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用于提高高等植物叶绿体中转基因表达的

密码子优化和核糖体图谱分析

(57)摘要

公开了提高叶绿体中转基因表达的方法，以

及如此产生的改良转基因及其用于治疗疾病的

方法。具体地，所述方法包括分析编码目的蛋白

质的核酸的天然序列，并将所述序列中的密码子

替换为在高等植物叶绿体的psbA基因中优先使

用的密码子。
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1.一种增加叶绿体中编码目的蛋白质的转基因的翻译的方法，所述方法包括：

a)分析编码所述目的蛋白质的核酸的天然序列，并将所述序列中的全部稀有密码子替

换为在高等种子植物叶绿体的psbA基因中优先使用的密码子；

b)产生合成型密码子优化的序列并将所述序列克隆到叶绿体转化载体中，所述合成型

序列与5’和3’调控元件可操作地连接，以适于在所述叶绿体中表达；

c)在表达所述目的蛋白质的条件下，用所述载体转化靶植物，其中将稀有密码子替换

为偏爱密码子导致蛋白质表达相对于使用天然序列观察到的表达水平增加至少两倍；

其中

苯丙氨酸的稀有密码子替换为偏爱TTT密码子；

亮氨酸的稀有密码子替换为偏爱CTA密码子；

异亮氨酸的稀有密码子替换为偏爱ATT密码子；

缬氨酸的稀有密码子替换为偏爱GTA密码子；

丝氨酸的稀有密码子替换为偏爱TCT密码子；

脯氨酸的稀有密码子替换为偏爱CCT密码子；

苏氨酸的稀有密码子替换为偏爱ACT密码子；

丙氨酸的稀有密码子替换为偏爱GCT密码子；

酪氨酸的稀有密码子替换为偏爱TAT密码子；

组氨酸的稀有密码子替换为偏爱CAC密码子；

谷氨酰胺的稀有密码子替换为偏爱CAA密码子；

天冬酰胺的稀有密码子替换为偏爱AAC密码子；

赖氨酸的稀有密码子替换为首选的AAA密码子；

天冬氨酸的稀有密码子替换为偏爱GAT密码子；

谷氨酸的稀有密码子替换为偏爱GAA密码子；

半胱氨酸的稀有密码子替换为偏爱TGT密码子；

色氨酸的稀有密码子替换为偏爱TGG密码子；

精氨酸的稀有密码子替换为偏爱CGT密码子；和

甘氨酸的稀有密码子替换为偏爱GGT密码子。

2.根据权利要求1所述的方法，其还包括分离所述目的蛋白质。

3.根据权利要求1所述的方法，其还包括收获包含目的蛋白质的植物叶片并将其冻干。

4.由根据权利要求1所述的方法生产的编码合成的密码子优化的VP1蛋白的SEQ  ID 

NO:4的核酸。

5.根据权利要求1所述的方法，还包括增加所述密码子优化序列中的AT含量。
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用于提高高等植物叶绿体中转基因表达的密码子优化和核糖

体图谱分析

[0001] 本申请要求2016年3月20日提交的美国临时申请号62/310,788的优先权，其全部

内容通过引用并入本文。

[0002] 本发明是在国立卫生研究院(授权号：R01  HL107904、R01  HL109442、R01  EY 

024564)和国家科学基金会(资助号：IOS‑1339130)的政府支持下进行的。政府拥有本发明

的某些权利。

技术领域

[0003] 本发明涉及使用基因组学、蛋白质组学和核糖体图谱分析(ribosome  profiling)

方法通过密码子优化改进叶绿体中的转基因表达。还提供了如此改进的转基因及其使用方

法。

背景技术

[0004] 为了描述本发明所属领域的现状，在整个说明书中引用了若干出版物和专利文

献。这些引文中的每一个都通过引用并入本文，如同全文阐述。

[0005] 人类治疗性蛋白质在叶绿体中的临床翻译的主要限制是它们的表达水平低。原核

或较短的人类基因在叶绿体中高度表达(高达总叶蛋白的70％)。例如，来自炭疽芽孢杆菌

(Bacillus  anthracis)和苏云金芽孢杆菌(Bacillus  thuringiensis)的天然原核基因分

别表达叶绿体中总可溶性蛋白质(TSP)的29.4％和45.3％(De  Cosa等人，2001；Ruhlman等

人，2010)。小型人类基因，包括胰岛素样生长因子‑1(～7.8kDa，Daniell等人，2009)、胰岛

素原(～12kDa，Ruhlman等人，2010)和干扰素‑α2b(～21.5kDa，Arlen等人，2007)在叶绿体

中以非常高的水平表达。然而，较大的人类蛋白质的表达存在重大挑战。

[0006] 同样，高、中或极低表达水平的病毒疫苗抗原的表达是非常难以预测的。例如，由

于它们对N‑末端区域的蛋白水解降解的敏感性，轮状病毒的VP6抗原在烟草叶绿体中以非

常低的水平积累(Birch‑Machin等人，2004；Inka  Borchers等人，2012)。在烟草叶绿体中，

人乳头瘤病毒‑16L1抗原的表达水平在0.1％至1.5％之间变化，当与LTB融合时累积高达

2％，但当与谷胱甘肽‑S‑转移酶(GST)融合时极低(Lenzi等人，2008；Waheed等人，2011a；

Waheed等人，2011b；Hassan等人，2014)。此外，已经报道了针对1型人免疫缺陷病毒(HIV‑1)

的叶绿体衍生抗原在烟草中不稳定。叶绿体衍生的p24蛋白仅在最幼小的叶中积累～

2.5％，当表达天然p24cDNA时在成熟叶中未检测到(McCabe等人，2008)。众所周知，高剂量

的疫苗抗原刺激高水平的免疫力并赋予针对病原体的更大保护，因此叶绿体中更高水平的

表达是主要要求(Chan和Daniell，2015)。

[0007] 通过使用最佳调控序列(启动子，5'和3'UTR)，特别是物种特异性内源元件，已经

解决了这些挑战(Ruhlman等人，2010)。通过修改人类基因的每个密码子的第三个位置，已

经进行了粗略的尝试以简单地增加AT含量(Daniell等人，2009)。插入基因关于几个同义密

码子的翻译效率的体外测定并不总是与质体mRNA中的密码子使用相关(Nakamura和
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Sugiura，2007)，但已用于过去的密码子优化研究(Ye等人，2001；Lenzi等人，2008；Jabeen

等人，2010)，因为没有这样的体内研究。因此，尚未进行系统研究以利用通过测序数百个叶

绿体基因组收集的大量知识来了解密码子使用和高表达叶绿体基因的频率。另一个主要挑

战是缺乏定量不溶性蛋白质的可靠方法，因为由于多聚体结构的聚合或形成，唯一可靠的

方法(ELISA)无法使用。基于其特异性和灵敏度，通过平行反应监测(PRM)通过质谱法进行

的靶向蛋白质组学定量已经成为相对和绝对蛋白质定量的有力工具(Domon和Aebersold，

2010；Gallien等人，2012)。此外，PRM提供了高特异性和多重特性，这允许基于nanoLC保留

时间和前体离子m/z特异性监测肽的多个碎片离子(Gallien等人，2012)，但这一概念从未

对植物蛋白质药物进行过测试。

[0008] 与活减毒病毒和灭活病毒的表达相关的缺点包括恢复毒力的可能性、免疫原性的

水平低、物种之间的抗原变异性以及遗传物质可能转移到野生型菌株(Burns等人，2014)。

尼日利亚爆发的2型疫苗衍生脊髓灰质炎(VDVP2)于2006年首次发现，在非洲流行并且今天

仍然存在(Famulare等人，2015)。自2005年以来，尼日利亚北部发生了这一与2型循环疫苗

衍生脊髓灰质炎病毒(cVDPV2)相关的大型脊髓灰质炎疫情；对2005年至2011年报告的403

个病例中每一个的分离株的P1/衣壳区序列进行系统发育分析，将该爆发归结为23个独立

的VDPV2突发事件，其中至少有7个建立了循环谱系组(Burns等人，2013)。已经通过全球脊

髓灰质炎监测计划(PSP)频繁报告了与急性弛缓性麻痹(AFP)病例相关的非脊髓灰质炎肠

病毒(NPEV)(Laxmivandana等人，2013)。虽然由于密集的口服脊髓灰质炎疫苗接种计划，许

多国家已经根除了野生脊髓灰质炎病例，但全世界正在报告更多非脊髓灰质炎的AFP病例。

目前公认的EV物种已分为含有三种PV血清型的脊髓灰质炎病毒(PV)和人类肠道病毒(HEV)

A、B、C和D(Dhole等人，2009)。基于其基因组的系统发育分析，PV和HEV‑C物种的血清型密切

相关(Brown等人，2003)。此外，HEV物种C的高循环频率导致疫苗衍生脊髓灰质炎病毒

(VDPV)爆发的报道(Rakoto‑Andrianarivelo等人，2005)。在2005年至2011年期间，在尼日

利亚检测到23种循环疫苗衍生脊髓灰质炎病毒(cVDPV)谱系，其源自非脊髓灰质炎肠病毒C

(NPEV‑C)来源的非结构区域(NSR)。因此，Sabin口服脊髓灰质炎病毒疫苗(OPV)和本地

NPEV‑C之间的重组导致了在尼日利亚爆发期间分离的一些重组cVDPV谱系(Adeniji等人，

2015)。cVDPV主要由OPV和HEV‑C之间的同源重组产生，并在全球引起多次脊髓灰质炎爆发，

成为严重的健康威胁(Jiang等人，2007)。由于OPV与HEV‑C的重组，高毒力cVDPV具有在疫苗

覆盖率低的地区替代野生型PV的风险。为了努力在全球根除PV，已经提出全球停止OPV疫苗

接种，以尽量减少可能导致新爆发的疫苗衍生脊髓灰质炎病毒株的数量(Kouiavskaia等

人，2015；Parker等人，2015)。

[0009] 植物来源的亚单位疫苗是热稳定的，并且不含动物病原体污染。它们还可以被设

计成含有多种抗原和透粘膜载体，以防止多种传染病(Chan等人，2015)。口服递送后在回肠

绒毛之间表达绿色荧光蛋白(GFP)的完整植物细胞的最近报道提供了在消化系统中保护蛋

白质药物免受胃中酸和酶的影响的直接证据；从植物细胞释放到肠腔中的与透粘膜载体

CTB融合的GFP通过GM1受体介导的递送被上皮细胞吸收(Xiao等人，2015)。这种机械和概念

上的进步可以通过消除复杂生产系统如发酵、净化、冷藏和运输的成本来彻底改变疫苗供

应(Jin等人，2015以及Kwon等人，2013)。虽然十年前在临床前试验和人体临床试验中测试

了通过核基因组表达的马铃薯来源的HBsAg，(Kong等人，2001；Thanavala等人，2005)，但是
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推进后期阶段的进展缓慢。两个主要挑战是通过核基因组的抗原表达水平低以及在没有含

佐剂抗原的注射初免的诱导耐受性的潜力(Chan等人，2015；Rybicki等人，2014)。

发明内容

[0010] 根据本发明，提供了一种增加编码目的蛋白质的转基因在叶绿体中的翻译的方

法。示例性方法包括分析编码所述目的蛋白质的核酸的天然序列，并将所述序列中的密码

子替换为在超过100种植物物种的叶绿体中的psbA基因中优先使用的密码子，并任选地进

行核糖体图谱分析并去除在翻译过程中导致核糖体停滞(stall)的任何密码子。然后产生

合成型密码子优化序列并将其克隆到叶绿体转化载体中，所述合成型序列与5’和3’调控元

件可操作地连接，以适于在所述叶绿体中表达。然后在表达所述治疗性蛋白质的条件下用

该载体转化靶植物，其中替换所述密码子导致蛋白质表达相对于使用天然序列观察到的表

达水平增加至少两倍、三倍、四倍、五倍、20倍或40倍。所述方法可任选地需要分离所述目的

蛋白质。在优选的实施方案中，所述方法还包括从所述植物收获并冻干叶子，其中冻干的叶

子包含目的蛋白质。

[0011] 在特别优选的实施方案中，制备了合成型VP1蛋白质蛋白质，其可用于治疗脊髓灰

质炎的疫苗中。因此，一种在先前已经针对脊髓灰质炎病毒进行了免疫的受试者中产生全

身和粘膜免疫的方法，包括在佐剂的存在下向所述受试者口服施用上述冻干植物细胞，所

述施用导致在所述受试者中产生抗VP1‑IgG1和抗VP‑1‑IgA滴度，从而增强对所述脊髓灰质

炎病毒的免疫力。

[0012] 在另一个实施方案中，因子VIII重链和轻链已经被密码子优化。如此产生的因子

VIII可用于治疗凝血障碍的方法中。因此，本发明还提供了用于治疗凝血障碍的方法，所述

方法使用如本文所公开的为了有效表达进行了优化的凝血因子。尽管本文举例说明了

FVIII，但是使用本文提供的指导可以容易地优化其他凝血因子，例如FIX、FX和FVII。

[0013] 本发明的方法还可用于产生合成型胰岛素生长因子(IGF‑1)。使用本文描述的合

成型IGF‑1治疗IGF‑1缺乏的方法也在本发明的范围内。

[0014] 在另一个实施方案中，提供了合成型变聚糖酶(mutanase  enzyme)。还公开了使用

合成型变聚糖酶来治疗龋齿的方法。

[0015] 在本发明的另一个方面，一种在先前已经针对脊髓灰质炎病毒进行了免疫的受试

者中产生全身和粘膜免疫的方法，包括在佐剂的存在下向所述受试者口服施用上述冻干植

物细胞，所述施用导致在所述受试者中产生抗VP1‑IgG1和抗VP‑1‑IgA滴度，从而增强对所

述脊髓灰质炎病毒的免疫力。

[0016] 在本发明范围内的还有编码本文所述合成型蛋白质的质体转化载体。包含此类载

体的植物也构成了本发明的一个方面。在优选的实施方案中，植物是可食用的。

附图说明

[0017] 图1：对在植物叶绿体中表达异源基因优化的密码子算法的开发。密码子优化算法

的开发过程。从NCBI收集133种植物物种的psbA基因的序列数据，并分析密码子偏好。使用

Java编程语言开发密码子优化器，并生成所示密码子偏好表。密码子偏好由每种氨基酸的

使用百分比表示。
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[0018] 图2A‑2E。将密码子优化的合成型FVIII单链、重链和轻链基因构建到莴苣叶绿体

转化载体中，并通过PCR确认其在大肠杆菌和同质品系(homoplasmic  line)中的表达。(图

2A)含有CTB‑FVIII单链、重链和轻链表达盒的载体构建体的示意图。Prrn，rRNA操纵子启动

子；aadA，氨基糖苷类3'‑腺苷转移酶基因；PpsbA，启动子和psbA基因的5'‑UTR；CTB，霍乱无

毒B亚基的编码序列；FVIII  SCC，密码子优化的FVIII重链(包括来自B结构域的14个氨基酸

的HC)和轻链(LC)的融合形式；TpsbA，psbA基因的3'‑UTR；trnI，异亮酰胺基‑tRNA；trnA，丙

氨酰基‑tRNA。用BamHI酶切pUC‑LSLF并用HindIII酶切来自转基因植物的基因组DNA来产生

Southern印迹探针(SB‑P)。(图2B)用于检测HC、LC和SC的天然或密码子优化序列在大肠杆

菌中的表达的Western印迹分析。用含有FVIII  HC、LC和SC的天然或密码子优化序列的叶绿

体表达载体转化大肠杆菌，从该大肠杆菌中提取总蛋白质。如所示加载蛋白质并用抗CTB抗

体(1：10,000:)进行探测。将转化的和未转化的(UT)大肠杆菌在补充有氨苄青霉素(50μg/

ml)的Terrific  Broth(TB)培养基中于37℃孵育过夜。箭头表示预期相应大小的蛋白质

(CTB‑FVIII  HC，100kDa；CTB‑FVIII  LC，92kDa和CTB‑FVIII  SC，179kDa)。(图2C)用于检测

CTB‑FVIII  LC和SC表达盒的整合的PCR分析。使用如A中所示的特定引物组来扩增DNA片段

并在1％琼脂糖凝胶上分离。UT，未转化的野生型gDNA；S1～S3，三个独立的FVIII  SC转质体

系(transplastomic  line)；L1‑L8，八个独立的FVIII  LC转质体系。(图2D)CTB‑FVIII  SCC

的Southern印迹分析。用HindIII酶切总莴苣基因组DNA(3μg)，在0.8％琼脂糖凝胶上分离

并印迹到Nytran膜上。UT，未转化的野生型植物；1～4，四个独立的第2轮转质体系。(图2E)

序列密码子优化的FVIII单链。HC，由A1和A2结构域组成的FVIII重链(SEQ  ID  NO：1)；LC，由

A3、C1和C2结构域组成的FVIII轻链。(SEQ  ID  NO：2)CTB：霍乱无毒B亚基的天然序列(SEQ 

ID  NO：3)。

[0019] 图3A‑3C。使用Southern印迹确认同质品系，并定量在同质转质体株系中表达的蛋

白质。(图3A和图3B)CTB‑FVIII  LCC和CTB‑FVIII  SCC的Southern印迹分析。用HindIII酶切

总莴苣基因组DNA(3μg)，在0.8％琼脂糖凝胶上分离并印迹到Nytran膜上。UT，未转化的野

生型植物；L1‑L8和S1‑S4，分别为CTB‑FVIII  LCC和CTB‑FVIII  SCC的八个和四个独立的第2

轮转质体品系。(图3C)从表达CTB‑FVIII  HCC、CTB‑FVIII  LCC和CTB‑FVIII  SCC的冻干转质

体莴苣叶中提取四微克的总叶蛋白(10mg于500μl提取缓冲液中)，如所示上样并在8％SDS‑

PAGE上分离。使用抗CTB抗体(1：10000)探测CTB融合的FVIII蛋白。UT，未转化的野生型

(UT)；Co，密码子优化的序列。如所示上样CTB标准品用于定量，计算的定量结果(μg/mg)显

示在每个批次下面。在宾夕法尼亚大学的温室中培养并收获表达CTB‑FVIII  HCC和LCC的转

质体莴苣植株，并在Fraunhofer  cGMP设施的水培培养系统中使CTB‑FVIII  SCC莴苣植株发

芽并生长，并每月收获叶片。

[0020] 图4A‑D：表达天然CTB‑VP1和密码子优化的CTB‑VP1的转质体烟草和莴苣品系的创

建和表征并通过Western印迹定量CNTB‑FVIII  HC和VP1基因的表达。(图4A)含有CTB‑VP1表

达盒的烟草和莴苣叶绿体转化载体。Prrn，rRNA操纵子启动子；aadA，氨基糖苷类3'‑腺苷转

移酶基因；PpsbA，启动子和psbA基因的5'‑UTR；CTB，无毒霍乱B亚基的编码序列；VP1，脊髓

灰质炎病毒VP1基因的编码序列(SEQ  ID  NO：4)；TpsbA，psbA基因的3'‑UTR；trnI，异亮酰胺

基‑tRNA；trnA，丙氨酰基‑tRNA。从莴苣(图4B)或烟草(图4C)中提取总叶蛋白，以指定浓度

上样并在梯度(4％‑20％)SDS‑PAGE上分离。图4D。用抗CNTB抗体探测从野生型(WT)、天然
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CTB‑VP1(N)和密码子优化的CTB‑VP1(CO)烟草植株中提取的总蛋白质。上样CNTB作为定量

的标准品。

[0021] 图5A‑B：通过northern印迹定量转基因转录物。用200bp的psbA  5’UTR(对于

FVIII)或psbA  3’UTR(对于VP1)调控序列探测CNTB‑F8  HC(图5A)和CNTB‑VP1(图5B)基因的

Northern印迹。较低和较高转录物代表内源性psbA基因和CNTB‑FVIII基因。包括溴化乙锭

(EtBr)染色的凝胶用于评估相等上样量。UT，未转化的野生型；N，天然序列；CO，密码子优化

的序列。

[0022] 图6A‑6C：CNTB‑FVIII和CNTB‑VP1蛋白的N‑末端至C‑末端蛋白质序列的PRM质谱分

析。Exe‑y表示密码子优化基因或天然基因中CTB‑F8  HC的肽的测量肽摩尔浓度(柱上

fmol)。图6A。CNTB：肽1，IFSYTESLAGK(SEQ  ID  NO：5)；肽2，IAYLTEAK(SEQ  ID  NO：6)；肽3，

LCVWNNK(SEQ  ID  NO：7)。图6B。FVIII肽：肽4，FDDDNSPSFIQIR(SEQ  ID  NO：8)；肽5，

WTVTVEDGPTK(SEQ  ID  NO：9)；肽6，YYSSFVNMER(SEQ  ID  NO：10)。图6C。CNTB：肽1，

IFSYTESLAGK(SEQ  ID  NO：1)；肽3，LCVWNNK(SEQ  ID  NO：3)；肽2，IAYLTEAK(SEQ  ID  NO：5)。

每个样本中代表了4个技术重复的中位数。

[0023] 图7A‑B：密码子优化后观察到的PRM质谱分析和倍数变化。报道的倍数变化增加分

别代表来自CNTB‑FVIII(图7A)和CNTB‑VP1(图7B)的六种肽和三种肽的结果的中值。Exe‑y

表示来自密码子优化的或天然植物提取物的肽的倍数变化增加(基于柱上测量的fmol)。

CNTB：肽1，IFSYTESLAGK(SEQ  ID  NO：5)；肽2，IAYLTEAK(SEQ  ID  NO：6)；肽3，LCVWNNK(SEQ 

ID  NO：7)。FVIII：肽4，FDDDNSPSFIQIR(SEQ  ID  NO：8)；肽5，WTVTVEDGPTK(SEQ  ID  NO：9)；肽

6，YYSSFVNMER(SEQ  ID  NO：10)。

[0024] 图8A‑C：来自表达天然和密码子优化的VP1或F8  HC的转质体植株的核糖体图谱分

析数据。使用集成基因组观察器(IGV)显示天然(N)转基因、密码子优化的(CO)转基因和内

源性psbA和rbcL基因的读取范围。图8A。来自表达天然和密码子优化的VP1转基因的烟草叶

片的数据。星号标记天然品系数据中的每对连续的丙氨酸密码子。+符号标记三个连续的丙

氨酸密码子。表达天然VP1的植株中有多个强核糖体停顿位点映射(map)到配对的丙氨酸密

码子上，而在密码子优化的品系中则未观察到。三角形标记密码子优化品系中的每对连续

的丝氨酸密码子。一个主要的核糖体停滞映射到了密码子优化的VP1基因中含有五个紧密

间隔的丝氨酸密码子的区域。图8B。来自表达天然和密码子优化的F8  HC转基因的莴苣植株

的数据。天然FB  HC基因中一个主要的核糖体停滞映射到了一对相邻的CTC亮氨酸密码子

上，天然psbA基因中未使用过该密码子。核糖体印迹(footprint)覆盖在密码子优化的转基

因上更加均匀。图8C。绝对和相对核糖体印迹计数。

[0025] 图9A‑9D：表达天然CTB‑VP1和密码子优化的CTB‑VP1的转质体烟草和莴苣品系的

产生和表征。图9A。天然CTB‑VP1和密码子优化的CTB‑VP1转质体烟草品系的Southern印迹

分析。用经BamHI/BglII酶切的DIG标记的侧翼序列探测AflIII酶切的野生型(WT)和转化的

(品系1、2、3和4)基因组DNA。图9B。含有CTB‑VP1表达盒的烟草和莴苣叶绿体转化载体。

Prrn，rRNA操纵子启动子；aadA，氨基糖苷类3'‑腺苷转移酶基因；PpsbA，启动子和psbA基因

的5'‑UTR；CTB，无毒霍乱B亚基的编码序列；VP1，脊髓灰质炎病毒VP1基因的编码序列；

TpsbA，psbA基因的3'‑UTR；trnI，异亮酰胺基‑tRNA；trnA，丙氨酰基‑tRNA；图9C。Southern

印迹分析证实转基因位点特异性整合到叶绿体中。图9D。两个独立的莴苣转质体系和野生
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型(WT)对照中的CTB‑VP1的Western印迹分析。

[0026] 图10。转质体品系中产生的CTB‑VP1的稳定性。在环境温度下储存4个月和8个月

后，在所有测试的冻干样品中均观察到CTB‑VP1融合蛋白的完整单体条带，而没有检测到任

何CTB‑VP1降解。使用GM1结合ELISA测定评估叶绿体中表达的CTB‑VP1的五聚体结构的形

成，来自烟草的天然和密码子优化的新鲜和冻干的CTB‑VP1均显示出与CTB(阳性对照)相当

的吸光度，而没有检测到来自野生型植株或BSA(阴性对照)的信号。

[0027] 图11A‑11J：口服或皮下疫苗接种后血清VP1‑IgG1和VP1‑IgA抗体滴度的评估。小

鼠的抗体反应，其中小鼠用IPV初免，并用用皂苷和/或角鲨烯佐剂化的IPV或植物制天然或

密码子优化的VP1加强免疫。将板用纯化的VP1蛋白(10μg/ml)包被并用血清样品(加强免疫

后2或4周)探测，然后用HRP缀合的大鼠抗小鼠IgG1(1：1000)(BD)或HRP缀合的山羊抗小鼠

IgA(1：5000)(American  Qualex)进行探测。(图12A‑F)在不同时间点的VP1‑IgG1抗体滴度：

(图12A‑D)每周加强免疫并在第0、29、43和57天收集血清样品；(图12E、F)每月加强免疫并

在第87和117天收集样品；(图12G‑J)在不同时间点的VP1‑IgA抗体滴度；(图12G‑I)每周加

强免疫并在第0、29和43天收集血清样品；(图12J)每月加强免疫并在第117天收集血清样

品；组1：未处理；组2：用IPV初免和加强；组5：IPV初免，用含佐剂(皂苷/鲨烯)的天然VP1蛋

白加强；组8：IPV初免，用含佐剂(皂苷/鲨烯)的密码子优化的VP1蛋白加强；组9：用添加有

皂苷和鲨烯佐剂的密码子优化的VP1蛋白加强，而无IPV初免；通过学生t检验(GraphPad 

Prism版本6)进行统计分析。示出了**P<0.05，***P<0.01，****P<0.001。

[0028] 图12A‑12C：针对脊髓灰质炎病毒Sabin  1、2和3株的脊髓灰质炎病毒中和滴度的

测定。小鼠(n＝10/组)的病毒中和抗体滴度，其中小鼠用天然或密码子优化的CTB‑VP1抗原

口服加强免疫，其中天然或密码子优化的CTB‑VP1抗原仅用皂苷(第3组和第6组)、仅用角鲨

烯(第4组和第7组)或用两者(第5、8和9组)佐剂化；用IPV初免并加强免疫(第2组)；和未经

治疗。为每只小鼠绘制单独的滴度，条形代表平均中和滴度±SEM。将检测不到病毒中和的

倒数滴度的血清稀释度记录为log2(滴度)为2.5。针对所有三种Sabin株的脊髓灰质炎病毒

中和抗体(图12A)Sabin  1、(图12B)Sabin  2和(图12C)使用学生t检验(GraphPad  Prism第6

版)如图中所示**，P<0.05，***，P<0.01，****，P<0.001。

[0029] 图13A‑13E：皮下IPV或口服VP1加强免疫后Sabin  1、2和3中和滴度的血清阳性率。

由各组中血清阳性率(中和抗体log2(滴度)≥3)小鼠的数量和小鼠的总数量所确定的脊髓

灰质炎病毒中和抗体的血清阳性率，其中小鼠在第1天和第30天用天然或密码子优化的

CTB‑VP1加强免疫(第3‑9组)，或用IPV初免/加强免疫(第2组)。示出了针对Sabin株1、2和3

(图13A‑C)和所有三种Sabin类型(图13D)的中和滴度的血清阳性率。图13E。血清阳性率

(％)的结论。使用学生t检验(GraphPad  Prism版本6)如图中所示**，P<0 .05，***，P<

0.01，****，P<0.001。

[0030] 图14A‑14C。将与天然CTB融合的密码子优化的合成型IGF‑1构建到烟草叶绿体转

化载体(pLD‑utr)中并确认其在大肠杆菌中的表达。(图14A)含有CTB‑IGF‑1表达盒的叶绿

体转化载体图谱的示意图。Prrn，rRNA操纵子启动子；aadA，氨基糖苷类3'‑腺苷转移酶基

因；PpsbA，启动子和psbA基因的5'‑UTR；CTB，天然霍乱无毒B亚基的编码序列；IGF‑1(CN)，

密码子优化的人胰岛素样生长因子1(包括105氨基酸，含Ea肽的35个氨基酸)；TpsbA，psbA

基因的3'‑UTR；trnI，异亮酰胺基‑tRNA；trnA，丙氨酰基‑tRNA。(图14B)用于检测IGF‑1的密
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码子优化序列在大肠杆菌中的表达的免疫印迹试验。用含有IGF‑1的两个密码子优化序列

(CO，密码子优化的老序列；CN，密码子优化的新序列)的叶绿体表达载体转化大肠杆菌，从该

大肠杆菌中提取总蛋白质。如所示在12％SDS‑PAGE上加载蛋白质并用抗CTB抗体(1：10 ,

000)进行探测。使用Image  J计算两个合成序列(CO和CN)之间的表达倍数差异。将转化的和

未转化的(UT)大肠杆菌在补充有氨苄青霉素(50μg/ml)的Luria‑Bertani(LB)培养基中于

37℃孵育过夜。箭头表示预期的蛋白质大小(CTB‑IGF‑1，24.3kDa)(图14C)CTB‑IGF‑1转质

体品系的Southern印迹分析。用AflIII酶切转质体植物的基因组DNA，并用BamHI和BglII酶

切pUC‑ctv产生0.81b的Southern印迹探针(SB‑P)区域，将其用作探针。

[0031] 图15A‑15D。转质体品系中CTB‑IGF‑1的定量和功能分析。针对抗‑CTB(图15A)和

抗‑IGF‑1(图15B)的冻干CTB‑IGF‑1转质体品系的Western印迹分析。泳道1，2ng；2，4ng；3，

8ng的霍乱毒素B亚基(CTB)；1‑1，2ng；2‑1，4ng；3‑1，8ng的人胰岛素样生长因子‑1(IGF‑1)；

4，0.1ug；5，0.2ug；6，0.4ug的CTB‑IGF‑1冻干叶匀浆。以箭头表示约24.3kDa的CTB‑IGF‑1蛋

白。(图15C)来自新鲜和冻干CTB‑IGF‑1的总叶蛋白的免疫印迹评价。在相同体积的提取缓

冲液中提取等量的新鲜叶片和冻干叶片，然后将其以连续稀释液上样。箭头表示CTB‑IGF‑1

的预期大小。(图15D)针对GM1受体的CTB‑IGF‑1五聚体形式的ELISA测定。BSA和GM1用作阴

性对照。

[0032] 图16A‑16D。植物来源的IGF‑1的活性测定。(图16A)CTB‑IGF‑1对IGF‑1受体磷酸化

的基于细胞的测定。P‑IGFR表示磷酸化的IGF‑1受体，GAPDH/Akt用作对照。顶部是剂量依赖

性磷酸化，底部示出了时间依赖性磷酸化。(图16B)小鼠(n＝3)血清中的循环Pro‑IGF‑1依

赖于管饲后时间的量。(图16C)血液中的葡萄糖依赖于管饲后时间的量。植物GFP用作相同

量的植物来源的CTB‑IGF‑1的对照。(图16D)管饲植物来源的CTB‑IGF‑1后检测的血清和肌

肉组织中的IGF‑1。植物GFP用作管饲对照，GAPDH用作肌肉组织中的阳性对照。

[0033] 图17A‑17F。纯化的CTB‑IGF‑1对人和/或小鼠细胞的增殖测定(图17A)从烟草转质

体品系中纯化CTB‑IGF‑1。C，纯化后CTB‑IGF‑1的考马斯蓝染色；W，针对CTB抗体的Western

印迹分析。箭头表示约24.3kDa的CTB‑IGF‑1。(图17B)将HOK(人口腔角质形成细胞)与来自

植物的一系列浓度的IGF‑1肽和纯化的CTB‑IGF‑1孵育48小时后。接种2,500个HOK细胞后18

小时，将它们与IGF‑1和纯化的CTB‑IGF‑1孵育48小时。通过MTT测定在吸光度570下测量活

细胞的密度。IGF‑1肽用作阳性对照。(图17C)GMSC(人牙龈衍生的间充质基质细胞)相对吸

光度为CTB‑IGF‑1剂量依赖性方式。接种4,000个GMSC细胞，在与CTB‑IGF‑1和IGF‑1(作为对

照)孵育24小时后测量活细胞。(图17D)与IGF‑1和CTB‑IGF‑1孵育48小时后测量活SCC(人头

颈部鳞状细胞癌细胞)的吸光度。接种了三千个SCC用于孵育。(图17E)孵育24小时后MC3TC

(小鼠成骨细胞)的CTB‑IGF‑1剂量依赖性相对吸光度。接种了4千个MC3TC。(图17B‑17E)各

代表从两个生物学重复(一式三份进行)获得的数据。(图17F)天然和密码子优化的(Nat和

Co)IGF‑1基因的序列比对。优化的密码子标记为黄色。Nat：天然序列；Co：密码子优化的序

列。为了避免糖基化，将Lsy68(AAG)、Arg74(CGT)和Arg77(CGC)改变为Gly68(GGT)、Ala74(GCA)

和Ala77(GCT)，将其标记为红色。

[0034] 图18A‑18F。将密码子优化的类芽孢杆菌属(Paenibacillus  sp.)菌株RM1的变聚

糖酶序列构建到叶绿体转化载体中。向5’末端添加Protegrin，并向3’末端添加His。图18A：

提供了优化的变聚糖酶编码序列的载体构建。图18B：基于psbA基因的密码子频率对变聚糖
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酶基因进行密码子优化。该表示出了天然和密码子优化的变聚糖酶序列的密码子频率。图

18C。通过限制性酶切确认pLS‑MF载体中的变聚糖酶基因。泳道1：DNA标记；泳道2：用Nde  I

和Bgl  II酶切的pLS‑MF变聚糖酶；泳道3：用Sal  I和PshA  II酶切的pLS‑MF变聚糖酶；泳道

4：未酶切的质粒。图18D。Western印迹分析检测大肠杆菌中重组蛋白的表达：用抗His抗体

探测Western印迹。将变聚糖酶基因克隆到pLD和pLS‑MF载体中并在大肠杆菌中表达。进一

步纯化蛋白质并通过Western印迹确认其表达。图18E。示出了变聚糖酶(mutanse)测定的结

果。图18F。用于产生表达变聚糖酶的转质体植物的植物转化过程的示意图。

具体实施方式

[0035] 在本发明中，采用了利用叶绿体基因组序列的异源基因表达、核糖体图谱分析和

通过质谱法或平行反应监测(PRM)的靶向蛋白质组定量来开发增加叶绿体中目的异源蛋白

质的翻译的方法。当与由相同psbA调控序列驱动的相应天然基因相比时，基于133种植物物

种的psbA基因的密码子优化增加了人凝血因子VIII(FVIII)和脊髓灰质炎病毒衣壳蛋白1

(VP1)的重链的翻译效率。使用N或C末端的肽的PRM分析显示FVIII或VP1密码子优化的基因

增加了5‑7或22‑28倍。同一批材料的Western印迹分析显示定量较低或较高，强调了一些限

制。对于植物细胞中生物药物的定量，PRM在此首次得到了验证，其尤其适用于不溶性或多

聚体蛋白质。尽管是原核起源，但大肠杆菌和叶绿体之间的密码子使用是不同的。Northern

印迹证实密码子优化蛋白质合成的增加是在翻译水平上，而不是对转录物丰度或稳定性的

任何影响。核糖体印迹不会与VP1翻译成比例地增加或甚至在FVIII密码子优化后降低，但

是它在诊断速率限制步骤中是有用的。在密码子优化后消除了天然基因中CTC亮氨酸密码

子处的主要核糖体停顿。在密码子优化的VP1基因的丝氨酸密码子簇处观察到了核糖体停

滞。消除了CTC亮氨酸簇的合成序列进一步优化了这些序列。

[0036] 世界卫生组织战略咨询专家组建议在2016年全球完全停用OPV2，用至少一剂IPV

替代。然而，高成本、有限的IPV供应、持久的cVDPV传播以及对后续加强免疫的需求仍未得

到解决。单次IPV初免后使用低成本无冷链植物制病毒蛋白1(VP1)亚单位疫苗作为口服加

强剂的策略是解决这一关键需求的新型解决方案。包封在植物细胞中的VP1的口服加强免

疫导致针对所有三种脊髓灰质炎病毒Sabin血清型均产生高VP1‑IgG1、IgA和中和抗体滴度

(～3.17‑10.17log2滴度)。能够无限期地在环境温度下储存表达VP1的冻干植物细胞而不

丧失功效消除了所有疫苗目前所需的冷链。这些研究结果为植物制成的加强疫苗提供了证

据，以替代OPV或加强早年接受的免疫接种的免疫力下降的老年人群的免疫力。

[0037] 定义

[0038] 应理解，前面的一般性描述和以下的详细描述都仅是示例性和说明性的，并不旨

在限制当前教导的范围。在本申请中，除非另外特别说明，否则单数的使用包括复数。例如，

“至少一个”意味着可以存在多于一个。此外，“包含”(“comprise”、“contain"和“include")

或那些根词的修改的使用，例如但不限于“包含”(“comprises”、“contained”和

“including”)，并非旨在限制，其意指“包括以下要素但不排除其他要素”。如本文所用，术

语“基本上由......组成”(“consists  essentially  of”或“consisting  essentially 

of”)，排除其他元素对组合具有任何重要意义。除非另有说明，否则―或‖的使用意味着

“和/或”。术语“和/或”意味着之前和之后的术语可以一起或分开。出于说明目的，但不作为
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限制，“X和/或Y”可意指“X”或“Y”或“X和Y”。

[0039] 如本文所用，术语向受试者“施用”(“administering”或“administration”)药剂、

药物或肽包括将化合物引入或递送至受试者以执行其预期功能的任意途径。施用可以通过

任意合适的途径进行，包括口服、鼻内、胃肠外(静脉内、肌肉内、腹膜内或皮下)、直肠或局

部。施用包括自己施用和由其他人施用。

[0040] 如本文所用，术语“疾病”、“病症”或“并发症”是指受试者与正常状态的任意偏离。

[0041] 如本文所用，术语“有效量”(“effective  amount”，“amount  effective”等)是指

达到所期望的结果所必需的剂量和时间段的有效量。

[0042] 如本文所用，术语“抑制”或“治疗”是指使疾病状态的临床症状不会恶化或发展，

例如，在可能面临或倾向于疾病状态，但尚未经历或表现出疾病状态症状的受试者中，抑制

疾病发作。

[0043] 如本文所用，术语“CTB”是指霍乱毒素B亚基。霍乱毒素是一种包含一个A亚基和五

个B亚基的蛋白质复合物。B亚基是无毒的并且对蛋白质复合物很重要，因为它使得蛋白质

能够通过神经节苷脂的五糖链与细胞表面结合。

[0044] “复制子”是能够在其自身控制下复制的任意遗传元件，例如质粒、粘粒、杆粒、噬

菌体或病毒。复制子可以是RNA或DNA，并且可以是单链或双链。

[0045] “载体”是可以连接另一个遗传序列或元件(DNA或RNA)，以便使所连接的序列或元

件复制的任意媒介物。

[0046] “表达操纵子”是指可具有转录和翻译控制序列的核酸区段，如启动子、增强子、翻

译起始信号(例如ATG或AUG密码子)、聚腺苷酸化信号、终止子等，并且其有利于多肽编码序

列在宿主细胞或生物体中的表达。

[0047] 术语“启动子区”是指基因的5'调控区(例如，5'UTR序列(例如，psbA序列，启动子

(例如，待转化植物内源性普通Prnn启动子或psbA启动子和任选的增强子元件。

[0048] 如本文所用的术语“寡核苷酸”是指本发明的序列、引物和探针，并且定义为由两

个或更多个核糖核苷酸或脱氧核糖核苷酸(优选多于三个)组成的核酸分子。寡核苷酸的确

切大小将取决于各种因素以及寡核苷酸的具体应用和用途。

[0049] 短语“特异性杂交”是指充分互补序列的两个单链核酸分子之间的结合，允许在本

领域通常使用的预定条件下进行这样的杂交(有时称为“基本上互补的”)。具体而言，该术

语是指寡核苷酸与本发明的单链DNA或RNA分子内含有的基本上互补的序列的杂交，以基本

排除寡核苷酸与非互补序列的单链核酸的杂交。

[0050] 如本文所用，术语“报告子”、“报告子系统”、“报告基因”或“报告基因产物”应指操

作遗传系统，其中核酸包含编码如下产物的基因：当该产物表达时会产生很容易测量的报

告信号，例如通过生物测定法、免疫测定法、放射免疫测定法、或通过量热法、荧光法、化学

发光法或其他方法测量。核酸可以是RNA或DNA，线性或环状，单链或双链，反义或有义极性，

并且与表达报告基因产物所必需的控制元件可操作性地连接。所需的控制元件将根据报告

系统的性质和报告基因是否为DNA或RNA形式而变化，但可以包括但不限于，例如启动子、增

强子、翻译控制序列、聚A加成信号、转录终止信号等的元件。

[0051] 术语“转化”、“转染”，“转导”应指通过其将核酸引入细胞或宿主生物体的任意方

法或手段，并且可以互换使用传达相同的意思。这样的方法包括但不限于转染、电穿孔、显
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微注射、PEG‑融合等。

[0052] 术语“选择性标记基因”是指这样的基因：当该基因表达时，在转化的细胞或植物

上赋予可选择的表型，例如抗生素抗性。用于质体转化载体的选择标记包括但不限于编码

壮观霉素耐受性、草甘膦耐受性、BADH耐受性和卡那霉素耐受性的那些。

[0053] 术语“可操作地连接的”是指将表达编码序列所必需的调控序列以相对于编码序

列的适当位置置于DNA分子中，以实现编码序列的表达。有时将这一同样的定义应用于表达

载体中转录单元和其他转录控制元件(例如增强子)的排布。

[0054] 术语“DNA构建体”是指用于转化植物并产生子代转基因植物的基因序列。这些构

建体可以以病毒或质粒载体形式给予植物。然而，用于本发明的最优选的是质体转化载体。

其他递送方法，例如土壤杆菌T‑DNA介导的转化和使用生物射弹过程的转化，也考虑在本发

明的范围内。可以根据标准方案来制备转化DNA，例如“Current  Protocols  in  Molecular 

Biology”，Frederick  M.Ausubel等人编辑，John  Wiley&Sons，1995中阐述的那些方案。

[0055] 如本文所用，术语“叶绿体”包括在植物细胞和进行光合作用的其他真核生物中发

现的细胞器或质体。叶绿体捕获光能以ATP的形式保存自由能，并通过一组称为光合作用的

复杂过程将NADP还原为NADPH。叶绿体含有叶绿素。叶绿体具有较高的转基因拷贝数和表达

水平。每个叶绿体可含有多达100个基因组，而每个植物细胞可含有多达100个叶绿体。因

此，每个植物细胞可含有多达100000个叶绿体基因组，这导致通过叶绿体基因组表达的蛋

白质的表达水平高。叶绿体进一步通过母系遗传提供基因遏制，因为与核基因组DNA不同，

叶绿体基因组不通过花粉转移。叶绿体具有转录多顺反子RNA的能力，并且可以进行真核蛋

白质的正确加工，包括进行翻译后修饰的能力，例如二硫键、多聚体的组装和脂质修饰。

[0056] 如本文所用，“组合物”、“药物组合物”或“治疗剂”均包括含有髓磷脂碱性蛋白的

组合物，所述髓鞘碱性蛋白包含如本文所述的构建体。任选地，“组合物”、“药物组合物”或

“治疗剂”还包含药学上可接受的稀释剂或载体。

[0057] 如本文所用，在基因或多核苷酸背景下的术语“表达”涉及基因或多核苷酸转录成

RNA。该术语还可以但不一定涉及RNA随后翻译成多肽链，以及其组装成蛋白质。

[0058] 植物残余物可包括衍生自植物的一种或多种分子(例如但不限于蛋白质及其片

段、矿物质、核苷酸及其片段、植物结构组分等)，该植物中表达目的蛋白质。因此，与整株植

物材料(例如植物叶，茎，果实等的全部或部分)或植物粗提物有关的组合物肯定含有高浓

度的植物残余物，以及具有一种或多种可检测植物残余物的、包含纯化的目的蛋白质的组

合物。在一个具体实施方案中，植物残余物是核酮糖‑1 ,5‑二磷酸羧化酶/加氧酶

(rubisco)。

[0059] 在另一个实施方案中，本发明涉及一种可施用组合物，用于通过施用治疗性融合

蛋白来治疗或预防疾病，所述治疗性融合蛋白在植物叶绿体中产生。该组合物包含治疗有

效量的、由植物和植物残余物表达的融合蛋白。

[0060] 根据本文教导的某些实施方案表达的蛋白质可通过以各种方式施用于受试者、人

或动物而体内使用。药物组合物可以口服或胃肠外施用，即皮下、肌内或静脉内施用，尽管

口服施用是优选的。

[0061] 可以通过食用由产生质体衍生的治疗性融合蛋白质的转基因植物制造的食品，来

施用本发明实施方案所产生的口服组合物。植物或其部分的可食用部分用作膳食组分。可
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以使用适合于所需施用模式的固体或液体溶媒、稀释剂和添加剂以经典方式配制治疗组合

物。组合物可以与至少一种溶媒，如淀粉、碳酸钙、蔗糖、乳糖、明胶等，以片剂、胶囊、颗粒、

粉末、口香糖等形式口服施用。制剂也可以被乳化。通常将活性免疫原性或治疗性成分与药

学可接受的并且与活性成分兼容的赋形剂混合。合适的赋形剂例如是水、盐水、右旋糖、甘

油、乙醇等及其组合。另外，如果需要，组合物可以含有少量的辅助性物质，例如湿润剂或乳

化剂、pH缓冲剂或佐剂。在一个优选的实施方案中，产生药物的转基因植物的可食用植株、

汁、谷物、叶子、块茎、茎、种子、根或其它植物部分由人或动物摄取，由此提供了非常便宜的

治疗疾病或针对疾病进行免疫的手段。

[0062] 在一个具体实施方案中，将包含能够表达治疗性融合蛋白的叶绿体的植物材料

(例如莴苣、番茄、胡萝卜、低尼古丁烟草材料等)均质化并包封。在一个具体实施方案中，包

封莴苣材料的提取物。在一个替代实施方案中，莴苣材料在包封之前被粉化。

[0063] 在一个替代实施方案中，为了方便施用，可以以转基因植物的汁液的形式提供组

合物。为了所述目的，待转化的植物优选选自由番茄、胡萝卜和苹果等组成的可食用植物，

其通常以汁液的形式食用。

[0064] 根据另一个实施方案，本发明涉及经转化的叶绿体基因组，所述叶绿体基因组已

经用这样的载体转化，所述载体包含表达如本文所公开的治疗性融合蛋白或肽的异源基

因。

[0065] 本文中提及蛋白质序列涉及已知的全长氨基酸序列，以及选自这些氨基酸序列的

至少12、15、25、50、75、100、125、150、175、200、225、250或265个连续氨基酸，或其生物活性

变体。通常，多肽序列涉及已知的人类版本的序列。

[0066] 百分比同一性的变化可能是由于，例如，氨基酸置换、插入或缺失。氨基酸置换被

定义为一个对一个的氨基酸替代。当置换的氨基酸具有相似的结构和/或化学性质时，它们

在性质上是保守的。保守替代的实例为用异亮氨酸或缬氨酸置换亮氨酸，用谷氨酸置换天

冬氨酸，或用丝氨酸置换苏氨酸。

[0067] 氨基酸插入或缺失是氨基酸序列或其内部的变化。它们通常落在约1至5个氨基酸

的范围内。可以使用本领域众所周知的计算机程序，例如DNASTAR软件，来寻找确定哪些氨

基酸残基可被置换、插入或缺失，而不消除多肽的生物学或免疫学活性的指导。例如，如下

文具体实施例中所述，通过测定天然活性，可以很容易地确定氨基酸变化是否会产生具有

生物学活性的治疗性融合多肽。

[0068] 本文中提及遗传序列是指单链或双链核酸序列，并且包含目的多肽的编码序列或

编码序列的互补序列。编码多肽的简并核酸序列，以及与cDNA具有至少约50、55、60、65、60，

优选约75、90、96或98％同一性的同源核苷酸序列，可以根据本文的教导使用多核苷酸。使

用计算机程序，例如采用FASTA算法的ALIGN，使用空位开放罚分(gap  open  penalty)为‑12

且空位扩展罚分(gap  extension  penalty)为‑2的仿射空位搜索(affine  gap  search)，来

确定两个多核苷酸序列之间的百分比序列同一性。编码生物活性多肽的核酸序列的互补

DNA(cDNA)分子、物种同源物和变体也是可用的多核苷酸。

[0069] 上述核酸序列的变体和同源物也是可用的核酸序列。通常，如本领域已知的，可以

通过在严格条件下使候选多核苷酸与已知多核苷酸杂交，来鉴定同源多核苷酸序列。例如，

使用以下洗涤条件：2×SSC(0.3M  NaCl，0.03M柠檬酸钠，pH  7.0)，0.1％SDS，室温两次，每
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次30分钟；然后2×SSC，0.1％SDS，50℃一次，30分钟；然后2X  SSC，室温两次，每次10分钟，

可以鉴定出含有至多约25‑30％碱基对错配的同源序列。更优选地，同源核酸链含有15‑

25％碱基对错配，甚至更优选地，含有5‑15％碱基对错配。

[0070] 本文中提及的多核苷酸的物种同源物还可以通过制备合适的探针或引物并筛选

cDNA表达文库来鉴定。众所周知，同源性每下降1％，双链DNA的Tm降低1‑1 .5℃(Bonner等

人，J.Mol.Biol.81,123(1973))。在严格的杂交和/或洗涤条件下与目的多核苷酸或其互补

序列杂交的核苷酸序列，也是可用的多核苷酸。严格的洗涤条件是本领域熟知和理解的，并

公开于例如Sambrook等人，MOLECULAR  CLONING：A  LABORATORYMOLECULAR  CLONING:A 

LABORATORY  MANUAL，第二版，1989，第9.50‑9.51页。

[0071] 通常，对于严格的杂交条件，应选择温度和盐浓度的组合，其比所研究的杂交体的

计算Tm低约12‑20℃。可以计算出目的多核苷酸或其互补序列与多核苷酸序列之间的杂交

体的Tm，所述多核苷酸序列与那些核苷酸序列之一具有至少约50，优选约75、90、96或98％

的同一性，所述计算例如使用Bolton和McCarthy ,Proc .Natl .Acad .Sci .U.S.A.48,1390

(1962)的方程进行：

[0072] Tm＝81.5℃‑16.6(logl0[Na+])+0.41(％G+C)‑0.63(％甲酰胺)‑600/l)，

[0073] 其中l＝杂交体的碱基对长度。

[0074] 严格的洗涤条件包括，例如，在65℃下4×SSC，或在42℃下50％甲酰胺，4×SSC，或

在65℃下0.5×SSC，0.1％SDS。高度严格的洗涤条件包括，例如，在65℃下0.2×SSC。提供以

下材料和方法以促进本发明的实践。

[0075] 密码子优化

[0076] 为了使叶绿体中异源基因的表达最大化，基于跨越133种子植物物种的psbA基因

的密码子偏好，开发了叶绿体密码子优化程序。所有序列均从国家生物技术信息中心

(NCBI，ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi？taxid＝2759&opt＝plastid)下

载。通过分析133种psbA基因的总共46,500个密码子来确定每个氨基酸的同义密码子之间

的使用偏好。使用JAVA使用优化算法(Chloroplast  Optimizer  v2.1)来促进从稀有密码子

变化为叶绿体中经常使用的密码子。

[0077] 转质体品系的创建

[0078] 使用pAAV‑TTR‑hF8‑mini质粒(Sherman等人，2014)作为PCR模板扩增FVIII重链

(HC)的天然序列。使用Codon  Optimizer  v2 .1获得密码子优化的HC序列，由GenScript

(Piscataway，NJ，USA)将其合成。我们还优化了FVIII轻链(LC)、IFG‑1和变聚糖酶。使用

Sabin  1的天然VP1基因(906bp)(由FDA的Konstantin  Chumakov博士提供)作为PCR扩增的

模板。密码子优化的VP1序列也由GenScript合成。将扩增的和合成的基因序列克隆到叶绿

体转化载体pLSLF和pLD‑utr中，分别用于莴苣(Lactuca  sativa)和Petite  Havana。如前所

述(Verma等人，2008)，使用序列确认的质粒来轰击以产生转质体植株。除了探针标记和检

测之外，如前所述(Verma等人，2008)使用Southern印迹分析确认转质体品系，其中探针标

记和检测使用DIG高效引导DNA标记和检测起始试剂盒II(Roche，货号11585624910)。

[0079] 翻译评估

[0080] 为了比较天然序列和密码子优化序列之间的蛋白质表达水平，使用抗CNTB抗体进

行免疫印迹和光密度测定。通过在1×PBS和5mM  EDTA中超声处理重悬的大肠杆菌细胞来提
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取大肠杆菌的总蛋白。对于总植物蛋白，将粉末状冻干植物细胞以10mg/500μL的比例悬浮

在提取缓冲液(100mM  NaCl，10mMEDTA，200mM  Tris‑Cl  pH  8.0，0.05％(v/v)Tween‑20，

0.1％SDS，14mMβ‑ME，400mM蔗糖，2mM  PMSF和蛋白酶抑制剂混合物)中，并在冰上孵育1小时

以进行再水合。在涡旋(约30秒)后对悬浮的细胞进行超声处理(脉冲开启5秒，脉冲关闭10

秒，Misonix的超声波仪3000)。在Bradford测定后，上样等量的匀浆蛋白，并在SDS聚丙烯酰

胺上用已知量的CNTB蛋白标准品分离。为了检测CNTB融合蛋白，将抗CNTB多克隆抗体

(GenWay  Biotech有限公司，San  Diego，CA)在1×PBST(0.1％Tween‑20)中以1：10,000稀

释，然后用在1×PBST中1：4,000稀释的山羊抗兔IgG‑HRP二抗(Southern  Biotechnology，

4030‑05)探测膜。在X射线胶片上显影化学发光信号，其用于使用Image  J软件(IJ  1.46r；

NIH)进行定量分析。

[0081] 转录物评估

[0082] 使用easy‑BLUETM总RNA提取试剂盒(iNtRON，货号17061)从组织培养室的琼脂培养

基中生长的植物叶片中提取总RNA。对于RNA凝胶印迹，在0.8％琼脂糖凝胶(含有1.85％甲

醛和1×MOPS)上分离等量的总RNA(4μg)并印迹到尼龙膜(Nytran  SPC；Whatman，

Buckinghamshire，UK)上。对于northern印迹，使用叶绿体转化质粒的psbA  5'或3'UTR区的

PCR扩增产物作为探针。如上所述使用DIG标记和检测试剂盒检测膜上的杂交信号。

[0083] 冻干

[0084] 将确认的同质品系转移到控温控光温室。收获充分生长的转质体植株的成熟叶子

并储存在‑80℃然后冻干。为了冷冻干燥植物叶材料，将冷冻、破碎的小叶片在400mTorr真

空下升华，同时将室温从‑40℃升高至25℃持续3天(Genesis  35XL，VirTis  SP 

Scientific)。使用咖啡研磨机(Hamilton  Beach)以最大速度将脱水的叶片粉碎，将烟草研

磨3次，每次10秒，并将莴苣研磨3次，持续5秒。将粉末状叶片与硅胶一起保存在室温、气密

且无水条件下的容器中。

[0085] 将冷冻的CTB‑VP1烟草叶片在干冰上运输到冷冻干燥机(Genesis  35XL，SP 

Scientific，Stone  Ridge，NY)并在400mTorr真空下，在‑40℃、‑30℃、‑20℃、‑15℃、‑10

℃、‑5℃和25℃下冻干共72小时。将冻干的叶片材料在咖啡研磨机(Hamilton  Beach，

Southern  Pines，NC，USA)中以最大速度(脉冲开10秒，关30秒)研磨3次。将细粉末与硅胶一

起储存在室温无水环境中。

[0086] 用于质谱分析的蛋白质提取和样品制备

[0087] 通过添加1mL提取缓冲液(2％SDS，100mM  DTT，20mM  TEAB)从10mg的冻干叶片粉末

中提取总蛋白。将冻干的叶片粉末在室温下孵育30分钟，同时偶尔涡旋以使植物细胞再水

合。然后将匀浆物在70℃孵育1小时，然后在室温下恒转速孵育过夜。通过以14,000rpm(约

20,800rcf)离心使细胞壁/膜碎片沉淀。该程序进行两次。

[0088] 如先前所述(León等人，2013)，在50％脱氧胆酸钠的存在下，在离心装置上用10μg

胰蛋白酶/Lys‑C(Promega)酶切所有蛋白质提取物(100μl)，其中滤器截留值为10kDa

(Vivacon)。酶切后，用1％(终浓度)三氟乙酸酸沉淀除去脱氧胆酸钠。向样品中掺入稳定的

同位素标准(SIS)肽(纯度>97％，C‑末端Lys和Arg为Lys  U‑13C6；U‑15N2和Arg  U‑13C6；U‑

15N4，JPT  Peptide  Technologies)，然后脱盐。样品脱盐后用OligoR3stage‑tip(Applied 

Biosystems)进行MS分析。将初始蛋白质提取物(10μl)在OligoR3stage‑tip柱上脱盐。然后
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将脱盐的材料在速度真空装置上干燥并悬浮在6μL的0.1％甲酸水溶液中。通过向柱中注入

2μl的脱盐材料，进行两次MS分析。

[0089] PRM质谱分析和数据分析

[0090] 通过向柱中注入2μL肽进行液相色谱‑偶联靶向质谱分析，2μL对应于从33.3μg冻

干叶片粉末中提取并酶切的总蛋白量，其中掺入了34fmol的每种SIS肽。使用Easy‑nLC 

1000(Thermo  Scientific)在自制的30cm×75μm内径C18柱(1 .9μm粒径，ReproSil，

Dr.Maisch  HPLC  GmbH)上分离肽。流动相由0.1％甲酸的水溶液(A)和90％乙腈和0.1％甲

酸的水溶液(B)组成，均为HPLC级(Fluka)。将肽与4％溶剂B的水溶液以250nL/min上样到柱

上。通过分别应用2‑50‑10‑10‑5分钟的4‑7‑27‑36‑65‑80％B的非线性梯度洗脱肽。

[0091] 在配备有纳米喷雾FlexTM离子源的Qexactive质谱仪(Thermo  Scientific)上使用

平行反应监测(PRM)模式进行MS分析(Gallien等人，2012)。使用2m/z窗口、分辨率35,000

(m/z  200)、靶标AGC值1×106、最大填充时间120ms从包含列表中分离靶标。归一化的碰撞

能量设定为29。通过在相等纳米LC色谱下分析SIS肽来确定保留时间表。补充信息中报告了

靶标前体离子的列表和保留时间表。使用Skyline软件进行PRM数据分析(MacLean等人，

2010)。

[0092] 核糖体图谱分析

[0093] 收获植物顶部的第二叶和第三叶用于核糖体图谱分析。莴苣植株约2个月大。对于

天然和密码子优化的VP1构建体，烟草植株分别为2.5或2个月大。在中午收获叶片并在液氮

中快速冷冻。如Zoschke等人(2013)所述制备核糖体印迹，除了核糖核酸酶I替代微球菌核

酸酶。使用NEXTflex  Illumina  Small  RNA  Sequencing  Kit  v2(BIOO  Scientific，5132‑

03)将核糖体印迹转换为测序文库。在第一链cDNA合成后，使用对应于在中试实验中观察到

的丰富rRNA污染物的生物素化寡核苷酸，通过消减杂交消除rRNA污染物。样品在俄勒冈大

学基因组学核心设施(Genomics  Core  Facility)进行测序。使用cutadapt处理序列读数

(read)以除去接头序列，并使用默认参数处理bowtie2以使读数与工程化的叶绿体基因组

序列比对。

[0094] 叶绿体载体构建和转质体植株的再生

[0095] 使用正向引物5'‑gggCCCgggCCCCggCgTAAACgCTCTgTTgggTTAggTCAgATg‑3'和反向

引物5'‑CgATCTAgATCAATATgTggTCAgATC‑3'扩增Sabin  1型脊髓灰质炎病毒的天然VP1基因

(906bp)(由FDA的Konstantin  Chumakov博士提供)。将PCR扩增的片段和密码子优化的VP1

基因(由GenScript，Piscataway，NJ，USA合成)克隆到烟草和莴苣叶绿体转化载体中。如先

前所述(Ruhlman等人，2007；Verma等人，2008)进行叶绿体转化载体的生物射弹式递送

(biolistic  delivery)和转质体烟草(烟草(Nicotiana  tabacum)栽培种Petit  Havana)和

莴苣(莴苣(Lactuca  sativa)栽培种Simpson  Elite)品系的再生。

[0096] 转质体烟草和莴苣品系的表征

[0097] 为了证实转基因盒整合到了叶绿体基因组中，使用引物对3P/3M和5P/2M或16S‑

Fw/3M和5P/2M分别对烟草和莴苣进行PCR(Verma等人，2008；Kanagaraj等人，2011)。如先前

所述(Verma等人，2008)进行Southern印迹分析以证实转基因整合和同质性(homoplasmy)。

[0098] 叶绿体衍生蛋白的免疫印迹分析和纯化

[0099] 根据先前公开的方法(Davoodi‑Semiromi等人，2010)进行CTB‑VP1融合蛋白的免
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疫印迹分析和定量。为了检测CTB‑VP1融合蛋白，将印迹与1：10,000兔抗CTB多克隆抗体

(GeneWay，San  Diego，CA，USA)或1：1,000兔抗VP1多克隆抗体(Alpha  Diagnostic国际有限

公司，San  Antonio，TX，USA)孵育，然后用1：4 ,000山羊抗兔IgG‑HRP作为二抗

(SouthernBiotech，Birmingham，AL，USA)孵育。CTB(Sigma，St  Louis，MO，USA)和重组Sabin 

1VP1(Alpha  Diagnostic国际有限公司，San  Antonio，TX，USA)用作阳性对照。为了纯化叶

绿体衍生的CTB‑VP1融合蛋白，根据制造商的说明书使用His60Ni  Superflow  Resin

(Clontech  Laboratories，Mountain  View，CA，USA)。将洗脱的级分用无菌磷酸盐缓冲盐水

(PBS)透析3次，分成小份并在‑20℃下储存。使用纯化的叶绿体衍生的CTB‑VP1来进行免疫

球蛋白测量。

[0100] 霍乱毒素‑B‑GM1‑神经节苷脂受体结合试验

[0101] 为了测试烟草叶绿体衍生的CTB‑VP1形成五聚体并与GM1‑神经节苷脂受体结合的

能力，如所述(Davoodi‑Semiromi等人，2010)进行CTB‑GM1结合试验。

[0102] 小鼠和免疫方案

[0103] 6‑7周龄的雌性CD‑1小鼠购自查尔斯河实验室(Wilmington，MA，USA)并饲养在微

隔离笼中。根据宾夕法尼亚大学动物护理和使用委员会的指导进行实验。将小鼠随机分成9

组，每组10只小鼠。第1组是对照组，其中未对小鼠进行处理。第2组至第8组的所有小鼠用

100μl三种类型的脊髓灰质炎病毒(1型(Mahoney)、2型(MEF‑1)和3型(Saukett)(IPOL，

Sanofi  Pasteur  SA))的IPV悬浮液皮下(s.c.)初免。在初免后30天，第2组小鼠用相同的

IPV皮下加强免疫第3组至第9组中的小鼠用冻干植物材料口服加强免疫：在初免后一周开

始，第3‑8组中的小鼠每周一次加强免疫，连续8周。第3组至第5组中的小鼠用冻干的天然

CTB‑VP1表达叶片口服加强免疫；每只小鼠用20mg材料的200μl  PBS加上不同佐剂加强免

疫：皂苷(第3组)、角鲨烯(第4组)或两者(第5组)。第6组至第9组中的小鼠用冻干的密码子

优化的CTB‑VP1表达叶片口服加强免疫；每只小鼠用20mg材料的200μl  PBS加上不同佐剂加

强免疫：皂苷(第6组)、角鲨烯(第7组)或两者(第8组)。在初免前一天和加强免疫后7天收集

血液。将血清样品在56℃下热灭活30分钟以破坏补体活性。

[0104] 生物包封的植物制CTB‑VP1蛋白的疫苗制剂的制备

[0105] 疫苗制剂通常如先前所述39,40进行但进行了修改。简而言之，使用双乳液技术来制

备疫苗制剂。为了制备用角鲨烯佐剂化的VP1抗原，通过将0.05％Tween‑80的PBS溶液与

20mg的冻干VP1抗原混合来制备水相中的初级乳液。油相是角鲨烯(80％v/v)和Span‑80

(Sigma，P4780)(20％v/v)的组合。通过以下步骤制备乳液：将初级油乳液与水相混合并用

PBS调节至每只小鼠总体积200μl，然后在5,000rpm下均化5分钟。

[0106] 为了制备用皂苷佐剂化的VP1抗原，对于每只小鼠将20mg冻干的天然或密码子优

化的CTB‑VP1植物材料与2mg皂苷混合，并加入PBS至终体积为200μl。为了用两种佐剂制备

VP1抗原，通过将20mg冻干的天然或密码子优化的VP1与2mg皂苷的PBS溶液混合来制备初级

乳液，所述PBS含有0.05％Tween‑80。然后，将初级乳液与含有角鲨烯(80％v/v)和Span‑80

(20％v/v)的角鲨烯乳液温和混合。

[0107] 通过ELISA确定抗体应答

[0108] 通过由疾病控制和预防中心(CDC)进行的直接ELISA和体外脊髓灰质炎病毒Sabin 

1、2和3中和试验测定免疫应答，包括VP1特异性IgG1和IgA滴度的血清水平。简而言之，对于
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抗体应答测定，使用10μg/ml纯化的CTB‑VP1蛋白在4℃下包被96孔Maxisorp  ELISA板

(Nunc)过夜。板用含0.05％吐温的PBS中的1％BSA(Sigma  7906)封闭。从1：400稀释开始，将

2倍稀释的各个热灭活的血清样品在4℃孵育过夜。二抗是HRP缀合的大鼠抗小鼠IgG1(BD 

Pharmingen，559626，1：1,000)和HRP缀合的山羊抗小鼠IgA(American  Qualex，A138N，1：5,

000)，将其稀释于封闭缓冲液中并在37℃孵育1小时，然后用TMB底物(ES001，EMD 

Millipore，CA)在室温下显色10分钟。通过向每个孔中加入100μl的2N硫酸终止反应，并使

用ELISA读数器在450nm下测量吸光度。抗体滴度定义为截止值以上最高稀释度的倒数，是

平均背景值的三倍41。所有血清样品均一式三份进行测试。结果表示为单个抗体滴度±SEM。

[0109] 脊髓灰质炎病毒Sabin  1、2、3中和测定

[0110] 用皂苷和/或角鲨烯佐剂化的天然或密码子优化CTB‑VP1蛋白进行第10次口服加

强免疫后，或者对于第2组，用IPV初免和加强免疫后，收集血清样品并保存在‑80℃，用于

CDC的进一步中和测定，如先前所述21,42。简言之，使用改良的微中和测定法测试血清样品中

针对Sabin株1、2和3型的抗体，一式三份。对照组和实验组的血清样品随机盲测。记录未检

测到病毒中和的倒数滴度的血清稀释度，log2(滴度)为2.5，或为阴性；log2滴度≥3被认为

是保护性的。绘制每只小鼠的单独滴度，条形代表平均中和滴度±SEM。

[0111] 统计分析

[0112] 报告了每只小鼠的所有数据，并给出了每组的平均值±SEM。使用学生t检验

(GraphPad  Prism版本6)进行组间抗体滴度的统计学显著差异分析，P值<0.05被认为是显

著的。

[0113] 提供了以下实施例以说明本发明的某些实施方案。它们不意图以任何方式限制本

发明。

[0114] 实施例I

[0115] 使用基因组学、蛋白质组学和核糖体图谱分析工具进行天然和密码子优化的人或

病毒基因的比较分析增强了对叶绿体中转基因表达的理解

[0116] 人/病毒转基因的密码子优化

[0117] 叶绿体密码子使用的差异通常与翻译的减少有关。在增加治疗相关蛋白表达的尝

试中，如先前的研究所示对人类的血液凝固因子VIII重链(FVIII  HC和FVIII  LC)和IGF‑1、

脊髓灰质炎病毒的病毒衣壳蛋白1(VP1)和细菌的变聚糖酶的天然序列进行分析，表明例如

FVIII的表达水平<0.005％，VP1的表达水平为～0.1％。因为psbA基因是叶绿体中最高表达

的基因(图1)，因此对在133种植物物种的psbA基因中使用的密码子进行了分析，使用基于

这种分析的算法开发了密码子优化软件以增加翻译。因为psbA基因的翻译效率比rbcL基因

高>200倍，所以选择该基因进行优化(Eibl等人，1999)。此外，在叶绿体中表达的140种转基

因中，>75％使用psbA调控序列。根据其使用频率对每种氨基酸的同义密码子进行排序，如

图1所示。因此，根据psbA基因中使用的密码子，将大多数异源基因的稀有密码子通过密码

子优化程序改良。在密码子优化程序的开发中，我们还使用每种氨基酸的最高优选密码子

研究了合成基因的表达。

[0118] 评估大肠杆菌中天然和合成基因的翻译

[0119] 在这项研究中，使用新开发的叶绿体密码子优化器，对FVIII  HC(2262bp)、FVIII 

LC和FVIIISCc(密码子优化的FVIII重链(包括来自B结构域的14个氨基酸的HC)和轻链(LC)
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的融合形式)(图2A和图2E)和VP1(图4A)(906)的天然序列进行了密码子优化并合成。密码

子优化后，FVIII  HC的AT含量从56％略微增加到62％，优化了754个氨基酸中的383个密码

子。对于Sabin  1的VP1序列，对906‑bp长的天然序列进行了密码子优化，AT含量从51.98％

略微增加到59.03％，302个氨基酸中的187个密码子得以优化。将合成基因盒插入叶绿体转

化载体中，对于莴苣为pLSLF或者对于烟草为pLD‑utr(图2A和图4A)。将天然和合成基因与

霍乱无毒B亚基(CNTB)融合，其中霍乱无毒B亚基用于通过肠上皮细胞上存在的单唾液酸‑

四己糖基神经节苷脂受体(GM1)有效粘膜递送融合蛋白。为了消除由两种蛋白质的融合引

起的可能空间位阻，并促进内化后栓系蛋白质释放到循环中，将铰链(Gly‑Pro‑Gly‑Pro)和

弗林蛋白酶(furin)切割位点(Arg‑Arg‑Lys‑Arg)的核苷酸序列工程化到CNTB和融合蛋白

之间。将融合基因置于相同的psbA启动子、5'UTR和3'UTR下，用于特异性评估密码子优化

(图2A和图4A)。为了选择转化体，由核糖体RNA启动子(Prrn)驱动氨基糖苷‑3”‑腺苷酰基转

移酶基因(aadA)的基因以赋予转化细胞对壮观霉素的抗性。表达盒侧翼为异亮氨酰‑tRNA

合成酶(trnI)基因和丙氨酰‑tRNA合成酶(trnA)基因的序列，其与内源叶绿体基因组序列

相同，导致有效的双同源重组和具有侧翼序列的内含子的最佳加工。

[0120] 在创建表达密码子优化的CNTB‑FVIII  HC和CNTB‑VP1的转质体植株之前，首先将

合成基因转化到大肠杆菌中以评估它们的表达。由于原核起源，叶绿体具有相似的转录/翻

译机制。如图2B所示，天然FVIII基因的表达水平比克隆到莴苣和烟草叶绿体转化载体中的

合成FVIII基因小～11倍。相反，仅由最高优选密码子组成的合成FVIII基因在western印迹

中甚至检测不到。对于CNTB‑VP1，密码子优化的序列比天然序列表达高3倍。此外，仅由高优

选密码子组成的合成VP1基因的表达比天然序列低2倍。

[0121] 莴苣和烟草叶绿体中天然和密码子优化基因的翻译效率

[0122] 确认了合成序列在大肠杆菌中的表达改善后，使用含有合成FVIII  HC和VP1序列

的转化载体来创建表达密码子优化的HC和VP1的转质体莴苣和烟草植植株。为了确认同质

性，用表达天然和密码子优化的FVIII  HC的四个独立的莴苣和烟草品系以及表达天然和密

码子优化的VP1的品系进行Southern印迹分析。对于表达CNTB‑FVIII  HC、天然和密码子优

化序列的莴苣植株，用HindIII酶切叶绿体基因组DNA，并用跨越侧翼区域的dig标记探针探

测(图2D)。对于表达CNTB‑HVIII  HC(密码子优化的)的烟草植株，用AflIII酶切基因组DNA。

所有选择的品系均显示出预期的不同杂交片段，没有未转化的片段(图3A)。在烟草植株表

达由图4A所示构建体编码的CNTB‑VP1的情况下，用AflIII酶切四个独立转质体品系的提取

总基因组DNA并用侧翼序列探测，显示两个不同的杂交片段，没有4.4kb的未转化片段。因

此，这些数据证实了所有转质体品系的同质性，因此它们的表达水平应该与翻译效率直接

相关，而不是与转基因拷贝数直接相关。

[0123] 使用免疫印迹和光密度测定法定量密码子优化基因序列或天然基因序列的表达

水平(图4C和4D)。密码子优化基因的FVIII  HC浓度在约100.7至约596.6μg/g  DW之间，比表

达天然FVIII  HC基因的莴苣植株高约1.76至29.8倍，表达天然FVIII  HC基因在约20.0至约

57.2μg/g  DW之间。密码子优化(0.058至约0.38％)的总叶蛋白的百分比(％TLP)比天然人

类基因序列(0.015至约0.026％)高约2.23至约25.33倍。表达水平的这种变化是由于叶片

的年龄和不同发育阶段引起的。在该研究中用于PRM质谱的批次显示在密码子优化序列和

天然序列之间分别基于干重增加了5.02倍(100.7对20.0μg/g  DW)或基于总叶蛋白增加了
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3.98倍(0.074对0.016％TLP)。在烟草植株的情况下，密码子优化植株中的浓度在约847.7

和1266.0μg/g  DW之间，并且表达的FVIII蛋白比天然基因(在约36.6和约85.5μg/g  DW之

间)高约9.92至34.6倍，或基于TLP高约4.0至约13.9倍。对于表达CNTB‑VP1的烟草植株，用

于PRM质谱的批次显示在密码子优化序列和天然序列之间分别基于DW增加了48倍(2,600对

54μg/g  DW)或基于TLP增加了46倍(4.6％对0.1％)(图4D)。从这些数据看出，基于编码序

列，从我们新开发的密码子优化程序中获得的密码子优化序列显著改善了转基因的翻译到

不同水平。

[0124] 为了调查密码子优化对转录物稳定性的影响，用探针、psbA  5'或3'UTR序列进行

了northern印迹(图5A‑B)。以连续方式上样提取的总RNA，并使用光密度测定法将检测到的

CNTB‑FVIII  HC和CNTB‑VP1的密码子优化序列和天然序列的mRNA水平标准化为内源性psbA

转录物，然后比较标准化比例。Northern印迹表明密码子优化的CNTB‑F  VIII和CNTB‑VP1积

累的增加是在翻译水平上而不是RNA转录本丰度或稳定性。

[0125] 通过PRM分析绝对定量

[0126] 还使用PRM质谱法定量了密码子优化基因序列和天然基因序列的表达水平(图6A‑

C)。为了选择用于CNTB和FVIII  HC序列的PRM分析的最佳蛋白质型肽，我们首先进行了表达

CNTB‑FVIII  HC的莴苣植株的胰蛋白酶酶切物的标准MS/MS分析(数据未显示)。从该实验中

我们选择了来自CNTB的三种肽(肽1，IFSYTESLAGK(SEQ  ID  NO：5)；肽2，IAYLTEAK(SEQ  ID 

NO：6)；肽3，LCVWNNK(SEQ  ID  NO：7)和三种FVIII  HC胰蛋白酶肽(肽4，FDDDNSPSFIQIR(SEQ 

ID  NO：8)；肽5，WTVTVEDGPTK(SEQ  ID  NO：9)；肽6，YYSSFVNMER(SEQ  ID  NO：10)。将密码子优

化植株的FVIII  HC蛋白含量计算为三种CNTB胰蛋白酶肽和三种FVIII  HC胰蛋白酶肽的PRM

测量结果(图6A‑B)。密码子优化的莴苣植株的FVIII  HC蛋白含量比表达天然序列的莴苣植

株的FVIII  HC蛋白含量高5.6倍(图7A)。选自CTB的肽显示天然构建体和密码子优化构建体

之间的倍数变化范围从4.9(IAYLTEAK)(SEQ  ID  NO：6)至5.2(IFSYTESLAGK)(SEQ  ID  NO：5)

至6.6(LCVWNNK)(SEQ  ID  NO：7)。选自F  VIII  HC的肽显示范围从5.5(FDDDNSPSFIQIR)(SEQ 

ID  NO：8)至5.7(YYSSFVNMER)(SEQ  ID  NO：10)至7.1(TVTVEDGPTK)(SEQ  ID  NO：9)(图7A)。

这些结果报告在表1中。还确定了定量范围的线性(数据未显示)。对于所有六种肽，我们观

察到R2值高于0.98。

[0127] 表1.CO相对于天然的在肽水平的倍数变化。
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[0128]

[0129] 将密码子优化植株的VP1蛋白含量计算为三种CNTB胰蛋白酶肽的PRM测量结果(图

6C)。密码子优化植株的VP1蛋白含量计算为较表达天然序列VP1的烟草植株的VP1蛋白含量

高25.9倍。倍数增加范围从22.5(LCVWNNK)(SEQ  ID  NO：7)至26.0(IAYLTEAK)(SEQ  ID  NO：

6)至28.0(IFSYTESLAGK)(SEQ  ID  NO：5)(图7B)。还通过以220atomols至170fmol的动态范

围(每次注射在柱上的值相等)将SIS肽掺入到恒定量的植株酶切物(所有4种植物材料的1：

1：1：1混合物)中，研究了定量范围的线性。

[0130] 可以通过将已知量的对应SIS肽掺入样品中来实现绝对定量。对于每个对应物，将

SIS肽(34fmol)注射到与蛋白质酶切物(相当于从33.3μg冻干叶片粉末中提取的蛋白质)混

合的柱上。通过计算每种SIS和内源肽的曲线下面积(AUC)的比例，我们估计了内源肽摩尔

浓度，表示为柱上飞摩尔(femtomole)(图6A‑C)。对于密码子优化序列和天然序列，所有柱
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上飞摩尔的计算比例(分别是CNTB‑FVIII  HC和CNTB‑VP1的6个肽和3肽)的平均值报告为密

码子优化构建体中蛋白质表达的倍数增加。样品制备和PRM分析的高重复性如图6A‑C所示。

所有肽测量都是四次技术重复、两次样品制备重复(从叶片粉末到提取到蛋白质酶切)和两

次MS技术重复的结果。在所有情况下，每种肽的4次测量的变异系数(％)范围为0.5％至

10％，但在两种情况下除外，为16％和22％。

[0131] 核糖体图谱分析研究

[0132] 核糖体图谱分析使用深度测序来绘制“核糖体印迹”—受核糖体保护免于外源核

酸酶攻击的mRNA片段。该方法提供了体内由核糖体占据的mRNA片段的全基因组、高分辨率

和定量快照(Ingolia等人，2009)。总体核糖体印迹覆盖率可以提供翻译输出的估计值，并

且核糖体迟缓或停滞的位置由特别高的核糖体占据区域标记。

[0133] 为了研究密码子优化如何影响核糖体行为，我们分析了表达天然和密码子优化的

CNTB‑FVIII  HC和CNTB‑VP1转基因的植株的核糖体。图8A‑8C示出了核糖体印迹的丰度作为

每个转基因中位置的函数；内源叶绿体psbA和rbcL基因的印迹覆盖率显示为优化构建体和

天然构建体之间转基因数据标准化的手段。密码子优化的VP1样品中的核糖体印迹覆盖率

远高于天然VP1样品(图8A)。然而，这种增加的幅度取决于数据如何标准化(图8C)：当标准

化为总叶绿体核糖体印迹、psbA核糖体印迹或rbcL核糖体印迹时，增加分别为5倍、16倍或

1.5倍。这些数字远低于从定量质谱数据推断的VP1蛋白丰度的22‑28倍增加。核糖体图谱分

析的形貌通常在生物学重复中是高度可再现的(参见例如图8B中的rbcL和psbA)。在该背景

下，值得注意的是，内源性psbA和rbcL基因中的峰和谷在天然烟草VP1品系和优化烟草VP1

品系中是非常不同的。在这些内源基因中特异性地在天然VP1品系中观察到的许多大峰(假

定的核糖体停顿)映射到了配对的丙氨酸密码子(图8A中的星号)上。丙氨酸密码子上核糖

体行为的全局差异可能有助于天然和密码子优化品系中的差异转基因表达。

[0134] 在密码子优化的品系中，FVIII品系中核糖体印迹的数量减少了约2倍，而蛋白质

积累增加了5‑7倍。然而，在天然转基因的3'末端附近可以观察到一个主要的核糖体停滞，

接着是核糖体占据率非常低的区域(参见图8B中的括号内区域)。这一核糖体停顿映射到了

一对CTC亮氨酸密码子上，该密码子从未用于天然psbA基因(见图1)。这些结果有力地表明

核糖体在这些亮氨酸密码子处的停滞限制了下游序列的翻译和总蛋白质输出，同时还导致

核糖体在上游序列上的积累。因此，在这种情况下，总体核糖体占据率不反映翻译输出。密

码子优化变体中那些亮氨酸密码子的改进消除了这种核糖体停顿，并导致转基因上更均匀

的核糖体分布(图8B，右)。核糖体印迹覆盖率在密码子优化的转基因上更均匀(图8C)。

[0135] 讨论

[0136] 密码子使用在大肠杆菌和叶绿体之间不相似

[0137] 密码子优化的FVIII  HC、LC和SC序列将大肠杆菌中的表达水平提高了7‑10倍。通

过Southern印迹证实了同质品系(转化了所有叶绿体基因组)。在冻干的植物细胞中密码子

优化的CTB‑FVIII重链(100kDa)、轻链(92kDa)和单链(179kDa)的最高表达水平分别为

2440、160和230μg/g。在单链莴苣中，表达水平从150μg/g增加到230μg/g，年龄从26天到48

天。由于叶绿体的原核起源，首先在大肠杆菌表达系统中测试了合成基因的翻译效率。然

而，合成VP1基因的表达仅显示比天然基因高3倍。合成VP1的翻译水平低于FVIII  HC可能是

由于大肠杆菌和叶绿体之间很少使用的密码子的差异。在大肠杆菌中，在6个精氨酸密码子
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中，4个(AGG、AGA、CGG和CGA)密码子是不优选。此外，甘氨酸的GGA、异亮氨酸的AUA、亮氨酸

的CUA和脯氨酸的CCC(Kane，1995)是大肠杆菌中最不优选的密码子。通常少数稀有密码子

不会导致严重的翻译障碍。然而，大量稀有密码子的聚类会影响翻译。已经广泛研究了精氨

酸密码子AGG/AGA对大肠杆菌中蛋白质表达的不利影响。一项研究使用了具有不同大小的

AGG密码子串联重复序列的测试蛋白，在该研究中，当AGG簇的数量为2至5时，翻译显著降低

(Rosenberg等人，1993)。虽然天然VP1的稀有密码子没有聚类问题，但发现FVIII  HC的天然

序列具有3个聚类位点，其中连续放置了精氨酸或甘氨酸的稀有密码子，例如，密码子3和4

(AGA‑AGA)、密码子489和499(AGG‑AGA)以及密码子562和563(AGA‑GGA)。因此，通过密码子

优化消除天然FVIII  HC序列的稀有Arg密码子的多个重复可以增加合成HC在大肠杆菌中的

翻译。相反，VP1的天然序列不具有稀有密码子的这种串联重复，因此表达效率比FVIII  HC

天然序列受影响小。鉴于这些数据，显然使用可食用莴苣生产和口服递送FVIII  SC凝血因

子将以成本有效且安全的方式使依从性增加的患者受益。在cGMP设施中大规模/临床级生

产治疗性植物叶片将加强对大型动物模型、非人灵长类动物中植物制得的凝血因子的评

估，并促进毒理学研究。

[0138] 密码子优化显著增强叶绿体中的翻译

[0139] 叶绿体中天然VP1和密码子优化VP1之间22.5～28.0倍(通过PRM)和46‑48倍(通过

WB)的增加非常显著。由于密码子优化器被设计用于优化叶绿体中异源基因的表达，因此预

期叶绿体中天然序列和合成序列之间表达水平的提高远大于大肠杆菌中表达水平的提高。

例如，亮氨酸的CUA很少用于大肠杆菌，但是相同的密码子最有利地用于叶绿体中。密码子

优化程序将6种亮氨酸密码子中CUA的比例从VP1天然序列的27.8％增加至VP1密码子优化

序列的38.9％。与在大肠杆菌中的表达相反，表达天然序列和密码子优化序列的VP1植株之

间蛋白质水平的倍数差异大于天然序列和密码子优化序列之间表达FVIII  HC的植株的倍

数差异。鉴于FVIII(754个氨基酸)的分子量高于VP1(302个氨基酸)，叶绿体中需要更多的

tRNA和氨基酸，所得蛋白质合成效率将较低。考虑到叶绿体具有极高的合成和积累外来蛋

白的能力，氮供应和氨基酸库可能是重组蛋白积累的主要问题。正如之前的报告(Bally等

人，2009)所示，由于蛋白质合成的来源有限，转质体植株的总氨基酸含量受到常驻蛋白质，

尤其是Rubisco(其通常作为主要的叶片氨基酸储存蛋白)的减少的显著影响。

[0140] psbA中的密码子使用(我们的程序)对于优选的Arg、Asn、Gly、His、Leu和Phe密码

子不同于基于体外研究报道的79种烟草叶绿体mRNA的密码子(Nakamura和Sugiura，2007)。

优选的密码子比非优选的密码子更快地解码，可能是由于识别优选密码子的相应tRNA的浓

度更高，这加速了蛋白质合成的延伸率(Yu等人，2015)。高等植物叶绿体基因组编码一组保

守的30个tRNA。该组被认为足以支持叶绿体中的翻译机制(Lung等人，2006)。在密码子优化

的VP1的核糖体图谱分析数据中，代表假定的核糖体停滞位点的两个主要峰与异常高浓度

的丝氨酸密码子相关(图8A)。在密码子71、73、75、76和79处聚集了五个丝氨酸密码子。并且

在密码子178、179和182处发现了另外三个丝氨酸密码子。每个簇中的两个相邻丝氨酸(密

码子75和76(UCU‑AGU)，和密码子178和179(UCC‑UCU))(参见图8A中的三角形)显示高水平

的核糖体停滞。因此，密码子优化的VP1转基因的表达的进一步增加可以通过用不同但相似

的氨基酸的密码子替换这些密码子来获得。

[0141] 在先前的研究中，提高异源基因表达水平的密码子修饰着重于通过改变密码子的
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第三核苷酸来增加AT含量。在IGF‑1的情况下(Daniell等人，2009)，密码子第3个位置改变

的IGF‑1的合成序列显示在大肠杆菌系统中表达比天然序列显著增加，但在叶绿体中没有

观察到表达水平增加，表明AT含量的增加不是促进翻译的主要因素。如本研究所示，当在叶

绿体中表达时，相对于天然序列，密码子优化的VP1的AT含量略有增加，但优化的CTB‑VP1的

蛋白质水平显著增加了高达22.56～28.0倍(通过PRM)和46‑48倍(通过WB)。因此，几个其他

因素在调节翻译效率方面起着关键作用。如在CNTB‑VP1的核糖体图谱分析研究中观察到

的，特定密码子的可用性和密度可能严重影响翻译。类似地，FVIII  HC，核糖体印迹结果显

示核糖体停顿被映射到CTC亮氨酸密码子上，在psbA基因中几乎不使用该密码子。该密码子

也很少用于莴苣rbcL基因(2.44％)，而对于烟草rbcL，该密码子从未使用过。天然FVIII  HC

使用高达15.28％的CTC密码子，但根据psbA密码子使用从密码子优化序列中消除了CTC密

码子。对天然FVIII  HC和psbA基因的密码子频率的更详细分析揭示了对稀有密码子的进一

步了解；Gly的GGG在psbA中使用2.3％，但在HC天然中为11.63％；Leu的CTG在psbA为3.7％，

但在HC天然中为26.39％；Pro的CCC为1.9％对11.9％；Arg的CGG为0.5％对10.81％；Val的

CTG为1.7％对25.49％。因此，与CTC密码子相似，天然人类基因中的上述几种其他稀有密码

子应该降低了叶绿体的翻译效率。

[0142] 不溶性多聚体蛋白质的定量的新型解决方案

[0143] 主要挑战是缺乏定量不溶性蛋白质的可靠方法，因为由于多聚体结构的聚合或形

成，唯一可靠的方法(ELISA)无法使用。然而，提供准确剂量的蛋白质药物是其临床应用的

基本要求。因此，在本研究中，我们进行了平行反应监测(PRM)分析，用于绝对定量携带密码

子优化序列和天然序列的植株中的CNTB‑FVIII  HC和CNTB‑VP1。由于其对特异性蛋白质靶

标牙鳕(whiting)复合蛋白基质的高灵敏度、特异性和精确定量，PRM分析已在定量蛋白质

组学研究中广泛采用，例如，血浆中的生物标志物发现(Gallien等人，2012)。这些品质清楚

地显示了使用PRM定量特定蛋白质靶标的优势，不受蛋白质基质来源(例如来自烟草或莴苣

的植物提取物)或复杂性影响。此外，可以在相对短的时间内以低成本实现少量(hand 

full)蛋白质的PRM测定的开发(不考虑MS仪器)。由于以肽为中心的定量方法还提供了蛋白

质提取方法的稳健性和多功能性，并且不需要目的蛋白质保持天然构象。然而，它本质上受

到用于酶切的酶的酶切位点的偏差。为了克服这种偏差，我们使用了强变性条件(即2％

SDS)和有利于蛋白水解酶活性的缓冲液(即基于脱氧胆酸钠的缓冲液)(León等人，2013)。

对于FVIII  HC(图6和7)，由选择用于定量的肽所确定的，密码子优化序列相对于天然序列

的倍数增加值没有显著变化。选自CNTB区域(融合蛋白的N‑末端)的三种肽显示倍数增加的

范围为4.9～6.4，而选自FVIII区域(融合蛋白的C‑末端)的肽的范围为5.3～7.1。因此，无

论融合蛋白(N或C末端)或组分蛋白(CNTB或FVIII  HC)的选定区域如何，从PRM分析获得的

定量结果是一致的。此外，CNTBVP1的相同的三种CNTB肽显示出一致的倍数增加，范围为

22.5～28.0。PRM分析优于western印迹，因为它消除了由不同大小蛋白质的迁移和转移以

及抗体探针的饱和引起的变异。总的来说，PRM工作流程首先包括从CNTB和FVIII  HC序列中

选择蛋白水解肽；和合成对应的SIS肽。用±5分钟的窗口和这些肽的双重和/或三重电荷状

态的质量比电荷(m/z)，基于在色谱上观察到的保留时间(RT)，选择六种肽并安排进行

QMactive质谱仪的PRM分析。除了Qexactive  MS的高分辨率之外，这种靶向前体离子选择的

双重方式有助于该测定的高特异性。采集后，PRM数据分析也为该测定提供了高特异性。然
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后选择没有来自基质的明显污染物贡献的五种最强的碎片离子用于肽的定量。所使用的生

物信息学工具即Skyline(MacLean等人，2010)的碎片离子分配的置信度最终通过比较参照

MS/MS谱和与每个对应SIS肽产生的RT图谱分析来实现。PRM的高灵敏度、特异性、多功能性

和稳健性为表征植物中的翻译系统提供了新的机会。

[0144] 结论

[0145] 对利用叶绿体基因组序列、核糖体图谱分析和靶向质谱(MS)的异源基因表达进行

了分析，以增强我们对叶绿体中有价值的生物药物合成的理解。通过质谱法进行的靶向蛋

白质组学定量显示基于编码序列密码子优化将翻译效率提高了5‑50倍，首次验证该方法用

于定量植物细胞中的蛋白质药物剂量。由于多聚体结构的聚集或形成而缺乏可靠的定量不

溶性蛋白质的方法是一项重大挑战。本研究中使用的两种生物药物都是形成五聚体的CNTB

融合蛋白，形成五聚体是它们与肠上皮GM1受体结合的必要条件。这种多聚体结构排除了用

于定量剂量的常用ELISA。然而，提供准确剂量的蛋白质药物是其临床应用的基本要求，并

且在该研究中实现了这一重要目标。事实上，在这项研究中生成的植物生物质导致了脊髓

灰质炎加强疫苗的开发，该开发由疾病控制中心批准，是一项为了满足世界卫生组织2016

年4月停用目前口服脊髓灰质炎疫苗要求的及时发明，目前口服脊髓灰质炎疫苗在疫情地

区引起了严重脊髓灰质炎。

[0146] 密码子优化蛋白质积累的这种增加是在翻译水平上而不是对转录物丰度或稳定

性的任何影响。密码子优化程序增加烟草和莴苣叶绿体中的转基因表达，没有物种特异性。

与之前的体外研究相反，使用大量新测序的叶绿体基因组进行的异源基因表达的首次深入

体内研究促进了新型密码子优化程序的开发，使用两种重要的蛋白质对该程序进行了临床

应用测试。使用图谱分析研究获得的核糖体印迹不与VP1翻译成比例地增加或甚至在FVIII

密码子优化后降低，但它是诊断翻译中限速步骤的有价值的工具。在密码子优化后，从天然

基因中消除了CTC亮氨酸密码子处的主要核糖体停顿，CTC亮氨酸密码子是叶绿体中很少使

用的密码子。在密码子优化基因中的其他密码子簇中观察到的核糖体停滞提供了通过消除

导致这种停滞的密码子而进一步优化的机会。
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[0220] 在烟草和莴苣叶绿体中表达来自Sabin  1编码序列(CDS)的两种VP1蛋白。见图4A。

第一个序列包括与透粘膜载体CTB融合的天然906‑bp  VP1序列(51.98％AT)。第二个是密码

子优化的，用于在烟草和莴苣叶绿体中表达，如实施例I中所述。在蛋白质的302个氨基酸

中，通过改变密码子使用频率优化了187个密码子，使其类似于叶绿体psbA基因(最高度翻

译的叶绿体基因)。用叶绿体中转基因表达的最佳密码子替换了稀有密码子，优化的VP1基

因的AT含量从51.98％增加到59.03％。两个CTB‑VP1融合基因均用GPGP(Gly‑Pro‑Gly‑Pro)

(SEQ  ID  NO：13)铰链区构建以最小化融合VP1的空间位阻，以及用弗林蛋白酶切割位点

RRKRSV(Arg‑Arg‑Lys‑Arg‑Ser‑Val)(SEQ  ID  NO：14)构建(图10A)。融合基因由psbA启动子

和5'非翻译区(UTR)驱动以增加表达，并且转录物由psbA  3'‑UTR稳定。

[0221] 将外源基因整合到烟草和莴苣质体基因组(plastome)中

[0222] 通过生物射弹粒子轰击生成CTB‑VP1转质体品系。在含有壮观霉素的培养基上进

行选择后，用烟草的引物组3P/3M和5P/2M或莴苣的引物组16S‑Fw/3M和5P/2M进行PCR分析

(数据未显示)证实了推定的转质体品系。通过使用trnI和trnA侧翼序列探测的Southern印

迹进一步验证了CTB‑VP1基因的靶向整合和同质性(图9B)。所有独立的转质体烟草品系都

显示具有正确大小的不同杂交片段，但在AflIII酶切的总DNA印迹中没有显示来自野生型

的4.4‑kb片段(图9A)。转质体莴苣品系显示预期大小为12.2kb的杂交片段，但也显示来自

未转化的野生型植株的9.1‑kb片段，表明异质性(heteroplasmy)。然而，经过2轮选择，转质

体莴苣品系1几乎达到了同质性(图9C和9D)。因此，Southern印迹分析证实了转基因位点特

异性稳定整合到叶绿体基因组中并证实了转基因同质性。如图9D所示，检测到莴苣衍生的

CTB‑VP1具有44k  Da的正确分子量。

[0223] 冻干烟草叶片中的折叠、稳定性和CTB‑VP1五聚体组装

[0224] 通过western印迹分析定量了转质体植株中的CTB‑VP1积累。将天然植株和密码子

优化植株中的条带中CTB‑VP1蛋白的强度与已知量的CTB标准品进行比较。western印迹分

析表明，与天然VP1基因产物相比，密码子优化的VP1序列显著增加了CTB‑VP1的积累。天然

CTB‑VP1和密码子优化的CTB‑VP1分别达到总叶片蛋白的高达0.1％和4‑5％(基于使用靶向

MS或CTB‑VP1印迹进行的定量，增加高达100倍，数据未显示)。如图9D所示，用抗CTB或抗VP1

抗体检测具有44kDa正确分子量的单体CTB‑VP1融合蛋白。与冷冻叶片样品相比，冻干细胞

中CTB‑VP1抗原增加约20倍。在环境温度下储存4个月和8个月后，在所有测试的冻干样品中

均观察到CTB‑VP1融合蛋白的完整单体条带，而没有检测到任何CTB‑VP1降解。使用GM1结合

ELISA测定评估叶绿体中表达的CTB‑VP1的五聚体结构的形成。如图10所示，来自烟草的天

然和密码子优化的新鲜和冻干的CTB‑VP1均显示出与CTB(阳性对照)相当的吸光度，而没有
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检测到来自野生型植株或BSA(阴性对照)的信号。这表明在新鲜和冻干叶绿体中表达的

CTB‑VP1融合蛋白都形成了适当的五聚体结构，其可以结合GM1‑神经节苷脂受体，这是蛋白

质药物递送的要求。在冻干并在环境温度下长期储存8个月后，保持了VP1的稳定性、结合

GM1‑神经节苷脂受体的功效、适当的折叠和五聚体组装。

[0225] 动物疫苗接种和对VP1的抗体应答

[0226] 植物来源的亚单位疫苗是热稳定的，并且不含动物病原体污染。它们还可以被设

计成含有多种抗原和透粘膜载体，以防止多种传染病。这种机械和概念上的进步可以通过

消除复杂生产系统如发酵、净化、冷藏和运输的成本来彻底改变疫苗供应。基于植物的疫苗

生产的两大主要挑战包括通过核基因组的抗原表达水平较低以及没有含佐剂抗原的注射

初免的诱导耐受性的潜力。

[0227] 为了解决当前OPV的不足，包括疫苗效力差、不稳定和神经毒力逆转、循环疫苗衍

生的脊髓灰质炎病毒的脱落以及灭活脊髓灰质炎病毒疫苗(IPV)的高成本和粘膜免疫力不

足，在该研究中已经使用植物细胞生物包封的脊髓灰质炎病毒抗原开发了一种低成本加强

疫苗。将植物制病毒蛋白1(VP1)亚单位疫苗用于口服加强而非重复OPV疫苗接种的策略是

实现全球PV根除目的的新方法。在这项研究中，我们提供的证据表明，用叶绿体来源的VP1

和植物制佐剂(皂苷和角鲨烯)一起口服加强免疫可诱导强烈的免疫应答，赋予针对不同PV

血清型的保护性免疫。

[0228] 在前面的例子中，我们描述了冻干的CTB‑VP1蛋白。在本实施例中，该蛋白质与植

物来源的佐剂(皂苷和/或角鲨烯)一起配制，植物来源的佐剂诱导特异性抗体免疫原性并

中和不同的脊髓灰质炎病毒血清型。如方法部分和下表所述将小鼠分组。

[0229] 组 小鼠数量 初免 用IPV(皮下)或VP1(口服)加强免疫

1 10 N/A N/A

2 10 IPV IPV

3 10 IPV N/A

4 10 IPV VP1  1μg/皂苷

5 10 IPV VP1  1μg/角鲨烯

6 10 IPV VP1  1μg/皂苷/角鲨烯

7 10 IPV VP1  25μg/皂苷

8 10 IPV VP1  25μg/角鲨烯

9 10 IPV VP1  25μg/皂苷/角鲨烯

10 10 N/A VP1  25μg/皂苷/角鲨烯

[0230]

[0231] 植物转化载体的构建

[0232] 在烟草叶绿体中表达来自Sabin  1编码序列(CDS)的两种VP1蛋白。第一个序列包

括与透粘膜载体CTB融合的天然906‑bp  VP1序列(51.98％AT)。第二个是密码子优化的，用
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于在烟草和莴苣叶绿体中表达。在蛋白质的302个氨基酸中，通过改变密码子使用频率优化

了187个密码子，使其类似于叶绿体psbA基因(最高度翻译的叶绿体基因)。用叶绿体中转基

因表达的最佳密码子替换了稀有密码子，优化的VP1基因的AT含量从51 .98％增加到

59.03％。两个CTB‑VP1融合基因均用GPGP(Gly‑Pro‑Gly‑Pro)铰链区构建以最小化融合VP1

的空间位阻，以及用弗林蛋白酶切割位点RRKRSV(Arg‑Arg‑Lys‑Arg‑Ser‑Val)构建(图4A和

图9B)。融合基因由psbA启动子和5'非翻译区(UTR)驱动以增加表达，并且转录物由psbA 

3'‑UTR稳定。

[0233] 动物疫苗接种和对VP1的抗体应答

[0234] 如上所述，将小鼠分成如上表所示的组。免疫前一天，将所有组的小鼠放血。我们

在用含佐剂的IPV或CTB‑VP1加强免疫后第29、43、57、87和117天的不同时间点测定了VP1特

异性IgG1和IgA抗体的血清滴度。在所有测试的时间点，用ELISA定量全身和粘膜免疫应答。

VP1‑IgG1滴度在第一个月达到最高水平并保持在相同水平。进一步加强免疫不会增加VP1‑

IgG1水平(参见图11)。用密码子优化的CTB‑VP1加上两种佐剂加强免疫的小鼠也具有比用

IPV加强免疫的小鼠(第9组)更高的抗VP1IgG1抗体滴度(参见图11B‑F)。类似地，在第一个

月在口服加强免疫后VP1‑IgA滴度增加，随后的加强免疫导致IgA滴度的微小增加(图11G‑

J)。与此形成鲜明对比的是，IPV加强免疫并未增加IgA滴度，这证实了全身性疫苗递送的限

制。这些结果表明，用表达CTB‑VP1的植物细胞进行口服加强免疫可以诱导粘膜和全身免疫

应答，而IPV初免/加强免疫则产生较低水平的IgG1和可忽略不计的IgA滴度。

[0235] 此外，用密码子优化的VP1接种疫苗诱导显著更高的特异性抗VP1IgG1和IgA的血

清滴度，表明冻干的密码子优化材料中的抗原高表达对于有效免疫是至关重要的。此外，用

天然VP1抗原或密码子优化的VP1抗原加上两种佐剂(第5、8和9组)加强免疫比用任何一种

佐剂诱导更强的IgG1和IgA免疫应答，这表明植物来源的佐剂通过粘膜途径增强递送抗原

并产生强烈的粘膜和全身免疫应答。

[0236] 初免和加强免疫后针对所有Sabin  1、2和3株的脊髓灰质炎病毒中和滴度

[0237] 为了确定抗VP1IgG1和抗IgA抗体是否可以中和脊髓灰质炎病毒，测量了所有三种

Sabin血清型的病毒中和滴度。来自所有实验组和未治疗组的血液样品以双盲方式在CDC中

以一式三份样品进行测试。如果抗体以log2滴度≥2.5存在，则血清样品被认为是血清阳性

的。绘制单独的中和滴度，条形代表每组的平均中和滴度±SEM。结果显示IPV初免后，所有

实验组—用天然VP1抗原(第3‑5组)或密码子优化的VP1抗原加上任一种或两种佐剂(第6‑9

组)进行口服加强免疫，以及仅用相同的IPV初免和加强免疫(组2)诱导显著更高的针对所

有三种Sabin株血清型的中和滴度。结果显示，用密码子优化的VP1加上皂苷和角鲨烯(第8

组)口服加强免疫产生最多的Sabin  1、Sabin  2和Sabin  3中和抗体，类似于用IPV初免和加

强免疫的小鼠组(第2组)(图12)。尽管用IPV初免/加强免疫(P<0.01)和使用植物细胞进行

口服加强免疫(P<0.001)Sabin  3具有最高的中和滴度，但是在不同Sabin病毒血清型之间

在中和效力方面没有显著的统计学差异。然而，在仅用密码子优化的VP1口服加强免疫而没

有IPV初免的小鼠血清中，未检测到中和抗体。

[0238] 为了确定脊髓灰质炎病毒中和抗体的血清阳性率，对于每种Sabin株，将具有血清

阳性率(中和抗体log2(滴度)≥3)的小鼠的数量与每组中的小鼠总数进行比较。用IPV加强

免疫的小鼠(第2组)或用密码子优化的VP1抗原与皂苷和角鲨烯佐剂一起口服加强免疫的
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小鼠(第8组)显示出脊髓灰质炎病毒Sabin1、2和3中和抗体的高血清阳性率(图13‑D)。IPV

初免/加强免疫与用VP1口服加强免疫的血清阳性率在70‑90％之间变化，但具有相似的P值

(<0.001)，没有统计学差异。这些结果表明，用皂苷和角鲨烯佐剂化的密码子优化的VP1抗

原对所有Sabin  1、2和3株均具有最大的血清阳性率(图13)和病毒中和滴度(图13)(log2滴

度～3.17‑10.17)。该结果表明，在经历野生型脊髓灰质炎病毒或cVDPV复苏(认为这可能是

由OPV加强免疫引起的)的国家，植物细胞生物包封的亚单位疫苗可用作抵抗脊髓灰质炎的

具有成本效益的加强疫苗。

[0239] 讨论

[0240] 在VDPV2爆发后，2013年采用了几项关键的全球政策和程序，以支持向常规免疫程

序中引入至少一剂IPV，以减轻停用血清型2型OPV的风险。WHO战略咨询专家组(SAGE)建议

在2015年通过在所有OPV使用国家中引入至少一剂IPV推进，在所有国家中停用常规免疫程

序中的OPV2，并在2016年全球停用OPV2(全球根除脊髓灰质炎行动(GPEI)，2015年)。为了实

现这些当前的优先事项，重点应放在所需的活动上，包括许可证和增加常规免疫的二价OPV

的可用性，以及为所有OPV使用国家可靠实施至少一剂IPV。然而，在制备IPV的全球引入以

及即将发生的从三价OPV(tOPV)向二价OPV(bOPV)的转变方面仍存在许多风险，包括严格的

IPV供应、持续的cVDPV传输以及满足遏制要求的挑战(GPEI  Polio  Eradication&Endgame 

Midterm  Review，2015)。最重要的是，除了IPV之外没有可用的加强免疫技术，而大多数发

展中国家都无法负担得起IPV。此外，为了全球PV根除必须停止OPV疫苗接种的常规使用，并

且需要全球引入IPV而不是OPV。与此同时，需要保持对VDPV突发事件和未来野生PV爆发的

高水平人口免疫力。但是，对发展中国家来说，目前每个IPV疫苗剂量的成本过高。

[0241] 叶绿体中VP1的表达和生物包封在植物细胞中可以在口服递送时保护抗原免受消

化系统的影响，并促进它们通过共生微生物释放到肠道的免疫系统中22,23。CTB‑抗原融合

物通过GM1肠上皮受体促进透粘膜递送至免疫系统24。此外，CTB融合疫苗抗原在初免和口服

加强剂后刺激抗原特异性IgG和IgA的产生，赋予针对毒素/病原体攻击的保护22。生产不需

要冷链的、易于口服的、针对传染病的绿色疫苗，是一项重要的需求，特别是在冷藏和运输

有限的地区22。以前的研究表明，生物制药或抗原蛋白可以在室温下储存在冻干植物材料中

数月或甚至2年，而没有任何可检测的降解25‑27。当在环境温度下储存数月时，VP1在冻干的

植物细胞中高度稳定。

[0242] 在少数口服加强剂足以产生高水平的全身和粘膜免疫力后，抗原特异性IgG和IgA

被显著地诱导。在口服加强免疫第一个月后，VP1‑IgG1和VP1‑IgA滴度达到最高水平，并且

随着更多数量的加强剂没有进一步增加。尽管本文提供了后期血清收集的中和数据，但评

估Sabin血清型1型中和的先前批次在用表达VP1的植物细胞加强免疫的组中显示出相似的

结果(数据未显示)。在该研究中，在口服递送之前将植物细胞悬浮在PBS中，但是为了递送

给儿童，可能需要含糖浆的适当剂型。尽管IPV在诱导全身性抗体以预防麻痹性疾病方面非

常有效，但它在诱导预防再感染和将脊髓灰质炎病毒排泄到环境中所需的粘膜免疫方面效

率较低。我们的结果证实，用IPV皮下注射初免/加强免疫的小鼠具有最小IgA滴度，解释了

IPV的粘膜免疫力不足。用IPV皮下注射初免并用生物包封的VP1口服加强免疫的小鼠引发

强抗原特异性血清IgG1(>12,800滴度)和IgA(>800滴度)应答，证实口服递送含佐剂的VP1

抗原产生全身和粘膜免疫应答。与病毒免疫不同，亚单位疫苗主要用IgG1同种型抗体诱导
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Th2应答28‑30。用亚单位疫苗口服加强免疫引发粘膜和全身免疫应答，如高IgG1/IgA滴度所

示。

[0243] 在本研究中，我们评估了在叶绿体中表达的天然VP1抗原和密码子优化的VP1抗

原。在表达密码子优化的VP1的植物中，VP1蛋白的水平高得多。我们的体内研究还表明，用

密码子优化的VP1疫苗接种比天然VP1诱导更高的IgG1和IgA抗体应答(图11A‑J)，表明疫苗

制剂中口服递送的抗原蛋白质的含量越高对口服免疫越有效。尽管加强免疫间隔时间较

长，但抗体滴度仍增加，表明用亚单位疫苗加强免疫可产生强烈的记忆免疫应答。

[0244] 当回顾含IPV疫苗的许可证申请时，所有国家监管机构都接受滴度高于1：8稀释度

(3log2(滴度))阈值的中和抗体水平，因为它与保护具有良好的相关性。正如预期的那样，

对于所有Sabin株，用IPV初免和加强免疫诱导的中和滴度都高。在我们的研究中，用IPV初

免并用含佐剂(皂苷和角鲨烯)的生物包封VP1口服加强免疫显示出针对所有Sabin  1、2、3

株的最高血清阳性和病毒中和滴度(范围3.17‑10.17log2滴度)。尽管仅用VP1加两种佐剂

加强免疫但未初免的小鼠(第9组)显示出最强的VP1特异性抗体(IgG1和IgA)产生，但当与

用IPV初免的小鼠相比时，在该组中没有观察到中和病毒滴度。因此，用亚单位疫苗接种仅

口服加强免疫似乎不足以诱导对抗原的良好中和抗体应答。通过ELISA检测的这些高抗VP1

抗体可能仅与感染细胞表面上表达的病毒蛋白结合，但在很大程度上不与游离病毒颗粒结

合，因此它们不能中和病毒并保护细胞免受病毒感染32。需要高浓度的中和抗体来抑制病毒

感染的细胞‑细胞传播33‑35。这些结果表明，口服初免对于诱导针对病原体的足够免疫力而

言至关重要。

[0245] 虽然这项研究着重于脊髓灰质炎加强疫苗，但随着预期寿命的增加，更需要提高

免疫力。老年人口针对传染病的免疫力的丧失是一个日益严重的问题。例如，当老化削弱免

疫系统时，当潜伏的水痘病毒被重新激活时会出现带状疱疹，由于新的病毒感染，这很少被

观察到。因此，为了提高老年人口对多种传染病的免疫力，低成本的口服加强疫苗可以实现

这一目的。

[0246] 总之，目前还没有可用于任意传染病的无病毒且无冷链疫苗。因此，使用转质体技

术生产并口服递送疫苗将有助于开发低成本的无冷链且无病毒的加强疫苗。在这里，我们

示出了一种使用生物包封脊髓灰质炎抗原的低成本加强疫苗作为替代策略以避免重复OPV

疫苗接种，用于全球根除PV和预防流行地区的脊髓灰质炎暴发。
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[0291] 口服递送密码子优化的胰岛素样生长因子‑1

[0292] 生物包封在植物叶绿体中

[0293] 人胰岛素样生长因子1(IGF‑1)在骨骼肌的生长和发育在成肌细胞/纤维形成、损
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[0294] 使用实施例I中描述的开发软件，基于133种植物物种的最高表达的叶绿体基因对

Pro‑IGF‑1E(105个氨基酸)进行密码子优化(参见图17F)。将合成的pro‑IGF‑1E与天然序列

霍乱毒素B亚基(CTB)融合并插入叶绿体载体中，如图14A所示。在大肠杆菌中进行针对IGF‑

1的密码子优化序列的表达的免疫印迹测定。用含有IGF‑1的两个密码子优化序列(CO，密码

子优化的老序列；CN，密码子优化的新序列)的叶绿体表达载体转化大肠杆菌，从该大肠杆

菌中提取总蛋白质。图14B中的箭头表示预期的蛋白质大小(CTB‑IGF‑1，24 .3kDa)。CTB‑

IGF‑1转质体品系的Southern印迹分析显示在图14C中。图15A‑15D示出了转质体细胞系中

密码子优化的IGF‑1的定量和功能分析。

[0295] 在体外检测植物来源的CTB‑Pro‑IGF‑1对IGF‑1受体(IGFR)的磷酸化，结果显示在

图16A中。图16B‑D示出了在口服管饲CTB‑Pro‑IGF‑1后在小鼠中测量的循环系统中的游离

Pro‑IGF‑1。还通过四种人/小鼠口腔细胞系的增殖测定评估了CTB‑Pro‑IGF‑1。见图17A‑

17E。

[0296] 在105个氨基酸中，73个密码子被修饰，导致密码子优化的IGF‑1基因中AT含量为

57％。为了避免糖基化，将Lsy68、Arg74和Arg77变为Gly68、Ala74和Ala77。见图17F。检测的

品系显示在Southern印迹中有同质性(整合到所有叶绿体基因组中)和CTB‑IGF1的高水平

表达。冻干植物细胞中的GM1ELISA证实保留了CTB‑Pro‑IGF‑1的五聚体形式并用二硫键折

叠。叶绿体来源的CTB‑Pro‑IGF‑1以剂量和时间依赖性方式在P6细胞中磷酸化IGF‑1受体

(IGFR)。

[0297] 在8小时口服递送冻干的植物细胞后，Pro‑IGF‑1在血液中增加了3倍并且维持长

达24小时(图18C)；pro‑IGF‑1在肌肉组织中高2倍(图16D)。来自植物细胞的纯化的CTB‑

Pro‑IGF‑1以剂量依赖性方式刺激(高1.4至3.9倍)人口腔角质形成细胞、牙龈来源的间充

质基质细胞、头颈部鳞状细胞癌细胞和小鼠成骨细胞的增殖。

[0298] 结论

[0299] 植物来源的CTB‑Pro‑IGF‑1对IGFR的磷酸化以及口服强饲后循环系统和肌肉组织

中Pro‑IGF‑1的维持证实了该系统对于低成本生产和递送植物细胞生物包封的IGF1的适用

性。冻干的植物细胞可以在环境温度下无限期储存而不降低IGF‑1的功效。

[0300] 临床意义

[0301] Pro‑IGF‑1与E肽一起在叶绿体中表达提供了一种高效率的、有效的且负担得起的

口服药物递送概念，用于治疗由IGF‑1缺乏引起的疾病，包括肌肉疾病。除了提高患者对重

复长期药物递送的依从性之外，这种方法还提供了解决医疗成本上升的技术突破。

[0302] 实施例IV

[0303] 治疗龋齿的在莴苣中制备的经济实惠的生物药物

[0304] 龋齿是世界范围内普遍存在的生物膜相关口腔疾病。抗微生物剂是最低效的，因

为它们不会穿透胞外多糖(EPS)基质。因此，在本实施例中，我们表达了与抗微生物肽(AMP)

融合的EPS降解酶葡聚糖酶和变聚糖酶。植物叶绿体中的重组酶生产便宜1000‑3,100倍，因

为它消除了过于昂贵的发酵、纯化、冷藏/运输和侵入性外科递送，并且便于在环境温度下

储存。该实施例的主要目的是开发用表达AMP和酶的冻干植物细胞浸渍的口香糖。因此，用

由表达报告基因GFP的冻干植物细胞制成的口香糖，使用咀嚼模拟器进行了初步研究以优

化用于最大药物释放的咀嚼速率和时间。
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[0305] 将与PG1融合或与PG1融合的变形链球菌(Streptococcus  mutans)葡聚糖酶基因

和类芽孢杆菌(Paenibacillus)变聚糖酶基因克隆到叶绿体载体中，并且首先在大肠杆菌

中评估它们的功能性。见图18A。天然存在的酶和优化形式之间密码子使用的差异显示在图

18B中。如上所述及如图18C所示，将优化的基因克隆到莴苣表达载体中。Western印迹证实

了强大的蛋白质表达。见图18D。使用咀嚼模拟器通过定量人工唾液中的GFP来研究口香糖

片的释放动力学。

[0306] 一种新型密码子优化算法基于psbA密码子层次(hierarchy)将586个(1261个中)

稀有密码子替换为变聚糖酶基因中的优选密码子。将密码子优化的变聚糖酶基因(有或没

有AMP融合)克隆到烟草和莴苣叶绿体载体中并在大肠杆菌中表达，其功能完全，与商业酶

类似。见图18E。将天然葡聚糖酶基因克隆到烟草叶绿体载体中，并测试大肠杆菌中的葡聚

糖酶活性。由大肠杆菌产生的重组葡聚糖酶降解琼脂平板上的蓝色葡聚糖，证实葡聚糖水

解。转质体品系的创建和表征过程示于图18F中。

[0307] 口香糖片中的GFP在口香糖制备期间没有显著降解。目前使用咀嚼模拟器优化了

最大蛋白质释放所需的咀嚼速率、时间。因此，与AMP融合的EPS降解酶的生产应该为龋齿提

供有希望的治疗，优选作为口香糖片施用。

[0308] 尽管以上已经描述并具体例示了本发明的某些优选实施方案，但是本发明不意图

限于这些实施例。在不脱离本发明的范围和精神的情况下可以对其做出各种修改，如同在

所附权利要求中阐述。
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