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1.一种工程化细菌细胞，其包含：

(a)整合到细菌基因组中的编码细菌复制蛋白的Rep基因；

(b)环状DNA载体，其包含：

(i)编码序列；和

(ii)依赖于所述复制蛋白的复制起点。

2.如权利要求1所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点的长度小于50个碱基对。

3.如权利要求1或2所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点和所述复制蛋白来自

ColE2相关质粒。

4.如权利要求3所述的工程化细菌细胞，其中所述ColE2相关质粒是ColE2‑P9。

5.如权利要求1至4中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述Rep基因操作性地偶联

至第一诱导型启动子。

6.如权利要求5所述的工程化细菌细胞，其中所述第一诱导型启动子是T7  RNA聚合酶

依赖性启动子。

7.如权利要求1至6中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含整合到所述细菌基因组

中的编码T7  RNA聚合酶(T7RNAP)的基因。

8.如权利要求7所述的工程化细菌细胞，其中所述T7RNAP基因操作性地偶联至第二诱

导型启动子。

9.如权利要求8所述的工程化细菌细胞，其中所述第二诱导型启动子是Ptac。

10.如权利要求1至9中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含整合到所述细菌基因

组中的编码外源限制性酶的基因。

11.如权利要求10所述的工程化细菌细胞，其中所述编码所述外源限制性酶的基因操

作性地偶联至第三诱导型启动子。

12.如权利要求11所述的工程化细菌细胞，其中所述第三诱导型启动子是Pbad。

13.如权利要求11或12所述的工程化细菌细胞，其中所述细菌基因组不包含所述外源

限制性酶的识别序列。

14.如权利要求1至13中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述编码序列编码治疗性

基因或核酸。

15.如权利要求1至14中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述编码序列是真核序

列。

16.如权利要求1至15中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点是所述环状

DNA载体中的唯一细菌序列。

17.如权利要求1至16中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述工程化细菌细胞包含

所述环状DNA载体的至少20个拷贝。

18.如权利要求1至17中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述工程化细菌细胞能够

在至少20轮细胞分裂中维持所述环状DNA载体。

19.如权利要求1至18中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述工程化细菌细胞不包

含除所述环状DNA载体的一个或多个拷贝之外的任何基因组外环状DNA分子。

20.一种培养物，其包含多个如权利要求1至19中任一项所述的工程化细菌细胞，其中

每个工程化细菌细胞的环状DNA载体的平均拷贝数为至少10。
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21.如权利要求20所述的培养物，其包含至少107个工程化细菌细胞。

22.一种工程化细菌细胞，其包含：

(a)整合到细菌基因组中的编码细菌复制蛋白的Rep基因；

(b)质粒，其包含：

(i)包含编码序列和依赖于所述细菌复制蛋白的复制起点的第一区段，其中所述第一

区段不包含选择性标记；以及

(ii)包含选择性标记的第二区段；

其中所述第一区段侧接至少一种外源限制性酶或外源重组酶的识别序列。

23.如权利要求22所述的工程化细菌细胞，其中侧接所述第一区段的所述识别序列是

相同的。

24.如权利要求22所述的工程化细菌细胞，其中侧接所述第一区段的所述识别序列是

不同的。

25.如权利要求22所述的工程化细菌细胞，其中所述第二区段还包含复制起点，其中所

述第二区段中的所述复制起点与所述第一区段中的所述复制起点直向同源。

26.如权利要求22所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点的长度小于50个碱基对。

27.如权利要求22所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点和所述复制蛋白来自

ColE2相关质粒。

28.如权利要求22所述的工程化细菌细胞，其中所述ColE2相关质粒是ColE2‑P9。

29.如权利要求22至27中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述Rep基因操作性地偶

联至第一诱导型启动子。

30.如权利要求29所述的工程化细菌细胞，其中所述第一诱导型启动子是T7  RNA聚合

酶依赖性启动子。

31.如权利要求22至30中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含整合到所述细菌基

因组中的编码T7  RNA聚合酶(T7RNAP)的基因。

32.如权利要求31所述的工程化细菌细胞，其中所述T7RNAP基因操作性地偶联至第二

诱导型启动子。

33.如权利要求32所述的工程化细菌细胞，其中所述第二诱导型启动子是Ptac。

34.如权利要求22至33中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含整合到所述细菌基

因组中的编码所述外源限制性酶或外源重组酶的基因。

35.如权利要求34所述的工程化细菌细胞，其中所述编码所述外源限制性酶或外源重

组酶的基因操作性地偶联至第三诱导型启动子。

36.如权利要求35所述的工程化细菌细胞，其中所述第三诱导型启动子是Pbad。

37.如权利要求22至36中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述细菌基因组不包含

所述外源限制性酶或所述外源重组酶的识别序列。

38.如权利要求22至37中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述编码序列编码治疗

性基因或核酸。

39.如权利要求1至19中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述编码序列是真核序

列。

40.如权利要求22至39中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含外源限制性酶或外
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源重组酶。

41.一种制备环状DNA载体的方法，所述方法包括：

(a)使细菌细胞内的质粒与外源限制性酶接触，以从所述质粒上切除第一区段，其中所

述第一区段侧接所述外源限制性酶的识别序列，并且其中所述第一区段包含编码序列和依

赖于细菌复制蛋白的复制起点，从而产生包含5’末端和3’末端以及互补突出端的线性DNA

片段；以及

(b)将所述线性DNA片段的5’末端和3’末端连接在一起以产生所述环状DNA载体。

42.如权利要求41所述的方法，其中在步骤(a)之前，所述质粒包含含有选择性标记的

第二区段。

43.如权利要求42所述的方法，其中所述第二区段还包含复制起点，其中所述第二区段

中的复制起点与所述第一区段中的复制起点直向同源。

44.如权利要求41至43中任一项所述的方法，其中所述第一区段不包含选择性标记。

45.如权利要求41至44中任一项所述的方法，其中使所述细胞内的所述质粒与所述外

源限制性酶接触包含诱导所述外源限制性酶在所述细胞内的表达。

46.如权利要求45所述的方法，其中将编码所述外源限制性酶的基因整合到操作性地

偶联至诱导型启动子的细菌基因组中。

47.如权利要求46所述的方法，其中所述诱导型启动子是Pbad，并且其中诱导所述外源

限制性酶在所述细胞内的表达包括向所述细胞提供阿拉伯糖。

48.如权利要求41至44中任一项所述的方法，其中使所述细胞内的所述质粒与所述外

源限制性酶接触包含将所述外源限制性酶从所述细菌细胞外部引入所述细胞中。

49.如权利要求41至48中任一项所述的方法，其中所述连接通过外源连接酶进行。

50.如权利要求49所述的方法，其中所述外源连接酶由整合到所述细菌基因组中的基

因表达。

51.如权利要求50所述的方法，其中将所述外源连接酶从所述细菌细胞外部引入所述

细菌细胞中。

52.如权利要求41至51中任一项所述的方法，其中所述细菌细胞包含整合到所述基因

组中的编码所述细菌复制蛋白的Rep基因。

53.如权利要求52所述的方法，其中所述Rep基因操作性地偶联至能够以第一表达水平

和第二表达水平表达所述细菌复制蛋白的诱导型启动子，其中所述第一表达水平低于所述

第二表达水平。

54.如权利要求53所述的方法，其中所述细菌复制蛋白的第一表达水平使所述复制起

点维持在第一拷贝数，并且其中所述细菌复制蛋白的第二表达水平使所述复制起点维持在

第二拷贝数，其中所述第一拷贝数低于5个、10个、15个、20个或50个拷贝/细胞，并且所述第

二拷贝数为至少20个、50个、100个或200个拷贝/细胞。

55.如权利要求53所述的方法，其中所述细菌复制基因在步骤(b)之前以所述第一表达

水平表达，并且在步骤(b)之前不以所述第二表达水平表达。

56.如权利要求54或55所述的方法，其中所述细菌复制基因在步骤(b)之后以所述第二

表达水平表达。

57.如权利要求53至56中任一项所述的方法，其中所述诱导型启动子是依赖于T7  RNA
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聚合酶的PT7。

58.如权利要求41至57中任一项所述的方法，其中所述细菌细胞包含整合到基因组中

的编码T7  RNA聚合酶的基因(T7RNAP)。

59.如权利要求58所述的方法，其中所述T7RNAP基因操作性地偶联至诱导型启动子。

60.如权利要求59所述的方法，其中所述诱导型启动子是Ptac。

61.如权利要求60所述的方法，其中所述质粒的第二区段还包含编码能够抑制来自所

述Ptac启动子的表达的乳糖抑制蛋白的LacI基因，并且其中所述细菌复制基因的表达通过

所述乳糖抑制蛋白的表达维持在所述第一表达水平或低于所述第一表达水平。

62.如权利要求61所述的方法，其中在步骤(b)之后，所述乳糖抑制蛋白的表达减少，从

而诱导所述细菌复制基因以所述第二表达水平表达，并且使所述环状DNA载体维持在所述

第二拷贝数。

63.如权利要求41至62中任一项所述的方法，其还包括在持续生长不需要所述质粒上

的所述选择性标记的条件下培养所述细胞，从而产生缺乏所述选择性标记的所述细菌细胞

的子代群体。

64.如权利要求63所述的方法，其中在至少50次倍增后，所述群体将所述环状DNA载体

维持在至少20个拷贝/细胞的平均拷贝数。

65.如权利要求63或64所述的方法，其还包括纯化所述环状DNA载体。

66.如权利要求41至65中任一项所述的方法，其中所述复制起点的长度小于50个碱基

对。

67.如权利要求41至66中任一项所述的方法，其中所述复制起点和所述复制蛋白来自

ColE2相关质粒。

68.如权利要求67所述的方法，其中所述ColE2相关质粒是ColE2‑P9。

69.一种制备环状DNA载体的方法，所述方法包括：

(a)获得如权利要求22至40中任一项所述的工程化细菌细胞；

(b)使质粒与外源限制性酶接触以切除所述质粒的第一区段，从而产生侧接互补突出

端的线性DNA片段；以及

(c)自我连接所述线性DNA片段以产生所述环状DNA载体。

70.一种制备环状DNA载体的方法，所述方法包括：

(a)获得如权利要求22至40中任一项所述的工程化细菌细胞；

(b)使质粒与识别侧接第一区段的识别序列的外源重组酶接触。

71.一种药物组合物，其包含：

(a)通过如权利要求41至70中任一项所述的方法产生的环状DNA载体；以及

(b)用于向受试者递送所述药物组合物的合适载剂。

72.一种工程化细菌细胞，其包含含有编码序列和长度小于50个碱基对的复制起点的

环状DNA载体，其中所述环状DNA载体缺乏选择性标记。

73.如权利要求72所述的工程化细菌细胞，其中所述工程化细菌细胞不包含除所述环

状DNA载体的一个或多个拷贝之外的任何基因组外DNA分子。

74.如权利要求72或73所述的工程化细菌细胞，其中所述工程化细菌细胞不包含编码

选择性标记的基因。
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75.如权利要求72至74中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述工程化细菌细胞不

包含基因组外DNA分子上的选择性标记。

76.如权利要求72至75中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点来自

ColE2‑P9质粒。

77.如权利要求72至76中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含编码识别复制起点

的细菌复制蛋白的Rep基因。

78.如权利要求77所述的工程化细菌细胞，其中所述Rep基因来自ColE2‑P9质粒。

79.如权利要求77或78所述的工程化细菌细胞，其中将所述Rep基因整合到所述细菌基

因组中。

80.如权利要求77至79中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述Rep基因操作性地偶

联至诱导型启动子。

81.如权利要求72至80中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述环状DNA载体还包含

重组位点。

82.如权利要求72至81中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述环状DNA载体不包含

除所述复制起点和所述重组位点(当存在时)之外的任何细菌[或其他原核或噬菌体]序列。

83.如权利要求81所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点和所述重组位点一起的

长度不超过90个碱基对。

84.如权利要求72至83中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含编码重组酶的基因。

85.如权利要求72至83中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述细菌细胞包含所述

环状DNA载体的至少10个拷贝。

86.一种工程化细菌细胞，其包含质粒，所述质粒包含：

(a)包含编码序列和长度小于50个碱基对的复制起点的第一区段，其中所述第一区段

不包含选择性标记；以及

(b)包含选择性标记的第二区段；

其中所述第一区段侧接外源重组酶的识别序列。

87.如权利要求86所述的工程化细菌细胞，其还包含编码Rep基因的基因，所述Rep基因

编码识别所述复制起点的细菌复制蛋白。

88.如权利要求87所述的工程化细菌细胞，其中将所述Rep基因整合到所述细菌基因组

中。

89.如权利要求87或88所述的工程化细菌细胞，其中所述Rep基因操作性地偶联至第一

诱导型启动子。

90.如权利要求87至89中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述复制起点和所述复

制蛋白来自ColE2相关质粒。

91.如权利要求87至90中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述ColE2相关质粒是

ColE2‑P9。

92.如权利要求86至91中任一项所述的工程化细菌细胞，其还包含编码所述外源重组

酶的基因。

93.如权利要求92所述的工程化细菌细胞，其中将所述编码所述外源重组酶的基因整

合到所述细菌基因组中。
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94.如权利要求92所述的工程化细菌细胞，其中所述编码所述外源重组酶的基因在质

粒或细菌人工染色体上。

95.如权利要求92至94中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述编码外源重组酶的

基因操作性地偶联至第二诱导型启动子。

96.如权利要求95所述的工程化细菌细胞，其中所述第二诱导型启动子是枯茗酸诱导

型启动子。

97.如权利要求92至96中任一项所述的工程化细菌细胞，其中所述重组酶是Bxb1。

98.如权利要求97所述的工程化细菌细胞，其中所述识别序列包含attP‑GA和attB‑GA。

99.一种制备环状DNA载体的方法，其包括在如权利要求86至98中任一项所述的工程化

细菌细胞中诱导所述质粒的重组。

100.如权利要求99所述的方法，其中诱导所述质粒的重组包括诱导所述外源重组酶在

所述工程化细菌细胞中的表达。

101.一种产生环状DNA载体的方法，所述方法包括在工程化细菌细胞中诱导质粒的重

组，其中：

(a)所述质粒包含：

(ii)包含编码序列和长度小于50个碱基对的复制起点的第一区段，其中所述第一区段

不包含选择性标记，其中所述第一区段侧接外源重组酶的识别序列；以及

(ii)包含选择性标记的第二区段；以及

(b)所述工程化细菌细胞包含编码所述外源重组酶的基因；

其中所述诱导引起所述质粒的重组，从而产生包含所述第一区段的所述环状DNA载体。

102.如权利要求101所述的方法，其中所述工程化细菌细胞还包含编码识别复制起点

的细菌复制蛋白的Rep基因。

103.如权利要求101或102所述的方法，其中将所述Rep基因整合到所述细菌基因组中。

104.如权利要求102或103所述的方法，其中所述Rep基因操作性地偶联至第一诱导型

启动子。

105.如权利要求101至104中任一项所述的方法，其中所述复制起点是ColE2‑P9复制起

点。

106.如权利要求102至105中任一项所述的方法，其中所述Rep基因是ColE2‑P9  Rep基

因。

107.如权利要求101至106中任一项所述的方法，其中所述外源重组酶位于质粒或细菌

人工染色体上。

108.如权利要求101至107中任一项所述的方法，其中所述编码所述外源重组酶的基因

操作性地偶联至第二诱导型启动子。

109.如权利要求108所述的方法，其中诱导所述质粒的重组包括诱导所述编码所述外

源重组酶的基因的表达。

110.如权利要求101至108中任一项所述的方法，其中所述诱导所述质粒的重组包括将

所述质粒引入所述工程化细菌细胞中，其中所述外源重组酶在所述引入时在所述工程化细

菌细胞中表达。

111.如权利要求110所述的方法，其中所述外源重组酶在所述引入时以非诱导水平表
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达。

112.如权利要求101至111中任一项所述的方法，其中所述外源重组酶是Bxb1，并且所

述识别序列包含attP‑GA和attB‑GA。

113.如权利要求112所述的方法，其中编码Bxb1的基因操作性地偶联至枯茗酸诱导型

启动子，所述工程化细菌细胞在所述引入时维持在不存在枯茗酸的情况下，并且所述Bxb1

在所述引入时以非诱导水平表达。

114.一种药物组合物，其包含：

(a)通过如权利要求99至113中任一项所述的方法产生的环状DNA载体；以及

(b)用于向受试者递送所述药物组合物的合适载剂。

115.一种环状DNA载体，其包含：

(a)真核启动子；

(b)真核编码序列；以及

(c)长度小于50bp的细菌复制起点，

其中所述环状DNA载体缺乏选择性标记。

116.如权利要求115所述的环状DNA载体，其中所述真核编码序列的3’末端通过包含所

述细菌复制起点的序列连接至所述启动子的5’末端，其中所述包含所述细菌复制起点的序

列长度小于100bp。

117.一种药物组合物，其包含：

(d)如权利要求115或116中任一项所述的环状DNA载体；以及

(e)用于向受试者递送所述药物组合物的合适载剂。

118.一种宿主细胞，其包含如权利要求115或116中任一项所述的环状DNA载体。

119.如权利要求118所述的宿主细胞，其中所述宿主细胞是哺乳动物细胞。

120.如权利要求118或119所述的宿主细胞，其中所述宿主细胞是人细胞。

121.如权利要求117至120中任一项所述的宿主细胞，其中所述宿主细胞是体外分离

的。
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在工程化细菌中生产基因疗法载体

[0001] 交叉引用

[0002] 本申请要求2021年12月20日提交的美国临时申请第63/291,871号的权益，其全部

内容通过引用并入本文。

技术领域

[0003] 总的来说，本公开涉及工程化细菌中的治疗性载体。

背景技术

[0004] 基因疗法正在成为治疗人类患者的多种疾病和病症的一种有前景的方法。重组腺

相关病毒(rAAV)载体在人类患者和多种模型系统中具有高效基因转移的良好记录。rAAV载

体的基因组的优势在于它们作为环状附加体在靶细胞的生命周期内在体内持久存在的能

力。在另一方面，基于rAAV的载体存在很多的缺点，诸如有限的最大有效负载、免疫原性以

及制备效率。

[0005] 为了解决rAAV技术中的这些挑战中的一些，非病毒替代物近年来得到了广泛的关

注。然而，开发具有rAAV的效率和持久性的可扩大的非病毒基因治疗平台被证明是难以实

现的。例如，传统的细菌质粒DNA载体代表了基因递送中的通用工具，但受限于质粒DNA载体

中丰富的细菌组分，诸如抗生素抗性基因和转录调控元件，其可通过转录沉默导致免疫原

性和基因表达丧失。

[0006] 尽管有各种努力通过去除主链组分来改进质粒DNA载体，但仍需要具有最少细菌

元件的非病毒载体和大规模有效生产它们的方法。

发明内容

[0007] 本文公开了细菌产生的环状DNA载体(例如，治疗性环状DNA载体)和细菌细胞(例

如，工程化细菌细胞)，其可用于从亲本质粒，例如细菌细胞(例如，工程化细菌细胞)内的亲

本质粒产生它们。本文提供的治疗性环状DNA载体包含小的(例如，少于50个碱基对)复制起

点，并且缺乏选择标记(例如，抗生素抗性基因)，这可以降低载体中外源序列引入的风险。

因此，此类细菌产生的环状DNA载体可以有效地和大规模生产以用于治疗应用。

[0008] 本文公开的实施方案包括一种工程化细菌细胞，其包含：(a)整合到细菌基因组中

的编码细菌复制蛋白的Rep基因；(b)环状DNA载体，其包含：(i)编码序列；以及(ii)依赖于

复制蛋白的复制起点；其中所述环状DNA载体不包含选择性标记。在一些实施方案中，所述

复制起点的长度小于50个碱基对。在一些实施方案中，所述复制起点和复制蛋白来自ColE2

相关质粒。在一些实施方案中，所述ColE2相关质粒是ColE2‑P9。

[0009] 在一些实施方案中，所述Rep基因操作性地偶联至第一诱导型启动子。在一些实施

方案中，所述第一诱导型启动子是T7  RNA聚合酶依赖性启动子。在一些实施方案中，所述工

程化细菌细胞还包含整合到细菌基因组中的编码T7  RNA聚合酶(T7RNAP)的基因。在一些实

施方案中，所述T7RNAP基因操作性地偶联至第二诱导型启动子。在一些实施方案中，所述第

说　明　书 1/68 页

9

CN 119487197 A

9



二诱导型启动子是Ptac。

[0010] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包含整合到细菌基因组中的编码外源

限制性酶的基因。在一些实施方案中，编码外源限制性酶的基因操作性地偶联至第三诱导

型启动子。在一些实施方案中，所述第三诱导型启动子是Pbad。在一些实施方案中，所述细

菌基因组不包含外源限制性酶的识别序列。

[0011] 在一些实施方案中，编码环状DNA载体的编码序列包含治疗性基因或核酸。在一些

实施方案中，所述编码序列是真核序列(例如，可在哺乳动物细胞中表达的序列)。

[0012] 在一些实施方案中，所述复制起点是环状DNA载体中唯一的细菌序列。

[0013] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞包含环状DNA载体的至少20个拷贝。在一

些实施方案中，所述工程化细菌细胞能够在至少20轮细胞分裂中维持环状DNA载体。

[0014] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞不包含除环状DNA载体的一个或多个拷

贝之外的任何基因组外环状DNA分子。

[0015] 本文公开的实施方案包括一种培养物，其包含多个本文所述的任何工程化细菌细

胞，其中每个工程化细菌细胞的环状DNA载体的平均拷贝数为至少10。在一些实施方案中，

培养物含有至少107个工程化细菌细胞。

[0016] 本文公开的实施方案包括一种工程化细菌细胞，其包含：(a)整合到细菌基因组中

的编码细菌复制蛋白的Rep基因；(b)质粒，其包含：(i)包含编码序列和依赖于细菌复制蛋

白的复制起点的第一区段，其中所述第一区段不包含选择性标记；以及(ii)包含选择性标

记的第二区段；其中所述第一区段侧接至少一种外源限制性酶或外源重组酶的识别序列。

在一些实施方案中，侧接第一区段的识别序列是相同的。在一些实施方案中，侧接第一区段

的识别序列是不同的。在一些实施方案中，所述第二区段还包含复制起点，其中第二区段中

的复制起点与第一区段中的复制起点直向同源。

[0017] 在一些实施方案中，所述复制起点的长度小于50个碱基对。在一些实施方案中，所

述复制起点和复制蛋白来自ColE2相关质粒。在一些实施方案中，所述ColE2相关质粒是

ColE2‑P9。

[0018] 在一些实施方案中，所述Rep基因操作性地偶联至第一诱导型启动子。在一些实施

方案中，所述第一诱导型启动子是T7  RNA聚合酶依赖性启动子。在一些实施方案中，所述工

程化细菌细胞还包含整合到细菌基因组中的编码T7  RNA聚合酶(T7RNAP)的基因。在一些实

施方案中，所述T7RNAP基因操作性地偶联至第二诱导型启动子。在一些实施方案中，所述第

二诱导型启动子是Ptac。

[0019] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包含整合到细菌基因组中的编码外源

限制性酶或外源重组酶的基因。在一些实施方案中，编码外源限制性酶或外源重组酶的基

因操作性地偶联至第三诱导型启动子。在一些实施方案中，所述第三诱导型启动子是Pbad。

在一些实施方案中，所述细菌基因组不包含外源限制性酶或外源重组酶的识别序列。

[0020] 在一些实施方案中，第一区段的编码序列编码治疗性基因或核酸。在一些实施方

案中，所述编码序列是真核序列(例如，可在哺乳动物细胞中表达的序列)。

[0021] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包含外源限制性酶或外源重组酶。

[0022] 本文公开的实施方案包括一种制备环状DNA载体的方法，所述方法包括：(a)使细

菌细胞内的质粒与外源限制性酶接触，以从所述质粒上切除第一区段，其中所述第一区段
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侧接外源限制性酶的识别序列，并且其中所述第一区段包含编码序列和依赖于细菌复制蛋

白的复制起点，从而产生包含5’末端和3’末端以及互补突出端的线性DNA片段；以及(b)将

线性DNA片段的5’末端和3’末端连接在一起以产生环状DNA载体。在一些实施方案中，在步

骤(a)之前，所述质粒包含含有选择性标记的第二区段。在一些实施方案中，所述第二区段

还包含复制起点，其中第二区段中的复制起点与第一区段中的复制起点直向同源。在一些

实施方案中，所述第一区段不包括选择性标记。

[0023] 在一些实施方案中，使细胞内的质粒与外源限制性酶接触包括诱导外源限制性酶

在细胞内的表达。在一些实施方案中，将编码外源限制性酶的基因整合到操作性地偶联至

诱导型启动子的细菌基因组中。在一些实施方案中，所述诱导型启动子是Pbad，并且诱导外

源限制性酶在细胞内的表达包括向细胞提供阿拉伯糖。在一些实施方案中，使细胞内的质

粒与外源限制性酶接触包括将外源限制性酶从细菌细胞外部引入细胞中。

[0024] 在一些实施方案中，通过外源连接酶进行连接。在一些实施方案中，外源连接酶由

整合到细菌基因组中的基因表达。在一些实施方案中，将外源连接酶从细菌细胞外部引入

细菌细胞中。

[0025] 在一些实施方案中，所述细菌细胞包含整合到基因组中的编码细菌复制蛋白的

Rep基因。在一些实施方案中，所述Rep基因操作性地偶联至能够以第一表达水平和第二表

达水平表达细菌复制蛋白的诱导型启动子，其中第一表达水平低于第二表达水平。在一些

实施方案中，细菌复制蛋白的第一表达水平使复制起点维持在第一拷贝数，并且细菌复制

蛋白的第二表达水平使复制起点维持在第二拷贝数，其中第一拷贝数低于5个、10个、15个、

20个或50个拷贝/细胞，并且第二拷贝数为至少20个、50个、100个或200个拷贝/细胞。在一

些实施方案中，所述细菌复制基因在步骤(b)之前以第一表达水平表达，并且在步骤(b)之

前不以第二表达水平表达。在一些实施方案中，所述细菌复制基因在步骤(b)之后以第二表

达水平表达。在一些实施方案中，所述诱导型启动子是依赖于T7  RNA聚合酶的PT7。在一些

实施方案中，所述细菌细胞包含整合到基因组中的编码T7  RNA聚合酶的基因(T7RNAP)。在

一些实施方案中，所述T7RNAP基因操作性地偶联至诱导型启动子。在一些实施方案中，所述

诱导型启动子是Ptac。在一些实施方案中，质粒的第二区段还包含编码能够抑制来自Ptac启

动子的表达的乳糖抑制蛋白的LacI基因，并且其中细菌复制基因的表达通过乳糖抑制蛋白

的表达维持在第一表达水平或低于第一表达水平。在一些实施方案中，在步骤(b)后，乳糖

抑制蛋白的表达减少，从而诱导细菌复制基因以第二表达水平表达，并且使环状DNA载体维

持在第二拷贝数。

[0026] 在一些实施方案中，制备环状DNA载体的方法还包括在持续生长不需要质粒上的

选择性标记的条件下培养细胞，从而产生缺乏选择性标记的细菌细胞子代群体。在一些实

施方案中，在至少50次倍增后，群体维持环状DNA载体。在一些实施方案中，在至少100次倍

增后，例如至少150次倍增、至少200次倍增、至少250次倍增或至少290次倍增后，群体维持

环状DNA载体。在一些实施方案中，在至少50次倍增后，群体将环状DNA载体维持在至少20个

拷贝/细胞的平均拷贝数。在一些实施方案中，在至少100次倍增后，群体将环状DNA载体维

持在至少20个拷贝/细胞的平均拷贝数。在一些实施方案中，在至少150次倍增、至少200次

倍增、至少250次倍增或至少290次倍增后，群体将环状DNA载体维持在至少20个拷贝/细胞

的平均拷贝数。在一些实施方案中，所述方法还包括纯化环状DNA载体。
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[0027] 在一些实施方案中，所述复制起点的长度小于50个碱基对(例如，长度小于45个碱

基对，或长度为约40个碱基对)。在一些实施方案中，所述复制起点和复制蛋白来自ColE2相

关质粒。在一些实施方案中，所述ColE2相关质粒是ColE2‑P9。在一些实施方案中，所述复制

起点包含以下或由以下组成：SEQ  ID  NO:2(或反向互补序列)或其功能变体(例如，与SEQ 

ID  NO:2具有至少90％序列同一性(例如，与SEQ  ID  NO:2具有至少92％序列同一性、与SEQ 

ID  NO:2具有至少94％序列同一性、与SEQ  ID  NO:2具有至少95％序列同一性、与SEQ  ID 

NO:2具有至少96％序列同一性、与SEQ  ID  NO:2具有至少97％序列同一性、与SEQ  ID  NO:2

具有至少98％序列同一性、与SEQ  ID  NO:2具有至少99％序列同一性或与SEQ  ID  NO:2具有

100％序列同一性))的功能变体。在一些实施方案中，所述复制起点包含以下或由以下组

成：SEQ  ID  NO:3(或反向互补序列)或其功能变体(例如，与SEQ  ID  NO:3具有至少90％序列

同一性(例如，与SEQ  ID  NO:3具有至少92％序列同一性、与SEQ  ID  NO:3具有至少94％序列

同一性、与SEQ  ID  NO:3具有至少95％序列同一性、与SEQ  ID  NO:3具有至少96％序列同一

性、与SEQ  ID  NO:3具有至少97％序列同一性、与SEQ  ID  NO:3具有至少98％序列同一性、与

SEQ  ID  NO:3具有至少99％序列同一性或与SEQ  ID  NO:3具有100％序列同一性))的功能变

体。在一些实施方案中，所述复制起点包含以下或由以下组成：SEQ  ID  NO:4(或反向互补序

列)或其功能变体(例如，与SEQ  ID  NO:4具有至少90％序列同一性(例如，与SEQ  ID  NO:4具

有至少92％序列同一性、与SEQ  ID  NO:4具有至少94％序列同一性、与SEQ  ID  NO:4具有至

少95％序列同一性、与SEQ  ID  NO:4具有至少96％序列同一性、与SEQ  ID  NO:4具有至少

97％序列同一性、与SEQ  ID  NO:4具有至少98％序列同一性、与SEQ  ID  NO:4具有至少99％

序列同一性或与SEQ  ID  NO:4具有100％序列同一性))的功能变体。

[0028] 本文公开的实施方案包括一种制备环状DNA载体的方法，所述方法包括：(a)获得

本文所述的包含亲本质粒的任何工程化细菌细胞，所述亲本质粒包含第一区段，所述第一

区段包含编码序列和依赖于细菌复制蛋白的复制起点，其中所述第一区段不包含选择性标

记，并且其中所述第一区段侧接至少一种外源限制性酶的识别序列；以及(b)使质粒与外源

限制性内切酶接触以切除质粒的第一区段，从而产生侧接互补突出端的线性DNA片段；以及

(c)自我连接线性DNA片段以产生环状DNA载体。

[0029] 本文公开的实施方案包括一种制备环状DNA载体的方法，所述方法包括：(a)获得

本文所述的包含亲本质粒的任何工程化细菌细胞，所述亲本质粒包含第一区段，所述第一

区段包含编码序列和依赖于细菌复制蛋白的复制起点，其中所述第一区段不包含选择性标

记，并且其中所述第一区段侧接至少一种外源重组酶的识别序列；(b)使质粒与识别侧接第

一区段的识别序列的外源重组酶接触。

[0030] 本文公开的实施方案包括一种药物组合物，其包含(a)通过本文所述的任何方法

产生的环状DNA载体；以及(b)用于向受试者递送药物组合物的合适载剂。

[0031] 在另一方面，提供了一种工程化细菌细胞(例如，大肠杆菌(E.coli))，其包含含有

编码序列和长度小于50个碱基对的复制起点的环状DNA载体，其中所述环状DNA载体缺乏选

择性标记。在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞不包含除环状DNA载体的一个或多个拷

贝之外的任何基因组外DNA分子。在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞不包含编码选择

性标记的基因。在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞不包含基因组外DNA分子上的选择

性标记。在一些实施方案中，所述复制起点来自ColE2相关质粒(例如，ColE2‑P9质粒)。在一
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些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包括编码识别复制起点的细菌复制蛋白的Rep基因

(例如，Rep基因来自ColE2‑P9质粒(例如，SEQ  ID  NO:1))。在一些实施方案中，将Rep基因整

合到细菌基因组中。在一些实施方案中，所述Rep基因操作性地偶联至诱导型启动子。

[0032] 在一些实施方案中，所述环状DNA载体还包含重组位点(例如，attL位点(例如，

attL‑GA)或attR位点)。

[0033] 在一些实施方案中，所述环状DNA载体不包含除复制起点和重组位点(当存在时)

之外的任何细菌(或其他原核或噬菌体)序列。在一些实施方案中，复制起点和重组位点一

起的长度不超过90个碱基对。

[0034] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包括编码重组酶的基因。

[0035] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞包含环状DNA载体的至少10个拷贝。

[0036] 另一方面，本文提供了一种工程化细菌细胞，其包含质粒，所述质粒包含：(a)包含

编码序列和长度小于50个碱基对的复制起点的第一区段，其中所述第一区段不包含选择性

标记；以及(b)包含选择性标记的第二区段；其中第一区段侧接外源重组酶的识别序列。在

一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包括编码Rep基因的基因，所述Rep基因编码识别

复制起点的细菌复制蛋白。在一些实施方案中，将Rep基因整合到细菌基因组中。在一些实

施方案中，所述Rep基因操作性地偶联至第一诱导型启动子。

[0037] 在一些实施方案中，复制起点和复制蛋白来自ColE2相关质粒，例如ColE2‑P9。

[0038] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包含编码外源重组酶的基因。在一些

实施方案中，将编码外源重组酶的基因整合到细菌基因组中。在一些实施方案中，编码外源

重组酶的基因位于质粒或细菌人工染色体上。在一些实施方案中，编码外源重组酶的基因

操作性地偶联至第二诱导型启动子。在一些实施方案中，所述第二诱导型启动子是枯茗酸

诱导型启动子(cuminic  acid‑inducible  promoter)。

[0039] 在一些实施方案中，所述重组酶是Bxb1。在一些实施方案中，所述识别序列包含

attP‑GA和attB‑GA。

[0040] 另一方面，本文提供了一种制备环状DNA载体的方法，其中所述方法包括在前述方

面中的任一者的工程化细菌细胞中诱导质粒的重组。在一些实施方案中，诱导质粒的重组

包括诱导外源重组酶在工程化细菌细胞中的表达。

[0041] 在另一方面，提供了一种产生环状DNA载体的方法，所述方法包括在工程化细菌细

胞中诱导质粒的重组，其中：(a)所述质粒包含：(i)包含编码序列和长度小于50个碱基对的

复制起点的第一区段，其中所述第一区段不包含选择性标记，其中所述第一区段侧接外源

重组酶的识别序列；以及(ii)包含选择性标记的第二区段；以及(b)所述工程化细菌细胞包

含编码外源重组酶的基因；其中所述诱导引起质粒的重组，从而产生包含第一区段的环状

DNA载体。

[0042] 在一些实施方案中，所述工程化细菌细胞还包含编码识别复制起点的细菌复制蛋

白的Rep基因。在一些实施方案中，将Rep基因整合到细菌基因组中。在一些实施方案中，所

述Rep基因操作性地偶联至第一诱导型启动子。

[0043] 在一些实施方案中，复制起点是ColE2‑P9复制起点和/或Rep基因是ColE2‑P9  Rep

基因。

[0044] 在一些实施方案中，所述外源重组酶位于质粒或细菌人工染色体上。在一些实施
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方案中，其中编码外源重组酶的基因操作性地偶联至第二诱导型启动子。

[0045] 在一些实施方案中，诱导质粒的重组包括诱导编码外源重组酶的基因的表达。在

一些实施方案中，诱导质粒的重组包括将质粒引入工程化细菌细胞中，其中外源重组酶在

引入时在工程化细菌细胞中表达。在一些实施方案中，所述外源重组酶在引入时以非诱导

水平表达。

[0046] 在一些实施方案中，所述外源重组酶是Bxb1，并且识别序列包含attP‑GA和attB‑

GA。在一些实施方案中，编码Bxb1的基因操作性地偶联至枯茗酸诱导型启动子，所述工程化

细菌细胞在引入时维持在不存在枯茗酸的情况下，并且所述Bxb1在引入时以非诱导水平表

达。

[0047] 在另一方面，提供了一种环状DNA载体(例如，工程化环状DNA载体)，其包含(a)真

核启动子；(b)真核编码序列；以及(c)长度小于50bp的细菌复制起点，其中环状DNA载体缺

乏选择性标记。在一些实施方案中，所述真核编码序列的3’末端通过包含细菌复制起点的

序列连接至启动子的5’末端，其中包含细菌复制起点的序列长度小于100bp。在一些实施方

案中，所述环状DNA载体是单体超螺旋的。

[0048] 另一方面，提供了一种药物组合物，其包含环状DNA载体，所述环状DNA载体包含

(a)真核启动子；(b)真核编码序列；以及(c)长度小于50bp的细菌复制起点，其中环状DNA载

体缺乏选择性标记。在一些实施方案中，所述真核编码序列的3’末端通过包含细菌复制起

点的序列连接至启动子的5’末端，其中包含细菌复制起点的序列长度小于100bp。

[0049] 在另一方面，提供了一种宿主细胞(例如哺乳动物细胞，例如人细胞)，其包含环状

DNA载体，所述环状DNA载体包含(a)真核启动子；(b)真核编码序列；以及(c)长度小于50bp

的细菌复制起点，其中环状DNA载体缺乏选择性标记。在一些实施方案中，所述真核编码序

列的3’末端通过包含细菌复制起点的序列连接至启动子的5’末端，其中包含细菌复制起点

的序列长度小于100bp。在一些实施方案中，所述宿主细胞表达由编码序列编码的蛋白质。

在一些实施方案中，所述宿主细胞是体外分离的。在一些实施方案中，通过电穿孔将环状

DNA载体转染到宿主细胞中。

附图说明

[0050] 本公开的特征在所附权利要求中具体阐述。通过参考以下阐述说明性实施方案的

详细描述，将获得对本公开的特征和优点的更好理解，其中利用了本公开的原理，并且在附

图中：

[0051] 图1是显示来自稳定性研究的结果的表格，其中测试了三个ColE2‑P9复制起点在

大肠杆菌扩增中赋予质粒稳定性的能力。

[0052] 图2说明了可用于本文公开的实施方案中的亲本质粒的组装方法的实例。

[0053] 图3说明了根据本文公开的实施方案生产测试环状DNA载体的实验程序。

[0054] 图4显示了从在含有氯霉素(“Cm”；泳道7‑12)或无氯霉素(“无Cm”；泳道1‑6)的丰

富培养基中生长的工程化细菌中纯化的染色体外DNA的琼脂糖凝胶电泳的结果。泳道2、3、

5、8、9和11显示对应于由测试亲本质粒重组产生的测试环状DNA载体的条带。泳道1、4、7和

10显示了对应于测试亲本质粒的条带。

[0055] 图5是显示在含有或不含氯霉素(“Cm”)的指定生长培养基中sfGFP阳性细胞的百
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分比的图。ZB＝发酵肉汤；TB＝极品肉汤；SB＝超级肉汤；SOB＝超优肉汤；SOC＝具有分解代

谢物阻遏的超最佳肉汤；LB＝Luria肉汤。

[0056] 图6是显示使用反向选择产生本发明的环状DNA载体的示例性方法的示意图。

[0057] 图7A至图7F是显示基于细菌人工染色体(BAC)的表达Bxb1以产生环状DNA载体的

方法的内容的示意图。图7A是整合到宿主基因组中的Rep基因。图7B和图7C是两种可替代的

BAC设计；图7B的Bxb1由枯茗酸诱导型启动子驱动，而图7C的Bxb1由阿拉伯糖诱导型启动子

驱动。图7D是模板质粒，其在通过Bxb1重组后，成为图7E的环状DNA载体和图7F的副产物。因

为环状DNA载体含有复制起点，并且(任选地)副产物包含PheS反向选择标记，所以当宿主细

菌复制和扩增时，环状DNA载体成为优势物种。

[0058] 图8A和图8B是分别显示使用BAC  1696转化后24小时和72小时克隆荧光的照片。

[0059] 图9A和图9B是分别显示使用BAC  1697转化后24小时和72小时克隆荧光的照片。

[0060] 图10是显示与枯茗酸诱导剂接触24小时后克隆的荧光的一组照片。

[0061] 图11是显示与阿拉伯糖诱导剂接触24小时后克隆的荧光的一组照片。

[0062] 图12是显示在各种条件下在LB琼脂板上孵育过夜的重新划线1696菌落的荧光的

一系列照片。

[0063] 图13是显示在各种条件下在LB琼脂板上孵育过夜的重新划线1697菌落的荧光的

一系列照片。

[0064] 图14是显示1696和1697的反向选择培养物中环状DNA载体的存在的凝胶电泳实验

的照片。显示理论条带的消化图显示在照片的左侧。

[0065] 图15A是示例性ABCA4模板质粒的质粒图谱。

[0066] 图15B是由图15A的模板质粒产生的ABCA4环状DNA载体的质粒图谱。

[0067] 图16A是显示实施例7中描述的环状DNA构建体消化物的条带模式的理论凝胶图。

图16B是显示对应于图16A的实际条带模式的凝胶的照片。

[0068] 图17A是显示来自使用与模板质粒一起2小时Kan抗性孵育产生的纯化的ABCA4环

状DNA载体的长读段测序数据的直方图。主峰是BAC和二聚体环状DNA载体。

[0069] 图17B是显示来自使用与模板质粒一起过夜Kan抗性孵育产生的纯化的ABCA4环状

DNA载体的长读段测序数据的直方图。主峰是单体环状DNA载体和BAC。

[0070] 图18是显示用于在细菌宿主中表达Bxb1的辅助质粒的组分的质粒图谱。

[0071] 图19是显示绿色荧光菌落(圆圈)的照片，其含有环状DNA载体，没有通过图18的辅

助质粒进行Bxb1表达产生的主链副产物。

[0072] 图20是描绘将Bxb1整合到宿主细胞基因组中的过程的一组图。

[0073] 图21是显示用于Bxb1整合的两个阳性克隆的凝胶的照片。1696质粒对照一式三份

地显示在左下方。

[0074] 图22是显示用细菌产生的ABCA4环状DNA载体转染的HEK293T细胞表达ABCA4蛋白

的蛋白质印迹(western  blot)的照片。

具体实施方式

[0075] 本文提供了用于在工程化细菌细胞内从亲本质粒产生环状DNA载体的改进方法，

以及相关组合物。过去，人们努力通过去除主链组分来改进质粒DNA载体。例如，在细菌细胞
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中使用重组以从质粒中去除主链来制造微环，从而产生微环载体和环状主链副产物。然而，

微环很难大规模生产，因为它们的分离需要从具有类似结构的主链副产物中纯化。通过在

载体中包括复制起点和选择性标记，已经设计了替代的载体类型，诸如纳米质粒，以便通过

阳性选择更容易地纯化。但是此类外来元件相对较大(通常有数百个碱基对长)并且对患者

来说是外源的。

[0076] 本文公开了细菌产生的环状DNA载体(例如，治疗性环状DNA载体)和细菌细胞(例

如，工程化细菌细胞)，其可用于从亲本质粒，例如细菌细胞(例如，工程化细菌细胞)内的亲

本质粒产生它们。本文提供的治疗性环状DNA载体包含小的(例如，少于50个碱基对)复制起

点，并且缺乏选择标记(例如，抗生素抗性基因)，这可以降低载体中外源序列引入的风险。

因此，此类细菌产生的环状DNA载体可以有效地和大规模生产以用于治疗应用。此外，通过

消除或减少细菌质粒DNA序列(诸如RNAPII阻滞位点)，可以减少或消除环状DNA载体的转录

沉默，从而使载体序列在个体中的持久存在。在本发明的具体实施方案中，免疫原性组分

(例如，细菌内毒素、DNA或RNA，或细菌标志物，诸如CpG基序)不存在于本发明的环状DNA载

体中，或以适合于药物或实验室应用的极低水平存在；因此，刺激宿主免疫响应的风险相对

于常规的DNA载体(诸如质粒DNA载体)降低。下面将更详细地讨论所公开的实施方案的这些

和其他方面。

[0077] I.定义

[0078] 如在本说明书和所附权利要求中所用，单数形式“一个”、“一种”和“所述”包括复

数指示物，除非内容另有明确规定。还应该注意的是，除非内容清楚地另外指出，否则术语

“或”通常以其包括“和/或”的含义使用。本文使用的术语“和/或”和“它们的任何组合”及其

语法等同物可以互换使用。这些术语可以表示任何组合都是特别考虑的。仅出于说明的目

的，以下短语“A、B和/或C”或“A、B、C或它们的任何组合”可以表示“单独地A；单独地B；单独

地C；A和B；B和C；A和C；以及A、B和C”。术语“或”可以连用或析取使用，除非上下文特别提到

析取使用。

[0079] 如在本说明书和权利要求中所使用的，词语“包含(comprising)”(和任何形式的

包含，诸如“包含(comprise)”和“包含(comprises)”)、“具有(having)”(和任何形式的具

有，诸如“具有(have)”和“具有(has)”)、“包括(including)”(和任何形式的包括，诸如“包

括(includes)”和“包括(include)”)或“含有(containing)”(和任何形式的含有，诸如“含

有(contains)”和“含有(contain)”)是包含性的或开放式的，并且不排除附加的、未引用的

要素或方法步骤。可以设想，本说明书中讨论的任何实施方案都可以相对于本公开的任何

方法或组合物来实施，反之亦然。此外，本公开的组合物可用于实现本公开的方法。

[0080] 说明书中提到的“一些实施方案”、“一个实施方案 (an  embodiment/one 

embodiment”)”或“其他实施方案”意味着结合实施方案描述的特定特征、结构或特性包括

在本公开的至少一些实施方案中，但不一定包括在所有实施方案中。阐述了本说明书的某

些具体细节，以便提供对各种实施方案的透彻理解。然而，本领域技术人员将理解，本公开

可以在没有这些细节的情况下实施。在其他情况下，没有详细示出或描述众所周知的结构，

以避免不必要地模糊对实施方案的描述。

[0081] 如本文所用，“诱导型启动子”指其表达可响应于刺激而被开启或增加的启动子。

刺激可以是例如特定分子或培养条件的存在。刺激也可以是例如特定分子或培养条件的缺
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乏。如本文所用，“诱导型启动子”包括其表达可以通过去除抑制来自所述启动子的表达的

条件(诸如特定分子或其他培养条件的存在)而被开启或增加的启动子。在一些实施方案

中，诱导型启动子是T7  RNA聚合酶依赖性启动子、Ptac启动子、Pbad启动子、PT7启动子或它们

的组合。在一些实施方案中，将诱导型启动子整合到细菌基因组中，并且操作性地连接至基

因(诸如例如编码Rep蛋白、限制性内切酶或重组酶的基因)。

[0082] 如本文所用，“外源”是指从生物体、细胞、组织或系统外部引入的或在生物体、细

胞、组织或系统外部产生的任何物质。例如，在本文所述的实施方案中，其中外源限制性酶

存在于工程化细菌细胞中，外源限制性酶不是在外源限制性酶没有从工程化细菌细胞外部

引入工程化细菌细胞中的情况下将存在于工程化细菌细胞中的酶。可以通过例如将编码外

源限制性酶的基因引入细菌细胞中或将限制性酶穿过细胞膜引入细胞中(诸如通过电穿

孔)将外源限制性酶引入工程化细菌细胞中。本文描述的实施方案还包括例如外源连接酶

和重组酶。

[0083] 如本文所用，“亲本质粒”是含有载体序列(如下文所定义)和“主链序列”(如下文

所定义)两者的质粒。本文公开的实施方案包括制备环状DNA载体的方法，所述方法包括从

载体序列中去除主链序列。

[0084] 如本文所用，亲本质粒的“载体序列”是指包括复制起点和所关注基因的编码序列

的质粒DNA的一部分。在本文实施方案的一些描述中，载体序列被称为质粒的“第一区段”。

[0085] 如本文所用，亲本质粒的“主链序列”是指包括一个或多个选择性标记(诸如药物

抗性基因或其片段)的载体序列之外的质粒DNA的一部分。在本文实施方案的一些描述中，

主链序列被称为质粒的“第二区段”。

[0086] 如本文所用，“复制蛋白”是在对应于复制蛋白的复制序列起点处开始复制所必需

的蛋白。如果复制起点依赖于在复制序列起点处开始复制的复制蛋白，则特定的复制序列

起点对应于给定的复制蛋白。例如，由ColE2‑P9质粒编码的复制蛋白对应于ColE2‑P9  ori

序列；也就是说，ColE2‑P9复制蛋白对于在ColE2‑P9  ori序列处开始DNA复制是必需的。

[0087] 如本文所用，核酸序列的“功能变体”在至少一个核酸残基上不同于参考核酸序

列，诸如天然存在的核酸序列，其中变体的相关功能活性是参考核酸序列的相关功能活性

水平的至少90％(例如，基本上类似于参考核酸序列的相关功能)。在本上下文中，至少一个

核酸残基的差异可以包括例如一个核酸残基到另一个核酸的突变、缺失或插入。变体可以

编码由参考核酸序列编码的治疗性蛋白质或其片段的同源物、同工型或转录变体，其中同

源物、同工型或转录变体的特征分别在于本文定义的同一性或同源性的程度。

[0088] 在一些情况下，多核苷酸或多肽的功能变体包括至少一个核酸取代(例如，1‑100

个核酸或氨基酸取代、1‑50个核酸或氨基酸取代、1‑20个核酸或氨基酸取代、1‑10个核酸或

氨基酸取代，例如，1个核酸或氨基酸取代、2个核酸或氨基酸取代、3个核酸或氨基酸取代、4

个核酸或氨基酸取代、5个核酸或氨基酸取代、6个核酸或氨基酸取代、7个核酸或氨基酸取

代、8个核酸或氨基酸取代、9个核酸或氨基酸取代或10个核酸或氨基酸取代)。导致表达的

多肽具有来自相同类别的交换氨基酸的核酸取代在本文中被称为保守取代。特别地，这些

是具有脂族侧链、带正电或负电的侧链、侧链中有芳族基团的氨基酸，或其侧链可以形成氢

桥的氨基酸，例如具有羟基官能团的侧链。通过保守取代，例如，具有极性侧链的氨基酸可

以被具有对应极性侧链的另一种氨基酸取代，或者，例如，以疏水性侧链为特征的氨基酸可
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以被具有对应疏水性侧链的另一种氨基酸取代(例如，丝氨酸(苏氨酸)被苏氨酸(丝氨酸)

取代，或亮氨酸(异亮氨酸)被异亮氨酸(亮氨酸)取代)。

[0089] 为了确定两个序列(例如核酸序列，例如DNA或氨基酸序列)相同的百分比，可以将

序列进行比对，以便随后相互比较。为此，可以将空位插入第一序列的序列中，并且可以比

较第二序列的对应位置处的组分。如果第一序列中的一个位置被与第二序列中的对应位置

相同的组分占据，则这两个序列在这个位置处是相同的。两个序列相同的百分比是相同位

置数除以总位置数的函数。使用数学算法可以确定两个序列相同的百分比。可以使用的数

学算法的优选但非限制性的实例是Karlin等人(1993) ,PNAS  USA ,90:5873‑5877或

Altschul等人(1997) ,Nucleic  Acids  Res.,25:3389‑3402的算法。此类算法可以整合到例

如BLAST程序中。在一定程度上与本发明的序列相同的序列可以通过这个程序进行鉴定。

[0090] 如本文所用，术语“侧接(flank、flanking和flanked)”是指在核酸分子的参考区

域外部的核酸分子(例如，质粒)上的一对区域或点。在一些实施方案中，侧接核酸上的参考

区域的一对区域或点与参考区域相邻(即，邻接)(即，在参考点和侧接点之间没有间插碱

基)。在其他实施方案中，侧接参考区域的核酸分子上的一对区域或点与参考区域之间被一

个或多个间插碱基(例如，最多1 ,000个间插碱基)分隔开。例如，如果第一限制性位点在给

定序列上游200个碱基处，并且第二限制性位点在给定序列下游100个碱基处，则称第一限

制性位点和第二限制性位点侧接给定序列。在一些实施方案中，侧接区域或点与参考区域

之间的所有间插序列都不含细菌序列。在此类实施方案中，在通过在侧接载体序列的限制

性位点或重组位点处从亲本质粒中切下的自我连接载体序列产生的环状DNA载体中没有除

ori序列之外的细菌序列。例如，在此类实施方案中，切割侧接载体序列的位点的外源限制

性酶可以产生环状DNA载体，其具有治疗性序列的5’末端与3’末端之间的序列；然而，这个

区域不含细菌序列(例如，抗药性基因)。此类间插序列可以是由粘性末端连接产生的人工

产物，例如，对应于由外源限制性酶产生的突出端碱基。

[0091] 除非另有说明，否则术语“ABCA4”指来自任何脊椎动物来源的任何天然ABCA4，包

括哺乳动物，诸如灵长类动物(例如，人和食蟹猴)和啮齿类动物(例如，小鼠和大鼠)，以及

功能变体(例如，天然或合成变体)，例如突变体、突变蛋白、类似物、亚基、受体复合物、同种

型、剪接变体及其片段。功能变体可以基于已知的ABCA4信号传导来确定。ABCA4涵盖全长

的、未加工的ABCA4，以及由细胞中天然加工产生的任何形式的ABCA4。示例性人类ABCA4序

列以NCBI参考序列：NG_009073或NM_000350提供。

[0092] 除非另有说明，否则术语“MYO7A”指来自任何脊椎动物来源的任何天然MYO7A(也

称为DFNB2、MYU7A、NSRD2、USH1B、DFNA11或MYOVIIA)，包括哺乳动物，诸如灵长类动物(例

如，人和食蟹猴)和啮齿类动物(例如，小鼠和大鼠)，以及功能变体(例如，天然或合成变

体)，例如突变体、突变蛋白、类似物、亚基、受体复合物、同种型、剪接变体及其片段。功能变

体可以基于已知的MYO7A信号传导来确定。MYO7A涵盖全长的、未加工的MYO7A，以及由细胞

中天然加工产生的任何形式的MYO7A。示例性的人MYO7A序列作为国家生物技术信息中心

(NCBI)基因ID:4647提供。

[0093] 如本文所用，术语“自我复制型RNA分子”是指包含从一个复制起点复制的RNA的自

我复制型遗传元件。

[0094] 如本文所用，术语“操作性地连接”或“操作性地偶联”是指元件的排列方式，其中

说　明　书 10/68 页

18

CN 119487197 A

18



所描述的组件被构造为进行它们通常的功能。当核酸与另一个核酸序列处于功能关系时，

它是“操作地性连接”或“操作性地偶联”的。例如，如果启动子影响一个或多个异源性基因

的转录，则所述启动子操作性地连接至一个或多个异源性基因。此外，操作性地连接至编码

序列的调控元件能够影响编码序列的表达。调控元件不必与编码序列相邻，只要它们具有

指导它们的表达的功能即可。因此，例如，间插的未翻译但已转录的序列可以存在于在启动

子序列和编码序列之间，并且启动子序列仍然可以被视为“操作性地连接”或“操作性地偶

联”至编码序列。

[0095] 如本文所用，“载体”是指这样的核酸分子，所述核酸分子能够将与其连接的所关

注序列携带至靶细胞中，然后所关注序列可以在靶细胞中转录、复制、加工和/或表达。在靶

细胞或宿主细胞加工载体的所关注序列后，所关注序列不被认为是载体。一种类型的载体

是“质粒”，它是指能够自主复制并含有细菌主链的环状双链DNA环，所述细菌主链包括细菌

复制起点和选择性标记，其中可以连接额外DNA区段。另一种类型的载体是噬菌体载体。另

一类载体为病毒载体，其中可将额外DNA区段连接到病毒基因组中。某些载体能够在其所导

入的宿主细胞中自主复制(例如，具有细菌复制起点的细菌载体以及附加型哺乳动物载

体)。其他载体(例如，非附加型哺乳动物载体)可在导入宿主细胞后整合到宿主细胞的基因

组中，并由此随宿主基因组一起复制。此外，某些载体能够指导与其可操作地连接的基因的

表达。此类载体在本文中称为“重组表达载体”(或简称为“重组载体”或“表达载体”)。

[0096] 如本文所用，术语“个体”和“受试者”可互换使用，并且包括需要治疗或预防的任

何哺乳动物，例如通过环状DNA载体或其药物组合物来治疗或预防，如本文所述。在一些实

施方案中，个体或受试者是人类。在其他实施方案中，个体或受试者是非人类哺乳动物(例

如，非人类灵长类动物(例如，猴)、小鼠、猪、兔、猫或狗)。个体或受试者可以是雄性或雌性。

[0097] 如本文所用，环状DNA载体或其药物组合物的“有效量”或“有效剂量”，是指例如当

根据选定的施用形式、途径和/或时间表施用于个体时，足以实现所期望的生物学、药理学

或治疗效果的量。如本领域的普通技术人员所理解，有效的特定组合物的绝对量可以根据

诸如所期望的生物学或药理学终点、待递送的药剂、靶组织等因素而变化。本领域的普通技

术人员将进一步理解，“有效量”可以与细胞接触或者以单剂量或通过使用多剂量施用于受

试者。相对于参考群体(例如，未经治疗的或安慰剂群体，或者接受标准护理治疗的群体)，

治疗疾病的组合物的有效量可以减缓或阻止疾病进展，或者增加部分或完全响应。

[0098] 如本文所用，“治疗(treatment)”(及其语法变形，诸如“治疗(treat)”或“治疗

(treating)”)是指尝试改变接受治疗的个体的自然病程的临床干预，所述临床干预可以针

对预防或在临床病理过程中进行。所期望的治疗效果包括但不限于预防疾病的发生或复

发、减轻症状、减少疾病的任何直接或间接病理后果、降低疾病进展的速率、改善或缓和疾

病状态以及改善预后。在一些实施方案中，本发明的环状DNA载体被用于延缓疾病的发展或

减缓疾病的进展。

[0099] 术语“表达的水平”或“表达水平”可互换使用，并且通常是指生物样品(例如，视网

膜)中的多核苷酸或氨基酸产物或蛋白质的量。“表达”通常是指基因编码的信息转化为细

胞中存在和运行的结构的方法。因此，根据本发明，“表达”可以指转录成多核苷酸、翻译成

蛋白质或蛋白质的翻译后修饰。已转录的多核苷酸的片段、已翻译的蛋白质或翻译后修饰

的蛋白质也应被视为表达，无论它们来源于可变剪接产生转录物或已降解的转录物，还是
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来源于蛋白质的翻译后加工(例如，通过蛋白水解)。“表达的基因”包括以mRNA形式转录成

多核苷酸然后翻译成蛋白质的那些基因，以及转录成RNA但未翻译成蛋白质(例如，转运RNA

和核糖体RNA)的那些基因。

[0100] 如本文所用，术语“表达持久性”是指所关注序列或其功能部分(例如，环状DNA载

体的一个或多个编码序列)可在其所转染的细胞中表达的持续时间(“细胞内持久性”)或可

在被转染的细胞的任何子代中表达的持续时间(“跨代持久性”)。如果所关注序列(诸如治

疗性序列)或其功能部分未被沉默(例如，通过DNA甲基化和/或组蛋白甲基化和压缩来沉

默)，则可以是可表达的。表达持久性可以通过检测或定量以下各项来评估：(i)从靶细胞或

其子代中的序列转录的mRNA(例如，通过qPCR、RNA‑seq或任何其他合适的方法)以及(ii)从

靶细胞或其子代中的序列翻译的蛋白质(例如，通过蛋白质印迹、ELISA或任何其他合适的

方法)。在一些情况下，表达持久性通过检测或定量靶细胞或其子代中的治疗性DNA(例如，

靶细胞中是否存在环状DNA载体，例如，通过附加型DNA拷贝数分析)以及以下各项中的任一

者或两者来评估：(i)从靶细胞或其子代中的治疗性序列转录的mRNA以及(ii)从靶细胞或

其子代中的治疗性序列翻译的蛋白质。所关注序列或其功能部分的表达持久性可以使用本

领域已知的任何基因表达表征方法，相对于参考载体进行定量，所述参考载体诸如具有本

发明载体(例如，质粒)中不存在的一种或多种细菌标志物的对照载体。表达持久性可以在

载体的施用后的任何给定时间点进行定量。例如，在一些实施方案中，如果在本发明的环状

DNA载体的施用后两周，可在靶细胞或其子代中检测到所述环状DNA载体，则所述环状DNA载

体在施用后持续至少两周。在一些实施方案中，如果在施用后一周、两周、三周、四周、六周、

两个月、三个月、四个月、五个月、六个月、七个月、八个月、九个月、十个月、十一个月、一年

或更长时间，可在靶细胞中检测到基因的表达，则所述基因的表达在靶细胞中得以“持续”。

在一些实施方案中，如果在给定的时间段(例如，在施用后一周、两周、三周、四周、六周、两

个月、三个月、四个月、五个月、六个月、七个月、八个月、九个月、十个月、十一个月、一年或

更长时间)之后仍存在任何可检测的原始表达水平部分(例如，原始表达水平的至少1％、至

少5％、至少10％、至少20％、至少30％、至少40％、至少50％、至少70％或至少100％)，则序

列的表达被视为在施用后持续所述给定的时间段。

[0101] 如本文所用，“细胞内持久性”是指序列或其功能部分(例如，环状DNA载体的一个

或多个编码序列)可在其所转染的细胞(例如，靶细胞，诸如有丝分裂后细胞或静息细胞)中

表达的持续时间。细胞内持久性可以通过检测或定量以下各项来评估：(i)从靶细胞中的序

列转录的mRNA以及(ii)从靶细胞中的序列翻译的蛋白质。在一些情况下，细胞内持久性通

过检测或定量靶细胞中的DNA(例如，靶细胞中是否存在环状DNA载体)以及以下各项中的任

一者或两者来评估：(i)从靶细胞中的序列转录的mRNA以及(ii)从靶细胞中的序列翻译的

蛋白质。在一些实施方案中，本发明的环状DNA载体相对于参考载体(例如，质粒DNA载体)表

现出改善的细胞内持久性。

[0102] 如本文所用，“跨代持久性”是指序列或其功能部分(例如，DNA载体的一个或多个

编码序列)可在基因转染的细胞的子代(例如，靶细胞的子代，诸如基因转染(例如，通过环

状DNA载体)的细胞的第一代、第二代、第三代或第四代后代)中表达的持续时间。跨代持久

性解释了细胞分裂过程中基因的任何稀释，因此可以用于测量载体在分裂组织中随时间推

移的持久性。在一些实施方案中，本发明的环状DNA载体相对于参考载体(例如，质粒DNA载
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体)表现出改善的跨代持久性。跨代持久性可以通过检测或定量以下各项来评估：(i)从靶

细胞的子代中的载体序列转录的mRNA以及(ii)从靶细胞的子代中的载体序列翻译的蛋白

质。在一些情况下，细胞内持久性通过检测或定量靶细胞的子代中的DNA(例如，靶细胞的子

代中是否存在环状DNA载体)以及以下各项中的任一者或两者来评估：(i)从靶细胞的子代

中的序列转录的mRNA以及(ii)从靶细胞的子代中的序列翻译的蛋白质。在一些实施方案

中，本发明的环状DNA载体相对于参考载体(例如，质粒DNA载体)表现出改善的跨代持久性。

[0103] 如本文所用，术语DNA分子的“拷贝数”指给定细胞群体中每个细胞的DNA分子的平

均拷贝数。

[0104] 术语“药学上可接受的”意指对于向哺乳动物(诸如人类)施用是安全的。在一些实

施方案中，药学上可接受的组合物是通过联邦政府或州政府的监管机构批准，或者在美国

药典或其他普遍认可的药典中列出可用于动物的，更具体而言用于人类的。

[0105] 术语“载剂”是指与本发明的载体或组合物一起施用的稀释剂、佐剂、赋形剂或媒

介物。合适的药物载剂的实例在“Remington’sPharmaceutical  Sciences ,”Mack 

Publishing  Co.,Easton,PA.,第23版,2020年中有所描述。

[0106] 如本文所用，除非另外指明，否则术语“约”是指与参考值的变化在±10％之内的

值。

[0107] 对于不同的来源或参考文献之间的定义的任何冲突，以本文提供的定义为准。

[0108] 除非另外定义，否则本文使用的所有技术性和科学性术语具有与本公开所属领域

的技术人员通常所理解的相同的含义。虽然在本公开的实践或测试中可以使用与本文所述

的那些方法和材料类似或等效的方法和材料，但下文描述了合适的方法和材料。

[0109] 在整个公开内容中，数字特征以范围格式呈现。应当理解，范围格式的描述仅仅是

为了方便和简洁，并且不应当被解释为对任何实施方案的范围的不可改变的限制。因此，除

非上下文另有明确规定，否则范围的描述应该被认为已经具体公开了所有可能的子范围以

及在所述范围内的单个数值至下限单位的十分之一。例如，诸如从1至6的范围的描述应该

被认为具有具体公开的子范围，诸如从1至3、从1至4、从1至5、从2至4、从2至6、从3至6等，以

及所述范围内的单个值，例如1.1、2、2.3、5和5.9。这适用于任何范围的宽度。这些间插范围

的上限和下限可以独立地包括在较小范围内，并且也涵盖在本发明内，受所陈述范围内任

何具体排除的限值的约束。除非上下文中另有明确规定，否则在所述范围包括一个或两个

极限的情况下，不包括这些所包括的极限中的一个或两个的范围也包括在本发明中。

[0110] II.在细菌中产生环状DNA载体的方法

[0111] 本文公开的实施方案包括在工程化细菌细胞中产生环状DNA载体的方法。本文公

开的工程化细菌细胞可用于由亲本质粒产生环状DNA载体。在一些实施方案中，工程化细菌

细胞包括整合到细菌基因组和亲本质粒中的编码细菌复制蛋白的Rep基因。在一些实施方

案中，Rep基因包含在染色体外DNA分子上，诸如例如质粒(例如，辅助质粒)或细菌人工染色

体(“BAC”)。在一些实施方案中，Rep基因包含在亲本质粒上。亲本质粒包含载体序列和主链

序列。载体序列包括对应于Rep基因的ori序列，但不包括选择性标记。主链序列包括选择性

标记，但不包括载体序列中包括的ori序列，但在一些实施方案中，可以包括不同的ori序

列。亲本质粒还具有侧接经排列使得质粒主链序列可以通过限制性消化或位点特异性重组

在细胞内与载体序列分离的载体序列的限制性酶识别序列或位点特异性重组序列。在限制
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性消化的情况下，然后通过载体序列的自我连接形成环状DNA载体。在位点特异性重组的情

况下，当重组完成时，形成环状DNA载体。在载体序列分离和环状DNA载体形成后，rep蛋白的

表达可以维持环状DNA载体的高拷贝数，尽管环状DNA载体缺乏选择性标记。相反，通过改变

培养条件以去除选择性标记的选择性压力，可以避免分离后工程化细菌细胞中质粒主链序

列的保留。在不维持亲本质粒的条件下，培养具有高拷贝数环状DNA载体的细菌细胞群体可

以有效地产生高产量的高纯度环状DNA载体。

[0112] 1.工程化细菌细胞

[0113] 本文公开的产生环状DNA载体的方法包括使用工程化细菌细胞，其可包括例如工

程化大肠杆菌细菌细胞或其他合适的细菌。在一些实施方案中，工程化细菌细胞包括整合

到细菌基因组中的编码复制蛋白的外源Rep基因和具有对应于Rep基因的ori序列的亲本质

粒。在一些实施方案中，Rep基因不整合到细菌基因组中，而是存在于染色体外DNA分子上，

诸如质粒或BAC。

[0114] 在一些实施方案中，工程化细菌细胞具有整合到细菌基因组中的外源Rep基因。可

以使用任何合适的染色体整合方法将Rep基因掺入到细菌基因组中，包括本领域众所周知

的整合盒和程序。在一些实施方案中，Rep基因编码ColE2‑P9复制蛋白或相关蛋白。在一些

示例性实施方案中，Rep基因编码具有SEQ  ID  NO:1中所示的氨基酸序列的ColE2‑P9复制蛋

白。其他合适的复制蛋白包括由天然存在的质粒编码的复制蛋白，包括例如与ColE2‑P9相

关的那些复制蛋白，诸如ColE3‑CA38。复制蛋白可与它们对应的复制起点序列一起用于本

文所述的实施方案中。

[0115] 选择包含在亲本质粒的载体序列中的ori序列，使得其与整合到工程化细菌细胞

基因组中的Rep基因相对应，或者以其他方式存在于工程化细菌细胞中，诸如在质粒或BAC

上。在一些示例性实施方案中，ori包含SEQ  ID  NO:2中所示的核苷酸序列。因此，本文公开

的工程化细菌细胞的实施方案包括允许亲本质粒和/或环状DNA载体复制的复制蛋白和复

制起点序列的功能对。在一些实施方案中，载体序列中存在的ori序列是ColE2‑P9  ori序列

或其功能片段。在一些实施方案中，载体序列中存在的ori序列是ColE2‑P9  ori序列的功能

片段，其具有SEQ  ID  NO:2中所示的DNA序列。SEQ  ID  NO:2中给出的40个碱基对功能片段能

够支持表达ColE2‑P9的细胞中的载体复制。在一些实施方案中，可以使用更短或更长的功

能片段。在一些实施方案中，可以使用ColE2‑P9的31个碱基对片段。其他合适的ori序列包

括但不限于对应于合适的Rep蛋白的ori序列及其功能片段，诸如例如ColE3‑CA38的ori序

列。在一些实施方案中，ori的长度不大于或小于20个、21个、22个、23个、24个、25个、26个、

27个、28个、29个、30个、31个、32个、33个、34个、35个、36个、37个、38个、39个、40个、41个、42

个、43个、44个、45个、46个、47个、48个、49个、50个、51个、52个、53个、54个、55个、56个、57

个、58个、59个、60个、65个、70个、75个、80个、85个、90个、95个、100个、150个、200个、250个、

300个、350或400个核苷酸。在一些实施方案中，ori序列是天然存在的ori的功能性修饰版

本，诸如例如，被修饰为比对应的天然存在的ori序列更短的ori序列，同时仍然保留支持复

制开始的能力。在一些实施方案中，ori序列是天然存在的ori序列。

[0116] 在一些实施方案中，Rep基因操作性地连接至诱导型启动子。合适的诱导型启动子

包括但不限于由T7  RNA聚合酶诱导的PT7启动子、热诱导型PL启动子、可被LacI抑制的Ptac启

动子(并且因此可通过LacI的缺失或去除而诱导)、可被阿拉伯糖诱导的Pbad启动子。本领域
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已知的其他诱导型启动子也可用于本文公开的实施方案中，包括例如细菌噬菌体启动子

(例如，PLs1con、T3、T7、SP6)和细菌启动子(例如，PmgrB、pLlacO、Ptrc2、pLtetO、Plac/ara、

Pm)。根据本公开使用的细菌启动子的例子包括但不限于正调控的大肠杆菌启动子，诸如正

调控的σ70启动子(例如，诱导型pBad/araC启动子、Lux盒右启动子、修饰的λPrm启动子、plac 

Or2‑62(正)、具有额外REN位点的pBad/AraC、pBad、P(Las)TetO、P(Las)CIO、P(Rhl)、Pu、

FecA、pRE、cadC、hns、pLas、pLux)、σS
启动子(例如，Pdps)、σ32启动子(例如，热休克(heat 

shock))和σ54启动子(例如，glnAp2)；负调控的大肠杆菌启动子，诸如负调控的σ70启动子

(例如，启动子(PRM+)、修饰的λPrm启动子、TetR‑TetR‑4C  P(Las)TetO、P(Las)CIO、P(Lac)

IQ、RecA_DlexO_dLacO1、dapAp、FecA、Pspac‑hy、pcI、plux‑cI、plux‑lac、CinR、CinL、葡萄

糖控制、修饰的Pr、修饰的Prm+、FecA、Pcya、rec  A(SOS)、Rec  A(SOS)、EmrR_调控的、BetI_

调控的、pLac_lux、pTet_Lac、pLac/Mnt、pTet/Mnt、LsrA/cI、pLux/cI、LacI、LacIQ、

pLacIQ1、pLas/cI、pLas/Lux、pLux/Las、具有LexA结合位点的pRecA、反向bBa_R0011、

pLacI/ara‑1、pLacIq、rrnB  P1、cadC、hns、PfhuA、pBad/araC、nhaA、OmpF、RcnR)、σS启动子

(例如，具有替代σ因子σ38
的Lutz‑Bujard  LacO)、σ32

启动子(例如，具有替代σ因子σ32
的

Lutz‑Bujard  LacO)和σ54启动子(例如，glnAp2)；负调控的枯草芽孢杆菌(B.subtilis)启动

子，诸如阻抑型枯草芽孢杆菌σA启动子(例如，革兰氏阳性IPTG诱导型、Xyl、hyper‑spank)

和σB启动子。根据本公开，可以使用其他诱导型细菌启动子。例如，在一些实施方案中，可以

使用枯茗酸诱导型启动子，诸如pCymRC。

[0117] 在一些实施方案中，复制蛋白的表达水平影响包含对应ori序列的亲本质粒或环

状DNA载体的拷贝数。因此，当需要相对低的拷贝数(例如，平均少于5个、10个或20个拷贝/

细胞)时，工程化细菌细胞可以维持在复制蛋白以相对低的水平表达的条件下。当需要相对

高的拷贝数(例如，平均超过20个、50个或100个拷贝/细胞)时，可以将工程化细菌细胞维持

在复制蛋白从诱导型启动子以相对高的水平表达的条件下。在一些实施方案中，Rep基因操

作性地连接至诱导型启动子，所述启动子在非诱导条件下提供第一水平的表达，并且可以

被诱导以提供第二、更高水平的表达，这导致包含对应ori序列的亲本质粒或环状DNA载体

的更高拷贝数。在一些实施方案中，在分离亲本质粒的载体序列和主链序列之前，将亲本质

粒以低拷贝数维持在工程化细菌细胞中是有利的。在载体序列和主链序列通过限制性消化

分离的实施方案中，具有相对低的拷贝数有助于确保线性化的载体序列自我连接，而不是

与主链序列或载体序列的其他拷贝连接。在从主链序列中分离载体序列并形成环状DNA载

体后，在一些实施方案中，含有ori序列的环状DNA载体维持相对高的拷贝数以产生高产量

的环状DNA载体是有利的。因此，在一些实施方案中，在工程化细菌细胞内形成环状DNA载体

后，通过例如添加从可操作性地连接至Rep基因的诱导型启动子诱导更高表达的分子来诱

导复制蛋白的更高表达水平。在一些实施方案中，诱导型启动子维持未诱导状态，直到载体

序列与主链序列分离之后。在一些实施方案中，诱导型启动子在载体序列与主链序列分离

之后被诱导。在一些实施方案中，诱导型启动子在载体序列与主链序列分离的同时被诱导。

在一些实施方案中，诱导型启动子在载体序列与主链序列分离之前被诱导。

[0118] 在一些实施方案中，亲本质粒的拷贝数维持在至少约、至多约或约1个、2个、3个、4

个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20

个、30个、40个、50个、60个、70个、80个、90个、100个、110个、120个、130个、140个、150个、160
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个、170个、180个、190个、200个、250个、300个、350个、400个、450个、500个、550个、600个、

650个、700个、750个拷贝/细胞或在这些值的任何两个之间的拷贝数。在一些实施方案中，

环状DNA载体的拷贝数维持在至少约、至多约或约10个、11个、12个、13个、14个、15个、16个、

17个、18个、19个、20个、25个、30个、35个、40个、45个、50个、55个、60个、65个、70个、75个、80

个、85个、90个、95个、100个、110个、120个、130个、140个、150个、160个、170个、180个、190

个、200个、250个、300个、350或400个拷贝/细胞或在这些值的任何两个之间。

[0119] 在一些实施方案中，整合到工程化细菌细胞基因组中的Rep基因处于组成型或非

诱导型启动子的控制下。在一些实施方案中，在载体序列与主链序列分离之前、期间或之

后，不调节复制蛋白的表达。在一些实施方案中，分离前的亲本质粒和分离后的环状DNA载

体维持在至少约、至多约或约1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、

13个、14个、15个、16个、17个、18个、19个、20个、25个、30个、35个、40个、45个、50个、55个、60

个、65个、70个、75个、80个、85个、90个、95个、100个、110个、120个、130个、140个、150个、160

个、170个、180个、190或200个拷贝/细胞或在这些值的任何两个之间的拷贝数。

[0120] 除了亲本质粒或从亲本质粒分离的载体序列，工程化细菌还可以包括其他染色体

外DNA分子，诸如辅助质粒或BAC。染色体外DNA分子可以编码例如外源重组酶、限制性内切

酶、复制蛋白、连接酶、选择性标记、反向选择性标记或报告基因。在一些实施方案中，在从

工程化细菌细胞的培养物中纯化环状DNA载体之前，从工程化细菌细胞中去除除载体序列

之外的染色体外DNA分子。在一些实施方案中，可通过在不施加选择性压力以维持染色体外

DNA分子的条件下培养细胞，或通过在减少或消除包括染色体外DNA分子的细胞生长的反向

选择条件下培养细胞，从工程化细菌细胞中去除染色体外DNA分子。

[0121] 在一些实施方案中，包含在工程化细菌细胞中的染色体外DNA分子包括可用于追

踪细胞中染色体外DNA分子的存在的报告构建体。例如，亲本质粒或辅助质粒或BAC的主链

序列可以包括编码视觉上可检测的蛋白质(诸如GFP或RFP)的基因。在这种情况下，在UV光

下对菌落颜色的视觉观察可以揭示染色体外DNA分子是否存在于菌落的细胞中。通过这种

方式，可以检测到缺乏给定染色体外DNA分子的菌落。可以用其他方式检测的其他合适的报

告构建体也可以用于确定工程化细菌细胞或菌落是否含有给定的染色体外DNA分子。

[0122] B.亲本质粒

[0123] 本文公开的工程化细菌的实施方案包括亲本质粒(也称为模板质粒或质粒模板)，

其包含被两个限制性位点或重组位点彼此分开的载体序列和主链序列。

[0124] 载体序列包括ori序列和所关注序列，在一些实施方案中，所关注序列是治疗性编

码序列、报告基因构建体或它们的组合。载体序列可以包括本文描述的环状DNA载体实施方

案的任何组分。在一些实施方案中，载体序列不包含除ori序列之外的任何细菌起点的序

列。在一些实施方案中，亲本质粒包括紧邻ori序列和/或治疗性序列或报告基因构建体的

限制性位点或重组位点，使得在成为环状DNA载体的载体序列中没有外来的或无功能的

DNA。

[0125] 在一些实施方案中，主链序列包括选择性标记，但不包括对应于整合的Rep基因编

码的外源复制蛋白的ori序列。在一些实施方案中，主链序列包含不对应于整合的Rep基因

的ori序列，即与载体序列中的ori序列和整合的Rep基因直向同源。在一些实施方案中，包

含在主链序列中的选择性标记有助于确保亲本质粒维持在在选择性标记对于细胞生长或
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存活是必需的条件下培养的工程化细菌细胞群体中。例如，在一些实施方案中，选择性标记

是抗生素抗性基因。在对应抗生素的存在下培养工程化细菌细胞施加选择性压力，使得亲

本质粒维持在工程化细菌细胞群体中。然而，一旦去除选择性压力，诸如通过将生长培养基

改变为缺乏对应于抗生素抗性基因的抗生素的培养基，包含抗生素抗性基因的DNA分子可

能从群体中丢失，尤其是如果此类DNA分子不包含ori序列。因此，在将载体序列与主链序列

分离后，如果培养条件不施加选择性压力来维持主链序列，则主链序列可能会从群体中丢

失或不能大量维持。

[0126] 在一些实施方案中，主链序列包含反向选择标记。反向选择标记可提供一种选择

性生长不含主链序列的细胞的方式。在一些实施方案中，在从主链序列中分离载体序列后，

在反向选择条件下培养细胞可以提高纯度，并且减少培养物和/或包含纯化载体序列的组

合物中主链序列的量。合适的反向选择标记是本领域已知的，并且可以包括例如pheS、

sacB、thyA、lacY、gata‑1、ccdB、rpsL或tetAR。

[0127] 亲本质粒中侧接载体序列的限制性位点或重组位点可以选自载体序列中不存在

的任何合适的限制性位点或重组位点。

[0128] C.限制性消化和连接

[0129] 本文公开的实施方案包括限制性消化步骤，以将载体序列与亲本质粒的主链序列

分离。在一些实施方案中，限制性消化发生在工程化细菌细胞内。在一些实施方案中，消化

亲本质粒的限制性酶是由引入工程化细菌细胞中的外源限制性酶基因表达的外源限制性

酶。在一些实施方案中，将外源基因整合到工程化细菌细胞的基因组中。在一些实施方案

中，外源基因在工程化细菌细胞内的质粒或BAC上编码。在一些实施方案中，有必要抑制或

延迟限制性酶表达的诱导，直到需要将载体序列从亲本质粒的主链序列中分离出来时。因

此，在一些实施方案中，外源基因操作性地连接至诱导型启动子。当需要分离时，可以诱导

限制性酶的表达，然后进行分离。

[0130] 在一些实施方案中，用于将载体序列与主链序列分离的限制性酶是穿过细胞膜被

引入到工程化细菌细胞中的外源限制性酶。在一些实施方案中，这通过电穿孔来实现。电穿

孔和消化程序的非限制性实例如下：将含有亲本质粒的电感受态工程化大肠杆菌在SOB中

在30℃下培养至OD为0.8。用冰冷的10％甘油洗涤细菌三次，并且重新悬浮于10％甘油中。

将0.5μl的每种限制性酶和连接酶与电感受态细胞混合用10个单位的限制性酶消化1μg的
DNA。将混合物转移至比色皿(1mm间隙)中，并且使用电穿孔仪(BTX)使用1800伏设置进行电

穿孔。通过在37℃下在SOC中生长1小时来拯救细胞，并且将其铺在不含抗生素的LB琼脂板

上。使用QIAGEN  miniprep试剂盒生长菌落并纯化DNA。

[0131] 在载体序列分离后，通过载体序列的自我连接可以形成环状DNA载体。在一些实施

方案中，连接发生在工程化细菌细胞内。在一些实施方案中，连接载体序列的末端的连接酶

是由引入工程化细菌细胞中的外源连接酶基因表达的外源连接酶。连接酶可以是例如T3连

接酶、T4连接酶或T7连接酶。在一些实施方案中，将外源连接酶基因整合到工程化细菌细胞

的基因组中。在一些实施方案中，外源连接酶基因在工程化细菌细胞内的质粒上编码。在一

些实施方案中，连接酶的表达被抑制或不被诱导，直到将载体序列从亲本质粒的主链序列

中分离完成时。因此，在一些实施方案中，外源连接酶基因操作性地连接至诱导型启动子。

[0132] 在一些实施方案中，连接酶是穿过细胞膜引入工程化细菌细胞中的外源连接酶。
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在一些实施方案中，这通过电穿孔来完成，电穿孔可以根据上述电穿孔方案来完成。在一些

实施方案中，限制性酶和连接酶的电穿孔在单一步骤中完成，限制性酶和连接酶在单一电

穿孔步骤中进入细胞。在一些实施方案中，将限制性酶和连接酶单独添加到细胞中。

[0133] 在一些实施方案中，载体序列的自我连接通过由工程化细菌细胞产生的内源连接

酶来完成。

[0134] 在一些实施方案中，外源限制性酶和外源连接酶同时存在于工程化细菌细胞中。

在一些实施方案中，在将外源连接酶引入工程化细菌细胞中之前(例如，通过外源限制性酶

的电穿孔、通过用编码外源限制性酶的DNA分子转化或通过在诱导型启动子的控制下诱导

外源限制性酶基因的表达)，将外源限制性酶引入工程化细菌细胞中(例如，通过外源连接

酶的电穿孔、通过用编码外源连接酶的DNA分子转化或通过在诱导型启动子的控制下诱导

外源连接酶基因的表达)。在一些实施方案中，在将外源连接酶引入工程化细菌细胞中之

前，将外源限制性酶引入工程化细菌细胞中。在一些实施方案中，将外源限制性酶与外源连

接酶同时引入工程化细菌细胞中。

[0135] D.位点特异性重组

[0136] 位点特异性重组可以使用导致序列之间的位点特异性重组的各种系统来进行。在

一些实施方案中，位点特异性重组涉及在重组酶存在下能够彼此重组的两个特异性序列。

[0137] 在一些实施方案中，将载体序列与质粒序列分离的重组酶是由引入工程化细菌细

胞中的外源重组酶基因表达的外源重组酶。在一些实施方案中，将外源重组酶基因整合到

工程化细菌细胞的基因组中。在一些实施方案中，外源重组酶基因在工程化细菌细胞内的

质粒或BAC上编码。在一些实施方案中，有必要抑制或延迟重组酶表达的诱导，直到需要将

载体序列与亲本质粒的主链序列中分离出来时。因此，在一些实施方案中，外源重组酶基因

操作性地连接至诱导型启动子，诸如本文公开的任何诱导型启动子。当需要分离时，可以诱

导外源重组酶的表达，然后进行分离。在一些实施方案中，外源重组酶在亲本质粒被引入工

程化细菌细胞中时表达，这可导致亲本质粒经历重组，而不必诱导重组酶的表达。在一些实

施方案中，当亲本质粒被引入工程化细菌细胞中时，重组酶以相对低的水平表达。例如，在

一些实施方案中，工程化细菌细胞可以包括操作地性偶联至在非诱导条件下提供低水平表

达的诱导型启动子的外源重组酶基因(例如，在将亲本质粒引入工程化细菌细胞中之前，其

可以整合到细菌染色体中或包含在存在于细菌细胞中的质粒或BAC上)。将亲本质粒引入具

有适当低水平外源重组酶表达的工程化细菌细胞中可允许菌落在对亲本质粒主链序列上

的选择性标记具有选择性的培养基上生长，同时也诱导亲本质粒的充分重组，以在菌落中

产生具有与主链序列分离的载体序列的细胞群体。

[0138] 在一些实施方案中，用于从主链序列中分离载体序列的重组酶是穿过细胞膜被引

入到工程化细菌细胞中的外源重组酶。在一些实施方案中，这通过电穿孔来实现。电穿孔和

重组程序的非限制性实例如下：将含有亲本质粒的电感受态工程化大肠杆菌在SOB中在30

℃下培养至OD为0.8。用冰冷的10％甘油洗涤细菌三次，并且重新悬浮于10％甘油中。将1μl
的Cre(15个单位，NEB，M0298M)与50μl的电感受态细胞混合。将混合物转移至比色皿(1mm间

隙)中，并且使用电穿孔仪(BTX)使用1800伏设置进行电穿孔。通过在37℃下在SOC中生长1

小时来拯救细胞，并且将其铺在不含抗生素的LB琼脂板上。使用QIAGEN  miniprep试剂盒生

长菌落并纯化DNA。用10个单位的限制性酶消化1μg的DNA。

说　明　书 18/68 页

26

CN 119487197 A

26



[0139] 本文公开的实施方案中使用的特定重组系统可以有不同的起点。特别地，所用的

特定序列和重组酶可以属于不同的结构类别，诸如细菌噬菌体λ的整合酶家族或转座子Tn3

的分解酶家族。

[0140] 属于细菌噬菌体λ的整合酶家族的重组酶包括例如噬菌体λ(Landy等人,Science 

197:1147,1977)、P22和 (Leong等人,J.Biol.Chem.260:4468,1985)的整合酶、流感嗜

血杆菌的HP1(Hauser等人,J.Biol.Chem.267  6859,1992)、噬菌体P1的Cre整合酶(其识别

并引起LoxP位点的重组)、质粒pSAM2的整合酶(EP  350,341)或可替代地2μ质粒的FLP重组

酶。在通过细菌噬菌体λ的整合酶家族的位点特异性系统重组制备环状DNA载体的实施方案

中，所得环状DNA载体通常包含由对应细菌噬菌体或质粒的两个att附着序列之间的重组产

生的序列。

[0141] 属于转座子Tn3家族的重组酶包括例如转座子Tn3或转座子Tn21和Tn522的分解酶

(Stark等人,Trends  Genet,8,432‑439,1992)；细菌噬菌体μ的Gin转化酶，或可替代地质粒

的分解酶，诸如RP4的par片段的分解酶(Albert等人,Mol.Microbiol.12:131,1994)。在通

过转座子Tn3家族的位点特异性系统重组制备环状DNA载体的实施方案中，所得环状DNA载

体通常包含由所讨论的转座子的分解酶的两个识别序列之间的重组产生的序列。

[0142] 在一些实施方案中，亲本质粒上的位点特异性重组序列来源于细菌噬菌体。在一

些实施方案中，序列是细菌噬菌体整合酶的附着序列(attP和attB序列)或来源于此类附着

序列的序列。这些序列能够在被称为整合酶的重组酶的存在下，在有或没有切除酶的情况

下，特异性地相互重组。术语“来源于此类附着序列的序列”包括通过修饰细菌噬菌体的附

着序列获得的序列，所述序列保留了在合适重组酶的存在下特异性重组的能力。因此，此类

序列可以是这些序列的缩减片段，或可替代地是通过添加其他序列(限制性位点等)而延伸

的片段。它们也可以是通过突变，特别是通过点突变获得的变体，诸如attP‑GA和attB‑GA附

着序列。

[0143] 在一些实施方案中，所用的识别序列和重组酶来自酪氨酸重组酶家族成员，诸如

例如Flp、XerC、XerD、λ整合酶或HP1整合酶，或丝氨酸重组酶家族成员，诸如例如 φ BT1、

TP901、Bxb1、MR11、A118、φ K38、φ C31或Wβ。
[0144] 在一些实施方案中，识别序列和重组酶来自Bxb1(例如，外源重组酶是Bxb1，并且

识别序列是attP‑GA和attB‑GA)。

[0145] E.通过培养细胞扩增环状DNA载体

[0146] 根据本文所述的实施方案，在工程化细菌细胞中形成环状DNA载体后，可通过培养

包含环状DNA载体的工程化细菌细胞群体来增加所产生的环状DNA载体的量。可以选择培养

条件以最大化细菌细胞生长和环状DNA载体的额外拷贝的产生。在一些实施方案中，选择培

养条件以诱导复制蛋白的高水平表达，从而支持具有对应ori序列的环状DNA载体的高拷贝

数。在一些实施方案中，选择培养条件以去除维持包含选择性标记的主链序列的选择性压

力，使得主链序列在几轮细胞分裂中不被维持。在一些实施方案中，选择培养条件，其为存

在于主链序列上的反向选择标记提供反向选择性压力，使得包括主链序列的细胞具有降低

的生长潜力或不能生长。

[0147] 在一些实施方案中，培养包含环状DNA载体的工程化细菌细胞群体导致将环状DNA

载体在此类培养的细胞中维持至少2轮、3轮、4轮、5轮、6轮、7轮、8轮、9轮、10轮、15轮、20轮、
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25轮、30轮、35轮、40轮、45轮、50轮、55轮、60轮、65轮、70轮、75轮、80轮、85轮、90轮、95轮或

100轮细胞分裂。在一些实施方案中，在至少10次、11次、12次、13次、14次、15次、16次、17次、

18次、19次、20次、25次、30次、35次、40次、45次、50次、55次、60次、65次、70次、75次、80次、85

次、90次、95次或100次倍增后，工程化细菌细胞的培养群体将环状DNA载体维持在至少1个、

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

19、20个拷贝/细胞的平均拷贝数(例如，至少10次倍增后至少1个拷贝/细胞(例如，至少10

次倍增后至少5个拷贝/细胞、至少10次倍增后至少10个拷贝/细胞或至少10次倍增后至少

20个拷贝/细胞)、至少20次倍增后至少1个拷贝/细胞(例如，至少20次倍增后至少5个拷贝/

细胞、至少20次倍增后至少10个拷贝/细胞或至少20次倍增后至少20个拷贝/细胞)、至少50

次倍增后至少1个拷贝/细胞(例如，至少50次倍增后至少5个拷贝/细胞、至少50次倍增后至

少10个拷贝/细胞或至少50次倍增后至少20个拷贝/细胞)或至少100次倍增后至少1个拷

贝/细胞(例如，至少100次倍增后至少5个拷贝/细胞、至少100次倍增后至少10个拷贝/细胞

或至少100次倍增后至少20个拷贝/细胞))。在一些实施方案中，在载体序列从主链序列分

离后，主链序列的平均拷贝数少于5个、4个、3个、2个、1个、0.5个、0.1个、0.01个或0.001个

拷贝/细胞，或在至少1次、2次、3次、4次、5次、6次、7次、8次、9次、10次、11次、12次、13次、14

次、15次、16次、17次、18次、19次、20次、25次、30次、35次、40次、45次、50次、55次、60次、65

次、70次、75次、80次、85次、90次、95次或100次倍增后检测不到(例如，至少1次倍增后少于

.001个拷贝/细胞(例如，至少10次倍增后少于.001个拷贝/细胞、至少20次倍增后少于.001

个拷贝/细胞、至少50次倍增后少于.001个拷贝/细胞或至少100次倍增后少于.001个拷贝/

细胞)、至少1次倍增后少于.01个拷贝/细胞(例如，至少10次倍增后少于.01个拷贝/细胞、

至少20次倍增后少于.01个拷贝/细胞、至少50次倍增后少于.01个拷贝/细胞或至少100次

倍增后少于.01个拷贝/细胞)、至少1次倍增后少于.1个拷贝/细胞(例如，至少10次倍增后

少于.1个拷贝/细胞、至少20次倍增后少于.1个拷贝/细胞、至少50次倍增后少于.1个拷贝/

细胞或至少100次倍增后少于.1个拷贝/细胞)或至少1次倍增后少于1个拷贝/细胞(例如，

至少10次倍增后少于1个拷贝/细胞、至少20次倍增后少于1个拷贝/细胞、至少50次倍增后

少于1个拷贝/细胞或至少100次倍增后少于1个拷贝/细胞))。在一些实施方案中，在载体序

列从主链序列分离后，主链序列的平均拷贝数少于5个、4个、3个、2个、1个、0.5个、0.1个、

0.01个或0.001个拷贝/细胞，或在最多1次、2次、3次、4次、5次、6次、7次、8次、9次、10次、11

次、12次、13次、14次、15次、16次、17次、18次、19次、20次、25次、30次、35次、40次、45次、50

次、55次、60次、65次、70次、75次、80次、85次、90次、95次或100次倍增后后检测不到(例如，

最多1次倍增后少于.001个拷贝/细胞(例如，最多10次倍增后少于.001个拷贝/细胞、最多

20次倍增后少于.001个拷贝/细胞、最多50次倍增后少于.001个拷贝/细胞或最多100次倍

增后少于.001个拷贝/细胞)、最多1次倍增后少于.01个拷贝/细胞(例如，最多10次倍增后

少于.01个拷贝/细胞、最多20次倍增后少于.01个拷贝/细胞、最多50次倍增后少于.01个拷

贝/细胞或最多100次倍增后少于.01个拷贝/细胞)、最多1次倍增后少于.1个拷贝/细胞(例

如，最多10次倍增后少于.1个拷贝/细胞、最多20次倍增后少于.1个拷贝/细胞、最多50次倍

增后少于.1个拷贝/细胞或最多100次倍增后少于.1个拷贝/细胞)或最多1次倍增后少于1

个拷贝/细胞(例如，最多10次倍增后少于1个拷贝/细胞、最多20次倍增后少于1个拷贝/细

胞、最多50次倍增后少于1个拷贝/细胞或最多100次倍增后少于1个拷贝/细胞))。
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[0148] 在一些实施方案中，培养包含环状DNA载体的工程化细菌细胞群体导致将环状DNA

载体在此类培养的细胞中维持至少2轮、3轮、4轮、5轮、6轮、7轮、8轮、9轮、10轮、15轮、20轮、

25轮、30轮、35轮、40轮、45轮、50轮、55轮、60轮、65轮、70轮、75轮、80轮、85轮、90轮、95轮、

100轮、150轮、200轮、250轮、290轮、294轮、300轮、350轮、400轮、450轮或500轮细胞分裂(例

如，如通过Sanger测序所证实)。在一些实施方案中，在至少10次、11次、12次、13次、14次、15

次、16次、17次、18次、19次、20次、25次、30次、35次、40次、45次、50次、55次、60次、65次、70

次、75次、80次、85次、90次、95次、100次、150次、200次、250次、290次、294次、300次、350次、

400次、450次或500次倍增后，工程化细菌细胞的培养群体将环状DNA载体维持在至少1个、2

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

19个、20个拷贝/细胞的平均拷贝数。在一些实施方案中，在载体序列从主链序列分离后，主

链序列的平均拷贝数少于5个、4个、3个、2个、1个、0.5个、0.1个、0.01个或0.001个拷贝/细

胞，或在最多1次、2次、3次、4次、5次、6次、7次、8次、9次、10次、11次、12次、13次、14次、15次、

16次、17次、18次、19次、20次、25次、30次、35次、40次、45次、50次、55次、60次、65次、70次、75

次、80次、85次、90次、95次、100次、150次、200次、250次、290次、294次、300次、350次、400次、

450次或500次倍增后检测不到(例如，最多1次倍增后少于.001个拷贝/细胞(例如，最多10

次倍增后少于.001个拷贝/细胞、最多20次倍增后少于.001个拷贝/细胞、最多50次倍增后

少于.001个拷贝/细胞或最多500次倍增后少于.001个拷贝/细胞)、最多1次倍增后少于.01

个拷贝/细胞(例如，最多10次倍增后少于.01个拷贝/细胞、最多20次倍增后少于.01个拷

贝/细胞、最多50次倍增后少于.01个拷贝/细胞或最多100次倍增后少于.01个拷贝/细胞)、

最多1次倍增后少于.1个拷贝/细胞(例如，最多10次倍增后少于.1个拷贝/细胞、最多20次

倍增后少于.1个拷贝/细胞、最多50次倍增后少于.1个拷贝/细胞或最多100次倍增后少于

.1个拷贝/细胞)或最多1次倍增后少于1个拷贝/细胞(例如，最多10次倍增后少于1个拷贝/

细胞、最多20次倍增后少于1个拷贝/细胞、最多50次倍增后少于1个拷贝/细胞或最多100次

倍增后少于1个拷贝/细胞))。

[0149] 一些实施方案包括工程化细菌细胞的培养物，其中环状DNA载体或亲本质粒的平

均拷贝数为至少1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个、15

个、16个、17个、18个、19个、20个、25个、30个、35个、40个、45个、50个、55个、60个、65个、70

个、75个、80个、85个、90个、95个或100个拷贝/细胞，或在这些值的任何两个之间。在一些实

施方案中，培养物包含至少105个、106个、107个、108个、109个、1010个、1011个或1012个总细胞，

或在这些值的任何两个之间。在一些实施方案中，培养物包含至少104个、105个、106个、107

个、108个、109个或1010个细胞/ml，或在这些值的任何两个之间。

[0150] E.环状DNA载体的回收

[0151] 通过本领域已知的提取和纯化程序，可以从工程化细菌的培养物中回收由本文公

开的实施方案产生的环状DNA载体。在一些实施方案中，每升培养的工程化细菌细胞可回收

至少0 .001mg、0.01mg、0.1mg、0.2mg、0.3mg、0.4mg、0.5mg、0.6mg、0.7mg、0.8mg、0.9mg、

1 .0mg、1.1mg、1.2mg、1.3mg、1.4mg、1 .5mg、1 .6mg、1 .7mg、1 .8mg、1.9mg、2.0mg、2.5mg、

3.0mg、3.5mg、4.0mg、4.5mg或5.0mg的环状DNA载体。在一些实施方案中，环状DNA载体经过

纯化程序，以将细菌污染物(诸如内毒素)的量降低至可用于药物组合物中可接受的水平。

合适的纯化方法包括色谱程序，诸如阴离子交换色谱法或疏水相互作用色谱法。
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[0152] 在一些实施方案中，通过凝胶电泳纯化环状DNA载体，以进一步避免可能维持在工

程化细菌细胞培养物中的主链序列的污染。在一些实施方案中，不需要纯化来避免主链序

列对环状DNA载体的可检测污染。

[0153] 在一些实施方案中，可以从本文所述的工程化细菌细胞的培养物中纯化环状DNA

载体，而纯化产物不会被主链序列或任何其他染色体外DNA分子污染。在一些实施方案中，

从本文公开的工程化细菌细胞纯化的分离的环状DNA载体的组合物包含少于10ng/ml、1ng/

ml、0.1ng/ml、0.01ng/ml、0.001ng/ml或0.0001ng/ml的包含主链序列的DNA。在一些实施方

案中，通过定量PCR在组合物中检测不到包含主链序列的DNA。在一些实施方案中，在从工程

化细菌细胞中分离环状DNA载体后，无需进行凝胶纯化或柱纯化步骤即可达到这些纯度水

平。

[0154] 在一些实施方案中，本文公开的制备环状DNA载体的方法符合根据美国食品和药

物管理局颁布并在21C.F.R.部分210和211中阐述的标准的现行良好生产规范(GMP)，其全

部内容通过引用并入本文。

[0155] III.环状DNA载体

[0156] 本文提供了通过本文所述的产生方法中的任一种产生的环状DNA载体。在一些情

况下，此类环状DNA载体以附加体形式在细胞内(例如，在分裂细胞或静止细胞，诸如有丝分

裂后细胞中)持续存在，例如，以类似于AAV载体的方式持续存在。在本文所述的任何实施方

案中，环状DNA载体可以是非整合载体。本文提供的环状DNA载体可以是裸露的DNA载体，不

含病毒载体固有的组分(例如，病毒蛋白)和细菌质粒DNA，诸如免疫原性组分(例如，免疫原

性细菌标志物(例如，CpG岛或CpG基序))或另外地或以其他方式与降低的持久性相关的组

分(例如，CpG岛或CpG基序)。如本文所述产生的环状DNA载体以一个或多个治疗性序列为特

征，并且可能缺乏质粒主链元件(例如，药物抗性基因)。在一些实施方案中，环状DNA载体缺

乏重组位点。在一些实施方案中，特别是在重组用于从质粒主链序列中去除载体序列的实

施方案中，环状DNA载体包括重组位点。

[0157] 在一些实施方案中，载体含有这样的DNA，其中至少50％(例如，至少60％、至少

70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少97％、至少99％或基本上全部)的DNA缺少细菌质

粒DNA的一个或多个元件，诸如免疫原性组分(例如，免疫原性细菌标志物(例如，CpG基序))

或者另外地或以其他方式与降低的持久性相关的组分(例如，CpG岛)。在一些实施方案中，

至少50％(例如，至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少97％、至少99％

或基本上全部)的DNA缺少CpG甲基化。在一些实施方案中，载体含有这样的DNA，其中至少

50％(例如，至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少97％、至少99％或基

本上全部)的DNA缺少细菌甲基化标志物，诸如Dam甲基化和Dcm甲基化。例如，在一些实施方

案中，载体含有这样的DNA，其中至少50％(例如，至少60％、至少70％、至少80％、至少90％、

至少95％、至少97％、至少99％或基本上全部)的GATC序列是未被甲基化的(例如，通过Dam

甲基化酶)。另外地或可替代地，载体含有这样的DNA，其中至少50％(例如，至少60％、至少

70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少97％、至少99％或基本上全部)的CCAGG序列和/

或CCTGG序列是未被甲基化的(例如，通过Dcm甲基化酶)。

[0158] 在一些实施方案中，环状DNA载体在体内持久存在(例如，相对于参考载体(例如，

在细菌中产生或者具有本发明的载体中不存在的一种或多种细菌标志物的环状DNA载体，
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例如，质粒DNA)，环状DNA载体表现出改善的表达持久性(例如，细胞内持久性和/或跨代持

久性)和/或治疗持久性)。在一些实施方案中，环状DNA载体的表达持久性比参考载体高5％

至50％、高50％至100％、一倍至五倍或五倍至十倍(例如，至少5％、10％、20％、30％、40％、

50％、75％、一倍、两倍、三倍、四倍、五倍、六倍、七倍、八倍、九倍、十倍或更多)。在一些实施

方案中，环状DNA载体的细胞内持久性比参考载体高5％至50％、高50％至100％、一倍至五

倍或五倍至十倍(例如，至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、75％、一倍、两倍、三倍、四

倍、五倍、六倍、七倍、八倍、九倍、十倍或更多)。在一些实施方案中，环状DNA载体的跨代持

久性比参考载体高5％至50％、高50％至100％、一倍至五倍或五倍至十倍(例如，至少5％、

10％、20％、30％、40％、50％、75％、一倍、两倍、三倍、四倍、五倍、六倍、七倍、八倍、九倍、十

倍或更多)。在一些实施方案中，环状DNA载体的治疗持久性比参考载体高5％至50％、高

50％至100％、一倍至五倍或五倍至十倍(例如，至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、

75％、一倍、两倍、三倍、四倍、五倍、六倍、七倍、八倍、九倍、十倍或更多)。在一些实施方案

中，参考载体是环状载体或质粒，其(a)具有与其比较的环状DNA载体相同的编码序列，和

(b)具有与其比较的环状DNA载体中不存在的一种或多种细菌标志物，所述标志物可以包括

例如抗生素抗性基因或其他选择性标记。

[0159] 在一些实施方案中，环状DNA载体的表达在施用后持续一周、两周、三周、四周、六

周、两个月、三个月、四个月、五个月、六个月、七个月、八个月、九个月、十个月、十一个月、一

年或更长时间。在特定实施方案中，环状DNA载体在施用后表现出的细胞内持久性和/或跨

代持久性为一周、两周、三周、四周、六周、两个月、三个月、四个月、五个月、六个月、七个月、

八个月、九个月、十个月、十一个月、一年或更长时间。在一些实施方案中，环状DNA载体的治

疗持久性在施用后持续一周、两周、三周、四周、六周、两个月、三个月、四个月、五个月、六个

月、七个月、八个月、九个月、十个月、十一个月、一年或更长时间。

[0160] 在一些实施方案中，环状DNA载体的表达和/或治疗效果持续一周至四周、一个月

至四个月或四个月至一年(例如，至少一周、至少两周、至少一个月或更长时间)。在一些实

施方案中，环状DNA载体的表达水平在转染后1周或更长时间(例如，2周、3周、5周、7周、9周

或更长时间、13周或更长时间、18周或更长时间)内与最初1、2或3天内观察到的水平相比，

降低不超过90％、不超过50％或不超过10％。

[0161] 环状DNA载体可以是单体的、二聚体的、三聚体的、四聚体的、五聚体的、六聚体的

等。在一些优选的实施方案中，环状DNA载体是单体的。在一些实施方案中，DNA载体是超螺

旋的。由于工程化细菌细胞内的内源过程或由于用拓扑异构酶(例如，旋转酶)处理，环状

DNA载体可以是超螺旋的。在一些实施方案中，环状DNA载体是单体的、超螺旋的环状DNA分

子。在一些实施方案中，环状DNA载体是有切口的。在一些实施方案中，环状DNA载体是开放

环状的。在一些实施方案中，环状DNA载体是双链环状的。在一些实施方案中，包含环状DNA

载体的组合物包含至少约70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或99.9％的超螺旋单体。在一些实施方案中，包含环状DNA载体的组合物包

含至少约70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％

或99.9％未经外源拓扑异构酶处理的超螺旋单体。

[0162] IV.治疗性序列

[0163] 在一些实施方案中，本文描述的环状DNA载体的编码序列含有治疗性序列，其可以
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包括一个或多个蛋白质编码结构域和/或一个或多个非蛋白质编码结构域(例如，治疗性核

酸)。

[0164] 在涉及治疗性蛋白质编码治疗性结构域的特定实施方案中，治疗性序列包含以5'

至3'方向连接的：启动子和单个治疗性蛋白质编码结构域(例如，单转录单位)；启动子和两

个或更多个治疗性蛋白质编码结构域(例如，多顺反子单位)；或者第一转录单位和一个或

多个附加转录单位(例如，多转录单位)。任何此类蛋白质编码治疗性序列可以另外包含非

蛋白质编码结构域，诸如多腺苷酸化位点、调控元件、增强子、标记DNA的序列(例如，用于抗

体识别)、PCR扩增位点、定义限制性酶位点的序列、位点特异性重组酶识别位点、由结合至

和/或修饰核酸的蛋白质识别的序列、接头、剪接位点、前体mRNA结合结构域、调控序列和/

或治疗性核酸(例如，微RNA编码序列)。治疗性蛋白质编码结构域可以是全长蛋白质编码结

构域(例如，对应于天然基因或其天然变体)或它们的功能部分，诸如截短的蛋白质编码结

构域(例如，小基因)。

[0165] 在一些实施方案中，治疗性序列编码单体蛋白质(例如，在生理条件下具有二级结

构的单体蛋白质，例如，在生理条件下具有二级结构和三级结构的单体蛋白质，例如，在生

理条件下具有二级结构、三级结构和四级结构的单体蛋白质)。另外地或可替代地，治疗性

序列可以编码多聚体蛋白质(例如，二聚体蛋白质(例如，同源二聚体蛋白质或异源二聚体

蛋白质)、三聚体蛋白质等)。

[0166] 在特定情况下，治疗性序列包括眼部基因。在一些实施方案中，眼部基因是在眼部

组织中表达的基因，诸如例如视网膜组织，其可以包括例如感光细胞和/或视网膜色素上皮

(RPE)细胞。在一些实施方案中，本文公开的表达构建体中的编码序列是人ABCA4或MYO7A基

因序列。一个示例性的人ABCA4基因序列被提供为国家生物技术信息中心(NCBI)参考序列：

NG_009073。示例性的ABCA4蛋白的氨基酸序列由蛋白登记号P78363 .3给出。示例性的人

MYO7A基因序列作为NCBI基因ID：4647提供。示例性MYO7A蛋白的氨基酸序列由蛋白登记号

Q13402给出。

[0167] 在一些实施方案中，治疗性序列编码抗体或其部分、片段或变体。抗体包括能够结

合至抗原的片段，诸如Fv、单链Fv(scFv)、Fab、Fab'、双scFv、sdAb(单结构域抗体)、(Fab')2

(包括化学连接的F(ab')2)和纳米抗体。抗体的木瓜蛋白酶消化产生两个相同的抗原结合

片段，称为“Fab”片段，每个片段都具有一个抗原结合位点，其余的“Fc”片段，其名称反映了

其易于结晶的能力。胃蛋白酶处理产生具有两个抗原结合位点且仍能够交联抗原的F(ab')

2片段。抗体还包括嵌合抗体和人源化抗体。此外，对于本文提供的所有抗体构建体，还设想

了具有来自其他生物体的序列的变体。因此，如果公开了抗体的人类形式，则本领域的技术

人员将理解如何将基于人类序列的抗体转化为小鼠、大鼠、猫、狗、马等的序列。抗体片段还

包含任一取向的单链scFv、串联双scFv、双价抗体、串联三sdcFv、微抗体、纳米抗体等。在一

些实施方案中，诸如当抗体是scFv时，治疗性基因序列的单个多核苷酸编码包含连接在一

起的重链和轻链两者的单个多肽。抗体片段还包括纳米抗体(例如，sdAb，具有单个单体结

构域(诸如具有重链的一对可变结构域但没有轻链)的抗体)。多特异性抗体(例如，双特异

性抗体、三特异性抗体等)是本领域已知的，并且被认为是本发明的治疗性基因序列的表达

产物。

[0168] 在一些情况下，治疗性序列编码一种或多种蛋白质(例如，一种蛋白质、两种蛋白
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质、三种蛋白质、四种蛋白质或更多种蛋白质)，每种蛋白质具有的长度为至少25个氨基酸、

至少50个氨基酸、至少100个氨基酸、至少200个氨基酸、至少500个氨基酸、至少1,000个氨

基酸、至少1,500个氨基酸、至少2,000个氨基酸、至少2,500个氨基酸、至少3,000个氨基酸

或更多个氨基酸(例如，25至5,000个氨基酸、50至5,000个氨基酸、100至5,000个氨基酸、

200至5,000个氨基酸、500至5,000个氨基酸、1,000至5,000个氨基酸、1,500至5,000个氨基

酸或2,000至5,000个氨基酸；例如，25至4,000个氨基酸、50至4,000个氨基酸、100至4,000

个氨基酸、200至4,000个氨基酸、500至4,000个氨基酸、1,000至4,000个氨基酸、1,500至4,

000个氨基酸或2,000至4 ,000个氨基酸；例如，25至3,000个氨基酸、50至3,000个氨基酸、

100至3,000个氨基酸、200至3,000个氨基酸、500至3,000个氨基酸、1,000至3,000个氨基

酸、1,500至3,000个氨基酸或2,000至3,000个氨基酸)。在这种治疗性序列编码两个或更多

个蛋白质的实施方案中，治疗性序列可以是多顺反子治疗性序列或多转录单位治疗性序

列。此类多顺反子治疗性序列可以是例如编码Flt3L、IL‑12和XCL1的三顺反子盒，如本文实

施例7中所述。

[0169] 在涉及非蛋白质编码治疗性序列的实施方案中，治疗性序列缺少蛋白质编码结构

域(例如，治疗性蛋白质编码结构域)。例如，在一些实施方案中，治疗性序列包含非蛋白质

编码治疗性核酸，诸如短发夹RNA(shRNA)编码序列或免疫活化性治疗性核酸(例如，TLR激

动剂)。

[0170] 在一些实施方案中，治疗性序列或其他所关注序列(其可包括非治疗性编码序列，

诸如用于测量表达或持久性的报告基因)的长度为0 .1Kb至100Kb(例如，长度为0 .2Kb至

90Kb、0.5Kb至80Kb、1.0Kb至70Kb、1.5Kb至60Kb、2.0Kb至50Kb、2.5Kb至45Kb、3.0Kb至40Kb、

3.5Kb至35Kb、4.0Kb至30Kb、4.5Kb至25Kb、4.6Kb至24Kb、4.7Kb至23Kb、4.8Kb至22Kb、4.9Kb

至21Kb、5.0Kb至20Kb、5.5Kb至18Kb、6.0Kb至17Kb、6.5Kb至16Kb、7.0Kb至15Kb、7.5Kb至

14Kb、8.0Kb至13Kb、8.5Kb至12.5Kb、9.0Kb至12.0Kb、9.5Kb至11.5Kb或10.0Kb至11.0Kb，例

如，长度为0.1Kb至0.5Kb、0.5Kb至1.0Kb、1.0Kb至2.5Kb、2.5Kb至4.5Kb、4.5Kb至8Kb、8Kb至

10Kb、10Kb至15Kb、15Kb至20Kb或更长，例如，长度为0.1Kb至0.25Kb、0.25Kb至0.5Kb、0.5Kb

至1 .0Kb、1.0Kb至1 .5Kb、1.5Kb至2 .0Kb、2.0Kb至2 .5Kb、2.5Kb至3 .0Kb、3.0Kb至3 .5Kb、

3.5Kb至4 .0Kb、4.0Kb至4 .5Kb、4.5Kb至5 .0Kb、5.0Kb至5 .5Kb、5.5Kb至6 .0Kb、6.0Kb至

6.5Kb、6.5Kb至7.0Kb、7.0Kb至7.5Kb、7.5Kb至8.0Kb、8.0Kb至8.5Kb、8.5Kb至9.0Kb、9.0Kb

至9.5Kb、9.5Kb至10Kb、10Kb至10.5Kb、10.5Kb至11Kb、11Kb至11.5Kb、11.5Kb至12Kb、12Kb

至12.5Kb、12.5Kb至13Kb、13Kb至13.5Kb、13.5Kb至14Kb、14Kb至14 .5Kb、14.5Kb至15Kb、

15Kb至15 .5Kb、15.5Kb至16Kb、16Kb至16 .5Kb、16.5Kb至17Kb、17Kb至17 .5Kb、17 .5Kb至

18Kb、18Kb至18.5Kb、18.5Kb至19Kb、19Kb至19.5Kb、19.5Kb至20Kb、20Kb至21Kb、21Kb至

22Kb、22Kb至23Kb、23Kb至24Kb、24Kb至25Kb或更长，例如，长度为约4 .5Kb、约5 .0Kb、约

5.5Kb、约6.0Kb、约6.5Kb、约7.0Kb、约7.5Kb、约8.0Kb、约8.5Kb、约9.0Kb、约9.5Kb、约10Kb、

约11Kb、约12Kb、约13Kb、约14Kb、约15Kb、约16Kb、约17Kb、约18Kb、约19Kb、约20Kb或更长)。

在一些实施方案中，治疗性序列为至少10Kb(例如，10Kb至15Kb、15Kb至20Kb或20Kb至30Kb；

例如，10Kb至13Kb、10Kb至12Kb或10Kb至11Kb；例如，10至11Kb、11至12Kb、12至13Kb、13至

14Kb或14至15Kb)。在一些实施方案中，序列的长度为至少1,100bp(例如，长度为1,100bp至

10,000bp、1,100bp至8,000bp或1,100bp至5,000bp)。在一些实施方案中，序列的长度为至
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少2,500bp(例如，长度为2,500bp至15,000bp、2,500bp至10,000bp或2,500bp至5,000bp；例

如，2,500bp至5,000bp、5,000bp至7,500bp、7,500bp至10,000bp、10,000bp至12,500bp或

12 ,500bp至15 ,000bp)。在一些实施方案中，序列为至少8 ,000bp、至少9 ,000bp、至少10 ,

000bp、至少11 ,000bp、至少12,000bp、至少13,000bp、至少14,000bp、至少15,000bp、至少

16 ,000bp(例如，11 ,000bp至16 ,000bp、12,000bp至16 ,000bp、13,000bp至16 ,000bp、14,

000bp至16,000bp或15,000bp至16,000bp)。在特定实施方案中，序列的长度足够以编码蛋

白质，并且不是寡核苷酸治疗剂(例如，不是反义、siRNA、shRNA治疗剂等)。

[0171] 在一些实施方案中，所关注序列(诸如治疗性或非治疗性编码序列)的3’末端通过

不超过50bp(例如，3bp至34bp、4bp至20bp、5bp至12bp或6bp至10bp；例如，3bp至5bp、4bp至

6bp、8bp至12bp、12bp至18bp、18bp至24bp、24bp至30bp、30bp至35bp或35bp至40bp；例如，

3bp、4bp、5bp、6bp、7bp、8bp、10bp、15bp、20bp、25bp、30bp、31bp、32bp、33bp、34bp、35bp、

36bp、37bp、38bp、39bp、40bp、41bp、42bp、43bp、44bp、45bp、46bp、47bp、48bp、49bp或50bp)

的非细菌序列(例如重组位点，例如重组scar)连接至环状DNA载体中的ori序列的5’末端。

[0172] 在一些实施方案中，所关注序列(诸如治疗性或非治疗性编码序列)的3’末端通过

不超过30bp(例如，3bp至24bp、4bp至18bp、5bp至12bp或6bp至10bp；例如，3bp至5bp、4bp至

6bp、8bp至12bp、12bp至18bp、18bp至24bp或24bp至30bp；例如，3bp、4bp、5bp、6bp、7bp、8bp、

10bp、15bp、20bp、25bp或30bp)的非细菌序列连接至环状DNA载体中的ori序列的5’末端。

[0173] 在一些实施方案中，除了治疗性蛋白质编码结构域或治疗性非蛋白质编码结构域

之外，本文所述环状DNA载体中包含的所关注序列还包含报告序列。在一些实施方案中，治

疗性序列缺少报告序列。在一些实施方案中，所关注序列包括报告序列，但不包括治疗性序

列。报告序列可以是例如报告基因。此类报告基因可以用于验证治疗性基因序列的表达，例

如，在特定细胞和组织中的表达。通过引用整体并入环状DNA载体中可以提供的报告序列包

括但不限于编码β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶(LacZ)、碱性磷酸酶、胸苷激酶、绿色荧光蛋白

(GFP)、氯霉素乙酰转移酶(CAT)、萤光素酶的DNA序列以及本领域熟知的其他序列。当与驱

动表达的调控元件缔合时，报告序列提供可通过常规手段检测的信号，这些手段包括酶促、

放射成像、比色、荧光或其他光谱测定、荧光活化细胞分选测定和免疫测定(包括酶联免疫

吸附测定(ELISA)、放射免疫测定(RIA)和免疫组织化学测定)。例如，当标记序列是LacZ基

因时，通过β‑半乳糖苷酶活性测定来检测携带信号的载体的存在。当转基因是绿色荧光蛋

白或萤光素酶时，携带信号的载体可以通过光度计的颜色或光产生来目视测量。

[0174] 作为治疗性序列或所关注的其他序列的一部分，本发明的环状DNA载体可以包含

调节或改善靶细胞中的转录、翻译和/或表达的常规调控元件。合适的调控元件在国际公布

WO  2021/055760中有所描述，所述公布通过引用整体并入本文。

[0175] 在一些情况下，自我复制型RNA分子包含(i)复制酶编码序列(例如，编码可以从自

我复制型RNA分子转录RNA的RNA依赖性RNA聚合酶的RNA序列)和(ii)异源性调控基因。聚合

酶可以是甲病毒复制酶，例如，包含一个、两个、三个或全部四个甲病毒非结构蛋白nsP1、

nsP2、nsP3和nsP4的甲病毒复制酶。在一些情况下，聚合酶是VEE复制酶，例如，包含一个、两

个、三个或全部四个甲病毒非结构蛋白nsP1、nsP2、nsP3和nsP4的VEE复制酶。

[0176] 在本发明的一些情况下，自我复制型RNA分子不编码甲病毒结构蛋白(例如，衣壳

蛋白)。这种自我复制型RNA可以使自身的基因组RNA拷贝在细胞中产生，但不产生含RNA病
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毒颗粒。无法产生这些病毒颗粒意味着，与野生型甲病毒不同的是，自我复制型RNA分子不

能以感染性形式延续。可以用编码所关注的异源性调控蛋白的基因来替代甲病毒结构蛋

白，以使得亚基因组转录物编码异源性调控蛋白而非结构甲病毒颗粒蛋白。

[0177] 因此，在一些情况下，本发明的自我复制型RNA分子可以具有两个开放阅读框。第

一(5')开放阅读框编码复制酶；第二(3')开放阅读框编码一种或多种(例如，两种或三种)

治疗性蛋白质。在一些实施方案中，RNA可以具有附加(例如，下游)开放阅读框，例如，以编

码其他基因或编码附属多肽。

[0178] 合适的自我复制型RNA分子可以具有不同的长度。在本发明的一些实施方案中，自

我复制型RNA分子的长度为5,000至50,000个核苷酸(即，5kb至50kb)。在一些情况下，自我

复制型RNA分子的长度为5kb至20kb(例如，长度为6kb至18Kb、7kb至16Kb、8kb至14kb或9kb

至12kb，例如，长度为5kb至6Kb、6kb至7Kb、7kb至8Kb、8kb至9Kb、9kb至10Kb、10kb至11Kb、

11kb至12Kb、12kb至13Kb、13kb至14Kb、14kb至15Kb、15kb至16Kb、16kb至18kb或18kb至

20kb，例如，长度为约5Kb、约6Kb、约7Kb、约8Kb、约9Kb、约10Kb、约10 .5Kb、约11Kb、约

11 .5Kb、约12Kb、约12.5Kb、约13Kb、约14Kb、约15Kb、约16Kb、约17Kb、约18Kb、约19kb或约

20kb)。

[0179] 自我复制型RNA分子可以具有3'多聚‑A尾。另外，自我复制型RNA分子可以包含多

聚‑A聚合酶识别序列(例如，AAUAAA)。

[0180] 在一个特定实施方案中，根据本发明的RNA不编码报告分子，诸如萤光素酶或荧光

蛋白，诸如绿色荧光蛋白(GFP)。

[0181] 在一些实施方案中，自我复制型RNA编码的复制酶可以是本文所述的复制酶中的

任一种的变体。在一些实施方案中，变体是功能片段(例如，在功能上与蛋白质相似或在功

能上与蛋白质相同的蛋白质的片段)。

[0182] V.药物组合物

[0183] 效率的提高使得本发明的方法特别适合于含有环状DNA载体的药物组合物的可扩

大制备。本文所述的产生环状DNA载体的方法中的任一种均可以适用于产生含有在药学上

可接受的载剂中的环状DNA载体的药物组合物。

[0184] 作为本文描述的任何方法的一部分，下游纯化过程可以容易地应用。例如，各种色

谱法步骤在本领域中是已知的，并且可以适于去除细菌副产物、内毒素、细菌人工染色体

(BAC)、辅助质粒等。在一些情况下，细菌产生的环状DNA载体的药物组合物通过阴离子交换

色谱法或疏水作用色谱法来纯化。

[0185] 在一些实施方案中，本发明的药物制剂含有在药学上可接受的载剂中的至少

1.0mg环状DNA载体(例如，1.0mg至10g、1.0mg至5.0g、1.0mg至1.0g、1.0mg至500mg、1.0mg至

200mg、1.0mg至100mg、1.0mg至50mg、1.0mg至25mg、1.0mg至20mg、1.0mg至15mg、1.0mg至

10mg、1.0mg至5 .0mg、2.0mg至10g、2.0mg至5 .0g、2.0mg至1 .0g、2.0mg至500mg、2.0mg至

200mg、2.0mg至100mg、2.0mg至50mg、2.0mg至25mg、2.0mg至20mg、2.0mg至15mg、2.0mg至

10mg、2.0mg至5 .0mg、5.0mg至10g、5.0mg至5 .0g、5.0mg至1 .0g、5.0mg至500mg、5.0mg至

200mg、5.0mg至100mg、5.0mg至50mg、5.0mg至25mg、5.0mg至20mg、5.0mg至15mg、5.0mg至

10mg、10mg至10g、10mg至5.0g、10mg至1.0g、10mg至500mg、10mg至200mg、10mg至100mg、10mg

至50mg、10mg至25mg、10mg至20mg或10mg至15mg)。
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[0186] 在一些实施方案中，本发明的药物制剂在药学上可接受的载剂中包含至少2.0mg

环状DNA载体。在一些实施方案中，通过本文所述的方法中的任一种产生的药物制剂含有在

药学上可接受的载剂中的至少5.0mg环状DNA载体。在一些实施方案中，通过本文所述的方

法中的任一种产生的药物制剂含有在药学上可接受的载剂中的至少10.0mg环状DNA载体。

[0187] 在一些实施方案中，本发明的药物制剂基本上不含杂质。例如，在一些实施方案

中，药物制剂包含<2.0质量％的蛋白质含量(例如，<1.9质量％、<1.8质量％、<1.7质量％、<

1.6质量％、<1.5质量％、<1.4质量％、<1.3质量％、<1.2质量％、<1.1质量％、<1.0质量％、<

0.9质量％、<0.8质量％、<0.7质量％、<0.6质量％、<0.5质量％、<0.4质量％、<0.3质量％、<

0.2质量％、<0.1质量％、<0.05质量％或<0.01质量％的蛋白质含量)。在一些情况下，蛋白

质含量通过双辛可宁酸测定来确定。另外地或可替代地，蛋白质含量通过ELISA来确定。

[0188] 在一些情况下，药物制剂包含<5 .0质量％的RNA含量(例如，<4 .5质量％、<4.0质

量％、<3.5质量％、<3.0质量％、<2.5质量％、<2.0质量％、<1.9质量％、<1.8质量％、<1.7质

量％、<1.6质量％、<1.5质量％、<1.4质量％、<1.3质量％、<1.2质量％、<1.1质量％、<1.0质

量％、<0.9质量％、<0.8质量％、<0.7质量％、<0.6质量％、<0.5质量％、<0.4质量％、<0.3质

量％、<0.2质量％、<0.1质量％、<0.05质量％或<0.01质量％的RNA含量)。在一些实施方案

中，RNA含量通过琼脂糖凝胶电泳来确定。在一些实施方案中，RNA含量通过定量PCR来确定。

在一些实施方案中，RNA含量通过荧光测定(例如，Ribogreen)来确定。

[0189] 在一些实施方案中，药物制剂含有<5.0质量％的gDNA含量(例如，4.5质量％、<4.0

质量％、<3.5质量％、<3.0质量％、<2.5质量％、<2.0质量％、<1.9质量％、<1.8质量％、<1.7

质量％、<1.6质量％、<1.5质量％、<1.4质量％、<1.3质量％、<1.2质量％、<1.1质量％、<1.0

质量％、<0.9质量％、<0.8质量％、<0.7质量％、<0.6质量％、<0.5质量％、<0.4质量％、<0.3

质量％、<0.2质量％、<0.1质量％、<0.05质量％或<0.01％质量％gDNA含量)。在一些实施方

案中，gDNA含量通过琼脂糖凝胶电泳或毛细管电泳来确定。在一些实施方案中，gDNA含量通

过定量PCR来确定。在一些实施方案中，gDNA含量通过Southern印迹来确定。

[0190] 在一些实施方案中，药物制剂含有<40EU/mg内毒素。在一些实施方案中，药物制剂

含有<20EU/mg内毒素。在一些实施方案中，药物制剂含有<10EU/mg内毒素。在一些实施方案

中，药物制剂含有<5EU/mg内毒素(例如，<4EU/mg内毒素、<3EU/mg内毒素、<2EU/mg内毒素、<

1EU/mg内毒素、<0.5EU/mg内毒素)，例如，如通过鲎(Limulus)阿米巴样细胞裂解物(LAL)测

定所测量。

[0191] 在一些实施方案中，本文公开的药物组合物符合根据美国食品和药物管理局颁布

并在21C.F.R.部分210和211中阐述的标准的现行良好生产规范(GMP)，其全部内容通过引

用并入本文。

[0192] 本文提供的药物组合物可以包含一种或多种药学上可接受的载剂，诸如赋形剂

和/或稳定剂，所述药学上可接受的载剂在所采用的剂量和浓度处对接受治疗的个体(例

如，人类患者)是无毒的。在一些实施方案中，药学上可接受的载剂是pH缓冲水溶液。药学上

可接受的载剂的实例包括缓冲液，诸如磷酸盐、柠檬酸盐和其他有机酸；抗氧化剂，包括抗

坏血酸；低分子量(小于约10个残基)多肽；蛋白质，诸如血清白蛋白、明胶或免疫球蛋白；亲

水性聚合物，诸如聚乙烯吡咯烷酮；氨基酸，诸如甘氨酸、谷氨酰胺、天冬酰胺、精氨酸或赖

氨酸；单糖、二糖和其他碳水化合物，包括葡萄糖、甘露糖或糊精；螯合剂，诸如EDTA；糖醇，
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诸如甘露糖醇或山梨糖醇；成盐抗衡离子，诸如钠；和/或非离子表面活性剂，诸如吐温、聚

乙二醇(PEG)和Pluronics。

[0193] 如果药物组合物以液体形式提供，则药学上可接受的载剂可以是水(例如，无热原

水)、等渗盐水或缓冲水溶液(例如，磷酸盐缓冲溶液或柠檬酸盐缓冲溶液)。药物组合物的

注射可以在水或缓冲液中进行，所述缓冲液诸如水性缓冲液，例如含有钠盐(例如，至少

50mM的钠盐)、钙盐(例如，至少0.01mM的钙盐)或钾盐(例如，至少3mM的钾盐)。根据一个特

定实施方案，钠盐、钙盐或钾盐可以以它们的卤化物形式存在，所述卤化物例如氯化物、碘

化物或溴化物，也可以以它们的氢氧化物、碳酸盐、碳酸氢盐或硫酸盐等形式存在。钠盐的

实例包括但不限于NaCl、NaI、NaBr、Na2CO2、NaHCO2和Na2SO4。钾盐的实例包括例如KCl、KI、

KBr、K2CO2、KHCO2和K2SO4。钙盐的实例包括例如CaCl2、CaI2、CaBr2、CaCO2、CaSO4和Ca(OH)2。附

加，缓冲液中可以含有前述阳离子的有机阴离子。根据一个特定实施方案，如上文定义的适

合于注射目的的缓冲液可以含有选自以下的盐：氯化钠(NaCl)、氯化钙(CaCl2)或氯化钾

(KCl)，其中可以存在其他阴离子。CaCl2也可以被另一种盐(诸如KCl)替代。在一些实施方

案中，注射缓冲液中的盐以至少50mM氯化钠(NaCl)、至少3mM氯化钾(KCl)和至少0.01mM氯

化钙(CaCl2)的浓度提供。相对于特定参考培养基，注射缓冲液可以是高渗的、等渗的或低

渗的，即，相对于特定参考培养基，缓冲液可以具有更高、相等或更低的盐含量，其中优选地

使用前述盐的这些浓度，不会由于渗透或其他浓度效应而对细胞造成损害。参考培养基可

以是液体，诸如血液、淋巴、胞质液、其他体液或常见的缓冲液。此类常见缓冲液或液体是本

领域的技术人员已知的。林格氏乳酸溶液是特别优选的基础液体。

[0194] 一种或多种相容性固体或液体填充剂、稀释剂或包封化合物可以适合于向人体施

用。根据本发明的药物组合物的成分能够与如本文定义的根据本发明的核酸载体混合，这

种混合方式不会发生在典型使用条件下显著降低根据本发明的(药物)组合物的药学有效

性的相互作用。药学上可接受的载剂、填充剂和稀释剂可以具有足够高的纯度和足够低的

毒性，以使它们适合于向接受治疗的个体施用。可以用作药学上可接受的载剂、填充剂或它

们的成分的化合物的一些实例是糖，诸如乳糖、葡萄糖、海藻糖和蔗糖；淀粉，诸如玉米淀粉

或马铃薯淀粉；葡萄糖；纤维素及其衍生物，诸如羧甲基纤维素钠、乙基纤维素、乙酸纤维

素；粉末状黄蓍胶；麦芽；明胶；牛脂；固体助流剂，诸如硬脂酸、硬脂酸镁；硫酸钙；植物油，

诸如花生油、棉籽油、芝麻油、橄榄油、玉米油和可可油；多元醇，诸如聚丙二醇、甘油、山梨

糖醇、甘露糖醇和聚乙二醇；或者藻酸。

[0195] 药学上可接受的载剂的选择可以根据药物组合物的施用方式来确定。

[0196] 适合于注射的单位剂量形式包括水、生理盐水以及它们的混合物的无菌溶液。此

类溶液的pH可以调节至约7 .4。适合于注射的载剂包括水凝胶、控制释放或延迟释放的装

置、聚乳酸和胶原蛋白基质。适用于局部施加的药学上可接受的载剂包括适用于洗剂、霜

剂、凝胶剂等中的载剂。如果药物组合物口服施用，则片剂、胶囊剂等等是优选的单位剂量

形式。

[0197] 可以包含在药物组合物中的其他添加剂是乳化剂，诸如吐温；润湿剂，诸如月桂基

硫酸钠；着色剂；药物载剂；稳定剂；抗氧化剂；和防腐剂。

[0198] 根据本发明的药物组合物可以以液体或干燥(例如，冻干)形式提供。在一个特定

实施方案中，药物组合物的核酸载体以冻干形式提供。包含本发明的核酸载体的冻干组合
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物可在施用前在合适的缓冲液中复溶，有利地基于水性载剂，例如林格‑乳酸盐溶液

(Ringer‑Lactate  solution)、林格溶液(Ringer  solution)或磷酸盐缓冲液。

[0199] 在本发明的某些实施方案中，本发明的环状DNA载体中的任一种可以与一种或多

种阳离子或聚阳离子化合物(例如，阳离子或聚阳离子聚合物、阳离子或聚阳离子肽或蛋白

质(例如，鱼精蛋白)、阳离子或聚阳离子多糖以及/或者阳离子或聚阳离子脂质)复合。

[0200] 根据一个特定实施方案，本发明的环状DNA载体可以与脂质复合，以形成一种或多

种脂质体、脂质复合物或脂质纳米颗粒。因此，在一个实施方案中，药物组合物包含含有环

状DNA载体的脂质体、脂质复合物和/或脂质纳米颗粒。

[0201] 基于脂质的制剂由于其生物相容性和易于大规模生产，可以成为核酸载体的有效

递送系统。阳离子脂质作为核酸递送的合成材料已经被广泛研究。在混合之后，核酸被阳离

子脂质缩合，形成称为脂质复合物的脂质/核酸复合物。这些脂质复合物能够保护遗传物质

免受核酸酶的作用，并且通过与带负电荷的细胞膜相互作用将遗传物质递送至细胞中。脂

质复合物可以通过将在生理pH下带正电荷的脂质与带负电荷的核酸直接混合来制备。

[0202] 常规脂质体包含可以由阳离子、阴离子或中性磷脂和胆固醇组成的脂质双层，所

述脂质双层包封水性核心。脂质双层和水性空间可以分别包含疏水性或亲水性化合物。脂

质体的特征和体内行为可以通过向脂质体表面添加亲水性聚合物涂层(例如聚乙二醇

(PEG))(以赋予空间稳定性)来进行修饰。此外，脂质体可以用于通过使配体(例如，抗体、肽

和碳水化合物)与其表面附接或者与附接的PEG链的末端附接来实现特异性靶向。

[0203] 脂质体是基于胶体脂质的递送系统和基于表面活性剂的递送系统，所述递送系统

由围绕水性区室的磷脂双层组成。它们可以以球形囊泡提供，并且大小范围为20nm至几微

米。基于阳离子脂质的脂质体能够通过静电相互作用与带负电荷的核酸复合，从而使复合

物具有生物相容性、低毒性，并且具有体内临床应用所需的大规模生产的可能性。脂质体可

以与质膜融合从而被吸收；一旦进入细胞，脂质体就会通过内吞途径进行处理，然后遗传物

质从胞内体/载剂释放至细胞质中。

[0204] 阳离子脂质体可以作为环状DNA载体的递送系统。阳离子脂质(诸如MAP(1,2‑二油

酰‑3‑三甲基铵‑丙烷)和DOTMA(N‑[1‑(2,3‑二油酰氧基)丙基]‑N ,N ,N‑三甲基‑甲基硫酸

铵))可以与带负电荷的核酸形成复合物或脂质复合物，以通过静电相互作用形成纳米颗

粒，从而提供高体外转染效率。此外，用于核酸载体递送的基于中性脂质的纳米脂质体(例

如，基于中性1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷脂酰胆碱(DOPC)的纳米脂质体)也是可用的。

[0205] 因此，在本发明的一个实施方案中，使环状DNA载体与阳离子脂质和/或中性脂质

复合，从而在本发明的药物组合物中形成脂质体、脂质纳米颗粒、脂质复合物或基于中性脂

质的纳米脂质体。

[0206] 在一个特定实施方案中，药物组合物包含与阳离子化合物或聚阳离子化合物和/

或聚合物载剂一起配制的本发明的环状DNA载体。因此，在本发明的另一个实施方案中，如

本文所定义的环状DNA载体与阳离子或聚阳离子化合物或聚合物载剂任选地以选自以下范

围的核酸载体与阳离子或聚阳离子化合物和/或聚合物载剂的重量比缔合或复合：约5:1

(w/w)至约0.25:1(w/w)，例如，约5:1(w/w)至约0.5:1(w/w)，例如，约4:1(w/w)至约1:1(w/

w)或约3:1(w/w)至约1:1(w/w)，例如，约3:1(w/w)至约2:1(w/w)；或者任选地以在约0.1至

10的范围内，例如，在约0.3至4或0.3至1的范围内，例如，在约0.5至1或0.7至1的范围内，例
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如，在约0.3至0.9或0.5至0.9的范围内的核酸载体与阳离子或聚阳离子化合物和/或聚合

物载剂的氮/磷酸盐(N/P)比率缔合或复合。例如，环状DNA载体与一种或多种聚阳离子的N/

P比率在约0.1至10的范围内，包括在约0.3至4、约0.5至2、约0.7至2和约0.7至1 .5的范围

内。

[0207] 本文所述的核酸载体还可以与媒介物、转染剂或复合剂结合，以提高转染效率和/

或根据本发明的调控基因的表达。

[0208] 在一些情况下，使根据本发明的环状DNA载体与一种或多种聚阳离子复合，优选地

与鱼精蛋白或寡聚转染胺复合。可以用作转染剂或复合剂的其他阳离子或聚阳离子化合物

可以包括阳离子多糖(例如壳聚糖、聚凝胺)、阳离子聚合物(例如聚乙烯亚胺(PEI))、阳离

子脂质(例如DOTMA：[1‑(2,3‑唾液酸基氧基)丙基)]‑N,N,N‑三甲基氯化铵、DMRIE、二‑C14‑

脒、DOTIM、SAINT、DC‑Chol、BGTC、CTAP、DOPE、LEAP、DOPE：二油酰磷脂酰乙醇‑胺、DOSPA、

DODAB、DOIC、DMEPC、DOGS：双十八烷基酰胺甘氨胺精胺、DIMRI：二肉豆蔻酰‑氧丙基二甲基

羟乙基溴化铵、MAP：二油酰基氧基‑3‑(三甲基铵)丙烷、DC‑6‑14：O,O‑双十四烷酰基‑N‑(α‑
三甲基铵十六烷基)二乙醇胺氯化物、CLIP1：外消旋‑[(2,3‑双十八烷氧基丙基)(2‑羟乙

基)]‑二甲基氯化铵、CLIP6：外消旋‑[2(2,3‑双十六烷基氧基丙基‑氧基甲基氧基)乙基]三

甲基铵、CLIP9：外消旋‑[2(2,3‑双十六烷基氧基丙基‑氧基琥珀酰基氧基)乙基]三甲基铵、

寡聚转染胺)或者阳离子或聚阳离子聚合物(例如改性聚氨基酸，诸如β‑氨基酸聚合物或反

向聚酰胺等，改性聚乙烯，诸如PVP(聚(N‑乙基‑4‑乙烯基吡啶溴化物))等，改性丙烯酸酯，

诸如pDMAEMA(聚(甲基丙烯酸二甲基氨基乙酯))等，改性酰胺基胺，诸如pAMAM(聚(酰胺基

胺))等，改性聚β氨基酯(PBAE)，诸如二胺末端改性的1,4二丙烯酸丁二醇酯‑共聚‑5‑氨基‑

1‑戊醇聚合物等，树枝状聚合物，诸如聚丙胺树枝状聚合物或基于pAMAM的树枝状聚合物

等，聚亚胺，诸如PEI：聚(乙烯亚胺)、聚(丙烯亚胺)等，聚烯丙胺，基于糖主链的聚合物，诸

如基于环糊精的聚合物、基于葡聚糖的聚合物、壳聚糖等，基于甲硅烷主链的聚合物，诸如

PMOXA‑PDMS共聚物等，由一个或多个阳离子嵌段(例如，选自上文提及的阳离子聚合物)和

一个或多个亲水性或疏水性嵌段(例如，聚乙二醇)的组合组成的嵌段聚合物)；等等。

[0209] 根据一个具体的实施方案，药物组合物包括包封在聚合物载剂内或附着在聚合物

载剂上的环状DNA载体。根据本发明使用的聚合物载剂可以是由二硫键交联的阳离子组分

形成的聚合物载剂。二硫键交联的阳离子组分可以彼此相同或彼此不同。聚合物载剂还可

以含有其他组分。另外特别优选的是，根据本发明使用的聚合物载剂包含阳离子肽、蛋白质

或聚合物以及任选地如本文定义的其他组分的混合物，它们如本文所述通过二硫键交联。

在本发明上下文中，WO  2012/013326的公开内容通过引用并入本文。在本发明上下文中，通

过二硫键交联形成聚合物载剂基础的阳离子组分通常选自适合于此目的的任何合适的阳

离子或聚阳离子肽、蛋白质或聚合物，尤其是能够使如本文定义的核酸载体或组合物中包

含的其他核酸进行复合，从而优选地使核酸载体缩合的任何阳离子或聚阳离子肽、蛋白质

或聚合物。阳离子或聚阳离子肽、蛋白质或聚合物可以是线性分子；然而，也可以使用支链

阳离子或聚阳离子肽、蛋白质或聚合物。

[0210] 聚合物载剂的每种二硫键交联的阳离子或聚阳离子蛋白质、肽或聚合物(可以用

于使作为药物组合物的一部分包含在内的根据本发明的环状DNA载体进行复合)可以含有

至少一个SH部分(例如，至少一个半胱氨酸残基或表现出SH部分的任何其他化学基团)，所
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述SH部分能够在与至少一种其他阳离子或聚阳离子蛋白质、肽或聚合物(作为如本文提及

的聚合物载剂的阳离子组分)发生缩合时形成二硫键。

[0211] 用于使本发明的环状DNA载体发生复合的此类聚合物载剂可以由二硫键交联的阳

离子(或聚阳离子)组分形成。具体而言，聚合物载剂的此类阳离子或聚阳离子肽或蛋白质

或聚合物(包含或另外被修饰为包含至少一个SH部分)可以选自作为复合剂的蛋白质、肽和

聚合物。

[0212] 在其他实施方案中，根据本发明的环状DNA载体可以在合适的缓冲液中裸露施用，

而不需要与任何其他媒介物、转染剂或复合剂结合。

[0213] VI.使用方法

[0214] 本文提供了通过将本文所述的环状DNA载体中的任一种或它们的药物组合物施用

于受试者来诱导所关注序列(如治疗序列)在有需要的受试者体内表达(例如，持续表达)

(例如，作为基因治疗方案的一部分)的方法。受试者的靶细胞或靶组织可以通过检查宿主

细胞的核酸序列(例如，RNA序列，例如，mRNA序列)来表征，诸如通过检测或定量所递送的治

疗性序列的存在(例如，持久存在)的Southern印迹或PCR分析来表征。或者，治疗性序列在

受试者体内的表达可以通过治疗性序列的递送以监测正在治疗的疾病的进展(例如，与治

疗性序列靶向的缺陷或突变相关)来表征(例如，定量或定性表征)。在一些实施方案中，治

疗性序列的转录或表达(例如，持续转录或持续表达)通过观察与疾病相关的一种或多种症

状的减少来确认。

[0215] 因此，本发明的实施方案包括通过将本文所述的环状DNA载体中的任一种或它们

的药物组合物施用于受试者来治疗受试者的疾病的方法。本文所述的环状DNA载体中的任

一种或它们的药物组合物可以以1μg至10mg  DNA(例如，5μg至5.0mg、10μg至2.0mg或100μg
至1.0mg  DNA，例如，10μg至20μg、20μg至30μg、30μg至40μg、40μg至50μg、50μg至75μg、75μg
至100μg、100μg至200μg、200μg至300μg、300μg至400μg、400μg至500μg、500μg至1 .0mg、

1.0mg至5.0mg或5.0mg至10mg  DNA，例如，约10μg、约20μg、约30μg、约40μg、约50μg、约60μg、
约70μg、约80μg、约90μg、约100μg、约150μg、约200μg、约250μg、约300μg、约350μg、约400μg、
约450μg、约500μg、约600μg、约700μg、约750μg、约1 .0mg、约2.0mg、约2.5mg、约5 .0mg、约

7.5mg或约10mg  DNA)的剂量施用于受试者。

[0216] 在一些实施方案中，与其他基因治疗载体(例如，质粒DNA载体和病毒载体)的施用

相比，环状DNA载体或其药物组合物的施用不太可能诱导受试者体内的免疫响应。

[0217] 在一些情况下，本文提供的环状DNA载体以及它们的药物组合物适合于重复给予，

因为相对于参考载体(诸如质粒DNA载体或AAV载体)，它们能够转染靶细胞而不会触发免疫

响应或诱导免疫响应的减少，如上文所讨论。因此，本发明提供了重复施用本文所述的环状

DNA载体和药物组合物的方法。可以以合适的频率和持续时间来重复任何前述给予剂量。在

一些实施方案中，受试者接受约每天两次、约每天一次、约每周五次、约每周四次、约每周三

次、约每周两次、约每周一次、约每月两次、约每月一次、约每六周一次、约每两个月一次、约

每三个月一次、约每四个月一次、每年两次、每年一次或更低频率的剂量。在一些实施方案

中，剂量的次数和频率与靶细胞的转换率相对应。应当理解，在使用本文所述的载体转染的

长寿命有丝分裂后靶细胞中，单剂量载体可以足以在相当长的时间内维持异源性基因在靶

细胞内的表达。因此，在其他实施方案中，本文提供的环状DNA载体可以以单剂量施用于受
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试者。将环状DNA载体递送至受试者的次数可以是维持临床(例如，治疗)有益效果所需的次

数。

[0218] 本发明的方法包括通过任何合适的途径来施用环状DNA载体或其药物组合物。环

状DNA载体或其药物组合物可以全身或局部施用，例如静脉内、眼部(例如，玻璃体内(例如

通过玻璃体内注射)、视网膜下、通过滴眼剂、眼内、眶内)、肌肉内、皮内、肝内、脑内、肌肉

内、经皮、动脉内、腹膜内、病灶内、颅内、关节内、前列腺内、胸膜内、气管内、鞘内、鼻内、阴

道内、直肠内、瘤内、皮下、结膜下、囊内、粘膜、心包内、脐下、口服、局部、透皮、通过吸入、通

过气溶胶、通过注射(例如，通过快速注射)、通过电穿孔、通过移植、通过输注(例如，通过连

续输注)、通过局部灌注直接浸泡靶细胞、通过导管、通过灌洗、以霜剂或以脂质组合物施

用。

[0219] 本文所述的环状DNA载体可以通过体内电转移(例如，体内电穿孔)来递送至细胞

中。体内电穿孔已经在特定组织(诸如皮肤、骨骼肌、某些肿瘤类型和肺上皮)中得到展示。

通过体内电穿孔将裸露的DNA递送至细胞中涉及将DNA施用至靶组织，然后施加电场以通过

产生孔隙来暂时增加组织内的细胞膜渗透性，从而允许DNA分子穿过细胞膜。作为一个实

例，使用体内电穿孔向皮肤递送在Cha&Daud  Hum.Vaccin.Immunother.2012,8(11):1734‑

1738中有所描述，所述文献通过引用整体并入。骨骼肌的体内电穿孔在Sokolowska&Blac 

hnio‑Zabielska ,Int.J.Molecular  Sci.2019,20:2776中有所描述，所述文献通过引用整

体并入。使用体内电穿孔进行的瘤内递送在Aung等人,Gene  Therapy  2009,16:830‑839中

有所描述，所述文献通过引用整体并入。DNA至肺细胞的体内电穿孔在Pringle等人,J.Gene 

Med .2007 ,9:369‑380中有所描述，所述文献通过引用整体并入。环状DNA载体至眼内细胞

(例如，视网膜细胞和/或感光细胞)的体内电转移在国际专利公布WO  2022/198138中有所

描述，所述专利公布通过引用整体并入。在一些情况下，在环状DNA载体施用于眼睛之后，可

以将电极放置于眼睛内部(例如，距离视网膜约1mm以内)，并且可以在适合于将环状DNA载

体电转移至靶细胞的条件下通过电极将电场传输到目标眼组织(例如，通过施加六个至十

个脉冲，每个脉冲10V至100V)。具有适用于在哺乳动物组织中传输电场的电极的装置和系

统可商购获得并且可以用于本文公开的方法。在一些情况下，电场通过包括针(例如，放置

于玻璃体内或视网膜下腔内的针)的电极传输。合适的针电极包括由 销售的

电极和由 销售的针电极。本发明的方法包括将本文所述的

环状DN  A载体中的任一种或它们的药物组合物通过体内电转移施用于皮肤、骨骼肌、肿瘤

(包括，例如，黑素瘤)、眼睛和肺。

[0220] 此外，或可替代地，环状DNA载体或其药物组合物可离体施用于宿主细胞，诸如通

过从个体患者中移植(或以其他方式衍生，例如诱导分化)的细胞，然后将宿主细胞重新植

入患者体内，例如在选择掺入载体的细胞后。因此，在一些方面，本公开提供了经转染的宿

主细胞及其用于治疗疾病的施用方法。

[0221] 另外地或可替代地，本发明包括治疗患有疾病或障碍的受试者的方法，所述方法

通过将本发明的分离的DNA载体(或其组合物)施用于受试者来进行。

[0222] 本文所述的环状DNA载体中的任一种的转染效率的评估可以使用本领域已知或本

文所述的任何方法来进行。经转染的细胞的分离也可以根据标准技术来进行。例如，包含治

疗性基因的细胞可以表达可见标记，诸如荧光蛋白(例如，GFP)或其他报告蛋白，所述可见
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标记由异源性基因的序列编码，有助于鉴定和分离包含异源性基因的一种或多种细胞。含

有治疗性基因的细胞也可以通过检查宿主细胞的核酸序列(例如，RNA序列，例如，mRNA序

列)来表征，诸如通过测定载体中含有的异源性基因的存在的Southern印迹或PCR分析来表

征。

[0223] 因此，本发明的方法包括，在向受试者施用编码本文所述的基因的任何环状DNA载

体后，随后检测所述基因在受试者中的表达。表达可以在施用后一周至四周、在施用后一个

月至四个月、在施用后四个月至一年、在施用后一年至五年或在施用后五年至二十年(例

如，在施用后至少一周、至少两周、至少一个月、至少四个月、至少一年、至少两年、至少五

年、至少十年)检测到。在任何这些检测时间点，都可以观察到环状DNA载体的持久性(例如，

附加型持久性)。在一些实施方案中，环状DNA载体的持久性比参考载体(例如，在细菌中产

生或者具有本发明的载体中不存在的一种或多种细菌标志物的环状载体)高5％至50％、高

50％至100％、一倍至五倍或五倍至十倍(例如，至少5％、10％、20％、30％、40％、50％、

75％、一倍、两倍、三倍、四倍、五倍、六倍、七倍、八倍、九倍、十倍或更多)。

[0224] VII.试剂盒和制品

[0225] 在本发明的另一方面，本文描述了含有任何环状DNA载体或其药物组合物的制品

或试剂盒。制品包括容器以及在容器上或与容器相关的标签或包装插页。合适的容器包括，

例如，瓶、小瓶、注射器、IV溶液袋等。容器可以由多种材料(诸如玻璃或塑料)形成。容器容

纳组合物，所述组合物本身或与另一种组合物组合可有效治疗、预防和/或诊断病症，并且

容器可以具有无菌入口(例如，容器可以是静脉内注射溶液袋或具有可被皮下注射针刺穿

的塞子的小瓶)。组合物中的至少一种活性剂是本发明的环状DNA载体或包含环状DNA载体

的药物组合物。标签或包装插页标明组合物可用于治疗包装内容物可治疗的病症。此外，制

品可以包括(a)第一容器，其中含有组合物，其中所述组合物包含环状DNA载体或其药物组

合物；以及(b)第二容器，其中含有组合物，其中所述组合物包括附加治疗剂。制品还可以包

括包装插页，所述包装插页标明组合物可用于治疗特定病症。可替代地或另外地，制品可以

进一步包括第二(或第三)容器，所述容器包含药学上可接受的载剂，诸如抑菌性注射用水

(BWFI)、磷酸盐缓冲盐水、林格氏溶液、葡萄糖溶液或上文公开的药学上可接受的载剂中的

任一种。它还可以包括商业和使用者所需的其他材料，包括其他缓冲液、稀释剂、过滤器、针

头、注射器或其他递送装置。

[0226] 实施例

[0227] 实施例1.ColE2‑P9复制起点赋予稳定的质粒维持

[0228] 为了测试位于质粒内的ColE2‑P9复制起点(ori)是否能赋予质粒在大肠杆菌中的

稳定维持，在pir+细胞中构建并制备了含有ori的三种变体中的一种(SEQ  ID  NO:2‑4)、R6K

起点和羧苄青霉素抗性标记的质粒。将质粒转化到S1037中，并且在补充有羧苄青霉素的LB

琼脂板上选择。来自每个板的菌落在37℃下在不含抗生素的LB中培养。过夜培养物在不含

抗生素的新鲜LB中稀释1000倍并在37℃下培养。在五次传代后，将每种过夜培养物在不含

抗生素的LB琼脂板上重新划线，并且在37℃下生长过夜。将每个板上的20个菌落铺在含或

不含羧苄青霉素的LB琼脂板上。在总共六天后(在此期间估计发生了≥210次群体倍增)，所

有起点变体的菌落大小都是正常的，并且在所有三种起点变体的所有20个菌落中都检测到

了质粒(图1)。这些结果表明，40‑bp复制起点允许质粒在大肠杆菌中在多次群体倍增后保
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持稳定。

[0229] 实施例2.用于生产环状DNA载体的亲本质粒的生产

[0230] 图2显示了根据本文公开的实施方案，可用于生产环状DNA载体的亲本质粒的生产

过程的实例。转录单位的单个组分通过Golden  Gate装配被装配到转录单位中。然后通过

Golden  Gate装配将转录单位装配到亲本质粒中。在这个实施例中，亲本质粒包括侧接载体

序列(包含ori和MYO7A基因的区段)的LoxP重组位点序列，并且将载体序列与主链序列(包

含SpecR、KanR和RFP基因的区段)分开。

[0231] 实施例3.由亲本质粒体内生产环状DNA载体

[0232] 图3显示了体内生产环状DNA载体的实验过程。使用Golden  Gate装配方法产生含

有侧接LoxP重组位点的载体序列的测试亲本质粒。测试亲本质粒的测试载体序列包括

ColE2‑P9  ori序列和报告基因(sfGFP)。为了实验的目的，测试载体序列也包括氯霉素抗性

基因(CmR)，尽管本文描述的环状DNA载体的实施方案缺乏抗生素抗性基因。测试亲本质粒

还包括测试主链序列，其包括抗生素抗性基因SpecR和KanR以及报告基因(RFP)。将测试亲

本质粒转化到具有在整合到基因组中的组成型启动子(J23119)的控制下的ColE2‑P9  Rep

基因的工程化大肠杆菌细胞中。制备了测试亲本质粒的其他版本，其具有两个I‑PpoI限制

性位点、两个I‑SceI限制性位点、两个PI‑SceI限制性位点、两个I‑CeuI限制性位点或一个

PI‑PspI限制性位点和一个SceI限制性位点，而不是侧接测试载体序列的LoxP位点。具有

LoxP位点的测试亲本质粒被命名为p1603，并且具有两个PI‑SceI限制性位点的测试亲本质

粒被命名为p1600。

[0233] 通过对RFP荧光呈阳性来鉴定含有亲本测试质粒的细菌菌落。Cre重组酶被电穿孔

到含有p1603的细胞中，以在LoxP位点处诱导重组并产生测试环状DNA载体。Cre电穿孔的程

序如下：含有亲本质粒的电感受态工程化大肠杆菌在30℃下在SOB中培养至OD为0.8。用冰

冷的10％甘油洗涤大肠杆菌三次，并且重新悬浮于10％甘油中。将1μl的Cre(15单位，NEB，

M0298M)与50μl的电感受态细胞混合。将混合物转移到比色皿(1mm间隙)中，并且使用电穿

孔仪(BTX)以1800伏设置进行电穿孔。通过在37℃下在SOC中生长1小时来拯救细胞，并且将

其铺在不含抗生素的LB琼脂板上。使用QIAGEN  miniprep试剂盒生长菌落并纯化DNA。将电

穿孔的细胞铺在不含抗生素的LB板上。将LB板上GFP阳性的菌落在含有卡那霉素(Kan)和壮

观霉素(Spec)的LB上划线，以测试测试主链序列的丢失(Kan/Spec敏感菌落)。

[0234] 图4显示了从单个菌落的培养物中纯化的基因组外DNA的琼脂糖凝胶电泳，并且显

示了(1)通过Cre电穿孔含有p1603的细胞产生了测试环状DNA载体，和(2)测试环状DNA载体

在没有选择性压力的情况下维持在细胞中。泳道2、3和5显示了来自p1603转化细胞的基因

组外DNA，所述细胞在Cre电穿孔后为GFP阳性并且对Kan/Spec敏感，并且在缺乏氯霉素的丰

富培养基中生长。这些泳道中的条带跑到约1500bp，这是测试环状DNA载体的预期大小，从

而显示Cre电穿孔导致测试环状DNA载体的产生。泳道8、9和11分别对应于泳道2、3和5，但在

含氯霉素的丰富培养基中生长。泳道2、3和5中的DNA丰度与泳道8、9和11相似，从而显示环

状DNA载体在没有选择性压力的情况下维持在细胞中。泳道4显示了Cre电穿孔后GFP阳性、

RFP阳性和Kan/Spec抗性的p1603转化细胞的基因组外DNA。这个泳道中的条带跑到约

5000bp，这是测试亲本质粒的预期大小。泳道10对应于泳道4，但显示来自在含氯霉素培养

基中生长的细胞的DNA。泳道1显示从p1600转化细胞的GFP阳性、RFP阳性、Kan/Spec抗性菌
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落中纯化的染色体外DNA。这个泳道中的条带跑到约5000bp，这是测试亲本质粒的预期大

小。泳道7对应于泳道1，但显示来自在含氯霉素培养基中生长的细胞的DNA。泳道6显示从用

缺乏ColE2‑P9  ori的质粒转化并在缺乏氯霉素的培养基中生长的相同工程化大肠杆菌细

胞中纯化的染色体外DNA。从这种培养物中没有回收到可检测的质粒，这可能指示在没有选

择性压力的情况下ori是维持质粒所必需的。泳道12显示从用于泳道6但是在氯霉素的存在

下生长的相同细胞的培养物中纯化的DNA。从这些细胞中回收质粒，这可能指示选择性压力

将质粒维持在细胞中。

[0235] 实施例4.具有ColE2‑P9  ori的环状DNA载体在没有选择性压力的情况下维持在表

达ColE2‑P9复制蛋白的工程化细胞中

[0236] 为了测试具有来自ColE2‑P9的ori序列(例如，SEQ  ID  2)的环状DNA载体在没有选

择性压力的情况下在表达ColE2‑P9复制蛋白(例如，SEQ  ID  1)的细胞中维持的能力，将含

有如实施例2中所述通过Cre重组产生的测试环状DNA载体的细胞在含有和不含氯霉素的各

种肉汤中培养。对每种培养物中sfGFP阳性细胞的百分比进行定量。结果如图5中所示。测试

环状DNA载体在所有含和不含氯霉素的培养基中维持在高水平，除了SOC培养基，其在含和

不含氯霉素时具有较低维持水平。

[0237] 从不含氯霉素的TB和ZB培养物中纯化测试环状DNA载体并进行定量。TB培养物产

生0.33mg/L的测试环状DNA载体，并且SB培养物产生0.45mg/L的测试环状DNA载体。这些结

果表明，无论选择性压力如何，环状DNA载体都得以维持。

[0238] 实施例5.具有反向选择的环状DNA载体的体内生产方法

[0239] 图6显示了使用反向选择产生本发明的环状DNA载体的示例性方法。这个实施例中

的转基因是ABCA4，但是应当理解，驱动ABCA4的启动子可以用其他转基因盒取代。在第0天，

使用本文描述的任何方法(例如，通过用细菌人工染色体(BAC)上编码的重组酶转化细胞)

制备表达Rep基因的感受态工程化细菌细胞。在第1天，将细胞铺在补充有Kan的LB琼脂板

上，并且添加模板质粒。在这个实施例中，模板质粒包括启动子下游的ABCA4转基因和复制

起点(ori)。这个ori‑ABCA4盒侧接重组位点(attP‑GA和attB‑GA)。在质粒的另一侧(主链区

域)是选择性标记：抗生素抗性基因SpR和KanR、反向选择标记PheS和荧光标记RFP。在第2

天，从红色菌落中挑选出白色菌落，并且在补充有4CP的LB中生长用于反向选择。在第3天，

纯化环状DNA载体。

[0240] 实施例6.测试诱导型Bxb1以产生环状DNA载体

[0241] 为了测试Bxb1作为外源重组酶是否能有效产生环状DNA载体，将Bxb1重组酶编码

在细菌人工染色体(BAC)上并转化到宿主大肠杆菌中，所述宿主大肠杆菌具有整合到其基

因组中的Rep基因(SEQ  ID  NO:1)并由组成型启动子驱动(图7A)。测试了两种诱导型Bxb1 

BAC：1696(图7B；SEQ  ID  NO:5)包括枯茗酸诱导型启动子和氯霉素(Cm)抗性(CmR)基因，和

1697(图7C；SEQ  ID  NO:6)包括阿拉伯糖诱导型启动子和CmR基因。通过电穿孔将每个BAC转

化到S1037细胞中并在氯霉素的存在下铺板。

[0242] 接下来，用携带GFP作为报告转基因的模板质粒转化细胞(图7D)。ColE2‑P9复制起

点(ori)位于GFP及其启动子的上游，并且重组位点(attP‑GA和attB‑GA)侧接ori‑GFP盒。在

质粒的另一侧(主链区域)是选择性标记(抗生素抗性基因SpR和KanR、反向选择标记PheS和

荧光标记RFP)。因此，含有模板质粒的细胞具有GFP+、RFP+、Kan抗性、Spec抗性和4CP敏感
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性，而仅含有环状DNA载体(图7E)(没有主链副产物(图7F))的细胞具有GFP+、RFP‑、Kan‑敏

感性、Spec‑敏感性和4CP抗性。

[0243] 将模板质粒电穿孔到没有诱导剂的S1037细胞中并铺在Cm+Kan板上。图8和图9显

示了转化后24小时和72小时的结果。图8A和图8B显示了大多数含有1696BAC的菌落分别在

转化后24小时和72小时是绿色的。观察到一些红色菌落。选择绿色菌落，并且通过Sanger测

序和凝胶电泳证实环状DNA载体的存在和序列。与1696相反，图9A和图9B显示大多数含有

1697BAC的菌落分别在转化后24小时和72小时是黄色的，而在72小时观察到一些绿色菌落

(图9B)。

[0244] 为了评估Cm和阿拉伯糖诱导剂的效果，从每个板中挑选不同颜色的菌落，并且与

Cm和枯茗酸或阿拉伯糖一起孵育24小时。结果如图10(1696)和图11(1697)中所示。接下来，

在有或没有诱导剂的情况下，将每种培养物稀释500倍并在补充有4CP的LB中生长过夜以用

于反向选择。过夜培养物在普通LB琼脂板上重新划线并观察荧光。结果如图12(1696)和13

(1697)中所示。来自每个板的单菌落在补充有4CP的LB中生长过夜，微量制备，并且消化作

图(BsaI)。凝胶电泳结果如图14中所示。下表1显示了每个预期物种1‑4的预测条带：

[0245] 表1.每种消化物种的预测条带

[0246] 泳道编号 物种 条带大小

1 1696 6427bp；4593bp；1673bp

2 697 6225bp；5288bp；1673bp

3 模板质粒 5166bp；855bp

4 环状DNA载体 855bp；90bp

[0247] 对于含有任一类型BAC的菌落(1696或1697)，添加任一诱导剂似乎增加了GFP表达

菌落，从而指示Bxb1的表达发生在没有诱导剂的情况下。事实上，在转化模板质粒并铺在

Cm/Kan板上后，Bxb1重组已经发生。在含有1606BAC的细菌中，非诱导的Bxb1导致>90％的绿

色菌落，从而指示超过90％含有环状DNA载体，具有很少或没有模板质粒。

[0248] 实施例7.含有治疗性转基因的环状DNA载体的生产

[0249] 在这项研究中，环状DNA载体被制成包括各种类型的治疗性转基因：(1)ABCA4，(2)

IL‑12，和(3)编码Flt3L、IL‑12和XCL1的三顺反子盒。ABCA4和IL‑12构建体包括CAG启动子，

并且三顺反子构建体包括三个基因中的每一个上游的CAG启动子。ABCA4模板质粒和所得环

状DNA载体的示例性序列分别由图15A(SEQ  ID  NO:7)和图15B(SEQ  ID  NO:8)给出。

[0250] 首先，用1696BAC转化S1037细胞并生长过夜。在一天后，使细胞具有感受态，并且

用编码ABCA4、IL‑12或三顺反子盒的模板质粒转化。将细胞铺在补充有Kan的LB琼脂板上。

在三天培养后，挑选白色小菌落(留下红色菌落)并在LB+4CP中生长过夜，以用于纯化前的

反向选择。

[0251] 使用BsaI进行消化作图从每组的单个菌落中筛选纯化的构建体。如图16A(理论凝

胶分布图)和16B(实际凝胶分布图)所示，所有菌落都产生预期大小的环状DNA载体条带。这

些结果表明，本文所述的环状DNA载体生产方法可广泛用于有效生产具有各种大小和构型

的转基因(例如，多顺反子)的环状DNA载体。

[0252] 实施例8.环状DNA载体在细菌生长和放大中的稳定性

[0253] 本文所述的载体系统的一个有意义的优点是能够在没有选择标记的情况下培养
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携带环状DNA载体的细菌细胞(例如，在从培养物中去除选择标记和其他细菌主链元件之

后)。为此，申请人测试了含有治疗性转基因的环状DNA载体是否能在细菌培养物中随着载

体生产的扩大而在许多细胞分裂中稳定表达。

[0254] 如实施例7中一样，将鉴定为含有编码ABCA4的环状DNA载体而没有主链的细胞培

养过夜(每次14‑16小时)，连续培养七个晚上。在第七次培养后，通过测序证实环状DNA载体

的存在。基于每小时三次分裂的平均速率，这种培养物已经经历了至少294次分裂，并且令

人惊讶的是，尽管没有选择，仍然维持环状DNA载体的表达。

[0255] 利用这种显著的稳定性，细胞被放大以产生更大量的含有ABCA4转基因的环状DNA

载体。将细胞在LB板上重新划线并生长以产生2.5L制剂。产生甘油原液，并且将这种原液重

新划线以产生25L制剂。从这种制剂中纯化环状DNA载体，得到18mg环状DNA载体。

[0256] 实施例9.单体环状DNA载体的检测。

[0257] 在这项研究中，对含有使用1696BAC产生的ABCA4转基因的环状DNA载体进行测序，

以证实环状DNA载体呈单体形式(与二聚体相反，二聚体可由与另一模板质粒的反式重组产

生)。在这项研究中，S1037细菌在含25ug/mL  Kan的LB肉汤中在37℃下培养两小时。接下来，

将细胞转移到含有4CP和10ng  DNA的板上，并且在37℃下孵育过夜。使用常规方法(Oxford 

Nanopore)通过长读段测序分析样品。如图17A中所示，观察到单体峰，并且没有观察到二聚

体。相反，当培养物与Kan一起孵育过夜时，环状DNA载体主要是二聚体(图17B)。

[0258] 实施例10.使用Bxb1辅助质粒制备的环状DNA载体

[0259] 作为BAC‑Bxb1的替代策略，使用辅助质粒将Bxb1转化到宿主细胞中来制备环状

DNA载体。图18显示了示例性的辅助质粒，其包括cumate诱导型启动子(CuO)。此外，辅助质

粒包括温度敏感的主链，以允许在产生环状DNA载体后去除辅助质粒。这种辅助质粒的DNA

序列由SEQ  ID  NO:11给出。这种方法中使用的宿主细胞与类似实施例中的相同‑‑‑具有整

合到宿主基因组中并由组成型启动子驱动的Rep(SEQ  ID  NO:1)的S1037细胞。模板质粒与

实施例6中的相同(图7D)。

[0260] 在这项研究中，将辅助质粒转化到S1037细胞中，并且与100ug/mL羧苄青霉素

(carb100)一起孵育过夜。然后转化质粒模板并用carb100和500uM  Cuma铺板，并且细胞在

30℃下生长。使用这种辅助质粒方法，观察到几个绿色菌落(图19)，从而指示成功生产含有

环状DNA载体而没有主链副产物的细胞。

[0261] 实施例11.通过将Bxb1整合到宿主基因组中制成的环状DNA载体

[0262] 本文提供的重组酶的另一来源是通过整合到细菌宿主基因组中。在这个实施例

中，按照图20所示的过程进行Bxb1的整合。首先，含有lambda  red重组辅助质粒的S1037细

胞与0.2％阿拉伯糖一起生长并具有电感受态。然后电穿孔500ng的线性化1696BAC。在将

BAC  1696整合到rsd‑thiC基因座后，去除lambda  red重组质粒。

[0263] 对所得菌落进行菌落PCR，并且使用凝胶电泳鉴定阳性克隆(图21)。通过基因组整

合将所得细胞工程化为表达Rep和Bxb1两者。

[0264] 实施例12.通过具有ColE2‑P9  ori的环状DNA载体表达ABCA4蛋白。

[0265] 为了确定细菌产生的具有ColE2衍生的复制起点的环状DNA载体是否能够在人细

胞中表达蛋白质，进行了体外研究，其中将携带人ABCA4基因的此类环状DNA载体转染到

HEK293T细胞中，并且通过蛋白质印迹评估ABCA4蛋白质表达。
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[0266] 将HEK293T细胞以150,000个细胞接种在24孔板的0.5mL标准培养基中。将板在37

℃下孵育 2 4小时。在转染时，细胞有 6 0％ ‑ 8 0％汇合。遵循 制造商的方 案，使 用

Lipofectamine  3000(Invitrogen)用环状DNA载体转染细胞。每孔添加的DNA总量为500ng。

在37℃下孵育24小时后，收集细胞以用于蛋白质印迹分析，使用β肌动蛋白作为对照。蛋白

质印迹结果显示在图22中，并且每个泳道在下表2中鉴定。

[0267] 表2：用于蛋白质表达测定的样品鉴定

[0268] 泳道 样品

1和2 仅Lipofectamine(阴性对照)

3和4 合成环状DNA(阳性对照)

5‑14 细菌衍生的环状DNA

[0269] 这些结果显示，具有ColE2衍生的来源的细菌产生的环状DNA载体在HEK293T人细

胞中表达了它们的ABCA4转基因。

[0270] 序列表

[0271]
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