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本公开文本涉及镍纹蛋白及其在预防和/或

治疗伤害性疼痛中的用途。可以通过向患者施用

镍纹蛋白来治疗由例如身体损伤或炎症引起的

急性和慢性伤害性疼痛。
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1.一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的分离的多肽，所述多肽包含选

自以下的氨基酸序列：

i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:3具

有至少70％序列同一性。

2.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是躯

体疼痛或内脏疼痛。

3.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是炎

性疼痛、下背部疼痛、肩部疼痛、肌肉骨骼疼痛、关节炎疼痛、关节疼痛、术后疼痛、创伤后疼

痛或癌症疼痛。

4.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛选自

炎性疼痛和术后疼痛。

5.根据权利要求3所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是炎性疼痛，如炎

性痛觉过敏。

6.根据权利要求1所述的用于所述用途的多肽，其中所述受试者患有关节炎。

7.根据权利要求6所述的用于所述用途的多肽，其中所述关节炎选自骨关节炎、类风湿

性关节炎、或狼疮。

8.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽与SEQ  ID 

NO:3具有至少70％序列同一性，更优选与SEQ  ID  NO:3具有至少75％、更优选至少80％、更

优选至少85％、更优选90％、更优选95％、更优选98％序列同一性。

9.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽包含SEQ  ID 

NO:11的共有序列。

10.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中将所述多肽通过全

身施用来施用。

11.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中将所述多肽通过肠

胃外注射，优选皮下注射或鞘内注射来施用。

12.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中将所述多肽以1μg/
kg‑10,000μg/kg，如1μg/kg‑7,500μg/kg、如1μg/kg‑5,000μg/kg、如1μg/kg‑2,000μg/kg、如
1μg/kg‑1,000μg/kg、如1μg/kg‑700μg/kg、如5μg/kg‑500μg/kg、如10μg/kg至100μg/kg身体

的剂量来施用。

13.根据前述权利要求中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中每周施用所述多肽

至少1‑3次，如每周2‑5次，如每周3‑6次。

14.一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的分离的核酸分子，所述核酸

分子包含编码多肽的核酸序列，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

a.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；

b.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:3具有

至少70％序列同一性。

15.一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的载体，所述载体包含编码根

据权利要求1至13中任一项所述的多肽的多核苷酸。
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伤害性疼痛的治疗

技术领域

[0001] 本发明涉及镍纹蛋白及其在治疗和/或预防伤害性疼痛中的用途。

背景技术

[0002] 急性疼痛是一种不愉快的、动态的心理生理过程，其通常响应于组织创伤和相关

的炎症过程而发生，并且在伤口愈合中发挥重要作用。然而，持续超过3个月的愈合期的疼

痛(根据国际疾病分类，第11版标准)没有明显的生物学目的，并且被认为是天然慢性的。国

际疼痛研究协会(The  International  Association  for  the  Study  of  Pain)将疼痛定义

为“与实际或潜在的组织损伤相关或类似的不愉快的感觉和情感体验”，将慢性疼痛分类为

三个主要类别：伤害性、神经性和伤害可塑性疼痛。伤害性疼痛是慢性疼痛的最常见形式，

包括关节炎和大多数形式的脊柱疼痛。然而，人们越来越认识到，许多疼痛病症(尤其是涉

及癌症和脊柱疼痛的那些)具有混合疼痛表型。为了本申请的目的，将这三种慢性疼痛类别

进行简要比较，以帮助提供精确的定义。

[0003] 伤害性疼痛与神经性疼痛和伤害可塑性疼痛

[0004] 伤害性疼痛由组织损伤或潜在的组织损伤引起。典型的例子包括通过正常磨损发

生的退行性变化(退行性椎间盘疾病、关节突关节病、原发性骨关节炎)、创伤(例如烧伤、肌

肉撕裂、创伤性关节炎)、肌肉痉挛、内脏病理(例如溃疡、肾结石、胰腺炎)。它通常被描述为

具有悸动或疼痛的性质，并且与神经性疼痛相反，很少与感觉缺陷(例如麻木、麻刺感、刺

痛)相关。伤害性超敏性通常限于损伤的紧接区域，其再次与神经性疼痛形成对比，神经性

疼痛通常与非疼痛刺激(痛觉超敏)相关并且在神经或神经根中向远侧辐射。可以使用阿片

类镇痛药(由于安全性和耐受性问题，越来越多地避免使用)、非甾体抗炎药(外用和全身)、

肌肉松弛药(对急性和亚急性脊柱疼痛更有效)、和疾病改善抗风湿药(炎性关节炎)成功治

疗伤害性疼痛。

[0005] 神经性疼痛还具有作为影响神经系统的疾病或损伤的结果而发生的可识别的基

础。与伤害性疼痛相比，神经病理性疼痛通常与感觉异常(如麻木和痛觉超敏)、更突出的疼

痛突发、以及神经学表现(取决于受影响的一个或多个神经)相关。神经性疼痛通常被描述

为具有刺状痛和/或抽痛特征。与许多形式的伤害性疼痛和急性神经损伤相反，慢性神经性

疼痛总是适应不良的。

[0006] 伤害性疼痛与神经性疼痛之间的差异也反映在官方治疗指南中，因为推荐和用于

治疗神经性疼痛的药物与推荐和用于治疗伤害性疼痛的药物之间几乎没有重叠，详情如

下。

[0007] 对于神经性疼痛的药理学治疗，国际疼痛研究协会(Finnerup等人2015)、欧洲神

经学会联合会(the  European  Federation  of  Neurological  Societies)(EFNS)(Attal等

人2010)、英国的国家健康和护理卓越研究所(the  National  Institute  for  Health  and 

Care  Excellence)(NICE)(NICE  2013)和加拿大疼痛协会(the  Canadian  Pain  Society)

(CPS)(Moulin等人2014)已经发布了临床实践指南。在所有指南中，三种药物类别已收到用
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于一线治疗的建议：

[0008] 1.三环类抗抑郁药，特别是阿米替林；

[0009] 2.血清素‑去甲肾上腺素再摄取抑制剂(SNRI)，如度洛西汀；和

[0010] 3.Ca2+通道α‑2‑δ配体加巴喷丁和普瑞巴林。

[0011] 曲马多，作为一种混合的阿片类物质/SNRI，被推荐用于神经性疼痛的二线治疗。

被推荐用于三线和四线治疗的药物通常包括强效阿片类物质和除加巴喷丁以外的抗癫痫

药(例如拉莫三嗪)和大麻素。

[0012] 对于伤害性疼痛的药物治疗，WHO建议使用三阶梯方法：

[0013] i)对于阶梯1，推荐使用非阿片类镇痛药(例如扑热息痛)和NSAID(例如阿司匹林、

双氯芬酸、布洛芬)。

[0014] ii)对于阶梯2，可以将弱阿片类物质(例如可待因、曲马多)与阶梯1的镇痛药组合

引入。

[0015] iii)对于阶梯3，可以将强阿片类物质(主要是吗啡)与阶梯1的镇痛药组合使用。

[0016] 此外，伤害性疼痛与神经性疼痛之间的差异也反映在可从EMA(EMA/CHMP/970057/

2011)和FDA(FDA  34355740dft.docx  02/07/22，草案版本)获得的针对疼痛治疗的官方临

床开发指南中。

[0017] 在整个指南中，监管机构清楚地区分了伤害性疼痛与神经性疼痛。需要强调的是，

旨在用于伤害性疼痛的疼痛化合物应靶向潜在的病因和疾病机制，并且研究群体应是同质

的，并按诊断、强度、和持续时间(急性与慢性)进行选择。成功的开发将仅在所研究的伤害

性疼痛适应证和病因学方面获得批准。这同样适用于神经性疼痛，即，如果开发用于糖尿病

神经性疼痛的神经性疼痛药物，则标签中将仅包含该适应证。

[0018] 在混合性疼痛(伤害可塑性疼痛(修订的IASP术语))的情况下，应研究潜在的候选

物，并在至少两个不同的临床计划中确认其有效性：一个在伤害性疼痛中，另一个在神经性

疼痛中。

[0019] 总之，根据监管机构，在一种疼痛适应证中的候选药物的批准不会被自动批准或

甚至被考虑用于其他疼痛类型。这说明人们无法预测为神经性疼痛开发的药物是否能够或

将有效治疗伤害性疼痛，反之亦然。

[0020] 第三种类型的慢性疼痛称为伤害可塑性疼痛，其是由疼痛信号的异常处理引起的

一种疼痛，没有任何明确的组织损伤或累及躯体感觉系统的离散病理的证据。以前称为功

能性疼痛综合征，这些病症包括疼痛状态，如纤维肌痛、肠易激综合征、和可能的非特异性

背痛。导致这些障碍的病理生理机制主要涉及整个伤害性感受轴的感觉处理增强和中枢神

经系统内抑制途径的功能发挥减弱。

[0021] 目前使用的疼痛疗法在大多数患者中仅具有适度的功效，并且它们的副作用对它

们的使用代表显著的限制。因此，非常需要用于预防和治疗伤害性疼痛的安全且有效的疗

法，其不产生镇痛耐受性并且不具有或仅具有影响患者的一般健康状况和幸福的轻微副作

用。

[0022] 镍纹蛋白是一种内源性蛋白，其先前已经被证明可促进培养的神经元的生长(WO 

2005/095450)。此外，先前已经显示出镍纹蛋白在逆转由周围神经损伤引起的神经性疼痛

中是有效的(WO  2012/041328)。
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发明内容

[0023] 本发明提供了用于改善患有急性和慢性伤害性疼痛的患者的生活质量的手段。本

公开文本的发明人已经发现施用镍纹蛋白是管理伤害性疼痛的有效治疗策略。镍纹蛋白已

显示具有稳健的和长期的镇痛作用，同时是良好耐受的。镍纹蛋白在患有炎性痛觉过敏的

受试者中完全逆转机械性痛觉过敏，并且重复施用不会发生镇痛耐受性。

[0024] 在一个方面，本发明涉及一种分离的多肽，其用于

[0025] 治疗和/或预防受试者的伤害性疼痛，所述

[0026] 多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0027] a.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0028] b.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:3

具有至少70％序列同一性。

[0029] 在第二方面，本发明涉及一种用于在治疗和/或预防受试者的伤害性疼痛中使用

的分离的核酸分子，所述核酸分子包含编码多肽的核酸序列，所述多肽包含选自以下的氨

基酸序列：

[0030] a.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；

[0031] b.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:3

具有至少70％序列同一性。

[0032] 在另外的方面，本发明涉及一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的

载体，所述载体包含编码用于在治疗和/或预防受试者的伤害性疼痛中使用的多肽的多核

苷酸。

附图说明

[0033] 图1：使用CFA炎性疼痛模型的一般研究设计。使用冯弗雷细丝 (von  Frey 

filament)(VF；实线箭头)，在基线(BL)处、然后在后爪注射完全弗氏佐剂(CFA；虚线圆圈)

后第3‑5天评估机械阈值。一旦痛觉过敏完全建立，在第一个实验(实施例1)中的第5、7、9、

11和13天，并且在第二个实验(实施例2)中的第3天(1次注射)、第3和5天(2次注射)以及第

3、5和7天(3次注射)，将1.8mg/kg重组小鼠镍纹蛋白(rmMeteorin)或媒介物皮下施用至小

鼠。缩写：皮下(s.c.)。

[0034] 图2.用重组小鼠镍纹蛋白重复治疗完全逆转了患有CFA炎性痛觉过敏的小鼠的机

械性疼痛。a)在基线(BL)处在进行后爪CFA(20μl，皮下)注射(虚线箭头)之前，在雌性

C57BL/6JRj小鼠中评估对冯弗雷细丝刺激的后爪缩回阈值(g)，并且然后常规地评估直到

CFA注射后第15天。(b,c)在CFA注射(虚线箭头)之前和常规地在CFA注射之后测量爪宽度

(mm)和体重(g)，分别作为炎症负荷和一般健康(general  welfare)的替代标记物。

[0035] 在第5‑13天(实线箭头)进行重组小鼠镍纹蛋白的重复全身注射(1 .8mg/kg，皮

下)，并产生机械性疼痛的稳健逆转。相比之下，没有观察到对爪宽度或体重的影响。为了在

研究结束时获得用于暴露分析的躯干血液样品的目的，初始小鼠包括在内。*P<0.05，**P<

0.01，双向RM方差分析和图基检验。数据为平均值±S.E.M.

[0036] 图3 .采用重组小鼠镍纹蛋白的急性治疗逆转机械性疼痛，类似于重复治疗患有

CFA炎性痛觉过敏的小鼠。a)在基线(BL)处在进行后爪CFA(20μl，皮下)注射(虚线箭头)之
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前，在雌性C57BL/6JRj小鼠中评估对冯弗雷细丝刺激的后爪缩回阈值(g)，并且然后常规地

评估直到CFA注射后第14天。在第3天(第1组(镍纹蛋白1)：1次注射)，第3天和第5天(第2组

(镍纹蛋白2)：2次注射)，以及第3、5和7天(第3组(镍纹蛋白3)：3次注射)，对3个独立组的小

鼠进行全身注射重组小鼠镍纹蛋白(1.8mg/kg，皮下)，如实线箭头所指示。单次注射重组小

鼠镍纹蛋白产生相似幅度和持续时间的机械性痛觉过敏逆转。b)在第14‑15天实验结束时，

将部分μ‑阿片受体激动剂丁丙诺啡(0.1mg/kg，皮下)或媒介物施用于先前用媒介物重复注

射处理的小鼠，并评估对机械缩回阈值的影响。每组中小鼠的数量在括号中指示。

[0037] 相比于相应的媒介物，
^,#,*P<0.05，##,**P<0.01，^^^P<0.001，^^^^P<0.0001，双向RM

方差分析和图基检验。(b)相比于媒介物，****P<0 .0001，学生t检验。数据是平均值±

S.E.M.

[0038] 图4：镍纹蛋白的CLUSTAL  W(1.82)多序列比对。

[0039] A)来自人(SEQ  ID  NO:2)、大鼠(SEQ  ID  NO:9)、和小鼠(SEQ  ID  NO:5)的镍纹蛋白

前体的比对。B)来自人(SEQ  ID  NO:3)、大鼠(SEQ  ID  NO:10)、和小鼠(SEQ  ID  NO:6)的成熟

镍纹蛋白的比对。C)从人、小鼠和大鼠序列中完全保守的残基产生的成熟镍纹蛋白共有序

列(SEQ  ID  NO:11)。X表示由DNA编码的21种天然存在的氨基酸中的任何一种。

具体实施方式

[0040] 定义

[0041] 如本文所用，“生物相容性胶囊”意指在植入宿主哺乳动物后，胶囊不引发足以导

致胶囊排斥或使其不可起作用(例如，通过降解)的有害宿主反应。

[0042] 如本文所用，“编码序列”是被转录并翻译成多肽的多核苷酸序列。

[0043] 如本文所用，术语“表达载体”是指能够指导与其可操作地连接的基因的表达的载

体。一般来说，使用重组DNA技术的有用的表达载体通常呈质粒的形式。

[0044] 如本文所用，“镍纹蛋白”是指来自任何来源(无论是天然的、合成的、半合成的还

是重组的)的具有从任何物种获得的基本上纯化的镍纹蛋白的氨基酸序列的多肽，这些物

种特别是哺乳动物，包括黑猩猩、牛、绵羊、猪、鼠、马，优选人。该术语还指代从任何这些物

种获得的镍纹蛋白的生物活性片段，以及这些的生物活性序列变体和经受翻译后修饰的蛋

白质。

[0045] 如本文所用，术语“可操作地连接”旨在意指目的核苷酸序列与重组表达载体内的

一个或多个调节序列以允许核苷酸序列表达(例如，在体外转录/翻译系统中或当将载体引

入宿主细胞中时在宿主细胞中)的方式连接。

[0046] 如本文所用，术语“调节序列”旨在包括启动子、增强子和其他表达控制元件(例

如，多腺苷酸化信号)。

[0047] “序列同一性”：高水平的序列同一性指示第一序列可能衍生自第二序列。氨基酸

序列同一性需要两个比对序列之间的相同氨基酸序列。因此，与参考序列具有70％氨基酸

同一性的候选序列要求在比对后，候选序列中的70％氨基酸与参考序列中的相应氨基酸相

同。同一性可以通过计算机分析来确定，例如而不限于ClustalW计算机比对程序(Higgins 

D.、Thompson  J.、Gibson  T.、Thompson  J.D.、Higgins  D.G.、Gibson  T.J.，1994.CLUSTAL 

W:improving  the  sensitivity  of  progressive  multiple  sequence  alignment 
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through  sequence  weighting,position‑specific  gap  penalties  and  weight  matrix 

choice.Nucleic  Acids  Res.22:4673‑4680)以及其中建议的默认参数。ClustalW软件可作

为在欧洲生物信息学研究所的ClustalW  WWW服务(ClustalW  WWW  Service)从http://

www.ebi.ac.uk/clustalw获得。使用此程序及其默认设置，将询问序列的成熟(生物活性)

部分与参考多肽进行比对。对完全保守的残基的数量计数，并且将其除以参考多肽的长度。

[0048] ClustalW算法可以类似地用于比对核苷酸序列。序列同一性可以以与针对氨基酸

序列所指示的类似的方式来计算。

[0049] 本文所用的术语“受试者”意指可以向其施用镍纹蛋白多肽或多核苷酸、治疗性细

胞或生物相容性胶囊的任何哺乳动物。特别旨在用本发明的方法进行治疗的受试者包括人

以及非人灵长类动物、绵羊、马、牛、山羊、猪、狗、猫、兔、豚鼠、仓鼠、沙鼠、大鼠和小鼠。

[0050] “治疗”可以以不同的方式进行，包括治愈性的和/或改善性的。治愈性治疗通常旨

在治愈已经存在于被治疗个体中的临床病症。改善性治疗通常意指为了改善个体的现有的

临床病症而进行的治疗。

[0051] 如本文所用的术语“预防”是指预防临床病症或降低患上病症的风险或降低病症

的程度。预防在本文中也可以被称为预防性治疗或先驱性治疗。

[0052] 如本文所用，术语“载体”是指能够转运已经与其连接的另一个核酸的核酸分子。

一种类型的载体是“质粒”，其是指可以将另外的DNA区段连接到其中的环状双链DNA环。在

本说明书中，“质粒”和“载体”可以可互换地使用，因为质粒是最常用的载体形式。然而，本

发明旨在包括发挥等效功能的此类其他形式的表达载体，如病毒载体(例如，复制缺陷型逆

转录病毒、腺病毒和腺相关病毒)。

[0053] 伤害性疼痛

[0054] 存在两种主要类型的疼痛：神经系统完整的伤害性疼痛和由于神经系统损伤引起

的神经性疼痛。

[0055] 如本文所用，术语“神经性疼痛”是指由躯体感觉神经系统(周围神经系统和中枢

神经系统两者)的感觉神经损伤(病变或疾病)引起的疼痛，如还由国际疼痛研究协会IASP：

https://www.iasp‑pain.org/resources/terminology/#neuropathic‑pain所描述的。神

经性疼痛通常是定位明确的、持续的，并且通常具有疼痛或悸动的性质。

[0056] 如本文所用，术语“伤害性疼痛”是指根据IASP使用的定义：https://www .iasp‑

pain.org/resources/terminology/#nociceptive‑pain，由非神经组织的实际损伤或威胁

损伤，以及由于伤害性感受器的激活引起的疼痛。

[0057] 伤害性疼痛响应于对身体和身体的非神经组织的特定刺激而发生，并告知受试者

即将发生的组织损伤。伤害性疼痛包括组织损伤诱导的疼痛和炎性疼痛。

[0058] IASP最近修订了与伤害性疼痛和神经性疼痛有关的定义和术语，以避免任何误

解。IASP在伤害性疼痛的定义下添加了以下内容：“此术语旨在与神经性疼痛形成对比”。修

订后的定义强调，术语伤害性疼痛旨在与术语神经性疼痛形成对比。

[0059] 从上面可以看出，神经性疼痛和伤害性疼痛是具有不同潜在原因的不同现象。伤

害性疼痛描述了在躯体感觉神经系统正常发挥功能的情况下发生的疼痛，与神经性疼痛中

所见的异常神经功能相反。

[0060] 伤害性疼痛的常见例子包括下背部疼痛、肩部疼痛、肌肉骨骼疼痛、关节炎疼痛、
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关节疼痛、术后疼痛、创伤后疼痛和癌症疼痛。

[0061] 伤害性疼痛可以分类为内脏的或躯体的。

[0062] “内脏疼痛”是指起源于内脏器官如胃肠道或胰腺的疼痛。

[0063] “躯体疼痛”是指起源于肌肉骨骼系统如皮肤、皮下组织、肌肉、和关节的疼痛。

[0064] 另外，伤害性疼痛可以是急性和慢性的两者。

[0065] 如本文所用，“急性疼痛”是指持续有限时间段的由特定原因(如损伤、感染、炎症)

引起的突然的重度疼痛。

[0066] 如本文所用，“慢性疼痛”是指疼痛的持续状态，其中疼痛的原因不能被容易地除

去。慢性疼痛可以是持续性的或间歇性的。可以将慢性疼痛定义为持续超过给定时间段(通

常约三个月)的疼痛。慢性疼痛通常与长期无法治愈或难以治愈的医学病症或疾病有关。

[0067] 慢性疼痛的常见原因包括但不限于关节炎、癌症、重复性应激损伤、头痛、下背部

疼痛、颈部和肩部疼痛、创伤后疼痛、手术后疼痛、中度至重度骨关节炎和重度偏头痛。

[0068] 如本文所用，术语“炎性疼痛”是指与炎症相关的疼痛，其特征在于发红、肿胀、发

热和疼痛。炎症是生物体对感染、刺激和/或损伤的非特异性免疫应答，并且涉及促炎分子

(例如肽、细胞因子、前列腺素类激素、生长因子)的释放。这些分子使参与刺激(如触摸、热、

冷和化学信息)的转导和传递的周围感觉神经元的传入末端敏化。炎性疼痛通常导致炎性

痛觉过敏。

[0069] 痛觉过敏

[0070] 痛觉过敏是对通常被感知是疼痛的刺激的极端反应。刺激在来源上可以是机械

的/可触知的、热学的或化学的。痛觉过敏通常与神经损伤(神经性疼痛)相关，然而，如本文

所用的痛觉过敏是指由组织损伤或炎症引起的增加的敏感性。

[0071] 如本文所用，“炎性痛觉过敏”是指在受损组织中直接发生的增加的疼痛敏感性和

在周围未受损组织中发生的疼痛敏感性。

[0072] 在一个实施方案中，本发明涉及镍纹蛋白在治疗痛觉过敏中的用途。在本发明的

一个实施方案中，待治疗的痛觉过敏是炎性痛觉过敏。

[0073] 在本发明的一个实施方案中，待治疗的痛觉过敏是机械性痛觉过敏。在另一个实

施方案中，待治疗的痛觉过敏是热学痛觉过敏。

[0074] 在本发明的一个实施方案中，热学痛觉过敏是冷痛觉过敏。在另一个实施方案中，

热学痛觉过敏是热痛觉过敏。

[0075] 环境刺激物如邻苯二甲酸盐和重金属(包括铅、铝和汞)可以破坏免疫功能，从而

触发增加的炎症产生，导致化学痛觉过敏。

[0076] 在本发明的一个实施方案中，痛觉过敏是化学痛觉过敏。在一个实施方案中，化学

痛觉过敏由邻苯二甲酸盐、铅、铝、汞和/或其他环境刺激物触发。

[0077] 如上所述，在接受镍纹蛋白的动物中实现了正常感觉功能的基本完全逆转。因此，

可以想到，镍纹蛋白可以在至少一部分经治疗的受试者中介导痛觉过敏的完全逆转。

[0078] 伤害性疼痛可以由不同的刺激(包括损伤和炎症)诱导。镍纹蛋白可用于预防或治

疗伤害性疼痛，如急性伤害性疼痛、慢性伤害性疼痛、内脏伤害性疼痛、躯体伤害性疼痛。

[0079] 在一个实施方案中，伤害性疼痛是炎性疼痛、下背部疼痛、肩部疼痛、肌肉骨骼疼

痛、关节炎疼痛、关节疼痛、术后疼痛、创伤后疼痛、癌症疼痛和其他伤害性疼痛中的一种或
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多种。

[0080] 在一个实施方案中，伤害性疼痛响应于对身体的特定刺激而发生。特定刺激包括

对身体的损伤和组织损伤，这些损伤与以下相关但不限于以下：炎症、手术、物理创伤、关节

炎、癌症、重复性应激损伤、头痛、中度至重度骨关节炎、和偏头痛。

[0081] 在一个实施方案中，伤害性疼痛与炎症相关，使参与刺激如触摸、热、冷和化学信

息的转导和传递的周围感觉神经元的传入末端敏化。

[0082] 在一个实施方案中，伤害性疼痛与关节炎相关。

[0083] 在一个实施方案中，将镍纹蛋白通过间歇施用来施用。

[0084] 在一个实施方案中，镍纹蛋白在施用数天内逆转炎性痛觉过敏。

[0085] 治疗和/或预防伤害性疼痛

[0086] 在实施例1中，证明了在开始给药后数天内，持续间歇施用镍纹蛋白完全逆转CFA

诱导的炎性痛觉过敏(图2)。进一步证明，炎性水肿的大小完全不受重组小鼠镍纹蛋白治疗

的影响。重组小鼠镍纹蛋白对炎症负荷没有影响，这表明它本身不具有直接的抗炎机制。

[0087] 在实施例2中，证明了在患有CFA炎性痛觉过敏的小鼠中，用重组小鼠镍纹蛋白的

急性治疗(单次注射)与重复治疗(多次注射)类似地逆转机械性疼痛。单次注射重组小鼠镍

纹蛋白产生的痛觉过敏逆转的幅度和持续时间与三次注射情况下所观察到的类似(图3)。

[0088] 需要开发安全且有效的疗法来预防或治疗伤害性疼痛，因为通常有效对抗慢性疼

痛病症的药物(如阿片类物质)与许多副作用相关。

[0089] 本发明提供了通过向疼痛中的受试者施用镍纹蛋白来治疗、改善和/或预防伤害

性疼痛。因此，在一个实施方案中，本发明涉及用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的

镍纹蛋白。在一个实施方案中，本发明涉及用于在治疗伤害性疼痛中使用的镍纹蛋白。

[0090] 镍纹蛋白可以用于预防和治疗急性伤害性疼痛。在一个实施方案中，镍纹蛋白用

于治疗急性伤害性疼痛。此外，镍纹蛋白可以用于治疗和预防慢性伤害性疼痛。在一个实施

方案中，镍纹蛋白用于治疗慢性伤害性疼痛。

[0091] 在一个实施方案中，本公开文本提供了用于在治疗和/或预防受试者的伤害性疼

痛中使用的分离的多肽，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0092] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0093] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性。

[0094] 在一个实施方案中，本发明涉及用于治疗和/或预防伤害性疼痛的方法，所述方法

包括向有需要的受试者施用治疗有效量的分离的多肽，所述多肽包含选自以下的氨基酸序

列：

[0095] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0096] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性。

[0097] 在一个实施方案中，本公开文本提供了分离的多肽用于制造用于治疗和/或预防

受试者的伤害性疼痛的药剂的用途，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0098] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0099] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:
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3具有至少70％序列同一性。

[0100] 在一个实施方案中，本发明涉及镍纹蛋白在治疗伤害性痛觉过敏的方法中的用

途。在另一个实施方案中，本发明涉及镍纹蛋白用于治疗机械性伤害性痛觉过敏的用途。在

一个实施方案中，本发明涉及镍纹蛋白用于治疗热学伤害性痛觉过敏的用途。在另一个实

施方案中，本发明涉及镍纹蛋白用于治疗冷伤害性痛觉过敏的用途。在另一个实施方案中，

本发明涉及镍纹蛋白用于治疗热伤害性痛觉过敏的用途。在又另一个实施方案中，本发明

涉及镍纹蛋白用于治疗化学痛觉过敏的用途。

[0101] 在一个实施方案中，本发明涉及镍纹蛋白用于治疗伤害性疼痛的用途。在一个更

优选的实施方案中，本发明涉及镍纹蛋白用于治疗与炎症或身体损伤相关的疼痛的用途。

在一个实施方案中，镍纹蛋白用于逆转患有炎性痛觉过敏的受试者的机械性疼痛的方法

中。

[0102] 如本公开文本的实施例1和2中所证明的，施用镍纹蛋白完全减少了患有炎性痛觉

过敏的受试者中感觉功能的获得。因为使用镍纹蛋白不会发生镇痛耐受性，所以可以维持

炎性痛觉过敏的逆转。

[0103] 因此，在优选的实施方案中，本发明涉及用于在预防和/或治疗伤害性疼痛中使用

的镍纹蛋白。

[0104] 在一个实施方案中，本公开文本提供了用于在预防和/或治疗受试者的伤害性疼

痛中使用的分离的多肽，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0105] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0106] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性。

[0107] 在一个方面，本公开文本涉及用于在预防和/或治疗受试者的伤害性疼痛中使用

的分离的多肽。

[0108] 在一个实施方案中，本公开文本涉及用于在预防和/或治疗受试者的伤害性疼痛

中使用的分离的多肽。在一个实施方案中，伤害性疼痛是躯体疼痛或内脏疼痛。在另一个实

施方案中，伤害性疼痛是炎性疼痛、下背部疼痛、肩部疼痛、肌肉骨骼疼痛、关节炎疼痛、关

节疼痛、术后疼痛、创伤后疼痛或癌症疼痛。

[0109] 在另一个实施方案中，其中所述伤害性疼痛选自炎性疼痛和术后疼痛。

[0110] 在本公开文本的一个实施方案中，所述分离的多肽用于在预防和/或治疗伤害性

疼痛中使用，其中所述伤害性疼痛是伤害性痛觉过敏或炎性疼痛，如炎性痛觉过敏。在本公

开文本的另一个实施方案中，所述分离的多肽用于在预防和/或治疗化学痛觉过敏中使用。

[0111] 在本公开文本的一个实施方案中，所述分离的多肽用于在预防和/或治疗伤害性

疼痛中使用，其中所述伤害性疼痛是术后疼痛。

[0112] 在本公开文本的一个实施方案中，所述分离的多肽用于在预防和/或治疗伤害性

疼痛中使用，其中受试者患有选自关节炎、炎性疼痛、和术后疼痛的疾病或障碍。

[0113] 在一个实施方案中，关节炎选自骨关节炎、类风湿性关节炎、或狼疮。

[0114] 在另一个实施方案中，炎性疼痛选自炎性痛觉过敏、术后疼痛、和关节炎。

[0115] 在一个实施方案中，本发明涉及用于治疗伤害性疼痛的方法，所述方法包括向有

需要的受试者施用治疗有效量的分离的多肽，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：
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[0116] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0117] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性。

[0118] 在一个实施方案中，本公开文本提供了分离的多肽用于制造用于在预防和/或治

疗受试者的伤害性疼痛中使用的药剂的用途，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0119] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0120] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性。

[0121] 施用和配制品

[0122] 镍纹蛋白多肽可以以医学上可接受的任何方式来施用。这可以包括通过肠胃外途

径 (如静脉 内、血 管内、动脉 内、皮下、肌 内、肿 瘤内、腹 膜 内、心室 内、硬膜 内外

(intraepidural)、鞘内、脑室内、脑间等)以及鼻或外用。本发明还特别包括缓释施用，通过

诸如贮库型注射或易蚀性植入物的手段。

[0123] 根据本发明的镍纹蛋白的施用可以使用任何合适的递送手段来实现，所述递送手

段包括：皮下、静脉内、动脉内、肌内、鞘内注射或注射至其他合适的部位；泵(参见例如，

Annals  of  Pharmacotherapy,27:912(1993)；Cancer,41:1270(1993)；Cancer  Research,

44:1698(1984)，通过引用并入本文)；微囊化(参见例如，美国专利4,352,883；4,353,888；

和5,084,350，通过引用并入本文)；缓释聚合物植入物(参见例如，Sabel,美国专利4,883,

666，通过引用并入本文)；包封细胞(参见，“生物相容性胶囊”)；未包封细胞移植物(参见例

如，美国专利5,082,670和5,618,531，各自通过引用并入本文)；和吸入。

[0124] 施用可以通过制剂团注的周期性注射进行，或者可以从外部(例如，静脉输液袋)

或内部(例如，镍纹蛋白生产细胞的生物可蚀性植入物、生物人工器官、生物相容性胶囊、或

植入的镍纹蛋白生产细胞的集落)的储器通过静脉内或腹膜内施用来更加连续地进行。参

见例如，US  4,407,957、5,798,113和5,800,828，各自通过引用并入本文。

[0125] 局部递送可以通过诸如经由导管递送至一个或多个动脉的手段进行。在本发明的

一个实施方案中，局部递送包括使用包封细胞(如“生物相容性胶囊”部分中所述)进行递

送。又一类型的局部递送包括基因疗法载体的局部递送，其通常是注射的。

[0126] 在本发明的优选的实施方案中，施用是肠胃外注射，优选皮下注射、或鞘内注射。

[0127] 尽管本发明的化合物可以作为化学原料施用，但优选以药物配制品的形式呈递它

们。所述药物配制品可以通过常规技术制备，例如在Remington:The  Science  and 

Practice  of  Pharmacy  2005,Lippincott,Williams&Wilkins中所述。

[0128] 术语“药学上可接受的载体”意指一种或多种天然的或合成的有机或无机成分，镍

纹蛋白多肽与其组合以促进镍纹蛋白多肽的应用。合适的载体包括无菌盐水，尽管已知为

药学上可接受的其他水性和非水性等渗无菌溶液和无菌悬浮液是本领域普通技术人员已

知的。

[0129] 本发明的化合物可以被配制用于肠胃外施用，并且可以以单位剂量形式存在于安

瓿、载药注射器、小体积输注或多剂量容器中，任选地添加防腐剂。组合物可以采取诸如以

下的形式：在油性或水性媒介物中的悬浮液、溶液或乳液，例如在水性聚乙二醇中的溶液。

油性或非水性载体、稀释剂、溶剂或媒介物的例子包括丙二醇、聚乙二醇、植物油(例如，橄
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榄油)和可注射的有机酯(例如，油酸乙酯)，并且可以包括诸如防腐剂、润湿剂、乳化剂或助

悬剂、稳定剂和/或分散剂的试剂。可替代地，活性成分可以呈粉末形式(通过无菌分离无菌

固体或通过从溶液中冻干获得)，用于在使用前用合适的媒介物(例如，无菌无热原水)构

成。

[0130] “有效量”是指能够改善或延迟患病、退行性或受损状况的进展的量。有效量可以

在个体基础上确定，并且将部分地基于待治疗的症状和所寻求的结果的考虑。有效量可以

由本领域普通技术人员采用此类因素并且仅使用常规实验来确定。

[0131] 脂质体系统可以是任何种类的单层囊泡、多层(multilamellar)囊泡或稳定的多

层(plurilamellar)囊泡，并且可以根据本领域技术人员熟知的方法(例如，根据美国专利

5,169,637、4,762,915、5,000,958或5,185,154的教导)来制备和施用。此外，可能期望将本

发明的新型多肽以及其他所选多肽表达为脂蛋白，以便增强它们与脂质体的结合。例如，通

过免疫亲和色谱法或任何其他方便的方法从CHO细胞中纯化重组镍纹蛋白，然后将其与脂

质体混合并且高效地掺入它们中。可以在体外测试脂质体包封的蛋白质对刺激细胞生长的

任何作用。

[0132] 在需要以具有适合于治疗需要施用镍纹蛋白多肽的任何疾病或障碍的释放特征

的配制品缓释施用镍纹蛋白多肽的情况下，设想了镍纹蛋白多肽的微囊化。已经成功用人

生长激素(rhGH)、干扰素(rhIFN‑)、白细胞介素‑2和MN  rgp120进行了重组蛋白的微囊化以

持续释放。Johnson等人 ,Nat.Med .,2:795‑799(1996)；Yasuda ,Biomed .Ther.,27:1221‑

1223(1993)；Hora等人 ,Bio/Technology ,8:755‑758(1990)；Cleland ,"Design  and 

Production  of  Single  Immunization  Vaccines  Using  Polylactide  Polyglycolide 

Microsphere  Systems,"Vaccine  Design:The  Subunit  and  Adjuvant  Approach,Powell

和Newman编辑 ,(Plenum  Press:New  York ,1995) ,第439‑462页；WO  97/03692、WO  96/

40072、WO  96/07399；以及美国专利号5,654,010。

[0133] 由于这些蛋白质的生物相容性和广泛的可生物降解特性，使用聚‑乳酸‑共‑乙醇

酸(PLGA)聚合物开发了它们的缓释配制品。PLGA、乳酸和乙醇酸的降解产物可以在人体内

快速清除。此外，这种聚合物的降解性可以根据其分子量和组成从数月到数年进行调整。

Lewis，“Controlled  release  of  bioactive  agents  from  lactide/glycolide 

polymer，”在M.Chasin和R.Langer(编辑)，Biodegradable  Polymers  as  Drug  Delivery 

Systems(Marcel  Dekker:New  York,1990) ,第1‑41页中。

[0134] 在本发明的一个实施方案中，设想了包含镍纹蛋白的组合物。组合物可以包含如

本文所述的分离的多肽、如本文所述的分离的核酸、如本文所述的编码镍纹蛋白的表达载

体、如本文所述的表达镍纹蛋白的细胞系或如本文所述的分泌镍纹蛋白的生物相容性胶

囊。

[0135] 剂量

[0136] 设想了用于全身性施用的各种给药方案。在一个实施方案中，向受试者施用包含

镍纹蛋白多肽的配制品的方法包括以每剂1μg/kg与10,000μg/kg受试者体重之间的剂量施

用镍纹蛋白。在另一个实施方案中，剂量在每剂1μg/kg与7,500μg/kg受试者体重之间。在另

外的实施方案中，剂量在每剂1μg/kg与5,000μg/kg受试者体重之间。在不同的实施方案中，

剂量在每剂1μg/kg与2,000μg/kg受试者体重之间。在又另一个实施方案中，剂量在每剂1μ
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g/kg与1,000μg/kg受试者体重之间。在又另一个实施方案中，剂量在每剂1μg/kg与700μg/
kg受试者体重之间。在更优选的实施方案中，剂量在每剂5μg/kg与500μg/kg受试者体重之

间。在最优选的实施方案中，剂量在每剂10μg/kg与100μg/kg受试者体重之间。在优选的实

施方案中，待治疗的受试者是人。

[0137] 在文献中提供了关于具体的剂量和递送方法的指导；参见例如，WO  02/78730和WO 

07/100898。在Reagan‑Shaw等人,FASEB  J,22,659‑661(2007)中提供了基于动物实验中使

用的剂量计算人等效剂量的指导。

[0138] 必须根据所治疗个体的年龄、体重和病症以及施用途径、剂型和方案以及所期望

的结果小心地调整所施用的剂量，并且确切的剂量应当由从业者确定。

[0139] 在本发明的一个实施方案中，将镍纹蛋白通过全身施用来施用。

[0140] 在一个实施方案中，将镍纹蛋白通过肠胃外注射、优选皮下注射或鞘内注射来施

用。

[0141] 在一个实施方案中，将镍纹蛋白以1μg/kg‑10,000μg/kg，如1μg/kg‑7,500μg/kg、
如1μg/kg‑5,000μg/kg、如1μg/kg‑2,000μg/kg、例如1μg/kg‑1,000μg/kg、如1μg/kg‑700μg/
kg、如5μg/kg‑500μg/kg、如10μg/kg至100μg/kg身体的剂量来施用。

[0142] 在本发明的一个实施方案中，每天重复施用。在另一个实施方案中，每周重复施用

至少1‑3次，如每周2‑5次，如每周3‑6次。

[0143] 在一个实施方案中，每天一次、每两天一次、每三天一次、每四天一次、每五天一

次、每六天一次或每7天一次重复施用。在一个优选的实施方案中，每两天重复施用一次。

[0144] 在一个实施方案中，本发明提供了伤害性疼痛的治疗。因此，在一个实施方案中，

在伤害性疼痛的症状发作后开始施用。

[0145] 在一个实施方案中，本发明提供了伤害性疼痛的预防。因此，在一个实施方案中，

在伤害性疼痛的症状发作之前施用镍纹蛋白多肽。

[0146] 在其他实施方案中，以相对较长的剂量间隔施用镍纹蛋白。相对较长的剂量间隔

旨在包括剂量之间有至少2天，如剂量之间有至少3天，例如每周2次剂量。更优选地，长剂量

间隔为至少一周，如至少2周，更优选至少3周，如至少4周或至少一个月。

[0147] 相对较长的剂量间隔是指剂量之间有至少2天，如剂量之间有至少3天，例如每周2

次剂量。更优选地，长剂量间隔为至少一周，如至少2周，更优选至少3周，如至少4周或至少

一个月。

[0148] 以不同的方式表达，剂量间隔是如此长，以至于在一次剂量的镍纹蛋白多肽后，当

施用下一次剂量时，在待治疗的受试者的血清中不再可检测到多肽。在另一个实施方案中，

血清水平低于10ng/mL，如低于5ng/mL，更优选低于1ng/mL，如低于0 .5ng/mL，例如低于

0.1ng/mL。

[0149] 在一些实施方案中，在长剂量范围之前更频繁地初始施用镍纹蛋白，例如每天两

次、每天一次、每两天一次、每三天一次或每四天一次。此初始给药方案可以维持例如2、3、

4、5、6、7、9、11、14、21天或更久。在完成此给药方案后，可以较不频繁地施用镍纹蛋白，例如

如上所述。

[0150] 因此，在一个方面，本发明涉及治疗有需要的人受试者的神经性疼痛的方法，所述

方法包括向所述受试者施用治疗有效量的神经营养性多肽，所述神经营养性多肽包含与
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SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列具有至少70％同一性的氨基酸序列，其中所述施用是每周三次

或更不频繁。

[0151] 优选地，施用是每周一次或更不频繁的施用。甚至更优选地，施用是每两周一次或

更不频繁的施用。

[0152] 以不同的方式表达，剂量间隔是如此长，以至于在一次剂量的镍纹蛋白多肽后，当

施用下一次剂量时，在待治疗的受试者的血清中不再可检测到多肽。在另一个实施方案中，

血清水平低于10ng/mL，如低于5ng/mL，更优选低于1ng/mL，如低于0 .5ng/mL，例如低于

0.1ng/mL。

[0153] 在一些实施方案中，镍纹蛋白的初始施用是例如每天两次、每天一次、每两天一

次、每三天一次或每四天一次。此给药方案可以维持例如2、3、4、5、6、7、9、11、14、21天或更

久。在完成此给药方案后，可以较不频繁地施用镍纹蛋白，例如如上所述。

[0154] 镍纹蛋白

[0155] 本发明涉及被鉴定为镍纹蛋白的多肽和编码所述蛋白质的多核苷酸在治疗伤害

性疼痛中的用途。在一个实施方案中，递送被设想为通过使用胶囊将分泌的生物活性镍纹

蛋白和/或其同源物递送至受试者。已经在人(SEQ  ID  NO:2)、小鼠(SEQ  ID  NO:5)、和大鼠

(SEQ  ID  NO:8)和各种其他物种中鉴定了镍纹蛋白。

[0156] 人镍纹蛋白作为293个氨基酸的前体存在，其可以经加工，以产生至少一种生物活

性肽。镍纹蛋白在神经系统和眼睛、特别是脑的特定亚区中以高水平表达。小鼠(SEQ  ID 

NO:5)和大鼠(SEQ  ID  NO:8)镍纹蛋白前体由291个氨基酸组成，并且与人镍纹蛋白(SEQ  ID 

NO:2)的序列同一性％分别是80.3和80.2(见图4)。

[0157] 人镍纹蛋白含有23个氨基酸的N末端信号肽序列，其在序列基序ARA‑GY处被切割。

此信号肽切割位点是通过SignalP方法预测到的。小鼠镍纹蛋白的N末端已通过N末端测序

验证( 等人，Characterization  of  Meteorin–An  evolutionary  conserved 

neurotrophic  factor,J  mol  Neurosci  2009年9月；39(1‑2):104‑116)。

[0158] 表1示出了全长人镍纹蛋白与小鼠和大鼠序列之间的序列同一性％。参见在图4a

中的比对。

[0159] 序列 序列同一性％

人 ‑

小鼠 80.3

大鼠 80.2

[0160] 表2示出了在去除N末端信号肽后，人镍纹蛋白与小鼠和大鼠序列之间的序列同一

性％。参见在图4b中的比对。

[0161] 序列 序列同一性％

人 ‑

小鼠 81.9

大鼠 79.6

[0162] 基于完全保守的残基，可以衍生出成熟镍纹蛋白的共有序列(SEQ  ID  NO:11，图

4c)，其中X独立地选自由DNA编码的21种天然存在的氨基酸中的任何一种。在优选的实施方
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案中，变体镍纹蛋白包含共有序列。

[0163] 镍纹蛋白的一个生物功能是在解离的背根神经节(DRG)培养物中诱导神经突生长

的能力，如以下所描述的： 等人 ,Characterization  of  Meteorin–An 

evolutionary  conserved  neurotrophic  factor,J  mol  Neurosci  2009年9月；39(1‑2):

104‑116以及Nishino等人,"Meteorin:a  secreted  protein  that  regulates  glial  cell 

differentiation  and  promotes  axonal  extension",EMBO  J.,23(9):1998‑2008(2004)。

[0164] 由于半胱氨酸的高度保守，预期这些残基在生物活性蛋白的二级和三级结构中起

重要作用。一个或多个半胱氨酸可以参与分子内和/或分子间二硫桥的形成。

[0165] 镍纹蛋白多肽

[0166] 除了全长镍纹蛋白、基本上全长镍纹蛋白和前镍纹蛋白之外，本发明还提供了多

肽的生物活性变体。如果镍纹蛋白多肽或片段展现出如本文所述的天然存在的镍纹蛋白的

生物活性(如是神经营养性的)，则它是有生物活性的。应理解，本发明涉及如本文所定义的

镍纹蛋白。

[0167] 本发明涉及用于在治疗伤害性疼痛的方法中使用的分离的多肽分子，所述多肽包

含选自以下的氨基酸序列：

[0168] a)选自SEQ  ID  NO:3、6和9的氨基酸序列；

[0169] b)选自SEQ  ID  NO:3、6和9的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与所

述SEQ  ID  NO具有至少70％序列同一性；以及

[0170] c)a)或b)中任一个的至少50个连续氨基酸的生物活性片段，其中所述片段与所述

SEQ  ID  NO至少70％相同。

[0171] 在一个实施方案中，本发明涉及选自以下的分离的多肽：

[0172] i)SEQ  ID  NO:2的AA30‑AA288，和在一端或两端具有来自天然序列的一至五个额外

氨基酸的多肽，至多为SEQ  ID  NO:2的AA25‑AA293；

[0173] ii)SEQ  ID  NO:8的AA28‑AA286，和在一端或两端具有来自天然序列的一至五个额外

氨基酸的多肽，至多为SEQ  ID  NO:8的AA23‑AA291；

[0174] iii)SEQ  ID  NO:5的AA31‑AA289，和在一端或两端具有来自天然序列的一至五个额

外氨基酸的多肽，至多为SEQ  ID  NO:5的AA26‑AA294；以及

[0175] iv)所述多肽的变体，其中所选序列中指定的任何氨基酸被改变为不同的氨基酸，

条件是序列中不超过20个氨基酸残基被如此改变。

[0176] 优选的生物活性是能够引发与DRG测定中对于小鼠镍纹蛋白获得的反应(描述于

等人 ,Characterization  of  Meteorin–An  evolutionary  conserved 

neurotrophic  factor,J  mol  Neurosci  2009年9月；39(1‑2):104‑116中)基本相同的反

应。在此测定中，使DRG细胞在全长人镍纹蛋白编码序列(SEQ  ID  NO:3)的存在下生长。与在

DRG测定中基本上相同的反应，旨在表示DRG细胞的神经突生长是在 等人 ,

Characterization  of  Meteorin–An  evolutionary  conserved  neurotrophic  factor,J 

mol  Neurosci  2009年9月；39(1‑2):104‑116中描述的DRG测定中获得的数量的至少20％、

更优选至少30％、更优选至少40％、更优选至少50％、更优选至少60％、更优选至少70％、更

优选至少75％、更优选至少80％、更优选至少85％、更优选至少90％。镍纹蛋白的片段或变

体的生物活性也可以高于天然存在的镍纹蛋白(SEQ  ID  NO:3)的生物活性。
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[0177] 变体可以在氨基酸序列上或在不涉及序列的方面上或在两个方面上不同于天然

存在的镍纹蛋白。当天然存在的镍纹蛋白中的一个或多个氨基酸被不同的天然氨基酸、氨

基酸衍生物或非天然氨基酸取代时，产生氨基酸序列的变体(“序列变体”)。特别优选的变

体包括天然存在的镍纹蛋白或天然存在的镍纹蛋白的生物活性片段，后者的序列与野生型

序列相差一个或多个保守和/或半保守氨基酸取代，其通常对蛋白质或肽的二级和三级结

构以及疏水性质具有最小的影响。变体还可以具有因一个或多个不消除镍纹蛋白生物活性

的非保守氨基酸取代、缺失或插入而不同的序列。图4中的Clustal  W比对可以用于预测哪

些氨基酸残基可以被取代而基本上不影响蛋白质的生物活性。在优选的实施方案中，变体

镍纹蛋白序列包含具有SEQ  ID  NO:11的共有序列。

[0178] 下组(Clustal  W，“强”保守组)内的取代在本发明的含义内被视为保守取代：

[0179] ‑S、T、A；N、E、Q、K；N、H、Q、K；N、D、E、Q；Q、H、R、K；M、I、L、V；M、I、L、F；H、Y；F、Y、W。

[0180] 下组(Clustal  W，“弱”保守组)内的取代在本发明的含义内被视为半保守取代：

[0181] ‑C、S、A；A、T、V；S、A、G；S、T、N、K；S、T、P、A；S、G、N、D；S、N、D、E、Q、K；N、D、E、Q、H、K；N、

E、Q、H、R、K；V、L、I、M；H、F、Y。

[0182] 本发明内的其他变体是具有增加肽稳定性的修饰的变体。此类变体可以在肽序列

中含有例如一个或多个非肽键(其替代肽键)。还包括：包括除天然存在的L‑氨基酸之外的

残基(如D‑氨基酸或非天然存在的或合成的氨基酸(如β或 γ 氨基酸))的变体和环状变体。

将D‑氨基酸而不是L‑氨基酸掺入多肽中可以增加其对蛋白酶的抗性。参见例如，US  5,219,

990。本发明特别包括剪接变体。

[0183] 当不能确定地预测给定取代的结果时，可以根据本文公开的方法容易地测定衍生

物以确定神经营养活性的存在或不存在，优选地使用如 等人,Characterization 

of  meteorin‑An  evolutionary  conserved  neurotrophic  factor,J  mol  Neurosci  2009

年9月；39(1‑2):104‑116所描述的DRG测定。

[0184] 在一个实施方案中，多肽是选自SEQ  ID  NO:3、6和9的序列的天然存在的等位基因

变体。此多肽可以包含与选自SEQ  ID  NO:1、4和7的核酸序列相差单个核苷酸的核酸序列翻

译的氨基酸序列。

[0185] 在一个实施方案中，如本文所述的变体多肽包括这样的多肽，其中改变所选序列

中指定的任何氨基酸以提供保守取代。

[0186] 在一个实施方案中，在本发明的范围内的变体包括具有与人、鼠或大鼠镍纹蛋白

(SEQ  ID  NO:3、6和9)具有至少70％同一性的氨基酸序列的蛋白质和肽。更优选地，序列同

一性为至少75％，更优选至少80％，更优选至少85％，更优选至少90％，更优选至少95％，更

优选至少98％。

[0187] 在优选的实施方案中，参考人镍纹蛋白多肽(SEQ  ID  NO:3)确定变体镍纹蛋白的

序列同一性。

[0188] 在一个实施方案中，变体包括包含与SEQ  ID  NO:3具有至少70％、更优选至少

75％、更优选至少80％、更优选至少85％、更优选至少90％、更优选至少95％、更优选至少

98％序列同一性的氨基酸序列的蛋白质。

[0189] 在一个实施方案中，优选变体包括包含与SEQ  ID  NO:6具有至少70％、更优选至少

75％、更优选至少80％、更优选至少85％、更优选至少90％、更优选至少95％、更优选至少
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98％序列同一性的氨基酸序列的蛋白质。

[0190] 在一个实施方案中，优选变体包括包含与SEQ  ID  NO:9具有至少70％、更优选至少

75％、更优选至少80％、更优选至少85％、更优选至少90％、更优选至少95％、更优选至少

98％序列同一性的氨基酸序列的蛋白质。

[0191] 神经营养性多肽优选与SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列具有至少85％、更优选至少

90％、更优选至少95％、更优选至少98％序列同一性。

[0192] 在一个实施方案中，神经营养性多肽包含SEQ  ID  NO:11的共有序列。

[0193] 优选地，神经营养性多肽在相对于SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的位置7、28、59、95、

148、151、161、219、243和265处具有半胱氨酸残基。

[0194] 在一个实施方案中，镍纹蛋白的优选变体包括包含50‑270个氨基酸、更优选75‑

270个氨基酸、更优选90‑270个氨基酸、更优选100‑270个氨基酸、更优选125‑270个氨基酸、

更优选150‑270个氨基酸、更优选175‑270个氨基酸、更优选200‑270个氨基酸、更优选225‑

270个氨基酸、更优选250‑270个氨基酸的蛋白质。

[0195] 在一个实施方案中，在相应位置处的变体镍纹蛋白包含在图4中标记为完全保守

的残基(*)，更优选地，变体镍纹蛋白还在相应位置处包含在图4中标记为强保守的残基(：

强保守的组包括：S、T、A；N、E、Q、K；N、H、Q、K；N、D、E、Q；Q、H、R、K；M、I、L、V；M、I、L、F；H、Y；F、Y、

W)，更优选变体镍纹蛋白还在相应位置处包含在图4中标记为不太保守的残基(不太保守的

组包括：C、S、A；A、T、V；S、A、G；S、T、N、K；S、T、P、A；S、G、N、D；S、N、D、E、Q、K；N、D、E、Q、H、K；N、E、

Q、H、R、K；V、L、I、M；H、F、Y)。特别地，设想了保守的半胱氨酸必须位于变体镍纹蛋白中的相

应位置处。因此，在一个实施方案中，变体镍纹蛋白序列在相对于SEQ  ID  NO:3的氨基酸序

列的位置7、28、59、95、148、151、161、219、243和265处具有半胱氨酸残基。

[0196] 在一个实施方案中，用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽包含SEQ  ID 

NO:11的共有序列。

[0197] 在一个实施方案中，用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽在相对于SEQ 

ID  NO:3的氨基酸序列的位置7、28、59、95、148、151、161、219、243和265处具有半胱氨酸残

基。

[0198] 在一个实施方案中，用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽是变体多肽，

其中任何氨基酸取代是保守取代。

[0199] 在一个实施方案中，用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽能够形成至

少一个分子内二硫桥。

[0200] 在一个实施方案中，所述多肽用于在治疗和/或预防受试者(如哺乳动物，优选灵

长类动物，更优选人)的伤害性疼痛中使用。

[0201] 在一个实施方案中，将用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽通过全身

施用(如通过肠胃外注射，优选皮下注射或鞘内注射)来施用。

[0202] 在一个实施方案中，将用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽以1μg/kg‑
10,000μg/kg、如1μg/kg‑7,500μg/kg、如1μg/kg‑5,000μg/kg、如1μg/kg‑2,000μg/kg、如1μ
g/kg‑1,000μg/kg、如1μg/kg‑700μg/kg、如5μg/kg‑500μg/kg、如10μg/kg至100μg/kg身体的

剂量来施用。

[0203] 在一个实施方案中，将用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的多肽每周施用
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至少1‑3次，如每周2‑5次，如每周3‑6次。在另一个实施方案中，每天施用多肽。在另一个实

施方案中，每日施用多肽。

[0204] 在一个实施方案中，所述多肽用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用，在伤害性

疼痛的症状发作后开始所述多肽的施用。

[0205] 在一个实施方案中，编码的多肽包含SEQ  ID  NO:11的共有序列。所述共有序列包

含如图4c所示出的在人、小鼠和大鼠中保守的氨基酸残基。优选地，神经营养性多肽在相对

于SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的位置7、28、59、95、148、151、161、219、243和265处具有半胱

氨酸残基。

[0206] 非序列修饰可以包括例如天然存在的镍纹蛋白的部分的体内或体外化学衍生化，

以及乙酰化、甲基化、磷酸化、羧化、PEG化或糖基化。正如可以替代蛋白质的取代基一样，也

可以用特征在于特征类似的基团取代与蛋白质结合的官能团。此类修饰不改变一级序列。

这些最初将是保守的，即替代基团将具有与原始基团大致相同的大小、形状、疏水性和电

荷。

[0207] 给定多肽中的许多氨基酸(包括末端氨基酸)可以通过天然过程(如糖基化和其他

翻译后修饰)或通过本领域熟知的化学修饰技术进行修饰。举几个例子，可以存在于本发明

的多肽中的已知修饰包括乙酰化、酰化、ADP‑核糖基化、酰胺化、黄素的共价附接、血红素部

分的共价附接、多核苷酸或多核苷酸衍生物的共价附接、脂质或脂质衍生物的共价附接、磷

脂酰肌醇的共价附接、交联、环化、二硫键形成、去甲基化、共价交联的形成、半胱氨酸的形

成、焦谷氨酸的形成、甲酰化、γ ‑羧化、糖化、糖基化、GPI锚形成、羟基化、碘化、甲基化、豆

蔻酰化、氧化、蛋白水解加工、磷酸化、异戊二烯化、外消旋化、硒化(selenoylation)、硫酸

化、转移RNA介导的向蛋白质添加氨基酸(如精氨酸化)和泛素化。

[0208] 此类修饰是技术人员熟知的，并且已经在科学文献中详细描述。几种特别常见的

修饰(例如，糖基化、脂质附接、硫酸化、谷氨酸残基的 γ ‑羧化、羟基化和ADP‑核糖基化)在

大多数基础文本(例如I.E.Creighton,Proteins‑Structure  and  Molecular  Properties,

第2版,W.H.Freeman  and  Company,New  York,1993)中有描述。有许多关于此主题的详细综

述，例如由以下提供的那些：Wold ,F .,Posttranslational  Covalent  Modification  of 

Proteins,B.C.Johnson编辑,Academic  Press,New  York,第1‑12页,1983；Seifter等人,

Meth.Enzymol.182:626‑646,1990和Rattan等人,Protein  Synthesis:Posttranslational 

Modifications  and  Aging,Ann.N.Y.Acad.Sci.663:48‑62,1992。

[0209] 此外，蛋白质可以包含蛋白质标签以允许随后纯化，并且任选地使用内肽酶去除

标签。标签还可以包含蛋白酶切割位点以促进随后的标签去除。亲和标签的非限制性例子

包括多组氨酸标签、GST标签、HA标签、Flag标签、C‑myc标签、HSV标签、V5标签、麦芽糖结合

蛋白标签、纤维素结合结构域标签。优选地，对于产生和纯化，标签是多组氨酸标签。优选

地，标签在蛋白质的C末端部分。

[0210] 也可以替代镍纹蛋白的天然信号序列，以便在其他哺乳动物细胞类型中的重组产

生中增加蛋白质的分泌。

[0211] 修饰可以发生在多肽的任何地方，包括肽骨架、氨基酸侧链和氨基或羧基末端。实

际上，通过共价修饰封闭多肽中的氨基或羧基或两者在天然存在的和合成的多肽中是常见

的，并且此类修饰也可以存在于本发明的多肽中。
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[0212] 在多肽中发生的修饰通常将随其制备方式变化。例如，对于通过在宿主中表达克

隆基因制备的多肽，修饰的性质和程度在很大程度上将由宿主细胞的翻译后修饰能力和多

肽氨基酸序列中存在的修饰信号决定。例如，在细菌宿主(如大肠杆菌(E.coli))中通常不

发生糖基化。因此，当需要糖基化时，多肽应当在糖基化宿主(通常是真核细胞)中表达。昆

虫细胞通常进行与哺乳动物细胞相同的翻译后糖基化，并且由于这个原因，已经开发了昆

虫细胞表达系统以有效地表达尤其具有天然糖基化模式的哺乳动物蛋白。类似的考虑适用

于其他修饰。

[0213] 将理解，相同类型的修饰可以以相同或不同的程度存在于给定多肽中的几个位点

处。此外，给定多肽可以含有许多类型的修饰。

[0214] 通常，如本文所用，术语多肽包含所有此类修饰，特别是存在于通过在宿主细胞中

表达多核苷酸而合成的多肽中的修饰。

[0215] 镍纹蛋白核苷酸序列

[0216] 本发明提供了编码镍纹蛋白的基因组DNA和cDNA(包括例如人cDNA核苷酸序列

(SEQ  ID  NO:1和10)、小鼠cDNA序列(SEQ  ID  NO:4)和大鼠cDNA序列(SEQ  ID  NO:7))的医学

用途。

[0217] 这些序列的变体也被包括在本发明的范围内。

[0218] 本发明涉及用于在治疗和/或预防伤害性疼痛的方法中使用的分离的核酸分子，

所述核酸分子包含编码多肽的核酸序列，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0219] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；

[0220] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性；以及

[0221] iii .i)或ii)的至少50个连续氨基酸的生物活性片段，其中所述片段与SEQ  ID 

NO:3至少70％相同。

[0222] 在一个方面，本发明涉及用于在治疗和/或预防受试者的伤害性疼痛中使用的分

离的核酸分子。

[0223] 在一个实施方案中，分离的核酸分子包含编码包含选自以下的氨基酸序列的多肽

的核酸序列：

[0224] a.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；

[0225] b.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:3

具有至少70％序列同一性。

[0226] 在一个实施方案中，本发明涉及用于在治疗和/或预防伤害性疼痛的方法中使用

的编码多肽的分离的核酸分子，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0227] i)SEQ  ID  NO:2的AA30‑AA288，和在一端或两端具有来自天然序列的一至五个额外

氨基酸的多肽，至多为SEQ  ID  NO:2的AA25‑AA293；

[0228] ii)SEQ  ID  NO:8的AA28‑AA286，和在一端或两端具有来自天然序列的一至五个额外

氨基酸的多肽，至多为SEQ  ID  NO:8的AA23‑AA291；

[0229] iii)SEQ  ID  NO:5的AA31‑AA289，和在一端或两端具有来自天然序列的一至五个额

外氨基酸的多肽，至多为SEQ  ID  NO:5的AA26‑AA294；以及

[0230] iv)所述多肽的变体，其中所选序列中指定的任何氨基酸被改变为不同的氨基酸，
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条件是序列中不超过20个氨基酸残基被如此改变。

[0231] 核酸分子可以包含天然存在的等位基因核酸变体的核苷酸序列。

[0232] 本发明的核酸分子可以编码变体多肽，其中变体多肽具有天然存在的多肽变体的

多肽序列。

[0233] 在一个实施方案中，核酸分子与选自SEQ  ID  NO:1、4、7和10的核酸序列相差单个

核苷酸。

[0234] 优选地，所编码的多肽与选自SEQ  ID  NO:3的序列具有至少60％序列同一性，优选

至少65％序列同一性，更优选至少70％序列同一性，更优选75％序列同一性，更优选至少

80％序列同一性，更优选至少85％序列同一性，更优选至少90％序列同一性，更优选至少

95％序列同一性，更优选至少98％序列同一性，更优选地，其中多肽具有选自所述SEQ  ID 

NO的序列。所述序列构成人镍纹蛋白。

[0235] 在优选的实施方案中，所编码的多肽包含具有SEQ  ID  NO:11的共有序列。

[0236] 在优选的实施方案中，所编码的多肽与SEQ  ID  NO:3具有至少70％、更优选至少

75％、更优选至少80％、更优选至少95％、更优选98％序列同一性，更优选地其中所述多肽

具有SEQ  ID  NO:3的序列。

[0237] 在一个方面，核酸分子包含选自以下的核苷酸序列：

[0238] a)选自SEQ  ID  NO:1、4、7和10的核苷酸序列；

[0239] b)与选自SEQ  ID  NO:1、4、7和10的核苷酸序列具有至少70％序列同一性的核苷酸

序列；以及

[0240] c)选自SEQ  ID  NO:1、4、7和10的序列的至少150个连续核苷酸的核酸序列。

[0241] 在一个实施方案中，本发明的分离的多核苷酸与作为SEQ  ID  NO:1呈现的多核苷

酸序列具有至少60％、更优选至少65％、更优选至少70％、更优选至少75％、更优选至少

80％、优选至少85％、更优选至少90％、更优选至少95％、更优选至少98％序列同一性。

[0242] 在一个优选的实施方案中，本发明的分离的多核苷酸与作为SEQ  ID  NO:10呈现的

多核苷酸序列具有至少50％、优选至少60％、更优选至少70％、更优选至少75％、更优选至

少80％、优选至少85％、更优选至少90％、更优选至少95％、更优选至少98％序列同一性。

[0243] 在一个实施方案中，本发明的优选的分离的多核苷酸变体包含150‑900个核酸，更

优选175‑900个核酸，更优选200‑900个核酸，更优选225‑900个核酸，更优选250‑900个核

酸，更优选300‑900个核酸，更优选350‑900个核酸，更优选400‑900个核酸，更优选450‑900

个核酸，更优选500‑900个核酸，更优选550‑900个核酸，更优选600‑900个核酸，更优选650‑

900个核酸，更优选700‑900个核酸，更优选750‑900个核酸，更优选800‑900个核酸，更优选

850‑900个核酸。

[0244] 一组优选的分离的多核苷酸包括SEQ  ID  NO:1和10，它们是人镍纹蛋白cDNA序列。

通常，cDNA序列比基因组序列短得多，更容易插入适当的表达载体中，并且在体内或离体转

导/转染到生产细胞或人细胞中。

[0245] 此外，本发明的核苷酸序列包括作为这些序列的衍生物的序列。本发明还包括载

体、脂质体和其他载体媒介物，其包含这些序列之一或这些序列之一的衍生物。本发明还包

括从镍纹蛋白cDNA、优选人镍纹蛋白cDNA转录和翻译的蛋白质，包括但不限于人镍纹蛋白

以及衍生物和变体。
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[0246] 还设想了用于在所选宿主细胞中增强表达的密码子优化的核酸分子，所述宿主细

胞包括但不限于大肠杆菌、酵母物种、中国仓鼠、幼仓鼠、昆虫、真菌和人。

[0247] 可以通过现有技术的诱变方法制备变体核酸。还设想了用于将来自人的编码序列

与小鼠、大鼠或黑猩猩的编码序列进行改组的方法。

[0248] 通过将存在于人镍纹蛋白中的氨基酸与存在于小鼠或大鼠镍纹蛋白中的氨基酸

在相应位置处交换制备变体核酸，如果此氨基酸与存在于人镍纹蛋白中的氨基酸不同的

话。

[0249] 病毒载体

[0250] 宽泛地讲，基因疗法寻求将新的遗传材料转移到患者的细胞中，从而对患者产生

治疗益处。此类益处包括治疗或预防广泛范围的疾病、障碍和其他病症。

[0251] 离体基因疗法方法涉及修饰分离的细胞(包括但不限于干细胞、神经和胶质前体

细胞以及胎儿干细胞)，然后将其输注、移植(grafted)或以其他方式移植(transplanted)

到患者中。参见，例如，美国专利号4,868,116、5,399,346和5,460,959。体内基因疗法寻求

在体内直接靶向宿主患者组织。

[0252] 可用作基因转移载体的病毒包括乳多空病毒、腺病毒、痘苗病毒、腺相关病毒、疱

疹病毒和逆转录病毒。合适的逆转录病毒包括HIV、SIV、FIV、EIAV、MoMLV。又一组合适的逆

转录病毒包括HIV、SIV、FIV、EAIV、CIV。另一组优选的病毒载体包括甲病毒、腺病毒、腺相关

病毒、杆状病毒、HSV、冠状病毒、牛乳头瘤病毒、Mo‑MLV，优选腺相关病毒。

[0253] 用于治疗神经系统障碍的优选病毒是慢病毒和腺相关病毒。这两种类型的病毒都

可以在不进行细胞分裂的情况下整合到基因组中，并且这两种类型都已经在神经系统、特

别是中枢神经系统的适应证的临床前动物研究中进行了测试。

[0254] 本领域(例如，US  5,677,158)描述了用于制备AAV的方法。US  6,309,634和US  6,

683,058描述了将AAV递送至中枢神经系统的例子。

[0255] 优选地，慢病毒载体是复制缺陷型慢病毒颗粒。这种慢病毒颗粒可以由慢病毒载

体产生，所述慢病毒载体包含5'慢病毒LTR、tRNA结合位点、包装信号、可操作地连接至编码

所述融合蛋白的多核苷酸信号的启动子、第二链DNA合成的起点和3'慢病毒LTR。用于制备

慢病毒并将其体内施用至神经细胞的方法描述于US20020037281(用于使用慢病毒载体转

导神经细胞的方法(Methods  for  transducing  neural  cells  using  lentiviral 

vectors))中。

[0256] 逆转录病毒载体是人临床试验中最常用的载体，因为它们携带7‑8kb，并且因为它

们具有感染细胞和使其遗传材料高效地、稳定地整合到宿主细胞中的能力。参见例如，WO 

95/30761；WO  95/24929。肿瘤病毒亚科(Oncovirinae)需要至少一轮靶细胞增殖，用于将外

源核酸序列转移和整合到患者中。逆转录病毒载体随机整合到患者的基因组中。逆转录病

毒可以用于靶向神经系统的干细胞，因为在神经系统(特别是CNS)的其他细胞中很少发生

细胞分裂。

[0257] 已经描述了三种类别的逆转录病毒颗粒；同向性的，其可以有效地感染鼠细胞；和

兼向性的，其可以感染许多物种的细胞。第三类别包括异向性逆转录病毒，其可以感染与产

生病毒的物种不同的另一种物种的细胞。它们仅整合到分裂细胞的基因组中的能力已经使

得逆转录病毒在发育研究中标记细胞谱系以及将治疗性或自杀基因递送至癌症或肿瘤方
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面具有吸引力。

[0258] 为了在人患者中使用，逆转录病毒载体必须是复制缺陷型的。这防止在靶组织中

进一步产生感染性逆转录病毒颗粒—相反，复制缺陷型载体变为稳定掺入靶细胞基因组中

的“俘虏(captive)”转基因。通常，在复制缺陷型载体中，gag、env和pol基因已经被缺失(连

同大部分剩余的病毒基因组)。插入异源DNA代替缺失的病毒基因。异源基因可以在内源异

源启动子、在靶细胞中有活性的另一种异源启动子或逆转录病毒5'LTR(病毒LTR在多种组

织中有活性)的控制下。通常，逆转录病毒载体具有约7‑8kb的转基因能力。

[0259] 复制缺陷型逆转录病毒载体需要从例如工程化包装细胞系提供反式复制和组装

所必需的病毒蛋白。重要的是，包装细胞不释放有复制能力的病毒和/或辅助病毒。这已经

通过从缺乏ψ信号的RNA表达病毒蛋白并且从单独的转录单元表达gag/pol基因和env基因

来实现。此外，在一些2代和3代逆转录病毒中，5’LTR已经被控制这些基因的表达的非病毒

启动子替代，并且3'启动子已经被最小化以仅含有近端启动子。这些设计使导致产生有复

制能力的载体或辅助病毒的重组的可能性最小化。

[0260] 表达载体

[0261] 用以重组表达用于在本发明中使用的镍纹蛋白多肽的载体的构建可以使用不需

要对本领域普通技术人员进行详细解释的常规技术来完成。然而，对于综述，普通技术人员

可不妨查阅Maniatis等人 ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual ,Cold  Spring 

Harbor  Laboratory,(NY  1982)。表达载体可以用于产生用以重组产生用于医学用途的镍

纹蛋白多肽的生产细胞，以及用于产生分泌用于裸或包封疗法的镍纹蛋白多肽的治疗性细

胞。

[0262] 简而言之，重组表达载体的构建采用标准连接技术。为了进行分析以确认构建的

载体中的正确序列，使用例如Messing等人的方法(Nucleic  Acids  Res .,9:309‑,1981)、

Maxam等人的方法(Methods  in  Enzymology,65:499,1980)、或本领域技术人员已知的其他

合适方法对基因进行测序。

[0263] 使用常规凝胶电泳进行切割片段的大小分离，如例如由Maniatis等人(Molecular 

Cloning,第133‑134页,1982)所描述的。

[0264] 为了产生有效的表达载体，这些应当含有以正确的阅读框表达编码基因所必需的

调节序列。在转录、翻译或翻译后水平上控制基因的表达。转录起始是基因表达的早期且关

键的事件。这取决于启动子和增强子序列，并且受到与这些序列相互作用的特定细胞因子

的影响。许多基因的转录单元由启动子以及(在一些情况下)增强子或调节子元件组成

(Banerji等人 ,Cell  27:299(1981)；Corden等人 ,Science  209:1406(1980)；以及

Breathnach和Chambon,Ann.Rev.Biochem.50:349(1981))。对于逆转录病毒，参与逆转录病

毒基因组复制的控制元件位于长末端重复序列(LTR)中(Weiss等人编辑,The  molecular 

biology  of  tumor  viruses:RNA  tumor  viruses,Cold  Spring  Harbor  Laboratory,(NY 

1982))。莫洛尼鼠白血病病毒(MLV)和劳斯肉瘤病毒(RSV)LTR含有启动子和增强子序列

(Jolly等人 ,Nucleic  Acids  Res .11:1855(1983)；Capecchi等人 ,Enhancer  and 

eukaryotic  gene  expression,Gulzman和Shenk编辑,第101‑102页,Cold  Spring  Harbor 

Laboratories(NY  1991)。其他强效启动子包括衍生自巨细胞病毒(CMV)的启动子和其他野

生型病毒启动子。
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[0265] 还已经描述了许多非病毒启动子的启动子和增强子区域(Schmidt等人，Nature 

314:285(1985)；Rossi和deCrombrugghe ,Proc .Natl .Acad .Sci .USA  84:5590‑5594

(1987))。用于维持和增加转基因在静止期细胞中的表达的方法包括使用包括以下在内的

启动子：I型胶原(1和2)(Prockop和Kivirikko ,N .Eng .J .Med .311:376(1984)；Smith和

Niles,Biochem.19:1820(1980)；de  Wet等人,J.Biol.Chem.,258:14385(1983))、SV40和

LTR启动子。

[0266] 根据本发明的一个实施方案，启动子是选自以下的组成型启动子：泛素启动子、

CMV启动子、JeT启动子(US  6,555,674)、SV40启动子、延伸因子1α启动子(EF1‑α)、RSV、CAG。
诱导型/阻遏型启动子的例子包括：Tet‑On、Tet‑Off、雷帕霉素诱导型启动子、Mx1、Mo‑MLV‑

LTR、孕酮、RU486。

[0267] 一组优选的启动子包括CAG、CMV、人UbiC、JeT、SV40、RSV、Tet调控型启动子、Mo‑

MLV‑LTR、Mx1、Mt1和EF‑1α。
[0268] 除了使用病毒和非病毒启动子驱动转基因表达之外，增强子序列也可以用于增加

转基因表达的水平。增强子不仅可以增加其天然基因的转录活性，而且可以增加一些外来

基因的转录活性(Armelor,Proc.Natl.Acad.Sci.USA  70:2702(1973))。例如，在本发明中，

胶原增强子序列可以与胶原启动子2(I)一起使用以增加转基因表达。此外，在SV40病毒中

发现的增强子元件可以用于增加转基因表达。此增强子序列由如由 G russ等人 ,

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  78:943(1981)、Benoist和Chambon,Nature  290:304(1981)以及

Fromm和Berg ,J.Mol.Appl.Genetics,1:457(1982)所描述的72个碱基对重复组成，将这些

文献全部通过引用并入本文。当此重复序列与各种启动子串联存在时，它可以增加许多不

同病毒和细胞基因的转录(Moreau等人,Nucleic  Acids  Res.9:6047(1981))。

[0269] 其他表达增强序列包括但不限于土拨鼠肝炎病毒转录后调节元件、WPRE、SP163、

CMV增强子和鸡[β]‑珠蛋白绝缘子或其他绝缘子。

[0270] 在一个方面，本发明涉及用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的载体。

[0271] 在一个实施方案中，用于在治疗和/或预防受试者的伤害性疼痛中使用的载体包

含编码如本文定义的多肽的多核苷酸。

[0272] 在另一个实施方案中，载体还包含可操作地连接至核酸分子的启动子。

[0273] 在一个实施方案中，用于在治疗和/或预防伤害性疼痛中使用的载体选自甲病毒、

腺病毒、腺相关病毒、杆状病毒、HSV、冠状病毒、牛乳头瘤病毒和Mo‑MLV，优选腺相关病毒。

[0274] 细胞系

[0275] 在一个方面，本发明涉及用根据本发明的载体遗传修饰的分离的宿主细胞。

[0276] 本发明还涉及适合于经由裸细胞或包封细胞生物递送镍纹蛋白的细胞，其被遗传

修饰以过表达镍纹蛋白，并且可以移植至患者，以局部递送生物活性镍纹蛋白多肽。此类细

胞可以被宽泛地称为治疗性细胞。

[0277] 对于离体基因疗法，优选组的细胞包括神经元细胞、神经元前体细胞、神经元祖细

胞、神经元干细胞、人胶质干细胞、人前体细胞、干细胞和胎儿细胞。

[0278] 对于包封，优选的细胞包括视网膜色素上皮细胞，包括ARPE‑19细胞；人永生化成

纤维细胞；和人永生化星形胶质细胞。

[0279] ARPE‑19细胞系是用于基于包封细胞的递送技术的优异的平台细胞系，并且还可
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用于基于未包封细胞的递送技术。ARPE‑19细胞系是稳健的(即，细胞系在严格条件(如植入

中枢神经系统或眼内环境中)下可以存活)。ARPE‑19细胞可以被遗传修饰以分泌有治疗意

义的物质。ARPE‑19细胞具有相对较长的寿命。ARPE‑19细胞是人起源的。此外，包封的ARPE‑

19细胞具有良好的体内装置活力。ARPE‑19细胞可以递送有效量的生长因子。ARPE‑19细胞

引发可忽略的宿主免疫反应。此外，ARPE‑19细胞是非致瘤性的。用于培养和包封ARPE‑19细

胞的方法描述于US  6,361,771中。

[0280] 在另一个实施方案中，治疗性细胞系选自：人成纤维细胞细胞系、人星形胶质细胞

细胞系、人中脑细胞系和人内皮细胞系，优选地用TERT、SV40T或vmyc永生化。

[0281] 细胞外基质

[0282] 本发明进一步包括在植入哺乳动物神经系统前，在细胞外基质上体外培养产生镍

纹蛋白的细胞。在植入前细胞对微载体的预粘附旨在增强移植细胞的长期活力，并且提供

长期功能益处。

[0283] 可以构成细胞外基质的材料包括在体外孵育后细胞粘附至其上的那些材料和细

胞可以在其上生长的那些材料，以及可以植入哺乳动物体内而不产生会破坏植入细胞或以

其他方式干扰它们的生物或治疗活性的毒性反应或炎症反应的那些材料。此类材料可以是

合成的或天然的化学物质，或者具有生物起源的物质。

[0284] 基质材料包括但不限于玻璃和其他硅氧化物、聚苯乙烯、聚丙烯、聚乙烯、聚偏氟

乙烯、聚氨酯、聚海藻酸酯、聚砜、聚乙烯醇、丙烯腈聚合物、聚丙烯酰胺、聚碳酸酯、聚戊烯、

尼龙、淀粉酶、天然和改性明胶以及天然和改性胶原、天然和改性多糖(包括右旋糖酐和纤

维素(例如，硝酸纤维素))、琼脂以及磁铁矿。可以使用可再吸收的或不可再吸收的材料。还

预期的是本领域熟知的细胞外基质材料。细胞外基质材料可以商购获得，或者通过以下方

式来制备：使分泌这种基质的细胞生长，去除分泌细胞，并且允许待移植的细胞与基质相互

作用并粘附至基质。待植入的细胞在其上生长或细胞与其混合的基质材料可以是RPE细胞

的固有产物。因此，例如，基质材料可以是细胞外基质或基底膜材料，其由待植入的RPE细胞

产生和分泌。

[0285] 为了改善细胞粘附、存活和功能，固体基质可以任选地在其外表面上涂覆有本领

域已知的促进细胞粘附、生长或存活的因子。此类因子包括细胞粘附分子、细胞外基质(例

如纤连蛋白、层粘连蛋白、胶原蛋白、弹性蛋白、糖胺聚糖或蛋白聚糖)或生长因子。

[0286] 可替代地，如果植入细胞附接至其上的固体基质是由多孔材料构建的，则可以将

一种或多种生长或存活促进因子掺入基质材料中，在体内植入后它们将从其中缓慢释放。

[0287] 支持物的构造优选地是球形的(如呈珠状)，但是可以是圆柱形的、椭圆形的、扁平

的片状或条状、针或销形等。支持基质的优选形式是玻璃珠。另一种优选的珠是聚苯乙烯

珠。

[0288] 珠大小的直径的范围可以为约10μm至1mm，优选约90μm至约150μm。关于各种微载

体珠的描述，参见例如isher  Biotech  Source  87‑88,Fisher  Scientific  Co.,1987,第

72‑75页；Sigma  Cell  Culture  Catalog,Sigma  Chemical  Co.,St,Louis,1991,第162‑163

页；Ventrex  Product  Catalog,Ventrex  Laboratories,1989；将这些参考文献通过引用特

此并入。珠大小的上限可以由珠对不期望的宿主反应的刺激来决定，不期望的宿主反应可

能干扰移植细胞的功能或对周围组织造成损伤。珠大小的上限也可以由施用方法决定。此
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类限制是本领域技术人员容易确定的。

[0289] 实施例

[0290] 实施例1：用重组小鼠镍纹蛋白重复治疗完全逆转了患有CFA炎性痛觉过敏的小鼠

的机械性疼痛

[0291] 材料与方法：

[0292] 将成年雌性C57BL/6JRj小鼠分为三组；(i)完全弗氏佐剂(CFA)+媒介物(杜尔贝科

PBS(Dulbecco’s  PBS))，(ii)CFA+重组小鼠镍纹蛋白(1.8mg/kg)，(iii)用于暴露分析的无

处理附属者(satellite)。如图1所示，使用胰岛素注射器(30G)每隔一天(D1、D3、D5、D7和

D9)皮下(s.c)注射施用媒介物或重组小鼠镍纹蛋白(实线箭头)。在异氟烷麻醉(4％，4ml/

min  O2用于诱导；然后2％，2ml/min  O2用于维持)下皮下注射CFA(20μl；虚线箭头)。所有小

鼠快速恢复，并且通常在去除麻醉后5‑10分钟内活跃。没有提供术后镇痛来帮助促进CFA诱

导的敏化作用的全面发生。对于行为测试，在开始实验之前，使CFA小鼠熟悉15‑30min透明

的丙烯酸行为室。使用校准的冯弗雷细丝在基线处测试缩爪阈值(PWT)，然后常规地进行测

试，直至第14‑15天，作为机械性伤害性痛觉过敏的替代标记物。在注射CFA之前使用数字测

微器从爪最厚部分的腹面到背面测量爪厚度，然后常规地测量，作为炎性水肿/负荷的指

标。在整个研究持续时间中常规地测量体重，作为一般健康的替代标记物。所有测试都是在

实验者对治疗不知情的情况下进行的。使用混合效应方差分析进行组间统计学分析。所有

数据均表示为平均值±SEM，P<0.05被认为是显著的。

[0293] 结果：

[0294] 在第5天，所有注射CFA的小鼠都产生了稳健的后爪机械性伤害性痛觉过敏，如图

2a所示。第一次注射1.8mg/kg重组小鼠镍纹蛋白(实线，黑色圆圈)后四天，在第9天观察到

PWT增加(P<0.01)。随着持续间歇施用重组小鼠镍纹蛋白，PWT分别在第11、13和15天维持增

加。图2b清楚地显示，CFA注射导致爪宽度的几乎2倍增加，表明存在完全不受重组小鼠镍纹

蛋白治疗影响的大量炎性水肿。最后，用重组小鼠镍纹蛋白治疗的CFA小鼠的体重与用媒介

物处理的CFA小鼠几乎相同(图2c)，表明小鼠的一般健康不受治疗的影响。

[0295] 结论：

[0296] 在开始给药后数天内，通过重复皮下注射重组小鼠镍纹蛋白的治疗完全逆转了

CFA诱导的炎性痛觉过敏。在整个实验持续时间中保持了这种逆转，表明使用重组小鼠镍纹

蛋白不会发生镇痛耐受性。重组小鼠镍纹蛋白对炎症负荷没有影响，表明它本身不具有直

接的抗炎机制，而对体重没有影响表明重组小鼠镍纹蛋白小鼠的一般健康得到了维持。

[0297] 实施例2：采用重组小鼠镍纹蛋白的急性治疗逆转机械性疼痛，类似于重复治疗患

有CFA炎性痛觉过敏的小鼠

[0298] 材料与方法：

[0299] 将成年雌性C57BL/6JRj小鼠分为四组；(i)CFA+媒介物(ii)CFA+1次注射镍纹蛋白

(iii)CFA+2次注射重组小鼠镍纹蛋白(iv)CFA+3次注射重组小鼠镍纹蛋白。使用胰岛素注

射器(30G)每隔一天(D3、D5和D9；实线箭头)皮下(s.c)注射施用媒介物或重组小鼠镍纹蛋

白。在异氟烷麻醉(4％，4ml/min  O2用于诱导；然后2％，2ml/min  O2用于维持)下皮下注射

CFA(20μl)。所有小鼠快速恢复，并且通常在去除麻醉后5‑10分钟内活跃。没有提供术后镇

痛来帮助促进CFA诱导的敏化作用的全面发生。对于行为测试，在开始实验之前，使CFA小鼠
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熟悉15‑30min透明的丙烯酸行为室。使用校准的冯弗雷细丝在基线处测试缩爪阈值(PWT)，

然后常规地进行测试，直至第14‑15天，作为机械性伤害性痛觉过敏的替代标记物。所有测

试都是在实验者对治疗不知情的情况下进行的。使用混合效应方差分析进行组间统计学分

析。所有数据均表示为平均值±SEM，P<0.05被认为是显著的。

[0300] 结果：

[0301] 如图3a所示，在第3天，所有小鼠都发生了由CFA注射处理诱导的稳健的后爪机械

性伤害性痛觉过敏。第一次注射1.8mg/kg重组小鼠镍纹蛋白(实线黑色圆圈)后四天，在第7

天观察到PWT增加(P<0.01)。在已接受2或3次重组小鼠镍纹蛋白注射的CFA小鼠中还观察到

在第9天PWT的类似增加。随着持续间歇施用，PWT分别在第11、13和14天维持增加。在第14‑

15天实验结束时，将部分μ‑阿片受体激动剂丁丙诺啡(0.1mg/kg，皮下)或媒介物施用于先

前用媒介物重复注射处理的小鼠，以证实所用测定条件的敏感性。如预期的，丁丙诺啡导致

PWT的完全逆转(P<0.0001)。

[0302] 结论：

[0303] 全身注射重组小鼠镍纹蛋白完全逆转了患有CFA诱导的炎性痛觉过敏的雌性小鼠

的后爪机械性疼痛。单次注射重组小鼠镍纹蛋白导致的伤害性痛觉过敏逆转的幅度和持续

时间与三次注射情况下所观察到的类似。

[0304] 序列概述

[0305] SEQ  ID  NO:1：人镍纹蛋白cDNA

[0306] SEQ  ID  NO:2：人镍纹蛋白全长氨基酸序列

[0307] SEQ  ID  NO:3：没有信号肽的人镍纹蛋白氨基酸序列

[0308] SEQ  ID  NO:4：小鼠镍纹蛋白cDNA

[0309] SEQ  ID  NO:5：小鼠镍纹蛋白全长氨基酸序列

[0310] SEQ  ID  NO:6：没有信号肽的小鼠镍纹蛋白氨基酸序列

[0311] SEQ  ID  NO:7：大鼠镍纹蛋白cDNA

[0312] SEQ  ID  NO:8：大鼠镍纹蛋白全长氨基酸序列

[0313] SEQ  ID  NO:9：没有信号肽的大鼠镍纹蛋白氨基酸序列

[0314] SEQ  ID  NO:10：人密码子优化的DNA序列

[0315] SEQ  ID  NO:11：成熟镍纹蛋白共有序列

[0316] 人镍纹蛋白cDNA(1109bp；CDS＝118‑999)(SEQ  ID  NO:1)

[0317] >gi|34147349|ref|NM_024042 .2|智人(Homo  sapiens)假定蛋白MGC2601

(MGC2601)，mRNA

[0318] GCTTCGCCGGGGCCGGGCGGCCGGCGCCCCCGGCTGCTCCCGCCGCCGCCCGGACCCGCGCCCCGCCGG

GGCAGCGGTGGTGAGAGCCCCGACTCCCCGGACGCCGCCCGCCGTGCCATGGGGTTCCCGGCCGCGGCGCTGCTCTG

CGCGCTGTGCTGCGGCCTCCTGGCCCCGGCTGCCCGCGCCGGCTACTCCGAGGAGCGCTGCAGCTGGAGGGGCAGCG

GCCTCACCCAGGAGCCCGGCAGCGTGGGGCAGCTGGCCCTGGCCTGTGCGGAGGGCGCGGTTGAGTGGCTGTACCCG

GCTGGGGCGCTGCGCCTGACCCTGGGCGGCCCCGATCCCAGAGCGCGGCCCGGCATCGCCTGTCTGCGGCCGGTGCG

GCCCTTCGCGGGCGCCCAGGTCTTCGCGGAGCGCGCAGGGGGCGCCCTGGAGCTGCTGCTGGCCGAGGGCCCGGGCC

CGGCAGGGGGCCGCTGCGTGCGCTGGGGTCCCCGCGAGCGCCGGGCCCTCTTCCTGCAGGCCACGCCGCACCAGGAC

ATCAGCCGCCGCGTGGCCGCCTTCCGCTTTGAGCTGCGCGAGGACGGGCGCCCCGAGCTGCCCCCGCAGGCCCACGG
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TCTCGGCGTAGACGGTGCCTGCAGGCCCTGCAGCGACGCTGAGCTGCTCCTGGCCGCATGCACCAGCGACTTCGTAA

TTCACGGGATCATCCATGGGGTCACCCATGACGTGGAGCTGCAGGAGTCTGTCATCACTGTGGTGGCCGCCCGTGTC

CTCCGCCAGACACCGCCGCTGTTCCAGGCGGGGCGATCCGGGGACCAGGGGCTGACCTCCATTCGTACCCCACTGCG

CTGTGGCGTCCACCCGGGCCCAGGCACCTTCCTCTTCATGGGCTGGAGCCGCTTTGGGGAGGCCCGGCTGGGCTGTG

CCCCACGATTCCAGGAGTTCCGCCGTGCCTACGAGGCTGCCCGTGCTGCCCACCTCCACCCCTGCGAGGTGGCGCTG

CACTGAGGGGCTGGGTGCTGGGGAGGGGCTGGTAGGAGGGAGGGTGGGCCCACTGCTTTGGAGGTGATGGGACTATC

AATAAGAACTCTGTTCACGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

[0319] 人镍纹蛋白全长氨基酸序列(SEQ  ID  NO:2)

[0320] >IPI00031531.1REFSEQ_NP:NP_076947TREMBL:Q9UJH9

[0321] ENSEMBL:ENSP00000219542  Tax_Id＝9606C380A1.2.1(新型蛋白)

[0322]

[0323] 人镍纹蛋白，没有信号肽的蛋白质(SEQ  ID  NO:3)

[0324]

[0325] 小鼠镍纹蛋白cDNA，1363  bp，CDS84..959(SEQ  ID  NO:  4)

[0326] NM_133719.小家鼠(Mus  musculus)镍纹蛋白.[gi:56550040]

[0327]

[0328]

[0329] 小鼠镍纹蛋白全长氨基酸序列(SEQ  ID  NO:5)

[0330] ref|NP_598480.1|镍纹蛋白[小家鼠]
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[0331]

[0332] 小鼠镍纹蛋白，没有信号肽的蛋白质(SEQ  ID  NO:6)

[0333]

[0334] 大鼠镍纹蛋白cDNA(1026bp；CDS＝1‑876)(SEQ  ID  NO:  7)

[0335] >gi|34870570|ref|XM_213261 .2|褐家鼠 (Rattus  norvegicus)类似于

1810034B16Rik蛋白(LOC287151)，mRNA

[0336] ATGCTGGTAGCGGCGCTTCTCTGCGCGCTGTGCTGCGGCCTCTTGGCTGCGTCCGCTCGAGCTGGCTAC

T

[0337] CCGAGGACCGCTGCAGCTGGAGGGGCAGCGGTTTGACCCAGGAACCTGGCAGCGTGGGGCAGCTGACCC

T

[0338] GGATTGTACTGAGGGTGCTATCGAGTGGCTGTATCCAGCTGGGGCGCTGCGCCTGACTCTAGGCGGCTC

T

[0339] GATCCGGGCACGCGGCCCAGCATCGTCTGTCTGCGCCCAACACGGCCCTTCGCTGGTGCCCAGGTCTTC

G

[0340] CTGAACGGATGGCCGGCAACCTAGAGTTGCTACTGGCCGAGGGCCAAGGCCTGGCTGGGGGCCGCTGCA

T

[0341] GCGCTGGGGTCCTCGCGAGCGCCGAGCCCTTTTCCTGCAGGCCACGCCACACCGGGACATCAGCCGCAG

A

[0342] GTTGCTGCCTTCCAATTTGAACTGCACGAGGACCAACGTGCAGAAATGTCTCCCCAGGCCCAAGGTTTT

G

[0343] GTGTGGATGGTGCCTGCAGGCCCTGCAGTGATGCCGAGCTCCTTCTGACTGCATGCACCAGTGACTTTG

T

[0344] GATCCATGGGACCATCCATGGGGTCGTCCATGACATGGAGCTGCAAGAATCAGTCATCACTGTGGTGGC

C

[0345] ACTCGTGTCATCCGCCAGACACTGCCACTGTTCCAGGAAGGGAGCTCGGAGGGCCGGGGCCAGGCCTCC

G

[0346] TTCGTACCTTGTTGCGCTGTGGTGTGCGTCCTGGCCCAGGCTCCTTCCTCTTCATGGGCTGGAGCCGAT

T

[0347] TGGCGAAGCTTGGCTGGGCTGCGCTCCCCGCTTCCAAGAGTTCAGCCGTGTCTATTCAGCTGCTCTCGC

G

[0348] GCCCACCTCAACCCATGTGAGGTGGCACTGGACTGAGAGACCTGGGAGCAAGCCCTGGATGGATCTTCC

T

[0349] CTGGGGATGGGGTGTTGGGGAGGGGTGATAGGAGGGTGGGTGGGAAGGGTGTGGCTCAGATGGCATCCT

G

[0350] GTACCCACAGTGAGGTGGTAGAATACTAAATAACCTGGATCACACC
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[0351] 大鼠镍纹蛋白全长氨基酸序列(SEQ  ID  NO:8)

[0352] >IPI00369281.1|REFSEQ_XP:XP_213261|ENSEMBL:ENSRNOP00000026676

[0353]

[0354] 大鼠镍纹蛋白，没有信号肽的蛋白质(SEQ  ID  NO:9)

[0355]

[0356] 存在于构建体pCAn.镍纹蛋白和pT2.CAn.镍纹蛋白中的密码子优化的镍纹蛋白核

苷酸序列(SEQ  ID  NO:  10)

[0357] ATGGGCTTTCCCGCTGCCGCCCTGCTGTGCGCTCTGTGCTGCGGACTGCTGGCTCCTGCAGCCAGAGCC

GGCTACAGCGAGGAACGGTGCAGCTGGCGGGGCAGCGGCCTGACCCAGGAACCTGGCAGCGTCGGCCAGCTCGCACT

GGCCTGTGCAGAAGGCGCCGTGGAGTGGCTGTACCCCGCAGGCGCCCTGAGACTGACCCTGGGCGGACCCGACCCCA

GAGCCAGACCCGGCATTGCCTGTCTGAGGCCCGTGCGGCCTTTCGCTGGCGCCCAGGTGTTCGCCGAGAGAGCCGGC

GGAGCCCTGGAACTCCTGCTCGCCGAAGGCCCTGGTCCAGCCGGCGGAAGATGCGTGAGATGGGGCCCAAGAGAGCG

GAGAGCCCTGTTCCTGCAAGCCACCCCCCACCAGGACATCAGCAGACGGGTGGCCGCCTTCAGATTCGAGCTGCGGG

AGGACGGTAGACCCGAGCTGCCACCTCAGGCCCACGGACTGGGAGTGGACGGCGCCTGCAGACCCTGTAGCGACGCC

GAGCTGCTGCTCGCCGCCTGCACCAGCGACTTCGTGATCCACGGCATCATCCACGGCGTGACCCACGACGTGGAGCT

GCAGGAAAGCGTCATCACCGTCGTCGCCGCCAGAGTGCTGAGACAGACCCCCCCTCTGTTCCAGGCCGGCAGAAGCG

GCGACCAGGGCCTGACCAGCATCCGGACCCCCCTGAGATGCGGCGTGCATCCCGGACCCGGCACCTTCCTGTTCATG

GGCTGGTCCAGATTCGGCGAGGCCCGGCTGGGCTGCGCTCCCCGGTTCCAGGAATTCAGACGGGCCTACGAGGCCGC

CAGGGCCGCTCATCTGCACCCCTGCGAGGTGGCCCTGCATTGA

[0358] 共有序列，成熟镍纹蛋白(SEQ  ID  NO:11)

[0359]

[0360] X是可以由DNA编码的21种氨基酸中的任一种。

[0361] 参考文献

[0362] Armelor,Proc.Natl.Acad.Sci.USA  70:2702(1973) .
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[0401] 项目

[0402] 1.一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的分离的多肽，所述多肽包

含选自以下的氨基酸序列：

[0403] i.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；和

[0404] ii.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:

3具有至少70％序列同一性。

[0405] 2.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是躯体

疼痛或内脏疼痛。

[0406] 3.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是炎性

疼痛、下背部疼痛、肩部疼痛、肌肉骨骼疼痛、关节炎疼痛、关节疼痛、术后疼痛、创伤后疼痛

或癌症疼痛。

[0407] 4.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛选自炎

性疼痛和术后疼痛。

[0408] 5.根据项3所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是炎性疼痛，如炎性

痛觉过敏。

[0409] 6.根据项3所述的用于所述用途的多肽，其中所述伤害性疼痛是术后疼痛。

[0410] 7.根据项1所述的用于所述用途的多肽，其中所述受试者患有选自关节炎、炎性疼

痛、和术后疼痛的疾病或障碍。

[0411] 8.根据项6所述的用于所述用途的多肽，其中所述关节炎选自骨关节炎、类风湿性

关节炎、或狼疮。

[0412] 9.根据项6所述的用于所述用途的多肽，其中所述炎性疼痛选自炎性痛觉过敏、术

后疼痛和关节炎。

[0413] 10 .根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽与SEQ  ID 

NO:3具有至少70％序列同一性，更优选与SEQ  ID  NO:3具有至少75％、更优选至少80％、更
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优选至少85％、更优选90％、更优选95％、更优选98％序列同一性。

[0414] 11 .根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽包含SEQ  ID 

NO:11的共有序列。

[0415] 12.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽在相对于SEQ 

ID  NO:3的氨基酸序列的位置7、28、59、95、148、151、161、219、243和265处具有半胱氨酸残

基。

[0416] 13.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽是变体多肽，

其中任何氨基酸取代是保守取代。

[0417] 14.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中所述多肽能够形成至

少一个分子内二硫桥。

[0418] 15.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中待治疗的所述受试者

是哺乳动物，优选灵长类动物，更优选人。

[0419] 16.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中将所述多肽通过全身

施用来施用。

[0420] 17.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中将所述多肽通过肠胃

外注射，优选皮下注射或鞘内注射来施用。

[0421] 18.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中将所述多肽以1μg/kg‑
10,000μg/kg，如1μg/kg‑7,500μg/kg、如1μg/kg‑5,000μg/kg、如1μg/kg‑2,000μg/kg、如1μ
g/kg‑1,000μg/kg、如1μg/kg‑700μg/kg、如5μg/kg‑500μg/kg、如10μg/kg至100μg/kg身体的

剂量来施用。

[0422] 19.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中每周施用所述多肽至

少1‑3次，如每周2‑5次，如每周3‑6次。

[0423] 20.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中每隔一天施用所述多

肽。

[0424] 21.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中每日施用所述多肽。

[0425] 22.根据前述项中任一项所述的用于所述用途的多肽，其中在伤害性疼痛的症状

发作后开始所述多肽的施用。

[0426] 23.一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的分离的核酸分子，所述

核酸分子包含编码多肽的核酸序列，所述多肽包含选自以下的氨基酸序列：

[0427] a.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列；

[0428] b.SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的生物活性序列变体，其中所述变体与SEQ  ID  NO:3

具有至少70％序列同一性。

[0429] 24.一种用于在治疗或预防受试者的伤害性疼痛中使用的载体，所述载体包含编

码根据项1至22中任一项所述的多肽的多核苷酸。

[0430] 25.根据项24所述的用于所述用途的载体，所述载体还包含可操作地连接至所述

核酸分子的启动子。

[0431] 26.根据前述项24或25中任一项所述的用于所述用途的载体，其中所述载体选自

甲病毒、腺病毒、腺相关病毒、杆状病毒、HSV、冠状病毒、牛乳头瘤病毒和Mo‑MLV，优选腺相

关病毒。
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图3
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图4
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图4(续)
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