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本发明涉及幽门螺杆菌(H.pylori)HopQ与

癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族成员

之间相互作用的抑制剂，并且涉及基于幽门螺杆

菌HopQ的免疫原性组合物。本发明还涉及所述抑

制剂和免疫原性组合物用于预防或治疗由幽门

螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的用途。
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1.幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家

族成员之间相互作用的抑制剂，其用于预防或治疗由幽门螺杆菌(H.pylori)引起或与其相

关的疾病或病症的方法。

2.根据权利要求1所述应用的抑制剂，其中所述抑制剂抑制幽门螺杆菌HopQ与所述

CEACAM家族成员的结合和/或HopQ-CEACAM介导的信号传导，其中优选地所述抑制剂抑制幽

门螺杆菌HopQ与所述CEACAM家族成员的胞外结构域的结合，优选与所述CEACAM家族成员的

N-结构域的结合。

3.根据权利要求1或2所述应用的抑制剂，其中所述CEACAM家族成员选自人CEACAM家族

成员、非人灵长类CEACAM家族成员和大鼠CEACAM家族成员，其中优选地所述CEACAM家族成

员选自CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和CEACAM6。

4.根据权利要求1至3中任一项所述应用的抑制剂，其中所述抑制剂选自：

(a)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的(多)肽配体

或肽模拟物配体；

(b)与所述CEACAM家族成员结合、优选与所述CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优

选与所述CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

(c)编码(a)和(b)的所述(多)肽配体的核酸分子；

(d)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的核酸配体；

(e)与所述CEACAM家族成员结合、优选与所述CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优

选与所述CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

(f)抑制所述CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的表达的抑制性核酸分子；

(g)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的小分子；以及

(h)与所述CEACAM家族成员结合、优选与所述CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优

选与所述CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

5.根据权利要求4所述应用的抑制剂，

其中所述(多)肽配体选自所述CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的抗体、抗体衍生

物、抗体模拟物、肽适配体和可溶性片段；

其中所述肽模拟物配体选自类肽、β-肽和D-肽；

其中所述核酸配体选自DNA适配体、RNA适配体和XNA适配体；和/或

其中所述抑制性核酸分子选自siRNA、shRNA、miRNA和反义DNA或RNA分子。

6.根据权利要求4或5所述应用的抑制剂，其中幽门螺杆菌HopQ的所述胞外结构域是幽

门螺杆菌HopQ的插入结构域、环A、环B、环C或环D，其中：

环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

7.根据权利要求1至6中任一项所述应用的抑制剂，其中所述由幽门螺杆菌引起或与其

相关的疾病或病症选自幽门螺杆菌感染和由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症，其中优选

地所述由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症选自胃炎、慢性胃炎、胃萎缩、胃或十二指肠溃

疡、胃癌和MALT淋巴瘤。
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8.用于鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物候选

物的体外方法，所述方法包括：

(a)使(i)CEACAM蛋白或其功能性片段与(ii)幽门螺杆菌HopQ蛋白或其功能性片段和

(iii)受试化合物接触，以及

(b)确定所述受试化合物是否抑制所述CEACAM蛋白或其功能性片段与所述幽门螺杆菌

HopQ蛋白或其功能性片段之间的相互作用，

其中抑制所述CEACAM蛋白或其功能性片段与所述幽门螺杆菌HopQ蛋白或其功能性片

段之间相互作用的受试化合物被鉴定为用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的

疾病或病症的药物候选物，

其中优选地步骤(b)包括确定所述受试化合物是否抑制所述幽门螺杆菌HopQ蛋白或其

功能性片段与所述CEACAM蛋白或其功能性片段的结合，其中优选地所述幽门螺杆菌HopQ蛋

白的功能性片段包含胞外结构域或其片段，和/或所述CEACAM蛋白的功能性片段包含胞外

结构域或其片段，优选N-结构域；和/或确定所述受试化合物是否抑制HopQ-CEACAM介导的

信号传导。

9.幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族成员之间相互作用的

抑制剂，其中所述抑制剂选自：

(a)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

(b)与所述CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

(c)编码(a)和(b)的所述(多)肽配体的核酸分子；

(d)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的核酸配体；

(e)与所述CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

(f)抑制所述CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的表达的抑制性核酸分子；

(g)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的小分子；以及

(h)与所述CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

10.根据权利要求9所述的抑制剂，其中幽门螺杆菌HopQ的所述胞外结构域是幽门螺杆

菌HopQ的插入结构域、环A、环B、环C或环D，其中：

环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

11.免疫原性组合物，其包含：

(a)至少一种分离的(多)肽，其包含(i)幽门螺杆菌HopQ的氨基酸序列；或(ii)其免疫

原性变体；或(iii)(i)或(ii)的免疫原性片段；或者

(b)编码根据项目(a)的分离的(多)肽的至少一种核酸分子。

12.根据权利要求11所述的免疫原性组合物，其中所述免疫原性片段包含幽门螺杆菌

HopQ的胞外结构域，其中优选地所述胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构域、环A、环

B、环C或环D，或者前述任一种的功能性片段，其中：

环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；
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环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

13.根据权利要求11或12所述的免疫原性组合物，其中所述免疫原性组合物引发包含

抗体分泌的免疫应答，其中优选地所述抗体抑制幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附

分子(CEACAM)家族成员之间的相互作用。

14.根据权利要求11至13中任一项所述的免疫原性组合物，其用作药物。

15.根据权利要求11至14中任一项所述的免疫原性组合物，其用于预防或治疗由幽门

螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的方法，其中优选地所述疾病或病症选自幽门螺杆菌

感染和由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症，其中优选地所述胃十二指肠病症选自胃炎、

慢性胃炎、胃或十二指肠溃疡、胃癌和MALT淋巴瘤。
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用于预防或治疗幽门螺杆菌感染的药剂和方法

技术领域

[0001] 本发明涉及幽门螺杆菌(H .pylori) HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子

(carcinoembryonic  antigen-related  cell  adhesion  molecule，CEACAM)家族成员之间

相互作用的抑制剂，并且涉及基于幽门螺杆菌HopQ的免疫原性组合物。本发明还涉及所述

抑制剂和所述免疫原性组合物用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的用途。

背景技术

[0002] 幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori，H.pylori)是微需氧革兰氏阴性细菌，能够在

人的胃中终身持续存在。幽门螺杆菌感染是人中最常见的细菌感染性疾病：根据地区的社

会经济状况，全球约一半人口感染有幽门螺杆菌(Perez-Perez等，2004)。这种感染与许多

胃疾病(例如慢性萎缩性胃炎、消化性溃疡、胃癌和黏膜相关性淋巴组织(mucosa 

associated  lymphoid  tissue，MALT)淋巴瘤)相关(Nomura等，1994；Forman，1996；

Parsonnet等，1991；Blaser等，1995)。幽门螺杆菌是胃癌(第三常见的癌症类型，2011年全

球有983,000例)的主要原因(Jemal等，2011)。

[0003] 胃癌伴随着相当大的社会经济成本。目前治疗单个胃癌患者的费用为约50,000欧

元。预防胃癌包括早期治疗由幽门螺杆菌引起的感染。据估计，患有由幽门螺杆菌引起的感

染的个体中至少有三分之一需要治疗。目前，难以预测哪些患者会发生与幽门螺杆菌感染

相关的后续疾病。根据大量研究的结果，用于预防胃癌的对幽门螺杆菌感染的一般治疗是

具有成本效益的，因为其将会预防超过95％的病例(Graham&Shiotani，2005)。患有胃溃疡、

癌前或确定性胃癌的患者，胃癌患者的亲属，以及需要长期用非甾体抗炎药(包括用于心血

管疾病的阿司匹林)治疗的患者被明确指出进行治疗。由于在日本胃癌的比例较高，在那里

建议所有感染幽门螺杆菌的个体都进行治疗，但是抗生素抗性比例稳定地提高(Shiota等，

2010)。

[0004] 迄今为止，对于由幽门螺杆菌引起的感染的标准治疗由与质子泵抑制剂(例如奥

美拉唑)组合的两种抗生素组成。一周治疗的费用为每位患者约200欧元。这种治疗在一些

患者中具有显著的副作用，并且导致抗性病原体急剧增多。由于二线和三线治疗经常失败，

现今所有患者中约10％不能再接受治疗(Gao等，2010)，截止2020年这可上升至估计60％。

[0005] 此外，近年来已经鉴定出越来越多定植动物和人的肠肝道(enterohepatic 

tract)的螺杆菌属(Helicobacter)物种(幽门螺杆菌除外)，并表明其参与多种疾病(Fox，

2002)。例如，胆汁螺杆菌(H.bills)与例如胆囊炎、胆囊癌和胆道恶性肿瘤的疾病相关(Fox

等，1998；Matsukura等，2002；Pisani等，2008)。

[0006] 因此，需要用于预防或治疗由螺杆菌属(例如幽门螺杆菌或胆汁螺杆菌)引起或与

其相关的疾病或病症的新治疗方法。例如，如果有可用的针对幽门螺杆菌的疫苗，则可使数

百万患者受益，并显著降低医疗成本。疫苗在对抗流行性感染性疾病方面高度有效。事实

上，美国疾病控制中心(U.S.Center  of  Disease  Control)称疫苗接种是用于预防感染性
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疾病的最有效方法(U.S.CDC，2011)。然而，迄今为止，还没有可用的针对幽门螺杆菌的用于

人的有效疫苗。在设计疫苗时，靶标筛选和选择不利于成功实现泛保护(pan  protection)

(Gómez-Gascón等，2012)。用于疫苗接种的最佳抗原不仅应该是保守的，而且应该对于定

植、维持感染或致病性是必需的。因此，使得细菌能够与其宿主直接相互作用的抗原通常可

为疫苗接种和治疗提供优选的靶标。

[0007] 发明概述

[0008] 一方面，本发明涉及幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族

成员之间相互作用的抑制剂，其用于预防或治疗由或幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或

病症的方法。

[0009] 在一个实施方案中，抑制剂抑制幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员结合和/或

HopQ-CEACAM介导的信号传导。

[0010] 在一个实施方案中，抑制剂抑制幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员结合，优选抑

制与CEACAM家族成员的胞外结构域结合，更优选抑制与CEACAM家族成员的N-结构域(N-

domain)结合。

[0011] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员在上皮细胞、内皮细胞和/或免疫细胞的表面

上表达。

[0012] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自人CEACAM家族成员、非人灵长类CEACAM

家族成员和大鼠CEACAM家族成员。

[0013] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和CEACAM6。

[0014] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ是I型HopQ蛋白或II型HopQ蛋白。

[0015] 在一个实施方案中，抑制剂选自：

[0016] (a)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的(多)肽

配体或肽模拟物配体(peptidomimetic  ligand)；

[0017] (b)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

[0018] (c)编码(a)和(b)的(多)肽配体的核酸分子；

[0019] (d)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的核酸配

体；

[0020] (e)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

[0021] (f)抑制CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的表达的抑制性核酸分子；

[0022] (g)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的小分子；

以及

[0023] (h)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

[0024] 在一个实施方案中，(多)肽配体选自CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的抗体、

抗体衍生物、抗体模拟物、肽适配体和可溶性片段。

[0025] 在一个实施方案中，肽模拟物配体选自类肽、β-肽和D-肽。

[0026] 在一个实施方案中，核酸配体选自DNA适配体、RNA适配体和XNA适配体。
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[0027] 在一个实施方案中，抑制性核酸分子选自siRNA、shRNA、miRNA和反义DNA或RNA分

子。

[0028] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构

域。

[0029] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B、

环C或环D，其中：

[0030] 环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

[0031] 环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

[0032] 环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

[0033] 环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

[0034] 在一个实施方案中，抑制剂包含在药物组合物中。

[0035] 在一个实施方案中，由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症选自幽门螺杆菌

感染和幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症。

[0036] 在一个实施方案中，由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症选自胃炎、慢性胃炎、胃

萎缩、胃或十二指肠溃疡、胃癌和MALT淋巴瘤。

[0037] 在另一方面，本发明涉及用于鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关

的疾病或病症的药物候选物的体外方法，该方法包括：

[0038] (a)使(i)CEACAM蛋白或其功能性片段与(ii)幽门螺杆菌HopQ蛋白或其功能性片

段和(iii)受试化合物接触，以及

[0039] (b)确定受试化合物是否抑制CEACAM蛋白或其功能性片段与幽门螺杆菌HopQ蛋白

或其功能性片段之间的相互作用，其中抑制CEACAM蛋白或其功能性片段与幽门螺杆菌HopQ

蛋白或其功能性片段之间相互作用的受试化合物被鉴定为用于预防或治疗由幽门螺杆菌

引起或与其相关的疾病或病症的药物候选物。

[0040] 在一个实施方案中，步骤(b)包括确定受试化合物是否抑制幽门螺杆菌HopQ蛋白

或其功能性片段与CEACAM蛋白或其功能性片段的结合，其中优选地幽门螺杆菌HopQ蛋白的

功能性片段包含胞外结构域或其片段，和/或CEACAM蛋白的功能性片段包含胞外结构域或

其片段，优选N-结构域；和/或确定受试化合物是否抑制HopQ-CEACAM介导的信号传导。

[0041] 在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自人CEACAM蛋白、非人灵长类CEACAM蛋白和大

鼠CEACAM蛋白。

[0042] 在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和CEACAM6。

[0043] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ蛋白是I型HopQ蛋白或II型HopQ蛋白。

[0044] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构

域或其功能性片段。

[0045] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B、

环C或环D，或者前述任一种的功能性片段，其中：

[0046] 环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

[0047] 环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

[0048] 环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

[0049] 环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。
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[0050] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B

或环C，或者前述任一种的功能性片段。

[0051] 在一个实施方案中，受试化合物选自(多)肽、肽模拟物、核酸分子和小分子。

[0052] 在另一方面，本发明涉及能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功能

性片段用于研究幽门螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关

的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0053] 在另一方面，本发明涉及异源表达能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白

或其功能性片段的细胞用于研究幽门螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌

引起或与其相关的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0054] 在另一方面，本发明涉及异源表达能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白

或其功能性片段的非人转基因动物用于研究幽门螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由

幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0055] 在上述用途的一个实施方案中，CEACAM蛋白选自人CEACAM蛋白、非人灵长类

CEACAM蛋白和大鼠CEACAM蛋白。

[0056] 在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和CEACAM6。

[0057] 在上述方法或用途的一个实施方案中，由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症选自幽门螺杆菌感染和由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症。

[0058] 在一个实施方案中，由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症选自胃炎、慢性胃炎、胃

萎缩、胃或十二指肠溃疡、胃癌和MALT淋巴瘤。

[0059] 在另一方面，本发明涉及幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)

家族成员之间相互作用的抑制剂，其中抑制剂选自：

[0060] (a)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

[0061] (b)与CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

[0062] (c)编码(a)和(b)的(多)肽配体的核酸分子；

[0063] (d)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的核酸配体；

[0064] (e)与CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

[0065] (f)抑制CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的表达的抑制性核酸分子；

[0066] (g)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的小分子；以及

[0067] (h)与CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

[0068] 在一个实施方案中，(多)肽配体选自CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的抗体、

抗体衍生物、抗体模拟物、肽适配体和可溶性片段。

[0069] 在一个实施方案中，肽模拟物配体选自类肽、β-肽和D-肽。

[0070] 在一个实施方案中，核酸配体选自DNA适配体、RNA适配体和XNA适配体。

[0071] 在一个实施方案中，抑制性核酸分子选自siRNA、shRNA、miRNA和反义DNA或RNA分

子。

[0072] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构

域。

[0073] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B、

环C或环D，其中：
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[0074] 环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

[0075] 环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

[0076] 环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

[0077] 环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

[0078] 在一个实施方案中，(多)肽配体或肽模拟物配体分别选自CEACAM家族成员或幽门

螺杆菌HopQ的可溶性片段及其肽模拟物变体。

[0079] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段包含幽门螺杆菌HopQ的插入结

构域或其功能性片段。

[0080] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段包含幽门螺杆菌HopQ的环A、环

B、环C或环D，或者前述任一种的功能性片段，其中：

[0081] 环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

[0082] 环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

[0083] 环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

[0084] 环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

[0085] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自人CEACAM家族成员、非人灵长类CEACAM

家族成员和大鼠CEACAM家族成员。

[0086] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和CEACAM6。

[0087] 在另一方面，本发明涉及免疫原性组合物，其包含

[0088] (a)至少一种分离的(多)肽，其包含(i)幽门螺杆菌HopQ的氨基酸序列；或(ii)其

免疫原性变体；或(iii)(i)或(ii)的免疫原性片段；或者

[0089] (b)编码根据项目(a)的分离的(多)肽的至少一种核酸分子。

[0090] 在一个实施方案中，分离的(多)肽是重组(多)肽。

[0091] 在一个实施方案中，免疫原性片段包含幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域。

[0092] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构

域或其功能性片段。

[0093] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B、

环C或环D，或者前述任一种的功能性片段，其中：

[0094] 环A位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间；

[0095] 环B位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间；

[0096] 环C位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间；并且

[0097] 环D位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间。

[0098] 在一个实施方案中，分离的(多)肽是融合蛋白。

[0099] 在一个实施方案中，核酸分子是DNA或RNA，其中优选地核酸分子包含在载体中。

[0100] 在一个实施方案中，免疫原性组合物还包含至少一种佐剂。

[0101] 在一个实施方案中，免疫原性组合物是疫苗。

[0102] 在一个实施方案中，免疫原性组合物引发包含抗体分泌的免疫应答，其中优选地

抗体抑制幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族成员之间的相互作

用。

[0103] 在另一方面，本发明涉及如上定义的免疫原性组合物，其用作药物。
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[0104] 在另一方面，本发明涉及如上定义的免疫原性组合物，其用于预防或治疗由幽门

螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的方法，其中优选地疾病或病症选自幽门螺杆菌感染

和由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症。

[0105] 在一个实施方案中，胃十二指肠病症选自胃炎、慢性胃炎、胃或十二指肠溃疡、胃

癌和MALT淋巴瘤。

[0106] 在另一方面，本发明涉及能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功能

性片段，其用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的方法，其中

CEACAM蛋白或其功能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0107] 在一个实施方案中，疾病或病症选自幽门螺杆菌感染和由幽门螺杆菌引起的胃十

二指肠病症，其中优选地胃十二指肠病症选自胃炎、慢性胃炎、胃或十二指肠溃疡、胃癌和

MALT淋巴瘤。

[0108] 在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和CEACAM6。

[0109] 在一个实施方案中，固体支持物是微球体。

附图说明

[0110] 图1示出了幽门螺杆菌使用hu-CEACAM1的N端结构域并结合CEACAM5和CEACAM6而

不结合CEACAM8。通过Western印迹和流式细胞术分别分析活的幽门螺杆菌和(a)hu-

CEACAM1-Fc和(b)hu-CEACAM5-Fc、hu-CEACAM6-Fc或hu-CEACAM8-Fc的牵出实验(pull  down 

experiment)(n＝3)。(c)人正常胃、胃炎和胃癌针对CEACAM1、CEACAM5和CEACAM6的IHC染

色。比例尺条，50μm。(d)通过Western印迹检测hu-CEACAM1ΔN-Fc或用α-hu-IgG-FITC对细

胞进行染色，并通过流式细胞术分析细菌的荧光强度。(e)通过流式细胞术分析用GFP标记

的CEACAM1变体孵育的幽门螺杆菌，并测量与细菌结合的CEACAM变体的比例。单因素ANOVA，

P值＝0.009，n.s.：不显著。误差棒表示s.e.m。(f)与去糖基化的hu-CEACAM1-Fc一起孵育的

幽门螺杆菌菌株的牵出实验。

[0111] 图2示出了人病原体对Hu-CEACAM1的应用具有高度选择性。不同的幽门螺杆菌菌

株和其他细菌与CEACAM家族成员的结合定量。(a，c和f)将幽门螺杆菌菌株、卡他莫拉菌

(Moraxella  catarrhalis)、腔隙莫拉菌(Moraxella  lacunata)和空肠弯曲杆菌

(Campylobacter  jejuni)与hu-CEACAM1、3、5、6和8-Fc一起孵育。洗涤后，裂解细菌，对蛋白

质进行SDS-凝胶/Western印迹，并用相应的抗体进行检测，或(b，d和g)用抗hu-IgG-FITC进

行染色，并通过流式细胞术分析细菌的荧光强度(3个技术重复)。单因素ANOVA，n.s.：不显

著。误差棒表示s.e.m。(e)在首次用于实验的 健康个体和幽门螺杆菌阳性胃炎的

胃活检物中对CEACAM表达的评分。(h)比较了hu-CEACAM1(P13688；SEQ  ID  NO：28)、CEACAM5

(P06731；SEQ  ID  NO：29)、CEACAM6(P40199；SEQ  ID  NO：30)和CEACAM8(P31997；SEQ  ID  NO：

31)的N端结构域的氨基酸序列。(i)示出了经纯化的hu-CEACAM1、1ΔN、6和8-FC表达的考马

斯染色的SDS-PAGE。

[0112] 图3示出了与CEACAM1直系同源物结合的幽门螺杆菌。(a)将来自不同物种的可溶

性GFP标记的CEACAM与幽门螺杆菌一起孵育，并通过流式细胞术确定荧光(3个技术重复)。

通过Western印迹检测使用(b)大鼠-CEACAM1-Fc和(c)大鼠-CEACAM1ΔN-Fc的细菌牵出

(pull-down)，或(d)用α-Hu-IgG-FITC进行染色并通过流式细胞术进行分析。(e)与表达人、
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大鼠和小鼠CEACAM1的CHO细胞结合的幽门螺杆菌的代表性共聚焦图像。未经转染的CHO作

为对照。比例尺条：左侧图，25μm；右侧图，10μm。(f)与幽门螺杆菌一起孵育的未经转染的

人-、小鼠-和大鼠-CEACAM1转染的CHO细胞的全细胞裂解物的牵出。洗涤后，裂解细胞，并对

蛋白质进行SDS-凝胶/Western印迹，并用相应的α-CEACAM1抗体进行检测。

[0113] 图4涉及CEACAM1直系同源物和非幽门螺杆菌。(a)比较了人CEACAM1(P13688；SEQ 

ID  NO：28)、鼠CEACAM1(P31809；SEQ  ID  NO：33)和大鼠CEACAM1(P16573；SEQ  ID  NO：32)的N

端结构域的氨基酸序列。在人和大鼠中相同但与小鼠-CEACAM1序列不同的氨基酸用箭头指

示。(b)将活的非幽门菌株(non-pylori  strain)与hu-CEACAM1-Fc、CEACAM5-Fc、CEACAM6-

Fc、CEACAM8-Fc和CEACAM1ΔN-Fc一起孵育。在严格洗涤后，裂解细菌并在SDS-凝胶上分离

蛋白质并用相应的抗体进行检测。(c)细菌牵出和抗hu-IgG-FITC染色后，通过流式细胞术

进行分析细菌的荧光强度比例(3个技术重复)。单因素ANOVA，*：P＝0.03，***：P＝0.0001，

n.s.：不显著。(d)用于分析幽门螺杆菌-CEACAM相互作用的细菌牵出方案。

[0114] 图5示出了幽门螺杆菌通过HopQ与CEACAM1结合。(a)与hu-CEACAM1-Fc一起孵育的

多种幽门螺杆菌敲除菌株的牵出。(b)将幽门螺杆菌菌株G27的全裂解物与hu-CEACAM1-Fc

一起孵育，并用蛋白G琼脂糖凝胶(sepharose)进行沉淀。对于质谱分析，蛋白质变性，胰蛋

白酶消化，通过MS/MS对肽进行分析，并随后针对幽门螺杆菌G27蛋白质组进行检索。示出了

鉴定的选择的外膜蛋白。还分析了显示出高Sequest得分的HopQ和HopZ。(c)与hu-

CEACAM1-、CEACAM5-和CEACAM6-Fc结合的幽门螺杆菌菌株P12、P12ΔhopQ和P12ΔhopZ的牵

出和Western印迹以及FACS分析。

[0115] 图6涉及HopQ作为幽门螺杆菌的hu-CEACAM相互作用配偶体的鉴定。(a)将幽门螺

杆菌菌株G27的全裂解物与hu-CEACAM1-Fc一起孵育，并用蛋白G琼脂糖凝胶进行沉淀。对于

质谱分析，将蛋白质变性，胰蛋白酶消化，通过MS/MS对肽进行分析，并随后针对幽门螺杆菌

G27蛋白质组进行检索。(b)将CHO-CEACAM1、AGS、MKN45和MKN28与myc-His-标记的HopQ一起

孵育，并随后与抗c-myc  mAb一起孵育，随后与FITC缀合的山羊抗小鼠F(ab’)2一起孵育。并

行地，通过用兔抗CEApAb(Dianova)进行染色来控制CEACAM的存在。通过将细胞与对照IgG

抗体而不是HopQ蛋白或一抗一起孵育来测量背景荧光(细线)。通过流式细胞术对样品进行

分析。(c)如上所述，将指定的CHO转染子与HopQ和抗CEA  pAb一起孵育。随后，通过流式细胞

术对样品进行分析(n＝3)。(d)从所有大陆(continent)的幽门螺杆菌分离株中收集hopQ基

因(NCBI数据库http：//www .ncbi .nlm .nih .gov/)。应用MEGA6程序以使用邻接法

(Neighbor-Joining  method)推断DNA相关性。最大复合似然法(Maximum  Composite 

Likelihood  method)用于计算进化距离。hopQ基因分组为两种主要的等位基因变体(I型和

II型)。如所示，I型等位基因更加多样化并进一步分为Ia和Ib两个亚组。

[0116] 图7示出了HopQ黏附素(adhesin)结构域的X射线结构和结合特性。(a)示出了3+4-

螺旋束拓扑(topology)的HopQAD的带状示意图，该拓扑还见于BabA和SabA黏附素中(图8d)。

在大多数Hop家族成员中保守的三个Cys对(Cys102-Cys131、Cys237-Cys269和Cys361-

Cys384)夹断位于HopQ黏附素结构域远端的延伸环，以形成具有提高的序列多样性的共同

蛋白质表面区域。类似于BabA的4链插入结构域(BabA-ID；图8d)，其包含(house)黏附素的

碳水化合物结合位点，HopQAD具有在螺旋H4与H5之间的β-发夹插入结构域(HopQ-ID)。(b)

HopQAD或突变体HopQAD(HopQADΔID)的平均ELISA滴度(n＝4；±s.d.)，该突变体HopQAD缺乏
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与提高浓度的C1ND结合的HopQ-ID。HopQ-ID的损失导致结合亲和力降低约10倍。(c)在远

Western印迹实验中用考马斯蓝(“C”)或用HopQAD(“HopQ”)染色的C1ND的SDS和非变性PAGE。

SDS和非变性PAGE显示出除了非糖基化蛋白质(较低条带)之外的C1ND的三种糖基化形式。

HopQAD在非变性条件下选择性地结合C1ND，表明在HopQ-CEACAM相互作用中隐含强蛋白质-

蛋白质组分。

[0117] 图8示出了与人CEACAM1N-结构域结合的HopQAD的等温滴定量热法(ITC)。用250μM 

HopQAD滴定的(a)25μM  C1ND或(b)大肠杆菌表达的C1ND(Ec-C1ND)的ITC注射热(上部)和标

准化结合等温线(下部)分别显示出在存在或不存在N-糖基化时等效的等摩尔相互作用。结

合亲和力和热力学曲线如插图所示。(c)在HopQAD的H5螺旋周围以1.0σ轮廓化的2mFo-DFc电

子密度图。(d)BabA1-527(PDB登记代码4ZH0)、HopQAD和SabA1-460(PDB登记代码4O5J)结构的叠

加。BabA和SabA结构都在它们的N端末端显示了扭结，使它们垂直于核心结构域定位，但是

HopQ结构中缺少这种方向变化。α-螺旋核心结构域在所有结构中是保守的，而HopQ中的2链

插入结构域(insertion  domain，ID)在BabA中被两个另外的β-链延长。先前已经示出了

BabA的ID负责黏附至血型受体。根据HopQ拓扑对链和螺旋命名。(e)本研究中使用的HopQAD

和HopQADΔID片段的SDS-PAGE和示意图。(f)HopQAD或突变体HopQAD(HopQADΔID)的平均

ELISA滴度(n＝4；±s.d.)，该突变体HopQAD缺乏与提高浓度的CEACAM5或8结合的HopQ-ID。

[0118] 图9示出了幽门螺杆菌中hopQ的缺失导致细菌细胞黏附降低并消除CagA递送、IL-

8释放和细胞伸长。(a)与MOI  10的CFSE-DA标记的细菌菌株P12、G27、P12ΔhopQ和G27Δ

babAΔsabA一起孵育的CHO-hu-CEACAM1-L、MKN45和AGS细胞的流式细胞术分析(3个技术重

复)。示出了平均值±s.e.m。双尾t检验，*P≤0.03。(b)将CHO-CEACAM1-L细胞与幽门螺杆菌

一起培养和不与幽门螺杆菌一起培养。随后通过IP和Western印迹分析CEACAM1的Tyr-磷酸

化。过钒酸盐(pervanadate)处理作为阳性对照，CEACAM1的检测作为上样对照(底部)。(c)

用P12、NCTC11637和相应的同基因hopQ-突变体感染AGS细胞。用α-磷酸酪氨酸和α-CagA对

印迹进行探测。(d)通过ELISA测定的AGS的IL-8产生。(e)用指定的幽门螺杆菌wt和敲除菌

株或重新表达wt  hopQ基因的NCTC11637ΔhopQ感染HA标记的HEK293-hu-CEACAM1转染子。

(f)不同感染的AGS的代表性相差显微照片。(g)用P12、P12ΔhopQ或重新表达wt  hopQ基因

的P12ΔhopQ/hopQ感染AGS细胞6小时(3个技术重复)。(h)每4×105个AGS细胞用2、5、10或

20μg α-CEACAM  Ab预处理(泳道3-6)。孵育30分钟后，向细胞添加MOI  20的野生型幽门螺杆

菌。(i)野生型幽门螺杆菌以每8×106个细菌2、5、10或20μg α-HopQ预处理(泳道3-6)，然后

添加至AGS细胞。感染6小时后，对细胞进行照相并收获细胞，随后用α-PY99和α-CagA进行免

疫印迹。底部图示出了在五个不同的0.25-mm2视野中每个实验中伸长的AGS细胞的定量(3

个技术重复)。误差棒示出了平均值±s.d.。(j)在低微摩尔浓度下用对应于HopQ-ID的HopQ

来源肽(aa  190-218)预孵育细胞抑制了HopQ依赖性CagA磷酸化以及细胞伸长。

[0119] 图10示出了胃细胞系中CEACAM表达模式和CagA磷酸化的表征。用mAb对不同细胞

生长阶段的胃细胞系的hu-CEACAM1、CEACAM5和CEACAM6进行染色，并且(a)通过FITC-缀合

的二抗染色，并随后通过流式细胞术监测CEACAM细胞表面表达，或(b)对细胞裂解物进行

SDS-凝胶/Western印迹，并用相应的抗体进行检测。(c)用wt幽门螺杆菌菌株P12和重要黏

附素的多种同基因突变体(BabA、SabA和OipA或双突变体BabA/SabA)感染AGS细胞。使用MOI 

50感染细胞6小时。用α-PY-99对印迹进行探测。(d)用载体对照转染HEK293细胞，随后用指
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定的cagPAI阳性幽门螺杆菌菌株P12、NCTC11637和cagPAI阴性菌株Ka89进行MOI  50感染持

续6小时。(e)用所示的CEACAM表达载体转染HEK293细胞48小时，随后用wt幽门螺杆菌菌株

NCTC11637进行MOI  50感染持续6小时。抗CagA检测用作相等细菌加载的对照。抗GAPDH检测

用作细胞裂解物加载对照。(f)用针对转录因子Myc、STAT3、CreATF2/CREB、GRE的指定的萤

光素酶报道构建体和作为阴性对照的pTAL-萤光素酶转染CHO-hu-CEACAM1-4L。然后用幽门

螺杆菌wt、同基因hopQ缺失突变体感染经转染的细胞或不处理，随后如所示出的那样将萤

光素酶活性作为相对光单位(Relative  Light  Unit，RLU)进行测量(n＝3)。(g)在亚微摩尔

浓度下用HopQAD预孵育AGS细胞抑制P12诱导的CagA磷酸化，以及细胞伸长，而HopQ-ID缺失

突变体(HopQADΔID)则没有。类似地，用HopQ-ID肽(aa  190-218；参见图9j)预孵育阻断了

P12诱导的CagA磷酸化，尽管与完整HopQAD相比浓度高约10至20倍。

[0120] 图11示出了幽门螺杆菌在大鼠胃的定植依赖于HopQ。(a)针对大鼠-HCACAM1的大

鼠胃的IHC染色。(b)雄性Sprague  dawley大鼠(数据来自一个实验，其中每组8只大鼠)用

SS1和SS1ΔhopQ菌株经口感染两次。示出了平均值±s.e.m。双尾t检验，*P＝0.02。(c)感染

的大鼠胃的苏木精/伊红染色。

[0121] 图12示出了仅幽门螺杆菌的SS1菌株可定植大鼠胃。(a)用通过流式细胞术和

Western印迹分析的幽门螺杆菌wt菌株SS1、SS1ΔhopQ、重新表达wt  hopQ基因的SS1ΔhopQ

以及hu-CEACAM1-Fc和大鼠-CEACAM1-Fc进行的牵出实验。(b)大鼠胃活检物分离的RNA中大

鼠-CEACAM1的表达。NTC：无模板对照，NEC：无酶对照。

[0122] 图13(a)示出了与人CEACAM1的N端结构域(huCEACAM1-ND)结合的HopQ黏附素结构

域(HopQAD)的X-射线结构。形成与CEACAM1-ND的接触界面的HopQ环包含SEQ  ID  NO：15(菌株

P12的HopQ)的第123-136位残基(环A)、第152-180位残基(环B)和第258-290位残基(环C)。

HopQ插入结构域(参见例如SEQ  ID  NO：1的第21O至238位残基)和SEQ  ID  NO：15的环371-

407(环D)与直接结合界面相邻。针对位于CEACAM结合界面内或其附近的肽产生的抗体将具

有中和作用，通过空间位阻抑制HopQ-CEACAM缔合。(b)见于幽门螺杆菌菌株P12中的代表性

序列以及四个环的共有序列。共有序列基于来自不同临床幽门螺杆菌分离株的87个代表性

HopQ等位基因的多序列比对，其中单个氨基酸上方的柱的高度表示HopQ等位基因之间的同

一性程度。序列保守标志表示各环中可能的氨基酸序列变异，其中氨基酸单字母符号的高

度代表其概率。

[0123] 发明详述

[0124] 虽然在上下文中详细描述了本发明，但应当理解的是，本发明不限于本文中所述

的具体方法、方案和试剂，因为这些可变化。还应当理解的是，本文中使用的术语仅用于描

述一些特定实施方案的目的，并不旨在限制本发明的范围，本发明的范围将仅由所附权利

要求书限定。除非另外限定，否则本文中使用的所有技术和科学术语均具有与本领域普通

技术人员通常理解的相同的含义。

[0125] 在下文中，将描述本发明的某些要素。这些要素可随一些具体实施方案而列出，然

而，应当理解的是，其可以以任何方式和以任意数量组合以产生另外的实施方案。不应将不

同描述的实施例和优选实施方案解释为将本发明限制于仅明确描述的一些实施方案。该描

述应当被理解为支持并且涵盖将明确描述的实施方案与任意数量的公开和/或优选要素组

合的实施方案。此外，除非上下文另有指明，否则本申请中所有描述的要素的任意排列和组
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合都应被认为被本申请的说明书公开。

[0126] 优选地，本文中使用的术语如以下中所述进行限定：“A  multilingual  glossary 

of  biotechnological  terms(IUPAC  Recommendations)”，H.G.W.Leuenberger，B.Nagel，

和H. 编辑，Helvetica  Chimica  Acta，CH-401O  Basel，Switzerland，(1995)。

[0127] 除非另有说明，否则本发明的实践将采用在本领域文献中解释的化学、生物化学、

细胞生物学、免疫学和重组DNA技术的常规方法(参见例如Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual，第3版，J.Sambrook等编辑，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，

Cold  Spring  Harbor  2000)。

[0128] 除非上下文另有要求，否则在该说明书和所附权利要求书通篇，词语“包含/包括”

及其变化形式将被理解为意在包括所述成员、整数或步骤或者成员、整数或步骤的组而不

排除任何其他成员、整数或步骤或者成员、整数或步骤的组，但是在一些实施方案中，可排

除这样的其他成员、整数或步骤或者成员、整数或步骤的组，即该主题在于包括所述成员、

整数或步骤或者成员、整数或步骤的组。除非本文另有说明或明显与上下文矛盾，否则在描

述本发明的情况下(特别是在权利要求书的情况下)使用的没有数量词修饰的名词以及类

似提及应解释为涵盖一个/种或更多个/种。本文中对数值范围的记载仅是为了作为单独指

代落入该范围内的每个单独值的速记方法。除非本文另中有说明，否则每个单独的值都并

入说明书中，如同其在本文中单独记载一样。除非本文中另有说明或在以其他方式明显与

上下文矛盾，否则本文中描述的所有方法都可以以任意合适的顺序进行。本文中提供的任

何和所有实例或示例性语言(例如，“例如/如”)的使用仅旨在更好地举例说明本发明，而不

是对本发明另外要求保护的范围进行限制。本说明书中的任何语言都不应被解释为表示对

本发明的实践必不可少的任何未要求保护的要素。

[0129] 在本说明书的正文通篇引用了数个文件。本文中无论是在上文还是在下文中引用

的每个文件(包括所有专利、专利申请、科学出版物、制造商的说明书、用法说明等)均在此

通过引用整体并入。本文中的任何内容均不应被解释为承认本发明无权凭借在先发明而早

于这样的公开内容。

[0130] 幽门螺杆菌特异性地定植人胃上皮细胞，并且是溃疡病和胃癌发生的主要致病因

子。发明人已经鉴定了作为所有人幽门螺杆菌分离株的重要受体的癌胚抗原相关细胞黏附

分子(CEACAM)家族成员，并且表明HopQ是特异性结合人CEACAM1、CEACAM3、CEACAM5和

CEACAM6的新的表面暴露的黏附素。与CEACAM1  N-结构域结合的幽门螺杆菌诱导CEACAM1介

导的信号传导，并且HopQ-CEACAM1相互作用使得毒力因子CagA能够易位到宿主细胞中，允

许定植于大鼠感染模型中并增强促炎介质(例如白介素-8)的释放。基于HopQ和HopQ-

CEACAM复合体的晶体结构，发明人已经发现HopQ的细胞外3+4螺旋束结构域中的β-发夹插

入结构域和四个特定的环结合区参与CEACAM结合。来源于插入结构域的肽竞争性抑制HopQ

介导的CagA毒力途径的激活，遗传或抗体介导的HopQ功能的消除也是如此。总之，本发明将

HopQ-CEACAM相互作用鉴定为对抗幽门螺杆菌相关疾病的新治疗靶标。

[0131] 本发明提供了幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族成员

之间相互作用的抑制剂，其用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的

方法。

[0132] 本发明还提供了幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员之间相互作用的抑制剂在制
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备用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物中的用途。

[0133] 本发明还提供了在对象中预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的方法，所述方法包括向所述对象施用幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员之间相互作用

的抑制剂。

[0134] 根据本发明，由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症优选选自幽门螺杆菌感

染和由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠疾病。

[0135] 本文中使用的术语“感染”是指致病因子(例如，幽门螺杆菌)侵入对象的身体组

织、其增殖以及组织对这些因子及其产生的毒素的反应。

[0136] 本文中使用的术语“胃十二指肠病症”(或简称“胃病症”)是指影响胃和邻近的十

二指肠的病症。“由幽门螺杆菌引起的胃十二指肠病症”是本领域技术人员已知的，并且包

括例如胃炎、慢性胃炎、胃萎缩、胃或十二指肠溃疡、胃癌(也称为胃癌症)和MALT淋巴瘤。

[0137] 本文中使用的术语“对象”涉及任何生物体，例如脊椎动物，特别是任何哺乳动物，

包括人和另外的哺乳动物，例如如啮齿动物、兔、牛、绵羊、马、狗、猫、美洲驼(lama)、猪或非

人灵长类(例，如猴)的动物。啮齿动物可以是小鼠、大鼠、仓鼠、豚鼠或灰鼠(chinchilla)。

在一个实施方案中，对象是人、大鼠或非人灵长类。优选地，对象是人。在一个实施方案中，

对象是患有或怀疑患有疾病或病症(特别是本文中所公开的疾病或病症)的对象，在本文中

也称为“患者”。

[0138] 本文中使用的术语“预防”可以指停止/抑制疾病或病症的发作(例如，通过预防性

治疗)。其还可以指发作的延迟、症状的频率降低，或与疾病或病症相关的症状的严重程度

降低(例如，通过预防性治疗)。

[0139] 本文中使用的术语“治疗”涉及改善患者的健康状况和/或延长(提高)寿命的任何

治疗。

[0140] 本文中使用的术语“药物”是指用于进行治疗(即用于预防或治疗疾病或病症)的

物质/组合物。根据本发明，术语“疾病”或“病症”是指任何病理状态，特别是本文中所限定

的疾病或病症。

[0141] 癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族是免疫球蛋白相关脊椎动物糖蛋白的

公知的家族(参见例如Tchoupa等，2014)。CEACAM家族成员通常包含N末端细胞外Igv样结构

域，其后可以是多至6个细胞外IgC2样结构域，并通过C端跨膜结构域(TM螺旋)或C端GPI-锚

锚定在细胞膜中。Igv样结构域也称为N端结构域或N-结构域。例如，人CEACAM1包含N-结构

域，随后是三个(A1，B，A2)IgC2样结构域。在一个实施方案中，人CEACAM1的N-结构域包含人

CEACAM1的第35至142位氨基酸残基、基本上由其组成或由其组成。

[0142] 根据本发明，CEACAM家族成员优选在上皮细胞、内皮细胞和/或免疫细胞(特别是

白细胞，例如T细胞、B细胞和中性粒细胞)的表面上表达。在一个实施方案中，CEACAM家族成

员在上皮细胞(例如，胃上皮细胞)的表面上表达，优选在上皮细胞的顶侧表达。

[0143] 根据本发明，CEACAM家族成员优选选自人CEACAM家族成员、非人灵长类CEACAM家

族成员和大鼠CEACAM家族成员。在一个实施方案中，CEACAM家族成员是人CEACAM家族成员。

在一个实施方案中，CEACAM家族成员不是CEACAM  8。在一个实施方案中，CEACAM家族成员不

是CEACAM4、CEACAM7和CEACAM8。在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自CEACAM1、

CEACAM3，CEACAM5和CEACAM6。在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自CEACAM1、CEACAM5和
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CEACAM6。在一个实施方案中，CEACAM家族成员是CEACAM1。人CEACAM1的UniProt  ID是

P13688。人CEACAM3的UniProt  ID是P40198。人CEACAM5的UniProt  ID是P06731。人CEACAM6

的UniProt  ID是P40199。

[0144] 术语“幽门螺杆菌HopQ”和“HopQ”在本文中可互换使用。HopQ是幽门螺杆菌特异性

旁系蛋白外膜蛋白家族成员。幽门螺杆菌hopQ(omp27；幽门螺杆菌参考菌株26695中的

HP1177)表现出代表两个等位基因家族(I型和II型)的遗传多样性。根据本发明，术语“幽门

螺杆菌HopQ”涵盖I型和II型HopQ蛋白。在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ是I型HopQ蛋白

或II型HopQ蛋白。在一个实施方案中，I型HopQ蛋白具有SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：3或SEQ 

ID  NO：15的氨基酸序列，或者与SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：3或SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列

具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相似性，优选相同的氨

基酸序列。在一个实施方案中，II型HopQ蛋白具有SEQ  ID  NO：5的氨基酸序列或者与SEQ  ID 

NO：5的氨基酸序列具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％相

似性，优选相同的氨基酸序列。

[0145] “序列相似性”表示相同或代表保守氨基酸替换的氨基酸的百分比。两个氨基酸序

列之间的“序列同一性”表示序列之间相同的氨基酸的百分比。用于确定序列相似性(优选

序列同一性)的比对可用本领域已知的工具完成，优选使用最佳序列比对，例如，使用CLC主

工作台(CLC  bio)或Align，使用标准设置，优选EMBOSS：：针，矩阵：Blosum62，缺门开放

10.0，缺口延伸0.5。

[0146] 在一个实施方案中，抑制剂抑制幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员的结合和/或

HopQ-CEACAM介导的信号传导。

[0147] 本文中使用的术语“HopQ-CEACAM介导的信号传导”是指CagA毒力途径的激活和/

或CagA的磷酸化和/或CagA易位到细胞(例如，上皮细胞)中和/或IL-8诱导和/或细胞伸长。

在一个实施方案中，HopQ-CEACAM介导的信号传导是指CagA易位到细胞(例如，上皮细胞)

中、IL-8诱导和细胞伸长。在一个实施方案中，HopQ-CEACAM介导的信号传导是指CagA易位

到细胞(例如，上皮细胞)中。

[0148] 在一个实施方案中，抑制剂抑制(例如竞争性抑制)幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族

成员的结合、优选抑制与CEACAM家族成员的胞外结构域的结合。

[0149] 本文中使用的术语“胞外结构域”意指非胞质/胞浆蛋白质或包埋在膜中的蛋白质

的那些部分，并且包括位于/暴露于细胞表面和/或在周质空间的部分。可通过使用本领域

技术人员已知的标准生物信息学工具和/或公共数据库来鉴定此类序列/结构域。在一个实

施方案中，胞外结构域还缺乏N端分泌序列。

[0150] 与CEACAM家族成员结合，术语“胞外结构域”可以指所述成员的整个细胞外部分，

其优选地包含N-结构域，取决于具体的CEACAM家族成员，可随后是一个或更多个IgC2样结构

域。在一个实施方案中，CEACAM家族成员的胞外结构域包含N-结构域和1、2、3、4、5或6个IgC2

样结构域、基本上由其组成或由其组成。在一个实施方案中，CEACAM家族成员的胞外结构域

包含N-结构域、基本上由其组成或由其组成。在一个实施方案中，胞外结构域是N-结构域。

当与CEACAM家族成员的胞外结构域结合使用时，术语“片段”可以指N-结构域和/或一个或

更多个IgC2样结构域。术语“片段”还可以指N-结构域和/或一个或更多个IgC2样结构域的片

段，前提是这些片段能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用和/或与其结合(也称为HopQ结合片
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段)。

[0151] 与幽门螺杆菌HopQ结合，术语“胞外结构域”可以指幽门螺杆菌HopQ的整个细胞外

部分，即缺乏C端跨膜结构域的全长蛋白质。在一个实施方案中，胞外结构域还缺少N端β-链

和/或分泌序列。在一个实施方案中，胞外结构域对应于包含SEQ  ID  NO：1的第37至463位残

基、基本上由其组成或由其组成的氨基酸序列。在一个实施方案中，胞外结构域包含幽门螺

杆菌HopQ的插入结构域、基本上由其组成或由其组成。在一个实施方案中，胞外结构域是幽

门螺杆菌HopQ的插入结构域。在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域包含幽门

螺杆菌HopQ的环A、环B、环C和/或环D(环A、环B和/或环C)、基本上由其组成或由其组成。当

与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合使用时，术语“片段”优选是指能够与CEACAM家族成员

相互作用和/或与其结合的片段(也称为CEACAM结合片段)。

[0152] 本文中使用的术语“插入结构域”是指幽门螺杆菌HopQ的细胞外3+4螺旋束结构域

中的β-发夹插入结构域，更特别是螺旋H4与H5之间的β-发夹插入结构域，其参与CEACAM结

合。插入结构域在本文中也称为HopQ-ID。在一个实施方案中，插入结构域对应于包含SEQ 

ID  NO：1的第210至238位残基、基本上由其组成或由其组成的氨基酸序列。

[0153] 本文中使用的术语“环A”是指位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H3与链S1之间的环。

[0154] 在一个实施方案中，环A包含氨基酸序列CGGYXa5Xa6Xa7PXa9EXa11Xa12QK(SEQ  ID  NO：

17)、基本上由其组成或由其组成，

[0155] 其中

[0156] Xa5是选自T和Y的氨基酸或缺失；

[0157] Xa6是选自K和N的氨基酸或缺失；

[0158] Xa7是选自S、K、N和T的氨基酸或缺失；

[0159] Xa9是选自G、S、Q、R、T、I和V的氨基酸或缺失；

[0160] Xa11是选自N和G的氨基酸或缺失；并且

[0161] Xa12是选自N和H的氨基酸或缺失。

[0162] 在一个实施方案中，环A包含SEQ  ID  NO：21的氨基酸序列、基本上由其组成或由其

组成。在一个实施方案中，环A对应于包含SEQ  ID  NO：15的第123至136位残基、基本上由其

组成或由其组成的氨基酸序列。

[0163] 本文中使用的术语“环B”是指位于幽门螺杆菌HopQ的链S2与螺旋H4之间的环。

[0164] 在一个实施方案中，环B包含氨基酸序列CGGXb4Xb5Xb6Xb7Xb8GXb10Xb11Xb12Xb13Xb14Xb15

GXb17Xb18Xb19LXb21AXb23KXb25Xb26SLSI(SEQ  ID  NO：18)、基本上由其组成或由其组成，

[0165] 其中

[0166] Xt4是选自S、G、N、T和F的氨基酸或缺失；

[0167] Xb5是选自T和I的氨基酸或被删除；

[0168] Xb6是选自N、G和K的氨基酸或缺失；

[0169] Xb7是选自S和A的氨基酸或缺失；

[0170] Xb8是选自N和D的氨基酸或缺失；

[0171] Xb10是选自Q、K和R的氨基酸或缺失；

[0172] Xb11是选自T、V和S的氨基酸或缺失；

[0173] Xb12是选自H、Q和Y的氨基酸或缺失；
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[0174] Xb13是选自S和N的氨基酸或缺失；

[0175] Xb14是选自S、P和N的氨基酸或缺失；

[0176] Xb15是选自N和S的氨基酸或缺失；

[0177] Xb17是选自T和V的氨基酸；

[0178] Xb18是选自N和S的氨基酸；

[0179] Xb19是选自T、L和M的氨基酸或缺失；

[0180] Xb21是选自K和P的氨基酸或缺失；

[0181] Xb23是选自D、G和A的氨基酸或缺失；

[0182] Xb25是选自N和G的氨基酸或缺失；并且

[0183] Xb26是选自V和S的氨基酸或缺失。

[0184] 在一个实施方案中，环B包含SEQ  ID  NO：22或SEQ  ID  NO：23的氨基酸序列、基本上

由其组成或由其组成。在一个实施方案中，环B对应于包含SEQ  ID  NO：15的第152-180位残

基的氨基酸序列、基本上由其组成或由其组成。

[0185] 本文中使用的术语“环C”是指位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H5与螺旋H6之间的环。

[0186] 在一个实施方案中，环C包含氨基酸序列CPXc3LIXc6Xc7Xc8Xc9Xc10Xc11Xc12Xc13Xc14Xc1

5Xc16Xc17Xc18NXc20PSWQXc25Xc26Xc27Xc28Xc29KNXc32C(SEQ  ID  NO：19)、基本上由其组成或由其组

成，

[0187] 其中，

[0188] Xc3是选自M、I和V的氨基酸或缺失；

[0189] Xc6是选自A和G的氨基酸或缺失；

[0190] Xc7是选自K和R的氨基酸或缺失；

[0191] Xc8是选自S和T的氨基酸或缺失；

[0192] Xc9是选自S和T的氨基酸或缺失；

[0193] Xc10是选自S、N和G的氨基酸或缺失；

[0194] Xc11是选自G、N、E、S和D的氨基酸或缺失；

[0195] Xc12是选自S、G和N的氨基酸或缺失；

[0196] Xc13是选自S、M、G、N和T的氨基酸或缺失；

[0197] Xc14是选自G、A、T、S、N和M的氨基酸或缺失；

[0198] Xc15是选自G、N、T、A和V的氨基酸或缺失；

[0199] Xc16是选自A、N、G和S的氨基酸或缺失；

[0200] Xc17是选自T、N、A、G和S的氨基酸或缺失；

[0201] Xc18是选自T和A的氨基酸或缺失；

[0202] Xc20是选自T和A的氨基酸或缺失；

[0203] Xc25是选自T和I的氨基酸或缺失；

[0204] Xc26是选自A、S、T和N的氨基酸或缺失；

[0205] Xc27是选自G和S的氨基酸或缺失；

[0206] Xc28是选自G和N的氨基酸或缺失；

[0207] Xc29是选自G、L和S的氨基酸或缺失；并且

[0208] Xc32是选自S和A的氨基酸或缺失。
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[0209] 在一个实施方案中，环C包含SEQ  ID  NO：24或SEQ  ID  NO：25的氨基酸序列、基本上

由其组成或由其组成。在一个实施方案中，环C对应于包含SEQ  ID  NO：15的第258至290位残

基的氨基酸序列、基本上由其组成或由其组成。

[0210] 当与环A、B和/或C结合使用时，术语“功能性片段”优选是指能够与CEACAM家族成

员相互作用和/或与其结合的片段(也称为CEACAM结合片段)。

[0211] 本文中使用的术语“环D”是指位于幽门螺杆菌HopQ的螺旋H7与螺旋H8之间的环。

[0212] 在一个实施方案中，环D包含氨基酸序列SSXd3Xd4LKXd7Y1Xd10KCDXd14SXd16Xd17SXd1

9Xd20Xd21Xd22Xd23NMXd26Xd27Xd28Xd29Xd30KXd32Xd33Xd34WGXd37GCAG(SEQ  ID  NO：20)、基本上由其组

成或由其组成，

[0213] 其中

[0214] Xd3是选自G和D的氨基酸或缺失；

[0215] Xd4是选自H和Y的氨基酸或缺失；

[0216] Xd7是选自D和N的氨基酸或缺失；

[0217] Xd10是选自G和R的氨基酸或缺失；

[0218] Xd14是选自M、A和V的氨基酸或缺失；

[0219] Xd16是选自A和G的氨基酸或缺失；

[0220] Xd17是选自I和V的氨基酸或缺失；

[0221] Xd19是选自S和G的氨基酸或缺失；

[0222] Xd20是任意氨基酸或缺失；

[0223] Xd21是任意氨基酸或缺失；

[0224] Xd22是任意氨基酸或缺失；

[0225] Xd23是选自T、A和S的氨基酸或缺失；

[0226] Xd26是选自T和A的氨基酸或缺失；

[0227] Xd27是选自M、P、A和Q的氨基酸或缺失；

[0228] Xd28是选自Q、R、K和H的氨基酸或缺失；

[0229] Xd29是选自S和N的氨基酸或缺失；

[0230] Xd30是选自Q和M的氨基酸或缺失；

[0231] Xd32是选自N和S的氨基酸或缺失；

[0232] Xd33是选自N和T的氨基酸或缺失；

[0233] Xd34是选自T、N和I的氨基酸或缺失；并且

[0234] Xd37是选自N和K的氨基酸或缺失。

[0235] 在一个实施方案中，环D包含SEQ  ID  NO：26或SEQ  ID  NO：27的氨基酸序列、基本上

由其组成或由其组成。在一个实施方案中，环D对应于包含SEQ  ID  NO：15的第371至407位残

基的氨基酸序列、基本上由其组成或由其组成。

[0236] 在一个实施方案中，抑制剂选自：

[0237] (a)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的(多)肽

配体或肽模拟物配体；

[0238] (b)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；
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[0239] (c)编码(a)和(b)的(多)肽配体的核酸分子；

[0240] (d)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的核酸配

体；

[0241] (e)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

[0242] (f)抑制CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的表达的抑制性核酸分子；

[0243] (g)与幽门螺杆菌HopQ结合、优选与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的小分子；

以及

[0244] (h)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

[0245] 本文中使用的术语“(多)肽配体”意指CEACAM家族成员的配体或幽门螺杆菌HopQ

的配体，其为(多)肽，其中术语“(多)肽”是指作为肽或多肽的分子。

[0246] 术语“肽”一般涉及包含至少2个、至少3个、至少4个、至少6个、至少8个、至少10个、

至少12个或至少14个，并且优选多至8个、10个、12个、14个、16个、18个、20个、25个、30个、50

个或100个通过肽键连接在一起的连续氨基酸的物质。术语“多肽”和“蛋白质”涉及大肽，优

选具有多于100个氨基酸的肽，但术语“肽”、“多肽”和“蛋白质”在本文中一般可互换使用。

[0247] 根据本发明的(多)肽优选是分离的。术语“分离的(多)肽”意指该(多)肽与其天然

环境分离。分离的(多)肽可处于基本上纯化和/或纯的状态。术语“基本上纯化的”或“基本

上纯的”意指该(多)肽基本上不含其他物质，例如天然或在体内与其一起存在和/或与其相

关的物质，例如其他蛋白质、核酸、脂质和碳水化合物。在一些实施方案中，根据本发明的

(多)肽是(化学)合成的。

[0248] 根据本发明，(多)肽配体优选选自CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的抗体、抗

体衍生物、抗体模拟物、肽适配体和可溶性片段。

[0249] 术语“抗体”(也称为免疫球蛋白，Ig)是指至少包含通过二硫键相互连接的两条重

(H)链和两条轻(L)链的糖蛋白。每条重链包含重链可变区(在本文中缩写为VH)和重链恒定

区。每条轻链包含轻链可变区(在本文缩写为VL)和轻链恒定区。VH和VL区可被进一步细分

为称为互补决定区(CDR)的高变区，其散布有称为框架区(FR)的更保守的区域。每个VH和VL

由按照以下顺序从氨基端至羧基端排列的三个CDR和四个FR构成：FR1、CDR1、FR2、CDR2、

FR3、CDR3、FR4。重链和轻链的可变区包含与抗原相互作用的结合结构域。抗体的恒定区可

介导免疫球蛋白与宿主组织或因子的结合，所述宿主组织或因子包括免疫系统的多种细胞

(例如，效应细胞)和经典补体系统的第一组分(C1q)。

[0250] 本文中使用的术语“抗体衍生物”是指包含至少一个抗体可变结构域而不具有抗

体(例如IgA、IgD、IgE、IgG、IgM、IgY或IgW)的总体结构，但是仍然能够结合靶分子的分子。

所述衍生物可以是但不限于功能性(即靶标结合，特别是特异性靶标结合)抗体片段，例如

Fab、Fab2、scFv、Fv、或其部分，或免疫球蛋白的其他衍生物或组合，例如纳米抗体、双抗体、

小抗体(minibody)、骆驼(camelid)单结构域抗体、单结构域或Fab片段、可变区的重链和轻

链结构域(例如Fd、VL(包括Vλ和Vκ)、VH、VHH)以及由通过至少两个结构环连接的免疫球蛋

白结构域的两条β链组成的小结构域。优选地，抗体衍生物是单价的。更优选地，衍生物是单

链抗体，最优选地具有这样的结构：VL-肽接头-VH或VH-肽接头-VL。
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[0251] 本文中使用的术语“抗体模拟物”是指与抗体类似可特异性结合抗原但与抗体在

结构上不相关的人工(多)肽。其通常显著小于抗体，其中摩尔质量为约3至20kDa。抗体模拟

物的一些非限制性实例是affibody、affilin、affimer、alphabody、affitin、anticalin、

avimer、DARPin、fynomer、Kunits结构域肽、monobody、蛋白A的Z结构域、γB结晶、泛素、胱

抑素(cystatin)、来自嗜酸热硫化叶菌(Sulfolobus  acidocaldarius)的Sac7D、脂质运载

蛋白(lipocalin)、膜受体的A结构域、锚蛋白重复基序(ankyrin  repeat  motive)、Fyn的

SH3结构域、蛋白酶抑制剂的Kunits结构域、纤连蛋白的第十个III型结构域，3-或4-螺旋束

蛋白、犰狳重复结构域、富含亮氨酸的重复结构域、PDZ结构域、SUMO或SUMO样结构域、免疫

球蛋白样结构域、磷酸酪氨酸结合结构域、pleckstrin同源结构域、src同源2结构域或合成

肽配体，其例如来自(随机)肽文库。合成肽配体具有用于结合特定靶分子的非天然存在氨

基酸序列。

[0252] 肽适配体是设计成用于干扰其他蛋白质相互作用的蛋白质。它们通常由在两端附

接于蛋白质支架的可变肽环组成。可变环长度通常由10至20个氨基酸构成，并且支架可以

是具有良好溶解性和致密性(compacity)的任何蛋白质，例如硫氧还蛋白-A。本文中使用的

术语“肽适配体”还涵盖肽适配体的衍生物，例如affimer蛋白。

[0253] 术语“部分”或“片段”在本文中可互换使用并且是指连续元件。例如，例如氨基酸

序列或蛋白质的结构的一部分是指所述结构的连续元件。蛋白质序列的部分或片段优选包

含该蛋白质序列的至少6个(特别地至少8个、至少12个、至少15个、至少20个、至少30个、至

少50个、至少100个、至少150个、至少160个、至少170个、至少180个、至少190个或至少200

个)连续氨基酸的序列。根据本发明，蛋白质序列的一部分或片段优选不包含与蛋白质序列

的其他N端和/或C端氨基酸序列的部分或片段的连续。

[0254] 与CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的片段结合使用时，术语“可溶性”是指主要

溶于水溶液(例如水、PBS或胞质)的(多)肽，(例如，在pH  6-8下)。术语“主要可溶的”意指在

所述水溶液中，大多数(例如＞50％或＞60％或＞70％或＞80％或＞90％的(多)肽分子处

于可溶状态。在一个实施方案中，这种可溶性片段缺少跨膜结构域或GPI锚。

[0255] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员的可溶性片段包含CEACAM家族成员的胞外结

构域或其HopQ结合片段、基本上由其组成或由其组成。在一个实施方案中，可溶性片段包含

N-结构域或其HopQ结合片段、基本上由其组成或由其组成。

[0256] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段包含幽门螺杆菌HopQ的胞外结

构域或其CEACAM结合片段、基本上由其组成或由其组成。在一个实施方案中，可溶性片段包

含以下、基本上由其组成或由其组成：幽门螺杆菌HopQ的插入结构域、环A、环B、环C和/或环

D(优选环A、环B和/或环C)，或者前述任一种的功能性片段。

[0257] 本发明还涵盖CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段的肽模拟物变体。

如下文进一步描述的，还涵盖氨基酸插入变体、氨基酸添加变体、氨基酸缺失变体和/或氨

基酸替换变体。根据本发明，这些变体是抑制幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员之间相互

作用的功能性变体。

[0258] 在一个实施方案中，如下文进一步描述的，可溶性片段还包含可检测标记或标签。

在一个实施方案中，可溶性片段还包含一种或多种提高稳定性和/或防止可溶性片段聚集

的修饰，如下文结合免疫原性片段进一步描述的。
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[0259] 本文中使用的术语“肽模拟物配体”意指CEACAM家族成员的配体或幽门螺杆菌

HopQ的配体，其是肽模拟物。

[0260] 本文中使用的术语“肽模拟物”是指具有与相应的(多)肽基本相同的一般结构的

化合物，其具有提高其稳定性和/或生物学功能的修饰。肽模拟物包括例如包含相应(多)肽

的相同氨基酸序列的那些化合物，其在两个或更多个氨基酸之间具有改变的主链。作为替

代或补充，肽模拟物可包含合成或非天然存在的氨基酸代替天然存在的氨基酸。示例性肽

模拟物包括拟肽、β-肽和D-肽。

[0261] 本文中使用的术语“肽模拟物变体”意指给定天然亲本(多)肽的肽模拟物衍生物，

例如CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段的肽模拟物衍生物。

[0262] 本文中使用的术语“拟肽”是指肽模拟物，其中每个氨基酸的侧链附加到与α碳相

对的氨基酸的氮原子。例如，拟肽可以被认为是N-取代的甘氨酸，其具有NRCH2CO的一般结

构的重复单元，并且具有与相应多肽相同或基本相同的氨基酸序列。

[0263] β-肽由β氨基酸组成，其氨基与β碳键合而不是与α碳键合，如在20种标准生物学氨

基酸中那样。β-肽在体外和体内针对蛋白水解降解是稳定的。

[0264] D-肽是D-氨基酸的序列。正如β-肽一样，D-肽不易于通过蛋白水解在胃中或细胞

内降解。

[0265] 根据本发明，核酸分子可以是这样形式的分子，其为单链或双链的，并且是线性的

或共价闭合以形成环。在一个实施方案中，核酸分子是DNA或RNA或XNA。

[0266] 在本发明的上下文中，术语“DNA”涉及包含脱氧核糖核苷酸残基并且优选地完全

或基本上由脱氧核糖核苷酸残基构成的分子。“脱氧核糖核苷酸”涉及在β-D-呋喃核糖基的

2’-位缺乏羟基的核苷酸。术语“DNA”包括分离的DNA，例如部分或完全纯化的DNA、基本上纯

的DNA、合成DNA和重组产生的DNA，并且包括经修饰的DNA，其通过添加、缺失、替换和/或改

变一个或更多个核昔酸而与天然存在的DNA不同。这样的改变可包括例如向DNA的末端或在

内部(例如在DNA的一个或更多个核苷酸处)添加非核苷酸物质。DNA分子中的核苷酸还可包

含非标准核苷酸，例如非天然存在的核苷酸或化学合成的核苷酸。这些改变的DNA可被称为

类似物或天然存在DNA的类似物。

[0267] 在本发明的情况中，术语“RNA”涉及包含核糖核苷酸残基并且优选地完全或基本

上由核糖核苷酸残基构成的分子。“核糖核苷酸”涉及在β-D-呋喃核糖基的2’-位具有羟基

的核苷酸。术语“RNA”包括分离的RNA，例如部分或完全纯化的RNA、基本上纯的RNA、合成RNA

和重组产生的RNA，并且包括经修饰的RNA，其通过添加、缺失、替换和/或改变一个或更多个

核苷酸而与天然存在的RNA不同。这样的改变可包括例如向RNA的末端或在内部(例如在RNA

的一个或更多个核苷酸处)添加非核苷酸物质。RNA分子中的核苷酸还可包含非标准核苷

酸，例如非天然存在的核苷酸或化学合成的核苷酸或脱氧核苷酸。这些改变的RNA可被称为

类似物或天然存在RNA的类似物。根据本发明，“RNA”是指单链RNA或双链RNA。在一个实施方

案中，RNA是mRNA。在一个实施方案中，RNA是体外转录RNA(in  vitro  transcribed  RNA，IVT 

RNA)或合成RNA。

[0268] 异种核酸(XNA)是合成的DNA/RNA类似物，其含有非天然组分，例如替代的核碱基、

糖或具有不同化学结构的连接骨架。

[0269] 本文中使用的术语“核酸配体”意指CEACAM家族成员的配体或幽门螺杆菌HopQ的
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配体，其是核酸分子，例如核酸适配体。

[0270] 核酸适配体(即RNA适配体、DNA适配体和XNA适配体)是一类小RNA核酸配体，其由

RNA或者单链DNA或XNA寡核苷酸构成，并且对其靶标具有高特异性和亲和力。与抗体相似，

适配体通过识别特定的三维结构与其靶标相互作用。

[0271] 本文中使用的术语“抑制性核酸分子”是指抑制靶分子(例如CEACAM家族成员或幽

门螺杆菌HopQ)表达的核酸分子。示例性抑制性核酸分子包括小干扰RNA(siRNA)、小/短发

夹RNA(shRNA)、微RNA(miRNA)和反义DNA或RNA分子，所有这些都是本领域技术人员公知的。

[0272] 本文中使用的术语“小分子”是指低分子量(例如，＜900Da或＜500Da)有机化合

物。

[0273] 术语“结合”在本发明的上下文中(例如，与本文中定义的(多)肽配体、核酸配体或

小分子结合)可以指特异性结合。本文中使用的术语“特异性的结合”或“特异性地结合”意

指与另一靶标的结合相比，与结合剂(例如多肽配体(例如，抗体))对其具有特异性的靶标

(例如表位)的结合较强。“较强的结合”可例如通过较低的解离常数(KD)来表征。在一个实

施方案中，如果结合剂能够与预定靶标结合而其不能与其他靶标结合，则该结合剂对所述

预定靶标是特异性的。在一个实施方案中，“特异性结合”靶标的结合剂对于该靶标具有小

于10-5M(例如10-6、10-7、10-8、10-9、10-10、10-11和10-12或更小)的KD值。给定结合剂的KD值受结

合剂的结合速率和解离速率二者影响，并且随温度而变化。在本发明的情况下，优选地在室

温下KD值低于上述值。结合条件优选为生理条件。技术人员知晓确定KD值的不同测定。优选

的测定系统是竞争测定。

[0274] 在一个实施方案中，与幽门螺杆菌HopQ结合的(多)肽配体或肽模拟物配体或核酸

配体或小分子与幽门螺杆菌HopQ的表位结合，该表位包含包含在幽门螺杆菌HopQ的插入结

构域、环A、环B、环C和/或环D(优选环A、环B和/或环C)中的至少1、2、3、4、5、6、7或8个氨基酸

残基。

[0275] 在一个实施方案中，抑制剂包含在药物组合物中。因此，本发明还提供了药物组合

物，其包含如本文中所限定的幽门螺杆菌HopQ与CEACAM家族成员之间相互作用的抑制剂。

[0276] 本发明还提供了鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的药物候选物的体外方法，该方法包括：

[0277] (a)使(i)CEACAM蛋白或其功能性片段与(ii)幽门螺杆菌HopQ蛋白或其功能性片

段和(iii)受试化合物接触，以及

[0278] (b)确定受试化合物是否抑制CEACAM蛋白或其功能性片段与幽门螺杆菌HopQ蛋白

或其功能性片段之间的相互作用，

[0279] 其中抑制CEACAM蛋白或其功能性片段与幽门螺杆菌HopQ蛋白或其功能性片段之

间相互作用的受试化合物被鉴定为用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病

或病症的药物候选物。

[0280] 在一个实施方案中，步骤(b)包括确定受试化合物是否抑制幽门螺杆菌HopQ蛋白

或其功能性片段与CEACAM蛋白或其功能性片段结合，其中优选地幽门螺杆菌HopQ蛋白的功

能性片段包含胞外结构域或其片段，和/或CEACAM蛋白的功能性片段包含胞外结构域或其

片段，优选N-结构域；和或确定受试化合物是否抑制HopQ-CEACAM介导的信号传导。

[0281] 在一个实施方案中，受试化合物选自(多)肽、肽模拟物、核酸分子和小分子。
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[0282] 本发明还提供了能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功能性片段

用于研究幽门螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病

或病症的药物候选物的用途。

[0283] 本文中与CEACAM蛋白结合使用的术语“功能性片段”可例如是指CEACAM蛋白的胞

外结构域或其片段。

[0284] 本发明还提供了异源表达能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功

能性片段的细胞用于研究幽门螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或

与其相关的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0285] 这种细胞(也称为宿主细胞)可以是原核细胞(例如，细菌细胞)或真核细胞(例如，

真菌、植物或动物细胞)。在一个实施方案中，细胞是哺乳动物细胞，例如CHO细胞或HEK293

细胞。优选地，细胞是分离的细胞。

[0286] 本发明还提供了异源表达能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功

能性片段的非人转基因动物用于研究幽门螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由幽门螺

杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0287] 本文中使用的术语“非人转基因动物”特别涉及非人哺乳动物，例如啮齿动物、兔、

牛、绵羊、马、狗、猫、美洲驼、猪或非人灵长类(例如，猴)。啮齿动物可以是小鼠、大鼠、仓鼠、

豚鼠或灰鼠。在一个实施方案中，非人转基因动物是大鼠。

[0288] 本发明还提供了幽门螺杆菌HopQ与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族成

员之间相互作用的抑制剂，其中抑制剂选自：

[0289] (a)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

[0290] (b)与CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

[0291] (c)编码(a)和(b)的(多)肽配体的核酸分子；

[0292] (d)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的核酸配体；

[0293] (e)与CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

[0294] (f)抑制CEACAM家族成员或幽门螺杆菌HopQ的表达的抑制性核酸分子；

[0295] (g)与幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域结合的小分子；以及

[0296] (h)与CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

[0297] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构

域。

[0298] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B、

环C或环D。

[0299] 在一个实施方案中，(多)肽配体或肽模拟物配体分别选自CEACAM家族成员或幽门

螺杆菌HopQ的可溶性片段及其肽模拟物变体。

[0300] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段包含幽门螺杆菌HopQ的插入结

构域或其功能性片段。

[0301] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的可溶性片段包含幽门螺杆菌HopQ的环A、环

B、环C或环D，或者前述任一种的功能性片段。

[0302] 本发明还提供了免疫原性组合物，其包含

[0303] (a)至少一种(例如一种、两种、三种、四种或五种或更多种)分离的(多)肽，其包含

说　明　书 20/44 页

24

CN 109715188 A

24



(i)幽门螺杆菌HopQ的氨基酸序列；或(ii)其免疫原性变体；或(iii)(i)或(ii)的免疫原性

片段；或者

[0304] (b)编码根据项目(a)的分离的(多)肽的至少一种，例如一种、两种、三种、四种或

五种或更多种核酸分子。

[0305] 本文中使用的术语“免疫原性的”意指在对象中引发免疫应答的能力，即诱导体液

免疫应答和/或细胞介导的免疫应答的能力。“体液免疫应答”由见于细胞外体液中的大分

子(例如分泌形抗体、补体蛋白和某些抗微生物肽)介导。“细胞介导的免疫应答”涉及响应

于抗原的吞噬细胞、抗原特异性T淋巴细胞的激活，以及多种细胞因子的释放。在一个实施

方案中，免疫应答由抗体介导(＝抗体应答)。本文中使用的术语“免疫原性片段”和“免疫原

性变体”优选地是指这样的片段和变体，其能够引发对该片段和变体所来源的(多)肽具有

特异性的免疫应答。

[0306] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的氨基酸序列是SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：3

或SEQ  ID  NO：5或SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列，或者与SEQ  ID  NO：1或SEQ  ID  NO：3或SEQ 

ID  NO：5或SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、

97％、98％或99％相似性、优选相同的氨基酸序列。

[0307] 在一个实施方案中，免疫原性片段包含幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域、基本上由

其组成或由其组成。在一个实施方案中，免疫原性片段包含幽门螺杆菌HopQ的插入结构域、

环A、环B、环C和/或环D。在一个实施方案中，免疫原性片段缺少N端β-链和/或N端分泌序列

(＝信号肽)和/或C端跨膜(TM)结构域。在一个实施方案中，免疫原性片段缺少N端β-链和N

端分泌序列和C端TM结构域。在一个实施方案中，免疫原性片段包含SEQ  ID  NO：1的第37至

463位残基、基本上由其组成或由其组成。

[0308] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的插入结构

域或其功能性片段。

[0309] 在一个实施方案中，幽门螺杆菌HopQ的胞外结构域是幽门螺杆菌HopQ的环A、环B、

环C或环D，或者前述任一种的功能性片段。

[0310] 根据本发明的术语“免疫原性变体”特别地是指免疫原性突变体、剪接变体、构象

变体、同种型、等位基因变体、物种变体和同源物，特别是天然存在的那些。等位基因变体涉

及基因的正常序列的改变，其意义常常不清楚。完全基因测序通常鉴定给定基因的多种等

位基因变体。同源物是与给定核酸或氨基酸序列具有不同物种(或品系)来源的核酸或氨基

酸序列。术语“变体”应涵盖任何翻译后修饰变体和构象变体。

[0311] 出于本发明的目的，氨基酸序列的“免疫原性变体”包含免疫原性氨基酸插入变

体、氨基酸添加变体、氨基酸缺失变体和/或氨基酸替换变体。在蛋白质的N端和/或C端包含

缺失的氨基酸缺失变体也称为N端和/或C端截短变体。

[0312] 氨基酸插入变体包含在特定氨基酸序列中插入单个或两个或更多个氨基酸。在具

有插入的氨基酸序列变体的情况下，一个或更多个氨基酸残基被插入到氨基酸序列中的特

定位点，但是随机插入并适当地筛选所得产物也是可能的。

[0313] 氨基酸添加变体包含一个或更多个氨基酸(例如1个、2个、3个、5个、10个、20个、30

个、50个或更多个氨基酸)的N端和/或C端融合体。

[0314] 氨基酸缺失变体的特征在于从序列中去除一个或更多个氨基酸，例如去除1个、2
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个、3个、5个、10个、20个、30个、50个或更多个氨基酸。缺失可发生在蛋白质的任何位置，例

如在N端和/或C端。

[0315] 氨基酸替换变体的特征在于序列中的至少一个残基被去除，并且在其位置插入另

一个残基。在一个实施方案中，氨基酸替换变体包含多至10个、9个、8个、7个、6个、5个、4个、

3个或2个氨基酸的替换。优选修饰发生在氨基酸序列中在同源蛋白或肽之间不保守的位置

和/或用具有类似特性的其他氨基酸替换氨基酸。优选地，蛋白质变体中的氨基酸替换是保

守氨基酸替换。保守氨基酸替换涉及用同一氨基酸家族(即，其侧链(例如，在电荷和/或大

小方面)相关的氨基酸)中的一个氨基酸替换另一个氨基酸。天然存在的氨基酸一般分为四

个家族：酸性氨基酸(天冬氨酸、谷氨酸)、碱性氨基酸(赖氨酸、精氨酸、组氨酸)、非极性氨

基酸(丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、色氨酸)和不带电荷

的极性氨基酸(甘氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、半胱氨酸、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸)。苯丙氨

酸、色氨酸和酪氨酸有时被共同归类为芳香族氨基酸。然而，也可用具有不同特性的其他氨

基酸替换氨基酸，例如用一个或更多个亲水性氨基酸替换一个或更多个(表面暴露的)疏水

性氨基酸以降低或抑制分离的(多)肽的聚集，其中优选地，这些(多)肽的其他特性(例如，

其免疫原性或结合特性)不被这样的氨基酸替换损害。

[0316] 根据本发明，给定的参考氨基酸序列和作为所述给定氨基酸序列的变体的氨基酸

序列之间的相似性(优选同一性)优选为至少约60％、65％、70％、75％、80％、81％、82％、

83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％或99％。相似性或同一性程度优选地针对参考氨基酸序列的整个长度的至少约10％、

至少约20％、至少约30％、至少约40％、至少约50％、至少约60％、至少约70％、至少约80％、

至少约90％或约100％的氨基酸区域来给出。例如，如果参考氨基酸序列由200个氨基酸组

成，则相似性或同一性程度优选地针对至少约20个、至少约40个、至少约60个、至少约80个、

至少约100个、至少约120个、至少约140个、至少约160个、至少约180个或约200个氨基酸(优

选连续氨基酸)来给出。在一些优选实施方案中，相似性或同一性的程度/百分比针对参考

氨基酸序列的整个长度来给出。

[0317] 在一个实施方案中，免疫原性变体是来自另一幽门螺杆菌菌株的等同蛋白。在一

个实施方案中，等同蛋白是同源物，优选直系同源物。“直系同源物”是通过从单一祖先基

因/蛋白质物种形成(speciation)而不是通过基因重复而相关的同源基因/蛋白质。

[0318] 在一个实施方案中，免疫原性变体包含与选自SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：1的第37

至463位残基、SEQ  ID  NO：3、SEQ  ID  NO：15和SEQ  ID  NO：5的氨基酸序列具有至少60％、至

少70％、至少80％、至少90％、至少95％或至少97％(例如，97％或98％或99％)同一性的氨

基酸序列。

[0319] 在一个实施方案中，分离的(多)肽是重组(多)肽。

[0320] 本文中使用的术语“重组(多)肽”意指由重组核酸分子(例如，DNA)在活细胞内表

达(例如借助于特定的表达载体)产生的(多)肽。重组核酸分子是通过遗传重组的实验室方

法(例如，分子克隆)形成的核酸分子。

[0321] 在一个实施方案中，分离的(多)肽在宿主细胞(优选原核宿主细胞(例如大肠杆

菌))中产生。

[0322] 在一个实施方案中，本文中所述的分离的(多)肽还包含可检测标记或标签。本文
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中使用的术语“可检测标记或标签”是指允许检测和/或分离和/或固定本文中所述的分离

的(多)肽的可检测标记或标签，并且意在包括用于这些目的的本领域中已知的任何标记/

标签。特别优选的是亲和标签，例如甲壳质结合蛋白(CBP)、麦芽糖结合蛋白(MBP)、谷胱甘

肽-S-转移酶(GST)、聚(His) (例如，6×His或His6)、 Strep-tag 和

增溶标签，例如硫氧还蛋白(TRX)、聚(NANP)和SUMO；色谱标签，例如

FLAG-标签；表位标签，例如V5-标签、myc-标签和HA-标签；荧光标记或标签(即，荧光色素/

荧光团)，例如荧光蛋白质(例如GFP、YFP、RFP等)和荧光染料(例如FITC、TRITC、香豆素和菁

(cyanine))；发光标记或标签，例如萤光素酶；以及(其他)酶标记(例如，过氧化物酶、碱性

磷酸酶、β-半乳糖苷酶、脲酶或葡萄糖氧化酶)。还包括任何前述标记或标签的组合。

[0323] (多)肽标记或标签的氨基酸序列可以引入在本文中所述的分离的(多)肽的氨基

酸序列内的任何位置。例如，其可添加至所述分离的(多)肽的N端和/或C端和/或添加至氨

基酸侧链，例如通过与赖氨酸进行EDC-NHS偶联。其适用于非肽标记或标签。

[0324] 在一个实施方案中，分离的(多)肽是融合蛋白。

[0325] 术语“融合蛋白”是指通过将两个或更多个不同的(多)肽或蛋白质连接(优选头尾

(即N端至C端或反之亦然)连接)得到具有来源于每种原始蛋白质的功能特性的单个蛋白质

而产生的蛋白质。

[0326] 本发明还提供了如本文中所定义的融合蛋白。

[0327] 根据本发明的分离的(多)肽还可包含一种或更多种提高分离的(多)肽的稳定性

和/或防止其聚集的修饰。术语分离的(多)肽的“稳定性”特别地涉及其“半衰期”，例如体内

半衰期。“半衰期”涉及消除分子的一半活性、量或数目所需的时间。防止聚集还将提高分离

的(多)肽的储存稳定性。

[0328] 例如，分离的(多)肽可与半哀期延长模块融合或缀合。这样的模块是本领域技术

人员已知的并且包括例如白蛋白、白蛋白结合结构域、免疫球蛋白的Fc区/结构域、免疫球

蛋白结合结构域、FcRn结合基序和聚合物。特别优选的聚合物包括聚乙二醇(PEG)、羟乙基

淀粉(HES)、透明质酸、聚唾液酸和PEG模拟肽序列。防止分离的(多)肽聚集的修饰对技术人

员来说也是已知的，并且包括例如用一个或更多个亲水性氨基酸替换一个或更多个疏水性

氨基酸，优选表面暴露的疏水性氨基酸。在一个实施方案中，分离的(多)肽或其免疫原性变

体或前述任一种的免疫原性片段包含用亲水性氨基酸替换多至10个、9个、8个、7个、6个、5

个、4个、3个或2个(优选5个、4个、3个或2个)疏水性氨基酸，优选表面暴露的疏水性氨基酸。

优选地，分离的(多)肽的其他特性(例如其免疫原性)不被这样的替换损害。

[0329] 根据本发明的分离的(多)肽还可与载体材料例如钥孔血蓝蛋白(Keyhole  Limpet 

Hemocyanin，KLH)、BSA、卵清蛋白等融合或缀合，以允许或促进引发免疫应答并且特别是高

滴度抗体的方式将相应的抗原呈递给对象的免疫系统。

[0330] 本文中使用的术语“与……融合”特别地是指基因融合，例如通过重组DNA技术。

[0331] 本文中使用的术语“与……缀合”特别地是指得到稳定共价连接的化学和/或酶促

缀合。

[0332] 根据本发明的分离的(多)肽还可包含允许将分离的(多)肽靶向递送至给定细胞、

组织或器官的氨基酸序列，优选将分离的(多)肽靶向至特定细胞类型(例如树突细胞)的氨
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基酸序列。合适的氨基酸序列在例如Sioud等，2013和Apostolopoulos等，2013中描述，并且

包括例如具有氨基酸序列NWYLPWLGTNDW(SEQ  ID  NO：7)的肽。

[0333] 在一个实施方案中，核酸分子是DNA或RNA。

[0334] 本发明还涵盖在严格杂交条件下与根据以上项目(b)的核酸分子杂交的核酸分

子。

[0335] 本文中限定的“严格杂交条件”包括在68℃下在5×SSC/5×Denhardt溶液/1.0％

SDS中杂交，并在室温下在0.2×SSC/0.1％SDS中洗涤，或包括其本领域公认的等同方案(例

如，其中在60℃下在2.5×SSC缓冲液中进行杂交然后在37℃下在低缓冲液浓度下进行数个

洗涤步骤并且保持稳定的条件)。可改变盐浓度和温度的参数以实现寡核昔酸与靶核酸之

间的最佳同一性水平。关于这样的条件的指导可在本领域中例如通过以下获得：Molecular 

Cloning：A  Laboratory  Manual，第3版，J .Sambrook等编辑，Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press，Cold  Spring  Harbor  2000和Ausubel等(编辑)，1995，Current 

Protocols  in  Molecular  Biology，(John  Wiley和Sons，N.Y)，Unit  2.10。

[0336] 在一个实施方案中，核酸分子是经密码子优化的，例如被密码子优化成用于在除

幽门螺杆菌之外的细菌(例如大肠杆菌)中表达或用于在真核细胞例如哺乳动物细胞(例

如，CHO细胞、BHK细胞、COS细胞和HEK293细胞)或昆虫细胞(例如，SF9细胞、SF21细胞和High 

FiveTM细胞)中表达。

[0337] 在一个实施方案中，核酸分子被容纳/包含在载体中。

[0338] 本文中使用的术语“载体”包括技术人员已知的任何载体，包括质粒载体、黏粒载

体、噬菌体载体(例如λ噬菌体)、病毒载体(例如腺病毒、AAV或杆状病毒载体)、或人工染色

体载体(例如细菌人工染色体(bacterial  artificial  chormosome，BAC)、酵母人工染色体

(yeast  artificial  chormosome，YAC)或P1人工染色体(P1artificial  chormosome，

PAC))。所述载体包括表达载体以及克隆载体。表达载体包括质粒以及病毒载体，并且通常

包含期望的编码序列和在特定宿主生物体(例如，细菌、酵母、植物、昆虫或哺乳动物)或在

体外表达系统中表达可操作地连接的编码序列所必需的合适DNA序列。克隆载体通常用于

改造和扩增某种期望的DNA片段，并且可缺乏表达期望的DNA片段所需的功能序列。

[0339] 在一个实施方案中，免疫原性组合物还包含来自幽门螺杆菌的至少一种另外的抗

原。

[0340] 本文中使用的术语“来自幽门螺杆菌的另外的抗原”优选地是指与根据以上项目

(a)和(b)的物质(即分离的(多)肽和核酸分子)不同的抗原。

[0341] 在一个优选实施方案中，另外的抗原选自幽门螺杆菌的外膜蛋白和毒力因子蛋

白、其免疫原性片段，以及编码这些蛋白质或片段的核酸分子。

[0342] 术语“外膜蛋白”是指与幽门螺杆菌的外膜缔合的蛋白质，其包括整合膜蛋白以及

通过N端附接的脂质锚定于膜的脂蛋白。其结构和功能进一步描述在例如Koebnik等，2000

中。根据本发明使用的特别优选的幽门螺杆菌外膜蛋白选自BabA、HpaA、Omp18、Omp22和

SabA。

[0343] 本文中使用的术语“毒力因子蛋白”是指参与幽门螺杆菌的致病性的蛋白质，例如

功能蛋白，例如酶(参见例如Kalali等，2014)。根据本发明的特别优选的毒力因子蛋白是幽

门螺杆菌的γ-谷氨酰转肽酶(gGT)(也称为HPGGT或HPG)。合适的HPG蛋白是例如WO  2008/
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046650  A1中描述的那些，并且包括HPG的酶促失活形式(S451/452A)，其任选地缺乏N端分

泌序列。

[0344] 可以是根据本发明的免疫原性组合物的一部分的另外的抗原也是US  2007/

0042448  A1或WO  2004/094467  A2中描述的那些。

[0345] 在一个实施方案中，免疫原性组合物还包含至少一种佐剂。

[0346] 术语“佐剂”是指增强针对抗原(例如针对根据以上项目(a)和(b)的物质或本文中

限定的来自幽门螺杆菌的另外的抗原)的免疫应答的物质，例如通过提供免疫系统的一般

刺激来增强。合适的佐剂是本领域技术人员已知的并且包括基于毒素的佐剂、基于TLR配体

的佐剂、基于核酸/载体的佐剂、基于蛋白质的佐剂、基于聚合物的佐剂、黏膜佐剂、ISCOM基

质和任何前述物质的组合。特定佐剂包括但不限于聚阳离子聚合物/肽、免疫刺激性脱氧核

苷酸(ODN)、合成KLK肽、神经活性化合物(例如人生长激素)、明矾(alumn)、弗氏完全或不完

全佐剂、霍乱毒素(CT)、CTA1-DD、热不稳定性肠毒素(LT)、CT或LT的突变体、聚IC、树突细胞

(DC)结合肽和C3d融合蛋白。在一个实施方案中，基于TLR配体的佐剂是TLR5配体，其例如来

自细菌鞭毛蛋白的组群，例如在WO  2010/050903  A1、Mori等，2012和Song等，2015中描述的

那些。在一个实施方案中，佐剂选自霍乱毒素(CT)、CTA1-DD和热不稳定性肠毒素(LT)。

[0347] 在一个实施方案中，免疫原性组合物是疫苗或包含在疫苗中。

[0348] 术语“疫苗”是指赋予或提高针对特定疾病的免疫力的制剂。根据本发明的疫苗赋

予或提高针对由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症(特别是本文中提及的特定疾

病)的免疫力。

[0349] 在一个实施方案中，本发明的免疫原性组合物引发包含抗体分泌的免疫应答，其

中优选地所述抗体抑制幽门螺杆菌HopQ与如本文中所定义的癌胚抗原相关细胞黏附分子

(CEACAM)家族成员之间的相互作用。在一个实施方案中，抗体抑制幽门螺杆菌HopQ与

CEACAM家族成员的结合和/或HopQ-CEACAM介导的信号传导。在一个实施方案中，抗体与幽

门螺杆菌HopQ的胞外结构域或其片段(例如幽门螺杆菌HopQ的插入结构域、环A、环B、环C

和/或环D)结合。在一个实施方案中，抗体与幽门螺杆菌HopQ的表位结合，该表位包含包含

在幽门螺杆菌HopQ的插入结构域、环A、环B、环C和/或环D(优选环A、环B和/或环C)中的至少

1、2、3、4、5、6、7或8个氨基酸残基。

[0350] 根据本发明，免疫原性/药物组合物包含有效量的活性剂，例如本文中所述的(多)

肽或肽模拟物或核酸分子或小分子，以产生期望的反应或期望的作用。

[0351] 根据本发明的免疫原性/药物组合物优选地是无菌的。免疫原性/药物组合物可以

以均一剂型提供并且可以以本身已知的方式制备。根据本发明的免疫原性/药物组合物可

例如是溶液剂或混悬剂的形式。

[0352] 免疫原性/药物组合物还可包含一种或更多种载体和/或赋形剂，其全部优选地是

可药用的。本文中使用的术语“可药用的”是指材料的无毒性，其优选地不与免疫原性/药物

组合物的活性剂的作用相互作用。特别地，“可药用”意指由联邦或州政府的管理机构批准

或在美国药典、欧洲药典或其他公认的药典中列出用于动物并且更特别是用于人。

[0353] 术语“载体”是指天然或合成性质的有机或无机组分，其中组合了活性组分以促

进、增强或实现应用。根据本发明，术语“载体”还包括一种或更多种适合施用于对象的相容

性固体或液体填充剂、稀释剂或包封物质。可能的载体物质(例如，稀释剂)是例如无菌水、
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林格溶液(Ringer’s  solution)、乳酸盐林格溶液(Lactated  Ringer’s  solution)、生理盐

水、抑菌盐水(例如，含有0.9％苄醇的盐水)、磷酸缓冲盐水(PBS)、Hank溶液、固定油、聚亚

烷基二醇、氢化萘和生物相容性丙交酯聚合物、丙交酯/乙交酯共聚物或聚氧乙烯/聚氧丙

烯共聚物。在一个实施方案中，载体是PBS。所得溶液或混悬剂优选地与接受者的血液等张。

合适的载体及其制剂在Remington’s  Pharmaceutical  Sciences，第17版，1985，Mack 

Publishing  Co.中更详细地描述。

[0354] 本文中使用的术语“赋形剂”旨在包括可存在于药物组合物中并且不是活性成分

的例如以下所有物质：盐、黏合剂(例如，乳糖、右旋糖、蔗糖、海藻糖、山梨醇、甘露醇)、润滑

剂、增稠剂、表面活性剂、防腐剂、乳化剂、缓冲物质、稳定剂、矫味剂或着色剂。

[0355] 不可药用的盐可用于制备可药用盐并且包括在本发明中。这类可药用盐以非限制

性方式包括由以下酸制备的那些：盐酸、氢溴酸、硫酸、硝酸、磷酸、马来酸、乙酸、水杨酸、柠

檬酸、甲酸、丙二酸、琥珀酸等。可药用盐也可制备成碱金属盐或碱土金属盐，例如钠盐、钾

盐或钙盐。可添加盐来调节离子强度或张度(tonicity)。

[0356] 用于药物组合物的合适防腐剂包括抗氧化剂、柠檬酸、柠檬酸钠、苯扎氯铵、氯丁

醇、半胱氨酸、甲硫氨酸、对羟基苯甲酸酯和硫柳汞。

[0357] 用于药物组合物的合适缓冲物质包括盐中的乙酸、盐中的柠檬酸、盐中的硼酸和

盐中的磷酸。其他合适的缓冲物质包括精氨酸盐酸盐和精氨酸磷酸盐。

[0358] 合适的稳定剂包括甘油、抗坏血酸盐/酯和组氨酸。

[0359] 根据本发明的免疫原性组合物也可以如US  6,838,089  B1和US  6,372,260  B1中

所述配制。

[0360] 根据本发明的免疫原性/药物组合物也可配制成稳定的冻干产品，其用合适的稀

释剂重构，所述稀释剂任选地包含一种或更多种如上所述的赋形剂。

[0361] 本发明还提供了如本文中定义的免疫原性组合物，其用作药物。

[0362] 本发明还提供了如本文中所定义的免疫原性组合物，其用于预防或治疗由幽门螺

杆菌引起或与其相关的疾病或病症的方法。

[0363] 本发明还提供了如本文中所定义的免疫原性组合物在制备用于预防或治疗由幽

门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物中的用途。

[0364] 本发明还提供了在对象中预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的方法，所述方法包括向对象施用如本文中所定义的免疫原性组合物。

[0365] 本发明还提供了CEACAM蛋白或其功能性片段，其能够与幽门螺杆菌HopQ相互作

用，用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的方法，其中CEACAM蛋白

或其功能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0366] 本发明还提供了能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功能性片段

在制备用于预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物的用途，其中

CEACAM蛋白或其功能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0367] 本发明还提供了在对象中预防或治疗由幽门螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的方法，所述方法包括向对象施用能够与幽门螺杆菌HopQ相互作用的CEACAM蛋白或其功

能性片段。其中CEACAM蛋白或其功能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0368] 本文中使用的术语“固体支持物”是指能够与如本文中所定义的CEACAM蛋白或其
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功能性片段结合的任何固体支持物。在一个实施方案中，固体支持物是非细胞固体支持物。

这样的非细胞固体支持物可包括支持材料，例如聚合物，特别是生物黏附阳离子聚合物(例

如，壳聚糖、聚半乳糖胺、聚赖氨酸、二乙氨基乙基葡聚糖(DEAE)、DEAE-亚胺)。支持物可具

有任何可能的结构构型，只要与其结合的分子能够与其相应的结合配偶体(例如，螺杆菌属

细菌)结合即可。合适的构型包括球形构型，例如微球体(参见例如WO  2013/164652  A2)。在

一个实施方案中，固体支持物是微球体。

[0369] 本发明还提供了抑制胆汁螺杆菌(Helicobacter  bilis，H.bilis)与癌胚抗原相

关细胞黏附分子(CEACAM)家族成员之间相互作用的抑制剂，其用于预防或治疗由胆汁螺杆

菌引起或与其相关的疾病或病症的方法。

[0370] 本发明还提供了胆汁螺杆菌与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家族成员之

间相互作用的抑制剂在制备用于预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症

的药物中的用途。

[0371] 本发明还提供了在对象中预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的方法，所述方法包括向对象施用胆汁螺杆菌与癌胚抗原相关细胞黏附分子(CEACAM)家

族成员之间相互作用的抑制剂。

[0372] 根据本发明，由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症优选选自胆汁螺杆菌感

染、胆囊炎、胆结石、胆囊癌和胆管癌。

[0373] 在一个实施方案中，抑制剂抑制(例如，竞争性抑制)胆汁螺杆菌与CEACAM家族成

员的结合、优选抑制与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选抑制与CEACAM家族成员

的N-结构域结合。

[0374] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员在上皮细胞、内皮细胞和/或免疫细胞(特别

是白细胞，例如T细胞、B细胞和中性粒细胞)的表面上表达。在一个实施方案中，CEACAM家族

成员在上皮细胞(例如，胆管上皮细胞)的表面上表达，优选在上皮细胞的顶侧表达。

[0375] 在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自人CEACAM家族成员、非人灵长类CEACAM

家族成员和大鼠CEACAM家族成员。在一个实施方案中，CEACAM家族成员选自CEACAM1、

CEACAM5和CEACAM6。

[0376] 在一个实施方案中，抑制剂选自：

[0377] (a)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的(多)肽配体或肽模拟物配体；

[0378] (b)编码(a)的(多)肽配体的核酸分子；

[0379] (c)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的核酸配体；

[0380] (d)抑制CEACAM家族成员表达的抑制性核酸分子；以及

[0381] (e)与CEACAM家族成员结合、优选与CEACAM家族成员的胞外结构域结合、更优选与

CEACAM家族成员的N-结构域结合的小分子。

[0382] 在一个实施方案中，抑制剂包含在药物组合物中。

[0383] 本发明还提供了用于鉴定预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病

症的药物候选物的体外方法，所述方法包括：

[0384] (a)使(i)CEACAM蛋白质或其功能性片段与(ii)胆汁螺杆菌和(iii)受试化合物接
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触，以及

[0385] (b)确定受试化合物是否抑制CEACAM蛋白或其功能性片段与胆汁螺杆菌之间的相

互作用，

[0386] 其中，抑制CEACAM蛋白或其功能性片段与胆汁螺杆菌之间相互作用的受试化合物

被鉴定为用于预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物候选物。

[0387] 在一个实施方案中，步骤(b)包括确定受试化合物是否抑制胆汁螺杆菌与CEACAM

蛋白或其功能性片段的结合，其中优选地CEACAM蛋白的功能性片段包含胞外结构域或其片

段，优选N-结构域。

[0388] 在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自人CEACAM蛋白、非人灵长类CEACAM蛋白和大

鼠CEACAM蛋白。在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自CEACAM1、CEACAM5和CEACAM6。

[0389] 在一个实施方案中，受试化合物选自(多)肽、肽模拟物、核酸分子和小分子。

[0390] 在另一方面，本发明涉及能够与胆汁螺杆菌相互作用的CEACAM蛋白或其功能性片

段用于研究胆汁螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾

病或病症的药物候选物的用途。

[0391] 在另一方面，本发明涉及异源表达能够与胆汁螺杆菌相互作用的CEACAM蛋白或其

功能性片段的细胞用于研究胆汁螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由胆汁螺杆菌引起

或与其相关的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0392] 另一方面，本发明涉及异源表达能够与胆汁螺杆菌相互作用的CEACAM蛋白或其功

能性片段的非人转基因动物用于研究胆汁螺杆菌感染或者鉴定用于预防或治疗由胆汁螺

杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物候选物的用途。

[0393] 在上述用途的一个实施方案中，CEACAM蛋白选自人CEACAM蛋白、非人灵长类

CEACAM蛋白和大鼠CEACAM蛋白。在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自CEACAM1、CEACAM5和

CEACAM6。

[0394] 本发明还提供了能够与胆汁螺杆菌相互作用的CEACAM蛋白或其功能性片段，其用

于预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的方法，其中CEACAM蛋白或其功

能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0395] 本发明还提供了能够与胆汁螺杆菌相互作用的CEACAM蛋白或其功能性片段在制

备用于预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症的药物的用途，其中CEACAM

蛋白质或其功能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0396] 本发明还提供在对象中预防或治疗由胆汁螺杆菌引起或与其相关的疾病或病症

的方法，所述方法包括向对象施用能够与胆汁螺杆菌相互作用的CEACAM蛋白或其功能性片

段，其中CEACAM蛋白或其功能性片段与固体支持物(优选非细胞固体支持物)附接。

[0397] 在上述用途的一个实施方案中，CEACAM蛋白选自人CEACAM蛋白、非人灵长类

CEACAM蛋白和大鼠CEACAM蛋白。在一个实施方案中，CEACAM蛋白选自CEACAM1、CEACAM5和

CEACAM6。

[0398] 本文中所述的药剂和组合物可通过任何常规途径施用，例如通过肠内施用或通过

肠胃外施用(包括通过注射或输注)。在一个实施方案中，施用肠胃外进行，例如皮内、皮下

或肌内进行。在一个实施方案中，使用经黏膜施用，例如经口或舌下施用。

[0399] 本文中所述的药剂和组合物以有效量施用。“有效量”是指单独或与另外的剂量一
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起实现期望反应或期望作用的量。在治疗特定疾病或治疗特定病症的情况下，期望的反应

优选涉及抑制疾病进程。这包括减慢疾病的进展，并且特别是中断或逆转疾病的进展。治疗

疾病或治疗病症中的期望的反应也可以是延迟所述疾病或所述病症的发生或预防其发生。

本文中所述的药剂或组合物的有效量将取决于待治疗的病症；疾病的严重程度；对象的个

体参数，包括年龄、生理状况、身材大小和体重；治疗的持续时间、伴随治疗(如果存在的话)

的类型、具体施用途径和类似因素。因此，本文中所述药剂的施用剂量可取决于多个这样的

参数。在对象中的反应在初始剂量下不足的情况下，可使用更高的剂量(或通过不同的、更

局部化的施用途径实现的有效更高剂量)。

[0400] 本发明还提供了药盒(kit)，其包含：如本文中限定的(i)抑制剂或(ii)免疫原性

组合物或(iii)CEACAM蛋白或其功能性片段。

[0401] 本文中使用的术语“药盒套件(kit  of  parts)(简称：药盒)”是指包含一个或更多

个容器和任选地数据载体的制品。所述一个或更多个容器可填充有本文中公开的一种或更

多种装置或试剂。药盒中可包含另外的容器，其含有例如稀释剂、缓冲剂和另外的试剂。所

述数据载体可以是非电子数据载体，例如图形数据载体(例如信息页(information 

leaflet)、信息表(informatin  sheet)、条形码(bar  code)或存取码(access  code))；或电

子数据载体，例如软盘、光盘(compact  disk，CD)、数字多功能盘(digital  versatile 

disk，DVD)、微芯片或其他基于半导体的电子数据载体。存取码可允许访问数据库，例如互

联网数据库、集中式或分散式数据库。所述数据载体可包含关于使用根据本发明的药盒的

说明书。

[0402] 通过以下实施例进一步举例说明本发明，所述实施例不应解释为限制本发明的范

围。

实施例

[0403] 实施例1：幽门螺杆菌与人胃中表达的CEACAM结合

[0404] 使用牵出和流式细胞术方法，发现了幽门螺杆菌菌株G27和卡他莫拉菌相当的(图

2a和b)与重组人CEACAM1-Fc的稳健相互作用(图1a)。作为阴性对照，腔隙莫拉菌不与人

CEACAM1结合，作为与幽门螺杆菌密切相关的病原体的空肠弯曲杆菌也是如此(图2a和b)。

当测试CEACAM特异性时，观察到幽门螺杆菌与CEACAM5和6的明显相互作用，但未观察到与

CEACAM8的相互作用(图1b)，并且各N-结构域的比较表明数个残基在CEACAM1、5和6中保守，

而非在CEACAM8中(图2h)。幽门螺杆菌也与CEACAM3相互作用(图2c和d)。重要的是，到目前

为止测试的所有幽门螺杆菌菌株都与这些CEACAM结合(图2f和g)，包括充分表征的参考菌

株(26695，J99)和小鼠适应菌株SS1。然而，菌株之间的结合强度不同，其中一些优先与

CEACAM1结合，而另一些与CEACAM5和/或CEACAM6结合(图2f和g)。引人注目的是，CEACAM1结

合物主要来自高度毒力菌株，具有编码IV型分泌系统(T4SS)用于递送CagA的cag致病岛

(cag  pathogenicity  island，cagPAI)，而作为经典cagPAI阴性菌株的TX30显示优选与

CEACAM5和6结合(图2f和g)。然后，本发明人分析了CEACAM1、CEACAM5和CEACAM6在正常和发

炎的人胃组织以及胃癌中的表达谱。CEACAM1和CEACAM5在上皮细胞的顶侧表达，并且它们

的表达以及CEACAM6的表达在胃炎时和胃肿瘤中上调(图1c和图2e)。在感染期间，幽门螺杆

菌诱导的应答可因此导致其CEACAM-受体的表达提高。
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[0405] 本发明人发现幽门螺杆菌与CEACAM1的N-结构域结合(图1d)，因为重组CEACAM1Δ

N不与细菌相互作用，并还观察到幽门螺杆菌与含有N-结构域的所有CEACAM结合并且与单

独的N-结构域结合(图1e)。然而，与单独的N结构域结合弱于与N-A1-B  CEACAM1变体的结

合，N-A1-B  CEACAM1变体结合小于N-A1-B-A2变体(图1e)，表明这些结构域使CEACAM1-幽门

螺杆菌相互作用稳定化，然而结合仅部分依赖于糖基化(图1f)。这种CEACAM结合特性为幽

门螺杆菌提供了稳健的上皮黏附，而不依赖于BabA和SabA黏附素使用的Lewis血型抗原。尽

管充分描述了CEACAM在胃肠道肿瘤中的过表达，但迄今为止尚未报道它们在胃中幽门螺杆

菌诱导的炎症期间的上调，表明病原体具有塑造其自身黏合生态位(adhesive  niche)的能

力。CEACAM调节的似乎合理的途径是通过转录因子NF-κB和AP1，两者都在幽门螺杆菌感染

期间被诱导并且已知调节CEACAM表达。这些CEACAM受体的上调可补偿定植期间所描述的

BabA表达的丧失，从而实现持久的定植。

[0406] 实施例2：螺杆菌属的物种特异性-CEACAM相互作用

[0407] 迄今为止，幽门螺杆菌仅被描述为感染人和非人灵长类。尽管CEACAM在大多数哺

乳动物物种中发现并且具有高度保守性，但发明人发现幽门螺杆菌选择性地与人而非小

鼠、牛或犬CEACAM1直系同源物结合(图3a)。然而，出乎意料的是，发现了幽门螺杆菌菌株与

大鼠-CEACAM1的强相互作用(图3b和d)。同样在这里，这种相互作用是通过大鼠-CEACAM1的

N-结构域介导的(图3c和d)。为了证实这些发现，本发明人将人-、小鼠-或大鼠-CEACAM1转

染到通常不允许幽门螺杆菌黏附的CHO细胞中。使用共聚焦激光扫描显微术进行观察，观察

到幽门螺杆菌重新黏附至表达人和大鼠但非小鼠CEACAM1的CHO细胞(图3e)，这可通过来自

经转染细胞的裂解物的牵出和Western印迹来证实(图3f和图4d)。这一发现使幽门螺杆菌

成为其CEACAM结合不限于一个物种的第一病原体。比较CEACAM1-N结构域的蛋白质序列，在

人和大鼠中保守的数个氨基酸在小鼠中不同(即ash10、glu26、asn42、tyr48、pro59、thr66、

asn77、val79、val89、ile90、glu103、tyr108)(图4a)。此外，它们的缺乏与小鼠CEACAM1结合

的发现可解释感染小鼠与人之间病理学上所见的差异。

[0408] 螺杆菌属包括数个其他物种，即猫螺杆菌(H.felis)、猪螺杆菌(H.suis)和毕氏螺

杆菌(H.bizzozeronii)，以及人致病性的胆汁螺杆菌和海尔曼螺杆菌(H.heilmannii)。当

评估这些螺杆菌与人CEACAM的相互作用时，只有胆汁螺杆菌与hu-CEACAM1、5和6结合(图4b

和c)。如同幽门螺杆菌，胆汁螺杆菌与hu-CEACAM1的N-结构域相互作用(图4b和c)。这种相

互作用可解释胆汁螺杆菌如何设法定植人胆管，其中存在高水平的组成型表达的CEACAM1。

[0409] 实施例3：HopQ是与CEACAM相互作用的螺杆菌黏附素

[0410] 为了鉴定螺杆菌中的CEACAM结合配偶体，本发明人最初筛选了许多螺杆菌突变

体，其缺乏已被示出参与宿主细胞相互作用的多种模式的限定的毒力因子(BabA、SabA、

AlpA/B、VacA、gGT、脲酶(urease)和CagPAI)。所有这些突变体仍然与hu-CEACAM1结合(图

5a)。因此，它们建立了使用幽门螺杆菌裂解物和与蛋白G偶联的重组hu-CEACAM1-Fc的免疫

沉淀方法(图6a)。共沉淀物的质谱分析鉴定出两种高度保守的幽门螺杆菌外膜蛋白作为候

选CEACAM1黏附素：HopQ和HopZ(图5b)。与hopZ突变体不同，hopQ缺失突变体缺乏CEACAM1结

合(图5c)。重要的是，hopQ突变体也不能够与CEACAM5和6结合(图5c)。

[0411] 接下来，发明人测试了重组HopQ与不同胃癌细胞系的结合，并发现HopQ与内源性

表达CEACAM的AGS和MKN45二者相互作用(图6b)。HopQ不与CEACAM阴性细胞系MKN28结合。利

说　明　书 30/44 页

34

CN 109715188 A

34



用它们的CHO转染子，本发明人发现重组HopQ优先与CEACAM1和5相互作用，并且在较低程度

上与CEACAM3和6相互作用。未观察到表达CEACAM4、7或8的CHO细胞的结合(图6c)。

[0412] HopQ是幽门螺杆菌特异性外膜蛋白家族成员，并且与来自其他革兰氏阴性细菌的

其他CEACAM结合黏附素(即分别来自脑膜炎奈瑟菌(Neisseria  meningitidis)和淋病奈瑟

菌(Neisseria  gonorrhoeae)或卡他莫拉菌的Opa蛋白或UspA1)没有显著的同源性，并且因

此，它是劫持CEACAM的新细菌因子。与Opa和UspA1相似，HopQ靶向CEACAM中的N端结构域(发

明人发现需要折叠蛋白质并依赖于CEACAM序列的相互作用)，导致对人CEACAM1、3、5和6的

特异性。幽门螺杆菌hopQ(omp27；幽门螺杆菌参考菌株26695中的HP1177)表现出代表两个

等位基因家族(Cao&Cover，2002)(I型和II型)的遗传多样性(图6d)，其中发现I型等位基因

更常见于cag(+)/类型s1-vacA菌株。这两个等位基因共享75至80％的核苷酸序列，并且在

氨基酸水平上显示出70％的同源性(Cao&Cover，2002)。发明人观察到HopQ对于CEACAM的结

合强度的等位基因差异，其中hopQ  I型等位基因看来与CEACAM1结合得更强，而在TX30菌株

中发现的II型等位基因更偏好CEACAM5和6。重要的是，hopQ基因型显示出地理变异，与西方

菌株相比，hopQ  I型等位基因在亚洲更为普遍；并且还发现其与菌株毒力相关，其中I型等

位基因与更高的炎症和胃萎缩相关。

[0413] 实施例4：HopQ黏附素结构域的结构和结合特性

[0414] HopQ属于幽门螺杆菌外膜蛋白(Hop’s)的旁系同源家族，其中血型抗原结合黏附

素BabA和SabA也属于该家族。为了深入了解其结构-功能关系，发明人确定了对应于其预计

的胞外结构域的HopQ片段的X射线结构(成熟蛋白质的第17-443位残基，即去除信号肽后；

HopQAD；图7a和表1)。在ELISA中，HopQAD显示出与人CEACAM1的N端结构域(C1ND；第35-142位

残基)的强烈的剂量依赖性结合(图7b)。通过用C1ND滴定HopQ AD的等温滴定量热法

(isothermal  titration  calorimetry，ITC)测量的结合曲线显示1∶1化学计量，其中解离

常数Kd为296±40nM(图8a)。

[0415] HopQAD  X射线结构显示，与BabA和SabA相似，HopQ胞外结构域采用3+4螺旋束拓扑

结构，但缺乏将胞外结构域与跨膜区域连接的扩展卷曲螺旋“茎”结构域(图8d)。在BabA中，

碳水化合物结合位点完全位于插入螺旋H4与H5之间的4链β-结构域中(图8d)。在HopQ中，在

该位置(第180-218位残基)发现了2链β-发夹。去除β-发夹导致稳定的蛋白质，其显示

CEACAM1结合亲和力降低约10倍，表明尽管HopQ插入结构域参与结合，但它不包含如BabA中

所发现的完整结合位点(图7b)。BabA和SabA黏附素是分别结合Lewis  b和唾液酸化的Lewis 

x和聚糖的凝集素。为了验证HopQ-CEACAM相互作用是否类似地由聚糖驱动，本发明人评价

了在天然或变性条件下HopQ与C1ND的结合。远western分析显示HopQ特异性结合折叠但未

变性的CEACAM1-N(图7c)。相反，细菌牵出实验显示CEACAM1-Fc去糖基化后结合仅略微降低

(图1f)，证实蛋白质-蛋白质相互作用是HopQ-CEACAM结合的主要贡献者。

[0416] 表1.HopQAD结构的数据收集和细化统计。
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[0417]

[0418]

[0419] *最高分辨壳显示在括号中。

[0420] 通过应用基于约为0.5的半数据集的平均强度相关系数(CC1/2)的截止值来确定

分辨率限值。

[0421] 实施例5：HopQ-CEACAM1相互作用引发细胞应答

[0422] 为了进一步研究HopQ可如何影响黏附和细胞应答，本发明人试图建立可分析

HopQ-CEACAM介导的黏附的细胞发病机理模型。因此，本发明人关于它们的CEACAM表达而表

征了通常用于幽门螺杆菌体外实验的多种胃细胞系，并观察到MKN45、KatoIII和AGS确实表

达CEACAM1、CEACAM5和CEACAM6，而MKN28显示不存在CEACAM(图10a和b)。用CEACAM1-L(含有

ITIM基序)稳定转染CHO细胞。在用幽门螺杆菌野生型菌株P12及其同基因hopQ缺失突变体

感染后，发明人观察到对CHO-CEACAM1-L、MKN45和AGS细胞的黏附显著降低，而缺乏黏附素

BabA和SabA的菌株仅显示略微降低黏附(图9a)。在CHO-CEACAM1-L细胞中，发明人观察到在

暴露于幽门螺杆菌后CEACAM1  ITIM结构域的酪氨酸磷酸化，其在5分钟内是明显的，并且保

持长达1小时(图9b)。CEACAM1  ITIM结构域的磷酸化是引发诱导下游信号级联的SHP1/2募

集的公知的初始事件。通过CEACAM的接触依赖性信号传导是调节与感染、炎症和癌症相关

的免疫应答的常用手段，并且这些免疫抑制级联(immune-dampening  cascase)可能反映了

在多种黏膜革兰氏阴性病原体中多种独立的非同源CEACAM相互作用蛋白的出现，这些病原

体包括奈瑟菌属(Neisseria)、嗜血杆菌属(Haemophilus)、埃希菌属(Escherichia)、沙门

菌属(Salmonella)、莫拉菌属(Moraxella)。对于幽门螺杆菌，通过HopQ与人CEACAM1的相互

作用可代表在人的定植和慢性感染期间免疫调节信号传导的关键参数。
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[0423] 另外，hopQ突变体幽门螺杆菌菌株显示出T4SS依赖性CagA易位的几乎完全丧失

(图9c)和IL-8诱导的强烈降低(图9d)，然而其他已知黏附素的丧失对CagA递送没有影响

(图10c和d)。

[0424] 为了在独立模型中证实这些数据并补偿稳定转染的细胞中的潜在克隆效应，本发

明人用人CEACAM(1-L、3、4、5、6、7、8)表达质粒瞬时转染HEK293细胞。这些细胞的感染证实

了在CHO-CEACAM1-L细胞中观察到的CagA易位缺陷，其在补充hopQ突变株(P12ΔhopQ/

hopQ)后恢复(图9e和图10e)。此外，在hopQ缺失后，细胞伸长(所谓的“蜂鸟表型”)显著降低

(图9f和g)。此外，本发明人观察到幽门螺杆菌以hopQ依赖性方式调节重要的宿主转录因子

(例如Myc、STAT3、CreATF2/CREB、GRE和NF-κB)(图10f)。这些结果表明，HopQ-CEACAM结合导

致宿主细胞信号级联的直接和间接改变，并开始阐明这些HopQ相关的毒力情况。鉴于这些

信号传导事件对胃癌发生的重要性，本发明人探索了CEACAM-HopQ相互作用是否可被靶向

以阻止CagA易位和下游效应。实际上，使用α-CEACAM1抗体、α-HopQ抗血清或对应于Hop-ID

的HopQ来源肽(aa  190-218)以剂量依赖性方式降低CagA易位(图9h-j)，但相应的对照则没

有(图10g)。这些数据表明HopQ-CEACAM1相互作用对于癌蛋白CagA成功转运到上皮细胞中

以及调节炎症信号传导是必需的，并且干扰这种相互作用可阻止CagA易位，从而表明HopQ

靶向幽门螺杆菌疫苗接种或免疫治疗的转化潜力。

[0425] 实施例6：hopQ的缺失消除了幽门螺杆菌感染在大鼠模型中的定植

[0426] 当发明人发现HopQ与人和大鼠CEACAM结合但不与小鼠CEACAM结合时，他们使用幽

门螺杆菌感染的大鼠模型确定了HopQ在体内的作用。已经观察到CEACAM1在正常大鼠胃中

表达(图11a和图12b)，发明人用已知感染啮齿动物的不同幽门螺杆菌菌株感染大鼠。虽然

所有菌株在体外都与大鼠CEACAM1结合，但只有SS1能够高效地定植大鼠(图12a)。与野生型

SS1菌株相比，hopQ缺陷型SS1菌株在可检测水平下不能够定植大鼠，并且不可诱导炎性应

答(图11b和c)。因此，在该模型中，HopQ看来也是介导幽门螺杆菌定植的重要因素。

[0427] 实施例7：HopQAD和C1ND复合体的结构

[0428] 确定了从大肠杆菌重组产生和纯化的人CEACAM1的HopQ黏附素结构域与非糖基化

N端结构域之间的复合体的结构(图13a和表2)。该结构显示结合CEACAM  N端结构域的HopQ

的接触表面由三个扩展环形成：HopQ_123-136(环A)、HopQ_152-180(环B)和HopQ_258-290

(环C)。通过与由HopQ-ID形成的β-发夹键合的主链氢键使环HopQ_123-136的结合构象稳定

化。因此，发现HopQ-ID的缺失导致HopQ-CEACAM结合的急剧降低。HopQ黏附素结构域上的第

四个扩展环HopQ_371-407(环D)位于HopQ-CEACAM结合界面附近。尽管HopQ_371-407与

CEACAM  N结构域之间没有直接接触，但结合HopQ_371-407的抗体或抗体衍生物将通过空间

位阻破坏HopQ-CEACAM相互作用。

[0429] 表2.HopQAD-hC  1ND结构的数据收集和细化统计。
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[0430]

[0431] *最高分辨壳显示在括号中。

[0432] 通过应用基于约为0.5的半数据集的平均强度相关系数(CC1/2)的截止值来确定

分辨率限值。

[0433] 材料和方法

[0434] 细菌和细菌培养条件

[0435] 幽门螺杆菌菌株G27、PMSS1、SS1、J99(ATCC，700824)、2808、26695(ATCC，70039)、

TX30、60190、P12、NCTC11637(ATCC，43504)、Ka89和胆汁螺杆菌(ATCC43879)在微需氧条件

下(10％CO2，5％O2，8.5％N2和37℃)在Wilkins-Chalgren血琼脂平板上培养。猪螺杆菌和

海尔曼螺杆菌在布鲁氏菌琼脂上生长，并且猫螺杆菌(ATCC  49179)和毕氏螺杆菌在补充有

10％马血的脑心浸出液(brain-heart  infusion，BHI)琼脂上培养。将卡他莫拉菌(ATCC，

25238)、腔隙莫拉菌(ATCC  17967)和空肠弯曲杆菌(ATCC，33560)在补充有5％加热马血的

脑心浸出液(BHI)琼脂上在37℃下在CO2培养箱中培养过夜。如所述(Belogolova等，2013)，

通过用氯霉素抗性盒替换整个基因来完成同基因ΔhopQ突变体的产生。

[0436] CEACAM蛋白的产生

[0437] 如所述(Singer等，2014)，使分别编码以下的胞外结构域的cDNA与人重链Fc结构

域融合并克隆到pcDNA3.1(+)表达载体(Invitrogen，San  Diego，CA)中，测序并稳定转染到

HEK293(ATCC  CRL-1573)细胞中：人CEACAM1-Fc(由N-A1-B1-A2结构域组成)、人CEACAM1dN-

Fc(由A1-B1-A2组成)、大鼠CEACAM1-Fc(由N-A1-B1-A2组成)、大鼠CEACAM1dN-Fc(由A1-B1-

A2组成)、人CEACAM3-Fc(由N组成)、人CEACAM6-Fc(由N-A-B组成)、人CEACAM8-Fc(由N-A-B

组成)。Fc嵌合CEACAM-Fc蛋白在无血清Pro293s-CDM培养基(Lonza)中积累，并通过蛋白A/
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G-琼脂糖凝胶亲和色谱法(Pierce)回收。通过SDS-PAGE分析蛋白质并用考马斯蓝染色，表

明产生的融合蛋白的等量和完整性(图2i)。从Sino  Biological  Inc.订购重组人CEACAM5-

F c 。为 了 产生 重组 人 C E A C A M 1  N - 结 构域 ( C 1 N D ) ，使 用

(LifeTechnologies)对注释结构域(UniProt  ID：P13688)进行第一反向翻译，并添加Igk链

的前导序列以及C端Strep-标签II。合成该基因并将其无缝克隆到pCDNA3 .4-TOPO

(LifeTechnologies)中。根据Expi293表达系统说明书(LifeTechnologies)，在Expi293细

胞的2L培养物中产生蛋白质。将所得上清液浓缩并通过交叉流过滤使用Hydrosart  5kDa分

子量截留膜(Sartorius)对10体积的1×SAC缓冲液(100mM  Tris，140mM  NaCl，1mM  EDTA，pH 

8.0)渗滤。将渗余物上样至StrepTrap  HP柱(GE  Healthcare)上，并用补充有2.5mM  D-脱硫

生物素(IBA)的1×SAC洗脱。将蛋白质储存在+4℃。

[0438] 对于C1ND(Ec-C1ND)的细菌表达，氨基酸序列经密码子优化以在大肠杆菌中表达，

通过GeneArt从头基因合成(Life  Technologies)进行合成，并使用Gateway技术

(Invitrogen)与pDESTTM14载体中的C端His6标签一起克隆。用得到的构建体转化大肠杆菌

C43(DE3)细胞，并使其在37℃下在摇动下在补充有100μg/mL氨苄青霉素的LB中培养。在

OD600＝1时，在30℃下用1mM  IPTG诱导Ec-C1ND表达过夜。通过在4℃下以6.238g离心15分钟

收集细胞，并将其重悬于50mM  Tris-HCl  pH  7.4，500mM  NaCl(4mL/g湿细胞)中，其补充有5

μM亮抑蛋白酶肽和1mM  AEBSF，100μg/mL溶菌酶和20μg/mL  DNase  I。然后，在4℃下通过

Constant  System  Cell  Cracker中的单通道以20kPsi裂解细胞，并通过在48.400g下离心

40分钟除去碎片。将细胞质提取物通过0.45μm孔滤器过滤，并上样至用缓冲液A(50mM 

Tris-HCl  pH  7.4，500mM  NaCl和20mM咪唑)平衡的5mL预填充Ni-NTA柱(GE  Healthcare)

上。然后用40个床体积的缓冲液A洗涤柱，并用线性梯度的0-75％缓冲液B(50mM  Tris-HCl 

pH  7.4，500mM  NaCl和500mM咪唑)洗脱结合的蛋白质。合并如通过SDS-PAGE确定的含有Ec-

C1ND的级分并在10kDa  MW截止旋转浓缩器中浓缩至最终体积为5ml。为了除去少量蛋白质

污染物，将浓缩的样品注射到用含有50mM  Tris-HCl  pH  8.0，150mM  NaCl的缓冲液预平衡

的Hi-PrepTM  26/60  Sephacryl  S-100HR柱(GE  Healthcare)上。合并含有Ec-C1ND复合体的

级分，并使用10kDa  MW截止旋转浓缩器进行浓缩。

[0439] HopQAD和HopQADΔID克隆、产生和纯化

[0440] 为了获得可溶性HopQ片段，使用来自幽门螺杆菌G27菌株(登记号CP001173；区域：

1228696..1230621；SEQ  ID  NO：1)的HopQ基因，并产生范围为第37-463位残基的HopQ片段

(成熟货白质的第17-443位残基)，从而除去N端β-链和信号肽，以及预期代表TM结构域的C

端β-结构域。在HopQADΔID中，成熟蛋白质的第190-218位氨基酸被两个甘氨酸替代(图8e)。

在T7启动子下，使用包含与pPRkana-1(pPR-IBA  1(IBA  GmbH)的衍生物，其中氨苄青霉素抗

性盒替换为卡那霉素抗性盒)的侧翼靶载体序列具有30bp重叠的引物(正向：

[0441]

[0442] 反向：
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[0443]

[0444] 从幽门螺杆菌G27基因组DNA中PCR扩增对应于HopQ  I型片段的DNA编码序列。平行

地，使用引物(正向：

[0445] CACCATCATCATCATCATTAATAAGCTTGATCCGGCTGCTAAC(SEQ  ID  NO：10)；反向：

GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAAATG(SEQ  ID  NO：11))使用相同的重叠序列以相反方向对载

体进行PCR扩增。正向引物另外携带6×His标签的序列。使用Gibson  Assembly(New 

England  Biolabs  GmbH)无缝地克隆扩增子。基于密码子优化的HopQAD质粒克隆HopQADΔID

构建体。通过用两个甘氨酸替换ID区域的5’磷酸化引物(正向：

[0446] GGTGACGCTCAGAACCTGCTGAC(SEQ  ID  NO：12)；反向：

[0447] ACCACCTTTAGAGTTCAGCGGAG(SEQ  ID  NO：13))扩增质粒，用DpnI(NEB)消化并通过

T4连接酶(NEB)平末端连接。

[0448] 用pPRkana-1构建体转化大肠杆菌BL21(DE3)细胞(NEB  GmbH)，使细胞在根据

{Studier：2005ku}的补充有2mM  MgSO4、100mg/L卡那霉素-硫酸盐(Carl  Roth  GmbH+

Co.KG)、0.2g/L  PPG2000(Sigma  Aldrich)和0.2％w/v乳糖-一水合物(Sigma  Aldrich)自

身诱导的TB培养基(terrific  broth，TRB)上在37℃下以275rpm培养，直至OD达到1-2。然

后，将温度降至25℃并自身诱导过夜，第二天早晨达到10-15的最终OD。通过在Sorvall  RC-

6  Plus离心机(Thermo  Fischer)中使用SLA-3000转子在4℃下以6000g离心15分钟收获细

胞。在细胞破碎之前，将细胞重悬于10ml补充有0.1mM  AEBSF-HCl、150U/g  BWW  DNase  I和

5mM  MgCl2/克生物湿重(BWW)的冷NiNTA缓冲液A(500mM  NaCl，100mM  Tris，25mM咪唑，pH 

7.4)中，并用Ultra-Turrax  T25  digital(IKA  GmbH+Co.KG)分散。在4℃下通过高压匀浆用

PANDA2000(GEA  Niro  Soavi)以800-1200巴(bar)在3个通道中进行细胞破碎。通过在4℃下

在SLA-1500转子中以25000g离心30分钟使细胞裂解物澄清，并通过0.2μM滤器过滤除去剩

余颗粒。

[0449] 通过连续镍亲和力和尺寸排阻色谱法纯化HopQ片段。简言之，将澄清的细胞裂解

物上样至用缓冲液A预平衡的5ml预填充的Ni-NTA  HisTrap  FF粗柱(GE  Healthcare)上，用

10倍柱体积(CV)的缓冲液A洗涤，并用15CV线性梯度至75％的NiNTA缓冲液B(500mM  NaCl，

100mM  Tris，500mM咪唑，pH  7.4)洗脱结合的蛋白质。收集洗脱的峰级分，合并并使用10kDa

分子量截止旋转浓缩器浓缩至终浓度8-10mg/ml。随后，将5ml浓缩蛋白质上样到用缓冲液C

(5mM  Tris，140mM  NaCl，pH  7 .3)预平衡的HiLoad  16/600Superdex  75pg柱(GE 

Healthcare)上，并以1ml  min-1洗脱。最后，仅合并对应于单体峰的蛋白质并在结晶前在+4

℃下储存。为了分析HopQAD的多聚化状态，在具有24ml床体积的Superdex  200  10/300  GL

(GE  Healthcare)上进行SEC。用缓冲液C预使柱平衡，并随后注射25μg蛋白质并以0.5ml/

min的流量分离。

[0450] 对表示HopQ插入结构域(HopQ-ID)的肽进行HA标记，合成((EKLEAHVTTSKYQQDNQT

KTTTSVIDTTNYPYDVPDYA(SEQ  ID  NO：14，下划线为HA标签))并进行HPLC纯化(Peptide 

Specialty  Laboratories，Heidelberg，Germany)。对于细胞测定，将冻干肽溶解在无菌PBS

中至浓度为1mM，并用0.1-0.5kDa分子量截止膜对PBS透析以除去剩余的TFA。将肽溶液储存
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在-20℃直至进一步使用。

[0451] 表3.HopQ序列。

[0452]

[0453] 通过ELISA检测HopQ-CEACAM相互作用

[0454] 为了检测CEACAM与HopQAD之间的相互作用，在4℃下将PBS中的重组C1ND(1μg/ml)

在96孔免疫板(Nunc  MaxiSorb)上包被过夜。在RT下用SmartBlock(Candor)将孔封闭2小

时。随后，在室温下将HopQ片段以10μg/ml至0.05ng/ml的5倍系列稀释度添加持续2小时。接

下来，将α-6xHis-HRP缀合物(克隆3D5，LifeTechnologies)以1∶5000稀释，并在室温下孵育

1小时。为了检测，使用1-StepTMUltra  TMB-ELISA底物溶液(LifeTechnologies)并用2N 

H2SO4终止酶促反应。用PBS/0.05％Tween20进行孵育步骤之间的洗涤(3-5×)。

[0455] 等温滴定量热法

[0456] ITC测量用MicroCal  iTC200量热计(Malvern)进行。将HopQAD  I型(50μM)或C1ND

(25μM)加载到量热计的小室中，并分别将CEACAM(50μM或500μM)或HopQADI型(250μM)加载到

注射器中。所有测量均在25℃下进行，其中搅拌速度为600rpm，并在20mM  HEPES缓冲液(pH 

7 .4)、150mM  NaCl、5％(v/v)甘油和0.05％(v/v)Tween-20中进行。使用MicroCal  LLC 

ITC200软件分析结合数据。

[0457] 用于免疫印迹的SDS-PAGE和非变性PAGE

[0458] 在冰冷的25mM  Tris、250mM甘氨酸缓冲液中用SDS-PAGE和非变性PAGE(分别在

15％和7.5％聚丙烯酰胺凝胶上)分离CEACAM。随后，通过在冰冷的转移缓冲液(25mM  Tris、

250mM甘氨酸和20％甲醇)中在25V下湿印迹60分钟将样品转移至PVDF膜。在10％乳粉(MP)、

1×PBS和0.005％吐温-20中将膜封闭1小时。将这两种膜洗涤并在2μM  HopQAD  I型的存在下

在5％MP、1×PBS、0.005％Tween-20中一起孵育1小时，以允许HopQAD  I与CEACAM之间形成复

合体。洗涤步骤后，通过分别在1小时和30分钟期间在5％MP、1×PBS、0.005％Tween-20中连

续添加小鼠α-His(AbD  Serotec)和山羊α-小鼠抗体(Sigma-Aldrich)检测HopQ的C端His标

签(CEACAM是strep标记的)。洗涤步骤后，通过在显影缓冲液(10mM  Tris-HCl  pH  9 .5，

100mM  NaCl，50mM  MgCl2)中添加BCIP/NBT底物(5-溴-4-氯-3-吲哚基-磷酸/硝基蓝四唑)

(Roche)进行显影。
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[0459] 细菌牵出

[0460] 细菌在WCdent琼脂平板上培养过夜。从平板上刮下细菌，悬浮在PBS中，并根据标

准曲线通过光密度600读数评估菌落形成单位(colony  forming  unit，cfu)。用PBS洗涤细

菌两次，并在37℃下将2×108个细胞/ml与可溶性CEACAM-Fc或CEACAM-GFP蛋白或CHO细胞

裂解物在头对头旋转(head-over-head  rotation)下一起孵育1小时。孵育后，用PBS洗涤细

菌5次，并在SDS样品缓冲液(62.5mM  Tris-HCl[pH  6.8]，2％w/v  SDS，10％甘油，50mM  DTT

和0.01％w/v溴酚蓝)中煮沸，随后进行SDS-PAGE和Western印迹或溶于FACS缓冲液(PBS/

0.5％BSA)中用于流式细胞术分析。

[0461] 免疫沉淀和质谱

[0462] 通过在冰上超声处理(10×，20s)裂解含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂(Roche)的冷

PBS中的细菌(2×108个)。通过在4℃下以15,000rpm离心30分钟，然后用预洗涤的蛋白G-琼

脂糖(Roche  Diagnostics)预清除，以从裂解物中除去细胞碎片。将CEACAM1-Fc添加至裂解

物(10μg)并在4℃下孵育1小时。将预洗涤的蛋白质G-琼脂糖(60μL)添加至抗体和裂解物混

合物，并在4℃下孵育2小时。用PBS洗涤珠五次以除去非特异性结合的蛋白质。分离出三分

之二的珠并用于质谱分析样品制备。除去上清液，并将珠在50μl溶解于20mM  Hepes(pH 

7.5)中的7M尿素/2M硫脲中重悬两次用于蛋白质的变性。通过离心将珠沉淀，合并上清液并

转移至新的Eppendorf管。随后，将蛋白质在1mM  DTT中还原45分钟，并在5.5mM碘乙酰胺的

终浓度下在黑暗中烷基化30分钟。通过将DTT浓度升高至5mM使烷基化步骤淬灭持续30分

钟。所有孵育步骤均在RT下在剧烈摇动(Eppendorf振荡器，450rpm)下进行。为了消化蛋白

质，添加1μl  LysC(0 .5μg/μl)并将样品在RT下孵育4小时。为了降低尿素浓度，将样品用

50mM三乙基碳酸氢铵1∶4稀释，并随后与1.5μl胰蛋白酶(0.5μg/μl)一起在37℃下孵育过

夜。最后通过用甲酸酸化使胰蛋白酶失活。将上清液转移至新的Eppendorf管，并与含有

0.1％甲酸的珠的以下洗涤级分合并。用甲酸(100％v/v)将样品调节至pH  3，并用SepPak 

C18柱(50mg，Waters)进行肽脱盐。简言之，随后用1ml  100％乙腈和500μl  80％乙腈、0.5％

甲酸洗涤柱。用1ml  0.1％TFA使柱平衡，将样品上样并用1ml  0.1％TFA再次洗涤柱。在用

500μl甲酸进行另外的洗涤步骤后，用250μl  80％乙腈、0.5％甲酸将肽洗脱两次。然后通过

真空离心除去有机相，并将肽储存在-80℃。临测量之前，将肽溶于20μl  0.1％甲酸中，超声

处理5分钟(水浴)，并随后用预洗涤和平衡的滤器(0 .45μm低蛋白结合滤器，VWR 

International，LLC)过滤样品。测量用LC-MS系统进行，该系统由直接连接至Orbitrap  XL

仪器(Thermo  Scientific)的Ultimate  3000纳米HPLC组成。将样品上样到捕获柱(2μm，

100A，2cm长)上并在5至30％乙腈、0.1％甲酸的150分钟梯度期间在15cm  C18柱(2μm，100A，

Thermo  Scientific)上分离。在具有分辨率为60,000的轨道阱(orbitrap)中在m/z  400下

获得测量谱(survey  spectra)。对于蛋白质鉴定，通过碰撞诱导的解离依次分离多至五个

最强烈的全扫描离子并将其片段化。用Proteome  Discoverer  Software  version  1 .4

(Thermo  Scientific)分析接收的数据，并在SEQUEST算法中针对幽门螺杆菌(菌株G27)数

据库(1501种蛋白质)进行检索。添加蛋白质N端乙酰化和甲硫氨酸氧化作为可变修饰，半胱

氨酸上的脲基甲基化作为静态修饰。将酶特异性设定为胰蛋白酶，并且前体和碎片离子的

质量耐受性分别设定为10ppm和0.8Da。对于电荷状态+1、+2、+3和+4，仅考虑分别满足1.5、

2.0、2.25和2.5的Xcorr值的肽用于数据分析。
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[0463] 细胞、细胞-细菌共培养和延伸表型定量测定

[0464] 胃癌细胞系MKN45、KatoIII(ATCC，HTB-103)、MKN28和AGS(ATCC，CRL-1739)从ATCC

和DSMZ获得，通过利用短串联重复(Short  Tandem  Repeat，STR)分析鉴定，在含有2mM  L-谷

氨酰胺(GIBCO，Invitrogen，CA，USA)的补充有10％FBS(GIBCO，Invitrogen，CA，USA)和1％

青霉素/链霉素(GIBCO，Invitrogen，CA，USA)的DMEM(GIBCO，Invitrogen，Carlsbad  CA，

USA)中培养至稀疏或紧密汇合。将所有细胞系保持在37℃，5％CO2和100％湿度的培养箱

中，并且常规通过DAPI染色和PCR每年两次进行支原体测试。将平板培养的细菌悬浮于DMEM

中，并在微量离心机中以150g离心5分钟进行洗涤。在重悬于DMEM中后，确定600nm处的光密

度，并将细菌以不同的细菌/细胞比例(M0I)在37℃下添加至过夜血清剥夺的细胞以开始感

染。在指定时间后，用PBS洗涤细胞两次，并随后用蛋白酶和磷酸酶抑制剂PBS中的1％NP-40

裂解。选择HEK293细胞用于CEACAM转染研究，因为发现该细胞对huCEACAM表达是阴性的，并

且易于转染。HEK细胞在含有补充有25mM  HEPES缓冲液和10％热灭活FBS(Biochrom，

Berlin，Germany)的RPMI  1640培养基(Invitrogen)的6孔板中培养2天至约70％汇合。将细

胞血清剥夺过夜，并对于每个图中指定的时间点以MOI  50用幽门螺杆菌感染。感染后，在含

有1mmol/L  Na3VO4(Sigma-Aldrich)的冰冷PBS中收获细胞。使用Olympus  IX50相差显微镜

在5个不同的0.25-mm2视野中对每个实验中伸长的AGS细胞进行定量。

[0465] 转染

[0466] 根据制造商的方案(Invitrogen)使用lipofectamine  2000程序，通过用4μg 

pcDNA3.1-huCEACAM1-4L、pcDNA3.1-huCEACAM1-4S、pcDNA3.1-msCEACAM1-L、pcDNA3.1-

ratCEACAM1-L质粒(Singer)分别稳定转染细胞，产生永久表达hu-CEACAM1-4L、小鼠-

CEACAM1-L和大鼠-CEACAM1-L的CHO细胞系(ATCC)。在含有1mg/ml  Geniticinsulfat(G418，

Biochrom，Berlin，Germany)的培养基中选择稳定转染的细胞。通过流式细胞术

(FACScalibur，BD)确定在log期生长的单个克隆中CEACAM1的表面表达。根据制造商的说明

书，用TurboFect试剂(Fermentas，Germany)，用4μg  HA-标记的CEACAM构建体或萤光素酶报

道构建体(Clontech，Germany)转染HEK293细胞持续48小时。

[0467] Western印迹

[0468] 将等体积的细胞裂解物上样至8％SDS-PAGE凝胶上，电泳后，将分离的蛋白质转移

至硝酸纤维素膜(Whatman/GE  Healthcare，Freiburg，Germany)。将膜在5％脱脂乳中在室

温下封闭1小时，并用与以下结合的一抗mAb  18/20孵育过夜：CEACAM1、3、5、B3-17和C5-1X

(对于hu-CEACAM1具有单特异性，Singer)，4/3/17(与CEACAM1、5结合，Genovac)，以及5C8C4

(对于hu-CEACAM5具有单特异性，Singer)，1H7-4B(对于hu-CEACAM6具有单特异性，

Singer)，6/40c(对于hu-CEACAM8具有单特异性，Singer)，Be9.2(α-大鼠-CEACAM1)，mAb 

11-1H(α-大鼠-CEACAM1ΔN，Singer)，磷酸酪氨酸抗体PY-99(Santa  Cruz，LaJolla，CA，

USA)，α-CagA磷酸酪氨酸抗体PY-972，小鼠单克隆α-CagA抗体(Austral  Biologicals，San 

Ramon，CA，USA)，小鼠单克隆α-CEACAM1(克隆D14HD11  Genovac/Aldevron，Freiburg，

Germany)或山羊α-GAPDH(Santa  Cruz)。洗涤后，将膜与二抗[HRP缀合的α-小鼠IgG

(Promega)]一起孵育，并通过ECL  Western印迹检测试剂检测蛋白质。通过LabImage  1D软

件(INTAS)进行定量。

[0469] 流式细胞术
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[0470] 将Fc标记的CEACAM(2.5μg/ml)与幽门螺杆菌(OD：1)一起孵育，并随后与FITC缀合

的山羊α-人IgG(Sigma)一起孵育。用FACS缓冲液洗涤后，通过对细菌进行设门(基于前向和

侧向散射)并测量细菌相关荧光对样品进行分析。在每种情况下，每个样品获得10,000个事

件。用FACS  CyAn(Beckman  Coulter)进行分析，并用FlowJo软件(Treestar)评价数据。为了

分析CEACAM介导的HopQ结合，将指定的细胞类型(50μl中的5×105个)与20μg/ml的幽门螺

杆菌菌株P12来源的myc和6×His标记的在3％FCS/PBS中稀释的重组HopQ一起在冰上孵育1

小时。用3％FCS/PBS洗涤三次后，用20μg/ml小鼠α-c-myc  mAb(克隆9E10，AbD  Serotec)标

记样品，并随后用FITC缀合的山羊α-小鼠F(ab’)2标记(Dianova，Germany)。平行地，通过使

用兔抗CEA  pAb(A0115，Dianova)对细胞进行染色，然后用FITC缀合的山羊α-兔F(ab’)2

(Dianova，Germany)对细胞进行染色来控制CEACAM的存在。使用同种型匹配的Ig  mAb测定

背景荧光。在FACScalibur流式细胞仪(BD  Biosciences，San  Diego，CA)中检查染色的细胞

样品，并使用CellQuest软件分析数据。通过PI染色鉴定的死细胞被排除在测量之外。

[0471] 免疫组化

[0472] 在当地伦理委员会批准后，从Institut  für  Pathologie，Klinikum  Bayreuth，

Germany的组织库中随机选择石蜡包埋的人正常胃、胃炎和癌症样品。如果组织质量差，则

排除组织学样品。在压力锅(pressure  cooker)中用10mmol/L柠檬酸钠缓冲液(pH  6)进行

抗原修复后，将切片与α-hu-CEACAM1、5、6和α-大鼠-CEACAM1抗体(分别为克隆B3-17、

5C8C4、1H7-4B和Be9 .2)一起孵育。按照制造商的说明使用SignalStain  DAB(Cell 

Signaling)对切片进行显影。切片用苏木精(Morphisto)复染。使用Olympus  Virtual 

Slide  System  VS120(Olympus，Hamburg，Germany)进行自动图像采集。

[0473] 黏附测定

[0474] 根据Hytonen等，2006进行黏附测定。简言之，使人胃上皮细胞(MKN45和AGS)和

CEACAM1转染的CHO细胞在5％CO2气氛中在组织培养96孔板(Bioscience)上的补充有5％

FCS和1-谷氨酰胺(2mmol，Sigma，St.Louis，USA)的无抗生素DMEM(Gibco，Gaithersburg，

MD)中培养2天。为了在黏附测定中使幽门螺杆菌细胞可视化，用CFDA-SE(Molecular 

Probes)对OD：1的细菌进行荧光标记并用PBS洗涤。在37℃下在黑暗中恒定旋转下将CFAD-

SE以10μmol/L的浓度添加30分钟。通过3次PBS洗涤除去过量染料。将细菌重悬于PBS中直至

进一步使用。将标记的细菌与细胞在37℃下共孵育(MOI  10)，同时温和搅拌1小时。用PBS

(1ml，×3)洗涤以除去非黏附细菌后，将细胞在多聚甲醛中固定(2％，10分钟)。通过使用流

式细胞术分析测量结合荧光标记细菌的细胞的百分比来确定细菌结合。

[0475] IL-8细胞因子ELISA

[0476] 如上所述用幽门螺杆菌感染AGS细胞系，并将PBS孵育的对照细胞用作阴性对照。

收集培养物上清液并储存在-20℃下直至测定。根据所述程序，通过标准ELISA用市售的测

定试剂盒(Becton  Dickinson，Germany)确定上清液中的IL-8浓度。

[0477] CagA毒力途径的HopQ依赖性

[0478] 如果没有另外说明，则将AGS细胞系(ATCC  CRL-1730)用多种幽门螺杆菌菌株以感

染复数(multiplicity  of  infection，MOI)50感染6小时。然后在1mmol/L  Na3VO4(Sigma-

Aldrich)的存在下在冰冷的PBS中收获细胞。在每个实验中，使用相差显微镜(Olympus 

IX50)在10个不同的0.25-mm2视野中对伸长的AGS细胞的数量进行定量。使用检测Tyr-磷酸
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化CagA的指定抗体确定CagA易位。所有实验一式三份进行。对于抑制实验，在感染前将细胞

与指定的抗体或肽一起孵育。

[0479] 共聚焦显微术

[0480] 使CHO细胞在室玻片(chamber  slide)(Thermo  Scientific)上培养，在多聚甲醛

中固定(4％，10分钟)，并用PBS/5％牛血清白蛋白封闭。CFDA-SE标记的细菌(10μmol/L，在

37℃下在黑暗中恒定旋转30分钟)以MOI  5与细胞在37℃恒定旋转下孵育1小时。5X  PBS洗

涤后，细胞膜用Deep  Red(Life  Technology)染色，并且细胞核用DAPI(Life  Technology)

染色。使用Leica  SP5共聚焦显微镜拍摄细胞的共聚焦图像。

[0481] HopQAD和HopQAD与C1ND的复合体的结晶和结构确定

[0482] 将HopQAD浓缩至40mg/mL并通过在20℃下使用0.12M醇(0.02M1，6-已二醇；0.02M 

1-丁醇；0.02M  1，2-丙二醇；0.02M  2-丙醇；0.02M  1，4-丁二醇；0.02M  1，3-丙二醇)、0.1M 

Tris(碱)/BICINE  pH  8.5，20％v/v  PEG500*MME进行滴蒸气扩散(drop  vapor  diffusion)

进行结晶；10％w/v  PEG20000作为结晶缓冲液。将晶体进行环安装并在液氮中快速冷却。在

束线Proximal(SOLEIL，Gif-sur-Yvette，France)下以100K收集数据，并使用XDS包对其进

行 索 引、处理 和缩放。所有晶 体都 在 P 2 1 空间 群中 ，其中 近似的晶 胞尺寸为

和β＝90.1，并且每个不对称单位有4个HopQAD拷

贝。通过使用BabA结构的分子置换获得相，并且通过使用Refmac5的手动重建和最大似然细

化的迭代循环来对模型进行细化。表1总结了晶体参数、数据处理和结构细化统计。为了在

HopQAD与人CEACAM1的N-结构域(C1ND)之间形成复合体，相对于经纯化HopQAD，以1.2倍摩尔

过量添加纯化的重组C1ND，并将混合物注射到在20mM  Tris-HCl  pH  8.0，500mM  NaCl缓冲

液中预平衡的Hi-PrepTM26/60  Sephacryl  S-100HR柱(GE  Healthcare)上。将含有HopQAD-

C1ND复合体的级分合并在一起，并使用30kDa  MW截止旋转浓缩器浓缩至终浓度为30mg/mL。

在0.03M氟化钠、0.03M溴化钠、0.03M碘化钠、0.1M  MES  pH  6.5、20％v/v乙二醇和10％w/v 

PEG  8000中获得晶体。晶体进行环安装并在液氮中闪蒸冷却，在束线Proxima  1(Soleil，

Gif-sur-Yvette，France)下以100K收集数据。晶体位于C2空间群中，其中近似的晶胞尺寸

为 β＝118 .4，并且每个不对称单位有三个

HopQAD-C1ND拷贝。通过使用HopQAD和C1ND(PDB代码4WHD)结构的分子置换获得相，并且通过

使用Refmac5的手动重建和最大似然细化的迭代循环来细化模型。表2总结了晶体参数、数

据处理和结构细化统计。

[0483] 氨基酸序列比对

[0484] 使用CLC主工作台(CLC  bio)进行人-、小鼠-和大鼠-CEACAM1和人CEACAM(1、5、6和

8)的N端结构域的氨基酸序列比对。

[0485] 萤光素酶报道测定

[0486] 根据制造商说明书(Promega，USA)，用幽门螺杆菌感染用多种萤光素酶报道子和

对照构建体(Clontech)转染的CHO-CEACAM1-L细胞5小时，并通过萤光素酶测定使用双萤光

素酶报道测定系统进行分析。简言之，通过被动裂解收获细胞，用Precision  Red

(Cytoskeleton，USA)测量蛋白质浓度，并通过添加被动裂解缓冲液使裂解物均衡。通过使

用Plate  Luminometer(MITHRAS  LB940，来自Berthold，Germany)测量萤光素酶活性。
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[0487] 动物实验

[0488] 从Charles  River  Laboratories，Sulzfeld，Germany获得4周龄的无特定病原体

的120-150克雄性Sprague  dawley大鼠。由不参与实验的动物护理者将动物随机分配到不

同的实验组中，并且预先建立排除动物的标准。对所有结果和数据的评估进行研究者盲法，

由独立研究者以盲法方式进行组织学。在8个组中用约1×109个活幽门螺杆菌在2个间隔天

内对动物进行两次胃内攻击。根据伦理委员会和州兽医办公室的准许和指导方针

(Regierung  von  Oberbayern，55 .2-1 .54-2532-160-12)，实验在Zentrum  für 

Forschung  Klinikum  r.d.Isar  der  TU  München的无特定病原体单元中进

行。

[0489] 统计分析

[0490] 对于体外实验，通过Shapiro-Wilk测试确定正态分布。使用Graph  Pad  Prism软

件，使用双尾t检验(Student  t-test)和单因素ANOVA连同事后Bonferroni检验(比较多于

两组)对所有数据进行分析。数据显示为平均值±s.e.m或s.d .，至少进行三个独立实验。P

值＜0.05被认为是显著的。对于动物研究，在使用尽可能低的数字以符合实验动物的伦理

准则的同时，基于先前的动物实验进行检验力计算(power  calculation)以实现0.05的双

侧显著性。
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