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疫苗和方法

(57)摘要

描述了用于对能够诱导对病原体的广泛中

和免疫应答和相关T细胞应答的经优化抗原性病

原体多肽进行鉴定的方法，以及编码这样的多肽

的核酸序列。还描述了用于确定在用经优化抗原

性病原体多肽或编码经优化病原体多肽的核酸

免疫接种之后在对象中是否诱导了广泛中和免

疫应答的方法。还描述了核酸分子、多肽、载体、

细胞、融合蛋白、药物组合物，及其作为针对病原

体，特别是针对新出现或再出现的病原体(特别

是RNA病毒)的疫苗的用途。
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1.对能够诱导对病原体的广泛中和免疫应答的先导候选经优化抗原性病原体多肽进

行鉴定的方法，其包括：

i)提供包含多个不同候选经优化抗原性病原体多肽的多肽文库，其中每个不同候选物

的氨基酸序列已经从病原体多肽的多个不同氨基酸序列中优化并且不同于所述病原体多

肽中的每个不同氨基酸序列，其中所述病原体多肽中的每个不同氨基酸序列包含不同分离

株之多肽的氨基酸序列，并且其中每个不同分离株是这样的病原体的分离株，所述病原体

与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一科；

ii)对所述多肽文库中候选经优化抗原性病原体多肽被一种或更多种广泛中和抗原结

合分子的结合进行筛选，所述一种或更多种广泛中和抗原结合分子中的每一种能够结合

和/或中和这样的病原体，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一

科；以及

iii)将在步骤(ii)中被一种或更多种所述抗原结合分子结合的候选经优化抗原性病

原体多肽鉴定为能够诱导对所述病原体的广泛中和免疫应答的先导候选经优化抗原性病

原体多肽。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括获

自对象的抗体或来源于获自对象之抗体的抗体，所述对象已经暴露于这样的病原体，所述

病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一科。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括

非抗体抗原结合蛋白。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括经

设计锚蛋白重复蛋白(DARPin)、抗运载蛋白、适配体或T细胞受体分子。

5.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述多肽文库中的候选经优化抗原性

病原体多肽被表达在哺乳动物细胞内或表面上。

6.根据权利要求1至4中任一项所述的方法，其中所述多肽文库中的候选经优化抗原性

病原体多肽已经被表达在细菌、酵母或昆虫细胞内或表面上。

7.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述病原体是病毒，所述候选经优化

抗原性病原体多肽是候选经优化抗原性病毒多肽，并且所述病原体肽是病毒多肽。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述多肽文库是包含多个不同病毒假型的病毒假

型文库，每个不同病毒假型包含不同候选经优化病毒多肽。

9.根据权利要求8所述的方法，其中在步骤(ii)中，通过对所述病毒假型被一种或更多

种所述抗原结合分子之结合和/或中和的筛选来对所述候选经优化抗原性病毒多肽被一种

或更多种所述抗原结合分子的结合进行筛选。

10.根据权利要求1至7中任一项所述的方法，其中通过流式细胞术测定来对所述候选

经优化抗原性病原体多肽被所述一种或更多种抗原结合分子的结合进行筛选。

11.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其还包括产生所述多肽文库。

12.根据权利要求11所述的方法，其中通过从包含多个不同核酸的核酸文库中表达所

述不同候选经优化抗原性病原体多肽来产生所述多肽文库，每个不同核酸包含编码所述多

肽文库中的不同候选经优化抗原性病原体多肽的核苷酸序列。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述不同候选经优化病原体多肽被表达在哺乳
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动物细胞内或表面上。

14.根据权利要求12或13所述的方法，其中所述核酸文库中的每个不同核酸的核苷酸

序列是针对在哺乳动物细胞中表达所编码多肽而经密码子优化的，任选地经基因优化的。

15.根据权利要求12至14中任一项所述的方法，其中所述核酸文库中的每个不同核酸

是用于在哺乳动物细胞中表达所述核酸的表达载体的一部分。

16.根据权利要求12至15中任一项所述的方法，其中所述病原体是病毒，所述候选经优

化抗原性病原体多肽是候选经优化抗原性病毒多肽，并且所述病原体肽是病毒多肽。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述核酸文库是病毒假型载体文库，并且所述文

库中的每个不同核酸是用于产生包含所编码病毒多肽的病毒假型的表达载体的一部分，并

且所述多肽文库是通过从所述病毒假型载体文库中的表达载体产生病毒假型而产生的病

毒假型文库，其中所述病毒假型文库包含多个不同病毒假型，每个不同病毒假型包含由所

述病毒假型载体文库中的不同核酸序列编码的不同候选经优化病毒多肽。

18.根据权利要求15至17中任一项所述的方法，其中所述表达载体也是疫苗载体。

19.根据权利要求18所述的方法，其中疫苗载体是病毒疫苗载体、细菌疫苗载体、RNA疫

苗载体或DNA疫苗载体。

20.根据权利要求18或19所述的方法，其中所述疫苗载体基于病毒递送载体，例如基于

痘病毒(例如MVA、NYVAC、AVIPOX)、疱疹病毒(例如任何宿主物种的HSV、CMV、腺病毒)、麻疹

病毒(例如麻疹)、甲病毒(例如SFV、仙台)、黄病毒(例如黄热病)或弹状病毒(例如VSV)的病

毒递送载体，细菌递送载体(例如沙门菌(Salmonella)、大肠杆菌(E.coli))，RNA表达载体

或DNA表达载体。

21.根据权利要求15至20中任一项所述的方法，其中所述载体是基于pEVAC的表达载

体。

22.根据权利要求12所述的方法，其中所述不同候选经优化抗原性病原体多肽被表达

在细菌、酵母或昆虫细胞内或表面上。

23.根据权利要求12至22中任一项所述的方法，其还包括通过合成多个不同核酸来产

生所述核酸文库，每个不同核酸包含编码不同候选经优化抗原性病原体多肽的不同核苷酸

序列。

24.根据权利要求23所述的方法，其还包括：

i)获得所述不同病原体分离株的病原体多肽的氨基酸序列和/或编码所述病原体多肽

的核苷酸序列；以及

ii)产生多个不同核苷酸序列，每个不同核苷酸序列编码不同候选经优化抗原性病原

体多肽，其中每个不同候选经优化抗原性病原体多肽的所编码氨基酸序列由所述病原体多

肽的所获得的氨基酸序列或所编码的氨基酸序列进行了优化，并且不同于每个所获得的氨

基酸序列或所编码的氨基酸序列。

25.根据权利要求24所述的方法，其中在权利要求24的步骤(ii)中产生多个不同核苷

酸序列包括：

对在权利要求24的步骤(i)中获得的氨基酸或核苷酸序列进行多序列比对；

从所述多序列比对中鉴定出在所述不同病原体分离株的多肽之间高度保守的氨基酸

序列或所编码的氨基酸序列；以及
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产生多个不同核苷酸序列，每个不同核苷酸序列编码不同候选经优化抗原性病原体多

肽，其中所述不同核苷酸序列中的一个或更多个包含编码从所述多序列比对中鉴定出的高

度保守的氨基酸序列或所编码氨基酸序列的序列。

26.根据权利要求25所述的方法，其还包括：

从所述多序列比对中鉴定出作为祖先氨基酸序列的氨基酸序列或所编码的氨基酸序

列；以及

在不同的所产生的核苷酸序列中的一个或更多个中包含编码从所述多序列比对中鉴

定出的祖先氨基酸序列的序列。

27.根据权利要求24至26中任一项所述的方法，其包括对不同的所产生核苷酸序列的

密码子进行密码子优化，任选地基因优化，以在表达系统中最佳表达所编码的候选经优化

抗原性病原体多肽。

28.根据权利要求27所述的方法，其中所述表达系统包含哺乳动物细胞。

29.根据权利要求27所述的方法，其中所述表达系统包含酵母、细菌或昆虫细胞。

30.根据权利要求24至29中任一项所述的方法，其包括针对所编码候选经优化抗原性

病原体多肽的抗原性对所述不同核苷酸序列进行优化。

31.根据权利要求30所述的方法，其中抗原性优化包括以下中的任一项：

对编码抑制抗病原体多肽抗体的产生和/或功能的氨基酸序列的核酸序列进行缺失或

修饰(例如，黏蛋白样结构域的缺失或修饰)；

区域交换，以恢复一个或更多个潜在丢失的编码表位；

位点特异性突变，例如N‑连接的糖基化位点的位点特异性突变；

增强稳定性的改变(例如二硫键形成，减少丝氨酸蛋白酶对所编码多肽的降解)；

聚糖的去除；

核酸序列的插入，例如插入编码期望表位的核酸序列。

32.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中权利要求1的步骤(ii)中所述的一种

或更多种广泛中和抗原结合分子包括广泛中和抗体，优选广泛中和单克隆抗体(BNmAb)。

33.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中权利要求1的步骤(ii)中所述的一种

或更多种抗原结合分子包括获自对象的抗体或来源于获自对象的抗体的抗体，所述对象在

这样的病原体的爆发中幸存，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同

一科、任选地同一亚型或类型。

34.根据权利要求33所述的方法，其中从中获得所述抗体或所述抗体所来源的对象是

人或非人哺乳动物对象。

35.根据权利要求33或34所述的方法，其中所述一种或更多种抗原结合分子包括广泛

中和单克隆抗体(BNmAb)。

36.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述不同病原体分离株包括来自这

样的病原体之爆发的不同病原体分离株，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的

病原体为同一亚型。

37.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述不同病原体分离株包括来自这

样的病原体之爆发的不同病原体分离株，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的

病原体为不同亚型但同一类型。
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38.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述不同病原体分离株包括来自这

样的病原体之爆发的不同病原体分离株，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的

病原体为不同组但同一科。

39.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述不同病原体分离株包括这样的

病原体的不同先前病原体分离株，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体

为同一亚型、类型或科。

40.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中每个候选经优化抗原性病原体多肽

包含至少20个氨基酸残基。

41.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述病原体是病毒。

42.根据权利要求41所述的方法，其中所述病毒是RNA病毒。

43.根据权利要求41或42所述的方法，其中所述病毒是新出现或再出现的RNA病毒。

44.根据权利要求41至43中任一项所述的方法，其中所述病毒是丝状病毒、沙粒病毒或

正黏病毒。

45.根据权利要求41至43中任一项所述的方法，其中所述病毒是埃博拉病毒或马尔堡

病毒。

46.根据权利要求41至43中任一项所述的方法，其中所述病毒是拉沙病毒。

47.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述病原体多肽是病毒糖蛋白。

48.根据前述权利要求中任一项所述的方法，其是体外方法。

49.对编码能诱导对病原体的广泛中和免疫应答的经优化抗原性病原体多肽的核酸序

列进行鉴定的方法，其包括：

i)用核酸对人或非人动物进行免疫接种，所述核酸包含编码通过根据前述权利要求中

任一项所述的方法鉴定出的先导候选经优化抗原性病原体多肽的核酸序列；

ii)确定在步骤(i)中的免疫接种之后在所述人或非人动物中是否诱导广泛中和免疫

应答；以及

iii)如果从步骤(ii)确定在所述人或非人动物中诱导了广泛中和免疫应答，则将所述

核酸序列鉴定为编码能够诱导对病原体的广泛中和免疫应答的经优化抗原性病原体多肽

的核酸序列。

50.根据权利要求49所述的方法，其包括通过确定获自所述人或非人动物的血清中的

抗体是否结合和/或中和超过一种病原体亚型来确定在所述人或非人动物中是否诱导了广

泛中和免疫应答。

51.根据权利要求49或50所述的方法，其中所述非人动物是哺乳动物。

52.根据权利要求51所述的方法，其中所述哺乳动物是豚鼠或小鼠。

53.根据权利要求49或50所述的方法，其中所述非人动物是禽类。

54.分离的核酸分子，其包含核酸序列或其互补序列，所述核酸序列：

i)与SEQ  ID  NO：1具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：1相同；

ii)与SEQ  ID  NO：2具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：2相同；

iii)与SEQ  ID  NO：4具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同
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一性，或与SEQ  ID  NO：4相同；

iv)与SEQ  ID  NO：5具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：5相同；

v)与SEQ  ID  NO：7具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：7相同；或者

vi)与SEQ  ID  NO：8具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：8相同。

55.分离的核酸分子，其包含核酸序列或其互补序列，所述核酸序列：

i)与SEQ  ID  NO：10具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：10相同；

ii)与SEQ  ID  NO：12具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：12相同；或者

iii)与SEQ  ID  NO：14具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：14相同。

56.分离的核酸分子，其包含核酸序列或其互补序列，所述核酸序列：

i)与SEQ  ID  NO：19具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：19相同；

ii)与SEQ  ID  NO：21具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：21相同；

iii)与SEQ  ID  NO：23具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：23相同；

iv)与SEQ  ID  NO：25具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：25相同；

v)与SEQ  ID  NO：27具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：27相同；

vi)与SEQ  ID  NO：29具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：29相同；或者

vii)与SEQ  ID  NO：31具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：31相同。

57.分离的多肽，其包含氨基酸序列，所述氨基酸序列：

i)与SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或

与SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列相同；

ii)与SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，

或与SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列相同；

iii)与SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，

或与SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序列相同；

iv)与SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，

或与SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序列相同；

v)与SEQ  ID  NO：7编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或
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与SEQ  ID  NO：7编码的氨基酸序列相同；

vi)与SEQ  ID  NO：8编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，

或与SEQ  ID  NO：8编码的氨基酸序列相同；

vii)与SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列相同；

viii)与SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列相同；

ix)与SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，

或与SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸序列相同。

58.分离的多肽，其包含氨基酸序列，所述氨基酸序列：

i)与SEQ  ID  NO：3具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：3相

同；

ii)与SEQ  ID  NO：6具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：6相

同；或者

iii)与SEQ  ID  NO：9具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：9

相同；

iv)与SEQ  ID  NO：11具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：11

相同；

v)与SEQ  ID  NO：13具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：13

相同；或者

vi)与SEQ  ID  NO：15具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：15

相同。

59.分离的多肽，其包含氨基酸序列，所述氨基酸序列：

i)与SEQ  ID  NO：18具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：18

相同；

ii)与SEQ  ID  NO：20具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：20

相同；

iii)与SEQ  ID  NO：22具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：

22相同；

iv)与SEQ  ID  NO：24具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：24

相同；

v)与SEQ  ID  NO：26具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：26

相同；

vi)与SEQ  ID  NO：28具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：28

相同；或者

vii)与SEQ  ID  NO：30具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：

30相同。

60.分离的核酸，其编码由权利要求54、55或56所述的核酸编码的氨基酸序列，其中所

述核酸针对在哺乳动物细胞中的表达进行了密码子优化，任选地基因优化。
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61.分离的核酸，其编码权利要求57、58或59所述的多肽，其中所述核酸针对在哺乳动

物细胞中的表达进行了密码子优化，任选地基因优化。

62.载体，其包含权利要求54、55、56、60或61所述的核酸。

63.根据权利要求62所述的载体，其还包含与所述核酸可操作连接的启动子。

64.根据权利要求63所述的载体，其中所述启动子用于在哺乳动物细胞中表达由所述

核酸编码的多肽。

65.根据权利要求63所述的载体，其中所述启动子用于在酵母或昆虫细胞中表达由所

述核酸编码的多肽。

66.根据权利要求62至65中任一项所述的载体，其是疫苗载体。

67.根据权利要求66所述的载体，其是病毒疫苗载体、细菌疫苗载体、RNA疫苗载体或

DNA疫苗载体。

68.分离的细胞，其包含权利要求62至65中任一项所述的载体。

69.假型病毒颗粒，其包含权利要求57、58或59所述的多肽。

70.产生权利要求69所述的假型病毒颗粒的方法，其包括用根据权利要求62至64中任

一项所述的载体转染宿主细胞。

71.融合蛋白，其包含根据权利要求57、58或59所述的多肽。

72.药物组合物，其包含根据权利要求54、55、56、60或61所述的核酸，以及可药用载体、

赋形剂或稀释剂。

73.药物组合物，其包含根据权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体，以及可药

用载体、赋形剂或稀释剂。

74.药物组合物，其包含根据权利要求57、58或59所述的多肽，以及可药用载体、赋形剂

或稀释剂。

75.根据权利要求72至74中任一项所述的药物组合物，其还包含佐剂，以用于增强对象

中对所述组合物中的多肽或由所述核酸编码的多肽的免疫应答。

76.在对象中诱导对丝状病毒科(Filoviridae)病毒的免疫应答的方法，其包括向所述

对象施用根据权利要求54、55、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求57或78所述的多

肽，根据权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体，或根据权利要求72至75中任一项所

述的药物组合物。

77.对对象进行针对丝状病毒科病毒的免疫接种的方法，其包括向所述对象施用根据

权利要求54、55、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求57或78所述的多肽，根据权利

要求62至64、66或67中任一项所述的载体，或根据权利要求72至75中任一项所述的药物组

合物。

78.在对象中诱导对沙粒病毒科(Arenaviridae)病毒的免疫应答的方法，其包括向所

述对象施用根据权利要求56、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求59所述的多肽，根

据权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体，或根据权利要求72至75中任一项所述的

药物组合物。

79.对对象进行针对沙粒病毒科病毒的免疫接种的方法，其包括向所述对象施用根据

权利要求56、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求59所述的多肽，根据权利要求62至

64、66或67中任一项所述的载体，或根据权利要求72至75中任一项所述的药物组合物。
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80.根据权利要求76至79中任一项所述的方法，其中所述组合物肌内施用。

81.核酸表达载体，其包含多克隆位点，所述多克隆位点包含KpnI和NotI核酸内切酶位

点。

82.根据权利要求81所述的载体，其中所述多克隆位点包含SEQ  ID  NO：16的核酸序列。

83.根据权利要求81或82所述的载体，其是表达载体和病毒假型载体。

84.根据权利要求81至83中任一项所述的载体，其是疫苗载体。

85.根据权利要求81至84中任一项所述的载体，其从5’至3’方向包含：启动子；剪接供

体位点；剪接接受体位点；和终止子信号，其中所述多克隆位点位于所述剪接接受体位点和

所述终止子信号之间。

86.根据权利要求85所述的载体，其中所述启动子包含CMV即早期增强子/启动子和/或

所述终止子信号包含缺少KpnI限制性核酸内切酶位点的牛生长激素基因的终止子信号。

87.根据权利要求81至86中任一项所述的载体，其还包含复制起点和编码对抗生素的

抗性的核酸。

88.根据权利要求87所述的载体，其中所述复制起点包含pUC‑质粒复制起点和/或所述

核酸编码对卡那霉素的抗性。

89.根据权利要求81至88中任一项所述的载体，其包含SEQ  ID  NO：17的核酸序列。

90.分离的核酸分子，其包含编码包含SEQ  ID  NO：6氨基酸序列的多肽和包含SEQ  ID 

NO：9氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

91.分离的核酸分子，其包含编码包含SEQ  ID  NO：13氨基酸序列的多肽和包含SEQ  ID 

NO：15氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

92.组合物，其包含：第一核酸，所述第一核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：6氨基酸序列的

多肽的核苷酸序列；以及第二核酸，所述第二核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：9氨基酸序列的

多肽的核苷酸序列。

93.组合物，其包含：第一核酸，所述第一核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：13氨基酸序列

的多肽的核苷酸序列；以及第二核酸，所述第二核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：15氨基酸序

列的多肽的核苷酸序列。

94.组合制剂，其包含：(i)第一核酸，所述第一核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：6氨基酸

序列的多肽的核苷酸序列；以及(ii)第二核酸，所述第二核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：9氨

基酸序列的多肽的核苷酸序列。

95.组合制剂，其包含：(i)第一核酸，所述第一核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：13氨基酸

序列的多肽的核苷酸序列；以及(ii)第二核酸，所述第二核酸包含编码包含SEQ  ID  NO：15

氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

96.组合物，其包含：包含SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列的第一多肽和包含SEQ  ID  NO：9的

氨基酸序列的第二多肽。

97.组合物，其包含：包含SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的第一多肽和包含SEQ  ID  NO：15

的氨基酸序列的第二多肽。

98.融合蛋白，其包含：包含SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列的第一多肽和包含SEQ  ID  NO：9

的氨基酸序列的第二多肽。

99.融合蛋白，其包含：包含SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的第一多肽和包含SEQ  ID  NO：
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15的氨基酸序列的第二多肽。

100.组合制剂，其包含：(i)包含SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列的第一多肽；以及(ii)包含

SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列的第二多肽。

101.组合制剂，其包含：(i)包含SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的第一多肽；以及(ii)包

含SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列的第二多肽。

102.根据权利要求54、55、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求57或58所述的多

肽，根据权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体或根据权利要求72至75中任一项所

述的药物组合物，其用作药物。

103.根据权利要求54、55、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求57或58所述的多

肽，根据权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体或根据权利要求72至75中任一项所

述的药物组合物，其用于治疗病毒感染，所述病毒感染优选地是由新出现或再出现的病毒、

优选地丝状病毒科病毒引起的病毒感染。

104.根据权利要求54、55、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求57或58所述的多

肽，根据权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体或根据权利要求72至75中任一项所

述的药物组合物在制造药物中的用途，所述药物用于治疗病毒感染，所述病毒感染优选地

是由新出现或再出现的病毒、优选地丝状病毒科病毒引起的病毒感染。

105.根据权利要求56、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求59所述的多肽，根据

权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体或根据权利要求72至75中任一项所述的药物

组合物，其用作药物。

106.根据权利要求56、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求59所述的多肽，根据

权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体或根据权利要求72至75中任一项所述的药物

组合物，其用于治疗病毒感染，所述病毒感染优选地是由新出现或再出现的病毒、优选地沙

粒病毒科病毒引起的病毒感染。

107.根据权利要求56、60或61中任一项所述的核酸，根据权利要求59所述的多肽，根据

权利要求62至64、66或67中任一项所述的载体或根据权利要求72至75中任一项所述的药物

组合物在制造药物中的用途，所述药物用于治疗病毒感染，所述病毒感染优选地是由新出

现或再出现的病毒、优选地沙粒病毒科病毒引起的病毒感染。

108.根据权利要求90或91所述的核酸，根据权利要求92、93、96或97所述的组合物，根

据权利要求94、95、100或101所述的组合制剂，或者根据权利要求98或99所述的融合蛋白，

其用作药物。

109.根据权利要求90或91所述的核酸，根据权利要求92、93、96或97所述的组合物，根

据权利要求94、95、100或101所述的组合制剂，或者根据权利要求98或99所述的融合蛋白，

其用于治疗病毒感染，所述病毒感染优选地是由新出现或再出现的病毒、优选地丝状病毒

科病毒引起的病毒感染。

110.以下物质在制造用于治疗病毒感染的药物中的用途：根据权利要求90或91所述的

核酸，根据权利要求92、93、96或97所述的组合物，根据权利要求94、95、100或101所述的组

合制剂，或者根据权利要求98或99所述的融合蛋白，所述病毒感染优选地是由新出现或再

出现的病毒、优选地丝状病毒科病毒引起的病毒感染。
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疫苗和方法

[0001] 本发明涉及用于鉴定能够诱导对病原体的广泛中和免疫应答的经优化抗原性病

原体多肽的方法，用于鉴定编码这样的经优化抗原性病原体多肽的核酸序列的方法，以及

用于确定在用经优化抗原性病原体多肽或编码经优化病原体多肽的核酸免疫接种之后在

对象中是否诱导了广泛中和免疫应答的方法。本发明还涉及核酸分子、多肽、载体、细胞、融

合蛋白、药物组合物，及其作为针对病原体、特别是针对新出现(emerging)或再出现(re‑

emerging)的病原体(特别是RNA病毒)的疫苗的用途。本发明还涉及假型病毒颗粒。

[0002] 疫苗的基本原理是使免疫系统为与病原体的接触做好准备。疫苗触发免疫系统以

产生抗体和T细胞应答，从而有助于抵抗感染。从历史上看，一旦病原体被分离出并使之生

长，就可以大量生产并杀伤或减毒，然后用作疫苗。后来，来自分离的病原体的重组基因被

用于产生重组蛋白，将其与佐剂混合以刺激免疫应答。最近，将病原体基因克隆到载体系统

(减毒细菌或病毒)中，以在体内表达和递送抗原。所有这些策略都依赖于从过去爆发中分

离出的病原体，以防止将来爆发。对于那些变化不显著或缓慢的病原体，这种常规技术是有

效的。然而，一些病原体容易发生突变，并且抗体并不总是能识别出不同病原体株。新出现

和再出现的病原体通常会将其易受攻击的抗原针对免疫系统隐藏或掩盖起来。

[0003] 在新出现和再出现的疾病中，不成比例的数量(37％)是由核糖核酸(RNA)病毒引

起的(Heeney，Journal  of  Internal  Medicine  2006；260：399‑408)。RNA病毒是以RNA为遗

传物质的病毒。该核酸通常是单链RNA(ssRNA)，但也可能是双链RNA(dsRNA)。与DNA病毒相

比，RNA病毒通常具有非常高的突变率，这是因为病毒RNA聚合酶缺乏DNA聚合酶的校对能

力。这就是为何很难制备有效的疫苗来预防由RNA病毒引起的疾病的原因之一。在大多数情

况下，当前针对RNA病毒的疫苗候选物受限于用作疫苗插入物的病毒株，其通常是基于野生

型株的可用性而不是根据知情的设计来选择的。开发用于包膜RNA病毒的疫苗的技术挑战

包括：i)野生型野外分离株糖蛋白(GP)的病毒变异作为疫苗抗原提供的保护范围有限；ii)

由疫苗插入物表达的疫苗抗原的选择是高度经验性的；免疫原选择是缓慢的试错过程；

iii)在不断发展或无法预料的病毒流行中，开发新的疫苗候选物是耗时的，并且可能会延

迟疫苗的部署。

[0004] 由RNA病毒引起的重要人疾病包括病毒性出血热(VHF)，这是由多个不同病毒科引

起的一组疾病。通常来说，术语“病毒性出血热”用于描述严重的多系统综合征(即，身体中

的多个器官系统受到影响)。特征性地，整个血管系统受到损害，并且身体的自我调节能力

受到损害。这些症状通常伴有出血(流血)，尽管出血本身很少危及生命。虽然一些类型的出

血热病毒可引起相对较轻的疾病，但许多病毒会导致严重的威胁生命的疾病。VHF是由至少

五个不同科的病毒引起的：沙粒病毒科(Arenaviridae)、布尼亚病毒科(Bunyaviridae)、丝

状病毒科(Filoviridae)、黄病毒科(Flaviviridae)和副黏病毒科(Paramyxoviridae)。这

些科的病毒都是RNA病毒，并且都被脂肪(脂质)外壳覆盖或包裹。VHF的存活取决于动物或

昆虫宿主(天然库)。病毒在地理上受限于其宿主物种居住的区域，并且人在与被感染的宿

主接触时会被感染。在从宿主传播后，带有一些病毒的人可能相互传播病毒。由这些病毒引

起的出血热的人病例或爆发偶尔和不规律发生。爆发的发生不容易预测。除少数例外，尚无

说　明　书 1/60 页

11

CN 113453710 A

11



针对VHF的治愈或建立的药物治疗。

[0005] 由沙粒病毒和丝状病毒引起的VHF一起覆盖了从西非到中非的广阔地理区域，并

威胁到受感染的动物库可能迁移但是尚未报道人疾病的邻近区域。丝状病毒以单链负义

RNA的形式编码其基因组。该科中的两个众所周知的成员是埃博拉病毒和马尔堡病毒。埃博

拉病毒是新出现和再出现的RNA病毒性疾病。爆发并不总是由完全相同的病毒引起，而是由

同一病毒科的不同亲属型(relative)(类型)造成的，其中存在近亲型(close  sibling)(例

如埃博拉Mayinga和埃博拉Kikwit)、近堂亲型(close  cousin)(塔伊森林(Tai  Forest)和

本迪布焦(Bundibugyo))、远堂亲型(苏丹(Sudan))和远亲型(distant  relative)(马尔堡

病毒)。自病毒性疾病首次被发现以来，2014年西非的埃博拉爆发是规模最大的。沙粒病毒

分为两类：旧世界病毒和新世界病毒。这些群体之间的差异在地理和遗传上得到了区分。已

知有至少八种沙粒病毒引起重程度不一的人疾病。无菌性脑膜炎(aseptic  meningitis)是

一种引起覆盖脑和脊髓的炎症的严重人疾病，可由淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒(LCMV)感

染引起。出血热综合征源于例如以下病毒的感染：瓜纳瑞托病毒(Guanarito  virus，GTOV)、

胡宁病毒(Junin  virus，JUNV)、拉沙病毒(Lassa  virus，LASV)、卢约病毒(Lujo  virus，

LUJV)、马丘波病毒(Machupo  virus，MACV)、萨比亚病毒(Sabia  virus，SABV)或白水河病毒

(Whitewater  Arroyo  virus，WWAV)。

[0006] 拉沙病毒(LASV)、埃博拉病毒(EBOV)和马尔堡病毒(MARV)是西非和中非最重要的

出血热。拉沙热是西非地区的流行病，估计每年感染数为30万至100万，有5,000例死亡。拉

沙热病毒(LASV)、埃博拉病毒(EBOV)和马尔堡病毒(MARV)都是具有人的高发病率和高死亡

率的4级病原体，对于其尚无确定的治愈，目前尚无许可的疫苗用于这些病毒引起的感染。

[0007] 流感病毒是正黏病毒科(Orthomyxoviridae)的成员。共有三种类型的流感病毒，

分别称为甲型流感、乙型流感和丙型流感。甲型流感病毒感染广泛多种鸟类和哺乳动物，包

括人、马、海洋哺乳动物、猪、雪貂和鸡。在动物中，大多数甲型流感病毒会引起呼吸道和肠

道的轻度局部感染。然而，高致病性的甲型流感病毒株(例如H5N1)会引起禽类的全身性感

染，其中死亡率可达到100％。2009年，H1N1流感是人流感的最常见原因。2009年出现了新的

猪源H1N1毒株，并且其被世界卫生组织宣布为大流行(pandemic)。该毒株被称为“猪流感”。

H1N1甲型流感病毒也是1918年的西班牙流感大流行、1976年的迪克斯堡(Fort  Dix)爆发以

及1977至1978年的俄罗斯流感大流行的原因。目前，美国有两种许可的流感疫苗方法‑灭活

裂解疫苗和减毒活疫苗。灭活疫苗可有效地诱导体液免疫应答，但通常只能诱导较差的细

胞免疫应答。由于其升高的感染风险，因此不能向免疫力低下或怀孕的患者施用活病毒疫

苗。

[0008] 因此，需要提供有效的疫苗，其诱导广泛中和免疫应答，以针对新出现和再出现的

疾病，尤其是由病毒例如RNA病毒引起的疾病(包括VHF和流感)提供保护。

[0009] 根据本发明，提供了用于鉴定能够诱导对病原体的广泛中和免疫应答的先导候选

经优化抗原性病原体多肽的方法，其包括：

[0010] i)提供包含多个不同候选经优化抗原性病原体多肽的多肽文库，其中每个不同候

选物的氨基酸序列已经从病原体多肽的多个不同氨基酸序列中优化并且不同于所述病原

体多肽的每个不同氨基酸序列，其中所述病原体多肽的每个不同氨基酸序列包含不同分离

株的多肽的氨基酸序列，并且其中每个不同分离株是这样的病原体的分离株，所述病原体
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与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一科；

[0011] ii)对所述多肽文库中的候选经优化抗原性病原体多肽被一种或更多种广泛中和

抗原结合分子的结合进行筛选，所述一种或更多种广泛中和抗原结合分子中的每一种能够

结合和/或中和这样的病原体，所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体同

一科；以及

[0012] iii)将在步骤(ii)中被一种或更多种抗原结合分子结合的候选经优化抗原性病

原体多肽鉴定为能够诱导对所述病原体的广泛中和免疫应答的先导候选经优化抗原性病

原体多肽。

[0013] 任选地，病原体的每种不同分离株或多种不同分离株中的每一种与期望诱导对其

广泛中和免疫应答的病原体是同一亚型或类型。

[0014] 任选地，病原体的每种不同分离株或多种不同分离株中的每一种与期望诱导对其

广泛中和免疫应答的病原体是同一种或属。

[0015] 任选地，不同分离株包括与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体同一科内的

不同亚型或类型的分离株。

[0016] 任选地，不同分离株包括与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体同一科内的

不同种或属的分离株。

[0017] 术语“病原体”在本文中用于指代可引起疾病的任何事物，尤其是指可引起疾病的

传染原，例如病毒、细菌、真菌或寄生虫。

[0018] 术语“多肽”在本文中用于指代包含多个氨基酸残基的聚合物，所述氨基酸残基通

过肽键连接在一起以形成链。所有蛋白质均为多肽。术语“多肽”与术语“蛋白质”可互换使

用。术语“多肽”特别地旨在包含天然存在的蛋白质以及重组或合成产生的蛋白质。任选地，

多肽是经修饰的多肽，例如共翻译或翻译后修饰的多肽，例如糖基化多肽或糖基化蛋白质

(“糖蛋白”)。糖蛋白是包含共价连接至氨基酸侧链的寡糖链(聚糖)的蛋白质。碳水化合物

通过共翻译或翻译后糖基化而连接至蛋白质。

[0019] “病原体多肽”是指形成病原体的一部分的任何多肽。任选地，病原体多肽是病原

体的结构蛋白(或其一部分)。任选地，病原体多肽是暴露在病原体表面上的结构蛋白(或其

一部分)。任选地，病原体多肽是病毒蛋白(或其一部分)。任选地，病原体多肽是病毒包膜蛋

白(或其一部分)。任选地，病原体多肽是糖蛋白(或其一部分)。任选地，病原体多肽是病毒

糖蛋白(或其一部分)。任选地，病原体多肽是病毒包膜糖蛋白(或其一部分)。任选地，病原

体多肽是外部病毒包膜糖蛋白(或其一部分)。任选地，病原体多肽包含至少20个氨基酸残

基的氨基酸序列。任选地，病原体多肽包含多至1000、900、800、700或600个氨基酸残基的氨

基酸序列。

[0020] 完全组装的感染性病毒被称为病毒体。最简单的病毒体由核酸(单链或双链RNA或

DNA)和衣壳蛋白外壳组成。衣壳形成为单或双蛋白壳，并且由仅一种或几种结构蛋白组成。

包膜病毒具有覆盖其保护性蛋白衣壳的包膜。包膜通常来源于宿主细胞膜的一些部分(磷

脂和蛋白质)，但包括病毒编码的糖蛋白。

[0021] 包膜表面的糖蛋白用于鉴定宿主膜上的受体位点并与之结合。病毒包膜然后与宿

主膜融合，从而使衣壳和病毒基因组进入并感染宿主。病毒‑细胞膜融合是所有包膜病毒

(包括人病原体，例如丝状病毒、流感病毒和人免疫缺陷病毒(HIV))进入细胞并开始病毒感
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染的一种手段。该膜融合过程由一种或更多种病毒包膜糖蛋白执行。融合可发生在细胞质

膜或内体膜上。

[0022] 糖蛋白可帮助病毒避开宿主免疫系统。包膜病毒具有很大的适应性，并且可在短

时间内改变以逃避宿主免疫系统。包膜病毒可导致持续感染。包膜RNA病毒包括例如黄病

毒、披膜病毒(Togavirus)、冠状病毒、丁型肝炎、正黏病毒、副黏病毒、弹状病毒、布尼亚病

毒、丝状病毒。逆转录病毒是包膜病毒。包膜DNA病毒包括疱疹病毒、痘病毒、肝炎病毒。

[0023] 大多数外部病毒包膜蛋白是糖蛋白，以膜锚定的刺突(spike)出现，通常组装成二

聚体或三聚体。丝状病毒包膜上的三聚体糖蛋白(GP)刺突介导病毒进入的所有阶段，包括

附着、进入和融合。细胞受体的识别位点通常位于距病毒包膜最远的结构域(远端)，而近端

结构域则与包膜的脂质双层相互作用。寡糖侧链(聚糖)通过N‑糖苷键联或更罕见的O‑糖苷

键联连接。由于这些是通过细胞糖基转移酶合成的，因此这些聚糖的糖组成类似于宿主细

胞膜糖蛋白的糖组成。

[0024] 丝状病毒进入细胞表面已证明是由宿主细胞附着因子介导的，所述宿主细胞附着

因子例如C型凝集素，包括DC‑SIGN(树突状细胞特异性ICAM3捕获非整联蛋白；也称为

CD209)和L‑SIGN(肝和淋巴结SIGN；也称为CLEC4M)和多种细胞表面蛋白质，例如整联蛋白、

T细胞免疫球蛋白和含黏蛋白结构域(TIM)的蛋白质，以及酪氨酸蛋白激酶受体3(TYR03)家

族成员。与细胞表面结合后，丝状病毒通过巨胞饮样过程被内化，随后通过早期和晚期内体

运输。在病毒包膜与晚期内体的膜融合之后，病毒基因组然后渗透到胞质中。在胞质中，病

毒基因组复制并转录，并且合成新的病毒蛋白以组装后代病毒体，后者从细胞表面出芽

(bud)。

[0025] 埃博拉病毒(EBOV)的表面糖蛋白GP是许多疫苗的关键组分和中和抗体的靶标。

EBOV  GP是作为单个多肽合成的，随后被弗林蛋白酶样蛋白酶切割为GP1和GP2亚基，它们通

过亚基间二硫键和非共价相互作用保持在一起，并在病毒表面形成GP1‑GP2异二聚体的三

聚体。然而，弗林蛋白酶的切割不足以引发EBOV  GP。进入细胞后，病毒最终被运输到晚期内

体，在那里GP被进一步引发以去除一些“帽”组分，从而触发关键膜融合事件的诱导，导致病

毒渗透。EBOV  GP引发由在β13‑β14环内切割GP1的半胱氨酸蛋白酶组织蛋白酶B和组织蛋白

酶L介导。组织蛋白酶切割从GP1中去除了约60％的氨基酸，包括黏蛋白样结构域、聚糖帽和

提议的受体结合区的最外β链，形成了GP的引发形式(称为GPcl，19kDa  GP1加GP2)。与全长

GP不同，引发的GPcl无法与内体膜蛋白Niemann‑Pick  C1(NPC1)结合，其是EBOV感染必不可

少的宿主进入因子。游离NPC1‑C及其与GPcl的复合物的晶体结构已经确定(Wang  et  al.，

Cell，2016，164，258‑268)。在埃博拉病毒感染期间，GP基因的主要产物是分泌型GP(sGP)，

这是缺少GP2和黏蛋白样结构域，但共有295个GP1氨基酸的可溶性二聚体。

[0026] 流感病毒体包含分段的负义RNA基因组，其编码以下蛋白质：血凝素(HA)、神经氨

酸酶(NA)、基质(M1)、质子离子通道蛋白(M2)、核蛋白(NP)、聚合酶碱性蛋白1(PB1)、聚合酶

碱性蛋白2(PB2)、聚合酶酸性蛋白(PA)和非结构蛋白2(NS2)。HA、NA、MI和M2是膜相关的，而

NP、PB1、PB2、PA和NS2是核衣壳相关的蛋白质。MI蛋白是流感颗粒中最丰富的蛋白。HA和NA

蛋白是包膜糖蛋白，负责病毒的附着和病毒颗粒向细胞内的渗透，以及病毒中和和保护性

免疫的主要免疫显性表位的来源。HA和NA蛋白二者被认为是预防性流感疫苗的最重要组

分。
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[0027] 对于细菌或真菌，合适的病原体多肽包括对于细菌或真菌的繁殖或对于细菌或真

菌在人中感染或引起疾病的能力必不可少的多肽。合适的实例包括表面表达的多肽或蛋白

质(参见，例如Hu  et  al .，Front .Microbiol .8：82 .doi：10 .3389/fmicb .2017 .00082；

Santos  and  Levitz，Cold  Spring  Harb  Perspect  Med.2014；4(11)：a019711)。

[0028] 本文使用的术语“抗原”是指能够在宿主生物体中诱导免疫应答的物质。免疫应答

可以是体液和/或细胞免疫应答。细胞免疫应答是免疫系统细胞(例如B细胞、T细胞、巨噬细

胞或多形核细胞)对刺激物(例如抗原或疫苗)的应答。免疫应答可包括身体参与宿主防御

应答的任何细胞，包括例如分泌干扰素或细胞因子的上皮细胞。免疫应答包括但不限于先

天免疫应答或炎症。如本文所用，保护性免疫应答是指保护对象免于感染或疾病(即，即预

防感染或预防与感染相关的疾病的发展)的免疫应答。测量免疫应答的方法是本领域公知

的，并且包括例如测量淋巴细胞(例如B或T细胞)的增殖和/或活性、细胞因子或趋化因子的

分泌、炎症或抗体产生。

[0029] 任选地，经优化抗原性病原体多肽能够在已施用多肽(作为多肽，或例如从施用的

核酸表达载体表达)的人或非人动物中诱导抗体的产生和/或T细胞应答。

[0030] 本文使用的术语“抗体”是指由具有特定氨基酸序列的B淋巴样细胞产生的免疫球

蛋白分子。抗体在人或其他动物中由特定抗原(免疫原)诱发。抗体的特征在于以一些可证

实的方式与抗原特异性反应，抗体和抗原各自以彼此定义。“引起抗体应答”是指抗原或其

他分子诱导抗体产生的能力。

[0031] “中和”抗体或抗原结合分子不仅与病原体(例如病毒)结合，而且其以抑制(即降

低)或阻断感染或感染进展的方式结合。中和抗体或抗原结合分子可阻断与受体的相互作

用，或者可以以抑制基因组脱壳的方式与病毒衣壳结合。术语“中和抗体”或“中和抗原结合

分子”还包括能够通过促进细胞因子应答或通过促进被免疫细胞摄取和去除来预防病原体

(例如病毒)的感染的抗体或抗原结合分子。特别地，术语“中和抗体”包括能够通过抗体依

赖性细胞介导的细胞毒性(ADCC)或补体依赖性细胞毒性(CDC)抑制或阻断病原体的感染

(或感染的进展)的抗体(或者其片段或衍生物)。结合病毒的许多抗体中只有一小部分能够

中和。

[0032] 本文使用的术语“广泛中和抗原结合分子”包括能够抑制(即降低)、中和或预防病

原体的至少两种不同亚型或种(例如病毒的至少两种不同亚型或种、细菌的至少两种不同

亚型或种或者真菌的至少两种不同亚型或种)的感染的抗原结合分子，例如抗体或者其片

段或衍生物。任选地，广泛中和抗原结合分子能够抑制(即降低)、中和或预防病原体的大部

分或全部不同亚型或种(例如病毒的大部分或全部不同亚型或种、细菌的大部分或全部不

同亚型或种或者真菌的大部分或全部不同亚型或种)的感染。任选地，广泛中和抗体能够抑

制(即降低)、中和或预防同一科内病原体(例如病毒、细菌或真菌)的至少两种不同类型的

成员的感染。

[0033] 任选地，在本发明方法的步骤(ii)中使用多个不同广泛中和抗原结合分子。任选

地，每个不同广泛中和抗原结合分子与多肽文库中的候选经优化抗原性病原体多肽的不同

区域或表位结合。

[0034] 本文使用的术语“广泛中和免疫应答”意指在对象中引起的免疫应答，该免疫应答

足以抑制(即降低)、中和或预防病原体的至少两种不同亚型或种(例如病毒的至少两种不
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同亚型或种、细菌的至少两种不同亚型或种或者真菌的至少两种不同亚型或种)的感染和/

或感染的进展。任选地，广泛中和免疫应答足以抑制、中和或预防病原体的大部分或全部不

同亚型或种(例如病毒的大部分或全部不同亚型或种、细菌的大部分或全部不同亚型或种

或者真菌的大部分或全部不同亚型或种)的感染和/或感染的进展。任选地，广泛中和免疫

应答足以抑制、中和或预防同一科内病原体(例如病毒、细菌或真菌)的至少两种不同类型

的成员的感染和/或感染的进展。任选地，广泛中和免疫应答足以抑制、中和或预防同一科

内病原体(例如病毒、细菌或真菌)的至少两个不同属的成员的感染和/或感染的进展。

[0035] 数种针对病原体的广泛中和抗体是已知的。例如，已证明一些抗体能够中和整个

丝状病毒科中多种亚型的病毒分离株。Saphire  et  al.(Cell，2018；174(4)：938‑952)描述

了针对埃博拉病毒糖蛋白的单克隆抗体的系统分析。针对埃博拉病毒的广泛中和抗体的一

个实例是免疫引起的猕猴抗体CA45，如Zhao  et  al.，2017(Cell  169，891‑904)所述。Bruun 

et  al.(PLoS  ONE  9(10)：e109196.doi：10.1371/journal.pone.0109196)中参考了针对

HIV‑1包膜蛋白的广泛中和单克隆抗体。Corti  et  al.(Curr  Opin  Virol.2017  Jun；24：

60‑69)提供了针对甲型和乙型流感病毒的广泛反应性单克隆抗体的特异性、抗病毒和免疫

学作用机理以及在临床上的开发的概述。

[0036] 任选地，病原体是病毒。

[0037] 病毒主要根据表型特征(例如形态学、核酸类型、复制方式、宿主生物体及其引起

的疾病类型)进行分类。一种用于病毒分类的方案是巴尔的摩分类系统(Baltimore 

classification  system)，其根据病毒的核酸(DNA或RNA)、链式(单链或双链)、有义链和复

制方法的组合将病毒分为七个组之一：

[0038] ·I：dsDNA病毒(例如腺病毒、疱疹病毒、痘病毒)：

[0039] ·II：ssDNA病毒(+链或“有义链”)DNA(例如细小病毒)；

[0040] ·III：dsRNA病毒(例如呼肠孤病毒)；

[0041] ·IV：(+)ssRNA病毒(+链或有义链)RNA(例如小RNA病毒、披膜病毒)；

[0042] ·V：(‑)ssRNA病毒(‑链或反义链)RNA(例如正黏病毒、丝状病毒、沙粒病毒、弹状

病毒)；

[0043] ·VI：ssRNA‑RT病毒(+链或有义链)RNA，在生命周期中具有DNA中间体(例如逆转

录病毒))；

[0044] ·VII：dsDNA‑RT病毒DNA，在生命周期中具有RNA中间体(例如嗜肝DNA病毒

(Hepadnavirus))。

[0045] 任选地，病毒是RNA病毒。RNA病毒包括：

[0046] 组III：病毒具有双链RNA基因组。

[0047] 组IV：病毒具有正义单链RNA基因组。许多公知的病毒存在于该组中，包括小RNA病

毒(其为包括公知的病毒例如甲型肝炎病毒、肠病毒、鼻病毒、脊髓灰质炎病毒和口蹄疫病

毒的病毒科)、SARS病毒、丙型肝炎病毒、黄热病毒和风疹病毒；

[0048] 组V：病毒具有负义单链RNA基因组。埃博拉病毒和马尔堡病毒以及流感病毒、拉沙

病毒、麻疹、流行性腮腺炎和狂犬病都是该组的公知成员。

[0049] 下表列出了巴尔的摩分类下不同RNA病毒科的分组：
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[0050]
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[0051]

[0052] 任选地，病毒是新出现或再出现的RNA病毒。新出现或再出现的RNA病毒的实例包

括埃博拉病毒、马尔堡病毒、拉沙病毒、流感病毒、MERS冠状病毒、亨德拉病毒、尼帕病毒。

[0053] 任选地，病毒是丝状病毒或沙粒病毒。任选地，病毒是埃博拉病毒或马尔堡病毒。

任选地，病毒是拉沙病毒。任选地，病毒是流感病毒。

[0054] 任选地，病原体是DNA病毒。任选地，病原体是痘病毒科的成员，例如猴痘病毒。

[0055] DNA病毒包括：

[0056] 组I：病毒具有双链DNA。引起水痘和疱疹的病毒见于此。

[0057] 组II：病毒具有单链DNA。
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[0058] 下表列出了巴尔的摩分类下不同DNA病毒科的分组：

[0059]

[0060] 任选地，病原体是逆转录病毒。逆转录病毒包括：

[0061] 组VI：病毒具有通过DNA中间体复制的单链RNA病毒。逆转录病毒包括在该组中，

HIV是其中的一员。

[0062] 组VII：病毒具有双链DNA基因组，并使用逆转录酶复制。乙型肝炎病毒可见于该组

中。

[0063] 术语“亚型”在本文中用于指病原体(例如，病毒、细菌或真菌)的遗传变体或株。例

如，埃博拉病毒属是丝状病毒科中包括的病毒分类单元。这个属的成员被称为埃博拉病毒。

六种已知的埃博拉病毒亚型以最初各自被鉴定的区域命名：本迪布焦、雷斯顿(Reston)、苏

丹、塔伊森林、扎伊尔(Zaire)和邦巴利(Bombali)。甲型流感病毒根据病毒表面的两种蛋白
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质分为亚型：血凝素(HA)和神经氨酸酶(NA)。有18种已知的HA亚型和11种已知的NA亚型。HA

和NA蛋白的许多不同组合是可能的。例如，“H7N2病毒”表示具有HA  7蛋白和NA  2蛋白的甲

型流感病毒亚型。类似地，“H5N1”病毒具有HA  5蛋白和NA  1蛋白。

[0064] Kuhn  et  al.(Arch  Virol.2013  Jan；158(1)：301‑311)讨论了丝状病毒科的天然

变体的病毒命名法。根据作者，(天然)病毒株是“给定病毒的可识别变体，因为其具有在自

然条件下保持稳定的一些独特表型特征。”这样的“独特表型特征”是与比较的参考病毒不

同的生物学特性，例如独特的抗原特性、宿主范围或其引起的疾病的体征。具有简单“基因

组序列差异的病毒变体......，由于没有可识别的独特病毒表型，因此没有被给予单独的

毒株状态”。因此，毒株是遗传稳定的病毒变体，其与天然参考病毒(类型变体)的区别在于

其引起明显不同的可观察到的感染表型(不同类型的疾病、感染不同类型的宿主、通过不同

的方式传播等)。“遗传稳定的”意指与表型变化相关的基因组变化通过自然选择随时间推

移在很大程度上得以保留。基因组序列变异的程度与将变异体分类为毒株无关，这是因为

独特的表型有时是由很少的突变产生的。“可观察到的表型”意指，例如，在比较动物实验

中，研究人员可在不知晓哪只动物接受了哪种病毒并且也没有关于两种病毒之间差异的任

何信息的情况下区分参考对照病毒感染的动物和指称的新毒株感染的动物。将病毒变体指

定为病毒株是国际专家组的责任。迄今为止，尚未报道根据该定义的天然丝状病毒株。例

如，EBOV的所有已描述的遗传变体都会在人和甚至实验动物中引起类似的出血热，并且类

似地传播。仅基于临床，无法将已知的EBOV遗传变体与其他区分开。实际上，它们的多样性

似乎限于体外生长动力学和噬菌斑形成的细微差异或实验动物疾病持续时间的细微变化，

并且最终源自基因组序列有限但通常稳定的差异。MARV、RAVV、BDBV、RESTV和SUDV的不同遗

传变体也是如此(目前，仅有TAFV的一种分离株，并且没有LLOV的分离株。)

[0065] 根据Kuhn等人，天然遗传丝状病毒变体是一种天然丝状病毒，其基因组共有序列

与参考丝状病毒(特定丝状病毒物种的类型病毒)的基因组共有序列相差≤10％，但与参考

丝状病毒不同，并且不会引起可观察到的不同疾病表型(丝状病毒株可以是遗传丝状病毒

变体，但如果提出毒株定义，则大多数遗传丝状病毒变体将不是丝状病毒株)。

[0066] 病毒分类的另一种方案是国际病毒分类委员会(International  Committee  on 

Taxonomy  of  Viruses，ICTV)系统。该系统与细胞生物体的分类系统共有许多功能，例如分

类单元结构。然而，此命名系统在某些点与其他分类法代码有所不同。病毒分类从“目”级别

开始，并如下继续，并以斜体给出分类单元后缀：

[0067] 目(‑virales)

[0068] 科(‑viridae)

[0069] 亚科(‑virinae)

[0070] 属(‑virus)

[0071] 种

[0072] 种名通常采用[疾病]病毒的形式，特别是对于高等植物和动物。

[0073] “目”的建立基于以下推论，其包含的病毒科最可能从共同祖先进化而来。大多数

病毒科仍处于未入选(unplaced)状态。截至2017年，ICTV定义了病毒的9个目、131个科、46

个亚科、803个属和4 ,853个种。目是有尾噬菌体目(Caudovirales)、疱疹病毒目

(Herpesvirales)、线状病毒目(Ligamenvirales)、单股反链病毒目(Mononegavirales)、网

说　明　书 10/60 页

20

CN 113453710 A

20



巢病毒目(Nidovirales)、逆转录病毒目(Ortervirales)、微RNA病毒目(Picornavirales)、

布尼亚病毒目(Bunyavirales)和芜菁黄花叶病毒目(Tymovirales)。这些目跨越具有不同

宿主范围的病毒。

[0074] ·有尾噬菌体目是有尾的dsDNA(组I)噬菌体。

[0075] ·疱疹病毒目包含大的真核dsDNA病毒。

[0076] ·线状病毒目包含线性dsDNA(组I)太古代病毒。

[0077] ·单股反链病毒目包括非分段(‑)链ssRNA(组V)植物和动物病毒。

[0078] ·网巢病毒目由具有脊椎动物宿主的(+)链ssRNA(组IV)病毒构成。

[0079] ·逆转录病毒目包含通过DNA中间体复制的单链RNA和DNA病毒(组VI和VII)。

[0080] ·微RNA病毒目包含感染多种植物、昆虫和动物宿主的小(+)链ssRNA病毒。

[0081] ·芜菁黄花叶病毒目包含感染植物的单分(monopartite)(+)ssRNA病毒。

[0082] ·布尼亚病毒目包含三分(tripartite)(‑)ssRNA病毒(组V)。

[0083] 根据ICTV，病毒种是“病毒的单源组，其性质可通过多种标准与其他种区分开来。”

[0084] 术语“分离株”在本文中是指从感染个体获得的纯病原体样品。仅经过一轮复制

后，病毒感染的细胞将已经包含的基因组的群体，并且来源于这些基因组的病毒体彼此之

间会略有不同。同样，从受感染个体采集的样品将包含许多病毒体，其中许多会略有不同，

因此，“分离株”是指群体，而“分离株”的“序列”是分析的样品中存在的基因组群体的共有

序列。病毒分离株可定义为“特定病毒的实例”。天然丝状病毒分离株是特定天然丝状病毒

或特定遗传变体的实例。分离株在共有序列或个体序列上可彼此相同或略有不同。

[0085] 任选地，一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括获自对象的抗体或来源于获自

对象的抗体的抗体，所述对象已经暴露于这样的病原体，所述病原体与期望诱导对其广泛

中和免疫应答的病原体为同一科。

[0086] 任选地，一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括获自对象的抗体或来源于获自

对象的抗体的抗体，所述对象已经暴露于这样的病原体，所述病原体与期望诱导对其广泛

中和免疫应答的病原体为同一亚型或类型。

[0087] 任选地，一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括获自对象的抗体或来源于获自

对象的抗体的抗体，所述对象已经暴露于这样的病原体，所述病原体与期望诱导对其广泛

中和免疫应答的病原体为同一属或种。

[0088] 任选地，一种或更多种广泛中和抗原结合分子包括非抗体抗原结合蛋白。例如，一

种或更多种广泛中和抗原结合分子可包括经设计锚蛋白重复蛋白(DARPin)、适配体、抗运

载蛋白(anticalin)或T细胞受体分子。

[0089] DARPin是遗传改造的抗体模拟蛋白，其通常表现出高特异性和高亲和力的靶蛋白

结合。其源自天然锚蛋白，并包含重复的结构单元，该结构单元形成具有大的潜在靶相互作

用表面的稳定蛋白结构域。通常来说，DARPin包含四个或五个重复，其中第一个(N加帽重

复)和最后一个(C加帽重复)用于提供亲水性表面。DARPin对应于天然锚蛋白重复蛋白结构

域的平均尺寸。具有少于三个重复(即加帽重复和一个内部重复)的蛋白质不能形成足够稳

定的三级结构。DARPin的分子量取决于总重复数：

[0090] 重复 3 4 5 6 7 …

～质量(kDa) 10 14 18 22 26 …
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[0091] 可产生编码具有随机潜在靶相互作用残基的DARPin的核酸文库，其具有超过1012

种变体的多样性。从这些文库中，可使用允许共翻译分泌的信号序列使用核糖体展示或噬

菌体展示选择以皮摩尔亲和力和特异性与所选的期望靶标结合的DARPin。因此，通过筛选

DARPin的文库，可鉴定结合和/或中和病原体的多于一种亚型的一种或更多种DARPin。用于

鉴定DARPin的基于文库的筛选描述于例如Hartmann  et  al.(Molecular  Therapy：Methods 

and  Clinical  Development  2018  Vol.10：128‑143)中。

[0092] 任选地，本发明方法的步骤(ii)中所述的一种或更多种抗原结合分子包括广泛中

和抗体(或者其保留广泛中和活性的片段或衍生物)，例如广泛中和单克隆抗体(BNmAb)(或

者其保留广泛中和活性的片段或衍生物)。

[0093] 任选地，本发明方法的步骤(ii)中所述的一种或更多种抗原结合分子包括获自对

象的抗体或来源于获自对象的抗体的抗体，所述对象在这样的病原体的爆发中幸存，所述

病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一亚型、类型或科。

[0094] 任选地，本发明方法的步骤(ii)中所述的一种或更多种抗原结合分子包括获自对

象的抗体或来源于获自对象的抗体的抗体，所述对象在这样的病原体的爆发中幸存，所述

病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一种、属或科。

[0095] 本文使用的术语“爆发”是指在限定的机构(例如医院或医疗中心)、社区、地理区

域或时间段内比通常可预期的更多的病例的发生。爆发可能发生在受限制的地理区域内，

或可能延伸到多个国家/地区。其可能持续几天或几周，或几年。表明爆发存在的病例数将

根据病原体、暴露群体的大小和类型、以前对该疾病的经历或缺乏暴露以及发生的时间和

地点而有所不同。因此，爆发的状态与一年的同一季节内同一社区中同一区域内疾病的通

常频率相对。可通过将当前信息与一年中同一时间内群体或社区中的先前发病率进行比较

以确定所观察到的病例数是否超过预期数目来确定是否存在爆发。

[0096] 任选地，病原体的爆发可以是指在一个或更多个季节中或者在一年中在一定区域

(例如大陆地区)或国家中或在群体或社区中由病原体造成的比通常可预期的更多的疾病

病例的发生。

[0097] 任选地，病原体(例如病毒)的爆发是在一个季节中在一定区域(例如大陆地区)中

由病原体造成的比通常可预期的更多的疾病病例的发生。

[0098] 任选地，病原体(例如病毒)的爆发是在一个季节中在群体中由病原体造成的比通

常可预期的更多的疾病病例的发生。

[0099] 大陆地区的实例包括非洲地区：

[0100] ·非洲北部：阿尔及利亚；加那利群岛；休达；埃及；利比亚；马德拉；梅利利亚；摩

洛哥；苏丹；突尼斯；西撒哈拉；

[0101] ·非洲东部：布隆迪；科摩罗；吉布提；厄立特里亚；埃塞俄比亚；肯尼亚；马达加斯

加；马拉维；毛里求斯；马约特；莫桑比克；留尼汪；卢旺达；塞舌尔；索马里；南苏丹；坦桑尼

亚；乌干达；赞比亚；津巴布韦

[0102] ·非洲中部：安哥拉；喀麦隆；中非共和国；乍得；刚果民主共和国；刚果共和国；赤

道几内亚；加蓬；圣多美和普林西比；

[0103] ·非洲西部：贝宁；布基纳法索；佛得角；象牙海岸；冈比亚；加纳；几内亚；几内亚

比绍；利比里亚；马里；毛里塔尼亚；尼日尔；尼日利亚；圣海伦娜；塞内加尔；塞拉利昂；多
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哥；

[0104] ·非洲南部：博茨瓦纳；莱索托；纳米比亚；南非；斯威士兰。

[0105] 任选地，从中获得所述抗体或所述抗体所来源的对象是人或非人哺乳动物对象。

[0106] 可使用任何合适的表达系统表达多肽文库中的候选经优化抗原性病原体多肽。合

适的实例包括哺乳动物细胞、或者酵母或昆虫或细菌细胞。

[0107] 任选地，多肽文库中的候选经优化抗原性病原体多肽被表达在表达系统的细胞表

面上。细胞表面表达提高了候选经优化抗原性病原体多肽正确折叠的可能性。

[0108] 任选地，通过流式细胞术对候选经优化抗原性病原体多肽被一种或更多种抗原结

合分子的结合进行筛选。例如，表达候选经优化抗原性病原体多肽的细胞可用于流式细胞

术测定中。

[0109] 任选地，使用第一测定(例如流式细胞术)对候选经优化抗原性病原体多肽被一种

或更多种广泛中和抗原结合分子的结合进行筛选，并且使用第二测定(例如中和测定)对候

选经优化抗原性病原体多肽被一种或更多种广泛中和抗原结合分子的结合进行筛选。

[0110] 任选地，病原体是病毒，候选经优化抗原性病原体多肽是候选经优化抗原性病毒

多肽，并且病原体肽是病毒多肽。

[0111] 任选地，多肽文库是包括多个不同病毒假型的病毒假型文库，每个不同病毒假型

包含不同候选经优化抗原性病原体多肽，例如不同候选经优化抗原性病毒多肽(例如病毒

糖蛋白)。

[0112] 任选地，在步骤(ii)中，通过对病毒假型被一种或更多种抗原结合分子的结合和/

或中和的筛选来对候选经优化抗原性病毒多肽被一种或更多种广泛中和抗原结合分子的

结合进行筛选。

[0113] 假型化是产生与外来病毒包膜蛋白组合的病毒或病毒载体的过程。结果是假型病

毒颗粒。假型颗粒不携带产生其他病毒包膜蛋白的遗传物质，因此表型变化不能传递给子

代病毒颗粒。“假型”可被定义为杂交病毒颗粒，其包含包裹核酸(RNA或DNA)基因组的蛋白

质核衣壳(“核芯”)，核芯本身被包封在来源于宿主细胞的脂质“包膜”膜中。当核芯通过“出

芽”离开细胞时获得的该包膜包含来源于其他病毒的蛋白质。这些异源包膜蛋白中的许多

是宿主免疫系统的抗原性靶标。在假型中，这些包膜蛋白中的一种或更多种可能来源于研

究病毒。许多假型还携带被改造到其基因组中的外来基因，称为“转移”基因。当存在易感细

胞时，包膜蛋白与细胞受体结合，允许细胞进入，最终导致转移基因表达。弹状病毒(例如水

泡性口炎病毒，VSV)和逆转录病毒(例如慢病毒)已被广泛用作假型化的核芯。对于逆转录

病毒，其关键特征是能够将其二聚体单链RNA基因组逆转录为双链脱氧核糖核酸(dsDNA)副

本，然后通过使用病毒和细胞酶将其整合到细胞基因组中。对于逆转录病毒假型，这通常导

致转移/报道基因的表达，后者易于定量。报道基因的表达直接相关于病毒包膜/受体相互

作用的效率，以及相反地，单个抗体应答或抗病毒剂是否会干扰天然病毒的进入和复制过

程。

[0114] 病毒假型与广泛中和抗原结合分子的结合可使用技术人员已知的任何合适技术

来测量，例如通过血凝抑制(HI)测定或通过酶联免疫吸附测定(ELISA)。与糖蛋白(GP)结合

的抗体的ELISA分析在Saphire  et  al.2018(Cell  174(4)：938‑952)中描述，其涉及针对埃

博拉病毒GP的单克隆抗体的分析。
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[0115] 逆转录病毒假型的产生及其在假型中和测定和免疫原性测试中的用途在

Temperton  et  al.2015(Retroviral  Pseudotypes‑From  Scientific  Tools  to  Clinical 

U t i l i t y .I n：e L S .J o h n  W i l e y & S o n s ，L td ：C h i c h e s t e r .D O I：1 0 .1 0 0 2 /

9780470015902.a0021549.pub2)中详细综述。

[0116] 逆转录病毒的所有七个属的代表已用于假型化研究，但迄今为止，仅广泛使用γ

逆转录病毒或慢病毒假型。慢病毒是逆转录病毒科的一个属，与γ逆转录病毒不同，其可感

染非增殖细胞，这使其适合于涉及包括肌肉或神经元的高度分化或静止细胞(例如在G0细

胞周期阶段)的基因治疗应用。用于假型化最常用慢病毒载体是1型HIV(HIV‑1)，尽管也使

用了猿猴免疫缺陷病毒。

[0117] 逆转录病毒假型的产生是通过将一种或更多种外源包膜蛋白基因、核心逆转录病

毒基因和转移基因(例如报道基因或治疗基因)的克隆版本同时引入生产细胞中实现的，生

产细胞通常是高度可转染的细胞系，例如人胚胎肾(HEK)293克隆17T细胞(美国典型培养物

保藏中心#CRL‑11268)(Pear  et  al.，1993，PNAS  USA  90：8392‑8396)。

[0118] 1 .包膜质粒。将研究病毒的一种或更多种包膜基因克隆到合适的表达质粒中。基

因通常通过使用特定引物通过病毒cDNA的聚合酶链反应扩增而获得，或来自定制基因合

成。一些表达载体是可商购的并且利用不同的通常强的组成型基因启动子(例如来自人巨

细胞病毒(CMV)即早期基因)，其可影响假型产生的效力。

[0119] 2.逆转录病毒gag‑pol质粒。gag和pol基因编码多蛋白，该多蛋白随后被切割以释

放见于核芯内的结构蛋白(包括基质、衣壳和核衣壳)，以及参与病毒复制的蛋白质(蛋白

酶、逆转录酶和整合酶)，其负责处理所述结构蛋白，将ssRNA病毒基因组转化成dsDNA并确

保(转移基因)整合到宿主细胞基因组中。另外，在慢病毒gag‑pol构建体中包含rev基因。

Rev蛋白参与病毒mRNA从细胞核输出到胞质中以进行翻译。

[0120] 3.转移/报道质粒。这是稳定整合到宿主细胞DNA中的基因，该基因从宿主细胞DNA

中通过多种顺式作用转录元件表达。转移质粒包含在基因上游的包装信号，以确保在假型

产生过程中将包含该基因的病毒RNA并入病毒核芯中。

[0121] 一旦细胞机器已经转录并翻译了转染的基因，就可通过包装信号将转移基因(长

末端重复(LTR)之间的区域)的RNA二聚体并入到假型中。由于转移质粒是唯一被工程化以

包含包装信号的质粒，因此没有其他核酸被并入到成熟的假型颗粒中。Gag的N末端的结构

域将核衣壳靶向细胞质膜，在该细胞质膜中已插入了一种或更多种包膜蛋白。从细胞出芽

的假型颗粒被包封在细胞膜中，其形成病毒包膜。

[0122] 假型病毒被释放到生产细胞培养基中。该上清液可滴定到靶细胞上以测量功能性

颗粒的浓度。这些通过包膜蛋白‑受体相互作用附着至细胞，随后是膜融合和内化。带有转

移/报道基因的假型基因组被整合到宿主细胞DNA中，并从那里表达。报道基因的表达水平

与活颗粒的转导水平相关。由于在假型中仅存在转移基因，因此靶细胞中不会产生病毒蛋

白，因此不会发生进一步的假型产生和繁殖。与使用野生型病毒工作相比，使用假型工作提

供了安全性。基于绿色荧光蛋白(GFP)的假型易于使用荧光显微术或流式细胞术进行滴定，

通过发光分析(luminometry)的萤光素酶假型，以及通过显色反应的β‑半乳糖苷酶(β‑gal)

假型。

[0123] 许多标准血清学测定仅测量抗体结合(血凝抑制(HI)和ELISA)，而不测量病毒感
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染性的抑制。中和测定允许灵敏地检测功能性抗体应答。然而，对于高防控病毒(例如埃博

拉)，由于需要高度生物安全的实验室设施和受过专门培训的人员，因此这些检测并未广泛

应用。使用利用这样的病原体的包膜假型化的逆转录病毒和慢病毒颗粒作为用于中和测定

的“替代病毒”是解决此问题的一种方法。使用假型策略，仅需要病毒的一种或更多种包膜

蛋白，而没有重组或天然病毒逃逸的可能性。这些假型经历了顿挫复制(abortive 

replication)，并且无法产生具有复制能力的后代。

[0124] 假型是用于病毒中和测定的优秀血清学试剂，因为病毒体可包含报道基因，并在

表面带有异源病毒包膜蛋白。这些报道基因向靶细胞的转移取决于病毒包膜蛋白的功能；

因此，可通过报道基因转移和表达的减少来测量针对包膜的中和抗体的滴度。现在已经开

发出针对来自多种病毒科的广泛范围的RNA病毒的PV中和测定(参见Temperton等的表1(同

上))。

[0125] 已显示基于假型的流感中和测定对于测量广泛中和抗体非常有效，使其成为研究

针对具有大流行潜力的多种亚型的交叉反应性应答的理想血清学工具(Corti  et  al .，

2011，Science  333(6044)：850‑856)。

[0126] 在Sinn  et  al.2017(Methods  Mol  Biol.2017；1628：65‑78)中描述了用丝状病毒

糖蛋白假型化的慢病毒载体的产生。

[0127] 产生病毒假型的合适的一般性方法的实例如下：

[0128] 为了进行转染，将5×106个HEK‑293T细胞铺板，24小时后添加包含质粒DNA和PEI

的复合物，这有助于DNA转运到细胞中。将逆转录病毒gag‑pol质粒和报道质粒与所需的包

膜质粒同时转染。

[0129] 合适的中和测定的一个实例如下：

[0130] 在96孔板中，将约100×TCID50假型病毒(其导致输出为1×105相对光单位(RLU))

与血清稀释液在37％(5％CO2)下孵育1小时，然后添加1×104个靶细胞。将它们再孵育48小

时，然后除去培养基，并用新鲜培养基和萤光素酶试剂的50∶50混合物替换。2.5分钟后通过

在光度计上读取板来检测萤光素酶活性。对于所有结果，在分析之前都会扣除背景RLU(单

独病毒或DEnv)。

[0131] Saphire等(同上)描述了涉及针对埃博拉病毒GP的单克隆抗体的分析的用于评价

mAb中和的三种独立测定：

[0132] i)生物上包含EBOV(ΔVP30)(Halfmann  et  al .，2008，Proc  Natl  Acad  Sci 

USA.2008；105：1129‑1133)；和

[0133] ii)在BSL‑2+、BSL‑3和BSL‑4防控下执行的真实EBOV；以及

[0134] iii)带有EBOV  GP的具有复制能力的水疱性口炎病毒(rVSV)。

[0135] EbolaΔVP30‑RenLuc病毒的中和

[0136] 使用其中报道基因海肾萤光素酶基因代替了病毒转录因子VP30的埃博拉病毒

(EbolaΔVP30‑RenLuc病毒)来补充稳定地反式表达VP30的Vero细胞系(Vero  VP30)，从而

允许在BSL‑3进行分析(Halfmann  et  al.，2008)。将在最小必需培养基中的2％胎牛血清中

稀释的总共5×103个病灶形成单位的EbolaΔVP30‑RenLuc病毒与50μg/ml的单克隆抗体在

37℃下孵育3小时。然后将感染复数(MOI)为0.001的病毒/抗体混合物添加至在前一天以9

×103个细胞/孔接种在96孔板中的Vero  VP30细胞，并在37℃和5％CO2下孵育3天。如果使
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用，则将豚鼠补体(Cedarlane)以10％的终浓度添加至最小必需培养基。然后将活细胞萤光

素酶底物EnduRen(Promega)与细胞孵育3小时，然后使用Tecan  M1000读板仪(Tecan)将萤

光素酶值作为相对光单位(RLU)进行测量。一式两份进行测定，并将已知的中和(GP  133/

3.16)和非中和单克隆抗体(VP35  5/69.3.2)分别用作阳性和阴性对照。将萤光素酶信号中

和≥95％的抗体定义为强中和剂，而将萤光素酶信号抑制50％至94％的视为中等中和剂，

并且将具有49％或更低抑制的那些归类为弱/非中和剂。

[0137] 真实EBOV的中和

[0138] 根据Holtsberg  et  al.(Holtsberg  et  al.，2015，J  Virol.2015；90：266‑278)中

描述的方法进行评估真实EBOV中和的测定。在病毒感染之前24小时，将Vero  E6细胞以2.5

×10‑4个细胞/孔接种到黑色96孔板的内部60孔中。将抗体在Vero生长培养基(Eagle最低必

需培养基，含Earle盐和L‑谷氨酰胺、5％胎牛血清(FBS)和1％青霉素‑链霉素)中系列稀释

至期望最终浓度(50μg/ml)的两倍，与等体积的活EBOV混合，并在37℃下孵育1小时，每15分

钟进行混合。然后将MOI为0.2的抗体/病毒混合物添加至Vero细胞，并在37℃下孵育1小时，

用PBS洗涤，将单独的生长培养基添加至所有孔，并将板在37℃下再孵育48小时。然后将细

胞用10％中性缓冲福尔马林固定，并使用与Alexa  Fluor  488(Molecular  Probes)缀合的

EBOV特异性人mAb  KZ52和山羊抗人IgG作为二抗通过间接免疫荧光测定确定感染细胞的百

分比。在Operetta  High  Content成像系统(Perkin‑Elmer)上使用20倍物镜以20视野/孔获

取图像。使用自定义算法分析Operetta图像，该算法是根据Harmony软件(Perkin‑Elmer)中

提供的图像分析函数构建的。相对于用单独培养基孵育的对照细胞，确定每种抗体的抑制

百分比。将感染细胞的百分比降低＞80％的抗体被归类为强中和剂，而将感染降低50％至

79％以及小于50％的抗体分别被视为中等中和剂和弱/非中和剂。

[0139] rVSV‑EBOV  GP的中和

[0140] 先前描述了表达eGFP和重组表面GP(rVSV‑EBOV)来代替VSV  G的重组水泡性口腔

炎病毒(VSV)(Wec  et  al.，2016，Science；354：350‑354；Wong  et  al.，2010，Virol.；84：

163‑175)。为了进行中和测定，将Vero细胞以6.0×104个细胞/孔接种，并在补充有10％胎

牛血清(FBS)和100I.U./ml青霉素和100μg/ml链霉素的Eagle最小必需培养基(EMEM)中于

37℃和5％CO2下培养过夜。第二天，将病毒与无血清EMEM中从330nM(～50μg/ml)开始的系

列3倍抗体稀释液在室温下孵育1小时，然后感染96孔板中的Vero细胞单层。基于病毒储液

的滴定来确定用于感染的病毒的量以在不含抗体的对照孔中实现35％至50％的最终感染

(MOI为每个细胞约0.1感染单位)。将病毒与补充有2％FBS、100I.U./ml青霉素和100μg/ml

链霉素的50％v/v/EMEM中的细胞在37℃和5％CO2下孵育14至16小时，然后将细胞固定，并

且用Hoescht对核染色。通过使用Cellinsight  CX5自动显微镜和随附软件(Thermo 

Scientific)将EGFP阳性细胞与通过核染色指示的细胞总数相比进行计数，来测量rVSV感

染性。将缺乏抗体的对照孔中的感染水平设置为100％，并将一式三份测试的每种抗体稀释

液的感染相对于该值进行归一化。确定平均值，并使用GraphPad  Prism版本6使用完整的9

点稀释曲线确定半最大抑制剂浓度IC50。IC50≤5nM的抗体被视为强中和剂，而5nM＜IC50＜

50nM和≤50nM的抗体分别被视为中等中和剂和弱/非中和剂。还使用测试的最高浓度

(330nM)的抗体并测量相对于未处理的对照细胞的GFP信号来确定作为抗体效力指标的未

中和级分。那些将信号降低≥98％、50％至98％、和小于50％的信号分别视为强、中等、和
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弱/非中和剂。

[0141] 用于筛选多肽文库的方法描述于Bruun等(PLoS  ONE  9(10)：e109196中。

[0142] 任选地，本发明的方法还包括产生多肽文库。

[0143] 任选地，通过从包含多个不同核酸的核酸文库中表达不同候选经优化抗原性病原

体多肽来产生多肽文库，每个不同核酸包含编码多肽文库中的不同候选经优化抗原性病原

体多肽的核苷酸序列。

[0144] 任选地，不同候选经优化病原体多肽被表达在哺乳动物细胞内或表面上。合适的

方法是本领域技术人员公知的。

[0145] 任选地，核酸文库中的每个不同核酸的核苷酸序列针对在哺乳动物细胞中表达所

编码的多肽而进行了优化。

[0146] 任选地，核酸文库中的每个不同核酸是用于在哺乳动物细胞中表达核酸的表达载

体的一部分。

[0147] 任选地，病原体是病毒，候选经优化抗原性病原体多肽是候选经优化抗原性病毒

多肽，并且病原体肽是病毒多肽。

[0148] 任选地，核酸文库是病毒假型载体文库，并且文库中的每个不同核酸是用于产生

包含编码的病毒多肽的病毒假型的表达载体的一部分，并且多肽文库是通过从病毒假型载

体文库中的表达载体产生病毒假型而产生的病毒假型文库，其中病毒假型文库包含多个不

同病毒假型，每个不同病毒假型包含由病毒假型载体文库中的不同核酸序列编码的不同候

选经优化病毒多肽。

[0149] 任选地，病毒假型载体文库包含至少2、3、5、10、20、30、40、50、102、103、104、105、

106、107、108或109个不同成员。

[0150] 任选地，表达载体也是疫苗载体。

[0151] 疫苗载体的实例包括病毒疫苗载体、细菌疫苗载体、RNA疫苗载体或DNA疫苗载体。

[0152] 病毒疫苗载体使用活病毒将核酸(例如DNA或RNA)携带到人或非人动物细胞中。病

毒中包含的核酸编码一种或更多种抗原，其一旦在受感染的人或非人动物细胞中表达，就

会引起免疫应答。病毒疫苗载体可诱导体液和细胞介导的免疫应答二者。病毒疫苗载体组

合了核酸疫苗与活减毒疫苗的许多积极特性。与核酸疫苗一样，病毒疫苗载体也将核酸携

带到宿主细胞中以产生抗原蛋白，可对该抗原蛋白进行定制以刺激一系列免疫应答，包括

抗体、T辅助细胞(CD4+T细胞)和细胞毒性T淋巴细胞(CTL、CD8+T细胞)介导的免疫。与核酸

疫苗不同，病毒疫苗载体还具有主动侵入宿主细胞并复制的潜力，非常像活减毒疫苗，像佐

剂一样进一步激活免疫系统。因此，病毒疫苗载体通常包含活减毒病毒，其经过遗传改造以

携带编码来自不相关生物体的蛋白质抗原的核酸(例如DNA或RNA)。尽管病毒疫苗载体通常

能够产生比核酸疫苗更强的免疫应答，但是对于一些疾病，在一种称为异源初免‑加强

(prime‑boost)的策略中，病毒载体与其他疫苗技术组合使用。在该体系中，给予一种疫苗

来作为初免步骤，随后使用替代疫苗作为加强物进行疫苗接种。异源初免‑加强策略旨在提

供更强的整体免疫应答。病毒疫苗载体可用作初免疫苗和加强疫苗二者来作为该策略的一

部分。病毒疫苗载体已由Ura等，2014(Vaccines  2014，2，624‑641)以及Choi和Chang，2013

(Clinical  and  Experimental  Vaccine  Research  2013；2：97‑105)进行了综述。

[0153] 任选地，病毒疫苗载体基于病毒递送载体，例如基于痘病毒(例如修饰的痘苗病毒
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安卡拉(MVA)、NYVAC、AVIPOX)、疱疹病毒(例如任何宿主物种的HSV、CMV、腺病毒)、麻疹病毒

(例如麻疹)、甲病毒(例如SFV、仙台)、黄病毒(例如黄热病)或弹状病毒(例如VSV)的病毒递

送载体，细菌递送载体(例如沙门菌、大肠杆菌)，RNA表达载体或DNA表达载体。

[0154] 任选地，载体是基于pEVAC的表达载体。pEVAC表达载体在下面的实施例7中有更详

细的描述。

[0155] 在另一些实施方案中，不同候选经优化抗原性病原体多肽被表达在细菌、酵母或

昆虫细胞内或表面上。

[0156] 任选地，本发明的方法还包括通过合成多个不同核酸来产生核酸文库，每个不同

核酸包含编码不同候选经优化抗原性病原体多肽的不同核苷酸序列。

[0157] 任选地，本发明的方法还包括：i)获得不同病原体分离株的病原体多肽的氨基酸

序列和/或编码病原体多肽的核苷酸序列；以及ii)产生多个不同核苷酸序列，每个不同核

苷酸序列编码不同候选经优化抗原性病原体多肽，其中每个不同候选经优化抗原性病原体

多肽的编码的氨基酸序列根据病原体多肽的所获得氨基酸序列或编码的氨基酸序列进行

优化，并且不同于每个获得的氨基酸序列或编码的氨基酸序列。

[0158] 任选地，在以上步骤(ii)中产生多个不同核苷酸序列包括：对在以上步骤(i)中获

得的氨基酸或核苷酸序列进行多序列比对；从多序列比对中鉴定在不同病原体分离株的多

肽之间高度保守的氨基酸序列或编码的氨基酸序列；以及产生多个不同核苷酸序列，每个

不同核苷酸序列编码不同候选经优化抗原性病原体多肽，其中不同核苷酸序列中的一个或

更多个包含编码从多序列比对中鉴定的高度保守的氨基酸序列或编码的氨基酸序列的序

列。

[0159] 在不同病原体分离株的多肽之间高度保守的氨基酸序列或编码的氨基酸序列的

长度可为至少1、2、3、4、5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、100、150、200、250、300、400、500、

600、700或800个氨基酸残基。

[0160] 任选地，不同病原体分离株的病原体多肽的氨基酸序列的数目或编码病原体多肽

的核苷酸序列的数目为至少3、4、5、10、20、30、40、50、100、200、300、400、500、600、700、800、

900、1000、106、109或1012。通常来说，用于多序列比对的序列数目越多越好。

[0161] 任选地，本发明的方法还包括：从多序列比对中鉴定出作为祖先氨基酸序列的氨

基酸序列或编码的氨基酸序列；以及在不同的所产生的核苷酸序列中的一个或更多个中包

含编码从多序列比对中鉴定出的祖先氨基酸序列的序列。

[0162] 包含一个或更多个编码祖先氨基酸序列的核苷酸序列可能是有利的，因为与现存

氨基酸序列高度保守的祖先氨基酸序列被认为对于病原体的存活和/或繁殖具有结构和/

或功能上的重要性。另外，由于病原体分离株可能非常多样(特别是例如新出现或再出现的

病原体(例如新出现或再出现的RNA病毒)的分离株)，设计用于对一个患者病原体群体发挥

作用的疫苗可能不适用于不同患者，因为这两个病原体群体之间的进化距离可能很大。然

而，相比于两个病原体群体接近彼此，它们最近的共同祖先更接近两个病原体群体中的每

一个。因此，为共同祖先设计的疫苗可能更有可能对更大比例的流行株(circulating 

strain)有效。

[0163] 祖先序列重建(ancestral  sequence  reconstruction，ASR)在Randall等

(Nat.Commun.7：12847  doi：10.1038/ncomms  12847(2016))中进行了讨论。作者将ASR的定
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义称为“在进化/系统发育背景下分析现代序列以推断在树的特定节点的祖先序列的过

程”。祖先序列重建(ASR)用于分子进化研究。与通过水平比较系统发育树的不同分支末端

的相关蛋白质同源物来研究蛋白质的传统进化方法不同，ASR以竖直方式探测树节点内统

计推断的祖先蛋白(参见图1)。系统发育树是根据其物理或遗传特征的相似性和差异显示

多种生物物种或其他实体之间进化关系的分支图。在有根的系统发育树中，每个带有后代

的节点代表这些后代的推断的最近共同祖先。在ASR中，选择目的蛋白质的多种相关同源

物，并以多序列比对(MSA)进行比对，构建系统发育树，其在分支的节点处具有统计推断序

列。这些序列就是所谓的“祖先”。合成相应DNA，将其转化到细胞中并产生蛋白质的过程就

是所谓的“重建”。

[0164] 祖先序列通常是通过最大似然法(maximum  likelihood)来计算的，然而也可执行

贝叶斯法(Bayesian  method)。由于祖先是从系统发育推断的，因此系统发育的拓扑和组成

在输出ASR序列中发挥主要作用。ASR并不声称要重建古蛋白质/DNA的实际序列，而是可能

与该节点处的序列相似的序列。最大似然(ML)法通过产生这样的序列来工作，其中每个位

置的残基通过所使用的推论方法被预测最有可能占据该位置。通常来说，这是从现存序列

计算的得分矩阵(类似于BLAST或MSA中使用的那些)。替代方法包括最大简约法(maximum 

parsimony，MP)，其基于序列进化模型构建序列，通常最少数目的核苷酸序列变化的概念代

表发生的最有效的进化途径以及最有可能的。MP经常被认为是最不可靠的重建方法，因为

其可能将进化过度简化至不适合十亿年的规模的程度。其他方法包括贝叶斯法，其涉及对

残基不确定性的考虑。这样的方法有时用于补充ML法，但通常会产生更多模糊序列(即，包

含无法预测明确置换的残基位置的序列)。通常在这种情况下，会产生涵盖大多数模糊的多

个ASR序列并彼此比较。

[0165] 基于Joy  et  al .，2016，PLOS  Computational  Biology  12(7)：DOI：10 .1371/

journal.pcbi.1004763中的描述，以下将更详细地描述用于ASR的方法和算法。

[0166] 任选地，利用至少3、4、5、10、20、30、40、50、100、200、300、400、500、600、700、800、

900、1000、106、109或1012个不同序列进行ASR。在一些情况下，使用的序列数越多越好。

[0167] 任选地，用于多序列比对的每个序列是病原体分离株的病原体多肽的全长序列。

[0168] 祖先重建的任何尝试都始于系统发育。一般而言，系统发育是关于其中种群(称为

分类单元)通过共同祖先的谱系关联的顺序的基于树的假设。观察到的分类单元由树的尖

端或末端节点表示，这些尖端或末端节点通过分支渐进地连接到它们的共同祖先，其由树

的通常称为祖先或内部节点的分支点表示。最终，所有谱系都收敛到整个分类单元样本的

最近共同祖先。在祖先重建的背景下，系统发育通常被视为具有已知数量(贝叶斯法是重要

的例外)。因为可能有大量的系统发育在解释数据方面几乎同样有效，所以将数据支持的系

统发育的子集简化为单个代表或点估计可能是一种方便并且有时候必要的简化假设。祖先

重建可被认为是对给定的系统发育应用假设的进化模型的直接结果。当模型包含一个或更

多个自由参数时，总的目标是基于在观察到的来源于共同祖先的分类单元(序列)中测得的

特征估计这些参数。简约法是此范例的重要例外。其基于特征状态(character  state)中的

变化比较稀有的启发式方法(heuristic)，而没有尝试量化这种稀有性。

[0169] 最大简约法

[0170] 简约法是指选择最简单的竞争假设的原理。在祖先重建的背景下，简约法试图在
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给定的树中找到祖先状态的分布，以使得解释在树的尖端处观察到的状态时必需的特征状

态变化的总数最小化。这种最大简约法是最早形成的用于重建祖先状态的算法之一。最大

简约法可通过多种算法之一来实现。最早的实例之一是Fitch法(Fitch  WM .Toward 

defining  the  course  of  evolution：minimum  change  for  a  specific  tree 

topology.Systematic  Biology.1971；20(4)：406‑16)，其通过对有根的二叉树的两次遍

历，通过简约法来分配祖先特征状态。第一阶段是后序遍历，其通过在其父节点之前先访问

后代(子)节点而从树的尖端向根前进。最初，基于对其后代观察到的特征状态来确定第i个

祖先的可能特征状态的集合Si。每个分配都是祖先的后代的特征状态的集合交集；如果交

集为空集，则为集合并集。在后一种情况下，暗示在祖先与其两个直接后代之一之间发生了

特征状态变化。每个这样的事件都计入算法的成本函数，该函数可用于基于最大简约法来

区分替代树。接下来，对树进行从根向尖端前进的前序遍历。然后基于其与其父节点共享的

特征状态，将特征状态分配给每个后代。由于根没有父节点，因此可能需要随意选择特征状

态，特别是当在根处已重建了多于一个的可能状态时。简约法具有直观吸引力和高效性，使

得在一些情况下仍然可使用它们来为具有初始系统发育的ML优化算法提供开端(seed)

(Stamatakis  A .RAxML‑VI‑HPC：maximum  likelihood‑based  phylogenetic  analyses 

with  thousands  of  taxa  and  mixed  models.Bioinformatics.2006；22：2688‑90.pmid：

16928733)。然而，其具有多个问题：

[0171] 1.进化速率的变化。Fitch法假设所有特征状态之间的变化以同样可能性发生；因

此，对于给定的树，任何变化都将产生相同的成本。这种假设通常是不现实的，并且会限制

这种方法的准确性。例如，在核酸的进化中，转换倾向于比颠换更频繁地发生。可通过为特

定特征状态变化分配差异成本来放宽这一假设，从而得到加权的简约算法(Sankoff 

D .Minimal  muta tion  trees  of  seq uences .SIAM  Journal  on  Applied 

Mathematics.1975；28(1)：35‑42)。

[0172] 2.快速进化。这样的方法所基于的“最小进化”启发式方法的结果是，这样的方法

假定变化是稀有的，因此在变化是标准而不是例外的情况下是不适当的(Schluter  D，

Price  T，Mooers  AO，Ludwig  D .Likelihood  of  ancestor  states  in  adaptive 

radiation.Evolution.1997；51(6)：1699‑711；Felsenstein  J.Maximum  likelihood  and 

minimum‑steps  methods  for  estimating  evolutionary  trees  from  data  on  discrete 

characters.Systematic  Biology.1973；22(3)：240‑9)。

[0173] 3.谱系之间的时间变化。简约法隐含地假设沿着树的每个分支都经过了相同的进

化时间量。因此，它们不能解释树中分支长度的变化，而分支长度通常用于量化进化或时序

时间的流逝。例如，这种限制使该技术适合推断在一个很短的分支上发生一个变化，而不是

在一个很长的分支上发生多个变化。通过基于模型的方法(ML和贝叶斯法二者)解决了该缺

陷，所述方法在随机进化过程沿着树的每个分支展开时推断该随机进化过程(Li  G，Steel 

M，Zhang  L .More  taxa  are  not  necessarily  better  for  the  reconstruction  of 

ancestral  character  states.Systematic  biology.2008；57(4)：647‑53)。

[0174] 4.统计依据。没有该方法所基于的统计模型，其估计值没有明确的不确定性。

[0175] 最大似然法(ML)

[0176] 祖先序列重建的ML法将树的内部节点处的特征状态作为参数，并尝试在给定假设
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(与观察到的序列或分类单元相关的进化和系统发育模型)的情况下找到使数据(观察到的

特征状态)的概率最大化的参数值。一些最早的ML祖先重建方法是在遗传序列进化的背景

下开发的(Yang  Z，Kumar  S，Nei  M .A  new  method  of  inference  of  ancestral 

nucleotide  and  amino  acid  sequences .Genetics .1995；141(4)：1641‑50；Koshi  JM，

Goldstein  RA .Proba bilistic  reconstruction  of  ancestral  protein 

sequences.Journal  of  Molecular  Evolution.1996；42(2)：313‑20)；针对离散特征进化

的类似情况也开发了类似的模型(Pagel  M .The  maximum  likelihood  approach  to 

reconstructing  ancestral  character  states  of  discrete  characters  on 

phylogenies.Systematic  biology.1999；48(3)：612‑22)。

[0177] 这些方法采用与用于推论系统发育树相同的概率框架(F e l s e n s t e i n 

J.Evolutionary  trees  from  DNA  sequences：a  maximum  likelihood  approach.Journal 

of  molecular  evolution.1981；17(6)：368‑76)。简而言之，通过时间可逆的连续时间马尔

可夫过程(Markov  process)来对遗传序列的进化建模。在最简单的情况下，所有特征都随

时间以恒定速率经历独立的状态转换(例如核苷酸置换)。经常扩展此基本模型，以允许在

树的每个分支上具有不同速率。实际上，突变率也可能随时间而变化(例如，由于环境变

化)；这可通过允许速率参数沿树进化来建模，但代价是增加了参数数目。模型定义了沿着

长度为t(以进化时间为单位)的分支从状态i到j的转换概率。从对应于提出的树的分层结

构的转换概率的嵌套总和来计算系统发育的似然性。在每个节点上，其后代的似然性是在

该节点上所有可能的祖先特征状态上求和：

[0178]

[0179] 其中计算出以具有直接后代y和z的节点x为根的子树的似然性，其中Si表示第i个

节点的特征状态，tij是节点i和j之间的分支长度(进化时间)，并且Ω是所有可能的特征状

态(例如，核苷酸A、C、G和T)的集合。因此，祖先重建的目的是找到所有x个内部节点对Sx的

分配，以使给定树的观测数据的似然性最大化。

[0180] 祖先重建的问题不是为了计算替代树的总体似然性，而是要找到每个具有最高边

际ML的祖先节点处的特征状态的组合。一般来说，针对此问题有两种方法。首先，可从树的

后代开始向上工作，以在仅考虑其直系后代的情况下向每个祖先渐进地分配最可能的特征

状态。这种方法称为边际重建(marginal  reconstruction)。类似于贪婪算法(greedy 

algorithm)，该算法在优化问题的每个阶段都做出局部最优选择。尽管其可能非常高效，但

不能保证获得针对问题的全局最佳解决方案。其次，替代地，可尝试找到整个树中祖先特征

状态的联合组合(joint  combination)，从而共同使数据的似然性最大化。因此，这种方法

称为联合重建(joint  reconstruction)。尽管其不如边际重建那么迅速，但也不太可能陷

入现代优化方法和启发式方法被设计要避免的非凸目标函数的局部最优中。在祖先重建的

情况下，这意味着边际重建可将特征状态分配给直接祖先，其是局部最优的，但会使祖先特

征状态的联合分布偏向远离全局最优。联合重建比边际重建在计算方面更加复杂。然而，已

经开发了用于联合重建的有效算法，其时间复杂度通常与观察到的分类单元或序列的数目

成线性关系。

[0181] 在特征之间(或基因组中的位点之间)存在进化速率的变化的情况下，基于ML的祖
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先重建方法倾向于比MP法具有更高的准确性。然而，这些方法尚不能适应进化速率随时间

的变化，也称为异质速度(heterotachy)。如果特定特征的进化速度在系统发育的分支上加

快，则对于给定的分支长度并假设该特征的进化速率恒定，该分支上发生的进化量将被低

估。除此之外，很难将异质速度与进化速率的特征之间的变化区分开。

[0182] 由于ML(不同于最大简约法)要求研究者指定进化模型，因此其准确性可能会受到

使用严重错误的模型(模型错误指定)的影响。此外，ML可能仅提供特征状态的单一重建(其

通常称为“点估计”)‑当似然表面高度非凸，包括多个峰(局部最优值)时，则单点估计不能

提供足够的表示，而贝叶斯法可能更合适。

[0183] 贝叶斯推断

[0184] 贝叶斯推断使用观测数据的似然性来更新研究者的信念或先验分布，以得出后验

分布。在祖先重建的背景下，目的是推断给定树的每个内部节点处祖先特征状态的后验概

率。而且，可将这些概率在进化模型的参数和所有可能树的空间上的后验分布上进行积分。

这可表达为贝叶斯定理的应用：

[0185]

[0186] αP(D|S，θ)P(S|θ)P(θ)，

[0187] 其中S代表祖先状态，D对应于观测数据，并且θ代表进化模型和系统发育树二者。P

(D|S，θ)是观测数据的似然性，其可通过如上给出的Felsenstein修剪算法计算得出。P(S|

θ)是给定模型和树的祖先状态的先验概率。最后，P(D|θ)是给定模型和树的数据概率，其在

所有可能祖先状态上积分。给出了两种表述来强调贝叶斯定理的两种不同应用，在以下讨

论。

[0188] Yang及同事开发了贝叶斯祖先序列重建方法的第一实现中之一，其中分别使用进

化模型和树的ML估计来定义先验分布。因此，他们的方法是计算祖先特征状态的后验概率

的经验贝叶斯法的一个实例；该方法首先在软件包PAML中实现(Yang  Z .PAML  4：

phylogenetic  analysis  by  maximum  likelihood .Molecular  biology  and 

evolution.2007；24(8)：1586‑91)。根据上述贝叶斯规则公式，经验贝叶斯法修正了从数据

中获得的模型和树的经验估计，从而有效地从公式的后验似然性和先验条件中剔除掉。此

外，Yang及同事(Yang  Z，Kumar  S，Nei  M .A  new  method  of  inference  of  ancestral 

nucleotide  and  amino  acid  sequences.Genetics.1995；141(4)：1641‑50)在分母中在其

观察到的核苷酸序列的比对中使用位点模式的经验分布(即，将核苷酸分配给树的尖端)，

而不是在S的所有可能的值上在给出θ的情况下详尽地计算P(D)。在计算上，经验贝叶斯法

类似于祖先状态的ML重建，不同之处在于，不是基于在每个内部节点处其各自概率分布来

搜索状态的ML分配，而是直接报告概率分布本身。

[0189] 用于祖先重建的经验贝叶斯法要求研究者无误地假设进化模型参数和树是已知

的。当数据的大小或复杂性使之成为不切实际的假设时，采用完全分层贝叶斯法并推断祖

先特征状态、模型和树上的联合后验分布可能更为谨慎(Huelsenbeck  JP，Bollback 

JP .Empirical  and  hierarchical  Bayesian  estimation  of  ancestral 

states.Systematic  Biology.2001；50(3)：351‑66)。Huelsenbeck和Bollback首先提出了

通过使用马尔科夫链蒙特卡洛(Markov  chain  Monte  Carlo，MCMC)法从此联合后验分布中
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对祖先序列采样的层次贝叶斯法来重建祖先。相似的方法也被用来重建藻类在真菌物种中

共生的进化(地衣化)(Lutzoni  F，Pagel  M，Reeb  V.Major  fungal  lineages  are  derived 

from  lichen  symbiotic  ancestors.Nature.2001；411(6840)：937‑40)。例如，用于MCMC的

Metropolis‑Hastings算法通过基于后验概率的比率接受或拒绝参数分配来探索联合后验

分布。

[0190] 因此，经验贝叶斯法计算特定树和进化模型的多种祖先状态的概率。通过将祖先

状态的重建表示为概率的集合，可直接量化将任何特定状态分配给祖先的不确定性。另一

方面，分层贝叶斯法在考虑到已观察到的数据的情况下在所有可能的树和进化模型在将这

些概率平均化，与这些树和模型的可能性成正比。

[0191] 完全贝叶斯法仅限于分析相对较少数量的序列或分类单元，因为所有可能的树的

空间会迅速变得太大，从而使得链样本在合理的时间内收敛在计算上是不可行的。

[0192] 病原体(尤其是新出现或再出现的病原体，例如新出现或再出现的RNA病毒)以比

哺乳动物或鸟类快几个数量级的极快速率进化。对于这些生物，可在短得多的时间范围内

应用祖先重建，例如，重建跨越数十年而不是数百万年的流行的全球或区域祖先。已经提出

将这种重建的毒株用作疫苗设计工作的靶标，这与当今从患者中分离的序列相反(Gaschen 

et  al.，Science.2002；296(5577)：2354‑60)。

[0193] 根据本发明方法的一些实施方案，ARS的任何合适的方法都可用于从多序列比对

中鉴定出作为祖先氨基酸序列的氨基酸序列或编码的氨基酸序列。

[0194] 任选地，从多序列比对中鉴定出祖先氨基酸序列包括进行最大简约法祖先序列重

建(MP‑ASR)。

[0195] 任选地，从多序列比对中鉴定出祖先氨基酸序列包括进行最大似然法祖先序列重

建(ML‑ASR)。

[0196] 任选地，从多序列比对中鉴定出祖先氨基酸序列包括进行贝叶斯推断祖先序列重

建(BI‑ASR)。

[0197] 有许多可用于执行祖先序列重建的软件包。下表(摘自Joy  et  al .，2016，PLOS 

Computational  Biology  12(7)：DOI：10.1371/journal.pcbi.1004763)提供了广泛多种软

件包的代表性样本，其以不同强度和特征执行祖先重建方法：
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[0198]
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[0199]

[0200] 这些软件包中的大多数设计用于分析遗传序列数据。例如，PAML(Yang  Z.PAML  4：

phylogenetic  analysis  by  maximum  likelihood .Molecular  biology  and 

evolution.2007；24(8)：1586‑91)是用于通过ML对DNA和蛋白质序列比对进行系统发育分
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析的程序的集合。祖先重建可使用codeml程序进行。HyPhy、Mesquite和MEGA也是用于序列

数据系统发育分析的软件包，但它们被设计地具有更高模块化和可定制性。HyPhy(Pond 

SLK，Muse  SV.HyPhy：hypothesis  testing  using  phylogenies.Statistical  methods  in 

molecular  evolution：Springer；2005.p.125‑81)执行祖先序列重建的联合ML法(Pupko 

T，Pe  I，Shamir  R，Graur  D .A  fast  algorithm  for  joint  reconstruction  of 

ancestral  amino  acid  sequences .Molecular  Biology  and  Evolution.2000；17(6)：

890‑6)，其可通过以其批处理语言指定自定义模型，容易地适于重建更广泛范围的离散祖

先特征状态，例如地理位置。Mesquite(Maddison  W，Maddison  D .Mesquite：a  modular 

system  for  evolutionary  analysis.2.75  ed20011)提供了使用最大简约法和ML法二者

对于离散和连续特征二者的祖先状态重建的方法。其还提供了多种可视化工具来解释祖先

重建的结果。MEGA(Tamura  K，Dudley  J，Nei  M，Kumar  S.MEGA4：molecular  evolutionary 

genetics  analysis(MEGA)software  version  4 .0 .Molecular  biology  and 

evolution.2007；24(8)：1596‑9)也是一个模块化系统，但比自定义分析更注重易用性。从

版本5开始，MEGA允许用户使用最大简约法、ML和经验贝叶斯法来重建祖先状态。

[0201] 遗传序列的贝叶斯分析可赋予模型错误指定更大的稳健性。Mr B a y e s

(Huelsenbeck  JP，Ronquist  F .MRBAYES：Bayesian  inference  of  phylogenetic 

trees.Bioinformatics.2001；17(8)：754‑5)允许使用完全分层贝叶斯法推断祖先节点的

祖先状态。PHAST软件包中分发的PREQUEL程序使用祖先序列重建来执行比较进化基因组学

(Hubisz  MJ，Pollard  KS，Siepel  A.PHAST  and  RPHAST：phylogenetic  analysis  with 

space/time  models.Briefings  in  bioinformatics.2011；12(1)：41‑51)。SIMMAP随机地

将突变映射到系统发育上(Bollback  JP .SIMMAP：stochastic  character  mapping  of 

discrete  traits  on  phylogenies.BMC  bioinformatics.2006；7(1)：88)。BayesTraits

(Pagel  M .The  maximum  likelihood  approach  to  reconstructing  ancestral 

character  states  of  discrete  characters  on  phylogenies .Systematic 

biology.1999；48(3)：612‑22)分析贝叶斯框架中的离散或连续特征，以评价进化模型，重

建模型祖先状态，并检测性状对之间的相关进化。

[0202] 另一些软件包更面向定性和定量性状(表型)的分析。例如，统计计算环境R中的

ape包(Paradis  E .Analysis  of  phylogenetics  and  evolution  with  R .New  York：

Springer；2006)还提供了通过ace函数(包括ML)对离散和连续特征二者进行祖先状态重建

的方法。请注意，ace执行通过计算缩放的(scaled)条件似然而不是其他基于ML的方法进行

祖先重建所使用的边际似然或联合似然来进行重建，这可能会对根以外节点处的重建准确

性产生不利影响。除了用于重建祖先遗传序列的ML法(通过包装PAML中的baseml函数)之

外，Phyrex还实现了基于最大简约法的算法来重建祖先基因表达谱(Rossnes  R，Eidhammer 

I，Liberles  DA.Phylogenetic  reconstruction  of  ancestral  character  states  for 

gene  expression  and  mRNA  splicing  data.BMC  bioinformatics.2005；6(1)：127)。

[0203] 多种软件包还重建系统发生生物地理学(phylogeography)。BEAST(Bayesian 

Evolutionary  Analysis  by  Sampling  Trees(基于抽样树的贝叶斯进化分析)(Bouckaert 

R，Heled  J，Kühnert  D，Vaughan  T，Wu  C‑H，Xie  D，et  al.BEAST  2：a  software  platform 

for  Bayesian  evolutionary  analysis.PLoS  Comput  Biol.2014；10(4)：e1003537))提供
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了使用贝叶斯MCMC采样方法从注释有位置数据的观测序列中重建祖先地理位置的工具。

Diversitree(FitzJohn  RG .Diversitree：comparative  phylogenetic  analyses  of 

diversification  in  R.Methods  in  Ecology  and  Evolution.2012；3(6)：1084‑92)是一

个R包，其提供了在Mk2(二元特征进化的连续时间马尔可夫模型(Pagel  M .Detecting 

Correlated  Evolution  on  Phylogenies‑a  General‑Method  for  the  Comparative‑

Analysis  of  Discrete  Characters .Proceedings  of  the  Royal  Society  of  London 

Series  B‑Biological  Sciences.1994；255(1342)：37‑45))和BiSSE模型下进行祖先状态

重建的方法。Lagrange在系统发育树上对地理范围进化的重建进行分析(Ree  RH，Smith 

SA.Maximum  likelihood  inference  of  geographic  range  evolution  by  dispersal，

local  extinction，and  cladogenesis .Systematic  Biology .2008；57(1)：4‑14)。

Phylomapper(Lemmon  AR，Lemmon  EM .A  likelihood  framework  for  estimating 

phylogeographic  history  on  a  continuous  landscape.Systematic  Biology.2008；57

(4)：544‑61)是一种统计框架，用于估算基因流和祖先地理位置的历史模式。RASP(Yu  Y，

Harris  AJ，Blair  C，He  X .RASP(Reconstruct  Ancestral  State  in  Phylogenies)：a 

tool  for  historical  biogeography.Molecular  Phylogenetics  and  Evolution.2015；

87：46‑9)使用统计DIVA、Lagrange、Bayes‑Lagrange、BayArea和BBM法推断祖先状态。VIP

(Arias  JS，Szumik  CA，Goloboff  PA.Spatial  analysis  of  vicariance：a  method  for 

u s i n g  d i r e c t  g e o g r a p h i c a l  i n f o r m a t i o n  i n  h i s t o r i c a l 

biogeography.Cladistics.2011；27(6)：617‑28)通过检查不连续的地理分布来推断历史

生物地理学。

[0204] 基因组重排为物种之间的比较基因组学提供了有价值的信息。ANGES(Jones  BR，

Rajaraman  A，Tannier  E，Chauve  C .ANGES：reconstructing  ANcestral  GEnomeS 

maps.Bioinformatics.2012；28(18)：2388‑90)通过遗传标志物的祖先重建比较了现存相

关基因组。BADGER(Larget  B，Kadane  JB，Simon  DL .A  Bayesian  approach  to  the 

estimation  of  ancestral  genome  arrangements .Molecular  phylogenetics  and 

evolution .2005；36(2)：214‑23)使用贝叶斯法检查基因重排的历史。Count(

M .Count：evolutionary  analysis  of  phylogenetic  profiles  with  parsimony  and 

likelihood .Bioinformatics .2010；26(15)：1910‑2)重建了基因家族大小的进化。EREM

(Afire  L，Thompson  JD，Debussche  M.Genetic  structure  of  continental  and  island 

populations  of  the  Mediterranean  endemic  Cyclamen  balearicum(Primulaceae)

.American  Journal  of  Botany.1997；84(4)：437‑51)分析了由二元特征编码的遗传特征

的获得和丢失。PARANA(Patro  R，Sefer  E，Malin  J， G，Navlakha  S，Kingsford 

C.Parsimonious  reconstruction  of  network  evolution.Algorithms  for  Molecular 

Biology.2012；7(1)：1)对代表基因丢失和重复的祖先生物网络进行基于简约法的推断。

[0205] 还有一些基于Web服务器的应用程序，其允许研究人员使用ML法进行不同特征类

型的祖先重建，而无需安装任何软件。例如，Ancestors(Diallo  AB，Makarenkov  V，

Blanchette  M.Ancestors  1.0：a  web  server  for  ancestral  sequence  reconstructi

on.Bioinformatics.2010；26(1)：130‑1)是用于通过识别和排列同义区域来重建祖先基因

组的Web服务器。FastML(Ashkenazy  H，Penn  O，Doron‑Faigenboim  A，Cohen  O，Cannarozzi 
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G，Zomer  O，et  al .FastML：a  web  server  for  probabilistic  reconstruction  of 

ancestral  sequences.Nucleic  acids  research.2012；40(W1)：W580‑W4)是用于通过ML对

祖先序列进行概率重建的Web服务器，其使用间隙特征模型来重建插入缺失变异。MLGO(Hu 

F，Lin  Y，Tang  J .MLGO：phylogeny  reconstruction  and  ancestral  inference  from 

gene‑order  data.BMC  bioinformatics.2014；15(1)：1)是用于ML基因顺序分析的Web服务

器。

[0206] 多肽文库中的候选经优化抗原性病原体多肽可包含已经通过ARS鉴定出的氨基酸

序列的一个或更多个区域。任选地，对于候选经优化抗原性病原体多肽，祖先氨基酸序列的

所述或每个区域的长度为至少1、2、3、5、10、15、20、25、30、35、40、45或50个氨基酸残基。任

选地，对于候选经优化抗原性病原体多肽，祖先氨基酸序列的所述或每个区域的长度为多

至5、10、15、20、25、30、40、50、100、150、200、250、300、350、400、450、或500、600、700或800个

氨基酸残基。

[0207] 任选地，多肽文库中的候选经优化抗原性病原体多肽包含氨基酸序列，其在其整

个长度上与从中优化所述候选经优化抗原性病原体多肽的一个或更多个不同分离株的病

原体多肽的氨基酸序列具有至少20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、

96％、97％、98％或99％氨基酸同一性。

[0208] 任选地，本发明的方法包括对不同的所产生的核苷酸序列的密码子进行优化，以

在表达系统中最佳表达所编码的候选经优化抗原性病原体多肽。密码子优化利用了遗传密

码的简并性，并且不会改变编码多肽的氨基酸序列。由于简并性，一种蛋白质可由许多替代

核酸序列编码。每个生物体中的密码子偏好性(密码子使用偏倚)不同，并且这会给在异源

表达系统中表达重组蛋白带来挑战，导致表达水平低下和不可靠。

[0209] 可使用任何合适的表达系统。多个合适的实例是技术人员公知的，包括在哺乳动

物、酵母、昆虫或细菌细胞中表达。任选地，表达系统包含哺乳动物细胞。任选地，表达系统

包含酵母、昆虫或细菌细胞。

[0210] 密码子优化方法是本领域普通技术人员公知的。密码子优化算法可用于设计编码

氨基酸序列的密码子优化核苷酸序列。这样的算法旨在提供使多肽或蛋白质在期望表达系

统中的表达最大化的密码子优化序列。合适的密码子优化算法的实例包括GeneOptimizerTM

算法(ThermoFisher)、OptimumGeneTM算法(GenScript)和 (ATUM)。

[0211] 任选地，本发明的方法还包括其他序列优化以使期望表达系统中的蛋白质表达最

大化。这样的基因优化考虑了密码子使用偏倚以及基因表达(例如转录、剪接、翻译和mRNA

降解)中涉及的其他序列相关参数。这样的序列相关参数的实例如下(这些参数在以下分类

为影响转录效率、翻译效率或蛋白质重折叠，但是多种参数可能影响这些步骤中的多于一

个步骤)：

[0212] 转录效力：

[0213] ·GC含量                      ·SD序列

[0214] ·CpG二核苷酸含量             ·TATA盒

[0215] ·隐蔽剪接位点                ·终止信号

[0216] ·负CpG岛                     ·人工重组位点

[0217] 翻译效率：
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[0218] ·密码子使用偏倚              ·RNA不稳定基序(ARE)

[0219] ·GC含量                      ·mRNA稳定的自由能

[0220] ·mRNA二级结构                ·内部chi位点和核糖体结合位点

[0221] ·过早的PolyA位点             ·重复序列

[0222] 蛋白质重折叠：

[0223] ·密码子使用偏倚              ·密码子环境

[0224] ·密码子和反密码子的相互作用  ·RNA二级结构

[0225] 基因优化算法例如GeneOptimizerTM和OptimumGeneTM考虑了这些参数中的多种。

[0226] Maertens等(Protein  Science  2010  Vol.19：1312‑1326)讨论了用于人蛋白质在

大肠杆菌中表达的基因优化。

[0227] 任选地，本发明的方法包括针对编码的候选物经优化抗原性病原体多肽的抗原性

来对不同核苷酸序列进行优化。

[0228] 抗原优化可能包括以下任何一项：

[0229] (a)编码被认为抑制抗病原体多肽抗体的产生和/或功能的氨基酸序列的核酸序

列的缺失或修饰(例如，黏蛋白样结构域的缺失或修饰‑参见Reynard  et  al.，Journal  of 

Virology，2009，9596‑9601)；

[0230] (b)区域交换，以恢复一个或更多个潜在丢失的编码表位；

[0231] (c)位点特异性突变，例如N‑连接的糖基化位点。通常将位点特异性突变设计为缺

失N‑连接的糖基化位点，尽管在某些情况下可能期望引入另外的位点，例如以掩盖引发非

中和抗体的表位。对于流感病毒，已经证明糖基化在空间上阻断抗体与HA结合并由此提供

针对宿主免疫应答的保护作用的能力。Sun等(Journal  of  Virology，2013，87(15)：8756‑

8766)证明，通过具有较高糖基化位点数目的病毒诱导的抗体比通过具有较少糖基化位点

的病毒诱导的抗体具有更宽的中和活性；

[0232] (d)增强稳定性的改变(例如二硫键形成，减少丝氨酸蛋白酶对编码的多肽的降

解)；

[0233] (e)聚糖的去除(改善B细胞的进入)；

[0234] (f)核酸序列的插入，例如插入编码期望表位的核酸序列。

[0235] Joyce等(J  Virol.2013  Feb；87(4)：2294‑306)描述了HIV‑1  gp120的外部结构域

的抗原优化。

[0236] 任选地，不同病原体分离株包括来自这样的病原体之爆发的不同病原体分离株，

所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一亚型。

[0237] 任选地，不同病原体分离株包括来自这样的病原体之爆发的不同病原体分离株，

所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为不同亚型但同一类型。

[0238] 任选地，不同病原体分离株包括来自这样的病原体之爆发的不同病原体分离株，

所述病原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为不同类型但同一科。

[0239] 任选地，不同病原体分离株包括这样的病原体的不同先前病原体分离株，所述病

原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一亚型、类型或科。

[0240] 任选地，不同病原体分离株包括这样的病原体的不同先前病原体分离株，所述病

原体与期望诱导对其广泛中和免疫应答的病原体为同一种、属或科。

说　明　书 29/60 页

39

CN 113453710 A

39



[0241] 任选地，用于鉴定能够诱导对病原体的广泛中和免疫应答的先导候选经优化抗原

性病原体多肽的本发明方法是体外方法。

[0242] 根据本发明，还提供了鉴定编码能诱导对病原体的广泛中和免疫应答的经优化抗

原性病原体多肽的核酸序列的方法，其包括：

[0243] i)用核酸对人或非人动物进行免疫接种，所述核酸包含编码通过根据本发明的方

法鉴定出的先导候选经优化抗原性病原体多肽的核酸序列；

[0244] ii)确定在步骤(i)中的免疫接种之后在人或非人动物中是否诱导广泛中和免疫

应答；以及

[0245] iii)如果从步骤(ii)确定在人或非人动物中诱导了广泛中和免疫应答，则将所述

核酸序列鉴定为编码能够诱导对病原体的广泛中和免疫应答的经优化抗原性病原体多肽

的核酸序列。

[0246] 任选地，通过确定获自人或非人动物的血清中的抗体是否与和期望对其广泛中和

免疫应答的病原体同一科内的多于一种病原体亚型结合来确定在人或非人动物中是否诱

导广泛中和免疫应答。

[0247] 任选地，通过确定获自人或非人动物的血清中的抗体是否与和期望对其广泛中和

免疫应答的病原体同一科内的多于一种病原体类型结合来确定在人或非人动物中是否诱

导广泛中和免疫应答。

[0248] 可使用任何合适的非人动物。任选地，非人动物是哺乳动物。任选地，哺乳动物是

豚鼠或小鼠。任选地，非人动物是禽类。

[0249] 根据本发明还提供了分离的核酸分子，所述分离的核酸分子包含核酸序列或其互

补序列，所述核酸序列：

[0250] i)与SEQ  ID  NO：1具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：1相同；

[0251] ii)与SEQ  ID  NO：2具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：2相同；

[0252] iii)与SEQ  ID  NO：4具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：4相同；

[0253] iv)与SEQ  ID  NO：5具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：5相同；

[0254] v)与SEQ  ID  NO：7具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：7相同；或者

[0255] vi)与SEQ  ID  NO：8具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：8相同。

[0256] 根据本发明还提供了分离的核酸分子，所述分离的核酸分子包含核酸序列或其互

补序列，所述核酸序列：

[0257] i)与SEQ  ID  NO：10具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：10相同；

[0258] ii)与SEQ  ID  NO：12具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：12相同；或者
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[0259] iii)与SEQ  ID  NO：14具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：14相同。

[0260] 根据本发明还提供了分离的核酸分子，所述分离的核酸分子包含核酸序列或其互

补序列，所述核酸序列：

[0261] i)与SEQ  ID  NO：19具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：19相同；

[0262] ii)与SEQ  ID  NO：21具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：21相同；

[0263] iii)与SEQ  ID  NO：23具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：23相同；

[0264] iv)与SEQ  ID  NO：25具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：25相同；

[0265] v)与SEQ  ID  NO：27具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：27相同；

[0266] vi)与SEQ  ID  NO：29具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：29相同；或者

[0267] vii)与SEQ  ID  NO：31具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性，或与SEQ  ID  NO：31相同。

[0268] 根据本发明还提供了分离的多肽，其包含氨基酸序列，所述氨基酸序列：

[0269] i)与SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列相同；

[0270] ii)与SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列相同；

[0271] iii)与SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序列相同；

[0272] iv)与SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序列相同；

[0273] v)与SEQ  ID  NO：7编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：7编码的氨基酸序列相同；

[0274] vi)与SEQ  ID  NO：8编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一

性，或与SEQ  ID  NO：8编码的氨基酸序列相同；

[0275] vii)与SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列相同；

[0276] viii)与SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％

同一性，或与SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列相同；或者

[0277] ix)与SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％或99％同

一性，或与SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸序列相同。

[0278] 根据本发明还提供了分离的多肽，其包含氨基酸序列，所述氨基酸序列：

[0279] i)与SEQ  ID  NO：3具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID  NO：
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3相同；

[0280] ii)与SEQ  ID  NO：6具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：6相同；

[0281] iii)与SEQ  ID  NO：9具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：9相同；

[0282] iv)与SEQ  ID  NO：11具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：11相同；

[0283] v)与SEQ  ID  NO：13具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：13相同；或者

[0284] vi)与SEQ  ID  NO：15具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：15相同。

[0285] 根据本发明还提供了分离的多肽，其包含氨基酸序列，所述氨基酸序列：

[0286] i)与SEQ  ID  NO：18具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：18相同；

[0287] ii)与SEQ  ID  NO：20具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：20相同；

[0288] iii)与SEQ  ID  NO：22具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：22相同；

[0289] iv)与SEQ  ID  NO：24具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：24相同；

[0290] v)与SEQ  ID  NO：26具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：26相同；

[0291] vi)与SEQ  ID  NO：28具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：28相同；或者

[0292] vii)与SEQ  ID  NO：30具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性，或与SEQ  ID 

NO：30相同。

[0293] 氨基酸或核酸序列之间的相似性以序列之间的相似性表示，也称为序列同一性。

序列同一性经常根据百分比同一性(或相似性或同源性)来衡量；百分比越高，两个序列越

相似。当使用标准方法比对时，给定基因或蛋白质的同源物或变体将具有相对较高程度的

序列同一性。用于比较的序列比对方法是本领域公知的。多种程序和比对算法描述在以下

中：Smith  and  Waterman，Adv .Appl .Math .2：482，1981；Needleman  and  Wunsch，

J.Mol.Biol.48：443，1970；Pearson  and  Lipman，Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.85：2444，

1988；Higgins  and  Sharp，Gene  73：237‑244，1988；Higgins  and  Sharp，CABIOS  5：151‑

153，1989；Corpet  et  al.，Nucleic  Acids’Research  16：10881‑10890，1988；and  Pearson 

and  Lipman，Proc .Natl .Acad .Sci .U .S .A .85：2444，1988 .Altschul  et  al .，Nature 

Genet .6：119‑129，1994。NCBI基本局部比对搜索工具(NCBI  Basic  Local  Alignment 

Search  Tool)(BLASTTM)(Altschul  et  al.，J.Mol.Biol.215：403‑410，1990)可从多种来

源获得，包括美国国家生物技术信息中心(NCBI，Bethesda，MD)和互联网上，以与序列分析

程序blastp、blastn、blastx、tblastn和tblastx结合使用。
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[0294] 核酸序列之间或氨基酸序列之间的序列同一性可通过比较序列的比对来确定。当

所比较序列中的等效位置被相同的核苷酸或氨基酸占据时，则分子在该位置是相同的。将

比对评分为同一性百分比是所比较序列共有的位置上相同核苷酸或氨基酸数目的函数。当

比较序列时，最佳比对可能需要将空位引入到一个或更多个序列中，以考虑序列中可能的

插入和缺失。序列比较方法可能会采用空位罚分，以便对于所比较的序列中相同数目的相

同分子，具有尽可能少的空位(反映两个比较序列之间更高关联性)的序列比对将比具有很

多空位的序列比对获得更高的评分。最大百分比同一性的计算涉及在考虑空位罚分的情况

下产生最佳比对。

[0295] 用于进行序列比较的合适的计算机程序在商业和公共部门中广泛可获得。实例包

括MatGat(Campanella  et  al .，2003，BMC  Bioinformatics  4：29；程序可获自http：//

bitincka.com/ledion/matgat)、Gap(Needleman&Wunsch，1970，J.Mol.Biol.48：443‑453)、

FASTA(Altschul  et  al .，1990，J .Mol .Biol .215：403‑410；程序可获自http：//

www.ebi.ac.uk/fasta)、Clustal  W  2.0和X  2.0(Larkin  et  al.，2007，Bioinformatics 

23：2947‑2948；程序可获自http：//www.ebi.ac.uk/tools/clustalw2)和EMBOSS成对比对

算法(Needleman&Wunsch，1970，同上；Kruskal，1983，在Time  warps，string  edits  and 

macromolecules：the  theory  and  practice  of  sequence  comparison中，Sankoff&

Kruskal(eds)，pp  1‑44，Addison  Wesley；程序可获自http：//www .ebi .ac .uk/tools/

emboss/align)。所有程序都可使用默认参数运行。

[0296] 例如，可使用EMBOSS成对比对算法的“needle”法进行序列比较，该方法在两个序

列的全长上考虑时确定两个序列的最佳比对(包括空位)并提供同一性百分比评分。氨基酸

序列比较的默认参数(“Protein  Molecule”选项)可以是：空位延伸罚分：0.5，空位开放罚

分：10.0，矩阵：Blosum  62。

[0297] 可在参考序列的全长上进行序列比较。

[0298] 根据本发明，还提供了分离的核酸分子，其包含编码包含SEQ  ID  NO：6氨基酸序列

的多肽和包含SEQ  ID  NO：9氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

[0299] 根据本发明，还提供了分离的核酸分子，其包含编码包含SEQ  ID  NO：13氨基酸序

列的多肽和包含SEQ  ID  NO：15氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

[0300] 根据本发明，还提供了组合物，其包含：第一核酸，所述第一核酸包含编码包含SEQ 

ID  NO：6氨基酸序列的多肽的核苷酸序列；以及第二核酸，所述第二核酸包含编码包含SEQ 

ID  NO：9氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

[0301] 根据本发明，还提供了组合物，其包含：第一核酸，所述第一核酸包含编码包含SEQ 

ID  NO：13氨基酸序列的多肽的核苷酸序列；以及第二核酸，所述第二核酸包含编码包含SEQ 

ID  NO：15氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

[0302] 根据本发明，还提供了组合制剂，其包含：(i)第一核酸，所述第一核酸包含编码包

含SEQ  ID  NO：6氨基酸序列的多肽的核苷酸序列；以及(ii)第二核酸，所述第二核酸包含编

码包含SEQ  ID  NO：9氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。

[0303] 根据本发明，还提供了组合制剂，其包含：(i)第一核酸，所述第一核酸包含编码包

含SEQ  ID  NO：13氨基酸序列的多肽的核苷酸序列；以及(ii)第二核酸，所述第二核酸包含

编码包含SEQ  ID  NO：15氨基酸序列的多肽的核苷酸序列。
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[0304] 根据本发明，还提供了组合物，其包含：包含SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列的第一多

肽和包含SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列的第二多肽。

[0305] 根据本发明，还提供了组合物，其包含：包含SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的第一多

肽和包含SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列的第二多肽。

[0306] 根据本发明，还提供了融合蛋白，其包含：包含SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列的第一

多肽和包含SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列的第二多肽。

[0307] 根据本发明，还提供了融合蛋白，其包含：包含SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的第一

多肽和包含SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列的第二多肽。

[0308] 根据本发明，还提供了组合制剂，其包含：(i)包含SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列的第

一多肽；以及(ii)包含SEQ  ID  NO：9的氨基酸序列的第二多肽。

[0309] 根据本发明，还提供了组合制剂，其包含：(i)包含SEQ  ID  NO：13的氨基酸序列的

第一多肽；以及(ii)包含SEQ  ID  NO：15的氨基酸序列的第二多肽。

[0310] 如本文所用，术语“组合制剂”是指以下含义中的“套件(kit  of  parts)”：如上所

定义的组合组分(i)和(ii)可独立地给药或通过使用具有独特量的组合组分(i)和(ii)的

不同固定组合来给药。所述组分可同时施用或者一种接一种地施用。如果将组分一种接一

种地施用，则优选地选择施用之间的时间间隔，以使组合使用这些组分的治疗效果大于仅

使用组合组分(i)和(ii)中的任一种所获得的效果。

[0311] 组合制剂的组分可以以一种组合的单位剂型存在，或作为组分(i)的第一单位剂

型和组分(ii)的单独的第二单位剂型存在。可改变在组合制剂中施用的组合组分(i)与组

合组分(ii)的总量之比，例如，以应对待治疗的患者亚群的需求或单个患者的需求，这可能

是由于例如患者的特定疾病、年龄、性别或体重。

[0312] 优选地，存在至少一种有益作用，例如增强组分(i)或组分(ii)的作用，或共同增

强组合组分(i)和(ii)的作用，例如与组合组分(i)和(ii)中的一种或两种的有效剂量相

比，超过累加作用，另外的有益效果，更少的副作用，更少的毒性或组合的治疗效果，并且非

常优选地，组合组分(i)和(ii)的协同作用。

[0313] 本发明的组合制剂可以以用于向哺乳动物，优选人施用的药物组合制剂提供。组

分(i)可任选地与可药用载体、赋形剂或稀释剂一起提供，和/或组分(ii)可任选地与可药

用载体、赋形剂或稀释剂一起提供。

[0314] 根据本发明，还提供了编码由本发明的核酸编码的氨基酸序列的分离的核酸分

子。

[0315] 根据本发明，还提供了编码由本发明的核酸编码的氨基酸序列的分离的核酸分

子，其中所述核酸针对在哺乳动物细胞中的表达进行了密码子优化。

[0316] 根据本发明，还提供了编码由本发明的核酸编码的氨基酸序列的分离的核酸分

子，其中所述核酸针对在哺乳动物细胞中的表达进行了基因优化。

[0317] 根据本发明，还提供了编码本发明多肽的分离的核酸分子。

[0318] 根据本发明，还提供了编码本发明多肽的分离的核酸分子，其中所述核酸针对在

哺乳动物细胞中的表达进行了密码子优化。

[0319] 根据本发明，还提供了编码本发明多肽的分离的核酸分子，其中所述核酸针对在

哺乳动物细胞中的表达进行了基因优化。
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[0320] 根据本发明，还提供了包含本发明的核酸的载体。

[0321] 任选地，载体还包含与核酸可操作地连接的启动子。

[0322] 任选地，启动子用于在哺乳动物细胞中表达由核酸编码的多肽。

[0323] 任选地，启动子用于在酵母、细菌或昆虫细胞中表达由核酸编码的多肽。

[0324] 任选地，载体是疫苗载体。任选地，疫苗载体是病毒疫苗载体、细菌疫苗载体或核

酸载体(例如RNA疫苗载体或DNA疫苗载体)。

[0325] 本发明的核酸分子可包含DNA或RNA分子。对于其中核酸分子包含RNA分子的实施

方案，应当理解，分子可包含与SEQ  ID  NO：1、2、4、5、7、8、10、12、14、19、21、23、25、27、29或

31中的任一个具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％同一性或者相

同并且其中每个“T”核苷酸都被“U”代替的RNA序列，或其互补序列。

[0326] 例如，将理解的是，在提供包含本发明的核酸的RNA疫苗载体的情况下，本发明的

核酸的核酸序列将是RNA序列，因此可包含例如与SEQ  ID  NO：1、2、4、5、7、8、10、12、14、19、

21、23、25、27、29或31中的任一个具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性或者相同并且其中每个“T”核苷酸都被“U”代替的RNA序列，或其互补序列。

[0327] 根据本发明，还提供了包含本发明的载体或用本发明的载体转染的分离的细胞。

[0328] 根据本发明，还提供了包含本发明多肽的病毒假型颗粒。

[0329] 根据本发明，还提供了产生病毒假型颗粒的方法，其包括用包含本发明的核酸的

载体转染宿主细胞。

[0330] 根据本发明，还提供了包含本发明的多肽的融合蛋白。

[0331] 根据本发明，还提供了包含本发明的核酸以及可药用载体、赋形剂或稀释剂的药

物组合物。

[0332] 根据本发明，还提供了包含本发明的载体以及可药用载体、赋形剂或稀释剂的药

物组合物。

[0333] 根据本发明，还提供了包含本发明的多肽以及可药用载体、赋形剂或稀释剂的药

物组合物。

[0334] 任选地，本发明的药物组合物还包含佐剂，以用于增强对象中对组合物的多肽或

由核酸编码的多肽的免疫应答。

[0335] 根据本发明，还提供了在对象中诱导对病原体的免疫应答的方法，其包括向对象

施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组合物。

[0336] 任选地，病原体是病毒。任选地，病毒是丝状病毒科、沙粒病毒科或正黏病毒科的

成员。

[0337] 根据本发明，还提供了在对象中诱导对丝状病毒科或沙粒病毒科病毒的免疫应答

的方法，其包括向对象施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组

合物。

[0338] 根据本发明，还提供了对对象进行针对病原体的免疫接种的方法，其包括向对象

施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组合物。

[0339] 任选地，病原体是病毒。任选地，病毒是丝状病毒科、沙粒病毒科或正黏病毒科的

成员。

[0340] 根据本发明，还提供了对对象进行针对丝状病毒科病毒的免疫接种的方法，其包
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括向对象施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组合物。

[0341] 根据本发明，还提供了在对象中诱导对丝状病毒科病毒的免疫应答的方法，其包

括向对象施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组合物。

[0342] 任选地，本发明的核酸、载体或药物组合物包含核酸，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：

1、2、4、5、7、8、10、12或14中的任一个具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％同一性或者相同的序列，或者包含核酸，所述核酸编码由包含与SEQ  ID  NO：1、

2、4、5、7、8、10、12或14中的任一个具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％

或99％同一性或者相同的序列的核酸编码的氨基酸序列。

[0343] 任选地，本发明的多肽、载体或药物组合物包含多肽，所述多肽包含与由SEQ  ID 

NO：1、2、4、5、7、8、10、12或14中的任一个编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％

或99％同一性或者相同的氨基酸序列，或者包含多肽，所述多肽包含与SEQ  ID  NO：3、6、9、

11、13或15中的任一个具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性或者相同的氨基酸序

列。

[0344] 根据本发明，还提供了对对象进行针对沙粒病毒科病毒的免疫接种的方法，其包

括向对象施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组合物。

[0345] 根据本发明，还提供了在对象中诱导对沙粒病毒科病毒的免疫应答的方法，其包

括向对象施用本发明的核酸、本发明的多肽、本发明的载体或本发明的药物组合物。

[0346] 任选地，本发明的核酸、载体或药物组合物包含核酸，所述核酸包含与SEQ  ID  NO：

19、21、23、25、27、29或31中的任一个具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％同一性或者相同的序列，或者包含核酸，所述核酸编码由包含与SEQ  ID  NO：19、

21、23、25、27、29或31中的任一个具有至少75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性或者相同的序列的核酸编码的氨基酸序列。

[0347] 任选地，本发明的多肽、载体或药物组合物包含多肽，所述多肽包含与由SEQ  ID 

NO：19、21、23、25、27、29或31中的任一个编码的氨基酸序列具有至少95％、96％、97％、98％

或99％同一性或者相同的氨基酸序列，或者包含多肽，所述多肽包含与SEQ  ID  NO：18、20、

22、24、26、28或30中的任一个具有至少95％、96％、97％、98％或99％同一性或者相同的氨

基酸序列。

[0348] 可使用任何合适的施用途径。施用方法包括但不限于皮内、肌内、腹膜内、肠胃外、

静脉内、皮下、经阴道、经直肠、鼻内、吸入或经口。肠胃外施用(例如皮下、静脉内或肌内施

用)通常通过注射来实现。注射剂可以以常规形式制备，作为液体溶液剂或混悬剂，或者适

合于注射前的液体中的溶液剂或混悬剂的固体形式，或作为乳剂。注射溶液剂和混悬剂可

由上述种类的无菌散剂、颗粒剂和片剂制备。施用可以是全身的或局部的。

[0349] 组合物可以以任何合适的方式施用，例如与可药用载体一起施用。可药用载体部

分地由所施用的特定组合物以及用于施用组合物的特定方法来决定。用于肠胃外施用的制

剂包括无菌水性或非水性溶液剂、混悬剂和乳剂。非水性溶剂的实例是丙二醇、聚乙二醇、

植物油例如橄榄油，以及可注射有机酯例如油酸乙酯。水性载体包括水、醇/水性溶液剂、乳

剂或混悬剂，包含盐水和缓冲介质。肠胃外载剂包括氯化钠溶液、林格氏右旋糖、右旋糖和

氯化钠、乳酸林格氏液或不挥发性油。静脉内载剂包括流体和营养补充剂、电解质补充剂

(例如基于林格氏右旋糖的补充剂)等。也可存在防腐剂和其他添加剂，例如如抗微生物剂、
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抗氧化剂、螯合剂和惰性气体等。

[0350] 一些组合物可以以可药用酸或碱加成盐施用，所述盐是通过与无机酸(例如盐酸、

氢溴酸、高氯酸、硝酸、硫氰酸、硫酸和磷酸)和有机酸(例如甲酸、乙酸、丙酸、乙醇酸、乳酸、

丙酮酸、草酸、丙二酸、琥珀酸、马来酸和富马酸)反应形成或通过与无机碱(例如氢氧化钠、

氢氧化铵、氢氧化钾)和有机碱(例如单、二、三烷基和芳基胺和取代的乙醇胺)反应形成。

[0351] 施用可通过单剂量或多剂量来完成。在本公开内容的上下文中，向对象施用的剂

量应足以随着时间在对象中诱导有益的治疗反应，或者抑制或预防感染。取决于对象的种

类、年龄、体重和一般状况，所治疗的感染的严重程度，所使用的特定组合物及其施用方式，

在对象之间所需的剂量将有所不同。适当的剂量可由本领域普通技术人员仅使用常规实验

来确定。

[0352] 可药用载体包括但不限于盐水、缓冲盐水、右旋糖、水、甘油、乙醇及其组合。载体

和组合物可以是无菌的，并且制剂适合于施用方式。组合物还可包含少量的润湿剂或乳化

剂或pH缓冲剂。组合物可以是液体溶液剂、混悬剂、乳剂、片剂、丸剂、胶囊剂、缓释制剂或散

剂。组合物可用传统的黏合剂和载体(例如甘油三酸酯)配制成栓剂。经口制剂可包含标准

载体，例如药用级的甘露醇、乳糖、淀粉、硬脂酸镁、糖精钠、纤维素和碳酸镁。可使用任何常

见的药用载体，例如无菌盐溶液或芝麻油。介质还可包含常规的药物辅助材料，例如如调节

渗透压的可药用盐、缓冲剂、防腐剂等。可与本文提供的组合物和方法一起使用的其他介质

是生理盐水和芝麻油。

[0353] 在一些实施方案中，组合物包含可药用载体和/或佐剂。例如，佐剂可以是明矾、弗

氏完全佐剂、生物佐剂或免疫刺激性寡核苷酸(例如CpG寡核苷酸)。

[0354] 可用于本公开内容中的可药用载体(载剂)是常规的。E.W.Martin的Remington’s 

Pharmaceutical  Sciences，Mack  Publishing  Co.，Easton，PA，15thEdition(1975)描述了

适用于药物递送一种或更多种治疗组合物(例如一种或更多种流感疫苗和另外的药剂)的

组合物和制剂。

[0355] 通常来说，载体的性质将取决于所采用的特定施用方式。例如，肠胃外制剂通常包

含注射液，所述注射液包含可药用和生理学上可接受的流体例如水、生理盐水、平衡盐溶

液、右旋糖水溶液、甘油等作为载剂。对于固体组合物(例如散剂、丸剂、片剂或胶囊剂形

式)，常规的无毒固体载体可包括例如药用级的甘露醇、乳糖、淀粉或硬脂酸镁。除生物中性

载体外，待施用的药物组合物还可包含少量的无毒辅助物质，例如润湿剂或乳化剂、防腐剂

和pH缓冲剂等，例如乙酸钠或山梨醇单月桂酸酯。

[0356] 任选地，本发明的组合物肌内施用。

[0357] 任选地，组合物通过针肌内、皮内、皮下施用，或者通过基因枪或电穿孔施用。

[0358] 根据本发明，还提供了核酸表达载体，其包含含有KpnI和NotI核酸内切酶位点的

多克隆位点。

[0359] 任选地，多克隆位点包含SEQ  ID  NO：16的核酸序列。

[0360] 任选地，核酸表达载体是核酸表达载体和病毒假型载体。

[0361] 任选地，核酸表达载体是疫苗载体。

[0362] 任选地，核酸表达载体从5’至3’方向包含：启动子；剪接供体位点(SD)；剪接接受

体位点(SA)；和终止子信号，其中多克隆位点位于所述剪接接受体位点和所述终止子信号
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之间。

[0363] 任选地，启动子包含CMV即早期增强子/启动子(CMV‑IE‑E/P)和/或终止子信号包

含缺少KpnI限制性核酸内切酶位点的牛生长激素基因(Tbgh)终止子信号。

[0364] 任选地，核酸表达载体还包含复制起点和编码对抗生素的抗性的核酸。任选地，复

制起点包含pUC‑质粒复制起点和/或核酸编码对卡那霉素的抗性。

[0365] 任选地，核酸表达载体包含SEQ  ID  NO：17的核酸序列(pEVAC)。

[0366] 本发明的多肽可包含一个或更多个保守氨基酸置换。保守氨基酸置换是这些置

换，其在进行时，最少地干扰原始蛋白质的性质，即，蛋白质的结构并且尤其是功能被保留

并且不会因这样的置换而显著改变。保守置换的实例如下所示：

[0367]

[0368]

[0369] 保守置换通常维持(a)置换区域中多肽骨架的结构，例如片或螺旋构型，(b)分子

在靶位点的电荷或疏水性，或(c)侧链的体积。
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[0370] 通常预期会产生蛋白质性质最大变化的置换将是非保守的，例如这样的变化：(a)

亲水性残基(例如丝氨酰基或苏氨酰基)置换疏水性残基(例如亮氨酰基、异亮氨酰基、苯丙

氨酰基、缬氨酰基或丙氨酰基)(或被其置换)；(b)半胱氨酸或脯氨酸置换任何其他残基(或

被其置换)；(c)具有电正性侧链的残基(例如赖氨酰基、精氨酰基或组氨酰基)置换电负性

残基(例如谷氨酰基或天冬氨酰基)(或被其置换)；或(d)具有庞大侧链的残基(例如苯丙氨

酸)置换没有侧链的残基(例如甘氨酸)(或被其置换)。

[0371] 在本发明的特定实施方案中，序列比对和祖先序列重建(ASR)用于鉴定病原体不

能改变且在该病毒科的未来爆发中始终存在(即使是在大部分高度可变的RNA病毒中也是

如此)的高度保守的免疫靶标。合成基因技术用于产生计算机生成的病毒基因，从而使其高

度表达并可容易地克隆到表达载体，例如pEVAC载体(已被证明是用于产生病毒假型以及动

物和/或人的直接DNA疫苗接种的高度通用的表达载体)中。

[0372] 可使用pEVAC载体产生基因的大组，以便快速产生病毒假型。这允许用一大组单克

隆抗体探测病毒假型文库，每个病毒假型都有自己独特的病毒蛋白。该过程确保插入物产

生构象正确的病毒表面蛋白，以向病毒要害(Achilles  heel)提供最容易接近的靶标。通过

假型形成和mAb结合对候选物的向下选择，提供了最佳候选基因的候选列表以通过疫苗接

种测试。这可在豚鼠中完成，其中递送了pEVAC‑疫苗插入物的精简过程。如果需要的话，这

使得基于先进设计的便捷克隆位点，疫苗插入物能够从DNA  pEVAC载体穿梭到多种病毒载

体中。由于黑猩猩腺载体(ChAd)被广泛用于评价西非爆发中第一阶段的大多数埃博拉病毒

疫苗候选物，因此我们选择进行比较以将同一载体用于人的面对面(head  to  head)比较。

为了在豚鼠中进行筛选，我们使用了用pEVAC‑疫苗插入物随后是ChAd‑疫苗插入物进行的

DNA引发。

[0373] 在本发明的特定实施方案中：

[0374] 1)高通量“深度”测序技术提供了来自当前和过去爆发的病毒变异数据。通过分析

该数据，可鉴定出可用作设计最佳疫苗插入物的骨架并保留了已知的B和T细胞表位的结构

高度保守的区域。

[0375] 2)人单克隆抗体(mAb)技术允许针对疫苗靶标(例如病毒包膜蛋白)产生抗病毒

mAb，其识别广泛中和单克隆抗体(BNmAb)靶向的富表位区域。

[0376] 3)最佳基因设计和合成结合了(1)中鉴定出的基因的数字化建模保守骨架，以在

这些骨架上包含最广泛的NmAb表位(BN表位可能不会在自然保守的GP中最佳展示)。

[0377] 4)在设计和合成作为疫苗插入物的RNA和密码子优化合成基因时，考虑符合疫苗

和假型载体要求的便捷克隆位点的下游知识，以使得能够快速高效的克隆和穿梭至不同筛

选(即慢病毒假型；PV)载体和疫苗(即(MVA、ChAd、VSV、DNA等)载体。

[0378] 5)通过转导和感染研究在体外筛选由数字化设计的插入物产生的病毒假型(慢病

毒)的功能性。除此之外，使用一组BNmAb和患者血清进行中和测定，以确保保留已知的表

位。

[0379] 6)使用快速DNA引发(并且如果需要的话)和腺病毒加强(产生高且可重现的滴度

的方法)确认多种合成疫苗插入物到同类最佳(best‑in‑class)疫苗插入物的向下选择在

豚鼠中的免疫原性。体内筛选证实了哪些具有最高的免疫原性和最大的中和广度。

[0380] 病毒糖蛋白在细胞附着、融合和脱壳中的核心作用使其成为用于病毒疫苗和单克
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隆抗体治疗的关键抗原性靶标，这些疫苗和抗体在西非埃博拉爆发期间得到了开创。EBOV

物种之间的GP序列分析显示了在核苷酸和氨基酸水平上的高度多样性(仅约60％至65％nt

同一性)。对于当前的常规丝状病毒疫苗方法，靶向GP的疫苗必须是多价的，编码每个物种

特异性的GP，这些GP更为保守(在GP核苷酸序列中约97％至98％的同一性)。尽管提出使用

EBOV的较旧毒株的疫苗(rVSV.ZEBOV＝Kikwit)可提供交叉保护作用(Henao‑Restrepo  AM，

Lancet  2015)，但人们担心这种疫苗对未来其他多种高度致病性丝状病毒的爆发的效力有

限。

[0381] 我们可基于序列数据(任选地包括例如爆发序列数据)在针对新病毒变体的疫苗

效力方面取得显著改善，从而产生合成的优化疫苗插入物，从而为未来的可变RNA病毒的爆

发提供最广泛的可能的疫苗保护。在特定的实施方案中，我们的新疫苗技术组合了：

[0382] (1)爆发病原体的序列

[0383] (2)来自爆发幸存者的广泛抗病毒中和单克隆抗体(BNmAb)

[0384] (3)计算建模方法

[0385] (4)合成基因技术和抗原展示技术

[0386] (5)高通量病毒结合和中和筛选

[0387] (6)体内免疫选择和疫苗功效读数

[0388] 最终产品是用于触发最广泛的保护性免疫应答谱的新免疫原。我们已经提供了概

念证明，即下一代单一疫苗插入物确实诱导对埃博拉病毒属(扎伊尔、苏丹、本迪布焦)的广

泛中和谱，另外还靶向更远的丝状病毒马尔堡病毒。

[0389] 在下面的实施例中，参考附图仅以举例说明的方式描述本发明的实施方案，其中：

[0390] 图1示出了系统发育树及其与祖先序列重建的关系的图示；

[0391] 图2示出了比较埃博拉病毒和马尔堡病毒的系统发育树。数字表示分支的百分比

置信度；

[0392] 图3示出了pEVAC的质粒图；

[0393] 图4示出了埃博拉攻击模型的攻击研究结果。埃博拉攻击模型对未经过疫苗接种

的豚鼠(组1，下排)是致命的，而所有经疫苗接种的豚鼠(组2，上排)均受到保护(左)并继续

增重(右)；

[0394] 图5示出了假型病毒中和测定的结果，其举例说明了对代表所有埃博拉病毒物种

和马尔堡病毒的假型病毒的表面上表达的靶抗原的中和抗体应答的强度。中和的强度由热

图指示，其中红色(最深的阴影)是非常强的中和，从橙色到黄色(逐渐变浅的阴影)降低，并

且没有中和/等于阴性对照值为白色。T2‑4和T2‑6是编码先导候选经优化抗原性埃博拉多

肽的核酸疫苗，其在用取自经免疫豚鼠的血清样品进行测试的临床前阶段中与马尔堡候选

T2‑11组合；

[0395] 图6示出了确定编码使用本发明方法的实施方案鉴定出的不同先导候选经优化抗

原性病原体多肽的核酸疫苗的有效性的研究结果。通过将其表面上带有两种不同的组1甲

型流感糖蛋白(H1大流行和季节性)的两组细胞与合并的小鼠血清一起孵育来测量抗体结

合。然后，通过二抗检测任何结合的抗体，并使用流式细胞仪记录结果。在用所有构建体进

行疫苗接种之前和之后，结合显著提高，但是在用PBS(对照)进行疫苗接种后没有。总体而

言，在这两种情况下，疫苗候选物的表现优于来自COBRA的那些(*)；
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[0396] 图7示出了通过来自用COBRA或DIOS  HA基因抗原免疫接种的动物的小鼠血清确定

在其细胞表面上表达两种不同的组1甲型流感糖蛋白(季节性H1N1和大流行起源H1N1)的细

胞的结合的研究结果；以及

[0397] 图8示出了通过来自DIOS或COBRA  DNA免疫接种的小鼠的血清的H7N9(A/

Shanghai2/2013)的跨HA组结合(左图)和假型中和(右)的结果。在右图中，最上面的曲线是

CR9114的，从曲线图左侧的最低两个起始点开始下降的两条曲线是H1N1s的，并且其余两条

曲线是H1N1pdm的。

[0398] 下文给出了未优化埃博拉和马尔堡病毒祖先核酸序列(即尚未进行密码子优化或

基因优化的序列)以及编码候选抗原性病原体多肽的基因优化核酸序列的实例。

[0399] 方法

[0400] 对于给定的病毒种类，从例如GenBank(以及从其他任何可用来源，例如爆发数据)

下载候选原始序列，并进行过滤以去除相同的序列，不跨越目的蛋白的序列，以及具有大量

模糊核苷酸的序列。产生经过滤序列的多序列比对(通常使用MAFFT)，并手动检查以确保序

列处于正确的开放阅读框中。使用具有自动模型选择的IQTREE产生最大似然系统发育，并

使用多种方法之一进行生根：外类群序列(outgroup  sequence)、中点生根(midpoint 

rooting)、树中心(centre‑of‑the‑tree)或使根部到尖端的距离(root‑to‑tip  distance)

和采样时间之间的关联最大化的树。使用HyPhy假设密码子置换的MG94  by  F3x4模型来产

生祖先序列，并进行检查以确保已保留了已知的表位。使用IQTREE产生具有初级序列和祖

先序列二者的系统发育树，以检查祖先株的位置。然后以多种方式修饰祖先序列：区域的缺

失(例如，去除黏蛋白样结构域)；区域交换(以恢复潜在丢失的表位)；特定位点的突变(例

如在丝状病毒的融合结构域中)，包括编辑N‑连接的糖基化位点和引入突变以增强稳定性。

[0401] 实施例1

[0402] 埃博拉苏丹祖先(T2‑4)

[0403] 未优化的(SEQ  ID  NO：1)

[0404]
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[0405] 经基因优化的(SEQ  ID  NO：2)

[0406]

[0407] 由未优化和经基因优化的序列编码的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：3)：

[0408]

[0409] 实施例2

[0410] 埃博拉病毒全球祖先(T2‑6)

[0411] 未优化的(SEQ  ID  NO：4)

[0412]

[0413] 经基因优化的(SEQ  ID  NO：5)
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[0414]

[0415] 由未优化和经基因优化的序列编码的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：6)：

[0416]

[0417] 实施例3

[0418] 马尔堡病毒祖先(T2‑11)

[0419] 未优化的(SEQ  ID  NO：7)
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[0420]

[0421] 经基因优化的(SEQ  ID  NO：8)

[0422]

[0423] 由未优化和经基因优化的序列编码的氨基酸序列(SEQ  ID  NO：9)：
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[0424]

[0425] 实施例4

[0426] Tier  2‑4(SUDV  anc‑MLD)

[0427] 具有缺失的(负“‑”)黏蛋白样结构域的苏丹埃博拉病毒祖先序列

[0428] 核苷酸序列(SEQ  ID  NO：10)：

[0429]

[0430] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：11)：

[0431]

[0432] 实施例5

[0433] Tier  2‑6(SUDV  EBOV‑TAFV‑BDBV  anc‑MLD)

[0434] 苏丹、扎伊尔、塔伊森林和本迪布焦埃博拉病毒四种物种的祖先序列，其中黏蛋白

样结构域缺失。

[0435] 核苷酸序列(SEQ  ID  NO：12)：
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[0436]

[0437]

[0438] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：13)：

[0439]

[0440] 实施例6

[0441] Tier  2‑11(RAVV  MARV  anc)

[0442] 毒株马尔堡病毒和Ravn病毒的祖先序列

[0443] 核苷酸序列(SEQ  ID  NO：14)：
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[0444]

[0445] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：15)：

[0446]

[0447] 实施例7

[0448] pEVAC表达载体

[0449] 图3示出了pEVAC表达载体的图。载体的多克隆位点的序列在下面给出，随后是其

完整核苷酸序列。

[0450] pEVAC多克隆位点(MCS)的序列(SEQ  ID  NO：16)：
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[0451]

[0452] pEVAC的整个序列(SEQ  ID  NO：17)：

[0453]

[0454]
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[0455]
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[0456]

[0457] 实施例8

[0458] 能够诱导广泛中和抗体应答的先导候选经优化抗原性埃博拉多肽

[0459] 在2014年西非爆发之后，研发针对埃博拉的疫苗引起了极大的兴趣。目前为止，目

前临床开发中的计划已采用“经典”方法，使用来自在病毒载体骨架中表达的一至三种毒株

的埃博拉和/或马尔堡病毒表面糖蛋白(GP)进行疫苗开发。抗原特异性仅来自于所包含的

EBOV毒株：例如Merck使用来自Kikwit的GP；GSK使用Mayinga  EBOV和Gulu  SUDV毒株；

Crucell和Profectus  Biosiences二者使用马尔堡病毒以及扎伊尔和苏丹埃博拉毒株；

Novavax方法独特地使用2014Makona  EBOV毒株。

[0460] 下表1示出了流式细胞术测定结果，说明了抗体与代表所有埃博拉病毒物种(亚

型)和马尔堡病毒的靶抗原结合的强度。结合强度由热图指示，其中红色(当以灰度等级观

察时，最深的阴影)是非常强的结合，从橙色到黄色逐渐降低(当以灰度等级观察时，逐渐变

浅的阴影)，并且没有结合/等于阴性对照值为白色的。血清样品1至22取自用其他埃博拉病

毒疫苗候选物免疫接种的个体。T2‑4和T2‑6是编码先导候选经优化抗原性埃博拉多肽的核

酸疫苗，在使用取自经免疫接种豚鼠的血清样品的临床前阶段测试中与马尔堡候选T2‑11

组合。

[0461] 表1

说　明　书 50/60 页

60

CN 113453710 A

60



[0462]

[0463] 实施例9

[0464] 在埃博拉攻击模型中通过三价拉沙病毒、埃博拉病毒和马尔堡病毒疫苗(Tri‑

LEMvac)实现的保护

[0465] 我们已经开发了三价疫苗(Tri‑LEMvac)，其可产生针对未来出血热拉沙病毒、埃

博拉病毒和马尔堡病变体的爆发的组合疫苗效力。

[0466] 我们已经从来自所有可获得的沙粒病毒和丝状病毒数据库的LASV(L)以及EBOV

(E)和MARV(M)的GPC开放阅读框中通过生物信息学设计了合成糖蛋白序列。这些保守序列

由每种这些病毒的中和抗体和T细胞富含的表位组成。为了确保这些合成设计的LASV、EBOV

和MARV包膜具有功能性和抗原性，将其表达为假型，并且针对与一组广泛中和抗体的结合

和中和二者进行了质量控制。本文中，我们选择了疫苗来源的载体修饰的痘苗安卡拉(MVA)

来构建三聚体LEM疫苗。

[0467] 修饰的痘苗安卡拉(MVA)疫苗平台是一种非复制株(即在人细胞中不复制)，第三

代天花疫苗和人临床试验中最先进的重组痘病毒疫苗载体之一(Cottingham&Carroll，

Vaccine，2013，31(39)：4247‑51)。MVA是一种稳健的载体系统，能够共表达多至四个转基

因，以促进强效的启动子和稳定的插入位点(Orubu  et  al，Pone，2012，7(6)e0040167)。选
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择MVA是因为：1)其通过具有强且及时调节的启动子的兼容表达盒稳定表达多个独立ORF，

以在一个经济有效的疫苗批次中进行三价LEM疫苗接种的能力；2)其在动物和人中诱导稳

健的B和T细胞免疫应答的能力，尤其是在用DNA或RNA载体进行初免或加强免疫时；以及3)

疫苗批次可进行热稳定化，以用于在发展中国家在没有冷链的情况下进行存储和运输

(Frey  et  al，Vaccine，2015，33(39)：5225‑34)。该三价疫苗候选物的原理证明已通过以下

方式证明：i)用于独立的L、E和M  GPC表达和表位呈递的盒式验证；以及ii)通过丝状病毒攻

击的临床前效力。攻击研究结果如图4所示。埃博拉攻击模型对未经过疫苗接种的豚鼠(组

1，下排)是致命的，而所有经疫苗接种的豚鼠(组2，上排)均受到保护(左)并继续增重(右)。

[0468] 实施例10

[0469] 假型病毒中和测定

[0470] 图5示出了假型病毒中和测定的结果，其举例说明了对代表所有埃博拉病毒物种

和马尔堡病毒的假型病毒表面上表达的靶抗原的中和抗体应答的强度。中和的强度由热图

指示，其中红色(当以灰度等级观察时，最深的阴影)是非常强的中和，从橙色到黄色(当以

灰度等级观察时，逐渐变浅的阴影)降低，并且没有中和/等于阴性对照值为白色。

[0471] T2‑4和T2‑6是各自编码先导候选经优化抗原性埃博拉多肽的核酸疫苗，其在用取

自经免疫接种豚鼠的血清样品进行测试的临床前阶段中与T2‑11马尔堡候选组合。

[0472] 结果表明，施用T2‑6与T2‑11疫苗插入物的组合导致免疫应答的宽度协同增加。

[0473] 实施例11

[0474] 抗体结合测定

[0475] 图6示出了抗体结合测定的结果。通过将其表面带有两种不同的组1甲型流感病毒

糖蛋白(H1大流行和季节性)的两组细胞与合并的小鼠血清一起孵育来测量抗体结合。然

后，通过二抗检测任何结合的抗体，并使用流式细胞仪记录结果。在用所有构建体进行疫苗

接种之前和之后，结合显著提高，但是在用PBS(对照)进行的疫苗接种之后则没有。总体而

言，在这两种情况下，DIOS疫苗候选物的表现优于来自COBRA的那些(*)；

[0476] 实施例12

[0477] 通过两种不同计算方法诱导的免疫应答的比较

[0478] 用25μg的编码HA基因抗原的四种独立的pEVAC质粒以两周的间隔对四组小鼠(每

组6只)进行免疫接种5次，所述pEVAC质粒通过根据本发明实施方案的方法(DIOS)或通过常

规方法(COBRA)设计。

[0479] 对在其细胞表面上表达两种不同的组1甲型流感糖蛋白(季节性H1N1和大流行起

源H1N1)的细胞进行基于抗体的FACS。这些用于测试来自用COBRA或DIOS  HA基因抗原免疫

接种的动物的小鼠血清。结果如图7所示。

[0480] 总体而言，DIOS  HA基因抗原与COBRA  HA基因抗原相当或明显优于后者(**p＜

0.01，***p＜0.001)。

[0481] 实施例13

[0482] H7N9(A/Shanghai2/2013)的跨HA组结合和假型中和

[0483] 我们测试了实施例12的DIOS‑H1N1pdm疫苗(与H1N1‑COBRA相比，产生更高水平的

与大流行H1HA抗原的抗体结合)是否可引起识别并结合相异的组2病毒HA(例如来自大流行

潜力H7N9毒株A/Shanghai/2/2013的那些)的抗体。
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[0484] 图8示出了通过来自DIOS或COBRA  DNA免疫接种的小鼠的血清的H7N9(A/

Shanghai2/2013)的跨HA组结合(左图)和假型中和(右)的结果。通过假型中和数据(右)证

实的H7结合数据(左)表明，与其他组相比，H1N1pdm疫苗接种的小鼠显示出最高的中和作

用。与其他测试组相比，由DIOS‑H1N1pdm疫苗引起的结合明显更多，并且与阳性对照广泛中

和单克隆抗体F16(Corti  et  al.，2011，同上)和CR9114(Dreyfus  et  al，Science，2012；

337(6100)：1343‑1348)相当。

[0485] 这些结果支持以下结论：DIOS‑H1N1pdm免疫原交叉中和H7，并且用通过本发明方

法产生的疫苗可能实现跨HA组免疫保护。

[0486] 实施例14

[0487] 拉沙病毒糖蛋白

[0488] 该实施例描述了使用根据本发明的实施方案的方法产生的拉沙病毒糖蛋白祖先

序列，以及对祖先序列的修饰以通过使结构稳定来改善其免疫原性。

[0489] 拉沙热是由被称为拉沙病毒(LASV)的旧世界(OW)沙粒病毒引起的出血性疾病。该

病毒于1969年在尼日利亚首次分离，目前在西非流行。由于与拉沙出血热相关的高发病率

和死亡率，因此LASV被归类为A类病原体。

[0490] 拉沙病毒是具有双分段基因组的包膜双义RNA病毒。病毒颗粒被介导病毒进入的

成熟糖蛋白(GP)三聚体刺突覆盖。像其他1类病毒融合蛋白一样，包膜糖蛋白前体(GPC)被

翻译为单个多肽，并被蛋白水解切割成三个亚基。加工首先通过细胞信号肽酶在内质网

(ER)中发生。然后将GPC运输至顺面高尔基体，并通过细胞前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶

kexin同工酶‑1/位点1蛋白酶(SKI‑1/S1P)进行加工，以产生非共价稳定信号肽(SSP)/GP1/

GP2异源三聚体。与其他I类融合蛋白不同，相对较长的GPC信号肽不会被降解；其具有正确

运输和加工GP所必需的分子伴侣样功能。SSP与GP2的胞质结构域相互作用，并参与pH传感。

GP1负责与细胞受体结合，而GP2在病毒进入过程中介导膜融合。

[0491] 使用根据本发明的一个实施方案的方法产生了针对谱系III和IV的拉沙病毒糖蛋

白祖先序列(L‑10)(构建体1)。然后将修饰独立地引入亲代祖先序列(构建体1)中以提供：

(A)SOSEP(构建体2)；和(B)FLEP(构建体4)，以及与称为NtoK的聚糖敲除组合(以提供构建

体3和5)，以使在其他情况下柔性的异源三聚体稳定并阻止糖蛋白外部结构域从非共价连

接的跨膜结构域解离。

[0492] (A)在第207和360位引入两个半胱氨酸残基，以允许在GP的外部和跨膜结构域之

间形成二硫桥(SOS)。为了促进这两个结构域的完全切割，将第256至259位处的弗林蛋白酶

切割位点从RRLL修饰为RRRR。在第329位处谷氨酸突变为脯氨酸(EP)阻止了结构重排，从而

使蛋白质的柔性降低。

[0493] (B)用具有序列256‑GGGGSGGGGS‑265的柔性接头替换在外部结构域的C末端与跨

膜结构域的N末端之间的弗林蛋白酶切割位点(256‑RRLL‑259)。此外，在位置335处引入了

如(A)中的EP突变。

[0494] 产生了两种设计的变体，分别在SOSEP‑NtoK或FLEP‑NtoK的第272或278位处另外

包含天冬酰胺至赖氨酸突变，以使糖基化基序失活。在此位置的聚糖可能会阻止某些中和

抗体(例如37.7H)的进入。

[0495] 构建体1：
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[0496] 针对谱系III和IV的拉沙病毒糖蛋白祖先序列

[0497] (L‑10＝LASV  III  IV  anc)

[0498] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：18)：

[0499]

[0500] DNA序列(SEQ  ID  NO：19)：

[0501]

[0502]

[0503] 构建体2：

[0504] 构建体1的SOSEP变体(L‑10‑SQSEP)

[0505] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：20)：
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[0506]

[0507] DNA序列(SEQ  ID  NO：21)：

[0508]

[0509] 构建体3：

[0510] 具有N至K突变的构建体1的SOSEP变体(L‑10‑SQSEP‑NtoK)

[0511] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：22)：
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[0512]

[0513] DNA序列(SEQ  ID  NO：23)：

[0514]

[0515] 构建体4：

[0516] 构建体1的FLEP变体(L‑10‑FLEP)

[0517] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：24)：
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[0518]

[0519] DNA序列(SEQ  ID  NO：25)：

[0520]

[0521] 构建体5：

[0522] 具有N至K突变的构建体1的FLEP变体(L‑10‑FLEP‑NtoK)

[0523] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：26)：
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[0524]

[0525] DNA序列(SEQ  ID  NO：27)：

[0526]

[0527] 实施例15

[0528] 拉沙病毒核蛋白

[0529] 该实施例描述了使用根据本发明的实施方案的方法产生的拉沙病毒核蛋白祖先

序列。

[0530] 构建体6：

[0531] 尼日利亚拉沙分离株的拉沙病毒核蛋白祖先序列

[0532] (L‑NP‑1＝L‑NP‑CovAnc‑1  N)

[0533] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：28)：
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[0534]

[0535] DNA序列(SEQ  ID  NO：29)：

[0536]

[0537] 实施例16

[0538] 拉沙病毒核蛋白

[0539] 该实施例描述了使用根据本发明的实施方案的方法产生的拉沙病毒核蛋白祖先
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序列。

[0540] 构建体7：

[0541] 塞拉利昂分离株的拉沙病毒核蛋白祖先序列

[0542] (L‑NP‑1＝L‑NP‑CovAnc‑2  SL)

[0543] 氨基酸序列(SEQ  ID  NO：30)：

[0544]

[0545] DNA序列(SEQ  ID  NO：31)：

[0546]  

[0547]

说　明　书 60/60 页

70

CN 113453710 A

70



[0001]

序　列　表 1/42 页

71

CN 113453710 A

71



[0002]

序　列　表 2/42 页

72

CN 113453710 A

72



[0003]

序　列　表 3/42 页

73

CN 113453710 A

73



[0004]

序　列　表 4/42 页

74

CN 113453710 A

74



[0005]

序　列　表 5/42 页

75

CN 113453710 A

75



[0006]

序　列　表 6/42 页

76

CN 113453710 A

76



[0007]

序　列　表 7/42 页

77

CN 113453710 A

77



[0008]

序　列　表 8/42 页

78

CN 113453710 A

78



[0009]

序　列　表 9/42 页

79

CN 113453710 A

79



[0010]

序　列　表 10/42 页

80

CN 113453710 A

80



[0011]

序　列　表 11/42 页

81

CN 113453710 A

81



[0012]

序　列　表 12/42 页

82

CN 113453710 A

82



[0013]

序　列　表 13/42 页

83

CN 113453710 A

83



[0014]

序　列　表 14/42 页

84

CN 113453710 A

84



[0015]

序　列　表 15/42 页

85

CN 113453710 A

85



[0016]

序　列　表 16/42 页

86

CN 113453710 A

86



[0017]

序　列　表 17/42 页

87

CN 113453710 A

87



[0018]

序　列　表 18/42 页

88

CN 113453710 A

88



[0019]

序　列　表 19/42 页

89

CN 113453710 A

89



[0020]

序　列　表 20/42 页

90

CN 113453710 A

90



[0021]

序　列　表 21/42 页

91

CN 113453710 A

91



[0022]

序　列　表 22/42 页

92

CN 113453710 A

92



[0023]

序　列　表 23/42 页

93

CN 113453710 A

93



[0024]

序　列　表 24/42 页

94

CN 113453710 A

94



[0025]

序　列　表 25/42 页

95

CN 113453710 A

95



[0026]

序　列　表 26/42 页

96

CN 113453710 A

96



[0027]

序　列　表 27/42 页

97

CN 113453710 A

97



[0028]

序　列　表 28/42 页

98

CN 113453710 A

98



[0029]

序　列　表 29/42 页

99

CN 113453710 A

99



[0030]

序　列　表 30/42 页

100

CN 113453710 A

100



[0031]

序　列　表 31/42 页

101

CN 113453710 A

101



[0032]

序　列　表 32/42 页

102

CN 113453710 A

102



[0033]

序　列　表 33/42 页

103

CN 113453710 A

103



[0034]

序　列　表 34/42 页

104

CN 113453710 A

104



[0035]

序　列　表 35/42 页

105

CN 113453710 A

105



[0036]

序　列　表 36/42 页

106

CN 113453710 A

106



[0037]

序　列　表 37/42 页

107

CN 113453710 A

107



[0038]

序　列　表 38/42 页

108

CN 113453710 A

108



[0039]

序　列　表 39/42 页

109

CN 113453710 A

109



[0040]

序　列　表 40/42 页

110

CN 113453710 A

110



[0041]

序　列　表 41/42 页

111

CN 113453710 A

111



[0042]

序　列　表 42/42 页

112

CN 113453710 A

112



图1

说　明　书　附　图 1/8 页

113

CN 113453710 A

113



图2

说　明　书　附　图 2/8 页

114

CN 113453710 A

114



图3

说　明　书　附　图 3/8 页

115

CN 113453710 A

115



图4

说　明　书　附　图 4/8 页

116

CN 113453710 A

116



图5

说　明　书　附　图 5/8 页

117

CN 113453710 A

117



图6

说　明　书　附　图 6/8 页

118

CN 113453710 A

118



图7

说　明　书　附　图 7/8 页

119

CN 113453710 A

119



图8

说　明　书　附　图 8/8 页

120

CN 113453710 A

120


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003
	CLA00004
	CLA00005
	CLA00006
	CLA00007
	CLA00008
	CLA00009
	CLA00010

	DES
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026
	DES00027
	DES00028
	DES00029
	DES00030
	DES00031
	DES00032
	DES00033
	DES00034
	DES00035
	DES00036
	DES00037
	DES00038
	DES00039
	DES00040
	DES00041
	DES00042
	DES00043
	DES00044
	DES00045
	DES00046
	DES00047
	DES00048
	DES00049
	DES00050
	DES00051
	DES00052
	DES00053
	DES00054
	DES00055
	DES00056
	DES00057
	DES00058
	DES00059
	DES00060
	DES00061
	DES00062
	DES00063
	DES00064
	DES00065
	DES00066
	DES00067
	DES00068
	DES00069
	DES00070

	BIS
	BIS00071
	BIS00072
	BIS00073
	BIS00074
	BIS00075
	BIS00076
	BIS00077
	BIS00078
	BIS00079
	BIS00080
	BIS00081
	BIS00082
	BIS00083
	BIS00084
	BIS00085
	BIS00086
	BIS00087
	BIS00088
	BIS00089
	BIS00090
	BIS00091
	BIS00092
	BIS00093
	BIS00094
	BIS00095
	BIS00096
	BIS00097
	BIS00098
	BIS00099
	BIS00100
	BIS00101
	BIS00102
	BIS00103
	BIS00104
	BIS00105
	BIS00106
	BIS00107
	BIS00108
	BIS00109
	BIS00110
	BIS00111
	BIS00112

	DRA
	DRA00113
	DRA00114
	DRA00115
	DRA00116
	DRA00117
	DRA00118
	DRA00119
	DRA00120


