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1.一种制备条件活性生物蛋白的方法，该方法包括：

i. 选择一种野生型哺乳动物生物蛋白；

ii. 使用一种或多种演变技术演变编码所述野生型哺乳动物生物蛋白的 DNA，从而产

生至少一个突变 DNA ；

iii. 表达所述至少一个突变 DNA 以获得至少一种突变蛋白；

iv.在正常生理条件下和异常条件下对所述至少一种突变蛋白和所述野生型哺乳动物

生物蛋白进行测试；以及

v. 从表现出以下两种特性的所述突变蛋白中筛选条件活性生物蛋白：(a) 在正常生理

条件下的测试中较野生型哺乳动物生物蛋白活性下降，以及 (b) 在异常条件下的测试中较

野生型哺乳动物生物蛋白活性增强。

2.根据权利要求 1所述的方法，其中所述野生型哺乳动物生物蛋白是一种酶。

3.根据权利要求 2所述的方法，其中所述野生型哺乳动物生物蛋白选自组织型纤溶酶

原激活物、链激酶、尿激酶、肾素和透明质酸酶。

4.根据权利要求 1所述的方法，其中所述野生型哺乳动物生物蛋白选自降钙素基因相

关肽、P物质、神经肽 Y、血管活性肠肽、血管加压素和血管抑素。

5.根据权利要求 1所述的方法，其中所述正常生理条件选自正常的生理温度、pH、渗透

压、渗量、氧化和电解质浓度中的一种或多种。

6.根据权利要求 5 所述的方法，其中所述正常生理条件是温度；且其中所述条件活性

生物蛋白在正常生理温度下基本上失活，而在低于正常生理温度的异常温度下有活性。

7.根据权利要求 1所述的方法，还包括通过自然方法或化学方法修饰所述条件活性生

物蛋白以获得修饰的条件活性生物蛋白的步骤。

8.根据权利要求 7 所述的方法，其中修饰步骤是使用选自下组的技术进行的化学方

法：乙酰化、酰化、聚乙二醇、ADP- 核糖基化、酰胺化、黄素的共价连接、血红素基团的共价

连接、核苷酸或核苷酸衍生物的共价连接、脂质或脂类衍生物的共价连接、磷脂酰肌醇的共

价连接、交联环化、二硫键形成、去甲基化、形成共价交连、形成半胱氨酸、形成焦谷氨酸、甲

酰化、γ-羧化、糖基化、形成 GPI 锚定、羟基化、碘化、甲基化、豆蔻酰化、氧化、聚乙二醇化、

蛋白水解处理、磷酸化、异戊烯化、消旋、蛋白硒化、硫酸盐化及转移 RNA 介导的添加氨基酸

蛋白质。

9.根据权利要求 8所述的方法，其中所述技术是二硫键形成。

10.根据权利要求 8所述的方法，其中所述技术是共价连接。

11.根据权利要求 7所述的方法，其中所述自然方法是通过翻译后加工进行的。

12.根据权利要求 11 所述的方法，其中所述翻译后加工选自磷酸化和酰化。

13.根据权利要求 1 所述方法制备的条件活性生物蛋白，其中所述蛋白在正常生理条

件下不可逆失活。

14.根据权利要求 13 所述的条件活性生物蛋白，其中所述蛋白在野生型正常生理条件

下可逆失活。

15.根据权利要求 13 所述的条件活性生物蛋白，其中所述野生型哺乳动物生物蛋白选

自下组：组织型纤溶酶原激活物、链激酶、尿激酶、肾素和透明质酸酶。

16.根据权利要求 13 所述的条件活性生物蛋白，其中所述野生型哺乳动物生物蛋白选
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自降钙素基因相关肽、P物质、神经肽 Y、血管活性肠肽、血管加压素和血管抑素。

17.一种药物组合物，其含有有效量的权利要求 13 所述的条件活性生物蛋白及药用载

体。

18.根据权利要求 17 所述的药物组合物，其中所述的条件活性生物蛋白选自下组：组

织型纤溶酶原激活物突变体、链激酶突变体、尿激酶突变体、肾素突变体和透明质酸酶突变

体。

19.根据权利要求 18 所述的药物组合物，其中所述的条件活性生物蛋白选自下组：组

织型纤溶酶原激活物突变体、链激酶突变体和尿激酶突变体。

20.根据权利要求 17 所述的药物组合物，其中所述的条件活性生物蛋白选自下组：降

钙素基因相关肽突变体、P物质突变体、神经肽 Y突变体、血管活性肠肽突变体、血管加压素

突变体和血管抑素突变体。

21.根据权利要求 20 所述的药物组合物，其中所述的条件活性生物蛋白选自下组：降

钙素基因相关肽突变体、血管加压素突变体和血管抑素突变体。
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MIRAC 蛋白

[0001] 本申请要求 2009 年 3 月 9 日提交的美国专利申请号 61/209,489 的优先权；本申

请是 2010 年 3 月 9 日提交的中国专利申请号 2010800114657 的分案申请。

[0002] 相关申请信息

[0003] 本申请作为 PCT 国际专利申请，以申请人 BioAtla，LLC 美国有限责任公司的名义

于 2010 年 3 月 9 日提交，指定除美国以外的所有国家，美国公民 Jay M.Short 和 Hwai Wen 

Chang，以及德国公民 Gerhard Frey 仅作为指定美国的申请人，并要求申请日为 2009 年 3

月 9 日的美国临时专利申请第 61/209,489 号的优先权，其全部内容通过参考并入于此。

技术领域

[0004] 本发明涉及蛋白演变和活性领域。具体而言，本发明涉及从野生型蛋白中制备在

野生型正常生理条件下可逆或不可逆失活的条件活性生物蛋白 (conditionally active 

biologic protein)，特别是治疗性蛋白的方法。例如，演变的蛋白在体温下几乎无活性，但

在较低温度下有活性。

背景技术

[0005] 有大量文献描述了演变蛋白，特别是例如酶的各种特性的潜力，以在不同条件下

稳定工作。例如，酶已经演变为在较高温度下稳定，具有改变的活性。在高温活性增强的情

况下，该增强中的大部分属于 Q10 律中普遍描述的较高的动力活性，对于酶来说评估为温

度每增加 10℃，其转换率增加一倍。此外，还存在自然突变的例子，其使蛋白在正常工作条

件如该分子的野生型温度活性下变得不稳定。对于温度的突变，这些突变可以在较低温度

下具有活性，但通常是较野生型分子具有降低水平的活性 ( 通常也描述为活性下降，该活

性受 Q10 或类似规则支配 )。

[0006] 人们期望获得有用的有条件地被激活的分子，例如在野生型条件下几乎无活性，

但在除野生型条件下之外具有活性，其活性水平与野生型条件相同或比野生型条件更高，

或在特定微环境中被激活或被失活，或经过一段时间后被激活或被失活。除了温度，其它能

够使蛋白演变或优化的条件包括pH、渗透压、渗量(osmolality)、氧化和电解质浓度。其它

在演变过程中能够被优化的目标特性包括耐化学性和耐蛋白水解性。

[0007] 已公布了许多演变或改造分子的策略。然而，将蛋白改造或演变为在其野生型

工作条件下变为失活或几乎失活 ( ≤ 10％活性，特别是 1％活性 )，而在新的条件下与

其野生型条件的活性相当或高于其野生型条件的活性，需要该失稳突变 (destabilizing 

mutations) 与不对抗该失稳效应 (destabilizing effect) 的活性增强的突变共存。据预

期，不稳定降低该蛋白的活性会比标准规则如 Q10 所预测的影响大，因此，演变出在低温下

有效工作的蛋白的能力，例如，而在它们的正常工作条件下是失活的，可制备一类意想不到

的新的蛋白，我们称之为 Mirac 蛋白。

[0008] 在本申请中，根据作者和日期引用了各种出版物。为了更充分地描述本领域技术

人员已知的这些公开物的日期和请求保护的权利要求中所描述的本领域状况，这些出版物
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以参阅的方式并入本申请。

[0009] 发明概述

[0010] 本发明提供一种制备条件活性生物蛋白的方法，该方法包括：选择一种野生型生

物蛋白；使用一种或多种演变技术演变编码该野生型生物蛋白的 DNA，从而产生突变 DNA ；

表达该突变 DNA 以获得突变蛋白；在正常生理条件下和异常条件下对该突变蛋白和野生

型蛋白进行测试；以及从那些表现出以下两种特性的突变蛋白中筛选条件活性生物蛋白：

(a) 在正常生理条件下的测试中较野生型蛋白活性下降，以及 (b) 在异常条件下的测试中

较野生型蛋白活性增强。在各个方面中，所述正常生理条件选自温度、pH、渗透压、渗量、氧

化和电解质浓度中的一种或多种。在一个特定的方面，所述正常生理条件是温度，其中该条

件活性生物蛋白在正常生理温度下是完全失活的，而在低于正常生理温度的异常温度下有

活性。在其它方面，该条件活性生物蛋白在野生型正常生理条件下是可逆或不可逆失活的。

在一个特定的方面，该蛋白在野生型正常生理条件下是可逆失活的。可选择地，条件活性生

物蛋白选自那些在两种或两种以上不同生理条件下表现出活性可逆或不可逆变化的蛋白。

[0011] 在一个实施方案中，所述野生型生物蛋白是一种酶。在某些方面，所述野生型生物

蛋白选自下组：组织型纤溶酶原激活物、链激酶、尿激酶、肾素和透明质酸酶。

[0012] 在另一个实施方案中，所述野生型生物蛋白选自降钙素基因相关肽 (CGRP)、P 物

质 (SP)、神经肽 Y(NPY)、血管活性肠肽 (VIP)、血管加压素 (vasopressin) 和血管抑素。

[0013] 在另一个实施方案中，所述生物蛋白是一种抗体。

[0014] 在另一个实施方案中，本发明提供一种制备条件活性生物反应调节剂

(biological response modifier)的方法，该方法包括：选择一种炎症反应介质；鉴定该介

质的野生型抗体；演变该野生型抗体 ；差异筛选出具有以下特性的突变体：在第一条件下

较野生型抗体与介质的结合下降，以及在第二条件下与介质的结合亲和力增加，从而鉴定

出改善型突变体 (up-mutant) ；重组该改善型突变体的重链和轻链，以产生重组改善型突

变体；以及筛选该重组改善型突变体中具有以下特性的突变体：在第一条件下较野生型抗

体与介质的结合下降，以及在第二条件下与介质的结合亲和力增加，从而鉴定出条件活性

生物反应调节剂。在一个方面，所述的炎症反应介质选自下组：IL-6、IL-6 受体、TNF-α、

IL-23和IL-12。在另一个方面，所述第一和第二条件选自以下条件：pH、渗透压、渗量、氧化

和电解质浓度。

[0015] 在另一个实施方案中，本发明提供一种含有条件活性生物蛋白及药用载体的药物

组合物。

[0016] 发明详述

[0017] 为了便于理解本文提供的实例，将对一些频繁出现的方法和 /或术语进行描述。

[0018] 本文中使用的与测定量有关的术语“约”是指测定量的正常变化，其可由本领域熟

练技术人员进行测量和实施与测量目的和测量仪器精度相称的关注等级 (level of care)

所预料。除非另有说明，“约”是指所提供值的变化为 +/-10％。

[0019] 本文中使用的术语“试剂”是指一种化合物、化合物的混合物、空间定位化合物系

列(例如，VLSIPS肽系列、多核苷酸系列和/或组合小分子系列)、生物大分子、噬菌体肽展

示文库、噬菌体抗体 ( 例如，scFv) 展示文库、多核糖体肽展示文库或从生物材料，如细菌、

植物、真菌或动物 ( 特别是哺乳动物 ) 的细胞或组织中获得的提取物。在下面描述的筛选
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试验中评价试剂的潜在酶活性。在下面描述的筛选试验中评价试剂作为条件活性生物治疗

性酶的潜在活性。

[0020] 限制位点中的“多义碱基需要 (ambiguous base requirement)”是指不限定为最

大范围的核苷酸碱基需要，即不限于特定的碱基 ( 如，在非限制性的实例中，特定的碱基选

自 A、C、G和 T)，而可以是至少两种或两种以上碱基中的任一种。本领域以及本文中使用的

普遍接受的缩写，代表以下碱基的多义包括：R ＝ G 或 A；Y ＝ C 或 T；M ＝ A 或 C；K ＝ G 或

T；S ＝ G 或 C；W ＝ A 或 T ；H ＝ A 或 C 或 T；B ＝ G 或 T 或 C；V ＝ G 或 C 或 A；D ＝ G 或 A 或

T；N＝ A或 C或 G或 T。

[0021] 本文中使用的术语“氨基酸”是指任何含有氨基 (-NH2) 和羧基 (-COOH) 的有机

化合物；优选为自由基或聚合后作为肽键的一部分。本领域已知的“二十个自然编码的多

肽 - 形成 α- 氨基酸”是指：丙氨酸 (ala 或 A)、精氨酸 (arg 或 R)、天冬酰胺 (asn 或 N)、

天冬氨酸 (asp或 D)、半胱氨酸 (cys或 C)、谷氨酸 (glu或 E)、谷氨酰胺 (gln或 Q)、甘氨酸

(gly 或 G)、组氨酸 (his 或 H)、异亮氨酸 (ile 或 I)、亮氨酸 (leu 或 L)、赖氨酸 (lys 或 K)、

蛋氨酸(met或 M)、苯丙氨酸(phe或 F)、脯氨酸(pro或 P)、丝氨酸(ser或 S)、苏氨酸(thr

或 T)、色氨酸 (trp 或 W)、酪氨酸 (tyr 或 Y) 和缬氨酸 (val 或 V)。

[0022] 术语“扩增”是指多核苷酸的拷贝数增加。

[0023] 具有“嵌合特性”的分子是指分子：1)与第一参考分子部分同源和部分异源；且 2)

同时与第二参考分子部分同源和部分异源；而不具有 3) 预先排除同时与一种或多种其它

参考分子部分同源和部分异源的可能性。在一个非限制性的实施方案中，嵌合分子可以通

过组装重新排列的部分分子序列而制得。在一个非限制性的方面，嵌合多核苷酸分子可以

通过使用大量分子模板来合成嵌合多核苷酸而制得，使得到的嵌合多核苷酸具有大量模板

的特性。

[0024] 本文中使用的术语“同源 (cognate)”是指物种间的进化和功能相关的基因序列。

例如，但不限于，在人类基因组中人 CD4 基因是小鼠 3d4 基因的同源基因，因为这两个基因

的序列和结构表明，它们具有较高的同源性，两个基因都编码一种在通过 MHC Ⅱ类限制抗

原识别而传递 T细胞激活信号中发挥作用的蛋白。

[0025] 本文中使用的术语“比较窗口”是指至少 20 个连续核苷酸的概念片段

(conceptual segment)，其中多核苷酸序列可以与至少 20 个连续核苷酸的参考序列进行

比较，且比较窗口中的部分多核苷酸序列可包括与参考序列 ( 其不包括添加或缺失 ) 相比

20％或低于20％的添加或缺失(即，缺口)，使两条序列达到最适比对。用于比较窗口比对

的最适比对序列可以按照史密斯局部同源性算法来进行 (Smith and Waterman,1981“生

物序列的比较 (Comparison of biosequences)”，Adv Appl Math,2:482-489 ；Smith and 

Waterman,1981,“重叠基因和信息理论 (Overlapping genes and information theory)”，

J Theor Biol,91:379-380 ；Smith and Waterman,J MoI Biol,“普通分子序列的确定

(Identification of common molecular subsequences)”，1981,147:195-197 ；Smith

等人 ,1981，“比较的生物序列的排列 (Comparative biosequence metrics)”，J MoI 

Evol,18:38-46)，按照 Needleman 同源性比对算法来进行 (Needleman 和 Wunsch,1970，

“两个蛋白氨基酸序列的相似性搜索的一般适用方法 (A general method applicable to 

the search for similarities in the amino acid sequence of two proteins)”J 
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MoI Biol,48(3):443-453)，按照 Pearson 相似性搜索的方法来进行 (Pearson and 

Lipman,1988，“用于生物序列比较的改进工具(Improved tools for biological sequence 

comparison)”，Proc Nat Acad Sci USA,85:2444-2448)，按照这些算法的计算机化运行来

进行 (GAP,BESTFIT,FASTA,and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package 

Release 7.0,Genetics Computer Group,575Science Dr.,Madison,Wis)，或通过检查，根

据选择的各种方法产生最佳比对 (即，在比较窗口中形成最高同源百分数 )。

[0026] 术语“条件活性生物蛋白(conditionally active biologic protein)”是指野生

型蛋白的变体或突变体，其在一种或多种正常生理条件下较亲本野生型蛋白活性高或低。

这种条件活性蛋白还在身体的选定区域表现出活性，和 / 或在异常或允许的生理条件下表

现出增加的或下降的活性。正常生理条件是温度、pH、渗透压、渗量、氧化和电解质浓度，它

们在个体的给药部位或在个体作用部位的组织或器官中被认为是在正常范围内的。异常条

件是指偏离了正常可接受范围的条件。在一个方面，条件活性生物蛋白在野生型条件下几

乎是无活性的，但在除野生型条件之外是有活性的，其活性与野生型条件的活性相同或高

于野生型条件的活性。例如，在一个方面，演变的条件活性生物蛋白在体温下几乎无活性，

但在较低温度下有活性。在另一方面，条件活性生物蛋白在野生型条件下是可逆或不可逆

失活的。在另一方面，野生型蛋白是一种治疗性蛋白。在另一个方面，条件活性生物蛋白用

作药物或治疗剂。在另一个方面，所述蛋白在高含氧血液，例如，在流经肺后或在肾脏中发

现的较低 pH 环境中，或多或少有活性。

[0027] “保守氨基酸替换”是指具有相似侧链残基的可互换性。例如，一组具有脂肪族侧

链的氨基酸：甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸；一组具有脂肪族羟基侧链的氨

基酸：丝氨酸和苏氨酸；一组具有含酰胺侧链的氨基酸：天冬酰胺和谷氨酰胺；一组具有芳

香侧链的氨基酸：苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸；一组具有碱性侧链的氨基酸：赖氨酸、精氨

酸和组氨酸；以及一组具有含硫侧链的氨基酸：半胱氨酸和蛋氨酸。优选的保守氨基酸替

换组为：缬氨酸-亮氨酸-异亮氨酸、苯丙氨酸-酪氨酸、赖氨酸-精氨酸、丙氨酸-缬氨酸

和天冬酰胺 -谷氨酰胺。

[0028] 本文中使用的术语“对应于”是指多核苷酸序列与全部或部分参考多核苷酸序列

同源 ( 即，是相同的、非严格进化相关的 )，或多肽序列与参考多肽序列是相同的。相比之

下，本文中使用的术语“互补”是指其互补序列与全部或部分参考核苷酸序列同源。例如，

核苷序列“TATAC”对应于参考序列“TATAC”，与参考序列“GTATA”互补。

[0029] 术语“降解有效”量是指与不接触酶的底物相比，加工至少 50％底物所需的酶量。

[0030] 本文中使用的术语“确定的序列框架”是指一组基于非随机选择的具体序列，一般

基于实验数据或结构数据；例如，一个确定的序列框架，除其它变体外，可包括预测形成 β

片层结构的一组氨基酸序列，或可包括一个亮氨酸拉链七肽重复基序 (motif)、一个锌指结

构域。“确定的序列核”是包括有限范围可变性的一组序列。而 (1)20 个常规氨基酸的完全

随机10-mer序列可以是(20)10个序列中的任一条序列，以及(2)20个常规氨基酸的伪随机

10-mer 序列可以是 (20)10个序列中的任一条序列，但表现出特定位置和 /或整体的特定残

基有偏差，(3) 如果各残基位被允许是 20 个常规氨基酸 (和 /或允许的非常规氨基 /亚氨

基酸 ) 中的任一个，则确定的序列核是序列的子序列。确定的序列核一般包括变化和未发

生变化的残基位，和 / 或包括变化的残基位，该变化的残基位可包括一个选自氨基酸残基
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的确定子集的残基等，或者选自从序列库中筛选出的单独序列的片段或全长中的残基。确

定的序列核可以指氨基酸序列或多核苷酸序列。确定的序列核的实例为，但不限于，序列

(NNK)10和 (NNM) 10，其中，N代表 A、T、G或 C；K代表 G或 T；以及 M代表 A或 C。

[0031] DNA 的“消化”是指用仅在 DNA 的某些序列发挥作用的限制酶催化 DNA 的裂解

(cleavage)。本文中使用的各种限制酶可市售获得，它们采用的反应条件、辅助因子和其它

条件是本领域普通技术人员已知的。为了进行分析，一般向含有 1 微克质粒或 DNA 片段的

约 20微升缓冲液中加入约2单位的酶。为了分离用于构建质粒的DNA片段，一般在较大体

积中用 20 至 250 单位的酶消化 5至 50 微克的 DNA。合适的缓冲液和用于特定限制酶作用

的底物量由制造商指定。通常在37℃进行孵育，时间约1小时，但按照供应商的说明可能会

有所不同。消化结束后，反应物直接在凝胶上进行电泳，分离出所需的片段。

[0032] “定向连接”是指其中多核苷酸的 5' 端和 3' 端不同的连接，足以确定较佳的连接

方向。例如，具有两个钝末端的未经处理的和未消化的PCR产物，在连接至经消化的多克隆

位点处形成钝末端的克隆载体中时，一般没有较佳的连接方向；因而，在这些情况下一般不

会出现定向连接。相比之下，一般在具有用 EcoR I 处理的 5' 端和用 BamH I 处理的 3' 端

的经消化的 PCR 产物连接至多克隆位点用 EcoR I 和 BamH I 消化的克隆载体中时，出现定

向连接。

[0033] 本文中使用的术语“DNA 改组 (shuffling)”是指基本上同源但不完全相同的序列

之间的重组，在一些实施方案中，DNA 改组可包括通过非同源重组交叉 (crossover)，如通

过 cer/lox 和 / 或 flp/frt 系统等。DNA 改组可以是随机或者非随机的。

[0034] 术语“药物”或“药物分子”是指包括一种将其对人体或动物体给药时对人体或动

物体产生有利效果的物质的治疗剂。优选地，所述治疗剂包括可以治疗、治愈或缓解人体或

动物体中一种或多种症状、疾病或异常情况的物质或可以增进人体或动物体健康的物质。

[0035] “有效量”是指向活的有机体给药一段时间，对于治疗或预防活的有机体内疾病有

效的条件活性生物蛋白或片段的量，例如在所需的给药间隔期内，提供治疗的效果。

[0036] 本文中使用的术语“电解质”的含义为在血液或其它体液中带有电荷的矿物质

(mineral)。例如，在一个方面，正常生理条件和异常条件可以是“电解质浓度”的条件。在

一个方面，待测电解质浓度选自一种或多种离子化的钙、钠、钾、镁、氯、碳酸氢盐和磷酸盐

浓度。例如，在一个方面，血清钙的正常范围为 8.5 至 10.2mg/dL。在这方面，异常的血清

钙浓度可以在高于或低于正常范围内选择。在另一个实例中，在一个方面，血清氯的正常范

围是每升 96-106 毫当量 (mEq/L)。在这方面，异常的血清氯浓度可以在高于或低于正常范

围内选择。在另一个实例中，在一个方面，血清镁的正常范围是从 1.7-2.2mg/dL。在这方

面，异常的血清镁浓度可以在高于或低于正常范围内选择。在另一个实例中，在一个方面，

血清磷的正常范围是从 2.4 到 4.1mg/dL。在这方面，异常的血清磷浓度可以在高于或低于

正常范围内选择。在另一个实例中，在一个方面，正常的血清或血液中钠的范围是从135到

145mEq/L。在这方面，异常的血清或血液中钠浓度可以在高于或低于正常范围内选择。在

另一个实例中，在一个方面，正常的血清或血液中钾的范围是从 3.7 到 5.2mEq/L。在这方

面，异常的血清或血液中钾浓度可以在高于或低于正常范围内选择。在另一个方面，正常的

血清碳酸氢盐范围是从 20 到 29mEq/L。在这方面，异常的血清或血液中碳酸氢盐的浓度可

以在高于或低于正常范围内选择。在一个不同的方面，碳酸氢盐水平可以用来指示血液中
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酸度的正常水平 (pH)。术语“电解质浓度”也可以用来定义除血液或血浆以外的组织或体

液中特定电解质的条件。在这种情况下，正常生理条件被认为是该组织或液体的临床正常

范围。在这方面，异常的组织或体液的电解质浓度可以在高于或低于正常范围内选择。

[0037] 本文中使用的术语“抗原表位”是指抗原如酶多肽上的抗原决定簇，抗体互补位如

酶的特异性抗体结合到抗原决定簇上。抗原决定簇通常是由分子的化学活性表面组合如氨

基酸或糖侧链组成的，可具有特定的三维结构特点以及特定的电荷特性。本文中使用的“抗

原表位”是指能够形成相互结合作用 (binding interaction) 的抗原或其它大分子的那部

分，其与抗体的可变区结合体相互作用。通常情况下，这种相互结合作用表现为与CDR的一

个或多个氨基酸残基的分子间接触。

[0038] 本文中使用的“酶”是具有特定催化性能的蛋白。例如底物浓度、pH、温度和有无

抑试剂存在等因素可以影响催化的速率。通常情况下，对于野生型酶，Q10(温度系数)以温

度上升 10℃描述反应速率的增加。对于野生型酶，Q10 ＝ 2 到 3 ；换言之，温度每上升 10℃

反应速率提高到两倍或三倍。在高温下，蛋白变性。在 pH值与酶的最佳 pH值略有不同时，

酶以及也许底物分子所带电荷发生微小变化。离子的变化可以影响底物分子的结合。在极

端的 pH 水平，酶会发生变性，其活性位点被破坏，不再适合底物分子。

[0039] 本文中使用的术语“演变 (evolution)”或“演变 (evolving)”是指使用一种或多

种诱变方法，产生编码新多肽的新多核苷酸，新多肽本身就是一种改进的生物分子和 / 或

有助于另一种改进的生物分子的生成。在一个特定的非限制性方面，本发明涉及从亲本野

生型蛋白中演变出条件活性生物蛋白。例如，在一个方面，演变涉及采用美国专利申请公开

号 2009/0130718( 通过参考并入于此 )中公开的非随机的多核苷酸嵌合 (chimerization)

和非随机的定点诱变的方法。更具体地，本发明提供在正常生理条件下较野生型酶亲本分

子表现出活性下降，而在一种或多种异常条件下较野生型酶表现出活性增强的条件活性生

物酶的演变方法。

[0040] 当术语“片段”、“衍生物”和“类似物”对照参考多肽时，包括保留至少一种至少在

本质上与参考多肽相同的生物功能或活性的多肽。此外，术语“片段”、“衍生物”或“类似

物”的实例是分子的“前体形式”，如低活性蛋白原 (proprotein)，其可通过切割修饰而产生

具有显著高活性的成熟酶。

[0041] 本文提供了一种由模板多肽生成一组其中在各氨基酸位表现出“单个氨基酸全方

位替换”的后代多肽 (progeny polypeptide) 的方法。本文中使用的“单个氨基酸全方位

替换”是关于本文中所描述的 20 个自然编码的多肽形成的α-氨基酸。

[0042] 术语“基因”是指参与产生多肽链的 DNA 片段；它包括编码区之前和之后的区域

(前导区和拖尾区 )以及各编码片段 (外显子 )之间的间隔序列 (内含子 )。

[0043] 本文中使用的“遗传不稳定”是指在减少事件 (reductive events) 过程中 (其一

般涉及通过重复序列的丢失使序列简化)高度重复序列被丢失的自然倾向。缺失往往涉及

一个重复拷贝的丢失和重复拷贝之间的一切丢失。

[0044] 术语“异源”是指一条单链核酸序列无法与另一条单链核酸序列或其互补序列进

行杂交。因而，异源区是指多核苷酸区或多核苷酸的序列中具有无法与另一条核酸或多核

苷酸进行杂交的区或区域。这种区域或区例如为突变区。

[0045] 术语“同源 (homologous)”或“部分同源 (homeologous)”是指一条单链核酸序列
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可以与单链核酸序列的互补序列进行杂交。杂交的程度可能取决于许多因素，包括序列之

间同一性数量和杂交条件如稍后讨论的温度和盐浓度。优选地，同一性区大于约 5bp，更优

选地，同一性区大于约 10bp。

[0046] 本发明的益处延伸到“工业应用”( 或工业生产过程 )，该术语用于包括在商业性

工业中适当的应用(或简称工业)以及非商业性的工业应用(例如在非营利机构的生物医

学研究中 )。相关的应用包括那些诊断、医药、农业、制造业和学术界领域。

[0047] 术语“相同”或“同一性 (identity)”是指两条核酸序列有相同的序列或互补序

列。因而，“同一性区”，是指核苷酸或整条多核苷酸区域或区是相同的或与另一条多核苷酸

序列区互补。

[0048] 术语“分离的”是指该物质被从原来的环境 ( 例如，自然环境，如果它是天然存在

的)中移出。例如，存在于活体动物中自然产生的核苷酸或酶是未分离的，但从天然系统中

共存的部分或全部物质中分离出的相同的核苷酸或酶是分离的。这种多核苷酸可以是载体

的一部分，和 / 或这种多核苷酸或酶可以是组合物的一部分，由于这种载体或组合物不是

其天然环境的一部分，其仍然是分离的。

[0049] 使用术语“分离的核酸”用来定义与5'和3'侧翼序列不紧密连接的核酸，例如DNA

或 RNA分子，而在衍生其的有机体中天然产生的基因组中通常是紧密连接的。因而，该术语

描述为，例如，整合至载体如质粒或病毒载体中的核酸；整合至异源细胞基因组 ( 或同源细

胞基因组，但位点不同于其天然发生的位点 ) 中的核酸；以及作为单独分子存在的核酸，例

如通过 PCR 扩增或限制酶切产生的 DNA 片段，或通过体外转录产生的 RNA 分子。该术语还

描述了形成编码其它多肽序列的杂交基因一部分的重组核苷酸，该其它多肽可用于例如产

生融合蛋白。

[0050] 本文中使用的“配体”是指可被特定受体识别的分子，如随机肽或可变区序列。本

领域的熟练技术人员应知道，分子 ( 或大分子复合物 ) 既可以是受体也可以是配体。在一

般情况下，具有较小分子量的结合体是指配体，具有较大分子量的结合体是指受体。

[0051] “连接”是指两条双链核酸片段之间形成磷酸二酯键的过程 (Sambrook 等人，

(1982). 分子克隆 : 分子克隆手册 , 冷泉港实验室 (Molecular Cloning:A Laboratory 

Manual.Cold Spring Harbour Laboratory),Cold Spring Harbor,NY.,p.146 ；Sambrook

等人，分子克隆 : 分子克隆手册，第二版 (Molecular Cloning:a laboratory manual,2nd 

Ed.),Cold Spring Harbor Laboratory Press,1989)。除另有规定外，连接可采用已知的

缓冲液和条件来完成，用 10 个单位的 T4DNA 连接酶 (“连接酶”)连接每 0.5 微克约等摩尔

量的 DNA 片段。

[0052] 本文中使用的“连接序列 (linker)”或“间隔序列 (spacer)”是指连接两个分子

如 DNA 结合蛋白和随机肽的分子或分子组合，以使两个分子处于较佳的构型，例如，以使随

机肽以最小空间位阻与 DNA 结合蛋白的受体结合。

[0053] 本文中使用的“微环境”是指与身体的组织或区的其它区域具有持续的或暂时的、

生理的或化学的差异的组织或身体的任何部位或区域。

[0054] 本文中使用的“要被演变的分子特性”包括含有多核苷酸序列的分子，含有多肽序

列的分子，含有部分多核苷酸和部分多肽序列的分子。与被演变的分子特性特别相关的，但

绝不限于以下实例，包括：特定条件下蛋白的活性，如涉及温度；盐度；渗透压；pH ；氧化以
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及甘油、二甲基亚砜、去污剂和/或在反应环境中接触的任何其它分子种类的浓度。其它的

与被演变的分子特性特别相关的，但绝不限于以下实例，包括稳定性，例如在经过曝露于特

定环境一段时间后表现出的剩余的分子特性，如在存储过程中会遇到的情况。

[0055] 术语“突变 (mutation)”是指在野生型核酸序列中序列的变化或在肽序列中序列

的变化。这种突变可以是点突变，如转换或颠换。所述突变可以是缺失、插入或重复。

[0056] 本文中使用的简并“N,N,G/T”核苷序列代表 32 种可能的三联体，其中“N”可以是

A、C、G或 T。

[0057] 本文中使用的术语“天然存在”所适用的对象所指事实为可以在自然界中发现的

对象。例如，存在于生物体(包括病毒)中的多肽或多核苷酸序列为天然存在的，其可以从

自然的来源中分离，且未在实验室中被人为地有意改造过。一般而言，术语天然存在是指对

象存在于非病理 (未病变 )的个体中，这在物种中是普遍存在的。

[0058] 本文中使用的“正常生理条件”或“野生型工作条件”是指那些在个体的给药部位

或在个体作用部位将被考虑的正常范围内的条件：温度、pH、渗透压、渗量、氧化和电解质浓

度。

[0059] 本文中使用的“核酸分子”由至少一个碱基或一个碱基对组成，这取决于它是否分

别是单链或双链。此外，核酸分子可能唯一地(exclusively)或嵌合地(chimerically)属

于任一组含有核苷的分子，作为实例但不限于以下组的核酸分子：RNA、DNA、基因组核酸、非

基因组核酸、天然存在的和非天然存在的核酸以及合成的核酸。通过非限制性举例的方式，

这包括与任何细胞器如线粒体、核糖体 RNA 和由不随天然存在的成分一起天然存在的一种

或多种成分嵌合组成的核酸分子相关的核酸。

[0060] 此外，“核酸分子”可部分包含一种或多种基于非核苷的成分，作为实例但不限于

氨基酸和糖类。因而，通过举例的方式，但不限于此，核酶是部分基于核苷和部分基于蛋白，

被认为是“核酸分子”。

[0061] 此外，通过示例的方式，但不限于此，用可检测到的基团，如放射性的或者非放射

性的标记来标记核酸分子，同样被认为是“核酸分子”。

[0062] 术语“编码特定酶的核酸序列”或特定酶的“DNA 编码序列”或“编码特定酶的核

苷酸序列”，以及其它同义词是指 DNA 序列被置于适当的调控序列控制下，被转录并翻译成

酶。“启动子序列”是能够在胞内结合 RNA 聚合酶的 DNA 调控区，并启动下游 (3' 方向 )编

码序列的转录。启动子是 DNA 序列的一部分。在该序列的 3' 端具有起始密码子。该启动

子序列包括最低数目的碱基，这种组成对于在高于背景的可检测到的水平上起始转录是必

须的。然而，在 RNA 聚合酶结合序列且从起始密码子 ( 启动子的 3' 端 ) 开始转录之后，转

录朝着下游的 3' 方向进行。在该启动子序列内会找到转录起始位点 ( 可方便地由核酸酶

S1 图谱确定 )以及负责结合 RNA 聚合酶的蛋白结合域 (共有序列 )。

[0063] 术语“编码酶 (蛋白 )的核酸”或“编码酶 (蛋白 )的 DNA”或“编码酶 (蛋白 )的

多核苷酸”和其它同义词包括仅含有酶的编码序列的多核苷酸以及含有其它编码和 /或非

编码序列的多核苷酸。

[0064] 在一个优选的实施方案中，“特定的核酸分子种类”是由其化学结构，例举但不限

于，其一级结构来确定的。在另一个优选的实施方案中，特定的“核酸分子种类”是由该类

核酸的功能或由衍生自该类核酸的产物的功能来确定的。因而，通过非限制性举例的方式，
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“特定的核酸分子种类”可由归属于它的一种或多种活性或性质来确定的，包括归属于它的

表达产物的活性或性质来确定的。

[0065] “将工作的核酸样品组装至核酸库中”的即时定义包括将核酸样品整合至基于载

体的集合 (collection) 的过程，如通过连接至载体并转化宿主。相关载体、宿主和其它

试剂以及它们具体的非限制性实例的说明在下文中提供。“将工作的核酸样品组装至核

酸库中”的即时定义还包括将核酸样品整合至非基于载体的库的过程，如通过连接至接头

(adaptor)。优选地，接头能够与 PCR 引物退火，以便于 PCR 扩增。

[0066] 因此，在非限制性的实施方案中，“核酸库”是由一种或几种核酸分子的基于载体

的集合组成。在另一个优选的实施方案中，“核酸库”是由核酸分子的非基于载体的集合组

成。而在另一个优选的实施方案中，“核酸库”是由部分基于载体和部分基于非载体的核酸

的组合集合组成。优选地，根据各核酸分子种类，含有库的分子集合是可查询的且可分离

的。

[0067] 本发明提供“核酸构建体”或“核苷酸构建体”或“DNA 构建体”。本文中使用的术

语“构建体”是用以描述可任选地与一种或多种其它分子基团如载体或载体进行化学结合

的分子，如多核苷酸(例如，酶多核苷酸)。在一个具体的但绝非限制性的方面，核苷酸构建

体的实例是适于宿主细胞转化的 DNA 表达构建体。

[0068] “寡核苷酸”(或同义的“寡”)是指可化学合成的单链多聚脱氧核苷酸或两条互补

的多聚脱氧核苷酸链。这种合成的寡核核苷酸可以带有或不带有 5' 磷酸。在激酶存在下

不随ATP加入磷酸，那些不带有5'磷酸的寡核核苷酸不会与另一条寡核苷酸连接。合成的

寡核苷酸会与未被去磷酸化的片段连接。为了实现基于聚合酶的扩增 (如通过 PCR)，提到

“32倍简并寡核苷酸是连续地(in series)由至少第一同源序列、简并N,N,G/T序列和第二

同源序列组成。”本文中使用的“同源”是关于基于聚合酶扩增的寡核苷酸和亲本多核苷酸

之间的同源性。

[0069] 本文中使用的术语“可操作连接的”是指功能关系中的多核苷酸元件之间的连接。

当核酸被置于与另一条核酸序列的功能关系中时，它是“可操作连接的”。例如，如果启动子

或增强子影响到编码序列的转录，则它与该编码序列是可操作连接的。可操作连接是指被

连接的 DNA 序列通常是连续的，且在需要连接两个蛋白质编码区时是连续的并位于阅读框

内。

[0070] 编码序列“可操作连接至”另一条编码序列，则 RNA 聚合酶转录这两条编码序列为

一条 mRNA，然后其被翻译成一条含有来自两条编码序列的氨基酸的多肽。只要表达的序列

被最终加工成所需的蛋白，编码序列不必与另一条编码序列是连续的。

[0071] 本文中使用的术语“亲本多核苷酸组合”是由一种或多种不同的核苷酸组成的组

合。通常该词用于关于优选通过诱变处理亲本组合获得的后代多核苷酸组合，在这种情况

下，术语“亲本”、“起始物”和“模板”可互换使用。

[0072] 术语“患病体”或“个体”是指动物，例如哺乳动物如人，其作为治疗的对象。所述

个体或患病体，可能是雄性或雌性。

[0073] 本文中使用的术语“生理条件”是指温度、pH、渗透压、离子强度、粘度等生化参数，

其与活有机体相容和 / 或通常存在于活的酵母培养细胞或哺乳动物细胞的细胞内。例如，

在典型的实验室培养条件下生长的酵母细胞的胞内条件是生理条件。用于体外转录混合
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物 (cocktails) 的合适体外反应条件一般是生理条件。通常体外生理条件包括 50-200mM 

NaCl或KCl，pH6.5-8.5，20-45℃和0.001-10mM二价阳离子(例如Mg++、Ca++) ；优选约150mM 

NaCl 或 KCl，pH7.2-7.6，5mM 二价阳离子，而且往往包括 0.01-1.0％的非特异性蛋白 ( 例

如，BSA)。往往存在非离子型去污剂 (吐温、NP-40、Triton X-100)，通常约 0.001-2％，典

型地为0.05-0.2％(v/v)。特定的水溶液条件由医生按常规方法选择。对于一般性的指导，

以下缓冲的水溶液条件可以适用：10-250mM NaCl，5-50mM Tris HCl，pH5-8，任选加入二价

阳离子和/或金属螯合剂和/或非离子型去污剂和/或膜组分和 /或消泡剂和 /或闪烁材

料 (scintillant)。正常生理条件是指病人或个体体内给药部位或作用部位的温度、pH、渗

透压、渗量、氧化和电解质的浓度，其被考虑到是在病人体内的正常范围内。

[0074] 本文中采用标准惯例 (Standard convention)(5' 到 3') 来描述双链多核苷酸的

序列。

[0075] 本文中使用的术语“群(population)”是指如多核苷酸、多核苷酸的部分或多核苷

酸或蛋白成分的集合。“混合的群”是指属于相同的核酸或蛋白家族 (即，是相关的 )但序

列不同 (即，不同源 )因而生物活性不同的成分的集合。

[0076] 具有“前体形式”的分子是指经过一种或多种共价和非共价化学修饰 ( 例如糖基

化、蛋白水解裂解、二聚化或寡聚化、温度诱导或 pH 诱导的构象变化、与辅因子相连等 ) 的

任何组合的分子，从而获得较参考前体分子更成熟的性质不同 ( 例如活性增加 ) 的分子形

式。当两种或两种以上的化学修饰 ( 例如两种蛋白水解裂解或一种蛋白水解裂解和一种

去糖基化 ) 能够被区分，从而产生成熟的分子，所述参考前体分子可被称为“原前体形式

(pre-pro-form)”的分子。

[0077] 本文中使用的术语“伪随机”是指具有有限可变性的一组序列，例如，在另一个位

置的残基可变性程度，但任何伪随机位置允许一定程度的残基变化，然而变化是有限的。

[0078] 本文中使用的“准重复单元 (Quasi-repeated units)”是指将被重新排列的重复

且被定义为不相同。事实上，该方法的提出不仅用于由相同起始序列诱变形成的几乎相同

的编码单元，还用于某些区显著不同的类似或相关序列的重新排列。然而，如果序列中含有

足够的可被该方法重新排列的同源序列，它们可被称为“准重复”单元。

[0079] 本文中使用的“随机肽库”是指编码一组随机肽的一组多核苷酸序列和由那些多

核苷酸序列编码的随机肽的组合，以及含有那些随机肽的融合蛋白。

[0080] 本文中使用的“随机肽序列”是指由两种或两种以上的氨基酸单体组成且通过随

机的(stochastic)或随机 (random)方法构建的氨基酸序列。随机肽可包括含有不可变序

列的框架 (framework) 或骨架 (scaffolding) 基序。

[0081] 本文中使用的“受体”是指对给定的配体具有亲和力的分子。受体可以是自然产生

或人工合成的分子。受体可以其未改变的状态或与其它种类形成聚集体而应用。受体可直

接或通过特定的结合物质共价或非共价连接于结合单元。受体的实例包括但不限于抗体，

其包括单克隆抗体且能够与特定的抗原决定簇 ( 如位于病毒、细胞或其它材料上 ) 发生抗

血清反应，细胞膜受体、碳水化合物和糖蛋白的复合物、酶和激素受体。

[0082] “重组”酶是指通过重组 DNA 技术生产的酶，即通过将编码所需酶的外源 DNA 构建

体转化的细胞产生的酶。“合成”的酶是指那些通过化学合成制备的酶。

[0083] 术语“相关的多核苷酸”是指多核苷酸的区域或区是相同的，且多核苷酸的区域或
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区是异源的。

[0084] 本文中使用的“减少重排 (Reductive reassortment)”是指通过由重复序列介导

的缺失 (和 /或插入 )事件而产生的分子多样性的增加。

[0085] 下列术语用来描述两种或两种以上的多核苷酸序列之间的关系：“参考序列”、“比

较窗口”、“序列同一性”、“序列同一性百分数”和“基本上的同一性”。

[0086] “参考序列”是确定的、用作序列比较基础的序列；参考序列可以是一个较大序列

的子序列，例如全长 cDNA 中的一段序列或序列表中给定的基因序列，或可包括完整的 cDNA

或基因序列。一般来说，参考序列的长度至少是 20 个核苷酸，通常至少是 25 个核苷酸，往

往至少是 50 个核苷酸。由于两个多核苷酸可各自为 (1) 包括两个多核苷酸之间相似的序

列 ( 即，完整的多核苷酸序列的一部分 ) 以及 (2) 可进一步包括两个多核苷酸之间不同的

序列，两个 (或两个以上 )多核苷酸之间的序列比较一般是在“比较窗口”中通过比较两个

多核苷酸的序列来进行，以确定和比较序列相似的局部区域。

[0087] 本 文 中 使 用 的“重 复 指 数 (RI)”是 指 克 隆 载 体 中 包 含 的 准 重 复 单 元

(quasi-repeated unit) 的平均拷贝数。

[0088] 术语“限制位点”是指显示限制酶发生作用所必须的识别序列，其包括催化切割位

点。可知切割位点可包含于或不包含于含有低多义性序列(low ambiguity sequence)(即

含有限制位点出现频率的主要决定因素的序列 ) 的限制位点的一部分中。因而，在许多情

况下，相关限制位点仅含有内部具有切割位点 ( 例如 EcoR I 位点的 G/AATTC) 或紧邻切割

位点 ( 例如 EcoR II 位点的 /CCWGG) 的低多义性序列。在其它情况下，相关限制酶 [ 例如

Eco57 I位点或CTGAAG(16/14)]包含具有外部切割位点(例如Eco57 I位点的N.sub.16部

分)的低多义性序列(例如Eco57 I位点中的CTGAAG序列)。当提到酶(例如限制酶)“切

割”多核苷酸时，它被理解为限制性酶催化或促进多核苷酸的裂解。

[0089] 在一个非限制性的方面，“可选择的多核苷酸”是由 5' 端区 ( 或末端区域 )、中间

区域(即内部或中心区)和 3'端区 (或末端区域)组成的。如在所述的方面中所用，5'端

区是位于 5' 多核苷酸末端 ( 或 5' 多核苷酸尾 ) 方向的区；因而它一部分或全部位于多核

苷酸5'端的一半核苷酸内。同样，3'端区是位于3'多核苷酸末端(或 3'多核苷酸尾)方

向的区；因而它一部分或全部位于多核苷酸3'端一半核苷酸内。如该非限制性的示例中所

用，可以是在任两个区或甚至全部三个区之间重叠的序列。

[0090] 术语“序列同一性”是指在比较窗口中，两个多核苷酸序列是相同的 ( 即，基于核

苷酸对核苷酸 )。术语“序列同一性百分数”是通过在比较窗口中比较两个最佳对齐的序列

而计算得到的，确定在两条序列中出现的相同核酸碱基 (例如，A、T、C、G、U或 I) 位置的数

目，以得到匹配位置数，用匹配位置数除以比较窗口中的总位置数 ( 即窗口大小 )，结果乘

以 100，从而得到序列同一性百分数。本文中使用的“基本上的同一性”表示多核苷酸序列

的特征是，与至少 25-50 个核苷酸的比较窗口参考序列相比，所述多核苷酸包括的序列具

有至少 80％的序列同一性，优选至少 85％序列同一性，通常 90％至 95％序列同一性，最常

见至少 99％序列同一性，其中序列同一性百分数的计算是通过比较参考序列与含有比较窗

口中≤ 20％参考序列的缺失序列或添加序列的多核苷酸序列而计算得到的。

[0091] 本领域已知的两种酶之间的“相似性”是通过比较一种酶的氨基酸序列和它的保

守氨基酸序列替换与第二种酶的序列来确定的。相似性的确定可采用本领域众所周知的方
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法，例如，BLAST程序(美国国立生物技术信息中心提供的Basic Local Alignment Search 

Tool)。

[0092] 如果它们彼此结合的亲和力要高于与其它非特异性分子的亲和力，则该分子对

(例如，抗体 -抗原对或核酸对 )的成员被描述为彼此“特异性结合”。例如，对抗抗原的抗

体与该抗原的结合比非特异性的蛋白更有效，可以描述为抗体特异性地结合抗原。(同样，

如果核酸探针与靶核酸通过碱基配对作用 ( 见上 ) 形成了特异的二聚体，可以描述为核酸

探针特异性地结合靶核酸。)

[0093] 本文中定义的“特异性杂交”是指在第一多核苷酸和第二多核苷酸 (例如，具有与

第一多核苷酸序列不同，但序列大致相同的多核苷酸 ) 之间形成杂交，其中大致不相关的

多核苷酸序列在该混合物中不形成杂交。

[0094] 术语“特定的多核苷酸”是指具有特定的终点和特定的核酸序列的多核苷酸。两

个多核苷酸，其中一个多核苷酸具有与第二多核苷酸的一部分相同的序列，但末端不同，构

成了两个不同的特定的多核苷酸。

[0095] “严格杂交条件”是指两条序列之间仅当同一性为至少 90％，优选至少 95％，更优

选至少97％时才发生的杂交。见Sambrook等人,分子克隆:分子克隆手册第二版，冷泉港

实验室出版社，1989 年 (Molecular Cloning:a laboratory manual,2nd Ed.,Cold Spring 

Harbor Laboratory Press,1989)，以参阅的方式全文并入于此。

[0096] 本发明中还包括具有序列与酶多肽的序列“基本上相同 (substantially 

identical)”的多肽。“基本上相同”的氨基酸序列是仅由于保守氨基酸替换形成的与参考

序列不同的序列，例如，将同一类的一种氨基酸替换为另一种氨基酸 ( 例如，将一种疏水性

氨基酸，如异亮氨酸、缬氨酸、亮氨酸或蛋氨酸替换为另一种，或将一种极性氨基酸替换为

另一种，如精氨酸替换为赖氨酸、谷氨酸替换为天冬氨酸，或谷氨酰胺替换为天冬酰胺 )。

[0097] 其它“基本上相同”的氨基酸序列是与参考序列或由于一种或多种非保守替换、缺

失或插入，特别是当替换发生在分子的非活性位点时，所形成的不同的序列，且前提是多肽

基本上保留了其行为特性。例如，可以从酶多肽中去掉一个或多个氨基酸，导致多肽结构的

改进，而没有显着改变其生物活性。例如，不是酶发挥生物活性所必须的氨基端或羧基端氨

基酸可以去掉。这种改进导致开发了更小的活性酶多肽。

[0098] 本发明提供了“基本上纯的酶”。本文中使用的术语“基本上纯的酶”用来描述完

全游离于自然情况下与其结合的蛋白、脂类、碳水化合物、核酸和其它生物材料的分子，如

多肽 ( 例如，酶多肽或其片段 )，例如，基本上纯的分子，如多肽，可至少占目标分子的 60％

干重。可采用标准方法，包括，例如聚丙烯酰胺凝胶电泳(例如，SDS-PAGE)、柱层析(例如，

高效液相色谱 (HPLC)) 和氨基末端氨基酸序列分析来确定多肽的纯度。

[0099] 本文中使用的“基本上纯的”表示目标分子是主要存在的分子 (即基于摩尔，它在

组合物中的比任何其它的大分子多 )，优选地，基本上纯的部分是指组合物中目标分子占所

有大分子的至少 50％ ( 基于摩尔 )。一般来说，基本上纯的组合物包括高于组合物中所有

大分子约80％到 90％的目标分子。更优选地，目标分子被纯化至基本均一(采用常规检测

方法检测不到组合物中的污染分子 )，其中组合物主要由单一的大分子组成。溶剂、小分子

(<500 道尔顿 )和离子元素不视为大分子。

[0100] 术语“治疗”包括：(1) 预防或延缓发生于动物体内的状态 (state)、疾病或病症的
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临床症状出现，该动物可能患有或易感于该状态、疾病或病症但尚未经历或表现出该状态、

疾病或病症的临床或亚临床症状；(2)抑制该状态、疾病或病症(即，阻止、减少或延缓疾病

的发展，或维持治疗情况下疾病的复发，或至少一种临床或亚临床症状 )；和 / 或 (3) 减轻

病症 ( 即，引起该状态、疾病或病症的衰退或引起至少其一种临床或亚临床症状的衰退 )。

对将要进行治疗的病人的好处是在统计学上显著，或至少对病人或医生的好处是可察觉到

的。

[0101] 本文中使用的术语“可变区段(variable segment)”是指包括随机的、伪随机的或

确定的核心序列的新生肽的一部分。“可变区段”是指包括随机的、伪随机的或确定的核心

序列的新生肽的一部分。可变区段可包括可变的或不可变的残基位，可变的残基位上的残

基可变程度可能是有限的：两种选择由医生定夺。通常情况下，可变区段长约 5 至 20 个氨

基酸残基 ( 例如，8 至 10)，尽管可变区段可以更长，并可能包括抗体部分或受体蛋白，如抗

体片段、核酸结合蛋白、受体蛋白等。

[0102] 术语“变体 (variant)”是指在野生型蛋白亲本分子的的一个或多个碱基对、密

码子、内含子、外显子或氨基酸残基 ( 分别 ) 被修饰的本发明的多核苷酸或多肽。变体可

由任何方法产生，这些方法包括例如，易错 PCR(error-prone PCR)、改组 (shuffling)、寡

核苷酸定向诱变、装配 PCR(assembly PCR)、有性 PCR 诱变 (sexual PCR mutagenesis)、

体内诱变、盒式突变、循环总体诱变 (recursive ensemble mutagenesis)、指数总体诱变

(exponential ensemble mutagenesis)、特异位点诱变、基因重组、饱和诱变和它们的任意

组合。本文公开了用于生产在正常生理条件，例如温度、pH、渗透压、渗量、氧化和电解质浓

度中的一种或多种条件，较野生型蛋白活性下降，以及在异常条件下活性增强的变体蛋白

的技术。可另外筛选出较野生型蛋白抗化学性和抗蛋白水解性能增强的变体。

[0103] 本文中使用的术语“野生型”是指不包括任何突变的多核苷酸。“野生型蛋白(wild 

type protein)”、“野生型蛋白 (wild-type protein)”、“野生型生物蛋白 (wild-type 

biologic protein)”或“野生型生物蛋白 (wild type biologic protein)”是指可以从自

然界中分离的在自然条件下具有一定水平活性的且包含在自然条件下发现的氨基酸序列

的蛋白。术语“亲本分子”和“目标蛋白”也指野生型蛋白。

[0104] 术语“工作”，如在“工作样本”中，例如，仅简单地指一个用于工作的样本。同样，

“工作分子”，例如，是指用于工作的分子。

[0105] 本发明涉及改造或演变蛋白以产生在野生型条件下可逆或不可逆失活，而在非正

常条件下表现出活性与在野生型条件下相同或相当水平的新分子的方法。本文中这些新蛋

白是指“Mirac”蛋白。Mirac蛋白对于发展新疗法特别有价值，其在很短的时间或有限的时

期内在宿主中有活性。给定剂量该蛋白的扩展工作 (extended operation) 将对宿主是有

害的，这点特别有价值，但为了进行所需的治疗，其活性必须是有限的。有益的应用例包括

以高剂量进行局部或全身治疗，以及以高浓度进行局部治疗。在生理条件下的失活可通过

给药和蛋白失活速率的组合来确定。催化活性在较短的时间内造成重大的负面影响，这种

基于失活的条件对于酶疗法尤为重要。

[0106] 本发明还涉及改造或演变蛋白从而产生不同于野生型分子的新分子的方法，所述

新分子随时间可逆或不可逆地活化或失活的或仅在体内特定微环境包括在体内特定器官

(如膀胱或肾脏 )中才活化或失活。
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[0107] 目标野生型蛋白

[0108] 任何治疗性蛋白可以作为用于生产条件活性生物蛋白的目标蛋白，或野生型蛋

白。在一个方面，目标蛋白是野生型的酶。目前常用的治疗性酶包括尿激酶和链激酶，用于

治疗血液凝块；以及透明质酸酶，作为提高其它药物的吸收和分散的佐剂。在一个方面，为

了避免或尽量减少野生型蛋白或酶带来的有害副作用，所选用于生产条件活性生物蛋白的

野生型蛋白可以是目前使用的治疗性酶。或者，目前没有作为治疗性酶而使用的酶可选择

用于生产条件活性生物蛋白。某些非限制性的实例将在下文进一步详细讨论。

[0109] 治疗性蛋白是那些可以单独用于药物或与其它疗法结合以治疗各种疾病或病症

(indications) 的蛋白。本发明的条件活性生物蛋白适用于一个或多个病症，包括治疗循

环系统疾病、关节炎、多发性硬化症、自身免疫性疾病、癌症、皮肤病，并用于各种诊断形式

(diagnostic formats)。取决于蛋白和病症，条件活性生物酶蛋白可以是如下讨论的肠外、

外用或口服试剂给药。

[0110] 循环疾病 -血栓形成与溶栓治疗

[0111] 血栓(血块 )的定义是在循环系统中形成的来自血液成分中的固体块。血栓是由

一系列涉及凝血因子、血小板、红细胞以及与血管壁相互作用的事件而形成的。血小板是可

能会导致血管阻塞的血小板、纤维蛋白和被捕获 (entrapped) 的血细胞的血管内聚集。通

过阻塞或阻断血流，血栓剥夺了下游组织的氧气供应。血栓的片段 ( 栓塞 ) 可破坏或阻塞

较小的血管。动脉血栓的形成是由于各种因素中的任一种因素所导致的沉淀，这些因素包

括潜在的狭窄 - 动脉粥样硬化、低流量心脏功能、癌症或凝血因子缺乏所形成的血凝过快

(hypercoagubility)，或异物如支架或导管。导致动脉缺血的血栓可以导致肢体或组织损

伤、急性心肌梗死(AMI)、中风、截肢或肠梗塞。发病率和死亡率的主要原因是动脉血栓(冠

状动脉血栓和脑动脉血栓 ) 和肺血栓的形成。静脉血栓的形成可能是由于内皮损伤如创

伤、不动所导致的瘀积或血凝过快所引起的，但动脉粥样硬化不是一个因素。治疗策略包括

机械去除血栓、药物 - 机械去除血栓及溶栓。血栓治疗用以尽量减少血栓的形成和有助于

血栓的去除。

[0112] 血栓治疗包括使用能够抑制血小板活化的抗血小板试剂、抗凝疗法和 / 或溶栓治

疗，以降低血液凝块。抗血小板试剂的实例包括阿司匹林、潘生丁和噻氯匹啶。抗凝血剂的

实例包括肝素、华法林、水蛭素和活化的人类蛋白 C。溶栓的实例包括组织型纤溶酶原激活

物 (tPA)/tPA 变体、尿激酶和链激酶。溶栓显示了作用的催化模式。

[0113] 急性心肌梗死中的溶栓治疗是公认的。溶栓试剂的使用已成为标准的紧急治疗方

法。虽然有效，这些产品仅在约50％的患者中实现完全再灌注(reperfusion)，且副作用包

括出血 ( 尤其是颅内出血 ) 以及高血压的风险。受损或病变的血管的血凝块的减少，被称

为“纤溶”或“纤溶过程”。纤溶是一个蛋白水解过程，是由纤溶酶原激活剂激活蛋白纤维溶

酶原，从而形成纤溶酶。纤溶酶降解血液凝块的纤维蛋白丝以溶解凝块。纤维特异性的纤

溶酶原激活剂包括组织型纤溶酶原激活剂或变体。非特异性的纤溶酶原激活剂可以包括链

激酶和尿激酶。

[0114] 某些常用的溶栓疗法利用几种可获得的组织型纤溶酶原激活剂 (tPA) 变体中的

一种。例如，先前已批准使用的基于tPA的产品变体是阿替普酶(rt-PA)、瑞替普酶(r-PA)

和替奈普酶(TNK)。tPA变体批准使用的用途包括例如，用以改善AMI影响心室功能的急性
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心肌梗死，充血性心力衰竭发病率的减少，以及 AMI 所致死亡率的下降，用于促进神经功能

的恢复并减少残疾的发病率的成人缺血性中风治疗 (management)，用于急性肺栓塞溶解以

及用于伴有不稳定血流动力学的肺栓塞溶解的成人急性大面积肺栓塞治疗。

[0115] 另一种常用的溶栓治疗采用尿激酶。尿激酶是一种用于外周血管疾病治疗的标准

溶解剂。

[0116] 链激酶是由几种链球菌分泌的、可以结合并激活人纤溶酶原的蛋白。链激酶与人

纤溶酶原的复合物可通过键断裂产生纤溶酶而水解激活其它未结合的纤溶酶原。通常纤溶

酶原激活是通过水解 Arg561-Val562 键。然后 Val562 的氨基与 Asp740 形成盐桥，导致构

象变化而产生活化的蛋白酶纤溶酶。纤溶酶产生于血液中以分解血液凝块的主要成分-纤

维蛋白。

[0117] 链激酶作为一种有效的血块溶解药物用于下列疾病的某些情况：心肌梗死 ( 心脏

病发作 )、肺栓塞 (肺血块 )和下肢深静脉血栓 (腿部血液凝块 )。链激酶属于一组称为纤

维蛋白溶解剂的药物。心脏病发作后尽快施以链激酶，可溶解心壁动脉中的血块并减少对

心脏肌肉的损害。链激酶是一种细菌产品，因此身体能够形成对该蛋白的免疫力。因此，建

议不应在第一次给药四天后再次施用这种产品，因为它可能没有效并会引起过敏反应。出

于这个原因，通常只在第一次心脏病发作后给药，进一步的血栓性事件通常用组织型纤溶

酶原激活剂 (TPA) 治疗。链激酶有时也用于预防手术后粘连。

[0118] 链激酶的副作用包括出血 ( 主要和次要 )、低血压和呼吸抑制以及可能的过敏反

应。此外，改变血小板功能的抗凝血剂、试剂 (例如阿司匹林、其它 NSAID、潘生丁 )可能会

增加出血的风险。

[0119] 溶栓的给药一般通过输液或通过静脉单次剂量注射 (bolus intravenous dose) ；

或通过机械输液系统。不利的影响可包括严重的颅内、消化道、腹膜后或心包出血。如果发

生出血，给药必须立即停止。

[0120] 在本发明的特定实施方案中，tPA、链激酶或尿激酶被选作目标或野生型蛋白。

[0121] 在一个实施方案中，本发明的方法被用于选择在低于正常生理条件的异常温度条

件下具有高活性，且在正常生理条件 (例如 37℃ ) 下完全灭活或失活的条件活性重组的或

合成的链激酶变体。在一个方面，异常的温度条件下是室温，例如20-25℃。在另一个方面，

本发明提供治疗中风或心脏病发作的方法，该方法包括对患有中风或心脏病发作的病人施

以高剂量的条件活性链激酶变体，但允许链激酶变体的迅速失活以免失血过多。

[0122] 循环疾病 -肾素 /血管紧张素

[0123] 肾素/血管紧张素系统是一种调节血压和水(流体 )平衡的激素系统。在低血容

量时，肾脏分泌肾素。肾素是一种酶，其将肝脏分泌的血管紧张素水解为肽血管紧张素 I。

血管紧张素 I 进一步在肺中被内皮结合的血管紧张素转化酶 (ACE) 切割成血管紧张素Ⅱ，

最重要的血管活性肽。血管紧张素Ⅱ引起血管收缩，导致血压升高。然而，血管紧张素Ⅱ也

能刺激肾上腺皮质分泌激素醛固酮。醛固酮引起肾脏的肾小管增加了对钠和水的吸收。这

增加了体内的液量，也增加了血压。过度活性的肾素 - 血管紧张素系统导致血管收缩及钠

和水的滞留。这些影响导致了高血压。有很多药物可中断这个系统中的不同步骤，以降低

血压。这些药物是用来控制高血压 (高血压症 )、心力衰竭、肾衰竭和糖尿病的有害影响的

主要途径之一。
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[0124] 低血容性休克 (Hypovolemic shock) 是一种急性病症，其中严重的血液和 / 或体

液流失使心脏无法充分地带给人体细胞含氧血。创伤、受伤和内部出血可导致失血。由于

烧伤、腹泻、过度出汗或呕吐导致的过多的液体流失可形成血液循环的量下降。低血容性休

克的症状包括焦虑、皮肤湿冷、神志不清、呼吸急促或失去知觉。检查时可见休克的迹象，包

括血压低、体温低和可能微弱的或虚弱的(thready)脉快。治疗包括静脉输液，输血或血制

品，休克治疗和药物如多巴胺、多巴酚丁胺、肾上腺素和去甲肾上腺素，以升高血压和提高

心输出量。

[0125] 在一个实施方案中，本发明提供了一种用于筛选在正常生理温度下可逆失活，但

在低血容量性休克病人的异常较低温度下恢复活性的条件活性重组肾素变体的方法。该条

件活性蛋白可用于治疗低血容量性休克，以帮助提高体内的液体量并升高血压。

[0126] 循环疾病 -雷诺氏现象

[0127] 雷诺氏现象(RP)，是引起手指、脚趾和偶尔其它四肢变色的血管痉挛症。情绪紧张

和寒冷经常触发此现象。当暴露在寒冷的气温下，四肢失去热量。手指和脚趾血液供应通

常放缓，以保持身体的核心温度。通过四肢皮肤下的小动脉变窄使血流量减少。压力会在

体内导致与寒冷类似的反应。雷诺氏病中，正常的反应被扩大了。该病可引起疼痛、变色以

及寒冷和麻木的感觉。该现象是血管痉挛的结果，其减少了对各部分的血液供应。雷诺氏

病 (原发性雷诺氏现象 )中，这种疾病是先天的。雷诺氏综合征 (继发性雷诺氏病 )中，这

种现象是由一些其它的促发因素造成的。手的温度梯度测量是一种用来区分原发性和继发

性形式的工具。原发性形式可以发展为继发性形式，在极端情况下，继发性形式可以发展为

指尖的坏死或坏疽。

[0128] 雷诺氏现象是一种对寒冷或情绪紧张作出的扩大反应。原发性 RP 基本上是由微

血管血管痉挛介导的。交感神经系统过度活跃，会导致外周血管的极度血管收缩，导致缺

氧。慢性、反复发作的情况可导致皮肤、皮下组织和肌肉的萎缩。它也很少导致溃疡和缺血

性坏疽。

[0129] 雷诺氏现象的传统的治疗方案包括扩张血管和促进血液循环的处方药。这些处方

药包括钙通道阻滞剂，如硝苯地平或地尔硫卓；α阻滞剂，其对抗去甲肾上腺素(收缩血管

的激素 )d 的作用，如哌唑嗪或沙唑嗪；以及放松血管的血管扩张剂，如硝酸甘油膏，或血管

紧张素Ⅱ抑试剂氯沙坦、西地那非或前列腺素。由于心理压力，氟西汀(一种选择性的5-羟

色胺再摄取抑试剂)及其它抗抑郁药物可能会降低发作频率和严重程度。这些药物可能会

引起副作用，如头痛、面色潮红和踝部水肿。药物也可能随着时间的推移失去效力。

[0130] 皮肤血管收缩和血管扩张的调控涉及改变的交感神经活性和许多神经调节剂，包

括肾上腺素和非肾上腺素，以及 REDOX 信号传递和其它信号传递，如 RhoA/ROCK 通路。皮

肤中血管平滑肌细胞 (vSMC) 的血管收缩被认为是由 α1 和 α2 肾上腺素受体介导的去甲

肾上腺素激活的。α2C-ARS 从反式高尔基体转移至 vSMC 的细胞表面，然后对涉及 RhoA/

Rhokinase(ROCK) 信号传递通路的这些响应的刺激和信号传递作出反应。皮肤动脉中的冷

刺激导致vSMC线粒体中活性氧(ROS)的立即生成。通过RhoA/ROCK通路，ROS参与入REDOX

信号传递中。RhoA 是一种 GTP 结合蛋白，其作用是调控依赖于肌动蛋白 - 肌球蛋白的过

程，如 vSMC 中的迁移和细胞收缩。脉管系统 (vascluature) 中可能涉及 RP 已知功能的非

肾上腺素神经肽包括降钙素基因相关肽 (CGRP)、P 物质 (SP)、神经肽 Y(NPY) 和血管活性肠
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肽 (VIP)。Fonseca 等人 ,2009,“雷诺氏现象和系统性硬化症中的神经调节剂和血管功能

障碍 (Neuronal regulators and vascular dysfunction in Raynaud's phenomenon and 

systemic sclerosis)”,Curr.Vascul.Pharmacol.7:34-39。

[0131] RP的新疗法包括α-2C肾上腺素受体阻滞剂、酪氨酸蛋白激酶抑试剂、Rho激酶抑

试剂和降钙素基因相关肽。

[0132] 降钙素基因相关肽 (CGRP) 是降钙素家族肽中的一个成员，以两种形式存在：

α-CGRP 和β-CGRP。α-CGRP 是由降钙素 /CGRP 基因的选择性剪接形成的 37 个氨基酸的

肽。CGRP 是外周和中枢神经元中产生的最丰富的肽之一。它是一种强效的肽血管扩张剂，

可在疼痛的传递中发挥功能。偏头痛是一种常见的神经系统疾病，其与增加的CGRP水平有

关。CGRP 扩张颅内血管并传递血管伤害感受 (vascular nociception)。将 CGRP 受体拮

抗剂用于治疗偏头痛已经过测试。Arulmani 等人，2004,“降钙素基因相关肽以及它在偏

头痛病理生理中的作用 (Calcitonin gene-related peptide and it role in migraine 

pathophysiology)”,Eur.J.Pharmacol.500(1-3):315-330。至少有三个受体亚型已经确

定，CGRP 通过 G 蛋白 - 偶联受体发生作用，该受体的存在和功能的变化调节该肽在各种组

织中的效果。CGRP通过受体的信号转导依赖于两个辅助蛋白：受体活性修饰蛋白1(RAMPl)

和受体组成蛋白 (RCP)。Ghatta 2004, 降钙素基因相关肽：认识其作用 (Calcitonin 

gene-related peptide:understanding its role).Indian J.Pharmacol.36(5):277-283。

一项使用激光多普勒血流计 (LDF) 的有关三种扩血管剂：内皮依赖性血管扩张剂腺苷三磷

酸 (ATP)、不依赖于内皮的血管扩张剂前列环素 ( 依前列醇；PGI2) 和 CGRP 对雷诺的现象

患者和相似数量年龄和性别匹配的对照组的影响的研究表明，由雷诺氏症患者的皮肤血流

量上升造成 CGRP 诱导脸部和手潮红，而对照组 CGRP 仅引起脸部潮红。PGI2 引起两组中脸

部和手相似的血流量上升。ATP 没有引起病人手或脸部血流量的任何大的改变，但增加了

对照组的脸部血流量。Shawket 等人，1989,“雷诺氏现象中手的降钙素基因相关肽的选择

性过敏症 (Selective suprasensitivity to calcitonin-gene-related peptide in the 

hands in Reynaud's phenomenon)”，《柳叶刀》(The Lancet),334(8676):1354-1357。在一

个方面，野生型蛋白的目标分子是 CGRP。

[0133] 在一个实施方案中，本发明提供筛选与雷诺氏综合征相关的、在正常生理条件下

可逆失活但在手指或足趾中较低的异常温度下恢复活性的条件活性重组蛋白变体的方法。

该条件活性蛋白可用于治疗雷诺氏现象，以防止或减少由于低循环导致的手指或足趾功能

的损失。

[0134] 循环疾病 -血管加压素

[0135] 精氨酸血管加压素 (AVP、血管加压素、抗利尿激素 (ADH) 是发现于大多数哺乳动

物中的一种肽类激素，其通过影响组织通透性控制肾脏的肾小管中分子的重吸收。血管加

压素的最重要作用之一，是调节体内保水力 (water retention)。在高浓度下，它通过引入

适度的血管收缩提升高血压。血管加压素具有三种效应导致尿渗透压增加(浓度增加)并

减少水的排泄。首先，血管加压素会使得肾脏集合管细胞(collecting duct cells)的水通

透性增加，从而允许水的重吸收和较小体积浓缩尿的排泄 (抑制尿分泌 (antidiuresis))。

这是通过将水通道蛋白-2的水通道插入集合管细胞的顶膜中而产生的。其次，血管加压素

引起集合管的内髓部分对尿素的通透性增加，从而允许髓间质增加了对尿素的重吸收。第
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三，通过增加 Na+-K+-2Cl-协同转运蛋白的活性，血管加压素引起在亨利氏环厚上行支血管

中对钠和氯重吸收的刺激。NaCl 的重吸收驱动了反流倍增，其为髓质集合管中水通道蛋白

介导的水重吸收提供渗透梯度。

[0136] 肾集合管周围的高渗组织间液提供了高渗透压以去除水。由蛋白组成的跨膜通道

称为水通道蛋白，它插入质膜中极大地增加了水的渗透性。当通道打开时，水通道蛋白通道

每秒可使 3 百万个水分子通过。水通道蛋白 -2 通道的插入需要血管加压素传递信号。血

管加压素与集合管细胞的基底表面上的受体 ( 称为 V2 受体 ) 结合。该激素的结合触发了

细胞内 cAMP 水平的提高。该“第二信使”启动了一连串事件，最终在集合管细胞的顶端表

面的插入水通道蛋白-2通道。水通道使水移出肾元，从而增加了从形成的尿液中重吸收而

返回血液中的水的量。

[0137] 从脑垂体后叶释放的血管加压素的主要刺激是增加了血浆渗透压。任何使身体脱

水的方法，如大量出汗，增加了血液渗透压并打开了血管加压素 -V2 受体 - 水通道蛋白 -2

通路。因此，低至 0.5 升 / 天的尿可能会保持原有 180 升 / 天的肾滤液。尿中的盐浓度可

以是血液中的四倍。如果血液变得太稀，喝大量的水会使血液变得太稀，血管加压素分泌受

到抑制，水通道蛋白 -2 通道可通过内吞作用进入细胞内。结果是，形成大量的盐浓度仅为

血液盐浓度四分之一的水样尿。

[0138] 血管加压素释放的减少或肾对 AVP 敏感度的下降导致尿崩症 (diabetes 

insipidus)、高钠血症 (增加的血钠浓度 )、多尿 (产生过多的尿 )和多饮 (口渴 )。

[0139] 高水平的 AVP 分泌 (抗利尿激素分泌过多综合征，SIADH) 和由此造成的低钠血症

(血液中钠含量低)，发生于脑部疾病和肺疾病(小细胞肺癌)。在围手术期，手术应激和一

些常用的药物(例如，鸦片、催产素、止吐药)的影响，导致类似的血管加压素分泌过度的情

况。这可能会导致数天的轻度低钠血症。

[0140] 血管加压素激动剂用于治疗各种病症，其长效的合成类似物去氨加压素

(desmopressin) 用于血管加压素分泌量低的病症，以及控制出血 ( 以某些血管性血友病

的形式 ) 和极端案例儿童尿床中。特利加压素 (Terlipressin) 和相关类似物用作特定

病症中的血管收缩剂。血管加压素输液已被用来作为第二种治疗对高剂量影响肌力药

(inotropes)(例如，多巴胺或去甲肾上腺素)没反应的感染性休克(septic shock)患者的

方法。血管加压素受体拮抗剂是干扰血管加压素受体作用的试剂。它们可用于治疗低钠血

症。

[0141] 在一个实施方案中，本发明提供了筛选用于涉及血管加压素响应的、在正常生理

渗透压下可逆失活但在血液中异常的渗透压下恢复活性的条件活性生物重组的或合成的

蛋白变体的方法。在另一个实施方案中，涉及血管加压素响应的蛋白变体在低钠条件下被

激活，但在正常血清钠浓度下失活。在一个方面，低钠条件是血清钠 <135mEq/L。

[0142] 癌 -血管抑素

[0143] 血管抑素是在几种动物中自然产生的蛋白。它作为一种内源性血管生成抑试剂

(即，它阻止新血管的生长)。血管抑素能够通过抑制内皮细胞增殖和迁移来抑制肿瘤细胞

的生长和转移。血管抑素是纤溶酶的38kD片段(其本身是纤溶酶原的片段)。血管抑素包括

纤溶酶原可里格尔区 (kringle)1-3。血管抑素产生，例如，通过纤溶酶原的自溶裂解，包括

磷酸激酶引起的胞外二硫键还原。血管抑素也可以由不同的基质金属蛋白酶 (MMPs)，包括
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MMP2、MMP12 和 MMP9 以及丝氨酸蛋白酶 (中性粒细胞弹性蛋白酶、前列腺特异抗原 (PSA))

切割纤溶酶原而得到。在体内，血管抑素抑制肿瘤的生长和使实验性转移 (experimental 

metastasis) 保持休眠状态。血管抑素在具有原发肿瘤和其它炎症和退行性疾病的动物中

是升高的。

[0144] 已知血管抑素结合许多蛋白，包括血管抑素动蛋白 (angiomotin) 和内皮细胞表

面 ATO 合酶，还有整合素 (integrin)、膜联蛋白 II(annexin II)、c-met 受体、NG2- 蛋白

多糖、组织型纤溶酶原激活物、硫酸软骨素糖蛋白和 CD26。一项研究表明，IL-12，一种具

有强效抗血管生成活性的 TH1 因子，是血管抑素活性介质。Albin".,J.Translational 

Medicine.Jan.4,2009,7:5。血管抑素结合并抑制内皮细胞表面 ATP 合成酶。ATP 合成酶

还出现在多种癌细胞的表面。发现肿瘤细胞表面ATP合成酶在胞外低pH下更活跃，肿瘤微

环境的一个标志。发现在胞外酸性 pH(pHe) 下，血管抑素影响肿瘤细胞表面的 ATP 合成酶

活性。在胞外低 pH 下，血管抑素直接抗肿瘤发生。在低 pH 下，血管抑素和抗 -β- 亚基抗

体诱导 A549 癌细胞的胞内酸化，以及直接的毒性，该毒性在具有低水平的胞外 ATP 合成酶

水平的肿瘤细胞中是不存在的。据推测，肿瘤细胞毒的作用机制依赖于由细胞表面的 ATP

合成酶的抑制引起的胞内 pH 异常。Chi 和 Pizzo,“在胞外低 pH 值下血管抑素对肿瘤细

胞的直接细胞毒性：依赖于细胞表面相关的 ATP 合酶的机制 (Angiostatin is directly 

cytotoxic to tumor cells at low extracellular pH:a mechanism dependent on cell 

surface-associated ATP synthase)”,Cancer Res.,2006,66(2):875-82。

[0145] 在一个实施方案中，本发明提供用于确定在正常生理血液 pH 下活性低于野生型

血管抑素，但在低 pH 下活性增强的条件活性血管抑素变体的方法。低 pH 被定义为比正常

生理 pH 低。在一个方面，低 pH 是≤约 7.2。在一个特定的方面，低 pH 是约 6.7。

[0146] 在一个方面，条件活性血管抑素变体可被配制并用作抗癌剂。

[0147] 组织通透性的增强 -透明质酸酶

[0148] 透明质酸酶是降解透明质酸的酶家族。通过催化间质屏障 (interstitial 

barrier) 的主要成分透明质酸的降解，透明质酸酶降低了透明质酸的粘度，从而提高组织

的通透性。在医学上，它被用于与其它药物结合以加速其分散和运送。最常见的应用是

在眼科手术中，与局部麻醉剂组合使用。动物源性透明质酸酶包括 HydaseTM(PrimaPharm 

Inc. ；Akorn Inc.)、羊型透明质酸酶 (Vitrase)(ISTA Pharmaceuticals) 和牛型透明质酸

酶(Amphadase)(Amphastar Pharmaceuticals)。目前已批准重组人透明质酸酶作为佐剂以

增加其它药物的吸收；皮下输液(皮下注射液体)；改善造影剂(radioopaque agent)吸收

的皮下尿路造影中的附属物(adjunct)。(Hylenex ；Halozyme Therapeutics,Inc. ；Baxter 

Healthcare Corp.)。在一个实施方案中，透明质酸酶可作为野生型蛋白(亲本分子)用于

制备条件活性生物蛋白。透明质酸酶可能在癌症转移和或许在血管生成中发挥作用；因此，

过度暴露这些酶可能是有害的。在一个方面，条件活性生物透明质酸酶蛋白将会在正常生

理温度下不可逆转或可逆失活，但会在特定的低于正常生理温度的温度范围内较野生型透

明质酸酶的活性水平相同或高于其活性水平。

[0149] 自身免疫性疾病 -条件活性生物反应调节剂

[0150] 类风湿关节炎 (RA) 是一种自身免疫性疾病，其特点是导致关节发炎和肿胀并伴

随关节逐渐破坏的异常免疫机制。RA 也可影响皮肤、结缔组织和身体中的器官。传统的疗
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法包括非甾体抗炎药 (NSAIDs)、COX-2 抑试剂和改善病情抗风湿药 (disease-modifying 

anti-rheumatic drugs)(DMARDS)，如甲氨蝶呤。传统的治疗方案都不理想，尤其是对于长

期使用而言。

[0151] 生物反应调节剂，其作用靶标是炎症介质，提供了一种相对新的治疗类风湿关节

炎和其它自身免疫性疾病的方法。这种生物反应调节剂包括抗各种炎症介质，如IL-6、IL-6

受体、TNF-α、IL-23 和 IL-12 的抗体或其活性部分。

[0152] 一些第一生物反应调节剂是靶向肿瘤坏死因子α(TNF-a)，参与 RA 发病机制的一

种前炎症细胞因子的药物。目前市面上可获得几种用于治疗 RA 的抗 TNF-α 药物。例如，

(依那西普,Amgen)是 TNF-α阻滞剂。依那西普是一种二聚体融合蛋白，由连接

于人IgGl Fc部分的75kD(p75)肿瘤坏死因子受体(TNFR)的胞外配体结合部分组成。依那

西普的 Fc 部分包含 CH2 域、CH3 域和铰链区，但不包含 IgGl 的 CHL 域。依那西普是在中国

仓鼠卵巢(CHO)哺乳动物细胞表达系统中产生的。它由934个氨基酸组成，分子量约150kD。

用于治疗类风湿关节炎、银屑病关节炎、强直性脊柱炎和牛皮癣。 严重

的副作用，包括由条件致病菌引起的感染包括结核、真菌感染、细菌或病毒感染。也可发生

败血症。淋巴瘤或其它恶性肿瘤也有报道。

[0153] ( 英利昔单抗 ) 是一种由人恒定区和小鼠可变区组成的嵌合抗

TNF-αIgGkI 单克隆抗体。Remicade 通过静脉注射给药，并用于治疗类风湿关节炎、银屑

病、克罗恩病、溃疡性结肠炎和强直性脊柱炎。Remicade 的副作用包括严重感染或败血症，

很少为某些T细胞淋巴瘤。其它副作用包括肝毒性，某些严重的血液事件、过敏反应和某些

严重的神经事件。

[0154] 其它生物反应调节剂包括人源化的抗白细胞介素 -6(IL-6) 受体抗体。IL-6 是一

种细胞因子，其有助于消炎、消肿和 RA 中的关节损伤。一种人源化的抗 IL-6 受体抗体，阿

克特姆拉 (Actemra)(tocilizumab，Roche)，通过了 FDA 和欧盟委员会批准用于治疗患有

类风湿关节炎的成人患者。阿克特姆拉也在日本批准用于治疗 RA 和青少年特发性关节炎

(sJIA)。III期临床研究表明，阿克特姆拉作为单一疗法，或与MTX或其它DMARD组合治疗，

与其它疗法相比减少了RA的迹象和症状。阿克特姆拉是人源化的抗人IL-6受体单克隆抗

体，其竞争性地阻止 IL-6 与其受体的结合。因此，它抑制 IL-6 的细胞增殖作用，从而导致

在RA中滑膜增厚和血管翳形成。阿克特姆拉的严重副作用包括严重的感染和过敏反应，其

包括少数病例的过敏性反应。其它副作用包括上呼吸道感染、头痛、鼻咽炎、高血压和增加

的 ALT。

[0155] 另一种常见的自身免疫性疾病是牛皮癣。过于活跃的免疫系统可导致高水平的

IL-12 和 IL-23、两种已在银屑病斑块中发现的细胞因子蛋白。IL-12 和 IL-23 参与炎症和

免疫反应，如自然杀伤细胞的活化和 CD4+T 细胞分化和活化。

[0156] 中度或重度牛皮癣的一种治疗包括皮下注射 StelaraTM(ustekinumab,Centocor 

Ortho Biotech,Inc.)，一种人源化的抗 IL-12 和 IL-23 因子的 p40 亚基的 IgGIk 单克隆

抗体。已证明 Stelara 可减轻与银屑病斑块有关的某些症状，如斑块厚度、脱屑和发红。

Stelara的配方包括L-组氨酸和L-组氨酸盐酸盐一水合物、聚山梨醇酯80和蔗糖，以水配

制。StelaraTM的使用影响免疫系统，并可能增加感染的机会，包括肺结核和由细菌、真菌或
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病毒引起的感染；以及增加某些类型的癌症的风险。

[0157] 生物反应调节剂的副作用很值得注意，部分由于注射患者后的高水平使患者易患

严重感染或死亡。这是一种与此类重要药物有关的主要副作用。挑战之一是避免所需抗体

剂量的初始高活性水平，从而注射后提供一个长期治疗效果。

[0158] 在一个实施方案中，本发明提供制备能够避免所需抗体剂量的高活性水平，从而

注射后提供一个长期治疗效果的条件活性生物反应介质或其片段的方法。本发明的方法可

用于设计炎症介质，如 IL-6、IL-6 受体、TNF-α、IL-23 和 IL-12 的抗体，其在给药条件下如

室温下是无活性的，但在体温下慢慢地重折叠(可逆或不可逆的)。它们的抗体或片段在初

始注射时是无活性的，但注射后接触到血液数小时至数天后，重新折叠或恢复活性。这可以

允许较高的给药量和较长的半衰期 (或给药期间 )并减少副作用。

[0159] 在一个方面，本发明提供制备在给药条件下如室温下无活性，但在体温下缓慢重

新折叠(可逆或不可逆的)的炎症介质的条件活性抗体或其片段的方法。该方法包括以下

步骤。选择一种炎症介质。通过杂交瘤细胞进行筛选以确定炎症介质的抗体。人源化该抗

炎症介质的抗体。演变该抗炎症介质的抗体并差异筛选用于在两种或两种以上条件下的结

合，例如，两种或两种以上温度条件，如在室温和在 37℃或更高温度；筛选在第一条件下相

对于野生型无活性但在第二条件下显示出相对于野生型抗体活性 ( 如结合 ) 增强了活性

(结合 )的突变。然后将在重链和轻链变化中确定的改善型突变在重链和轻链内部重新组

合，以及通过重链和轻链的组合关联。在两种条件下，例如室温或37℃或更高温度条件下重

复筛选这些重组的重链和轻链。此外，可筛选在储存和生理条件下保持活性和稳定性的重

组抗体或片段。

[0160] 或者，炎症介质的野生型抗体是已知抗体或变体或其活性片段。

[0161] 在一个方面，第一和第二条件选自以下条件：pH、渗透压、渗量、氧化和电解质浓

度。在另一个方面，炎症介质选自 IL-6、IL-6 受体、TNF-α、IL-23 和 IL-12。

[0162] 在另一个方面，本发明提供制备在给药条件如室温下无活性但在体温下缓慢重新

折叠(可逆或不可逆的)的 IL-6的条件活性抗体或其片段的方法。该方法包括以下步骤。

在全人体文库中筛选IL-6的抗体。演变该抗体，并在室温和37℃或更高温度条件下差异筛

选分子；筛选在室温下相对于野生型无活性但相对于野生型抗体活性 ( 结合 ) 显示出增强

的活性 (例如结合 )。然后将在重链和轻链变化中确定的改善型突变在重链和轻链内部重

新组合，以及通过重链和轻链的组合关联。在室温或 37℃或更高温度条件下重复筛选这些

重组的重链和轻链。此外，筛选在储存和生理条件下保持活性和稳定性的重组抗体或片段。

[0163] 如此确定并产生的所述条件活性抗 -IL-6 抗体可用于治疗自身免疫性疾病如类

风湿关节炎或牛皮癣的方法中，通过对病人施以所需的有效剂量，较施以传统的抗 -IL-6

抗体生物反应调节剂减少了副作用的严重性。这种方法的一个优点是，相对于目前的高水

平生物反应调节剂药物在数周或数月后消除 (clearance) 半衰期，它使在治疗一段时间后

的药物量保持平缓或维持药物水平。

[0164] 采用一种或多种突变技术来演变编码野生型蛋白的DNA，以产生突变DNA文库 ；表

达突变 DNA 以产生突变蛋白；在正常生理条件和一种或多种异常条件下对文库进行筛选检

测。从这些蛋白中筛选出具有以下两种性质的条件活性生物蛋白：(a) 在正常生理条件的

测试中，较野生型蛋白活性减少，以及 (b) 在异常条件的测试中，较野生型蛋白活性增强。
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或者，条件活性生物蛋白选自那些在两种或两种以上不同的生理条件下，表现出活性可逆

或不可逆变化的蛋白。

[0165] 从亲本分子演变出的分子的形成

[0166] Mirac 蛋白质可通过突变和筛选单个突变的过程产生，该单个突变在野生型条件

下活性减少，在非野生型条件下保持与野生型条件相同的或具有更高的活性。

[0167] 本发明提供生产编码具有酶活性的多肽的核酸变体的方法，其中所述变体具有较

天然存在的改变的生物活性，该方法包括：(a) 修饰核酸，通过 (i) 将一个或多个核苷酸替

换成不同的核苷酸，其中所述核苷酸包括自然的或非自然的核苷酸，(ii) 缺失一个或多个

核苷酸，(iii) 添加一个或多个核苷酸，或 (iv) 它们的任意组合。在一个方面，非自然的核

苷酸包括肌苷。在另一个方面，该方法进一步包括检测由修饰的核酸编码的多肽的改变的

酶活性，以确定该编码具有改变的酶活性的修饰的核酸。在一个方面，修饰的步骤 (a) 由

PCR、易错PCR、改组、寡核苷酸定向诱变、装配PCR、有性PCR诱变、体内诱变、盒式诱变、循环

总体诱变、指数总体诱变、特异位点诱变、基因重组、基因位点饱和诱变、连接酶链式反应、

体外诱变、连接酶链式反应、寡核苷酸合成、任何生成 DNA 的技术和它们的任意组合构成。

在另一个方面，该方法进一步包括至少一个修饰步骤 (a) 的重复。

[0168] 本发明进一步提供一种从两个或两个以上的核酸生成多核苷酸的方法，该方法包

括 ：(a) 确定两个或两个以上的核酸之间的相同部分和不同部分，其中至少一个核酸包括

本发明的核酸；(b) 提供一组与两个或两个以上核酸中的至少两个序列相关的寡核苷酸；

以及 (c) 用聚合酶延伸该寡核苷酸，由此生成多核苷酸。

[0169] 任何诱变技术可用于本发明的各种实施方案中。随机的 (Stochastic) 或随机

(random) 诱变例举亲本分子突变 ( 修饰的或改变的 ) 情形，产生一组具有预先不确定突

变的后代分子。因而，在体外随机诱变反应中，例如没有意向中产量的具体预定的产物；有

关获得的突变的确切性质，还有有关生成的产物是不确定的，因此是随机的。随机诱变出

现于例如易错 PCR 和随机改组的方法中，其中获得的突变是随机的和预先不确定的。变体

形式可由易错转录如易错 PCR 产生，或使用缺少纠错功能的聚合酶 ( 见 Liao(1990)Gene 

88:107-111)，第一变体形式，或通过在致突变菌株 (mutator strain)( 致突变宿主细胞将

在下面作进一步详细讨论，其通常是众所周知 ) 中复制该第一变体形式。致突变菌株可包

括在任何错配修复功能受损的生物体中的任何突变。这些突变包括mutS、mutT、mutH、mutL、

ovrD、dcm、vsr、umuC、umuD、sbcB、recJ 等的突变基因产物。损伤是通过加入试剂，如小化

合物或表达的反义 RNA 或其它技术产生的基因突变、等位基因置换、选择性抑制而获得的。

损伤可以是基因的损伤，或任何生物体同源基因的损伤。

[0170] 目前广泛使用的用于从起始分子产生可替代蛋白的诱变方法是寡核苷酸定向诱

变技术、易错聚合酶链式反应 ( 易错 PCR) 和盒式诱变，其中特定的待优化区被合成的诱变

寡核苷酸替换。在这些情况下，许多突变位点围绕起始序列中的某些位点产生。

[0171] 在寡核苷酸定向诱变中，短序列被合成的诱变寡核苷酸替换。在寡核苷酸定向诱

变中，使用限制性酶消化，从多核苷酸中去掉多核苷酸的短序列，且其被合成的其中多个碱

基相对于起始序列发生变化的多核苷酸替换。多核苷酸序列也可以通过化学诱变改变。化

学诱变剂包括，例如，亚硫酸氢钠、亚硝酸、羟胺、肼或甲酸。核苷酸前体的类似物的其它试

剂包括亚硝基胍、5-溴尿嘧啶、2-氨基嘌呤或吖啶。一般来说，这些试剂被添加到PCR反应
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中替换核苷酸前体，从而使序列突变。也可使用插入剂如普罗黄素、吖啶黄、奎纳克林等。多

核苷酸序列的随机突变也可通过 X 射线或紫外线照射获得。一般来说，如此诱变的质粒多

核苷酸被引入大肠杆菌中并作为杂种质粒的池 (pool) 或文库扩繁。

[0172] 易错 PCR 使用低精确度 (low-fidelity) 聚合作用条件在长序列上引入低水平的

随机点突变。在未知序列的片段的混合物中，可使用易错 PCR 诱变该混合物。

[0173] 在盒式诱变中，单模板的序列块通常由 ( 部分 ) 随机序列替换。Reidhaar-Olson 

J F和Sauer R T:作为蛋白序列信息内容探针的组合盒式诱变(Combinatorial cassette 

mutagenesis as a probe of the informational content of protein sequences) ；

Science 241(4861):53-57,1988。

[0174] 此外，任何非随机的 (non-stochastic) 或非随机 (non-random) 诱变技术可用于

本发明的各种实施方案中。非随机诱变的示例情况为如亲本分子被突变(被修饰或改变)，

从而产生具有一个或多个预定突变的后代分子。可以理解，现实是在许多发生分子加工的

反应中存在一定量的背景产物，这些背景产物的存在不影响具有预定产物的诱变方法的非

随机性质。定点饱和诱变和合成连接重组是目标产物确切化学结构预定的诱变技术的实

例。

[0175] 一种定点饱和突变的方法公开于美国专利申请公开第 2009/0130718 号，通过参

考并入于此。该方法提供了与模板多核苷酸的密码子对应的一套简并引物，进行聚合酶延

伸产生包含对应于该简并引物的序列的多核苷酸后代。可表达和筛选该多核苷酸后代以

用于定向演变。具体来说，这是产生一组后代多核苷酸的方法，包括步骤 (a) 提供模板多

核苷酸拷贝，各含有大量编码模板多肽序列的密码子；以及 (b) 对各模板多核苷酸的密码

子进行如下步骤：(1) 提供一套简并引物，其中各引物含有与模板多核苷酸的密码子对应

的简并密码子和至少一个与模板多核苷酸密码子的毗邻序列同源的毗邻序列；(2) 提供条

件使引物与模板多核苷酸的拷贝退火结合；以及 (3) 从引物开始沿着模板进行聚合酶延伸

反应；由此产生多核苷酸后代，各多核苷酸后代含有与退火引物的简并密码子对应的序列；

由此生成一组多核苷酸后代。

[0176] 定点饱和诱变涉及核酸的定向演变和筛选含有演变的核酸的克隆以获得目标活

性，如核酸活性和 / 或特定的蛋白尤其是酶的目标活性。由这一技术提供的突变分子可含

有嵌合分子和具有点突变的分子，包括含有碳水化合物、脂类、核酸和 / 或蛋白成分的生物

分子，具体的但不限于以下实例，包括抗生素、抗体、酶、甾体和非甾体类激素。

[0177] 定点饱和诱变一般涉及方法1)制备分子后代(包括由多核苷酸序列组成的分子，

由多肽序列组成的分子，以及由部分多核苷酸序列和部分多肽序列组成的分子 )，从一个或

多个祖先或亲代模板，诱变以获得至少一个点突变、添加、缺失和 / 或嵌合；2) 筛选后代分

子(优选采用高通量法)筛选出至少一种目标特性(如酶活性的提高或稳定性的增加或新

的化疗效果 )；3) 任选地获得和 / 或编目结构和 / 或与亲代和 / 或后代分子有关的功能性

信息；以及 4) 任选地重复步骤 1)- 步骤 3) 的任何步骤。

[0178] 在定点饱和诱变中，产生 ( 例如从亲代多核苷酸模板 ) 称为“密码子定点饱和诱

变”的多核苷酸后代，各多核苷酸后代含有一套至少多达三个连续的点突变(即含有新密码

子的不同碱基)，从而每个密码子(或每个编码相同氨基酸的简并密码子家族)在每个密码

子位置被代表。对应于和由该多核苷酸后代编码，也产生一套多肽后代，各自具有至少一个
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单独的氨基酸点突变。在一个优选的方面，产生所称的“氨基酸定点饱和诱变”，一种突变的

多肽，各 19 个自然编码的多肽，沿着该多肽在每个氨基酸位置上形成 α- 氨基酸替换。如

果其它氨基酸被用于替代或加入到20个自然编码的氨基酸中，这产生了(在沿着亲代多肽

的每个氨基酸位置上 ) 总计 20 个不同的多肽后代，其包括原始的氨基酸或潜在的≥ 21 个

不同的多肽后代。

[0179] 也可采用其它诱变技术，包括重组和更具体的通过含有部分同源区的多核苷酸序

列的体内重排的方法来制备编码多肽的多核苷酸的方法，重组该多核苷酸以生成至少一个

多核苷酸，并筛选该多核苷酸以产生具有有用属性的多肽。

[0180] 在另一个方面，诱变技术利用细胞的自然属性，以重组分子和 / 或介导降低序列

复杂性和重复或连续的具有同源区的序列范围的还原过程。

[0181] 各种诱变技术，可单独使用或组合使用，提供制备编码生物活性增强的杂种多肽

的杂种多核苷酸的方法。在实现这些和其它目标中，按照本发明的一个方面，提供了向合适

的宿主细胞中引入多核苷酸并使该宿主细胞在产生杂种多核苷酸的条件下生长的方法。

[0182] 通过使用由限制性酶产生的相容粘末端连接 2 个多核苷酸片段生成嵌合基因，其

中各片段来自单独的祖先(或亲代)分子。另一个实例是亲代多核苷酸的单一密码子位置

的诱变 (即获得密码子替换、添加或缺失 )，以产生编码单一位点诱变的多肽的单一多核苷

酸后代。

[0183] 此外，已采用体内位点特异性重组系统产生基因杂种，以及体内重组中的随机方

法，和同源的但在质粒中截短的基因之间的重组。也有报道通过重叠延伸和PCR产生诱变。

[0184] 非随机的方法已被用来获得大量的点突变和 / 或嵌合 (chimerization)，例如全

面或详尽的方法已被用来在特定的突变组中产生所有分子，功能归于模板分子中的特定结

构群 ( 例如特定的单一氨基酸位置或由两个或两个以上氨基酸位置构成的序列 )，用以分

类和比较特定的突变组。

[0185] 这些或其它演变方法中的任一种方法可用于本发明中，从一个或多个亲代分子产

生新的分子群体 (文库 )。

[0186] 一旦形成，根据已公开的方案 (protocol)，构建体可以或不必在琼脂糖凝胶上区

分大小，插入克隆载体，并转染到合适的宿主细胞内。

[0187] 演变分子的表达

[0188] 一旦生成突变分子库，可采用常规分子生物技术表达 DNA。因而，可采用各种已知

的方法表达蛋白。

[0189] 例如，简单地说，可采用各种随机的或非随机的方法如本文中描述的那些方法来

演变野生型基因。然后采用标准的分子生物技术来消化突变的DNA分子并连接至载体DNA，

如质粒DNA。采用标准方法(protocol)将含有单个突变的载体DNA转化至细菌或其它细胞

中。可在多孔板，如 96- 孔板的单个孔中进行高通量表达和筛选。重复该方法获得各突变

分子。

[0190] 将所述筛选和分离的多核苷酸引入合适的宿主细胞内。合适的宿主细胞是任何能

够促进重组和 / 或还原重组的细胞。筛得的多核苷酸优选已存在于载体中，该载体包括适

当的调控序列。宿主细胞可以是高等的真核细胞如哺乳动物细胞，或低等的真核细胞如酵

母细胞，或优选地，宿主细胞可以是原核细胞如细菌细胞。将构建体引入宿主细胞内可以是
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磷酸钙转染、DEAE- 葡聚糖介导转染或电穿孔 ( 例如 Ecker 和 Davis,1986, 通过表达反义

RNA抑制基因在植物细胞中的表达(Inhibition of gene expression in plant cells by 

expression of antisense RNA),Proc Natl Acad Sci USA,83:5372-5376)。

[0191] 作为有代表性的实例，可使用的表达载体，可提及的是病毒颗粒、杆状病毒、噬菌

体、质粒、噬菌粒、粘粒、养粒 (fosmids)、细菌人工染色体、病毒 DNA( 如牛痘病毒、腺病毒、

禽痘病毒、伪狂犬病和 SV40 的衍生物 )、基于 P1 的人工染色体、酵母质粒、酵母人工染色

体和其它任何特定的目的宿主 ( 如芽孢杆菌、黑曲霉和酵母菌 )。因而，例如，DNA 可包括

于任一种用于表达多肽的表达载体中。这种载体包括染色体的、非染色体的和人工合成的

DNA 序列。大量合适的载体是本领域众所周知的且可市售获得。以下载体通过举例的方式

提供；细菌：pQE 载体 (Qiagen)、pBluescript 质粒、pNH 载体、λ-ZAP 载体 (Stratagene) ；

ptrc99a、pKK223-3、pDR540、pRIT2T(Pharmacia) ；真核：pXTl、pSG5(Stratagene)、pSVK3、

pBPV、PMSG、pSVLSV40(Pharmacia)。然而，可使用任何其它质粒或其它载体，只要它们是在

宿主中可复制且存活的。本发明中可采用低拷贝量或高拷贝量载体。

[0192] 表达载体中的 DNA 序列可操作地连接至适当的表达调控序列 ( 启动子 ) 来指导

RNA 的合成。特殊命名的细菌启动子包括 lacI、lacZ、T3、T7、gpt、λPR、PL 和 trp。真核启

动子包括 CMV 早期 (immediate early)、HSV 胸苷激酶、早期和晚期 SV40、来自逆转录病毒

的LTR和小鼠金属硫蛋白-1。合适的载体和启动子的选择是本领域的普通技术水平。表达

载体还含有用于翻译起始和转录终止的核糖体结合位点。载体还包括适当的用于扩增表达

的序列。用氯霉素转移酶 (CAT) 载体或其它具有筛选标记的载体，可以从任何目标基因中

筛选出启动子区。此外，优选表达载体含有一个或多个选择标记基因，以提供用于筛选转化

的宿主细胞的表型性状，如用于真核细胞培养物的二氢叶酸还原酶或新霉素抗性，或如在

大肠杆菌中的四环素或氨苄青霉素抗性。

[0193] 因此，在本发明的另一个方面，可通过还原重组的方法产生新的多核苷酸。该方法

包括制备含有连续序列(原始编码序列)的构建体，将它们插入合适的载体，随后将它们引

入到合适的宿主细胞中。通过在具有同源区的构建体中的连续序列之间或在准重复单元之

间的组合方法产生单独分子识别 (molecular identity) 的重排。重排方法重组和 / 或降

低了重复序列的复杂性和规模，并产生了新的分子。可采用各种处理来增强重组率。这些

可能包括使用紫外光或破坏 DNA 的化学品和 / 或使用显示更高水平的“遗传不稳定”的宿

主细胞。因而，重组方法可包括同源重组或指导自身演变的准重复序列的自然属性。

[0194] 在一个方面，宿主生物体或细胞包括革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌或真核有机体。

在本发明的另一个方面，革兰氏阴性菌包括大肠杆菌或荧光假单胞菌。在本发明的另一个

方面，革兰氏阳性菌包括 Streptomyces diversa、格氏乳杆菌 (Lactobacillus gasseri)、

乳酸乳球菌 (Lactococcus lactis)、乳脂链球菌 (Lactococcus cremoris) 或枯草芽孢杆

菌。在本发明的另一个方面，真核有机体包括酿酒酵母、裂殖酵母、毕赤酵母、乳酸克鲁维酵

母、汉逊酵母或黑曲霉 (Aspergillus niger)。作为合适宿主的有代表性的实例，可提及的

是：细菌细胞，如大肠杆菌、链霉菌、鼠伤寒沙门氏菌；真菌细胞，如酵母；昆虫细胞，如果蝇

S2 和夜蛾 Sf9 ；动物细胞如 CHO、COS 或黑色素瘤；腺病毒和植物细胞。选择合适的宿主被

认为是本领域熟练技术人员教导的范围内。

[0195] 特别提到可用于表达重组蛋白的各种哺乳动物细胞培养系统，哺乳动物表达系统
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的实例包括猴肾成纤维细胞的COS-7系，描述于“SV40病毒转化的猴细胞支持早期SV40病

毒突变的复制”(Gluzman，1981)，以及其它能表达相容载体的细胞系，例如，C127、3T3、CHO、

HeLa 和 BHK 细胞系。哺乳动物表达载体包括复制起点位点、合适的启动子和增强子，以及

任何必要的核糖体结合位点，多聚腺苷酸化位点，剪接供体和受体位点，转录终止序列和 5'

侧翼非转录序列。来自SV40拼接和多聚腺苷酸位点的DNA序列，可用来提供所需的非转录

基因元件。

[0196] 然后扩繁细胞和进行“还原重组”。如果需要，可通过引入 DNA 损伤来刺激还原重

组率。体内重组集中于“分子间”的方法统称为“重组”，其在细菌中一般被视为“RecA- 依

赖”现象。本发明依靠宿主细胞的重组来重组和重排序列，或依靠细胞的能力来介导还原

过程，以通过缺失降低细胞中准重复序列的复杂性。这种“还原重组”过程通过“分子内”，

RecA- 非依赖的方法发生。最终的结果是分子重组至所有可能的组合中。

[0197] 含有目标多核苷酸的宿主细胞可以在经过修饰的适合于激活启动子、筛选转化子

或扩增基因的常规营养培养基中培养。培养条件，如温度、pH 等，是以前所用的筛选宿主细

胞表达的条件，对本领域熟练的技术人员而言是明显的。

[0198] 蛋白表达可通过各种已知的方法诱导，许多遗传系统已被公开用来诱导蛋白表

达。例如，使用合适的系统，添加诱导剂可诱导蛋白表达。然后离心沉淀细胞，弃上清液。将

细胞与 DNA 酶、RNA 酶和溶菌酶孵育，富集周质蛋白。离心后，将含有新蛋白的上清液转移

至新的多孔板中，检测前贮存。

[0199] 一般通过离心收集细胞，通过物理或化学方法破坏细胞，所得的粗提物用于进一

步纯化。用于表达蛋白的微生物细胞可通过任何方便的方法破坏，包括冻融循环、超声，机

械破碎或细胞裂解液的使用。此类方法是本领域熟练的技术人员所熟知的。采用包括硫酸

铵或乙醇沉淀、酸提取、阴离子或阳离子交换色谱、磷酸纤维素色谱、疏水层析、亲和层析、

羟基磷灰石色谱和凝集素层析的方法，可从重组细胞培养物中回收和纯化表达的多肽或其

片段。必要时可使用蛋白复性的步骤，来完成多肽的构型。如果需要，可采用高效液相色谱

法 (HPLC) 作为最后的纯化步骤。

[0200] 然后对鉴定出的具有目标活性的克隆进行测序，以确定编码具有增强活性的酶的

多核苷酸序列。

[0201] 从这些文库中鉴定出的多肽可用于治疗、诊断、研究和相关的目的，和 / 或可进行

一个或多个循环的改组和 / 或筛选。本发明提供至少为 10 个氨基酸大小的条件活性生物

蛋白的片段，其中该片段具有活性。

[0202] 本发明提供具有酶活性的密码子优化的多肽或其片段，其中密码子使用针

对特定生物体或细胞进行了优化。Narum 等人，“编码恶性疟原虫裂殖子表面蛋白的

基因片段的密码子优化，提高了 DNA 疫苗蛋白在小鼠体内的表达和免疫原性 (Codon 

optimization of gene fragments encoding Plasmodium falciparum merzoite 

proteins enhances DNA vaccine protein expression and immunogenicity in 

mice)”.Infect.Immun.2001December,69(12):7250-3 描述了在小鼠表达系统中密码

子的优化。Outchkourov 等人，“Equistatin 在毕赤酵母中表达的优化，蛋白表达和纯

化 (Optimization of the expression of Equistatin in Pichia pastoris,protein 

expression and purification)”,Protein Expr.Purif.2002 February ；24(1):18-24 描
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述了在酵母表达系统中密码子的优化。Feng 等人，“使用人工合成的基因进行人磷脂转移

蛋白的高效表达重组和诱变：C- 末端膜结合结构域的证据 (High level expression and 

mutagenesis of recombinant human phosphatidylcholine transfer protein using a 

synthetic gene:evidence for a C-terminal membrane binding domain)”Biochemistry 

2000 Dec.19,39(50):15399-409 描述了在大肠杆菌表达系统中密码子的优化。Humphreys

等人，“使用真核生物信号肽在大肠杆菌中进行高水平的周质表达：编码序列 5' 端密码子

使用的重要性 (High-level periplasmic expression in Escherichia coli using a 

eukaryotic signal peptide:importance of codon usage at the 5' end of the coding 

sequence)”,Protein Expr.Purif.2000 Nov.20(2):252-64 描述了密码子的使用如何影响

在大肠杆菌中的分泌。

[0203] 条件活性生物蛋白的演变可通过方便的高通量筛选或选择的方法来辅助实现。

[0204] 一旦确定，本发明的多肽和肽可以人工合成或重组产生多肽。肽和蛋白可在体

外或体内重组表达。本发明的肽和多肽可采用本领域已知的任何方法来制备和分离。采

用本领域众所周知的化学方法，本发明的多肽和肽也可以全部或部分是人工合成的。见

例如，Caruthers(1980)“用于合成多核苷酸的新的化学方法 (New chemical methods 

for synthesizing polynucleotides)”,Nucleic Acids Res.Symp.Ser.215-223 ；

Horn(1980),“在纤维素上合成寡核苷酸。第二部分：合成编码抑胃多肽 (GIP)1的 22 个寡

聚脱氧核苷酸的设计和合成策略 (Synthesis of oligonucleotides on cellulose.Part 

II:design and synthetic strategy to the synthesis of 22 oligodeoxynucleotides 

coding for Gastric Inhibitory Polypeptide(GIP)1)”,Nucleic Acids Res.Symp.

Ser.225-232 ；Banga,A.K., 治疗性多肽和蛋白，制备、加工和给药系统 (Therapeutic 

Peptides and Proteins,Formulation,Processing and Delivery Systems)(1995)

Technomic Publishing Co.,Lancaster,Pa。例如，肽的合成可使用各种固相技术 ( 见例

如，Roberge(1995)“在固体支持物上聚合合成 N- 连接糖肽的策略 (A strategy for a 

convergent synthesis of N-linked glycopeptides on a solid support)”,Science 

269:202 ；Merrifield(1997)“固相肽合成的概念和早期发展 (Concept and early 

development of solid-phase peptide synthesis)”,Methods Enzymol.289:3-13) 以及

自动合成，例如采用 ABI 43 IA 多肽合成仪 (Perkin Elmer)，按照制造商提供的说明。

[0205] 本发明的肽和多肽也可以被糖基化。糖基化可以利用化学或细胞的生物合成机制

在翻译后添加，其中后者采用已知的糖基化基序，该基序可以对序列是原生的，或可作为肽

添加或在核酸编码序列中添加。糖基化可以是 O- 连接的或 N- 连接的。

[0206] 如上述所定义，本发明的肽和多肽包括所有的“模拟物”和“模拟肽”形式。术语

“模拟物”和“模拟肽”是指人工合成的化合物，其具有本发明多肽的基本上相同的结构和 /

或功能特点。模拟物可以完全由人工合成的、氨基酸的非天然类似物组成，或者是由部分天

然肽氨基酸和部分氨基酸的非天然类似物的嵌合分子组成。模拟物还可包括任意数量的氨

基酸的保守替换，只要这种替换基本上不改变该模拟物的结构和 / 或活性。本发明的多肽

是保守的变体，常规实验可确定是否模拟物在本发明范围内，即它的结构和 / 或功能基本

上不变。

[0207] 本发明的多肽模拟物组合物可包含非天然结构成分的任意组合。在另一个方面，
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本发明的模拟物组合物包括以下三个结构组中的一种或全部：a) 残基连接基 (linkage 

group) 而不是天然的酰胺键 (“肽键”)连接；b) 非天然残基替换天然产生的氨基酸残基；

或c)诱导二级结构模拟物的残基，即诱导或稳定二级结构，例如，β转角、γ转角、β片层、

α-螺旋构象等。例如，本发明的多肽作为模拟物的特点是，其全部或一部分的残基通过化

学方法而不是通过肽键连接。单个肽模拟肽残基的连接可通过肽键、其它化学键或偶联法，

例如，戊二醛、N- 羟基琥珀酰亚胺酯、双功能马来酰亚胺、N,N’- 二环己基碳二亚胺 (DCC)

或 N,N’- 二异丙基碳二亚胺 (DIC)。可替代传统的酰胺键 (“肽键”) 的连接基 (linking 

group)，例如，酮亚甲基 ( 例如，--C(.dbd.O)--CH.sub.2--for--C(.dbd.O)--NH--)、氨基

甲叉 (aminomethylene)(CH.sub.2--NH)、乙烯、烯烃 (CH.dbd.CH)、乙醚 (CH.sub.2--O)、

硫醚 (CH.sub.2--S)、四氮唑 (CN.sub.4--)、噻唑、逆酰胺 (retroamide)、硫代酰胺或酯

( 见例如，Spatola(1983)in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids,Peptides 

and Proteins,Vol.7,pp 267-357,“肽骨架修饰 (Peptide Backbone Modifications)”，

Marcell Dekker,N.Y)。

[0208] 本发明的作为模拟物的多肽的特点还在于，含有全部或部分的非天然残基替换天

然氨基酸残基。非天然残基已描述于科学的和专利文献中；几种例举的用作天然氨基酸残

基模拟物的非天然组合物和准则 (guidelines) 描述如下。芳香族氨基酸模拟物可通过以

如下物质替换产生，例如，D- 或 L- 苯丙氨酸、D- 或 L- 苯甘氨酸、D- 或 L-2 噻吩丙氨酸、

D- 或 L-1,-2,3-, 或 4 吡啶基、D- 或 L-3 噻吩丙氨酸、D- 或 L-(2- 吡啶基 )- 丙氨酸、D- 或

L-(3-吡啶基)-丙氨酸、D-或L-(2-吡嗪)-丙氨酸、D-或L-(4-异丙基)-苯甘氨酸、D-(三

氟甲基 )- 苯甘氨酸、D-( 三氟甲基 )- 苯丙氨酸、D- 对 - 氟 - 苯丙氨酸、D- 或 L- 对 - 联苯

基丙氨酸、D-或 L-对 -甲氧基 -联苯基丙氨酸、D-或 L-2- 吲哚 (烷基 )丙氨酸以及 D-或

L- 烷基胺，其中烷基可以是取代的或未取代的甲基、乙基、丙基、己基、丁基、戊基、异丙基、

异丁基、仲 -isotyl、异戊基或非酸性氨基酸。非天然氨基酸的芳香环包括，例如，噻唑、噻

吩、吡唑、苯并咪唑、萘、呋喃、吡咯和吡啶芳香环。

[0209] 氨基酸模拟物可通过替换产生，例如被带有负电荷的非羧酸氨基酸、( 膦 ) 丙氨

酸、硫酸化苏氨酸所替换。羧基侧基团 ( 例如，天冬氨酰或谷氨酰 ) 也可通过与碳化二亚

胺 (R'--N--C--N--R”) 反应进行选择性地修饰，例如，1- 环己基 -3(2- 吗啉基 -4- 乙基 )

亚胺或 l- 乙基 -3(4-azonia-4,4-dimethol 戊基 ) 碳二亚胺。天冬氨酰或谷氨酰也可通

过与铵离子反应被转换为天冬酰胺酰基和谷氨酰胺酰基。碱性氨基酸模拟物可被替换产

生，例如，(除赖氨酸和精氨酸以外 )氨基酸瓜氨酸、鸟氨酸或 (胍基 )- 乙酸或 (胍基 )烷

基 -乙酸，其中烷基如上述定义。丁腈衍生物 (例如，含有 CN-基团以替换 COOH) 可被替换

为天冬酰胺或谷氨酰胺。天冬酰胺酰基和谷氨酰胺酰基可脱氨生成相应的天冬氨酰基或谷

氨酰基。精氨酸残基模拟物可由精氨酰与，例如一种或多种常规试剂反应生成，包括例如苯

乙二醛、2,3-丁二酮、1,2-环己二酮或茚三酮，优选在碱性条件下反应。酪氨酸残基模拟物

可由酪氨酰与，例如芳香重氮化合物或四硝基甲烷反应生成。N- 乙酰基咪唑和四硝基甲烷

可分别用于生成 O- 乙酰酪氨酸和 3- 硝基衍生物。半胱氨酸残基模拟物可由半胱氨酰与，

例如α-卤丙酸酯如2-氯乙酸或氯乙酰胺和相应的胺反应，以生成羧甲基或甲酰胺基甲基

(carboxyamidomethyl)衍生物。半胱氨酸残基模拟物还可由半胱氨酰与，例如溴三氟丙酮、

α-溴代-β-(5-咪唑基)丙酸、氯磷酸、N-烷基马来酰亚胺、3-硝基-2-吡啶基二硫化物、
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2- 甲基吡啶二硫化物、对 -氯汞苯甲酸、2-氯汞基 -4-硝基酚或氯 -7-硝基苯 -氧 -1,3二

唑反应生成。赖氨酸模拟物可由赖氨酰与，例如琥珀酸或其它羧酸酐反应生成 ( 氨基末端

残基可进行修改 )。赖氨酸和其它含有 α- 氨基的模拟物也可通过与亚氨酸酯，如甲基吡

啶亚胺甲酯、磷酸吡哆醛、吡哆醛、硼氢化氯、三硝基苯磺酸、O- 甲基异脲、2,4- 戊二酮以及

转酰胺基酶催化的与乙醛酸的反应生成。蛋氨酸模拟物可由与，例如蛋氨酸亚砜反应生成。

脯氨酸模拟物包括，例如哌啶甲酸、噻唑羧酸、3-或 4-羟基脯氨酸、二氢脯氨酸、3-或 4-甲

基脯氨酸或3,3-二甲基脯氨酸。组氨酸模拟物可由组氨酰与，例如焦碳酸二乙酯或对溴苯

甲酰甲基溴反应生成。其它模拟物包括，例如由脯氨酸和赖氨酸羟化所产生的；由丝氨酰和

苏氨酰的羟基的磷酸化所产生的；由赖氨酸、精氨酸和组氨酸的 α- 氨基的甲基化所产生

的；由 N- 末端胺的乙酰化所产生的；主链酰胺基的甲基化或 N- 甲基氨基酸的替换所产生

的；或 C- 末端羧基的酰胺化所产生的。

[0210] 本发明多肽的残基，例如，氨基酸也可被替换成相反手性的氨基酸 ( 或肽模拟物

残基 )。因而，任何以 L-构型天然存在的氨基酸 (也可指 R或 S，这取决于该化学实体的结

构 ) 可被替换成相同化学结构类型或肽模拟物但相反手性的氨基酸，可指 D- 氨基酸，也可

指 R- 或 S- 形式。

[0211] 本发明还提供通过自然方法，如翻译后加工 (例如，磷酸化、酰化等 )，或通过化学

修饰技术修饰本发明多肽的方法。修饰可发生在多肽任何位置，包括肽主链、氨基酸侧链和

氨基或羧基末端。可以理解，同一类型的修饰可以相同或不同程度存在于给定多肽中的几

个位点。另外给定多肽可能有许多类型的修饰。修饰包括乙酰化、酰化、聚乙二醇、ADP- 核

糖基化、酰胺化、黄素的共价连接、血红素基团的共价连接、核苷酸或核苷酸衍生物的共价

连接、脂质或脂类衍生物的共价连接、磷脂酰肌醇的共价连接、交联环化、二硫键形成、去甲

基化、形成共价交连、形成半胱氨酸、形成焦谷氨酸、甲酰化、γ- 羧化、糖基化、形成 GPI 锚

定 (anchor)、羟基化、碘化、甲基化、豆蔻酰化、氧化、聚乙二醇化、蛋白水解处理、磷酸化、

异戊烯化、消旋、蛋白硒化 (selenoylation)、硫酸盐化及转移 RNA 介导的添加氨基酸蛋白

质，如精氨酰化。见例如，Creighton,T.E., 蛋白 -- 结构和分子性质第二版 (Proteins—

Structure and Molecular Properties 2nd Ed.),W.H.Freeman and Company,New 

York(1993) ；翻译后蛋白的共价修饰 (Posttranslational Covalent Modification of 

Proteins),B.C.Johnson,Ed.,Academic Press,New York,pp.1-12(1983)。

[0212] 固相化学肽合成方法也可用于合成本发明的多肽或片段。该方法在二十世

纪六十年代早期就为本领域已知 (Merrifield,R.B.,“固相合成 .I. 四肽的固相合

成 (Solid-phase synthesis.I.The synthesis of a tetrapeptide)”,J.Am.Chem.

Soc,85:2149-2154,1963)( 还见 Stewart,J.M. 和 Young,J.D., 固相肽合成第二版 (Solid 

Phase Peptide Synthesis,2nd Ed.),Pierce Chemical Co.,Rockford,111.,pp.11-12))，

近 来 也 应 用 于 市 售 获 得 的 实 验 室 肽 设 计 和 合 成 试 剂 盒 (Cambridge Research 

Biochemicals)。这类市售可获得的实验室试剂盒已普遍应用了 H.M.Geysen 等人的教导，

“应用肽合成探测病毒抗原，用于单个氨基酸的抗原表位 (Use of peptide synthesis to 

probe viral antigens for epitopes to a resolution of a single amino acid)”，

Proc.Natl.Acad.Sci.,USA,81:3998(1984) 的教导中，提供基于大量连接于单个板的“杆

(rod)”或“棒 (pin)”的尖端 (tip) 的合成肽。当采用这一系统时，一个板的“杆”或“棒”
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被反转并插入另一个板的相应孔或池中，所述孔或池含有用于结合或锚定 (anchoring) 适

当氨基酸至“棒”或“杆”的尖端的溶液。通过重复这一步骤，即将“杆”和“棒”的尖端反转

和插入到适当的溶液中，氨基酸被构建成目标肽。此外，可采用许多 FMOC 肽合成系统。例

如，多肽或片段的装配可采用 Applied Biosystems,Inc.Model 431 ATM自动肽合成仪在固

体支持物上来完成。此类设备易于通过直接合成或合成一系列片段生成本发明的肽，该片

段可使用其它已知的技术进行连接。

[0213] 可采用已知方法，包括硫酸铵或乙醇沉淀、酸萃取、阴离子或阳离子交换色谱、磷

酸纤维素色谱、疏水层析、亲和层析、羟基磷灰石色谱和凝集素层析来回收和纯化合成的多

肽或其片段。必要时可使用蛋白复性的步骤来在完成多肽的构型。如果需要，可采用高效

液相色谱法 (HPLC) 作为最后的纯化步骤。

[0214] 本发明提供了包含至少一种蛋白变体的条件活性蛋白变体的制剂 (preparation)

或制剂 (formulation)，其中所述制剂为液态或干燥的。所述蛋白制剂任选包括缓冲液、辅

助因子、第二种或更多种蛋白，或一种或多种赋形剂。在一个方面，该制剂用作治疗性的条

件活性生物蛋白，其在异常或非生理条件下有活性，但在正常生理条件，例如温度、pH、渗透

压、氧化或渗量的条件下活性较低或无活性。

[0215] 标准纯化技术可用于重组或合成条件活性生物蛋白。

[0216] 筛选突变体以确定可逆或不可逆突变

[0217] 确定目标分子主要是通过在允许的条件和野生型条件下测定蛋白活性来直接实

现的。然后可筛选出活性比(允许 /野生型 )最大的突变体并采用标准方法通过单个突变

的组合生成点突变的排列 (permutation)。然后筛选该组合的排列蛋白文库得到在允许和

野生型条件之间显示出最大活性差异的蛋白。

[0218] 可采用多种方法筛选上清液的活性，例如采用高通量活性测定，如荧光检测，鉴定

出对想要的特征 (温度、pH 等 ) 敏感的蛋白突变体。例如，筛选温度敏感的突变体，使用市

售底物，在较低温度(如 25℃ )和原始蛋白功能的温度(如 37℃ )下测定各突变体的酶活

性或抗体活性。反应最初可以是多孔检测的形式，如 96- 孔检测，采用不同的形式，如 14ml

管的形式进行验证。

[0219] 本发明进一步提供用于确定酶的筛选检测，其包括：(a) 提供大量核酸或多肽 ；

(b) 从大量多肽中获得待测酶活性的候选多肽；(c) 测试候选多肽的酶活性；以及 (d) 确定

那些在异常或非生理条件下表现出增加的酶活性，而在正常生理条件，如温度、pH、氧化、渗

量、电解质浓度或渗透压下，较野生型酶蛋白的酶活性减少的候选多肽。

[0220] 在一个方面，该方法进一步包括在测试具有条件生物活性的候选多肽之前，修饰

至少一种核酸或多肽。在另一个方面，测试步骤(c)进一步包括：检测在宿主细胞或宿主生

物体中多肽的增加表达。在另一个方面，测试步骤(c)进一步包括：在约pH3-约 pH12的 pH

范围内检测酶活性。在另一个方面，测试步骤 (c) 进一步包括：在约 pH5- 约 pH10 的 pH 范

围内检测酶活性。在另一个方面，测试步骤(c)进一步包括：在约pH6-约 pH8的 pH范围内

检测酶活性。在另一个方面，测试步骤 (c) 进一步包括：在 pH6.7 和 pH7.5 下检测酶活性。

在另一个方面，测试步骤(c)进一步包括：在约4℃ -约 55℃的温度范围内检测酶活性。在

另一个方面，测试步骤 (c) 进一步包括：在约 15℃ - 约 47℃的温度范围内检测酶活性。在

另一个方面，测试步骤 (c) 进一步包括：在约 20℃ - 约 40℃的温度范围内检测酶活性。在
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另一个方面，测试步骤 (c) 进一步包括：在约 25℃ - 约 37℃的温度范围内检测酶活性。在

另一个方面，测试步骤(c)进一步包括：在正常渗透压和异常(正的或负的)渗透压的条件

下检测酶活性。在另一个方面，测试步骤(c)进一步包括：在正常电解质浓度和异常(正的

或负的 ) 电解质浓度的条件下检测酶活性。受试电解质浓度选自钙、钠、钾、镁、氯、碳酸氢

盐和磷酸盐浓度中的一种，在另一个方面，测试步骤 (c) 进一步包括：检测形成稳定反应产

物的酶活性。

[0221] 在另一个方面，本发明提供特异结合本发明具有酶活性的多肽或其片段的纯化的

抗体。在一个方面，本发明提供特异结合具有酶活性的多肽的抗体片段。

[0222] 抗体和基于抗体的筛选方法

[0223] 本发明提供特异结合本发明酶的分离的或重组抗体。这些抗体可用于分离、鉴定

或定量本发明的酶或相关多肽。这些抗体可用于在本发明范围内分离其它多肽或其它相关

的酶。所述抗体可被设计用来结合酶的活性位点。因而，本发明提供使用本发明的抗体抑

制酶的方法。

[0224] 所述抗体可用于免疫沉淀、染色、免疫亲和柱等。如果需要，编码特定抗原的核

酸序列的生成，可通过免疫后进行多肽或核酸的分离、扩增或克隆以及将多肽固定于本发

明的阵列 (array)。或者，本发明的方法可用于修饰由待修饰细胞产生的抗体的结构，例

如，抗体的亲和力可增加或减少。而且，制备或修饰抗体的能力可为通过本发明的方法

改造至细胞的表型。免疫方法、制备和分离抗体 ( 多克隆的和单克隆的 ) 的方法是本领

域熟练的技术人员已知的，并描述于科学和专利文献中，见例如 Coligan, 免疫学流行手

册 (CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY),Wiley/Greene,NY(1991) ；Stites(eds.) 基 础

和临床免疫学 ( 第 7 版 )(BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY)(7th ed.)Lange Medical 

Publications,Los Altos,Calif.("Stites") ；Goding, 单克隆抗体：原理及操作 ( 第 2

版 )(MONOCLONAL ANTIBODIES:PRINCIPLES AND PRACTICE)(2d ed.)Academic Press,New 

York,N.Y.(1986) ；Kohler(1975)“分泌特异性抗体的融合细胞的连续培养物 (Continuous 

cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity)”,Nature 

256:495 ；Harlow(1988) 抗 体，实 验 室 手 册 (ANTIBODIES,A LABORATORY MANUAL),Cold 

Spring Harbor Publications,New York。除了传统在动物体内的方法以外，抗体也可在体

外产生，例如使用重组抗体结合位点表达噬菌体展示库。见例如，Hoogenboom(1997)“生

产高亲和力抗体的文库筛选策略的设计和优化 (Designing and optimizing library 

selection strategies for generating high-affinity antibodies)”,Trends 

Biotechnol.15:62-70 ；and Katz(1997)“通过噬菌体展示技术发现或改造的配体亲和力和

特异性的结构和机械确定(Structural and mechanistic determinants of affinity and 

specificity of ligands discovered or engineered by phage display)”,Annu.Rev.

Biophys.Biomol.Struct.26:27-45。

[0225] 多肽或肽可用于制备特异结合多肽，例如本发明酶的抗体。得到的抗体可用于免

疫亲和色谱法以分离或纯化多肽或确定是否多肽存在于生物样本中。在该方法中，蛋白试

剂，如提取物或生物样本与能够特异结合本发明的一种多肽的抗体接触。

[0226] 在免疫亲和法中，所述抗体附着在固体支持物，如珠或其它柱形基质上。所述蛋白

试剂在抗体能够特异结合本发明的一种多肽的条件下与抗体接触。洗涤后去除非特异结合
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的蛋白，洗脱特异结合的多肽。

[0227] 生物样本中蛋白结合抗体的能力可采用任何一种本领域熟练的技术人员所熟悉

的方法来确定。例如，结合可通过用可检测标记，如荧光剂、酶标物或放射性同位素标记抗

体而确定。或者，抗体结合样本的能力可利用带有可检测标记的二级抗体来测定。特定的

检测包括 ELISA 检测、双抗体夹心法、放射免疫分析和 Western 印迹。

[0228] 产生的作用于本发明多肽的多克隆抗体可通过向动物体内直接注射多肽或通过

对非人类的动物施用多肽而获得。然后获得的抗体结合多肽自身。在这种方式下，即使仅

编码多肽片段的序列也可用于产生可结合于整个原生多肽的抗体。然后该抗体可用于从表

达该多肽的细胞中分离多肽。

[0229] 为了制备单克隆抗体，可采用任何由连续细胞株培养产生抗体的技术。实例包括

杂交瘤技术、

[0230] 单克隆抗体的制备，可使用提供由连续的细胞株培养产生的抗体的任何技术。实

例包括杂交瘤技术，三体杂交瘤技术、人类 B 细胞杂交瘤技术和 EB 病毒杂交瘤技术 ( 见

例如，Cole(1985 年 )，单克隆抗体和癌症治疗 (Monoclonal Antibodies and Cancer 

Therapy),Alan R.Liss,Inc.,pp.77-96)。

[0231] 所述用于生产单链抗体的技术 ( 见例如，美国专利第 4946778 号 ) 可适用于生产

作用于本发明多肽的单链抗体。或者，可用转基因小鼠表达作用于这些多肽或其片段的人

源化的抗体。产生的作用于本发明多肽的抗体可用于从其它生物体和样本中筛选类似的多

肽(例如，酶)。在这些技术中，来自于生物体的多肽与抗体接触，检测到那些特异结合抗体

的多肽。任何以上描述的方法可用于检测抗体结合。

[0232] 筛选方法和“在线”检测装置

[0233] 在本发明方法的操作中，可使用多种仪器和方法用于本发明的多肽和核酸，例如，

为了筛选具有酶活性的多肽，为了筛选作为潜在的调节剂，例如酶活性的激活剂或抑试剂

的化合物，为了筛选结合本发明多肽的抗体，为了筛选与本发明核酸杂交的核酸，为了筛选

表达本发明的多肽的细胞等。

[0234] 阵列或“生物芯片”

[0235] 本发明的核酸或多肽可以被固定于或应用到阵列上。阵列可用于筛选或监测组合

物(例如，小分子、抗体、核酸等)文库，针对它们结合或调节本发明核酸或多肽的活性的能

力。例如，在本发明的一个方面，监测的参数是酶基因的转录表达。细胞的一种或多种或

所有转录物可通过含有细胞转录物，或细胞转录物的核酸代表或其互补核酸的样本的杂交

来测定，通过与固定于阵列或“生物芯片”上的核酸杂交来测定。通过使用微芯片上的核酸

“阵列”，一些或全部细胞转录物可同时被定量。或者，含有基因组核酸的阵列也可用于测定

通过本发明方法新改造的细胞株的基因型。多肽“阵列”也可用于同时定量多种蛋白。本

发明可利用任何已知的“阵列”，还被称作“微阵列”或“核酸阵列”或“多肽阵列”或“抗体

阵列”或“生物芯片”或它们的变体来操作。一般地，阵列是大量的“点”或“靶元件”，各靶

元件包括确定量的一种或多种生物分子，例如，寡核苷酸，固定于底物表面的特定区，用于

特异结合样本分子，例如，mRNA 转录物。

[0236] 在本发明方法的操作中，任何已知的阵列和 / 或制作和使用阵列的方法或它

们的变体可全文或部分并入于此，描述于例如，美国专利号 6277628、6277489、6261776、
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6258606、6054270、6048695、6045996、6022963、6013440、5965452、5959098、5856174、

5830645、5770456、5632957、5556752、5143854、5807522、5800992、5744305、5700637、

5556752、5434049 ；也见，例如，WO 99/51773、WO 99/09217、WO 97/46313、WO 96/17958 ；

也见，例如，Johnston(1998)“基因芯片：了解基因调控的希望阵列 (Gene chips:Array 

of hope for understanding gene regulation)”,Curr.Biol.8:R171-R174 ；

Schummer(1997)“用于构建高密度核酸阵列的廉价手持装置 (Inexpensive Handheld 

Device for the Construction of High-Density Nucleic Acid Arrays)”,Biotechniques 

23:1087-1092 ；Kern(1997)“在高密度网格 cDNA 过滤检测中基因组大克隆插入的直接

杂 交 (Direct hybridization of large-insert genomic clones on high-density 

gridded cDNA filter arrays)”,Biotechniques 23:120-124 ；Solinas-Toldo(1997)“用

于基因组失衡筛查的生物芯片：基于基质的比较基因组杂交 (Matrix-Based Comparative 

Genomic Hybridization:Biochips to Screen for Genomic Imbalances)”,Genes,Chrom

osomes&Cancer 20:399-407 ；Bowtell(1999)“通过微阵列用于获得从起始到终止的表达

数据的选择 (Options Available--From Start to Finish--for Obtaining Expression 

Data by Microarray)”,Nature Genetics Supp.21:25-32。也见公开的美国专利申请

号 20010018642、20010019827、20010016322、20010014449、20010014448、20010012537、

20010008765。

[0237] 毛细管阵列

[0238] 毛细管阵列，如GIGAMATRIXTMDiversa Corporation,San Diego,Calif可用于本发

明的方法中。本发明的核酸或多肽可固定于或应用阵列上，包括毛细管阵列。阵列可用于

筛选或监测组合物(例如，小分子、抗体、核酸等)文库，针对它们结合或调节本发明核酸或

多肽活性的能力。毛细管阵列提供另一个捕捉(holding)和筛选样本的系统。例如样本筛

选装置可包括大量毛细管形成相邻的毛细血管阵列，其中各毛细管包括至少一个壁，其限

定腔用于保留样本。所述装置可进一步包括置于阵列相邻的毛细管之间的间质材料，并在

间质材料内形成一种或多种参考标记。用于筛选样本的毛细管，其中所述毛细管适合于结

合在毛细管阵列中，可包括第一个壁，其限定的腔用于保留样本，以及第二壁，其由过滤材

料形成，过滤激发能量提供给腔以激发样品。多肽或核酸，例如配体可被引入第一组件中到

至少毛细管阵列的一个毛细管的一部分中。毛细管阵列的各毛细管可包括至少一个壁，其

限定的腔用于保留第一组件。气泡可被引入在第一组件后面的毛细管中。第二组件可被引

入毛细管中，其中第二组件通过气泡与第一组件分开。目标样本可作为用可检测粒子标记

的第一液引入毛细管阵列的毛细管中，其中毛细管阵列的各毛细管包括至少一个壁，其限

定的腔用于保留第一液和可检测粒子，其中至少一个壁包被有用于使可检测粒子结合到至

少一个壁的结合物质。该方法可进一步包括从毛细管中去掉第一液，其中结合的可检测粒

子保留在毛细管内，并向毛细管中引入第二液。所述毛细管阵列可包括许多含有至少一个

限定腔的外壁的单个毛细管。毛细管外壁可以是一个或多个融合在一起的壁。同样地，所

述壁可限定的腔是圆柱形、方形、六角形或任何其它几何形状，只要壁形成保留液体或样本

的腔。毛细管阵列的毛细管可以靠近在一起，形成一个平面结构。毛细管可结合在一起，通

过融合(例如，其中的毛细血管是由玻璃制成)、粘合、键合或侧壁-侧壁夹紧。毛细管阵列

可由任何数量的单个毛细管组成，例如，范围从100到 4,000,000的毛细管。毛细管阵列可
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由约 100,000 或更多单个毛细管结合在一起形成微滴度板。

[0239] 药物组合物

[0240] 本发明提供至少一种组合物，其包括(a)条件活性生物蛋白；和(b)合适的载体或

稀释剂。本发明还提供至少一种组合物，其包括 (a) 由本文所述的核酸编码的条件活性生

物蛋白；和 (b) 合适的载体或稀释剂。所述载体或稀释剂可任选为药用 ( 根据已知 ) 载体

或稀释剂。所述组合物可任选进一步包括至少一种化合物、蛋白或组合物。

[0241] 条件活性生物蛋白可以是药用盐的形式。药用盐表示其在制药行业一般可以治疗

性蛋白的盐形式使用，包括例如钠盐、钾盐、钙盐等，普鲁卡因、二苄胺、乙二胺、乙醇胺、泛

影葡胺、牛磺酸的胺盐等，以及酸加成盐如盐酸盐、碱性氨基酸等。

[0242] 本发明进一步提供至少一种条件活性生物蛋白的制备方法或组合物，用于治疗有

效量给药以调节或治疗至少一种在细胞、组织、器官、动物或患者中亲本分子相关疾病，和

/ 或在相关的疾病之前、之后或期间的本领域已知的和 / 或描述于本文中的相关疾病。因

而，本发明提供诊断或治疗细胞、组织、器官或动物中与野生型蛋白相关的疾病的方法，包

括给细胞、组织、器官或动物接触或施以有效量的本发明的至少一种条件活性生物蛋白。该

方法可任选进一步包括用有效量的本发明的 0.001-50mg/kg 的条件活性生物蛋白作用于

细胞、组织、器官或动物。该方法可任选进一步包括采用至少选自下列模式中的一种接触

或给药：肠外、皮下、肌肉、静脉、关节内、支气管内、腹腔内、囊内、软骨内、腔内、体腔内、小

脑内、侧脑室、结肠内、子宫颈管内、胃内、肝内、心肌内、骨内、骨盆内、心包内、腹腔、胸腔

内、前列腺内、肺内、直肠内、肾内、视网膜内、椎管内、滑膜腔内、胸内、胎儿宫内、膀胱内、药

丸 (bolus)、阴道、直肠、口腔、舌下、鼻内或透皮吸收。该方法可任选进一步包括在条件活

性生物蛋白接触或给药之前、同时或之后，给药含有有效量的至少一种选自至少一种下列

可检测标记或报告因子的化合物或蛋白的至少一种组合物：TNT 拮抗剂、抗风湿药、肌肉松

弛剂、麻醉药、非类固醇消炎药 (NSAID)、止痛药、麻醉剂、镇静剂、局部麻醉剂、神经肌肉阻

断剂、抗菌剂、抗牛皮癣剂、皮质类固醇、合成代谢类固醇、促红细胞生成素、免疫接种、免疫

球蛋白、免疫抑试剂、生长激素、激素替代药物、放射性药物、抗抑郁药、抗精神病药物、兴奋

剂、哮喘药物、β 激动剂、吸入类固醇、肾上腺素或其类似物、细胞毒性或其它抗癌药物、抗

代谢药，如甲氨蝶呤或抗增殖剂。

[0243] 本发明进一步提供至少一种条件活性生物蛋白用于诊断至少一种细胞、组织、器

官、动物或患者中野生型蛋白相关疾病的方法，和 / 或之前、之后或期间相关的本领域已知

的和 /或本文中所述的疾病。

[0244] 药用载体部分由所施用的特定组合物来确定，以及通过用于给药的特定方法来确

定。因此，有多种适合本发明药物组合物的试剂。可施用多种载体溶液，例如，盐缓冲液等。

这些溶液是无菌的且一般不含杂质。这些组合物可通过常规的众所周知的杀菌技术进行灭

菌。这些组合物可含有大约生理条件所需的药用辅料，如pH调节和缓冲液、毒性调节剂等，

例如，醋酸钠、氯化钠、氯化钾、氯化钙、乳酸钠等。这些试剂中的条件活性生物蛋白的浓度

可以有很大的不同，主要基于液体体积、粘度、体重等，按照选定的给药模式和病人的需求

进行选择。

[0245] 适于口服给药的试剂可包括：(a) 溶液，如包被有效量的核酸悬浮于稀释剂中，如

水、盐水或 PEG 400 ；(b) 胶囊、袋装或片剂，各含有预定量的活性成分，如液体、固体、颗粒
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或明胶；(c)在合适的溶液中的悬浮剂；以及(d)合适的乳剂。本发明的用于口服给药的药

物组合物和制剂，可采用本领域众所周知的适当的和合适剂量的药用载体进行配制。此类

载体能够使药物以单位剂量适合病人摄入形式进行配制，如片剂、丸剂、粉剂、锭剂、胶囊、

液体、糖锭、凝胶剂、糖浆、膏剂、悬浮物等。如果需要，在加入合适的其它化合物之后，口服

药物制剂可配制成固体赋形剂、任选地研磨产生的混合物和加工颗粒混合物，以得到片剂

或锭剂的药芯。合适的固体赋形剂为碳水化合物或蛋白填料包括，例如，糖，包括乳糖、蔗

糖、甘露醇或山梨醇；来自玉米、小麦、水稻、马铃薯或其它植物的淀粉；纤维素，如甲基纤

维素、羟丙基甲基纤维素或钠羧甲基纤维素；及树胶，包括阿拉伯胶和黄蓍胶；及蛋白，例

如，明胶和胶原蛋白。可加入崩解剂或增溶剂，如交联聚乙烯吡咯烷酮、琼脂、褐藻酸或其

盐，如海藻酸钠。片剂形式可包括一种或多种乳糖、蔗糖、甘露醇、山梨醇、磷酸钙、玉米淀

粉、马铃薯淀粉、黄蓍胶、微晶纤维素、洋槐、明胶、胶体二氧化硅、交联甲羧纤维素钠、滑石

粉、硬脂酸镁、硬脂酸和其它赋形剂，着色剂、填充剂、粘合剂、稀释剂、缓冲剂、滋润剂、防腐

剂、调味剂、染料、崩解剂和药用载体。

[0246] 本发明提供含有与适于制备悬浮液的赋形剂混合的条件活性生物蛋白的悬浮液。

此类赋形剂包括悬浮剂，如羧甲基纤维素钠、甲基纤维素、羟丙基甲基纤维素、海藻酸钠、聚

乙烯吡咯烷酮、胶黄蓍胶和胶洋槐悬浮剂，及分散或润湿剂，如自然存在的磷脂 ( 例如，卵

磷脂 )、环氧烷烃 (alkylene oxide) 与脂肪酸的缩合产物 ( 例如，聚氧乙烯硬脂酸 )、环氧

乙烷与长链脂肪醇的缩合产物 (例如，十七碳乙烯 -氧十六醇 )、环氧乙烷与来自脂肪酸和

己糖醇的部分酯的缩合产物 (例如，聚氧乙烯山梨醇单油酸酯 )，或环氧乙烷与来自脂肪酸

和己糖醇酐的部分酯的缩合产物(例如，聚氧乙烯失水山梨醇单油酸酯)。悬浮液也可包含

一种或多种防腐剂，如乙基或正丙基对羟基苯，一种或多种着色剂，一种或多种调味剂和一

种或多种甜味剂如蔗糖、阿斯巴甜或糖精。制剂可用于调节渗量。

[0247] 含片形式可包括有风味的活性成分，通常是蔗糖和阿拉伯胶或黄蓍胶，以及含有

在惰性基质如明胶和甘油或蔗糖和阿拉伯胶乳液、凝胶等中的锭剂，除了活性成分之外，还

含有本领域已知的载体。已知当口服给药条件活性生物蛋白时，必须使其免于消化。这一

般是通过将条件活性生物蛋白与可使其抵抗酸或酶的水解的组合物混合或将条件活性生

物蛋白包被于合适的抵抗载体如脂质体中而实现的。使蛋白免于消化的方法是本领域众所

周知的。药物组合物可被封装，例如，在脂质体中，或在制剂中，使活性成分缓慢释放。

[0248] 包被的条件活性生物蛋白，单独或与其它合适的成分组合可制备气雾剂 ( 例如，

它们可被“雾化”)，通过吸入给药。气雾剂可被放入加压的可接受的推进剂中，如二氯二氟

甲烷、丙烷、氮等。适合的直肠给药试剂包括，例如，由栓剂基体包被的核酸组成的栓剂。适

合的栓剂基体包括天然或人工合成的甘油三酸脂或石蜡烃。此外，也有可能使用由基质包

被的核酸的组合组成的明胶直肠胶囊，所述基质包括，例如液体甘油三酸脂、聚乙二醇和石

蜡烃。

[0249] 本发明的皮肤或局部给药组合物可包括，除了条件活性生物蛋白之外，在乳膏、软

膏、溶液或水凝胶制剂中的药用载体和其它化合物，只要添加的成分不影响治疗性蛋白的

给药。也可加入常规的药用乳化剂、表面活性剂、助悬剂、抗氧化剂、渗透促进剂、填料、稀释

剂和防腐剂。水溶性聚合物也可用作载体。

[0250] 适合肠外给药的制剂，例如，通过关节内 ( 关节中 )、静脉、肌肉、皮内、腹膜内，及
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皮下途径，包括水性和非水性的等渗无菌注射液，它可包含抗氧化剂、缓冲液、硫双二氯酚

和使制剂与接受的血液等渗的溶质，以及水性和非水性的无菌悬浮液，其可包括悬剂、增溶

剂、增稠剂、稳定剂和防腐剂。在本发明的操作中，组合物可通过，例如静脉输液、口服、外

用、腹膜内、膀胱内或鞘内给药。在一个方面，肠外给药模式是优选的含有条件活性生物蛋

白的组合物给药方法。所述组合物可方便地以单位剂量形式给药并可通过制药领域任何众

所周知的方法来制备，例如，描述于“Remington 药物科学 (Remington's Pharmaceutical 

Sciences)”,Mack Publishing Co.Easton Pa.,18th Ed.,1990。静脉给药制剂可含有药用

载体如无菌水或盐水，聚烷撑二醇如聚乙二醇、植物油、氢化萘等。还可参见和修改美国专

利号 4318905 中的描述。

[0251] 含有条件活性生物蛋白的包被的组合物制剂可存在于单剂量或多剂量密封容器

中，如安瓶和小瓶。注射液和悬浮液可由前面描述的无菌粉末、颗粒和片剂制备得到。

[0252] 本发明还提供至少一种条件活性生物蛋白组合物、装置和 / 或根据本发明用于诊

断至少一种野生型蛋白相关疾病的给药方法。

[0253] 本发明还提供含有至少一种条件活性生物蛋白和至少一种药用载体或稀释剂的

组合物。所述组合物可任选进一步包括有效量的至少一种选自至少一种可检测标记或报

告因子的化合物或蛋白，细胞毒性或其它抗癌药物，抗代谢药如甲氨蝶呤，抗增殖剂，细

胞因子或细胞因子拮抗剂，TNF 拮抗剂，抗风湿药，肌肉松弛剂，麻醉剂，非类固醇消炎药

(NSAID)，镇痛药，麻醉剂，镇静剂，局部麻醉剂，神经肌肉阻滞剂，抗菌剂，抗牛皮癣剂，皮质

类固醇，合成代谢类固醇，促红细胞生成素，免疫接种，免疫球蛋白，免疫抑试剂，生长激素，

激素替代药物，放射性药物，抗抑郁药，抗精神病药物，兴奋剂，哮喘药物，β- 受体激动剂，

吸入类固醇，肾上腺素或类似物。

[0254] 本发明还提供含有至少一种本发明的条件活性生物蛋白的医疗装置，其中所述装

置适于接触或给药至少一种条件活性生物蛋白，通过至少一种选自下组的模式：肠外、皮

下、肌肉、静脉、关节内、支气管内、腹腔内、囊内、软骨内、腔内、体腔内、小脑内、脑室内、结

肠内、子宫颈管内、胃内、肝内、心肌内、骨内、骨盆内、心包内、腹膜内、胸膜内、前列腺内、肺

内、直肠内、肾内、视网膜内、椎管内、滑膜内、胸内、胎儿宫内、膀胱内、药丸、阴道、直肠、口

腔、舌下、鼻内或透皮吸收。

[0255] 在另一个方面，本发明提供一种试剂盒，其含有在第一容器中的至少一种本发明

的条件活性生物蛋白或其片段的冻干形式，以及任选的第二容器，其含有无菌水、无菌缓冲

液或至少一种选自下组的防腐剂：苯酚、间甲酚、对甲酚、邻甲酚、氯甲酚、苯甲醇、苯基亚硝

酸盐、苯氧乙醇、甲醛、三氯叔丁醇、氯化镁、烷基尼泊金酯 (alkylparaben)、苯扎氯铵、苯乙

铵氯、钠脱氢和硫柳汞或它们在稀释剂水溶液中的混合物。在一个方面，试剂盒中第一容器

中的条件活性生物蛋白或特定部分或变体的浓度与第二容器的成分重组 (reconstituted)

为浓度约0.1mg/ml至约500mg/ml。在另一个方面，第二容器进一步包括等渗剂。在另一个

方面，第二容器进一步包括生理可接受的缓冲液。在一个方面，本发明提供治疗至少一种野

生型蛋白介导的疾病的方法，包括对有需求的患者施以试剂盒中的制剂，在给药前重配制。

[0256] 本发明还提供用于人类药用或诊断用的制造商的说明，包括包被材料和含有溶液

或至少一种本发明的条件活性生物蛋白的冻干形式的容器。制造商的说明可任选包括具有

容器作为以下给药途径的装置或系统的组件，所述给药途径为：肠外、皮下、肌肉、静脉、关
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节内、支气管内、腹腔内、囊内、软骨内、腔内、体腔内、小脑内、脑室内、结肠内、子宫颈管内、

胃内、肝内、心肌内、骨内、骨盆内、心包内、腹膜内、胸膜内、前列腺内、肺内、直肠内、肾内、

视网膜内、椎管内、滑膜内、胸内、胎儿宫内、膀胱内、药丸、阴道、直肠、口腔、舌下、鼻内或透

皮吸收。

[0257] 本发明进一步提供任何以下公开的内容。

[0258] 实施例 1：用于温度突变的多壁检测 (例如，96- 孔检测 )概述

[0259] 荧光底物被添加到多壁板的每一个孔中，在野生型或新的较低反应温度 ( 例如，

上述的 37℃或 25℃ ) 下保持适当的时间。通过在荧光酶标仪中在适合的激发和发射光谱

(例如，320nm激发 /405nm发射 )下测定荧光来检测荧光。测定相对荧光单位(RFU)。从野

生型分子和质粒 / 载体转化的细胞中获得的上清液作为阳性和阴性对照。对每个样品，各

反应温度下，以及阳性和阴性对照进行重复反应。

[0260] 在较低的温度下有活性 ( 例如，突变体在 25℃有活性 )，且在野生型温度下活性

下降 (例如，在 37℃下活性下降 10％、20％、30％、40％或更多 )，因而活性比高于或等于约

1.1 或以上 ( 例如，在 25℃或 37℃下的活性比 (25℃ /37℃ ) 高于或等于 1.1 或以上 ) 的

突变体，可被视为推测的主要温度敏感型苗头突变体 (hit)。然后采用相同的检测方法，

重新筛选这些推测的主要温度敏感型苗头突变体，以验证任何主要的苗头突变体 (primary 

hit)。

[0261] 实施例 2：用于确定温度突变体活性的不同的检测方法 (例如，14-mL 检测 )概述

[0262] 将确定的主要温度敏感型苗头的突变体在14ml培养试管中表达，并在野生型(例

如，37℃ )和较低的温度(例如，25℃ )下测定它们的酶活性。按照上述多壁法表达蛋白并

纯化，除了表达是在不同的形式 (14ml 试管 )中进行，而不是多壁 (96- 孔板 )形式。

[0263] 各突变体的上清液被转移至多壁板中，例如 96- 孔板。在指定的反应温度 ( 野生

型，较低温度 ) 下向各管中加入荧光底物，保持所需的一段时间。野生型分子用作阳性对

照，来自细胞的仅用载体转化的上清液用作阴性对照。通过在荧光酶标仪中在适合的激发

和发射光谱 (例如，320nm 激发 /405nm 发射 )下测定荧光来检测荧光。测定相对荧光单位

(RFU)。对每个样品，各反应温度下，以及阳性和阴性对照进行重复反应。

[0264] 在较低温度 ( 例如，25℃ ) 下有活性，但在野生型 ( 例如，37℃ ) 下显示出活性下

降至少 30％或以上，因而在较低温度 (例如，25℃ ) 下与在野生型温度 (例如，37℃ ) 下的

活性比等于或高于 1.5 的突变体，被确定为温度敏感型苗头突变体。

[0265] 将突变体在较低温度(例如，25℃ )下的活性与野生型分子在野生型温度(例如，

37℃ )下的活性进行比较。如果分子较野生型分子在较低温度(例如，25℃ )下的活性高，

其表示为剩余活性＞1，优选为2或高于2，如果突变体在野生型温度(37℃)下较野生型分

子显示出总体的活性下降，可确定突变体的表型为温度敏感的突变体。

[0266] 实施例 3：所发现的苗头突变体的进一步演变概述

[0267] 如果需要，由前面确定的所有或筛选的突变型产生新的组合变体库。新的文库可

被设计成含有各筛选突变体的每个可能的氨基酸变体的组合，并如前述重筛得到新的苗头

突变体。

[0268] 实施例 4：温度下降后酶活性的可逆性概述

[0269] 通过将突变体暴露于高温下然后返回到较低温度(例如，25℃)下，可进一步检测
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温度敏感的演变的突变体，以确定是否酶活性在较低温度(例如，25℃)下是可逆的或不可

逆的。温度敏感的突变体表达于任何需要的形式中，例如前面所述的14ml培养试管中。检

测突变体在几种条件下的活性，包括野生型温度 ( 例如，37℃ ) 以及其它温度，随后再暴露

于必须的低温 (例如，25℃ )。在较低温度下有活性的突变体，当温度上升或升至野生型温

度时活性下降 (即，在较低和较高温度下的活性比相同或高于 1、1.5 或 2 或更高 )，当再次

降至较低温度时显示出基线(baseline)活性，被评分为“可逆型”。在较低温度下有活性的

突变体，当温度上升或升高至野生型温度时显示出活性下降 ( 即，在较低和较高温度下的

活性比相同或高于1、1.5或2或更高)，当温度再次下降至较低温度时显示出至少等量下降

的活性，被评分为“不可逆型”。

[0270] 实施例 5：筛选条件活性血管抑素变体的材料和方法

[0271] 筛选条件活性血管抑素变体的材料和方法可适用 Chi and Pizzo,“在胞外低

pH 值下血管抑素对肿瘤细胞的直接细胞毒性：依赖于细胞表面相关的 ATP 合酶的机制

(Angiosatin is directly cytotoxic to tumor cells at low extracellular pH:a 

mechanism dependent on cell surface-associated ATP synthase)”,Cancer Res.2006 ；

66(2):875-882，通过参考并入于此。

[0272] 材 料。 来 自 于 人 纤 溶 酶 原 的 野 生 型 血 管 抑 素 因 子 1-3，可 从

Calbiochem(Darmstadt, 德国 ) 获得并在无菌 PBS 中重新配制。直接作用于有催化活性

的 ATP 合酶 β 亚单位的多克隆抗体可以制备得到，牛 F1ATP 合酶亚单位可如前述方法进

行纯化 (Moser 等人，“血管抑素结合人内皮细胞表面的 ATP 合酶 (Angiostatin binds ATP 

synthase on the surface of human endothelial cells)”,Proc Natl Acad Sci U S A 

1999 ；96:2811-6 ；Moser 等人，“内皮细胞表面的 Fl-FO ATP 合酶在 ATP 合成中是有活性的

并受到血管抑素的抑制 (Endothelial cell surface Fl-FO ATP synthase is active in 

ATP synthesis and is inhibited by angiostatin)”,Proc Natl Acad Sci U S A ；2001 ；

98:6656-ól)。卡立泊来德 (Cariporide) 可溶解于无菌水中并进行无菌过滤。

[0273] 细胞培养。A549(来自肺癌组织的人上皮细胞株)或其它癌细胞株(DU145、LNCaP

或 PC-3 细胞 ) 可以从例如，ATCC 获得。人脐静脉内皮细胞 (HUVEC) 可以从人脐静脉中分

离得到，如所述(Grant等人，“在分化中的内皮细胞以基质胶诱导胸腺素h4基因(Matrigel 

induces thymosin h 4gene in differentiating endothelial cells)”,J Cell Sci 

1995 ；108:3685-94)。HUVEC 细胞可用来作为在细胞表面表达 ATP 合酶的细胞系的阳性对

照。细胞可培养于含有 1％青霉素链霉素和 10％血清替代培养基 3(Sigma,St.Louis,MO)

的 DMEM(Life Technologies,Carlsbad,CA) 中，以尽量减少纤溶酶原的存在。低 pH(6.7)

培养基可通过在 5％ CO2条件下减少碳酸氢钠至 10mmol/L，并补充 34mmol/L NaCl 以保持

渗透压，或在 17％ CO2条件下孵育 22mmol/L 碳酸氢钠培养基来制备。使用的低 pH 的方法

可根据试验限制和检测而不同。

[0274] 流式细胞实验。为了保证 ATP 合酶在肿瘤细胞株的细胞表面发挥功能，可采用流

式细胞实验。例如，A549 细胞株可培养于不同 pH 培养基 (10、22 和 44mmol/L 碳酸氢钠的

DMEM) 中，在缺氧 (0.5％ O2、5％ CO2，N2平衡 ) 与常氧 (21％ O 2、5％ CO2) 的条件下培养 1、

12、24、48 和 72 小时。活细胞可以被阻滞，与抗β-亚单位抗体孵育，洗涤、阻滞，与羊抗兔

FITC 标记的二抗 (Southern Biotech,Birmingham,AL) 孵育，再次洗涤，所有步骤于 4℃下
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进行。碘化丙啶(BD Biosciences,San Jose,CA)可包含于所有样本中以区别具有受损细胞

膜的细胞。10,000个细胞 FITC的平均荧光强度可通过FACSCCalibur流式细胞仪 (Becton 

Dickinson,Franklin Lakes,NJ) 进行定量，摄入碘化丙啶的细胞可以被排除，以消除线粒

体 ATP 合酶在 CellQuest 软件 (BD Biosciences) 中的检测。

[0275] 细胞表面 ATP 生成检测。96- 孔板中的 A549 或 1-LN 细胞 ( 每孔 60,000 个细

胞 ) 可加入新鲜的培养基并用血管抑素、血管抑素变体、抗 β- 亚单位抗体、兔抗牛血

清白蛋白 IgG(Organon Teknika,West Chester,PA)、茋类化合物 (piceatannol)( 已知

的 ATP 合酶 F1 的抑试剂作为阳性对照，Sigma) 处理，或单独将培养基置于 37℃，5％ CO2

中 30 分钟。然后细胞与 0.05mmol/L ADP 孵育 20 秒。移走上清液，采用如 (23) 描述的

CellTiterGlo 发光检测 (Promega,Madison,WI) 检测产生的 ATP。细胞裂解液可进行类似

的分析以确定细胞内的 ATP 池在任何条件下无差异。可通过 Luminoskan Ascent(Thermo 

Labsystems,Helsinki,Finland) 进行记录。数据是基于各独立试验的标准测定，以每个细

胞 ATP 的摩尔数来表示。

[0276] 细 胞 增 殖 检 测。 血 管 抑 素 对 癌 细 胞 株 的 影 响 可 用 3-(4,5- 二 甲 基 噻

唑-2-基 )-5-(3-羧基甲氧基苯基)-2-(4-磺苯基)-2H-四唑盐、内盐(inner salt)(MTS)

在无血清培养基中的增殖检测来评价。在 37℃，5％ CO2中孵育 20 小时后，在存在或不存

在血管抑素情况下，96- 孔板的各孔中的相对细胞数可按照制造商的方案 (protocol) 采用

Aqueous 单细胞增殖检测 (Promega) 来测定。培养基的 pH 值可在 5％ CO2条件下通过改变

碳酸氢盐浓度来调节。

[0277] 细胞的细胞毒性评估。为了量化细胞死亡和细胞裂解，从细胞质释放到上清液中

的乳酸脱氢酶 (LDH) 的活性，可用细胞毒性检测试剂盒 (Roche,Indianapolis,IN) 进行测

定。用血管抑素、血管抑素变体，抗 β- 亚单位抗体、兔 IgG、卡立泊来德 (cariporide) 和

Triton X(用于透化细胞的去污剂)处理的癌细胞(例如A549细胞)(每孔5,000个细胞)

可分别在37℃，5％CO2或17％CO 2，，中性和低pH条件下孵育15小时。细胞毒性指数可用四

份处理样本的平均吸收度除以对应于相同 pH 培养基的四份未处理样本的平均吸收度计算

得到。细胞坏死和凋亡的评价。为了确定血管抑素诱导的细胞坏死模式，可进行组蛋白-DNA 

ELISA。血管抑素、血管抑素变体、抗 β- 亚单位抗体、兔 IgG 和卡立泊来德 (cariporide)

对 A549 细胞的影响 ( 每孔 5,000 个细胞 ) 可采用 ELISA 细胞凋亡和坏死检测 (Roche) 来

确定，取决于核外组蛋白-DNA片段的检测。细胞凋亡或坏死可分别由在含或不含试剂的条

件下，在37℃孵育15小时之后四份样本的细胞裂解液或上清液来确定。细胞凋亡或坏死指

数可通过四份处理样本的平均吸收度除以对应于相同 pH 值培养基的四份未处理样本的平

均吸收度来计算得到。培养基的 pH 值可由在 5％ CO2或 17％ CO 2条件下进行孵育来调节。

[0278] 细 胞 内 pH 值 (pHi) 测 定。pHi 可 根 据 带 有 盖 玻 片 的 35mm 微 孔 盘

(MatTek,Ashland,MA)中细胞的荧光来测定。细胞可被置于细胞生长因子减少的、不含酚红

的Matrigel(BD Biosciences)中。过夜生长后，更换培养基，并向细胞中加入pH敏感的荧

光染料 cSNARF(Molecular Probes,Eugene,OR)，15 分钟后置于新鲜的培养基中 20 分钟恢

复。然后细胞被放入37℃，5％ CO2的显微镜平台(stage)上 1小时，收集发射光谱，从各含

7个细胞和 15 个细胞之间的区域中计算得到 pHi(Wahl ML,Grant DS.“胞外 pH 值的微环

境和胞外基质蛋白对血管抑素活性和胞内 pH 值的影响 (Effects of microenvironmental 
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extracellular pH and extracellular matrix proteins on angiostatin's activity 

and on intracellular pH)”,Gen Pharmacol 2002 ；35:277-85)。在开始收集光谱时，从

盘中去掉培养基，将细胞置于1mL含或不含pH抑试剂血管抑素、抗β-亚单位、兔IgG或卡

立泊来德(cariporide)--一种钠氢交换抑制剂鲜培养基中。培养基的pH值可在如上所述

固定的 5％ CO2条件下通过改变碳酸氢盐浓度来调节。
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