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(57)摘要

本发明提供用于改善克隆效率和调整印记

控制区域的方法。在具体实施方案中，本发明提

供用于激活印记控制区域中被阻遏的等位基因，

从而治疗印记相关病变的方法。在其它实施方案

中，本发明提供用于改善体细胞核转移效率的方

法，其牵涉Xist敲除的供体细胞中的Kdm4d过度

表达。
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1.一种获得克隆囊胚的方法，所述方法包括将从缺乏Xist活性的体细胞获得的供体细

胞核转移至去核卵母细胞内，并且在所述卵母细胞内表达Kdm4d，从而获得克隆囊胚。

2.根据权利要求1所述的方法，其中向所述卵母细胞注射Kdm4d  mRNA。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述供体细胞核是从包含Xist删除或包含无活性

形式的Xist的胚胎成纤维细胞获得的。

4.根据权利要求1所述的方法，其中所述供体细胞核是从人类、猫、牛、狗、猪或马获得

的。

5.根据权利要求1所述的方法，还包括将所述囊胚转移至宿主子宫内进行妊娠。

6.根据权利要求5所述的方法，其中，相对于传统的体细胞核转移，所述方法将活产率

增加了至少约10％至20％。

7.一种获得以供移植入受试者体内的细胞或组织的方法，所述方法包括：

(a)在从受试者获得的培养细胞中令Xist失活或降低Xist活性或表达；

(b)将来自所述培养细胞的细胞核转移至去核卵母细胞内，从而激活所述卵母细胞；以

及

(c)向在步骤(b)中获得的所述激活卵母细胞注射Kdm4d  mRNA并且培养所得细胞，从而

获得适用于移植入所述受试者体内的细胞或组织。

8.根据权利要求7所述的方法，其中通过基因组编辑令Xist失活。

9.根据权利要求7所述的方法，其中使用CRISPR系统将删除或失活突变引入基因组

Xist多核苷酸中。

10.根据权利要求7所述的方法，其中使用siRNA或shRNA来降低Xist多核苷酸表达或活

性。

11.一种根据权利要求1所述的方法生产的囊胚。

12.一种细胞，其包含Xist删除或具有降低水平的Xist表达并且包含编码Kdm4d的异源

多核苷酸。

13.一种根据权利要求7所述的方法生产的细胞或组织。

14.一种通过将根据权利要求1所述的囊胚植入宿主子宫内生产的克隆有机体。

15.一种卵母细胞，其包含从缺乏Xist活性的体细胞获得的供体细胞核并且包含含量

相对于传统卵母细胞增加的Kdm4d。
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用于体细胞重新编程和调整印记的组合物和方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请主张2018年4月6日提交的下述美国临时申请62/654,199的权益，该临时申

请的整体内容通过引用并入本文。

[0003] 联邦政府资助的研究成果的发明权声明

[0004] 本发明在政府支持下完成，由美国国立卫生研究院资助(项目编号：HD092465)。政

府享有本发明的某些权利。

背景技术

[0005] 哺乳动物卵母细胞能够通过体细胞核转移(SCNT)将体细胞重新编程为全能状态。

SCNT用于治疗性克隆中，其牵涉从基因上等同于或类似于所预期宿主的供体有机体生成组

织。SCNT也令动物克隆成为可能。这一技术在农业生物技术以及濒危物种保护中具有很大

潜力。然而，极低的克隆成功率使得这一技术难以实际使用。以小鼠为例，仅约30％的SCNT

胚胎发育成囊胚，并且仅1％至2％的转移至代孕母亲的胚胎能达到足月。此外，在存活的胚

胎中，几乎在所有克隆的哺乳动物物种的胚胎外组织诸如胎盘和脐带中经常观察到异常。

这些观察结果暗示，SCNT重新编程有些缺陷，妨碍了胚胎发育过程。已经表明，DNA甲基化、

组蛋白修饰和基因组印记中的各种表观遗传异常是SCNT的低成功率的肇因。对于改善克隆

效率存在显著需求。

发明内容

[0006] 本发明提供用于改善克隆效率的方法。本发明提供用于改善克隆效率的方法。在

具体实施方案中，本发明提供用于改善体细胞核转移效率的方法，其牵涉Xist敲除的供体

细胞中的Kdm4d过度表达。

[0007] 一方面，本发明提供一种获得克隆囊胚的方法，所述方法包括将从缺乏Xist活性

的体细胞获得的供体细胞核转移至去核卵母细胞内，并且在所述卵母细胞内表达Kdm4d，从

而获得克隆囊胚。在该方法的一些实施方案中，向卵母细胞注射Kdm4d  mRNA。在一些实施方

案中，供体细胞核是从包含Xist删除或包含无活性形式的Xist的胚胎成纤维细胞获得的。

在一些实施方案中，供体细胞核是从人类、猫、牛、狗、猪或马获得的。在一些实施方案中，该

方法也包括将囊胚转移至宿主子宫内进行妊娠。在一些实施方案中中，相对于传统的体细

胞核转移，所述方法将活产率增加了至少约10％至20％。本发明的一些方面包括通过上述

方法生产的囊胚。本发明的一些方面包括通过植入通过上述方法生产的囊胚而生产克隆有

机体。

[0008] 另一方面，本发明提供获得以供移植入受试者体内的细胞或组织的方法，该方法

包括：在从受试者获得的培养细胞中令Xist失活或降低Xist活性或表达；将来自所述培养

细胞的细胞核转移至去核卵母细胞内，从而激活所述卵母细胞；以及向激活卵母细胞注射

Kdm4d  mRNA并且培养所得细胞，从而获得适用于移植入所述受试者体内的细胞或组织。在

本发明的一些方面，提供通过这一方法生产的细胞或组织。在一些实施方案中，通过基因组
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编辑令Xist失活。例如，在一些实施方案中，使用CRISPR系统将删除或失活突变引入基因组

Xist多核苷酸中。在该方法的其它实施方案中，使用siRNA或shRNA来降低Xist多核苷酸表

达或活性。

[0009] 在本发明的其它方面，提供一种细胞，其具有Xist删除或降低水平的Xist表达并

且具有编码Kdm4d的异源多核苷酸。

[0010] 另外的方面包括一种卵母细胞，其包含从缺乏Xist活性的体细胞获得的供体细胞

核并且包含含量相对于传统卵母细胞增加的Kdm4d。

[0011] 定义

[0012] 除非另做定义，否则本文中使用的所有科技术语均具有本发明所属领域技术人員

所一般理解的意义。下述参考文献对技术人員提供本发明中使用的多个术语的一般性定

义：Singleton等人所著《微生物学和分子生物学词典(第二版)》(Singleton  et  al .,

Dictionary  of  Microbiology  and  Molecular  Biology(2nd  ed.1994))；《剑桥科技词典》

(The  Cambridge  Dictionary  of  Science  and  Technology(Walker  ed .,1988))；Rieger

等人编撰的《遗传性术语表(第五版)》(The  Glossary  of  Genetics,5th  Ed.,R.Rieger  et 

al.(eds.) ,Springer  Verlag(1991))；以及Hale和Marham所著《哈珀·柯林斯生物学词典》

(Hale&Marham,The  Harper  Collins  Dictionary  of  Biology(1991)) .如本文中所用，除

非明确排除，否则下述术语具有归于其下方的意义。

[0013] “KDM4D多肽”意为一种多肽或其片段，其与NCBI参考序列Q6B0I6具有至少约85％

的氨基酸序列一致性并且具有去甲基酶活性。例示性的KDM4D氨基酸序列提供于下：

[0014] >sp|Q6B0I6|KDM4D_HUMAN赖氨酸特异性去甲基酶4D  OS＝智人(Homo  sapiens)

[0015] OX＝9606  GN＝KDM4D  PE＝1  SV＝3

[0016] METMKSKANCAQNPNCNIMIFHPTKEEFNDFDKYIAYMESQGAHRAGLAKIIPPKEWKARETYDNISEI

LIATPLQQVASGRAGVFTQYHKKKKAMTVGEYRHLANSKKYQTPPHQNFEDLERKYWKNRIYNSPIYGADISGSLFD

ENTKQWNLGHLGTIQDLLEKECGVVIEGVNTPYLYFGMWKTTFAWHTEDMDLYSINYLHLGEPKTWYVVPPEHGQRL

ERLARELFPGSSRGCGAFLRHKVALISPTVLKENGIPFNRITQEAGEFMVTFPYGYHAGFNHGFNCAEAINFATPRW

IDYGKMASQCSCGEARVTFSMDAFVRILQPERYDLWKRGQDRAVVDHMEPRVPASQELSTQKEVQLPRRAALGLRQL

PSHWARHSPWPMAARSGTRCHTLVCSSLPRRSAVSGTATQPRAAAVHSSKKPSSTPSSTPGPSAQIIHPSNGRRGRG

RPPQKLRAQELTLQTPAKRPLLAGTTCTASGPEPEPLPEDGALMDKPVPLSPGLQHPVKASGCSWAPVP

[0017] “KDM4D多核苷酸”意为编码KDM4D多肽的核酸分子。例示性的KDM4D核酸提供于下：
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[0018]
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[0019]

[0020] “EZH1多肽”(组蛋白-赖氨酸N-甲基转移酶EZH1)意为一种蛋白质或其片段，其与

提供在NCBI参考序列：NP_001982的序列的氨基酸一致性为至少约85％并且具有甲基转移

酶活性。例示性的H3K27甲基转移酶氨基酸序列提供于下：

[0021]
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[0022]

[0023] “EZH1多核苷酸”意为编码EZH1多肽的核酸分子。示例性EZH1多核苷酸序列提供于

NM_001991.4，其转载于下：

[0024]
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[0025]

[0026]

[0027] “EZH2多肽”(组蛋白-赖氨酸N-甲基转移酶EZH2)意为一种蛋白质或其片段，其与
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提供在UniProtKB/Swiss-Prot:Q15910.2的序列的氨基酸一致性为至少约85％并且具有甲

基转移酶活性。例示性的H3K27甲基转移酶氨基酸序列提供于下：

[0028]

[0029] “EZH2多核苷酸”意为编码EZH2多肽的核酸分子。示例性EZH2多核苷酸序列提供于

NM_001203248.1，其转载于下：

[0030]
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[0031]

[0032] “KDM6A多肽”(赖氨酸特异性去甲基酶6A，也称为组蛋白去甲基酶UTX)意为一种蛋

白质或其片段，其与提供在NCBI参考序列：O15550.2的序列的氨基酸一致性为至少约85％

并且具有去甲基酶活性。例示性的KDM6A氨基酸序列提供于下：

[0033]
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[0034]

[0035] “KDM6A多核苷酸”意为编码KDM6A多肽的核酸分子。例示性的KDM6A多核苷酸序列

提供于NM_001291415.1。

[0036] “KDM6B多肽”(赖氨酸特异性去甲基酶6，也称为含JmjC结构域的蛋白质3)意为一

种蛋白质或其片段，其与提供在NCBI参考序列：O15054.4的序列的氨基酸一致性为至少约

85％并且具有去甲基酶活性。例示性的KDM6B氨基酸序列提供于下：

[0037]
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[0038]

[0039] “KDM6B多核苷酸”意为编码KDM6B多肽的核酸分子。示例性KDM6B多核苷酸序列提

供于NM_001080424.2，其转载于下：

[0040]
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[0041]
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[0042]

[0043] “KDM6C多肽”(组蛋白去甲基酶UTY，也称为在Y染色体上广泛转录的TPR蛋白)意为

一种蛋白质或其片段，其与提供在NCBI参考序列：O14607.2的序列的氨基酸一致性为至少

约85％并且具有去甲基酶活性。例示性的KDM6C氨基酸序列提供于下：

[0044]
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[0045]

[0046] “KDM6C多核苷酸”意为编码KDM6C多肽的核酸分子。示例性KDM6A多核苷酸序列提

供于NM_001258249.1，其序列转载于下：

[0047]
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[0048]
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[0049]
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[0050]

[0051] “Gab1多肽”(GRB2相关结合蛋白1)意为一种蛋白质或其片段，其与提供在NCBI参

考序列：NP_997006.1的序列的氨基酸一致性为至少约85％。例示性的Gab1氨基酸序列提供

于下：

[0052]

[0053] “Gab1多核苷酸”意为编码Gab1多肽的核酸分子。示例性Gab1多核苷酸序列提供于

NM_002039.3，其转载于下：

[0054]
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[0055]
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[0056]

说　明　书 18/67 页

20

CN 112272516 A

20



[0057]

[0058] “Sfmbt2多肽”(具有四个MBT结构域的scm样蛋白2)意为一种蛋白质或其片段，其

与提供在NCBI参考序列：NP_001018049.1的序列的氨基酸一致性为至少约85％。例示性的

Sfmbt2氨基酸序列提供于下：

[0059]

[0060]  
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[0061] “Sfmbt2多核苷酸”意为编码Sfmbt2多肽的多核苷酸。示例性Sfmbt2多核苷酸序列

提供于NM_001018039.1，其转载于下：

[0062]
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[0063]      
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[0064]      
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[0065]      

[0066] “Smoc1多肽”(SPARC相关模块化钙结合蛋白1)意为一种蛋白质或其片段，其与提

供在NCBI参考序列：NP_001030024的序列的氨基酸一致性为至少约85％。例示性的Smoc1氨

基酸序列提供于下：

[0067]

[0068] “Smoc1多核苷酸”意为编码Smoc1多肽的核酸分子。示例性Smoc1多核苷酸序列提

供于XM_005267995.1，其转载于下：

[0069]
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[0070]

[0071] “在赖氨酸27处三甲基化的组蛋白H3(H3K27me3)”意为在组蛋白H3蛋白亚基的赖

氨酸27处的三甲基化。H3K27me3修饰通常与基因阻遏有关。
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[0072] “剂”意为肽、核酸分子或小化合物。

[0073] “等位基因”意为在染色体上相同位置处发现的两个或更多个可供选择形式的基

因中的一个。

[0074] “改变”意为基因或多肽的表达水平或活性的变化(增加或减少)，如通过该领域已

知的方法如本文所述的那些方法所检测。如本文中所用，改变包括表达水平变化至少10％，

优选变化25％，更优选变化40％，且最优选表达水平变化50％或更高。

[0075] “缓解”意为减少、阻抑、衰减、缩减、迟滞或稳定化疾病的发展或进展。

[0076] 本公开中，“包含”、“含有”和“具有”等可具有美国专利法中规定的属于它们的意

义，且可意为“包括”等；“主要由...组成”等具有美国专利法中规定的属于它们的意义，且

该术语是开放性的，允许超过其所引述者的存在，只要其所引述的基本或新颖特征没有被

超过其所引述者的存在改变即可，但不包括先前技术实施方案.

[0077] “检测”指的是证实待检测的被分析物的存在、不存在或量。

[0078] “疾病”意为损害或干扰细胞、组织或器官的正常功能的任何病症或病变。病变的

示例包括与通过。H3K27me3依赖性印记进行的对等位基因的不希望的阻遏相关的那些。小

眼畸形例示性病变与H3K27me3依赖性相关，而后者与印记病变相关。

[0079] “DNA”意为脱氧核糖核酸。在多种实施方案中，术语DNA是指基因组DNA、重组DNA或

cDNA。在具体实施方案中，DNA包含“靶标区域”。本文设想的DNA文库包括基因组DNA文库以

及从RNA构建的cDNA文库，例如，RNA表达文库。在各种实施方案中，DNA文库包含一个或多个

附加DNA序列和/或标签。

[0080] “有效量”意为相对于未治疗患者缓解疾病症状所需的化合物的量。用来实践本发

明的用于治疗性处理疾病的活性化合物的有效量可变，取决于给药模式以及受试者的年

龄、体重和一般健康情况。基本上，主治医生或兽医将决定适宜的量和用药方案。这一量被

称为“有效”量。

[0081] “片段”意为多肽或核酸分子的一部分。这一部分优选地含有参考核酸分子或多肽

总长度的至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％或90％。片段可包含10、20、30、

40、50、60、70、80、90、或100、200、300、400、500、600、700、800、900、或1000个核苷酸或氨基酸。

[0082] 术语“分离的”、“纯化的”或“生物学纯的”指的是物质没有不同程度的在其天然状

态下发现的正常伴生组分。“分离”表示与原始来源或周围物质分隔的程度。“纯化”表示高

于“分离”的分隔程度。“纯化的”或“生物学纯的”蛋白质足够不含其它物质，使得任何杂质

均不在物质上影响该蛋白质的生物学性质或不造成其它负面后果。换言之，如果本发明的

核酸或肽基本上在通过重组DNA技术生产时不含细胞物质、病毒物质或培养基，或者当化学

合成时不含化学前体或其它化学品，则该核酸或肽是纯化的。典型使用分析化学技术例如

聚丙烯酰胺凝胶电泳或高效液相色谱来测定纯度和均质性。术语“纯化的”可表示核酸或蛋

白质在电泳凝胶中给出实质上的一条谱带。对于可进行修饰如磷酸化或糖基化的蛋白质，

不同的修饰可给出不同的分离的蛋白，它们可独立纯化。

[0083] “分离的多核苷酸”意为一种核酸(例如，DNA)，其不含在本发明的核酸分子所源自

的有机体的天然出现的基因组中位于该基因侧翼的基因。该术语因此包括，举例而言，重组

DNA，其被并入载体内、并入自主复制质粒或病毒内、或并入原核生物或真核生物的基因组

DNA内，或作为独立于其它序列的单独分子而存在(举例而言，通过PCR或限制性内切酶消化
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制备的cDNA或基因组或cDNA片段)。此外，该术语包括从DNA分子转录的RNA分子，以及作为

编码附加多肽序列的杂交基因的一部分的重组DNA。

[0084] “分离的多肽”意为已经与其天然伴随组分分离的本发明的多肽。典型地，以重量

计，当多肽的至少60％不含其天然关联的蛋白质和天然出现的有机分子时，则该多肽是分

离的。优选该制剂含有至少75重量％、更优选至少90重量％、最优选99重量％的本发明的多

肽。可通过例如从天然来源提取、编码多肽的重组核酸的表达、或化学合成蛋白质来获得本

发明的分离的多肽。可通过任何适宜的方法例如柱层析、聚丙烯酰胺凝胶电泳或HPLC分析

来测量纯度。

[0085] 本文中提供的范围理解为该范围内所有值的略写。例如，1至50的范围理解为包括

来自由1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、

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

成的组的任意数字、数字组合或子范围。

[0086] “降低”意为至少10％、25％、50％、75％或100％的负向改变。

[0087] “参考”意为标准或对照条件。

[0088] “参考序列”是用作序列比对基础的定义序列。参考序列可以是特定序列的一部分

或整体；例如，全长度cDNA或基因序列的链段、或完整的cDNA或基因序列。对于多肽，参考多

肽序列的长度将通常为至少约16个氨基酸，优选至少约20个氨基酸，更优选至少约25个氨

基酸，且甚至更优选约35个氨基酸、约50个氨基酸或约100个氨基酸。对于核酸，参考核酸序

列的长度将通常为至少约50个核苷酸，优选至少约60个核苷酸，更优选至少约75个核苷酸，

且甚至更优选约100个核苷酸或约300个核苷酸或与之接近或之间的任何整数。

[0089] 可用于本发明方法的核酸分子包括编码本发明的多肽或其片段的任何核酸分子。

此类核酸分子无须与内源性核酸序列100％一致，但典型将会展现基本一致性。具有与内源

性序列“基本一致性”的多核苷酸典型能与双链核酸分子的至少一条链杂交。可用于本发明

方法的核酸分子包括编码本发明的多肽或其片段的任何核酸分子。此类核酸分子无须与内

源性核酸序列100％一致，但典型将会展现基本一致性。具有与内源性序列“基本一致性”的

多核苷酸典型能与双链核酸分子的至少一条链杂交。“杂交”意为在互补多核苷酸序列(例

如，本文所述的基因)或其部分在多种严格条件下配对以形成双链分子。(见，例如，Wahl ,

G .M .and  S .L .Berger(1987)Methods  Enzymol .152:399；Kimmel ,A .R .(1987)Methods 

Enzymol.152:507)。

[0090] 举例而言，严格的盐浓度一般为少于约750mM  NaCl和75mM柠檬酸三钠，优选少于

约500mM  NaCl和50mM柠檬酸三钠，且更优选少于约250mM  NaCl和25mM柠檬酸三钠。低严格

度杂交可在不存在有机溶剂如甲酰胺的情况下获得，而高严格度杂交可在存在至少约35％

甲酰胺且更优选至少约50％甲酰胺的情况下获得。严格的温度条件一般将包括至少约30

℃，更优选至少约37℃，且最优选至少约42℃的温度。可变的附加因素，如杂交时间、洗涤剂

如十二烷基硫酸钠(SDS)的浓度、以及包含或不饱和载体DNA，是该领域技术人員所周知的。

通过按需要组合这些多种条件来实施各种水平的严格度。在优选的实施方案中，杂交将出

现在30℃的750mM  NaCl、75mM柠檬酸三钠和1％SDS中。在更优选的实施方式中，杂交将出现

在37℃的500mM  NaCl、50mM柠檬酸三钠、1％SDS、35％甲酰胺和100μg/ml变性鲑鱼精DNA

(ssDNA)中。在最优选的实施方案中，杂交将出现在42℃的250mM  NaCl、25mM柠檬酸三钠、
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1％SDS、50％甲酰胺和200μg/ml  ssDNA中。对这些条件的有用改变对于该领域技术人員是

显而易见的。

[0091] 对于大多数应用，杂交后的洗涤步骤的严格度也将改变。可通过盐浓度和温度来

界定洗涤严格度条件。如上，可通过降低盐浓度或增加温度来增加洗涤严格度。举例而言，

洗涤步骤的严格的盐浓度优选为少于约30mM  NaCl和3mM柠檬酸三钠，且最优选少于约15mM 

NaCl和1.5mM柠檬酸三钠。用于洗涤步骤的严格的温度条件一般将包括至少约25℃，更优选

至少约42℃，且甚至更优选至少约68℃的温度。在优选的实施方式中，洗涤步骤将出现在25

℃的30mM  NaCl、3mM柠檬酸三钠和0.1％SDS中。在更优选的实施方式中，洗涤步骤将出现在

42℃的15mM  NaCl、1.5mM柠檬酸三钠和0.1％SDS中。在更优选的实施方式中，洗涤步骤将出

现在68℃的15mM  NaCl、1.5mM柠檬酸三钠和0.1％SDS中。对这些条件的额外改变对于该领

域技术人員是显而易见的。杂交技术是该领域技术人員所周知的，且揭示在例如Benton 

and  Davis(Science  196:180,1977)；Grunstein  and  Hogness(Proc.Natl.Acad.Sci.,USA 

72:3961 ,1975)；《分子生物学现代技术》(Ausubel  et  al .(Current  Protocols  in 

Molecular  Biology ,Wiley  Interscience ,New  York ,2001))；《分子克隆技术指南》

(Berger  and  Kimmel(Guide  to  Molecular  Cloning  Techniques,1987,Academic  Press,

New  York))；以及《分子克隆：实验室手册》(Sambrook  et  al .,Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,New  York)中。

[0092] “基本相同”意为多肽或核酸分子表现出与参考氨基酸序列(例如，任何一种本文

所述的氨基酸序列)或核酸序列(例如，任何一种本文所述的核酸序列)的至少50％一致性。

优选地，此序列在氨基酸水平或核酸水平上与用于比较的序列的一致性为至少60％，更优

选80％或85％，且更优选90％、95％或甚至99％。

[0093] 通常使用序列分析软件(例如，威斯康星大学生物技术中心的遗传学计算机公司

(Genetics  Computer  Group ,University  of  Wisconsin  Biotechnology  Center ,

1710University  Avenue,Madison,Wis.53705)的序列分析软件包BLAST、BESTFIT、GAP、或

PILEUP/PRETTYBOX程序)测量序列一致性。该软件通过设定多种替换、删除、及/或其它修饰

的同源性程度来匹配一致或相似的序列。保守替换典型包括下述各组的组内替换：甘氨酸、

丙氨酸；缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸；天冬氨酸、谷氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺；丝氨酸、苏氨

酸；赖氨酸、精氨酸；以及苯丙氨酸、酪氨酸。在例示性的测定一致性程度的途径中，可使用

BLAST程序，其中介于e-3与e-100之间的可能性得分指示密切相关的序列。

[0094] “体细胞核转移”或“SCNT”意为供体细胞核从体细胞转移到去核卵母细胞内。该过

程可用于生殖性或治疗性克隆中并且可通过体细胞与去核卵母细胞的融合、将细胞核注射

入去核卵母细胞内完成或通过任何其他方法完成。

[0095] 体细胞的细胞核提供遗传信息，而卵母细胞提供胚胎发育所必需的营养物质和其

它产生能量的物质。一旦融合发生，细胞就是多能的，并最终发育为囊胚，此时内部细胞团

被隔离。

[0096] 如本文中所用，术语“核转移”是指一种基因操纵技术，其允许通过将去核卵母细

胞与核遗传物质或体细胞核人工组合而获取相同的特征和质量。在一些实施方案中，核转

移过程是，其中来自供体的体细胞核或核遗传物质被转移到去核卵子或卵母细胞(其核/原

核已经被移除的卵子或卵母细胞)内。供体细胞核可来自体细胞。
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[0097] 术语“核遗传物质”是指在细胞核内发现的结构和/或分子，其包含编码关于个体

的信息的多核苷酸(例如，DNA)。核遗传物质包括染色体和染色质。该术语也称为通过细胞

分裂诸如亲代细胞分类为子代细胞产生的核遗传物质(例如，染色体)。核遗传物质不包括

线粒体DNA。

[0098] 术语“SCNT胚胎”是指已经与体细胞的核或核遗传物质融合的去核卵母细胞的细

胞或其全能后代。SCNT胚胎可发育为囊胚并且在着床后发育为成活的后代。SCNT胚胎可以

为1细胞胚胎、2细胞胚胎、4细胞胚胎或在变成囊胚之前任意阶段的胚胎。

[0099] 术语“供体人类细胞”或“供体人类体细胞”是指被转移到作为核受体或接纳者的

卵母细胞内的人类细胞的体细胞或核。

[0100] 术语“体细胞”是指一种植物或动物细胞，其并非生殖性细胞或生殖性细胞前体。

在一些实施方案中，已分化的细胞并非生殖细胞。体细胞与多能细胞或全能细胞无关。在一

些实施方案中，体细胞为“非胚胎性体细胞”，其意为胚胎中不存在或不是从胚胎获得并且

不是此类细胞在体外增殖所致。在一些实施方案中，体细胞为“成体体细胞”，其意为存在于

除胚胎或胎儿外的有机体中或从该有机体获得或者是此类细胞在体外增殖所致。

[0101] 如本文中所用，术语“卵母细胞”是指已经达到减数分裂中期II的成熟卵母细胞。

卵母细胞也用来描述牵涉到生殖中的雌配子或生殖细胞，并且也常常成为卵子。成熟的卵

细胞具有一套母系染色体(人类和灵长动物为23个，X)并且止于中期II。

[0102] “杂交卵母细胞”是指具有来自第一个人类卵母细胞的细胞质(称为“接纳者”)但

不具有接纳者卵母细胞的核遗传物质的去核卵母细胞；其具有来自另一个人类细胞(称为

“供体”)的核遗传物质。在一些实施方案中，杂交卵母细胞也可包含线粒体DNA(mtDNA)，该

线粒体DNA并非来自接纳者卵母细胞而是来自供体细胞(其可为作为核遗传物质的相同供

体细胞，或来自不同供体例如来自供体卵母细胞)。

[0103] 如本文中所用，术语“去核卵母细胞”是指其核已经被移除的人类卵母细胞。

[0104] 如本文中所用，术语“去核”是指借以移除核遗传物质而仅留下细胞质的过程。当

应用于卵子时，去核是指移除不为核膜环绕的母系染色体。术语“去核卵母细胞”是指其中

核物质或核被移除的卵母细胞。

[0105] 如本文中所用，“接纳者人类卵母细胞”是指在移除其原始细胞核之后接受来自人

类核供体细胞的细胞核的人类卵母细胞。

[0106] 如本文中所用，术语“融合”是指核供体细胞与接纳者卵母细胞的脂质膜的合并。

例如，脂质膜可以为细胞的浆膜或核膜。融合可在当将核供体细胞和接纳者卵母细胞放置

为彼此相邻时或当将he供体细胞放置在接纳者卵母细胞的卵周隙时，将电刺激施加到它们

之间后发生。

[0107] 如本文中所用，术语“成活的后代”意为可在子宫外存活的动物。优选地，它是可存

活一秒、一分钟、一天、一周、一个月、六个月或超过一年的动物。该动物可能不需要子宫内

的存活环境。

[0108] 术语“产前”是指在出生之前存在或发生。类似地，术语“产后”是在出生之后存在

或发生。

[0109] 如本文中所用，术语“囊胚”是指胎盘哺乳动物的大约30至150个细胞的植入前胚

胎(对于小鼠为受精后大约3天，对于人类为受精后大约5天)。囊胚阶段在桑椹胚阶段之后，
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并且可通过其独特的形貌予以区分。囊胚由以一层细胞形成的球体(滋养外胚层)、流体填

充的腔体(卵裂腔或囊胚腔体)和内部上的一簇细胞(内细胞团，或ICM)组成。ICM由未分化

细胞组成，如果将囊胚植入子宫中，则ICM产生将会变为胎儿的细胞。这些相同的ICM细胞如

果以簇的形式生长，则可产生胚胎干细胞系。在植入的时间点，小鼠囊胚由大约70个滋养层

细胞和30个ICM细胞形成。

[0110] 如本文中所用，术语“囊胚”是指胚胎发育的早期阶段，由包封被称为卵裂腔的流

体填充腔体的中空细胞球组成。术语囊胚泡有时与囊胚可互换地使用。

[0111] 通篇所用的术语“卵裂球”指代从植入前胚胎获得的至少一个卵裂球(例如，1个、2

个、3个、4个等)。术语“两个或更多个卵裂球的簇”与“源自卵裂球的外长物”可互换地使用，

是指在卵裂球的体外培养期间生成的细胞。例如，在从SCNT胚胎获得卵裂球并初步培养之

后，它通常分裂至少一次以产生两个或更多个卵裂球的簇(也称为源自卵裂球的外长物)。

该簇可与胚胎或胎儿细胞进一步培养。最终，源自卵裂球的外长物将继续分裂。在该培养方

法进程中，将会从这些结构将发育出ES细胞、全能干(TS)细胞和部分已分化的细胞类型。

[0112] 如本文中所用，术语“克隆的(或克隆)”是指一种基因操纵技术，其用于制备新的

个体单元以具有与另一个体单元相同的基因集。在本发明中，如本文所用，术语“克隆的”是

指细胞、胚胎细胞、胎儿细胞和/或动物细胞具有基本上与另一细胞、胚胎细胞、胎儿细胞、

已分化细胞和/或动物细胞的核DNA序列相似或相同的核DNA序列。术语“基本上相似”和“相

同”在本文中描述。克隆的SCNT胚胎可以产生自一个核转移，或者，克隆的SCNT胚胎可以产

生自包括至少一个再次克隆步骤的克隆过程。

[0113] 如本文中所用，术语“转基因有机体”是指一种有机体，已经将来自另一个有机体的

遗传物质实验性地转移到其中，使得宿主在其染色体组成中获得被转移基因的遗传特性。

[0114] 如本文中所用，参考本文中所公开的SCNT胚胎的术语“植入”是指使用本文所述的

SCNT胚胎使代孕雌性动物受孕。这一技术是本领域技术人員周知的。参见，例如，《奶牛胚胎

移植》(Seidel  and  Elsden,1997,Embryo  Transfer  in  Dairy  Cattle,W.D.Hoard&Sons,

Co.,Hoards  Dairyman)。可使胚胎在子宫内发育，或者，可以在分娩之前将胎儿从子宫环境

中移除。

[0115] “受试者”意为哺乳动物，包括但不限于，人类或非人类哺乳动物，诸如农业意义的

哺乳动物(例如，牛、马、羊、猪)、宠物(例如，狗、猫)或稀有或濒危哺乳动物(例如，熊猫)。

[0116] 如本文中所用，“治疗”(动词、动名词、名称)等指的是减轻或缓解与其相关的病变

和/或症状。应知晓，尽管未排除，但治疗病症或症状并不需要完全消除与该病症或症状相

关的病症、症状或症候。

[0117] 除非明确指出或从语境中明显可见，否则如本文中所用，术语“或”理解为包含的。

除非明确指出或从语境中明显可见，否则如本文中所用，术语“一”和“该”理解为单数或复

数(即，至少一个)。举例而言，“元件”意为一个元件或超过一个元件。

[0118] 除非明确指出或从语境中明显可见，否则本文中使用的术语“约”理解为处于该领

域正常公差范围内，例如，处于均值的2标准偏差内。“约”可理解为处于所指出值的10％、

9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、1％、0.5％、0.1％、0.05％或0.01％内。除非从语境中

明确排除，否则本文中提供的所有数值均以术语“约”修饰。

[0119] 本文中，对任何变量定义中一系列化学基团的描述包括该变量作为任何单一基团
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或作为所列基团的组合的定义。对本文中变量或方面的实施方案的描述包括该实施方案作

为任何单一输送方案或作为与任何其它实施方案或其部分的组合。

[0120] 本文中提供的任何组合物或方法可与本文中提供的一种或多种任何其它组合物

和方法组合。

附图说明

[0121] 图1A至1F显示Xist  KO供体细胞和Kdm4d  mRNA注射的合用并不完全恢复SCNT胚胎

的发育潜能。

[0122] 图1A包括使用抗H3K27me3抗体、抗Cdx2抗体、抗Oct4抗体和DAPI染色的IVF囊胚和

SCNT囊胚的代表性图像。箭头指示点状的H3K27me3信号，表示异位失活的X染色体。注意，无

论是否注射Kdm4d  mRNA，都观察到了异位XCI。比例尺为50μm。

[0123] 图1B提供柱状图，显示IVF囊胚和SCNT囊胚中具有或不具有点状的H3K27me3信号

(表示失活的X染色体)的细胞的比率。每一栏表示单个囊胚。

[0124] 图1C提供柱状图，显示通过在E19.5进行剖腹产检查的SCNT胚胎的幼崽生成率。注

意，使用Xist  KO供体细胞与Kdm4d  mRNA注射的组合额外地改善了使用卵丘细胞、支持细胞

(Sertoli  cell)和MEF细胞作为供体的SCNT胚胎的足月率。

[0125] 图1D显示了通过使用与Kdm4d  mRNA注射联合的Xist  KO支持细胞的SCNT衍生的成

年雄性小鼠的图像，及其通过与野生型雌性自然交配生成的幼崽的图像。

[0126] 图1E提供箱型图，显示通过在E19.5进行剖腹产检查的胎盘重量。须表示最大值和

最小值。***p<0.001。ns，不显著。

[0127] 图1F提供使用高碘酸希夫氏(PAS：右)染色的足月胎胚的组织学切片的代表性图

像。注意，无论供体细胞中的Xist等位基因为何种基因型，在SCNT胎盘中，PAS阳性的海绵状

滋养层都已经侵入到迷路层中。比例尺为1mm。

[0128] 图2A至2C显示SCNT胚胎的着床后发育停止。

[0129] 图2A提供柱状图，显示在所指示的时间点，使用与Kdm4d  mRNA注射联合的Xist  KO 

MEF细胞生成的SCNT胚胎的发育率。

[0130] 图2B为在E4.5采集的SCNT胚胎的图像。

[0131] 图2C为在E104.5采集的SCNT胚胎的图像。注意，SCNT胚胎在每个阶段的胚胎/身体

尺寸上表现出较大的差异。比例尺为100μm(图2B)和1mm(图2C)。

[0132] 图3A至3D显示SCNT囊胚中DNA甲基化的广泛重新编程。

[0133] 图3A为实验方法的示意图。使用通过IVF或SCNT(Xist  KO供体与Kdm4d注射的组

合)生成的囊胚进行全基因组亚硫酸氢盐测序(WGBS)和RNA-seq。

[0134] 图3B包括箱型图，其比较SCNT囊胚和IVF囊胚的基因组中全部被覆盖的CpG的DNA

甲基化水平，以及MEF、合子、精子和卵母细胞中的DNA甲基化水平。箱中的出现指示中值，而

叉号表示均值。须表示第2.5个百分位和第97.5个百分位。Sp+Oo表示精子和卵母细胞的平

均值。MEF、精子和卵母细胞的WGBS数据集从GSE56151和GSE56697获得。

[0135] 图3C为比较每个样品之间的DNA甲基化水平的图。注意，重度甲基化的供体MEF细

胞基因组通过SCNT全局重新编程，导致与IVF囊胚类似的DNA甲基化谱。

[0136] 图3D为比较IVF囊胚与SCNT囊胚的基因表达谱的散点图。SCNT胚胎中的上调基因
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(n＝37(深色簇)；倍变(FC)>3.0)和下调基因(n＝55，浅色簇；FC>3.0)。

[0137] 图4A和4B显示，SCNT囊胚和IVF囊胚具有类似的DNA甲基化组和转录组。

[0138] 图4A提供柱状图，比较在包括IVF囊胚和SCNT囊胚中的重复序列在内的各种基因

组特征处的平均甲基化水平。

[0139] 图4B包括比较IVF囊胚和SCNT囊胚的生物学复本的转录组的散点图。

[0140] 图5A至5H显示SCNT囊胚中差异性甲基化区域(DMR)的鉴定和表征。

[0141] 图5A显示箱型图，显示SCNT囊胚和IVF囊胚在高DMR和低DMR的DNA甲基化水平。箱

中的出现指示中值，而叉号表示均值。也指示了DMR的数目。

[0142] 图5B包括比较高DMR与低DMR长度的箱型图。.

[0143] 图5C为显示基因组中高DMR和低DMR分布的饼形图。

[0144] 图5D为所指示的样品在低DMR的平均DNA甲基化水平与它们的侧翼区比较的图。

[0145] 图5E为显示IVF囊胚和SCNT囊胚在低DMR的父系(Pat)和母系(Mat)等位基因特异

性DNA甲基化水平与它们的侧翼区比较的图。

[0146] 图5F为显示所指示发育阶段的IVF囊胚和SCNT囊胚在低DMR的父系(Pat)和母系

(Mat)等位基因特异性DNA甲基化水平与它们的侧翼区比较的图。

[0147] 图5G为所指示的样品在高DMR的平均DNA甲基化水平与它们的侧翼区比较的图。

[0148] 图5H为所指示的样品在高DMR的平均DNA甲基化水平与它们的侧翼区比较的图。所

使用的数据集来自GSE11034。

[0149] 图6A至6D提供SCNT囊胚中的低DMR和高DMR特征。

[0150] 图6A为高DMR和低DMR的代表性基因组浏览器视图。

[0151] 图6B为代表性基因组浏览器视图，显示与IVF囊胚中的那些重叠的卵母细胞中的

甲基化峰。

[0152] 图6C为高DMR相关基因的基因本体论分析。

[0153] 图6D包含峰图，显示PGC发育过程中在高DMR的均值甲基化水平(5mC)和羟甲基化

水平(5hmC)。

[0154] 图7A至图7D显示SCNT囊胚中的H3K27me3依赖性印记的损失。

[0155] 图7A提供柱状图，显示SCNT囊胚中H3K27me3印记基因的相对基因表达水平。显示

了以可靠检测水平在IVF囊胚中表达的26个基因(每百万个映射片段中外显子的每千碱基

片段数(FPKM)>1)。IVF囊胚的表达水平设定为1。通过比较将SCNT囊胚与IVF囊胚中的表达

变化，将基因归类为上调、下调和未改变(FC>1.5)。

[0156] 图7B提供柱状图，显示IVF囊胚和SCNT囊胚中H3K27me3印记基因的等位基因表达

比率(父系/母系)。显示了在26个被表达的基因(FPKM>1)中，每个样品中均有17个基因具有

>10SNP读数。星号表示100％偏向父系等位基因。注意，在SCNT囊胚中，全部17个基因均失去

了它们的父系等位基因偏向。

[0157] 图7C显示两个代表性H3K27me3印记基因的H3K27me3  ChIP-seq信号的代表性基因

组浏览器视图。

[0158] 图7D显示各种细胞类型(卵母细胞、精子、MEF、ESC)和组织在76个H3K27me3印记基

因处的平均H3K27me3  ChIP-seq强度与3Mb侧翼区比较。

[0159] 图8A至图8F例示已知的126个印记基因的印记状态和它们的已知ICR。
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[0160] 图8A提供柱状图，显示SCNT囊胚中23个已知印记控制区(ICR)的相对DNA甲基化水

平。IVF囊胚的甲基化水平设定为1。虚线指示IVF囊胚甲基化水平的50％。注意，在SCNT囊胚

中，23个ICR中的21个保持了IVF甲基化水平的至少50％，但Slc38a4  ICR和Snrpn  ICR(标记

为红色)显示了低于IVF水平的50％。

[0161] 图8B提供柱状图，显示在20个具有足够等位基因特异性甲基化信息的ICR处的DNA

甲基化的等位基因偏向(在IVF囊胚和SCNT囊胚两者中的两个等位基因中所检测的CpG均>

5)。注意，在SCNT囊胚中，全部20个ICR均保持了等位基因偏向的DNA甲基化。

[0162] 图8C提供柱状图，显示。SCNT囊胚中已知印记基因的相对基因表达水平。显示了在

IVF囊胚中可靠检测的45个印记基因(FPKM>1)。IVF囊胚的表达水平设定为1。基于它们在

SCNT囊胚中的表达水平与在IVF胚胎中的表达水平的比较，将基因分类为上调、下调和未改

变(FC>1.5)。

[0163] 图8D提供柱状图，显示IVF囊胚和SCNT囊胚中已知印记基因的等位基因表达比率

(母系/父系)。显示了6个母系表达的基因(MEG；母系/父系>2.0))，其以可靠检测水平在IVF

囊胚中表达，具有足够的SNP跟踪读取(在每个样品中，FPKM>1，均值SNP读数>10)。星号表示

100％偏向母系等位基因。注意，在SCNT囊胚中，全部6个MEG均保持了它们的母系等位基因

偏向。

[0164] 图8E提供柱状图，显示IVF囊胚和SCNT囊胚中已知印记基因的等位基因表达比率

(父系/母系)。显示了13个父系表达的基因(PEG；父系/母系>2.0))，其以可靠检测水平在

IVF囊胚中表达，具有足够的SNP跟踪读取(在每个样品中，FPKM>1，均值SNP读数>10)。星号

表示100％偏向父系等位基因。箭头指示在SCNT囊胚中丢失父系偏向表达的基因。Slc38a4、

Sfmbt2、Phf17和Gab1是H3K27me3依赖性的印记基因。

[0165] 图8F呈递了非典型印记基因的H3K27me3  ChIP-seq信号的代表性基因组浏览器视图。

具体实施方式

[0166] 本发明提供用于改善克隆效率的方法。在具体实施方案中，本发明提供用于改善

体细胞核转移效率的方法，其牵涉Xist敲除的供体细胞中的Kdm4d过度表达。

[0167] 本发明至少部分地基于下述发现，Xist敲除的供体细胞与Kdm4d  mRNA注射联合可

改善体细胞核转移效率。这一联合方法在使用已分化的体细胞供体细胞进行的小鼠克隆中

导致的有史以来报告的最高效率。然而，很多SCNT胚胎仍表现出着床后发育停止并且存活

的胚胎具有异常的大胎盘，暗示一些重新编程缺陷仍持续存在。比较性甲基组和转录组分

析表明，在SCNT囊胚胚胎中的异常DNA甲基化和H3K27me3依赖性印记的丢失，这可能是所观

察到的发育缺陷的肇因。

[0168] H3K27me3是DNA甲基化依赖性的印记机制

[0169] 哺乳动物精子和卵母细胞具有不同的表观遗传特征并且以不通过的方式组织化。

在受精之后，除了包括印记控制区(ICR)在内的某些基因座以外，最初截然不同的亲本表观

基因组变成在很大程度上相同。亲本染色质如何变成相同以及ICR如何从这一重新编程中

逃脱在很大程度上是未知的。这里，在小鼠合子和桑椹胚中表征了亲本等位基因特异性

DNase  I高敏位点(DHS)，并且探究了等位基因DHS的底层表观遗传机制。DNA甲基组和

H3K27me3  ChIP-seq数据集的综合分析表明，76个具有父系等位基因特异性DHS的基因(表
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1)没有进行DNA甲基化，但携带母系等位基因特异性H3K27me3。

[0170] 表1：H3K27me3依赖性印记基因

[0171]
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[0172]

[0173] 有趣的是，这些基因在植入前胚胎中进行父系表达，而H3K27me3的异位移除诱导

了母系等位基因表达。H3K27me3依赖性印记在胚胎细胞谱系中很大程度上丢失，但至少5个

基因在胚胎外细胞谱系中保持了它们的印记。这5个基因包括所有先前鉴定的不依赖于DNA
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甲基化的印记常染色体基因。母系H3K27me3是DNA甲基化依赖性的印记机制。在一个实施方

案中，本发明的方法牵涉H3K27me3选择性甲基化酶的用途。

[0174] H3K27me3对于X染色体失活是重要的

[0175] 在包括啮齿动物在内的某些雌性正兽亚纲哺乳动物中，两条X染色体中的一条是

失活的以实现基因量补偿。这一被称为X染色体失活(XCI)的现象提供了用于理解表观遗传

沉默机制的优异模型。在发育过程中，XCI可以印记模式或随机模式发生。对于印记XCI，父

系X染色体(Xp)在植入前发育期间被选择性失活。尽管印记XCI在胚胎外细胞谱系中得以保

持，但它在晚期囊胚的内细胞团(ICM)中丢失。在植入前阶段，外胚层细胞经历随机XCI，导

致Xp或母系X染色体(Xm)的沉默。先前的研究已经证明了Xist(一种X连锁长非编码RNA)在

印记XCI和随机XCI中的关键角色。通过以顺式包覆X染色体并令其失活，Xist  RNA参与到

XCI中。

[0176] 基因组印记允许进行亲源特异性基因调控。为了在印记XCI期间选择性地沉默Xp，

Xist基因以一种长期寻找但尚未鉴定的机制在Xm中被印记进行沉默。先前使用核转移途径

进行的研究已经暗示，像常染色体印记基因一样，在卵子发生期间建立了Xist的基因组印

记。在小鼠植入前胚胎和胚胎外细胞中，仅父系X染色体(Xp)失活。印记父系X染色体失活

(XCI)的中心为长非编码RNA，即Xist，它从Xp表达并且以顺式作用来包覆并沉默整个Xp。为

了实现Xp特异性失活，必须沉默母系Xist基因，但沉默基质仍尚不明朗。如本文所报告，在

小鼠卵母细胞中，Xist基因座包覆有宽H3K27me3结构域，其通过植入前发育过程而持续存

在。H3K27me3的异位移除诱导了母系Xist表达和母系XCI。因此，母系H3K27me3用作Xist的

印记标记。

[0177] 在一些实施方案中，本发明的方法牵涉给药包含选择性H3K27me3去甲基酶抑制剂

的组合物。

[0178] H3K9me3和SCNT

[0179] 供体体细胞中的组蛋白H3赖氨酸9三甲基化(H3K9me3)是SCNT重新编程的表观遗

传屏障。在小鼠和人类中，供体细胞中的H3K9me3均防止合子基因组激活时相关区的转录激

活并且导致SCNT胚胎在植入前阶段的发育停止。重要的是，通过过表达H3K9me3特异性去甲

基酶Kdm4d来移除H3K9me3屏障，使得SCNT胚胎以类似于IVF的速率发育到囊胚阶段。因此，

足月率的总体克隆效率增加了8至9倍。尽管在SCNT中使用Kdm4d导致了与IVF相当的着床

率，但少于15％的着床SCNT胚胎发育到足月。此外，在注射Kdm4d的SCNT胚胎中仍然观察到

了异常的大胎盘。这些结果暗示，H3K9me3重新编程屏障主要阻碍了植入前发育，而其它屏

障影响着床后发育。

[0180] Xist对于小鼠SCNT胚胎的着床后发育是重要的。Xist从母系X染色体的异常表达

在植入前胚胎中造成异位X染色体失活(XCI)和全局转录改变，导致SCNT胚胎的着床后发育

失败。重要的是，由异位Xist表达造成的这一发育失败可通过使用Xist敲除(KO)体细胞作

为供体细胞或通过将对抗Xist的小干扰RNA注射入1细胞雄性SCNT胚胎中而克服，造成足月

率增加8至10倍。

[0181] 抑制性核酸

[0182] 抑制性核酸分子是那些抑制多肽或多核苷酸(例如，Xist多核苷酸)的表达或活性

的寡核苷酸。此类寡核苷酸包括结合编码Xist多核苷酸的核酸分子(例如，反义分子、
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siRNA、shRNA)的单链核酸分子和双链核酸分子(例如，DNA、RNA及其类似物)。

[0183] siRNA

[0184] 21个至25个核苷酸的短双链RNA在下调基因表达中有效(Zamore  et  al .,Cell 

101:25-33；Elbashir  et  al.,Nature  411:494-498,2001，通过引用并入)。McCaffrey等人

在体内证明了siRNA途径在哺乳动物中的有效性(Nature  418:38-39.2002)。

[0185] 根据靶标基因的序列，可将siRNA设计成令该基因失活。例如，此类siRNA可直接给

药到受影响的组织或系统性给药。基因的核酸序列可用来设计小干扰RNA(siRNA)。例如，可

使用21个至25个核苷酸的siRNA来减少Xist表达。

[0186] 本发明的抑制性核酸分子可用作双链RNARNA干扰(RNAi)介导的表达抑制。在一个

实施方案中，体细胞中的Xist基因表达减少。RNAi是降低所关注的特异性蛋白的细胞表达

的方法(在Tuschl,Chembiochem  2:239-245,2001；Sharp,Genes&Devel.15:485-490,2000；

Hutvagner  and  Zamore ,Curr .Opin .Genet.Devel .12:225-232 ,2002和Hannon ,Nature 

418:244-251,2002中回顾)。通过dsRNA的转染或通过siRNA的表达使用基于质粒的表达系

统将siRNA引入细胞内越来越多地被用来在哺乳动物细胞中创建功能丢失表型。

[0187] 在本发明的一个实施方案中，制备了双链RNA(dsRNA)分子，其包括本发明核酸碱

基低聚物的8至10个之间的接续核酸碱基。dsRNA可以是具有双链体结构的RNA的两条不同

的链，或具有自身双链体的单个RNA链(小发夹(sh)RNA)。通常，dsRNA为大约21个或22个碱

基对，但若需要，可以更短或更长(至多大约29个碱基对)。dsRNA可使用标准技术(例如，化

学合成或体外转录)制备。试剂盒可从例如Ambion(Austin,Tex.)和Epicentre(Madison,

Wis.)获得。在哺乳动物细胞中表达dsRNA的方法下各自通过引用并入本文的下列文献中有

所描述：Brummelkamp  et  al .Science  296:550-553 ,2002；Paddison  et  al .Genes&

Devel .16:948-958,2002；Paul  et  al .Nature  Biotechnol .20:505-508,2002；Sui  et 

al.Proc.Natl.Acad .Sci.USA  99:5515-5520,2002；Yu  et  al.Proc.Natl.Acad .Sci.USA 

99:6047-6052,2002；Miyagishi  et  al.Nature  Biotechnol.20:497-500,2002；和Lee  et 

al.Nature  Biotechnol.20:500-505  2002。

[0188] 小发夹RNA(shRNA)包含具有茎环结构的RNA序列。“茎环结构”是指具有二级结构

的核酸，其包括已知或预计形成双链或双链体的核苷酸区(茎部分)，该茎部分在一侧链接

有主要为单链核苷酸的区(环部分)。本文中，术语“发夹”也用来指代茎环结构。此类结构是

该领域中熟知的，并且该术语以其在该领域中已知者一致的意义使用。如该领域中已知的，

二级结构不具有精确的碱基配对。因此，该术语可包括一处或多处碱基误配或凸起。另选

地，碱基配对可以是精确的，即，不包括任何误配。多个茎环结构可通过链接基诸如例如核

酸链接基、miRNA侧翼序列、其它分子或它们的一些组合彼此链接。

[0189] 如本文中所用，术语“小发夹RNA”包括传统茎环shRNA，其形成前体miRNA(pre-

miRNA)。尽管在范围上可能存在一定变动，但传统茎环shRNA可包括在19至29个bp范围内的

茎和在4至30个bp范围内的环。“shRNA”也包括嵌有微小RNA的shRNA(基于miRNA的shRNA)，

其中miRNA双链体的引导链和随从链并入现存(或天然)miRNA中或并入经修饰或合成(设

计)的miRNA中。在一些实例中，前体miRNA分子可包括超过一个茎环结构。微小RNA是大约22

个核苷酸长的内源性编码的RNA分子，其通常以高度组织特异性或发育阶段特异性的方式

被表达，并且转录后地调控靶标基因。在植物和动物中已经鉴定了超过200种截然不同的
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miRNA。据信，这些小调控性RNA通过两种占优的作用模式发挥重要的生物功能：(1)通过压

制靶标mRNA的转译，以及(2)通过RNA干扰(RNAi)，换言之，mRNA的裂解和降解。在后一种情

况下，miRNA类似于小干扰RNA(siRNA)地发挥功能。因此，可基于现存miRNA基因的特征来设

计并表达人工miRNA。

[0190] shRNA可从DNA载体表达以向几乎任何细胞类型提供持续的沉默和高良率递送。在

一些实施方案中，载体是病毒载体。示例性的病毒载体包括逆转录病毒，包括慢病毒、腺病

毒、杆状病毒和禽病毒载体，并且包括此类允许进行稳定的单拷贝基因组整合的病毒。可自

其递送逆转录质粒载体的逆转录病毒包括但不限于，莫洛尼鼠白血病病毒、脾坏死病毒、劳

斯氏肉瘤病毒、哈维氏肉瘤病毒、禽白血病病毒、长臂猿白血病病毒、人类免疫缺陷病毒、骨

髓增生性肉瘤病毒和乳腺肿瘤病毒。逆转录病毒质粒载体可用来转导包装细胞系以形成生

产细胞系。可被转染的包装细胞的示例包括但不限于，PE50l、PA3l7、R-2、R-AM、PA12、T19-

14x、VT-19-17-H2、RCRE、RCRIP、GP+E-86、GP+envAm12和DAN细胞系，如通过引用而以其整体

并入本文的Miller,Human  Gene  Therapy  1:5-14(1990)中所述。载体可通过该领域中已知

的任何手段转导包装细胞。生产细胞系生成感染性逆转录病毒载体颗粒，该载体颗粒包括

编码DNA复制蛋白的多核苷酸。然后，此类逆转录病毒载体颗粒可用来在体外或体内转导真

核细胞。被转导的真核细胞将会表达DNA复制蛋白。

[0191] 包括本发明的反义序列的催化性RNA分子或核糖酶可用来抑制体内核酸分子(例

如，Xist)的表达。核糖酶序列包合在反义RNA内可赋予它们以RNA裂解活性，从而增加构造

体的活性。靶标RNA特异性核糖酶的设计和用途在各自通过引用并入的Haseloff  et  al.,

Nature  334:585-591.1988和美国专利公布2003/0003469A1中有所描述。

[0192] 据此，本发明也提出催化性RNA分子，其包括位于结合臂中的反义RNA，该反义RNA

具有8个至19个之间的接续核酸碱基。在本发明的优选实施方案中，催化性核酸分子在锤头

或发夹基序中形成。此类锤头基序的示例在Rossi  et  al .,Aids  Research  and  Human 

Retroviruses,8:183,1992中有所描述。发夹基序的示例在Hampel等人于1989年9月20日提

交的“RNA  Catalyst  for  Cleaving  Specific  RNA  Sequences”(它是1988年9月20日提交

的美国专利申请07/247,100的部份接续申请案)、Hampel  and  Tritz,Biochemistry ,28:

4929,1989和Hampel  et  al.,Nucleic  Acids  Research,18:299,1990中有所描述。这些特

异性基序不限制在本发明中，该领域技术人員应认识到，在本发明的酶核酸分子中，最重要

的是它具有与靶标基因RNA区的一者或多者互补的特异性底物结合位点，以及它具有位于

赋予该分子以RNA裂解活性的底物结合位点内或周围的核苷酸序列。

[0193] 基本上可采用任何用于将核酸构造体引入细胞内的方法。引入核酸的物理方法包

括注射含有该构造体的溶液，使用覆盖有该构造体的颗粒轰击，将细胞、组织或有机体浸泡

该核酸的溶液中，或在该构造体的存在下对细胞膜进行电穿孔。包封在病毒颗粒中的病毒

构造体可用来实施将表达构造体有效引入细胞内和被编码shRNA的转录。可使用该领域中

已知的其它用于将核酸引入细胞内的方法，诸如脂质介导的载剂转运、化学介导的转运诸

如磷酸钙等。因此，可将编码shRNA的核酸构造体与实施以下一种或多种活性的组分一起引

入：增强细胞对RNA的摄取、促使双链体链的解链、稳定化解链的链、或以其它方式增加对靶

标基因的抑制。

[0194] 对于在细胞内表达，可采用DNA载体，例如包含RNA聚合酶II或RNA聚合酶III启动
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子的质粒载体。内源性miRNA的表达受RNA聚合酶II(Pol  II)启动子的控制，并且在一些情

况下，与RNA聚合酶III启动子相比，shRNA更有效地由Pol  II启动子驱动(Dickins  et  al.,

2005,Nat.Genet.39:914-921)。在一些实施方案中，shRNA的表达可能受诱导型启动子或条

件性表达系统的控制，包括而不限于，II型RNA聚合酶启动子。在本发明的情境中可用的启

动子的示例为四环素诱导型启动子(包括TRE-tight)、IPTG诱导型启动子、四环素反式激活

因子系统、以及反四环素反式激活因子(rtTA)系统。也可使用构成性启动子，也可使用细胞

或组织特异性启动子。很多启动子将无处不在，使得它们在所有细胞和组织类型中被表达。

某些实施方案使用四环素响应启动子，它是体外和体内研究中最有效的条件性基因表达系

统之一。见国际专利申请案PCT/US2003/030901(公布号WO  2004-029219A2)和Fewell  et 

al.,2006,Drug  Discovery  Today  11:975-982关于诱导型shRNA的描述。

[0195] 多核苷酸的递送

[0196] 裸多核苷酸或其类似物能够进入哺乳动物细胞并且抑制所关注基因的表达。尽管

如此，可能希望使用辅助将寡核苷酸或其它核酸碱基低聚物递送至细胞的制剂(见，例如，

美国专利5,656,611、5,753,613、5,785,992、6,120,798、6,221,959、6,346,613和6,353,

055，其各自通过引用并入本文)。

[0197] 寡核苷酸和其它核酸碱基低聚物

[0198] 至少两种类型的寡核苷酸通过RNase  H诱导RNA的裂解，RNase  H是具有磷酸二酯

(PO)或硫代磷酸酯(PS)链结的多核苷酸。尽管2'-OMe-RNA序列表现出对于RNA靶标的高亲

和性，但这些序列并非RNase  H的底物。所希望的寡核苷酸是基于2'-修饰寡核苷酸的，其包

含寡脱氧核糖核苷酸间隙，其中一些或全部核苷酸间链结被修饰成硫代磷酸酯以具有耐核

酸酶性。甲基磷酸酯修饰的存在增加了寡核苷酸对于其靶标RNA的亲和性，并因此减少了

IC50。这一修饰也增加了被修饰寡核苷酸的耐核酸酶性。应理解，本发明的方法和试剂可与

可能被研发的任何技术合用，包括共价闭合的多反义(CMAS)寡核苷酸(Moon  et  al .,

Biochem  J.346:295-303,2000；PCT公布WO  00/61595)、带式反义(RiAS)寡核苷酸(Moon  et 

al.,J.Biol.Chem.275:4647-4653,2000；PCT公布WO  00/61595)和大环状反义寡核苷酸(美

国专利申请案公布US  2002/0168631  A1)。

[0199] 如该领域中已知的，核苷是核酸碱基-糖组合。核苷的碱基部分正常情况下为杂环

碱基。两类最常见的此类杂环碱基是嘌呤和嘧啶。核苷酸是还包括共价链接至核苷的糖部

分的磷酸酯基团的核苷。对于那些包括呋喃戊糖基糖的核苷，该磷酸酯基团可链接至糖的

2'、3'或5’羟基部分。在形成寡核苷酸时，磷酸酯基团将相邻核苷彼此共价链接以形成线性

聚合的化合物。这一线性聚合结构的各端可转而接合以形成环状结构；开放的线性结构通

常是优选的。在寡核苷酸结构中，磷酸酯基团一般称为形成该寡核苷酸的主链。RNA和DNA的

正常链结或主链为3’至5’磷酸二酯链结。

[0200] 可用于本发明的优选核酸碱基低聚物的具体示例包括，包含经修饰的主链或非天

然核苷间链结的寡核苷酸。如本说明书中限定的，具有经修饰的主链的核酸碱基低聚物包

括那些磷原子保留在主链中的和那些主链中不具有磷原子的。出于本说明书的目的，在其

核苷间主链中不具有磷原子的经修饰的寡核苷酸也被视为核酸碱基低聚物。

[0201] 就有经修饰的寡核苷酸主链的核酸碱基低聚物包括，例如，硫代磷酸酯、手性硫代

磷酸酯、二硫代磷酸酯、磷酸三酯、氨基烷基-磷酸三酯、甲基和其它烷基的磷酸酯(包括3'-
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亚烷基磷酸酯和手性磷酸酯)、亚膦酸酯和、磷酰胺化物(包括3'-氨基磷酰胺化物和氨基烷

基磷酰胺化物)、硫羰基磷酰胺化物、硫羰基烷基磷酸酯、硫羰基烷基磷酸三酯、具有正常

3'-5’链结的硼磷酸酯、这些的2'-5’链接类似物和那些具有反极性的，其中相邻的核苷单

元对被链接为3'-5’与5'-3’或者2'-5’与5'-2'。也包括各种盐、混合盐和游离酸形式。教导

上述含磷链结的制备的代表性美国专利包括但不限于，各自通过引用并入本文的美国专利

3,687,808、4,469,863、4,476,301、5,023,243、5,177,196、5,188,897、5,264,423、5,276,

019、5,278,302、5,286,717、5,321,131、5,399,676、5,405,939、5,453,496、5,455,233、5,

466,677、5,476,925、5,519,126、5,536,821、5,541 ,306、5,550,111、5,563,253、5,571 ,

799、5,587,361和5,625,050。

[0202] 具有主链中不包括磷原子的经修饰寡核苷酸主链的核酸碱基低聚物具有通过以

下形成的主链：短链烷基或环烷基核苷间链结、混合杂原子和烷基或环烷基核苷间链结、或

一种或多种端链杂原子或杂环状核苷间链结。这些包括具有以下的那些：吗啉基链结(部分

地从核苷的糖部分形成)；硅氧烷主链；二硫醚、亚砜和砜主链；甲乙酰基(formacetyl)和三

甲乙酰基主链；亚甲基甲乙酰基和三甲乙酰基主链；含有亚烷基的主链；氨基硫酸酯主链；

亚甲基亚胺基和亚甲基肼基主链；磺酸酯和磺酰胺主链；酰胺主链；和其它具有混合的N、O、

S和CH2组分部分的主链。教导上述寡核苷酸的制备的代表性美国专利包括但不限于，各自

通过引用并入本文的美国专利5,034,506、5,166,315、5,185,444、5,214,134、5,216,141、

5,235,033、5,264,562、5,264,564、5,405,938、5,434,257、5,466,677、5,470,967、5,489,

677、5,541,307、5,561,225、5,596,086、5,602,240、5,610,289、5,602,240、5,608,046、5,

610,289、5,618,704、5,623,070、5,663,312、5,633,360、5,677,437和5,677,439。

[0203] 在其它核酸碱基低聚物中，糖和核苷间链结(即主链)两者都被替换为新颖基团。

维持核酸碱基单元，以便与所列的Xist基因杂交。一种此类核酸碱基低聚物称为肽核酸

(PNA)。在PNA化合物中，寡核苷酸的糖-主链被替换为含有酰胺的主链，尤其是氨基乙基甘

氨酸主链。核酸碱基得以保留，并且直接或间接地结合至主链的酰胺部分中的氮杂氮原子。

制备和使用这些核酸碱基低聚物的方法在例如P.E.Nielsen编撰的《肽核酸：实验指南和应

用》(Peptide  Nucleic  Acids:Protocols  and  Applications,Horizon  Press,Norfolk,

United  Kingdom,1999)中有所描述。教导PNA的制备的代表性美国专利包括但不限于，各自

通过引用并入本文的美国专利5,539,082、5,714,331和5,719,262。关于PNA化合物的进一

步教导可在Nielsen  et  al.,Science,1991,254,1497-1500中找到。

[0204] 在本发明的具体实施方案中，核酸碱基低聚物具有硫代磷酸酯主链和具有杂原子

主链的核苷，尤其是-CH2-NH-O-CH2-、-CH2-N(CH3)-O-CH2-(称为亚甲基(甲基亚胺基)或MMI

主链)、-CH2-O-N(CH3)-CH2-、-CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2-和-O-N(CH3)-CH2-CH2-。在其它实施

方案中，寡核苷酸具有美国专利5,034,506中描述的吗啉基主链结构。

[0205] 核酸碱基低聚物也可包含一个或多个取代的糖部分。核酸碱基低聚物包含位于2’

位置的下列一者：OH、F、O-烷基、S-烷基、N-烷基、O-烯基、S-烯基、N-烯基、O-炔基、S-炔基、

N-炔基或O-烷基-O-烷基，其中该烷基、烯基和炔基可以是取代或未取代的C1至C10烷基或C2

至C10烯基和炔基。尤其优选O[(CH2)nO]nCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)

nONH2和O(CH2)nON[(CH2)nCH3)]2，其中n和m为1至约10。其它优选的核酸碱基低聚物包括位于

2’位置的下列一者：C1至C10低级烷基、取代的低级烷基、烷芳基、芳烷基、O-烷芳基或O-芳烷
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基；SH；SCH3；OCN；Cl；Br；CN；CF3；OCF3；SOCH3；SO2CH3；ONO2；NO2；NH2；杂环烷基；杂环烷芳基；

氨基烷基胺基；聚烷基胺基；取代的硅基；RNA裂解基团；报告基团；嵌入剂；用于改善核酸碱

基低聚物的药代动力学性质的基团；或用于改善核酸碱基低聚物的药效动力学性质的基

团；以及其它具有类似性质的取代基。优选的修饰为2'-O-甲基和2'-甲氧基乙氧基(2'-O-

CH2CH2OCH3，也称为2'-O-(2-甲氧基乙基)或'-MOE)。另一个希望的修饰为2'-二甲基胺基氧

乙氧基(即，O(CH2) 2ON(CH3) 2)，也称为2 '-DMAOE。其它修饰包括2 '-氨基丙氧基(2 '-

OCH2CH2CH2NH2)和2'-氟(2'-F)。类似的修饰也可在寡核苷酸或其它核酸碱基低聚物的其它

位置做出，尤其是在3’末端核苷酸上或2'-5’链接寡核苷酸中的糖的3’位置和在5’末端核

苷酸的5'位置。核酸碱基低聚物也可具有替代呋喃戊糖基糖的糖模拟物诸如环丁基部分。

教导此类经修饰的糖结构的制备的代表性美国专利包括但不限于，各自通过引用而以其整

体并入本文的美国专利4,981,957、5,118,800、5,319,080、5,359,044、5,393,878、5,446,

137、5,466,786、5,514,785、5,519,134、5,567,811、5,576,427、5,591,722、5,597,909、5,

610,300、5,627,053、5,639,873、5,646,265、5,658,873、5,670,633和5,700,920。

[0206] 核酸碱基帝爵也可包括核酸碱基修饰或替换。如本文中所用，“未修饰的”或“天然

的”核酸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)。修饰的核酸碱基包括其它合成的和天然的核酸碱基，诸如5-甲基胞嘧啶(5-

me-C)；5-羟甲基胞嘧啶；黄嘌呤；次黄嘌呤；2-氨基腺嘌呤；腺嘌呤和鸟嘌呤的6-甲基和其

它烷基衍生物；腺嘌呤和鸟嘌呤的2-丙基和其它烷基衍生物；2-硫代尿嘧啶、2-硫代胸腺嘧

啶和2-硫代胞嘧啶；5-卤尿嘧啶和5-卤胞嘧啶；5-丙炔基尿嘧啶和5-丙炔基胞嘧啶；6-偶氮

尿嘧啶、6-偶氮胞嘧啶和6-偶氮胸腺嘧啶；5-尿嘧啶(假尿嘧啶)；4-硫代尿嘧啶；8-卤、8-氨

基、8-巯基、8-硫代烷基、8-羟基和其它8-取代的腺嘌呤和鸟嘌呤；5-卤(例如，5-溴)、5-三

氟甲基和其它5-取代的尿嘧啶和胞嘧啶；7-甲基鸟嘌呤和7-甲基腺嘌呤；8-氮杂鸟嘌呤和

8-氮杂腺嘌呤；7-去氮鸟嘌呤和7-去氮腺嘌呤；以及3-去氮鸟嘌呤和3-去氮腺嘌呤。其它核

酸碱基包括美国专利3,687,808中公开的那些、Kroschwitz,J.I.编撰的《高分子科学与工

程简明百科全书》(The  Concise  Encyclopedia  Of  Polymer  Science  And  Engineering,

John  Wiley&Sons ,1990)第858-859页中公开的那些、Englisch  et  al .,Angewandte 

Chemie,International  Edition,1991,30,613中公开的那些、以及Sanghvi,Y.S.在《反义

研究与应用》(Antisense  Research  and  Applications,Crooke,S.T.and  Lebleu,B.,ed.,

CRC  Press,1993)第15章第289-302页中公开的那些。这些核酸碱基中的某些尤其可用于增

加本发明的反义寡核苷酸的结合亲和性。这些包括5-取代的嘧啶；6-氮杂嘧啶；以及N-2、N-

6和O-6取代的嘌呤，包括2-氨基丙基腺嘌呤、5-丙炔基尿嘧啶和5-丙炔基胞嘧啶。已经显

示，5-甲基胞嘧啶替换将核酸双链体稳定性增加了0.6至1.2℃(Sanghvi ,Y .S .,Crooke ,

S.T .and  Lebleu ,B.,eds .,Antisense  Research  and  Applications ,CRC  Press ,Boca 

Raton,1993,pp.276-278)并且是所希望的碱基替换，当与2'-O-甲氧基乙基或2'-O-甲基糖

修饰组合时尤甚。教导上述标注的经修饰的核酸碱基中某些的制备的代表性美国专利包括

但不限于，各自通过引用并入本文的美国专利4,845,205、5,130,302、5,134,066、5,175,

273、5,367,066、5,432,272、5,457,187、5,459,255、5,484,908、5,502,177、5,525,711、5,

552,540、5,587,469、5,594,121,5,596,091、5,614,617、5,681,941和5,750,692。

[0207] 本发明的核酸碱基低聚物的另一修饰牵涉将核酸碱基低聚物化学链接至一个或
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多个提升寡核苷酸的活性、细胞内分布或细胞摄取的部分或缀合物。此类部分包括但不限

于，脂质部分诸如胆固醇部分(Letsinger  et  al .,Proc .Natl .Acad .Sci .USA,86:6553-

6556,1989)、胆酸(Manoharan  et  al.,Bioorg.Med.Chem.Let,4:1053-1060,1994)、硫醚例

如己基-S-三苯甲基硫醇(Manoharan  et  al .,Ann .N .Y.Acad .Sci .,660:306-309,1992；

Manoharan  et  al.,Bioorg.Med.Chem.Let.,3:2765-2770,1993)、巯基胆固醇(Oberhauser 

et  al.,Nucl.Acids  Res.,20:533-538:1992)、脂肪族链例如十二碳二醇或十一烷基残基

(Saison-Behmoaras  et  al.,EMBO  J.,10:1111-1118,1991；Kabanov  et  al.,FEBS  Lett.,

259:327-330,1990；Svinarchuk  et  al.,Biochimie,75:49-54,1993)、磷脂质例如二-十六

烷基-外消旋甘油或1,2-二-O-十六烷基-外消旋甘油-3-H-磷酸三乙铵(Manoharan  et 

al.,Tetrahedron  Lett.,36:3651-3654,1995；Shea  et  al.,Nucl.Acids  Res.,18:3777-

3783,1990)、聚胺或聚乙二醇链(Manoharan  et  al.,Nucleosides&Nucleotides,14:969-

973,1995)、金刚烷乙酸(Manoharan  et  al.,Tetrahedron  Lett.,36:3651-3654,1995)、棕

榈基部分(Mishra  et  al.,Biochim.Biophys.Acta,1264:229-237,1995)或十八烷基胺或

己基胺基-羰基-氧胆固醇部分(Crooke  et  al.,J .Pharmacol.Exp.Ther.,277:923-937,

1996)。教导此类核酸碱基低聚物缀合物的制备的代表性美国专利包括：各自通过引用并入

本文的美国专利4,587,044、4,605,735、4,667,025、4,762,779、4,789,737、4,824,941、4,

828,979、4,835,263、4,876,335、4,904,582、4,948,882、4,958,013、5,082,830、5,109,

124、5,112,963、5,118,802、5,138,045、5,214,136、5,218,105、5,245,022、5,254,469、5,

258,506、5,262,536、5,272,250、5,292,873、5,317 ,098、5,371 ,241、5,391 ,723、5,414,

077、5,416,203、5,451,463、5,486,603、5,510,475、5,512,439、5,512,667、5,514,785、5,

525,465、5,541 ,313、5,545,730、5,552,538、5,565,552、5,567 ,810、5,574,142、5,578,

717、5,578,718、5,580,731、5,585,481、5,587,371、5,591,584、5,595,726、5,597,696、5,

599,923、5,599,928、5,608,046和5,688,941。

[0208] 本发明也包括作为嵌合化合物的核酸碱基低聚物。“嵌合的”核酸碱基低聚物是核

酸碱基低聚物，尤其是寡核苷酸，其含有两个或更多个化学式截然不同的区，每个区由至少

一种单体单元构成，即，在寡核苷酸的情况下由核苷酸构成。这些核酸碱基低聚物典型含有

至少一个区，在该区处，核酸碱基低聚物被修饰以赋予该核酸碱基低聚物以增加的耐核酸

酶降解性、增加的细胞摄取和/或增加的对靶标核酸的结合亲和性。核酸碱基低聚物的附加

区可用作能够裂解RNA:DNA杂交体或RNA:RNA杂交体的酶的底物。举例而言，RNase  H是细胞

核酸内切酶，其裂解RNA:DNA双链体的RNA链。因此，RNase  H的激活导致RNA靶标的裂解，从

而极大地提升了核酸碱基低聚物抑制基因表达的效率。因此，当使用嵌合核酸碱基低聚物

时，使用较短的核酸碱基低聚物往往可获得与使用杂交至相同靶标区的硫代磷酸酯脱氧核

糖核苷酸相当的结果。

[0209] 本发明的嵌合核酸碱基低聚物可形成为两种或更多种上述核酸碱基低聚物的复

合结构。当此类核酸碱基低聚物为寡核苷酸时，在该领域中其也被称为杂交体或间隙体

(gapmers)。教导此类杂交结构的制备的代表性美国专利包括但不限于，各自通过引用而以

其整体并入本文的美国专利5,013,830、5,149,797、5,220,007、5,256,775、5,366,878、5,

403,711、5,491,133、5,565,350、5,623,065、5,652,355、5,652,356和5,700,922。

[0210] 根据本发明使用的核酸碱基低聚物可通过周知的固相合成技术便利且常规地制
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备。用于此类合成的设备由若干商家包括例如Applied  Biosystems(Foster  City,Calif.)

销售。可额外地或另选地采用该领域已知的用于此类合成的任何其它手段。使用类似的技

术来制备寡核苷酸诸如硫代磷酸酯和烷基化衍生物是众所周知的。

[0211] 本发明的核酸碱基低聚物也可与其它分子、分子结构或化合物的混合物混合、缀

合或以其它方式缔合或使用其它分子、分子结构或化合物的混合物包封，该其它分子、分子

结构或化合物的混合物为，例如，用于辅助摄取、分配和/或吸收的脂质体、受体靶向的分

子、口服制剂、直肠制剂、外用制剂或其它制剂。教导此类摄取、分配和/或吸收辅助制剂的

制备的代表性美国专利包括但不限于，各自通过引用并入本文的美国专利5,108,921、5,

354,844、5,416,016、5,459,127、5,521 ,291、5,543,158、5,547 ,932、5,583,020、5,591 ,

721、4,426,330、4,534,899、5,013,556、5,108,921、5,213,804、5,227,170、5,264,221、5,

356,633、5,395,619、5,416,016、5,417 ,978、5,462,854、5,469,854、5,512,295、5,527 ,

528、5,534,259、5,543,152、5,556,948、5,580,575和5,595,756。

[0212] 基因组编辑以敲除Xist

[0213] 基因编辑是生物医学研究的一个主要焦点，其属于基础科学和临床科学的交叉学

科。新颖“基因编辑”工具的研发提供了一下能力：操纵位于特定染色体基因座处的细胞DNA

序列而不在该基因组其它位点引入突变。这一技术有效地令研究者能够在体外或体内操纵

受试者细胞的基因组。在SCNT的情境中，使用CRISPR生成包含Xist中KO的细胞。

[0214] 在一个实施方案中，基因编辑牵涉将核酸内切酶(造成DNA在DNA分子内进行内部

断裂的酶)靶向至基因组的特定位点，从而触发染色体双链断裂(DSB)在所选择位点处的形

成。如果伴随着染色体断裂的引入而引入供体DNA分子(例如，通过质粒或寡核苷酸引入)，

则断裂的染色体与引入的DNA之间可能发生相互作用，如果两个序列共享同源性则尤其如

此。在这一实例中，可发生被称为“基因靶向”的过程，在该过程中，染色体的DNA末端通过同

源性重组(HR)侵入供体DNA的同源序列中。使用供体质粒序列作为HR的模板，可实施所关注

基因的无缝敲除。重要的是，如果供体DNA分子包括位于靶标基因(例如，Xist)内的删除，则

HR介导的DSB修复将会把供体序列引入染色体中，导致该删除被引入染色体基因座内。通过

将核酸酶靶向至含有靶标基因的基因组位点，该概念为使用DSB形成来刺激HR并因而将功

能性靶标基因替换为该基因的删除形式。HR路径的优点是，它具有在原先的野生型等位基

因位置处无缝生成基因敲除的潜力。

[0215] 目前，基因组编辑工具使用双链断裂(DSB)诱导来增强细胞基因操纵。此类方法包

括锌指核酸酶(ZFN；例如在美国专利6,534,261、6,607,882、6,746,838、6,794,136、6,824,

978、6,866,997、6,933,113、6,979,539、7,013,219、7,030,215、7,220,719、7,241,573、7,

241,574、7,585,849、7,595,376、6,903,185和6,479,626中以及美国专利公布20030232410

和US2009020314中有所描述，其通过引用并入本文)、转录激活子样效应子核酸酶(TALEN；

例如在美国专利8,440,431、8,440,432、8,450,471、8,586,363和8,697,853中以及美国专

利公布20110145940、20120178131、20120178169、20120214228、20130122581、20140335592

和20140335618中有所描述，其通过引用并入本文)、和CRISPR(成簇规律间隔短回文重复序

列)/Cas9系统(例如在美国专利8,697,359、8,771,945、8,795,965、8,871,445、8,889,356、

8 ,906 ,616、8 ,932 ,814、8 ,945 ,839、8 ,993 ,233和8 ,999 ,641中以及美国专利公布

20140170753、20140227787、20140179006、20140189896、20140273231、20140242664、
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20140273232、20150184139、20150203872、20150031134、20150079681、20150232882和

20150247150中有所描述，其通过引用并入本文)。例如，ZFN  DNA序列识别能力和特异性可

能是不可预测的。类似地，TALEN和CRISPR/Cas9不仅在所希望的位点处裂解，而且经常也在

其它“脱靶”位点处裂解。这些方法具有与脱靶双链断裂诱导和潜在的有害突变(包括与这

些脱靶效应有关的indel、基因组重排和染色体重排)相关的显著问题。ZFN和TALEN一定要

使用模块化序列特异性DNA结合蛋白来生成对于基因组中～18bp序列的特异性。

[0216] RNA引导的核酸酶介导的基因组编辑，基于2型CRISPR(成簇规则间隔短回文重复

序列)/Cas(CRISPR缔合的)系统，为改变基因组提供了一个有价值的途径。简而言之，Cas9

(由单向导RNA(sgRNA)引导的核酸酶)结合至紧随前间区序列邻近基序(PAM)之后的靶向基

因组基因座并生成双链断裂(DSB)。然后，通过导致插入/删除(indel)突变的非同源性末端

接合(NHEJ)，或通过需要外源性模板并且可在靶标基因座生成精确修饰的同源导向修复

(HDR)来修复DSB(Mali  et  al.,Science.2013Feb  15；339(6121):823-6)。不同于将功能性

或部分功能性的基因拷贝添加到患者细胞但保留该基因的最初功能失调拷贝的其它基因

疗法，这一系统可移除缺陷。使用工程化核酸酶进行的基因矫正已经在组织培养细胞和罕

见病啮齿动物模型中得以证明。

[0217] CRISPR已经被广泛用于有机体中，包括面包酵母(S.cerevisiae)、斑马鱼、线虫

(C.elegans)、植物、小鼠和数种其它有机体。此外，已经对CRISPR做出修饰以制备可编程的

转录因子，该转录因子允许科学家靶向并激活或沉默特定基因。现在可获得数万种向导RNA

的文库。

[0218] 自2012年起，CRISPR/Cas系统已经被用于基因编辑(沉默、增强或改变特定基因)，

它甚至在真核生物如小鼠和灵长动物中也发挥作用。通过插入包含cas基因和特异性设计

的CRISPR的质粒，可在任何所希望的位置切割有机体的基因组。

[0219] CRISPR重复序列的尺寸在24至48个碱基对范围内。它们往往显示某种二元对称

性，暗指二级结构诸如发夹的形成，但不是真正的回文。重复序列通过类似长度的间隔序列

分隔开来。一些CRISPR间隔序列准确地匹配来自质粒和噬菌体的序列，但一些间隔序列匹

配原核生物基因组(自我靶向间隔序列)。可快速地添加新间隔序列以应对噬菌体感染。

[0220] CRISPR相关(cas)基因往往与CRISPR重复序列-间隔序列阵列相关。截至2013年，

已有超过四十个不同的Cas蛋白质家族被描述。这些蛋白质家族中，Cas1在不同的CRISPR/

Cas系统中似乎无处不在。已经使用cas基因与重复序列结果的具体组合来定义8个CRISPR

亚型(Ecoli、Ypest、Nmeni、Dvulg、Tneap、Hmari、Apern和Mtube)，其中的一些与编码重复序

列相关神秘蛋白(RAMP)的额外基因模块有关。单个基因组中可能出现超过一种CRISPR亚

型。CRISPR/Cas亚型的零星分布暗示，该系统在微生物进化期间受到水平基因转移的影响。

[0221] 外源性DNA显然被由Cas基因编码的蛋白质加工为小元件(长度为约30个碱基对)，

然后，这些小元件以某种方式插入到邻近前导序列的CRISPR基因座中。来自CRISPR基因座

的RNA被构成性的表达并且被Cas蛋白加工为小RNA，这些小RNA由单个的具有侧翼重复序列

的外源性衍生序列元件构成。这些RNA引导其它Cas蛋白以RNA或DNA水平沉默外源性基因元

件。证据表明了CRISPR亚型间的功能多样性。Cse(Cas亚型Ecoli)蛋白(称为大肠杆菌

(E.coli)中的CasA-E)形成功能性复合物Cascade，其将CRISPR  RNA转录物加工成Cascade

保留的间隔序列-重复序列单元。在其它原核生物中，Cas6加工CRISPR转录物。有趣的是，在
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大肠杆菌中进行基于CRISPR的噬菌体失活需要Cascade和Cas3，但不需要Cas1和Cas2。在强

烈火球菌(Pyrococcus  furiosus)和其它原核生物中发现的Cmr(Cas  RAMP模块)与识小

CRISPR  RNA形成功能性复合物，该复合物识别并裂解互补性靶标RNA。RNA引导的CRISPR酶

被分类为V型限制性内切酶。

[0222] 也见美国专利公布2014/0068797，其通过引用而以其整体并入本文。

[0223] Cas9

[0224] Cas9是一种核酸酶，一种专门切割DNA的酶，具有两个活性切割位点，双螺旋中每

条链一个。研究团队证明，它们可以使一个或两个位点失效，同时保存Cas9的起始定位其靶

标DNA的能力。Jinek  et  al.(2012)将tracrRNA和间隔序列RNA组合成“单向导RNA”分子，当

与Cas9混合时，该分子可发现并切割正确的DNA靶标。已经有人提议，此类合成的向导RNA可

能用于基因编辑(Jinek  et  al.,Science.2012Aug  17；337(6096):816-21)。

[0225] Cas9蛋白在致病菌和共生菌中高度富集。CRISPR/Cas介导的基因调控可能对内源

性细菌基因的调控有所贡献，在细菌与真核宿主相互作用期间尤其如此。例如，新凶手弗朗

西丝菌(Francisella  novicida)的Cas蛋白Cas9使用一种独特的、小的、CRISPR/Cas相关的

RNA(scaRNA)来阻遏编码细菌脂蛋白的内源性转录物，而细菌脂蛋白对于新凶手弗朗西丝

菌减弱宿主响应并提升毒力至关重要。将Cas9  mRNA和sgRNA共同注射到生殖系细胞(合子)

内生成了具有突变的小鼠。也设想了Cas9  DNA序列的递送。

[0226] gRNA

[0227] 作为RNA引导的蛋白质，Cas9需要短RNA来引导对DNA靶标的识别。尽管Cas9优先探

究含有PAM序列NGG的DNA序列，但它可结合在这里而无需原间隔序列靶标。然而，Cas9-gRNA

复合物需要与gRNA密切匹配以创建双链断裂。细菌中的CRISPR序列被表达在多个RNA中，然

后经处理以创建RNA的引导链。因为真核细胞系统缺少处理CRISPR  RNA所需的一些蛋白质，

创建了合成性构造体gRNA以将Cas9靶向的RNA的基本碎片组合成以RNA聚合酶2I型启动子

U6表达的单个RNA。合成gRNA的最小长度略微超过100bp，并且含有一个以在PAM序列NGG前

与之紧邻的20个原间隔序列核苷酸为靶标的部分；gRNA不含PAM序列。

[0228] 在一种方法中，改变受试者的一个或多个细胞以使用CRISPR-Cas系统将Xist删除

或灭活。Cas9可用来靶向Xist基因。一旦识别靶标，Cas9就将双链断裂引入Xist靶标基因

中。在双链断裂位点处的同源导向修复(HDR)可允许插入灭活或删除形式的Xist序列。

[0229] 以下美国专利和专利公布通过引用并入本文：8 ,697 ,359、20140170753、

20140179006、20140179770、20140186843、20140186958、20140189896、20140227787、

20140242664、20140248702、20140256046、20140273230、20140273233、20140273234、

20140295556、20140295557、20140310830、20140356956、20140356959、20140357530、

20150020223、20150031132、20150031133、20150031134、20150044191、20150044192、

20150045546、20150050699、20150056705、20150071898、20150071899、20150071903、

20150079681、20150159172、20150165054、20150166980、和20150184139。

[0230] 治疗方法

[0231] 调节存在于印记控制区内的H3K27me3印记的药剂可用于使用SCNT生成克隆的完

全足月有机体。加入H3K27me3印记的药剂可与注射Kdm4d多核苷酸的Xist  KO细胞合用。

[0232] 在一种方法中，将抑制H3K27me3去甲基酶的药剂与SCNT合用。所给药的药剂的剂
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量取决于大量因素，包括个体患者的体积和健康情况。对于任何特定受试者，应根据个体需

要和给药该组合物或监督该组合物给药的人的专业判断随时间推移而调节具体用药方案。

[0233] 提出以下实施例，以向该领域技术人員提供对任何制作和使用本发明的试验、筛

查和治疗方法的完全公开和说明，而不试图限制发明人所认为的他们的发明的范畴。

[0234] 体细胞核转移

[0235] 体细胞核转移(SCNT)是可用于例如家畜(例如，牛、马、绵羊、山羊、猪)的生殖性克

隆或用于治疗性克隆的技术，在该技术中，生产所希望的组织用于细胞替代疗法。不幸的

是，所克隆的动物苦于因不适宜的印记而生成的某些缺陷，诸如组蛋白H3蛋白亚基上赖氨

酸27的三甲基化中的缺陷。可以通过提供编码在SCNT过程中执行该三甲基化事件的酶的

mRNA来弥补这一缺陷。在一个实施方案中，在SCNT过程之前或期间，将编码能够执行该三甲

基化事件的酶(例如，EZH1、EZH2、PRC2)的mRNA注射到接纳者细胞或核供体细胞内。

[0236] 体细胞核转移包括获得核供体细胞，然后将这一核供体细胞融合到去核的接纳者

(最优选去核卵母细胞)细胞内以形成核转移胚胎，激活这一胚胎，以及最终培养该配体或

将这一胚胎转移到母系宿主体内。在核转移期间，将来自一个细胞的核DNA的完整补体引入

去核细胞中。细胞核转移方法是本领域技术人員周知的。参见，1991年2月19日授权给

Prather等人的题为“Multiplying  Bovine  Embryos”的美国专利4,994,384；1991年10月15

日授权给Massey的题为“Bovine  Nuclear  Transplantation”的美国专利5,057,420；1999

年11月30日授权给Stice等人的题为“Production  of  Chimeric  Bovine  or  Porcine 

Animals  Using  Cultured  Inner  Cell  Mass  Cells”的美国专利5,994,619；2000年1月19

日分别授权给Campbell等人和Wilmut等人的题为“Quiescent  Cell  Populations  For 

Nuclear  Transfer”的英国专利GB  2 ,318 ,578和GB2 ,331 ,751；2000年1月4日授权给

Strelchenko等人的题为“Method  of  Cloning  Bovines  Using  Reprogrammed  Non-

Embryonic  Bovine  Cells”的美国专利6,011,197；以及题为“Method  of  Cloning  Porcine 

Animals”的美国专利申请09/753,323(代理人案号：030653.0026.CIP1，2000年12月28日提

交)，其各自通过引用以其包括所有附图、表格和图示的整体并入本文。可使用不为透明到

所环绕的卵母细胞实现核转移。

[0237] 在核转移过程中，将核供体细胞或其细胞核引入接纳者细胞中。接纳者细胞优选

卵母细胞并且优选是去核的。然而，本发明部分地涉及核转移，其中卵母细胞的细胞核并未

从卵母细胞物理性地抽取。可建立核转移胚胎，其中来自供体细胞的核DNA在细胞分裂过程

中复制。参见，例如，Wagoner  et  al .,1996 ,Functional  enucleation  of  bovine 

oocytes:effects  of  centrifugation  and  ultraviolet  light,Theriogenology  46:

279-284。此外，也可通过将一个核供体与超过一个去核卵母细胞组合来实现核转移。而且，

可通过将一个核供体、一个或多个去核卵母细胞、以及一个或多个去核卵母细胞的细胞质

组合来实现核转移。所得的核供体细胞与接纳者细胞的组合可称为“杂交细胞”。

[0238] 如本文所用，术语“核供体”是指具有可被转运到卵母细胞内的核DNA的任何细胞

或其细胞核。核供体可以是已经从细胞中分离的细胞核。该领域技术人員可使用多种技术

从细胞中分离细胞核，然后使用该细胞核作为核供体。见，例如，各自通过引用而以其整体

并入本文的美国专利4,664,097、6,011 ,197和6,107 ,543。任何类型的细胞均可用作核供

体。核供体细胞的示例包括但不限于，培养和非培养的从由两个配子在体外或体内结合而
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生成的胚胎中分离的细胞；由培养的胚胎细胞(例如，前囊胚细胞和内细胞团细胞)生成的

胚胎干细胞(ES细胞)；培养和非培养的由从胚胎中分离的内细胞团细胞生成的细胞；培养

和非培养的前囊胚细胞；培养和非培养的胎儿细胞；培养和非培养的成年细胞；培养和非培

养的原始生殖细胞；培养和非培养的生殖细胞(例如，胚胎生殖细胞)；培养和非培养的从动

物分离的体细胞；培养和非培养的卵丘细胞；培养和费培养的羊膜细胞；培养和非培养的胎

儿成纤维细胞；培养和非培养的生殖嵴细胞；培养和非培养的已分化细胞；同步群体中的培

养和非培养细胞；异步群体中的培养和非培养细胞；培养和非培养的血清饥饿细胞；培养和

非培养的永久细胞；以及培养和非培养的全能细胞。参见，例如，Piedrahita  et  al.,1998,

Biol.Reprod .58:1321-1329；Shim  et  al.,1997,Biol.Reprod .57:1089-1095；Tsung  et 

al .,1995 ,Shih  Yen  Sheng  Wu  Hsueh  Pao  28:173-189；和Wheeler ,1994 ,

Reprod.Fertil.Dev.6:563-568，其各自通过引用以其包括所有附图、图示和表的整体并入

本文。此外，核供体可以是先前冷冻或低温保存的细胞。

[0239] 通过核转移过程制备的杂交细胞可用于例如生殖性克隆或再生性克隆中。

[0240] SCNT实验显示，来自成年已分化体细胞的细胞核可重新编程为全能状态。据此，使

用本文所公开方法生成的SCNT胚胎可在体外于何时的培养基中培养，以生成全能干细胞或

胚胎干细胞或干细胞样细胞和细胞集落。适用于胚胎的培养和突变的培养自是该领域中周

知的。可用于牛胚胎培养和维持的已知培养基的示例包括Ham 's  F-10+10％胎牛血清

(FCS)、组织培养基-199(TCM-199)+10％胎牛血清、Tyrodes白蛋白-乳酸盐-丙酮酸盐

(TALP)、Dulbecco磷酸盐缓冲盐水(PBS)、Eagle培养基和Whitten培养基。最常用于卵母细

胞的收集和突变的培养基之一是TCM-199以及1％至20％血清补充，该血清补充包括胎牛血

清、新生儿血清、发情牛血清、高养血清或阉牛血清。优选的维持培养基包括TCM-199和Earl

盐、10％胎牛血清、0.2M丙酮酸盐和50ug/ml硫酸庆大霉素。上述任一者也可牵涉与各种细

胞类型共培养，诸如粒膜细胞、输卵管细胞、BRL细胞和子宫细胞以及STO细胞。

[0241] 具体地，子宫内膜上皮细胞在着床前和着床期过程中分泌白血病抑制因子(LIF)。

因此，在一些实施方案中，涵盖将LIF加入培养基中以提升源自SCNT的胚胎的体外发育。LIF

用于胚胎和干样细胞培养的用途已经在美国专利5,712,156中有所描述，其通过引用并入

本文。

[0242] 另一种维持培养基在Rosenkrans等人的美国专利5,096,822中有所描述，其通过

引用并入本文。这一被称为CR1的胚胎培养基含有支持胚胎所必需的营养物质。CR1含有L-

乳酸半钙，其含量在1.0mM至10mM，优选1.0mM至5.0mM的范围内。L-乳酸半钙是其上并入有

半钙盐的L-乳酸盐。而且，用于维持培养基中的人类胚胎干细胞的合适培养基在Thomson 

et  al .,Science ,282:1145-1147(1998)和Proc .Natl .Acad .Sci .,USA ,92:7844-7848

(1995)中有所讨论。

[0243] 在一些实施方案中，饲养细胞量包含小鼠胚胎成纤维细胞。用于制备合适的成纤

维细胞饲养层的手段在下述实施例中描述，并且处于普通专业人类士的技能范围内。

[0244] 从囊胚阶段的SCNT胚胎(或其等效物)衍生ES细胞(例如，NT-ESC或hNT-ES)的方法

是该领域中周知的。此类技术可用来从SCNT胚胎衍生ES细胞(例如，hNT-ESC)，其中，与未使

用KDM4甲基化酶家族成员和/或组蛋白甲基转移酶SUV39h1/SUV39h2抑制剂处理的SCNT相

比，用来生成hNT-ESC的SCNT胚胎在其由体细胞供体捐赠的核遗传物质中的H3K9me3水平有

说　明　书 46/67 页

48

CN 112272516 A

48



所下降。此外或另选地，hNT-ESC可衍生自处于发育的更早阶段的克隆SCNT胚胎。

[0245] 在某些实施方案中，使用本文所公开的方法、组合物和试剂盒从SCNT胚胎生成的

卵裂球可使用玻璃移液管解离以获得全能细胞。在一些实施方案中，解离可在存在0.25％

胰蛋白酶的情况下发生(Collas  and  Robl ,43BIOL .REPROD .877-84 ,1992；Stice  and 

Robl,39BIOL.REPROD.657-664,1988；Kanka  et  al.,43MOL.REPROD.DEV.135-44,1996)。

[0246] 在某些实施方案中，从SCNT胚胎获得的囊胚或囊培养簇可用来获得胚胎干细胞

系，例如，核转移ESC(ntESC)细胞系。此类细胞系可例如根据通过引用而以其整体并入本文

的Thomson  et  a l .,Science ,282:1145-1147 (1 998)和Thomson  et  a l .,

Proc.Natl.Acad.Sci.,USA,92:7544-7848(1995)中所报导的培养方法获得。

[0247] 也可由从SCNT胚胎中移除的单个卵裂球生成多能胚胎干细胞，而不干扰胚胎的正

常发育到出生。参见，以下美国专利申请：2004年11月4日提交的60/624,827、2005年3月14

日提交的60/662 ,489、2005年6月3日提交的60/687 ,158、2005年10月3日提交的60/723 ,

066、2005年10月14日提交的60/726,775、2005年11月4日提交的11/267,555；2005年11约4

日提交的PCT申请PCT/US05/39776，其通过引用而以其整体并入本文；也参见，Chung  et 

al.,Nature,Oct.16,2005(早于出版的电子公布)和Chung  et  al.,Nature  V.439,pp.216-

219(2006)，其各自的完整公开通过引用而以其整体并入本文。在这种情况下，不摧毁SCNT

胚胎就生成了多能干细胞。

[0248] 在本发明的一个方面，该方法包括在研究和治疗中使用衍生自SCNT胚胎的细胞。

此类多能干细胞(PSC)或全能干细胞(TSC)可分化为身体中的任何细胞，包括而不限于，皮

肤细胞、软骨细胞、骨骼细胞、骨骼肌细胞、心肌细胞、肾细胞、肝细胞、血液细胞和成血细

胞、脉管前体细胞和脉管上皮细胞、胰腺β细胞、神经元细胞、神经胶质细胞、视网膜细胞、内

耳滤泡细胞、肠细胞或肺细胞。

[0249] 在本发明的另一实施方案中，可将SCNT胚胎、或囊胚、或从SCNT胚胎获得的多能或

全能干细胞(例如，NT-ESC)暴露于一种或多种分化诱导剂中，以获得其它可用于治疗的细

胞，诸如视网膜色素上皮细胞、造血前体细胞和成血液血管祖细胞、以及外胚层、中胚层和

内胚层的很多其它可用细胞类型。此类诱导剂包括但不限于：细胞因子诸如白介素αA、干扰

素αA/D、干扰素β、干扰素γ、干扰素γ诱导的蛋白质-10、白介素-1至白介素-17、角化细胞

生长因子、瘦素、白血病抑制因子、巨噬细胞集落刺激因子、和巨噬细胞炎性蛋白-1α、1β、2、

3α、3β、和单核细胞趋化蛋白1至3、6kine、激活素A、双调蛋白、血管生成素、B-内皮细胞生长

因子、β-细胞素、脑源性神经营养因子、C10、心脏营养素-1、睫状神经营养因子、细胞因子诱

导的中性粒细胞趋化因子-1、嗜酸细胞激活趋化因子、上皮生长因子、上皮中性粒细胞激活

肽-78、促红细胞生成素、雌激素受体α、雌激素受体β、成纤维细胞生长因子(酸性和碱性)、

肝素、FLT-3/FLK-2配体、胶质细胞源性神经营养因子、Gly-His-Lys、粒细胞集落刺激因子、

粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、GRO-α/MGSA、GRO-β、GRO-γ、HCC-1、肝素结合上皮生长因

子、肝细胞生长因子、调节蛋白-α、胰岛素、胰岛素生长因子结合蛋白-1、胰岛素样生长因子

结合蛋白-1、胰岛素样生长因子、胰岛素样生长因子II、神经生长因子、神经营养素-3和4、

制瘤素M、胎盘生长因子、多效生长因子、趋化因子(rantes)、干细胞因子、基质细胞源性因

子1B、血小板生成素、转化生长因子-(α、β1、2、3、4、5)、肿瘤坏死因子(α和β)、血管内皮生长

因子、和骨形态形成性蛋白质；改变以下激素和激素拮抗剂表达的酶：诸如17B-雌二醇、促
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肾上腺皮质激素、肾上腺髓质素、α-促黑素细胞激素、绒膜促性腺激素、皮质类固醇结合球

蛋白、皮质酮、地塞米松、雌三醇、促卵泡激素、胃泌素1、胰高血糖素、促性腺激素、L-3,3',

5'-三碘甲状腺氨酸、黄体生成素、L-甲状腺素、褪黑素、MZ-4、催产素、甲状旁腺素、PEC-60、

垂体生长激素、孕酮、促乳素、分泌素、性激素结合球蛋白、促甲状腺激素、促甲状腺素释放

因子、甲状腺素结合球蛋白、和血管加压素；细胞外基质成分，诸如纤连蛋白、纤连蛋白的蛋

白酶水解片段、层粘连蛋白、腱生蛋白、血小板反应蛋白；以及蛋白聚糖，诸如聚集蛋白聚

糖、硫酸乙酰肝素蛋白聚糖、硫酸软骨素蛋白聚糖、和多配体蛋白聚糖。其它诱导剂包括源

自来自限定组装的细胞的细胞或组分，用来向衍生自本发明的衍生自重新编程细胞的分化

中细胞提供诱导信号。此类诱导细胞可源自人类、非人类哺乳动物或鸟类，诸如无特异性热

原(SPF)的胚胎或成年细胞。

[0250] 卵裂球培养在一个实施方案中，SCNT胚胎可用来生成卵裂球，并利用涉及目前使

用的植入前遗传诊断(PGD)的体外技术从通过本文所述方法生成的SCNT胚胎分离单个卵裂

球，而不摧毁SCNT胚胎或者以其它方式显著改变其生存能力。如本文所证明的，可由从如本

文所公开SCNT胚胎中移除的单个卵裂球生成多能胚胎干细胞(hES)和细胞系，而不干扰胚

胎的正常发育到出生。

[0251] Wilmut等人在克隆山羊“多莉”中的发现(Wilmut,et  al,Nature  385,810(1997)，

连同Thomson等人在衍生hESC过程中的发现(Thomson  et  al.,Science  282,1145(1998))，

已经产生了对于再生细胞移植的极大热情，该再生细胞移植基于源自SCNT胚胎或的患者特

异性hESC或由患者自身细胞核生成的SCNT工程化细胞团的建立。这一以通过自体移植避免

免疫排斥为目标的策略，可能是SCNT的最强有力的临床理论基础。出于同样的原因，复杂疾

病特异性SCNT-hESC的衍生可能加速对疾病机制的发现。对于细胞移植，用衍生自个体小鼠

自身SCNT的mESC对小鼠SCID和PD模型进行创新治疗是令人类鼓舞的(Rideout  et  al,Cell 

109,17(2002)；Barberi,Nat.Biotechnol.21,1200(2003))。最后，创建具有广泛组织相容

性的衍生自SCNT的干细胞银行的能力将减少对于持续供应新卵母细胞的需求。

[0252] 在本发明的某些实施方案中，从SCNT胚胎获得的多能或全能细胞(例如，hNT-ESC)

可任选地经分化，并且可将其引入组织内，它们正常地驻留在在该组织内，以便表现出治疗

可用性。例如，可将从SCNT胚胎获得的多能或全能细胞引入组织内。在某些其它实施方案

中，可将来自SCNT胚胎的多能或全能细胞系统地引入或引入到与希望进行治疗之处有一定

距离的部位。在此类实施方案中，从SCNT胚胎获得的多能或全能细胞可远程发挥作用或者

可磨砺到所希望的部位。

[0253] 在本发明的某些实施方案中，从SCNT胚胎获得的克隆细胞、多能细胞或全能细胞

可用于诱导其它多能干细胞的分化。从单个细胞生成能够在维持胚胎的基因表达模式的同

时在体外繁殖的细胞的群体，对于诱导其它多能干细胞的分化是有用的。细胞-细胞诱导是

在早期胚胎中引导分化的常见手段。很多具有潜在医用性的细胞类型受到正常胚胎发育过

程中诱导信号的影响，包括脊椎神经元、心肌细胞、胰β细胞和确定性造血细胞。从单个细胞

生成的能够在维持胚胎的基因表达模式的同时在体外繁殖的细胞的群体，可在各种体外、

卵内或体内条件下培养，以诱导其它多能干细胞分化而变成所希望的细胞或组织类型。

[0254] 从SCNT胚胎获得的多能或全能细胞(例如，ntESC)可用来获得任何所希望的已分

化细胞类型。此类已分化细胞的治疗性应用是无与伦比的。如本文中讨论的，可根据本文所
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公开的方法，使用KDM4组蛋白二甲基化酶激活因子和/或H3K9甲基转移酶抑制剂处理供体

细胞、接纳者卵母细胞、杂交卵母细胞或SCNT胚胎。

[0255] 另选地，供体细胞可以是来自具有病变的受试者的成年体细胞，并且所生成的

SCNT胚胎可用来生产疾病的动物模型或疾病特异性多能或全能细胞，该多能或全能细胞可

在分化条件下培养以产生疾病的细胞模型。本发明的最大优点是，通过提高SCNT的效率，提

供了基本上无限制的等基因或同基因ES细胞的供应，尤其是非诱导多能干细胞(例如，不是

iPSC)的多能干细胞的供应。与iPSC相比，此类NT-ESC具有一定优势，并且适用于移植，因为

它们并非部分多能的，并且不具有病毒转基因或重新编程因子的强制表达以指导它们的重

新编程。

[0256] 在一些实施方案中，从SCNT生成的NT-ESC是从SCNT胚胎获得的患者特异性多能细

胞，其中供体细胞从待使用多能干细胞或其已分化的子代治疗的受试者获得。因此，它将避

免与目前的移植方法有关的重要问题，即，可能因为宿主抗移植物或移植物抗宿主排异而

发生的对移植组织的排异。传统上，通过给药抗排异药物诸如环孢菌素来预防或减轻排异。

然而，此类药物具有明显的副作用，例如，免疫抑制、致癌性，并且非常昂贵。本发明应消除

或至少大大减少对抗排异药物诸如环孢菌素、imulan、FK-506、糖皮质激素和雷帕霉素以及

它们的衍生物的需求。

[0257] 除非明确指定，否则本发明的实践采用传统的分子生物学(包括重组技术)、微生

物学、细胞生物学、生物化学和免疫学技术，这些技术处于该领域技术人員的知识范围内。

此类技术在文献中完整地诠释，如，《分子克隆：实验室手册(第二版)》(Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual ,second  edition(Sambrook ,1989)；《寡核苷酸合成》

(Oligonucleotide  Synthesis ,(Gait,1984)；《动物细胞培养》(Animal  Cell  Culture ,

(Freshney,1987)；《酶学方法》(Methods  in  Enzymology)《实验免疫学手册》(Handbook  of 

Experimental  Immunology ,(Weir ,1996)；《用于哺乳动物细胞的基因转移载体》(Gene 

Transfer  Vectors  for  Mammalian  Cells,(Miller  and  Calos,1987)；《分子生物学现代

方法》(Current  Protocols  in  Molecular  Biology,(Ausubel,1987)；《PCR：聚合酶链反

应》(PCR:The  Polymerase  Chain  Reaction,(Mullis,1994))；《免疫学现代方法》(Current 

Protocols  in  Immunology,(Coligan,1991))。这些技术可用来生产本发明的多核苷酸和

多肽，且因此可在作成并实践本发明中考虑这些技术。尤其可用于特定实施方式的技术将

在下文中讨论。

[0258] 提出下述实施例以向该领域技术人員提供对于如何制作并使用本发明的测定、筛

选和治疗方法的完全公开和说明，但并不试图限制发明人所认定的发明范畴。

[0259] 实施例

[0260] 实施例1：Kdm4d注射不减轻SCNT相关的异常Xist激活

[0261] 失活的X染色体通过其使用抗H3K27me3抗体进行的点状染色来标记。一直以来，在

体外受精的(IVF)中，此类点状染色仅在雌性(XX)细胞中可检测，而在雄性(XY)细胞中检测

不到。相比之下，当使用雄性支持细胞作为供体细胞时，在SCNT配体中观察到了此类点状染

色(图1A)，暗示了SCNT胚胎中的异常Xist激活。重要的是，与不注射的对照SCNT配体相比，

Kdm4d注射不改变点状染色图案或其频率(图1A、图1B)。这些结果证明，供体细胞中的

H3K9me3以及SCNT配体中Xist的异位激活是SCNT重新编程中的两个独立的屏障。
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[0262] 实施例2：Xist突变供体细胞和Kdm4d  mRNA注射的合用极大改善了克隆效率

[0263] 两个重新编程屏障彼此独立的事实引起了以下问题：使用Xist  KO供体细胞并且

注射Kdm4d的联合方法是否将具有协同效应或加性效应以实现克隆效率的增加。尝试了使

用卵丘细胞作为供体的SCNT。在具有B6D2F1背景的野生型对照中，转移到代孕母亲的胚胎

中仅1.2％发育到足月(图1C；表2)。

[0264] 表2.SCNT胚胎的着床后发育，关于图1

[0265]

[0266] 所注射的Kdm4d  mRNA为1500ng/μl。N/A，不可用。ET：胚胎转移。

[0267] Kdm4d  mRNA注射将幼崽生成率增加至8.4％，与先前的观察结果一致(Matoba  et 

al.,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.108,20621–20626,2014)。当使用源自Xist杂合小鼠的卵

丘细胞作为供体细胞并且与Kdm4d  mRNA注射合用时，幼崽生成率增加到18.7％(图1C；表

S1)。同样，源自支持细胞的SCNT胚胎的幼崽生成率通过Kdm4d  mRNA注射从1.8％改善到

9.1％，并且通过将Xist  KO与Kdm4d  mRNA注射合用进一步增加到23.5％(图1C；表2)，这是

有报导以来最高的小鼠克隆率(Ogura  et  al .,Phil .Trans .R .Soc .B  368 ,20110329 ,

2013)。重要的是，在杂交(129S1/Svj  x  CAST/EiJ)遗传背景下，使用不同Xist突变系的MEF

细胞也观察到了这一加性效应(图1C；表2)。使用给联合方法生成的幼崽生长到成年期并表

现出正常的生育能力(图1D)。

[0268] 上述结果指示，本发明通过使用联合方法提供了最高的小鼠克隆效率。然而，即便

是最高的克隆效率23.5％仍低于IVF幼崽生成率的一半，使用IVF，超过50％的被转移胚胎

发育成幼崽。实际上，在联合支持细胞SCNT组中，65％(57个中的37个)的植入胚胎在着床后

发育过程中停止发育(表2)。在不同胚胎阶段进行的仔细形态学检查显示，胚胎发育停止在

着床之后就开始了并且在发育进行过程中逐渐增加(图2A)。此外，形态学分析和组织学分

析显示了大胎盘表型(图1E)，这与PAS阳性的海绵状成纤维细胞侵入迷路层有关，不能通过

Kdm4d  mRNA注射或联合方法减少(图1E和图1F；表2)。因此，尽管Xist  KO和Kdm4d  mRNA注射

在改善SCNT胚胎发育方面有联合的积极效应，但其它重新编程屏障可能对这些SCNT胚胎的

发育失败有所贡献。

[0269] 实施例3：在组合重新编程的SCNT囊胚中实现了广泛的DNA甲基化重新编程

[0270] 由于组合重新编程的SCNT胚胎在植入之后就开始表现出发育缺陷(图2A、图2B、图
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2C)，有人假设，重新编程相关的表观遗传缺陷可能已经存在于SCNT囊胚中，但它们在形态

上表现正常。为了鉴定此类表观遗传缺陷，生成了两个源自Xist  KO  MEF细胞(129S1/Svj  x 

CAST/EiJ注射)与Kdm4d  mRNA注射联合的SCNT囊胚的全基因组亚硫酸氢盐测序(WGBS)数

据，并与基因上相匹配的IVF囊胚的数据比较(图3A)。

[0271] 分别为来自IVF囊胚和SCNT囊胚的2060万和2090万个CpG位点的DNA甲基化信息

(表3)。

[0272] 表3.WGBS文库的总结，关于图2

[0273]

[0274] 为 了 进 行 比 较 ，也 从 公 共 数 据 库 获 得 了 M E F ( Y u  e t  a l . ,

Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.111,5890–5895,2014)、精子和卵母细胞(Wang  et  al.,Cell 

157,979–991,2014)的WGBS数据集。首先，计算全部所覆盖CpG的平均DNA甲基化水平。发现

精子和卵母细胞中的平均甲基化水平分别为82.2％和58.8％。用作IVF合子的起始甲基化

水平的精子和卵母细胞的平均甲基化水平为70.5％(图3B)。然而，高度甲基化的配子通过

囊胚阶段被全局地重新编程到低甲基化水平(19.1％)，可能是由于在植入前发育期间发生

的主动和被动去甲基化过程。

[0275] 之后，计算常用的所覆盖CpG的MEF细胞和SCNT囊胚的DNA甲基化水平，发现供体

MEF被高度甲基化(78.0％)，但SCNT囊胚被以类似于IVF囊胚甲基化水平(19.1％)的甲基化

水平(15.6％)被低甲基化，指示DNA甲基化状态的成功的全局编程(图3B)。实际上，DNA甲基

化的成对比较显示，与配子或MEF细胞相比，IVF囊胚和SCNT囊胚两者均具备极低的DNA甲基

化(图3C)。不仅全局甲基化水平是相似的，而且已甲基化CpG的分布也是相似的(图5A)。与

相似的全局DNA甲基化模式一致，RNA-seq显示了IVF囊胚和SCNT囊胚之间的高度相似的转

录组(R＝0.988)(图3D、图4A、图4B和图5B)。实际上，在所检测的8,921个基因(在至少一个

样品中，FPKM>3)中，仅92个基因在SCNT囊胚中差异表达(FC>3)(图5D，表4)。

[0276] 表4：SCNT囊胚中的经差异性调节的基因
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[0277]
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[0278]
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[0279]

[0280] 这些结果指示，DNA甲基化和转录组通过SCNT在囊胚阶段很大程度地重新编程。

[0281] 实施例4：鉴定和表征SCNT囊胚中的差异甲基化区(DMR)

[0282] 尽管DNA甲基化组被成功地全局重新编程，但SCNT囊胚的平均甲基化水平

(15.6％)仍略微但明显地低于(p值<2.2e-16)IVF囊胚(19.1％)(图5B)。执行全基因组扫描

分析(10CpG作为最小窗口尺寸)以鉴定SCNT囊胚和IVF囊胚的差异甲基化区(DMR)，发现了

56,240个绝对甲基化差异大于10％的DMR(图5A)。这些DMR中的大多数(48,315；85.9％)显

示在SCNT中的DNA甲基化低于在IVF的甲基化，并且称其为hypoDMR。鉴定了7,925个在SCNT

中的DNA甲基化高于在IVF中的甲基化的区，并且称其为hyperDMR。有趣的是，hyperDMR的平

均长度(741bp)比hypoDMR的平均长度(5,743bp)短得多(图5B)。实际上，代表性的hyperDMR

作为尖峰存在于启动子/增强子区中，而代表性的hypoDMR覆盖整个基因编码区(图6A、图

6B)。一致地，hyperDMR和hypoDMR表现出截然不同的基因组分布，hyperDMR富集在基因间区

中，而hypoDMR富集在基因本体中(图5C)。

[0283] 为了理解这些DMR是如何形成的以及它们是否可能对SCNT胚胎的着床后发育失败

有所贡献，以hypoDMR为研究对象进行分析。在精子中，hypoDMR处的甲基化水平明显高于侧
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翼区(～90％对～80％)(图5D)。在卵母细胞中，hypoDMR和侧翼区之间的甲基化差异甚至更

大(～75％对～60％)(图3D)。相比之下，在MEF中，hypoDMR和侧翼区之间的甲基化差异小得

多(图5D)。因此，SCNT囊胚的hypoDMR与其配子中相对较高的DNA甲基化水平密切相关，如果

SCNT胚胎和IVF胚胎都经历相同数量的复制依赖性稀释，则它应在IVF囊胚保持较高的水

平。与这一观点一致，对基因组浏览器视图中的代表性hypoDMR的可视化检查显示，卵母细

胞中的甲基化峰清楚地与IVF囊胚中的甲基化峰重叠(图6B)。等位基因DNA甲基化分析也支

持这一观点，因为IVF囊胚中的甲基化模式明显偏向母系等位基因(图5E)。实际上，对已公

布的植入前胚胎的WGBS数据集的分析(Wang  et  al.,Cell  157,979–991,2014)显示，母系

等位基因在4细胞阶段之前一直维持其在hypoDMR处的高DNA甲基化，而父系等位基因快速

失去了其在这些区处的甲基化(图5F)。

[0284] 之后，分析了hyperDMR。在卵母细胞中，hyperDMR处和侧翼区的甲基化水平是相似

的(～50％)，而在精子中，hyperDMR处的甲基化水平显著低于侧翼区(～55％对～80％)(图

5G)。尽管它们在甲基化水平上有所差异，但在IVF囊胚中，hyperDMR和侧翼区两者均去甲基

化至一个非常低的水平(～20％)(图5G)。相比之下，在MEF中，hyperDMR被重度甲基化(～

80％)，其甲基化水平甚至高于侧翼区(图5G)。hyperDMR在MEF中被重度甲基化而在配子中

并非如此的事实表明，在这些区的低甲基化可能是生殖细胞系独有的特征。实际上，对不同

细胞类型的公共DNA甲基化组数据集的分析显示，hyperDMR实际上在全部所分析的体细胞

类型中均被重度甲基化，但在精母细胞、精细胞和卵母细胞中仅较低程度地甲基化(图5H)。

一致地，对与hyperDMR有关的基因的GO分析表明了生殖细胞系相关功能诸如精子发生和配

子发生的显著丰富(图6C)。在原始生殖细胞(PGC)发育期间，HyperDMR似乎随着羟甲基胞嘧

啶在(5hmC)被显著富集在PGC中的hyperDMR内而通过Tet1被甲基化(Yamaguchi  et  al.,

Nature  504,460–464,2013)(图6D)。这暗示hyperDMR主要与生殖系细胞发育有关而与胚胎

发育无关。

[0285] 实施例5：SCNT囊胚中H3K27me3依赖性印记的丢失

[0286] 缺陷性的胎盘发育是SCNT胚胎的重要特征。先前的研究已经确定，基因组印记在

胎盘发育中扮演关键角色。因此，除了已鉴定的可能潜在地对SCNT胚胎的着床后缺陷有所

贡献的DRM之外，重要的是评估联合方法对基因组印记的影响。有鉴于此，分析了23个已知

印记控制区(ICR)的DNA甲基化水平，因为印记基因的等位基因表达极大受控于等位基因

ICR甲基化。比较性DNA甲基化分析显示，尽管大多数ICR处的DNA甲基化水平略有下降，但23

个ICR中的21个维持在IVF囊胚水平的至少一半(图8A)，指示DNA甲基化介导的基因组印记

得到很大程度的维持。实际上，全部20个具有足够等位基因特异性甲基化信息(在IVF囊胚

和SCNT囊胚两者中的两种等位基因中都检测到了>5个CpG)的ICR，示出了在IVF囊胚和SCNT

囊胚之间一致的等位基因特异性DNA甲基化(图8B)。

[0287] 为了进一步评估DNA甲基化加到基因组印记在SCNT缺陷中的潜在角色，分析了以

126个已知印记基因为研究对象的RNAseq数据集。在45个可在IVF囊胚中可靠检测(FPKM>1)

的印记基因中，仅6个在SCNT囊胚中比在IVF囊胚中显著上调(FC>1.5)(图8C)。等位基因表

达分析(在每个样品中，FPKM>1，平均SNP读数>10)显示，在36个具有足够数量的SNP读数的

印记基因中，6个在IVF囊胚中显示偏向母系等位基因的表达(母系/父系>2.0)而13个在IVF

囊胚中显示偏向父系等位基因的表达(父系/母系>2.0)(图8D和图8E，较浅色的柱)。全部6
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个母系表达基因(MEG)在SCNT囊胚中均维持其偏向母系的表达(图8D)。在13个父系表达基

因(PEG)中，7个在SCNT囊胚中失去等位基因偏向并且变成双等位基因表达(图8E中箭头所

指)。有趣的是，7个在SCNT囊胚中失去印记表达的PEG包括Slc38a4、Sfmbt2、Phf17和Gab1

(图图8E中深色的柱)，已知其印记表达不依赖于DNA甲基化但依赖于母系沉积的H3K27me3

(Inoue  et  al.,Nature  547,419–424,2017)。

[0288] 该分析以最近鉴定但不包括在上述分析中的H3K27me3依赖性印记基因为研究对

象。在76个在桑椹胚中表现出H3K27me3依赖性印记表达的基因(Inoue  et  al .,Nature 

547,419–424,2017)中，26个在IVF囊胚中以能可靠检测的水平表达(FPKM>1)。有趣的是，它

们中的多数(15/26)在SCNT囊胚中得以显著上调(FC>1.5)(图7A)。等位基因表达分析显示，

在23个具有足够SNP读数(在美国样品中，FPKM>1，平均SNP读数>10)的基因中，在所分析的

基因背景(129S1/Svj  x  CAST/EiJ)下，有17个在IVF囊胚中示出了偏向父系的表达(父系/

母系>2.0)。很明显，全部17个PEG均失去了偏向父系等位基因的表达并且示出了双等位基

因表达(图7B)。这些结果清楚地证明，H3K27me3依赖性印记基因在SCNT囊胚中完全失去了

它们的印记。

[0289] 为什么这些H3K27me3依赖性印记基因在SCNT囊胚中失去了印记？由于这些基因的

印记状态是由卵子发生过程中沉积的母系等位基因特异性H3K27me3结构域调控的，供体

MEF中的H3K27me3模式可能不同于卵母细胞中的模式。对可获得的长成的卵母细胞和MEF细

胞的H3K27me3  ChIP-seq数据集的分析显示，卵母细胞中这些印记基因处的H3K27me3结构

域在MEF细胞中完全不存在(图7C和图8F)。将分析拓展至包括其它体细胞类型。这一分析发

现，这些印记基因中的H3K27me3结构域通常不存在于所分析的体细胞类型中，因此是卵母

细胞基因组所独有的(图8D)。这些结果指示，H3K27me3甲基化在供体体细胞中这些印记基

因的母系等位基因处的缺失可能是SCNT之后印记丢失(LOI)的肇因。

[0290] 尽管通过SCNT＝成功克隆了超过20个哺乳动物物种，但克隆效率普遍低下，并且

在几乎全部所克隆的哺乳动物物种中均观察到了包括胎盘过度生长在内的发育异常。有人

推测表观遗传异常是造成所克隆动物发育失败的原因。在这一研究中，将两种方法联合以

克隆先前鉴定的两种妨碍小鼠SCNT胚胎发育的重新编程屏障，Xist  KO供体体细胞和Kdm4d 

mRNA注射的合用实际上将克隆效率(足月率)增加了20倍，以达到有使用体细胞供体进行小

鼠生殖性克隆的报导以来最高的幼崽生成率(例如，23％，使用支持细胞)。这一效率是引人

类注目的，因为它接近于包括类似的细胞核注射的细胞质内精子注射或圆形精细胞注射

(ICSI/ROSI)的效率(Ogonuki  et  al.,PLoS  One  5,2010；Ogura  et  al.,International 

Review  of  Cytology ,pp.189–2292005)。这一成就清楚地证明，供体细胞中的H3K9me3和

Xist的异常激活表示阻碍成功克隆的两个主要屏障，因此构成了理解SCNT介导的重新编程

的分子机制的基础。

[0291] 尽管存在引人类注目的改善，但很多使用该联合方法生成的SCNT胚胎未能在植入

之后发育。此外，无论供体细胞类型任何，仍观察到了胎盘过度生长，指示存在自爱高效率

动物克隆的其它屏障。为了鉴定这些其它重新编程屏障，鉴定了发育失败开始的时间点，并

且从恰好处于发育表型出现之前的SCNT囊胚生成了第一个WGBS收据及。比较性DNA甲基化

组分析显示，通过SCNT成功进行了全局DNA甲基化组重新编程，指示卵质和裂解胚胎中的

DNA去甲基化机构在SCNT胚胎中发挥的功能与在IVF胚胎中发挥的功能相似。即便如此，对
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DNA甲基化组的详细比较性分析显示了很多横跨IVF囊胚和SCNT囊胚基因组的DMR。有趣的

是，hyperDMR富集在生殖细胞系中去甲基的基因组区中，这与以下事实一致：在生殖细胞发

育期间，尤其是在原始生殖细胞(PGC)阶段，生殖细胞特异性基因通过Tet1被去甲基化。而

SCNT绕过了这一去甲基化过程。hyperDMR相关基因的列举不包括以下被报导在1细胞SCNT

胚胎阶段快速去甲基化的生殖细胞系，指示一些生殖细胞系基因但并非多数在SCNT之后经

历了去甲基化。另一方面，在卵母细胞中，hypoDMR主要与去甲基化区重叠。在IVF胚胎中，这

些区内的母系DNA甲基化似乎逃脱了该去甲基化过程，尤其是在8细胞阶段之前。在8细胞阶

段之前的DNA甲基化母系等位基因特异性维持的底层机制是进一步研究的热点。综上所述，

看来SCNT个异性DMR(或高或低)是由于配子发生的独特机制形成的，而配子发生是通过正

常受精遗传给囊胚的。一经发现，通过受精从卵母细胞传递到胚胎的母系DNA甲基化在早期

滋养层发育阶段中扮演重要角色(Branco  et  al.,Dev.Cell  36,152–163,2016)。因此，卵

母细胞样DNA甲基化模式在SCNT囊胚中的丢失可能对于SCNT囊胚的发育表型有所贡献。

[0292] 如本文所报告，DNA甲基化和对DNA甲基化印记基因的转录组分析显示，大多数ICR

在很大程度上维持其正常印记状态，并且大多数经典印记基因实际上在SCNT囊胚中维持等

位基因表达模式。相比之下，最近发现的H3K27me3介导的非经典印记基因(Inoue  et  al.,

2017)是整体失调的并且在SCNT囊胚中表现出双等位基因表达。SCNT囊胚中的失调非经典

因基金的列举包括Slc38a4、Sfmbt2和Gab1，与先前报导的这三个基因在E13.5  SCNT胚胎的

胎盘中的印记丢失(LOI)一致(Okae  et  al.,Hum.Mol.Genet.23,992–1001,2014)。鉴于已

经发现这三个基因全部在胎盘生长中扮演重要角色，这些基因的LOI似乎对于SCNT胚胎的

胎盘过度生长表型有所贡献。此外，已经发现Runx1、Otx2和Etv6在小鼠早期胚胎发育中扮

演关键角色，因此这些基因在囊胚阶段的LOI可能对于着床后CNT胚胎的胚胎致死表型有所

贡献。非经典印记基因在SCNT中的LOI的肇因很可能是由于供体体细胞中的这些基因座处

不存在H3K27me3。对H3K27me3印记基因的调节机制的更详细研究将为改善SCNT胚胎发育提

供线索。

[0293] 总而言之，除了通过将Kdm4d  mRNA注射与使用Xist  KO供体细胞联合来构建最有

效的小鼠克隆方法之外，还发现H3K27me3印记基因是阻碍有效动物克隆的潜在屏障。不欲

受缚于理论，基于小鼠SCNT囊胚中H3K27me3依赖性印记基因处的LOI与它们在胚胎发育中

关键功能的清晰关联，在H3K27me3印记基因处的LOI最有可能是SCNT胚胎的着床后表型的

原因，但不能排除在这一研究中鉴定的异常DNA甲基化具有潜在贡献的可能性。见于在哺乳

动物物种中普遍观察到了SCNT胚胎的陷性着床后发育和异常胎盘表型，可能需要进一步探

究其它物种的克隆胚胎中H3K27me3依赖性印记状态。

[0294] 使用下述方法和材料获得所描述的结果。

[0295] 从PN5阶段合子分离母系和父系原核

[0296] 全部动物研究均根据位于哈佛医学院的机构动物管理及使用委员会的指导方针

实施。从通过注射7.5I.U.Of的PMSG(密理博公司(Millipore))和hCG(密理博公司)促排的8

周龄B6D2F1/J(BDF1)雌性小鼠采集MII期卵母细胞。对于体外受精(IVF)，在以10mg/ml牛血

清白蛋白补充的HTF培养基(BSA，西格玛-奥德里奇公司(Sigma-Aldrich))中，用从成年

BDF1雄性小鼠附睾尾部获得的激活精子对MII卵母细胞授精。通过在HTF培养基中培养1小

时达到精子获能。将合子在37.8℃于具有5％CO2/95％空气的人类源化气氛中培养。在受精
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后10小时(10hpf)，将合子转移到含有10μg/ml细胞松弛素B的M2培养基(西格玛-奥德里奇

公司)中。通过电压式显微操作仪(日本茨城的普瑞姆技术公司(Prime  Tech  Ltd .,

Ibaraki,Japan))七个透明带，并从合子分离原核。在12hpf(PN5阶段)，分离的原核用0.2％

BSA/PBS洗涤，转移到Eppendorf  LoBind  1.5ml管中，并且在进行DNase  I处理之前一直置

于冰上。对于每个实验，采集并制备150至200个原核进行liDNase-seq。通过以下项区分亲

本原核：(1)与第二极性体的距离和(2)原核的尺寸。

[0297] 雄性单性生殖(AG)胚胎和雌性单性生殖(GG)胚胎的制备

[0298] 从8周龄促排BDF1雌性小鼠采集MII卵母细胞，并使用BDF1精子授精。在7hpf，将合

子转移到含有5μg/ml细胞松弛素B的M2培养基中，使用压电式显微操作仪交换亲本原核。使

用仙台病毒(HVJ，Cosmo-bio)将核体与先前所述的细胞质融合。重构之后，在KSOM中培养胚

胎。

[0299] 当采集胚胎进行RNA-seq或/和liDNase-seq时，通过短时间暴露于酸性台氏液

(Acid  tyrode's  solution)(西格玛-奥德里奇公司)移除透明带(ZP)，然后，先后用M2培养

基和0.2％BSA/PBS洗涤胚胎。对于liDNase-seq，将10个桑椹胚转移到Eppendorf  LoBind 

1.5ml管中，并且在进行DNase  I处理之前一直置于冰上。对于RNA-seq，将七至十个胚胎转

移到不含RNase的薄壁PCR管(Ambion)中。分别在30hpf和78hpf采集2细胞胚胎和桑椹胚。当

制备α-鹅膏蕈碱处理的2细胞胚胎时，将5hpf合子转移到含有25μg/mlα-鹅膏蕈碱(西格玛-

奥德里奇公司)的KSOM中，并且在采集(30hpf)之前一直在存在α-鹅膏蕈碱的情况下培养。

将ICM与TE分离。简而言之，用酸性台氏液处理120hpi的AG胚胎和GG胚胎以移除ZP。用M2培

养基洗涤之后，将胚胎在37℃于含有兔抗鼠淋巴细胞血清的KSO M (赛达兰公司

(Cedarlane)，1:8稀释)中培养45分钟。用M2培养基洗涤之后，将它们转移到含有豚鼠补体

的KSOM(MP  Biomedicals，1:3.3稀释)。在37℃培养30分钟之后，通过用玻璃毛细管移液移

除溶解的TE细胞。将剩余的ICM丛在37℃于0.25％胰蛋白酶/EDTA(赛默飞世尔公司，25200)

培养10分钟，然后解离成单细胞以避免溶解TE细胞的污染。采集100至200个细胞进行RNA-

seq。

[0300] 从长成的卵母细胞分离GV细胞核

[0301] 在注射5I.U.PMSG之后44至48小时，从3周龄BDF1小鼠获得长成的GV阶段卵母细

胞。将卵巢转移到M2培养基中。用30号针穿刺卵泡，使用窄口径玻璃移液管从卵丘-卵母细

胞复合物轻柔地移除卵丘细胞。然后，将卵母细胞转移到以5％胎牛血清(FBS)(西格玛-奥

德里奇公司，F0926)、10ng/ml上皮生长因子(西格玛-奥德里奇公司，E4127)和0.2mM  3-异

丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX；西格玛-奥德里奇公司)补充的α-MEM(生命技术公司(Life 

technologies)，12571-063)中。采集之后一小时，捕获表现出可见的卵周隙的GV卵母细胞，

其具有绕核仁(SN)型染色质。然后，将它们在含有10μg/ml细胞松弛素B、0.1μg/ml秋水仙酰

胺(西格玛-奥德里奇公司)和0.2mM  IBMX的M2培养基中培养15分钟。然后，使用压电式显微

操作仪分离GV细胞核。用0.2％BSA/PBS洗涤之后，将GV细胞核转移到Eppendorf  LoBind 

1.5ml管中。对于每个实验，采集115至150个GV细胞核进行liDNase-seq。

[0302] E6.5胚胎的解剖和GFP阳性E9.5胎盘细胞的FACS分选

[0303] 使用天然交配方案获得C57BL6(B6)/PWK杂交胚胎。为了获得PWK/B6杂交胚胎，使

用B6精子进行PWK卵母细胞的体外受精，并且将2细胞胚胎转移到代孕的ICR系母体内。将
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E6 .5胚胎解剖为EPI、EXE和VE。为了采集E9 .5胎盘细胞，从杰克逊实验室(Jackson 

laboratory)购买B6GFP小鼠[C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)131Osb/LeySopJ，物料编号006567]。

从促排的8周龄B6GFP或PWK小鼠采集MII卵母细胞和精子。进行体外受精之后，将2细胞胚胎

转移到代孕的ICR系母体内。在E9.5收获态样，切割为～0.5mm的片，转移到50ml试管内，在

以200rpm震荡下，用2ml的0.25％胰蛋白酶-EDTA(赛默飞世尔科技公司(Thermo  Fisher 

Scientific)，25200)在30℃处理15分钟以解离胎盘细胞。通过加入含有10％FBS的2ml 

DMEM终止胰蛋白酶处理。移液之后，将试管离心，用0.2％BSA/PBS将沉降的细胞洗涤三次。

加入DAPI，其在最终的细胞悬浮液中的最终浓度为1μM。用BD  FACSaria机器(BD 

Biosciences)分选GFP阳性细胞，将DAPI阳性细胞作为死亡细胞排除。从每个胎盘采集到大

约10,000至20,000个GFP阳性细胞，对应于总胎盘细胞的40％至60％。

[0304] 质粒构建和mRNA制备

[0305] 为了生成Kdm6bWT构造体，扩增了编码含有催化剂结构域的羧基端部分的cDNA(氨

基酸1025至末端)。克隆了位于pcDNA3.1-Flag-poly(A)83质粒的Flag标签和poly(A)之间

的PCR扩增子。使用PrimeSTAR突变发生(TAKARA)生成了H1390A  Kdm6bMUT构造体。用于突变

发生的引物是5'-CCAGGCgctCAAGAGAATAACAATTTCTGCTCAGTCAACATCAAC-3'和5’-CTCTTGag

cGCCTGGCGTTCGGCTGCCAGGGACCTTCATG-3’。所有构造体均通过DNA测序验证。先前描述了用

于野生型和H189A突变Kdm4d的质粒。

[0306] 通过限制性内切酶进行线性化之后，构造体用苯酚-氯仿萃取进行纯化，使用

mMESSAGE  mMACHINE  T7  Ultra试剂盒(生命技术公司)根据制造商的使用说明书进行体外

转录而合成mRNA。所合成的mRNA通过氯化锂沉淀进行纯化，使用无核酸酶水稀释。mRNA等量

小样在使用之前一直在-80℃储存。

[0307] mRNA注射

[0308] 从促排的8周龄BDF1雌性小鼠采集MII卵母细胞，并使用BDF1精子授精。在2.5hpf，

将受精的卵母细胞转移到M2培养基中，使用压电式显微操作仪注射mRNA。在4hpf完成mRNA

注射。Kdm6bWT和Kdm6bMUT的mRNA浓度为1.8μg/μl，而Kdm4dWT和Kdm4dMUT的mRNA浓度为1.5μg/

μl。当制备注射Kdm6b的PG胚胎时，以含有5μg/ml细胞松弛素B的SrCl2在无Ca2+KSOM中的3mM

溶液处理MII卵母细胞以将其化学激活。在激活后4小时(4hpa)，用KSOM洗涤胚胎。在5hpa，

对它们注射mRNA。

[0309] 全封固免疫染色

[0310] 将合子在多聚甲醛(PFA)在含有0.2％Triton的PBS的3.7％溶液中固定20分钟。用

含有10mg/ml  BSA的PBS(PBS/BSA)洗涤4次后，将合子以一级抗体在4℃过夜处理。这一研究

中使用的一级抗体是鼠抗H3K27me3(1/500，Active  Motif公司，61017)、兔抗H3K9me3(1/

500，密理博公司，07-442)和兔抗FLAG(1/2000，西格玛-奥德里奇公司，F7524)。用PBS/BSA

洗涤3次之后，用荧光素异硫氰酸酯偶联的抗鼠IgG(杰克逊免疫研究实验室(Jackson 

Immuno-Research))或Alexa  Flour568驴抗兔IgG(生命技术公司)的1:250稀释液培养1小

时。然后，在具有4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)(加利福尼亚州伯林盖姆的维克多实验室

(Vector  Laboratories,Burlingame,CA))的Vectashield抗漂白溶液中，将合子封固在载

玻片上。在具有旋转盘(CSU-10，横河公司(Yokogawa))和EM-CCD相机(ImagEM，滨松公司

(Hamamatsu))或蔡司(Zeiss)LSM800的激光扫描共焦显微镜下，检测荧光。
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[0311] 所有图像均使用Axiovision软件(卡尔蔡司公司(Carl  Zeiss))获取并分析。用

Axiovision软件将荧光信号强度定量。简而言之，测定了母系原核中的信号强度，并且将细

胞质信号作为背景减去。然后，将未注射的对照合子的平均信号强度设定为1.0。

[0312] 低输入DNase-seq

[0313] 如先前所述并做最小改变，制备低输入DNase-seq文库。将收集在1.5ml管中的配

体和原核再次悬浮于36μl细胞溶解缓冲液(10mM  Tris-HCl ,pH  7 .5、10mM  NaCl、3mM 

MgCl2、0 .1％Triton  X-100)中并在冰上培养5分钟。加入DNase  I(10U/μl，罗氏公司

(Roche))，最终浓度为80U/ml(对于GV细胞核样品)或40U/ml(对于全部其它样品)，并且在

37℃培养，培养时间为精确的5分钟。通过加入含有2μl蛋白酶K(20mg/ml，生命技术公司)的

80μl终止缓冲液(10mM  Tris-HCl,pH  7.5、10mM  NaCl、0.15％SDS、10mM  EDTA)终止反应。然

后，加入20ng的环状载体DNA(一种不含任何哺乳动物基因的纯质粒DNA，以0.5x  Beckman 

SPRIselect珠(贝克曼库尔特公司(Beckman  Coulter))纯化以移除小DNA片段)。将混合物

在50℃培养1小时，然后，通过用苯酚-氯仿萃取并通过乙醇在存在线性丙烯酰胺(生命技术

公司)的情况下在-20℃过夜沉淀而纯化DNA。将沉淀的DNA再次悬浮在50μl  TE(2 .5mM 

Tris,pH  7.6、0.05mM  EDTA)中，使用整个体积进行测序文库的构建。

[0314] 使用伊露米娜(Illumina)(新英格兰生物实验室(New  England  Biolabs))的

NEBNext  Ultra  II  DNA文库制备试剂盒，根据制造商的使用说明书制备测序文库，但进行

一下更改：使用0.03μM接头(adaptor)在20℃进行30分钟的连接反应实施接头连接，并且使

用Kapa高保真热启动预混液(Kapa  Hifi  hotstart  readymix)(KAPA生物系统公司(Kapa 

Biosystems))进行8个循环而实施PCR扩增。PCR产物用x1.3体积的SPRIselect珠(贝克曼库

尔特公司)纯化，然后，先后使用x0.65体积和x0.7体积的SPRIselect珠选择尺寸。样品在24

μl  TE中洗脱。使用1μl的1:1,000稀释样品通过qPCR确定二次PCR扩增所需的循环数。然后，

使用Kapa高保真热启动预混液扩增剩余的23μl样品(对于这一研究中的所有样品，我们均

使用了7个循环)。PCR产物用x1.3体积的SPRIselect珠纯化，然后，先后使用x0.65体积和

x0.7体积的SPRIselect珠选择尺寸。DNA在30μl的TE中洗脱，通过Qubit  dsDNA  HS检验试剂

盒(赛默飞世尔科技公司，Q32854)和安捷伦高灵敏度检验试剂盒(安捷伦技术公司

(Agilent  Technologies))定量。将这些文库在具有单端100bp读数Hiseq2500(伊露米娜公

司(Illumina)的上测序。

[0315] RNA测序

[0316] 如先前所述制备RNA-seq文库。简而言之，使用SMARTer超低输入RNA  cDNA制备试

剂盒(Clontech公司，634890)，使用全胚胎溶解液实施逆转录和cDNA扩增。当处理2细胞的

AG胚胎样品、GG胚胎样品和α-鹅膏蕈碱处理的IVF胚胎样品时，在细胞溶解步骤将1μl的1:

40,000稀释的ERCC(外部RNA对照物联合体)标准RNA(生命技术公司)加入每管内。然后，使

用具有microTUBE-50(Covaris公司)的Covaris  M220超声发生器(Covaris公司)将cDNA片

段化为150至160bp的片段。根据制造商的使用说明书，使用伊露米娜公司的NEBNext  Ultra 

DNA文库制备试剂盒(新英格兰生物实验室)对片段化的cDNA进行末端修复、接头连接和扩

增。在HiSeq2500测序仪(Illumina)上实施单端100bp测序。

[0317] liDNase-seq数据分析

[0318] 首先，使用trim_galore从liDNase-seq数据的读数修剪掉低质量读数和接头读
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数，然后使用Bowtie  v0.12.9映射到小鼠基因组(mm9)。“-m1”参数以保持唯一的映射命中。

使用SAMtools移除映射质量(MAPQ)≤10的读数或映射到具有相同取向的相同定位的冗余

读数。通过Hotspot程序鉴定liDNase-seq数据中的DHS峰，FDR<＝0.01。使用bedtools中的

“bed tools  merge”将来自全部33个文库中的DHS峰合并。使用deepTools中的

“multiBamSummary”计算每个文库的每个DHS中的读数的数量，并将其归一化至映射读数的

总数量和DHS的长度(标签定位在每百万个映射读数中每1kb一个位置处的可能性)。移除性

染色体的读数，因为性染色体数量在亲本原核之间是不同的，并且在雄性单性生殖胚胎和

雌性单性生殖胚胎之间也是不同的。计算全基因组DHS中tag密度的皮尔森相关系数(r)以

测量复本之间的相关性。对于合子和桑椹胚中亲本等位基因特异性DHS的鉴定，使用严格的

截止点(在偏向等位基因的全部复本中，RPKM均值>2，RPKM>1，并且两种等位基因之间的均

值倍变大于4)。通过对Ps-DHS应用额外的准则“显微注射合子的亲本PN的全部复本中，RPKM

>1”，鉴定了431个最可靠的Ps-DHS。如图2D和图2E中的基因组特征分布分析，使用了来自

UCSC基因组浏览器数据库的RefSeq基因组装(mm9)和先前定义的CGI。

[0319] RNA-seq数据分析

[0320] 构建了将小鼠基因组(mm9)与ERCC对照物组合的定制参考序列。使用TopHat 

v2.0.6或STAR(github.com/alexdobin/STAR)将RNA-seq的读数映射到参考基因组。除非另

做指定，否则全部程序均使用缺省参数运行。然后，使用subrea d - v1 .5 .1中的

featureCounts，将唯一映射的读数组装成由参考注释(UCSC基因模型)指导的转录本。对于

所有2细胞的RNA-seq文库，仅采用ERCC读数计数，使用R包DESeq的“estimateSizeFactors”

函数估算文库尺寸因子。将文库尺寸归一化之后，用归一化的FPKM(每百万个映射片段中每

千碱基外显子的片段数)定量每个基因的表达水平。计算基因表达水平的皮尔森相关系数

(r)以指示两个复本之间的相关性。对于在2细胞阶段新合成的转录本的鉴定，滤除AG或GG

胚胎与α-鹅膏蕈碱处理的2细胞胚胎见的统计学不显著基因。有鉴于此，采用负二项模型，

用R包DESeq的“nbinomTest”函数计算经调节的P值，并仅选择FDR<0.05的基因。然后，应用

额外的截止点(平均FPKM(AG或GG)>2，并且倍变(FC)(AG/Ama或GG/Ama)>2)。结果，分别将4,

381个和3,916个基因鉴定为在AG和GG  2细胞胚胎中新合成的基因。对于鉴定2细胞胚胎中

的AG特异性DEG和GG特异性DEG，从AG胚胎和GG胚胎减去每种基因在α-鹅膏蕈碱2细胞胚胎

中的表达水平(FPKM)。将显示FC(AG/GG或GG/AG)>10的基因鉴定为DEG。

[0321] WGBS和H3K27me3  ChIP-seq数据分析

[0322] 使用methpipe  v3.4.2计算DHS处的DNA甲基化水平。当计算在每个DHS处的DNA甲

基化水平以获得对WGBS读数的足够覆盖时，将每个DHS拓展到上游和下游各2kb处以包括更

多的附近CpG位点。通过在卵母细胞中的>80％甲基化和在精子中的<20％甲基化，定义卵母

细胞甲基化的gDMR。对于图5A，使用“bedtools  makewindows”为Ps-DHS的±100kb侧翼区生

成一组不重叠的1kb类(bin)。对于H3K27me3  ChIP-seq分析，从Zheng  et  al.,2016下载Bed

文件，并使用来自UCSC基因组浏览器数据库的“bedClip”和“bedGraphToBigWig”转化为

bigWig格式。使用deepTools中的“multiBigwigSummary”计算DHS和周围区域的H3K27me3信

号。

[0323] 统计分析和数据可视化

[0324] 使用R(www.r-project.org/)执行统计分析。使用“cor”函数以缺省参数计算皮尔

说　明　书 61/67 页

63

CN 112272516 A

63



森r系数。图6B和图10D是使用R函数“heatmap.2”生成的。图7D、图10C和图12A至图12D是使

用R函数“pheatmap”生成的。图1B和图7B是使用deepTools中的“computeMatrix”和

“plotHeatmap”函数生成的。通过使用macs2  v2.1.0归一化到文库中的总唯一映射读数并

可视化为IGV基因组浏览器中的定制轨迹，测定了测序读数的基因组位置覆盖率。

[0325] 已知的印记基因信息

[0326] 从www.geneimprint.com/site/genes-by-species.Mus+musculus下载已知的印

记信息。

[0327] 代码可用性

[0328] 基于SNP信息，使用定制管线将杂交RNA-seq数据分割到它们的亲本起源。代码可

在github.com/lanjiangboston/UniversalSNPsplit找到。

[0329] 数据可用性声明

[0330] 这一研究中生成的所有liDNase-seq数据集和RNA-seq数据集都汇集在登录号为

GSE92605的GEO数据库中。精子liDNase-seq数据集来自先前发布(GSE76642)。从

www.nodai-genome.org/mouse.html？lang＝en下载精子和GV卵母细胞的WGBS数据集。从先

前发布(GSE76687)下载精子、MII卵母细胞以及1细胞胚胎的SNP示踪母系和父系等位基因

的H3K27me3  ChIP-seq数据集。

[0331] 小鼠植入前胚胎的采集

[0332] 全部动物研究均根据机构动物管理及使用委员会的指导方针在哈佛医学院实施。

从通过注射7.5I.U.Of的PMSG(密理博公司(Millipore))和hCG(密理博公司)促排的8周龄

B6D2F1/J(BDF1)雌性小鼠采集MII期卵母细胞。对于体外受精(IVF)，在以10mg/ml牛血清白

蛋白补充的HTF培养基(BSA，西格玛-奥德里奇公司)中，用从成年BDF1或PWK雄性小鼠(杰克

逊实验室，003715)附睾尾部获得的激活精子对MII卵母细胞授精。通过在HTF培养基中培养

1小时达到精子获能。将合子转移到KSOM，并在37.8℃于具有5％CO2/95％空气的人类源化

气氛中培养。

[0333] mRNA注射

[0334] 在受精后4小时(4hpf)，将合子转移到M2培养基中，使用压电式显微操作仪(日本

茨城的普瑞姆技术公司)注射mRNA。mRNA的构建和制备如上所述。Kdm6bWT和Kdm6bMUT的注射

mRNA浓度为1.8μg/μl，并且Kdm4dWT和Kdm4dMUT的注射mRNA浓度为1.5μg/μl。

[0335] 用于荧光原位杂交的探针

[0336] 根据制造商的使用说明书，使用Nick转译试剂盒(雅培分子公司(Abbott 

Molecular)，07J00-001)和Cy3-dCTP(GE保健公司(GE  healthcare)，PA53021A)制备用于

Xist  RNA的探针。用于探针制备的模板DNA是编码全长度小鼠Xist基因的质粒，是Rudolf 

Jaenisch赠送的礼物(pCMV-Xist-PA，26760)(Wutz  and  Jaenisch,2000)。使用同一试剂盒

和Green-dUTP(雅培分子公司，02N32-050)制备用于DNA  FISH的探针。模板DNA是含有Rnf12

基因座(RP23-36C20)的BAC克隆物。将该荧光探针与5μg  Cot-1  DNA(生命技术公司)、5μg鲱

鱼精子DNA(赛默飞世尔科技公司)和2.5μg酵母tRNA(赛默飞世尔科技公司，AM7119)一起进

行乙醇沉淀，然后用20μl甲酰胺(赛默飞世尔科技，17899)溶解。将探针在4℃储存。使用前，

将探针(每次0.75μl)与已经进行乙醇沉淀并溶解在甲酰胺中的0.75μl  Cot-1  DNA、以及

2.25μl的4xSSC/20％局葡萄(密理博公司，S4030)混合。将探针混合物在80℃加热30分钟，

说　明　书 62/67 页

64

CN 112272516 A

64



然后转移到37℃培养箱中(“预退火的探针”)。

[0337] 全封固RNA/DNA荧光原位杂交

[0338] 在室温下，在78hpf将桑椹胚在2％多聚甲醛(PFA)在含有0.5％Triton  X-100的

PBS中的溶液中固定20分钟。用含有1mg/ml  BSA(PBS/BSA)的PBS洗涤3次之后，在4℃将胚胎

用含有0.02％Triton  X-100的0.1N  HCl处理15分钟。用含有0.1％BSA的2xSSC洗涤3次之

后，将胚胎在15μl的10％甲酰胺/2xSSC中在玻璃皿(电子显微镜科学公司(Electron 

Microscopy  Science)，705430-30)内培养。通过轻柔移液令全部胚胎下沉并粘附到玻璃皿

的底部。5分钟之后，加入15μl的30％甲酰胺/2xSSC。5分钟止呕，加入90μl的60％甲酰胺/

2xSSC，使得最终的甲酰胺浓度为50％，在室温下将胚胎再培养30分钟。用矿物油覆盖含有

胚胎的甲酰胺溶液。将样品在80℃加热30分钟，然后转移到37℃培养箱中培养至少30分钟。

将胚胎拾取到玻璃移液管中，转移到另一玻璃皿上覆盖有矿物油的4.5μl“预退火的探针”

中，并且在37℃培养至少24小时。将胚胎用含有0.1％BSA的预热(42℃)2xSSC洗涤，并且在

最后一滴洗涤液中停留30分钟。用1％BSA/PBS洗涤3次之后，将它们在具有4’,6-二脒基-2-

苯基吲哚(DAPI)(加利福尼亚州伯林盖姆的维克多实验室)的Vectashield抗漂白溶液中封

固在载玻片上。在蔡司LSM800型激光扫描共焦显微镜下检测荧光。

[0339] 全封固免疫染色

[0340] 免疫染色和定量的过程如上所述。

[0341] 偏向母系等位基因的H3K27me3的计算鉴定

[0342] 从GEO下载编号为GSE76687的用于内部细胞团(ICM)中H3K27me3  ChIP-seq的包括

RPKM值在内的100bp类的bed文件。将标记为母系或父系的含有两个亲本你等位基因和等位

基因读数的RPKM值的Bed文件归一化至读数的总数。使用“bedtools  makewindows”生成用

于mm9基因组的1000bp类，然后通过“bedtools  map”计算每个类的RPKM值。使用信号截止点

1和倍变截止点4将所有的类分为三大类：无信号、双等位基因、偏向母系。使用滑动窗法鉴

定含有偏向母系的H3K27me3类的窗口，鉴定标准是：窗口尺寸为20kb，最小类数目为3，以及

偏向母系的H3K27me3类的百分比大于50％。重叠窗口用“bedtools  merge”合并。在基因组

中鉴定了总计5986个窗口。

[0343] RNA测序

[0344] 如上文所述并做最小改变，制备RNA-seq文库。简而言之，使用SMARTer超低输入

RNA  cDNA制备试剂盒(Clontech公司，634890)，使用全胚胎溶解液实施逆转录和cDNA扩增。

然后，使用Nextera  XT  DNA文库制备试剂(Illumina)进行片段化而将cDNA片段化。根据制

造商的使用说明书，使用Nextera  PCR预混液扩增片段化的cDNA。在HiSeq2500测序仪

(Illumina)上实施单端100bp测序。

[0345] RNA-seq数据分析

[0346] 使用STAR(github.com/alexdobin/STAR)将RNA-seq的读数映射到参考基因组。除

非另做指定，否则全部程序均使用缺省参数运行。然后，使用subread-v1 .5 .1中的

featureCounts，将唯一映射的读数组装成由参考注释(UCSC基因模型)指导的转录本。将文

库尺寸归一化之后，用归一化的FPKM(每百万个映射片段中每千碱基外显子的片段数)定量

每个基因的表达水平。计算基因表达水平的皮尔森相关系数(r)以指示两个复本之间的相

关性。
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[0347] 使用R(www.r-project.org/)执行统计分析。使用“cor”函数以缺省参数计算皮尔

森r系数。

[0348] 代码可用性

[0349] 基于SNP信息，使用定制管线将杂交RNA-seq数据分割到它们的亲本起源。代码可

在github.com/lanjiangboston/UniversalSNPsplit找到。

[0350] 数据可用性

[0351] 这一研究中生成的所有RNA-seq数据集都汇集在登录号为GSEXXXXX.的GEO数据库

中。从www.nodai-genome.org/mouse.html？lang＝en下载GV卵母细胞的WGBS数据集。将来

自同一100bp类的WGBS读数聚集在一起以计算平均甲基化水平，并且需要覆盖最少10个读

数。从先前研究(GSE76687)下载精子、MII卵母细胞以及1细胞、2细胞胚胎和囊胚内细胞团

的SNP示踪母系和父系等位基因的H3K27me3  ChIP-seq数据集。卵母细胞DNaseI-seq数据集

来自于上(GSE92605)。

[0352] 小鼠

[0353] 使用B6D2F1/J(BDF1)小鼠来及用于SCNT的接纳者卵母细胞。对于小鼠胚胎成纤维

细胞(MEF)的细胞制备，令维持在129S1/SvImj背景下的Xist  KO雌性小鼠(Marahrens  et 

al.,1997)与CAST/EiJ雄性小鼠交配以生成129/CAST  F1背景下的Xist杂合KO胚胎。对于卵

丘和支持细胞制备，令C57BL/6N背景下的Xist  KO雌性小鼠(Sado  et  al.,2005)与DBA/2N

雄性小鼠交配以生成BDF1背景下的Xist杂合KO胚胎。全部动物实验均获得哈佛医学院机构

动物管理和使用委员会和日本理化学研究院筑波研究所(RIKEN  Tsukuba  Institute)机构

动物管理和使用委员会的批准。

[0354] 供体细胞制备

[0355] 原代MEF细胞来自13.5dpc的Xist  KO雄性小鼠胚胎。移除头部和全部器官之后，将

来自剩余躯体的组织糜在37℃于具有1mM  EDTA(赛默飞世尔科技公司，#25200056)的500μl

的0.25％胰蛋白酶中解离10分钟。用含有10％FBS和青霉素/链霉素(赛默飞世尔科技公

司，#15140-022)的等量DMEM(赛默飞世尔科技公司，#

[0356] 11995-073)稀释细胞悬浮液，并且上下移液20次。用新鲜培养基稀释细胞悬浮液，

放置在100mm培养皿中，并在37℃培养。两天后，收获MEF细胞并冷冻。将MEF细胞的冷冻物料

融化，并在传代一代之后用于实验中。

[0357] 从通过注射7.5IU的孕马血清促性腺激素(PMSG；密理博公司，#367222)和7.5IU的

人类绒毛膜性腺激素(hCG；密理博公司，#230734)促排的野生型(WT)和Xist杂合KO成年雌

性小鼠(日本理化学研究院生物资源中心(RIKEN  BioResource  Center)，RBRC01260)采集

卵丘细胞。注射hCG后15至17小时，从输卵管采集卵丘-卵母细胞复合体(COC)，并使用含有

300U/ml牛睾丸透明质酸酶(卡尔生化公司(Calbiochem)，#385931)的Hepes缓冲钾单纯形

优化培养基(KSOM)简短处理以获得解离的卵丘细胞。

[0358] 如所述者，从3至5日龄的WT或Xist  KO雄性小鼠的睾丸采集支持细胞(Matoba  et 

al.,2011)。在37℃，将睾丸团在含有0.1mg/ml胶原酶(赛默飞世尔科技公司，#17104-019)

的PBS中培养30分钟，之后在室温用具有1mM  EDTA的0.25％胰蛋白酶处理5分钟。用含有

3mg/ml牛血清白蛋白的PBS洗涤四次之后，将解离的细胞悬浮在Hepes-KSOM培养基中。

[0359] Kdm4d  mRNA合成
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[0360] 如先前所述，通过体外转录(IVT)合成Kdm4d(Matoba  et  al.,2014)。简而言之，通

过XbaI将含有全长度小鼠Kdm4d以及之后的(A)83(Addgene，#61553)的pcDNA3.1质粒线性

化。纯化之后，使用线性化的质粒DNA作为模板，以使用mMESSAGE  mMACHINE  T7  Ultra试剂

盒(赛默飞世尔科技公司，#AM1345)进行IVT。将合成的mRNA溶解于无核酸酶水中，并通过

NanoDrop  ND-1000分光光度计(纳米滴技术公司(NanoDrop  Technologies))定量。将mRNA

稀释至1500ng/μl之后，将等量小样在–80℃储存。

[0361] SCNT

[0362] 如先前所述，进行小鼠体细胞核转移(Matoba  et  al .,2014；Ogura  et  al .,

2000)。简而言之，从通过注射7.5IU的PMSG和7.5IU的hCG促排的成年BDF1雌性小鼠采集接

纳者MII卵母细胞。注射hCG后15至17小时，从输卵管采集卵丘-卵母细胞复合体(COC)，并使

用含有300U/ml牛睾丸透明质酸酶的Hepes-KSOM简短处理以MII卵母细胞。使用压电式显微

操作仪(普瑞姆，#PMM-150FU)，在含有7.5μg/ml的细胞松弛B(卡尔生化公司，#250233)的

Hepes缓冲KSOM培养基中将分离的MII卵母细胞去核。将卵丘或支持细胞的细胞核注射到去

核的卵母细胞内。通过灭活的仙台病毒包膜(GenomOne  CF；石原产业株式会社(Ishihara 

Sangyo)，#CF001)将MEF细胞与去核的卵母细胞融合。在KSOM中培养1小时后，通过在含有

3mM氯化锶(SrCl2)和5μg/ml细胞松弛素B的无钙KSOM中培养1小时而激活重构的SCNT卵母

细胞，并且进一步在具有5μg/ml细胞松弛素B的KSOM中培养4小时。在启动SrCl2处理后5小

时(激活后5小时，5hpa)，洗涤激活的SCNT胚胎，并且在37.8℃于具有5％CO2的湿润气氛下

在KSOM中培养。在5至6hpa，使用压电式显微操作仪向一些SCNT胚胎注射～10pl的1500ng/μ

l小鼠Kdm4d  mRNA。

[0363] 胚胎转移

[0364] 将2细胞阶段的SCNT胚胎转移到假孕(E0.5)ICR雌性小鼠的输卵管中。在分娩当天

(E19.5)行剖腹产回收幼崽，并且由哺乳期ICR雌性小鼠照料。在E4.5和E10.5牺牲一些雌性

小鼠，以检查胚胎发育。

[0365] 胎盘组织学分析

[0366] 将E19.5的胎盘在4％多聚甲醛(PFA)于4℃固定过夜，并常规地包埋在石蜡中。对

系列切片(厚度4μm)进行周期性酸性席夫试剂(PAS)染色。

[0367] 囊胚H3K27me3的免疫染色

[0368] 在室温将囊胚使用4％多聚甲醛(PFA)固定20分钟。用含有10mg/ml  BSA(PBS/BSA)

的PBS洗涤之后，将固定化的胚胎用0.5％Triton-X  100培养15分钟以将其通透化。在室温

下于PBS/BSA中封闭1小时之后，将它们在包括兔抗H3K27me3抗体(1/500，密理博公司，07-

449)、山羊抗Oct4抗体(1/500，圣克鲁兹生物技术公司(SantaCruz)，sc-8628)和鼠抗Cdx2

抗体(1/100，拜尔基因公司(BioGenex)，AM392-5M)的一级抗体混合物中于4℃培养过夜。使

用PBS/BSA洗涤三次之后，将胚胎用包括荧光素异硫氰酸酯缀合的抗鼠IgG(1/400，杰克逊

免疫研究实验室)、Alexa  Flour  546驴抗兔IgG(1/400，赛默飞世尔科技公司)和Alexa 

Flour  647驴抗山羊IgG(1/400，赛默飞世尔科技公司)的二级抗体混合物在室温培养1小

时。最后，将它们用具有4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)(维克多实验室，#H-1200)的

Vectashield封固。使用激光扫描共焦显微镜(蔡司LSM510型)和EM-CCD相机(滨松ImagEM

型)观察荧光信号。
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[0369] WGBS

[0370] 使用EZ  DNA甲基化直接试剂盒(酶研究公司(Zymo  Research)，D5020)对早期囊胚

阶段(受精或激活后96小时)的IVF胚胎和SCNT胚胎直接进行亚硫酸氢盐转化。分别使用39

个胚胎和36个胚胎制备IVF样品和SCNT样品。在进行亚硫酸盐转化之前，将少量(0.01ng)的

非甲基化λDNA(普洛麦格公司(Promega)，D152A)加入每个样品中，以用作评估亚硫酸氢盐

转化效率的跟踪标定对照物。使用EpiGnome  Methyl-Seq试剂盒(Epicenter，EGMK81312)，

遵循制造商使用说明书，制备测序文库。仅将文库扩增12个循环，然后使用Agencourt 

AMPure  XP珠(贝克曼库尔特公司，A63880)纯化。在具有PhiX跟踪标定对照物的HiSeq  2500

测序仪(伊鲁米娜)上对最终文库进行单读数(100bp)测序。

[0371] RNA-seq

[0372] 将早期囊胚阶段(受精或激活后96小时)的6个IVF或SCNT胚胎直接溶解，并用于使

用SMARTer超低输入RNA  cDNA制备试剂盒(克隆技术公司(Clontech)，634936)进行的cDNA

合成。扩增之后，使用M220超声发生器(Covaris公司)将cDNA样品片段化。根据制造商的使

用说明书，使用伊鲁米娜的NEBNext  Ultra  DNA文库制备试剂盒(新英格兰生物实验室，

E7370)，使用片段化的cDNA作成测序文库。在HiSeq  2500测序仪(Illumina)上实施单读数

50bp测序。

[0373] 量化和统计分析

[0374] WGBS和RRBS数据分析

[0375] 首先，使用trim_galore修剪WGBS和简并代表性亚硫酸氢盐测序(RRBS)读数，以移

除低质量序列和接头序列。使用Bismark(版本0.15.0)将读数与亚硫酸氢盐转化的参考基

因组(mm9)对齐。使用bismark_methylation_extractor从对齐的读数中提取出每个胞嘧啶

的覆盖深度和甲基化水平。当计算CpG位点的甲基化水平时，将来自两条链的信息合并，并

且需要覆盖至少五个读数。使用methpipe(版本3.4.3)鉴定DMR，并进一步过滤，需要至少10

个CpG位点和至少10％的甲基化差异。使用R中的clusterProfiler(版本2.4.3)实施DMR相

关基因(即，具有定位在TSS±3kb区内的DMR的基因)的功能注释。对于已知ICR的等位基因

特异性甲基化分析，将一个ICR内的所有已检测CpG聚集在一起，需要覆盖两个等位基因中

至少5个已检测CpG以进行进一步甲基化比较。

[0376] RNA-seq数据分析

[0377] 使用TopHat(版本2 .0 .14)以参数“无覆盖检索-无新连接点-文库类型＝fr-

unstranded”将RNA-seq数据映射到小鼠基因组(mm9)。然后，使用Cufflinks(版本2.2.1)中

的featureCounts，将唯一映射的读数组装成由参考注释(UCSC基因模型)指导的转录本。用

归一化的FPKM(每百万个映射片段中每千碱基外显子的片段数)定量每个基因的表达水平。

计算基因表达水平的皮尔森相关系数以指示两个复本之间的相关性。

[0378] 等位基因特异分析

[0379] 将杂交WGBS和RNA-seq数据(129S1/Svj  x  CAST/EiJ)映射到小鼠基因(mm9)之后，

基于从小鼠基因组项目(ftp://ftp-mouse.sanger.ac.uk/REL-1211-SNPs_Indels/)下载

的SNP信息，使用定制的Perl脚本将所映射的读数拆分成它们的亲本来源。然后，个体地处

理等位基因读数。

[0380] ChIP-seq和DIP-seq数据分析
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[0381] 使用Bowtie(版本2.1 .0)以参数“-D  20-R  3-N  1-L  20-i  S ,1 ,0 .50”将下载的

ChIP-seq和DIP-seq读数映射到小鼠基因组(mm9)，以仅获得那些具有最多3个误配的唯一

映射的读数。为了将信号以基因组浏览器形式可视化，通过将唯一映射的读数(在同一基因

组位置保留最多两个读数)向3’扩展200bp并将读数计数分类为50bp间隔，我们使用MACS2

(版本2.1.1)生成了每个数据集的wig跟踪文件。将每个类中的Tag计数进一步归一化至唯

一映射读数的总数(每百万个读数中的读数，RPM)。使用deepTools的“computeMatrix”程序

计算DMR上或ICR上和它们的侧翼区上的ChIP-seq和DIP-seq信号。

[0382] 统计分析和数据可视化

[0383] 使用R(版本3.4.1，http://www.r-project.org)执行统计分析和绘图。使用“cor”

函数以缺省参数计算皮尔森相关系数。使用“t.test”函数以缺省参数实施学生t检验(双

尾，等方差)。将ChIP-seq信号和DNA甲基化水平可视化为整合基因组观察器(Integrative 

Genomics  Viewer)基因组浏览器形式的定制跟踪。

[0384] 数据和软件可用性

[0385] 这一研究中生产的WGBS和RNA-seq数据集已经保存在基因表达综合数据库(Gene 

Expression  Omnibus(GEO))的登录号GSE109214下。

[0386] 本研究中使用的公开数据库

[0387] 从GSE56697(Wang  et  al.,2014)获得了植入前胚胎(2细胞、4细胞和ICM)的母系

和父系DNA甲基化。从GSE11034和GSE43719(Soumillon  et  al.,2013)获得了不同细胞和体

组织的RRBS数据。从GSE49847(Yue  et  al.,2014)和GSE76687(Zheng  et  al.,2016)获得了

H3K27me3  ChIP-seq数据。从SRP016940(Hackett  et  al.,2013)下载了PGC发育过程中5mC

和5hmC的DIP-seq数据。

[0388] 其它实施方案

[0389] 从前述说明书可知，可对本文所述的发明作出变更和修改以令其适应各种用途和

条件。此类实施方案也处于所附权利要求书的范畴内。

[0390] 本文中，对任何变量定义中一系列元件的描述包括该变量作为任何单一元件或作

为所列元件的组合(或亚组合)的定义。对本文中实施方案的描述包括该实施方案作为任何

单一实施方案或作为与任何其它实施方案或其部分的组合。

[0391] 本说明书中提及的全部专利和出版物通过引用并入本文，其并入程度与各独立的

专利和出版物具体且独立地指明以待通过引用并入相同。
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