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本发明涉及经修饰的哺乳动物细胞，其中该

细胞的基因组被修饰以包含在启动子的控制下

表达CP77的序列，使得经修饰的细胞系维持在未

经修饰的细胞中较不能繁殖或不能繁殖的痘病

毒的繁殖。
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1.一种经修饰的中国仓鼠卵巢(CHO)细胞，其中所述经修饰的CHO细胞的基因组被修饰

以包含在组成型启动子的控制下编码CP77的序列，使得所述经修饰的CHO细胞维持在未经

修饰的CHO细胞中较不能繁殖或不能繁殖的痘苗病毒的繁殖，并且其中所述经修饰的CHO细

胞的基因组还包含在组成型启动子的控制下编码D13L的序列。

2.根据权利要求1所述的经修饰的CHO细胞，其中所述经修饰的CHO细胞的基因组包含

在组成型启动子的控制下编码K1L的序列。

3.根据权利要求1或2所述的经修饰的CHO细胞，其中所述经修饰的CHO细胞是连续细胞

系。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的经修饰的CHO细胞，其中所述CP77基因的表达支

持所述病毒的繁殖，以产生与在允许细胞系中观察到的病毒产量等价的病毒产量。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的经修饰的CHO细胞，其中所述CP77基因的表达支

持大于500的病毒复制扩增率。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的经修饰的CHO细胞，其中所述CP77由为了在哺乳

动物细胞中表达而密码子优化的连续的核苷酸序列编码。

7.一种用于繁殖在中国仓鼠卵巢(CHO)细胞中不繁殖的痘苗病毒的方法，所述方法包

括在CHO细胞中体外繁殖所述病毒，其中所述CHO细胞被修饰以在组成型启动子的控制下编

码并表达CP77并在组成型启动子的控制下表达D13L。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述CHO细胞被修饰以在组成型启动子的控制下编

码并表达K1L。
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病毒载体制造

[0001] 相关申请

[0002] 本申请与2013年11月1日提交的澳大利亚专利申请号2013904242和2014年2月7日

提交的澳大利亚专利申请号2014900370相关并且要求其优先权，这些申请的每一个的完整

内容通过引用并入本文。

发明领域

[0003] 本发明涉及适于繁殖并因此适于制造基于痘病毒的药物的细胞和细胞系的开发。

特别地，本说明书涉及，为了用于繁殖这样的痘病毒以用于制造治疗剂或预防剂的重组的

经修饰的细胞基底。

[0004] 背景

[0005] 本说明书的参考文献的著录细节在说明书的末尾列出。

[0006] 在本说明书中对任何在先出版物(或来自它的信息)或者任何已知的事物的参考

不能且不应认为是承认或认可或者以任何形式暗示，该在先出版物(或来自它的信息)或者

已知事物形成本说明书所属技术领域中的公知常识的一部分。

[0007] 本说明书中提及的所有出版物通过引用以其整体并入本文。

[0008] 痘病毒家族包括2个亚家族，脊索动物痘病毒亚科(Chordopoxvirinae)和昆虫痘

病毒亚科(Entomopoxvirinae)。脊索动物痘病毒亚科包括8个属，包括包含感染人的种(例

如，天花病毒(variola  virus)、天花的致病因子、牛痘病毒(cowpox  virus)(其形成詹纳在

1796年报道的原始天花疫苗)、痘苗病毒(vaccinia  virus)(被用作第二代天花疫苗)和猴

痘病毒(monkeypox  virus))的正痘病毒属(Orthopoxviridae)、和包含感染鸟的种的禽痘

病毒属(Avipoxviridae)病毒，诸如鸡痘病毒(fowlpox  virus)和金丝雀痘病毒(canarypox 

virus)。除了它们作为抗原在天花疫苗中的用途，对重组的基于痘苗病毒的病毒和禽痘病

毒作为“骨架”载体的用途存在很大兴趣。作为细胞质内载体，正痘病毒属能够，除其他以

外，递送外源抗原至宿主细胞质和将抗原加工成用于在细胞表面呈现的肽的抗原加工通

路。这样的表达外源抗原的载体在针对疾病诸如AIDS、结核病、疟疾和癌症的疫苗的开发中

使用，所述疾病已被证明难以用其他疫苗接种策略治疗。

[0009] 正痘病毒属具有大小范围从副痘病毒的130kb至禽痘病毒(avipoxvirus)的超过

300kb的线性双链DNA基因组，并且其在宿主中的生命周期完全在宿主细胞质中度过。痘病

毒大体上独立于其宿主细胞和宿主细胞分子工作，特别是对于参与早期mRNA合成的过程。

但是，宿主分子表现为被用于中间和晚期病毒转录的起始或终止。痘病毒产生结构多样的

“宿主范围因子(host  range  factor)”，其特异性地靶向并操控宿主信号通路以准许允许

病毒复制的细胞条件。多数痘病毒可以结合并感染哺乳动物细胞，但继发感染是允许的(能

够产生感染性的病毒粒)或非-允许的(大体上不能产生感染性的病毒粒)取决于参与的具

体痘病毒和具体的细胞类型。目前，对分子水平的痘病毒-宿主相互作用存在相对少的了

解，特别是宿主-范围基因，以及哪些因子是调节关系以有利于病毒和细胞繁殖二者必要

的。对于宿主范围基因参考文献的综述，可以参考全文并入本文的Werden等人,2008。
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[0010] 有关痘苗病毒毒株关于其作为天花病毒疫苗和随后作为病毒载体的观察，已经从

1960年代早期发表至今。痘苗病毒的某些毒株，包括用作天花疫苗的毒株，能够在人细胞中

繁殖并因此造成健康风险，诸如病毒性脑炎的发展。为了开发更安全的疫苗，来自安卡拉的

痘苗病毒毒株(被称为“CVA”)在非-人细胞中传代超过500次。在此过程中痘苗病毒基因组

改变，大体上包括与原始CVA基因组相比的至少6个主要缺失的发生。经修饰的病毒在人中

致病性更低，但仍能够产生保护性免疫应答。此减毒的痘苗病毒被称为MVA(经修饰的痘苗

病毒安卡拉)并且还由传代次数分类，因为发现具有不同传代次数的病毒在遗传上和表型

上不同。但是，传代次数515MVA515被认为是遗传稳定的。在1990年代早期观察到，MVA毒株，

诸如MVA572及其衍生物MVA  F6，能够在非-允许细胞(其中病毒将不繁殖)中以高水平表达

痘苗病毒蛋白和异源(重组的)蛋白，使得能够开发MVA作为感兴趣的异源分子的载体，所述

感兴趣的异源分子诸如编码用于疫苗或疗法递送的抗原的那些。

[0011] 最近，已经尝试通过向CVA引入MVA的6个大的、已知的缺失来生产具有MVA性质的

经修饰的痘苗病毒。有趣的是，这不产生具有减弱的MVA性质的病毒。有人提出，宿主范围基

因的缺乏可能对观察的减毒负责，但是，这还未被证实(参见，例如Meyer等人,Journal  of 

General  Virology(1991)72:1031-1038)。

[0012] 痘病毒组成特征在于大的、线性dsDNA基因组、用于繁殖的细胞质位点和复杂的病

毒粒形态学的病毒的大家族。痘苗病毒是此组病毒的代表性病毒并且是关于病毒形态发生

研究的最多的病毒。痘苗病毒病毒粒以“砖形”或以“卵形”与膜结合的颗粒出现，具有复杂

的内部结构，该内部结构以两侧具有“侧体(lateral  bodies)”的、被围住的、两头凹陷的核

心为特征。病毒粒装配通路包括包含新月形的膜的制造，该膜发展成不成熟的病毒粒(IV)，

并且随后演化成成熟病毒粒(MV)。超过70种特定的基因产物被包含于痘苗病毒病毒粒内，

其中已经描述了超过50种特定的基因中的突变对痘苗病毒装配的影响。

[0013] 痘苗病毒通过其表面膜与宿主细胞的细胞质膜的融合进入细胞，释放核心(和侧

体)到细胞质并激活病毒的转录程序。病毒粒核心包含早期mRNA合成和修饰所需的全部病

毒-编码酶。早期基因编码DNA增殖所需的基因，并且因此，随着早期基因表达达到峰值，病

毒DNA增殖接着在被称为“工厂”的细胞质位点发生。早期基因还编码中间转录因子，并且中

间基因反过来编码晚期转录因子，这样中间基因和晚期基因在病毒DNA增殖的前提条件的

起始后连续表达。因此，全部病毒基因以时间串联转录，早期、中间和晚期类通过类别-特异

性转录启动子和病毒编码的转录因子区分。此外，只有增殖的基因组是用于中间和晚期转

录的合格的模板。这两类基因一起编码病毒粒结构蛋白、病毒粒酶和装配因子，并且是装配

新的后代病毒颗粒所需的。

[0014] 病毒摄入和早期表达后不久，在细胞内形成感染-特异性细胞质结构域，该结构域

的密度一致并且有时被大小随着时间增加的来自内质网(ER)的潴泡包围。这些结构域代表

病毒DNA增殖的位点并且经常被称为“病毒工厂”。

[0015] 病毒装配在病毒工厂内随着刚性的新月形结构(三维的杯形器)的形成开始。在高

分辨电子显微镜下，这些新月形结构的外层由规则隔开的被称为“针(spicule)”的突出物

组成。新月表面上沿长度生长而保持相同的曲度，直到它们成为被称为不成熟的病毒粒

(IV)的闭合的圆(三维的球)。IV被密度一致但具有比周围工厂可辨别的更大的电子密度的

“病毒原质体”材料充满。随着IV的形成，还发生衣壳化的DNA的摄入：这些在电子显微照片
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中作为在IV内的电子密集、圆形或卵形亚结构域观察到，被称为“拟核”。包含浓缩的DNA的

拟核的IV经常被称为“IVN”。IVN向成熟病毒粒(MV)的形态发生要求数个病毒粒蛋白前体通

过蛋白水解裂解的成熟。大多数成熟病毒粒在工厂外被发现并可以以簇存在于工厂周围或

以从最近的工厂的显著距离明显地分开。

[0016] 痘病毒病毒粒以3种感染性形式存在：成熟病毒粒(MV)、包裹病毒粒(WV)和细胞外

病毒粒(EV)。MV，病毒的最简单的形式，是包含两端凹陷的、包含DNA的核心的具膜颗粒，所

述核心两侧具有充满核心的凹面的侧体。MV通常仅在细胞内发现并且仅由细胞裂解释放。

WV由被2个源自反式-高尔基潴泡的另外的脂双层围绕的MV组成。WV，其外膜包含特征性的

病毒蛋白，是EV的前体并也在细胞内发现。EV由已经通过最外层的WV膜与细胞质膜的融合

外排的WV组成，将MV包裹于一个另外的膜中。发现一部分EV与细胞表面连接，而发现一些游

离于细胞外基质中。认为EV对病毒在生物体内的扩散是重要的。

[0017] 从病毒取出必需基因和在宿主细胞中补足(complementation)是本领域已知的用

于产生用于治疗和疗法的安全和有效的病毒载体的一般提议策略。对具有增强的安全性、

表达和/或免疫原性的改善的减毒的正痘病毒载体存在需求，和对于安全地和经济地繁殖

和制造这样的正痘病毒载体的方法存在相称的需求。

[0018] 出于研究目的，许多哺乳动物细胞系被用于重组蛋白质的制造。这些包括兔、仓

鼠、灵长动物和人源细胞系诸如，不加限制地，和如本领域已知的，HEK293、293T、143B、CHO、

HeLa、Vero和BHK、HepG2和3T3细胞。但是，显著地，大部分重组治疗蛋白的GMP生产已经在

CHO细胞中进行，使此细胞系成为用于人治疗剂的研究最多的并被批准的细胞系。CHO细胞

可以在悬浮培养中生长至非常高的密度，并且用于纯化产品的下游工艺是非常充分开发

的。相关的是，痘苗病毒，诸如痘苗病毒-COP或痘苗病毒-WR，和其衍生物诸如MVA和NYVAC都

将不在CHO细胞中增殖。

[0019] 在局部病毒启动子和痘病毒RNA聚合酶的控制下，来自痘病毒内的病毒宿主范围

基因的表达是本领域已知的。

[0020] 之前没有描述过来自哺乳动物细胞的基因组的某些病毒宿主范围基因的及时的

表达以救援或允许病毒复制并允许宿主细胞存活。

[0021] 概述

[0022] 本说明书描述了被转化以表达痘病毒宿主范围因子的体外培养的哺乳动物细胞

和用于繁殖病毒载体的方法，包括培养这样的细胞。

[0023] 在第一方面，本发明提供了一种经修饰的哺乳动物细胞，其中所述细胞的基因组

被修饰以包含在启动子的控制下编码CP77的序列，使得所述经修饰的细胞系维持在未经修

饰的细胞中较不能繁殖或不能繁殖的痘病毒的繁殖。

[0024] 在第二方面，本发明提供了用于繁殖在CHO细胞中不繁殖的正痘病毒的方法，该方

法包括在哺乳动物细胞系中体外繁殖痘病毒，其中所述细胞系被修饰以在启动子的控制下

编码并表达CP77。

[0025] 在不同的代替的实施方案中，经修饰的细胞被进一步修饰以包含在启动子的控制

下编码D13L的序列和/或包含在启动子的控制下编码K1L的序列。

[0026] 本文中对”CP77”、“K1L”和“D13L”的指代包括功能性直向同源物和功能性变体。

[0027] 特定实施方案的详细描述
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[0028] 本发明不局限于特定程序或试剂、试剂的具体制剂和各种医疗方法，因为这些可

以变化。本文使用的术语仅为了描述特定的实施方案的目的并且不意图是限制性的。除非

另外定义，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域内普通技术人员通

常的理解相同的意思。

[0029] 与本文描述的那些材料和方法类似的或等效的任何材料和方法可以被用于实践

或测试本发明。实施人员尤其参考：Sambrook等人 ,(1989)Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual,2nd  ed.,Cold  Spring  Harbor  Press,Plainsview,N.Y.；Ausubel等

人,(1999)Current  Protocols  in  Molecular  Biology(Supplement  47) ,John  Wiley&

Sons ,New  York；Murphy等人,(1995)Virus  Taxonomy  Springer  Verlag:79-87 ,Mahy 

Brian  WJ和Kangro  O  Hillar(Eds):Virology  Methods  Manual  1996,Academic  Press；和

Davison  AJ和Elliott  RM(Eds):Molecular  Virology,A  practical  Approach  1993,IRL 

Press  at  Oxford  University  Press；Perkus等人,Virology(1990)179(1):276-86或本领

域的定义和术语和本领域技术人员已知的其他方法。

[0030] 尽管与本文描述的那些方法和材料相似或等效的任何方法和材料都可用于实践

或测试本发明，描述了优选的方法和材料。为了本发明的目的，以下定义了以下术语。

[0031] 遍及本说明书中，除非上下文另外要求，否则词语“包括(comprise)”、“包括

(comprises)”和“包括(comprising)”将被理解为指包括陈述的步骤或要素或步骤或要素

的组，但不排除任何其他步骤或要素或步骤或要素的组。因此，术语“包括(comprising)”等

的使用表示，所列的要素是要求的或强制的，但其他要素是任选的且可以或可以不存在。在

减毒的正痘病毒载体的上下文中，本发明的载体被修饰以通过包含必需的成熟或装配基因

的缺失来减毒，但是，涵盖进一步的修饰诸如以运载抗原或其他蛋白。

[0032] “由……组成”意指包括并且局限于短语“由……组成”之中的任何事物。因此，短

语“由……组成”表示，所列出的要素是要求的或强制的，并且不可以存在其他要素。“主要

由……组成”意指包括在短语中列举的任何要素，并且局限于不影响或有助于本公开内容

中对列举的要素具体说明的活性或作用的其他要素。因此，短语“主要由……组成”表示，所

列出的要素是要求的或强制的，但其他要素是任选的并且根据它们是否影响所列举的要素

的活性或作用可以存在或可以不存在。

[0033] 如本文使用的，除非上下文另外清楚指明，否则单数形式"一(a)"、"一(an)"和"该

(the)"包括复数指代物。因此，例如，对“细胞”的指代包括单个细胞，以及2个或更多个细

胞；对“生物体”的指代包括一个生物体，以及2个或更多个生物体；等等。在一些实施方案

中，“一(an)”意指“一个或多于一个”。

[0034] 如本文使用的，“和/或”指并且涵盖一个或更多个相关的列出的项目的任何和全

部组合，以及当用代替物(或)解释时没有组合。

[0035] 如本文使用的，“减毒(attenuation)”或“减毒的(attenuated)”意指病毒载体毒

力的降低。毒力被定义为病毒在特定宿主中引起疾病的能力。不能产生感染性病毒的痘病

毒载体可以初始地感染细胞但大体上不能在宿主内完全复制其本身或繁殖或引起病症。这

是期望的，因为载体将其蛋白质或核酸递送到宿主细胞的细胞质，但不伤害受试者。

[0036] “控制元件”或“控制序列”意指特定痘病毒、载体、质粒或细胞中可操作地连接的

编码序列的表达必需的核酸序列(例如，DNA)。适用于真核细胞的控制序列包括转录控制序
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列，诸如启动子、多腺苷酸化信号、转录增强子、翻译控制序列诸如翻译增强子和内部核糖

体结合位点(IRES)、调节mRNA稳定性的核酸序列、以及将由转录的多核苷酸编码的产物靶

向到细胞内的细胞内隔室或细胞外环境的靶向序列。

[0037] 当提供序列时，涵盖相应的序列。“相应于(corres pond s  to)”、“相应

(corresponding)”或“相应于(corresponding  to)”意指对参照核酸序列表现出大体上序

列同一性的核酸序列(例如，与全部或一部分的参照核酸序列至少约50％、51％、52％、

53％、54％、55％、56％、57％、58％、59％、60％、61％、62％、63％、64％、65％、66％、67％、

68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、

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

98％、99％或甚至最高达100％序列同一性)或对参照氨基酸序列表现出大体上序列同一性

的氨基酸序列(例如，与全部或一部分的参照氨基酸序列至少50％、51％、52％、53％、54％、

55％、56％、57％、58％、59％、60％、61％、62％、63％、64％、65％、66％、67％、68％、69％、

70％、71％、72％、73％、74％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、

85％、86％、97％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

甚至最高达100％序列相似性或同一性)。

[0038] 在治疗或预防病症或用于调节对靶抗原或生物体的免疫应答的上下文中，“有效

量”意指对需要这样的治疗或预防的个体施用的试剂(例如，如本文描述的减毒的正痘病毒

载体)或包含其的组合物的量，所述施用以单剂量形式或作为一系列的部分，所述量对于预

防该病症的症状的发生、制止这样的症状和/或治疗现有症状有效或对调节对靶抗原或生

物体的免疫应答有效。有效量将根据待被治疗的个体的健康和身体状况、待被治疗的个体

的分类学类群、组合物的制剂、医学状况的评价和其他相关因素变化。预期该量将落入可以

通过常规试验确定的相对宽的范围内。

[0039] 如本文使用的，术语“编码(encode)”、“编码(encoding)”等指核酸提供另一种核

酸或多肽的能力。例如，如果核酸序列可以被转录和/或翻译以产生多肽或如果它可以被加

工成可以被转录和/或翻译以产生多肽的形式，则该核酸序列被称为能够“编码”多肽。这样

的核酸序列可包括编码序列或编码序列和非-编码序列二者。因此，术语“编码(encode)”、

“编码(encoding)”等包括由DNA分子的转录产生的RNA产物、由RNA分子的翻译产生的蛋白

质、由DNA分子的转录以形成RNA产物和随后的RNA产物的翻译而形成的蛋白质、或由DNA分

子的转录以提供RNA产物、加工RNA产物以提供经加工的RNA产物(例如，mRNA)和随后的经加

工的RNA产物的翻译而形成的蛋白质。

[0040] 术语“内源的”指通常在宿主生物体内发现的基因或核酸序列或区段。

[0041] 术语“可表达的(expressible)”、“表达的(expressed)”及其变化形式指细胞将核

苷酸序列转录成RNA并任选地翻译该mRNA以合成提供生物功能或生物化学功能的肽或多肽

的能力。

[0042] 如本文使用的，术语“基因”包括能够被用于产生mRNA，任选地具有另外的元件以

辅助此过程的核酸分子。基因可以或可以不能被用于产生功能蛋白。基因可以包括编码区

域和非编码区域二者(例如，内含子、调节元件、启动子、增强子、终止序列和5’和3’非翻译

区域)。

[0043] 术语“异源核酸序列”、“异源核苷酸序列”、“异源多核苷酸”、“外源多核苷酸
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(foreign  polynucleotide)”、“外源多核苷酸(exogenous  polynucleotide)”等可互换使

用以指通过实验操作被引入到生物体的基因组中的任何核酸(例如，包含IRES的核苷酸序

列)并且可以包括在该生物体中发现的基因序列，只要该被引入的基因相对于修饰前的病

毒基因组序列包含某种修饰(例如，点突变、缺失、至少1个核苷酸的取代或添加、内切核酸

酶裂解位点的存在、loxP位点的存在等)。

[0044] 术语“异源多肽”、“外源多肽(foreign  polypeptide)”和“外源多肽(exogenous 

polypeptide)”可互换使用以指由如以上定义的“异源核酸序列”、“异源核苷酸序列”、“异

源多核苷酸”、“外源多核苷酸(foreign  polynucleotide)”和“外源多核苷酸(exogenous 

polynucleotide)”编码的任何肽或多肽。

[0045] 术语“哺乳动物细胞”意指，出于繁殖痘病毒载体的目的，可以向其中引入包括本

发明的减毒的正痘病毒载体的载体的细胞。在一个实施方案中，细胞是连续的细胞系。经修

饰的细胞是能够连续分裂的细胞系是不太必要的。哺乳动物或更高级的真核细胞可以根据

本发明被修饰并随后被转化或被永生化(immortalized)以成为连续分裂的细胞系。但是，

修饰前的细胞方便地是本领域已知的被良好表征和连续分裂的与生物技术相容的连续细

胞系。这样的细胞可以从保藏机构诸如美国典型培养物保藏中心(ATCC)或欧洲细胞培养物

保藏中心(ECACC)方便地获得。

[0046] 适当的哺乳动物细胞系包括但不限于可从例如ATCC获得的RK18、BHK、VERO、HBOC-

143B、HaCat、HepG2、HeLa、HT1080、HEK-293、RD、COS-7、CHO、Jurkat、HUT、SUPT、C8166、

MOLT4/克隆8、MT-2、MT-4、H9、PM1、CEM、骨髓瘤细胞(例如，SB20细胞)和CEMX174。

[0047] 可以使用用于产生表达异源基因的经修饰的细胞系的任何本领域公认的基因组

工程方法。参考转座子技术的应用以通过使用piggyBac载体将基因插入到细胞基因组。但

是，许多方法是公认的用于向细胞引入基因，所述方法包括，不加限制地，反转录病毒转导

(例如，MoMLV等)、慢病毒转导、质粒转染和整合、用于转导细胞系的其他病毒系统诸如腺病

毒、AAV(腺病毒伴随病毒)、EBV和用于通过与线性DNA同源重组进行位点特异性插入的基因

组编辑技术、工程化大范围核酸酶(engineered  meganuclease)、转录-激活物样效应核酸

酶(TAL-核酸酶)、锌指核酸酶(ZFN)和CRISPR。

[0048] 在一个实施方案中，哺乳动物细胞是CHO细胞。不编码病毒宿主名称基因(viral 

host  name  gene)的现有技术的CHO细胞系不支持大体上不能在人中繁殖的痘苗病毒或痘

苗病毒衍生物的制造。如本领域技术人员已知的，中国仓鼠卵巢(CHO)细胞衍生自仓鼠(中

国地鼠(Cricetulus  griseus))的卵巢，是最常用于生物工业和重组蛋白治疗剂(包括抗

体)的GMP生产的哺乳动物细胞。用于此目的的CHO细胞的普及性部分源自它们的快速生长

和高蛋白质产量。因此，已经充分地表征了CHO细胞系。适当的CHO细胞系不限制地包括A2、

A2H、XrS6、CHO-K1、CHO/dhfr、RR-CHO-K1、UT-I、P22、CHO-1C6、Lec1、Lec2、Lec8、Pro-5和

CDKXB1系。时常使用以登录号ATCC  CLL-61或ATCC  CRL-9618保藏于ATCC的CHO-K1细胞系。

CHO-K1细胞系作为由Puck  T.(1957)的成年中国仓鼠的卵巢的生物活检起始的亲本CHO细

胞系的亚克隆衍生。本说明书描述了经修饰的CHO细胞以外的经修饰的细胞。

[0049] 在一些实施方案中，哺乳动物细胞是人细胞、灵长动物细胞、仓鼠细胞或兔细胞。

[0050] 细胞可以是单细胞，或者可以在组织培养中作为液体培养物、单层或类似物生长。

宿主细胞也可以直接或间接地衍生于组织或可以在包括动物的生物体中存在。
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[0051] 应该理解，如本文预期的“诱导”免疫应答包括引发或刺激免疫应答和/或增强之

前存在的免疫应答。

[0052] 如本文使用的，术语“内部核糖体进入位点”或“IRES”指允许在mRNA内的编码区域

内部的位点或在mRNA的5’末端的3’位点起始该mRNA的翻译的病毒、细胞或合成的(例如，重

组的)核苷酸序列，以提供位于该内部核糖体进入位点的下游(即，其3’)的可操作地连接的

编码区域的翻译。这使得翻译不依赖于5’帽结构，并且不依赖于mRNA的5’末端。IRES序列提

供可操作地连接的编码区域的翻译的起始所必需的顺式作用序列。

[0053] 如本文使用的，术语“分离的”意指描述处于不同于该化合物天然存在的环境的环

境下的细胞、感兴趣的化合物(例如，重组痘病毒、核酸分子诸如基因组、多肽等)。“分离的”

意指包括样品内的化合物，该样品大体上富含感兴趣的化合物和/或其中感兴趣的化合物

被部分或大体上纯化。

[0054] 如本文使用的，术语“可操作地连接的(operably  connected)”或“可操作地连接

(operably  linked)”指一种并列方式，其中如此所述的元件呈允许其按照其预期的方式行

使功能的关系。例如，与编码序列“可操作地连接的”转录控制序列指转录控制序列相对于

编码序列的定位和/或定向允许编码序列在与该转录控制序列相容的条件下表达。在另一

个实例中，与正痘病毒编码序列可操作地连接的IRES指IRES相对于正痘病毒编码序列的定

位和/或定向允许正痘病毒编码序列的不依赖帽的翻译。

[0055] 如本文使用的，术语“开放阅读框”和“ORF”在本文中互换使用以指编码序列的翻

译起始密码子和翻译终止密码子之间编码的氨基酸序列。术语“起始密码子”(例如，ATG)和

“终止密码子”(例如，TGA、TAA、TAG)指编码序列中3个相邻核苷酸的单位(“密码子”)，其分

别明确蛋白质合成(mRNA翻译)的起始和链终止。

[0056] 如本文使用的，术语“亲代病毒”将被理解为指被修饰以掺入异源核酸序列以形成

本发明的重组病毒的病毒。

[0057] 如本文使用的，术语“多核苷酸”、“多核苷酸序列”、“核苷酸序列”、“核酸”或“核酸

序列”指mRNA、RNA、cRNA、cDNA或DNA。该术语通常指长度至少10个碱基的核苷酸的聚合物形

式，为核糖核苷酸或脱氧核糖核苷酸或核苷酸的任一种类型的经修饰的形式。该术语包括

RNA或DNA的单链和双链形式。

[0058] 本文中“多肽”、“肽”、“蛋白质”和“蛋白质分子”可互换使用以指包含氨基酸残基

的聚合物的分子或由氨基酸残基的聚合物组成的分子，并且指其变体和合成的类似物。因

此，这些术语适用于其中一个或更多个氨基酸残基是合成的非天然存在的氨基酸(诸如相

应天然存在的氨基酸的化学类似物)的氨基酸聚合物以及天然存在的氨基酸聚合物。

[0059] 如本文使用的，当用于“核酸分子”、“多核苷酸”等时，术语“重组的”被理解为意指

可以在宿主细胞或本文描述的无细胞体系中转录和/或翻译的人工核酸结构(即，非复制的

cDNA或RNA；或复制子、自复制的cDNA或RNA)。重组核酸分子或多核苷酸可以被插入到载体

中。可以使用非病毒载体诸如质粒表达载体或病毒载体。载体的种类和插入根据本发明的

核酸构建体的技术是技术人员已知的。在本发明描述的布置中，根据本发明的核酸分子或

多核苷酸不存在于自然。换句话说，异源核苷酸序列不天然地与亲本病毒基因组的元件(例

如，启动子、ORF、多腺苷酸化信号、核酶)组合。

[0060] 如本文使用的，术语“重组病毒”将被理解为指包含至少一种异源核酸序列的“亲
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本病毒”。

[0061] 如本文使用的，术语“序列同一性”指比较窗口中的序列在逐个碱基或逐个氨基酸

的基础上的相同程度。因此，“序列同一性百分比”通过以下方式计算：在比较窗口中比较两

条最佳地对齐的序列，确定在两条序列上出现相同核酸碱基(例如，A、T、C、G、I)或者相同氨

基酸残基(例如Ala、Pro、Ser、Thr、Gly、Val、Leu、Ile、Phe、Tyr、Trp、Lys、Arg、His、Asp、Glu、

Asn、Gln、Cys和Met)的位置的数目以得到匹配的位置数目，用匹配的位置数目除以比较窗

口中的位置总数目(即窗口大小)，再将结果乘以100以得到序列同一性的百分比。出于本发

明的目的，“序列同一性”将被理解为意指由DNASIS计算机程序(对于Windows，版本2.5；可

从Hitachi  Software  engineering  Co.,Ltd.,South  San  Francisco,California,USA获

得)使用如软件随附的参考手册的标准默认值计算的“匹配百分比”。

[0062] 术语“信号序列”或“信号肽”指指导蛋白质从胞质溶胶向某些细胞器诸如例如细

胞核、线粒体基质和内质网的翻译共转运或翻译后转运的短肽(约3至约60个氨基酸长)。对

于具有ER靶向信号肽的蛋白质，信号肽通常在该蛋白质被转运到ER后通过信号肽酶从前体

形式裂解，并且所得蛋白质沿着分泌途径移动到其细胞内位置(例如，高尔基体、细胞膜或

细胞壁)或细胞外位置。如本文使用的，“ER靶向信号肽”包括通常在该蛋白质部分或全部插

入通过ER膜进入ER腔后酶解除去的氨基末端疏水序列。因此，本领域已知，序列的信号前体

形式可以作为蛋白质的前体形式的一部分存在，但通常不在该蛋白质的成熟形式出现。

[0063] “相似性”指相同的或构成如以下表A中定义的保守取代的氨基酸的百分比数目。

相似性可以通过使用序列比对程序诸如GAP确定(Deveraux等人,1984 ,Nucleic  Acids 

Research12:387-395)。以这种方式，与本文列举的序列相似或大体上不同长度的序列可以

通过在比对中插入缺口来比较，这样的缺口通过例如由GAP使用的比较算法确定。

[0064] 表A：示例性保守氨基酸取代

[0065]
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[0066]

[0067] 用于对齐比较窗口的序列的最佳对齐可以通过计算机化的算法实现(Wisconsin 

Genetics  Software  Package  Release  7.0中的GAP、BESTFIT、FASTA和TFASTA,Genetics 

Computer  Group,575Science  Drive  Madison,WI,USA)进行或通过检查进行，并且用所选

不同方法中的任一种产生最佳的对齐(即，在比较窗口产生最高同源性百分比)。也可以参

考BLAST家族的程序如，例如Altschul等人,1997,Nucl.Acids  Res.25:3389公开的。序列分

析的详细讨论可以在Ausubel等人,“Current  Protocols  in  Molecular  Biology”,John 

Wiley&Sons  Inc,1994-1998,Chapter  15的Unit  19.3找到。

[0068] 术语“受试者”、“患者”、“宿主”或“个体”在本文中可互换使用，指期望疗法或预防

的任何受试者，特别是脊椎动物受试者，并且甚至更特别是哺乳动物受试者。落入本发明的

范围的适当的脊椎动物包括但不限于脊索动物(Chordata)亚门的任何成员，包括灵长动物

(例如，人、猴子和猿，并且包括猴子的种，诸如来自猕猴属(Macaca) (例如，猕猴

(cynomolgus  monkey)诸如食蟹猴(Macaca  fascicularis)和/或恒河猴(Macaca 

mulatta))和狒狒(Papio  ursinus)，以及狨猴(来自狨属(Callithrix)的种)、鼠猴(来自松

鼠猴属(Saimiri)的种)和绢毛猴(来自柽柳猴属(Saguinus)的种)以及猿的种，诸如黑猩猩

(Pan  troglodytes))、啮齿动物(例如，小鼠、大鼠、豚鼠)、兔形目(例如，家兔、野兔)、牛科

动物(例如，牛)、羊(例如，绵羊)、山羊(caprines)(例如，山羊(goats))、猪(porcines)(例

如，猪(pigs))、马科动物(例如，马)、犬科动物(例如，狗)、猫科动物(例如，猫)、鸟类(例如，

鸡、火鸡、鸭、鹅、宠物鸟诸如金丝雀、虎皮鹦鹉等)、海洋动物(例如，海豚、鲸鱼)、爬行动物

(蛇、青蛙、蜥蜴等)和鱼。优选的受试者是需要病症的治疗或预防的人。但是，应理解，上述

术语不暗示出现症状。

[0069] 本文使用术语“转基因”来描述已经或将要被人工引入到宿主生物体的基因组并

且被传递给该宿主的后代的遗传材料。在一些实施方案中，它对其被引入至其中的哺乳动

物细胞或正痘病毒载体赋予期望的特性，或以其他方式产生期望的治疗或诊断结果。

[0070] 如本文使用的，术语“治疗(treatment)”、“治疗(treating)”等指获得期望的药理

作用和/或生理学作用。该作用可以在完全或部分预防疾病或其症状方面是预防性的，和/

或可以在部分或完全治愈疾病和/或可归因于该疾病的不利作用方面是治疗性的。如本文

使用的，“治疗(treatment)”包括哺乳动物，特别是人的疾病的任何治疗，并且包括：(a)在

可能倾向于患病但尚未被诊断为患病的受试者中预防疾病的发生；(b)阻止疾病，即，阻止

其发展；和(c)减轻疾病，即，引起疾病的消退。

[0071] 有关生物体、多肽或核酸序列的术语“野生型”、“天然的(natural)”、“天然的

(native)”等意指该生物体、多肽或核酸序列是天然存在的或可以在未改变的、突变的或以

其他方式由人操作的至少一种天然存在的生物体中获得。
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[0072] 变体包括与参照分子或其互补形式的全部或部分充分相似的核酸分子，使得在中

严格度或高严格度条件下可以实现选择性杂交，或在包含至少约15个核苷酸的比较窗口

中，与定义参照痘病毒宿主范围因子的核苷酸序列具有约60％至90％或90％至98％的序列

同一性。优选地，杂交区域为约12至约18个核苷碱基或更大的长度。优选地，特定核苷酸序

列和参照序列之间的同一性百分比为至少约80％或85％，或更优选地约90％相似或更大，

诸如约95％、96％、97％、98％、99％或更大。涵盖80％和100％之间的同一性百分比。核苷酸

序列的长度取决于其提议的功能。涵盖同源物。术语“同源物(homolog)”、“同源基因”或“同

源物(homologs)”广泛地指功能上和结构上相关的分子，包括来自其他种的那些。同源物和

直向同源物(ortholog)是变体的实例。

[0073] 核酸序列同一性可以用以下方式确定。本发明的核酸序列被用于使用程序BLASTM

版本 2 .1搜索核酸序列数据库 ，诸如G e n B a n k数据库 (可以从网址h t t p : / /

www .ncbi .nln .nih .gov/blast/进入)(基于Altschul等人,(1997)Nucleic  Acids 

Research  25:3389-3402)。以无缺口模式使用程序。使用默认过滤以除去由于低复杂度的

区域的序列同源性。使用BLASTM的默认参数。

[0074] 氨基酸序列同一性可以用以下方式确定。本发明的多肽序列被用于使用BLASTP程

序搜索多肽序列数据库，诸如GenBank数据库(可以从网址http://www.ncbi.nln.nih.gov/

blast/进入)。以无缺口模式使用程序。使用默认过滤以除去由于低复杂度的区域的序列同

源性。使用BLASTP的默认参数。可以使用SEG程序过滤低复杂度的序列。

[0075] 优选的序列将在严格条件下与参照序列或其互补物杂交。术语“在严格条件下杂

交”和其语法同义词，指核酸分子与靶核酸分子(诸如在DNA或RNA印迹，诸如Southern印迹

或Northern印迹上固定的靶核酸分子)在规定的温度和盐浓度的条件下杂交的能力。对于

长度大于约100碱基的核酸分子，典型的严格杂交条件是不超过低于天然双螺旋的解链温

度(Tm)的25℃至30℃(例如，10℃)(参见，一般的，Sambrook等人,(以上)；Ausubel等人,

(1999))。对于大于约100个碱基的核酸分子的Tm，可以用公式Tm＝81.5+0.41％(G+C-log

(Na+))计算。对于具有长度小于100个碱基的核酸分子，示例性的严格杂交条件是低于Tm  5

℃至10℃。

[0076] 在本文中，术语“缺失”意指除去靶基因的编码区域的全部或部分。该术语还包括

消除靶基因的基因表达或消除或大体上下调编码的蛋白质的水平或活性的突变或转化的

任何形式。

[0077] 对“基因”的指代包括对应于外显子或基因的开放阅读框的DNA。本文中对“基因”

的指代还包括：由转录和/或翻译调节序列和/或编码区域和/或非翻译序列(即，内含子、

5’-和3’-非翻译序列)组成的经典基因组基因；或对应于编码区域(即外显子)和基因的5’-

和3’-非翻译序列的mRNA或cDNA。

[0078] “调节元件”或“调节序列”意指特定宿主细胞中可操作地连接的编码序列的表达

必需的核酸序列(例如，DNA)。适用于原核细胞的调节序列，例如，包括启动子和任选地顺式

作用序列，诸如操纵子序列和核糖体结合位点。适用于真核细胞的控制序列包括启动子、多

腺苷酸化信号、转录增强子、翻译增强子、调节mRNA稳定性的前导序列或尾随序列，以及将

由转录的多核苷酸编码的产物靶向到细胞内的细胞内区室或靶向到细胞外环境的靶向序

列。

说　明　书 10/42 页

12

CN 106255758 B

12



[0079] 适用于实现本发明的经修饰的哺乳动物细胞的嵌合构建体包含编码正痘病毒宿

主范围因子的核酸序列，该核酸序列可操作地连接到调节序列。调节序列适当地包含转录

和/或翻译控制序列，其将与细胞中的表达相容。典型地，转录和翻译调节控制序列包括但

不限于，启动子序列、5’非编码区、顺式调节区诸如转录调节蛋白或翻译调节蛋白的功能结

合位点、上游开放阅读框、核糖体结合序列、转录起始位点、翻译起始位点和/或编码前导序

列的核苷酸序列、终止密码子、翻译终止位点和3’非翻译区。构思了本领域已知的组成型或

诱导型启动子。启动子可以是天然存在的启动子，或组合多于一个启动子的元件的杂合启

动子(hybrid  promoters)。

[0080] 预期的启动子序列可以是哺乳动物细胞天然的或可以衍生自其中该区域在选择

的生物体中有功能的代替性来源。启动子的选择将根据计划的宿主细胞不同。例如，可以用

于在哺乳动物细胞中表达的启动子包括金属硫蛋白启动子，其可以响应于重金属诸如镉被

诱导，β-肌动蛋白启动子以及病毒启动子诸如SV40大T抗原启动子、人巨细胞病毒(CMV)即

刻早期(IE)启动子、劳氏肉瘤病毒LTR启动子、小鼠乳房瘤病毒LTR启动子、腺病毒主要晚期

启动子(Ad  MLP)、简单疱疹病毒启动子和HPV启动子，特别是HPV上游调节区域(URR)，除了

其他以外。所有这些启动子都被详细描述并且在本领域可容易地获得。

[0081] 本文中也可以使用增强子元件来提高哺乳动物构建体的表达水平。实例包括SV40

早期基因增强子，如例如在Dijkema等人,(1985)EMBO  J.4:761中描述的，衍生自劳氏肉瘤

病毒的长末端重复 (L T R ) 的 增强子 / 启动子 ，如例如G o r m a n等人 ,( 1 9 8 2 )

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  79:6777中描述的，和衍生自人CMV的元件，如例如Boshart等人,

(1985)Cell  41:521中描述的，诸如包括在CMV内含子A序列中的元件。

[0082] 嵌合构建体还可以包含3’非-翻译序列。3’非-翻译序列指基因的包含含有多腺苷

酸化信号和能够实现mRNA加工或基因表达的任何其他调节信号的DNA区段的那部分。多腺

苷酸化信号的特征在于实现向mRNA前体的3’末端添加多腺苷酸串(polyadenylic  acid 

tract)。多腺苷酸化信号通常由与规范形式5’AATAAA-3’的同源性的出现识别，尽管变异并

非不常见的。3’非翻译调节DNA序列优选地包括从约50至1,000nt并且除多腺苷酸化信号和

能够实现mRNA加工或基因表达的任何其他调节信号以外可以包含转录和翻译终止序列。

[0083] 在一些实施方案中，嵌合构建体还包含可选择的标记基因以允许选择包含该构建

体的细胞。选择基因是本领域公知的并且将与感兴趣的细胞中的表达相容。

[0084] 在一个实施方案中，正痘病毒结构基因或装配基因的表达是在启动子的控制下。

在一个非限制性的实施方案中，启动子是指导在缺乏对宿主细胞的显著的毒性作用下维持

病毒繁殖的充分水平的CP77的表达的细胞组成型启动子，诸如人EF1α(人延伸因子1α基因

启动子)、DHFR(二氢叶酸还原酶基因启动子)或PGK(磷酸甘油酸激酶基因启动子)。启动子

也可以是诱导型的，诸如细胞诱导型启动子，MTH(来自金属硫蛋白基因)。病毒启动子，诸如

CMV、RSV、SV-40和MoU3，也在哺乳动物细胞中使用。

[0085] 在第一方面，本发明提供了经修饰的哺乳动物细胞，其中细胞的基因组被修饰以

包含在启动子的控制下编码CP77的序列，使得经修饰的细胞系维持在未经修饰的细胞中较

不能繁殖或不能繁殖的痘病毒的繁殖。

[0086] 在第二方面，本发明提供了使在CHO细胞中不繁殖的正痘病毒繁殖的方法，该方法

包括在哺乳动物细胞系中体外繁殖痘病毒，其中该细胞系被修饰以在启动子的控制下编码
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并表达CP77。

[0087] 在一个实施方案中，细胞的基因组还包含在启动子的控制下编码D13L的序列和/

或还包含在启动子的控制下编码K1L的序列。

[0088] 在另一个实施方案中，细胞是连续的细胞系，优选地CHO细胞。

[0089] 在其他实施方案中，细胞可以是人细胞、灵长动物细胞、仓鼠细胞或兔细胞。

[0090] 在另一个实施方案中，CP77基因、D13L基因和/或K1L基因是在哺乳动物启动子的

控制下。

[0091] 在另一个实施方案中，CP77基因的表达支持病毒的繁殖以产生与在允许细胞系中

观察到的病毒产量相当的病毒产量，并且优选地支持大于500的病毒复制扩增率。

[0092] 在另一个实施方案中，CP77、D13L和/或K1L由为了在哺乳动物细胞中表达而密码

子优化的核苷酸的连续序列编码。

[0093] 示例K1L序列在SEQ  ID  NO:6和SEQID  NO:7中提供。

[0094] 本说明书广泛地涉及经修饰的(重组的或经转化的)细胞和用于在培养的高级真

核宿主细胞中体外生产病毒载体的方法，其中该细胞被以增强或有利于病毒载体在体外细

胞的群体内或通过体外细胞的群体的繁殖的方式遗传修饰。在一个非限制性实施方案中，

说明书提供了基于痘苗病毒的痘病毒在经修饰的中国仓鼠卵巢(CHO)细胞中的繁殖。

[0095] 如本领域技术人员已知的，中国仓鼠卵巢(CHO)细胞衍生自仓鼠(中国地鼠)的卵

巢，是最常用于生物工业和重组蛋白治疗剂(包括抗体)的GMP生产的哺乳动物细胞。用于此

目的的CHO细胞的普及性部分源自它们的快速生长和高蛋白质产量。因此，已经充分地表征

了CHO细胞系。适当的CHO细胞系不限制地包括A2、A2H、XrS6、CHO-K1、CHO/dhfr、RR-CHO-K1、

UT-I、P22、CHO-1C6、Lec1、Lec2、Lec8、Pro-5和CDKXB1系。时常使用以登录号ATCC  CLL-61或

ATCC  CRL-9618保藏于ATCC的CHO-K1细胞系。CHO-K1细胞系作为由Puck  T.(1957)的成年中

国仓鼠的卵巢的生物活检起始的亲本CHO细胞系的亚克隆衍生。本说明书描述了经修饰的

CHO细胞以外的经修饰的细胞。

[0096] 为了使产生的病毒的产量最大化，可以使用标准技术使细胞系诸如CHO细胞适应

于悬浮培养。对重组体或经修饰的细胞的指代包括其子代。细胞可以以任何形式销售，包括

冷冻的或液体悬浮液形式。细胞可以以被痘病毒载体感染的形式销售。

[0097] 本文中对CP77的指代意指Sphener等人,(1988)和Hsiao等人,(2006)中提到的牛

痘宿主范围基因和如本文确定的当在哺乳动物宿主细胞的基因组中作为异源基因表达时

能够支持痘病毒生长的其功能直向同源物和经修饰的形式。对“经修饰的形式”的指代包括

来自野生型或参照序列的变异(诸如缺失、取代或插入)。参照核苷酸序列以SEQ  ID  NO:1提

供。经修饰的形式在编码区域或其包含至少200个连续碱基对的一个或更多个部分中共有

至少80％序列同一性。经修饰的形式包括如本文所述的、为了在哺乳动物或其他高级真核

细胞(包括CHO细胞)中表达而优化的密码子优化形式。对CP77的指代包括直向同源物，即，

存在于其他种或以不同名称鉴定的具有相同功能的基因。牛痘宿主范围因子CP77也被称为

VHR1、CHOhr和CPXV025。痘苗病毒Western  Reserve(WR)毒株中的CHOhr/CP77基因是大体上

碎片化的并且不能产生功能因子。CP77不在MVA和哥本哈根毒株中存在。

[0098] 本文中对“CP77”、“D13L”和“K1L”的指代包括功能直向同源物和功能变体。“功能”

指本文描述的由培养的细胞的哺乳动物基因组指导的支持表达细胞细胞质内的痘病毒繁
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殖的表达(即转录和翻译)质量。术语“繁殖”包括细胞内繁殖和细胞间繁殖并且涵盖成熟病

毒颗粒的产生。

[0099] 在一个实施方案中，经修饰的细胞的群体维持在未经修饰的对照细胞中较不能繁

殖或不能繁殖的痘病毒的繁殖。不能繁殖指，通常不发生细胞到细胞或受试者到受试者传

递。

[0100] 对“未经修饰的对照细胞”的指代包括经修饰的细胞在被修饰以在启动子的控制

下从其基因组编码并表达至少一种病毒宿主范围因子之前存在的经修饰的细胞以及本领

域已知的其他适当的对照细胞，所述病毒宿主范围因子选自由CP77、K1L和SPI-1组成的组。

[0101] 例如，痘病毒诸如MVA和痘苗病毒不能在CHO细胞中繁殖。但是，如本文意外地确定

的，被重组修饰以在启动子的控制下从其基因组表达CP77的CHO细胞不仅能够支持痘苗病

毒的繁殖，还能支持痘苗病毒衍生物诸如MVA的繁殖。在本发明的经修饰的CHO-CP77细胞中

繁殖后，MVA和痘苗病毒仍然不能在未经修饰的CHO细胞或其他适当的对照中繁殖。

[0102] 本文中对“痘病毒”的指代包括编码感兴趣的异源分子(诸如感兴趣的抗原)的作

为药物、预防剂、诊断剂或治疗剂的重组痘病毒载体。这样的重组痘病毒载体通常用作抗

非-痘病毒诱导的疾病或病症的疫苗。并且，术语痘病毒包括提议用作抗痘病毒感染(诸如

天花(variola)或天花感染)的治疗疫苗或预防疫苗的分离的痘病毒及其衍生物。

[0103] 本文中对“基于痘苗病毒的”的指代包括痘苗病毒和衍生物以及痘苗病毒的经修

饰的形式。基于痘苗病毒的衍生物包括但绝不限于MVA和NYVAC。对MVA和NYVAC的指代包括

本领域已知的这些痘病毒的毒株或衍生物。经修饰的形式可以在1至10个或更多个基因中

具有修饰。术语“修饰”意图意指从野生型或参照序列的变异(诸如缺失、取代或插入)。对

“减毒的”的指代包括与相同病毒的非减毒的形式相比，在相关受试者中不繁殖或大体上以

更小的程度繁殖的痘病毒。该术语还包括在受试者中非病原性的病毒。

[0104] 在一个实施方案中，细胞是连续的细胞系。经修饰的细胞是能够连续分裂的细胞

系是不太必要的。哺乳动物或更高级的真核细胞可以根据本发明被修饰并随后被转化或被

永生化以成为连续分裂的细胞系。但是，修饰前的细胞方便地是本领域已知的被良好表征

和连续分裂的与生物技术相容的连续细胞系。这样的细胞可以从保藏机构诸如美国典型培

养物保藏中心(ATCC)或欧洲细胞培养物保藏中心(ECACC)方便地获得。

[0105] 适当的哺乳动物细胞系包括但不限于可从例如ATCC获得的RK18、BHK、VERO、HBOC-

143B、HaCat、HepG2、HeLa、HT1080、HEK-293、RD、COS-7、CHO、Jurkat、HUT、SUPT、C8166、

MOLT4/克隆8、MT-2、MT-4、H9、PM1、CEM、骨髓瘤细胞(例如，SB20细胞)和CEMX174。

[0106] 在一个实施方案中，细胞是CHO细胞。现有技术的CHO细胞系不编码病毒宿主名称

基因，不支持大体上不能在人中复制的痘苗病毒或痘苗病毒衍生物的制造。

[0107] 在一些实施方案中，细胞是人细胞、灵长动物细胞、仓鼠细胞或兔细胞。

[0108] 适用于实现本发明的经修饰的哺乳动物细胞的嵌合构建体包含编码痘病毒宿主

范围因子的核酸序列，该核酸序列可操作地连接到调节序列。调节序列适当地包含转录和/

或翻译控制序列，所述转录和/或翻译控制序列将与细胞中的表达相容。典型地，转录和翻

译调节控制序列包括但不限于，启动子序列、5’非编码区、顺式调节区诸如转录调节蛋白或

翻译调节蛋白的功能结合位点、上游开放阅读框、核糖体结合序列、转录起始位点、翻译起

始位点和/或编码前导序列的核苷酸序列、终止密码子、翻译终止位点和3’非翻译区。构思
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了本领域已知的组成型或诱导型启动子。启动子可以是天然存在的启动子，或组合多于1个

启动子的元件的杂合启动子。

[0109] 预期的启动子序列可以是哺乳动物细胞天然的或可以衍生自其中该区域在选择

的生物体中有功能的代替性来源。启动子的选择将根据计划的宿主细胞不同。例如，可以用

于在哺乳动物细胞中表达的启动子除了其他以外包括金属硫蛋白启动子，其可以响应于重

金属诸如镉被诱导，β-肌动蛋白启动子以及病毒启动子诸如SV40大T抗原启动子、人巨细胞

病毒(CMV)即刻早期(IE)启动子、劳氏肉瘤病毒LTR启动子、小鼠乳房瘤病毒LTR启动子、腺

病毒主要晚期启动子(Ad  MLP)、简单疱疹病毒启动子和HPV启动子，特别是HPV上游调节区

域(URR)。所有这些启动子已经在本领域中很好地描述并可以容易地获得。

[0110] 本文中也可以使用增强子元件来提高哺乳动物构建体的表达水平。实例包括SV40

早期基因增强子，如例如在Dijkema等人,(1985)EMBO  J.4:761中描述的，衍生自劳氏肉瘤

病毒的长末端重复 (L T R ) 的 增强子 / 启动子 ，如例如G o r m a n等人 ,( 1 9 8 2 )

Proc.Natl.Acad.Sci.USA  79:6777中描述的，和衍生自人CMV的元件，如例如Boshart等人,

(1985)Cell  41:521中描述的，诸如CMV内含子A序列中包括的元件。

[0111] 嵌合构建体还可以包含3’非翻译序列。3’非翻译序列指基因的包含含有多腺苷酸

化信号和任何其他能够实现mRNA加工或基因表达的调节信号的DNA区段的那部分。多腺苷

酸化信号的特征在于实现向mRNA前体的3’末端添加多腺苷酸串。多腺苷酸化信号通常由与

规范形式5’AATAAA-3’的同源性的出现识别，尽管变异并非不常见的。3’非翻译调节DNA序

列优选地包括从约50至1,000nt并且除多腺苷酸化信号和能够实现mRNA加工或基因表达的

任何其他调节信号以外可以包含转录和翻译终止序列。

[0112] 在一些实施方案中，嵌合构建体还包含可选择的标记基因以允许选择包含该构建

体的细胞。选择基因是本领域公知的并且将与在感兴趣的细胞中的表达相容。

[0113] 在一个实施方案中，病毒宿主范围基因的表达是在启动子的控制下。在一个非限

制性的实施方案中，启动子是指导在缺乏对宿主细胞的显著的毒性作用下维持病毒繁殖充

分水平的CP77的表达的细胞组成型启动子，诸如人EF1α(人延伸因子1α基因启动子)、DHFR

(二氢叶酸还原酶基因启动子)或PGK(磷酸甘油酸激酶基因启动子)。启动子也可以是诱导

型的，诸如细胞诱型启动子，MTH(来自金属硫蛋白基因)。病毒启动子，诸如CMV、RSV、SV40和

MoU3，也在哺乳动物细胞中使用。

[0114] 方便地，在一个实施方案中，病毒宿主范围基因的表达支持病毒的繁殖以产生与

在允许细胞系中观察到的病毒产量等价的病毒产量。例如，病毒宿主范围基因的表达支持

大于500的病毒复制扩增率。病毒宿主范围基因的表达支持在缺乏明显的宿主细胞毒性下

的病毒繁殖。明显的宿主细胞毒性指由于不成熟的宿主细胞死亡或不能分裂而降低病毒产

量的病毒宿主范围因子表达的水平。技术人员熟悉定性地或定量地评价宿主细胞参数和病

毒参数的方法，所述宿主细胞参数诸如宿主细胞存活率和繁殖，所述病毒参数诸如病毒宿

主范围基因表达、病毒复制和病毒产量。

[0115] 在一个实施方案中，痘病毒是除编码功能CP77或CP77直向同源物的正痘病毒以外

的脊索动物痘病毒(chordopox  virus)。牛痘病毒编码CP77并且因此不被包括于此方面。正

痘病毒包括，水牛痘病毒(buffalopox  virus)、牛痘病毒(cowpox  virus)、骆驼痘病毒

(camelpox  virus)、鼠痘病毒(ectromelia  virus)、猴痘病毒(monkeypox  virus)、兔痘病
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毒(rabbitpox  virus)、浣熊痘病毒(racconpox  virus)、tetrapox  virus、痘苗病毒、田鼠

痘病毒(volepox  virus)、臭鼬痘病毒(skunkpox  virus)和马的瓦森伊修病病毒(Uasin 

Gishu  disease  virus)。其他属包括副痘病毒属(parapoxvirus)、禽痘病毒属

(avipoxvirus)、羊痘病毒属(capripoxvirus)、野兔痘病毒属(leporipoxvirus)、猪痘病毒

(swinepoxvirus)、软疣痘病毒属(molluscipoxvirus)和亚塔痘病毒属(yatapoxvirus)。

[0116] 在一个实施方案中，痘病毒是MVA或大体上不能在人/受试者中复制的MVA衍生物。

[0117] 在一个实施方案中，痘病毒是痘苗病毒或大体上在人中在体内非复制性的痘苗病

毒衍生物。

[0118] 在另一个实施方案中，痘病毒适合用作痘病毒疫苗。

[0119] 在又一个实施方案中，痘病毒是编码并表达感兴趣的异源分子的重组痘病毒载

体，所述感兴趣的异源分子诸如具有医疗益处的抗原，其中该重组痘病毒载体在受试者中

用作诊断剂、治疗剂或预防剂。

[0120] 本文中对K1L的指代意指Shisler和Jin(2004)描述的基因及其直向同源物或经修

饰的形式。

[0121] 本文中对SPI-1的指代意指Brookes等人,(1995)描述的宿主范围基因或其直向同

源物和经修饰的形式。

[0122] 在一些实施方案中，并且为了避免疑问，本发明的增强的病毒繁殖过程不需要向

痘病毒基因组加入基因。当然，这不排除出于其他目的的对病毒载体的修饰，诸如，不加限

制地，以编码异源分子作为用于疫苗目的的感兴趣的抗原或以在受试者中产生免疫应答。

[0123] 痘病毒宿主范围基因从宿主细胞核内的转录和编码的产物的翻译在被感染的细

胞中发生并且对于在宿主细胞细胞质中的痘病毒繁殖是足够的。不限于任何特定作用方

式，认为CP77是病毒保护剂。

[0124] 在一个说明性实施方案中，由被感染的细胞系表达的痘病毒宿主范围基因是

CP77。如实施例4中所示，当CHO细胞核被修饰以编码和表达CP77时，它能够如同它是允许细

胞系(诸如143B)一样维持病毒扩增。典型地，在感染后2天内观察到融合的噬斑。

[0125] 在另一个实施方案中，在经修饰的细胞中的病毒繁殖水平提供至少10至5000的扩

增率。在一些实施方案中，扩增率在500和3000之间，或在1000和4000之间。

[0126] 在另一个实施方案中，驱动异源痘病毒宿主范围基因的表达的启动子提供了细胞

中痘病毒宿主范围异源基因表达的水平。CP77表达的水平可以与由牛痘病毒在允许细胞中

产生的表达的水平相似，或超过牛痘病毒在允许细胞中产生的表达的水平。

[0127] 在另一个实施方案中，驱动异源痘病毒宿主范围基因的表达的启动子提供了足以

允许病毒繁殖至少达到在允许细胞中病毒繁殖的水平的细胞中异源基因表达的水平。

[0128] 在一个实施方案中，CHO细胞系中的痘病毒生产与阳性对照细胞中痘病毒产生的

水平相等或超过阳性对照细胞中痘病毒产生的水平。

[0129] 在一个实施方案中，CHO细胞中MVA病毒产生的水平与CEF细胞中MVA病毒产生的水

平大体相等或超过CEF细胞中MVA病毒产生的水平。

[0130] 在一个实施方案中，CP77、K1L和/或SPI-1由为了在哺乳动物细胞中表达而密码子

优化的核苷酸的连续序列编码。

[0131] 如本文进一步描述的，编码CP77的密码子优化的核酸序列可以与编码Brighton 
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Red毒株的牛痘CP77蛋白的序列(UniprotKB/Swiss-Prot:P12932.1)具有少于80％或少于

70％的核苷酸序列同一性。在一些实施方案中，密码子优化的序列具有SEQ  ID  NO:1列出的

序列，或者密码子优化的序列是包含与SEQ  ID  NO:1列出的序列具有至少70％序列同一性

的核酸序列的功能变体。在一些实施方案中，CP77病毒宿主范围因子具有SEQ  ID  NO:2列出

的氨基酸序列，或者与SEQ  ID  NO:2列出的氨基酸序列具有至少70％氨基酸序列同一性。

[0132] 在一些实施方案中，构思了试剂盒，所述试剂盒包括如本文描述的从其基因组表

达CP77的经修饰的哺乳动物细胞的群体，诸如克隆群体，或主要由从其基因组表达CP77的

经修饰的哺乳动物细胞的群体，诸如克隆群体组成。在一些实施方案中，经修饰的细胞不包

含痘苗病毒。

[0133] 本说明书还描述了用于制造在CHO细胞中不繁殖的痘病毒的工艺或方法，该工艺

包括在哺乳动物细胞系中体外繁殖痘病毒，其中该细胞系被修饰以在启动子的控制下编码

并表达CP77。此工艺可以还包括分离病毒颗粒。

[0134] 方便地，细胞系是本领域技术人员已知的适用于药物或治疗剂、诊断剂或预防剂

的制造的哺乳动物细胞系。

[0135] 说明书描述了一种经修饰的CHO细胞，其中该CHO细胞被修饰以在启动子的控制下

从其基因组编码CP77并表达CP77。

[0136] 在一个实施方案中，经修饰的CHO细胞系维持在未经修饰的对照CHO细胞中较不能

繁殖或不能繁殖的病毒的繁殖，所述未经修饰的对照CHO细胞是不表达CP77的CHO细胞。

[0137] 在一个实施方案中，病毒是除编码CP77的正痘病毒以外的正痘病毒。如本领域已

知的，牛痘病毒是编码CP77的痘病毒。

[0138] 在一些实施方案中，病毒是痘苗病毒或大体上在人/受试者中在体内非复制性的

痘苗病毒衍生物。

[0139] 在一些实施方案中，病毒是MVA。

[0140] 在另一个实施方案中，说明书提供了繁殖在人中大体上非-复制性的痘病毒的方

法，该方法包括：(i)培养已经被转化以表达CP77的CHO细胞；和(ii)用该在人中大体上非-

复制性的痘病毒感染来自(i)的培养的CHO细胞。

[0141] 在另一个实施方案中，说明书提供了繁殖在人中大体上非-复制性的痘病毒的方

法，该方法包括：(i)培养已经被转化以表达CP77和D13L和/或K1L的CHO细胞；和(ii)用该在

人中大体上非-复制性的痘病毒感染来自(i)的培养的CHO细胞。

[0142] 在另一个实施方案中，说明书提供了繁殖MVA的方法，该方法包括：(i)培养已经被

转化以表达CP77和D13L和/或K1L的CHO细胞；和(ii)用MVA感染来自(i)的培养的CHO细胞。

[0143] 在另一个实施方案中，说明书提供了繁殖在人中大体上非-复制性的痘苗病毒衍

生物的方法，该方法包括：(i)培养已经被转化以表达CP77和D13L和/或K1L的CHO细胞；和

(ii)用该痘苗病毒衍生物感染来自(i)的培养的CHO细胞。

[0144] 在另一个实施方案中，说明书提供了繁殖编码异源蛋白的MVA的方法，该方法包

括：(i)培养已经被转化以表达CP77和D13L和/或K1L的CHO细胞；和(ii)用该MVA感染来自

(i)的培养的CHO细胞。

[0145] 在另一个实施方案中，说明书提供了繁殖在人中大体上非-复制性的、编码异源蛋

白的痘苗病毒衍生物的方法，该方法包括：(i)培养已经被转化以表达CP77和D13L和/或K1L
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的CHO细胞；和(ii)用该痘苗病毒衍生物感染来自(i)的培养的CHO细胞。

[0146] 在另一个实施方案中，本说明书提供了包含病毒宿主范围基因的核酸序列的人工

制造的载体、多核苷酸或质粒，所述病毒宿主范围基因的核酸序列可操作地连接到用于在

哺乳动物细胞系中表达的调节元件诸如启动子。在一些实施方案中，病毒基因是包含牛痘

锚蛋白重复结构域的蛋白CP77基因(UniProtKBSwiss-Prot  P12932 .1[025LBR 

CP77protein]。在一个实施方案中，为了在哺乳动物细胞系中表达，对病毒宿主范围基因诸

如CP77进行密码子优化。适当的载体和质粒是本领域已知的。

[0147] 在一个实施方案中，多核苷酸编码CP77。在一些实施方案中，多核苷酸包含在SEQ 

ID  NO:1中列出的核苷酸序列(为了在哺乳动物细胞诸如CHO中表达，被密码子优化)。在一

些实施方案中，分离的多核苷酸包含在SEQ  ID  NO:1中列出的核苷酸序列或编码在SEQ  ID 

NO:2中列出的氨基酸序列的其变体。

[0148] 在另一个实施方案中，本说明书描述了用于将病毒宿主范围基因稳定插入到哺乳

动物细胞的转座递送载体。

[0149] 本说明书还提供了将大体上对病毒非允许的哺乳动物或更高级的真核培养细胞

转化成对该病毒允许的细胞的方法，该方法包括转化该细胞以表达CP77。

[0150] 在一些实施方案中，该方法包括用能够指导在哺乳动物启动子的控制下表达编码

的CP77的载体转染细胞。

[0151] 在一些实施方案中，该载体是在哺乳动物启动子的控制下编码CP77的转座递送载

体。

[0152] 在一个非限制性的实施方案中，启动子是指导在缺乏对宿主细胞的显著的毒性作

用下维持病毒繁殖的充分水平的CP77的表达的细胞组成型启动子，诸如人EF1α(人延伸因

子1α基因启动子)、DHFR(二氢叶酸还原酶基因启动子)或PGK(磷酸甘油酸激酶基因启动

子)。启动子也可以是诱导型的，诸如细胞诱导型启动子，MTH(来自金属硫蛋白基因)。病毒

启动子，诸如CMV、RSV、SV40和MoU3，也在哺乳动物细胞中使用。

[0153] 在一些实施方案中，细胞是CHO细胞。

[0154] 在一些实施方案中，病毒是痘病毒。

[0155] 在一些实施方案中，痘病毒是在人中非-病原性或非-复制性的痘苗病毒衍生物。

[0156] “分离的”意指大体上或基本上不含通常在该材料天然状态下伴随的组分的材料。

例如，如本文使用的，“分离的多核苷酸”或“分离的多肽”等指多核苷酸或多肽分子从其天

然细胞环境和从与细胞其他组分的关联的体外分离和/或纯化。不加限制地，分离的组合

物、复合物、多核苷酸、肽或多肽可以指通过纯化分离的天然序列或指由重组或合成方法产

生的序列。

[0157] 变体包括与参照分子或其互补形式的全部或部分充分相似的核酸分子，使得在中

严格度或高严格度条件下可以实现选择性杂交，或在包含至少约15个核苷酸的比较窗口

中，与定义参照痘病毒宿主范围因子的核苷酸序列具有约60％至90％或90％至98％的序列

同一性。优选地，杂交区域为约12至约18个核苷碱基或更大的长度。优选地，特定核苷酸序

列和参照序列之间的同一性百分比为至少约80％或85％，或更优选地约90％相似或更大，

诸如约95％、96％、97％、98％、99％或更大。涵盖80％和100％之间的同一性百分比。核苷酸

序列的长度取决于其提议的功能。涵盖同源物。术语“同源物(homolog)”、“同源基因”或“同
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源物(homologs)”广泛地指功能上和结构上相关的分子，包括来自其他种的那些。同源物和

直向同源物是变体的实例。

[0158] 核酸序列同一性可以用以下方式确定。本发明的核酸序列被用于使用程序BLASTM

版本 2 .1搜索核酸序列数据库 ，诸如G e n B a n k数据库 (可以从网址h t t p : / /

www .ncbi .nln .nih .gov/blast/进入)(基于Altschul等人,(1997)Nucleic  Acids 

Research  25:3389-3402)。以无缺口模式使用程序。使用默认过滤以除去由于低复杂度的

区域的序列同源性。使用BLASTM的默认参数。

[0159] 氨基酸序列同一性可以用以下方式确定。本发明的多肽序列被用于使用BLASTP程

序搜索多肽序列数据库，诸如GenBank数据库(可以从网址http://www.ncbi.nln.nih.gov/

blast/进入)。以无缺口模式使用程序。使用默认过滤以除去由于低复杂度的区域的序列同

源性。使用BLASTP的默认参数。可以使用SEG程序过滤低复杂度的序列。

[0160] 术语“在严格条件下杂交”和其语法同义词，指核酸分子与靶核酸分子(诸如在DNA

或RNA印迹，诸如Southern印迹或Northern印迹上固定的靶核酸分子)在规定的温度和盐浓

度的条件下杂交的能力。对于长度大于约100碱基的核酸分子，典型的严格杂交条件是不超

过低于天然双螺旋的解链温度(Tm)的25℃至30℃(例如，10℃)(参见，一般的，Sambrook等

人,(以上)；Ausubel等人,(1999))。对于大于约100个碱基的核酸分子的Tm可以用公式Tm＝

81.5+0.41％(G+C-log(Na+))计算。对于具有长度小于100个碱基的核酸分子，示例性的严

格杂交条件是低于Tm  5℃至10℃。

[0161] “载体”意指衍生自例如质粒、噬菌体、酵母、病毒、哺乳动物、鸟类、爬行动物或鱼

的多核苷酸分子，适当地DNA分子，多核苷酸可被插入或克隆至其中。载体优选地包含一个

或更多个独特的限制位点并且能够在定义的宿主细胞包括靶细胞或组织或其祖细胞或组

织中自主复制，或可以与定义的宿主的基因组整合，使得克隆的序列是可以复制的。因此，

载体可以是自主复制的载体，即，作为染色体外实体存在的载体，其复制独立于染色体复

制，例如，线性或闭合环状质粒、染色体外元件、微型染色体或人工染色体。载体可以包含用

于保证自体复制的任何工具。可选地，载体可以是，当被引入到宿主细胞时，被整合到基因

组并且与其被整合进入的染色体一起复制的载体。载体系统可以包括单个载体或质粒、两

个或更多个载体或质粒，其一起包含待被引入到宿主细胞的基因组的全部DNA，或转座子。

载体的选择通常将取决于载体与该载体将被引入的宿主细胞的相容性。载体还可以包括可

以用于选择适当的转化体的选择标记诸如抗生素抗性基因。这样的抗性基因的实例是本领

域的技术人员已知的。

[0162] 对“基因”的指代包括对应于基因的外显子的cDNA。本文中对“基因”的指代还包

括：由转录和/或翻译调节序列和/或编码区域和/或非翻译序列(即，内含子、5’-和3’-非翻

译序列)组成的经典基因组基因；或对应于编码区域(即外显子)和基因的5’-和3’-非翻译

序列的mRNA或cDNA。

[0163] “调节元件”或“调节序列”意指特定宿主细胞中可操作地连接的编码序列的表达

必需的核酸序列(例如，DNA)。适用于原核细胞的调节序列，例如，包括启动子和任选地顺式

作用序列，诸如操纵子序列和核糖体结合位点。适用于真核细胞的控制序列包括启动子、多

腺苷酸化信号、转录增强子、翻译增强子、调节mRNA稳定性的前导序列或尾随序列，以及将

由转录的多核苷酸编码的产物靶向到细胞内的细胞内区室或靶向到细胞外环境的靶向序

说　明　书 18/42 页

20

CN 106255758 B

20



列。

[0164] 涵盖这些序列的互补序列和部分。当与核酸分子相关使用时，术语“互补”和“互补

的”指如通过沃森-克里克碱基配对确定的互补的核酸序列。例如，核酸序列5’CCATG3’的互

补序列是5’CATGG3’。

[0165] 短语“与……特异性杂交”等指一个分子在严格条件下只与特定核苷酸序列结合、

形成双链或杂交，当该特定核苷酸序列存在于复杂混合物(例如，总细胞)DNA或RNA中时。

[0166] 术语“受试者”或“个体”或“患者”在本文中可互换使用，指期望疗法或预防的任何

受试者，特别是脊椎动物受试者，并且甚至更特别是哺乳动物受试者。落入本发明的范围的

适当的脊椎动物包括但不限于，灵长动物、鸟类、家畜动物(例如，绵羊、牛、马、驴、猪)、实验

室试验动物(例如，兔子、小鼠、大鼠、豚鼠、仓鼠)、伴侣动物(例如，猫、狗)和圈养的野生动

物(例如，狐狸、鹿、澳洲野犬)。优选的受试者是需要治疗或预防的灵长动物诸如人。但是，

应理解，上述术语不暗示出现症状。

[0167] 通过以下的非限制性实施例进一步描述本文可行的各种实施方案。

[0168] 实施例1

[0169] VACV-COP不能在CHO细胞中生长

[0170] 材料和试剂

[0171] -VACV-COP、VSS02、SEM120213，滴度：1.6x108)pfu/mL

[0172] -Vero：WHO-VERO-MCB  passage  No  141，08/08/2005，Virax  Holdings  Limited

[0173] -CHO：SA-Pathology  7.05.2004

[0174] -生长培养基：RPMI，10％FBS，Pen/Strep

[0175] -维持培养基：RPMI，2％FBS，Pen/Strep

[0176] 以每细胞系一个6孔板(6-WP)将CHO和Vero细胞培养至融合。在室温下，用4x10(4)

pfu  VACV-COP  VSS02感染每孔45分钟，并且随后在37℃/5％CO2孵育。对于每种细胞系，在

感染后24h、48h、78h收获并合并2孔的内容物。通过冻融3次产生病毒提取物并且在-80℃储

存直到准备好滴定。如实施例4中描述的方案描述的，使用Vero细胞滴定每种提取物。

[0177] 冻融后，可以使用匀质探头来破坏这些大的不溶的团块。待被收获的每孔包含2mL 

MM。对于每个时间点，合并2孔以产生每时间点的4mL的总体积。可以加入TE缓冲液以得到每

时间点的6mL的总体积。

[0178] 滴定结果、病毒产量结果和生产收率在表1中制成表格。结果示出了，VACV-COP不

能在CHO细胞中从低moi繁殖，不像Vero细胞，在Vero细胞中病毒生产随着时间增加。VACV-

COP在CHO细胞中是非-允许的。

[0179] 实施例2

[0180] VACV+PH22[CP77]在CHO中对Vero中的多步生长——CP77在VACV中活跃

[0181] 在多步生长研究中与Vero细胞比较，来确定表达编码CP77的牛痘病毒BR025L基因

的重组VACV-COP(VACV-PH22[CP77])在CHO的繁殖潜力。

[0182] VACV-PH22是表达来自编码CHO宿主范围蛋白CP77的牛痘病毒Brighton毒株的天

然025L  ORF的重组痘苗病毒哥本哈根毒株。痘苗病毒中此ORF也在BR025L天然启动子的控

制下。克隆天然BR025L基因(天然启动子和ORF)以产生还编码红色荧光蛋白DsRed-

Express2的pPH22。pPH22是将BR025L基因和DsRed基因插入到VACV-COP的B19R  ORF的整合
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载体，B19R  ORF编码可溶的和细胞表面IFNα/β受体蛋白。将BR025L和DsRed插入到VACV-COP

通过同源重组实现，所述同源重组是用低复制性的VACV-COP感染CHO和用pPH22转染的结

果。只有包含BR025L基因的病毒将继续在CHO细胞中扩增，这可以通过被红色荧光感染的细

胞或噬斑的存在的目视确认。

[0183] 将同源重组后3天提取的病毒在CHO中扩增3次，并且随后在Vero细胞中滴定，之后

在CHO细胞中的此多步生长研究中使用。

[0184] 材料和试剂

[0185] -VACV-COP、VSS02、SEM120213，滴度：1.6x108pfu/mL

[0186] -VACV-PH22[CP77]，滴度：8x106pfu/mL

[0187] -Vero：WHO-VERO-MCB  passage  No  141,08/08/2005

[0188] -CHO：SA-Pathology  7.05.2004

[0189] -生长培养基：RPMI，10％FBS，Pen/Strep用于CHO和Vero

[0190] -维持培养基：RPMI，2％FBS，Pen/Strep用于CHO和Vero

[0191] 以每细胞系2x  T25烧瓶将CHO和Vero细胞培养至融合。在室温下，用1x105pfu 

VACV-COP  VSS02和1x105pfu  VACV-PH22感染每种细胞系的1个烧瓶45分钟，并随后在37℃/

5％CO2孵育。对于每种细胞系，在感染后96h收获每个烧瓶的内容物。通过冻融3次产生病毒

提取物并且在-80℃储存直到准备好滴定。如实施例4中详细描述的方案描述的，在24孔板

格式下使用Vero细胞滴定每种提取物。

[0192] 在T25烧瓶中进行感染，每细胞系2个烧瓶，其中用VACV-COP感染烧瓶1，并且用

VACV-PH22感染烧瓶2。仅在感染后96h进行收获。结果在表2中制成表格。从表2可以看出：

CHO细胞不能支持VACV-COP病毒后代产生。这证实了实施例1描述的结果。此外，当感染本研

究中的允许细胞系即Vero细胞时VACV-COP有活力，将接种物水平扩增至超过200倍，因此

CHO中观察到的结果是由于宿主细胞限制。但是，当CP77被重组痘苗病毒VACV-PH22表达时，

接种物的扩增达到约700倍。CP77的表达不将痘苗病毒宿主范围限制于仅CHO细胞，因为用

VACV-PH22感染vero细胞也扩增接种物。但是，扩增水平可能不如无CP77的痘苗病毒好。由

于滴定结果的标准差太大，以至于产量的区别可能是不显著的。

[0193] 这些结果示出了，通过产生与从允许细胞基底诸如Vero预期的产量相似的产量，

从病毒基因组表达的CP77足够使VACV-COP在非-允许CHO细胞中扩增。

[0194] CHO细胞的痘苗病毒感染期间CP77蛋白的可能的功能已经由Hsiao等人,(2006)报

道。他们提出，CP77与HMG20A结合并且从位于病毒工厂的新合成的痘苗病毒基因组除去

HMG20A，从而使痘苗病毒生命周期在CHO细胞中继续。本文假设，由于HMG20a与基因组结合

并且“锁定”基因组，CP77使新合成的基因组可用于在CHO细胞中原本不可得的包装。由于在

允许细胞系诸如Vero中，病毒扩增不要求CP77的功能，本文提出，存在具有此功能的代替的

等效蛋白，甚至细胞蛋白，所述等效蛋白可能在至少CHO细胞中失活或不存在，但在允许细

胞系中有活性或存在。该代替的蛋白可能导致不需要CP77，并且因此在痘苗病毒的进化中，

它可以随后被缺失或重排，因为它的功能缺失对广泛宿主范围不重要。

[0195] 实施例3

[0196] p-LL07-CHO(表达CP77的多克隆细胞系)的构建

[0197] 构建CHO细胞系以表达CP77蛋白。表达绿色荧光蛋白(EGFP)的VACV-COP重组病毒
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形成噬斑，其在感染的数天内发展成融合感染。

[0198] 痘苗病毒-COP(SCV401C)是已经插入A39R  ORF表达盒的哥本哈根毒株的重组痘苗

病毒(VACV-COP)，该A39R  ORF表达盒由可操作地连接到增强的绿色荧光蛋白(EGFP)的蛋白

编码序列的强痘苗病毒早期/晚期启动子组成并由痘病毒早期转录终止序列终止。在非允

许细胞和允许细胞的感染时，EGFP将在被感染的细胞中表达，所述EGFP可以使用荧光显微

镜显现。在允许细胞中，可以观察到随着病毒在细胞群体中扩散，绿色荧光从细胞到细胞扩

散。

[0199] 由GeneArt  GmbH(Germany)通过从由牛痘病毒Brighton  Red毒株UniProtKB/

Swiss-Prot:P12932.1的025L  ORF编码的CP77的氨基酸重建(回译(back  translation)或

逆向翻译(reverse  translation))DNA序列合成地制造CP77蛋白编码序列，并且为了在哺

乳动物细胞(CHO)细胞中表达，进行密码子优化。为了CP77蛋白编码序列的表达，参见SEQ 

ID  NO:1的密码子优化的核苷酸序列。

[0200] 使用PCR引物将来自pPH51(含有密码子优化的CP77蛋白编码序列的克隆质粒)的

密码子优化的CP77蛋白编码序列PCR扩增，其中5’引物被设计为在起始密码子周围加入

kozak序列，并且3’引物被设计为在终止密码子之前加入flag-标签序列。将扩增的PCR产物

通过Bsa  I克隆位点亚克隆到从DNA2.0Inc(USA)购买的转座子piggybac载体pJ507-2(Hyg

+)中。克隆到BsaI中有效地用CP77蛋白编码序列代替CometGPF编码序列以产生pLL07。现

在，CP77成为在人组成型延伸因子1α启动子(EF1a)的控制下并且在CP77与潮霉素抗性基因

已经被稳定地整合到转染的细胞的基因组中之后，CP77与潮霉素抗性基因二者共表达。

[0201] 通过转座子辅助的CP77和潮霉素抗性表达盒的稳定插入转导CHO：将CHO细胞接种

到6孔板的孔中，这样过夜孵育后它们为约50％融合度。使用来自Qiagen的Effectene转染

试剂，按照生产商的说明，将1ug  pLL07转染到1个孔的50％融合的CHO细胞。随后将转染细

胞在生长培养基中孵育过夜。第二天，使用包含500ug/mL潮霉素B的生长培养基更换培养基

用于选择转导的细胞。每2-3天更换选择培养基并在转导的细胞开始大量生长时，使用

TrypLE  Select(Life  Technologies)将其回收并接种在T25烧瓶中用于进一步细胞扩增。

[0202] 通过蛋白质印迹法验证CP77表达(加Flag-标签的)

[0203] 产生兔抗-CP77血清：用连接到代表CP77蛋白的短内部氨基酸序列的KHL蛋白的15

个氨基酸肽注射兔。此氨基酸序列为：SGSDVNIRSNNGYTC——UniProtKBSwiss-Prot 

P12932.1[025LBR  Cp77蛋白]SEQ  ID  NO:2的氨基酸位置481至495。

[0204] 进行总计三次注射，间隔1个月，以产生对此KHL缀合的氨基酸序列的抗体。用蛋白

质印迹法检验来自被注射的兔的血液的细菌表达的和Ni-NTA纯化的N-末端加His-标签的

CP77蛋白。显示出此兔抗CP77血清清楚地识别重组CP77蛋白。

[0205] 检验p-LL07-CHO的CP77表达：用CHO和p-LL07-CHO接种2个T25烧瓶并且培养直到

每个烧瓶中的细胞单层达到100％融合。收获来自每个烧瓶的细胞、用PBS洗涤并且随后在

200uL中重悬。为此，向每管重悬细胞加入50μL  5X  SDS-PAGE加样缓冲液，并且随后在98℃

孵育5min。将15uL每种细胞蛋白提取物加载到2个10％SDS-PAGE凝胶、电泳并随后通过电-

印迹布点到Hybond  ECL硝酸纤维素。

[0206] 随后在室温下用溶解于包含吐温20的Tris缓冲盐水(TBST)中的5％脱脂奶粉处理

电-印迹的膜1小时以阻断膜上所有可用的非特异性抗体结合位点。随后，在用抗体探测前，
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将膜在TBST中洗涤数次。在4℃，用HRP缀合的抗-DDDDK标签抗体[M2](ab49763,Sapphire 

Bioscience)的1:5000稀释液探测膜1过夜。在4℃，用抗-CP77抗血清的1:100稀释液探测膜

2过夜，用TBST洗涤3次，随后用二抗，HRP缀合的抗-兔抗体(GE  Healthcare)的1:5000稀释

液探测2小时。随后，将2个膜在TBST中洗涤3次，并且用ECL蛋白质印迹检测试剂(GE 

Healthcare)处理并暴露于X-射线底片，如使用手册指导的。

[0207] CHO和p-LL7-CHO中的噬斑试验：将CHO和p-LL7-CHO细胞接种到多个6孔板中并且

培养直到细胞单层达到100％融合。

[0208] 使用包含在早期/晚期痘苗病毒启动子控制下的EGFP表达盒(绿色荧光蛋白)的重

组痘苗病毒(哥本哈根毒株)(SCV401C)感染细胞。由于SCV401C的未知的滴度，先在1ml  MM

培养基中稀释10μl储备病毒(Dil1：1:100稀释)，并且随后用500μl病毒稀释液感染每孔。感

染后1天，注意到高moi感染，其中大多数细胞是荧光绿。决定进行Dil  1的进一步的1:20稀

释，通过将100μl  Dil  1加入到2ml  MM培养基中(Dil  2)进行。随后用500μl  Dil  2将其用于

感染每孔。

[0209] 在带有GFP滤光器(Cat#U-MGFPHQ,Olympus)的荧光显微镜(Olympus  IX51)下观察

病毒感染。使用cellSens数字成像软件(Olympus)捕获图像。

[0210] 从结果看出，如预期地，表达绿色荧光蛋白的VACV-COP(SCV401C)在CHO细胞中不

繁殖。单细胞荧光绿是病毒进入细胞、表达其包括EGFP的基因但不能产生新的感染病毒颗

粒并因此不能将感染扩散到邻近细胞的结果。但是，在表达CP77的CHO细胞系中，截止感染

后第1天，痘苗病毒能够产生扩散到邻近细胞以形成感染焦点的新的感染性病毒。截止感染

后接下来2天，这些感染焦点变成融合的感染，截止到第3天，整个细胞单层被SCV401C感染。

与亲本(原始)CHO细胞不同，表达宿主范围蛋白CP77的CHO细胞允许痘苗病毒感染。

[0211] HMG20A属于包含HMG盒结构域的蛋白质家族。HMG蛋白是识别扭曲的DNA结构，诸如

十字形(cruiciform)的染色体重塑蛋白。它们还可以通过与DNA的小沟结合来诱导DNA弯

曲。因此，包含HMG盒的蛋白质被认为在DNA复制、重组或修复期间对染色体重塑重要。此外，

某些包含HMG盒的蛋白质可以通过与转录因子在启动子位点相互作用而影响基因转录。

[0212] Hsiao等人,2006发表的研究表明，在CHO-K1细胞中CP77与HMG20A结合。此宿主细

胞蛋白，HMG20A，表现为在被痘苗病毒感染的CHO细胞中的病毒工厂与病毒DNA结合，并且假

设该宿主细胞蛋白“锁定”病毒工厂中的DNA并且随后阻止痘苗病毒生命周期的下一个阶段

并从而防止后代感染病毒的产生。CP77被牛痘病毒的表达表现为从病毒DNA除去了宿主

HMG20A并且允许病毒生命周期重新开始，最终产生后代感染性病毒。

[0213] 但是，随着在缺乏病毒感染下CHO中CP77的表达，人们将预期此蛋白质在存在于胞

质的新合成的HMG20A移位到细胞核之前就将其隔离。如果是这样的情况，细胞核中HMG20A

的功能将会丢失，并且由于它在DNA复制、重组和修复期间起重要作用以及其在基因转录期

间的功能，人们将预期CP77的表达将在细胞增殖和维持期间损害CHO细胞的完整性。出人意

料地，情况表现为不是这样，因为随着连续培养，表达CP77的CHO细胞系容易地维持，与亲本

CHO细胞系相比，没有对其经许多世代复制的能力有明显影响。

[0214] 实施例4

[0215] 多步生长研究

[0216] 在p-LL07-CHO中进行多步生长动力学研究：评价表达宿主范围基因CP77的CHO细
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胞系对痘苗病毒感染的允许性质并比较病毒产生的水平和在天然允许人细胞系-143B中获

得的产生水平。

[0217] 目的是比较p-LL07-CHO、CHO和143B细胞系中VACV-COP特征性的繁殖。在此研究

中，通过检查与VACV-COP在CHO(非-允许的)和143B(允许的)细胞中特征性的扩增相比，

VACV-COP在p-LL07-CHO细胞系中特征性的扩增来检验由p-LL07-CHO表达的CP77的功能。

[0218] 材料和方法

[0219] 细胞系设置

[0220] CHO设置：用CHO细胞接种一个6-孔板(6WP)并培养直到在生长培养基(RPMI+10％

FBS)中达到融合。

[0221] 143B设置：用143B细胞接种一个6-孔板(6WP)并培养直到在生长培养基(RPMI+

10％FBS)中达到融合。

[0222] p-LL07-CHO设置：用p-LL07-CHO细胞接种一个6-孔板(6WP)并培养直到在生长培

养基(RPMI+10％FBS+500ug/ml潮霉素B)中达到融合。

[0223] VACV-COP的稀释：用0.01pfu于总体积500uL感染每个6WP的每个孔。假设在100％

融合，每孔的细胞计数为4x106细胞。对于0.01pfu/孔的感染率，要求4x104pfu每孔，并且因

此，将储备病毒在维持培养基(RPMI/2％FBS)中稀释到8x104pfu/mL。

[0224] 感染：从每板的每孔除去培养基，加入500μL稀释的病毒，并且静置在室温下孵育1

小时以使细胞吸附病毒。随后除去病毒接种物，并且用1mL无菌PBS洗涤每个感染的孔一次，

并且随后在37℃/5％CO2在每孔2mL  MM中孵育。

[0225] 收获：在感染后以下时间点：24h、48h和72h收获来自每板的2组孔。在收获当天，将

细胞刮到培养基中，其中合并来自每种细胞系的两组孔并且在1000g离心5分钟使细胞沉

淀。将每种细胞沉淀在1mL  10mM  TrisHCl  pH8中重悬。然后，将重悬的细胞沉淀进行3个循

环的冻融并且在-80℃储存直到准备好滴定。

[0226] 在于24孔板中培养至100％融合的Vero和143B细胞中进行滴定。

[0227] 稀释：从冰柜取出病毒提取物，解冻并超声处理以使任何可见的团块匀质化。将病

毒提取物在维持培养基中系列稀释至10-8。

[0228] 感染：从每孔除去生长培养基，并在室温下用每种稀释液的1mL(每种稀释液4个

孔，每种病毒1个平板，从10-2稀释开始)感染1h。孵育后，将每个板移动到培养箱并在37℃/

5％CO2孵育3天，以发展噬斑。

[0229] 滴度的计算：包含20至50个噬斑的稀释液，计算噬斑并然后平均。用稀释的倒数乘

以此平均计数，并且，因为使用1mL感染，所得数字将为以pfu/ml计的滴度。

[0230] 标准误差的计算：使用以下公式用组成平均数的4个滴定值计算95％置信的标准

误差(SE)：1.95x(Sd/√n)，其中：SD是来自小样本的标准差，n是滴定重复的数目(此情况下

为4)。

[0231] 产量的计算：这是被滴定的病毒提取物中的病毒的总量：平均滴定值(pfu/mL)X病

毒提取物的总体积＝pfu

[0232] 扩增率的计算：此数值代表扩增倍数相对于用作接种物的量：以pfu计的产量/以

pfu计的接种量。

[0233] 在6孔板上进行多步生长动力学研究-每时间点每细胞系两个孔。用4x104pfu 
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VACV-COP感染每孔，并且对于收获，收获并合并每个细胞系和时间点的2个孔，从其制备病

毒提取物。然后滴定总体积为1mL、代表由接种量为8x104pfu产生的2个合并的感染

(4x104pfu  X  2)的此病毒提取物。使用两个指示细胞系143B和Vero进行滴定。

[0234] 分别在表3和表4中将滴定和病毒产量结果制成表格。VACV-COP在非允许CHO细胞

中不扩增，即，它产生比输入接种物中使用的量更少的病毒。但是，在表达宿主范围基因

CP77的CHO细胞系中的病毒扩增为大于输入接种物约2000倍(基于使用143B细胞作为指示

细胞系的滴定结果)。来自允许细胞系的扩增为大于输入接种物约3000倍。由于标准误差与

p-LL07-CHO和143B细胞之间的扩增的差异重叠，该差异不是统计上显著的。

[0235] 如果使用来自Vero指示细胞的滴定结果比较两个细胞系之间的病毒扩增，p-

LL07-CHO中的扩增将似乎比在143B细胞中的扩增稍多，但是这不是统计上显著的。

[0236] 在此研究中还证实，痘苗病毒在CHO细胞中是不允许的，因为病毒生产的水平比用

作接种物的病毒的量低得多。但是如果CHO表达编码CP77蛋白的牛痘病毒宿主范围基因，它

现在变得对痘苗病毒是允许的并且支持病毒生产达到在允许细胞系中见到的相同水平。还

值得注意的是，只要求表达一种宿主范围基因CP77来将此细胞系转化成用于痘苗病毒的生

产的“可用的”允许细胞基底。非常期望从CHO生产痘苗病毒，因为CHO是一种生物技术友好

的细胞系，因为它与细菌生长得一样快，它可以在限定的合成培养基中培养而不需要生物

添加剂诸如胎牛血清，并且可以作为细胞悬液在生物反应器中培养。CHO也具有生产生物药

物产品的历史，已被充分表征并且被生物医药管理机构诸如FDA和EMEA所知和喜爱。

[0237] 在组成型细胞启动子的控制下表达CP77蛋白的转基因CHO细胞系允许痘苗病毒复

制和繁殖达到在产生高水平子代病毒的天然允许细胞系中观察到的相同水平。

[0238] 实施例5

[0239] 在CHO-CP77细胞中的MVA繁殖

[0240] 在CHO、143B和p-LL07-CHO中的MVA+GFP繁殖

[0241] 材料和方法

[0242] 生长培养基(GM)：RPMI-1640，补充有10％FBS、2mM  L-谷氨酰胺、青霉素和庆大霉

素、Hepes

[0243] 维持培养基(MM):RPMI-1640，补充有2％FBS、2mM  L-谷氨酰胺、青霉素和庆大霉

素、Hepes

[0244] 培养p-LL07-CHO的注意事项：在GM加上500ug/mL潮霉素B中进行p-LL07-CHO细胞

系的一般繁殖和维持，但是，对于在感染前铺板(plating  out)和培养达到100％融合，在无

潮霉素B的GM中培养细胞。

[0245] 细胞设置：将143B、CHO和P-LL07-CHO细胞接种到多个6孔板中并且在生长培养基

(GM)中、37℃/5％CO2下培养直到细胞单层达到100％融合。每细胞系培养1个板。

[0246] 感染

[0247] ●使用包含GFP表达盒(绿色荧光蛋白)的重组MVA感染培养于6-孔板中的细胞。由

于不知道MVA-GFP的滴度，根据以下将病毒在维持培养基(MM)中系列稀释：

[0248] ○Dil  1：将20ul储备病毒在2ml  MM培养基中稀释(1:100稀释)并通过剧烈漩涡混

合。

[0249] ○Dil  2：将500ul  Dil  1加入到4.5ml  MM中(1:103稀释)并通过剧烈漩涡混合。
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[0250] ○Dil  3：将500ul  Dil  2加入到4.5ml  MM中(1:104稀释)并通过剧烈漩涡混合。

[0251] ○Dil  4：将500ul  Dil  3加入到4.5ml  MM中(1:105稀释)并通过剧烈漩涡混合。

[0252] ●用500ul的以下病毒稀释液Dil  2、Dil  3和Dil  4感染每板的一个孔。

[0253] ●将每板孵育经过5天时间段并检查荧光细胞的焦点的发展和扩散。在此研究中，

Dil  4经过3天时间段产生可辨别的荧光细胞的焦点。每板的未感染的孔是自体荧光的对

照。

[0254] 显微镜观察

[0255] 在带有GFP滤光器(Cat#U-MGFPHQ,Olympus)的荧光显微镜(Olympus  IX51)下观察

病毒感染。使用cellSens数字成像软件(Olympus)捕获图像。

[0256] 结果

[0257] 结果示出了，如预期地，表达绿色荧光蛋白(GFP)的MVA在CHO和143B细胞中不繁

殖。单细胞荧光绿是病毒进入细胞、表达其包括GFP的基因但不能产生新的感染病毒颗粒并

因此不能将感染扩散到邻近细胞的结果。但是，在表达CP77的CHO细胞系中，截止感染后第1

天并进一步发展到第3天，MVA能够产生扩散到邻近细胞以形成感染焦点的新的感染性病

毒。

[0258] 实施例6

[0259] 从p-LL07-CHO感染收获的MVA的宿主范围限制的确认

[0260] 细胞设置

[0261] 将143B、CHO和BHK-21细胞接种到多个6孔板中并且在生长培养基(GM)中、37℃/

5％CO2下培养直到细胞单层达到100％融合。每细胞系培养1个板。

[0262] 来自实施例5的病毒收获

[0263] 如下，在感染后第5天从实施例5的Dil  3感染的P-LL07-CHO孔收获MVA+GFP：

[0264] ●从孔收集上清液和细胞并在1000g离心5分钟以沉淀被感染的细胞。

[0265] ●在500ul  100mM  Tris-HCl  pH8缓冲液中重悬细胞沉淀。

[0266] ●将重悬的细胞沉淀冻融至少3次以从被感染的细胞释放病毒。

[0267] 感染

[0268] ●由于不知道粗制病毒提取物的滴度，用与实施例5相同的方法将病毒在MM培养

物中系列稀释：

[0269] ●用500ul的以下病毒稀释液Dil  2、Dil  3和Dil  4感染每板的一个孔。

[0270] ●将每板孵育经过5天时间段并检查荧光细胞的焦点的发展和扩散。在此实验中，

Dil  3经过3天时间段产生可辨别的荧光细胞的焦点。

[0271] 显微镜观察

[0272] 在带有GFP滤光器(Cat#U-MGFPHQ,Olympus)的荧光显微镜(Olympus  IX51)下观察

病毒感染。使用cellSens数字成像软件(Olympus)捕获图像。

[0273] 结果

[0274] 从表达CP77的CHO细胞系收获的MVA仍通过不能在非允许细胞系CHO(仓鼠)和143B

细胞(人)中繁殖保持其受限的宿主范围。在CHO和143B细胞感染后经过3天时间段缺乏绿色

荧光焦点证明了，在这些细胞系中不产生感染性后代病毒。但是，此MVA仍保持其对BHK21细

胞(仓鼠)的宿主范围，因为截止感染后1天可以看到感染的绿色荧光焦点，该焦点经过之后
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3天其大小增加。

[0275] 结论

[0276] ●与亲本(原始)CHO细胞不同，表达宿主范围蛋白CP77的CHO细胞允许MVA感染。

[0277] ●在表达CP77的CHO细胞系中繁殖的MVA不增加其宿主范围至非允许细胞系诸如

CHO和143B(人)。

[0278] 实施例7

[0279] pLL07的构建

[0280] 背景信息：将来自pPH51DNA模板的CP77(CHO密码子优化的)CDS  PCR产物通过

Clontech’s  InFusion克隆系统克隆到pJ507-2(Hyg+)PiggyBac系统中以产生pLL07。将加

flag-标签的CP77序列插入到pJ507-2的BsaI，从而除去CometGFP序列(SEQ  ID  NO:3)。

[0281] 用于将来自pPH51质粒DNA的CP77-CHO基因PCR扩增的PCR引物对：AACACGTCTCGGG

GGgccgccaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG(SEQ  ID  NO:4)和CAGGAAGACGCTTTTtca

CTGCTGCTCGAAGATCTTGTACT(SEQ  ID  NO:5)。

在Inf-LL07-CP77-Rv引物中以黑体示出了Flag标签序列。

[0282] 质粒插入/盒配置(Plasmid  INSERT/CASSETTE  Configuration)如下。插入/盒图。

将pLL7克隆#3送去测序。

[0283] 将15ABI测序文件和pLL07参考文件“pLL07_ref .sbd”一起输入到Lasergene’s 

DNAstar  Seqman计算机程序并组装成一个一致重叠群(consensus  contig)。整理对齐序列

以匹配参照序列的开始和结束，之后从对齐中删除参照序列以对一致序列的建立不产生影

响。以名称为“pLL07_#3consensus.seq”的DNA序列文件保存重叠群的一致序列。确定重叠

群的读取方向，发现其代表与参照序列相同的读取方向。使用Megalign(DNAstar)将

“pLL07_#3consensus”与“pLL07_ref .sbd”参照序列人工对齐以帮助鉴定参照序列和

pLL07_#3中的序列之间的差异。使用Seqman (默认设置)对来自AGRF-测序服务的

pLL07Clone#3装配15AB1文件，产生一个覆盖LL07插入参照序列全长的一致重叠群。在

pLL07_#3的序列和参照序列之间不存在差异。pLL07_#3重叠群一致中的插入序列与参照序

列相同。

[0284] 实施例8

[0285] G1L和I7L在哺乳动物细胞中的表达

[0286] 构建编码加flag-标签的-G1L或加flag-标签的I7L的表达质粒并将其用于产生表

达这些蛋白的转基因143B细胞系。尽管这些细胞已经在遗传霉素(Geneticin)的存在下扩

增以阳性选择经转导的细胞，并且PCR分析已经确认了这些细胞系的基因组中这些蛋白编

码序列的存在，当用抗DDDDK抗体探测时，蛋白质印迹分析未能检测表达的加Flag-标签的-

蛋白质的存在。

[0287] C-末端加flag-标签的COP-GiL和COP-I7L的蛋白编码序列由GeneArt(Life 

Technologies)合成并且亚克隆到从DNA2.0Inc(USA)购买的pJ503-2(piggyBac-新霉素抗

生素选择)的Bsa  I位点。此克隆过程交换CometGFP为加Flag-标签的G1L或加Flag-标签的

I7L蛋白编码序列。对于G1L  piggyBac载体，所得克隆被命名为pLL08，并且对于I7L 

piggyBac载体，所得克隆被命名为pLL10。

[0288] 这两个质粒载体的关键特征是：加flag-标签的蛋白编码序列在组成型人启动子
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EF1α的控制下，这些表达盒与NPT  II表达盒(新霉素抗性基因)一起两侧是左转座子边界和

右转座子边界以形成人工转座子元件。在人工转座子元件外但包含于相同质粒内的是介导

转座元件不可逆地整合到宿主基因组中的转座子酶表达盒。通过将G418(遗传霉素)并入到

细胞生长培养基中可以阳性选择携带这些转座子元件的细胞。

[0289] 质粒载体pLL08(加Flag-标签的-G1L)和pLL10(加Flag-标签的-I7L)被转染到

143B细胞中以产生2种经转导的转基因细胞系：G1L-143B(包含G1L表达盒)和I7L-143B(包

含I7L表达盒)。通过在生长培养基中包括遗传霉素将具有成功的转座子整合的细胞扩增至

可工作的量。为了证明成功的整合，依照试剂盒的使用手册的指导，使用来自Qiagen的

DNeasy  DNA提取试剂盒从这些转基因细胞提取总细胞DNA。然后将提取的DNA用作模板以使

用对G1L和I7L的PCR扩增特异性的PCR引物对的PCR扩增反应。对于其基因组中G1L和I7L 

DNA序列的存在，两种细胞系都是阳性。

[0290] 为了检测这些细胞系的G1L和I7L表达，通过使用缀合至HRP的抗-flag标签抗体

[M2](抗-DDDDK抗体，Abcam#ab49763)检测每种加flag-标签的蛋白的存在来进行蛋白质印

迹分析。使用从G1L-143B和I7L-143B细胞系提取的总蛋白的这些蛋白质印迹分析的结果显

示出，如预期的，抗-flag-标签抗体不识别从143B提取的任何蛋白，并且如果它可以识别

flag-标签-CP77转基因CHO细胞系(CP77-CHO)中表达的flag-标签蛋白，证明抗-flag-标签

抗体可以识别加flag-标签的蛋白。但是，在来自G1L-143B样品的蛋白提取物中未能检测到

加flag-标签的G1L蛋白。细菌表达的加flag-标签的I7L蛋白可以用抗-flag-标签抗体检测

到，但该抗体未能检测I7L-143B细胞系的加flag-标签的I7L表达。

[0291] 由于在其相应细胞系中可以检测到G1L和I7L表达盒，结论可以是在缺乏痘苗病毒

感染下，表达的蛋白质在合成后被快速降解，即G1和I7蛋白二者都是病毒特异性酶并且可

以在缺乏其痘苗病毒特异性酶底物时不稳定，或者驱动这两个表达盒的启动子有缺陷。另

一个假设，在缺乏痘苗病毒感染下，这些蛋白的表达对细胞“有毒”，并且在遗传霉素选择方

法期间，具有沉默的转基因G1L和I7L表达盒而非NPT  II表达盒的细胞使不表达G1L或I7L蛋

白的遗传霉素抗性细胞扩增。由于在我们的实验室成功使用了pJ503-2piggyBac质粒进行

COP-D13L在143B细胞中的表达，提出EF1α启动子是功能性的并且这些蛋白质在缺乏痘苗病

毒感染下不稳定，或者驱动这些蛋白质的表达的启动子被选择性沉默以阻止在遗传霉素存

在下的细胞扩增期间表达“有毒的”蛋白质。

[0292] 实施例9

[0293] 作为重要的结构成熟或装配蛋白的实例，D13L由哺乳动物细胞表达并救援具有

D13L基因缺失的痘苗病毒，并且D13L缺失的痘苗病毒在受感染的细胞中表达蛋白质

[0294] D13-救援细胞系的构建——作为通过阻断装配/成熟过程使痘苗病毒减毒的实

例，把哥本哈根毒株的D13L  ORF作为用于缺失的靶。这样做时，首先必须构建表达此蛋白的

细胞系，这样可以繁殖COP-D13L-缺失的病毒。对于救援细胞系的构建，选择中国仓鼠卵巢

细胞系，通常被称为CHO，因为此细胞系是“生物技术”友好的。为了用COP-D13L缺失救援感

染性的痘苗病毒，此细胞系必须使用细胞的转录机器而非痘苗病毒的转录机器从细胞的核

基因组表达D13-蛋白。细胞表达的D13-蛋白的蛋白质氨基酸序列包含C-末端加标签的

DYKDDDDK(Flag-标签，Hopp等人,1988)的氨基酸序列并且为了产生相应的核苷酸序列进行

CHO密码子优化。将由哺乳动物启动子和哺乳动物多腺苷酸化信号序列组成的此加标签的
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D13L-CHO密码子优化的表达盒稳定整合到核DNA通过Urschitz等人,2010和Matasci等人,

2011报道的类型的转座子整合技术实现。CHO的转导通过使用从DNA2 .0Inc(USA)购买的

piggy  Bac载体系统实现。

[0295] D13L蛋白编码序列的构建——D13L蛋白编码序列由Life  Technologies的

GeneArt通过从由痘苗病毒哥本哈根毒株的D13L  ORF编码的D13-氨基酸重建DNA序列并为

了在CHO细胞中表达进行密码子优化而合成地制造。VACV-COP  D13L  ORF的蛋白编码序列在

序列表中示出。

[0296] D13L细胞转导载体的构建——将来自pLL7的密码子优化的D13-蛋白编码序列

(D13LchoTagged)PCR扩增并且通过Bsa  I克隆位点亚克隆到从DNA2.0Inc购买的转座子

piggyBac载体pJ503-2(具有CometGFP和Neo+的pHULK  piggyBac哺乳动物表达载体)(Cat#

pJ503-2)以产生pLL19。通过In-Fusion克隆(Clontech：无连接酶克隆)在BsaI之间克隆除

去了CometGPF编码序列并通过体外同源重组用加标签的D13-蛋白编码序列代替它。现在，

D13LchoTagged蛋白编码序列在人延伸因子1α启动子(EF1a)的控制下并且将与新霉素抗性

基因共表达，一旦二者已经被稳定地整合到转染的细胞的基因组中。通过由piggyBac载体

的左转座子边界和右转座子边界结合的DNA序列的转座子整合介导向宿主基因组的稳定整

合。

[0297] 使用以下引物对进行D13LchoTagged序列的PCR扩增：

[0298] 正向引物序列：

[0299] Inf-LL19-D13LC-Fw：5’- ATGAACAACA 

CCATCATCAA-3’

[0300] 大写的、粗体和加下划线的文字的序列代表与In-Fusion克隆必需的pJ503-2(Neo

+)中的comet  GFP上游的Bsa  I位点同源的序列。小写的红色和加下划线的文字的序列是经

修饰的Kozak序列。正常的大写的文字的序列与pLL17中的D13LchoTagged序列的5’末端同

源。

[0301] 反向引物序列

[0302] Inf-LL19-D13LC-Rv：5’- TCACTTGTCGTCGTCGTCCT 

TGTAG-3’

[0303] 大写的、粗体和加下划线的文字的序列代表与In-Fusion克隆必需的pJ503-2(Neo

+)中的comet  GFP下游的Bsa  I位点同源的序列。正常的大写的文字的序列与pLL17中的

D13LchoTagged序列的3’末端同源。按照制造商的说明，通过InFusion克隆(Clontech)将预

期的1719bp的PCR产物克隆到BsaI切割的pJ503-2(Neo+)中以产生pLL19。

[0304] 表达D13-蛋白的CHO细胞系的构建：将p-LL19-CHO-CHO细胞接种到6孔板的孔中，

这样过夜孵育后它们为约50％融合度。使用来自Qiagen的Effectene转染试剂(Cat#

301425)，按照生产商的说明，将1ug  pLL19转染到1个孔的50％融合的CHO细胞。然后，在生

长培养基(RPMI  1640/10％FBS/2mM  Glutamax/Pen-Strep)中将转染的细胞孵育过夜。第二

天，使用包含1000ug/mL遗传霉素的生长培养基更换培养基用于选择转导的细胞。每2至3天

更换选择培养基。当转导的细胞生长至超过90至100％融合度时，使用TrypLE  Select

(Gibco-Invitrogen  Corp,Cat#12563-029)将它们回收并接种到T25烧瓶用于进一步细胞

扩增。
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[0305] 通过蛋白质印迹验证D13表达——兔抗-D13抗血清生产：用连接到代表天然D13-

蛋白的C -末端氨基酸的KL H蛋白的16个氨基酸肽注射兔子。此氨基酸序列为：

CYDQGVSITKIMGDNN。进行总计三次注射，间隔1个月，以产生对此氨基酸序列的抗体。通过对

以下细胞提取物的蛋白质印迹分析检验来自经注射的兔的血清：143B全细胞提取物、来自

表达加flag-标签的-D13L的143B转基因细胞系(p-LL06-143b)的全细胞提取物和经VACV-

COP感染的143B细胞提取物。结果清楚地证明，兔抗-D13血清可以清楚地特异性识别D13-蛋

白。

[0306] CHO-转导细胞的制备——如普通CHO细胞一样，在T25烧瓶中将D13LchoTagged转

导的CHO多克隆扩增细胞系(p-LL19-CHO)培养到100％融合度。用TrypLE  Select(Gibco-

Invitrogen  Corp,Cat#12563-029)收获来自每个烧瓶的细胞、通过低速离心(300g离心5分

钟)沉淀、用PBS洗涤并在200uL  PBS中重悬。

[0307] 蛋白质印迹分析——向每种细胞悬液添加50uL  5x  SDS-PAGE加样缓冲液，并且随

后在98℃孵育5分钟。将15uL每种细胞蛋白提取物加载到2个10％SDS-PAGE凝胶、电泳并随

后通过电-印迹布点到Hybond  ECL硝酸纤维素上。随后在室温下用溶解于包含吐温20的

Tris缓冲盐水(TBST)中的5％脱脂奶粉处理电-印迹的膜1小时以阻断膜上所有可用的非特

异性抗体结合位点。在用抗体探测前，将膜在TBST中洗涤数次。在4℃，用HRP中缀合抗-

DDDDK标签抗体[M2](Abcam,Cat#ab49763)的1:5000稀释液探测膜1过夜。在4℃，用兔D13-

抗血清的1:2000稀释液探测膜2过夜，用TBST洗涤3次，并且随后用二抗，HRP缀合的抗-兔抗

体(Abcam,Cat#ab97069)的1:5000稀释液探测2小时。随后，将2个膜在TBST中洗涤3次，并且

用ECL蛋白质印迹检测试剂(GE  Healthcare)处理并暴露于X-射线底片，如使用手册指导

的。

[0308] 实施例10

[0309] 通过D13L  ORF缺失使VACV-COP减毒

[0310] 为了使痘苗病毒减毒，将保守的晚期启动子序列与COP-D13L  ORF蛋白编码序列的

大部分一起被标记用于通过同源重组缺失，并且在它的位置，插入选择/报告盒这样可以在

表达D13-蛋白的CHO细胞系中选择通过同源重组的成功的缺失并且其中感染可以用红色荧

光显现。选择/报告盒由表达CP77的CHO宿主范围基因和在痘苗病毒启动子的控制下的

DsRed-Express2序列组成。

[0311] COP-D13L缺失同源重组载体的构建——为了从VACV-COP通过同源重组缺失D13L 

ORF，在COP-D13L  ORF每一侧侧翼设计两个同源重组臂。但是，由于COP-D13L  ORF的启动子

序列可能位于COP-D13L  ORF的3’端，COP-D13L  ORF的3’端的大约200bp是完整的。

[0312] 同源重组臂F1和F2的构建——使用以下示出的引物对从VACV-COP基因组DNA  PCR

扩增同源重组臂。粗体和加下划线的文字代表用于连接F1和F2臂与选择/报告盒和在来自

Clontech的In-Fusion试剂盒中提供的线性化pUCk19的In-Fusion臂。In-Fusion连接将产

生被命名为pLL09的环状的质粒。

[0313] 用于从VACV-COP  DNA  PCR扩增D13L-F1臂的PCR引物对：

[0314] Inf-PCR-D13L-F1-Fw：5’ ACGAAAAATAATAGTAACCA-

3’。粗体和加下划线的文字(15bp)代表与Clontech  In-Fusion试剂盒中提供的线性化

pUC19质粒的左端同源的序列。

说　明　书 29/42 页

31

CN 106255758 B

31



[0315] Inf-PCR-D13L-F1-Rv：5’- TGGAAAAAGCTTACAATA 

AACTC-3’。粗体和加下划线的文字(15bp)代表与选择/报告盒的5’端同源的序列。预期的

PCR产物大小：657bp

[0316] 用于从VACV-COP  DNA  PCR扩增D13L-F2臂的PCR引物对：

[0317] Inf-PCR-D13L-F2-Fw：5’- CAATAATGGAACAAGAACCCT-

3’。粗体和加下划线的文字(15bp)代表与选择/报告盒的3’端同源的序列。

[0318] Inf-PCR-D13L-F2-Rv：5’- GCGCTGAGGTCGGCAACTACG-

3’。粗体和加下划线的文字(15bp)代表与Clontech  In-Fusion试剂盒中提供的线性化

pUC19质粒的右端同源的序列。预期的PCR产物大小：621p

[0319] 选择/报告盒的构建——选择/报告表达盒由来自牛痘病毒025L  ORF(Brighton 

Red毒株)的CP77CHO宿主范围基因和DsRed-Express2的红色荧光蛋白编码序列组成。此表

达盒由Life  Technologies  GeneArt合成地制造，这样CP77蛋白编码序列在其天然启动子

(CP77ATG起始密码子上游的100bp序列)的控制下并且由痘病毒早期转录终止序列(T5NT)

终止。DsRed蛋白编码序列在痘苗病毒早期/晚期启动子的控制下，并且也由痘病毒早期转

录终止序列终止。

[0320] pLL09的装配——按照生产商的说明，通过In-Fusion克隆将D13L-F1和D13L-

F2PCR产物与选择/报告盒一起装配到来自ClonTech的InFusion试剂盒提供的pUC19中，以

产生pLL09。

[0321] 通过同源重组缺失COP-D13L以及噬斑纯化以产生SCV104——通过缺失蛋白编码

序列的大部分和保守的晚期启动子元件“TAAAT”使COP-D13L  ORF失活。COP-D13L  ORF在痘

苗病毒晚期启动子的控制下，其中保守的晚期启动子元件对于启动子活性是重要的(Moss,

2007)——其缺失将导致COP-D13L  ORF变得沉默。蛋白编码序列和保守的启动子元件的缺

失通过VACV-COP和pLL09之间的同源重组实现，其中同源重组的结果是将CP77/DsRed表达

盒插入到缺失的区域。此表达盒的插入使得重组病毒，现在被称为SCV104，能够在CHO细胞

中繁殖，但仅在表达功能D13-蛋白的细胞诸如p-LL19-CHO中繁殖。同源重组之后，通过连续

几轮的噬斑纯化清除污染性的“遗留(carryover)”亲代病毒(VACV-COP)。通过对插入位点

的PCR分析监测污染性的亲代病毒的存在。

[0322] 同源重组——用p-LL19-CHO接种3个包含生长培养基(RPMI-1640/10％FCS/2mM 

Glutamax/Pen-Strep和1000ug/mL遗传霉素)的T25烧瓶并且在37℃/5％CO2培养直到100％

融合。在感染当天，用VACV-COP以moi  0.01pfu/细胞感染2个烧瓶，其中另一个烧瓶不被感

染(未被感染的对照)。在室温下，感染烧瓶1和2  45分钟后，除去病毒接种物，并用PBS洗涤

细胞单层2次。洗涤后，向包括烧瓶3的每个烧瓶加入4ml维持培养基(MM：RPMI-1640/2％

FCS/2mM  Glutamax/Pen-Strep)，该烧瓶3也经历了相同的洗涤步骤。

[0323] 使用Effectene转染试剂(Qiagen,Cat  No  301425)并且按照生产商的说明进行转

染。简要地说，将16uL  Enhancer加入到于150uL  Ec缓冲液的2ug线性化pLL09中，并在充分

混合后在室温下放置5分钟。向此加入25μl  Effectene转染试剂并在室温下放置10分钟。最

后，向混合物加入1ml  MM(RPMI-1640/2％FCS/2mM  Glutamax/Pen-Strep)并一起缓缓彻底

混合。然后，将此转染混合物添加到之前已经用VACV-COP感染的烧瓶1。

[0324] 在37℃/5％CO2将烧瓶1(同源重组)、烧瓶2(仅感染的对照)和烧瓶3(未感染的对
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照)孵育过夜，其中第二天用新鲜MM更换每个烧瓶的培养基——每烧瓶5mL并在37℃/5％

CO2继续培养直到总CPE仅可在烧瓶1中见到。在烧瓶2中应该不存在感染的迹象，因为VACV-

COP对CHO细胞是非感染性的并且烧瓶3中单层应该看起来健康。

[0325] 过夜感染后，在用倒置荧光显微镜检查时，可以清楚地辨认红色荧光细胞。决定通

过将细胞刮入培养基来收获烧瓶1中的细胞，然后通过低速离心(在室温下500g离心5分钟)

沉淀并将细胞沉淀重悬于1mL  10mM  Tris-HCl  pH8。通过多个冻融循环制备病毒提取物并

随后在-80℃保存以备用于噬斑纯化期。病毒构建体被称为SCV104。

[0326] 噬斑纯化方法——基本原理是系列稀释同源重组提取物并使用每种稀释液感染

在48孔板中培养的p-LL19-CHO细胞的一行。目的是将病毒稀释至每孔1pfu感染，并且然后

在收获前、在感染后大约30小时后寻找仅包含1个荧光噬斑的孔。

[0327] 将p-LL19-CHO细胞接种到48孔板的每孔并在37℃/5％CO2、在包含1000ug/mL遗传

霉素的生长培养基(RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep)中培养至100％。

[0328] 对于感染，将同源重组提取物(SCV104)解冻并短暂地超声处理以打破团块和聚集

体。使用以1mL体积的MM(RPMI/2％FBS/Glutamax/PenStrep)进行至10-5病毒提取物的10-倍

系列稀释。对于每种稀释液，从每孔除去生长培养基并用PBS洗涤一次后，用500uL稀释的病

毒接种48孔板的一行。将该48孔板在室温放置45分钟以使病毒吸附发生。病毒吸附后，仔细

地将病毒接种物从每孔除去，其中通过由每孔500uL  PBS组成的洗涤步骤除去残余的接种

物。洗涤后，向每孔加入500uL  MM(RPMI/2％FBS/Glutamax/PenStrep)并且然后在37℃/CO2

孵育直到在荧光显微镜下可以清楚看到感染的荧光红色焦点。

[0329] 对于收获，仅选择在可能的最低稀释度包含单个荧光焦点的孔。从选择的孔小心

地除去培养基并加入100uL  10mM  TrisHCl  pH8。将板冻融3次并然后回收选择的孔的内容

物。对于每个回收的噬斑，将噬斑纯化方法再重复5次。

[0330] 然后通过在100％融合度感染包含p-LL19-CHO细胞的6孔板的1个孔进一步扩增选

择的克隆，通过从该孔除去生长培养基并加入于PBS中稀释到500uL的10uL病毒提取物。在

室温下45分钟后，向孔加入2mL  MM并在37℃/5％CO2进一步孵育3天直到大部分细胞在荧光

显微镜下发红色荧光。将感染的孔中的细胞刮到培养基中并然后在500g沉淀5分钟。将沉淀

的细胞重悬于500uL  10mM  TrisHCl  pH8并短暂地超声处理以制造病毒提取物。

[0331] CP77/DsRed表达盒插入到SCV104的D13L  ORF的PCR验证——进行PCR分析以确定

同源重组和噬斑纯化后D13L  ORF是否事实上被CP77/DsRed表达盒取代。设计PCR引物对以

结合两个侧翼的同源重组臂的区域的外侧，这样它们将与“原始”DNA序列而非“引入的”DNA

结合。以这样的方式设计引物对意味着，此引物对可以使用VACV-COP和SCV104作为用于PCR

扩增的DNA模板，并且PCR产物的大小将指示D13L  ORF中的表达盒的插入或不具有插入的病

毒，即VACV-COP的检测。此PCR测定不仅指示了插入的存在，也可以鉴定在多轮噬斑纯化后

是否仍然存在残余的污染性亲本病毒(VACV-COP)。不想要的VACV-COP的痕量污染的存在是

非常不期望的，因为此污染可以对SCV104提供反式D13帮助并从而降低SCV104的减毒。

[0332] 使用QIAGEN  DNeasy  Tissue试剂盒(Cat#69504)的DNA提取——按照制造商的说

明，使用DNeasy  Tissue试剂盒从200uL的上述SCV104扩增的病毒提取病毒DNA。简单地说，

这通过将20ul蛋白酶K加入到200uL病毒提取物并充分混合进行。向其加入200uL缓冲液AL，

然后充分混合，之后在56℃(热阻断)孵育10分钟。孵育后，加入200ul  100％乙醇并充分混
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合，并且然后将总体积加到离心柱。如生产商使用者手册说明的，通过离心使液体通过离心

柱，之后用AW1和AW2缓冲液洗涤离心柱。用两次100uL  AE缓冲液洗脱与离心柱结合的DNA。

将洗脱的DNA合并到单个管并准备用于PCR分析，或在4℃保存直到准备进行PCR分析。

[0333] PCR扩增——使用从SCV104提取的DNA(参见以上4.2.3.1节)作为用于PCR扩增的

模板以确定插入是否在D13L  ORF内发生。以下描述的PCR引物与D13L  ORF外的侧翼的序列

结合，这样从SCV104DNA的扩增应该扩增4360bp的PCR产物，而非从亲本病毒VACV-COP扩增

的2881bp的PCR产物。PCR分析示出了，SCV104的第6个噬斑纯化克隆仅扩增对应于大于

4000bp、小于5000bp的产物，表明SCV104在D13L  ORF中包含CP77/DsRed盒。缺乏约3000bp的

PCR产物意味着，在SCV104扩增的储备物中不存在可检测的水平的亲本病毒污染。

[0334] 引物对细节

[0335] ID_D12L_LL04_Fw：5’-TACAAAATCAAATAATGGTCGAAAC-3’

[0336] ID_A2L_LL04_Rv：

[0337] 5’-TGCCAAGAAAACACTCCTTCTAAGACAAT-3’

[0338] 实施例11

[0339] 通过噬斑感染测定检验SCV104的减毒

[0340] 由于由D13L  ORF编码的蛋白对病毒装配重要，人们将期望，SCV104救援病毒的细

胞入侵将不能在允许痘苗病毒的正常细胞中产生感染的后代病毒粒并且因此，初始感染不

能扩散到相邻的细胞以形成感染的不断扩散的焦点。为了证实情况是否是这样，将本发明

描述的D13L缺失的病毒(SCV104)系列稀释至这样的点，此时可以使用低数量的噬斑形成单

位来感染培养于6孔板的细胞，这样可以在几天的时间段监测感染病毒的细胞向细胞的扩

散。在此研究中，研究3种细胞系：允许痘苗病毒的143B细胞，不允许痘苗病毒但如果痘苗病

毒表达CP77蛋白则允许痘苗病毒的CHO细胞和表达D13L蛋白的重组细胞系p-LL19-CHO。已

经具有插入到D13L  ORF的CP77/DsRed表达盒从而无功能D13-蛋白可以被表达的本发明描

述的病毒应该仅在p-LL19-CHO细胞系中形成感染性的感染焦点。143B细胞单层中的感染的

焦点的存在表明在病毒群体混合物中存在污染性的痘苗病毒，因为污染物将提供反式D13L

帮助。CHO单层中的感染的焦点的存在意味着，CP77/DsRed盒的插入未使D13L  ORF失活。

[0341] 细胞设置——将143B、CHO和p-LL19-CHO细胞接种到多个6孔板中并且在生长培养

基(RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep，并且仅对于p-LL19-CHO的1000ug/mL遗

传霉素)中在37℃/5％CO2培养直到细胞单层为100％融合。

[0342] 感染——使用扩增的3rd噬斑纯化的病毒提取物来感染细胞。由于不知道此病毒的

滴度，如下将储备病毒10倍梯度稀释至10-4：首先，在6ml  MM培养基中稀释60ul储备病毒

(Dil  1；1:100稀释)，然后通过向7.2ml  MM培养基中加入800ul稀释1来制备进一步的稀释

液(稀释2；10-3稀释)，并且然后重复以制成10-4稀释液。对于感染，将500uL每种稀释液加至

6孔板的每孔——每细胞系使用1个板。在室温下进行45分钟病毒吸附，其中，从每孔除去病

毒接种物并且用PBS洗涤每孔后，之后每孔加入2mL  MM。将板在37℃/5％CO2培养并每日在

荧光显微镜下观察。10-2稀释液产生最佳的用于观察的病毒感染率。

[0343] 显微镜观察——在带有DsRed滤光器(Cat#U-MRFPHQ ,Olympus)的荧光显微镜

(Olympus  IX51)下观察病毒感染。使用cellSens数字成像软件(Olympus)捕获图像。

[0344] 结果——10-2稀释液感染产生用于观察初始单细胞感染和感染向相邻细胞的扩散
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的最佳结果。对143B细胞的检查示出了在第1天的单细胞感染的存在，其中截止第2天和第3

天病毒不能向相邻细胞扩散，表明已经发生病毒进入单个细胞，但截止第2天和第3天没有

产生感染性病毒后代。对于CHO单个感染细胞也是这样，即，从初始单个细胞感染没有产生

感染性病毒后代。

[0345] 对p-LL19-CHO细胞系的检查示出了截止第1天，初始单细胞感染已经产生了后代

感染性病毒，如作为小的感染的焦点观察到的。截止第2天和第3天，这些感染的焦点的大小

快速增加，表明病毒扩增随着时间发生。

[0346] 因此，从任何痘苗病毒除去功能痘苗病毒新月支架蛋白编码序列将极大地减毒此

病毒。尽管在初始感染时此病毒不能产生感染性后代病毒，其蛋白质，特别是DsRed的表达，

在初始的单个感染的细胞中不发生，如从目视红色荧光证明的。独立于痘苗病毒感染，此病

毒可以从表达痘苗病毒新月支架蛋白的细胞系被拯救。转基因细胞系对痘苗病毒新月支架

蛋白的组成型表达对此细胞系的生长或生理没有不利影响。

[0347] 实施例12

[0348] 表达D13L的C11-LL19-HeLa细胞系的构建

[0349] 为了滴定具有D13L缺失的非-荧光SCV，制造支持溶解噬斑形成、由痘苗病毒允许

细胞系组成的表达D13蛋白的救援细胞系。在CHO细胞中，表达CP77的痘苗病毒或CP77的细

胞系表达不支持溶解噬斑形成，所述溶解噬斑形成可以用结晶紫染色并且用眼睛计数。为

了产生滴定细胞系，转导HeLa细胞以通过表达盒的稳定整合表达D13蛋白，所述表达盒由组

成型哺乳动物启动子、包含起始密码子周围的Kozak序列并且以多腺苷酸化信号序列终止

的D13-蛋白编码序列组成。然后将此盒克隆到使得能够稳定转移基因到宿主细胞基因组

DNA的质粒载体中并且通过抗生素筛选选择成功的整合。然后通过使用抗生素筛选扩增转

导的细胞，以选择包含D13表达盒的细胞，并且然后通过用SCV104(D13L  ORF缺失)在moi 

0.001pfu/细胞感染细胞的单层并且选择在3天期间产生最大的噬斑尺寸的细胞系克隆进

行噬斑测定。SCV104的D13L  ORF已经被2个表达盒代替：1个用于CP77蛋白的表达，并且另一

个用于红色荧光蛋白的表达。用SCV104感染表达D13蛋白的HeLa细胞系将产生红色荧光的

溶解噬斑。

[0350] pLL19–D13细胞转导载体的构建：pLL19的构建如上所述。在此质粒中，C-末端的加

Flag-标签的D13-蛋白编码序列在组成型人延伸因子1α启动子的控制下，并且向细胞基因

组DNA的稳定基因转移由转座介导。转座还插入新霉素抗生素选择表达盒，这样转导的细胞

可以通过向生长培养基中加入G418/遗传霉素被阳性选择。

[0351] 通过用pLL19转导将D13-加Flag标签的表达盒稳定插入到HeLa细胞中：将HeLa细

胞接种于T25烧瓶，并且在RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep生长培养基中培

养至大约50％融合度。使用来自Qiagen的Effectene转染试剂(Cat#301425)，按照生产商的

说明，将1ug  pLL19转染到T25烧瓶的50％融合的Hela细胞中。然后，在生长培养基

(RPMI1640/10％FBS/2mM  Glutamax/Pen-Strep)中将转染的细胞孵育过夜。第二天，使用包

含1000ug/mL遗传霉素的新鲜生长培养基更换培养基用于选择转导的细胞。当大部分细胞

死亡时，通过用TrypLE  Select(Gibco-Invitrogen  Corp,Cat#12563-029)将其余细胞从烧

瓶表面脱落来回收其余细胞，并且将单细胞分选至包含生长培养基和1000ug/mL遗传霉素

的96孔板。在37℃/5％CO2孵育这些板直到在每孔中可以看到细胞的集落。每2至3天更换选
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择培养基。回收每个细胞集落并通过在以下培养连续扩增：48孔板至24孔板至6孔板至T75

烧瓶，并且以1:5分流比在T75烧瓶中维持直到准备制备冷冻细胞储备。

[0352] 筛选最佳支持SCV104噬斑形成的单克隆细胞系：SCV104是其D13L  ORF已经被牛痘

病毒025L启动子加编码CP77蛋白的ORF和红色荧光蛋白表达盒(DsRed  Express2)取代的痘

苗病毒。CP77表达对HeLa细胞中噬斑形成是不重要或不需要的，但此病毒在缺乏D13蛋白的

细胞系表达时将不繁殖。但是，在表达D13-蛋白的HeLa细胞系中，SCV104应该能够扩增并扩

散到其他相邻的细胞，并在这样做时，在细胞单层形成红色荧光的溶解噬斑。在克隆的

LL19-HeLa细胞系中的噬斑形成研究中使用此病毒，以选择最佳支持噬斑形成的克隆。

[0353] 细胞系设置：将LL19-HeLa的一些细胞系克隆接种到6孔板的孔中，并且在包含

1000ug/mL遗传霉素的生长培养基中、在37℃/5％CO2培养至100％融合度：

[0354] 病毒感染：通过将SCV104在MM(RPMI-1640/2％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep)中

稀释至103pfu/ml，以0.001pfu  SCV104每细胞感染细胞。将1ml稀释的病毒加入到每孔用于

感染。当融合时，6孔板的每孔包含大约1x106细胞，因此1ml  103pfu/ml产生moi  0 .001。

0.001的moi将保证从单个感染细胞的噬斑形成。将所有板在室温孵育1小时，这样病毒可以

吸附至细胞并且，随后向每孔加入1mL  MM，然后将所有板在37℃/5％CO2孵育，促进病毒同

步进入细胞随后病毒扩增，产生随时间的细胞至细胞扩散。每日在荧光显微镜下观察红色

荧光噬斑形成。

[0355] 显微镜观察：在3天期间，在带有DsRed滤光器(Cat#U-MRFPHQ,Olympus)的荧光显

微镜(Olympus  IX51)下观察病毒感染和噬斑形成。使用cellSens数字成像软件(Olympus)

捕获图像。

[0356] 结果：感染后第1天，所有感染产生红色荧光的零星的小焦点。截止第3天，所有细

胞系产生大小相当的红色荧光溶解噬斑，其中克隆11(C11)产生试验的所有克隆的显著最

大的噬斑大小。

[0357] 结论：这些结果证明，C11克隆(C11-LL19-HeLa)表达足够的D13蛋白以支持来自

SCV104感染的所有试验的克隆的最大的噬斑形成。此细胞系克隆(C11)用于使用通常用于

滴定痘苗病毒的滴定的溶解噬斑计数方法定量D13L缺失的痘苗病毒是良好的。

[0358] 实施例13

[0359] 表达CP77和D13L的p-LL07-LL29-CHO细胞系的构建

[0360] 为了在CHO细胞中救援具有D13L  ORF缺失的VACV-COP病毒，将必须构建表达D13和

CP77蛋白的CHO细胞系。这通过构建D13哺乳动物表达盒和CP77哺乳动物表达盒进行，所述

表达盒由驱动表达的哺乳动物启动子、CHO优选的密码子优化的编码D13或CP77蛋白的DNA

序列、随后是多腺苷酸化信号序列组成。然后将这些盒克隆到能够稳定转移基因到宿主细

胞基因组DNA的质粒载体中并且通过抗生素筛选选择成功的整合。然后通过使用抗生素筛

选扩增转导的细胞，以选择包含D13和CP77表达盒二者的细胞。为了验证CP77的表达，使用

表达增强绿色荧光蛋白的痘苗病毒(SCV505)感染该转基因细胞系，其中在4天期间监测荧

光噬斑发展。在4天期间内不断扩大的绿色荧光噬斑大小确认了由该细胞系的CP77表达。为

了验证D13蛋白的表达，使用表达CP77(SCV104)和DsRed荧光蛋白的D13L缺失的痘苗病毒感

染该转基因细胞系，其中在4天期间监测噬斑发展。在4天期间不断扩大的红色荧光噬斑大

小确认了由该细胞系的D13蛋白表达。
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[0361] pLL07–CP77基因转移质粒的构建

[0362] CP77蛋白编码序列的构建：由GeneArt  GmbH(Germany)通过从由牛痘病毒

Brighton  Red毒株UniProtKB/Swiss-Prot:P12932.1的025L  ORF编码的CP77的氨基酸序列

重建(回译或逆向翻译)DNA序列合成地制造CP77蛋白编码序列，并且为了在中国仓鼠卵巢

(CHO)细胞中表达进行密码子优化。

[0363] CP77细胞转导载体的构建：使用PCR引物对将来自pPH51(含有密码子优化的CP77

蛋白编码序列的克隆质粒)的密码子优化的CP77蛋白编码序列PCR扩增，其中5’引物被设计

为在起始密码子周围加入Kozak序列，并且3’引物被设计为在终止密码子之前加入Flag-标

签序列。将扩增的PCR产物通过Bsa  I克隆位点亚克隆到从DNA2.0Inc(USA)购买的转座子

piggybac载体pJ507-2(Hyg+)中。克隆到BsaI位点中有效地用CP77蛋白编码序列代替

cometGPF编码序列以产生pLL07。现在，CP77成为在组成型人延伸因子1α启动子(EF1a)的控

制下并且与潮霉素抗性基因共表达，一旦二者已经被稳定地整合到转染的细胞的基因组

中。通过由piggyBac载体的左转座子边界和右转座子边界结合的DNA序列的转座子整合介

导向宿主基因组的稳定整合。

[0364] 用于从pPH51质粒DNA  PCR扩增CP77-CHO基因的的PCR引物对

[0365] 正向引物序列：

[0366] AACACGTCTCGGGGGgccgccaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG(SEQ  ID  NO:4)

[0367] 反向引物序列：

[0368] CAGGAAGACGCTTTTtcaCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTGCTGCTCGAAGATCTTGTACT(SEQ 

ID  NO:5)。终止密码子(小写的)之后的Flag标签序列被加下划线。

[0369] pLL29–D13基因转移质粒的构建

[0370] 从pLL19(如上所述的)PCR扩增CHO密码子优化的D13蛋白编码序列以在通过Bsa  I

克隆位点克隆到从DNA2.0Inc购买的pJ503-02(具有CometGFP和Neo+的pHULK  piggyBac哺

乳动物表达载体)(Cat#pJ503-2)之前交换C-末端Flag-标签序列为HA-标签序列。

[0371] D13L-HA细胞转导载体的构建：从pLL9PCR扩增不具有C-末端Flag-标签序列的密

码子优化的D13L蛋白编码序列，并且通过Bsa  I克隆位点亚克隆到从DNA2.0Inc购买的转座

子piggyBac载体pJ503-2(具有CometGFP和Neo+的pHULK  piggyBac哺乳动物表达载体)

(Cat#pJ503-2)以产生pLL29。通过In-Fusion克隆(Clontech：无连接酶克隆)在BsaI位点之

间的克隆除去了cometGPF编码序列并通过体外同源重组用新加HA-标签的D13-蛋白编码序

列代替它。现在，D13LchoHA-Tagged蛋白编码序列在组成型人延伸因子1α启动子(EF1a)的

控制下并且将与新霉素抗性基因共表达，一旦二者已经被稳定地整合到转染的细胞的基因

组中。通过由piggyBac载体的左转座子边界和右转座子边界结合的DNA序列的转座整合介

导向宿主基因组的稳定整合。以下示出了pLL29的质粒图。

[0372] 使用以下引物对进行D13Lcho-HA加标签的序列的PCR扩增：

[0373] 正向引物序列：

[0374] Inf-LL19-D13LC-Fw：5’-AACACGTCTCGGGGGGCCGCCACCATGAACAACACCATCATCAA-3’

[0375] 反向引物序列：

[0376] Inf-LL27-D13L-Rv：5’-CAGGAAGACGCTTTTttaAGCATAATCTGGAACATCATATGGATAGTT

GTTATCGCCCATGATCT-3’
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[0377] 加下划线的文字中的序列代表HA编码序列。“tta”代表终止密码子。

[0378] 通过用pLL07和pLL29同时转导，CP77-flag加标签的和D13-HA加标签的表达盒在

CHO细胞中的稳定双重插入

[0379] 将CHO细胞接种于T25烧瓶，并且在RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep

生长培养基中培养至大约50％融合度。使用来自Qiagen的Effectene转染试剂(Cat#

301425)，按照生产商的说明，将1ug  pLL07和1ug  pLL29转染至T25烧瓶的50％融合的CHO细

胞。然后，在生长培养基(RPMI  1640/10％FBS/2mM  Glutamax/Pen-Strep)中将转染的细胞

孵育过夜。第二天，使用包含500ug/mL遗传霉素和250ug/mL潮霉素B的新鲜生长培养基更换

培养基用于选择转导的细胞。每2至3天更换选择培养基，直到大多数细胞死亡并脱离，留下

衍生自单个细胞的细胞集落。当转导的细胞生长至超过90至100％融合度时，使用TrypLE 

Select(Gibco-Invitrogen  Corp,Cat#12563-029)将它们回收并接种到T25烧瓶用于进一

步细胞扩增。此新的多克隆细胞系被称为p-LL07-LL29-CHO。

[0380] 通过救援痘苗病毒和缺失D13L  ORF的痘苗病毒验证D13和CP77表达

[0381] SCV505是表达增强绿色荧光蛋白(EGFP)并且仅在CP77蛋白的存在下在CHO细胞中

繁殖的痘苗病毒。此病毒用在p-LL07-LL29-CHO的噬斑传染性研究中以验证此细胞系的

CP77表达。SCV104是其D13L  ORF已经被牛痘病毒025L启动子加编码CP77蛋白的ORF和红色

荧光蛋白表达盒(DsRed  Express2)取代的痘苗病毒。此病毒在缺乏D13蛋白的细胞系表达

下将不繁殖。此病毒用在p-LL07-LL29-CHO的噬斑传染性研究中以验证此细胞系的D13表

达。

[0382] p-LL07-LL29-CHO细胞系噬斑-传染性研究

[0383] 在此研究中使用不同细胞系以帮助使来自由SCV505(D13+CP77-EGFP+)和SCV104

(D13-CP77+DsRed+)感染的p-LL07-LL29-CHO能够表达D13和CP77。以下细胞系中的预期结果

如下：

[0384] Vero：此细胞系通常允许痘苗病毒感染。噬斑形成表明扩增的病毒随着时间的细

胞到细胞的扩散，如对SCV505通过绿色荧光蛋白检测的，因为此病毒在此细胞系通常是感

染性的。但是，对于SCV104，应见到如通过缺乏红色荧光或仅单细胞红色荧光检测的无噬斑

形成，表明由于缺乏细胞系或病毒的D13蛋白表达，不存在扩增的病毒随着时间的细胞到细

胞的扩散。

[0385] C11-LL19-HeLa：这是通过pLL19转导表达D13蛋白的允许痘苗病毒的细胞系。如通

过绿色荧光蛋白检测的，无论D13的细胞系表达，预期来自SCV505感染的噬斑形成，表明扩

增的病毒随着时间的细胞到细胞的扩散。预期来自SCV104感染的噬斑形成，因为由于D13蛋

白的细胞系表达，此病毒现在可以在此细胞系中扩增。

[0386] CHO：此细胞系不允许痘苗病毒感染。如通过缺乏红色或绿色荧光或仅单细胞红色

或绿色荧光检测的，预期看不到来自SCV505和SCV104感染的噬斑形成。这表明，尽管此病毒

可以表达CP77，由于缺乏救援SCV104需要的由细胞系表达的D13蛋白和缺乏救援SCV505需

要的由细胞系表达的CP77蛋白，没有扩增的病毒随着时间的细胞到细胞的扩散。

[0387] p-LL07-LL29-CHO：这是表达D13和CP77蛋白二者的CHO细胞系。预期来自SCV505感

染的噬斑形成，表明如通过绿色荧光检测的扩增的病毒随着时间的细胞到细胞的扩散，表

明CP77蛋白的细胞系表达。预期来自SCV104的噬斑形成，表明如通过红色荧光检测的扩增
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的病毒随着时间的细胞到细胞的扩散，表明D13蛋白的细胞系表达。

[0388] 细胞系设置：将Vero、CHO、C11-LL19-HeLa和p-LL07-LL29-CHO细胞系接种在2组的

多个6孔板上(一组用于SCV505感染并且另一组用于SCV104感染)，并且在相应生长培养基

(如下)中在37℃/5％CO2培养至100％融合度：

[0389] ●Vero、CHO：RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep

[0390] ●C11-LL19-Hela：RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep，加上1000ug/

mL遗传霉素

[0391] ●p-LL07-LL29-CHO：RPMI-1640/10％FBS/2mM  Glutamax/pen-strep，加上500ug/

mL遗传霉素和250ug/ml潮霉素B

[0392] 病毒感染：通过将SCV104和SCV505在MM(RPMI-1640/2％FBS/2mM  Glutamax/pen-

strep)中稀释至103pfu/ml以0.001pfu每细胞感染细胞。每板1种病毒：向每孔加入1ml稀释

的病毒用于感染。当融合时，6孔板的每个孔包含大约1x106细胞，因此1ml的103pfu/ml产生

moi  0.001。在0.001的moi将保证来自单个感染细胞的噬斑形成。将所有板在室温孵育1小

时，这样病毒可以吸附至细胞并且，随后向每孔加入1mL  MM，然后将所有板在37℃/5％CO2

孵育，促进病毒同步进入细胞随后病毒扩增，产生随时间的细胞至细胞扩散。每天在荧光显

微镜下观察荧光噬斑形成。

[0393] 显微镜观察：在4天的时间段，在荧光显微镜(Olympus  IX51)下用DsRed滤光器

(Cat#U-MRFPHQ,Olympus)观察SCV104病毒并且用GFP滤光器(Cat#U-MGFPHQ,Olympus)观察

SCV505的病毒感染和噬斑形成。使用cellSens数字成像软件(Olympus)捕获图像。

[0394] 结果：

[0395] 在moi  0.001用SCV104和SCV505感染CHO细胞：在感染后第1天仅能看到零星的单

细胞荧光，表明两种病毒已经进入细胞，但还没有扩增以将感染扩散至相邻细胞。但是，这

从感染后第2天到第4天保持相同的进展，即，只看到单个细胞感染并且随着时间病毒没有

向相邻细胞扩散。

[0396] 在moi  0.001用SCV104和SCV505感染Vero细胞：用SCV505的感染如预期地，在感染

后第1天形成微小噬斑，截止第4天，所有微小噬斑的大小增加至这样的点，其中所有噬斑合

并成细胞单层的一个融合的感染。这表明，病毒从第1天开始扩增至截止感染后第4天，将感

染扩散至完全。但是，这与SCV104感染完全不同。在感染后第1天仅能看到零星的单细胞荧

光，这在之后3天保持相同。这表明，由于病毒缺乏D13L  ORF并且不能在病毒基因组复制后

开始病毒装配以及此细胞系不表达D13蛋白来帮助救援病毒扩增，SCV104在此细胞系中不

能扩增和繁殖。

[0397] 用SCV104和SCV505在0.001感染C11-LL19-HeLa细胞(表达D13蛋白的HeLa细胞

系)：用SCV505的感染如预期地，在感染后第1天形成小噬斑，截止第4天，小噬斑的大小增加

至这样的点，其中所有噬斑合并成细胞单层的一个融合的感染。这表明，病毒从第1天开始

扩增至截止感染后第4天，将感染扩散至完全。用SCV104的感染也产生相同结果，证明由此

细胞系产生的D13蛋白补充SCV104中D13L  ORF的缺乏和由此细胞系产生的量足以支持与具

有完整的D13L  ORF的SCV505相当的病毒扩增和感染的扩散。

[0398] 用SCV104和SCV505在moi  0.001感染p-LL07-LL29-CHO细胞(表达D13和CP77蛋白

的CHO细胞系)：对于SCV104和SCV505二者，在感染后1天观察到感染的微小焦点。在接下来
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的3天，这些感染的焦点扩展成越来越大的噬斑，截止感染后第4天，该噬斑最终合并成融合

的感染。这证明了CP77被表达，因为它支持SCV505的扩增和繁殖，以及D13蛋白也被表达，因

为它支持SCV104的扩增和繁殖。

[0399] 结论：这些结果证明了，表达CP77和D13蛋白的CHO细胞系可被用作用于D13L缺失

的痘苗病毒的生产和制造的细胞基底。在正常允许细胞的感染期间，D13L缺失的病毒将不

能引发病毒装配，并且从而不完成其感染性生命周期，因此在安全性方面，使其成为用于人

和动物疫苗接种的优秀病毒疫苗递送载体。但是，此高度减毒的痘苗病毒载体可以在生物

技术友好的CHO细胞系中制造，如果此细胞系表达CHO宿主范围蛋白(CP77)和缺少的装配蛋

白(D13-蛋白)。

[0400] 实施例14

[0401] 通过蛋白质印迹法对p-LL07-LL29-CHO细胞系的D13和CP77蛋白表达分析

[0402] 背景信息

[0403] 由p-LL07-LL29-CHO表达的D13和CP77蛋白被加标签并且可以使用特异性识别D13

和CP77蛋白的C-末端的氨基酸标签序列的抗体检测。在缺乏特异性识别D13和CP77蛋白的

抗体时，可以使用这些抗-标签抗体进行蛋白质印迹法来证实p-LL07-LL29-CHO细胞系中

D13和CP77蛋白的表达。D13蛋白的C末端包含“YPYDVPDYA”的HA-标签氨基酸序列，而CP77蛋

白的C末端包含“DYKDDDDK”的flag-标签氨基酸序列。

[0404] 蛋白质印迹分析方法学

[0405] 将以下细胞系接种到T75烧瓶并在包含适当的选择抗生素的生长培养基(RPMI 

1640/10％FBS/2mM  Glutamax/Pen-Strep)中培养至100％融合度：CHO无选择抗生素、p-

LL07-LL29-CHO以500ug/mL遗传霉素和250ug/ml潮霉素B、p-LL07-CHO以250ug/ml潮霉素B、

以及C11-LL19-HeLa以1000ug/mL遗传霉素。用TrypLE  Select在37℃处理10min，将融合的

细胞单层脱离并消化成单细胞悬液。来自每个烧瓶的细胞被回收并通过在300g离心5分钟

沉淀并且用PBS洗涤2次。最后一次洗涤后，将细胞沉淀重悬于500uL  PBS。向蛋白质提取物

加入4x  SDS-PAGE加样缓冲液以得到1x的终浓度并且在98℃加热2-3分钟。在200V，将变性的

蛋白质样品电泳通过Biorad TGX  Stain-FreeTMPrecast  Gel(梯度凝

胶)持续30至45分钟。电泳后，在100V，将分散的蛋白质通过电印迹转移到硝酸纤维素膜持

续1小时。

[0406] 为了检测蛋白质，在室温将硝酸纤维素膜孵育在于PBS的5％脱脂奶粉中持续1小

时，以阻断非特异性抗体结合位点。为了检测加HA标签的蛋白质，在4℃，将膜在抗-HA  HRP

缀合的(Abcam  Cat#AB1265)在阻断缓冲液中的1:1000稀释液中孵育过夜。为了检测加

flag-标签的蛋白质，在4℃，将另一个电印迹的硝酸纤维素膜在抗-flag  HRP缀合的(Abcam 

Cat#AB49763)在阻断缓冲液中的1:1000稀释液中孵育过夜。然后，在PBS中洗涤膜3次，每次

洗涤5分钟，并且然后在ECL底物(Thermo  Scientific  Pierce  ECL蛋白质印迹底物，Cat  No 

32106)中孵育数分钟，之后使用BioRad  XRS凝胶文件系统采集图像。

[0407] 结果

[0408] 通过HA-标签检测检测D13蛋白：抗-HA-标签抗体能够检测来自从p-LL07-LL29-

CHO制备的总细胞蛋白质提取物的具有预期大小的蛋白质，但未能检测来自从CHO细胞制备

的总细胞蛋白质提取物的蛋白质。这清楚地表明，p-LL07-LL29-CHO表达D13蛋白。
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[0409] 通过Flag-标签检测CP77蛋白：抗-flag-标签抗体能够检测来自从p-LL07-LL29-

CHO和p-LL07-CHO(仅表达CP77的CHO细胞系)制备的总细胞蛋白质提取物的具有预期大小

的蛋白质，但未能检测来自从CHO细胞制备的总细胞蛋白质提取物的蛋白质。这清楚地表

明，p-LL07-LL29-CHO和p-LL07-CHO表达CP77蛋白。

[0410] 通过Flag-标签检测检测D13蛋白：C11-LL19-HeLa表达具有C-末端flag-标签的

D13-蛋白，并且在由此细胞系制成的全细胞蛋白质提取物的蛋白质印迹时，抗-flag-标签

抗体能够检测具有预期大小的蛋白质。这清楚地表明，C11-LL19-HeLa表达D13蛋白。

[0411] 对于本领域技术人员来说，很多修改将是明显的而不偏离本发明的范围。

[0412] 表A

[0413] 序列标识符的总结

[0414]
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[0415] 表1

[0416] 滴定结果

[0417]   24h 48h 72h

CHO 53pfu/mL 0 0

Vero 8.5x  102pfu/mL 14.25x  106pfu/mL 27.7x  106pfu/mL

[0418] 病毒产量(输出)

[0419] 用于感染的病毒的量(输入)为4x104pfu/mL。为了比较，以104值表示产量。值代表

每时间点的平均产量，即，来自3mL收获(6mL除以2孔)的产量。

[0420]   24h 48h 72h

CHO 0.0159x104pfu 0 0

Vero 0.255x  104pfu 4275x  104pfu 8310x  104pfu

[0421] 生产收率(输出/输入比)

[0422] 下表示出了在每个收获时间点来自每个细胞系的产生的病毒高于输入水平的产

量，即输出/输入比。

[0423]   24h 48h 72h

CHO 0.004 0 0

Vero 0.06 1069 2078

[0424] 表2

[0425] 以pfu/mL计的滴度结果

[0426]

[0427]

[0428] 来自感染/孔的平均病毒输出(产量)

[0429] 每烧瓶的病毒提取物体积为1mL。用于滴定的铺板体积为1mL。因此，病毒产量等于
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以pfu/ml计的滴度乘以1mL(铺板体积)。

[0430] 病毒 细胞系 产量/烧瓶

VACV-COP CHO 0pfu

  Vero 2.8x107pfu

VACV-PH22 Vero 0.75x107pfu

  CHO 7.3x107pfu

[0431] 产量/pfu接种物，即从1pfu接种物产生的总pfu

[0432] 接种量/烧瓶：1x105pfu

[0433]

[0434] 表3

[0435] 这是各1mL病毒提取物的滴度。

[0436]

[0437] 表4

[0438] 表4提供了各1mL病毒提取物中病毒的总量。

[0439]

[0440] 表B

[0441] 毒株 ORF 基因组 蛋白质

哥本哈根 COP-D13L M35027 AAA48114

Lister克隆107 List-114 DQ121394 ABD52596

LC16mO mO-149L AY678277 AAW23819

LC16m8 M8-149L AY678275 AAW23537

WR WR-118 NC_006998 YP_233000

Dryvax-3737 VACV-114 DQ377945 ABD57648

说　明　书 41/42 页

43

CN 106255758 B

43



Acambis-2000 VACAC2_129 AY313847 AAR17961

Acambis克隆3 VACCL3-129 AY313848 AAQ93215

CVA CVA-124 AM501482 CAM58288

Tiantan克隆10 TT10-148 JX489137 AGJ91839

牛痘病毒GRI-90毒株 CPXV-GRI-E13L X94355 CAD90667

牛痘病毒Brighton  Red CPXV-131 NC_003663 NP_619914
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