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1.包含编码抗体的重组核酸序列的组合物在制备用于在受试者中产生合成抗体的药

剂中的应用，所述抗体包含SEQ  ID  NO:80所示的氨基酸序列。

2.根据权利要求1所述的应用，其中所述抗体包含重链多肽，以及轻链多肽。

3.根据权利要求2所述的应用，其中所述重链多肽由第一核酸序列编码，并且所述轻链

多肽由第二核酸序列编码。

4.根据权利要求3所述的应用，其中所述重组核酸序列包含所述第一核酸序列和所述

第二核酸序列。

5.根据权利要求4所述的应用，其中所述重组核酸序列还包含用于在所述受试者中将

所述第一核酸序列和所述第二核酸序列表达为单个转录物的启动子。

6.根据权利要求5所述的应用，其中所述启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。

7.根据权利要求5所述的应用，其中所述重组核酸序列还包含编码蛋白酶切割位点的

第三核酸序列，其中所述第三核酸序列位于所述第一核酸序列与第二核酸序列之间。

8.根据权利要求7所述的应用，其中所述受试者的蛋白酶识别并切割所述蛋白酶切割

位点。

9.根据权利要求8所述的应用，其中所述重组核酸序列在所述受试者中表达以产生抗

体多肽序列，其中所述抗体多肽序列包含所述重链多肽、所述蛋白酶切割位点和所述轻链

多肽，其中由所述受试者产生的蛋白酶识别并切割所述抗体多肽序列的蛋白酶切割位点，

从而产生切割的重链多肽和切割的轻链多肽，其中所述合成抗体由所述切割的重链多肽和

所述切割的轻链多肽产生。

10.根据权利要求4所述的应用，其中所述重组核酸序列包含用于将所述第一核酸序列

表达为第一转录物的第一启动子和用于将第二核酸序列表达为第二转录物的第二启动子，

其中所述第一转录物被翻译成第一多肽，并且所述第二转录物被翻译成第二多肽，其中所

述合成抗体由所述第一多肽和所述第二多肽产生。

11.根据权利要求10所述的应用，其中所述第一启动子和所述第二启动子相同。

12.根据权利要求11所述的应用，其中所述启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。

13.根据权利要求2所述的应用，其中所述重链多肽包含可变重区和恒定重区1。

14.根据权利要求2所述的应用，其中所述重链多肽包含可变重区、恒定重区1、铰链区、

恒定重区2和恒定重区3。

15.根据权利要求2所述的应用，其中所述轻链多肽包含可变轻区和恒定轻区。

16.根据权利要求1所述的应用，其中所述重组核酸序列还包含Kozak序列。

17.根据权利要求1所述的应用，其中所述重组核酸序列还包含免疫球蛋白(Ig)信号

肽。

18.根据权利要求17所述的应用，其中所述Ig信号肽包含IgE或IgG信号肽。

19.根据权利要求1所述的应用，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:79的核酸序

列。

20.包含编码重链多肽的第一重组核酸序列和编码轻链多肽的第二重组核酸序列的组

合物在制备用于在受试者中产生合成抗体的药剂中的应用，其中，所述合成抗体包含SEQ 

ID  NO:80所示的氨基酸序列。

21.根据权利要求20所述的应用，其中所述第一重组核酸序列还包含用于在所述受试
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者中表达所述第一多肽的第一启动子，并且其中所述第二重组核酸序列还包含用于在所述

受试者中表达所述第二多肽的第二启动子。

22.根据权利要求21所述的应用，其中所述第一启动子和第二启动子相同。

23.根据权利要求22所述的应用，其中所述启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。

24.根据权利要求20所述的应用，其中所述重链多肽包含可变重区和恒定重区1。

25.根据权利要求20所述的应用，其中所述重链多肽包含可变重区、恒定重区1、铰链

区、恒定重区2和恒定重区3。

26.根据权利要求20所述的应用，其中所述轻链多肽包含可变轻区和恒定轻区。

27.根据权利要求20所述的应用，其中所述第一重组核酸序列和所述第二重组核酸序

列还包含Kozak序列。

28.根据权利要求20所述的应用，其中所述第一重组核酸序列和所述第二重组核酸序

列还包含免疫球蛋白(Ig)信号肽。

29.根据权利要求28所述的应用，其中所述Ig信号肽包含IgE或IgG信号肽。

30.根据权利要求2所述的应用，其中将两个亮氨酸至丙氨酸的突变引入Fc区的CH2区。

31.根据权利要求2所述的应用，其中对体内产生的抗体进行去岩藻糖基化。

32.在权利要求1‑31中任一项中产生的药剂或药物。

33.根据权利要求32所述的药剂或药物，其中所述药剂或药物是能够表达功能性抗体

的单个DNA质粒。

34.根据权利要求32所述的药剂或药物，其中所述药剂或药物由两种或更多种不同的

DNA质粒组成，所述DNA质粒能够表达在体内组合以形成功能性抗体的功能性抗体的组分。

35.编码包含SEQ  ID  NO:80所示的氨基酸序列的抗体的核苷酸序列在制备用于治疗癌

症受试者的药物中的应用，其中，所述药物被施用至所述受试者以诱导ADCC。

36.一种编码合成抗体的核酸分子，所述核酸分子包含如SEQ  ID  NO:79所示的核酸序

列。

37.一种编码合成抗体的核酸分子，所述核酸分子包含编码包含如SEQ  ID  NO:80所示

的氨基酸序列的蛋白质的核酸序列。

38.根据权利要求36‑37中任一项所述的核酸分子，其中所述核酸分子包含表达载体。

39.一种组合物，所述组合物包含权利要求36‑37的任一项的核酸分子。

40.根据权利要求39所述的组合物，所述组合物还包含药学上可接受的赋形剂。

41.权利要求39或40中限定的组合物在制备用于预防或治疗受试者的疾病的药物中的

应用，其中，所述药物被施用至所述受试者用于在所述受试者中产生合成抗体。

42.根据权利要求41所述的应用，其中所述合成抗体对于自身抗原是特异性的。

43.根据权利要求42所述的应用，其中所述自身抗原是PSMA。

44.根据权利要求43所述的应用，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:79的核酸序

列。
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DNA抗体构建体及其使用方法

[0001] 相关申请的交叉参考

[0002] 本申请要求2014年12月1日提交的美国临时申请No.62/086,157和2015年9月2日

提交的美国临时申请No.62/213,166的优先权，所述美国临时申请通过引用整体并入本文。

技术领域

[0003] 本发明涉及包含用于在体内产生合成抗体(包括可产生半衰期延长的合成抗体，

消除抗体依赖性增强，增强抗体依赖性细胞毒性，提供双特异性结合，提供双功能性等的对

抗体的各种改变)及其功能性的重组核酸序列的组合物，以及通过施用所述组合物预防和/

或治疗受试者疾病的方法。

[0004] 背景

[0005] 免疫球蛋白分子包含轻链(L)和重链(H)的每一种类型的2条链，所述轻链和重链

通过半胱氨酸残基之间的二硫键(显示为S‑S)共价连接。重链(VH)和轻链(VL)的可变结构

域促成抗体分子的结合位点。重链恒定区由3个恒定结构域(CH1、CH2和CH3)和(柔性)铰链

区组成。轻链也具有恒定结构域(CL)。重链和轻链的可变区包含4个框架区(FR；FR1、FR2、

FR3和FR4)和3个互补决定区(CDR；CDR1、CDR2和CDR3)。因此，这些是在体内难以装配的非常

复杂的遗传系统。

[0006] 靶向单克隆抗体(mAb)代表过去25年中最重要的医学治疗进展之一。该类型的基

于免疫的疗法现在被常规地用于抗宿主的自身免疫性疾病，治疗癌症以及感染性疾病。对

于恶性肿瘤，将许多目前使用的基于免疫球蛋白(Ig)的疗法与针对肿瘤的细胞毒性化疗方

案组合。该组合方法已显著提高总生存率。多种mAb制剂被批准用于针对特定癌症，包括瑞

图宣(利妥昔单抗)，一种靶向CD20以用于治疗非霍奇金氏淋巴瘤(Non‑Hodgkins 

lymphoma)的嵌合mAb，和伊匹单抗(Yervoy)，一种阻断CTLA‑4并且已被用于治疗黑色素瘤

和其它恶性肿瘤的人mAb。此外，贝伐单抗(阿瓦斯丁)是另一个突出的人源化mAb，其靶向

VEGF和肿瘤新血管形成，并已用于治疗结直肠癌。也许最为人所知的用于治疗恶性肿瘤的

mAb是曲妥珠单抗(赫赛汀)，一种已被证明在一个亚组的患者中具有相当的抗乳腺癌功效

的靶向Her2/neu的人源化制剂。此外，许多mAb用于治疗自身免疫性病症和特定的血液病

症。

[0007] 除了癌症治疗以外，多克隆Ig的被动转移介导抗许多感染性疾病包括白喉、甲型

和乙型肝炎、狂犬病、破伤风、水痘和呼吸道合胞病毒(RSV)的保护性功效。事实上，在当来

不及通过主动接种来产生保护性Ig的情况下，几种多克隆Ig制剂提供为旅行至疾病流行地

区的个体提供抗特定传染性病原体的临时保护。此外，在具有免疫缺陷的儿童中，帕利珠单

抗(Synagis)，一种靶向RSV感染的mAb，已被证明在临床上保护免受RSV感染。

[0008] 市场上存在的目前可获得的治疗性抗体是人IgG1同种型。这些抗体包括具有与抗

体恒定区(Fc)结合的两个N‑连接的双触角复合型寡糖的糖蛋白，其中大部分寡糖被核心岩

藻糖基化。它通过Fc与白细胞受体(FcγR)或补体的相互作用来运行抗体依赖性细胞毒性

(ADCC)和补体依赖性细胞毒性(CDC)的效应子功能。存在治疗性抗体体内功效下降的现象
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(对比体外)，因此导致需要大剂量的治疗性抗体‑有时每周剂量为数百毫克。这主要是由于

血清IgG与治疗性抗体之间对与天然杀伤(NK)细胞上的FcγRIIIa的结合的竞争。内源性人

血清IgG抑制由治疗性抗体诱导的ADCC。因此，非岩藻糖基化治疗性抗体在人体中的功效可

被提高。非岩藻糖化治疗性抗体对FcγRIIIa的结合亲和力远高于岩藻糖基化的人血清

IgG，这是克服人血浆IgG干扰的优选特征。

[0009] 基于抗体的治疗不是没有风险的。一个这样的风险是抗体依赖性增强作用(ADE)，

当非中和抗病毒蛋白促进病毒进入宿主细胞时该作用发生，从而导致细胞中增强的感染

性。一些细胞在它的表面上不具有病毒用于获得进入的常见受体。抗病毒蛋白(即抗体)结

合这些细胞中的一些在质膜中所具有的抗体Fc受体。病毒结合抗体的另一末端上的抗原结

合位点。该病毒可使用该机制来感染人巨噬细胞，从而使轻度的病毒感染变成威胁生命的。

ADE的最广泛已知的实例在登革热病毒(DENV)的感染背景中发生。当先前已被一个血清型

的DENV感染的人在许多个月或年后被不同血清型感染时，观察到该现象。在此类案例中，疾

病的临床过程更严重，并且这些人相较于其中未发生ADE的那些人具有较高的病毒血症。这

解释了虽然原发(第一)感染在儿童中主要引起小的疾病(DF)，但继发感染(晚期的再感染)

在儿童和成人中更可能与严重疾病(DHF和/或DSS)相关。存在四种抗原性不同的DENV的血

清型(DENV‑1‑DENV‑4)。DENV感染诱导提供针对感染性血清型的终生免疫的中和同型免疫

球蛋白G(IgG)抗体的产生。DENV感染还产生一定程度的针对另外3种血清型的交叉保护性

免疫。除了诱导中和异型抗体以外，DENV感染还可诱导仅部分或根本不中和病毒的异型抗

体。此类交叉反应性但非中和抗体的产生可能是更严重的继发感染的原因。一旦在白细胞

内，病毒就不可检测地复制，最终产生引起严重疾病的极高的病毒滴度。

[0010] mAb疗法的临床影响是令人印象深刻的。然而，仍然存在限制该治疗方法的使用和

传播的问题。这些问题中的一些包括这些复杂生物制品的高生产成本，这可限制它们在更

广泛群体中，特别在其中它们可具有巨大影响的发展中国家使用。此外，对重复施用mAb以

获得和维持功效的频繁需要在物流和患者依从性方面可成为障碍。需要可因与血清IgG竞

争而降低或消除治疗性抗体的低体内功效的新抗体。需要可消除病毒如登革热病毒、HIV、

RSV及其它病毒的抗体依赖性增强的新抗体。需要双特异性抗体、双功能抗体和抗体混合物

来进行可证明是治疗性的或预防性的几个功能。还需要联合疗法，所述联合疗法可利用本

文所述的合成抗体以及通过用疫苗(包括基于DNA的疫苗)免疫来免疫刺激宿主系统。此外，

这些抗体制剂的长期稳定性通常很短并且在最佳状态以下。因此，在本领域仍然需要可以

以安全且成本有的方式递送至受试者的合成抗体分子。

[0011] 简述

[0012] 本发明涉及在受试者中产生合成抗体的方法。该方法可包括向受试者施用包含编

码抗体或其片段的重组核酸序列的组合物。所述重组核酸序列可在受试者中表达以产生合

成抗体。

[0013] 可对产生的合成抗体进行去岩藻糖基化。产生的合成抗体可在Fc区的CH2区中包

含两个亮氨酸至丙氨酸的突变。

[0014] 所述抗体可包含重链多肽或其片段，以及轻链多肽或其片段。重链多肽或其片段

可由第一核酸序列编码，并且轻链多肽或其片段可由第二核酸序列编码。重组核酸序列可

包含第一核酸序列和第二核酸序列。重组核酸序列还可包含用于在受试者中将第一核酸序
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列和第二核酸序列表达为单个转录物的启动子。启动子可以是巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0015] 所述重组核酸序列还可包含编码蛋白酶切割位点的第三核酸序列。第三核酸序列

可位于第一核酸序列与第二核酸序列之间。受试者的蛋白酶可以识别并切割蛋白酶切割位

点。

[0016] 所述重组核酸序列可在受试者中表达以产生抗体多肽序列。抗体多肽序列可包含

重链多肽或其片段、蛋白酶切割位点和轻链多肽或其片段。由受试者产生的蛋白酶可以识

别并切割抗体多肽序列的蛋白酶切割位点，从而产生切割的重链多肽和切割的轻链多肽。

合成抗体可以由切割的重链多肽和切割的轻链多肽产生。

[0017] 所述重组核酸序列可包含用于将第一核酸序列表达为第一转录物的第一启动子

和用于将第二核酸序列表达为第二转录物的第二启动子。第一个转录物可被翻译成第一多

肽，且第二个转录物可被翻译成第二多肽。合成抗体可由第一和第二多肽产生。第一启动子

和第二启动子可以相同。启动子可以是巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0018] 重链多肽可包含可变重区和恒定重区1。重链多肽可包含可变重区、恒定重区1、铰

链区、恒定重区2和恒定重区3。轻链多肽可包含可变轻区和恒定轻区。

[0019] 所述重组核酸序列还可包含Kozak序列。所述重组核酸序列还可包含免疫球蛋白

(Ig)信号肽。Ig信号肽可包含IgE或IgG信号肽。

[0020] 重组核酸序列可包含编码SEQ  ID  NO:1、2、5、41、43、45、46、47、48、49、51、53、55、

57、59、61和80的至少一个氨基酸序列的核酸序列。所述重组核酸序列可包含SEQ  ID  NO:3、

4、6、7、40、42、44、50、52、54、56、58、60、62、63和79的至少一个核酸序列。

[0021] 本发明还涉及在受试者中产生合成抗体的方法。所述方法可包括向受试者施用包

含编码重链多肽或其片段的第一重组核酸序列和编码轻链多肽或其片段的第二重组核酸

序列的组合物。可在受试者中表达第一重组核酸序列以产生第一多肽，并且可在受试者中

表达第二重组核酸以产生第二多肽。合成抗体可由第一和第二多肽产生。

[0022] 第一重组核酸序列还可包含用于在受试者中表达第一多肽的第一启动子。第二重

组核酸序列还可包含用于在受试者中表达第二多肽的第二启动子。第一启动子与第二启动

子可以相同。启动子可以是巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0023] 重链多肽可包含可变重区和恒定重区1。重链多肽可包含可变重区、恒定重区1、铰

链区域、恒定重区2和恒定重区3。轻链多肽可包含可变轻区和恒定轻区。

[0024] 第一重组核酸序列和第二重组核酸序列还可包含Kozak序列。第一重组核酸序列

和第二重组核酸序列还可包含免疫球蛋白(Ig)信号肽。Ig信号肽可包含IgE或IgG信号肽。

[0025] 本发明还涉及预防或治疗受试者的疾病的方法。所述方法可包括根据上述方法之

一在受试者中产生合成抗体。合成抗体可以对外源抗原是特异性的。外源抗原可来源于病

毒。病毒可以是人类免疫缺陷病毒(HIV)、基孔肯雅热病毒(CHIKV)或登革热病毒。

[0026] 病毒可以是HIV。重组核酸序列可包含编码SEQ  ID  NO:1、2、5、46、47、48、49、51、

53、55和57的至少一个氨基酸序列的核酸序列。重组核酸序列可包含SEQ  ID  NO:3、4、6、7、

50、52、55、56、62和63中的至少一个核酸序列。

[0027] 病毒可以是CHIKV。重组核酸序列可包含编码SEQ  ID  NO:59和61中的至少一个氨

基酸序列的核酸序列。重组核酸序列可包含SEQ  ID  NO:58和60中的至少一个核酸序列。

[0028] 病毒可以是登革热病毒。重组核酸序列可包含编码SEQ  ID  NO:45的至少一个氨基
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酸序列的核酸序列。重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:44的至少一个核酸序列。

[0029] 合成抗体对于自身抗原可以是特异性的。自身抗原可以是Her2。重组核酸序列可

包含编码SEQ  ID  NO:41和43中的至少一个氨基酸序列的核酸序列。重组核酸序列可包含

SEQ  ID  NO:40和42中的至少一个核酸序列。

[0030] 合成抗体对于自身抗原可以是特异性的。自身抗原可以是PSMA。重组核酸序列可

包含编码SEQ  ID  NO:80的至少一个氨基酸序列的核酸序列。重组核酸序列可包含SEQ  ID 

NO:79的至少一个核酸序列。

[0031] 本发明还涉及通过上述方法的任何一种产生的产品。所述产品可以是能够表达功

能性抗体的单个DNA质粒。所述产品可由能够表达在体内组合以形成功能性抗体的功能性

抗体的组分的两种或更多种不同的DNA质粒组成。

[0032] 本发明还涉及治疗病原体感染的受试者的方法，其包括：施用编码对病原体是特

异性的合成抗体的核苷酸序列。所述方法还可包括施用病原体的抗原以在受试者中产生免

疫应答。

[0033] 本发明还涉及治疗癌症受试者的方法，其包括：施用编码癌症标志物的核苷酸序

列以诱导ADCC。

[0034] 本发明还涉及编码合成抗体的核酸分子，其包含在SEQ  ID  NO:79所示的核酸序列

的整个长度上具有至少约95％同一性的核酸序列。

[0035] 本发明还涉及包含SEQ  ID  NO:79所示的核酸序列的编码合成抗体的核酸分子。

[0036] 本发明还涉及编码合成抗体的核酸分子，其包含编码在SEQ  ID  NO:80所示的氨基

酸序列的整个长度上具有至少约95％同一性的蛋白质的核酸序列。

[0037] 本发明还涉及编码合成抗体的核酸分子，其包含编码包含SEQ  ID  NO:80所示的氨

基酸序列的蛋白质的核酸序列。

[0038] 上述核酸分子中的任一个可包含表达载体。

[0039] 本发明还涉及包含上述核酸分子中的一种或多种的组合物。所述组合物还可包含

药学上可接受的赋形剂。

[0040] 附图简述

[0041] 图1显示编码如实施例1中描述的IgG重链的核酸序列。

[0042] 图2显示编码如实施例1中描述的IgG轻链的核酸序列。

[0043] 图3显示标绘时间(小时)对OD  450nm(1:100的组织培养上清液的稀释度)的图。

[0044] 图4显示蛋白质印迹的图像。

[0045] 图5显示pHIV‑1Env‑Fab的产生和表达的确认。(图5A和图5B)使用VRC01重(H)和轻

(L)可变链Ig基因设计pHIV‑1  Env  Fab抗‑gp120Fab表达构建体的环状质粒图谱。当构建

Fab质粒时包括几个修饰以提高表达的水平。将如显示的Fab  VL和VH片段基因单独地克隆

在pVax1载体的BamH1与Xho1限制位点之间。图5C显示pHIV‑1  Env  Fab的体外表达。该图显

示293T细胞转染后pHIV‑1  Env  Fab的表达的时间动力学。表示表达的指定的值是一式三份

的孔的平均OD450nm±SD。作为对照，也用pVax1主链转染293T细胞。

[0046] 图6显示由pHIV‑1  Env  Fab产生的抗HIV  Env特异性Fab的时间产生的测量。图6A

显示抗‑HIV1Fab的产生的时程。在施用pHIV‑1Env  Fab后，在10天的时期中通过ELISA测量

终稀释度为1:100的血清中的特异性Fab的产量，并将其表示为OD450nm。来自施以pVax1的
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小鼠的血清用作阴性对照。图6B显示在用重组gp120(rgp120)免疫后抗‑gp120抗体应答的

比较测量。如实施例2中所述，通过rgp120的单次注射免疫小鼠，随后测量抗‑gp120抗体的

产量达10天，并将其表示为OD450nm值。将PBS用作本研究的阴性对照注射。图6C显示通过免

疫印迹分析确认HIV1Env‑Fab结合。如实施例中所指示的，将5或10μg的gp120注射至SDS‑

PAGE，并进行硝酸纤维素印迹，随后用来自施以pHIV‑1  Env  Fab的小鼠的血清孵育印迹。所

述免疫印迹表明，实验性血清识别结合的rgp120，从而确认产生的Fab的特异性。图6D显示

人IgG1Fab的时间定量，测量为pHIV‑1Env‑Fab施用后小鼠血清中的IgG1。在指定的时间点

上利用标准ELISA试剂盒测量IgG1，并表示为Fab(μg/mL)±SD。来自施以pVax1的小鼠的血

清用作阴性对照。在x‑轴上指定的时间点分析血清样品。在图6A、图6B和图6D中展示的图中

显示的箭头指示DNA质粒施用的点。

[0047] 图7显示HIV1  Env  Fab与进化枝A  HIV  Env糖蛋白的FACS结合分析。图7A显示FACS

扫描指示抗‑HIV1Env‑Fab与HIV‑1进化枝A  Env糖蛋白的结合。将表达共有(pCon‑Env‑A)或

“优化的”(pOpt‑Env‑A)HIV‑1进化枝A包膜的DNA转染进293T细胞。转染后2天，用纯化的天

然VRC01Ig，从pHIV‑1  Env  Fab产生的血清(在单次质粒施用后48小时收集的)或从pIgG‑

E1M2施用产生的对照Ig对细胞进行染色。将血清和VRC01抗体分别在50μl  PBS中以1:4或1:

100稀释，并在室温下孵育30分钟。随后用适当的缀合有第二藻红蛋白(PE)的Ig对细胞进行

染色，随后针对单重态和活细胞对所述细胞进行门控以进行FACS分析。在每一个扫描中指

示阳性细胞的百分比结合。图7B显示FACS结合数据的图解表示法。将每一个Ig/血清测试组

中的染色细胞的数目(即指示表达水平)除以本底染色值，并表示为作为经测试的不同HIV

进化枝A  Env制剂的函数的y‑轴上的特异性结合的百分比。

[0048] 图8显示来自施以pHIV‑1Env‑Fab的小鼠的血清对HIV‑1的中和的时程。在图中指

定的时间点上收集用于分析血清的中和活性的血清。使用一小组HIV‑1假型病毒：Bal26(图

8A；进化枝B，Tier  1)、Q23Env17(图8B；进化枝A，Tier  1)、SF162S(图8C；进化枝B，Tier1)和

ZM53M(图8D；进化枝C，Tier  2)在TZM‑BL细胞中进行中和分析。如实施例2中所描绘的，以

0.01的MOI感染细胞，并在含有从pHIV‑1  Env  Fab施用产生的Fab的血清(1:50的终稀释度)

存在的情况下孵育所述细胞。显示了百分比中和值，其计算描述于实施例2中。同样地，在每

一个图中提供了水平线，其指示实验性血清介导50％病毒中和所处的大致时间点。

[0049] 图9显示编码实施例2‑7中描述的HIV‑1  Env  Fab的重链(VH‑CH1)的核酸序列。

[0050] 图10显示编码实施例2‑7中描述的HIV‑1  Env  Fab的轻链(VL‑CL)的核酸序列。

[0051] 图11显示用编码HIV  Env的质粒转染的细胞的免疫荧光。用来自pVAX1(左图框)或

pHIV‑Env‑Fab(右图框)的制剂对细胞进行染色。

[0052] 图12显示绘制抗原的类型对比血清浓度(ng/mL)的图。

[0053] 图13显示编码合成人IgG1抗体的构建体的示意图。

[0054] 图14显示由图13的构建体编码的装配的抗体(在表达后)的示意图。

[0055] 图15显示VRC01  IgG的氨基酸序列。

[0056] 图16A显示编码HIV‑1  Env‑PG9  Ig的构建体的示意图；图16B显示含有图16A的构

建体的载体的示意图；和图16C显示染色的凝胶的图像。

[0057] 图17A显示编码HIV‑1  Env‑4E10Ig的构建体的示意图；图17B显示含有图17A的构

建体的载体的示意图；和图17C显示染色的凝胶的图像。
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[0058] 图18显示在用费林蛋白酶切割之前的HIV‑1  Env‑PG9  Ig的氨基酸序列。

[0059] 图19显示利用费林蛋白酶切割之前的HIV‑1  Env‑4E10Ig的氨基酸序列。

[0060] 图20A显示编码CHIKV‑Env‑Fab的重(VH‑CH1)链的构建体的示意图；和图20B显示

编码CHIKV‑Env‑Fab的重(VL‑CL)链的构建体的示意图。

[0061] 图21显示含有编码CHIKV‑Env‑Fab的重(VH‑CH1)或轻(VL‑CL)链的构建体的表达

载体的示意图。

[0062] 图22显示绘制以小时(hr)计的时间对比OD450nm的图。

[0063] 图23显示免疫印迹的图像。

[0064] 图24显示DNA施用的定时以及获得预出血和出血的示意图。

[0065] 图25显示绘制以天数计的时间对比OD450nm的图。

[0066] 图26显示绘制攻击后天数对比百分比存活率的图。

[0067] 图27显示绘制小鼠组对比TNF‑α的pg/mL的图。

[0068] 图28显示绘制小鼠组对比IL‑6的pg/mL的图。

[0069] 图29显示说明编码VH‑CH1并且在启动子的控制下的构建体的示意图。

[0070] 图30显示说明编码VL‑CL并且在启动子的控制下的构建体的示意图。

[0071] 图31显示说明被克隆进表达载体的编码抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1或VL‑CL的构建体

的示意图。

[0072] 图32显示编码抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1的核酸序列。

[0073] 图33显示由图32的核酸序列编码的氨基酸序列(即，抗‑Her‑2Fab的VH‑CH1的氨基

酸序列)。

[0074] 图34显示编码抗‑Her‑2  Fab的VL‑CL的核酸序列。

[0075] 图35显示由图34的核酸序列编码的氨基酸序列(即，抗‑Her‑2Fab的VL‑CL的氨基

酸序列)。

[0076] 图36显示绘制转染的细胞的类型对比IgG浓度(μg/mL)的图。

[0077] 图37显示说明编码免疫球蛋白G(IgG)重链的可变重区(VH)、可变重恒定区1

(CH1)、铰链区、可变重恒定区2(CH2)、可变重恒定区3(CH3)以及编码IgG轻链的可变轻区

(VL)和可变轻恒定区(CL)的构建体的示意图。IgG的重链和轻链由蛋白酶切割位点分隔，并

且各自位于信号肽(由前导序列编码)之后。

[0078] 图38显示编码抗‑登革热病毒(DENV)人IgG的核酸序列。

[0079] 图39显示由图39的核酸序列编码的氨基酸序列(即，抗‑DENV人IgG的氨基酸序

列)。在该氨基酸序列中，蛋白酶切割还未发生来将重链和轻链分离成两个单独的多肽。

[0080] 图40显示绘制小鼠组对比OD  450nm的图。

[0081] 图41显示绘制注射后天数对比人IgG浓度(ng/mL)的图。

[0082] 图42显示由图1的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:6)。该氨基酸序列

是下文实施例1中描述的IgG重链的氨基酸序列。

[0083] 图43显示由图2的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:7)。该氨基酸序列

是下文实施例1中描述的IgG轻链的氨基酸序列。

[0084] 图44显示由图9的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:3)。该氨基酸序列

是实施例2‑7中描述的HIV‑1  Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的氨基酸序列。
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[0085] 图45显示由图10的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:4)。该氨基酸序列

是实施例2‑7中描述的HIV‑1  Env‑Fab的轻链(VL‑CL)的氨基酸序列。

[0086] 图46显示编码下文实施例11中描述的HIV‑1  PG9单链Fab(scFab)的核酸序列。

[0087] 图47显示由图46的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:50)。该氨基酸序

列是下文实施例11中描述的HIV‑1  PG9  scFab的氨基酸序列。

[0088] 图48显示编码下文实施例13中描述的HIV‑1  4E10单链Fab(scFab)的核酸序列。

[0089] 图49显示由图48的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:52)。该氨基酸序

列是下文实施例13中描述的HIV‑1  4E10scFab的氨基酸序列。

[0090] 图50显示说明编码免疫球蛋白G(IgG)重链的可变重区(VH)、可变重恒定区1

(CH1)、铰链区、可变重恒定区2(CH2)、可变重恒定区3(CH3)的构建体的示意图。编码IgG重

链的核酸序列位于前导序列之后。

[0091] 图51显示说明编码IgG轻链的可变轻区(VL)和可变轻恒定区(CL)的构建体的示意

图。编码IgG轻链的核酸序列位于前导序列之后。

[0092] 图52显示编码下文实施例9中描述的HIV‑1  VRC01  IgG1重链的核酸序列。

[0093] 图53显示由图52的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:54)。该氨基酸序

列是下文实施例9中描述的HIV‑1  VRC01  IgG1重链的氨基酸序列。

[0094] 图54显示编码下文实施例9中描述的HIV‑1  VRC01  IgG轻链的核酸序列。

[0095] 图55显示由图54的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:56)。该氨基酸序

列是下文实施例9中描述的HIV‑1  VRC01  IgG轻链的氨基酸序列。

[0096] 图56显示编码下文实施例14中描述的CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的核酸序

列。

[0097] 图57显示由图56的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:58)。该氨基酸序

列是下文实施例14中描述的CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的氨基酸序列。

[0098] 图58显示编码下文实施例14中描述的CHIKV‑Env‑Fab的轻链(VL‑CL)的核酸序列。

[0099] 图59显示由图58的核酸序列编码的氨基酸序列(即，SEQ  ID  NO:60)。该氨基酸序

列是下文实施例14中描述的CHIKV‑Env‑Fab的轻链(VL‑CL)的氨基酸序列。

[0100] 图60显示编码下文实施例12中描述的HIV‑1  Env‑4E10Ig的核酸序列。

[0101] 图61显示编码下文实施例10中描述的HIV‑1  Env‑PG9  Ig的核酸序列。

[0102] 图62显示编码VRC01  IgG的核酸序列(SEQ  ID  NO:64)。

[0103] 图63显示作为用于人抗PSMA抗体的构建体设计的核苷酸序列的线性排列的示意

图。

[0104] 图64显示提供抗‑huPSMA‑IgG1抗体的体外表达的图。左图显示293T转染细胞中的

抗‑huPSMA表达。右图显示huPSMA蛋白与体外转染细胞的结合(对比阴性对照：pVax1‑空载

体和阳性对照：PSMA‑mAb‑商业单克隆抗体)

[0105] 图65显示提供用于人PSMA蛋白的抗huPSMA‑IgG1的定量的图。

[0106] 图66在顶图中显示Nu/J小鼠的免疫和取血时间表；并且底图显示Nu/J小鼠中抗‑

huPSMA  IgG1结合的体内动力学。

[0107] 图67显示证实抗‑huPSMA  IgG1结合的免疫印迹的凝胶照片。

[0108] 图68显示不同受试者的几种流式细胞术图，其提供了关于与结合人前列腺
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(LNCaP)细胞的经处理的小鼠血清(Nu/J)中的抗‑huPSMA  IgG1的特异性的信息。

[0109] 图69显示详细描述抗‑huPSMA  IgG1:ADCC活性的图，如在用抗‑PSMA‑IgG  DNA处理

的小鼠的血清存在或不存在的情况下测试效应细胞针对LnCap细胞的细胞毒性。

[0110] 图70显示表达抗体的质粒的示意性设计以及在CHIKV‑Fab表达质粒的单次EP介导

的注射后抗体的表达的确认和结合动力学。(A)对于CHIKV‑Fab和CHIKV‑IgG，将选定的从

NCBI数据库鉴定的抗‑CHIKV人单克隆抗体的可变轻和重(VL和VH)IgG片段基因分别克隆入

优化的DNA质粒载体。(B)将编码抗‑CHIKV  VL和VH‑Fab基因或CHIKV‑IgG的DNA质粒一起转

染入293T细胞以通过ELISA测定它们各自的体外表达。利用空对照pVax1质粒转染的细胞用

作阴性对照。(C)在EP介导的递送后抗‑CHIKV‑IgG抗体的体内表达。向小鼠(B6 .Cg‑

Foxn1nu/J)单次肌内注射CHIKV‑IgG质粒(总共100μg)，随后进行EP(n＝5只小鼠/组)来进

行施用。空pVax1载体的注射用作阴性对照。(D)利用从CHIKV‑IgG和重组CHIKV‑Env免疫的

小鼠收集的血清通过ELISA测定测量对CHIKV‑Env抗原的特异性结合，并将其表示为不同时

间点上单只小鼠的OD  450nm值。(E)在不同的时间点测量利用如材料和方法中所述的

CHIKV‑IgG肌内注射的小鼠中的人IgG浓度的血清水平。(F)抗体结合亲和力和特异性的评

估。如下文中的实施例中所述，使用来自CHIKV感染的细胞的细胞裂解物，通过免疫印迹测

试来自注射了CHIKV‑IgG的小鼠的血清(第14天)对靶蛋白的结合亲和力功能性。

[0111] 图71A‑71C显示CHIKV‑IgG表达质粒的单次电穿孔介导的注射后的IgG的表达和结

合动力学。图71A显示来自被施用CHIKV‑Fab的小鼠的血清对于CHIKV‑Env抗原是特异的。用

重组CHIKV‑Env或HIV‑1  Env(B亚型；MN)蛋白涂覆ELISA板，并且在第一次注射后如所指示

的获得来自注射了CHIKV‑IgG或pVax1的小鼠的血清。利用收集的血清，通过ELISA测定来测

量CHIKV‑Env抗原的特异性结合，并将其表示为不同时间点上的单只小鼠的OD  450nm值。图

71B显示免疫荧光测定(IFA)结果表明从被施用CHIKV‑Fab的小鼠产生的CHIKV‑Fab能够结

合CHIKV‑Env糖蛋白。在感染后24小时固定CHIKV感染的Vero细胞，随后进行免疫荧光测定

来检测CHIKV‑Env抗原表达(绿色)。用DAPI对细胞核进行染色(蓝色)。利用CHIKV‑Fab抗体

在Vero细胞中观察到中等量的CHIKV‑Env蛋白表达。将pVax1免疫的小鼠的血清用作阴性对

照。图71C显示来自注射了质粒的小鼠的血清对CHIKV感染的细胞的结合的FACS分析。x‑轴

指示使用与CHIKV‑Env互补的慢病毒GFP假病毒进行的GFP染色。y‑轴显示小鼠中产生的测

试的人IgG的染色。双阳性细胞是血清结合CHIKV感染的细胞的指示/测量。

[0112] 图72显示来自用CHIKV‑IgG加上EP注射的小鼠的血清表现出针对多个CHIKV株的

中和活性。图72A‑72F显示针对6个不同的CHIKV病毒株：Ross、LR2006‑OPY1、IND‑63‑WB1、

PC‑08、B448‑China和Bianchi测量来自被施用CHIKV‑IgG和EP的小鼠的血清的中和活性。将

中和抗体(nAb)滴度作为在Vero细胞中导致至少50％的CPE的抑制的最高血清稀释度来作

图。在2个独立实验(对于每一个实验，利用每组至少10只小鼠)中观察到类似结果。利用

Prism  GraphPad软件进行IC‑50值。

[0113] 图73显示在利用CHIKV‑Fab的免疫后抗‑CHIKV‑Env  IgG以及血清和粘膜IgG应答

的耐久性，以及IgG表达和攻击研究。(A)IgG质粒免疫和CHIKV‑攻击的示意性图示。(B‑C)在

第0天用pVax1、CHIKV‑IgG或CHIKV‑Fab注射BALB/c小鼠，以及在第2天(B)或第30天(C)用

CHIKV‑Del‑03(JN578247)CHIKV株(1x107PFU于25ul的总体积中)攻击所述小鼠。在病毒攻

击后，每天监测小鼠，并记录存活率，持续20天。(D‑E)免受来自不同途径的CHIKV病毒感染
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的小鼠的保护。利用100ug的CHIKV‑IgG通过肌内(IM)注射免疫两组小鼠，第2天通过皮下途

径(s.c)(D)攻击一组小鼠，并且通过利用CHIKV的鼻内(i.n)(E)接种攻击另一组小鼠。在病

毒攻击后每天监测小鼠，并记录存活率，持续20天。↑表示DNA施用；□表示病毒攻击。每一组

由10只小鼠组成并且结果代表2个独立的实验。

[0114] 图74显示通过CHIKV‑攻击研究的立即和持久保护。(A) .CHIKV‑IgG接种和攻击研

究的示意性图示。组I攻击：在第0天用CHIKV‑IgG、CHIKV‑Env或pVax1注射BALB/c小鼠，第2

天用CHIKV‑Del‑03(JN578247)病毒株(1x107PFU于25ul的总体积中)攻击所述小鼠。组II攻

击：在第0天给予BALB/c小鼠单次CHIKV‑IgG免疫或在指定的天给予小鼠多次CHIKV‑Env免

疫，随后在与组I攻击相同的条件下在第35天攻击所述小鼠。↑表示DNA施用；□表示病毒攻

击。对于每一个研究，监测小鼠20天，并记录存活率。(B)来自组I攻击研究的小鼠的存活曲

线。注意，在CHIKV‑IgG免疫的小鼠中记录了100％存活率。(C)来自组II攻击研究的小鼠的

存活曲线。(D)在用CHIKV‑IgG加上EP免疫后，在指定的时间点测量抗‑CHIKV人IgG的浓度水

平。(E)在CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env免疫后于小鼠中产生的持久性和系统性抗‑CHIKV‑Env抗

体的诱导。

[0115] 图75显示响应CHIKV感染的离体细胞因子产生。(A)第45天(即攻击后10天)来自组

II攻击研究的被施用CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env小鼠中的病毒滴度。每一个数据点代表来自10

只小鼠的平均病毒滴度。一组pVax1免疫的小鼠用作对照。病毒载量在CHIKV‑IgG(p＝

0.0244)和CHIKV‑Env(p＝0.0221)中相较于pVax1小鼠显著降低。(B及C)来自CHIKV感染的

小鼠的血清促炎细胞因子水平(TNF‑α和IL‑6)的表征。第45天(攻击后15天)通过特异性

ELISA测定测量小鼠的细胞因子水平。注射了CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env的小鼠具有类似的且

比对照组显著更低的血清水平的TNF‑α和IL‑6(p<0.0001)。数据代表每小鼠3个小孔的平均

值(n＝10/组)。(D)利用小鼠的CHIKV‑IgG和/或CHIKV‑Env免疫，随后利用CHIKV特异性肽刺

激的小鼠的脾细胞中的T细胞应答。显示的数据代表至少2个单独的实验。

[0116] 图76显示由通过SNAPi进行的人抗‑DENV中和mAb的体外表达。(a)用于SNAPi的DNA

质粒的示意性说明；抗体重链与轻链序列以弗林蛋白酶和2A切割位点的组合间隔。(b)

pDVSF‑3WT或LALA转染的293T细胞的上清液中的人IgG的ELISA定量分析。(c)含有DVSF‑3WT

的pDVSF‑3WT转染的293T细胞的上清液的免疫印迹分析。通过蛋白A旋转柱纯化抗体，并在

还原(左)和非还原(右)条件下通过SDS‑PAGE分离所述抗体。(d)不感染(模拟物)Vero细胞

或利用DENV1、2、3或4感染所述细胞，随后对细胞进行固定、透化，和用pDVSF‑3WT或LALA转

染的293T细胞的上清液对其进行染色。

[0117] 图77显示SNAPi导致小鼠血清中的中和DENV抗体的长期表达的结果。(a)在编码

抗‑DENV人IgG抗体DVSF‑1的DNA质粒至Foxn1/NuJ免疫缺陷型小鼠的单次肌内注射后，通过

ELISA测量人IgG的总的血清可检测水平。第0‑4(左)与第19周(右)之间的人IgG水平。每一

条线(左)或点(右)代表单只小鼠(n＝5)。(b)在于129/Sv小鼠(n＝4‑5/组)中肌内注射

pDVSF‑3WT或pDVSF‑3LALA质粒后通过ELISA测量血清中的总的人IgG。(c)不感染(模拟物)

Vero细胞或利用DENV1、2、3或4感染所述细胞，随后对其进行固定、透化，和利用在pDVSF‑

3WT或pDVSF‑3LALA的DNA注射后第0天或第7天采集的129/Sv小鼠血清(n＝5/组)进行染色。

(d)在添加至Vero细胞之前，通过用在pDVSF‑3WT或pDVSF‑3LALA的DNA注射后第7天采集的

129/Sv小鼠血清(n＝5/组)的系列稀释物孵育DENV1、2、3或4来评估中和。显示了被感染的
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细胞的百分比。

[0118] 图78显示SNAPi保护免受仅用病毒导致的疾病和抗体增强的疾病。(a)仅用病毒的

攻击：AG129小鼠在用亚致死剂量的DENV2S221(n＝5‑6/组；对于pDVSF‑3LALA与pDVSF‑3WT

之间的比较，p≤0.0084)攻击前5天接受pDVSF‑3WT、pDVSF‑3LALA或pVax空载体的肌内注

射。(b)抗体依赖性增强攻击：在施用增强剂量的非中和抗‑DENV  mAb  2H2之前5天，AG129小

鼠接受pDVSF‑3WT、pDVSF‑3LALA或pVax空载体的肌内注射。30分钟后，用亚致死剂量的

DENV2S221(n＝5‑6/组；对于pDVSF‑3LALA与pDVSF‑3WT之间的比较，p≤0.0072)攻击小鼠。

Kaplan‑Meier存活曲线示于(a‑b)中。

[0119] 图79显示pDVSF‑3WT和LALA编码的抗体的体外功能分析。(a)pDVSF‑3WT或LALA转

染的293T细胞的上清液中的人IgG针对纯化的重组DENV  E蛋白的ELISA结合分析。(b)在添

加至K562细胞之前，通过用pDVSF‑3WT或LALA转染的293T细胞的上清液的血清稀释物孵育

DENV1、2、3或4来评估抗体依赖性增强。显示了被感染的细胞的百分比。

[0120] 图80显示在SNAPi递送后AG129小鼠中的抗‑DENV人IgG的攻击前水平。(a)在于

AG129小鼠(n＝5‑6/组；对于pDVSF‑3WT与pVax之间的比较，p≤0.0005；对于pDVSF‑3LALA与

pVax之间的比较，p≤0.0001)中进行各自质粒的DNA肌内注射(在DENV2攻击前一天)和EP后

4天通过ELISA测量血清中的DVSF‑3WT或DVSF‑3LALA的总的人IgG。

[0121] 图81显示小鼠中多个编码DENV抗体的质粒的递送产生增加的DENV1‑4抗血清。(a)

在于129/Sv小鼠(n＝5/组；对于pDVSF‑1WT与pDVSF‑1+3之间的比较，p≤0.0088；对于

pDVSF‑3WT与pDVSF‑1+3之间的比较，p≤0.0240)中进行各自质粒的DNA肌内注射和EP后7

天，通过ELISA测量血清中的DVSF‑3WT、DVSF‑1WT或DVSF‑3WT和DVSF‑1WT的总的人IgG。

[0122] 图82在顶图中显示DVSF‑3WT结合于人FcyR1a，然而DVSF‑3LALA不结合。底部4个图

显示抗体依赖性增强测定的结果：DENV与DVSF‑3LALA一起的孵育不导致人单核细胞(K562

细胞系)感染，然而DVSF‑3WT孵育增强DENV感染。

[0123] 图83显示绘制注射抗PSMA质粒至C57BL/6裸(B6.Cg‑Foxn1nu/J)鼠后的天数对比

收集的血清中的人IgG的浓度(μg/mL)的图。

[0124] 图84显示绘制时间(天数)对比OD  450nm的图。所绘制的结果来自检查体内抗PSMA

抗体与人重组PSMA的结合的ELISA。

[0125] 图85显示绘制注射抗PSMA质粒至C57BL/6小鼠后的天数对比人IgG浓度(μg/mL)的

图。每只小鼠标都用单独的线描绘，如图例中指示的。

[0126] 图86显示绘制注射抗PSMA质粒至C57BL/6小鼠后的天数对比人IgG浓度(μg/mL)的

图。所描绘的结果是分组的小鼠。

[0127] 图87显示绘制以log10表示的抗PSMA抗体的浓度(g/mL)对比以相对光单位(RLU)

表示的发光的图。

[0128] 图88显示绘制样品类型对比荧光素酶活性的倍数诱导的图。

[0129] 图89显示用于对用pVax1或抗‑PSMA  DNA质粒免疫的小鼠进行肿瘤植入(第0天)、

免疫(第5天或第7天)以及肿瘤测量(第7、14、21、28、35、42、49、56或63天)的时间线。

[0130] 图90显示绘制肿瘤植入后天数对比在肿瘤植后第5天用pVax1免疫的小鼠的肿瘤

体积(mm3)的图。

[0131] 图91显示绘制肿瘤植入后天数对比在肿瘤植入后第5天用抗PSMA  DNA质粒免疫的
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小鼠的肿瘤体积(mm3)的图。

[0132] 图92显示绘制肿瘤植入后天数对比在肿瘤植入后第7天用抗PSMA  DNA质粒免疫的

小鼠的肿瘤体积(mm3)的图。

[0133] 图93显示具有肿瘤的小鼠的图像和各自肿瘤的测量。小鼠为(1)在肿瘤植入后第5

天用pVax1免疫的小鼠，(2)在肿瘤植入后第5天用抗PSMA  DNA质粒免疫的小鼠，或(3)在肿

瘤植入后第7天用抗PSMA  DNA质粒免疫的小鼠。

[0134] 图94显示绘制肿瘤植入后天数对比指定组的小鼠的肿瘤体积(mm3)的图。

[0135] 图95A‑95E显示优化的PSMA‑dMAb质粒在体外驱动高水平的IgG产生。图95A显示编

码抗PSMA单克隆抗体(在此称为PSMA‑dMAb)的优化的抗PSMA‑IgG质粒的设计。图95B显示定

量ELISA，图95C显示在48小时时从pVax1‑或PSMA‑dMAb转染的293T细胞收集的上清液的1:

50稀释物的结合ELISA。图95D显示来自pVax1或PSMA‑dMAb转染的293T细胞的48小时时的上

清液的滴定结合ELISA。图95E显示用来自PSMA‑dMAb转染的293T细胞的上清液的1:50稀释

物探测的重组PSMA(rPSMA)或不相关的重组HIV‑Env(rHIV‑Env)蛋白的免疫印迹分析，显示

在293T细胞中产生的PSMA‑dMAb‑IgG的特异性结合。

[0136] 图96A‑96C显示PSMA‑dMAb质粒在小鼠中驱动高水平的IgG产生。图96A显示对从用

100ug  PSMA‑dMAb质粒的单次注射接着EP来肌内接种的C57BL/6裸(B6.Cg‑Foxn1nu/J)鼠收

集的血清进行定量ELISA。对于C57BL/6裸鼠，在第14天获得了1.2μg/ml的峰值IgG浓度。图

96B显示从针对重组人PSMA测试的小鼠收集的血清的滴定结合ELISA。图96C显示用来自

PSMA‑dMAb接种的小鼠的血清的1:50稀释物探测的重组PSMA(rPSMA)或不相关的重组HIV‑

Env(rHIV‑Env)蛋白的免疫印迹分析,显示小鼠中产生的PSMA‑dMAb  IgG的特异性结合。

[0137] 图97A‑97B显示裸鼠中产生的PSMA‑dMAb  IgG结合于表达PSMA的细胞系。图97A显

示表达PSMA的LNCaP和TRAMP‑C2细胞系的流式细胞术分析，所述细胞系利用用空载体pVax1

载体或PSMA‑dMAb质粒接种的小鼠的第14天血清的1:50稀释物染色。图97B显示LnCap和

TRAMP‑C2细胞染色的平均荧光指数(MFI)的定量。

[0138] 图98显示C57BL/6裸鼠中产生的PSMA‑dMAb在肿瘤组织中使PSMA染色。

[0139] 图99A‑99C显示PSMA‑dMAb介导对LNCaP细胞的ADCC。图99A显示通过使用ADCC报道

分子测定检查PSMA‑dMAb的ADCC活性。图99B显示与无抗体阴性对照相比，由PSMA‑dMAb免疫

的小鼠血清诱导的ADCC活性的诱导倍数。图99C显示分析PSMA‑dMAb血清对LNCaP细胞的细

胞死亡的影响的流式细胞术。

[0140] 图100A‑100D显示PSMA‑dMAb在TRAMP‑C2肿瘤攻击小鼠模型中诱导抗肿瘤免疫。图

100A显示向C57BL/6小鼠中施用肿瘤和施用pVax1或PSMA‑dMAb质粒的方案。图100B显示在

肿瘤施用后每周用卡尺测量肿瘤体积，持续长达10周。图100C显示在肿瘤施用后第50天，来

自pVax1和PSMA‑dMAb组的具有肿瘤的代表性小鼠。图100D显示在PSMA‑dMAb施用之前通过

单次注射抗NK1.1  IgG消耗尽NK细胞消除了PSMA‑dMAb对肿瘤杀伤的保护作用。

[0141] 详述

[0142] 本发明涉及包含编码抗体、其片段、其变体或其组合的重组核酸序列的组合物。可

向有此需要的受试者施用所述组合物以促进合成抗体的体内表达和形成。

[0143] 具体地，从所述重组核酸序列表达的重链和轻链多肽可装配成合成抗体。所述重

链多肽和轻链多肽可彼此相互作用，以便装配导致合成抗体能够结合抗原，相较于未按本
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文中所描述装配的抗体更具免疫原性，并且能够引发或诱发抗所述抗原的免疫应答。

[0144] 此外，这些合成抗体比响应抗原诱发的免疫应答而产生的抗体更快地在受试者中

产生。合成抗体能够有效地结合并中和一系列抗原。合成抗体也能够有效地保护免受疾病

侵袭和/或促进疾病的存活。

[0145] 1.定义

[0146] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本领域普通技术人员

理解的含义相同的含义。在冲突的情况下，以本文件(包括定义)为准。下文中描述了优选的

方法和材料，尽管可在本发明的实施或测试中使用与本文中描述的那些方法和材料类似或

等同的方法和材料。本文中提及的所有出版物、专利申请、专利和其它参考文献通过引用整

体并入。本文中公开的材料、方法以及实施例仅仅是说明性的并非意在限制。

[0147] 如本文中所用，术语“包含/包括”、“包括”、“具有”、“有”、“可以”、“含有”及其变型

意欲为不排除另外的行为或结构的可能性的开放式过渡短语、术语或词语。除非上下文另

有明确说明，否则单数形式“一个(a)”、“和(and)”以及“该(the)”包括复数参考物。本公开

还涵盖“包含/包括”本文中提出的实施方案或组件、“由所述实施方案或组件组成”和“基本

上由所述实施方案或组件组成”的其它实施方案，无论是否明确地显示。

[0148] “抗体”可意指种类IgG、IgM、IgA、IgD或IgE或其片段、片段或其衍生物的抗体(包

括Fab、F(ab')2、Fd和单链抗体)及其衍生物。抗体可以是从哺乳动物的血清样品分离的抗

体、多克隆抗体、亲和纯化的抗体或其混合物，所述抗体展现足够的对期望的表位或来源于

其的序列的结合特异性。

[0149] 如在本文中可互换使用的“抗体片段”或“抗体的片段”是指包含抗原结合位点或

可变区的完整抗体的部分。所述部分不包括完整抗体的Fc区域的恒定重链结构域(即取决

于抗体同种型，CH2、CH3或CH4)。抗体片段的实例包括但不限于Fab片段、Fab'片段、Fab'‑SH

片段、F(ab')2片段、Fd片段、Fv片段、双链抗体、单链Fv(scFv)分子、仅含1个轻链可变结构

域的单链多肽、含有轻链可变结构域的3个CDR的单链多肽、仅含1个重链可变区的单链多肽

和含有重链可变区的3个CDR的单链多肽。

[0150] “抗原”是指具有在宿主中产生免疫应答的能力的蛋白质。抗原可被抗体识别并结

合。抗原可源于身体内部或源自外部环境。

[0151] 如本文中所用，“编码序列”或“编码核酸”可意指包含编码本文中所示的抗体的核

苷酸序列的核酸(RNA或DNA分子)。编码序列还可包括有效地连接于能够在向其施用了核酸

的个体或哺乳动物的细胞中指导表达的调控元件(包括启动子和多聚腺苷酸化信号)的起

始和终止信号。编码序列还可包括编码信号肽的序列。

[0152] 如本文中所用，“互补”或“互补的”可意指可核酸，可意指核酸分子的核苷酸或核

苷酸类似物之间的沃森‑克里克(Watson‑Crick)(例如，A‑T/U和C‑G)或Hoogsteen碱基配

对。

[0153] 如本文中所用，“恒定电流”定义由组织或限定所述组织的细胞在整个递送至相同

组织的电脉冲的持续过程中接收或经历的电流。从本文中描述的电穿孔装置递送电脉冲。

该电流在电脉冲的整个过程中在所述组织中维持恒定的安培度，因为本文中提供的电穿孔

装置具有反馈元件，优选地具有瞬时反馈。反馈元件可测量整个脉冲持续过程中组织(或细

胞)的阻抗，并使电穿孔装置改变其电能输出(例如，提高电压)，这样相同组织中的电流在
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整个电脉冲(大约数微秒)中以及在脉冲间维持恒定。在一些实施方案中，反馈元件包括控

制器。

[0154] 如本文中所用，“电流反馈”或“反馈”可互换使用，并且可意指提供的电穿孔装置

的主动响应，其包括测量组织中电极之间的电流和相应地改变由EP装置递送的能量输出，

以将电流维持在恒定水平。该恒定水平由用户在开始脉冲序列或电处理之前预先设定。反

馈可由电穿孔组件例如电穿孔装置的控制器来实现，因为其中的电路能够连续监测组织中

电极之间的电流并将该监测的电流(或组织内的电流)与预设电流相比较，以及连续进行能

量输出调整以将监测的电流维持在预设水平。反馈回路可以是瞬时的，因为其为模拟闭环

反馈。

[0155] 如本文中所用的“分散电流”可意指从本文中描述的电穿孔装置的各种针电极阵

列递送的电流的模式，其中所述模式使待电穿孔的组织的任何区域上的电穿孔相关热应激

的发生降至最低或优选消除。

[0156] 如本文中可互换使用的，“电穿孔”、“电‑透化”或“电动增强”(“EP”)可指使用跨膜

电场脉冲来诱发生物膜中的微观通路(孔)；它们的存在允许生物分子诸如质粒、寡核苷酸、

siRNA、药物、离子和水从细胞膜的一侧通过进入另一侧。

[0157] 如本文中所用，“内源性抗体”可指在被施以有效剂量的抗原以诱发体液免疫应答

的受试者中产生的抗体。

[0158] 如本文中所用，“反馈机制”可指通过软件或硬件(或固件)进行的过程，该过程接

收期望的组织的阻抗(在递送能量脉冲之前，期间和/或之后)并将其与现有值(优选地当

前)相比较，随后调整被递送的能量的脉冲以达到预设值。可通过模拟闭环电路进行反馈机

制。

[0159] “片段”可意指具有功能的，即可结合至期望的靶并具有与全长抗体相同的期望的

作用的抗体的多肽片段。除从N和/或C末端失去至少一个氨基酸外，抗体的片段可与全长抗

体100％相同，在每一种情况下具有或不具有信号肽和/或位置1上的甲硫氨酸。片段可包含

20％或更多、25％或更多、30％或更多、35％或更多、40％或更多、45％或更多、50％或更多、

55％或更多、60％或更多、65％或更多、70％或更多、75％或更多、80％或更多、85％或更多、

90％或更多、91％或更多、92％或更多、93％或更多、94％或更多、95％或更多、96％或更多、

97％或更多、98％或更多、99％或更多百分比的特定全长抗体的长度，不包括任何添加的异

源信号肽。片段可包括多肽的片段，所述多肽的片段与抗体具有95％或更高、96％或更高、

97％或更高、98％或更高或99％或更高同一性，并且额外地包含当计算百分比同一性时被

包括的N末端甲硫氨酸或异源信号肽。片段还可包含N末端甲硫氨酸和/或信号肽，诸如免疫

球蛋白信号肽，例如IgE或IgG信号肽。可将N末端甲硫氨酸和/或信号肽连接于抗体的片段。

[0160] 在具有或不具有编码信号肽和/或位置1上的甲硫氨酸的序列的每一种情况下，编

码抗体的核酸序列的片段可与全长100％相同，除从5'和/或3'末端失去至少一个核苷酸

外。片段可包含20％或更多、25％或更多、30％或更多、35％或更多、40％或更多、45％或更

多、50％或更多、55％或更多、60％或更多、65％或更多、70％或更多、75％或更多、80％或更

多、85％或更多、90％或更多、91％或更多、92％或更多、93％或更多、94％或更多、95％或更

多、96％或更多、97％或更多、98％或更多、99％或更多百分比的特定全长编码序列的长度，

不包括任何添加的异源信号肽。片段可包含编码多肽的片段，所述多肽与抗体具有95％或
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更高、96％或更高、97％或更高、98％或更高或99％或更高的同一性，并且额外地任选地包

含当计算百分比同一性时未包括的编码N末端甲硫氨酸或异源信号肽的序列。片段还可包

含N末端甲硫氨酸和/或信号肽，诸如免疫球蛋白信号肽例如IgE或IgG信号肽的编码序列。

可将编码N末端甲硫氨酸和/或信号肽的编码序列连接于编码序列的片段。

[0161] 如本文中所用的“遗传构建体”是指包含编码蛋白质诸如抗体的核苷酸序列的DNA

或RNA分子。所述编码序列包括有效地连接于能够在向其施用了核酸分子的个体的细胞中

指导表达的调控元件(包括启动子和多聚腺苷酸化信号)的起始和终止信号。如本文中所

用，术语“可表达的形式”是指基因构建体，所述基因构建体含有有效地连接于编码蛋白质

的编码序列的必需调控元件，以便当存在于个体的细胞中时，所述编码序列可被表达。

[0162] 如在本文中在两个或更多个核酸或多肽序列的上下文中所用，“相同的”或“同一

性”可意指序列具有指定百分比的在指定区域上相同的残基。可通过如下步骤计算百分比：

将两个序列最佳地比对，在指定的区域上比较两条序列，测定在两个序列中在其上存在相

同残基的位置的数目以产生匹配位置的数目，将匹配位置的数目除以指定区域中的位置总

数，及将结果乘以100来产生序列同一性的百分比。在其中两条序列具有不同长度或比对产

生一个或多个交错末端以及指定的比较区域仅包括单个序列的情况下，将单个序列的残基

包括在计算的分母而非分子中。当比较DNA和RNA时，可胸腺嘧啶(T)和尿嘧啶(U)可被认为

是等同的。人工或通过使用计算机序列算法诸如BLAST或BLAST  2.0来获得同一性。

[0163] 当讨论反馈机制时可使用如本文中所用的“阻抗”，并且可按照欧姆定律将其转换

成电流值，从而使得能够与预设电流比较。

[0164] 如本文中所用的“免疫应答”可意指宿主的免疫系统，例如哺乳动物的免疫系统，

响应一种或多种核酸和/或肽的引入的激活。免疫应答可以以细胞或体液应答的形式或这

两种形式存在。

[0165] 如本文中所用的“核酸”或“寡核苷酸”或“多核苷酸”可意指共价连接在一起的至

少两个核苷酸。单链的描述也限定了互补链的序列。因此，核酸还包括描述的单链的互补

链。核酸的许多变体可出于相同的目的作为给定的核酸使用。因此，核酸还包括基本上相同

的核酸和其补体。单链提供可在严格杂交条件下与靶序列杂交的探针。因此，核酸还包括在

严格杂交条件下杂交的探针。

[0166] 核酸可以是单链或双链的，或可含有双链和单链序列的部分。核酸可以是DNA(基

因组DNA和cDNA)、RNA或杂交体，其中核酸可含有脱氧核糖核苷酸和核糖核苷酸的组合，碱

基(包括尿嘧啶、腺嘌呤、胸腺嘧啶、胞嘧啶、鸟嘌呤、肌苷、黄嘌呤次黄嘌呤、异胞嘧啶和异

鸟嘌呤)的组合。核酸可以通过化学合成法或通过重组法获得。

[0167] 如本文中所用的“有效连接的”可意指基因的表达在与其空间上连接的启动子的

控制下。启动子可位于在其控制下的基因的5'(上游)或3'(下游)。启动子与基因之间的距

离可与在所述启动子所源自的基因中该启动子与其控制的基因之间的距离大致相同。如在

本领域中是已知的，可接受该距离的变化而不丧失启动子功能。

[0168] 如本文中所用的“肽”、“蛋白质”或“多肽”可意指氨基酸的连接的序列，并且可以

是天然的、合成的或者经修饰的或天然和合成的组合。

[0169] 如本文中所用的“启动子”可意指能够赋予、激活或增强核酸在细胞中的表达的合

成或天然来源的分子。启动子可包含一个或多个特定的转录调控序列以进一步增强所述序
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列的表达和/或改变其的空间表达和/或时间表达。启动子还可包含与转录起始位点相距多

达数千碱基对的远端增强子或阻遏子元件。启动子可源自包括病毒、细菌、真菌、植物、昆虫

和动物的来源。启动子可针对其中发生表达的细胞、组织或器官或针对表达发生所处的发

育阶段，或响应外部刺激(诸如生理应激、病原体、金属离子或诱导剂)而组成型地，或差异

地调控基因组分的表达。启动子的代表性实例包括噬菌体T7启动子、噬菌体T3启动子、SP6

启动子、lac操纵子‑启动子、tac启动子、SV40晚期启动子、SV40早期启动子、RSV‑LTR启动

子、CMV  IE启动子、SV40早期启动子或SV  40晚期启动子和CMV  IE启动子。

[0170] “信号肽”和“前导序列”在本文中可互换使用，并且是指可被连接在本文中所示的

蛋白质的氨基末端上的氨基酸序列。信号肽/前导序列通常指导蛋白质的定位。本文中使用

的信号肽/前导序列优选促进蛋白质从产生其的细胞分泌。在从细胞分泌后，通常从蛋白质

的其余部分(通常称为成熟蛋白)切割信号肽/前导序列。信号肽/前导序列连接在蛋白质的

N末端上。

[0171] 如本文中所用的“严格杂交条件”可意指第一核酸序列(例如，探针)将与第二核酸

序列(例如，靶)(诸如在核酸的复杂混合物中)杂交的条件。严格条件是序列依赖性的，并且

在不同的情况下是不同的。可选择比特定序列在限定的离子强度、pH下的热熔点(Tm)低约

5‑10℃作为严格条件。Tm可以是50％的与靶互补的探针在平衡(由于靶序列过量存在，因此

在Tm下，50％的探针在平衡时被占据)时与靶序列杂交时的温度(在限定的离子强度、pH和

核酸浓度下)。严格条件可以是在pH  7 .0至8.3下盐浓度低于约1.0M钠离子，诸如约0.01‑

1.0M的钠离子浓度(或其它盐)以及温度为至少约30℃(对于短探针(例如，约10‑50个核苷

酸))和至少约60℃(对于长探针(例如，大于约50个核苷酸)的那些条件。严格条件还可通过

添加去稳定剂诸如甲酰胺来实现。对于选择性或特异性杂交，阳性信号可以为至少2至10倍

本底杂交。示例性严格杂交条件包括下列条件：50％甲酰胺、5x  SSC和1％SDS在42℃下孵

育，或者5x  SSC、1％SDS在65℃下孵育，在65℃于0.2x  SSC和0.1％SDS中洗涤。

[0172] 如本文中可互换所用的“受试者”和“患者”是指任何脊椎动物，包括但不限于哺乳

动物(例如，牛、猪、骆驼、美洲驼、马、山羊、兔、绵羊、仓鼠、豚鼠、猫、狗、大鼠和小鼠、非人灵

长类动物(例如，猴，诸如食蟹猴或恒河猴、黑猩猩等)和人)。在一些实施方案中，受试者可

以是人或非人。受试者或患者可以正接受其他形式的治疗。

[0173] 如本文中所用的“基本上互补的”可意指第一序列与第二序列的互补序列在8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、

75、80、85、90、95、100或更多个核苷酸或氨基酸的区域上具有至少60％、65％、70％、75％、

80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％或99％同一性，或两条序列在严格杂交条件下杂交。

[0174] 如本文中所用的“基本上相同的”可意指第一与第二序列在1、2、3、4、5、6、7、8、9、

10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、

75、80、85、90、95、100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000、1100或更多个核苷酸或

氨酸的区域上至少60％、65％、70％、75％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、

88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％相同，或对于核酸，

如果第一序列与第二序列的补体基本上互补的话，则它们是基本上相同的。

[0175] 如本文中所用的“合成抗体”是指由本文中描述的重组核酸序列编码并且在受试
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者中产生的抗体。

[0176] 如本文中所用的“治疗”或“处理”可意指通过预防、抑制、压制或完全消除疾病来

保护受试者免受疾病侵害。预防疾病包括在疾病发作之前向受试者施用本发明的疫苗。抑

制疾病包括在疾病引发后但在其临床表现之前向受试者施用本发明的疫苗。压制疾病包括

在疾病临床表现后向受试者施用本发明的疫苗。

[0177] 如本文中针对核酸所用的“变体”可意指(i)参照的核苷酸序列的部分或片段；

(ii)参照的核苷酸序列或其部分的补体；(iii)与参照核酸或其互补序列基本上同一的核

酸；或(iv)在严格条件下与参照核酸、其补体或与其基本上相同的序列杂交的核酸。

[0178] 对于肽或多肽，“变体”是指在氨基酸序列上相异于氨基酸的插入、缺失或保守取

代，但保留至少一种生物活性的肽或多肽。变体还可意指具有与参照蛋白质的氨基酸序列

基本上相同的氨基酸序列的，保留至少一种生物活性的蛋白质。氨基酸的保守取代，即利用

具有相似性质(例如，疏水性、带电区域的程度和分布)的不同氨基酸替代氨基酸，在本领域

中被公认为通常牵涉较小变化。如本领域中所理解的，这些较小变化可部分通过考虑氨基

酸的亲疏水性指数(hydropathic  index)来鉴定。Kyte等人，J.Mol .Biol .157:105‑132

(1982)。氨基酸的亲疏水性指数基于对其疏水性和电荷的考虑。在本领域中已知具有相似

亲疏水性指数的氨基酸可被取代并且仍然保留蛋白质功能。在一个方面，具有±2的亲疏水

性指数的氨基酸被取代。氨基酸的亲水性还可用于显示可导致保留生物功能的蛋白质的取

代。在肽的上下文中考虑氨基酸的亲水性允许计算该肽的最大局部平均亲水性，这是一种

已被报导与抗原性和免疫原性密切相关的有用的度量。美国专利No.4,554,101(通过引用

完全并入本文)。如本领域中所理解的，具有相似亲水性值的氨基酸的取代可导致保留生物

活性例如免疫原性的肽。可利用彼此亲水性值在±2以内的氨基酸进行取代。氨基酸的疏水

性指数和亲水性值受该氨基酸的特定侧链影响。与该观察一致，与生物功能相容的氨基酸

取代经了解取决于氨基酸，并且具体地那些氨基酸的侧链的相对相似性，如通过疏水性、亲

水性、电荷、大小和其它性质显示的。

[0179] 变体可以是在全长的全基因序列或其片段上基本上相同的核酸序列。核酸序列可

在全长的基因序列或其片段上具有80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、

89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的同一性。变体可

以是在全长的氨基酸序列或其片段上基本上相同的氨基酸序列。氨基酸序列可在全长的所

述氨基酸序列或其片段上具有80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的同一性。

[0180] 如本文中所用的“载体”可意指含有复制起始点的核酸序列。载体可以是质粒、噬

菌体、细菌人工染色体或酵母人工染色体。载体可以是DNA或RNA载体。载体可以是自主复制

的染色体外载体或整合进宿主基因组的载体。

[0181] 对于本文中数值范围的引述，明确地以相同的精度包括其间的每一个中介数。例

如，对于6‑9的范围，除了6和9外还包括数值7和8，而对于范围6.0‑7 .0，明确地包括数值

6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9和7.0。

[0182] 2.组合物

[0183] 本发明涉及包含编码抗体、其片段、其变体或其组合的重组核酸序列的组合物。当

向有此需要的受试者施用时，所述组合物可导致在受试者中产生合成抗体。所述合成抗体
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可结合存在于受试者中的靶分子(即，抗原)。这样的结合可中和抗原，阻断另一种分子例如

蛋白质或核酸对抗原的识别，以及引发或诱发对抗原的免疫应答。

[0184] 所述合成抗体可治疗、预防被施以所述组合物的受试者的疾病和/或保护其免受

所述疾病侵害。所述合成抗体通过结合抗原可治疗、预防被施以所述组合物的受试者的疾

病和/或保护其免受所述疾病侵害。所述合成抗体可提高被施以所述组合物的受试者的疾

病存活率。所述合成抗体可提供至少约50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、

90％、95％或100％的被施以所述组合物的受试者的疾病存活率。在其它实施方案中，所述

合成抗体可提供至少约65％、66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、

76％、77％、78％、79％或80％的被施以所述组合物的受试者的疾病存活率。

[0185] 所述组合物可导致在向受试者施用所述组合物至少约1小时、2小时、3小时、4小

时、5小时、6小时、7小时、8小时、9小时、10小时、11小时、12小时、13小时、14小时、15小时、20

小时、25小时、30小时、35小时、40小时、45小时、50小时或60小时内在所述受试者中产生所

述合成抗体。所述组合物可导致在向受试者施用所述组合物至少约1天、2天、3天、4天、5天、

6天、7天、8天、9天或10天内在所述受试者中产生所述合成抗体。所述组合物可导致在向受

试者施用所述组合物约1小时至约6天、约1小时至约5天、约1小时至约4天、约1小时至约3

天、约1小时至约2天、约1小时至约1天、约1小时至约72小时、约1小时至约60小时、约1小时

至约48小时、约1小时至约36小时、约1小时至约24小时、约1小时至约12小时或约1小时至约

6小时内在所述受试者中产生所述合成抗体。

[0186] 当向有此需要的受试者施用时，所述组合物可在受试者中导致比被施以抗原以诱

发体液免疫应答的受试者的内源抗体的产生更快的合成抗体的产生。所述组合物可在被施

以抗原以诱发体液免疫应答的受试者的内源抗体产生之前至少约1天、2天、3天、4天、5天、6

天、7天、8天、9天或10天导致所述合成抗体的产生。

[0187] 本发明的组合物可具有有效组合物的期望特性，诸如是安全的，以便所述组合物

不引起疾病或死亡；具有抵抗疾病的保护作用；以及提供施用的容易性、极少的副作用、生

物稳定性和每剂量的低成本。

[0188] 3.重组核酸序列

[0189] 如上所述，所述组合物可包含重组核酸序列。所述重组核酸序列可编码抗体、其片

段、其变体或其组合。在下文中更详细地描述了抗体。

[0190] 所述重组核酸序列可以是异源核酸序列。所述重组核酸序列可包括至少一个异源

核酸序列或一个或多个异源核酸序列。

[0191] 所述重组核酸序列可以是优化的核酸序列。这样的优化可增强或改变抗体的免疫

原性。优化还可改进转录和/或翻译。优化可包括以下的一个或多个方面：低GC含量的前导

序列，以增加转录；mRNA稳定性和密码子优化；添加kozak序列(例如，GCC  ACC)以增加翻译；

添加编码信号肽的免疫球蛋白(Ig)前导序列；和尽可能消除顺式作用序列基序(即，内部

TATA盒)。

[0192] a.重组核酸序列构建体

[0193] 所述重组核酸序列可包括一个或多个重组核酸序列构建体。所述重组核酸序列构

建体可包括在下文中更详细地描述的一个或多个组件。

[0194] 所述重组核酸序列构建体可包括编码重链多肽、其片段、其变体或其组合的异源
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核酸序列。所述重组核酸序列构建体可包括编码轻链多肽、其片段、其变体或其组合的异源

核酸序列。所述重组核酸序列构建体还可包括编码蛋白酶或蛋白酶切割位点的异源核酸序

列。所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个前导序列，其中每个前导序列编码信号肽。

所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个启动子、一个或多个内含子、一个或多个转录

终止区、一个或多个起始密码子、一个或多个终止密码子(termination  or  stop  codon)

和/或一个或多个多聚腺苷酸化信号。所述重组核酸序列构建体还可包括一个或多个接头

或标签序列。所述标签序列可编码血凝素(HA)标签。

[0195] (1)重链多肽

[0196] 所述重组核酸序列构建体可包括编码重链多肽、其片段、其变体或其组合的异源

核酸。所述重链多肽可包括可变重链(VH)区和/或至少一个恒定重链(CH)区。所述至少一个

恒定重链区可包括恒定重链区1(CH1)、恒定重链区2(CH2)和恒定重链区3(CH3)和/或铰链

区。

[0197] 在一些实施方案中，所述重链多肽可包括VH区和CH1区。在其它实施方案中，所述

重链多肽可包括VH区、CH1区、铰链区、CH2区和CH3区。

[0198] 所述重链多肽可包括互补决定区(“CDR”)组。所述CDR组可含有VH区的3个高变区。

从重链多肽的N末端开始，这此CDR分别被命名为“CDR1”、“CDR2”和“CDR3”。重链多肽的

CDR1、CDR2和CDR3可促成抗原的结合或识别。

[0199] (2)轻链多肽

[0200] 所述重组核酸序列构建体可包括编码轻链多肽、其片段、其变体或其组合的异源

核酸序列。所述轻链多肽可包括可变轻链(VL)区和/或恒定轻链(CL)区。

[0201] 所述轻链多肽可包括互补决定区(“CDR”)组。所述CDR组可含有VL区的3个高变区。

从轻链多肽的N末端开始，这些CDR分别被命名为“CDR1”、“CDR2”和“CDR3”。轻链多肽的

CDR1、CDR2和CDR3可促成抗原的结合或识别。

[0202] (3)蛋白酶切割位点

[0203] 所述重组核酸序列构建体可包括编码蛋白酶切割位点的异源核酸序列。所述蛋白

酶切割位点可被蛋白酶或肽酶识别。所述蛋白酶可以是肽链内切酶或内切蛋白酶，例如但

不限于费林蛋白酶、弹性蛋白酶、HtrA、钙蛋白酶、胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶和胃

蛋白酶。所述蛋白酶可以是费林蛋白酶。在其它实施方案中，所述蛋白酶可以是丝氨酸蛋白

酶、苏氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶、天冬氨酸蛋白酶、金属蛋白酶、谷氨酸蛋白酶或切割内

部肽键(即，不切割N末端或C末端肽键)的任何蛋白酶。

[0204] 所述蛋白酶切割位点可包括一个或多个促进或增强切割效率的氨基酸序列。所述

一个或多个氨基酸序列可促进或增强形成或产生分离的多肽的效率。所述一个或多个氨基

酸序列可包括2A肽序列。

[0205] (4)接头序列

[0206] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个接头序列。所述接头序列可在空间上

分离或连接一个或多个本文中描述的组件。在其它实施方案中，所述接头序列可编码在空

间上分离或连接两个或更多个多肽的氨基酸序列。

[0207] (5)启动子

[0208] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个启动子。所述一个或多个启动子可以
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是能够驱动基因表达和调控基因表达的任何启动子。这样的启动子是经由DNA依赖性RNA聚

合酶的转录所需的顺式作用序列元件。用于指导基因表达的启动子的选择取决于特定应

用。可将启动子在重组核酸序列构建体中置于离转录起始位点与其在天然背景中离转录起

始位点的距离相同的距离。然而，可接受该距离的变化而不丧失启动子功能。

[0209] 可将所述启动子有效地连接于编码重链多肽和/或轻链多肽的异源核酸序列。所

述启动子可以是经显示对于在真核细胞中的表达是有效的启动子。有效地连接于编码序列

的启动子可以是CMV启动子，来自猿猴病毒40(SV40)的启动子，诸如SV40早期启动子和SV40

晚期启动子、小鼠乳房肿瘤病毒(MMTV)启动子、人免疫缺陷病毒(HIV)启动子诸如牛免疫缺

陷病毒(BIV)长末端重复(LTR)启动子、莫洛尼病毒启动子(Moloney  virus)、禽类白血病病

毒(ALV)启动子、巨细胞病毒(CMV)启动子诸如CMV立即早期启动子、爱泼斯坦‑巴尔病毒

(Epstein  Barr  virus,EBV)启动子或劳斯肉瘤病毒(Rous  sarcoma  virus,RSV)启动子。所

述启动子还可以是来自人基因诸如人肌动蛋白、人肌球蛋白、人血红蛋白、人肌肉肌酸、人

多角体蛋白或人金属硫蛋白的启动子。

[0210] 所述启动子可以是组成型启动子或诱导型启动子，所述诱导型启动子仅当宿主细

胞被暴露于某些特定外部刺激时起始转录。在多细胞生物体的情况下，所述启动子还可于

对特定的组织或器官或发育阶段是特异性的。所述启动子还可以是组织特异性启动子，诸

如肌肉或皮肤特异性启动子(天然或合成的)。此类启动子的实例描述于美国专利申请公开

no.US20040175727(其内容以其整体并入本文)中。

[0211] 所述启动子可与增强子相联。增强子可位于编码序列的上游。所述增强子可以是

人肌动蛋白、人肌球蛋白、人血红蛋白、人肌肉肌酸或病毒增强子，诸如来自CMV、FMDV、RSV

或EBV的增强子。多核苷酸功能增强子描述于美国专利No.5,593,972、5,962,428和W094/

016737(所述每一个专利或专利申请公开的内容通过引用完全并入)中。

[0212] (6)内含子

[0213] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个内含子。每一个内含子可包括功能剪

接供体和受体位点。所述内含子可包括剪接的增强子。所述内含子可包括一个或多个有效

剪接所需的信号。

[0214] (7)转录终止区

[0215] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个转录终止区。所述转录终止区可位于

编码序列的下游以提供高效终止。所述转录终止区可获自与上述启动子相同的基因，或可

获自一个或多个不同的基因。

[0216] (8)起始密码子

[0217] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个起始密码子。所述起始密码子可位于

编码序列的上游。所述起始密码子可在具有编码序列的框内。所述起始密码子可与一个或

多个有效翻译起始所需的信号，例如但不限于核糖体结合位点相关。

[0218] (9)终止密码子

[0219] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个终止密码子(termination  or  stop 

codon)。所述终止密码子可位于编码序列的下游。所述终止密码子可在具有编码序列的框

内。所述终止密码子可与一个或多个有效翻译终止所需的信号相关。

[0220] (10)多聚腺苷酸化信号
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[0221] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个多聚腺苷酸化信号。所述多聚腺苷酸

化信号可包括转录物的有效多腺苷酸化所需的一个或多个信号。所述多聚腺苷酸化信号可

位于编码序列的下游。所述多聚腺苷酸化信号可以是SV40多聚腺苷酸化信号、LTR多聚腺苷

酸化信号、牛生长激素(bGH)多聚腺苷酸化信号、人生长激素(hGH)多聚腺苷酸化信号或人

β‑珠蛋白多聚腺苷酸化信号。所述SV40多聚腺苷酸化信号可以是来自pCEP4质粒

(Invitrogen,San  Diego,CA)的多聚腺苷酸化信号。

[0222] (11)前导序列

[0223] 所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个前导序列。所述前导序列可编码信号

肽。所述信号肽可以是免疫球蛋白(Ig)信号肽，例如但不限于IgG信号肽和IgE信号肽。

[0224] b.重组核酸序列构建体的排列

[0225] 如上所述，所述重组核酸序列可包括一个或多个重组核酸序列构建体，其中每一

个重组核酸序列构建体可包括一个或多个组件。所述一个或多个组件在上文中进行了详细

描述。所述一个或多个组件，当包括在重组核酸序列构建体中时，可相对彼此以任意顺序排

列。在一些实施方案中，可如下所述，在重组核酸序列构建体中排列所述一个或多个组件。

[0226] (1)排列1

[0227] 在一个排列中，第一重组核酸序列构建体可包括编码重链多肽的异源核酸序列，

并且第二重组核酸序列构建体可包括编码轻链多肽的异源核酸序列。

[0228] 所述第一重组核酸序列构建体可被置于载体中。所述第二重组核酸序列构建体可

被置于第二或单独的载体中。在下文中更详细地描述了将重组核酸序列构建体置于载体

中。

[0229] 所述第一重组核酸序列构建体还可包括启动子、内含子、转录终止区、起始密码

子、终止密码子和/或多聚腺苷酸化信号。所述第一重组核酸序列构建体还可包括前导序

列，其中所述前导序列位于编码重链多肽的异源核酸序列的上游(或5’)。因此，由前导序列

编码的信号肽可通过肽键连接至重链多肽。

[0230] 所述第二重组核酸序列构建体还可包括启动子、起始密码子、终止密码子和多聚

腺苷酸化信号。所述第二重组核酸序列构建体还可包括前导序列，其中所述前导序列位于

编码轻链多肽的异源核酸序列的上游(或5’)。因此，由前导序列编码的信号肽可通过肽键

连接至轻链多肽。

[0231] 因此，排列1的一个实例包括编码包括VH和CH1的重链多肽的第一载体(和从而第

一重组核酸序列构建体)和编码包括VL和CL的轻链多肽的第二载体(和从而第二重组核酸

序列构建体)。排列1的第二实例可包括编码包括VH、CH1、铰链区、CH2和CH3的重链多肽的第

一载体(和从而第一重组核酸序列构建体)和编码包括VL和CL的轻链多肽的第二载体(和从

而第二重组核酸序列构建体)。

[0232] (2)排列2

[0233] 在第二排列中，所述重组核酸序列构建体可包括编码重链多肽的异源核酸序列和

编码轻链多肽的异源核酸序列。所述编码重链多肽的异源核酸序列可被置于编码轻链多肽

的异源核酸序列的上游(或5’)。或者，所述编码轻链多肽的异源核酸序列可被置于编码重

链多肽的异源核酸序列的上游(或5’)。

[0234] 所述重组核酸序列构建体可被置于下文中更详细描述的载体中。
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[0235] 所述重组核酸序列构建体可包括编码蛋白酶切割位点的异源核酸序列和/或接头

序列。如果包括在所述重组核酸序列构建体中，则编码蛋白酶切割位点的异源核酸序列可

位于编码重链多肽的异源核酸序列与编码轻链多肽的异源核酸序列之间。因此，所述蛋白

酶切割位点允许重链多肽和轻链多肽在表达后分离为不同的多肽。在其它实施方案中，如

果将接头序列包括在重组核酸序列构建体中，那么可将所述接头序列置于编码重链多肽的

异源核酸序列与编码轻链多肽的异源核酸序列之间。

[0236] 所述重组核酸序列构建体还可包括启动子、内含子、转录终止区、起始密码子、终

止密码子和/或多聚腺苷酸化信号。所述重组核酸序列构建体可包括一个或多个启动子。所

述重组核酸序列构建体可包括2个启动子，以便一个启动子可与编码重链多肽的异源核酸

序列相联，并且第二启动子可与编码轻链多肽的异源核酸序列相联。在其它实施方案中，所

述重组核酸序列构建体可包括一个与编码重链多肽的异源核酸序列和编码轻链多肽的异

源核酸序列相联的启动子。.

[0237] 所述重组核酸序列构建体还可包括2个前导序列，其中第一前导序列位于编码重

链多肽的异源核酸序列的上游(或5’)，并且第二前导序列位于编码轻链多肽的异源核酸序

列的上游(或5’)。因此，由第一前导序列编码的第一信号肽可通过肽键连接于重链多肽并

且由第二前导序列编码的第二信号肽可通过肽键连接于轻链多肽。

[0238] 因此，排列2的一个实例可包括编码包括VH和CH1的重链多肽和包括VL和CL的轻链

多肽的载体(和从而重组核酸序列构建体)，其中接头序列位于编码重链多肽的异源核酸序

列与编码轻链多肽的异源核酸序列之间。

[0239] 排列2的第二实例可包括编码包括VH和CH1的重链多肽和包括VL和CL的轻链多肽

的载体(和从而重组核酸序列构建体)，其中编码蛋白酶切割位点的异源核酸序列位于编码

重链多肽的异源核酸序列与编码轻链多肽的异源核酸序列之间。

[0240] 排列2的第三实例可包括编码包括VH、CH1、铰链区、CH2和CH3的重链多肽和包括VL

和CL的轻链多肽的载体(和从而重组核酸序列构建体)，其中接头序列位于编码重链多肽的

异源核酸序列与编码轻链多肽的异源核酸序列之间。

[0241] 排列2的第四实例可包括编码包括VH、CH1、铰链区、CH2和CH3的重链多肽和包括VL

和CL的轻链多肽的载体(和从而重组核酸序列构建体)，其中编码蛋白酶切割位点的异源核

酸序列位于编码重链多肽的异源核酸序列与编码轻链多肽的异源核酸序列之间。

[0242] c.来自重组核酸序列构建体的表达

[0243] 如上所述，所述重组核酸序列构建体可，在一个或多个组分当中，包括编码重链多

肽的异源核酸序列和/或编码轻链多肽的异源核酸序列。因此，所述重组核酸序列构建体可

有利重链多肽和/或轻链多肽的表达。

[0244] 当使用如上所述的排列1时，所述第一重组核酸序列构建体可促进重链多肽的表

达，并且所述第二重组核酸序列构建体可促进轻链多肽的表达。当使用如上所述的排列2

时，所述重组核酸序列构建体可促进重链多肽和轻链多肽的表达。

[0245] 在例如但不限于细胞、生物体或哺乳动物中表达后，所述重链多肽和轻链多肽可

装配成合成抗体。具体地，所述重链多肽和轻链多肽可彼此相互作用，以便装配产生能够结

合抗原的合成抗体。在其它实施方案中，所述重链多肽和轻链多肽可彼此相互作用，以便装

配产生相较于未如本文中所述装配的抗体更具免疫原性的合成抗体。在其它实施方案中，
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所述重链多肽和轻链多肽可彼此相互作用，以便装配导致能够消除或诱发针对抗原的免疫

应答的合成抗体。

[0246] d.载体

[0247] 可将上述重组核酸序列构建体置于一个或多个载体中。所述一个或多个载体可含

有复制起始点。所述一个或多个载体可以是质粒、噬菌体、细菌人工染色体或酵母人工染色

体。所述一个或多个载体可以是自主复制的染色体外载体，或整合进宿主基因组的载体。

[0248] 所述一个或多个载体可以是异源表达构建体，其通常是用于将特定基因引入靶细

胞的质粒。一旦表达载体在细胞内，由所述重组核酸序列构建体编码的重链多肽和/或轻链

多肽由细胞转录和翻译机器核糖体复合物产生。所述一个或多个载体可表达大量稳定的信

使RNA，从而表达蛋白质。

[0249] (1)表达载体

[0250] 所述一个或多个载体可以是环状质粒或线性核酸。所述环状质粒和线性核酸能够

在适当的主题细胞中指导特定核苷酸序列的表达。所述一个或多个包含重组核酸序列构建

体的载体可以是嵌合的，这意味着其组件的至少一个对于其至少一个其它组件是异源的。

[0251] (2)质粒

[0252] 所述一个或多个载体可以是质粒。所述质粒可用于用重组核酸序列构建体转染细

胞。所述质粒可用于将所述重组核酸序列构建体引入受试者。所述质粒还可包含调控序列，

其可非常适合用于在施用了质粒的细胞中进行基因表达。

[0253] 所述质粒还可包含哺乳动物复制起始点以在染色体外维持质粒并在细胞中产生

多个拷贝的质粒。所述质粒可以是来自Invitrogen(San  Diego ,CA)的pVAXI、pCEP4或

pREP4，所述质粒可包含爱泼斯坦‑巴尔病毒复制起始点和细胞核抗原EBNA‑1编码区，其可

产生高拷贝附加型复制而无需整合。质粒的主链可以是pAV0242。所述质粒可以是复制缺陷

型腺病毒5型(Ad5)质粒。

[0254] 所述质粒可以是pSE420(Invitrogen,San  Diego,Calif .)，其可用于在大肠杆菌

(Escherichia  coli,E.coli)中产生蛋白质。所述质粒还可以是p  YES2(Invitrogen,San 

Diego,Calif .)，其可用于在酵母的酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)菌株中产生蛋

白质。所述质粒还可以是MAXBACTM完全杆状病毒表达系统(Invitrogen ,San  Diego ,

Calif .)，其可用于在昆虫细胞中产生蛋白质。所述质粒还可以是pcDNAI或pcDNA3

(Invitrogen,San  Diego,Calif.)，其可用于在哺乳动物细胞诸如中国仓鼠卵巢(CHO)细胞

中产生蛋白质。

[0255] (3)环状和线性载体

[0256] 所述一个或多个载体可以是环状质粒，其可通过整合进细胞基因组转化靶细胞或

存在于染色体外(例如，具有复制起始点的自主复制质粒)。所述载体可以是pVAX、pcDNA3.0

或provax，或能够表达由所述重组核酸序列构建体编码的重链多肽和/或轻链多肽的任何

其它表达载体。

[0257] 本文中还提供了能够经由电穿孔被有效地递送至受试者，并且表达由所述重组核

酸序列构建体编码的重链多肽和/或轻链多肽的线性核酸或线性表达盒(“LEC”)。所述LEC

可以是不存在任何磷酸主链的任何线性DNA。所述LEC可以不含任何抗生素抗性基因和/或

磷酸主链。所述LEC可以不含与期望的基因表达无关的其它核酸序列。
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[0258] 所述LEC可来源于能够被线性化的任何质粒。所述质粒可以能够表达由所述重组

核酸序列构建体编码的重链多肽和/或轻链多肽。所述质粒可以是pNP(Puerto  Rico/34)或

pM2(New  Caledonia/99)。所述质粒可以是WLV009、pVAX、pcDNA3.0或provax，或能够表达由

所述重组核酸序列构建体编码的重链多肽和/或轻链多肽的任何其它表达载体。

[0259] 所述LEC可以是pcrM2。所述LEC可以是pcrNP。pcrNP和pcrMR可分别来源于pNP

(Puerto  Rico/34)和pM2(New  Caledonia/99)。

[0260] (4)制备载体的方法

[0261] 本文中提供了用于制备一个或多个其中已放置了所述重组核酸序列构建体的载

体的方法。在最终的亚克隆步骤后，可使用本领域已知的方法将所述载体用在大规模发酵

罐中接种细胞培养物。

[0262] 在其它实施方案中，在最终的亚克隆步骤后，可将所述载体与一个或多个电穿孔

(EP)装置一起使用。在下文中更详细地描述了EP装置。

[0263] 可使用已知的装置和技术的组合配制或制造所述一个或多个载体，但优选使用

2007年5月23日提交的批准的、共同未决的美国临时申请美国序列No.60/939,792中描述的

质粒制造技术来制造它们。在一些实例中，可以以大于或等于10mg/mL的浓度配制本文中描

述的DNA质粒。所述制造技术除了美国序列No.60/939792中描述的那些装置和方案(包括

2007年7月3日提交的批准的专利、美国专利No.7,238,522中描述的那些装置和方案)之外，

还包括或包含对于本领域普通技术人员来说是公知的各种装置和方案。以上提及的申请和

专利(分别为美国序列No.60/939,792和美国专利No.7,238,522)在此整体并入。

[0264] 4.抗体

[0265] 如上所述，所述重组核酸序列可编码抗体、其片段、其变体或其组合。所述抗体可

结合在下文中更详细地描述的抗原或与其反应。

[0266] 所述抗体可包含分别插入重链和轻链框架(“FR”)组之间的重链和轻链互补决定

区(“CDR”)组，所述框架组为CDR提供支持并且限定CDR相对于彼此的空间关系。所述CDR组

可含有重链或轻链V区的3个高变区。从重链或轻链的N末端开始，这些区域被分别命名为

“CDR1”、“CDR2”和“CDR3”。抗原结合位点从而可包含6个CDR，包括来自每一个重链和轻链V

区的CDR组。

[0267] 蛋白水解酶木瓜蛋白酶优先切割IgG分子以产生几个片段，所述片段中的两个(F

(ab)片段)各自包含共价异二聚体，所述共价异二聚体包含完整抗原结合位点。所述酶胃蛋

白酶能够切割IgG分子以提供几个片段，包括包含两个抗原结合位点的F(ab’)2片段。因此，

所述抗体可以是Fab或F(ab’)2。所述Fab可包括重链多肽和轻链多肽。所述Fab的重链多肽

可包括VH区和CH1区。所述Fab的轻链可包括VL区和CL区。

[0268] 所述抗体可以是免疫球蛋白(Ig)。所述Ig可以是例如IgA、IgM、IgD、IgE和IgG。所

述免疫球蛋白可包括重链多肽和轻链多肽。所述免疫球蛋白的重链多肽可包括VH区、CH1

区、铰链区、CH2区和CH3区。所述免疫球蛋白的轻链多肽可包括VL区和CL区。

[0269] 所述抗体可以是多克隆抗体或单克隆抗体。所述抗体可以是嵌合抗体、单链抗体、

亲和力成熟抗体、人抗体、人源化抗体或完全人抗体。所述人源化抗体可以是来自非人物种

的结合期望的抗原的抗体，所述抗体具有一个或多个来自非人物种的互补决定区(CDR)和

来自人免疫球蛋白分子的框架区。
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[0270] 所述抗体可以是如下文中更详细描述的双特异性抗体。所述抗体可以是也如下文

中更详细描述的双功能抗体。

[0271] 如上所述，抗体可在向受试者施用组合物后在受试者中产生。所述抗体可在受试

者内具有半衰期。在一些实施方案，可修饰所述抗体以延长或缩短其在受试者内的半衰期。

此类修饰在下文中进行了更详细地描述。

[0272] 可如下文更详细地描述的，对抗体进行去岩藻糖基化。

[0273] 可以修饰抗体以减少或防止与如下文更详细地描述的抗原相关的疾病的抗体依

赖性增强(ADE)。

[0274] a.双特异性抗体

[0275] 重组核酸序列可编码双特异性抗体、其片段、其变体或其组合。双特异性抗体可结

合两种抗原(例如在下文中更详细地描述的抗原中的两种抗原)或与所述两种抗原反应。双

特异性抗体可由两种本文所述的抗体的片段组成，从而允许双特异性抗体结合两个所需靶

分子或与两个所需靶分子反应，所述靶分子可包括在下文中进行更详细地描述的抗原、配

体(包括受体的配体)、受体(包括受体上的配体结合位点)、配体‑受体复合物以及标志物

(包括癌症标志物)。

[0276] b.双功能抗体

[0277] 重组核酸序列可编码双功能抗体、其片段、其变体或其组合。双功能抗体可结合下

述抗原或与其反应。还可修饰双功能抗体以赋予抗体除对抗原的识别和结合以外的另外的

功能性。此类修饰可包括，但不限于，与因子H或其片段偶联。因子H是补体激活的可溶性调

节剂并因此，可通过补体介导的裂解(CML)促成免疫应答。

[0278] c.抗体半衰期的延长

[0279] 如上所述，可修饰抗体以延长或缩短抗体在受试者中的半衰期。所述修饰可延长

或缩短抗体在受试者的血清中的半衰期。

[0280] 修饰可存在于抗体的恒定区中。修饰可以是抗体的恒定区中的一个或多个氨基酸

取代，所述取代相较于不含所述一个或多个氨基酸取代的抗体的半衰期延长抗体的半衰

期。修饰可以是抗体的CH2结构域中的一个或多个氨基酸取代，所述取代相较于不含所述一

个或多个氨基酸取代的抗体的半衰期延长抗体的半衰期。

[0281] 在一些实施方案中，恒定区中的一个或多个氨基酸取代可包括用酪氨酸残基替代

恒定区中的甲硫氨酸残基、用苏氨酸残基替代恒定区中的丝氨酸残基、用谷氨酰胺残基替

代恒定区中的苏氨酸残基，或其任意组合，从而延长抗体的半衰期。

[0282] 在其它实施方案中，恒定区中的一个或多个氨基酸取代可包括用酪氨酸残基替代

CH2结构域中的甲硫氨酸残基、用苏氨酸残基替代CH2结构域中的丝氨酸残基、用谷氨酰胺

残基替代CH2结构域中的苏氨酸残基，或其任意组合，从而延长抗体的半衰期。

[0283] d.去岩藻糖基化

[0284] 重组核酸序列可以编码未被岩藻糖基化的抗体(即，去岩藻糖基化抗体或非岩藻

糖基化的抗体)、其片段、其变体或其组合。岩藻糖基化包括向分子添加糖岩藻糖，例如将岩

藻糖附接于N‑聚糖、O‑聚糖和糖脂。因此，在去岩藻糖基化的抗体中，不将岩藻糖附接至恒

定区的碳水化合物链。相反地，与岩藻糖基化的抗体相比，这种岩藻糖基化的缺乏相较于岩

藻糖基化的抗体可改善抗体的FcγRIIIa结合和抗体导向的细胞毒性(ADCC)活性。因此，在
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一些实施方案中，与岩藻糖基化的抗体相比，非岩藻糖基化的抗体可表现出增强的ADCC活

性。

[0285] 可以修饰抗体以防止或抑制抗体的岩藻糖基化。在一些实施方案中，与未修饰的

抗体相比，此类经修饰的抗体可以表现出增强的ADCC活性。所述修饰可存在于重链、轻链或

其组合中。所述修饰可以是重链中的一个或多个氨基酸取代，轻链中的一个或多个氨基酸

取代，或其组合。

[0286] e.减少的ADE反应

[0287] 可以修饰抗体以减少或防止与抗原相关的疾病的抗体依赖性增强(ADE)，但仍然

中和抗原。例如，可以修饰抗体以减少或防止与在下文更详细地描述的DENV相关的疾病的

ADE，但仍然中和DENV。

[0288] 在一些实施方案中，可以修饰抗体以包括减少或防止抗体与FcyR1a结合的一个或

多个氨基酸取代。所述一个或多个氨基酸取代可存在于抗体的恒定区中。所述一个或多个

氨基酸取代可以包括在抗体恒定区中用丙氨酸残基替代亮氨酸残基，即在本文中也称为

LA、LA突变或LA取代。所述一个或多个氨基酸取代可包括在抗体的恒定区中各自用丙氨酸

残基替代两个亮氨酸残基，并且在本文中也称为LALA、LALA突变或LALA取代。LALA取代的存

在可以阻止或阻断抗体结合FcyR1a，因此，经修饰的抗体不增强或引起与抗原相关的疾病

的ADE，但仍然中和抗原。

[0289] 5.抗原

[0290] 所述合成抗体针对抗原或其片段或变体。所述抗原可以是核酸序列、氨基酸序列

或其组合。所述核酸序列可以是DNA、RNA、cDNA、其变体、其片段或其组合。所述氨基酸序列

可以是蛋白质、肽、其变体、其片段或其组合。

[0291] 所述抗原可来自许多生物体，例如病毒、寄生虫、细菌、真菌或哺乳动物。所述抗原

可与自身免疫性疾病、过敏症或哮喘相关。在其它实施方案中，所述抗原可与癌症、疱疹、流

感、乙型肝炎、丙型肝炎、人乳头状瘤病毒(HPV)或人免疫缺陷病毒(HIV)相关。

[0292] 在一些实施方案中，所述抗原是外来的。在一些实施方案中，所述抗原是自体抗

原。

[0293] a.外来抗原

[0294] 在一些实施方案中，所述抗原是外来的。外来抗原是当被引入体内时，能够刺激免

疫应答的任何非自身物质(即，来源于受试者外部)。

[0295] (1)病毒抗原

[0296] 外来抗原可以是病毒抗原或其片段或其变体。所述病毒抗原可来自来自下列科之

一的病毒：腺病毒科(Adenoviridae)、沙粒病毒科(Arenaviridae)、布尼亚病毒科

(Bunyaviridae)、杯状病毒科(Caliciviridae)、冠状病毒科(Coronaviridae)、丝状病毒科

(Filoviridae)、嗜肝DNA病毒科(Hepadnaviridae)、疱疹病毒科(Herpesviridae)、正粘病

毒科 (O r t h o m y x o v i r i d a e) 、乳多空病毒科(Pa p o v a v i r i d a e) 、副粘病毒科

(Pa r a m y x o v i r i d a e) 、细小病毒科 (Pa r v o v i r i d a e) 、微小核糖核酸病毒科

(Picornaviridae)、痘病毒科(Poxviridae)、呼肠孤病毒科(Reoviridae)、逆转录病毒科

(Retroviridae)、弹状病毒科(Rhabdoviridae)或披膜病毒科(Togaviridae)。所述病毒抗

原可来自人免疫缺陷病毒(HIV)、基孔肯雅热病毒(CHIKV)、登革热病毒、乳头状瘤病毒，例
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如人类乳头状瘤病毒(HPV)、脊髓灰质炎病毒、肝炎病毒，例如甲型肝炎病毒(HAV)、乙型肝

炎病毒(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)、丁型肝炎病毒(HDV)和戊型肝炎病毒(HEV)、天花病毒

(重型天花和类天花)、牛痘病毒、流感病毒、鼻病毒、马脑炎病毒、风疹病毒、黄热病毒、诺沃

克病毒(Norwalk  virus)、甲型肝炎病毒、人类T细胞白血病病毒(HTLV‑I)、多毛细胞白血病

病毒(HTLV‑II)、加利福尼亚脑炎病毒、汉坦病毒(Hanta  virus，出血热)、狂犬病病毒、埃博

拉出血热病毒(Ebola  fever  virus)、马尔堡病毒(Marburg  virus)、麻疹病毒、腮腺炎病

毒、呼吸道合胞病毒(RSV)、单纯疱疹1(口腔疱疹)、单纯疱疹2(生殖器疱疹)、带状疱疹(水

痘‑带状疱疹，又名，水痘)、巨细胞病毒(CMV)，例如人CMV、爱泼斯坦‑巴尔病毒(EBV)、黄病

毒、口蹄疫病毒、拉沙病毒、沙粒病毒或致癌病毒。

[0297] (a)人免疫缺陷病毒(HIV)抗原

[0298] 所述病毒抗原可来自人免疫缺陷病毒(HIV)病毒。在一些实施方案中，所述HIV抗

原可以是亚型A包膜蛋白，亚型B包膜蛋白，亚型C包膜蛋白，亚型D包膜蛋白，亚型B  Nef‑Rev

蛋白，Gag亚型A、B、C或D蛋白，MPol蛋白，Env  A、Env  B、Env  C、Env  D、B  Nef‑Rev、Gag的核酸

或氨基酸序列或其任意组合。

[0299] 对于HIV是特异性的合成抗体可包括Fab片段，所述Fab片段包含由SEQ  ID  NO:3的

核酸序列编码的SEQ  ID  NO:48的氨基酸序列，和由SEQ  ID  NO:4的核酸序列编码的SEQ  ID 

NO:49的氨基酸序列。所述合成抗体可包含由SEQ  ID  NO:6的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:46

的氨基酸序列，和由SEQ  ID  NO:7的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:47的氨基酸序列。所述Fab

片段包含由SEQ  ID  NO:50的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:51的氨基酸序列。所述Fab可包含

由SEQ  ID  NO:52的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:53的氨基酸序列。

[0300] 对于HIV是特异性的合成抗体可包括包含SEQ  ID  NO:5的氨基酸序列的Ig。所述Ig

可包含由SEQ  ID  NO:62的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列。所述Ig可包含由SEQ 

ID  NO:63的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列。所述Ig可包含由SEQ  ID  NO:54的

核酸序列编码的SEQ  ID  NO:55的氨基酸序列，和由SEQ  ID  NO:56的核酸序列编码的SEQ  ID 

NO:57的氨基酸序列。

[0301] (b)基孔肯雅热病毒

[0302] 所述病毒抗原可来自基孔肯雅热病毒。基孔肯雅热病毒属于披膜病毒科的α病毒

属。基孔肯雅热病毒通过感染的蚊子(例如伊蚊属(Aedes))叮咬传播给人。

[0303] 对于CHIKV特异性的合成抗体可包括Fab片段，所述Fab片段包含由SEQ  ID  NO:58

的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:59的氨基酸序列，和由SEQ  ID  NO:60的核酸序列编码的SEQ 

ID  NO:61的氨基酸序列。

[0304] (c)登革热病毒

[0305] 所述病毒抗原可来自登革热病毒。所述登革热病毒抗原可以是形成病毒颗粒的3

种蛋白或多肽(C、prM和E)之一。所述登革热病毒抗原可以是参与病毒的复制的7种其它蛋

白或多肽(NS1、NS2a、NS2b、NS3、NS4a、NS4b、NS5)之一。所述登革热病毒可以是所述病毒的5

个菌株或血清型之一，包括DENV‑1、DENV‑2、DENV‑3和DENV‑4。所述抗原可以是多种登革热

病毒抗原的任意组合。

[0306] 对于登革热病毒是特异性的合成抗体可包括包含由SEQ  ID  NO:44的核酸序列编

码的SEQ  ID  NO:45的氨基酸序列的Ig。
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[0307] (d)肝炎抗原

[0308] 所述病毒抗原可包括肝炎病毒抗原(即，肝炎抗原)或其片段或其变体。所述肝炎

抗原可以是来自甲型肝炎病毒(HAV)、乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝炎病毒(HCV)、丁型肝炎

病毒(HDV)和/或戊型肝炎病毒(HEV)的一种或多种的抗原或免疫原。

[0309] 所述肝炎抗原可以是来自HAV的抗原。所述肝炎抗原可以是HAV衣壳蛋白、HAV非结

构蛋白、其片段、其变体或其组合。

[0310] 所述肝炎抗原可以是来自HCV的抗原。所述肝炎抗原可以是HCV核衣壳蛋白(即，核

心蛋白)、HCV包膜蛋白(例如，E1和E2)、HCV非结构蛋白(例如，NS1、NS2、NS3、NS4a、NS4b、

NS5a和NS5b)、其片段、其变体或其组合。

[0311] 所述肝炎抗原可以是来自HDV的抗原。所述肝炎抗原可以是HDVδ抗原、其片段或其

变体。

[0312] 所述肝炎抗原可以是来自HEV的抗原。所述肝炎抗原可以是HEV衣壳蛋白、其片段

或其变体。

[0313] 所述肝炎抗原可以是来自HBV的抗原。所述肝炎抗原可以是HBV核心蛋白、HBV表面

蛋白、HBV  DNA聚合酶、由基因X编码的HBV蛋白、其片段、其变体或其组合。所述肝炎抗原可

以是HBV基因型A核心蛋白、HBV基因型B核心蛋白、HBV基因型C核心蛋白、HBV基因型D核心蛋

白、HBV基因型E核心蛋白、HBV基因型F核心蛋白、HBV基因型G核心蛋白、HBV基因型H核心蛋

白、HBV基因型A表面蛋白、HBV基因型B表面蛋白、HBV基因型C表面蛋白、HBV基因型D表面蛋

白、HBV基因型E表面蛋白、HBV基因型F表面蛋白、HBV基因型G表面蛋白、HBV基因型H表面蛋

白、其片段、其变体或其组合。

[0314] 在一些实施方案中，所述肝炎抗原可以是来自HBV基因型A、HBV基因型B、HBV基因

型C、HBV基因型D、HBV基因型E、HBV基因型F、HBV基因型G或HBV基因型H的抗原。

[0315] (e)人乳头状瘤病毒(HPV)抗原

[0316] 所述病毒抗原可包括来自HPV的抗原。所述HPV抗原可来自HPV型16、18、31、33、35、

45、52和58，其引起宫颈癌、直肠癌和/或其它癌症。所述HPV抗原可来自HPV  6型和11型，其

可引起生殖器疣，并且已知是头颈癌的病因。

[0317] 所述HPV抗原可以是来自每一个HPV型的HPV  E6或E7结构域。例如，对于HPV  16型

(HPV16)，所述HPV16抗原可包括HPV16E6抗原、HPV16E7抗原、其片段、变体或组合。类似地，

所述HPV抗原可以是HPV  6E6和/或E7、HPV  11E6和/或E7、HPV  18E6和/或E7、HPV  31E6和/或

E7、HPV  33E6和/或E7、HPV  52E6和/或E7或HPV  58E6和/或E7、其片段、变体或组合。

[0318] (f)RSV抗原

[0319] 所述病毒抗原可包括RSV抗原。所述RSV抗原可以是人RSV融合蛋白(在本文中也被

称为“RSV  F”、“RSV  F蛋白”和“F蛋白”)或其片段或变体。所述人RSV融合蛋白在RSV亚型A与

B之间可能是保守的。RSV抗原可以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23994.1)的RSV  F蛋白

或其片段或变体。RSV抗原可以是来自RSV  A2株(GenBank  AAB59858.1)的RSV  F蛋白，或其

片段或变体。RSV抗原可以是RSV  F蛋白或其片段或变体的单体、二聚体或三聚体。

[0320] 所述RSV  F蛋白可以融合前形式或融合后形式存在。RSV  F的融合后形式在经免疫

的动物中引发高滴度中和抗体，并且保护动物免受RSV攻击。

[0321] 所述RSV抗原还可以是人RSV附着糖蛋白(在本文中也被称为“RSV  G”、“RSV  G蛋
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白”和“G蛋白”)，或其片段或变体。所述人RSV  G蛋白在RSV亚型A与B之间不同。所述抗原可

以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23993)的RSV  G蛋白，或其片段或变体。所述RSV抗原可

以是来自RSV亚型B分离株H5601、RSV亚型B分离株H1068、RSV亚型B分离株H5598、RSV亚型B

分离株H1123的RSV  G蛋白，或其片段或变体。

[0322] 在其它实施方案中，RSV抗原可以是人RSV非结构蛋白1(“NS1蛋白”)，或其片段或

变体。例如，RSV抗原可以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23987.1)的RSV  NS1蛋白，或其片

段或变体。人RSV抗原还可以是RSV非结构蛋白2(“NS2蛋白”)，或其片段或变体。例如，RSV抗

原可以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23988.1)的RSV  NS2蛋白，或其片段或变体。RSV抗

原还可以是人RSV核衣壳(“N”)蛋白，或其片段或变体。例如，RSV抗原可以是来自RSV  Long

株(GenBank  AAX23989 .1)的RSV  N蛋白，或其片段或变体。RSV抗原可以是人RSV磷蛋白

(“P”)蛋白，或其片段或变体。例如，RSV抗原可以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23990.1)

的RSV  P蛋白，或其片段或变体。RSV抗原还可以是人RSV基质蛋白(“M”)蛋白，或其片段或变

体。例如，RSV抗原可以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23991.1)的RSV  M蛋白，或其片段或

变体。

[0323] 在其它实施方案中，RSV抗原可以是人RSV小疏水(“SH”)蛋白，或其片段或变体。例

如，RSV抗原可以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23992.1)的RSV  SH蛋白，或其片段或变

体。RSV抗原还可以是人RSV基质蛋白2‑1(“M2‑1”)蛋白，或其片段或变体。例如，RSV抗原可

以是来自RSV  Long株(GenBank  AAX23995.1)的RSV  M2‑1蛋白，或其片段或变体。RSV抗原还

可以是人RSV基质蛋白2‑2(“M2‑2”)蛋白，或其片段或变体。例如，RSV抗原可以是来自RSV 

Long株(GenBank  AAX23997.1)的RSV  M2‑2蛋白，或其片段或变体。人RSV抗原可以是RSV聚

合酶L(“L”)蛋白，或其片段或变体。例如，RSV抗原可以是来自RSV  Long株(GenBank 

AAX23996.1)的RSV  L蛋白，或其片段或变体。

[0324] 在其它实施方案中，RSV抗原可具有NS1、NS2、N、P、M、SH、M2‑1、M2‑2或L蛋白的优化

的氨基酸序列。RSV抗原可以是人RSV蛋白或重组抗原，诸如由人RSV基因组编码的蛋白的任

一种。

[0325] 在其它实施方案中，RSV抗原可以是但不限于来自RSV  Long株的RSV  F蛋白、来自

RSV  Long株的RSV  G蛋白、优化的氨基酸RSV  G氨基酸序列、RSV  Long株的人RSV基因组、优

化的氨基酸RSV  F氨基酸序列、来自RSV  Long株的RSV  NS1蛋白、来自RSV  Long株的RSV  NS2

蛋白、来自RSV  Long株的RSV  N蛋白、来自RSV  Long株的RSV  P蛋白、来自RSV  Long株的RSV 

M蛋白、来自RSV  Long株的RSV  SH蛋白、来自RSV  Long株的RSV  M2‑1蛋白、来自RSV  Long株

的RSV  M2‑2蛋白、来自RSV  Long株的RSV  L蛋白、来自RSV亚型B分离株H5601的RSV  G蛋白、

来自RSV亚型B分离株H1068的RSV  G蛋白、来自RSV亚型B分离株H5598的RSV  G蛋白、来自RSV

亚型B分离株H1123的RSV  G蛋白或其片段或其变体。

[0326] (g)流感抗原

[0327] 病毒抗原可包括来自流感病毒的抗原。流感抗原是能够引发哺乳动物中的针对一

个或多个流感血清型的免疫应答的那些抗原。所述抗原可包括全长翻译产物HA0、亚单位

HA1、亚单位HA2、其变体、其片段或其组合。流感血凝素抗原可来源于甲型流感血清型H1、血

清型H2的多个病毒株、来源于不同组的甲型流感血清型H1的多个病毒株或来源于乙型流感

的多个病毒株的杂交序列。流感血凝素抗原可来自乙型流感。
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[0328] 流感抗原还可含有至少一种抗原表位，所述表位可有效地抗可针对其引发免疫应

答的特定流感免疫原。所述抗原可提供存在于完整流感病毒中的免疫原性位点和表位的完

整库。所述抗原可来源于来自一个血清型的多个甲型流感病毒株(诸如血清型H1或血清型

H2的多个甲型流感病毒株)的血凝素抗原序列。所述抗原可以是通过合并两个不同血凝素

抗原序列或其部分衍生的杂交血凝素抗原序列。两个不同血凝素抗原序列的每一个可来源

于不同组的一个血清型的多个甲型流感病毒株诸如血清型H1的多个甲型流感病毒株。所述

抗原可以是来源于来自多个乙型流感病毒株的血凝素抗原序列的血凝素抗原序列。

[0329] 在一些实施方案中，流感抗原可以是H1HA、H2HA、H3HA、H5HA或BHA抗原。

[0330] (h)埃博拉病毒

[0331] 病毒抗原可来自埃博拉病毒。埃博拉病毒病(EVD)或埃博拉出血热(EHF)包括5种

已知的埃博拉病毒中的4种的任一种，包括本迪布焦病毒(Bundibugyo  virus,BDBV)、埃博

拉病毒(EBOV)、苏丹病毒(Sudan  virus,SUDV)及塔伊病毒( Forest  virus,TAFV，也被称

为科特迪瓦埃博拉病毒(象牙海岸埃博拉病毒，CIEBOV))。

[0332] (2)细菌抗原

[0333] 外来抗原可以是细菌抗原或其片段或变体。所述细菌可来自下列门的任一个：酸

杆菌门(Acidobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、产水菌门(Aquificae)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、嗜热丝菌门(Caldiserica)、衣原体门(Chlamydiae)、绿菌门

(Chlorobi)、绿弯菌门(Chloroflexi)、产金菌门(Chrysiogenetes)、蓝藻门

(Cyanobacteria)、脱铁杆菌门(Deferribacteres)、异常球菌‑栖热菌门(Deinococcus‑

Thermus)、网团菌门(Dictyoglomi)、迷踪菌门(Elusimicrobia)、纤维杆菌门

(Fibrobacteres)、厚壁菌门(Firmicutes)、梭杆菌门(Fusobacteria)、芽单胞菌门

(Gemmatimonadetes)、黏胶球形菌门(Lentisphaerae)、硝化螺旋菌门(Nitrospira)、浮霉

菌门(Planctomycetes)、变形菌门(Proteobacteria)、螺旋体门(Spirochaetes)、互养菌门

(Synergistetes)、软壁菌门(Tenericutes)、热脱硫杆菌门(Thermodesulfobacteria)、热

袍菌门(Thermotogae)和疣微菌门(Verrucomicrobia)。

[0334] 细菌可以是革兰阳性细菌或革兰阴性细菌。细菌可以是好氧细菌或厌氧细菌。细

菌可以是自养细菌或异养细菌。细菌可以是嗜温菌、嗜中性菌、嗜极菌、嗜酸菌、嗜碱菌、嗜

热菌、嗜冷菌、嗜盐菌或嗜高渗菌。

[0335] 细菌可以是炭疽杆菌(anthrax  bacterium)、耐抗生素细菌、致疾菌、食物中毒细

菌、感染性细菌、沙门菌属(Salmonella)细菌、葡萄球菌属(Staphylococcus)细菌、链球菌

属(Streptococcus)细菌或破伤风(tetanus)细菌。该细菌可以是分枝杆菌属生物

(mycobacteria)、破伤风梭菌(Clostridium  tetani)、鼠疫耶尔森氏菌(Yersinia 

pestis)、炭疽芽孢杆菌(Bacillus  anthracis)、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus  aureus)(MRSA)或艰难梭菌(Clostridium  difficile)。细菌可以结核分

枝杆菌(Mycobacterium  tuberculosis)。

[0336] (a)结核分枝杆菌抗原

[0337] 细菌抗原可以是结核分枝杆菌抗原(即，TB抗原或TB免疫原)，或其片段或其变体。

TB抗原可来自TB抗原的Ag85家族，例如，Ag85A和Ag85B。TB抗原可来自TB抗原的Esx家族，例

如，EsxA、EsxB、EsxC、EsxD、EsxE、EsxF、EsxH、EsxO、EsxQ、EsxR、EsxS、EsxT、EsxU、EsxV和
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EsxW。

[0338] (3)寄生虫抗原

[0339] 外来抗原可以是寄生虫抗原，或其片段或变体。寄生虫可以是原生动物、蠕虫或体

外寄生虫。蠕虫(helminth)(即，蠕虫(worm))可以是扁虫(例如，吸虫和绦虫)、棘头蠕虫或

蛔虫(例如，蛲虫)。体外寄生虫可以是虱子、跳蚤、蜱和螨虫。

[0340] 寄生虫可以是引起下列疾病的任一种的任何寄生虫：棘阿米巴角膜炎、阿米巴病、

蛔虫病、巴贝虫病、小袋虫病、浣熊蛔虫病(Baylisascariasis)、南美锥虫病、华支睾吸虫

病、锥蝇(Cochliomyia)、隐孢子虫病、裂头绦虫病、麦地那龙线虫病、棘球蚴病、象皮肿、蛲

虫病、片形吸虫病、姜片虫病、丝虫病、贾第虫病、颚口线虫病、膜壳绦虫病、等孢子球虫病、

片山热、利什曼病、莱姆病(Lyme  disease)、疟疾、后殖吸虫病、蝇蛆病、盘尾丝虫病、虱病、

疥疮、血吸虫病、昏睡病、类圆线虫病、绦虫病、弓蛔虫病、弓形体病、旋毛虫病和鞭虫病。

[0341] 寄生虫可以是棘阿米巴属(Acanthamoeba)、异尖属(Anisakis)、蛔虫(Ascaris 

lumbricoides)、马蝇(Botfly)、结肠小袋纤毛虫(Balantidium  coli)、臭虫(Bedbug)、多节

绦虫亚纲(Cestoda)(绦虫))、恙螨(Chiggers)、锥形蛆蝇(Cochliomyia  hominivorax)、痢

疾阿米巴(Entamoeba  histolytica)、肝片形吸虫(Fasciola  hepatica)、兰伯贾第虫

(Giardia  lamblia)、钩虫、利什曼原虫属(Leishmania)、锯齿状舌形虫(Linguatula 

serrata)、肝吸虫(Liver  fluke)、罗阿丝虫(Loa  loa)、并殖吸虫属(Paragonimus)‑肺吸

虫、蛲虫、恶性疟原虫(Plasmodium  falciparum)、血吸虫属、粪类圆线虫(Strongyloides 

stercoralis)、螨、绦虫、刚地弓形虫(Toxoplasma  gondii)、锥虫属(Trypanosoma)、鞭虫或

班氏吴策线虫(Wuchereria  bancrofti)。

[0342] (a)疟疾抗原

[0343] 外来抗原可以是疟疾抗原(即，PF抗原或PF免疫原)、或其片段或其变体。所述抗原

可来自引发疟疾的寄生虫。引发疟疾的寄生虫可以是恶性疟原虫(Pla sm od i um 

falciparum)。恶性疟原虫抗原可包括环子孢子(CS)抗原。

[0344] 在一些实施方案中，疟疾抗原可以是恶性疟原虫(P.falciparum)免疫原CS、LSA1、

TRAP、CelTOS和Ama1之一。免疫原可以是全长蛋白的全长或免疫原性片段。.

[0345] 在其它实施方案中，疟疾抗原可以是也被称为SSP2的TRAP。在其它实施方案中，疟

疾抗原可以是也被称为Ag2并且是高度保守的疟原虫属抗原的CelTOS。在其它实施方案中，

疟疾抗原可以是为高度保守的疟原虫属抗原的Ama1。在一些实施方案中，疟疾抗原可以是

CS抗原。

[0346] 在其它实施方案中，疟疾抗原可以是包含本文中所示的PF蛋白的两种或更多种的

组合的融合蛋白。例如，融合蛋白可包含彼此直接邻接或通过之间的间隔子或一个或多个

氨基酸连接的CS免疫原、ConLSA1免疫原、ConTRAP免疫原、ConCelTOS免疫原和ConAma1免疫

原的两个或更多个免疫原。在一些实施方案中，融合蛋白包含2个PF免疫原；在一些实施方

案中，融合蛋白包含3个PF免疫原，在一些实施方案中融合蛋白包含4个PF免疫原，以及在一

些实施方案中融合蛋白包含5个PF免疫原。具有2个PF免疫原的融合蛋白可包含：CS和LSA1；

CS和TRAP；CS和CelTOS；CS和Ama1；LSA1和TRAP；LSA1和CelTOS；LSA1和Ama1；TRAP和CelTOS；

TRAP和Ama1；或CelTOS和Ama1。具有3个PF免疫原的融合蛋白可包含：CS、LSA1和TRAP；CS、

LSA1和CelTOS；CS、LSA1和Ama1；LSA1、TRAP和CelTOS；LSA1、TRAP和Ama1；或TRAP、CelTOS和
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Ama1。具有4个PF免疫原的融合蛋白可包含：CS、LSA1、TRAP和CelTOS；CS、LSA1、TRAP和Ama1；

CS、LSA1、CelTOS和Ama1；CS、TRAP、CelTOS和Ama1；或LSA1、TRAP、CelTOS和Ama1。具有5个PF

免疫原的融合蛋白可包含CS或CS‑alt、LSA1、TRAP、CelTOS和Ama1。

[0347] (4)真菌抗原

[0348] 外来抗原可以是真菌抗原，或其片段或变体。真菌可以是曲霉菌属(Aspergillus)

各种、皮炎芽生菌(Blastomyces  dermatitidis)、念珠菌属(Candida)酵母(例如，白色念珠

菌(Candida  albicans))、球孢子菌属(Coccidioides)、新型隐球菌(Cryptococcus 

neoformans)、格特隐球菌(Cryptococcus  gattii)、表皮寄生菌(dermatophyte)、镰刀菌属

(Fusa rium)各种，荚膜组织胞浆菌(Histoplasma  ca psula tum)、毛霉菌亚门

(Mucoromycotina)、杰氏肺囊虫肺炎(Pneumocystis  jirovecii)、申克氏孢子丝菌

(Sporothrix  schenckii)、突脐蠕孢属(Exserohilum)或枝孢属(Cladosporium)。

[0349] b.自体抗原

[0350] 在一些实施方案中，抗原是自体抗原。自体抗原可以是受试者自已身体的能够刺

激免疫应答的成分。在一些实施方案中，除非受试者处于疾病状态，例如自身免疫性疾病，

否则自体抗原不激发免疫应答。

[0351] 自体抗原可包括但不限于细胞因子、抗病毒诸如上文中所列的那些病毒(包括HIV

和登革热)的抗体、影响癌症进展或发展的抗原以及细胞表面受体或跨膜蛋白。

[0352] (1)WT‑1

[0353] 自体抗原可以是维尔姆斯肿瘤(Wilm’s  tumor)抑制基因1(WT1)、其片段、其变体

或其组合。WT1是在N末端上含有富含脯氨酸/谷氨酰胺的DNA结合结构域和在C末端上含有4

个锌指基序的转录因子。WT1在泌尿生殖系统的正常发育中起着作用，并且与许多因子例

如，p53(一种已知的肿瘤抑制基因)和丝氨酸蛋白酶HtrA2(其可在用细胞毒性药物处理后

在多个位点上切割WT1)相互作用。WT1的突变可导致肿瘤或癌症形成，例如，维尔姆斯肿瘤

或表达WT1的肿瘤。

[0354] (2)EGFR

[0355] 自体抗原可包括表皮生长因子受体(EGFR)或其片段或变体。EGFR(也被称为ErbB‑

1和HER1)是细胞外蛋白配体的表皮生长因子家族(EGF‑家族)的成员的细胞表面受体。EGFR

是受体的ErbB家族的成员，其包括4个密切相关的受体酪氨酸激酶：EGFR(ErbB‑1)、HER2/c‑

neu(ErbB‑2)、Her  3(ErbB‑3)和Her  4(ErbB‑4)。影响EGFR表达或活性的突变可导致癌症。

[0356] 抗原可包括ErbB‑2抗原。Erb‑2(人表皮生长因子受体2)也被称为Neu、HER2、CD340

(分化簇340)或p185，并且由ERBB2基因编码。已显示该基因的扩增或过表达在某些侵袭性

类型的乳腺癌的发展和进展中起作用。在大约25‑30％的患有乳腺癌的妇女中，在ERBB2基

因中发生遗传改变，这导致在肿瘤细胞表面上增加的量的HER2的产生。HER2的该过表达促

进快速细胞分裂，从而HER2标志肿瘤细胞。

[0357] 对于HER2是特异性的合成抗体可包括Fab片段，所述Fab片段包含由SEQ  ID  NO:40

的核酸序列编码的SEQ  ID  NO:41的氨基酸序列，和由SEQ  ID  NO:42的核酸序列编码的SEQ 

ID  NO:43的氨基酸序列。

[0358] (3)可卡因

[0359] 自体抗原可以是可卡因受体抗原。可卡因受体包括多巴胺转运蛋白。
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[0360] (4)PD‑1

[0361] 自体抗原可包括程序化死亡1(PD‑1)。程序化死亡1(PD‑1)及其配体PD‑L1和PD‑

L2，递送调控T细胞活化、耐受性与免疫病理学之间的平衡的抑制性依赖。PD‑1为288个氨基

酸的细胞表面蛋白分子，其包括细胞外IgV结构域，随后的跨膜区和细胞内尾。

[0362] (5)4‑1BB

[0363] 自体抗原可包括4‑1BB配体。4‑1BB配体是属于TNF超家族的2型跨膜糖蛋白。4‑1BB

配体可在活化的T淋巴细胞上表达。4‑1BB是活化诱导的T细胞共刺激分子。经由4‑1BB的信

号传导上调存活基因，增强细胞分裂，诱发细胞因子产生，和阻止T细胞中活化诱发的细胞

死亡。

[0364] (6)CTLA4

[0365] 自体抗原可包括CTLA‑4(细胞毒性T淋巴细胞抗原4)，也称为CD152(分化簇152)。

CTLA‑4是在T细胞表面上发现的蛋白质受体，其导致对抗原的细胞免疫攻击。所述抗原可以

是CTLA‑4的片段，诸如细胞外V结构域、跨膜结构域和细胞质尾或其组合。

[0366] (7)IL‑6

[0367] 自体抗体可包括白细胞介素6(IL‑6)。IL‑6刺激许多疾病包括但不限于糖尿病、动

脉粥样硬化、抑郁症、阿尔茨海默氏病、全身性红斑狼疮、多发性骨髓瘤、癌症、白塞氏病

和类风湿性关节炎的炎性和自身免疫过程。

[0368] (8)MCP‑1

[0369] 自体抗原可包括单核细胞趋化蛋白‑1(MCP‑1)。MCP‑1也被称为趋化因子(C‑C基

序)配体2(CCL2)或小可诱导细胞因子A2。MCP‑1是属于CC趋化因子家族的细胞因子。MCP‑1

招募单核细胞、记忆T细胞和树突状细胞至由组织损伤或感染产生的炎症位点。

[0370] (9)淀粉样蛋白β

[0371] 自体抗原可包括淀粉样蛋白β(Aβ)或其片段或变体。Aβ抗原可包含Aβ(X‑Y)肽，其

中所述氨基酸序列来自人序列Aβ蛋白的氨基酸位置X至氨基酸Y(包括X和Y)，特别是氨基酸

序列DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVI的氨基酸位置X至氨基酸位置Y

(对应于氨基酸位置1至47；人查询序列)的氨基酸序列或其变体。Aβ抗原可包含Aβ(X‑Y)多

肽的Aβ多肽，其中X可以是1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30、31或32并且Y可以是47、46、45、44、43、42、41、40、39、38、37、

36、35、34、33、32、31、30、29、28、27、26、25、24、23、22、21、20、19、18、17、16或15。Aβ多肽可包

含为至少15、至少16、至少17、至少18、至少19、至少20、至少21、至少22、至少23、至少24、至

少25、至少30、至少35、至少36、至少37、至少38、至少39、至少40、至少41、至少42、至少43、至

少44、至少45或至少46个氨基酸的片段。

[0372] (10)IP‑10

[0373] 自体抗原可包括干扰素(IFN)‑γ‑诱发的蛋白10(IP‑10)。IP‑10也被称为小可诱

导的细胞因子B10或C‑X‑C基序趋化因子10(CXCL10)。CXCL10由几个细胞类型诸如单核细

胞、内皮细胞和成纤维细胞响应IFN‑γ而分泌。

[0374] (11)PSMA

[0375] 自体抗原可包括前列腺特异性膜抗原(PSMA)。PSMA也被称为谷氨酸羧肽酶II

(GCPII)、N‑乙酰基‑L‑天冬氨酰基‑L‑谷氨酸肽酶I(NAALAD酶I)、NAAG肽酶或叶酸水解酶
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(FOLH)。PMSA是由前列腺癌细胞高度表达的膜内在蛋白。

[0376] 在一些实施方案中，编码针对PSMA的抗体(抗‑PSMA抗体)的重组核酸序列可以是

上文中更详细地描述的和图63中所示的包括排列2中的重组核酸序列构建体的重组核酸序

列。图63显示包含启动子、前导序列、IgG重链、切割位点、第二前导序列、IgG轻链和poly(A)

尾的重组核酸序列构建体。

[0377] 在其它实施方案中，由重组核酸序列编码的抗‑PSMA抗体可以如本文所述来进行

修饰。一个这样的修饰是去岩藻糖基化的抗体，如实施例中所证实的，与商业抗体相比，其

表现出增强的ADCC活性。所述修饰可存在于重链、轻链或其组合中。所述修饰可以是重链中

的一个或多个氨基酸取代、轻链中的一个或多个氨基酸取代，或其组合。

[0378] 对于PSMA是特异性的并且经修饰以不被岩藻糖基化的抗体可由SEQ  ID  NO:79中

所示的核酸序列编码。SEQ  ID  NO:79编码SEQ  ID  NO:80所示的氨基酸序列。

[0379] c.其它抗原

[0380] 在一些实施方案中，抗原是除外来抗原和/或自体抗原外的抗原。

[0381] (a)HIV‑1  VRC01

[0382] 另一种抗原可以是HIV‑1  VRC01。HIV‑1VCR01是HIV的中和CD4‑结合位点‑抗体。

HIV‑1VCR01接触包括在HIV‑1的gp120环D、CD4结合环和V5区域内的HIV‑1的部分。

[0383] (b)HIV‑1  PG9

[0384] 另一种抗原可以是HIV‑1  PG9。HIV‑1  PG9是聚糖依赖性人抗体的扩大的家族的创

立成员，其优先结合HIV(HIV‑1)包膜(Env)糖蛋白(gp)三聚体并且广泛地中和病毒。

[0385] (c)HIV‑1  4E10

[0386] 另一种抗原可以是HIV‑1  4E10。HIV‑1  4E10是中和抗‑HIV抗体。HIV‑1  4E10针对

定位至HIV‑1的近膜端外部区(MPER)的线性表位，该表位位于gp41胞外域的C末端。

[0387] (d)DV‑SF1

[0388] 另一种抗原可以是DV‑SF1。DV‑SF1是结合4种登革热病毒血清型的包膜蛋白的中

和抗体。

[0389] (e)DV‑SF2

[0390] 另一种抗原可以是DV‑SF2。DV‑SF2是结合登革热病毒表位的中和抗体。DV‑SF2对

于DENV4血清型可以是特异性的。

[0391] (f)DV‑SF3

[0392] 另一种抗原可以是DV‑SF3。DV‑SF3是结合登革热病毒包膜蛋白的EDIII  A链的中

和抗体。

[0393] 6.组合物的赋形剂和其它组分

[0394] 组合物还可包含药学上可接受的赋形剂。药学上可接受的赋形剂可以是功能性分

子诸如媒介物、载体或稀释剂。药学上可接受的赋形剂可以是转染促进剂，其可包括表面活

性剂，诸如免疫刺激复合物(ISCOMS)、弗氏不完全佐剂(Freunds  incomplete  adjuvant)，

LPS类似物，包括单磷酰脂质A、胞壁酰肽、醌类似物、囊泡诸如角鲨烯和角鲨烯、透明质酸、

脂质、脂质体、钙离子、病毒蛋白、聚阴离子、聚阳离子或纳米颗粒，或其它已知的转染促进

剂。

[0395] 转染促进剂是多聚阴离子、多聚阳离子，包括聚‑L‑谷氨酸(LGS)或脂质。转染促进
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剂是聚‑L‑谷氨酸，并且所述聚‑L‑谷氨酸可以以低于6mg/ml的浓度存在于组合物中。转染

促进剂还可包括表面活性剂诸如免疫刺激复合物(ISCOMS)、弗氏不完全佐剂，LPS类似物，

包括单磷酰脂质A、胞壁酰肽、醌类似物和囊泡诸如角鲨烯和角鲨烯，并且还可将透明质酸

与组合物结合施用。所述组合物还可包括转染促进剂，诸如脂质、脂质体，包括卵磷脂脂质

体或本领域中已知的其它脂质体，作为DNA‑脂质体混合物(参见例如W09324640)、钙离子、

病毒蛋白质、聚阴离子、聚阳离子或纳米颗粒，或其它已知的转染促进剂。转染促进剂是聚

阴离子、聚阳离子，包括聚‑L‑谷氨酸(LGS)或脂质。疫苗中的转染剂的浓度低于4mg/ml、低

于2mg/ml、低于1mg/ml、低于0.750mg/ml、低于0.500mg/ml、低于0.250mg/ml、低于0.100mg/

ml、低于0.050mg/ml或低于0.010mg/ml。

[0396] 组合物还可包含1994年4月1日提交的美国序列No.021 ,579(其通过引用完全并

入)中描述的基因促进剂。

[0397] 组合物可以以约1纳克至100毫克、约1微克至约10毫克，或优选地约0.1微克至约

10毫克，或更优选约1毫克至约2毫克的量包含DNA。在一些优选实施方案中，根据本发明的

组合物包含约5纳克至约1000微克的DNA。在一些优选实施方案中，组合物可含有约10纳克

至约800微克DNA。在一些优选实施方案中，组合物可含有约0.1至约500微克的DNA。在一些

优选实施方案中，组合物可含有约1至约350微克的DNA。在一些优选实施方案中，组合物可

含有约25至约250微克、约100至约200微克、约1纳克至100毫克、约1微克至约10毫克、约0.1

微克至约10毫克、约1毫克至约2毫克、约5纳克至约1000微克、约10纳克至约800微克、约0.1

至约500微克、约1至约350微克、约25至约250微克、约100至约200微克的DNA。

[0398] 可按照待使用的施用模式配制组合物。可注射药物组合物可以是无菌、无热原和

无颗粒的。可使用等渗制剂或溶液。用于等渗性的添加剂可包括氯化钠、葡萄糖、甘露醇、山

梨醇和乳糖。所述组合物可包含血管收缩剂。等渗溶液可包括磷酸盐缓冲盐溶液。组合物还

可包含稳定剂，包括明胶和白蛋白。稳定剂可使得制剂在室温或环境温度长时间稳定，包括

LGS或聚阳离子或聚阴离子。

[0399] 7.产生合成抗体的方法

[0400] 本发明还涉及产生合成抗体的方法。所述方法可包括通过使用下文中更详细地描

述的递送方法向有此需要的受试者施用组合物。因此，在向受试者施用组合物后在受试者

中或体内产生合成抗体。

[0401] 所述方法还可包括将组合物引入一个或多个细胞，从而可在一个或多个细胞中产

生或生成合成抗体。所述方法还可包括将组合物引入一个或多个组织，例如但不限于皮肤

和肌肉，从而可在一个或多个组织中产生或生成合成抗体。

[0402] 8.鉴定或筛选抗体的方法

[0403] 本发明还涉及鉴定和筛选上述抗体的方法，所述抗体与本文中描述的抗原反应或

结合。鉴定或筛选抗体的方法可使用本领域技术人员已知的鉴定和筛选抗体的方法中的抗

原。这类方法可包括但不限于从文库选择抗体(例如，噬菌体展示)和免疫动物，随后分离

和/或纯化抗体。

[0404] 9.组合物的递送方法

[0405] 本发明还涉及将组合物递送至有此需要的受试者的方法。所述递送方法可包括向

受试者施用组合物。施用可包括但不限于通过和不通过体内电穿孔的DNA注射、脂质体介导
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的递送和纳米颗粒促进的递送。

[0406] 接受组合物的递送的哺乳动物可以是人、灵长类动物、非人灵长类动物、母牛、牛、

绵羊、山羊、羚羊、野牛、水牛、野牛、牛科动物、鹿、刺猬、大象、骆驼、羊驼、小鼠、大鼠和鸡。

[0407] 组合物可以通过不同的途径(包括口服、肠胃外、舌下、经皮、经直肠、经粘膜、局

部、经由吸入、经颊施用、胸膜内、静脉内、动脉内、腹膜内、皮下、肌内、鼻内鞘内和关节内或

其组合)施用。对于兽医学用途，可按照正常兽医实践以适当地可接受的制剂施用组合物。

兽医可以容易地确定最适合于特定动物的给药方案和施用途径。组合物可通过常规注射

器、无针注射装置、“微弹轰击基因枪”或其它物理方法诸如电穿孔(“EP”)、“流体动力法”或

超声波进行施用。

[0408] a.电穿孔

[0409] 可使用电穿孔装置来实现经由电穿孔的组合物的施用，所述电穿孔装置被构造来

向哺乳动物的期望的组织递送有效地在细胞膜中引起可逆孔形成的能量的脉冲，并且优选

的能量脉冲是与由用户预设的电流输入相似的恒定电流。电穿孔装置可包括电穿孔组件和

电极部件或操作部件。电穿孔组件可包括和包含电穿孔装置的各种元件的一个或多个，包

括：控制器、电流波形发生器、阻抗测试器、波形记录器、输入元件、状态报告元件、通信端

口、记忆组件、电源和电源开关。电穿孔可使用体内电穿孔装置例如CELLECTRA  EP系统

(Inovio  Pharmaceuticals ,Plymouth  Meeting ,PA)或Elgen电穿孔器(Inovio 

Pharmaceuticals,Plymouth  Meeting,PA)促进质粒对细胞的转染来实现。

[0410] 电穿孔组件可作为电穿孔装置的一个元件起作用，并且其它元件是与所述电穿孔

组件通信的分开的元件(或组件)。电穿孔组件可作为电穿孔装置的多于一个元件起作用，

其可以与同所述电穿孔组件分开的所述电穿孔设备的另外的其它元件通信。作为机电或机

械装置的部分存在的电穿孔装置的元件可以不受限制，因为所述元件可作为一个装置或作

为彼此相互通信的分开的元件起作用。电穿孔组件可以能够递送在期望的组织中产生恒定

电流的能量脉冲，并且包括反馈机制。电极部件可包括在空间排列上具有多个电极的电极

阵列，其中所述电极组件接收来自电穿孔组件的能量脉冲并将其通过电极递送至期望的组

织。多个电极的至少一个在能量脉冲的递送过程中是中性的，并且测量期望的组织的阻抗，

以及与将所述阻抗传达给电穿孔组件。反馈机制可接收测量的阻抗，并可调整通过电穿孔

组件递送的能量脉冲以维持恒定电流。

[0411] 多个电极可以以分散模式递送能量脉冲。众多的电极可通过在程序化顺序下控制

电极以分散模式递送能量脉冲，并且所述程序化顺序由用户输入至电穿孔组件中。程序化

顺序可包含多个按顺序递送的脉冲，其中多个脉冲的每一个脉冲通过至少两个有源电极

(其中一个中性电极测量阻抗)来递送，并且其中多个脉冲的随后脉冲通过至少两个有源电

极(一个中性电极测量阻抗)的不同的一个电极来递送。

[0412] 可通过硬件或软件来进行反馈机制。可通过模拟闭环电路来进行反馈机制。反馈

每50μs、20μs、10μs或1μs产生一次，但优选地是实时反馈或瞬时反馈(即，基本上同时的，如

通过可获得的用于测定反应时间的技术测定)。中性电极可测量期望的组织中的阻抗，并将

所述阻抗传达到反馈机制，并且所述反馈机制响应所述阻抗并调整能量脉冲以将恒定电流

维持在与预设电流相似的值上。反馈机制可在能量脉冲递送过程中连续和瞬时地维持恒定

电流。
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[0413] 可促进本发明的组合物的递送的电穿孔装置和电穿孔方法的实例包括在

Draghia‑Akli等人的美国专利No.7 ,245 ,963、由Smith等人提交的美国专利公开2005/

0052630(其内容在此通过引用整体并入)中描述的那些电穿孔装置和方法。可用于促进组

合物的递送的其它电穿孔装置和电穿孔方法包括2007年10月17日提交的共同未决和共同

拥有的美国专利申请序列No.11/874072中提供的那些电穿孔装置和方法，所述专利申请序

列要求2006年10月17日提交的美国临时申请序列No.60/852,149和2007年10月10日提交的

60/978,982(其全都在此整体并入)在35USC  119(e)下的权益。

[0414] Draghia‑Akli等人的美国专利No.7,245,963描述了模块化电极系统及它们用于

促进将生物分子引入至身体或植物的选择的组织的细胞中的用途。模块化电极系统可包含

多种针电极；皮下针头；提供从可编程恒定电流脉冲控制器至多个针电极的导电连接的电

连接器；和电源。操作者可抓住多个安装在支持结构上的针电极，并将它们牢固地插入身体

或植物的选择的组织中。随后经由皮下针头将生物分子递送至选择的组织。激活可编程恒

定电流脉冲控制器，并将恒定电流电极脉冲施加于多个针电极。施加的恒定电流电脉冲促

进将生物分子引入至多个电极之间的细胞中。美国专利No.7,245,963的整个内容在此通过

引用并入。

[0415] 由Smith等人提交的美国专利公开2005/0052630描述了可用于有效地促进将生物

分子引入至身体或植物的选择的组织的细胞中的电穿孔装置。所述电穿孔装置包含其操作

通过软件或固件来指定的电动力学装置("EKD装置")。EKD装置基于脉冲参数的用户控制和

输入在阵列中的电极之间产生一系列可编程的恒定电流脉冲波形，并且允许存储和获取电

流波形数据。电穿孔装置还包含具有一个阵列的针电极的可替换电极盘、用于注射针的中

央注射通道和可移去的引导盘。美国专利公开2005/0052630的整个内容在此通过引用并

入。

[0416] 美国专利No.7,245,963和美国专利公开2005/0052630中描述的电极阵列和方法

可适用于不仅至组织诸如肌肉，而且还至其它组织或器官内的深度穿透。由于电极阵列配

置的原因，还可将注射针(以递送选择的生物分子)完全插入靶器官，并且在利用电极预先

描绘的区域中垂直于靶组织施用注射剂。美国专利No.7 ,245 ,963和美国专利公开2005/

005263中描述的电极优选为20mm长和21规格。

[0417] 此外，在一些包括电穿孔装置及其用途的实施方案中，设想存在电穿孔装置，其为

在下列专利：1993年12月28日颁布的美国专利5,273,525、2000年8月29日颁布的美国专利

6,110 ,161、2001年7月17日颁布的6,261 ,281和2005年10月25日颁布的6,958,060，以及

2005年9月6日颁布的美国专利6,939,862中描述的那些电穿孔装置。此外，本文设想了针对

注射DNA的方法设计的涵盖2004年2月24日颁布的美国专利6,697,669(其涉及使用各多装

置的任一种递送DNA)和2008年2月5日颁布的美国专利7,328,064中提供的主题的专利。上

述专利通过引用整体并入。

[0418] 10.治疗方法

[0419] 本文中还提供了通过在受试者中产生合成抗体来治疗有此需要的受试者的疾病、

保护其免受疾病侵害和/或预防所述疾病的方法。所述方法可包括向受试者施用组合物。向

受试者施用组合物可使用上述递送方法来进行。

[0420] 在于受试者中产生合成抗体后，所述合成抗体可结合至抗原或与其反应。这样的
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结合可中和抗原、阻断另一分子例如蛋白质或核酸对抗原的识别，以及引发或诱发对所述

抗原的免疫应答，从而治疗受试者的与所述抗原相关的疾病，保护受试者免受所述疾病侵

害和/或预防所述疾病。

[0421] 组合物剂量可以为1μg至10mg活性组分/kg体重/时间，以及可以为20μg至10mg组

分/kg体重/时间。可以每1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、

22、23、24、25、26、27、28、29、30或31天施用组合物一次。用于有效治疗的组合物的剂量数可

以为1、2、3、4、5、6、7、8、9或10次。

[0422] 本发明具有通过下列非限定性实施例说明的多个方面。

11.实施例

[0423] 本发明将在下面的实施例中进一步说明。应理解，这些实施例，虽然指示了本发明

的优选实施方案，但仅是以说明性方式给出的。根据上面的讨论和这些实施例，本领域普通

技术人员可确定本发明的本质特征，并且在不背离其精神和范围的情况下，可以对本发明

进行各种改变和改进，以使其适应各种用途和条件。因此，根据前述描述，除了本文中显示

和描述的那些改进之外的本发明的各种改进对于本领域技术人员来说将显而易见。此类改

进也意欲落入所附权利要求的范围内。

[0424] 实施例1

[0425] 构建用于体内免疫球蛋白(Ig)产生的高表达系统。具体地，修饰Ig重链和轻链序

列以提高完全装配的Ig分子的体内表达，所述分子包括2个重链和2个轻链多肽。产生

gp120IgG‑重链和轻链分子的构建体，并将其单独地插入pVAX1载体(Life  Technologies,

Carlsbad,CA)。该抗体具有确定的性质，所述性质允许其用于如下所述的表征研究中。当产

生构建体时可包括几种修饰来优化Ig在体内的表达。优化包括密码子优化和kozak序列

(GCC  ACC)的引入。Ig的重链和轻链的优化构建体的核酸序列分别示于SEQ  ID  NO:6和SEQ 

ID  NO:7(分别是图1和2)中。在图1和2中，加以下划线和加以双下划线标示用于将构建体克

隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)

和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:6编码SEQ  ID  NO:46中所示的氨基酸序列，即IgG重链

的氨基酸序列(图42)。SEQ  ID  NO:7编码SEQ  ID  NO:47中所示的氨基酸序列，即IgG轻链的

氨基酸序列(图43)。

[0426] 用天然Ig构建体(即，未优化的)或含有SEQ  ID  NO:6和7的构建体(即，优化的)转

染细胞。转染后，测量来自转染的细胞的IgG分泌，并且IgG合成的动力学示于图3中。如图3

中所示，未优化的和优化的构建体都表达Ig的重链和轻链以形成IgG，但优化的构建体导致

IgG抗体更快积累。用含有SEQ  ID  NO:6和7(即，优化的Ig序列)的质粒转染的细胞显示比用

含有非优化的Ig序列的质粒转染的细胞产生更多的完全装配的Ig分子。因此，构建体的优

化或修饰显著增加Ig表达。换句话说，由于用于产生SEQ  ID  NO:6和7的优化或修饰，含有

SEQ  ID  NO:6和7的构建体提供了相较于天然构建体显著更高的Ig表达。这些数据还表明可

在体内从质粒系统高效地装配Ig的重链和轻链。

[0427] 为了进一步检查含有SEQ  ID  NO:6和7的构建体，向小鼠施用含有SEQ  ID  NO:6和7

所示的序列的质粒。具体地，使用电穿孔施用质粒。施用后，通过蛋白质印迹(即，将小鼠的

血清用于检测gp120抗原)评价对经免疫的小鼠的免疫应答(即，IgG水平)的诱发。如图4中
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所示，因为在蛋白质印迹分析中观察到抗体的结合，因此施以含有SEQ  ID  NO:6和7的质粒

的小鼠导致强抗体产生。只需一次施用就可观察到该抗体产生。

[0428] 总之，这些数据表明编码Ig重链和轻链的核酸序列，当包括在表达载体诸如pVAX1

中时，在转染的细胞和施以所述表达载体的小鼠中导致装配的IgG(即，重链和轻链一起形

成结合其抗原的抗体)表达。这些数据还表明编码Ig重链和轻链的核酸序列的优化或修饰

显著增加Ig产量。

[0429] 实施例2

[0430] 用于实施例3‑7的材料和方法

[0431] 细胞和试剂。将293T和TZM‑Bl细胞维持在补充有10％胎牛血清(FBS)和抗生素的

达尔伯克改良伊格尔培养基(Dulbecco’s  Modified  Eagle’s  medium ,DMEM；Gibco‑

Invitrogen,CA)中，并且在汇合后进行传代。重组HIV‑1p24和gp120Env(rgp120)蛋白获自

Protein  Science  Inc .，并且缀合有过氧化物酶的链霉抗生物素蛋白来自Jackson 

Laboratory。所列的细胞系和其它试剂获自AIDS  Research  and  Reference  Reagent 

Program,Division  of  AIDS,NIAID,NIH。

[0432] 动物和蛋白质以及质粒施用和递送。雌性BALB/c小鼠(8周龄)购自Taconic  Farms

(Germantown ,NY)。对于这些施用，肌内注射(IM)25μg的50μl体积中的质粒DNA(pVax1或

pHIV‑1Env‑Fab)，随后MID‑EP系统( Inovio  Pharmaceuticals ,Blue 

Bell,PA)进行EP介导的增强递送。用于递送的脉冲参数为：3个脉冲的0.5Amp恒定电流(间

隔1秒，长度为52ms)。每一只动物接受实验性或对照质粒制剂的单次施用。对于蛋白质免疫

分析，使用来自JRFL株(购自Immune  Technology  Corp,NY)的HIV‑1重组gp120(rgp120)。在

蛋白质免疫研究中，将单次25μg剂量的rgp120与TiterMax佐剂混合，随后进行皮下注射。根

据具体的分析，在不同的时间点收集来自施以pHIV‑1  Env  Fab或rgp120的小鼠的血清。

[0433] HIV‑1Env‑Fab质粒DNA的构建。通过使用具有几个修饰的合成寡核苷酸产生来自

抗‑Env  VRC01人mAb的HIV‑1  Env‑Fab(序列VH和VL)。重链(VH‑CH1)由SEQ  ID  NO:3所示的

核酸序列编码，并且轻链(VL‑CL)由SEQ  ID  NO:4所示的核酸序列编码(分别地，图9和10)。

在图9和10中，加以下划线和加以双下划线标示用于将编码核酸序列克隆进pVAX1的

HindIII(AAG  CTT)和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA或

TAA)密码子。SEQ  ID  NO:3编码SEQ  ID  NO:48中所示的氨基酸序列，即HIV‑1  Env‑Fab的VH‑

CH1的氨基酸序列(图44)。SEQ  ID  NO:4编码SEQ  ID  NO:49所示的氨基酸序列，即HIV‑1 

Env‑Fab的VL‑CL的氨基酸序列(图45)。

[0434] 将有效IgE前导序列掺入Env抗原基因序列以增加表达。对所得的经修饰的和增强

的HIV‑1Env‑Fab  DNA免疫原进行密码子优化和RNA优化，然后利用GenScript(Piscataway,

NJ)将其克隆进pVax1表达载体，随后大规模产生这些构建体。将VH和VL基因(分别地，SEQ 

ID  NO:3和4)插入在BamH1与Xho1限制位点之间。随后在水中配制纯化的质粒DNA，以用于随

后施用至小鼠体内。对于阴性对照质粒，使用产生“无关”/对照Ig的pIgG‑E1M2。

[0435] HIV‑1Env‑Fab表达和免疫印迹分析。使用由制造商推荐的方法，将293T细胞系用

于使用非脂质体FuGENE6转染试剂(Promega ,WI)的表达分析中。简而言之，以50‑70％汇合

(1‑3x105个细胞/2mL/孔，于35mm培养皿中)接种细胞24小时，之后用5μg  pVax1对照或

pHIV‑1Env‑Fab进行转染。在长达70小时的不同时间点收集上清液，并通过标准ELISA法评
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估其特定Fab分子的水平。将来自pVax1转染的细胞的上清液用作阴性对照。此外，用HIV 

gp160Env蛋白的基因转染293T细胞。

[0436] 通过免疫印迹分析进一步确认产生的Fab对天然HIV‑1  Env蛋白的识别。对于本研

究，将上述rgp120在12％SDS‑PAGE上进行电泳。将凝胶印迹于硝酸纤维素膜(Millipore ,

Bedford ,MA)上，并用5％w/v的于PBS‑T(0.05％)中的脱脂奶粉进行封闭。随后将硝酸纤维

素切成单条以用于分析。以1:100将施用后48小时收集的施以pHIV‑1  Env  Fab的小鼠的血

清于PBS中进行稀释，并将所述血清与单个硝酸纤维素条反应1小时。随后，用Tris‑缓冲盐

溶液‑0.2％Tween洗涤条4次，将其与偶联有过氧化物酶的针对小鼠IgG的抗血清(Jackson 

Laboratories,ME)反应，并用二氨基联苯胺底物(Sigma,St.Louis,MO)进行孵育，从而使得

能够显现产生的HIV‑1  Env  Fab对gp120的正确结合。

[0437] Ig结合分析–ELISA。通过ELISA评价DNA质粒产生的Fab或抗‑rgp120抗体对rgp120

的结合的确认。用来自施以pHIV‑1  Env  Fab、pVax1或rgp120蛋白的单个动物的血清进行Ig

结合测定。再次地，对于该基础Ig免疫测定分析，在单次DNA质粒施用后48小时收集血清样

品。简而言之，用于PBS中稀释的进化枝B  HIV  MN  rgp120(2μg/mL)在4℃涂覆96孔高结合聚

苯乙烯板(Corning,NY)过夜。第2天，用PBS‑T(PBS,0.05％Tween  20)洗涤板，用3％于PBS‑T

中的BSA封闭1小时，及在37℃用来自已免疫的小鼠和首次接触实验的小鼠的血清以1:100

的稀释度孵育1小时。按1:5 ,000的稀释度使用山羊抗‑小鼠IgG‑HRP (Research 

Diagnostics,NJ)检测结合的IgG。通过添加色原体底物溶液TMB(R&D  Systems)检测结合的

酶，并在Biotek  EL312e  Bio‑Kinetics读数器上于450nm处读数。以一式二份测试所有血清

样品。进行额外的免疫测定分析，所述分析使用商业IgG1定量ELISA试剂盒定量来自施以

pHIV‑1  Env  Fab的小鼠的血清中的Fab浓度。该分析按照制造商的说明书进行。

[0438] 流式细胞分析(FACS)。对于流式细胞分析(FACS)，用共有进化枝A  Env质粒(pCon‑

Env‑A)或表达来自原代病毒分离株(Q23Env17)的Env的优化的进化枝A质粒(pOpt‑Env‑A)

转染293T细胞。通过标准方法进行转染。在确认转染后，利用冰冷缓冲液A(PBS/0.1％BSA/

0.01％NaN3)洗涤细胞，并在4℃下用第一Ig(纯化的VRC01或在质粒施用后48小时收集的，

来自用pHIV‑1  Env  Fab或对照pIgG‑E1M2质粒注射的小鼠的血清)的1:100稀释物孵育20分

钟。随后洗涤，并用50μl的1:100稀释的荧光标记的缀合于藻红蛋白(PE)的第二Ig再孵育20

分钟。随后洗涤细胞，并立即在流式细胞仪(Becton  Dickinson  FACS)上进行分析。用冰冷

缓冲液A在4℃下进行所有孵育和洗涤。针对单重态和活细胞对细胞进行门控。为了评估GFP

表达，用FACS‑LSR仪，使用CellQuest软件(BD  Bioscience)进行GFP阳性细胞分析。利用

Flow  Jo软件分析数据。

[0439] 单循环HIV‑1中和测定。用基于TZM‑BI(HeLa细胞衍生的)的测定测量Fab介导的

HIV‑1中和分析，其中在于实验性血清或对照血清存在或不存在的情况下利用Env‑假型病

毒进行单轮感染后，将荧光素酶基因表达的减少用作中和的终点。将TZM‑Bl细胞工程化以

表达CD4和CCR5，并且所述细胞含有萤火虫荧光素酶的报告基因。在该测定中，将仅施以

pVax1或施以pHIV‑1Env  Fab的小鼠的血清在各孔中以1:50稀释，随后以0.01的复合感染

(MOI)添加假型HIV‑1Bal26、Q23Env17、SF162S或ZM53M无细胞病毒。Bal26和SF162S都是进

化枝B  tier  1病毒，该tier状态表明所述病毒具有高的对中和的敏感性或高于平均敏感性

的敏感性。Q23Env17和ZM53M分别是进化枝A(Tier  1)和进化枝C(Tier  2)病毒。Tier  2的状
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态表明所述病毒具有平均或适度的对中和的敏感性。随后在该测定中，将104TZM‑BL细胞添

加至每一个孔，孵育48小时，裂解，之后随后添加100μl的Bright‑Glo底物(Luciferase 

Assay  System,Promega ,WI)，随后使用光度计进行荧光素酶定量。该测定的读出是RLU(相

对光单位)。将RLU减少的百分比计算为(1‑(实验样品的平均RLU‑对照的平均RLU)/来自对

照孔的平均RLU‑无添加对照孔的平均RLU))x  100。随后将HIV‑1中和表达为RLU的百分比减

少，其表示感染的百分比抑制。

[0440] 实施例3

[0441] 抗‑HIV‑1  Env‑Fab表达构建体的产生

[0442] 通过NIH  AIDS  Research  and  Reference  Reagent  Program从VRC(疫苗研究中

心，NIH)获得编码广泛中和人mAb  VRC01的抗‑HIV‑1包膜的VH和VL‑Ig(免疫球蛋白)链的

cDNA，随后将其克隆进pVax1载体。将如上文实施例2中指定的几个修饰掺入表达载体以最

大化和优化生物活性Ig分子的产生。具体地，这些修饰包括密码子和RNA优化和稳定化、增

强的前导序列效用、以高浓度进行的质粒产生，以及通过EP促进的体内质粒递送。将产生的

构建体置于来自人巨细胞病毒(CMV)的立即早期启动子的控制之下，这对于在哺乳动物细

胞和组织中的适当且高效表达是非常重要的。本研究中使用的构建体的示意性图谱示于表

5A和5B中。

[0443] 此外，由pHIV‑Env‑Fab制备抗‑HIV‑1  Env  Fab，并将其用于对用编码HIV  Env的质

粒转染的细胞进行染色。pVAX1用作对照。如图11中所示，免疫荧光染色显示载体pHIV‑Env‑

Fab允许制备抗‑HIV‑1Env  Fab，因为抗‑HIV‑1  Env  Fab染色用编码HIV  Env的质粒转染的

细胞。因此，抗‑HIV‑1  Env  Fab对于与HIV  Env糖蛋白的结合是特异性。

[0444] 实施例4

[0445] 通过转染的细胞进行的Ig产生

[0446] 为了评价pHIV‑1Env‑Fab的表达，将所述构建体转染进293T细胞中。使用共有HIV‑

1进化枝B  gp120蛋白的ELISA免疫测定确认抗‑HIV‑1  Env‑Fab存在于来自早至转染后24小

时的转染的293T细胞的上清液中(图5C)。在来自转染后24至72小时的细胞提取物中检测到

高OD450nm值(即范围从约0.5至0.8)，并且该值随后达到峰值并在48小时达到平台。这些结

果确认了抗‑HIV‑1  Env  Fab对于HIV  Env糖蛋白的特异性。图5C中提供的数据的统计分析

如下：来自注射pHIV‑1  Env‑Fab的小鼠的血清的OD450nm值从22至72小时的时间点测量相

较于pVax1对照是显著的(p<0.05，学生t检验)。

[0447] 实施例5

[0448] HIV‑1  Env  Fab的体内表征

[0449] 为了证明Fab在体内从DNA质粒体产生，通过肌内途径，随后进行通过EP的增强递

送向小鼠施用pHIV‑1  Env  Fab。递送DNA质粒的单次注射，并在施用后第12小时和第1、2、3、

4  7和10天收集血清。随后通过ELISA分析评价血清(以1:100的稀释度)的Ig/Fab水平，如图

6A中显示的。将图6A中的数据呈现(来自pVax1和HIV‑1  Env‑Fab组中的单个小鼠)为

OD450nm，所述OD450nm与Ig/Fab的水平成正比。这些数据表明，pHIV‑1Env‑Fab的单次施用

后的Fab的相对水平在第1天变得可检测，并且随后随时间提高。为了进行比较，对Balb/C小

鼠进行rgp120的单次施用/免疫(如上文实施例2中描述的)，随后随时间收集血清并通过

ELISA进行分析(以1:100的稀释度)，以测定特异性抗‑gp120抗体的水平的程度和寿命。图
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6B显示结果。

[0450] 在该蛋白质递送研究中，仅在免疫后10天才可检测到高于本底的抗原特异性Ig水

平。这与通过pHIV‑1  Env  Fab施用(图6A)引发的Fab水平形成对比，其中OD450nm值在施用

后第1天达到至少0.1OD450nm单位，并在第10天达到平台，水平为0.28至0.35OD单位。因此，

pHIV‑1  Env  Fab的递送导致比常规蛋白质免疫更快速的特定Fab的产生。该发现强调了该

DNA质粒递送法用于产生生物活性Ig的潜在临床效用。

[0451] 进行另外的分析以确保通过DNA递送技术产生的重组Fab的质量及数量。具体地，

使用经电泳和印迹的重组HIV‑1gp120蛋白进行免疫印迹分析，并用来自施用后48小时的

pHIV‑1Env‑Fab小鼠的血清进行探测(图6C)。印迹指示适合gp120蛋白的分子量的条带，从

而确认其具有功能性并且能够结合gp120。同样地，通过ELISA进行人Fab定量，并将其表示

为质粒施用后时间的函数(即天)(图6D)。结果表明产生的Fab的水平在2‑3μg/ml达到峰值。

这些结果表明产生的基于VRC01的Fab的VH和VL链的正确多肽装配以及识别并特异性结合

HIV‑1  Env蛋白的能力。

[0452] 图6中提供的数据的统计分析如下。对于图6A中概述的数据，来自注射pHIV‑1 

Env‑Fab的小鼠的血清的OD450nm值从第1天至第10天测量时间点相较于来自注射pVax1的

小鼠的血清在统计上升高(p<0.05，学生t检验)。对于图6B中概述的数据，来自rpg120组的

OD450nm值从第10天至第14天时间点测量相较于PBS对照显著升高(p<0.05，学生t检验)。对

于图6D中概述的数据，来自注射pHIV‑1Env‑Fab的小鼠的OD450nm值从第2天至第10天时间

点测量显著升高(p<0.05，学生t检验)。

[0453] 实施例6

[0454] Fab/Ig对表达不同HIV‑1  Env蛋白的细胞的结合：基于FACS的分析

[0455] 来自施以pHIV‑1Env‑Fab的小鼠的血清也用于测试产生的Fab与由293T细胞瞬时

表达的不同HIV‑Env蛋白的结合。将天然形式的VRC01‑mAb用作阳性对照，以确保Env蛋白在

细胞表面上的正确表达和检测。如更早指示的，“无关/不相关”Ig(Ig‑E1M2)用作阴性对照。

如图7A和7B中显示的，对于pVax1(即缺乏Env插入物)转染的细胞，只存在使用不同Ig/Fab

进行的本底染色。然而，对于纯化的VRC01mAb和来自施用pHIV‑1Env‑Fab的小鼠的血清，都

存在表达共有进化枝A  Env质粒(pCon‑Env‑A)以及优化的进化枝C质粒(pOpt‑Env‑A)和表

达来自原代HIV‑1分离株pQ23Env17的Env的转染细胞的显著阳性染色。此外，来自施用pIg‑

E1M2的小鼠的血清未能显示高于本底水平的任何HIV1  Env转染的细胞的染色。显示这些结

果的FACS分析提供于图7A中。显示该实验的FACS分析(即，图7A)的数据的代表性图提供于

图7B中。

[0456] 图7B中呈现的数据的统计分析如下。在天然VRC01抗体与来自注射pHIV‑1  Env‑

Fab的小鼠的血清之间对由pCon‑Env‑A产生的包膜糖蛋白的特异性结合上不存在显著差异

(p<0.05，学生t检验)。然而，VRC01抗体与由pOpt‑Env‑A产生的包膜糖蛋白的结合比通过来

自注射pHIV‑1  Env‑Fab的小鼠的血清的结合显著更强(p<0.05，学生t检验)。

[0457] 实施例7

[0458] 由pHIV‑1  Env  Fab产生的Ig的HIV中和活性

[0459] 将来自施以pHIV‑1Env‑Fab的小鼠的血清用于测定HIV‑Env  Fab与被瞬时转染至

293T细胞中表达的HIV‑1  Env蛋白的结合。在pHIV‑1Env‑Fab施用后6天从小鼠获得血清。具
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体地，用从其表达来自进化枝A、B或C株的HIV‑1  Env的质粒转染细胞。进化枝A、B和C株是

92RW020、SF162和ZM197。如图12中所示，来自施以pHIV‑1Env‑Fab的小鼠的血清结合来自进

化枝A、B和C  HIV‑1株的HIV‑1  Env，从而表明所述血清含有与来自多个亚型的HIV‑1的HIV‑

1Env交叉反应的抗体(即，HIV‑Env  Fab)。

[0460] 为了评估本研究中产生的HIV‑Env  Fab的潜在HIV‑1中和活性，进行基于使用TZM‑

Bl靶细胞的基于发光的中和测定。如上文实施例2中所述，在实验血清和对照不存在或存在

的情况下用4种不同的假型HIV病毒分离株感染TZM‑Bl靶细胞。

[0461] 图8描绘来自注射pHIV‑1  Env  Fab的小鼠的血清针对HIV假型病毒的中和曲线。具

体地测试HIV‑1tier  1病毒Bal26和SF162S(两者都是进化枝B)以及Q23Env(进化枝A)。此

外，还针对HIV‑1进化枝C  tier  2病毒ZM53M测试血清。数据呈现为HIV感染的百分比中和/

抑制。图中的阴影水平线指示测定中50％的中和/抑制水平。将阳性中和对照mAb(数据未显

示)在本研究中用于确认该测定法的实用性和有效性。简而言之，所述中和mAb的阳性对照

能够抑制所有4种病毒假型的感染至少50％。

[0462] 来自施以pHIV‑1  Env  Fab的小鼠的血清显示在质粒施用后随时间的HIV中和活性

增强，对于Bal25、Q23Env17和SF162S，百分比中和到第2天达到50％。同样地，这3种病毒的

平台百分比中和分别约为62、60和70％。对于ZM53M，直至第3天才达到50％的中和阈值，并

且平台中和未超过50％。相较于测试的另外3种病毒，该不太强的中和特征可能反映其为不

太可中和的Tier  2病毒。总之，本研究中产生的Fab能够有效地中和一系列HIV分离株。图8

中呈现的数据的统计分析如下。基于Kruskal‑Wallis非参数分析，仅由来自注射pHIV‑1 

Env‑Fab的小鼠的血清诱发的ZM53M进化枝C病毒(图8D)的HIV中和水平与其它测试的病毒

显著不同(图8A、8B和8C)。该差异在于达到50％中和所需的时间(天数)以及最大获得的中

和水平。

[0463] 总结实施例3‑7，施以pHIV‑1  Env  Fab的小鼠中的VRC01Fab的血清浓度在注射后

第12天达到峰值2‑3μg/mL。该范围可与目前由FDA批准的单克隆抗体的数目相当，这表明我

们的抗体法在该小动物模型中产生显著的和生物学相关水平的抗体。具体地，优特克单抗

(商品名称：Stelara)和戈利木单抗(Simponi)，被指定用于抗自身免疫性疾病诸如斑块状

银屑病和关节炎的两种抗体，分别具有0.31±0.33μg/mL和1.8±1.1μg/mL的平均±SD血清

浓度。此外，TNF抑制剂阿达木单抗(Humira)具有约6μg/mL的平均血清谷浓度(mean  rough 

serum  concentration)。在这点上，实施例4‑8中描述的数据显示编码抗体的DNA递送至生

物体导致在体内被组装，使得显著的和生物学相关水平的抗体存在于生物体中。

[0464] 这些数据还显示在pHIV‑1Env  Fab的单次EP增强施用后，相较于由常规蛋白质施

用产生的Ig，在体内更快速地产生Fab的能力(图6A和6B)。此外，还阐明了产生针对不同疫

苗靶的功能性保护Ig样分子的能力。迄今为止，在主动接种后诱发HIV‑1中和抗体一直以来

非常困难，并且在初次感染过程中，中和抗体直至传染后数年才产生。借助于该DNA质粒法，

在递送后1‑2天内观察到中和滴度，而在施用后1周出现峰值中和Fab血清浓度(3.31±0.13

μg/mL)(图6D)。该Ig水平与在最近的研究中已被证明提供免受感染的完全保护的8.3μg/mL

浓度相对相似。这些数据证明了生物活性Ig片段的快速诱发。

[0465] 这些数据还显示中和抗体滴度和通过HIV‑1Env‑Fab  DNA施用引发的针对HIV‑1原

代分离株的应答。针对一小组不同的病毒tier  1和2病毒分离株测试血清，所述病毒分离株
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代表了来自进化枝A、B和C的实例。结果表明产生针对这些病毒的强效中和活性(图8)。

[0466] 因此，该基于DNA质粒方法在体内产生特异性和生物活性Fab或Ig分子，避开使用

常规基于抗原的接种来进行抗体产生的需要，以及避免在体外产生Ig和纯化产生的Ig的需

要。

[0467] 实施例8

[0468] 编码人Ig抗体的质粒的构建

[0469] 如上所述，从VRC01抗体产生Fab，即在对受试者施用所述编码核酸后在体内产生

的HIV‑Env  Fab。为了进一步扩展这些研究，产生编码来源于VRC01抗体的IgG1抗体的核酸

序列。如图13中的示意图中所示，该核酸序列编码被费林蛋白酶切割位点和编码P2A肽序列

的核酸序列分隔的IgG重链和轻链。P2A肽序列增强蛋白酶的切割效率，从而在切割后导致

分开的多肽。

[0470] 所述IgG重链包括可变重(VH)区、恒定重1(CH1)区、铰链区、恒定重2(CH2)区和恒

定重3(CH3)区。所述IgG轻链包括可变轻(VL)区和恒定轻(CL)区。将该构建体例如在表达载

体pVAX1中置于巨细胞病毒(CMV)启动子的控制下。该构建体导致为反应性gp120(即，被

VRC01抗体识别的抗原)的完全装配的IgG抗体产生(如图14中显示的)。该完全装配的IgG在

本文中被称为VRC01  IgG。VRC01  IgG的氨基酸序列(在被费林蛋白酶切割前)示于图15中，

并且示于SEQ  ID  NO:5中。

[0471] 具体地，VRC01  IgG的氨基酸序列(在被费林蛋白酶切割前；SEQ  ID  NO:5和图15)

具有下列结构：免疫球蛋白E1(IgE1)信号肽、可变重区(VH)、恒定重区1(CH1)、铰链区、恒定

重区2(CH2)、恒定重区3(CH3)、费林蛋白酶切割位点、GSG接头、P2A肽、IgE1信号肽、可变轻

区(VL)和恒定轻区(CL，具体地为κ)。在下文中提供了所述结构的每一个部分的序列(其全

部序列以上述和图13中显示的顺序包含在SEQ  ID  NO:15内)。

[0472] VRC‑1  IgG的IgE1信号肽‑(SEQ  ID  NO:8)。

[0473] VRC01  IgG的可变重区‑(SEQ  ID  NO:9)。

[0474] VRC01  IgG的恒定重区1(CH1)‑(SEQ  ID  NO:10)。

[0475] VRC01  IgG的铰链区(SEQ  ID  NO:11)。

[0476] VRC01  IgG的恒定重区2(CH2)‑(SEQ  ID  NO:12)。

[0477] VRC01  IgG的恒定重区3(CH3)‑(SEQ  ID  NO:13)

[0478] VRC01  IgG的费林蛋白酶切割位点‑(SEQ  ID  NO:14)。

[0479] VRC01  IgG的GSG接头和P2A肽‑(SEQ  ID  NO:15)。

[0480] VRC01  IgG的IgE1信号肽‑(SEQ  ID  NO:8)。

[0481] VRC01  IgG的可变轻区(VL)‑(SEQ  ID  NO:16)。

[0482] VRC01  IgG的恒定轻区(CL，κ)‑(SEQ  ID  NO:17)。

[0483] 实施例9

[0484] 由两个质粒编码的HIV‑1  VRC01  IgG

[0485] 如上文实施例2‑8中所描述的，从VRC01抗体产生Fab(从单独的质粒表达的每一条

链)，即HIV‑Env  Fab，并且从VRC01抗体产生IgG(从单个质粒表达)，即VRC01  IgG。为了进一

步扩展这些研究，从VRC01抗体产生IgG，其中重链(即，可变重区(VH)、恒定重区1(CH1)、铰

链区、恒定重区2(CH2)和恒定重区3(CH3))以及轻链(即，可变轻区(VL)和恒定轻区(CL))由
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单独的构建体编码(图50和51)。该IgG在本文中被称为HIV‑1  VRC01  IgG。

[0486] 每一个构建体还包括前导序列以用于一旦抗体在体内产生就优化抗体的分泌。将

每一个构建体克隆进pVAX1载体的BamHI和XhoI位点，从而将构建体置于巨细胞病毒(CMV)

启动子的控制下(图50和51)。因此，为了在体内形成或产生VRC01  IgG，必须向受试者施用

质粒的混合物，即含有编码重链的构建体的质粒和含有编码轻链的构建体的质粒。

[0487] 此外，进一步优化每一个构建体。优化包括kozak序列(GCC  ACC)的添加和密码子

优化。编码HIV‑1  VRC01  IgG的IgG1重链的核酸序列示于SEQ  ID  NO:54和图52中。在图52

中，加以下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)

和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID 

NO:54编码SEQ  ID  NO:55和图53中所示的氨基酸序列，即HIV‑1  VRC01  IgG的IgG1重链的氨

基酸序列。

[0488] 编码HIV‑1  VRC01  IgG的IgG轻链的核酸序列示于SEQ  ID  NO:56和图54中。在图54

中，加以下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)

和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID 

NO:56编码SEQ  ID  NO:57和图55中所示的氨基酸序列，即HIV‑1  VRC01  IgG的IgG轻链的氨

基酸序列。

[0489] 实施例10

[0490] HIV‑1  Env‑PG9  Ig

[0491] 除了VRC01  IgG以外，还可产生编码与HIV‑1  Env反应的IgG的另一个构建体。该构

建体是已被优化并且被克隆进表达载体的HIV‑1  Env‑PG9(图16A和16B)。优化包括引入

kozak序列(例如，GCC  ACC)、前导序列的引入和密码子优化。含有编码HIV‑1  Env‑PG9  Ig的

核酸序列的表达载体的产生通过如图16C中显示的限制性酶消化来确认。在图16C中，泳道1

是未消化的表达载体，泳道2是用BamHI和Xho1消化的表达载体，而泳道M是标记。

[0492] 编码HIV‑1  Env‑PG9  Ig的核酸序列示于SEQ  ID  NO:63和图61中。在图61中，加以

下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和XhoI

(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起点(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:63编

码SEQ  ID  NO:2和图18中所示的氨基酸序列，即HIV‑1ENv‑PG9  Ig的氨基酸序列(在被费林

蛋白酶切割之前)。

[0493] 在该氨基酸序列中，信号肽通过肽键连接至每一条重链和轻链以增加体内产生的

抗体的分泌。此外，编码P2A肽的核酸序列位于编码重链与轻链的核酸序列之间，以允许将

翻译的多肽更高效地切割成单独的含有重链或轻链的多肽。

[0494] 具体地，HIV‑1  Env‑PG9  Ig的氨基酸序列(在被费林蛋白酶切割之前；SEQ  ID  NO:

2和图18)具有下列结构：人IgG重链信号肽、可变重区(VH)、恒定重区1(CH1)、铰链区、恒定

重区2(CH2)、恒定重区3(CH3)、费林蛋白酶切割位点、GSG接头、P2A肽、人λ轻链信号肽、可变

轻区(VL)和恒定轻区(CL，具体地λ)。下文中提供了所述结构的每一个部分的序列(其全部

序列以上述顺序包含在SEQ  ID  NO:2内)。

[0495] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的人IgG重链信号肽–(SEQ  ID  NO:18)。

[0496] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的可变重区–(SEQ  ID  NO:19)。

[0497] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定重区1(CH1)–(SEQ  ID  NO:20)。
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[0498] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的铰链区–(SEQ  ID  NO:21)。

[0499] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定重区2(CH2)–(SEQ  ID  NO:22)。

[0500] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定重区3(CH3)–(SEQ  ID  NO:23)。

[0501] HIV‑1  Env‑PG9  Ig‑RGRKRRS的费林蛋白酶切割位点–(SEQ  ID  NO:24)。

[0502] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的GSG接头和P2A肽–(SEQ  ID  NO:25)。

[0503] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的人λ轻链信号肽–(SEQ  ID  NO:26)。

[0504] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的可变轻区(VL)–(SEQ  ID  NO:27)。

[0505] HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定轻区(CL，λ)–(SEQ  ID  NO:28)。

[0506] 实施例11

[0507] HIV‑1  PG9单链Fab(scFab)

[0508] 除了上述HIV‑1  Env‑PG9  Ig以外，还可基于PG9抗体(在本文中被称为HIV‑1  PG9 

scFab)产生单链Fab(即，由被转录成单个转录物并被翻译成单个多肽的核酸序列编码的

VH/CH1和VL/CL)。编码HIV‑1PG9  scFab的核酸序列示于SEQ  ID  NO:50和图46中。在图46中，

加以下划线和加以双下划线标示用于将该酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和

XhoI(CTC  GAG)，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:50中所示的核

酸序列是优化的核酸序列，即包含kozak序列(GCC  ACC)、密码子优化和前导序列。前导序列

位于构建体的5’末端，即在单链Fab之前，从而由接头序列编码的信号肽通过肽键连接于单

链Fab的氨基末端。SEQ  ID  NO:50中所示的核酸序列还包括位于编码VH/CH1的核酸序列与

编码VL/CL的核酸序列之间的接头序列。因此，在由SEQ  ID  NO:50编码的多肽中，由接头序

列编码的氨基酸序列使VH/CH1和VL/CL保持在一起。SEQ  ID  NO:50编码SEQ  ID  NO:51和图

47中所示的氨基酸序列，即HIV‑1  PG9  scFab的氨基酸序列。

[0509] 实施例12

[0510] HIV‑1  Env‑4E10  Ig

[0511] 除了VRC01  IgG和HIV‑1  Env‑PG9  Ig以外，还产生了编码与HIV‑1  Env反应的IgG

的另一种构建体。该构建体是HIV‑1  Env‑4E10，其已被优化并且被插入表达载体(图17A和

17B)。优化包括引入kozak序列(例如，GCC  ACC)、前导序列和密码优化。含有编码HIV‑1 

Env‑4E10  Ig的核酸序列的表达载体的产生通过如图17C中显示的限制性酶消化来确认。在

图17C中，泳道1是未被消化的表达载体，泳道2是用BamHI和Xho1消化的表达载体，且泳道M

是标记。

[0512] 编码HIV‑1  Env‑4E10  Ig的核酸序列示于SEQ  ID  NO:62和图60中。在图60中，加以

下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和XhoI

(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:62编

码SEQ  ID  NO:1和图19中所示的氨基酸序列，即，HIV‑1  ENv‑4E10Ig的氨基酸序列(在被费

林蛋白酶切割前)。

[0513] 在该氨基酸序列中，信号肽通过肽键连接于重链和轻链的每一个以增加体内产生

的抗体的分泌。此外，编码P2A肽的核酸序列位于编码重链与轻链的核酸序列之间，以允许

翻译的多肽更高效地切割成含有重链或轻链的单独多肽。

[0514] 具体地，HIV‑1  Env‑4E10Ig的氨基酸序列(在被费林蛋白酶切割之前；SEQ  ID  NO:

1和图19)具有下列结构：人IgG重链信号肽、可变重区(VH)、恒定重区1(CH1)、铰链区、恒定
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重区2(CH2)、恒定重区3(CH3)、费林蛋白酶切割位点、GSG接头、P2A肽、人κ轻链信号肽、可变

轻区(VL)和恒定轻区(CL，具体地κ)。在下文中提供了所述结构的每一个部分的序列(其全

部序列以上述顺序包含在SEQ  ID  NO:1中)。

[0515] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的人IgG重链信号肽–(SEQ  ID  NO:29)。

[0516] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的可变重区–(SEQ  ID  NO:30)。

[0517] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定重区1(CH1)–(SEQ  ID  NO:31)。

[0518] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的铰链区–(SEQ  ID  NO:32)。

[0519] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定重区2(CH2)–(SEQ  ID  NO:33)。

[0520] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定重区3(CH3)–(SEQ  ID  NO:34)。

[0521] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的费林蛋白酶切割位点–(SEQ  ID  NO:35)。

[0522] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的GSG接头和P2A肽–(SEQ  ID  NO:36)。

[0523] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的人κ轻链信号肽–(SEQ  ID  NO:37)。

[0524] HIV‑1  Env‑4E10 Ig的可变轻区(VL)–(SEQ  ID  NO:38)。

[0525] HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定轻区(CL，κ)–(SEQ  ID  NO:39)。

[0526] 实施例13

[0527] HIV‑1  4E10  ScFab

[0528] 除了上述HIV‑1  Env‑PG9  Ig以外，基于4E10抗体(在本文中被称为HIV‑1  4E10 

scFab)产生单链Fab(即，由被转录成单个转录物并被翻译成单个多肽的核酸序列编码的

VH/CH1和VL/CL)。编码HIV‑14E10scFab的核酸序列示于SEQ  ID  NO:52和图48中。在图48中，

加以下划线和加以双下划线标示用于将该核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和

XhoI(CTC  GAG)，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:52中所示的核

酸序列是优化的核酸序列，即包含kozak序列(GCC  ACC)、密码子优化和前导序列。前导序列

位于构建体的5’末端，即在单链Fab之前，从而由接头序列编码的信号肽通过肽键连接于单

链Fab的氨基末端。SEQ  ID  NO:52中所示的核酸序列还包括位于编码VH/CH1的核酸序列与

编码VL/CL的核酸序列之间的接头序列。因此，在由SEQ  ID  NO:52编码的多肽中，由接头序

列编码的氨基酸序列使VH/CH1和VL/CL保持在一起。SEQ  ID  NO:52编码SEQ  ID  NO:53和图

49中所示的氨基酸序列，即HIV‑1  4E10  scFab的氨基酸序列。

[0529] 实施例14

[0530] CHIKV‑Env‑Fab

[0531] 如上所述，在编码HIV‑1Env  Fab的重链(VH‑CH1)和轻链(VL‑CL)的核酸序列被递

送至细胞或小鼠后，在体内装配或产生与HIV‑1  Env反应的Fab。为了确定与其它抗原反应

的Fab是否可在编码核酸序列被递送至细胞或受试者后在体内产生，产生编码与基孔肯雅

热病毒(CHIKV)的包膜蛋白(Env)反应的抗体的重链(VH‑CH1)和轻链(VL‑CL，λ型)的构建

体。每一个构建体包括如图20A、20B和21中显示的前导序列和kozak序列。将编码VH‑CH1和

VL‑CL的构建体克隆进表达载体，从而将其置于巨细胞病毒(CMV)启动子的控制之下(图

21)。含有编码VH‑CH1和VL‑CL的构建体的表达载体分别被称为CHIKV‑H和CHIV‑L。综上所

述，CHIKV‑H和CHIKV‑L载体的混合物被称为pCHIKV‑Env‑Fab，并且该混合物在体内(即，在

引入细胞或受试者后)产生CHIKV‑Env‑Fab。换句话说，需要两种载体来在体内产生CHIKV‑

Env‑Fab，如下文中更详细描述的。
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[0532] 所述构建体也被优化以用于表达。具体地，将前导序列包含在每一个构建体中以

在体内产生CHIKV‑Env‑Fab后提高CHIKV‑Env‑Fab的分泌效率。也对每一个构建体进行密码

子优化，并且使其包含kozak序列(GCC  ACC)。编码CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的核酸序

列示于SEQ  ID  NO:58和图56中。在图56中，加以下划线和加以双下划线标示用于将核酸序

列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始

(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:58编码SEQ  ID  NO:59和图57中所示的氨基酸序

列，即CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的氨基酸序列。

[0533] 编码CHIKV‑Env‑Fab的轻链(VL‑CL)的核酸序列示于SEQ  ID  NO:60和图58中。在图

58中，加以下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA 

TCC)和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ 

ID  NO:60编码SEQ  ID  NO:61和图59中所示的氨基酸序列，即CHIKV‑Env‑Fab的轻链(VL‑CL)

的氨基酸序列。

[0534] 为了测量CHIKV‑Env‑Fab体内产生的时间动力学，用pVAX1、CHIKV‑H、CHIKV‑L或

pCHIKV‑Env‑Fab转染细胞。转染后，将ELISA用于测量随时间CHIKV‑Env‑Fab产生的水平。如

图22中所示，用pVAX1、CHIKV‑H或CHIKV‑L转染的细胞不产生与CHIKV  Env抗原反应的抗体。

相反地，用pCHIKV‑Env‑Fab转染的细胞产生与CHIKV  Env抗原反应的抗体(即，CHIKV‑Env‑

Fab，也被称为CHIKV‑Fab)。因此，这些数据表明编码CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)和轻链

(VL‑CL)的核酸序列的递送导致结合于CHIKV‑Env抗原或与其反应的Fab的产生。

[0535] 此外，将CHIKV‑Env‑Fab用于获自用pCHIKV‑Env转染的细胞的裂解物的蛋白质印

迹，所述pCHIKV‑Env是编码CHIKV‑Env抗原的质粒。如图23中所示，经由CHIKV‑Env‑Fab检测

到CHIKV‑Env抗原，这表明该Fab结合于所述抗原。

[0536] 为了进一步研究CHIKV‑Env‑Fab在体内的产生或装配，向小鼠施用pCHIKV‑Env‑

Fab(即，12.5μg  CHIKV‑H和12.5μg  CHIKV‑L)。此外，向第2、第3和第4组小鼠分别施用25μg 

pVAX1、CHIKV‑H和CHIKV‑L，并将其用作对照。具体地，在获得前血样品的第0天，向各自组的

小鼠施用所述质粒。在第1天、第2天、第3天、第5天、第7天和第10取血(图24)。对这些血液进

行ELISA测量以测定与CHIKV‑Env抗原反应的抗体的水平。如图25中所示，施以pCHIKV‑Env‑

Fab的小鼠导致与CHIKV‑Env抗原反应的抗体(即，CHIKV‑Env‑Fab)的产生。施以pVAX1、

CHIKV‑H或CHIKV‑L的小鼠不产生与CHIKV‑Env抗原具有显著反应性的抗体。因此，这些数据

还显示在递送编码CHIKV‑Env‑Fab的重(VH‑CH1)链和轻(VL‑CL)链的核酸序列后，在体内

(即，在小鼠)中产生该Fab，并且所述Fab与其抗原(即，CHIKV‑Env)反应，从而证明所述Fab

在体内被正确装配。

[0537] 为了确定CHIKV‑Env‑Fab是否可保护免受CHIKV感染，在第0天向C57BL/6小鼠(2‑3

周龄；体重约20‑25克)施用pCHIKV‑Env‑Fab(50μg)或pVAX1。施用pCHIKV‑Env‑Fab后6小时，

通过鼻内途径用7log  10PFU(于25μl的总体积中)接种每一只小鼠。在随后的每一天，测定

每一只小鼠的体重，并且如果体重减轻超过30％则处死小鼠。

[0538] 如图26中所示，约75％的施以pCHIKV‑Env‑Fab的小鼠到研究的第14天为止幸免于

CHIKV感染，然而到第14天，所有施以pVAX1的小鼠死亡。此外，施以pCHIKV‑Env‑Fab的小鼠

相较于施以pVAX1的小鼠与更低的细胞因子TNF‑α和IL‑6水平相关(图27和28)。测量获自小

鼠的血清的TNF‑α和IL‑6水平。这些存活小鼠未表现病变体征、体重减轻，并且具有更低水
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平的细胞因子TNF‑α和IL‑6。因此，这些数据表明pCHIKV‑Env‑Fab的施用保护小鼠免受

CHIKV感染并且提高CHIKV感染的存活率。换句话说，CHIKV‑Env‑Fab在小鼠中的体内产生保

护免受CHIKV感染和提高所述感染的存活率。

[0539] 实施例15

[0540] 抗‑Her‑2  Fab

[0541] 如上所述，在编码HIV‑1Env  Fab或CHIKV  Env‑Fab的重(VH‑CH1)链和轻(VL‑CL)链

的核酸序列被递送至细胞或小鼠后，在体内装配或产生与HIV‑1  Env或CHIKV  Env反应的

Fab(即，VH/CH1和VL/CL)。为了确定与自体抗原(即，对于待施用编码所述Fab的核酸序列的

受试者是内源的抗原)反应的Fab是否可在编码核酸序列被递送至细胞或受试者后体内产

生，创建了编码与人表皮生长因子受体2(Her‑2；也称为Erb2)反应的抗体的重链(VH‑CH1)

和轻链(VL‑CL，κ型)的构建体。每一个构建体包括前导序列和kozak序列(GCC  ACC)，所述

kozak序列位于编码图28、30和31中显示的抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1或VL‑CL的核酸序列之

前。因此，这些构建体因前导序列和kozak序列的引入而被优化，并且还对其密码子使用进

行优化。

[0542] 将编码VH‑CH1和VL‑CL的构建体克隆进pVAX1表达载体，即在BamHI与XhoI限制性

位点之间，从而将其置于巨细胞病毒(CMV)启动子的控制之下。具体地，将编码VH‑CH1和VL‑

CL的构建体克隆进两个单独的pVAX1载体，从而需要所得的两个质粒来在体内产生抗‑Her‑

2  Fab。

[0543] 编码抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1的核酸序列示于SEQ  ID  NO:40和图32中。在图32中，

加以下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和

XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:

40编码SEQ  ID  NO:41中所示的氨基酸序列，即抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1的氨基酸序列(图32

和33)。

[0544] 编码抗‑Her‑2  Fab的VL‑CL的核酸序列示于SEQ  ID  NO:42和图34中。在图34中，加

以下划线和加以双下划线标示用于将核酸序列克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和Xho

(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。SEQ  ID  NO:42编

码SEQ  ID  NO:43中所示的氨基酸序列，即抗‑Her‑2  Fab的VL‑CL的氨基酸序列(图34和35)。

[0545] 为了确定编码抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1和VL‑CL的质粒的混合物是否在体内产生

抗‑Her‑2  Fab，用编码抗‑Her‑2  Fab或pVAX1的重链(VH‑CH1)和轻链(VL和CL)的质粒的混

合物转染293T细胞。转染后，如图36中所示，测量总的IgG浓度。在图36中，误差条代表标准

偏差。这些数据表明在引入所述两种质粒(各自编码抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1或VL‑CL)后，在

体内产生抗‑Her‑2  Fab。

[0546] 实施例16

[0547] 抗‑登革热病毒人IgG

[0548] 创建单质粒系统以在体内产生抗‑登革热病毒(DENV)人IgG抗体。具体地，如图37

的示意图中所示，产生构建体。具体地，将前导序列置于编码IgG重链(即，可变重区(VH)、恒

定重区1(CH1)、铰链区、恒定重区2(CH2)和恒定重区3(CH3))的核酸序列的上游。反过来，编

码蛋白酶切割位点的序列被置于编码IgG重链的核酸序列的下游。编码IgG轻链(即，可变轻

区(VL)和恒定轻区(CL))的核酸序列位于编码蛋白酶切割位点(即，费林蛋白酶切割位点)
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的序列之后。由该构建体编码的信号肽是同源信号肽，从而在表达后提供了正确的抗体分

泌。此外，在表达后，单个转录物被翻译成单个多肽，随后所述多肽被蛋白酶加工成对应于

抗‑DENV人IgG的重链和轻链的多肽。这些重链和轻链多肽随后装配成功能性抗‑DENV人

IgG，即结合其同源抗原的抗体。

[0549] 将该构建体克隆进表达载体pVAX1(即BamHI和XhoI位点)，从而将其置于启动子的

控制之下。该编码抗‑登革热病毒人IgG的构建体具有SEQ  ID  NO:44(图38)中所示的核酸序

列，所述核酸序列已被优化以用于表达。在图38中，加以下划线和加以双下划线标示用于将

构建体克隆进pVAX1载体的BamHI(GGA  TCC)和XhoI(CTC  GAG)限制性酶位点，而粗体标示起

始(ATG)和终止(TGA  TAA)密码子。优化包括包含kozak序列(例如，GCC  ACC)和密码子优化。

SEQ  ID  NO:44编码SEQ  ID  NO:45和图39中所示的氨基酸序列，即在被蛋白酶切割以将重链

和轻链分离成2个单独的多肽之前的抗‑DENV人IgG的氨基酸序列。

[0550] 向小鼠施用含有编码抗‑登革热病毒人IgG的核酸序列的质粒以确定抗‑登革热病

毒人IgG是否在体内(即，在小鼠中)产生。在施用质粒后，从小鼠获取血清，并经由ELISA进

行分析以确定所述血清是否含有与来自4种登革热病毒血清型即DENV‑1、DENV‑2、DENV‑3和

DENV‑4的登革热E蛋白反应的抗体。如图40中所显示，来自施以含有编码抗‑DENV人IgG的核

酸序列的质粒的小鼠的血清与来自血清型DENV‑1、‑2、‑3和‑4的DENV  E蛋白反应。同种型抗

体用作阳性对照。因此，这些数据表明在将所述质粒引入小鼠后，编码抗‑DENV人IgG的核酸

序列被转录并被翻译成多肽，所述多肽经加工产生含有抗‑DENV人IgG的重链和轻链。这些

多肽装配成抗‑DENV人IgG，从而提供了结合于DENV  E蛋白或与其反应的功能性抗体。

[0551] 为了进一步研究通过施用单个质粒进行的抗‑DENV人IgG的体内产生，经由注射向

小鼠施用含有编码抗‑DENV人IgG的核酸序列的质粒。具体地，向小鼠施用50μg或100μg质

粒，并且每组有5只小鼠。在注射后第3天和第6天，检测小鼠的血清转换。如图41中所示，来

自两个组的小鼠对于抗‑DENV  IgG抗体都是血清阳性的。具体地，施以50μg质粒的小鼠具有

约110ng/mL的人IgG，并且施用100μg质粒的小鼠具有约170ng/mL的人IgG。因此，这些数据

进一步证明在施用编码抗‑DENV人IgG的质粒后，在体内产生所述抗‑DENV人IgG。这些数据

还证明抗‑DENV人IgG抗体产生在1周内发生，从而允许抗‑DENV人IgG快速产生。

[0552] 实施例17

[0553] PSMA

[0554] 通过文献搜索抗‑PSMA抗体获得人抗‑PSMA  IgG1抗体。类似于实施例2中所述的方

法，以如图63所示的线性排列构建人抗‑PSMA  IgG1。将高效的IgE前导序列(SEQ  ID  NO.8)

整合到抗‑PSMA  IgG1基因序列中以提高表达。所得的经修饰和增强的抗‑PSMA  IgG1序列是

密码子和RNA优化的，然后通过GenScript(Piscataway,NJ)克隆入pVax1表达载体中，随后

大量产生这些构建体。将抗PSMA抗体基因SEQ  ID  NO:79插入BamH1与Xho1限制性位点之间。

SEQ  ID  NO:79编码SEQ  ID  NO:80所示的氨基酸序列。

[0555] 将抗PSMA抗体在单质粒系统中表达。体内表达提供了去岩藻糖基化的抗体(即，缺

乏岩藻糖残基的抗体)，其与人PSMA结合，并表现出增强的杀伤表达PSMA的细胞的抗体导向

的细胞毒性(ADCC)。

[0556] 体外表达。

[0557] 将5微克抗huPSMA质粒转染至293T细胞中。在转染后48天收集样品并进行结合分
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析。抗体滴度结果示于图64中。图64中的右图比较了人抗‑PSMA  IgG上清液的结合与山羊抗

人IgG的结合。抗体结合的定量示于图65中。其中绘制的条线图显示用抗‑PSMA质粒(5ug)转

染并在37℃和5％CO2下孵育过夜的293T细胞，并且在转染后48小时收集用于定量的最终上

清液。

[0558] 抗‑PSMA  IgG定量小鼠血清‑Nu/J小鼠。

[0559] 在第0天向5只Nu/J小鼠施用人抗‑PSMA抗体质粒。使用CELLECTRA电穿孔装置

(Inovio  Pharmaceuticals,Plymouth  Meeting  PA)肌内递送抗‑PSMA  DNA质粒。在不同的

时间点收集血清‑参见图66中的时间线。将血清在PBST加1％FBS中以1:00稀释。IgG的浓度

示于图66中的图表中。在免疫缺陷型小鼠的血清中获得约1‑5ug/mL可检测的人IgG1。

[0560] 如下确认IgG结合活性：加载1微克重组蛋白质，并进行SDS‑PAGE，随后用来自如图

67所示的不同来源(商业来源，注射的小鼠和组织培养)的血清孵育印迹。免疫印迹表明抗

体的特异性。进一步的结合研究阐明产生的抗‑huPSMA  IgG1的特异性。通过流式细胞术分

析检查抗‑PSMA血清(从第7天)与LNCaP细胞的结合。对于PSMA阳性LNCaP细胞观察到强反应

性。将测试的血清以1:4稀释以用于分析。参见图68。

[0561] 抗‑PSMA  IgG定量‑小鼠血清‑C57BL/6(B6.Cg‑Foxn1nu/J)小鼠

[0562] 另外，利用100μg抗‑PSMA  DNA质粒，随后通过电穿孔肌内免疫5只C57BL/6裸

(B6.Cg‑Foxn1nu/J)鼠。在图83所示的时间点通过眶后取血采集小鼠血清。每个时间点的

IgG浓度也示于图83中。体内抗PSMA抗体被表达并结合于重组人PSMA，如图84中所示；在所

描绘的ELISA结果中，以1:50稀释抗‑PSMA抗体。产生1至1.5μg/mL的可检测的人IgG1。

[0563] 抗PSMA  IgG定量‑小鼠血清‑免疫感受态小鼠

[0564] 利用100μg抗‑PSMA  DNA质粒，随后进行电穿孔来肌内免疫5只C57BL/6小鼠。在图

85和86所示的时间点通过眶后取血采集小鼠血清。检测到免疫感受态小鼠的体内抗‑PSMA

抗体在0.5μg/mL与0.9μg/mL的人IgG之间。具体地，图85显示了每只小鼠的抗‑PSMA抗体的

IgG定量，而图86显示了抗‑PSMA抗体的分组IgG定量。

[0565] 抗‑人PSMA  IgG1  ADCC活性的测量。

[0566] 测量抗‑人PSMA  IgG1  ADCC活性。在来自免疫小鼠的血清存在或不存在的情况下，

测试效应细胞针对LnCap细胞的细胞毒性。参见图69、图87和图88中的图。PSMA血清对LnCap

细胞的生物活性显示比商业PSMA抗体高得多的ADCC活性。这些结果支持与未去岩藻糖基化

的商业PSMA抗体相比，抗‑PSMA抗体的去岩藻糖基化增加了ADCC触发。

[0567] 图95A‑95E还显示优化的PSMA‑dMAb质粒在体外驱动高水平的IgG产生。图95A显示

编码在此称为PSMA‑dMAb的抗‑PSMA单克隆抗体的优化的抗‑PSMA‑IgG质粒的设计。图95B显

示定量ELISA，图95C显示在第48小时从pVax1或PSMA‑dMAb转染的293T细胞收集的上清液的

1:50稀释物的结合ELISA。图95D显示来自pVax1‑或PSMA‑dMAb转染的293T细胞的48小时上

清液的滴定结合ELISA。图95E显示用来自PSMA‑dMAb转染的293T细胞的上清液的1:50稀释

物探测的重组PSMA(rPSMA)或不相关的重组HIV‑Env(rHIV‑Env)蛋白的免疫印迹分析显示

293T细胞中产生的PSMA‑dMAb‑IgG的特异性结合。

[0568] 图96A‑96C还显示PSMA‑dMAb质粒在小鼠中驱动高水平的IgG产生。图96A显示对从

C57BL/6裸(B6.Cg‑Foxn1nu/J)鼠采集的血清进行的定量ELISA，通过单次注射100ug  PSMA‑

dMAb质粒，随后进行EP对所述小鼠进行肌内接种。对于C57BL/6裸鼠，在第14天获得了
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1 .2ug/ml的峰值IgG浓度。图96B显示针对重组人PSMA测试的小鼠采集的血清的滴定结合

ELISA。图96C显示用来自PSMA‑dMAb接种的小鼠的血清的1:50稀释物探测的重组PSMA

(rPSMA)或不相关的重组HIV‑Env(rHIV‑Env)蛋白的免疫印迹分析，显示在小鼠中产生的

PSMA‑dMAb  IgG的特异性结合。

[0569] 图97A‑97B显示在裸鼠中产生的PSMA‑dMAb  IgG结合于表达PSMA的细胞系。图97A

显示表达PSMA的LNCaP和TRAMP‑C2细胞系的流式细胞术分析，所述细胞系利用用空载体

pVax1载体或PSMA‑dMAb质粒接种的小鼠的第14天血清的1:50稀释物染色。图97B显示LnCap

和TRAMP‑C2细胞染色的平均荧光指数(MFI)的定量。

[0570] 图98显示在C57BL/6裸鼠中产生的PSMA‑dMAb在肿瘤组织中使PSMA染色。利用来自

PSMA‑dMAb接种的小鼠的血清(第14天的血清)对福尔马林固定石蜡包埋(FFPE)的人组织切

片中的膀胱和肾脏进行的免疫染色显示均匀分布在每个肿瘤组织中的PSMA染色的强度水

平。使用间接免疫荧光测定来确认抗体表达。

[0571] 图99A‑99C显示PSMA‑dMAb介导对LNCaP细胞的ADCC。图99A显示通过使用ADCC报道

分子测定法检查PSMA‑dMAb的ADCC活性。该测定中使用的效应细胞是稳定地表达FcγRIIIa

受体、V158(高亲和力)变体和驱动萤火虫荧光素酶表达的NFAT响应元件的工程化的Jurkat

细胞。通过作为NFAT通路活化的结果产生的荧光素酶来测量抗体的生物活性。将靶LNCaP细

胞与工程化的Jurkat效应细胞和来自第14天样品的经PSMA‑dMAb免疫的小鼠的血清的各种

稀释物一起孵育6小时，随后定量荧光素酶活性。图99B显示与无抗体阴性对照相比，由

PSMA‑dMAb免疫的小鼠的血清诱导的ADCC活性的诱导倍数。该数据通过证明与无抗体阴性

对照相比，ADCC活性显著升高(P<0 .05)，来强调PSMA‑dMAb的功能特征。图99C显示分析

PSMA‑dMAb血清对LNCaP细胞的细胞死亡的影响的流式细胞术。在不同的血清浓度上，与

pVax1对照血清处理的细胞相比，在用PSMA‑dMAb血清处理的LNCaP细胞中观察到早期细胞

凋亡(直方图中的Q2和Q3部分)以及晚期细胞凋亡和坏死(直方图中的Q2部分)的统计学显

著增加。当通过膜联蛋白V/PI染色的LnCaP细胞评估时，添加PBMC与PSMA‑dMAb抗体的组合

导致细胞死亡的显著诱导。

[0572] 实施例18

[0573] 基孔肯雅热病毒SNAPi

[0574] 设计并比较编码Fab片段(CHIKV‑Fab)或靶向CHIKV包膜(Env)蛋白的全长抗体

(CHIKV‑IgG)的优化的DNA质粒。SNAPi构建体的任一种肌内递送至小鼠内导致它们的编码

的抗体的快速产生以及来免受CHIKV的早期和晚期暴露侵害的保护功效。来自CHIKV‑IgG免

疫的小鼠的血清也可离体地中和多个临床CHIKV分离株。值得注意地，利用CHIKV‑IgG的单

一免疫显示比常规抗原诱导性DNA质粒显著更好的免受早期病毒暴露的侵害的保护以及可

比较水平的免受对CHIKV的暴露的侵害的保护。这些研究在下文中进行了更详细地描述。

[0575] 材料和方法

[0576] 细胞

[0577] 如先前所述，将人胚肾(HEK)293T细胞和Vero细胞维持在补充有10％胎牛血清

(FBS)、100IU的青霉素/ml、100ug的链霉素/ml和2mM  L‑谷氨酰胺的达尔伯克改良伊格尔培

养基(Gibco‑Invitrogen)。

[0578] CHIKV‑Fab和CHIKV‑IgG的构建

说　明　书 51/63 页

54

CN 107427566 B

54



[0579] 为了构建表达抗‑CHIKV  Env抗体的质粒，通过使用具有几个修饰的合成寡核苷酸

产生抗体的可变重(VH)和可变轻(VL)链区段。为了克隆全长抗体的Fab片段，组装含有重链

和轻链、在重链与轻链之间的插入的弗林蛋白酶切割位点和P2A自加工肽位点的单个开放

阅读框架。将该阅读框架掺入以从单个开入阅读框架表达全长抗体。在两种质粒中，将前导

序列掺入每一个基因以增加表达。通过密码子和RNA优化修饰和增强所得的序列，并将其克

隆入pVax1表达载体，以及大规模产生所得的构建体以用于本研究(GenScript,NJ)。在水中

配制纯化的质粒DNA以用于随后至小鼠中的施用。将空对照pVax1表达载体用作阴性对照。

具体地，基于来自NCBI数据库的序列，从已建立的抗‑Env特异性CHIKV中和人单克隆抗体/

杂交瘤产生用于本研究的可变轻(VL)和可变(VH)(即Fab)链或完全免疫球蛋白(Ig)的DNA。

[0580] 通过免疫印迹分析进行的来自CHIKV  Fab或CHIKV‑IgG的抗‑CHIKV  Env抗体的表

达的测量

[0581] 使用TurboFectin  8.0转染剂(OriGene)，将人293T细胞系用于表达分析。将这些

细胞以50‑70％汇合(1‑3x105个细胞/孔，于2mL的总培养基体积中)接种在35mm培养皿中，

进行24小时。24小时后，用10μg  pVax1对照载体、CHIKV‑Fab(5μg的VH和5μg的VL  DNA)或

CHIKV‑IgG(100g)转染细胞。在转染后48小时收集上清液，并使用CHIKV‑Env重组蛋白作为

涂覆抗原，通过ELISA评估其的抗‑CHIKV抗体。将来自pVax1样品的上清液用作阴性对照。

[0582] 进行免疫印迹分析以确认通过利用CHIKV‑Fab或CHIKV‑IgG的转染产生的抗体的

特异性结合。为了产生CHIKV包膜蛋白的来源，用10μg表达CHIKV‑Env的DNA质粒转染293T细

胞。转染后2天，裂解细胞，并在12％SDS‑ P AG E凝胶上电泳。使用iBlo t2 (L if e 

Technologies)将凝胶转移至硝酸纤维素膜上。将样品在聚丙烯酰胺凝胶(12％NuPAGE 

Novex ,Invitrogen)上分离，并转移至PDF膜(Invitrogen)。使用商业缓冲液(Odyssey 

Blocking  Buffer,LiCor  Biosciences)封闭膜，并在4℃用在小鼠中产生的特异性一抗以

及β‑肌动蛋白(Santa  Cruz)孵育过夜。将IRDye800和IRD700山羊抗‑兔或抗‑小鼠第二抗体

用于检测(LiCor  Biosciences)。

[0583] 病毒‑特异性结合测定：免疫荧光分析

[0584] 用来自原培养物的Vero细胞(1x104)接种腔室玻片(Nalgene  Nunc,Naperville,

Ill.)。生长细胞直至它们达到约80％汇合，随后以1的复合感染(m.o.i.)用CHIKV感染所述

细胞，进行2小时。在于37℃吸附2小时后，吸出病毒接种物，用Iscove‑10％FBS培养基漂洗

细胞片3次。感染后24小时，用PBS洗涤细胞2次，用冷甲醇在室温下固定细胞20分钟，随后让

其风干。通过在湿室中于37℃下添加来自被施用CHIKV‑Fab的小鼠的免疫血清(1:100稀释)

进行90分钟来检测抗体结合。在用PBS洗涤3次后，用缀合有FITC的山羊抗‑人IgG(Santa 

Cruz  Biotechnology  Inc.,)在37℃孵育细胞60分钟。在室温下用4’,6‑二脒基‑2‑苯基吲

哚(DAPI)进行另外的细胞核染色，持续20分钟。在每一次孵育步骤后进行1×PBS洗涤。随后

使用DABCO将样品固定在玻璃载玻片上，并在共聚焦显微镜(LSM710；Carl  Zeiss)下进行观

察。使用Zen软件(Carl  Zeiss)分析所得的图像。另外，在利用CHIKV‑Env病毒感染的Vero细

胞假型化的HIV‑1GFP中测试CHIK‑IgG免疫的血清的免疫反应性以通过流式细胞术测试结

合活性。

[0585] 通过ELISA的抗体定量分析

[0586] 利用来自被施用CHIKV‑Fab、CHIKV‑IgG或pVax1的小鼠的血清进行ELISA测定以测
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量抗体构建体的表达动力学和结合其靶抗原CHIKV‑Env的能力。在不同时间点从注射质粒

的小鼠收集血清样品。为了定量收集的血清样品中的总的人Fab，用1μg/孔的山羊抗‑人

IgG‑Fab片段抗体(Bethyl  Laboratories)在4℃下涂覆96孔高结合聚苯乙烯板(Corning)

过夜。为了测量抗体构建体结合其靶抗原CHIKV  Env蛋白的能力，用重组CHIKV  Env蛋白在4

℃涂覆盖ELISA析过夜。第二天，用PBS‑T(PBS,0.05％Tween  20)洗涤板，以及在室温下用

3％的PBS‑T中的BSA封闭1小时。在再一次洗涤后，以1:100于1％的PBS‑T中的FBS中稀释样

品，将其添加至板，在室温下孵育1小时。洗涤板，添加缀合有HRP的山羊抗‑人κ轻链(Bethyl 

Laboratories)，在室温下进行1小时。随后使用Biotek  EL312e  Bio‑Kinetics读数器在

450nm读取板。利用SIGMAFAST  OPD(Sigma‑Aldrich)检测样品。为了进行定量，使用纯化的

人IgG/κ(Bethyl  Laboratories)产生标准曲线。以一式二份测试所有血清样品。

[0587] CHIKV‑Env假型的产生和FACS分析

[0588] 通过使用5μg的pNL4‑3env‑GFP(38)和10μg的编码CHIKV病毒包膜的质粒来产生

CHIKV‑Env  GFP假型。产生假型化的VSV。通过在4℃下在Sorvall  Lynx  400超速离心机

(Thermo  Scientific)中于20％蔗糖垫中以28,000rpm进行超速离心浓缩1.5小时来浓缩假

病毒体。将沉淀物在4℃重悬浮于HBSS中过夜。在p24ELISA分析后，将慢病毒假病毒体标准

化以含有等数目的病毒颗粒。在感染前24小时，将细胞以2.5×104接种在48孔板中。感染后

18小时分离细胞，用1％的PBS中的PFA固定10分钟，然后用0.1％(w/v)皂苷去垢剂溶液进行

透化。用来自被施用pCHIKV‑IgG的小鼠的血清和缀合有Alexa594的山羊抗‑人IgG第二抗体

(Life  Technologies)孵育CHIKV感染的细胞。利用流式细胞术(Becton‑Dickinson)评估感

染，使用FlowJo软件进行分析。

[0589] 小鼠中的IgG施用和CHIKV攻击研究

[0590] B6.Cg‑Foxn1nu/J(The  Jackson  Laboratory)小鼠用于Fab和全长IgG产生、定量

和功能表征。用50ul的总体积的pVax1  DNA(100μg)、CHIKV‑Fab  DNA(50μg的VH和50μg的VL)

或CHIKV‑IgG(100μg)在四头肌中注射小鼠。DNA质粒施用后，立即进行优化的EP‑介导的递

送( Inovio  Pharmaceuticals,Inc.,)。EP递送的脉冲参数为3个脉冲的

0.5Amp恒定电流，1秒的间隔以及52毫秒的长度。

[0591] 对于CHIKV攻击研究，用100μl总体积的CHIKV‑Fab或CHIKV‑IgG或空对照pVax1质

粒(100μg)肌内注射BALB/c小鼠，随后立即进行Opt‑EP介导的递送，如先前所述。DNA递送后

2天，用总共1x107PFU(25μl)的CHIKV‑Del‑03(JN578247)(41)在每一只后足的背面经由皮

下途径攻击小鼠。从0至14dpi每天用数字测径器测量足部肿胀(高×宽)。在3周的攻击后观

察期中每日监测小鼠的存活和感染体征(即体重和昏睡)。使丧失超过30％身体质量的动物

安乐死，收集血清样品以用于细胞因子定量和其它免疫分析。在攻击后第7至14天，通过尾

部取血收集血液样品，通过菌斑测定(PFU/ml)分析病毒血症。进行两个独立实验。

[0592] 免疫细胞因子分析

[0593] 从CHIKV‑Fab或CHIKV‑Ig注射的和病毒攻击的小鼠(在攻击后第10天)收集血清。

按照制造商的说明书(R&D  Systems)使用ELISA试剂盒测量TNF‑α、IL‑1β、IP‑10和IL‑6血清

细胞因子水平。

[0594] CHIKV中和测定

[0595] 测定被施用CHIKV‑Fab或CHIKV‑IgG的小鼠的血清中的病毒中和抗体滴度。简言
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之，将Vero细胞(美国典型培养物保藏中心)以15,000个细胞/孔涂板在96孔板(Nunc)中。以

一式三份在96孔板中制备热灭活的小鼠血清的两倍系列稀释物，向每一个小孔中添加

100TCID50的CHIKV病毒分离株悬浮物。在于37℃孵育1小时后，将样品添加至Vero细胞单层

并孵育3天。随后固定Vero细胞单层，用0.05％结晶紫，20％甲醇(Sigma‑Aldrich)进行染

色。通过取其中Vero细胞单层保持完全完整的最后稀释度的倒数来测定中和滴度，并将其

表示为仍然给予100％的致细胞病变效应的抑制的最高血清稀释度的倒数。利用GraphPad 

Prism  5软件包(GraphPad  Software)产生图和统计数字。将与S型剂量‑反应(可变斜率)拟

合的非线性回归用于测定IC50。

[0596] 统计分析

[0597] 使用Graph  Pad  Prism软件(Prism  Inc.)进行使用学生t检验或非参数Spearman

相关检验的统计分析。使用Spearman秩相关检验在统计上评估对照与实验组中的变量之间

的相关性。对于所有检验，小于0.05的p值被认为是显著的。

[0598] 结果

[0599] CHIKV单克隆抗体的构建体和功能性

[0600] 优化CHIKV‑Fab和全长IgG构建体以用于增加的表达。合成了对于从PubMed可得序

列(登录号)产生的CHIKV‑Env是特异性的新型完全人mAb。图70A举例说明优化的抗‑CHIKV‑

Fab和CHIKV‑IgG质粒的设计。对于CHIKV‑Fab，则单独地将VH和VL基因克隆入pVax1质粒载

体。

[0601] 为了检查通过体外产生的CHIKV‑Fab和IgG的表达和功能性，用等量的CHIKV‑Fab

或CHIKV‑IgG的重和轻链质粒转染人293T细胞，在转染后48小时收集来自转染的细胞的上

清液。如图70B中指示的，只有利用CHIKV‑Fab或CHIKV‑IgG质粒转染的细胞才产生可测量水

平的抗‑CHIKV抗体(如使用重组CHIKV包膜蛋白通过结合ELISA测量的)，并且表明CHIKV‑

Fab或单一全长IgG的双质粒设计可在体外产生正确组装的功能性CHIKV抗体。

[0602] EP介导的递送后CHIKV‑IgG的增强的体内表达动力学和定量

[0603] 为了表征用于单克隆抗体递送的该新型DNA递送法，我们接着测试对CHIKV‑IgG在

体内产生功能性CHIKV抗体的能力的作用，我们使用上述全长IgG构建体进行了关键性研

究。通过IM注射向B6.Cg‑Foxn1nu/J小鼠施用IgG质粒或pVax1载体，随后立即施用EP，如图

70C中所指示的。除了用于比较目的CHIKV‑IgG外，也在小鼠中单次施用重组CHIKV‑Env蛋白

以进行免疫。在实验过程中在如所指定的不同时间点上收集来自所有小鼠的血清，以及通

过ELISA测量结合CHIKV包膜蛋白的靶抗原。被施用CHIKV‑IgG的小鼠产生可检测水平的能

够结合CHIKV包膜蛋白的并且在施用后第1‑3天被引发的抗体，其中重组CHIKV‑Env免疫的

小鼠到施用后第8天才显示(图70D)，表明相较于常规蛋白质施用的快速IgG递送产生。此

外，CHIKV‑IgG和EP在小鼠中的单次施用导致血清中可检测的人CHIKV‑Ab的快速产生。

CHIKV‑Ab的血清水平到第5天达到600‑800ng/mL，在第14天达到1300‑1600ng/mL的峰值，并

且直至第35天持续在>800ng/mL的水平上(图70E)。为了检查通过体内产生的CHIKV‑IgG的

表达，使用重组CHIKV蛋白，通过免疫印迹分析确认从免疫的小鼠产生的抗‑CHIKV抗体的结

合特异性，显示了CHIKV‑IgG的IgG‑质粒设计在体内可产生正确切割的并组装为功能性

CHIKV‑IgG抗体(图70F)。这些实验提供了DNA递送的CHIKV‑单克隆抗体不仅在体外而且在

动物中在多天的时间过程中是稳定的证据。
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[0604] CHIKV感染的细胞的结合特异性和免疫组织化学的表征

[0605] 我们扩展实我们的初步研究，然后将感染用于表征新型DNA递送抗‑CHIKV单克隆

抗体的治疗潜力。CHIKV‑ab特异性结合CHIKV‑Env但不特异性结合其它蛋白质。使用CHIKV

感染的细胞，通过结合ELISA、FACS分析和免疫组织化学评估CHIKV‑Ab的特异性和靶结合性

质。来自第14天的用CHIKV‑IgG或CHIKV‑Fab抗体注射的小鼠的血清的测试系列稀释物经显

示，检测的抗体可特异性结合其靶抗原，即CHIKV‑Env蛋白，而不是重组HIV‑1包膜蛋白(图

71A)。为了进一步分析体内产生的抗‑CHIKV‑IgG抗体的结合特异性，将来自小鼠的血清与

已用CHIKV病毒感染的固定的Vero细胞一起孵育。免疫荧光成像突出显示结合抗‑CHIKV‑

IgG存在于表达CHIKV包膜蛋白的细胞上而非存在于来自只有构建体pVax1的小鼠的小鼠血

清中(图71B)。另外，通过FACS分析体内产生的针对感染的细胞的抗体(图71C)。来自被施用

CHIKV‑IgG的小鼠的实验性血清样品结合CHIKV‑Env靶抗原。

[0606] 来自注射了CHIKV‑IgG的小鼠的血清显示针对临床CHIKV分离株的广泛中和活性

[0607] 为了评估从被施用CHIKV‑Ig的小鼠收集的血清的潜在抗‑CHIKV活性，针对多个

CHIKV分离株测量中和活性，特别是CHIKV株系Ross、LR2006‑OPY1、IND‑63WB1、Ross、PC08、

Bianchi和DRDE‑06。测定每一个病毒分离株的IC50值(导致至少50％抑制的血清的最高稀释

度)(图72A‑F)。来自注射了CHIKV‑IgG的小鼠的血清有效中和测试的所有6个病毒分离株，

从而表明单次编码CHIKV‑IgG的DNA注射在小鼠中可产生中和滴度的人抗‑CHIKV  Ig。结果

表明从CHIKV‑IgG的施用产生的抗体在体内递送后表现出相关的生物活性。

[0608] CHIKV‑IgG贡献显著高水平的病毒特异性抗体活性和保护小鼠免受CHIKV攻击

[0609] 目前的CHIKV疫苗的局限性无法清除持续感染，可能是由于免疫原性不足(45)。而

且，常规疫苗接种是一种滞后期要求并建立生产性免疫反应。越来越多的研究集中在针对

病毒的早期免疫的发展，作为控制感染结果的关键因素(5,20)。为了确定CHIKV‑IgG构建体

是否可提供免受对CHIKV的早期暴露的侵害的保护，在第0天用CHIKV‑IgG或CHIKV‑Fab质粒

注射小鼠的组，随后在第2天用病毒进行攻击。第3组小鼠接受空pVax1质粒以用作阴性对

照。记录存活率和重量变化，持续20天。所有用pVax1质粒注射的小鼠在病毒攻击的一周内

死亡(图73A)。在被攻击的小鼠中，在攻击后20天的观察期过程中于被施用CHIKV‑IgG或

CHIKV‑Fab的小鼠中观察到100％的存活率。这表明两种CHIKV构建体均早在递送后可赋予

针对CHIKV的保护性免疫(图73B)。

[0610] 接着，评估CHIKV‑IgG和CHIKV‑Fab是否产生长效保护性免疫。在用CHIKV‑IgG、

CHIKV‑Fab或pVax1质粒单次注射后30天用CHIKV病毒攻击小鼠的组。随后在20天的时期中

监测小鼠的存活率。用CHIKV‑Fab注射的小鼠具有50％的存活率，然而在攻击后观察期过程

中在用CHIKV‑IgG注射的小鼠中观察到90％的存活率。这些结果暗示SNAPi策略构建体均可

在体内提供长效保护性免疫，虽然由CHIKV‑IgG赋予的保护可比利用CHIKV‑Fab注射的记录

的保护更持久和长效(p＝0.0075)(图73C)。

[0611] 蚊媒病毒如CHIKV可在人中引起严重脑炎(7)。来自各组的先前研究已显示病毒攻

击的不同模式诸如利用CHIKV的小鼠的鼻内、皮下和足垫感染在感染的6‑9天内导致高死亡

率(13,14)。另外，CHIKV在具有不同程度的发病机制的小鼠的感染后6‑9天内造成高死亡

率。进行实验以比较抗利用鼻内和皮下病毒攻击的病毒感染的CHIKV‑抗体疗法的效率。使

每一个pVax1和CHIKV‑IgG组中20只小鼠接受单次免疫，并且通过CHIKV(在25μl的PBS中)的
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鼻内施用攻击每一个组中的一半小鼠，通过在第2天皮下注射CHIKV攻击余下的小鼠,并通

过测定体重减轻、后肢虚弱和昏睡来测量CHIKV‑IgG的保护效率。两种免疫均皮下(图73D)

(p<0.0024)或鼻内(图73E)(p<0.0073)给予，均提供相较于对照小鼠显著的免受CHIKV感染

的保护。接受皮下攻击的小鼠相较于鼻内攻击在平均体重减轻上具有延迟。综合我们的数

据，结果支持DNA递送的CHIKV‑IgG产生可保护免受常规以及粘膜CHIKV攻击的广泛反应性

中和抗体应答。

[0612] 在病毒攻击后立即和持久的CHIKV特异性IgG的评估

[0613] 在证明CHIKV‑IgG在体内产生与CHIKV‑Fab构建体同样快速的，但比其更持久的保

护性免疫性应答后，将由CHIKV‑IgG产生的保护效率与CHIKV‑Env质粒(一种表达全长CHIKV

包膜蛋白的常规DNA疫苗质粒)相比较(17)。重要的是，虽然常规疫苗策略依赖于宿主免疫

系统来识别靶抗原并对其作出应答，但SNAPi构建体赋予不依赖于宿主免疫应答的保护性

免疫。考虑到该差异，因而SNAPi构建体可提供更即时的免受对CHIKV的早期暴露的侵害的

保护性体液免疫的来源。

[0614] 因而，给予小鼠的组单次CHIKV‑IgG、CHIKV‑Env或pVax1施用，随后在质粒免疫后2

天用CHIKV进行攻击(图74A)。所有被施用CHIKV‑Env或pVax1的小鼠在病毒攻击的6天内死

亡，然而在用CHIKV‑IgG免疫的小鼠中观察到100％存活率(图74B)。这说明CHIKV‑IgG相比

CHIKV‑Env(一种常规抗原产生性DNA疫苗)在施用后早得多地赋予保护性免疫。

[0615] 随后评估由CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env产生的抗‑CHIKV应答的持续时间。将不同免疫

方案用于确保由CHIKV‑Env产生的强劲免疫应答的引入。因此，在第0天给予小鼠单次

CHIKV‑IgG免疫，或在于第35天病毒攻击前给予多次CHIKV‑Env免疫(第0天、14天和28天)。

第三组小鼠在第0天接受单次pVax1免疫并在第35天接受病毒攻击(图74A，第II组)。对于接

受利用CHIKV‑Env的多次加强免疫方案的小鼠记录了100％的存活率(图74C)，这与先前利

用同一DNA疫苗的单次注射免疫的小鼠的存活率形成鲜明对比(图74B)。这些发现与适应性

免疫应答的动力学一致，所述适应性免疫应答在抗原暴露后花费约2周来发展，并且通常需

要多轮抗体暴露来产生保护性免疫。

[0616] 此外，在20天的观察期过程中在接种了CHIKV‑IgG的小鼠中记录了90％的存活率

(p＝0.0005)(图74C)；该图显示了到第43天CHIKV‑IgG免疫的小鼠的<80％的存活率。然而，

评估在质粒/疫苗施用后早期和晚期时间点于小鼠血清中检测到的人IgG的不同水平如何

影响上述攻击结果。在单次CHIKV‑IgG注射的48小时内可检测到抗‑CHIKV  Env特异性人

IgG，并且至注射后14天测量到峰值水平(～1400ng/mL)。重要的是，在注射后45天仍然可检

测到高于在第2天初始测量的值的水平的人IgG。该减弱的保护对应于测量的抗‑CHIKV  IgG

的血清水平(图74D)。不断降低的水平的保护性抗体可能归因于抗体的正常清除，这暗示着

如果不再施用的话，CHIKV‑IgG的水平可在延长的时期后降至低于保护的水平。总之，这些

发现暗示着CHIKV‑IgG的单次注射可产生在质量和持久性与需要多次加强免疫的常规疫苗

诱导的免疫应答相似的保护性应答。

[0617] CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env免疫后持久的和全身性抗‑CHIKV‑Env抗体的诱导

[0618] 鉴于在用CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env免疫的小鼠中看到的CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env保

护性应答，进行另外的支持性研究来评估抗体水平。在第0天用CHIKV‑IgG  DNA或在第0、14

和21天用CHIKV‑Env  DNA免疫BALB/c小鼠。图74E显示在指定的时间点上来自用CHIKV‑IgG
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或CHIKV‑Env免疫的小鼠的抗‑CHIKV  IgG的水平。重要的差异是测量CHIKV‑IgG‑免疫的小

鼠中的抗‑CHIKV人IgG和测量CHIKV‑Env‑免疫的小鼠中的抗‑CHIKV小鼠IgG。结果显示

CHIKV‑IgG‑免疫的小鼠中的人IgG的早期检测和快速增加。由CHIKV‑Env诱发的小鼠IgG的

滴度在免疫的2周内达到相似的峰值水平，但表现出显著较慢水平的抗体产生。

[0619] CHIKV病毒载量和细胞因子水平的降低导致感染的控制

[0620] 先前的研究已鉴定了CHIKV‑相关疾病严重度的多个分子相关物，包括CHIKV病毒

载量和一小组促炎细胞因子。因此，评估病毒攻击后早期和晚期时间点的CHIKV‑IgG抑制这

些相关疾病标志物的能力。来自用CHIKV‑IgG或CHIKV‑Env免疫的小鼠的血清表现出相较于

pVax1对照动物显著下降的病毒载量(分别地p＝0.0244和0.0221)(图75A)。值得注意的是，

CHIKV‑IgG‑免疫的小鼠显示出可与CHIKV‑Env小鼠相比较的水平的病毒载量下降。还在第5

次病毒攻击后从CHIKV‑IgG‑免疫的小鼠和CHIKV‑Env免疫的小鼠测量选择的促炎细胞因子

(TNF‑α和IL‑6)。相较于pVax1‑免疫的动物，CHIKV‑IgG和CHIKV‑Env在早期和晚期时间点表

现出相似水平的两种细胞因子的急剧下降的血清水平(图75B‑C)。由于已显示CHIKV病毒

TNF‑α和IL‑6的血清水平与疾病严重度相关，因此这些发现暗示着利用CHIKV‑IgG的单次免

疫可在可与常规DNA疫苗相比较的水平上提供了持久水平的免受CHIKV相关病状的保护。

[0621] 由于CTL在消除病毒感染的细胞中可以是重要的，因此进行进一步的分析以评估

疫苗诱导的T细胞应答，所述显示包含显著百分比的总T细胞应答，我们测试CHIKV‑Env免疫

的小鼠中的IFN‑γ水平，并且所述小鼠在CHIKV肽刺激后显示相对高的本底水平的IFN‑γ

应答，以及在在所有免疫的小鼠中检测到IFN‑γ产生性细胞。图75D是来自先前用CHIKV‑

IgG或CHIKV‑Env或两者免疫的小鼠的T细胞应答的测量。结果显示CHIKV‑Env引发强T细胞

应答，然而CHIKV‑IgG不引发强T细胞应答。该替代性多模式新型方法引起了强大的，立即和

持续的系统性体液和细胞免疫。

[0622] 在CHIKV‑Fab和CHIKV‑IgG研究中，在施用后前48至72小时记录了全身IgG的快速

产生。产生的动力学和水平在早期时间点上在抗体的Fab与IgG形式之间是相似的，这对于

感染性疾病预防是至关重要的。抗体模式的两种形式在免疫后2天均保护小鼠免受致死

CHIKV攻击。然而，当疫苗递送后，在晚期时间点(免疫后30天)攻击小鼠时，保护的差异是明

显的：90％的利用CHIKV‑IgG免疫的小鼠存活，然而在CHIKV‑Fab免疫的小鼠中记录了50％

的存活。因此，虽然两种抗体构建体具有相同的抗原特异性和递送后快速表达，但全长IgG

显示比Fab构建体长的半衰期，这被证明在维持保护性免疫是必需的。

[0623] 先前已产生了用于CHIKV感染的基于DNA的疫苗(称为CHIKV‑Env)。参见美国专利

公布No.2011/0104198。当用单次剂量的CHIKV‑IgG或CHIKV‑Env注射小鼠并且在两天后用

病毒攻击时，CHIKV‑IgG注射组中的所有小鼠存活，这与CHIKV‑Env组(其中无小鼠在感染中

存活)形成鲜明对比。然而，在完全免疫方案(在三周时期中进行3次接种)后对于CHIKV‑ENV

观察到完全保护。值得注意的是，在被施用单次剂量的CHIKV‑IgG的小鼠中看到相似水平的

保护，尽管该保护在延长的时期中下降至75％的存活率。这些发现证明了每个平台的优势，

并表明组合方法可能对立即和持久的保护是必需的。基于DNA的疫苗为组合方法提供了理

想的平台，因为它们不会干扰或产生抗‑载体免疫。作为提供针对CHIKV和其它病原体的快

速、持久免疫的手段的SNAPi质粒和常规DNA疫苗的顺序递送或共递送目前是我们实验室的

活跃研究的领域。
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[0624] 实施例19

[0625] 使用DNA质粒介导的抗体基因转移将针对DENV的交叉反应性中和抗体递送至循环

中

[0626] 编码具有消除FcγR结合的Fc区突变的抗‑DENV人IgG1nAb的DNA质粒的肌内递送

保护小鼠免受仅有病毒的DENV感染和抗体增强的致死感染。

[0627] 设计并构建高度优化的编码抗‑DENV抗体DV87 .1(具有中和DENV1‑3的能力的人

IgG1mAb)的重和轻链的优化的DNA质粒。构建两个优化的质粒：pDVSF‑3WT，其编码DV87.1的

重和轻链，和pDVSF‑3LALA，其编码具有通过CH2区域中的两个亮氨至丙氨酸(LALA)突变消

除的FcγR结合的DV87.1的Fc区域修饰的形式。进行这以消除抗体依赖性增强。构建体中的

重链和轻链基因相隔弗林蛋白酶切割位点和P2A自我加工肽。对每一个转基因进行遗传优

化，合成，并亚克隆至经修饰的pVax1哺乳动物表达载体中(图76a)。

[0628] 将质粒转染入人胚肾(HEK)293T细胞，在48小时后通过酶联免疫吸附测定(ELISA)

定量上清液中的分泌的抗体水平(图76b)。pDVSF‑3WT和pDVSF‑3LALA均产生600ng/mL的人

IgG，从而确认所述质粒可表达人IgG，以及LALA突变在体外对抗体表达水平没有作用。为了

确认正确的抗体组装，从转染的HEK293T细胞的上清液收集DVSF‑3和DVSF‑3LALA抗体，并通

过SDS‑PAGE凝胶分离以进行免疫印迹分析(图76c)。重链和轻链蛋白具有它们的预期分子

量，这暗示着正确的蛋白质切割和抗体组装。

[0629] 为了评估抗体的生物活性，我们首先进行测量含抗体的上清液是否可结合重组

DENV1‑3E蛋白的结合ELISA测定。分泌DVSF‑3WT或DVSF‑3LALA抗体的HEK293T细胞的上清液

能够识别DENV1‑3E蛋白，然而DENV4不被识别，如所预期的(图79)。另外，含DVSF‑3WT和

DVSF‑3LALA的上清液能够使被DENV1‑3感染的Vero细胞染色，然而被DENV4感染的Vero细胞

不被上清液染色(图76d)。每一个构建体显示DENV1‑3的体外中和(数据未显示)，但DVSF‑

3WT增强具有FcγR的人K562细胞的DENV感染，然而DVSF‑3LALA没有这样的体外ADE活性(图

79b)。

[0630] 为了在体内研究抗体产生动力学，我们测定可在免疫容纳宿主中对抗体表达建模

的DNA质粒编码的人IgG在裸鼠中的表达的持续时间。用100ug的编码另一种人IgG1抗‑DENV

抗体DVSF‑1WT的DNA质粒静脉内注射小鼠，随后立即用EP静脉内注射小鼠。血清中的人IgG

浓度在注射的5天内可被检测到，在注射后2周达到约1000ng/mL的峰值水平(图2a，左图)。

人IgG表达的持续时间持续至少19周(图77a，右图)，展示了可利用DNA质粒获得的持续表达

水平。鉴于小鼠DENV攻击模型使用来自129/Sv背景的小鼠，因此研究编码抗体的DNA质粒构

建体以测定DVSF‑3WT或LALA在该背景品系中的血清可检测水平的产生。来自接受pDVSF‑

3WT或pDVSF‑3LALA的129/Sv小鼠的血清显示可比较的人IgG水平(图77b)并且可使利用

DENV1‑3感染的Vero细胞染色(图77c)。另外，含有WT和LALA的血清均能够中和DENV1‑3(图

77d)。

[0631] 为了评估表达DNA质粒编码的抗‑DENV中和mAb的小鼠是否可被保护免受DENV攻

击，我们使用AG129小鼠模型，其缺乏I型和II型干扰素(IFN)受体并且，在DENV感染后，概括

了人疾病的许多方面。重要的是，已显示这些小鼠表现出ADE，具有低剂量的血清特异性以

及交叉反应性抗体，两者增色增强感染。对于这些研究，用小鼠适应性DENV2株系S221感染

小鼠，所述株系，在亚中和量的抗‑DENV  mAb  2H2存在的情况下，引起抗体增强的严重疾病
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和在亚致死剂量上在AG129中引起急性致死(感染后4‑6天)。

[0632] 为了确定表达pDVSF‑3LALA的AG129小鼠是否可被保护免受仅用病毒的感染和抗

体依赖性增强的疾病(ADE)，给予AG129小鼠pDVSF‑3WT或pDVSF‑3LALA，随后立即地EP的单

次肌内注射。阴性对照接受pVax1空载体，随后EP的单次肌内注射。5天后，在外源性抗‑DENV 

mAb  2H2存在(ADE)或不存在(仅用病毒的感染)的情况下，利用亚致死剂量(1x109GE)的

DENV2S221攻击小鼠。在攻击后一天，pDVSF‑3WT、pDVSF‑3LALA和pVax1组群中的小鼠分别具

有750ng/mL、1139ng/mL和不可检测水平的平均人IgG浓度(补充图2；对于pDVSF‑3WT与

pDVSF‑3LALA之间的比较，p≤0.0930)。在仅用病毒的感染的条件下，我们预期pDVSF‑3WT处

理的小鼠经历ADE和急性致死，因为由DVSF‑3WT抗体与DENV形成的免疫复合物应当导致增

加的感染14。相反地，我们预期pVax1和pDVSF‑3LALA处理的小鼠得到保护免受严重疾病。事

实上，6只pDVSF‑3LALA处理的小鼠中的5只和所有5只pVax1小鼠得到保护免受严重疾病；所

有pDVSF‑3WT处理的小鼠到第5天死于疾病(图78a；对于pDVSF‑3LALA与pDVSF‑3WT之间的比

较，p≤0.0084)，这表明pDVSF‑3LALA抗仅用病毒的感染的保护能力。在ADE条件下，我们预

期pDVSF‑3WT和pVax1处理的小鼠因增强的感染而经历急性致死，然而pDVSF‑3LALA处理的

小鼠应当得到保护免受严重疾病。所有5只接受pDVSF‑3LALA的小鼠在ADE条件下存活，然而

接受pDVSF‑3WT或pVax1空载体的那些小鼠在4‑5天内死于急性抗体增强的疾病(图78b；对

于pDVSF‑3LALA与pDVSF‑3WT之间的比较，p≤0.0072)。综上所述，这些数据显示pDVSF‑

3LALA的注射在仅用病毒和ADE条件下均保护免受严重疾病，从而支持肌肉正确处理和表达

来自该平台的功能性抗体的概念。

[0633] 编码经修饰的人抗‑DENV1‑3中和抗体的DNA质粒的单次肌内注射能够保护免受仅

用病毒导致的DENV疾病和抗体增强的DENV疾病。由通过SNAPi表达的中和抗‑DENV  mAb赋予

的保护是非常快速的，在pDVSF‑3LALA施用后1周以内被攻击的小鼠完全存活。此外，质粒编

码的抗体递送在递送后5天内提供保护，比疫苗驱动的保护显著更快。

[0634] 由于我们的免疫系统不能在DENV接种或天然感染时产生预防ADE的抗体变体，因

此DNA质粒编码保护性Fc区修饰的LALA抗体的能力是新颖的。

[0635] 多价DENV疫苗

[0636] 鉴于已显示DENV血清型可逃避中和15，因此，一个策略是设计进行研究以检查用于

预防的靶向DENV病毒体上的多个表位的抗体混合物。在1条腿上用pDVSF‑3WT(抗‑DENV1‑3)

并且在另一条腿上用pDVSF‑1WT(抗‑DENV1‑4)注射129/Sv小鼠。利用两种质粒注射的小鼠

在第7天相较于接受单质粒的小鼠具有显著更高的血清人抗体水平(图81；对于pDVSF‑1WT

与pDVSF‑1+3之间的比较，p≤0 .0088；对于pDVSF‑3WT与pDVSF‑1+3之间的比较，p≤

0.0240)。此外，来自用两种质粒注射的小鼠的血清使利用所有4种DENV血清型感染的Vero

细胞染色(数据未显示)。

[0637] 实施例20

[0638] 利用抗‑PSMA抗体进行肿瘤攻击

[0639] 在肿瘤攻击研究中检查从DNA质粒表达的实施例17的抗‑PSMA抗体。具体地，将3组

C57BL/6小鼠皮下接种1x  106个TRAMP‑C2细胞/小鼠。每组有10只小鼠。在肿瘤植入后第5

天，用100μg  pVax1质粒免疫对照组，用100μg抗‑PSMA  DNA质粒免疫一个实验组。第二实验

组在肿瘤植入后第7天用100μg抗‑PSMA  DNA质粒免疫。图89显示举例说明每个组的肿瘤植
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入和免疫的各自时间线的示意图。每周在图89中指示的时间点测量肿瘤。

[0640] pVax1免疫组中的所有小鼠均发展了肿瘤(10/10，100％；图90)。抗‑PSMA第5天免

疫组中的一半小鼠发展了肿瘤(5/10，50％；图91)。抗‑PSMA第7天免疫组中约三分之一的小

鼠发展了肿瘤(3/10，30％；图92)。

[0641] 进行进一步分析以测定每个各自组的小鼠的平均肿瘤体积。该分析显示与用

pVax1质粒免疫的组相比，在用抗‑PSMA  DNA质粒免疫的两个组中肿瘤大小均减小。参见图

93和图94。图93显示了来自3个组的小鼠及其各自肿瘤的图像。在pVax1免疫组与抗‑PSMA第

7天免疫组之间观察到统计学上不同的肿瘤大小(p＝0.0184，图94)。

[0642] 这些结果表明施用表达抗‑PSMA抗体的DNA质粒减小了肿瘤体积。该观察取决于表

达抗‑PSMA抗体的DNA质粒，作为空的DNA质粒pVax1，不减小受体小鼠的肿瘤体积。总之，编

码被去岩藻糖基化并表现出增强的ADCC活性的抗‑PSMA抗体的DNA导致该抗体的表达，并且

在接受该DNA的小鼠中减小肿瘤体积。

[0643] 图100A‑100D还显示PSMA‑dMAb在TRAMP‑C2肿瘤攻击小鼠模型中诱导抗肿瘤免疫。

图100A显示了向C57BL/6小鼠内施用肿瘤以及施用pVax1或PSMA‑dMAb质粒的方案。小鼠在

其右侧腹中皮下接受1x  106个TRAMP‑C2细胞，一周后，将100ug质粒肌内接种至小鼠中，然

后进行EP。图100B显示了肿瘤施用后每周用卡尺测量肿瘤体积，持续多达10周。用PSMA‑

dMAb质粒接种的小鼠表现出延迟的肿瘤生长。图100C显示在肿瘤施用后第50天，来自pVax1

和PSMA‑dMAb组的具有肿瘤的代表性小鼠。图100D显示在PSMA‑dMAb施用之前通过单次注射

抗‑NK1.1  IgG消耗NK细胞消除了PSMA‑dMAb对肿瘤杀伤的保护作用。

[0644] 应理解，前文详述和所附实施例仅是例举性的并且无意被视为对本发明的范围的

限制，所述范围仅由所附权利要求和它们的等同物确定。

[0645] 对公开的实施方案的各种改变和改进对于本领域技术人员来说是显而易见的。可

在不背离其精神和范围的情况下进行这样的改变和改进，包括但不限于与化学结构、取代

基、衍生物、中间体、合成、组合物、制剂或使用本发明的方法相关的那些改变和改进。

[0646] 条款1.一种在受试者中产生合成抗体的方法，所述方法包括向所述受试者施用包

含编码抗体或其片段的重组核酸序列的组合物，其中所述重组核酸序列在所述受试者中表

达以产生所述合成抗体。

[0647] 条款2.根据条款1所述的方法，其中所述抗体包含重链多肽或其片段和轻链多肽

或其片段。

[0648] 条款3.根据条款2所述的方法，其中所述重链多肽或其片段由第一核酸序列编码

并且所述轻链多肽或其片段由第二核酸序列编码。

[0649] 条款4.根据条款3所述的方法，其中所述重组核酸序列包含所述第一核酸序列和

所述第二核酸序列。

[0650] 条款5.根据条款4所述的方法，其中所述重组核酸序列还包含用于在所述受试者

中将所述第一核酸序列和所述第二核酸序列表达为单个转录物的启动子。

[0651] 条款6.根据条款5所述的方法，其中所述启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0652] 条款7.根据条款5所述的方法，其中所述重组核酸序列还包含编码蛋白酶切割位

点的第三核酸序列，其中所述第三核酸序列位于所述第一核酸序列与第二核酸序列之间。

[0653] 条款8.根据条款7所述的方法，其中所述受试者的蛋白酶识别并且切割所述蛋白
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酶切割位点。

[0654] 条款9.根据条款8所述的方法，其中所述重组核酸序列在所述受试者中表达以产

生抗体多肽序列，其中所述抗体多肽序列包含所述重链多肽或其片段、所述蛋白酶切割位

点和所述轻链多肽或其片段，其中由所述受试者产生的所述蛋白酶识别并且切割所述抗体

多肽序列的蛋白酶切割位点，从而产生切割的重链多肽和切割的轻链多肽，其中所述合成

抗体由所述切割的重链多肽和所述切割的轻链多肽产生。

[0655] 条款10.根据条款4所述的方法，其中所述重组核酸序列包含用于将所述第一核酸

序列表达为第一转录物的第一启动子和用于将所述第二核酸序列表达为第二转录物的第

二启动子，其中所述第一转录物被翻译成第一多肽，并且所述第二转录物被翻译成第二多

肽，其中所述合成抗体由所述第一和第二多肽产生。

[0656] 条款11.根据条款10所述的方法，其中所述第一启动子和所述第二启动子相同。

[0657] 条款12.根据条款11所述的方法，其中所述启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0658] 条款13.根据条款2所述的方法，其中所述重链多肽包含可变重区和恒定重区1。

[0659] 条款14.根据条款2所述的方法，其中所述重链多肽包含可变重区、恒定重区1、铰

链区、恒定重区2和恒定重区3。

[0660] 条款15.根据条款2所述的方法，其中所述轻链多肽包含可变轻区和恒定轻区。

[0661] 条款16.根据条款1所述的方法，其中所述重组核酸序列还包含Kozak序列。

[0662] 条款17.根据条款1所述的方法，其中所述重组核酸序列还包含免疫球蛋白(Ig)信

号肽。

[0663] 条款18.根据条款17所述的方法，其中所述Ig信号肽包括IgE或IgG信号肽。

[0664] 条款19.根据条款1所述的方法，其中所述重组核酸序列包含编码SEQ  ID  NO:1、2、

5、41、43、45、46、47、48、49、51、53、55、57、59、61和80的至少一个氨基酸序列的核酸序列。

[0665] 条款20.根据条款1所述的方法，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:3、4、6、7、

40、42、44、50、52、54、56、58、60、6263和79的至少一个核酸序列。

[0666] 条款21.一种在受试者中产生合成抗体的方法，所述方法包括向所述受试者施用

包含编码重链多肽或其片段的第一重组核酸序列和编码轻链多肽或其片段的第二重组核

酸序列的组合物，其中所述第一重组核酸序列在所述受试者中表达以产生第一多肽，并且

所述第二重组核酸在所述受试者中表达以产生第二多肽，其中所述合成抗体由所述第一和

第二多肽产生。

[0667] 条款22.根据条款21所述的方法，其中所述第一重组核酸序列还包含用于在所述

受试者中表达所述第一多肽的第一启动子以及其中所述第二重组核酸序列还包含用于在

所述受试者中表达所述第二多肽的第二启动子。

[0668] 条款23.根据条款22所述的方法，其中所述第一启动子和第二启动子相同。

[0669] 条款24.根据条款23所述的方法，其中所述启动子是巨细胞病毒(CMV)启动子。

[0670] 条款25.根据条款21所述的方法，其中所述重链多肽包含可变重区和恒定重区1。

[0671] 条款26.根据条款21所述的方法，其中所述重链多肽包含可变重区、恒定重区1、铰

链区、恒定重区2和恒定重区3。

[0672] 条款27.根据条款21所述的方法，其中所述轻链多肽包含可变轻区和恒定轻区。

[0673] 条款28.根据条款21所述的方法，其中所述第一重组核酸序列和所述第二重组核
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酸序列还包含Kozak序列。

[0674] 条款29.根据条款21所述的方法，其中所述第一重组核酸序列和所述第二重组核

酸序列还包含免疫球蛋白(Ig)信号肽。

[0675] 条款30.根据条款29所述的方法，其中所述Ig信号肽包括IgE或IgG信号肽。

[0676] 条款31.一种预防或治疗受试者的疾病的方法，所述方法包括根据条款1或21所述

的方法在受试者中产生合成抗体。

[0677] 条款32.根据条款31所述的方法，其中所述合成抗体对于外来抗原是特异性的。

[0678] 条款33.根据条款32所述的方法，其中所述外来抗原来源于病毒。

[0679] 条款34.根据条款33所述的方法，其中所述病毒是人免疫缺陷病毒(HIV)、基孔肯

雅热病毒(CHIKV)或登革热病毒。

[0680] 条款35.根据条款34所述的方法，其中所述病毒是HIV。

[0681] 条款36.根据条款35所述的方法，其中所述重组核酸序列包含编码SEQ  ID  NO:1、

2、5、46、47、48、49、51、53、55和57的至少一个氨基酸序列的核酸序列。

[0682] 条款37.根据条款35所述的方法，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:3、4、6、

7、50、52、55、56、62和63的至少一个核酸序列。

[0683] 条款38.根据条款34所述的方法，其中所述病毒是CHIKV。

[0684] 条款39.根据条款38所述的方法，其中所述重组核酸序列包含编码SEQ  ID  NO:59

和61的至少一个氨基酸序列的核酸序列。

[0685] 条款40.根据条款38所述的方法，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:58和60

的至少一个核酸序列。

[0686] 条款41.根据条款34所述的方法，其中所述病毒是登革热病毒。

[0687] 条款42.根据条款41所述的方法，其中所述重组核酸序列包含编码SEQ  ID  NO:45、

70、74或78的至少一个氨基酸序列的核酸序列。

[0688] 条款43.根据条款41所述的方法，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:44、69、

73或77的至少一个核酸序列。

[0689] 条款44.根据条款31所述的方法，其中所述合成抗体对于自体抗原是特异性的。

[0690] 条款45.根据条款44所述的方法，其中所述自体抗原是Her2。

[0691] 条款46.根据条款45所述的方法，其中所述重组核酸序列包含编码SEQ  ID  NO:41

和43的至少一个氨基酸序列的核酸序列。

[0692] 条款47.根据条款45所述的方法，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:40和42

的至少一个核酸序列。

[0693] 条款48.根据条款44所述的方法，其中所述自身抗原是PSMA。

[0694] 条款49.根据条款48所述的方法，其中所述重组核酸序列包含编码SEQ  ID  NO:80

的至少一个氨基酸序列的核酸序列。

[0695] 条款50.根据条款48所述的方法，其中所述重组核酸序列包含SEQ  ID  NO:79的至

少一个核酸序列。

[0696] 条款51.根据条款2所述的方法，其中将两个亮氨酸至丙氨酸的突变引入Fc区的

CH2区。

[0697] 条款52.根据条款2所述的方法，其中对体内产生的抗体进行去岩藻糖基化。
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[0698] 条款53.一种产品，所述产品通过条款1‑52的方法中的任一种产生。

[0699] 条款54.根据条款53所述的产品，其中所述产物是能够表达功能性抗体的单个DNA

质粒。

[0700] 条款55.根据条款53所述的产品，其中所述产品由能够表达在体内组合以形成功

能性抗体的功能性抗体的组分的两种或更多种不同的DNA质粒组成。

[0701] 条款56.一种治疗感染病原体的受试者的方法，所述方法包括：施用编码对所述病

原体是特异性的合成抗体的核苷酸序列。

[0702] 条款57.根据条款56所述的方法，所述方法还包括：施用所述病原体的抗原以在所

述受试者中产生免疫应答。

[0703] 条款58.一种治疗癌症受试者的方法，所述方法包括：施用编码癌症标志物的核苷

酸序列以诱导ADCC。

[0704] 条款第59.一种编码合成抗体的核酸分子，所述核酸分子包含在SEQ  ID  NO:79所

示的核酸序列的整个长度上具有至少约95％同一性的核酸序列。

[0705] 条款60.一种编码合成抗体的核酸分子，所述核酸分子包含如SEQ  ID  NO:79所示

的核酸序列。

[0706] 条款61.一种编码合成抗体的核酸分子，所述核酸分子包含编码在SEQ  ID  NO:80

所示的氨基酸序列的整个长度上具有至少约95％同一性的蛋白质的核酸序列。

[0707] 条款62.一种编码合成抗体的核酸分子，所述核酸分子包含编码包含SEQ  ID  NO:

80所示的氨基酸序列的蛋白质的核酸序列。

[0708] 条款63.根据条款59‑62中任一项所述的核酸分子，其中所述核酸分子包含表达载

体。

[0709] 条款64.一种组合物，所述组合物包含条款59‑62的任一项的核酸分子。

[0710] 条款65.根据条款64所述的组合物，所述组合物还包含药学上可接受的赋形剂。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  THE  TRUSTEES  OF  THE  UNIVERSITY  OF  PENNSYLVANIA

[0003] INOVIO  PHARMACEUTICALS,  INC.

[0004] WEINER,  David

[0005] MUTHUMANI,  Karupiah

[0006] WALTERS,  Jewell

[0007] SARDESAI,  Niranjan

[0008] <120>  DNA抗体构建体及其使用方法

[0009] <130>  206108‑0033‑20‑WO.604930_UPVG0053WO3

[0010] <150>  US  62/086,157

[0011] <151>  2014‑12‑01

[0012] <150>  US  62/213,166

[0013] <151>  2015‑09‑02

[0014] <160>  80

[0015] <170>  PatentIn  3.5版

[0016] <210>  1

[0017] <211>  738

[0018] <212>  PRT

[0019] <213> 人工序列

[0020] <220>

[0021] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的氨基酸序列

[0022] <400>  1

[0023] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[0024] 1               5                   10                  15

[0025] Thr  His  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Arg

[0026]             20                  25                  30

[0027] Pro  Gly  Ser  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Gly  Ser  Phe

[0028]         35                  40                  45

[0029] Ser  Thr  Tyr  Ala  Leu  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Arg  Gly  Leu

[0030]     50                  55                  60

[0031] Glu  Trp  Met  Gly  Gly  Val  Ile  Pro  Leu  Leu  Thr  Ile  Thr  Asn  Tyr  Ala

[0032] 65                  70                  75                  80

[0033] Pro  Arg  Phe  Gln  Gly  Arg  Ile  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Arg  Ser  Thr  Ser

[0034]                 85                  90                  95

[0035] Thr  Ala  Tyr  Leu  Glu  Leu  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[0036]             100                 105                 110

[0037] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Glu  Gly  Thr  Thr  Gly  Trp  Gly  Trp  Leu  Gly  Lys

[0038]         115                 120                 125

[0039] Pro  Ile  Gly  Ala  Phe  Ala  His  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

[0040]     130                 135                 140

[0041] Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser

序　列　表 1/74 页

67

CN 107427566 B

67



[0042] 145                 150                 155                 160

[0043] Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys

[0044]                 165                 170                 175

[0045] Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu

[0046]             180                 185                 190

[0047] Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu

[0048]         195                 200                 205

[0049] Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr

[0050]     210                 215                 220

[0051] Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val

[0052] 225                 230                 235                 240

[0053] Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro

[0054]                 245                 250                 255

[0055] Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe

[0056]             260                 265                 270

[0057] Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val

[0058]         275                 280                 285

[0059] Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe

[0060]     290                 295                 300

[0061] Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro

[0062] 305                 310                 315                 320

[0063] Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr

[0064]                 325                 330                 335

[0065] Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val

[0066]             340                 345                 350

[0067] Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala

[0068]         355                 360                 365

[0069] Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg

[0070]     370                 375                 380

[0071] Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly

[0072] 385                 390                 395                 400

[0073] Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro

[0074]                 405                 410                 415

[0075] Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser

[0076]             420                 425                 430

[0077] Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln

[0078]         435                 440                 445

[0079] Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His

[0080]     450                 455                 460

[0081] Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys

[0082] 465                 470                 475                 480

[0083] Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala
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[0084]                 485                 490                 495

[0085] Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Val  Leu  Gln  Thr  Gln  Val

[0086]             500                 505                 510

[0087] Phe  Ile  Ser  Leu  Leu  Leu  Trp  Ile  Ser  Gly  Ala  Tyr  Gly  Glu  Ile  Val

[0088]         515                 520                 525

[0089] Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Gly  Thr  Gln  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Ala

[0090]     530                 535                 540

[0091] Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Gly  Asn  Asn  Lys  Leu  Ala

[0092] 545                 550                 555                 560

[0093] Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Gly

[0094]                 565                 570                 575

[0095] Ala  Ser  Ser  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ala  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly

[0096]             580                 585                 590

[0097] Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Arg  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp

[0098]         595                 600                 605

[0099] Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Gly  Gln  Ser  Leu  Ser  Thr  Phe

[0100]     610                 615                 620

[0101] Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Lys  Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val

[0102] 625                 630                 635                 640

[0103] Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser

[0104]                 645                 650                 655

[0105] Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln

[0106]             660                 665                 670

[0107] Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val

[0108]         675                 680                 685

[0109] Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu

[0110]     690                 695                 700

[0111] Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu

[0112] 705                 710                 715                 720

[0113] Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg

[0114]                 725                 730                 735

[0115] Gly  Glu

[0116] <210>  2

[0117] <211>  768

[0118] <212>  PRT

[0119] <213> 人工序列

[0120] <220>

[0121] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的氨基酸序列

[0122] <400>  2

[0123] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[0124] 1               5                   10                  15

[0125] Thr  His  Ala  Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Phe  Leu
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[0126]             20                  25                  30

[0127] Arg  Gly  Val  Gln  Cys  Gln  Arg  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val

[0128]         35                  40                  45

[0129] Gln  Pro  Gly  Ser  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asp

[0130]     50                  55                  60

[0131] Phe  Ser  Arg  Gln  Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly

[0132] 65                  70                  75                  80

[0133] Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Phe  Ile  Lys  Tyr  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  His

[0134]                 85                  90                  95

[0135] Ala  Asp  Ser  Val  Trp  Gly  Arg  Leu  Ser  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys

[0136]             100                 105                 110

[0137] Asp  Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Val  Glu  Asp  Thr  Ala

[0138]         115                 120                 125

[0139] Thr  Tyr  Phe  Cys  Val  Arg  Glu  Ala  Gly  Gly  Pro  Asp  Tyr  Arg  Asn  Gly

[0140]     130                 135                 140

[0141] Tyr  Asn  Tyr  Tyr  Asp  Phe  Tyr  Asp  Gly  Tyr  Tyr  Asn  Tyr  His  Tyr  Met

[0142] 145                 150                 155                 160

[0143] Asp  Val  Trp  Gly  Lys  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr

[0144]                 165                 170                 175

[0145] Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser

[0146]             180                 185                 190

[0147] Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu

[0148]         195                 200                 205

[0149] Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His

[0150]     210                 215                 220

[0151] Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser

[0152] 225                 230                 235                 240

[0153] Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys

[0154]                 245                 250                 255

[0155] Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Arg  Val  Glu

[0156]             260                 265                 270

[0157] Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro

[0158]         275                 280                 285

[0159] Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys

[0160]     290                 295                 300

[0161] Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val

[0162] 305                 310                 315                 320

[0163] Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp

[0164]                 325                 330                 335

[0165] Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr

[0166]             340                 345                 350

[0167] Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp
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[0168]         355                 360                 365

[0169] Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu

[0170]     370                 375                 380

[0171] Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg

[0172] 385                 390                 395                 400

[0173] Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys

[0174]                 405                 410                 415

[0175] Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp

[0176]             420                 425                 430

[0177] Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys

[0178]         435                 440                 445

[0179] Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser

[0180]     450                 455                 460

[0181] Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser

[0182] 465                 470                 475                 480

[0183] Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser

[0184]                 485                 490                 495

[0185] Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser

[0186]             500                 505                 510

[0187] Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val  Glu  Glu

[0188]         515                 520                 525

[0189] Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu  Phe  Leu  Phe  Leu  Leu  Thr

[0190]     530                 535                 540

[0191] Cys  Cys  Pro  Gly  Gly  Ser  Asn  Ser  Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala

[0192] 545                 550                 555                 560

[0193] Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln  Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Asn  Gly

[0194]                 565                 570                 575

[0195] Thr  Ser  Asn  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Glu  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln

[0196]             580                 585                 590

[0197] His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Val  Val  Ile  Tyr  Asp  Val  Ser  Lys  Arg

[0198]         595                 600                 605

[0199] Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr

[0200]     610                 615                 620

[0201] Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Gly  Asp  Tyr

[0202] 625                 630                 635                 640

[0203] Tyr  Cys  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Thr  Arg  Arg  Arg  Val  Phe  Gly  Thr  Gly

[0204]                 645                 650                 655

[0205] Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr

[0206]             660                 665                 670

[0207] Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu

[0208]         675                 680                 685

[0209] Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp
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[0210]     690                 695                 700

[0211] Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro

[0212] 705                 710                 715                 720

[0213] Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu

[0214]                 725                 730                 735

[0215] Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr

[0216]             740                 745                 750

[0217] His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[0218]         755                 760                 765

[0219] <210>  3

[0220] <211>  792

[0221] <212>  DNA

[0222] <213> 人工序列

[0223] <220>

[0224] <223>  编码HIV‑1  Env  Fab的重链(VH‑CH1)的核酸序列

[0225] <400>  3

[0226] aagcttgccg  ccaccatgga  gactgataca  ctgctgctgt  gggtgctgct  gctgtgggtg  60

[0227] ccagggtcaa  ccggagatgg  ggctcaggtc  cagctggtcc  agagcggcgg  acagatgaag  120

[0228] aaacccggcg  agagcatgag  gatctcctgc  agagcatctg  gatacgagtt  catcgactgt  180

[0229] accctgaact  ggattaggct  ggctcctgga  aagagaccag  agtggatggg  gtggctgaaa  240

[0230] ccacgagggg  gagcagtgaa  ttacgcccgg  cccctgcagg  gacgagtgac  catgaccagg  300

[0231] gacgtgtaca  gcgataccgc  cttcctggag  ctgcggtccc  tgacagtgga  cgatactgct  360

[0232] gtctacttct  gcacacgcgg  aaagaactgt  gactataatt  gggattttga  acactggggc  420

[0233] cggggaacac  ccgtgatcgt  cagctccccc  agtactaagg  gaccttcagt  gtttccactg  480

[0234] gccccctcta  gtaaatccac  ctctggaggg  acagccgctc  tgggatgcct  ggtgaaagat  540

[0235] tatttccccg  aacctgtgac  cgtcagttgg  aactcagggg  ctctgacttc  tggcgtgcac  600

[0236] acctttcctg  cagtcctgca  gtcaagcggg  ctgtacagtc  tgtcctctgt  ggtcactgtg  660

[0237] cctagttcaa  gcctgggcac  tcagacctat  atttgtaacg  tgaatcataa  gccatccaat  720

[0238] acaaaagtgg  acaaaaaagc  cgaacccaaa  tcctgttacc  cttatgatgt  gcccgactac  780

[0239] gcctgactcg  ag  792

[0240] <210>  4

[0241] <211>  756

[0242] <212>  DNA

[0243] <213> 人工序列

[0244] <220>

[0245] <223>  HIV‑1  Env  Fab的轻链(VL‑CL)

[0246] <400>  4

[0247] aagcttgccg  ccaccatgga  aaccgataca  ctgctgctgt  gggtgctgct  gctgtgggtg  60

[0248] ccaggaagta  ccggggatgg  ggctcaggtc  cagattgtgc  tgactcagtc  ccctgggacc  120

[0249] ctgtctctga  gtccaggcga  gacagctatc  atttcatgcc  gaactagcca  gtacggcagc  180

[0250] ctggcttggt  atcagcagcg  accaggacag  gcaccacgac  tggtcatcta  ctcaggcagc  240

[0251] acaagggccg  ctggcatccc  cgacaggttc  tccggcagca  ggtgggggcc  tgattacaac  300
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[0252] ctgactatct  ctaatctgga  gagtggggac  tttggcgtgt  actattgcca  gcagtatgag  360

[0253] ttcttcggcc  agggaactaa  ggtgcaggtg  gacatcaaaa  gaaccgtggc  agccccatcc  420

[0254] gtcttcattt  ttcccccttc  tgatgagcag  ctgaagtcag  gcaccgccag  cgtggtctgt  480

[0255] ctgctgaaca  atttctaccc  ccgggaagcc  aaggtgcagt  ggaaagtgga  caacgctctg  540

[0256] cagagtggaa  attcacagga  gagcgtgacc  gaacaggact  ccaaggattc  tacatatagt  600

[0257] ctgagcagca  ccctgaccct  gagtaaagca  gattacgaga  agcacaaagt  gtatgcctgt  660

[0258] gaagtcacac  atcagggcct  gaggagcccc  gtgactaaaa  gtttcaaccg  aggagagtgc  720

[0259] tacccttatg  atgtgcccga  ctacgcctaa  ctcgag  756

[0260] <210>  5

[0261] <211>  731

[0262] <212>  PRT

[0263] <213> 人工序列

[0264] <220>

[0265] <223>  VRC01  IgG

[0266] <400>  5

[0267] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val

[0268] 1               5                   10                  15

[0269] His  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gln  Met  Lys  Lys  Pro

[0270]             20                  25                  30

[0271] Gly  Glu  Ser  Met  Arg  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gly  Tyr  Glu  Phe  Ile

[0272]         35                  40                  45

[0273] Asp  Cys  Thr  Leu  Asn  Trp  Ile  Arg  Leu  Ala  Pro  Gly  Lys  Arg  Pro  Glu

[0274]     50                  55                  60

[0275] Trp  Met  Gly  Trp  Leu  Lys  Pro  Arg  Gly  Gly  Ala  Val  Asn  Tyr  Ala  Arg

[0276] 65                  70                  75                  80

[0277] Pro  Leu  Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Arg  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Thr

[0278]                 85                  90                  95

[0279] Ala  Phe  Leu  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Thr  Val  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

[0280]             100                 105                 110

[0281] Phe  Cys  Thr  Arg  Gly  Lys  Asn  Cys  Asp  Tyr  Asn  Trp  Asp  Phe  Glu  His

[0282]         115                 120                 125

[0283] Trp  Gly  Arg  Gly  Thr  Pro  Val  Ile  Val  Ser  Ser  Pro  Ser  Thr  Lys  Gly

[0284]     130                 135                 140

[0285] Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly

[0286] 145                 150                 155                 160

[0287] Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val

[0288]                 165                 170                 175

[0289] Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe

[0290]             180                 185                 190

[0291] Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val

[0292]         195                 200                 205

[0293] Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val
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[0294]     210                 215                 220

[0295] Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Ala  Glu  Pro  Lys

[0296] 225                 230                 235                 240

[0297] Ser  Cys  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

[0298]                 245                 250                 255

[0299] Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

[0300]             260                 265                 270

[0301] Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

[0302]         275                 280                 285

[0303] Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

[0304]     290                 295                 300

[0305] Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

[0306] 305                 310                 315                 320

[0307] Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

[0308]                 325                 330                 335

[0309] His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

[0310]             340                 345                 350

[0311] Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

[0312]         355                 360                 365

[0313] Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

[0314]     370                 375                 380

[0315] Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

[0316] 385                 390                 395                 400

[0317] Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

[0318]                 405                 410                 415

[0319] Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

[0320]             420                 425                 430

[0321] Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn

[0322]         435                 440                 445

[0323] Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

[0324]     450                 455                 460

[0325] Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg

[0326] 465                 470                 475                 480

[0327] Ser  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp

[0328]                 485                 490                 495

[0329] Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu

[0330]             500                 505                 510

[0331] Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val  His  Ser  Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser

[0332]         515                 520                 525

[0333] Pro  Gly  Thr  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Thr  Ala  Ile  Ile  Ser  Cys

[0334]     530                 535                 540

[0335] Arg  Thr  Ser  Gln  Tyr  Gly  Ser  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly
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[0336] 545                 550                 555                 560

[0337] Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Val  Ile  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Arg  Ala  Ala  Gly

[0338]                 565                 570                 575

[0339] Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Trp  Gly  Pro  Asp  Tyr  Asn  Leu

[0340]             580                 585                 590

[0341] Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp  Phe  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln

[0342]         595                 600                 605

[0343] Gln  Tyr  Glu  Phe  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Gln  Val  Asp  Ile  Lys

[0344]     610                 615                 620

[0345] Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu

[0346] 625                 630                 635                 640

[0347] Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe

[0348]                 645                 650                 655

[0349] Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln

[0350]             660                 665                 670

[0351] Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser

[0352]         675                 680                 685

[0353] Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu

[0354]     690                 695                 700

[0355] Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Arg  Ser

[0356] 705                 710                 715                 720

[0357] Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[0358]                 725                 730

[0359] <210>  6

[0360] <211>  819

[0361] <212>  DNA

[0362] <213> 人工序列

[0363] <220>

[0364] <223>  编码IgG的重链的优化核酸序列

[0365] <400>  6

[0366] ggatccgcca  ccatggaaac  cgacactctg  ctgctgtggg  tgctgctgct  gtgggtgccc  60

[0367] ggctcaacag  gcgacggcgc  tcaggtccag  ctggtccagt  ctggagctgt  gatcaagacc  120

[0368] cctggcagct  ccgtcaaaat  ttcttgcaga  gcaagtggct  acaacttccg  ggactatagc  180

[0369] atccactggg  tgcggctgat  tcctgataag  ggatttgagt  ggatcggctg  gatcaagcca  240

[0370] ctgtggggcg  ctgtgtccta  cgcaaggcag  ctgcaggggc  gcgtctccat  gacacgacag  300

[0371] ctgtctcagg  acccagacga  tcccgattgg  ggggtggcct  acatggagtt  cagtggactg  360

[0372] actcccgcag  acaccgccga  atatttttgc  gtgcggagag  gctcctgcga  ctactgtggg  420

[0373] gatttcccat  ggcagtattg  gtgtcaggga  actgtggtcg  tggtctctag  tgcatcaacc  480

[0374] aagggcccca  gcgtgtttcc  tctggcccca  tcaagcaaaa  gtacatcagg  aggaactgca  540

[0375] gctctgggat  gtctggtgaa  ggattacttc  cccgagcctg  tgaccgtcag  ctggaactcc  600

[0376] ggagcactga  cctccggagt  gcacacattt  cccgctgtcc  tgcagtcctc  tgggctgtac  660

[0377] tctctgagtt  cagtggtcac  agtgcctagc  tcctctctgg  gcacccagac  atatatctgc  720
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[0378] aacgtcaatc  ataagccaag  taatactaaa  gtggacaaga  aagtcgaacc  caaatcatgt  780

[0379] tacccctatg  acgtgcctga  ttatgcttga  taactcgag  819

[0380] <210>  7

[0381] <211>  753

[0382] <212>  DNA

[0383] <213> 人工序列

[0384] <220>

[0385] <223>  编码  IgG的轻链的优化核酸序列

[0386] <400>  7

[0387] ggatccgcca  ccatggagac  tgatacactg  ctgctgtggg  tgctgctgct  gtgggtgcct  60

[0388] ggctcaaccg  gcgacggggc  tcaggtccag  attgtgctga  cccagagccc  tggcatcctg  120

[0389] tcactgagcc  caggagagac  cgcaacactg  ttctgcaagg  cctcccaggg  cgggaacgct  180

[0390] atgacatggt  accagaaacg  gagaggacag  gtgccccgac  tgctgatcta  tgacacttca  240

[0391] aggcgagcaa  gcggagtgcc  tgatcgattt  gtcggcagcg  gctctgggac  agacttcttt  300

[0392] ctgactatta  ataagctgga  cagagaggat  ttcgctgtgt  actattgcca  gcagtttgaa  360

[0393] ttctttggac  tgggcagcga  gctggaagtg  cacaggaccg  tcgccgctcc  aagtgtgttc  420

[0394] atttttcccc  ctagcgatga  gcagctgaaa  tccgggacag  cctctgtggt  ctgtctgctg  480

[0395] aacaatttct  acccccgcga  agcaaaggtg  cagtggaaag  tcgacaacgc  cctgcagagt  540

[0396] ggcaattcac  aggagagcgt  gaccgaacag  gactccaagg  attctacata  tagtctgagc  600

[0397] tccactctga  ccctgtctaa  agctgattac  gagaagcaca  aagtgtatgc  atgcgaagtc  660

[0398] actcatcagg  gcctgtctag  tcctgtgacc  aagagcttta  accgagggga  gtgttaccca  720

[0399] tatgacgtcc  ccgattacgc  ctgataactc  gag  753

[0400] <210>  8

[0401] <211>  18

[0402] <212>  PRT

[0403] <213> 人工序列

[0404] <220>

[0405] <223>  VRC‑1  IgG的IgE1信号肽

[0406] <400>  8

[0407] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val

[0408] 1               5                   10                  15

[0409] His  Ser

[0410] <210>  9

[0411] <211>  126

[0412] <212>  PRT

[0413] <213> 人工序列

[0414] <220>

[0415] <223>  VRC01  IgG的可变重区

[0416] <400>  9

[0417] Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gln  Met  Lys  Lys  Pro  Gly  Glu

[0418] 1               5                   10                  15

[0419] Ser  Met  Arg  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gly  Tyr  Glu  Phe  Ile  Asp  Cys
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[0420]             20                  25                  30

[0421] Thr  Leu  Asn  Trp  Ile  Arg  Leu  Ala  Pro  Gly  Lys  Arg  Pro  Glu  Trp  Met

[0422]         35                  40                  45

[0423] Gly  Trp  Leu  Lys  Pro  Arg  Gly  Gly  Ala  Val  Asn  Tyr  Ala  Arg  Pro  Leu

[0424]     50                  55                  60

[0425] Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Arg  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Thr  Ala  Phe

[0426] 65                  70                  75                  80

[0427] Leu  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Thr  Val  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys

[0428]                 85                  90                  95

[0429] Thr  Arg  Gly  Lys  Asn  Cys  Asp  Tyr  Asn  Trp  Asp  Phe  Glu  His  Trp  Gly

[0430]             100                 105                 110

[0431] Arg  Gly  Thr  Pro  Val  Ile  Val  Ser  Ser  Pro  Ser  Thr  Lys  Gly

[0432]         115                 120                 125

[0433] <210>  10

[0434] <211>  98

[0435] <212>  PRT

[0436] <213> 人工序列

[0437] <220>

[0438] <223>  VRC01  IgG的恒定重区1(CH1)

[0439] <400>  10

[0440] Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly

[0441] 1               5                   10                  15

[0442] Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val

[0443]             20                  25                  30

[0444] Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe

[0445]         35                  40                  45

[0446] Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val

[0447]     50                  55                  60

[0448] Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val

[0449] 65                  70                  75                  80

[0450] Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Ala  Glu  Pro  Lys

[0451]                 85                  90                  95

[0452] Ser  Cys

[0453] <210>  11

[0454] <211>  15

[0455] <212>  PRT

[0456] <213> 人工序列

[0457] <220>

[0458] <223>  VRC01  IgG的铰链区

[0459] <400>  11

[0460] Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[0461] 1               5                   10                  15
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[0462] <210>  12

[0463] <211>  110

[0464] <212>  PRT

[0465] <213> 人工序列

[0466] <220>

[0467] <223>  VRC01  IgG的恒定重区2(CH2)

[0468] <400>  12

[0469] Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[0470] 1               5                   10                  15

[0471] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[0472]             20                  25                  30

[0473] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[0474]         35                  40                  45

[0475] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[0476]     50                  55                  60

[0477] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[0478] 65                  70                  75                  80

[0479] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[0480]                 85                  90                  95

[0481] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys

[0482]             100                 105                 110

[0483] <210>  13

[0484] <211>  107

[0485] <212>  PRT

[0486] <213> 人工序列

[0487] <220>

[0488] <223>  VRC01  IgG的恒定重区3(CH3)

[0489] <400>  13

[0490] Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp

[0491] 1               5                   10                  15

[0492] Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe

[0493]             20                  25                  30

[0494] Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu

[0495]         35                  40                  45

[0496] Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe

[0497]     50                  55                  60

[0498] Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly

[0499] 65                  70                  75                  80

[0500] Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr

[0501]                 85                  90                  95

[0502] Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0503]             100                 105
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[0504] <210>  14

[0505] <211>  7

[0506] <212>  PRT

[0507] <213> 人工序列

[0508] <220>

[0509] <223>  VRC01  IgG的弗林蛋白酶切割位点

[0510] <400>  14

[0511] Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[0512] 1               5

[0513] <210>  15

[0514] <211>  22

[0515] <212>  PRT

[0516] <213> 人工序列

[0517] <220>

[0518] <223>  VRC01  IgG的GSG接头和P2A肽

[0519] <400>  15

[0520] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[0521] 1               5                   10                  15

[0522] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro

[0523]             20

[0524] <210>  16

[0525] <211>  104

[0526] <212>  PRT

[0527] <213> 人工序列

[0528] <220>

[0529] <223>  VRC01  IgG的可变轻区(VL)

[0530] <400>  16

[0531] Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Gly  Thr  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly

[0532] 1               5                   10                  15

[0533] Glu  Thr  Ala  Ile  Ile  Ser  Cys  Arg  Thr  Ser  Gln  Tyr  Gly  Ser  Leu  Ala

[0534]             20                  25                  30

[0535] Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Val  Ile  Tyr  Ser

[0536]         35                  40                  45

[0537] Gly  Ser  Thr  Arg  Ala  Ala  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg

[0538]     50                  55                  60

[0539] Trp  Gly  Pro  Asp  Tyr  Asn  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp

[0540] 65                  70                  75                  80

[0541] Phe  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Glu  Phe  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr

[0542]                 85                  90                  95

[0543] Lys  Val  Gln  Val  Asp  Ile  Lys  Arg

[0544]             100

[0545] <210>  17
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[0546] <211>  106

[0547] <212>  PRT

[0548] <213> 人工序列

[0549] <220>

[0550] <223>  VRC01  IgG的恒定轻区(CL, κ)

[0551] <400>  17

[0552] Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln

[0553] 1               5                   10                  15

[0554] Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

[0555]             20                  25                  30

[0556] Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser

[0557]         35                  40                  45

[0558] Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr

[0559]     50                  55                  60

[0560] Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys

[0561] 65                  70                  75                  80

[0562] His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Arg  Ser  Pro

[0563]                 85                  90                  95

[0564] Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[0565]             100                 105

[0566] <210>  18

[0567] <211>  19

[0568] <212>  PRT

[0569] <213> 人工序列

[0570] <220>

[0571] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的人IgG重链信号肽

[0572] <400>  18

[0573] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[0574] 1               5                   10                  15

[0575] Thr  His  Ala

[0576] <210>  19

[0577] <211>  154

[0578] <212>  PRT

[0579] <213> 人工序列

[0580] <220>

[0581] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的可变重区

[0582] <400>  19

[0583] Glu  Phe  Gly  Leu  Ser  Trp  Val  Phe  Leu  Val  Ala  Phe  Leu  Arg  Gly  Val

[0584] 1               5                   10                  15

[0585] Gln  Cys  Gln  Arg  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly

[0586]             20                  25                  30

[0587] Ser  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Asp  Phe  Ser  Arg
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[0588]         35                  40                  45

[0589] Gln  Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp

[0590]     50                  55                  60

[0591] Val  Ala  Phe  Ile  Lys  Tyr  Asp  Gly  Ser  Glu  Lys  Tyr  His  Ala  Asp  Ser

[0592] 65                  70                  75                  80

[0593] Val  Trp  Gly  Arg  Leu  Ser  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asp  Thr  Leu

[0594]                 85                  90                  95

[0595] Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Val  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Phe

[0596]             100                 105                 110

[0597] Cys  Val  Arg  Glu  Ala  Gly  Gly  Pro  Asp  Tyr  Arg  Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr

[0598]         115                 120                 125

[0599] Tyr  Asp  Phe  Tyr  Asp  Gly  Tyr  Tyr  Asn  Tyr  His  Tyr  Met  Asp  Val  Trp

[0600]     130                 135                 140

[0601] Gly  Lys  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0602] 145                 150

[0603] <210>  20

[0604] <211>  98

[0605] <212>  PRT

[0606] <213> 人工序列

[0607] <220>

[0608] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定重区1(CH1)

[0609] <400>  20

[0610] Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

[0611] 1               5                   10                  15

[0612] Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

[0613]             20                  25                  30

[0614] Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

[0615]         35                  40                  45

[0616] Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

[0617]     50                  55                  60

[0618] Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

[0619] 65                  70                  75                  80

[0620] Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

[0621]                 85                  90                  95

[0622] Arg  Val

[0623] <210>  21

[0624] <211>  15

[0625] <212>  PRT

[0626] <213> 人工序列

[0627] <220>

[0628] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的铰链区

[0629] <400>  21
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[0630] Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[0631] 1               5                   10                  15

[0632] <210>  22

[0633] <211>  110

[0634] <212>  PRT

[0635] <213> 人工序列

[0636] <220>

[0637] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定重区2(CH2)

[0638] <400>  22

[0639] Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[0640] 1               5                   10                  15

[0641] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[0642]             20                  25                  30

[0643] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[0644]         35                  40                  45

[0645] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[0646]     50                  55                  60

[0647] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[0648] 65                  70                  75                  80

[0649] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[0650]                 85                  90                  95

[0651] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys

[0652]             100                 105                 110

[0653] <210>  23

[0654] <211>  107

[0655] <212>  PRT

[0656] <213> 人工序列

[0657] <220>

[0658] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定重区3(CH3)

[0659] <400>  23

[0660] Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp

[0661] 1               5                   10                  15

[0662] Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe

[0663]             20                  25                  30

[0664] Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu

[0665]         35                  40                  45

[0666] Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe

[0667]     50                  55                  60

[0668] Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly

[0669] 65                  70                  75                  80

[0670] Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr

[0671]                 85                  90                  95
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[0672] Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0673]             100                 105

[0674] <210>  24

[0675] <211>  7

[0676] <212>  PRT

[0677] <213> 人工序列

[0678] <220>

[0679] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的弗林蛋白酶切割位点

[0680] <400>  24

[0681] Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[0682] 1               5

[0683] <210>  25

[0684] <211>  22

[0685] <212>  PRT

[0686] <213> 人工序列

[0687] <220>

[0688] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的GSG接头和P2A肽

[0689] <400>  25

[0690] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[0691] 1               5                   10                  15

[0692] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro

[0693]             20

[0694] <210>  26

[0695] <211>  20

[0696] <212>  PRT

[0697] <213> 人工序列

[0698] <220>

[0699] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的人λ轻链信号肽

[0700] <400>  26

[0701] Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu  Phe  Leu  Phe  Leu  Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly

[0702] 1               5                   10                  15

[0703] Gly  Ser  Asn  Ser

[0704]             20

[0705] <210>  27

[0706] <211>  110

[0707] <212>  PRT

[0708] <213> 人工序列

[0709] <220>

[0710] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的可变轻区(VL)

[0711] <400>  27

[0712] Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln

[0713] 1               5                   10                  15
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[0714] Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Asn  Gly  Thr  Ser  Asn  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr

[0715]             20                  25                  30

[0716] Glu  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Val

[0717]         35                  40                  45

[0718] Val  Ile  Tyr  Asp  Val  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe

[0719]     50                  55                  60

[0720] Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu

[0721] 65                  70                  75                  80

[0722] Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Gly  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser  Leu  Thr  Ser  Thr

[0723]                 85                  90                  95

[0724] Arg  Arg  Arg  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu

[0725]             100                 105                 110

[0726] <210>  28

[0727] <211>  106

[0728] <212>  PRT

[0729] <213> 人工序列

[0730] <220>

[0731] <223>  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的恒定轻区(CL, λ)

[0732] <400>  28

[0733] Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser

[0734] 1               5                   10                  15

[0735] Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp

[0736]             20                  25                  30

[0737] Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro

[0738]         35                  40                  45

[0739] Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn

[0740]     50                  55                  60

[0741] Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys

[0742] 65                  70                  75                  80

[0743] Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val

[0744]                 85                  90                  95

[0745] Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[0746]             100                 105

[0747] <210>  29

[0748] <211>  19

[0749] <212>  PRT

[0750] <213> 人工序列

[0751] <220>

[0752] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的人IgG重链信号肽

[0753] <400>  29

[0754] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[0755] 1               5                   10                  15
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[0756] Thr  His  Ala

[0757] <210>  30

[0758] <211>  127

[0759] <212>  PRT

[0760] <213> 人工序列

[0761] <220>

[0762] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的可变重区

[0763] <400>  30

[0764] Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Arg  Pro  Gly  Ser

[0765] 1               5                   10                  15

[0766] Ser  Val  Thr  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Gly  Ser  Phe  Ser  Thr  Tyr

[0767]             20                  25                  30

[0768] Ala  Leu  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Arg  Gly  Leu  Glu  Trp  Met

[0769]         35                  40                  45

[0770] Gly  Gly  Val  Ile  Pro  Leu  Leu  Thr  Ile  Thr  Asn  Tyr  Ala  Pro  Arg  Phe

[0771]     50                  55                  60

[0772] Gln  Gly  Arg  Ile  Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Arg  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

[0773] 65                  70                  75                  80

[0774] Leu  Glu  Leu  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[0775]                 85                  90                  95

[0776] Ala  Arg  Glu  Gly  Thr  Thr  Gly  Trp  Gly  Trp  Leu  Gly  Lys  Pro  Ile  Gly

[0777]             100                 105                 110

[0778] Ala  Phe  Ala  His  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser

[0779]         115                 120                 125

[0780] <210>  31

[0781] <211>  98

[0782] <212>  PRT

[0783] <213> 人工序列

[0784] <220>

[0785] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定重区1(CH1) 

[0786] <400>  31

[0787] Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

[0788] 1               5                   10                  15

[0789] Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

[0790]             20                  25                  30

[0791] Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

[0792]         35                  40                  45

[0793] Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

[0794]     50                  55                  60

[0795] Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

[0796] 65                  70                  75                  80

[0797] Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys
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[0798]                 85                  90                  95

[0799] Lys  Val

[0800] <210>  32

[0801] <211>  15

[0802] <212>  PRT

[0803] <213> 人工序列

[0804] <220>

[0805] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的铰链区

[0806] <400>  32

[0807] Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[0808] 1               5                   10                  15

[0809] <210>  33

[0810] <211>  110

[0811] <212>  PRT

[0812] <213> 人工序列

[0813] <220>

[0814] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定重区2(CH2)

[0815] <400>  33

[0816] Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[0817] 1               5                   10                  15

[0818] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[0819]             20                  25                  30

[0820] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[0821]         35                  40                  45

[0822] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[0823]     50                  55                  60

[0824] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[0825] 65                  70                  75                  80

[0826] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[0827]                 85                  90                  95

[0828] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys

[0829]             100                 105                 110

[0830] <210>  34

[0831] <211>  107

[0832] <212>  PRT

[0833] <213> 人工序列

[0834] <220>

[0835] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定重区3(CH3)

[0836] <400>  34

[0837] Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp

[0838] 1               5                   10                  15

[0839] Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe
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[0840]             20                  25                  30

[0841] Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu

[0842]         35                  40                  45

[0843] Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe

[0844]     50                  55                  60

[0845] Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly

[0846] 65                  70                  75                  80

[0847] Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr

[0848]                 85                  90                  95

[0849] Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[0850]             100                 105

[0851] <210>  35

[0852] <211>  7

[0853] <212>  PRT

[0854] <213> 人工序列

[0855] <220>

[0856] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的弗林蛋白酶切割位点

[0857] <400>  35

[0858] Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[0859] 1               5

[0860] <210>  36

[0861] <211>  22

[0862] <212>  PRT

[0863] <213> 人工序列

[0864] <220>

[0865] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的GSG接头和P2A肽

[0866] <400>  36

[0867] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[0868] 1               5                   10                  15

[0869] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro

[0870]             20

[0871] <210>  37

[0872] <211>  20

[0873] <212>  PRT

[0874] <213> 人工序列

[0875] <220>

[0876] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的人κ 轻链信号肽

[0877] <400>  37

[0878] Met  Val  Leu  Gln  Thr  Gln  Val  Phe  Ile  Ser  Leu  Leu  Leu  Trp  Ile  Ser

[0879] 1               5                   10                  15

[0880] Gly  Ala  Tyr  Gly

[0881]             20
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[0882] <210>  38

[0883] <211>  106

[0884] <212>  PRT

[0885] <213> 人工序列

[0886] <220>

[0887] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的可变轻区(VL)

[0888] <400>  38

[0889] Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Gly  Thr  Gln  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly

[0890] 1               5                   10                  15

[0891] Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Val  Gly  Asn  Asn

[0892]             20                  25                  30

[0893] Lys  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Leu

[0894]         35                  40                  45

[0895] Ile  Tyr  Gly  Ala  Ser  Ser  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ala  Asp  Arg  Phe  Ser

[0896]     50                  55                  60

[0897] Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Arg  Leu  Glu

[0898] 65                  70                  75                  80

[0899] Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Gly  Gln  Ser  Leu

[0900]                 85                  90                  95

[0901] Ser  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu

[0902]             100                 105

[0903] <210>  39

[0904] <211>  107

[0905] <212>  PRT

[0906] <213> 人工序列

[0907] <220>

[0908] <223>  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的恒定轻区(CL, κ)

[0909] <400>  39

[0910] Lys  Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp

[0911] 1               5                   10                  15

[0912] Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn

[0913]             20                  25                  30

[0914] Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu

[0915]         35                  40                  45

[0916] Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp

[0917]     50                  55                  60

[0918] Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr

[0919] 65                  70                  75                  80

[0920] Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser

[0921]                 85                  90                  95

[0922] Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu

[0923]             100                 105
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[0924] <210>  40

[0925] <211>  744

[0926] <212>  DNA

[0927] <213> 人工序列

[0928] <220>

[0929] <223>  编码抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1的的核酸序列

[0930] <400>  40

[0931] ggatccgcca  ccatggactg  gacatggatt  ctgtttctgg  tcgccgccgc  tacaagagtg  60

[0932] cattccgaag  tgcagctggt  cgagagtgga  gggggactgg  tgcagcccgg  cggatctctg  120

[0933] cgactgagtt  gcgccgcttc  aggcttcacc  tttacagact  acaccatgga  ttgggtgaga  180

[0934] caggcacctg  gcaagggact  ggagtgggtg  gctgatgtca  acccaaatag  tgggggctca  240

[0935] atctacaacc  agaggttcaa  gggcaggttc  accctgagcg  tggacaggtc  caaaaacact  300

[0936] ctgtatctgc  agatgaattc  tctgcgggct  gaagataccg  cagtctacta  ttgcgcccgc  360

[0937] aatctgggcc  caagcttcta  ctttgactat  tgggggcagg  gcacactggt  gactgtcagc  420

[0938] tccgcttcta  caaagggacc  aagcgtgttc  ccactggcac  cctctagtaa  atccacctct  480

[0939] ggagggacag  cagccctggg  ctgtctggtg  aaagactatt  tccccgagcc  tgtgactgtc  540

[0940] agctggaact  ccggagcact  gactagcgga  gtgcacacct  ttccagccgt  cctgcagtca  600

[0941] agcggcctgt  actccctgtc  ctctgtggtc  acagtgccta  gttcaagcct  gggaactcag  660

[0942] acctatattt  gtaatgtgaa  ccataaacca  agcaatacaa  aggtggacaa  gaaggtggaa  720

[0943] ccaaaatcct  gctgataact  cgag  744

[0944] <210>  41

[0945] <211>  240

[0946] <212>  PRT

[0947] <213> 人工序列

[0948] <220>

[0949] <223>  抗‑Her‑2  Fab的VH‑CH1的氨基酸序列

[0950] <400>  41

[0951] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val

[0952] 1               5                   10                  15

[0953] His  Ser  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro

[0954]             20                  25                  30

[0955] Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Thr

[0956]         35                  40                  45

[0957] Asp  Tyr  Thr  Met  Asp  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu

[0958]     50                  55                  60

[0959] Trp  Val  Ala  Asp  Val  Asn  Pro  Asn  Ser  Gly  Gly  Ser  Ile  Tyr  Asn  Gln

[0960] 65                  70                  75                  80

[0961] Arg  Phe  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Leu  Ser  Val  Asp  Arg  Ser  Lys  Asn  Thr

[0962]                 85                  90                  95

[0963] Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr

[0964]             100                 105                 110

[0965] Tyr  Cys  Ala  Arg  Asn  Leu  Gly  Pro  Ser  Phe  Tyr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly
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[0966]         115                 120                 125

[0967] Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser

[0968]     130                 135                 140

[0969] Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala

[0970] 145                 150                 155                 160

[0971] Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val

[0972]                 165                 170                 175

[0973] Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala

[0974]             180                 185                 190

[0975] Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val

[0976]         195                 200                 205

[0977] Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His

[0978]     210                 215                 220

[0979] Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

[0980] 225                 230                 235                 240

[0981] <210>  42

[0982] <211>  720

[0983] <212>  DNA

[0984] <213> 人工序列

[0985] <220>

[0986] <223>  编码抗‑Her‑2  Fab的VL‑CL的核酸序列

[0987] <400>  42

[0988] ggatccgcca  ccatggattg  gacttggatt  ctgttcctgg  tcgccgccgc  tacccgcgtg  60

[0989] cattccgata  ttcagatgac  tcagagcccc  tcctcactgt  cagccagcgt  gggcgaccga  120

[0990] gtcaccatca  catgcaaagc  ttctcaggat  gtgagtattg  gggtcgcatg  gtaccagcag  180

[0991] aagccaggca  aagcacccaa  gctgctgatc  tattccgcct  cttacaggta  tacaggagtg  240

[0992] cccagcagat  tcagtggctc  aggaagcggg  actgacttta  ctctgaccat  cagctccctg  300

[0993] cagcctgagg  atttcgctac  ctactattgc  cagcagtact  atatctaccc  atataccttt  360

[0994] ggccagggaa  caaaagtgga  gatcaagcgg  accgtggccg  ctccctccgt  cttcattttt  420

[0995] cccccttctg  acgaacagct  gaagagcgga  acagcaagcg  tggtctgtct  gctgaacaat  480

[0996] ttctaccctc  gcgaggccaa  agtgcagtgg  aaggtcgata  acgctctgca  gtccgggaat  540

[0997] tctcaggaga  gtgtgactga  acaggactca  aaagatagca  cctattccct  gtctagtaca  600

[0998] ctgactctga  gcaaggcaga  ctacgaaaag  cacaaagtgt  atgcctgtga  ggtcacccac  660

[0999] caggggctgt  caagtcccgt  caccaagtcc  ttcaatagag  gcgaatgctg  ataactcgag  720

[1000] <210>  43

[1001] <211>  232

[1002] <212>  PRT

[1003] <213> 人工序列

[1004] <220>

[1005] <223>  抗‑Her‑2  Fab的VL‑CL的氨基酸序列

[1006] <400>  43

[1007] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val
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[1008] 1               5                   10                  15

[1009] His  Ser  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser

[1010]             20                  25                  30

[1011] Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Ser

[1012]         35                  40                  45

[1013] Ile  Gly  Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu

[1014]     50                  55                  60

[1015] Leu  Ile  Tyr  Ser  Ala  Ser  Tyr  Arg  Tyr  Thr  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe

[1016] 65                  70                  75                  80

[1017] Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu

[1018]                 85                  90                  95

[1019] Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Tyr  Ile  Tyr

[1020]             100                 105                 110

[1021] Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg  Thr  Val

[1022]         115                 120                 125

[1023] Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys

[1024]     130                 135                 140

[1025] Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg

[1026] 145                 150                 155                 160

[1027] Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn

[1028]                 165                 170                 175

[1029] Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser

[1030]             180                 185                 190

[1031] Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys

[1032]         195                 200                 205

[1033] Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro  Val  Thr

[1034]     210                 215                 220

[1035] Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[1036] 225                 230

[1037] <210>  44

[1038] <211>  2241

[1039] <212>  DNA

[1040] <213> 人工序列

[1041] <220>

[1042] <223>  编码抗‑DENV 人IgG的核酸序列

[1043] <400>  44

[1044] ggatccgcca  ccatggactg  gacttggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgctactggg  60

[1045] actcacgctc  aggcacatct  ggtcgaatct  ggaggaggag  tggtccagcc  tggccgatcc  120

[1046] ctgcgactgt  cttgcgcagc  tagcgccttc  aacttcagca  caaacgcaat  gcactgggtg  180

[1047] cgacaggcac  caggcaaggg  actggagtgg  gtcgctgtga  tctcatacga  cggaagccat  240

[1048] aagtactatg  cagattctgt  gaaaggccgg  ttcaccattt  ccagggacaa  ttctaagaac  300

[1049] accctgtatc  tgcagatgaa  tagcctgcgc  gcagccgata  ccgcagtgta  ctattgcgca  360
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[1050] actgtcggcg  tgctgacctg  gccagtgaac  gccgaatact  ttcaccattg  gggacagggc  420

[1051] agtctggtct  cagtgagctc  cgcaagtact  aagggaccat  cagtgttccc  actggcaccc  480

[1052] tctagtaaat  ctactagtgg  cgggaccgct  gcactgggat  gtctggtgaa  ggactatttc  540

[1053] cccgagcctg  tcaccgtgag  ctggaattcc  ggagccctga  caagcggcgt  ccacactttt  600

[1054] cccgctgtgc  tgcagtcaag  cggactgtac  tccctgtcct  ctgtggtcac  tgtgcctagt  660

[1055] tcaagcctgg  gcactcagac  ctatatctgc  aatgtgaacc  acaagccctc  taacaccaaa  720

[1056] gtcgacaaga  aagtggaacc  taagagctgt  gataaaacac  atacttgccc  accttgtcca  780

[1057] gcaccagagc  tgctgggagg  accaagcgtg  ttcctgtttc  cacccaagcc  taaagacaca  840

[1058] ctgatgatta  gccggacacc  tgaagtcact  tgcgtggtcg  tggacgtgtc  ccacgaggac  900

[1059] cccgaagtca  agtttaattg  gtacgtggat  ggcgtcgagg  tgcataacgc  caagaccaaa  960

[1060] ccccgggagg  aacagtacaa  tagcacatat  agagtcgtgt  ccgtcctgac  tgtgctgcat  1020

[1061] caggattggc  tgaatgggaa  ggagtataag  tgcaaagtgt  ctaacaaggc  tctgcctgca  1080

[1062] ccaatcgaga  aaaccattag  caaggctaaa  ggccagccta  gggaaccaca  ggtgtacaca  1140

[1063] ctgcctccaa  gtcgcgacga  gctgaccaag  aatcaggtct  ccctgacatg  tctggtgaaa  1200

[1064] ggcttctatc  catcagatat  cgccgtggag  tgggaaagca  acgggcagcc  cgaaaacaat  1260

[1065] tacaagacca  caccccctgt  gctggactct  gatggcagtt  tctttctgta  ttctaagctg  1320

[1066] accgtggaca  aaagtagatg  gcagcagggg  aatgtctttt  catgtagcgt  gatgcacgag  1380

[1067] gccctgcaca  accattacac  acagaagtcc  ctgtctctga  gtcccggaaa  gaggggccgc  1440

[1068] aaacggagat  cagggagcgg  agctactaat  ttcagcctgc  tgaaacaggc  aggggatgtg  1500

[1069] gaggaaaacc  ccggacctat  ggcttggacc  ccactgttcc  tgtttctgct  gacatgctgt  1560

[1070] cccgggggca  gcaattctca  gagtgtcctg  acacagccac  catcagtgag  cggagcacca  1620

[1071] ggacagaggg  tgaccatctc  ctgcacaggc  agcagcagca  acattggcgc  cgggtacgac  1680

[1072] gtgcattggt  atcagcagct  gcccggcacc  gctcctaagc  tgctgatctg  tggcaacaat  1740

[1073] aaccgcccat  ctggggtgcc  cgatcgattc  tccggctcta  aaagtgggac  ttcagccagc  1800

[1074] ctggctatta  ccggcctgca  ggccgaggac  gaagctgatt  actattgcca  gagctacgac  1860

[1075] tcaagcctga  ccggagtcgt  gttcggagga  ggaaccaagc  tgacagtcct  gggacagcct  1920

[1076] aaagccgctc  caagcgtgac  actgtttcct  ccatcctctg  aggaactgca  ggcaaacaag  1980

[1077] gccaccctgg  tgtgcctgat  ttccgacttc  taccccgggg  cagtcactgt  ggcttggaag  2040

[1078] gcagatagtt  cacctgtcaa  agccggagtg  gagactacca  caccatcaaa  gcagagcaat  2100

[1079] aacaaatacg  cagccagctc  ctatctgtcc  ctgacccctg  agcagtggaa  gtctcacaaa  2160

[1080] tcctattctt  gccaggtcac  tcacgaagga  agcactgtgg  agaaaactgt  cgcaccaacc  2220

[1081] gaatgtagtt  gataactcga  g  2241

[1082] <210>  45

[1083] <211>  739

[1084] <212>  PRT

[1085] <213> 人工序列

[1086] <220>

[1087] <223>  抗‑DENV 人IgG的氨基酸序列

[1088] <400>  45

[1089] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[1090] 1               5                   10                  15

[1091] Thr  His  Ala  Gln  Ala  His  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln
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[1092]             20                  25                  30

[1093] Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Ala  Phe  Asn  Phe

[1094]         35                  40                  45

[1095] Ser  Thr  Asn  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[1096]     50                  55                  60

[1097] Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  His  Lys  Tyr  Tyr  Ala

[1098] 65                  70                  75                  80

[1099] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[1100]                 85                  90                  95

[1101] Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val

[1102]             100                 105                 110

[1103] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Val  Gly  Val  Leu  Thr  Trp  Pro  Val  Asn  Ala  Glu

[1104]         115                 120                 125

[1105] Tyr  Phe  His  His  Trp  Gly  Gln  Gly  Ser  Leu  Val  Ser  Val  Ser  Ser  Ala

[1106]     130                 135                 140

[1107] Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

[1108] 145                 150                 155                 160

[1109] Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

[1110]                 165                 170                 175

[1111] Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

[1112]             180                 185                 190

[1113] Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

[1114]         195                 200                 205

[1115] Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

[1116]     210                 215                 220

[1117] Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

[1118] 225                 230                 235                 240

[1119] Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[1120]                 245                 250                 255

[1121] Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[1122]             260                 265                 270

[1123] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[1124]         275                 280                 285

[1125] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[1126]     290                 295                 300

[1127] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[1128] 305                 310                 315                 320

[1129] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[1130]                 325                 330                 335

[1131] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[1132]             340                 345                 350

[1133] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln
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[1134]         355                 360                 365

[1135] Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu

[1136]     370                 375                 380

[1137] Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

[1138] 385                 390                 395                 400

[1139] Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

[1140]                 405                 410                 415

[1141] Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

[1142]             420                 425                 430

[1143] Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val

[1144]         435                 440                 445

[1145] Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

[1146]     450                 455                 460

[1147] Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[1148] 465                 470                 475                 480

[1149] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[1150]                 485                 490                 495

[1151] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu  Phe  Leu  Phe  Leu

[1152]             500                 505                 510

[1153] Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly  Gly  Ser  Asn  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln

[1154]         515                 520                 525

[1155] Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys

[1156]     530                 535                 540

[1157] Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr

[1158] 545                 550                 555                 560

[1159] Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Cys  Gly  Asn  Asn

[1160]                 565                 570                 575

[1161] Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly

[1162]             580                 585                 590

[1163] Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala

[1164]         595                 600                 605

[1165] Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Leu  Thr  Gly  Val  Val  Phe

[1166]     610                 615                 620

[1167] Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro

[1168] 625                 630                 635                 640

[1169] Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys

[1170]                 645                 650                 655

[1171] Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr

[1172]             660                 665                 670

[1173] Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr

[1174]         675                 680                 685

[1175] Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr
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[1176]     690                 695                 700

[1177] Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys

[1178] 705                 710                 715                 720

[1179] Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr

[1180]                 725                 730                 735

[1181] Glu  Cys  Ser

[1182] <210>  46

[1183] <211>  265

[1184] <212>  PRT

[1185] <213> 人工序列

[1186] <220>

[1187] <223>  IgG重链

[1188] <400>  46

[1189] Met  Glu  Thr  Asp  Thr  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Pro

[1190] 1               5                   10                  15

[1191] Gly  Ser  Thr  Gly  Asp  Gly  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala

[1192]             20                  25                  30

[1193] Val  Ile  Lys  Thr  Pro  Gly  Ser  Ser  Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

[1194]         35                  40                  45

[1195] Gly  Tyr  Asn  Phe  Arg  Asp  Tyr  Ser  Ile  His  Trp  Val  Arg  Leu  Ile  Pro

[1196]     50                  55                  60

[1197] Asp  Lys  Gly  Phe  Glu  Trp  Ile  Gly  Trp  Ile  Lys  Pro  Leu  Trp  Gly  Ala

[1198] 65                  70                  75                  80

[1199] Val  Ser  Tyr  Ala  Arg  Gln  Leu  Gln  Gly  Arg  Val  Ser  Met  Thr  Arg  Gln

[1200]                 85                  90                  95

[1201] Leu  Ser  Gln  Asp  Pro  Asp  Asp  Pro  Asp  Trp  Gly  Val  Ala  Tyr  Met  Glu

[1202]             100                 105                 110

[1203] Phe  Ser  Gly  Leu  Thr  Pro  Ala  Asp  Thr  Ala  Glu  Tyr  Phe  Cys  Val  Arg

[1204]         115                 120                 125

[1205] Arg  Gly  Ser  Cys  Asp  Tyr  Cys  Gly  Asp  Phe  Pro  Trp  Gln  Tyr  Trp  Cys

[1206]     130                 135                 140

[1207] Gln  Gly  Thr  Val  Val  Val  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser

[1208] 145                 150                 155                 160

[1209] Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala

[1210]                 165                 170                 175

[1211] Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val

[1212]             180                 185                 190

[1213] Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala

[1214]         195                 200                 205

[1215] Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val

[1216]     210                 215                 220

[1217] Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His
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[1218] 225                 230                 235                 240

[1219] Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

[1220]                 245                 250                 255

[1221] Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala

[1222]             260                 265

[1223] <210>  47

[1224] <211>  243

[1225] <212>  PRT

[1226] <213> 人工序列

[1227] <220>

[1228] <223>  IgG轻链

[1229] <400>  47

[1230] Met  Glu  Thr  Asp  Thr  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Pro

[1231] 1               5                   10                  15

[1232] Gly  Ser  Thr  Gly  Asp  Gly  Ala  Gln  Val  Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser

[1233]             20                  25                  30

[1234] Pro  Gly  Ile  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Thr  Ala  Thr  Leu  Phe  Cys

[1235]         35                  40                  45

[1236] Lys  Ala  Ser  Gln  Gly  Gly  Asn  Ala  Met  Thr  Trp  Tyr  Gln  Lys  Arg  Arg

[1237]     50                  55                  60

[1238] Gly  Gln  Val  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asp  Thr  Ser  Arg  Arg  Ala  Ser

[1239] 65                  70                  75                  80

[1240] Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Val  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Phe

[1241]                 85                  90                  95

[1242] Leu  Thr  Ile  Asn  Lys  Leu  Asp  Arg  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

[1243]             100                 105                 110

[1244] Gln  Gln  Phe  Glu  Phe  Phe  Gly  Leu  Gly  Ser  Glu  Leu  Glu  Val  His  Arg

[1245]         115                 120                 125

[1246] Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln

[1247]     130                 135                 140

[1248] Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

[1249] 145                 150                 155                 160

[1250] Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser

[1251]                 165                 170                 175

[1252] Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr

[1253]             180                 185                 190

[1254] Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys

[1255]         195                 200                 205

[1256] His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro

[1257]     210                 215                 220

[1258] Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys  Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro

[1259] 225                 230                 235                 240
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[1260] Asp  Tyr  Ala

[1261] <210>  48

[1262] <211>  256

[1263] <212>  PRT

[1264] <213> 人工序列

[1265] <220>

[1266] <223>  HIV‑1  Env  Fab的重链  (VH‑CH1)的氨基酸序列

[1267] <400>  48

[1268] Met  Glu  Thr  Asp  Thr  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Pro

[1269] 1               5                   10                  15

[1270] Gly  Ser  Thr  Gly  Asp  Gly  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly

[1271]             20                  25                  30

[1272] Gln  Met  Lys  Lys  Pro  Gly  Glu  Ser  Met  Arg  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser

[1273]         35                  40                  45

[1274] Gly  Tyr  Glu  Phe  Ile  Asp  Cys  Thr  Leu  Asn  Trp  Ile  Arg  Leu  Ala  Pro

[1275]     50                  55                  60

[1276] Gly  Lys  Arg  Pro  Glu  Trp  Met  Gly  Trp  Leu  Lys  Pro  Arg  Gly  Gly  Ala

[1277] 65                  70                  75                  80

[1278] Val  Asn  Tyr  Ala  Arg  Pro  Leu  Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Arg  Asp

[1279]                 85                  90                  95

[1280] Val  Tyr  Ser  Asp  Thr  Ala  Phe  Leu  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Thr  Val  Asp

[1281]             100                 105                 110

[1282] Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys  Thr  Arg  Gly  Lys  Asn  Cys  Asp  Tyr  Asn

[1283]         115                 120                 125

[1284] Trp  Asp  Phe  Glu  His  Trp  Gly  Arg  Gly  Thr  Pro  Val  Ile  Val  Ser  Ser

[1285]     130                 135                 140

[1286] Pro  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys

[1287] 145                 150                 155                 160

[1288] Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr

[1289]                 165                 170                 175

[1290] Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser

[1291]             180                 185                 190

[1292] Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser

[1293]         195                 200                 205

[1294] Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr

[1295]     210                 215                 220

[1296] Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys

[1297] 225                 230                 235                 240

[1298] Lys  Ala  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val  Pro  Asp  Tyr  Ala

[1299]                 245                 250                 255

[1300] <210>  49

[1301] <211>  244
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[1302] <212>  PRT

[1303] <213> 人工序列

[1304] <220>

[1305] <223>  HIV‑1  Env  Fab的轻链(VL‑CL)的氨基酸序列

[1306] <400>  49

[1307] Met  Glu  Thr  Asp  Thr  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Leu  Leu  Leu  Trp  Val  Pro

[1308] 1               5                   10                  15

[1309] Gly  Ser  Thr  Gly  Asp  Gly  Ala  Gln  Val  Gln  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser

[1310]             20                  25                  30

[1311] Pro  Gly  Thr  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Thr  Ala  Ile  Ile  Ser  Cys

[1312]         35                  40                  45

[1313] Arg  Thr  Ser  Gln  Tyr  Gly  Ser  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly

[1314]     50                  55                  60

[1315] Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Val  Ile  Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Arg  Ala  Ala  Gly

[1316] 65                  70                  75                  80

[1317] Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg  Trp  Gly  Pro  Asp  Tyr  Asn  Leu

[1318]                 85                  90                  95

[1319] Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Asp  Phe  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln

[1320]             100                 105                 110

[1321] Gln  Tyr  Glu  Phe  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Gln  Val  Asp  Ile  Lys

[1322]         115                 120                 125

[1323] Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu

[1324]     130                 135                 140

[1325] Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe

[1326] 145                 150                 155                 160

[1327] Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln

[1328]                 165                 170                 175

[1329] Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser

[1330]             180                 185                 190

[1331] Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu

[1332]         195                 200                 205

[1333] Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Arg  Ser

[1334]     210                 215                 220

[1335] Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys  Tyr  Pro  Tyr  Asp  Val

[1336] 225                 230                 235                 240

[1337] Pro  Asp  Tyr  Ala

[1338] <210>  50

[1339] <211>  1536

[1340] <212>  DNA

[1341] <213> 人工序列

[1342] <220>

[1343] <223>  编码  HIV‑1  PG9  Fab的核酸序列
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[1344] <400>  50

[1345] ggatccgcca  ccatggcaag  acccctgtgc  accctgctgc  tgctgatggc  aaccctggcc  60

[1346] ggagccctgg  cacagagcgc  cctgacccag  cccgcaagcg  tctccggctc  accaggccag  120

[1347] agcatcacta  ttagttgcaa  cgggactagc  aacgacgtgg  gaggctatga  gagtgtcagc  180

[1348] tggtaccagc  agcatcccgg  aaaagcacca  aaagtggtca  tctacgatgt  cagtaaaagg  240

[1349] ccaagtgggg  tctcaaatag  gttctcaggg  agtaaatctg  ggaatacagc  atctctgacc  300

[1350] atctccggac  tgggcgcaga  agatgaaggc  gactactatt  gcaaaagcct  gacctcaacc  360

[1351] agacggcgag  tctttgggac  aggcaccaag  ctgacagtcc  tgacagtcgc  tgccccctcc  420

[1352] gtcttcattt  ttccaccttc  agatgagcag  ctgaaatctg  gcactgcatc  tgtggtctgc  480

[1353] ctgctgaaca  acttctatcc  acgagaggcc  aaggtgcagt  ggaaagtgga  taacgcactg  540

[1354] cagtccggca  atagtcagga  aagcgtgact  gagcaggatt  ccaaggacag  tacctatagc  600

[1355] ctgtccagta  cactgaccct  gtccaaggct  gactacgaaa  aacataaggt  gtatgcatgt  660

[1356] gaagtgactc  accagggact  gaggtcacca  gtcactaagt  cttttaacag  gggagagtgc  720

[1357] ggcgggggag  gatctggagg  cggcggctct  ggagggggag  gctcaggggg  cggaggaagc  780

[1358] ggcggaggag  ggtccggagg  aggaggcagt  cagagactgg  tcgaaagcgg  gggaggagtg  840

[1359] gtgcagcctg  ggtcctcact  gagactgtca  tgcgctgcca  gtggctttga  tttttcacga  900

[1360] cagggaatgc  attgggtcag  gcaggcaccc  ggacagggcc  tggaatgggt  cgccttcatt  960

[1361] aagtacgacg  gaagcgagaa  gtaccatgcc  gactcagtgt  ggggaaggct  gagcatctca  1020

[1362] agggacaact  caaaggacac  cctgtacctg  cagatgaata  gcctgagagt  ggaagatacc  1080

[1363] gctacttatt  tctgcgtgcg  agaggccgga  gggccagatt  accggaacgg  gtacaattac  1140

[1364] tatgatttct  acgacggcta  ctacaattac  cattatatgg  atgtctgggg  caaaggaact  1200

[1365] acagtcaccg  tgagctccgc  aagtactaag  ggaccttccg  tgtttcctct  ggctcccagt  1260

[1366] tccaaaagta  catccggagg  aacagccgct  ctgggatgtc  tggtcaagga  ctattttccc  1320

[1367] gagcccgtga  ctgtctcctg  gaacagcggg  gctctgacaa  gcggggtgca  cacctttcct  1380

[1368] gccgtgctgc  agtccagtgg  gctgtacagt  ctgtctagtg  tcgtcactgt  gccaagctca  1440

[1369] agtctgggga  cccagacata  catttgtaat  gtgaaccata  aaccctcaaa  caccaaagtg  1500

[1370] gacaagaaag  tggaacctaa  aagctgataa  ctcgag  1536

[1371] <210>  51

[1372] <211>  504

[1373] <212>  PRT

[1374] <213> 人工序列

[1375] <220>

[1376] <223>  HIV‑1  PG9  Fab的氨基酸序列

[1377] <400>  51

[1378] Met  Ala  Arg  Pro  Leu  Cys  Thr  Leu  Leu  Leu  Leu  Met  Ala  Thr  Leu  Ala

[1379] 1               5                   10                  15

[1380] Gly  Ala  Leu  Ala  Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly

[1381]             20                  25                  30

[1382] Ser  Pro  Gly  Gln  Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Asn  Gly  Thr  Ser  Asn  Asp

[1383]         35                  40                  45

[1384] Val  Gly  Gly  Tyr  Glu  Ser  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly  Lys

[1385]     50                  55                  60
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[1386] Ala  Pro  Lys  Val  Val  Ile  Tyr  Asp  Val  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Val

[1387] 65                  70                  75                  80

[1388] Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr

[1389]                 85                  90                  95

[1390] Ile  Ser  Gly  Leu  Gly  Ala  Glu  Asp  Glu  Gly  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Lys  Ser

[1391]             100                 105                 110

[1392] Leu  Thr  Ser  Thr  Arg  Arg  Arg  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr

[1393]         115                 120                 125

[1394] Val  Leu  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp

[1395]     130                 135                 140

[1396] Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn

[1397] 145                 150                 155                 160

[1398] Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu

[1399]                 165                 170                 175

[1400] Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp

[1401]             180                 185                 190

[1402] Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr

[1403]         195                 200                 205

[1404] Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Arg

[1405]     210                 215                 220

[1406] Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys  Gly  Gly  Gly  Gly

[1407] 225                 230                 235                 240

[1408] Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

[1409]                 245                 250                 255

[1410] Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Arg  Leu  Val  Glu  Ser

[1411]             260                 265                 270

[1412] Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Ser  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala

[1413]         275                 280                 285

[1414] Ala  Ser  Gly  Phe  Asp  Phe  Ser  Arg  Gln  Gly  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln

[1415]     290                 295                 300

[1416] Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Val  Ala  Phe  Ile  Lys  Tyr  Asp  Gly

[1417] 305                 310                 315                 320

[1418] Ser  Glu  Lys  Tyr  His  Ala  Asp  Ser  Val  Trp  Gly  Arg  Leu  Ser  Ile  Ser

[1419]                 325                 330                 335

[1420] Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asp  Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg

[1421]             340                 345                 350

[1422] Val  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Val  Arg  Glu  Ala  Gly  Gly  Pro

[1423]         355                 360                 365

[1424] Asp  Tyr  Arg  Asn  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Tyr  Asp  Phe  Tyr  Asp  Gly  Tyr  Tyr

[1425]     370                 375                 380

[1426] Asn  Tyr  His  Tyr  Met  Asp  Val  Trp  Gly  Lys  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val

[1427] 385                 390                 395                 400
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[1428] Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser

[1429]                 405                 410                 415

[1430] Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys

[1431]             420                 425                 430

[1432] Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu

[1433]         435                 440                 445

[1434] Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu

[1435]     450                 455                 460

[1436] Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr

[1437] 465                 470                 475                 480

[1438] Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val

[1439]                 485                 490                 495

[1440] Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser

[1441]             500

[1442] <210>  52

[1443] <211>  1503

[1444] <212>  DNA

[1445] <213> 人工序列

[1446] <220>

[1447] <223>  编码  HIV‑1  4E10  Fab的核酸序列

[1448] <400>  52

[1449] ggatccgcca  ccatggcaag  acctctgtgc  actctgctgc  tgctgatggc  tactctggcc  60

[1450] ggggctctgg  ctgagattgt  cctgacccag  tcccctggca  ctcagtcact  gtcccccggc  120

[1451] gagcgcgcaa  ctctgtcctg  cagagcaagc  cagtccgtcg  ggaacaacaa  gctggcatgg  180

[1452] taccagcagc  gcccaggaca  ggcacccagg  ctgctgatct  acggagcaag  ctcccggcct  240

[1453] agcggagtcg  ctgatagatt  ctccggaagc  ggctccggga  ccgatttcac  tctgaccatc  300

[1454] tccaggctgg  aacctgagga  ttttgccgtg  tattactgtc  agcagtacgg  gcagagcctg  360

[1455] tcaactttcg  gccagggaac  taaagtcgaa  aagagaaccg  tggccgcacc  aagcgtcttt  420

[1456] atttttcccc  ctagcgatga  acagctgaaa  tccgggactg  cttccgtggt  ctgcctgctg  480

[1457] aataacttct  atccaagaga  ggcaaaggtg  cagtggaaag  tggacaacgc  cctgcagagc  540

[1458] ggaaactcac  aggaatctgt  gacagagcag  gactccaagg  atagcacata  cagtctgtcc  600

[1459] tcaactctga  ccctgtccaa  agctgactat  gagaagcata  aagtctacgc  atgtgaggtg  660

[1460] acccaccagg  gactgaggtc  ccccgtcact  aagtccttca  atagaggcga  gtgcgggggc  720

[1461] gggggcagtg  gcggaggggg  aagtgggggc  ggagggagtg  gcggcggcgg  gagtggcggc  780

[1462] ggcggctcag  ggggcggcgg  ctcccaggtc  cagctggtcc  agagcggagc  cgaggtcaag  840

[1463] agaccaggct  cttcagtcac  cgtgagctgc  aaagccagcg  gaggctcctt  tagcacttac  900

[1464] gccctgtcat  gggtgcggca  ggccccaggc  cgaggcctgg  agtggatggg  cggcgtgatc  960

[1465] cccctgctga  ccattactaa  ctatgcccct  agatttggag  gccggatcac  catcacagct  1020

[1466] gacagatcca  catccacagc  ttacctggag  ctgaacagtc  tgaggcccga  ggacactgca  1080

[1467] gtctactact  gtgcacgaga  aggcaccact  ggatgggggt  ggctggggaa  gcccatcggg  1140

[1468] gcttttgcac  attggggcgg  agggacactg  gtgactgtga  gctctgccag  cactaaaggg  1200

[1469] cccagtgtct  tccctctggc  cccaagttcc  aagagtacat  cagggggcac  cgccgcactg  1260
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[1470] gggtgtctgg  tgaaggatta  cttcccagag  cccgtgacag  tcagttggaa  cagcggcgct  1320

[1471] ctgaccagtg  gggtgcacac  tttcccagcc  gtgctgcaga  gttcagggct  gtactccctg  1380

[1472] tcctcagtgg  tgactgtgcc  ctcaagcagt  ctggggactc  agacttacat  ttgtaatgtg  1440

[1473] aaccataaac  cctcaaatac  taaagtggac  aaaaaagtgg  aaccaaagag  ctgataactc  1500

[1474] gag  1503

[1475] <210>  53

[1476] <211>  493

[1477] <212>  PRT

[1478] <213> 人工序列

[1479] <220>

[1480] <223>  HIV‑1  4E10  Fab的氨基酸序列

[1481] <400>  53

[1482] Met  Ala  Arg  Pro  Leu  Cys  Thr  Leu  Leu  Leu  Leu  Met  Ala  Thr  Leu  Ala

[1483] 1               5                   10                  15

[1484] Gly  Ala  Leu  Ala  Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Gly  Thr  Gln  Ser

[1485]             20                  25                  30

[1486] Leu  Ser  Pro  Gly  Glu  Arg  Ala  Thr  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser

[1487]         35                  40                  45

[1488] Val  Gly  Asn  Asn  Lys  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ala

[1489]     50                  55                  60

[1490] Pro  Arg  Leu  Leu  Ile  Tyr  Gly  Ala  Ser  Ser  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ala

[1491] 65                  70                  75                  80

[1492] Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile

[1493]                 85                  90                  95

[1494] Ser  Arg  Leu  Glu  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr

[1495]             100                 105                 110

[1496] Gly  Gln  Ser  Leu  Ser  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Lys  Arg

[1497]         115                 120                 125

[1498] Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln

[1499]     130                 135                 140

[1500] Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

[1501] 145                 150                 155                 160

[1502] Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser

[1503]                 165                 170                 175

[1504] Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr

[1505]             180                 185                 190

[1506] Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys

[1507]         195                 200                 205

[1508] His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Arg  Ser  Pro

[1509]     210                 215                 220

[1510] Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

[1511] 225                 230                 235                 240
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[1512] Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

[1513]                 245                 250                 255

[1514] Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly

[1515]             260                 265                 270

[1516] Ala  Glu  Val  Lys  Arg  Pro  Gly  Ser  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Cys  Lys  Ala

[1517]         275                 280                 285

[1518] Ser  Gly  Gly  Ser  Phe  Ser  Thr  Tyr  Ala  Leu  Ser  Trp  Val  Arg  Gln  Ala

[1519]     290                 295                 300

[1520] Pro  Gly  Arg  Gly  Leu  Glu  Trp  Met  Gly  Gly  Val  Ile  Pro  Leu  Leu  Thr

[1521] 305                 310                 315                 320

[1522] Ile  Thr  Asn  Tyr  Ala  Pro  Arg  Phe  Gly  Gly  Arg  Ile  Thr  Ile  Thr  Ala

[1523]                 325                 330                 335

[1524] Asp  Arg  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr  Leu  Glu  Leu  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro

[1525]             340                 345                 350

[1526] Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Glu  Gly  Thr  Thr  Gly  Trp

[1527]         355                 360                 365

[1528] Gly  Trp  Leu  Gly  Lys  Pro  Ile  Gly  Ala  Phe  Ala  His  Trp  Gly  Gly  Gly

[1529]     370                 375                 380

[1530] Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe

[1531] 385                 390                 395                 400

[1532] Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu

[1533]                 405                 410                 415

[1534] Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp

[1535]             420                 425                 430

[1536] Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu

[1537]         435                 440                 445

[1538] Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser

[1539]     450                 455                 460

[1540] Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro

[1541] 465                 470                 475                 480

[1542] Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser

[1543]                 485                 490

[1544] <210>  54

[1545] <211>  1446

[1546] <212>  DNA

[1547] <213> 人工序列

[1548] <220>

[1549] <223>  编码HIV‑1  VRC01  IgG1的重链(VH/CH1/铰链/CH2/CH3)的核酸序列

[1550] <400>  54

[1551] ggatccgcca  ccatggattg  gacatggatt  ctgttcctgg  tcgccgccgc  aactagagtg  60

[1552] cattcacagg  tgcagctggt  gcagtcaggc  gggcagatga  agaaacccgg  cgagagtatg  120

[1553] cgaatctcat  gccgggctag  cgggtacgaa  ttcatcgact  gtaccctgaa  ctggattaga  180
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[1554] ctggcacctg  ggaagaggcc  agagtggatg  ggatggctga  aacctagagg  cggggcagtg  240

[1555] aattacgcca  gaccactgca  gggcagggtc  actatgaccc  gcgacgtgta  ttctgatacc  300

[1556] gcattcctgg  agctgcgaag  tctgacagtc  gacgatactg  ccgtgtactt  ctgcacacgg  360

[1557] ggcaagaact  gtgactataa  ttgggatttt  gaacactggg  gcagggggac  acctgtcatt  420

[1558] gtgagctccc  caagtactaa  gggaccctca  gtgtttcccc  tggccccttc  tagtaaaagt  480

[1559] acctcaggag  gcacagccgc  tctgggatgc  ctggtgaagg  attacttccc  tgagccagtc  540

[1560] accgtgagtt  ggaactcagg  cgccctgaca  agcggggtcc  atacttttcc  agctgtgctg  600

[1561] cagtcaagcg  ggctgtactc  cctgtcctct  gtggtcacag  tgcccagttc  aagcctggga  660

[1562] acacagactt  atatctgtaa  cgtcaatcac  aagcctagca  atactaaagt  ggacaagaaa  720

[1563] gccgagccta  agagctgcga  accaaagtcc  tgtgataaaa  cccatacatg  ccctccctgt  780

[1564] ccagctcctg  aactgctggg  cggcccatcc  gtgttcctgt  ttccacccaa  gcccaaagac  840

[1565] accctgatga  ttagcaggac  tcctgaggtc  acctgcgtgg  tcgtggacgt  gtcccacgag  900

[1566] gaccccgaag  tcaagtttaa  ctggtacgtg  gatggcgtcg  aagtgcataa  tgccaagaca  960

[1567] aaaccccggg  aggaacagta  caactctacc  tatagagtcg  tgagtgtcct  gacagtgctg  1020

[1568] caccaggact  ggctgaacgg  gaaggagtat  aagtgcaaag  tgtctaataa  ggccctgcca  1080

[1569] gctcccatcg  agaaaacaat  ttccaaggca  aaaggccagc  caagggaacc  ccaggtgtac  1140

[1570] actctgcctc  catcccgcga  cgagctgact  aagaaccagg  tctctctgac  ctgtctggtg  1200

[1571] aaaggattct  atccaagcga  tatcgccgtg  gagtgggaat  ccaatggcca  gcccgagaac  1260

[1572] aattacaaga  ccacaccccc  tgtgctggac  agcgatggct  ccttctttct  gtattcaaag  1320

[1573] ctgaccgtgg  ataaaagccg  ctggcagcag  gggaacgtct  ttagctgctc  cgtgatgcac  1380

[1574] gaagctctgc  acaatcatta  cacccagaag  tctctgagtc  tgtcacctgg  caagtgataa  1440

[1575] ctcgag  1446

[1576] <210>  55

[1577] <211>  474

[1578] <212>  PRT

[1579] <213> 人工序列

[1580] <220>

[1581] <223>  HIV‑1  VRC01  IgG1的重链(VH/CH1/CH2/CH3)的氨基酸序列

[1582] <400>  55

[1583] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val

[1584] 1               5                   10                  15

[1585] His  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Gly  Gln  Met  Lys  Lys  Pro

[1586]             20                  25                  30

[1587] Gly  Glu  Ser  Met  Arg  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gly  Tyr  Glu  Phe  Ile

[1588]         35                  40                  45

[1589] Asp  Cys  Thr  Leu  Asn  Trp  Ile  Arg  Leu  Ala  Pro  Gly  Lys  Arg  Pro  Glu

[1590]     50                  55                  60

[1591] Trp  Met  Gly  Trp  Leu  Lys  Pro  Arg  Gly  Gly  Ala  Val  Asn  Tyr  Ala  Arg

[1592] 65                  70                  75                  80

[1593] Pro  Leu  Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr  Arg  Asp  Val  Tyr  Ser  Asp  Thr

[1594]                 85                  90                  95

[1595] Ala  Phe  Leu  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Thr  Val  Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr
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[1596]             100                 105                 110

[1597] Phe  Cys  Thr  Arg  Gly  Lys  Asn  Cys  Asp  Tyr  Asn  Trp  Asp  Phe  Glu  His

[1598]         115                 120                 125

[1599] Trp  Gly  Arg  Gly  Thr  Pro  Val  Ile  Val  Ser  Ser  Pro  Ser  Thr  Lys  Gly

[1600]     130                 135                 140

[1601] Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly

[1602] 145                 150                 155                 160

[1603] Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val

[1604]                 165                 170                 175

[1605] Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe

[1606]             180                 185                 190

[1607] Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val

[1608]         195                 200                 205

[1609] Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val

[1610]     210                 215                 220

[1611] Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Ala  Glu  Pro  Lys

[1612] 225                 230                 235                 240

[1613] Ser  Cys  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys

[1614]                 245                 250                 255

[1615] Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro

[1616]             260                 265                 270

[1617] Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys

[1618]         275                 280                 285

[1619] Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp

[1620]     290                 295                 300

[1621] Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu

[1622] 305                 310                 315                 320

[1623] Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu

[1624]                 325                 330                 335

[1625] His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn

[1626]             340                 345                 350

[1627] Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly

[1628]         355                 360                 365

[1629] Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu

[1630]     370                 375                 380

[1631] Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr

[1632] 385                 390                 395                 400

[1633] Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn

[1634]                 405                 410                 415

[1635] Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe

[1636]             420                 425                 430

[1637] Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn
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[1638]         435                 440                 445

[1639] Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr

[1640]     450                 455                 460

[1641] Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys

[1642] 465                 470

[1643] <210>  56

[1644] <211>  708

[1645] <212>  DNA

[1646] <213> 人工序列

[1647] <220>

[1648] <223>  编码HIV‑1  VRC01  IgG的轻链(VL/CL)的核酸序列

[1649] <400>  56

[1650] ggatccgcca  ccatggattg  gacttggatt  ctgttcctgg  tggcagccgc  taccagagtc  60

[1651] cattccgaaa  ttgtgctgac  ccagtctccc  ggaacactgt  ctctgagtcc  tggcgagaca  120

[1652] gccatcattt  cctgtaggac  ttctcagtac  gggagtctgg  catggtatca  gcagcgacca  180

[1653] ggacaggctc  ctcgactggt  catctactca  ggaagcactc  gggcagccgg  cattcccgac  240

[1654] cgattctccg  ggtctcggtg  gggacctgat  tacaacctga  ccatctcaaa  tctggaaagc  300

[1655] ggagactttg  gcgtgtacta  ttgccagcag  tatgagttct  ttgggcaggg  aaccaaggtc  360

[1656] caggtggaca  tcaaacgcac  agtcgctgca  ccaagcgtgt  tcatctttcc  accctcagat  420

[1657] gaacagctga  agtccggcac  cgcctctgtg  gtgtgcctgc  tgaacaattt  ctacccccgg  480

[1658] gaggcaaagg  tccagtggaa  agtggacaac  gccctgcagt  ctggcaatag  tcaggagtca  540

[1659] gtgactgaac  aggacagcaa  ggattccacc  tattctctgt  cctctactct  gaccctgagc  600

[1660] aaagctgatt  acgagaagca  caaagtgtat  gcatgtgagg  tcacccacca  gggactgcgg  660

[1661] tcacccgtca  ccaagagctt  caatcgcgga  gagtgttgat  aactcgag  708

[1662] <210>  57

[1663] <211>  228

[1664] <212>  PRT

[1665] <213> 人工序列

[1666] <220>

[1667] <223>  HIV‑1  VRC01  IgG的轻链(VL/CL)的氨基酸序列

[1668] <400>  57

[1669] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val

[1670] 1               5                   10                  15

[1671] His  Ser  Glu  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Gly  Thr  Leu  Ser  Leu  Ser

[1672]             20                  25                  30

[1673] Pro  Gly  Glu  Thr  Ala  Ile  Ile  Ser  Cys  Arg  Thr  Ser  Gln  Tyr  Gly  Ser

[1674]         35                  40                  45

[1675] Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Arg  Leu  Val  Ile

[1676]     50                  55                  60

[1677] Tyr  Ser  Gly  Ser  Thr  Arg  Ala  Ala  Gly  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly

[1678] 65                  70                  75                  80

[1679] Ser  Arg  Trp  Gly  Pro  Asp  Tyr  Asn  Leu  Thr  Ile  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser
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[1680]                 85                  90                  95

[1681] Gly  Asp  Phe  Gly  Val  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Glu  Phe  Phe  Gly  Gln

[1682]             100                 105                 110

[1683] Gly  Thr  Lys  Val  Gln  Val  Asp  Ile  Lys  Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser

[1684]         115                 120                 125

[1685] Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala

[1686]     130                 135                 140

[1687] Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val

[1688] 145                 150                 155                 160

[1689] Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser

[1690]                 165                 170                 175

[1691] Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr

[1692]             180                 185                 190

[1693] Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys

[1694]         195                 200                 205

[1695] Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Arg  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn

[1696]     210                 215                 220

[1697] Arg  Gly  Glu  Cys

[1698] 225

[1699] <210>  58

[1700] <211>  744

[1701] <212>  DNA

[1702] <213> 人工序列

[1703] <220>

[1704] <223>  编码CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的核酸序列

[1705] <400>  58

[1706] ggatccgcca  ccatggattg  gacatggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgctactgga  60

[1707] actcacgctc  aggtgcagct  ggtgcagtca  gggtccgaac  tgaagaaacc  aggggcatct  120

[1708] gtgaaggtca  gttgcaaagc  ctcaggctac  accctgacac  ggtatgccat  gacttgggtg  180

[1709] cgccaggctc  ctggacaggg  actggagtgg  atgggctgga  tcaacactta  caccggaaat  240

[1710] ccaacttatg  tgcaggggtt  caccggccga  ttcgtgtttt  ctctggacac  ttccgtctct  300

[1711] accgcctttc  tgcacattac  aagtctgaag  gcagaggaca  ctgccgtgta  cttctgcgct  360

[1712] agggaaggcg  gagcaagagg  ctttgattat  tggggccagg  gaaccctggt  gacagtcagc  420

[1713] tccgccagca  caaagggacc  ctccgtgttc  ccactggctc  cctctagtaa  aagtacatca  480

[1714] gggggcactg  ccgctctggg  atgtctggtc  aaagattact  tccccgaacc  tgtgaccgtc  540

[1715] agctggaact  ccggagctct  gaccagcggg  gtgcatacat  ttcccgcagt  cctgcagtca  600

[1716] agcggactgt  actccctgtc  ctctgtggtc  acagtgccta  gttcaagcct  ggggacacag  660

[1717] acttatatct  gtaatgtgaa  ccataagcca  agcaacacca  aagtggacaa  aaaagtggaa  720

[1718] cctaagagct  gctgataact  cgag  744

[1719] <210>  59

[1720] <211>  240

[1721] <212>  PRT

序　列　表 41/74 页

107

CN 107427566 B

107



[1722] <213> 人工序列

[1723] <220>

[1724] <223>  CHIKV‑Env‑Fab的重链(VH‑CH1)的氨基酸序列

[1725] <400>  59

[1726] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[1727] 1               5                   10                  15

[1728] Thr  His  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ser  Glu  Leu  Lys  Lys

[1729]             20                  25                  30

[1730] Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Leu

[1731]         35                  40                  45

[1732] Thr  Arg  Tyr  Ala  Met  Thr  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu

[1733]     50                  55                  60

[1734] Glu  Trp  Met  Gly  Trp  Ile  Asn  Thr  Tyr  Thr  Gly  Asn  Pro  Thr  Tyr  Val

[1735] 65                  70                  75                  80

[1736] Gln  Gly  Phe  Thr  Gly  Arg  Phe  Val  Phe  Ser  Leu  Asp  Thr  Ser  Val  Ser

[1737]                 85                  90                  95

[1738] Thr  Ala  Phe  Leu  His  Ile  Thr  Ser  Leu  Lys  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val

[1739]             100                 105                 110

[1740] Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg  Glu  Gly  Gly  Ala  Arg  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly

[1741]         115                 120                 125

[1742] Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser

[1743]     130                 135                 140

[1744] Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala

[1745] 145                 150                 155                 160

[1746] Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val

[1747]                 165                 170                 175

[1748] Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala

[1749]             180                 185                 190

[1750] Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val

[1751]         195                 200                 205

[1752] Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His

[1753]     210                 215                 220

[1754] Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys

[1755] 225                 230                 235                 240

[1756] <210>  60

[1757] <211>  738

[1758] <212>  DNA

[1759] <213> 人工序列

[1760] <220>

[1761] <223>  编码CHIKV‑Env‑Fab的轻链(VL‑CL)的核酸序列

[1762] <400>  60

[1763] ggatccgcca  ccatggcatg  gaccccactg  ttcctgttcc  tgctgacttg  ttgtcctggc  60
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[1764] gggagcaatt  cacagagcgt  cctgacccag  cccccttctg  tgtccggagc  accaggacag  120

[1765] cgagtcacaa  tctcttgcac  tggaagctcc  tctaacattg  gggccagcca  cgacgtgcat  180

[1766] tggtaccagc  agctgccagg  gaccgctccc  acactgctga  tctatgtgaa  ctctaatagg  240

[1767] cctagtggcg  tcccagatag  attttcaggg  agcaagtccg  gcacctctgc  tagtctggca  300

[1768] attacaggac  tgcaggctga  ggacgaagca  gattactatt  gccagagtta  cgactcaaac  360

[1769] ctgtcaggca  gcgcagtgtt  cggaggagga  actaagctga  ccgtcctggg  acagcccaaa  420

[1770] gccgctcctt  ctgtgaccct  gtttccccct  agttcagagg  aactgcaggc  caacaaggct  480

[1771] actctggtgt  gtctgatctc  cgacttctac  cctggagcag  tgaccgtcgc  atggaaggcc  540

[1772] gatagctccc  cagtgaaagc  tggggtcgag  accacaactc  ccagcaagca  gtccaacaac  600

[1773] aagtacgcag  cctctagtta  tctgtcactg  acacctgaac  agtggaagag  ccacaaatcc  660

[1774] tattcttgcc  aagtgactca  tgagggcagt  accgtggaaa  agacagtcgc  cccaactgag  720

[1775] tgttcctgat  aactcgag  738

[1776] <210>  61

[1777] <211>  238

[1778] <212>  PRT

[1779] <213> 人工序列

[1780] <220>

[1781] <223>  CHIKV‑Env‑Fab的轻链(VL‑CL)的氨基酸序列

[1782] <400>  61

[1783] Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu  Phe  Leu  Phe  Leu  Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly

[1784] 1               5                   10                  15

[1785] Gly  Ser  Asn  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly

[1786]             20                  25                  30

[1787] Ala  Pro  Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn

[1788]         35                  40                  45

[1789] Ile  Gly  Ala  Ser  His  Asp  Val  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr

[1790]     50                  55                  60

[1791] Ala  Pro  Thr  Leu  Leu  Ile  Tyr  Val  Asn  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val

[1792] 65                  70                  75                  80

[1793] Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala

[1794]                 85                  90                  95

[1795] Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser

[1796]             100                 105                 110

[1797] Tyr  Asp  Ser  Asn  Leu  Ser  Gly  Ser  Ala  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys

[1798]         115                 120                 125

[1799] Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Thr  Leu  Phe

[1800]     130                 135                 140

[1801] Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys  Ala  Thr  Leu  Val  Cys

[1802] 145                 150                 155                 160

[1803] Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr  Val  Ala  Trp  Lys  Ala

[1804]                 165                 170                 175

[1805] Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr  Thr  Thr  Pro  Ser  Lys
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[1806]             180                 185                 190

[1807] Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr  Leu  Ser  Leu  Thr  Pro

[1808]         195                 200                 205

[1809] Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys  Gln  Val  Thr  His  Glu

[1810]     210                 215                 220

[1811] Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr  Glu  Cys  Ser

[1812] 225                 230                 235

[1813] <210>  62

[1814] <211>  2238

[1815] <212>  DNA

[1816] <213> 人工序列

[1817] <220>

[1818] <223>  编码  HIV‑1  Env‑4E10  Ig的核酸序列

[1819] <400>  62

[1820] ggatccgcca  ccatggattg  gacatggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgctacagga  60

[1821] actcacgccc  aggtgcagct  ggtgcagtca  ggagccgaag  tgaagcgacc  aggcagctcc  120

[1822] gtcactgtgt  cctgcaaagc  atctggcgga  tcattcagca  cctacgccct  gagctgggtg  180

[1823] agacaggctc  ctggacgagg  actggaatgg  atgggaggcg  tcatcccact  gctgacaatt  240

[1824] actaactacg  ccccccgatt  tcagggcagg  atcaccatta  cagcagaccg  ctccacttct  300

[1825] accgcctatc  tggagctgaa  tagcctgaga  ccagaagata  ccgcagtgta  ctattgcgcc  360

[1826] cgggagggaa  ccacaggatg  gggatggctg  ggaaagccca  tcggggcttt  cgcacactgg  420

[1827] ggccagggaa  ccctggtcac  agtgtctagt  gccagcacaa  agggcccctc  cgtgtttccc  480

[1828] ctggctcctt  caagcaaaag  tacttcagga  gggaccgccg  ctctgggatg  tctggtgaag  540

[1829] gactacttcc  ctgagccagt  caccgtgtcc  tggaactctg  gcgctctgac  ctccggagtg  600

[1830] catacatttc  ccgcagtcct  gcagtcctct  gggctgtact  ctctgagttc  agtggtcact  660

[1831] gtgcctagct  cctctctggg  cacacagact  tatatctgca  acgtgaatca  caagccctcc  720

[1832] aataccaaag  tcgacaagaa  agtggaacct  aagtcttgtg  ataaaaccca  tacatgccca  780

[1833] ccttgtccag  cacctgagct  gctgggcgga  ccttccgtgt  tcctgtttcc  acccaagcca  840

[1834] aaagacacac  tgatgattag  ccggacacct  gaagtgactt  gtgtggtcgt  ggacgtcagc  900

[1835] cacgaggacc  ccgaagtgaa  gttcaactgg  tacgtggatg  gcgtcgaggt  gcataatgcc  960

[1836] aagaccaaac  ccagggagga  acagtacaac  tctacttata  gggtcgtgag  tgtcctgacc  1020

[1837] gtgctgcacc  aggactggct  gaacgggaag  gagtataagt  gcaaagtgtc  caataaggcc  1080

[1838] ctgccagctc  ccatcgagaa  aacaatttct  aaggctaaag  gccagccacg  cgaaccccag  1140

[1839] gtgtacactc  tgcctcccag  cagggacgag  ctgaccaaga  accaggtgag  tctgacatgt  1200

[1840] ctggtcaaag  gcttctatcc  aagcgatatc  gccgtggagt  gggaatccaa  tggacagccc  1260

[1841] gaaaacaatt  acaagactac  cccccctgtg  ctggacagtg  atggatcatt  ctttctgtat  1320

[1842] tccaagctga  ccgtggacaa  atctcgctgg  cagcagggga  acgtctttag  ctgctccgtg  1380

[1843] atgcacgagg  ccctgcacaa  tcattacaca  cagaagtctc  tgagtctgtc  accaggcaag  1440

[1844] cggggacgca  aaaggagaag  cgggtccggc  gctactaact  tcagcctgct  gaaacaggca  1500

[1845] ggggatgtgg  aggaaaatcc  tggcccaatg  gtcctgcaga  cccaggtgtt  tatctcactg  1560

[1846] ctgctgtgga  ttagcggggc  ttatggcgaa  atcgtgctga  ctcagagccc  cggaacccag  1620

[1847] tctctgagtc  ctggggagcg  cgctacactg  agctgtcgag  catcacagag  cgtggggaac  1680
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[1848] aataagctgg  catggtacca  gcagaggcct  ggccaggctc  caagactgct  gatctatggc  1740

[1849] gcaagttcac  ggcctagcgg  agtggcagac  cgcttctccg  gatctgggag  tggcaccgat  1800

[1850] tttactctga  ccattagcag  gctggagcca  gaagacttcg  ctgtgtacta  ttgccagcag  1860

[1851] tacggccagt  cactgagcac  atttggacag  gggactaagg  tcgaaaaaag  aaccgtggca  1920

[1852] gccccaagtg  tcttcatttt  tccaccctca  gacgagcagc  tgaagagtgg  aacagcctca  1980

[1853] gtcgtgtgtc  tgctgaacaa  tttctacccc  agggaggcca  aggtccagtg  gaaagtggat  2040

[1854] aacgctctgc  agagcggcaa  ttcccaggag  tctgtgacag  aacaggacag  taaggattca  2100

[1855] acttatagcc  tgagctccac  actgactctg  tccaaagcag  attacgagaa  gcacaaagtg  2160

[1856] tatgcctgcg  aagtcaccca  tcagggactg  tctagtcctg  tgacaaagtc  ttttaacaga  2220

[1857] ggggagtgat  aactcgag  2238

[1858] <210>  63

[1859] <211>  2328

[1860] <212>  DNA

[1861] <213> 人工序列

[1862] <220>

[1863] <223>  编码  HIV‑1  Env‑PG9  Ig的核酸序列

[1864] <400>  63

[1865] ggatccgcca  ccatggactg  gacttggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgcaactgga  60

[1866] actcacgctg  aatttggact  gtcatgggtc  tttctggtgg  cctttctgcg  aggggtccag  120

[1867] tgccagaggc  tggtggagtc  cggaggagga  gtggtccagc  caggcagctc  cctgcgactg  180

[1868] agttgtgccg  cttcagggtt  cgacttttct  agacagggca  tgcactgggt  gcggcaggca  240

[1869] ccaggacagg  gactggagtg  ggtggctttc  atcaagtacg  acggaagtga  aaaatatcat  300

[1870] gccgattcag  tgtgggggcg  gctgtcaatt  agccgcgaca  actccaagga  taccctgtac  360

[1871] ctgcagatga  attctctgag  ggtcgaggac  acagctactt  atttctgcgt  gagggaagca  420

[1872] ggcggacctg  attacagaaa  cgggtataat  tactatgact  tttacgatgg  ctactataac  480

[1873] taccactata  tggacgtgtg  gggcaaggga  accacagtca  cagtgtctag  tgcatcaact  540

[1874] aaaggcccaa  gcgtgtttcc  cctggcccct  tcaagcaagt  ccacttctgg  aggaaccgca  600

[1875] gcactgggat  gtctggtgaa  ggattacttc  cctgagccag  tcaccgtgag  ttggaactca  660

[1876] ggcgccctga  ctagcggagt  ccataccttt  cctgctgtgc  tgcagtcctc  tgggctgtac  720

[1877] agcctgagtt  cagtggtcac  agtgccaagc  tcctctctgg  gcacccagac  atatatctgc  780

[1878] aacgtgaatc  acaagcctag  caatactaag  gtcgacaaaa  gagtggaacc  aaagagctgt  840

[1879] gataaaactc  atacctgccc  accttgtcca  gcacctgagc  tgctgggagg  gccttccgtg  900

[1880] ttcctgtttc  cacccaagcc  aaaagacacc  ctgatgatta  gccggacacc  agaagtcact  960

[1881] tgcgtggtcg  tggacgtgag  ccacgaggac  cccgaagtca  agtttaactg  gtacgtggat  1020

[1882] ggcgtcgagg  tgcataatgc  taagacaaaa  ccacgggagg  aacagtacaa  ctccacatat  1080

[1883] cgcgtcgtgt  ctgtcctgac  tgtgctgcac  caggactggc  tgaacggcaa  ggagtataag  1140

[1884] tgcaaagtgt  ccaataaggc  actgccagcc  cccatcgaga  aaaccatttc  taaggccaaa  1200

[1885] ggccagccac  gagaacccca  ggtgtacaca  ctgcctccaa  gtagggacga  gctgactaag  1260

[1886] aaccaggtct  ctctgacctg  tctggtgaaa  ggcttctatc  cctctgatat  cgctgtggag  1320

[1887] tgggaaagta  atggacagcc  tgaaaacaat  tacaagacta  ccccccctgt  gctggacagc  1380

[1888] gatggcagct  tcttcctgta  tagcaagctg  accgtggaca  aatccagatg  gcagcagggg  1440

[1889] aacgtcttta  gttgctcagt  gatgcacgag  gcactgcaca  atcattacac  ccagaaaagc  1500
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[1890] ctgtccctgt  ctcctggcaa  gaggggaaga  aaaaggagaa  gtgggtcagg  cgcaacaaac  1560

[1891] ttcagcctgc  tgaagcaggc  cggagatgtg  gaggaaaatc  ctgggccaat  ggcttggacc  1620

[1892] cccctgttcc  tgtttctgct  gacatgctgt  cctggcggaa  gcaactccca  gtctgcactg  1680

[1893] acacagccag  caagtgtgtc  agggagccca  ggacagagca  tcaccatttc  ctgtaacggc  1740

[1894] acaagcaatg  acgtcggggg  ctacgagtcc  gtgtcttggt  atcagcagca  tcctggaaag  1800

[1895] gccccaaaag  tcgtgatcta  cgatgtcagc  aaacgcccct  ctggggtgag  taaccgattc  1860

[1896] agtggatcaa  agagcgggaa  taccgcttct  ctgacaatta  gtggcctgca  ggcagaggac  1920

[1897] gaaggagatt  actattgcaa  atcactgaca  agcactcggc  gccgagtctt  cggaaccggg  1980

[1898] acaaagctga  ctgtgctggg  ccagcccaaa  gctgcaccta  gcgtgaccct  gtttccaccc  2040

[1899] agttcagagg  aactgcaggc  taataaggca  acactggtgt  gtctgatctc  cgacttctac  2100

[1900] cctggcgctg  tcactgtggc  ctggaaggct  gatagctccc  cagtcaaagc  aggagtggaa  2160

[1901] acaactaccc  cctccaagca  gtctaacaac  aagtacgccg  cttctagtta  tctgtcactg  2220

[1902] actcccgagc  agtggaagag  ccacaaatcc  tattcttgcc  aggtgaccca  tgagggctcc  2280

[1903] actgtcgaaa  agaccgtggc  ccctacagag  tgttcttgat  aactcgag  2328

[1904] <210>  64

[1905] <211>  2217

[1906] <212>  DNA

[1907] <213> 人工序列

[1908] <220>

[1909] <223>  编码  VRC01  IgG的核酸序列

[1910] <400>  64

[1911] ggatccgcca  ccatggattg  gacatggatt  ctgttcctgg  tcgccgccgc  aactagagtg  60

[1912] cattcacagg  tgcagctggt  gcagtcaggc  gggcagatga  agaaacccgg  cgagagtatg  120

[1913] cgaatctcat  gccgggctag  cgggtacgaa  ttcatcgact  gtaccctgaa  ctggattaga  180

[1914] ctggcacctg  ggaagaggcc  agagtggatg  ggatggctga  aacctagagg  cggggcagtg  240

[1915] aattacgcca  gaccactgca  gggcagggtc  actatgaccc  gcgacgtgta  ttctgatacc  300

[1916] gcattcctgg  agctgcgaag  tctgacagtc  gacgatactg  ccgtgtactt  ctgcacacgg  360

[1917] ggcaagaact  gtgactataa  ttgggatttt  gaacactggg  gcagggggac  acctgtcatt  420

[1918] gtgagctccc  caagtactaa  gggaccctca  gtgtttcccc  tggccccttc  tagtaaaagt  480

[1919] acctcaggag  gcacagccgc  tctgggatgc  ctggtgaagg  attacttccc  tgagccagtc  540

[1920] accgtgagtt  ggaactcagg  cgccctgaca  agcggggtcc  atacttttcc  agctgtgctg  600

[1921] cagtcaagcg  ggctgtactc  cctgtcctct  gtggtcacag  tgcccagttc  aagcctggga  660

[1922] acacagactt  atatctgtaa  cgtcaatcac  aagcctagca  atactaaagt  ggacaagaaa  720

[1923] gccgagccta  agagctgcga  accaaagtcc  tgtgataaaa  cccatacatg  ccctccctgt  780

[1924] ccagctcctg  aactgctggg  cggcccatcc  gtgttcctgt  ttccacccaa  gcccaaagac  840

[1925] accctgatga  ttagcaggac  tcctgaggtc  acctgcgtgg  tcgtggacgt  gtcccacgag  900

[1926] gaccccgaag  tcaagtttaa  ctggtacgtg  gatggcgtcg  aagtgcataa  tgccaagaca  960

[1927] aaaccccggg  aggaacagta  caactctacc  tatagagtcg  tgagtgtcct  gacagtgctg  1020

[1928] caccaggact  ggctgaacgg  gaaggagtat  aagtgcaaag  tgtctaataa  ggccctgcca  1080

[1929] gctcccatcg  agaaaacaat  ttccaaggca  aaaggccagc  caagggaacc  ccaggtgtac  1140

[1930] actctgcctc  catcccgcga  cgagctgact  aagaaccagg  tctctctgac  ctgtctggtg  1200

[1931] aaaggattct  atccaagcga  tatcgccgtg  gagtgggaat  ccaatggcca  gcccgagaac  1260

序　列　表 46/74 页

112

CN 107427566 B

112



[1932] aattacaaga  ccacaccccc  tgtgctggac  agcgatggct  ccttctttct  gtattcaaag  1320

[1933] ctgaccgtgg  ataaaagccg  ctggcagcag  gggaacgtct  ttagctgctc  cgtgatgcac  1380

[1934] gaagctctgc  acaatcatta  cacccagaag  tctctgagtc  tgtcacctgg  caagagggga  1440

[1935] cgaaaacgga  gaagcggcag  cggagctaca  aacttcagcc  tgctgaaaca  ggcaggcgac  1500

[1936] gtggaggaaa  atcctgggcc  aatggattgg  acttggattc  tgttcctggt  ggcagccgct  1560

[1937] accagagtcc  attccgaaat  tgtgctgacc  cagtctcccg  gaacactgtc  tctgagtcct  1620

[1938] ggcgagacag  ccatcatttc  ctgtaggact  tctcagtacg  ggagtctggc  atggtatcag  1680

[1939] cagcgaccag  gacaggctcc  tcgactggtc  atctactcag  gaagcactcg  ggcagccggc  1740

[1940] attcccgacc  gattctccgg  gtctcggtgg  ggacctgatt  acaacctgac  catctcaaat  1800

[1941] ctggaaagcg  gagactttgg  cgtgtactat  tgccagcagt  atgagttctt  tgggcaggga  1860

[1942] accaaggtcc  aggtggacat  caaacgcaca  gtcgctgcac  caagcgtgtt  catctttcca  1920

[1943] ccctcagatg  aacagctgaa  gtccggcacc  gcctctgtgg  tgtgcctgct  gaacaatttc  1980

[1944] tacccccggg  aggcaaaggt  ccagtggaaa  gtggacaacg  ccctgcagtc  tggcaatagt  2040

[1945] caggagtcag  tgactgaaca  ggacagcaag  gattccacct  attctctgtc  ctctactctg  2100

[1946] accctgagca  aagctgatta  cgagaagcac  aaagtgtatg  catgtgaggt  cacccaccag  2160

[1947] ggactgcggt  cacccgtcac  caagagcttc  aatcgcggag  agtgttgata  actcgag  2217

[1948] <210>  65

[1949] <211>  2223

[1950] <212>  DNA

[1951] <213> 人工序列

[1952] <220>

[1953] <223>  CHIKV  snapi的核酸序列

[1954] <400>  65

[1955] ggatccgcca  ccatggactg  gacttggatt  ctgtttctgg  tcgccgccgc  tacccgagtg  60

[1956] cattcacagg  tgcagctgca  gcagcctggg  gccgctctgg  tgaagccagg  agctagcgca  120

[1957] atgatgtcct  gcaaagcctc  tggctacact  ttcacctcct  attggatcac  ctgggtgaag  180

[1958] cagcgacctg  gacagggact  ggagtggatc  ggcgacatct  acccaggcac  cgggagaaca  240

[1959] atctacaagg  aaaaattcaa  gacaaaagcc  acactgactg  tggacaccag  ctcctctaca  300

[1960] gcttttatgc  agctgaacag  cctgacttcc  gaggatagcg  ccgtgtacta  ttgcgcaaga  360

[1961] ggatacggct  ctccttacta  tgccctggac  tattgggggc  agggaactag  cgtcaccgtg  420

[1962] agttcagcat  ctaccaaggg  accaagcgtg  ttcccactgg  cacctagctc  caaatccact  480

[1963] tctggcggga  ccgccgctct  gggatgtctg  gtgaaggatt  acttccctga  gccagtcaca  540

[1964] gtgagttgga  actcaggggc  tctgaccagc  ggagtccaca  catttcctgc  agtgctgcag  600

[1965] tctagtggac  tgtactccct  gtcaagcgtg  gtcactgtcc  catcctctag  tctgggcacc  660

[1966] cagacatata  tctgcaacgt  gaatcacaag  ccatccaata  ccaaagtcga  taagaaagtg  720

[1967] gagcccaagt  cttgtgacaa  aactcatacc  tgccctccct  gtccagcacc  tgaactgctg  780

[1968] ggaggcccaa  gcgtgttcct  gtttccaccc  aagcctaaag  acaccctgat  gattagcagg  840

[1969] acaccagagg  tcacttgcgt  ggtcgtggac  gtgagccacg  aagaccccga  ggtcaagttc  900

[1970] aactggtacg  tggatggcgt  cgaagtgcat  aatgccaaga  caaaaccccg  ggaggaacag  960

[1971] tacaactcaa  cctatcgggt  cgtgagcgtc  ctgacagtgc  tgcaccagga  ctggctgaac  1020

[1972] ggaaaggagt  acaagtgcaa  agtgtctaat  aaggccctgc  cagctcccat  cgaaaaaacc  1080

[1973] attagcaagg  ctaaaggcca  gccaagagag  ccccaggtgt  acacactgcc  tccatcaagg  1140

序　列　表 47/74 页

113

CN 107427566 B

113



[1974] gacgaactga  caaagaacca  ggtcagcctg  acttgtctgg  tgaaaggctt  ctatcccagc  1200

[1975] gatatcgcag  tggaatggga  gtccaatggg  cagcctgaga  acaattacaa  gaccacaccc  1260

[1976] cctgtgctgg  acagcgatgg  gtccttcttt  ctgtattcca  agctgacagt  ggataaatct  1320

[1977] cggtggcagc  agggaaacgt  ctttagttgc  tcagtgatgc  acgaagccct  gcacaatcat  1380

[1978] tacactcaga  agagcctgtc  cctgtctccc  ggaaagaggg  gccgcaaacg  gagaagtggc  1440

[1979] tcaggggcaa  ccaacttctc  tctgctgaaa  caggccggcg  atgtggagga  aaatcctggg  1500

[1980] ccaatggact  ggacatggat  tctgttcctg  gtggcagccg  ctacaagggt  ccattccgac  1560

[1981] attgtgctga  ctcagtctcc  tgcaagtctg  gccgtgtctc  agggacagcg  agcaaccatc  1620

[1982] agttgtaagg  ctagccagtc  cgtcgactac  gatggggaca  gttacgtgaa  ctggtatcag  1680

[1983] cagaagcctg  gacagtcccc  aaaactgctg  atctatgatg  ctagtaatct  ggagtcaggc  1740

[1984] attcccgcac  gattctctgg  aagtggctca  gggacagact  tcaccctgaa  cattcaccct  1800

[1985] gtcgaggaag  aggacgtggc  tacctactat  tgccaggaaa  gcaatgagga  cccccgcact  1860

[1986] ttcgggggag  gcaccaagct  ggagatcaaa  cgaactgtcg  cagcccccag  cgtgttcatc  1920

[1987] tttccaccct  cagacgaaca  gctgaagagc  ggaaccgcat  ccgtggtgtg  cctgctgaac  1980

[1988] aacttctacc  cccgcgaggc  caaggtccag  tggaaagtgg  ataacgctct  gcagtcaggc  2040

[1989] aatagccagg  aatccgtgac  tgagcaggat  tctaaggaca  gtacctattc  actgtcaagc  2100

[1990] acactgactc  tgagcaaagc  agactacgaa  aagcataaag  tgtatgcctg  cgaagtcacc  2160

[1991] caccaggggc  tgaggtctcc  agtcactaag  tctttcaaca  gaggggaatg  ctgataactc  2220

[1992] gag  2223

[1993] <210>  66

[1994] <211>  733

[1995] <212>  PRT

[1996] <213> 人工序列

[1997] <220>

[1998] <223>  CHIKV‑snapi的氨基酸序列

[1999] <400>  66

[2000] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg  Val

[2001] 1               5                   10                  15

[2002] His  Ser  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Pro  Gly  Ala  Ala  Leu  Val  Lys  Pro

[2003]             20                  25                  30

[2004] Gly  Ala  Ser  Ala  Met  Met  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr  Phe  Thr

[2005]         35                  40                  45

[2006] Ser  Tyr  Trp  Ile  Thr  Trp  Val  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu

[2007]     50                  55                  60

[2008] Trp  Ile  Gly  Asp  Ile  Tyr  Pro  Gly  Thr  Gly  Arg  Thr  Ile  Tyr  Lys  Glu

[2009] 65                  70                  75                  80

[2010] Lys  Phe  Lys  Thr  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Thr  Ser  Ser  Ser  Thr

[2011]                 85                  90                  95

[2012] Ala  Phe  Met  Gln  Leu  Asn  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr

[2013]             100                 105                 110

[2014] Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Tyr  Gly  Ser  Pro  Tyr  Tyr  Ala  Leu  Asp  Tyr  Trp

[2015]         115                 120                 125
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[2016] Gly  Gln  Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro

[2017]     130                 135                 140

[2018] Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr

[2019] 145                 150                 155                 160

[2020] Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr

[2021]                 165                 170                 175

[2022] Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro

[2023]             180                 185                 190

[2024] Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr

[2025]         195                 200                 205

[2026] Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn

[2027]     210                 215                 220

[2028] His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser

[2029] 225                 230                 235                 240

[2030] Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu

[2031]                 245                 250                 255

[2032] Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

[2033]             260                 265                 270

[2034] Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

[2035]         275                 280                 285

[2036] His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

[2037]     290                 295                 300

[2038] Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr

[2039] 305                 310                 315                 320

[2040] Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

[2041]                 325                 330                 335

[2042] Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro

[2043]             340                 345                 350

[2044] Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

[2045]         355                 360                 365

[2046] Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

[2047]     370                 375                 380

[2048] Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

[2049] 385                 390                 395                 400

[2050] Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

[2051]                 405                 410                 415

[2052] Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr

[2053]             420                 425                 430

[2054] Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val

[2055]         435                 440                 445

[2056] Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

[2057]     450                 455                 460
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[2058] Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr

[2059] 465                 470                 475                 480

[2060] Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly

[2061]                 485                 490                 495

[2062] Pro  Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Arg

[2063]             500                 505                 510

[2064] Val  His  Ser  Asp  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Ser  Leu  Ala  Val

[2065]         515                 520                 525

[2066] Ser  Gln  Gly  Gln  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gln  Ser  Val

[2067]     530                 535                 540

[2068] Asp  Tyr  Asp  Gly  Asp  Ser  Tyr  Val  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly

[2069] 545                 550                 555                 560

[2070] Gln  Ser  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asp  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly

[2071]                 565                 570                 575

[2072] Ile  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu

[2073]             580                 585                 590

[2074] Asn  Ile  His  Pro  Val  Glu  Glu  Glu  Asp  Val  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln

[2075]         595                 600                 605

[2076] Glu  Ser  Asn  Glu  Asp  Pro  Arg  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu

[2077]     610                 615                 620

[2078] Ile  Lys  Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser

[2079] 625                 630                 635                 640

[2080] Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn

[2081]                 645                 650                 655

[2082] Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala

[2083]             660                 665                 670

[2084] Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys

[2085]         675                 680                 685

[2086] Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp

[2087]     690                 695                 700

[2088] Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu

[2089] 705                 710                 715                 720

[2090] Arg  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[2091]                 725                 730

[2092] <210>  67

[2093] <211>  2241

[2094] <212>  DNA

[2095] <213> 人工序列

[2096] <220>

[2097] <223>  DVSF‑1  WT的核酸序列

[2098] <400>  67

[2099] ggatccgcca  ccatggactg  gacttggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgctactggg  60
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[2100] actcacgctc  aggcacatct  ggtcgaatct  ggaggaggag  tggtccagcc  tggccgatcc  120

[2101] ctgcgactgt  cttgcgcagc  tagcgccttc  aacttcagca  caaacgcaat  gcactgggtg  180

[2102] cgacaggcac  caggcaaggg  actggagtgg  gtcgctgtga  tctcatacga  cggaagccat  240

[2103] aagtactatg  cagattctgt  gaaaggccgg  ttcaccattt  ccagggacaa  ttctaagaac  300

[2104] accctgtatc  tgcagatgaa  tagcctgcgc  gcagccgata  ccgcagtgta  ctattgcgca  360

[2105] actgtcggcg  tgctgacctg  gccagtgaac  gccgaatact  ttcaccattg  gggacagggc  420

[2106] agtctggtct  cagtgagctc  cgcaagtact  aagggaccat  cagtgttccc  actggcaccc  480

[2107] tctagtaaat  ctactagtgg  cgggaccgct  gcactgggat  gtctggtgaa  ggactatttc  540

[2108] cccgagcctg  tcaccgtgag  ctggaattcc  ggagccctga  caagcggcgt  ccacactttt  600

[2109] cccgctgtgc  tgcagtcaag  cggactgtac  tccctgtcct  ctgtggtcac  tgtgcctagt  660

[2110] tcaagcctgg  gcactcagac  ctatatctgc  aatgtgaacc  acaagccctc  taacaccaaa  720

[2111] gtcgacaaga  aagtggaacc  taagagctgt  gataaaacac  atacttgccc  accttgtcca  780

[2112] gcaccagagc  tgctgggagg  accaagcgtg  ttcctgtttc  cacccaagcc  taaagacaca  840

[2113] ctgatgatta  gccggacacc  tgaagtcact  tgcgtggtcg  tggacgtgtc  ccacgaggac  900

[2114] cccgaagtca  agtttaattg  gtacgtggat  ggcgtcgagg  tgcataacgc  caagaccaaa  960

[2115] ccccgggagg  aacagtacaa  tagcacatat  agagtcgtgt  ccgtcctgac  tgtgctgcat  1020

[2116] caggattggc  tgaatgggaa  ggagtataag  tgcaaagtgt  ctaacaaggc  tctgcctgca  1080

[2117] ccaatcgaga  aaaccattag  caaggctaaa  ggccagccta  gggaaccaca  ggtgtacaca  1140

[2118] ctgcctccaa  gtcgcgacga  gctgaccaag  aatcaggtct  ccctgacatg  tctggtgaaa  1200

[2119] ggcttctatc  catcagatat  cgccgtggag  tgggaaagca  acgggcagcc  cgaaaacaat  1260

[2120] tacaagacca  caccccctgt  gctggactct  gatggcagtt  tctttctgta  ttctaagctg  1320

[2121] accgtggaca  aaagtagatg  gcagcagggg  aatgtctttt  catgtagcgt  gatgcacgag  1380

[2122] gccctgcaca  accattacac  acagaagtcc  ctgtctctga  gtcccggaaa  gaggggccgc  1440

[2123] aaacggagat  cagggagcgg  agctactaat  ttcagcctgc  tgaaacaggc  aggggatgtg  1500

[2124] gaggaaaacc  ccggacctat  ggcttggacc  ccactgttcc  tgtttctgct  gacatgctgt  1560

[2125] cccgggggca  gcaattctca  gagtgtcctg  acacagccac  catcagtgag  cggagcacca  1620

[2126] ggacagaggg  tgaccatctc  ctgcacaggc  agcagcagca  acattggcgc  cgggtacgac  1680

[2127] gtgcattggt  atcagcagct  gcccggcacc  gctcctaagc  tgctgatctg  tggcaacaat  1740

[2128] aaccgcccat  ctggggtgcc  cgatcgattc  tccggctcta  aaagtgggac  ttcagccagc  1800

[2129] ctggctatta  ccggcctgca  ggccgaggac  gaagctgatt  actattgcca  gagctacgac  1860

[2130] tcaagcctga  ccggagtcgt  gttcggagga  ggaaccaagc  tgacagtcct  gggacagcct  1920

[2131] aaagccgctc  caagcgtgac  actgtttcct  ccatcctctg  aggaactgca  ggcaaacaag  1980

[2132] gccaccctgg  tgtgcctgat  ttccgacttc  taccccgggg  cagtcactgt  ggcttggaag  2040

[2133] gcagatagtt  cacctgtcaa  agccggagtg  gagactacca  caccatcaaa  gcagagcaat  2100

[2134] aacaaatacg  cagccagctc  ctatctgtcc  ctgacccctg  agcagtggaa  gtctcacaaa  2160

[2135] tcctattctt  gccaggtcac  tcacgaagga  agcactgtgg  agaaaactgt  cgcaccaacc  2220

[2136] gaatgtagtt  gataactcga  g  2241

[2137] <210>  68

[2138] <211>  739

[2139] <212>  PRT

[2140] <213> 人工序列

[2141] <220>
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[2142] <223>  DVSF‑1  WT的氨基酸序列

[2143] <400>  68

[2144] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[2145] 1               5                   10                  15

[2146] Thr  His  Ala  Gln  Ala  His  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln

[2147]             20                  25                  30

[2148] Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Ala  Phe  Asn  Phe

[2149]         35                  40                  45

[2150] Ser  Thr  Asn  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[2151]     50                  55                  60

[2152] Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  His  Lys  Tyr  Tyr  Ala

[2153] 65                  70                  75                  80

[2154] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[2155]                 85                  90                  95

[2156] Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val

[2157]             100                 105                 110

[2158] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Val  Gly  Val  Leu  Thr  Trp  Pro  Val  Asn  Ala  Glu

[2159]         115                 120                 125

[2160] Tyr  Phe  His  His  Trp  Gly  Gln  Gly  Ser  Leu  Val  Ser  Val  Ser  Ser  Ala

[2161]     130                 135                 140

[2162] Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

[2163] 145                 150                 155                 160

[2164] Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

[2165]                 165                 170                 175

[2166] Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

[2167]             180                 185                 190

[2168] Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

[2169]         195                 200                 205

[2170] Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

[2171]     210                 215                 220

[2172] Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

[2173] 225                 230                 235                 240

[2174] Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[2175]                 245                 250                 255

[2176] Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[2177]             260                 265                 270

[2178] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[2179]         275                 280                 285

[2180] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[2181]     290                 295                 300

[2182] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[2183] 305                 310                 315                 320
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[2184] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[2185]                 325                 330                 335

[2186] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[2187]             340                 345                 350

[2188] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln

[2189]         355                 360                 365

[2190] Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu

[2191]     370                 375                 380

[2192] Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

[2193] 385                 390                 395                 400

[2194] Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

[2195]                 405                 410                 415

[2196] Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

[2197]             420                 425                 430

[2198] Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val

[2199]         435                 440                 445

[2200] Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

[2201]     450                 455                 460

[2202] Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[2203] 465                 470                 475                 480

[2204] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[2205]                 485                 490                 495

[2206] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu  Phe  Leu  Phe  Leu

[2207]             500                 505                 510

[2208] Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly  Gly  Ser  Asn  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln

[2209]         515                 520                 525

[2210] Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys

[2211]     530                 535                 540

[2212] Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr

[2213] 545                 550                 555                 560

[2214] Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Cys  Gly  Asn  Asn

[2215]                 565                 570                 575

[2216] Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly

[2217]             580                 585                 590

[2218] Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala

[2219]         595                 600                 605

[2220] Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Leu  Thr  Gly  Val  Val  Phe

[2221]     610                 615                 620

[2222] Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro

[2223] 625                 630                 635                 640

[2224] Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys

[2225]                 645                 650                 655
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[2226] Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr

[2227]             660                 665                 670

[2228] Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr

[2229]         675                 680                 685

[2230] Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr

[2231]     690                 695                 700

[2232] Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys

[2233] 705                 710                 715                 720

[2234] Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr

[2235]                 725                 730                 735

[2236] Glu  Cys  Ser

[2237] <210>  69

[2238] <211>  2241

[2239] <212>  DNA

[2240] <213> 人工序列

[2241] <220>

[2242] <223>  DVSF‑1  LALA的核酸序列

[2243] <400>  69

[2244] ggatccgcca  ccatggactg  gacttggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgctactggg  60

[2245] actcacgctc  aggcacatct  ggtcgaatct  ggaggaggag  tggtccagcc  tggccgatcc  120

[2246] ctgcgactgt  cttgcgcagc  tagcgccttc  aacttcagca  caaacgcaat  gcactgggtg  180

[2247] cgacaggcac  caggcaaggg  actggagtgg  gtcgctgtga  tctcatacga  cggaagccat  240

[2248] aagtactatg  cagattctgt  gaaaggccgg  ttcaccattt  ccagggacaa  ttctaagaac  300

[2249] accctgtatc  tgcagatgaa  tagcctgcgc  gcagccgata  ccgcagtgta  ctattgcgca  360

[2250] actgtcggcg  tgctgacctg  gccagtgaac  gccgaatact  ttcaccattg  gggacagggc  420

[2251] agtctggtct  cagtgagctc  cgcaagtact  aagggaccat  cagtgttccc  actggcaccc  480

[2252] tctagtaaat  ctactagtgg  cgggaccgct  gcactgggat  gtctggtgaa  ggactatttc  540

[2253] cccgagcctg  tcaccgtgag  ctggaattcc  ggagccctga  caagcggcgt  ccacactttt  600

[2254] cccgctgtgc  tgcagtcaag  cggactgtac  tccctgtcct  ctgtggtcac  tgtgcctagt  660

[2255] tcaagcctgg  gcactcagac  ctatatctgc  aatgtgaacc  acaagccctc  taacaccaaa  720

[2256] gtcgacaaga  aagtggaacc  taagagctgt  gataaaacac  atacttgccc  accttgtcca  780

[2257] gcaccagagg  cagctggagg  accaagcgtg  ttcctgtttc  cacccaagcc  taaagacaca  840

[2258] ctgatgatta  gccggacacc  tgaagtcact  tgcgtggtcg  tggacgtgtc  ccacgaggac  900

[2259] cccgaagtca  agtttaattg  gtacgtggat  ggcgtcgagg  tgcataacgc  caagaccaaa  960

[2260] ccccgggagg  aacagtacaa  tagcacatat  agagtcgtgt  ccgtcctgac  tgtgctgcat  1020

[2261] caggattggc  tgaatgggaa  ggagtataag  tgcaaagtgt  ctaacaaggc  tctgcctgca  1080

[2262] ccaatcgaga  aaaccattag  caaggctaaa  ggccagccta  gggaaccaca  ggtgtacaca  1140

[2263] ctgcctccaa  gtcgcgacga  gctgaccaag  aatcaggtct  ccctgacatg  tctggtgaaa  1200

[2264] ggcttctatc  catcagatat  cgccgtggag  tgggaaagca  acgggcagcc  cgaaaacaat  1260

[2265] tacaagacca  caccccctgt  gctggactct  gatggcagtt  tctttctgta  ttctaagctg  1320

[2266] accgtggaca  aaagtagatg  gcagcagggg  aatgtctttt  catgtagcgt  gatgcacgag  1380

[2267] gccctgcaca  accattacac  acagaagtcc  ctgtctctga  gtcccggaaa  gaggggccgc  1440
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[2268] aaacggagat  cagggagcgg  agctactaat  ttcagcctgc  tgaaacaggc  aggggatgtg  1500

[2269] gaggaaaacc  ccggacctat  ggcttggacc  ccactgttcc  tgtttctgct  gacatgctgt  1560

[2270] cccgggggca  gcaattctca  gagtgtcctg  acacagccac  catcagtgag  cggagcacca  1620

[2271] ggacagaggg  tgaccatctc  ctgcacaggc  agcagcagca  acattggcgc  cgggtacgac  1680

[2272] gtgcattggt  atcagcagct  gcccggcacc  gctcctaagc  tgctgatctg  tggcaacaat  1740

[2273] aaccgcccat  ctggggtgcc  cgatcgattc  tccggctcta  aaagtgggac  ttcagccagc  1800

[2274] ctggctatta  ccggcctgca  ggccgaggac  gaagctgatt  actattgcca  gagctacgac  1860

[2275] tcaagcctga  ccggagtcgt  gttcggagga  ggaaccaagc  tgacagtcct  gggacagcct  1920

[2276] aaagccgctc  caagcgtgac  actgtttcct  ccatcctctg  aggaactgca  ggcaaacaag  1980

[2277] gccaccctgg  tgtgcctgat  ttccgacttc  taccccgggg  cagtcactgt  ggcttggaag  2040

[2278] gcagatagtt  cacctgtcaa  agccggagtg  gagactacca  caccatcaaa  gcagagcaat  2100

[2279] aacaaatacg  cagccagctc  ctatctgtcc  ctgacccctg  agcagtggaa  gtctcacaaa  2160

[2280] tcctattctt  gccaggtcac  tcacgaagga  agcactgtgg  agaaaactgt  cgcaccaacc  2220

[2281] gaatgtagtt  gataactcga  g  2241

[2282] <210>  70

[2283] <211>  739

[2284] <212>  PRT

[2285] <213> 人工序列

[2286] <220>

[2287] <223>  DVSF‑1  LALA的氨基酸序列

[2288] <400>  70

[2289] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[2290] 1               5                   10                  15

[2291] Thr  His  Ala  Gln  Ala  His  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Val  Val  Gln

[2292]             20                  25                  30

[2293] Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Ala  Phe  Asn  Phe

[2294]         35                  40                  45

[2295] Ser  Thr  Asn  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[2296]     50                  55                  60

[2297] Glu  Trp  Val  Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  His  Lys  Tyr  Tyr  Ala

[2298] 65                  70                  75                  80

[2299] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn

[2300]                 85                  90                  95

[2301] Thr  Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val

[2302]             100                 105                 110

[2303] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Val  Gly  Val  Leu  Thr  Trp  Pro  Val  Asn  Ala  Glu

[2304]         115                 120                 125

[2305] Tyr  Phe  His  His  Trp  Gly  Gln  Gly  Ser  Leu  Val  Ser  Val  Ser  Ser  Ala

[2306]     130                 135                 140

[2307] Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

[2308] 145                 150                 155                 160

[2309] Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe
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[2310]                 165                 170                 175

[2311] Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

[2312]             180                 185                 190

[2313] Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

[2314]         195                 200                 205

[2315] Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

[2316]     210                 215                 220

[2317] Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

[2318] 225                 230                 235                 240

[2319] Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[2320]                 245                 250                 255

[2321] Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[2322]             260                 265                 270

[2323] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[2324]         275                 280                 285

[2325] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[2326]     290                 295                 300

[2327] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[2328] 305                 310                 315                 320

[2329] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[2330]                 325                 330                 335

[2331] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[2332]             340                 345                 350

[2333] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln

[2334]         355                 360                 365

[2335] Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu

[2336]     370                 375                 380

[2337] Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

[2338] 385                 390                 395                 400

[2339] Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

[2340]                 405                 410                 415

[2341] Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

[2342]             420                 425                 430

[2343] Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val

[2344]         435                 440                 445

[2345] Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

[2346]     450                 455                 460

[2347] Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[2348] 465                 470                 475                 480

[2349] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[2350]                 485                 490                 495

[2351] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu  Phe  Leu  Phe  Leu
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[2352]             500                 505                 510

[2353] Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly  Gly  Ser  Asn  Ser  Gln  Ser  Val  Leu  Thr  Gln

[2354]         515                 520                 525

[2355] Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Gly  Ala  Pro  Gly  Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys

[2356]     530                 535                 540

[2357] Thr  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ala  Gly  Tyr  Asp  Val  His  Trp  Tyr

[2358] 545                 550                 555                 560

[2359] Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Cys  Gly  Asn  Asn

[2360]                 565                 570                 575

[2361] Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly

[2362]             580                 585                 590

[2363] Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Thr  Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala

[2364]         595                 600                 605

[2365] Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Leu  Thr  Gly  Val  Val  Phe

[2366]     610                 615                 620

[2367] Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro

[2368] 625                 630                 635                 640

[2369] Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys

[2370]                 645                 650                 655

[2371] Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr

[2372]             660                 665                 670

[2373] Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr

[2374]         675                 680                 685

[2375] Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr

[2376]     690                 695                 700

[2377] Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys

[2378] 705                 710                 715                 720

[2379] Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr

[2380]                 725                 730                 735

[2381] Glu  Cys  Ser

[2382] <210>  71

[2383] <211>  2241

[2384] <212>  DNA

[2385] <213> 人工序列

[2386] <220>

[2387] <223>  DVSF‑2  WT的核酸序列

[2388] <400>  71

[2389] ggatccgcca  ccatggactg  gacatggaga  atcctgttcc  tggtcgccgc  cgcaaccggg  60

[2390] acacacgccg  aagtgcagct  ggtggaatct  ggagggggat  gggtgcagcc  aggagggtcc  120

[2391] ctgcgactgt  cttgcgccgc  tagtggcttc  actttttcca  gatacgacat  gcactgggtc  180

[2392] aggcaggtga  ccggaaaggg  cctggaatgg  gtgagcgcaa  tcaccacagc  cggagacaca  240

[2393] tactatcccg  attctgtgaa  gggccggttc  accattagtc  gggagaacgc  caaaagctcc  300
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[2394] ctgtatctgc  agatgaacaa  tctgagagct  ggcgacaccg  cactgtacta  ttgcgctagg  360

[2395] ggccccccta  cagattgctc  tagtggacga  tgtctgggag  tcggagtggg  actggaccca  420

[2396] tgggggcagg  gaacactggt  cactgtgtca  agcgcctcca  caaagggacc  ctctgtgttc  480

[2397] cctctggctc  catcctctaa  aagtacttca  ggaggaaccg  cagcactggg  atgtctggtg  540

[2398] aaggattact  tcccagagcc  cgtcaccgtg  agctggaact  ccggagctct  gactagcggc  600

[2399] gtccatacct  ttcctgcagt  gctgcagagt  tcaggcctgt  acagcctgag  ctccgtggtc  660

[2400] accgtgccat  ctagttcact  ggggacccag  acatatatct  gcaacgtgaa  tcacaagcca  720

[2401] tctaatacaa  aagtcgacaa  gaaagtggaa  cccaagagtt  gtgataaaac  tcatacctgc  780

[2402] ccaccatgtc  ctgcaccaga  gctgctggga  ggaccatccg  tgttcctgtt  tcctccaaag  840

[2403] cccaaagaca  cactgatgat  tagcaggaca  cccgaagtca  cttgcgtggt  cgtggacgtg  900

[2404] agccacgagg  accccgaagt  caagtttaac  tggtacgtgg  atggcgtcga  ggtgcataat  960

[2405] gccaagacca  aaccccggga  ggaacagtac  aacagtacct  atagagtcgt  gtcagtcctg  1020

[2406] acagtgctgc  accaggactg  gctgaacggg  aaagagtata  agtgcaaagt  gtccaataag  1080

[2407] gcactgcccg  cccctatcga  gaaaaccatt  tctaaggcca  aaggacagcc  ccgagaacct  1140

[2408] caggtgtaca  cactgccccc  tagccgcgac  gagctgacaa  agaaccaggt  ctccctgact  1200

[2409] tgtctggtga  aagggttcta  tccttcagat  atcgccgtgg  agtgggaaag  caatggacag  1260

[2410] ccagaaaaca  attacaagac  taccccaccc  gtgctggact  ctgatggcag  tttctttctg  1320

[2411] tatagcaagc  tgaccgtgga  caaatcccgc  tggcagcagg  ggaacgtctt  tagctgctcc  1380

[2412] gtgatgcatg  aggccctgca  caatcattac  actcagaagt  ctctgagtct  gtcacctgga  1440

[2413] aagaggggac  gaaaacgaag  aagcggctcc  ggagcaacca  acttcagcct  gctgaaacag  1500

[2414] gccggggatg  tggaggaaaa  tccaggaccc  atggcatgga  ctcctctgtt  cctgtttctg  1560

[2415] ctgacctgct  gtccaggcgg  gagcaacagc  tcctacgagg  tgacccagcc  tccatctgtc  1620

[2416] agtgtgtcac  ccggccagac  cgcttcaatc  acatgtagcg  gggacaagct  gggaaagaaa  1680

[2417] tacacaagtt  ggtatcagca  gaaaccagga  cagtcacccc  tgctggtcat  ctaccaggat  1740

[2418] actaagcgcc  ctagcggcat  tccagaacgg  ttcagcggct  ccaactctgg  gaatacagct  1800

[2419] actctgacca  tctccggcac  ccaggccatg  gacgaggctg  attactattg  ccaggcatgg  1860

[2420] gattctacaa  ctcacgtcat  tttcggaggc  gggaccaagc  tgacagtgct  ggggcagccc  1920

[2421] aaagctgcac  ctagcgtcac  cctgtttccc  ccttctagtg  aggaactgca  ggctaataag  1980

[2422] gcaacactgg  tgtgtctgat  ttccgacttc  tacccaggag  cagtcactgt  ggcatggaag  2040

[2423] gctgattcaa  gccccgtcaa  agccggagtg  gaaaccacaa  ctccttcaaa  gcagagcaac  2100

[2424] aacaagtacg  ccgcttcctc  ttatctgtcc  ctgactcccg  agcagtggaa  gtctcacaaa  2160

[2425] agttattcat  gccaggtgac  ccatgagggc  tccactgtcg  aaaagaccgt  ggcccctaca  2220

[2426] gagtgttctt  gataactcga  g  2241

[2427] <210>  72

[2428] <211>  739

[2429] <212>  PRT

[2430] <213> 人工序列

[2431] <220>

[2432] <223>  DVSF‑2  WT的氨基酸序列

[2433] <400>  72

[2434] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[2435] 1               5                   10                  15
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[2436] Thr  His  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Trp  Val  Gln

[2437]             20                  25                  30

[2438] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe

[2439]         35                  40                  45

[2440] Ser  Arg  Tyr  Asp  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Val  Thr  Gly  Lys  Gly  Leu

[2441]     50                  55                  60

[2442] Glu  Trp  Val  Ser  Ala  Ile  Thr  Thr  Ala  Gly  Asp  Thr  Tyr  Tyr  Pro  Asp

[2443] 65                  70                  75                  80

[2444] Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Glu  Asn  Ala  Lys  Ser  Ser

[2445]                 85                  90                  95

[2446] Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Asn  Leu  Arg  Ala  Gly  Asp  Thr  Ala  Leu  Tyr

[2447]             100                 105                 110

[2448] Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Pro  Pro  Thr  Asp  Cys  Ser  Ser  Gly  Arg  Cys  Leu

[2449]         115                 120                 125

[2450] Gly  Val  Gly  Val  Gly  Leu  Asp  Pro  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

[2451]     130                 135                 140

[2452] Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro

[2453] 145                 150                 155                 160

[2454] Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val

[2455]                 165                 170                 175

[2456] Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala

[2457]             180                 185                 190

[2458] Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly

[2459]         195                 200                 205

[2460] Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly

[2461]     210                 215                 220

[2462] Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys

[2463] 225                 230                 235                 240

[2464] Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys

[2465]                 245                 250                 255

[2466] Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu

[2467]             260                 265                 270

[2468] Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu

[2469]         275                 280                 285

[2470] Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys

[2471]     290                 295                 300

[2472] Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys

[2473] 305                 310                 315                 320

[2474] Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu

[2475]                 325                 330                 335

[2476] Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys

[2477]             340                 345                 350
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[2478] Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys

[2479]         355                 360                 365

[2480] Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser

[2481]     370                 375                 380

[2482] Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys

[2483] 385                 390                 395                 400

[2484] Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln

[2485]                 405                 410                 415

[2486] Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly

[2487]             420                 425                 430

[2488] Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln

[2489]         435                 440                 445

[2490] Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn

[2491]     450                 455                 460

[2492] His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg

[2493] 465                 470                 475                 480

[2494] Lys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln

[2495]                 485                 490                 495

[2496] Ala  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu

[2497]             500                 505                 510

[2498] Phe  Leu  Phe  Leu  Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly  Gly  Ser  Asn  Ser  Ser  Tyr

[2499]         515                 520                 525

[2500] Glu  Val  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln  Thr  Ala

[2501]     530                 535                 540

[2502] Ser  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Lys  Lys  Tyr  Thr  Ser  Trp

[2503] 545                 550                 555                 560

[2504] Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Leu  Leu  Val  Ile  Tyr  Gln  Asp

[2505]                 565                 570                 575

[2506] Thr  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Asn  Ser

[2507]             580                 585                 590

[2508] Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met  Asp  Glu

[2509]         595                 600                 605

[2510] Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Thr  Thr  His  Val  Ile  Phe

[2511]     610                 615                 620

[2512] Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro

[2513] 625                 630                 635                 640

[2514] Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys

[2515]                 645                 650                 655

[2516] Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr

[2517]             660                 665                 670

[2518] Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr

[2519]         675                 680                 685
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[2520] Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr

[2521]     690                 695                 700

[2522] Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys

[2523] 705                 710                 715                 720

[2524] Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr

[2525]                 725                 730                 735

[2526] Glu  Cys  Ser

[2527] <210>  73

[2528] <211>  2241

[2529] <212>  DNA

[2530] <213> 人工序列

[2531] <220>

[2532] <223>  DVSF‑2  LALA的核酸序列

[2533] <400>  73

[2534] ggatccgcca  ccatggactg  gacatggaga  atcctgttcc  tggtcgccgc  cgctactggg  60

[2535] actcacgccg  aagtgcagct  ggtcgagagt  ggagggggat  gggtgcagcc  cggcggcagc  120

[2536] ctgaggctgt  cttgcgccgc  tagtggcttc  actttttcta  gatacgacat  gcactgggtc  180

[2537] cggcaggtga  ccgggaaggg  actggaatgg  gtgagcgcca  tcaccacagc  aggggacaca  240

[2538] tactatcccg  attctgtgaa  gggcaggttc  accattagta  gggagaacgc  aaaaagctcc  300

[2539] ctgtatctgc  agatgaacaa  tctgagagcc  ggcgacaccg  ctctgtacta  ttgcgccagg  360

[2540] ggccctccca  cagattgctc  tagtggacgc  tgtctgggag  tcggagtggg  actggaccca  420

[2541] tggggacagg  ggacactggt  caccgtgagc  agcgcctcca  ctaagggacc  aagcgtgttc  480

[2542] cctctggcac  catcctctaa  aagtacttca  gggggcaccg  cagccctggg  atgtctggtg  540

[2543] aaggattact  tcccagagcc  cgtcacagtg  agctggaact  ccggggccct  gacttccgga  600

[2544] gtccacacct  ttcctgctgt  gctgcagagt  tcaggcctgt  actctctgag  ctccgtggtc  660

[2545] acagtgccat  ctagttcact  gggaacccag  acatatatct  gcaacgtgaa  tcacaagcca  720

[2546] agtaatacta  aagtcgacaa  gaaagtggaa  cccaagtctt  gtgataaaac  tcatacctgc  780

[2547] ccaccctgtc  ctgcaccaga  ggctgcagga  gggccatccg  tgttcctgtt  tcctccaaag  840

[2548] cccaaagaca  ccctgatgat  tagccggaca  cccgaagtca  cttgcgtggt  cgtggacgtg  900

[2549] tcccacgagg  accccgaagt  caagtttaac  tggtacgtgg  atggcgtcga  ggtgcataat  960

[2550] gccaagacaa  aacccaggga  ggaacagtac  aacagtacct  atagagtcgt  gtcagtcctg  1020

[2551] acagtgctgc  accaggactg  gctgaacgga  aaggagtata  agtgcaaagt  gtctaataag  1080

[2552] gctctgcccg  cacctatcga  gaaaaccatt  agcaaggcca  aagggcagcc  ccgagaacct  1140

[2553] caggtgtaca  cactgccccc  ttcccgcgac  gagctgacaa  agaaccaggt  ctctctgact  1200

[2554] tgtctggtga  aaggattcta  tccttcagat  atcgccgtgg  agtgggaaag  caatgggcag  1260

[2555] ccagaaaaca  attacaagac  taccccaccc  gtgctggact  ctgatggcag  tttctttctg  1320

[2556] tatagcaagc  tgaccgtgga  caaatcccgc  tggcagcagg  gaaacgtctt  tagctgctcc  1380

[2557] gtgatgcatg  aggccctgca  caatcattac  acccagaagt  ctctgagtct  gtcacctggg  1440

[2558] aagcgaggac  gaaaaaggag  aagcggctcc  ggagctacaa  acttctccct  gctgaaacag  1500

[2559] gcaggagatg  tggaggaaaa  tccagggccc  atggcctgga  ctcctctgtt  cctgtttctg  1560

[2560] ctgacctgct  gtccaggcgg  aagcaacagc  tcctacgagg  tgacccagcc  tccaagcgtg  1620

[2561] agcgtgagcc  caggccagac  cgcttcaatc  acatgtagcg  gagacaagct  ggggaagaaa  1680
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[2562] tacactagtt  ggtatcagca  gaaaccaggg  cagtcacccc  tgctggtcat  ctaccaggat  1740

[2563] accaagcgcc  ctagcggcat  tccagaacga  ttcagcggct  ccaactctgg  aaatacagcc  1800

[2564] actctgacca  tcagcggcac  ccaggcaatg  gacgaggccg  attactattg  ccaggcttgg  1860

[2565] gattccacaa  ctcacgtcat  tttcgggggc  ggaaccaagc  tgacagtgct  gggacagccc  1920

[2566] aaagccgctc  cttccgtcac  cctgtttccc  ccttctagtg  aggaactgca  ggccaataag  1980

[2567] gccaccctgg  tgtgcctgat  tagcgacttc  taccccggag  ctgtcactgt  ggcatggaag  2040

[2568] gccgattcaa  gccccgtcaa  agcaggggtg  gaaaccacaa  ctccttcaaa  gcagagcaac  2100

[2569] aacaagtacg  cagcctcctc  ttatctgtcc  ctgacccctg  agcagtggaa  gtctcataaa  2160

[2570] agttattcat  gtcaggtcac  ccatgagggc  agcacagtgg  aaaaaaccgt  ggcaccaaca  2220

[2571] gaatgtagct  gataactcga  g  2241

[2572] <210>  74

[2573] <211>  739

[2574] <212>  PRT

[2575] <213> 人工序列

[2576] <220>

[2577] <223>  DVSF‑2  LALA的氨基酸序列

[2578] <400>  74

[2579] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[2580] 1               5                   10                  15

[2581] Thr  His  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Trp  Val  Gln

[2582]             20                  25                  30

[2583] Pro  Gly  Gly  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe

[2584]         35                  40                  45

[2585] Ser  Arg  Tyr  Asp  Met  His  Trp  Val  Arg  Gln  Val  Thr  Gly  Lys  Gly  Leu

[2586]     50                  55                  60

[2587] Glu  Trp  Val  Ser  Ala  Ile  Thr  Thr  Ala  Gly  Asp  Thr  Tyr  Tyr  Pro  Asp

[2588] 65                  70                  75                  80

[2589] Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Glu  Asn  Ala  Lys  Ser  Ser

[2590]                 85                  90                  95

[2591] Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Asn  Leu  Arg  Ala  Gly  Asp  Thr  Ala  Leu  Tyr

[2592]             100                 105                 110

[2593] Tyr  Cys  Ala  Arg  Gly  Pro  Pro  Thr  Asp  Cys  Ser  Ser  Gly  Arg  Cys  Leu

[2594]         115                 120                 125

[2595] Gly  Val  Gly  Val  Gly  Leu  Asp  Pro  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr

[2596]     130                 135                 140

[2597] Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro

[2598] 145                 150                 155                 160

[2599] Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val

[2600]                 165                 170                 175

[2601] Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala

[2602]             180                 185                 190

[2603] Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly
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[2604]         195                 200                 205

[2605] Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly

[2606]     210                 215                 220

[2607] Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys

[2608] 225                 230                 235                 240

[2609] Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys

[2610]                 245                 250                 255

[2611] Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu

[2612]             260                 265                 270

[2613] Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu

[2614]         275                 280                 285

[2615] Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys

[2616]     290                 295                 300

[2617] Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys

[2618] 305                 310                 315                 320

[2619] Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu

[2620]                 325                 330                 335

[2621] Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys

[2622]             340                 345                 350

[2623] Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys

[2624]         355                 360                 365

[2625] Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser

[2626]     370                 375                 380

[2627] Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys

[2628] 385                 390                 395                 400

[2629] Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln

[2630]                 405                 410                 415

[2631] Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly

[2632]             420                 425                 430

[2633] Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln

[2634]         435                 440                 445

[2635] Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn

[2636]     450                 455                 460

[2637] His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg

[2638] 465                 470                 475                 480

[2639] Lys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln

[2640]                 485                 490                 495

[2641] Ala  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Ala  Trp  Thr  Pro  Leu

[2642]             500                 505                 510

[2643] Phe  Leu  Phe  Leu  Leu  Thr  Cys  Cys  Pro  Gly  Gly  Ser  Asn  Ser  Ser  Tyr

[2644]         515                 520                 525

[2645] Glu  Val  Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ser  Pro  Gly  Gln  Thr  Ala
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[2646]     530                 535                 540

[2647] Ser  Ile  Thr  Cys  Ser  Gly  Asp  Lys  Leu  Gly  Lys  Lys  Tyr  Thr  Ser  Trp

[2648] 545                 550                 555                 560

[2649] Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ser  Pro  Leu  Leu  Val  Ile  Tyr  Gln  Asp

[2650]                 565                 570                 575

[2651] Thr  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Asn  Ser

[2652]             580                 585                 590

[2653] Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Thr  Gln  Ala  Met  Asp  Glu

[2654]         595                 600                 605

[2655] Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ala  Trp  Asp  Ser  Thr  Thr  His  Val  Ile  Phe

[2656]     610                 615                 620

[2657] Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Gln  Pro  Lys  Ala  Ala  Pro

[2658] 625                 630                 635                 640

[2659] Ser  Val  Thr  Leu  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Glu  Leu  Gln  Ala  Asn  Lys

[2660]                 645                 650                 655

[2661] Ala  Thr  Leu  Val  Cys  Leu  Ile  Ser  Asp  Phe  Tyr  Pro  Gly  Ala  Val  Thr

[2662]             660                 665                 670

[2663] Val  Ala  Trp  Lys  Ala  Asp  Ser  Ser  Pro  Val  Lys  Ala  Gly  Val  Glu  Thr

[2664]         675                 680                 685

[2665] Thr  Thr  Pro  Ser  Lys  Gln  Ser  Asn  Asn  Lys  Tyr  Ala  Ala  Ser  Ser  Tyr

[2666]     690                 695                 700

[2667] Leu  Ser  Leu  Thr  Pro  Glu  Gln  Trp  Lys  Ser  His  Lys  Ser  Tyr  Ser  Cys

[2668] 705                 710                 715                 720

[2669] Gln  Val  Thr  His  Glu  Gly  Ser  Thr  Val  Glu  Lys  Thr  Val  Ala  Pro  Thr

[2670]                 725                 730                 735

[2671] Glu  Cys  Ser

[2672] <210>  75

[2673] <211>  2229

[2674] <212>  DNA

[2675] <213> 人工序列

[2676] <220>

[2677] <223>  DVSF‑3  WT的核酸序列

[2678] <400>  75

[2679] ggatccgcca  ccatggactg  gacatggaga  atcctgttcc  tggtcgccgc  cgcaaccggg  60

[2680] acacacgccg  aagtgcagct  ggtggaatca  gggggagggc  tggtgcagcc  tggaagaagt  120

[2681] ctgaggctgt  catgcgccgc  tagcggcttc  acctttgacg  attacgccat  gttctgggtg  180

[2682] aggcaggctc  caggcaaggg  actggaatgg  atcagcggca  tttcctggaa  ctctgcaact  240

[2683] atcgggtatg  ccgactccgt  gaaaggacgg  tttaccattt  caagagacaa  cgccaagaaa  300

[2684] agcctggatc  tgcagatgaa  ttccctgcgg  cccgacgata  ccgctctgta  ctattgcgca  360

[2685] aagggaggac  ctagaggcct  gcagctgctg  agctcctggg  tggactactg  gggacagggc  420

[2686] actctggtca  ccgtgtctag  tgcttccaca  aagggacctt  ctgtgttccc  actggcaccc  480

[2687] tcaagcaaat  caacaagcgg  aggaactgca  gcactgggat  gtctggtgaa  ggattatttc  540
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[2688] cccgagcctg  tcaccgtgag  ttggaactca  ggagcactga  cttccggagt  ccacaccttt  600

[2689] ccagcagtgc  tgcagtcctc  tggactgtac  agcctgagtt  cagtggtcac  agtgcctagc  660

[2690] tcctctctgg  gcacacagac  ttatatctgc  aacgtgaatc  acaagcctag  caatactaaa  720

[2691] gtcgacaaga  aagtggaacc  aaagtcctgt  gataaaaccc  atacatgccc  accttgtcca  780

[2692] gcaccagagc  tgctgggggg  accaagcgtg  ttcctgtttc  cacccaagcc  caaagacaca  840

[2693] ctgatgattt  ctcggacccc  tgaagtcaca  tgtgtggtcg  tggacgtgag  ccacgaggac  900

[2694] cccgaagtca  agttcaactg  gtacgtggat  ggcgtcgagg  tgcataatgc  taagaccaaa  960

[2695] ccccgagagg  aacagtacaa  cagcacttat  cgggtcgtgt  ccgtcctgac  cgtgctgcac  1020

[2696] caggactggc  tgaacgggaa  ggagtataag  tgcaaagtgt  ccaataaggc  cctgcctgct  1080

[2697] ccaatcgaga  aaacaatttc  taaggcaaaa  ggacagcctc  gcgaaccaca  ggtgtacact  1140

[2698] ctgcctccat  cccgagacga  gctgaccaag  aaccaggtct  ctctgacatg  tctggtgaaa  1200

[2699] ggcttctatc  caagtgatat  cgctgtggag  tgggaaagca  atgggcagcc  cgaaaacaat  1260

[2700] tacaagacca  caccccctgt  gctggacagc  gatggctcct  tctttctgta  ttctaagctg  1320

[2701] accgtggata  aaagtagatg  gcagcagggg  aacgtctttt  cctgctctgt  gatgcatgag  1380

[2702] gccctgcaca  atcattacac  acagaagagt  ctgtcactga  gcccagggaa  gcgaggacgg  1440

[2703] aaacggagat  ccgggtctgg  agcaaccaac  ttctccctgc  tgaaacaggc  aggcgacgtg  1500

[2704] gaggaaaatc  caggacctat  ggtcctgcag  acccaggtgt  ttatctctct  gctgctgtgg  1560

[2705] attagtggcg  cctacgggga  tatccagatg  acacagtccc  ccagttcact  gagtgcctca  1620

[2706] gtcggcgaca  gggtgactat  cacctgtcgc  gctagccagg  atattaggcg  ctacctgaac  1680

[2707] tggtatcagc  agcgaccagg  acgagtgcct  cagctgctga  tctacactac  ctccaccctg  1740

[2708] cagtctggag  tcccaagtag  gttcagcggc  tccgggtctg  tgacagactt  tacactgact  1800

[2709] attagctccc  tgcagcccga  agatttcggc  acttactatt  gccagcagag  ttattcacca  1860

[2710] ccccacacat  ttggacaggg  cactaagctg  gaaatcaaaa  ctgtcgctgc  accctcagtg  1920

[2711] ttcatttttc  ctccatctga  cgagcagctg  aagtcaggca  ccgccagcgt  cgtgtgtctg  1980

[2712] ctgaacaatt  tctaccctcg  cgaggctaag  gtccagtgga  aagtggataa  cgcactgcag  2040

[2713] tctgggaata  gtcaggagtc  agtgacagaa  caggacagca  aggattccac  ttattctctg  2100

[2714] tctagtaccc  tgacactgag  caaagccgac  tacgagaagc  acaaagtcta  tgcttgcgaa  2160

[2715] gtgacccatc  aggggctgag  aagtcccgtg  acaaagagct  tcaacagggg  agagtgttga  2220

[2716] taactcgag  2229

[2717] <210>  76

[2718] <211>  735

[2719] <212>  PRT

[2720] <213> 人工序列

[2721] <220>

[2722] <223>  DVSF‑3  WT的氨基酸序列

[2723] <400>  76

[2724] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[2725] 1               5                   10                  15

[2726] Thr  His  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln

[2727]             20                  25                  30

[2728] Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe

[2729]         35                  40                  45
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[2730] Asp  Asp  Tyr  Ala  Met  Phe  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[2731]     50                  55                  60

[2732] Glu  Trp  Ile  Ser  Gly  Ile  Ser  Trp  Asn  Ser  Ala  Thr  Ile  Gly  Tyr  Ala

[2733] 65                  70                  75                  80

[2734] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Lys

[2735]                 85                  90                  95

[2736] Ser  Leu  Asp  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Asp  Asp  Thr  Ala  Leu

[2737]             100                 105                 110

[2738] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Gly  Pro  Arg  Gly  Leu  Gln  Leu  Leu  Ser  Ser

[2739]         115                 120                 125

[2740] Trp  Val  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala

[2741]     130                 135                 140

[2742] Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

[2743] 145                 150                 155                 160

[2744] Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

[2745]                 165                 170                 175

[2746] Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

[2747]             180                 185                 190

[2748] Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

[2749]         195                 200                 205

[2750] Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

[2751]     210                 215                 220

[2752] Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

[2753] 225                 230                 235                 240

[2754] Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[2755]                 245                 250                 255

[2756] Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[2757]             260                 265                 270

[2758] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[2759]         275                 280                 285

[2760] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[2761]     290                 295                 300

[2762] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[2763] 305                 310                 315                 320

[2764] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[2765]                 325                 330                 335

[2766] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[2767]             340                 345                 350

[2768] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln

[2769]         355                 360                 365

[2770] Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu

[2771]     370                 375                 380
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[2772] Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

[2773] 385                 390                 395                 400

[2774] Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

[2775]                 405                 410                 415

[2776] Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

[2777]             420                 425                 430

[2778] Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val

[2779]         435                 440                 445

[2780] Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

[2781]     450                 455                 460

[2782] Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[2783] 465                 470                 475                 480

[2784] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[2785]                 485                 490                 495

[2786] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Val  Leu  Gln  Thr  Gln  Val  Phe  Ile  Ser

[2787]             500                 505                 510

[2788] Leu  Leu  Leu  Trp  Ile  Ser  Gly  Ala  Tyr  Gly  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln

[2789]         515                 520                 525

[2790] Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr

[2791]     530                 535                 540

[2792] Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Arg  Arg  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln

[2793] 545                 550                 555                 560

[2794] Arg  Pro  Gly  Arg  Val  Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Thr  Thr  Ser  Thr  Leu

[2795]                 565                 570                 575

[2796] Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Val  Thr  Asp

[2797]             580                 585                 590

[2798] Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Gly  Thr  Tyr

[2799]         595                 600                 605

[2800] Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Pro  Pro  His  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr

[2801]     610                 615                 620

[2802] Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro

[2803] 625                 630                 635                 640

[2804] Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu

[2805]                 645                 650                 655

[2806] Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp

[2807]             660                 665                 670

[2808] Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp

[2809]         675                 680                 685

[2810] Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys

[2811]     690                 695                 700

[2812] Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln

[2813] 705                 710                 715                 720
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[2814] Gly  Leu  Arg  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[2815]                 725                 730                 735

[2816] <210>  77

[2817] <211>  2229

[2818] <212>  DNA

[2819] <213> 人工序列

[2820] <220>

[2821] <223>  DVSF‑3  LALA的核酸序列

[2822] <400>  77

[2823] ggatccgcca  ccatggactg  gacttggaga  atcctgtttc  tggtcgccgc  cgcaactgga  60

[2824] acccacgccg  aggtgcagct  ggtcgaatca  gggggaggcc  tggtgcagcc  tgggagaagt  120

[2825] ctgcggctgt  catgcgccgc  tagcggcttc  acctttgacg  attacgcaat  gttctgggtg  180

[2826] aggcaggcac  caggcaaggg  actggaatgg  atcagcggca  tttcctggaa  ctctgctacc  240

[2827] atcggatatg  cagacagcgt  gaaagggagg  tttacaattt  ctagagacaa  cgccaagaaa  300

[2828] agtctggatc  tgcagatgaa  ttcactgcgc  cccgacgata  ccgccctgta  ctattgcgct  360

[2829] aagggcggac  ccaggggcct  gcagctgctg  agctcctggg  tggactactg  ggggcagggc  420

[2830] actctggtca  ccgtgtctag  tgcctccaca  aagggcccta  gcgtgttccc  actggctccc  480

[2831] tcaagcaaat  caacaagcgg  gggcactgca  gccctgggat  gtctggtgaa  ggattatttc  540

[2832] cccgagcctg  tcaccgtgag  ttggaactca  ggggctctga  ctagcggcgt  ccacaccttt  600

[2833] cccgcagtgc  tgcagtcctc  tggcctgtac  agcctgagtt  cagtggtcac  tgtccctagc  660

[2834] tcctctctgg  gaacacagac  ttatatctgc  aacgtgaatc  acaagccttc  caataccaaa  720

[2835] gtcgacaaga  aagtggaacc  aaagtcttgt  gataaaaccc  atacatgccc  tccctgtcca  780

[2836] gcaccagagg  ctgcaggagg  gccaagcgtg  ttcctgtttc  cacccaagcc  caaagacaca  840

[2837] ctgatgatta  gccggacccc  tgaagtcaca  tgcgtggtcg  tggacgtgag  ccacgaggac  900

[2838] cccgaagtca  agtttaactg  gtacgtggat  ggcgtcgagg  tgcataatgc  taagaccaaa  960

[2839] ccccgagagg  aacagtacaa  cagtacttat  agggtcgtgt  cagtcctgac  cgtgctgcac  1020

[2840] caggactggc  tgaacgggaa  ggagtataag  tgcaaagtgt  ccaataaggc  actgcctgcc  1080

[2841] ccaatcgaga  aaactatttc  taaggctaaa  ggccagccta  gagaaccaca  ggtgtacacc  1140

[2842] ctgcctccaa  gccgggacga  gctgaccaag  aaccaggtca  gcctgacatg  tctggtgaaa  1200

[2843] ggattctatc  catccgatat  cgcagtggag  tgggaatcta  atgggcagcc  cgaaaacaat  1260

[2844] tacaagacca  caccccctgt  gctggacagc  gatggcagct  tcttcctgta  tagcaagctg  1320

[2845] accgtggata  aatcccgctg  gcagcagggg  aacgtctttt  cctgctctgt  gatgcatgag  1380

[2846] gccctgcaca  atcattacac  acagaagagt  ctgtcactga  gcccaggaaa  gcgagggagg  1440

[2847] aaaaggagat  ccggatctgg  ggctactaac  ttctccctgc  tgaagcaggc  aggcgacgtg  1500

[2848] gaggaaaatc  ccggacctat  ggtcctgcag  acacaggtgt  ttatcagcct  gctgctgtgg  1560

[2849] atttccggcg  cttacggaga  tatccagatg  actcagtccc  ccagttcact  gagtgcatca  1620

[2850] gtcggcgacc  gggtgactat  cacctgtcgc  gcctctcagg  atattcggcg  ctacctgaat  1680

[2851] tggtatcagc  agcgaccagg  acgagtgcct  cagctgctga  tctacactac  ctccacactg  1740

[2852] cagtctggcg  tcccaagtag  gttcagcggc  tccggatctg  tgactgactt  tacactgact  1800

[2853] attagctccc  tgcagcccga  ggatttcggc  acctactatt  gccagcagag  ttattcacca  1860

[2854] ccccacacat  ttgggcaggg  cactaagctg  gaaatcaaaa  ccgtcgccgc  tcccagcgtg  1920

[2855] ttcatctttc  ctccaagtga  cgagcagctg  aagtcaggaa  cagccagcgt  ggtgtgcctg  1980
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[2856] ctgaacaatt  tctaccctag  agaagccaag  gtccagtgga  aagtggataa  cgctctgcag  2040

[2857] tctgggaata  gtcaggagtc  agtgacagaa  caggacagca  aggattccac  ttattctctg  2100

[2858] tctagtaccc  tgacactgag  caaagcagac  tacgagaagc  ataaagtgta  tgcctgcgaa  2160

[2859] gtcacccacc  aggggctgcg  gtcaccagtc  acaaaatcct  ttaacagagg  cgaatgctga  2220

[2860] taactcgag  2229

[2861] <210>  78

[2862] <211>  735

[2863] <212>  PRT

[2864] <213> 人工序列

[2865] <220>

[2866] <223>  DSVF‑3  LALA的氨基酸序列

[2867] <400>  78

[2868] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[2869] 1               5                   10                  15

[2870] Thr  His  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln

[2871]             20                  25                  30

[2872] Pro  Gly  Arg  Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe

[2873]         35                  40                  45

[2874] Asp  Asp  Tyr  Ala  Met  Phe  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[2875]     50                  55                  60

[2876] Glu  Trp  Ile  Ser  Gly  Ile  Ser  Trp  Asn  Ser  Ala  Thr  Ile  Gly  Tyr  Ala

[2877] 65                  70                  75                  80

[2878] Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Lys

[2879]                 85                  90                  95

[2880] Ser  Leu  Asp  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Pro  Asp  Asp  Thr  Ala  Leu

[2881]             100                 105                 110

[2882] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys  Gly  Gly  Pro  Arg  Gly  Leu  Gln  Leu  Leu  Ser  Ser

[2883]         115                 120                 125

[2884] Trp  Val  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala

[2885]     130                 135                 140

[2886] Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser

[2887] 145                 150                 155                 160

[2888] Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe

[2889]                 165                 170                 175

[2890] Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly

[2891]             180                 185                 190

[2892] Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu

[2893]         195                 200                 205

[2894] Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr

[2895]     210                 215                 220

[2896] Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys

[2897] 225                 230                 235                 240
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[2898] Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro

[2899]                 245                 250                 255

[2900] Ala  Pro  Glu  Ala  Ala  Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys

[2901]             260                 265                 270

[2902] Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val

[2903]         275                 280                 285

[2904] Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr

[2905]     290                 295                 300

[2906] Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu

[2907] 305                 310                 315                 320

[2908] Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His

[2909]                 325                 330                 335

[2910] Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys

[2911]             340                 345                 350

[2912] Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln

[2913]         355                 360                 365

[2914] Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu

[2915]     370                 375                 380

[2916] Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro

[2917] 385                 390                 395                 400

[2918] Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn

[2919]                 405                 410                 415

[2920] Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu

[2921]             420                 425                 430

[2922] Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val

[2923]         435                 440                 445

[2924] Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln

[2925]     450                 455                 460

[2926] Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser

[2927] 465                 470                 475                 480

[2928] Gly  Ser  Gly  Ala  Thr  Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val

[2929]                 485                 490                 495

[2930] Glu  Glu  Asn  Pro  Gly  Pro  Met  Val  Leu  Gln  Thr  Gln  Val  Phe  Ile  Ser

[2931]             500                 505                 510

[2932] Leu  Leu  Leu  Trp  Ile  Ser  Gly  Ala  Tyr  Gly  Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln

[2933]         515                 520                 525

[2934] Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr

[2935]     530                 535                 540

[2936] Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Ile  Arg  Arg  Tyr  Leu  Asn  Trp  Tyr  Gln  Gln

[2937] 545                 550                 555                 560

[2938] Arg  Pro  Gly  Arg  Val  Pro  Gln  Leu  Leu  Ile  Tyr  Thr  Thr  Ser  Thr  Leu

[2939]                 565                 570                 575
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[2940] Gln  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Gly  Ser  Val  Thr  Asp

[2941]             580                 585                 590

[2942] Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Gly  Thr  Tyr

[2943]         595                 600                 605

[2944] Tyr  Cys  Gln  Gln  Ser  Tyr  Ser  Pro  Pro  His  Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr

[2945]     610                 615                 620

[2946] Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro

[2947] 625                 630                 635                 640

[2948] Pro  Ser  Asp  Glu  Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu

[2949]                 645                 650                 655

[2950] Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp

[2951]             660                 665                 670

[2952] Asn  Ala  Leu  Gln  Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp

[2953]         675                 680                 685

[2954] Ser  Lys  Asp  Ser  Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys

[2955]     690                 695                 700

[2956] Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln

[2957] 705                 710                 715                 720

[2958] Gly  Leu  Arg  Ser  Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[2959]                 725                 730                 735

[2960] <210>  79

[2961] <211>  2217

[2962] <212>  DNA

[2963] <213> 人工序列

[2964] <220>

[2965] <223>  抗‑PSMA的核酸序列

[2966] <400>  79

[2967] ggatccgcca  ccatggattg  gacatggagg  attctgtttc  tggtcgccgc  cgccacagga  60

[2968] acccacgccg  aagtgcagct  ggtgcagtca  ggagccgagg  tgaagaaacc  aggcgaaagt  120

[2969] ctgaaaatct  catgcaaagg  aagtgggtac  tcattcacta  gcaactggat  tggatgggtg  180

[2970] cggcagatgc  caggcaaggg  actggagtgg  atgggaatca  tctaccccgg  ggactccgat  240

[2971] acacgctata  gtccttcatt  tcagggccag  gtgacaatct  ctgccgacaa  aagcatttcc  300

[2972] actgcttatc  tgcagtggag  ctccctgaag  gcttccgata  ccgcaatgta  ctattgcgcc  360

[2973] aggcagacag  gcttcctgtg  gtctagtgac  ctgtggggga  gaggcaccct  ggtcacagtg  420

[2974] tcaagcgcct  ctaccaaagg  accaagcgtg  ttcccactgg  ctccttcctc  taagtctact  480

[2975] agtggcggaa  ccgccgctct  gggatgtctg  gtgaaggatt  acttccctga  gccagtcaca  540

[2976] gtgtcctgga  actctggcgc  tctgaccagc  ggagtccaca  catttcccgc  agtgctgcag  600

[2977] agttcaggcc  tgtactccct  gagctccgtg  gtcacagtcc  cttctagttc  actgggaact  660

[2978] cagacctata  tctgcaacgt  gaatcacaaa  ccttccaata  ctaaggtcga  caagaaagtg  720

[2979] gaaccaaaat  cttgtgataa  gacacatact  tgccctccct  gtccagcacc  tgagctgctg  780

[2980] ggcggcccaa  gcgtgttcct  gtttccaccc  aagcccaaag  ataccctgat  gattagcagg  840

[2981] acaccagaag  tcacttgcgt  ggtcgtggac  gtgtcccacg  aggaccccga  agtcaagttc  900
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[2982] aactggtacg  tggacggcgt  cgaggtgcat  aatgctaaga  ccaaaccaag  agaggaacag  960

[2983] tacaactcaa  cctatcgggt  cgtgagcgtc  ctgacagtgc  tgcaccagga  ctggctgaac  1020

[2984] ggaaaggagt  ataagtgcaa  agtgtctaac  aaggccctgc  cagctcccat  cgagaagact  1080

[2985] attagcaagg  ctaaagggca  gccacgcgaa  ccccaggtgt  acaccctgcc  tccatcacga  1140

[2986] gatgagctga  caaaaaacca  ggtctctctg  acttgtctgg  tgaagggatt  ctatccctct  1200

[2987] gacatcgcag  tggagtggga  aagtaatggg  cagcctgaaa  acaattacaa  gaccacaccc  1260

[2988] cctgtgctgg  acagtgatgg  atcattcttt  ctgtatagta  aactgaccgt  ggataagtca  1320

[2989] agatggcagc  aggggaacgt  cttttcatgc  agcgtgatgc  atgaggccct  gcacaatcat  1380

[2990] tacacccaga  agtccctgtc  tctgagtcct  ggcaaacggg  gacgcaagag  gagatcagga  1440

[2991] agcggggcta  caaacttctc  cctgctgaag  caggcagggg  acgtggagga  aaatcctggc  1500

[2992] ccaatggtcc  tgcagaccca  ggtgtttatc  tccctgctgc  tgtggatttc  tggggcatac  1560

[2993] ggcgccatcc  agctgacaca  gtctcccagc  tccctgtccg  catctgtcgg  cgaccgagtg  1620

[2994] accatcacat  gtagggccag  ccaggatatt  tctagtgctc  tggcatggta  ccagcagaag  1680

[2995] cctgggaaag  caccaaagct  gctgatctat  gatgcctcaa  gcctggaatc  cggagtgcct  1740

[2996] agccggttct  ccggatacgg  aagtgggaca  gactttactc  tgaccattaa  cagcctgcag  1800

[2997] cctgaggatt  tcgccactta  ctattgccag  cagttcaata  gctatccact  gacttttgga  1860

[2998] gggggcacca  aagtggaaat  caagcgaact  gtcgcagccc  ctagcgtgtt  catttttcca  1920

[2999] ccctccgatg  agcagctgaa  gagcggcacc  gcttccgtgg  tgtgcctgct  gaacaacttc  1980

[3000] tacccacgcg  aggccaaagt  ccagtggaag  gtggacaacg  ctctgcagtc  tggaaatagt  2040

[3001] caggagtcag  tgactgaaca  ggacagcaaa  gattccacct  attctctgtc  ctctacactg  2100

[3002] actctgagca  aggcagacta  cgagaagcat  aaagtgtatg  cctgcgaagt  cacccaccag  2160

[3003] gggctgtcct  caccagtcac  taaatctttc  aatcggggag  aatgttgata  actcgag  2217

[3004] <210>  80

[3005] <211>  731

[3006] <212>  PRT

[3007] <213> 人工序列

[3008] <220>

[3009] <223>  抗‑PSMA的氨基酸序列

[3010] <400>  80

[3011] Met  Asp  Trp  Thr  Trp  Arg  Ile  Leu  Phe  Leu  Val  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly

[3012] 1               5                   10                  15

[3013] Thr  His  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Lys  Lys

[3014]             20                  25                  30

[3015] Pro  Gly  Glu  Ser  Leu  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Gly  Ser  Gly  Tyr  Ser  Phe

[3016]         35                  40                  45

[3017] Thr  Ser  Asn  Trp  Ile  Gly  Trp  Val  Arg  Gln  Met  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu

[3018]     50                  55                  60

[3019] Glu  Trp  Met  Gly  Ile  Ile  Tyr  Pro  Gly  Asp  Ser  Asp  Thr  Arg  Tyr  Ser

[3020] 65                  70                  75                  80

[3021] Pro  Ser  Phe  Gln  Gly  Gln  Val  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Lys  Ser  Ile  Ser

[3022]                 85                  90                  95

[3023] Thr  Ala  Tyr  Leu  Gln  Trp  Ser  Ser  Leu  Lys  Ala  Ser  Asp  Thr  Ala  Met
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[3024]             100                 105                 110

[3025] Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Gln  Thr  Gly  Phe  Leu  Trp  Ser  Ser  Asp  Leu  Trp

[3026]         115                 120                 125

[3027] Gly  Arg  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro

[3028]     130                 135                 140

[3029] Ser  Val  Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr

[3030] 145                 150                 155                 160

[3031] Ala  Ala  Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr

[3032]                 165                 170                 175

[3033] Val  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro

[3034]             180                 185                 190

[3035] Ala  Val  Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr

[3036]         195                 200                 205

[3037] Val  Pro  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn

[3038]     210                 215                 220

[3039] His  Lys  Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser

[3040] 225                 230                 235                 240

[3041] Cys  Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu

[3042]                 245                 250                 255

[3043] Gly  Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu

[3044]             260                 265                 270

[3045] Met  Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser

[3046]         275                 280                 285

[3047] His  Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu

[3048]     290                 295                 300

[3049] Val  His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr

[3050] 305                 310                 315                 320

[3051] Tyr  Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn

[3052]                 325                 330                 335

[3053] Gly  Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro

[3054]             340                 345                 350

[3055] Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln

[3056]         355                 360                 365

[3057] Val  Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val

[3058]     370                 375                 380

[3059] Ser  Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val

[3060] 385                 390                 395                 400

[3061] Glu  Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro

[3062]                 405                 410                 415

[3063] Pro  Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr

[3064]             420                 425                 430

[3065] Val  Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val
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[3066]         435                 440                 445

[3067] Met  His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu

[3068]     450                 455                 460

[3069] Ser  Pro  Gly  Lys  Arg  Gly  Arg  Lys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Gly  Ala  Thr

[3070] 465                 470                 475                 480

[3071] Asn  Phe  Ser  Leu  Leu  Lys  Gln  Ala  Gly  Asp  Val  Glu  Glu  Asn  Pro  Gly

[3072]                 485                 490                 495

[3073] Pro  Met  Val  Leu  Gln  Thr  Gln  Val  Phe  Ile  Ser  Leu  Leu  Leu  Trp  Ile

[3074]             500                 505                 510

[3075] Ser  Gly  Ala  Tyr  Gly  Ala  Ile  Gln  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu

[3076]         515                 520                 525

[3077] Ser  Ala  Ser  Val  Gly  Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln

[3078]     530                 535                 540

[3079] Asp  Ile  Ser  Ser  Ala  Leu  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala

[3080] 545                 550                 555                 560

[3081] Pro  Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asp  Ala  Ser  Ser  Leu  Glu  Ser  Gly  Val  Pro

[3082]                 565                 570                 575

[3083] Ser  Arg  Phe  Ser  Gly  Tyr  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile

[3084]             580                 585                 590

[3085] Asn  Ser  Leu  Gln  Pro  Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Phe

[3086]         595                 600                 605

[3087] Asn  Ser  Tyr  Pro  Leu  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys

[3088]     610                 615                 620

[3089] Arg  Thr  Val  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu

[3090] 625                 630                 635                 640

[3091] Gln  Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe

[3092]                 645                 650                 655

[3093] Tyr  Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln

[3094]             660                 665                 670

[3095] Ser  Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser

[3096]         675                 680                 685

[3097] Thr  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu

[3098]     690                 695                 700

[3099] Lys  His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser

[3100] 705                 710                 715                 720

[3101] Pro  Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[3102]                 725                 730
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