  合成构建物

[0428] <220>

[0429] <221>  misc_feature

[0430] <222>  (18) ..(19)

[0431] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0432] <400>  35

[0433] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0434] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0435] <210>  36

[0436] <211>  113

[0437] <212>  RNA

[0438] <213> 人工序列

[0439] <220>

[0440] <223>  合成构建物

[0441] <220>

[0442] <221>  misc_feature

[0443] <222>  (17) ..(18)

[0444] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0445] <400>  36

[0446] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0447] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0448] <210>  37

[0449] <211>  113

[0450] <212>  RNA

[0451] <213> 人工序列

[0452] <220>

[0453] <223>  合成构建物

[0454] <220>

[0455] <221>  misc_feature

[0456] <222>  (17) ..(19)

[0457] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0458] <400>  37

[0459] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0460] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0461] <210>  38
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[0462] <211>  113

[0463] <212>  RNA

[0464] <213> 人工序列

[0465] <220>

[0466] <223>  合成构建物

[0467] <220>

[0468] <221>  misc_feature

[0469] <222>  (19) ..(20)

[0470] <223>  2'‑O‑甲基

[0471] <400>  38

[0472] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0473] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0474] <210>  39

[0475] <211>  113

[0476] <212>  RNA

[0477] <213> 人工序列

[0478] <220>

[0479] <223>  合成构建物

[0480] <220>

[0481] <221>  misc_feature

[0482] <222>  (18) ..(19)

[0483] <223>  2'‑O‑甲基

[0484] <400>  39

[0485] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0486] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0487] <210>  40

[0488] <211>  113

[0489] <212>  RNA

[0490] <213> 人工序列

[0491] <220>

[0492] <223>  合成构建物

[0493] <220>

[0494] <221>  misc_feature

[0495] <222>  (17) ..(18)

[0496] <223>  2'‑O‑甲基

[0497] <400>  40

[0498] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0499] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0500] <210>  41

[0501] <211>  113

[0502] <212>  RNA

[0503] <213> 人工序列
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[0504] <220>

[0505] <223>  合成构建物

[0506] <220>

[0507] <221>  misc_feature

[0508] <222>  (17) ..(19)

[0509] <223>  2'‑O‑甲基

[0510] <400>  41

[0511] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0512] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0513] <210>  42

[0514] <211>  113

[0515] <212>  RNA

[0516] <213> 人工序列

[0517] <220>

[0518] <223>  合成构建物

[0519] <220>

[0520] <221>  misc_feature

[0521] <222>  (1) ..(21)

[0522] <223>  2'‑O‑甲基

[0523] <400>  42

[0524] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0525] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0526] <210>  43

[0527] <211>  113

[0528] <212>  RNA

[0529] <213> 人工序列

[0530] <220>

[0531] <223>  合成构建物

[0532] <220>

[0533] <221>  misc_feature

[0534] <222>  (1) ..(2)

[0535] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0536] <220>

[0537] <221>  misc_feature

[0538] <222>  (5) ..(8)

[0539] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0540] <220>

[0541] <221>  misc_feature

[0542] <222>  (112) ..(113)

[0543] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0544] <400>  43

[0545] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0546] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0547] <210>  44

[0548] <211>  113

[0549] <212>  RNA

[0550] <213> 人工序列

[0551] <220>

[0552] <223>  合成构建物

[0553] <220>

[0554] <221>  misc_feature

[0555] <222>  (1) ..(2)

[0556] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0557] <220>

[0558] <221>  misc_feature

[0559] <222>  (6) ..(9)

[0560] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0561] <220>

[0562] <221>  misc_feature

[0563] <222>  (112) ..(113)

[0564] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0565] <400>  44

[0566] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0567] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0568] <210>  45

[0569] <211>  113

[0570] <212>  RNA

[0571] <213> 人工序列

[0572] <220>

[0573] <223>  合成构建物

[0574] <220>

[0575] <221>  misc_feature

[0576] <222>  (1) ..(2)

[0577] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0578] <220>

[0579] <221>  misc_feature

[0580] <222>  (7) ..(10)

[0581] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0582] <220>

[0583] <221>  misc_feature

[0584] <222>  (112) ..(113)

[0585] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0586] <400>  45

[0587] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0588] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0589] <210>  46

[0590] <211>  113

[0591] <212>  RNA

[0592] <213> 人工序列

[0593] <220>

[0594] <223>  合成构建物

[0595] <220>

[0596] <221>  misc_feature

[0597] <222>  (1) ..(2)

[0598] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0599] <220>

[0600] <221>  misc_feature

[0601] <222>  (8) ..(11)

[0602] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0603] <220>

[0604] <221>  misc_feature

[0605] <222>  (112) ..(113)

[0606] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0607] <400>  46

[0608] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0609] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0610] <210>  47

[0611] <211>  113

[0612] <212>  RNA

[0613] <213> 人工序列

[0614] <220>

[0615] <223>  合成构建物

[0616] <220>

[0617] <221>  misc_feature

[0618] <222>  (1) ..(2)

[0619] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0620] <220>

[0621] <221>  misc_feature

[0622] <222>  (9) ..(12)

[0623] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0624] <220>

[0625] <221>  misc_feature

[0626] <222>  (112) ..(113)

[0627] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0628] <400>  47

[0629] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0630] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0631] <210>  48

[0632] <211>  113

[0633] <212>  RNA

[0634] <213> 人工序列

[0635] <220>

[0636] <223>  合成构建物

[0637] <220>

[0638] <221>  misc_feature

[0639] <222>  (1) ..(2)

[0640] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0641] <220>

[0642] <221>  misc_feature

[0643] <222>  (10) ..(13)

[0644] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0645] <220>

[0646] <221>  misc_feature

[0647] <222>  (112) ..(113)

[0648] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0649] <400>  48

[0650] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0651] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0652] <210>  49

[0653] <211>  113

[0654] <212>  RNA

[0655] <213> 人工序列

[0656] <220>

[0657] <223>  合成构建物

[0658] <220>

[0659] <221>  misc_feature

[0660] <222>  (1) ..(2)

[0661] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0662] <220>

[0663] <221>  misc_feature

[0664] <222>  (11) ..(14)

[0665] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0666] <220>

[0667] <221>  misc_feature

[0668] <222>  (112) ..(113)

[0669] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0670] <400>  49

[0671] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0672] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0673] <210>  50

[0674] <211>  113

[0675] <212>  RNA

[0676] <213> 人工序列

[0677] <220>

[0678] <223>  合成构建物

[0679] <220>

[0680] <221>  misc_feature

[0681] <222>  (1) ..(2)

[0682] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0683] <220>

[0684] <221>  misc_feature

[0685] <222>  (12) ..(15)

[0686] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0687] <220>

[0688] <221>  misc_feature

[0689] <222>  (112) ..(113)

[0690] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0691] <400>  50

[0692] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0693] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0694] <210>  51

[0695] <211>  113

[0696] <212>  RNA

[0697] <213> 人工序列

[0698] <220>

[0699] <223>  合成构建物

[0700] <220>

[0701] <221>  misc_feature

[0702] <222>  (1) ..(2)

[0703] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0704] <220>

[0705] <221>  misc_feature

[0706] <222>  (13) ..(16)

[0707] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0708] <220>

[0709] <221>  misc_feature

[0710] <222>  (112) ..(113)

[0711] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0712] <400>  51

[0713] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0714] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0715] <210>  52

[0716] <211>  113

[0717] <212>  RNA

[0718] <213> 人工序列

[0719] <220>

[0720] <223>  合成构建物

[0721] <220>

[0722] <221>  misc_feature

[0723] <222>  (1) ..(2)

[0724] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0725] <220>

[0726] <221>  misc_feature

[0727] <222>  (14) ..(17)

[0728] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0729] <220>

[0730] <221>  misc_feature

[0731] <222>  (112) ..(113)

[0732] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0733] <400>  52

[0734] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0735] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0736] <210>  53

[0737] <211>  113

[0738] <212>  RNA

[0739] <213> 人工序列

[0740] <220>

[0741] <223>  合成构建物

[0742] <220>

[0743] <221>  misc_feature

[0744] <222>  (1) ..(2)

[0745] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0746] <220>

[0747] <221>  misc_feature

[0748] <222>  (4) ..(5)

[0749] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0750] <220>

[0751] <221>  misc_feature

[0752] <222>  (112) ..(113)

[0753] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0754] <400>  53

[0755] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0756] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0757] <210>  54

[0758] <211>  113

[0759] <212>  RNA

[0760] <213> 人工序列

[0761] <220>

[0762] <223>  合成构建物

[0763] <220>

[0764] <221>  misc_feature

[0765] <222>  (1) ..(2)

[0766] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0767] <220>

[0768] <221>  misc_feature

[0769] <222>  (5) ..(6)

[0770] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0771] <220>

[0772] <221>  misc_feature

[0773] <222>  (112) ..(113)

[0774] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0775] <400>  54

[0776] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0777] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0778] <210>  55

[0779] <211>  113

[0780] <212>  RNA

[0781] <213> 人工序列

[0782] <220>

[0783] <223>  合成构建物

[0784] <220>

[0785] <221>  misc_feature

[0786] <222>  (1) ..(2)

[0787] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0788] <220>

[0789] <221>  misc_feature

[0790] <222>  (6) ..(7)

[0791] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0792] <220>

[0793] <221>  misc_feature

[0794] <222>  (112) ..(113)

[0795] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0796] <400>  55

[0797] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0798] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0799] <210>  56

[0800] <211>  113

[0801] <212>  RNA

[0802] <213> 人工序列

[0803] <220>

[0804] <223>  合成构建物

[0805] <220>

[0806] <221>  misc_feature

[0807] <222>  (1) ..(2)

[0808] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0809] <220>

[0810] <221>  misc_feature

[0811] <222>  (7) ..(8)

[0812] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0813] <220>

[0814] <221>  misc_feature

[0815] <222>  (112) ..(113)

[0816] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0817] <400>  56

[0818] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0819] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0820] <210>  57

[0821] <211>  113

[0822] <212>  RNA

[0823] <213> 人工序列

[0824] <220>

[0825] <223>  合成构建物

[0826] <220>

[0827] <221>  misc_feature

[0828] <222>  (1) ..(2)

[0829] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0830] <220>

[0831] <221>  misc_feature

[0832] <222>  (8) ..(9)

[0833] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0834] <220>

[0835] <221>  misc_feature

[0836] <222>  (112) ..(113)

[0837] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0838] <400>  57

[0839] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0840] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0841] <210>  58

[0842] <211>  113

[0843] <212>  RNA

[0844] <213> 人工序列

[0845] <220>

[0846] <223>  合成构建物

[0847] <220>

[0848] <221>  misc_feature

[0849] <222>  (1) ..(2)

[0850] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0851] <220>

[0852] <221>  misc_feature

[0853] <222>  (9) ..(10)

[0854] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0855] <220>

[0856] <221>  misc_feature

[0857] <222>  (112) ..(113)

[0858] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0859] <400>  58

[0860] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0861] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0862] <210>  59

[0863] <211>  113

[0864] <212>  RNA

[0865] <213> 人工序列

[0866] <220>

[0867] <223>  合成构建物

[0868] <220>

[0869] <221>  misc_feature

[0870] <222>  (1) ..(2)

[0871] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0872] <220>

[0873] <221>  misc_feature

[0874] <222>  (10) ..(11)

[0875] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0876] <220>

[0877] <221>  misc_feature

[0878] <222>  (112) ..(113)

[0879] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0880] <400>  59

[0881] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0882] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0883] <210>  60

[0884] <211>  113

[0885] <212>  RNA

[0886] <213> 人工序列

[0887] <220>

[0888] <223>  合成构建物

[0889] <220>

[0890] <221>  misc_feature

[0891] <222>  (1) ..(2)

[0892] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0893] <220>

[0894] <221>  misc_feature

[0895] <222>  (11) ..(12)

[0896] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0897] <220>

[0898] <221>  misc_feature

[0899] <222>  (112) ..(113)

[0900] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0901] <400>  60

[0902] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0903] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0904] <210>  61

[0905] <211>  113

[0906] <212>  RNA

[0907] <213> 人工序列

[0908] <220>

[0909] <223>  合成构建物

[0910] <220>

[0911] <221>  misc_feature

[0912] <222>  (1) ..(2)

[0913] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0914] <220>

[0915] <221>  misc_feature

[0916] <222>  (12) ..(13)

[0917] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0918] <220>

[0919] <221>  misc_feature

[0920] <222>  (112) ..(113)

[0921] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0922] <400>  61

[0923] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0924] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0925] <210>  62

[0926] <211>  113

[0927] <212>  RNA

[0928] <213> 人工序列

[0929] <220>

[0930] <223>  合成构建物

[0931] <220>

[0932] <221>  misc_feature

[0933] <222>  (1) ..(2)

[0934] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0935] <220>

[0936] <221>  misc_feature

[0937] <222>  (13) ..(14)

[0938] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0939] <220>

[0940] <221>  misc_feature

[0941] <222>  (112) ..(113)

[0942] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0943] <400>  62

[0944] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0945] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0946] <210>  63

[0947] <211>  113

[0948] <212>  RNA

[0949] <213> 人工序列

[0950] <220>

[0951] <223>  合成构建物

[0952] <220>

[0953] <221>  misc_feature

[0954] <222>  (1) ..(2)

[0955] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0956] <220>

[0957] <221>  misc_feature

[0958] <222>  (14) ..(15)

[0959] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0960] <220>

[0961] <221>  misc_feature

[0962] <222>  (112) ..(113)

[0963] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0964] <400>  63

[0965] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[0966] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0967] <210>  64

[0968] <211>  113

[0969] <212>  RNA

[0970] <213> 人工序列

[0971] <220>

[0972] <223>  合成构建物

[0973] <220>

[0974] <221>  misc_feature

[0975] <222>  (1) ..(2)

[0976] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0977] <220>

[0978] <221>  misc_feature

[0979] <222>  (15) ..(16)

[0980] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0981] <220>

[0982] <221>  misc_feature

[0983] <222>  (112) ..(113)

[0984] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0985] <400>  64

[0986] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[0987] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[0988] <210>  65

[0989] <211>  113

[0990] <212>  RNA

[0991] <213> 人工序列

[0992] <220>

[0993] <223>  合成构建物

[0994] <220>

[0995] <221>  misc_feature

[0996] <222>  (1) ..(2)

[0997] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[0998] <220>

[0999] <221>  misc_feature

[1000] <222>  (16) ..(17)

[1001] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1002] <220>

[1003] <221>  misc_feature

[1004] <222>  (112) ..(113)

[1005] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1006] <400>  65

[1007] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[1008] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[1009] <210>  66

[1010] <211>  113

[1011] <212>  RNA

[1012] <213> 人工序列

[1013] <220>

[1014] <223>  合成构建物

[1015] <220>

[1016] <221>  misc_feature

[1017] <222>  (1) ..(2)

[1018] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1019] <220>

[1020] <221>  misc_feature

[1021] <222>  (17) ..(18)

[1022] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1023] <220>

[1024] <221>  misc_feature

[1025] <222>  (112) ..(113)

[1026] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1027] <400>  66

[1028] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[1029] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[1030] <210>  67

[1031] <211>  113

[1032] <212>  RNA

[1033] <213> 人工序列

[1034] <220>

[1035] <223>  合成构建物

[1036] <220>

[1037] <221>  misc_feature

[1038] <222>  (1) ..(2)

[1039] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1040] <220>

[1041] <221>  misc_feature

[1042] <222>  (18) ..(19)

[1043] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1044] <220>

[1045] <221>  misc_feature

[1046] <222>  (112) ..(113)

[1047] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1048] <400>  67

[1049] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[1050] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[1051] <210>  68

[1052] <211>  113

[1053] <212>  RNA

[1054] <213> 人工序列

[1055] <220>

[1056] <223>  合成构建物

[1057] <220>

[1058] <221>  misc_feature

[1059] <222>  (1) ..(2)

[1060] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1061] <220>

[1062] <221>  misc_feature

[1063] <222>  (19) ..(20)

[1064] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1065] <220>

[1066] <221>  misc_feature

[1067] <222>  (112) ..(113)

[1068] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1069] <400>  68

[1070] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[1071] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[1072] <210>  69

[1073] <211>  113

[1074] <212>  RNA

[1075] <213> 人工序列

[1076] <220>

[1077] <223>  合成构建物

[1078] <220>

[1079] <221>  misc_feature

[1080] <222>  (1) ..(2)

[1081] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1082] <220>

[1083] <221>  misc_feature

[1084] <222>  (20) ..(21)

[1085] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1086] <220>

[1087] <221>  misc_feature

[1088] <222>  (112) ..(113)

[1089] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1090] <400>  69

[1091] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60
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[1092] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[1093] <210>  70

[1094] <211>  113

[1095] <212>  RNA

[1096] <213> 人工序列

[1097] <220>

[1098] <223>  合成构建物

[1099] <400>  70

[1100] gcagauguag  uguuuccaca  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[1101] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[1102] <210>  71

[1103] <211>  100

[1104] <212>  RNA

[1105] <213> 人工序列

[1106] <220>

[1107] <223>  合成构建物

[1108] <220>

[1109] <221>  misc_feature

[1110] <222>  (1) ..(2)

[1111] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1112] <220>

[1113] <221>  misc_feature

[1114] <222>  (7) ..(10)

[1115] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1116] <220>

[1117] <221>  misc_feature

[1118] <222>  (99) ..(100)

[1119] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1120] <400>  71

[1121] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1122] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1123] <210>  72

[1124] <211>  100

[1125] <212>  RNA

[1126] <213> 人工序列

[1127] <220>

[1128] <223>  合成构建物

[1129] <220>

[1130] <221>  misc_feature

[1131] <222>  (1) ..(2)

[1132] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1133] <220>
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[1134] <221>  misc_feature

[1135] <222>  (8) ..(11)

[1136] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1137] <220>

[1138] <221>  misc_feature

[1139] <222>  (99) ..(100)

[1140] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1141] <400>  72

[1142] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1143] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1144] <210>  73

[1145] <211>  100

[1146] <212>  RNA

[1147] <213> 人工序列

[1148] <220>

[1149] <223>  合成构建物

[1150] <220>

[1151] <221>  misc_feature

[1152] <222>  (1) ..(2)

[1153] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1154] <220>

[1155] <221>  misc_feature

[1156] <222>  (9) ..(12)

[1157] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1158] <220>

[1159] <221>  misc_feature

[1160] <222>  (99) ..(100)

[1161] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1162] <400>  73

[1163] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1164] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1165] <210>  74

[1166] <211>  100

[1167] <212>  RNA

[1168] <213> 人工序列

[1169] <220>

[1170] <223>  合成构建物

[1171] <220>

[1172] <221>  misc_feature

[1173] <222>  (1) ..(2)

[1174] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1175] <220>
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[1176] <221>  misc_feature

[1177] <222>  (10) ..(13)

[1178] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1179] <220>

[1180] <221>  misc_feature

[1181] <222>  (99) ..(100)

[1182] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1183] <400>  74

[1184] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1185] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1186] <210>  75

[1187] <211>  100

[1188] <212>  RNA

[1189] <213> 人工序列

[1190] <220>

[1191] <223>  合成构建物

[1192] <220>

[1193] <221>  misc_feature

[1194] <222>  (1) ..(2)

[1195] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1196] <220>

[1197] <221>  misc_feature

[1198] <222>  (11) ..(14)

[1199] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1200] <220>

[1201] <221>  misc_feature

[1202] <222>  (99) ..(100)

[1203] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1204] <400>  75

[1205] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1206] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1207] <210>  76

[1208] <211>  100

[1209] <212>  RNA

[1210] <213> 人工序列

[1211] <220>

[1212] <223>  合成构建物

[1213] <220>

[1214] <221>  misc_feature

[1215] <222>  (1) ..(2)

[1216] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1217] <220>
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[1218] <221>  misc_feature

[1219] <222>  (12) ..(15)

[1220] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1221] <220>

[1222] <221>  misc_feature

[1223] <222>  (99) ..(100)

[1224] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1225] <400>  76

[1226] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1227] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1228] <210>  77

[1229] <211>  100

[1230] <212>  RNA

[1231] <213> 人工序列

[1232] <220>

[1233] <223>  合成构建物

[1234] <220>

[1235] <221>  misc_feature

[1236] <222>  (1) ..(2)

[1237] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1238] <220>

[1239] <221>  misc_feature

[1240] <222>  (12) ..(16)

[1241] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1242] <220>

[1243] <221>  misc_feature

[1244] <222>  (99) ..(100)

[1245] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1246] <400>  77

[1247] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1248] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1249] <210>  78

[1250] <211>  100

[1251] <212>  RNA

[1252] <213> 人工序列

[1253] <220>

[1254] <223>  合成构建物

[1255] <220>

[1256] <221>  misc_feature

[1257] <222>  (1) ..(2)

[1258] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1259] <220>
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[1260] <221>  misc_feature

[1261] <222>  (13) ..(14)

[1262] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1263] <220>

[1264] <221>  misc_feature

[1265] <222>  (99) ..(100)

[1266] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1267] <400>  78

[1268] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1269] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1270] <210>  79

[1271] <211>  100

[1272] <212>  RNA

[1273] <213> 人工序列

[1274] <220>

[1275] <223>  合成构建物

[1276] <220>

[1277] <221>  misc_feature

[1278] <222>  (1) ..(2)

[1279] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1280] <220>

[1281] <221>  misc_feature

[1282] <222>  (14) ..(15)

[1283] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1284] <220>

[1285] <221>  misc_feature

[1286] <222>  (99) ..(100)

[1287] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1288] <400>  79

[1289] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1290] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1291] <210>  80

[1292] <211>  100

[1293] <212>  RNA

[1294] <213> 人工序列

[1295] <220>

[1296] <223>  合成构建物

[1297] <220>

[1298] <221>  misc_feature

[1299] <222>  (1) ..(2)

[1300] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1301] <220>
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[1302] <221>  misc_feature

[1303] <222>  (15) ..(16)

[1304] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1305] <220>

[1306] <221>  misc_feature

[1307] <222>  (99) ..(100)

[1308] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1309] <400>  80

[1310] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1311] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1312] <210>  81

[1313] <211>  100

[1314] <212>  RNA

[1315] <213> 人工序列

[1316] <220>

[1317] <223>  合成构建物

[1318] <220>

[1319] <221>  misc_feature

[1320] <222>  (1) ..(2)

[1321] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1322] <220>

[1323] <221>  misc_feature

[1324] <222>  (16) ..(17)

[1325] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1326] <220>

[1327] <221>  misc_feature

[1328] <222>  (99) ..(100)

[1329] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1330] <400>  81

[1331] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1332] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1333] <210>  82

[1334] <211>  100

[1335] <212>  RNA

[1336] <213> 人工序列

[1337] <220>

[1338] <223>  合成构建物

[1339] <220>

[1340] <221>  misc_feature

[1341] <222>  (1) ..(2)

[1342] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1343] <220>
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[1344] <221>  misc_feature

[1345] <222>  (17) ..(18)

[1346] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1347] <220>

[1348] <221>  misc_feature

[1349] <222>  (99) ..(100)

[1350] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1351] <400>  82

[1352] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1353] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1354] <210>  83

[1355] <211>  100

[1356] <212>  RNA

[1357] <213> 人工序列

[1358] <220>

[1359] <223>  合成构建物

[1360] <220>

[1361] <221>  misc_feature

[1362] <222>  (1) ..(2)

[1363] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1364] <220>

[1365] <221>  misc_feature

[1366] <222>  (18) ..(19)

[1367] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1368] <220>

[1369] <221>  misc_feature

[1370] <222>  (99) ..(100)

[1371] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1372] <400>  83

[1373] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1374] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1375] <210>  84

[1376] <211>  100

[1377] <212>  RNA

[1378] <213> 人工序列

[1379] <220>

[1380] <223>  合成构建物

[1381] <220>

[1382] <221>  misc_feature

[1383] <222>  (1) ..(2)

[1384] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1385] <220>
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[1386] <221>  misc_feature

[1387] <222>  (19) ..(20)

[1388] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1389] <220>

[1390] <221>  misc_feature

[1391] <222>  (99) ..(100)

[1392] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1393] <400>  84

[1394] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1395] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1396] <210>  85

[1397] <211>  100

[1398] <212>  RNA

[1399] <213> 人工序列

[1400] <220>

[1401] <223>  合成构建物

[1402] <220>

[1403] <221>  misc_feature

[1404] <222>  (1) ..(2)

[1405] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1406] <220>

[1407] <221>  misc_feature

[1408] <222>  (20) ..(21)

[1409] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1410] <220>

[1411] <221>  misc_feature

[1412] <222>  (99) ..(100)

[1413] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1414] <400>  85

[1415] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1416] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1417] <210>  86

[1418] <211>  100

[1419] <212>  RNA

[1420] <213> 人工序列

[1421] <220>

[1422] <223>  合成构建物

[1423] <220>

[1424] <221>  misc_feature

[1425] <222>  (1) ..(2)

[1426] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1427] <220>
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[1428] <221>  misc_feature

[1429] <222>  (99) ..(100)

[1430] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1431] <400>  86

[1432] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1433] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1434] <210>  87

[1435] <211>  100

[1436] <212>  RNA

[1437] <213> 人工序列

[1438] <220>

[1439] <223>  合成构建物

[1440] <220>

[1441] <221>  misc_feature

[1442] <222>  (1) ..(2)

[1443] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1444] <220>

[1445] <221>  misc_feature

[1446] <222>  (4) ..(5)

[1447] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1448] <220>

[1449] <221>  misc_feature

[1450] <222>  (99) ..(100)

[1451] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1452] <400>  87

[1453] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1454] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1455] <210>  88

[1456] <211>  100

[1457] <212>  RNA

[1458] <213> 人工序列

[1459] <220>

[1460] <223>  合成构建物

[1461] <220>

[1462] <221>  misc_feature

[1463] <222>  (1) ..(2)

[1464] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1465] <220>

[1466] <221>  misc_feature

[1467] <222>  (5) ..(6)

[1468] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1469] <220>
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[1470] <221>  misc_feature

[1471] <222>  (99) ..(100)

[1472] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1473] <400>  88

[1474] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1475] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1476] <210>  89

[1477] <211>  100

[1478] <212>  RNA

[1479] <213> 人工序列

[1480] <220>

[1481] <223>  合成构建物

[1482] <220>

[1483] <221>  misc_feature

[1484] <222>  (1) ..(2)

[1485] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1486] <220>

[1487] <221>  misc_feature

[1488] <222>  (6) ..(7)

[1489] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1490] <220>

[1491] <221>  misc_feature

[1492] <222>  (99) ..(100)

[1493] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1494] <400>  89

[1495] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1496] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1497] <210>  90

[1498] <211>  100

[1499] <212>  RNA

[1500] <213> 人工序列

[1501] <220>

[1502] <223>  合成构建物

[1503] <220>

[1504] <221>  misc_feature

[1505] <222>  (1) ..(2)

[1506] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1507] <220>

[1508] <221>  misc_feature

[1509] <222>  (7) ..(8)

[1510] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1511] <220>
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[1512] <221>  misc_feature

[1513] <222>  (99) ..(100)

[1514] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1515] <400>  90

[1516] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1517] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1518] <210>  91

[1519] <211>  100

[1520] <212>  RNA

[1521] <213> 人工序列

[1522] <220>

[1523] <223>  合成构建物

[1524] <220>

[1525] <221>  misc_feature

[1526] <222>  (1) ..(2)

[1527] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1528] <220>

[1529] <221>  misc_feature

[1530] <222>  (8) ..(9)

[1531] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1532] <220>

[1533] <221>  misc_feature

[1534] <222>  (99) ..(100)

[1535] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1536] <400>  91

[1537] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1538] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1539] <210>  92

[1540] <211>  100

[1541] <212>  RNA

[1542] <213> 人工序列

[1543] <220>

[1544] <223>  合成构建物

[1545] <220>

[1546] <221>  misc_feature

[1547] <222>  (1) ..(2)

[1548] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1549] <220>

[1550] <221>  misc_feature

[1551] <222>  (9) ..(10)

[1552] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1553] <220>
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[1554] <221>  misc_feature

[1555] <222>  (99) ..(100)

[1556] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1557] <400>  92

[1558] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1559] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1560] <210>  93

[1561] <211>  100

[1562] <212>  RNA

[1563] <213> 人工序列

[1564] <220>

[1565] <223>  合成构建物

[1566] <220>

[1567] <221>  misc_feature

[1568] <222>  (1) ..(2)

[1569] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1570] <220>

[1571] <221>  misc_feature

[1572] <222>  (10) ..(11)

[1573] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1574] <220>

[1575] <221>  misc_feature

[1576] <222>  (99) ..(100)

[1577] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1578] <400>  93

[1579] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1580] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1581] <210>  94

[1582] <211>  100

[1583] <212>  RNA

[1584] <213> 人工序列

[1585] <220>

[1586] <223>  合成构建物

[1587] <220>

[1588] <221>  misc_feature

[1589] <222>  (1) ..(2)

[1590] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1591] <220>

[1592] <221>  misc_feature

[1593] <222>  (11) ..(12)

[1594] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1595] <220>
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[1596] <221>  misc_feature

[1597] <222>  (99) ..(100)

[1598] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1599] <400>  94

[1600] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1601] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1602] <210>  95

[1603] <211>  100

[1604] <212>  RNA

[1605] <213> 人工序列

[1606] <220>

[1607] <223>  合成构建物

[1608] <220>

[1609] <221>  misc_feature

[1610] <222>  (1) ..(2)

[1611] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1612] <220>

[1613] <221>  misc_feature

[1614] <222>  (12) ..(13)

[1615] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1616] <220>

[1617] <221>  misc_feature

[1618] <222>  (99) ..(100)

[1619] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1620] <400>  95

[1621] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1622] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1623] <210>  96

[1624] <211>  100

[1625] <212>  RNA

[1626] <213> 人工序列

[1627] <220>

[1628] <223>  合成构建物

[1629] <220>

[1630] <221>  misc_feature

[1631] <222>  (1) ..(2)

[1632] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1633] <220>

[1634] <221>  misc_feature

[1635] <222>  (13) ..(14)

[1636] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1637] <220>
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[1638] <221>  misc_feature

[1639] <222>  (99) ..(100)

[1640] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1641] <400>  96

[1642] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1643] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1644] <210>  97

[1645] <211>  100

[1646] <212>  RNA

[1647] <213> 人工序列

[1648] <220>

[1649] <223>  合成构建物

[1650] <220>

[1651] <221>  misc_feature

[1652] <222>  (1) ..(2)

[1653] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1654] <220>

[1655] <221>  misc_feature

[1656] <222>  (14) ..(15)

[1657] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1658] <220>

[1659] <221>  misc_feature

[1660] <222>  (99) ..(100)

[1661] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1662] <400>  97

[1663] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1664] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1665] <210>  98

[1666] <211>  100

[1667] <212>  RNA

[1668] <213> 人工序列

[1669] <220>

[1670] <223>  合成构建物

[1671] <220>

[1672] <221>  misc_feature

[1673] <222>  (1) ..(2)

[1674] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1675] <220>

[1676] <221>  misc_feature

[1677] <222>  (15) ..(16)

[1678] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1679] <220>
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[1680] <221>  misc_feature

[1681] <222>  (99) ..(100)

[1682] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1683] <400>  98

[1684] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1685] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1686] <210>  99

[1687] <211>  100

[1688] <212>  RNA

[1689] <213> 人工序列

[1690] <220>

[1691] <223>  合成构建物

[1692] <220>

[1693] <221>  misc_feature

[1694] <222>  (1) ..(2)

[1695] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1696] <220>

[1697] <221>  misc_feature

[1698] <222>  (16) ..(17)

[1699] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1700] <220>

[1701] <221>  misc_feature

[1702] <222>  (99) ..(100)

[1703] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1704] <400>  99

[1705] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1706] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1707] <210>  100

[1708] <211>  100

[1709] <212>  RNA

[1710] <213> 人工序列

[1711] <220>

[1712] <223>  合成构建物

[1713] <220>

[1714] <221>  misc_feature

[1715] <222>  (1) ..(2)

[1716] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1717] <220>

[1718] <221>  misc_feature

[1719] <222>  (17) ..(18)

[1720] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1721] <220>
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[1722] <221>  misc_feature

[1723] <222>  (99) ..(100)

[1724] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1725] <400>  100

[1726] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1727] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1728] <210>  101

[1729] <211>  100

[1730] <212>  RNA

[1731] <213> 人工序列

[1732] <220>

[1733] <223>  合成构建物

[1734] <220>

[1735] <221>  misc_feature

[1736] <222>  (1) ..(2)

[1737] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1738] <220>

[1739] <221>  misc_feature

[1740] <222>  (18) ..(19)

[1741] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1742] <220>

[1743] <221>  misc_feature

[1744] <222>  (99) ..(100)

[1745] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1746] <400>  101

[1747] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1748] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1749] <210>  102

[1750] <211>  100

[1751] <212>  RNA

[1752] <213> 人工序列

[1753] <220>

[1754] <223>  合成构建物

[1755] <220>

[1756] <221>  misc_feature

[1757] <222>  (1) ..(2)

[1758] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1759] <220>

[1760] <221>  misc_feature

[1761] <222>  (19) ..(20)

[1762] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1763] <220>
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[1764] <221>  misc_feature

[1765] <222>  (99) ..(100)

[1766] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1767] <400>  102

[1768] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1769] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1770] <210>  103

[1771] <211>  100

[1772] <212>  RNA

[1773] <213> 人工序列

[1774] <220>

[1775] <223>  合成构建物

[1776] <220>

[1777] <221>  misc_feature

[1778] <222>  (1) ..(2)

[1779] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1780] <220>

[1781] <221>  misc_feature

[1782] <222>  (99) ..(100)

[1783] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[1784] <400>  103

[1785] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[1786] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[1787] <210>  104

[1788] <211>  2838

[1789] <212>  DNA

[1790] <213> 人工序列

[1791] <220>

[1792] <223>  合成构建物

[1793] <400>  104

[1794] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[1795] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[1796] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[1797] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[1798] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[1799] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[1800] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[1801] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[1802] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[1803] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[1804] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[1805] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720
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[1806] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[1807] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[1808] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcgcaggcca  aagatgtctc  900

[1809] ccgcatgcgc  tcagtcctca  tctccctcaa  gcaggccctg  ctggtgcact  gaagagccac  960

[1810] cctgtgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[1811] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[1812] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[1813] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[1814] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[1815] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[1816] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[1817] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[1818] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[1819] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[1820] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[1821] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[1822] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[1823] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[1824] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[1825] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[1826] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[1827] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[1828] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[1829] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[1830] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[1831] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[1832] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[1833] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[1834] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[1835] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[1836] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[1837] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[1838] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[1839] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[1840] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[1841] aataccgcgc  cacatagc  2838

[1842] <210>  105

[1843] <211>  2838

[1844] <212>  DNA

[1845] <213> 人工序列

[1846] <220>

[1847] <223>  合成构建物
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[1848] <400>  105

[1849] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[1850] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[1851] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[1852] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[1853] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[1854] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[1855] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[1856] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[1857] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[1858] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[1859] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[1860] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[1861] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[1862] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[1863] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcgcagggca  aagaggtctc  900

[1864] ctgtatgcac  tcagtcctca  actccctcaa  gcaggcgacc  cttggtgcac  tgacaaaccg  960

[1865] ctcctgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[1866] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[1867] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[1868] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[1869] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[1870] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[1871] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[1872] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[1873] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[1874] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[1875] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[1876] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[1877] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[1878] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[1879] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[1880] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[1881] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[1882] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[1883] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[1884] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[1885] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[1886] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[1887] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[1888] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[1889] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460
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[1890] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[1891] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[1892] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[1893] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[1894] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[1895] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[1896] aataccgcgc  cacatagc  2838

[1897] <210>  106

[1898] <211>  2838

[1899] <212>  DNA

[1900] <213> 人工序列

[1901] <220>

[1902] <223>  合成构建物

[1903] <400>  106

[1904] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[1905] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[1906] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[1907] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[1908] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[1909] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[1910] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[1911] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[1912] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[1913] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[1914] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[1915] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[1916] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[1917] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[1918] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcaggagagg  gagccatgct  900

[1919] catctccagc  ccactcctca  tccccctcaa  gccggtccca  ggctgagagg  ctaaagcttg  960

[1920] tctttgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[1921] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[1922] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[1923] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[1924] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[1925] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[1926] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[1927] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[1928] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[1929] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[1930] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[1931] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680
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[1932] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[1933] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[1934] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[1935] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[1936] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[1937] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[1938] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[1939] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[1940] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[1941] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[1942] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[1943] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[1944] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[1945] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[1946] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[1947] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[1948] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[1949] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[1950] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[1951] aataccgcgc  cacatagc  2838

[1952] <210>  107

[1953] <211>  2838

[1954] <212>  DNA

[1955] <213> 人工序列

[1956] <220>

[1957] <223>  合成构建物

[1958] <400>  107

[1959] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[1960] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[1961] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[1962] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[1963] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[1964] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[1965] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[1966] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[1967] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[1968] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[1969] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[1970] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[1971] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[1972] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[1973] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcaagagctt  cactgagtag  900
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[1974] gattaagata  ttgcagatgt  agtgtttcca  cagggtggct  cttcagtgca  ccagcggaac  960

[1975] ctgctgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[1976] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[1977] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[1978] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[1979] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[1980] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[1981] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[1982] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[1983] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[1984] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[1985] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[1986] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[1987] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[1988] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[1989] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[1990] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[1991] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[1992] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[1993] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[1994] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[1995] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[1996] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[1997] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[1998] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[1999] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2000] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2001] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2002] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2003] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2004] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2005] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2006] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2007] <210>  108

[2008] <211>  2838

[2009] <212>  DNA

[2010] <213> 人工序列

[2011] <220>

[2012] <223>  合成构建物

[2013] <400>  108

[2014] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2015] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

序　列　表 48/109 页

170

CN 109563514 B

170



[2016] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2017] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2018] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[2019] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2020] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2021] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[2022] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2023] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2024] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2025] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2026] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2027] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2028] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcaagagctt  cactgagtag  900

[2029] gattaagata  ttgcagatgt  agtatttcca  cagggtggct  cttcagtgca  ccagcggaac  960

[2030] ctgctgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2031] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[2032] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2033] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2034] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[2035] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2036] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2037] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2038] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2039] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2040] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2041] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2042] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2043] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2044] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[2045] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2046] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2047] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[2048] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2049] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2050] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2051] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2052] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2053] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2054] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2055] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2056] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2057] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640
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[2058] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2059] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2060] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2061] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2062] <210>  109

[2063] <211>  2838

[2064] <212>  DNA

[2065] <213> 人工序列

[2066] <220>

[2067] <223>  合成构建物

[2068] <400>  109

[2069] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2070] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[2071] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2072] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2073] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[2074] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2075] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2076] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[2077] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2078] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2079] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2080] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2081] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2082] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2083] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcaagagctt  cactgagtag  900

[2084] gattaagata  ttccagatgt  agcgtttcca  cagggtggct  cttcagtgca  ccagcggaac  960

[2085] ctgctgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2086] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[2087] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2088] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2089] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[2090] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2091] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2092] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2093] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2094] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2095] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2096] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2097] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2098] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2099] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860
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[2100] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2101] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2102] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[2103] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2104] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2105] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2106] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2107] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2108] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2109] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2110] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2111] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2112] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2113] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2114] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2115] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2116] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2117] <210>  110

[2118] <211>  2838

[2119] <212>  DNA

[2120] <213> 人工序列

[2121] <220>

[2122] <223>  合成构建物

[2123] <400>  110

[2124] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2125] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[2126] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2127] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2128] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[2129] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2130] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2131] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[2132] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2133] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2134] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2135] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2136] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2137] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2138] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcaagagctt  cactgagtag  900

[2139] gattaagata  ttgcagatgt  tgtgtttcca  cagggtggct  cttcagtgca  ccagcggaac  960

[2140] ctgctgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2141] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080
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[2142] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2143] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2144] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[2145] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2146] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2147] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2148] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2149] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2150] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2151] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2152] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2153] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2154] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[2155] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2156] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2157] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[2158] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2159] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2160] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2161] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2162] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2163] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2164] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2165] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2166] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2167] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2168] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2169] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2170] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2171] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2172] <210>  111

[2173] <211>  2838

[2174] <212>  DNA

[2175] <213> 人工序列

[2176] <220>

[2177] <223>  合成构建物

[2178] <400>  111

[2179] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2180] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[2181] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2182] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2183] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300
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[2184] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2185] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2186] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[2187] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2188] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2189] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2190] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2191] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2192] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2193] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcggcctcac  caccaacttc  900

[2194] atccacgttc  accttgcccc  acagggcagt  aacggcagac  ttctcctcag  gagtcagatg  960

[2195] caccagcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2196] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[2197] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2198] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2199] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[2200] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2201] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2202] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2203] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2204] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2205] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2206] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2207] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2208] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2209] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[2210] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2211] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2212] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[2213] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2214] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2215] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2216] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2217] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2218] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2219] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2220] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2221] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2222] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2223] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2224] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2225] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820
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[2226] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2227] <210>  112

[2228] <211>  2838

[2229] <212>  DNA

[2230] <213> 人工序列

[2231] <220>

[2232] <223>  合成构建物

[2233] <400>  112

[2234] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2235] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[2236] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2237] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2238] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[2239] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2240] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2241] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[2242] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2243] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2244] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2245] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2246] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2247] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2248] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcggatagga  aaggtgaagt  900

[2249] cagagcagtg  cttcagcccc  acagggcagt  aagggcagcc  ttcctctaaa  taccagattc  960

[2250] ccaaagcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2251] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[2252] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2253] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2254] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[2255] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2256] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2257] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2258] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2259] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2260] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2261] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2262] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2263] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2264] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[2265] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2266] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2267] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040
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[2268] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2269] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2270] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2271] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2272] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2273] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2274] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2275] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2276] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2277] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2278] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2279] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2280] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2281] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2282] <210>  113

[2283] <211>  2838

[2284] <212>  DNA

[2285] <213> 人工序列

[2286] <220>

[2287] <223>  合成构建物

[2288] <400>  113

[2289] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2290] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[2291] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2292] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2293] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[2294] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2295] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2296] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480

[2297] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2298] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2299] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2300] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2301] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2302] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2303] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tcgggcagct  gcaggaataa  900

[2304] gagggatgtg  aatggtaatg  atggcttcaa  catggcgctt  gctcttcatt  ccctgggtgt  960

[2305] agtctgcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2306] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[2307] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2308] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2309] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260
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[2310] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2311] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2312] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2313] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2314] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2315] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2316] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2317] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2318] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2319] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[2320] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2321] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2322] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[2323] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2324] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2325] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2326] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2327] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2328] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2329] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2330] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2331] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2332] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2333] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2334] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2335] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2336] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2337] <210>  114

[2338] <211>  2838

[2339] <212>  DNA

[2340] <213> 人工序列

[2341] <220>

[2342] <223>  合成构建物

[2343] <400>  114

[2344] gcgtttctgg  gtgagcaaaa  acaggaaggc  aaaatgccgc  aaaaaaggga  ataagggcga  60

[2345] cacggaaatg  ttgaatactc  atactcttcc  tttttcaata  ttattgaagc  atttatcagg  120

[2346] gttattgtct  catgagcgga  tacatatttg  aatgtattta  gaaaaataaa  caaatagggg  180

[2347] ttccgcgcac  atttccccga  aaagtgccac  ctaaattgta  agcgttaata  ttttgttaaa  240

[2348] attcgcgtta  aatttttgtt  aaatcagctc  attttttaac  caataggccg  aaatcggcaa  300

[2349] aatcccttat  aaatcaaaag  aatagaccga  gatagggttg  agtgttgttc  cagtttggaa  360

[2350] caagagtcca  ctattaaaga  acgtggactc  caacgtcaaa  gggcgaaaaa  ccgtctatca  420

[2351] gggcgatggc  ccactacgtg  aaccatcacc  ctaatcaagt  tttttggggt  cgaggtgccg  480
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[2352] taaagcacta  aatcggaacc  ctaaagggag  cccccgattt  agagcttgac  ggggaaagcc  540

[2353] ggcgaacgtg  gcgagaaagg  aagggaagaa  agcgaaagga  gcgggcgcta  gggcgctggc  600

[2354] aagtgtagcg  gtcacgctgc  gcgtaaccac  cacacccgcc  gcgcttaatg  cgccgctaca  660

[2355] gggcgcgtcc  cattcgccat  tcaggctgcg  caactgttgg  gaagggcgat  cggtgcgggc  720

[2356] ctcttcgcta  ttacgccagc  tggcgaaagg  gggatgtgct  gcaaggcgat  taagttgggt  780

[2357] aacgccaggg  ttttcccagt  cacgacgttg  taaaacgacg  gccagtgagc  gcgcgtaata  840

[2358] cgactcacta  tagggcgaat  tgggtacgat  cgatgcggcc  tccaatattg  agagtgaatg  900

[2359] aaaagtgtca  gctggtaatg  atgacttcaa  catagtcaga  actctttggg  ctgttccaaa  960

[2360] catcagcgcg  tgatatgcag  ctccagcttt  tgttcccttt  agtgagggtt  aattgcgcgc  1020

[2361] ttggcgtaat  catggtcata  gctgtttcct  gtgtgaaatt  gttatccgct  cacaattcca  1080

[2362] cacaacatac  gagccggaag  cataaagtgt  aaagcctggg  gtgcctaatg  agtgagctaa  1140

[2363] ctcacattaa  ttgcgttgcg  ctcactgccc  gctttccagt  cgggaaacct  gtcgtgccag  1200

[2364] ctgcattaat  gaatcggcca  acgcgcgggg  agaggcggtt  tgcgtattgg  gcgctcttcc  1260

[2365] gcttcctcgc  tcactgactc  gctgcgctcg  gtcgttcggc  tgcggcgagc  ggtatcagct  1320

[2366] cactcaaagg  cggtaatacg  gttatccaca  gaatcagggg  ataacgcagg  aaagaacatg  1380

[2367] tgagcaaaag  gccagcaaaa  ggccaggaac  cgtaaaaagg  ccgcgttgct  ggcgtttttc  1440

[2368] cataggctcc  gcccccctga  cgagcatcac  aaaaatcgac  gctcaagtca  gaggtggcga  1500

[2369] aacccgacag  gactataaag  ataccaggcg  tttccccctg  gaagctccct  cgtgcgctct  1560

[2370] cctgttccga  ccctgccgct  taccggatac  ctgtccgcct  ttctcccttc  gggaagcgtg  1620

[2371] gcgctttctc  atagctcacg  ctgtaggtat  ctcagttcgg  tgtaggtcgt  tcgctccaag  1680

[2372] ctgggctgtg  tgcacgaacc  ccccgttcag  cccgaccgct  gcgccttatc  cggtaactat  1740

[2373] cgtcttgagt  ccaacccggt  aagacacgac  ttatcgccac  tggcagcagc  cactggtaac  1800

[2374] aggattagca  gagcgaggta  tgtaggcggt  gctacagagt  tcttgaagtg  gtggcctaac  1860

[2375] tacggctaca  ctagaaggac  agtatttggt  atctgcgctc  tgctgaagcc  agttaccttc  1920

[2376] ggaaaaagag  ttggtagctc  ttgatccggc  aaacaaacca  ccgctggtag  cggtggtttt  1980

[2377] tttgtttgca  agcagcagat  tacgcgcaga  aaaaaaggat  ctcaagaaga  tcctttgatc  2040

[2378] ttttctacgg  ggtctgacgc  tcagtggaac  gaaaactcac  gttaagggat  tttggtcatg  2100

[2379] agattatcaa  aaaggatctt  cacctagatc  cttttaaatt  aaaaatgaag  ttttaaatca  2160

[2380] atctaaagta  tatatgagta  aacttggtct  gacagttacc  aatgcttaat  cagtgaggca  2220

[2381] cctatctcag  cgatctgtct  atttcgttca  tccatagttg  cctgactccc  cgtcgtgtag  2280

[2382] ataactacga  tacgggaggg  cttaccatct  ggccccagtg  ctgcaatgat  accgcgagac  2340

[2383] ccacgctcac  cggctccaga  tttatcagca  ataaaccagc  cagccggaag  ggccgagcgc  2400

[2384] agaagtggtc  ctgcaacttt  atccgcctcc  atccagtcta  ttaattgttg  ccgggaagct  2460

[2385] agagtaagta  gttcgccagt  taatagtttg  cgcaacgttg  ttgccattgc  tacaggcatc  2520

[2386] gtggtgtcac  gctcgtcgtt  tggtatggct  tcattcagct  ccggttccca  acgatcaagg  2580

[2387] cgagttacat  gatcccccat  gttgtgcaaa  aaagcggtta  gctccttcgg  tcctccgatc  2640

[2388] gttgtcagaa  gtaagttggc  cgcagtgtta  tcactcatgg  ttatggcagc  actgcataat  2700

[2389] tctcttactg  tcatgccatc  cgtaagatgc  ttttctgtga  ctggtgagta  ctcaaccaag  2760

[2390] tcattctgag  aatagtgtat  gcggcgaccg  agttgctctt  gcccggcgtc  aatacgggat  2820

[2391] aataccgcgc  cacatagc  2838

[2392] <210>  115

[2393] <211>  1368
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[2394] <212>  PRT

[2395] <213> 人工序列

[2396] <220>

[2397] <223>  合成构建物

[2398] <400>  115

[2399] Met  Asp  Lys  Lys  Tyr  Ser  Ile  Gly  Leu  Asp  Ile  Gly  Thr  Asn  Ser  Val

[2400] 1               5                   10                  15

[2401] Gly  Trp  Ala  Val  Ile  Thr  Asp  Glu  Tyr  Lys  Val  Pro  Ser  Lys  Lys  Phe

[2402]             20                  25                  30

[2403] Lys  Val  Leu  Gly  Asn  Thr  Asp  Arg  His  Ser  Ile  Lys  Lys  Asn  Leu  Ile

[2404]         35                  40                  45

[2405] Gly  Ala  Leu  Leu  Phe  Asp  Ser  Gly  Glu  Thr  Ala  Glu  Ala  Thr  Arg  Leu

[2406]     50                  55                  60

[2407] Lys  Arg  Thr  Ala  Arg  Arg  Arg  Tyr  Thr  Arg  Arg  Lys  Asn  Arg  Ile  Cys

[2408] 65                  70                  75                  80

[2409] Tyr  Leu  Gln  Glu  Ile  Phe  Ser  Asn  Glu  Met  Ala  Lys  Val  Asp  Asp  Ser

[2410]                 85                  90                  95

[2411] Phe  Phe  His  Arg  Leu  Glu  Glu  Ser  Phe  Leu  Val  Glu  Glu  Asp  Lys  Lys

[2412]             100                 105                 110

[2413] His  Glu  Arg  His  Pro  Ile  Phe  Gly  Asn  Ile  Val  Asp  Glu  Val  Ala  Tyr

[2414]         115                 120                 125

[2415] His  Glu  Lys  Tyr  Pro  Thr  Ile  Tyr  His  Leu  Arg  Lys  Lys  Leu  Val  Asp

[2416]     130                 135                 140

[2417] Ser  Thr  Asp  Lys  Ala  Asp  Leu  Arg  Leu  Ile  Tyr  Leu  Ala  Leu  Ala  His

[2418] 145                 150                 155                 160

[2419] Met  Ile  Lys  Phe  Arg  Gly  His  Phe  Leu  Ile  Glu  Gly  Asp  Leu  Asn  Pro

[2420]                 165                 170                 175

[2421] Asp  Asn  Ser  Asp  Val  Asp  Lys  Leu  Phe  Ile  Gln  Leu  Val  Gln  Thr  Tyr

[2422]             180                 185                 190

[2423] Asn  Gln  Leu  Phe  Glu  Glu  Asn  Pro  Ile  Asn  Ala  Ser  Gly  Val  Asp  Ala

[2424]         195                 200                 205

[2425] Lys  Ala  Ile  Leu  Ser  Ala  Arg  Leu  Ser  Lys  Ser  Arg  Arg  Leu  Glu  Asn

[2426]     210                 215                 220

[2427] Leu  Ile  Ala  Gln  Leu  Pro  Gly  Glu  Lys  Lys  Asn  Gly  Leu  Phe  Gly  Asn

[2428] 225                 230                 235                 240

[2429] Leu  Ile  Ala  Leu  Ser  Leu  Gly  Leu  Thr  Pro  Asn  Phe  Lys  Ser  Asn  Phe

[2430]                 245                 250                 255

[2431] Asp  Leu  Ala  Glu  Asp  Ala  Lys  Leu  Gln  Leu  Ser  Lys  Asp  Thr  Tyr  Asp

[2432]             260                 265                 270

[2433] Asp  Asp  Leu  Asp  Asn  Leu  Leu  Ala  Gln  Ile  Gly  Asp  Gln  Tyr  Ala  Asp

[2434]         275                 280                 285

[2435] Leu  Phe  Leu  Ala  Ala  Lys  Asn  Leu  Ser  Asp  Ala  Ile  Leu  Leu  Ser  Asp
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[2436]     290                 295                 300

[2437] Ile  Leu  Arg  Val  Asn  Thr  Glu  Ile  Thr  Lys  Ala  Pro  Leu  Ser  Ala  Ser

[2438] 305                 310                 315                 320

[2439] Met  Ile  Lys  Arg  Tyr  Asp  Glu  His  His  Gln  Asp  Leu  Thr  Leu  Leu  Lys

[2440]                 325                 330                 335

[2441] Ala  Leu  Val  Arg  Gln  Gln  Leu  Pro  Glu  Lys  Tyr  Lys  Glu  Ile  Phe  Phe

[2442]             340                 345                 350

[2443] Asp  Gln  Ser  Lys  Asn  Gly  Tyr  Ala  Gly  Tyr  Ile  Asp  Gly  Gly  Ala  Ser

[2444]         355                 360                 365

[2445] Gln  Glu  Glu  Phe  Tyr  Lys  Phe  Ile  Lys  Pro  Ile  Leu  Glu  Lys  Met  Asp

[2446]     370                 375                 380

[2447] Gly  Thr  Glu  Glu  Leu  Leu  Val  Lys  Leu  Asn  Arg  Glu  Asp  Leu  Leu  Arg

[2448] 385                 390                 395                 400

[2449] Lys  Gln  Arg  Thr  Phe  Asp  Asn  Gly  Ser  Ile  Pro  His  Gln  Ile  His  Leu

[2450]                 405                 410                 415

[2451] Gly  Glu  Leu  His  Ala  Ile  Leu  Arg  Arg  Gln  Glu  Asp  Phe  Tyr  Pro  Phe

[2452]             420                 425                 430

[2453] Leu  Lys  Asp  Asn  Arg  Glu  Lys  Ile  Glu  Lys  Ile  Leu  Thr  Phe  Arg  Ile

[2454]         435                 440                 445

[2455] Pro  Tyr  Tyr  Val  Gly  Pro  Leu  Ala  Arg  Gly  Asn  Ser  Arg  Phe  Ala  Trp

[2456]     450                 455                 460

[2457] Met  Thr  Arg  Lys  Ser  Glu  Glu  Thr  Ile  Thr  Pro  Trp  Asn  Phe  Glu  Glu

[2458] 465                 470                 475                 480

[2459] Val  Val  Asp  Lys  Gly  Ala  Ser  Ala  Gln  Ser  Phe  Ile  Glu  Arg  Met  Thr

[2460]                 485                 490                 495

[2461] Asn  Phe  Asp  Lys  Asn  Leu  Pro  Asn  Glu  Lys  Val  Leu  Pro  Lys  His  Ser

[2462]             500                 505                 510

[2463] Leu  Leu  Tyr  Glu  Tyr  Phe  Thr  Val  Tyr  Asn  Glu  Leu  Thr  Lys  Val  Lys

[2464]         515                 520                 525

[2465] Tyr  Val  Thr  Glu  Gly  Met  Arg  Lys  Pro  Ala  Phe  Leu  Ser  Gly  Glu  Gln

[2466]     530                 535                 540

[2467] Lys  Lys  Ala  Ile  Val  Asp  Leu  Leu  Phe  Lys  Thr  Asn  Arg  Lys  Val  Thr

[2468] 545                 550                 555                 560

[2469] Val  Lys  Gln  Leu  Lys  Glu  Asp  Tyr  Phe  Lys  Lys  Ile  Glu  Cys  Phe  Asp

[2470]                 565                 570                 575

[2471] Ser  Val  Glu  Ile  Ser  Gly  Val  Glu  Asp  Arg  Phe  Asn  Ala  Ser  Leu  Gly

[2472]             580                 585                 590

[2473] Thr  Tyr  His  Asp  Leu  Leu  Lys  Ile  Ile  Lys  Asp  Lys  Asp  Phe  Leu  Asp

[2474]         595                 600                 605

[2475] Asn  Glu  Glu  Asn  Glu  Asp  Ile  Leu  Glu  Asp  Ile  Val  Leu  Thr  Leu  Thr

[2476]     610                 615                 620

[2477] Leu  Phe  Glu  Asp  Arg  Glu  Met  Ile  Glu  Glu  Arg  Leu  Lys  Thr  Tyr  Ala
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[2478] 625                 630                 635                 640

[2479] His  Leu  Phe  Asp  Asp  Lys  Val  Met  Lys  Gln  Leu  Lys  Arg  Arg  Arg  Tyr

[2480]                 645                 650                 655

[2481] Thr  Gly  Trp  Gly  Arg  Leu  Ser  Arg  Lys  Leu  Ile  Asn  Gly  Ile  Arg  Asp

[2482]             660                 665                 670

[2483] Lys  Gln  Ser  Gly  Lys  Thr  Ile  Leu  Asp  Phe  Leu  Lys  Ser  Asp  Gly  Phe

[2484]         675                 680                 685

[2485] Ala  Asn  Arg  Asn  Phe  Met  Gln  Leu  Ile  His  Asp  Asp  Ser  Leu  Thr  Phe

[2486]     690                 695                 700

[2487] Lys  Glu  Asp  Ile  Gln  Lys  Ala  Gln  Val  Ser  Gly  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu

[2488] 705                 710                 715                 720

[2489] His  Glu  His  Ile  Ala  Asn  Leu  Ala  Gly  Ser  Pro  Ala  Ile  Lys  Lys  Gly

[2490]                 725                 730                 735

[2491] Ile  Leu  Gln  Thr  Val  Lys  Val  Val  Asp  Glu  Leu  Val  Lys  Val  Met  Gly

[2492]             740                 745                 750

[2493] Arg  His  Lys  Pro  Glu  Asn  Ile  Val  Ile  Glu  Met  Ala  Arg  Glu  Asn  Gln

[2494]         755                 760                 765

[2495] Thr  Thr  Gln  Lys  Gly  Gln  Lys  Asn  Ser  Arg  Glu  Arg  Met  Lys  Arg  Ile

[2496]     770                 775                 780

[2497] Glu  Glu  Gly  Ile  Lys  Glu  Leu  Gly  Ser  Gln  Ile  Leu  Lys  Glu  His  Pro

[2498] 785                 790                 795                 800

[2499] Val  Glu  Asn  Thr  Gln  Leu  Gln  Asn  Glu  Lys  Leu  Tyr  Leu  Tyr  Tyr  Leu

[2500]                 805                 810                 815

[2501] Gln  Asn  Gly  Arg  Asp  Met  Tyr  Val  Asp  Gln  Glu  Leu  Asp  Ile  Asn  Arg

[2502]             820                 825                 830

[2503] Leu  Ser  Asp  Tyr  Asp  Val  Asp  His  Ile  Val  Pro  Gln  Ser  Phe  Leu  Lys

[2504]         835                 840                 845

[2505] Asp  Asp  Ser  Ile  Asp  Asn  Lys  Val  Leu  Thr  Arg  Ser  Asp  Lys  Asn  Arg

[2506]     850                 855                 860

[2507] Gly  Lys  Ser  Asp  Asn  Val  Pro  Ser  Glu  Glu  Val  Val  Lys  Lys  Met  Lys

[2508] 865                 870                 875                 880

[2509] Asn  Tyr  Trp  Arg  Gln  Leu  Leu  Asn  Ala  Lys  Leu  Ile  Thr  Gln  Arg  Lys

[2510]                 885                 890                 895

[2511] Phe  Asp  Asn  Leu  Thr  Lys  Ala  Glu  Arg  Gly  Gly  Leu  Ser  Glu  Leu  Asp

[2512]             900                 905                 910

[2513] Lys  Ala  Gly  Phe  Ile  Lys  Arg  Gln  Leu  Val  Glu  Thr  Arg  Gln  Ile  Thr

[2514]         915                 920                 925

[2515] Lys  His  Val  Ala  Gln  Ile  Leu  Asp  Ser  Arg  Met  Asn  Thr  Lys  Tyr  Asp

[2516]     930                 935                 940

[2517] Glu  Asn  Asp  Lys  Leu  Ile  Arg  Glu  Val  Lys  Val  Ile  Thr  Leu  Lys  Ser

[2518] 945                 950                 955                 960

[2519] Lys  Leu  Val  Ser  Asp  Phe  Arg  Lys  Asp  Phe  Gln  Phe  Tyr  Lys  Val  Arg
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[2520]                 965                 970                 975

[2521] Glu  Ile  Asn  Asn  Tyr  His  His  Ala  His  Asp  Ala  Tyr  Leu  Asn  Ala  Val

[2522]             980                 985                 990

[2523] Val  Gly  Thr  Ala  Leu  Ile  Lys  Lys  Tyr  Pro  Lys  Leu  Glu  Ser  Glu  Phe

[2524]         995                 1000                1005

[2525] Val  Tyr  Gly  Asp  Tyr  Lys  Val  Tyr  Asp  Val  Arg  Lys  Met  Ile  Ala

[2526]     1010                1015                1020

[2527] Lys  Ser  Glu  Gln  Glu  Ile  Gly  Lys  Ala  Thr  Ala  Lys  Tyr  Phe  Phe

[2528]     1025                1030                1035

[2529] Tyr  Ser  Asn  Ile  Met  Asn  Phe  Phe  Lys  Thr  Glu  Ile  Thr  Leu  Ala

[2530]     1040                1045                1050

[2531] Asn  Gly  Glu  Ile  Arg  Lys  Arg  Pro  Leu  Ile  Glu  Thr  Asn  Gly  Glu

[2532]     1055                1060                1065

[2533] Thr  Gly  Glu  Ile  Val  Trp  Asp  Lys  Gly  Arg  Asp  Phe  Ala  Thr  Val

[2534]     1070                1075                1080

[2535] Arg  Lys  Val  Leu  Ser  Met  Pro  Gln  Val  Asn  Ile  Val  Lys  Lys  Thr

[2536]     1085                1090                1095

[2537] Glu  Val  Gln  Thr  Gly  Gly  Phe  Ser  Lys  Glu  Ser  Ile  Leu  Pro  Lys

[2538]     1100                1105                1110

[2539] Arg  Asn  Ser  Asp  Lys  Leu  Ile  Ala  Arg  Lys  Lys  Asp  Trp  Asp  Pro

[2540]     1115                1120                1125

[2541] Lys  Lys  Tyr  Gly  Gly  Phe  Asp  Ser  Pro  Thr  Val  Ala  Tyr  Ser  Val

[2542]     1130                1135                1140

[2543] Leu  Val  Val  Ala  Lys  Val  Glu  Lys  Gly  Lys  Ser  Lys  Lys  Leu  Lys

[2544]     1145                1150                1155

[2545] Ser  Val  Lys  Glu  Leu  Leu  Gly  Ile  Thr  Ile  Met  Glu  Arg  Ser  Ser

[2546]     1160                1165                1170

[2547] Phe  Glu  Lys  Asn  Pro  Ile  Asp  Phe  Leu  Glu  Ala  Lys  Gly  Tyr  Lys

[2548]     1175                1180                1185

[2549] Glu  Val  Lys  Lys  Asp  Leu  Ile  Ile  Lys  Leu  Pro  Lys  Tyr  Ser  Leu

[2550]     1190                1195                1200

[2551] Phe  Glu  Leu  Glu  Asn  Gly  Arg  Lys  Arg  Met  Leu  Ala  Ser  Ala  Gly

[2552]     1205                1210                1215

[2553] Glu  Leu  Gln  Lys  Gly  Asn  Glu  Leu  Ala  Leu  Pro  Ser  Lys  Tyr  Val

[2554]     1220                1225                1230

[2555] Asn  Phe  Leu  Tyr  Leu  Ala  Ser  His  Tyr  Glu  Lys  Leu  Lys  Gly  Ser

[2556]     1235                1240                1245

[2557] Pro  Glu  Asp  Asn  Glu  Gln  Lys  Gln  Leu  Phe  Val  Glu  Gln  His  Lys

[2558]     1250                1255                1260

[2559] His  Tyr  Leu  Asp  Glu  Ile  Ile  Glu  Gln  Ile  Ser  Glu  Phe  Ser  Lys

[2560]     1265                1270                1275

[2561] Arg  Val  Ile  Leu  Ala  Asp  Ala  Asn  Leu  Asp  Lys  Val  Leu  Ser  Ala
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[2562]     1280                1285                1290

[2563] Tyr  Asn  Lys  His  Arg  Asp  Lys  Pro  Ile  Arg  Glu  Gln  Ala  Glu  Asn

[2564]     1295                1300                1305

[2565] Ile  Ile  His  Leu  Phe  Thr  Leu  Thr  Asn  Leu  Gly  Ala  Pro  Ala  Ala

[2566]     1310                1315                1320

[2567] Phe  Lys  Tyr  Phe  Asp  Thr  Thr  Ile  Asp  Arg  Lys  Arg  Tyr  Thr  Ser

[2568]     1325                1330                1335

[2569] Thr  Lys  Glu  Val  Leu  Asp  Ala  Thr  Leu  Ile  His  Gln  Ser  Ile  Thr

[2570]     1340                1345                1350

[2571] Gly  Leu  Tyr  Glu  Thr  Arg  Ile  Asp  Leu  Ser  Gln  Leu  Gly  Gly  Asp

[2572]     1355                1360                1365

[2573] <210>  116

[2574] <211>  7

[2575] <212>  PRT

[2576] <213> 人工序列

[2577] <220>

[2578] <223>  合成构建物

[2579] <400>  116

[2580] Pro  Lys  Lys  Lys  Arg  Lys  Val

[2581] 1               5

[2582] <210>  117

[2583] <211>  7

[2584] <212>  PRT

[2585] <213> 人工序列

[2586] <220>

[2587] <223>  合成构建物

[2588] <400>  117

[2589] Pro  Lys  Lys  Lys  Arg  Arg  Val

[2590] 1               5

[2591] <210>  118

[2592] <211>  16

[2593] <212>  PRT

[2594] <213> 人工序列

[2595] <220>

[2596] <223>  合成构建物

[2597] <400>  118

[2598] Lys  Arg  Pro  Ala  Ala  Thr  Lys  Lys  Ala  Gly  Gln  Ala  Lys  Lys  Lys  Lys

[2599] 1               5                   10                  15

[2600] <210>  119

[2601] <211>  20

[2602] <212>  PRT

[2603] <213> 人工序列
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[2604] <220>

[2605] <223>  合成构建物

[2606] <400>  119

[2607] Gly  Arg  Lys  Lys  Arg  Arg  Gln  Arg  Arg  Arg  Pro  Pro  Gln  Pro  Lys  Lys

[2608] 1               5                   10                  15

[2609] Lys  Arg  Lys  Val

[2610]             20

[2611] <210>  120

[2612] <211>  19

[2613] <212>  PRT

[2614] <213> 人工序列

[2615] <220>

[2616] <223>  合成构建物

[2617] <400>  120

[2618] Pro  Leu  Ser  Ser  Ile  Phe  Ser  Arg  Ile  Gly  Asp  Pro  Pro  Lys  Lys  Lys

[2619] 1               5                   10                  15

[2620] Arg  Lys  Val

[2621] <210>  121

[2622] <211>  24

[2623] <212>  PRT

[2624] <213> 人工序列

[2625] <220>

[2626] <223>  合成构建物

[2627] <400>  121

[2628] Gly  Ala  Leu  Phe  Leu  Gly  Trp  Leu  Gly  Ala  Ala  Gly  Ser  Thr  Met  Gly

[2629] 1               5                   10                  15

[2630] Ala  Pro  Lys  Lys  Lys  Arg  Lys  Val

[2631]             20

[2632] <210>  122

[2633] <211>  27

[2634] <212>  PRT

[2635] <213> 人工序列

[2636] <220>

[2637] <223>  合成构建物

[2638] <400>  122

[2639] Gly  Ala  Leu  Phe  Leu  Gly  Phe  Leu  Gly  Ala  Ala  Gly  Ser  Thr  Met  Gly

[2640] 1               5                   10                  15

[2641] Ala  Trp  Ser  Gln  Pro  Lys  Lys  Lys  Arg  Lys  Val

[2642]             20                  25

[2643] <210>  123

[2644] <211>  21

[2645] <212>  PRT
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[2646] <213> 人工序列

[2647] <220>

[2648] <223>  合成构建物

[2649] <400>  123

[2650] Lys  Glu  Thr  Trp  Trp  Glu  Thr  Trp  Trp  Thr  Glu  Trp  Ser  Gln  Pro  Lys

[2651] 1               5                   10                  15

[2652] Lys  Lys  Arg  Lys  Val

[2653]             20

[2654] <210>  124

[2655] <211>  113

[2656] <212>  RNA

[2657] <213> 人工序列

[2658] <220>

[2659] <223>  合成构建物

[2660] <220>

[2661] <221>  misc_feature

[2662] <222>  (1) ..(8)

[2663] <223>  2'‑O‑甲基

[2664] <220>

[2665] <221>  misc_feature

[2666] <222>  (9) ..(12)

[2667] <223>  2'‑O‑甲基

[2668] <220>

[2669] <221>  misc_feature

[2670] <222>  (13) ..(15)

[2671] <223>  2'‑O‑甲基

[2672] <220>

[2673] <221>  misc_feature

[2674] <222>  (20) ..(21)

[2675] <223>  2'‑O‑甲基

[2676] <220>

[2677] <221>  misc_feature

[2678] <222>  (30) ..(32)

[2679] <223>  2'‑O‑甲基

[2680] <220>

[2681] <221>  misc_feature

[2682] <222>  (33) ..(34)

[2683] <223>  2'‑O‑甲基

[2684] <220>

[2685] <221>  misc_feature

[2686] <222>  (35) ..(37)

[2687] <223>  2'‑O‑甲基
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[2688] <220>

[2689] <221>  misc_feature

[2690] <222>  (39) ..(40)

[2691] <223>  2'‑O‑甲基

[2692] <220>

[2693] <221>  misc_feature

[2694] <222>  (42) ..(43)

[2695] <223>  2'‑O‑甲基

[2696] <220>

[2697] <221>  misc_feature

[2698] <222>  (45) ..(46)

[2699] <223>  2'‑O‑甲基

[2700] <220>

[2701] <221>  misc_feature

[2702] <222>  (47) ..(48)

[2703] <223>  2'‑O‑甲基

[2704] <220>

[2705] <221>  misc_feature

[2706] <222>  (50) ..(51)

[2707] <223>  2'‑O‑甲基

[2708] <220>

[2709] <221>  misc_feature

[2710] <222>  (60) ..(61)

[2711] <223>  2'‑O‑甲基

[2712] <220>

[2713] <221>  misc_feature

[2714] <222>  (65) ..(67)

[2715] <223>  2'‑O‑甲基

[2716] <220>

[2717] <221>  misc_feature

[2718] <222>  (70) ..(72)

[2719] <223>  2'‑O‑甲基

[2720] <220>

[2721] <221>  misc_feature

[2722] <222>  (76) ..(78)

[2723] <223>  2'‑O‑甲基

[2724] <220>

[2725] <221>  misc_feature

[2726] <222>  (80) ..(83)

[2727] <223>  2'‑O‑甲基

[2728] <220>

[2729] <221>  misc_feature
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[2730] <222>  (90) ..(91)

[2731] <223>  2'‑O‑甲基

[2732] <220>

[2733] <221>  misc_feature

[2734] <222>  (93) ..(94)

[2735] <223>  2'‑O‑甲基

[2736] <220>

[2737] <221>  misc_feature

[2738] <222>  (95) ..(97)

[2739] <223>  2'‑O‑甲基

[2740] <220>

[2741] <221>  misc_feature

[2742] <222>  (100) ..(102)

[2743] <223>  2'‑O‑甲基

[2744] <220>

[2745] <221>  misc_feature

[2746] <222>  (104) ..(105)

[2747] <223>  2'‑O‑甲基

[2748] <220>

[2749] <221>  misc_feature

[2750] <222>  (106) ..(113)

[2751] <223>  2'‑O‑甲基

[2752] <400>  124

[2753] aguccucauc  ucccucaagc  guuuaagagc  uaugcuggua  acagcauagc  aaguuuaaau  60

[2754] aaggcuaguc  cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  uuu  113

[2755] <210>  125

[2756] <211>  100

[2757] <212>  RNA

[2758] <213> 人工序列

[2759] <220>

[2760] <223>  合成构建物

[2761] <220>

[2762] <221>  misc_feature

[2763] <222>  (1) ..(2)

[2764] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2765] <220>

[2766] <221>  misc_feature

[2767] <222>  (16) ..(18)

[2768] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2769] <220>

[2770] <221>  misc_feature

[2771] <222>  (99) ..(100)
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[2772] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2773] <400>  125

[2774] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2775] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2776] <210>  126

[2777] <211>  100

[2778] <212>  RNA

[2779] <213> 人工序列

[2780] <220>

[2781] <223>  合成构建物

[2782] <220>

[2783] <221>  misc_feature

[2784] <222>  (1) ..(2)

[2785] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2786] <220>

[2787] <221>  misc_feature

[2788] <222>  (14) ..(15)

[2789] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2790] <220>

[2791] <221>  misc_feature

[2792] <222>  (17) ..(18)

[2793] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2794] <220>

[2795] <221>  misc_feature

[2796] <222>  (99) ..(100)

[2797] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2798] <400>  126

[2799] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2800] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2801] <210>  127

[2802] <211>  100

[2803] <212>  RNA

[2804] <213> 人工序列

[2805] <220>

[2806] <223>  合成构建物

[2807] <220>

[2808] <221>  misc_feature

[2809] <222>  (1) ..(2)

[2810] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2811] <220>

[2812] <221>  misc_feature

[2813] <222>  (13) ..(14)
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[2814] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2815] <220>

[2816] <221>  misc_feature

[2817] <222>  (17) ..(18)

[2818] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2819] <220>

[2820] <221>  misc_feature

[2821] <222>  (99) ..(100)

[2822] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2823] <400>  127

[2824] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2825] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2826] <210>  128

[2827] <211>  100

[2828] <212>  RNA

[2829] <213> 人工序列

[2830] <220>

[2831] <223>  合成构建物

[2832] <220>

[2833] <221>  misc_feature

[2834] <222>  (1) ..(2)

[2835] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2836] <220>

[2837] <221>  misc_feature

[2838] <222>  (10) ..(11)

[2839] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2840] <220>

[2841] <221>  misc_feature

[2842] <222>  (17) ..(18)

[2843] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2844] <220>

[2845] <221>  misc_feature

[2846] <222>  (99) ..(100)

[2847] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2848] <400>  128

[2849] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2850] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2851] <210>  129

[2852] <211>  100

[2853] <212>  RNA

[2854] <213> 人工序列

[2855] <220>
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[2856] <223>  合成构建物

[2857] <220>

[2858] <221>  misc_feature

[2859] <222>  (1) ..(2)

[2860] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2861] <220>

[2862] <221>  misc_feature

[2863] <222>  (9) ..(10)

[2864] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2865] <220>

[2866] <221>  misc_feature

[2867] <222>  (17) ..(18)

[2868] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2869] <220>

[2870] <221>  misc_feature

[2871] <222>  (99) ..(100)

[2872] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2873] <400>  129

[2874] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2875] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2876] <210>  130

[2877] <211>  100

[2878] <212>  RNA

[2879] <213> 人工序列

[2880] <220>

[2881] <223>  合成构建物

[2882] <220>

[2883] <221>  misc_feature

[2884] <222>  (1) ..(2)

[2885] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2886] <220>

[2887] <221>  misc_feature

[2888] <222>  (8) ..(9)

[2889] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2890] <220>

[2891] <221>  misc_feature

[2892] <222>  (17) ..(18)

[2893] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2894] <220>

[2895] <221>  misc_feature

[2896] <222>  (99) ..(100)

[2897] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯
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[2898] <400>  130

[2899] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2900] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2901] <210>  131

[2902] <211>  100

[2903] <212>  RNA

[2904] <213> 人工序列

[2905] <220>

[2906] <223>  合成构建物

[2907] <220>

[2908] <221>  misc_feature

[2909] <222>  (1) ..(2)

[2910] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2911] <220>

[2912] <221>  misc_feature

[2913] <222>  (7) ..(8)

[2914] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2915] <220>

[2916] <221>  misc_feature

[2917] <222>  (17) ..(18)

[2918] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2919] <220>

[2920] <221>  misc_feature

[2921] <222>  (99) ..(100)

[2922] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2923] <400>  131

[2924] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2925] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2926] <210>  132

[2927] <211>  100

[2928] <212>  RNA

[2929] <213> 人工序列

[2930] <220>

[2931] <223>  合成构建物

[2932] <220>

[2933] <221>  misc_feature

[2934] <222>  (1) ..(2)

[2935] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2936] <220>

[2937] <221>  misc_feature

[2938] <222>  (6) ..(7)

[2939] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯
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[2940] <220>

[2941] <221>  misc_feature

[2942] <222>  (17) ..(18)

[2943] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2944] <220>

[2945] <221>  misc_feature

[2946] <222>  (99) ..(100)

[2947] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2948] <400>  132

[2949] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2950] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2951] <210>  133

[2952] <211>  100

[2953] <212>  RNA

[2954] <213> 人工序列

[2955] <220>

[2956] <223>  合成构建物

[2957] <220>

[2958] <221>  misc_feature

[2959] <222>  (1) ..(2)

[2960] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2961] <220>

[2962] <221>  misc_feature

[2963] <222>  (5) ..(6)

[2964] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2965] <220>

[2966] <221>  misc_feature

[2967] <222>  (17) ..(18)

[2968] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2969] <220>

[2970] <221>  misc_feature

[2971] <222>  (99) ..(100)

[2972] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2973] <400>  133

[2974] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[2975] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[2976] <210>  134

[2977] <211>  100

[2978] <212>  RNA

[2979] <213> 人工序列

[2980] <220>

[2981] <223>  合成构建物
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[2982] <220>

[2983] <221>  misc_feature

[2984] <222>  (1) ..(2)

[2985] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2986] <220>

[2987] <221>  misc_feature

[2988] <222>  (14) ..(15)

[2989] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2990] <220>

[2991] <221>  misc_feature

[2992] <222>  (16) ..(17)

[2993] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2994] <220>

[2995] <221>  misc_feature

[2996] <222>  (99) ..(100)

[2997] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[2998] <400>  134

[2999] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3000] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3001] <210>  135

[3002] <211>  100

[3003] <212>  RNA

[3004] <213> 人工序列

[3005] <220>

[3006] <223>  合成构建物

[3007] <220>

[3008] <221>  misc_feature

[3009] <222>  (1) ..(2)

[3010] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3011] <220>

[3012] <221>  misc_feature

[3013] <222>  (13) ..(14)

[3014] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3015] <220>

[3016] <221>  misc_feature

[3017] <222>  (16) ..(17)

[3018] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3019] <220>

[3020] <221>  misc_feature

[3021] <222>  (99) ..(100)

[3022] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3023] <400>  135
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[3024] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3025] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3026] <210>  136

[3027] <211>  100

[3028] <212>  RNA

[3029] <213> 人工序列

[3030] <220>

[3031] <223>  合成构建物

[3032] <220>

[3033] <221>  misc_feature

[3034] <222>  (1) ..(2)

[3035] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3036] <220>

[3037] <221>  misc_feature

[3038] <222>  (10) ..(11)

[3039] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3040] <220>

[3041] <221>  misc_feature

[3042] <222>  (16) ..(17)

[3043] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3044] <220>

[3045] <221>  misc_feature

[3046] <222>  (99) ..(100)

[3047] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3048] <400>  136

[3049] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3050] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3051] <210>  137

[3052] <211>  100

[3053] <212>  RNA

[3054] <213> 人工序列

[3055] <220>

[3056] <223>  合成构建物

[3057] <220>

[3058] <221>  misc_feature

[3059] <222>  (1) ..(2)

[3060] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3061] <220>

[3062] <221>  misc_feature

[3063] <222>  (9) ..(10)

[3064] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3065] <220>
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[3066] <221>  misc_feature

[3067] <222>  (16) ..(17)

[3068] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3069] <220>

[3070] <221>  misc_feature

[3071] <222>  (99) ..(100)

[3072] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3073] <400>  137

[3074] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3075] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3076] <210>  138

[3077] <211>  100

[3078] <212>  RNA

[3079] <213> 人工序列

[3080] <220>

[3081] <223>  合成构建物

[3082] <220>

[3083] <221>  misc_feature

[3084] <222>  (1) ..(2)

[3085] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3086] <220>

[3087] <221>  misc_feature

[3088] <222>  (8) ..(9)

[3089] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3090] <220>

[3091] <221>  misc_feature

[3092] <222>  (16) ..(17)

[3093] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3094] <220>

[3095] <221>  misc_feature

[3096] <222>  (99) ..(100)

[3097] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3098] <400>  138

[3099] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3100] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3101] <210>  139

[3102] <211>  100

[3103] <212>  RNA

[3104] <213> 人工序列

[3105] <220>

[3106] <223>  合成构建物

[3107] <220>
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[3108] <221>  misc_feature

[3109] <222>  (1) ..(2)

[3110] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3111] <220>

[3112] <221>  misc_feature

[3113] <222>  (7) ..(8)

[3114] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3115] <220>

[3116] <221>  misc_feature

[3117] <222>  (16) ..(17)

[3118] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3119] <220>

[3120] <221>  misc_feature

[3121] <222>  (99) ..(100)

[3122] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3123] <400>  139

[3124] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3125] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3126] <210>  140

[3127] <211>  100

[3128] <212>  RNA

[3129] <213> 人工序列

[3130] <220>

[3131] <223>  合成构建物

[3132] <220>

[3133] <221>  misc_feature

[3134] <222>  (1) ..(2)

[3135] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3136] <220>

[3137] <221>  misc_feature

[3138] <222>  (6) ..(7)

[3139] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3140] <220>

[3141] <221>  misc_feature

[3142] <222>  (16) ..(17)

[3143] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3144] <220>

[3145] <221>  misc_feature

[3146] <222>  (99) ..(100)

[3147] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3148] <400>  140

[3149] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[3150] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3151] <210>  141

[3152] <211>  100

[3153] <212>  RNA

[3154] <213> 人工序列

[3155] <220>

[3156] <223>  合成构建物

[3157] <220>

[3158] <221>  misc_feature

[3159] <222>  (1) ..(2)

[3160] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3161] <220>

[3162] <221>  misc_feature

[3163] <222>  (5) ..(6)

[3164] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3165] <220>

[3166] <221>  misc_feature

[3167] <222>  (16) ..(17)

[3168] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3169] <220>

[3170] <221>  misc_feature

[3171] <222>  (99) ..(100)

[3172] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3173] <400>  141

[3174] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3175] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3176] <210>  142

[3177] <211>  100

[3178] <212>  RNA

[3179] <213> 人工序列

[3180] <220>

[3181] <223>  合成构建物

[3182] <220>

[3183] <221>  misc_feature

[3184] <222>  (1) ..(2)

[3185] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3186] <220>

[3187] <221>  misc_feature

[3188] <222>  (13) ..(15)

[3189] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3190] <220>

[3191] <221>  misc_feature
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[3192] <222>  (99) ..(100)

[3193] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3194] <400>  142

[3195] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3196] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3197] <210>  143

[3198] <211>  100

[3199] <212>  RNA

[3200] <213> 人工序列

[3201] <220>

[3202] <223>  合成构建物

[3203] <220>

[3204] <221>  misc_feature

[3205] <222>  (1) ..(2)

[3206] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3207] <220>

[3208] <221>  misc_feature

[3209] <222>  (10) ..(11)

[3210] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3211] <220>

[3212] <221>  misc_feature

[3213] <222>  (14) ..(15)

[3214] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3215] <220>

[3216] <221>  misc_feature

[3217] <222>  (99) ..(100)

[3218] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3219] <400>  143

[3220] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3221] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3222] <210>  144

[3223] <211>  100

[3224] <212>  RNA

[3225] <213> 人工序列

[3226] <220>

[3227] <223>  合成构建物

[3228] <220>

[3229] <221>  misc_feature

[3230] <222>  (1) ..(2)

[3231] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3232] <220>

[3233] <221>  misc_feature
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[3234] <222>  (9) ..(10)

[3235] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3236] <220>

[3237] <221>  misc_feature

[3238] <222>  (14) ..(15)

[3239] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3240] <220>

[3241] <221>  misc_feature

[3242] <222>  (99) ..(100)

[3243] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3244] <400>  144

[3245] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3246] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3247] <210>  145

[3248] <211>  100

[3249] <212>  RNA

[3250] <213> 人工序列

[3251] <220>

[3252] <223>  合成构建物

[3253] <220>

[3254] <221>  misc_feature

[3255] <222>  (1) ..(2)

[3256] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3257] <220>

[3258] <221>  misc_feature

[3259] <222>  (8) ..(9)

[3260] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3261] <220>

[3262] <221>  misc_feature

[3263] <222>  (14) ..(15)

[3264] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3265] <220>

[3266] <221>  misc_feature

[3267] <222>  (99) ..(100)

[3268] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3269] <400>  145

[3270] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3271] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3272] <210>  146

[3273] <211>  100

[3274] <212>  RNA

[3275] <213> 人工序列
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[3276] <220>

[3277] <223>  合成构建物

[3278] <220>

[3279] <221>  misc_feature

[3280] <222>  (1) ..(2)

[3281] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3282] <220>

[3283] <221>  misc_feature

[3284] <222>  (6) ..(7)

[3285] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3286] <220>

[3287] <221>  misc_feature

[3288] <222>  (14) ..(15)

[3289] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3290] <220>

[3291] <221>  misc_feature

[3292] <222>  (99) ..(100)

[3293] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3294] <400>  146

[3295] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3296] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3297] <210>  147

[3298] <211>  100

[3299] <212>  RNA

[3300] <213> 人工序列

[3301] <220>

[3302] <223>  合成构建物

[3303] <220>

[3304] <221>  misc_feature

[3305] <222>  (1) ..(2)

[3306] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3307] <220>

[3308] <221>  misc_feature

[3309] <222>  (7) ..(8)

[3310] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3311] <220>

[3312] <221>  misc_feature

[3313] <222>  (14) ..(15)

[3314] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3315] <220>

[3316] <221>  misc_feature

[3317] <222>  (99) ..(100)
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[3318] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3319] <400>  147

[3320] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3321] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3322] <210>  148

[3323] <211>  100

[3324] <212>  RNA

[3325] <213> 人工序列

[3326] <220>

[3327] <223>  合成构建物

[3328] <220>

[3329] <221>  misc_feature

[3330] <222>  (1) ..(2)

[3331] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3332] <220>

[3333] <221>  misc_feature

[3334] <222>  (5) ..(6)

[3335] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3336] <220>

[3337] <221>  misc_feature

[3338] <222>  (14) ..(15)

[3339] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3340] <220>

[3341] <221>  misc_feature

[3342] <222>  (99) ..(100)

[3343] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3344] <400>  148

[3345] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3346] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3347] <210>  149

[3348] <211>  100

[3349] <212>  RNA

[3350] <213> 人工序列

[3351] <220>

[3352] <223>  合成构建物

[3353] <220>

[3354] <221>  misc_feature

[3355] <222>  (1) ..(2)

[3356] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3357] <220>

[3358] <221>  misc_feature

[3359] <222>  (10) ..(11)
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[3360] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3361] <220>

[3362] <221>  misc_feature

[3363] <222>  (13) ..(14)

[3364] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3365] <220>

[3366] <221>  misc_feature

[3367] <222>  (99) ..(100)

[3368] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3369] <400>  149

[3370] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3371] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3372] <210>  150

[3373] <211>  100

[3374] <212>  RNA

[3375] <213> 人工序列

[3376] <220>

[3377] <223>  合成构建物

[3378] <220>

[3379] <221>  misc_feature

[3380] <222>  (1) ..(2)

[3381] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3382] <220>

[3383] <221>  misc_feature

[3384] <222>  (9) ..(10)

[3385] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3386] <220>

[3387] <221>  misc_feature

[3388] <222>  (13) ..(14)

[3389] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3390] <220>

[3391] <221>  misc_feature

[3392] <222>  (99) ..(100)

[3393] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3394] <400>  150

[3395] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3396] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3397] <210>  151

[3398] <211>  100

[3399] <212>  RNA

[3400] <213> 人工序列

[3401] <220>
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[3402] <223>  合成构建物

[3403] <220>

[3404] <221>  misc_feature

[3405] <222>  (1) ..(2)

[3406] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3407] <220>

[3408] <221>  misc_feature

[3409] <222>  (8) ..(9)

[3410] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3411] <220>

[3412] <221>  misc_feature

[3413] <222>  (13) ..(14)

[3414] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3415] <220>

[3416] <221>  misc_feature

[3417] <222>  (99) ..(100)

[3418] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3419] <400>  151

[3420] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3421] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3422] <210>  152

[3423] <211>  100

[3424] <212>  RNA

[3425] <213> 人工序列

[3426] <220>

[3427] <223>  合成构建物

[3428] <220>

[3429] <221>  misc_feature

[3430] <222>  (1) ..(2)

[3431] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3432] <220>

[3433] <221>  misc_feature

[3434] <222>  (7) ..(8)

[3435] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3436] <220>

[3437] <221>  misc_feature

[3438] <222>  (13) ..(14)

[3439] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3440] <220>

[3441] <221>  misc_feature

[3442] <222>  (99) ..(100)

[3443] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯
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[3444] <400>  152

[3445] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3446] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3447] <210>  153

[3448] <211>  100

[3449] <212>  RNA

[3450] <213> 人工序列

[3451] <220>

[3452] <223>  合成构建物

[3453] <220>

[3454] <221>  misc_feature

[3455] <222>  (1) ..(2)

[3456] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3457] <220>

[3458] <221>  misc_feature

[3459] <222>  (6) ..(7)

[3460] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3461] <220>

[3462] <221>  misc_feature

[3463] <222>  (13) ..(14)

[3464] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3465] <220>

[3466] <221>  misc_feature

[3467] <222>  (99) ..(100)

[3468] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3469] <400>  153

[3470] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3471] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3472] <210>  154

[3473] <211>  100

[3474] <212>  RNA

[3475] <213> 人工序列

[3476] <220>

[3477] <223>  合成构建物

[3478] <220>

[3479] <221>  misc_feature

[3480] <222>  (1) ..(2)

[3481] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3482] <220>

[3483] <221>  misc_feature

[3484] <222>  (5) ..(6)

[3485] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯
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[3486] <220>

[3487] <221>  misc_feature

[3488] <222>  (13) ..(14)

[3489] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3490] <220>

[3491] <221>  misc_feature

[3492] <222>  (99) ..(100)

[3493] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3494] <400>  154

[3495] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3496] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3497] <210>  155

[3498] <211>  100

[3499] <212>  RNA

[3500] <213> 人工序列

[3501] <220>

[3502] <223>  合成构建物

[3503] <220>

[3504] <221>  misc_feature

[3505] <222>  (1) ..(2)

[3506] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3507] <220>

[3508] <221>  misc_feature

[3509] <222>  (6) ..(7)

[3510] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3511] <220>

[3512] <221>  misc_feature

[3513] <222>  (11) ..(12)

[3514] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3515] <220>

[3516] <221>  misc_feature

[3517] <222>  (99) ..(100)

[3518] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3519] <400>  155

[3520] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3521] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3522] <210>  156

[3523] <211>  100

[3524] <212>  RNA

[3525] <213> 人工序列

[3526] <220>

[3527] <223>  合成构建物
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[3528] <220>

[3529] <221>  misc_feature

[3530] <222>  (1) ..(2)

[3531] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3532] <220>

[3533] <221>  misc_feature

[3534] <222>  (5) ..(6)

[3535] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3536] <220>

[3537] <221>  misc_feature

[3538] <222>  (11) ..(12)

[3539] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3540] <220>

[3541] <221>  misc_feature

[3542] <222>  (99) ..(100)

[3543] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3544] <400>  156

[3545] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3546] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3547] <210>  157

[3548] <211>  100

[3549] <212>  RNA

[3550] <213> 人工序列

[3551] <220>

[3552] <223>  合成构建物

[3553] <220>

[3554] <221>  misc_feature

[3555] <222>  (1) ..(2)

[3556] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3557] <220>

[3558] <221>  misc_feature

[3559] <222>  (9) ..(11)

[3560] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3561] <220>

[3562] <221>  misc_feature

[3563] <222>  (99) ..(100)

[3564] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3565] <400>  157

[3566] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3567] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3568] <210>  158

[3569] <211>  100
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[3570] <212>  RNA

[3571] <213> 人工序列

[3572] <220>

[3573] <223>  合成构建物

[3574] <220>

[3575] <221>  misc_feature

[3576] <222>  (1) ..(2)

[3577] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3578] <220>

[3579] <221>  misc_feature

[3580] <222>  (8) ..(9)

[3581] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3582] <220>

[3583] <221>  misc_feature

[3584] <222>  (10) ..(11)

[3585] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3586] <220>

[3587] <221>  misc_feature

[3588] <222>  (99) ..(100)

[3589] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3590] <400>  158

[3591] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3592] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3593] <210>  159

[3594] <211>  100

[3595] <212>  RNA

[3596] <213> 人工序列

[3597] <220>

[3598] <223>  合成构建物

[3599] <220>

[3600] <221>  misc_feature

[3601] <222>  (1) ..(2)

[3602] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3603] <220>

[3604] <221>  misc_feature

[3605] <222>  (7) ..(8)

[3606] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3607] <220>

[3608] <221>  misc_feature

[3609] <222>  (10) ..(11)

[3610] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3611] <220>
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[3612] <221>  misc_feature

[3613] <222>  (99) ..(100)

[3614] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3615] <400>  159

[3616] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3617] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3618] <210>  160

[3619] <211>  100

[3620] <212>  RNA

[3621] <213> 人工序列

[3622] <220>

[3623] <223>  合成构建物

[3624] <220>

[3625] <221>  misc_feature

[3626] <222>  (1) ..(2)

[3627] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3628] <220>

[3629] <221>  misc_feature

[3630] <222>  (6) ..(7)

[3631] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3632] <220>

[3633] <221>  misc_feature

[3634] <222>  (10) ..(11)

[3635] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3636] <220>

[3637] <221>  misc_feature

[3638] <222>  (99) ..(100)

[3639] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3640] <400>  160

[3641] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3642] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3643] <210>  161

[3644] <211>  100

[3645] <212>  RNA

[3646] <213> 人工序列

[3647] <220>

[3648] <223>  合成构建物

[3649] <220>

[3650] <221>  misc_feature

[3651] <222>  (1) ..(2)

[3652] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3653] <220>
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[3654] <221>  misc_feature

[3655] <222>  (5) ..(6)

[3656] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3657] <220>

[3658] <221>  misc_feature

[3659] <222>  (10) ..(11)

[3660] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3661] <220>

[3662] <221>  misc_feature

[3663] <222>  (99) ..(100)

[3664] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3665] <400>  161

[3666] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3667] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3668] <210>  162

[3669] <211>  100

[3670] <212>  RNA

[3671] <213> 人工序列

[3672] <220>

[3673] <223>  合成构建物

[3674] <220>

[3675] <221>  misc_feature

[3676] <222>  (1) ..(2)

[3677] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3678] <220>

[3679] <221>  misc_feature

[3680] <222>  (8) ..(10)

[3681] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3682] <220>

[3683] <221>  misc_feature

[3684] <222>  (99) ..(100)

[3685] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3686] <400>  162

[3687] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3688] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3689] <210>  163

[3690] <211>  100

[3691] <212>  RNA

[3692] <213> 人工序列

[3693] <220>

[3694] <223>  合成构建物

[3695] <220>
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[3696] <221>  misc_feature

[3697] <222>  (1) ..(2)

[3698] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3699] <220>

[3700] <221>  misc_feature

[3701] <222>  (7) ..(8)

[3702] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3703] <220>

[3704] <221>  misc_feature

[3705] <222>  (9) ..(10)

[3706] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3707] <220>

[3708] <221>  misc_feature

[3709] <222>  (99) ..(100)

[3710] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3711] <400>  163

[3712] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3713] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3714] <210>  164

[3715] <211>  100

[3716] <212>  RNA

[3717] <213> 人工序列

[3718] <220>

[3719] <223>  合成构建物

[3720] <220>

[3721] <221>  misc_feature

[3722] <222>  (1) ..(2)

[3723] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3724] <220>

[3725] <221>  misc_feature

[3726] <222>  (6) ..(7)

[3727] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3728] <220>

[3729] <221>  misc_feature

[3730] <222>  (9) ..(10)

[3731] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3732] <220>

[3733] <221>  misc_feature

[3734] <222>  (99) ..(100)

[3735] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3736] <400>  164

[3737] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[3738] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3739] <210>  165

[3740] <211>  100

[3741] <212>  RNA

[3742] <213> 人工序列

[3743] <220>

[3744] <223>  合成构建物

[3745] <220>

[3746] <221>  misc_feature

[3747] <222>  (1) ..(2)

[3748] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3749] <220>

[3750] <221>  misc_feature

[3751] <222>  (5) ..(6)

[3752] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3753] <220>

[3754] <221>  misc_feature

[3755] <222>  (9) ..(10)

[3756] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3757] <220>

[3758] <221>  misc_feature

[3759] <222>  (99) ..(100)

[3760] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3761] <400>  165

[3762] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3763] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3764] <210>  166

[3765] <211>  100

[3766] <212>  RNA

[3767] <213> 人工序列

[3768] <220>

[3769] <223>  合成构建物

[3770] <220>

[3771] <221>  misc_feature

[3772] <222>  (1) ..(2)

[3773] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3774] <220>

[3775] <221>  misc_feature

[3776] <222>  (6) ..(7)

[3777] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3778] <220>

[3779] <221>  misc_feature
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[3780] <222>  (8) ..(9)

[3781] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3782] <220>

[3783] <221>  misc_feature

[3784] <222>  (99) ..(100)

[3785] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3786] <400>  166

[3787] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3788] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3789] <210>  167

[3790] <211>  100

[3791] <212>  RNA

[3792] <213> 人工序列

[3793] <220>

[3794] <223>  合成构建物

[3795] <220>

[3796] <221>  misc_feature

[3797] <222>  (1) ..(2)

[3798] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3799] <220>

[3800] <221>  misc_feature

[3801] <222>  (5) ..(6)

[3802] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3803] <220>

[3804] <221>  misc_feature

[3805] <222>  (8) ..(9)

[3806] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3807] <220>

[3808] <221>  misc_feature

[3809] <222>  (99) ..(100)

[3810] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3811] <400>  167

[3812] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3813] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3814] <210>  168

[3815] <211>  100

[3816] <212>  RNA

[3817] <213> 人工序列

[3818] <220>

[3819] <223>  合成构建物

[3820] <220>

[3821] <221>  misc_feature
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[3822] <222>  (1) ..(2)

[3823] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3824] <220>

[3825] <221>  misc_feature

[3826] <222>  (6) ..(8)

[3827] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3828] <220>

[3829] <221>  misc_feature

[3830] <222>  (99) ..(100)

[3831] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3832] <400>  168

[3833] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3834] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3835] <210>  169

[3836] <211>  100

[3837] <212>  RNA

[3838] <213> 人工序列

[3839] <220>

[3840] <223>  合成构建物

[3841] <220>

[3842] <221>  misc_feature

[3843] <222>  (1) ..(2)

[3844] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3845] <220>

[3846] <221>  misc_feature

[3847] <222>  (5) ..(6)

[3848] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3849] <220>

[3850] <221>  misc_feature

[3851] <222>  (7) ..(8)

[3852] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3853] <220>

[3854] <221>  misc_feature

[3855] <222>  (99) ..(100)

[3856] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3857] <400>  169

[3858] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3859] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3860] <210>  170

[3861] <211>  100

[3862] <212>  RNA

[3863] <213> 人工序列
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[3864] <220>

[3865] <223>  合成构建物

[3866] <220>

[3867] <221>  misc_feature

[3868] <222>  (1) ..(2)

[3869] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3870] <220>

[3871] <221>  misc_feature

[3872] <222>  (5) ..(7)

[3873] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3874] <220>

[3875] <221>  misc_feature

[3876] <222>  (99) ..(100)

[3877] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3878] <400>  170

[3879] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3880] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3881] <210>  171

[3882] <211>  100

[3883] <212>  RNA

[3884] <213> 人工序列

[3885] <220>

[3886] <223>  合成构建物

[3887] <400>  171

[3888] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3889] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3890] <210>  172

[3891] <211>  100

[3892] <212>  RNA

[3893] <213> 人工序列

[3894] <220>

[3895] <223>  合成构建物

[3896] <220>

[3897] <221>  misc_feature

[3898] <222>  (1) ..(4)

[3899] <223>  2'‑O‑甲基  硫代磷酸酯

[3900] <220>

[3901] <221>  misc_feature

[3902] <222>  (99) ..(100)

[3903] <223>  2'‑O‑甲基  硫代磷酸酯

[3904] <400>  172

[3905] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[3906] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3907] <210>  173

[3908] <211>  100

[3909] <212>  RNA

[3910] <213> 人工序列

[3911] <220>

[3912] <223>  合成构建物

[3913] <220>

[3914] <221>  misc_feature

[3915] <222>  (1) ..(2)

[3916] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3917] <220>

[3918] <221>  misc_feature

[3919] <222>  (4) ..(7)

[3920] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3921] <220>

[3922] <221>  misc_feature

[3923] <222>  (99) ..(100)

[3924] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3925] <400>  173

[3926] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3927] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3928] <210>  174

[3929] <211>  100

[3930] <212>  RNA

[3931] <213> 人工序列

[3932] <220>

[3933] <223>  合成构建物

[3934] <220>

[3935] <221>  misc_feature

[3936] <222>  (1) ..(2)

[3937] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3938] <220>

[3939] <221>  misc_feature

[3940] <222>  (5) ..(8)

[3941] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3942] <220>

[3943] <221>  misc_feature

[3944] <222>  (99) ..(100)

[3945] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3946] <400>  174

[3947] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[3948] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3949] <210>  175

[3950] <211>  100

[3951] <212>  RNA

[3952] <213> 人工序列

[3953] <220>

[3954] <223>  合成构建物

[3955] <220>

[3956] <221>  misc_feature

[3957] <222>  (1) ..(2)

[3958] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3959] <220>

[3960] <221>  misc_feature

[3961] <222>  (6) ..(9)

[3962] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3963] <220>

[3964] <221>  misc_feature

[3965] <222>  (99) ..(100)

[3966] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3967] <400>  175

[3968] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[3969] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3970] <210>  176

[3971] <211>  100

[3972] <212>  RNA

[3973] <213> 人工序列

[3974] <220>

[3975] <223>  合成构建物

[3976] <220>

[3977] <221>  misc_feature

[3978] <222>  (1) ..(2)

[3979] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3980] <220>

[3981] <221>  misc_feature

[3982] <222>  (2) ..(3)

[3983] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3984] <220>

[3985] <221>  misc_feature

[3986] <222>  (99) ..(100)

[3987] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[3988] <400>  176

[3989] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[3990] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[3991] <210>  177

[3992] <211>  100

[3993] <212>  RNA

[3994] <213> 人工序列

[3995] <220>

[3996] <223>  合成构建物

[3997] <220>

[3998] <221>  misc_feature

[3999] <222>  (1) ..(2)

[4000] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4001] <220>

[4002] <221>  misc_feature

[4003] <222>  (3) ..(4)

[4004] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4005] <220>

[4006] <221>  misc_feature

[4007] <222>  (99) ..(100)

[4008] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4009] <400>  177

[4010] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4011] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4012] <210>  178

[4013] <211>  100

[4014] <212>  RNA

[4015] <213> 人工序列

[4016] <220>

[4017] <223>  合成构建物

[4018] <220>

[4019] <221>  misc_feature

[4020] <222>  (1) ..(2)

[4021] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4022] <220>

[4023] <221>  misc_feature

[4024] <222>  (4) ..(5)

[4025] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4026] <220>

[4027] <221>  misc_feature

[4028] <222>  (99) ..(100)

[4029] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4030] <400>  178

[4031] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4032] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4033] <210>  179

[4034] <211>  100

[4035] <212>  RNA

[4036] <213> 人工序列

[4037] <220>

[4038] <223>  合成构建物

[4039] <220>

[4040] <221>  misc_feature

[4041] <222>  (1) ..(2)

[4042] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4043] <220>

[4044] <221>  misc_feature

[4045] <222>  (5) ..(6)

[4046] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4047] <220>

[4048] <221>  misc_feature

[4049] <222>  (99) ..(100)

[4050] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4051] <400>  179

[4052] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4053] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4054] <210>  180

[4055] <211>  100

[4056] <212>  RNA

[4057] <213> 人工序列

[4058] <220>

[4059] <223>  合成构建物

[4060] <220>

[4061] <221>  misc_feature

[4062] <222>  (1) ..(2)

[4063] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4064] <220>

[4065] <221>  misc_feature

[4066] <222>  (6) ..(7)

[4067] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4068] <220>

[4069] <221>  misc_feature

[4070] <222>  (99) ..(100)

[4071] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4072] <400>  180

[4073] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4074] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4075] <210>  181

[4076] <211>  100

[4077] <212>  RNA

[4078] <213> 人工序列

[4079] <220>

[4080] <223>  合成构建物

[4081] <220>

[4082] <221>  misc_feature

[4083] <222>  (1) ..(2)

[4084] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4085] <220>

[4086] <221>  misc_feature

[4087] <222>  (7) ..(8)

[4088] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4089] <220>

[4090] <221>  misc_feature

[4091] <222>  (99) ..(100)

[4092] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4093] <400>  181

[4094] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4095] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4096] <210>  182

[4097] <211>  100

[4098] <212>  RNA

[4099] <213> 人工序列

[4100] <220>

[4101] <223>  合成构建物

[4102] <220>

[4103] <221>  misc_feature

[4104] <222>  (1) ..(2)

[4105] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4106] <220>

[4107] <221>  misc_feature

[4108] <222>  (8) ..(9)

[4109] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4110] <220>

[4111] <221>  misc_feature

[4112] <222>  (99) ..(100)

[4113] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4114] <400>  182

[4115] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4116] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4117] <210>  183

[4118] <211>  100

[4119] <212>  RNA

[4120] <213> 人工序列

[4121] <220>

[4122] <223>  合成构建物

[4123] <220>

[4124] <221>  misc_feature

[4125] <222>  (1) ..(2)

[4126] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4127] <220>

[4128] <221>  misc_feature

[4129] <222>  (9) ..(10)

[4130] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4131] <220>

[4132] <221>  misc_feature

[4133] <222>  (99) ..(100)

[4134] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4135] <400>  183

[4136] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4137] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4138] <210>  184

[4139] <211>  100

[4140] <212>  RNA

[4141] <213> 人工序列

[4142] <220>

[4143] <223>  合成构建物

[4144] <220>

[4145] <221>  misc_feature

[4146] <222>  (1) ..(2)

[4147] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4148] <220>

[4149] <221>  misc_feature

[4150] <222>  (10) ..(11)

[4151] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4152] <220>

[4153] <221>  misc_feature

[4154] <222>  (99) ..(100)

[4155] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4156] <400>  184

[4157] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4158] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4159] <210>  185

[4160] <211>  100

[4161] <212>  RNA

[4162] <213> 人工序列

[4163] <220>

[4164] <223>  合成构建物

[4165] <220>

[4166] <221>  misc_feature

[4167] <222>  (1) ..(2)

[4168] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4169] <220>

[4170] <221>  misc_feature

[4171] <222>  (11) ..(12)

[4172] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4173] <220>

[4174] <221>  misc_feature

[4175] <222>  (99) ..(100)

[4176] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4177] <400>  185

[4178] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4179] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4180] <210>  186

[4181] <211>  100

[4182] <212>  RNA

[4183] <213> 人工序列

[4184] <220>

[4185] <223>  合成构建物

[4186] <220>

[4187] <221>  misc_feature

[4188] <222>  (1) ..(2)

[4189] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4190] <220>

[4191] <221>  misc_feature

[4192] <222>  (12) ..(13)

[4193] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4194] <220>

[4195] <221>  misc_feature

[4196] <222>  (99) ..(100)

[4197] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4198] <400>  186

[4199] ugguaaugau  ggcuucaaca  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4200] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4201] <210>  187

[4202] <211>  100

[4203] <212>  RNA

[4204] <213> 人工序列

[4205] <220>

[4206] <223>  合成构建物

[4207] <400>  187

[4208] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4209] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4210] <210>  188

[4211] <211>  100

[4212] <212>  RNA

[4213] <213> 人工序列

[4214] <220>

[4215] <223>  合成构建物

[4216] <220>

[4217] <221>  misc_feature

[4218] <222>  (1) ..(4)

[4219] <223>  2'‑O‑甲基

[4220] <220>

[4221] <221>  misc_feature

[4222] <222>  (99) ..(100)

[4223] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4224] <400>  188

[4225] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4226] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4227] <210>  189

[4228] <211>  100

[4229] <212>  RNA

[4230] <213> 人工序列

[4231] <220>

[4232] <223>  合成构建物

[4233] <220>

[4234] <221>  misc_feature

[4235] <222>  (1) ..(4)

[4236] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代磷酸酯

[4237] <220>

[4238] <221>  misc_feature

[4239] <222>  (99) ..(100)

[4240] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4241] <400>  189
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[4242] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4243] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4244] <210>  190

[4245] <211>  100

[4246] <212>  RNA

[4247] <213> 人工序列

[4248] <220>

[4249] <223>  合成构建物

[4250] <220>

[4251] <221>  misc_feature

[4252] <222>  (1) ..(4)

[4253] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑硫代膦酰基乙酸酯

[4254] <220>

[4255] <221>  misc_feature

[4256] <222>  (99) ..(100)

[4257] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4258] <400>  190

[4259] cuugccccac  agggcaguaa  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4260] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4261] <210>  191

[4262] <211>  23

[4263] <212>  DNA

[4264] <213> 人工序列

[4265] <220>

[4266] <223>  合成构建物

[4267] <400>  191

[4268] tggtgaggat  ggcttcaaca  cgg  23

[4269] <210>  192

[4270] <211>  23

[4271] <212>  DNA

[4272] <213> 人工序列

[4273] <220>

[4274] <223>  合成构建物

[4275] <400>  192

[4276] ggtgagtgag  tgtgtgcgtg  tgg  23

[4277] <210>  193

[4278] <211>  23

[4279] <212>  DNA

[4280] <213> 人工序列

[4281] <220>

[4282] <223>  合成构建物

[4283] <400>  193
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[4284] tgtgggtgag  tgtgtgcgtg  agg  23

[4285] <210>  194

[4286] <211>  100

[4287] <212>  RNA

[4288] <213> 人工序列

[4289] <220>

[4290] <223>  合成构建物

[4291] <220>

[4292] <221>  misc_feature

[4293] <222>  (1) ..(2)

[4294] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4295] <220>

[4296] <221>  misc_feature

[4297] <222>  (11) ..(12)

[4298] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4299] <220>

[4300] <221>  misc_feature

[4301] <222>  (99) ..(100)

[4302] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4303] <400>  194

[4304] ggugagugag  ugugugcgug  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4305] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4306] <210>  195

[4307] <211>  100

[4308] <212>  RNA

[4309] <213> 人工序列

[4310] <220>

[4311] <223>  合成构建物

[4312] <220>

[4313] <221>  misc_feature

[4314] <222>  (1) ..(2)

[4315] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4316] <220>

[4317] <221>  misc_feature

[4318] <222>  (10) ..(11)

[4319] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4320] <220>

[4321] <221>  misc_feature

[4322] <222>  (99) ..(100)

[4323] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4324] <400>  195

[4325] ggugagugag  ugugugcgug  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4326] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4327] <210>  196

[4328] <211>  100

[4329] <212>  RNA

[4330] <213> 人工序列

[4331] <220>

[4332] <223>  合成构建物

[4333] <220>

[4334] <221>  misc_feature

[4335] <222>  (1) ..(2)

[4336] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4337] <220>

[4338] <221>  misc_feature

[4339] <222>  (9) ..(10)

[4340] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4341] <220>

[4342] <221>  misc_feature

[4343] <222>  (99) ..(100)

[4344] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4345] <400>  196

[4346] ggugagugag  ugugugcgug  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4347] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4348] <210>  197

[4349] <211>  100

[4350] <212>  RNA

[4351] <213> 人工序列

[4352] <220>

[4353] <223>  合成构建物

[4354] <220>

[4355] <221>  misc_feature

[4356] <222>  (1) ..(2)

[4357] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4358] <220>

[4359] <221>  misc_feature

[4360] <222>  (7) ..(8)

[4361] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4362] <220>

[4363] <221>  misc_feature

[4364] <222>  (99) ..(100)

[4365] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4366] <400>  197

[4367] ggugagugag  ugugugcgug  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60
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[4368] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4369] <210>  198

[4370] <211>  100

[4371] <212>  RNA

[4372] <213> 人工序列

[4373] <220>

[4374] <223>  合成构建物

[4375] <220>

[4376] <221>  misc_feature

[4377] <222>  (1) ..(2)

[4378] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4379] <220>

[4380] <221>  misc_feature

[4381] <222>  (5) ..(6)

[4382] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4383] <220>

[4384] <221>  misc_feature

[4385] <222>  (99) ..(100)

[4386] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4387] <400>  198

[4388] ggugagugag  ugugugcgug  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4389] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4390] <210>  199

[4391] <211>  100

[4392] <212>  RNA

[4393] <213> 人工序列

[4394] <220>

[4395] <223>  合成构建物

[4396] <220>

[4397] <221>  misc_feature

[4398] <222>  (1) ..(2)

[4399] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4400] <220>

[4401] <221>  misc_feature

[4402] <222>  (99) ..(100)

[4403] <223>  2'‑O‑甲基‑3'‑膦酰基乙酸酯

[4404] <400>  199

[4405] ggugagugag  ugugugcgug  guuuuagagc  uagaaauagc  aaguuaaaau  aaggcuaguc  60

[4406] cguuaucaac  uugaaaaagu  ggcaccgagu  cggugcuuuu  100

[4407] <210>  200

[4408] <211>  158

[4409] <212>  DNA
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[4410] <213> 人工序列

[4411] <220>

[4412] <223>  合成构建物

[4413] <400>  200

[4414] tcagggcaga  gccatctatt  gcttacattt  gcttctgaca  caactgtgtt  cactagcaac  60

[4415] ctcaaacaga  caccatggtg  cacctgactc  ctgtagagaa  gtctgcggtt  actgccctgt  120

[4416] ggggcaaggt  gaacgtggat  gaagttggtg  gtgaggcc  158

[4417] <210>  201

[4418] <211>  23

[4419] <212>  DNA

[4420] <213> 人工序列

[4421] <220>

[4422] <223>  合成构建物

[4423] <400>  201

[4424] cttgccccac  agggcagtaa  cgg  23

[4425] <210>  202

[4426] <211>  23

[4427] <212>  DNA

[4428] <213> 人工序列

[4429] <220>

[4430] <223>  合成构建物

[4431] <400>  202

[4432] tcagccccac  agggcagtaa  ggg  23

[4433] <210>  203

[4434] <211>  25

[4435] <212>  DNA

[4436] <213> 人工序列

[4437] <220>

[4438] <223>  合成构建物

[4439] <400>  203

[4440] cttgccccag  acagggcagt  aaggg  25

[4441] <210>  204

[4442] <211>  23

[4443] <212>  DNA

[4444] <213> 人工序列

[4445] <220>

[4446] <223>  合成构建物

[4447] <400>  204

[4448] cctctcccac  agggcagtaa  agg  23

[4449] <210>  205

[4450] <211>  24

[4451] <212>  DNA
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[4452] <213> 人工序列

[4453] <220>

[4454] <223>  合成构建物

[4455] <400>  205

[4456] cttgccccta  gagggcacta  aagg  24

[4457] <210>  206

[4458] <211>  23

[4459] <212>  DNA

[4460] <213> 人工序列

[4461] <220>

[4462] <223>  合成构建物

[4463] <400>  206

[4464] gctgccccac  agggcagcaa  agg  23

[4465] <210>  207

[4466] <211>  23

[4467] <212>  DNA

[4468] <213> 人工序列

[4469] <220>

[4470] <223>  合成构建物

[4471] <400>  207

[4472] cctgtcccac  agggcaggaa  ggg  23

[4473] <210>  208

[4474] <211>  23

[4475] <212>  DNA

[4476] <213> 人工序列

[4477] <220>

[4478] <223>  合成构建物

[4479] <400>  208

[4480] gtggccccac  agggcaggaa  tgg  23

[4481] <210>  209

[4482] <211>  23

[4483] <212>  DNA

[4484] <213> 人工序列

[4485] <220>

[4486] <223>  合成构建物

[4487] <400>  209

[4488] ctcgcccctc  agggcagtag  tgg  23

[4489] <210>  210

[4490] <211>  23

[4491] <212>  DNA

[4492] <213> 人工序列

[4493] <220>
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[4494] <223>  合成构建物

[4495] <400>  210

[4496] attgccccac  ggggcagtga  cgg  23

[4497] <210>  211

[4498] <211>  23

[4499] <212>  DNA

[4500] <213> 人工序列

[4501] <220>

[4502] <223>  合成构建物

[4503] <400>  211

[4504] cttgcaccac  agagcactaa  ggg  23

[4505] <210>  212

[4506] <211>  23

[4507] <212>  DNA

[4508] <213> 人工序列

[4509] <220>

[4510] <223>  合成构建物

[4511] <400>  212

[4512] cttgccccag  agggctgtta  agg  23

[4513] <210>  213

[4514] <211>  23

[4515] <212>  DNA

[4516] <213> 人工序列

[4517] <220>

[4518] <223>  合成构建物

[4519] <400>  213

[4520] cttggcccac  agggcactga  ggg  23

[4521] <210>  214

[4522] <211>  23

[4523] <212>  DNA

[4524] <213> 人工序列

[4525] <220>

[4526] <223>  合成构建物

[4527] <400>  214

[4528] cctgccccac  agggcagcca  agg  23

[4529] <210>  215

[4530] <211>  24

[4531] <212>  DNA

[4532] <213> 人工序列

[4533] <220>

[4534] <223>  合成构建物

[4535] <400>  215
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[4536] ctctgcccca  caggccagga  aggg  24

[4537] <210>  216

[4538] <211>  24

[4539] <212>  DNA

[4540] <213> 人工序列

[4541] <220>

[4542] <223>  合成构建物

[4543] <400>  216

[4544] cttgtcccca  cagggcagtg  gcgg  24

[4545] <210>  217

[4546] <211>  23

[4547] <212>  DNA

[4548] <213> 人工序列

[4549] <220>

[4550] <223>  合成构建物

[4551] <400>  217

[4552] cttgccccac  aggtcattaa  tag  23
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