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本公开涉及使用天然包装信号和人工包装

信号进行的病毒样颗粒[VLP]的组装，及其在疫

苗和免疫学组合物中的用途以及针对人和动物

病毒病原体的疫苗接种或免疫的方法。
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1.一种用于组装病毒样颗粒的人工核酸盒，所述人工核酸盒包含：一个或多个包装信

号，其中所述多于一个包装信号串联排列并被核酸分隔，所述包装信号包含核酸环结构域

和核酸茎结构域，所述核酸环结构域包含一种或多种同源病毒衣壳蛋白的核苷酸结合基

序，所述核酸茎结构域包含通过分子内碱基配对形成的双链区，其中所述人工核酸盒在与

多个同源病毒衣壳蛋白接触时，将所述同源病毒衣壳蛋白组装成VLP，所述VLP保护所述VLP

内包含的所述核酸包装信号免受核糖核酸酶消化。

2.根据权利要求1所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒是非复制核酸。

3.根据权利要求1或2所述的人工核酸盒，其中当向动物受试者施用时，所述VLP引起类

似于所述天然病毒颗粒的免疫响应的免疫响应。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒不包含编码蛋

白质的核酸。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含至少一个

核酸包装信号。

6.根据权利要求5所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含至少2个核酸包装信

号。

7.根据权利要求5所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含至少3个核酸包装信

号。

8.根据权利要求5所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含至少4个核酸包装信

号。

9.根据权利要求5所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含至少5个核酸包装信

号。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的人工核酸盒，其中分隔所述核酸包装信号的所

述非编码病毒核酸的长度为至少5个核苷酸。

11.根据权利要求10所述的人工核酸盒，其中在本发明的优选实施方案中，分隔所述核

酸包装信号的所述非编码病毒核酸的长度为至少5个至50个核苷酸。

12.根据权利要求10所述的人工核酸盒，其中分隔所述核酸包装信号的所述非编码病

毒核酸超过50个核苷酸。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的人工核酸盒，其中包含所述衣壳结合基序的所

述环结构域的长度为至少4个核苷酸。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的人工核酸盒，其中所述茎结构域的长度为至少

5个碱基对(bp)。

15.根据权利要求1至14中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒的长度为至

少50个核苷酸。

16.根据权利要求15所述的人工核酸盒，其中所述核酸盒的长度为50个至1000个核苷

酸。

17.根据权利要求1至16中任一项所述的人工核酸盒，其中从RNA病毒分离所述核酸包

装信号。

18.根据权利要求17所述的人工核酸盒，其中所述RNA病毒是正义单链RNA病毒。

19.根据权利要求18所述的人工核酸盒，其中从乙型肝炎病毒分离所述核酸包装信号
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RNA病毒。

20.根据权利要求19所述的人工核酸盒，其中所述乙型肝炎病毒包装信号包含核苷酸

结合基序，其中所述核苷酸结合基序包含核苷酸序列RGAG，其中R为G或A。

21.根据权利要求20所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含至少一个、两个或三

个乙型肝炎病毒包装信号，其中一个或多个所述核酸包装信号包括所述核苷酸结合基序

RGAG。

22.根据权利要求19至21中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含针对

乙型肝炎病毒鉴定的包装信号中的至少一个，其中所述核酸包装信号中的每个包括所述结

合基序RGAG。

23.根据权利要求19至22中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

由以下组成的组的核苷酸序列：

i)包含核苷酸序列GUUUGUUUAAAGACUGGGAGGAGUUGGGGGAGGAG[SEQ  ID  NO:1]的核酸分

子；

ii)包含与SEQ  ID  NO:1中所示的核苷酸序列至少25％同一并且包含核苷酸结合基序

GGGAGG的核苷酸序列的核酸分子。

24.根据权利要求19至23中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

由以下组成的组的核苷酸序列：

i)包含核苷酸序列GGGCCCUCUGACAGUUAAUGAAAAAAGGAGAUUAAAAUUAA  UUAUGCCU[SEQ  ID 

NO:2]的核酸分子；

ii)包含与SEQ  ID  NO:2中所示的核苷酸序列具有25％同一并且包含核苷酸结合基序

GAAAAAAGGAG的核苷酸序列的核酸分子。

25.根据权利要求19至24中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

由以下组成的组的核苷酸序列：

i)包含核苷酸序列GGCUGGCAUUCUAUAUAAGAGAGAAACUACACGC[SEQ  ID  NO:3]的核酸分

子；

ii)包含与SEQ  ID  NO:3中所示的核苷酸序列至少25％同一并且包含核苷酸结合基序

AUAUAAGAG的核苷酸序列的核酸分子。

26.根据权利要求19至25中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含含SEQ 

ID  NO:1和/或SEQ  ID  NO:2和/或SEQ  ID  NO:3的核苷酸序列。

27.根据权利要求19至26中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含含SEQ 

ID  4:CUGGGAGGAGUUGGGGGAGGAGAUUAGGUUAAAGGUCUUUG  UACUAGGAGGCUGUAGGC的核苷酸序

列。

28.根据权利要求1至18中任一项所述的人工核酸盒，其中所述RNA病毒是感染植物细

胞或植物的物种。

29.根据权利要求28所述的人工核酸盒，其中所述RNA病毒是卫星烟草坏死病毒。

30.根据权利要求29所述的人工核酸盒，其中所述核酸盒包含至少一个从卫星烟草坏

死病毒分离的核酸包装信号。

31.根据权利要求29或30所述的人工核酸盒，其中所述核酸盒包含至少一个核酸包装

信号，其中所述核酸包装信号包含核苷酸结合基序AXXA或AXXXA，其中X是任何核苷酸碱基。
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32.根据权利要求28至31中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

所述组的核苷酸序列：

i)包含SEQ  ID  NO:5中所示的核苷酸序列的核酸分子；

ii)包含与SEQ  ID  NO:5中所示的核苷酸序列至少25％同一并且包含核苷酸结合基序

AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

33.根据权利要求28至32中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

所述组的核苷酸序列：

i)包含SEQ  ID  NO:6中所示的核苷酸序列的核酸分子

ii)包含与SEQ  ID  NO:6中所示的核苷酸序列至少25％同一并且包含核苷酸结合基序

AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

34.根据权利要求28至33中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

由所述组的核苷酸序列：

i)包含SEQ  ID  NO:7中所示的核苷酸序列的核酸分子

ii)包含与SEQ  ID  NO:7中所示的核苷酸序列至少25％同一并且包含核苷酸结合基序

AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

35.根据权利要求28至34中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒包含选自

所述组的核苷酸序列：

i)包含SEQ  ID  NO:8中所示的核苷酸序列的核酸分子

ii)包含与SEQ  ID  NO:8中所示的核苷酸序列至少25％同一并且包含核苷酸结合基序

AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

36.根据权利要求1至35中任一项所述的人工核酸盒，其中所述人工核酸盒还包含转录

盒，所述转录盒包含适于转录编码多肽或功能性RNA的核酸的核酸分子。

37.根据权利要求36所述的人工核酸盒，其中所述适应是提供启动子序列和终止序列，

以使得能够表达编码所述多肽或功能性RNA的所述核酸分子。

38.根据权利要求37所述的人工核酸盒，其中所述多肽是治疗性多肽，例如抗体或抗体

片段。

39.根据权利要求37所述的人工核酸盒，其中所述功能性核酸是编码治疗性多肽、反义

寡核苷酸或siRNA的mRNA。

40.一种病毒样颗粒，所述病毒样颗粒包含根据权利要求1至39中任一项所述的人工核

酸盒。

41.根据权利要求40所述的病毒样颗粒，其中所述病毒样颗粒在向受试者施用时具有

免疫原性。

42.根据权利要求41所述的病毒样颗粒，其中所述免疫响应是抗体响应的诱导，其中所

述抗体响应诱导特异性结合天然病毒颗粒的抗体。

43.根据权利要求40至42中任一项所述的病毒样颗粒，其中与天然病毒颗粒相比时，所

述病毒样颗粒保留或具有增强的细胞嗜性。

44.一种疫苗或免疫原性组合物，所述疫苗或免疫原性组合物包含根据权利要求40至

43中任一项所述的病毒样颗粒。

45.根据权利要求44所述的组合物，其中所述疫苗或免疫原性组合物还包含佐剂和/或
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载体。

46.一种药物组合物，所述药物组合物包含根据权利要求40至43中任一项所述的病毒

样颗粒并且包含药学上可接受的赋形剂。

47.根据权利要求40至43中任一项所述的病毒样颗粒，所述病毒样颗粒用于将剂递送

至细胞。
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病毒样颗粒

发明领域

[0001] 本公开涉及使用天然和人工核酸包装信号进行的病毒样颗粒[VLP]的组装及其在

疫苗、免疫学和药物组合物中的用途；针对人和动物病毒病原体的疫苗接种或免疫方法，以

及还作为治疗剂(诸如药物蛋白、siRNA或基因治疗载体或诊断剂)的递送媒介物。

[0002] 发明背景

[0003] 病毒在人和动物中引起各种使人衰弱的疾病，常常造成有害影响甚至死亡。病毒

感染给世界各地的健康护理系统造成巨大的财务负担，并且还造成动物相关产品(诸如在

肉类或奶制品行业中)的重大损失。

[0004] 与在感染开始后可用抗生素剂治疗的细菌感染相反，预防病毒感染通常是优选途

径，因为通常没有有效的抗病毒药物可供选择。疫苗接种是疾病预防最有效的形式，并且已

被成功地开发用于一些病毒性疾病，诸如流感、脊髓灰质炎、麻疹和人乳头瘤病毒[HPV]。疫

苗接种是施用抗原性物质以刺激个体的免疫系统，以对病原体产生适应性免疫。疫苗的活

性剂可以是例如病原体的灭活形式、病原体的高度免疫原性组分或呈弱化的所谓减毒病毒

形式。然而，所有这些不同类型的疫苗在其有效性和安全性记录上都各不相同，并且此外通

常可不适合向免疫受损的受试者、孕妇或儿童施用。

[0005] 灭活疫苗由通过物理或化学方法杀死的病毒制成。这些类型的疫苗非常安全，因

为它们缺乏传染性遗传物质，因此不会引起疾病，并从而适合免疫受损的受试者。然而，此

类灭活疫苗通常在诱导适当或持久的免疫响应方面无效，并因此经常需要多个施用步骤。

含有病原体高度免疫原性组分的疫苗，即所谓的亚单位疫苗，提供与灭活疫苗相似的益处，

诸如很高的安全记录，因为它们不含可引起疾病的病毒活组分。然而，不能保证有效的免疫

响应，并且即使引发响应，也可能无法实现长期提供针对所需病原体的保护的免疫记忆。

[0006] 或者，可以使用减毒活疫苗。减毒活疫苗包含减弱的病原体，所述减弱的病原体尽

管仍然能够在宿主生物体中复制，但不会引起起疾病或引起非常轻度的疾病。使用减毒病

毒的疫苗接种导致出色的保护；然而，与灭活或亚单位疫苗相比时，它们本质上安全性较

低，因为它们可以恢复为原始的更具毒力的形式并引起疾病。因此，减毒疫苗不适合免疫系

统受损的受试者，当在怀孕期间给予时可对未出生的婴儿造成伤害，并增加了卫生专业人

员造成免疫错误(诸如冻干减毒病原体的重构错误)的可能性，所述减毒病原体，当以更高

剂量给予时，效力更强。此外，减毒疫苗不如灭活疫苗稳定，并且需要复杂的物流来维持冷

藏和运输，以保持(尽管减弱了)活性。在卫生系统欠发达的第三世界国家，这尤其令人担

忧。

[0007] 减毒疫苗很普遍，并且可用于多种疾病，诸如麻疹、腮腺炎、风疹、水痘、天花和脊

髓灰质炎。当今使用的大多数减毒活疫苗均源于在培养细胞(诸如，例如成纤维细胞或和鸡

胚)中的连续传代，从而导致毒力逐渐丧失。该方法依赖于点突变的随机积累来赋予无毒

力，并且既耗时又无效。产生减毒病毒株的其它方法是基于遗传工程化的，并公开于申请

WO2005/012535中。

[0008] 病毒样颗粒(VLP)包含多个衣壳蛋白，所述衣壳蛋白模拟天然病毒的构象，但缺少
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病毒DNA或RNA，并因此无法在宿主细胞中复制。已经认识到VLP作为生产安全高效疫苗的工

具的用途，并且已经开发了一些针对人乳头瘤病毒的基于VPL的疫苗。US8062642公开了具

有与天然传染性病毒的抗原性特征相似的抗原性特征的乳头瘤病毒衣壳蛋白和VLP的生

产。类似地，WO9913056公开了乳头瘤VLP的去组装(disassembly)方法。

[0009] 尽管上面列出的疫苗类型取得了巨大的成功，但它们通常很难以所需的特性进行

制备/配制，并且在许多病毒中，其在循环群体中的天然抗原变异意味着这些策略在这些情

况下不可行。

[0010] 本公开涉及使用源自病毒的核酸包装信号进行的VLP的形成以及包含天然和/或

人工包装信号的核酸盒(所述核酸盒为人工VLP组装提供了底物)的设计，以及人工VLP作为

疫苗的用途和在递送剂(例如治疗剂或诊断剂)至细胞的用途。正链单链(ss)RNA病毒的RNA

包装信号介导的组装机制的知识使人们能够鉴定其基因组RNA分子在作为组装底物方面的

关键特性，从而允许生产用于VLP的高效组装的人工高效RNA底物。后者与由病毒形成的天

然病毒体具有相似的性质。特别地，人工VLP衣壳保留了那些病毒的天然免疫学特性以及它

们的细胞嗜性。它们还保留了原始病毒颗粒的许多稳定性和机械特性。VLP可用于与剂的细

胞特异性递送相关的广泛应用，以及用作安全的减毒疫苗和用于药物的靶向递送的载体，

以及用于基因治疗。

发明内容

[0011] 根据本发明的方面，提供了一种用于组装病毒样颗粒的人工核酸盒，其包含：一个

或多个包装信号，其中所述多于一个包装信号串联排列并被核酸分隔，所述包装信号由核

酸环结构域和核酸茎结构域组成，所述核酸环结构域包含一种或多种同源病毒衣壳蛋白的

核苷酸结合基序，所述核酸茎结构域由通过分子内碱基配对形成的双链区组成，其中所述

人工核酸盒在与多个同源病毒衣壳蛋白结合时，将所述同源病毒衣壳蛋白组装成VLP，该

VLP保护所述VLP内包含的所述核酸包装信号免受核糖核酸酶消化。

[0012] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒是非复制核酸。

[0013] 在本发明的优选实施方案中，当向动物受试者施用时，所述VLP引起类似于天然病

毒颗粒的免疫响应的免疫响应。

[0014] 在本发明的另外的优选实施方案中，所述人工核酸盒不是天然病毒颗粒。

[0015] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒不包含编码蛋白质的核酸。

[0016] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少两个核酸包装信号。

[0017] 优选地，所述人工核酸盒包含至少2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个或至少10

个核酸包装信号。

[0018] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少1个核酸包装信号。

[0019] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少2个核酸包装信号。

[0020] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少3个核酸包装信号。

[0021] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少4个核酸包装信号。

[0022] 在本发明的替代优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少5个核酸包装信号。

[0023] 在本发明的优选实施方案中，分隔所述核酸包装信号的所述非编码病毒核酸的长

度为至少5个核苷酸。
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[0024] 在本发明的优选实施方案中，分隔所述核酸包装信号的所述非编码病毒核酸的长

度为至少5个至50个核苷酸。优选地，大于50个核苷酸。

[0025] 在本发明的优选实施方案中，包含所述衣壳结合基序的所述环结构域的长度为至

少4个核苷酸。优选地，所述环结构域的长度为至少5个、6个、7个或8个核苷酸。

[0026] 在本发明的优选实施方案中，所述茎结构域的长度为至少4个碱基对(bp)。优选

地，所述茎结构域的长度为至少5bp、6bp、7bp、8bp、9bp、10bp、11bp、12bp、13bp、14bp、15bp、

16bp、17bp、18bp、19bp、20bp、21bp、22bp、23bp、24bp、25bp、26bp、27bp、28bp、29bp、30bp、

31bp、32bp、33bp、34bp、35bp、36bp、37bp、38bp、39bp、40bp、41bp、42bp、43bp、44bp、45bp、

46bp、47bp、48bp、49bp、50bp、60bp、61bp、62bp、63bp、64bp、65bp、66bp、67bp、68bp、69bp或

至少70bp。

[0027] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒的长度为至少50个核苷酸。优选地，

所述核酸盒的长度为50至1000个核苷酸。

[0028] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒的长度为至少50个、60个、70个、80

个、90个、100个、110个、120个、130个、140个、150个、200个、250个、300个、350个、400个、450

个、500个、550个、600个、650个、700个、750个、800个、850个、900个、950个或至少1000个核

苷酸。

[0029] 在本发明的优选的实施方案中，从RNA病毒中分离所述核酸包装信号；优选地，所

述RNA病毒是人病原体。

[0030] 优选地，所述包装信号是经修饰的包装信号，其保留特征性核苷酸识别基序和包

装信号之间的间隔，但改变各个包装座号的稳定性/稳定各个包装信号。

[0031] 人、动物和植物中的几种疾病由所谓的RNA病毒引起。单链RNA病毒分为三组：正义

ssRNA病毒(组IV)，负义ssRNA病毒(组V)和逆转录病毒(组VI)。感染后，病毒RNA进入宿主细

胞，取决于病毒类型，RNA被直接翻译(组IV)为复制所必需的病毒蛋白质，或者在翻译之前

被RNA依赖性RNA聚合酶(组V)转录为更合适的RNA形式。组VI  RNA病毒利用病毒编码的逆转

录酶从RNA基因组中产生DNA，所述DNA通常被整合到宿主基因组中，并因此被宿主复制和转

录。正义ssRNA病毒的非限制性实例包括丙型肝炎病毒、西尼罗河病毒、登革热病毒、寨卡病

毒、SARS和MERS冠状病毒和鼻病毒。负义ssRNA病毒包括例如埃博拉病毒、麻疹病毒、腮腺炎

病毒、流感病毒和D型肝炎病毒。慢病毒属的逆转录病毒包括人免疫缺陷病毒I和II和乙型

肝炎病毒。人畜共患病毒病原体的实例包括埃博拉病毒、狂犬病病毒和甲型流感病毒。植物

ssRNA病毒的非限制性实例包括芜菁皱缩病毒、豇豆褪绿斑驳病毒1、2和3、雀麦花叶病毒1、

2和3以及卫星烟草坏死病毒。在我们共同未决的申请US  14/916,945(其内容通过引用整体

并入)，特别是其中公开的包装信号和模拟适体中，公开了一系列ssRNA病毒的包装信号。

[0032] 在本发明的优选实施方案中，所述RNA病毒是正义单链RNA病毒。

[0033] 在本发明的优选实施方案中，从乙型肝炎病毒分离所述核酸包装信号RNA病毒。

[0034] 在本发明的优选实施方案中，所述乙型肝炎病毒包装信号包含核苷酸结合基序，

其中所述核苷酸结合基序包含核苷酸序列RGAG，其中R为G或A。

[0035] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少一个、两个或三个乙型肝

炎病毒包装信号，其中一个或多个所述核酸包装信号包括核苷酸结合基序RGAG。

[0036] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含乙型肝炎病毒的已鉴定的PS中
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的至少一个，其中每个所述核酸包装信号包括核苷酸结合基序RGAG。

[0037] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的核苷酸

序列：

[0038] i)包含核苷酸序列GUUUGUUUAAAGACUGGGAGGAGUUGGGGGAGGAG[SEQ  ID  NO:1]的核

酸分子；

[0039] ii)包含与SEQ  ID  NO:1中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷

酸结合基序GGGAGG的核苷酸序列的核酸分子。

[0040] 在本发明的另外的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的

核苷酸序列：

[0041] i)包含核苷酸序列GGGCCCUCUGACAGUUAAUGAAAAAAGGAGAUUAAAAUUAAUUAUGCCU[SEQ 

ID  NO:2]的核酸分子；

[0042] ii)包含与SEQ  ID  NO:2中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷

酸结合基序GAAAAAAGGAG(SEQ  ID  NO  9)的核苷酸序列的核酸分子。

[0043] 在本发明的另外的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的

核苷酸序列：

[0044] i)包含核苷酸序列GGCUGGCAUUCUAUAUAAGAGAGAAACUACACGC[SEQ  ID  NO:3]的核酸

分子；

[0045] ii)包含与SEQ  ID  NO:3中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷

酸结合基序AUAUAAGAG的核苷酸序列的核酸分子。

[0046] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含与SEQ  ID  NO:1和/或SEQ  ID 

NO:2和/或SEQ  ID  NO:3中所示的核苷酸序列具有至少30％、35％、40％、45％、55％、60％、

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的核苷酸。

[0047] 在本发明的另外的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含核苷酸序列，所述核苷

酸序列包含SEQ  ID  NO:1和/或SEQ  ID  NO:2和/或SEQ  ID  NO:3。

[0048] 在本发明的另外的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含核苷酸序列，所述核苷

酸序列包含SEQ  ID  4:CUGGGAGGAGUUGGGGGAGGAGAUUAGGUUAAAGGUCUUUGUACUAGGAGGCUGUAG

GC。

[0049] 在本发明的替代实施方案中，所述RNA病毒是感染人受试者的人畜共患病物种。

[0050] 在本发明的另外的替代实施方案中，所述RNA病毒是感染兽医动物受试者的物种。

[0051] 在本发明的另外的替代实施方案中，所述RNA病毒是感染植物细胞或植物的物种。

[0052] 在本发明的优选实施方案中，所述RNA病毒是卫星烟草坏死病毒。

[0053] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含至少1个从卫星烟草坏死病毒

分离的核酸包装信号。

[0054] 在本发明的优选实施方案中，所述核酸盒包含至少一个核酸包装信号，其中所述

核酸包装信号包含核苷酸结合基序AXXA或AXXXA，其中X是任何核苷酸碱基。

[0055] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的核苷酸

序列：

[0056] i)包含SEQ  ID  NO:5中所示的核苷酸序列的核酸分子；

[0057] ii)包含与SEQ  ID  NO:5[GGGCUGCCCUCAAGGACCAGGGCAGAAAAGAGGAAAAGAAAAGUGAC
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AGAACACUUAUAAGGAAAAAACGUACAAACGUUUUAAGGAAAAAAGGAAGCUGCAAUAGCGCAAGGAAUCCGAAAA

UUCGGAAAGGAA]中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷酸结合基序AXXA的

核苷酸序列的核酸分子。

[0058] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的核苷酸

序列：

[0059] i)包含SEQ  ID  NO:6[GGGCUGCCCUCAAGGACCAGGGCAGAAAAGAGGAAAAGAAAAGUGACAGA

ACACUUAUAAGGAACCACACAAGUGGAAGGAAAAAAGGAAGCUGCAAUAGCGCAAGGAAUCCGAAAAUUCGGAAAG

GAA]中所示的核苷酸序列的核酸分子

[0060] ii)包含与SEQ  ID  NO:6中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷

酸结合基序AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

[0061] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的核苷酸

序列：

[0062] i)包含SEQ  ID  NO:7[GGGCUGCCCUCAAGGACCAGGGCAGAAAAGAGGAAAAGAAAAGUGACAGA

ACACUUAUAAGGAACCACACAAGUAUAAGGAAAAAAGGAAGCUGCAAUAGCGCAAGGAAUCCGAAAAUUCGGAAAG

GAA]中所示的核苷酸序列的核酸分子

[0063] ii)包含与SEQ  ID  NO:7中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷

酸结合基序AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

[0064] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含选自由以下组成的组的核苷酸

序列：

[0065] i)包含SEQ  ID  NO:8[GGGCCCCGCAACAAUGCGGGGAAGGAAGGAAGGAAGAAAACGUACAAACG

UUUUAAGGAACAACGCAACAAUGCGUUGAAGGAAGGAAGGAAGGGGCGUACAAACGCCCCAAGGAAUUUUGCAACA

AUGCAAAAAAGGAA]中所示的核苷酸序列的核酸分子

[0066] ii)包含与SEQ  ID  NO:8中所示的核苷酸序列具有至少25％同一性并且包含核苷

酸结合基序AXXA的核苷酸序列的核酸分子。

[0067] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒包含与SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、

SEQ  ID  NO:7或SEQ  ID  NO:8中所示的核苷酸序列具有至少30％、35％、40％、45％、55％、

60％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的核苷酸序列。

[0068] 在本发明的优选实施方案中，所述人工核酸盒还包含转录盒，所述转录盒包含适

于转录编码多肽或功能性RNA的核酸的核酸分子。

[0069] 在本发明的优选实施方案中，所述适应是提供启动子序列和终止序列，以使得能

够表达编码所述多肽或功能性RNA的所述核酸分子。

[0070] 在本发明的优选实施方案中，所述多肽是治疗性多肽，例如抗体或抗体片段。

[0071] 抗体片段包括编码单链抗体片段的核酸。抗体包括根据常规方法制备的编码人源

化抗体和嵌合抗体的核酸分子。嵌合抗体是重组抗体，其中将小鼠或大鼠抗体的所有V区都

与人抗体C区组合。人源化抗体是重组杂交抗体，其将来自啮齿动物抗体V区的互补决定区

与来自人抗体V区的框架区融合。也使用人抗体的C区。互补决定区(CDR)是抗体的重和轻链

的N-末端结构域内的区域，V区的大部变化限于该区域中。这些区域在抗体分子的表面形成

环。这些环提供了抗体与抗原之间的结合表面。

[0072] 在本发明的替代实施方案中，所述功能性核酸是编码治疗性多肽、反义寡核苷酸
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或siRNA的mRNA。

[0073] 专门消除广泛接受的基因功能的技术是通过将双链RNA(也称为小抑制性RNA或干

扰RNA(siRNA))引入细胞中，导致与所述siRNA分子中包含的序列互补的mRNA破坏。siRNA分

子包含彼此退火以形成双链RNA分子的两条互补的RNA链(有义链和反义链)。siRNA分子通

常源自将被切除的基因的外显子。许多生物通过激活导致siRNA形成的级联反应来响应双

链RNA的存在。双链RNA的存在激活包含RNA酶III的蛋白质复合物，所述RNA酶将双链RNA加

工成较小的片段(siRNA，长度约为21-29个核苷酸)，所述较小的片段成为核糖核蛋白复合

物的一部分。siRNA充当RNA酶复合物切割与siRNA的反义链互补的mRNA的引导，从而导致

mRNA破坏。

[0074] 根据本发明的另一方面，提供了病毒样颗粒，其包含根据本发明的人工核酸盒。

[0075] 在本发明的优选实施方案中，所述病毒样颗粒在施用于受试者时具有免疫原性。

优选地，所述病毒样颗粒引起类似于对同源天然病毒的免疫响应的免疫响应。

[0076] 在本发明的优选实施方案中，所述免疫响应是抗体响应的诱导，其中所述抗体响

应诱导特异性结合天然病毒颗粒的抗体。

[0077] 在本发明的优选实施方案中，所述病毒样颗粒保留细胞嗜性或与天然病毒颗粒相

比时具有增强的细胞嗜性。

[0078] 根据本发明的另外方面，提供了包含根据本发明的病毒样颗粒的疫苗或免疫原性

组合物。

[0079] 在本发明的优选实施方案中，所述疫苗或免疫原性组合物还包含佐剂和/或载体。

[0080] 佐剂(免疫增强剂或免疫调节剂)已在数十年中用来改善对疫苗抗原的免疫响应。

将佐剂掺入疫苗制剂中旨在增强、加速和延长对疫苗抗原的特异性免疫响应。佐剂的有利

方面包括增强较弱抗原的免疫原性，减少成功免疫所需的抗原量，减少所需加强免疫的频

率以及改善老年和免疫受损的已接种疫苗者的免疫响应。选择性地，佐剂还可用于优化所

需的免疫响应(例如关于免疫球蛋白类别)和细胞毒性或辅助性T淋巴细胞响应的诱导。另

外，某些佐剂可用于促进粘膜表面上的抗体响应。氢氧化铝和铝或磷酸钙已常规地用于人

疫苗。最近，掺入IRIV(免疫刺激性重构流感病毒体)的抗原和含有基于乳液的佐剂MF59的

疫苗已在各国获得许可。佐剂可以根据其来源、作用机理以及物理或化学性质进行分类。最

常用的所述佐剂类别是凝胶型、微生型、油乳剂和基于乳化剂的、颗粒、合成型和细胞因子。

最终疫苗产品中可以存在不止一种佐剂。可将它们与疫苗中存在的单一抗原或所有抗原组

合在一起，或者可将每种佐剂与一种特定抗原组合在一起。当前正在使用或开发的佐剂的

来源和性质高度多样。例如，铝基佐剂由简单的无机化合物组成，PLG是聚合碳水化合物，病

毒体可源自不同的病毒颗粒，MDP源自细菌细胞壁；皂苷类源自植物，角鲨烯源自鲨鱼肝，重

组内源性免疫调节剂源自重组细菌、酵母或哺乳动物细胞。有几种佐剂被批准用于兽用疫

苗，诸如矿物油乳液，它们对人的使用反应性太强。同样，完全弗氏佐剂虽然是已知的最强

大的佐剂之一，但不适合人使用。

[0081] 术语载体以以下方式解释。载体是免疫原性分子，当与第二种分子结合时，其可增

强对后者的免疫响应。一些抗原不是固有的免疫原性，但当与外来蛋白质分子(诸如匙孔血

蓝蛋白或破伤风类毒素)结合时，可以能能够产生抗体响应。此类抗原包含B细胞表位，但不

含T细胞表位。这种缀合物的蛋白质部分(“载体”蛋白质)提供了刺激辅助性T细胞的T细胞
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表位，而辅助T细胞又刺激了抗原特异性B细胞分化为浆细胞并产生了针对所述抗原的抗

体。

[0082] 根据本发明的另外方面，提供了包含根据本发明的病毒样颗粒以及包括药学上可

接受的赋形剂的药物组合物。

[0083] 当施用时，将本发明的组合物以药学上可接受的制剂施用。此类制剂可常规地含

有药学上可接受的浓度的盐、缓冲剂、防腐剂、相容性载体和辅助治疗剂。本发明的组合物

可通过任何常规途径(包括注射或随时间逐渐输注)施用。施用可以是例如静脉内、腹膜内、

肌内、腔内、皮下、透皮或经上皮。

[0084] 以有效量施用本发明的组合物。“有效量”是指单独或与其它剂量一起产生所需响

应的试剂的量。在治疗疾病的情况下，所需的响应是抑制疾病的进展。这可能仅涉及暂时减

慢疾病的进展，尽管更优选地，其涉及永久性停止疾病的进展。这可通过常规方法进行监

控。当然，此类量将取决于所治疗的特定疾病、疾病的严重程度、包括年龄、身体状况、体型

和体重在内的个体患者参数、治疗持续时间、当前治疗(如果有的话)的性质、具体施用途径

以及在保健医生的知识和专家经验内的类似因素。这些因素是本领域普通技术人员公知

的，并且仅通过常规实验即可解决。通常优选地使用单个组分或其组合的最大剂量，即根据

合理医学判断的最高安全剂量。然而，本领域普通技术人员将理解，患者可能出于医学原

因、心理原因或实际上任何其它原因而坚持较低剂量或可耐受剂量。

[0085] 在前述方法中使用的组合物优选是无菌的，并且包含有效量的根据本发明的剂，

以适合于向患者施用的重量或体积单位产生所需响应。可以根据不同的参数，特别是根据

所使用的施用方式和受试者的状态来选择向受试者施用的剂的剂量。其它因素包括所需的

治疗时间。如果在施用的初始剂量下受试者的响应不足，则可在患者耐受性允许的程度上

采用更高剂量(或通过不同的、更局部的递送途径施用有效地更高的剂量)。

[0086] 通常，诸如siRNA和反义RNA之类的核酸治疗剂的剂量在1nM与1mM之间。优选地，剂

量可在1nM-500nM、5nM-200nM和10nM-100nM的范围内。

[0087] 本领域普通技术人员将知道用于施用组合物的其它方案，其中剂量、注射时间表、

注射部位、施用方式等与前述不同。将组合物施用于除人外的哺乳动物(例如，用于测试目

的或兽医治疗目的)是在与上述基本相同的条件下进行的。如本文中所用，受试者是哺乳动

物，优选地为人，包括非-人灵长类动物、牛、马、猪、绵羊、山羊、狗、猫或啮齿动物。

[0088] 当施用时，以药学上可接受的量和药学上可接受的组合物施用本发明的组合物。

术语“药学上可接受的”意指不干扰活性成分的生物活性的有效性的无毒材料。此类制剂可

常规地含有盐、缓冲剂、防腐剂、相容性载体和任选的其它治疗剂(例如，通常用于治疗特定

疾病适应症的那些)。当在药物中使用时，所述盐应该是药学上可接受的，但可将非药学上

可接受的盐方便地用于制备其药学上可接受的盐，并且不排除在本发明的范围之外。此类

药理学和药药学上可接受的盐包括但不限于由以下酸制备的那些盐：盐酸、氢溴酸、硫酸、

硝酸、磷酸、马来酸、乙酸、水杨酸、柠檬酸、甲酸、丙二酸、琥珀酸等。同样，可将药学上可接

受的盐制备为碱金属或碱土金属盐，诸如钠盐、钾盐或钙盐。

[0089] 包含根据本发明的剂的药物组合物可包含合适的缓冲剂，包括：盐中的乙酸；盐中

的柠檬酸；盐中的硼酸；以及盐中的磷酸。药物组合物还可以任选地包含合适的防腐剂，诸

如：苯扎氯铵；氯丁醇；对羟基苯甲酸酯和硫柳汞。
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[0090] 组合物可以方便地以单位剂型存在，并且可通过药学领域公知的任何方法制备。

所有方法都包括使活性剂与构成一种或多种辅助成分的载体结合的步骤。可将包含根据本

发明的剂的组合物以气雾剂的形式施用和吸入。适合于肠胃外施用的组合物方便地包含剂

的无菌水性或非水性制剂，其优选与接受者的血液等渗。该制剂可以根据已知方法使用合

适的分散剂或湿润剂和助悬剂配制。无菌注射制剂还可以是在无毒的肠胃外可接受的稀释

剂或溶剂中的无菌注射溶液或混悬液，例如如1,3-丁二醇中的溶液。可使用的可接受的溶

剂有水、林格氏溶液和等渗氯化钠溶液。另外，无菌的不挥发油常规地用作溶剂或悬浮介

质。为此，可使用任何温和的不挥发性油，包括合成的甘油单酯或甘油二酯。另外，脂肪酸诸

如油酸可用于制备注射剂。适用于口服、皮下、静脉内、肌内等施用的载体制剂可见于

Remington’s  Pharmaceutical  Sciences,Mack  Publishing  Co.,Easton,PA。

[0091] 根据本发明的另外方面，提供了根据本发明的用于将剂递送至细胞和病毒样颗

粒。

[0092] 根据本发明的方面，提供了用于疫苗接种或免疫受试者以预防或治疗病毒感染的

方法，该方法包括施用有效量的根据本发明的病毒样颗粒。

[0093] 在本说明书的整个说明书和权利要求书中，词语“包含(comprise)”和“含有

(contain)”以及所述词语的变型，例如“包含(comprising)”和“包含(comprises)”，意为

“包括但不限于”，并且不旨在(和不)排除其它部分、添加剂、组分、整体或步骤。“基本上构

成”意指具有基本整体，但包括实质上不影响基本整体的功能的整体。

[0094] 在本说明书的整个描述和权利要求书中，除非上下文另有要求，单数形式包括复

数形式。特别地，在使用不定冠词的情况下，除非上下文另有要求，否则本说明书应理解为

涵盖复数以及单数。

[0095] 除非与其不相容，否则结合本发明的特定方面、实施方案或实例描述的特征、整

体、特性、化合物、化学部分或基团被应理解为适用于本文所述的任何其他方面。

[0096] 现在将仅通过实例并参考以下附图来描述本发明的实施方案：

[0097] 图1乙型肝炎病毒

[0098] (a)HBV的遗传图谱，其显示了部分dsDNA基因组和病毒编码的蛋白质的四个开放

阅读框架：前核/核(Cp)，其形成核衣壳(NC)的壳；Pre  S1/PreS2/S，嵌入包膜的HBV抗原

(HbsAg)；X(在细胞内的HBV生命周期的许多方面都起作用)；聚合酶(P)和pgRNA，其中位置

为5′ε、冗余的3′ε(灰色圆圈)、 和此处研究的优选位点(PS)，以圆圈突出显示。(b)HBV  NC

(左)包含90个(T＝3)或120个Cp二聚体(显示为T＝4)。Cp二聚体形成特征性的四螺旋束(每

个单体两个)在表面上显示为峰(右下)。还显示了产生T＝4颗粒所需的HBV  Cp二聚体的两

个构象体(A/B和C/D)(右上)。HBV衣壳和蛋白质二聚体获自PDB(3J2V)(1)(c)此处使用的分

离株的Cp的长度为185个氨基酸(带下划线的RD二肽插入)，具有富含α螺旋的区域(长149个

氨基酸)和C末端ARD。为了清楚起见，将第149个氨基酸V标记为浅灰色。ARD富含碱性氨基

酸，并且丝氨酸(S)是已知的磷酸化位点，其被认为在NC组装中起作用。

[0099] 图2  pgRNA中保守PS基序的鉴定

[0100] (a)针对参考菌株(NC_003977.1)的来自选定的(灰色实线)和天然的(灰色虚线)

文库的适体匹配(伯努利得分≥12)的频率。在大多数测试菌株中出现的峰均标有X以及在

相同位置具有峰的菌株的百分比。在菌株之间具有最高频率和保守水平的峰标记为PS1、
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PS2和PS3。(b)从(a)使用Mfold获得的保守的9个伯努利峰周围的序列中茎-环的环序列的

比对。这些序列均在单链环中显示RGAG基序。(c)在5个测试菌株的10,000个随机化形式(参

见方法中用星号标记的菌株)中，茎环的环部分中基元RGAG出现次数的概率。灰色条显示参

考菌株中的这种概率，而黑线则为所有五个菌株的等效值。黑色箭头指示参考菌株的随机

化形式中RGAG环的平均出现次数(＝6.85)。标记有+4.7σ的箭头表示参考菌株中的出现次

数(＝25)，其与平均值相差4.68标准偏差，并且另外的测试菌株的出现水平相似；

[0101] 图3  PS触发序列特异性VLP组装

[0102] (a)使用smFCS分别评估了包含PS1(黑色)、PS2(深灰色)或PS3(浅灰色)的染料末

端标记的RNA寡聚物在纳摩尔浓度下结合Cp和形成VLP的能力。如方法中所述，所有反应均

包含15nM染料标记的RNA。垂直虚线表示添加Cp的点，最终浓度以nM显示。在添加之间使样

品平衡。微弱的痕迹代表实时原始信号，而粗线代表平滑的数据。在添加RNA酶A之前，记录

样品的EM图像(右)。比例尺表示100nm。(b)(a)中反应的流体动力学半径分布，在最后添加

Cp之后得出的(此处和整个图中)。比较了在RNA(未标记的)不存在和存在的情况下Cp组装

超过二聚体的量。在这些反应结束时，用Alexa  Fluor-488(方法)标记Cp，并对仅Cp和Cp加

上未标记的PS1场景定量所得的Rh分布。注意，Cp二聚体的染料标记会阻止其组装，因此这

必须是终点测量。取每个样品的样品用于TEM分析。以一式三份重复smFCS和TEM；

[0103] 图4  T＝3和T＝4HBV  VLP的结构表明了规范其准构象的机制

[0104] (a)T＝3和(b)T＝4HBV  VLP的二十面体平均冷冻EM结构，分辨率分别为 和

红色二十面体被包括来帮助解释所述两个重构，所述两个重构以相同的取向显示。

(c和d)显示穿过每个颗粒的结构的～ 厚的板，每个中都具有合适的Cp-二聚体。T＝3

的壳较厚，表明对应于ARD的密度在T＝3结构而非T＝4结构中得以解析。以相等的分辨率呈

现两个结构不会改变这种解释(图11)；

[0105] 图5  T＝4HBV  VLP中的不对称RNA特征

[0106] (a和b)通过RELION中基于最大似然的分类计算了42,411个T＝4颗粒的2D视图。在

这些颗粒的子集中可见不对称RNA特征(b)。(c)10,851个包含不对称特征件的颗粒的分辨

率为 的不对称3D重构。尽管不存在任何对称平均，蛋白质外壳的不对称密度为二十

面体的。(d)通过不对称HBV  VLP重构的约 厚的板显示了与Cp壳的一个区域结合的不

对称特征件，揭示了归因于蛋白壳内的RNA和ARD(明亮的樱桃色、品红色和紫色)的密度。使

用USCF嵌合体以径向着色方案呈现图形

(e)不对称RNA密度位于Cp二聚体下方，该Cp二聚体围绕T＝4

颗粒的5倍顶点之一(由圆圈表示)。使用UCSF嵌合体中的“适合地图(Fit  in  map)”功能，将

单个Cp二聚体作为带状图安装到适当的位置。(f)当地图的正面被抹去时，显示出内部的密

度。以带状图显示并手动安装的是单个拷贝的PS1(在RNA  Composer中建模的)。(g)图的同

一部分的侧视图，其中视图由投影的蓝色圆圈定向。在Cp层与RNA密度之间可见离散密度

指，所述离散密度指大到足以容纳2-4个RNA寡核苷酸。(h)从包含PS1  HBV  VLP的网格上的

630个单独的荧光点开始的光漂白步骤的直方图。包含>10个步骤的斑点是由表现出指数衰
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减的痕迹引起的，假定所述痕迹是其中同时发生多个漂白步骤的聚集体。以一式两份进行

光漂白；

[0107] 图6  HBV  NC组装的建议模型

[0108] Cp二聚体中的ARD抑制多个二聚体中的二聚体形成，这是通向NC组装的途径上的

第一个中间体。通过磷酸化或PS  RNA结合减少ARD上的净电荷，允许该结构更容易地形成，

从而触发NC形成。在高于模拟如此处所用的体内条件的那些浓度的浓度下，二聚体形式中

的未修饰的二聚体和颗粒在没有RNA的情况下自组装，或将会非特异性结合RNA以产生相同

的结果；

[0109] 图7表征来自大肠埃希氏菌(E.coli)的HBV  VLP和SELEX方案(a)从大肠埃希氏菌

纯化的Alexa  Fluor-488标记的HBV  VLP的流体动力学径向分布和负染色EM图像。峰值产量

的积分表明，T＝4(圆形，63％)和T＝3(圆形，37％)VLP的比率约为2:1。比例尺表示100nm。

(b)显示对HBV  185Cp具有高亲和力的适体的选择的SELEX方案。将HBV  VLP固定在羧酸磁珠

(圆形)上，并使用氯化胍将其离解为Cp二聚体(灰色矩形)。通过重复与这些珠粒结合、分配

和扩增的循环，可富集包含随机区域(40N)的RNA库的对Cp具有亲和力的序列。每一轮的阴

性选择使用已用NHS-EDC处理并用Tris灭活的羧酸珠粒。在第5轮之后，通过将阳性磁珠的

数量减少一半并将洗涤次数从8次增加到10次，来提高严格性。通过天然PAGE分析每轮结束

时的逆转录酶-PCR产物，以确认用于下一轮选择的产物的分离。将第10轮产物转化为DNA并

测序；

[0110] 图8  PS寡聚物结构、示例性smFCS迹线和包含VLP的PS的EM

[0111] (a)在Mfold中预测了使用VARNA软件(2)制作的PS1-3和ε二级结构。在以下位置处

从HBV基因组NC_003977.1获取优选位置：PS1(1717-1751)、PS2(2602-2633)和PS3(2765-2798)。为了使

它们都具有相同的长度(47个核苷酸)，以避免电荷差异的影响，进行了以下添加：PS1，5′-

GGGUUUUGG和CCC-3′；PS2，5′-GGGUUUUGGGG和CCCC-3′；PS3，5′-GGGUUUUGG和CCCC-3′。共有

基序RGAG在每个环中以红色突出显示。如通过Mfold所预测的，每个RNA折叠的稳定性显示

在每个结构下方。

[0112] (b)示例性smFCS测定。在于固定时间点(垂直虚线)滴定Cp之前和之后测定荧光标

记的RNA的Rh值，从而允许Rh值在每个步骤之后达到平衡。微弱的红色迹线代表实时原始信

号，而粗红线代表平滑的数据。PS1  Rh最初缓慢上升，直到达到阈值Cp浓度，如通过测量

Alexa-Flour  488标记的来自大肠埃希氏菌的HBV颗粒确定的(图7a)，这触发了快速组装成

T＝3或T＝4  VLP(Rh～24-32nm，橙色虚线)。在每次滴定结束时，通过添加RNA酶A攻击形成

的复合物。未改变的Rh被假定为意指测试RNA已被包封在封闭的VLP中。发生这种情况的时

间范围显示在右下方。

[0113] (c)图3中PS1、2、3以及单独的Cp和未标记PS1的组装反应的TEM。单独的Cp和未标

记的PS1  TEM中的大的白色颗粒是胶乳珠粒。还呈现了表2中描述的空颗粒组装的TEM。在

RNA不存在的情况下在高得多的Cp浓度(1 .5μM)下组装这些空的HBV颗粒。比例尺表示

100nm。

[0114] 图9  PS1变体的smFCS测定

[0115] (a)PS1变体(左上方的结构)的smFCS分析以及以2nm的分箱绘制的并用下方的高

斯峰拟合的伴随的流体动力学径向分布，如按键中的颜色编码的。测试了15nM  PS1(黑色)、
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PS1环突变体(灰色)、凸起突变体(深灰色)和ε(浅灰色)RNA在单分子条件下形成VLP的能

力。垂直虚线表示添加Cp的点，最终浓度以nM显示。在添加之间使样品平衡。加入RNA酶A以

检查正确形成的颗粒。在此处和整个该图中，在添加RNA酶A之前取样以通过TEM分析(示于

右边)。(b)-与(a)中的RNA寡聚物PS1(黑色虚线)、L1、L2和L3相同。(c)-与(a)中的RNA寡聚

物PS1(黑色虚线)、L4(深灰色)、L5和B1一样(d)与(a)中的RNA寡聚物PS1(黑色虚线)和DNA

寡核苷酸PS1(灰色)一样。比例尺表示100nm。对各批纯化的Cp重复每个图中的PS1对照(黑

色虚线)，以解释所看到的组装效率的变化。以一式三份重复smFCS和TEM。

[0116] 图10  ARD的一种或多种作用及其组装费用

[0117] (a)具有Cp(浅灰色)和Cp149(灰色)的15nM的PS1的smFCS分析，以及以2nm的箱绘制

的并用下面的高斯峰拟合的伴随的流体动力学径向分布。显示了颗粒的EM图像(右)。(b)与

(a)中的PS1和Cp(黑色)一样，预先平衡激酶和Cp并将其添加到PS1(l灰色)中，以及同时添

加PS1和Cp与激酶(深灰色)。TEM示于右边。比例尺表示100nm。对各批纯化的Cp重复每个图

中的PS1对照(黑色)，以解释所看到的组装效率的变化。以一式三份重复smFCS和TEM。

[0118] 图11  T＝4和T＝3  VLP中的ARD结构。

[0119] 贯穿 的平均二十面体的T＝4颗粒(左)、针对 进行低通滤波的相同T＝4

结构(中)、 的T＝3颗(右)的结构的板(～ 厚)。Cp二聚体嵌入每一个中。即使在

分辨率稍低于T＝3  VLP的情况下，T＝4  VLP中也没有ARD的等效密度，这证实了每个颗粒中

的构象都不同。

[0120] 图12：STNV系统。(A)沿五重轴观察的STNV  T＝1衣壳(左侧，PDB  3S4G)的带状图，

突出显示了三聚体的壳粒(深灰色)，右侧为CP单体(深灰色，PDB  3S4G)。显示并标记了此处

突变的侧链。N端无序氨基酸序列显示为虚线，紧接前25个氨基酸的序列。(B)127nt5'STNV-

1基因组片段的序列和假定的二级结构，显示PS  SL的位置，从5'至3’分别命名为PS1至5。每

个在其环中都包含CP识别基序-A.X .X .A-(白色圆圈，黑色轮廓)。上面类似地显示了B3适

体。在此处和贯穿全文,如所指示的对核苷酸进行颜色编辑(另请参见图22)。(C)示例性

smFCS测定。在固定时间点(垂直虚线)在STNV  CP滴定之前和期间测定不含CP的荧光标记的

RNA的Rh值(PS1-5为黑色线，B3为红色线)，从而在每个步骤之后使Rh值达到平衡。PS1-5  Rh

最初会塌陷，最多塌陷30％，直到CP浓度达到阈值为止，触发协同组装成T＝1  VLP(Rh～

11nm)。在每次滴定结束时，通过添加RNA酶A攻击形成的复合物。未改变的Rh被假定为指示

RNA存在于封闭的VLP中。

[0121] 图13：定义CP识别基序。(A)由沉降速度确定的变异B3  RNA的整体(Ensemble)再组

装效率(按插图对变异RNA进行颜色编码)。预期的T＝1  VLP以～42S沉积。(B)代表性组装产

物的EM图像，此处和整个图中的比例尺＝50nm，另请参见图17B。(C)图(D)中绘制的变体RNA 

smFCS竞争性测定的结果的图示。(D)在添加100倍摩尔过量的竞争剂变体RNA后，用1nM 

AF488标记的B3形成的壳粒(～5nm)的Rh(％)的变化(从上至下的环序列表示图中从左至右

的条块)；

[0122] 图14：组装的静电相互作用和协同作用。将野生型或R8A  CP滴定到B3(1nM)或PS1-

5(10nM)中，并监测Rh变化。滴定点分别显示在上方(B3呈灰色)和下方(PS1-5)。(B)将野生

型STNV  CP滴定到10nM的PS1-5、PS1-3、PS3-5或PS2-4的每一种中；
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[0123] 图15：合成盒的组装。(A)PS1-5、合成的稳定的PS1-5以及所有PS3盒的序列、假定

的二级结构和折叠自由能(图22)。具有正折叠自由能的SL不能被Mfold折叠。(B)所有变体

PS1-5构建体的STNV  CP滴定，条件如图14所示。插图–具有PS1-5(黑色)、合成的稳定的PS3

(浅灰色)RNA的产品的EM图像；

[0124] 图16：利用基因组嵌合体的组装测定：(A)STNV-1基因组(黑色)和经修饰的变体合

成的稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1(底部)和不稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1(中间)的示意

图。(B)将STNV  CP滴定至1nM的STNV-1(黑色)、合成的稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1(浅灰

色)或不稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1(深灰色)中，并使用smFCS监控所得Rh。重组T＝1颗粒

的Rh用橙色表示。(C)将滴定图(B)上在4000秒与6500秒之间的数据的流体动力学半径绘制

为分布。(D)来自(B)的产品的EM图像；

[0125] 图17(A-C)：B3变体的组装行为。(A)所有B3变体的MFold结构；在每种结构下给出

环序列。(B)4.3μM浓度下的B3变体组装体的EM图像。显示的比例尺为100nm。B中的图位置对

应于A中等效位置中的SL。(C)使用B3内部变体RNA通过svAUC比较STNV  CP重组效率。以1:3

的RNA:CP比率、4.5μM的终CP浓度进行重组反应。(D-F)：B3变体-壳粒竞争性测定。(D)使用

15nM  STNV  CP和5nM  Alexa  Fluor  488标记的B3形成～5nm  Rh的壳粒。通过smFCS测量了

1200s。此时，加入100倍摩尔过量的B3变体GUUG(浅灰色)、GUUU(黑色)或UUUG(深灰色)，并

追踪Rh变化1800s。然后将原始数据用于计算Rh的百分比变化(图13C和图13D)。(E)与(D)中

的B3变体AUUA(深灰色)、AUUU(灰色)或UUUA(浅灰色)一样。(F)与(D)中的B3变体AUUG(深灰

色)、GUUA(灰色)或未标记的B3(黑色)一样；

[0126] 图18：STNV  CP电荷变化突变体的表征：(A)在大肠埃希氏菌中表达的电荷变化突

变体的SDS  PAGE，红色箭头指示STNV  CP带。(B)从大肠埃希氏菌纯化的电荷变化突变体的

svAUC。仅分析产生足够VLP的突变体(野生型，R8A和R8D(虚线[称为R8D']))；

[0127] 图19：具有单个或多个包装信号的STNV  CP电荷变化突变体的组装行为。(A)顶部：

将野生型R8A、R8D  R14K17A或R14K17D滴定至1nM  B3中，并如图14所所述监测所得流体动力

学半径。中间：来自上图(显示为利用0.5nm的箱大小的分布)的Rh值用高斯峰拟合以突出显

示整个反应过程中溶液中存在的异质性。T＝1颗粒的Rh用橙色虚线表示。底部：上述反应的

EM图像(从左上至右下；野生型、R8A、R8D、R14K17D、R14K17A)。(B)与(A)中相同，但将CP滴定

至10nM  PS1-5中；(从左上到右下；野生型、R8A、R8D、R14K17A、R14K17D)，

[0128] 图20：三个PS片段的组装行为。顶部：利用2nm的箱大小以分布图绘制的并用高斯

峰拟合的对应于来自图14B的STNV  CP与PS  1-5(黑色)、PS  1-3(深灰色，左)、PS  3-5(黑色，

左)和PS  2-4(浅灰色)之间的3000秒至4000秒反应的Rh值。底部：来自图14的反应的EM图

像；

[0129] 图21：三个PS片段的稳定结构。通过Mfold预测的PS1-3、PS2-4和PS3-5的最稳定结

构。颜色编码如图12和整个图中所见。两个主要PS1-3折叠主要呈现两个-A.X.X.A-SL，然而

对于协作组装而言，这些距离似乎太远了。PS2-4呈现两个SL，一个具有-A.X.X.A-基序，另

一个与另外的一个相距4nt。PS3-5的两个主要折叠也呈现两个SL，然而虽然这些SL紧邻

(10-12nt)，但只有一个在6％的时间呈现-A.X.X.A-基序；

[0130] 图22：127聚体盒结构。上图：如由STNV野生型PS  1-5基因片段及其合成对应物的

Mfold确定的序列、假定的二级结构和折叠自由能。下图：比较如由Mfold测定的每个SL的相
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对折叠自由能的表。寡聚物的颜色编码如图12所示；

[0131] 图23：127聚体组装盒的结构和稳定性的询问。(A)在增加的Ca2+浓度下，RNA寡核苷

酸WT  PS1-5(正方形)、稳定的PS1-5(圆形)、不稳定的PS1-5(三角形)、所有PS3(倒三角形)

和合成的稳定的PS1-5(菱形)在260nm处的摩尔椭圆率。(B)在RNA寡核苷酸的热熔过程中在

260nm处的摩尔椭圆率，颜色编码如(A)中所示；

[0132] 图24：合成127聚体盒的组装行为。(A)如图19中绘制的，来自图15A的包含STNV  CP

与PS  1-5(黑色)、稳定的PS  1-5(深灰色)、不稳定的PS  1-5(灰色)、所有PS3(红色)或合成

的稳定的PS1-5(浅灰色)的3000-4000秒反应中的Rh值。(B)以上反应的EM图像，颜色编码如

图15A中所示；

[0133] 图25：基因组嵌合体的组装行为。(A)使用STNV-1基因组RNA的smFCS再组装。在

STNV  CP滴定之前和期间(垂直虚线)测量Rh值，使Rh值，使Rh值在每个步骤后达到平衡。

STNV-1基因组最初塌陷高达约～30％，然后Rh恢复到对应于T＝1  VLP的值(Rh～11nm)。(B)

STNV-1(黑色)、合成的稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1(浅灰色)与不稳定PS1-5+Δ1-

127STNV-1(灰色)之间的组装的QELS测量的光散射数据，其中从TSKgel  G6000PWxl  SEC色

谱柱(Tosoh)洗脱STNV  CP。峰面积和测得的Rh值列于表6中。(C)主峰(～20分钟)中VLP的EM

图像。

[0134] 表1：如通过ESI-MS质谱确定的所使用的不同形式的Cp和激酶(SRPKΔ)的质量

[0135]

[0136]

[0137] 表2:Alexa-Fluor-488标记的PS1与Cp的缔合。

[0138] 使用各向异性来确定15nM的Alexa-Fluor-488标记的RNA  PS寡聚物是否可以结合

或进入125nM的Cp预制壳。后者是通过在不存在高浓度RNA的情况下再组装而形成的(3)(图

8c)。荧光偏振值受染料标记的种类的质量影响(4)。如预期的那样，PS1寡核苷酸的极化值

在添加RNA酶后下降，但当掺入在寡核苷酸存在下组装的VLP中时，极化值保持不变。当将标

记的PS1添加到空Cp  VLP中时，其荧光发射不受影响，表明其未被淬灭，并且对RNA酶仍然敏

感，确认了其不结合蛋白壳的外部或被内化。

[0139]
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[0140] 表3：PS1变体寡核苷酸L1-5和B1的序列变化和相应的组装行为。组装行为如下所

示，第一个“+”表示RNA-Cp结合，第二个表示T＝3/T＝4大小的种类的形成，第三个表示RNA

酶保护作用。“-”表示该测定法的失败。

[0141]

[0142]

[0143] 表4：B3序列变体。B3序列变体的环基序(左)、全序列(中)和折叠自由能值(右)。

[0144]

[0145] 表5：RNA组装盒的次优结构分析。使用Mfold折叠每个暗盒，其中次优设置为500。

然后通过以下标准评估这些折叠：PS  1至5中的正确的-A.X.X.A-环的存在得到了验证，并

以百分比显示(整个表中绿色＝60+，橙色＝40+，红色0-39)。测量每个茎环之间的核苷酸间

距，将其与预期值进行比较(图22)，并以百分比显示。如果这些间距不同，则给出最大核苷

酸差异。
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[0146]

[0147]

[0148] 表6:QELS实验的产率和Rh值。取自从TSKgel  G6000PWxl柱洗脱的主峰(20分钟，图

25)的中点的测量的Rh值。通过使用Origin  Pro  9中的峰分析器功能对主峰下的面积(20分

钟，图25)进行积分来计算基因组嵌合体再组装的产率。然后将产率针对最高值进行标准化

并显示为百分比。

[0149]

[0150] 表7：RNA寡核苷酸引物
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[0151]
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[0152]
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[0153]

[0154] 材料和方法

[0155] 所使用的蛋白质的克隆、表达和纯化

[0156] 我们获得了表达大肠埃希氏菌Cp的质粒(Nicola  Stonehouse教授的礼物)，已知

该质粒可产生含有宿主RNA的组装HBV  VLP(5)。与当前的GenBank参考菌株(NC_003977.2)

相比，编码的Cp具有以下氨基酸序列差异：A61、E77-FAGAS(单字母氨基酸代码)-D78插入、

S92N、F102I、I121L、R156-RD-R157插入。由于野生型C61已参与组装(6)，因此在BL21(DE3)

大肠埃希氏菌细胞中于PET28b质粒中表达之前，这已恢复为该基因。插入的FAGAS表位也被

去除。在0.6OD下用1mM  IPTG诱导，然后在21℃下生长20小时。使用Soniprep  150在冰上以

5x  30秒的爆裂来裂解细胞。然后通过以11,000g旋转1小时来使裂解物澄清。然后通过以

120,000g离心14小时来沉淀VLP，将其重悬于20mM  Hepes(pH  7.5)，250mM  NaCl和5mM  DTT

中，然后加载至填充有25ml  CaptoTMcore  700树脂(GE  Life  Sciences)的XK50柱上。合并含

有VLP的级分，并用40％(w/v)硫酸铵沉淀。Cp在SDS-PAGE上显示为纯的，其身份和变体身份

已通过质谱法确认(表1)。通过诱变(Q5定点诱变试剂盒，NEB)产生并类似地制备缺乏ARD的

Cp，即Cp149。注意，在大肠埃希氏菌中表达的Cp149  VLP缺乏明显的衣壳化细胞RNA。通过负染

色透射电子显微镜检查(TEM)使VLP可视化。全长Cp  VLP另外地通过蔗糖密度梯度纯化，然

后在室温下于200mM碳酸钠缓冲液(pH  8.3)中使用Alexa  Fluor-488  SDP酯(Invitrogen)
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进行染料标记，历时4小时，然后在NAP5柱上脱盐。梯度上有两个重叠的VLP峰，无法将它们

分开。TEM和smFCS确认它们是预期的T＝3和T＝4壳，其中后者是主要形式(图7a)。已显示Cp

区域140-148是形态的决定因素，较短的形式产生更多的T＝3壳(7)。在位置157处邻近接头

区域的二肽插入可能会改变Cp的特性。然而，当我们去除RD插入并产生Cp183时，我们发现在

RNA结合、与PS  RNA形成VLP的能力或对形成的占优的准构象壳(quasi-conformer  shell)

的偏好方面与Cp185无差异。由于将较长的Cp用于SELEX和高分辨率EM工作，因此这些数据是

贯穿全文显示的数据。

[0157] 如先前所述(除解离是在pH  9.5下进行而不是在pH  7.5下进行外)，将用于组装测

定的所有HBV变体从VLP解离成蛋白质二聚体(3)。这是在完全蛋白酶抑制剂片剂

(Thermofisher  Scientific)存在的情况下完成的。通过紫外线吸光度测定HBV核心二聚体

浓度。A260:A280比率约为0.6或更低的级分用于组装测定。如前所述，从pRSETb质粒表达并

纯化了SRPKΔ激酶(8)。

[0158] SELEX方案

[0159] 按照制造商的方案，将纯化的HBV衣壳(～360μg)固定在6mgM270羧酸Dynabeads

(Thermofisher  Scientific)上。用选择缓冲液(25mM  Hepes，pH  7 .5，250mM  NaCl，2mM 

DTT，不含EDTA的完全蛋白酶抑制剂)洗涤珠粒两次，并用15m  50mM  Tris-HCl  pH  7.4洗涤

液封闭未反应的N-羟基琥珀酰胺。用选择缓冲液将珠粒再洗涤三遍。将固定的衣壳与0.5M 

LiCl2中的2M氯化胍一起孵育30分钟进行解离。然后将珠粒用B&W缓冲液(10mM  Tris-HCl，

pH  7.5，1mM  EDTA，2M  NaCl)洗涤3次，然后用选择缓冲液洗涤3次。将珠粒重悬于选择缓冲

液中，以使珠粒浓度为10mg/mL。阴性选择珠也以相同的方式(但没有衣壳)制备。如前所述

(9)，使用合成的组合N40  2′OH  RNA文库(～1024个潜在序列)在体外进行了10轮SELEX。然后

在Illumina  MiSeq平台上对第10轮的扩增DNA进行下一代测序。这产生了～1.6M的序列读

取，其中一个序列出现65,802次，并且有1149个具有100或更高的多重性的适体。该适体库

中四个核苷酸的总频率为A34 .30％、C9.09％、G40 .97％及U15 .64％，并与为A26 .10％、

C22.03％、G24.64％及U27.22％的未选择的天然文库的相同数据进行比较。后一个池中序

列的最高多重性为4。这些数据证实发生了从天然库中的选择，并且所选适体的碱基组成与

HBV基因组中鉴定的RGAG基序一致。

[0160] PS鉴定

[0161] 使用实验室HBV株(*NC_003977.1)进行PS鉴定。适体文库包含1,664,890个独特序

列，每个序列的长度为40nt，已如下将所述序列与基因组进行比对：将每个适体序列以1nt

的增量沿基因组滑动。对于参考框的每个这样的位置，根据伯努利得分B来鉴定与基因组最

佳比对的适体序列的亚组，所述分数将非连续比对的概率作为B个核苷酸的连续比对的概

率的基准。从最大分数开始，对文库中给定的适体序列的所有参考框架的伯努利得分进行

排序，并计数所有伯努利得分达到12的与基因组的匹配。然后针对另外的适体序列重复该

过程，并添加相应的匹配，从而在图2a中产生峰。

[0162] 共有基序的鉴定

[0163] 从GenBank中找到的750个完整HBV基因组中随机提取具有以下登录号的HBV基因

组序列：将KCS10648 .1、*AF223955 .1、AY781181 .1、*AB116266 .1、AB195943 .1、

KR014086 .1、*KR014072 .1、KR014055 .1、KR013939 .1、KR013921 .1、KR013816 .1、
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KR013800.1、EU796069.1、Ab540582.1以及NCBI  HBV(GenBank序列标识符*NC_003977.2)和

实验室菌株(GenBank序列标识符NC_003977.1)添加到整体中。图2c中用于统计分析的序列

标有星号。在至少80％的这16个HBV菌株变体中彼此之间最多10nt内出现的伯努利峰在图

2a中用绿色叉标记，以表明它们的保守性。为了鉴定假定的PS识别基序，我们从三个代表性

菌株(AF223955.1、NC_003977.1、&NC_003977.2)提取了以每个伯努利峰的核苷酸为中心的

60nt的序列，并通过Mfold(10)确定了所有可能的具有负自由能的茎环。我们对这些茎环进

行了相似性分析，比较了序列和结构元件，我们鉴定了每个代表性峰区域，所述峰区域与同

一基因组中的另外的峰区域中的二级结构元件和对应于另外菌株中的同一峰区域的茎环

具有最高程度的相似性。这为每个峰返回了茎环。相应的环序列的比对示于图2b中。

[0164] RNA染料标记

[0165] PS1、PS2和PS3(长47个核苷酸)购自Integrated  DNA  Technologies，具有5′C6-氨

基。为了标记RNA，将6μL  RNA(200μM)与1μL  1M的硼酸钠缓冲液(pH  8)和3μL  10mM  Alexa-

488-SDP(Thermofisher  Scientific)混合，并在室温下滚动4小时。然后将10μL  2x变性加

样染料添加到RNA中，煮沸5分钟，然后加载到预热的变性PAGE上。凝胶提取RNA，进行异丙醇

沉淀，最后重新悬浮在DEPC-H2O中，并于-80℃冷冻直至需要。

[0166] 组装测定

[0167] 通过将解离缓冲液(50mM  Tris(pH  9.5)，1.5M  GuHCl，500mM  LiCl和5mM  DTT)中

的HBV  Cp在25℃下加入到15nM的包含20mM  Hepes(pH  7.5) ,250mM  NaCl,5mM  DTT和0.05％

(v/v)Tween-20的再组装缓冲液中的Alexa-488标记的RNA，来进行组装反应。连续添加二聚

体直至通过测得的Rh值平台认为组装完成，但从未超过总反应体积的10％。Cp的每次添加

由滴定图中的垂直灰色虚线标记，并且预期的T＝3和T＝4颗粒的流体动力学半径(如针对

在大肠埃希氏菌中表达的染料标记的颗粒所测定的)由图中的橙色水平虚线标记。

[0168] 在整个反应中进行手动混合会在开始FCS数据收集时造成约1分钟的延迟。使用定

制的FCS设置以每自相关函数(CF)30秒数据累积进行FCS测量。各个CF分解为三重态弛豫和

扩散(以扩散时间TD为特征)分量，并将后者转换为表观流体动力学半径Rh(11)。在每次测

量结束时采集TEM样品。使用Origin  Pro-8中的FFT滤波器以35％的截止百分比对Rh随时间

的曲线(细虚线)进行平滑处理(粗实线)。Rh分布图也使用Origin  Pro-8软件拟合至正常的

单峰或多峰高斯函数。将用于负染色TEM分析的样品放在辉光放电的碳涂覆盖的formvar 

300目Cu网上。将网用2％醋酸铀染色并干燥。

[0169] 组装颗粒的标记

[0170] 如在smFCS实验中一样进行组装。特别地，将Cp滴定到具有和无15nM未标记PS1的

再组装缓冲液中，终浓度为250nM。将其在室温下孵育1小时，然后通过透析进行缓冲液交换

以除去存在的盐酸胍。然后通过加入Alexa  Fluor-488  SDP酯(染料与Cp二聚体的比例为1:

50)并在4℃下孵育过夜来进行蛋白质标记。然后通过smFCS在30s的分箱中测量所得样品

100分钟，并将Rh数据如上绘制在流体动力学径向分布图中。然后取出样品用于通过TEM的

分析。标记后，Cp二聚体变为不能组装，因此在实时组装期间无法跟踪Cp。

[0171] 光致漂白

[0172] 如smFCS组装测定中所述，组装包含Alexa-488标记的PS1的HBV  VLP。在这些条件

下，如根据FCS实验中的荧光猝灭和光子计数所判断的，所有RNA均与蛋白质结合。然后将
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VLP加到两个辉光放电照射的碳/Formvar  300目网(Agar  Scientific)上，一个网用2％(w/

v)醋酸铀染色，并用Jeol  1400显微镜以40,000x放大倍数观察。将剩下的未染色的网以

Formvar面朝下放置在干净的显微镜盖玻片上，然后安装在倒置的TIRF显微镜上。调节激光

(Coherent  Sapphire,488nm,25mW)功率以在几分钟的时帧内激发并光致漂白标记的RNA。

使用emCCD相机(Andor  iXon)以0.2秒的曝光和200的em增益拍摄连续图像。每个系列均使

用未曝光的视野。

[0173] 使用先前描述的程序在收集的帧中识别荧光点，并将其转换为时间迹线(12)。然

后根据光致漂白步骤的数量对它们进行检查和分类。将具有确定步骤数的迹线的频率汇于

直方图中。每个视场的几个亮点表现出连续的强度衰减，推测代表了较大的聚集体。这些用

于估计总体光致漂白速率(每帧0.003)，并正式包含在直方图中，表示10个步骤。将没有分

箱代表连续事件的直方图建模为二项分布的加权总和，其可达到四倍的占有率，并且从UV-

Vis光谱估计的标记概率为0.56。

[0174] 电子显微镜重构

[0175] 大规模VLP准备

[0176] 将smFCS实验按比例放大到96孔板中。使用两个96孔板(Non-Binding  Surface ,

Corning)。如前所述标记PS1  RNA并如上所述进行凝胶纯化，以及如上所述纯化HBV二聚体。

每个孔均包含200μL的15nM的再组装缓冲液中的PS1。与smFCS中一样，进行10次2μL的2.5μM

的解离缓冲液中的二聚体的注射。使用Perkin-Elmer  Envision板读数仪进行注射并记录

PS1  RNA(FITC激发和发射滤光片)的各向异性。使用1.33g/mL氯化铯梯度从游离RNA和衣壳

中纯化VLP，并使用SW40Ti转子以113,652x  g旋转90小时。观察到单个条带并分级分离。将

该条带透析到再组装缓冲液中以除去氯化铯。使用Amicon  100kDa  MWCO旋转浓缩器将2mL 

VLP级分浓缩至200μL。

[0177] 冷冻EM样本制备

[0178] 回收含PS1的VLP并通过透析除去氯化铯后，使用单颗粒冷冻EM分析其结构。已将

VLP玻璃化。使用丙酮洗涤具有Quantifoil  R  2/1支持膜和另外约～5nm连续碳膜的200目

EM网，并在使用前对其进行辉光放电40s。通过在网上放置3μl～3.2mg/ml的HepB  VLP来制

备冷冻EM网格，然后进行印迹并使用Leica  EM  GP冷冻设备进行塞-冷冻。腔室条件设定为8

℃，相对湿度为95％，液态乙烷温度为-175℃。使用27e-/ /s的电子剂量、2.5s的暴露(产

生67 .5e-/ 的总电子剂量)，在300keV的FEI  Titan  Krios(eBIC ,Diamond  Light 

Source,UK)透射电子显微镜上收集数据。数据记录在17Hz  FEI  Falcon  II直接电子探测器

上。将剂量在33帧中分配。最终物体采样为每像素 使用EPU(FEI)自动化数据收集软

件记录了总共2397张显微照片。

[0179] 单颗粒图像处理

[0180] 运动校正了2397张显微照片，并使用MotionCorr(13)生成了每个影片的平均值，

以及使用CTFFIND4(14)测定了每个影片的对比度传递函数(CTF)参数。如通过检查从

CTFFIND4的输出测定的具有不可接受的散光或充电的显微照片将被丢弃，从而留下1710张

显微照片的总数据集组。所有颗粒拣选、分类和比对均在RELION  1.3(15)中进行。

[0181] 手动拣选了约57,000个颗粒，并使用RELION  1.3中的无参考2D分类进行了分类。
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这种分类证实了最初的视觉印象，即尽管VLP被纯化为铯梯度上的单个条带，但存在两种尺

寸的VLP。将所得2D类平均的选择用作自动化颗粒拣选的模板。对使用自动拣选生成的颗粒

堆(particle  stack)进行2D分类，以分离T＝3和T＝4颗粒，并去除不对应于VLP的颗粒。将

随后的颗粒堆(对于T＝3为5589，对于T＝4为42,411)进行3D分类，使用具有近似VLP直径的

球作为初始模型。使用RELION中的3D自动优化选项和施加以生成本工作中呈现的所有结构

的I3对称性重构了数据的子集(包括输出到奈奎斯特频率的数据)。在T＝4  42,411颗粒数

据集组中，很明显，该数据的另外的子集(10,851个颗粒)在Cp壳内包含明显的不对称特征

件，在所述Cp壳中预期将发生RNA结合。对一组相对均匀的10,851个此类颗粒进行了不对称

(C1)重构，从而以 的分辨率给予重构。

[0182] 使用RNA  Composer(16)建立PS1  RNA的3D模型。使用USCF  Chimera(17)绘制冷冻

EM数字。

[0183] 重组STNV  CP的纯化

[0184] 从大肠埃希氏菌(18)中纯化重组STNV  VLP。使用利用Agilent设计的引物和

Quikchange定点诱变试剂盒(Agilent)产生STNV电荷变化突变体质粒。在完全蛋白酶抑制

剂混合物(Roche,United  Kingdom)存在的情况下，通过在50mM  Tris(pH  8.5)，10mM  EDTA

中去组装来纯化CP单体。通过连续Q-Sepharose和SP-Sepharose柱(GE  Healthcare ,

Sweden)将STNV  CP与mRNA分离。用20倍柱体积的50mM  HEPES(pH  7 .5)和25mM  NaCl洗涤

STNV  CP，以去除残留的EDTA，然后在缓冲液中使用0.025-2M  NaCl梯度洗脱。0.8M  NaCl处

CP洗脱物。STNV  CP通过SDS-PAGE分析，其浓度通过UV吸光度测定。将A260:A280比率约为

0.6或更低的级分用于组装测定。使用相同的连续Q-Sepharose和SP-Sepharose柱方法纯化

在过表达过程中未形成VLP的突变CP。

[0185] RNA寡核苷酸的制备

[0186] 按照制造商的方案，使用引物和KAPA2G系统(KAPA  biosystems)产生了用于本研

究的编码RNA寡核苷酸的dsDNA转录物。使用Highscribe  T7高产率RNA合成试剂盒(NEB)进

行转录。将产物在变性RNA凝胶上电泳。合成了始终使用的Alexa  Fluor  488标记的B3寡核

苷酸，并通过DNA  Technology  A/S(丹麦)进行HPLC纯化。如前所述(19)，在凝胶纯化之前，

在转录过程中用氨基GMP标记需要5'荧光团的其它RNA寡核苷酸，并使其与Alexa  Fluor 

488  SDP酯(Invitrogen)交联。

[0187] 通过购买具有5 'T7启动子(IDT  DNA技术)的合成的稳定的和不稳定的+Δ1-

127STNV-1构建体的基因块来产生基因组嵌合体，所述模块的两端均具有BamHI和HindIII

裂解位点，从而在限制性消化和使用南极磷酸酶(NEB)去磷酸化后产生粘性末端。然后使用

T4  DNA连接酶(NEB)将该基因块连接到PACYC184质粒中。在使用BamHI线性化后，如上所述

进行转录。

[0188] 在每次实验之前，通过在含有50mM  NaCl,10mM  HEPES和1mM  DTT的pH为7的缓冲液

中加热至80℃进行90s，然后缓慢冷却到4℃来对RNA进行退火。仅将基因组加热至65℃。

[0189] 以1:3的RNA:CP比率、4.5μM的CP终浓度，在B3变体存在和不存在的情况下，通过透

析到含有50mM  HEPES(pH  7.5)和2mM  Ca2+的缓冲液中，进行在B3变体存在的情况下的STNV

再组装和沉降速度分析超速离心(svAUC)再组装反应。通过TEM和AUC分析所有样品。对于

AUV，将0.32mL的每个样品放置在路径长度为1.2cm的用蓝宝石窗口构建的2-扇区弯月面匹

说　明　书 22/33 页

27

CN 110785176 A

27



配epon中心小室中。将样品在An50-Ti转子中于20℃下在Optima  XL-1分析超速离心机中以

15,000rpm离心。通过吸收光学器件在约11小时30分钟内进行100次扫描检测到260nm处的

吸光度变化。使用程序Sedfit对数据进行拟合和分析。

[0190] smFCS数据收集和分析

[0191] 在定制的smFCS设施上进行FCS测量。将激发激光(Sapphire  CW  blue激光,488nm,

Coherent,USA)的功率设置为65μW。将聚焦位置调整至离盖玻片内表面20μm(由压电反馈回

路保持，Piezosystems  Jena ,Germany)。将浸渍油(折射率1 .515，DF型，Cargille 

Laboratories,USA)与油浸物镜(63倍放大，数值孔径1.4)一起使用。由ALVL5000multiple 

tau数字相关器(ALV-GmbH)以单通道模式记录和分析光子计数。使用非线性最小二乘拟合，

利用Matlab中针对三重态校正的单组分扩散模型自相关函数对FCS数据进行分析。将扩散

时间用于计算表观流体动力学半径(Rh)，并绘制为组装时间的函数。Rh计算基于Alexa 

Fluor  488染料的测得的扩散时间和估计的染料的Rh(在组装缓冲液中约为0.7nm)。

[0192] smFCS组装和竞争性测定

[0193] 进行Alexa  Fluor  488标记的RNA寡核苷酸的初步测量，进行至少10次30秒的测量

(5分钟)。将纯化的STNV  CP滴定到标记的RNA中。每次滴定进行最少10次30秒的测量。在组

装测定中，将这重复进行直到完全衣壳组装完成为止。此时，添加RNA酶A以确认RNA保护。在

竞争性测定中，一旦样品形成了壳粒结构(Rh＝～5nm)，就对样品进行另外120次10秒的测

量(20分钟以确保稳定性)。此时，以100倍摩尔过量加入未标记的B3短/B3变异竞争剂，并进

行120次10秒的测量。

[0194] CD分析

[0195] 将转录的寡核苷酸在含有10mM  MES，50mM  NaCl和1mM  DTT的pH值为6的缓冲液中

稀释至1.5μM(于300μl中)。在Jasco  J715分光偏振计上从200nm至350nm进行测量，带宽为

2nm。将每次Ca2+和STNV滴定液颠倒5次，并使其在下一次测量之前达到平衡2分钟。使用

Peltier温度控制器以10℃为步长从10℃至95℃进行热变性，并在10℃进行末端扫描以检

查裂解。每次测量以一式三份进行并取平均值。使用以下方程式将数据转换为摩尔椭圆率：

Δε(cm2  mM-1)＝θ/(32980C(mM)L(cm)N(nt数))。

[0196] 利用基因组RNA变体进行的再组装的光散射测定

[0197] 如在smFCS测定中一样，在96孔板上用基因组嵌合体进行再组装，使用1nM基因组

并滴定CP直至达到400nM的STNV  CP终浓度。将其以10k  xg通过100kDa  centricon

(millipore)浓缩5分钟，然后在利用与DAWN  HELEOS和Optilab  TrEX连接的AKTA  pure系统

(GE  Healthcare)在TSKgel  G6000PWxl  SEC柱(Tosoh)上运行，以获取QELS和折射率测量

值。柱流速为0.4ml  min-1，持续50分钟。将峰分级分离，测量A260/280比率，获得EM图像(图

25)。如通过光散射信号的积分所计算的不稳定的PS3样品的产率显着低于野生型STNV  RNA

的产率，而稳定的合成盒与天然序列相比导致VLP的产率显著更高(>20％)。QELS估计的Rh

值与来自smFCS的Rh值相似，对于合成的稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1、野生型STNV-1和不

稳定PS1-5+Δ1-127STNV-1，Rh值分别为9.3±0.1nm、9.1±0.3nm和8.9±0.2nm(表6)。从凝

胶过滤柱洗脱的组装好的VLP的A260/280比率也可提供信息。PS1-5+Δ1-127STNV-1与野生

型STNV-1基因组样品的值相同(1.62)，而不稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1样品具有较高的

值(1.89)。这与在完全封闭在包含相同数量CP的壳中的前两个样品中存在恒定量的RNA，而
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最后一个样品在不完整壳中具有相同RNA含量一致。

[0198] 实施例1

[0199] HBV  pgRNA包含优选的Cp结合位点

[0200] 如所描述(3)，纯化由大肠埃希氏菌中表达的(全长)Cp亚单位组装而成的HBV  VLP

(图7a和表1)。它们形成T＝3壳和主要的T＝4壳的混合物。将它们固定在磁珠上，通过用氯

化胍处理去组装，然后洗涤以去除宿主RNA，从而得到其ARD可及的固定的Cp二聚体(20)。使

用我们的标准方案(图7b)进行RNA  SELEX，并通过NextGen  DNA测序(方法)来分析第10轮的

适体库。

[0201] 将所选文库中结合Cp的RNA序列与与SELEX实验所用的蛋白质最密切相关的HBV前

基因组(实验室菌株，GenBank序列标识符NC_003977.1(21))进行比对。使针对该菌株(图2a

中的蓝色峰)的pgRNA的统计学上显著的匹配(伯努利得分为12或更高，方法)以未选择的文

库(图2a中的灰色曲线)的比对为基准，以鉴定出以显著频率发生的峰。这鉴定了分散在整

个pgRNA上的多个位点，所述位点具有与Cp结合适体相似的序列/结构，这符合我们对基因

组中PS样位点的期望。我们对来自GenBank的14个随机选择的HBV菌株变体、当前NCBI  HBV

参考菌株(GenBank序列标识符NC_003977 .2)以及实验室菌株(GenBank序列标识符NC_

003977.1)进行了相同的操作，并鉴定了在至少80％的这些菌株中保守的所有那些峰(图2a

中标有绿色叉号)。因此，这些基因组区域可能涵盖PS。具有最高保守性(100％)和峰高(后

者指示匹配这些位点的适体数量)的三个峰在图2a中标记为PS1、PS2和PS3。对于在菌株之

间具有高度保守性的9个位点，我们从包括实验室菌株和参考基因组在内的三个代表性菌

株变体的基因组序列中提取了在峰核苷酸的5'和3'的30nt，并考虑了通过Mfold(方法)获

得的具有负自由能的所有其可能的二级结构折叠。对一级和二级结构的相似性分析揭示了

共享富含嘌呤的环识别基序RGAG的茎环的预测存在(图2b)。

[0202] 我们在所分析的16个HBV株中计算了该基序在茎环中的频率。在所有菌株中，RGAG

基序在茎环中平均出现约25.4次(在实验室菌株中恰好是25次)。与10,000个随机形式的

pgRNA相比，实际基因组中RGAG的出现频率比平均值高4.68个标准差(图2c)，这强烈地暗示

了一种或多种功能作用。

[0203] 实施例2

[0204] pgRNA寡核苷酸在体外触发VLP形成

[0205] 使用单分子荧光相关光谱法(smFCS)测试PS1、2和3寡核苷酸(图8a)结合Cp二聚体

的能力(图3和8b)。该技术产生了染料标记的种类的流体动力学半径(Rh)的实时估值。重要

的是，其使反应可以在低纳摩尔浓度下进行，其中我们已证明与大多数体外反应相比，结合

特异性更紧密地反映了体内情况。后者通常在较高(例如0.1-0.8μM)浓度下进行(20)，其中

PS介导的组装的特异性降低或丧失。为了避免由于寡核苷酸长度不同而产生的静电效应，

将每个PS均作为47nt长的片段的一部分产生，每个片段在其5′末端进行了染料标记(方法

(19))。然后用递增量的Cp(5-250nM  Cp二聚体)滴定标记的寡聚物(～15nM)，并随时间追踪

Rh值(图3a)。每次添加后，要暂停约10分钟，以使反应达到平衡。滴定会导致数据收集和平

均失真，这在图中可见为有噪声信号。在250nM  Cp下平衡后，向每个反应中加入RNA酶，并监

测Rh值～10分钟。如果这些值急剧下降，则认为产生的VLP不完整。在添加RNA酶之前获得了

样品的负染色EM图像，并且还通过Rh分布图(分别为图3b和图8c)的计算来评估此时存在的
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复合物的大小。

[0206] 在这些条件下，每个PS片段均以大致相等的效率刺激T＝3和T＝4完整VLP两者的

组装(图3a和b)，正如预期的那样，后者是主要产物(22)。Cp>250nM的添加不会增加获得的

Rh值，这意味着到此阶段，所有RNA均已掺入到VLP中。为了评估这些影响是否是Cp-PS相互

作用的直接结果，我们进行了许多对照。染料标记的PS片段不与预先形成的VLP结合，并且

在其存在时仍对RNA酶敏感(表2)，这意味着PS仅在组装VLP时被内化。为了确定RNA是否触

发组装，我们通过在单独孵育Cp或完成未标记的PS1的滴定后添加蛋白质修饰染料来比较

在PS  RNA存在和不存在的情况下Cp的组装效率。Rh分布图显示于图3b中。在RNA不存在的情

况下，在这些条件下，<5％的Cp组装，而相反地在RNA存在的情况下，>80％的Cp组装。Cp-PS

相互作用似乎会触发组装效率的提高。该效应随Cp的年龄而变化，这与二聚体界面处抑制

组装的二硫化物的氧化相一致(6)。此处的比较说明基于每批Cp的阳性和阴性对照实验的

结果。

[0207] 然后，我们探查了这些反应的RNA序列特异性(图9a)。测试寡聚物包含ε茎环，以及

PS1的环和凸出变体。这包括其中凸出区域完全碱基配对的变体。在与PS1-3反应相似的测

定中，所有三个RNA的Rh值均对核酸酶的作用保持敏感性，这暗示着封闭壳的组装需要特定

的RNA序列/结构。EM图像和分布图证实了这一解释。通过其它PS1变体进一步突出显示组装

反应的序列敏感性(图9b和c；表3)。它们对组装的影响证实了其中的凸出和/或序列以及环

RGAG(此处为GGAG)基序的重要性。涵盖PS1序列的DNA寡核苷酸(图9d)引发聚集，表明忠实

组装是以其RNA形式存在的PS的特殊性质，即具有A螺旋双链体茎，以及在环中具有Cp识别

基序。

[0208] 据信，HBV  Cp的C末端ARD介导与pgRNA的相互作用，并且缺少ARD的1-149Cp片段在

核酸不存在的情况下容易组装(23)。因此，我们在smFCS测定中评估了Cp149响应于PS的能

力。在这些条件下，没有RNA依赖性组装或Cp149进行的PS结合发生(图10a)，尽管EM图像显示

单独的截短的Cp易于组装，这证实ARD是与RNA相互作用所必需的。ARD在体内被广泛磷酸

化，尽管负责的细胞激酶仍然未知(24)。降低Cp的C末端上的正电荷应降低其结合PS  RNA的

能力。我们在体外磷酸化了Cp(8)(表1)并测试了其性质。EM图像显示，经修饰的Cp在smFCS

测定中易于组装，但不与PS1结合(图10b)。

[0209] 实施例3

[0210] HBV  NC组装是由序列特异性RNA核心蛋白质复合物的形成触发的。

[0211] 对围绕PS1组装的VLP进行了较大规模纯化，并通过冷冻EM测定其结构，从而产生

了T＝3和T＝4颗粒的二十面体平均重构(图4)。T＝4颗粒的很大一部分(～25％)也包含正

好位于蛋白质壳下方的不对称特征件。还计算了这些颗粒的不对称重构(图5)。结果表明，

不对称特征件代表了PS1寡核苷酸与上覆Cp亚单位的ARD域之间的复合物。

[0212] 根据该分辨率的EM图，无法确定复合物中存在的PS寡核苷酸的数量。纯化的VLP的

A260/280比率表明RNA含量(假设为T＝4形态)为～5个寡聚物/颗粒(25)。通过研究PS1  VLP的

光致漂白获得该化学计量的额外估值(图4，方法)。VLP显示多个漂白步骤，从而确认每个外

壳中都存在多个寡聚物。鉴于寡聚物的标记效率，数据与2-4个寡聚物/VLP一致。我们建立

了PS1的3D模型，并将其手动放置在EM图中(图4f，方法)。根据不对称密度的相对体积和PS1

寡聚物的大小，似乎在该密度内存在至少两个拷贝的PS。我们不能排除其它RNA分子与其它
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地方的蛋白质壳结合的可能性，但由于相对于有序RNA密度的移动性或不规则位置而不可

见。生物化学数据和结构数据与不对称结构是组装起始复合物相一致，其中一个或多个RNA

优选位点已引发组装，最终目标是形成T＝4NC。

[0213] 冷冻EM数据暗示对HBV生物学的进一步了解。无论来自组装反应还是野生型病毒

感染，少数HBV颗粒都以T＝3准对称的方式组装，并且两种类型的颗粒在我们的冷冻EM数据

中都是可见的。使用2D和3D分类，可以轻松地分离T＝3(～11％)和T＝4(89％)颗粒。图4显

示分辨率分别为 和 的具有施加的二十面体对称性的两种颗粒的3D重构。除了

两个VLP结构所包含的Cp二聚体的大小和数量上的明显差异以外，T＝4和T＝3图在其内表

面(ARD所在的位置以及发生RNA结合的位置)上可见的特征中也不同。正如对亚化学计量占

据的VLP的二十面体平均图所预期的，两个结构基本上都没有可归因于RNA的密度。T＝4结

构的衣壳壳明显比T＝3等效物薄，然而，T＝3图的更仔细地检查表明，对应于ARD的有序片

段的额外密度是可见的(图4)，所述额外密度不存在于T＝4结构中(图4c和d)。当T＝4图经

过傅里叶滤波以达到与T＝3相似的分辨率时，这种差异仍然存在(图11)。这与先前的研究

一致，表明Cp  C末端区域(包括ARD)在确定衣壳几何形状中发挥一种或多种作用(22,26)。

[0214] 实施例4

[0215] 各个PS位点的序列特异性识别

[0216] 在STNV系统中，序列特异性RNA-CP识别会产生多种后果(图12)。将CP滴定到仅涵

盖PS3(或B3)的寡核苷酸中，最初会导致三聚体壳粒(Rh～5nm)形成，然后随着CP浓度逐渐

升高而形成T＝1  VLP(Rh～11.3nm)。滴定结束时，smFCS数据的Rh分布图表明所形成的VLP

是均质的，而电子显微术图像(EM)和RNA酶攻击测定表明它们由完整的蛋白质壳组成。用具

有-U.U.U.U-的环序列的PS3/B3变体进行类似的滴定表明，CP结合了此类SL，但所形成的复

合物不能组装成VLP(19)。涵盖PS  1-5的天然127聚体显示出更复杂的行为。低CP浓度的添

加会触发Rh降低约20-30％，从而模拟对于全长基因组所看到的行为(27)。随后的CP添加导

致向T＝1  VLP的协同转换，所述T＝1  VLP与在单独的PS3周围形成的那些VLP具有相同的特

性。该片段内的PS序列变体证实-A.X.X.A-是CP识别基序，并且仅在PS3中绝对需要其存在，

然而所述变体不再与野生型协同组装(19)。在这些条件下，单独的STNV-1CP未显示出低于

15μM的聚集趋势，并因此此处显示的滴定中的一切都是RNA-CP结合的结果。

[0217] 这些结果突出显示了CP识别PS3对组装的重要性。为了鉴定该识别的至关重要的

特征，我们产生了一系列涵盖变异环序列和PS3茎的SL(图17和表4)。与PS3的野生型–C.A-

相比，所述变体在“内部”两个位置中具有改变的的核苷酸(-C.C-、-A.A-、-G.G-、-G.U-和-

U.G-)。还测试了其中两个内部核苷酸均变为尿苷的“外部”变体(-A.U.U.A-；-A.U.U.G-；-

G.U.U.A-；-G.U.U.G-；-G.U.U.U-；-U.U.U.G-；-U.U.U.A-和-A.U.U.U-)。我们的期望是，在

四环的中间位置处没有碱基特异性而在第一和最后一个位置处腺嘌呤将是优选的。我们研

究了它们支持T＝1壳和三聚体壳粒两者组装的能力。在再组装缓冲液中以～5μM的浓度混

合测试RNA和CP，并通过速度沉降分析和EM图像测定结果。在这些条件下，内部核苷酸变体

形成T＝1衣壳，其效率与PS3大致相似，证实了它们的身份不是CP识别基序的一部分(图

13A/B和图17)。外部核苷酸变体显示出不同的行为，只有-A .U .U .U-、-U .U .U .A-和-

A.U.U.A-变体在与PS3相似的位置具有峰，证实了所述外部腺嘌呤是CP识别基序的一部分。

[0218] 为了检查其对CP亲和力的相对重要性，我们对smFCS分析进行了改动(图13B)。如
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根据Rh值所判断的，用CP滴定标记的B3以形成三聚体，然后加入100倍摩尔过量的每种序列

变体以竞争掉B3。不以相似的亲和力与B3结合的变体无法取代标记的RNA，而B3和其它变体

则竞争过标记的种类，从而恢复了不含CP的RNA的Rh。结果(图13D)显示了该攻击后Rh的变

化百分比，揭示了变体RNA竞争能力的广泛差异。所有具有鸟嘌呤取代的那些变体和-

A.U.U.U-变体都无法竞争。-U.U.U.A-变体的优越性能表明3'A对于CP识别最重要，或者相

邻茎顶部的A-U碱基对断裂，呈现出仍被CP识别的B3基序的-A.U.U.U.A.U-变体。无论哪种

方式，-A.X.X.A-均优于所有变体，这表明携带-A.X.X.A-的四环基序的SL涵盖了用于组装

成VLP的最佳CP识别基序。

[0219] 实施例5静电和PS协同性在VLP组装中的作用

[0220] PS介导的组装解释了纯静电驱动的反应不具有的病毒基因组包装的特征，尽管电

荷中和在提供一些自由能驱动衣壳化方面显然具有有益作用。因此，我们使用一系列电荷

变化CP变体检查了这些作用对STNV组装的重要性。用A或D代替K或R在CP的N末端臂中三个

带正电的残基R8、R14和K17处产生突变(图12)。由于R14和K17在三维上相邻，因此它们的变

体被产生为双突变体，即R14A/K17A和R14D/K17D。突变的CP正常表达(图18)，但在这些条件

下，两个双突变体均无法在大肠埃希氏菌中显著组装。由于从大肠埃希氏菌获得的VLP包含

宿主细胞RNA以及编码病毒CP的重组mRNA，因此该结果表明R14和K17在组装中起重要作用。

[0221] 检查所有变体蛋白结合涵盖单个PS(B3)或127聚体片段的RNA寡聚体的能力(图14

和图19)。在这些条件下，两个双突变体均未结合任一种RNA。R8A在B3周围组装，但需要高得

多的CP浓度(>10倍)来进行该组装，这与其对RNA的亲和力降低一致。通过1μM  CP，其会形成

对RNA酶攻击具有抗性的T＝1壳。R8D变体证实了正电荷的重要性，即使在较高浓度下也无

法形成任何稳定的高级种类，而RNA仍可得到RNA酶消化。当针对127聚体滴定R8D时，仍然存

在这种对有利的静电相互作用的依赖性(图14A)。然而，对于该RNA，R8A和野生型CP均显示

出非常相似的结合曲线，包括最初Rh减小。由多个PS位点上的CP结合产生的协同作用似乎

克服了静电吸引力减小对固有RNA-CP亲和力的不利作用。如果我们假设N末端臂上一个或

多个改变的电荷不显著改变非配位形成的CP构象，则这些作用探测了静电相互作用在组装

的RNA序列特异性触发期间一个或多个作用。它们暗示电荷中和不是在更长的天然RNA片段

上组装的绝对要求，这与PS介导的机制一致，而不与静电组装机制一致。鉴于多个RNA  PS的

协同作用可克服静电吸引的减小(如对于其中PS共同起作用的过程所预期的)，因此我们检

查了产生协同组装所需的PS的数量。鉴于在PS3上识别的重要性以及对于包含5个PS的片段

所见效应，测试了127聚体的3个亚片段，每个片段均包含PS3(图14B和图20)。这些是PS1-

PS3(nt  1-76)；PS2-PS4(nt  38-104)和PS3-PS5(nt  66-127)，每个都有可能能够在PS3处结

合CP，但侧翼位点的数量有所不同，从PS3的两个5'或3'到每个侧翼上正好1个。只有PS3居

中的片段才组装对RNA酶具有抗性的T＝1壳，尽管其未显示塌陷且总体产率低于127聚体。

其它片段似乎形成最终自发解离的非特异性聚集体。

[0222] 这些结果的解释是很重要的。由于PS2-4片段(66nt)比PS1-3(76nt)短，且比PS3-5

短1nt，因此所述作用在性质上显然不是纯静电的。要了解反应的特异性，我们需要考虑每

个涵盖PS的位点的折叠倾向。通过限制其折叠以捕获最大数量的存在-A.X.X.A-环基序的

SL，可以得出所示的127聚体的二级结构(图15)。在该片段中，仅PS1和PS3经预测在分离中

具有有利的折叠自由能(Mfold，(10))。这与我们以前的smFCS测定一致，在所述smFCS测中，
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每个PS内的CP识别基序的改变以及PS3与相邻PS3的相对间距的变化导致了明显不同的组

装行为(28)。我们预期这些RNA分子作为具有不同构象的整体存在于溶液中。与STNV  Cp的

相互作用将取代该平衡，优先地选择其中存在PS的单个或几个可组装构象。因此，我们看到

的组装效率可直接与整体中此类构象体的群体相关，并从而与施加这种构象的自由能成本

相关。评估构象整体的程度是困难的，但可通过更改通常的默认参数以探查在最小自由能

折叠的500％内的次优折叠(次优性＝500)的整体，从Mfold中获得对替代结构的可能性的

了解。

[0223] 当检查此类结构的三个含PS的片段时，出现了关于其组装能力的可能解释。对于

PS1-3，主要的折叠涵盖PS1，少数也包含PS3(表5)。原则上，较小的构象体可以促进组装，但

PS1与PS3之间的临界间距太大，以至无法促进多个PS的协同作用。对PS2-4的类似分析表

明，主要的二级结构不包含对127聚体所预期的任何PS折叠。然而，其预测的二级结构含有

两个几乎始终存在的替代SL，其中一个呈现-A.X.X.A-序列(图22)。它们的相对间隔(4nt)

足够短，以至可以看到协同作用。PS3-5片段在彼此的10-12nt内形成两个SL，一个呈现-

A.X.X.A-基序作为PS5。这可表明可组装结构。然而，在可能的结构的整体中，该SL仅以6％

的潜在折叠存在(表5)，这可说明组装行为(图14B)。

[0224] 上文针对涵盖三个PS的片段所描述的构象加扰行为可能反映了体内事件，其中已

知127聚体内的序列与3’UTR中的序列一起参与翻译增强子的形成(29)。该复合物不能存在

于可组装构象体中。为了进一步探讨这种二级结构折叠倾向的影响，我们转向了含PS人工

序列的设计。

[0225] 实施例6：非病毒底物的组装

[0226] 为了研究对高效组装底物的要求，我们产生了模似野生型127聚体(PS1-5)的方面

的合成盒，其中大部分天然病毒序列已被替换(～77％)。使用简单的碱基取代方案(例如，

在除CP识别基序外的区域中把所有A换成U；把C换成G，把G换成C以及把U换成A)产生这些序

列的尝试均导致不稳定的二级结构。因此，我们选择通过将碱基对转换为G-C、反转现有G-C

对或添加额外的碱基对来修饰现有的SL，然后检查它们是否可能折叠成与野生型127聚体

中的那些二级结构相似的二级结构。然后，将连接这些SL的天然病毒序列替换为A和G串，直

至最可能仅出现一种折叠(图18和图23)。使碱基配对的茎的相对分离与野生型127聚体中

的那些保持一致同。作为这些变化的结果，与野生型127聚体相比，PS  1、2、4和5得以稳定，

所有SL均具有有利的折叠倾向(图23)。

[0227] 为了评估主要的PS3位点的折叠倾向的重要性，我们还产生了以下合成形式：1)不

稳定的PS1-5，其中PS3(中心PS)的折叠自由能为正(0.3kcal/mol对比-2.6kcal/mol)，即其

中PS3不太可能自发折叠的情形；2)稳定的PS1-5，其中中心PS的折叠自由能更负(对于127

聚体，-3.5kcal/mol对比-2.6kcal/mol)，即其中PS3更稳定；3)所有PS3，其中所有五种PS都

模拟PS3，所有PS的茎延伸到相同的长度(7bp)，并且所有CP识别基序与野生型PS3中的相

同；以及4)合成的稳定的PS1-5，包含来自稳定PS1-5的人工PS  1、2、4和5，以及来自所有PS3

构建体的PS3的人工延伸茎环。后者在野生型127聚体和稳定的PS1-5中相对于PS3高度稳定

(分别为-7.6kcal/mol对比-2.6kcal/mol或-3.5kcal/mol)。

[0228] 实施例7

[0229] 为了比较这些测试变体寡核苷酸的行为，我们检查了它们潜在的二级结构。表5列
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出了使用Mfold中的次优特征产生的整体中每个PS的出现频率，以及它们的相对间距。另

外，我们比较了它们的圆二色性(CD)光谱。CD提供物理信号(30)，即在260nm处的摩尔椭圆

率，其与碱基配对残基和/或三级结构的百分比成比例。由于再组装缓冲液中需要钙离子，

STNV衣壳内存在多个Ca2+结合位点(38,39)，因此在含钙离子的缓冲液中进行测量。如预期

的那样，滴定高达2mM钙(再组装缓冲液中的浓度)的测试RNA导致260nm椭圆率的略微增加

(9-17％)(图24A)。唯一的例外是不稳定的PS1-5，其不响应阳离子的存在。该缓冲液中所有

测试RNA的摩尔椭圆率值如所预期地均随温度而下降(图24B)。所有RNA在260nm处都有不同

的CD椭圆率，说明了比较RNA构象整体的复杂性。在整个温度范围内，不稳定的PS1-5样品的

结构化程度要低得多。鉴于明显的Mfold结构，也许令人惊讶的是，野生型127聚体在较低温

度下具有最高的结构量。在最高测试温度下，除不稳定的PS1-5外，所有RNA的椭圆率值大致

相似，这表明它们已达到相似的变性水平。

[0230] 所有这些合成变体触发T＝1衣壳的组装，并能够保护衣壳化的RNA免受核酸酶的

攻击，但具有不同的CP浓度依赖性。除不稳定的PS1-5外的所有化合物都显示与127聚体相

似的Rh的初始下降(图15B)。不稳定的PS1-5的组装行为类似于单独的PS3的组装行为，这表

明其已丧失了协同性，并且其分布图和在EM图像中的外观(图24)表明，其也丧失了高效调

节衣壳形成的能力。相反，通过稳定的PS1-5的行为举例说明了中心PS折叠倾向的重要性。

尽管存在关于折叠整体的潜在问题，但其显示与127聚体相似的塌陷和至T＝1颗粒的协同

组装，而Rh分布与野生型片段相似。其以比野生型127聚体低的CP浓度组装成VLP，即在这些

条件下，其为更好的组装底物。值得注意的是，即使其涵盖比在127聚体中发现的那些更长

的PS，所有PS3也比野生型更高效地组装，这表明PS二级结构背景中存在其中呈现识别基序

的一定余地。鉴于先前观察到的对PS3周围PS间距的严重依赖性，这有点令人惊讶(19)。尽

管已知所有PS3变体的组装效率和折叠倾向，但合成的稳定的PS1-5是迄今为止最好的组装

底物，最高效地组装成VLP(即，其在100nM  Cp滴定点后更快速地组装)(图15B)。

[0231] 实施例8

[0232] 这些结果表明，有可能从病毒基因组RNA片段中提取关键的组装特征。鉴于合成片

段中茎长度和环大小的改变，对于具有改善的PS折叠倾向的工程化模板似乎还有相当大的

范围。

[0233] 转移关键组装特征至基因组规模的RNA

[0234] 作为这些实验是否已成功鉴定出基本组装特征的检验，我们检查了这种改进的

RNA“盒”的纳入如何改变天然RNA的组装效率。该RNA必须固有地能够组装到小体积的STNV

病毒体中。STNV-1RNA的128-1239nt的基因组片段是明显的测试片段。因此，我们构建了两

个基因组嵌合体：[不稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1](其长度为1242nt)和[合成的稳定PS1-

5+Δ1-127STNV-1](长度为1248nt)，并将它们的体外组装效率相对于野生型STNV-1RNA进

行了比较(图16A)。所有这三种在这些测定中的行为均不同，这意味着5’127聚体的序列和

结构调节超过其大小10倍的片段的组装途径。野生型基因组显示预期的Rh的初始塌陷(至

～7.5nm)，随后Rh略微升高，与T＝1颗粒的形成一致(图16B)。注意，图16A中的数据是针对

与先前描述的CP的完全补体的单步添加相比较的CP滴定的(12)。相反地，不稳定的PS1-5前

导序列会导致Rh的较大初始塌陷(至～5nm；65％)，然后仅出现很小的上升，这意味着不能

高效地制备VLP。实际上，该种类中的RNA仍然易受RNA酶降解，这意味着其尚未被完全衣壳
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化。合成的稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1具有大致相同的初始无CP  Rh，但似乎只是缩小到

与VLP形成一致的值，而不是塌陷和恢复。组装产品的Rh分布和EM图像与该解释一致。值得

注意的是，合成的稳定的PS1-5+Δ1-127STNV-1  VLP迹线比另外的样品的噪声少，并且Rh大

小的分布与从大肠埃希氏菌中分离的真正VLP的分布更紧密匹配。从凝胶过滤柱中洗脱后，

通过产物的准弹性光散射(QELS)证实了对这些结果的理解(图25)。

[0235] 实施例9

[0236] 我们已经表明，RNA  PS介导的病毒组装中固有的双重编码(即基因组RNA同时编码

遗传信息以及用于高效衣壳组装的指令)是可分离的。一个重要的问题是，为什么密码在病

毒进化过程中不会分开，尤其是在ssRNA病毒中的复制通过易错过程发生时，所述易错过程

导致基因组变体的准物种产生。现在有三个使用RNA  PS介导的病毒组装的病毒实例，在这

些实例中，我们掌握了部分可解决此问题的结构信息。在噬菌体MS2(31)、人副肠孤病毒-1

(parechovirus)-1(32)和STNV(19)中，基因组中的至少一个PS位点还编码形成PS结合位点

的一部分的氨基酸残基。两种密码的这种紧密嵌入的结果是仅支持其中持续存在PS介导的

组装的子代RNA的组装。类似地，在此类RNA中编码的功能的密度是公知的。STNV基因组中的

天然5'127聚体也与3'末端序列形成必需的转录/翻译增强子接触。由于该结构和组装是互

斥的功能，因此天然序列已进化为平衡它们形成的倾向，使得可以高效地进行病毒生命周

期。

[0237] 此处的焦点是从野生型病毒RNA序列中释放的组装密码的特性。实际上，通过继续

研究STNV组装序列在其天然环境中的每个方面，我们已经能够使用合成的非病毒RNA再现

其在触发STNV  CP体外组装中的作用。其它改进使我们产生比野生型STNV  127聚体效率低

或高的序列。这些结果证实了PS介导的STNV组装的性质。通过PS3茎环的CP亚单元识别，在

127聚体内开始体外组装。高级CP结合取决于相邻PS(PS2和4)的正确定位和折叠，每个PS在

环中都呈现出一致的CP识别基序。所述127聚体可能涵盖5个PS，所述PS在蛋白质浓度方面

产生初始结合协同作用，从而导致RNA(衣壳化的必需前体)的流体动力学半径塌陷。静电相

互作用促成了这些蛋白质-RNA的接触，但不是主要驱动力，而所述主要驱动力是PS的茎和

环区域与蛋白质衣壳内表面的高亲和力序列特异性相互作用。尽管其序列含量极低，但-

A.U.U.A-序列仍以低纳摩尔亲和力与CP结合。值得注意的是，将合成的变体127聚体移植到

天然STNV-1基因组的其余部分上会产生嵌合体，其组装特性主要由RNA的前10％决定。

[0238] 先前，Wilson及其同事表明，他们可以通过产生涵盖TMV组装起始位点的RNA嵌合

体来将非病毒RNA直接组装到烟草花叶病毒(TMV)CP的杆体中(33,34)。这是成功的，如已知

组装机制所预期的那样，所形成的蛋白质包被的杆体的长度由被包装的RNA的长度决定

(35)。当应用于球形ssRNA病毒(36)时，该方法不太成功，亲和力最高的MS2  PS对短RNA的体

外衣壳化具有积极作用，但对较长RNA不太重要(37)。请注意，所有这些实验都是在微摩尔

浓度下进行的，其中失去了PS介导的组装的作用(31,37)。上述结果提供了用于在病毒性CP

壳中衣壳化定制的非病毒RNA的高效途径。大量CP-RNA组合的体外组装是可能的，但其与体

内组装不同，在体内组装中，在许多病毒中，有充分的证据表明只有从病毒聚合酶复合物中

产生的新生基因组转录物才被包装到子代病毒体中。在此类响应中，RNA很可能在动力学上

折叠，从而避免了体外反应中关于RNA构象整体的一些问题，诸如此处所述的那些问题。

[0239] 病毒和病毒样颗粒的潜在医学应用日益增加，如作为基因疗法或药物递送载体，
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以及用作非复制型合成疫苗。病毒蛋白质壳对于纳米技术的应用也令人关注。此处描述的

结果为产生具有高效率并可能携带具有有利特性的非病毒RNA的此类方法提供重要见解。

这对于生产设计师合成病毒体是必不可少的。
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序列表

<110>  约克大学利兹分校(The  University  of  York  University  of  Leeds)

<120>  病毒样颗粒

<130>  4607P/WO

<150>  GB1708709.9

<151>  2017-06-01

<160>  72

<170>  PatentIn  3.5版

<210>  1

<211>  35

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  1

guuuguuuaa  agacugggag  gaguuggggg  aggag  35

<210>  2

<211>  49

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  2

gggcccucug  acaguuaaug  aaaaaaggag  auuaaaauua  auuaugccu  49

<210>  3

<211>  34

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  3

ggcuggcauu  cuauauaaga  gagaaacuac  acgc  34

<210>  4

<211>  59

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号
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<400>  4

cugggaggag  uugggggagg  agauuagguu  aaaggucuuu  guacuaggag  gcuguaggc  59

<210>  5

<211>  135

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  5

gggcugcccu  caaggaccag  ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagugacaga  acacuuauaa  60

ggaaaaaacg  uacaaacguu  uuaaggaaaa  aaggaagcug  caauagcgca  aggaauccga  120

aaauucggaa  aggaa  135

<210>  6

<211>  129

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  6

gggcugcccu  caaggaccag  ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagugacaga  acacuuauaa  60

ggaaccacac  aaguggaagg  aaaaaaggaa  gcugcaauag  cgcaaggaau  ccgaaaauuc  120

ggaaaggaa  129

<210>  7

<211>  129

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  7

gggcugcccu  caaggaccag  ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagugacaga  acacuuauaa  60

ggaaccacac  aaguauaagg  aaaaaaggaa  gcugcaauag  cgcaaggaau  ccgaaaauuc  120

ggaaaggaa  129

<210>  8

<211>  140

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  包装信号

<400>  8
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gggccccgca  acaaugcggg  gaaggaagga  aggaagaaaa  cguacaaacg  uuuuaaggaa  60

caacgcaaca  augcguugaa  ggaaggaagg  aaggggcgua  caaacgcccc  aaggaauuuu  120

gcaacaaugc  aaaaaaggaa  140

<210>  9

<211>  11

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  核苷酸结合基序

<400>  9

gaaaaaagga  g  11

<210>  10

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  10

acaugcaaca  augcacac  18

<210>  11

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  11

acaugcaauu  uugcacac  18

<210>  12

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  12

acaugcauuu  augcacac  18

<210>  13

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)
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<220>

<223>  B3序列变体

<400>  13

acaugcaguu  uugcacac  18

<210>  14

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  14

acaugcauuu  gugcacac  18

<210>  15

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  15

acaugcaauu  gugcacac  18

<210>  16

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  16

acaugcaguu  augcacac  18

<210>  17

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  17

acaugcaguu  gugcacac  18

<210>  18

<211>  18

<212>  RNA
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<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3序列变体

<400>  18

acaugcaauu  augcacac  18

<210>  19

<211>  32

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  19

gacattaata  cgactcacta  tagggacatg  ca  32

<210>  20

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  20

gtgtgcataa  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  21

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  21

gtgtgcacaa  ctgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  22

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  22

gtgtgcacaa  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  23

<211>  33
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<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  23

gtgtgcataa  ctgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  24

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  24

gtgtgcataa  atgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  25

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  25

gtgtgcaaaa  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  26

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  26

gtgtgcaaaa  ctgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  27

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  27

gtgtgcacaa  atgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  28
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<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  28

gtgtgcatgg  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  29

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  29

gtgtgcattt  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  30

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  30

gtgtgcatcc  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  31

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  31

gtgtgcatca  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33

<210>  32

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  32

gtgtgcatac  ttgcatgtcc  ctatagtgag  tcg  33
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<210>  33

<211>  62

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  33

agtaatacga  ctcactatag  gggggctgcc  ctcaaggacc  agggcagaaa  agaggaaaag  60

aa  62

<210>  34

<211>  89

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  34

ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagtgacaga  acacttataa  ggaaatacac  aagtataagg  60

aaaaaaggaa  gctgcaatag  cgcaaggaa  89

<210>  35

<211>  41

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  35

ttcctttccg  aattttcgga  ttccttgcgc  tattgcagct  t  41

<210>  36

<211>  54

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  36

gggccccgca  acaatgcggg  gaaggaagga  aggaagaaaa  cgtacaaacg  tttt  54

<210>  37

<211>  86

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>
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<223>  引物

<400>  37

agaaaacgta  caaacgtttt  aaggaacaac  gcaacaatgc  gttgaaggaa  ggaaggaagg  60

ggcgtacaaa  cgccccaagg  aatttt  86

<210>  38

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  38

ttcctttttt  gcattgttgc  aaaattcctt  ggggcgtttg  tacgc  45

<210>  39

<211>  89

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  39

ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagtgacaga  acacttataa  ggaaccacac  aagtggaagg  60

aaaaaaggaa  gctgcaatag  cgcaaggaa  89

<210>  40

<211>  95

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  40

ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagtgacaga  acacttataa  ggaaaaaacg  uacaaacguu  60

uuaaggaaaa  aaggaagctg  caatagcgca  aggaa  95

<210>  41

<211>  61

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  41

agtaatacga  ctcactatag  ggagtaaaga  caggaaactt  tactgactaa  catggcaaaa  60

c  61
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<210>  42

<211>  80

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  42

actgactaac  atggcaaaac  aacagaacaa  caggcgaaaa  tccgcaacaa  tgcgtgcagt  60

gaagcgcatg  ataaatacac  80

<210>  43

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  43

tcagtgcaaa  ccttttatgc  tccaagtgtg  tatttatcat  gcgct  45

<210>  44

<211>  61

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  44

agtaatacga  ctcactatag  ggagtaaaga  caggaaactt  tactgactaa  catggcaaaa  60

c  61

<210>  45

<211>  41

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  45

actgactaac  atggcaaaac  aacagaacaa  caggcgaaaa  t  41

<210>  46

<211>  28

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>
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<223>  引物

<400>  46

cgcattgttg  cggattttcg  cctgttgt  28

<210>  47

<211>  52

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  47

agtaatacga  ctcactatag  ggtggcaaaa  caacagaaca  acaggcgaaa  at  52

<210>  48

<211>  57

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  48

aacagaacaa  caggcgaaaa  tccgcaacaa  tgcgtgcagt  gaagcgcatg  ataaata  57

<210>  49

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  49

ccaagtgtgt  atttatcatg  cgcttcactg  cacgcattgt  tgcgg  45

<210>  50

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  50

agtaatacga  ctcactatag  ggccgcaaca  atgcg  35

<210>  51

<211>  39

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)
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<220>

<223>  引物

<400>  51

ccgcaacaat  gcgtgcagtg  aagcgcatga  taaatacac  39

<210>  52

<211>  45

<212>  DNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  引物

<400>  52

tcagtgcaaa  ccttttatgc  tccaagtgtg  tatttatcat  gcgct  45

<210>  53

<211>  56

<212>  PRT

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  HBV  CP

<400>  53

Pro  Ala  Tyr  Arg  Pro  Pro  Asn  Ala  Pro  Ile  Leu  Ser  Thr  Leu  Pro  Glu

1               5                   10                  15

Thr  Thr  Val  Val  Arg  Arg  Arg  Asp  Arg  Gly  Arg  Ser  Pro  Arg  Arg  Arg

            20                  25                  30

Thr  Pro  Ser  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg  Ser  Gln  Ser  Pro  Arg  Arg  Arg  Arg

        35                  40                  45

Ser  Gln  Ser  Arg  Glu  Ser  Gln  Cys

    50                  55

<210>  54

<211>  10

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  环序列

<400>  54

agguaggagc  10

<210>  55

<211>  47

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)
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<220>

<223>  HBV  PS-PS1

<400>  55

ggguuuuggg  uuuguuuaaa  gacuggagga  guugggggag  gagcccc  47

<210>  56

<211>  47

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  HBV  PS-PS2

<400>  56

ggguuuuggg  gugacaguua  augaaaaaag  gagauuaaaa  uuacccc  47

<210>  57

<211>  47

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  HBV  PS-PS3

<400>  57

ggguuuuggg  gcuggcauuc  uauauaagag  agaaacuaca  cgccccc  47

<210>  58

<211>  61

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  HBV  PS-ε

<400>  58

uguucauguc  cuacuguuca  agccuccaag  cugugccuug  gguggcuuug  gggcauggac  60

a  61

<210>  59

<211>  25

<212>  PRT

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  STNV  CP

<400>  59

Glu  Leu  His  Thr  Asn  Ile  Met  Arg  Lys  Val  Ala  Arg  Met  Thr  Ala  Ser

1               5                   10                  15

Lys  Arg  Arg  Asn  Asn  Gln  Gln  Lys  Ala
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            20                  25

<210>  60

<211>  30

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  B3

<400>  60

ccuuuucaag  acaugcaaca  augcacacag  30

<210>  61

<211>  127

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  PS1-5

<400>  61

gaguaaagac  aggaaacuuu  acugacuaac  auggcaaaac  aacagaacaa  caggcgaaaa  60

uccgcaacaa  ugcgugcagu  gaagcgcaug  auaaauacac  acuuggagca  uaaaagguuu  120

gcacuga  127

<210>  62

<211>  129

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 稳定的PS3

<400>  62

gggcugcccu  caaggaccag  ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagugacaga  acacuuauaa  60

ggaaccacac  aaguggaagg  aaaaaaggaa  gcugcaauag  cgcaaggaau  ccgaaaauuc  120

ggaaaggaa  129

<210>  63

<211>  140

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 所有PS3

<400>  63

gggccccgca  acaaugcggg  gaaggaagga  aggaagaaaa  cguacaaacg  uuuuaaggaa  60

caacgcaaca  augcguugaa  ggaaggaagg  aaggggcgua  caaacgcccc  aaggaauuuu  120

gcaacaaugc  aaaaaaggaa  140
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<210>  64

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 内部变体

<400>  64

acaugcaacc  augcacac  18

<210>  65

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 内部变体

<400>  65

acaugcaaaa  augcacac  18

<210>  66

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 内部变体

<400>  66

acaugcaagg  augcacac  18

<210>  67

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 内部变体

<400>  67

acaugcaaug  augcacac  18

<210>  68

<211>  18

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 内部变体

<400>  68

序　列　表 15/16 页

53

CN 110785176 A

53



acaugcaagu  augcacac  18

<210>  69

<211>  73

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  PS1-3

<400>  69

aguaaagaca  ggaaacuuua  cugacuaaca  uggcaaaaca  acagaacaac  aggcgaaaau  60

ccgcaacaau  gcg  73

<210>  70

<211>  65

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  PS2-4

<400>  70

aacaacagaa  caacaggcga  aaauccgcaa  caaugcgugc  agugaagcgc  augauaaaua  60

cacac  65

<210>  71

<211>  66

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223>  PS3-5

<400>  71

ccgcaacaau  gcgugcagug  aagcgcauga  uaaauacaca  cuuggagcau  aaaagguuug  60

cacuga  66

<210>  72

<211>  129

<212>  RNA

<213> 人工序列  (artificial  sequence)

<220>

<223> 不稳定的PS3

<400>  72

gggcugcccu  caaggaccag  ggcagaaaag  aggaaaagaa  aagugacaga  acacuuauaa  60

ggaaccacac  aaguauaagg  aaaaaaggaa  gcugcaauag  cgcaaggaau  ccgaaaauuc  120

ggaaaggaa  129
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