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(57)摘要

描述了用于诱导针对肠外致病性大肠杆菌

(ExPEC)的免疫应答从而提供免疫保护免于与

ExPEC相关的疾病的组合物和方法。特别地，描述

了使用与载体蛋白共价结合的大肠杆菌多糖抗

原O75的缀合物来预防侵袭性ExPEC疾病的组合

物和方法。
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1.一种组合物，该组合物包含共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O1抗原多糖、共价连接

至载体蛋白的大肠杆菌O2抗原多糖、共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O4抗原多糖、共价连

接至载体蛋白的大肠杆菌O15抗原多糖、共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O16抗原多糖、共

价连接至载体蛋白的大肠杆菌O18抗原多糖、共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O25抗原多

糖、共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O75抗原多糖和共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O6抗

原多糖，其中大肠杆菌抗原多糖O1:O2:O4:O6:O15:O16:O18:O25:O75的重量比为1:1:1:1:

1:1:1:2:2。

2.如权利要求1所述的组合物，其中：

(i)该大肠杆菌O1抗原多糖包含式O1A的结构：

(ii)该大肠杆菌O2抗原多糖包含式O2的结构：

(iii)该大肠杆菌O4抗原多糖包含式O4‑Glc+的结构：

(iv)该大肠杆菌O6抗原多糖包含式O6A的结构：

(v)该大肠杆菌O15抗原多糖包含式O15的结构：

[→2)‑β‑D‑Galp‑(1→3)‑α‑L‑FucpNAc‑(1→3)‑β‑D‑GlcpNAc‑(1→]n，

(vi)该大肠杆菌O16抗原多糖包含式O16的结构：

(vii)该大肠杆菌O18抗原多糖包含式O18A的结构：
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(viii)该大肠杆菌O25抗原多糖包含式O25B的结构：

并且(ix)该大肠杆菌O75抗原多糖包含式O75的结构：

其中每个n独立地为1至100的整数。

3.如权利要求2所述的组合物，其中每个n独立地为3至50的整数。

4.如权利要求2所述的组合物，其中每个n独立地为5至40的整数。

5.如权利要求2所述的组合物，其中每个n独立地为5至30的整数。

6.如权利要求1‑5中任一项所述的组合物，其中该O75抗原多糖的浓度为8至64μg/mL。
7.如权利要求6所述的组合物，其中该O75抗原多糖的浓度为8至50μg/mL。
8.如权利要求6所述的组合物，其中该O75抗原多糖的浓度为28至36μg/mL。
9.如权利要求6所述的组合物，其中该O75抗原多糖的浓度为32μg/mL。
10.如权利要求1‑5中任一项所述的组合物，其中该组合物中存在的大肠杆菌O抗原多

糖由O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25、O75和O6组成。

11.如权利要求1‑5中任一项所述的组合物，该组合物进一步包含至少一种共价连接至

载体蛋白的额外大肠杆菌抗原多糖。

12.如权利要求11所述的组合物，其中该至少一种额外的大肠杆菌抗原多糖包含具有

式O8的O8抗原多糖：

α‑D‑Manp3Me‑(1→[3)‑β‑D‑Manp‑(1→2)‑α‑D‑Manp‑(1→2)‑α‑D‑Manp‑(1→]n，

其中n为1至100的整数。

13.如权利要求12所述的组合物，其中n为3至50的整数。

14.如权利要求12所述的组合物，其中n为5至40的整数。

15.如权利要求12所述的组合物，其中n为5至30的整数。

16.如权利要求1‑5中任一项所述的组合物，其中每个载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外
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毒素A(EPA)或CRM197。

17.如权利要求16所述的组合物，其中每个载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外毒素A

(EPA)。

18.如权利要求16所述的组合物，其中该载体蛋白包含1至20个具有SEQ  ID  NO:1的氨

基酸序列的糖基化共有序列。

19.如权利要求16所述的组合物，其中该载体蛋白包含2至4个具有SEQ  ID  NO:1的氨基

酸序列的糖基化共有序列。

20.如权利要求16所述的组合物，其中该载体蛋白包含1至20个具有SEQ  ID  NO:2的氨

基酸序列的共有序列。

21.如权利要求16所述的组合物，其中该载体蛋白包含2至4个具有SEQ  ID  NO:2的氨基

酸序列的共有序列。

22.如权利要求16所述的组合物，其中该载体蛋白包含四个糖基化共有序列。

23.如权利要求16所述的组合物，其中每个载体蛋白是包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列

的EPA。

24.如权利要求1‑5中任一项所述的组合物，其中这些大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合

或通过化学缀合共价连接至该载体蛋白。

25.如权利要求24所述的组合物，其中这些大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合共价连接

至该载体蛋白。

26.如权利要求24所述的组合物，其中该多糖共价连接至该载体蛋白中糖基化位点中

的Asn残基。

27.如权利要求1‑5任一项所述的组合物，其中每个多糖/载体蛋白比为0.1至0.5。

28.如权利要求1‑27中任一项所述的组合物在制备用于在受试者中诱导针对大肠杆菌

的免疫应答的药物中的用途。

29.如权利要求28所述的用途，其中所述大肠杆菌为肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)。

30.如权利要求28所述的用途，其中该免疫应答限制了该受试者中侵袭性ExPEC疾病的

严重性或预防了该疾病。

31.如权利要求30所述的用途，其中该侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症和/或菌血症。

32.如权利要求28‑31中任一项所述的用途，其中一个剂量的O75抗原多糖的有效量为

8‑16μg。
33.如权利要求32所述的用途，其中一个剂量的O75抗原多糖的有效量为16μg。
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多价疫苗组合物及其用途

背景技术

[0001] 肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)与共生大肠杆菌菌株一起通常是人类肠道中无害的

栖居生物。然而，ExPEC菌株可能具有用于定植和感染胃肠道外部位从而导致多种严重的侵

袭性疾病的毒力因子，这导致每年显著的发病率、死亡率和费用(参见例如，Johnson等人,J 

Lab  Clin  Med .[实验室与临床医学杂志]2002；139(3):155‑162；Kohler等人,Int  J  Med 

Microbiol.[国际医学微生物学杂志]2011；301(8):642‑647；Foxman,Am  J  Med.[美国医学

杂志]2002；113增刊1A:5S‑13S；以及Russo等人,Microbes  Infect.[微生物感染]2003；5

(5):449‑456)。ExPEC菌株是尿路感染(UTI)的最常见原因。它们也是手术部位感染和新生

儿脑膜炎的促成因素(Johnson等人,2002；Russo等人,2003)，与腹部和盆腔感染以及医院

获得性肺炎有关，偶尔还涉及其他肠外感染，例如骨髓炎、蜂窝组织炎和伤口感染。所有这

些主要感染部位都可能导致ExPEC菌血症(Russo等人,2003)。新生儿、老年人和免疫功能低

下的患者特别容易受到ExPEC感染，包括侵袭性ExPEC疾病(IED)。

[0002] 细菌对抗生素的耐药性是对抗细菌感染的主要问题，并且多药耐药性(MDR)大肠

杆菌菌株正变得越来越普遍(参见例如，Schito等人,2009,Int.J.Antimicrob.Agents[国

际 抗 微 生 物 药 剂 杂 志 ] 3 4 ( 5 ) : 4 0 7 ‑ 4 1 3；以 及 P i t o u t等 人 ,2 0 1 2 ,E x p e r t 

Rev.Anti.Infect.Ther.[抗感染治疗专家评论]10(10):1165‑1176)。ExPEC序列类型131

(ST131)的出现和快速全球传播被认为是耐药性(包括多药耐药性)增加的主要驱动因素

(Johnson等人,Antimicrob  Agents  Chemother.[抗微生物药剂与化学疗法]2010；54(1):

546‑550；Rogers等人,J  Antimicrob  Chemother.[抗微生物药剂与化学疗法杂志]2011；66

(1):1‑14)。该克隆存在于所有ExPEC临床分离株的12 .5％至30％中，主要表现出血清型

O25B:H4，并显示出高水平的氟喹诺酮耐药性，这通常伴随着甲氧苄啶/磺胺甲噁唑耐药性

和赋予对头孢菌素的耐药性的超广谱β‑内酰胺酶(Rogers等人,2011,以及Banerjee等人,

Antimicrob  Agents  Chemother.[抗微生物药剂与化学疗法]2014；58(9):4997‑5004)。

[0003] O抗原血清型基于O多糖抗原的化学结构，该O多糖抗原是革兰氏阴性细菌中脂多

糖(LPS)的外膜部分。已经报道了超过180种血清学独特的大肠杆菌O抗原(Stenutz等人 ,

FEMS  Microbial  Rev.[FEMS微生物学评论]2006；30:382‑403)，尽管绝大多数ExPEC分离株

被归类在不到20种O抗原血清型中。全长大肠杆菌O抗原典型地由附接到高度保守的LPS核

心结构的约10至25个重复糖单元组成，每个组分分别由主要在rfb和rfa基因簇中编码的酶

独立地合成。O抗原聚合后，典型地可以通过添加乙酰基或葡萄糖残基来修饰O抗原多糖骨

架。这些修饰通过产生具有共同多糖骨架但侧枝不同的抗原性不同血清型而有效地增加了

血清型的多样性。编码O抗原修饰酶的基因典型地位于染色体上的rfb簇之外，并且在某些

情况下，这些基因存在于溶原性噬菌体中。

[0004] ExPEC感染可由任何血清型引起。尽管ExPEC感染中某些血清型的比例过高，但来

自ExPEC分离株的表面多糖仍然表现出相当大的抗原多样性，这使得基于表面多糖的ExPEC

疫苗的开发极具挑战性(Russo等人,Vaccine.[疫苗]2007；25:3859‑3870)。而且，某些O抗

原可能免疫原性较差。此外，根据肺炎球菌结合疫苗的研究，当多种血清型可引起疾病时，
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疫苗组合物(例如对包含在疫苗中的血清型和所包含血清型的剂量水平的选择)可能至关

重要，因为使用针对某些血清型的疫苗可能会潜在地增加疫苗中未包含的血清型的携带以

及由未包含的血清型引起的疾病，或者甚至增加疫苗中包含的血清型但在针对该血清型的

免疫方面效果不佳的血清型的携带以及由其引起的疾病(Lipsitch,Emerging  Infectious 

Diseases[新发传染病]；1999,5:336‑345)。理想地，疫苗应最大限度地发挥其在预防由疫

苗中包含的血清型引起的疾病方面的有益作用，同时使因非疫苗血清型携带增加而引起的

新增疾病的风险最小化。

[0005] 开发疫苗以预防ExPEC感染的努力集中在O抗原多糖缀合物上。通过提取和纯化O

抗原多糖以及化学缀合至去毒的铜绿假单胞菌(Pseudomonas  aeruginosa)外毒素A，合成

了12价O抗原结合疫苗，并在1期临床研究中测试了其安全性和免疫原性(Cross等人 ,

J.Infect.Dis.[传染病杂志](1994)第170卷,第834‑40页)。这种候选疫苗从未获得临床使

用许可。最近在大肠杆菌中开发了一种生物缀合系统，其中多糖抗原和载体蛋白都在体内

合 成 ，随 后 通 过 寡 糖 基 转移 酶 P g l B (一 种 在 大 肠 杆 菌 中 表 达 的 空 肠 弯 曲 杆 菌

(Campylobacter  jejuni)酶)的活性在体内缀合(Wacker等人,Proc.Nat.Acad .Sci.[美国

国家科学院院刊](2006)第103卷,第7088‑93页)。这种N连接的蛋白质糖基化系统能够将多

种多糖转移到载体蛋白上，从而可以使用简单明了的方法来纯化缀合物。

[0006] 生物缀合已成功地用于生产大肠杆菌四价O抗原候选疫苗的缀合多糖(Poolman和

Wacker,J.Infect.Dis.[传染病杂志](2016)第213(1)卷,第6‑13页)。然而，成功的ExPEC疫

苗的开发需要覆盖主要血清型，并且在ExPEC分离株亚群中存在进一步的O抗原修饰对覆盖

展现出未修饰和修饰LPS的分离株提出了进一步的挑战。此外，对包含来自多种血清型的O

抗原的疫苗组合物的免疫应答可能因血清型而异。因此，本领域持续需要针对ExPEC的疫

苗。特别地，需要一种基于表面多糖的ExPEC疫苗，该疫苗可用于提供针对ExPEC  O75血清型

和ExPEC中普遍存在的其他血清型的有效免疫保护。

发明内容

[0007] 令人惊讶地发现，当以O抗原(各自与临床试验中具有相同浓度的此类其他O抗原

的组合物中的载体蛋白共价结合)的缀合物形式进行测试时，大肠杆菌O75抗原似乎比其他

大肠杆菌O抗原(例如，O1、O2和O6)的免疫原性更低。用如下组合物进行疫苗接种提供了针

对ExPEC  O75血清型和一种或多种额外ExPEC  O‑血清型的提高的免疫应答，该组合物含有

合适的剂量和比率的大肠杆菌O75抗原的缀合物以及一种或多种额外大肠杆菌O抗原的缀

合物。

[0008] 因此，在第一个一般方面，本文提供了组合物，该组合物包含大肠杆菌O1、O2、O4、

O15、O16、O18、O25、O75和O6抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且

其中O75和O25抗原多糖中的每一种的浓度相对于O1、O2、O4、O15、O16、O18和O6抗原多糖中

的每一种的浓度独立地增加。

[0009] 在某些实施例中，O75抗原多糖独立地与O1、O2、O4、O15、O16、O18和O6抗原多糖中

的每一种的浓度重量比为约1.5:1至约2.5:1。

[0010] 在某些实施例中，O75抗原多糖独立地与O1、O2、O4、O15、O16、O18和O6抗原多糖中

的每一种的浓度重量比为约2:1。
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[0011] 在第二个一般方面，本文提供了组合物，该组合物包含大肠杆菌O1、O2、O4、O15、

O16、O18、O25、O75和O6抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中

O75抗原多糖与O1、O2和/或O6抗原多糖的浓度重量比为约1.5:1至约4:1。优选地，其中O75

抗原多糖与O1、O2和/或O6的浓度重量比为约2:1。

[0012] 在某些实施例中，O75抗原多糖与O4、O15、O16和/或O18抗原多糖的浓度重量比为

约1.5:1至约4:1。优选地，O75抗原多糖与O4、O15、O16和/或O18抗原多糖的浓度重量比为约

2:1。

[0013] 在第三个一般方面，本文提供了组合物，该组合物包含大肠杆菌O1、O2、O4、O15、

O16、O18、O25、O75和O6抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中

O75和O25抗原多糖中的每一种的浓度相对于O1、O2、O4、O15、O16、O18和O6抗原多糖中的每

一种的浓度独立地增加，其中O75抗原多糖与O1、O2和/或O6抗原多糖的浓度重量比为约

1.5:1至约4:1。优选地，O75抗原多糖与O1、O2和/或O6抗原多糖的浓度重量比为约2:1。

[0014] 现在描述第一个、第二个和第三个一般方面的某些实施例。

[0015] 在某些实施例中，组合物中O75抗原多糖与O25抗原多糖的浓度重量比为约1:1。

[0016] 在某些实施例中，大肠杆菌抗原多糖O1:O2:O4:O6:O15:O16:O18:O25:O75的浓度

重量比为1:1:1:1:1:1:1:2:2。

[0017] 在某些实施例中，O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，O18抗原为O18A，

并且O25抗原为O25B，其中：

[0018] (i)大肠杆菌O1抗原多糖包含表1所示的式(O1A)的结构，

[0019] (ii)大肠杆菌O2抗原多糖包含表1所示的式(O2)的结构：shown  in  Table  1,

[0020] (iii)大肠杆菌O4抗原多糖包含表1所示的式(O4‑Glc+)的结构，

[0021] (iv)大肠杆菌O6抗原多糖包含表1所示的式(O6A)的结构，

[0022] (v)大肠杆菌O15抗原多糖包含表1所示的式(O15)的结构，

[0023] (vi)大肠杆菌O16抗原多糖包含表1所示的式(O16)的结构，

[0024] (vii)大肠杆菌O18抗原多糖包含表1所示的式(O18A)的结构，

[0025] (viii)大肠杆菌O25抗原多糖包含表1所示的式(O25B)的结构，并且

[0026] (ix)大肠杆菌O75抗原多糖包含表1所示的式(O75)的结构，

[0027] 其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至

25，例如10至20。

[0028] 在某些实施例中，O75抗原多糖的浓度为约8至约64μg/mL，优选约8至约50μg/mL，
优选约12至约40μg/mL，优选约16至约32μg/mL，优选约28至约36μg/mL，优选约32μg/mL。
[0029] 在某些实施例中，组合物中存在的大肠杆菌O抗原多糖由O1、O2、O4、O15、O16、O18、

O25、O75和O6组成。

[0030] 在某些实施例中，组合物进一步包含至少一种共价连接至载体蛋白的额外大肠杆

菌抗原多糖，优选其中该至少一种额外大肠杆菌抗原多糖包含具有表1所示的式(O8)的O8

抗原多糖，其中n是1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至

20。

[0031] 在某些实施例中，载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA)或CRM197，优选EPA。

优选地，载体蛋白包含1至20个，如1至10个或2至4个具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的糖基
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化共有序列，例如具有SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的共有序列。更优选地，载体蛋白包含四

个糖基化共有序列。最优选地，每种载体蛋白均是包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的EPA。

[0032] 在某些实施例中，大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合或通过化学缀合共价连接至载

体蛋白，优选大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合共价连接至载体蛋白，优选多糖共价连接至

载体蛋白中糖基化位点中的Asn残基。

[0033] 在另一方面，提供了在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌

(ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用本发明的组合物。

[0034] 在另一方面，提供了在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌

(ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用有效量的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、

O16、O18、O25、O75和O6抗原多糖中的每一种，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋

白，其中O75和O25抗原多糖中的每一种的有效量相对于O1、O2、O4、O15、O16、O18和O6抗原多

糖中的每一种的有效量独立地增加。

[0035] 在根据本发明方法的某些实施例中，有效量的O75抗原多糖以与O1、O2、O4、O15、

O16、O18和O6抗原多糖中的每一种的独立地为约1 .5:1至约2.5:1、优选约2:1的重量比施

用。

[0036] 在根据本发明方法的某些实施例中，有效量的O75抗原多糖以与O1、O2和/或O6抗

原多糖的独立地为约1.5:1至约4:1、优选约2:1的重量比施用，进一步优选地，其中有效量

的O75抗原多糖以与O25抗原多糖的重量比为约1:1施用。

[0037] 在另一方面，提供了在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌

(ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用有效量的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、

O16、O18、O25、O75和O6抗原多糖中的每一种，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋

白，有效量的O75抗原多糖以与O1、O2和/或O6抗原多糖的独立地为1.5:1至约4:1的重量比

施用。有效量的O75抗原多糖可以优选地以与O25抗原多糖的约1:1的重量比施用。优选地，

有效量的O75抗原多糖以与O1、O2和/或O6抗原多糖的独立地为约2:1的重量比施用。

[0038] 下文提供了本发明的任何方法方面的实施例。

[0039] 在根据本发明方法的某些实施例中，免疫应答限制了受试者中侵袭性ExPEC疾病

的严重性或预防了该疾病，优选其中该侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症和/或菌血症。

[0040] 在根据本发明方法的某些实施例中，O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为

O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B。优选地，O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、

O18A、O25B和O75抗原多糖分别包含如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、

(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如

5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至20，其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的重量比为约

1.5:1至约4:1，更优选约2:1。

[0041] 在根据本发明方法的某些实施例中，向受试者施用的大肠杆菌O抗原多糖由O1、

O2、O4、O15、O16、O18、O25、O75和O6组成。

[0042] 在根据本发明方法的某些实施例中，向受试者施用的大肠杆菌O抗原多糖进一步

包含1至15种额外大肠杆菌O抗原多糖，每一种独立地共价连接至载体蛋白。

[0043] 在根据本发明方法的某些实施例中，受试者是患有大肠杆菌(优选ExPEC)感染、优

选侵袭性ExPEC疾病或有患其风险的人。
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[0044] 在根据本发明方法的某些实施例中，针对每次施用，施用8‑16μg、优选约16μg的
O75抗原多糖。

[0045] 在根据本发明方法的某些实施例中，所施用的有效量的大肠杆菌抗原多糖O1:O2:

O4:O6:O15:O16:O18:O25:O75以1:1:1:1:1:1:1:2:2的重量比施用。

附图说明

[0046] 当结合附图阅读时，将更好地理解前述概述以及本发明的以下详述。应理解的是

本发明不限于附图中示出的准确实施例。

[0047] 图1显示在新西兰白兔中由ExPEC10V疫苗诱导的抗体应答。动物接受3次肌内

ExPEC10V免疫或生理盐水，间隔2周施用。ExPEC10V疫苗以3种不同浓度施用(组1：高剂量，

组2：中等剂量，以及组3：低剂量，表11)，对照组仅接受生理盐水(组4，0.9％(w/v)氯化钠溶

液)。在第0天(疫苗接种前)以及第14、27和42天(疫苗接种后)通过ELISA测量抗体水平。显

示了个体滴度(EC50滴度)和几何平均滴度(GMT)±95％  CI。使用威尔科克森(Wilcoxon)秩

和检验与邦费罗尼(Bonferroni)校正进行多重比较。将接种ExPEC10V的动物(组1、2和3)与

生理盐水对照(组4)进行比较。*p≤0.05，**p≤0.01；***p≤0.001；****p≤0.0001。LOD：检

测限。

[0048] 图2显示由ExPEC10V诱导的抗体应答。新西兰白兔接受3次肌内ExPEC10V免疫

(105.6μg总多糖)或0.9％w/v氯化钠溶液(对照)。在第1天(免疫前，n＝20只/组)、第31天

(免疫后，n＝20只/组)和第50天(免疫后，n＝10只/组)，通过ELISA测定IgG滴度。小图显示

每组的个体滴度和几何平均值±95％置信区间。使用具有似然比检验的Tobit模型分析

ExPEC10V和对照组之间的IgG滴度差异。P值≤0.05被认为是显著的。*P≤0.05，****P≤

0.0001。

[0049] 图3A‑图3B显示在人类中使用ExPEC10V疫苗进行的1/2a期临床试验的总体研究设

计。图3A显示群组1的总体研究设计，图3B显示群组2的总体研究设计。详见实例7。

[0050] 图4显示在BAC1001临床试验中在疫苗接种后第15天的血清O抗原特异性抗体滴度

比基线(第1天)测量值增加至少2倍的参与者的百分比(详见实例7)。通过基于ECL的免疫测

定法测量O抗原特异性血清抗体滴度。

[0051] 图5显示在BAC1001临床试验中在疫苗接种后第15天的血清调理吞噬性抗体滴度

比基线(第1天)测量值增加至少2倍的参与者的百分比(详见实例7)。通过MOPA测量血清调

理吞噬性抗体的水平。

[0052] 图6显示在新西兰白兔中由不同的ExPEC疫苗组合物诱导的血清抗体水平(总

IgG)。详见实例8。各小图显示个体滴度(EC50滴度)和几何平均滴度(GMT)±95％置信区间。

使用具有似然比检验的Tobit模型对疫苗组与生理盐水对照之间的比较进行统计学评估，

并使用邦费罗尼校正进行多重比较。p值≤0.05被认为是统计学上显著的。****p≤0.0001。

具体实施方式

[0053] 在背景和整个说明书中引用或描述了各种出版物、文章和专利；这些参考文献中

的每一篇通过引用以其全文并入本文。包括在本说明书中的对文件、法案、材料、装置、制品

等的讨论是出于提供本发明的背景的目的。这种讨论不承认任何或所有这些事项形成关于
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所披露或要求保护的任何发明的现有技术的一部分。

[0054] 除非另外定义，否则本文使用的所有科学和技术术语具有本发明所属领域的普通

技术人员通常理解的相同含义。否则，本文引用的某些术语具有如说明书中阐述的含义。必

须注意，除非上下文另外明确规定，否则如本文和所附权利要求书中所使用，单数形式“一

个/一种(a/an)”和“该”包括复数指示物。

[0055] 除非另外指明，否则在一系列要素前面的术语“至少”应被理解为指该系列中的每

一个要素。

[0056] 当结合数字使用时，术语“约”是指在引用的数字的±10％(例如±5或±1％)内的

任何数字。

[0057] 本领域技术人员将认识到或能够仅使用常规实验便确定本文所述的本发明的特

定实施例的许多等效物。这些等效物也旨在包括在本发明中。

[0058] 贯 穿本说 明书 和以 下权 利要 求 ，除 非上 下文 另有要 求 ，否 则词语“包 含

(comprise)”以及变化形式如“包含(comprises)”和“包含(comprising)”将理解为隐含包

括所陈述的整体或步骤或一组整体或步骤，但不排除任何其他整体或步骤或任何其他组整

体或步骤。当在本文中使用时，术语“包含(comprising)”可以被术语“含有(containing)”

或“包括(including)”替代或者当在本文中使用时有时被术语“具有(having)”替代。

[0059] 当在本文中使用时，“由……组成”不包括未在权利要求要素中指定的任何要素、

步骤或成分。当在本文中使用时，“基本上由……组成”并不排除不会实质性地影响权利要

求的基本和新颖特征的材料或步骤。无论何时本文在本发明的一个方面或实施例的上下文

中使用时，前述术语“包含(comprising)”、“含有(containing)”、“包括(including)”和“具

有(having)”中的任一种可以被术语“由……组成(consisting  of)”或“基本上由……组

成”替代以改变本披露内容的范围。

[0060] 如本文所用，多个引用的要素之间的连接术语“和/或”应被理解为涵盖单独的和

组合的选项两者。例如，当两种要素由“和/或”连接时，第一选项是指在没有第二要素的情

况下第一要素的适用性。第二选项是指在没有第一要素的情况下第二要素的适用性。第三

选项是指第一要素和第二要素一起的适用性。这些选项中的任一种应被理解为落入该含义

内，因此满足如本文所用的术语“和/或”的要求。这些选项中的多于一种的同时适用性也应

被理解为落入该含义内，因此满足术语“和/或”的要求。

[0061] 如本文所用，术语“O多糖”、“O抗原(O‑antigen)”、“O抗原(O‑antigen)”、“O抗原多

糖”、“O多糖抗原”、以及缩写“OPS”都是指革兰氏阴性菌的O抗原，它是脂多糖(LPS)的组分，

并且对革兰氏阴性菌的每一种血清型或血清(亚)型具有特异性。O抗原通常包含二至七个

糖残基的重复单元(RU)。如本文所用，RU被设定为等于生物学重复单元(BRU)。BRU描述了O

抗原的RU，因为它在体内合成。不同血清型的大肠杆菌表达不同的O抗原。在大肠杆菌中，参

与O抗原生物发生的基因产物由rfb基因簇编码。除非另有说明，否则本文中每当提及O抗原

多糖时，均可指各个大肠杆菌血清型的O抗原多糖及其任何存在的血清亚型，例如，当提及

O1抗原多糖时，其可以是大肠杆菌血清亚型O1A、O1A1、O1B或O1C的O抗原多糖，同时O25抗原

多糖可以意指O25A或O25B抗原多糖等。WO  2020/039359(通过引用并入本文)的表1中提供

了许多大肠杆菌血清型和血清亚型以及其O抗原多糖的RU(部分结构或O单元)的相应结构。

[0062] 如本文所用，“rfb簇”和“rfb基因簇”是指编码能够合成O抗原骨架结构的酶机制
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的基因簇。术语rfb簇可以适用于任何O抗原生物合成簇，并且优选地是指来自埃希氏杆菌

属(Escherichia)、特别是大肠杆菌的基因簇。

[0063] 如本文所用，术语“O1A”是指大肠杆菌的O1A抗原(大肠杆菌血清型O1的血清亚

型)。术语“O2”是指大肠杆菌的O2抗原(大肠杆菌血清型O2)。术语“O4”是指大肠杆菌的O4抗

原(大肠杆菌血清型O4)。术语“O6A”是指大肠杆菌的O6A抗原(大肠杆菌血清型O6的血清亚

型)。术语“O8”是指大肠杆菌的O8抗原(大肠杆菌血清型O8)。术语“O15”是指大肠杆菌的O15

抗原(大肠杆菌血清型O15)。术语“O16”是指大肠杆菌的O16抗原(大肠杆菌血清型O16)。术

语“O18A”是指大肠杆菌的O18A抗原(大肠杆菌血清型O18的血清亚型)。术语“O25B”是指来

自大肠杆菌的O25B抗原(大肠杆菌血清型O25的血清亚型)。术语“O75”是指大肠杆菌的O75

抗原(大肠杆菌血清型O75)。如本文所用，术语“葡糖基化O4”、“葡萄糖支化O4”、“O4  Glc+”

和“Glc+O4”O抗原是指具有葡萄糖侧枝的大肠杆菌O4  O抗原(大肠杆菌血清型O4)，而“非葡

糖基化O4”、“O4  Glc‑”和“Glc‑O4”是指没有葡萄糖侧枝的O4抗原。

[0064] 本申请中提及的几种大肠杆菌O抗原多糖的结构如下表1所示。示出了每种大肠杆

菌O抗原多糖的单个重复单元。

[0065] 表1：大肠杆菌O抗原多糖的结构

[0066]

说　明　书 7/193 页

11

CN 115803087 B

11



[0067]
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[0068]

[0069] 1
每个n独立地为1至100的整数，例如1‑50、1‑40、1‑30、1‑20和1‑10、3‑50、3‑40、5‑

30，例如至少5，例如5‑40，例如7‑30，例如7至25，例如10至20，但在一些情况下可以是1‑2。

[0070] 本文所述的所有单糖均具有本领域已知的它们的常用含义。单糖可以具有D或L构

型。如果未指定D或L，则糖被理解为具有D构型。单糖典型地由本领域公知和使用的缩写表

示。例如，Glc是指葡萄糖；D‑Glc是指D‑葡萄糖；并且L‑Glc是指L‑葡萄糖。单糖的其他常见

缩写包括：Rha，鼠李糖；GlcNAc，N‑乙酰葡糖胺；GalNAc，N‑乙酰半乳糖胺；Fuc，岩藻糖；Man，

甘露糖；Man3Me，3‑O‑甲基‑甘露糖；Gal，半乳糖；FucNAc，N‑乙酰岩藻糖胺；以及Rib，核糖。

后缀“f”是指呋喃糖，后缀“p”是指吡喃糖。

[0071] 关于O抗原使用的术语“RU”、“重复单元(repeat  unit和repeating  unit)”是指O

抗原的生物学重复单元(BRU)，因为它是在体内通过细胞机制(例如，糖基转移酶)合成的。O

抗原的RU数量可以根据血清型而变化，并且在本发明的实施例中典型地从约1‑100个RU变

化，优选约1至50个RU，例如1‑50个RU、1‑40个RU、1‑30个RU、1‑20个RU和1‑10个RU，并且更优

选至少3个RU、至少4个RU、至少5个RU，例如3‑50个RU，优选5‑40个RU，优选5‑30个RU，例如7‑

25个RU，例如10‑20个RU。然而，在一些情况下，O抗原的RU数量可以是1‑2。本文具体描述的

每个O抗原的结构显示为含有一个RU，带有表示RU的数量的变量“n”。在本发明的生物缀合

物中的每个O抗原多糖中，n独立地为1‑100的整数，例如1‑50、1‑40、1‑30、1‑20、1‑10，优选

至少3，更优选至少5，例如3‑50，优选5‑40(例如5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、

19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39或40)，更优选5‑

30，但在一些情况下可以是1‑2。在一些实施例中，n独立地为约7‑25的整数，例如约10‑20。

这些值可以在组合物中的各个O抗原多糖之间变化，并且在本文中作为平均值提供，即，如

果生物缀合物在本文中被描述为具有独立为5‑40的整数的n，则该组合物含有大部分具有

5‑40个重复单元的O抗原多糖，但也可能含有一些具有少于5个或超过40个重复单元的O抗

原多糖。

[0072] 如本文所用，术语“缀合物”和“糖缀合物”是指糖或糖抗原(例如，寡糖和多糖)‑蛋

白质缀合物，其连接至另一种化学物质，该另一种化学物质包括但不限于蛋白质、肽、脂质

等。糖缀合物可以化学地制备，例如通过蛋白质和糖或糖抗原的化学(合成)连接。术语糖缀

合物还包括生物缀合物。

[0073] 如本文所用，在根据本发明实施例的方法中向受试者施用O抗原的背景下，术语

“有效量”是指足以在该受试者中诱导所希望的免疫作用或免疫应答的O抗原的量。在某些

实施例中，“有效量”是指足以在受试者中产生免疫力以在该受试者中实现一种或多种以下

作用的O抗原的量：(i)预防ExPEC感染、优选侵袭性ExPEC疾病或与其相关的症状的发展或

发作；(ii)预防ExPEC感染、优选侵袭性ExPEC疾病或与其相关的症状的复发；(iii)预防

ExPEC感染、优选侵袭性ExPEC疾病或与其相关的症状，降低或改善其严重性；(iv)减少

ExPEC感染、优选侵袭性ExPEC疾病或与其相关的症状的持续时间；(v)预防ExPEC感染、优选
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侵袭性ExPEC疾病或与其相关的症状的进展；(vi)引起ExPEC感染或与其相关的症状的消

退；(vii)预防或减少与ExPEC感染相关的器官衰竭；(viii)降低患有ExPEC感染的受试者住

院的可能性或频率；(ix)减少患有ExPEC感染的受试者的住院时间；(x)增加患有ExPEC感

染、优选侵袭性ExPEC疾病的受试者的存活率；(xi)消除ExPEC感染、优选侵袭性ExPEC疾病；

(xii)抑制或减少ExPEC复制；和/或(xii)增强或提高另一种疗法的一种或多种预防性或治

疗性作用。

[0074] “有效量”可以根据多种因素而变化，如受试者的身体状况、年龄、体重、健康状况

等；施用途径，如口服或肠胃外；所施用的组合物，如目标O抗原、其他共同施用的O抗原、佐

剂等；以及需要免疫力的特定疾病。当O抗原共价结合至蛋白载体时，仅基于缀合物中的O抗

原多糖部分来计算O抗原的有效量。如本文所述的缀合物(包括生物缀合物)的所有浓度、量

和比率也仅基于缀合物中O抗原多糖部分的重量计算，而不管任何缀合的载体蛋白的浓度、

量或比率，除非另有说明。例如，施用16μg的特定生物缀合物意味着所施用的生物缀合物包

含16μg的特定O抗原多糖，并且缀合的载体蛋白的量不包括在该数字中。又例如，如果说组

合物包含比率为2:1的来自血清型A和B的O抗原多糖的缀合物，则表明在组合物中，基于缀

合的O抗原多糖的重量，不考虑缀合的载体蛋白的重量，缀合的O抗原多糖A的浓度或量是缀

合的O抗原多糖B的浓度或量的两倍。

[0075] 如本文所用的术语“侵袭性肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)疾病(IED)”是一种与全

身细菌感染并存的急性疾病，其通过从血液或其他通常无菌的身体部位中分离和鉴定大肠

杆菌、或通过从存在侵袭性疾病(全身炎症反应综合征(SIRS)、脓毒症或脓毒症休克)的体

征和症状且没有其他可鉴别感染源的患者的尿液中分离和鉴定大肠杆菌来被微生物学证

实。在某些实施例中，IED是一种与全身细菌感染并存的急性疾病，其通过(i)从血液或其他

通常无菌的身体部位分离和鉴定大肠杆菌，或通过(ii)从由于宿主对源自泌尿道和/或男

性生殖器官的感染的应答失调而具有危及生命的器官功能障碍并且没有其他可鉴别感染

源的患者的尿液中分离和鉴定大肠杆菌来被微生物学证实。

[0076] IED可以包括但不一定限于尿路感染(UTI)、手术部位感染、腹部或盆腔感染、肺

炎、骨髓炎、蜂窝组织炎、脓毒症、菌血症、伤口感染、肾盂肾炎、前列腺活检相关感染(如经

直肠超声引导的前列腺穿刺活检[TRUS‑PNB]相关感染)、尿脓毒症、脑膜炎、腹膜炎、胆管

炎、软组织感染、脓性肌炎、脓毒性关节炎、眼内炎、化脓性甲状腺炎、鼻窦炎、心内膜炎、中

性粒细胞减少性发热和前列腺炎(包括但不限于急性细菌性前列腺炎[ABP])。

[0077] 在某些优选的实施例中，IED包括脓毒症。在某些优选的实施例中，IED包括菌血

症。在某些实施例中，本发明提供了用于预防由大肠杆菌引起的脓毒症的根据本发明的组

合物。在某些实施例中，本发明提供了用于预防由大肠杆菌引起的菌血症的根据本发明的

组合物。

[0078] 术语“符合脓毒症标准的IED事件”表示一种IED病例，其包括由于宿主对感染的应

答失调而具有危及生命的器官功能障碍的证据。如果序贯器官衰竭估计(Sequential 

Organ  Failure  Assessment，SOFA)总评分从基线出现2分或更高的急剧变化，则IED病例符

合脓毒症标准并被视为继发于IED。在某些实施例中，本发明提供了用于预防符合脓毒症标

准的IED的根据本发明的组合物。如本文所用的术语“尿脓毒症”是由源自泌尿生殖道和/或

男性生殖器官的感染引起的脓毒症。
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[0079] 术语“菌血症IED”是一种IED病例，其包括从血液中分离和鉴定大肠杆菌。在某些

实施例中，本发明提供了用于预防菌血症IED的根据本发明的组合物。

[0080] 如本文所用，对抗原或组合物的“免疫学应答”或“免疫应答”是指在受试者中发展

对该抗原或该组合物中存在的抗原的体液和/或细胞免疫应答。

[0081] 如本文所用，包含多于一种大肠杆菌抗原多糖的“组合物”可以是在同一药物组合

物中包含多于一种大肠杆菌抗原多糖的单一药物组合物，或在单独的药物组合物中包含多

于一种大肠杆菌抗原多糖的多于一种药物组合物的组合。在优选的实施例中，组合物是单

一药物组合物。在诱导对大肠杆菌的免疫应答的方法中，包含多于一种大肠杆菌抗原多糖

的“组合物”能以包含多于一种大肠杆菌抗原多糖的单一药物组合物施用于有需要的受试

者，或能以单独的药物组合物组合施用于受试者。在优选的实施例中，向受试者施用单一药

物组合物。

[0082] 如本文所用，在向受试者施用两种或更多种O抗原或组合物的背景下，术语“组合”

或“……的组合”不限制向受试者施用的O抗原或组合物的顺序。例如，可以在向受试者施用

第二组合物之前(例如，5分钟、15分钟、30分钟、45分钟、1小时、2小时、4小时、6小时、12小

时、16小时、24小时、48小时、72小时、96小时、1周、2周、3周、4周、5周、6周、8周、或12周之

前)、同时、或之后(例如，5分钟、15分钟、30分钟、45分钟、1小时、2小时、4小时、6小时、12小

时、16小时、24小时、48小时、72小时、96小时、1周、2周、3周、4周、5周、6周、8周、或12周之后)

施用第一组合物。优选地，基本上同时、例如在彼此相隔五分钟内向受试者施用两种或更多

种O抗原，并且更优选地通过同时施用至少两种组合物来同时施用两种或更多种O抗原，最

优选地通过施用包含两种或更多种O抗原的单一组合物。

[0083] 如本文所用，“受试者”意指将或已经通过根据本发明的实施例所述的方法或组合

物进行疫苗接种的任何动物，优选哺乳动物，最优选人。如本文所用的术语“哺乳动物”涵盖

任何哺乳动物。哺乳动物的实例包括但不限于牛、马、羊、猪、猫、狗、小鼠、大鼠、兔、豚鼠、

猴、人等，最优选人。术语“受试者”和“患者”在本文可互换地使用。

[0084] 术语“百分比(％)序列同一性”或“％同一性”描述了两个或更多个经比对的氨基

酸序列与组成这些氨基酸序列的总长度的氨基酸残基数相比而言相同的氨基酸的匹配

(“命中”)数。换句话说，使用比对，针对两个或更多个序列，当为了最大对应性(如使用本领

域已知的序列比较算法所测量)对序列进行比较和比对时，或当手动比对和目视检查时，可

以确定相同的氨基酸残基的百分比(例如，90％、95％、97％或98％同一性)。被比较以确定

序列同一性的序列由此可以相差氨基酸的一个或多个取代、一个或多个添加或一个或多个

缺失。用于比对蛋白质序列的合适程序是本领域技术人员已知的。蛋白质序列的百分比序

列同一性可以例如用程序如CLUSTALW、Clustal  Omega、FASTA或BLAST来确定，例如使用

NCBI  BLAST算法(Altschul  SF等人(1997) ,Nucleic  Acids  Res .[核酸研究]25:3389‑

3402)。

[0085] 例如，对于氨基酸序列，可以通过使用本领域已知的标准技术、或通过检查来确定

序列同一性和/或相似性，所述技术包括但不限于以下：Smith和Waterman ,1981 ,

Adv.Appl.Math.[应用数学进展]2:482的局部序列同一性算法；Needleman和Wunsch,1970,

J .Mol.Biol.[分子生物学杂志]48:443的序列同一性比对算法；Pearson和Lipman,1988,

Proc.Nat.Acad .Sci.U.S.A.[美国国家科学院院刊]85:2444的相似性搜索方法；这些算法
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的计算机化实现(威斯康辛遗传学软件包中的GAP、BESTFIT、FASTA和TFASTA，遗传学计算机

集团(Genetics  Computer  Group)，威斯康星州麦迪逊市科学大道575号(575Science 

Drive,Madison,Wis.))；Devereux等人,1984,Nucl.Acid  Res.[核酸研究]12:387‑395描述

的最佳拟合序列程序(优选地使用默认设置)。在某些实施例中，基于以下参数由FastDB计

算百分比同一性：不匹配罚分为1；空位罚分为1；空位大小罚分为0.33；以及结合罚分为30，

“Current  Methods  in  Sequence  Comparison  and  Analysis[序列比较和分析中的当前方

法]”,Macromolecule  Sequencing  and  Synthesis[大分子测序和合成] ,Selected 

Methods  and  Applications[选择的方法和应用],第127‑149页(1988) ,Alan  R.Liss公司。

[0086] 有用的算法的另一个实例是BLAST算法，其描述于：Altschul等人 ,1990 ,

J.Mol.Biol.[分子生物学杂志]215:403‑410；Altschul等人,1997,Nucleic  Acids  Res.

[核酸研究]25:3389‑3402；和Karin等人,1993,Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.[美国国家科

学院院刊]90:5873‑5787。一种特别有用的BLAST程序是WU‑BLAST‑2程序，其获自Altschul

等人,1996,Methods  in  Enzymology[酶学方法]266:460‑480。WU‑BLAST‑2使用若干搜索参

数，将其中大多数设置为默认值。

[0087] 另一种有用的算法是由Altschul等人 ,1993 ,Nucl .Acids  Res .[核酸研究]25:

3389‑3402报道的空位BLAST。

[0088] 大肠杆菌O抗原

[0089] 在本发明中令人惊讶地发现，在多价疫苗组合物中，在相同的多糖浓度下，缀合至

载体蛋白的大肠杆菌O75抗原似乎比缀合至载体蛋白的其他大肠杆菌O抗原(例如，O1A、O2、

O4、O6A、O15、O16和O18A)具有更低的免疫原性。这一发现导致进一步研究大肠杆菌O75抗原

的剂量和多价疫苗中各种大肠杆菌O抗原的剂量比，从而开发了基于大肠杆菌O抗原的多价

疫苗和免疫方法，以提高针对O75血清型和其他ExPEC血清型的免疫应答。

[0090] 本发明的实施例涉及与大肠杆菌O75抗原多糖和一种或多种额外大肠杆菌O抗原

多糖相关的组合物和方法。优选地，一种或多种额外的O抗原普遍存在于大肠杆菌的临床分

离株中。可用于本发明中的此类大肠杆菌抗原的实例包括但不限于大肠杆菌O1、O2、O4、O6、

O8、O15、O16、O18和O25抗原。根据需要，组合物可包括多于一种的额外大肠杆菌O抗原，如

二、三、四、五、六、七、八、九、十、十一、十二、十三、十四或十五种额外大肠杆菌O抗原，以提

供除了大肠杆菌O75血清型以外还针对多种大肠杆菌血清型的免疫保护。在一些实施例中，

额外的大肠杆菌O抗原选自由大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18和O25抗原组成的组。在

优选的实施例中，额外的大肠杆菌O抗原选自由O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A和

O25B组成的组。更优选地，组合物包括全部的O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A和

O25B大肠杆菌O抗原。在一个特定实施例中，大肠杆菌O抗原包含如表1所示的结构，其中n为

1至100的整数。在一些实施例中，n为3至50的整数，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如

10至20。

[0091] 在一个实施例中，本发明的组合物包含大肠杆菌O75和O6抗原多糖，其中每种抗原

多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的浓度比为约1.2:1

至约8:1，优选约1 .5:1至约4:1，更优选约2:1，例如约1:5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、

2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1或2.5:1。在一些实施例中，组合物进一步包含一种或多

种、优选全部的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地
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共价连接至载体蛋白，优选地，O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，O18抗原为

O18A，并且O25抗原为O25B。

[0092] 可用于本发明中的大肠杆菌O抗原可以通过本领域中已知的方法鉴于本披露内容

来生产。例如，它们可以由细胞生产，优选被优化用于O抗原的生物合成的重组细胞。参见例

如，WO  2006/119987、WO  2009/104074、国际专利申请号PCT/EP2015/053739、Ihssen等人,

2010,Microbial  Cell  Factories[微生物细胞工厂]9,61中关于用于大肠杆菌O抗原生物

合成的核酸、蛋白质、宿主细胞、生产方法等的相关披露内容，将这些文献的披露内容通过

引用以其全文并入本文。

[0093] 载体蛋白

[0094] 根据本发明的实施例，每种大肠杆菌O抗原共价结合至载体蛋白，优选通过糖苷键

联。鉴于本披露内容，可以使用本领域已知的任何载体蛋白。合适的载体蛋白包括但不限于

铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)的去毒外毒素A(EPA)、CRM197、大肠杆菌鞭毛蛋白(FliC)、麦

芽糖结合蛋白(MBP)、白喉类毒素、破伤风类毒素、金黄色葡萄球菌(S.aureus)的去毒溶血

素A、凝集因子A、凝集因子B、大肠杆菌不耐热肠毒素、大肠杆菌不耐热肠毒素的去毒变体、

霍乱毒素B亚基(CTB)、霍乱毒素、霍乱毒素的去毒变体、大肠杆菌Sat蛋白、大肠杆菌Sat蛋

白的载客结构域、肺炎链球菌(Streptococcus  pneumoniae)溶血素(Pneumolysin)、钥孔戚

血蓝蛋白(KLH)、铜绿假单胞菌PcrV、脑膜炎奈瑟菌(Neisseria  meningitidis)的外膜蛋白

(OMPC)、以及来自不可分型流感嗜血杆菌(Haemophilus  influenzae)的蛋白D。已经描述了

与包含所需共有糖基化序列的各种不同载体蛋白的生物缀合，这表明可以使用该技术糖基

化多种蛋白质(参见例如，WO  06/119987、WO  2015/124769、WO  2015/158403、WO  2015/

82571、WO  2017/216286和WO  2017/67964，一起示出了多种成功用于生物缀合的载体蛋

白)。

[0095] 在某些实施例中，对载体蛋白进行修饰，例如以使蛋白质毒性较低和/或对糖基化

更敏感的方式进行修饰。在一个特定实施例中，对本文所使用的载体蛋白进行修饰，使得这

些载体蛋白中糖基化位点的数量最大化，这样一种方式使得例如在免疫原性组合物(特别

地呈其生物缀合物形式)中待施用的蛋白质的浓度更低。

[0096] 因此，在某些实施例中，对本文所述的载体蛋白进行修饰以包括比通常与载体蛋

白缔合的糖基化位点多1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个糖基化位点(例如，相对于与呈

其天然/自然，即“野生型”状态的载体蛋白相关的糖基化位点的数量)。将糖基化位点引入

载体蛋白可以通过将糖基化共有序列插入蛋白质一级结构中的任何位置来实现，例如通过

向蛋白质的一级结构添加新的氨基酸使得完整或部分地添加糖基化位点，或通过突变蛋白

质中现有的氨基酸来产生糖基化位点。本领域普通技术人员将认识到，可以使用本领域已

知的方法(例如，包括对编码蛋白质的核酸序列进行修饰的重组方法)容易地修饰蛋白质的

氨基酸序列。在特定的实施例中，将糖基化共有序列引入载体蛋白的特定区域，例如蛋白质

的表面结构、蛋白质的N或C末端、和/或通过蛋白质底部的二硫键稳定的环中。在一些实施

例中，糖基化共有序列可以通过添加赖氨酸残基来扩展以实现更有效的糖基化。

[0097] 可插入或产生于载体蛋白中的糖基化共有序列的示例性实例包括Asn‑X‑Ser

(Thr)(SEQ  ID  NO:1)，其中X可为除Pro以外的任何氨基酸；并且优选Asp(Glu)‑X‑Asn‑Z‑

Ser(Thr)(SEQ  ID  NO:2)，其中X和Z独立地选自除Pro以外的任何氨基酸。
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[0098] 在一些实施例中，大肠杆菌O抗原多糖共价连接至载体蛋白中的天冬酰胺(Asn)残

基(例如，N‑连接)，其中Asn残基存在于包含糖基化共有序列的糖基化位点中，该糖基化共

有序列具有SEQ  ID  NO:1，更优选地具有SEQ  ID  NO:2。典型地，载体蛋白包含1‑10个糖基化

位点，优选2‑4个糖基化位点，最优选4个糖基化位点，例如1‑10个、优选2‑4个、并且更优选4

个糖基化位点，每个糖基化位点包含具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列、更优选SEQ  ID  NO:2

的氨基酸序列的糖基化共有序列。

[0099] 在特定的实施例中，载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外毒素A。对于EPA，各种去毒蛋

白质变体已经在文献中进行了描述并且可以用作载体蛋白。例如，根据Lukac等人 ,1988,

Infect  Immun[感染与免疫],56:3095‑3098以及Ho等人,2006,Hum  Vaccin[人类疫苗],2:

89‑98，可以通过使催化必需残基L552V和 Δ E553突变和缺失来实现去毒。如本文所用，

“EPA”是指铜绿假单胞菌去毒外毒素A。在载体蛋白为EPA的那些实施例中，大肠杆菌抗原多

糖可与包含具有SEQ  ID  NO:1的糖基化共有序列的糖基化位点中的Asn残基共价连接，并且

优选地与包含具有SEQ  ID  NO:2的糖基化共有序列的糖基化位点中的Asn残基共价连接。优

选地，EPA载体蛋白包含1‑10个糖基化位点，优选2‑4个糖基化位点，最优选4个糖基化位点，

例如1‑10个、优选2‑4个、并且更优选4个糖基化位点，每个糖基化位点包含具有SEQ  ID  NO:

1的氨基酸序列、更优选SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的糖基化共有序列。

[0100] 在一些实施例中，EPA载体蛋白包含四个糖基化位点，每个糖基化位点包含糖基化

共有序列，例如包含具有SEQ  ID  NO:2的糖基化共有序列的糖基化位点。如本文所用，“EPA‑

4载体蛋白”和“EPA‑4”是指包含四个糖基化位点的、铜绿假单胞菌去毒外毒素A载体蛋白，

每个糖基化位点包含具有SEQ  ID  NO:2的糖基化共有序列。EPA‑4载体蛋白的示例性优选实

例是包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的EPA载体蛋白。

[0101] 在某些实施例中，EPA载体蛋白可以与信号序列(如大肠杆菌DsbA、大肠杆菌外膜

孔蛋白A(OmpA)、大肠杆菌麦芽糖结合蛋白(MalE)等的信号肽)一起产生，该信号序列使载

体蛋白靶向表达该载体蛋白的宿主细胞的周质空间。EPA载体蛋白也可以被修饰为“标签”，

即允许分离和/或鉴定载体蛋白的氨基酸序列。

[0102] 可用于本发明中的EPA载体蛋白可以通过本领域中已知的方法鉴于本披露内容来

生产。参见例如，例如Ihssen等人,2010,Microbial  Cell  Factories[微生物细胞工厂]9,

61以及WO  2006/119987、WO  2009/104074和WO  2015/124769中的相关披露内容，将这些文

献的披露内容通过引用以其全文并入本文。

[0103] 在其他实施例中，载体蛋白是CRM197。CRM197蛋白是一种无毒形式的白喉毒素，但在

免疫学上与白喉毒素无法区分。CRM 1 9 7由非产毒噬菌体β197 t o x ‑
感染的白喉杆菌

(Corynebacterium  diphtheriae)产生，该非产毒噬菌体β197tox‑由产毒棒状杆菌噬菌体β
的亚硝基胍诱变而产生(Uchida等人(1971)Nature  New  Biology[自然‑新生物学]233:8‑

11)。CRM197蛋白具有与白喉毒素相同的分子量，但与白喉毒素的不同之处在于结构基因中

的单个碱基变化(鸟嘌呤变为腺嘌呤)。这种单个碱基变化会导致成熟蛋白质中的氨基酸取

代(甘氨酸被谷氨酸取代)并消除白喉毒素的毒性。CRM197蛋白是一种针对糖的安全有效的T

细胞依赖性载体。CRM197蛋白的氨基酸序列示于SEQ  ID  NO:20中。关于CRM197及其生产的更

多细节可以在例如美国专利号5,614,382中找到。在一个实施例中，本发明的O抗原多糖缀

合至CRM197蛋白或CRM197的A链(参见CN  103495161)。在一个实施例中，本发明的O抗原多糖
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缀合至经由基因重组大肠杆菌表达而获得的CRM197的A链(参见CN  103495161)。在一个实施

例中，本发明的O抗原多糖各自独立地缀合至CRM197。在一个实施例中，本发明的O抗原多糖

各自独立地缀合至CRM197的A链。

[0104] 缀合物

[0105] 术语“生物缀合物”是指在宿主细胞背景、优选细菌宿主细胞(例如大肠杆菌宿主

细胞)中制备的蛋白质(例如载体蛋白)与糖或糖抗原(例如寡糖和多糖)之间的缀合物，其

中宿主细胞机制将抗原连接至蛋白质(例如，N‑连接)。优选地，术语“生物缀合物”是指在宿

主细胞背景中制备的蛋白质(例如载体蛋白)与O抗原、优选大肠杆菌O抗原(例如，O1A、O2、

O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B、O75等)之间的缀合物，其中宿主细胞机制将抗原连接至蛋

白质(例如，N‑连接)。因为生物缀合物是通过宿主细胞机制在宿主细胞中制备的，所以抗原

和蛋白质经由生物缀合物中的糖苷键联或键共价连接。生物缀合物可以在重组宿主细胞中

制备，这些宿主细胞被工程化以表达合成O抗原和/或将O抗原连接至靶蛋白所需的细胞机

制。如本文所述，生物缀合物具有优于化学制备的糖缀合物(其中聚糖从细菌细胞壁纯化并

随后与载体蛋白化学偶联)的有利特性，例如，生物缀合物在制造中需要更少的化学制品并

且在产生的最终产物方面更加一致，并且含有较少或不含游离的(即，未结合至载体蛋白)

聚糖。纯化不含脂质A的O抗原并随后化学缀合至载体蛋白是一个漫长且费力的过程。此外，

纯化、脂质A去毒和化学缀合过程可能导致表位丢失、抗原异质性和缀合的多糖的免疫原性

降低。通过生物缀合合成糖缀合物可以克服经典纯化和化学缀合的这些局限性。因此，在典

型的实施例中，生物缀合物相比于化学生产的糖缀合物是优选的。

[0106] 在某些实施例中，宿主细胞可以产生大肠杆菌O抗原和EPA载体蛋白，并且使O抗原

共价结合至EPA载体蛋白以形成可用于本发明中的生物缀合物。参见例如，例如Ihssen等

人 ,2010 ,Microbial  Cell  Factories[微生物细胞工厂]9 ,61以及WO  2006/119987、WO 

2009/104074和WO  2015/124769中的相关披露内容，将这些文献的披露内容通过引用以其

全文并入本文。

[0107] 在一个特定实施例中，将载体蛋白N‑连接至可用于本发明中的大肠杆菌O抗原。例

如，将大肠杆菌O抗原连接至载体蛋白的糖基化序列中的Asn残基，该糖基化序列如Asn‑X‑

Ser(Thr)(SEQ  ID  NO:2)，其中X可以是除Pro以外的任何氨基酸，优选Asp(Glu)‑X‑Asn‑Z‑

Ser(Thr)(SEQ  ID  NO:3)，其中X和Z独立地选自除Pro以外的任何天然氨基酸。

[0108] 可替代地，糖缀合物可通过化学合成制备，即在宿主细胞外(体外)制备。例如，本

文所述的大肠杆菌O抗原(例如，O75抗原)可以使用本领域技术人员已知的方法缀合至载体

蛋白，包括通过在多糖/寡糖以及蛋白载体中使用活化反应性基团。参见例如，Pawlowski等

人,2000,Vaccine[疫苗],18:1873‑1885；和Robbins等人,2009,Proc  Natl  Acad  Sci  USA

[美国国家科学院院刊],106:7974‑7978，将这些文献的披露内容通过引用并入本文。此类

方法包括从宿主细胞中提取抗原多糖/寡糖，纯化这些多糖/寡糖，化学活化这些多糖/寡

糖，并且使这些多糖/寡糖缀合至载体蛋白。WO  2020/039359中还描述了使用与载体蛋白的

化学缀合来制备与载体蛋白缀合的大肠杆菌O抗原的糖缀合物的方法，以及包含此类糖缀

合物的组合物。

[0109] 例如，可以使用CDAP化学法制备缀合物。在这些实施例中，将多糖用1‑氰基‑4‑二

甲基氨基吡啶鎓四氟硼酸盐(CDAP)活化以形成氰酸酯。然后将活化的多糖直接或经由间隔
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子(接头)基团与载体蛋白(例如，EPA或CRM197)上的氨基基团偶联。例如，间隔子可以是胱胺

或半胱胺以给出硫醇化多糖，该硫醇化多糖可以经由与马来酰亚胺活化的载体蛋白(例如，

使用N‑[ γ ‑马来酰亚胺基丁氧基]琥珀酰亚胺酯(GMBS))或卤代乙酰化的载体蛋白(例如，

使用碘乙酰亚胺、N‑琥珀酰亚胺基溴乙酸酯(SBA；SIB)、N‑琥珀酰亚胺基(4‑碘乙酰基)氨基

苯甲酸酯(SIAB)、磺基琥珀酰亚胺基(4‑碘乙酰基)氨基苯甲酸酯(磺基‑SIAB)、N‑琥珀酰亚

胺基碘乙酸酯(SIA)或琥珀酰亚胺基3‑[溴乙酰胺基]丙酸酯(SBAP))反应后获得的硫醚键

联而与载体偶联。优选地，将氰酸酯(任选地通过CDAP化学法制备)与己二胺或己二酸二酰

肼(ADH)偶联，并且使用碳二亚胺(例如，EDAC或EDC)化学法经由蛋白载体上的羧基基团将

氨基衍生的糖缀合至载体蛋白(例如，EPA或CRM197)。此类缀合物例如描述于WO  93/15760、

WO  95/08348和WO  96/129094中。

[0110] 其他合适的缀合技术使用碳二亚胺、酰肼、活性酯、降莰烷、对硝基苯甲酸、N‑羟基

琥珀酰亚胺、S‑NHS、EDC、TSTU。多种缀合技术描述于WO  98/42721中。缀合可能涉及羰基接

头，其可以通过糖的游离羟基基团与CDI反应(参见Bethell等人(1979)1.Biol.Chern.[生

物化学]254:2572‑2574；Hearn等人(1981)J.Chromatogr.[色谱杂志]218:509‑518)、然后

与蛋白质反应形成氨基甲酸酯键联而形成。这可能涉及伯羟基基团的端基异构末端的还

原、伯羟基基团的任选保护/脱保护、伯羟基基团与CDI反应形成CDI氨基甲酸酯中间体以及

将CDI氨基甲酸酯中间体与蛋白质上的氨基基团偶联。

[0111] 在其他实施例中，使用还原胺化制备缀合物。还原胺化包括两个步骤，(1)多糖的

氧化，(2)活化的多糖和载体蛋白的还原以形成缀合物。在氧化之前，多糖任选地被水解。可

以采用机械或化学水解。可以使用乙酸进行化学水解。

[0112] 氧化步骤可以涉及与高碘酸盐的反应。出于本发明的目的，术语“高碘酸盐”包括

高碘酸盐和高碘酸二者；该术语还包括偏高碘酸盐(IO4
‑)和原高碘酸盐(IO6

5‑)并且包括各

种高碘酸盐(例如，高碘酸钠和高碘酸钾)。在一个实施例中，在偏高碘酸盐存在下、优选在

高碘酸钠(NaIO4)存在下氧化荚膜多糖。在另一个实施例中，在原高碘酸盐存在下、优选在

高碘酸存在下氧化荚膜多糖。

[0113] 在一个实施例中，氧化剂是稳定的硝酰基或硝基氧基团化合物，例如哌啶‑N‑氧基

或吡咯烷‑N‑氧基化合物，在氧化剂存在下选择性氧化伯羟基(如WO  2014/097099中所述)。

在所述反应中，实际氧化剂是催化循环中的N‑氧代铵盐。在一方面，所述稳定的硝酰基或硝

基氧基团化合物是哌啶‑N‑氧基或吡咯烷‑N‑氧基化合物。在一方面，所述稳定的硝酰基或

硝基氧基团化合物具有TEMPO(2,2,6,6‑四甲基‑1‑哌啶基氧基)或PROXYL(2,2,5,5‑四甲

基‑1‑吡咯烷基氧基)部分。在一方面，所述稳定的硝酰基基团化合物是TEMPO或其衍生物。

在一方面，所述氧化剂是具有N‑卤代部分的分子。在一方面，所述氧化剂选自由以下组成的

组：N‑氯代琥珀酰亚胺、N‑溴代琥珀酰亚胺、N‑碘代琥珀酰亚胺、二氯异氰脲酸、1,3,5‑三

氯‑1,3,5‑三嗪烷‑2,4,6‑三酮、二溴异氰脲酸、1,3,5‑三溴‑1,3,5‑三嗪烷‑2,4,6‑三酮、二

碘异氰脲酸和1,3,5‑三碘‑1,3,5‑三嗪烷‑2,4,6‑三酮。优选地，所述氧化剂是N‑氯代琥珀

酰亚胺。

[0114] 任选地，通过添加淬灭剂来淬灭氧化反应。淬灭剂选自邻二醇、1,2‑氨基醇、氨基

酸、谷胱甘肽、亚硫酸盐、硫酸氢盐、连二亚硫酸盐、偏亚硫酸氢盐、硫代硫酸盐、亚磷酸盐、

次磷酸盐或亚磷酸(如甘油、乙二醇、丙‑1 ,2‑二醇、丁‑1 ,2‑二醇或丁‑2 ,3‑二醇、抗坏血
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酸)。

[0115] 在多糖的氧化步骤之后，多糖被说成是活化的并且在下文中被称为“活化的多

糖”。活化的多糖和载体蛋白可以被单独(分散冻干)或一起(共冻干)冻干(冷冻干燥)。在一

个实施例中，活化的多糖和载体蛋白被共冻干。在另一个实施例中，活化的多糖和载体蛋白

被单独冻干。

[0116] 在一个实施例中，冻干在非还原糖存在下进行，可能的非还原糖包括蔗糖、海藻

糖、棉子糖、水苏糖、松三糖、右旋糖酐、甘露醇、乳糖醇和帕拉金糖醇。

[0117] 缀合过程的第二步是使用还原剂还原活化的多糖和载体蛋白以形成缀合物(所谓

的还原胺化)。合适的还原剂包括氰基硼氢化物(如在布朗斯台德酸或路易斯酸存在下的氰

基硼氢化钠、三乙酰氧基硼氢化钠或硼氢化钠或硼氢化锌)、胺硼烷(如吡啶硼烷、2‑甲基吡

啶硼烷、2,6‑二硼烷‑甲醇、二甲胺‑硼烷、t‑BuMeiPrN—BH3、苄胺‑BH3或5‑乙基‑2‑甲基吡啶

硼烷(PEMB))或硼氢化物交换树脂。在一个实施例中，还原剂是氰基硼氢化钠。

[0118] 在一个实施例中，还原反应在水性溶剂(例如，选自PBS、MES、HEPES、Bis‑tris、

ADA、PIPES、MOPSO、BES、MOPS、DIPSO、MOBS、HEPPSO、POPSO、TEA、EPPS、Bicine或HEPB，pH在

6.0和8.5、7.0和8.0、或7.0和7.5之间)中进行；在另一个实施例中，该反应在非质子溶剂中

进行。在一个实施例中，还原反应在DMSO(二甲亚砜)或DMF(二甲基甲酰胺)溶剂中进行。

DMSO或DMF溶剂可用于重构已冻干的活化的多糖和载体蛋白。

[0119] 在还原反应结束时，可能有未反应的醛基团保留在缀合物中，这些醛基团可以使

用合适的封端剂进行封端。在一个实施例中，该封端剂是硼氢化钠(NaBH4)。

[0120] 在其他实施例中，如WO  2014/027302中所述，使用eTEC缀合来制备缀合物。所述糖

缀合物包含通过一个或多个eTEC间隔子共价缀合至载体蛋白的糖，其中糖通过氨基甲酸酯

键联共价缀合至eTEC间隔子，并且其中载体蛋白通过酰胺键联共价缀合至eTEC间隔子。本

发明的eTEC连接的糖缀合物可由通式(I)表示：

[0121]

[0122] 其中，构成eTEC间隔子的原子包含在中心盒中。

[0123] eTEC间隔子包括七个线性原子(即，—C(O)NH(CH2)2SCH2C(O)—)，并在糖和载体蛋

白之间提供稳定的硫醚键和酰胺键。eTEC连接的糖缀合物的合成涉及糖的活化羟基基团与

硫代烷基胺试剂(例如，胱胺或半胱胺或其盐)的氨基基团反应，与糖形成氨基甲酸酯键联

以提供硫醇化糖。一个或多个游离巯基基团的产生是通过与还原剂反应提供活化的硫醇化

糖来实现的。活化的硫醇化糖的游离巯基基团与在含胺残基上具有一个或多个α‑卤代乙酰

胺基团的活化载体蛋白的反应产生硫醚键以形成缀合物，其中载体蛋白通过酰胺键附接至

eTEC间隔子。

[0124] 本文所述的缀合物可以通过本领域中已知用于纯化蛋白质的任何方法进行纯化，

例如，通过色谱法(例如，离子交换色谱法、阴离子交换色谱法、亲和色谱法和尺寸分级柱色

谱法)、离心、差异溶解度、或通过用于纯化蛋白质的任何其他标准技术进行纯化。参见例
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如，Saraswat等人,2013,Biomed .Res.Int.[国际生物医学研究]ID#312709(第1‑18页)；还

参见WO  2009/104074中所述的方法。用于纯化特定缀合物的实际条件将部分地取决于合成

策略(例如，合成产生对比重组产生)以及诸如生物缀合物的净电荷、疏水性和/或亲水性等

因素，并且对于本领域技术人员将是显而易见的。

[0125] 宿主细胞

[0126] 本文描述的是能够产生大肠杆菌O抗原和包含此类大肠杆菌O抗原的生物缀合物

的宿主细胞，例如原核宿主细胞。优选地，本文所述的宿主细胞被修饰以包含(例如，通过基

因工程)一种或多种编码用于产生大肠杆菌O抗原多糖和/或其生物缀合物的宿主细胞机制

(例如，糖基转移酶)的核酸。

[0127] 本领域技术人员已知的任何宿主细胞可用于产生本文所述的大肠杆菌O抗原多糖

(例如，大肠杆菌O75多糖)和包含本文所述的大肠杆菌O抗原多糖的生物缀合物(例如，大肠

杆菌O75抗原多糖的生物缀合物)，这些宿主细胞包括古细菌、原核宿主细胞和真核宿主细

胞。在一个优选的实施例中，宿主细胞是原核宿主细胞。可用于产生本文所述的大肠杆菌O

抗原多糖和包含本文所述的大肠杆菌O抗原多糖的生物缀合物的示例性原核宿主细胞包括

但不限于埃希氏杆菌属物种、志贺氏菌属(Shigella)物种、克雷伯菌属(Klebsiella)物种、

黄单胞菌属(Xhantomonas)物种、沙门氏菌属(Salmonella)物种、耶尔森氏菌属(Yersinia)

物种、乳球菌属(Lactococcus)物种、乳杆菌属(Lactobacillus)物种、假单胞菌属

(Pseudomonas)物种、棒状杆菌属(Corynebacterium)物种、链霉菌属(Streptomyces)物种、

链球菌属(Streptococcus)物种、葡萄球菌属(Staphylococcus)物种、芽孢杆菌属

(Bacillus)物种和梭菌属(Clostridium)物种。

[0128] 在一个特定实施例中，用于产生本文所述的大肠杆菌O抗原多糖和包含本文所述

的大肠杆菌O抗原多糖的生物缀合物的宿主细胞是原核宿主细胞，优选大肠杆菌。

[0129] 在某些实施例中，用于产生本文所述的大肠杆菌O抗原多糖和生物缀合物的宿主

细胞被工程化以包含异源核酸，例如，包含所需O抗原血清型的rfb基因簇的异源核酸、编码

一种或多种载体蛋白和/或糖基转移酶的异源核酸。在一个特定实施例中，可以将编码参与

糖基化途径(例如，原核和/或真核糖基化途径)的蛋白质的异源rfb基因和/或异源核酸引

入本文所述的宿主细胞。此类核酸可以编码包括但不限于寡糖基转移酶和/或糖基转移酶

的蛋白质。

[0130] 本文描述了编码糖基转移酶的各种基因和基因簇的序列，这些糖基转移酶可用于

制备重组宿主细胞，这些重组宿主细胞可例如用于制备大肠杆菌O抗原多糖及其生物缀合

物。本领域技术人员将理解，由于遗传密码的简并性，具有特定氨基酸序列的蛋白质可以由

多种不同的核酸编码。因此，本领域技术人员将理解，本文提供的核酸能以其序列不同于本

文提供的序列的方式改变，而不影响由该核酸编码的蛋白质的氨基酸序列。

[0131] 本文描述了用于产生大肠杆菌O75抗原多糖、O1A抗原多糖、O2抗原多糖、葡糖基化

或非葡糖基化O4抗原多糖、O6A抗原多糖、O8抗原多糖、O15抗原多糖、O16抗原多糖、O18A抗

原多糖或O25B抗原多糖的生物缀合物的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)。本文所述的宿主

细胞包含编码能够产生大肠杆菌O抗原多糖的酶(例如，糖基转移酶)的核酸。本文所述的宿

主细胞可以天然表达能够产生目的O抗原的核酸，或者可以使宿主细胞表达这样的核酸。在

某些实施例中，核酸对于宿主细胞而言是异源的并且使用本领域已知的遗传方法将其引入
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宿主细胞。例如，可以通过基因操作(例如，在一个或多个质粒上表达基因簇或将其整合到

宿主细胞基因组中)将核酸引入宿主细胞(参见例如，WO  2014/037585、WO  2014/057109、WO 

2015/052344)。

[0132] 本文还描述了能够产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A、O2、葡糖基化或非葡

糖基化O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B或O75抗原多糖的生物缀合物的宿主细胞(例如，重

组宿主细胞)。此类宿主细胞(例如，重组宿主细胞)包含对O抗原多糖具有特异性的rfb基因

簇的核苷酸序列。rfb基因簇可以从野生型大肠杆菌菌株中分离，并在一个宿主细胞内与编

码寡糖基转移酶(例如，PglB)和载体蛋白(例如，EPA)的核酸结合，以获得产生目的大肠杆

菌O抗原或其生物缀合物的重组宿主细胞。例如，可以使用重组方法来工程化此类宿主细胞

以包含一种或多种质粒，使用例如WO  2015/124769、WO  2014/037585、WO2009/104074和WO 

2009/089396中所述的生物缀合技术，该一种或多种质粒包含rfb基因簇、寡糖基转移酶(例

如，PglB)和载体蛋白(例如，EPA)。优选地，宿主细胞包含整合到其基因组中的rfb基因簇。

在某些实施例中，编码寡糖基转移酶、载体蛋白的核酸，在适用的情况下是gtrS基因，也整

合到宿主细胞的基因组中。在某些实施例中，异源或同源的gtrA和gtrB基因也整合到宿主

细胞的基因组中。

[0133] WO  2015/124769和WO  2017/035181中详细描述了O1A、O2、O6A和O25B抗原的生物

缀合物的制备。Iguchi  A等人,DNA  Research[DNA研究],2014,1‑7以及DebRoy  C等人,PLoS 

One.[公共科学图书馆·综合]2016,11(1):e0147434；校正:Plos  One.[公共科学图书馆·

综合]2016,11(4):e0154551中描述了每个大肠杆菌O抗原的示例性基因簇(rfb基因座)。

rfb簇的核酸序列和其中编码的蛋白质的氨基酸序列也可以在公共数据库(如GenBank)中

找到。可用于与本文披露的血清型的多糖抗原的生物缀合物的生产菌株中的rfb簇的示例

性序列也在SEQ  ID  NO:9和11‑19中提供。因此，对于上述每种所希望的生物缀合物，可将相

应的rfb簇引入宿主细胞，以获得具有所希望O抗原的特定rfb簇以及含有编码寡糖基转移

酶和载体蛋白的核酸的宿主细胞。出于上面所指出的原因，优选宿主细胞是重组宿主细胞，

并且优选地源自具有相对熟知特征的菌株，如大肠杆菌实验室菌株或生产菌株，例如大肠

杆菌K12或大肠杆菌BL21等。优选地，rfb簇对于宿主细胞而言是异源的，例如被引入宿主细

胞的前体细胞中，并且优选地整合到其基因组中。优选地，如果原始rfb基因簇存在于前体

细胞中，则已被宿主细胞中目的O抗原的rfb基因簇替换，以能够产生目的O抗原的生物缀合

物。优选地，寡糖基转移酶对于宿主细胞而言是异源的，并且在某些实施例中，编码这种寡

糖基转移酶的核酸被整合到宿主细胞的基因组中。

[0134] 本文所述的任何宿主细胞(例如，重组宿主细胞，优选重组原核宿主细胞)包含编

码在蛋白质的N‑糖基化中有活性的额外酶的核酸，例如，本文所述的宿主细胞可进一步包

含编码寡糖基转移酶的核酸或编码其他糖基转移酶的核酸。

[0135] 本文所述的宿主细胞典型地包含编码寡糖基转移酶的核酸。此类寡糖基转移酶将

脂质连接的寡糖转移到包含N‑糖基化共有基序的新生多肽链的天冬酰胺残基上。编码寡糖

基转移酶的核酸对于宿主细胞而言可以是天然的，或者可以使用遗传方法引入宿主细胞。

在优选的实施例中，寡糖基转移酶对于宿主细胞而言是异源的。大肠杆菌不天然地包含寡

糖基转移酶，因此如果将大肠杆菌用作宿主细胞以产生生物缀合物，则异源寡糖基转移酶

包含在这样的宿主细胞中，例如在通过基因工程引入后。鉴于本披露内容，寡糖基转移酶可
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以来自本领域已知的任何来源。

[0136] 在某些实施例中，可以与载体蛋白中自身的不同糖基化共有序列结合使用具有N‑

糖基转移酶活性的寡糖基转移酶的替代物，如O‑糖基转移酶，例如作为非限制性实例PglL，

如例如WO  2016/82597和WO  2020/120569中所述。其他糖基转移酶(如O‑糖基转移酶)因此

也可用作根据本发明的寡糖基转移酶。

[0137] 在某些优选的实施例中，寡糖基转移酶是来自弯曲杆菌属(Campylobacter)的寡

糖基转移酶。例如，在一个实施例中，寡糖基转移酶是来自空肠弯曲杆菌的寡糖基转移酶

(即，pglB；参见例如，Wacker等人,2002,Science[科学]298:1790‑1793；还参见例如，NCBI

基因ID：3231775,UniProt登录号O86154)。在另一个实施例中，寡糖基转移酶是来自红嘴鸥

弯曲杆菌(Campylobacter  lari)的寡糖基转移酶(参见例如，NCBI基因ID：7410986)。

[0138] 在特定的实施例中，寡糖基转移酶是来自空肠弯曲杆菌的PglB寡糖基转移酶，其

包括天然(野生型)蛋白质或其任何变体，如WO  2016/107818和WO  2016/107819中所述的那

些。PglB可以将脂质连接的寡糖转移到共有序列SEQ  ID  NO:1和SEQ  ID  NO:2中的天冬酰胺

残基上。在特定的实施例中，PglB寡糖基转移酶包含SEQ  ID  NO:6或其变体。在某些实施例

中，野生型PglB中的一个或多个内源糖基化共有序列已被突变以避免PglB自身糖基化，例

如包含突变N534Q的SEQ  ID  NO:6。适用于本文提供的重组宿主细胞中的变体PglB寡糖基转

移酶的实例包括具有SEQ  ID  NO:6的PglB寡糖基转移酶，该SEQ  ID  NO:6包含至少一个选自

由N311V、K482R、D483H、A669V、Y77H、S80R、Q287P和K289R组成的组的突变。在一个特定实施

例中，变体PglB寡糖基转移酶具有包含突变N311V的SEQ  ID  NO:6。在另一个特定实施例中，

变体PglB寡糖基转移酶具有包含突变Y77H和N311V的SEQ  ID  NO:6。在另一个特定实施例

中，变体PglB寡糖基转移酶具有包含突变N311V、K482R、D483H和A669V的SEQ  ID  NO:6。在另

一个特定实施例中，变体PglB寡糖基转移酶具有包含突变Y77H、S80R、Q287P、K289R和N311V

的SEQ  ID  NO:6。在2020年3月18日提交的PCT/US20/23415中发现并描述到，某些PglB寡糖

基转移酶变体在特定血清型的大肠杆菌O抗原生物缀合物的生产中令人惊讶地提高了产

量。对于给定的大肠杆菌O抗原的改进的或最佳的PglB变体是不可预测的。因此，本发明在

某些方面还公开了使用特定的PglB变体作为寡糖基转移酶来产生特定大肠杆菌O抗原的生

物缀合物的方法。与SEQ  ID  NO:6具有至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％同一性并且仍具有寡糖基转移酶活性、优选在本文的组合中披露的

指定位置(例如77Y、80S、287Q、289K、311N、482K、483D、669A；或311V；或311V、482R、483H、

669V；或77H、80R、287P、289R、311V；或77H、311V；等)上具有一个或多个特定氨基酸的PglB

的其他变体也可用于产生生物缀合物。

[0139] 在一个特定实施例中，能够产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的

生物缀合物的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)进一步包含编码来自空肠弯曲杆菌的PglB寡

糖基转移酶的核苷酸序列，该PglB寡糖基转移酶具有SEQ  ID  NO:6或优选包含突变N311V的

SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列。

[0140] 在其他特定的实施例中，能够产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A、O6A或O15

抗原多糖的生物缀合物的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)进一步包含编码来自空肠弯曲杆

菌的PglB寡糖基转移酶的核苷酸序列，该PglB寡糖基转移酶具有SEQ  ID  NO:6或优选包含

突变N311V、K482R、D483H和A669V的SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列。
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[0141] 在一个特定实施例中，能够产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原

多糖的生物缀合物的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)进一步包含编码来自空肠弯曲杆菌的

PglB寡糖基转移酶的核苷酸序列，该PglB寡糖基转移酶具有SEQ  ID  NO:6或优选包含突变

N311V的SEQ  ID  NO:6或更优选包含突变Y77H和N311V的SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列。优选

地，用于产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物的重组宿

主细胞进一步包含编码葡糖基转移酶GtrS的序列、以及编码分别具有SEQ  ID  NO:7和8的氨

基酸序列(或其含有分别与SEQ  ID  NO:7和8具有至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％同一性的氨基酸序列的变体)的转位酶GtrA和糖基转移

酶GtrB的核苷酸序列，该葡糖基转移酶GtrS具有SEQ  ID  NO:4的氨基酸序列(或其与SEQ  ID 

NO:4具有至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％同一性

的变体)并且能够通过添加葡萄糖来修饰大肠杆菌O4抗原多糖以产生大肠杆菌葡糖基化O4

抗原多糖，其中转位酶能够转位细菌萜醇连接的葡萄糖，并且糖基转移酶能够葡糖基化细

菌萜醇。为了产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌非葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，

细胞不需要编码GtrS、GtrA和GtrB蛋白的此类序列。在2020年3月18日提交的PCT/US20/

23404(将其通过引用以其全文并入本文)中描述了使用对大肠杆菌O4抗原多糖的葡糖基化

具有特异性的新型GtrS来产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生

物缀合物。

[0142] 在一个特定实施例中，能够产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O16抗原多糖的

生物缀合物的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)进一步包含编码来自空肠弯曲杆菌的PglB寡

糖基转移酶的核苷酸序列，该PglB寡糖基转移酶具有SEQ  ID  NO:6或优选包含突变Y77H、

S80R、Q287P、K289R和N311V的SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列。

[0143] 在一个特定实施例中，能够产生与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O8、O18A、O25B或

O2抗原多糖的生物缀合物的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)进一步包含编码来自空肠弯曲

杆菌的PglB寡糖基转移酶的核苷酸序列，该PglB寡糖基转移酶具有SEQ  ID  NO:6的氨基酸

序列，优选地其中SEQ  ID  NO:6在位置77、80、287、289、311、482、483和669处不包含氨基酸

突变。

[0144] 在一些实施例中，本文所述的任何宿主细胞包含编码载体蛋白(例如，由宿主细胞

糖基化机制产生的一种或多种O抗原多糖可附着于其上以形成生物缀合物的蛋白质)的核

酸。鉴于本披露内容，宿主细胞可包含编码本领域技术人员已知的任何载体蛋白的核酸，该

载体蛋白包括但不限于铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA)、大肠杆菌鞭毛蛋白(FliC)、

CRM197、麦芽糖结合蛋白(MBP)、白喉类毒素、破伤风类毒素、金黄色葡萄球菌的去毒溶血素

A、凝集因子A、凝集因子B、大肠杆菌不耐热肠毒素、大肠杆菌不耐热肠毒素的去毒变体、霍

乱毒素B亚基(CTB)、霍乱毒素、霍乱毒素的去毒变体、大肠杆菌Sat蛋白、大肠杆菌Sat蛋白

的载客结构域、肺炎链球菌溶血素、钥孔戚血蓝蛋白(KLH)、铜绿假单胞菌PcrV、脑膜炎奈瑟

菌的外膜蛋白(OMPC)、以及来自不可分型流感嗜血杆菌的蛋白D。

[0145] 在优选的实施例中，宿主细胞进一步包含编码铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA)的

核酸。优选地，EPA载体蛋白包含1‑10个糖基化位点，优选2‑4个糖基化位点，最优选4个糖基

化位点，例如1‑10个、优选2‑4个、并且更优选4个糖基化位点，每个糖基化位点包含具有SEQ 

ID  NO:1的氨基酸序列、更优选具有SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的糖基化共有序列。在一个

说　明　书 21/193 页

25

CN 115803087 B

25



特定实施例中，宿主细胞进一步包含编码含有SEQ  ID  NO:3的EPA‑4载体蛋白的核酸。

[0146] 在某些实施例中，在通过本文所述的宿主细胞产生生物缀合物中使用的载体蛋白

包含“标签”，即允许分离和/或鉴定载体蛋白的氨基酸的序列。例如，将标签添加到载体蛋

白中可用于纯化该蛋白，因此纯化包含该标记的载体蛋白的结合疫苗。可用于本文中的示

例性标签包括但不限于组氨酸(HIS)标签(例如，六组氨酸标签或6XHis标签)、FLAG标签和

HA标签。在某些实施例中，本文使用的标签是可去除的，一旦不再需要它们，例如在蛋白质

已被纯化之后，例如通过化学试剂或酶促方式去除。在其他实施例中，载体蛋白不包含标

签。

[0147] 在某些实施例中，本文所述的载体蛋白包含信号序列，该信号序列将该载体蛋白

靶向表达该载体蛋白的宿主细胞的周质空间。在一个特定实施例中，信号序列来自大肠杆

菌DsbA、大肠杆菌外膜孔蛋白A(OmpA)、大肠杆菌麦芽糖结合蛋白(MalE)、胡萝卜 软腐欧文

氏菌(Erwinia  carotovorans)果胶裂解酶(PelB)、FlgI、NikA或芽孢杆菌属物种木聚糖内

切酶(XynA)、不耐热大肠杆菌肠毒素LTIIb、芽孢杆菌属木聚糖内切酶XynA或大肠杆菌鞭毛

蛋白(FlgI)。在一个实施例中，信号序列包含SEQ  ID  NO:10。在蛋白质易位至周质后，信号

序列可以被切除，因此可能不再存在于生物缀合物的最终载体蛋白中。

[0148] 在某些实施例中，可以将额外的修饰引入(例如，使用重组技术)本文所述的宿主

细胞。例如，编码形成可能竞争或干扰糖基化途径(例如，竞争或干扰一种或多种重组引入

宿主细胞中的参与糖基化的异源基因)的一部分的蛋白质的宿主细胞核酸(例如，基因)可

以在宿主细胞背景(基因组)中以使其失活/功能失调的方式被缺失或修饰(即，被删除/修

饰的宿主细胞核酸不编码功能蛋白)。在某些实施例中，当从本文提供的宿主细胞的基因组

中缺失核酸时，它们被所希望的序列(例如，可用于产生O抗原多糖或其生物缀合物的序列)

替换。

[0149] 可以在宿主细胞中缺失(并且在一些情况下，被其他所希望的核酸序列替换)的示

例性基因或基因簇包括宿主细胞的参与糖脂生物合成的基因或基因簇，如waaL(参见例如，

Feldman等人,2005,PNAS  USA[美国国家科学院院刊]102:3016‑3021)、脂质A核心生物合成

簇(waa)、半乳糖簇(gal)、阿拉伯糖簇(ara)、结肠酸簇(wc)、荚膜多糖簇、十一萜醇‑p生物

合成基因(例如，uppS、uppP)、und‑P再循环基因、参与核苷酸活化糖生物合成的代谢酶、肠

细菌共同抗原簇(eca)、以及原噬菌体O抗原修饰簇(如gtrABS簇或其区域)。在一个特定实

施例中，本文所述的宿主细胞被修饰，使得它们不产生除所希望的O抗原多糖(例如，葡糖基

化O4抗原多糖)以外的任何O抗原多糖。

[0150] 在一个特定实施例中，从本文提供的宿主细胞(例如，重组宿主细胞)的基因组中

缺失waaL基因或使其功能失活。术语“waaL”和“waaL基因”是指编码膜结合酶(其活性位点

位 于 周 质 中 ) 的 O 抗 原 连 接 酶 基 因 。所 编 码 的 酶 将 结 合 十 一 异 戊 烯 醇 单 磷 酸

(undecaprenylphosphate，UPP)的O抗原转移到脂质A核心，形成脂多糖。缺失或破坏内源性

waaL基因(例如，Δ waaL菌株)破坏了O抗原向脂质A的转移，并且可以替代地增强O抗原向另

一生物分子(如载体蛋白)的转移。

[0151] 在另一个特定实施例中，从本文提供的原核宿主细胞的原始基因组中缺失waaL基

因、gtrA基因、gtrB基因、gtrS基因和rfb基因簇中的一个或多个或使其功能失活。

[0152] 在一个实施例中，本文使用的宿主细胞是大肠杆菌，其产生葡糖基化O4抗原多糖
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的生物缀合物，其中从宿主细胞的基因组中缺失waaL基因或使其功能失活，并且插入对大

肠杆菌O4抗原多糖具有特异性的gtrS基因。在葡糖基化O4  O抗原的生物缀合物的生产菌株

的某些实施例中，将编码与SEQ  ID  NO:4具有至少80％序列同一性的葡糖基转移酶的gtrS

基因插入到亲本菌株的gtrS基因的位置中，以用负责O4抗原的葡糖基化的基因替换该亲本

菌株中的gtrS基因。这种亲本菌株的一个实例是大肠杆菌K‑12菌株W3110。gtrA和gtrB基因

对于亲本菌株而言可以是同源的，或可替代地这些基因中的一个或两个对于亲本菌株而言

可以是异源的。典型地，与gtrS基因不同的是，这些gtrA和gtrB基因对O抗原结构没有特异

性。

[0153] 本文还描述了制备重组宿主细胞的方法。通过本文所述的方法产生的重组宿主细

胞可用于产生大肠杆菌O抗原的生物缀合物。这些方法包括将一种或多种重组核酸分子引

入细胞以产生重组宿主细胞。典型地，重组核酸分子是异源的。鉴于本披露内容，本领域已

知的任何方法均可用于将重组核酸分子引入宿主细胞。可以使用本领域普通技术人员已知

的任何方法，例如电穿孔、化学转化、通过热休克、自然转化、噬菌体转导和缀合，将重组核

酸引入本文所述的宿主细胞。在特定的实施例中，使用质粒将重组核酸引入本文所述的宿

主细胞。例如，异源核酸可以通过质粒(例如，表达运载体)在宿主细胞中表达。在另一个特

定实施例中，使用插入基因组的方法将异源核酸引入本文所述的宿主细胞，如例如WO 

2014/037585、WO  2014/057109或WO  2015/052344中所述。

[0154] 在分子生物学中常规用作工具和模式生物的大肠杆菌菌株可例如在某些实施例

中用作宿主细胞的亲本。非限制性实例包括大肠杆菌K12菌株(例如，如W1485、W2637、

W3110、MG1655、DH1、DH5α、DH10等)、B菌株(例如，BL‑21、REL606等)、C菌株或W菌株。在一个

特定实施例中，宿主菌株源自亲本菌株W3110。例如，该菌株可以从耶鲁大学的大肠杆菌遗

传资源保藏中心(E.coli  Genetic  Stock  Center)获得。有关大肠杆菌的更多信息，请参见

例如Ecoliwiki.net。

[0155] 在一些实施例中，本文所述的宿主细胞可用于产生包含与载体蛋白共价连接的大

肠杆菌O抗原多糖的生物缀合物。使用宿主细胞产生此类生物缀合物的方法是本领域已知

的。参见例如，WO  2003/074687和WO  2006/119987。这样的方法包括在产生生物缀合物的条

件下培养本文所述的任何重组宿主细胞。鉴于本披露内容，可以使用本领域已知的任何方

法从重组宿主细胞中分离、分开和/或纯化生物缀合物。例如，生物缀合物可以通过本领域

中已知用于纯化蛋白质的任何方法进行纯化，例如，通过色谱法(例如，离子交换色谱法、阴

离子交换色谱法、亲和色谱法和尺寸分级柱色谱法)、离心、差异溶解度、或通过用于纯化蛋

白质的任何其他标准技术进行纯化。参见例如，WO  2009/104074中所述的方法。此外，生物

缀合物可以与异源多肽序列融合以促进纯化。用于纯化特定生物缀合物的实际条件将部分

地取决于诸如生物缀合物的净电荷、疏水性和/或亲水性等因素，并且对于本领域技术人员

将是显而易见的。例如，WO  2015/124769和WO  2017/035181中描述了O1A、O2、O6A和O25B的

生物缀合物的制备以及包含这些生物缀合物的疫苗组合物。

[0156] 还提供了通过本文所述的方法，即使用本文所述的重组宿主细胞产生的生物缀合

物。

[0157] 在一些实施例中，制备与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O抗原多糖的生物缀合物

的方法包括：(i)提供重组宿主细胞，该重组宿主细胞包含：(a)O抗原多糖的rfb基因簇的核
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苷酸序列；(b)编码载体蛋白、优选EPA的核苷酸序列，该载体蛋白包含至少一个糖基化位

点，该至少一个糖基化位点包含具有SEQ  ID  NO:1、优选SEQ  ID  NO:2的糖基化共有序列，并

且更优选地，该载体蛋白包含四个糖基化位点，每个糖基化位点包含具有SEQ  ID  NO:2的共

有序列；和(c)编码寡糖基转移酶，例如PglB寡糖基转移酶或其变体的核苷酸序列。

[0158] 在某些实施例中，大肠杆菌O抗原多糖以按重量计特定的多糖与蛋白质比率(w/w)

共价结合至载体蛋白。按重量计共价结合至载体蛋白的按重量计O抗原多糖的量的比率被

称为“聚糖/蛋白质比率”或“多糖/蛋白质比率”或“PS/蛋白质比率”。在一些实施例中，O抗

原多糖以约1:20至20:1、优选1:10至10:1、更优选1:3至3:1的多糖与蛋白质(w/w)比率共价

结合至载体蛋白。在本文所述的生物缀合物的某些非限制性实施例中，聚糖/蛋白质比率为

约0.1至0.5，如0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35、0.4、0.45或0.5。在此类实施例中，O抗原多

糖:蛋白质的重量比为约1:10至1:2，如1:10、1:9、1:8、1:7、1:6、1:5、1:4、1:3或1:2，这取决

于特定的O抗原血清型。在某些实施例中，聚糖/蛋白质比率为约0.15至约0.45。通常，较高

的O抗原多糖与载体蛋白的聚糖/蛋白质比率是优选的，因为在一些情况下，大量的载体蛋

白可能会导致免疫干扰。此外，较高的聚糖/蛋白质比率将有助于获得足够的以生物缀合物

形式给予的O抗原多糖，同时保持载体蛋白的量相对较低，这对于多价组合物尤其有益，其

中该组合物将覆盖多种血清型，例如，包含来自至少4种不同的O抗原、至少5种不同的O抗

原、至少6种不同的O抗原、至少7种不同的O抗原、至少8种不同的O抗原、至少9种不同的O抗

原、至少10种不同的O抗原等的生物缀合物的组合物。

[0159] 根据本发明的缀合物的聚糖/蛋白质比率可以通过确定蛋白质量和聚糖量来确

定。蛋白质量可以通过测量280nm处的UV吸光度(A280)来确定。聚糖量可以基于重复单元中

糖(例如，表1中O8的Man和表1中其他聚糖的GlcNAc)的离子色谱脉冲安培检测法(IC‑PAD)

确定，这之后，可使用重复单元的结构信息来计算总聚糖量(例如，O1A的重复单元的摩尔质

量为845Da，一摩尔此类重复单元包含一摩尔GlcNAc，从而当GlcNAc的量已通过IC‑PAD确定

时，可计算总聚糖量)。

[0160] 在一些实施例中，如本文所述的与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O25B抗原多糖的

生物缀合物在L‑Rh糖的位置2处具有一定程度的乙酰化。(生物)缀合物中O25B抗原多糖的

O‑乙酰化程度优选为至少30％，优选至少50％，如至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、95％或100％。

[0161] 类似地，(生物)缀合物中大肠杆菌O16抗原多糖的O‑乙酰化程度优选为至少30％，

优选至少50％，如至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％或100％。

[0162] 在特定的实施例中，制备O抗原多糖的生物缀合物的方法包括提供重组宿主细胞，

该重组宿主细胞包含编码特定寡糖基转移酶、特别是PglB寡糖基转移酶或其变体的核酸序

列，这取决于要生产的O抗原多糖生物缀合物。特定的寡糖基转移酶变体可能影响宿主细胞

产生的生物缀合物的产量。典型地，因为产量会影响生产特定生物缀合物的成本，所以较高

的产量是优选的，这对于包含几种不同生物缀合物的多价组合物尤其重要。

[0163] 在一个特定实施例中，当O抗原为O75抗原多糖时，PglB寡糖基转移酶包含氨基酸

突变N311V，其中氨基酸突变是相对于具有SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的野生型PglB而言

的。

[0164] 在另一个特定实施例中，当O抗原是O1A、O6A或O15抗原多糖时，PglB寡糖基转移酶
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包含氨基酸突变N311V、K482R、D483H和A669V，其中氨基酸突变是相对于具有SEQ  ID  NO:6

的氨基酸序列的野生型PglB而言的。

[0165] 在另一个特定实施例中，当O抗原为葡糖基化O4抗原多糖时，PglB寡糖基转移酶包

含氨基酸突变N311V、或氨基酸突变Y77H和N311V，其中氨基酸突变是相对于具有SEQ  ID 

NO:6的氨基酸序列的野生型PglB而言的。

[0166] 在另一个特定实施例中，当O抗原为O16抗原多糖时，PglB寡糖基转移酶包含氨基

酸突变Y77H、S80R、Q287P、K289R和N311V，其中氨基酸突变是相对于具有SEQ  ID  NO:6的氨

基酸序列的野生型PglB而言的。

[0167] 在另一个特定实施例中，当O抗原为O8、O18A、O25B或O2抗原多糖时，PglB寡糖基转

移酶包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列，其中SEQ  ID  NO:6在位置77、80、287、289、311、482、

483和669处不包含氨基酸突变。在其某些实施例中，PglB寡糖基转移酶包含SEQ  ID  NO:6的

氨基酸序列。

[0168] 在一些实施例中，根据上文指出的O抗原/PglB寡糖基转移酶配对，由编码寡糖基

转移酶的重组宿主细胞产生的O抗原多糖的生物缀合物优选地具有一种或多种本文所述的

优选属性，例如聚糖/蛋白质比率和/或多糖基化载体蛋白的百分比。

[0169] 组合物和组合

[0170] 本文提供了组合物和组合，这些组合物和组合包含大肠杆菌O75和O6抗原多糖，其

中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且任选地进一步包含一种或多种、优选全

部的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至

载体蛋白。O抗原多糖或缀合物(例如生物缀合物)的组合可以包含多种组合物，但优选的是

O抗原多糖或缀合物(例如生物缀合物)的组合存在于同一组合物中。

[0171] 本文所述的组合物和组合可用于治疗和预防受试者(例如，人类受试者)被大肠杆

菌感染，优选地预防侵袭性ExPEC疾病。在一些实施例中，组合物是免疫原性组合物。如本文

所用，“免疫原性组合物”是指可在施用组合物的宿主或受试者中引发免疫应答的组合物。

组合物和免疫原性组合物可以进一步包含药学上可接受的载体。如本文所用，术语“药学上

可接受的”意指被联邦政府或州政府的监管机构核准，或列出于美国药典，或用于在动物、

并且更特别地在人类中使用的其他普遍认可的药典中。如本文所用，在药学上可接受的载

体的背景下，术语“载体”是指与药物组合物一起施用的稀释剂、佐剂、赋形剂、或媒介物。盐

水溶液和右旋糖水溶液以及甘油溶液也可以用作液体载体，特别是对于可注射溶液而言。

合适的赋形剂包括淀粉、葡萄糖、乳糖、蔗糖、明胶、麦芽、米、面粉、白垩、硅胶、硬脂酸钠、单

硬脂酸甘油酯、滑石、氯化钠、脱脂奶粉、甘油、丙烯、二醇、水、乙醇等。合适的药物载体的实

例描述于E.W.Martin的“Remington'sPharmaceutical  Sciences[雷明顿药物科学]”中。

[0172] 在一个实施例中，本发明的组合物包含在Tris缓冲盐水(TBS)pH  7.4(例如，含有

例如分别为25mM、137mM和2.7mM的Tris、NaCl和KCl)中的如本文所述的(生物)缀合物。在其

他实施例中，本发明的组合物包含在约10mM  KH2PO4/Na2HPO4缓冲液(pH为约7.0)、约5％(w/

v)山梨糖醇、约10mM甲硫氨酸以及约0.02％(w/v)聚山梨醇酯80中的如本文所述的(生物)

缀合物。在其他实施例中，本发明的组合物包含在约10mM  KH2PO4/Na2HPO4缓冲液(pH为约

7 .0)、约8％(w/v)蔗糖、约1mM  EDTA以及约0.02％(w/v)聚山梨醇酯80中的如本文所述的

(生物)缀合物(针对与EPA载体蛋白共价结合的大肠杆菌O抗原的生物缀合物的合适缓冲
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液，参见例如WO  2018/077853)。在其他实施例中，本发明的组合物包含在约5mM琥珀酸盐/

0.9％  NaCl(pH  6.0)中的如本文所述的(生物)缀合物。

[0173] 本文提供的组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)是多价组合物，例如

二价、三价、四价等组合物。例如，多价组合物包含多于一种抗原(如大肠杆菌O抗原)、糖缀

合物或其生物缀合物。在特定的实施例中，本文提供的多价组合物包含大肠杆菌O75抗原多

糖的生物缀合物和大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物。在一些实施例中，本文提供的多价

组合物包含至少一种额外的抗原或生物缀合物。

[0174] 典型地，本发明的组合物可以通过以下方式来制备：首先通过将O抗原多糖独立地

共价连接至载体蛋白(例如通过化学缀合或生物缀合)而获得如本文所述的每种大肠杆菌O

抗原多糖的单独糖缀合物，然后以如本文所述的量和比率混合这些单独的糖缀合物以获得

根据本发明的组合物。

[0175] 在一个实施例中，组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)是包含与如本

文所述的载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖和至少一种额外抗原的多价组合物。

[0176] 在一些实施例中，额外的抗原是抗原糖或多糖，更优选大肠杆菌O抗原多糖，如O1、

O2、O4、O6、O8、O15、O16、O18和O25血清型及其血清亚型中的一种或多种的大肠杆菌O抗原，

优选各自单独缀合至载体蛋白，其中针对每种血清型的载体蛋白在一些或全部血清型之间

可以相同或可以不同。优选地，包含大肠杆菌O75多糖的(生物)缀合物的多价组合物进一步

包含O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18和O25血清型或其血清亚型中的每一种的大肠杆菌O抗原。

在一些实施例中，每种额外大肠杆菌O抗原多糖是糖缀合物，这意味着大肠杆菌O抗原多糖

共价连接至另一种化学物质，例如蛋白质、肽、脂质等，最优选载体蛋白，例如通过化学方法

或酶促方法。在优选的实施例中，每种额外大肠杆菌O抗原多糖是生物缀合物，其中O抗原多

糖通过宿主细胞机制酶促地经由糖苷键共价连接至例如载体蛋白。在某些实施例中，多价

组合物进一步包含O8血清型的大肠杆菌O抗原，优选呈糖缀合物、优选生物缀合物的形式。

在某些实施例中，本文提供的组合物可以包含1‑20种额外的糖缀合物，更优选大肠杆菌O抗

原多糖的生物缀合物，如大肠杆菌O抗原多糖的1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17、18、19或20种额外的糖缀合物或优选生物缀合物。其他抗原(如肽、蛋白质或脂质抗

原等)可以包括在本文提供的组合物中。

[0177] 在一些实施例中，组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)包含大肠杆菌

O75抗原多糖的(生物)缀合物和大肠杆菌O6抗原多糖的(生物)缀合物、以及至少一种选自

由以下组成的组的额外抗原多糖：大肠杆菌O1抗原多糖、大肠杆菌O2抗原多糖、大肠杆菌葡

糖基化O4抗原多糖、大肠杆菌O8抗原多糖、大肠杆菌O15抗原多糖、大肠杆菌O16抗原多糖、

大肠杆菌O18抗原多糖和大肠杆菌O25抗原多糖，优选至少大肠杆菌O1抗原多糖、大肠杆菌

O2抗原多糖和大肠杆菌O25抗原多糖，更优选至少大肠杆菌O1抗原多糖、大肠杆菌O2抗原多

糖、大肠杆菌O25抗原多糖、大肠杆菌O4抗原多糖、大肠杆菌O15抗原多糖、大肠杆菌O16抗原

多糖和大肠杆菌O18抗原多糖。优选地，O1抗原多糖是O1A抗原多糖，O6抗原多糖是O6A抗原

多糖，O4抗原多糖是葡糖基化O4抗原多糖，O18抗原多糖是O18A抗原多糖，并且O25抗原多糖

是O25B抗原多糖。优选地，每种额外的O抗原多糖共价连接至载体蛋白，并且每种额外的O抗

原多糖更优选地是生物缀合物。

[0178] 在一些实施例中，组合物包含大肠杆菌O75以及大肠杆菌O1、O2或O6抗原多糖中的
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至少一种，优选大肠杆菌O1或O6抗原多糖中的至少一种，其中每种抗原多糖独立地共价连

接至载体蛋白，并且其中O75抗原多糖与O1、O2和/或O6抗原多糖的浓度比为约1.2:1至约8:

1，优选约1 .5:1至约4:1，更优选约2:1，例如约1 .5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、

2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1或2.5:1。在优选的实施例中，组合物进一步包含共价连接至载

体蛋白的大肠杆菌O25抗原多糖，优选大肠杆菌O25B抗原多糖，并且其中O25抗原多糖与O1、

O2和/或O6抗原多糖的浓度比为约1.5:1至约4:1，优选约2:1。在此类实施例中，优选O25抗

原多糖与O75抗原多糖的浓度比为约2:1至约1:1，优选约1.5:1，更优选约1:1。在其某些实

施例中，O25抗原多糖与O2抗原多糖的浓度比为约4:1至约2:1。在某些实施例中，组合物包

含大肠杆菌O75、O1、O2、O6和O25抗原多糖，优选地其中O1、O6和O25抗原多糖分别是O1A、O6A

和O25B多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中抗原多糖O75:O1:

O2:O6:O25的浓度比为约2:1:1:1:2。在某些实施例中，O抗原通过生物缀合共价连接至载体

蛋白，例如经由N‑连接来连接至载体蛋白中的Asn残基。在某些实施例中，组合物中O75抗原

多糖的浓度为约8‑64μg/mL，优选约16‑32μg/mL，优选约28‑36μg/mL，例如约32μg/mL。在某

些实施例中，组合物进一步包含一种或多种、优选全部的大肠杆菌O4、O15、O16、O18抗原多

糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，优选地其中O4是葡糖基化的，并且O18

抗原是O18A。在某些实施例中，组合物进一步包含共价连接至载体蛋白的大肠杆菌O8抗原

多糖。在某些实施例中，抗原多糖O75:O4:O15:O16:O18:O8(在这些中的每一种均存在于组

合物中的情况下)的浓度比为约2:1:1:1:1:1。在另外的实施例中，组合物可以包含一种或

多种其他大肠杆菌O抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0179] 在一个实施例中，将O1抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合物

的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一个

特定实施例中，O1抗原多糖包含如表1所示的式(O1A)的结构，其中n为1‑100的整数，优选3‑

50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O1抗原多糖是生物缀合物的一部

分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施用于受

试者的O75:O1抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:1之间，

更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1

或2.5:1。

[0180] 在一个实施例中，将O2抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合物

的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一个

特定实施例中，O2抗原多糖包含如表1所示的式(O2)的结构，其中n为1‑100的整数，优选3‑

50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O2抗原多糖是生物缀合物的一部

分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施用于受

试者的O75:O2抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:1之间，

更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1

或2.5:1。

[0181] 在一个实施例中，将O4抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合物

的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一个

特定实施例中，O4抗原多糖是葡糖基化O4抗原多糖，并且在一个特定实施例中，其包含如表

1所示的式(O4‑Glc+)的结构，其中n为1‑100的整数，优选3‑50，例如5‑40，优选5‑30，例如7
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至25，例如10至20。优选地，O4抗原多糖是生物缀合物的一部分并且共价连接至载体蛋白

(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施用于受试者的O75:O4抗原多糖之间

的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:1之间，更优选约2:1，例如约1.5:1、

1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1或2.5:1。

[0182] 在一个实施例中，将O6抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合物

的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一个

特定实施例中，O6抗原多糖包含如表1所示的式(O6A)的结构，其中n为1‑100的整数，优选3‑

50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O6抗原多糖是生物缀合物的一部

分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施用于受

试者的O75:O6抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:1之间，

更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1

或2.5:1。

[0183] 在一个实施例中，将O8抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合物

的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一个

特定实施例中，O8抗原多糖包含如表1所示的式(O8)的结构，其中n为1‑100的整数，优选3‑

50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O8抗原多糖是生物缀合物的一部

分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施用于受

试者的O75:O8抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:1之间，

更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1

或2.5:1。

[0184] 在一个实施例中，将O15抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合

物的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一

个特定实施例中，O15抗原多糖包含如表1所示的式(O15)的结构，其中n为1‑100的整数，优

选3‑50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O15抗原多糖是生物缀合物

的一部分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施

用于受试者的O75:O15抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:

1之间，更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:

1、2.4:1或2.5:1。

[0185] 在一个实施例中，将O16抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合

物的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一

个特定实施例中，O16抗原多糖包含如表1所示的式(O16)的结构，其中n为1‑100的整数，优

选3‑50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O16抗原多糖是生物缀合物

的一部分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施

用于受试者的O75:O16抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:

1之间，更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:

1、2.4:1或2.5:1。

[0186] 在一个实施例中，将O18抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合

物的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一

个特定实施例中，O18抗原多糖包含如表1所示的式(O18A)的结构，其中n为1‑100的整数，优
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选3‑50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。优选地，O18抗原多糖是生物缀合物

的一部分并且共价连接至载体蛋白(例如EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施

用于受试者的O75:O18抗原多糖之间的重量比在约1.2:1和8:1之间，优选地在约1.5:1和4:

1之间，更优选约2:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:

1、2.4:1或2.5:1。

[0187] 在一个实施例中，将O25抗原多糖(例如，呈分离形式或作为糖缀合物或生物缀合

物的一部分)用于本文提供的组合物中(例如，与O75抗原多糖或其生物缀合物组合)。在一

个特定实施例中，O25抗原多糖包含O25B抗原多糖，并且在一个特定实施例中，其包含如表1

所示的式(O25B)的结构，其中n为1‑100的整数，优选3‑50，例如5‑40，优选5‑30，例如7至25，

例如10至20。优选地，O25抗原多糖是生物缀合物的一部分并且共价连接至载体蛋白(例如

EPA或CRM197)。在某些实施例中，组合物中和/或施用于受试者的O75:O25抗原多糖之间的重

量比在约1:4和1:0.5之间，优选地在约1:2和1:1之间，更优选约1:1，例如约1:1.5、1:1.4、

1:1.3、1:1.2、1:1.1、1:1.0、1:0.9、1:0.8、1:0.7、1:0.6或1:0.5。

[0188] 在另一个实施例中，组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)至少包含与

载体蛋白缀合的大肠杆菌O75、O1、O2、O4、O6和O25抗原多糖，优选地包含与载体蛋白(例如

EPA或CRM197)共价连接的O75、O1A、O2、葡糖基化O4、O6A和O25B抗原多糖的生物缀合物(即，

至少六价组合物)。在一个实施例中，组合物中和/或施用于受试者的O75:O1:O2:O4:O6:O25

抗原多糖之间的重量比为约2:1:1:1:1:2。

[0189] 在一个优选的实施例中，组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)至少包

含与载体蛋白缀合的大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25和O75抗原多糖，优选地包含

与载体蛋白(例如EPA或CRM197)共价连接的O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和

O75抗原多糖的生物缀合物(即，至少9价组合物)。在一个实施例中，组合物中和/或施用于

受试者的O75:O1:O2:O4:O6:O15:O16:O18:O25抗原多糖之间的重量比为约2:1:1:1:1:1:1:

1:2。

[0190] 在另一个优选的实施例中，组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)至少

包含与载体蛋白缀合的大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O8、O15、O16、O18、O25和O75抗原多糖，优选

地包含与载体蛋白(例如EPA或CRM197)共价连接的O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O8、O15、O16、

O18A、O25B和O75抗原多糖的生物缀合物(即，至少10价组合物)。在一个实施例中，组合物中

和/或施用于受试者的O75:O1:O2:O4:O6:O8:O15:O16:O18:O25抗原多糖之间的重量比为约

2:1:1:1:1:1:1:1:1:2。

[0191] 本文还涵盖如下组合物，这些组合物任选地进一步包含来自其他大肠杆菌血清型

的额外O抗原(例如，呈分离形式，或作为糖缀合物或生物缀合物的一部分)。在一些实施例

中，组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)至少包含如上所述的6价、9价或10价

组合物，并且进一步包含1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，如1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14或15种额外的大肠杆菌抗原多糖，优选与载体蛋白(例如EPA或CRM197)共价连接的

抗原多糖的(生物)缀合物。在某些实施例中，如上所述的6价、9价或10价组合物不包含额外

的大肠杆菌抗原多糖或其缀合物，即，此类组合物包括6、9或10种但不包括更多种大肠杆菌

抗原多糖，这些抗原多糖分别优选地呈缀合物、优选生物缀合物的形式。因此，一个实施例

是提供组合物，该组合物包含9种缀合物，特别是大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25
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和O75抗原多糖与载体蛋白缀合，优选与载体蛋白(例如EPA或CRM197)共价连接的O1A、O2、葡

糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75抗原多糖的生物缀合物(即，9价组合物)，并且该

组合物不包含与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O抗原多糖的额外缀合物。因此，另一个实施

例是提供组合物，该组合物包含10种缀合物，特别是大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O8、O15、O16、

O18、O25和O75抗原多糖与载体蛋白缀合，优选与载体蛋白(例如EPA或CRM197)共价连接的

O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B和O75抗原多糖的生物缀合物(即，10价组

合物)，并且该组合物不包含与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O抗原多糖的额外缀合物。

[0192] 在一些优选的实施例中，额外的大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18和/或O25抗

原多糖中的每一种共价连接至载体蛋白。O抗原多糖可以通过化学或其他合成方法与载体

蛋白连接，或O抗原多糖可以是生物缀合物的一部分，并且优选是生物缀合物的一部分。优

选地，被组合物覆盖的每种血清型的O抗原各自单独地与载体蛋白偶联，即覆盖特定血清型

的每种糖缀合物或生物缀合物可以在混合到根据本发明的组合物中之前单独产生。对于组

合物中的每种糖缀合物或生物缀合物，载体蛋白可以优选地是相同的；或者可替代地对于

一些或全部的大肠杆菌O抗原，载体蛋白可以不同，例如不同血清型的O抗原也可以与不同

的载体蛋白缀合。鉴于本披露内容，可以使用本领域已知的任何载体蛋白。合适的载体蛋白

包括但不限于铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA)、大肠杆菌鞭毛蛋白(FliC)、CRM197、麦芽糖

结合蛋白(MBP)、白喉类毒素、破伤风类毒素、金黄色葡萄球菌的去毒溶血素A、凝集因子A、

凝集因子B、大肠杆菌不耐热肠毒素、大肠杆菌不耐热肠毒素的去毒变体、霍乱毒素B亚基

(CTB)、霍乱毒素、霍乱毒素的去毒变体、大肠杆菌Sat蛋白、大肠杆菌Sat蛋白的载客结构

域、肺炎链球菌溶血素、钥孔戚血蓝蛋白(KLH)、铜绿假单胞菌PcrV、脑膜炎奈瑟菌的外膜蛋

白(OMPC)、以及来自不可分型流感嗜血杆菌的蛋白D。优选地，载体蛋白是EPA或CRM197。

[0193] 在一些实施例中，额外的大肠杆菌O1(A)、O2、(葡糖基化的)O4、O6(A)、O15、O16、

O18(A)和/或O25(B)抗原多糖中的每一种，特别是当作为生物缀合物的一部分时，共价连接

至载体蛋白中的天冬酰胺(Asn)残基，其中Asn残基存在于包含糖基化共有序列Asn‑X‑Ser

(Thr)(SEQ  ID  NO:1)的糖基化位点中，其中X可以是除Pro以外的任何氨基酸，优选地其中

Asn残基存在于包含糖基化共有序列Asp(Glu)‑X‑Asn‑Z‑Ser(Thr)(SEQ  ID  NO:2)的糖基化

位点中，其中X和Z独立地选自除Pro以外的任何氨基酸。载体蛋白可以包含1‑10个糖基化位

点，优选2至4个糖基化位点，最优选4个糖基化位点，每个糖基化位点均包含糖基化共有序

列。在一个特定实施例中，载体蛋白是EPA‑4载体蛋白，例如包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列

的EPA‑4载体蛋白。

[0194] 在一个特定实施例中，本文提供了组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合

物)，该组合物包含：(i)与包含SEQ  ID  NO:3的铜绿假单胞菌去毒外毒素A载体蛋白(EPA‑4

载体蛋白)共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O75抗原多糖包

含式(O75)的结构；(ii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A抗原多糖的生物缀合物，

其中大肠杆菌O1A抗原多糖包含式(O1A)的结构；(iii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆

菌O2抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O2抗原多糖包含式(O2)的结构；(iv)与EPA‑4载

体蛋白共价连接的大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O6A抗原多糖包含式

(O6A)的结构；(v)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O15抗原多糖的生物缀合物，其中

大肠杆菌O15抗原多糖包含式(O15)的结构；(vi)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O16
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抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O16抗原多糖包含式(O16)的结构；(vii)与EPA‑4载

体蛋白共价连接的大肠杆菌O18A抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O18A抗原多糖包含

式(O18A)的结构；(viii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O25B抗原多糖的生物缀合

物，其中大肠杆菌O25B抗原多糖包含式(O25B)的结构；以及(ix)与EPA‑4载体蛋白共价连接

的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖包含式

(O4‑Glc+)的结构，其中各个式在表1中提供，并且对于每个式，n独立地为1至100的整数，例

如1至50，优选3至50，例如5至40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。

[0195] 在一个特定实施例中，所述组合物(例如，药物组合物和/或免疫原性组合物)进一

步包含：(x)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O8抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆

菌O8抗原多糖包含如表1所示的式(O8)的结构，其中针对该结构，n为1至100的整数，例如1

至50，优选3至50，例如5至40，优选5‑30，例如7至25，例如10至20。

[0196] 在一些实施例中，本文提供的组合物包含大肠杆菌O75抗原多糖的缀合物以及至

少大肠杆菌O6抗原多糖、优选O6A抗原多糖的缀合物，其中大肠杆菌O75抗原多糖的缀合物

以比组合物中存在的O6抗原多糖的浓度高约1 .2至8倍，例如高约2至4倍，如高1 .3、1 .4、

1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、3、4、5、6、7或8倍的浓度存在于组合物

中(所有浓度均基于O抗原多糖的重量)。优选地，组合物中存在的大肠杆菌O75抗原多糖的

浓度是组合物中O6抗原多糖的浓度的约1 .5至2.5倍，如1 .5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、

2.2、2.3、2.4或2.5倍。

[0197] 在特定的实施例中，组合物包含大肠杆菌O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18、

O25B和O75抗原多糖的生物缀合物，其中O1A:O2:葡糖基化O4:O6A:O15:O16:O18:O25B:O75

的生物缀合物以1:1:1:1:1:1:1:2:2、1:1:1:1:1:1:1:2:1.5、2:1:1:2:1:1:1:4:3、2:1:1:

2:1:1:1:4:4、2:1:2:2:2:2:2:4:4、优选约1:1:1:1:1:1:1:2:2的比率(按O抗原多糖的重量

计)存在。

[0198] 在特定的实施例中，组合物包含大肠杆菌O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O8、O15、O16、

O18A、O25B和O75抗原多糖的生物缀合物，其中O1A:O2:葡糖基化O4:O6A:O8:O15:O16:O18A:

O25B:O75的生物缀合物以1:1:1:1:1:1:1:1:2:2、2:1:2:2:2:2:2:2:4:4、2:1:1:2:1:1:1:

1:4:3或2:1:1:2:1:1:1:1:4:4、优选约1:1:1:1:1:1:1:1:2:2的比率(按O抗原多糖的重量

计)存在。

[0199] 在一些实施例中，本文提供的组合物包含大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物以

及至少大肠杆菌O6抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物以约8

至约50μg/mL，优选约12至约40μg/mL，更优选约16至约32μg/mL，如16、18、20、22、24、26、28、

30或32μg/mL，优选约32μg/mL的浓度存在于组合物中。大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物

的浓度优选地比组合物中存在的O6生物缀合物的浓度高约1.2至约8倍，例如高约2至4倍，

如高1.5、2、3、4、5、6、7或8倍。

[0200] 在一个特定实施例中，提供了药物组合物，该组合物包含：

[0201] (i)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
[0202] (ii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O2抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
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[0203] (iii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O4抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
[0204] (iv)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
[0205] (v)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O15抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
[0206] (vi)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O16抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
[0207] (vii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O18A抗原多糖的生物缀合物，多糖浓

度为约12至20、优选约16μg/mL；
[0208] (viii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O25B抗原多糖的生物缀合物，多糖

浓度为约28至36、优选约32μg/mL；以及

[0209] (ix)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约28至36、优选约32μg/mL；
[0210] 其中EPA‑4载体蛋白包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，并且

[0211] O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75抗原多糖分别包含如表1所示的式

(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独

立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，更优选5至30，例如7至25，例如10至20。

[0212] 在某些实施例中，这种组合物进一步包含：

[0213] (x)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物，多糖浓度

为约12至20、优选约16μg/mL；
[0214] 其中O8抗原多糖包含如表1所示的式(O8)的结构，其中n为1至100的整数，优选3至

50，例如5至40，更优选5至30，例如7至25，例如10至20。

[0215] 在一个实施例中，提供了组合物，该组合物包含与载体蛋白共价连接的大肠杆菌

O75抗原多糖的生物缀合物，其中O75抗原多糖的浓度为至少约32μg/mL。
[0216] 在一个实施例中，提供了组合物，该组合物包含：

[0217] (i)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌

O1A抗原多糖包含式(O1A)的结构；

[0218] (ii)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O2抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌O2

抗原多糖包含式(O2)的结构；

[0219] (iii)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，其中

大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖包含式(O4‑Glc+)的结构；

[0220] (iv)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌

O6A抗原多糖包含式(O6A)的结构；

[0221] (v)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O15抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌

O15抗原多糖包含式(O15)的结构；

[0222] (vi)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O16抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌

O16抗原多糖包含式(O16)的结构；

[0223] (vii)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O18A抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆
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菌O18A抗原多糖包含式(O18A)的结构；

[0224] (viii)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O25B抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆

菌O25B抗原多糖包含式(O25B)的结构；以及

[0225] (ix)与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌

O75抗原多糖包含式(O75)的结构；

[0226] 其中式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的各

结构如表1所示，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，更优选5至30，

例如7至25，例如10至20，

[0227] 其中组合物中存在的大肠杆菌抗原多糖由O1A、O2、O4‑Glc+、O6A、O15、O16、O18A、

O25B和O75组成。优选地，载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA‑4)，更优选地，EPA‑4

包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。优选地，O75抗原多糖与O1A、O2和/或O6A抗原多糖的浓度

比为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。优选地，组合物中存在的大肠杆

菌抗原多糖由比率为1:1:1:1:1:1:1:2:2的O1A、O2、O4‑Glc+、O6A、O15、O16、O18A、O25B和

O75组成。

[0228] 在一个一般方面，本文提供了包含大肠杆菌O75和O6抗原多糖的组合物，其中每种

抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的浓度比为约

1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，优选约1.5:1至约2.5:1，更优选约2:1。

[0229] 在某些实施例中，组合物进一步包含一种或多种、优选全部的大肠杆菌O1、O2、O4、

O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，

[0230] 优选地其中O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且

O25抗原为O25B。

[0231] 在某些实施例中，

[0232] 大肠杆菌O1抗原多糖包含表1所示的式(O1A)的结构，

[0233] 大肠杆菌O2抗原多糖包含表1所示的式(O2)的结构，

[0234] 大肠杆菌O4抗原多糖包含表1所示的式(O4‑Glc+)的结构，

[0235] 大肠杆菌O6抗原多糖包含表1所示的式(O6A)的结构，

[0236] 大肠杆菌O15抗原多糖包含表1所示的式(O15)的结构，

[0237] 大肠杆菌O16抗原多糖包含表1所示的式(O16)的结构，

[0238] 大肠杆菌O18抗原多糖包含表1所示的式(O18A)的结构，

[0239] 大肠杆菌O25抗原多糖包含表1所示的式(O25B)的结构，并且

[0240] 大肠杆菌O75抗原多糖包含表1所示的式(O75)的结构，

[0241] 其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至

25，例如10至20。

[0242] 在某些实施例中，大肠杆菌抗原多糖O1:O2:O4:O6:O15:O16:O18:O25:O75的重量

比为1:1:1:1:1:1:1:2:2。

[0243] 在某些实施例中，O75抗原多糖的浓度为约8至约50μg/mL，优选12至40μg/mL，例如

16‑32μg/mL，优选约32μg/mL。
[0244] 在某些实施例中，组合物进一步包含至少一种共价连接至载体蛋白的额外大肠杆

菌抗原多糖。
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[0245] 在一个特定实施例中，至少一种额外的大肠杆菌抗原多糖包含具有表1所示的式

(O8)的O8抗原多糖，其中n为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，

例如10至20。

[0246] 在某些实施例中，每种载体蛋白独立地选自由以下组成的组：铜绿假单胞菌去毒

外毒素A(EPA)、大肠杆菌鞭毛蛋白(FliC)、CRM197、麦芽糖结合蛋白(MBP)、白喉类毒素、破

伤风类毒素、金黄色葡萄球菌的去毒溶血素A、凝集因子A、凝集因子B、大肠杆菌不耐热肠毒

素、大肠杆菌不耐热肠毒素的去毒变体、霍乱毒素B亚基(CTB)、霍乱毒素、霍乱毒素的去毒

变体、大肠杆菌Sat蛋白、大肠杆菌Sat蛋白的载客结构域、肺炎链球菌溶血素、钥孔戚血蓝

蛋白(KLH)、铜绿假单胞菌PcrV、脑膜炎奈瑟菌的外膜蛋白(OMPC)、以及来自不可分型流感

嗜血杆菌的蛋白D。

[0247] 在一个特定实施例中，载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA)或CRM197。

[0248] 在某些实施例中，载体蛋白包含1至20个，如1至10个或2至4个具有SEQ  ID  NO:1的

氨基酸序列的糖基化共有序列，优选具有SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的共有序列，最优选

地，载体蛋白包含四个糖基化共有序列。

[0249] 在一个特定实施例中，每种载体蛋白均为包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列的EPA。

[0250] 在某些实施例中，大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合或通过化学缀合与载体蛋白共

价连接。化学缀合可以例如包括还原胺化化学法(RAC)、单端缀合、与(2‑((2‑氧代乙基)硫

代)乙基)氨基甲酸酯(eTEC)间隔子的缀合、使用或不使用ADH间隔子的氰化化学法(CNBr、

CDAP)、硫醚化学法(基于马来酰亚胺/溴乙酰基接头)或EDC‑N‑羟基琥珀酰亚胺零接头化学

法。

[0251] 在某些实施例中，大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合共价连接至载体蛋白，优选多

糖共价连接至载体蛋白中糖基化位点中的Asn残基。

[0252] 在另一方面，本文提供了组合物，该组合物包含：与铜绿假单胞菌去毒外毒素A

(EPA‑4)载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆菌O1A抗

原多糖包含式(O1A)的结构；

[0253] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O2抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆

菌O2抗原多糖包含式(O2)的结构；

[0254] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，其中

该大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖包含式(O4‑Glc+)的结构；

[0255] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆

菌O6A抗原多糖包含式(O6A)的结构；

[0256] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O15抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆

菌O15抗原多糖包含式(O15)的结构；

[0257] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O16抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆

菌O16抗原多糖包含式(O16)的结构；

[0258] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O18A抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠

杆菌O18A抗原多糖包含式(O18A)的结构；

[0259] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O25B抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠

杆菌O25B抗原多糖包含式(O25B)的结构；以及
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[0260] 与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆

菌O75抗原多糖包含式(O75)的结构；

[0261] 其中该EPA‑4包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，

[0262] 其中式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的各

结构如表1所示，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，更优选5至30，

例如7至25，例如10至20，并且

[0263] 其中O75抗原多糖与O6A抗原多糖的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:

1，更优选约2:1。

[0264] 在某些实施例中，组合物进一步包含1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原

多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0265] 在某些实施例中，组合物包含与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多

糖的生物缀合物，其中大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖包含表1所示的式(O4‑Glc+)的结构，

其中n为3至50的整数，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至20，其中与载体蛋白共

价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物已在大肠杆菌细胞中产生，该大肠杆

菌细胞包含：

[0266] (i)大肠杆菌O4抗原多糖的rfb基因簇的核苷酸序列；

[0267] (ii)编码与SEQ  ID  NO:4具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序列同一性

的葡糖基转移酶的核苷酸序列，其中葡糖基转移酶能够修饰大肠杆菌O4抗原多糖以产生大

肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖；

[0268] (iii)编码分别与SEQ  ID  NO:7和8具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序

列同一性的转位酶和糖基转移酶的核苷酸序列，其中转位酶能够转位细菌萜醇连接的葡萄

糖，并且糖基转移酶能够葡糖基化细菌萜醇；

[0269] (iv)编码载体蛋白的核苷酸序列；以及

[0270] (v)编码能够将大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖与载体蛋白共价连接的寡糖基转移

酶的核苷酸序列，优选地其中寡糖基转移酶是来自空肠弯曲杆菌的PglB。

[0271] 在某些实施例中，本文所述的组合物另外包含防腐剂，如汞衍生物硫柳汞。在一个

特定实施例中，本文所述的药物组合物包含0.001％至0.01％硫柳汞。在其他实施例中，本

文所述的药物组合物不包含防腐剂。

[0272] 在某些实施例中，本文所述的组合物(例如，免疫原性组合物)包含佐剂，或与佐剂

组合施用。用于与本文所述的组合物组合施用的佐剂可以在施用所述组合物之前(例如，在

72小时、48小时、24小时、12小时、6小时、2小时、1小时、10分钟内)、同时、或之后(例如，在72

小时、48小时、24小时、12小时、6小时、2小时、1小时、10分钟内)施用。在一些实施例中，术语

“佐剂”是指当与本文所述的组合物结合或作为其一部分施用时，增大、增强和/或促进对生

物缀合物的免疫应答，但是当该佐剂化合物单独施用时并不产生对生物缀合物的免疫应答

的化合物。在一些实施例中，佐剂产生对生物缀合物肽的免疫应答并且不产生过敏或其他

不良反应。佐剂可以通过几种机制增强免疫应答，这些机制包括例如淋巴细胞募集、B和/或

T细胞的刺激、以及巨噬细胞的刺激。在某些优选的实施例中，除生物缀合物以外，本文所述

的组合物不包含佐剂，和/或除生物缀合物以外，本文所述的组合物不与佐剂组合施用(如

果生物缀合物将包含一些固有佐剂特性，则这些将被忽略，并且在这些实施例中，将不添加
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外来佐剂)。

[0273] 合适的佐剂的实例包括但不限于铝盐(明矾)(如氢氧化铝、磷酸铝、硫酸铝和氧化

铝，包括包含明矾的纳米颗粒或纳米明矾(nanoalum)配制品)、磷酸钙、单磷酰脂质A(MPL)

或3‑脱‑O‑酰化单磷酰脂质A(3D‑MPL)(参见例如，GB  2220211、EP  0971739、EP  1194166、US 

6491919)、AS01、AS02、AS03和AS04(全部来自葛兰素史克公司(GlaxoSmithKline)；对于

AS04，参见例如EP  1126876、US  7357936；对于AS02，参见例如EP  0671948、EP  0761231、US 

5750110)、MF59(诺华公司(Novartis))、咪唑并吡啶化合物(参见WO  2007/109812)、咪唑并

喹喔啉化合物(参见WO  2007/109813)、δ‑菊粉、STING活化合成环状二核苷酸(例如

US20150056224)、卵磷脂与卡波姆均聚物的组合(例如US  6676958)、以及皂苷(如QuilA和

QS21(参见例如，Zhu  D和W  Tuo,2016,Nat  Prod  Chem  Res[天然产物化学研究]3:e113)、

Matrix  M、Iscoms、Iscomatrix等，任选地与QS7组合(参见Kensil等人,于Vaccine  Design:

The  Subunit  and  Adjuvant  Approach[疫苗设计：亚基和佐剂方法](Powell和Newman编

辑,Plenum  Press[普莱纽姆出版社],纽约州,1995)；美国专利号5,057,540))。在一些实施

例中，佐剂是弗氏佐剂(完全或不完全)。其他佐剂是水包油型乳液(如角鲨烯或花生油)，任

选地组合免疫刺激剂，如单磷酰脂质A(参见Stoute等人,N.Engl.J.Med .[新英格兰医学杂

志]336，86‑91(1997))。另一种佐剂是CpG。佐剂的其他实例是含有免疫刺激剂如MPL和QS21

的脂质体，如在AS01E和AS01B中(例如，US2011/0206758)。佐剂的其他实例是咪唑并喹啉

(如咪喹莫特和R848)。参见例如，Reed  G等人 ,2013 ,Nature  Med[自然医学] ,19:1597‑

1608。在某些实施例中，佐剂含有toll样受体4(TLR4)激动剂。TLR4激动剂是本领域中熟知

的，参见例如Ireton  GC和SG  Reed ,2013,Expert  Rev  Vaccines[疫苗专家评论]12:793‑

807。在某些实施例中，佐剂包含TLR4激动剂，该TLR4激动剂包含脂质A或其类似物或衍生

物，如MPL、3D‑MPL、RC529(例如EP1385541)、PET‑脂质A、GLA(吡喃糖基脂质佐剂，一种合成

的二糖糖脂；例如US20100310602、US8722064)、SLA(例如，Carter  D等人 ,2016 ,Clin 

Transl  Immunology[临床与转化免疫学]5:e108(doi:10.1038/cti.2016.63)，其描述了用

于优化人疫苗的TLR4配体的结构‑功能方法)、PHAD(磷酸化的六酰基二糖)、3D‑PHAD(其结

构与GLA的结构相同)、3D‑(6‑酰基)‑PHAD(3D(6A)‑PHAD)(PHAD、3D‑PHAD和3D(6A)PHAD是合

成的脂质A变体，参见例如avantilipids.com/divisions/adjuvants，其还提供了这些分子

的结构)、E6020(CAS编号287180‑63‑6)、ONO4007、OM‑174等。

[0274] 在某些实施例中，本文所述的组合物不包含佐剂，或不与佐剂组合施用。

[0275] 在某些实施例中，将本文所述的组合物配制为适合施用于受试者的计划途径。例

如，本文所述的组合物可以配制成适合于皮下、胃肠外、口服、皮内、经皮、结肠直肠、腹膜内

和直肠施用。在一个特定实施例中，药物组合物可以被配制用于静脉内、口服、腹膜内、鼻

内、气管内、皮下、肌内、局部、皮内、经皮或肺部施用。在某些实施例中，通过肌内注射来施

用本文所述的组合物。

[0276] 在某些实施例中，本文所述的组合物额外包含一种或多种缓冲液，例如Tris缓冲

盐水、磷酸盐缓冲液或蔗糖磷酸盐谷氨酸盐缓冲液。

[0277] 在某些实施例中，本文所述的组合物额外包含一种或多种盐，例如Tris‑盐酸盐、

氯化钠、氯化钙、氯化钾、磷酸钠、谷氨酸一钠或铝盐(例如，氢氧化铝、磷酸铝、明矾(硫酸铝

钾)或此类铝盐的混合物)。
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[0278] 本文所述的组合物可以与用于施用的说明书一起包括在容器、包装、或分配器中。

[0279] 可以在使用前储存本文所述的组合物，例如，组合物可以冷冻储存(例如，在约‑20

℃或在约‑70℃)；储存在冷藏条件下(例如，在约4℃)；或存储在室温下。

[0280] 在一方面，本发明还提供了制备根据本发明的组合物的方法，这些方法包括提供

每种所需的O抗原缀合物(例如，通过获得或制造这些，例如以原料药的形式)，并将它们以

所希望的比率和/量混合以获得本发明的组合物(例如，多价大肠杆菌、特别是ExPEC疫苗组

合物，有时也称为药物产品)。

[0281] 诱导免疫学应答的方法

[0282] 本文提供的生物缀合物和组合物可用于在受试者中诱导针对大肠杆菌O抗原的抗

体，或为受试者接种针对大肠杆菌的疫苗。本文所述的在受试者中诱导免疫应答的方法导

致受试者接种疫苗以抵抗ExPEC菌株(其O抗原存在于一种或多种组合物中)的感染。当使用

O抗原亚型时，本发明的方法还可以诱导对具有相似抗原性的另一种O抗原亚型的免疫应

答。实例是血清亚型之间的交叉反应性，例如，用O25B抗原进行免疫诱导了识别O25B和O25A

血清型的O‑LPS的抗体，并且用葡糖基化O4进行免疫诱导了识别葡糖基化O4和非葡糖基化

O4血清型的O‑LPS的抗体，在其他实例中，也可以对具有不同O抗原但在抗原结构上仍具有

某些相似性的其他血清型进行交叉免疫(例如，某些血清在血清分型研究中出现交叉反

应)。

[0283] 在一些实施例中，受试者是人。在一些实施例中，受试者是患有ExPEC感染或侵袭

性ExPEC疾病或有患其风险的人。

[0284] 在一些实施例中，侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症。在一些实施例中，侵袭性ExPEC疾

病包括菌血症。在一些实施例中，侵袭性ExPEC疾病包括以下一种或多种：尿路感染、手术部

位感染、腹部或盆腔感染、肺炎、骨髓炎、蜂窝组织炎、脓毒症、菌血症、伤口感染、肾盂肾炎、

脑膜炎、腹膜炎、胆管炎、软组织感染、脓性肌炎、脓毒性关节炎、眼内炎、化脓性甲状腺炎、

鼻窦炎、心内膜炎和前列腺炎。

[0285] 在某些实施例中，在施用本文所述的组合物后在受试者中诱导的免疫应答限制了

受试者中侵袭性ExPEC疾病的严重性或预防了该疾病。在一个实施例中，受试者在施用时患

有大肠杆菌(例如，ExPEC)感染。在一个优选的实施例中，受试者在施用时不患有大肠杆菌

(例如，ExPEC)感染。

[0286] 在某些实施例中，在施用本文所述的组合物后在受试者中诱导的免疫应答优选地

在至少30％、更优选至少40％、如至少50％的施用该组合物的受试者中有效预防或减轻由

ExPEC感染引起的症状。ExPEC感染的症状可以根据感染的性质而变化，并且可以包括但不

限于：排尿困难、尿频或尿急增加、脓尿、血尿、背痛、骨盆痛、排尿时疼痛、发烧、寒战、和/或

恶心(例如，在患有由ExPEC引起的尿路感染的受试者中)；高烧、头痛、落枕、恶心、呕吐、癫

痫发作、嗜睡、和/或光敏感(例如，在患有由ExPEC引起的脑膜炎的受试者中)；发烧、心率加

快、呼吸频率加快、尿排出量减少、血小板计数减少、腹痛、呼吸困难、和/或心脏功能异常

(例如，在患有由ExPEC引起的脓毒症的受试者中)。

[0287] 在某些实施例中，在施用本文所述的组合物后在受试者中诱导的免疫应答可有效

降低患有ExPEC感染的受试者住院的可能性。在一些实施例中，在施用本文所述的组合物后

在受试者中诱导的免疫应答可有效降低患有ExPEC感染的受试者住院的持续时间。
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[0288] 在某些实施例中，用本发明的组合物进行疫苗接种是为了预防侵袭性ExPEC疾病

(IED)，例如尿脓毒症、菌血症、脓毒症等。在某些实施例中，疫苗接种是为了预防或降低尿

路感染的发生或严重程度。在某些实施例中，IED可以是医院获得的，例如在经历泌尿生殖

和/或腹部手术的患者中。在某些实施例中，IED可以与医疗保健相关，例如在接受针对另一

种病症的医疗保健的患者中，例如经由中心管线、导管等，例如在医院、流动手术中心、终末

期肾病设施、长期护理设施等。在某些实施例中，IED可以是社区获得的，例如在最近没有暴

露于医疗保健风险的患者中。

[0289] 在一些实施例中，在受试者中诱导针对肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答

的方法包括向受试者施用本文所述的组合物。

[0290] 在一些实施例中，在受试者中诱导针对肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答

的方法包括向受试者施用第一有效量的大肠杆菌O75抗原多糖和第二有效量的大肠杆菌O6

抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中第一有效量与第二有

效量的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、

1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1、2.5:1，更优选约2:1。在一些优选的实施例中，将

共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体蛋白的O6抗原多糖作为一种组合物

施用。在一些替代性实施例中，将共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体蛋

白的O6抗原多糖作为单独的组合物的组合施用。

[0291] 在一些实施例中，在受试者中诱导针对肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答

的方法进一步包括向受试者施用一种或多种、优选全部的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、O16、

O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。优选地，O1抗原为O1A，

O4抗原为葡糖基化O4抗原多糖，O6抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B。优选

地，O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25和O75抗原分别具有如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑

Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的

整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至20。根据本发明，O75抗原多

糖与O6抗原多糖的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。在一些实

施例中，该方法进一步包括向受试者施用1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖

独立地共价连接至载体蛋白。在某些实施例中，此类额外的大肠杆菌抗原包含O8抗原多糖，

其优选地具有如表1所示的式(O8)的结构，其中n为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，

优选5至30，例如7至25，例如10至20。优选地，共价连接至载体蛋白的每种大肠杆菌抗原多

糖是生物缀合物。在一些实施例中，这些生物缀合物作为一种组合物施用。在一些实施例

中，这些生物缀合物作为两种或更多种单独的组合物的组合施用。优选限制单独施用的次

数，因此优选地使用包含大部分或全部抗原的单一组合物。

[0292] 在一个实施例中是施用用于诱导对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)

的免疫应答的组合物的方法，其中组合物包含与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多

糖的生物缀合物，并且其中施用的O75抗原多糖的浓度为至少16μg/剂量。

[0293] 在一些实施例中，在受试者中诱导针对肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答

的方法包括向受试者施用第一有效量的大肠杆菌O75抗原多糖和第二有效量的大肠杆菌O1

抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中第一有效量与第二有

效量的比率在约1 .2:1至约8:1之间，优选在约1 .5:1至约4:1之间，例如约1 .5:1、1.6:1、
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1.7:1、1.8:1、1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1、2.5:1，更优选约2:1。在一些优选

的实施例中，将共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体蛋白的O1抗原多糖

作为一种组合物施用。在一些替代性实施例中，将共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共

价连接至载体蛋白的O1抗原多糖作为组合物的组合施用。在一些实施例中，该方法进一步

包括向受试者施用一种或多种、优选全部的大肠杆菌O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25抗原多

糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。优选地，O1抗原为O1A，O4抗原为葡糖基

化O4抗原多糖，O6抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B。优选地，O1、O2、O4、O6、

O15、O16、O18、O25和O75抗原分别具有如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、

(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至

50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至20。根据本发明，O75抗原多糖与O1抗原多

糖的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。在一些实施例中，该方法

进一步包括向受试者施用1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连

接至载体蛋白。在某些实施例中，此类额外的大肠杆菌抗原包含O8抗原多糖，其优选地具有

如表1所示的式(O8)的结构，其中n为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例

如7至25，例如10至20。优选地，共价连接至载体蛋白的每种大肠杆菌抗原多糖是生物缀合

物。在一些实施例中，这些生物缀合物作为一种组合物施用。在一些实施例中，这些生物缀

合物作为两种或更多种单独的组合物的组合施用。优选限制单独施用的次数，因此优选地

使用包含大部分或全部抗原的单一组合物。

[0294] 在一些实施例中，在受试者中诱导针对肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答

的方法包括向受试者施用第一有效量的大肠杆菌O75抗原多糖和第二有效量的大肠杆菌O2

抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中第一有效量与第二有

效量的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，例如约1.5:1、1.6:1、1.7:1、1.8:1、

1.9:1、2.0:1、2.1:1、2.2:1、2.3:1、2.4:1、2.5:1，更优选约2:1。在一些优选的实施例中，将

共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体蛋白的O2抗原多糖作为一种组合物

施用。在一些替代性实施例中，将共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体蛋

白的O2抗原多糖作为组合物的组合施用。在一些实施例中，该方法进一步包括向受试者施

用一种或多种、优选全部的大肠杆菌O1、O4、O6、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原

多糖独立地共价连接至载体蛋白。优选地，O1抗原为O1A，O4抗原为葡糖基化O4抗原多糖，O6

抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B。优选地，O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25

和O75抗原分别具有如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、

(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至

30，例如7至25，例如10至20。根据本发明，O75抗原多糖与O2抗原多糖的比率为约1.2:1至约

8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。在一些实施例中，该方法进一步包括向受试者施

用1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。优选地，

共价连接至载体蛋白的每种大肠杆菌抗原多糖是生物缀合物。在一些实施例中，这些生物

缀合物作为一种组合物施用。在一些实施例中，这些生物缀合物作为两种或更多种单独的

组合物的组合施用。优选限制单独施用的次数，因此优选地使用包含大部分或全部抗原的

单一组合物。

[0295] 在一些实施例中，在受试者中诱导针对肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答
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的方法包括向受试者施用第一有效量的大肠杆菌O75抗原多糖和第二有效量的大肠杆菌

O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中第一有效量与第二

有效量的比率为约1:4和约1:0.5，优选约1:2和1:1，更优选约1:1，例如约1:1.5、1:1.4、1:

1.3、1:1.2、1:1.1、1:1.0、1:0.9、1:0.8、1:0.7、1:0.6或1:0.5。在一些优选的实施例中，将

共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体蛋白的O25抗原多糖作为一种组合

物施用。在一些替代性实施例中，将共价连接至载体蛋白的O75抗原多糖和共价连接至载体

蛋白的O25抗原多糖作为组合物的组合施用。在一些实施例中，该方法进一步包括向受试者

施用一种或多种、优选全部的大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18抗原多糖，其中每种抗原

多糖独立地共价连接至载体蛋白。优选地，O1抗原为O1A，O4抗原为葡糖基化O4抗原多糖，O6

抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B。优选地，O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25

和O75抗原分别具有如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、

(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至

30，例如7至25，例如10至20。根据本发明，O75抗原多糖与O25抗原多糖的比率为约1:4至约

1:0.5，优选在约1:2至1:1之间，更优选约1:1。在一些实施例中，该方法进一步包括向受试

者施用1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。在某

些实施例中，此类额外的大肠杆菌抗原包含O8抗原多糖，其优选地具有如表1所示的式(O8)

的结构，其中n为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至

20。优选地，共价连接至载体蛋白的每种大肠杆菌抗原多糖是生物缀合物。在一些实施例

中，这些生物缀合物作为一种组合物施用。在一些实施例中，这些生物缀合物作为两种或更

多种单独的组合物的组合施用。优选限制单独施用的次数，因此优选地使用包含大部分或

全部抗原的单一组合物。

[0296] 在某些实施例中，可以将本文所述的组合物、组合和生物缀合物施用于受试者以

诱导免疫应答，该免疫应答包括产生抗体，优选具有调理吞噬活性的抗体。可以使用本领域

技术人员已知的技术(例如，免疫亲和色谱、离心、沉淀等)来分离此类抗体。

[0297] 可以使用本领域技术人员已知的或本文所述的任何方法来评估本文所述的生物

缀合物和组合物在受试者中产生免疫应答的能力。在一些实施例中，生物缀合物在受试者

中产生免疫应答的能力可以通过用本文所述的生物缀合物免疫受试者(例如，小鼠、大鼠、

兔或猴)或受试者组并且用对照(例如，PBS)免疫另外的受试者(例如，小鼠、大鼠、兔或猴)

或受试者组来评估。随后可以用ExPEC激发受试者或受试者组，并且可以确定ExPEC在受试

者或受试者组中引起疾病(例如，UTI、菌血症或其他疾病)的能力。本领域技术人员将认识

到，如果用对照免疫的受试者或受试者组在用ExPEC激发后患有疾病，但用本文所述的一种

或多种生物缀合物或其组合物免疫的受试者或受试者组较少患病或不患病，则该生物缀合

物能够在受试者中产生免疫应答。本文所述的一种或多种生物缀合物或其组合物诱导与来

自ExPEC的O抗原发生交叉反应的抗血清的能力可以通过例如免疫测定法(如ELISA)(参见

例如，Van  den  Dobbelsteen等人,2016,Vaccine[疫苗]34:4152‑4160)或基于ECL的免疫测

定法来测试。

[0298] 例如，本文所述的生物缀合物在受试者中产生免疫应答的能力可以使用血清杀菌

测定(SBA)或调理吞噬杀伤测定(OPK测定，或OPKA)来评估，其代表已建立和接受的方法，已

用于获得基于糖缀合物的疫苗的批准。这样的测定是本领域熟知的，并且，简言之，其包括
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通过向受试者(例如，小鼠、大鼠、兔或猴)施用引发抗体的化合物来生成并分离针对目的靶

标(例如，O抗原多糖，例如，大肠杆菌O75抗原多糖)的抗体的步骤。随后，抗体的杀细菌能力

可以通过以下方式来评估：例如，在抗体和补体以及‑取决于测定‑嗜中性粒细胞存在下培

养所讨论的细菌(例如，具有相关血清型的大肠杆菌)，以及测定抗体介导杀伤和/或中和细

菌的能力，例如使用标准微生物学方法。对于大肠杆菌生物缀合物疫苗的OPK测定的实例，

参见例如，Abbanat等人 ,2017 ,Clin .Vaccine  Immunol .[临床免疫学与疫苗免疫学]24:

e00123‑17。OPK测定能以单重或多重形式进行，其中多重形式(例如，同时测试多种血清型)

典型地是优选的。多重OPK测定有时在本文中被称为“MOPA”。

[0299] 在特定的实施例中，其中本发明提供的组合物包含大肠杆菌O75抗原多糖的生物

缀合物和至少大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物，大肠杆菌O75抗原多糖的有效量比组合

物中存在的任何其他生物缀合物的浓度高约1.2至8倍，例如高约2至4倍，如高1.5、2、3、4、

5、6、7或8倍。在此类实施例中，大肠杆菌O75抗原多糖的有效量为例如每次施用约5至18μg，
如每次施用5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18μg。优选地，每次施用约8‑16μg的O75

抗原多糖。

[0300] 在某些实施例中，向受试者施用本文所述的组合物与一种或多种其他疗法(例如，

抗细菌疗法或免疫调节疗法)的组合。一种或多种其他疗法可以有益于治疗或预防ExPEC感

染，或者可以改善与ExPEC感染相关的症状或病症。在一些实施例中，一种或多种其他疗法

是止痛药或退烧药物。在某些实施例中，相隔少于5分钟至相隔少于1周施用这些疗法。本领

域技术人员已知的任何抗细菌剂(例如，抗生素)可以与本文所述的组合物组合使用。

[0301] 在某些实施例中，向受试者施用根据本发明的生物缀合物或组合物一次。在某些

实施例中，向受试者不止一次施用根据本发明的生物缀合物或组合物，例如，以初免‑加强

方案。在某些实施例中，两次施用之间的时间为至少两周、至少一个月、至少两个月、至少三

个月、至少六个月、至少一年、至少两年、至少五年、至少十年或至少十五年。在人类中，典型

地可以通过单次施用根据本发明的生物缀合物或组合物来产生期望的免疫应答。在某些实

施例中，例如十年后提供重复施用。

[0302] 本文提供的组合物可用于在受试者中诱导针对大肠杆菌O抗原的抗体，并为受试

者接种针对大肠杆菌、特别是肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的疫苗。如本文所用，“受试者”

意指将向其施用或已经施用本文提供的生物缀合物或组合物的任何动物，优选哺乳动物。

如本文所用的术语“哺乳动物”涵盖任何哺乳动物。哺乳动物的实例包括但不限于牛、马、绵

羊、猪、猫、狗、小鼠、大鼠、兔、豚鼠、非人灵长类动物(NHP)(如猴或猿)、人类等。在某些实施

例中，受试者是人。人类受试者可以处于任一年龄。在某些实施例中，受试者是约两个月至

约18岁的人，例如1岁至18岁。在某些实施例中，受试者是至少18岁的人。在某些实施例中，

受试者是15至50岁的人，例如18至45岁，例如20至40岁。在某些实施例中，受试者是男人。在

某些实施例中，受试者是女人。在某些实施例中，受试者是免疫受损的。在某些实施例中，受

试者是至少50岁、至少55岁、至少60岁、至少65岁的人。在某些实施例中，受试者是不超过

100岁、不超过95岁、不超过90岁、不超过85岁、不超过80岁或不超过75岁的人。在某些实施

例中，受试者是至少60岁且不超过85岁的人。在某些实施例中，受试者是健康状况稳定的

人。在某些实施例中，受试者是健康状况稳定的至少60岁且不超过85岁的成年人。在某些实

施例中，受试者是具有尿路感染(UTI，即尿道、膀胱、输尿管和/或肾脏中的细菌感染；在一
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些实施例中，这包括肾盂肾炎)病史的人，即在他或她的一生中有过至少一次UTI发作。在某

些实施例中，受试者是在过去二十、十五、十二、十、九、八、七、六、五、四、三、二或一年中具

有UTI病史的人。在某些实施例中，受试者是在过去两年内有UTI病史的人。在某些实施例

中，受试者是具有复发性UTI病史的人类受试者，即在六个月内有过至少两次UTI或在一年

内有过至少三次UTI。在某些实施例中，受试者是在过去两年内具有复发性UTI病史的人类

受试者。在某些实施例中，受试者是健康状况稳定的60岁或以上的人。在某些实施例中，受

试者是在过去两年内有UTI病史的60岁或以上的人。在某些实施例中，受试者是在过去两年

内有UTI病史的至少60岁且小于75岁的人。在某些实施例中，受试者是在过去两年内有UTI

病史的75岁或以上的人类受试者。在某些实施例中，受试者是安排进行选择性泌尿生殖器

手术和/或腹部手术(例如，经直肠超声引导的前列腺穿刺活检(TRUS‑PNB))的患者。在某些

实施例中，受试者是具有前列腺炎(包括但不限于急性细菌性前列腺炎(ABP)，即前列腺的

细菌感染)病史的人，即在他的一生中(例如在最近的十、九、八、七、六、五、四、三、二或一年

中)有过至少一次前列腺炎发作。

[0303] 在优选的实施例中，由组合物诱导的免疫应答或根据本发明的诱导免疫应答的方

法包括具有调理吞噬活性的抗体。已经表明包含与载体蛋白共价连接的大肠杆菌O抗原多

糖的组合物(即，大肠杆菌O抗原的糖缀合物)可以在人类中诱导这种类型的功能性抗体，并

且已经表明此类抗体介导体内细菌杀伤，并且经由这种机制可以防止大肠杆菌感染。

[0304] 在另一方面，本文提供了在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆

菌(ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用如本文所述的组合物。

[0305] 在另一方面，本文提供了为受试者接种针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌

(ExPEC)的疫苗的方法，该方法包括向该受试者施用如本文所述的组合物。在某些方面，本

文提供了如本文所述的组合物，其用于诱导针对大肠杆菌、优选ExPEC的抗体。在某些方面，

本文提供了如本文所述的组合物，其用于接种针对大肠杆菌、优选ExPEC的疫苗。在某些方

面，本文提供了如本文所述的组合物用于制造用于在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选

ExPEC的抗体的药物的用途。在某些方面，本文提供了如本文所述的组合物用于制造用于为

受试者接种针对大肠杆菌、优选ExPEC的疫苗的药物的用途。

[0306] 在某些方面，本文提供了如本文所述的组合物，其用于在受试者中在诱导针对大

肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的免疫应答的方法中使用。在某些方面，本文提

供了如本文所述的组合物在制造用于在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠

杆菌(ExPEC)的免疫应答的药物中的用途。

[0307] 在另一方面，本文提供了在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆

菌(ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用第一有效量的大肠杆菌O75抗原

多糖和第二有效量的大肠杆菌O6抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋

白，并且其中第一有效量与第二有效量的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更

优选约2:1。

[0308] 在某些实施例中，免疫应答限制了受试者中侵袭性ExPEC疾病的严重性或预防了

该疾病。

[0309] 在某些实施例中，侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症和/或菌血症。

[0310] 在某些实施例中，该方法进一步包括向受试者施用一种或多种、优选全部的大肠
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杆菌O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋

白，

[0311] 优选地，O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗

原为O25B，

[0312] 更优选地，其中O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75抗原多糖各自

分别包含如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和

(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7

至25，例如10至20，

[0313] 并且其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约

4:1，更优选约2:1。

[0314] 在某些实施例中，该方法进一步包括向受试者施用1至15种额外的大肠杆菌抗原

多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0315] 在一个特定实施例中，每种载体蛋白包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列。

[0316] 在某些实施例中，受试者是患有大肠杆菌(优选ExPEC)感染、优选侵袭性ExPEC疾

病或有患其风险的人。

[0317] 在某些实施例中，针对每次施用，施用约8‑16μg、优选约16μg的O75抗原多糖。

[0318] 在某些实施例中，施用的大肠杆菌抗原多糖O1:O2:O4:O6:O15:O16:O18:O25:O75

的重量比为1:1:1:1:1:1:1:2:2。

[0319] 在某些实施例中，葡糖基化O4是与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原

多糖的生物缀合物，其中大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖包含表1所示的式(O4‑Glc+)的结

构，其中n为3至50的整数，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至20，

[0320] 其中与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物已在大

肠杆菌细胞中产生，该大肠杆菌细胞包含：

[0321] (i)大肠杆菌O4抗原多糖的rfb基因簇的核苷酸序列；

[0322] (ii)编码与SEQ  ID  NO:4具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序列同一性

的葡糖基转移酶的核苷酸序列，其中葡糖基转移酶能够修饰大肠杆菌O4抗原多糖以产生大

肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖；

[0323] (iii)编码分别与SEQ  ID  NO:7和8具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序

列同一性的转位酶和糖基转移酶的核苷酸序列，其中转位酶能够转位细菌萜醇连接的葡萄

糖，并且糖基转移酶能够葡糖基化细菌萜醇；

[0324] (iv)编码载体蛋白的核苷酸序列；以及

[0325] (v)编码能够将大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖与载体蛋白共价连接的寡糖基转移

酶的核苷酸序列，优选地其中寡糖基转移酶是来自空肠弯曲杆菌的PglB。

[0326] 在一方面，本发明还提供了组合物，该组合物包含大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、

O16、O18、O25和O75抗原多糖(分别具有如上针对每种抗原所指示的结构)，其中每种抗原多

糖独立地共价连接至载体蛋白，并且该组合物不包含共价连接至载体蛋白的其他大肠杆菌

O抗原多糖(即，9价组合物)。在该方面的某些实施例中，载体蛋白是EPA。在该方面的其他实

施例中，载体蛋白是CRM197。在该方面的某些实施例中，共价键联是化学缀合的结果。在其他

实施例中，共价键联是生物缀合的结果。在该方面的某些实施例中，载体蛋白是CRM197并且
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共价键联是化学缀合的结果。在该方面的其他实施例中，载体蛋白是EPA并且共价键联是生

物缀合的结果。在该方面的优选实施例中，与O1、O2或O6抗原多糖相比，优选地与O1、O2和O6

抗原多糖中的每一种相比，组合物包含增加量的大肠杆菌O75抗原多糖，优选地增加约1.5‑

4倍，优选增加约两倍的量。

[0327] 实施例

[0328] 实施例1是一种组合物，该组合物包含大肠杆菌O75抗原多糖以及至少一种选自由

O1、O2、O4、O6、O15、O16和O18组成的组的额外大肠杆菌O抗原多糖，其中每种抗原多糖独立

地共价连接至载体蛋白，并且其中O75抗原多糖与额外的O抗原多糖的浓度比为约1.2:1至

约8:1，优选约1.5:1至约4:1，优选约1.5:1至约2.5:1，更优选约2:1。

[0329] 实施例1a是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O1，优

选O1A。

[0330] 实施例1a1是如实施例1a所述的组合物，其中O75抗原多糖与O1抗原多糖的浓度比

为2:1。

[0331] 实施例1b是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O2。

[0332] 实施例1b1是如实施例1b所述的组合物，其中O75抗原多糖与O1抗原多糖的浓度比

为2:1。

[0333] 实施例1c是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O4，优

选葡糖基化O4。

[0334] 实施例1c1是如实施例1c所述的组合物，其中O75抗原多糖与O4抗原多糖的浓度比

为2:1。

[0335] 实施例1d是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O6，优

选O6A。

[0336] 实施例1d1是如实施例1d所述的组合物，其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的浓度比

为2:1。

[0337] 实施例1e是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O15。

[0338] 实施例1e1是如实施例1e所述的组合物，其中O75抗原多糖与O15抗原多糖的浓度

比为2:1。

[0339] 实施例1f是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O16。

[0340] 实施例1f1是如实施例1f所述的组合物，其中O75抗原多糖与O16抗原多糖的浓度

比为2:1。

[0341] 实施例1g是如实施例1所述的组合物，其中该至少一种额外的O抗原多糖是O18，优

选O18A。

[0342] 实施例1g1是如实施例1g所述的组合物，其中O75抗原多糖与O18抗原多糖的浓度

比为2:1。

[0343] 实施例1h是如实施例1所述的组合物，该组合物进一步包含独立地共价连接至载

体蛋白的O25抗原多糖，优选该O25抗原为O25B。

[0344] 实施例1h1是如实施例1h所述的组合物，其中O75抗原多糖与O25抗原多糖的浓度

比为1:1。

[0345] 实施例2是如实施例1所述的组合物，其中该组合物包含大肠杆菌O75抗原多糖以
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及两种或更多种、优选全部的大肠杆菌O1、O2、O4、O6、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种

抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，优选O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，

O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B。

[0346] 实施例3是如实施例2所述的组合物，其中

[0347] (i)该大肠杆菌O1抗原多糖包含式(O1A)的结构：

[0348]

[0349] (ii)该大肠杆菌O2抗原多糖包含式(O2)的结构：

[0350]

[0351] (iii)该大肠杆菌O4抗原多糖包含式(O4‑Glc+)的结构：

[0352] (iv)该大肠杆菌O6抗原多糖包含式(O6A)的结构：

[0353]

[0354] (v)该大肠杆菌O15抗原多糖包含式(O15)的结构：

[0355] [→2)‑β‑D‑Galp‑(1→3)‑α‑L‑FucpNAc‑(1→3)‑β‑D‑GlcpNAc‑(1→]n，

[0356] (vi)该大肠杆菌O16抗原多糖包含式(O16)的结构：

[0357]

[0358] (vii)该大肠杆菌O18抗原多糖包含式(O18A)的结构：
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[0359] (viii)该大肠杆菌O25抗原多糖包含式(O25B)的结构：

[0360]

[0361] (ix)该大肠杆菌O75抗原多糖包含式(O75)的结构：

[0362]

[0363] 其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至

25，例如10至20。

[0364] 实施例4是如实施例2或3所述的组合物，其中这些大肠杆菌抗原多糖O1:O2:O4:

O6:O15:O16:O18:O25:O75的重量比为1:1:1:1:1:1:1:2:2。

[0365] 实施例5是如实施例1‑4中任一项所述的组合物，其中该O75抗原多糖的浓度为约8

至约50μg/mL，优选12至40μg/mL，例如16‑32μg/mL，优选约26‑38μg/mL，优选约32μg/mL。
[0366] 实施例6是如实施例1‑5中任一项所述的组合物，该组合物进一步包含至少另一种

共价连接至载体蛋白的额外大肠杆菌抗原多糖。

[0367] 实施例7是如实施例6所述的组合物，其中该另一种额外的大肠杆菌抗原多糖包含

具有式(O8)的O8抗原多糖：

[0368] α‑D‑Manp3Me‑(1→[3)‑β‑D‑Manp‑(1→2)‑α‑D‑Manp‑(1→2)‑α‑D‑Manp‑(1→]n，

[0369] 其中n为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至

20。

[0370] 实施例8是如实施例1‑7中任一项所述的组合物，其中每种载体蛋白独立地选自由

以下组成的组：铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA)、大肠杆菌鞭毛蛋白(FliC)、CRM197、麦芽糖

结合蛋白(MBP)、白喉类毒素、破伤风类毒素、金黄色葡萄球菌的去毒溶血素A、凝集因子A、

凝集因子B、大肠杆菌不耐热肠毒素、大肠杆菌不耐热肠毒素的去毒变体、霍乱毒素B亚基

(CTB)、霍乱毒素、霍乱毒素的去毒变体、大肠杆菌Sat蛋白、大肠杆菌Sat蛋白的载客结构

域、肺炎链球菌溶血素、钥孔戚血蓝蛋白(KLH)、铜绿假单胞菌PcrV、脑膜炎奈瑟菌的外膜蛋

白(OMPC)、以及来自不可分型流感嗜血杆菌的蛋白D。

[0371] 实施例9是如实施例8所述的组合物，其中该载体蛋白是铜绿假单胞菌去毒外毒素
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A(EPA)或CRM197。

[0372] 实施例10是如实施例1‑9中任一项所述的组合物，其中该载体蛋白包含1至20个，

如1至10个或2至4个具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的糖基化共有序列，如具有SEQ  ID  NO:

2的氨基酸序列的共有序列，最优选地，该载体蛋白包含四个糖基化共有序列。

[0373] 实施例11是如实施例1‑10中任一项所述的组合物，其中每种载体蛋白是包含SEQ 

ID  NO:3的氨基酸序列的EPA。

[0374] 实施例12是如实施例1‑11中任一项所述的组合物，其中这些大肠杆菌抗原多糖通

过生物缀合或化学缀合，例如还原胺化化学法(RAC)、单端缀合或与(2‑((2‑氧代乙基)硫

代)乙基)氨基甲酸酯(eTEC)间隔子缀合而共价连接至载体蛋白。

[0375] 实施例13是如实施例12所述的组合物，其中这些大肠杆菌抗原多糖通过生物缀合

共价连接至载体蛋白，优选该多糖共价连接至载体蛋白中糖基化位点中的Asn残基。

[0376] 实施例14是一种组合物，该组合物包含：

[0377] (i)与铜绿假单胞菌去毒外毒素A(EPA‑4)载体蛋白共价连接的大肠杆菌O1A抗原

多糖的生物缀合物，其中该大肠杆菌O1A抗原多糖包含式(O1A)的结构；

[0378] (ii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O2抗原多糖的生物缀合物，其中该大

肠杆菌O2抗原多糖包含式(O2)的结构；

[0379] (iii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，

其中该大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖包含式(O4‑Glc+)的结构；

[0380] (iv)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O6A抗原多糖的生物缀合物，其中该大

肠杆菌O6A抗原多糖包含式(O6A)的结构；

[0381] (v)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O15抗原多糖的生物缀合物，其中该大

肠杆菌O15抗原多糖包含式(O15)的结构；

[0382] (vi)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O16抗原多糖的生物缀合物，其中该大

肠杆菌O16抗原多糖包含式(O16)的结构；

[0383] (vii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O18A抗原多糖的生物缀合物，其中该

大肠杆菌O18A抗原多糖包含式(O18A)的结构；

[0384] (viii)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O25B抗原多糖的生物缀合物，其中

该大肠杆菌O25B抗原多糖包含式(O25B)的结构；以及

[0385] (ix)与EPA‑4载体蛋白共价连接的大肠杆菌O75抗原多糖的生物缀合物，其中该大

肠杆菌O75抗原多糖包含式(O75)的结构；

[0386] 其中该EPA‑4包含SEQ  ID  NO:3的氨基酸序列，

[0387] 其中式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的各

结构如表1所示，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，更优选5至30，

例如7至25，例如10至20，并且

[0388] 其中O75抗原多糖与O6A抗原多糖的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:

1，更优选约2:1。

[0389] 实施例15是如实施例14所述的组合物，该组合物进一步包含1至15种额外的大肠

杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0390] 实施例16是如实施例2‑15中任一项所述的组合物，其中该葡糖基化O4是与载体蛋

说　明　书 47/193 页

51

CN 115803087 B

51



白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆菌葡糖基化O4抗

原多糖包含表1所示的式(O4‑Glc+)的结构，其中n为3至50的整数，例如5至40，优选5至30，

例如7至25，例如10至20，

[0391] 其中与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物已在大

肠杆菌细胞中产生，该大肠杆菌细胞包含：

[0392] (i)该大肠杆菌O4抗原多糖的rfb基因簇的核苷酸序列；

[0393] (ii)编码与SEQ  ID  NO:4具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序列同一性

的葡糖基转移酶的核苷酸序列，其中该葡糖基转移酶能够修饰大肠杆菌O4抗原多糖以产生

大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖；

[0394] (iii)编码分别与SEQ  ID  NO:7和8具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序

列同一性的转位酶和糖基转移酶的核苷酸序列，其中该转位酶能够转位细菌萜醇连接的葡

萄糖，并且该糖基转移酶能够葡糖基化细菌萜醇；

[0395] (iv)编码该载体蛋白的核苷酸序列；以及

[0396] (v)编码能够将大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖与载体蛋白共价连接的寡糖基转移

酶的核苷酸序列，优选地其中该寡糖基转移酶是来自空肠弯曲杆菌的PglB。

[0397] 实施例17是一种在受试者中诱导针对大肠杆菌(优选肠外致病性大肠杆菌，

ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用如实施例1‑16中任一项所述的组合

物。

[0398] 实施例17a是如实施例17所述的方法，其中该受试者需要所述免疫应答。

[0399] 实施例18是一种在受试者中诱导针对大肠杆菌(优选肠外致病性大肠杆菌，

ExPEC)的免疫应答的方法，该方法包括向该受试者施用第一有效量的大肠杆菌O75抗原多

糖和第二有效量的大肠杆菌O6抗原多糖，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，

并且其中第一有效量与第二有效量的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优

选约2:1。

[0400] 实施例18a是如实施例18所述的方法，其中该受试者需要所述免疫应答。

[0401] 实施例19是如实施例17‑18a中任一项所述的方法，其中该免疫应答限制了受试者

中侵袭性ExPEC疾病的严重性或预防了该疾病。

[0402] 实施例20是如实施例19所述的方法，其中该侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症和/或菌

血症。

[0403] 实施例20a是如实施例20所述的方法，其中该侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症。

[0404] 实施例20b是如实施例20所述的方法，其中该侵袭性ExPEC疾病包括菌血症。

[0405] 实施例21是如实施例18‑20中任一项所述的方法，该方法进一步包括向该受试者

施用一种或多种、优选全部的O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独

立地共价连接至载体蛋白，

[0406] 优选地，O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗

原为O25B，

[0407] 更优选地，O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75抗原多糖中的每一

种分别包含如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和

(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，优选5至30，例如7
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至25，例如10至20，并且其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的比率为约1.2:1至约8:1，优选约

1.5:1至约4:1，更优选约2:1。

[0408] 实施例22是如实施例18‑21中任一项所述的方法，该方法进一步包括向该受试者

施用1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0409] 实施例23是如实施例18‑22中任一项所述的方法，其中每种载体蛋白包含SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列。

[0410] 实施例24是如实施例17‑23中任一项所述的方法，其中该受试者是患有大肠杆菌

(优选ExPEC)感染或侵袭性ExPEC疾病或有患其风险的人。

[0411] 实施例25是如实施例17‑24中任一项所述的方法，其中针对每次施用，施用约8‑16

μg、优选约16μg的O75抗原多糖。

[0412] 实施例26是如实施例21‑25中任一项所述的方法，其中施用的大肠杆菌抗原多糖

O1:O2:O4:O6:O15:O16:O18:O25:O75的重量比为1:1:1:1:1:1:1:2:2。

[0413] 实施例27是如实施例21‑26中任一项所述的方法，其中该葡糖基化O4是与载体蛋

白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物，其中该大肠杆菌葡糖基化O4抗

原多糖包含表1所示的式(O4‑Glc+)的结构，其中n为3至50的整数，例如5至40，优选5至30，

例如7至25，例如10至20，

[0414] 其中与载体蛋白共价连接的大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖的生物缀合物已在大

肠杆菌细胞中产生，该大肠杆菌细胞包含：

[0415] (i)该大肠杆菌O4抗原多糖的rfb基因簇的核苷酸序列；

[0416] (ii)编码与SEQ  ID  NO:4具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序列同一性

的葡糖基转移酶的核苷酸序列，其中该葡糖基转移酶能够修饰大肠杆菌O4抗原多糖以产生

大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖；

[0417] (iii)编码分别与SEQ  ID  NO:7和8具有至少80％、优选至少90％、优选至少95％序

列同一性的转位酶和糖基转移酶的核苷酸序列，其中该转位酶能够转位细菌萜醇连接的葡

萄糖，并且该糖基转移酶能够葡糖基化细菌萜醇；

[0418] (iv)编码该载体蛋白的核苷酸序列；以及

[0419] (v)编码能够将大肠杆菌葡糖基化O4抗原多糖与载体蛋白共价连接的寡糖基转移

酶的核苷酸序列，优选地其中该寡糖基转移酶是来自空肠弯曲杆菌的PglB。

[0420] 实施例27是如实施例1‑16中任一项所述的组合物，其用于在受试者中在诱导针对

大肠杆菌(优选肠外致病性大肠杆菌，ExPEC)的免疫应答的方法中使用。

[0421] 实施例28是如实施例1‑16中任一项所述的组合物在制造用于在受试者中诱导针

对大肠杆菌(优选肠外致病性大肠杆菌，ExPEC)的免疫应答的药物中的用途。

[0422] 实施例29是第一有效量的大肠杆菌O75抗原多糖和第二有效量的大肠杆菌O6抗原

多糖的组合，其用于在受试者中在诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)的

免疫应答的方法中使用，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中该第一

有效量与该第二有效量的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。

[0423] 实施例29a是如实施例29所述的组合，其中该第一有效量和该第二有效量在同一

组合物中。

[0424] 实施例29b是如实施例29所述的组合，其中该第一有效量和该第二有效量在单独
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的组合物中。

[0425] 实施例29c是如实施例29‑29b中任一项所述的组合，其中该受试者需要所述免疫

应答。

[0426] 实施例30是如实施例29‑29c中任一项所述的组合，其中该免疫应答限制了受试者

中侵袭性ExPEC疾病的严重性或预防了该疾病。

[0427] 实施例31是如实施例30所述的组合，其中该侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症和/或菌

血症。

[0428] 实施例32是如实施例29‑31中任一项所述的组合，该组合进一步包含一种或多种、

优选全部的有效量的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25抗原多糖，其中每种抗原多糖独

立地共价连接至载体蛋白，优选O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为O6A，O18抗原为

O18A，并且O25抗原为O25B，优选O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75抗原多

糖中的每一种分别包含如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、(O15)、(O16)、

(O18A)、(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至50，例如5至40，

优选5至30，例如7至25，例如10至20，并且其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的比率为约1.2:1

至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。

[0429] 实施例33是如实施例29‑32中任一项所述的组合，该组合进一步包含有效量的1至

15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0430] 实施例34是如实施例29‑33中任一项所述的组合，其中每种载体蛋白包含SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列。

[0431] 实施例35是如实施例29‑34中任一项所述的组合，其中该受试者是患有大肠杆菌

(优选ExPEC)感染或侵袭性ExPEC疾病或有患其风险的人。

[0432] 实施例36是如实施例29‑35中任一项所述的组合，其中O75抗原多糖的有效量为约

8‑16μg，优选约16μg。
[0433] 实施例37是第一有效量的大肠杆菌O75抗原多糖和第二有效量的大肠杆菌O6抗原

多糖的组合，在制造用于在受试者中诱导针对大肠杆菌、优选肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)

的免疫应答的药物中，其中每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，并且其中该第一有

效量与该第二有效量的比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。

[0434] 实施例37a是如实施例37所述的组合，其中该受试者需要所述免疫应答。

[0435] 实施例38是如实施例37或37a所述的组合，其中该免疫应答限制了受试者中侵袭

性ExPEC疾病的严重性或预防了该疾病。

[0436] 实施例39是如实施例38所述的组合，其中该侵袭性ExPEC疾病包括脓毒症和/或菌

血症。

[0437] 实施例40是如实施例37‑39中任一项所述的组合，该组合进一步包含一种或多种、

优选全部的有效量的大肠杆菌O1、O2、O4、O15、O16、O18、O25抗原多糖，在制造药物中，其中

每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白，优选O1抗原为O1A，O4为葡糖基化的，O6抗原为

O6A，O18抗原为O18A，并且O25抗原为O25B，优选O1A、O2、葡糖基化O4、O6A、O15、O16、O18A、

O25B和O75抗原多糖中的每一种分别包含如表1所示的式(O1A)、(O2)、(O4‑Glc+)、(O6A)、

(O15)、(O16)、(O18A)、(O25B)和(O75)的结构，其中每个n独立地为1至100的整数，优选3至

50，例如5至40，优选5至30，例如7至25，例如10至20，并且其中O75抗原多糖与O6抗原多糖的
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比率为约1.2:1至约8:1，优选约1.5:1至约4:1，更优选约2:1。

[0438] 实施例41是如实施例37‑40中任一项所述的组合，在制造药物中，该组合进一步包

含有效量的1至15种额外的大肠杆菌抗原多糖，每种抗原多糖独立地共价连接至载体蛋白。

[0439] 实施例42是如实施例37‑41中任一项所述的组合，其中每种载体蛋白包含SEQ  ID 

NO:3的氨基酸序列。

[0440] 实施例43是如实施例37‑42中任一项所述的组合，其中该受试者是患有大肠杆菌

(优选ExPEC)感染或侵袭性ExPEC疾病或有患其风险的人。

[0441] 实施例44是如实施例37‑43中任一项所述的组合，其中用于向受试者施用的一个

剂量的O75抗原多糖的有效量为约8‑16μg，优选约16μg。
[0442] 实例

[0443] 实例1：大肠杆菌感染的流行病学数据

[0444] 为了确定引起菌血症的大肠杆菌的O血清型分布，进行了全球监测研究。2011年至

2017年间，从北美洲、欧洲、亚太地区和南美洲的国家住院的≥60岁患者中收集了超过3200

株大肠杆菌血流分离株。使用经典凝集技术和基于序列的O基因分型来分析每个菌株的O抗

原血清型。参见下表2。

[0445] 分析分离的人血液样品以确定其中病原体的身份及其抗生素抗性模式。分析后从

样品中获得大肠杆菌分离株。通过MALDI‑TOF  MS验证大肠杆菌身份。使用基于抗血清的凝

集试验对大肠杆菌分离株进行了进一步分析，以确定其O抗原血清型(DebRoy等人(2011)

Animal  health  research  reviews/Conference  of  Research  Workers  in  Animal 

Diseases[动物健康研究评论/动物疾病研究工作者会议]12,169‑185)。通过全基因组测序

对无法通过凝集方法分型的分离株进行进一步分析，然后基于O血清型特异性wzy和wzx基

因序列进行O基因分型。

[0446] 表2.基于通过凝集进行的O血清分型加上无法通过凝集分型的分离株的O基因分

型，来自2011年至2017年间全球收集的3217株血液分离株的集合的最常见菌血症相关大肠

杆菌O血清型的分布。受试者在以下国家住院：美国、加拿大、阿根廷、巴西、英国、德国、西班

牙、意大利、荷兰、法国、日本、泰国、韩国和澳大利亚。

[0447] O‑血清型 流行n(％)

O25 737(22.9％)

O2 268(8.3％)

O6 261(8.1％)

O1 255(7.9％)

O75 145(4.5％)

O15 110(3.4％)

O8 104(3.2％)

O16 103(3.2％)

O4 96(3.0％)

O18 91(2.8％)

[0448] 对菌血症相关大肠杆菌的全球集合的地理位置进行分层显示，前10种O血清型的

流行与位置无关，表明这些O血清型是全球上与引起菌血症的大肠杆菌相关的主要O血清
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型。

[0449] 在菌血症相关的多重耐药大肠杆菌分离株(n＝345)(即，对至少三类临床相关抗

微生物药物具有抗性的菌株)的全球集合中，前10种O血清型的流行率为75.4％。

[0450] 将来自流行病学分析的所有信息合起来看，这10种主要O血清型可以覆盖估计

60％‑80％的大肠杆菌相关菌血症感染，假设覆盖了不可分型菌株的亚部分。

[0451] 覆盖大部分引起菌血症的大肠杆菌血清型的多价疫苗将非常有用。因此，表2中的

O血清型将是基于O抗原的多价疫苗的良好候选者。这种疫苗可以有利地使用化学缀合或生

物缀合技术来制备。

[0452] 实例2：大肠杆菌O抗原生物缀合物的生产和由此产生的生物缀合物产品。

[0453] 产生了十(10)种生物缀合物，包括大肠杆菌O1A‑EPA生物缀合物、O2‑EPA生物缀合

物、O4‑Glc+‑EPA生物缀合物(下文也称为O4‑EPA，即在以下实例中，O4抗原多糖的生物缀合

物是其中O4被葡糖基化的变体，其具有表1所示的聚糖结构(O4‑Glc+)；2020年3月18日提交

的PCT/US20/23404中详细提供了使用新的、迄今为止未报道的和未知的葡糖基转移酶GtrS

制备该变体的描述，该葡糖基转移酶GtrS能够通过添加葡萄糖来特异性修饰大肠杆菌O4抗

原多糖以产生大肠杆菌葡糖基化O4抗原，将其通过引用并入本文)、O6A‑EPA生物缀合物、

O8‑EPA生物缀合物、O15‑EPA生物缀合物、O16‑EPA生物缀合物、O18A‑EPA生物缀合物、O25B‑

EPA生物缀合物和O75‑EPA生物缀合物。这些缀合物中的聚糖的结构可以在表1的各个式中

见到。包含这10种生物缀合物的组合物在本文中称为‘ExPEC10V’。包含O1A‑EPA、O2‑EPA、

O6A‑EPA和O25B‑EPA生物缀合物的组合物称为“ExPEC4V”(并且其先前描述于例如WO  2015/

124769和WO  2017/035181中)。这十种生物缀合物的生产以及这些生物缀合物的示例性生

产菌株详细描述于2020年3月18日提交的PCT/US20/23404中，将其通过引用并入本文。

[0454] 大肠杆菌W3110亲本菌株

[0455] 将非致病性大肠杆菌K12菌株W3110用作构建所有十株生产菌株的亲本菌株。大肠

杆菌K12菌株W3110获得自大肠杆菌菌种保藏中心(Coli  Genetic  Stock  Center)(耶鲁大

学，纽黑文(New  Haven)(康涅狄格州(CT))，美国，产品编号CGSC#4474)。先前描述了其相关

基因型(大肠杆菌W3110，F‑、λ‑、IN(rrnD‑rrnE)1、rph‑1)，并且先前公开了其基因组序列

(Hayashi  K等人 ,2006 ,Mol .Syst .Biol .[分子系统生物学]2006 .0007(doi:10 .1038/

msb4100049))。对大肠杆菌W3110菌株进行基因修饰，以使其能够生产这些大肠杆菌O抗原

生物缀合物中的每一种(表3)。

[0456] 生物缀合物生产菌株

[0457] “ExPEC4V”和“ExPEC10V”组合物均包含来自相同生产菌株的O2‑EPA和O25B‑EPA生

物缀合物。“ExPEC4V”组合物包含来自stGVXN4411或stLMTB10217生产菌株的O1A‑EPA生物

缀合物，而“ExPEC10V”组合物包含来自stLMTB10217生产菌株的O1A‑EPA生物缀合物。

“ExPEC4V”组合物包含来自stGVXN4112生产菌株的O6A‑EPA生物缀合物，而“ExPEC10V”组合

物包含来自stLMTB10923生产菌株的O6A‑EPA生物缀合物。此外，“ExPEC10V”组合物包含来

自不用于“ExPEC4V”的生产菌株的O4‑EPA(即(O4‑Glc+)‑EPA)、O8‑EPA、O15‑EPA、O16‑EPA、

O18A‑EPA和O75‑EPA生物缀合物。如下所示，不同的生产菌株在用于表达EPA载体蛋白和/或

寡糖基转移酶PglB的质粒方面可能不同。下表3中给出了几个示例性生产菌株的概述。

[0458] 表3.用于ExPEC4V和ExPEC10V疫苗组合物的O抗原生物缀合物的大肠杆菌生产菌
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株的基因工程化概述

[0459]
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[0460]

[0461] 还制备了替代性生产菌株并将其用于一些生物缀合物，例如以寻找具有生物缀合

物的提高的产量和/或某些特征变化的克隆。

[0462] O抗原生物合成(rfb)基因簇

[0463] 在所有的大肠杆菌O抗原生产菌株中，天然存在的大肠杆菌W3110基因组O16::

IS5‑抗原生物合成(rfb)基因簇被来自选定血清型的大肠杆菌菌株的选定O抗原特异性生

物合成簇(编码特定血清型O抗原结构(对于这些O抗原结构，参见表1))替换。在对大肠杆菌

血液分离株进行全基因组分析后，选择或确认了十个供体rfb簇。已在单个同源重组事件中

实现了对W3110  O16::IS5  rfb基因簇(其在O抗原生物合成中存在缺陷)的替换。在O16和

O18Arfb基因簇的情况下，供体DNA经由侧翼的gnd和rmlCA基因而重组，而其他菌株的rfb基

因簇经由侧翼的gnd和galF基因而重组。SEQ  ID  NO:9和11‑19中提供了生产菌株中rfb簇的

序列。

[0464] O抗原连接酶(waaL)基因

[0465] 所有大肠杆菌O抗原生产菌株均带有由waaL基因编码的大肠杆菌W3110基因组O抗

原连接酶的人工引入的缺失。在Δ waaL菌株中，O抗原向脂质A的转移被破坏，而引导O抗原

向载体蛋白转移以提高产物产量。
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[0466] O抗原糖基化(gtrABS)基因

[0467] 在大肠杆菌O8、O15、O16、O18A、O25B和O75生产菌株中，负责O16  O抗原糖基化的大

肠杆菌W3110基因组gtrABS基因已被缺失。虽然不同血清型中的gtrA和gtrB基因具有高度

同源性和可互换性，但gtrS基因编码特定血清型O抗原糖基转移酶。在大肠杆菌W3110中，

GtrS可以将葡萄糖(Glc)残基转移到大肠杆菌O16  O抗原的α‑L‑Rha‑(1→3)‑‑d‑GlcNAc基

序中的GlcNAc糖上。在大肠杆菌O1A、O2和O6A生产菌株中，没有发生gtrABS基因的缺失或替

换。这些O抗原缺少α‑L‑Rha‑(1→3)‑d‑GlcNAc基序，该基序是大肠杆菌O16  gtrS的天然底

物。在大肠杆菌O4生产菌株中，W3110  gtrS基因已被大肠杆菌O4  gtrS基因替换，以适应大

肠杆菌O4  O抗原的适当葡糖基化(大肠杆菌O4  gtrS基因的编码序列在本文中作为SEQ  ID 

NO:5提供，并且大肠杆菌O4  GtrS蛋白的氨基酸序列在本文中作为SEQ  ID  NO:4提供；还参

见例如2020年3月18日提交的PCT/US20/23404)。

[0468] 寡糖基转移酶PglB

[0469] 所有大肠杆菌O抗原生产菌株均表达空肠弯曲杆菌糖基转移酶PglB的变体，该糖

基转移酶PglB可以通过N‑糖基化将O抗原转移到载体蛋白上的氨基酸共有序列上。PglB具

有广泛的底物识别，但由于产物产量低，制备了几种表达具有改变的底物特异性的PglB变

体的生产菌株，这导致产物产量提高(参见例如，WO  2016/107818、WO  2016/107819)。将

pglB基因置于质粒上的异丙基β‑d‑1‑硫代半乳糖吡喃糖苷(IPTG)诱导型启动子之后。下面

的表4列出了由质粒编码的PglB变体，这些质粒用于生产针对上述ExPEC4V和ExPEC10V组合

物的生物缀合物的大肠杆菌O抗原生产菌株。在运载体骨架、抗生素抗性标记和/或替代性

PglB变体方面具有变异的其他质粒也已成功被测试以用于生物缀合物生产。

[0470] 表4.大肠杆菌O抗原生产菌株中使用的PglB和EPA质粒

[0471]

[0472] 1SpR，壮观霉素抗性；AmpR，氨苄青霉素抗性；KanR，卡那霉素抗性
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[0473] 如在例如2020年3月18日提交的PCT/US20/23415中更详细描述的，确定了

ExPEC10V中十种大肠杆菌O抗原的每种生物缀合物的最佳PglB变体，将其通过引用以其全

文并入本文。

[0474] 载体蛋白(EPA)

[0475] 所有大肠杆菌O抗原生产菌株均表达一种遗传去毒的铜绿假单胞菌ADP‑核糖基转

移酶类毒素(EPA)作为O抗原的载体蛋白。EPA类毒素与野生型EPA毒素的不同之处在于两个

残基：Leu552被更改为Val并且Glu553(在催化结构域中)被缺失。据报道，Glu553缺失可显

著降低毒性。除了去毒突变外，还引入了四个(EPA‑4)共有N‑糖基化位点基序。将epa基因置

于质粒上的l‑阿拉伯糖(Ara)诱导型启动子之后(表4)。表4限于用于上述“ExPEC4V”和

“ExPEC10V”组合物中的生物缀合物的生产菌株中的质粒。在运载体骨架、抗生素抗性标记

和/或EPA变体方面具有变化，例如在共有N‑糖基化位点基序(例如具有两个这样的基序，

EPA‑2)的数量方面不同的质粒也已成功地被测试以用于生物缀合物生产。

[0476] 实例3：优化寡糖基转移酶以产生大肠杆菌O抗原的生物缀合物。

[0477] 可以通过修饰空肠弯曲杆菌寡糖基转移酶PglB来实现生物缀合物生产的产量优

化，这可以使目的O抗原与EPA载体蛋白的N‑糖基化更有效或程度更高。在用于生产具有葡

糖基化O4(O4‑Glc+)O抗原多糖的生物缀合物的大肠杆菌菌株中，应用了这种优化策略并产

生了提高生物缀合物产物产量的优化的(O4‑Glc+)特异性PglB变体。

[0478] 在这种方法中，将含有EPA表达质粒的O4‑Glc+O抗原多糖生产菌株用多种不同的

PglB表达质粒转化，每个PglB表达质粒在PglB蛋白中含有不同的氨基酸取代，这改变了底

物特异性。在渗透压休克实验中以摇瓶水平评估每个菌株的生物缀合物生产水平和概况，

并使用O4‑Glc+特异性单克隆抗体通过毛细管电泳免疫测定对周质提取物进行读数。

[0479] 发现含有N311V氨基酸取代的测试PglB变体之一显著提高了葡糖基化O4生物缀合

物的产物产量(参见PCT/US20/23415，于2020年3月18日提交，将其通过引用以其全文并入

本文)。

[0480] 在进一步改进N311V  PglB变体的进一步改善中，Y77H氨基酸取代进一步提高了

O4‑Glc+特异性产物产量，并显示出与N311V  PglB变体相比，二糖基化和三糖基化产物的水

平增加，其中发现其他改进是中立的或对产物产量有负面影响(参见PCT/US20/23415，于

2020年3月18日提交，将其通过引用以其全文并入本文)。质粒pLMTB4008(SpR)编码优化的

大肠杆菌密码子使用、优化的(O4‑Glc+)底物、具有突变Y77H和N311V的PglB变体。

[0481] 与第一轮优化的PglB‑N311V变体相比，发现对O4‑Glc+O抗原多糖具有优化的底物

特异性、相对于野生型(wt)空肠弯曲杆菌糖基转移酶PglB含有N311V和Y77H氨基酸取代的

PglB变体导致加倍的生物缀合物产量。

[0482] 类似地，使用筛选，还针对ExPEC10V组合物中其他九种血清型的大肠杆菌O抗原生

物缀合物生产，确定了最佳产量PglB变体，参见例如于2020年3月18日提交的PCT/US20/

23415，将其通过引用以其全文并入本文。

[0483] 对于具有O1A、O6A或O15抗原多糖的生物缀合物，发现具有氨基酸突变N311V、

K482R、D483H和A669V的PglB提供最高的产量。

[0484] 对于具有O2、O8、O18A或O25B抗原多糖的生物缀合物，发现野生型PglB(即，在位置

77、80、287、289、311、482、483和669处没有氨基酸突变)提供最高的产量。
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[0485] 对于具有O16抗原多糖的生物缀合物，发现具有氨基酸突变Y77H、S80R、Q287P、

K289R和N311V的PglB提供最高的产量。

[0486] 对于具有O75抗原多糖的生物缀合物，发现具有氨基酸突变N311V的PglB提供最高

的产量。

[0487] 这些结果表明，对于不同的O抗原，最佳PglB变体是不同的，并且用于产生具有给

定O抗原多糖的生物缀合物的最佳PglB变体是不可预测的。

[0488] 实例4：来自10种大肠杆菌血清型的O抗原的生物缀合物的质量属性。

[0489] 目标O抗原的O‑聚糖残基在结构上是多样的，并且具有可变的重复单元。糖基转移

酶PglB的特异性和亲和力与聚糖结构有关。因此，制备具有所需质量属性(例如，纯度、聚

糖/蛋白质比率等)的生物缀合物是一项具有挑战性的不简单的任务。PglB和EPA载体蛋白

的正确组合决定了产量并可能影响糖基化效率。通过优化PglB和载体蛋白，产生了具有所

需质量属性的生物缀合物。保持总载体蛋白的较低阈值也很重要，特别是当一种或多种O抗

原生物缀合物组合在一起并在单一组合物或疫苗中施用时，因为非常大量的载体蛋白可能

会导致免疫干扰。为了避免这种现象，优选具有较高聚糖/蛋白质比率的缀合物。因此，对于

ExPEC10V疫苗，开发了具有至少可比较的(与先前描述的已进行临床试验的ExPEC4V疫苗相

比)糖基化比率的生物缀合物。

[0490] 按照先前描述的方法，通过在生物反应器(10L和/或200L体积)中培养各自的宿主

细胞(实例2，表3)并表达生物缀合物来分别产生生物缀合物。通过细菌分批补料发酵分批

生产每种原料药，以产生含有相应多糖血清型的经表达的生物缀合物的生物质。用IPTG和

阿拉伯糖培养和诱导细胞。通过渗透压休克和色谱纯化从生物反应器培养物中细胞的周质

中分离生物缀合物。对10种生物缀合物中的每一种均进行该过程。

[0491] 如此制备的大肠杆菌O抗原生物缀合物是ExPEC10V和ExPEC4V的原料药(DS)，其显

示出可比较的关键质量属性：(1)工艺相关纯度(通过RP‑HPLC测量)高于95％，(2)多糖/蛋

白质比率范围在约0 .1‑0 .5之间，大部分在0 .15和0 .45之间，(3)细菌内毒素(欧洲药典

2.2.3(Ph.Eur.2.2.3))小于0.5EU/μg多糖。单个多糖链的平均长度典型地在约10‑20个重

复单元之间(使用高分辨率SDS‑PAGE测量)。

[0492] 多糖重复单元的结构被证实(通过对缀合物(完整的或胰蛋白酶消化的)进行NMR

和MS/MS)为表1中相应血清型的各式所示的结构，所有十种生物缀合物均是上述ExPEC10V

组合物的DS。

[0493] ExPEC10V药物产品(DP)包含上述十种单价DS的混合物。

[0494] 实例5：ExPEC10V疫苗的毒理学。

[0495] 使用ExPEC10V在雌性NZW兔中进行了单剂量试点毒性和局部耐受性研究(非GLP)。

一组(n＝2)接受肌内(IM)注射(在第0天)对照(生理盐水)，第二组(n＝4)接受IM注射105.6

μg总多糖(PS)/剂量(9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:19.2:9.6μg  PS/剂量，分别对于

O血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B和O75)的ExPEC10V，使用0.6mL(176μg  PS/

mL)的剂量体积。在第2天进行尸检。

[0496] 没有观察到死亡。此外，在临床观察(包括使用Draize评分的注射部位影响)、体

重、食物消耗和体温方面没有记录到疫苗相关的影响。在组织病理学上，在施用部位或引流

(髂)淋巴结未观察到与疫苗相关的变化。在经处理的四只动物中的一只中观察到脾中生发
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中心的形成小幅增加(第2天)，这被认为是对注射的疫苗的正常免疫学应答。总体而言，对

雌性兔进行单次IM剂量的ExPEC10V施用耐受性良好。

[0497] 实例6：ExPEC10V混合配制品在兔中的免疫原性。

[0498] ExPEC4V疫苗(包含大肠杆菌O1A、O2、O6A和O25B血清型的生物缀合物)先前已被证

明对大鼠、兔和人类中的这四种血清型具有免疫原性(参见例如，WO  2015/124769；WO 

2017/035181；Huttner等人 ,2017 ,Lancet  Infect  Dis[柳叶刀传染病] ,http://

dx.doi.org/10.1016/S1473‑3099(17)30108‑1；RW  Frenck  Jr等人,2019,Lancet  Infect 

Dis[柳叶刀传染病]19(6):631‑640,http://dx.doi.org/10.1016/S1473‑3099(18)30803‑

X)。大肠杆菌血清型O4‑Glu+、O8、O15、O16、O18A和O75的生物缀合物(均具有作为载体蛋白

的EPA‑2)在单独(单价)施用于大鼠时的免疫原性证实这些生物缀合物中的每一种也具有

免疫原性，因为ELISA数据表明这些生物缀合物中的每一种均可以引发高水平的大肠杆菌O

抗原特异性抗体(未显示)。

[0499] 还测试了含有上述10种生物缀合物的混合物的10价疫苗的免疫原性。新西兰白

(NZW)兔(雌性，12‑16周龄)接受3次肌内ExPEC10V免疫或生理盐水，间隔2周施用(表5；在第

0、14和27天施用)。将作为这些实验中使用的ExPEC10V疫苗中的一部分的10种多糖与含有4

个糖基化位点的载体蛋白EPA(EPA‑4)缀合。以3种不同剂量配制该疫苗：组1(‘高剂量’)：8μ
g/剂量的O1A、O2、O6A、O4、O8、O15、O16、O18和O75，以及16μg/剂量的O25B；组2(‘中等剂

量’)：4μg/剂量的O2、O4、O8、O15、O16、O18和O75，8μg/剂量的O1A和O6A，以及16μg/剂量的

O25B；组3(‘低剂量’)：0 .4μg/剂量的O2、O4、O8、O15、O16、O18和O75，0 .8μg/剂量的O1A和

O6A，以及1.6μg/剂量的O25B。来自对照组(组4)的动物仅接受生理盐水(0.9％(w/v)氯化钠

溶液)(表5)。

[0500] 在第0天(免疫前)以及免疫后第14、27和42天评估抗体应答。由疫苗中包含的每种

生物缀合物和载体蛋白EPA诱导的血清抗体水平通过ELISA(总IgG)测量，使用特定类型的

LPS作为涂覆材料。抗体滴度报告为EC50值，基于4参数逻辑非线性回归模型中绘制的12步

滴定曲线的副本，其对应于半数最大有效浓度。功能活性由OPK确定。

[0501] 表5.实验组的描述。

[0502]

[0503]
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[0504] 结果显示在图1中并总结在表6中。

[0505] 表6.ExPEC10V在NZW兔中诱导的大肠杆菌O抗原特异性抗体应答的总结。

[0506]

[0507]

[0508]

[0509] 将其中p值具有统计学显著性的特定血清型抗体应答用星号表示。将其中p值不具

有统计学显著性的特定血清型抗体应答指定为ns。使用威尔科克森(Wilcoxon)秩和检验与

邦费罗尼(Bonferroni)校正进行多重比较。将接种ExPEC10V的动物(组1、2和3)与生理盐水

对照(组4)进行比较。*p≤0.05，**p≤0.01。#P值在从对照组中排除异常动物后具有统计学

显著性(敏感性分析)。

[0510] 与O1A、O2、O4、O6A、O16、O18A和O25B的生理盐水对照相比，高剂量的ExPEC10V(组

1)在研究的所有时间点(免疫后第14、27和42天)诱导显著更高的IgG抗体水平(图2，表6)。

在免疫后第27天和第42天，观察到与生理盐水对照相比，由O8和O75缀合物诱导的抗体滴度

显著更高(图1，表6)。

[0511] 与O1A、O2、O4、O6A、O16和O25B的生理盐水对照相比，中等剂量的ExPEC10V(组2)和

低剂量(组3)在研究的所有时间点(免疫后第14、27和42天)诱导显著更高的抗体水平(图1，

表6)。在免疫后第27天和第42天，观察到与生理盐水对照相比，由O8、O18A和O75缀合物诱导

的抗体滴度显著更高，这表明兔中的加强剂量增加了对这些O血清型的应答(图1，表6)。

[0512] 对于O15缀合物，从对照组中去掉异常动物的敏感性分析表明，在免疫后第14、27

和42天，与生理盐水对照相比，所有三个剂量的ExPEC10V疫苗均诱导抗体应答显著增加(图

1，表6)。

[0513] 在研究的所有时间点(第14、27和42天)，对于所测试的三个剂量的ExPEC10V(高、

中等和低)，载体蛋白EPA诱导的抗体显著高于生理盐水处理(对照)组中的EPA抗体滴度(图

1)。

[0514] 剂量比较(未显示)表明，在疫苗接种后第14天，与低剂量的大多数测试的缀合物

(O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、O18A和O25B)相比，高剂量的ExPEC10V诱导显著更高的抗体应

答。与低剂量的O1A、O2、O4、O18A、O25B和O75相比，中等剂量的ExPEC10V也诱导了显著更高

的抗体应答。对于O8缀合物，在疫苗接种后第14天，ExPEC10V的所有三种配制品均诱导相似

水平的抗体。
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[0515] 与O1A、O2、O4、O16、O25B和O75缀合物的高和中等剂量ExPEC10V相比，低剂量的

ExPEC10V在疫苗接种后第42天(在初免剂量和两次加强剂量后)诱导抗体应答显著增加。这

些发现与结合疫苗的其他经验一致，例如，在接种肺炎球菌结合疫苗的婴儿中没有观察到

剂量和初免接种的抗体应答程度之间的明确关系(Poolman  JT等人Expert  Rev  Vaccines.

[疫苗专家评论]2013,12(12):1379‑94)。

[0516] 对于O6A、O8和O15缀合物，在疫苗接种后第42天测试的三个剂量的ExPEC10V之间

没有显著差异。对于O18A缀合物，与疫苗接种后第42天的中等剂量相比，高剂量的ExPEC10V

诱导了显著更高的抗体应答。

[0517] 对于载体蛋白 (EPA)，与疫苗接种后第14天的低剂量相比，高和中等剂量的

ExPEC10V诱导了显著更高的抗体应答。与疫苗接种后第42天的低剂量相比，高剂量的疫苗

也诱导了显著更高的抗体应答。

[0518] 总之，在第0、14、27天经由肌内注射而施用的ExPEC10V的三种配制品(高、中等和

低)在兔中具有免疫原性。

[0519] 迄今为止，已显示出在兔中由该疫苗诱导的能够杀死大肠杆菌菌株的功能性抗

体，其血清型为O1A、O2、O4、O6A、O15、O16和O25B。

[0520] 在另一个实验中，作为毒理学研究的一部分，制备了GMP批次的ExPEC10V疫苗(对

于生产，参见上文实例4)并将其注射到NZW兔中(表7)。在这项研究中，NZW兔(雄性和雌性)

接受3次肌内注射(0.6mL)ExPEC10V疫苗(第1、15和29天)，对照组接受0.9％(w/v)氯化钠溶

液(生理盐水)。针对O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、O16、O18A和O75血清型，每个剂量的疫苗含有

9.6μg多糖(PS)，并且针对O25B血清型，含有19.2μg  PS，这对应于105.6μg总PS(176μg总PS/

mL)和382.8μg总EPA(638μg  EPA/mL)。对O抗原和载体蛋白(EPA)的IgG滴度由在预处理期

(第1天)以及免疫后第31天和第50天收集的样品确定。

[0521] 与仅接受生理盐水的对照组相比，在疫苗接种后第31天和第50天，在接受

ExPEC10V的组中观察到针对所有O抗原和载体蛋白EPA的抗体应答显著增加(图2，表8)。对

于O1A血清型，当将接种疫苗的动物与对照进行比较时，在第1天(基线)也观察到显著更高

的抗体应答。这些结果表明，一些动物预先暴露于大肠杆菌或具有与O1A‑LPS发生交叉反应

的抗体。

[0522] 表7.实验组和NZW兔中使用的ExPEC10V剂量。

[0523]

[0524] *对于血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B、O75，每个剂量(0.6mL给药

体积)分别含有9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:19.2:9.6μg多糖(PS)(176μg总PS/

mL)。每个剂量含有382.8μg  EPA蛋白(638μgEPA/mL)。
[0525] 表8.ExPEC10V在NZW兔中的免疫原性，作为毒理学研究的一部分。

[0526]
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[0527] ExPEC10V诱导的抗体应答。将与对照相比在疫苗组中观察到抗体应答显著增加的

血清型用星号表示。采用似然比检验的Tobit模型。****P≤0.0001。

[0528] 实例7：ExPEC10V疫苗在人类中的1/2a期试验。

[0529] 目前，没有可用的疫苗来预防IED。选择构成ExPEC10V疫苗的血清型(O1A、O2、O4、

O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B和O75)来解决由大多数临床相关ExPEC菌株引起的侵袭性疾

病，这些菌株也代表引起抗微生物IED的大多数ExPEC分离株(包括ST131)。选定的血清型代

表引起老年人群血流感染的十种流行的ExPEC  O血清型，并且是大约70％的由ExPEC引起的

血流感染的原因。

[0530] 由于结合疫苗在预防侵袭性疾病方面的作用机制预计不会受到抗生素抗性机制

的影响，因此相信ExPEC10V疫苗可提供保护对抗由抗药性和药物敏感性O1A、O2、O4、O6A、

O8、O15、O16、O18A、O25B和O75血清型引起的IED。

[0531] 先前有关于ExPEC4V的临床经验，它是一种较早的候选疫苗，包含也在ExPEC10V中

发现的四种大肠杆菌O抗原缀合物(O1A、O2、O6A和O25B)的子集。基于四个已完成的临床研

究(两个1期研究、两个2期研究)的结果，研究参与者对ExPEC4V耐受性良好，并且在剂量高

达16μg多糖(PS)/血清型(O1A、O2、O6A和O25B)下未观察到疫苗相关的安全信号。大多数不

良事件(AE)为1级和2级，很少报告3级AE。主要在较高剂量的ExPEC4V下观察到迟发诱发性

局部AE(疫苗接种第5天后开始的AE)。在每项研究中，ExPEC4V疫苗均显示出免疫原性，这表

明疫苗免疫应答呈剂量依赖性，并且O抗原特异性免疫球蛋白G(IgG)滴度增加，如通过酶联

免疫吸附测定(ELISA)所测量的。使用ExPEC4V优化的调理吞噬杀伤测定(OPKA)证明了抗体

的功能活性。ELISA和OPKA测试结果的共同分析表明，这些测定应答之间存在相关性(在2期

临床试验[研究4V‑BAC2001]中，第30天和第360天的皮尔森相关系数分别为≥0.61和≥

0.48)，这证实可使用ELISA作为ExPEC4V抗体滴度的主要量度并预测功能性抗体的活性。免

疫原性数据的分析表明，免疫应答的持久性可贯穿接种ExPEC4V后的三年内。现在还观察

到，来自接种了ExPEC4V且具有高滴度的特定血清型调理吞噬性抗体的人血清，当被动转移

到随后用O25B或O2血清型的大肠杆菌菌株进行腹膜内激发的小鼠中时，能够介导体内保

护，这是通过血液、脾脏和肝脏中大肠杆菌菌落计数(CFU)的显著减少所证明的(数据未显

示)。因此，ExPEC4V特异性调理吞噬性人抗体介导体内细菌杀伤，这与其他结合疫苗一致，

在其他结合疫苗中，提出的保护机制是通过诱导介导细菌杀伤的调理吞噬性抗体而起作用

的。

[0532] ExPEC10V总共包括十种血清型，并在年龄60岁及以上的成年人中使由ExPEC引起

的血流感染的覆盖率从约50％(ExPEC4V)增加到大约70％。基于ExPEC4V的临床经验以及以

上实例中论述的ExPEC10V的临床前数据，预计ExPEC10V在人类中的施用也将诱导对大肠杆

菌血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B和O75的免疫应答。每种O抗原多糖(PS)均

单独与载体蛋白进行生物缀合，该载体蛋白是来自铜绿假单胞菌的外毒素A(EPA)的遗传去

毒形式，其生产已在上文中进行了描述。O4  PS是葡糖基化形式，具有表1中式(O4‑Glc+)的

结构。

[0533] 在年龄60至85岁、健康状况稳定的人类中进行了一项随机、观察者盲法、首次人体

中1/2a期研究，以评估三种不同剂量的ExPEC10V疫苗的安全性、反应原性和免疫原性(研究

10V‑BAC1001)。该研究设计包括2个群组：总共824名参与者参加了该研究，群组1中有404名
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年龄≥60至≤85岁、健康状况稳定的参与者(100名参与者/ExPEC10V剂量)，群组2中有另外

大约420名年龄≥60岁、健康状况稳定、在过去5年内有UTI病史的参与者(ExPEC10V组中有

280名并且安慰剂组中有140名)(最初计划在群组2中包括600名参与者，但在对方案做出了

一些修改后，在研究期间这个数字减少到大约420)。

[0534] 目的和终点

[0535] 群组1‑1/2a期观察者盲法期与开放标签长期随访期(N＝404)：

[0536]

[0537]

[0538]

[0539] 群组2‑双盲期与双盲长期随访期(N＝420)：

[0540]

说　明　书 62/193 页

66

CN 115803087 B

66



[0541]

[0542]

[0543] 整体设计

[0544] 这是一项随机、多中心、干预性研究，包括两个群组。

[0545] 对于群组1，该研究采用观察者盲法、阳性对照设计，总共包括404名年龄≥60至≤
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85岁、健康状况稳定、有或没有UTI病史的成年参与者。群组1的研究设计包含三个时期：最

长28天的筛选期，观察者盲法的181天随访期(在第1天进行疫苗接种)，以及从第182天持续

到疫苗接种后3年(第1096天)的开放标签LTFU期(图3A)。只有来自ExPEC10V选定剂量组的

参与者(大约100名参与者)和来自Prevnar  13组的参与者进展到LTFU期。群组1的终点是最

后一名参与者的第3年访视(第1096天)。

[0546] 对于群组2，该研究采用双盲、安慰剂对照设计，总共包括大约420名年龄≥60岁、

健康状况稳定、过去5年内有UTI病史的成年参与者。在完成1/2a期初步分析和来自群组1的

ExPEC10V剂量选择后，开始进行登记。群组2的研究设计包含三个时期：最长28天的筛选期，

双盲181天随访期(在第1天进行疫苗接种)，以及从第182天持续到疫苗接种后3年(第1096

天)的双盲LTFU期(图3B)。群组2中的所有参与者均进展到LTFU期。研究终点是群组2中最后

一名参与者的第3年访视(第1096天)。

[0547] 群组1：1期

[0548] 在群组1的1期中，共有84名参与者按照逐步剂量递增程序以交错方法进行了登

记，并在从一个步骤进入下一个步骤之前适当地进行了安全性评估。该研究委托内部数据

审查委员会(Data  Review  Committee，DRC)审查这84名1期参与者的体格检查数据(基线和

目标)、基线人口统计数据和疫苗接种后14天的安全性数据(包括诱发性局部和全身AE、非

诱发性AE、SAE、临床实验室数据和生命体征)。在这个研究期中，参与者被纳入并随机分到

六个步骤中：

[0549] 步骤1：四名前哨参与者被纳入并随机分配；ExPEC10V低剂量组中有两名参与者

(表11)，ExPEC4V组和Prevnar  13组中各有一名参与者。

[0550] 步骤2：二十四名参与者被纳入并随机分配；ExPEC10V低剂量组中有18名参与者

(表11)，ExPEC4V组和Prevnar  13组中各有三名参与者。

[0551] 步骤3：四名前哨参与者被纳入并随机分配；ExPEC10V中等剂量组中有两名参与者

(表11)，ExPEC4V组和Prevnar  13组中各有一名参与者。

[0552] 步骤4：二十四名参与者被纳入并随机分配；ExPEC10V中等剂量组中有18名参与者

(表11)，ExPEC4V组和Prevnar  13组中各有三名参与者。

[0553] 步骤5：四名前哨参与者被纳入并随机分配；ExPEC10V高剂量组中有两名参与者

(表11)，ExPEC4V组和Prevnar  13组中各有一名参与者。

[0554] 步骤6：二十四名参与者被纳入并随机分配；ExPEC10V高剂量组中有18名参与者

(表11)，ExPEC4V组和Prevnar  13组中各有三名参与者。

[0555] 根据指定的研究疫苗接种组，所有参与者均在第1天接受ExPEC10V(3个剂量中的1

个剂量)、ExPEC4V或Prevnar  13的单次肌内(IM)注射。在疫苗接种24小时后，通过电话联系

步骤1、3和5中的每个步骤的四名前哨参与者，以收集安全性信息。主要研究者(PI)、研究负

责医师(SRP)和主办者医疗负责人(SML)审查了每组中四名前哨参与者的盲法疫苗接种24

小时后的安全性数据。在第2天前哨安全性评估完成之前，停止随机分配另外的参与者进行

下一步骤。

[0556] 在没有任何临床显著发现的情况下，另外的24名参与者(对于步骤2、4和6)被纳入

并随机分配到三个研究疫苗接种组之一(表11)，以在第1天接受ExPEC10V(3个剂量中的1个

剂量)、ExPEC4V或Prevnar  13的单次IM注射。
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[0557] 在以每个剂量水平(步骤2中的低剂量、步骤4中的中等剂量和步骤6中的高剂量)

对另外的24名参与者进行疫苗接种后，在进入下一个剂量水平或2a期之前，由DRC审查每个

剂量水平下的所有28(4+24)名参与者的疫苗接种后14天的安全性数据。

[0558] 群组1：2a期

[0559] 基于如通过DRC在审查最初84名参与者的疫苗接种后14天的安全性数据后确定的

可接受的安全性和反应原性(在没有任何安全问题或任何符合具体研究暂停规则的事件的

情况下)，来自群组1的其余320名参与者被随机分配并在研究的2a期给药。这些另外的320

名参与者被纳入并以2:2:2:1:1的比率平行随机分配到五个研究疫苗接种组之一，以在第1

天接受ExPEC10V(3个剂量中的1个剂量)、ExPEC4V或Prevnar  13的单次IM注射(表11)。除了

对最初的84名参与者进行为期14天的安全性审查之外，DRC还在研究过程中评估群组1的安

全性数据，并审查符合具体研究疫苗接种暂停规则的任何事件或任何其他可能发生的安全

问题。

[0560] 对于群组1，初步分析发生在所有参与者完成第30天访视(访视4)或提前中止时。

最终分析发生在所有参与者完成第181天访视或提前中止时。对于进入开放标签长期随访

(LTFU)期(ExPEC10V选定剂量组和Prevnar  13组)的参与者，年度随访分析包括直至疫苗接

种后第1年(第366天)、第2年(第731天)和第3年(第1096天)的访视时收集的安全性和免疫

原性数据(基于多重ECL的免疫测定和MOPA)。

[0561] 群组2

[0562] 在群组2中，在年龄≥60岁、健康状况稳定、过去5年内有UTI病史的参与者中评估

所选剂量的ExPEC10V(根据群组1的初步分析结果，选择高剂量)的安全性、反应原性和免疫

原性。对于群组2，该研究采用双盲、安慰剂对照设计，总共大约420名参与者被纳入并以2:1

的比率随机平行分组(ExPEC10V组有大约280名参与者，安慰剂组有大约140名参与者)。

[0563] 根据指定的研究疫苗接种组，所有参与者均在第1天接受选定剂量的ExPEC10V或

安慰剂的单次IM注射(表12)。

[0564] 对于群组2，初步分析包括安全性和免疫原性数据，并发生在所有参与者完成第30

天访视(访视4)或提前中止时。最终分析发生在所有参与者完成第181天访视或提前中止

时。对于所有参与者，年度随访分析包括直至疫苗接种后第1年(第366天)、第2年(第731天)

(不适用于MOPA)和第3年(第1096天)的访视时收集的安全性和免疫原性数据(基于多重ECL

的免疫测定和MOPA)。

[0565] 在选定的参与者子集中进行粪便样品分析，以使用宏基因组学评估ExPEC10V对肠

道菌群中病原体(例如，艰难梭菌)和ExPEC10V血清型的流行的影响。

[0566] 参与者数量

[0567] 共有大约824名参与者纳入了该研究；群组1中有404名参与者，群组2中有大约420

名参与者。

[0568] 干预组：关于干预的描述

[0569] ExPEC10V：在磷酸盐缓冲溶液中的大肠杆菌生物缀合物疫苗，其含有分别与EPA载

体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、O16、O18A、O25B和O75的O抗原PS。

在第1天单次0.5mL  IM(三角肌)注射三种剂量的ExPEC10V中的一种。

[0570] ExPEC4V：在生理盐水缓冲溶液中的大肠杆菌生物缀合物疫苗，其含有分别与EPA
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载体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O6A、O25B的O抗原PS(4:4:4:8μg  PS/ExPEC血清

型)。在第1天单次0.5mL  IM(三角肌)注射ExPEC4V。

[0571] Prevnar  13：分别与无毒白喉CRM197蛋白连接的肺炎链球菌血清型1、3、4、5、6A、

6B、7F、9V、14、18C、19A、19F和23F的荚膜抗原的糖的无菌悬浮液。在第1天单次0.5mL  IM(三

角肌)注射，以单剂量预填充注射器提供。

[0572] 安慰剂：生理盐水。在第1天单次0.5mL  IM(三角肌)注射安慰剂。

[0573] 表9中描述了ExPEC研究干预材料。

[0574] 表9.BAC1001MV  ExPEC研究疫苗

[0575]

[0576] EPA＝源自铜绿假单胞菌的遗传去毒形式的外毒素A；PS＝多糖

[0577] ExPEC4V由分别与EPA载体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O6A和O25B的O抗

原多糖(PS)组成。

[0578] ExPEC10V由分别与EPA载体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、

O16、O18A、O25B和O75的O抗原多糖(PS)组成。

[0579] 剂量仅基于PS。EPA(μg)是测量值。

[0580] ExPEC10V由10种单价原料药(DS)组成。对于该临床研究，生产了2种不同浓度(中

等和高)的药物产品(DP)(表10)。第三个(低)浓度是在临床上通过用稀释缓冲液1:1稀释高

浓度获得的，该稀释缓冲液与配制品缓冲液相同。每种DP均在pH  7 .0的磷酸钠/钾缓冲液

(0.02％[w/w]聚山梨醇酯80、5％[w/w]山梨糖醇、10mM甲硫氨酸)中配制。

[0581] 表10：用于1/2a期临床研究的ExPEC10V疫苗的组成
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[0582]

[0583]

[0584] EPA＝遗传去毒的铜绿假单胞菌外毒素A，用作载体蛋白

[0585] a
活性成分是由PS抗原和载体蛋白(EPA)组成的生物合成缀合物；剂量仅基于PS部

分计算。

[0586] b
“低浓度”是在临床上用稀释缓冲液1:1稀释“高浓度”获得的安全性评估

[0587] 关键的安全性评估包括诱发性局部和全身AE、非诱发性AE、SAE、体格检查、生命体

征测量和临床实验室测试。

[0588] 免疫原性评估

[0589] 收集的血清的关键免疫原性评估包括评估疫苗引发的ExPEC10V和ExPEC4V特定血

清型总IgG抗体水平(如通过基于多重ECL的免疫测定所测量的)、以及ExPEC10V和ExPEC4V

特定血清型功能性抗体(如通过多重形式的调理吞噬杀伤测定(OPKA)，即MOPA所测量的)。

不进行Prevnar  13引发的肺炎球菌抗体滴度的免疫原性评估。

[0590] 通过基于多重电化学发光(ECL)的免疫测定来测量ExPEC10V诱导的血清抗体水

平。该测定将高结合性碳电极结合在多点96孔格式微孔板中，该微孔板涂覆有不同的大肠

杆菌O‑LPS抗原或载体蛋白EPA。使用SULFO标签标记的第二抗体(抗人IgG)检测血清样品中

存在的抗原特异性抗体的水平。SULFO标签在存在电刺激的情况下以与结合的IgG抗体的量

成比例增加的强度发光。该测定符合国际协调会议(International  Conference  on 
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Harmonisation，ICH)的建议。

[0591] 通过多重调理吞噬测定(MOPA)来测量ExPEC10V诱导的功能性抗体的水平。简言

之，将热灭活的血清样品连续稀释并与对不同类型的抗生素具有特异性抗性的不同大肠杆

菌菌株一起孵育。这之后，将人补体和吞噬细胞(HL60)添加到反应中，并在第二个孵育期

后，将反应混合物的等分试样转移到不同的PVDF亲水膜过滤板中，这些过滤板含有补充有

特定抗生素、选择性地允许对该特定抗生素具有抗性的菌株的生长的培养基。过夜生长后，

计算菌落形成单位(CFU)以确定存活细菌的数量。该测定符合ICH建议。

[0592] 对于如通过基于多重ECL的免疫测定和MOPA而测量的ExPEC10V血清型抗体，以及

对于仅通过基于多重ECL的免疫测定而测量的EPA，研究疫苗接种组评估并列出了针对所有

免疫原性时间点的以下免疫原性测量值：

[0593] ‑从第1天(疫苗接种前)血清抗体滴度增加≥2倍和≥4倍的参与者比例

[0594] ‑几何平均滴度(GMT)

[0595] ‑GMR：自基线的倍数变化，根据基线后/基线值计算。

[0596] 对于LTFU期，为每种血清型提供了免疫原性的描述性总结。

[0597] 晚期的剂量选择考虑了对群组1进行初步分析时(第30天的结果)可用的全部迹

象。

[0598] 表11：群组1：疫苗接种时间表

[0599]

[0600] *ExPEC10V由分别与载体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、

O16、O18A、O25B和O75的O抗原多糖(PS)组成，该载体蛋白是源自铜绿假单胞菌的遗传去毒
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形式的外毒素A(EPA)。

[0601] **ExPEC4V由分别与载体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O6A和O25B的O抗原

多糖(PS)组成，该载体蛋白是源自铜绿假单胞菌的遗传去毒形式的外毒素A(EPA)。

[0602] ***Prevnar  13，肺炎球菌13价结合疫苗(白喉CRM197蛋白)是分别与无毒白喉

CRM197蛋白连接的肺炎链球菌血清型1、3、4、5、6A、6B、7F、9V、14、18C、19A、19F和23F的荚膜

抗原的糖的无菌悬浮液。

[0603] 表12：群组2：疫苗接种时间表

[0604]

[0605] a
  ExPEC10V由分别与载体蛋白生物缀合的ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、O8、O15、

O16、O18A、O25B和O75的O抗原多糖(PS)组成，该载体蛋白是源自铜绿假单胞菌的遗传去毒

形式的外毒素A(EPA)。

[0606] 纳入该研究的群组2的参与者的随机化比率为2:1(ExPEC10V:安慰剂)。群组2中使

用的ExPEC10V剂量基于群组1的初步分析(第30天)结果，并且其是群组1中使用的高剂量。

[0607] 状态

[0608] 上述研究的群组1的登记和疫苗接种已完成。未发现重大安全问题，并且ExPEC10V

疫苗具有可接受的安全性。

[0609] 对群组1临床样品进行了免疫原性分析，结果描述如下。

[0610] 使用高剂量的ExPEC10V启动群组2疫苗接种，并且这部分研究正在进行中。

[0611] 群组1安全性和免疫原性结果

[0612] 这里呈现的这些结果适用于BAC1001临床研究(群组1)。完整分析集中有416名参

与者。每名参与者被随机分配到ExPEC10V的3种单次肌内施用剂量中的1种，或随机分配到

ExPEC4V或Prevnar的2种阳性对照剂量中的1种；104名接种了低剂量ExPEC10V，102名接种

了中等剂量ExPEC10V，104名接种了高剂量ExPEC10V，52名接种了ExPEC4V(4:4:4:8μg  O1A、
O2、O6A和O25B多糖/剂量)，54名接种了Prevnar。共413名参与者完成了第30天的访视。有

392(94.2％)名参与者包括在第15天符合方案免疫原性分析中。

[0613] 安全性

[0614] 总体而言，所有ExPEC10V剂量均耐受性良好。高剂量有反应原性增加的趋势，除了

红斑、肿胀和恶心外，ExPEC10V高剂量反应原性低于Prevnar或与其相当。与Prevnar相比，

在ExPEC10V组中观察到更多的迟发性局部反应原性，在>90％的经历这些局部事件的参与

者中，注射部位红斑和肿胀被报告为迟发事件。然而，与在老年人群中使用的其他许可疫苗

相比，ExPEC10V的反应原性概况是可接受的。

[0615] 免疫原性

[0616] 在基线(疫苗接种前第1天)和疫苗接种后第15天，使用测量特定血清型血清抗体
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(总免疫球蛋白G[IgG])水平的基于多重电化学发光(ECL)的免疫测定以及测量抗体介导的

细菌调理吞噬杀伤的多重调理吞噬杀伤测定(MOPA)来评估疫苗诱导的免疫应答。

[0617] 抗原特异性血清抗体的水平(ECL)

[0618] 对于所有测试的ExPEC10V剂量和所有疫苗相关的血清型，O抗原特异性血清抗体

(总IgG)的水平在疫苗接种后第15天显著增加。观察到，至少80％的接受高剂量ExPEC10V疫

苗的受试者在疫苗接种后第15天显示出针对10种血清型中的8种(包括O25B、O6A、O2、O1A、

O4、O15、O16和O18A)的O抗原特异性抗体滴度增加两倍或更多。对于ExPEC10V中等剂量组，

至少80％的受试者在疫苗接种后第15天显示出针对10种血清型中的5种(包括O25B、O2、

O1A、O4和O15)的O抗原特异性抗体滴度增加两倍或更多；并且对于ExPEC10V低剂量组，10种

血清型中的4种(包括O25B、O2、O15和O16)也是这种情况(图4，表13)。在接受Prevnar或

ExPEC4V(对于非ExPEC4V血清型)的受试者组中观察到从第1天到第15天GMT的微小变化(图

4，表13)。

[0619] 对于ECL测定，所有受试者均被分析并包括在所有免疫原性子集中。根据方案排除

标准，将严重违规的受试者排除在符合方案分析之外。将基于ECL的免疫测定中的几何平均

滴度(GMT)、GMT  FI(几何平均滴度增加倍数)以及自基线至少2倍和4倍增加的参与者百分

比总结在下表13中。

[0620] 表13.BAC1001群组1的ECL数据

[0621] 血清型O1A

[0622]

[0623]

[0624] 血清型O2
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[0625]

[0626] 血清型O4
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[0627]

[0628] 血清型O6A

[0629]

[0630]
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[0631] 血清型O8

[0632]

[0633] 血清型O15

[0634]
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[0635]

[0636] 血清型O16

[0637]

[0638] 血清型O18A

[0639]
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[0640]

[0641] 血清型O25B

[0642]

[0643] 血清型O75
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[0644]

[0645] 群组1：初步分析的输出

[0646] 1
＝自基线(第1天)FI的GM

[0647] 2
＝自基线(第1天)成倍增加的参与者的百分比

[0648] CI＝置信区间；GM＝几何平均值，GMT＝几何平均滴度；FI＝增加倍数GMT和GM  FI

的95％  CI均基于t分布

[0649] 使用Clopper‑Pearson方法获得具有2倍和4倍增加的参与者百分比的95％CI。

[0650] 从数据(图4)可以看出，与以相同量施用的其他抗原相比，针对O75多糖抗原的总

IgG应答较低(例如，对比第1天，在第15天至少增加两倍的受试者百分比较低)，这是一个令

人惊讶的结果。数据还显示，组合物中O75多糖抗原量的增加(即，以高剂量施用8μg对比以

低和中等剂量施用4μg)增加了针对O75多糖抗原的诱导的免疫应答。

[0651] 血清抗体功能性(MOPA)

[0652] 部分数据包括在群组1MOPA分析中。表14显示了第15天在MOPAGMT分析中包括的参

与者数量。尽管部分数据用于评估由ExPEC10V诱导的抗体应答的功能性，但在完整数据集

可用时，分析的结论并没有改变。

[0653] 表14.MOPAGMT分析中包括的参与者数量
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[0654]

[0655] 通过MOPA测量的调理吞噬性抗体的水平与通过基于ECL的免疫测定测量的O抗原

特异性抗体(总IgG)的水平基本一致。在所有测试的剂量组中，针对十种ExPEC10V血清型中

的九种在第15天观察到功能性抗体水平增加(图5)。

[0656] 与其他ExPEC10V血清型相比，对于血清型O8，合格的MOPA测定无法显示在第1天进

行ExPEC10V疫苗接种后在第15天疫苗介导的功能性抗体增加(图5)，尽管观察到血清型O8

总IgG滴度增加(图4)。启动研究以区分该合格的测定是否无法检测功能性O8抗体。随后使

用改进的MOPA测定以及第1天和第15天血清进行的实验成功地显示第15天功能性抗体增加

了2倍或更多(数据未显示)，这表明ExPEC10V疫苗实际上也诱导了血清型O8的功能性抗体。

对于临床开发，改进后的O8  MOPA将需要重新确定该测定是否合格以及重新测试临床样品，

这需要很长时间，因此决定最初进行不包含O8多糖抗原的疫苗组合物的开发。然而，从随后

的实验中可以清楚地看出，10价ExPEC疫苗组合物中的O8生物缀合物确实诱导了针对大肠

杆菌O8血清型的功能性抗体，因此这种生物缀合物很可能成功地添加到以下实例中所述的

九价疫苗组合物中。

[0657] 对于血清型O2，观察到最高水平的调理吞噬性抗体；95％的接种高剂量该疫苗的

受试者在疫苗接种后第15天显示出抗O2调理抗体滴度增加2倍或更多。排除O8血清型，对于

其，如上文所论述地检测到功能性抗体水平有限；对于血清型O75，调理吞噬性抗体水平最

低；36％的接种高剂量该疫苗的受试者在疫苗接种后第15天显示出抗O75调理抗体滴度增

加2倍或更多。因此，O75血清型的MOPA数据与上述该血清型的ECL数据一致，这证实与组合

物中相同浓度的几种其他缀合物(例如，大肠杆菌O6、O1或O2缀合物)相比，大肠杆菌O75抗

原多糖的缀合物的免疫原性相对较低。此外，在接受Prevnar或ExPEC4V(对于非ExPEC4V血

清型)的受试者组中观察到从第1天到第15天GMT的微小变化(图5)，这符合对不存在于各个

疫苗组合物中的血清型的预期。

[0658] 对于10种血清型中的每一种，将MOPA中的几何平均滴度(GMT)、几何平均增加倍数

(GMR  FI)以及自基线至少2倍和4倍增加的参与者百分比总结在表15中。

[0659] 表15.BAC1001群组1的MOPA数据

[0660] 血清型O1A
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[0661]

[0662]

[0663] 血清型O2
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[0664]

[0665] 血清型O4

[0666]

[0667]

[0668] 血清型O6A
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[0669]

[0670] 血清型O8

[0671]
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[0672]

[0673] 血清型O15

[0674]

[0675] 血清型O16
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[0676]

[0677] 血清型O18A

[0678]

[0679]

[0680] 血清型O25B
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[0681]

[0682] 血清型O75

[0683]

[0684]
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[0685] 群组1：初步分析的输出

[0686] 1
＝自基线(第1天)FI的GM

[0687] 2
＝自基线(第1天)成倍增加的参与者的百分比

[0688] CI＝置信区间；GM＝几何平均值，GMT＝几何平均滴度；FI＝增加倍数GMT和GM  FI

的95％  CI均基于t分布

[0689] 使用Clopper‑Pearson方法获得具有2倍和4倍增加的参与者百分比的95％CI。

[0690] 剂量选择

[0691] 考虑到两个分析集(PPI和FAS)和两种测定(ECL和MOPA)，基于每个剂量组从基线

到第15天的log10增加倍数的平均值的免疫原性剂量选择算法确定了该试验的群组2的

ExPEC10V高剂量。

[0692] 对于血清型O2、O4、O15、O16和O18A，在这两种测定中，与另外2种ExPEC10V剂量相

比，高剂量组具有更高的GMT、GMR以及第15天2倍和4倍增加的参与者百分比。对于血清型

O25B，在3个ExPEC10V剂量组中，中等剂量组一般具有更高的GMT、GMR以及2倍和4倍增加的

参与者百分比；对于这种血清型，中等和高ExPEC10V剂量组两者的O抗原剂量是相同的(16μ
g)。对于血清型O1A和O6A两者，结果在高和中等剂量之间混合。在血清型O75中，存在针对

ExPEC10V剂量的可测量的功能性抗体应答。如上所论述，在针对血清型O8的合格测定中未

检测到可测量的功能性抗体应答。在非ExPEC4V血清型中，在2个活性物对照中观察到较低

的功能性抗体应答；该抗体应答来自预先存在的抗体，而不是疫苗诱导的应答。基于这些结

果，为BAC1001临床试验的群组2选择了高剂量的ExPEC10V。

[0693] 结论

[0694] ExPEC10V疫苗诱导了强烈的抗体应答，与基线滴度(第1天)相比，在疫苗接种后第

15天观察到针对所有疫苗相关血清型的O抗原特异性血清抗体增加。在合格的MOPA中，针对

所有疫苗相关血清型(血清型O8除外)，检测到ExPEC10V诱导的介导大肠杆菌调理吞噬杀伤

作用的功能性抗体。对于血清型O8，使用改进的MOPA进行的后续研究测量到了功能性抗体

应答。值得注意的是，4μg和8μg剂量的O75的应答比相同剂量的其他血清型更弱，这是该研

究的一个令人惊讶且不可预测的发现。为了提高针对由多价糖缀合物组合物产生的大肠杆

菌O75血清型的免疫应答，在一方面，本发明增加了血清型O75抗原多糖的剂量，例如增加至

一些其他血清型的剂量的约1 .2至8倍，例如增加至一些其他血清型(如O6或O1)的剂量约

1.5至4倍，例如约1.5至2.5倍，例如约2倍，例如增加至约16μg，该剂量高于例如三个最相关

和流行的血清型O1A、O2和O6A的剂量，并且与血清型O25B抗原多糖的剂量相似。值得注意的

是，在早期的实验中(参见例如该实例中的上述内容以及实例5和6，即在获得本文披露的

ExPEC10V疫苗的临床数据之前)，O75抗原多糖的剂量至多与O1A、O2和O6A抗原多糖的剂量

一样高，或实际上在某些测试组中甚至比O1A和O6A抗原多糖低两倍，甚至比O25B抗原多糖

低2至4倍。相比之下，在本发明的某些方面，与O1、O2和/或O6的剂量相比，O75的剂量实际上

增加了。

[0695] 群组2安全性和免疫原性结果

[0696] 在该研究的群组2中，总共大约420名年龄≥60岁、健康状况稳定、过去5年内有UTI

病史的参与者被纳入并以2:1的比率随机平行分组(对其进行完整结果分析的子集包括

ExPEC10V(高剂量)组中的278名参与者和安慰剂组中的138名参与者)。
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[0697] 安全性

[0698] 总体而言，ExPEC10V疫苗耐受性良好。反应原性概况通常与群组1中使用中等和高

剂量ExPEC10V观察到的结果相当。最常见的局部诱发性AE是疼痛/压痛，最常报告的全身性

AE是肌痛、头痛和疲劳。注射部位红斑和肿胀是最常见的迟发性事件(到首次发病的时间>

疫苗接种后5天)。与在老年人群中使用的其他许可疫苗相比，ExPEC10V的反应原性概况是

可接受的。

[0699] 免疫原性

[0700] 在基线(疫苗接种前第1天)和疫苗接种后第15天和第30天，使用测量特定血清型

血清抗体(总IgG)水平的基于多重ECL的免疫测定来评估疫苗诱导的抗体应答。

[0701] 抗原特异性血清抗体水平(ECL，第1天、第15天和第30天)

[0702] 基于GMT、GMT  FI以及从第1天到第15天滴度自基线至少2倍增加的参与者百分比

的增加值，ExPEC10V疫苗对所有血清型都具有免疫原性。从第15天到第30天，所有这三个量

度的变化都很小。

[0703] 观察到针对血清型O2、O4、O15和O16的抗体应答最高，至少80％的接种了ExPEC10V

的参与者在疫苗接种后第15天和第30天显示抗体应答增加两倍或更多。对于血清型O1A、

O6A和O25B，至少70％的参与者显示抗体应答增加两倍或更多，并且对于血清型O8和O18A，

至少60％的参与者显示抗体应答增加两倍或更多。观察到针对血清型O75的抗体应答较低，

然而在至少50％的参与者中观察到抗原特异性抗体应答增加了两倍或更多。在接受安慰剂

的受试者组中观察到从第1天到第15天以及到第30天GMT的微小变化(表16)。

[0704] 将基于ECL的免疫测定中的几何平均滴度(GMT)、GMT  FI(几何平均滴度增加倍数)

以及自基线至少2倍和4倍增加的参与者百分比总结在下表16中。

[0705] 表16.BAC1001群组2的ECL数据(第1天、第15天和第30天)血清型O1A

[0706]
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[0707]

[0708] 血清型O2

[0709]
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[0710]

[0711] 血清型O4

[0712]

[0713] 血清型O6A

说　明　书 87/193 页

91

CN 115803087 B

91



[0714]

[0715] 血清型O8

[0716]
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[0717]

[0718] 血清型O15

[0719]
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[0720]

[0721] 血清型O16

[0722]
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[0723]

[0724] 血清型O18A

[0725]

[0726] 血清型O25B
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[0727]

[0728] 血清型O75

[0729]
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[0730]

[0731] 群组2：初步分析的输出

[0732] 1＝自基线(第1天)FI的GM

[0733] 2＝自基线(第1天)成倍增加的参与者的百分比

[0734] CI＝置信区间；GM＝几何平均值，GMT＝几何平均滴度；FI＝增加倍数

[0735] GMT和GM  FI的95％  CI均基于t分布

[0736] 使用Clopper‑Pearson方法获得具有2倍和4倍增加的参与者百分比的95％  CI。

[0737] 对于所有血清型，第15天的应答幅度(GMT)在群组1和群组2之间是相似的。

[0738] 实例8：新型ExPEC组合物和兔中的免疫原性。

[0739] 设计了一项新研究，其包括ExPEC疫苗的2种适应性组合物(ExPEC9V  a和b，表17)

(本文中也称为适应性配制品)。这些适应性配制品去除了血清型O8多糖并增加了大肠杆菌

血清型O75的多糖含量(ExPEC9V  b)，因为在对来自Ph1/2a临床试验的群组1进行分析期间

观察到这些抗原的低免疫原性。作为验证上述较早实验的对照，还评估了ExPEC10V组合物。

还包括生理盐水对照(未接种疫苗组)。

[0740] 该研究的总体目标是评估与上述ExPEC10V相比该疫苗组合物的变化(O8多糖的去

除以及特别地，O75抗原多糖的剂量增加)是否对疫苗诱导的免疫应答有任何影响。特别地，

目的是观察与例如多价缀合物疫苗组合物中的大肠杆菌O6抗原多糖的缀合物相比，增加大
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肠杆菌O75抗原多糖的缀合物的量是否确实选择性地提高对血清型O75大肠杆菌的免疫应

答，从而导致多个组成性大肠杆菌血清型的免疫应答更均匀地升高。为此，在已建立的使用

新西兰白兔(NZW)的免疫原性临床前模型中评估了由ExPEC疫苗的不同配制品诱导的抗体

应答。

[0741] 实验设计

[0742] 新西兰白兔(NZW，研究开始时为13周龄)接受3次肌内ExPEC疫苗的不同配制品免

疫(500μL/注射)或生理盐水，间隔2周施用(表17)。该研究包含4个不同的组(表18)：组1

(ExPEC10V)接受8μg/剂量的O1A、O2、O6A、O4、O8、O15、O16、O18和O75以及16μg/剂量的O25B

(即，0.5mL的组合物，其包含16μg/mL的O1A、O2、O6A、O4‑Glc+、O8、O15、O16、O18A和O75抗原

多糖中的每一种以及32μg/mL的O25B抗原多糖，每种抗原多糖分别与EPA载体蛋白生物缀

合，参见以上实例)；组2(ExPEC9V  a)接受8μg/剂量的O1A、O2、O6A、O4、O15、O16、O18A和O75

以及16μg/剂量的O25B(即，0.5mL的组合物，其包含16μg/mL的O1A、O2、O6A、O4‑Glc+、O15、

O16、O18A和O75抗原多糖中的每一种以及32μg/mL的O25B抗原多糖，每种抗原多糖分别与

EPA载体蛋白生物缀合，参见以上实例)；组3(ExPEC9V  b)接受8μg/剂量的O1A、O2、O6A、O4、

O15、O16和O18A以及16μg/剂量的O75和O25B(即，0.5mL的组合物，其包含16μg/mL的O1A、O2、

O6A、O4‑Glc+、O15、O16和O18A抗原多糖中的每一种以及32μg/mL的O25B和O75抗原多糖，每

种抗原多糖分别与EPA载体蛋白生物缀合，参见以上实例)。

[0743] 用于复合的缓冲液含有6 .19mM  KH2PO4、3.81mM  Na2HPO4、5％山梨糖醇(w/w)、

10mM甲硫氨酸、0.02％  PS80(w/w)，pH  7.0。来自对照组(组4)的动物接受生理盐水(0.9％

(w/v)氯化钠溶液)。每个实验组包含10只动物。在免疫前(第0天)和免疫后(第14、28和42

天)评估通过ELISA测量的血清抗体水平(总IgG)。

[0744] 表17.不同的多价ExPEC疫苗组合物。

[0745] 血清型 ExPEC10V ExPEC9V  a ExPEC9V  b

O1A 8 8 8

O2 8 8 8

O4 8 8 8

O6A 8 8 8

O8 8 0 0

O15 8 8 8

O16 8 8 8

O18A 8 8 8

O25B 16 16 16

O75 8 8 16

总PS(μg) 88 80 88

[0746] 表18.实验组。

[0747] 组 处理 给药日 动物数量

1 ExPEC10V 0，14，28 10

2 ExPEC9V  a(1:1比率的O75:O6) 0，14，28 10

3 ExPEC9V  b(2:1比率的O75:O6) 0，14，28 10
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4 生理盐水 0，14，28 10

[0748] 在每次给药前、每个给药日给药后大约6小时、以及注射后每天(持续7天)使用

Draize评分系统监测可能的注射部位反应。如果观察到病例注射部位的影响，则继续每天

观察，直至评分恢复为0。

[0749] 在处理前给动物单独称重(以克计)一次，每次给药后每天称重一次(持续3天)，此

后每周称重一次。每天至少观察一次动物的健康损害或不良临床效应。在给药日，在给药前

和处理后大约6h(与注射部位检查同时)检查动物对处理的反应。在给药前、每次给药后6h

和24h，使用直肠数字温度计监测体温并记录。当温度超出兔的正常范围38℃‑40℃时，每天

进行额外的测量，直至体温恢复到这些值以内。

[0750] 动物接受3次肌肉ExPEC10V、ExPEC9V  a、ExPEC9V  b免疫或生理盐水，间隔2周施

用。在第0天(疫苗接种前)以及第14、28和42天(疫苗接种后)通过ELISA测量抗体水平。

[0751] 通过ELISA使用Gen  5软件分析由包含在ExPEC疫苗组合物中的每种O抗原诱导的

血清抗体水平。在4参数(4PL)非线性回归模型中分析450nm处的OD。基于重复的12步滴定曲

线计算每个单独样品的半数最大有效浓度(EC50)。样品结果表示为EC50滴度。

[0752] 对NZW兔中抗原特异性血清抗体应答的评估表明，与生理盐水对照相比，测试的所

有ExPEC疫苗组合物(ExPEC10V、ExPEC9V  a和ExPEC9V  b)在疫苗接种后第14、28和42天均诱

导针对所有疫苗抗原的抗体应答显著增加(图6)。测试的所有ExPEC疫苗组合物的第二剂量

增强了抗体应答，如通过疫苗接种后第14天至第28天抗原特异性抗体应答显著增加所证明

的。对于某些抗原和组合物，第三剂量的ExPEC疫苗的进一步加强效果是明显的。

[0753] O75抗原的几何平均抗体滴度(GMT)随着O75多糖浓度的增加而增加(图6)。与仅包

含8μg  O75多糖的ExPEC9V  a和ExPEC10V组合物相比，包含浓度增加的多糖O75(16μg)的

ExPEC9V  b组合物在疫苗接种后第14、28和42天诱导更高的O75  GMT和GMT增加倍数(表19)。

[0754] 表19.评估不同的ExPEC疫苗组合物的O75抗体应答。

[0755]

[0756] n .a .：不适用；GMT：几何平均抗体滴度；CI：置信区间；与第0天(疫苗接种前的基

线)相比，GMT增加倍数。

[0757] 对体重、体温和注射部位反应的评估表明，测试的所有ExPEC疫苗组合物都被动物

很好地耐受(数据未显示)。

[0758] 总之，测试的所有ExPEC疫苗组合物均在NZW兔中具有免疫原性，与生理盐水对照

相比，在疫苗接种后第14、28和42天观察到抗原特异性血清抗体应答显著增加。测试的所有

ExPEC疫苗组合物均能增强多糖特异性抗体应答。此外，测试的所有ExPEC疫苗组合物都被
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动物很好地耐受，没有观察到疫苗相关的不良事件。重要的是，与含有较低浓度的O75多糖

的组合物(ExPEC9Va和ExPEC10V)相比，含有浓度增加的O75多糖的ExPEC9V  b组合物诱导更

高的O75抗体应答(GMT和GMT增加倍数)。因此，ExPEC9V  b组合物中O75的增加的剂量提高了

针对O75血清型的免疫应答，因此这种组合物导致ExPEC9V  b组合物中各血清型的免疫应答

更均匀地升高。

[0759] 实例9.使用新型ExPEC9V组合物进行的人体3期功效试验。

[0760] 使用具有浓度增加的O75抗原多糖的9价ExPEC疫苗组合物进行人体功效研究。该

研究的标题是：“用于评估接种ExPEC9V在预防60岁及以上、过去2年内有尿路感染病史的成

人的侵袭性肠外致病性大肠杆菌疾病中的有效性、安全性和免疫原性的随机、双盲、安慰剂

对照、多中心3期研究”，并且本文将其称为‘BAC3001’研究。

[0761] ExPEC9V是一种正在开发中的9价候选疫苗，用于预防60岁及以上的成人的侵袭性

肠外致病性大肠杆菌(ExPEC)疾病(IED)。ExPEC9V由分别与载体蛋白生物缀合的ExPEC血清

型O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75的O抗原多糖(PS)组成，该载体蛋白是源自铜

绿假单胞菌的遗传去毒形式的外毒素A(EPA)，如前面实例中详细描述的。ExPEC9V疫苗涵盖

9种指定的大肠杆菌血清型，这些血清型是ExPEC的最流行O血清型，导致所有IED的约65％。

[0762] 目的和终点

[0763]
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[0764]
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[0765]
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[0766]
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[0767]

[0768] 整体设计

[0769] 这是一项随机、双盲、安慰剂对照、平行组、多中心、干预性3期研究，将在大约18,

556名年龄≥60岁且在过去2年内有UTI病史的病情稳定的成年人中进行。

[0770] 所有参与者均被纳入并以1:1的比率随机平行分配至ExPEC9V或安慰剂，并在第1

天接受该研究疫苗(0.5mL肌内注射(三角肌))。当在研究中观察到72次疫苗血清型IED事件

时，或最迟在最后一名参与者已随访疫苗接种后36个月时，进行第一个主要终点(从血液、

其他无菌部位或尿液进行微生物学确认)的最终分析。当第一个主要终点显示统计学显著

性时，以分层方式测试第二个主要终点(从血液或其他无菌部位进行微生物学确认)。对于

第二个主要终点(从血液或其他无菌部位进行微生物学确认)的最终分析，必须观察根据第

二个主要终点的53次疫苗血清型IED事件。ExPEC9V疫苗组合物包含16μg/mL的O1A、O2、O6A、

O4‑Glc+、O15、O16和O18A抗原多糖中的每一种以及32μg/mL的O25B和O75抗原多糖，每种抗

原多糖分别与EPA载体蛋白生物缀合，参见以上实例(例如，这与以上实例8的兔免疫组3中

使用的组合物相同；赋形剂与实例7的BAC1001研究中使用的ExPEC10V疫苗所描述的相同)。

安慰剂是0.9％w/v氯化钠。

[0771] 安全性评估

[0772] 关键的安全性评估包括SAE、体格检查和生命体征。此外，为“安全性子集”(即，来

自选定研究基地的大约4,000名参与者，他们在随机分组进行额外评估之前已给予知情同

意书)中的参与者记录了诱发性局部和全身AE以及非诱发性AE。

[0773] 免疫原性评估

[0774] 为了评估免疫原性，通过基于多重ECL的免疫测定测量由针对9种疫苗O血清型中

的每一种和载体蛋白EPA的疫苗引发的IgG抗体水平，并通过MOPA测量特定血清型功能性抗

体。对“免疫原性子集”(即，来自选定研究基地的大约1,200名参与者，他们在随机分组进行

额外免疫原性评估之前已给予知情同意书)中的参与者，对具有确诊IED事件的所有参与

者，以及对免疫原性子集中具有UTI或急性细菌性前列腺炎(ABP)事件的参与者进行免疫原

性分析。

[0775] 功效评估

[0776] 主要目的是证明与安慰剂相比，ExPEC9V在预防由ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、

O15、O16、O18A、O25B和O75引起的首次IED事件中的功效。在整个研究期间(1,096天；3年)，
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收集所有参与者的定义为IED、UTI或ABP的事件。在研究随访期间，如果参与者出现UTI或

ABP的任何体征或症状，或者如果他们出现可能由全身感染引起的任何新发或恶化的症状，

则希望参与者尽快通知研究基地。此外，所有参与者都将被询问过去的住院或医疗事件，这

些事件可能是UTI、ABP或潜在的IED，并且基地没有及时捕获这些事件。收集与IED(所有参

与者)和UTI或ABP(仅免疫原性子集)相关的医疗遭遇相关性医疗资源利用数据。使用两种

患者报告结局(PRO)工具来衡量健康相关生活质量：SF‑36版本2和EQ‑5D‑5L。此外，使用

SPPB和虚弱指数评分来评估虚弱。

[0777] 免疫原性评估

[0778] 为了评估免疫原性，通过基于多重ECL的免疫测定测量由针对9种疫苗O血清型中

的每一种和载体蛋白EPA的疫苗引发的IgG抗体水平，并通过MOPA测量特定血清型功能性抗

体。对“免疫原性子集”(即，来自选定研究基地的大约1,200名参与者，他们在随机分组进行

额外免疫原性评估之前已给予知情同意书)中的参与者，对患有确诊IED的所有参与者，以

及对免疫原性子集中具有UTI或ABP事件的参与者进行免疫原性分析。从所有参与者收集第

1天和第30天的免疫原性血液样品。

[0779] 安全性评估

[0780] 关键的安全性评估包括SAE、体格检查和生命体征。此外，为“安全性子集”(即，来

自选定研究基地的大约4,000名参与者，他们在随机分组进行额外评估之前已给予知情同

意书)中的参与者记录了诱发性局部和全身AE以及非诱发性AE。

[0781] 功效分析

[0782] 对第一个主要终点的初步分析评估了在符合方案功效(per  protocol  efficacy，

PPE)人群中，与安慰剂组相比，在活性疫苗(ExPEC9V)组中具有在疫苗接种后至少29天发作

的由ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75引起的至少1次IED事件的参与

者数量。对第二个主要终点的初步分析评估了在PPE人群中，与安慰剂组相比，在活性疫苗

(ExPEC9V)组中具有在疫苗接种后至少29天(从第30天起)发作的由ExPEC血清型O1A、O2、

O4、O6A、O15、O16、O18A、O25B和O75引起的至少1次IED事件(在血液或其他无菌部位进行微

生物学确认)的参与者数量。随访时间也被考虑在内。对于具有IED事件的参与者，随访时间

被定义为疫苗接种与首次事件发生之间的时间。对于没有IED事件的参与者，它是疫苗接种

与最后一次访视(或最后一次联系中止该研究的参与者)之间的时间。对比VE>20％的替代

假设，测试VE≤20％的零假设。

[0783] 将分段分层测试策略应用于以下终点：

[0784] 主要：

[0785] ‑首次IED，从血液、其他无菌部位或尿液进行微生物学确认，由ExPEC9VO血清型引

起

[0786] ‑首次IED，从血液或其他无菌部位进行微生物学确认，由ExPEC9V  O血清型引起

[0787] 次要：

[0788] ‑由ExPEC9V  O血清型引起的所有IED(包括每名参与者中的多种IED)

[0789] ‑由ExPEC9V  O血清型引起的首次住院IED事件

[0790] ‑符合由ExPEC  O血清型引起的脓毒症标准的首次IED事件

[0791] ‑由ExPEC9V  O血清型引起的首次菌血性IED事件
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[0792] ‑由ExPEC9V  O血清型引起的首次肾盂肾炎事件

[0793] ‑由ExPEC9V  O血清型引起的首次UTI

[0794] ‑由ExPEC9V  O血清型引起的所有UTI(包括每名参与者的多种UTI)

[0795] ‑由任何ExPEC  O血清型引起的首次IED事件

[0796] ‑由任何ExPEC  O血清型引起的首次肾盂肾炎事件

[0797] ‑由任何ExPEC  O血清型引起的首次UTI

[0798] 在此测试策略中，仅当第一个主要终点显示统计学显著性时才测试第二个主要终

点。当第一个主要终点显示72个事件的统计学显著性时，则对第二个主要终点(从血液或其

他无菌部位进行微生物学确认)进行期中分析，只要当时观察到的事件少于53个。如果第二

个主要终点不显著，当根据第二个主要终点的定义观察到53个疫苗血清型IED事件时，进行

第二个主要终点的最终分析。此外，仅当这两个主要终点都显示出统计学显著性时才测试

第一个关键次要终点。第一个关键次要终点包括在疫苗接种(PPE)后至少29天直至随访期

结束时发作的所有ExPEC9V  IED事件。

[0799] 如果满足以下标准并由独立终点评审委员会 (independent  end point 

adjudication  committee，IEAC)确认，则参与者被视为患有IED。

[0800] 被诊断患有IED的成年参与者是任何具有以下特征的参与者：

[0801] ·全身性细菌感染的体征和症状，表现为存在以下任何一种情况：

[0802] ‑温度<36.0℃(96.8°F)或>38.0℃(100.4°F)，

[0803] ‑心动过速(HR)>90bpm，

[0804] ‑呼吸急促(RR)>20次呼吸/分钟，或

[0805] ‑WBC计数<4或>12x  109/L或10％的不成熟(条带)形式，

[0806] 以及

[0807] ·通过培养以下材料进行微生物确认：

[0808] ‑血液或任何其他无菌部位(例如，脑脊液[CSF]、胸膜)中的大肠杆菌

[0809] 和/或

[0810] ‑尿液中的大肠杆菌(菌落形成单位/mL≥105)，有UTI体征/症状，没有其他可识别

的感染部位，并且序贯器官衰竭估计(SOFA)总评分有自基线≥2分的剧烈变化。

[0811] 对于主要和次要终点，对于由任何ExPEC9V  O血清型(即O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、

O18A、O25B或O75)引起的IED，O血清分型必须可用，并且必须确认IED为O1A、O2、O4、O6A、

O15、O16、O18A、O25B或O75阳性的。对于与任何ExPEC  O血清型相关的次要终点，不必提供O

血清分型。根据IEAC的判断，如果全身性感染不能仅归因于大肠杆菌，则培养结果中具有多

种病原体的病例不考虑用于主要或次要终点。具有混合病原体且存在大肠杆菌的病例包括

在敏感性分析中。

[0812] 如果参与者因UTI的体征和症状联系了他们的医师和/或研究基地，则在满足以下

标准并被IEAC确认为肾盂肾炎病例的情况下，该参与者被定义为患有症状性UTI。

[0813] 有文件记录的脓尿(白细胞(WBC)计数≥10个细胞/mm3)并通过培养尿液中的大肠

杆菌进行了微生物学确认(菌落形成单位≥105/mL)且具有以下体征和症状的定义之一的

成年人：

[0814] ·对于无并发症的UTI，有以下体征或症状中的至少2种：
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[0815] ‑排尿困难，

[0816] ‑尿频，

[0817] ‑尿急，或

[0818] ‑耻骨上痛。

[0819] ·对于复杂性UTI(cUTI)：

[0820] ‑有以下体征或症状中的至少2种：

[0821] o与发烧相关的寒战(chills)、寒颤(rigors)或温暖(warmth)(例如，体温≥38.0

℃)，

[0822] o排尿困难、尿频或尿急，

[0823] o小腹痛或骨盆痛，或

[0824] o恶心或呕吐，

[0825] 以及

[0826] ‑有以下并发因子中的至少1种：

[0827] o尿潴留病史(男性参与者)，

[0828] o目前留置导尿管，

[0829] o阻塞性尿路病，或

[0830] o任何相关的功能异常或解剖异常。

[0831] ·对于肾盂肾炎(无论尿道是否存在潜在异常)，有以下症状中的至少2种：

[0832] ‑与发烧相关的寒战、寒颤或温暖(例如，体温≥38.0℃)，或

[0833] ‑体格检查时肋椎角有胁腹疼痛或压痛，或

[0834] ‑恶心或呕吐。

[0835] ·对于复发性UTI(rUTI)：

[0836] ‑以过去六个月内两次UTI的频率复发无并发症的和/或复杂性UTI，或

[0837] ‑以每年至少三次UTI的频率复发无并发症的和/或复杂性UTI。

[0838] 对于次要终点，对于由任何ExPEC9V  O血清型(即O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、O18A、

O25B或O75)引起的UTI，O血清分型必须可用，并且必须确认UTI为O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、

O18A、O25B或O75阳性的。对于与任何ExPEC  O血清型相关的次要终点，不必提供O血清分型。

培养结果中具有多种病原体且存在大肠杆菌的病例不考虑用于次要终点。这些病例包括在

敏感性分析中。

[0839] 作为探索性终点，据报道，满足上述IED(大肠杆菌的微生物学确认除外)或UTI定

义但(在UTI的情况下，为尿液)样品对铜绿假单胞菌(在UTI的情况下，菌落形成单位≥105/

mL)呈阳性的参与者患有分别由铜绿假单胞菌或铜绿假单胞菌UTI引起的侵袭性疾病。没有

对铜绿假单胞菌进行血清分型。具有混合病原体且存在铜绿假单胞菌的样品不考虑用于该

探索性终点。

[0840] 作为ABP的探索性功效终点，报告了由ExPEC血清型O1A、O2、O4、O6A、O15、O16、

O18A、O25B和O75引起的事件。

[0841] 如果参与者因ABP的体征和症状联系他们的医师和/或研究基地，则在满足以下标

准的情况下，该参与者被定义为患有症状性ABP。

[0842] 有文件记录的脓尿(WBC计数≥10个细胞/mm3)并通过培养尿液中的大肠杆菌进行
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了微生物学确认(菌落形成单位≥105/mL)且伴有发烧和以下急性发作的成年人：

[0843] ·刺激性排尿症状：

[0844] o  排尿困难，

[0845] o  尿频，

[0846] o尿急，或

[0847] ·阻塞性排尿症状：

[0848] ‑排尿犹豫，

[0849] ‑不完全排尿，

[0850] ‑用力排尿，

[0851] ‑尿流细，以及

[0852] ·耻骨上、直肠或会阴疼痛。

[0853] 本领域技术人员将理解，在不偏离本发明的广泛发明构思的情况下，可以对上述

实施例进行改变。因此，应当理解，本发明不限于所披露的特定实施例，而是旨在涵盖由本

说明书限定的本发明的精神和范围内的修改。

[0854] 序列

[0855] SEQ  ID  NO:  1(糖基化共有序列)

[0856] Asn‑X‑Ser(Thr)，其中X可以是除Pro以外的任何氨基酸

[0857] SEQ  ID  NO:2(优化的糖基化共有序列)

[0858] Asp(Glu)‑X‑Asn‑Z‑Ser(Thr)，其中X和Z独立地选自除Pro以外的任何氨基酸

[0859] SEQ  ID  NO:3(包含4个糖基化共有序列的EPA载体蛋白(EPA‑4))

[0860] G  SGGGDQNATG  SGGGKLAEEA  FDLWNECAKA  CVLDLKDGVR  SSRMSVDPAI 

ADTNGQGVLHYSMVLEGGND  ALKLAIDNAL  SITSDGLTIR  LEGGVEPNKP  VRYSYTRQAR  GSWSLNWLVP 

IGHEKPSNIKVFIHELNAGN  QLSHMSPIYT  IEMGDELLAK  LARDATFFVR  AHESNEMQPT  LAISHAGVSV 

VMAQAQPRREKRWSEWASGK  VLCLLDPLDG  VYNYLAQQRC  NLDDTWEGKI  YRVLAGNPAK  HDLDIKDNNN 

STPTVISHRLHFPEGGSLAA  LTAHQACHLP  LEAFTRHRQP  RGWEQLEQCG  YPVQRLVALY  LAARLSWNQV 

DQVIRNALASPGSGGDLGEA  IREQPEQARL  ALTLAAAESE  RFVRQGTGND  EAGAASADVV  SLTCPVAKDQ 

NRTKGECAGPADSGDALLER  NYPTGAEFLG  DGGDVSFSTR  GTQNWTVERL  LQAHRQLEER  GYVFVGYHGT 

FLEAAQSIVFGGVRARSQDL  DAIWRGFYIA  GDPALAYGYA  QDQEPDARGR  IRNGALLRVY  VPRWSLPGFY 

RTGLTLAAPEAAGEVERLIG  HPLPLRLDAI  TGPEEEGGRV  TILGWPLAER  TVVIPSAIPT  DPRNVGGDLD 

PSSIPDKEQAISALPDYASQ  PGKPPREDLK  LGSGGGDQNA  T

[0861] SEQ  ID  NO:4(O4GtrS氨基酸序列)MNNLIMNNWCKLSIFIIAFILLWLRRPDILTNAQFWAED

SVFWYKDAYENGFLSSLTTPRNGYFQTVSTFIVGLTALLNPDYAPFVSNFFGIMIRSVIIWFLFTERFNFLTLTTRI

FLSIYFLCMPGLDEVHANITNAHWYLSLYVSMILIARNPSSKSWRFHDIFFILLSGLSGPFIIFILAASCFKFINNC

KDHISVRSFINFYLRQPYALMIVCALIQGTSIILTFNGTRSSAPLGFSFDVISSIISSNIFLFTFVPWDIAKAGWDN

LLLSYFLSVSILSCAAFVFVKGTWRMKVFATLPLLIIIFSMAKPQLTDSAPQLPTLINGQGSRYFVNIHIAIFSLLC

VYLLECVRGKVATLFSKIYLTILLFVMGCLNFVITPLPNMNWREGATLINNAKTGDVISIQVLPPGLTLELRKK

[0862] SEQ  ID  NO:5(O4  gtrS核酸序列实例)

[0863] ATGAATAATTTAATTATGAATAACTGGTGTAAATTATCTATATTTATTATTGCATTTATTTTGCTATGG

CTTAGAAGGCCGGATATACTCACAAACGCACAATTTTGGGCAGAAGATTCCGTTTTCTGGTATAAGGACGCCTATGA
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GAACGGATTCTTAAGTTCACTAACAACGCCTAGGAATGGGTATTTCCAGACTGTTTCTACATTTATAGTTGGTCTGA

CTGCTTTATTAAATCCAGATTATGCACCTTTTGTTTCTAATTTTTTTGGCATAATGATTCGCTCAGTAATTATATGG

TTTTTATTTACAGAAAGATTCAACTTCCTCACATTGACTACTAGGATTTTCTTATCTATTTATTTTCTATGCATGCC

TGGATTGGATGAAGTTCATGCAAATATAACAAATGCACATTGGTATTTGTCATTATATGTATCAATGATCCTGATAG

CTCGCAATCCAAGTTCAAAATCATGGAGGTTTCATGATATATTCTTTATCTTGCTATCCGGGCTCAGTGGCCCATTT

ATAATTTTCATTTTAGCAGCTTCATGCTTTAAATTTATAAATAATTGTAAAGATCATATTAGTGTAAGATCTTTCAT

AAATTTCTACTTGCGTCAGCCATACGCATTAATGATTGTTTGCGCTTTAATTCAAGGAACTTCTATAATTCTAACTT

TCAATGGCACACGTTCCTCAGCACCGCTAGGATTCAGTTTTGATGTGATTTCGTCTATTATATCATCGAATATTTTT

TTATTTACATTTGTCCCATGGGATATTGCAAAGGCTGGGTGGGATAATTTACTGTTATCTTATTTTTTGTCTGTTTC

GATTTTGTCGTGTGCGGCCTTTGTTTTTGTTAAAGGTACGTGGCGAATGAAAGTATTTGCAACTTTACCATTGCTAA

TTATAATATTTTCAATGGCAAAACCACAATTGACAGACTCGGCACCTCAATTGCCAACACTTATTAATGGGCAAGGT

TCAAGATACTTCGTAAATATACATATTGCGATATTCTCTTTGCTATGTGTTTACTTACTTGAGTGCGTCAGGGGGAA

AGTGGCAACTTTATTTTCCAAAATATACTTAACAATTTTGCTATTCGTGATGGGATGTTTGAATTTTGTTATCACCC

CACTCCCAAACATGAACTGGAGGGAAGGTGCTACTTTGATTAATAATGCAAAAACTGGTGATGTCATTTCGATTCAA

GTGCTACCACCTGGCCTAACACTTGAACTAAGGAAAAAATAA

[0864] SEQ  ID  NO:6(PglB序列实例(‘野生型’))

[0865] MLKKEYLKNPYLVLFAMIILAYVFSVFCRFYWVWWASEFNEYFFNNQLMIISNDGYAFAEGARDMIAGF

HQPNDLSYYGSSLSALTYWLYKITPFSFESIILYMSTFLSSLVVIPTILLANEYKRPLMGFVAALLASIANSYYNRT

MSGYYDTDMLVIVLPMFILFFMVRMILKKDFFSLIALPLFIGIYLWWYPSSYTLNVALIGLFLIYTLIFHRKEKIFY

IAVILSSLTLSNIAWFYQSAIIVILFALFALEQKRLNFMIIGILGSATLIFLILSGGVDPILYQLKFYIFRSDESAN

LTQGFMYFNVNQTIQEVENVDLSEFMRRISGSEIVFLFSLFGFVWLLRKHKSMIMALPILVLGFLALKGGLRFTIYS

VPVMALGFGFLLSEFKAIMVKKYSQLTSNVCIVFATILTLAPVFIHIYNYKAPTVFSQNEASLLNQLKNIANREDYV

VTWWDYGYPVRYYSDVKTLVDGGKHLGKDNFFPSFALSKDEQAAANMARLSVEYTEKSFYAPQNDILKTDILQAMMK

DYNQSNVDLFLASLSKPDFKIDTPKTRDIYLYMPARMSLIFSTVASFSFINLDTGVLDKPFTFSTAYPLDVKNGEIY

LSNGVVLSDDFRSFKIGDNVVSVNSIVEINSIKQGEYKITPIDDKAQFYIFYLKDSAIPYAQFILMDKTMFNSAYVQ

MFFLGNYDKNLFDLVINSRDAKVFKLKI

[0866] SEQ  ID  NO:7(gtrA氨基酸序列实例；大肠杆菌W3110  yfdG，GenBank：BAA16209.1)

[0867] MLKLFAKYTSIGVLNTLIHWVVFGVCIYVAHTNQALANFAGFVVAVSFSFFANAKFTFKASTTTMRYML

YVGFMGTLSATVGWAADRCALPPMITLVTFSAISLVCGFVYSKFIVFRDAK

[0868] SEQ  ID  NO:8(gtrB氨基酸序列实例‑大肠杆菌W3110  yfdH，GenBank：BAA16210.1)

[0869] MKISLVVPVFNEEEAIPIFYKTVREFEELKSYEVEIVFINDGSKDATESIINALAVSDPLVVPLSFTRN

FGKEPALFAGLDHATGDAIIPIDVDLQDPIEVIPHLIEKWQAGADMVLAKRSDRSTDGRLKRKTAEWFYKLHNKISN

PKIEENVGDFRLMSRDVVENIKLMPERNLFMKGILSWVGGKTDIVEYVRAERIAGDTKFNGWKLWNLALEGITSFST

FPLRIWTYIGLVVASVAFIYGAWMILDTIIFGNAVRGYPSLLVSILFLGGIQMIGIGVLGEYIGRTYIETKKRPKYI

IKRVKK

[0870] SEQ  ID  NO:9(O4rfb基因座核苷酸序列实例‑O4‑EPA生产菌株BVEC‑L‑00684f)

[0871] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT
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CACTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTAT

TGGTTCAGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAGGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCG

GAAACCGGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAACGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCT

GCAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGATGCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTC

AATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACT

GGTCTGCTCTTGATAGCGACAAGAAAAATAGCTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTATATGGTGATTTG

CCTCATCCTGACGAGGTAAATAATACAGAAGAATTACCCTTATTTACTGAGACAACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCC

TTATTCCGCATCCAAAGCATCCAGCGATCATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACCTATGGTTTACCGACCATTGTGA

CTAATTGCTCTAACAATTATGGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAATTGATTCCATTGGTTATTCTCAATGCTCTGGAA

GGTAAAGCATTACCTATTTATGGTAAAGGGGATCAAATTCGCGACTGGCTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTT

ATATACCGTCGTAACCGAAGGTAAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGTGGGCACAACGAAAAGAAAAACATAGATG

TAGTGCTCACTATTTGTGATTTGCTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATCACTTATGTT

GCCGATCGTCCGGGACACGATCGCCGTTATGCGATTGATGCTGAGAATATTGGTCGCGAATTGGGATGGAAACCACA

GGAAACGTTTGAGAGCGGGATTCGGAAGACAGTGGAATGGTATCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAA

GTGGTGCCTATCAATCGTGGATTGAAGAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAG

GGCAGGTAGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAACTTGATTGCTCTTGATGTTCATTCCACTGAT

TATTGTGGCGATTTCAGTAACCCCGAAGGTGTGGCTGAAACCGTCAAAAAAATTCGCCCAGATGTTATTGTTAATGC

TGCTGCTCATACCGCGGTAGATAAGGCTGAGTCAGAACCAGAATTTGCACAATTACTCAATGCGACCAGCGTTGAAG

CAATTGCAAAAGCGGCTAATGAAGTTGGGGCTTGGGTAATTCATTACTCAACTGACTACGTCTTCCCTGGAAATGGC

GACATGCCATGGCTCGAGACTGATGTAACCGCTCCGCTCAATGTTTATGGCAAAACCAAATTGGCTGGAGAAAGAGC

ATTACAAGAACATTGCGCAAAGCATCTTATTTTCCGTACCAGCTGGGTATATGCAGGTAAAGGAAATAACTTTGCCA

AAACAATGTTACGTCTGGCAAAAGAGCGCGAAGAACTGGCTGTGATAAACGATCAGTTTGGCGCACCAACAGGTGCT

GAATTGCTGGCTGATTGCACCGCTCATGCCATTCGCGTGGCATTAAAAAAACCAGAAGTTGCTGGCTTGTACCATCT

GGTAGCAAATGGCACAACAACCTGGCACGATTACGCCGCGCTAGTATTCGAAGAAGCCCGTAAAGCAGGGATTGACC

TTGCACTTAACAAACTCAACGCCGTACCAACAACGGCTTATCCTACTCCAGCCCGCCGTCCTCATAATTCTCGCCTC

AATACCGAAAAGTTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTGGGCGTGAAACGTATGCTCAACGA
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ATTATTTACGACTACGGCAATTTAACAAATTTTTGCATCTCGCTCATGATGCCAGAGCGGGATGAATTAAAAGGAAT

GGTGAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTCTGGCTGGTGGTTCCGGCACTCGTCTTTATCCTGTGACGATGGCAGT

GAGTAAACAACTGCTGCCGATTTATGATAAGCCGATGATTTATTATCCGCTTTCAACGCTTATGTTAGCGGGTATTC

GCGATATTCTTATTATCAGTACGCCACAGGATACACCGCGTTTCCAACAATTGTTGGGGGACGGGAGTCAGTGGGGG

CTTAATCTACAGTATAAAGTACAACCGAGTCCGGATGGCCTGGCGCAAGCGTTTATTATTGGTGAAGACTTTATTGG

TGGTGATGATTGTGCACTCGTACTTGGCGATAATATCTTCTATGGACACGACTTGCCGAAATTAATGGAAGCTGCTG

TTAACAAAGAAATCGGTGCAACGGTATTTGCTTATCACGTCAATGATCCTGAACGTTATGGTGTCGTGGAGTTTGAT

AATAACGGTACTGCAATTAGCCTGGAAGAAAAACCGCTGGAACCAAAAAGTAACTATGCGGTTACTGGGCTTTATTT

CTATGACAATGATGTTGTAGAAATGGCGAAAAACCTTAAGCCTTCTGCCCGTGGCGAACTGGAAATTACCGATATTA

ACCGTATTTATATGGAGCAGGGACGTTTGTCTGTCGCTATGATGGGGCGTGGTTATGCCTGGTTGGATACTGGTACA

CATCAAAGTCTTATTGAAGCAAGTAACTTCATTGCCACCATTGAAGAGCGTCAGGGATTAAAGGTATCTTGCCCGGA

AGAGATTGCTTACCGTAAAGGGTTTATTGATGCTGAGCAGGTGAAAGTATTAGCCGAACCGCTGAAGAAAAATGATT

ATGGTCAGTATCTGCTAAAAATGATTAAAGGTTATTAATAAAATGAACGTAATTAAAACTGAAATTCCTGATGTGCT

GATTTTTGAACCAAAAGTTTTTGGTGATGAACGTGGCTTCTTTTTTGAGAGTTTTAACCAGAAAGTATTTGAAGAAG

CTGTAGGACGGAAGGTTGAATTTGTTCAGGATAACCATTCTAAGTCTAAAATAAATGTATTGCGTGGGATGCATTAT

CAAACACAAAATACTCAAGGAAAACTGGTTCGGGTAATTTCTGGTTCAGTATATGATGTTGCCGTAGATTTAAGAGA

AAAATCAAAGACATTTGGCAAATGGGTGGGTGTAGAATTATCTGGGAATAATAAAAGACAATTGTGGATCCCCGAAG

GTTTTGCCCATGGTTTTTATGTGTTGGAGGAGAATACCGAATTTGTTTATAAATGTACCGATACTTATAACCCTGCT

CATGAACACACATTGCTATGGAATGATCCAACTATCAATATAAGTTGGCCAATCATACAAAACTGCAAGCCAATTAT

TTCTGAAAAAGATGCTAATGGACATCTTTTTTCACATAAAACCTATTTCTGAAATGCAATATTATGAGTTTAATTAG

AAACAGTTTCTATAATATTGCTGGTTTTGCTGTGCCGACATTAGTTGCAGTCCCTGCTTTGGGGATTCTTGCCAGGC

TGCTTGGACCGGAGAATTTTGGACTTTTCACACTAGCATTCGCTTTGATAGGATATGCAAGTATTTTCGACGCCGGG

ATTAGTCGAGCTGTAATCAGAGAAATCGCTCTTTATCGAGAAAGTGAAAAAGAGCAAATACAAATTATTTCGACAGC

AAGTGTAATCGTACTATTCTTAGGGGTGGTTGCAGCTTTGTTACTTTATTTTAGTAGTAATAAAGTTGTTGAGTTAT

TGAATGTTAGTTCCGTTTATATTGAAACAGCAGTGCGTGCATTCTCTGTTATTTCATTTATAATACCTGTGTATCTG

ATTAACCAGATTTGGCTTGGTTATCTGGAAGGGCTAGAAAAATTTGCAAATATAAATGTTCAGAGAATGATTTCTAG

CACAAGCTTGGCTATATTACCAGTGATATTTTGTTATTACAATCCCTCGTTGCTTTATGCTATGTATGGGTTGGTGG

TTGGGCGTGTGATTTCATTTTTGATTAGCGCAATAATTTGTCGAGATATTATTCTTAAAAGTAAACTTTACTTTAAT

GTGGCAACTTGCAATCGTCTTATCTCTTTTGGTGGATGGATAACAGTTAGTAATATCATAAGCCCAATCATGGCATA

TTTCGACCGCTTTATCATCTCTCATATTATGGGGGCTTCGAGAATTGCATTTTATACAGCGCCCTCAGAGGGTGTAT

CAAGGTTAATTAATATCCCATATGCTTTGGCAAGAGCTCTATTTCCTAAATTGGCATATAGCAATAATGATGATGAA

CGAAAAAAATTACAACTACAGAGCTACGCAATTATAAGCATTGTATGTCTACCCATAGTTGTTATTGGTGTCATTTT

TGCCTCATTCATAATGACAACATGGATGGGACCTGATTATGCCTTAGAAGCAGCAACTATCATGAAAATACTTCTTG

CTGGTTTTTTCTTTAACTCTTTAGCGCAAATACCTTATGCATACTTGCAATCTATCGGAAAGTCAAAAATTACCGCA

TTTGTGCATCTCATAGAACTTGCGCCATACTTATTATTATTGTATTACTTCACAATGCATTTCGGCATAATTGGCAC

GGCAATCGCTTGGTCACTTAGAACATTTTGTGATTTTGTTATACTACTTTCGATATCGAGAAGAAAATGATTGCGGT

TGATATTGCGCTTGCAACCTACAATGGTGCTAATTTTATTCGGCAACAGATTGAATCTATCCAGAAACAAACTTATA

GAAATTGGCGTCTTATAATAAGTGATGATAACTCGAGTGATGATACTGTTGATATTATTAAGGATATGATGTCTAAC

GACAGTCGTATCTATTTGGTAGGAAATAAAAGACAAGGAGGGGTTATTCAGAACTTTAATTATGCTCTTTCACAAAC
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TACATCTGAAATTGTGTTACTATGTGACCAGGATGACATTTGGCCGGAGGAGCGTCTGGAAATTCTTATAGATAAAT

TTAAGGCCTTGCAGCGTAATGATTTTGTTCCGGCAATGATGTTTACTGATTTGAAATTAGTAGACGAAAATAATTGT

TTGATTGCAGAAAGTTTTTATCGAACGAATAATATTAATCCACAAGATAATCTGAAAAATAATAATCTTCTCTGGCG

TTCAACGGTATATGGCTGTACTTGCATCATGAATAAGAAACTTGTTGATATTGCATTGCCTATACCTACATATGCAC

ATATGCATGATCAATGGTTGGCATTATTAGCGAAGCAATATGGTAACATTTTTTATTTCGACTATGCGTCTGTTCGT

TATAGGCAACATTCTACAAATGTTGTTGGTGGTAGAAATAAAACGCCATTTCAAAAATTTAATTCCATACAAAAAAA

CCTAAAAAGGATTAATTTGCTAGTGGATAGAACTGTTGCTTTAATTAAATCAAATAACGATTTCTATCCAGGGAATA

AAATGGAAAATAAAATTGATTACTTAAAATTTGGAGTGAATGAAGTATTACCTTATCTTTTTAAAGGAAACAAGAAA

GTTTTTTCACTTTGTGTATTAATTAGTTTGGCATTACAAAAATGATATATTTATTATTTTTTTTTGCACTGTTTATG

ATCTGTACGTTTTTAACACACAGGCGACAGGCATTATATGTTGTATCTGCGTTAGTATTTCTTTTTTTGGCTTTAAC

CTATCCATCAGGAGGGGACTGGATAGGTTATTTTCTCCATTATGACTGCATGGTTAATGAGCAGTGTAATAATGGTT

TTATAATGTTTGAACCTGGATATGAATTAATTGTTTCCTTATTTGGATATTTGGGATTTCAGACAATTATTATTTTT

ATAGCCGCTGTAAATGTAATTCTAATATTAAATTTTGCAAAGCATTTTGAAAACGGAAGTTTTGTTATTGTTGCGAT

AATGTGCATGTTCCTTTGGAGTGTTTATGTTGAGGCGATTAGACAGGCTCTGGCCTTATCTATAGTTATATTTGGGA

TTCATTCTCTTTTTTTGGGTAGAAAAAGGAAATTTATAACATTAGTATTATTTGCGTCAACTTTCCATATAACTGCT

TTGATTTGTTTTCTTCTAATGACTCCTCTATTTTCAAAGAAATTAAGCAAGATAATAAGTTATAGCCTATTAATTTT

CAGTAGCTTCTTTTTCGCTTTTTCTGAAACCATATTAAGTGCACTCCTTGCAATTTTGCCAGAAGGATCCATTGCCA

GTGAAAAATTAAGTTTTTACTTAGCAACCGAGCAATACAGGCCACAGTTATCTATTGGGAGTGGCACTATTCTTGAC

ATTATACTTATTTTTCTGATATGTGTAAGTTTTAAACGAATAAAGAAATATATGCTCGCTAATTATAATGCTGCAAA

TGAGATATTGCTTATTGGTTGCTGTCTTTATATTTCTTTCGGTATTTTTATCGGGAAAATGATGCCAGTTATGACTC

GCATTGGTTGGTATGGTTTTCCATTTGTTATAGTACTTCTTTATATTAACTTGGGTTATTCAGAATATTTTAAGAGG

TATATAAATAAAAGAGGGTGTGGGTATAGCAAATTATTAATTGCTTTTTATTTTTTGCTACAAATTTTGCGACCATT

AACATATGATTATAGCTATTATAATATAATGCACCAGGATACTTTGCTGAATAGGTTTGATGCATTAGATGATGCAT

CATTAAGACAATCAGCGAAGAGAAAATGTTTCGATTTGGGAAAGATAGGATATGGTTTCTTATGTAGTATATAATAT

CCTGCATTCATTCGGATAATTTCCTATGGAAGTGTCCTTTGCTCTGTCTGTCCTCATTTGTTGAAATTTTATGTTAA

TAAGAAGCTTTAGATAACCACTTAGGAACTGTATGTTTGATCTGTCCAAAAATTATATTATTGTAAGTGCGACGGCG

CTGGCTTCCGGAGGTGCATTAACTATATTAAAGCAATTTATAAAACATGCATCACAAAATTCAAATGACTATATTAT

GTTTGTATCTGCGGGATTGGAGTTGCCGGTCTGTGATAACATCATTTACATAGAAAACACACCAAAAGGATGGTTGA

AAAGAATATATTGGGATTGGTTCGGTTGTCGGAAGTTTATCTCGGAACATAAGATTAACGTTAAGAAAGTAATTTCT

CTACAAAATTCCAGTTTGAATGTTCCTTACGAACAGATTATTTACTTGCACCAGCCAATTCCTTTTAGTAAAGTTGA

TTCTTTTTTAAAAAATATCACATCCGATAACGTAAAGCTTTTTTTATATAAAAAGTTTTATTCCTATTTTATATTTA

AATATGTGAATGCCAATACAACCATCGTAGTGCAAACGAATTGGATGAAAAAAGGAGTGCTGGAGCAATGTGATAAA

ATTAGTACCGAAAGGGTCCTTGTTATAAAACCTGATATCAAAGCATTTAATAATACTAATTTTGATGTAGATATGGA

TGTATCTGCAAAAACACTCTTATATCCAGCGACACCACTTACCTATAAAAATCATTTGGTCATTCTGAAGGCGTTGG

TTATTTTAAAGAAAAAGTATTTTATAGATGATCTGAAATTCCAAGTGACTTTTGAAAAGAATAGGTACAAAAATTTT

GATAAGTTTGTGCAATTAAATAACTTAAGCAAAAACGTTGATTATCTCGGCGTTCTTTCATACTCGAACTTGCAAAA

AAAATATATGGCGGCATCTTTAATCGTTTTTCCTAGCTATATCGAATCATATGGGTTACCACTCATCGAAGCTGCTA

GTTTAGGAAAAAAAATCATTAGTAGTGATCTTCCTTATGCCCGGGATGTTTTAAAGGATTATAGCGGCGTAGATTTT

GTAATTTACAATAATGAAGATGGCTGGGCTAAGGCGTTGTTTAATGTTTTAAATGGCAATTCGAAGCTCAATTTTAG
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GCCTTATGAAAAAGATAGTCGTTCATCTTGGCCACAGTTCTTCTCTATTTTGAAATAAGGTGTATTATGTTTAATGG

TAAAATATTGTTAATTACTGGTGGTACGGGGTCTTTCGGTAATGCTGTTCTAAGACGTTTTCTTGACACTGATATCA

AAGAAATACGTATTTTTTCCCGGGATGAAAAAAAACAAGATGACATGAGGAAAAAATATAATAATCCGAAACTTAAG

TTCTATATAGGTGATGTTCGCGACTATTCGAGTATCCTCAATGCTTCTCGAGGTGTTGATTTTATTTATCATGCTGC

AGCTCTGAAGCAAGTACCTTCCTGCGAATTCCACCCAATGGAAGCTGTAAAAACGAATGTTTTAGGTACGGAAAACG

TACTGGAAGCGGCAATAGCTAATGGAGTTAGGCGAATTGTATGTTTGAGTACAGATAAAGCTGTATATCCTATCAAT

GCAATGGGTATTTCCAAAGCGATGATGGAAAAAGTAATGGTAGCAAAATCGCGCAATGTTGACTGCTCTAAAACGGT

TATTTGCGGTACACGTTATGGCAATGTAATGGCATCTCGTGGTTCAGTTATCCCATTATTTGTCGATCTGATTAAAT

CAGGTAGACCAATGACGATAACAGACCCTAATATGACTCGTTTCATGATGACTCTCGAAGACGCTGTTGATTTGGTT

CTTTACGCATTTGAACATGGCAATAATGGTGATATTTTTGTCCAAAAGGCACCTGCGGCTACCATCGAAACGTTGGC

TATTGCACTCAAAGAATTACTTAATGTAAACCAACACCCTGTAAATATAATCGGCACCCGACACGGGGAAAAACTGT

ACGAAGCGTTATTGAGCCGAGAGGAAATGATTGCAGCGGAGGATATGGGTGATTATTATCGTGTTCCACCAGATCTC

CGCGATTTGAACTATGGAAAATATGTGGAACATGGTGACCGTCGTATCTCGGAAGTGGAAGATTATAACTCTCATAA

TACTGATAGGTTAGATGTTGAGGGAATGAAAAAATTACTGCTAAAACTTCCTTTTATCCGGGCACTTCGGTCTGGTG

AAGATTATGAGTTGGATTCATAATATGAAAATTTTAGTTACTGGCGCTGCAGGGTTTATCGGTCGAAATTTGGTATT

CCGGCTTAAGGAAGCTGGATATAACGAACTCATTACGATAGATCGTAACTCTTCTTTGGCGGATTTAGAGCAGGGAC

TTAAGCAGGCAGATTTTATTTTTCACCTTGCTGGGGTAAATCGTCCCGTGAAGGAGTGTGAATTTGAAGAGGGAAAT

AGTAATCTAACTCAACAGATTGTTGATATCCTGAAAAAAAACAATAAAAATACTCCTATCATGCTGAGTTCTTCCAT

CCAGGCTGAATGTGATAACGCTTATGGAAAGAGTAAAGCAGCTGCGGAAAAAATCATTCAGCAGTATGGGGAAACGA

CAAACGCTAAATATTATATTTATCGCTTGCCGAATGTATTCGGTAAGTGGTGTCGACCAAATTATAACTCCTTTATA

GCAACTTTCTGCCATCGCATTGCAAATGATGAAGCTATTACAATTAATGATCCTTCAGCAGTTGTAAATCTGGTGTA

TATAGATGACTTTTGTTCTGACATATTAAAGCTATTAGAAGGAGCGAACGAAACTGGTTACAGGACATTTGGTCCAA

TTTATTCTGTTACTGTTGGTGAAGTGGCACAATTAATTTACCGGTTTAAAGAAAGTCGCCAAACATTAATCACCGAA

GATGTAGGTAATGGATTTACACGTGCATTGTACTCAACATGGTTAAGTTACCTGTCTCCTGAACAGTTTGCGTATAC

GGTTCCTTCTTATAGTGATGACAGAGGGGTATTCTGTGAAGTATTGAAAACGAAAAACGCGGGCCAGTTTTCGTTCT

TTACTGCGCATCCAGGAATTACTCGGGGTGGTCATTATCATCATTCCAAAAATGAGAAATTTATTGTCATCCGAGGA

AGTGCTTGTTTCAAATTTGAAAATATTGTCACGAGTGAACGATATGAACTTAATGTTTCCTCTGATGATTTTAAAAT

TGTTGAAACAGTTCCGGGATGGACGCATAACATTACTAATAATGGCTCGGATGAGCTAGTTGTTATGCTTTGGGCAA

ATGAAATATTTAATCGTTCTGAACCAGATACTATAGCGAGAGTTTTATCGTGAAAAAATTGAAAGTCATGTCGGTTG

TTGGGACTCGTCCAGAAATTATTCGACTCTCGCGTGTCCTTGCAAAATTAGATGAATATTGTGACCACCTTATTGTT

CATACCGGGCAAAACTACGATTATGAACTGAATGAAGTTTTTTTCAAAGATTTGGGTGTTCGCAAACCTGATTATTT

TCTTAATGCCGCAGGTAAAAATGCAGCAGAGACTATTGGACAAGTTATCATTAAAGTTGATGAGGTCCTTGAACAGG

AAAAACCAGAAGCCATGTTAGTACTTGGCGATACTAACTCCTGTATTTCAGCAATACCAGCAAAGCGTCGAAGAATT

CCGATCTTCCATATGGAGGCTGGGAATCGTTGTTTTGACCAACGCGTACCGGAAGAAACTAACAGAAAAATAGTTGA

TCATACCGCTGATATCAATATGACATATAGTGATATCGCGCGTGAATATCTTCTGGCTGAAGGTGTACCAGCCGATA

GAATTATTAAAACCGGTAGCCCAATGTTTGAAGTACTCACTCATTATATGCCGCAGATTGATGGTTCCGATGTACTT

TCTCGCCTGAATTTAACACCTGGGAATTTCTTTGTGGTAAGTGCCCACAGAGAAGAAAATGTTGATACCCCTAAACA

ACTTGTGAAACTGGCGAATATACTTAATACCGTGGCTGAAAAATATGATGTCCCGGTAGTTGTTTCTACTCATCCTC

GCACTCGTAACCGCATCAACGAAAACGGTATTCAATTCCATAAAAATATCTTGCTTCTTAAGCCATTAGGATTTCAC
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GATTACAACCATCTGCAAAAAAATGCACGTGCTGTTTTATCGGATAGTGGGACTATTACAGAAGAGTCCTCCATTAT

GAACTTCCCTGCACTCAATATACGAGAAGCGCACGAACGCCCGGAAGGCTTCGAAGAAGGGGCAGTAATGATGGTCG

GTCTTGAATCTGATCGCGTTTTACAGGCATTAGAAATTATTGCAACACAGCCTCGTGGAGAAGTACGCTTACTTCGT

CAGGTTAGTGACTATAGCATGCCAAATGTTTCAGATAAAGTTCTGCGTATTATCCATTCATATACTGACTACGTTAA

ACGGGTTGTCTGGAAGCAATACTAATGAAACTTGCATTAATCATTGATGATTATTTGCCCCATAGCACACGCGTTGG

GGCTAAAATGTTTCATGAGTTAGGCCTTGAATTACTGAGCAGAGGCCATGATGTAACTGTAATTACGCCTGACATCT

CATTACAAGCAATTTATTCTATTAGTATGATTGATGGTATAAAGGTTTGGCGTTTCAAAAGTGGACCTTTAAAGGAT

GTAGGTAAGGCTAAACGTGCCATAAATGAAACTCTTTTATCTTTTCGCGCATGGCGCGCATTTAAGCACCTCATTCA

ACATGATACATTTGATGGTATCGTTTATTATTCCCCCTCTATTTTTTGGGGCGACTTGGTTAAAAAAATAAAACAAC

GATGCCAGTGCCCAAGCTATCTGATCCTAAGGGATATGTTTCCACAGTGGGTCATTGATGCAGGTATGTTGAAAGCC

GGTTCACCAATTGAAAAATATTTTAGGTATTTTGAAAAAAAGTCATATCAGCAGGCTGGCCGGATAGGGGTAATGTC

TGATAAGAATCTTGAGATATTTCGCCAGACCAATAAAGGTTATCCGTGTGAAGTTTTACGTAATTGGGCCTCAATGA

CTCCTGTGTCTGCCAGCGATGATTATCATTCACTTCGTCAAAAATACGATCTAAAAGATAAAGTCATTTTTTTCTAT

GGCGGTAATATTGGGCATGCTCAGGATATGGCAAACTTAATGCGCCTTGCGCGTAATATGATGCGTTATCATGATGC

TCATTTCCTGTTTATAGGGCAGGGTGATGAAGTTGAGCTGATAAAATCTCTTGCTGCAGAATGGAATTTAACTAATT

TCACTCATCTACCTTCAGTGAACCAGGAAGAGTTTAAATTAATTTTATCTGAAGTTGATGTCGGCCTGTTCTCCCTT

TCATCTCGCCATTCTTCACATAATTTCCCCGGAAAATTACTAGGGTATATGGTTCAATCAATCCCGATCCTTGGGAG

TGTGAATGGCGGCAATGATTTAATGGATGTAATTAATAAGCACAGAGCCGGTTTCATTCATGTTAATGGTGAAGATG

ATAAACTGTTTGAATCTGCACAATTGCTTCTTAGTGATTCAGTTTTAAGAAAACAGCTAGGTCAGAACGCTAATGTG

TTGTTAAAGTCTCAATTTTCGGTTGAATCGGCGGCACATACTATCGAAGTCCGACTGGAGGCTGGAGAATGCGTTTA

GTTGATGACAATATTCTGGATGAACTTTTTCGCACTGCAGCAAATTCTGAACGTTTGCGCGCTCATTATTTATTGCA

CGCATCTCATCAGGAGAAGGTTCAACGTTTACTTATTGCATTTGTACGCGACAGCTATGTTGAACCCCATTGGCATG

AGTTACCGCATCAGTGGGAAATGTTTGTCGTCATGCAAGGGCAATTAGAAGTTTGTTTGTATGAGCAAAATGGTGAG

ATCCAAAAACAGTTTGTTGTTGGAGACGGTACGGGAATAAGCGTCGTGGAATTTTCCCCAGGAGATATACATAGTGT

CAAATGCCTGTCACCAAAAGCCCTTATGTTGGAGATAAAGGAGGGGCCATTTGACCCACTCAAAGCTAAGGCTTTTT

CTAAGTGGTTATAGGGCGATACACCACCGTTTATTCTTCTATCTTATTCTATACATGCTGGGTTACCATCTTAGCTT

CTTCAAGCCGCGCAACCCCGCGGTGACCACCCCTGACAGGAGTAGCTAGCATTTGACCACCCCTGACAGGATTAGCT

AGCATATGAGCTCGAGGATATCTACTGTGGGTACCCGGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACT

TTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATAT

[0872] SEQ  ID  NO:10(EPA载体蛋白的信号序列实例)

[0873] MKKIWLALAG  LVLAFSASA

[0874] SEQ  ID  NO:11(O1A  rfb基因座核苷酸序列实例‑O1A‑EPA生产菌株stGVXN4411和

stLMTB10217)

[0875] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[0876] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[0877] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT
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[0878] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[0879] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[0880] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[0881] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[0882] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[0883] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT

[0884] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[0885] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[0886] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[0887] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[0888] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[0889] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[0890] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[0891] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGCTAGCGTGAAGATACTTGTTACTAGGGGCGCAGG

ATTTATTG

[0892] GTTCTGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAGGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGT

ACGCCGGA

[0893] AACCTGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGACTCTGAACGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGAT

GCTGCTGC

[0894] AATGGCGCGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGATGCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTGGA

TCGTTCAA

[0895] TTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCGGCTCGCA

ATTACTGG

[0896] TCTGCTCTTGATGGCGACAAGAAAAATAGCTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGT

GATTTGCC

[0897] TCATCCTGACGAAGTAAATAATAAAGAACAATTACCCCTCTTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCTAG
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TAGTCCTT

[0898] ATTCCGCATCAAAAGCATCCAGCGATCATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACCTATGGTTTACCGACTA

TTGTGACT

[0899] AACTGTTCGAATAACTACGGTCCTTATCACTTTCCGGAAAAATTGATTCCACTAGTAATTCTTAATGCT

CTGGAAGG

[0900] TAAGGCATTACCTATTTATGGCAAAGGGGATCAAATTCGTGACTGGCTGTATGTTGAAGATCATGCGCG

TGCGTTAT

[0901] ATACCGTAGTTACTGAAGGTCAAGCGGGTGAAACCTATAACATTGGCGGACACAACGAAAAGAAAAACA

TCGATGTT

[0902] GTGCTGACTATTTGTGATTTGTTGGACGAGATAGTCCCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATTACT

TATGTTGC

[0903] TGATCGCCCAGGGCATGATCGCCGTTATGCGATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGAATTGGGATGGAA

ACCACAGG

[0904] AAACGTTTGAGAGTGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTATTTGGCTAATGCAAAATGGGTTGATAATG

TGAAAAGT

[0905] GGTGCCTATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCA

AAACAGGG

[0906] CAGGTAGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAATTTGATTGCTCTTGATGTTCACTCC

ACTGATTA

[0907] CTGTGGTGATTTTAGTAACCCTGAAGGTGTGGCTGAAACAGTCAAAAGAATTCGACCTGATGTTATTGT

TAATGCTG

[0908] CGGCTCACACCGCAGTAGATAAGGCTGAGTCAGAACCCGAATTTGCACAATTACTCAATGCGACTAGCG

TTGAATCA

[0909] ATTGCAAAAGCGGCAAATGAAGTTGGGGCTTGGGTAATTCATTACTCAACTGACTACGTATTCCCTGGA

AATGGCGA

[0910] CACGCCATGGCTGGAGATGGATGCAACCGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCTGGAGA

AAAAGCAT

[0911] TACAAGAGCATTGTGCGAAGCACCTAATTTTCCGTACCAGCTGGGTCTATGCAGGTAAAGGAAATAATT

TCGCCAAA

[0912] ACGATGTTGCGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAACTAGCCGTTATTAATGATCAGTTTGGTGCGCCAACA

GGTGCTGA

[0913] ACTGCTGGCTGATTGTACGGCACATGCCATTCGTGTCGCACTGAATAAACCGGATGTCGCAGGCTTGTA

CCATTTGG

[0914] TAGCCAGTGGTACCACAACCTGGTACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAATGCAGGCA

TTCCTCTT

[0915] GCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACTGCCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCCACATAACTCT

CGCCTTAA

[0916] TACAGAAAAATTTCAGCAGAATTTTGCGCTTGTATTGCCTGACTGGCAGGTTGGTGTGAAACGCATGCT

CAACGAAT
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[0917] TATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGGAGCAAGATGAATTAAAA

GGAATGAT

[0918] GAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACTCGTCTTTATCCTGTGACTATG

GTCGTCAG

[0919] TAAACAGCTATTACCTATATATGATAAACCGATGATCTATTATCCGCTTTCTACACTGATGTTAGCGGG

TATTCGCG

[0920] ATATTCTGATTATTAGTACGCCACAGGATACTCCTCGTTTTCAACAACTGCTGGGTGACGGTAGCCAGT

GGGGCCTG

[0921] AATCTTCAGTACAAAGTGCAACCGAGTCCGGATGGTCTTGCGCAGGCATTTATTATCGGTGAAGAGTTT

ATTGGTGG

[0922] TGATGATTGTGCTTTGGTACTTGGTGATAATATCTTCTACGGTCACGACCTGCCTAAGTTAATGGATGC

CGCTGTTA

[0923] ACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCCTGAACGCTATGGTGTCGTTGAGT

TTGATAAA

[0924] AACGGTACGGCGATCAGCCTGGAAGAAAAACCGCTACAACCAAAAAGTAATTATGCGGTAACCGGGCTT

TATTTTTA

[0925] TGATAACGACGTTGTCGAAATGGCGAAAAATCTTAAGCCTTCTGCCCGCGGTGAACTGGAAATTACCGA

TATTAACC

[0926] GTATCTATATGGAACAAGGGCGTTTATCTGTTGCCATGATGGGGCGTGGTTATGCGTGGTTAGACACGG

GGACACAT

[0927] CAGAGCCTGATTGAGGCAAGCAACTTTATTGCAACAATTGAAGAGCGTCAGGGGCTGAAAGTTTCCTGC

CCGGAAGA

[0928] AATTGCTTACCGTAAAGGGTTTGTTGATGCTGAGCAGGTGAAAGTATTAGCTGAACCTCTGAAAAAAAA

TGCTTATG

[0929] GTCAGTATCTGCTGAAAATGATTAAAGGTTATTAATAAAATGAACGTAATTAAAACAGAAATTCCTGAT

GTACTGAT

[0930] TTTTGAACCGAAAGTTTTTGGTGATGAGCGTGGTTTCTTTTTTGAGAGCTTTAACCAGAAGGTTTTTGA

GGAAGCTG

[0931] TAGGCCGCAAAGTTGAATTTGTTCAGGATAACCATTCGAAGTCTAGTAAAGGTGTTTTACGCGGGCTGC

ATTATCAG

[0932] TTGGAACCTTATGCACAAGGAAAATTGGTGCGTTGCGTTGTCGGTGAAGTTTTTGACGTAGCTGTTGAT

ATTCGTAA

[0933] ATCGTCATCGACTTTTGGCAAATGGGTTGGGGTGAATTTATCTGCTGAGAATAAGCGGCAATTGTGGAT

TCCTGAGG

[0934] GATTTGCACATGGTTTTTTAGTGCTGAGTGAGACGGCGGAGTTTTTGTATAAGACGACAAATTATTATC

ATCCTCAG

[0935] AGTGATAGAGGAATAAAATGGGATGATCCAAGCATCAATATTTCATGGCCAGTCGATTCACAAGTGCTG

CTATCAGC

[0936] TAAAGATAATAAGCATCCTCCATTAACAAAGATTGAAATGTATAGTTAAGATCACGATAAATCTTGGAA
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GGGTTGCA

[0937] AAATTGAATAAAATAGTGAGCAAAAGTGAAATAAGGAACGTAATCCACAATGCTGGCTATATGATGATT

ACTCAGAT

[0938] AGCTTTATATGTTGCACCATTATTTATACTGAGTTATCTGTTAAAAACACTGGGGGTTGCACAGTTTGG

TAATTATG

[0939] CCTTAATACTATCAATCGTTGCATATTTACAGATTATAACGGATTATGGTTTTTCTTTTAGTGCAAGTC

GTGCGATC

[0940] TCACAGAATAGAGAGGACAAAGAATATATATCAAAAATTTATCTGTCAACTATGACTATCAAGTTGGCG

ATATGCGC

[0941] TTTCTTATTCTTATTGCTCATGCTATTTTTAAATCTTTTGCCTGTGCAAGCTGAATTAAAACAAGGAAT

ATTATATG

[0942] GATATCTTCTTGTAATAGGAAATACTTTCCAACCACAATGGTTTTTCCAAGGTATCGAAAAATTAAAAA

TCATAGCC

[0943] CTTTCTAATGTTATATCAAGATGCGCCGCGTGTTTACTTGTATTTATCTATGTGAGGAATAGCGAGGAT

TTACAAAA

[0944] AGCACTTTTAGTACAGTCACTTCCATTAGTAATTTCTGCGATTGGATTAAATATATTTATATTGAAATA

TATCAATA

[0945] TTATTTTTCCGGAAAAAAAATTATTTAAGGTAATTTTAAAAGAAGGTAAGGATTTTTTTCTTGCATCAC

TTTATTCT

[0946] GTTATTCTCAATAATAGTGGCATTTTTCTATTAGGGATTTTTACTAATCCTGTTATTGTTGGTGTATAT

GCCGCCGC

[0947] TGAAAAGATAGTCAAGGCCGTATTGTCGCTATTTACACCACTGACGCAAGCTATATATCCTTATAATTG

TCGTAAGT

[0948] TTTCACTATCCGTATTTGACGGCATTGAGGCAGCAAAAAAAACTGGTATACCAATTATAATTTTAGCAT

TTATAGCT

[0949] GCTGTTATCGTTGCAATTACCTTACCTGTTGCAATCGACTATCTTAATTTTCCAAAAGAAACAATTTTT

GTAGGTCA

[0950] AATATTAAGTGCATGGATCTTTTTTGGTGTTCTTAATAATGTATTCGGCATTCAGATATTGAGTGCATC

AGGAAGAA

[0951] GTAAAATATATAGTAGGATGGTATTCGTATCAGCGCTTATAACATTACTTTTGATTACTCTATTATTGC

AGTTTTGT

[0952] AACGCCACTGGAGTGGCATGTGCAATATTATTGGGTGAAATGTTCTTATCAATATTGTTACTTAAGCGA

TATAAAAA

[0953] AATAATTTAAGGAATAGTTATGAAGAAGTTATTATTAGTGTTCGGTACTAGGCCTGAAGCAATAAAGAT

GGCCTCTA

[0954] TCATTGAATTATTAAAAAAAGATTGTAGATTCGAATATAAAATATGTGTGACAGGCCAACATAAAGAGA

TGCTTGAT

[0955] CAAGTTATGCAAGTATTTGATGTTAAACCTGATTATAATTTACGGATTATGCAGCCTGGGCAAACATTA

GTATCTAT
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[0956] AGCAACAAATATACTCTCACGGTTAAGTGAAGTTTTAATTATAGAAAAGCCAGATATTATACTTGTGCA

TGGGGATA

[0957] CAACGACTACCCTTGCTGCTACTTTAGCTGGGTATTACCACCAAATAAAAGTTTGTCATGTGGAAGCAG

GATTAAGA

[0958] ACAGGGGATATTTACTCTCCTTGGCCTGAAGAGGGCAATCGTAAAGTTACAGGGGCATTAGCATGTATT

CATTTCGC

[0959] CCCAACAGAGAGATCAAAAGATAATCTCCTGAGGGAGGGGGTCAAAGTAAATAATATATTTGTAACGGG

TAATACCG

[0960] TCATCGACTCTTTATTTATTGCAAAAGATATCATAGATAATGACCCTAATATAAAGAACGCTTTACATA

ATAAATTT

[0961] AATTTTCTTGATAAAAGCCGACGAGTAGTACTTATAACAGGTCATCGAAGAGAAAATTTCGGGAAAGGT

TTTGAAGA

[0962] TATATGCTTTGCAATAAAGGAATTAGCTTTCATTTATCCTAATGTAGATTTTATTTATCCGGTGCATCT

TAATCCCA

[0963] ATGTAATGGAACCAGTACATCGTATATTAGATAATATATGTAATATTTACCTTATTGAGCCCTTGGATT

ATTTGCCT

[0964] TTTGTTTATTTAATGAATGAGTCATATTTAATATTGACTGATTCAGGGGGGATACAAGAAGAAGCGCCT

TCGTTAGG

[0965] TAAACCGGTTTTGGTTATGCGTGATACTACTGAACGCCCTGAGGCGGTTGAGGCTGGTACTGTTGTATT

AGTGGGGA

[0966] CTTCTAAGATAAAAATAGTAAATAAAGTAACGGAGCTATTAAACAATGCTGATATCTACAATGCTATGT

CTCTGTTA

[0967] CATAATCCATATGGCGATGGAACAGCTGCTCAAAAAATTCTTAATGTGCTCGCCCAAGAGCTAATTTAA

TTTAAGCT

[0968] AAAAATATGTTATTAATTATTGCTGATTATCCAAACGAAATGAATATGCGCGAGGGAGCTATGCAACGA

ATAGATGC

[0969] GATAGACTCTCTCATTCGAGATCGCAAGCGAGTGTATTTGAATATTTCATTCAAAAAGCATCTAGTTCG

CTCAAATA

[0970] GTTCCTTTAATAATGTTATAGTTGAAAATCTAAATGCAATTATTCACAGAAACATCATAAAACAGTACA

TGCAAAAA

[0971] TCAACAACTATATATGTTCATTCTGTTTATAATTTATTAAAGGTTATAACGCTCATTGATCTAAAAAAA

ACAATTCT

[0972] TGATATACATGGTGTTGTACCGGAAGAACTTTTGGCAGATAATAAAAAATTACTTAGTAAAGTATATAA

CATGGTGG

[0973] AAAAAAAAGGTGTCCTTGGATGCAAAAAATTAATACACGTCAGTACAGAAATGCAAAAACACTATGAAG

CAAAATAT

[0974] GGAGTAAACTTGGCTGAAAGGTCAATAGTGCTCCCGATTTTTGAATATAAAAATATAACCCAATCGCAA

AACAAATG

[0975] GACAGAAAATAAAATACGAAGTATCTATCTTGGAGGATTACAAACATGGCAAAATATTGATAAAATGAT
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TCAAGTTT

[0976] GTGATGACACAGTGATAAACAATGAAGCAGGTAAGTATGAATTCAACTTTTTCATCCCACAGAGTAACT

TGGAAGGG

[0977] TTTATAGATAAATATTCGTTAAAATTACATAATATCAATGCTAATGCATCTACGCTATCACGTGATGAA

GTAATTCC

[0978] CTTTCTAAAAGAATGTCATATTGGTTTTGTATTGCGCGATGATATAATAGTAAACAGAGTTGCGTGCCC

TACAAAAT

[0979] TGGTTGAATATTTAGAGTGTGGTGTCGTTCCAGTTGTGCTCTCCCCACTTATAGGTGATTTTTATTCGA

TGGGATAT

[0980] CAATACATTACTACAGAGGAAATGGCTAACAGAAGTATAAGTTTGTTGGATCTTGAAAAAATGGCTGCA

CATAATTT

[0981] ACAAATTTTGACTTCTTATCAGAAGAGAACCTACAAGGCACAGAAAGAACTTATTGCTCAACTGTGCTG

AATTTTTT

[0982] ACATATATAAAATTATGTAAGCATATCGCGGGTCAGGTAATTGTATGCGTATCAAATATAAAGATAACG

GTTATATA

[0983] TTATGTTTTCTATTATGTTTCATTTTGAGCTACTTAGTTTTACTCAAATCTGACTACTTTCCTGCTGAT

TTTCTGCC

[0984] ATATACAGAAATATACGATGGGACATACGGAGAAATCAATAATATTGAGCCTGCCTTTTTATATTTAAC

ACGGTTGT

[0985] TTCATTATTTAAATTTCCCCTATATATTTTTTGCAATGTTAGTTTGTGCCTTATGTTTAAGTTGGAAAA

TAAAATAT

[0986] GCAAGAAAAATAATTAAAGATAGTTATATATATTTGTTCTTGTATGTATATGTATCATTTTATGTGTTT

TTGCATGA

[0987] AATGACTCAATTGCGCATAGCAATTGCAGTCACTATGTGCTATGTGTCGGTTTATTATTACTTTTATAA

AAATTGTA

[0988] TTAAACATGCACTGCCATGGATGGTGTTGGCTATTTTGTTTCATTACAGCGCCTTGCTTTTATTTATGT

CATTATTT

[0989] ATATACAGTTATAGGAGGTTATTAATAGTAATTATAGGGTTTGTAATATGTATGAGCTTTTTAAACGTG

TATGCAGA

[0990] TACAATTGCACTATATTTGCCAAATGAAAAAATAGTAAATTATTTATATAGTATTTCATCATCATTAGA

CAATAGAA

[0991] ATGATTTGGCAATATTCAACCTGAATAATATAATATTTTTATCAATATTTATTTTGATCTTTTATCTTA

GCCGATAT

[0992] ATAAAATTAAATGATAATGAGGCGAAGTTTATTAAGTATGTGCAATGTTCAGGAATATTAGCCTTTTGT

ATTTTCTT

[0993] TCTGGCTAGTGGAGTCCCGGTCATTGCTTATCGAACTGCAGAGTTGCTGCGAATATTTTATCCGATGGC

TTTAGTAT

[0994] TAATCCTTTCGCATATAAAAAATAATAATATGCGTTATTTTATTGCAGTCATTATAGTTATCCTTTCAG

GCTTAATG
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[0995] TTGTTTATAACACTAAGGGCTGTATCAATAGTTGGTCAAGGATTATAAAATGAATGTTGCTATTTTGTT

GTCTACGT

[0996] ATAATGGCGAAAAATATTTAGAGGAACAACTGGATTCATTGCTGCTTCAAAGTTATCAGGATTTTGTAG

TGTATATC

[0997] CGTGATGACGGATCATCTGATAGAACTGTAAATATAATAAACCAATACGTAATGAAAGATAACAGATTT

ATTAACGT

[0998] GGGTAATTCAGAAAATCTTGGTTGTGCTGCTTCGTTTATTAATTTATTAAGAAATGCTTCAGCCGATAT

TTATATGT

[0999] TTTGTGACCAAGATGATTATTGGCTTCCGAATAAATTACAGCGTGCTGTGGATTATTTTTCGGCTATTG

ATCCTTTA

[1000] CAACCTACCTTGTATCATTGCGATCTAAGCGTTGTTGATGAAAAACTTAATATTATACAAAATTCATTT

TTGCAGCA

[1001] TCAGAAAATGTCAGCGTATGATTCAATGAGAAAAAATAATCTTTTCATACAAAATTTTGTTGTTGGTTG

TTCATGTG

[1002] CTGTTAATGCTTCACTTGCGGAATTTGTTCTTTCGCGAATTGGAGAGCAGCATGTAAAAATGATAGCTA

TGCATGAC

[1003] TGGTGGTTAGCCGTGACTGCAAAACTTTTTGGTCGAATCCATTTTGATAATACTCAAACGATTCTTTAT

CGACAACA

[1004] TCAGGGCAATGTATTAGGTGCAAAATCATCAGGTATGATGCGTTTTATTCGATTAGGATTAAATGGGCA

AGGGATTT

[1005] CGCGAGTAGTATCTTTTAGAAAAAAAGTTTGTGCGCAAAATAAGCTTCTTTTAGATGTCTATGATAAAG

ATTTAAAT

[1006] CTTGAGCAAAAAAAATCTATCAGGCTTGTAATTGAGGGCCTTAAAGAGAACTCTTCAATTGCTGACCTT

TTAAAATG

[1007] TTTCTATCATGGTAGCTATATGCAAGGTTTTAAACGTAATCTTGCCTTAATATATTCAGTTCTTTACAC

AAAAAAAA

[1008] GAAGATAGTGTATCCTTATGAAAAAAATTGCTATTATCGGTACTGTTGGCATACCAGCATCATATGGCG

GATTTGAA

[1009] ACATTAGTTGAAAATTTAACAAGATACAATTCCTCGGGAGTTGAATATAATGTTTTTTGTTCATCGTTT

CACTACAA

[1010] ATCCCACCAAAAAAAACATAATGGGGCCCGTTTAATTTATATTCCGCTTAAAGCCAATGGATGGCAGAG

CATTGCGT

[1011] ATGACATAATTTCGTTAGCATATTCTATTTTTTTGAAGCCTGATGTGATTCTGATTTTAGGGGTTTCTG

GTTGTTCA

[1012] TTTTTGCCTTTCTTCAAACTCTTAACACGCGCTAAGTTTATTACTAATATTGATGGCCTGGAATGGCGA

AGAGATAA

[1013] ATGGAATTCAAAAGTGAAACGTTTCTTAAAATTTTCAGAAAAAATCGCAGTTCAATATTCGGATGTCGT

TATTACGG

[1014] ATAATGAGGCAATTTCTGAGTACGTTTTTAACGAGTATAATAAAGATAGCCGAGTTATTGCCTATGGAG

说　明　书 117/193 页

121

CN 115803087 B

121



GGGATCAT

[1015] GCATGGTTAAATACTGAGGATGTATTTACAACAAGAAATTATAAAAGCGATTACTACCTTTCTGTATGT

CGTATCGA

[1016] ACCCGAAAACAATGTAGAATTAATTTTAAAAACATTTTCAAAGCTAAAATATAAAATAAAATTTATTGG

AAATTGGA

[1017] ATGGCAGCGAGTTTGGAAAGAAACTTAGGCTGCATTATTCTAACTATCCAAATATTGAAATGATTGATC

CGATTTAT

[1018] GATCTTCAACAATTATTTCACTTACGAAATAATTGCATAGGATATATACATGGTCATTCGGCTGGAGGA

ACAAACCC

[1019] TTCTTTAGTCGAGGCAATGCATTTTAGTAAACCTATATTTGCATATGATTGTAAGTTTAATAGGTACAC

TACTGAAA

[1020] ATGAAGCATGTTATTTTTCTAATGAATCTGACCTCGCAGAGAAAATCATAATGCATTGTGAGCTATCAT

TAGGTGTC

[1021] TCTGGCACGAAAATGAAAGAAATTGCTAACCAGAAATACACTTGGAGACGAATAGCAGAAATGTATGAG

GATTGCTA

[1022] TTAACTCTGTTAAACTTCAAATCTTTTACAATATATGGCATGACTATAAGCGCATTAATTGTTTTTCAA

GCCGCTCT

[1023] CGCGGTGACCACCCCCTGACAGGGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAG

AGAATAGG

[1024] AACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGC

TATTTATA

[1025] CTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACA

CCTGACAG

[1026] GAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTC

AACATCGA

[1027] AAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAA

TCCAGGCA

[1028] AGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGT

TAATGGTG

[1029] AAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATC

ATTGATGG

[1030] TGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCAT

CGGTACCG

[1031] GTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCT

ATGAATTG

[1032] GTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGT

GCCGATGG

[1033] CGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGC

CTATTCTC
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[1034] TGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTG

AACTGAGC

[1035] AGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGAT

GTGATCCT

[1036] GGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCT

GTCGCTGA

[1037] TTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTC

TCTCTGGT

[1038] CCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGC

AAAATCGT

[1039] TTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGG

CGAAATCG

[1040] CGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCG

AAAATCCA

[1041] CAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGT

GATGTCGT

[1042] TGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTA

CCGTGCTG

[1043] CTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATCG

ATAAAGAA

[1044] GGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA

[1045] SEQ  ID  NO:12(O2rfb基因座核苷酸序列实例‑O2‑EPA生产菌株stGVXN4906)

[1046] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[1047] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[1048] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[1049] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[1050] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[1051] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[1052] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[1053] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[1054] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC
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AGCCTGGT

[1055] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[1056] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[1057] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[1058] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[1059] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[1060] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[1061] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[1062] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTAT

TGGTTCAG

[1063] CTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAGGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCG

GAAACCGG

[1064] GAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAACGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCT

GCAATGGC

[1065] ACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGATGCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTC

AATTACAG

[1066] GCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACT

GGTCTGCT

[1067] CTTGATAGCGACAAGAAAAATAGCTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTG

CCTCATCC

[1068] AGATGAAGTAAATAATACAGAAGAATTACCCTTATTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCC

TTATTCCG

[1069] CATCCAAAGCATCCAGCGATCATTTAGTCCGCGCATGGAAACGTACGTATGGTTTACCGACCATTGTGA

CTAATTGC

[1070] TCGAACAACTATGGTCCGTATCACTTCCCGGAAAAGCTTATTCCATTGGTTATTCTTAATGCACTGGAA

GGTAAGGC

[1071] ATTACCTATTTATGGCAAAGGGGATCAAATTCGCGACTGGTTGTATGTAGAGGATCATGCTCGTGCGTT

ATATACCG

[1072] TCGTAACCGAAGGTAAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGCGGACACAACGAAAAGAAAAACATCGATG

TTGTGCTG

[1073] ACTATTTGTGATTTGTTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATTACTTATGTT

GCTGATCG
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[1074] CCCAGGGCATGATCGCCGTTATGCAATTGATGCCGATAAAATTAGCCGCGAATTGGGCTGGAAACCACA

GGAAACGT

[1075] TTGAGAGCGGGATTCGCAAAACGGTGGAATGGTATCTGGCTAATACAAATTGGGTTGAGAATGTGAAAA

GCGGTGCT

[1076] TATCAGTCATGGATCGAACAAAACTATGAGGGCCGTCAGTAATGAATATCCTGCTTTTCGGCAAAACAG

GGCAGGTG

[1077] GGTTGGGAACTGCAGCGTGCTCTGGCGCCGCTGGGTAATCTGATCGCTCTTGATGTTCACTCCACTAAT

TATTGTGG

[1078] AGATTTCAGCAACCCCGAAGGTGTGGCAGAAACCGTCAAAAAAATTCGTCCTGACGTTATTGTTAATGC

TGCTGCTC

[1079] ACACTGCAGTAGATAAAGCAGAATCAGAACCGGATTTCGCACAATTACTTAACGCGACAAGCGTCGAAG

CGATTGCA

[1080] AAAGCTGCTAATGAAGTCGGGGCCTGGGTTATACACTACTCTACTGATTATGTTTTCCCAGGCAGTGGT

GACGCGCC

[1081] ATGGCTGGAAACGGATGCAACAGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACAAAATTAGCTGGGGAAAAGGC

ATTACAAG

[1082] AACATTGCGCAAAGCATCTTATTTTCCGTACCAGCTGGGTATACGCTGGTAAAGGAAATAACTTTGCTA

AAACGATG

[1083] TTGCGTTTGGCAAAAGAACGCGAAGAACTGGCTGTGATAAACGATCAGTTTGGCGCACCAACAGGTGCT

GAATTGCT

[1084] GGCTGATTGCACCGCTCATGCCATTCGCGTGGCATTAAAAAAACCAGAAGTCGCTGGCTTGTACCATCT

GGTAGCAA

[1085] GTGGCACAACAACCTGGCACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAAGCAGGGATTAATC

TTGCACTT

[1086] AACAAACTTAACGCCGTGCCAACAACGGCCTATCCCACACCAGCCCGTCGACCCCATAACTCTCGCCTC

AATACAGA

[1087] AAAGTTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTGGGCGTGAAACGTATGCTCAACGA

ATTATTTA

[1088] CGACTACGGCAATTTAACAAATTTTTGCATCTCGCTCATGATGCCAGAGCGGGATGAATTAAAAGGAAT

GGTGAAAT

[1089] GAAAACGCGTAAAGGTATTATTCTGGCTGGTGGTTCCGGCACTCGTCTTTATCCTGTGACGATGGCAGT

GAGTAAAC

[1090] AATTGCTGCCGATTTATGATAAGCCGATGATTTATTATCCGCTTTCAACGCTTATGTTAGCGGGTATTC

GCGATATT

[1091] CTTATTATTAGTACGCCACAGGATACACCGCGTTTCCAACAATTATTGGGGGACGGGAGCCAGTGGGGT

CTTAATCT

[1092] ACAGTATAAAGTACAACCGAGTCCGGATGGCCTGGCGCAAGCGTTTATTATTGGCGAAGACTTTATTGG

TGGTGATG

[1093] ATTGTGCACTCGTACTTGGCGATAATATCTTCTATGGACACGACTTGCCGAAATTGATGGAAGCTGCTG
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TTAACAAA

[1094] GAAAGCGGTGCAACGGTATTTGCTTATCACGTTAATGATCCTGAACGCTATGGTGTCGTGGAGTTTGAT

AATAACGG

[1095] TACGGCAATTAGCCTGGAAGAAAAACCGCTGGAGCCAAAAAGCAACTATGCGGTTACTGGGCTTTATTT

CTATGACA

[1096] ATGACGTTGTGGAAATGGCTAAAAACCTTAAGCCTTCTGCCCGTGGCGAACTGGAAATTACCGATATTA

ACCGTATT

[1097] TATATGGAACAAGGACGTTTGTCTGTAGCCATGATGGGGCGTGGCTATGCATGGTTGGATACAGGGACG

CATCAAAG

[1098] CCTTATTGAAGCAAGTAACTTCATTGCAACAATTGAAGAGCGTCAGGGATTAAAGGTATCTTGCCCGGA

AGAGATTG

[1099] CTTACCGTAAAGGGTTTATTGATGCCGAGCAGGTGAAAGTATTAGCCGAACCGCTTATCAAGAATCAAT

ATGGTCAA

[1100] TATTTGCTGAAAATGATCAGCGAATAGTATATGGGAACTCAATGATGGATATTAAATTAATCTCTTTGC

AAAAACAT

[1101] GGGGATGAGCGCGGTGCATTAATTGCTCTTGAAGAGCAACGAAATATACCTTTCGAAGTCAAAAGAATA

TATTACAT

[1102] ACTTGAGACTCTTAATGGAGTAAGACGCGGATTTCATGCGCACAAGGTTACTCGTCAGTTAGCTATTGT

AGTCAAGG

[1103] GAGCTTGTAAATTTCATCTGGATAATGGTAAAGAAACAAAGCAGGTGGAACTTAATGATCCAACAATTG

CGTTGCTG

[1104] ATAGAACCCTATATATGGCATGAAATGTATGATTTTAGTGATGATTGTGTGCTGCTTGTAATTGCGGAT

GATTTCTA

[1105] TAAAGAGTCTGATTATATCCGCAATTATGATGATTTTATTAGAAGAGTAAATTCAATTGAGAATTCATA

AGCTAAGT

[1106] GACGTCCAGACAACATCAATTGGTGATGGAACAACTATCTGGCAGTTTGTTGTGATACTAAAAGGTGCT

GTAATTGG

[1107] TAATAATTGCAACATCTGTGCAAATACCTTAATTGAAAATAACGTTGTAATTGGTAACAATGTCACAGT

CAAAAGCG

[1108] GTGTGTATATTTGGGATGGCGTTAAAATAGAGGATAATGTTTTTATTGGTCCTTGTGTAGCATTTACAA

ATGATAAG

[1109] TATCCTCGCTCTAAAGTCTATCCTGATGAATTTTTGCAAACAATAATACGCAAAGGAGCATCAATAGGT

GCTAACGC

[1110] AACCATCCTGCCAGGAATTGAAATTGGTGAAAAAGCAATCGTTGGTGCGGGGAGTGTTGTAACCAAAAA

TGTACCGC

[1111] CATGCGCAATAGTAGTAGGTAATCCAGCTCGATTTATTAAATGGGTAGAGGATAATGAATAAAATTGAT

TTTTTAGA

[1112] TCTTTTTGCAATTAACCAGCGACAGCACAAAGAATTAGTCTCTGCGTTTAGTAGGGTGCTAGATTCTGG

TTGGTATA
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[1113] TCATGGGCGAAGAACTTGAGCAGTTCGAGAAAGAGTTCGCAGAATACTGTGGAGTTAAGTATTGCATTG

GTGTAGCA

[1114] AATGGCCTTGATGCGTTGATACTAGTATTGAGGGCATGGAAAGAACTTGGCTATCTTGAAGACGGTGAC

GAGGTATT

[1115] AGTACCGGCAAATACATATATTGCTTCTATTCTTGCTATAACAGAGAACAAACTTGTTCCTGTTCTTGT

TGAACCAG

[1116] ATATAGAAACTTATAATATTAATCCTGCTTTAATTGAAAATTACATTACGGAAAAAACTAAAGCAATAT

TACCGGTT

[1117] CACTTATATGGTCTATTGTGCAATATGCCAGAAATTAGTGCAATCGCCAGAAAATATAATCTGTTGATT

CTTGAAGA

[1118] TTGTGCACAAGCACATGGTGCAATACGTGATGGTCGCAAAGCTGGAGCTTGGGGGGATGCTGCAGGATT

TAGTTTTT

[1119] ATCCAGGAAAAAACCTTGGAGCTTTGGGGGATGCGGGAGCTGTTACTACAAATAATGCAGAATTATCCT

CAACTATA

[1120] AAAGCTTTGCGAAATTATGGGTCACATAAGAAATATGAAAATATTTATCAGGGATTGAATAGTCGATTG

GATGAACT

[1121] GCAAGCAGCCTTATTGCGTGTAAAAATCCATACATTACCGGAAGATACTGCGATTCGGCAAAGGATTGC

TGAAAAAT

[1122] ATATTCGTGAAATAAAAAACCCTGCGATTACGTTACCAGTGTACGAAGGCCAAGGTGCGCATGTTTGGC

ATTTATTT

[1123] GTAGTAAGAATCGCTAATCGTGAAAAATTCCAGTCATACTTATTAGAGAAGGGTATCAAAACCTTAATT

CACTATCC

[1124] ATTACCACCCCATAAGCAGCAAGCATATCAAAATATGTCTAGCCTTAGCCTTCCAATTACTGAGCAAAT

TCATGATG

[1125] AAGTCATTTCTTTACCTATAAGTCCGGTAATGAGTGAAGATGATGTCAATTATGTAATCAAAATGGTCA

ATGATTAC

[1126] AAGTAATGAAAAAATTTCTTCAGGTAACTATATTATCCGCTATCTATACATTCATTAAAATGATTGCGG

GTTTTATC

[1127] ATCGGTAAGGTAGTAGCAATTTATACAGGGCCATCAGGGGTAGCAATGCTTGGCCAAGTGCAAAGTTTA

ATCACAAT

[1128] AGTTGCAGGTACTACCTCTGCACCTGTAAGCACAGGCCTTGTTCGATATACTGCGGAAAATTGGCAAGA

AGGACAAG

[1129] AAGCATGCGCGCCATGGTGGCGCGCATGCTTAAGGGTTACTCTGTTTTTATTCTTGCTTATTATTCCCG

TTGTTATT

[1130] ATATTGTCGAAAAATATTAGTGAGTTACTTTTTAGCGATGGACAATACACATGGTTAATCATTTTCGCA

TGTTGTAT

[1131] ATTGCCATTCTCCATTATAAATACATTGATCGCTTCAGTTTTAAATGGTCAACAATTTTATAAGCAATA

TATATTGG

[1132] TTGGGATGTTTTCTGTATTCATTTCTACTATGTTTATGATTTTGTTGATTGTAGCTTATAATCTTAAAG
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GTGCATTG

[1133] ATTGCCACAGCTATAAATAGTGCTATTGCTGGTCTTGTATTGGTTTTATTTTGTCTCAATAAATCTTGG

TTTAGATT

[1134] TAAATATTGGTGGGGTAAAACGGATAAAGACAAAATTATAAAAATTATTCATTATACTCTGATGGCTCT

GGTTTCTG

[1135] TTATCTCCATGCCTACAGCATTGATGTGTATTAGAAAAATATTGATTGCTAAAACTGGTTGGGAGGATG

CAGGGCAA

[1136] TGGCAGGCCGTATGGAAGATATCTGAGGTTTATCTTGGTGTTGTGACAATTGCTTTGTCAACATATTTC

TTACCAAG

[1137] ATTGACAATTATAAAAACAAGTTTCCTTATAAAAAAAGAAGTAAATAGTACTATATTATACATAATATC

TATTACTT

[1138] CATTCATGGCGTTGAGTATCTATTTATTCCGCGATTTGGTAATAACAGTTTTATTTACTGAACAGTTTC

GCTCAGCT

[1139] CGTGAATTATTTTTATTACAACTTATAGGGGATGTAATAAAAATTGCTGGGTTTCTTTATGCATACCCT

CTTCAAAG

[1140] TCAGGGGCATACTAAACTATTCATCAGTTCAGAAGTGATTTTTTCTATGCTCTTTATCATTACCACCTA

TATTTTTG

[1141] TTGTAAATTATGGAGTACATGGTGCTAACATAAGTTATGTCATTACATATAGTTTATATTTTGTGTTTG

CATTTGTG

[1142] TTTACTAATTTTATTAATGTTAGAAGAAATAATTAAAAACAGAGGTTGAATTTTGAAAATAATTATACC

TGTCTTAG

[1143] GATTTGGCAGGGCTGGTGGTGAAAGAGTTCTTTCTAAGCTGGCAACTGAATTGATGAATTATGGACATG

ATGTAAGT

[1144] TTTGTTGTTCCAGATAATAGAACTAATCCATATTATGCTACCACAGCAAAAATTGTCACGAGTAAATCT

AGTCAAAA

[1145] CCGTGTAAAAATATTGAGAATCATTAAAAATTACTATAATCTGTGGCGTAAATGCATAGAGTTAAATCC

TGATGCTG

[1146] TAGTTGCTAGTTTTCATTTGACTGCCTATCTTGTCGCATTATTACCAATCACCCGTCGTAAGAAATATT

ATTATATT

[1147] CAGGCGTATGAAGTTAATTTTTTTGATAATATAATATGGAAATTAATAGCGGGTTTAACATATTATTTA

CCGCTTAA

[1148] AAAAATACTAAATAGTCCTAATTTGCTTCCTCATAAACATGATGATTTTATAGGAGTAGTTCCTGCAGG

AGTAGATT

[1149] TAAACGTTTTCTATCCGAAACCATCAAATAGGTTATTAAATGGTCACACATCAATAGGGATTATTGGTA

GAAAAGAG

[1150] AAGCACAAAGGAACTAGCGAAATTATTTCAGTATTGTGTTCACTGGAAAATAAAGCTGGAATTATAATC

AATATTGC

[1151] GATCTATCTTGAAGAAGTTGATAAGCAGCGTTTAATCGCTGCCGGGTTTCAGGTTAATTTTTTTCCGAT

TACTTCTG
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[1152] ATTTAGAATTGGCATCCTTTTATCGAAGCAATGACATCATGATTGCTGTTGGGTTAATTGAAGATGGCG

CTTTCCAT

[1153] TATCCTTGTGCTGAATCAATGGCTTGTGGTTGTCTTGTTATTTCAAATTATGCGCCACTTACTGAAACT

AACAGTGT

[1154] ACTTAAATTAGTCAAGTTTGATGCTTGCAAACTTGGTGAAGCAATTAATCTTTGTCTCAATCTTGACCT

AGAAGAAA

[1155] AAAGCAAAGAAATCCAATCTAATATTTCTGTGTTGAATAAATATGACTGGAAAATTGTTGGTGAAACTT

TCAATAGT

[1156] TTATTGTTAGATGCAAATAAATAGTATACGTTGATGGGGAAAATATGAATATTGTTAAAACTGATATTC

CAGATCTG

[1157] ATCGTTCTTGAACCAAAAGTGTTTAGTGATGAACGCGGCTTTTTTATGGAGAGTTATAATCAGATTGAA

TTTGAGAA

[1158] GGCAATAGGAAGGCACGTAAATTTTGTTCAGGATAATCATTCAAAATCTAGTAAAGGCGTACTACGTGG

GTTGCATT

[1159] ATCAATTAGCACCGTATGCACAGGCTAAATTAGTTCGATGTGTTGTAGGTCAGGTATTTGATGTTGCTG

TTGATCTT

[1160] AGAAAAAATTCACCAACGTTCAAAAAATGGTTTGGAATAACCCTTTCCGCAGAAAATAAACGACAATTA

TGGATACC

[1161] CGAAGGATTTGCTCATGGTTTCTTGGTGACCAGTGATGAAGCTGAGTTCATTTATAAGACAACTAACTA

CTATGCTC

[1162] CTGGTCATCAGCAAGCAATTATTTACAATGATCCTATTTTAAACATCGATTGGCCTTTCTGCAGTAGTG

CTCTGTCA

[1163] TTATCACAAAAAGATCAAGAAGCAAAATTATTTTCAGAATTATTGGACAGTGAACTGTTCTAATAAAGT

GTGCCACC

[1164] TTATCCGTCTGAAGGATAGGTGGTTGCTTATATTTTTTTGAGTATGTTTGTATAATGACAGAAAATAGT

CCGAAATA

[1165] TAAACACGATAAAAGCTTAATAAGTTTTATCTACTTATTTTTTATATTTACACTTATTGTAGGCTTTAT

TATCGCAA

[1166] ATACCCAGTTTTTGGGGCGAAGTAGAGACTATGATAATTATATACAGATCTTTTCTGGTAAAGAAGGGG

AGGGGGTT

[1167] CTTGAATTATTTTATCGCGGATTGATGTTAATAACGACCAGCTATGAAACTATCATTTTTATAATTTTA

ACATGTTC

[1168] TTTTTTTATAAAGGCAAGGTTTCTCGCTAACTATTCGCGTAATTTTTCAGGCTTGACCTTATTCTTTAT

TTATTATG

[1169] CAAGCGTTGCACTTTGGGTTTTAGATTATACTCAATTCAGAAATGGTCTATGTATTTCCATTTTAATGT

TTTCCGTA

[1170] TACTATTTATTTATAAATAAACCGACTTATTTTTATTTCTCGGTATTATGTGCAATTGCAACTCATTGG

TCTGCTTT

[1171] GCCTTTTTTGCTTTTATATCCTTTTGTCTATTCAACAAAAATAAGACGCCTTGGTTATTTTTGTTTCAG
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TATTCTTG

[1172] TTTTGATTGCGATCTCAGGAGAAGGAAAAGAGATCATATCTTTTATAAGAAATTTTGGAGTGGGACAAA

AAATAGGA

[1173] AATGAAGCTGGTGTAAATTTAATAAATTCATTATCCCTTACCGCTATTTCCTGGTTTATTATTAGTTAC

ATATCAAG

[1174] CATTGGAAATGAAAGGAGAAATTTAAGGCTTTTCTTTTGTTATGGTGTCATGCAATACGTGACTTTTAG

CCTTTTCT

[1175] CTCTACCTGTTATGGCTTTCCGTATTTTGGAAATGTATTTTTTCCTTATGCTAACCATTGGGGTGTTTA

TTAAGCAA

[1176] AAAAAGAATTATTATTTTATTTTTTGCAAAGTGTTAATTTTATTGTATCTAACATACTATTATCATATG

GTCTTTGG

[1177] AGTGATTAATGTGTAAGGCTAAGGTGTTGGCTATAATTGTTACTTACAACCCGGAAATTATTCGATTGA

CGGAATGT

[1178] ATTAACTCTTTAGCCCCACAAGTTGAGAGAATAATTCTTGTAGATAATGGCTCAAATAATAGTGATTTG

ATAAAAAA

[1179] TATCAGTATTAATAACCTTGAAATTATTTTACTTTCGGAAAACAAAGGCATTGCATTTGCTCAGAACCA

TGGTGTTA

[1180] AGAAGGGCCTGGAAGCAAAAGAGTTTGACTATTTATTTTTCTCAGATCAGGATACTTGCTTTCCTAGCG

ATGTTATT

[1181] GAAAAACTTAAGAGTACATTTACGAAAAATAATAAAAAAGGTAAAAATGTTGCTTGTGCTTCTCCTTTT

TTTAAAGA

[1182] CCATCGTTCAAATTATATGCATCCGTCAGTCAGCCTAAATATTTTTACGAGTACAAAAGTTATATGTAG

TGAAGTAG

[1183] ACGATGATCTTTATCCCTCGCATGTTATTGCTTCTGGGATGTTAATGTCTCGTGAAGCATGGCGCGTCG

TCGGACCA

[1184] TTTTGTGAAAAACTCTTTATAGACTGGGTTGATACAGAATGGTGTTGGCGTGCATTAGCTAATAATATG

ATTATTGT

[1185] TCAGACACCATCAGTCATCATTTCTCATGAACTTGGGTATGGGCAGAAAATTTTTGCTGGTCGATCTGT

TACAATAC

[1186] ATAATTCTTTCAGAAATTTTTATAAAATACGCAATGCAATATACTTAATGCTGCATTCAAATTATAGCT

TCAAGTAT

[1187] CGTTATCATGCTTTTTTTCATGCGACAAAGAATGTTGTATTTGAAATTTTATATTCGAAAGAAAAATTA

AATTCACT

[1188] GAAGGTTTGTTTTAAAGCTGTACGTGATGGTATGTTCAATAATTTTTAATACGAAAATAGTTAGGCTCA

AGGTGTTT

[1189] AAATGGAAGAAAATAATATGAAGACGGTCGCTGTAGTTGGCACAGTGGGTGTTCCTGCTTGTTATGGTG

GGTTCGAA

[1190] TCACTTGTTCAGAATCTAATTGATTATCAATCTGATGGTATACAATATCAGATATTTTGCTCTTCAAAA

AAATATGA
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[1191] TAAAAAATTTAAAAATTATAAAAATGCAGAATTAATCTATTTGCCGATAAATGCCAATGGCGTCTCTAG

CATAATTT

[1192] ATGATATTATGTGTTTAATTATTTGTTTATTCAAAAGGCCAGATGTTGTTTTAATATTGGGGGTGTCTG

GTTGTTTA

[1193] TTTCTACCAATTTATAAACTATTTTCAAAATCAAAGATTATTGTCAATATTGATGGGCTTGAATGGCGT

AGAAATAA

[1194] ATGGGGAACGTTTGCTAAGAAATTTCTTAAAATATCTGAGGCGATATCTATTAGAATAGCTGATATTAT

CATTTCAG

[1195] ATAATCAAGCAATAGCTGATTATGTGGAAAATAAGTACAAGAAAAAAAGTGTAGTTATAGCTTATGGCG

GAGATCAT

[1196] GCCACTAATCTTAGTACACCGATAGACAATGATCAAAAAAAAGAAGGTTATTATTTGGGGCTTTGTAGG

ATAGAGCC

[1197] TGAGAATAATATAGAAATGATTCTGAATGCCTTCATTAATACAGATAAAAAAATTAAATTTATGGGTAA

TTGGGATA

[1198] ACAGCGAGTATGGACGCCAGCTAAAAAAATATTATTCAAACTATCCAAATATCACCCTACTAGAACCTA

ACTATAAT

[1199] ATTGAAGAGCTTTATAAACTAAGAAAAAATTGTCTTGCATACATTCATGGACACTCGGCTGGTGGAACA

AACCCTTC

[1200] TTTAGTTGAAGCGATGCATTTTAATATTCCTATTTTTGCTTTCGATTGTGACTTTAATCGTTACACAAC

TAACAATT

[1201] TAGCTCATTACTTTAATGATTCTGAACAACTTAGCTTATTAGCAGAAAGTTTGTCTTTTGGAAATCTTA

AATGTCGA

[1202] GTATTAGATTTAAAAAATTATGCTGAAGATATGTATAACTGGAGGCATATAGCTGCTATGTATGAATCT

ATTTATTA

[1203] AACGCATTAACAATAATATAATTGACCTTATATAGCAGGGAAAGATCACGTAACGCTGCGGCGCGCCGA

TCCCCATA

[1204] TGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGA

ACTAAGGA

[1205] GGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTT

TGTATACT

[1206] TATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCC

AAGCAACA

[1207] GATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATAC

CGTCTCTA

[1208] TTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTT

ACTATACG

[1209] GTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGC

ACGGATGC

[1210] TGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTT
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CCAGGACA

[1211] CTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTG

AAGAGGGG

[1212] GCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTG

ACCAAAAT

[1213] CGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGT

GAAGATGG

[1214] TTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCC

TGAACCTC

[1215] ACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGAC

ATCACCAA

[1216] AGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAA

CAAAGGTA

[1217] CCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGT

TTGCACGT

[1218] TATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCA

GCAGGCGA

[1219] CAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGG

CTTCTCTC

[1220] AGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTG

CTGGCTGC

[1221] ATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTG

TTGCTGGC

[1222] TCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACA

GAACGGTA

[1223] TTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGA

ACCTGATC

[1224] CAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATCGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACC

GAATGGCT

[1225] GGATTAASEQ  ID  NO:13(O6A  rfb基因座核苷酸序列实例‑O6A‑EPA生产菌株

stGVXN4112和stLMTB10923)

[1226] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[1227] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[1228] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[1229] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATTTGCCCGCCGGGCGTGACAATTATG

AACGTGCG
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[1230] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTGGGCCACTCCATTTTATGTGCACGACCTGCCATTGGTGACAATCCATT

TGTCGTGG

[1231] TGCTGCCAGACGTTGTGATCGACGACGCCAGCGCCGACCCGCTGCGCTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CGCGCTTC

[1232] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCTGTCATC

CAGACCAA

[1233] AGAGCCGCTGGACCGCGAAGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTCATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[1234] ACTCAGACATCATGGCCGTTGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTTGAACGCACTC

AGCCTGGT

[1235] GCATGGGGGCGTATTCAGCTGACTGATGCCATTGCCGAACTGGCGAAAAAACAGTCCGTTGATGCCATG

CTGATGAC

[1236] CGGCGACAGCTACGACTGCGGTAAAAAAATGGGTTATATGCAAGCGTTCGTGAAGTATGGACTACGCAA

CCTCAAAG

[1237] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGGATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[1238] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAGATTAGCGGCGAAAGTAATTTGTTGCGAATTTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[1239] AATCAGAATAACAACGACTTAGCAATAGGATTTTCGTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[1240] GTAAGACAATTAGCATTTGAATTTTACGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCGTAGACAT

GCATGCAG

[1241] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCTGAAATTATAAAGTCATTCTTATAGAACATCG

CATTTCAA

[1242] TAATATAATTACACCTAAATGAATAGGATACAACGTGTGCACAATTATTTAAGGCTTAAAGATAAAATA

AAAAACGT

[1243] ATTTTTAGGGTTGTATATATTGCAGTTATTTAATTATATCGCGCCATTGGTAATTATCCCTATCCTGAT

AAAATATA

[1244] TTGGGTTGGGGGAATATGGGGAATTGGTCTATATTACATCTATTTATCAAATAGTGGCTTTGATTATTG

ATTTTGGC

[1245] TTTACTTACACAGGACCTGTGGTTGCTGCGAGACATAGATGTGAGACCCAAAATTTACAGCGCTATTAC

TCAATAGT

[1246] TGTTCTTTTAAAATCATTGCTTTTTATAATTGCATTAACATGTGTATTTTTATTGTGCAGATTAAATAT

AGTCCACT

[1247] TGTCATTTTTTGGGTTTTTGTCAATTTTTCTATGCACTATTGGTAATATATTATCGCCCAATTGGTTTT

TGCAGGGG

[1248] ATTGGTGATTTTAAAAAACTTTCATACTCACAAGTAATAGTGAGAATAACATTGTTTATCATACTTCTT

GTTTATGT

[1249] CTGTAGTGGCGGAGATAATGTTTTTATCCTAAGTTTTTTGCAAAATGCAACATTACTCATATGCTGTAT

说　明　书 129/193 页

133

CN 115803087 B

133



ATACTTAT

[1250] GGCCAAATATTCATATTAGCCATGTTGTTCATCTTAAACCTAATGAATGCATTGTGGAATTTAAGAAGG

CAGGAAAT

[1251] GTTTTTATTGGCGTAATAGGTACGATTGGTTACAATGGTCTAATTCCTGTGTTAATTGGAAACCTTTGC

GGTAATAC

[1252] GAGTCTTGGTGTTTTTTCAATCGTTCAAAAAATGACAACAGCATGTCAAAGTCTAATTAATCCAATATC

ACAGTATA

[1253] TGTTATCTCAAGTTTCAGAAATTAAACCTCAAGATAAACTGTTTTATTATAGAATTAAAAAAAGTTTTT

TTGTGCAT

[1254] TTAACAATTAGCATAATTGCATGTTTATGTTATATGGGGTTAGGGCAATATGTGGCGACTTTTATAGGT

AAAGTTGA

[1255] CGTTTCATTTGTTATTATTTTATTTGCGTCAATAATTACCATTTTTTCATCTTTAAATAATGTCCTTGG

TATACAGT

[1256] TTCTTATACCGACAGATAATGTAAAAATACTACGAAGTATAAATGTTATGGCGGGAATTATTGTTGTTA

GTTTGTCC

[1257] TGGCTGTTAATATCACGCTTTGACATTCTGGGGGGGGTTTTATTAAACCTAATTGGTGAGTTTCTTGTA

TTCAGTAT

[1258] GCTAGCTTTTATTGCCCATCGAAAGTGGGGAGCGAGAGTATAATGAAAGTGAAGGCGGTTCCTGCTATT

ACATTCTA

[1259] TTTAAGTTTAATGCTGACAATTTTAGTGTTACTGTTTGGTAATGAACCAAATAAATCACAATATATCCT

TGTTATAG

[1260] CAACGATAACAGTTTTTTATATCGCATATATCACTAATAAAATAACTTCTCCGGCCAGCCTTCTCGTTA

TATCATCT

[1261] TTTGTGTTTTTAGGTTGTCGCCCTTTATTATCTTTGTTTGCAAACTATGATTATAGGATTGCCGATTGG

TTTATTGA

[1262] AGGATATATGGATGACGATGTGATTTTGGCTAACTATGCTATAACACTAATGTATTATGGTTATACATT

GGGACTAA

[1263] TTCTATGCAAAAATACTGAAAAATTTTATCCGCATGGTCCTTATCCTGAAAAACAATTGCTAAAAATAA

AGTTTCTT

[1264] TTGACTTTATTTTTTCTGGGTTCGATAGGTATGGTTGTAAAAGGGATATTCTTTTTTAACTTTATAGAA

TCTAATAG

[1265] TTATGTTGATATTTATCAATCAAATATAACAACGCCAATAGGTTATGATTTTCTATCTTATTTATTTTA

TTGTTCTT

[1266] TTTTCCTTATATGTGCGTTTCATATACAGTTCAGAACAAATAAAAAATTTCTTTTTATTGCGATATGCA

TTGCTGCA

[1267] TTTAGCACCTTGAAGGGTAGTCGTAGTGAAGCTATAACGTTTCTTTTAACGGTTACATGTATATATTTT

AATGAAGT

[1268] AAAGACAAGAAACTTACGTCTGCTGATTACAATGATTTTTGTTTTTAGCGTCATTTTTGTGATTAGTGA

ATTTATCT
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[1269] CAATGTGGCGCACTGGAGGGAGTTTTTTTCAATTAATGCAGGGTAATAATCCTGTTATAAACTTTGTAT

ACGGCATG

[1270] GGAGTATCATATCTTTCCATTTATCAATCAGTAAAACTACAACTATTGTCAGGGGGATATAATGTTACC

TATCTATT

[1271] CAGCCAGTTAATAATAACTTGCTCGTCAATATTTAATGTCAAATTGAGCTTGCCGGAAATAAGCTATAG

CCATTTGG

[1272] CCTCATACACAGCAAACCCAGAACTATATAATCTTGGGTTCGGACTTGGGGGGAGTTATTTAGCAGAAT

CGTTTTTA

[1273] GCATTTGGTCTGATTGGATGTTTCATTATACCCTTTTTACTTTTACTTAATTTAAATGTATTGGAAAAA

TATACAAA

[1274] AAACAAACCAATTATATATTTTGTTTATTATAGTGTGTTGCCACCTATATTATTCACACCAAGAGAGAC

TTTGTTCT

[1275] ATTTCTTCCCCTATCTTGTCAAAAGTATATTTGTTGCTTTTTTAGTTACATTATACATCCAGTATAAAA

AGGATTGA

[1276] CCAAAATGTCAGAAAAAAATGTCAGCATAATAATCCCAAGTTATAACAGGGCTCATATTCTTAAGGAGG

TCATACCA

[1277] AGTTATTTTCAGGATGAGACTTTAGAGGTTATAGTTATCAATGATGGATCAACAGATAATACAAATAGT

GTATTAGC

[1278] TGAACTGAAGGAAAAATATTCTCAGTTAGTTATTTTAGAAAATGAAACGAATAAAAAACAGATGTATTC

TAAAAACC

[1279] GAGGGATTGAAATAGCCAAAGGGAAATATATTTTTTTTGGTGATGATGACTCTTACCTCTTACCCGGTG

TTATATCT

[1280] CGGTTATTGGCTACAAAATATGAGACAGGCGCTGATGTAATCGGCGCAAGAATACTTTATATGAATAAT

AACGAGAA

[1281] AACAATTGAAGATTGCATAAATCGACATAAAAAAGAGGGGCGTTTTGTTAGTGATCTAAATAGATTGGA

TTTTAGTT

[1282] ATACATGTGATTTGGACCATCCGATTGAATGTTTTTATGCACAGCCTTTTGTTCTAGCTGAAAGGGAAC

TAATATCG

[1283] AAATATCGATTTGATATATCTTATACGGGAAACTGCTATCGTGAGGAAACTGATTTCATGCTATCTCTA

TTTATTAA

[1284] AAATAAAAAATTTATATATGATTCAAAGGCTTTGTTAATAAATTTACCTCCAAGAAAAGCGACGGGAGG

GGCAAGAA

[1285] CAGCTAATCGATTAAAATATCATTACGAAAGTTGCATAAATAATTATAGATTTTTAAAAAAATATAATG

ATAATTTG

[1286] AATCTTCTTTCAGGACAAAAGCATGCTATATTTTACCGACAGTGTCAATTCGTTCTGCTAAAAATGAAG

TCGTTTAT

[1287] CGGGAAGTTTTTAAAATGATTATATATATCGCCGCGTATAATGGTTCAGGAGGGCAAGGTGGGGTGGAA

AGGGTTGT

[1288] TGCCCAACAATGTAACATTCTTAAAAATTTGGGGGTTAAAGTCATTATACTTGATAAAACATACTTCAA
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AATTTCTA

[1289] ACAAAATTCGTAACAAAAAAATACAAGTAGCACTTTATCCAATATTAGTTTCTCTTTATTTAACCTTAC

AAAAATTA

[1290] CGTGGCGTGACGTTTAAAGTTATTGCACATGGCTATTGTTCTCCTTTTTATAGGAATGACATCTTAATA

GCTCATGG

[1291] CAATATGAAATGTTATTTTCAAACAGTCATGAATAAAAAACCTAATCGGTTGTCTGGCAGTGGTCTTTT

ATCTTTCT

[1292] ATGAGCGTTGGGCTGGAGCATTTTCAAAAAATATCTGGGCTGTTTCAAATAAGGTTAAAAGTGAATGGA

ATGAGCTT

[1293] TACAATATTAATTCACATAAAATCAAAGTTGTTCGAAATTTTATAAATCTTGCACAATTTGATTACACT

GATGTTAA

[1294] TGAAGCAGAATATGTGACATTTGTCGGGCGATTGGAAAAAGGAAAAGGAATAGATGATCTGTATTACAT

ATGTAAAA

[1295] ATCTGCCAGATACTTCCTTCCATTTAGTTTCAAGTATTCCCGCCCCACAAAATTTTGCTTCGCTAAATA

ATGTTCTG

[1296] ACCAGCATTGCTGTCCCCTATGCGAAAATGCCAGAAATATTTAAGAAATCCAGAGTACTTATTTTACCG

TCCTATTA

[1297] TGAAGGATATGAGCTGGTTACTATTGAAGCGCTATGCTGTGGTTGCCCTGTGATAGGCTATAATGTTGG

TGCAATTA

[1298] GAGAGTTGTATGCAGAAAGTTTTCCTGGCGTATTTATTGCCAATAATAAAGAAGATTTAGCACAAGTAG

CCTACAAA

[1299] TTAATTAGTCTTGATAATGAAAAATATTATCATTTGAGACAAACTATTTATAGCAAGCGTGAGCTTTTT

TCTGAAGA

[1300] GAGATATGCGGAAATTTTAACGGCGGCATTTAATGAAAAAAAATAAGAAACTCTGTCTCATTTCAATTA

ACTCATAT

[1301] AATGAACTTACCGGAGGAGGAGTATATTTACGTACGCTTGTTAGTTTTCTACAAAAACAGAATGTTAAT

TTAACACT

[1302] TATTGATAAAAAATCCTCAGGTAAACTATTCGAAGACAATACTTTTCAACATATATCATTTATTAAAGG

TAAACGTC

[1303] AGGATATAATATCCAGGCTTTTTTTTATACCATCATTTTATGTCCCTTATATTTTCTCAATAATTAAAA

TTTTACGG

[1304] AAGCAAGATATTCTTGCTTTTCACAACTCTCGGCTTGGATTGTTATGTCTGCTTTTTAGAATACTCATG

CCCCACAA

[1305] AAAGATCATATTGTTTACGGATAACTTCGAATATGACTTAATAAGACAAAAAGATAAAAACATAACTAC

TTTTATTG

[1306] AAAAATTAATTGTTTATCTCAATGAATTTATCGGGCTTAAGAATTCAGATTTAGTTAGCTATATTACCC

GGCAAGAT

[1307] AAAAATGCAATGGATAAATTTTATGGGATTAAAAAAAGCAGAAATTTAATTCTCCCTGTGATATTTAGT

AGAGAAAA
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[1308] ACCAACTGATGTATTGTCAGCTCACTTTATTAATGAGTATAATCGATTGAATAATGATAATAGGAAAAA

AGTAGTAT

[1309] TTACTGCATCTTTTGATTTTTTTCCAAATATAGATGCTGCCAACTATGTTTTAAATGCAGCAAAGTCTA

ATAATGAT

[1310] TATTGCTATATTTTGGCAGGTAGGAAAAGTACTACTTTGAATCTTCCTGATTTGGATAATTTATTTTTT

TTCGATAA

[1311] TCTATCTAATAGTGAAATGTCATATTTATTATCTGCTTGTGATGTTTTTTATTCTCCTATAGTTTTAGG

AAGTGGAA

[1312] TGAAAACAAAAATTGCAGAAGCACTATCATATGGATTATATATTTATGCGACAGAGCATTCCTTAATCG

GCTATGAT

[1313] GAAATTATACACAATAAGGAGTGTGTTAAAAAAATCTCACATTTGGATGAGGAATTTCCTAAAGATTTC

AAGATGAA

[1314] AAGTATCAATAAACAGCTAATAATGTCTTATCAGCAAAAATATTATTCACATTATCGGTTTAATGGCCA

TGAACTTG

[1315] ATATAATAAATTTTGACGATTAGTTAGTGGAGATATAATATGAACATATTAGTAACTGGTGGTGCTGGA

TATATCGG

[1316] ATCTCATACGGCTATTGAATTACTGAATGCAGGTCATGAGATTATCGTTCTGGACAATTTCAGTAATGC

TTCATACA

[1317] AGTGTATCGAAAAAATAAAAGAAATTACTCGACGTGATTTTATAACAATTACTGGAGATGCTGGGTGTA

GGAAGACA

[1318] CTCTCCGCTATTTTCGAGAAACACGCCATAGATATAGTTATTCATTTTGCTGGCTTTAAATCTGTTTCA

GAGTCTAA

[1319] AAGTGAACCCTTAAAGTATTACCAGAATAATGTTGGAGTGACCATTACTTTATTACAGGTAATGGAAGA

GTACAGAA

[1320] TTAAAAAATTTATCTTTAGTTCATCTGCGACAGTCTATGGTGAACCAGAGATAATTCCAATTCCAGAAA

CAGCTAAA

[1321] ATTGGAGGAACTACGAATCCATATGGCACATCGAAGTATTTTGTTGAAAAAATTCTAGAGGATGTTAGT

TCCACGGG

[1322] AAAACTGGATATAATTTGCTTGAGATATTTTAATCCTGTCGGTGCTCATTCTAGTGGTAAAATAGGTGA

GGCTCCAT

[1323] CTGGTATCCCTAATAATCTTGTTCCTTATTTATTGGATGTTGCGAGTGGTAAACGTGATAAATTATTTA

TTTATGGC

[1324] AATGATTACCCTACTAATGATGGAACAGGTGTAAGGGATTTTATTCATGTTGTTGACTTAGCGAAAGGT

CATTTGGC

[1325] TGCAATGAATTATTTAAGTATCAATTCGGGATATAATATCTTTAATCTTGGTACAGGAAAAGGTTATTC

GGTACTTG

[1326] AATTAATCACTACATTTGAAAAATTAACAAACATTAAGGTCAATAAATCTTTTATAGAGAGAAGGGCAG

GGGATGTT

[1327] GCGTCTTGTTGGGCTGATGCAGATAAAGCTAATTCTTTATTGGACTGGCAAGCCGAACAAACTCTAGAA
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CAGATGTT

[1328] ATTGGACTCGTGGCGTTGGAAAAAAAATTATCCAGACGGATTCTGAATATAAAAGGTTTCAGTTTTATG

AATCAATC

[1329] AGAGCAGAGAAAAAAAATACTGGTTCTTACACCTCGCTTTCCCTACCCTGTCATTGGAGGGGATAGATT

AAGAGTCT

[1330] ATATGTTATGTAAAGAACTTTCCAAAAAATATGATCTTATTCTTCTGAGCTTATGTGATCAACCACTAG

AACTTGAA

[1331] ATAAATATAAATGACTCGGTCTTCAAAGAAATTCATCGTGTCTATCTACCAAAATATAAATCATATTAT

AATGTATT

[1332] AAAAGCTTTGGTTACGCAAAAACCGTTGCAAATTGCTTATTATCAATCGGACACATTTAAGAATAAATA

CAATAAAT

[1333] TAATTAAACAATGCGATGCAGTATTTTGTCATCTGATAAGAGTTGCTGATTATGTTAAGGATACAGACA

AGTTCAAA

[1334] ATTCTTGATATGACAGATGCAATATCTTTGAATTACAGTCGCGTTAAAAAATTAGCAAGTAAAAAAAGT

TTGCGTGC

[1335] AATTATTTATTCTCTGGAACAAAAAAGATTAGAATCATATGAACGTTCTGTGGCGAATCTTTTTGATTT

GACCACTT

[1336] TTATTTCATCCGTAGACCGTGACTATCTCTACCCTAATCTGGGCAGTAATATCCATATAGTCAATAATG

GGGTTGAT

[1337] ACATCAGCCTTGAGATATATAAAAAGAGAAATAAAAATCGATAAGCCTGTGGAACTTATATTTATCGGA

AATATGTA

[1338] TTCTTTACAAAATATGGATGCTGCAAAACATTTTGCTAAGAATATTTTACCTTGCTTGTATGATGAGTT

TAATATTA

[1339] TTTTTAAAGTGATTGGTAAGATCTCAGAAACTAATAAAAATATATTAAATTCATTTAAAAATACAATTG

CTTTAGGT

[1340] ACTGTTGATGATATCAATTCTTCCGCTTCTACAGGGCATATAGGTATATGTCCTGTTCGTCTTGGAGCA

GGCGTACA

[1341] AAATAAAATTCTTGAATACATGGCTTTAGGTTTACCATGTATTACATCTAGCATTGGTTATGAAGGTAT

TAATGCAA

[1342] AATCAGGTAGCGAAATTTTTGTTGCAGATACAGTAGAGCAATATAAAAACGTACTAAGAGAAATAATTT

ACGATTAT

[1343] AATCGTTATACTGAAGTGGCTGAAAATGCCCGTAGTTTTGTAGAAAATAATTTTTCTTGGGAATCAAAA

GTTGCCAA

[1344] TTTAATGAATACATTAGATGAGAAATTATATGAACAATAATAAAATTATTACACCTATCATTATGGCTG

GTGGTTCA

[1345] GGCAGTCGGTTGTGGCCACTATCAAGAATTCTCTATCCGAAACAATTTCTTAGCCTAATCGGTAGTCAT

ACCATGCT

[1346] TCAAACAACGGCTAATCGTCTGGATGGTTTGGATTGTACCAACCCTTATGTCATTTGTAATGAACAATA

CCGCTTTA
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[1347] TAGTTGCTGAACAGCTTAGAAAAATCGATAGATTGACTTCAAAGAATATCATCCTTGAGCCTGTTGGGC

GTAACACT

[1348] GCCCCTGCAATTGCATTAGCGGCGTTGCTGATGTCTAAGTCTGATAAAAGTGCAGATGATCTTATGCTC

GTACTGGC

[1349] TGCAGATCACGTTATACACGATGAAGAAAAATTTTGTAACGCTGTTAGATCGGCAATTCCATACGCTGC

TGATGGGA

[1350] AATTGGTAACATTTGGTATAATTCCAGACAAAGCAGAAACTGGTTATGGTTATATACATCGAGGACAAT

ATATTAAT

[1351] CAGGAAGATTCGGATGCATTTATAGTGTCATCATTTGTTGAAAAGCCAAATCATGAGACAGCCACTAAA

TATCTTGC

[1352] TTCCGGTGAGTATTATTGGAATAGCGGTATGTTTTTGTTTAGTGCAAATCGTTATATAGAGGAACTTAA

ACAATTTC

[1353] GGCCTGATATTTTATCCGCTTGTGAAAAAGCAATTGCTTCAGCGAACTTTGACCTTGATTTTGTGCGTT

TAGATGAA

[1354] AGTTCTTTCTCTAAGTGCCCTGAAGAATCAATTGATTACGCTGTAATGGAAAAAACAAAAGACGCAATT

GTTATTCC

[1355] AATGGATGCTGGCTGGAGTGATGTCGGTTCATGGTCTTCTCTTTGGGAAATTAATGATAAAGACTCAGA

CGGCAACG

[1356] TAATAGTTGGGGATATTTTCTCTCATGAAACAAAGAATTCTTTCATATATGCCGAATCGGGAATTGTTG

CTACAGTT

[1357] GGAGTGGAAAATTTAGTTGTTGTCCAAACAAAGGATGCTGTTCTTGTCTCAGAGAGAAATAAAGTTCAG

GATGTAAA

[1358] GAAAATAGTAGAACAAATTAAAAATTCAGGTCGTAGCGAGCATTATGTTCATCGCGAAGTATATCGTCC

TTGGGGTA

[1359] AATATGATTCCATTGACACAGGGGAGCGTTATCAGGTCAAACGTATAACAGTAAATCCTGGTGAAGGAC

TTTCTTTA

[1360] CAAATGCACCATCATAGGGCAGAACATTGGATCATAGTTTCTGGAACTGCAAGGGTGACTATAGGTTCT

GAAACTAA

[1361] GATTCTTAGCGAAAATGAATCTGTTTACATACCTCTTGGTGTAATACACTGCTTGGAAAATCCAGGGAA

AATTCCTC

[1362] TTGATTTAATTGAAGTTCGTTCTGGATCTTATTTAGAAGAAGACGATGTTATCCGTTTTCAGGACCGAT

ATGGTCGT

[1363] AGCTAAATTTTTGATAATGTAACGTTAGTAGAAGAGCGCTAATATTTTTAGTTAATCTGTAATAAGTAT

TATTTGTT

[1364] TAAGGTATATCATGTCGAGTTTACCCTGCTTTAAAGCCTATGATATTCGCGGGAAATTAGGCGAAGAAC

TGAATGAA

[1365] GATATTGCCTGGCGCATTGGTCGCGCTTATGGCGAATTTCTCAAACCGAAAACCATTGTGTTAGGCGGT

GACGTCCG

[1366] ACTCACCAGCGAAACCTTAAAACTGGCGCTGGCGAAGGGGTTACAGGATGCGGGCGTCGATGTGCTGGA
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TATTGGCA

[1367] TGTCCGGCACCGAAGAGATCTATTTCGCCACGTTCCATCTCGGCGTGGATGGCGGCATCGAAGTTACCG

CCAGCCAT

[1368] AACCCGATGGATTACAACGGCATGAAACTGGTGCGCGAAGGGGCTCGCCCGATCAGCGGTGATACCGGA

CTGCGCGA

[1369] CATCCAGCGTCTGGCAGAAGCCAACGACTTTCCTCCCGTTGATGAAACCAAACGCGGTCGCTATCAGCA

AATCAATC

[1370] TGCGTGACGCTTACGTTGATCACCTGTTCGGTTATATCAACGTCAAAAACCTCACGCCGCTCAAGCTGG

TGATTAAC

[1371] TCCGGGAACGGCGCGGCGGGTCCGGTGGTGGACGCCATTGAAGCCCGCTTTAAAGCCCTCGGCGCACCC

GTGGAATT

[1372] AATCAAAGTGCACAACACGCCGGACGGCAATTTCCCCAACGGTATTCCTAACCCGCTACTGCCGGAATG

TCGCGACG

[1373] ACACCCGCAATGCGGTCATCAAACACGGCGCGGATATGGGCATTGCCTTTGATGGCGATTTTGACCGCT

GTTTCCTG

[1374] TTTGACGAAAAAGGGCAGTTTATTGAGGGCTACTACATTGTCGGCCTGCTGGCAGAAGCGTTCCTCGAA

AAAAATCC

[1375] CGGCGCGAAGATCATCCACGATCCACGTCTCTCCTGGAACACCGTTGATGTGGTGACTGCCGCAGGCGG

CACCCCGG

[1376] TAATGTCGAAAACCGGACACGCCTTTATTAAAGAACGTATGCGCAAGGAAGACGCTATCTACGGTGGCG

AAATGAGC

[1377] GCCCACCATTACTTCCGTGATTTCGCTTACTGCGACAGCGGCATGATCCCGTGGCTGCTGGTCGCCGAA

CTGGTGTG

[1378] CCTGAAAGGAAAAACGCTGGGCGAACTGGTGCGCGACCGGATGGCAGCGTTTCCGGCAAGCGGTGAGAT

CAACAGCA

[1379] AACTGGCACACCCCGTTGAGGCGATTAACCGCGTGGAACAGCACTTTAGCCGCGAGGCGCTGGCGGTGG

ATCGCACC

[1380] GATGGCATCAGCATGACCTTTGCCGACTGGCGCTTTAACCTGCGCTCCTCTAACACCGAACCGGTGGTG

CGGTTGAA

[1381] TGTGGAATCGCGCGGCGATGTACCGCTGATGGAAGAAAAGACAAAACTTATCCTTGAGTTACTGAACAA

GTAATTCA

[1382] GTAATTTCATATAAATGGGTTTTAAAAAACGGAAAAGATGAGATATCCGGTGTGGTATATCCAAGGTAA

TGCTATTC

[1383] AGTATCTCTATGAGTGAGTTAACATCTATACCACATTTAAGCCGCACACTTCGGGATCCCCATATGAAT

ATCCTCCT

[1384] TAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATA

TTCATATG

[1385] GATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTT

GCGAACAT
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[1386] TCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCG

GCGTAGTC

[1387] GGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTC

AACCGTTC

[1388] CCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAA

AGAGTTTG

[1389] TCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTA

TTGATTCC

[1390] CTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATT

CGTCGTAA

[1391] TCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCT

GAAAGGTC

[1392] CTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCG

CCGTAGCT

[1393] GAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCAC

AACGGTAT

[1394] TGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAA

CGAAGAAC

[1395] TGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATA

TCTTCACC

[1396] AAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGT

AAATGGAC

[1397] CAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATAT

CTCTTCTC

[1398] TGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGG

CTGAGTTC

[1399] ATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTG

CGTGCTGC

[1400] GTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCAT

CCGTGCGC

[1401] AGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGT

ACTTCAAG

[1402] CAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCG

GTTCCGAC

[1403] CTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGC

ACAGCGTG

[1404] ACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATCGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATT

AA

[1405] SEQ  ID  NO:14(O8rfb基因座核苷酸序列实例‑O8‑EPA生产菌株stLMTB11734)

说　明　书 137/193 页

141

CN 115803087 B

141



[1406] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[1407] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[1408] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[1409] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[1410] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[1411] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[1412] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[1413] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[1414] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT

[1415] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[1416] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[1417] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[1418] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[1419] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[1420] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[1421] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[1422] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGCTAGCGATCGCTTAAGATCTAGGATTTCATTATG

TTACTTCC

[1423] TGTAATTATGGCTGGTGGTACCGGCAGTCGTCTCTGGCCGATGTCACGCGAGCTTTATCCGAAACAGTT

CCTCCGCC

[1424] TGTTCGGGCAGAACTCCATGCTGCAGGAAACCATCACCCGACTCTCGGGCCTTGAAATCCATGAACCGA

TGGTCATC

[1425] TGTAACGAAGAGCACCGCTTCCTGGTGGCTGAACAGCTACGCCAGCTCAATAAGCTGTCGAATAATATT
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ATTCTTGA

[1426] GCCGGTCGGGCGCAACACCGCCCCGGCCATCGCCCTGGCAGCCCTTCAGGCCACCCGCGACGGCGACGA

CCCGCTGA

[1427] TGCTGGTTCTCGCCGCTGACCATATCATCAATAACCAGTCGGCCTTCCACGACGCCATCCGGGTCGCCG

AGCAGTAT

[1428] GCTGATGAAGGTCATCTGGTCACCTTCGGTATCGTGCCGAATGCCCCGGAAACTGGCTACGGTTACATT

CAGCGCGG

[1429] CGTGGCGCTCACCGATAGTGCCCATTCCGCGTACCAGGTGGCCCGCTTTGTGGAGAAGCCGGATCGCGA

GCGCGCCG

[1430] AGGCTTACCTCGCCTCCGGGGAGTACTACTGGAACAGCGGCATGTTTATGTTCCGCGCCAAGAAATACC

TCATCGAG

[1431] CTGGCCAAATACCGTCCGGATATCCTGGAAGCCTGCCAGGCTGCGGTGAATGCCGCCGATAATGGCAGC

GATTTCAT

[1432] CAATATCCCGCATGATATTTTCTGCGAGTGCCCGGATGAGTCCGTGGACTATGCCGTTATGGAGAAAAC

CGCCGATG

[1433] CGGTGGTGGTCGGTCTCGATGCTGACTGGAGCGACGTCGGCTCCTGGTCCGCACTATGGGAGGTCAGCC

CGAAAGAC

[1434] GAGCAGGGCAATGTCCTCAGCGGTGACGCGTGGGTACACAACAGCGAAAACTGCTACATCAACAGCGAC

GAGAAGCT

[1435] AGTGGCGGCCATTGGCGTAGAGAATCTGGTGATTGTCAGCACTAAGGACGCCGTGCTGGTGATGAATCG

CGAGCGTT

[1436] CCCAGGACGTGAAGAAGGCGGTCGAGTTCCTCAAGCAGAACCAGCGCAGCGAGTACAAGCGCCACCGTG

AGATTTAC

[1437] CGCCCCTGGGGCCGTTGCGACGTAGTGGTCCAGACCCCGCGCTTCAACGTCAACCGCATCACGGTGAAA

CCAGGCGG

[1438] TGCCTTCTCGATGCAGATGCACCACCATCGCGCCGAGCATTGGGTTATTCTCGCCGGCACCGGTCAGGT

GACTGTCA

[1439] ACGGTAAGCAGTTCCTGTTGTCCGAGAACCAGTCCACCTTTATTCCGATTGGCGCCGAGCACTGCCTGG

AAAACCCT

[1440] GGCTGTATTCCGCTGGAAGTGCTGGAGATCCAGTCGGGGGCGTACCTTGGCGAGGACGACATTATTCGT

ATTAAAGA

[1441] CCAGTATGGTCGTTGCTAATTATTTTCGGGACAAGACGCAGAATGACACAGTTAACTTGTTTTAAAGCT

TATGACAT

[1442] CCGTGGTGAACTGGGTGAGGAACTGAACGAGGACATCGCCTACCGTATCGGTCGCGCCTACGGCGAATT

TCTGAAAC

[1443] CCGGGAAGATAGTGGTGGGGGGCGATGTGCGCCTCACAAGCGAGTCGCTGAAGCTGGCGCTGGCCCGCG

GGTTAATG

[1444] GACGCCGGTACCGACGTGCTGGACATCGGCCTGAGCGGTACCGAAGAGATTTACTTTGCCACCTTCCAC

CTTGGGGT
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[1445] AGATGGTGGCATCGAGGTGACCGCGAGCCACAATCCTATGAACTACAACGGCATGAAGCTGGTGCGCGA

GAATGCGA

[1446] AGCCCATCAGCGGCGACACCGGCCTGCGGGATATCCAGCGCCTGGCGGAGGAAAACCAGTTCCCGCCAG

TGGACCCG

[1447] GCGCGTCGCGGGACCCTGAGCAAGATATCGGTACTGAAGGAGTATGTTGACCATCTGATGAGCTACGTG

GACTTCTC

[1448] GAACTTCACCCGTCCACTGAAGTTGGTGGTGAACTCCGGAAACGGGGCTGCGGGGCACGTGATTGATGA

GGTGGAGA

[1449] AACGCTTCGCGGCGGCTGGGGTGCCGGTAACCTTTATCAAGGTGCATCACCAGCCGGATGGCCATTTCC

CTAACGGT

[1450] ATCCCGAATCCGCTGCTGCCGGAGTGCCGCCAGGATACCGCCGACGCGGTGCGCGAGCATCAGGCCGAC

ATGGGGAT

[1451] TGCCTTTGACGGCGACTTCGATCGCTGCTTCCTGTTCGATGACGAAGCTTCGTTTATCGAGGGGTATTA

CATTGTCG

[1452] GCCTGCTGGCTGAGGCGTTCCTGCAGAAGCAGCCGGGAGCGAAAATCATTCACGACCCGCGCTTGACGT

GGAACACG

[1453] GTAGACATCGTGACCCGCAACGGCGGCCAGCCGGTGATGTCGAAGACGGGGCATGCGTTCATCAAGGAG

CGGATGCG

[1454] TCAGGAAGACGCTATCTACGGCGGGGAGATGAGTGCGCACCATTACTTCCGCGATTTCGCCTACTGCGA

TAGCGGGA

[1455] TGATCCCGTGGCTGCTGGTGGCGGAGCTGCTGTGTCTGAAGAACAGCTCGCTGAAATCGCTGGTGGCGG

ACCGCCAG

[1456] AAGGCGTTCCCTGCGTCGGGAGAGATCAACCGCAAGCTAAGTAATGCTGCTGAGGCGATCGCCCGCATC

CGGGCGCA

[1457] GTATGAGCCGGCGGCTGCACACATCGACACAACGGACGGGATCAGTATTGAATACCCTGAATGGCGCTT

TAACCTGC

[1458] GCACGTCTAACACCGAGCCGGTGGTGCGTCTGAACGTTGAGTCCAGAGCTGATGTGGCGCTTATGAATG

AAAAAACG

[1459] ACCGAGCTGTTACACCTGTTAAGCGGGGAATAAGGTGAGAGATTTACTAACGACGATTTATCGTTATCG

GGGATTTA

[1460] TCTGGAGCAGTGTTAAACGTGATTTTCAGGCACGCTATCAAACTAGTATGCTGGGCGCACTATGGCTCG

TTTTACAA

[1461] CCGCTCTCTATGATTCTGGTCTATACCCTGGTTTTTTCCGAGGTGATGAAGGCAAGAATGCCCGATAAT

ACCGGGTC

[1462] GTTTGCCTATAGTATTTATCTCTGTTCCGGGGTACTGACCTGGGGATTATTTACTGAGATGCTGGATAA

AGGTCAGA

[1463] GCGTATTTATTAACAATGCTAATCTGATCAAGAAACTCAGTTTTCCGAAAATCTGTCTGCCGATCATCG

TGACGTTA

[1464] TCGGCGGTGCTAAATTTCGCGATTATTTTCAGTCTGTTTCTAATTTTTATCATTGTCACCGGTAACTTC

说　明　书 140/193 页

144

CN 115803087 B

144



CCCGGCTG

[1465] GCTCTTTCTCTCGGTGATACCGGTCCTGCTTTTGCAGATCCTGTTTGCCGGTGGGCTGGGGATGATCCT

TGGTGTCA

[1466] TGAACGTCTTTTTCAGGGATGTGGGGCAACTGGTTGGCGTTGCGCTGCAATTCTGGTTTTGGTTCACAC

CCATTGTT

[1467] TATGTACTGAATTCATTACCTGCATGGGCAAAAAATCTGATGATGTATAACCCGATGACTCGGATCATG

CAATCTTA

[1468] TCAGTCCATCTTCGCCTATCATCTGGCCCCCAACTGGTATTCGCTATGGCCAGTATTGGCTCTCGCCAT

TATTTTCT

[1469] GCGTCATCGGTTTCAGGATGTTCCGCAAGCATGCGGCGGATATGGTGGATGAATTATAATGAGTTATAT

CAGAGTAA

[1470] ATAATGTCGGTAAGGCGTATCGCCAGTATCACTCAAAGACCGGGAGACTGATCGAATGGTTATCCCCTC

TGAATACC

[1471] AAACGCCATAATTTGAAATGGATCCTCCGCGATATTAATTTCGAAGTCGCTCCGGGCGAGGCTGTCGGT

ATTATCGG

[1472] TATCAACGGTGCAGGCAAGAGTACCCTGCTTAAACTCATAACCGGGACGTCCAGGCCGACGACTGGAGA

AATTGAAA

[1473] TCTCCGGACGTGTCGCTGCATTACTCGAATTGGGGATGGGGTTTCATTCTGATTTCACTGGTCGGCAGA

ATGTTTAT

[1474] ATGTCTGGGCAACTGTTGGGGTTATCGTCAGAGAAAATAACTGAACTGATGCCGCAAATTGAAGAGTTT

GCTGAGAT

[1475] TGGGGACTATATCGATCAACCTGTGCGCGTCTACTCCAGTGGGATGCAAGTTCGATTAGCTTTTAGTGT

AGCGACGG

[1476] CTATCCGTCCTGATGTGCTAATTATCGATGAGGCATTATCTGTTGGGGATGCATATTTCCAGCATAAAA

GCTTTGAG

[1477] CGTATTCGAAAATTTCGTCAGGAAGGGACCACGCTGTTGCTGGTATCCCATGATAAACAAGCGATCCAA

AGCATTTG

[1478] CGACCGGGCCATTTTATTGAATAAAGGCCAAATTGAAATGGAAGGTGAACCTGAAGCAGTGATGGATTA

TTACAATG

[1479] CTCTTCTGGCCGATAAACAAAATCAGTCCATTAAACAAGTTGAGCATAATGGTAAAACGCAAACTGTTT

CAGGCACT

[1480] GGTGAGGTGACTATCTCTGAGGTTCATCTTCTCGATGAACAGGGCAATGTGACTGAATTTGTTTCGGTA

GGGCATCG

[1481] TGTCAGCTTGCAGGTCAACGTTGAGGTCAAGGACGATATTCCTGAGCTTGTTGTCGGATATATGATTAA

GGATCGAC

[1482] TTGGGCAGCCGATTTTCGGGACCAATACGTACCATCTCAATCAGACACTCACCTCCCTGAAAAAAGGAG

AAAAGCGT

[1483] TCGTTCTTATTTTCTTTCGATGCGAGATTGGGGGTTGGCTCCTATTCTGTCGCTGTCGCGTTGCATACT

TCCAGTAC
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[1484] GCACCTCGGCAAAAACTATGAATGGCGCGATCTGGCCGTGGTATTCAACGTCGTTAACACGGAACAACA

AGAGTTTG

[1485] TCGGCGTGTCCTGGTTGCCGCCTGAACTGGAGATTTCTTAATGGGTTCGTCGTTTTATCGTTCATTTGA

AGAACGAC

[1486] ACAGAGGTTCGGTTGAAGAAATCAAGCGCCGCTTGAGTTTTTATTTACCTTTTCTTGCAGGTCTGAAGG

ACATTTAT

[1487] CCTGATGGCGTGATTGCGGATATTGGTTGCGGACGTGGCGAATGGTTGGAGATCCTGACTGAAAATGGC

ATTGCGAA

[1488] CATCGGCGTCGATCTCGATGATGGCATGCTGGCGCGCGCCAGGGAGGCCGGACTGAATGTGCAGAAAAT

GGATTGTC

[1489] TGCAGTTTTTGCAAAGTCAGGCGGATCAGAGCCTGATAGCGTTGACCGGTTTTCATATTGCTGAGCATT

TGCCGTTT

[1490] GAGGTCCTGCAGCAACTCGCCATGCATACCCTACGGGTGCTGAAACCAGGTGGTTTGCTGATCCTCGAA

ACGCCGAA

[1491] CCCGGAGAATGTAAGCGTCGGCACCTGTTCATTTTATATGGATCCAACGCATAATCATCCTCTGCCACC

GCCACTGC

[1492] TTGAGTTTTTACCTATTCATTATGGTTTTACCCGAGCAATTACCGTTCGTCTGCAGGAAAAAGAGGTTC

TTCAATCT

[1493] CCGGATGCAGCCGTTAATTTGGTCGATGTACTCAAAGGGGTGAGCCCCGACTACAGCATCATTGCTCAG

AAAGCAGC

[1494] GCCAACAGATATTCTTGAACGCTTTGACACCCTGTTTACCCAGCAGTACGGTCTGACGCTGGATGCTCT

GAGCAACC

[1495] GTTACGATGCGATTTTGCGCCAACAGTTTTCGTCCGTTGTCTCACGGCTGGAGACGTTGAACCAAACCT

ATATGCAA

[1496] CAGATAAGCCAAATGTCAGAGACTATTCAGACGTTGCAAGGTGAGGTTGACGATCTGAGTCATGTCATC

GATCAGAA

[1497] CCATCAGCTTCATCAGCAAATGGCGGATTTACATAACAGTCGTTCATGGCGTATTACTCAACCACTACG

CTGGTTGT

[1498] CTTTGCAACGTCAATTATTACGTCAGGAAGGGGCTAAAGTGCGAGCCCGTAGGGCTGGGAAAAAAATAT

TGCGCAAA

[1499] GGGATGGCGCTCTCGCTGGTCTTTTTCCATCGTTACCCTAAGTCTAAGGTTTATCTGTTTAAGGTTCTG

AGAAAAAC

[1500] TGGCTGCTATACATTGCTACAACGTTTGTTCCAACGCGTAATGCTGGTGCAATCTGACACGATGATGAT

GCAGTCCA

[1501] GAAGATATGATGTGGGTACTGAAGAAATGACAAGTCGCGCGATGAGTATTTATAACGAATTAAAAAATA

AAAATACG

[1502] GAGAAATAACGATGCGTATTGTCATAGATTTACAAGGCGCACAGACGGAAAGCCGCTTTCGTGGCATCG

GTCGTTAT

[1503] AGTATCGCAATCGCCAGAGGCATAATCAGAAATAACAGCCGGCATGAGATTTTCATCGCGCTATCCGCC
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ATGCTGGA

[1504] TGAGTCGATTGCAAATATTAAGGCGCAATTTGCCGATCTCCTGCCGGCAGAAAATATAGTCGTATGGCA

TGCCGTAG

[1505] GCCCTGTTCGTGCGATGGACCAAGGTAATGAATGGCGTCGGGAGAGCGCAGAACTGATTCGGGAAGCGT

TTCTTGAA

[1506] TCATTGTGTCCAGATGTCGTTTTCATTACGAGTTTGTTTGAAGGTCATGTCGACGATGCGGCTACATCG

GTACACAA

[1507] ATTTAGTCGTCAGTATAAAGTAGCCGTACTGCACCACGATCTTATCCCCCTCGTGCAGGCGGAAACCTA

TCTGCAGG

[1508] ACGATGTATACAAACCCTACTATTTACAGAAAGTTGAGTGGTTAAAAAACGCTGACCTTTTGTTGACTA

ACTCTGCT

[1509] TATACCGCACAGGAAGCGATCGAGCATCTGCATTTACAGGGCGATCATGTGCAGAATATTGCAGCCGCA

GTCGATTC

[1510] TCAGTTTTGTATGGCGGAGGTGGCAGCGAGCGAAAAAGAGACCGTCCTTGGCCATTACGGTATTCAGCG

CGAGTTCA

[1511] TGTTGTATGCGCCCGGAGGATTTGACTCAAGGAAAAACTTTAAACGGTTGATTGAGGCCTATGCCGGGC

TCAGTGAT

[1512] GCCTTACGTCGCAGTCATCAACTGGTCATCGTCAGTAAGCTTTCCATCGGTGATCGTCAGTATCTGGAA

TCCCTTGC

[1513] GTCAGGTAATGGTTTACAGCAGGGCGAACTGGTACTCACTGGTTATGTGCCGGAAGATGAGCTGATCCA

GCTCTATC

[1514] GCCTATGTAAGCTGTTCATCTTTGCTTCACTACATGAAGGTTTTGGGTTGCCGGTTCTGGAAGCAATGT

CGTGCGGT

[1515] GCGCCGGTGATTGGCTCAAATGTCACCAGTATTCCTGAAGTCATCGGTAATCCTGAGGCATTATTCGAC

CCGTATTC

[1516] TGTCTCTTCCATGAGGGATAAGATCGCGCAATGTTTGACTGATGATACCTTCCTCGCGCGTCTGAAAGA

AATGGCGC

[1517] AGCAGCAAGCGCGTAATTTCTCTTGGGATAAAGCTGCGGTGACTGCTCTGGAAGCTTTCGAAAAGATCG

CGGTAGAA

[1518] GACACCGGTACTGCGCAGGTTTTGCCTGAAGCTTTGATTCAGAAGATCCTTGCTATCTCACAAGGGCAG

CCAGATGA

[1519] CCGCGATCTGCGCTTGTGCGCAACGGCCATTGATTACAATCTGAAAACGGCAGAACTTTATCAAATCGA

CGATAAAT

[1520] CGCTGAACTGGCGTGTGGAAGGCCCATTCGATAGCTCATATAGTCTGGCGTTGGTCAACCGCGAATTTG

CCCGGGCA

[1521] CTCTCAGCCGATGGTGTAGAGGTTTTATTGCATTCCACTGAAGGACCAGGTGATTTTGCCCCAGATGCC

TCGTTTAT

[1522] GGCACAGTCGGAAAATAGTGATCTTCTGGCATTTTATAATCAATGTCAGACCCGCAAGAGTAACGAAAA

GATAGATA
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[1523] TTATTAGCAGAAATATCTATCCACCGCGGGTTACCAAAATGGATGCCAAAGTAAAATTCCTTCATTGTT

ATGCTTGG

[1524] GAAGAAACGGGCTTTCCGCAACCGTGGATCAATGAATTTAATCGGGAACTTGACGGAGTGCTGTGTACT

TCGGAACA

[1525] TGTTCGTAAAATACTGATTGATAACGGACTGAATGTGCCCGCATTTGTTGTTGGCAATGGCTGTGACCA

TTGGCTCA

[1526] ATATCCCAGCCGAGACGACAAAAGATGTGGATCACGGAACATTCCGTTTCCTGCACGTCTCTTCTTGTT

TCCCACGC

[1527] AAAGGGATACAGGCAATGCTTCAGGCTTGGGGGAAGGCGTTCACTCGTCGTGACAATGTTATCTTAATC

ATTAAGAC

[1528] TTTTAACAATCCGCACAATGAAATTGACGCATGGCTGGCTCAGGCCCAGGCTCAATTCATAGACTATCC

CAAAGTTG

[1529] AAGTGATCAAAGAGGATATGTCAGCCACCGAGCTTAAAGGGCTTTATGAAAGCTGTGATGTTTTGGTTG

CTCCAGGT

[1530] TGCGCTGAAGGCTTTGGTTTACCTATTGCTGAAGCAATGCTGAGTGGGCTACCGGCTATCGTCACCAAT

TGGAGCGG

[1531] GCAACTTGATTTTGTTAATTCACAAAATTCATGGCTGGTTGACTATCAGTTCACTCGGGTAAAAACGCA

CTTTGGTC

[1532] TGTTTTCCTCAGCCTGGGCCAGTGTGGATATTGACAACTTAACAGATGCATTAAAAGCGGCAGCCTCAA

CCGATAAA

[1533] TCAGTGCTGCGTGACATGGCCAATGCTGGTCGCGAGCTTCTTCTGCAGCAGTTTACCTGGAAAGCGGTG

GCTGATCG

[1534] TTCTTGCCAGGCGGTCAAGACTCTGCGTGCGCATATTGATATTGCACAGCATCGGGCGCGCATTGGCTG

GGTGACGA

[1535] CCTGGAACACGAAATGTGGGATCGCAACCTATTCCCAGCATCTGGTGGAAAGCGCACCTCATGGCGCGG

ATGTTGTT

[1536] TTTGCTCCCCAGGTCAGCGCTGGCGATCTTGTGTGTGCAGACGAAGAGTTTGTACTTCGCAACTGGATT

GTAGGTAA

[1537] AGAGAGCAACTATCTGGAAAACCTCCAGCCACACATTGATGCTCTGAGACTCGATGTCATTGTGATCCA

ATTCAACT

[1538] ATGGATTCTTTAATCATCGAGAACTGTCGGCGTTTATTCGTCGCCAGCATGACGCCGGTCGTTCAGTTG

TTATGACG

[1539] ATGCACTCAACTGTGGATCCGCTGGAAAAAGAGCCGAGCTGGAATTTCCGTCTTGCTGAAATGAAAGAG

GCGCTGGC

[1540] ACTTTGCGACCGGTTGTTGGTGCATTCGATTGCCGATATGAACCGCCTTAAAGATTTAGGCTTAACTGC

GAATGTTG

[1541] CTTTATTCCCGCACGGTGTTATCAACTACTCCGCAGCGAGCGTCACACGTCAACAGCAGTCTTTACCGC

TAATTGCG

[1542] AGCTATGGCTTCTGCTTACCGCATAAGGGCCTGATGGAACTAGTAGAATCCGTCCATAGACTCAAGCAA
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GCCGGTAA

[1543] ACCGGTTCGTTTACGACTGGTGAACGCAGAGTATCCTGTTGGGGAGTCACGCGATCTGGTGGCAGAGCT

TAAAGCTG

[1544] CTGCTCAGCGGTTAGGTGTTACCGATCTGATTGAGATGCATAATGATTTCCTACCTGATGCGGAGAGTC

TGCGGTTG

[1545] CTTTCAGAAGCCGATCTTCTGATTTTTGCTTATCAGAATACTGGGGAGTCTGCTAGCGGGGCGGTACGT

TATGGTAT

[1546] GGCGACTCAAAAACCTGTTGCGGTAACGCCCCTGGCGATATTTGATGATTTGGACGATGCCGTCTTTAA

ATTTGATG

[1547] GATGCAGCGTCGATGATATCAGTCAGGGGATTGACCGGATCCTGAATTCCATCCGTGAACAGAACTCTT

GGGCAACC

[1548] AGGACTCAACAACGTGCCGATGCATGGCGGGAACAACATGATTATCAAGCTGTTTCACGCCGTCTGGTT

AATATGTG

[1549] TCAAGGCTTAGCTAAAGCTAAATATTTTAAATAAAAATATCTCTCTTGTATTTTTTGCCTTTGAATACA

AGAGGGGT

[1550] TAGATAATGTGTCATTTATTATGAAAATTATTTTTGCTACTGAGCCAATTAAATACCCATTAACGGGCA

TCGGTCGG

[1551] TATTCCCTGGAGCTGGTTAAGCGGCTGGCGGTCGCCCGCGAAATTGAAGAATTAAAGCTATTTCACGGT

GCGTCGTT

[1552] TATAGAACAGATCCCTTTGGTGGAGAATAAAAGCGATACCAAAGCCAGCAATCATGGTCGTCTGTCGGC

GTTTCTAC

[1553] GCCGACAGACGCTGTTGATTGAGGCTTATCGCTTGCTGCATCCGCGGCGCCAGGCGTGGGCATTGCGCG

ACTATAAG

[1554] GATTATATCTACCATGGCCCCAATTTTTATCTGCCGCATAAACTGGAACGCGCCGTGACCACGTTTCAT

GACATATC

[1555] CATTTTTACCTGCCCGGAATATCATCCAAAAGATCGGGTTCGCTATATGGAGAAGTCCCTGCATGAGAG

TCTGGATT

[1556] CGGCAAAGCTGATCCTGACCGTTTCTGATTTCTCGCGCAGTGAAATTATCCGCTTGTTCAACTATCCGG

CGGAGCGG

[1557] ATCGTAACCACCAAGCTAGCCTGCAGCAGTGACTATATCCCACGCAGCCCGGCAGAGTGTCTGCCGGTA

CTGCAGAA

[1558] ATATCAGCTGGCGTGGCAGGCCTACGCGCTATATATCGGCACTATGGAGCCACGTAAAAATATCCGAGG

CCTGCTGC

[1559] ATGCCTATCAGCTGCTACCGATGGAGATCCGCATGCGCTATCCGCTAATCCTTAGCGGCTATCGCGGCT

GGGAAGAC

[1560] GATGTGCTGTGGCAGTTAGTCGAGCGCGGTACTCGGGAAGGCTGGATCCGTTACCTCGGATATGTTCCG

GATGAAGA

[1561] CCTGCCGTATCTGTACGCAGCGGCCAGAGTCTTTGTTTATCCCTCCTTCTACGAGGGATTCGGTTTACC

TATTCTTG
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[1562] AAGCGATGTCTTGCGGTGTGCCGGTAGTATGCTCCAATGTCACCTCTTTGCCTGAGGTTGTTGGCGATG

CCGGCCTC

[1563] GTTGCCGATCCTAATGATATAGACGCGATTAGCGCGCAAATTTTGCAGAGCCTGCAAGATGATAGCTGG

CGGGAAAT

[1564] CGCCACCGCGCGCGGTCTTGCTCAGGCGAAACAGTTTTCGTGGGAGAACTGTGCGACACAGACCATTAA

CGCCTATA

[1565] AATTACTCTAAGGGTGTCAGTTGAGAGTTCTACACGTCTATAAGACTTACTATCCCGATACCTACGGCG

GTATTGAG

[1566] CAGGTCATTTATCAGCTAAGTCAGGGCTGCGCCCGCCGGGGAATCGCAGCCGATGTTTTCACTTTTAGC

CCGGACAA

[1567] AGATACAGGTCCTGTCGCTTACGAAGATCATCGGGTCATTTATAATAAACAGCTTTTTGAAATTGCCTC

CACGCCGT

[1568] TTTCGCTGAAAGCGTTAAAGCGTTTTAAGCTGATTAAAGATGACTACGATATCATCAACTACCATTTTC

CGTTTCCC

[1569] TTTATGGATATGCTGCATCTTTCGGCGCGGCCTGACGCCAGGACTGTGGTGACCTATCACTCTGATATA

GTGAAACA

[1570] AAAACGGTTAATGAAGCTGTACCAGCCGCTGCAGGAGCGATTTCTCAGCGGCGTAGATTGCATCGTTGC

CTCGTCGC

[1571] CCAATTACGTGGCTTCCAGCCAGACCCTGAAAAAATATCTGGATAAAACGGTGGTGATCCCGTTTGGTC

TGGAGCAG

[1572] CAGGACGTGCAGCACGATCCGCAGAGGGTCGCGCACTGGCGGGAAACTGTCGGCGATAAGTTCTTTCTC

TTCGTCGG

[1573] CACTTTCCGCTACTACAAAGGGCTGCATATTCTGATGGATGCCGCTGAGCGTAGCCGACTGCCAGTGGT

GGTTGTAG

[1574] GGGGCGGGCCGCTGGAATCGGAAGTGCGGCGTGAAGCGCAGCAGCGCGGGCTGAGCAATGTGATGTTTA

CCGGCATG

[1575] CTCAACGACGAAGATAAGTACATTCTCTTCCAGCTCTGCCGGGGCGTGGTATTCCCCTCGCATCTGCGC

TCTGAGGC

[1576] GTTTGGCATTACGTTATTGGAAGGCGCACGCTTTGCAAGGCCGCTGATCTCTTGCGAGATCGGTACAGG

TACCTCTT

[1577] TCATTAACCAGGACAAAGTGAGTGGTTGCGTGATTCCGCCGAATGATAGCCAGGCGCTGGTGGAGGCGA

TGAATGAG

[1578] CTCTGGAATAACGAGGAAACCTCCAACCGCTATGGCGAAAACTCGCGTCGTCGTTTTGAAGAGATGTTT

ACTGCCGA

[1579] CCATATGATTGACGCCTATGTCAATCTCTACACTACATTGCTGGAAAGCAAATCCTGAGCGGCCGCGAG

CTCGTCGA

[1580] CTCGAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAA

TAGGAACT

[1581] AAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAG
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TACTTTGT

[1582] ATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAA

TGTCCAAG

[1583] CAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGT

TATACCGT

[1584] CTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGT

TCCTTACT

[1585] ATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTG

CAGGCACG

[1586] GATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACC

TTCTTCCA

[1587] GGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGG

CGGTGAAG

[1588] AGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGA

TCCTGACC

[1589] AAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCAC

TATGTGAA

[1590] GATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGG

TGGCCTGA

[1591] ACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGA

TCGACATC

[1592] ACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCG

GCTAACAA

[1593] AGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTC

TGTGTTTG

[1594] CACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCAC

AGCCAGCA

[1595] GGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCC

CAGGGCTT

[1596] CTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTT

CCGTGCTG

[1597] GCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTA

ACCTGTTG

[1598] CTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCA

GTACAGAA

[1599] CGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCC

TGCGAACC

[1600] TGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCC

ATACCGAA
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[1601] TGGCTGGATTAA

[1602] SEQ  ID  NO:15(O15  rfb基因座核苷酸序列实例‑O15‑EPA生产菌株stLMTB11738)

[1603] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[1604] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[1605] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[1606] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[1607] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[1608] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[1609] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[1610] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[1611] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT

[1612] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[1613] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[1614] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[1615] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[1616] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[1617] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[1618] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[1619] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGCTAGCATGAGCAAAACTAAACTAAATGTTCTTTA

CCTTGCAA

[1620] TAAGTCAGGGTGCCAATTACCTACTGCCATTATTAATTTTTCCTTATCTTGTTAGAGTCATTGGTGTAT

CGAATTTT

[1621] GGTGATCTGAGTTTTTCATTGATAACTATACAAGTGTTGTTAATGGTTGTTGAATATGGTTTTGGATAT
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AGTGGGAC

[1622] AAGAGAAATAGCACTAAATAACGATAAAAAATACCATTCTGAATTTTTTTGCGGTGTGGTGCTTGCTCG

TTTTATAT

[1623] TAATGCTAATTGCAGCTATAATACTCATAATACTCTGTTTTTTTTATGTTTTTAACGACGTTAAGTCTT

TGTTATGT

[1624] GTTGGTTTTCTGTCCGTAATTGCAGGTGTTTTCAATCCAAATTGGTTTTTGCAAGGTAAGGAAATGATG

AGTGTGAT

[1625] GGCTGTGCTGTCACTATTTTCACGAGGCATAGCAGTCGTTGCAGTTTATCTAATTATAAAACCCGCAAC

GCCGATGT

[1626] ACATCAGTGCCTTATTATTGAGCATGCCATATATTTTGTATTCATTCTGTGGCGTTGCCTACTTACTTA

TTATCAAG

[1627] GAGATTTTTTTATGTAGGCCACCGATAAAGAAAATTCAAGTAATTTTAAAAAATGGATTTCATTTTTTT

TGTTCAAC

[1628] ACTTGCGACTAGTGCATACACAATGTTGACCCCTCTTGTATTGGGTGGCGTATCTGGAAAGTTTGATGT

AGGCATCT

[1629] TTAACTCAGCTAACATGATCAAACAAGGTTTGGCTGGACTTGCATCACCATTAGTCCAAGCTTTTTATC

CAAGAATT

[1630] AACATTTTGCAAAGAGAGAATCCATATATTGCAAACTTAAAATCTAGAATGATTCTTAAATACTTGCTT

GTTTTTTA

[1631] CATGGCTTTAGCAATACCATTTTTACTTTTTGCCAACCAATTATCATTATTAATATTCGGCATGAAAGG

TGAAGTAA

[1632] TTGCAGGTGCAATGCAATTAATGACATTGCTTCCTATATTCATAGGTTTTAATACAGTTGTCGGGTTAC

TTGTATTA

[1633] GTACCTAATGGGATGCAAAAACAGTATTTCAAATCTATTTTCCTAGGAACTATTACTTGTTTAAGCATA

GTTTATCC

[1634] AGCATGTAAATATTATGGAGCAACGGGTGCGATTGTGAGTCTTATTGTAGCTGAAATTTTCGTTGGCAT

GGGAATGC

[1635] TTAAACAATTCATTAAAGTAAATAAAACCGTATGTAGGCCTCATAAATTATGAATATCTCGGTAATAAT

ATCTGTTT

[1636] GGAAACGCCCAGTTCAATTAGAATTGATTCTCTCTGAGCTCGATTCTCAGGCTAAAGACAATAGTCTAC

ACCTAGAA

[1637] GTAATTGTTTCCGATAGTCATAGTGGTAAAGAAATTGATGATGTAGTTGCTGATAATATTCATAAAAAG

AAAAATAT

[1638] TAATATTATCCATCAACATACTAAAAATATACTCTCCGCTAAGCGCAATTTCGGAGCATCCCTAGCCCA

TGGGGATT

[1639] ATTTAATATTTCTTGATGATGATTGTATACCCGCAAGTGGATATATATCATCGTTGCTGAACTATTTAA

AAAAAATG

[1640] AATAGTAAAAGCGTTTTATGTGGGGAAGTTAGATTCGAAAATGAACTCATTGAGACCAGCAATTACTAT

CGCTACAG
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[1641] GAACTCTTTACACCCTAAGTTTAGTGATAGTCCTGATATCTCTATGAATGCCTGGACTTTTGTCGCAAT

GAATTGTG

[1642] TTCTTGATAGAAAGGCATTTTCATCAGGTATAGTTTCATATAATGAAAATTTTATTGGTTATGGTTGTG

AAGATCAT

[1643] GAGTTTGGGTGGCAACTTGAAAAAAATGACTTCAAAATTATTTTTGCTGATTTTAAAATATTACATCAC

GAATACAG

[1644] TGGCGATATAGAAGGATATACAAAAAAAATTCGTGCTACAGCACGTGATGGTATGAATGTATTAAGCAA

AGTAAGGC

[1645] CTGAAATGTTTTCTACTAATAAAAAATTATTCCTAGTTGAGAAAATATTTAGTAAACACAAAACGTTTA

GTAAAATA

[1646] TGCCAATCAATATTTTTCAATAAATTTATTTTTAAAAAAATAATACAATTTTTAAAAAAAACAGATGCA

AATAAAAA

[1647] ACTCTATTTCCCAATTCTTTACAGATATGTGTTGATTTCGGCATATATACATGGTATTGGAGAGCGTGG

CACCTCAA

[1648] AAACAGATGATTTGCTTAAGAACTGGTATATATAGATGATGCTATCTTCATTTATTAAGACATTTGTAT

GGAAGGTA

[1649] AAAAACAATGAAGTATAATGCATTGATGGCTTTTTTATTATTTTTTGTTGTTTTTTTTAGATTGTCGCT

GATAATAC

[1650] CTTTCTTATATTTGGCATTTATTCCTGCATTTTTTGGTATTATGTATTTAGTGCGTAATTTTATGATTA

CTATGGGC

[1651] AATGGATTGGTATCTATAGATCGTAAAAATTTGTTGCTGTTATCTATATTCATAATTATTTTTTTATTT

TGTTTGGT

[1652] TTTCGATTTGTTTCAAAAAAGCCATTCTTTTCAAAGTTATTTTACCGTTAGATTATTTATGTTGTTTTT

ATTTTCAT

[1653] TTGTTCCTGCGTATTATTTAGTAAATAGATTCATAAAGGGTGACTTGAAATTAATGGAGCGAATATTAG

TGTATTCT

[1654] CTCTGGGTTCAAATAGTTATTTTTTTTGGTATGTATATAAGTCCAGAGTTAAAAAGATTGTTATATACT

TTCTTTGG

[1655] TATGTCTGACTCTGTTAATCTTTGGGAACAAAATGCTAAAGTAAGAGGATTTGGGTTGTCGGGTGAAAT

AAATTTCA

[1656] TGACACCATTTTTGATGATCTATATGTCATTTTTTATGATGAAAAGGCGTTATGCTTTAATTACTTTAA

TTTGTCTG

[1657] ACTCAAATCGTAAATTCTAACATGGCTGTGATTGCAGCCATTATTGGTATCGGTTGCTCTAGACTTAAT

ATTAATAT

[1658] AAAAATTGCAACAGTATTGATTTTGGGAGTTTTAGTTTATAGCTTAGGAGCGGTGTTCTTTCCTCGATT

TTATGATG

[1659] AGTTCGTTTCTGGAGATGGCACAAGAACTCTGGATATCTTATTACAGCAACATGTGTTTGTTGTAGGTA

ATTTAGAT

[1660] TTTTTTAATATTATATTTGGATTACAGCAAAACATATCTTCATCAATCCCCGATATTAAACAAAGTTCG
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GATATGGG

[1661] CTGGGTTATACTGTTTAATTACGGTGGGTTAACATTTATTACACTCTTTTTATTTTTAATCTTTACTAT

TTCTATTG

[1662] CGACATTTGGAATGACATATCAAGCAATTATATGGATGTTAATTGGGATAATTTTCAATACCAAAGGTT

TAGTTTTA

[1663] GGATCTAACGGCTATTTCTTTCTATCTTTTATATATATGTTTTTGAATAGAGTAACACTTAGTGGACAG

AGTTCAAT

[1664] TACTAATAAGTTAGGTCAAGTAAGTAAATAGCTTCCAGAGTATATTTGTCAATGATTTGAGGTTCGGTT

ATTATGTT

[1665] TTCATCTAAAACACTGTTAATTACTGGTGGTACTGGCTCTTTCGGGAATGCTGTATTAAATAGATTTCT

TGATACAG

[1666] ATATTGCAGAAATCCGTATATTTAGTCGTGATGAAAAAAAACAAGATGATATGCGGAAAAAATACAATA

ATCAAAAA

[1667] TTAAAGTTCTATATTGGTGATGTCAGAGATTACCGTAGTATTTTGAATGCGACTCGCGGTGTTGATTTT

ATATATCA

[1668] TGCAGCGGCACTTAAGCAAGTTCCATCATGTGAATTTCATCCTATGGAAGCCGTTAAAACTAATATCCT

TGGTACGG

[1669] AAAATGTTCTTGAAGCAGCTATAGCGAATGAAGTGAAGAGGGTTGTATGCCTAAGTACTGATAAAGCTG

TATACCCG

[1670] ATTAACGCAATGGGTATTTCAAAAGCTATGATGGAAAAGGTCATGGTCGCGAAATCCCGTAATGTTGAT

CGCAATAA

[1671] AACAGTAATATGTGGTACCCGTTATGGGAATGTTATGGCATCTCGCGGTTCAGTTATTCCATTATTTGT

TGATCTTA

[1672] TTAGAGCGGGCAAGCCACTCACAATAACTGATCCTAATATGACCCGCTTTATGATGACTCTTGAGGATG

CGGTAGAT

[1673] TTAGTTCTTTATGCGTTTGAACATGGTAATAATGGTGATATCTTTGTGCAAAAAGCACCTGCAGCAACT

ATTGACAC

[1674] ATTAGCTATTGCTTTAAAGGAATTACTAAATGTTCCTGACCATCCGGTAAATGTCATTGGAACGCGTCA

TGGCGAGA

[1675] AATTATATGAAGCTCTACTTAGTCGTGAGGAAATGATCGCTGCTATAGATATGGGCGATTATTACCGTG

TCCCGCCA

[1676] GATCTTCGTGACCTTAATTATGGCAAATATGTTGAGCAAGGTGATAGCCGAATATCTGAAATAGAAGAT

TATAACTC

[1677] TCATAATACTCAACGGTTAGATGTTGAAGGCATGAAAGAGCTCTTGCTAAAATTAGCCTTTATTCGAGC

AATTCGTG

[1678] CTGGTGAAAAATATAATCTGGATTCATGATATGAAAATATTAGTTACTGGTGCAAATGGTTTTATTGGT

CGTAATTT

[1679] ATGTTTGAGGCTTGAGGAACTTGGTTATAAAGATCTTATTAGAATTGATCGAGAATCAACGAAGCAAGA

TCTTGAAC
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[1680] AAGGCTTACAGGATGCCGATTTTATTTATCACTTAGCTGGTATCAATAGACCTAAGACTGATGATGAGT

TTATTTCT

[1681] GGAAACAGTGATTTAACAAAGCATATAGTTGAGTATCTCCTTTCTATTGGTAAGAATACACCAATTATG

CTAAGTTC

[1682] TTCGATACAAGCTGAACTTAATAATGCTTATGGGGTTAGCAAAGCTGTAGCTGAAAGCTATGTCGAAAA

ATATGCTG

[1683] CTGCTAGTGGTTCTTCGTATTATATTTTCAGATATCCAAACGTTTTTGGTAAATGGTGTAAGCCAAACT

ATAATTCT

[1684] TTTATAGCAACTTTTTGCTACAATATTTCCAATGATATTGAGATTACTATCAATGATGCAGCAGCGCCA

GTCAATCT

[1685] GGTCTATATTGATGATGTTTGTACTGATGCTATAGCTCTTCTCTCTGGGACGGTTGAAAGTGGATATAA

AGTTGTTG

[1686] CACCAATTTATTCAACAACAGTTGGTGAAGTTGCAGAATTAATTTATAGCTTCAAAAATAGCCGTTCCA

CCCTGATC

[1687] ACAGAGGCTGTCGGGGCGGGATTTACCCGTGCATTGTATTCTACATGGCTGAGTTATTTACCAGCAGAG

AAGTTTGC

[1688] GTACAAGGTACCTTTTTATGGGGATGCCCGCGGAGTCTTTTGTGAGATGTTGAAAACGCCTTCAGCGGG

GCAGTTTT

[1689] CATTTTTTACTGCTCACCCTGGTATTACGCGTGGCGGACATTACCATCACAGTAAAAATGAGAAGTTTT

TGGTCATT

[1690] CGAGGTCAGGCATGCTTTAAATTTGAACATGTGATTACCGGTGAGCGATATGAACTGAAAGTTTCATCG

GGTGAGTT

[1691] TAAGATTGTTGAAACAGTTCCTGGTTGGACACATGACATTACAAATATTGGAACTGATGAATTAATAGT

CATGCTCT

[1692] GGGCAAATGAAATTTTCAACCGTGATGAGCCCGATACTATTGCGAGACCTCTATAATGAAAAAATTAAA

AGTTATGT

[1693] CTGTTGTTGGAACCCGTCCTGAGATTATCCGTTTGTCGAGGGTTCTTGCTAAGTTTGATGAATACTGCG

AGCATATT

[1694] ATTGTCCATACTGGTCAAAATTATGATTACGAATTAAATGAAGTGTTCTTCAATGACTTGGGTGTTCGA

AAACCTGA

[1695] TTATTTTTTAAATGCAGCGGGTAAAAATGCGGCGGAAACCATTGGTCAGGTTATTATTAAGGTAGATGA

AGTATTAG

[1696] AAATCGAAAAACCTGAAGCAATACTGGTATTGGGCGATACGAATTCATGTATTTCTGCCATTCCGGCCA

AACGCCGT

[1697] AAAGTGCCTATATTTCATATGGAAGCAGGTAACCGTTGTTTCGATCAACGCGTGCCTGAAGAAACCAAC

AGACGTAT

[1698] TGTTGACCATACGGCTGATATCAATATGACCTACAGTGATATTGCTCGTGAATATCTCTTGGCTGAAGG

TATCCCAG

[1699] CTGATCGGATCATAAAAACTGGTAGCCCTATGTTTGAGGTTCTTTCATATTATATGCCCCAAATTGATG
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GTTCAGAT

[1700] GTGCTATCGCGTTTGAATCTACAGTCTGGTGAGTTTTTTGTAGTAAGTGCGCATCGTGAAGAGAATGTT

GATTCTCC

[1701] AAAACAGCTCGTAAAGCTTGCGAACATTCTAAATACTGTTGCTGAAAAATATAATCTTCCAGTTATTGT

CTCCACAC

[1702] ACCCAAGGACACGTAACCGAATCCGTGAGCAAGGAATTGAATTTCATTCAAATATAAATCTACTGAAAC

CATTGGGT

[1703] TTCCATGATTATAACCACTTGCAGAAGAACTCACGAGCTGTGCTTTCAGATAGCGGTACTATCACTGAA

GAGTCATC

[1704] CATCATGAATTTCCCAGCGGTAAACATCCGGGAAGCGCATGAGCGTCCGGAAGGCTTTGAGGAAGCATC

CGTCATGA

[1705] TGGTGGGGTTAGAGTGTGAACGCGTATTACAAGCGCTGGATATTCTGGCAACACAACCGCGAGGTGAAG

TCCGTCTT

[1706] TTACGTCAGGTTAGTGATTACAGCATGCCAAATGTGTCGGATAAAGTTGTCAGAATTGTTCACTCTTAC

ACAGATTA

[1707] TGTTAAGAGAGTCGTCTGGAAAGAATATTGATGAAACTTGCTTTAATCATAGATGATTACCTGCCCAAC

AGTACTCG

[1708] TGTTGGTGCAAAAATGTTTCATGAACTTGCTCAAGAATTTATCCAGCGTGGGCACGATGTTACGGTAAT

TACTCCTG

[1709] GTACGGGCATGCAAGAAGAGATTTCTTTTGATACCTTTCAGGGGGTAAAAACATGGCGTTTTAAAAGCG

GGCCGCTC

[1710] AAGGATGTAAGTAAAATTCAGCGAGCGGTCAATGAAACGCTTTTGTCCTATCGGGCGTGGAAAGCCATC

AAAAAATG

[1711] GGTAAAAAAAGAGACCTTTGAGGGGGTGATTTATTATTCACCTTCCATATTCTGGGGGCCTTTAGTTAA

AAAAATTA

[1712] AAGCTCGTTGCCAATGTCCTGCTTATCTTATTTTAAGAGATATGTTTCCACAATGGGTAATTGATGCAG

GAATGCTT

[1713] AATGCTGGTTCCCCAATAGAACGCTACTTTCGTCTTTTTGAAAAAATATCTTATCGTCAGGCAAATCGT

ATTGGACT

[1714] TATGTCTGATAAGAATCTTGATGTTTTTCGGAAAGATAATAAAGGCTATCCGTGCGAAGTTTTGCGTAA

TTGGGCAT

[1715] CCCTAACACCAACGATCATACCCAAGGATTATATACCACTACGTAAGCGACTTGGCCTAGAGGATAAAA

CCATTTTC

[1716] TTCTATGGTGGAAACATAGGTCATGCACAGGACATGACAAACTTGATGCGACTTGTGAGAAACATGGCA

GCATATCC

[1717] TCAAGCTCATTTCCTATTTATTGGCCAGGGGGATGAAGTTGAATTAATTAATTCATTAGCATCTGAGTG

GGCATTGA

[1718] CGAATTTCACCTATTTGCCCTCGGTTAACCAAGATGAATTTAAGTTCATTTTGTCGGAAATGGATATCG

GCTTGTTT
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[1719] TCTCTTTCCGCTAGACACTCTTCCCATAATTTTCCTGGTAAGTTATTAGGCTATATGGTTCAGTCGCTA

CCTATTTT

[1720] AGGTAGCGTAAATGCCGGAAATGATTTGCTCGACATTGTCAATCAAAATAATGCGGGATTAATCCATGT

CAATGGTG

[1721] AGGACGATAAATTATGTCAATCTGCGCTATTAATGTTGCATGATATTGATGTGCGCCGGCAACTTGGTT

CGGGGGCG

[1722] AATATATTGTTGAAAGAACAATTCTCCGTTGAGTCTGCGGCACAGACGATAGAAATGAGGTTGGAGGCA

TGCAATGC

[1723] GATTAATTGATAATGACCAACTCGACGAATTATATGATCAAGCCGGGCAATCGGAACGTTTACGTTCCC

ACCTTATG

[1724] ATGCACGGCTCGCATCAAGAAAAGGTACAGCGTTTACTTATTGCATTAGTAAAGGGCAGCTATGTTGAA

CCGCATTA

[1725] TCACGAACTTCCTCATCAGTGGGAAATGTTCATTGTTATGGAGGGGCAACTTCAGGTTTGTTTGTATGG

TAGAAATG

[1726] GTGAGGTTATAAAGCAATTTATAGCAGGAGATAATACTGGAATGAGCATTGTGGAGTTTTCTCCGGGCG

ATATACAC

[1727] AGTGTCGAATGCCTATCTCCGCGTGCTCTTATGGTGGAAGTTAAGGAGGGGCCATTTGACCCTTCTTTT

GCAAAATC

[1728] GTTCGTGTGAGCGGCCGCGAGCTCGTCGACTCGAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCT

ATACTTTC

[1729] TAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAG

CATGGATA

[1730] AGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCG

CGGTGATC

[1731] ACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCA

ACCTTGCG

[1732] CTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTG

ATTGCCGA

[1733] AAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCG

TCGCATCC

[1734] TGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAG

GAGACATC

[1735] ATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGC

TTTAACTT

[1736] CATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCA

GAAAGAAG

[1737] CCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTA

CCTATATT

[1738] GGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTG
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ATTGCTGA

[1739] AGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTG

GAATAACG

[1740] GTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACT

ACCTGGTT

[1741] GATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTC

GGCGAACC

[1742] GCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGC

ATCTAAAG

[1743] TTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGC

TGTATCTG

[1744] GGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGAT

CTGAACTA

[1745] CGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGA

TGCTTATG

[1746] CCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGC

AGGCGCTG

[1747] CGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTAT

TACGACAG

[1748] CTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTA

TAAGCGTA

[1749] TTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA

[1750] SEQ  ID  NO:16(O16  rfb基因座核苷酸序列实例‑O16‑EPA生产菌株

[1751] stLMTB11739)

[1752] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[1753] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[1754] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[1755] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[1756] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[1757] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[1758] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[1759] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA
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GACGCTGG

[1760] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT

[1761] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[1762] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[1763] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[1764] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[1765] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[1766] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[1767] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[1768] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTAT

TGGTTCAG

[1769] CTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAGGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCG

GAAACCGG

[1770] GAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAACGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCT

GCAATGGC

[1771] ACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGATGCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTC

AATTACAG

[1772] GCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACT

GGTCTGCT

[1773] CTTGATAGCGACAAGAAAAATAGCTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTG

CCTCATCC

[1774] AGATGAAGTAAATAATACAGAAGAATTACCCTTATTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCC

TTATTCCG

[1775] CATCCAAAGCATCCAGCGATCATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACATATGGTTTACCGACAATTGTGA

CTAATTGC

[1776] TCGAACAACTATGGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATGCACTGGAA

GGTAAGGC

[1777] ATTACCTATTTATGGCAAAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTT

ATATACCG

[1778] TCGTAACCGAAGGTAAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGTGGGCACAACGAAAAGAAAAACATCGATG

TAGTGCTC

说　明　书 156/193 页

160

CN 115803087 B

160



[1779] ACTATTTGTGATTTGCTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATCACTTATGTT

GCTGATCG

[1780] TCCGGGACACGATCGCCGCTATGCTATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGCATTGGGATGGAAACCACA

GGAAACGT

[1781] TTGAGAGCGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTACCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAA

GTGGTGCC

[1782] TATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAG

GGCAGGTA

[1783] GGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTTTGGGTAATTTGATTGCTTTTGATGTTCACTCTACTGAT

TATTGCGG

[1784] TGATTTTAGTAATCCTGAAGGTGTAGCTGAAACCGTAAGAAGCATTCGGCCGGATATTATTGTCAATGC

AGCCGCTC

[1785] ACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGGAGTTTGCACAATTAATTAACGCAACAAGTGTCGAAG

CGATTGCG

[1786] AAAGCAGCAAATGAAGTTGGAGCCTGGGTTATCCATTACTCGACTGATTACGTCTTCCCTGGAAATGGC

GATATGCC

[1787] ATGGCTGGAGACGGATGCAACCGCACCACTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCCGGAGAAAAAGC

GTTACAGG

[1788] AATATTGCGCGAAGCATCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGAAAAGGAAATAACTTCGCCA

AAACGATG

[1789] TTACGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCGGTTATTAACGATCAGTTTGGTGCGCCAACAGGTGCT

GAACTGCT

[1790] GGCTGATTGTACAGCACATGCCATTCGTGTCGCACTGAATAAACCGGATGTCGCAGGCTTGTACCATTT

GGTAGCCA

[1791] GTGGTACCACAACCTGGTACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAAGCAGGCATTCCCC

TTGCACTC

[1792] AACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGCCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCCACATAACTCTCGCCTT

AATACAGA

[1793] AAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTTGGCGTGAAACGAATGCTCAATGA

ATTATTTA

[1794] CGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGGAGCAAGATGAATTAAAAGGAATG

ATGAAATG

[1795] AAAATGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACACGTCTTTATCCTGTGACTATGGCTGTC

AGTAAACA

[1796] GCTATTACCTATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCCGCTCTCTACACTGATGTTGGCGGGTATTCG

CGATATTT

[1797] TGATTATCAGTACACCTCAGGATACTCCTCGTTTTCAACAATTGCTGGGTGACGGTAGCCAGTGGGGCC

TGAATCTT

[1798] CAGTACAAAGTGCAACCTAGCCCAGATGGCCTCGCGCAGGCATTTATCATCGGTGAAGAGTTTATTGGT
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GGTGATGA

[1799] TTGTGCTTTGGTTCTTGGTGATAATATCTTTTACGGTCACGATCTGCCGAAGCTAATGGAGGCCGCTGT

TAACAAAG

[1800] AAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCCAGAACGCTATGGTGTCGTTGAGTTTGATA

AAAACGGT

[1801] ACGGCAATCAGTCTGGAAGAAAAACCGTTAGAACCAAAGAGTAATTACGCCGTTACAGGTCTGTACTTT

TATGATAA

[1802] CGACGTGGTTCAGATGGCGAAAAACTTGAAGCCGTCTGCACGTGGTGAGTTAGAAATTACAGATATTAA

CCGTATTT

[1803] ATCTTGAGCAGGGACGTCTGTCTGTCGCGATGATGGGGCGTGGCTACGCGTGGCTGGACACGGGGACTC

ATCAGAGT

[1804] CTGATAGAAGCAAGTAATTTTATTGCGACAATTGAAGAGCGCCAGGGATTGAAGGTTTCCTGTCCTGAA

GAGATTGC

[1805] ATTTCGTAAAGGTTTTATTGATGTTGAGCAAGTAAGAAAATTAGCTGTACCACTAATAAAGAATAATTA

TGGGCAGT

[1806] ATCTTTATAAAATGACGAAGGATTCAAATTAATGAATGTGATTAGAACTGAAATTGAAGATGTGCTAAT

TCTGGAGC

[1807] CAAGAGTATTTGGTGATGATAGAGGTTTCTTTTATGAGAGCTTTAATCAATCAGCATTTGAACATATTC

TAGGCTAT

[1808] CCGGTCAGCTTTGTTCAAGACAATCACTCACGTTCATCAAAAAATGTACTCAGAGGCCTTCACTTTCAA

CGCGGCGA

[1809] GTACGCACAAGATAAACTTGTACGCTGCACTCATGGAGCAGTTTTTGATGTTGCTGTTGATATTCGACC

CAATTCGG

[1810] TATCCTTTGGTAAATGGGTTGGTGTTCTGCTTTCAGCTGATAATAAGCAGCAGTTGTGGATACCAAAAG

GGTTTGCT

[1811] CATGGCTTTTTGGTTCTGTCTGATATCGCTGAATTTCAATATAAAACTACAAACTATTATCATCCTGAA

AGCGATTG

[1812] TGGAATATGTTGGAATGATGAACGCATTGCAATTGATTGGCCCCAAACATCAGGGTTAATCCTTTCGCC

AAAAGATG

[1813] AAAGGCTCTTTACGTTAGATGAGCTTATCAGATTAAAATTAATTGCATGAATACGAATAAATTATCTTT

AAGAAGAA

[1814] ACGTTATATATCTGGCTGTCGTTCAAGGTAGCAATTATCTTTTACCATTGCTTACATTTCCATATCTTG

TAAGAACA

[1815] CTTGGTCCTGAAAATTTCGGTATATTCGGTTTTTGCCAAGCGACTATGCTATATATGATAATGTTTGTT

GAATATGG

[1816] TTTCAATCTCACAGCAACTCAGAGTATTGCCAAAGCAGCAGATAGTAAAGATAAAGTAACGTCTATTTT

TTGGGCGG

[1817] TGATATTTTCAAAAATAGTTCTTATCGTCATTACATTGATTTTCTTAACGTCGATGACCTTGCTTGTTC

CTGAATAT
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[1818] AACAAGCATGCCGTAATTATATGGTCGTTTGTTCCTGCATTAGTCGGGAATTTAATCTACCCTATCTGG

CTGTTTCA

[1819] GGGAAAAGAAAAAATGAAATGGCTGACTTTAAGTAGTATTTTATCCCGCTTGGCTATTATCCCTCTAAC

ATTTATTT

[1820] TTGTGAACACAAAGTCAGATATAGCAATTGCCGGTTTTATTCAGTCAAGTGCAAATCTGGTTGCTGGAA

TTATTGCA

[1821] CTAGCTATCGTTGTTCATGAAGGTTGGATTGGTAAAGTTACGCTATCATTACATAATGTGCGTCGATCT

TTAGCAGA

[1822] CGGTTTTCATGTTTTTATTTCCACATCTGCTATTAGTTTATATTCTACGGGAATAGTTATTATCCTGGG

ATTTATAT

[1823] CTGGACCAACGTCCGTAGGGAATTTTAATGCGGCCAATACTATAAGAAACGCGCTTCAAGGGCTATTAA

ATCCTATC

[1824] ACCCAAGCAATATACCCAAGAATATCAAGTACGCTTGTTCTTAATCGTGTGAAGGGTGTGATTTTAATT

AAAAAATC

[1825] ATTGACCTGCTTGAGTTTGATTGGTGGTGCTTTTTCATTAATTCTGCTCTTGGGTGCATCTATACTAGT

AAAAATAA

[1826] GTATAGGGCCGGGATATGATAATGCAGTGATTGTGCTAATGATTATATCGCCTCTGCCTTTTCTTATTT

CATTAAGT

[1827] AATGTCTATGGCATTCAAGTTATGCTGACCCATAATTATAAGAAAGAATTCAGTAAGATTTTAATCGCT

GCGGGTTT

[1828] GTTGAGTTTGTTGTTGATTTTTCCGCTAACAACTCTTTTTAAAGAGATTGGTGCAGCAATAACATTGCT

TGCAACAG

[1829] AGTGCTTAGTTACGTCACTCATGCTGATGTTCGTAAGAAATAATAAATTACTGGTTTGCTGAGGATTTT

ATGTACGA

[1830] TTATATCATTGTTGGTTCTGGTTTGTTTGGTGCCGTTTGTGCGAATGAGTTAAAAAAGCTAAACAAAAA

AGTTTTAG

[1831] TGATTGAGAAAAGAAATCATATCGGTGGAAATGCGTACACAGAGGACTGTGAGGGTATCCAGATTCATA

AATATGGT

[1832] GCACATATTTTTCATACCAATGATAAATATATATGGGATTACGTTAATGATTTAGTAGAATTTAATCGT

TTTACTAA

[1833] TTCTCCACTGGCGATTTATAAAGACAAATTATTCAACCTTCCTTTTAATATGAATACTTTCCACCAAAT

GTGGGGAG

[1834] TTAAAGATCCTCAAGAAGCTCAAAATATCATTAATGCTCAGAAAAAAAAGTATGGTGACAAGGTACCTG

AAAATTTG

[1835] GAGGAGCAGGCGATTTCATTAGTTGGGGAGGACTTATACCAAGCATTGATAAAGGGTTATACGGAGAAG

CAGTGGGG

[1836] AAGAAGTGCAAAAGAATTGCCTGCATTTATTATTAAGCGAATCCCAGTGAGATTTACGTTTGATAACAA

TTATTTTT

[1837] CCGATCGCTATCAAGGTATTCCGGTGGGAGGCTACACTAAGCTTATTGAAAAAATGCTTGAAGGTGTGG
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ACGTAAAA

[1838] TTAGGCATTGATTTTTTGAAAGACAAAGATTCTCTAGCGAGTAAAGCCCATAGAATCATCTACACTGGA

CCCATTGA

[1839] TCAGTACTTCGACTATAGGTTTGGAGCGTTAGAATATCGCTCTTTAAAATTTGAGACGGAACGCCATGA

ATTTCCAA

[1840] ACTTCCAAGGGAATGCAGTAATAAATTTCACTGATGCTAATGTACCATATACCAGAATAATTGAGCATA

AACATTTT

[1841] GACTATGTTGAGACAAAGCATACGGTTGTTACAAAAGAATATCCATTAGAGTGGAAAGTTGGCGACGAA

CCCTACTA

[1842] TCCAGTTAATGATAATAAAAACATGGAGCTTTTTAAGAAATATAGAGAGTTAGCTAGCAGAGAAGACAA

GGTTATAT

[1843] TTGGCGGGCGTTTGGCCGAGTATAAATATTATGATATGCATCAAGTGATATCTGCCGCTCTTTATCAAG

TGAAAAAT

[1844] ATAATGAGTACGGATTAATGATCTATCTTGTAATTAGTGTCTTTCTCATTACAGCATTTATCTGTTTAT

ATCTTAAG

[1845] AAGGATATATTTTATCCAGCCGTATGCGTTAATATCATCTTCGCACTGGTCTTATTGGGATATGAAATA

ACGTCAGA

[1846] TATATATGCTTTTCAGTTAAATGACGCTACGTTGATTTTTCTACTTTGCAATGTTTTGACATTTACCCT

GTCATGTT

[1847] TATTGACGGAAAGTGTATTAGATCTAAATATCAGAAAAGTCAATAATGCTATTTATAGCATACCATCGA

AGAAAGTG

[1848] CATAATGTAGGCTTGTTAGTTATTTCTTTTTCGATGATATATATATGCATGAGGTTAAGTAACTACCAG

TTCGGGAC

[1849] TAGCTTACTTAGCTATATGAATTTGATAAGAGATGCTGATGTTGAAGACACATCAAGAAATTTCTCAGC

ATACATGC

[1850] AGCCAATCATTCTAACTACTTTTGCTTTATTTATTTGGTCTAAAAAATTTACTAATACAAAGGTAAGTA

AAACATTT

[1851] ACTTTACTTGTTTTTATTGTATTCATCTTTGCAATTATACTGAATACTGGTAAGCAAATTGTCTTTATG

GTTATCAT

[1852] CTCTTATGCATTCATCGTAGGTGTTAATAGAGTAAAACATTATGTTTATCTTATTACAGCTGTAGGTGT

TCTATTCT

[1853] CCTTGTATATGCTCTTTTTACGTGGACTGCCTGGGGGGATGGCATATTATCTATCCATGTATTTGGTCA

GCCCTATA

[1854] ATCGCGTTTCAGGAGTTTTATTTTCAGCAAGTATCTAACTCTGCCAGTTCTCATGTCTTTTGGTTTTTT

GAAAGGCT

[1855] GATGGGGCTATTAACAGGTGGAGTCTCTATGTCGTTGCATAAAGAATTTGTGTGGGTGGGTTTGCCAAC

AAATGTTT

[1856] ATACTGCTTTTTCGGATTATGTTTATATTTCCGCGGAGCTAAGCTATTTGATGATGGTTATTCATGGCT

GTATTTCA
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[1857] GGTGTTTTATGGAGATTGTCTCGAAATTACATATCTGTGAAAATATTTTATTCATATTTTATTTATACC

TTTTCTTT

[1858] CATTTTTTATCATGAAAGCTTCATGACTAATATTAGCAGTTGGATACAAATAACTCTTTGTATCATAGT

ATTCTCTC

[1859] AATTTCTTAAGGCCCAGAAAATAAAGTGAAAATGTATTTTTTGAATGATTTAAATTTCTCTAGACGCGA

TGCTGGAT

[1860] TTAAAGCAAGAAAAGATGCACTGGACATTGCTTCAGATTATGAAAACATTTCTGTTGTTAACATTCCTC

TATGGGGT

[1861] GGAGTAGTCCAGAGAATTATTAGTTCTGTTAAGCTTAGTACATTTCTCTGCGGTCTTGAAAATAAAGAT

GTTTTAAT

[1862] TTTCAATTTCCCGATGGCCAAACCATTTTGGCATATATTGTCATTCTTTCACCGCCTTCTAAAATTTAG

AATAGTAC

[1863] CTCTGATTCATGATATTGATGAATTAAGAGGAGGAGGGGGTAGTGATTCTGTGCGGCTTGCTACCTGTG

ATATGGTC

[1864] ATAAGTCACAATCCACAAATGACAAAGTACCTTAGTAAATATATGTCTCAGGATAAAATCAAAGACATA

AAAATATT

[1865] TGATTACCTCGTCTCATCTGATGTGGAGCATCGAGATGTTACGGATAAGCAACGAGGGGTCATATATGC

TGGCAACC

[1866] TTTCTAGGCATAAATGTTCTTTCATATATACTGAAGGATGCGATTTTACTCTCTTTGGTGTCAACTATG

AAAATAAA

[1867] GATAATCCTAAATATCTTGGAAGTTTTGATGCTCAATCTCCGGAAAAGATTAACCTCCCAGGCATGCAA

TTTGGACT

[1868] CATTTGGGATGGAGATTCTGTCGAAACCTGTAGTGGTGCCTTTGGCGACTATTTAAAGTTTAATAACCC

TCATAAGA

[1869] CATCTCTTTATCTTTCAATGGAACTTCCAGTATTTATATGGGATAAAGCCGCCCTTGCGGATTTCATTG

TAGATAAT

[1870] AGAATAGGATATGCAGTGGGATCAATCAAAGAAATGCAAGAGATTGTTGACTCCATGACAATAGAAACT

TATAAGCA

[1871] AATTAGTGAGAATACAAAAATTATTTCTCAGAAAATTCGAACAGGAAGTTACTTCAGGGATGTTCTTGA

AGAGGTGA

[1872] TCGATGATCTTAAAACTCGCTAAACGATATGGTCTCTGTGGTTTTATTCGGCTTGTTAGAGATGTCTTA

TTGACTCG

[1873] TGTATTTTACCGGAACTGTAGAATTATTCGATTTCCCTGCTATATTCGCAATGATGGTAGCATTAATTT

TGGTGAAA

[1874] ATTTCACAAGTGGAGTCGGTCTCAGGCTGGATGCATTTGGACGTGGCGTGATTTTTTTTTCCGATAATG

TGCAAGTT

[1875] AACGACTATGTTCATATCGCCTCAATTGAGAGCGTTACGATAGGTCGGGATACGCTTATTGCAAGTAAA

GTATTTAT

[1876] TACCGATCATAATCACGGTTCCTTTAAGCACTCTGATCCAATGAGTTCGCCAAATATACCTCCAGACAT
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GCGCACGT

[1877] TGGAATCTTCAGCTGTTGTAATTGGCCAGAGGGTTTGGTTGGGTGAGAATGTGACGGTTTTGCCTGGAA

CAATTATT

[1878] GGTAATGGAGTCGTAGTCGGCGCCAATTCTGTTGTTAGAGGTTCTATTCCCGAAAATACTGTCATTGCG

GGAGTACC

[1879] AGCAAAAATCATAAAGAAATACAATCATGAGACCAAATTATGGGAAAAAGCATAGTCGTTGTTTCTGCG

GTCAATTT

[1880] TACCACTGGCGGTCCATTTACCATTTTGAAAAAATTTTTGGCAGCAACTAATAATAAAGAAAATGTCAG

TTTTATCG

[1881] CATTAGTCCATTCTGCTAAAGAGTTAAAAGAAAGTTATCCATGGGTTAAATTCATTGAGTTTCCTGAGG

TTAAAGGG

[1882] TCGTGGCTAAAACGTTTGCACTTTGAATATGTAGTTTGTAAAAAACTTTCAAAAGAGCTGAATGCTACG

CATTGGAT

[1883] TTGTCTGCATGATATTACGGCCAATGTCGTCACTAAAAAAAGATATGTGTATTGTCATAACCCTGCCCC

TTTTTATA

[1884] AAGGAATTTTATTCCGTGAAATTCTTATGGAGCCTAGCTTTTTCTTATTTAAAATGCTATACGGGCTGA

TATATAAA

[1885] ATAAACATTAAAAAAAATACTGCAGTGTTTGTTCAACAATTCTGGATGAAAGAAAAATTTATCAAGAAA

TATTCTAT

[1886] AAATAACATCATTGTCAGTCGGCCAGAAATTAAATTATCTGATAAAAGCCAACTTACTGATGATGATTC

TCAATTTA

[1887] AGAATAACCCTTCTGAGTTGACAATATTTTACCCTGCTGTTCCACGAGTATTTAAAAATTACGAGCTTA

TTATTAGT

[1888] GCAGCAAGGAAATTGAAAGAACAATCCAATATTAAATTTCTGCTTACTATCAGTGGTACAGAAAATGCG

TATGCAAA

[1889] ATATATTATCAGTCTTGCAGAAGGACTGGATAATGTTCATTTCCTCGGGTACTTGGATAAAGAAAAAAT

CGATCATT

[1890] GTTATAATATTTCAGATATAGTTTGTTTTCCCTCTAGGTTAGAAACATGGGGATTGCCGTTGTCTGAGG

CTAAAGAG

[1891] CGAGGTAAGTGGGTATTAGCATCAGATTTCCCATTTACTAGAGAAACTCTTGGTAGTTATGAAAAGAAA

GCTTTTTT

[1892] TGATTCTAATAACGATGACATGTTAGTTAAACTTATTATTGACTTCAAAAAAGGTAACCTCAAAAAAGA

TATCTCTG

[1893] ATGCAAATTTCATTTATCGTAATGAAAATGTATTAGTTGGGTTTGATGAACTAGTTAATTTTATTACTG

AAGAACAT

[1894] TGAAATGGTATATATAATAATCGTTTCCCACGGACATGAAGACTACATCAAAAAATTACTCGAAAATCT

TAATGCTG

[1895] ACGATGAGCACTACAAGATTATCGTACGCGACAACAAAGACTCTCTATTATTGAAACAAATATGCCAGC

ATTATGCA
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[1896] GGCCTGGACTATATTAGTGGAGGTGTATACGGCTTTGGTCATAATAATAATATTGCGGTGGCGTATGTA

AAGGAAAA

[1897] ATATAGACCCGCAGATGATGATTACATTTTGTTTTTGAATCCCGATATCATCATGAAGCATGATGATTT

GCTGACAT

[1898] ATATTAAATATGTCGAAAGTAAGCGTTATGCTTTTAGTACATTATGCCTGTTCCGAGATGAAGCGAAAT

CTTTACAT

[1899] GATTATTCCGTAAGAAAATTTCCTGTGCTTTCTGATTTTATTGTGTCATTTATGTTAGGGATTAATAAA

ACAAAAAT

[1900] TCCTAAAGAAAGTATCTATTCTGATACGGTTGTTGATTGGTGCGCAGGATCATTTATGCTGGTACGTTT

TTCAGATT

[1901] TTGTGCGTGTAAATGGCTTCGATCAAGGTTACTTTATGTACTGTGAAGATATTGACCTGTGCTTGAGGC

TTAGCCTG

[1902] GCTGGTGTCAGACTTCATTATGTTCCCGCTTTTCATGCGATACATTATGCTCATCATGACAATCGAAGT

TTTTTTTC

[1903] AAAAGCCTTCAGATGGCACTTAAAAAGTACTTTTAGATATTTAGCCAGAAAACGTATTTTATCAAATCG

CAACTTTG

[1904] ATCGAATTTCATCAGTTTTTCACCCGTAAGAGCTCGGTACCCGGGCCTAGGGTGTAGGCTGGAGCTGCT

TCGAAGTT

[1905] CCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATCCGTCGACGGCG

GCCGCCCT

[1906] GCAGGCATGCAAGCTTGATCCATATGGATCGCTAGCTTAATTAAATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATG

GATAAGCT

[1907] ATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGT

GATCACAC

[1908] CTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCT

TGCGCTCA

[1909] ACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTG

CCGAAAAT

[1910] CCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGC

ATCCTGTT

[1911] AATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGA

CATCATCA

[1912] TTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTA

ACTTCATC

[1913] GGTACGGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAA

GAAGCCTA

[1914] TGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTA

TATTGGTG

[1915] CCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTG
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CTGAAGCC

[1916] TATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAAT

AACGGTGA

[1917] ACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCT

GGTTGATG

[1918] TGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACGGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCG

AACCGCTG

[1919] TCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCT

AAAGTTCT

[1920] CTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTA

TCTGGGCA

[1921] AAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGA

ACTACGGC

[1922] GAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAAAAAATCACCGATGCT

TATGCCGA

[1923] AAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGC

GCTGCGTG

[1924] ATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACG

ACAGCTAC

[1925] CGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAG

CGTATTGA

[1926] TAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA

[1927] SEQ  ID  NO:17(O18A  rfb基因座核苷酸序列实例‑O18A‑EPA生产菌株BVEC‑L‑

00559)

[1928] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[1929] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[1930] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[1931] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[1932] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[1933] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[1934] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[1935] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA
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GACGCTGG

[1936] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT

[1937] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[1938] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[1939] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[1940] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[1941] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[1942] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[1943] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[1944] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTAT

TGGTTCAG

[1945] CTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAGGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCG

GAAACCGG

[1946] GAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAACGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCT

GCAATGGC

[1947] ACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGATGCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTC

AATTACAG

[1948] GCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACT

GGTCTGCT

[1949] CTTGATAGCGACAAGAAAAATAGCTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTG

CCTCATCC

[1950] AGATGAAGTAAATAATACAGAAGAATTACCCTTATTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCC

TTATTCCG

[1951] CATCCAAAGCATCCAGCGATCATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACATATGGTTTACCGACAATTGTGA

CTAATTGC

[1952] TCGAACAACTATGGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATGCACTGGAA

GGTAAGGC

[1953] ATTACCTATTTATGGCAAAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTT

ATATACCG

[1954] TCGTAACCGAAGGTAAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGTGGGCACAACGAAAAGAAAAACATCGATG

TAGTGCTC
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[1955] ACTATTTGTGATTTGCTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATCACTTATGTT

GCTGATCG

[1956] TCCGGGACACGATCGCCGCTATGCTATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGCATTGGGATGGAAACCACA

GGAAACGT

[1957] TTGAGAGCGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTACCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAA

GTGGTGCC

[1958] TATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAG

GGCAGGTA

[1959] GGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTTTGGGTAATTTGATTGCTTTTGATGTTCACTCTACTGAT

TATTGCGG

[1960] TGATTTTAGTAATCCTGAAGGTGTAGCTGAAACCGTAAGAAGCATTCGGCCGGATATTATTGTCAATGC

AGCCGCTC

[1961] ACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGGAGTTTGCACAATTAATTAACGCAACAAGTGTCGAAG

CGATTGCG

[1962] AAAGCAGCAAATGAAGTTGGAGCCTGGGTTATCCATTACTCGACTGATTACGTCTTCCCTGGAAATGGC

GATATGCC

[1963] ATGGCTGGAGACGGATGCAACCGCACCACTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCCGGAGAAAAAGC

GTTACAGG

[1964] AATATTGCGCGAAGCATCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGAAAAGGAAATAACTTCGCCA

AAACGATG

[1965] TTACGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCGGTTATTAACGATCAGTTTGGTGCGCCAACAGGTGCT

GAACTGCT

[1966] GGCTGATTGTACAGCACATGCCATTCGTGTCGCACTGAATAAACCGGATGTCGCAGGCTTGTACCATTT

GGTAGCCA

[1967] GTGGTACCACAACCTGGTACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAAGCAGGCATTCCCC

TTGCACTC

[1968] AACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGCCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCCACATAACTCTCGCCTT

AATACAGA

[1969] AAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTTGGCGTGAAACGAATGCTCAATGA

ATTATTTA

[1970] CGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGGAGCAAGATGAATTAAAAGGAATG

ATGAAATG

[1971] AAAATGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACACGTCTTTATCCTGTGACTATGGCTGTC

AGTAAACA

[1972] GCTATTACCTATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCCGCTCTCTACACTGATGTTGGCGGGTATTCG

CGATATTT

[1973] TGATTATCAGTACACCTCAGGATACTCCTCGTTTTCAACAATTGCTGGGTGACGGTAGCCAGTGGGGCC

TGAATCTT

[1974] CAGTACAAAGTGCAACCTAGCCCAGATGGCCTCGCGCAGGCATTTATCATCGGTGAAGAGTTTATTGGT
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GGTGATGA

[1975] TTGTGCTTTGGTTCTTGGTGATAATATCTTTTACGGTCACGATCTGCCGAAGCTAATGGAGGCCGCTGT

TAACAAAG

[1976] AAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCCAGAACGCTATGGTGTCGTTGAGTTTGATA

AAAACGGT

[1977] ACGGCAATCAGTCTGGAAGAAAAACCGTTAGAACCAAAGAGTAATTACGCCGTTACAGGTCTGTACTTT

TATGATAA

[1978] CGACGTGGTTCAGATGGCGAAAAACTTGAAGCCGTCTGCACGTGGTGAGTTAGAAATTACAGATATTAA

CCGTATTT

[1979] ATCTTGAGCAGGGACGTCTGTCTGTCGCGATGATGGGGCGTGGCTACGCGTGGCTGGACACGGGGACTC

ATCAGAGT

[1980] CTGATAGAAGCAAGTAATTTTATTGCGACAATTGAAGAGCGCCAGGGATTGAAGGTTTCCTGTCCTGAA

GAGATTGC

[1981] ATTTCGTAAAGGTTTTATTGATGTTGAGCAAGTAAGAAAATTAGCTGTACCACTAATAAAGAATAATTA

TGGGCAGT

[1982] ATCTTTATAAAATGACGAAGGATTCAAATTAATGAATGTGATTAGAACTGAAATTGAAGATGTGCTAAT

TCTGGAGC

[1983] CAAGAGTATTTGGTGATGATAGAGGTTTCTTTTATGAGAGCTTTAATCAATCAGCATTTGAACATATTC

TAGGCTAT

[1984] CCGGTCAGCTTTGTTCAAGACAATCACTCACGTTCATCAAAAAATGTACTCAGAGGCCTTCACTTTCAA

CGCGGCGA

[1985] GTACGCACAAGATAAACTTGTACGCTGCACTCATGGAGCAGTTTTTGATGTTGCTGTTGATATTCGACC

CAATTCGG

[1986] TATCCTTTGGTAAATGGGTTGGTGTTCTGCTTTCAGCTGATAATAAGCAGCAGTTGTGGATACCAAAAG

GGTTTGCT

[1987] CATGGCTTTTTGGTTCTGTCTGATATCGCTGAATTTCAATATAAAACTACAAACTATTATCATCCTGAA

AGCGATTG

[1988] TGGAATATGTTGGAATGATGAACGCATTGCAATTGATTGGCCCCAAACATCAGGGTTAATCCTTTCGCC

AAAAGATG

[1989] AAAGGCTCTTTACGTTAGATGAGCTTATCAGATTAAAATTAATTGCATGAGGCCGGCCTTAAGGAGGAC

TAGTCCCG

[1990] GCGCGCCATGAGTTTAATCAAAAACAGTTTTTGGAACCTTTGCGGGTATGTACTTCCAGCTATTGTGAC

ACTACCAG

[1991] CTTTGGGTATTATGGGGCGAAAATTAGGCCCAGAATTATTTGGTGTATTCACTTTGGCATTAGCTGTTG

TGGGTTAT

[1992] GCAAGCATTTTTGATGCAGGCCTTACTCGCGCAGTGATACGAGAAGTCGCAATTGAAAAAGATAATGAA

GAAAATAA

[1993] GTTGAAAATTATTTCTTCAGCGACAGTTGTAATTATTTATTTGAGTTTGGCCGCCTCACTCTTATTATT

TTTTTTTA
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[1994] GTGGTCATATCGCATTGCTACTGAACATTAGTGAGACTTTTTTTCATAATGTAAGTGTCTCGCTTAAAA

TTCTCGCA

[1995] GCATCCATACCATTATTTTTGATTACTCAAATATGGTTGTCAATTTTAGAAGGTGAAGAAAGATTTGGT

TTACTTAA

[1996] TATCTACAAATCAATTACGGGAGTGATATTAGCAATCTCACCGGCATTATTTATACTTATTAAACCCTC

TTTGATGT

[1997] ATGCGATAATAGGCTTAGTTCTAGCAAGGTTTTTATGTTTTATTTTGGCTTTTATAATTTGTCACGATA

AAGTGCTT

[1998] AAAGCTAAACTAACAATCGATATACCAACAATTAAAAGATTGTTTATGTTCGGTGGTTGGATTACAGTA

AGTAATAT

[1999] CATCAGCCCTGTGCTATCATATTTTGATAGGTTTATTGTTTCAAATCAACTTGGGGCTGCTAATGTTGC

TTTTTATA

[2000] CTGCACCATCAGAAATTATTTCTCGGCTTAGTATAATTCCAGGTGCGTTTTCAAGAGCCTTATTTCCAA

GATTAGCT

[2001] AATGCAAATAATTCCGCTGAAAGATATAAAACGAAAAGATTAATTACAATTTCACTTTTAATAATCATC

ACCCCTAT

[2002] TTTTTGTATTGGCGTGTTATTTTCAGAGAAGATAATGGTTTTATGGATGGGGGCATCATTTTTTGGTGA

GCCTGGTT

[2003] TGGTATTATCAATATTACTGATTGGCTTTATTTTTAATGGATTGGCACAAGTACCATTTGCCAGTATTC

AATCCCGA

[2004] GGTCATGCTAAGATAACTGCATTTGTTCATCTCTTAGAGTTGTTTCCTTATTTATTACTTTTATTTTAC

CTCATAAA

[2005] AGCACATGGGGTTGTTGGCGCGGGTATTGCGTGGTCAGTGAGGATGATAGTAGATTATATAGCATTAAG

TCTTTTGG

[2006] ACGGTAAGTATATTAATAAATAAAATTCAAAATGCAAGTTAATAACTCATGGCTTTATTTGGGTAGGTG

ACAATTTA

[2007] TAATGATATATATATTAACTTTAACTCTTCTTCTAGTTATAGCCATAATGTTTTCTCTTCTCGGCACAA

AAAGTAGG

[2008] ATCACATCTCCATTACCTTTGCATTTTTTACCATGGTTACTAACTTTAATTGTCGGGATAAGTAATTAC

GATCAATT

[2009] TTACGAGTTTAATGAAAGAAGCTTTTACTCTTTGTTGATTTGGTTTACAGTTATTTTTATATTTTATTT

CATAGGGG

[2010] AACTGGTTAATTATAAACGTGAAAATATAAATGTTTATTATGGTCTTTCACATATTAAATATGAATGTA

AAAAATAT

[2011] TGGATCATTGTCATCCCAATTTCATTATATACCATTTTCGAAATATATATGGTTGGTATGGGGGGAGCA

GATGGATT

[2012] CTTTCTCAATTTACGTCTTGCAAATACATTGGAGGGCTATACGGGTAAAAAATTTATCTTAATGCCTGC

TGTATATC

[2013] CTCTAATGATGGCTATGTTCGCAATTGTTTGTCTAACAAAAACTTCCAAATTAAATAAATACTCCATTT
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ATTTCTGG

[2014] ATGTTTTTGTATTGTATTGGCACAATGGGAAAATTTTCAATATTAACGCCAATATTGACATATTTAATT

ATTTATGA

[2015] CTTCAAACATAGATTAAAAGTAAAAAAAACAATAAAGTTTACATTGTTGATAATTATATTAGCTTTAAC

TTTGCATT

[2016] TTACACGTATGGCTGAGAATGACCACTCAACATTTTTATCTATTTTAGGGCTCTATATTTATTCACCAA

TAATTGCT

[2017] TTAGGCCAGTTGAATGAAGTAAATAGTAGTCATTTTGGTGAGTATACGTTTAGATTCATATATGCTATA

ACTAATAA

[2018] AATTGGCCTTATTAAAGAATTGCCAGTAAATACTATTCTTGACTATTCATACGTTCCTGTACCAACAAA

TGTATATA

[2019] CTGCACTTCAACCATTTTACCAGGATTTTGGTTATACTGGCATCATATTTGGAGCAGTATTATACGGAC

TAATATAT

[2020] GTGAGTTTATACACGGCCGGTGTTCGTGGAAATAATACACAGGCATTACTGATTTACGCATTGTTTTCA

GTTAGCAG

[2021] TGCAACGGCTTTCTTCGCTGAAACGCTAGTAACGAATTTAGCTGGAAATGTGATGTTAGTATTATGTAC

CATCTTAC

[2022] TATGGCGATTTACAGTAATATGCAAACCAGTACAGTAACCATTCTAATGGCCACCTACAATGGCGAGGC

CTTCATCA

[2023] AAAATCAGATTTTGTCACTACAACAACAAACATTTTCTAACTGGCGGTTATTTATTCAGGATGATGGGT

CTACAGAC

[2024] AATACTATATCTATAATAAAAAACTTCCAAAAATCTGACTCCAGAATTCGGCTAGTTGATGATAATTTG

AAAGGTCA

[2025] AGGTGCAGGAAAAAATTTTTTATCGCTGATAAAGTACAGCGAGACAGATTATACAATTTATTGTGACCA

AGATGATA

[2026] TTTGGTTAGAAAACAAAATATTTGAATTAGTAAAGTATGCAAATGAAATTAAATTGAATGTATCAGATG

CGCCTTCG

[2027] CTAGTTTATGCTGATGGCTATGCTTATATGGATGGTGAGGGTACAATCGATTTTTCTGGGATATCTAAC

AATCATGC

[2028] TGATCAATTAAAGGATTTTCTTTTTTTTAATGGTGGATACCAAGGATGTTCTATTATGTTCAATCGTGC

AATGACCA

[2029] AATTTCTTCTGAATTATCGAGGATTTGTATATCTACATGACGATATCACAACATTAGCTGCATACGCTC

TTGGTAAA

[2030] GTTTATTTTCTCCCGAAATACCTTATGTTATATAGACAGCACACGAATGCGGTAACTGGTATCAAAACA

TTCCGCAA

[2031] TGGATTGACTTCTAAATTTAAATCACCAGTAAACTATCTTTTATCACGAAAACATTATCAGGTAAAAAA

ATCTTTTT

[2032] TTGAATGTAACAGCTCTATCTTATCAGAGACGAATAAAAAAGTTTTTTTGGATTTTATTTCATTTTGTG

AATCAAAT
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[2033] AATAAATTTACAGATTTTTTTAAGTTATGGCGAGGTGGGTTTAGATTAAATAACAGTAGAACTAAATTA

TTATTAAA

[2034] ATTCTTAATACGGAGAAAATTTAGCGAATGATTTCAATACTTACACCTACTTTTAATCGGCAACATACT

TTATCAAG

[2035] GCTATTCAATTCTCTTATATTACAAACTGATAAAGATTTTGAGTGGATAATAATTGATGATGGTAGTAT

AGATGCAA

[2036] CAGCGGTACTTGTAGAAGATTTTAGAAAAAAATGTGATTTTGACTTGATTTATTGCTATCAGGAAAATA

ATGGTAAG

[2037] CCCATGGCTTTAAACGCTGGTGTTAAAGCTTGTAGAGGCGATTATATCTTTATTGTTGACAGTGATGAT

GCACTAAC

[2038] TCCCGATGCCATAAAATTAATTAAAGAATCAATACATGATTGCTTATCTGAGAAGGAAAGTTTCAGCGG

AGTCGGTT

[2039] TTAGAAAAGCATATATAAAAGGGGGGATTATTGGTAATGATTTAAATAATTCTTCAGAACATATATACT

ATTTAAAT

[2040] GCGACTGAGATTAGCAATTTAATAAATGGTGATGTTGCATATTGTTTTAAAAAAGAAAGTTTGGTAAAA

AATCCATT

[2041] CCCCCGTATAGAAGATGAAAAATTTGTTCCAGAATTATATATTTGGAATAAAATAACTGACAAGGCGAA

GATTCGAT

[2042] TTAACATAAGCAAAGTTATATATCTTTGTGAGTATCTTGATGATGGTCTTTCTAAAAATTTCCATAACC

AGCTTAAA

[2043] AAATACCCAAAGGGGTTTAAGATTTATTACAAAGATCAAAGAAAACGAGAGAAAACTTATATAAAAAAA

ACAAAGAT

[2044] GCTAATTAGATATTTGCAATGTTGTTATTATGAGAAAATAAAATGAAAATACTATTTGTCATTACAGGT

TTAGGCCT

[2045] TGGAGGTGCTGAGAAGCAGGTTTGTCTTTTAGCTGATAAATTAAGTTTAAGCGGGCACCATGTAAAGAT

TATTTCAC

[2046] TTGGACATATGTCTAATAATAAAGTCTTTCCTAGCGAAAATAATGTTAATGTCATTAATGTAAATATGT

CAAAAAAC

[2047] ATTTCTGGAGTTATAAAAGGTTGTGTCAGAATTAGAGATGTTATAGCTAATTTCAAACCAGACATTGTA

CACAGTCA

[2048] TATGTTTCATGCAAACATTATCACTAGATTGTCTGTAATTGGAATCAAAAACAGACCTGGTATTATATC

AACTGCAC

[2049] ATAATAAAAATGAAGGTGGGTATTTCAGAATGCTCACATATAGAATAACCGATTGTTTAAGTGATTGTT

GTACAAAT

[2050] GTTAGCAAAGAAGCAGTGGATGAGTTTTTACGGATAAAAGCCTTTAATCCCGCTAAAGCAATTACTATG

TATAATGG

[2051] GATAGATACCAATAAATTTAAATTTGATTTATTGGCAAGGAGGGAAATTCGAGACGGTATTAATATAAA

AAATGATG

[2052] ATATATTATTACTTGCTGCAGGTCGTTTAACGTTAGCTAAAGATTATCCTAATTTATTGAATGCAATGA
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CTCTGCTT

[2053] CCTGAACACTTTAAACTTATTATTATTGGTGATGGTGAATTGCGTGACGAAATTAATATGCTTATAAAA

AAATTGCA

[2054] ATTATCTAATAGGGTGTCCTTGTTGGGAGTTAAAAAAAATATTGCTCCCTATTTTTCTGCATGTGATAT

TTTTGTTC

[2055] TCTCTTCTCGTTGGGAAGGATTTGGATTAGTCGTGGCAGAAGCTATGTCATGTGAGCGAATTGTTGTTG

GCACGGAT

[2056] TCAGGGGGAGTAAGAGAAGTTATTGGTGACGATGATTTTCTTGTACCCATATCTGATTCAACACAACTT

GCAAGCAA

[2057] AATTGAAAAATTGTCTTTGAGCCAGATACGTGATCACATTGGTTTTCGGAATCGTGAGCGTATTTTAAA

AAATTTCT

[2058] CAATAGATACTATTATTATGCAGTGGCAAGAACTCTATGGAACTATAATTTGCTCAAAACATGAAAGGT

AGATTTAT

[2059] ATTTGGAACGTGTCTTTTGTTTGAATTTAATTCAATCTCAATTGAGATTTTTGTATTTCAAAAATACCA

TCATAGCT

[2060] AACGATGATTGGTATTTATTTTAAGATGCTTTCTATAAATATATTGACGTTTTTAATGCGCCGAAACGA

TTGGGCTG

[2061] GGAACAGAGAAGTAAAACTGTTTTGAGAATGAAGAGTTTTTGAGATGTTTATGGATATTAAAAATTGAT

CCAGTGAA

[2062] TTAATTATTTATAATAAATCAAGATTTAATGTTAATAAATGATAATCTTTTCTGACACTCATATTAATT

ATGAGTGG

[2063] TACGTTTGGTAAACGGTAAACTATTATATGACAGCTAGAACAACTAAAGTTTTGCACTTACAATTACTC

CCACTCTT

[2064] AAGTGGCGTTCAAAGGGTAACATTAAACGAAATTAGTGCGTTATATACTGATTATGATTATACACTAGT

TTGCTCAA

[2065] AAAAAGGTCCACTAACAAAAGCATTGCTGGAATATGATGTCGATTGTCATTGTATCCCCGAACTTACGA

GAGAAATT

[2066] ACCGTAAAGAATGATTTTAAAGCATTGTTCAAGCTTTATAAGTTCATAAAAAAAGAAAAATTTGACATT

GTGCATAC

[2067] ACATTCTTCAAAAACAGGTATTTTGGGGCGAGTTGCTGCCAAATTAGCACGTGTTGGAAAGGTGATCCA

CACTGTAC

[2068] ATGGTTTTTCTTTTCCAGCCGCATCTAGTAAAAAAAGTTATTACCTTTATTTTTTCATGGAATGGATAG

CAAAGTTC

[2069] TTTACGGATAAGTTAATCGTCTTGAATGTAGATGATGAATATATAGCAATAAACAAATTAAAATTCAAG

CGGGATAA

[2070] AGTTTTTTTAATTCCTAATGGAGTAGACACTGATAAGTTTTCTCCTTTAGAAAATAAAATTTATAGTAG

CACCTTGA

[2071] ATCTAGTAATGGTTGGTAGATTATCCAAGCAAAAAGATCCTGAGACATTATTGCTTGCTGTTGAAAAAC

TGCTGAAT
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[2072] GAAAATGTTAATGTTAAGCTGACACTTGTAGGAGATGGTGAACTAAAAGAACAGTTAGAAAGCAGGTTC

AAACGGCA

[2073] AGATGGACGTATAATTTTTCATGGATGGTCAGATAACATTGTTAATATTTTAAAAGTTAATGATCTTTT

TATATTAC

[2074] CTTCTCTTTGGGAGGGTATGCCATTAGCAATTTTAGAAGCATTGAGCTGTGGACTTCCATGTATAGTCA

CTAATATT

[2075] CCAGGTAATAATAGCTTAATAGAAGATGGCTATAATGGTTGTTTGTTTGAAATTAGAGATTGTCAGTTA

TTATCTCA

[2076] AAAAATCATGTCATATGTTGGTAAGCCAGAACTGATTGCACAGCAATCTACCAATGCACGATCATTTAT

TCTGAAAA

[2077] ATTATGGATTAGTTAAAAGAAATAATAAGGTCAGACAGCTATATGATAATTAAGAGCTCGGTACCCGGG

CCTAGGGT

[2078] GTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGA

GGATATTC

[2079] ATATCCGTCGACGGCGGCCGCCCTGCAGGCATGCAAGCTTGATCCATATGGATCGCTAGCTTAATTAAA

TAAAGCCG

[2080] TAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTC

CAGGCCGC

[2081] GAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGG

TATGGCAG

[2082] TGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCC

GTGAGAAG

[2083] ACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTC

GAATCTCT

[2084] GGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCT

CAAACCAT

[2085] ATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATC

GTGAGCTT

[2086] TCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCT

TCTATTAT

[2087] GCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGA

AGACGGTG

[2088] AACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTG

AATACGGC

[2089] GATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTG

GCGCAGAC

[2090] CTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAA

AAAAGATG

[2091] AAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACGGGTAAATGGACCA
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GCCAGAGC

[2092] GCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTG

AAAGATCA

[2093] GCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCAT

CGAAAAAG

[2094] TTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGT

CTGAAGAG

[2095] TACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAG

TTCCTGCA

[2096] AAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCA

AATTGCCG

[2097] ATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCT

TCTCCGCA

[2098] GCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGAC

TATTTTGG

[2099] TGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA

[2100] SEQ  ID  NO:18(O25B  rfb基因座核苷酸序列实例‑O25B‑EPA生产菌株stGVXN4459)

[2101] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[2102] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[2103] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[2104] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[2105] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[2106] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[2107] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[2108] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[2109] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT

[2110] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[2111] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG
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[2112] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[2113] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[2114] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[2115] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[2116] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[2117] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGCTAGCAGTGAAGATACTTGTTACTGGTGGCGCAG

GATTTATT

[2118] GGTTCTGCTGTTGTTCGTCACATAATAAATAATACGCAAGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACA

TACGCCGG

[2119] AAACCTGGAATCACTTGCAGATGTTTCTGATTCTGAACGCTATTTCTTTGAACATGCGGATATTTGTGA

TGCAGCTG

[2120] CAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGATGCAGTGATGCACCTGGCAGCTGAAAGCCATGTTG

ACCGTTCA

[2121] ATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTGGGTACTTATGTCCTTTTAGAAGCGGCTCGG

AATTATTG

[2122] GTCTGGTCTGGATGATGAAAAGAAAAAAAACTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGATGAGGTGTATGG

TGACTTAC

[2123] CCCATCCGGATGAAGTAAATAGCAATGAAACGTTGCCGCTATTTACGGAAACGACAGCATACGCGCCAA

GTAGTCCA

[2124] TATTCTGCTTCTAAAGCTTCCAGCGATCATTTGGTTCGCGCATGGAAACGTACTTATGGTTTACCGACC

ATTGTGAC

[2125] TAATTGCTCGAACAACTATGGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATTC

ACTGGAAG

[2126] GTAAGGCATTACCTATTTATGGCAAAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTAGAGGATCATGCTC

GAGCGTTA

[2127] TATACCGTCGTAACCGAAGGTAAAGCGGGCGAAACTTATAACATTGGTGGACACAACGAAAAGAAAAAC

ATCGACGT

[2128] AGTGTTCACTATTTGTGATTTGTTGGATGAGATAGTCCCGAAAGAGAAATCTTACCGCGAGCAAATTAC

TTATGTTA

[2129] CCGATCGTCCGGGACACGATCGCCGTTATGCGATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGAATTGGGATGGA

AACCACAG

[2130] GAAACGTTTGAGAGTGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTACCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAAT

GTGAAAAG

[2131] TGGTGCCTATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGC

说　明　书 174/193 页

178

CN 115803087 B

178



AAAACAGG

[2132] GCAGGTAGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAATTTGATTGCTCTTGATGTTCACTC

CACTGATT

[2133] ACTGTGGTGATTTTAGTAATCCTGAAGGTGTAGCTGAAACCGTAAGAAGCATTCGGCCTGATATTATTG

TCAACGCA

[2134] GCCGCTCACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGAAGTTTGCACAATTACTGAACGCGACGAGT

GTCGAAGC

[2135] GATCGCGAAAGCAGCCAATGAAGTCGGCGCCTGGGTTATTCACTACTCTACTGACTACGTATTTCCGGG

GACCGGTG

[2136] AAATACCATGGCAGGAGGAGGATGCAACCGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCGGGAG

AAAAAGCA

[2137] TTACAAGAGCATTGTGCGAAGCACCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGTAAAGGAAATAAC

TTCGCCAA

[2138] AACAATGTTGCGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCCGTTATTAATGATCAGTTTGGTGCGCCAAC

TGGCGCAG

[2139] AGTTACTGGCTGATTGTACGGCACATGCTATTCGTGTGGCACTGAATAAACCGGAAGTCGCAGGCTTGT

ACCATCTG

[2140] GTAGCTAGTGGTACCACAACGTGGCACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAAGCAGGC

ATTCCCCT

[2141] TGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGCCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCCACATAACTC

TCGCCTTA

[2142] ATACAGAAAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTTGGCGTGAAACGAATGC

TTAACGAA

[2143] TTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTAATGGTGGAGCAAGATGTATTAAA

AGGAATGA

[2144] TGAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTTTGGCGGGTGGTTCTGGTACTCGTCTTTATCCTGTGACGAT

GGCCGTCA

[2145] GTAAACAGCTGTTACCGATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCCGCTCTCTACACTGATGTTAGCGG

GTATTCGC

[2146] GATATTCTGATTATCAGTACACCACAGGATACTCCTCGTTTTCAACAACTGCTGGGTGACGGGAGCCAG

TGGGGCCT

[2147] GAATCTTCAGTACAAAGTGCAACCGAGTCCGGATGGTCTTGCGCAGGCGTTTATTATCGGTGAAGAGTT

TATTGGTG

[2148] GTGATGATTGTGCTTTGGTACTTGGTGATAATATCTTCTACGGCCACGACCTGCCGAAGTTAATGGACG

TAGCTGTT

[2149] AACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCCTGAACGTTATGGTGTCGTGGAG

TTTGATAA

[2150] TAACGGTACTGCAATTAGCCTGGAAGAAAAACCGCTGGAACCAAAAAGTAACTATGCGGTTACTGGGCT

TTATTTCT
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[2151] ATGACAATGACGTTGTGGAAATGGCGAAAAACCTTAAGCCTTCTGCCCGAGGTGAACTGGAAATTACCG

ATATTAAC

[2152] CGTATTTATATGGAACAAGGACGTTTGTCTGTCGCTATGATGGGGCGTGGCTATGCATGGCTGGATACA

GGGACGCA

[2153] TCAAAGTCTTATTGAAGCAAGCAACTTCATTGCCACCATTGAAGAGCGCCAGGGACTAAAGGTTTCCTG

TCCGGAAG

[2154] AAATTGCTTATCGTAAAGGGTTTATTGATGCTGAGCAGGTAAAAGTATTAGCCGAACCGTTGAAGAAAA

ATGCTTAT

[2155] GGTCAGTATCTGCTCAAAATGATTAAAGGTTATTAATAAGATGAACGTAATTAAAACTGAAATTCCTGA

TGTGCTGA

[2156] TTTTTGAACCAAAAGTTTTTGGGGATGAACGTGGCTTCTTTTTTGAGAGTTTTAATCAGAGGATTTTTG

AAGAAGCA

[2157] GTAGGTCGTAAGGTTGAGTTTGTTCAGGATAACCATTCTAAGTCCAGTAAAGGTGTTTTACGTGGTCTT

CATTATCA

[2158] GTTAGAACCTTATGCTCAAGGAAAACTGGTGCGCTGTGTTGTTGGCGAGGTTTTTGATGTTGCGGTTGA

TATTCGTA

[2159] AATCGTCACCTACATTTGGGAAATGGGTTGGGGTGAATTTGTCTGCTGAGAATAAGCGTCAGTTGTGGA

TTCCTGAG

[2160] GGATTTGCACATGGTTTTTTGGTGCTGAGTGATTTAGCAGAAGTTTTATATAAAACGAATCAATATTAT

GCTCCATC

[2161] ACATGAAAAAAATATTATATGGAATGACCTCTTGCTTAATATTAAATGGCCGAGCACAGCACTGATCAC

TCTGTCTG

[2162] ATAAGGATGCAAATGGGGAAAGATTTGAACTAAGTGAGTTTTGAAATGTCTCTCTTAAAACATAGTATA

TGGAATGT

[2163] TGCGGGCTACTTTATACCAACATTAATTGCAATTCCCGCCTTTGGATTAATTGCGAGGAAAATTGGTGT

AGAACTAT

[2164] TTGGTTTGTATACGTTAGCAATGATTTTTATAGGGTATGCAAGTATATTTGATGCTGGGTTAACAAGAG

CTGTTGTG

[2165] CGTGAAATAGCATTACTAAAAAACAGAGTGGACGATTGTAATACGATAATAGTAACTTCTATTATCGCT

GTGATATT

[2166] TTTAGGGTTTATCGGAGGCGGGGGAGTGTTTCTGCTTAAAGGCGATATTATTGAACTGTTAAATATCTC

ACCAATAT

[2167] ATTACGCCGATTCGATAAAGTCTCTAGTATTATTATCATCTCTGATACCTGTATTCTTAGTCACGCAAA

TACTATTA

[2168] GCAGAGCTTGAGGGTCGGGAATATTTTGGGATTCTAAATATACAAAAAAGTGTAGGGAATTCTTTAATT

GCAGGGTT

[2169] ACCTGCATTATTTGTTTTAATTAATCAAACGCTTTTTTCTGCAATTATTGGTGTAGCGATTGCAAGAGT

TATATGCT

[2170] TGTGGTTAAGCTACATTATGAGCAGGGAAAGAATAACTATCGATATCTCATTTTTTTCAATAACTGTTT
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TAAAGCGG

[2171] TTATTTAGATATGGCGGGTGGGTAACTATAAGTAACATAATATCTCCTATATTAGCGAGTATGGATAGA

TTTATTCT

[2172] ATCCCATATCCAGGGAGCATCAAAAATATCATTCTATACAGTCCCTAATGAGCTGGTAACTAGGCTTGG

AATAGTTC

[2173] CAGGCTCTCTTGGGAAAGCTGTTTTTCCAAAATTAAGTCATGCAAGGAATTTTACAGCGTCATATGCAG

AGCAAAAA

[2174] AAAGCTTATATATTAATGACTGTCATTGTAATGCCTTTGGTTTTATTTGTATATTATTACGCAAAGTTT

ATTTTAAC

[2175] ATTGTGGATGGGGGCTGAGTATGCAGGGATTTCGGTCGAAATATTACGGATTATGCTTATAGGGTATAT

TTTTAACT

[2176] GTTATTCACAAATCTCTTTTGCCAACATACAGGCCTTTGGAAAAGCAAAATACACTGCATACATCCATA

TGATGGAA

[2177] TTTATTCCTTATTTGATAATGTTATATATAATTTCAAAGGAATATGGGGTTATTGGTGTTGCGTGGTTA

TGGACAAT

[2178] TCGAGTAATAATTGATTTTTTGATGCTTTTATATATGAGTTATCGTTGTAATAATCTTATGAAAAAAGG

GTAGCCTG

[2179] ATGATATATATTGTGGTATTAAATTGGAATGGGGCTATAGATACCATTAATTGTGTTAAAAGTTTAATG

GATTTAAA

[2180] TGTTAGCGATTATAAAATTATCATTGTTGATAACTGTTCTATGGATAACTCATATGATACTATAAAAGA

AAATCTTA

[2181] ATTCATTATATATTGCTGATAAAAGTATCATTGAGGTGAAGTATGAGGATAGAAATAAATATAAAACCT

TAGAAAAC

[2182] GATAAAATCATATTAATACAATCTCCGCAAAATAATGGGTACGCAAGTGGTAATAATATTGGCATAGAG

TTCGCTCT

[2183] TAATCAGGAGAATATGAAATACGTCTGGGTTCTGAATAATGATACTGAAGTGGATAAAGAGGCTTTAAC

TCATTTAA

[2184] TTAGTAAATGTGATTCAGATAAAAGTATAGGGATTTGCGGTTCTCGTTTAGTCTATTTTGCCGACAGAG

AGATGCAG

[2185] CAAGGACTAGGTGGGGTGCATAACAAATGGTTATGCACTACAAAAAATTATGAAATGGGAAGATTAGTT

TCCAAAAA

[2186] ATATGATGATGAAGTCATTAGTAATGATATAGATTATATAATTGGCGCATCGATGTTTTTCTCTAGAGA

ATGTTTGG

[2187] AAACAGTTGGATTGATGAATGAAGAATATTTTTTATACTATGAAGAGTTAGATATTTGCCTCAGAGCAA

AAGCAAAG

[2188] AACTTTAAATTAGGTATTTGCTCAGAAAGTTTGGTTTATCATAAAATAGGTGCAAGTACTGATGGGGGA

AAGAGCAT

[2189] GATGGCTGATCTTTGCTCAATAAAAAATAGGCTGGTCATTACAGAAAGGTTTTATCCCCAATATTATTG

GACGGTAT
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[2190] GGTTGTCACTTTTTGTTGTAGCATTTAACCGTGCTAGAAGAGGTGAGTTTAATAAGATGAAAAGATGTT

TGAATGTT

[2191] ATGTTTAACTTCAAACGAAACAAAGGTAGCAAATGCCATTAGAATATGCACTTAATCATGGTGTTAATA

AATCTATA

[2192] GTTTGATATGTTATTAAAGGGTATTTAATGAAAGTGGCTTTTTTATCTGCTTATGATCCACTATCTACA

TCCAGTTG

[2193] GTCTGGCACACCTTATTATATGCTAAAGGCATTATCGAAGAGAAATATTTCCATTGAAATATTAGGACC

GGTAAATA

[2194] GCTATATGATATACATGTTAAAAGTATATAAATTAATATTAAGGTGTTTCGGAAAAGAATATGATTATA

GTCATTCG

[2195] AAGTTGCTTTCCAGGTATTACGGTAGAATATTCGGTAGGAAATTAAAAAAAATTGATGGTTTGGATTTT

ATTATCGC

[2196] ACCTGCAGGTTCCTCACAAATTGCTTTTTTAAAAACAACCATACCAATAATATATCTATCGGATACAAC

ATATGATC

[2197] AATTAAAAAGCTATTATCCGAATTTAAATAAAAAAACAATTATAAATGATGAGGATGCAAGTTTAATCG

AACGCAAG

[2198] GCTATTGAAAAAGCAACAGTAGTATCTTTCCCATCTAAATGGGCAATGGATTTTTGCAGGAATTATTAC

AGATTAGA

[2199] TTTTGATAAATTAGTTGAAATACCATGGGGGGCTAATTTATTTGATGATATTCACTTTGCTAATAAAAA

TATAATTC

[2200] AAAAGAATAGTTATACTTGTCTTTTCTTGGGAGTTGATTGGGAAAGAAAAGGTGGGAAAACAGCCTTGA

AAGCAATT

[2201] GAATATGTAAGGCAGTTATATGGGATCGATGTTAGACTAAAAATTTGTGGATGTACTCCGAATCAAAAG

ATTTTACC

[2202] TACTTGGGTTGAATTAATTGATAAAGTAGATAAAAATAACGTTGACGAATATCAGAAATTCATCGATGT

GTTATCTA

[2203] ACGCTGATATACTTCTTTTACCAACCATTGCTGAATGTTATGGAATGGTATTTTGTGAAGCTGCTGCTT

TTGGATTG

[2204] CCTGTTGTCGCTACAGATACAGGTGGAGTCAGTTCTATAGTTATCAACGAAAGGACGGGGATATTAATT

AAAGACCC

[2205] GTTAGACTATAAGCACTTTGGAAATGCAATTCATAAAATAATTAGTTCCGTAGAGACTTATCAAAACTA

CTCCCAAA

[2206] ACGCAAGAATTAGATATAATAATATATTGCATTGGGACAATTGGGCTAAAAAGATAATTGAGATTATGT

ATGAGCAT

[2207] AAGAATAGAAGAATCAAATAGCACAAAAAGAATTATATGTTTATTTATACTTTTTCTTGTTTTCCCTGA

TTTTTTGT

[2208] TTTATACATTAGGGGTTGATAATTTTAGCATTTCAACGATAATCTCAATTACATTGCTTTTTGTTTTTT

TAAGAGCT

[2209] AAAAATATTTGCAAAGATAATTTTCTAATAATAGTAGCGTTATTCATATTGTTGTGTTTTAACTGTTTG
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TTAAGTAT

[2210] GCTATTTAATATTGAACAGGCTTTAACATTTAAAGTTGTACTTTCAATATATAGCATCTTAATAATGGC

ATACGTCT

[2211] CCTCTTGTTATGCACAGACGTTGTGGTTATGTTCTGAAGAAATACTTAAGAGATCCGTCTTTTATTTGT

TCGCATTT

[2212] CTTTGCCTTATTGGCATTATAAGTATTCTTTTACAGAAGACTGAGATTATACATGATAAAAGTATGATT

CTTTTTCC

[2213] TGAACCATCAGCATTTGCATTGGTTTTTATACCTATCTTTTCATTTTGTTTATACTATACAAGAGGGGG

GGGGCTAC

[2214] TATTGCTCTATATATTATCTTTGGGTATTGCGTTAGGTATCCAGAATTTAACAATGTTGGTAGGCATTG

TGATTAGT

[2215] GTTTTTGTGATGAAAAAAATAACTATAAGGCAAACTATTGTTATACTTTTGGGGGCATGGATTTTTTCC

ATGATATT

[2216] AAGTGATTTAGACATTTCTTACTATACATCGCGGCTTGATTTTAAAAATACTACGAACCTATCAGTGCT

TGTATATC

[2217] TTTCAGGAATTGAAAGAGCTTTCTTGAATTTTATTACAAGTTATGGTCTTGGTATTGGTTTTCAACAAA

TGGGAGTG

[2218] AATGGGGAGATAGGAATATATCAACAAATTTTAGCTGAACTTGATGCCCCTATGTTAAATATATACGAT

GGCTCATT

[2219] TATTTCTTCTAAGTTAATATCTGAGTTTGGGGTTATTGGTGCATTAATGTGTATTTTCTATTTTTTTTA

TTTTTCCC

[2220] GATTTTATCTGCGTTTCAAAAAAAGTAAGAGATATTCACCGCAGTATATTTTAGCATATAGCTTCTACA

TGTGTTTC

[2221] TTCATCCCTCTTTTTATACGTGGTGCTGGTTATATAAACCCCTATGTGTTTATGTTATTTTCATCAATA

TTTTTGTG

[2222] CAAATATCACGCTAAAAATATCTTGATGAAATCTAATGTCCAGATAGCTATATAATAGTAGATTATATT

ATCATTAT

[2223] CACGTAAATTACATATTAATAGCATATATGATAACTAGGACATAAATAATGTGCATTAAAAAAAAACTT

AAGTTAAT

[2224] TAAACGATATGGCCTTTATGGTGGTCTTAGGCTTCTTAAAGATATATTCTTAACAAAATTTTTATTTTG

TTCAAATG

[2225] TTAGGATTATTAGATTTCCATGTTATATTAGAAAAGATGGAAGTGTTAGTTTTGGAAAAGGTTTTACAT

CAGGTGTA

[2226] GGATTACGAGTTGATGCATTTATGGATGCCGTAGTTTCCATTGGAGAAAATGTTCAAATTAATGACTAT

GTTCACAT

[2227] CGCGGCTATTAATAATGTCATTATTGGTAGAGATACATTAATAGCAAGTAAAGTATTTATTAGTGATCA

TAATCATG

[2228] GTATTTTTTCTAAATCCGATATCCATAGTTCACCAACTATTATTCCTTCGTCTAGGCCCCTTGAATCTG

CACCTGTG
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[2229] TATATTGGAGAGCGTGTGTGGATTGGCGAAAATGTGACAATATTACCAGGTGCGTGTATAGGTAATGGT

GTAGTTAT

[2230] TGGCGCAAACAGTGTTGTTCGTGGTGAGATTCCTAATAATGTGATCATTGCTGGTGTTCCAGCTAAAAT

TGTTAAAA

[2231] AATATAACTATGAGCGTATGCAATGGGAAAGAATATAGTTGTAATATCGGCTGTTAATTTTACAACCGG

AGGCCCCT

[2232] TTACCGTACTAAAAAATGTGCTTACAGCAACTAAAGATAGAGCCGAATGTAAATTTATTGCACTGGTTC

ATAGCTCT

[2233] GCTGAACTAATGGAATTATTTCCGTGGGTTGAATTTATAGAGTATCCAGAAGTCAAGTCTTCGTGGGTT

AAAAGATT

[2234] ATATTTCGAATATATAACTTGCAATAGATTATCTAAGGTGATTAAGGCAACTCATTGGGTATGCTTACA

TGATATTA

[2235] CAGCAAATGTTAGTGTACCCTATAGATTTGTTTATTGCCACAATCCTGCACCGTTCTATAAATATTTAA

GCTATCGA

[2236] GATATTATAGGAGAACCTAAATTTTATCTTTTTTATCTTTTTTATGGGCTTTTATACAATATCAATATA

AAAAAGAA

[2237] CACAGCAGTTTTTGTTCAGCAGCAGTGGCTAAAAAAAGAATTCGAAAAAAAATATAAGTTAAAGAATGT

TGTTGTTA

[2238] GTCGCCCTGAAGATATTTGCCCTTTTGAAAGTGATGGTTTGGTAAGAAATAATAATAAAAAGGATGTGA

GGATATTT

[2239] TACCCAGCAGTGCCCCGTATATTTAAAAACTTTGAAGTTATCATACGTGCTGCACAAATATTACAAGAT

AAAAATAT

[2240] TCATTTTTATCTTACTTTTGATGGTACTGAAAATAAGTATGCAAAAAGAATATATAAATTAGCTTCCGA

ACTGAAAA

[2241] ATGTACATTTCCTCGGTTACCTTAATGCAACCGAGATGGTTAACTTTTATCAAGATTCAGATATTATTT

GTTTCCCA

[2242] TCGAAACTAGAAACGTGGGGATTACCATTATCAGAAGCTAAAACATACAAAAAATGGATATTTGCGGCA

GACTTACC

[2243] TTATGCTCATGAAGTTTTATATAACTATTCAAAAACTAGATATTTTCCATTTGACGATGAGAAAATACT

TGTTCGCT

[2244] ACATATTAGAGTACACAAGTAAAAATATGCATGAAGATATAAAAAATAGTAGGGTGAATTTTAATAATG

ATGCATTG

[2245] ACTGGTTTTGAACAGTTTATTGAATATATCCTCAAGGGGAACTGACGTGGTTTATATTATAATCGTTTC

ACATGGCC

[2246] ATGATGACTATATAGAAAATCTTTTATTAAATTTAAAGTTGCCCTCTGGAAGATTTAAAATAATAGTTC

GTGATAAC

[2247] AAAAGTTCAATGGTTTTAAAAAAAACATGCGAAAAAAATTGCGTAACCTATTTGCATGGAGGGCAATAT

GGATTTGG

[2248] ACATAATAATAACATAGCAGTGTCATATATAATTAATAACTTCATGATTATGAATAATGATTATTTTCT
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CTTTCTTA

[2249] ACCCCGATGTATTCATAACCAGTGAAAGTTTGATTAATTATGTTGATTATATAATTAGTAATGATTATA

AGTTTAGC

[2250] ACATTATGTCTTTATCGAGATTTTACTAAAAGCAAACATGATTATTCAATACGGAGTTTTCCAACTTTA

TATGATTT

[2251] TCTTTGTTCTTTTTTATTGGGGGTGAATAAAAGTAAAATTAAGAAGGAAAATATACTTTCTGATACTGT

AGTTGATT

[2252] GGTGTGCTGGCTCATTTATGCTTATTCATGCTTTAAGTTTCTTAAATGTGAATGGTTTTGATCAAAAAT

ATTTTATG

[2253] TATTGTGAAGATATTGACCTTTGTATGCGTTTAAAATTAAGTGGAGTAGATCTTTACTATACTCCCCAT

TTTGATGC

[2254] TATTCATTATGCGCAGCATGAAAATAGAAGAATATTTACTAAAGCATTTCGATGGCATATAAGGAGTAT

TACGCGCT

[2255] ACATATTACGGAAACCAATTCTTTCTTATAAAAACTATAGAAAAATTACATCCGAACTGGTAAAGTGAT

TAAGGATC

[2256] CGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAA

GGAGGATA

[2257] TTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTAT

ACTTATTT

[2258] GCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCA

ACAGATCG

[2259] GCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCT

CTATTTTC

[2260] AACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTAT

ACGGTGAA

[2261] AGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGA

TGCTGCTA

[2262] TTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGG

ACACTATT

[2263] CGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAG

GGGGCGCT

[2264] GAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAA

AATCGCCG

[2265] CCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGA

TGGTTCAC

[2266] AACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAAC

CTCACCAA

[2267] CGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCAC

CAAAGATA
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[2268] TCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAG

GTACCGGT

[2269] AAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCA

CGTTATAT

[2270] CTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGG

CGACAAGG

[2271] CTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCT

CTCAGCTG

[2272] CGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGC

TGCATCAT

[2273] CCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCT

GGCTCCGT

[2274] ACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACG

GTATTCCG

[2275] GTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTG

ATCCAGGC

[2276] ACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATG

GCTGGATT

[2277] AA

[2278] SEQ  ID  NO:19(O75  rfb基因座核苷酸序列实例‑O75‑EPA生产菌株

[2279] stLMTB11737)

[2280] ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCG

ATACCCAA

[2281] AGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGAT

CAAAGAAA

[2282] TCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAAT

CACTCCTT

[2283] GAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTATG

AACGTGCG

[2284] TCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAACCCATT

TGTCGTGG

[2285] TACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGCCATGATTG

CACGTTTC

[2286] AACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAATACTCCGTCATC

CAGACTAA

[2287] AGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAACCGGATCAGCCGCA

GACGCTGG

[2288] ACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCCGGAACTGGAACGTACTC

AGCCTGGT
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[2289] GCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAAAAACAATCCGTTGATGCAATG

CTGATGAC

[2290] CGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGCGTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAA

CCTGAAAG

[2291] AAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAAC

GGTTGATA

[2292] AGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAATTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTT

ATATAAAC

[2293] CATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCAAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGA

GCGGATTG

[2294] GTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGCGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCAT

GCATGCAG

[2295] TGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCGTGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCG

CTTATTTC

[2296] ACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTAAGCTAGCAGTGAAGATACTTGTTACTGGTGGCGCAG

GATTTATT

[2297] GGTTCTGCTGTTGTTCGTCACATAATAAATAATACGCAAGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACA

TACGCCGG

[2298] AAACCTGGAATCGCTCGCTGAAATTTCTGATTCTGAACGTTATTCATTTGAGCATGCAGATATCTGCGA

TGCCGAAG

[2299] CGATGGCTCGTATTTTCGCACAGCACCAGCCAGACGCGGTGATGCACCTGGCAGCAGAGAGCCACGTTG

ACCGCTCA

[2300] ATAACTGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAATATTGTGGGTACTTATGTTCTTTTAGAAGCGGCGCGC

AATTATTG

[2301] GTCTGGTCTGGATGATGAAAAGAAAAAAAACTTCCGCTTTCATCATATTTCTACTGATGAGGTGTATGG

TGACTTAC

[2302] CCCATCCGGATGAAGTAAATAGCAATGAAACGTTGCCGCTATTTACGGAAATGACAGCATACGCGCCAA

GTAGTCCA

[2303] TATTCTGCTTCTAAAGCTTCCAGCGATCATTTGGTTCGCGCATGGAAACGTACTTATGGTTTACCGACC

ATTGTGAC

[2304] TAATTGCTCGAACAACTATGGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATGC

ACTGGAAG

[2305] GTAAGGCATTACCTATTTATGGCAAAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTAGAGGATCATGCTC

GAGCGTTA

[2306] TATACCGTCGTAACCGAAGGTAAAGCGGGCGAAACTTATAACATTGGTGGACACAACGAAAAGAAAAAC

ATCGACGT

[2307] AGTGTTCACTATTTGTGATTTGTTGGATGAGATAGTCCCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATTAC

CTATGTTG

[2308] CTGATCGCCCAGGGCATGATCGCCGTTATGCAATTGATGCCGATAAAATTAGCCGCGAATTGGGCTGGA
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AACCACAG

[2309] GAAACGTTTGAGAGCGGGATTCGTAAAACTGTGGAATGGTATCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAAT

GTGAAAAG

[2310] TGGTGCCTATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGGGGGCCGCCACTAATGAATATCCTCCTTTTTGGC

AAAACAGG

[2311] GCAGGTTGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAATTTGATTGCTCTTGATGTTCACTC

CACTGATT

[2312] ACTGTGGTGATTTTAGTAACCCTGAAGGTGTGGCTGAAACCGTTAGAAGCATTCGGCCTGATATTATTG

TCAACGCA

[2313] GCCGCTCACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGGAGTTTGCACAATTACTGAACGCGACGAGT

GTCGAAGC

[2314] GATCGCGAAAGCAGCCAATGAAGTCGGCGCTTGGGTTATTCACTACTCTACTGACTACGTATTTCCGGG

GACCGGTG

[2315] AAATACCATGGCAGGAGGAGGATGCAACCGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCAGGAG

AAAAAGCA

[2316] TTACAAGAGCATTGTGCGAAGCACCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGTAAAGGAAATAAC

TTCGCCAA

[2317] AACGATGTTGCGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCCGTTATTAATGATCAGTTTGGTGCGCCAAC

TGGCGCAG

[2318] AGTTGCTGGCTGATTGTACGGCACATGCCATTCGTGTGGCACTGAATAAACCGGAAGTCGCAGGTTTGT

ACCATCTG

[2319] GTAGCCAGTGGTACCACAACCTGGCACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAAGCAGGC

ATTCCCCT

[2320] TGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGTCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCCACATAACTC

TCGCCTTA

[2321] ATACAGAAAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTTGGTGTGAAACGCATGC

TCAACGAA

[2322] TTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGGAACAAGATGAATTAAA

AGGAATGA

[2323] TGGAATGAATACGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACACGTCTTTATCCTGTGACTAT

GGCTGTCA

[2324] GTAAACAGCTGTTACCGATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCCGCTCTCTACACTGATGTTGGCGG

GTATTCGC

[2325] GATATTTTGATTATCAGCACGCCACAGGATACTCCTCGTTTTCAACAACTGCTGGGTGATGGGAGCCAG

TGGGGGCT

[2326] AAATCTTCACTACAAAGTGCAACCGAGTCCGGATGGTCTTGCGCAGGCATTTATCATCGGTGAAGAGTT

TATCGGTG

[2327] GTGATGATTGTGCTTTGGTACTTGGTGATAATATCTTCTACGGTCACGACCTGCCTAAGTTAATGGATG

CCGCTGTT
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[2328] AACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCCTGAACGCTATGGTGTCGTTGAG

TTTGATAA

[2329] AAACGGTACTGCAATCAGCCTGGAAGAAAAACCGTTACAACCAAAAAGTAATTATGCGGTAACCGGGCT

TTATTTCT

[2330] ATGATAACTACGTTGTGGAAATGGCGAAAAATCTTAAGCCTTCTGCCCGCGGTGAACTGGAAATTACCG

ATATTAAC

[2331] CGTATCTATATGGAACAGGGGCATTTATCTGTTGCCATGATGGGACGTGGATATGCCTGGCTGGACACG

GGGACACA

[2332] TCAAAGTCTTATTGAAGCAAGCAACTTCATTGCCACCATTGAAGAGCGCCAGGGCTTGAAAGTTTCCTG

CCCGGAAG

[2333] AAATTGCTTACCGTAAAGGGTTTATTGATGCTGAGCAGGTGAAAGTATTAGCTAAACCGCTGAAAAAAA

ATGCTTAT

[2334] GGTCAGTATCTGCTAAAAATGATTAAAGGTTATTAATAAAATGAATGTTATTAAAACAGAAATTCCAGA

TGTACTGA

[2335] TTTTTGAACCGAAAGTTTTTGGTGATGAGCGTGGTTTCTTTATGGAAAGCTTTAATCAGAAAGTTTTCG

AAGAGGCT

[2336] GTAGGGCGGAAGGTTGAATTTGTTCAGGATAATCATTCTAAATCGTGTAAAGGTGTACTTAGAGGTTTA

CACTTTCA

[2337] GCTTCCTCCCTTTGAGCAGGCAAAATTAGTAAGGTGTATAGTTGGCGAGGTATTTGATGTTGCAGTAGA

CATTAGAC

[2338] CTAATTCTGAAACATTTGGTTCATGGGTTGGAGTAACTCTTTCGTCAGAAAATAAAAGGCAGCTATGGA

TTCCAGAA

[2339] GGATTCGCCCATGGTTTTTTAACTTTAAGTGATATTGCAGAGTTTGTTTATAAAACTAACAACTATTAT

TCTTTAAA

[2340] TCATGAAAGGGGAGTCATTTGGAACGATGAGGAAATTAACATTGCCTGGCCCTCTCAATCAGAGAAGAT

TCTGTCAC

[2341] AGAAAGATATTAATTTACCATCATTTAGATTTGTTCAAATGTTTAGCAAGTAGTGTTATCTTTACACTG

CACATAGT

[2342] CATCATTTTTTATGCTTTAAGTAAATTATATTGCACATCTATAACACAAAGCGCAATAATATTTCGACC

TGATGAAG

[2343] GTTTGTGGTTATTTATCTTTCTAGGCGTTTTTTATGACTAAAATAGTTGTGGTTTCTACAGCTCCAATA

TTCCCGAC

[2344] AAATAATGGGTACAAAAGTTCTGTATTAGGAAGAATTGATGAGTTATTAAATGAGGATAATGAGGTCGT

TTTGATTG

[2345] AAATAAACCTTGAAAATGTTACGGAAAAGAAAGATGAATTAATACCAACAAGATTTAATAATATTCAAA

GATATGAA

[2346] GTAAAAAAAATATCTAGATCATTTATTGCCGAGTTACAAATATTATTTGATATCAGAACTCGGTATGAA

CAATTATT

[2347] TTCTTCTGCTGACATTAGAGATAACATAAAAAAGATAATTGATTTAGAAAAACCTTCTATTATTATTGC

说　明　书 185/193 页

189

CN 115803087 B

189



TGAGTCTA

[2348] TATGGGCGTTGCAAGCATTGCCTATTGAAATTAGTGCGAGAATACACTGTGTTATTCATGATGTGGCAA

CTGATTTC

[2349] TTTAAAGAAATGTTTGTATCTCATAATGAGGTTGTACGAAAAATTTTGTTTTTTAATGATTACCTAAAG

TTGAAAAT

[2350] TACTGAAGAAAATATTATCAAACGTTTGAGAGTTGAGCAATTTATCTTTCTGACAGAAGAAGATAAATG

TTGGTATA

[2351] AAACAAGATACAATATTGATGAGGGTTGTTGTTCCTTAGCGAGCAATCATCTTTATGTAGAAAAGATTA

AGAGAACT

[2352] ATCAATTTCCAAACCCCTTTCCTGCTTATTCCCGGTAGCATTGAATTTTCACAAAATTTTTACGGCTTA

AATTGGTT

[2353] TATAAAAAATATATATCCTGGATTAAATAGGAAAATAAGAATAGTTGTAACAGGAAAGGCATCAGATAA

AAAAATAA

[2354] AGATGTTAAACTGTGGAGAGGAAATTACCTTTACGGGAGAGCTTGACTTTTCCACATATAATAAACTTA

GCTCAACA

[2355] TGCTTGTGTGTTATTGCACCGATTACAACGGGCACTGGAATTAAAATAAAAATATTAGAAGCTGTACAA

AAAGGTAT

[2356] TCCTGTACTTACAACAAAATTTGCTTCAAAAGGAATATGTTCCGATTTATGTTTTTATTGCGAGGAGGA

TACTGACA

[2357] CAAACTTTGTCAATTTAATTAACAGTTTTCTTGAAACGACATTAAGAGTCCAAGAATGAATTTATTGCT

TTTTTCAG

[2358] TCCTTGCGTTTGGTTTAATATTGGCTTTGGCCCATAATAATAAAAGTGGAGATATTAACGCATACTTAA

TGTTTTTT

[2359] CTCGTGGTCCTAATGGTATTAATATCAGGGCTGCGTATGAATGATAGTGATTATATCGAATACAGGAAA

ATGTATAA

[2360] TGAAGTGCCTATTTTATGTGACTTTAGTCTCGCATCTATAAGAGATATACATGGGGAGGTAGGCTATCT

ATTCTTAT

[2361] CATCAATCTTTAAAACTTTATGCTTGCCATTTCAATTATTTCTTTTTTTTATTGCTTTTTTATCACTCC

TGCTTACA

[2362] TATTTTTCATTCAGAAAAATAAGTTTAATACCGATACTATCGTTAGTTTTTTATTTAAGCCATGCTTTT

ATAGTTAG

[2363] AGATTTGATTCAAATTAGGGCAGGATTAGCTGTTAGCATATCATTATATTCAATAATTAAATTTAAAGG

AAATAAAA

[2364] GTATAATTACAGGAGTTTTATTTGCTTCTTTGATTCATTCTGGGGCGCTTATTATTGCTCTTTGTTATC

CTTTTTTC

[2365] AAAAAAAAATACATAACATTAAAAATGATGTTGTTTTTATTTTTAGTGTCAATTATTTTTTCTTATTTG

AATGGGCT

[2366] TAATTTATCGATACAACTCTTATCTCAATATAGTTTGCTTCCAACTGCAATTTCGAATTATGTTGGTTG

GGAAGAAT
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[2367] ATGATTATCGGGTGAGTATATTTACTAATCCGGTTTTTATTAAAGGTGTTTTTTTAATTGTCTTAATGC

ACAAATAT

[2368] GTACTTTCAGATATTAAAAATGAGAAAATTATAGTGCTTTATAACTTATATGTTTTAGGTGTATTAGCT

ATGGTTGC

[2369] ATTGAGTGGGATGGCTATTCTTTCAGGCCGTCTTTCATCCTTTCTGACACTAGGTGAAAGCATTTTAAT

TGTATATG

[2370] CTCTGTTCTACAAAAGAAATACACCTCTGGCGTTTCTAATTTTTTCTTTTTTAACAATTGTGCAATTAG

GATATGAT

[2371] CTATTTATTTCTAATGTGCATCCTGAGCTTACTCTGATTATATTTGGGTGAATCTAAGTGAAAAATAAT

AAAATAGG

[2372] CATACTTATCTCTAAAATACAAAATCTTGGACCTGTGAATGTAGTACGAGGATTGATAAAAGAAAATAA

AAAATATG

[2373] CTTTTACTGTTTTTTGTTTAACAAATAGCGTAGATAAAAATATATATGATGAGTTATGCTGTTTAGGAG

CCAAGGTT

[2374] ATATTAATACCAGATGGTACTTGGTTCAGCAAAATTTTATTTGTGAGAAGTTTTTTAAAGGAACATCCA

CATAATAT

[2375] CTTACATTCACATGGGATCACGGCCGATATGTTTTCTTACTTTCTGAATGGCGTGAAAATATCTACTAT

TCACAATA

[2376] GACTAGATGAGGATTATATCCCATTATTTGGCGCGGTTAAAGGGAATGCTATATATTATCTTCATCGTT

TTATATTA

[2377] CGAAGATTTAATCATATCGTTGCTTGCTCAGCAGCGGTCCAATCAAAACTGAAACAATCGAAAGTAAAA

ACTAAAAT

[2378] AACCACCATCCAGAATGGGATTGATATAACTAGGTTTAAGACACTTGAGTCTGATAAAAAAAAATTATT

GAGGGAAA

[2379] AACACGGATTTGATAGTGAAAAAAGAATATTTATATATTGTGGCTCGTTATCATTAAGGAAAAATATTG

CTTACCTC

[2380] TTGGAACACTTAGCCATCGAAGAAAATGATATATTTTTAATTCTAGGTGATGGTGAACTTTTTAGATAT

TGTAAGGA

[2381] TAAATATTCTAAAGATTTACGGTATATATTTATGGGGAAAGTTGAATGCCCTCTTGAATATTATCAATT

ATCAGATA

[2382] TTTTTGTTTCCGCTTCTTTATCGGAAGGGCTCCCCTTGGCACTATTAGAAGCTGCCTCTACTGGGTGCT

ATTTATAT

[2383] GTTAGCGATATAGAGCCCCATAGAGAAATTGCATCTCTATTAGGAGAGGAAAATATTTCTATGTTTAAA

ATTAAGGA

[2384] TGGATCATATAATTATTTGCAACCTAAAATAAAAAAAGCTGACTATAACGCTCTTTCTGACGATAAACT

TTACAATA

[2385] TATCCGATAAAAAAATGTCAAATCTTTATGACAAACTTTTTGTTTCTTTATTAGAGCAGAGGCACTAAT

ATAATGAT

[2386] TTATGTTTCGGTAATTTCTCATGGTCATTTCAAAACTCTTAAGGAATTAGGAGCAGTATCAAAATTAAA
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TAATCACA

[2387] GCAGAATTAAAGTTATCATCAAAGATAATTTAGGAGAGAGCGAGCTTTTGGATTTTTGTCAGGAAAACA

AAATAACT

[2388] TATTTAAGGTCTAAAGAGAAAAAAGGATTTGGAGAGAATAATAATGAAGTTTTTTCCTCTATATCCTCC

TTAATTAC

[2389] TAAGGAAGATTTTTTTGTGGTTATGAATCCTGATATATATATTGAGTGCTCTGATCTATTAGATGTCGT

AGATGAGT

[2390] GTGGTTCAGCGAATGTTAATCTAGCAACGATAAATTTATACAGGGATTTTGATAAAAAAACATATGATA

ACTCAGTA

[2391] AGGAAATTTCCCTCGGCAATTGATTTTTTTATGTCATTTTTATTTAAGAAAAATGACTGTGTAGTAAAT

AAGAACAA

[2392] AATAACGAAACCAACATATGTTGATTGGGCTGCAGGTTCTTTTCTAATATTTAATGCCTTCTTTTATTC

AAAACTCA

[2393] ACGGATTCAACGAAAAGTATTTTATGTATTGCGAAGATATTGATATATGTTGGCGAGCTAAAAAACACT

TCAATACT

[2394] TCAGTTTTATACTATCCATGCTATGCAGCAATTCATTTGGCACAATTTAACAATCGTAGGATTTTTAGT

AGACATTT

[2395] CATTTGGCATATAAAAAGTATTATCCTTTTTTTATTATATAAAAATGGTATGCTGCGTTCTAGTAAGTT

GCTTTAAT

[2396] GCTAATATTCTTTTAAGAGGTGAGAATGATACCTGTTATTTTGGCTGGTGGTTCGGGAAGTCGCTTGTG

GCCACTTT

[2397] CACGAGAAAAGTTCCCCAAGCAGTTTTTAAAGTTGACTGGCAGTTTGACAATGTTGCAGTCAACATTGT

CACGTCTT

[2398] AATAATTTAAATGCTGATGATTCAATAGTTATATGCAACGAAGAGCATAGATTTATTGTTGCAGAACAA

TTAAGAGA

[2399] GTTAGGCAAACTTTCAAATAACATTATTCTTGAACCCAAAGGTCGTAATACAGCCCCTGCTATAACACT

CGCAGCAT

[2400] TAGCAGCAAAAAGAAAATTCGCTGATGAAGATCCATTGATTCTTATTTTAGCTGCAGATCACAACATCC

AAGACGAA

[2401] CATGTTTTCTGTGAGGCAATTAATAAGGCGTCATCTTTAGCTAGTTATGGAAAACTAGTGACTTTTGGT

ATCGTTCC

[2402] ATTCAAACCTGAAACTGGGTATGGCTATATTCGTCGCGGTGATGAAGTGCCTGTAGATGAGCAGCATGC

GGTGGCCT

[2403] TTGAAGTGGCGCAGTTTGTCGAAAAACCGAATCTGGAAACCGCGCAGGCCTATGTGGCAAGCGGCGAAT

ATTACTGG

[2404] AACAGCGGTATGTTCCTGTTCCGTGCCGGACGCTATCTCGAAGAACTGAAAAAGTATCGTCCGGATATT

CTCGATGC

[2405] CTGTGAAAAAGCGATGAGCGCCGTCGATCCGGATCTCGATTTTATTCGTGTGGATGAAGAGGCGTTTCT

CGCTTGTC
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[2406] CGGAAGAGTCGGTGGATTACGCGGTCATGGAATGCACGGCAGATGCCGTTGTGGTGCCGATGGATGCGG

GCTGGAGC

[2407] GATGTCGGTTCCTGGTCTTCATTATGGGAGATCAGCGCCCACACCGCCGAGGGCAACGTTTGCCACGGC

GATGTGAT

[2408] TAATCACAAAACTGAAAACAGCTATGTGTACGCCGAATCTGGCCTGGTCACCACCGTCGGGGTGAAAGA

TTTGGTGG

[2409] TAGTGCAGACCAAAGATGCAGTGCTGATTGCCGACCGTAATGCGGTGCAGGATGTGAAGAAAGTGGTCG

AGCAGATC

[2410] AAAGCTGATGGTCGCCATGAGCATCGGGTGCATCGCGAAGTGTATCGTCCGTGGGGCAAATATGACTCT

ATCGACGC

[2411] GGGCGACCGCTACCAGGTGAAACGCATCACCGTGAAACCGGGCGAAGGTTTGTCGGTACAGATGCATTA

TCATCGCG

[2412] CGGAACACTGGGTGGTTGTCGCGGGAACGGCAAAAGTCACTATCAACGGTGATATCAAACTGCTTGGTG

AAAACGAG

[2413] TCCATTTATATTCCGCTGGGGGCGATGCACTGCCTGGAAAACCCGGGGAAAATAGATTTAGAATTAATT

GAAGTTCG

[2414] CTCTGGTGCATATCTTGAAGAAGATGATGTTATTAGATGTTATGATCGCTATGGACGAAAGTAATATAT

AATAATTA

[2415] TTTCAGAATTAGAAATGATAATTATAAGTTTTCGTCTGGATAAACAATAGATAGTATGGGTTGGAAAAT

ATGAGTTC

[2416] TTTAACTTGTTTTAAAGCTTACGACATTCGCGGGAAATTAGGTGAAGAACTGAATGAAGATATCGCCTG

GCGCATTG

[2417] GTCGCGCCTATGGCGAATTTCTCAAACCGAAAACCATTGTGTTAGGCGGTGATGTCCGTCTCACCAGCG

AAACCTTA

[2418] AAACTGGCGCTGGCAAAAGGTTTACAGGATGCGGGCGTCGATGTGCTGGATATTGGCATGTCCGGCACC

GAAGAGAT

[2419] TTATTTCGCCACGTTCCATCTCGGCGTGGATGGCGGCATTGAAGTTACCGCCAGCCATAATCCGATGGA

TTACAACG

[2420] GCATGAAGCTGGTGCGCGAAGGGGCTCGCCCGATCAGCGGTGATACCGGACTGCGCGACGTCCAGCGTC

TGGCAGAA

[2421] GCTAACGACTTTCCTCCCGTCGATGAAACCAAACGCGGTCGCTATCAGCAAATCAATCTGCGTGACGCT

TACGTTGA

[2422] TCACCTGTTCGGTTATATCAATGTCAAAAACCTTACGCCGCTCAAGCTGGTGATCAACTCCGGGAATGG

CGCAGCGG

[2423] GTCCGGTGGTGGACGCTATCGAAGCCCGCTTTAAAGCCCTCGGCGCACCGGTGGAGTTAATCAAAGTGC

ATAACACG

[2424] CCGGACGGCAATTTCCCCAACGGTATTCCTAACCCGTTGCTGCCGGAATGTCGCGACGACACCCGCAAT

GCGGTCAT

[2425] CAAACACGGCGCGGATATGGGCATTGCCTTTGATGGCGATTTTGACCGCTGTTTCCTGTTTGACGAAAA
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AGGGCAGT

[2426] TTATTGAGGGCTACTACATTGTCGGCCTGCTGGCAGAAGCGTTCCTCGAAAAAAATCCCGGCGCGAAGA

TCATCCAC

[2427] GATCCACGTCTCTCCTGGAACACCATTGATGTGGTGACGGCCGCGGGCGGCACGCCGGTGATGTCGAAA

ACAGGACA

[2428] CGCCTTTATTAAAGAACGTATGCGCAAGGAAGACGCCATCTACGGTGGCGAAATGAGCGCTCACCATTA

CTTCCGCG

[2429] ATTTCGCTTACTGTGACAGCGGCATGATCCCGTGGCTGCTGGTCGCCGAACTGGTGTGCCTGAAAGGAA

AAACGCTG

[2430] GGCGAACTGGTGCGCGACCGGATGGCGGCGTTTCCGGCAAGCGGTGAGATCAACAGAAAACTGGCGCAC

CCTGTTGA

[2431] GGCGATTAACCGCGTGGAACAGCATTTTAGCCGTGAGGTGCTGGCGGTGGATCGCACCGATGGCATCAG

CATGACCT

[2432] TTGCCGACTGGCGCTTTAACCTGCGCTCTTCCAACACCGAACCGGTGGTGCGCCTGAATGTGGAATCTC

GCGGTGAT

[2433] GTTCAGGTTATGGTAATCCATACTCAAGAAATATTATCAATTTTGACGTCATAAAGAATAAGCCCTGAC

AAGTTAGG

[2434] GCTTAATTAATATATATTTTTTTTGAATTGGGGATTTGTGGTAAGATTTTTAATATGTTATTTAATGTG

GTTGAATT

[2435] AATGTTGACTGGAAAATAATAATGAGAACGAAAAAAGCATTACACAACTTTAAAGTTGATTTATTAATT

ACTTTTTT

[2436] ATTGGTTTTGCTAGGGTTTTATATTCGAACTGTTTTTGTTTCAAAAATGGGAAGTGATATTACTGGAGT

GATGTTAC

[2437] TATTCACACAGTTGACAGCATATCTCAATTTGGCAGAATTAGGTATTGGAATTGCAGCTGCCAGCGTAT

TATATAAA

[2438] CCGCTCAGCGAGAATGAATACAATAAAATAACTTACATAATATCTTTGCTCTCAGTCATATACAAATAT

ATATTTGT

[2439] GTTTGTTTTGATTCTTGGCGTTGTTATAGGTATCTGTATTTATTACTTTATTGATTCTGTAAAGGTTGT

AAATGGCG

[2440] TTTTTTTATATTGGGCTTTGTTCGTTTTTAATACATCGTTGACATATAGTTATGCTAAATACTCCACAT

TATTAACT

[2441] GCTAATCAGCGGTACTCAGCAGTAAGAAAAATTCAAGGTGGCGGAAAAGTTATAATAATTGTATTTCAG

ATATTAAT

[2442] TTTGTGCTTTACGCAAAGTTTCATACTTTATTTGTTAGTTGAGACTTTAGGTATTTTTTCTCAATATTT

GATTTTTA

[2443] AAAAAATAATTGGGAACGGAAATCAATATCTCAGTAATGAGGTTTTACTTATTGAAAGCGATAAACTTT

TGATAAAA

[2444] AAAGAATTAAAAATAAGAATAAAAAATATGTTCTTCCATAAAATAGGTGCTGTGCTTGTCCTTAATACA

GACTACCT
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[2445] GCTTGTATCAAAGTTTCTGACATTAAGTTATGTGACAATTTTTGGCAGCTATATGATGGTATTTCAGAT

AGTAACTG

[2446] TTTTGATGTCAAGTTTTGTTAATGCTATTACTGCAGGAATGGGTAATTACTTAATTAATAAAAGTAATT

TAGAAATT

[2447] AAGGAAATTACACGTCAATTTTATGTGATATTTATCGCCTTTGCAACATTCATATCACTAAATATGTTT

TTTCTTGT

[2448] TAATGATTTTATCGCAAAATGGATAGGTGTTAATTATACATTAAGTAACACCCTAGTTGCATTAATGAT

TGTTAACG

[2449] TATTCATTAGTGTTGTCAGGGTACCTTCTGATATATTAAAAAACGCAAGTGGACATTTTGGTGATATTT

ATTATCCA

[2450] TTATTAGAAGGTGTGCTGAATATTACGATATCCATCATTTTGGCTATCATTATTGGATTACCTGGCATT

ATTATAGG

[2451] GACAATAGTATCTAACTTAATAGTAATAATGCTTGCGAAACCATTATATCTTTACTCTAAGTTATTTAA

TCTTAGAA

[2452] ATCCGACGAGGGTTTATTTTGAATTTATTTCTCGGCCTATGTTATATTCATTATGTGTGATTGGGGTGA

GCTATTTA

[2453] TTGCGCGATGAAATATATTCATTTAAAGTAAGTACATGGTTGGATTTTATTAACAAGCTACTCTTAGTC

TCTACTCC

[2454] TAGCATATTGGTAATATGTGCTATTTTCTCTACGGATAGTGACTTTAGATTATTTTTCAGAAAAATTAT

ATATGTGA

[2455] TTATGAAGAAATAAAAATTTCGAAAATGTATTAATCGAAATTATGCAACGAGCTTTATTTTTATAAATG

ATATGTGA

[2456] TCTTTTCGCGAATAGGAGTAAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAG

AATAGGAA

[2457] CTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTA

TTTATACT

[2458] TTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACC

TGACAGGA

[2459] GTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAA

CATCGAAA

[2460] GCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATC

CAGGCAAG

[2461] AAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTA

ATGGTGAA

[2462] AGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCAT

TGATGGTG

[2463] GTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCG

GTACCGGT

[2464] GTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTAT
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GAATTGGT

[2465] AGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGC

CGATGGCG

[2466] CAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCT

ATTCTCTG

[2467] CTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAA

CTGAGCAG

[2468] TTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGT

GATCCTGG

[2469] ATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGT

CGCTGATT

[2470] ACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTC

TCTGGTCC

[2471] GCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAA

AATCGTTT

[2472] CTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCG

AAATCGCG

[2473] AAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAA

AATCCACA

[2474] GATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGA

TGTCGTTG

[2475] CTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACC

GTGCTGCT

[2476] GTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGAT

AAAGAAGG

[2477] TGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA

[2478] SEQIDNO:20(CRM197序列实例)

[2479] GADDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDWKEFYSTDNKYDAAGYSVDN

ENPLSGKA

[2480] GGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKELGLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSS

VEYINNWE

[2481] QAKALSVELEINFETRGKRGQDAMYEYMAQACAGNRVRRSVGSSLSCINLDWDVIRDKTKTKIESLKEH

GPIKNKMS

[2482] ESPNKTVSEEKAKQYLEEFHQTALEHPELSELKTVTGTNPVFAGANYAAWAVNVAQVIDSETADNLEKT

TAALSILP

[2483] GIGSVMGIADGAVHHNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVGELVDIGFAAYNFVESIINLFQVVHNSYNR

PAYSPGHK

[2484] TQPFLHDGYAVSWNTVEDSIIRTGFQGESGHDIKITAENTPLPIAGVLLPTIPGKLDVNKSKTHISVNG

RKIRMRCR
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[2485] AIDGDVTFCRPKSPVYVGNGVHANLHVAFHRSSSEKIHSNEISSDSIGVLGYQKTVDHTKVNSKLSLFF

EIKS

[2486] 本文所述的实施例旨在仅是示例性的，并且本领域技术人员将认识到或仅使用常

规实验就能够确定本文所述的具体程序的许多等效方案。所有这类等效方案均被认为在本

发明的范围内并且由以下权利要求书涵盖。

[2487] 本文引用的所有参考文献(包括专利申请、专利和出版物)均通过引用以其全文并

入本文，并且其程度正如出于所有目的将每个单独的出版物或专利或专利申请具体地且单

独地指明出于所有目的通过引用以其全文而并入。
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