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1.适用于检测分离的生物样品中的针对克氏锥虫的抗体的多肽，其包含JL7特异性氨

基酸序列，其中所述克氏锥虫JL7特异性氨基酸序列由SEQ  ID  NO.  4组成，并且其中所述多

肽中不存在进一步的克氏锥虫特异性氨基酸序列。

2.适用于检测分离的生物样品中的针对克氏锥虫抗原的抗体的多肽的组合物，其包含

根据权利要求1所述的多肽和至少一种选自1F8、Cruzipain、KMP-11和PAR-2的克氏锥虫多

肽。

3.产生可溶性和免疫反应性克氏锥虫JL7多肽的方法，所述方法包括以下步骤

a)培养用表达载体转化的宿主细胞，所述表达载体包含可操作连接的重组DNA分子，所

述重组DNA分子编码根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽，

b)表达所述克氏锥虫JL7多肽，和

c)纯化所述克氏锥虫JL7多肽。

4.根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽或根据权利要求2所述的克氏锥虫多肽的组

合物在制备试剂中的用途，所述试剂用于检测分离的样品中的对于克氏锥虫特异性的抗

体，其中根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽或根据权利要求2所述的克氏锥虫多肽的

组合物用作所述克氏锥虫抗体的捕获试剂和/或结合配偶体。

5.根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽或根据权利要求2所述的克氏锥虫多肽的组

合物在制备试剂中的用途，所述试剂用于检测分离的样品中的对于克氏锥虫抗原特异性的

抗体，所述检测包括

a)通过将体液样品与根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽或根据权利要求2所述的

组合物混合而形成免疫反应混合物，

b)将所述免疫反应混合物保持足以使体液样品中存在的针对所述多肽样品的组合物

的抗体与所述克氏锥虫多肽的组合物免疫反应以形成免疫反应产物的时间段；和

c)  检测所述免疫反应产物中的任一种的存在和/或浓度。

6.根据权利要求5所述的用途，其中以双抗原夹心形式实施所述免疫反应，所述方法包

括

a)向所述样品添加可以直接或间接地结合至固相的第一根据权利要求1所述的克氏锥

虫JL7多肽和第二根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽，所述第一克氏锥虫多肽携带作

为生物亲和结合对的一部分的效应基团，且所述第二克氏锥虫JL7多肽携带可检测的标记

物，其中所述第一和第二克氏锥虫JL7多肽特异性结合所述抗克氏锥虫抗体，

b)形成包含所述第一克氏锥虫JL7多肽、所述样品抗体和所述第二克氏锥虫JL7多肽的

免疫反应混合物，其中在形成所述免疫反应混合物之前、期间或之后添加携带所述生物亲

和结合对的相应效应基团的固相，

c)将所述免疫反应混合物保持足以使体液样品中针对所述第一和第二克氏锥虫JL7多

肽的克氏锥虫抗体与所述第一和第二克氏锥虫多肽免疫反应以形成免疫反应产物的时间

段，

d)将液相与固相分离

e)  检测所述固相或液相或两者中所述免疫反应产物中的任一种的存在。

7.根据权利要求6所述的用途，其中所述第一克氏锥虫JL7多肽携带生物素部分，且所

述第二克氏锥虫JL7多肽用电化学发光钌络合物标记。

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 107074921 B

3



8.根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽或根据权利要求2所述的组合物在制备试剂

中的用途，所述试剂用于检测抗克氏锥虫抗体的体外诊断测试。

9.用于检测抗克氏锥虫抗体的试剂盒，其包含根据权利要求1所述的克氏锥虫JL7多肽

或根据权利要求2所述的组合物。
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重组克氏锥虫JL7抗原变体及其用于检测查加斯病的用途

技术领域

[0001] 本发明涉及重组克氏锥虫JL7抗原变体及其用于检测查加斯病的用途。

背景技术

[0002] 克氏锥虫（Trypanosoma  cruzi）是引起被称为查加斯病的热带寄生虫病的鞭毛虫

原生动物。在查加斯病过程中，受感染的患者通常通过急性期，随后为慢性期，其具有介于

温和和威胁生命之间的不同症状。只有在初期阶段，患者才能对抗寄生虫治疗有响应。一些

患者发生导致死亡的心脏或肠道并发症。

[0003] 克氏锥虫通常通过昆虫载体(即锥猎蝽亚科(subfamily  Triatominae)(猎蝽科

(family  Reduviidae)，德文：“Raubwanzen”)的吸血“亲吻虫”)传播给人类和其他哺乳动

物。该疾病也可通过输血和器官移植、摄入被寄生虫污染的食物而传播以及从母亲传播到

胎儿。为了防止查加斯病的进一步传播，重要的是基于血液中的寄生虫的存在和针对克氏

锥虫的抗体筛选献血和医疗产品，特别是在主要感染的区域，如墨西哥、中南美洲和美国南

部。

[0004] 如今，几种血清学诊断方法可用来检测克氏锥虫的感染，例如，通过间接免疫荧

光、间接血细胞凝集、补体固定、免疫印迹技术和ELISA检测针对克氏锥虫的抗体。还应用分

子生物学方法(例如PCR)和复杂的媒介生物诊断方法。在媒介生物诊断法中，使载体传播的

感染物，实验室培育的、无病原体昆虫(此处为：接吻虫)从患者吸取血液。然后检查昆虫的

肠内容物中病原体(此处为：克氏锥虫)的存在。

[0005] 这些方法中的每一种在灵敏度和特异性方面都显示出其自身的弱点和优势，因此

目前还没有可用的金标准方法。

[0006] 在开始开发查加斯测定法用于检测抗体中，应用了且仍正在使用天然抗原裂解

物。然而，使用裂解物，在该抗原组合物中仅代表克氏锥虫的三个发育阶段之一，使得存在

错过其他两个阶段的感染的特定可能性。更现代的测定法应用代表克氏锥虫感染的所有阶

段的重组抗原的混合物。

[0007] 用于检测针对克氏锥虫抗原的抗体的血清学测定已经在现有技术文献中广泛描

述。例如Silveira等人  (Trends  in  Parasitology  2001,  Vol.  17  No.  6,  p.  286-291)

描述了已经由几个实验室分离了与血清诊断相关的克氏锥虫重组抗原。这些基因中的几个

具有串联重复的序列，得到显示重复的氨基酸序列基序的蛋白。

[0008] 在用于检测针对克氏锥虫的抗体的血清学测定中广泛使用的抗原之一是JL7，

UniProt数据库条目号Q4CS87，其也通过同义词FRA、Ag1和H49描述(对于综述，参见例如

Cotrim等人  1995 ,  Mol  Biochem  Parasitol  71 ,  89-98和Umezawa等人  1999,  J  Clin 

Microbiol,  1554-1560)。Silveira等人(同上)也描述了用于ELISA测定中的各种额外的克

氏锥虫抗原的几种混合物中的FRA  (JL7)。没有公开特定JL7相关多肽。

[0009] Valiente-Gabioud等人(Exp.  Parasitol.  2011,  127,  p.  672-679)讨论了重复

性对克氏锥虫FRA(JL7)蛋白的免疫原性和抗原性的影响。建议使用四个重复的重复以得到
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令人满意的来自人受感染血清的ELISA信号。没有解决测定特异性的问题，并且没有公开特

定JL7多肽。

[0010] 基于上述JL7序列的所有抗原变体都携带在克氏锥虫的品系和分离株之间高度保

守的68个氨基酸的重复。JL7是推定的226个氨基酸的钙蛋白酶半胱氨酸肽酶，其包含所述

68个氨基酸的基序的约3.5个重复(参见图1)。然而，携带几个相同或非常相似重复的抗原

通常容易受到干扰，所述干扰由存在于待分析抗克氏锥虫抗体的存在的样品中的IgM或IgG

分子或风湿因子的非特异性结合引起。

[0011] 因此，在提供用于检测克氏锥虫感染的重组JL7抗原组合物和诊断方法时可以看

到问题，所述重组JL7抗原组合物和诊断方法克服了在干扰敏感性方面的缺点。

[0012] 该问题通过如权利要求中所指定的本发明来解决。请求保护的抗原和组合物以及

诊断方法提供了具有高特异性和灵敏度和可靠再现性的免疫诊断溶液。

发明内容

[0013] 本发明涉及适合于检测分离的生物样品中针对克氏锥虫JL7抗原的抗体的JL7抗

原的变体。这些抗原包含JL7特异性氨基酸序列，所述JL7特异性序列由两个拷贝的SEQ  ID 

NO.  2组成，其中所述两个拷贝中的每一个与SEQ  ID  NO.  2具有至少90％的氨基酸同一性，

并且其中所述多肽中不存在进一步的克氏锥虫特异性氨基酸序列。本发明还涉及可用于检

测针对克氏锥虫的抗体的多肽的组合物，其包含上述表征的JL7抗原连同克氏锥虫多肽

1F8、Cruzipain、KMP-11和PAR-2中的至少一种。此外，本发明涉及用于产生JL7抗原的方法

以及用于使用JL7多肽检测克氏锥虫抗体的诊断方法。此外，本发明涉及包含所述JL7多肽

或克氏锥虫多肽的组合物的试剂盒。

[0014] 公开的氨基酸序列的说明：

[0015] SEQ  ID  NO.1显示了下述的部分序列：克氏锥虫蛋白JL7(UniProt条目Q4CS87)，也

称为FRA、Ag1、H49；完全描述性名称：钙蛋白酶半胱氨酸肽酶，推定。SEQ  ID  NO.1显示了上

述UniProt数据库条目的氨基酸位置62-287，得到长度为226个氨基酸的多肽。全长蛋白包

含氨基酸1至1275。

[0016]

[0017] SEQ  ID  NO.  2显示了抗原JL7短1，也显示为SEQ  ID  NO.1的氨基酸位置1-68

[0018]

[0019] SEQ  ID  NO.  3显示了抗原JL7短2，也显示为SEQ  ID  NO.1的氨基酸位置69-136

[0020]

[0021] SEQ  ID  NO .  4显示了对应于SEQ  ID  NO .2和3的组合的抗原JL7短1+2，也显示为

SEQ  ID  NO.1的氨基酸位置1-136

[0022]
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[0023] SEQ  ID  NO.  5显示了对应于SEQ  ID  NO.1的氨基酸位置137-226的抗原JL7短3+4

[0024]

[0025] SEQ  ID  NO.  6显示了对应于SEQ  ID  NO.1的氨基酸位置137-204的抗原JL7短3

[0026]

[0027] SEQ  ID  NO.7显示了可以添加至根据本发明的多肽的N-端末端或优选根据本发明

的多肽的C端末端的六组氨酸标签。该标签用于促进蛋白纯化。

[0028]

附图说明

[0029] 图1完整JL7氨基酸序列中的重复的结构。上部：比对所有四个重复，其显示了氨基

酸同一性(粗体字母)和差异(正常加下划线的字母)。下部：JL7变体的示意图及其重复结构

域的相对位置。JL7短1+2代表根据本发明的JL7抗原。

[0030] 图2：JL7、JL7短1、JL7短2、JL7短1+2和JL7短3+4的远UV  CD光谱。在Jasco-720分光

偏振计上在恒温槽座中在20℃下记录光谱。在0.1  cm比色杯中，蛋白浓度为0.2  mg/ml。缓

冲液为10  mM磷酸钾pH7.5。带宽为1nm，分辨率为1  nm，扫描速度为50  nm/min，响应为2  s。8

次记录光谱，并将其平均化，以便改善信噪比。将信号转化为摩尔椭圆率(以度  cm2  dmol-1

给出)。JL7和JL7短1+2的光谱指向具有高含量的α-螺旋结构元件(在208nm和222nm的信号

带)的蛋白。JL7短1、JL7短2和JL7短3+4的光谱表明具有高度无序结构(200nm附近的信号

带)的蛋白。

具体实施方式

[0031] 克氏锥虫JL7抗原及其氨基酸序列的特性已经在现有技术中广泛描述。然而，由具

有多个重复的抗原引起的诊断克氏锥虫测定法的对干扰的敏感性增加的问题尚未得到充

分解决。当例如非特异性IgM分子或非特异性IgG与待分析样品中存在的风湿因子一起产生

阳性测试结果时，对干扰的高易损性可能导致假阳性结果，假装抗克氏锥虫抗体存在于样

品中，而实际上样品应当被检测为阴性。假阳性结果导致测定特异性的不期望的降低。然

而，在传染病的诊断方法中，参数监管机构要求高度的特异性。

[0032] 令人惊讶的是，我们已经鉴定了JL7变体，其一方面的确仍然具有足够的被样品抗

体结合的抗原特性，另一方面不会导致假阳性结果。完整的JL7多肽具有68个氨基酸的基序

的约3.5个重复。问题是一个重复是否足以提供合适的诊断稀有试剂。当重复1和2(分别命

名为JL7短1，SEQ  ID  NO.2和JL7短2，SEQ  ID  NO.3)作为分离的抗原表达时，无一缩短的变

体能够正确检测所有阳性样品(表2)。对于由约1.5个重复组成的缩短变体(被称为JL7短3+

4)(如SEQ  ID  NO.5中所示)也是如此。然而，当所述68个氨基酸基序的两个重复被相邻地放

在一起(诸如SEQ  ID  NO.  4中)时，已最初使用具有3.5个重复的完整JL7多肽诊断为阳性的

样品证明实际上是假阳性样品。另一方面，具有68个氨基酸重复的两个重复的所述JL7多肽

(如SEQ  ID  NO.  2中所示)能够正确地可靠地检测真阳性样品为阳性，即含有针对克氏锥虫

的抗体。
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[0033] 因此，本发明涉及适合于检测分离的生物样品中针对克氏锥虫JL7抗原的抗体的

多肽，其包含JL7特异性氨基酸序列，所述JL7特异性序列由两个拷贝的SEQ  ID  NO.  2组成，

其中所述两个拷贝中的每一个与SEQ  ID  NO.  2具有至少90％的氨基酸同一性，并且其中所

述多肽中不存在进一步的克氏锥虫特异性氨基酸序列。根据本发明，两个拷贝的SEQ  ID 

NO.  2可以彼此直接相邻，使得在两个拷贝之间不存在另外的氨基酸。作为替代方案，它们

可以通过不存在于JL7特异性序列中的接头序列分开。

[0034] 这两个拷贝的SEQ  ID  NO.  2不需要完全相同，但两个序列必须显示与SEQ  ID  NO. 

2相比至少90％的氨基酸同一性。例如，SEQ  ID  NO.  4  (JL7短1+2)包含SEQ  ID  NO.  2  (JL7

短1)和SEQ  ID  NO.  3  (JL7短2)。SEQ  ID  NO.  2简单地显示与SEQ  NO.  2的100％氨基酸同

一性，且SEQ  ID  NO.  3的68个氨基酸中的66个与SEQ  ID  NO.  2相同，导致97%的氨基酸同一

性程度。作为另一个实例，图1中显示的重复3(SEQ  ID  NO.6)与SEQ  ID  NO.  2相比具有6个

氨基酸位置的差异，导致91％氨基酸同一性(62/68)。根据本发明，JL7多肽因此可以包含其

中JL7特异性部分由SEQ  ID  NO.2和3或SEQ  ID  NO.2和6或SEQ  ID  NO  3和6组成的氨基酸序

列。在优选的模式中，JL7特异性部分由SEQ  ID  NO.  4(其为SEQ  ID  NO  2和3的组合)组成。

[0035] 为了清楚起见，还有62、63、64、65、66或67个氨基酸的较短长度的JL7特异性氨基

酸序列(其中缩短的JL7片段的所有剩余氨基酸残基与SEQ  ID  NO .  2相同)满足与SEQ  ID 

NO.  2的至少90％氨基酸同一性(例如62/68  =  91％)的要求。在另一个实施方案中，与SEQ 

ID  NO.  2的氨基酸同一性的要求为至少95％。优选地，所述缩短的JL7片段的缺失涉及N-和

C-末端氨基酸残基，使JL7  SEQ  ID  NO.2序列的核心完整。

[0036] 重要的是，除了JL7特异性氨基酸序列之外，根据本发明的多肽中不存在进一步的

克氏锥虫特异性氨基酸序列。为了清楚起见，在多肽中不存在超出明确描述的那些的还有

其它JL7特异性氨基酸序列。因此，本发明中不涵盖如SEQ  ID  NO.  1中所公开的全长JL7。为

了提供本发明的清楚性，例如SEQ  ID  NO.  4(其已经携带SEQ  ID  NO.  2中所示的序列基序

的两个重复)的还有几个分子不能存在于同一多肽链上。

[0037] 根据本发明，还考虑JL7抗原的变体，只要满足这样的先决条件：JL7特异性序列由

两个拷贝的SEQ  ID  NO.2组成，每个拷贝与SEQ  ID  NO.  2具有至少90％的氨基酸同一性。在

一个实施方案中，与SEQ  ID  NO.  2的所述氨基酸同一性为至少95％。只要维持体外诊断免

疫测定中的免疫反应性，即变体仍然能够结合并检测样品中存在的抗克氏锥虫抗体，则变

体分类为这样。变体也是已经例如通过将接头氨基酸序列、标记物、标签、氨基酸序列或载

体部分共价连接至多肽或抗原而修饰的JL7多肽。术语“变体”还涉及翻译后修饰的蛋白，诸

如糖基化或磷酸化蛋白，或便于克隆、表达、纯化和折叠的融合蛋白。

[0038] 术语JL7变体、JL7抗原、JL7多肽或JL7抗原多肽或蛋白在本说明书中同义使用。术

语克氏锥虫(Trypanosoma  cruzi  (=T.  cruzi))特异性抗原或克氏锥虫多肽也被理解为同

义，并且各自指可以在任何天然存在的克氏锥虫品系中发现的多肽序列，也称为氨基酸序

列，其可通过国际蛋白序列数据库(诸如UniProt)获得。

[0039] 通常为了检测克氏锥虫感染的所有阶段，在用于检测克氏锥虫抗体的测定中应用

几种不同的克氏锥虫抗原。因此，本发明的一个进一步方面是适用于检测分离的生物样品

中针对克氏锥虫抗原的抗体的多肽的组合物，其包含如上所指定的JL7多肽和至少一种选

自1F8、Cruzipain、KMP-11和PAR-2的克氏锥虫多肽。来自这些额外抗原的氨基酸序列是现
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有技术中已知的，并且可以从公开获得的数据库检索，所述数据库诸如UniProt；例如1F8 

(UniProt条目Q4D1Q2)，也称为FCaBP、Tc24或Tc28；Cruzipain  (UniProt条目Q9TW51)，也称

为Cruzain、gp51/57、Ag  163B6；KMP-11  (UniProt条目Q9U6Z1)；PAR2  (UniProt条目

Q01530)，也称为PFR2。

[0040] 术语组合物意味着将分离的单独的克氏锥虫多肽组合成混合物。该术语不应包括

这样的多肽：其已在一个单个氨基酸链上重组表达或合成、使得所有多肽作为多抗原  - 融

合多肽位于仅一个多肽链上。换句话说，排除了天然不出现在单个多肽链上的几个表位的

多表位融合抗原。相反，额外克氏锥虫多肽1F8、Cruzipain、KMP-11和PAR2中的每一种在分

开的多肽链上表达或作为分开的多肽链化学合成。通过在一个容器或管中混合个别克氏锥

虫多肽、导致产生组合物来产生组合物。

[0041] 所述组合物可以是液体，即将克氏锥虫多肽以水或缓冲液可溶形式添加至混合

物。合适的缓冲液成分是本领域技术人员已知的。所述组合物也可以是固体，即其包含冻干

或其它干燥形式的克氏锥虫抗原。

[0042] 此外，本发明涉及产生如上进一步描述的可溶性和免疫反应性克氏锥虫JL7多肽

的方法，所述方法包括以下步骤：

[0043] a)培养用表达载体转化的宿主细胞，所述表达载体包含可操作连接的编码克氏锥

虫JL7多肽的重组DNA分子，

[0044] b)表达所述克氏锥虫JL7多肽，和

[0045] c)纯化所述克氏锥虫JL7多肽。

[0046] 本发明的另一个方面是用于检测分离的样品中对于克氏锥虫特异性的抗体的方

法，其中如上所公开的克氏锥虫JL7多肽或通过上面定义的方法获得的克氏锥虫JL7多肽或

刚刚描述的克氏锥虫多肽的组合物用作所述克氏锥虫抗体的捕获试剂和/或结合配偶体。

[0047] 又另一个实施方案是用于检测分离的样品中的对于克氏锥虫特异性的抗体的方

法，所述方法包括

[0048] a)通过将体液样品与根据本发明的克氏锥虫JL7多肽或已经描述的组合物或通过

本说明书前述段落中说明的方法获得的克氏锥虫JL7多肽混合而形成免疫反应混合物

[0049] b)将所述免疫反应混合物保持足以使体液样品中存在的针对所述多肽样品的组

合物的抗体与所述克氏锥虫多肽的组合物免疫反应以形成免疫反应产物的时间段；和

[0050] c)  检测所述免疫反应产物中的任一种的存在和/或浓度。

[0051] 在一个进一步方面，根据本发明的免疫测定方法适用于检测所有可溶性免疫球蛋

白亚类的克氏锥虫抗体，包括作为查加斯诊断的最相关亚类的IgG和IgM。

[0052] 本发明进一步涉及用于以所谓的双抗原夹心形式DAGS检测分离的样品中对于克

氏锥虫特异性的抗体的方法。所述用于检测分离的样品中对于克氏锥虫特异性的抗体的方

法优选以双抗原夹心(DAGS)形式进行。在此测定中，需要和利用抗体结合至少两个具有其

两个(IgG、IgA、IgE)或十个(IgM)互补位的给定抗原的不同分子的能力。在所述DAGS免疫测

定中，“固相抗原”和“检测抗原”的基本结构基本上相同，使得样品抗体在两种特异性抗原

之间形成桥。因此，两种抗原必须是相同的或免疫交叉反应性的，使得一种抗体能够结合两

种抗原。进行此测定的基本要求是一种或多种相关表位存在于两种抗原上。两种抗原之一

可以结合固相，而另一抗原携带可检测的标记物。
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[0053] 该方法包括以下步骤：

[0054] a)向分离的样品添加可以直接或间接地结合至固相的第一克氏锥虫JL7多肽和第

二克氏锥虫JL7多肽，所述第一克氏锥虫多肽携带作为生物亲和(bioaffine)结合对的一部

分的效应基团，且所述第二克氏锥虫JL7多肽携带可检测的标记物，其中所述第一和第二克

氏锥虫JL7多肽特异性结合所述抗克氏锥虫抗体，

[0055] b)形成包含所述第一克氏锥虫JL7多肽、所述样品抗体和所述第二克氏锥虫JL7多

肽的免疫反应混合物，其中在形成所述免疫反应混合物之前、期间或之后添加携带所述生

物亲和结合对的相应效应基团的固相，

[0056] c)将所述免疫反应混合物保持足以使体液样品中针对所述第一和第二克氏锥虫

JL7多肽的克氏锥虫抗体与所述第一和第二克氏锥虫多肽免疫反应以形成免疫反应产物的

时间段，

[0057] d)将液相与固相分离

[0058] e)检测所述固相或液相或两者中所述免疫反应产物中的任一种的存在。

[0059] 在所述夹心方法的优选模式中，第一克氏锥虫JL7多肽携带生物素部分，并且第二

克氏锥虫JL7多肽用可以检测其信号的电化学发光钌络合物标记。

[0060] 本发明还涵盖克氏锥虫JL7多肽或克氏锥虫特异性多肽的组合物或通过上述定义

的重组生产方法获得的JL7多肽(全部都在本说明书中上面进一步描述)在用于检测抗克氏

锥虫抗体的体外诊断测试中的用途。

[0061] 本发明的另一个方面是用于检测抗克氏锥虫抗体的试剂盒，其包含根据本发明的

克氏锥虫JL7多肽或通过上述进一步描述的生产方法获得的JL7多肽或JL7多肽和至少一种

选自1F8、Cruzipain、KMP-11和PAR2的额外克氏锥虫抗原的组合物。

[0062] 所述试剂盒可用于检测抗克氏锥虫抗体的体外诊断测试，并且可以进一步含有分

开小瓶中的对照和标准溶液以及一种或多种溶液中或冻干形式的另外的试剂与通常的添

加剂、缓冲液、盐、洗涤剂等，以及本领域技术人员已知的使用说明书。

[0063] 本发明在实施例部分中进一步举例说明。

[0064] 实施例1

[0065] 克氏锥虫JL7抗原变体的克隆和纯化

[0066] 为了研究适用于免疫诊断测试中的克氏锥虫JL7抗原的最小尺寸，生成了由一个

或两个重复单元组成的几种变体。

[0067] 编码如表1中所列的克氏锥虫抗原的合成基因购自Eurofins  MWG  Operon 

(Ebersberg,  Germany)。基于Novagen  (Madison,  WI,  USA)的pET24a表达质粒，进行以下

克隆步骤。用Nde1和Xho1消化载体，并插入包含各自克氏锥虫抗原的盒。将所得质粒的插入

物测序，并发现其编码所需蛋白。所得蛋白的氨基酸序列显示于本发明的序列方案中。所有

重组克氏锥虫多肽变体都含有C末端六组氨酸标签(SEQ  ID  NO.7)，以促进Ni-NTA辅助的纯

化。SEQ  ID  NO概述于表1中。

[0068] 所有克氏锥虫抗原都根据以下方案纯化。使携带表达质粒的大肠杆菌BL21  (DE3)

细胞在加有卡那霉素(30  µg/ml)的LB培养基中生长至OD600为1，并通过添加异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷(IPTG)至1mM的最终浓度而诱导细胞溶质过表达，生长温度为37℃。诱导后4小

时，通过离心(5000  x  g，20分钟)而收获细胞，冷冻并储存于-20℃。对于细胞裂解，将冷冻

说　明　书 6/9 页

9

CN 107074921 B

10



的沉淀物重悬浮于每50  ml缓冲液(蛋白酶抑制剂混合物)  25mM磷酸钠pH  8 .5、6  mM 

MgCl2、10  U/ml  Benzonase®、1片Complete ®和1片Complete®  EDTA-free中，并通过高压均

质化来裂解所得悬浮液。将粗裂解物补充直至50  mM磷酸钠、10  mM咪唑。离心后，将上清液

施加至预先平衡于缓冲液A(50mM磷酸钠pH  8.5、100  mM氯化钠、10  mM咪唑)中的Ni-NTA

(镍-次氮基三乙酸酯)柱上。洗脱前，将咪唑浓度提高至40  mM，以除去污染蛋白。然后通过

应用250  mM的咪唑浓度来洗脱蛋白。最后，将蛋白进行大小排阻色谱，并将含蛋白级分合并

并浓缩。

[0069] 表  1：克氏锥虫JL7抗原变体SEQ  ID  No的概述。

[0070] 克氏锥虫抗原 SEQ ID NO.

JL7 1

JL7短1 2

JL7短2 3

JL7短1+2 4

JL7短3+4 5

JL7短3 6

[0071] 实施例2

[0072] 光谱测量

[0073] 圆二色光谱(CD)是选择以评价蛋白中的二级结构的方法。酰胺区(190-250nm)中

的椭圆率反映了蛋白骨架(即二级结构)中的规则重复元件。

[0074] 用具有恒温槽座的Jasco-720分光偏振计记录近-UV  CD光谱，并将其转化为摩尔

椭圆率。缓冲液为10  mM磷酸钾pH7 .5。路径长度为0.1cm，蛋白浓度为0.2  mg/ml。带宽为

1nm，扫描速度为50  nm/min(分辨率为1  nm)，且响应为2  s。为了改善信噪比，八次测量光

谱，并将其平均化。

[0075] 图2显示JL7、JL7短1、JL7短2、JL7短1+2和JL7短3+4的远UV  CD光谱。JL7和JL7短1+

2的光谱指向具有高含量的α-螺旋结构元件(在208nm和222nm的信号带)的蛋白。JL7短1、

JL7短2和JL7短3+4的光谱表明具有高度无序结构(200nm附近的信号带)的蛋白。

[0076] 因此，结构良好的变体JL7短1+2在免疫测定中显示最佳结果(实施例4和表2)的发

现是一致的。我们假设较短的变体JL7短1、JL7短2和JL7短3+4不能维持这样的三维结构，其

维持可被样品抗体结合的重要的可识别表位。JL7短1+2以比较短变体JL7短1、JL7短2和JL7

短3+4更好可接近的方式将相关表位呈递给样品抗体，所述较短变体JL7短1、JL7短2和JL7

短3+4不具有氨基酸序列SEQ  ID  NO.  2的两个完整重复。

[0077] 实施例3

[0078] 生物素和钌部分与克氏锥虫JL7抗原变体的偶联

[0079] 重组蛋白的赖氨酸ε-氨基分别用N-羟基-琥珀酰亚胺活化的生物素和钌标记物以

∼  10  mg/ml的蛋白浓度进行修饰。对于生物素和钌标记物缀合，将标记物/蛋白摩尔比分别

调整至5:1至15:1。反应缓冲液为50  mM磷酸钾(pH  8.5)、150  mM  KCl、0.5  mM  EDTA。反应在

室温下进行30分钟，并通过添加缓冲的L-赖氨酸至10  mM的最终浓度来终止。偶联反应后，

通过将粗蛋白缀合物通过凝胶过滤柱(Superdex  200  HI  Load)来除去未反应的游离标记

物。
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[0080] 实施例4

[0081] 在免疫诊断测试中评价重组克氏锥虫JL7抗原变体的免疫反应性和对干扰的易损

性

[0082] 在自动化cobas®  e601分析仪(Roche  Diagnostics  GmbH)中评价不同蛋白的免疫

反应性。以双抗原夹心形式进行测量。由此，将生物素-缀合物(即捕获抗原)固定在链霉抗

生物素蛋白-包被的磁珠的表面上，而检测-抗原携带络合的钌阳离子作为信号传导部分。

cobas®  e601中的信号检测基于电化学发光。

[0083] 在特异性免疫球蛋白分析物存在的情况下，显色钌络合物桥接至固相，并在铂电

极处激发后发射620  nm的光。信号输出为任意光单位。用抗克氏锥虫阳性和阴性人血清和

购自几个来源的血浆样品进行测量。

[0084] 根据本发明的重组克氏锥虫JL7抗原变体以双抗原夹心(DAGS)免疫测定形式成对

评价。例如，JL7-生物素缀合物与含有50  mM  MES  (pH  6.5)、150  mM  NaCl、0.1%聚多卡醇、

0.2％牛白蛋白、0.01％N-甲基异噻唑酮、0.1%  Oxy-Pyrion的测定缓冲液中各浓度为100 

ng/ml的JL7-钌络合物缀合物一起进行评价。使用的样品体积为30  µl。抗克氏锥虫阴性人

血清用作对照。抗克氏锥虫阳性人血清用于评价各变体的抗原性。

[0085] 表  2：通过使用重组克氏锥虫JL7抗原变体检测人血清中的抗克氏锥虫抗体

[0086]

[0087] 在表2中，显示了表1中所列的所有克氏锥虫JL7抗原变体(除了JL7短3)的免疫活

性。

[0088] 根据制造商的说明书，用商购的Chagas测定法(来自Biokit  S .A .的bioelisa 
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Chagas)测试了表2的所有样品，所述Chagas测定法使用几种克氏锥虫抗原，但没有JL7。

[0089] 包含来自巴伐利亚红十字会的献血者(n  =  998)的特异性研究揭示，由于巴伐利

亚(德国)不是查加斯病的地方性地区的事实，预期4个样品对于抗克氏锥虫抗体是假反应

性的，并且批准的bioelisa  Chagas  (Biokit  S.A.)也是无反应性的。

[0090] 为了决定样品是反应性还是非反应性的，确定平均背景信号(阴性样品的平均

值)，并且计算了平均背景信号的4.5倍(4.5  x平均值)的截止值。

[0091] 根据测定条件，个别选择作为用于确定样品是反应性还是非反应性的阈值的截止

值。此程序是本领域技术人员已知的。此外，可以通过将信号计数除以预定的截止值(数据

未显示)来将绝对信号计数均一化。因此，阳性、即反应性样品将显示为大于1(>  1)的均一

化值，而来自非反应性样品的结果将具有0和1之间的值。

[0092] 参见表2，显然，克氏锥虫JL7抗原变体的反应性强烈取决于完整重复单元的数目。

因此，分离的重复单元1或2和与缩短的单元4融合的重复单元3显示显著降低的抗原性。其

对干扰的易损性似乎立刻被强烈削弱。与此相反，如在变体JL7短1+2的情况下，两个完整重

复单元的融合体维持整个抗原性，如在完整的JL7分子中一样，并且同时正确地鉴定阴性和

阳性样品。四个干扰样品中的两个显示测量信号的显著减少。其中JL7特异性部分仅由SEQ 

ID  NO.  2(和与其具有至少90％氨基酸序列同一性或在一个实施方案中具有至少95％氨基

酸序列同一性的变体)的两个重复组成的JL7变体的使用相当地增加了抗克氏锥虫免疫测

定的特异性。
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[0001]                           序列表

[0002] <110>   Roche  Diagnostics  GmbH  and  Hoffmann-La  Roche  AG

[0003] <120>   重组克氏锥虫JL7抗原变体及其用于检测查加斯病的用途

[0004] <130>   P32734  WO-IR

[0005] <160>   7

[0006] <170>   PatentIn  version  3.5

[0007] <210>   1

[0008] <211>   226

[0009] <212>   PRT

[0010] <213>  克氏锥虫

[0011] <400>   1

[0012] Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn

[0013] 1                5                    10                   15

[0014] Ala  Arg  Glu  Ile  Ala  Ala  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln

[0015]              20                   25                   30

[0016] Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln

[0017]          35                   40                   45

[0018] Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Pro  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser 

[0019]      50                   55                   60

[0020] Asp  Phe  Val  Ala  Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp

[0021] 65                   70                   75                   80

[0022] Pro  Arg  Arg  Asn  Ala  Lys  Glu  Ile  Ala  Ala  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn

[0023]                  85                   90                   95

[0024] Ala  Arg  Ala  Gln  Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala

[0025]              100                  105                  110

[0026] Phe  Leu  Asp  Gln  Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Pro  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu

[0027]          115                  120                  125

[0028] Asp  Asp  Asp  Ser  Asp  Phe  Val  Ser  Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu

[0029]      130                  135                  140

[0030] Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn  Val  Gln  Lys  Ile  Ala  Asp  Leu  Glu

[0031] 145                  150                  155                  160

[0032] Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln  Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu 

[0033]                  165                  170                  175

[0034] Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln  Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Ser  Leu  Arg

[0035]              180                  185                  190

[0036] Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser  Asp  Phe  Val  Ser  Met  Glu  Gln  Glu 

[0037]          195                  200                  205

[0038] Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Lys  Asn  Val  Gln  Ile  Val
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[0039]      210                  215                  220

[0040] Ala  Asp

[0041] 225

[0042] <210>   2

[0043] <211>   68

[0044] <212>   PRT

[0045] <213>  克氏锥虫

[0046] <400>   2

[0047] Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn

[0048] 1                5                    10                   15

[0049] Ala  Arg  Glu  Ile  Ala  Ala  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln

[0050]              20                   25                   30

[0051] Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln

[0052]          35                   40                   45

[0053] Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Pro  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser 

[0054]      50                   55                   60

[0055] Asp  Phe  Val  Ala

[0056] 65

[0057] <210>   3

[0058] <211>   68

[0059] <212>   PRT

[0060] <213>  克氏锥虫

[0061] <400>   3

[0062] Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn

[0063] 1                5                    10                   15

[0064] Ala  Lys  Glu  Ile  Ala  Ala  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln

[0065]              20                   25                   30

[0066] Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln

[0067]          35                   40                   45

[0068] Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Pro  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser 

[0069]      50                   55                   60

[0070] Asp  Phe  Val  Ser

[0071] 65

[0072] <210>   4

[0073] <211>   136

[0074] <212>   PRT

[0075] <213>  克氏锥虫

[0076] <400>   4

[0077] Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn
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[0078] 1                5                    10                   15

[0079] Ala  Arg  Glu  Ile  Ala  Ala  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln

[0080]              20                   25                   30

[0081] Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln

[0082]          35                   40                   45

[0083] Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Pro  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser 

[0084]      50                   55                   60

[0085] Asp  Phe  Val  Ala  Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp

[0086] 65                   70                   75                   80

[0087] Pro  Arg  Arg  Asn  Ala  Lys  Glu  Ile  Ala  Ala  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn

[0088]                  85                   90                   95

[0089] Ala  Arg  Ala  Gln  Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala

[0090]              100                  105                  110

[0091] Phe  Leu  Asp  Gln  Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Pro  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu

[0092]          115                  120                  125

[0093] Asp  Asp  Asp  Ser  Asp  Phe  Val  Ser

[0094]      130                  135

[0095] <210>   5

[0096] <211>   90

[0097] <212>   PRT

[0098] <213>  克氏锥虫

[0099] <400>   5

[0100] Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn

[0101] 1                5                    10                   15

[0102] Val  Gln  Lys  Ile  Ala  Asp  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln

[0103]              20                   25                   30

[0104] Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln

[0105]          35                   40                   45

[0106] Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Ser  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser 

[0107]      50                   55                   60

[0108] Asp  Phe  Val  Ser  Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp

[0109] 65                   70                   75                   80

[0110] Pro  Arg  Lys  Asn  Val  Gln  Ile  Val  Ala  Asp

[0111]                  85                   90

[0112] <210>   6

[0113] <211>   68

[0114] <212>   PRT

[0115] <213>  克氏锥虫

[0116] <400>   6
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[0117] Met  Glu  Gln  Glu  Arg  Arg  Gln  Leu  Leu  Glu  Lys  Asp  Pro  Arg  Arg  Asn

[0118] 1                5                    10                   15

[0119] Val  Gln  Lys  Ile  Ala  Asp  Leu  Glu  Glu  Ser  Met  Asn  Ala  Arg  Ala  Gln

[0120]              20                   25                   30

[0121] Glu  Leu  Ala  Arg  Glu  Lys  Lys  Leu  Ala  Asp  Arg  Ala  Phe  Leu  Asp  Gln

[0122]          35                   40                   45

[0123] Lys  Pro  Glu  Gly  Val  Ser  Leu  Arg  Glu  Leu  Pro  Leu  Asp  Asp  Asp  Ser 

[0124]      50                   55                   60

[0125] Asp  Phe  Val  Ser

[0126] 65

[0127] <210>   7

[0128] <211>   15

[0129] <212>   PRT

[0130] <213>  人工序列

[0131] <220>

[0132] <223>  六组氨酸标签

[0133] <400>   7

[0134] Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Glu  His  His  His  His  His  His

[0135] 1                5                    10                   15
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图 1
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图 2
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