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1.一种病毒载体，其包含第一和第二编码遗传元件，所述第一编码遗传元件包含至少

一个小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉至少一种酶的产生，并且所述第二编码

遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。

2.如权利要求1所述的病毒载体，还包含第三编码遗传元件，所述第三编码遗传元件包

含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。

3.如权利要求2所述的病毒载体，还包含第四编码遗传元件，所述第四编码遗传元件包

含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。

4.如权利要求1所述的病毒载体，所述至少一种酶是法尼基二磷酸合酶(FDPS)、香叶基

香叶基二磷酸合酶1(GGPS1)、异戊烯基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)或法尼基转移酶(F-Tase)。

5.如权利要求1所述的病毒载体，所述第一编码遗传元件包含微小RNA或shRNA。

6.如权利要求5所述的病毒载体，所述微小RNA包含与以下序列至少80％或至少85％或

至少90％或至少95％相同的序列：

a)

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAG

GAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:68)；或

b)

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAG

GGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:69)。

7.如权利要求6所述的病毒载体，所述微小RNA包含：

a)

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAG

GAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:68)；或

b)

AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAG

GGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:69)。

8.如权利要求5所述的病毒载体，所述shRNA包含与以下序列至少80％或至少85％或至

少90％或至少95％相同的序列：

a)

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(SEQ  ID  NO:1)；

b)

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:2)；

c)

GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(SEQ  ID  NO:3)；

d)

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:4)；

e)

ACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCCTCGAGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTTTTT(SEQ  ID  NO:64)；

f)GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGAGCTCACTTTCTCAGCCTCCTTCTG(SEQ  ID  NO:65)；

g)GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTTACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:66)；或
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h)GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:67)。

9.如权利要求8所述的病毒载体，所述shRNA包含：

a)

GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(SEQ  ID  NO:1)；

b)

GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:2)；

c)

GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(SEQ  ID  NO:3)；

d)

GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:4)；

e)

ACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCCTCGAGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTTTTT(SEQ  ID  NO:64)；

f)GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGAGCTCACTTTCTCAGCCTCCTTCTG(SEQ  ID  NO:65)；

g)GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTTACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:66)；或

h)GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:67)。

10.如权利要求1所述的病毒载体，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3、BTN3A2或

BTN3A1。

11.如权利要求1所述的病毒载体，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3(R381H)。

12.如权利要求1所述的病毒载体，所述细胞因子包括IL-1、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-7、

IL-12、IL-15、IL-17、IL-18、IL-23、IL-33、IL-36、TNF-α或干扰素-γ。

13.如权利要求1所述的病毒载体，所述趋化因子包括CC趋化因子、CXC趋化因子、CX3C

趋化因子、C趋化因子或XC趋化因子。

14.如权利要求13所述的病毒载体，所述CC趋化因子包括RANTES。

15.如权利要求1所述的病毒载体，所述病毒载体是慢病毒载体。

16.一种用于表达慢病毒颗粒的慢病毒载体系统，所述系统包括：

如权利要求15所述的慢病毒载体；

至少一种包膜质粒，用于表达优化了靶细胞感染的包膜蛋白；和

至少一种辅助质粒，用于表达gag、pol和rev基因，

其中，当所述慢病毒载体、所述至少一种包膜质粒和所述至少一种

辅助质粒转染进入包装细胞，所述包装细胞生产所述慢病毒颗粒，

其中，所述慢病毒颗粒能够感染所述靶细胞并抑制所述靶细胞内甲羟戊酸通路所涉所

述至少一种酶。

17.一种能够感染靶细胞的慢病毒颗粒，所述慢病毒颗粒包含优化了对所述靶细胞感

染的包膜蛋白和权利要求15所述的慢病毒载体。

18.如权利要求17所述的慢病毒颗粒，所述靶细胞是癌细胞。

19.一种活化γδ(GD)T细胞的方法，所述方法包括：

在GD  T细胞存在下用慢病毒颗粒感染靶细胞或已在GD  T细胞存在下用慢病毒颗粒感

染靶细胞，

其中，所述慢病毒颗粒含有病毒载体，所述病毒载体包含第一和第二编码遗传元件，
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其中，所述第一编码遗传元件包含至少一个小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路

所涉至少一种酶的产生，并且所述第二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子

或趋化因子之一；并且

当所述至少一种酶在所述靶细胞中被抑制时，所述靶细胞激活GD  T细胞。

20.如权利要求19所述的方法，所述靶细胞是癌细胞。

21.如权利要求19所述的方法，还包括使靶细胞和GD  T细胞与一定量的氨基双膦酸类

药物接触或已经使靶细胞和GD  T细胞与一定量的氨基二膦酸类药物接触。

22.如权利要求21所述的方法，所述氨基双膦酸类药物是唑来膦酸。

23.如权利要求19或权利要求21所述的方法，所述至少一种酶是法尼基二磷酸合酶

(FDPS)、香叶基香叶基二磷酸合酶1(GGPS1)、异戊烯基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)或法尼基转

移酶(F-Tase)。

24.一种治疗对象癌症的方法，所述方法包括给予所述对象或已经给予所述对象治疗

有效量的慢病毒颗粒，所述慢病毒颗粒含有病毒载体，所述载体包含第一和第二编码遗传

元件，所述第一编码遗传元件包含至少一个小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉

至少一种酶的产生，并且所述第二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋

化因子之一；当所述至少一种酶在GD  T细胞存在下在癌细胞中被抑制时，所述靶细胞激活

GD  T细胞，由此治疗癌症。

25.如权利要求24所述的方法，还包括给予所述对象或已经给予所述对象治疗有效量

的氨基双膦酸类药物。

26.如权利要求25所述的方法，所述氨基双膦酸类药物是唑来膦酸。

27.如权利要求24或权利要求25所述的方法，所述至少一种酶是法尼基二磷酸合酶

(FDPS)、香叶基香叶基二磷酸合酶1(GGPS1)、异戊烯基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)或法尼基转

移酶(F-Tase)。

28.如权利要求24所述的方法，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3或BTN3A3

(R381H)。

29.一种病毒载体，包含：

第一小RNA，所述第一小RNA靶向甲羟戊酸通路第一靶标并且能够增加甲羟戊酸通路第

一种产物；和

第二小RNA，所述第二小RNA靶向甲羟戊酸通路第二靶标并且能够减少甲羟戊酸通路第

二种产物。

30.如权利要求29所述的病毒载体，所述第一靶标是甲羟戊酸通路第一种酶，所述第二

靶标是甲羟戊酸通路第二种酶。

31.如权利要求30所述的病毒载体，所述第一种酶和所述第二种酶中至少其一包含法

尼基二磷酸合酶(FDPS)、香叶基香叶基二磷酸合酶1(GGPS1)、异戊烯基二磷酸δ-异构酶1

(IDI1)或法尼基转移酶(F-Tase)。

32.如权利要求29所述的病毒载体，所述甲羟戊酸通路第一种产物包含异戊烯基焦磷

酸(IPP)。

33.如权利要求29所述的病毒载体，所述甲羟戊酸通路第二种产物包含香叶基香叶基

焦磷酸(GGPP)。
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34.一种治疗对象癌症的方法，所述方法包括给予或已经给予对象治疗有效量的慢病

毒颗粒，所述慢病毒颗粒包含权利要求29所述的病毒载体。

35.如权利要求34所述的方法，还包括给予所述对象或已经给予所述对象治疗有效量

的氨基双膦酸类药物。
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由人γ-δ  T细胞激活肿瘤细胞毒性的方法和组合物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2017年6月16日提交的题为“由人γ-δ  T细胞激活肿瘤细胞毒性的

方法和组合物”的第62/521 ,274号美国临时专利申请和2018年2月21日提交的题为“由人

γ-δ  T细胞激活肿瘤细胞毒性的方法和组合物”的第62/633,461号美国临时专利申请的优

先权，上述临时申请均通过引用纳入本文。

技术领域

[0003] 当前公开总体上涉及基因治疗和免疫疗法领域，特别与提高γδ(“GD”)T细胞活化

及其效应细胞功能有关。

背景技术

[0004] 人T细胞的T细胞受体结构是不同的。主要群体，包括CD4+和CD8+亚群，表达由α和β

链构成的受体。较小的亚群表达由γ和δ链形成的T细胞受体。γδ(“GD”)T细胞构成循环淋

巴细胞的3-10％，Vδ2+亚群构成血液中GD  T细胞的75％。Vδ2+细胞识别非肽表位并且不需

要主组织相容性复合物(“MHC”)或人白细胞抗原(“HLA”)的抗原呈递。大多数Vδ2+T细胞也

表达Vγ9链，并且通过暴露于5-碳焦磷酸化合物而被激发，所述5-碳焦磷酸化合物是甲羟

戊酸和非甲羟戊酸甾醇/类异戊二烯合成通路中的中间体。健康人几乎都有对异戊烯基焦

磷酸(5-碳)的反应。

[0005] GD  T细胞的另一个亚群Vδ1+占血液中循环T细胞很小的百分比，但Vδ+1细胞最常

见于上皮粘膜和皮肤。一些小细胞群表达其他Vδ链并可能与过敏、移植或病毒性和细菌性

疾病过程中的特定反应有关。

[0006] 总体说来，GD  T细胞具有多种功能，包括杀灭肿瘤细胞和被病原体感染的细胞。通

过它们独特的T细胞受体(“TCR”)传导的刺激提高细胞性细胞毒性、细胞因子分泌及其他效

应功能的能力，它们独特的T细胞受体由两条糖蛋白链γ和δ组成，这两条链与CD3复合蛋白

相互作用形成功能性TCR。GD  T细胞的TCR具有独特的特异性，并且这些细胞本身以高克隆

频率出现，由此能够形成对肿瘤和病原体的快速先天样反应。

[0007] 双膦酸类药物和法尼基二磷酸合酶(“FDPS”)的其他抑制剂—它们处于甲羟戊酸

通路中异戊烯基焦磷酸(“IPP”)的下游(参见例如图1)—已经用于治疗各种疾病，包括癌

症，特别是那些骨转移相关的疾病。双膦酸类药物包括例如 (诺华)、 (宝

洁)、 (诺华)和 (默克)等商品名。

[0008] 还对有些双膦酸盐或酯进行过用于刺激GD  T细胞的研究。这可能是因为骨髓细胞

或肿瘤细胞中的FDPS抑制阻止IPP向法尼基二磷酸转化，导致IPP积累同时降低了香叶基香

叶基焦磷酸(GGPP)的水平，GGPP是FDPS的下游产物，通常情况下抑制NLRP3炎性体通路的活

化。GGPP的减少消除了半胱天冬酶依赖性炎性体通路的抑制剂，允许细胞因子的分泌，包括

白细胞介素-1β和白细胞介素-18，后者对于γδ  T细胞活化尤其重要。

[0009] 因此，当FDPS被阻断时，IPP增加和GGPP减少改变了骨髓细胞或肿瘤细胞，被改变
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的细胞令GD  T细胞尤其是Vδ2+子集活化的能力提高。活化的Vδ2+细胞迅速增殖，表达多种

细胞因子和趋化因子，并具有以细胞毒性方式破坏肿瘤细胞或病原体感染细胞的功能。GD 

T细胞的效应细胞活性包括IFN-γ的分泌，这激活巨噬细胞和抗原呈递细胞；TNF-α等细胞

因子和趋化因子的分泌，它们激活其他先天性和获得性免疫机制；粒酶B活化，粒酶B攻击并

破坏靶细胞和FasL的细胞表面表达，FasL触发Fas+靶细胞的细胞凋亡。

[0010] 传统癌症治疗的一个重要问题是患者对化疗变得不敏感。尤其，化疗抗性肿瘤细

胞变得很难对付。作为治疗化疗抗性患者的替代疗法，或者作为替代化疗和/或放疗的基本

疗法，本申请提出用重组慢病毒在肿瘤部位表达基因，于此操控影响GD  T细胞活性的蛋白

质可减缓肿瘤生长并激活患者自身的先天性免疫应答从而识别并消灭癌症。

[0011] 发明概述

[0012] 本文在一个方面公开了一种病毒载体，其包含第一和第二编码遗传元件。所述第

一编码遗传元件包含至少一个小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉至少一种酶的

产生，并且所述第二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。一

些实施方式中，所述病毒载体还包含第三编码遗传元件，所述第三编码遗传元件包含嗜乳

脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。一些实施方式中，所述病毒载体还包含第四编

码遗传元件，所述第四编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。

一些实施方式中，所述至少一种酶是法尼基二磷酸合酶(FDPS)、香叶基香叶基二磷酸合酶1

(GGPS1)、异戊基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)或法尼基转移酶(F-Tase)。一些实施方式中，所述

第一编码遗传元件包含微小RNA或shRNA。

[0013] 一些实施方式中，所述微小RNA包含与以下序列至少80％或至少85％或至少90％

或至少95％相同的序列：AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAA

GCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:68)，

或AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGG

CTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:69)。

[0014] 一些实施方式中，所述微小RNA包含AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCA

GCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGG

CT(SEQ  ID  NO:68)，或AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGC

CACAGATGGCAGAAGGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT(SEQ  ID  NO:69)。

[0015] 一些实施方式中，所述shRNA包含与以下序列至少80％、至少81％、至少82％、至少

83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少95％

或超过95％相同的序列：

[0016] GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(SEQ  ID  NO:1)；

[0017] GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:2)；

[0018] GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(SEQ  ID  NO:3)；

[0019] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:4)。一

些实施方式中，所述shRNA包含与以下序列至少80％、至少81％、至少82％、至少83％、至少

84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少95％或超过95％

相同的序列：SEQ  ID  NO:64、SEQ  ID  NO:65、SEQ  ID  NO:66、SEQ  ID  NO:67、SEQ  ID  NO:70、

SEQ  ID  NO:71、SEQ  ID  NO:72或SEQ  ID  NO:76。
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[0020] 一些实施方式中，所述shRNA包含：

[0021] GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(SEQ  ID  NO:1)；

[0022] GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:2)；

[0023] GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(SEQ  ID  NO:3)；或

[0024] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:4)。一

些实施方式中，所述shRNA包含：SEQ  ID  NO:64、SEQ  ID  NO:65、SEQ  ID  NO:66、SEQ  ID  NO:

67、SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID  NO:71、SEQ  ID  NO:72或SEQ  ID  NO:76。

[0025] 一些实施方式中，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3、BTN3A2或BTN3A1，或其变

体。一些实施方式中，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3(R381H)。一些实施方式中，所述

细胞因子包括IL-1、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-7、IL-12、IL-15、IL-17、IL-18、IL-23、IL-33、IL-

36、TNF-α或干扰素-γ。一些实施方式中，所述趋化因子包括CC趋化因子、CXC趋化因子、

CX3C趋化因子、C趋化因子或XC趋化因子。另一些实施方式中，CC趋化因子包括RANTES。一些

实施方式中，所述病毒载体是慢病毒载体。

[0026] 另一方面公开了用于表达慢病毒颗粒的慢病毒载体系统。该系统包括本文中详细

描述的慢病毒载体；至少一种包膜质粒，用于表达优化了靶细胞感染的包膜蛋白；和用于表

达gag、pol和rev基因的至少一种辅助质粒；其中，当慢病毒载体、至少一种包膜质粒和至少

一种辅助质粒转染进入包装细胞时，所述包装细胞生产慢病毒颗粒，其中所述慢病毒颗粒

能够感染靶细胞并抑制靶细胞内甲羟戊酸通路所涉的至少一种酶。

[0027] 另一方面公开了能够感染靶细胞的慢病毒颗粒。所述慢病毒颗粒包含优化了靶细

胞感染的包膜蛋白和如本文所述的慢病毒载体。一些实施方式中，靶细胞是癌细胞。

[0028] 另一个方面公开了活化γδ(GD)T细胞的方法。该方法包括在GD  T细胞存在下用慢

病毒颗粒感染靶细胞或已经在GD  T细胞存在下用慢病毒颗粒感染靶细胞，所述慢病毒颗粒

含有病毒载体，所述载体包含第一和第二编码遗传元件，所述第一编码遗传元件包含至少

一个小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉至少一种酶的产生，并且所述第二编码

遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一；当所述至少一种酶在所述

靶细胞中被抑制时，所述靶细胞激活GD  T细胞。一些实施方式中，靶细胞是癌细胞。一些实

施方式中，所述方法还包括使靶细胞和GD  T细胞与一定量的氨基双膦酸类药物接触或已经

使靶细胞和GD  T细胞与一定量的氨基二膦酸类药物接触。一些实施方式中，所述氨基双膦

酸类药物是唑来膦酸。一些实施方式中，所述至少一种酶是法尼基二磷酸合酶(FDPS)、香叶

基香叶基二磷酸合酶1(GGPS1)、异戊烯基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)或法尼基转移酶(F-

Tase)。

[0029] 另一方面公开了一种治疗对象癌症的方法。所述方法包括给予所述对象或已经给

予所述对象治疗有效量的慢病毒颗粒，所述慢病毒颗粒含有病毒载体，所述载体包含第一

和第二编码遗传元件，所述第一编码遗传元件包含至少一个小RNA，所述小RNA能够抑制甲

羟戊酸通路所涉至少一种酶的产生，并且所述第二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成

员、细胞因子或趋化因子之一；当所述至少一种酶在癌细胞中在GD  T细胞存在下被抑制时，

所述靶细胞激活GD  T细胞，由此治疗癌症。一些实施方式中，所述方法还包括使靶细胞和GD 

T细胞与一定量的氨基双膦酸类药物接触或已经使靶细胞和GD  T细胞与一定量的氨基二膦

酸类药物接触。一些实施方式中，所述氨基双膦酸类药物是唑来膦酸。一些实施方式中，所
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述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3(SEQ  ID  NO:17)或BTN3A3(R381H)(SEQ  ID  NO:54)。另

一些实施方式中，所述细胞因子包括IL-1、IL-2、IL-12、IL-15、IL-17、IL-18、IL-23或IL-

36。

[0030] 另一方面公开了病毒载体。所述病毒载体包含第一小RNA和第二小RNA，所述第一

小RNA靶向甲羟戊酸通路第一靶标并能够增加甲羟戊酸通路第一种产物，所述第二小RNA靶

向甲羟戊酸通路第二靶标并能够减少甲羟戊酸通路第二种产物。一些实施方式中，所述第

一靶标是甲羟戊酸通路第一种酶，所述第二靶标是甲羟戊酸通路第二种酶。一些实施方式

中，所述第一种酶和第二种酶中至少其一是法尼基二磷酸合酶(FDPS)、香叶基香叶基二磷

酸合酶1(GGPS1)、异戊烯基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)或法尼基转移酶(F-Tase)。一些实施方

式中，所述甲羟戊酸通路第一种产物包含异戊烯基焦磷酸(IPP)。一些实施方式中，所述甲

羟戊酸通路第二种产物包含异香叶基香叶基焦磷酸(GGPP)。

[0031] 另一方面公开了一种治疗对象癌症的方法。所述方法包括给予对象或已经给予对

象治疗有效量的慢病毒颗粒，所述慢病毒颗粒包含本文所述的病毒载体。一些实施方式中，

所述方法还包括给予所述对象或已经给予所述对象治疗有效量的氨基双膦酸类药物。

[0032] 附图简述

[0033] 图1显示生物合成类固醇和类异戊二烯的甲羟戊酸通路中主要步骤的概要。

[0034] 图2显示环化形式的3-载体慢病毒载体系统示例。

[0035] 图3显示环化形式的4-载体慢病毒载体系统示例。

[0036] 图4显示各种慢病毒载体的线性图谱，各病毒载体表达FDPS  shRNA靶向序列与

BTN3A3和/或IL-2、IL-15和IL-18的组合。

[0037] 图5中的FACS数据显示含慢病毒的PC3前列腺癌细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的

慢病毒表达BTN3A3(R381H)或BTN3A3(WT)，如文中所述。

[0038] 图6中的FACS数据显示含慢病毒的HepG2细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒

表达BTN3A3(R381H)或BTN3A3(R381H)和shRNA#4，如文中所述。

[0039] 图7中的FACS数据显示含慢病毒的PC3前列腺癌细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的

慢病毒表达BTN3A3(R381H)或BTN3A3(R381H)和shRNA#4，如文中所述。

[0040] 图8中的FACS数据显示含慢病毒的HepG2细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒

表达shFDPS-IL-2，如文中所述。

[0041] 图9中的FACS数据显示含慢病毒的PC3细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒表

达shFDPS-IL-2，如文中所述。

[0042] 图10中的FACS数据显示含慢病毒的PC3细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒表

达shFDPS-IL-15，如文中所述。

[0043] 图11中的数据显示含慢病毒的PC3细胞和HepG2细胞的BTN3A3胞外表达，其中的慢

病毒表达BTN3A3(R381H)或BTN3A3(R381H)和shFDPS。

[0044] 图12中的FACS数据显示慢病毒转导的HepG2细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病

毒表达Lv-shFDPS，如文中所述。

[0045] 图13中的数据显示注射了慢病毒转导的PC3细胞的小鼠中肿瘤生长减缓，其中的

慢病毒表达Lv-shFDPS，如文中所述。

[0046] 图14中的数据显示注射Lv-shFDPS表达性慢病毒然后接受PBMC和/或唑来膦酸处
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理小鼠的生存率。

[0047] 图15中的数据显示注射Lv-shFDPS表达性慢病毒然后接受PBMC和/或唑来膦酸处

理小鼠的肿瘤体积。

[0048] 图16显示经PBMC处理和未经PBMC处理的Lv-shFDPS  PC3异种移植瘤大体外观。

[0049] 图17显示含有H1启动子和靶向FDPS、GGPS1或IDI1的合成shRNA序列的慢病毒载

体，以及含有延长因子1α启动子和含FDPS靶向序列的合成微小RNA的慢病毒载体。

[0050] 图18中的数据显示经慢病毒转导并经唑来膦酸处理或未经唑来膦酸处理的HepG2

细胞内FDPS蛋白表达降低，所述慢病毒表达shFDPS#1(SEQ  ID  NO:1)或shFDPS#4(SEQ  ID 

NO:4)，如文中所述。

[0051] 图19A和19B中的数据显示慢病毒转导的PC3细胞内FDPS  RNA(图19A)和蛋白表达

(图19B)的降低，所述慢病毒表达shFDPS-A(SEQ  ID  NO:64)、shFDPS-R(SEQ  ID  NO:65)、

shFDPS-TT(SEQ  ID  NO:66)和shFDPS-L(SEQ  ID  NO:67)，如文中所述。

[0052] 图20显示慢病毒转导的HepG2细胞内FDPS蛋白表达降低，所述慢病毒表达shFDPS-

4(SEQ  ID  NO:4)、miR30-FDPS-1(SEQ  ID  NO:68)和miR30-FDPS-3(SEQ  ID  NO:69)，如文中

所述。

[0053] 图21中的FACS数据显示慢病毒转导并经唑来膦酸处理或未经唑来膦酸处理的

THP-1细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒表达miR30-FDPS#1(SEQ  ID  NO:68)，如本文

所述。

[0054] 图22显示慢病毒转导的HeLa细胞内GGPS1蛋白表达降低，所述慢病毒表达

shGGPS1#1(SEQ  ID  NO:70)、shGGPS1#2(SEQ  ID  NO:71)和shGGPS1#3(SEQ  ID  NO:73)，如文

中所述。

[0055] 图23中的FACS数据显示经慢病毒转导并经唑来膦酸处理或未经唑来膦酸处理的

PC3细胞对Vδ2+T细胞的活化，所述慢病毒表达shFDPS序列#4(SEQ  ID  NO:4)或shGGPS1序

列#1(SEQ  ID  NO:70)，如本文所述。

[0056] 图24中的FACS数据显示经慢病毒转导并经唑来膦酸处理或未经唑来膦酸处理的

HepG2细胞对Vδ2+T细胞的活化，所述慢病毒表达shFDPS序列#4(SEQ  ID  NO:4)或shGGPS1序

列#1(SEQ  ID  NO:70)，如本文所述。

[0057] 图25中的FACS数据显示经慢病毒转导并经唑来膦酸处理或未经唑来膦酸处理的

THP-1细胞对Vδ2+T细胞的活化，所述慢病毒表达shFDPS序列#4(SEQ  ID  NO:4)和/或

shGGPS1序列#1(SEQ  ID  NO:70)，如本文所述。

[0058] 图26显示慢病毒转导的PC3细胞内IDI1蛋白表达降低，其中的慢病毒表达shIDI1

(SEQ  ID  NO:76)，如本文所述。

[0059] 图27中的FACS数据显示经慢病毒转导的PC3细胞对Vδ2+T细胞的活化，所述慢病毒

表达shFDPS序列#4(SEQ  ID  NO:4)或shIDI1序列#1(SEQ  ID  NO:76)，如文中所述。

[0060] 图28中的数据显示经唑来膦酸、FTI277或萨拉戈萨酸(zaragozic  acid)处理的

THP-1细胞对Vδ2+T细胞的活化，如本文所述。

[0061] 图29中的FACS数据显示经慢病毒转导并经唑来膦酸、FTI277或萨拉戈萨酸处理的

PC3细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒表达shFDPS序列#4(SEQ  ID  NO:4)，如本文所

述。
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[0062] 图30中的FACS数据显示经慢病毒转导并经唑来膦酸、FTI277或萨拉戈萨酸处理的

HepG2细胞对Vδ2+T细胞的活化，其中的慢病毒表达shFDPS序列#4(SEQ  ID  NO:4)，如本文所

述。

具体实施方式

[0063] 概述

[0064] 本文涉及基因治疗构建体及其向细胞的递送，导致法尼基二磷酸合酶(“FDPS”)或

甲羟戊酸通路中其他酶的抑制，这些酶是异戊烯基磷酸(IPP)转化为法尼基二磷酸(FDP)以

及甲羟戊酸通路的其它下游产物所必需的，例如图1所示。一些实施方式中，使一种或多种

病毒载体具有靶向FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase或鲨烯合酶中一种或多种的微小RNA或短发卡

RNA(shRNA)，由此降低这些酶的表达水平。病毒载体包括慢病毒载体和AAV载体。调节FDPS

及甲羟戊酸通路其他酶的表达其结果之一是要增加IPP的积累，IPP是GD  T细胞增殖和分化

的刺激物。调节GGPS1及甲羟戊酸通路其他酶的表达其结果之一是要降低GGPP水平，从而允

许包括白介素1β和白介素18在内细胞因子的分泌。因此，本文提供的构建体用于活化GD  T

细胞并用于治疗癌症和感染性疾病。

[0065] 定义和解释

[0066] 除非另作说明，本方面所用的科技术语与本发明所属领域普通技术人员通常理解

的含义相同。此外，除非另有说明，单数术语包括复数含意且复数术语包括单数含意。通常，

本文中细胞和组织培养、分子生物学、免疫学、微生物学、遗传学和蛋白质及核酸化学及杂

交中使用的命名和技术是本领域公知且常用的。除非另有说明，本发明的方法和技术总体

遵循如本领域熟知并如各种通识或专题参考文献中所述的常规方法进行，本文全文多处引

用并论及此类参考文献。参见，例如：Sambrook  J .和Russell  D.《分子克隆：实验室手册》

(Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual)，第三版，冷泉港实验室出版社，纽约冷泉港

(2000)；和Ausubel等人，《精编细胞生物学实验指南：当代分子生物学实验指南方法简编》

(Short  Protocols  in  Molecular  Biology:A  Compendium  of  Methods  from  Current 

Protocols  in  Molecular  Biology)，Wiley，John&Sons股份有限公司(2002)；Harlow和

Lane，《抗体的使用：实验手册》(Using  Antibodies:A  Laboratory  Manual)；纽约州冷泉港

冷泉港实验室出版社(1998年)；和Coligan等人，《精编蛋白质科学实验指南》(Short 

Protocols  in  Protein  Science)，Wiley，John&Sons股份有限公司(2003)。各种酶促反应

或纯化技术按照生产商的说明如本领域常规实践或本文所述进行。本文所述分析化学、合

成有机化学以及医学和药学化学中使用的命名以及实验室方法和技术是本领域公知且常

用的。

[0067] 如说明书和所附权利要求所用，单数形式“一”和“这一”可互换使用并包括复数形

式并符合每种含义，除非文本中另有明确指示。本文中，“和/或”表示并涵盖列出的一个或

多个事项的任意及所有可能以及按照或选(“或”)解释时组合的缺失。

[0068] 所有指定数值例如pH、温度、时间、浓度和分子量，包括范围，都涵盖(+)或(-)0.1

幅度变动的近似值。应理解，尽管并非均为明示，所有指定数值之前都有“约”。“约”在诸如

“X+0.1”或“X-0.1”这样“X”的微小改变之外还包括精确的“X”值。还应理解，尽管并非均为

明示，本文述及的试剂仅仅是示例性的，其等同物是本领域所知的。

说　明　书 6/69 页

11

CN 110770338 A

11



[0069] 本文中，“约”是本领域普通技术人员所理解的并会视其使用所在的上下文而存在

一定程度的差异。如果该词的用意结合其使用所在上下文对于本领域普通技术人员来说仍

不清楚，则“约”意味某特定项的至多正负10％。

[0070] 本文中，“给药”或“施用”指将活性物质以一定的形式给予需要治疗的对象，所述

形式能以治疗有用形式和治疗有效量导入个体的机体。

[0071] 本文中，“嗜乳脂蛋白3A”亦称“BTN3A”。另外，“嗜乳脂蛋白3A1”在本文中亦称

“BTN3A1”，并可包括SEQ  ID  NO:53的BTN3A1部分。嗜乳脂蛋白3A3在本文中亦称“BTN3A3”

(SEQ  ID  NO:17)。BTN3A3的变体包括但不限BTN3A3(R381H)，并可包括SEQ  ID  NO:54或SEQ 

ID  NO:55或SEQ  ID  NO:59的BTN3A3部分。“R381H”指氨基酸位第381位的精氨酸(R)被组氨

酸(H)取代。氨基酸取代的这一常规表示方式在本文中亦用于其他位置、其他氨基酸。

[0072] 本文中，“CA19-9”指糖抗原19-9。本文中，“CC趋化因子”指以其氨基末端附近两个

相邻半胱氨酸为特征的一类趋化因子蛋白。“CXC趋化因子”指以其氨基末端附近被一个氨

基酸隔开的两个半胱氨酸为特征的一类趋化因子蛋白。“CX3C趋化因子”指以其氨基末端附

近被三个氨基酸隔开的两个半胱氨酸为特征的一类趋化因子蛋白。“XC趋化因子”指以其氨

基末端附近与某氨基酸相邻的一个半胱氨酸为特征的一类趋化因子蛋白。

[0073] 本文中，“CD”指分化簇蛋白。此类蛋白的例子包括但不限于CD4和CD8。举例来说，

CD4+表示CD4蛋白表达阳性。

[0074] 本文中，“CEA”指癌胚抗原。

[0075] 本文中，“双膦酸盐或酯”和“双膦酸类药物”指各种实施方案的治疗剂，包括氨基

双膦酸盐或酯、二膦酸盐或酯、双膦酸和二膦酸中之任选，以及它们的药学上可接受的盐和

衍生物。使用任一特定的双膦酸盐或酯类物质名称并非要限定本发明的范围，除非特别指

明。

[0076] 本文中，“共同给药”或“联合给药”或“联用”或“联合治疗”或类似表述指将治疗载

体或慢病毒颗粒和双膦酸类药物或这些物质之任意组合施用于单独一个有此需要的对象

(即患者)，并旨在包括治疗方案，所述治疗方案中药物不必按相同给药途径和/或在相同时

刻给药。

[0077] 本文中，“固定组合”指实质上(essentially)以组合方式(例如基本上同时、以单

个实体或剂量或是组合实体或剂型的形式(例如一片片剂或一颗胶囊的形式或多片剂或多

胶囊组合或多份液体组合的形式))给予患者的两种或更多种活性成分或组分(包括各种它

们的相应组合物、配方制剂或药物形式，例如治疗载体或慢病毒颗粒和双膦酸类药物或它

们的任意组合)。

[0078] 本文中，“非固定组合”指作为各自独立的实体、同时(simultaneously)、并行

(concurrently)或按序但没有特定时间限制地联合给予患者的两种或更多种活性成分或

组分(包括各种它们的相应组合物、配方制剂或药物形式，例如治疗载体或慢病毒颗粒和双

膦酸类药物或它们的任意组合)，如此给药在患者中提供治疗有效水平的活性组分。非固定

组合可以各自独立给药或采用不同的固定组合给药，例如同时或在不同的时间点。活性成

分可以作为各自独立的药物剂型或药物制剂给药，所述药物剂型或药物制剂可以例如彼此

独立销售，带有或不带有关于联合使用可能性的标签说明。此类说明可在包装装置例如插

页之类或在其他信息中提供，例如提供给医生或医务人员。非固定组合，其各自的活性成分

说　明　书 7/69 页

12

CN 110770338 A

12



或组分，包括其各自的任何组合物、制剂或药物形式，或其部分，可以同时或在时间上错开

给药，例如就给药的任何部分而言在不同的时间点并按照相等或不同的时间间隔。可对所

述时间间隔进行选择以至于就所治疾病的效果而言，联合治疗时比任一活性组分单用都更

有效。

[0079] 本文中，“组合”、“联合地”以及“联合治疗”总体指前文所述“固定组合”或“非固定

组合”或其两者的定义和实施方式。

[0080] 本文中，过渡词“包含”在用于定义组合物和方法时表示所述组合物和方法包括列

明的元素，但也不排除还包括其他元素。本文中“主要由……组成”在用于定义组合物和方

法时表示所述组合物和方法包括其他元素，但仅当那些其他元素不实质性影响所述组合物

或方法的基本的和新的特征时。本文中，“由……组成”在用于定义组合物和方法时表示所

述组合物和方法不包括就组合物而言的任何超过痕量的其他成分元素和除主要方法步骤

之外的元素。用这些过渡词定义的实施方式都属于本公开范围之内。例如，应当理解：所述

方法和组合物可以包括其他步骤和组分(包含)或者或选性地包括不重要的步骤和组成(基

本上由......组成)或者仅包括列明的方法步骤或组成(由......组成)。

[0081] 本文中，“表达(性)”、“表达(的)”或“编码”指多核苷酸转录成mRNA的过程和/或转

录的mRNA随后被翻译成肽、多肽或蛋白质的过程。表达可以包括真核细胞中的mRNA剪接或

其他形式的转录后修饰或翻译后修饰。

[0082] 本文中，“法尼基二磷酸合酶”亦称FDPS，且亦称法尼基焦磷酸合酶或FPPS。

[0083] 本文中，“伽马德耳塔T细胞”亦称“γδ  T细胞”、Vγ9Vδ2T细胞、V伽马9V德耳塔2T

细胞、Vγ2Vδ2T细胞、V伽马2V德耳塔2T细胞，或亦称GD  T细胞。“γδT细胞活化/激活”指与

γδ  T细胞相关的、代表此类T细胞被活化的任何可测的生物学现象。此类生物学现象的非

限制性例子包括细胞因子生产增加、细胞表面蛋白组成质或量的变化、T细胞增殖增加和/

或T细胞效应功能(例如杀灭靶细胞或辅助其他效应细胞杀灭靶细胞)升高。

[0084] 本文中，“F-Tase”指法尼基转移酶。

[0085] 本文中，“GGPP”指香叶基香叶基焦磷酸，亦称香叶基香叶基二磷酸。

[0086] 本文中，“GGDPS”、“GGPPS”、“GGDPS1”、“GGPS1”和“GGPPS1”指香叶基香叶基二磷酸

合酶1、亦称香叶基香叶基焦磷酸合酶或香叶基香叶基-二磷酸合酶。

[0087] 本文中，“HER-2”指人表皮生长因子受体2。

[0088] 本文中，细胞因子例如“白介素2”之类也可以称为“IL-2”，“IL2”等。IL-2还可包括

SEQ  ID  NO:56。与此相关地，“白介素15”可包括SEQ  ID  NO:57。与此相关地，“白介素18”可

包括SEQ  ID  NO:58。与此相关地，“白介素23”可包括SEQ  ID  NO:60。与此相关地，“白介素

36”可包括SEQ  ID  NO:61-63之任选。一般说来，前缀“IL”表示白介素。

[0089] 本文中，“IDI1”指异戊烯基二磷酸δ-异构酶1。

[0090] 本文中，“IFN”指干扰素，术语IFN-伽马和IFN-γ指干扰素-伽马。

[0091] 本文中，“个体”、“对象”和“患者”可互换使用，指各种个体哺乳动物对象，例如牛、

犬、猫、马和/或人。

[0092] 本文中，“IPP”指异戊烯基焦磷酸。

[0093] 本文中，“M2-PK”指M2型丙酮酸激酶同工酶。

[0094] 本文中，“MHC”指主组织相容性复合物。
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[0095] 本文中，“miRNA”指微小RNA，亦称“miR”。

[0096] 本文中，“NK细胞”或“NK受体家族”分别指“天然杀伤细胞”或“天然杀伤细胞受体

家族”。

[0097] 本文中，“包装细胞系”指可用于表达慢病毒颗粒的任何细胞系。

[0098] 本文中，“PBMC”是指外周血单核细胞。

[0099] 本文中，“同源性”指相同或构成保守取代的氨基酸、核酸或其类似物的百分数。同

源性可以用序列比较程序例如GAP(Deveraux等，1984，Nucleic  Acids  Research  12，387-

395)来确定。此时，可以通过在比对中插入空位来比较与本文中序列长度相似或显著不同

的序列，所述空位可用例如GAP使用的比较算法来确定。

[0100] 本文中，“序列相同性”，也可能出现在作为非限定行举例的与某指定序列“50％相

同的序列”和“具有至少80％或至少85％或至少90％或至少95％相同性”等类似表述中，指

在比较窗口中序列的逐个核苷酸的相同程度或逐个氨基酸的相同程度。因此，“序列相同性

百分比”可如此计算：在比较窗中比较两条最优化对齐的序列，确定两条序列上出现相同核

酸碱基(例如A、T、C、G、I)或相同氨基酸残基(例如Ala、Pro、Ser、Thr、Gly、Val、Leu、Ile、

Phe、Tyr、Trp、Lys、Arg、His、Asp、Glu、Asn、Gln、Cys和Met)位点的数目得出匹配位点数，将

匹配位点数除以比较窗中位点总数(即窗口大小)，再将结果乘以100得出序列相同性百分

比。用于与比对窗口对齐的序列最优化对齐可通过计算机运行的算法(威斯康星遗传软件

软件包7.0版中的GAP、BESTFIT、FASTA和TFASTA(遗传计算机集团，美国威斯康星州麦迪逊

市科学路(Science  Drive)575))或通过检查和各种选定方法产生的最佳对齐(即，在比较

窗口中获得最高的同源性百分比)来进行。也可参考BLAST程序家族，例如Altschul等在

Nucl.Acids  Res.25:3389,1997中所述。

[0101] 本文中，就两个或更多个核酸或多肽序列而言，“百分比相同性”指，当进行比较并

以最大对应性对齐时，用后文所述序列比较算法(例如BLASTP和BLASTN或本领域技术人员

可用的其他算法)之一或通过视觉检查测定，具有特定百分比的相同核苷酸或氨基酸残基

的两个或更多个序列或子序列。根据应用，“百分比相同性”可以存在于比较序列的某区域，

例如功能域，或者存在于比较的两个序列的全长上。对于序列比较，一般将一条序列作为参

比序列，测试序列则与之比较。使用序列比较算法时，将测试序列和参比序列输入计算机，

视必要指定子序列坐标，并指定序列算法程序参数。然后，序列比较算法根据指定的程序参

数计算测试序列相对于参比序列的序列相同性百分数。

[0102] 用于比较的序列的最佳对齐可以例如采用Smith&Waterman，Adv.Appl .Math.2:

482(1981)的局部同源算法、采用Needleman&Wunsch，J.Mol.Biol.48:443(1970)的同源性

比对算法、采用Pearson&Lipman,Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA  85:2444(1988)的相似度检索

法、采用这些算法的计算机运行(威斯康星遗传软件软件包7.0版中的GAP、BESTFIT、FASTA

和TFASTA(遗传计算机集团，美国威斯康星州麦迪逊市科学路(Science  Drive)575))或通

过目测检查(总体见Ausubel等，见前文)来进行。

[0103] 确定百分比序列相同性的合适算法包括BLAST算法，可见Altschul等，

J.Mol.Biol.215:403-410(1990)中的描述。进行BLAST分析的软件可从国家生物技术信息

中心(National  Center  for  Biotechnology  Information)公开获得。

[0104] 两个核苷酸序列之间的相同性百分比可用GCG软件包中的GAP程序(可从http://
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www.gcg.com获取)来确定，采用NWSgapdna.CMP矩阵和40、50、60、70或80的空位权重以及1、

2、3、4、5或6的长度权重。两个核苷酸或氨基酸序列之间的相同性百分比也可用E.Meyers和

W.Miller(CABIOS,4:11-17(1989))的算法确定，该算法已被整合到ALIGN程序(版本2.0)

中，采用PAM120权重残基表，空位长度罚分为12，空位罚分为4。此外，两个氨基酸序列之间

的百分比相同性可用Needleman和Wunsch(J.Mol.Biol.(48):444-453(1970))算法确定，该

算法已经整合到GCG软件包(可从http://www.gcg.com获取)的GAP程序中，采用Blossum  62

矩阵或PAM250矩阵，空位权重为16、14、12、10、8、6或4，长度权重为1、2、3、4、5或6。

[0105] 本文中的核酸和蛋白质序列还可以用作“查询序列”以对公共数据库进行搜索，例

如由此鉴定相关序列。这样的检索可用Altschul等(1990)J .Mol .Biol .215:403-10的

NBLAST和XBLAST程序(2.0版)进行。可用NBLAST程序进行BLAST核苷酸搜索(得分＝100，字

长＝12)来获取与本文中核酸分子同源的核苷酸序列。可用XBLAST程序进行BLAST蛋白质搜

索(得分＝50，字长＝3)来获取与本文中蛋白质分子同源的氨基酸序列。为了获取为用于比

较目的的空位比对结果，可采用Altschul等Nucleic  Acids  Res.25(17):3389-3402(1997)

中所述的空位BLAST。采用BLAST和空位BLAST程序时，可采用各程序(如XBLAST和NBLAST)的

默认参数。参见http://www.ncbi.nlm.nih.gov。

[0106] 本文中，“药学上可接受的”指那些化合物、材料、组合物和/或剂型，在确信的医疗

判断范围内适合用于接触人体和动物的组织、器官和/或体液，不会产生过度毒性、刺激性、

过敏反应或其它问题或并发症，符合合理的效益/风险比。

[0107] 本文中，“药学上可接受的运载体”表示并包括生理上相容的任何和所有溶剂、分

散介质、涂层、抗细菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂等等。组合物可包括药学上可接

受的盐，例如酸加成盐或碱加成盐(参见例如Berge等J  Pharm  Sci  66:1-19)(1977)。

[0108] 本文中，“药学上可接受的盐”指化合物或其他活性成分的衍生物，其中，母本化合

物或活性成分被修饰，所述修饰是通过将其现有的酸或碱部分转化为其盐形式。药学上可

接受的盐的例子包括但不限于：碱性残基(如胺)的无机酸或有机酸盐；酸性残基(如羧酸)

的碱金属盐或有机盐；碱金属、碱土金属、铵和单、二、三或四-C1-C30烷基取代的铵；等等。

各种实施方式的药学上可接受的盐包括化合物或活性成分的常规无毒盐，例如由无毒无机

酸或有机酸形成的那些。合适的有机酸是例如羧酸或磺酸，例如乙酸、琥珀酸、富马酸或甲

磺酸。本文中的药学上可接受的盐可以通过常规化学方法由含有碱性或酸性部分的母本化

合物或活性成分合成。通常，这样的盐可以通过使这些化合物的游离酸或碱形式与化学计

量的合适碱或酸在水或有机溶剂或此两者的混合物中反应来制备；通常，优选非水介质如

乙醚、乙酸乙酯、乙醇、异丙醇或乙腈。《雷明顿药物科学》(Remington 's  Pharmaceutical 

Sciences)，第17版，宾夕法尼亚州伊斯顿的马克出版公司(Mack  Publishing  Company ,

Easton,Pa.) ,1985,第1418页和Journal  of  Pharmaceutical  Science,66,2(1977)中有合

适盐的列表，均通过引用整体纳入本文。

[0109] 本文中，“PSA”指前列腺特异性抗原。

[0110] 本文中，“RANTES”与趋化因子(C-C基序)配体5同义，亦与CCL5同义。

[0111] 本文中，“SEQ  ID  NO”与“序列ID  No.”同义。

[0112] 本文中，“小RNA”指非编码RNA，长度通常约200个核苷酸或更短，且具有沉默或干

扰功能。一些实施方式中，小RNA长度为约175个核苷酸或更短，约150个核苷酸或更短，约
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125个核苷酸或更短，约100个核苷酸或更短，或约75个核苷酸或更短。此类RNA包括微小RNA

(miRNA)、小干扰RNA(siRNA)、双链RNA(dsRNA)和短发卡RNA(shRNA)。一些实施方式中，“小

RNA”能够抑制或敲低靶基因的基因表达，一般是通过会导致靶基因mRNA被抑制或破坏的途

径。

[0113] 本文中，“TCR”指T细胞受体，“TCRs”是其复数形式。

[0114] 本文中，“治疗有效量”指在合适的组合物中、在合适的剂型中、就治疗或避免给定

异常、损伤、疾病或病症的患者中所见症状、进展或并发症发生而言足够量的本文活性剂。

治疗有效量将取决于患者病症状态或其严重程度，以及治疗对象的年龄、体重等。治疗有效

量可根据各种因素而不同，包括例如给药途径、对象的状况以及本领域技术人员理解的其

他因素。

[0115] 本文中，“治疗载体”包括但不限于提及慢病毒载体和例如在本文图2和3中提及的

慢病毒质粒。

[0116] 本文中，“TNF”指肿瘤坏死因子，而TNF-阿尔法或TNF-α是指肿瘤坏死因子-阿尔

法。

[0117] 本文中，“疗法”和“治疗”指按预期靶向某疾病状态并对其进行攻击，即改善或避

免疾病状态。因此，具体疗法将取决于将要靶向的疾病状态以及当前或未来药物治疗和治

疗方法的状态。治疗可能具有相关的毒性。

[0118] 本文中，“疗法”或“治疗”一般指试图改变接受治疗的对象的自然进程的干预，并

且可以用于预防进行或在临床病理过程中进行。理想的效果包括但不限于避免疾病的发生

或复发，缓解症状，遏制、减少或抑制疾病的各种直接或间接病理后果，改善或平息疾病状

态，以及引起缓解或改善预后。

[0119] 本文中，“VSVG”或“VSV-G”指疱疹性口炎病毒G包膜糖蛋白。

[0120] 本文各个方面的描述

[0121] 本文在一个方面公开了一种病毒载体，其包含第一和第二编码遗传元件。所述第

一编码遗传元件包含小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉酶的产生，并且所述第

二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。一些实施方式中，所

述病毒载体还包含第三编码遗传元件，所述第三编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、

细胞因子或趋化因子之一。一些实施方式中，所述病毒载体还包含第四编码遗传元件，所述

第四编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一。一些实施方式中，

所述酶是法尼基二磷酸合酶(FDPS)或其功能性变体。一些实施方式中，所述第一编码遗传

元件包含微小RNA或shRNA。一些实施方式中，所述shRNA包含与以下序列具有至少80％、至

少81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少

89％、至少90％、至少95％或更高百分比相同性的序列：

[0122] GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(SEQ  ID  NO:1)；

[0123] GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:2)；

[0124] GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(SEQ  ID  NO:3)；或

[0125] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:4)。

[0126] 一些实施方式中，所述shRNA包含：

[0127] GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(SEQ  ID  NO:1)；
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[0128] GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:2)；

[0129] GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(SEQ  ID  NO:3)；或

[0130] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(SEQ  ID  NO:4)。

[0131] 一些实施方式中，所述shRNA包含与以下序列至少80％、至少81％、至少82％、至少

83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、

至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或

100％相同的序列：SEQ  ID  NO:64、SEQ  ID  NO:65、SEQ  ID  NO:66或SEQ  ID  NO:67。

[0132] 一些实施方式中，所述miRNA包含与以下序列至少80％、至少81％、至少82％、至少

83％、至少84％、至少85％、至少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、

至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或

100％相同的序列：SEQ  ID  NO:68或SEQ  ID  NO:69。

[0133] 一些实施方式中，所述酶是GGPS1或其功能性变体。一些实施方式中，所述shRNA包

含与以下序列至少80％、至少81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少85％、至少86％、至

少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少

95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％相同的序列：SEQ  ID  NO:70、SEQ  ID 

NO:71或SEQ  ID  NO:72。

[0134] 一些实施方式中，所述酶是IDI1或其功能性变体。一些实施方式中，所述shRNA包

含与SEQ  ID  NO:76具有至少80％、至少81％、至少82％、至少83％、至少84％、至少85％、至

少86％、至少87％、至少88％、至少89％、至少90％、至少91％、至少92％、至少93％、至少

94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％相同性的序列。

[0135] 一些实施方式中，所述酶是F-Tase或鲨烯合酶，或其功能变体。

[0136] 一些实施方式中，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3、BTN3A3或BTN3A1。一些实

施方式中，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3(R381H)。一些实施方式中，所述嗜乳脂蛋

白家族成员包括嗜乳脂蛋白样分子。一些实施方式中，所述嗜乳脂蛋白样分子包含BTNL3或

BTNL8。一些实施方式中，所述细胞因子包括IL-1、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-7、IL-12、IL-15、

IL-17、IL-18、IL-23、IL-33、IL-36、TNF-α或干扰素-γ。

[0137] 一些实施方式中，所述趋化因子包括CC趋化因子、CXC趋化因子、CX3C趋化因子、C

趋化因子或XC趋化因子。另一些实施方式中，CC趋化因子包括RANTES。一些实施方式中，所

述病毒载体是慢病毒载体。另一些实施方式中，所述C趋化因子包括XCL1(淋巴细胞趋化因

子)。

[0138] 另一方面公开了用于表达慢病毒颗粒的慢病毒载体系统。所述系统包括本文中详

细描述的慢病毒载体；至少一种包膜质粒，用于表达优化了靶细胞感染的包膜蛋白；和用于

表达gag、pol和rev基因或它们的功能性变体的至少一种辅助质粒；其中，当慢病毒载体、至

少一种包膜质粒和至少一种辅助质粒转染进入包装细胞时，所述包装细胞生产慢病毒颗

粒，其中所述慢病毒颗粒能够感染靶细胞并抑制靶细胞内甲羟戊酸通路中的酶。

[0139] 一些实施方式中，所述慢病毒颗粒能够引起甲羟戊酸通路第一种产物水平升高。

一些实施方式中，所述第一种产物包括IPP。一些实施方式中，所述慢病毒颗粒能够引起甲

羟戊酸通路第二种产物水平降低。一些实施方式中，所述第二种产物包括GGPP。一些实施方

式中，慢病毒产物提高所述第一种产物并降低所述第二种产物。
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[0140] 一些实施方式中，慢病毒颗粒编码小RNA，所述小RNA能够靶向甲羟戊酸通路第一

靶标。一些实施方式中，慢病毒颗粒还编码能够靶向甲羟戊酸通路第二靶标的小RNA。一些

实施方式中，第一靶标和第二靶标至少其一是酶。一些实施方式中，第一靶标和第二靶标至

少其一是FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase或鲨烯合酶。

[0141] 一些实施方式中，小RNA靶向第一靶标导致甲羟戊酸通路第一种产物的存在性、水

平或浓度升高。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第一种产物的存在性、水平或浓度相比第一

产物对照升高多达10％，其中，所述第一产物对照的意思可以是第一靶标没有被小RNA靶定

时第一种产物的存在性、水平或浓度。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第一种产物的存在

性、水平或浓度相比第一产物对照升高多达10％至多达20％，如文中所述。一些实施方式

中，甲羟戊酸通路第一种产物的存在性、水平或浓度相比第一产物对照升高多达20％至多

达30％，如文中所述。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第一种产物的存在性、水平或浓度相

比第一产物对照升高多达30％至多达40％，如文中所述。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第

一种产物的存在性、水平或浓度相比第一产物对照升高多达40％至多达50％，如文中所述。

一些实施方式中，甲羟戊酸通路第一种产物的存在性、水平或浓度相比第一产物对照升高

超过50％，如文中所述。一些实施方式中，所述甲羟戊酸通路第一种产物包含IPP。

[0142] 一些实施方式中，小RNA靶向第二靶标导致甲羟戊酸通路第二种产物的存在性、水

平或浓度降低。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第二种产物的存在性、水平或浓度相比第二

产物对照降低多达10％，其中，所述第二产物对照的意思可以是第二靶标没有被小RNA靶定

时第二种产物的存在性、水平或浓度。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第二种产物的存在

性、水平或浓度相比第二产物对照降低多达10％至多达20％，如文中所述。一些实施方式

中，甲羟戊酸通路第二种产物的存在性、水平或浓度相比第二产物对照降低多达20％至多

达30％，如文中所述。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第二种产物的存在性、水平或浓度相

比第二产物对照降低多达30％至多达40％，如文中所述。一些实施方式中，甲羟戊酸通路第

二种产物的存在性、水平或浓度相比第二产物对照降低多达40％至多达50％，如文中所述。

一些实施方式中，甲羟戊酸通路第二种产物的存在性、水平或浓度相比第二产物对照降低

超过50％，如文中所述。一些实施方式中，所述甲羟戊酸通路第二种产物包含GGPP。

[0143] 一些实施方式中，甲羟戊酸通路的第一种产物的存在性、水平或浓度升高引起γδ

(GD)T细胞活化升高。一些实施方式中，GD  T细胞活化相比第一活化对照升高多达10％，其

中，所述第一活化对照的意思可以是第一靶标没有被小RNA靶定时的GD  T细胞活化水平。一

些实施方式中，第一种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第一活化对照升高多达10％至多

达20％，如文中所述。一些实施方式中，第一种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第一活化

对照升高多达20％至多达30％，如文中所述。一些实施方式中，第一种产物调节引起的GD  T

细胞活化相比第一活化对照升高多达30％至多达40％，如文中所述。一些实施方式中，第一

种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第一活化对照升高多达40％至多达50％，如文中所

述。一些实施方式中，第一种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第一活化对照升高超过

50％，如文中所述。

[0144] 一些实施方式中，甲羟戊酸通路的第二种产物的存在性、水平或浓度降低引起γδ

(GD)T细胞活化升高。一些实施方式中，第二种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第二活化

对照升高多达10％，其中，所述第二活化对照的意思可以是第二靶标没有被小RNA靶定时的
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GD  T细胞活化水平。一些实施方式中，第二种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第二活化

对照升高多达10％至多达20％，如文中所述。一些实施方式中，第二种产物调节引起的GD  T

细胞活化相比第二活化对照升高多达20％至多达30％，如文中所述。一些实施方式中，第二

种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第二活化对照升高多达30％至多达40％，如文中所

述。一些实施方式中，第二种产物调节引起的GD  T细胞活化相比第二活化对照升高多达

40％至多达50％，如文中所述。一些实施方式中，第二种产物调节引起的GD  T细胞活化相比

第二活化对照升高超过50％，如文中所述。

[0145] 另一方面公开了能够感染靶细胞的慢病毒颗粒。所述慢病毒颗粒包含优化了靶细

胞感染的包膜蛋白和如本文所述的慢病毒载体。一些实施方式中，靶细胞是癌细胞。

[0146] 另一个方面公开了活化γδ(GD)T细胞的方法。所述方法包括在GD  T细胞存在下用

慢病毒颗粒感染靶细胞，所述慢病毒颗粒含有病毒载体，所述载体包含第一和第二编码遗

传元件，所述第一编码遗传元件包含小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉酶的产

生，并且所述第二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一，当所

述酶在所述靶细胞中被抑制时，所述靶细胞激活GD  T细胞。一些实施方式中，所涉酶包含

FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase和/或鲨烯合酶至少其一或其功能性变体。

[0147] 一些实施方式中，靶细胞是癌细胞。一些实施方式中，所述方法还包括使靶细胞和

GD  T细胞与一定量的氨基双膦酸类药物接触。一些实施方式中，所述氨基双膦酸类药物是

唑来膦酸。

[0148] 另一方面公开了一种治疗对象癌症的方法。所述方法包括给予所述对象治疗有效

量的慢病毒颗粒，所述慢病毒颗粒含有病毒载体，所述载体包含第一和第二编码遗传元件，

所述第一编码遗传元件包含小RNA，所述小RNA能够抑制甲羟戊酸通路所涉酶的产生，并且

所述第二编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员、细胞因子或趋化因子之一；当所述酶在

GD  T细胞存在下在癌细胞中被抑制时，所述靶细胞激活GD  T细胞，由此治疗癌症。一些实施

方式中，所涉酶包含FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase、鲨烯合酶和/或它们的功能性变体至少其

一。

[0149] 一些实施方式中，所述方法还包括使靶细胞和GD  T细胞与一定量的氨基双膦酸类

药物接触。一些实施方式中，所述方法包括向对象施用治疗有效量的慢病毒颗粒，所述慢病

毒颗粒含有病毒载体，所述病毒载体包含第一、第二和第三编码遗传元件，所述第一编码遗

传元件包含能够抑制产生甲羟戊酸通路所涉一种或多种酶的一种或多种小RNA，所涉第二

编码遗传元件包含嗜乳脂蛋白家族成员，所涉第三遗传元件编码细胞因子或趋化因子，其

中，当所述酶在GD  T细胞存在下在癌细胞中被抑制时，靶细胞激活GD  T细胞，嗜乳脂蛋白提

高GD  T细胞活化效率，细胞因子提高GD  T细胞的活化与增殖，且趋化因子提高肿瘤部位GD 

T细胞的存在性，由此治疗癌症。一些实施方式中，所述方法还包括使靶细胞和GD  T细胞暴

露于一定量的氨基双膦酸类药物。一些实施方式中，所述氨基双膦酸类药物是唑来膦酸。

[0150] 一些实施方式中，所述嗜乳脂蛋白家族成员包括BTN3A3(SEQ  ID  NO:17)或BTN3A3

(R381H)(SEQ  ID  NO:54)。一些实施方式中，细胞因子包括IL-2、IL-12、IL-15、IL-18、IL-23

或IL-36，但也可以包括已知活化免疫细胞例如T细胞的其他细胞因子。一些实施方式中，趋

化因子可包括CCL5基因编码的趋化因子(C-C基序)配体5或已知能被GD  T细胞受体识别且

已知能够将GD  T细胞引向肿瘤生长部位的其他趋化因子。
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[0151] 癌症

[0152] 本文提供的组合物和方法用于治疗癌症。细胞、组织或靶标可以是癌细胞、癌组

织、携癌组织或是某疾病或病症的确诊或风险对象或患者。在某些方面，细胞可以是上皮细

胞、内皮细胞、间皮细胞、神经胶质细胞、基质细胞或粘膜细胞。癌细胞群可包括但不限于

脑、神经元、血液、子宫内膜、脑膜、食道、肺、心血管、肝脏、淋巴、乳房、骨骼、结缔组织、脂

肪、视网膜、甲状腺、腺体、肾上腺、胰、胃、肠、肾、膀胱、结肠、前列腺、子宫、卵巢、子宫颈、睾

丸、脾脏、皮肤、平滑肌、心肌或横纹肌细胞，还可包括来自以上任何一种的癌细胞群，并可

与以下一种或多种相关：癌、肉瘤、骨髓瘤、白血病、淋巴瘤、以上所述之混合型或混合物。在

另一方面，癌症包括但不限于星形细胞瘤、急性髓性白血病、间变性大细胞淋巴瘤、急性淋

巴细胞白血病、血管肉瘤、B细胞淋巴瘤、伯基特淋巴瘤、乳腺癌、膀胱癌、头颈癌、宫颈癌、慢

性淋巴细胞白血病、慢性髓性白血病、结直肠癌、子宫内膜癌、食管鳞状细胞癌、尤文氏肉

瘤、纤维肉瘤、胶质瘤、胶质母细胞瘤、胃泌素瘤、胃癌、肝母细胞瘤、肝细胞癌、卡波西肉瘤、

霍奇金淋巴瘤、喉鳞状细胞癌、喉癌、白血病、平滑肌肉瘤、脂肪瘤、脂肪肉瘤、黑色素瘤、套

细胞淋巴瘤、成神经管细胞瘤、间皮瘤、粘液纤维肉瘤、髓样白血病、粘膜相关淋巴组织B细

胞淋巴瘤、多发性骨髓瘤、高危骨髓增生异常综合征、鼻咽癌、神经母细胞瘤、神经纤维瘤、

高级非霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤、肺癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、食管癌、骨肉瘤、胰腺

癌、嗜铬细胞瘤、前列腺癌、肾细胞癌、视网膜母细胞瘤、横纹肌肉瘤、唾液腺肿瘤、许旺氏细

胞瘤、小细胞肺癌、头颈部鳞状细胞癌、睾丸肿瘤、甲状腺癌、尿路上皮癌和威尔姆氏肿瘤。

[0153] 本文提供的组合物和方法还用于治疗NSCLC(非小细胞肺癌)、小儿恶性肿瘤、由人

乳头瘤病毒(HPV)引起或促成的宫颈和其他肿瘤、黑素瘤、巴雷特食道(恶变前综合征)、肾

上腺癌和皮肤癌及自身免疫病、肿瘤性皮肤病。

[0154] 感染性疾病

[0155] 本文公开的组合物和方法可用于治疗感染性疾病。“感染性疾病”一词包括由感染

性物质引起的各种疾病。“感染性物质”包括各种外源性病原体，包括但不限于细菌、真菌、

病毒、支原体和寄生虫。可用本文提供的组合物治疗的感染性物质包括所有本领域所知在

动物中致病的感染性生物，包括以下所述的生物体，例如：属于革兰氏阴性或革兰氏阳性球

菌或杆菌的细菌，DNA和RNA病毒，包括但不限于如乳头瘤病毒、细小病毒、腺病毒、疱疹病毒

和痘苗病毒等DNA病毒，以及如沙粒病毒、冠状病毒、鼻病毒、呼吸道合胞病毒、流感病毒、小

核糖核酸病毒、副粘病毒、呼肠孤病毒、逆转录病毒和弹状病毒等RNA病毒。可用本文组合物

和方法治疗的真菌的例子包括：霉菌或酵母样生长的真菌，例如引起诸如癣、组织胞浆菌

病、芽生菌病、曲霉菌病、隐球菌病、孢子丝菌病、球孢子菌病、副球菌病和念珠菌病等疾病

的真菌。本文提供的组合物和方法可用于治疗寄生虫感染，这包括但不限于由体细胞绦虫、

血吸虫、组织蛔虫、阿米巴和疟原虫、锥虫、利什曼原虫和弓形虫物种引起的感染。

[0156] GD  T细胞活化的方法

[0157] 本文提供用于活化个体中GD  T细胞的组合物和方法以及治疗肿瘤和感染性疾病

的方法。例如，一些实施方式中，本文提供的组合物和方法可用于治疗所有已知癌症的方

法，因为活化的GD  T细胞含有对肿瘤的天然免疫监视机制(参见例如：Pauza等，Frontiers 

in  Immunol.5:687(2014))。同样，一些实施方式中，本文提供的组合物和方法可用于治疗

感染性疾病，包括但不限于黄病毒、流感病毒、人逆转录病毒、分枝杆菌、疟原虫和各种其他
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病毒，真菌和细菌感染。参见例如Pauza和Cairo,2015Cell  Immunol.296(1)。

[0158] 总体来说，用本文所述构建体将载体系统给药至个体从而转染或转导靶细胞群由

此降低FDPS表达并在其他实施方式中提高趋化因子或细胞因子的表达。给药和转染/转导

可以发生在体内(in  vivo)或离体(ex  vivo)发生，后一种情况中转染细胞随后回输给对

象。

[0159] 所述载体给药和所述构建体转染或转导至对象细胞中引起FDPS表达降低、细胞因

子或趋化因子表达升高、IPP累积且在许多情况下引起遗传修饰肿瘤细胞生长速率降低。所

有这些特征共同作用令GD  T细胞活化并共定位到肿瘤或感染部位。

[0160] 本文所述方法还可以提高NK细胞识别和破坏肿瘤细胞和/或感染细胞的能力。GD 

T细胞和NK细胞之间的信号交互(crosstalk)是调节免疫和炎性反应的重要方面。此外，GD 

T细胞能够引发树突细胞成熟、募集B细胞和巨噬细胞并参与多种细胞溶解活性，例如干扰

素-γ和TNF-α的分泌。

[0161] 一些实施方式中，本文提供的组合物和方法包括用于在肿瘤部位活化GD  T细胞的

基因疗法形式。在一个方面，本文提供的组合物和方法通过促进特定细胞因子的产生来活

化GD  T细胞并支持它们的增殖、分化和功能性能力，所述特定细胞因子是能够杀灭癌细胞

或治疗感染性疾病的细胞溶解活性所需的细胞因子。

[0162] 一些实施方式中，基因治疗序列(例如FDPS  shRNA、FDPS  miRNA、GGPS1  shRNA、

IDI1  shRNA、F-Tase小RNA或鲨烯合酶小RNA)由治疗载体携带，包括但不限于病毒载体，例

如慢病毒或腺相关病毒，但其他病毒载体也会是合适的。基因治疗构建体也可以DNA或RNA

的形式递送，包括但不限于质粒形式。一些实施方式中，本文所述基因治疗构建体还可以蛋

白质-核酸复合物或脂质核酸复合物和这些制剂的混合物的形式递送。例如，蛋白质-核酸

复合物可包含与阳离子肽(如赖氨酸和精氨酸)复合的目标核酸。脂质-核酸复合物可包含

脂质乳液、胶束、脂质体和/或中性和阳离子脂质的混合物，例如DOTMA、DOSPA、DOTAP和

DMRIE。

[0163] 一些实施方式中，治疗载体可包含单一构建体或至少两种，至少三种，至少四种或

至少五种不同构建体。当载体中存在多于一个构建体时，这些构建体可以相同的或者不同。

例如，构建体之间的区别可在于它们的启动子、是否存在整合元件和/或它们的序列。

[0164] 一些实施方式中，治疗载体将包含至少一个构建体，该构建体编码能够敲低FDPS、

GGPS1、IDI1、F-Tase、鲨烯合酶和/或其功能变体中至少其一表达的小RNA。一些实施方式

中，治疗载体还将编码特定细胞因子和/或趋化因子，包括但不限于TNF-α、干扰素-γ、IL-

1、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-7、IL-12、IL-15、IL-17、IL-18、IL-23、IL-33、L-36或RANTES。一些

实施方式中，单个构建体可既编码能够敲低FDS表达的小RNA又编码特定细胞因子或趋化因

子，包括但不限于TNF-α、干扰素-γ、IL-1、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-7、IL-12、IL-15、IL-17、

IL-18、IL-23、IL-33、L-36或RANTES。

[0165] 一些实施方式中，病毒载体可将核酸构建体导入而所述核酸构建体整合到宿主染

色体中。或者，可用瞬时递送载体避免染色体整合并限制基因治疗构建体的寿命。

[0166] 一些实施方式中，本文所述构建体和载体包含能够降低或敲低FDPS、香叶基焦磷

酸合酶(“GPPS”)、法尼基转移酶(“F-Tase”)、IDI1和/或鲨烯合酶基因表达的siRNA或短发

卡RNA(“shRNA”)、微小RNA(“miRNA”)。通过下调控制类固醇和类异戊二烯合成的这些基因，
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异戊烯焦磷酸(“IPP”)水平升高和/或GGPP水平降低。IPP升高和累积是一种提高GD  T细胞

活化的机制。此外，这些焦磷酸合酶基因的下调消除了炎性体功能的重要负调节物，这继而

引起对GD  T细胞活化和效应细胞功能来说重要的细胞因子的表达升高。癌细胞表面的

BTN3A3和高细胞质水平的IPP强有力地激活V伽马9V德耳塔2T细胞(亦称Vγ9Vδ2T细胞)。

[0167] 一些实施方式中，本文所述构建体受特异性启动子调节，其能够产生白细胞介素-

2和/或白细胞介素-15以维持GD  T细胞增殖。然而，如文中所述，也可选用其他细胞因子，包

括IL-18、IL-23和IL-36。此外，本文所述构建体可由特异性启动子调节，其能够生产GD  T细

胞分化和实现所有效应细胞功能所需的白细胞介素-1β和/或白细胞介素-18和/或干扰素-

γ。理想的效应细胞功能包括就以下各项而言的能力：直接由细胞毒性细胞击杀肿瘤和/或

感染细胞，有益细胞因子和/或趋化因子的分泌，癌细胞或感染细胞识别所需NK受体表达增

加以及结合靶向抗体以使GD  T细胞与癌细胞或感染的细胞靶标共定位所需Fc受体表达增

加。

[0168] 一些实施方式中，本文所述方法活化GD  T细胞，引起的间接效果是NK细胞进攻并

破坏癌细胞、肿瘤或感染细胞的能力提升。NK细胞活化需要GD  T细胞受激增殖并分化，并表

达结合NK细胞上4-1BB共刺激受体所需的4-1BBL共刺激配体。这种形式的信号交互被认为

是活化NK细胞的重要机制，在此通过本文所述方法和组合物的作用得以实现。

[0169] 另一方面中，GD  T细胞和NK细胞之间的信号交互是消除患病组织中积累的炎性树

突细胞的重要机制。单独的GD  T细胞和NK细胞都不能破坏树突细胞，但是一旦发生上述信

号交互相互作用，NK细胞就会变得对炎性树突细胞具有细胞毒性。这种免疫调节机制依赖

于GD  T细胞的强效活化和增殖。

[0170] 一些实施方式中，本文所述活化GD  T细胞的方法还包括抑制病理性炎性反应的步

骤，所述病理性炎性反应可包括造成动脉粥样硬化的细胞增殖、激发肿瘤生长的慢性免疫

活化、自身免疫疾病(包括牛皮癣和其他表皮表现)、中枢神经系统炎性疾病、关节炎和其他

免疫反应失调性疾病。

[0171] 一些实施方式中，治疗载体与双膦酸类药物并行给药以实现γδ  T细胞的协同性

活化。这种协同效应能够允许替代性、改变的或降低的双膦酸类药物剂量，并可减少对双膦

酸类药物的不良反应，包括急性炎性反应和慢性疾病。

[0172] 一些实施方式中，治疗载体与双膦酸类药物联合给药。各种实施方式中，这样的组

合获得了协同性、正向的或提高的γδ  T细胞活化。正向的活化可允许替代性、改变的或降

低的双膦酸类药物剂量，并可减少对双膦酸类药物的不良反应，包括急性炎性反应和慢性

疾病。治疗载体与双膦酸盐或酯的组合可以在一起或是分开，有或没有用于联合使用或将

产品组合的说明。治疗载体和/或双膦酸盐或酯可以完全分开给药，并且可以配制为完全不

同的药物剂型。治疗载体和/或双膦酸盐或酯可以彼此独立销售，带有或不带有关于联合使

用可能性的标签说明。此类说明也可在包装装置例如插页之类或在其他信息中提供，例如

提供给医生或医务人员，例如口头交流、书面交流等等。所述标签或其他说明可以指单剂量

单位形式的固定组合，也可以指用于联合用药的多组件试剂盒形式的非固定组合，在试剂

盒的情形中治疗载体可以独立于双膦酸类药物同时给药或在时间间隔期间内另行给药。各

种实施方式中，所述组合表现出协作或联合效应，或是治疗的毒性或并发症的减少。实施方

式之一中，组合的效果是协同性的。当活性成分一起使用的效果超出各化合物分别使用所
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得效果的总和时即获得协同效应。协同效应的获得可以是当活性成分：(1)以合并单位剂量

制剂形式配制在一起和同时给药或递送时；(2)作为各自独立的制剂交替或并行递送时；或

(3)采用其他方案时。在以交替治疗递送时，当化合物依次给药或递送时—例如通过用各自

独立的注射器进行不同的注射—可获得协同效应。总体上，交替治疗期间，有效剂量的各活

性成分依次给药即连续给药，而在联合治疗中，有效剂量的两种或更多种活性成分一起给

药，但如文中所述可能在不同的时刻。

[0173] 本文所述组合可以由同一或不同的制造商制造和/或配制。可以如下所述令活性

成分在一起从而成为联合治疗：(i)在组合产品发放到医师之前(例如试剂盒的情形下，所

述试剂盒包含本文所述化合物和其他治疗药物)；(ii)由实施治疗的医生(或在医生指导

下)在邻近给药之前；(iii)在实际患者中，例如本文所述化合物和其他治疗药物依次给药

过程中。

[0174] 一些实施方式中，治疗有效量的各组合可以同时或按任何顺序依次给药，并且多

个组分可以一起或分开给药。例如，本文所述用于治疗增生性疾病的方法可以包括：(i)第

一药物(例如形成慢病毒颗粒一部分的治疗载体)给药和/或(ii)第二药物(例如游离形式

或药学上可接受盐形式的双膦酸类药物)给药。药物(i)和/或(ii)的给药可以按治疗有效

量、优选协作性、联合性有效量和/或协同有效量—例如对应于本文所述量的日剂量或间歇

性剂量—同时给药或任意顺序依次给药。这些组合可以在治疗过程中分开在不同时间给

药，或者以分开的药物形式或单一的药物形式并行给药。并且，“给药”还包括施用组合中组

分的前药，前药会在体内转化为组合中的所述组分。因此，本文应理解为包括所有这些同时

或交替治疗的方案，“给药”也应照此解释。

[0175] 一些实施方式中，药物(i)和(ii)可以采用任意药学上可接受的方法给药，例如鼻

内、口颊、舌下、口服、直肠、眼、胃肠外(静脉内、皮内、肌肉内、皮下、腹膜内)、经肺、阴道内、

局部(locally)给药、局部外用(topically)、划破后局部外用、经粘膜给药、通过气溶胶、含

于半固介质如琼脂糖或明胶中或通过口颊喷剂或鼻喷剂给药。例如，治疗载体和/或双膦酸

类药物可静脉内给药。此外，药物(i)和(ii)可以配制成任意药学上可接受的剂型，例如固

体剂型，片剂，丸剂，锭剂，胶囊，液体分散体，凝胶，气溶胶，肺气雾剂，鼻气雾剂，软膏，乳

膏，半-固体剂型，溶液，乳剂和悬混剂。例如，双膦酸类药物可配制成片剂口服给药。

[0176] 可以是在化疗、放疗、免疫疗法、手术干预或其联合之外再施用本文所述联合治疗

专用于癌症治疗。就以上其他治疗策略而言，与辅助治疗同样可能的是长期治疗。其他可能

的治疗是在肿瘤消退后用来维持患者状态的治疗，或者甚至是预防性化疗(例如在风险患

者中)。

[0177] 用于GD  T细胞活化的构建体

[0178] FDPS、GGPS1、IDI1和/或其功能性变体的抑制会导致IPP累积和/或GGPP水平消减，

由此活化Vδ2+GD  T细胞和使干扰素γ、TNF-α和IL-18表达，干扰素γ、TNF-α和IL-18表达对

GD  T细胞来说也很重要。法尼基转移酶和/或鲨烯合酶抑制导致蛋白质异戊烯化降低。可将

本文所述构建体转染或转导到特定的靶细胞中(如肿瘤细胞或感染细胞)，它们在靶细胞中

表达RNA序列(即siRNA、shRNA或微小RNA)，这些RNA序列抑制FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase、鲨

烯合酶和/或它们功能变体的翻译并编码和表达细胞毒性细胞因子或趋化因子。

[0179] 本文公开了用于降低FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase、鲨烯合酶和/或它们功能变体的
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表达、提高细胞因子表达和提高包括RANTES在内趋化因子表达的构建体。例如，一些实施方

式中，所述构建体编码干扰素-γ、IL-1、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-7、IL-12、IL-15、IL-17、IL-

18、IL-23、IL-33、IL-36或TNF-α。

[0180] 细胞因子和趋化因子的表达，如上述那些，将导致肿瘤细胞或病原生物感染细胞

的局部细胞毒性破坏。因此，肿瘤细胞表达所述构建体会导致肿瘤细胞协助其自身毁灭并

激活能够摧毁未经慢病毒载体遗传改造的其他肿瘤细胞的免疫机制。遗传改造细胞活化GD 

T细胞的能力涉及GD  T细胞受体、嗜乳脂蛋白识别和针对常规γ链细胞因子的GT  T细胞受

体的活化。肿瘤细胞的杀灭依赖于GD  T细胞表面受体家族，这些受体总体来说属于NK受体

家族成员，它们将肿瘤细胞区分于正常细胞并在细胞杀灭过程中提供选择性。结果，少量遗

传改造的肿瘤细胞能够活化足量的GD  T细胞以获得广泛的肿瘤破坏，包括在相同或远位肿

瘤中既杀灭遗传改造的细胞也杀灭非改造细胞。因此，肿瘤细胞或感染细胞表达这些构建

体将导致这些不利的细胞协助自身破坏。

[0181] 同样，如果肿瘤细胞或感染细胞中表达本文所述构建体，FDPS、GGPS1、IDI1、F-

Tase、鲨烯合酶和/或它们功能性变体表达降低会导致GD  T细胞活化并募集到肿瘤部位或

细胞感染部位。提高RANTES的表达将进一步将GD  T细胞引向预期的组织位置。因为GD  T细

胞能够击杀广泛的上皮来源肿瘤以及多种白血病和淋巴瘤，并且还能够产生高水平的抗肿

瘤细胞因子IFNγ，GD  T细胞向肿瘤部位募集能够成为诱导抗肿瘤免疫力特别有效的手段。

[0182] FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase、鲨烯合酶和/或其功能变体表达降低可通过shRNA、微

小RNA、siRNA或本领域所知其他方式实现。例如，据SEQ  ID  NO:1、2、3或4所示的shRNA或其

变体能够用于本文所述构建体和方法，本例不是限定性的。据SEQ  ID  NO:64-67、70-72、76

所示的shRNA或其变体能够用于本文所述构建体和方法，本例不是限定性的。据SEQ  ID  NO:

68或69所示的miRNA或其变体能够用于本文所述构建体和方法，本例不是限定性的。用于降

低FDPS、GGPS1、IDI1、F-Tase、鲨烯合酶和/或其功能变体表达的RNA的编码区以及细胞因子

和趋化因子的编码区可以在同一构建体中或在不同的构建体上。

[0183] 产生包括小RNA在内重组多肽或基因调节分子的经典方法是采用稳定的表达构建

体。这些构建体基于转导的表达质粒(或至少其部分)染色体性整合到宿主细胞的基因组

中，短期质粒转染或半衰期有限的非整合性病毒载体。基因整合的位点通常是随机的，并且

任意具体位点处整合基因的数量和比例一般不可预测；同样，非整合质粒或病毒载体也产

生核DNA但它们通常缺乏DNA复制和持续维持所需的序列。因此，依赖于染色体整合的构建

体导致可能超过治疗间隔的重组基因的永久维持。

[0184] 用于基因表达的稳定表达构建体的替代方案是瞬时表达构建体。这后一种基因表

达构建体的表达是基于非整合的质粒，因此当细胞分裂或质粒载体被内源性核酸酶破坏时

表达通常会丢失。

[0185] 本文所述构建体优选瞬时表达的游离型(episomal)构建体。游离型构建体随时间

降解或稀释，使得它们不会对对象的基因组造成永久性改变，它们也不会整合到靶细胞的

染色体中。游离型复制过程通常包括宿主细胞复制机制和病毒反式作用因子两者。

[0186] 避免染色体整合减少了体内基因递送的某些屏障。然而，即使是整合缺陷型构建

体也会有背景频率的整合，且任何DNA分子都会发现与宿主序列重组的罕见同源性；但这些

整合率非常罕见，通常没有临床意义。
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[0187] 因此，一些实施方式中，本文所述载体可为期一段时间地支持活跃的基因和/或小

RNA递送，所述时间为约1、约2、约3、约4、约5、约6、约7、约8、约9、约10、约11、或约12周。一些

实施方式中，所述载体为期约1个月、2个月、3个月、4个月、5个月、6个月、7个月、8个月、9个

月、10个月、11个月、12个月或更长的时间地支持活跃的基因和/或小RNA递送。这些时长的

任何组合也都可用于本发明的方法，例如1个月又1周，或3个月又2个星期。

[0188] 然而，一些实施方式中，构建体包含依赖于逆转录病毒整合酶基因的整合元件，使

得构建体整合到对象的染色体中。逆转录转座和转座是移动性遗传元件整合或插入染色体

机制的另外的例子。质粒可以通过重组整合到染色体中，并且，基因编辑技术(包括CRISPR

和TALEN)利用引导RNA序列并通过基因缺失或基因转换机制改变染色体基因座。

[0189] 构建体可包含针对细胞因子表达的特异性启动子，所述细胞因子是参与维持GD  T

细胞的细胞因子(即IL-2，IL-7，IL-12、IL-15、IL-17、IL-18、IL-23或IL-36)。例如，可以纳

入所述构建体的启动子包括但不限于TATA-盒启动子，CpG-盒启动子，CCAAT-盒启动子，

TTGACA-盒启动子，BRE-盒启动子，INR-盒启动子，AT-基启动子，CG基启动子，ATCG-紧密启

动子，ATCG-平衡启动子，中ATCG-启动子，低ATCG启动子，低AT启动子，低CG启动子，AT-刺突

启动子和CG-刺突启动子。参见例如Gagniuc和Ionescu-Tirgoviste，真核基因组可表现出

多达10大类基因启动子(Eukaryotic  genomes  may  exhibit  up  to  10generic  classes 

of  gene  promoters)，BMC  GENOMICS  13:512(2012)。

[0190] 治疗载体

[0191] 构建体可以通过公知的转染和/或转导载体递送，包括但不限于慢病毒载体、腺相

关病毒、痘病毒、疱疹病毒载体、蛋白质和/或脂质复合物，脂质体、胶束、细菌产生的囊泡、

真核细胞产生的囊泡、外泌体等。

[0192] 可令病毒载体优先靶向可用于本文所述方法的细胞类型(即肿瘤细胞或骨髓细胞

或淋巴细胞)。因为特异性的病毒包膜-宿主细胞受体相互作用和病毒基因表达机制，可用

病毒载体将基因转导到靶细胞中。因此，病毒载体已被用作运载剂将基因转移到多种不同

的细胞类型中，所述细胞类型包括完整胚胎、受精卵、分离的组织样品、原位组织靶标和培

养细胞系。将外源基因导入细胞并在细胞中表达的能力可用于基因表达的研究，细胞谱系

的阐明以及提供治疗性干预的潜力，例如基因治疗、诱导多能干细胞的体细胞重编程以及

各类免疫疗法。来自病毒诸如乳多空病毒科(例如牛乳头瘤病毒或BPV)或疱疹病毒科(例如

Epstein  Barr病毒或EBV)或嗜肝DNA病毒科(例如乙型肝炎病毒或HBV)或包括痘苗病毒

(vaccinia)的痘病毒载体的病毒成分可用于本文所述载体。

[0193] 慢病毒载体是本文所述组合物和方法的优选载体类型，但本文内容不特别局限于

慢病毒载体。慢病毒是能够将大量病毒核酸传递到宿主细胞中的一类病毒。慢病毒的特征

在于具有感染/转导非分裂期细胞的独特能力，并且，在转导后慢病毒将其核酸整合到宿主

细胞的染色体中。

[0194] 感染性慢病毒有编码毒力蛋白的三个主要基因gag，pol和env，以及包括tat和rev

的两个调控基因。根据具体的血清型和病毒，可能还有编码调节、合成和/或加工病毒核酸

以及其他复制功能所涉蛋白质的其他辅助基因。

[0195] 此外，慢病毒具有长末端重复(LTR)区，可长约600nt。LTR可以分段为U3区、R区和

U5区。LTR能通过整合酶的作用介导逆转录病毒DNA整合到宿主染色体中。或者，在没有功能
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性整合酶的情况下，LTR可用于使病毒核酸环化。

[0196] 参与慢病毒复制早期阶段的病毒蛋白包括逆转录酶和整合酶。逆转录酶是病毒编

码的RNA依赖性DNA聚合酶。该酶使用病毒RNA基因组作为模板合成互补的DNA拷贝。逆转录

酶还具有RNA酶H活性以破坏RNA模板。整合酶结合宿主DNA和逆转录酶产生的病毒cDNA。整

合酶在将病毒基因组插入宿主DNA之前加工LTR。Tat在转录过程中作为反式激活元件增强

启动和延伸。rev反应元件在转录后起作用，调节mRNA剪接和向细胞质转运。

[0197] 通常，病毒载体包含糖蛋白，而各种糖蛋白可以提供特异性亲和力。例如，疱疹性

口炎病毒G(VSVG)肽能增加进入骨髓细胞的转染。或者，病毒载体还可以具有与其壳肽连接

的靶向部分，例如抗体。靶向抗体可特异于肿瘤上过表达抗原—例如HER-2、PSA、CEA、M2-PK

和CA19-9。

[0198] 其他病毒载体特异性也是本领域所知的，并可用于靶向特定细胞群。例如，痘病毒

和疱疹病毒载体可靶向巨噬细胞、树突状细胞和上皮细胞，麻疹病毒载体可靶向B细胞，狂

犬病病毒载体可靶向神经细胞。

[0199] 慢病毒载体系统

[0200] 慢病毒病毒体(颗粒)由编码病毒体(病毒颗粒)生产必需病毒蛋白的载体系统表

达。至少有一载体含有编码慢病毒pol蛋白的核酸序列，该核酸序列与启动子操作性连接，

病毒pol蛋白是逆转录和整合所必需的。另一些实施方式中，pol蛋白由多载体表达。另有载

体含有编码慢病毒gag蛋白的核酸序列，该核酸序列与启动子操作性连接，慢病毒gag蛋白

是形成病毒衣壳所必需的。实施方式之一中，该gag核酸序列与至少部分pol核酸序列分开

位于另一载体上。另一些实施方式中，gag核酸与编码pol蛋白的所有pol核酸序列分开位于

另外的载体上。

[0201] 可以对载体进行各种修饰用于产生进一步将得到野生型回复体的可能性降至最

低的颗粒。这些修饰包括但不限于LTR的U3区缺失，tat缺失和基质(MA)缺失。

[0202] 一个或多个gag、pol和env载体不含称为慢病毒包装序列的包装慢病毒RNA的慢病

毒基因组核苷酸。

[0203] 形成颗粒的载体优选不含表达包膜蛋白的慢病毒基因组核酸序列。优选地，采用

含有与启动子操作性连接的包膜蛋白编码核酸序列的另外的载体。该env载体也不含慢病

毒包装序列。一些实施方式中，env核酸序列编码慢病毒包膜蛋白。

[0204] 另一些实施方式中，包膜蛋白不是慢病毒包膜蛋白，而是其他病毒的。所得颗粒称

为假型颗粒。通过适当选择包膜几乎可以“感染”任何细胞。例如，可以采用编码靶向内吞区

室的包膜蛋白的env基因，例如下述病毒的基因：流感病毒，VSV-G，α病毒(西门利克森林病

毒，辛德毕斯病毒)，沙粒病毒(淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒)，黄病毒(蜱传脑炎病毒，登革

热病毒，丙型肝炎病毒，GB病毒)，弹状病毒(水疱性口炎病毒，狂犬病病毒)，副粘病毒(腮腺

炎或麻疹)和正粘病毒(流感病毒)。可优选采用的其他包膜包括Moloney白血病病毒例如

MLV-E、MLV-A和GALV的包膜。当宿主细胞是原代细胞时特别优选后者的包膜。可以根据所需

的宿主细胞选择其他包膜蛋白。例如，可将靶向特定受体如多巴胺受体用于脑递送。另一靶

标可以是血管内皮。可用丝状病毒包膜制定这些细胞的靶向。例如，埃博拉(Ebola)GP通过

转录后修饰成为GP和GP2糖蛋白。另一些实施方式中，可采用具有假型包膜的不同的慢病毒

衣壳(例如FIV或SHIV[美国专利号5,654,195])。SHIV假型载体在动物模型例如猴子中很好
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用。

[0205] 如本文所述，慢病毒载体系统通常包括至少一种辅助质粒，其包含gag、pol或rev

基因或它们的功能性变体至少其一。gag、pol或rev基因或它们的功能性变体可以各自位于

各自独立的质粒上，或者一个或多个基因可共同位于同一质粒上。实施方式之一中，gag、

pol和rev基因位于同一质粒上(例如图2)。另一些实施方式中，gag和pol基因在第一质粒

上，rev基因在第二质粒上(例如图3)。因此，3-载体和4-载体系统均可用于生产慢病毒，如

实施例部分及本文其他部分所述。将治疗载体、包膜质粒和至少一种辅助质粒转染到包装

细胞系中。包装细胞系的非限制性例子是293T/17HEK细胞系。当治疗载体、包膜质粒和至少

一种辅助质粒转染到包装细胞系中时，最终生产出慢病毒颗粒。

[0206] 另一方面公开了用于表达慢病毒颗粒的慢病毒载体系统。该系统包括如本文所述

的慢病毒载体；表达优化了细胞感染的包膜蛋白的包膜质粒；和表达gag，pol和rev基因或

它们功能性变体的至少一种辅助质粒，其中当慢病毒载体、包膜质粒和至少一种辅助质粒

转染到包装细胞系中时，包装细胞系产生慢病毒颗粒，所述慢病毒颗粒能够抑制趋化因子

受体CCR5的产生或能靶向HIV  RNA序列。

[0207] 另一方面，如图2所示，慢病毒载体—本文中亦称治疗载体—可包含以下元件：杂

合5’长末端重复序列(RSV/5’LTR)(SEQ  ID  NO:5-6)，Psi序列(RNA包装位点)(SEQ  ID  NO:

7)，RRE(Rev-应答元件)(SEQ  ID  NO:8)，cPPT(聚嘌呤序列)(SEQ  ID  NO:9)，H1启动子(SEQ 

ID  NO:10)，shFDPS(SEQ  ID  NO:1、2、3、4)，CMV(SEQ  ID  NO:19)，BTN3A3(R381H)-T2A-IL-2

(一起，SEQ  ID  NO:55)，Woodchuck转录后调节元件(WPRE)(SEQ  ID  NO:11)和3’δLTR(SEQ 

ID  NO:12)。在另一方面，可用通过取代、缺失、添加或突变的序列变异来修改本文的序列参

考本。

[0208] 另一方面，如文中所述，辅助质粒已指定包含以下元件：CMV(CAG)增强子(SEQ  ID 

NO:21)；鸡β肌动蛋白(CAG)启动子(SEQ  ID  NO:13)；鸡β肌动蛋白内含子(SEQ  ID  NO:22)；

HIV  gag(SEQ  ID  NO:14)；HIV  Pol(SEQ  ID  NO:15)；HIV  Int(SEQ  ID  NO:16)；HIV  RRE(SEQ 

ID  NO:8)；HIV  Rev(SEQ  ID  NO:18)和兔β珠蛋白多聚A(SEQ  ID  NO:23)。另一方面，可以修

饰辅助质粒以包括用于表达gag和pol基因的第一辅助质粒，和用于表达rev基因的另外的

第二质粒。另一方面中，可用通过取代、缺失、添加或突变的序列变异来修改本文的序列参

考本。

[0209] 另一方面在，如文中所述，包膜质粒已指定从左至右包含以下元件：RNA聚合酶II

启动子(CMV)(SEQ  ID  NO:19)和疱疹性口炎病毒G糖蛋白(VSV-G)(SEQ  ID  NO:20)。另一方

面中，可用通过取代、缺失、添加或突变的序列变异来修改本文的序列参考本。

[0210] 另一个方面，用于慢病毒包装的质粒可以用类似的元件修饰并且有可能可以去除

内含子序列而不丢失载体功能。例如，以下元件可替换包装系统所在质粒中的类似元件：延

长因子-1(EF-1)，磷酸甘油酸激酶(PGK)和遍在蛋白C(UbC)启动子可替换CMV或CAG启动子。

SV40多聚A和bGH多聚A可替换兔β珠蛋白多聚A。辅助质粒中的HIV序列可由不同的HIV株或

进化枝构建。VSV-G糖蛋白可用以下所示病毒的膜糖蛋白替代：猫内源性病毒(RD114)，长臂

猿白血病病毒(GALV)，狂犬病毒(FUG)，淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒(LCMV)，甲型鸡瘟病毒

(FPV)，罗斯河甲病毒(RRV)，鼠白血病病毒10A1(MLV)或埃博拉病毒(EboV)。

[0211] 值得注意的是，慢病毒包装系统可通过商业途径获得(例如OriGene技术公司的
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Lenti-vpak包装试剂盒，马里兰州罗克维尔)，也可以如本文所述进行设计。此外，替代或修

改慢病毒包装系统的各个项以改善任意数量的相关因素(包括慢病毒颗粒的生产效率)属

于本领域技术人员的技能范围之内。

[0212] 剂量和剂型

[0213] 本文所述载体允许目标基因或序列的短期、中期或长期表达以及本文所述载体的

游离型维持。因此，给药方案可以根据所治疗的病症和给药方法而不同。

[0214] 实施方式之一中，转导载体可按不同的剂量对有需要的对象给药。具体来说，可给

对象施用约≥106个感染剂量(平均需要1剂量来转导1个靶细胞)。更具体地，可给对象施用

约≥107、约≥108、约≥109、或约≥1010个感染剂量，或以上数值之间任意数量的剂量。转导

载体剂量的上限针对各个疾病指征来确定，且取决于各产品或产品批次各自的毒性/安全

性情况。

[0215] 另外，本文载体可以定期给予，例如一天一次或两次，或任何其他合适时间段。例

如，给对象的载体给药可以按照每周一次、隔周一次、三周一次、每月一次、隔月一次、每三

个月一次、每六个月一次、每九个月一次、每年一次，每十八个月一次、每两年一次、每三十

个月一次、或每三年一次。

[0216] 实施方式之一中，本文所述载体以药物组合物的形式给药。一些实施方式中，包含

本文所述载体的药物组合物可以配制成多种剂型，包括但不限于用于临床的鼻、肺、口服、

局部外用(topical)或肠胃外剂型。各种剂型都可包含各种增溶剂、崩解剂、表面活性剂、填

充剂、增稠剂、粘合剂、稀释剂如润湿剂或其它药学上可接受的赋形剂。含载体的药物组合

物也可以配制用于注射、吹入、输注或皮内暴露。例如，可注射制剂可将本文所述载体包含

在合适pH和张力下的水性或非水性溶液中。

[0217] 本文所述载体可通过直接向肿瘤部位或感染部位内注射来施用于对象。一些实施

方式中，载体可以全身性给药。一些实施方式中，载体可以通过引导插管给药到紧邻肿瘤或

感染部位的周围组织。

[0218] 本文所述载体组合物可以采用各种药学上可接受的方法给药，例如鼻内、口颊、舌

下、口服、直肠、眼、胃肠外(静脉内、皮内、肌肉内、皮下、腹膜内)、经肺、阴道内、局部

(locally)给药、局部外用(topically)、划开后局部外用、经粘膜给予、通过气溶胶、含于半

固介质如琼脂糖或明胶中或通过口颊喷剂或鼻喷剂给药。

[0219] 此外，本文所述载体组合物可以配制成任何药学上可接受的剂型，例如固体剂型，

片剂，丸剂，锭剂，胶囊，液体分散体，凝胶，气溶胶，肺气雾剂，鼻气雾剂，软膏，乳膏，半-固

体剂型，溶液，乳剂和悬混剂。此外，组合物可以是控释制剂、缓释制剂、速释制剂，或以上之

任意组合。并且，组合物可以是透皮递送系统。

[0220] 一些实施方式中，含载体的药物组合物可以配制成口服给药的固体剂型，而固体

剂型可以是粉末、颗粒剂、胶囊、片剂或丸剂。一些实施方式中，固体剂型可包括一种或多种

赋形剂，例如碳酸钙、淀粉、蔗糖、乳糖、微晶纤维素或明胶。此外，固体剂型在赋形剂外还可

包括润滑剂，例如滑石或硬脂酸镁。一些实施方式中，口服剂型可以是立即释放或调节释放

形式。释放调节型剂型包括控释或延长释放、肠释放等。调节释放调节型剂型中使用的赋形

剂是本领域普通技术人员公知的。

[0221] 另一些实施方式中，含载体的药物组合物可以配制成舌下或口颊剂型。这样的剂
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型包括经舌下给药的舌下片剂或溶液组合物和放置在脸颊和牙龈之间的口颊片剂。

[0222] 一些实施方式中，含载体的药物组合物可以配制成鼻用剂型。本发明的这种剂型

包括用于经鼻递送的溶液、悬混剂和凝胶组合物。

[0223] 一些实施方式中，含载体的药物组合物可以配制成口服给药的液体剂型，例如悬

混剂、乳剂或糖浆剂。一些实施方式中，液体剂型在常用的简单稀释剂如水和液体石蜡之外

还可包括各种赋形剂，如保湿剂、甜味剂、芳香剂或防腐剂。一些特定的实施方式中，可将含

载体的组合物配制成适合向儿科患者给药。

[0224] 一些实施方式中，药物组合物可以配制成胃肠外给药剂型，例如无菌水性溶液、悬

混剂、乳剂、非水溶液或栓剂。一些实施方式中，溶液剂或悬混剂可包括丙二醇、聚乙二醇、

植物油(如橄榄油)或可注射酯(如油酸乙酯)。

[0225] 药物组合物的剂量可根据患者的体重、年龄、性别、给药时间和方式、排泄率

(exretion  rate)和疾病的严重程度而不同。

[0226] 一些实施方式中，癌症的治疗是用针或血管内插管将本文所述载体构建体向肿瘤

内直接有导注射来实现。一些实施方式中，采用静脉或动脉插管或注射、皮内递送、肌内递

送或向疾病部位附近引流器官(draining  organ)内注射将本文所述载体向脑脊髓液、血液

或淋巴循环中给药。

[0227] 提供以下实施例来说明本发明。然而应该理解的是本发明不局限于这些实施例中

所述具体病症或细节。本文引用的所有印刷出版物均通过引用具体纳入本文。

[0228] 实施例

[0229] 实施例1-慢病毒载体系统的开发

[0230] 如图2和图3(显示的是环化形式)中的概括，开发了一种慢病毒载体系统。在293T/

17  HEK细胞(购自美国典型培养物保藏中心(American  Type  Culture  Collection)，弗吉

尼亚州玛纳萨斯)中，在用治疗载体、包膜质粒和辅助质粒转染后，生产慢病毒颗粒。293T/

17  HEK细胞(由其生产功能性病毒颗粒)的转染使用聚(乙烯亚胺)(PEI)来提高质粒DNA的

摄取效率。先将质粒和DNA按照3:1(PEI比DNA的质量比)的比例分别加入不含血清的培养基

中。2-3天后，收集细胞培养基，通过高速离心和/或过滤然后阴离子交换色谱纯化慢病毒颗

粒。慢病毒颗粒的浓度可以用转导单位/ml(TU/ml)表示。如下确定TU：测定培养液中的HIV 

p24水平(p24蛋白包含于慢病毒颗粒内)，定量PCR测定每个细胞的病毒DNA拷贝数，或通过

感染细胞和采用光学手段(如果载体编码荧光素酶或荧光蛋白标志物)。

[0231] 如上所述，设计了一种3-载体系统(即2-载体慢病毒包装系统)用于生产慢病毒颗

粒。3-载体系统的示意图如图2所示。简而言之，并参照图2，最上方的载体是辅助质粒，此例

中包含Rev。图2中部的载体是包膜质粒。最下面的载体是治疗载体，如文中所述。

[0232] 参照图2更具体地说，加Rev的辅助质粒包含CMV(CAG)增强子(SEQ  ID  NO:21)；鸡β

肌动蛋白(CAG)启动子(SEQ  ID  NO:13)；鸡β肌动蛋白内含子(SEQ  ID  NO:22)；HIV  gag(SEQ 

ID  NO:14)；HIV  Pol(SEQ  ID  NO:15)；HIV  Int(SEQ  ID  NO:16)；HIV  RRE(SEQ  ID  NO:8)；

HIV  Rev(SEQ  ID  NO:18)；和兔β珠蛋白多聚A(SEQ  ID  NO:23)。

[0233] 包膜质粒包含CMV启动子(SEQ  ID  NO:19)；β珠蛋白内含子(SEQ  ID  NO:24)；VSV-G

(SEQ  ID  NO:20)；和兔β珠蛋白多聚A(SEQ  ID  NO:25)。

[0234] 合成包含辅助质粒(+Rev)和包膜质粒的2-载体慢病毒包装系统。
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[0235] 材料和方法：

[0236] 辅助质粒的构建：辅助质粒的构建先从pNL4-3  HIV质粒(美国国立卫生研究院艾

滋病试剂计划(NIH  Aids  Reagent  Program))PCR扩增含有Gag、Pol和整合酶基因的DNA片

段。将引物设计成扩增带有EcoRI和NotI限制性位点的片段，这些限制性位点可用于插入

p C D N A 3 质粒 (英杰公 司 (I n v i t r o g e n ) ) 中的 相同位点。正向 引物是 (5’-

TAAGCAGAATTCATGAATTTGCCAGGAAGAT-3’)(SEQ  ID  NO:26)，反向引物是(5’-CCATACAATGAA

TGGACACTAGGCGGCCGCACGAAT-3’)(SEQ  ID  NO:27)。

[0237] Gag、Pol、整合酶片段的序列如下所示：

[0238] GAATTCATGAATTTGCCAGGAAGATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAATTGGAGGTTTTATCAAAGT

AAGACAGTATGATCAGATACTCATAGAAATCTGCGGACATAAAGCTATAGGTACAGTATTAGTAGGACCTACACCT

GTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGATTGGCTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGTCCTATTGAGACTG

TACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGCCCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGAAGAAAAAATAAAAGC

ATTAGTAGAAATTTGTACAGAAATGGAAAAGGAAGGAAAAATTTCAAAAATTGGGCCTGAAAATCCATACAATACT

CCAGTATTTGCCATAAAGAAAAAAGACAGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAGATTTCAGAGAACTTAATAAGAGAA

CTCAAGATTTCTGGGAAGTTCAATTAGGAATACCACATCCTGCAGGGTTAAAACAGAAAAAATCAGTAACAGTACT

GGATGTGGGCGATGCATATTTTTCAGTTCCCTTAGATAAAGACTTCAGGAAGTATACTGCATTTACCATACCTAGT

ATAAACAATGAGACACCAGGGATTAGATATCAGTACAATGTGCTTCCACAGGGATGGAAAGGATCACCAGCAATAT

TCCAGTGTAGCATGACAAAAATCTTAGAGCCTTTTAGAAAACAAAATCCAGACATAGTCATCTATCAATACATGGA

TGATTTGTATGTAGGATCTGACTTAGAAATAGGGCAGCATAGAACAAAAATAGAGGAACTGAGACAACATCTGTTG

AGGTGGGGATTTACCACACCAGACAAAAAACATCAGAAAGAACCTCCATTCCTTTGGATGGGTTATGAACTCCATC

CTGATAAATGGACAGTACAGCCTATAGTGCTGCCAGAAAAGGACAGCTGGACTGTCAATGACATACAGAAATTAGT

GGGAAAATTGAATTGGGCAAGTCAGATTTATGCAGGGATTAAAGTAAGGCAATTATGTAAACTTCTTAGGGGAACC

AAAGCACTAACAGAAGTAGTACCACTAACAGAAGAAGCAGAGCTAGAACTGGCAGAAAACAGGGAGATTCTAAAAG

AACCGGTACATGGAGTGTATTATGACCCATCAAAAGACTTAATAGCAGAAATACAGAAGCAGGGGCAAGGCCAATG

GACATATCAAATTTATCAAGAGCCATTTAAAAATCTGAAAACAGGAAAGTATGCAAGAATGAAGGGTGCCCACACT

AATGATGTGAAACAATTAACAGAGGCAGTACAAAAAATAGCCACAGAAAGCATAGTAATATGGGGAAAGACTCCTA

AATTTAAATTACCCATACAAAAGGAAACATGGGAAGCATGGTGGACAGAGTATTGGCAAGCCACCTGGATTCCTGA

GTGGGAGTTTGTCAATACCCCTCCCTTAGTGAAGTTATGGTACCAGTTAGAGAAAGAACCCATAATAGGAGCAGAA

ACTTTCTATGTAGATGGGGCAGCCAATAGGGAAACTAAATTAGGAAAAGCAGGATATGTAACTGACAGAGGAAGAC

AAAAAGTTGTCCCCCTAACGGACACAACAAATCAGAAGACTGAGTTACAAGCAATTCATCTAGCTTTGCAGGATTC

GGGATTAGAAGTAAACATAGTGACAGACTCACAATATGCATTGGGAATCATTCAAGCACAACCAGATAAGAGTGAA

TCAGAGTTAGTCAGTCAAATAATAGAGCAGTTAATAAAAAAGGAAAAAGTCTACCTGGCATGGGTACCAGCACACA

AAGGAATTGGAGGAAATGAACAAGTAGATAAATTGGTCAGTGCTGGAATCAGGAAAGTACTATTTTTAGATGGAAT

AGATAAGGCCCAAGAAGAACATGAGAAATATCACAGTAATTGGAGAGCAATGGCTAGTGATTTTAACCTACCACCT

GTAGTAGCAAAAGAAATAGTAGCCAGCTGTGATAAATGTCAGCTAAAAGGGGAAGCCATGCATGGACAAGTAGACT

GTAGCCCAGGAATATGGCAGCTAGATTGTACACATTTAGAAGGAAAAGTTATCTTGGTAGCAGTTCATGTAGCCAG

TGGATATATAGAAGCAGAAGTAATTCCAGCAGAGACAGGGCAAGAAACAGCATACTTCCTCTTAAAATTAGCAGGA

AGATGGCCAGTAAAAACAGTACATACAGACAATGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGCCGCCTGTTGGT

GGGCGGGGATCAAGCAGGAATTTGGCATTCCCTACAATCCCCAAAGTCAAGGAGTAATAGAATCTATGAATAAAGA
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ATTAAAGAAAATTATAGGACAGGTAAGAGATCAGGCTGAACATCTTAAGACAGCAGTACAAATGGCAGTATTCATC

CACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACA

TACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCC

AGTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATACAAGATAATAGTGACATAAAA

GTAGTGCCAAGAAGAAAAGCAAAGATCATCAGGGATTATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTA

GACAGGATGAGGATTAA(SEQ  ID  NO:28)。

[0239] 然后，由Eurofins  Genomics公司合成含有Rev、RRE和兔β珠蛋白多聚A序列及两侧

XbaI和Xmal限制性位点的DNA片段。然后将该DNA片段在XbaI和XmaI限制性位点处插入质

粒。该DNA序列如下所示：

[0240] TCTAGAATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCT

TCTCTATCAAAGCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGA

GAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCCTTGGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGC

CTCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACTCTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGT

GGGAAGCCCTCAAATATTGGTGGAATCTCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAGAGGAGCTTTGTTCCT

TGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTG

TCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCT

GGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGATCTTTT

TCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATT

TTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTAAAAC

ATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTGGCTATAAA

GAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAGAT

TTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCAGA

TTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGAAGATCCCTCGACCTGCAGCCCA

AGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAG

CCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCC

CGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCGGATCCGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAA

CTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTA

TGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTT

TGCAAAAAGCTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAA

AGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCAGCGGCCGCCCCGGG

(SEQ  ID  NO:29)。

[0241] 最后，用CAG增强子/启动子和鸡β肌动蛋白内含子序列替换pCDNA3 .1的CMV启动

子。由Eurofins  Genomics公司合成含有CAG增强子/启动子/内含子序列及两侧MluI和

EcoRI限制性位点的DNA片段。然后将DNA片段在MluI和EcoRI限制性位点处插入质粒。该DNA

序列如下所示：

[0242] ACGCGTTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCG

TTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTA

TGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTG

GCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATT
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ATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGG

TCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTAT

TTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGCGGGGCGGGGCGGGGCGAGGG

GCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCG

AGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGTCGCTGCGTTGCCTTCGCCCCGTG

CCCCGCTCCGCGCCGCCTCGCGCCGCCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGCGGGA

CGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGACGGCTCGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAAAGC

CTTAAAGGGCTCCGGGAGGGCCCTTTGTGCGGGGGGGAGCGGCTCGGGGGGTGCGTGCGTGTGTGTGTGCGTGGGG

AGCGCCGCGTGCGGCCCGCGCTGCCCGGCGGCTGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCGT

GTGCGCGAGGGGAGCGCGGCCGGGGGCGGTGCCCCGCGGTGCGGGGGGGCTGCGAGGGGAACAAAGGCTGCGTGCG

GGGTGTGTGCGTGGGGGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGCGCGGCGGTCGGGCTGTAACCCCCCCCTGCACCCCCCTCC

CCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGCTTCGGGTGCGGGGCTCCGTGCGGGGCGTGGCGCGGGGCTCGCCGTGCCGGGC

GGGGGGTGGCGGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGGGGCGGGGCCGCCTCGGGCCGGGGAGGGCTCGGGGGAGGGGCGCG

GCGGCCCCGGAGCGCCGGCGGCTGTCGAGGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGTAATCGTGCGAGAGG

GCGCAGGGACTTCCTTTGTCCCAAATCTGGCGGAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCCCTCTAGCGGGCG

CGGGCGAAGCGGTGCGGCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCGGGGAGGGCCTTCGTGCGTCGCCGCGCCGCCGTCCCC

TTCTCCATCTCCAGCCTCGGGGCTGCCGCAGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGCAGGGCGGGGTTCGGC

TTCTGGCGTGTGACCGGCGGGAATTC(SEQ  ID  NO:30)。

[0243] 构建VSV-G包膜质粒：

[0244] 由Eurofins  Genomics合成两侧带有EcoRI限制性位点的疱疹性口炎印第安纳病

毒糖蛋白(VSV-G)序列。然后将该DNA片段在EcoRI限制性位点处插入pCDNA3.1质粒(英杰公

司)，并用CMV特异性引物测序确定方向正确。该DNA序列如下所示：

[0245] GAATTCATGAAGTGCCTTTTGTACTTAGCCTTTTTATTCATTGGGGTGAATTGCAAGTTCACCATAGT

TTTTCCACACAACCAAAAAGGAAACTGGAAAAATGTTCCTTCTAATTACCATTATTGCCCGTCAAGCTCAGATTTA

AATTGGCATAATGACTTAATAGGCACAGCCTTACAAGTCAAAATGCCCAAGAGTCACAAGGCTATTCAAGCAGACG

GTTGGATGTGTCATGCTTCCAAATGGGTCACTACTTGTGATTTCCGCTGGTATGGACCGAAGTATATAACACATTC

CATCCGATCCTTCACTCCATCTGTAGAACAATGCAAGGAAAGCATTGAACAAACGAAACAAGGAACTTGGCTGAAT

CCAGGCTTCCCTCCTCAAAGTTGTGGATATGCAACTGTGACGGATGCCGAAGCAGTGATTGTCCAGGTGACTCCTC

ACCATGTGCTGGTTGATGAATACACAGGAGAATGGGTTGATTCACAGTTCATCAACGGAAAATGCAGCAATTACAT

ATGCCCCACTGTCCATAACTCTACAACCTGGCATTCTGACTATAAGGTCAAAGGGCTATGTGATTCTAACCTCATT

TCCATGGACATCACCTTCTTCTCAGAGGACGGAGAGCTATCATCCCTGGGAAAGGAGGGCACAGGGTTCAGAAGTA

ACTACTTTGCTTATGAAACTGGAGGCAAGGCCTGCAAAATGCAATACTGCAAGCATTGGGGAGTCAGACTCCCATC

AGGTGTCTGGTTCGAGATGGCTGATAAGGATCTCTTTGCTGCAGCCAGATTCCCTGAATGCCCAGAAGGGTCAAGT

ATCTCTGCTCCATCTCAGACCTCAGTGGATGTAAGTCTAATTCAGGACGTTGAGAGGATCTTGGATTATTCCCTCT

GCCAAGAAACCTGGAGCAAAATCAGAGCGGGTCTTCCAATCTCTCCAGTGGATCTCAGCTATCTTGCTCCTAAAAA

CCCAGGAACCGGTCCTGCTTTCACCATAATCAATGGTACCCTAAAATACTTTGAGACCAGATACATCAGAGTCGAT

ATTGCTGCTCCAATCCTCTCAAGAATGGTCGGAATGATCAGTGGAACTACCACAGAAAGGGAACTGTGGGATGACT

GGGCACCATATGAAGACGTGGAAATTGGACCCAATGGAGTTCTGAGGACCAGTTCAGGATATAAGTTTCCTTTATA

CATGATTGGACATGGTATGTTGGACTCCGATCTTCATCTTAGCTCAAAGGCTCAGGTGTTCGAACATCCTCACATT
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CAAGACGCTGCTTCGCAACTTCCTGATGATGAGAGTTTATTTTTTGGTGATACTGGGCTATCCAAAAATCCAATCG

AGCTTGTAGAAGGTTGGTTCAGTAGTTGGAAAAGCTCTATTGCCTCTTTTTTCTTTATCATAGGGTTAATCATTGG

ACTATTCTTGGTTCTCCGAGTTGGTATCCATCTTTGCATTAAATTAAAGCACACCAAGAAAAGACAGATTTATACA

GACATAGAGATGAGAATTC(SEQ  ID  NO:31)。

[0246] 还用本文所述的方法和材料设计并生产了4-载体系统(即3-载体慢病毒包装系

统)。4-载体系统的示意图如图3所示。简而言之，并参照图3，最上方的载体是辅助质粒，此

例中不含Rev。上数第二个载体是独立的Rev质粒。下数第二个载体是包膜质粒。最下方的载

体是前文所述的治疗载体。

[0247] 部分参照图3，辅助质粒包含CMV(CAG)增强子(SEQ  ID  NO:21)；鸡β肌动蛋白(CAG)

启动子(SEQ  ID  NO:13)；鸡β肌动蛋白内含子(SEQ  ID  NO:22)；HIV  gag(SEQ  ID  NO:14)；

HIV  Pol(SEQ  ID  NO:15)；HIV  Int(SEQ  ID  NO:16)；HIV  RRE(SEQ  ID  NO:8)；和兔β珠蛋白

多聚A(SEQ  ID  NO:23)。

[0248] Rev质粒包含RSV启动子和HIV  Rev(SEQ  ID  NO:33)；以及兔β珠蛋白多聚A(SEQ  ID 

NO:23)。

[0249] 包膜质粒包含CMV启动子(SEQ  ID  NO:19)；β珠蛋白内含子(SEQ  ID  NO:24)；VSV-G

(SEQ  ID  NO:20)和兔β珠蛋白多聚A(SEQ  ID  NO:23)。

[0250] 合成包含辅助质粒、Rev质粒和包膜质粒的3-载体慢病毒包装系统。

[0251] 材料和方法：

[0252] 无Rev辅助质粒的构建：

[0253] 通过插入含有RRE和兔β珠蛋白聚A序列的DNA片段构建不含Rev的辅助质粒。该序

列由Eurofins  Genomics合成，两侧为XbaI和XmaI限制性位点。然后将RRE/兔多聚Aβ珠蛋白

序列在XbaI和XmaI限制性位点处插入辅助质粒。该DNA序列如下所示：TCTAGAAGGAGCTTTGT

TCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATT

ATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACA

GTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGATC

TTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATT

TATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCAAATCATTTA

AAACATCAGAATGAGTATTTGGTTTAGAGTTTGGCAACATATGCCATATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTGGCTA

TAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTGCTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTT

AGATTTTTTTTATATTTTGTTTTGTGTTATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGC

CAGATTTTTCCTCCTCTCCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGAAGATCCCTCGACCTGCAG

CCCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA

CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCAC

TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCGGATCCGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCC

CTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTA

TTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGG

CTTTTGCAAAAAGCTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAA

ATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCACCCGGG(SEQ  ID 

NO:32)。
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[0254] Rev质粒的构建：

[0255] 由Eurofins  Genomics将RSV启动子和HIV  Rev序列合成为单个DNA片段，两侧为

Mfel和XbaI限制性位点。然后将该DNA片段在MfeI和XbaI限制性位点处插入pCDNA3.1质粒

(英杰公司)中，以RSV启动子替换CMV启动子。该DNA序列如下所示：

[0256] CAATTGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTATCTGAGGGGACTAGGGTGTGTTTAGGCGAAAAGCGG

GGCTTCGGTTGTACGCGGTTAGGAGTCCCCTCAGGATATAGTAGTTTCGCTTTTGCATAGGGAGGGGGAAATGTAG

TCTTATGCAATACACTTGTAGTCTTGCAACATGGTAACGATGAGTTAGCAACATGCCTTACAAGGAGAGAAAAAGC

ACCGTGCATGCCGATTGGTGGAAGTAAGGTGGTACGATCGTGCCTTATTAGGAAGGCAACAGACAGGTCTGACATG

GATTGGACGAACCACTGAATTCCGCATTGCAGAGATAATTGTATTTAAGTGCCTAGCTCGATACAATAAACGCCAT

TTGACCATTCACCACATTGGTGTGCACCTCCAAGCTCGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCC

ATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCCCTCGAAGCTAGCGATTAGGCATCT

CCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCAAGGCAGTCAGACTCATCAAGTTTCTCTATCAAA

GCAACCCACCTCCCAATCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAG

ACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCCTTAGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAGCTA

CCACCGCTTGAGAGACTTACTCTTGATTGTAACGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGTGGGAAGCCCTC

AAATATTGGTGGAATCTCCTACAATATTGGAGTCAGGAGCTAAAGAATAGTCTAGA(SEQ  ID  NO:33)。

[0257] 可用类似元件修饰2-载体和3-载体包装系统的质粒，并且或许可以去除内含子序

列而不丢失载体功能。例如，可用以下元件替换2-载体和3-载体包装系统中的类似元件：

[0258] 启动子：延长因子-1(EF-1)(SEQ  ID  NO:34)，磷酸甘油酸激酶(PGK)(SEQ  ID  NO:

35)和遍在蛋白C(UbC)(SEQ  ID  NO:36)可替换CMV(SEQ  ID  NO:19)或鸡β肌动蛋白(CAG)启

动子(SEQ  ID  NO:13)。这些序列还可以通过添加、取代、缺失或突变进一步改变。

[0259] 多聚A序列：SV40多聚A(SEQ  ID  NO:37)和bGH多聚A(SEQ  ID  NO:38)可替换兔β珠

蛋白多聚A(SEQ  ID  NO:23)。这些序列还可以通过添加、取代、缺失或突变进一步改变。

[0260] HIV  Gag、Pol和整合酶序列：辅助质粒中的HIV序列可由不同的HIV株或进化枝构

建。例如，可用Bal株的HIV  Gag(SEQ  ID  NO:14)，HIV  Pol(SEQ  ID  NO:15)和HIV  Int(SEQ 

ID  NO:16)替换辅助质粒/加Rev的辅助质粒中的gag、pol和int序列，如本文所述。这些序列

还可以通过添加、取代、缺失或突变进一步改变。

[0261] 包膜：可用以下病毒的膜糖蛋白替换VSV-G糖蛋白：猫科内源性病毒(RD114)(SEQ 

ID  NO:39)，长臂猿白血病病毒(GALV)(SEQ  ID  NO:40)，狂犬病病毒(FUG)(SEQ  ID  NO:41)，

淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒(LCMV)(SEQ  ID  NO:42)，甲型鸡瘟病毒(FPV)(SEQ  ID  NO:43)，

罗斯河α病毒(RRV)(SEQ  ID  NO:44)，鼠白血病病毒10A1(MLV)(SEQ  ID  NO:45)或埃博拉病

毒(EboV)(SEQ  ID  NO:46)。这些包膜的序列详见本文序列部分。此外，这些序列还可以通过

添加、取代、缺失或突变进一步改变。

[0262] 概括地说，如下所示，可按部分比较和对照3-载体系统和4-载体系统。3-载体慢病

毒系统包含：1.辅助质粒：HIV  Gag、Pol、整合酶和Rev/Tat；2.包膜质粒：VSV-G/FUG包膜；和

3.质粒载体：RSV、5’LTR、Psi包装信号、RRE、cPPT、H1、shFDPS、CMV、BTN3A3(R381H)T2A  IL-

2、WPRE和3’δLTR。4-载体慢病毒系统包含：1.辅助质粒：HIV  Gag、Pol和整合酶；2.Rev质粒：

Rev；3.包膜质粒：VSV-G/FUG包膜；和4.质粒载体：RSV、5’LTR、Psi包装信号、RRE、cPPT、H1、

shFDPS、CMV、BTN3A3(R381H)T2A  IL-2、WPRE和3’δLTR。与上述元件相对应的序列详见序列
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表部分。

[0263] 实施例2-抑制FDPS的慢病毒载体系统的开发

[0264] 本实施例的目的是开发一种FDPS抑制性慢病毒载体，本文亦称LV-shFDPS。

[0265] 抑制性RNA设计：用人法尼基二磷酸合酶(FDPS)(NM_002004.3)mRNA序列检索用于

敲低人细胞中FDPS水平的siRNA或shRNA潜在候选者。用siRNA或shRNA设计程序鉴定潜在

RNA干扰序列，例如博德研究所(Broad  Ins titute)的GPP门户网站(http://

portals.broadinstitute.org/gpp/public/)上的那些或赛默科技(Thermo  Scientific)

的BLOCK-iT  RNAi设计器(https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/)。各

个选定的shRNA序列分别插入慢病毒载体，紧接在RNA聚合酶III启动子(例如H1(SEQ  ID 

NO:10)、U6(SEQ  ID  NO:47)或7SK(SEQ  ID  NO:48))的3侧来调控shRNA表达。用这些慢病毒

shRNA构建体转导细胞并测定特定mRNA水平的变化。将降低mRNA水平最有效的shRNA各自单

独插入微小RNA骨架内以便由EF-1α或CMV  RNA聚合酶II启动子驱动表达。微小RNA骨架选自

mirbase.org。还将RNA序列合成为合成siRNA寡核苷酸并直接导入细胞而不用慢病毒载体。

[0266] 慢病毒载体构建：就FDPS  shRNA而言，由Eurofins  Genomics合成含有BamHI和

EcoRI限制性位点的寡核苷酸序列。将重叠的有义和反义寡核苷酸序列混合并在从70摄氏

度冷却至室温的过程中退火。慢病毒载体用限制酶BamHI和EcoRI在37摄氏度消化1小时。琼

脂糖凝胶电泳纯化经消化的慢病毒载体，并用赛默科技的DNA凝胶提取试剂盒从凝胶中提

取经消化的慢病毒载体。测定DNA浓度，并混合载体与寡核苷酸(3:1比例)，退火，然后连接。

用T4  DNA连接酶在室温下进行连接反应30分钟。将2.5微升的连接混合物加入25微升的

STBL3感受态细菌细胞中。42摄氏度热激完成转化。将细菌细胞涂布在含有氨苄青霉素的琼

脂平板上，回收抗药性菌落(表明存在氨苄青霉素抗性质粒)，然后在LB肉汤中扩增。为了确

认寡核苷酸序列的插入，用赛默科技的迷你DNA制备试剂盒(DNA  mini  prep  kit)从收获的

细菌培养物中提取质粒DNA。采用shRNA表达调控启动子特异性引物进行DNA测序来确认

shRNA序列在慢病毒载体中的插入。使用以下靶序列测定例举的shRNA序列对FDPS的敲低：

[0267] GTCCTGGAGTACAATGCCATT

[0268] (FDPS靶序列#1；SEQ  ID  NO:49)；

[0269] GTCCTGGAGTACAATGCCATTCTCGAGAATGGCATTGTACTCCAGGACTTTTT(FDPS  shRNA序列#

1；SEQ  ID  NO:1)；

[0270] GCAGGATTTCGTTCAGCACTT

[0271] (FDPS靶序列#2；SEQ  ID  NO:50)；

[0272] GCAGGATTTCGTTCAGCACTTCTCGAGAAGTGCTGAACGAAATCCTGCTTTTT(FDPS  shRNA序列#

2；SEQ  ID  NO:2)；

[0273] GCCATGTACATGGCAGGAATT

[0274] (FDPS靶序列#3；SEQ  ID  NO:51)；

[0275] GCCATGTACATGGCAGGAATTCTCGAGAATTCCTGCCATGTACATGGCTTTTT(FDPS  shRNA序列#

3；SEQ  ID  NO:3)；

[0276] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGT

[0277] (FDPS靶序列#4；SEQ  ID  NO:52)；和

[0278] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTCTCGAGACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT(FDPS  shRNA序列#

说　明　书 30/69 页

35

CN 110770338 A

35



4；SEQ  ID  NO:4)。

[0279] 可如图2-4中所示构建治疗载体(本文亦称慢病毒质粒)，这不对前文所述任何内

容构成限定。继续参照图4：

[0280] 载体1从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；CMV序列；BTN3A1序列；WPRE序

列；和3’LTR序列。

[0281] 载体2从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；CMV序列；BTN3A3序列；WPRE序

列和3’LTR序列。

[0282] 载体3从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；CMV序列；BTN3A3(R381H)序列；

WPRE序列和3’LTR序列。

[0283] 载体4从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序列；

BTN3A1序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0284] 载体5从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序列；

BTN3A3序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0285] 载体6从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序列；

BTN3A3(R381H)序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0286] 载体7从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；AFP序列；

BTN3A3(R381H)序列，WPRE序列和3’LTR序列。

[0287] 载体8从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序列；

IL-2序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0288] 载体9从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序列；

IL-15序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0289] 载体10从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序

列；IL-18序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0290] 载体11从左至右包含5’LTR序列；Psi序列；RRE序列；H1序列；shFDPS序列；CMV序

列；BTN3A3(R381H)序列；T2A序列；IL-2序列；WPRE序列和3’LTR序列。

[0291] 实施例3-PC3前列腺癌细胞中BTN3A3(R381H)或BTN3A3(WT)的表达

[0292] 本实施例显示表达BTN3A3(R381H)或BTN3A3(WT)的慢病毒(LV)在PC3细胞中所致

BTN3A3(R381H)或BTN3A3(WT)表达激发GD  T细胞的TNF-α表达，如图5所示。

[0293] 用LV-载体、LV-BTN3A3(R381H)或用LV-BTN3A3(WT)转导PC3细胞。转导后三天，用

或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，转导PC3细胞与5×105个PBMC细胞和IL-2在圆底

96孔板中共培养4小时。PBMC细胞用唑来膦酸和IL-2预先激发11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用

偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞进行流式

细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上选择Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ

2T细胞出现在流式细胞图的右上象限。不用唑来膦酸，LV-载体所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T

细胞百分比为0.37％，BTN3A3(R381H)为26.7％，LV-BTN3A3(WT)为0.44％。用唑来膦酸，LV-

载体所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞百分比为8.91％，BTN3A3(R381H)为35.2％，LV-BTN3A3

(WT)为8.76％。

[0294] 实施例4–shRNA#4在HepG2肝癌细胞中的FDPS敲低和BTN3A3(R381H)表达

[0295] 本实施例显示表达BTN3A3(R381H)和FDPS  shRNA#4的慢病毒(LV)所致BTN3A3
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(R381H)表达和FDPS敲低激发GD  T细胞的TNF-α表达，如图6所示。

[0296] 用LV-载体、LV-BTN3A3(R381H)或LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)转导HepG2细胞。转导

后三天，用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导HepG2细胞与5×105个PBMC细胞

和IL-2在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞用唑来膦酸和IL-2预先激发11天以扩增Vγ

9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对

细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上选择Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细

胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限。不用唑来膦酸，LV-载体所得TNF-α表

达性Vγ9Vδ2T细胞百分比为0.6％，BTN3A3(R381H)为9.5％，LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)组

合为13.2％。用唑来膦酸，LV-载体所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞百分比为7.2％，BTN3A3

(R381H)为17.8％，LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)组合为30.1％。

[0297] 实施例5–shRNA#4在PC3前列腺癌细胞中的FDPS敲低和BTN3A3(R381H)表达

[0298] 本实施例显示表达BTN3A3(R381H)和FDPS  shRNA#4的慢病毒(LV)所致BTN3A3

(R381H)表达和FDPS敲低激发GD  T细胞的TNF-α表达，如图7所示。

[0299] 用LV-载体、LV-BTN3A3(R381H)或LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)转导PC3细胞。转导后

三天，用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，转导PC3细胞与5×105个PBMC细胞和IL-2

在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞用唑来膦酸和IL-2预先激发11天以扩增Vγ9Vδ2T

细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞

进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上选择Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒

性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限。不用唑来膦酸，LV-载体所得TNF-α表达性V

γ9Vδ2T细胞百分比为0.1％，BTN3A3(R381H)为21.1％，LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)组合为

18.2％。用唑来膦酸，LV-载体所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞百分比为13.6％，BTN3A3

(R381H)为25.5％，LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)组合为39.6％。

[0300] 实施例6–shRNA#4在HepG2肝癌细胞中的FDPS敲低和IL-2表达

[0301] 本实施例显示表达IL-2和FDPS  shRNA#4的慢病毒(LV)所致IL-2表达和FDPS敲低

激发GD  T细胞的TNF-α表达，如图8所示。

[0302] 用LV-shFDPS或LV-shFDPS-IL-2转导HepG2细胞。转导后三天，用或不用1μM唑来膦

酸处理细胞。24小时后，将转导HepG2细胞与5×105个PBMC细胞且有或无IL-2在圆底96孔板

中共培养4小时。PBMC细胞用唑来膦酸和IL-2预先激发11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧

光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后对细胞进行流式细胞术

分析。门选活细胞，并在斑点印迹上选择Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞

出现在流式细胞图的右上象限。仅用唑来膦酸，LV-shFDPS所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞

百分比为7.5％，LV-shFDPS-IL-2为20.1％。用唑来膦酸和IL-2，LV-shFDPS所得TNF-α表达

性Vγ9Vδ2T细胞百分比为27.8％，LV-shFDPS-IL-2为24.7％。

[0303] 实施例7–shRNA#4在PC3癌细胞中的FDPS敲低和IL-2表达

[0304] 本实施例显示表达IL-2和FDPS  shRNA#4的慢病毒(LV)所致IL-2表达和FDPS敲低

激发GD  T细胞的TNF-α表达，如图9所示。

[0305] 用LV-shFDPS或LV-shFDPS-IL-2转导PC3细胞。转导后三天，用或不用1μM唑来膦酸

处理细胞。24小时后，将转导PC3细胞与5×105个PBMC细胞且有或无IL-2在圆底96孔板中共

培养4小时。PBMC细胞用唑来膦酸和IL-2预先激发11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团
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的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞进行流式细胞术分

析。门选活细胞，并在斑点印迹上选择Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出

现在流式细胞图的右上象限。仅用唑来膦酸，LV-shFDPS所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞百

分比为24.6％，LV-shFDPS-IL-2为46.8％。用唑来膦酸和IL-2，LV-shFDPS所得TNF-α表达性

Vγ9Vδ2T细胞百分比为48.6％，LV-shFDPS-IL-2为41％。

[0306] 实施例8–shRNA#4在PC3癌细胞中的FDPS敲低和IL-15表达

[0307] 本实施例显示表达IL-15和FDPS  shRNA#4的慢病毒(LV)所致IL-15表达和FDPS敲

低激发GD  T细胞的TNF-α表达，如图10所示。

[0308] 用LV-载体、LV-shFDPS或LV-shFDPS-IL-15转导PC3细胞。转导后三天，用或不用1μ

M唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导PC3细胞与5×105个PBMC细胞且有或无IL-2在圆底

96孔板中共培养4小时。PBMC细胞用唑来膦酸和IL-2预先激发11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用

偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞进行流式

细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上选择Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ

2T细胞出现在流式细胞图的右上象限。仅用唑来膦酸，LV载体所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细

胞百分比为10％，LV-shFDPS为13％，LV-shFDPS-IL-15为14.6％。用唑来膦酸和IL-2，LV载

体所得TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞百分比为14.5％，LV-shFDPS为21.7％，LV-shFDPS-IL-15

为21％。

[0309] 实施例9–LV-BTN3A3(R381H)和LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)在PC3和HepG2癌细胞中

的BTN3A3表达

[0310] 本实施例显示仅表达BTN3A3(R381H)和共表达shFDPS的慢病毒(LV)在PC3和HepG2

癌细胞中提高BTN3A3表达，如图11所示。

[0311] PC3前列腺癌细胞和HepG2肝癌细胞用LV-载体或LV-BTN3A3(R381H)转导3天，如图

11A和11B所示。用偶联荧光团的抗BTN3A3(CD277)抗体进行BTN3A3染色后，对细胞进行流式

细胞术分析。PC3和HepG2细胞的平均荧光强度(MFI)分别从6升至21，从3升至10。HepG2肝癌

细胞用LV-载体或LV-shFDPS-BTN3A3(R381H)转导3天，如图11C所示。平均荧光强度(MFI)从

4升至18。

[0312] 实施例10–用Lv-shFDPS转导细胞和唑来膦酸激活细胞毒性Vγ2Vδ2细胞

[0313] 本实施例显示表达shFDPS(LV-shFDPS)的慢病毒和唑来膦酸处理增强细胞毒性V

γ2Vδ2细胞的活化，如图12所示。

[0314] HepG2肝癌细胞用Lv-shFDPS、Lv-FDPS-IL-15(表达shRNAFDPS和人细胞因子白介

素15两者)或Lv-对照转导，并培养72小时。将唑来膦酸(1μM)加入(1)Lv-shFDPS转导的细

胞，(2)Lv-FDPS-IL-15转导的细胞和(3)Lv-对照转导的HepG2细胞。经处理的细胞培养24小

时。Lv-shFDPS转导细胞、Lv-FDPS-IL-15转导细胞和Lv-对照转导细胞与富集了Vγ9Vδ2细

胞的PBMC和转运蛋白抑制剂(BD  GolgiStop)共培养4小时。4小时的激发后，收集细胞并用V

δ2藻红蛋白(PE)和TNFα别藻蓝蛋白(APC)标记，然后对标记细胞进行流式细胞术分析。

[0315] 结果显示，Lv-FDPS组的1μM唑来膦酸存在下的反应性Vγ9Vδ2T细胞(据胞内细胞

因子染色测定为表达TNF-α)频率高于Lv-对照组，Lv-FDPS-IL-15组更高。与Lv-对照相比，

添加100单位/ml白介素-2(IL-2)增强Lv-FDPS转导HepG2细胞对Vγ9Vδ2T细胞的活化，但用

IL-2替换IL-15降低了Lv-FDPS与Lv-FDPS-IL-15处理的HepG2之间Vγ9Vδ2T细胞活化的差
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异。

[0316] 实施例11–小鼠中Lv-shFDPS比之Lv-对照转导PC3肿瘤的生长曲线

[0317] 本实施例显示Lv-shFDPS处理后小鼠中人前列腺癌(PC3)细胞肿瘤生长速度降低，

如图13所示。

[0318] NSGTM小鼠皮下注射 和三百万个Lv-shFDPS转导或Lv-对照转导的PC3细

胞。监测肿瘤，每周测量两次。用卡尺测量各个肿瘤的垂直两径来测定肿瘤大小。用以下公

式计算肿瘤体积(mm3)：d2  x(D/2)，其中，d＝最短直径，D＝最长直径。

[0319] Lv-shFDPS转导和/或处理的异种移植PC3肿瘤比Lv对照转导和/或处理的异种移

植PC3肿瘤生长慢。例如，Lv对照异种移植PC3肿瘤长到300mm3需21天，而Lv-shFDPS异种移

植PC3肿瘤长到300mm3需30天。

[0320] 实施例12–Lv-FDPS或Lv-对照转导PC3肿瘤异种移植小鼠接受用或不用Vγ9Vδ2T

细胞和/或唑来膦酸治疗时的肿瘤生长和生存

[0321] 本实施例显示用或不用唑来膦酸处理、Lv-shFDPS转导后Vγ9Vδ2T细胞处理的异

种移植PC3肿瘤减慢肿瘤生长并提高生存率。

[0322] NSGTM小鼠右侧腹皮下注射 和三百万个Lv-shFDPS(图14和15中亦作

FDPS敲低或“FDPS  KD”)或Lv-对照(图14和15中亦作“Lv”或“对照”)之一转导的PC3细胞。监

测肿瘤并测量肿瘤大小，直至达到约300mm3。用卡尺测量各个肿瘤的垂直两径来测定肿瘤

大小。用以下公式计算肿瘤体积(mm3)：d2  x(D/2)，其中，d＝最短直径，D＝最长直径。

[0323] 当所得肿瘤大小达到300mm3时，将小鼠随机分成8组：四组Lv-shFDPS-转导小鼠和

四组Lv-对照-转导小鼠。Lv-shFDPS-转导小鼠和Lv-对照-转导小鼠各抽一组每周一次腹膜

内注射PBMC，共4周。Lv-shFDPS-转导小鼠和Lv-对照-转导小鼠各抽一组接受100μg/kg唑来

膦酸处理。Lv-shFDPS-转导小鼠和Lv-对照-转导小鼠各抽一组接受PBMC和唑来膦酸联合处

理。Lv-shFDPS-转导小鼠和Lv-对照-转导小鼠各抽一组每周一次腹膜内注射PBS，共4周(对

照)。观测小鼠生存率，为期95天或直至肿瘤大小到达2000mm3，两者取其短者。研究末尾摘

取肿瘤进行观测。

[0324] 如图14所示，Kaplan  Meier生存曲线显示Lv-shFDPS  PC3异种移植小鼠的生存率

显著高于Lv-对照PC3异种移植(乱序(scramble))小鼠。接受PBMC(多数为Vγ9Vδ2细胞)处

理的Lv-shFDPS异种移植小鼠的生存率高于没有接受PBMC处理的Lv-shFDPS异种移植小鼠

的生存率。PBMC处理Lv-对照PC3异种移植小鼠对生存率没有显著影响。

[0325] 如图15所示，对Lv-shFDPS异种移植PC3肿瘤的大体观测显示肿瘤体积小于Lv-对

照异种移植PC3肿瘤。PBMC(多数为Vγ9Vδ2细胞)处理的Lv-shFDPS异种移植PC3肿瘤的肿瘤

体积显著小于未经PBMC处理的Lv-shFDPS  PC3肿瘤的肿瘤体积。接受PBMC处理与未经PBMC

处理的Lv-对照异种移植小鼠之间未见显著差异，组员肿瘤大小达到2000mm3时处死。100μ

g/kg唑来膦酸处理Lv-shFDPS-转导小鼠和Lv-对照-转导小鼠对肿瘤大小或生存率未见显

著影响。

[0326] 如图16所示，对Lv-shFDPS异种移植PC3肿瘤外观的大体观测显示经PBMC处理的肿

瘤体积明显小于未经PBMC处理的Lv-shFDPS  PC3肿瘤。部分经PBMC处理的Lv-shFDPS  PC3肿

瘤表现为无可测肿瘤。

[0327] 实施例13–开发抑制FDPS、GGPS1和IDI1的慢病毒载体
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[0328] 本实施例说明抑制FDPS、GGPS1和IDI1的慢病毒载体的开发，如图17所示。

[0329] shRNA序列克隆：用博德研究所(http://portals .broadinstitute .org/gpp/

public/seq/search)的shRNA设计程序或赛默科技(Thermo  Scientific)的BLOCK-iT  RNAi

设计器(https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/)鉴定潜在RNA干扰序

列。含BamHI和EcoRI限制性位点的短发卡寡核苷酸序列或含BsrGI和EcoRI限制性位点的微

小RNA序列由Eurofins  Genomics合成。70摄氏度孵育后冷却至室温1小时令寡核苷酸序列

退火。与之并行地，慢病毒载体用限制酶BamHI和EcoRI或BsrGI和EcoRI在37摄氏度消化1小

时。琼脂糖凝胶电泳纯化经消化的慢病毒载体，并用DNA凝胶提取试剂盒(赛默科技)从凝胶

中提取经消化的慢病毒载体。测定各自DNA浓度，将50ng载体加入2微升退火寡核苷酸。用T4 

DNA连接酶在室温下进行连接反应30分钟。将2.5微升的连接混合物加入25微升的StbI3感

受态细菌细胞中。42摄氏度热激转化。将细菌细胞划线接种在含有氨苄青霉素的琼脂平板

上，选得的菌落在LB肉汤中扩增。为了确认寡核苷酸序列的插入，用赛默科技的迷你DNA制

备试剂盒(DNA  mini  prep  kit)从收获的细菌培养物中提取质粒DNA。用H1或EF-1引物进行

DNA测序来确认shRNA序列在慢病毒载体中的插入。用含有正确shRNA序列的慢病毒载体包

装慢病毒颗粒用于监测它们敲低mRNA的能力。用慢病毒颗粒转导细胞并于3天后收集细胞；

进行蛋白质分析和mRNA分析。

[0330] FDPS  shRNA序列鉴定用人法尼基二磷酸合酶(FDPS)(NM_002004.3)mRNA序列检索

用于降低人细胞中FDPS水平的shRNA潜在候选者。在上述FDPS  shRNA序列#1-4之外，测定以

下举例的shRNA和微小RNA序列对FDPS的敲低：

[0331] ACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCCTCGAGGCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTTTTT

[0332] (FDPS  shRNA序列#4A；SEQ  ID  NO:64)；

[0333] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTGAGCTCACTTTCTCAGCCTCCTTCTG

[0334] (FPDS  shRNA序列#4R；SEQ  ID  NO:65)；

[0335] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTTTACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT

[0336] (FDPS  shRNA序列#4TT；SEQ  ID  NO:66)；

[0337] GCAGAAGGAGGCTGAGAAAGTACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCTTTTT

[0338] (FDPS  shRNA序列#4L；SEQ  ID  NO:67)；

[0339] AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAG

AAGGAGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT

[0340] (FDPS  miR30序列#1；SEQ  ID  NO:68)；

[0341] AAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACACTTTCTCAGCCTCCTTCTGCGTGAAGCCACAGATGGCAG

AAGGGCTGAGAAAGTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGGGCT

[0342] (FDPS  miR30序列#3；SEQ  ID  NO:69)。

[0343] GGPS1  shRNA序列鉴定用人香叶基香叶基焦磷酸合酶(GGPS1)(NM_001037277.1)

mRNA序列检索用于降低人细胞中GGPS1水平的shRNA潜在候选者。使用以下靶序列测定例举

的shRNA序列对GGPS1的敲低：

[0344] GCTTGAAGCTAAAGCCTATAA

[0345] (GGPS1靶序列#1；SEQ  ID  NO:73)；

[0346] GCTTGAAGCTAAAGCCTATAACTCGAGTTATAGGCTTTAGCTTCAAGCTTTTT
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[0347] (GGPS1  shRNA序列#1；SEQ  ID  NO:70)；

[0348] GTACATTATCTTGAGGATGTA

[0349] (GGPS1靶序列#2；SEQ  ID  NO:74)；

[0350] GTACATTATCTTGAGGATGTACTCGAGTACATCCTCAAGATAATGTACTTTTT

[0351] (GGPS1  shRNA序列#2；SEQ  ID  NO:71)；

[0352] CCTGAGCTAGTAGCCTTAGTA

[0353] (GGPS1靶序列#3；SEQ  ID  NO:75)；和

[0354] CCTGAGCTAGTAGCCTTAGTACTCGAGTACTAAGGCTACTAGCTCAGGTTTTT

[0355] (GGPS1  shRNA序列#3；SEQ  ID  NO:72)。

[0356] IDI1  shRNA序列鉴定用人异戊烯基二磷酸δ-异构酶1(IDI1)(NM_004508.3)mRNA

序列检索用于降低人细胞中IDI1水平的shRNA潜在候选者。使用以下靶序列测定例举的

shRNA序列对IDI1的敲低：

[0357] GCCAGTGGTGAAATTAAGATA

[0358] (IDI1靶序列；SEQ  ID  NO:77)；和

[0359] GCCAGTGGTGAAATTAAGATACTCGAGTATCTTAATTTCACCACTGGCTTTTT

[0360] (IDI1  shRNA序列；SEQ  ID  NO:76)。

[0361] 实施例14–shFDPS表达性慢病毒转导HepG2肝细胞癌细胞中的FDPS  RNA和蛋白质

表达

[0362] 本实施例显示shFDPS在HepG2细胞中降低FDPS  RNA和蛋白质表达。

[0363] 图18显示shFDPS降低FDPS蛋白表达。用含有shCon或两种不同FDPS  shRNA序列即

LV-shFDPS#1(SEQ  ID  NO:1)或LV-shFDPS#4(SEQ  ID  NO:4)的慢病毒载体按5MOI感染HepG2

细胞。48小时后，用或不用1μM唑来膦酸(Zol)处理细胞。72小时后，裂解细胞并用抗FDPS抗

体和作为蛋白质上样对照的抗肌动蛋白抗体进行免疫印迹。定量测定免疫印迹带的光密

度，并将LV-sh对照(LV-shControl)设为1(100％)。FDPS蛋白表达降低62％(LV-shFDPS#1

(SEQ  ID  NO:1))，48％(LV-shFDPS#1+Zol(SEQ  ID  NO:1))，44％(LV-shFDPS#4(SEQ  ID  NO:

4))和32％(LV-shFDPS#4+Zol(SEQ  ID  NO:4))。

[0364] 实施例15-shFDPS发卡环变异表达性慢病毒转导的PC3前列腺癌细胞中的FDPS蛋

白表达

[0365] 本实施例显示shFDPS发夹环变异：A(反义-环-有义)，R(有义-反向环-反义)，TT

(有义-TT-反义)和L(有义-反义)有效降低PC3细胞中的FDPS蛋白表达。

[0366] 用慢病毒载体按5MOI感染PC3细胞，所述慢病毒载体包含非靶向序列(shCon)或不

同的shFDPS变体，即shFDPS#4(SEQ  ID  NO:4)、shFDPS-A(SEQ  ID  NO:64)、shFDPS-R(SEQ  ID 

NO:65)、shFDPS-TT(SEQ  ID  NO:66)或shFDPS-L(SEQ  ID  NO:67)。72小时后，将细胞裂解并

使用RNeasy迷你试剂盒(RNeasy  mini  kit)提取RNA。用SuperScript  VILO  cDNA合成试剂

盒由RNA合成cDNA。用“TaqMan快速高级主混合物”(TaqMan  Fast  Advanced  Master  Mix)进

行PCR反应，然后用Applied  Biosystems  QuantStudio3  qPCR仪(赛默科技)通过定量PCR

(qPCR)分析样品。

[0367] 用TaqMan  FDPS探针和FDPS引物通过定量PCR测定FDPS  cDNA的表达。就图19A而

言，用Fam-标记的TaqMan探针(5’-TAGCATCTCCTATCTCTGGGTGCCC-3’)(SEQ  ID  NO:78)、用
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FDPS正向引物(5’-GTGCTGACTGAGGATGAGATG-3’) (SEQ  IF  NO:79)和反向引物(5’-

CCGGTTATACTTGCCTCCAAT-3’)(SEQ  ID  NO:80)检测FDPS表达。将样品相对于肌动蛋白表达

标准化。用Fam-标记的TaqMan探针(5’-AGCGGGAAATCGTGCGTGAC-3’)(SEQ  ID  NO:81)、用肌

动蛋白正向引物(5’-GGACCTGACTGACTACCTCAT-3’)(SEQ  ID  NO:82)和反向引物(5’-

CGTAGCACAGCTTCTCCTTAAT-3’)(SEQ  ID  NO:83)检测肌动蛋白。将shCon样品的相对FDPS 

RNA表达设为100％。如图19A所示，FDPS蛋白表达降低95％(shFDPS#4(SEQ  ID  NO:4))，75％

(shFDPS-A(SEQ  ID  NO:64))，95％(shFDPS-R(SEQ  ID  NO:65))，90％(shFDPS-TT(SEQ  ID 

NO:66))和72％(FDPS-L(SEQ  ID  NO:67))。

[0368] 为了检查shFDPS变异对蛋白质表达的影响，用含有sh对照(shControl)或shFDPS#

4变体的慢病毒载体按5MOI感染PC3细胞。72小时后，裂解细胞并使用抗FDPS抗体和作为蛋

白质上样对照的抗肌动蛋白抗体进行免疫印迹。定量测定免疫印迹带的光密度，并将LV-sh

对照设为1(100％)。如图19B所示，FDPS蛋白表达降低87％(LV-shFDPS#4(SEQ  ID  NO:4))，

13％(LV-shFDPS-A(SEQ  ID  NO:64))，88％(LV-shFDPS-R(SEQ  ID  NO:65))，81％(LV-FDPS-

TT(SEQ  ID  NO:66))和37％(LV-FDPS-L(SEQ  ID  NO:67))。

[0369] 实施例16–miR30-FDPS表达性慢病毒转导HepG2肝细胞癌细胞中的FDPS蛋白表达

[0370] 本实施例显示用表达miR30-FDPS的慢病毒转导的细胞中FDPS蛋白表达降低。

[0371] 为了测量FDPS蛋白的表达，用慢病毒载体按5MOI感染HepG2人肝细胞癌细胞，所用

慢病毒载体含有sh对照、shFDPS#3(SEQ  ID  NO:3)、miR30-FDPS#1(SEQ  ID  NO:68)或miR30-

FDPS#3(SEQ  ID  NO:69)。72小时后，用NP-40裂解缓冲液裂解细胞，用Bio-Rad蛋白质检测试

剂测定蛋白质。将50微克蛋白质样品在4-12％Bis-Tris凝胶(赛默科技)上电泳并转移至

PVDF膜。用5％的印迹级封闭剂封闭印迹。用抗FDPS抗体(Bethyl实验室(Bethyl 

Laboratories))和作为蛋白质上样对照的抗肌动蛋白抗体(密理博西格玛公司(Millipore 

Sigma))进行免疫印迹。用HRP偶联的第二抗体(赛默科技)结合抗体，并用Licor  c-DiGit印

迹扫描仪和Immobilon  Western  ECL试剂(密理博西格玛公司)进行检测。用NIH成像软件定

量测定免疫印迹带的光密度，并将LV-sh对照设为1(100％)。如图20所示，FDPS蛋白表达的

降低分别为85％(LV-shFDPS#4(SEQ  ID  NO:4))，59％(LV-miR30-FDPS#1(SEQ  ID  NO:68))

和53％(LV-miR30-FDPS#3(SEQ  ID  NO:69))。

[0372] 实施例17–表达miR30-FDPS#1的慢病毒转导的THP-1单核细胞白血病癌细胞对Vγ

9Vδ2T细胞的活化

[0373] 本实施例显示表达miR30-FDPS  miRNA#1(SEQ  ID  NO:68)的LV联合或不联合唑来

膦酸处理在THP-1单核细胞白血病癌细胞中FDPS敲低7天激发Vγ9Vδ2T细胞的TNF-α表达，

如图21所示。

[0374] 用LV对照或LV-miR30  FDPS#1(SEQ  ID  NO:68)转导THP1细胞(2x105个细胞)7天。

用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导THP-1细胞与2x105个PBMC细胞在5mL圆

底试管中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-2预刺激至少11天以扩增Vγ9Vδ2T细

胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞进

行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性

Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。不用唑来膦酸，LV-对照激发2.44％的TNF-

α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-miR30  FDPS#1(SEQ  ID  NO:68)激发28.4％。有唑来膦酸处理，
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LV-对照激发23.8％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-miR30  FDPS#1(SEQ  ID  NO:68)激发

61.4％。

[0375] 实施例18–shGGPS1表达性慢病毒转导HeLa宫颈癌细胞中的GGPS1蛋白表达

[0376] 用含有sh对照(shCon)或三种不同GGPS1  shRNA序列即LV-shGGPS1#1(SEQ  ID  NO:

70)、LV-shGGPS1#2(SEQ  ID  NO:71)或LV-shGGPS1#3(SEQ  ID  NO:73)的慢病毒载体按5MOI

感染HeLa细胞。72小时后，裂解细胞并用圣克鲁斯生物技术(Santa  Cruz  Biotechnology)

的抗GGPS1抗体(目录号sc-271680)和作为蛋白质上样对照的抗肌动蛋白抗体进行免疫印

迹。定量测定免疫印迹带的光密度，并将LV-sh对照设为1(100％)。如图22所示，FDPS蛋白表

达降低分别为54％(LV-shGGPS1#1(SEQ  ID  NO:70))，69％(LV-shGGPS1#2(SEQ  ID  NO:71))

和51％(LV-shGGPS1#3(SEQ  ID  NO:72))。

[0377] 实施例19–表达shFDPS或shGGPS1的慢病毒转导并经唑来膦酸处理的PC3前列腺癌

细胞对Vγ9Vδ2T细胞的活化。

[0378] 本实施例显示表达FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或表达GGPS1  shRNA#1(SEQ  ID 

NO:1)的LV转导并经唑来膦酸处理的PC3细胞中FDPS或GGPS1敲低3天激发Vγ9Vδ2T细胞中

的TNF-α表达，如图23所示。

[0379] 用LV对照或LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或LV-GGPS1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:

70)转导PC3细胞3天。转导后两天，用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导PC3细

胞与5x105个PBMC细胞在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-2预刺激

至少11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ

2和TNF-α染色后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定Vδ2+且

TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。不用唑来膦

酸，LV-对照激发2.78％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)则

激发0.77％，LV-GGPS1#1shRNA(SEQ  ID  NO:70)激发1.23％。有唑来膦酸处理，LV-对照激发

5.71％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)则激发11.4％，LV-

GGPS1#1shRNA(SEQ  ID  NO:70)激发10％。

[0380] 实施例20–表达shFDPS或shGGPS1的慢病毒转导并经唑来膦酸处理的HepG2肝细胞

癌细胞对Vδ2+T细胞的活化

[0381] 本实施例显示表达FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或表达GGPS1  shRNA#1(SEQ  ID 

NO:70)的LV转导并经唑来膦酸处理的HepG2细胞中FDPS或GGPS1敲低3天激发Vγ9Vδ2T细胞

中的TNF-α表达，如图24所示。

[0382] 用LV对照或LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或LV-GGPS1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:

70)转导HepG2细胞3天。转导后两天，用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导

HepG2细胞与5x105个PBMC细胞在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-

2预刺激至少11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进

行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定

Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。不用

唑来膦酸，LV-对照激发0.36％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID 

NO:4)则激发0.9％，LV-GGPS1#1shRNA(SEQ  ID  NO:70)激发0.58％.。有唑来膦酸处理，LV-

对照激发6.88％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)则激发
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21.1％，LV-GGPS1#1shRNA(SEQ  ID  NO:70)激发12％。

[0383] 实施例21–表达shFDPS或shGGPS1的慢病毒转导并经唑来膦酸处理的THP-1细胞对

Vγ9Vδ2T细胞的活化。

[0384] 本实施例显示表达FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或表达GGPS1  shRNA#1(SEQ  ID 

NO:70)的Lv转导并经唑来膦酸处理的THP-1细胞中FDPS或GGPS1敲低3天激发Vγ9Vδ2T细胞

中的TNF-α表达，如图25所示。

[0385] 用LV对照或LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或LV-GGPS1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:

70)转导THP-1细胞3天。转导后两天，用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导

THP-1细胞与5x105个PBMC细胞在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-

2预先激发至少11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体

进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴

定Vδ2+且TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。不

用唑来膦酸，LV-对照激发1.33％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID 

NO:4)则激发2.49％，LV-GGPS1#1shRNA(SEQ  ID  NO:70)激发1.22％，两者组合激发1.91％。

用唑来膦酸处理，LV-对照激发5.74％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ 

ID  NO:4)则激发10 .8％，LV-GGPS1#1shRNA(SEQ  ID  NO:70)激发4.5％，两者组合激发

11.5％。

[0386] 实施例22–shIDI1表达性慢病毒转导PC3前列腺癌细胞中的IDI1蛋白表达

[0387] 本实施例显示据免疫印迹分析确定，编码IDI1  shRNA序列的慢病毒载体转导对

IDI1表达的影响。

[0388] 用包含sh对照或IDI1  shRNA序列(SEQ  ID  NO:76)的慢病毒载体按5MOI感染PC3细

胞。72小时后，裂解细胞并用赛默科技的抗IDI1抗体(目录号PA5-44207)和作为蛋白质上样

对照的抗肌动蛋白抗体进行免疫印迹。定量测定免疫印迹带的光密度，并将Lv-sh对照设为

1(100％)。如图26所示，IDI1蛋白表达降低88％。

[0389] 实施例23–表达shFDPS或shIDI1的慢病毒转导并经唑来膦酸处理的PC3前列腺癌

细胞对Vγ9Vδ2T细胞的活化。

[0390] 本实施例显示表达FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或IDI1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:76)

的Lv转导并经唑来膦酸处理的PC3细胞中FDPS或IDI1敲低3天激发Vγ9Vδ2T细胞中的TNF-α

表达，如图27所示。

[0391] 用LV对照或LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)或LV-IDI1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:76)

转导PC3细胞3天。转导后两天，用或不用1μM唑来膦酸处理细胞。24小时后，将转导PC3细胞

与5x105个PBMC细胞在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-2预先激发

至少11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ

2和TNF-α染色后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定Vδ2+且

TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。不用唑来膦

酸，LV-对照激发3.82％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)则

激发2.28％，LV-IDI1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:76)激发1.92％。有唑来膦酸处理，LV-对照激发

8.66％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)则激发36.9％，LV-

IDI1  shRNA#1(SEQ  ID  NO:76)激发12.9％。
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[0392] 实施例24–唑来膦酸(Zol)、FTI277(FTI)或萨拉戈萨酸(ZA)处理的THP-1急性单核

细胞白血病细胞对Vγ9Vδ2T细胞的活化。

[0393] 本实施例显示唑来膦酸处理激发Vγ9Vδ2T细胞中的TNF-α表达，如图28所示。

[0394] ZA是固醇合成专门通路中鲨烯合酶的小分子抑制剂。THP-1细胞用FDPS抑制剂Zol

(10μM)、法尼基转移酶抑制剂FTI(10μM)或ZA(50μM)处理24小时。THP-1细胞(2.5x105个)与

2.5x105个PBMC细胞在圆底96孔板中共培养5小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-2预先激发

至少11天以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ

2和TNF-α染色后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定Vδ2+且

TNF-α+细胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。未处理的细

胞激发3.08％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，唑来膦酸处理激发40.1％，FTI277处理激发

11.7％，萨拉戈萨酸激发2.13％。

[0395] 实施例25–表达shFDPS的慢病毒转导并经唑来膦酸(Zol)、FTI277(FTI)或萨拉戈

萨酸(ZA)处理的PC3前列腺癌细胞对Vγ9Vδ2T细胞的活化。

[0396] 本实施例显示表达FDPS  shRNA#4的LV转导并经唑来膦酸处理的PC3细胞激发Vγ

9Vδ2T细胞中的TNF-α表达，如图29所示。

[0397] 用LV对照或LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)转导PC3细胞3天。转导后2天，细胞用

1μM唑来膦酸、1μM  FTI277或5μM萨拉戈萨酸处理。24小时后，将转导PC3细胞与5x105个PBMC

细胞在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-2预先激发至少11天以扩

增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α染色

后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定Vδ2+且TNF-α+细胞。活

化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。LV-转导细胞中，未处理细胞

激发1.73％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，唑来膦酸处理激发2.87％，FTI277激发1.64％，

萨拉戈萨酸激发1.57％。LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)转导细胞中，未处理细胞激发

1.77％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，唑来膦酸激发50.3％，FTI277激发2.44％，萨拉戈萨

酸激发2.66％。

[0398] 实施例26–表达shFDPS的慢病毒转导并经唑来膦酸(Zol)、FTI277(FTI)或萨拉戈

萨酸(ZA)处理的HepG2肝细胞癌细胞对Vγ9Vδ2T细胞的活化。

[0399] 本实施例显示用表达FDPS  shRNA#4的LV转导并经唑来膦酸处理的HepG2细胞处理

激发Vγ9Vδ2T细胞中的TNF-α表达，如图30所示。

[0400] HepG2细胞用LV对照或LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)转导3天。转导后2天，细胞

用1μM唑来膦酸、1μM  FTI277或5μM萨拉戈萨酸处理。24小时后，将转导HepG2细胞与5x105个

PBMC细胞在圆底96孔板中共培养4小时。PBMC细胞已用唑来膦酸和IL-2预先激发至少11天

以扩增Vγ9Vδ2T细胞。用偶联荧光团的抗TCR-Vδ2抗体和抗TNF-α抗体进行Vγ9Vδ2和TNF-α

染色后，对细胞进行流式细胞术分析。门选活细胞，并在斑点印迹上鉴定Vδ2+且TNF-α+细

胞。活化的细胞毒性Vγ9Vδ2T细胞出现在流式细胞图的右上象限中。LV-转导细胞中，未处

理细胞激发1.82％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，唑来膦酸处理激发3.02％，FTI277激发

1.72％，萨拉戈萨酸激发1.63％。LV-FDPS  shRNA#4(SEQ  ID  NO:4)转导细胞中，未处理细胞

激发1.86％的TNF-α表达性Vγ9Vδ2T细胞，唑来膦酸激发50.8％，FTI277激发2.69％，萨拉

戈萨酸激发2.82％。
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[0401] 尽管以上描述并具体例举了本文某些优选实施方式，但本文所有发明均不局限于

这些实施方式。

[0402] 序列

[0403] 文中提及以下序列，因此本文公开的内容包含以下序列：

[0404]
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