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序列，其用于扩增所述BAC至每个细菌细胞多于

10个拷贝，和‑病毒表达盒，其包含减毒RNA病毒

基因组的cDNA，并且包含用于在哺乳动物细胞中

转录所述病毒cDNA和用于将转录的RNA加工成感

染性病毒RNA的顺式‑调节元件。
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1.细菌人工染色体(BAC)用于制备包含BAC的DNA疫苗的应用，其中所述BAC包含：

‑诱导型细菌ori序列，其用于扩增所述BAC至每细菌细胞多于10个拷贝，和

‑病毒表达盒，其包含减毒RNA病毒基因组的cDNA，并包含用于在哺乳动物细胞中转录

所述病毒cDNA和用于在所述哺乳动物细胞中将转录的RNA加工成感染性RNA病毒的顺式‑调

节元件。

2.如权利要求1所述的应用，其特征在于，用于制备用于预防RNA病毒感染的DNA疫苗。

3.如权利要求1所述的应用，其特征在于，

所述DNA疫苗用于人和/或脊椎动物的免疫接种，并且

所述BAC包含用于在人或脊椎动物中转录所述病毒cDNA和用于在所述人或脊椎动物中

将转录的RNA加工成感染性RNA病毒的顺式‑调节元件。

4.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述减毒RNA病毒基因组的cDNA是RNA病毒基

因组的嵌合病毒cDNA构建体，其中异源性DNA序列已被插入或其中天然病毒序列已缺失、被

截短或突变。

5.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含

‑正链RNA病毒基因组的cDNA，

‑RNA聚合酶驱动的启动子，其位于所述cDNA的5’端之前，用于起始所述cDNA的转录，和

‑供于RNA自切割的元件，其位于所述cDNA的3’端之后，用于在设定位置切割所述病毒

cDNA的RNA转录本。

6.如权利要求5所述的应用，其特征在于，RNA聚合酶驱动的启动子是选自RNA聚合酶I、

RNA聚合酶II和RNA聚合酶III启动子的真核RNA聚合酶驱动的启动子。

7.如权利要求5所述的应用，其特征在于，所述正链RNA病毒选自下组：黄病毒、丙型肝

炎病毒、疫病毒、囊膜病毒、小核糖核酸病毒、冠状病毒、戊型肝炎病毒和萼状病毒。

8.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含黄热病病毒的cDNA。

9.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含减毒活YFV‑17D黄热病

病毒疫苗的cDNA。

10.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含属于下组的病毒的

cDNA：负链RNA病毒、双链RNA病毒或双义RNA病毒。

11.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述细菌人工染色体还包含酵母自主复制

序列，所述酵母自主复制序列用于穿梭至酵母，并将所述细菌人工染色体保留在酵母中。

12.如权利要求11所述的应用，其特征在于，所述酵母ori序列是2μ质粒起始或ARS1(自

主复制序列1)或其功能同源衍生物。

13.如权利要求6所述的应用，其特征在于，所述RNA聚合酶II启动子是巨细胞病毒即刻

早期(CMV‑IE)启动子、猴病毒40启动子或其功能同源衍生物。

14.如权利要求5所述的应用，其特征在于，所述用于RNA自切割的元件是丁型肝炎病毒

的基因组核酶的cDNA或功能同源RNA元件。

15.如权利要求9所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含减毒活YFV‑17D疫苗的

cDNA，其中编码病毒颗粒表面蛋白的一种或多种cDNA序列缺失、被截短或突变，从而YFV‑

17D的该功能性病毒颗粒表面蛋白不表达，并且编码异源性蛋白质的cDNA序列插入所述

YFV‑17D  cDNA。
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16.如权利要求15所述的应用，其特征在于，所述异源性蛋白质是黄病毒的病毒颗粒表

面蛋白。

17.如权利要求15或16所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含减毒活YFV‑17D

疫苗的cDNA，其中，插入一种或多种无关的cDNA序列，其表达为所述病毒多聚蛋白中的一种

或多种异源性蛋白质。

18.如权利要求1所述的应用，其特征在于，所述病毒表达盒包含病毒cDNA，其中插入由

所述重组病毒异源表达的外源cDNA序列。

19.一种制备抵抗RNA病毒的包含BAC的DNA疫苗的方法，所述方法包括如下步骤：

a)提供用BAC转染的细菌宿主，其包含：

‑诱导型细菌ori序列，其用于扩增所述BAC至每细菌细胞多于10个拷贝，和

‑病毒表达盒，其包含减毒RNA病毒基因组的cDNA，并且包含用于在哺乳动物细胞中转

录所述病毒cDNA和用于在所述哺乳动物细胞中将转录的RNA加工成感染性病毒RNA的顺式‑

调节元件，

b)通过添加激活所述诱导型ori的化合物来扩增所述BAC

c)分离该扩增的BAC，

d)将所述BAC配制成疫苗。

20.BAC在制备疫苗中的应用，所述BAC包含：

‑诱导型细菌ori序列，其用于扩增所述BAC至每细菌细胞多于10个拷贝，和

‑病毒表达盒，其包含减毒RNA病毒基因组的cDNA，并且包含用于在哺乳动物细胞中转

录所述病毒cDNA和用于在所述哺乳动物细胞中将转录的RNA加工成感染性病毒RNA的顺式‑

调节元件。

21.如权利要求20所述的应用，用于制备预防RNA病毒感染的疫苗。

22.如权利要求1所述的细菌人工染色体用于保持天然或重组RNA病毒基因组的cDNA和

用于从所述cDNA增殖天然或重组病毒的应用。

23.一种包含细菌人工染色体(BAC)的DNA疫苗，其中所述BAC包含：

‑诱导型细菌ori序列，其用于扩增所述BAC至每细菌细胞多于10个拷贝，和

‑病毒表达盒，其包含减毒RNA病毒基因组的cDNA，并包含用于在哺乳动物细胞中转录

所述病毒cDNA和用于在所述哺乳动物细胞中将转录的RNA加工成感染性RNA病毒的顺式‑调

节元件。

24.如权利要求23所述的DNA疫苗，其中所述DNA疫苗能够预防人或脊椎动物的RNA病毒

感染，其中所述BAC包含用于在所述人或脊椎动物中转录所述病毒cDNA和用于在所述人或

脊椎动物中将转录的RNA加工成感染性RNA病毒的顺式‑调节元件。
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细菌人工染色体

发明领域

[0001] 本发明涉及适于操作、维持并增殖RNA病毒基因组的感染性cDNA的质粒载体系统，

以及所述载体系统的应用。

背景技术

[0002] 先前，已将数种黄病毒和其它RNA病毒的拷贝DNA(cDNA)克隆进入不同低拷贝细菌

载体，以克服其固有的毒性(归因于病毒序列的大尺寸和隐蔽表达)(Bredenbeek等.(2003)

J.Gen.Virol.84，1261‑1268；Durbin，等.(2006)Hum  Vaccin.2，255‑260；Fan和Bird(2008)

J .Virol .Methods .149，309‑315；Li等 .(2011)PLoS  One  6，e18197；Pu等 .(2011)

J.Virol.85，2927‑2941；Rice等.(1989)New  Biol.1,285‑296)Almazán等.(2008)Methods 

Mol  Biol.454，275‑91)。已将克隆的cDNA作为模板使用，以产生感染性重组病毒，通过体外

合成或RNA基因组的转染(Bredenbeek等，2003，如上所引)，或通过将该病毒cDNA纳入表达

盒，该表达盒包含启动子，例如允许从转染的质粒DNA转录病毒RNA的CMV‑IE(巨细胞病毒即

刻早期(immediate  early))启动子(Enjuanes等.(2001)J.Biotechnol.88，183‑204；Hall

等.(2003)Proc.Natl.Acad .Sci.USA.100，10460‑10464)。引导减毒的手足口病(Ward等.

(1997)J .Virol .71，7442‑7447)和库宁病毒(Hall等 .(2003)Proc  Natl  Acad  Sci 

USA.100，10460‑10464)的表达的所述病毒表达盒已被用作实验DNA疫苗。尽管包含病毒表

达盒的低拷贝数载体系统能以稳定的方式保持在细菌宿主细胞中，它们存在重要缺陷：其

仅允许以仅仅足够于小规模实验应用的量纯化感染性病毒cDNA。因此，其作为感染性病毒

cDNA的常规来源的应用(例如在活cDNA疫苗生产中的应用)是不可能的。

[0003] 病毒DNA疫苗的生产需要大量扩增克隆载体，以获得足够的DNA，但这些扩增方法

受到严重的约束。为了避免突变，包含病毒DNA的载体在防止诱变事件(重组、突变、增加错

配修复等)的条件下增殖。细菌人工染色体(BAC)的稳定性是已知的，并且其可包含多达

500kb或更多的插入。

[0004] 然而，带有外源DNA的这种载体的大小对于细菌而言是个沉重负担，并且其复制需

要大量代谢努力。此外，核苷酸的耗尽可导致突变增加。最终，会出现外源DNA的不希望的表

达(所谓隐蔽表达)，这可造成毒性重组蛋白质。隐蔽转录本的毒性蛋白质的产生是黄病毒

DNA所固有的，并且仅能通过降低质粒的拷贝数来解决。事实上，载体的拷贝数越高，毒性蛋

白质的浓度越高。结果是，细菌宿主可能会相反选择(counterselect)突变，其中这些蛋白

质不表达。

[0005] Pu等.(2011)J.Virol.85，2927–2941，详细描述了解决细菌中的黄病毒cDNA的固

有毒性的各种尝试。这些包括包含病毒基因组的部分的质粒的体内连接、特定宿主、避免隐

蔽表达的突变体，以及低拷贝数质粒。

[0006] 因此，在细菌中以单一拷贝出现的BAC的应用为这些问题提供了解决方案。

[0007] 低拷贝数不是这些应用的缺点，其中BAC  DNA随后被亚克隆或扩增以提高浓度，并

且其中通过这些技术引入的一些突变对于设想的实验并不是至关重要的。然而，所述扩增
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方法无法应用于DNA疫苗的制造中，这使得BAC在DNA疫苗的大规模质粒制备中并不是优选

的载体。需要超大规模培养来获得大量的BAC。

[0008] 从Wild等.(2002)基因组Res.12，1434‑1444已知诱导型BAC载体的应用，由此，BAC

的拷贝数从每细胞1个拷贝增加至多达每细胞100个拷贝或甚至更多。尽管该系统提供了增

加BAC  DNA产量的方法，还是存在合理的担心，即，诱导后复制系统的活性的强力增加会增

加突变频率。因此，DNA疫苗的制造需要这样一种系统，其中所述系统能够获得载体的高拷

贝数，但其中所述载体发生复制却不引入无法耐受的突变。

发明内容

[0009] 本发明通过提供一种载体，所述载体能以低拷贝数在宿主细胞中稳定保持，但能

通过调节其宿主的培养条件来大量扩增，而不发生不希望的诱变事件，从而解决了本领域

就载体系统中制备疫苗而言的病毒cDNA的扩增问题。本发明的另一个目的在于，提供这样

一种载体，所述载体能够在酵母和细菌宿主之间穿梭，从而提供非常通用的系统，所述系统

可按控制来操作酵母和细菌遗传系统中的载体。

[0010] 本发明出乎预料地证明，BAC载体的拷贝数的可诱导增加提供了具有低得惊人的

突变速率的DNA。甚至更令人吃惊的是，发生的少数突变大部分是移码突变或终止密码子，

导致表达后的截短形式。点突变(其没有作用或导致修饰的氨基酸)则代表性不足。

[0011] 该预料之外的效果导致有利作用，即，能获得高量载体，并且有限量的错误导致非

功能性病毒基因组，而不导致相较于原始克隆的构建体而言毒力会增加的突变病毒基因

组。

[0012] 本发明提供一种细菌人工染色体，其包含诱导型细菌ori序列，该序列允许诱导所

述细菌人工染色体扩增至高拷贝数，例如，通过调节细菌宿主的培养条件来进行。本文所用

的细菌人工染色体还包含病毒表达盒，所述病毒表达盒包含侧接有顺式‑调节元件的RNA病

毒基因组的cDNA，其在将所述细菌人工染色体导入哺乳动物细胞之后促进所述病毒cDNA的

转录，并且允许将转录的RNA加工成感染性病毒RNA。所述病毒表达盒中所含的病毒cDNA可

以对应于野生型RNA病毒基因组的那些或是嵌合病毒cDNA构建体，其中，异源性DNA序列已

被插入，和/或，天然病毒序列已删除、截短或突变。通常而言，异源性DNA序列编码一种或多

种肽/蛋白质，其在本发明的细菌人工染色体被引入哺乳动物细胞之后，由重组病毒异源表

达，本发明的细菌人工染色体包含含有所述嵌合病毒cDNA的病毒表达盒。所述细菌人工染

色体还可包含用于穿梭至酵母或在酵母中保持所述细菌人工染色体的酵母自主复制序列。

穿梭至酵母细胞或在酵母细胞中保持本发明的细菌人工染色体的可能性提供了可按控制

在酵母和细菌遗传系统中进行遗传操作的优势。同样地，本发明提供一种单一载体系统，其

适合于RNA病毒基因组的感染性cDNA的操作、维持和增殖。

[0013] 在不存在所述诱导型ori的刺激时，本发明的细菌人工染色体可用于实现细菌宿

主中感染性病毒cDNA的稳定克隆，而所述刺激存在时，所述cDNA能被容易地扩增，随后分离

并使用。本发明的细菌人工染色体在待作为抵抗RNA病毒病原体的活疫苗(life  vaccine)

使用的病毒cDNA的开发、稳定性保持和生产中尤为有用。或者，所述细菌人工染色体用于保

持并从cDNA增殖天然或重组病毒(例如，出于研究目的)。

[0014] 本发明中，采用具有诱导型细菌ori的BAC来制备病毒表达盒的疫苗，所述病毒表
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达盒包含用于在哺乳动物细胞中转录病毒cDNA和用于将转录的RNA加工成感染性病毒RNA

的顺式调节元件和RNA病毒的cDNA。

[0015] 令人吃惊的是，包含所述病毒DNA的BAC的多个拷贝的产生并不会导致已知采用高

拷贝数系统会出现的缺陷。

[0016] 一般而言，在细菌系统中会产生毒性蛋白质，这归因于病毒序列的隐蔽表达。事实

上，黄病毒感染性克隆的生产传统上受到细菌中其全长cDNA的毒性的干扰。已采用多种方

法来克服该问题，包括极低拷贝数质粒和细菌人工染色体的应用(在Edmonds(2013)

J.Virol.87，2367‑2372中讨论)。这是涉及插入的现象，所述插入被克隆进入BAC，从而阻碍

细菌生长和代谢。其中没有发生隐蔽表达的带有突变的细菌具有生长优势，并且会使原始

群落过度生长。现有技术中，这由细菌集落的大小反映。非突变构建体产生毒性蛋白质，并

且通常获得小集落。突变构建体产生较少或不产生毒性蛋白质，这导致出现较大集落。

[0017] 基于该现有技术知识，从而预计质粒复制的诱导将导致毒性转录本的增加，以及

伴随的不发生隐蔽表达的突变体的增加。

[0018] 令人吃惊的是，诱导型复制系统似乎对隐蔽蛋白质的毒性不敏感。事实上，相比现

有技术的高拷贝数系统，细菌集落在某种程度上更大，这指示细菌宿主对最后的毒性蛋白

质较不敏感。更重要的是，非常大的集落，代表没有出现突变质粒。

[0019] 该发现，即诱导型系统对毒性蛋白质不敏感，是预料之外的。现有技术中并没有教

导表示该系统会对毒性蛋白质不敏感(或该毒性蛋白质并没有产生)。

[0020] 诱导型系统的另一个缺点是固有地产生BAC的多拷贝。事实上，诱导型系统的作者

解释，BAC克隆的最重要的特点是因其极低拷贝数所致的其稳定性。如上所引的Wild等 .

(2002)显示，拷贝数甚至可通过添加葡萄糖而被进一步降低。该单一拷贝状态通过减少克

隆之间的胞内重组的机会而改善了BAC文库的保留稳定性。这证明，Wild等公布的诱导型系

统并没有减低只要BAC的多个拷贝存在于宿主细胞中就会很快发生的不希望的重组事件的

变化。本领域技术人员应理解，诱导和随后的高拷贝数会重新引入重组事件。因此，技术人

员会避免采用所述系统来制备待用于疫苗接种目的的DNA。

[0021] 本发明中，已在诱导型ori系统中扩增BAC，并且已测试所述扩增的BAC的重组事

件。预料之外地，重组事件十分罕见。

[0022] 此外，除了测试重组事件以外，还测试了扩增的BAC是否存在其它突变。发生突变

的频率非常低，此外，错义部分令人吃惊地低于理论预期情况。如果发生突变，则主要是无

义突变或导致无功能病毒RNA的移码突变。

[0023] 本发明允许显著扩大 DN A疫苗生产的规模。例如，目前的减毒活 (l if e ‑

attenuated)黄热病疫苗的主要生产商尚无法满足存在的需求。采用本发明技术，将能够以

相较于目前的减毒活疫苗而言显著降低的成本和更高的质量生产DNA疫苗，由此满足长期

以来的需求。

[0024] 同样地，对于其它病毒性疾病，例如JEV、WNV、麻疹、风疹和HIV疫苗，需要一种能够

提供足量DNA的疫苗制备平台。

[0025] 本发明的第一方面涉及细菌人工染色体(BAC)用于制备疫苗的应用，其中所述BAC

包含：

[0026] ‑诱导型细菌ori序列，其用于扩增所述BAC至每个细菌细胞多于10个拷贝，和‑病
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毒表达盒，其包含减毒RNA病毒基因组的cDNA，并且包含用于在哺乳动物细胞中转录所述病

毒cDNA和用于将转录的RNA加工成感染性RNA病毒的顺式‑调节元件。

[0027] 减毒RNA病毒基因组的cDNA的实施方式是RNA病毒基因组的嵌合病毒cDNA构建体，

其中，异源性DNA序列已被插入，或其中，天然病毒序列已缺失、被截短或突变。

[0028] 所述病毒表达盒的实施方式包括：

[0029] ‑正链RNA病毒基因组的cDNA，

[0030] ‑RNA聚合酶驱动的启动子，其位于所述cDNA的5’端之前，用于起始所述cDNA的转

录，和

[0031] ‑供于RNA自切割的元件，其位于所述cDNA的3’端之后，用于在设定位置切割所述

病毒cDNA的RNA转录本。

[0032] 正链RNA病毒的实施方式有：黄病毒、丙型肝炎病毒、疫病毒、囊膜病毒、小核糖核

酸病毒、冠状病毒、戊型肝炎病毒，和萼状病毒。

[0033] 在一个典型实施方式中，所述病毒表达盒包含黄热病病毒的cDNA，例如减毒活

YFV‑17D黄热病病毒疫苗的cDNA。

[0034] 在其它实施方式中，所述病毒表达盒包含属于下组的病毒的cDNA：负链RNA病毒、

双链RNA病毒或双义RNA病毒。

[0035] 在特定实施方式中，所述细菌人工染色体还包含酵母自主复制序列，所述酵母自

主复制序列用于穿梭至酵母，并将所述细菌人工染色体保留在酵母中。

[0036] 酵母ori序列的一个示例是2μ质粒起点或ARS1(自主复制序列1)或其功能同源衍

生物。

[0037] 在某些实施方式中，所述RNA聚合酶驱动的启动子是RNA聚合酶II启动子，例如巨

细胞病毒即刻早期(CMV‑IE)启动子、猴病毒40启动子或其功能同源衍生物。

[0038] 在其它实施方式中，所述RNA聚合酶驱动的启动子是RNA聚合酶I或III启动子。

[0039] 用于RNA自切割的元件的示例是：丁型肝炎病毒的基因组核酶或功能同源RNA元件

的cDNA。

[0040] 在具体实施方式中，所述病毒表达盒包含减毒活YFV‑17D疫苗的cDNA，其中，编码

病毒颗粒表面蛋白的一种或多种cDNA序列缺失、被截短或突变，从而YFV‑17D的所述功能性

病毒颗粒表面蛋白不表达，并且编码异源性蛋白质的cDNA序列插入所述YFV‑17D  cDNA。所

述异源性蛋白质的一个示例是黄病毒的病毒颗粒表面蛋白。

[0041] 病毒表达盒的实施方式包含减毒活YFV‑17D疫苗的cDNA，其中，插入一种或多种无

关的cDNA序列，其表达为所述病毒多聚蛋白中的一种或多种异源性蛋白质。

[0042] 在其它实施方式中，所述病毒表达盒包含病毒cDNA，其中，插入外源cDNA序列，其

由所述重组病毒异源表达。

[0043] 另一个方面涉及制备针对RNA病毒的疫苗的方法，所述方法包括如下步骤：a)提供

用第一方面及其多种实施方式中所述的用BAC转染的细菌宿主

[0044] b)通过添加能够激活所述诱导型ori的化合物来扩增所述BAC

[0045] c)分离该扩增的BAC，

[0046] d)将所述BAC配制成疫苗。

[0047] 另一个方面涉及：第一方面及其多种实施方式中所述的BAC，所述BAC被用作疫苗。
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[0048] 本发明的另一个方面涉及：第一方面及其多种实施方式中所述的BAC，所述BAC用

于预防RNA病毒感染。

[0049] 另一个方面涉及：第一方面及其多种实施方式中所述的BAC作为活DNA疫苗的应

用。

[0050] 另一个方面涉及：第一方面及其多种实施方式中所述的BAC用于从所述cDNA增殖

天然或重组病毒的应用。

[0051] 另一个方面涉及：第一方面及其多种实施方式中所述的细菌人工染色体(BAC)作

为BAC用于制备疫苗的应用。

发明详述

附图说明

[0053] 图1.RNA病毒表达质粒的pShuttleBAC系列的生成。(A)图显示：作为起始载体构建

体的pShuttleBAC/Pme的构建。(B)图显示pShuttleBAC/Pme衍生的黄病毒表达载体的构建，

通过插入病毒cDNA，通过SV40启动子(SV40p)和HDV核酶(HDrz)之间的同源重组来进行上述

构建。

[0054] 图2.增强大肠杆菌中pShuttleBAC构建体的质粒稳定性。通用质粒图谱显示现有

技术黄病毒cDNA质粒(A)和新型pShuttleBAC载体系列(B，DNA‑YFVax)的设计原理。其中转

化(A)和(B)各自的单一集落之后的大肠杆菌在37℃生长过夜，并铺板在选择培养基上。总

体而言，A型构建体长成的集落尺寸比B型的那些小得多(分别示于图2C和D)。此外，A型构建

体产生具有宽范围集落尺寸的后代(图2C的右侧图显示标准化的集落直径)，指示有时候使

这些cDNA对于大肠杆菌的毒性较低的突变质粒克隆的选择和分离。克隆分析鉴定了多种可

能的潜在突变，包括病毒E/NS1区域中的转座子插入。相反，pShuttleBAC系列的B型构建体

的质粒克隆没有分离，并且，显示更为均一的集落尺寸，甚至在大肠杆菌中重复传代之后也

是如此，这指示其高遗传稳定性。

[0055] 图3A .在Vero‑B细胞用pShuttle/YF17D(野生型，WT)及其复制缺陷型衍生物

pShuttle/YF17DΔ GDD(Δ GDD)转染之后，通过Northern印迹检测YFV‑17DRNA复制的复制中

间体。反义取向的反基因组(‑)‑RNA(A上图，11kb)和正义取向的病毒基因组(+)‑RNA(A下

图，11kb)仅在WT转染细胞中于转染后5天检测到。在放线菌素D(ACD)(一种DNA导向的RNA合

成的抑制剂)存在下的进行中的复制证实，从pShuttle/YF17D初始起始YFV‑17D基因组转录

之后，病毒复制以独立于质粒的方式自主继续。

[0056] 图3B.通过5’‑和3’‑RACE(cDNA末端的快速扩增)来检测正确的YFV‑17DRNA转录本

加工。pShuttle/YF17D启动新生YFV‑17D  RNA(图3B中粗体表示)的转录，经快速扩增cDNA末

端(RACE)确认，其以正确5’和3’端开始和结束(分别示于上图和下图)。

[0057] 图4A‑C.由不同起点的YFV‑17D诱导的类似的CPE。源自采用pACNR‑FLYF17DII作为

模板的体外转录并加帽的RNA的YFV‑17D病毒(A)，或在pShuttle/YF17D质粒DNA转染后收获

的YFV‑17D病毒(B)在转染后(p.i.)5天(d)使BHK‑21细胞产生相同的病毒诱导的细胞病变

作用(CPE)；C，用于比较的未转染的细胞。

[0058] 图4D‑E.不同起点的YFV‑17D的相似的空斑表型。源自采用pACNR‑FLYF17DII作为
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模板的体外转录和加帽的RNA的YFV‑17D病毒(D)，或在pShuttle/YF17D的质粒DNA转染之后

收获的YFV‑17D病毒(E)在BHK‑21细胞上产生相当数量(转染后5天3×105个空斑形成单位

(pfu)mL‑1对比2×105个pfu  mL‑1)和相同形貌的空斑(直径6,4±0,7mM对比6,1±1,1mM；t检

验n＝8，p值＝0.6)。

[0059] 图5.通过免疫荧光试验(IFA)检测感染性重组DENV2。用pShuttle/DV2转染的BHK‑

21细胞产生的重组DENV2  NGC显示Vero‑B细胞的剂量依赖性感染，显示为：转染后5天对于

病毒E蛋白质免疫荧光染色的病毒聚焦(A，未稀释的上清液，B，100倍稀释的上清液，C，未感

染的细胞对照)。

[0060] 图6.用Stamaril(空心方形)感染的AG129小鼠或用pShuttle/YF17D转染的(十字

形)AG129小鼠的存活率.在i.p.挑战之后10‑12天，干扰素I型和II型受体缺陷型(AG129)小

鼠开始减轻体重，并且发展出统一的症状发作，即皮毛起皱、震颤和迟缓性后肢瘫痪。用复

制缺陷型NS5 Δ GDD质粒变体转染的对照动物(Δ GDD，空心圆)显示没有发病。然而，在初始

转染20天后，它们仍易受第二次 挑战(实心三角形)的影响，然后，在相当的时间

范围内死亡并显示相似的症状。质粒DNA采用33％丙二醇(作为运载体)中的碳酸钙微米花

(microflower)i.p.转染。

[0061] 图7.感染的AG129小鼠的YFV‑17D  RNA(B)检测和发病率(A)。(A)如果用

感染或用pShuttle/YF17D(pYF17D)转染，AG129小鼠损失约20％的体重，然后在平均12‑13

天(MDD，平均至死亡(day  to  death)天数)之后，必须对它们进行安乐死。不同的是，

pShuttle/YF17DΔ GDD(Δ GDD)转染的小鼠增重，之后采用 (Δ GDD+2°Stamaril)

对它们进行挑战，其自YFV‑17D感染约两周内死亡。(B)可通过qRT‑PCR在从(A)收集的死亡

时AG129小鼠的脑部样品中检测到相当的量的YFV‑17D  RNA。

[0062] 图8.pShuttle/YF17D(合成的构建体#1)的图谱。注释：SV40p:猴病毒40启动子/起

点，YFV‑17D：黄热病病毒疫苗株17D  cDNA，HDVrz：丁型肝炎病毒核酶cDNA；2μ：酿酒酵母

(S.cerevisiae)2‑微米起点；TRP1：提供朝向色氨酸的原养型生长的TRP1基因；parABC：F‑

质粒的区分基因(partitioning  gene)；repE：F‑质粒的repE基因；oriS：F‑质粒的起点；

oriV：质粒RK2的起点；CmR：氯霉素抗性基因。

[0063] 图9 .用不同YFV‑17D  cDNA载体转染后的大肠杆菌集落生长。(A)用pACNR‑

FLYF17DII转化并在37℃生长16小时之后的大肠杆菌EPI‑300T集落。可以观察到具有较大

尺寸差异的两个亚群的集落尺寸分布，小集落(直径小于0.2mm)和大集落(直径约0.4mm)。

大多数是小集落。(B+C)用pShuttle/YFV17D转化后的大肠杆菌EPI‑300T集落。在不含诱导

剂(B)或含有0.01％  L‑阿拉伯糖(C)(用于诱导通过诱导型高拷贝起点介导的高拷贝复制)

的平板上铺板。大的黑色圆形是包埋在琼脂中的直径2.5mm的Zirkonia珠，以作为校准物。

插图是示意线图，其表示各组中观察到的集落的轮廓。

[0064] 图10.用不同YFV‑17D  cDNA载体转化后的大肠杆菌集落的尺寸分布。(A)用pACNR‑

FLYF17DII转化后的大肠杆菌EPI‑300T集落。(B+C)用pShuttle/YFV17D转化后的大肠杆菌

EPI‑300T集落。在不含诱导剂(B)或含有0.01％  L‑阿拉伯糖(C)(用于诱导通过诱导型高拷

贝起点介导的高拷贝复制)的平板上铺板。

[0065] 图11a .pShuttle/ChimeriVax‑JE的图谱。pShuttle/ChimeriVax‑JE包含如下组

成：SV40启动子/起点(核苷酸1‑481)和YFV‑17D(核苷酸2452‑10862)，其中插入477‑2477神
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经减毒JEV疫苗株JE  SA14‑14‑2。JEV  E‑ORF的最后两个氨基酸倒数第二是来自组氨酸到甘

氨酸密码子的突变，以产生KasI位点，NS2A和NS4B‑ORF包含见于 的两个相配的

G4055a和G7349a突变，分别将YFV‑17D  NS2A中的甲硫氨酸变为缬氨酸，且将NS4B  ORF中的

赖氨酸变为谷氨酰胺。其它沉默突变在第406位(XhoI)、第4009位(BstEII)和第7315位

(NheI)产生限制标志物。

[0066] 图11b.pShuttle/ChimeriVax‑WN的图谱。pShuttle/ChimeriVax‑WN包含如下组

成：SV40启动子/起点(核苷酸1‑481)和YFV‑17D(核苷酸2452‑10862)，其中插入477‑2477的

WNV株NY‑99的神经减毒衍生物。WN  E‑ORF的最后两个氨基酸倒数第二是来自组氨酸到甘氨

酸密码子的突变，以产生KasI位点，NS2A和NS4B‑ORF包含见于 的两个相配的

G4055a和G7349a突变，分别将YFV‑17D  NS2A中的甲硫氨酸变为缬氨酸，且将NS4B  ORF中的

赖氨酸变为谷氨酰胺。其它沉默突变在第406位(XhoI)、第4009位(BstEII)和第7315位

(NheI)产生限制标志物。

[0067] 图12.pShuttle/EV71的图谱。pShuttle/EV71包含在SV40启动子/起点的5'末端和

30个核苷酸长的多聚A重复加上丁型肝炎病毒核酶的3’端之间插入的EV71株BrCr‑TR的

cDNA(Genbank  AB204852.1)。

[0068] 图13描述具有SEQ  ID  NO  1‑7的序列。

[0069] 定义

[0070] 术语"细菌人工染色体(BAC)"指的是用于在细菌细胞(例如大肠杆菌)中克隆DNA

序列的质粒DNA构建体。一般而言，30,000‑约300,000个碱基对范围内的DNA序列均能被插

入BAC。带有插入的DNA的BAC能被细菌细胞摄取。随着细菌细胞生长和分裂，BAC  DNA以每细

菌细胞极低的拷贝数稳定地保留在细菌细胞中，优选地不超过每细胞3个拷贝，例如每细胞

一个拷贝。BAC的复制在复制(ori)序列(通常是oriS序列)的起点起始。该复制由BAC编码的

基因产物(一般是repE和/或repF)严格调控。BAC还编码在分列过程中指导将BAC拷贝划分

至子细胞的蛋白质(例如parA，B和C)。通常，BAC载体还包含可选择的标志物，例如抗生素抗

性或受体酶标志物，例如lacZ，其允许进行蓝白筛选。通常采用的BAC的示例是pBeloBac11

(Shizuya等.(1992)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  89，8794–8797)。该载体的序列以GenBank登

录号U51113报告。pBeloBac11是环状质粒，其包含oriS，产生起始和调控oriS处的复制的蛋

白质的repE基因，和区分基因par  A、B和C。供于选择，pBeloBac11包含氯霉素‑抗性‑编码基

因。所述载体还包含lacZα基因，当所述BAC中被克隆进入插入物时，其可被干扰或从所述载

体消除。

[0071] 术语"诱导型细菌ori序列"指的是在细菌宿主细胞中具有功能并响应扩增‑介导

的蛋白质的质粒ori序列。优选地，在所述扩增‑介导的蛋白质不存在时，所述诱导型ori的

复制功能被严格抑制或不存在。还优选：在所述扩增‑介导的蛋白质存在时，诱导型ori扩增

所述质粒至高拷贝数，优选地，扩增至每细胞多于20个拷贝，更优选地，扩增至每细胞多于

100，例如，多于500或1000个拷贝。对于本发明的应用，还优选(但不必需)所述诱导型ori响

应单一扩增‑介导的蛋白质。

[0072] 在本发明中，oriV尤其有用于作为诱导型细菌ori，因为其宽宿主范围，其已知的

复制100‑kb或更大的DNA片段的能力，其高拷贝数，以及其仅需要一种诱导蛋白。包含诱导

型oriV的细菌人工染色体的示例有：pBeloBAC/oriV(Wild等.(2002)Genome  Res.12,1434‑
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1444)和pBAC‑LacZ(Addgene质粒13422:pBAC‑lacZ,,Adgene,美国马萨诸塞州坎布里奇)。

pBAC‑lacZ质粒是一种迷你‑F'，其可在标准大肠杆菌菌株中复制，但因为其以单拷贝游离

基因的形式保持，其DNA产量低。pBAC‑lacZ还包含第二种较高拷贝数复制起点(oriV)，其仅

在trfA基因编码的反式作用因子的存在下有活性。该质粒在表达trfA的大肠杆菌细胞中自

诱导型启动子的转录通过诱导trfA的表达而允许pBAC‑lacZ质粒的拷贝数增加。

TransforMax T M
  EPI300 T M

大肠杆菌细胞 (美国威斯康星州麦迪逊的艾比森德公司

(Epicentre))包含诱导型突变trfA基因，其基因产物是从oriV复制起点处起始复制所必需

的。trfA的表达可通过向培养基添加L‑阿拉伯糖来诱导，导致oriV的活化。

[0073] "酵母复制起点"指的是质粒中的一段序列，例如细菌人工染色体，其允许在酵母

细胞中复制并维持该质粒。已显示2μ质粒中存在的复制起点(Huberman等.(1987)Cell  51，

473‑481；Brewer和Fangman(1987)Cell  51，463‑471；Hartley和Donelson(1980)Nature 

286，860‑865.)是合适用于将本发明的细菌人工染色体穿梭至酵母的ori。已经描述其它合

适的酵母ORI(Liachko等.(2013)Genome  Res.23，698‑704，例如ARS1(自主复制序列1)及其

功能同源衍生物，如酵母着丝粒质粒(YCp)中所用，或合成的CEN6/ARSH4起点(Frazer和O’

Keefe(2007)Yeast.24，777‑789)。

[0074] 本发明内容中的"病毒表达盒"指的是侧接有顺式‑调节元件的RNA病毒基因组的

cDNA，其在将所述细菌人工染色体导入哺乳动物细胞之后促进所述病毒cDNA的转录，并且

允许将转录的RNA加工成感染性病毒RNA，如下文详述。

[0075] "感染性病毒RNA"指的是病毒RNA，其在导入其哺乳动物宿主之后，足以提供病毒

复制和产生感染性病毒后代所需的所有病毒功能。这包括：(i)作为供于病毒RNA合成和基

因组扩增的转录模板，和(ii)作为供于合成病毒复制所需的病毒蛋白质的翻译模板。其它

附加功能，例如引诱先天抗病毒应答中涉及的宿主细胞因子(Moon等.(2012)RNA.18,2029‑

40)，可能也需要由感染性病毒RNA提供。

[0076] 本发明内容中，"减毒"涉及病原体毒力的变化，通过减毒，致病生物体的有害性质

被削弱(或削减)；减毒病原体可用作活疫苗。减毒疫苗能以不同方式源自已被弱化的活生

物体，通常来自次优条件(也称作减毒)下的培养，或来自具有使其致病能力下降的作用的

遗传修饰。

[0077] 在本发明的第一方面，提供一种细菌人工染色体，所述细菌人工染色体包含诱导

型细菌ori序列，其在刺激存在下诱导所述细菌人工染色体在细菌细胞中扩增至高拷贝数，

优选地，扩增至每细胞多于10个拷贝，更优选地，扩增至每细胞多于100，例如多于500或

1000个拷贝。一般而言，所述刺激所致的所述细菌人工染色体的扩增不超过每细胞多于10,

000个拷贝，例如不多于5000个拷贝。本发明的细菌人工染色体还包含病毒表达盒，所述病

毒表达盒包含侧接有顺式‑调节元件的RNA病毒基因组的cDNA，其在将所述细菌人工染色体

导入哺乳动物细胞之后促进所述病毒cDNA的转录，并且允许将转录的RNA加工成感染性病

毒RNA。本发明的细菌人工染色体的病毒表达盒中包含的病毒cDNA可源自属于下组的病毒：

正链病毒、负链病毒、双链RNA病毒或利用双义RNA策略来复制的病毒。所述病毒表达盒中包

含的病毒cDNA能够对应于野生型RNA病毒基因组，或者是嵌合病毒cDNA构建体，其中异源性

DNA序列已被插入和/或天然病毒序列已缺失。优选地，所述异源性DNA序列编码一种或多种

蛋白质，所述蛋白质在将包含所述嵌合病毒cDNA的病毒表达盒的本发明的细菌人工染色体
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引入哺乳动物细胞之后由该重组病毒异源表达。任选地，本发明的细菌人工染色体还包含

用于穿梭至酵母或在酵母中保持所述细菌人工染色体的酵母自主复制序列。穿梭至酵母细

胞或在酵母细胞中保持本发明的细菌人工染色体的可能性提供了可按控制在酵母和细菌

遗传系统中进行遗传操作的优势。

[0078] 在对于所述诱导型ori的刺激不存在时，本发明的细菌人工染色体可用于感染性

病毒cDNA在细菌宿主中的留存和稳定克隆，而当所述刺激存在时，所述cDNA可被扩增，随后

分离以供使用。本发明的细菌人工染色体在待作为针对RNA病毒病原体的活疫苗使用的病

毒cDNA的开发、稳定保持和生产中特别有用。或者，所述细菌人工染色体用于从cDNA维持并

增殖天然或重组病毒，例如，用于研究目的。本发明的细菌人工染色体，特别是包含酵母复

制起点的那些，还具有其它优势：它们提供供于遗传工程改造病毒cDNA的通用系统。该通用

性在所述细菌人工染色体的研究和开发应用中(例如，在针对RNA病毒病原体的cDNA活疫苗

的设计中，或在采用反向遗传学方法以阐明某些病毒基因产物的作用和功能为目的的研究

中)特别重要。

[0079] 如果本发明的细菌人工染色体包含含有正链RNA病毒基因组的cDNA的病毒表达

盒，优选在所述病毒cDNA的5’端之前存在RNA聚合酶驱动的启动子，其在引入哺乳动物细胞

之后起始所述病毒cDNA的转录，而优选在其3’端之后存在供于RNA自切割的元件，以用于在

设定位置切割所述病毒cDNA的RNA转录本。在将所述细菌人工染色体引入哺乳动物细胞时，

这些顺式‑调节元件一起允许所述转录，并将所述病毒cDNA加工成感染性病毒RNA。优选地，

所述RNA聚合酶驱动的启动子是RNA聚合酶II操作的启动子，例如巨细胞病毒即刻早期

(CMV‑IE)启动子(Thomsen等.(1984)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  81，659‑663)，猴病毒40启

动子(Deboist和Chambon(1981)Nature  290，304‑310)或其功能同源衍生物，例如CMV‑IE鸡

β‑肌动蛋白嵌合(CAG)启动子(Niwa等.(1991)基因108，193‑199)或所述RNA聚合酶II操作

启动子的诱导型形式，例如四环素‑操作子最小CMV‑IE启动子(Gossen等 .(1995)

Science.268，1766‑1769；Baron和Bujard(2000)Methods  Enzymol.327，401‑421)。或者，所

述 R N A聚 合 酶 驱 动 的 启 动 子 是 R N A聚 合 酶 I ( R u s s e l 和 Z o m e r d i j k ( 2 0 0 6 )

Biochem.Soc.Symp.73，203‑216)或RNA聚合酶III启动子，例如U6或H1启动子。还优选所述

用于RNA自切割的元件是丁型肝炎病毒的染色体组核酶的cDNA(Chadalavada等，(2007)RNA 

13，2189‑2201)或功能同源丁型肝炎病毒样自切割核酶RNA元件的cDNA，例如Webb和Luptak

(2011)RNA  Biol.8，719‑727中所述。优选地，所述病毒表达盒中包含的正链RNA病毒的病毒

cDNA源自属于以下病毒家族之一的病毒：黄病毒科(Flaviviridae)，包括黄热病病毒和其

它黄病毒；丙型肝炎病毒(hepacivirus)，包括丙型肝炎病毒(hepatitis  C  virus)；疫病

毒，包括牛病毒性腹泻病毒，和典型的猪瘟疫病毒；披膜病毒科(Togaviridae)，包括α病毒、

基孔肯雅病和风疹病毒属、风疹病毒；小核糖核酸病毒科(Picornaviridae)，包括肠道病

毒，例如脊髓灰质炎病毒和鼻病毒，以及口蹄疫病毒，冠状病毒科(Coronaviridae)，包括

HCoV‑229E、SARS‑CoV、MERS‑CoV(最初被描述为新型冠状病毒2012/伦敦1_新型CoV  2012)

和猫冠状病毒，以及戊型肝炎病毒(hepevirus)，包括戊型肝炎(hepatitis  E)病毒，和杯状

病毒科(Caliciviridae)，包括诺沃克病毒和诺如病毒。所述病毒表达盒中所含的病毒cDNA

可以对应于野生型RNA病毒基因组的那些或是嵌合病毒cDNA构建体，其中，异源性DNA序列

已被插入，和/或，天然病毒序列已删除、截短或突变。优选地，所述异源性DNA序列编码一种
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或多种肽/蛋白质，所述肽/蛋白质在将包含所述嵌合病毒cDNA的病毒表达盒的本发明的细

菌人工染色体引入哺乳动物之后由该重组病毒异源表达。

[0080] 在本发明的具体实施方式中，本发明的细菌人工染色体包含含有正链减毒活黄热

病病毒(YFV)‑17D疫苗的cDNA的病毒表达盒(图6)。根据该具体实施方式的细菌人工染色体

可用于YFV‑17D  cDNA的稳定克隆和增殖。此外，所述细菌人工染色体可作为活YFV‑17D的

DNA疫苗，作为目前使用的减毒活YFV‑17D病毒疫苗( 和相似制备物，例如

等)的替代物。关于现有的YFV‑17D病毒疫苗，本发明的YFV‑17DNA疫苗具有优势：

其能以较低成本生成，而无需真核细胞培养物或鸡胚蛋。此外，其分布不需要冷链(cold‑

chain)并且其可以无针给予。

[0081] 在更具体的实施方式中，本发明的细菌人工染色体包含含有所述减毒活YFV‑17D

疫苗的cDNA的病毒表达盒，其中异源性DNA序列已被插入和/或天然病毒序列已缺失。例如，

参考US6962708，YFV‑17D的cDNA中的编码prM‑E蛋白质的核苷酸序列可缺失、被截短或突

变，从而YFV‑17D的功能性prM‑E蛋白质不被表达，而编码第二种不同的病毒的病毒包膜蛋

白质的核苷酸序列，从而所述第二病毒的病毒包膜蛋白质由YFV‑17D疫苗的改变的基因组

表达。优选地，所述第二病毒也是黄病毒，例如日本脑炎(JE，例如，JE  SA14‑14‑2)、登革热

(DEN，例如，登革热1‑4型的任何类型；例如，登革热‑2毒株PUO‑218)(Gruenberg等.(1988)

J .Gen .Virol .67，1391‑1398 .)、墨莱河谷脑炎(MVE)、圣路易脑炎(SLE)、西尼罗河病毒

(WN)、蜱传脑炎(TBE)(即，中欧脑炎(CEE)和俄罗斯春夏脑炎(RSSE)病毒)，以及丙型肝炎

(HCV)病毒。用作所述第二黄病毒的其它黄病毒包括：库宁病毒、波瓦生病毒、夸塞纳森林病

病毒、济卡病毒、乌苏图病毒和鄂木斯克出血热病毒。包含嵌合YFV‑17D  cDNA的细菌人工染

色体向哺乳动物细胞中的导入导致生成嵌合病毒，所述嵌合病毒由属于YFV‑17D的负责胞

内复制的基因和基因产物以及第二病毒的包膜的基因和基因产物组成。因为所述病毒包膜

包含负责诱导中和抗体的抗原决定簇，被该嵌合病毒感染的结果是，产生针对该第二病毒

的抗体。或者，YFV‑17D的cDNA中的编码prM‑E和/或NS1蛋白质的核苷酸序列可缺失、被截短

或突变，从而YFV‑17D的功能性prM‑E和/或NS1蛋白质同样不被表达，而编码包含特定表位/

抗原的肽/蛋白质的核苷酸序列，从而所述蛋白质由YFV‑17D疫苗的变化基因组表达。或者，

编码异源性蛋白质的cDNA可被插入本发明的细菌人工染色体中的YFV‑17D  cDNA中的其它

位置，例如，在E和NS1基因之间插入(Bonaldo等.(2007)Virol.J.4，115.)，在C基因中插入

(Jones等.(2005)Virology  331，247‑259；Schoggings等.(2012)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 

109，14610‑14615)或在YFV‑17D  cDNA的未翻译的区域中插入(Jones等 .(2005)，如上所

引)。优选地，包含所述表位/抗原的蛋白质是肿瘤抗原或寄生病原体的病毒抗原、细菌抗

原。所述包含嵌合YFV‑17D  cDNA的细菌人工染色体在向哺乳动物细胞中的引入导致生成嵌

合病毒，所述嵌合病毒由属于YFV‑17D的负责胞内复制的基因和基因产物以及包含所述表

位/抗原的蛋白质的基因和基因产物组成。因为所述病毒包膜包含负责诱导中和抗体的抗

原决定簇，被该嵌合病毒感染的结果是，产生针对包含所述表位/抗原的蛋白质的抗体。

[0082] 如果本发明的细菌人工染色体包含含有负链RNA病毒基因组的cDNA的病毒表达

盒，则必须以如下方式修饰如前文关于正链RNA病毒所述的构建体：所述病毒基因组cDNA，

关于驱动其表达的顺式元件而言，以其正义(反基因组)方向存在，(Radecke等.(1995)EMBO 

J.14，5773‑5784)，并且其还以正义方向包含正义方向的编码病毒基因产物的cDNA，与所述
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病毒RNA一起，形成拯救病毒RNA复制所需的病毒复制酶复合物的部分。这些cDNA侧接有调

节顺式元件，所述调节顺式元件是从质粒构建病毒复制酶复合物的这些病毒基因产物的表

达所需的。在未分段的负链RNA病毒的情况中，(Conzelmann(1998)Annu .Rev .Genet .32，

123‑162)这些病毒基因产物是N(NP)、P和L蛋白质。负链RNA基因组的反基因组cDNA的表达

可由RNA聚合酶I或II启动子驱动(Martin等，(2006)JVirol.80，5708‑5715；而构建病毒复

制酶复合物的病毒蛋白质的表达盒可以是多顺反子性的(如病毒本身中自然出现的那样)，

或单顺反子性的(采用不同RNA聚合酶启动子(Morita等.(2012)Biotechniques  0，1‑5))以

供各复制酶组分的平衡表达。用来自本发明的人工细菌染色体的分段RNA基因组进行的负

链RNA病毒的拯救需要关于所述系统的修饰(如关于带有未分段的RNA基因组的负链RNA病

毒所述的那样)；更具体地，需要纳入由合适的RNA聚合酶I和II启动子(Fodor等 .(1999)

J .Virol .73，9679‑9682)驱动的用于各基因组片段 (Neumann和Kawaoka (2004)

Curr.Top.Microbiol.Immunol.283，43‑60)的表达盒。因为现有技术中用于该目的的质粒

载体系统的载体容量有限，现有技术中，拯救所述病毒所需的全部功能都必须通过若干质

粒的共转染来提供，例如采用多达8或12种质粒来拯救流行性感冒病毒，分别见述于先前文

献：Hoffmann等.(2002)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  99，11411‑11416和Fodor等.1999(如上

所引)。本发明的细菌人工染色体具有高载体容量以包含大量插入，这允许表达负链RNA病

毒基因组或基因组区段，加上以与正链RNA病毒基因组相似的方式表达来自单一细菌人工

染色体的其它病毒蛋白质编码序列。

[0083] 优选地，所述病毒表达盒中包含的负链RNA病毒的所述病毒cDNA和拯救病毒复制

所需的其它表达盒源自属于以下病毒家族之一的病毒：正粘病毒科(Orthomyxoviridae)，

包括甲型、乙型和丙型流感病毒，和副粘病毒，包括麻疹病毒、腮腺炎病毒和呼吸道合胞体

病毒。所述病毒表达盒中所含的病毒cDNA可以对应于野生型RNA病毒基因组的那些或是嵌

合病毒cDNA构建体，其中，异源性DNA序列已被插入，和/或，天然病毒序列已删除、截短或突

变。优选地，所述异源性DNA序列编码一种或多种肽/蛋白质，所述肽/蛋白质在将包含所述

嵌合病毒cDNA的病毒表达盒的本发明的细菌人工染色体引入哺乳动物之后由该重组病毒

异源表达。

[0084] 如果本发明的细菌人工染色体包含含有双链RNA病毒基因组的cDNA的病毒表达

盒，则所述构建体必须被修饰，从而，Boyce等.(2008)J.Virol.82，8339‑8348中所述的拯救

病毒RNA复制所需的全部病毒RNA基因组区段，即，蓝舌病病毒情况中的10种RNA，可由RNA聚

合酶II启动子表达，这允许对新生转录本进行正确的加工(主要是加帽)。或者，RNA聚合酶I

和III启动子也可用于该目的。优选地，所述病毒表达盒中所含的双链RNA病毒的所述病毒

cDNA源自属于以下病毒家族之一的病毒：呼肠孤病毒科(Reoviridae)，包括呼肠孤病毒、轮

状病毒和蓝舌病病毒。所述病毒表达盒中所含的病毒cDNA可以对应于野生型RNA病毒基因

组的那些或是嵌合病毒cDNA构建体，其中，异源性DNA序列已被插入，和/或，天然病毒序列

已删除、截短或突变。优选地，所述异源性DNA序列编码一种或多种肽/蛋白质，所述肽/蛋白

质在将包含所述嵌合病毒cDNA的病毒表达盒的本发明的细菌人工染色体引入哺乳动物之

后由该重组病毒异源表达。

[0085] 如果，本发明的细菌人工染色体包含含有使用双义RNA策略供于复制的病毒的

cDNA的病毒表达盒，则该构建体必须以如下方式被修饰：如(Lowen等 .(2004)Virology 
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330，493‑500)所述，拯救病毒RNA复制所需的全部病毒RNA基因组区段由RNA聚合酶I或II启

动子表达。优选地，所述病毒表达盒中包含的采用双义RNA复制策略的病毒的所述病毒cDNA

源自属于以下病毒家族之一的病毒：布尼亚病毒科(Bunyaviridae)，包括里夫特裂谷热病

毒、汉坦病毒和施马伦贝格病毒，以及沙粒病毒科(Arenavirdae)，包括拉沙病毒。所述病毒

表达盒中所含的病毒cDNA可以对应于野生型RNA病毒基因组的那些或是嵌合病毒cDNA构建

体，其中，异源性DNA序列已被插入，和/或，天然病毒序列已删除、截短或突变。优选地，所述

异源性DNA序列编码一种或多种肽/蛋白质，所述肽/蛋白质在将包含所述嵌合病毒cDNA的

病毒表达盒的本发明的细菌人工染色体引入哺乳动物之后由该重组病毒异源表达。

[0086] 如上所述并如示例说明，本发明允许产生高量的病毒cDNA，其具有足够高的质量

以在DNA疫苗中使用。

[0087] 将DNA配制成疫苗制备物是本领域已知的，并且在如下文献中有详细描述，例如，

《分子药物方法》(Methods  in  Molecular  Medicine)第6‑10章"DNA疫苗"，第127卷，(2006)

Springer  Saltzman,Shen和Brandsma(编) .胡玛纳出版社(Humana  Press) .新泽西州托托

马 .和疫苗(Vaccines)(第6版)的第61章，可选性疫苗递送方法(Alternative  vaccine 

delivery  methods)，第1200‑1231页，(2013)(Plotkin等编)。关于合适用于DNA疫苗制备物

中的可接受的运载体、稀释剂、赋形剂和佐剂的详细描述可见于WO2005042014，如下所示。

[0088] "可接受的运载体、稀释剂或赋形剂"，指的是人类和/或兽医药物，尤其是关于免

疫治疗的药物的应用中可接受的其它物质。

[0089] 例如，可接受的运载体、稀释剂或赋形剂可以是固体或液体填料、稀释剂或包封物

质，其能够安全地用于全身性或局部给予。根据具体给予途径，可采用本领域中熟知的多种

运载体。这些运载体可选自下组：糖、淀粉、纤维素及其衍生物、麦芽、胶质、滑石、硫酸钙、植

物油、合成的油、多元醇、褐藻酸、磷酸盐缓冲溶液、乳液、等渗盐水和盐例如无机酸盐，包括

盐酸盐、溴化物和硫酸盐，有机酸盐例如乙酸盐、丙酸盐和丙二酸盐，以及无热原的水。

[0090] 描述药学上可接受的运载体、稀释剂和赋形剂的有用的参考文献是：《雷明顿药物

科学》(Remington's  Pharmaceutical  Sciences)(马克出版公司(Mack  Publishing  Co.)，

美国新泽西州，1991)，其通过引用纳入本文。

[0091] 可采用任何安全给予途径来向患者提供所述DNA疫苗。例如，可采用经口、直肠、肠

胃外、舌下、口腔、静脉内、关节内、肌内、皮肤内、皮下、吸入、眼内、腹膜内、脑室内、经皮等。

肌内和皮下注射可能是合适的，例如，用于给予免疫治疗性组合物、蛋白质疫苗和核酸疫

苗。还设想，微粒轰击法或电穿孔法也可具体用于递送核酸疫苗。

[0092] 剂型包括片剂、分散剂、悬液、注射剂、溶液、糖浆、药片、尿囊、栓剂、气溶胶、透皮

贴片等。这些剂型还可包括注射或植入控释装置，所述控释装置经特殊设计以用于该目的，

或其它形式的植入物，所述植入物经修饰以该形式另发挥作用。这些治疗剂的控释可通过

对其进行被覆来起效，例如，采用疏水聚合物，包括丙烯酸树脂、蜡、高级脂肪醇、聚乳酸和

聚乙醇酸，以及某些纤维素衍生物，例如羟丙基甲基纤维素。此外，所述控释可通过采用其

它聚合物基质、脂质体和/或微球来起效。

[0093] 适合于经口或肠胃外给予的DNA疫苗可以如下形式存在：离散单元例如各自包含

预定量的质粒DNA的胶囊、小袋或片剂，粉末或颗粒，或水性液体、非水性液体、水包油乳液

或油包水液体乳液形式的溶液或悬液。所述组合物可通过任何药学方法制备，但所有方法
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均包括如下步骤：将如上所述的一种或多种试剂与由一种或多种必需组分组成的运载体相

联合。一般而言，组合物通过如下方式制备：将DNA质粒和液体运载体或精细研磨的固体运

载体或两者混合，然后，必要时，使产物成型为所需形式。

[0094] 上述组合物可以能够与剂量配方相容的方式和有效的量给予。给予患者的剂量应

足以有效于在合适时间段于患者中产生有益反应。待给予的试剂的量可取决于待治疗的对

象，包括其年龄、性别、体重和总体健康状况，因素将取决于从业医师的判断。

[0095] 所述DNA疫苗通常用于对人类进行预防性或治疗性免疫接种，但对于某些病毒，也

可施用于脊椎动物(通常是哺乳动物、鸟类和鱼类)，包括家畜，例如牲畜和伴侣动物。设想

所述疫苗接种对作为活病毒蓄积体的动物(人畜共患病)进行，例如猴、小鼠、大鼠、鸟类和

蝙蝠。

[0096] 在某些实施方式中，疫苗可包含佐剂，即增强疫苗组合物的免疫原性和/或功效的

一种或多种物质，然而，活疫苗可能最终会被佐剂(可刺激独立于病毒复制的先天免疫应答

的)破坏。合适的佐剂的非限制性示例包括：角鲨烷和鲨烯(或其它动物油)；嵌段共聚物；去

污剂例如吐温80；卷片A、矿物油例如Drakeol或Marcol、植物油例如花生油；白喉棒状杆菌

(Corynebacterium)源性佐剂，例如短小棒状杆菌(Corynebacterium  parvum)；丙酸菌属

(Propionibacterium)源性佐剂，例如痤疮丙酸杆菌(Propionibacterium  acne)；牛结核分

枝杆菌(Mycobacterium  bovis)(卡介苗或BCG)；白介素例如白介素2和白介素12；单核因子

例如白介素1；肿瘤坏死因子；干扰素，例如 γ 干扰素；组合，例如皂苷‑氢氧化铝或卷片‑A氢

氧化铝；脂质体；ISCOMt)和ISCOMATRIX(B)佐剂；分枝杆菌细胞壁提取物；合成的糖肽，例如

胞壁二肽，或其它衍生物；阿夫立定；脂质A衍生物；硫酸葡聚糖；DEAE‑右旋糖或带有磷酸

铝；羟聚甲烯，例如Carbopol'EMA；丙烯酸共聚物乳液，例如Neocryl  A640；牛痘或动物痘病

毒蛋白质；亚病毒颗粒佐剂，例如霍乱毒素或其混合物。

[0097] 本发明还通过以下实施例的方式说明：

实施例

[0098] 实施例1：实施例2和3中的实验工作中所用的动物、病毒、细胞、细菌和酵母

[0099] 动物.

[0100] 室内饲养敲除了干扰素I型和II型受体(AG129小鼠；B&K通用有限公司/英国)的

129/Sv小鼠。

[0101] 病毒和细胞.

[0102] Vero‑B细胞(非洲绿猴肾细胞；美国典型培养物保藏中心(ATCC)CCL‑81)和BHK‑21

细胞(婴幼仓鼠肾细胞；ATCC  CCL‑10)获自ATCC。所有细胞基本按照如下文献所述进行培养

(De  Burghgraeve等.(2012)PLoS  ONE  7，e37244)。黄热病病毒疫苗株17D 购自

赛诺菲巴斯德MSD公司，比利时布鲁塞尔。

[0103] 细菌和酵母.

[0104] 用于pShuttle‑BAC扩增的常规克隆和增殖的细菌株分别是大肠杆菌Top10(英杰

公司(Invitrogen))和Epi300‑T(艾比森塔公司(Epicenter))。用全长黄病毒cDNA质粒

pACNR‑FL17DII、pACNR‑DENV2和p4(参见下文)转化的细菌在28℃下生长，并且通过氯霉素

扩增来增加质粒DNA产量。包含穿梭质粒的Epi‑300T细胞在在37℃下生长，并如下所述扩
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增。酵母株酵母菌属(Saccharomyces)啤酒酵母YPH500(基因型：MATαura3‑52  lys2‑801_

amber  ade2‑101_ochre  trp1‑Δ 63his3‑Δ 200leu2‑Δ 1)在选择培养基上生长，该选择培

养基来自Difco‑BD生物科学公司和西格玛‑奥德里奇公司。感受态酵母细胞的转化采用乙

酸锂方法进行，且酵母在28℃下生长。

[0105] 实验部分中所用的引物如下所示：

[0106] 表1：引物列表

[0107]
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[0108]
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[0109]
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[0110]

[0111] 实施例2：分别包含登革热2型(DENV2)、登革热4型(Denv4)和YFV‑17D的病毒cDNA

的本发明细菌人工染色体的制备

[0112] 如下所述制备分别包含登革热2型(DENV2)、登革热4型(Denv4)和YFV‑17D的病毒

cDNA的细菌人工染色体。

[0113] 材料和方法

[0114] 质粒构建体(细菌人工染色体)。

[0115] 所有质粒构建体通过标准技术产生，并通过桑格测序确认。诱导型穿梭载体

pShuttleBAC/Pme如下以多个步骤产生(图1)。首先，将pBAC/LacZ(Addgene质粒#13422)(一

种阿拉伯糖‑诱导型pBeloBAC/oriV的衍生物)(Wild等.(2002)基因组Res.12,1434‑1444)

中的lacZ基因用合成的DNA盒替代，所述合成的DNA盒包含：(i)驱动hph基因的猴病毒40

(SV40)启动子/起点(SEQ  ID  1)，以提供潮霉素B抗性，(ii)丁型肝炎病毒(HDrz)的基因组

核酶的合成的cDNA(Chadalavada等.(2007)RNA  13，2189‑2201)(SEQ  ID  NO  2)，和(iii)酿

酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)附加体2μ质粒起点，以及(iv)TRP1基因，以提供对于

色氨酸的原养型生长。结构模块(i)是采用引物#334和#425从pBABE‑hygro  PCR扩增的

(Morgenstern等.(1990)Nucleic  Acids  Res.18，3587‑3996；Addgene质粒#1765)。结构模

块(ii‑iv)采用引物#426和#231从pJet(‑)/Trp1_2微米‑YF3'_HDrz_BstE  PCR扩增。质粒
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pJet(‑)/Trp1_2微米‑YF3 '_HDrz_BstE是pJet1 .2/钝(CloneJET  PCR克隆试剂盒，

Fermentas公司)的衍生物，其包含YFV‑17DcDNA的3’末端(包含病毒核苷酸9466至10862)至

(ii)HDrz(组装自DNA核苷酸#109、110和111)的融合体，和(iii+iv)2μ‑TRP1序列，其初始源

自pRE637(Esteban和Fujimura，(2003)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  100，2568‑2573)(采用

PCR引物#194和#195)。结构模块(i)被融合至(ii‑iv)，所述融合通过重叠延伸PCR，然后克

隆进入pBAC/LacZ的SalI位点进行，以产生pShuttleBAC/SV40_Hygro_HDrz中间构建体。随

后，将pShuttleBAC/SV40_Hygro_HDrz中的hph基因填充元件替换成最终pShuttleBAC/Pme

穿梭载体中的多克隆位点(SfiI‑PmeI‑BstEII)(图1A)，所述替换通过跨越整个质粒的反向

PCR(采用引物#474和#475)，并采用T4  DNA连接酶再环化，然后转化并在大肠杆菌中克隆来

进行。

[0116] 病毒表达构建体pShuttle/YF17D、pShuttle/DV2和pShuttle/DV4通过如下方式生

成：通过在酿酒酵母中进行同源重组，分别将YFV‑17D(SEQ  ID  NO  3)、DENV2株新几内亚‑C

(NGC)和DENV4株多米尼加的cDNA传入pShuttleBAC/Pme(图1B)。为此，将所述病毒cDNA扩增

三轮PCR引入终末延伸，所述终末延伸在其5’端包含‑76bp的SV40启动子/起始(Ghosh等.

(1981)Proc.Natl.Acad .Sci.USA  78，100‑104)，且在其3’端包含86个核苷酸的HDrz序列

(Chadalavada等.，(2007)RNA  13，2189‑2201)。首个PCR(10个循环)分别采用病毒特异性引

物组合#454加#457、#455加#458和#856加#857，然后10个循环各采用SV40和HDrz特异性#

453加#456，和最终的#453加#111引物。对应的病毒cDNA模板是pACNR‑FLYF1DII

(Bredenbeek等.，(2003)，如上所引)，pACNR‑DENV2和p4(Durbin等.(2001)Am  J  Trop  Med 

Hyg.65，405‑413)。质粒pACNR‑DENV2是pACNR‑FLYF17D的衍生物，其中YFV‑17D序列被替换

成DENV2  NGC  cDNA源性的pDVWS601(Gualano等.(1998)Gen.Virol.79，437‑446)，还分别在

所述病毒基因组的7537和10232核苷酸位置处包含额外翻译沉默AgeI和BstEII位点。重组

所需的线性化的载体部分通过反向PCR在pShuttleBAC/Pme上制备，该pShuttleBAC/Pme采

用引物#552加#553，用PmeI预先线性化。载体扩增子用DpnI处理，然后进行凝胶纯化并转化

进入酵母YPH500，以降低可能未切割的质粒模板遗留形成的背景。酵母克隆在不存在色氨

酸的情况下生长，以选择重组穿梭质粒。将从酵母小量制备物回收的质粒DNA转化进入大肠

杆菌Epi300‑T细胞(爱彼森特公司)，并如文献所述(Wild等.(2000)，如上所引)，通过添加

0.1％(w/v)的L‑阿拉伯糖至在新鲜LB培养基(补充有20mM氯化镁)中稀释6倍的过夜培养

物，并在剧烈振荡下于37℃生长6小时来进行扩增。

[0117] 通过如下方式生成在其NS5  ORF包含非转化致命突变(RdRp Δ GDD)的YFV‑17D变

体：将源自酵母附加体质粒(YEp)p404Gal1/HA‑NS5Δ GDD_ura3的3,6kb长的BglII‑PstI限

制性片段，其包含核苷酸9294下游的合适突变YFV‑17DcDNA同源重组进入pShuttle/YF17D

(该pShuttle/YF17D通过ClaI(YFV‑17D核苷酸9656下游)和KasI(HDrz核苷酸位置+27上游)

线性化)，以产生pShuttle/YF17DΔ GDD。

[0118] 结果

[0119] 已由数个DNA组成模块组装一系列合成的DNA构建体(pShuttleBAC系列)，作为RNA

病毒表达质粒(图1)。常用载体构建体pShuttleBAC/Pme是一种细菌人工染色体，其包含供

于大肠杆菌中的条件扩增的第二起点(oriV)，和供于酿酒酵母中的附加体复制的酵母2μ起
点和TRP1营养缺陷标志物(图1A)。已插入YFV‑17D疫苗的cDNA，以通过pShuttleBAC/Pme中
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存在的HDV核酶和SV40启动子之间的同源性产生pShuttle/YF17D(图1B)。pShuttle/YF17D

图谱示于图8(SEQ  ID  NO  4)。也已插入其它黄病毒的cDNA。与现有技术黄病毒cDNA克隆(例

如pACNR‑FLYF17DII)不同，pShuttle/YF17D在大肠杆菌中显示优越的遗传稳定性(图2)，还

可以被诱导来获得高质粒DNA产量。

[0120] 实施例3：包含YFV‑17D疫苗的cDNA的本发明的细菌人工染色体的体外和体内表征

[0121] 发现本发明的细菌人工染色体表达的YFV‑17D的特点与原始疫苗病毒(例如复制

功效、病毒产量和空斑表型)一致。此外，当该裸YFV‑71D质粒DNA  i.p.注射进入AG129小鼠，

其导致与母病毒相同的病理学、发病率和死亡率。该方便、强健且可重复的系统以低成本提

供了针对YFV的DNA疫苗，而无需真核细胞培养物或鸡胚蛋。不再需要冷链，并且可通过无针

方式给予。

[0122] 材料和方法

[0123] 体外转录、体外加帽和电穿孔。

[0124] 包含全长YFV‑17D  cDNA的质粒pACNR‑FLYF17DII(Bredenbeek等 .(2003)

J.Gen.Virol.84，1261‑1268)用AflII线性化，并通过蛋白酶K消化、苯酚‑氯仿提取和乙醇

沉淀来纯化。或者，采用引物#173和#55和KAPA高保真DNA聚合酶，通过对pACNR‑FLYF17DII

进行PCR来制备用于用于体外转录(IVT)的全长cDNA模板，以克服受限的质粒产量。通过采

用Sp6  RNA聚合酶(Ribomax大规模RNA生产试剂盒，普洛麦格(Promega))，体外生成失控

(run‑off)RNA转录本。转录本采用纯化的牛痘病毒7‑甲基鸟苷转移酶(Scriptcap  7mG加帽

系统，爱彼森特公司)加帽，并用于BHK‑21细胞的电穿孔(采用从BHK‑21细胞提取的过量的

总RNA作为运载体RNA)。在转染的细胞显示近乎完全细胞病变时，收获细胞培养基。通过离

心从细胞碎片清出培养基，然后用于在BHK‑21细胞上制备病毒储液。

[0125] 质粒转染

[0126] Vero‑B细胞于在包含10％胎牛血清的培养基中接种至6孔板至70％融合度，并在

第二天用2.5μg的质粒DNA，采用Transit‑LT1试剂(Mirus)以1:3的DNA‑载体比例转染。质粒

pmRFP1以1:10的比例共转染，以作为视觉对照，以确保相同的转染功效。对于病毒储液的长

期保持和生产，在孵育过夜后更换培养基，以仅包含2％的血清。

[0127] 病毒RNA末端的图谱分析.

[0128] 通过cDNA末端的快速扩增(RACE)来分析从pShuttleBAC载体源性的病毒RNA的合

适加工。在新反向延长/扩增方案之后进行的5’RACE已在如下文献中详细描述(Dallmeier

和Neyts(2013)Anal.Biochem.434,1‑3) .非聚腺苷酸化的YFV‑17D基因组RNA的3'RACE基本

按照先前所述进行。简言之，利用T4  RNA连接酶2(新英格兰生物实验室公司(New  England 

Biolabs))在15％聚乙二醇(PEG)‑8000存在下的活性，在10μL的总反应体积中，在16℃过

夜，将5μL的DNA酶I处理的pShuttle/YF17D转染Vero细胞的总RNA(约1μg的RNA)连接至5′‑

腺苷酸化和3′‑双脱氧胞嘧啶(ddC)修饰的接头#393(miRNA克隆接头1，IDT  DNA技术公司)。

连接产物通过一步RT‑PCR(凯杰)扩增，分别使用YFV‑17D和接头特异性引物#391和#394进

行。在磨平由Taq  DNA聚合酶产生的3'腺嘌呤突出物之后，265bp的扩增子经凝胶纯化并克

隆进入pJet1.2/钝(CloneJet  PCR克隆试剂盒，Fermentas公司)，并通过桑格测序法分析。

[0129] 胞内病毒复制性RNA形式的检测.

[0130] 变性琼脂糖凝胶电泳之后，基本按照如下文献描述进行Northern印迹并检测病毒
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复制中间体(Dallmeier等.(2008)PLoS  Pathog.4，e1000230)，其中对所用的凝胶系统和探

针设计稍作了修改。简言之，3μg总RNA经加热变性，并通过包含1％甲酰胺和0.01μg溴化乙

锭mL‑1的2mM乙二胺四乙酸(EDTA)和5mM乙酸钠以及20mM  3‑(N‑吗啉代)丙磺酸(MOPS)中的

1％琼脂糖凝胶(pH  7.0)，随后通过20x  SSC(3M氯化钠，300mM柠檬酸钠，pH  7.0)中的正电

尼龙膜 (罗氏诊断公司)上的毛细管转移，来进行分离。根据Knuchel等 .(2000)

J.Histochem.Cytochem.48，285‑294，采用引物#947和#948，生成与YFV‑17D的NS5区域的5’

端互补(核苷酸7637‑8136)的链‑特异性DIG标记的单链DNA探针。杂交化和免疫检测根据

DIG应用手册关于滤膜杂交的部分(罗氏诊断公司)进行。

[0131] 通过空斑试验和RT‑qPCR进行病毒定量.

[0132] 释放自转染的细胞的感染性病毒通过对转染后7天的BHK‑21细胞的融合单层进行

病毒空斑试验来定量，试验采用1％微晶纤维素(Avicell)，其在0.5x的维持基质中按先前

所述重叠(Kaptein等.(2010)Antimicrob  Agents  Chemother.54，5269‑8520)。为了定量感

染的小鼠组织中的病毒RNA荷载，速冻尸检在Precellys珠研钵中于RLT缓冲液(RNeasy，凯

杰)中破坏，然后根据生产商说明提取总RNA。完全按照(Kaptein等.(2010)，如上所引)的描

述，采用靶向NS3基因的约150核苷酸伸展部分的引物和探针，和相同克隆的YFV‑17D  cDNA

片段的系列稀释物作为标准物，对YFV‑17D  RNA进行定量反转录酶PCR(RT‑qPCR)。

[0133] 免疫荧光试验.

[0134] 采用pShuttle/DV2转染的BHK‑21细胞的转染后(p.t.)7天的经清除处理的上清液

来孵育亚融合Vero‑B培养物，其在4％的多聚甲醛中固定5天后，并基本按照先前所述进行

免疫染色(De  Burghgraeve等.(2012)PLoS  ONE  7，e37244)。通过DENV2血清型特异性单克

隆抗体(mAb)3H5.1(密理博)和Alexa  Fluor‑488标记的二抗(密理博)来检测胞内E蛋白表

达。DAPI染色后，细胞采用FLoid细胞成像工作台(生命技术公司)观察。

[0135] 小鼠的体内转染.

[0136] 将10‑20μg的质粒DNA与作为运载体的33％丙二醇中的20μg碳酸钙微米花混合

(Fumoto等.(2012)Mol.Pharm.9，1962‑1970)，并腹膜内注射进入成年(约20g)AG129小鼠。

或者，腹膜注射半剂量的减毒活YFV‑17D疫苗( 赛诺菲巴斯德MSD公司，布鲁塞

尔)。每天监测体重和行为。

[0137] 结果

[0138] 如果转染进入哺乳动物细胞，则正确加工的YFV‑17D  RNA的转录由pShuttle/

YF17D启动(图3B)，其起始胞内自我维持的病毒复制(图3A)。用pShuttle/YF17D转染的细胞

最终分泌感染性病毒颗粒，其在表型上，关于其在组织培养物中诱导细胞病变作用的能力)

(图4A‑C)、病毒产量和空斑表型(图4D+E)，无法与亲本YFV‑17D病毒区分。因此，产生的重组

病毒能够被认为是在生物学上相同的(数量和质量上)。同样地，用pShutte/DV2转染的细胞

产生重组感染性DENV2新几内亚株C(图5)。

[0139] pShuttle/YF17D在AG129小鼠(建立的一种YFV‑17D感染的致死体内小鼠模型)中

的腹膜内转染，(Meier等.(2009)PLoS  Pathog.5，e1000614；Thibodeaux等.(2012)疫苗30，

3180‑3187)，导致与真实YFV疫苗 相似的病毒诱导的死亡率(图6)和发病率(图

7)。因此，该方便、强健且可重复的系统能够允许以低成本开发出针对YFV的DNA疫苗，而无

需真核细胞培养物或鸡胚蛋。不再需要冷链，并且可通过无针方式给予。
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[0140] 实施例4：pShuttle/YF17D(DNA‑YFVax)在通过皮下途径和通过无针喷射注射裸质

粒DNA所感染的AG129小鼠中诱导的发病率和死亡率。

[0141] 为了评估除了腹膜内途径以外的，用于施予pShuttle/YF17D(DNA‑YFVax)的其它

途径的可行性，数组(n＝3)9周龄雄性AG129小鼠(雄性，重22‑25g)用100μL磷酸盐缓冲盐水

(PBS)中的25μg的DNA‑YFVax注射，通过(i)采用注射器和G27针头经皮下(s.c.)或(ii)通过

经批准用于人类临床用于经皮施用(例如，胰岛素或麻醉剂)的应用的无针喷射注射器

(Injex‑30，德国柏林的Injex制药股份有限公司)经皮(t.d .)给予。AG129用与200μL  33％

丙二醇中的碳酸钙微晶配制的25μgDNA‑YFVax(如之前作为对照组)i.p.注射。发病率和死

亡率向先前那样评分，实验在30天之后终止(参见表2)。

[0142] 表2：用DNA‑YFVax通过不同途径注射的雄性AG129小鼠的死亡率。

[0143]

[0144]

[0145] MDD–平均至死亡天数；n.a.–不适用

[0146] 通过s.c.和t.d.途径注射DNA‑YFVax的AG129小鼠中的至少一些发展出YFV‑17D诱

导的疾病的迹象(体重损失、皮毛起皱、背偻、迟缓性后肢瘫痪)而必须被安乐死。最重要的

是，通过无针喷射注射的全部小鼠在自YFV‑17D诱导的脑炎17±2天内统一死亡，而全部

i.p.注射的对照小鼠在实验时程中存活(30天)。观察过程中，对照组中缺乏死亡率的现象

(相比实施例3中出现的13±2的MDD)能够容易地通过所用雄性动物体重较重来解释。

[0147] 注，采用碳酸钙作为运载体用于DNA‑YFVax对于疫苗递送而言并不必然是最理想

的；即，有时候甚至在仓鼠中观察到一些抑制作用(参见实施例5)，这取决于注射途径和不

同批次的碳酸钙微米花之间的差异性。总之，DNA‑YFVax能够以不同的制剂通过不同的注射

途径(包括通过无针喷射注射)被成功递送。

[0148] 实施例5：叙利亚金仓鼠在用pShuttle/YF17D(DNA‑YFVax)免疫之后的血清转化

[0149] 为了评估通过DNA‑YFVax的针对YFV的保护性免疫的诱导，采用临床前叙利亚金仓

鼠(Mesocricetus  auratus)模型(Tesh等.(2001)J  Infect  Dis.183，1431‑1436)。为此，数

组磁性仓鼠(8‑10周龄，90‑100g)通过腹膜内(i .p.)注射1/5剂量的 (100μL)，

或，如前所述用200μL的33％丙二醇中的碳酸钙微晶配制的20μg  pShuttle/YF17D(DNA‑

YFVax)来免疫。以重复形式，替代性施用10μg  DNA‑YFVax。每周在完全外科麻醉的情况下，

通过心脏穿刺取血，通过离心收获血清，并冻存在‑80℃。两只未经处理的仓鼠作为正常血

清的供者。为了对保护相关的免疫评分，(i)通过间接免疫荧光试验(IIFA)，和(ii)通过空

斑‑减少中和试验(PRNT)来分析血清。

[0150] 间接免疫荧光试验(IIFA) .通过经批准用于人临床应用的市售的YFV  IIFA试剂盒

(EUROIMMUN医学实验诊断股份公司，德国吕贝克，目录号FI‑2665‑1005G和FI‑2665‑1010G)
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(Niedrig等.(2008)Clin  Vaccine  Immunol.15，177‑81)，按照生产商的说明稍加改变，测

定免疫的仓鼠血清中的YFV‑17D( 和DNA‑YFVax)特异性IgG抗体。仓鼠血清在样

品缓冲液中稀释20‑、66‑、200‑、660‑和2000倍，并且在YFV‑IIFA载玻片上施加30μL血清稀

释物。载玻片在室温孵育30分钟，然后在包含0.2％吐温‑20的PBS中清洗5分钟。为了检测金

仓鼠中诱导的抗体，FITC‑标记的抗仓鼠IgG二抗(杰克森免疫研究实验室公司，目录号307‑

095‑003)在包含2％  BSA的PBS中以1:50稀释，并替代试剂盒中提供的抗人二抗而使用。载

玻片用DAPI复染，并通过荧光显微镜测定端点效价。

[0151] 空斑减少中和试验(PRNT) .黄热病免疫的仓鼠血清中的中和抗体效价采用PRNT测

定。简言之，0 .5x  106BHK细胞/孔铺板于12孔板，在生长培养基(MEM培养基，补充有10％ 

FCS，1％碳酸氢钠和1％谷氨酰胺)中过夜。全部血清一式三份以1:20、1:66、1:200、1:660、

1:2000和1:6600的系列稀释度测定。将30μL血清稀释物混合在30μL试验培养基(与生长培

养基相同，但仅包含2％的FCS)，其包含YFV‑17D病毒形成的40个空斑( 批次

G5400P1，在Vero‑B细胞上传代一次)。在37℃这样预吸附1小时之后，添加440μL试验培养

基，并将500μL各混合物添加至BHK细胞。室温孵育1小时之后，细胞经清洗并用试验培养基

(补充LMP琼脂糖(英杰公司)至终浓度0.5％)覆盖。随后，在37℃培养5天，用8％的甲醛混合

2小时，并用吉姆萨(Giemsa)染剂染色。对空斑计数，并根据Reed和Munch所述计算50％中和

效价(Reed和Muench(1938)Am.J.Hyg.27，493‑497)。

[0152] 总体而言，通过IIFA进行的交叉反应抗体的检测(表3)和通过PRNT进行的中和抗

体的检测(表4)一致。关于疫苗功效，DNA‑YFVax显示不劣于 在两个试验组中，3

个个体中有2个(1/5 对比20μg  DNA‑YFVax)，和5个个体中有4个对比4个个体中

有2个(1/5 对比10μg  DNA‑YFVax)血清转化至高效价的YFV交叉反应和中和抗体

(参见表3和4)。可认为这些值代表了完全保护性免疫(与保护相关的免疫)，其中PRNT效价>

40的在致死YFV挑战仓鼠模型中具有保护性(Julander等.(2011)疫苗29，6008‑6016)。最重

要地，WHO表示，已经>0.7的对数中和指数(LNI)与灵长类动物中的疫苗接种后免疫保护相

关，而这对人类也是如此(WHO意见书(2013)Wkly.Epidemiol.Rec.88，269‑283.)。该PRNT 

Log10效价>0.7的基准被仓鼠中的DNA‑YFVax超出数个数量级，超出多于150倍(参见表4)。

[0153] 此外，相比于 免疫应答在DNA‑YFVax疫苗接种的个体中更具同源性，在

3周内一致检测到血清转化至高PRNT效价，而不是仅在4周后，即比来自 组的其

它血清转化物晚3周。

[0154] 表3： 和DNA‑YFVax免疫的叙利亚金仓鼠中的YFV交叉反应抗体应答
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[0155]

[0156] ND＝未检测；*(x/x)＝血清转化的个体数/测试个体数

[0157] 表4. 和DNA‑YFVax免疫的叙利亚金仓鼠中的中和抗体应答

[0158]

[0159]

[0160] ND＝未检测

[0161] 实施例6：评估克隆的YFV‑17D  cDNA的遗传不稳定性.

[0162] (a)起始材料：采用标准技术进行上述pACNR‑FLYF17DII的(Bredenbeek等 .

(2003))和pShuttle/YFV‑17D的大规模质粒制备。为此，将pACNR‑FLYF17DII转化进入标准

大肠杆菌K12衍生株，铺板于含有100μg/mL氨苄青霉素的LB‑琼脂，并在28℃(替代37℃)生

长过夜，以利于质粒稳定性。将小集落扩大规模并在两个连续过夜培养物中于28℃剧烈振

荡下生长在包含100μg/mL的LB中，以最终达到1L的批次培养物。该批次在28℃过夜生长，并

最终通过添加氯霉素至终浓度20μg/mL另在28℃持续8小时来扩增。类似地，将pShuttle/
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YFV‑17D转化到大肠杆菌株EPI300‑T细胞(爱彼森特)中，铺板于包含20μg/mL氯霉素的LB‑

琼脂，并在37℃生长过夜。相应地将后者质粒扩大规模，而所有生长在20μg/mL氯霉素的存

在下于37℃进行。最终过夜批次培养物以1:6稀释进入包含20μg/mL氯霉素和0.01％  L‑阿

拉伯糖的新鲜LB培养基，并生长不超过6小时。质粒采用标准柱亲和纯化法(凯杰)纯化，溶

解于TE(10mM  Tris‑HCl，1mM  EDTA)至终浓度1μg/mL，并冻存与‑20℃。

[0163] (b)集落生长和尺寸.将两种质粒转化进入大肠杆菌EPI300‑T并在包含合适抗生

素作为选择培养基的MacConkey琼脂(2％蛋白胨、0.5％  NaCl、1％乳糖、0.15％胆汁盐、

0.003％中性红、0.0001％结晶紫、1.35％琼脂)上划线。将无菌Zirkonia珠(直径2.5mm)包

埋进入琼脂，以作为绝对尺寸测量的校准器。对于用pShuttle/YFV‑17D转染的1等份细菌，

所述琼脂另包含0 .01％  L‑阿拉伯糖。在37℃孵育16小时之后，采用常规数码相机(佳能

Powershot  SX10IS)拍照，并保存成JPEG文件(参见图9)。将图片导入OpenCFU  3.8.11版，用

于关于集落计数和大小的图像分析Geissman(2013)PLoS  One.8，e54072。

[0164] 携带pShuttle/YFV‑17D的大肠杆菌克隆(图9B)生长出的尺寸远大于含pACNR‑

FLYF17DII的克隆(图9A)，其群落也比含pACNR‑FLYF17DII的克隆(图9A)更为均一。预料之

外的是，pShuttle/YFV‑17D的这一表面上较低的毒性甚至保持在阿拉伯糖诱导的状态中

(图9C)。pACNR‑FLYF17DII转化株群落(图9A)中存在的较大集落更可能包含带有突变的质

粒，所述突变消除毒性病毒蛋白质的隐蔽表达(参见实施例6)。

[0165] 图像分析显示包含pShuttle/YFV‑17D的克隆对比包含pACNR‑FLYF17DII的克隆具

有显著较高的均一性(表5)。事实上，pACNR‑FLYF17D转化株能够明显分成至少两个不同尺

寸的亚群，表示导致(i)偏离平均值的大标准偏差(表5)，非高斯尺寸分布(图10A)，和(iii)

在例如计算的算术平均和中值集落尺寸之间存在较大差异(表5)。相反，带有pShuttle/

YFV‑17D的转化体显示更加均一的集落尺寸(表5)和钟形的高斯尺寸分布(图10B)。预料之

外地，后者也完全适于pShuttle/YFV‑17D的阿拉伯糖诱导的状态(表5，图10C)。

[0166] 表5.对转化株集落尺寸(以mm计)的描述统计学评分
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[0167]

[0168]

[0169] 实施例7克隆的YFV‑17D  cDNA在大肠杆菌中的增殖过程中的突变模式和频率。

[0170] 为了落实包含YFV‑17D  cDNA的质粒的克隆遗传稳定性，将实施例6中所述的两种

质粒转化进入大肠杆菌EPI300‑T，并在上文所述那样包含合适抗生素作为选择培养基的

MacConkey琼脂上划线(参见实施例6b)。pACNR‑FLYF17DII克隆在28℃孵育24小时，而

pShuttle/YF17D克隆在37℃孵育16小时。

[0171] 从各质粒挑取两个系列的各24‑48个集落，供于质粒在200μL液体培养基(包含合

适抗生素的补充有20mM  MgCl2的LB)中的生长。分别选择一个pACNR‑FLYF17DII系列从小集

落开始(pAS系列)，并选择一个从大集落(pAL系列)开始。对于没有观察到主要尺寸差异的

pShuttle/Y17D(参见实施例6b)，选择具有合理尺寸差异的集落作为两个培养系列，分别从

较小(pSS系列)和较大集落(pSL系列)开始。

[0172] 包含pACNR质粒的细菌在28℃孵育24小时，而pShuttle集落在37℃孵育过夜，随后

在包含氯霉素和0.01％阿拉伯糖的600μL  LB中孵育6小时。分别采用引物#208和#94(对应

YFV‑17D核苷酸1‑940，以及#953和#954(对应YFV‑17D核苷酸2500‑3600)，对这些培养物[视

作第0代(P0)的质粒]的部分直接进行PCR扩增(GoTaq  Green主混物，普洛麦格)。

[0173] 扩增子亲和纯化(凯杰)并且分别采用引物#208和#953直接测序(Bigdye，应用生

物系统公司(Applied  Biosystems))。经分析，预计cDNA区域分别包含先前已知的毒性决定

簇的cDNA，即供于大肠杆菌中病毒5’未翻译区域中的不正常转录和翻译的隐蔽启动子(Li

等.(2011)，如上所引；Pu等.(2011)，如上所引)，以及尤其是病毒E‑NS1区域中的疏水蛋白
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质延伸(Yamshchikov等.(2001)Virology281，272‑280)。

[0174] 各培养的克隆的另一部分以1/100在新鲜培养基中稀释并如前所述生长，以获得

下一传代(P1)。后者重复达10代(P10)。如前所述通过PCR和测序分析P1、P3和P3的质粒。对

于P10，质粒在较大体积的5mL培养基中生长，并且通过标准碱性质粒小抽法分离质粒。对这

些质粒小抽物进行(i)PCR分析(靶向核苷酸1–940和2500–3600区域)，然后进行琼脂糖电泳

检测，(ii)直接测序(如果能够检测PCR扩增子)，和(iii)采用PstI进行限制性酶切分析。

P0、P1、P3和P10的测序结果总结于表6和7。P10的PCR和限制性分析的结果总结于表8。

[0175] 早期传代发现的突变.

[0176] pAS和pAL系列的早期传代(低传代数P0‑P3)的质粒的直接测序(表6)显示相当高

的突变频率，在初始克隆质粒制备物中高达13％(参见实施例6a)。几乎全部发现的突变都

是无义或移码突变(FS)，这分别归因于过早终止密码子(PMSt)和单核苷酸删除/插入。这些

突变明显完全消除了全长YFV‑17D开放阅读框(ORF)的表达。在pSL系列中，在P1中发现相似

的突变，不过频率较低。在P0的pSS系列中发现不取消病毒ORF的表达的错义突变。

[0177] 总之，携带YFV‑17D的cDNA的初始克隆质粒的大规模制备(参见实施例6a)包含了

可容易地检测的量的突变质粒变体。在pACNR‑FLYF17DII的情况中，大多数突变明显地消除

了全长病毒多聚蛋白的表达，使得从相应的不能胜任复制的突变cDNA中产生病毒RNA。这就

是超过所有质粒克隆的10％的情况。在pShuttle/YFV‑17D的情况中，突变频率较低(少于

10％)，且最重要的是，较小部分的突变体会因此组成先验复制失能病毒。

[0178] p10代发现的突变.

[0179] 当分析P10代的来自pAL和pAS系列的质粒时，大多数质粒包含较大结构重排，其中

分别是48例中有10例(21％)且48中有44例(92％)质粒克隆完全无法扩增核苷酸2500‑3600

区域(表8)。这伴随着后者突变质粒的异常限制图谱，其中多达数千碱基的DNA从质粒中丢

失。应注意，测试的全部突变克隆仍然包含核苷酸1‑940区域(表6)，因此其更可能是原始

pACNR‑FLYF17DII(表8)的后代，而不是无关的污染物。已预期所述毒性cDNA片段的删除且

被现有技术报道(Yamshchikov等.(2001)，如上所引)。

[0180] 相反，在pShuttle‑YFV17D系列中从未发现相似的重排和删除。本文中，48例中仅

有2例(4％)显示错义突变，其明显改变了E‑NS1编码区域中框ATG起始密码子(核苷酸2957‑

2959)的可能性。这并不会取消病毒ORF的表达。

[0181] 总之，初始克隆pACNR‑FLYF17DII的重复传代(参见实施例6a)导致病毒cDNA中的

大量删除，并因此导致功能性cDNA损失多达90％，并且更多的全部质粒克隆最明显地使由

相应突变cDNA产生的病毒RNA完全失能。在pShuttle/YFV‑17D的情况中，突变频率低得多

(低于5％)，并且最重要地，没有观察到组成先验复制失能病毒的突变(这将使其无法用作，

例如，减毒活DNA疫苗)。

[0182] 表6：大肠杆菌传代(早期传代)过程中在克隆的YFV‑17D  cDNA中发生的突变。
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[0183]

[0184] n.a.–不适用；PMSt–产生早熟的STOP密码子(无义突变)；FS–归因于单核苷酸插入

或删除的移码；MS–改变密码子的错义突变；S–沉默的同义密码子交换

[0185] *起始密码子上游紧邻非编码区域中观察到的一个FS

[0186] **全部三种可变密码子的混合群，但并不是同义野生型密码子

[0187] 表7：大肠杆菌传代(后期P10代)过程中在克隆YFV‑17D  cDNA中出现的突变

[0188]

[0189] n.a .–不适用；DEL–大量(千碱基范围)删除，更多具体内容参见表8；MSi–框ATG起

始密码子中的可能的错义突变变化

[0190] *当铺板源自P0代的过夜培养物时，pSS和pSL克隆生长至相同集落尺寸，并且因此
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在P10时不再被分开考虑。

[0191] 表8：在大肠杆菌中传代(P10代)过程中，携带克隆的YFV‑17D  cDNA的质粒中的较

大结构变化

[0192]

[0193] n.d.–未测定

[0194] *当铺板源自P0代的过夜培养物时，pSS和pSL克隆生长至相同集落尺寸，并且因此

在P10时不再被分开考虑。

[0195] 实施例8：构建pShuttle/YFV‑JE、pShuttle/YFV‑WN和pShuttle/YFV‑USU作为用作

嵌合黄病毒疫苗的表达载体

[0196] YFV‑17D重组嵌合衍生物经开发并用作疫苗，其中YFV‑17D作为异源性抗原的载体

(Guy等.(2010)疫苗28，632‑49；美国专利申请20100278773)，例如，其它病原性黄病毒抗原

的表面糖蛋白的载体，例如日本脑炎病毒(JEV)和西尼罗病毒(WNV)的prM和E蛋白质，分别

开发成ChimeriVax‑JE( 赛诺菲巴斯德‑MSD)和ChimeriVax‑WN20。本发明的

pShuttle/YFV‑17D(DNA‑YFVax)可被修饰，从而其能够直接从转染的质粒DNA起始这些前述

的ChimeriVax疫苗病毒，并且能因此完全取代包含活病毒的所述减毒活ChimeriVax‑JE

和ChimeriVax‑WN20疫苗。

[0197] 表达ChimeriVax‑JE、pShuttle/ChimeriVax‑JE(图11a)的BAC通过如下方式产生：

用pShuttle/YFV17D中YFV‑17D的核苷酸482‑2451来取代神经减毒JEV疫苗株JE  SA14‑14‑2

的核苷酸477‑2477(Chambers(1999)J .Virol .73(4)，3095‑3101；Arroyo等 .(2001)

J .Virol .75，934‑942 .)加上在YFV‑17D主链上的NS2A和NS4B基因中的两个适应性突变

(Pugachev等.(2004)J.Virol.78，1032‑1038)。这通过同源重组和纳入三个质粒片段来实

现；通过惯用DNA合成法制成pShuttle/YFV17D的两个PCR扩增子(核苷酸7228–481，和核苷

酸3966–7342)和嵌合YFV‑JEV  cDNA片段(IDT整合DNA技术公司，比利时哈斯罗德)。后者包

含ChimeriVax‑JE的核苷酸359–4105(图11a)。最终构建体具有SEQ  ID  NO:5所示序列。

[0198] 表达BAC的ChimeriVax‑WN02，pShuttle/ChimeriVax‑WN02(图11b)，通过如下方式

产生：用pShuttle/ChimeriVax‑JE的prM‑E基因区域取代相应的区域WNV(NY99株)，其在E蛋

白中包含三个神经减毒突变如Monath等所述 .(2006)(Proc  Natl  Acad  Sci  USA .103，

6694‑6699)，即L107F、A316V和K440R。为此，通过如下方式制备嵌合YFV‑WNV  cDNA片段：惯
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用DNA合成(IDT整合DNA技术公司，比利时哈斯罗德)，并重组进入pShuttle/ChimeriVax‑JE

的XhoI(核苷酸406)和KasI(核苷酸2477)位点。最终构建体具有SEQ  ID  NO:6所示序列。

[0199] 实施例9：构建pShuttle/EV71作为用于不同小核糖核酸病毒的表达载体

[0200] 肠道病毒是(+)‑RNA病毒，其属于具有正义取向的RNA基因组的小非包膜病毒的小

核糖核酸病毒家族。通常，小核糖核酸病毒的基因组不加帽，而是携带5’末端共价连接的

VPg蛋白。缺少帽结构，内部核糖体进入位点(IRES)招募细胞翻译机器至病毒RNA，供于病毒

蛋白质表达。原则上，小核糖核酸病毒复制和感染性病毒的后代的产生能在病毒基因组的

异源性转录之后于胞内启动。现有技术中，所述病毒基因组在噬菌体启动子的控制下从

cDNA转录，并且只有共转染了同源噬菌体RNA聚合酶才转录，并且在生产者细胞(双质粒系

统)中表达。同样地，所述噬菌体聚合酶可在采用辅助病毒(例如，重组杆状病毒)转导了相

应cDNA之后于胞内表达(Yap等.(1997)Virology.231，192‑200)。

[0201] 作为现有技术中更为复杂的方法的替代，所述细小核糖核酸病毒cDNA可由

pShuttle‑BAC的衍生物胞内表达(单质粒系统)，供于直接起始病毒复制，如下文中关于人

肠道病毒71(EV71)所示例。为此，将EV71基因组作为表达盒克隆进入pShuttle‑BAC，其带有

5’SV40启动子和3’末端多聚A尾，之后是丁型肝炎病毒核酶。这通过如下方式完成：采用引

物#991和#992通过PCR扩增EV71的cDNA，和采用引物#453和#990再扩增，以产生相应的表达

盒。不同的核酸来源可用作该PCR的模板以合适扩增约7.4kb长的EV71  cDNA；(i)已克隆的

EV71的cDNA，例如Chua等.(2008)J .Gen .Virol .89，1622‑1632)和Zhang等.(2013)Virus 

Genes.47，235‑243)或(ii)任何组织培养物或人或动物组织源性的EV71的全长基因组RNA

的逆转录产物；或者，(iii)EV71  cDNA可通过惯用基因合成法制备。与cDNA的来源无关，由

此产生的表达盒将被插入pShuttle/BAC‑Pme，所述pShuttle/BAC‑Pme已通过采用PmeI的限

制性核酸内切酶消化(优选通过酵母中重组)被线性化。所述构建体具有如SEQ  ID  NO:7中

所示序列，关于EV71株BrCr‑TR(Arita等.(2005)J.Gen.Virol.86，1391‑401)。

[0202] 可遵循相似的策略用于其它肠道病毒例如人鼻病毒14(hRV14)的克隆，仅改变用

于病毒cDNA的初始扩增的第一组引物。用于hRV14的合适的引物是#988和#989。

[0203] 感染性EV71和hRV14病毒将分别通过培养的哺乳动物细胞(例如人宫颈癌(HeLa)

细胞)中转染pShuttle/EV71和pShuttle/hRV14质粒或通过体内转染生成。其减毒变体可通

过相似方式生成并用作减毒活疫苗。
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