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(54)发明名称

使用可调节内含子的表达控制

(57)摘要

本发明涉及能够在真核细胞中调节基因表

达并且对未折叠蛋白反应(UPR)具有响应性的调

节性核酸序列的用途。公开了能够调节基因表达

的可调节内含子和UPR诱导型启动子。还公开了

包含这样的调节性核酸序列的重组表达构建体，

由此可通过在包含所述构建体的真核细胞中引

起未折叠蛋白反应(UPR)来诱导所编码的表达产

物的表达；使用这样的构建体和相关载体、细胞

等的方法。
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1.用于在细胞中产生表达产物的合成核酸表达构建体，所述合成核酸表达构建体包含

与编码所述表达产物的核酸序列有效连接的启动子序列，编码所述表达产物的所述核酸序

列包含编码可调节内含子的序列，所述可调节内含子是包含可切除序列的内含子，所述可

切除序列能够通过细胞中的未折叠蛋白反应(UPR)体系从所述合成核酸表达构建体产生的

转录物中剪接出去/剪接掉，从而产生编码功能性表达产物的转录物，

其中所述表达产物不是XBP1蛋白、Hac1蛋白或bZIP60蛋白，并且

其中所述可调节内含子包含序列CNG/CNG‑Xn‑CNG/CNG，其中Xn代表长度为n个碱基的

序列，其中/代表切割位点，并且其中序列CNG‑Xn‑CNG从所述转录物中切除；或

其中所述可调节内含子包含序列CNG/CNG‑Xn‑CNG/CNG[CG]，其中Xn代表长度为n个核

苷酸的序列，其中/代表切割位点，使得在剪接时可切除序列CNG‑Xn‑CNG从所述转录物中切

除，并且其中序列Xn的5’端的核苷酸为C或G。

2.权利要求1所述的合成核酸表达构建体，其中所述可调节内含子能够被IRE1蛋白或

者其同源物或直系同源物剪接掉。

3.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中剪接掉所述可调节内含子的所述可

切除序列消除所述转录物中的提前终止密码子。

4.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中剪接掉所述可调节内含子的所述可

切除序列导致所述转录物中位于所述可调节内含子下游的序列发生阅读框移位。

5.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述可切除序列的核苷酸长度不可

被3整除。

6.权利要求1所述的合成核酸表达构建体，其中Xn的长度为10至500个核苷酸。

7.权利要求6所述的合成核酸表达构建体，其中Xn的长度为15至350个核苷酸。

8.权利要求6所述的合成核酸表达构建体，其中Xn的长度为15至100个核苷酸。

9.权利要求6所述的合成核酸表达构建体，其中Xn的长度为15至35个核苷酸。

10.权利要求6所述的合成核酸表达构建体，其中Xn的长度为20至25个核苷酸。

11.权 利 要 求 6至 1 0 中 任 一 项 所 述 的 合 成 核 酸 表 达 构 建 体 ，其 中 X n由 序 列

CACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ  ID  NO：1)组成。

12.权利要求11所述的合成核酸表达构建体，其中Xn包含以下序列之一或由其组成：

‑CACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ  ID  NO：1)；

‑CACUCAGACUACGUGCUCCU(SEQ  ID  NO：2)；

‑CACUCAGACUACGUGCCCCU(SEQ  ID  NO：3)；

‑CACUCAGACUACGUGCGCCU(SEQ  ID  NO：4)；和

‑CACUCAGACUAUGUGCACCU(SEQ  ID  NO：5)。

13.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述可调节内含子由序列CNG/

CNGCACUCAGACUACGUGCACCUCNG/CNGC(SEQ  ID  NO：6)组成。

14.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述可调节内含子由序列CAG/

CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：7)组成。

15.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述可调节内含子包含以下序列

之一或由其组成：

‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：8)；
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‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCUCCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：9)；

‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCCCCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：10)；

‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCGCCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：11)；和

‑CNG/CAGCACUCAGACUAUGUGCACCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：12)。

16.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述可调节内含子包含以下序列

之一或由其组成：

‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：7)；

‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCUCCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：13)；

‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCCCCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：14)；

‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCGCCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：15)；和

‑CAG/CAGCACUCAGACUAUGUGCACCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：16)。

17.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述可调节内含子包含序列CAG/

C U G C A G C A C U C A G A C U A C G U G C A C C U C U G / C U G ( S E Q  I D  N O ：1 7 ) 或 C A G /

CUGCAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CUGG(SEQ  ID  NO：27)，其中/代表切割位点。

18.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其包含与编码所述表达产物的核酸序

列有效连接的诱导型启动子。

19.权利要求18所述的合成核酸表达构建体，其中所述诱导型启动子是未折叠蛋白反

应(UPR)诱导型启动子。

20.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述编码表达产物的核酸序列是

转基因。

21.权利要求1或2所述的合成核酸表达构建体，其中所述编码表达产物的核酸序列编

码蛋白质。

22.核酸，其包含编码表达产物的序列，所述编码表达产物的序列包含编码可调节内含

子的序列，所述可调节内含子是包含可切除序列的内含子，所述可切除序列能够通过细胞

中的未折叠蛋白反应(UPR)体系从合成表达构建体中产生的转录物中剪接掉，从而产生编

码功能性表达产物的转录物，并且其中所述表达产物不是XBP1蛋白、Hac1蛋白、bZIP60蛋

白，或其同源物，

其中所述可调节内含子包含序列CNG/CNG‑Xn‑CNG/CNG，其中Xn代表长度为n个碱基的

序列，其中/代表切割位点，并且其中序列CNG‑Xn‑CNG从所述转录物中切除；或

其中所述可调节内含子包含序列CNG/CNG‑Xn‑CNG/CNG[CG]，其中Xn代表长度为n个核

苷酸的序列，其中/代表切割位点，使得在剪接时可切除序列CNG‑Xn‑CNG从所述转录物中切

除，并且其中序列Xn的5’端的核苷酸为C或G。

23.载体，其包含根据权利要求1至21中任一项所述的合成核酸表达构建体或根据权利

要求22所述的核酸。

24.药物组合物，其包含根据权利要求1至21中任一项所述的合成核酸表达构建体、根

据权利要求22所述的核酸或根据权利要求23所述的载体。

25.根据权利要求1至21中任一项所述的核酸表达构建体、根据权利要求22所述的核酸

或根据权利要求23所述的载体用于制备药物组合物的用途。

26.细胞，其包含根据权利要求1至21中任一项所述的核酸表达构建体、根据权利要求
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22所述的核酸或根据权利要求23所述的载体。

27.根据权利要求26所述的细胞，其是真核细胞。

28.根据权利要求26或27所述的细胞，其中根据权利要求1至21中任一项所述的核酸表

达构建体、根据权利要求22所述的核酸或根据权利要求23所述的载体编码对所述细胞具有

毒性的表达产物。

29.用于产生表达产物的方法，所述方法包括：

a)提供包含根据根据权利要求1至21中任一项所述的合成核酸表达构建体的真核细胞

群；

b)处理所述细胞群，以诱导未折叠蛋白反应，从而从所述可调节内含子中剪接掉所述

可切除序列；

c)在合适的条件下孵育所述细胞群以产生所述表达产物；以及

d)从所述细胞群中分离所述表达产物。

30.根据权利要求29所述的方法，其包括在步骤b)处理所述细胞群以诱导未折叠蛋白

反应(UPR)之前，在适合于所述细胞生长的条件下孵育所述细胞群。

31.根据权利要求29所述的方法，其中步骤b)包括向所述细胞群施加应激，所述应激适

于诱导UPR。

32.根据权利要求29至31中任一项所述的方法，其中步骤b)包括施用能够在所述细胞

群中诱导UPR的化学剂。

33.根据权利要求32所述的方法，其中所述能够在所述细胞群中诱导UPR的化学剂包含

毛喉素、二硫苏糖醇(DTT)、衣霉素、毒胡萝卜 素、饱和脂肪酸、能够下调硬脂酰辅酶A脱饱和

酶酶活性的试剂中的一种或更多种。

34.根据权利要求29至31中任一项所述的方法，其中步骤b)包括在所述真核细胞群中

表达诱导物蛋白，从而在所述细胞群中诱导UPR响应。

35.根据权利要求33所述的方法，其中步骤b)包括用能够在所述细胞群中表达诱导物

蛋白的表达载体转染所述细胞群，或其中：

步骤b)包括从先前引入到所述细胞群内的表达载体中诱导诱导物蛋白的表达。

36.根据权利要求35所述的方法，其中所述诱导物蛋白是异源蛋白。

37.根据权利要求29至31中任一项所述的方法，其中步骤b)包括使所述细胞群暴露于

低氧或碳水化合物剥夺。

38.根据权利要求29至31中任一项所述的方法，其中所述细胞群包含真菌细胞、动物细

胞或植物细胞。

39.根据权利要求38所述的方法，其中所述细胞群包含哺乳动物细胞。

40.根据权利要求29至31中任一项所述的方法，其包括在步骤a)之前将所述核酸表达

构建体引入到所述细胞群内的步骤。

41.根据权利要求1至21中任一项所述的核酸表达构建体、根据权利要求22所述的核

酸、根据权利要求23所述的载体、根据权利要求24所述的药物组合物或根据权利要求26至

28所述的细胞，其用于制备药物。

42.根据权利要求1至21中任一项所述的核酸表达构建体、根据权利要求22所述的核

酸、根据权利要求23所述的载体、根据权利要求24所述的药物组合物用于制备用于基因治
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疗的药物的用途。
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使用可调节内含子的表达控制

[0001] 本发明涉及能够在真核细胞中调节基因表达并且对未折叠蛋白反应(unfolded 

protein  response，UPR)具有响应性的调节性核酸序列的用途。在一些方面中，本发明涉及

可调节内含子用于控制基因表达的用途。在另一些方面中，其涉及UPR诱导型启动子。本发

明还涉及包含这样的调节性核酸序列的重组表达构建体，以及涉及使用这种构建体和相关

的载体、细胞等的方法，由此可通过在包含该构建体的真核细胞中引起未折叠蛋白反应

(UPR)来诱导编码的表达产物的表达。

背景技术

[0002] 在许多情况下，可调节的基因表达是理想的，在这种情况下，控制表达产物的表达

水平是有益的或必要的。例如，在工业生物技术的情况下，能够在发酵过程中的期望时间诱

导表达产物(例如蛋白质)的产生是非常有利的。在另一个实例中，在基因治疗中，能够在治

疗的期望时间和/或位置的位置诱导治疗性产物(例如治疗性蛋白质)的表达可以是理想

的。

[0003] 诱导型启动子是本领域已知的，例如四环素(Tet)‑on和‑off诱导型表达体系

(Gossen  M  &  Bujard  H.PNAS.1992  Jun  15；89(12)：5547‑51；Gossen  M，Freundlieb  S，

Bender  G，Müller  G，Hillen  W，&  Bujard  H.Science.1995  Jun  23；268(5218))。

[0004] 诱导型启动子通过在转录水平上调节表达，控制由相关表达体系产生的mRNA的量

来发挥作用。虽然这可提供有用的基因表达水平，但仍需要用于控制表达的其他理想地改

进的体系。

[0005] 特别地，需要用于毒性蛋白(即对产生它们的细胞具有毒性的蛋白质)的表达的改

进的表达控制体系。就毒性蛋白而言，即使少量蛋白质的表达也常常会导致细胞死亡或非

常差的生成物(production)。

[0006] 此外，在细胞治疗的基因的情况下，需要允许在期望的时间和/或位置诱导治疗性

蛋白质或RNA或其他表达产物的表达的体系。

[0007] 本发明涉及在翻译时发挥作用的表达调节。特别地，其涉及由于真核细胞中的未

折叠蛋白反应(UPR)而被剪接出的内含子用于控制表达的用途。

[0008] 未折叠蛋白反应 (UPR)是内质网应激的细胞应对机制。UPR响应于内质网

(endoplasmic  reticulum，ER)腔中的未折叠或错误折叠的蛋白质积累而激活。UPR旨在通

过多种机制恢复细胞的正常功能。如果在一定时间范围内未达到这些目标或延长了中断时

间，则UPR的目标是凋亡。可通过提高蛋白质的合成和折叠(例如异源蛋白的产生)或通过其

他细胞应激(例如，化学诱导的应激，例如阻断糖基化途径或二硫键形成)来触发UPR。UPR在

所有真核生物中都高度保守。

[0009] 在哺乳动物细胞中，存在三种机制来感知ER应激和激活UPR：

[0010] 1)XBP‑1  mRNA的IRE‑1剪接

[0011] 通过ER跨膜蛋白IRE1经由分子伴侣BiP的解离检测由蛋白质折叠需求提高或通过

ER过程的化学抑制引起的ER应激。BiP的这种解离通过允许蛋白质的低聚和磷酸化激活
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IRE1，从而导致面向RNA酶结构域的ER腔暴露出来。随后，RNA酶结构域以不依赖于剪接体的

方式催化从XBP‑1  mRNA去除非规范内含子(non‑canonical  intron)。在非应激条件下，

XBP1  mRNA是未剪接的(XBP1u)，其在翻译时会形成261个氨基酸的ORF，这是一种非功能性

蛋白质。然而，当检测到ER应激时，XBP1u被IRE1  RNA酶剪接形成XBP1s，其编码功能性的376

个氨基酸的蛋白质。该功能性蛋白质XBP1是一种转录因子，其控制参与蛋白质稳态的数个

基因的表达，例如分子伴侣、二硫键异构酶和参与磷脂生物合成的酶。其通过与特定序列、

ER应激反应元件(ER  stress  response  element，ERSE)或未折叠蛋白反应元件(unfolded 

protein  response  element，UPRE)结合并增强基因表达来调节这些过程。因此，基因表达

的控制是通过IRE1从XBP1u去除mRNA内含子。非常相似的体系在非哺乳动物的真核细胞中

运行。

[0012] 2)ATF6

[0013] 激活的转录因子(activated  transcription  factor，ATF6)ATF6是一种2型跨膜

蛋白，在该蛋白的胞质区具有转录因子结构域。它被合成为无活性的前体，并通过与BiP/

GRP78缔合而保留在ER中。响应于应激条件，ATF6解离并运输到高尔基体，在那里发生加工

以释放转录因子结构域。然后，该结构域被转运到细胞核，在那里其可与ERSE和UPRE结合，

以增强参与蛋白质稳态的基因的表达。

[0014] 3)双链RNA激活的蛋白激酶(PERK)

[0015] PERK是一种1型ER跨膜蛋白，其包含ER腔应激传感元件和胞质蛋白激酶结构域。

PERK响应于内质网应激而被激活，并通过经由磷酸化使真核起始因子(elF2a)失活，从而抑

制了哺乳动物细胞的ER中的正常蛋白质翻译。

[0016] 机制1)和2)与本发明最相关。

发明内容

[0017] 根据本发明，提供了用于在细胞中产生表达产物的合成核酸表达构建体，该核酸

表达构建体包含与编码表达产物的核酸序列有效连接的启动子序列，所述编码表达产物的

核酸序列包含编码可调节内含子的序列，所述可调节内含子是包含可切除序列的内含子，

所述可切除序列能够通过细胞中的未折叠蛋白反应(UPR)体系从合成表达构建体产生的转

录物中剪接出，从而产生编码功能性表达产物的转录物。

[0018] 因此，本发明基于可调节内含子的用途，该内含子能够通过UPR机制从编码表达产

物的核酸序列的RNA转录物中剪接出，以调节表达。UPR机制在真核生物中普遍存在，并且该

机制和相关序列都非常保守。因此，可在所有真核细胞上实施本发明。可调节内含子优选能

够被IRE1蛋白或者其同源物或直系同源物剪接出(IRE1的同源物或直系同源物存在于所有

真核生物中，包括真菌、植物和哺乳动物)。

[0019] 启动子通常与编码表达产物的核酸序列异源。也就是说，未天然地发现启动子与

编码表达产物的序列有效连接。例如，在天然存在的基因中通常不会发现启动子和编码表

达产物的核酸序列在一起。在本发明的一些实施方案中，启动子是合成启动子，即不是天然

存在的启动子。本领域中已知的适用于真核细胞中的的组成型和非组成型启动子具有广泛

的范围，作为非限制性实例，可提及CAG启动子、CMV启动子、SV40。

[0020] 在一些优选实施方案中，表达产物是蛋白质。在这样的实施方案中，由于可调节内
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含子的存在，由编码表达产物的核酸序列产生的未剪接的转录物编码蛋白质的截短的或在

其他情况下有缺陷的形式(version)，但当该转录物通过细胞中的UPR机制处理时，内含子

的可切除序列被剪接出，并可从转录物中产生功能性蛋白质。因此，从可调节内含子剪接出

产生了编码功能性蛋白质表达产物的功能性mRNA。

[0021] 然而，在某些情况下，表达产物可以是除蛋白质以外的产物。合适地，表达产物可

以是RNA分子，例如核酶、RNA适配体、siRNA、反义RNA或miRNA。在这样的实施方案中，产生非

功能性形式的RNA分子作为未剪接的转录物，并且剪接出内含子的可切除部分使RNA分子转

化为活性形式。

[0022] 在本发明的优选实施方案中，剪接出可调节内含子的可切除序列允许转录物从编

码表达产物的核酸序列正确翻译，从而允许产生期望的表达产物(例如蛋白质)。在这样的

实施方案中，内含子在来自编码表达产物的核酸序列的转录物中的存在导致无功能的蛋白

质从转录物中翻译出。通常，这是由内含子插入编码的氨基酸的翻译的蛋白质中引起的，或

更优选地，是由于在内含子的转录物3’中引入了终止密码子或移码(相对于编码功能性蛋

白质的正常转录物)而导致的。由于许多原因，由未剪接的转录物编码的蛋白质可以是无功

能的，例如：

[0023] ‑内含子可导致向内含子下游(即以3’方向)的移码。当内含子的可切除序列的长

度不是三个核苷酸的倍数时，通常会导致这种情况。这样的移码通常导致终止密码子的引

入，导致截短的蛋白。在其他情况下，它可简单地导致内含子下游的编码的氨基酸序列的完

全改变。

[0024] ‑引入编码序列，这导致氨基酸存在于翻译的蛋白质中，这破坏了该蛋白质的功

能。在这种情况下，内含子下游的氨基酸序列没有改变，但是由内含子编码的氨基酸序列以

未剪接的形式存在于翻译的蛋白质中，这破坏了蛋白质的功能。

[0025] ‑在内含子序列中引入终止密码子。在这种情况下，内含子本身可包含终止密码

子，这将导致翻译的提前终止和截短的蛋白的产生。

[0026] 在本发明的某些优选实施方案中，合成核酸表达构建体被配置为使得剪接出内含

子的可切除序列消除了转录物中的提前终止密码子(premature  stop  codon)。在本文中，

“提前”意指终止密码子，其出现在正常转录物(即编码功能性蛋白质(例如野生型mRNA)的

转录物)的终止密码子的上游(即，沿5’方向)。

[0027] 优选地，可调节内含子被配置为使得剪接出内含子的可切除序列导致位于可调节

内含子下游(即3’)的转录物中的序列的阅读框的移位。

[0028] 在本发明的某些优选实施方案中，可调节内含子被配置为使得当发生剪接时，从

转录物中切除核苷酸长度不是3的倍数的序列。换句话说，可切除序列的长度为n个核苷酸，

其中n不能被3整除。

[0029] 在本发明的优选实施方案中，可调节内含子包含序列CNG/CNG‑Xn‑CNG/CNG，其中

Xn代表长度为n个碱基的序列，其中/代表切割位点，并且其中序列CNG‑Xn‑CNG从转录物中

切除。

[0030] 因此，换句话说，可调节内含子合适地包含中央序列(Xn)，其侧翼为两个剪接位点

靶序列，每个剪接位点靶序列具有序列CNG/CNG，其中/代表切割位点。

[0031] CNG/CNG是真核细胞中的UPR体系以高度保守的方式靶向的共有剪接位点序列。如
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本领域已知的，当诱导UPR响应时，该剪接位点共有序列被IRE1蛋白(其同源物或直系同源

物在所有真核生物包括真菌、植物和哺乳动物中均存在)靶向。在自然界中，具有该共有剪

接位点靶序列的内含子见于编码在UPR中激活的转录因子的mRNA中，所述转录因子例如

XBP1蛋白(在后生动物中)、Hac1蛋白(在酵母中)和bZIP60蛋白(在植物中)。IRE1或者其同

源物或直系同源物的内切核糖核酸酶活性发挥作用以在由/指示的位置切割RNA转录物，以

去 除 可 切 除 的 内 含 子 序 列，然 后 将 切 割 的 R N A通 过 R N A连 接 酶 蛋白 (酿 酒酵 母

(S.cerevisiae)中的RNA连接酶Rlg1p，哺乳动物细胞中的RNA连接酶RtcB)连接在一起。对

哺乳动物、酵母和植物的细胞中的UPR体系进行了广泛的研究，机理也相对较好地进行了表

征(参见，例如，Yoshida等，Cell，Vol .107，881‑891，December  28，2001；Lu，等Mol 

Cell.2014  September  4；55(5)：758‑770；Samali等，International  Journal  of  Cell 

Biology，Vol.2010，Article  ID  830307，11页doi：10.1155/2010/830307；Chakraborty等，

Appl  Biol  Chem  DOI，10.1007/s13765‑016‑0167‑6，Online  ISSN  2468‑0842，Print  ISSN 

2468‑0834；以及Nagashima等，Scientific  Reports  1，Article  number：29(2011)，DOI：

10.1038/srep00029)。因此，这里将不深入讨论UPR的机制。然而，重要的是应当注意，鉴于

IRE1介导的剪接的高度保守，来源于一个物种的内含子可被进化高度多样化的另一个物种

成功地剪接。例如，Yoshida等(同上)解释了哺乳动物细胞可成功地从酵母Hac1  mRNA(对应

于哺乳动物细胞中XBP1的Hac1)中剪接出内含子。

[0032] 应该注意的是，可调节内含子的长度可有很大的变化。例如，尽管已经观察到20和

23个核苷酸的变体，但是哺乳动物和植物中的XBP1内含子的长度通常为26个核苷酸。酵母

的Hac1内含子要长得多，通常长为约252个核苷酸(尽管如上所述，但在哺乳动物细胞中这

个长得多的Hac1内含子仍然可被剪接出)。

[0033] 因此，在本发明的多种实施方案中，可调节内含子或Xn的长度可为10至500个核苷

酸，更优选长度可为15至350个核苷酸，更优选长度可为15至100个核苷酸，更优选长度可为

15至35个核苷酸，更优选长度可为20至25个核苷酸。调节内含子的可切除序列因此合适地

长度为16至506个核苷酸，更优选长度为21至356个核苷酸，更优选长度为21至106个核苷

酸，更优选长度为21至41个核苷酸，以及更优选长度为26至31个核苷酸。如上所述，在本发

明的一些实施方案中，优选地，选择长度Xn，使得可切除序列的长度不能被3整除。

[0034] 关于Xn的特定序列有很大的自由度。优选的序列在下面列出，但是当然可使用许

多其他变体，只要可调节内含子保持功能性，即，其通过UPR体系以合适的水平从转录物中

剪接出。当然，某些可能的序列可以不是最佳的或者其干扰剪接过程，例如由于形成不期望

的二级结构，但是本领域技术人员可容易地评估任何给定序列的作用，以确定其是否对剪

接有不良影响。

[0035] 对可调节内含子的功能性(即在诱导UPR时可调节内含子被成功从转录物中剪接

出的能力)的评估，本领域技术人员可使用广泛范围的方法容易地进行评估，并且这些可适

用于旨在在其中使用构建体的特定表达体系。作为一个优选的实例，可使用以下实施例中

描述的方法，例如实施例1。例如，可将任何待评估的候选可调节内含子的功能性替换为实

施例1中所述的构建体(称为SYNP‑XBP‑01)，以代替实施例1中使用的示例性内含子，并且可

通过评估通过2mM  DTT诱导UPR前后EGFP表达的水平来测量在诱导UPR时所述内含子被成功

剪接出的能力，这与实施例1中进行的完全相同。功能性可调节内含子是这样的内含子，其
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能够在诱导UPR后成功地剪接出，以导致功能性EGFP的表达。优选地，功能性内含子使得在

用2mM  DTT诱导UPR之后24小时表达提高至少5倍，更优选EGFP的表达提高至少10倍，更优选

表达提高至少100倍，并且更优选地，表达至少提高1000倍。优选的是，在诱导UPR之前，EGFP

的表达水平是最低的，并且优选地可忽略不计。最低表达可定义为例如小于如实施例1中使

用的对照构建体(即，没有可调节内含子的构建体，其中编码EGFP的序列的表达由CMV‑mp驱

动)的表达水平的50％，优选小于20％，更优选小于10％，更优选小于5％，更优选小于1％。

可忽略的表达水平是使用实施例1的方法基本上不可检测到的表达水平。

[0036] 然而，应理解，技术人员可容易地修改实施例1中采用的方法。例如，这可涉及使用

不同的细胞类型，使用不同的表达产物，使用成功剪接的不同指示剂(例如，测量编码功能

性表达产物的剪接的mRNA的水平，或使用不同的报道蛋白)，以及使用不同的UPR诱导物。在

这种改进的方法中，仍然存在这样的情况，即功能性可调节内含子是一种能够在UPR诱导之

后被成功剪接出从而在UPR诱导之后表达功能性表达产物的内含子。优选地，这导致在UPR

诱导之后24小时编码功能性表达产物的转录物的表达提高至少5倍，更优选提高10倍，更优

选提高100倍，并且更优选提高至少1000倍。优选的是，在诱导UPR之前，编码功能性表达产

物的转录物的表达水平是最低的或可忽略不计。

[0037] CNG/CNG[CG]是哺乳动物细胞的一个优选剪接位点共有靶序列，其中优选在指示

的位置处存在C或G(尽管不是必需的)。通常在该位置存在C优于G。因此，在本发明的一些优

选实施方案中，特别是当合成核酸表达构建体旨在用于哺乳动物细胞时，内含子在内含子

的一端、另一端或两端(优选两端)包含序列CNG/CNG[CG]。

[0038] 因此，在本发明的一些优选实施方案中，可调节内含子包含序列CNG/CNG‑Xn‑CNG/

CNG[CG]，其中Xn代表长度为n个核苷酸的序列，其中/代表切割位点，使得可切除序列CNG‑

Xn‑CNG在剪接后从转录物中切除，其中序列Xn的5’端的核苷酸为C或G。Xn的合适长度如上

所示。

[0039] 在本发明的一些优选实施方案中，Xn包含序列CACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ  ID 

NO：1)或与其至少60％相同，更优选与其至少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优选

与其至少90％相同，并且更优选与其至少95％、96％、97％、98％或99％相同的序列。

[0040] 在 本 发 明 的 一 些 优 选 实 施 方 案 中 ，X n 由 以 下 序 列 组 成 ：序 列

CACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ  ID  NO：1)或与其至少60％相同，更优选与其至少70％相同，更

优选与其至少80％相同，更优选与其至少90％相同，并且更优选与其至少95％、96％、97％、

98％或99％相同的序列。

[0041] 序列CACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ  ID  NO：1)对应于如上所述的位于IRE1切割位点

内部的哺乳动物XBP1内含子的区域。因此，这代表了本发明的一个优选实施方案，特别是当

合成核酸表达构建体旨在用于哺乳动物细胞中时。然而，在一系列非哺乳动物XBP1内含子

中也发现了与此高度相似的序列。

[0042] 在本发明的一些实施方案中，Xn包含以下序列之一或由其组成：

[0043] ‑CACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ  ID  NO：1)；

[0044] ‑CACUCAGACUACGUGCUCCU(SEQ  ID  NO：2)；

[0045] ‑CACUCAGACUACGUGCCCCU(SEQ  ID  NO：3)；

[0046] ‑CACUCAGACUACGUGCGCCU(SEQ  ID  NO：4)；和
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[0047] ‑CACUCAGACUAUGUGCACCU(SEQ  ID  NO：5)。

[0048] 在 本 发 明 的 其 他 实 施 方 案 中 ，X n 包 含 以 下 序 列 或 由 其 组 成 ：序 列

ACGGGCAACUUUACACGACG(SEQ  ID  NO：49)或与其至少60％相同，更优选与其至少70％相同，

更优选与其至少80％相同，更优选与其至少90％相同，并且更优选与其至少95％、96％、

97％、98％或99％相同的序列。

[0049] 在本发明的一个特别优选的实施方案中，可调节内含子包含以下序列或由其组

成：序列CNG/CNGCACUCAGACUACGUGCACCUCNG/CNGC(SEQ  ID  NO：6)，或与其至少60％相同，更

优选与其至少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优选与其至少90％相同，并且更优选

与其至少95％、96％、97％、98％或99％相同的序列，其中/代表切割位点。在根据上述序列

同一性水平的变体序列中，剪接位点靶序列优选保留为CNG/CNGC，并且序列变异发生在其

他区域中。

[0050] 合 适 地 ，可 调 节 内 含 子 包 含 以 下 序 列 或 由 其 组 成 ：序 列 C A G /

CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：7)，或与其至少60％相同，更优选与其至

少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优选与其至少90％相同，并且更优选与其至少

95％、96％、97％、98％或99％相同的序列，其中/代表切割位点。在根据上述序列同一性水

平的变体序列中，剪接位点靶序列优选保留为CAG/CUGC，并且序列变异发生在其他区域中。

[0051] 在本发明的一些优选实施方案中，可调节内含子包含以下序列之一或由其组成：

[0052] ‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：8)；

[0053] ‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCUCCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：9)；

[0054] ‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCCCCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：10)；

[0055] ‑CNG/CAGCACUCAGACUACGUGCGCCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：11)；和

[0056] ‑CNG/CAGCACUCAGACUAUGUGCACCUCUG/CNG(SEQ  ID  NO：12)。

[0057] 在本发明的其他优选实施方案中，可调节内含子包含以下序列之一或由其组成：

[0058] ‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：7)；

[0059] ‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCUCCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：13)；

[0060] ‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCCCCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：14)；

[0061] ‑CAG/CAGCACUCAGACUACGUGCGCCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：15)；和

[0062] ‑CAG/CAGCACUCAGACUAUGUGCACCUCUG/CUGC(SEQ  ID  NO：16)。

[0063] 在 本 发 明 的 另 一 个 实 施 方 案 中 ，可 调 节 内 含 子 包 含 序 列 C A G /

C U G C A G C A C U C A G A C U A C G U G C A C C U C U G / C A G ( S E Q  I D  N O ：1 7 ) 或 C A G /

CUGCAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG/CUGG(SEQ  ID  NO：27)，其中/代表切割位点。该序列是由

于在具有下划线的位置向哺乳动物XBP1内含子序列添加了三核苷酸CUG。据信，添加这种三

核苷酸会使内含子的剪接稍微不优化，以降低细胞中任何不期望的剪接(并因此表达产物

的背景表达)。

[0064] 因此，在本发明的一些优选实施方案中，Xn包含CAGCACUCAGACUACGUGCACCU(SEQ 

ID  NO：23)或由其组成。

[0065] 在 本 发 明 的 另 一 个 实 施 方 案 中 ，可 调 节 内 含 子 包 含 序 列 ：C N G /

CAGACGGGCAACUUUACACGACGCUG/CNG(SEQ  ID  NO：50)，或与其至少60％相同，更优选与其至

少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优选与其至少90％相同，并且更优选与其至少
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95％、96％、97％、98％或99％相同的序列，其中/代表切割位点。在根据上述序列同一性水

平的变体序列中，剪接位点靶序列优选保留为CNG/CNG，并且序列变异发生在其他区域中。

[0066] 为避免疑问，应注意，在本发明的内含子序列中，优选将内含子各末端的剪接位点

靶序列限制为CNG/CNG，更优选限制为CNG/CNG[CG]。因此，尽管这些序列在剪接位点靶序列

中提供了一些变化，但是如果需要的话，位于两个剪接位点靶序列之间的中央序列应容纳

另外的变化。

[0067] 在本发明的一些优选实施方案中，可调节内含子是XBP1内含子、Hac1内含子、

bZIP60内含子，或其同源物。这意味着内含子可以是XBP1、Hac1或bZIP60内含子的野生型形

式，或其天然存在的同源物。

[0068] 在本发明的一些实施方案中，可优选的是，转录物中的剪接位点靶序列(即包含序

列CNG/CNG)侧翼为能够相互作用以形成茎环结构的序列。因此，剪接位点靶序列优选地侧

翼为彼此互补的序列，使得它们将彼此杂交以形成茎环结构，其中剪接位点靶序列至少部

分地，优选整个地位于在转录物中形成的茎环结构的环区域内。

[0069] 关于野生型XBP1、HAC1和bZIP60内含子，已经假设在mRNA转录物中的剪接位点处

形成茎环结构。这涉及内含子和与剪接位点靶序列相邻的外显子中的序列之间的杂交，当

以相反方向阅读时，所述序列在核苷酸序列中是互补的。本文中报道的实验表明，在预期不

会形成这种茎环结构的情况下，将内含子插入到编码序列中时，剪接成功地进行。因此，形

成茎环结构对于成功地剪接本发明的可调节内含子而言似乎不是必要的。然而，在某些情

况下，可期望形成茎环结构，因为这可例如导致最佳的剪接活性。在一个替代方案中，在某

些情况下可期望避免提供可被修饰以形成茎环结构的序列，因为这可导致内含子的不期望

的主动剪接，从而潜在地导致表达漏失(expression  leakage)。

[0070] 在本发明的某些实施方案中，在待形成茎环结构的情况下，由所述转录物形成的

茎环结构优选包含长度为6至9个核苷酸的环和长度为3至10个核苷酸的茎。更优选地，茎环

结构包含长度为7至8个核苷酸的环和长度为4至8个核苷酸的茎。

[0071] 在待形成茎环结构的本发明的某些实施方案中，内含子可合适地在剪接靶位点包

含如下序列：

[0072] ‑Yn‑CNG/CNG‑A‑Zn‑

[0073] 其中A是长度为0至3个核苷酸(优选1或2个核苷酸)的序列，

[0074] 其中/代表切割位点，

[0075] 并且其中Yn和Zn表示当在相反方向上阅读时在核苷酸序列上是互补的序列，因此

能够杂交形成茎环结构的茎。Yn和Zn的长度优选为3至10个核苷酸，更优选为4至8个核苷

酸。

[0076] 在一些实施方案中，内含子可合适地在剪接靶位点包含如下序列：

[0077] ‑Zn‑CNG/CNG[CG]‑A‑Yn‑，其中组分具有与以上相同的含义。在这种情况下，A优选

具有0、1或2个核苷酸的长度。

[0078] 显然，提供合适的互补序列(例如以上结构中的Yn和Zn)以提供茎结构可通过使内

含子的序列进行改变以提供与相邻的编码(即外显子)序列中的相应序列互补的合适区域

来实现。也可能或期望在某种程度上改变编码区的序列，例如通过利用遗传密码中的冗余

来改变核酸序列而不影响编码的氨基酸序列；通常应避免表达产物的氨基酸序列的改变。
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[0079] 在本发明的一些实施方案中，核酸表达构建体包含与编码表达产物的核酸序列有

效连接的诱导型启动子，所述编码表达产物的核酸序列包含编码可调节内含子的序列。如

上所提及的，诱导型启动子是本领域已知的。通过组合本发明的诱导型启动子与可调节内

含子，可实现双重表达水平，即在转录水平和翻译水平二者上的控制。这可允许非常严密的

表达控制，例如避免任何表达“漏失”。例如，在毒性蛋白的表达期间，或在所期望的时间诱

导表达之前，必须将背景表达量保持在绝对最低水平的任何情况下，这一点都可以是重要

的。

[0080] 在一个优选实施方案中，诱导型启动子是未折叠蛋白反应(UPR)诱导型启动子，

即，其自身被UPR诱导的启动子。在这样的实施方案中，UPR的诱导既在驱动转录方面诱导表

达，又由于可调节内含子的剪接而允许表达功能性表达产物。

[0081] 在本发明的一些实施方案中，UPR诱导型启动子合适地包含针对以下的至少一个

结合位点：在UPR中驱动基因表达的ATF6、XBP1、bZIP60，或者同源或在其他方面等效的转录

因子。

[0082] 合适地，UPR诱导型启动子包含至少一个以下序列中的一个或更多个拷贝：

[0083] ‑TGACGTG(ATF6共有序列)，

[0084] ‑TGACGTGCT(以上的变体)，

[0085] ‑TGACGTG[TG](称为UPRE位点)，

[0086] ‑CCAAT‑N9‑CCACG(称为ERSE1位点)(SEQ  ID  NO：18)，和

[0087] ‑ATTGG‑N‑CCACG(称为ERSE2位点)(SEQ  ID  NO：19)。

[0088] 这些位点由ATF6、XBP1和bZIP60结合。

[0089] 合适地，启动子包含序列TGACGTG(任选地作为TGACGTGCT或TGACGTG[TG]的一部

分)的一个或更多个拷贝，优选地序列TGACGTG[TG](任选地作为TGACGTGCT或TGACGTG[TG]

的一部分)的3个或更多个拷贝，并且优选地序列TGACGTG[TG](任选作为TGACGTGCT或

TGACGTG[TG]的一部分)的5个或更多拷贝。

[0090] 一个示例性的UPR诱导型启动子序列包含以下序列(SEQ  ID  NO：20)：TGACGTGCTT

GACGTGCTTGACGTGCTTGACGTGCTTGACGTGCTTGACGTGCT。

[0091] 该序列包含UPRE位点的6个串联拷贝。

[0092] 另一个示例性的UPR诱导型启动子序列包含以下序列(SEQ  ID  NO：47)：

[0093]

[0094] 该序列包含UPRE位点的6个拷贝，每个拷贝间隔20个核苷酸。

[0095] 合适地，UPR诱导型启动子包含所述针对以下的至少一个连接位点：ATF6、XBP1，或

者驱动UPR与最小启动子序列(例如，CMV最小启动子)有效连接的同源或在其他方面等效的

转录因子。其他合适的最小启动子是本领域已知的。

[0096] CMV最小启动子具有以下序列(SEQ  ID  NO：21)：

[0097]

[0098] 因此，示例性诱导型启动子包含含有根据SEQ  ID  NO：20的序列的核酸，该核酸位
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于具有根据SEQ  ID  NO：21的序列的核酸的上游并与之有效连接。

[0099] 例如，诱导型启动子可合适地包含以下序列(SEQ  ID  NO：22)：

[0100]

[0101] 下文提供了可与可调节内含子结合使用的UPR诱导型启动子的更多细节。

[0102] 编码表达产物的核酸序列合适地是转基因。转基因通常编码基因表达产物，例如

RNA或多肽(蛋白质)。转基因可以是全长cDNA或基因组DNA序列，或其具有至少一些生物学

活性的任何片段、亚基或突变体。转基因可合适地是微小基因(minigene)，即，缺少其部分、

大部分或全部的天然内含子序列的基因序列。转基因任选地可包含常规内含子序列(即除

了可调节内含子之外)。任选地，转基因可以是杂交核酸序列，即由同源和/或异源cDNA和/

或基因组DNA片段构建的序列。“突变体”意指包含与野生型或天然存在的序列不同的一个

或更多个核苷酸的核酸序列，即，突变的核酸序列包含一个或更多个核苷酸替换、缺失和/

或插入。核苷酸的替换、缺失和/或插入可产生其氨基酸/核酸序列与野生型氨基酸/核酸序

列不同的基因产物(即蛋白质或核酸)。在一些情况下，转基因还可包括编码前导肽的序列

或信号序列，使得转基因产物将从细胞中分泌出。

[0103] 除了上面讨论的可调节内含子之外，常规的(即不可调节的)内含子也可用于编码

表达产物的核酸序列中。术语“常规内含子”涵盖整个内含子的任何部分，该部分足够大以

被核剪接装置识别和剪接。通常，短的、功能性的内含子序列是优选的，以使表达组件的尺

寸保持尽可能小，这有利于表达组件的构建和操作。在一些实施方案中，内含子是从编码由

编码表达产物的核酸序列编码的蛋白质的基因中获得的。常规内含子可位于编码表达的序

列的5’，编码表达的序列的3’或位于编码表达的序列内。因此，在一些实施方案中，编码表

达产物的核酸序列还包含常规内含子。合适的内含子的一些非限制性实例是小鼠微小病毒

(Minute  Virus  of  Mice，MVM)内含子、β‑珠蛋白内含子(betalVS‑II)、IX因子(FIX)内含子

A、猿猴病毒40(SV40)小t内含子和β‑肌动蛋白内含子。如本领域公知的，内含子可在表达水

平提高方面具有益处。

[0104] 在本发明的一些优选实施方案中，编码表达产物的核酸序列编码蛋白质。基本上

可使用任何蛋白质，并且作为非限制性实例，该蛋白质可以是酶、抗体或抗体片段(例如单

克隆抗体)、病毒蛋白(例如REP‑CAP、REV、VSV‑G或RD114)、治疗性蛋白质或毒性蛋白(例如

胱天蛋白酶3、8或9)。

[0105] 在本发明的一些优选实施方案中，编码表达产物的核酸序列编码毒性蛋白。在这

种情况下，“毒性蛋白”意指对使用中产生表达产物的细胞具有毒性的蛋白质。例如，毒性蛋

白可以是以下之一：胱天蛋白酶3、胱天蛋白酶8、胱天蛋白酶9和毒性病毒蛋白(例如VSV‑G

或AAV  REP蛋白)。

[0106] 在本发明的一些优选实施方案中，编码表达产物的核酸序列编码治疗性表达产

物。治疗性表达产物可以是蛋白质，例如可分泌蛋白质，例如凝血因子(例如IX因子或VIII

因子)、细胞因子、生长因子、抗体或纳米抗体、趋化因子、血浆因子、胰岛素、促红细胞生成

素、脂蛋白脂肪酶或毒性蛋白。

[0107] 作为替选地，治疗性表达产物可以是RNA，例如siRNA或miRNA。多种治疗性siRNA已
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经在本领域中描述，并且作为非限制性实例，该siRNA可用于治疗FTDP‑17(额颞痴呆

(frontotemporal  dementia))、DYT1张力失常、生长激素缺乏症、阿尔茨海默病中的BACE1、

白血病(例如靶向c‑raf、bcl‑2)、黑素瘤(例如靶向ATF2、BRAF)、前列腺癌(例如靶向P110B)

和胰腺癌(例如靶向K‑Ras)。siRNA治疗概述于“Therapeutic  potentials  of  short 

interfering  RNAs”，Appl  Microbiol  Biotechnol，DOI10.1007/s00253‑017‑8433‑z中。类

似地，对于m iR N A，可根据本发明实施的多种m iR N A治疗方法概述于“Mic roR N A 

therapeutics：towards  a  new  era  for  the  management  of  cancer  and  other 

diseases”，Nature  Reviews  Drug  Discovery；16，203‑222(2017)中。

[0108] 合适地，核酸表达构建体包含提供或编码核糖体结合位点、起始密码子、终止密码

子中的一个或更多个，优选所有的序列，以及转录终止序列。

[0109] 在另一方面中，本发明提供了核酸，其包含编码表达产物的序列(例如基因)，该编

码表达产物的序列包含编码可调节内含子的序列，所述可调节内含子是包含可切除序列的

内含子，所述可切除序列能够通过细胞中的未折叠蛋白反应(UPR)体系从合成表达构建体

产生的转录物中剪接出，从而产生编码功能性表达产物的转录物，并且其中表达产物不是

XBP1蛋白、Hac1蛋白、bZIP60蛋白，或其同源物。

[0110] 因此，编码表达产物的序列不是天然包含根据本发明的可调节内含子的基因。换

句话说，可调节内含子与编码在其中发现其的表达产物的序列异源。

[0111] 可调节内含子的优选特征和编码表达产物的序列如上所述。

[0112] 可将这样的核酸插入到任何合适的表达构建体，例如使得与启动子有效连接的表

达载体，和驱动核酸转录所需的任何其他元件中。功能性表达产物的表达将由可调节内含

子控制。

[0113] 在另一方面中，本发明提供了载体，其包含如上所述的合成核酸表达构建体。

[0114] 术语“载体”在本领域中是公知的，并且如在本申请中使用的是指核酸分子，例如

双链DNA，其可已经插入到根据本发明的核酸表达构建体中。载体适用于将插入的核酸分子

转运到合适的宿主细胞中。载体通常包含允许转录插入核酸分子，并且优选地将转录物翻

译成多肽的所有必需元件。载体通常包含所有必需的元件，使得一旦载体进入宿主细胞中，

载体就可独立于宿主染色体DNA复制或与宿主染色体DNA一致复制；可产生载体及其插入的

核酸分子的数个拷贝。本发明的载体可以是游离型载体(即，其不整合到宿主细胞的基因组

中)，或者可以是整合到宿主细胞的基因组中的载体。该定义包括非病毒和病毒载体二者。

非病毒载体包括但不限于质粒载体(例如pMA‑RQ、pUC载体、bluescript载体(pBS)和

pBR322，或其不含细菌序列(微环)的衍生物)、基于转座子的载体(例如PiggyBac(PB)载体

或Sleeping  Beauty(SB)载体)等)。更大的载体(例如人工染色体(细菌(BAC)、酵母(YAC)或

人(HAC)))可用于容纳更大的插入片段。病毒载体来源于病毒，包括但不限于以下病毒的载

体：逆转录病毒、慢病毒、腺相关病毒、腺病毒、疱疹病毒、肝炎病毒等。通常但不是必要的，

病毒载体具有复制缺陷，因为它们已经失去了在给定细胞中繁殖的能力，因为复制必需的

病毒基因已经从病毒载体中消除。然而，一些病毒载体也可适合于在给定的细胞(例如如，

癌细胞)中特异性复制，并且通常用于触发细胞(癌细胞)特异性分解(溶瘤分解)。病毒体是

同时包含病毒和非病毒成分的载体的一个非限制性实例，特别是它们将脂质体与灭活的

HIV或流感病毒组合(Yamada等，2003)。另一个实例包括与阳离子脂质混合的病毒载体。

说　明　书 10/44 页

15

CN 111566216 B

15



[0115] 在一些优选实施方案中，载体是病毒载体，例如逆转录病毒载体、慢病毒载体、腺

病毒载体或腺相关病毒(AAV)载体，更优选AAV载体。为了克服AAV转导中的限制步骤之一

(即单链至双链AAV转化)，AAV载体优选以自互补双链AAV载体(scAAV)使用(McCarty，2001，

2003；Nathwani等，2002，2006，2011；Wu等，2008)，尽管本文也涵盖了单链AAV载体(ssAAV)

的用途。

[0116] 在一些优选实施方案中，载体是质粒。这样的质粒可包括多种其他功能性核酸序

列，例如一种或更多种选择性标志物、一个或更多个的复制起点、多克隆位点等。

[0117] 在本发明的一些优选实施方案中，载体是用于在真核细胞中表达的表达载体。真

核表达载体的一些实例包括但不限于可从Stratagene获得的pW‑LNEO、pSV2CAT、pOG44、

pXT1和pSG；可从Amersham  Pharmacia  Biotech获得的pSVK3、pBPV、pMSG和pSVL；和可从

Clontech获得的pCMVDsRed2‑express、pIRES2‑DsRed2、pDsRed2‑Mito、pCMV‑EGFP。许多其

他载体是公知的且可商购。对于哺乳动物细胞腺病毒载体，pSV和pCMV系列载体是特别公知

的非限制性实例。有许多公知的酵母表达载体，包括但不限于酵母整合型质粒(yeast 

integrative  plasmid，YIp)和酵母复制型质粒(yeast  replicative  plasmid，YRp)。对于

植物，农杆菌属(agrobacterium)的Ti质粒是一个示例性表达载体，并且植物病毒也提供合

适的表达载体，例如烟草花叶病毒(tobacco  mosaic  virus，TMV)、马铃薯X病毒和豇豆花叶

病毒。

[0118] 在一些优选实施方案中，载体是基因治疗载体。多种基因治疗载体是本领域已知

的，并且可提及AAV载体、腺病毒载体、逆转录病毒载体和慢病毒载体。当载体是基因治疗载

体时，编码表达产物的核酸序列合适地编码治疗性蛋白质。治疗性蛋白质可以是可分泌的

蛋白质。可分泌的蛋白质，特别是可分泌的治疗性蛋白质的非限制性实例包括凝血因子(例

如VII  I因子或IX因子)、胰岛素、促红细胞生成素、脂蛋白脂肪酶、抗体或纳米抗体、生长因

子、细胞因子、趋化因子、血浆因子、毒性蛋白等。

[0119] 本发明的核酸表达构建体和载体可与可药用赋形剂(即一种或更多种可药用载体

物质和/或添加剂，例如缓冲液、载体、赋形剂、稳定剂等)一起配制成药物组合物。药物组合

物可以药盒的形式提供。本文中所用的术语“可药用”与本领域一致，并且意指与药物组合

物的其他成分相容并且对其接受者无害。

[0120] 因此，本发明的另一方面提供了药物组合物，其包含本文中所述的核酸表达构建

体或载体。

[0121] 在本发明的另一方面中，提供了根据本发明多个方面的核酸表达构建体和载体用

于制备药物组合物的用途。

[0122] 根据本发明的另一方面，提供了细胞，其包含根据本发明的合成核酸表达构建体

或载体。

[0123] 优选地，细胞是真核细胞。真核细胞可合适地是真菌细胞(例如酵母细胞)、动物

(后生动物)细胞(例如哺乳动物细胞)或植物细胞。

[0124] 在本发明的一些实施方案中，细胞可以是原核细胞；尽管原核细胞不具有UPR，但

是原核细胞仍可用于产生合成核酸表达构建体或者用于处理合成核酸表达构建体的其他

步骤中。

[0125] 在本发明的一些优选实施方案中，细胞是离体的，例如在细胞培养中。在本发明的
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另一些实施方案中，细胞可以是组织或多细胞生物体的一部分。

[0126] 在一些优选实施方案中，表达产物对其中存在构建体或载体的细胞具有毒性。在

一个这样的实施方案中，细胞是用于细胞治疗的细胞(例如治疗性免疫细胞、例如治疗性T

细胞)，其包含根据本发明的载体的合成核酸表达构建体，其中表达产物为对细胞具有毒

性。在这样的一个实施方案中，对UPR的诱导可被用于诱导细胞死亡，即作为生死开关(kill 

switch)。合适的毒性表达产物包括胱天蛋白酶，例如胱天蛋白酶3、胱天蛋白酶8或胱天蛋

白酶9。

[0127] 合成核酸表达构建体可插入到细胞的基因组中，或者可存在于游离型载体中。

[0128] 在另一方面中，本发明提供了产生表达产物的方法，所述方法包括：

[0129] a)提供包含根据本发明的合成核酸表达构建体的真核细胞群；

[0130] b)处理所述细胞群，以诱导未折叠蛋白反应，从而从可调节内含子中剪接出可切

除序列；

[0131] c)在合适的条件下孵育所述细胞群以产生表达产物；以及

[0132] d)从所述细胞群中分离表达产物。

[0133] 该方法是适合的细胞培养方法。因此，可在对于所用细胞类型而言适合的细胞培

养条件下提供细胞。合适的细胞培养条件是技术人员公知的。

[0134] 合成核酸表达构建体可存在于基因组中或可以是游离的。

[0135] 显然，本发明允许将表达产物(或表达产物的活性形式)的产生延迟直至细胞培养

过程中的所需时间。例如，这可允许细胞群扩增，直到达到所需细胞数量或浓度，或达到所

需生长期为止。

[0136] 例如，在毒性蛋白的情况下，可避免功能性(即毒性)表达产物的产生，直到细胞培

养体系处于所需阶段为止。一旦毒性蛋白被表达，细胞当然将受到不良影响或被杀伤。

[0137] 该方法合适地包括在步骤b)处理所述细胞群，以诱导未折叠蛋白反应(UPR)之前，

在适合于所述细胞生长的条件下孵育所述细胞群。

[0138] 通常，步骤b)包括向所述细胞施加应激(stress)，所述应激适合于诱导UPR。有广

泛范围的应激可用于诱导UPR，并且在文献中对此进行了广泛的描述。

[0139] 在一些优选实施方案中，诱导UPR的步骤合适地包括施用能够在所述细胞中诱导

UPR的化学剂(即，诱导UPR的化学剂)。

[0140] 本领域技术人员可容易地评估任何特定应激(例如化学剂)诱导UPR的能力。例如，

本领域技术人员可在实施例1的方法中合适地施加应激(例如通过施用候选化学剂)来代替

DTT。试剂诱导UPR的能力将通过施加应激(例如化学剂)对功能性表达产物(即EGFP，在实施

例1的情况下)的表达的影响来鉴定。当然，如果需要的话，可修改实施例1的方法，例如使用

不同的细胞类型或不同的构建体。具体地，实施例4证明了如何测试多种候选化学剂诱导

UPR的能力。评估应激(例如化学剂)诱导UPR的能力的多种其他方法对于本领域技术人员将

是明显的。

[0141] 可诱导ER应激并诱导UPR的许多化学剂是本领域已知的。能够诱导IRE1途径的诱

导UPR的化学剂适用于本发明，因为它们将导致可调节内含子的剪接。

[0142] 可用于诱导UPR的一些示例性诱导UPR的化学剂包含：

[0143] ·二硫苏糖醇(DTT)‑该试剂可降低蛋白质的二硫桥。变性的蛋白质在ER内部积
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累。

[0144] ·衣霉素‑该试剂抑制N‑连接的糖基化。

[0145] ·布雷菲德菌素A(brefeldin  A)‑通常用作未折叠蛋白反应的诱导物。

[0146] ·毒胡萝卜 素(thapsigargin)‑该试剂由于抑制Sarco/内质网Ca2+‑ATP酶(Sarco/

Endoplasmic  Reticulum  Ca2+‑ATPase，SERCA)而导致ER  Ca2+耗竭。

[0147] ·2‑脱氧葡萄糖

[0148] ·A23187(CAS编号52665‑69‑7)

[0149] ·硼替佐米(bortezomib)(Velcade)

[0150] ·槲皮素(quercetin)

[0151] ·破坏细胞中的脂质平衡使得诱导UPR的试剂，例如饱和脂肪酸(例如棕榈酸)‑即

那些诱导脂质诱导的ER应激反应/UPR的试剂。

[0152] 可以合适的浓度施用这种诱导UPR的化学剂，并且本领域技术人员可通过常规实

验和文献查阅容易地确定这种浓度。多种药剂的合适施用浓度如下：DTT  2mM；衣霉素2.5至

5μg/ml；布雷菲德菌素A  0.5μg/ml；毒胡萝卜 素0.1至1μM；2‑脱氧葡萄糖4mM；A23187(CAS编

号52665‑69‑7)0.5μM；硼替佐米(Velcade)5至30nM；和棕榈酸(或其他脂肪酸)100μM。这些

浓度是指试剂在细胞所暴露的培养基中的浓度。

[0153] 用于本发明的另一种诱导UPR的化学剂是毛喉素(forskolin)。毛喉素(coleonol)

是由印度锦紫苏植物(毛喉鞘蕊花(Plectranthus  barbatus))产生的一种半日花烷型二萜

(labdane  diterpene)。毛喉素的其他名称包括pashanabhedi、印度锦紫苏、makandi、HL‑

362和NKH477。

[0154] 二硫苏糖醇(DTT)、衣霉素和毒胡萝卜 素在文献中广泛用于诱导UPR，因此在本发

明的一些实施方案中代表优选的诱导UPR的化学剂。毛喉素是另一种优选的诱导UPR的化学

剂，特别是但不仅限于其在体内使用的安全性。

[0155] 在本发明的一个特别优选的实施方案中，施用能够破坏所述细胞中脂质平衡的诱

导UPR的化学剂以诱导UPR。在文献中已经广泛报道了脂质和脂质代谢在诱导UPR中的作用，

该现象被称为“脂质诱导的ER应激反应/UPR”。参见，例如Iwao和Shidoj，PLOS  ONE|DOI：

10 .1371/journal .pone .0132761  July  17，2015；Robblee等“Saturated  Fatty  Acids 

Engage  an  IRE1a‑Dependent  Pathway  to  Activate  the  NLRP3  Inflammasome  in 

Myeloid  Cells”‑Cell  Reports  14，2611‑2623，March  22，2016；Ariyama等，“Decrease  in 

Membrane  Phospholipid  Unsaturation  Induces  Unfolded  Protein  Response”‑THE 

JOURNAL  OF  BIOLOGICAL  CHEMISTRY  VOL.285，NO .29，pp.22027‑22035，July  16，2010；

Basseri和Austin“Endoplasmic  Reticulum  Stress  and  Lipid  Metabolism：Mechanisms 

and  Therapeutic  Potential”‑Biochemistry  Research  International  Volume  2012，

Article  ID  841362，13页，doi：10 .1155/2012/841362；Kitai等“Membrane  lipid 

saturation  activates  IRE1a  without  inducing  clustering”‑Genes  to  Cells(2013)

18，798‑809。因此，合适地，诱导UPR的化学剂能够以UPR被诱导的这样的方式改变细胞的脂

质平衡。存在广泛范围可实现此目的的试剂。例如，已经表明，以提高脂质饱和水平(从而降

低去饱和脂质水平)的这样的方式破坏细胞中的脂质平衡导致UPR的诱导。因此，合适地，诱

导UPR的化学剂能够以提高脂质饱和水平的这样的方式改变细胞的脂质平衡。
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[0156] 优选地，诱导UPR的化学剂能够改变细胞膜中饱和脂肪酸与不饱和脂肪酸的比，从

而提高饱和脂肪酸的比例。这可通过数种方式来实现，例如将饱和脂肪酸引入至细胞或抑

制将饱和脂肪酸转化为不饱和脂肪酸的酶的活性。

[0157] 因此，在一个特别优选的实施方案中，诱导UPR的化学剂包含饱和脂肪酸，合适地

是中链或长链饱和脂肪酸。在本发明的某些实施方案中，脂肪酸的脂族链长为6至26个碳，

更优选9至22个碳，更优选12至20个碳，更优选14至20个碳。

[0158] 合适地，所述诱导UPR的化学剂包含选自以下的至少一种脂肪酸：己酸、庚酸、辛

酸、壬酸、癸酸、十一烷酸、月桂酸、十三烷酸、肉豆蔻酸、十五烷酸、棕榈酸、十七烷酸、硬脂

酸、十九烷酸、二十烷酸、二十一烷酸、二十二烷酸、二十三烷酸、二十四烷酸、二十五烷酸和

二十六烷酸。更优选地，诱导UPR的化学剂包含选自以下的至少一种脂肪酸：壬酸、癸酸、十

一碳酸、月桂酸、十三烷酸、肉豆蔻酸、十五烷酸、棕榈酸、十七烷酸、硬脂酸、十九烷酸、二十

烷酸、二十一烷酸和二十二烷酸。更优选地，诱导UPR的化学剂包含选自以下的至少一种脂

肪酸：月桂酸、十三烷酸、肉豆蔻酸、十五烷酸、棕榈酸、十七烷酸、硬脂酸、十九烷酸和二十

烷酸。更优选地，诱导UPR的化学剂包含选自以下的至少一种脂肪酸：肉豆蔻酸、十五烷基

酸、棕榈酸、十七烷酸、硬脂酸、十九烷酸和二十烷酸。

[0159] 在一个特别优选的实施方案中，诱导UPR的化学剂包含棕榈酸或硬脂酸。

[0160] 应当注意的是，在提到脂肪酸的情况下，可以任何合适的形式提供它们，例如作为

盐(棕榈酸盐、硬脂酸盐等)。

[0161] 在另一个优选实施方案中，诱导UPR的化学剂包含能够在细胞中下调硬脂酰辅酶A

脱饱和酶活性的试剂。硬脂酰辅酶A脱饱和酶是一种ER标记酶(resident  enzyme)，其可在

饱和脂肪酸中引入双键。例如，诱导UPR的化学剂合适地包括硬脂酰辅酶A脱饱和酶的抑制

剂。MF‑43是硬脂酰辅酶A脱饱和酶的合适抑制剂的一个实例。作为替选地，诱导UPR的化学

剂可能够下调硬脂酰辅酶A脱饱和酶的表达，例如通过敲低硬脂酰辅酶A脱饱和酶表达(例

如通过RNA干扰)，或敲除硬脂酰辅酶A脱饱和酶基因。也可靶向参与脂肪酸去饱和的其他基

因。

[0162] 其他示例性的诱导UPR的化学剂包含香叶基香叶酸(geranylgeranoic  acid，

GGA)、2，3‑二氢GGA、9‑顺式视黄酸和全反式视黄酸(参见‑Chieko  Iwao和Yoshihiro 

Shidoj，PLOS  ONE|DOI：10.1371/journal.pone.0132761  July  17，2015)。

[0163] 在本发明的一些实施方案中可使用数种诱导UPR的化学剂的组合。例如，饱和脂肪

酸(例如棕榈酸)可与能够下调硬脂酰辅酶A脱饱和酶活性的试剂(例如MF‑43)组合使用。

[0164] 在本发明的另一个实施方案中，在步骤b)中诱导UPR合适地包括在所述真核细胞

群中表达诱导物蛋白，从而在细胞群中诱导UPR响应。这样的蛋白被称为“诱导物蛋白”，因

为当其在细胞群中表达时其通常通过产生ER应激发挥作用以诱导UPR响应。诱导物蛋白通

常是与根据本发明第一方面的合成核酸表达构建体所编码的蛋白质不同的蛋白质。诱导物

蛋白合适地是异源蛋白，但是在一些实施方案中，它可以是过表达的同源蛋白。重要的是诱

导物蛋白在细胞中的表达诱导了UPR，这导致了可调节内含子的剪接。有许多方法可在细胞

群中实现诱导物蛋白的表达。在一些合适的实施方案中，用适于在细胞中表达诱导物蛋白

的表达载体转染细胞群。在一个实施方案中，可用病毒感染细胞，这导致了引起ER应激和

UPR诱导的病毒蛋白表达。也可使用编码病毒或非病毒蛋白的重组病毒载体，下面描述一个
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实例，其中在细胞中表达AAV以诱导UPR。这形成了本发明的一个优选实施方案。作为替选

地，可将基本上任何其他形式的表达载体(例如质粒)引入到细胞内以表达异源蛋白。用合

适的表达载体转染细胞的合适方法是本领域公知的。诱导物蛋白的性质通常不受特别关

注，尽管通常优选该蛋白是无毒的。相反地，异源蛋白产生在细胞中产生的ER应激是重要

的。

[0165] 在一些实施方案中，步骤b)包括用能够在所述细胞中表达诱导物蛋白，优选异源

蛋白的表达载体转染所述细胞群。作为替选地，步骤b)可包括从先前(例如在步骤a)之前)

引入到细胞中的表达载体诱导所述诱导物蛋白的表达。

[0166] 诱导物蛋白的表达可在组成型或非组成型启动子的控制下。一个示例性的非组成

型启动子是诱导型启动子(在这种情况下，诱导型启动子将不是UPR诱导型启动子)。

[0167] 诱导未折叠蛋白反应的其他方法包括使细胞暴露于缺氧或碳水化合物(例如葡萄

糖)剥夺。

[0168] 如上所述，鉴于IRE1介导的内含子剪接在整个真核生物中的普遍存在，该方法可

用任何类型的真核细胞进行。因此，该方法可例如在真菌细胞(例如酵母细胞)、动物(后生

动物)细胞(例如哺乳动物细胞)和植物细胞中进行。

[0169] 在某些优选实施方案中，真核细胞群是动物(后生动物)细胞群。合适地，动物细胞

可以是来自无脊椎动物或脊椎动物的细胞。

[0170] 在一些优选实施方案中，真核细胞群是哺乳动物细胞群。可使用广泛范围的哺乳

动物细胞，包括但不限于中国仓鼠卵巢(CHO)细胞、人胚肾(HEK)细胞(例如HEK‑293)、人胚

视网膜细胞、人羊水细胞、小鼠骨髓瘤淋巴母细胞样细胞。在这样的实施方案中，可调节内

含子是这样的内含子可以是优选的，所述内含子在内含子的一个、另一个或两个(优选两

个)末端包含序列CNG/CNG[CG]，即哺乳动物剪接靶共有序列。合适地，例如，可调节内含子

具有序列

[0171]

[0172] 在另一些实施方案中，真核细胞群是昆虫细胞群。在方法中使用的合适的昆虫细

胞包括杆状病毒感染的细胞和未感染的细胞，例如来自以下昆虫物种的细胞：草地贪夜蛾

(Spodoptera  frugiperda)(例如Sf9或Sf21)、粉纹夜蛾(Trichoplusia  ni)(例如Hi‑5)、黑

腹果蝇(Drosophila  melanogaster)(例如Schneider  2细胞和Schneider  3细胞)。

[0173] 在本发明的另一些实施方案中，真核细胞群合适地是真菌细胞群，优选酵母细胞。

用于本方法的合适的真菌细胞包括但不限于啤酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)、毕赤

酵母(Pichia  pastoris)、曲霉属(Aspergillus  spp.)、木霉属(Trichoderma  spp.)和嗜热

毁丝霉(Myceliophthora  thermophila)。

[0174] 在本发明的另一些实施方案中，真核细胞群合适地是植物细胞群或植物原生质体

群。

[0175] 在本发明的另一些实施方案中，真核细胞群合适地是原生动物细胞群，例如蜥蜴

利什曼原虫(Leishmania  tarentolae)。

[0176] 步骤d)，即从所述细胞群中分离表达产物，可使用本领域公知的常规技术进行。当
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然，这些技术将根据表达产物的性质而变化。

[0177] 该方法可合适地包括将核酸表达构建体引入到细胞内的步骤。有许多公知的转染

真核细胞的方法，并且技术人员可容易地为任何细胞类型选择合适的方法。当然可在任何

合适的载体中提供核酸表达构建体。

[0178] 在另一方面中，本发明提供了根据本发明多个方面的核酸表达构建体、载体、细胞

或药物组合物，其用于治疗方法或治疗。

[0179] 如本文中所用，术语“治疗”是指治疗性处理和预防性或预防性措施二者。有益或

期望的临床结果包括但不限于预防不期望的临床状态或疾病、降低疾病的发生率、减轻与

疾病有关的症状、减轻疾病的程度、使疾病状态稳定(即不恶化)、使疾病进展延缓或减慢、

改善或减轻疾病状态、可检测或不可检测的缓解(无论是部分还是全部)，或其组合。与未接

受治疗的预期生存期相比，“治疗”还意味着生存期延长。

[0180] 如本文中所用，术语“治疗性处理”或“治疗”等是指其目的是：使对象的身体或其

部分(element)从不期望的生理变化或病症达到期望状态，例如不那么严重或不那么不愉

快的状态(例如，改善或减轻)，或者恢复到其正常的健康状态(例如，恢复对象的健康、身体

完整性和身体健康)；使其保持所述不期望的生理变化或病症(例如，稳定或不恶化)；或与

所述不期望的生理变化或病症相比阻止或减慢其进展至更严重或更差的状态。

[0181] 如本文中所用，术语“预防”、“预防性治疗”或“预防性治疗”等包括预防疾病或病

症的发作，包括在患所述疾病或病症之前降低与其相关的疾病或病症的严重程度或症状。

这种在患病之前的预防或降低是指将本文中所述的核酸表达构建体、载体或药物组合物施

用至在施用时未患有明显疾病或病症的症状的患者。“预防”还包括例如在一段时间的改善

之后预防疾病或病症的再现或复发预防。在一些实施方案中，本文中所述的核酸表达构建

体、载体或药物组合物可用于基因治疗。

[0182] 本发明还提供了本文中所述的核酸表达构建体、载体或药物组合物用于制备用于

基因治疗的药物的用途。

[0183] 本文中还公开了用于在需要所述基因治疗的对象中进行基因治疗的方法，其包

括：

[0184] ‑向所述对象中引入包含含有本发明的核酸表达构建体的药物组合物的基因治疗

载体，所述核酸表达构建体包含编码治疗性表达产物的序列，使得所述基因治疗载体将所

述核酸表达构建体递送至所述对象的靶细胞；以及

[0185] ‑在对象的靶细胞中表达治疗有效量的功能性治疗性表达产物。

[0186] 显然，只有当表达产物在UPR具有活性的细胞中表达时，才发生治疗有效量的功能

性治疗性表达产物的表达。在许多情况下，UPR将在处于应激下的细胞(例如癌细胞或被病

原体(例如病毒)感染的细胞)中具有活性。因此，本发明的一个优点是仅在UPR具有活性的

细胞中发生功能性治疗产物(例如其可以是毒性蛋白或其他细胞毒性剂)的表达。这对于减

轻或避免功能性治疗性表达产物的不期望的脱靶表达可以是有用的。

[0187] 因此，在本发明的涉及治疗的多个方面中，优选地，待治疗的病症是癌症或感染

(例如，病毒感染)。

[0188] 作为替选地，可使用合适的UPR诱导剂在细胞中诱导UPR。上文讨论了多种UPR诱导

剂，并且合适的UPR诱导剂包括诱导UPR的可药用试剂(例如，硼替佐米(Bortezomib)、毛喉
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素)和干扰细胞中的脂质平衡以诱导UPR的试剂(例如，以上讨论的饱和脂肪酸)。可将UPR诱

导剂直接递送至靶位点(例如通过注射)或全身性给予。

[0189] 治疗性表达产物可以是多肽/蛋白质，例如可分泌蛋白质或肽，例如如凝血因子

(例如VII  I因子或IX因子)、胰岛素、促红细胞生成素、脂蛋白脂肪酶、抗体或纳米抗体、生

长因子、细胞因子、趋化因子、血浆因子、毒性蛋白等。作为替选地，治疗性表达产物可以是

RNA，例如siRNA或miRNA。

[0190] 在一些优选实施方案中，治疗性表达产物对于已经引入基因治疗载体的细胞可以

是具有毒性的。在这样的实施方案中，UPR的诱导可用于诱导细胞中的毒性，例如导致细胞

死亡。因此，UPR的诱导和治疗性表达产物的随后表达可用于诱导所述细胞中的生死开关。

合适的毒性表达产物，例如蛋白质，在本领域中是公知的，并且可提及例如胱天蛋白酶3、胱

天蛋白酶8和胱天蛋白酶9。

[0191] 上面讨论了用于本发明该方面的合适的基因治疗载体。

[0192] 基因治疗方案已在本领域中广泛描述。这些包括但不限于：肌内注射合适的载体；

在包括肌肉的多种组织中进行流体动力学基因递送；间质内注射；在气道中滴注；应用于内

皮、肝内实质；静脉内或动脉内施用。已经开发出多种装置来增强DNA对靶细胞的可利用性。

一种简单的方法是使靶细胞与含有DNA的导管或可植入材料物理接触。另一种方法是利用

无针喷射注射装置，该装置在高压下将一柱液体直接投射到靶组织中。这些递送范例也可

用于递送载体。靶向基因递送的另一种方法是使用分子偶联物，该偶联物由蛋白质或合成

配体组成，核酸结合剂或DNA结合剂已附着在该蛋白质或合成配体上，用于将核酸特异性地

靶向细胞(Cristiano等，1993)。

[0193] 术语“对象”和“患者”在本文可互换使用，并且是指动物，优选脊椎动物，更优选哺

乳动物，并且特别包括人患者和非人哺乳动物。“哺乳动物”对象包括但不限于人。优选的患

者或对象是人对象。

[0194] 如本文中所用，“治疗量”或“治疗有效量”是指有效治疗对象的疾病或病症，即获

得所需的局部或全身作用的表达产物的量。因此，该术语是指引起研究人员、兽医、医生或

其他临床医师寻求的在组织、系统、动物或人中的生物学或医学反应的表达产物的量。这样

的量通常取决于基因产物和疾病的严重程度，但是可由技术人员确定，可能地通过常规实

验确定。

[0195] 表达产物(例如蛋白质)的表达水平可通过多种常规手段来测量，例如通过基于抗

体的测定，例如通过Western印迹或ELISA分析，例如以评价是否达到了表达产物的治疗性

表达。表达产物的表达也可在检测基因产物的酶活性或生物学活性的生物测定中测量。

[0196] 在另一方面中，本发明提供了合成UPR诱导型启动子，其包含合成UPR响应性顺式

调节元件。合适地，UPR响应性顺式调节元件包含针对以下的至少一个结合位点：作为UPR的

一部分驱动基因表达的ATF6、XBP1或bZIP60，或者同源或在其他方面等效的转录因子。

[0197] 这样的启动子可用于在UPR诱导之后选择性驱动所期望的表达产物在真核细胞中

的表达。尽管就严密控制基因表达而言，将这种启动子与上文讨论的可调节内含子组合使

用可以是有利的，但在其他情况下，可在没有可调节内含子的情况下使用UPR诱导型启动

子。

[0198] UPR响应性顺式调节元件是这样的序列，其包含针对一个或更多个转录因子的功
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能性转录因子结合位点(transcription  factor  binding  site，TFBS)，所述转录因子作为

UPR的一部分驱动基因表达。如上所述，这些包括但不限于ATF6、XBP1和bZIP60。包含针对

ATF6的TFBS的UPR响应性顺式调节元件在本发明中特别令人关注。优选地，UPR响应性顺式

调节元件是UPR特异性的，即，其仅在UPR期间增强表达。例如，通常优选地，对于不参与UPR

的转录因子，它不包含任何TFBS。

[0199] 合成UPR诱导型启动子通常包含至少一个与最小启动子或近端启动子有效连接的

合成UPR响应性顺式调节元件。当顺式调节元件与近端启动子有效连接时，近端启动子本身

应为UPR诱导型启动子，当未诱导UPR时，该启动子不会驱动真核细胞中有效连接的基因的

转录。在没有其他调节元件的情况下，最小启动子通常无法驱动表达。用于本发明的合适的

最小启动子的一些实例包括但不限于CMV最小(SEQ  ID  NO：21)启动子和MinTk最小启动子。

其他合适的最小启动子是本领域已知的。

[0200] 合适地，UPR诱导型启动子包含UPR响应性顺式调节元件，其包含以下转录因子靶

序列中的至少一种的一个或更多个拷贝：

[0201] ‑TGACGTG(ATF6转录因子结合位点共有序列)，

[0202] ‑TGACGTGCT(以上的变体)

[0203] ‑TGACGTG[TG](称为UPRE位点)，

[0204] ‑CCAAT‑N9‑CCACG(称为ERSE1位点)(SEQ  ID  NO：18)，和

[0205] ‑ATTGG‑N‑CCACG(称为ERSE2位点)(SEQ  ID  NO：19)。

[0206] 合适地，合成UPR响应性顺式调节元件包含以上列出的至少一个转录因子靶序列

的两个或更多个拷贝，优选三个或更多个拷贝，合适地五个或更多个拷贝。作为替选地或另

外地，合成UPR响应性顺式调节元件合适地包含以上列出的至少两个转录因子靶序列的一

个或更多个拷贝。

[0207] 转录因子靶序列可以是彼此直接相邻的(串联重复序列)或可例如通过间隔序列

或另外的功能性序列(例如另外的转录因子靶序列)间隔开。通常，间隔序列(如果存在的

话)的长度为5至50个核苷酸，但在某些情况下可更长或更短。例如，间隔序列合适地长度为

2至50个核苷酸，合适地长度为4至30个核苷酸，或合适地长度为5至20个核苷酸。其可优选

长度为5个核苷酸的倍数，因为这提供了整数个半圈的DNA双螺旋(完整一圈对应于染色质

中的约10个核苷酸)。间隔序列的长度为10个核苷酸的倍数可以是更优选的，因为这提供了

整数个完整圈的DNA双螺旋。间隔序列可具有基本上任何序列，只要它不阻止UPR响应性顺

式调节元件如所期望的发挥作用(例如，其包含沉默子序列，阻止所期望的转录因子的结合

等)。每个转录因子靶序列之间的间隔序列可以是相同的或者它们可以是不同的。

[0208] 在一个优选实施方案中，UPR响应性顺式调节元件包含转录因子靶序列TGACGTG

(即ATF6共有序列)的一个或更多个拷贝，优选转录因子靶序列TGACGTG的3个或更多个拷

贝，优选转录因子靶序列TGACGTG的5个或更多个拷贝，例如转录因子靶序列TGACGTG的6个

或更多个拷贝。如上所提及的，这些转录因子靶序列可串联重复或可彼此间隔开。通常，优

选存在于UPR响应性顺式调节元件中的至少两个，并且优选全部的转录因子靶序列彼此间

隔，例如通过如上所讨论的间隔序列。

[0209] 合适地，UPR响应性顺式调节元件包含转录因子靶序列TGACGTGCT的一个或更多个

拷贝，优选转录因子靶序列TGACGTGCT的3个或更多个拷贝，优选转录因子靶序列TGACGTGCT
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的5个或更多个拷贝，例如转录因子靶序列TGACGTGCT的6个或更多个拷贝。如上所提及的，

它们可串联重复，或者可彼此间隔开。通常，优选存在于UPR响应性顺式调节元件中的至少

两个，并且优选全部的转录因子靶序列彼此间隔，例如通过如上所讨论的间隔序列。当以

UPR响应顺式调节元件中的多拷贝数使用时，无论是作为串联重复序列还是包括间隔序列，

转录因子靶序列TGACGTGCT都被发现是特别有效的。

[0210] 在本发明的一些实施方案中，UPR响应性顺式调节元件包含序列

[0211]

[0212] 其中S代表如上定义的任选的间隔序列。优选地，如上所定义的间隔序列存在于至

少两个并且优选地所有转录因子靶序列(TGACGTG)之间。

[0213] 在本发明的一些实施方案中，UPR响应性顺式调节元件包含序列

[0214]

[0215] 在本发明的另一些实施方案中，UPR响应性顺式调节元件包含序列

[0216]

[0217] 其中S代表如上定义的任选的间隔序列。优选地，如上所定义的间隔序列存在于至

少两个，优选所有的转录因子靶序列之间。

[0218] 在本发明的另一些实施方案中，UPR响应性顺式调节元件包含序列

[0219]

[0220] 或与其至少50％相同，更优选与其至少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优

选与其至少85％、90％、95％、98％或99％相同的序列。高度优选仅在不是转录因子靶序列

(即具有序列TGACGTGCT的那些)的序列中发生序列变异。通常优选仅在间隔序列(即具有序

列GATGATGCGTAGCTAGTAGT(SEQ  ID  NO：61)的那些)中发生序列变异。

[0221] 在本发明的一些实施方案中，UPR诱导型启动子包含以下序列

[0222]

[0223] 或与其至少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优选与其至少90％相同，更优

选与其至少95％、96％、97％、98％或99％相同的序列。该UPR诱导型启动子包含与CMV‑MP最

小启动子有效连接的SEQ  ID  NO：20的UPR响应性顺式调节元件。高度优选仅在不是转录因

子靶序列(即具有序列TGACGTGCT的那些)的序列中发生序列变异，也不在CMV‑MP序列中发

生序列变异。

[0224] 在本发明的其它实施方案中UPR诱导型启动子包含以下序列：

[0225]
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[0226] 或与其至少50％相同，更优选与其至少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优

选与其至少85％、90％、995％、98％或99％相同的序列。该UPR诱导型启动子包含与CMV‑MP

最小启动子有效连接的SEQ  ID  NO：56的UPR响应性顺式调节元件。高度优选仅在不是转录

因子靶序列(即具有序列TGACGTGCT的那些)的序列中发生序列变异，也不在CMV‑MP序列中

发生序列变异。通常优选仅在间隔序列(即具有序列GATGATGCGTAGCTAGTAGT(SEQ  ID  NO：

61)的那些)中发生序列变异。

[0227] 在本发明的另一些实施方案中，UPR诱导型启动子包含以下序列：

[0228]

[0229] 或与其至少50％相同，更优选与其至少70％相同，更优选与其至少80％相同，更优

选与其至少85％、90％、995％、98％或99％相同的序列。该UPR诱导型启动子包含与MinTK最

小启动子有效连接的SEQ  ID  NO：56的UPR响应顺式调节元件。高度优选仅在不是转录因子

靶序列(即具有序列TGACGTGCT的那些)的序列中发生序列变异，也不在MinTK序列中发生序

列变异。通常优选仅在间隔序列(即具有序列GATGATGCGTAGCTAGTAGT(SEQ  ID  NO：61)的那

些)中发生序列变异。

[0230] 在不存在UPR的情况下，当UPR诱导型启动子存在于真核细胞中时，其优选不驱动

有效连接的基因的转录。当UPR在真核细胞中发生时，UPR诱导型启动子在存在于真核细胞

中时驱动有效连接的基因的转录。技术人员可使用广泛范围的方法容易地评估在UPR的诱

导下UPR诱导型启动子选择性地驱动转录的能力的评估，并且这些方法可针对其中旨在使

用构建体的特定表达体系进行定制。作为一个优选的实例，可使用以下实施例(例如实施例

8)中描述的方法。例如，可将任何待评估的候选UPR诱导型启动子替换为实施例8中所述的

构建体，以代替实施例8中使用的示例性的含有ATF6的UPR诱导型启动子，并且可通过评估

2mM  DTT诱导UPR前后萤光素酶表达的水平，来测量所述候选UPR诱导型启动子在诱导UPR时

选择性驱动转录的能力，这与实施例8中进行的完全相同。UPR诱导型启动子是能够在UPR的

诱导之后成功诱导有效连接的基因(在实施例8的情况下，萤光素酶基因)的转录显著提高，

从而导致该基因的表达。优选地，UPR诱导型启动子在用2mM  DTT诱导UPR之后24小时使表达

提高至少5倍，更优选使表达提高至少10倍，更优选使表达提高至少100倍，更优选基因(例

如萤光素酶)的表达提高至少1000倍。优选的是，在诱导UPR之前，基因(例如萤光素酶)的表

达水平是最低的，并且优选地可忽略不计。最低表达可定义为例如等于或小于实施例8中所

用的阴性对照构建体(即，没有的构建体，其中编码萤光素酶的序列的表达仅由CMV‑MP驱

动)的表达水平，优选小于阴性对照构建体表达水平的50％，优选小于20％，更优选小于

10％，更优选小于5％，更优选小于1％。可忽略不计的表达水平是，例如，使用实施例8的方

法基本上不可检测的表达水平。

[0231] 本发明还提供了表达构建体或载体，其包含与编码表达产物的核酸序列有效连接

的如上所述的合成UPR诱导型启动子。表达构建体或载体可以是如上文针对本发明的其他

方面所讨论的任何表达构建体或载体。表达产物可以是如上文针对本发明的其他方面所讨

论的任何表达产物(例如，编码蛋白质)。
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[0232] 在一些优选实施方案中，表达产物不是报道蛋白，即它不编码常规用作表达水平

的指标的蛋白质。许多报道基因是本领域已知的，特别地包含荧光蛋白、发光蛋白和显色蛋

白。因此，在一些优选实施方案中，表达产物不是荧光蛋白或发光蛋白，例如它不是萤光素

酶。如上所述，优选的表达产物包括治疗性蛋白质和毒性蛋白。

[0233] 在另一方面中，本发明提供了用于产生表达产物的方法，所述方法包括：

[0234] a)提供包含合成核酸表达构建体的真核细胞群，所述合成核酸表达构建体包含与

编码根据本发明的表达产物的核酸序列有效连接的UPR诱导型启动子；

[0235] b)处理所述细胞群以诱导未折叠蛋白反应，从而诱导从UPR诱导型启动子的转录；

[0236] c)在合适的条件下孵育所述细胞群以产生表达产物；以及

[0237] d)从所述细胞群中分离表达产物。

[0238] 上文针对本发明的其他方面讨论了用于产生表达产物的方法的其他任选和优选

特征，并且这些特征在细节上作必要修改后也适用于本发明。优选表达产物是治疗性蛋白

质或毒性蛋白。优选表达产物不是报道蛋白

[0239] 因此，本发明的另一方面提供了药物组合物，其包含核酸表达构建体或载体，所述

核酸表达构建体或载体包含与编码根据本发明的表达产物的核酸序列有效连接的UPR诱导

型启动子。上文针对本发明的其他方面讨论了药物组合物的其他任选和优选特征，这些特

征在细节上作必要修改后也适用于本发明。

[0240] 在本发明的另一方面中，提供了包含与编码根据本发明的表达产物的核酸序列有

效连接的UPR诱导型启动子的核酸表达构建体和载体用于制备药物组合物的用途。

[0241] 根据本发明的另一方面，提供了细胞，其包含含有根据本发明的UPR诱导型启动子

的合成核酸表达构建体或载体。上面针对本发明的其他方面讨论了这种细胞的其他任选和

优选特征，这些特征在细节上作必要修改后也适用于本发明。

[0242] 在另一方面中，本发明提供了包含根据本发明的UPR诱导型启动子的核酸表达构

建体、载体、细胞或药物组合物，其用于治疗方法或治疗。上面针对本发明的其他方面讨论

了这种方法的其他任选和优选特征，这些特征在细节上作必要修改后也适用于本发明。

[0243] 为了促进对本发明的理解，下面定义了许多术语。本文所定义的术语具有与和本

发明有关的领域中的普通技术人员通常理解的含义。本文中的术语用于描述本发明的特定

实施方案，但是它们的用途并不限制本发明，除非权利要求书中阐明。

[0244] 本文包括对本发明背景的讨论，以解释本发明的上下文。这不应被视为承认所提

及的任何材料自任何权利要求的优先权日起已在任何国家发布、已知或作为共同的一般知

识的一部分。

[0245] 在整个本公开内容中，通过标识引文引用了多种出版物、专利和公开的专利说明

书。本说明书中引用的所有文件均通过引用整体并入本文。特别地，本文中具体提及的这样

的文件的教导或部分通过引用并入。

[0246] 除非另有说明，否则本发明的实施将采用细胞生物学、细胞培养、分子生物学、转

基因生物学、微生物学、重组DNA和免疫学的常规技术，其在本领域技术范围内。文献中对这

种技术进行了充分的解释。参见，例如，Current  Protocols  in  Molecular  Biology

(Ausubel，2000，Wiley  and  son  Inc，Library  of  Congress，USA)；Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual，Third  Edition，(Sambrook等，2001，Cold  Spring  Harbor，New  York：
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Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press)；Oligonucleotide  Synthesis(M.J.Gait  ed .，

1984)；U .S .Pat .No .4 ,683 ,195；Nucleic  Acid  Hybridization(Harries和Higgins 

eds.1984)；Transcription  and  Translation(Hames和Higgins  eds.1984)；Culture  of 

Animal  Cells(Freshney，Alan  R .Liss，Inc.，1987)；Immobilized  Cells  and  Enzymes

(IRL  Press，1986)；Perbal，A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning(1984)；the 

series，Methods  in  Enzymology(Abelson和Simon，eds .‑in‑chief，Academic  Press，

Inc.，New  York)，specifically，Vols.154和155(Wu等eds.)和Vol.185，″Gene  Expression 

Technology″(Goeddel，ed .)；Gene  Transfer  Vectors  For  Mammalian  Cells(Miller和

Calos  eds.，1987，Cold  Spring  Harbor  Laboratory)；Immunochemical  Methods  in  Cell 

and  Molecular  Biology(Mayer和Walker，eds.，Academic  Press，London，1987)；Handbook 

of  Experimental  Immunology，Vols .I‑IV(Weir和Blackwell，eds .，1986)；和

Manipulating  the  Mouse  Embryo，(Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press，Cold 

Spring  Harbor，N.Y.，1986)。

[0247] 没有数量词修饰的名词用于指代“一个/种或更多个/种”。

[0248] 如本文中所用，术语“包含”或其变体与“包括”及其变体或“含有”及其变体同义，

并且是包括性的或开放式的，并且不排除其他的，非叙述性的特征、要素或方法步骤。

[0249] 通过端点对数值范围的叙述包括相应范围内包括的所有数字和分数，以及所叙述

的端点。

[0250] 本文中所用的术语“核酸”通常是指基本上由核苷酸组成的任何长度的低聚物或

聚合物(优选线性聚合物)。核苷酸单元通常包括杂环碱基、糖基团和至少一个(例如一个、

两个或三个)磷酸基团，包括经修饰或取代的磷酸基团。杂环碱基可尤其包含嘌呤和嘧啶碱

基，例如腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶(C)、胸腺嘧啶(T)和尿嘧啶(U)，它们广泛存在于天

然存在的核酸、其他天然存在的碱(例如黄嘌呤，肌苷、次黄嘌呤)以及化学或生物化学修饰

的(例如甲基化的)、非天然或衍生化的碱中。糖基团可尤其包括戊糖(戊呋喃糖)基团，例如

优选在天然存在的核酸中常见的核糖和/或2‑脱氧核糖，或阿拉伯糖、2‑脱氧阿拉伯糖、苏

糖或己糖糖基，以及经修饰或取代的糖基团。如本文中预期的，核酸可包括天然存在的核苷

酸、经修饰的核苷酸或其混合物。经修饰的核苷酸可包括经修饰的杂环碱基、经修饰的糖部

分、经修饰的磷酸基团或其组合。可引入对磷酸基团或糖的修饰以提高稳定性、对酶促降解

的抵抗力或另一些有用的性质。术语“核酸”还优选涵盖DNA、RNA和DNARNA杂交分子，具体包

括hnRNA、前mRNA、mRNA、cDNA、基因组DNA、扩增产物、寡核苷酸，以及合成的(例如化学合成

的)DNA、RNA或DNA  RNA杂交体。核酸可以是天然存在的，例如存在于自然中或从自然分离；

或可以是非天然存在的，例如重组的，即通过重组DNA技术产生的，和/或部分或全部通过化

学或生物化学合成的。“核酸”可以是双链的、部分双链的或单链的。在单链的情况下，核酸

可以是有义链或反义链。另外，核酸可以是环形或线性的。

[0251] 如本文中所用，“核酸表达构建体”是指包含在一个或更多个所期望的细胞类型、

组织或器官中指导表达的一种或更多种转录控制元件(例如但不限于启动子、增强子和/或

调节元件、多腺苷酸化序列和内含子)的核酸分子。本发明的核酸表达构建体是合成核酸分

子。

[0252] 在本申请中，“合成的”意指自然界中不存在的核酸分子。本发明的合成核酸表达
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构建体通常通过重组技术人工产生。这样的合成核酸可包含天然存在的序列(例如启动子、

增强子、内含子和其他这样的调节序列)，但是它们在非天然存在的背景下存在。例如，合成

基因(或基因的一部分)通常包含一个或更多个本质上不连续的核酸序列(嵌合序列)，和/

或可包括替换、插入和缺失及其组合。

[0253] 如本文中所用，术语“有效连接”或等同表达是指多种核酸元件相对于彼此的排

列，使得所述元件在功能上联系并且能够以预期的方式彼此相互作用。这样的元件可包括

但不限于启动子、增强子和/或调节元件、多腺苷酸化序列、一个或更多个内含子和/或外显

子，以及待表达的目的基因的编码序列。核酸序列元件在正确定向或有效连接时一起发挥

作用以调节彼此的活性，并最终可影响表达产物的表达水平。调节意指提高、降低或维持特

定元件的活性水平。每个元件相对于其他元件的位置可用每个元件的5’末端和3’末端来表

示，并且任何特定元件之间的距离可由所述元件之间的中间核苷酸或碱基对的数目来参

考。如本领域技术人员所理解的，有效连接意味着功能活性，并且不一定与天然的位置联系

有关。实际上，当用于核酸表达组件中时，顺式调节元件通常将位于紧接着启动子的上游

(尽管通常是这种情况，但绝对不应将其解释为对核酸表达组件内位置的限制或排除)，但

体内情况并不一定如此。例如，天然存在于基因下游的调节元件序列(所述基因的转录受到

所述序列的影响)，当位于启动子的上游时能够以相同的方式发挥作用。因此，根据一个具

体实施方案，调节元件的调节或增强作用是不依赖于位置的。

[0254] “共有序列”‑共有序列的含义在本领域中是公知的。在本申请中，除非上下文另有

指示，否则以下符号用于共有序列。考虑以下示例性DNA序列：

[0255] A[CT]N{A}YR

[0256] A意指始终在该位置发现A；[CT]代表该位置的C或T；N代表该位置的任何碱基；{A}

意指在该位置发现除A以外的任何碱基。Y代表任何嘧啶，R代表任何嘌呤。

[0257] 除非上下文另外指出，否则本申请中的“可调节内含子”是指存在于RNA分子(通常

是转录物)中的核酸序列，该序列包含侧翼为核糖核酸酶(通常是IRE1或同源物或直系同源

物)的靶位点的可切除序列，其中由于未折叠蛋白反应，可通过所述核糖核酸酶的作用从

RNA分子上切除可切除序列。在本领域的某些情况下，术语内含子仅用于指代从RNA分子切

除(即剪接出)的序列，但是在本发明的可调节内含子的情况下不太合适。

[0258] 术语“同一性”和“相同”等是指两个聚合物分子之间，例如两个核酸分子(例如两

个DNA分子)之间的序列相似性。序列比对和序列同一性的确定可例如使用由Altschul等

1990(J  Mol  Biol  215：403‑10)最初描述的局部序列排比检索基本工具(Basic  Local 

Alignment  Search  Tool，BLAST)来完成，例如Tatusova和Madden  1999(FEMS  Microbiol 

Lett  174：247‑250)所描述的“Blast  2序列”算法。

[0259] 用于比较的序列比对方法是本领域公知的。多种程序和比对算法在例如以下中描

述：Smith和Waterman(1981)Adv .Appl .Math .2：482；Needleman和Wunsch(1970)

J .Mol .Biol .48：443；Pearson和Lipman(1988)Proc .Natl .Acad .Sci .U .S .A .85：2444；

Higgins和Sharp(1988)Gene  73：237‑44；Higgins和Sharp(1989)CABIOS  5：151‑3；Corpet

等(1988)Nucleic  Acids  Res.16：10881‑90；Huang等(1992)Comp.Appl.Biosci.8：155‑65；

Pea rson等 (1 994) Method s  Mol .Biol .24：307‑31；Ta tia na等 (1 999) FEMS 

Microbiol .Lett .174：247‑50。序列比对方法和同源性计算的详细考虑可见于例如
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Altschul等(1990)J.Mol.Biol.215：403‑10中。

[0260] 美国国家生物技术信息中心 (National  Center  for  Biotechnology 

Information，NCBI)局部序列排比检索基本工具(BLASTTM；Altschul等(1990))可从数种来

源(包括美国国家生物技术信息中心(Bethesda，MD))以及在互联网上获得，与数个序列分

析程序结合使用。互联网上BLASTTM的“帮助”部分提供了如何使用此程序确定序列同一性的

描述。为了比较核酸序列，可使用默认参数使用BLASTTM(Blastn)程序的“Blast  2序列”功

能。当通过这种方法评估时，与参考序列具有更大相似性的核酸序列将显示出提高的同一

性百分比。通常，序列同一性百分比是在序列的整个长度上计算的。

[0261] 例如，通过Needleman‑Wunsch算法合适地找到具有以下得分参数的全局最优比

对：匹配得分：+2，不匹配得分：‑3；空位罚分：空位开放5，空位延伸2。通过比对碱基的数量

与比对总长度的比，可合适地计算出所得的最佳全局比对的同一性百分比，其中比对长度

包括匹配和不匹配二者，乘以100。

[0262] 如本文中所用，“细胞培养物”是指可处于未分化或分化状态的细胞增殖团。

[0263] 如本文中所用，“顺式调节元件”或“CRE”是技术人员已知的术语；它涉及调节邻近

基因转录(即顺式)的非编码DNA区域。CRE通常通过与转录因子结合来调节基因转录。CRE可

以是例如增强子、启动子、绝缘子或沉默。在当前情况下，UPR诱导型CRE通常是增强子元件，

其与转录因子结合，所述转录因子充当UPR的一部分来诱导转录。在本上下文中，当提供CRE

作为启动子和编码表达产物的基因的一部分时，优选的是，UPR诱导型CRE位于距转录起始

位点(transcription  start  site，TSS)1500个核苷酸或更少的核苷酸处，更优选距TSS 

1000个核苷酸或更少的核苷酸处，更优选地距TSS  500个核苷酸或更少的核苷酸处，并且合

适地距TSS  250个、200个、150个或100个核苷酸或更少的核苷酸处。

[0264] 如本文中所用，“互补的”或“互补性”是指两个核酸序列的沃森‑克里克碱基配对。

例如，对于序列5’‑AGT‑3’，其与互补序列3’‑TCA‑5’结合。两个核酸序列之间的互补性可以

是“部分的”，其中只有一些碱基与其互补序列结合，或者当序列中的每个碱基与其互补碱

基结合时，它可以是完整的。核酸链之间的互补程度对核酸链之间的杂交效率和强度具有

重要影响。

[0265] 如本文中所用，“常规内含子”是指通常存在于前mRNA中的内含子，通常是剪接体

内含子，其不编码蛋白质合成信息，并且在mRNA翻译之前从mRNA分子中除去。该术语用于将

这样的内含子与本发明的非规范调节内含子区分开。

[0266] 本申请中的“转染”广泛地是指将核酸有意引入到细胞内的任何过程，并且涵盖了

病毒载体和非病毒载体的引入，并且包括转化、转导和类似术语。实例包括但不限于：用病

毒载体转染；用质粒载体转化；电穿孔(Fromm等(1986)Nature  319：791‑3)；脂质体转染

(Feigner等(1987)Proc.Natl .Acad .Sci .USA  84：7413‑7)；显微注射(Mueller等(1978)

Cell  15：579‑85)；农杆菌介导的转移(Fraley等(1983)Proc.Natl.Acad.Sci.USA80：4803‑

7)；直接DNA摄取；颈须介导的转化(whiskers‑mediated  transformation)；和基因枪法

(microprojectile  bombardment)(Klein等(1987)Nature  327：70)。

[0267] 如本文中所用，短语“转基因”是指外源核酸序列。在一个实例中，转基因是基因序

列，编码工业上或药学上有用的化合物的基因或编码期望性状的基因。在另一个实例中，转

基因是反义核酸序列，其中反义核酸序列的表达抑制靶核酸序列的表达。
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[0268] 如本文中所用，短语“启动子”是指通常位于待转录核酸序列上游的DNA区域，其是

转录发生所需的。启动子允许对在其控制下的序列的转录进行合适的激活或抑制。启动子

通常包含被转录因子识别和结合的特定序列，例如增强子序列。转录因子与启动子DNA序列

结合，导致RNA聚合酶的募集，RNA聚合酶是一种从基因编码区合成RNA的酶。许多启动子是

本领域已知的。

[0269] 如本文中所用，“最小启动子”是指短的DNA片段，其自身是无活性的或大部分是无

活性的，但是当与其他转录调节元件组合时可介导强转录。最小启动子序列可来源于多种

不同的来源，包括原核生物基因和真核生物基因。最小启动子的实例是多巴胺β‑羟化酶基

因最小启动子和巨细胞病毒(cytomegalovirus，CMV)即早期基因最小启动子(CMV‑MP)以及

疱疹胸苷激酶最小启动子(MinTK)。

[0270] “RNA转录物”或“转录物”是指由RNA聚合酶催化的DNA序列转录产生的产物。当RNA

转录物是DNA序列的典型的完美互补拷贝时，它被称为初级转录物，或者可以是来源于初级

转录物的转录后加工的RNA序列，并且被称为成熟RNA。

[0271] “信使RNA”或“(mRNA)”是指没有内含子并且可被细胞翻译成蛋白质的转录RNA的

加工形式。

[0272] 现在将参照附图通过非限制性实例描述本发明的实施方案。

附图说明

[0273] 图1示出了在通过2mM  DTT诱导前后，来自SYNP‑XBP‑01转染的细胞的GFP荧光的

比。

[0274] 图2在图a)中示出了诱导前后GFP荧光阳性对照的比。在图b)中，示出了在具有和

不具有2mM  DTT的情况下的SYNP‑XBP‑01的荧光显微术。

[0275] 图3示出了在通过2mM  DTT诱导之后两种质粒中GFP的表达。数字是与CMV‑IE的比。

[0276] 图4示出了在添加2mM  DTT前后来自SYNP‑ATF6‑01的表达的原始数据。

[0277] 图5示出了在添加2mM  DTT前后来自SYNP‑ATF6‑02的表达的原始数据。

[0278] 图6示出了在用2mM  DTT处理前后用SYNP‑ATF6‑01或SYNP‑ATF6‑02转染的HEK293F

细胞的荧光显微术。

[0279] 图7示出了用wtAAV诱导前后来自HEK293F细胞的EGFP荧光。Zs  Green是重组AAV，

可产生GFP的变体，其用作对照，pre‑AS‑Green是无转染(即空白)。

[0280] 图8示出了在wtAAV产生前后来自HEK293F细胞的EGFP表达。

[0281] 图9示出了以相对于CMV‑IE的比测量的EGFP表达。使用的构建体为SYNP‑ATF6‑02；

其包含内含子和ATF6诱导型启动子。使用Maxcyte试剂对HEK293F细胞进行转染。转染之后

24小时，添加诱导物，并在接下来的24小时追踪GFP表达。诱导物浓度：DTT  2mM，棕榈酸

0.5mM，MF‑43  1μM。
[0282] 图10示出了pMA‑RQ的质粒图。

[0283] 图11示出了在CMV‑IE启动子控制下，与SEAP的表达相比，在CHO和HEK293细胞中用

DTT诱导之后的SEAP的表达图(示出的结果为HEK293中)。(X轴示出了诱导之后的小时数)

[0284] 图12示出了在CHO(A)和HEK293(B)细胞中用DTT或棕榈酸诱导之后萤光素酶的表

达图(X轴单位为小时)。为了比较，示出了在CMV‑IE启动子和CMV最小启动子(CMV‑MP)的控
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制下萤光素酶的表达。

[0285] 图13示出了SYNP‑CAS9_INT的质粒图。

[0286] 图14A示出了在CMV‑IE启动子控制下，与阴性对照和CASP9相比，用DTT或毛喉素诱

导胱天蛋白酶9(CASP9)之后HEK293细胞生存力的图(X轴显示诱导之后的小时数)。图14B示

出了在表达构建体不含可调节内含子的细胞(左图)和在表达构建体含有可调节内含子的

细胞(右图)中与SASP9融合的荧光标志物Spark的显微图。

[0287] 图15示出了在CMV‑IE启动子控制下，与阴性对照(HEK293细胞加DTT)和CASP9相

比，用DTT诱导胱天蛋白酶9之后HEK293细胞生存力的图。

[0288] 图16A至D示出了将内含子用于以下情况时形成的预测二级结构：

[0289] A.SEAP(CAG/CAGACGGGCAACTTTACACGACGCTG/CAG)

[0290] B.EGFP(CAG/CTGGAGCACTCAGACTACGTGCACCTCTG/CTG)

[0291] C.CASP9(CAG/CAGACGGGCAACTTTACACGACGCTG/CTG)

[0292] D.萤光素酶(CCG/CAGACGGGCAACTTTACACGACGCTG/CAG)

[0293] 图17示出了当含有5x  ATF6结合位点的UPR响应顺式调节元件与两个不同的最小

启动子组合时，用DDT诱导之后萤光素酶的表达图(X轴单位是诱导之后的小时数)。对照是

没有任何其他调节序列的CMV‑IE启动子和CMV最小启动子。

具体实施方式

[0294] 实施例1：使用XBP1内含子作为蛋白质表达的调节机制。

[0295] XBP1的mRNA中存在一个26bp的非常规内含子(可调节)，该内含子在剪接之前编码

无意义的蛋白质。一旦通过IRE1蛋白检测到内质网(ER)应激，就会通过独特的剪接位点去

除该非常规内含子，随后将mRNA重新连接以形成可翻译产生XBP1蛋白的mRNA转录物。ER应

激可以多种方式诱导，例如通过化学添加或通过表达异源蛋白。

[0296] 发明人已经认识到，通过在目的基因的序列中包含可调节内含子、包含合适的剪

接位点，该过程可适于在mRNA/翻译水平上调节蛋白质表达。在合适的启动子的控制下，产

生了mRNA，但是不能对其进行加工以形成目的基因的功能性表达产物。然而，一旦诱导了

UPR，例如通过施用DTT或表达另一种异源蛋白，mRNA被加工，剪接出可调节内含子，并可将

mRNA翻译成功能性蛋白质。

[0297] 通过使用这种机制，可调整蛋白质(例如毒性蛋白)的产生以适合制造过程，因为

在产生蛋白质之前需要进行诱导。因此，例如，可延迟蛋白质的翻译，直到达到发酵中的所

需阶段。该方法也可用于非蛋白质表达产物，例如功能性RNA(例如siRNA或miRNA)。

[0298] 剪接位点和内含子

[0299] IRE1的共有剪接识别位点序列：

[0300] CNG/CNG

[0301] 该共有序列在整个真核生物中是保守的。考虑到可使用CNG/CNG共有序列，共有序

列CNG/CNG[CG]，优选CNG/CNGC通常见于哺乳动物细胞中。

[0302] WT哺乳动物XBP1剪接识别位点序列：

[0303] 5’位点：CCG/CAGC

[0304] 3’位点：CUG/CAGC
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[0305] 来自哺乳动物的WT内含子序列：

[0306] 切除的内含子序列(SEQ  ID  NO：23)：

[0307]

[0308] WT哺乳动物内含子，其包含侧翼为剪接识别位点序列的切除序列：

[0309]

[0310] 包含可调节内含子的EGFP序列的构建

[0311] 选择用于插入内含子的区域是由于与剪接识别位点的序列相似性。在3’识别位点

只需单个沉默突变，即CTCG到CTGG，就可插入内含子。

[0312] 具有用于内含子插入的带下划线区域的EGFP基因序列(SEQ  ID  NO：25)：

[0313]

[0314] EGFP蛋白序列(SEQ  ID  NO：26)：

[0315]

[0316] 本研究中使用的序列如下所示。GFP带有下划线，内含子和剪接位点以粗体显示。

在本实施例中，向内含子的5’端添加了另外的3bp的序列，以产生预期具有稍微次优剪接的

内含子。目的是将背景表达水平，即尚未诱导UPR时的水平保持在最低。已知悬液适应的细

胞通常比贴壁细胞处于稍高的应激状态，因此，这种轻微修饰在有望避免背景表达中具有

益处。当然可使用野生型内含子，并且在某些情况下可以是优选的。本实施例中使用的内含

子序列如下(另外的3bp序列带有下划线)：

[0317]

[0318] 具有可调节XBP1内含子，CMV最小启动子(CMV‑MP)和SV40  polyA尾的EGFP序列，

XBP1内含子序列为粗体，EGFP和内含子编码序列带有下划线(该构建体称为SYNP‑XBP‑01)

(SEQ  ID  NO：28)：
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[0319]

[0320] 可看出，具有如上所述插入的可调节XBP1内含子的EGFP编码截短的蛋白(SEQ  ID 

NO：29、51、52、53‑SEQ  ID  NO：51、52、53是指在初始终止密码子之后散落(falling)的零碎

序列，考虑到这些不会翻译)：

[0321]

[0322] 本实施例中使用的DNA构建体：

[0323] ‑CMV‑MP‑GFP：控制EGFP的表达的CMV‑MP。

[0324] ‑SYNP‑XBP‑01：控制具有XBP1内含子的EGFP的表达的CMV‑MP。

[0325] 如上所述，这些构建体是相同的，只是在EGFP编码序列中存在内含子，如上所述。

[0326] 所有这些构建体均由Geneart合成，并提供在质粒pMA‑RQ中(质粒图参见图10)。将

含有这些构建体的质粒pMA‑RQ直接转染到相关细胞中。

[0327] 本实施例中使用的细胞系：

[0328] ‑Freestyle  HEK293F，Invitrogen目录号：R790‑07。

[0329] ‑Freestyle  CHO‑S，Invitrogen目录号：R80007。

[0330] HEK293F和CHO‑S细胞的生长：

[0331] ‑按照制造商的说明维持细胞。

[0332] ‑使用MAX试剂(Invitrogen目录号：16447100)转染细胞。

[0333] 如下针对24孔板修改了用于这些细胞的转染的标准方案：

[0334] ‑使40ml细胞在250ml排气式锥形烧瓶(Sigma‑Aldrich  CLS431144)中于37℃，8％

CO2和100rpm搅拌下生长。按照制造商的说明接种细胞。

[0335] ‑在转染之前1天，使用血细胞计数器对细胞进行计数，并将其分成500 ,000个细
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胞/ml。

[0336] ‑在转染当天，将细胞以100万个细胞/ml接种到24孔板中的500μl适当培养基中。

[0337] ‑然后将0.625μg  DNA/孔添加至10μl  OptiMem培养基(Thermofisher；11058021)，

并在室温下孵育5分钟。

[0338] ‑同时通过添加OptiMem将0.625μl的Max试剂补足至10μl，并在室温下孵育5分钟。

[0339] ‑孵育后，将两种混合物添加至同一管中，并在室温下孵育25至30分钟。

[0340] ‑然后将DNA/Max试剂混合物(20μl/孔)直接添加至细胞，并如前所述孵育细胞。

[0341] ‑然后在24小时之后测量细胞的GFP荧光。

[0342] ‑通过添加2mM  DTT并在1小时之后监测GFP荧光来测量从GFP构建体中的内含子剪

接。DTT是一种强还原剂，其通过破坏ER内二硫键的形成来诱导ER应激。

[0343] GFP荧光的测量：

[0344] ‑通过用无菌水稀释成五分之一，从萤光素酶测定体系(Promega；E1500)准备细胞

裂解缓冲液。

[0345] ‑将细胞以900xg沉淀5分钟，然后以100μl/1x106个细胞重悬于来自萤光素酶试剂

盒的裂解缓冲液中。

[0346] ‑然后将其在室温下孵育10至15分钟以进行裂解。

[0347] ‑以900xg持续5分钟收获细胞核和碎片。

[0348] ‑收集上清液，将最大100μl/样品收集至96孔黑色板。

[0349] ‑将上清液用PBS稀释成二分之一(这是为了从裂解缓冲液中稀释影响GFP信号的

巯基乙醇；在存在还原剂的情况下GFP信号降低)。

[0350] ‑使样品在室温下孵育5分钟。

[0351] ‑使用读板器在激发和发射分别设置在485nm和520nm处的情况下测量GFP荧光。

[0352] ‑GFP荧光也直接在荧光显微镜下可视化。

[0353] 结果

[0354] SYNP‑XBP‑01实验

[0355] HEK293F实验：

[0356] ‑如上所述建立24孔转染。每个条件一式两份/一式三份进行。

[0357] ‑转染之后24小时，将细胞用2mM  DTT处理或通过用等体积的水的模拟处理来处

理。

[0358] ‑处理之后1小时，如上所述测量细胞GFP荧光。

[0359] ‑在诱导前后计算GFP荧光与对照质粒的比。图1示出了3次独立实验的累积结果。

[0360] 图1示出了在通过2mM  DTT诱导前后，来自SYNP‑XBP‑01转染的细胞的GFP荧光的

比。结果清楚地表明，在诱导ER应激后，GFP的产生被诱导比阳性对照高4至10倍，所产生的

活性比阳性对照高2.5至7倍。另外，背景显著低于对照(虚线)，清楚地表明EGFP的表达受到

可调节内含子的控制。这表明内含子在位于异源基因(即XBP1以外的基因)中时具有功能，

并有助于诱导型基因表达和更高的表达水平。

[0361] CHO‑S实验：

[0362] 使用CHO‑S细胞的实验以与针对HEK293F细胞所述的相同的方式进行。实验结果可

见于图2a和图2b中。
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[0363] 图2在图a)中示出了诱导前后GFP荧光阳性对照的比。在图b)中，示出了在具有和

不具有2mM  DTT的情况下的SYNP‑XBP‑01的荧光显微术。这些数据表明，在CHO‑S细胞中，诱

导之前根本没有背景，因此添加2mM  DTT后GFP荧光被诱导＞1000倍。CHO‑S细胞中的控制可

比HEK293F细胞中的控制更严密。

[0364] 实施例2：在可调节的XBP1内含子存在下，ATF6响应元件用于增强基因表达和提供

精确的基因控制的用途

[0365] ATF6是一种被ER应激激活的转录因子。一旦被激活，该转录因子便与ERSE或UPRE

结合，并激活蛋白质稳态的重要组成部分的基因转录(参见Yoshida等，Cell，Vol.107，881‑

891，December  28，2001)。

[0366] 在这项研究中，发明人研究了在存在和不存在XBP1内含子的情况下ATF6结合位点

哺乳动物UPRE的结合和基因表达增强。该UPRE具有TGACGTG的共有序列，并且除ATF6外，还

被XBP‑1结合，因此基于ER应激产生了潜在强大的基因表达的反馈环(feedback  loop)。内

含子的添加还允许研究在转录和翻译水平上的控制是否比各自单独赋予更好的诱导性。

[0367] 为进行这项研究，准备了两种构建体：

[0368] 1)位于CMV最小启动子 (CMV‑MP)和EGFP上游的6x  ATF6元件 (具有序列

TGACGTGCT)；该构建体被命名为SYNP‑ATF6‑01(参见下文，SEQ  ID  NO：30)。

[0369] 2)位于CMV‑MP和EGFP上游具有XBP1内含子插入的6x  ATF6元件；该构建体被命名

为SYNP‑ATF6‑02(参见下文，SEQ  ID  NO：31)。

[0370] 如实施例1中所述将内含子插入到EGFP中。

[0371] HEK293F细胞用于这项研究。如实施例1所述进行所有生长条件、转染和分析。

[0372] 本研究中使用的质粒：

[0373] ‑含有CMV‑IE‑GFP构建体的pMA‑RQ。

[0374] ‑含有CMV‑MP‑GFP构建体的pMA‑RQ。

[0375] ‑含有SYNP‑ATF6‑01构建体的pMA‑RQ。

[0376] ‑含有SYNP‑ATF6‑02构建体的pMA‑RQ。

[0377] SYNP‑ATF6‑01序列，6x  ATF6位点带有下划线(SEQ  ID  NO：30)：

[0378]
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[0379] SYNP‑ATF6‑02的序列，6x  ATF6位点带有下划线，切除的内含子序列以小写和粗体

显示(SEQ  ID  NO：31)：

[0380]

[0381] 结果

[0382] 如上所述建立24孔转染。每个条件一式两份/一式三份进行。转染之后24小时，将

细胞用2mM  DTT处理以诱导UPR，或者用等体积的水进行模拟处理。细胞处理之后1、3、5和24

小时，如先前所述测量GFP荧光。

[0383] 在诱导前后计算GFP荧光与对照质粒的比。图3示出了3次独立实验的累积结果。

[0384] 图3示出了在通过2mM  DTT诱导之后，来自两个质粒的GFP的表达。数字是与CMV‑IE

的比。这表明6x  ATF6元件可被ER应激高度诱导，并可将基因表达增强至CMV‑IE水平的3倍。

此外，向EGFP添加XBP1内含子使表达提高至CMV‑IE水平的4倍。当分析原始背景数据时，发

现SYNP‑ATF6‑01具有与CMV‑MP相当的背景活性，向EGFP添加内含子使GFP荧光的背景水平

降低到几乎为零(图4和5)。通过荧光显微术证实了这一点(图6)。这表明本文提供的蛋白质

表达的双重控制方法，即通过可调节的启动子的转录和通过可调节内含子的翻译，可提供

严密的调节的控制和高表达水平。

[0385] 实施例3：在wtAAV产生过程中来自SYNP‑ATF6‑01和SYNP‑ATF6‑02的EGFP的诱导型

表达

[0386] 该实施例的目的是确定是否可通过产生异源蛋白来激活ER应激反应，作为对化学

ER应激的替代(或补充)，如前所述。进行了实验，由此在AAV产生过程中测量了来自SYNP‑

ATF6‑01和SYNP‑ATF6‑02的GFP表达。

[0387] HEK293F细胞用于这项研究。如实施例1所述进行所有生长条件、转染和分析。

[0388] 在本实验中，如前所述在24孔板中进行转染。将ATF6质粒(pMA‑RQ载体中的SYNP‑

ATF6‑01和SYNP‑ATF6‑02构建体)转染到HEK293F细胞中(使用MAX试剂，如上所述)，并在24

小时之后测量GFP。在GFP测量之后，将相同细胞用用于wtAAV产生的质粒pGRG25AAV2(由

Adrien  Savvy提供)和来自Takara/Clonetech的pHelper质粒以1∶1的比转染。然后在1、3、5

和24小时之后测量EGFP荧光(图7和8‑并未示出所有数据)。两种质粒都是wtAAV产生所必需

的，其中pGRG25AAV2提供wtAAV2基因组，pHelper质粒提供病毒复制所需的E2、VA和E4辅助

功能。
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[0389] wtAAV2病毒基因组是本领域公知的(参见Srivastava等“Nucleotide  sequence 

and  organization  of  the  adeno‑associated  virus  2  genome”，J  Virol.1983  Feb；45

(2)：555‑564)，并且AAV的表达体系在本领域中也是公知的。在当前情况下，将wtAAV2病毒

基因组插入到质粒pGRG25中，这描述于McKenzie和Craig，“Fast，easy  and  efficient：

site‑specific  insertion  of  transgenes  into  Enterobacterial  chromosomes  using 

Tn7  without  need  for  selection  of  the  insertion  event”；BMC  Microbiology  2006，

6：39中。pHelper质粒可获自Takara/Clonetech(AAVpro体系的目录号6234)。合适的用于诱

导AAV表达的AAV2表达体系广泛地可商购，例如从Takara(Clonetech)作为“AAVpro无辅助

体系(AAV2)”‑参见http：//www.clontech.com/US/Products/Viral_Transduction/AAV_

Vector_Syste  ms/Helper_Eree_Expression_System。

[0390] 质粒pAAV‑CMV‑ZsGreen(目录号6231，来自Takara/Clonetech  AAV载体体系)用作

对照，以确认在细胞中实现了AAV表达。将pAAV‑CMV‑ZsGreen和pHelper质粒以1∶1的比转染

到单独的HeK293F细胞群中。这证实了成功的AAV表达。Zs  green是eGFP的变体，因此同样地

如前所述，对这些细胞进行了GFP测量。

[0391] 这些数据表明，通过产生wtAAV，两种质粒都可被诱导至CMV‑IE的水平。此外，可观

察到ATF6‑01的背景水平与先前实验相似，而ATF6‑02的背景水平为零，只有wtAAV的合成才

能诱导EGFP的产生。这支持了我们的初步发现，即完全控制表达需要两个ER应激元件。

[0392] 实施例4：用多种诱导物诱导UPR

[0393] 进行实验以评估数种候选试剂诱导UPR的能力。使用基本上如上所述的技术评估

这些候选诱导物诱导UPR的能力。受测的其他候选物为0.5mM棕榈酸、1uM  MF‑43(2‑甲基‑5‑

(6‑(4‑(2‑(三氟甲基)苯氧基)哌啶‑1‑基)哒嗪‑3‑基)‑1，3，4‑噻二唑)，其是硬脂酰辅酶A

脱饱和酶的抑制剂，以及二者的组合(使用各自的相同的浓度)。

[0394] 在这些实验中，如前所述在24孔板中进行转染。将SYNP‑ATF6‑02质粒(即pMA‑RQ载

体中的SYNP‑ATF6‑02)转染到HEK293F细胞中，并在24小时之后测量GFP。然后使用上述诱导

物刺激UPR的诱导，并在诱导之后0、1、3、5和24小时时取样并测量。如前所述测量GFP表达。

结果是3次独立实验的平均值，误差棒代表标准偏差。

[0395] 实验步骤简述：

[0396] ‑使40ml细胞在250ml排气式锥形烧瓶(Sigma‑Aldrich  CLS431144)中于37℃，8％

CO2和100rpm搅拌下生长。按照制造商的说明接种细胞。

[0397] ‑在转染之前1天，使用血细胞计数器对细胞进行计数，并将其分成500 ,000个细

胞/ml。

[0398] ‑在转染当天，将细胞以100万个细胞/ml接种到24孔板中的500μl适当培养基中。

[0399] ‑然后将0.625μg  DNA/孔添加至10μl  OptiMem培养基(Thermofisher；11058021)，

并在室温下孵育5分钟。

[0400] ‑同时通过添加OptiMem将0.625μl的Max试剂补足至10μl，并在室温下孵育5分钟。

[0401] ‑孵育后，将两种混合物添加至同一管中，并在室温下孵育25至30分钟。

[0402] ‑然后将DNA/Max试剂混合物(20μl/孔)直接添加至细胞，并如前所述孵育细胞。

[0403] ‑然后在24小时之后测量细胞的GFP荧光。

[0404] ‑在添加2mM  DTT、0.5mM棕榈酸、1μM  MF‑43、0.5mM棕榈酸和1μM  MF‑43的组合之后
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测量从GFP构建体中的内含子剪接，以及在1、3、5和24小时之后通过监测GFP荧光进行AAV分

析。

[0405] 针对UPR诱导的AAV产生：如前所述，将ATF6质粒(即pMA‑RQ载体中的SYNP‑ATF6‑

02)转染到HEK293细胞中。24小时之后，测量GFP。在GFP测量之后，如上所述，将相同细胞用

用于wtAAV产生的质粒pGRG25AAV2和pHelper质粒以1∶1的比转染到细胞中。然后在1、3、5和

24小时之后测量EGFP荧光。

[0406] GFP荧光的测量

[0407] ‑通过用无菌水稀释成五分之一，从萤光素酶测定体系(Promega；E1500)准备细胞

裂解缓冲液。

[0408] ‑将细胞以900xg沉淀5分钟，然后以100μl/1x106个细胞重悬于来自萤光素酶试剂

盒的裂解缓冲液中。

[0409] ‑然后将其在室温下孵育10至15分钟以进行裂解。

[0410] ‑以900xg持续5分钟收获细胞核和碎片。

[0411] ‑收集上清液，将最大100μl/样品收集至96孔黑色板。

[0412] ‑将上清液用PBS稀释成二分之一(这是为了从裂解缓冲液中稀释影响GFP信号的

巯基乙醇；在存在还原剂的情况下GFP信号降低)。

[0413] ‑使样品在室温下孵育5分钟。

[0414] ‑使用读板器在激发和发射分别设置在485nm和520nm处的情况下测量GFP荧光。

[0415] ‑GFP荧光也直接在荧光显微镜下可视化。

[0416] 这些实验的结果显示在图9中，从中可看出，所有试剂均成功诱导了UPR，如添加试

剂后功能性EGFP的表达所表明的。每种试剂的诱导强度不同。DTT是UPR的强大诱导物。影响

细胞中脂质平衡的棕榈酸和MF‑43均能有效地单独诱导UPR，当联合使用时，诱导水平更高。

WtAAV产生是有效的诱导物，但其作用不如其他诱导物强。

[0417] 来自本实验的令人感兴趣且潜在有用的观察结果是，可使用不同的诱导物以不同

水平诱导UPR，从而允许控制剪接水平和功能性表达产物(在这种情况下为EGFP)的该表达。

作为替选地或另外地，多种试剂的不同剂量水平可用于调节功能性表达产物的表达水平。

[0418] 该实施例中列出的程序可用于评估任何试剂诱导UPR的能力。

[0419] 实施例5‑可调节内含子用于调节分泌碱性磷酸酶(SEAP)表达的用途

[0420] 分泌的碱性磷酸酶是生物加工工业中用作标志物的标准蛋白。当蛋白质通过细胞

的所有蛋白质质量控制(转录、翻译、翻译后修饰然后分泌)检查点时，它是分泌型蛋白的理

想标志物。

[0421] 包含可调节内含子的SEAP序列的构建。

[0422] 在GeneART通过化学合成来合成构建体SEAP‑ATF6‑001

[0423] 使用的UPR诱导型顺式调节元件(增强子区域)为6x  ATF6(TGACGTGCT)，每个ATF6

间隔20bp，与CMV‑MP偶联。这是上面使用的串联重复序列6x  ATF6启动子的修饰，其序列在

下面的序列中带有下划线。

[0424] 在SEAP编码序列的1314位的2个CAG密码子之间设计了内含子。编码插入的内含子

的切除区域的DNA如下：

[0425]
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[0426] 包含剪接位点，这将导致以下序列：

[0427]

[0428] 该序列没有导致文献中针对XBP1野生型内含子描述的内含子二级结构(关于这一

点的讨论参见下文实施例6)。

[0429] 包含启动子和可调节内含子的SEAP表达构建体序列如下所示(切除的内含子序列

以粗体显示，并且6x  ATF6增强子区域带有下划线)：

[0430]

[0431] 包含内含子的编码序列的翻译导致以下截短的蛋白序列：
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[0432]

[0433] 去除内含子允许完全翻译SEAP蛋白：

[0434]

[0435] 基本按照上述方法所述进行实验，即，用上述构建体(pMA‑RQ)转染HEK或CHO‑s细

胞并孵育24小时。在此时间之后，以2mM终浓度添加活化化合物DTT，然后在诱导之后3、5和

24小时时测量SEAP活性。

[0436] 更详细地：

[0437] 24孔板的转染方案如实施例1中所述。此后：

[0438] ‑24小时之后测量上清液的SEAP活性。

[0439] ‑在添加2mM  DTT后，通过监测3、5和24小时之后的SEAP活性来测量来自SEAP构建

体的内含子剪接。

[0440] ‑按照制造商的说明，Roche，SEAP报道基因测定试剂盒，购自Sigma‑Aldrich，目录

号11779842001，来测量SEAP活性。

[0441] 如图11所示，在诱导之前没有SEAP表达。然而，在添加DTT后，SEAP活性迅速提高，

实际上3小时之后，SEAP活性的水平类似于CMV‑IE(一种强大的组成型启动子)。这种表达速

度太快，以至于无法通过单独的转录来解释，这表明mRNA是由漏失的启动子产生的，并且几

乎可通过去除内含子而立即翻译。实际上，在24小时之后，两种细胞类型中的表达水平都比

CMV‑IE高约2倍。

[0442] 这些结果表明内含子适合与分泌型蛋白一起使用。此外，它暗示了关于由内含子

形成的二级结构和关于侧翼为剪接位点靶序列的中央内含子序列(即上述序列称为Xn的序

列)具有相当大的灵活性，其中从mRNA成功剪接出内含子的重要因素是剪接位点靶序列。本

实验中使用的可调节内含子序列(CAGACGGGCAACUUUACACGACGCUG(SEQ  ID  NO：37))与野生

型XBP1内含子序列(CAGCACUCAGACUACGUGCACCUCUG(SEQ  ID  NO：23))完全不同，但仍实现了

有效的剪接。此外，如下面更详细地讨论的，预期本实施例中使用的内含子不会形成类似于

由野生型XBP1内含子形成的二级结构。

[0443] 实施例6‑使用萤火虫萤光素酶基因的可调节内含子用于调节蛋白质表达的用途。

[0444] 在现有技术中已经断言，由XBP1内含子形成的二级结构对于剪接是必不可少的。

然而，上述所有实验都使用了预期不会形成这样的二级结构或类似于野生型XBP1内含子的

结构的内含子结构，但剪接体系的性能非常强大。
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[0445] 因此，本实验的一个方面是确定专门设计为具有现有技术中所述的二级结构的内

含子的作用。选择萤光素酶，一种胞内蛋白作为报道蛋白，由于易于测定表达水平，因此也

是有利的。

[0446] 包含可调节内含子的萤光素酶序列的构建。

[0447] 在GeneART上通过化学合成来合成表达构建体。如上所述，增强子区域是与CMV‑MP

偶联的间隔为20bp的6x  ATF6(TGACGTGCT)。

[0448] 将内含子插入到位于萤光素酶编码序列的1447位的CCG和CAG密码子之间。

[0449] 编码插入的内含子序列的切除区域的DNA如下：

[0450]

[0451] 包含剪接位点，这导致以下序列：

[0452]

[0453] 如下所述，当将这种可调节内含子序列插入到萤光素酶基因中时，预计将提供相

同的二级结构，正如针对在XBP1基因中的天然位置中的XBP1野生型内含子所描述的(使用

位于http：//rna.tbi.univie.ac.at/cgi‑bin/RNAWebSuite/RNAfold .cgi的RNA折叠网络

服务器计算)。萤光素酶中的由内含子形成的预测二级结构如图16D所示。为了进行比较，图

16还示出了当内含子插入到其他实验中所使用的相关基因中时形成的预测二级结构：

[0454] ‑图16B‑如在EGFP中使用的内含子 (即如在实施例1至4中使用的，由CAG/

CTGCAGCACTCAGACTACGTGCACCTCTG/CTG，SEQ  ID  NO：48编码)；

[0455] ‑图 1 6 A ‑如在 S E A P中使 用的内含子 (即如在实施例 5中使 用的，由 C A G /

CAGACGGGCAACTTTACACGACGCTG/CAG，SEQ  ID  NO：33编码)；

[0456] ‑图1 6C‑如在CASP9中使用的内含子 (即如在实施例7中使用的，由 CAG/

CAGACGGGCAACTTTACACGACGCTG/CTG，SEQ  ID  NO：43编码)，参见图16C

[0457] 包含启动子和可调节内含子的萤光素酶表达构建体序列如下所示(内含子序列以

粗体显示，并且6x  ATF6增强子区域带有下划线)：

[0458] 包含内含子的编码序列的翻译产生以下截短的蛋白：

[0459]

[0460] 去除内含子允许翻译完整的萤光素酶蛋白：
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[0461]

[0462] 基本上如实施例5所述进行实验，即用上述构建体转染HEK或CHO‑s细胞并孵育24

小时。在此时间后，添加活化化合物DTT或棕榈酸。然后在诱导之后3、5和24小时时测量萤光

素酶活性。萤光素酶测量如下：

[0463] ‑通过用无菌水稀释成五分之一，从萤光素酶测定体系(Promega；E1500)准备细胞

裂解缓冲液。

[0464] ‑将细胞以900xg沉淀5分钟，然后以100μl/1x106个细胞重悬于来自萤光素酶试剂

盒的裂解缓冲液中。

[0465] ‑然后将其在室温下孵育10至15分钟以发生裂解。

[0466] ‑以900xg持续5分钟收获细胞核和碎片。

[0467] ‑收集上清液，将10μl/样品添加96孔白板中。

[0468] ‑使用用自动进样器的读板仪测量生物发光，并注入50μl底物。按照制造商的说明

(Promega；E1500)准备底物。

[0469] 如图12所示，在诱导之前没有萤光素酶表达，然而添加任何一种诱导物后，活性都

会迅速提高，实际上3小时之后，萤光素酶的活性是CMV‑IE(一种强大的组成型启动子)的2

至2.5倍。再次，这种表达速度太快以至于不能由单独的转录来解释，并且表明一些mRNA已

经由启动子产生并且在诱导之后去除内含子后几乎立即被翻译。实际上，在24小时之后，两

种细胞类型中的表达水平均比CMV‑IE高约3至4倍。

[0470] 这些结果在某种程度上暗示了“完美的”内含子二级结构在某些情况下可提供更

好的诱导水平或更高的剪接效率。然而，结构对于体系的整体功能显然并不重要。此外，

SEAP和萤光素酶是完全不同的蛋白质，不可进行直接比较。SEAP是分泌型的，因此经历了进

一步修饰和表达的另外的瓶颈。

[0471] 实施例7‑使用可调节内含子控制胱天蛋白酶9基因表达

[0472] 进行本实验以证实来自可调节内含子的表达控制是适当严密的，以控制毒性表达

产物的表达，所述毒性表达产物对表达它们的细胞具有致命性。可调节内含子被工程化为

引起蛋白质胱天蛋白酶9的凋亡。该蛋白质在HEK细胞中的过表达导致迅速死亡。因此，来自

未经修饰的序列的该蛋白质的任何表达都会导致培养物中死细胞的显著提高。这使我们能

够确定内含子所提供的控制的严密性。胱天蛋白酶9也与GFP‑Spark融合，如果内含子存在

于转录物中，这将是不可见的。

[0473] 包含可调节内含子的萤光素酶序列的构建。

[0474] 为了表达，将内含子与CMV‑IE组成型启动子偶联。使用BsaI限制性位点和2个互补

的寡核苷酸将内含子构建体克隆到质粒载体SYNP‑CASPSp‑001中。用BsaI(NEB  R0535S)消

化质粒，并通过加热至98℃持续5分钟使寡核苷酸退火，以使二级结构解链，然后在55℃下
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孵育20分钟。这使得寡核苷酸形成双链DNA。该DNA的5’和3’端均带有单链突出端

(overhang)，可与经消化的SYNP‑CASPSp‑001连接。然后将双链DNA连接到质粒中，随后转化

到one  shot  top  ten化学感受态细胞(Thermofisher，C404003)中。对分离的DNA进行测序

以确认内含子的存在。完整的质粒称为SYNP‑CASP9‑INT，质粒图谱如图13所示。

[0475] 添加至载体中的内含子寡核苷酸具有以下序列：

[0476] INTC9FP：ACGTCAGACGGGCAACTTTACACGACGCTG(SEQ  ID  NO：41)

[0477] INTC9RP：ACGTCAGCGTCGTGTAAAGTTGCCCGTCTG(SEQ  ID  NO：42)

[0478] 因此，在添加的CCAG和胱天蛋白酶9编码序列的1087位处的CTG密码子之间对可调

节内含子进行工程化。

[0479] 编码插入的内含子序列的切除区域的DNA如下：

[0480]

[0481] 包含剪接位点，这将导致以下序列：

[0482]

[0483] 该序列不会导致针对XBP1野生型内含子描述的“完美的”内含子二级结构。

[0484] 包含CASP9‑内含子构建体序列的SYNP‑CASP9‑INT载体如下(内含子序列以粗体显

示)：

[0485]
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[0486]
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[0487]

[0488] 包含内含子的编码序列导致以下截短的蛋白：
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[0489]

[0490] 去除内含子允许胱天蛋白酶9蛋白完全翻译：

[0491]

[0492] 如前所述进行转染。添加2mM的DTT，添加10μM的毛喉素。进行后者以确定毛喉素是

否可诱导内含子的去除。毛喉素具有潜在的基因治疗应用等。内含子去除的诱导被测量为

细胞死亡的函数，较高的细胞死亡指示了内含子去除。

[0493] 如方法中所述进行实验，即用上述构建体转染HEK或CHO‑s细胞并孵育24小时。在

这段时间之后，添加活化化合物DTT或毛喉素，然后在诱导之后3、5和24小时测量％细胞死

亡。

[0494] 使用Countess  II细胞计数器(Thermofisher)，将内含子的诱导测量为细胞死亡

的函数。用台盼蓝将细胞染色以确定细胞生存力。将10μl细胞悬液添加至血细胞计数器并

在countess上进行分析。

[0495] 如图14A所示，在诱导之前没有细胞死亡，然而在添加任何一种诱导物之后，死细

胞的％迅速提高，实际上在DTT处理3小时之后，死细胞的数量接近于不含内含子的构建体

的对照。实际上，在DTT处理之后5小时，死细胞的％等于阳性对照，而毛喉素处理仅在24小

时之后达到该水平，这表明它是弱的剪接诱导物。没有添加诱导物的细胞几乎没有或没有

细胞死亡，这表明直到添加诱导物胱天蛋白酶9才表达。这表明，由于CMV‑IE启动子是组成

型的，因此不断产生转录物，因此来自其的对基因表达的控制非常严密(实际上明显是绝对

的)，并且是在mRNA水平上。图14B还示出了来自内含子的对基因表达的控制非常严密。这是

因为胱天蛋白酶9与称为SPARK的GFP变体融合，因此胱天蛋白酶9的表达将导致GFP变体的

表达。该图示出了直到添加诱导物并且细胞死亡开始，GFP才表达。

[0496] 在另一实验中，使用与上述相同的构建体(SYNP‑CASP9‑INT)，并测量细胞死亡速

率。从该图可看出，约50％的细胞在诱导的1小时内死亡，这表明反应迅速且受到严密控制。

本实验的结果如图15所示。

[0497] 实施例8‑使用不同的最小启动子的UPR诱导型启动子

[0498] 本实验的目的是用不同的最小启动子测试上述实施例中使用的含ATF6的UPR响应

性顺式调节元件(在本文中也称为增强子)，并进一步评估其控制的诱导性和严密性。为此，

将含有ATF6的UPR响应性顺式调节元件与CMV‑MP和MinTK(疱疹胸苷激酶最小启动子)最小

启动子有效连接。

[0499] 如上所述，通过GeneART通过化学合成来合成构建体。

[0500] 如上所述，增强子序列包含序列TGACGTGCT(其包含ATF6共有序列TGACGTG)的6个
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重复序列，其间隔20bp的间隔序列。增强子序列与MinTK(在ATF06‑MP001构建体中)或CMV‑

MP(在ATF06‑MP002构建体中)偶联。

[0501] 如前所述进行HEK293‑F细胞的转染。以2mM的浓度添加DTT。如前所述测量萤光素

酶活性。结果如图17所示‑DTT是在时间＝0小时时添加的，如X轴所示(单位为小时)。

[0502] 在添加DTT之前，两种构建体均显示出良好的诱导性和可忽略的表达。与包含

MinTK的启动子相比，包含CMV‑MP的启动子观察到稍高的表达。然而，两种启动子构建体在

通过DTT诱导UPR后均显示高表达水平，明显高于由组成型CMV‑IE启动子提供的表达水平。

[0503] ATF06‑MP‑001(带下划线的ATF06和MinTK启动子序列)
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[0504]

[0505] ATF06‑MP‑002(带下划线的ATF06和CMV‑MP启动子序列)
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[0506]

[0507] 尽管上面详细讨论了本发明的多种实施方案的制造和使用，但是应当理解，本发

明提供了许多可应用的发明构思，这些构思可在广泛多种特定的上下文中体现。本文讨论

的特定实施方案仅是制造和使用本发明的特定方式的举例说明，并不限制本发明的范围。
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