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改进的疫苗及其使用方法

(57)摘要

公开了改进的抗‑HIV免疫原以及编码它们

的核酸分子。公开的免疫原包括：具有HIV亚型A

包膜蛋白共有序列的免疫原，具有HIV亚型B包膜

蛋白共有序列的免疫原，具有HIV亚型C包膜蛋白

共有序列的免疫原，具有HIV亚型D包膜蛋白共有

序列的免疫原，具有HIV亚型B共有Nef‑Rev蛋白

共有序列的免疫原，以及具有HIV  Gap蛋白亚型

A、B、C和D共有序列的免疫原。公开了改进的抗‑

HPV免疫原以及编码它们的核酸分子；改进的抗‑

HCV免疫原以及编码它们的核酸分子；改进的

hTERT免疫原以及编码它们的核酸分子；以及改

进的抗‑流感免疫原以及编码它们的核酸分子。

还公开了包含活的减毒病原体的药物组合物、重

组疫苗以及诱导个体产生抗HIV、HPV、HCV、hTERT

和流感的免疫应答的方法。
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1.一种编码至少一种HPV抗原的核苷酸序列，其中编码至少一种HPV抗原的所述核苷酸

序列由SEQ  ID  NO:22所示的序列组成，其中所述核苷酸序列编码含有SEQ  ID  NO:24的氨基

酸序列或SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列的氨基酸序列。

2.一种编码至少一种HPV抗原的核苷酸序列，其中编码至少一种HPV抗原的所述核苷酸

序列由编码SEQ  ID  NO:23的序列组成，其中所述核苷酸序列编码含有SEQ  ID  NO:24的氨基

酸序列或SEQ  ID  NO:25的氨基酸序列的氨基酸序列。

3.包含权利要求1或2所述的核苷酸序列的质粒。

4.包含权利要求1或2所述的核苷酸序列的药物组合物。

5.包含权利要求1或2所述的核苷酸序列的可注射药物组合物。

6.包含权利要求1或2所述的核苷酸序列的重组疫苗。

7.如权利要求6所述的重组疫苗，其特征在于，所述重组疫苗是重组牛痘疫苗。

8.包含权利要求1或2所述的核苷酸序列的活的减毒病原体。

9.至少一种HPV抗原的氨基酸序列，其中至少一种抗原的所述氨基酸序列由SEQ  ID 

NO:23所示的氨基酸序列组成，其中所述氨基酸序列含有SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列或SEQ 

ID  NO:25的氨基酸序列。

10.包含权利要求9所述的氨基酸序列的药物组合物。

11.包含权利要求9所述的氨基酸序列的可注射药物组合物。

12.包含权利要求9所述的氨基酸序列的重组疫苗。

13.如权利要求12所述的重组疫苗，其特征在于，所述重组疫苗是重组牛痘疫苗。

14.包含权利要求9所述的氨基酸序列的活的减毒病原体。

15.权利要求1或2所述的核苷酸序列、权利要求3所述的质粒、权利要求9所述的氨基酸

序列、权利要求4或10所述的药物组合物、权利要求5或11所述的可注射药物组合物、权利要

求6‑7或12‑13中任一项所述的重组疫苗或权利要求8或14所述的活的减毒病原体在制备在

个体内诱导针对HPV的免疫应答的药物中的用途。

16.权利要求1或2所述的核苷酸序列、权利要求3所述的质粒、权利要求9所述的氨基酸

序列、权利要求4或10所述的药物组合物、权利要求5或11所述的可注射药物组合物、权利要

求6‑7或12‑13中任一项所述的重组疫苗或权利要求8或14所述的活的减毒病原体在制备治

疗或预防HPV感染的药物中的用途。
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改进的疫苗及其使用方法

[0001] 本申请是申请日为2007年07月30日的题为“改进的疫苗及其使用方法”的中国专

利申请第200780036389.3号的分案申请。

发明领域

[0002] 本发明涉及改进的HIV、HPV、HCV、流感和癌症疫苗，诱导免疫应答的改进方法，以

及对个体进行预防性和/或治疗性免疫以抵抗HIV、HPV、HCV、流感和癌症的改进方法。

发明背景

[0003] HIV基因组由于高突变率和功能补偿而高度可塑。这种高突变率受至少两种机制

驱动：病毒逆转录酶(RT)的低保真性导致每轮复制至少产生一个突变，以及抗‑逆转录病毒

细胞因子APOBEC3G基因和病毒感染性因子Vif附加基因的双重作用。每轮复制中会产生含

各种可能的突变和许多双重突变的基因组，从而导致巨大的抗原多样性。因此，已经争论过

衍生自单个分离物的候选疫苗可能不能引发充足的交叉反应以抵御各种循环HIV病毒。最

近的研究显示，共有免疫原(Gao，F .等2005 .Antigenicity  and  immunogenicity  of  a 

synthetic  human  immunodeficiency  virus  type  1  group  m  consensus  envelope 

glycoprotein(合成的人免疫缺陷病毒1型m群共有包膜糖蛋白的抗原性和免疫原性) .J 

Virol  79:1154‑63.；Scriba，T.J.等2005.衍生自亚萨哈拉亚型C人免疫缺陷病毒1型共有

序列的功能灭活和免疫原性Tat、Rev和Nef  DNA疫苗(Functionally‑inactive  and 

immunogenic  Tat,Rev  and  Nef  DNA  vaccines  derived  from  sub‑Saharan  subtype  C 

human  immunodeficiency  virus  type  1consensus  sequences) .Vaccine  23:1158‑69)或

祖先免疫原(Doria‑Rose，N.A.等2005.人免疫缺陷病毒1型亚型B祖先包膜蛋白在家兔中具

有功能并引发类似于循环亚型B包膜所引发抗体的中和抗体(Human  Immunodeficiency 

Virus  Type  1subtype  B  Ancestral  Envelope  Protein  Is  Functional  and  Elicits 

Neutralizing  Antibodies  in  Rabbits  Similar  to  Those  Elicited  by  a  Circulating 

Subtype  B  Envelope) .J.Virol.79:11214‑11224；Gao，F.等2004.集中的免疫原作为克服

HIV‑1多样性的疫苗策略(Centralized  immunogens  as  a  vaccine  strategy  to 

overcome  HIV‑1diversity) .Expert  Rev.疫苗3:S161‑S168；Mullins，J.I.等2004.免疫原

序列：第四代AIDS疫苗的设计(Immunogen  sequence:the  fourth  tier  of  AIDS  vaccine 

design) .Expert  Rev.疫苗3:S151‑S159；Nickle，D.C .等2003 .共有和祖先状态HIV疫苗

(Consensus  and  ancestral  state  HIV  vaccines) .Science  299:1515‑1517)能用于这一

方面。然而，这些方法的初步研究显示，这些免疫原诱导的细胞免疫增强相对较低。

[0004] 最近，Derdeyn等分析了八种非洲异性传播对的HIV‑1亚型C包膜糖蛋白序列，发现

V1、V2和V4长度较短和聚糖较少是从早期递质获得的序列的共有特征(Derdeyn，C .A .等

2004.异性传播后的包膜约束中和敏感性HIV‑1(Envelope‑constrained  neutralization‑

sensitive  HIV‑1  after  heterosexual  transmission) .Science  303:2019‑2022.)。这些

数据提示，模拟这种病毒的抗原可能与早期传播病毒有关。然而未在所有亚型中观察到这
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种早期递质结构(Chohan，B.等2005.选择某些遗传亚型传播期间出现的并和影响病毒RNA

水平的具有较短V1‑V2环序列的1型人免疫缺陷病毒包膜糖基化变体(Selection  for 

Human  Immunodeficiency  Virus  Type  1  envelope  glycosylation  variants  with 

shorter  V1‑V2  loop  sequences  occurs  during  transmission  of  certain  genetic 

subtypes  and  may  impact  viral  RNA  levels)J.Virol.79:6528‑6531)。然而，在包膜免

疫原中掺入较短V环可能有其他益处，如增强可溶性CD4的敏感性(Pickora，C.等2005.鉴定

在除去之后能增强可溶性CD4敏感性的猿免疫缺陷病毒糖蛋白核心内的两个N‑连接糖基化

位点(Identification  of  two  N‑linked  glycosylation  sites  within  the  core  of 

the  Simian  Immunodificiency  virus  glycoprotein  whose  removal  enhances 

sensitivity  to  soluble  CD4) .J.Virol.79:12575‑12583)，是应该考虑的。

[0005] 研究显示，HIV‑1特异性CTL应答对于控制急性和无症状感染期间的病毒载量以及

AIDS发生是重要的。然而，还不清楚目前基于包膜的DNA疫苗是否如所需那么有效。已采用

一些方法来提高HIV‑1免疫原的表达水平，所述方法如密码子优化(Andre，S.等1998.用采

用优化密码子的合成gp120序列增强接种DNA疫苗引发的免疫应答(Increased  immune 

response  elicited  by  DNA  vaccination  with  a  synthetic  gp120  sequence  with 

optimized  codon  usage) .J  Virol  72:1497‑503；Deml，L.等A.2001.密码子优化对于编码

人免疫缺陷病毒1型gag蛋白的DNA候选疫苗的表达和免疫原性的多重功效(Multiple 

effects  of  codon  usage  optimization  on  expression  and  immunogenicity  of  DNA 

candidate  vaccines  encoding  the  human  immunodeficiency  virus  type  1  gag 

protein) .J.Virol.75:10991‑11001)，RNA优化(Muthumani，K.等2003.新的基因工程HIV‑1

东非进化支‑A  gp160质粒构建物在体内诱导强体液免疫应答和细胞介导的免疫应答

(Novel  engineered  HIV‑1  East  African  Clade‑A  gp160  plasmid  construct  induces 

strong  humoral  and  cell‑mediated  immune  responses  in  vivo) .Virology  314:134‑

46；Schneider，R.，M.等1997.灭活人免疫缺陷病毒1型抑制元件造成Gag和Gag/蛋白酶不依

赖于Rev表达和颗粒形成(Inactivation  of  the  human  immunodeficiency  virus  type  1 

inhibitory  elements  allows  Rev‑independent  expression  of  Gag  and  Gag/protease 

and  particle  formation)J.Virol.71:4892‑4903)以及能削弱RNA二级结构的免疫球蛋白

前导序列的加入(Yang，J .S .等 .2001 .诱导新型DNA疫苗对西尼罗病毒纽约分离株(WNV‑

NY1999)的有效Th1‑型免疫应答(Induction  of  potent  Th1‑Type  immune  responses 

from  a  novel  DNA  vaccine  for  West  Nile  Virus  New  York  Isolate(WNV‑NY1999))

.J.Infect  Diseases  184:809‑816)。

[0006] 人乳头瘤病毒(HPV)具有循环dsDNA基因组(7,000‑8,000碱基对)。最多有200种不

同基因型。在系统发生上HPV是高度保守的。粘膜HPV可归类为“高风险”或“低风险”。低风险

群包括6、11、42型和其他类型。相关疾病包括：生殖器疣；低级宫颈、直肠、外阴、阴道发育异

常；和复发性呼吸道乳头状瘤病。高风险群包括16、18、31、33、45、52、58型和其他类型。相关

疾病包括：宫颈癌、癌前发育异常的实质病因；直肠、外阴、阴道、扁桃体癌的主要病因；以及

其他呼吸消化道癌症的辅因素。每天有800名妇女死于宫颈癌。

[0007] HPV  E6和E7蛋白是肿瘤‑特异性抗原，是肿瘤发生和维持肿瘤状态所必需的。宫颈

癌患者没有E7‑特异性免疫应答。E6和E7蛋白与人肿瘤细胞抑制基因产物特异性相互作用，
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E6与p53，E7与Rb(视网膜母细胞瘤肿瘤抑制基因)。E6和E7是理想的免疫疗法靶点。

[0008] hTERT是人端粒酶逆转录酶，它在端粒的末端合成TTAGGG标签从而防止因染色体

缩短造成的细胞死亡。胚胎细胞和一些生殖谱系细胞通常表达hTERT来调节细胞群的内稳

态。然而，癌细胞利用这一调节机制来破坏细胞群的内稳态。例如，超过85％的人类癌细胞

过表达hTERT。因此，hTERT是理想的免疫治疗靶点。

[0009] hTERT还能增强免疫治疗以抵抗因HCV或HPV感染而表达hTERT的超增生性细胞。来

自高风险HPV类型的E6癌蛋白在人角质形成细胞内激活人端粒酶逆转录酶(hTERT)的转录。

肝脏内的发育异常区域和早期肿瘤形成区域也以异常高的水平表达hTERT。因此，通过靶向

以异常水平表达hTERT的细胞能增强针对HPV和HCV的免疫疗法。同时采用hTERT和HPV或HCV

蛋白或者编码这种蛋白质的核酸的联合免疫疗法是有吸引力的免疫疗法。

[0010] 流感血凝素(HA)在流感病毒粒子表面表达并负责病毒与其宿主细胞的初次接触。

HA是熟知的免疫原。甲型流感毒株H1N5(一种禽流感毒株)对人类的威胁尤其巨大，这是由

于与病毒的其他毒株相比，它们的HA蛋白如果经天然突变而轻微遗传重配会大大增加对人

类细胞的感染性。婴儿和老年人或免疫受损的成年人感染H1N5株病毒通常造成严重的临床

后果。因此，HA和流感H1N5毒株的其他流感分子是理想的免疫治疗靶点。

发明内容

[0011] 本发明涉及核酸构建物以及编码的蛋白，从而提供了改进的免疫原性靶，可产生

针对该靶点的抗‑HIV免疫应答。

[0012] 本发明提供了HIV亚型A包膜蛋白的共有序列，HIV亚型B包膜蛋白的共有序列，HIV

亚型C包膜蛋白的共有序列，HIV亚型D包膜蛋白的共有序列，HIV亚型B共有Nef‑Rev蛋白的

共有序列，以及HIV  Gag蛋白亚型A、B、C和D的共有序列。

[0013] 本发明提供了编码这种蛋白质序列的构建物，包含这种蛋白质的疫苗和/或编码

这种蛋白质的核酸分子，以及诱导抗‑HIV免疫应答的方法。

[0014] 本发明涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:1；SEQ  ID  NO:1

的片段；与SEQ  ID  NO:1具有至少90％同源性的序列；与SEQ  ID  NO:1具有至少90％同源性

的序列的片段；SEQ  ID  NO:3；SEQ  ID  NO:3的片段；与SEQ  ID  NO:3具有至少90％同源性的

序列；与SEQ  ID  NO:3具有至少90％同源性的序列的片段；SEQ  ID  NO:5；SEQ  ID  NO:5的片

段；与SEQ  ID  NO:5具有至少90％同源性的序列；与SEQ  ID  NO:5具有至少90％同源性的序

列的片段；SEQ  ID  NO:7；SEQ  ID  NO:7的片段；与SEQ  ID  NO:7具有至少90％同源性的序列；

与SEQ  ID  NO:7具有至少90％同源性的序列的片段；SEQ  ID  NO:9；SEQ  ID  NO:9的片段；与

SEQ  ID  NO:9具有至少90％同源性的序列；与SEQ  ID  NO:9具有至少90％同源性的序列的片

段；SEQ  ID  NO:11；SEQ  ID  NO:11的片段；与SEQ  ID  NO:11具有至少90％同源性的序列；与

SEQ  ID  NO:11具有至少90％同源性的序列的片段。

[0015] 本发明涉及编码选自下组的蛋白质的核酸分子：SEQ  ID  NO:16；SEQ  ID  NO:17；

SEQ  ID  NO:18；SEQ  ID  NO:19；SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21。

[0016] 本发明涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：编码SEQ  ID  NO:2的核苷酸

序列；编码与SEQ  ID  NO:2具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸序列；编码SEQ  ID 

NO:2的核苷酸序列的片段；编码与SEQ  ID  NO:2具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷
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酸序列的片段；编码SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列；编码与SEQ  ID  NO:4具有至少90％同源性

的氨基酸序列的核苷酸序列；编码SEQ  ID  NO:4的核苷酸序列的片段；编码与SEQ  ID  NO:4

具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸序列；编码SEQ  ID  NO:6的核苷酸序列；编码与

SEQ  ID  NO:6具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸序列；编码SEQ  ID  NO:6的核苷酸

序列的片段；编码与SEQ  ID  NO:6具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸序列的片段；

编码SEQ  ID  NO:8的核苷酸序列；编码与SEQ  ID  NO:8具有至少90％同源性的氨基酸序列的

核苷酸序列；编码SEQ  ID  NO:8的核苷酸序列的片段；编码与SEQ  ID  NO:8具有至少90％同

源性的氨基酸序列的核苷酸序列；编码SEQ  ID  NO:10的核苷酸序列；编码与SEQ  ID  NO:10

具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸序列；编码SEQ  ID  NO:10的核苷酸序列的片

段；编码与SEQ  ID  NO:10具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸序列的片段；编码SEQ 

ID  NO:12的核苷酸序列；编码与SEQ  ID  NO:12具有至少90％同源性的氨基酸序列的核苷酸

序列；编码SEQ  ID  NO:12的核苷酸序列的片段；编码与SEQ  ID  NO:12具有至少90％同源性

的氨基酸序列的核苷酸序列。

[0017] 本发明还提供了包含这种核酸分子的药物组合物以及它们在诱导个体产生针对

HIV的免疫应答的方法中的应用，该方法包括给予个体包含这种核酸分子的组合物。

[0018] 本发明还提供了包含这种核酸分子的重组疫苗以及它们在诱导个体产生针对HIV

的免疫应答的方法中的应用，该方法包括给予个体这种重组疫苗。

[0019] 本发明还提供了包含这种核酸分子的活的减毒病原体以及它们在诱导个体产生

针对HIV的免疫应答的方法中的应用，该方法包括给予个体这种活的减毒病原体。

[0020] 活的减毒病原体

[0021] 本发明还提供了包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质：SEQ  ID  NO:2；与SEQ  ID 

NO:2具有至少90％同源性的序列；SEQ  ID  NO:2的片段；与SEQ  ID  NO:2具有至少90％同源

性的序列的片段；SEQ  ID  NO:4；与SEQ  ID  NO:4具有至少90％同源性的序列；SEQ  ID  NO:的

片段；与SEQ  ID  NO:4具有至少90％同源性的序列的片段；SEQ  ID  NO:6；与SEQ  ID  NO:6具

有至少90％同源性的序列；SEQ  ID  NO:6的片段；与SEQ  ID  NO:6具有至少90％同源性的序

列的片段；SEQ  ID  NO:8；与SEQ  ID  NO:8具有至少90％同源性的序列；SEQ  ID  NO:8的片段；

与SEQ  ID  NO:8具有至少90％同源性的序列的片段；SEQ  ID  NO:10；与SEQ  ID  NO:10具有至

少90％同源性的序列；SEQ  ID  NO:10的片段；与SEQ  ID  NO:10具有至少90％同源性的序列

的片段；SEQ  ID  NO:12；与SEQ  ID  NO:12具有至少90％同源性的序列；SEQ  ID  NO:12的片

段；以及与SEQ  ID  NO:12具有至少90％同源性的序列的片段。

[0022] 本发明还提供了包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质：SEQ  ID  NO:16；SEQ  ID 

NO:17；SEQ  ID  NO:18；SEQ  ID  NO:19；SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21。

[0023] 本发明还提供了包含这种蛋白质的药物组合物以及它们在诱导个体产生针对HIV

的免疫应答的方法中的应用，该方法包括给予个体包含这种蛋白质的组合物。

[0024] 本发明还提供了包含这种蛋白质的重组疫苗以及它们在诱导个体产生针对HIV的

免疫应答的方法中的应用，该方法包括给予个体这种重组疫苗。

[0025] 本发明还提供了包含这种蛋白质的活的减毒病原体以及它们在诱导个体产生针

对HIV的免疫应答的方法中的应用，该方法包括给予个体这种活的减毒病原体。

[0026] 提供了包含HPV基因型16E6‑E7共有氨基酸序列的蛋白质以及包含编码这种蛋白
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质的核苷酸序列的核酸分子。

[0027] 本发明涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:22；其片段；与

SEQ  ID  NO:22具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0028] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：编码SEQ  ID  NO:23的核酸

序列；编码SEQ  ID  NO:24的核酸序列；编码SEQ  ID  NO:25的核酸序列；编码SEQ  ID  NO:26的

核酸序列；和编码SEQ  ID  NO:27的核酸序列。

[0029] 本发明还涉及包含这种核酸分子的药物组合物以及诱导个体产生针对HPV的免疫

应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种核酸分子的组合物。

[0030] 本发明还涉及包含这种核酸分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对HPV的免疫应

答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0031] 本发明还涉及包含这种核酸分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对HPV的

免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0032] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：包含选自下组的氨基酸序

列的蛋白质：SEQ  ID  NO:23；其片段；与SEQ  ID  NO:23具有至少90％同源性的核苷酸序列；

以及它们的片段。

[0033] 本发明还涉及包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质：SEQ  ID  NO:23；SEQ  ID  NO:

24；SEQ  ID  NO:25；SEQ  ID  NO:26；和SEQ  ID  NO:27。

[0034] 本发明还涉及包含这种蛋白质的药物组合物以及诱导个体产生针对HPV的免疫应

答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种蛋白质的组合物。

[0035] 本发明还涉及包含这种蛋白质的重组疫苗以及诱导个体产生针对HPV的免疫应答

的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0036] 本发明还涉及包含这种蛋白质的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对HPV的免

疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0037] 提供了包含HPV基因型1a和1b  E1‑E2共有氨基酸序列的蛋白质以及包含编码这种

蛋白质的核苷酸序列的核酸分子。

[0038] 本发明涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:30；其片段；与

SEQ  ID  NO:30具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0039] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：编码SEQ  ID  NO:31的核酸

序列。

[0040] 本发明还涉及包含这种核酸分子的药物组合物以及诱导个体产生针对HCV的免疫

应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种核酸分子的组合物。

[0041] 本发明还涉及包含这种核酸分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对HCV的免疫应

答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0042] 本发明还涉及包含这种核酸分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对HCV的

免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0043] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：包含选自下组的氨基酸序

列的蛋白质：SEQ  ID  NO:31；其片段；与SEQ  ID  NO:31具有至少90％同源性的核苷酸序列；

以及它们的片段。

[0044] 本发明还涉及包含这种蛋白质的药物组合物以及诱导个体产生针对HCV的免疫应
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答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种蛋白质的组合物。

[0045] 本发明还涉及包含这种蛋白质的重组疫苗以及诱导个体产生针对HCV的免疫应答

的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0046] 本发明还涉及包含这种蛋白质的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对HCV的免

疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0047] 提供了包含hTERT共有氨基酸序列的蛋白质以及包含编码这种蛋白质的核苷酸序

列的核酸分子。

[0048] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:34；其片段；与

SEQ  ID  NO:34具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0049] 本发明还涉及包含这种核酸分子的药物组合物以及诱导个体产生针对表达hTERT

的超增生性细胞的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种核酸分子的组合

物。

[0050] 本发明还涉及包含这种核酸分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对表达hTERT的

超增生性细胞的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0051] 本发明还涉及包含这种核酸分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对表达

hTERT的超增生性细胞的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0052] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：包含选自下组的氨基酸序

列的蛋白质：SEQ  ID  NO:35；其片段；与SEQ  ID  NO:35具有至少90％同源性的核苷酸序列；

以及它们的片段。

[0053] 本发明还涉及包含这种蛋白质的药物组合物以及诱导个体产生针对表达hTERT的

超增生性细胞的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种蛋白质的组合物。

[0054] 本发明还涉及包含这种蛋白质的重组疫苗以及诱导个体产生针对表达hTERT的超

增生性细胞的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0055] 本发明还涉及包含这种蛋白质的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对表达

hTERT的超增生性细胞的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0056] 提供了包含流感H5N1共有HA氨基酸序列、流感H1N1和H5N1共有NA氨基酸序列、流

感H1N1和H5N1共有M1氨基酸序列、和流感H5N1共有M2E‑NP氨基酸序列的蛋白质，以及包含

编码这种蛋白质的核苷酸序列的核酸分子。

[0057] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:36；其片段；与

SEQ  ID  NO:36具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0058] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:38；其片段；与

SEQ  ID  NO:38具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0059] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:40；其片段；与

SEQ  ID  NO:40具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0060] 本发明还涉及包含选自下组的核苷酸序列的核酸分子：SEQ  ID  NO:42；其片段；与

SEQ  ID  NO:42具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0061] 本发明还涉及包含这种核酸分子的药物组合物以及诱导个体产生针对HPV、HCV和

流感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种核酸分子的组合物。

[0062] 本发明还涉及包含这种核酸分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对HPV、HCV和流
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感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0063] 本发明还涉及包含这种核酸分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对HPV、

HCV和流感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0064] 本发明还涉及包含这种核酸分子的药物组合物以及诱导个体产生针对HPV、HCV和

流感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种核酸分子的组合物。

[0065] 本发明还涉及包含这种核酸分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对HPV、HCV和流

感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0066] 本发明还涉及包含这种核酸分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对HPV、

HCV和流感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0067] 本发明还涉及包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质分子：SEQ  ID  NO:37；其片段；

与SEQ  ID  NO:37具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0068] 本发明还涉及包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质分子：SEQ  ID  NO:39；其片段；

与SEQ  ID  NO:39具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0069] 本发明还涉及包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质分子：SEQ  ID  NO:41；其片段；

与SEQ  ID  NO:41具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0070] 本发明还涉及包含选自下组的氨基酸序列的蛋白质分子：SEQ  ID  NO:43；其片段；

与SEQ  ID  NO:43具有至少90％同源性的核苷酸序列；以及它们的片段。

[0071] 本发明还涉及包含这种蛋白质分子的药物组合物以及诱导个体产生针对流感病

毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种蛋白质分子的组合物。

[0072] 本发明还涉及包含这种蛋白质分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对流感病毒

的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0073] 本发明还涉及包含这种蛋白质分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对流

感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

[0074] 本发明还涉及包含这种蛋白质分子的药物组合物以及诱导个体产生针对流感病

毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体包含这种蛋白质分子的组合物。

[0075] 本发明还涉及包含这种蛋白质分子的重组疫苗以及诱导个体产生针对流感病毒

的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种重组疫苗。

[0076] 本发明还涉及包含这种蛋白质分子的活的减毒病原体以及诱导个体产生针对流

感病毒的免疫应答的方法，该方法包括给予所述个体这种活的减毒病原体。

附图简述

[0077] 图1比较了EY2E1‑B和EK2P‑B的氨基酸序列。IgE前导序列用下划线表示。框内区域

表示可变区。*表示参与CCR5应用的6个重要残基。切割位点用箭头表示。跨膜区用虚线显

示。

[0078] 图2显示了两种HIV‑1亚型B包膜序列的系统发生关系。系统发生分析涉及42种

HIV‑1亚型B包膜序列、EY2E1‑B、EK2P‑B、两种亚型D和两种亚型C序列(外类群)。代表宽样品

多样性的亚型B包膜序列来自以下11个国家：阿根廷(1)；澳大利亚(6)；中国(1)；法国(4)；

德国(1)；大不列颠(2)；意大利(1)；日本(1)；荷兰(4)；西班牙(1)；美国(20)。EY2E1‑B和

EK2P‑B序列用黑框表示。

说　明　书 7/51 页

9

CN 105063064 B

9



[0079] 图3显示了包膜免疫原的表达。图A显示了EY2E1‑B和EK2P‑B基因的Western印迹分

析结果。RD细胞用不同质粒转染。48小时后收集细胞裂解液。样品通过Western印迹分析并

用HIV‑1  gp120单克隆抗体(2G12)探测。加样对照的印迹条带用单克隆抗‑肌动蛋白抗体重

新探测。图B显示了EY2E1‑B和EK2P‑B基因的免疫荧光测定结果。表达包膜蛋白的转染的RD

细胞显示典型的红色荧光。HIV‑1包膜‑特异性单克隆抗体F105作为第一抗体来源。

[0080] 图4显示了免疫小鼠血清的总IgG抗体效价。图A显示了亚型B包膜‑特异性抗体应

答的测量结果。图B显示了亚型A/E包膜‑特异性抗体应答的测量结果。图C显示了亚型C包

膜‑特异性抗体应答的测量结果。通过酶联免疫吸附试验(ELISA)检测用DNA构建物pEY2E1‑

B和pEK2P‑B免疫后的体液免疫应答。每只小鼠以两周为间隔肌内免疫三次，每次100μg 
DNA。第三次免疫1周后采集各组小鼠(n＝3)的血样，用封闭缓冲液稀释等量混合的血清并

按照“材料和方法”中的描述进行分析。用pVAX免疫小鼠的混合血清用作对照。测量450nm的

吸光度(OD)。各数据点代表每组三只小鼠血清的三次平均OD值以及三次独立试验所得

ELISA值的平均值。

[0081] 图5显示了pEY2E1‑B在BalB/C小鼠和HLA‑A2转基因小鼠中诱导细胞介导的免疫应

答。通过ELISpot试验在BalB/C小鼠(图A)和转基因小鼠(图C)中测定用pEY2E1‑B和pEK2P‑B

进行DNA免疫接种后每百万个脾细胞中亚型B共有包膜‑特异性IFN‑γ斑点形成细胞(SFC)的

频率。还在BalB/C小鼠(图B)和转基因小鼠(图D)中测定了用pEY2E1‑B和pEK2P‑B进行DNA免

疫接种后每百万个脾细胞中耗尽CD8的、亚型B共有包膜‑特异性IFN‑γ斑点形成细胞的频

率。脾细胞分离自每只接种过的小鼠(每组三只小鼠)并在体外用重叠共有亚型B包膜肽混

合物刺激。基础pVAX免疫的小鼠作为阴性对照。数值为平均值+IFN‑γSFC平均值的标准差。

(图E)表征亚型B共有包膜‑特异性优势表位。分别从pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫接种的BalB/C

小鼠收集的脾细胞与29种HIV‑1亚型B共有包膜肽混合物一起培育24小时。通过上述

ELISpot试验测定分泌IFN‑γ的细胞。

[0082] 图6显示pEY2E1‑B在BalB/C小鼠和HLA‑A2转基因小鼠内诱导的交叉反应性。通过

IFN‑γELISpot试验测定用pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫接种BalB/C小鼠而诱导的针对四种独立

肽混合物的附加T‑细胞免疫应答：HIV‑1  MN包膜肽(图A)、HIV‑1群M(图B)、亚型C共有包膜

肽(图C)以及两种亚型C分离包膜肽(图D和E)。还测定了用pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫接种

HLA‑A2转基因小鼠而诱导的针对四种独立肽混合物的附加T‑细胞免疫应答：HIV‑1  MN包膜

肽(图F)、HIV‑1群M(图G)、亚型C共有包膜肽(图H)和两种亚型C分离包膜肽(图I和J)。基础

pVAX免疫的小鼠作为阴性对照。

[0083] 图7显示了pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫接种的BalB/C小鼠(图A)和HLA‑A2转基因小鼠

(图B)中的亚型B  MN包膜‑特异性优势表位的表征。分别从pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫接种的

BalB/C小鼠和转基因小鼠收集的脾细胞与29种HIV‑1亚型B  MN包膜肽混合物一起培育24小

时。通过上述ELISpot试验测定分泌IFN‑γ的细胞。

[0084] 图8为E72E1‑B功能域的示意图(约700+氨基酸)。

[0085] 图9为E72E1‑B构建物的图谱。

[0086] 图10A和B显示了E72E1‑B诱导的强细胞免疫应答。

[0087] 图11A和B显示了E72E1‑B诱导的强烈广谱交叉反应性细胞免疫应答。

[0088] 图12图A‑D显示了E72E1‑B诱导的强烈交叉‑进化支细胞免疫应答。
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[0089] 图13是为实施例2的研究所设计的免疫原。

[0090] 图14显示了系统发生关系：该系统发生分析包括36种HIV‑1亚型C包膜序列、

EY3E1‑C、EK3P‑C、两种亚型B、一种亚型A和一种亚型D序列(外类群)。代表宽样品多样性的

亚型C包膜序列来自12个国家。

[0091] 图15A和B显示了pEY3E1‑C所引发细胞应答的研究数据。

[0092] 图16显示了pEY3E1‑C所引发细胞应答的研究数据。

[0093] 图17A‑D显示了同一进化支内pEY3E1‑C所引发的交叉反应性细胞应答的研究数

据。

[0094] 图18A和B显示了pEY3E1‑C所引发的交叉反应性细胞应答的研究数据。图A显示了

亚型C(乌拉圭)env‑特异性IFN‑γ的ELISpot数据。图B显示了亚型C(南非)env‑特异性IFN‑γ
的ELISpot数据。

[0095] 图19A‑F显示了两种进化支之间pEY3E1‑C所引发的交叉反应性细胞应答的研究数

据。

[0096] 图20A‑X显示了HIV‑1  gag共有构建物所引发的免疫应答的研究数据。

[0097] 图21为HPV在生殖道上皮中的生活周期。

[0098] 图22显示了HPV‑16基因组的组成图。

[0099] 图23显示了免疫原的设计：*表示对于p53结合和降解重要的缺失或突变；Δ表示

Rb结合位点内的突变。

[0100] 图24显示了遗传构建物p1667，其中包括HPV  E6和E7蛋白的编码序列，以及遗传构

建物pVAX，其为缺乏HPV插入物的基础质粒并被用作阴性对照。

[0101] 图25A‑D显示了DNA免疫原p1667诱导的细胞免疫应答。

[0102] 图26显示了优势免疫表位作图结果。

[0103] 图27显示了利用E6/E7  DNA疫苗研究在C57/BL6小鼠中的保护作用的预防性实验

的结果。

[0104] 图28显示了利用E6/E7  DNA疫苗研究在C57/BL6小鼠中的保护作用的肿瘤消退实

验的结果。

[0105] 图29显示了检测脾中E7四聚体阳性淋巴细胞的实验数据。

[0106] 图30显示了检测肿瘤中E7四聚体阳性淋巴细胞的实验数据。

[0107] 图31显示了转基因小鼠中DNA疫苗保护研究的数据。

[0108] 图32显示在电穿孔(EP)后IM共注射质粒编码的IL‑12能增强对HIV‑1共有免疫原

的细胞免疫应答。IFNγELISpot在(a)首次免疫，(b)第二次免疫，和(c)第三次免疫两周后进

行(与另三个进行比较)。对env的反应用黑色柱表示，对gag的反应用白色柱表示，数据表示

为叠加的组平均值应答±SEM。

[0109] 图33显示肌内电穿孔增强了交叉反应性细胞免疫应答。免疫三次后通过IFNγ
ELISpot测定pEY2E1‑B免疫猕猴体内针对HIV‑1群M肽的四种肽混合物的总T‑细胞免疫应

答。数据表示为叠加的组平均值±SEM。

[0110] 图34显示IM电穿孔和质粒IL‑12能增强对HIV‑1免疫原的记忆应答。最后一次免疫

5个月后进行ELISpot试验以测定用和不用IL‑12质粒共免疫的IM和EP免疫组对gag和env的

抗原‑特异性记忆应答。数据表示为叠加的组平均值±SEM。
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[0111] 优选实施方式详述

[0112] 定义

[0113] 文中，术语"严格杂交条件"或"严格条件"指核酸分子将与另一核酸分子杂交但不

与其他序列杂交的条件。严格条件是序列依赖性且在不同情况下有所不同。较长序列在较

高温度下特异性杂交。通常，严格条件选择在比特定序列在规定的离子强度和pH下的热解

链温度(Tm)低约5℃。Tm是平衡时有50％的靶序列互补探针与该靶序列杂交的温度(在规定

的离子强度、pH和核酸浓度下)。由于靶序列通常是过量的，因此在Tm下平衡时有50％的探

针被占据。通常，严格条件为pH  7.0‑8.3时盐浓度小于约1.0M钠离子，通常约0.01‑1.0M钠

离子(或其他盐)，对于短的探针、引物或寡核苷酸(如10‑50个核苷酸)温度至少约30℃，对

于较长探针、引物或寡核苷酸温度至少约60℃。也可加入去稳定剂如甲酰胺来实现严格条

件。

[0114] 核苷酸和氨基酸的序列同源性可采用FASTA、BLAST和空位BLAST(Altschul等，

Nuc .Acids  Res .，1997，25，3389，将其全文纳入本文作为参考)和PAUP*4 .0b10软件

(D .L .Swofford，Sinauer  Associates，马萨诸塞州)测定。计算“相似性百分比”时采用

PAUP*4.0b10软件(D.L.Swofford，Sinauer  Associates，马萨诸塞州)。计算共有序列的平

均相似性时与系统发生树中的所有序列进行比较(见图2和14)。

[0115] 简言之，BLAST (局部序列比对基本检索工具)算法适用于确定序列相似性

(Altschul等，J.Mol.Biol.，1990，215，403‑410，将其全文纳入本文作为参考)。公众可通过

国立生物技术信息中心(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)获得进行BLAST分析的软件。该

算法包括首先通过在查询序列中鉴定长度为W的短字符而鉴定高评分序列对(HSP)，所述字

符与数据库序列内相同长度的字符比对时匹配或满足一些正值阈值评分T。T表示相邻字符

评分阈值(Altschul等，同上)。这些最初相邻字符选中(hit)作为开始检索的种子以寻找含

有它们的HSP。字符选中在两个方向上沿各序列延伸直到累积比对评分增加。当满足以下条

件时字符选中在各方向上的延伸终止：1)累积比对评分从其最大值降低X；2)由于累加了一

个或多个负评分残基比对，累积评分达到0或负值；或3)达到任一序列的终点。Blast算法的

参数W、T和X决定了比对的灵敏度和速度。Blast程序采用的缺省字符长度(W)为11，

BLOSUM62评分矩阵(见Henikoff等，Proc.Natl.Acad.Sci.USA，1992，89，10915‑10919，将其

全文纳入本文作为参考)比对(B)为50，预期值(E)为10，M＝5，N＝4，并对两条链进行比较。

BLAST算法(Karlin等，Proc.Natl.Acad .Sci.USA，1993，90，5873‑5787，将其全文纳入本文

作为参考)和空位BLAST对两个序列之间的相似性进行统计分析。BLAST算法提供的一种相

似性量度是最小总和概率(P(N))，它用来表示两个核苷酸序列之间随机发生匹配的可能

性。例如，如果待测核酸与其他核酸比较时的最小总和概率小于约1，优选小于约0.1，更优

选小于约0.01，最优选小于约0.001，则认为该核酸与另一核酸类似。

[0116] 文中，术语“遗传构建物"指包含编码蛋白质的核苷酸序列的DNA或RNA分子。编码

序列包括操作性连接于调控元件的起始和终止信号，所述调控元件包括能够指导核酸分子

所施用的个体的细胞表达的启动子和聚腺苷化信号。

[0117] 文中，术语"可表达形式"指含有操作性连接于编码蛋白质的编码序列的必需调控

元件的基因构建物，从而当其存在于个体细胞内时该编码序列将被表达。

[0118] 概述
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[0119] 本发明利用多阶段(multi‑phase)策略提供改进的疫苗，从而增强免疫原诱导的

细胞免疫应答。产生了经过修饰的免疫原的共有序列。还公开了遗传修饰，包括密码子优

化，RNA优化，以及加入高效免疫球蛋白前导序列以提高构建物的免疫原性。已经设计出这

种新型免疫原以引发相比对应的密码子优化免疫原更加强烈且范围广的细胞免疫应答。

[0120] 本发明提供了改进的HIV、HPV、HCV、流感和癌症疫苗，方法是在蛋白质以及编码该

蛋白质的遗传构建物上提供能使它们极其有效地作为可分别诱导出抗‑HIV、抗‑HPV、抗‑

HCV、抗‑流感和抗‑hTert的免疫应答的免疫原的表位。因此，可提供疫苗以诱导出治疗性或

预防性免疫应答。一些实施方式中，递送免疫原的方式是DNA疫苗、重组疫苗、蛋白质亚单位

疫苗、包含免疫原的组合物、减毒疫苗或死疫苗。一些实施方式中，所述疫苗包含选自下组

的物质的组合：一种或多种DNA疫苗，一种或多种重组疫苗，一种或多种蛋白质亚单位疫苗，

一种或多种包含免疫原的组合物，一种或多种减毒疫苗以及一种或多种死疫苗。

[0121] 根据本发明的一些实施方式，本发明所述疫苗被递送到个体以调节个体免疫系统

的活性从而增强针对HIV、HPV、HCV、流感或hTERT的免疫应答。当编码蛋白质的核酸分子被

个体的细胞摄入后核苷酸序列在细胞内表达从而将蛋白质递送到个体。本发明的某些方面

提供了利用核酸分子如质粒递送蛋白质编码序列的方法，其作为重组疫苗的一部分、作为

减毒疫苗的一部分、作为分离的蛋白质或载体的蛋白质部分。

[0122] 根据本发明的一些方面，提供了预防性和/或治疗性免疫个体以抵抗HIV、HIV、

HPV、HCV、流感和癌症的组合物和方法。

[0123] 本发明涉及递送核酸分子的组合物，所述核酸分子包含操作性连接于调控元件的

编码本发明蛋白质的核苷酸序列。本发明的某些方面涉及包含编码本发明蛋白质的核苷酸

序列的组合物和重组疫苗；编码本发明蛋白质和/或包含本发明蛋白质的活的减毒病原体；

包含本发明蛋白质的死病原体；或包含本发明蛋白质的组合物，如脂质体或亚单位疫苗。本

发明还涉及包含该组合物的可注射药物组合物。

[0124] HIV

[0125] 本发明利用多阶段策略提供改进的抗‑HIV疫苗从而增强HIV免疫原诱导的细胞免

疫应答。产生了修饰的免疫原共有序列。还披露了遗传修饰，包括密码子优化、RNA优化、以

及加入高效免疫球蛋白前导序列以提高构建物的免疫原性。已经设计出新型免疫原来引发

比相应的密码子优化免疫原更强更广的细胞免疫应答。

[0126] SEQ  ID  NO:1是亚型A共有包膜DNA序列构建物。SEQ  ID  NO:1包含HIV疫苗序列的

编码序列，所述HIV疫苗序列包含与亚型A包膜蛋白的共有序列相连的IgE前导序列。SEQ  ID 

NO:2包含HIV疫苗序列构建物的氨基酸序列，其包含与亚型A包膜蛋白的共有序列相连的

IgE前导序列。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:15。SEQ  ID  NO:16是亚型A共有包膜蛋白序列。

[0127] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:16，其片段，编码SEQ  ID 

NO:16的核酸分子，或其片段。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:2或编

码它的核酸分子。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:1。本发明的疫苗

优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:15或编码它的核酸序列。

[0128] SEQ  ID  NO:1的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:1

的片段可包含180个或更多核苷酸；在一些实施方式中为270个或更多核苷酸；在一些实施

方式中为360个或更多核苷酸；在一些实施方式中为450个或更多核苷酸；在一些实施方式
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中为540个或更多核苷酸；在一些实施方式中为630个或更多核苷酸；在一些实施方式中为

720个或更多核苷酸；在一些实施方式中为810个或更多核苷酸；在一些实施方式中为900个

或更多核苷酸；在一些实施方式中为990个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1080个或更

多核苷酸；在一些实施方式中为1170个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1260个或更多

核苷酸；在一些实施方式中为1350个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1440个或更多核

苷酸；在一些实施方式中为1530个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1620个或更多核苷

酸；在一些实施方式中为1710个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1800个或更多核苷酸；

在一些实施方式中为1890个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1980个或更多核苷酸；而

在一些实施方式中为2070个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:1的片段可包含

IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:1的片段不包含IgE前导序列的编

码序列。所述片段可包含少于180个核苷酸，在一些实施方式中为少于270个核苷酸，在一些

实施方式中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中为少于450个核苷酸，在一些实施方式

中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少于630个核苷酸，在一些实施方式中为少于

720个核苷酸，在一些实施方式中为少于810个核苷酸，在一些实施方式中为少于900个核苷

酸，在一些实施方式中为少于990个核苷酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一

些实施方式中为少于1170个核苷酸，在一些实施方式中为少于1260个核苷酸，在一些实施

方式中为少于1350个核苷酸，在一些实施方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中

为少于1530个核苷酸，在一些实施方式中为少于1620个核苷酸，在一些实施方式中为少于

1710个核苷酸，在一些实施方式中为少于1800个核苷酸，在一些实施方式中为少于1890个

核苷酸，在一些实施方式中为少于1980个核苷酸，在一些实施方式中为少于1020个核苷酸，

而在一些实施方式中为少于2070个核苷酸。

[0129] SEQ  ID  NO:2的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:2

的片段可包含60个或更多氨基酸；在一些实施方式中为90个或更多氨基酸；在一些实施方

式中为120个或更多氨基酸；在一些实施方式中为150个或更多氨基酸；在一些实施方式中

为180个或更多氨基酸；在一些实施方式中为210个或更多氨基酸；在一些实施方式中为240

个或更多氨基酸；在一些实施方式中为270个或更多氨基酸；在一些实施方式中为300个或

更多氨基酸；在一些实施方式中为330个或更多氨基酸；在一些实施方式中为360个或更多

氨基酸；在一些实施方式中为390个或更多氨基酸；在一些实施方式中为420个或更多氨基

酸；在一些实施方式中为450个或更多氨基酸；在一些实施方式中为480个或更多氨基酸；在

一些实施方式中为510个或更多氨基酸；在一些实施方式中为540个或更多氨基酸；在一些

实施方式中为570个或更多氨基酸；在一些实施方式中为600个或更多氨基酸；在一些实施

方式中为630个或更多氨基酸；在一些实施方式中为660个或更多氨基酸。而在一些实施方

式中为690个或更多氨基酸。所述片段可包含少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少于

120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨基

酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，在一些

实施方式中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在一些实施方式

中为少于330个氨基酸，在一些实施方式中为少于360个氨基酸，在一些实施方式中为少于

390个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为少于450个氨基

酸，在一些实施方式中为少于480个氨基酸，在一些实施方式中为少于540个氨基酸，在一些

说　明　书 12/51 页

14

CN 105063064 B

14



实施方式中为少于600个氨基酸，在一些实施方式中为少于660个氨基酸，而在一些实施方

式中为少于690个氨基酸。

[0130] SEQ  ID  NO:3是亚型B共有包膜DNA序列构建物。SEQ  ID  NO:3包含HIV疫苗序列的

编码序列，所述HIV疫苗序列包含与亚型B包膜蛋白的共有序列相连的IgE前导序列。SEQ  ID 

NO:4包含HIV疫苗序列构建物的氨基酸序列，其包含与亚型B包膜蛋白的共有序列相连的

IgE前导序列。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:15。SEQ  ID  NO:17是亚型B共有包膜蛋白质序列。

[0131] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:17，其片段，编码SEQ  ID 

NO:17的核酸分子，或其片段。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:4或编

码它的核酸分子。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:3。本发明的疫苗

优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:15或编码它的核酸序列。

[0132] SEQ  ID  NO:3的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:3

的片段可包含180个或更多核苷酸；在一些实施方式中为270个或更多核苷酸；在一些实施

方式中为360个或更多核苷酸；在一些实施方式中为450个或更多核苷酸；在一些实施方式

中为540个或更多核苷酸；在一些实施方式中为630个或更多核苷酸；在一些实施方式中为

720个或更多核苷酸；在一些实施方式中为810个或更多核苷酸；在一些实施方式中为900个

或更多核苷酸；在一些实施方式中为990个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1080个或更

多核苷酸；在一些实施方式中为1170个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1260个或更多

核苷酸；在一些实施方式中为1350个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1440个或更多核

苷酸；在一些实施方式中为1530个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1620个或更多核苷

酸；在一些实施方式中为1710个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1800个或更多核苷酸；

在一些实施方式中为1890个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1980个或更多核苷酸；在

一些实施方式中为2070个或更多核苷酸；在一些实施方式中为2160个或更多核苷酸；在一

些实施方式中为2250个或更多核苷酸；在一些实施方式中为2340个或更多核苷酸；在一些

实施方式中为2430个或更多核苷酸；在一些实施方式中为2520个或更多核苷酸；在一些实

施方式中为2620个或更多核苷酸；而在一些实施方式中为2700个或更多核苷酸。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:3的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:3的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于180个核苷酸，在一些实

施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中

为少于450个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少于630

个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核苷酸，在一些实施方式中为少于810个核苷酸，

在一些实施方式中为少于900个核苷酸，在一些实施方式中为少于990个核苷酸，在一些实

施方式中为少于1080个核苷酸，在一些实施方式中为少于1170个核苷酸，在一些实施方式

中为少于1260个核苷酸，在一些实施方式中为少于1350个核苷酸，在一些实施方式中为少

于1440个核苷酸，在一些实施方式中为少于1530个核苷酸，在一些实施方式中为少于1620

个核苷酸，在一些实施方式中为少于1710个核苷酸，在一些实施方式中为少于1800个核苷

酸，在一些实施方式中为少于1890个核苷酸，在一些实施方式中为少于1980个核苷酸，在一

些实施方式中为少于1020个核苷酸，在一些实施方式中为少于2070个核苷酸，在一些实施

方式中为少于2160个核苷酸，在一些实施方式中为少于2250个核苷酸，在一些实施方式中

为少于2340个核苷酸，在一些实施方式中为少于2430个核苷酸，在一些实施方式中为少于
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2520个核苷酸，在一些实施方式中为少于2610个核苷酸，而在一些实施方式中为少于2700

个核苷酸。

[0133] SEQ  ID  NO:4的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:4

的片段可包含60个或更多氨基酸；在一些实施方式中为90个或更多氨基酸；在一些实施方

式中为120个或更多氨基酸；在一些实施方式中为150个或更多氨基酸；在一些实施方式中

为180个或更多氨基酸；在一些实施方式中为210个或更多氨基酸；在一些实施方式中为240

个或更多氨基酸；在一些实施方式中为270个或更多氨基酸；在一些实施方式中为300个或

更多氨基酸；在一些实施方式中为330个或更多氨基酸；在一些实施方式中为360个或更多

氨基酸；在一些实施方式中为390个或更多氨基酸；在一些实施方式中为420个或更多氨基

酸；在一些实施方式中为450个或更多氨基酸；在一些实施方式中为480个或更多氨基酸；在

一些实施方式中为510个或更多氨基酸；在一些实施方式中为540个或更多氨基酸；在一些

实施方式中为570个或更多氨基酸；在一些实施方式中为600个或更多氨基酸；在一些实施

方式中为630个或更多氨基酸；在一些实施方式中为660个或更多氨基酸。而在一些实施方

式中为690个或更多氨基酸。所述片段可包含少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少于

120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨基

酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，在一些

实施方式中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在一些实施方式

中为少于330个氨基酸，在一些实施方式中为少于360个氨基酸，在一些实施方式中为少于

390个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为少于450个氨基

酸，在一些实施方式中为少于480个氨基酸，在一些实施方式中为少于540个氨基酸，在一些

实施方式中为少于600个氨基酸，在一些实施方式中为少于660个氨基酸，而在一些实施方

式中为少于690个氨基酸。

[0134] SEQ  ID  NO:5是亚型C共有包膜DNA序列构建物。SEQ  ID  NO:5包含HIV疫苗序列的

编码序列，所述HIV疫苗序列包含与亚型C包膜蛋白的共有序列相连的IgE前导序列。SEQ  ID 

NO:6包含HIV疫苗序列构建物的氨基酸序列，其包含与亚型C包膜蛋白的共有序列相连的

IgE前导序列。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:15。SEQ  ID  NO:18是亚型C共有包膜蛋白质序列。

[0135] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:18，其片段，编码SEQ  ID 

NO:18的核酸分子，或其片段。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:6或编

码它的核酸分子。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:5。本发明的疫苗

优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:15或编码它的核酸序列。

[0136] SEQ  ID  NO:5的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:5

的片段可包含180个或更多核苷酸；在一些实施方式中为270个或更多核苷酸；在一些实施

方式中为360个或更多核苷酸；在一些实施方式中为450个或更多核苷酸；在一些实施方式

中为540个或更多核苷酸；在一些实施方式中为630个或更多核苷酸；在一些实施方式中为

720个或更多核苷酸；在一些实施方式中为810个或更多核苷酸；在一些实施方式中为900个

或更多核苷酸；在一些实施方式中为990个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1080个或更

多核苷酸；在一些实施方式中为1170个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1260个或更多

核苷酸；在一些实施方式中为1350个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1440个或更多核

苷酸；在一些实施方式中为1530个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1620个或更多核苷
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酸；在一些实施方式中为1710个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1800个或更多核苷酸；

在一些实施方式中为1890个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1980个或更多核苷酸；而

在一些实施方式中为2070个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:5的片段可包含

IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:5的片段不包含IgE前导序列的编

码序列。所述片段可包含少于180个核苷酸，在一些实施方式中为少于270个核苷酸，在一些

实施方式中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中为少于450个核苷酸，在一些实施方式

中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少于630个核苷酸，在一些实施方式中为少于

720个核苷酸，在一些实施方式中为少于810个核苷酸，在一些实施方式中为少于900个核苷

酸，在一些实施方式中为少于990个核苷酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一

些实施方式中为少于1170个核苷酸，在一些实施方式中为少于1260个核苷酸，在一些实施

方式中为少于1350个核苷酸，在一些实施方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中

为少于1530个核苷酸，在一些实施方式中为少于1620个核苷酸，在一些实施方式中为少于

1710个核苷酸，在一些实施方式中为少于1800个核苷酸，在一些实施方式中为少于1890个

核苷酸，在一些实施方式中为少于1980个核苷酸，在一些实施方式中为少于1020个核苷酸，

而在一些实施方式中为少于2070个核苷酸。

[0137] SEQ  ID  NO:6的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:6

的片段可包含60个或更多氨基酸；在一些实施方式中为90个或更多氨基酸；在一些实施方

式中为120个或更多氨基酸；在一些实施方式中为150个或更多氨基酸；在一些实施方式中

为180个或更多氨基酸；在一些实施方式中为210个或更多氨基酸；在一些实施方式中为240

个或更多氨基酸；在一些实施方式中为270个或更多氨基酸；在一些实施方式中为300个或

更多氨基酸；在一些实施方式中为330个或更多氨基酸；在一些实施方式中为360个或更多

氨基酸；在一些实施方式中为390个或更多氨基酸；在一些实施方式中为420个或更多氨基

酸；在一些实施方式中为450个或更多氨基酸；在一些实施方式中为480个或更多氨基酸；在

一些实施方式中为510个或更多氨基酸；在一些实施方式中为540个或更多氨基酸；在一些

实施方式中为570个或更多氨基酸；在一些实施方式中为600个或更多氨基酸；在一些实施

方式中为630个或更多氨基酸；在一些实施方式中为660个或更多氨基酸。而在一些实施方

式中为690个或更多氨基酸。所述片段可包含少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少于

120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨基

酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，在一些

实施方式中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在一些实施方式

中为少于330个氨基酸，在一些实施方式中为少于360个氨基酸，在一些实施方式中为少于

390个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为少于450个氨基

酸，在一些实施方式中为少于480个氨基酸，在一些实施方式中为少于540个氨基酸，在一些

实施方式中为少于600个氨基酸，在一些实施方式中为少于660个氨基酸，而在一些实施方

式中为少于690个氨基酸。

[0138] SEQ  ID  NO:7是亚型D共有包膜DNA序列构建物。SEQ  ID  NO:7包含HIV疫苗序列的

编码序列，所述HIV疫苗序列包含与亚型D包膜蛋白的共有序列相连的IgE前导序列。SEQ  ID 

NO:8包含HIV疫苗序列构建物的氨基酸序列，其包含与亚型D包膜蛋白的共有序列相连的

IgE前导序列。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:15。SEQ  ID  NO:19是亚型D共有包膜蛋白质序列。
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[0139] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:19，其片段，编码SEQ  ID 

NO:19的核酸分子，或其片段。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:8或编

码它的核酸分子。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:7。本发明的疫苗

优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:15或编码它的核酸序列。

[0140] SEQ  ID  NO:7的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:7

的片段可包含180个或更多核苷酸；在一些实施方式中为270个或更多核苷酸；在一些实施

方式中为360个或更多核苷酸；在一些实施方式中为450个或更多核苷酸；在一些实施方式

中为540个或更多核苷酸；在一些实施方式中为630个或更多核苷酸；在一些实施方式中为

720个或更多核苷酸；在一些实施方式中为810个或更多核苷酸；在一些实施方式中为900个

或更多核苷酸；在一些实施方式中为990个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1080个或更

多核苷酸；在一些实施方式中为1170个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1260个或更多

核苷酸；在一些实施方式中为1350个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1440个或更多核

苷酸；在一些实施方式中为1530个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1620个或更多核苷

酸；在一些实施方式中为1710个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1800个或更多核苷酸；

在一些实施方式中为1890个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1980个或更多核苷酸；而

在一些实施方式中为2070个或更多核苷酸；而在一些实施方式中为2140个或更多核苷酸。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:7的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:7的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于180个核苷

酸，在一些实施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于360个核苷酸，在一些

实施方式中为少于450个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式

中为少于630个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核苷酸，在一些实施方式中为少于

810个核苷酸，在一些实施方式中为少于900个核苷酸，在一些实施方式中为少于990个核苷

酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一些实施方式中为少于1170个核苷酸，在一

些实施方式中为少于1260个核苷酸，在一些实施方式中为少于1350个核苷酸，在一些实施

方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中为少于1530个核苷酸，在一些实施方式中

为少于1620个核苷酸，在一些实施方式中为少于1710个核苷酸，在一些实施方式中为少于

1800个核苷酸，在一些实施方式中为少于1890个核苷酸，在一些实施方式中为少于1980个

核苷酸，在一些实施方式中为少于1020个核苷酸，在一些实施方式中为少于2070个核苷酸；

在一些实施方式中为少于2140个核苷酸。

[0141] SEQ  ID  NO:8的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:8

的片段可包含60个或更多氨基酸；在一些实施方式中为90个或更多氨基酸；在一些实施方

式中为120个或更多氨基酸；在一些实施方式中为150个或更多氨基酸；在一些实施方式中

为180个或更多氨基酸；在一些实施方式中为210个或更多氨基酸；在一些实施方式中为240

个或更多氨基酸；在一些实施方式中为270个或更多氨基酸；在一些实施方式中为300个或

更多氨基酸；在一些实施方式中为330个或更多氨基酸；在一些实施方式中为360个或更多

氨基酸；在一些实施方式中为390个或更多氨基酸；在一些实施方式中为420个或更多氨基

酸；在一些实施方式中为450个或更多氨基酸；在一些实施方式中为480个或更多氨基酸；在

一些实施方式中为510个或更多氨基酸；在一些实施方式中为540个或更多氨基酸；在一些

实施方式中为570个或更多氨基酸；在一些实施方式中为600个或更多氨基酸；在一些实施
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方式中为630个或更多氨基酸；在一些实施方式中为660个或更多氨基酸。而在一些实施方

式中为690个或更多氨基酸。所述片段可包含少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少于

120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨基

酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，在一些

实施方式中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在一些实施方式

中为少于330个氨基酸，在一些实施方式中为少于360个氨基酸，在一些实施方式中为少于

390个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为少于450个氨基

酸，在一些实施方式中为少于480个氨基酸，在一些实施方式中为少于540个氨基酸，在一些

实施方式中为少于600个氨基酸，在一些实施方式中为少于660个氨基酸，而在一些实施方

式中为少于690个氨基酸。

[0142] SEQ  ID  NO:9是亚型B  Nef‑Rev共有包膜DNA序列构建物。SEQ  ID  NO:9包含HIV疫

苗序列的编码序列，所述HIV疫苗序列包含与亚型B  Nef‑Rev蛋白的共有序列相连的IgE前

导序列。SEQ  ID  NO:10包含HIV疫苗序列构建物的氨基酸序列，其包含与亚型B  Nef‑Rev蛋

白的共有序列相连的IgE前导序列。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:15。SEQ  ID  NO:20是亚型B 

Nef‑Rev共有蛋白质序列。

[0143] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:20，其片段，编码SEQ  ID 

NO:20的核酸分子，或其片段。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:10或

编码它的核酸分子。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:9。本发明的疫

苗优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:15或编码它的核酸序列。

[0144] SEQ  ID  NO:9的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:9

的片段可包含180个或更多核苷酸；在一些实施方式中为270个或更多核苷酸；在一些实施

方式中为360个或更多核苷酸；在一些实施方式中为450个或更多核苷酸；在一些实施方式

中为540个或更多核苷酸；在一些实施方式中为630个或更多核苷酸；在一些实施方式中为

720个或更多核苷酸；在一些实施方式中为810个或更多核苷酸；在一些实施方式中为900个

或更多核苷酸；而在一些实施方式中为990个或更多核苷酸；在一些实施方式中。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:9的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:9的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于180个核苷酸，在一些实

施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中

为少于450个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少于630

个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核苷酸，在一些实施方式中为少于810个核苷酸，

在一些实施方式中为少于900个核苷酸，而在一些实施方式中为少于990个核苷酸。

[0145] SEQ  ID  NO:2的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:2

的片段可包含60个或更多氨基酸；在一些实施方式中为90个或更多氨基酸；在一些实施方

式中为120个或更多氨基酸；在一些实施方式中为150个或更多氨基酸；在一些实施方式中

为180个或更多氨基酸；在一些实施方式中为210个或更多氨基酸；在一些实施方式中为240

个或更多氨基酸；在一些实施方式中为270个或更多氨基酸；在一些实施方式中为300个或

更多氨基酸；而在一些实施方式中为330个或更多氨基酸。

[0146] SEQ  ID  NO:11是亚型A、B、C和D的Gag共有DNA序列的DNA序列构建物。SEQ  ID  NO:

11包含HIV疫苗序列的编码序列，所述HIV疫苗序列包含与Gag共有亚型A、B、C和D蛋白的共
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有序列相连的IgE前导序列。SEQ  ID  NO:12包含HIV疫苗序列构建物的氨基酸序列，其包含

与Gag亚型A、B、C和D蛋白的共有序列相连的IgE前导序列。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:15。

SEQ  ID  NO:21是Gag亚型A、B、C和D共有蛋白质序列。

[0147] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:21，其片段，编码SEQ  ID 

NO:21的核酸分子，或其片段。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:12或

编码它的核酸分子。在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:11。本发明的疫

苗优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:15或编码它的核酸序列。

[0148] SEQ  ID  NO:11的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

11的片段可包含180个或更多核苷酸；在一些实施方式中为270个或更多核苷酸；在一些实

施方式中为360个或更多核苷酸；在一些实施方式中为450个或更多核苷酸；在一些实施方

式中为540个或更多核苷酸；在一些实施方式中为630个或更多核苷酸；在一些实施方式中

为720个或更多核苷酸；在一些实施方式中为810个或更多核苷酸；在一些实施方式中为900

个或更多核苷酸；在一些实施方式中为990个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1080个或

更多核苷酸；在一些实施方式中为1170个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1260个或更

多核苷酸；在一些实施方式中为1350个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1440个或更多

核苷酸；在一些实施方式中为1530个或更多核苷酸；在一些实施方式中为1620个或更多核

苷酸；在一些实施方式中为1710个或更多核苷酸；而在一些实施方式中为1800个或更多核

苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:11的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:11的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于180

个核苷酸，在一些实施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于360个核苷酸，

在一些实施方式中为少于450个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实

施方式中为少于630个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核苷酸，在一些实施方式中

为少于810个核苷酸，在一些实施方式中为少于900个核苷酸，在一些实施方式中为少于990

个核苷酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一些实施方式中为少于1170个核苷

酸，在一些实施方式中为少于1260个核苷酸，在一些实施方式中为少于1350个核苷酸，在一

些实施方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中为少于1530个核苷酸，在一些实施

方式中为少于1620个核苷酸，在一些实施方式中为少于1710个核苷酸，而在一些实施方式

中为少于1800个核苷酸。

[0149] SEQ  ID  NO:12的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

12的片段可包含60个或更多氨基酸；在一些实施方式中为90个或更多氨基酸；在一些实施

方式中为120个或更多氨基酸；在一些实施方式中为150个或更多氨基酸；在一些实施方式

中为180个或更多氨基酸；在一些实施方式中为210个或更多氨基酸；在一些实施方式中为

240个或更多氨基酸；在一些实施方式中为270个或更多氨基酸；在一些实施方式中为300个

或更多氨基酸；在一些实施方式中为330个或更多氨基酸；在一些实施方式中为360个或更

多氨基酸；在一些实施方式中为390个或更多氨基酸；在一些实施方式中为420个或更多氨

基酸；在一些实施方式中为450个或更多氨基酸；在一些实施方式中为480个或更多氨基酸；

而在一些实施方式中为510个或更多氨基酸。所述片段可包含少于90个氨基酸，在一些实施

方式中为少于120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为

少于180个氨基酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个
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氨基酸，在一些实施方式中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在

一些实施方式中为少于330个氨基酸，在一些实施方式中为少于360个氨基酸，在一些实施

方式中为少于390个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为

少于450个氨基酸，在一些实施方式中为少于480个氨基酸，而在一些实施方式中为少于510

个氨基酸。

[0150] HPV

[0151] SEQ  ID  NO:22包含HPV疫苗序列的编码序列，其包含IgE前导序列，HPV  E6共有序

列，通过蛋白水解切割序列与HPV  E7共有序列相连。HPV  E6共有序列包括SEQ  ID  NO:24中

列出的优势免疫表位。HPV  E7共有序列包括SEQ  ID  NO:25中列出的优势免疫表位。HPV  E6

共有序列为SEQ  ID  NO:26。HPV  E6共有序列为SEQ  ID  NO:27。IgE前导序列为SEQ  ID  NO:

28。用于连接两个共有序列的蛋白水解切割序列是SEQ  ID  NO:29。

[0152] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:24和/或SEQ  ID  NO:25，或

编码它们之一或两者的核酸序列。本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:27和/或SEQ  ID  NO:

28，或编码它们之一或两者的核酸序列。本发明的疫苗优选包含通过蛋白水解切割序列如

SEQ  ID  NO:29连接到SEQ  ID  NO:28的SEQ  ID  NO:27，或者编码该融合蛋白的核酸序列。本

发明的疫苗优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:28或编码它的核酸序列。本发明的疫苗优选

包含SEQ  ID  NO:23或SEQ  ID  NO:22所示核酸序列。

[0153] 在一些实施方式中，蛋白质包含SEQ  ID  NO:23的片段。在一些实施方式中，蛋白质

由SEQ  ID  NO:23的片段构成。在一些实施方式中，核酸包含SEQ  ID  NO:22的片段。在一些实

施方式中，核酸由SEQ  ID  NO:22的片段构成。

[0154] SEQ  ID  NO:22的片段可包含30个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含45个或更多核苷酸，优选包括编码优势

免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含60个或更多核苷酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含75个或更

多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可

包含90个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:22的片段可包含120个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含150个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含180个或更多核苷酸，优选包括编码优

势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含210个或更多核苷酸，

优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含240个

或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片

段可包含270个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:22的片段可包含300个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含360个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的

序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含420个或更多核苷酸，优选包括编码

优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含480个或更多核苷

酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含

540个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:
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22的片段可包含600个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含300个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含660个或更多核苷酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含720个或更多核苷酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可包含780个或更

多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段可

包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:22的片段不包含IgE前导序

列的编码序列。所述片段可包含少于60个核苷酸，在一些实施方式中为少于75个核苷酸，在

一些实施方式中为少于90个核苷酸，在一些实施方式中为少于120个核苷酸，在一些实施方

式中为少于150个核苷酸，在一些实施方式中为少于180个核苷酸，在一些实施方式中为少

于210个核苷酸，在一些实施方式中为少于240个核苷酸，在一些实施方式中为少于270个核

苷酸，在一些实施方式中为少于300个核苷酸，在一些实施方式中为少于360个核苷酸，在一

些实施方式中为少于420个核苷酸，在一些实施方式中为少于480个核苷酸，在一些实施方

式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少于600个核苷酸，在一些实施方式中为少

于660个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核苷酸，而在一些实施方式中为少于780个

核苷酸。

[0155] SEQ  ID  NO:23的片段可包含15个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含18个或更多氨基酸，优选包括编码优势

免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含21个或更多氨基酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含24个或更

多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可

包含30个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:23的片段可包含36个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方

式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含42个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含48个或更多氨基酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含54个或更多氨基酸，优选包

括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含60个或更多

氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包

含18个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

23的片段可包含72个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含90个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含120个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫

表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含150个或更多氨基酸，优选包

括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含180个或更多

氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包

含210个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:23的片段可包含240个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含260个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:23的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施
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方式中，SEQ  ID  NO:23的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于24个氨

基酸，在一些实施方式中为少于30个氨基酸，在一些实施方式中为少于36个氨基酸，在一些

实施方式中为少于42个氨基酸，在一些实施方式中为少于48个氨基酸，在一些实施方式中

为少于54个氨基酸，在一些实施方式中为少于60个氨基酸，在一些实施方式中为少于72个

氨基酸，在一些实施方式中为少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少于120个氨基酸，在

一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨基酸，在一些实施

方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，而在一些实施方式中

为少于260个氨基酸。

[0156] HCV

[0157] SEQ  ID  NO:30包含HCV疫苗序列的编码序列，所述HCV疫苗序列包含IgE前导序列，

HCV  E1共有序列，通过蛋白水解切割序列与HCV  E2共有序列相连。HCV  E1共有序列为SEQ 

ID  NO:32。HCV  E2共有序列为SEQ  ID  NO:33。

[0158] 在一些实施方式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:32和/或SEQ  ID  NO:33，或

编码它们之一或两者的核酸序列。本发明的疫苗优选包含通过蛋白水解切割序列如SEQ  ID 

NO:29连接到SEQ  ID  NO:33的SEQ  ID  NO:32，或者编码该融合蛋白的核酸序列。本发明的疫

苗优选包含IgE前导序列SEQ  ID  NO:28或编码它的核酸序列。本发明的疫苗优选包含SEQ 

ID  NO:31或SEQ  ID  NO:30所示核酸序列。

[0159] 在本发明的一些实施方式中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:30以及核酸序列或由

其核酸序列编码的氨基酸序列，所述序列选自下组：SEQ  ID  NO:34、SEQ  ID  NO:35以及它们

的任意组合。

[0160] SEQ  ID  NO:30的片段可包含30个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

30的片段可包含45个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含60个

或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含75个或更多核苷酸。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:30的片段可包含120个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含

150个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含180个或更多核苷酸。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含210个或更多核苷酸。在一些实施方式中，

SEQ  ID  NO:30的片段可包含240个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段

可包含270个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含300个或更多

核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含360个或更多核苷酸。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含420个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

30的片段可包含480个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含540

个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含600个或更多核苷酸。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含660个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:30的片段可包含720个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包

含780个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含840个或更多核苷

酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含900个或更多核苷酸。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含960个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的

片段可包含1020个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1080个
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或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1140个或更多核苷酸。在一

些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1200个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:30的片段可包含1260个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可

包含1320个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1380个或更多

核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1440个或更多核苷酸。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1500个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

30的片段可包含1560个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含

1620个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1680个或更多核苷

酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含1740个或更多核苷酸。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:30的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

30的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于60个核苷酸，在一些实施方

式中为少于75个核苷酸，在一些实施方式中为少于90个核苷酸，在一些实施方式中为少于

120个核苷酸，在一些实施方式中为少于150个核苷酸，在一些实施方式中为少于180个核苷

酸，在一些实施方式中为少于210个核苷酸，在一些实施方式中为少于240个核苷酸，在一些

实施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于300个核苷酸，在一些实施方式

中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中为少于420个核苷酸，在一些实施方式中为少于

480个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少于600个核苷

酸，在一些实施方式中为少于660个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核苷酸，在一些

实施方式中为少于780个核苷酸，在一些实施方式中为少于840个核苷酸，在一些实施方式

中为少于900个核苷酸，在一些实施方式中为少于960个核苷酸，在一些实施方式中为少于

1020个核苷酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一些实施方式中为少于1140个

核苷酸，在一些实施方式中为少于1200个核苷酸，在一些实施方式中为少于1260个核苷酸，

在一些实施方式中为少于1320个核苷酸，在一些实施方式中为少于1380个核苷酸，在一些

实施方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中为少于1500个核苷酸，在一些实施方

式中为少于1560个核苷酸，在一些实施方式中为少于1620个核苷酸，在一些实施方式中为

少于1680个核苷酸，而在一些实施方式中为少于1740个核苷酸。

[0161] SEQ  ID  NO:31的片段可包含15个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

31的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含45个

或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含60个或更多氨基酸。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含75个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:31的片段可包含90个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含

105个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含120个或更多氨基酸。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含150个或更多氨基酸。在一些实施方式中，

SEQ  ID  NO:31的片段可包含180个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段

可包含210个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含240个或更多

氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含270个或更多氨基酸。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含300个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

31的片段可包含360个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含420

个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含480个或更多氨基酸。在
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一些实施方式中，SEQ  ID  NO:31的片段可包含540个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:31的片段可包含575个或更多氨基酸。所述片段可包含少于30个氨基酸，在一些实施

方式中为少于45个氨基酸，在一些实施方式中为少于60个氨基酸，在一些实施方式中为少

于75个氨基酸，在一些实施方式中为少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少于120个氨基

酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨基酸，在一些

实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，在一些实施方式

中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在一些实施方式中为少于

360个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为少于480个氨基

酸，在一些实施方式中为少于540个氨基酸，而在一些实施方式中为少于575个氨基酸。

[0162] hTERT

[0163] hTERT是人端粒酶逆转录酶，它在端粒酶末端合成TTAGGG标签以防止染色体缩短

造成的细胞死亡。通过免疫疗法可靶定hTERT异常高表达的超增生性细胞。最近的研究也支

持受HCV和HPV感染的超增生性细胞上hTERT表达异常。因此，通过靶定以异常水平表达

hTERT的细胞可以增强HPV和HCV的免疫治疗效果。

[0164] 最近的研究证实，hTERT基因转染的树突细胞中hTERT的表达能够以抗原特异性方

式诱导CD8+细胞毒T细胞并引发CD4+  T细胞。因此，在抗原呈递细胞(APC)内采用hTERT表达

以延缓细胞衰老并维持它们呈递所选抗原的能力对于开发新的免疫疗法很有吸引力。

[0165] 根据本发明的一些实施方式，诱导个体产生针对免疫原的免疫应答的方法包括，

组合给予所述个体hTERT蛋白及其功能片段或其可表达的编码序列与编码本发明蛋白质的

分离核酸分子和/或编码本发明蛋白质的重组疫苗和/或本发明蛋白质的亚单位疫苗和/或

活的减毒疫苗和/或死疫苗。

[0166] 在本发明的一些实施方式中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:30以及核酸序列或由

其核酸序列编码的氨基酸序列，所述序列选自下组：SEQ  ID  NO:34、SEQ  ID  NO:35以及它们

的任意组合。在本发明的一些实施方式中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:34或SEQ  ID  NO:

35。SEQ  ID  NO:34包含编码hTERT的核酸序列。SEQ  ID  NO:35包含hTERT的氨基酸序列。

[0167] 在本发明的一些实施方式中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:22和SEQ  ID  NO:34或

SEQ  ID  NO:35。联用编码hTERT的核酸序列和/或hTERT蛋白与HPV免疫原的组合能增强细胞

介导的针对HPV‑感染细胞的免疫应答。

[0168] SEQ  ID  NO:34的片段可包含30个或更多核苷酸,优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含45个或更多核苷酸，优选包括编码优势

免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含60个或更多核苷酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:1的片段可包含75个或更多

核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包

含90个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

34的片段可包含120个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含150个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含180个或更多核苷酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含210个或更多核苷酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含240个或更
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多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可

包含270个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:34的片段可包含300个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含360个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含420个或更多核苷酸，优选包括编码优

势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含480个或更多核苷酸，

优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含540个

或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片

段可包含600个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:34的片段可包含300个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含660个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的

序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含720个或更多核苷酸，优选包括编码

优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含780个或更多核苷

酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含

840个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

34的片段可包含900个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含960个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1020个或更多核苷酸，优选包括编码优势

免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1080个或更多核苷酸，优

选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1140个

或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片

段可包含1200个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，

SEQ  ID  NO:34的片段可包含1260个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1320个或更多核苷酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1380个或更多核苷酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1440个或

更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段

可包含1500个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:34的片段可包含1560个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1620个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表

位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1680个或更多核苷酸，优选包括

编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1740个或更多

核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包

含1800个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:34的片段可包含1860个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1920个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的

序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含1980个或更多核苷酸，优选包括编码

优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2040个或更多核苷

酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含
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2100个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

34的片段可包含2160个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方

式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2220个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2280个或更多核苷酸，优选包括编码优

势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2340个或更多核苷酸，

优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2400

个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的

片段可包含2460个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，

SEQ  ID  NO:34的片段可包含2520个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2580个或更多核苷酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2640个或更多核苷酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2700个或

更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段

可包含2760个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:34的片段可包含2820个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2880个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表

位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含2940个或更多核苷酸，优选包括

编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含3000个或更多

核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包

含3060个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:34的片段可包含3120个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含3180个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的

序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含3240个或更多核苷酸，优选包括编码

优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含3300个或更多核苷

酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含

3360个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

34的片段可包含3420个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方

式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含3480个或更多核苷酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:34的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:34的片段不包含IgE前导序列的编码序列。所述片段可包含少于60个核

苷酸，在一些实施方式中为少于75个核苷酸，在一些实施方式中为少于90个核苷酸，在一些

实施方式中为少于120个核苷酸，在一些实施方式中为少于150个核苷酸，在一些实施方式

中为少于180个核苷酸，在一些实施方式中为少于210个核苷酸，在一些实施方式中为少于

240个核苷酸，在一些实施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于300个核苷

酸，在一些实施方式中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中为少于420个核苷酸，在一些

实施方式中为少于480个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式

中为少于600个核苷酸，在一些实施方式中为少于660个核苷酸，在一些实施方式中为少于

720个核苷酸，在一些实施方式中为少于780个核苷酸，在一些实施方式中为少于840个核苷

酸，在一些实施方式中为少于900个核苷酸，在一些实施方式中为少于960个核苷酸，在一些
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实施方式中为少于1020个核苷酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一些实施方

式中为少于1140个核苷酸，在一些实施方式中为少于1200个核苷酸，在一些实施方式中为

少于1260个核苷酸，在一些实施方式中为少于1320个核苷酸，在一些实施方式中为少于

1380个核苷酸，在一些实施方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中为少于1500个

核苷酸，在一些实施方式中为少于1560个核苷酸，在一些实施方式中为少于1620个核苷酸，

在一些实施方式中为少于1680个核苷酸，在一些实施方式中为少于1740个核苷酸，在一些

实施方式中为少于1800个核苷酸，在一些实施方式中为少于1860个核苷酸，在一些实施方

式中为少于1920个核苷酸，在一些实施方式中为少于1980个核苷酸，在一些实施方式中为

少于2040个核苷酸，在一些实施方式中为少于2100个核苷酸，在一些实施方式中为少于

2160个核苷酸，在一些实施方式中为少于2220个核苷酸，在一些实施方式中为少于2280个

核苷酸，在一些实施方式中为少于2340个核苷酸，在一些实施方式中为少于2400个核苷酸，

在一些实施方式中为少于2460个核苷酸，在一些实施方式中为少于2520个核苷酸，在一些

实施方式中为少于2580个核苷酸，在一些实施方式中为少于2640个核苷酸，在一些实施方

式中为少于2700个核苷酸，在一些实施方式中为少于2760个核苷酸，在一些实施方式中为

少于2820个核苷酸，在一些实施方式中为少于2860个核苷酸，在一些实施方式中为少于

2940个核苷酸，在一些实施方式中为少于3000个核苷酸，在一些实施方式中为少于3060个

核苷酸，在一些实施方式中为少于3120个核苷酸，在一些实施方式中为少于3180个核苷酸，

在一些实施方式中为少于3240个核苷酸，在一些实施方式中为少于3300个核苷酸，在一些

实施方式中为少于3360个核苷酸，在一些实施方式中为少于3420个核苷酸，在一些实施方

式中为少于3480个核苷酸，而在一些实施方式中为少于3510个核苷酸。

[0169] SEQ  ID  NO:35的片段可包含15个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含18个或更多氨基酸，优选包括编码优势

免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含21个或更多氨基酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含24个或更

多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可

包含30个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:35的片段可包含36个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方

式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含42个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含48个或更多氨基酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含54个或更多氨基酸，优选包

括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含60个或更多

氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包

含66个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

35的片段可包含72个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含90个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含120个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫

表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含150个或更多氨基酸，优选包

括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含180个或更多

氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包
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含210个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:35的片段可包含240个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含270个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含300个或更多氨基酸，优选包括编码优

势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含330个或更多氨基酸，

优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含360个

或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片

段可包含390个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:35的片段可包含420个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含450个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的

序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含480个或更多氨基酸，优选包括编码

优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含510个或更多氨基

酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含

540个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

35的片段可包含570个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含600个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含630个或更多氨基酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含660个或更多氨基酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含690个或更

多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可

包含720个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:35的片段可包含750个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含780个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含810个或更多氨基酸，优选包括编码优

势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含840个或更多氨基酸，

优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含870个

或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片

段可包含900个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:35的片段可包含930个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实

施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含960个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的

序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含990个或更多氨基酸，优选包括编码

优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1020个或更多氨基

酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含

1050个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

35的片段可包含1080个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方

式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1110个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序

列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1140个或更多氨基酸，优选包括编码优

势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1170个或更多氨基酸，

优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1200
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个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的

片段可包含1230个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，

SEQ  ID  NO:35的片段可包含1260个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1290个或更多氨基酸，优选包括编码优势免

疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1320个或更多氨基酸，优选

包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1350个或

更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段

可包含1380个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:35的片段可包含1410个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1440个或更多氨基酸，优选包括编码优势免疫表

位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1470个或更多氨基酸，优选包括

编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包含1500个或更多

氨基酸，优选包括编码优势免疫表位的序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段可包

含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:35的片段不包含IgE前导序列

的编码序列。所述片段可包含少于24个氨基酸，在一些实施方式中为少于30个氨基酸，在一

些实施方式中为少于36个氨基酸，在一些实施方式中为少于42个氨基酸，在一些实施方式

中为少于48个氨基酸，在一些实施方式中为少于54个氨基酸，在一些实施方式中为少于60

个氨基酸，在一些实施方式中为少于72个氨基酸，在一些实施方式中为少于90个氨基酸，在

一些实施方式中为少于120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施

方式中为少于180个氨基酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为

少于240个氨基酸，在一些实施方式中为少于260个氨基酸，在一些实施方式中为少于290个

氨基酸，在一些实施方式中为少于320个氨基酸，在一些实施方式中为少于350个氨基酸，在

一些实施方式中为少于380个氨基酸，在一些实施方式中为少于410个氨基酸，在一些实施

方式中为少于440个氨基酸，在一些实施方式中为少于470个氨基酸，在一些实施方式中为

少于500个氨基酸，在一些实施方式中为少于530个氨基酸，在一些实施方式中为少于560个

氨基酸，在一些实施方式中为少于590个氨基酸，在一些实施方式中为少于620个氨基酸，在

一些实施方式中为少于650个氨基酸，在一些实施方式中为少于680个氨基酸，在一些实施

方式中为少于710个氨基酸，在一些实施方式中为少于740个氨基酸，在一些实施方式中为

少于770个氨基酸，在一些实施方式中为少于800个氨基酸，在一些实施方式中为少于830个

氨基酸，在一些实施方式中为少于860个氨基酸，在一些实施方式中为少于890个氨基酸，在

一些实施方式中为少于920个氨基酸，在一些实施方式中为少于950个氨基酸，在一些实施

方式中为少于980个氨基酸，在一些实施方式中为少于1010个氨基酸，在一些实施方式中为

少于1040个氨基酸，在一些实施方式中为少于1070个氨基酸，在一些实施方式中为少于

1200个氨基酸，在一些实施方式中为少于1230个氨基酸，在一些实施方式中为少于1260个

氨基酸，在一些实施方式中为少于1290个氨基酸，在一些实施方式中为少于1320个氨基酸，

在一些实施方式中为少于1350个氨基酸，在一些实施方式中为少于1380个氨基酸，在一些

实施方式中为少于1410个氨基酸，在一些实施方式中为少于1440个氨基酸，在一些实施方

式中为少于1470个氨基酸，而在一些实施方式中为少于1500个氨基酸。

[0170] 流感
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[0171] 根据本发明的一些实施方式，诱导个体产生针对免疫原的免疫应答的方法包括，

组合给予所述个体流感H5N1毒株血凝素(HA)蛋白及其功能片段或其可表达的编码序列与

编码本发明蛋白质的分离核酸分子和/或编码本发明蛋白质的重组疫苗和/或本发明蛋白

质的亚单位疫苗和/或活的减毒疫苗和/或死疫苗。在一些实施方式中，所述流感疫苗组合

物和方法包括使用编码各种流感病毒HA蛋白的核酸序列。在一些实施方式中，所述流感疫

苗组合物和方法包括使用编码流感病毒株H1N5的HA的核酸序列以及编码选自下组的流感

蛋白的核酸序列：SEQ  ID  NO:38、SEQ  ID  NO:40和SEQ  ID  NO:42。在本发明的一些实施方式

中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:36或SEQ  ID  NO:37。SEQ  ID  NO:36包含编码流感病毒

H1N5  HA的核酸序列。SEQ  ID  NO:37包含流感病毒H1N5  HA的氨基酸序列。在本发明的一些

实施方式中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:38或SEQ  ID  NO:39。SEQ  ID  NO:38包含编码流

感H1N1和H5N1  NA共有序列的核酸序列。SEQ  ID  NO:39包含流感H1N1和H5N1  NA共有序列的

氨基酸序列。在本发明的一些实施方式中，本发明的疫苗包含SEQ  ID  NO:40或SEQ  ID  NO:

41。SEQ  ID  NO:40包含编码流感H1N1和H5N1  M1共有序列的核酸序列。SEQ  ID  NO:41包含流

感H1N1和H5N1  M1共有序列的氨基酸序列。在本发明的一些实施方式中，本发明的疫苗包含

SEQ  ID  NO:42或SEQ  ID  NO:43。SEQ  ID  NO:42包含编码流感H5N1  M2E‑NP共有序列的核酸

序列。SEQ  ID  NO:43包含流感H5N1  M2E‑NP共有序列的氨基酸序列。在本发明的一些实施方

式中，本发明的疫苗优选包含SEQ  ID  NO:36和选自下组的序列：SEQ  ID  NO:37、SEQ  ID  NO:

38、SEQ  ID  NO:39、SEQ  ID  NO:40、SEQ  ID  NO:41、SEQ  ID  NO:42、SEQ  ID  NO:43，以及它们

的任意组合。流感病毒株H5N1  HA的共有序列包括SEQ  ID  NO:36中列出的优势免疫表位。由

SEQ  ID  NO:36编码的流感病毒H5N1  HA氨基酸序列是SEQ  ID  NO:37。流感病毒H1N1/H5N1 

NA的共有序列包括SEQ  ID  NO:38中列出的优势免疫表位。由SEQ  ID  NO:38编码的流感病毒

株H1N1/H5N1  NA氨基酸序列是SEQ  ID  NO:39。流感病毒株H1N1/H5N1  M1的共有序列包括

SEQ  ID  NO:40中列出的优势免疫表位。由SEQ  ID  NO:40编码的流感病毒H1N1/H5N1  M1氨基

酸序列是SEQ  ID  NO:41。流感病毒H5N1  M2E‑NP的共有序列包括SEQ  ID  NO:42中列出的优

势免疫表位。由SEQ  ID  NO:42编码的流感病毒H5N1  M2E‑NP氨基酸序列是SEQ  ID  NO:43。本

发明的疫苗可包括由上文定义的核酸分子编码的蛋白质产物或蛋白质的任何片段。

[0172] SEQ  ID  NO:36的片段可包含30个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

36的片段可包含45个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含60个

或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含75个或更多核苷酸。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含90个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:36的片段可包含120个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含

150个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含180个或更多核苷酸。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含210个或更多核苷酸。在一些实施方式中，

SEQ  ID  NO:36的片段可包含240个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段

可包含270个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含300个或更多

核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含360个或更多核苷酸。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含420个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

36的片段可包含480个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含540

个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含600个或更多核苷酸。在
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一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含660个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:36的片段可包含720个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包

含780个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含840个或更多核苷

酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含900个或更多核苷酸。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含960个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的

片段可包含1020个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1080个

或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1140个或更多核苷酸。在一

些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1200个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:36的片段可包含1260个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可

包含1320个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1380个或更多

核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1440个或更多核苷酸。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1500个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

36的片段可包含1560个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含

1620个或更多核苷酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1680个或更多核苷

酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含1740个或更多核苷酸。在一些实施方式

中，SEQ  ID  NO:36的片段可包含IgE前导序列的编码序列。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

36的片段不包含IgE前导序列的编码序列。SEQ  ID  NO:36的片段可包含少于60个核苷酸,在

一些实施方式中为少于75个核苷酸，在一些实施方式中为少于90个核苷酸，在一些实施方

式中为少于120个核苷酸，在一些实施方式中为少于150个核苷酸，在一些实施方式中为少

于180个核苷酸，在一些实施方式中为少于210个核苷酸，在一些实施方式中为少于240个核

苷酸，在一些实施方式中为少于270个核苷酸，在一些实施方式中为少于300个核苷酸，在一

些实施方式中为少于360个核苷酸，在一些实施方式中为少于420个核苷酸，在一些实施方

式中为少于480个核苷酸，在一些实施方式中为少于540个核苷酸，在一些实施方式中为少

于600个核苷酸，在一些实施方式中为少于660个核苷酸，在一些实施方式中为少于720个核

苷酸，在一些实施方式中为少于780个核苷酸，在一些实施方式中为少于840个核苷酸，在一

些实施方式中为少于900个核苷酸，在一些实施方式中为少于960个核苷酸，在一些实施方

式中为少于1020个核苷酸，在一些实施方式中为少于1080个核苷酸，在一些实施方式中为

少于1140个核苷酸，在一些实施方式中为少于1200个核苷酸，在一些实施方式中为少于

1260个核苷酸，在一些实施方式中为少于1320个核苷酸，在一些实施方式中为少于1380个

核苷酸，在一些实施方式中为少于1440个核苷酸，在一些实施方式中为少于1500个核苷酸，

在一些实施方式中为少于1560个核苷酸，在一些实施方式中为少于1620个核苷酸，在一些

实施方式中为少于1680个核苷酸，而在一些实施方式中为少于1740个核苷酸。

[0173] SEQ  ID  NO:37的片段可包含15个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

37的片段可包含30个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含45个

或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含60个或更多氨基酸。在一些

实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含75个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID 

NO:37的片段可包含90个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含

105个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含120个或更多氨基酸。

在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含150个或更多氨基酸。在一些实施方式中，
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SEQ  ID  NO:37的片段可包含180个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段

可包含210个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含240个或更多

氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含270个或更多氨基酸。在一些实施

方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含300个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:

37的片段可包含360个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含420

个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含480个或更多氨基酸。在

一些实施方式中，SEQ  ID  NO:37的片段可包含540个或更多氨基酸。在一些实施方式中，SEQ 

ID  NO:37的片段可包含565个或更多氨基酸。SEQ  ID  NO:37的片段可包含少于30个氨基酸，

在一些实施方式中为少于45个氨基酸，在一些实施方式中为少于60个氨基酸，在一些实施

方式中为少于75个氨基酸，在一些实施方式中为少于90个氨基酸，在一些实施方式中为少

于120个氨基酸，在一些实施方式中为少于150个氨基酸，在一些实施方式中为少于180个氨

基酸，在一些实施方式中为少于210个氨基酸，在一些实施方式中为少于240个氨基酸，在一

些实施方式中为少于270个氨基酸，在一些实施方式中为少于300个氨基酸，在一些实施方

式中为少于360个氨基酸，在一些实施方式中为少于420个氨基酸，在一些实施方式中为少

于480个氨基酸，在一些实施方式中为少于540个氨基酸，而在一些实施方式中为少于565个

氨基酸。

[0174] 根据本发明的一些实施方式，诱导个体产生针对免疫原的免疫应答的方法包括，

组合给予所述个体流感毒株H1N1和流感毒株H5N1  NA蛋白及其功能片段或其可表达的编码

序列与编码本发明蛋白质的分离核酸分子和/或编码本发明蛋白质的重组疫苗和/或本发

明蛋白质的亚单位疫苗和/或活的减毒疫苗和/或死疫苗。

[0175] 根据本发明的一些实施方式，诱导个体产生针对免疫原的免疫应答的方法包括，

组合给予所述个体流感毒株H1N1和流感毒株H5N1  M1蛋白及其功能片段或其可表达的编码

序列与编码本发明蛋白质的分离核酸分子和/或编码本发明蛋白质的重组疫苗和/或本发

明蛋白质的亚单位疫苗和/或活的减毒疫苗和/或死疫苗。

[0176] 根据本发明的一些实施方式，诱导个体产生针对免疫原的免疫应答的方法包括，

组合给予所述个体流感毒株H5N1  M2E‑NP蛋白及其功能片段或其可表达的编码序列与编码

本发明蛋白质的分离核酸分子和/或编码本发明蛋白质的重组疫苗和/或本发明蛋白质的

亚单位疫苗和/或活的减毒疫苗和/或死疫苗。

[0177] 疫苗

[0178] 本发明提供了蛋白质和编码蛋白质的遗传构建物从而提供了改进的疫苗，所述蛋

白质上的表位使它们成为能诱导针对它们的免疫应答的特别有效的免疫原。因此，可提供

疫苗以诱导治疗性或预防性免疫应答。一些实施方式中，递送免疫原的方式是DNA疫苗、重

组疫苗、蛋白质亚单位疫苗、包含免疫原的组合物、减毒疫苗或死疫苗。一些实施方式中，所

述疫苗包含选自下组的组合：一种或多种DNA疫苗，一种或多种重组疫苗，一种或多种蛋白

质亚单位疫苗，一种或多种包含免疫原的组合物，一种或多种减毒疫苗和一种或多种死疫

苗。

[0179] 根据本发明的一些实施方式，本发明所述疫苗被递送给个体以调节个体免疫系统

的活性从而增强免疫应答。当编码蛋白质的核酸分子被个体细胞摄取后核苷酸序列在细胞

内表达从而将蛋白质递送到该个体。本发明的某些方面提供了利用核酸分子如质粒递送蛋
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白质编码序列的方法，其作为其作为重组疫苗的一部分、作为减毒疫苗的一部分、作为分离

的蛋白质或载体的蛋白质部分。

[0180] 根据本发明的一些方面，提供了预防性和/或治疗性免疫个体的组合物和方法。

[0181] DNA疫苗描述于美国专利号5,593,972，5,739,118，5,817,637，5,830,876，5,962,

428，5,981,505，5,580,859，5,703,055，5,676,594及其引用的优先权申请，各份专利通过

引用纳入本文。除了那些申请中描述的递送方法，递送DNA的其他方法描述于美国专利号4,

945,050和5,036,006，它们通过引用纳入本文。

[0182] 本发明涉及利用重组载体来递送编码抗原的外源基因的改进的减毒活疫苗、改进

的死疫苗和改进的疫苗、以及亚单位疫苗和糖蛋白疫苗。利用重组载体递送外源抗原的减

毒活疫苗、亚单位疫苗和糖蛋白疫苗的例子描述于以下美国专利：4,510,245；4,797,368；

4,722,848；4,790,987；4,920,209；5,017,487；5,077,044；5,110,587；5,112,749；5,174,

993；5,223,424；5,225,336；5,240,703；5,242,829；5,294,441；5,294,548；5,310,668；5,

387,744；5,389,368；5,424,065；5,451,499；5,453,3  64；5,462,734；5,470,734；5,474,

935；5,482,713；5,591,439；5,643,579；5,650,309；5,698,202；5,955,088；6,034,298；6,

042,836；6,156,319和6,589,529，它们通过引用纳入本文。

[0183] 当遗传构建物被细胞摄取时它可存留在细胞内作为功能性染色体外分子和/或整

合入细胞的染色体DNA。DNA可被引入细胞并在其中作为一个或多个质粒形式的单独遗传物

质。或者，可将能整合入染色体的线形DNA引入细胞。当将DNA引入细胞时可加入促进DNA整

合入染色体的试剂。DNA分子中还可包含能有效促进整合的DNA序列。或者，可将RNA给予细

胞。还考虑提供遗传构建物作为包含着丝点、端粒和复制起点的线形微染色体。基因构建物

可作为生活在细胞内的减毒活微生物或重组微生物载体的遗传物质的一部分。基因构建物

可作为重组病毒疫苗的基因组的一部分，所述疫苗的遗传物质整合入细胞的染色体或保留

在染色体外。遗传构建物包含核酸分子基因表达所必需的调控元件。所述元件包括：启动

子、起始密码子、终止密码子和聚腺苷化信号。此外，靶蛋白或免疫调节蛋白的编码序列的

基因表达通常需要增强子。这些元件必须可操作地连接于编码所需蛋白质的序列，且调控

元件在给予它们的个体内必须可操作。

[0184] 起始密码子和终止密码子通常被认为是编码所需蛋白质的核苷酸序列的一部分。

然而，这些元件在给予基因构建物的个体内必须有功能。起始和终止密码子必须和编码序

列在同一框内。

[0185] 采用的启动子和聚腺苷化信号在个体细胞内必须有功能。

[0186] 用于实施本发明，尤其用于制造人用遗传疫苗的启动子的例子包括但不限于：猿

病毒40(SV40)启动子，小鼠乳腺瘤病毒(MMTV)启动子，人免疫缺陷病毒(MV)如BIV长末端重

复(LTR)启动子，莫洛尼病毒、ALV、巨细胞病毒(CMV)如CMV立即早期启动子，EB病毒(EBV)，

劳斯肉瘤病毒(RSV)以及来自人基因如人肌动蛋白、人肌球蛋白、人血红蛋白、人肌肉肌酸

和人金属硫蛋白的启动子。

[0187] 用于实施本发明，尤其用于制造人用遗传疫苗的聚腺苷化信号的例子包括但不限

于SV40聚腺苷化信号和LTR聚腺苷化信号。具体地说，使用的是称为SV40聚腺苷化信号的

pCEP4质粒的SV40聚腺苷化信号(加州圣地亚哥英杰公司(Invitrogen，San  Diego  CA))。

[0188] 除了DNA表达所需的调控元件，DNA分子中也可包含其他元件。这种其他元件包括
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增强子。增强子可选自下组，但不限于此：人肌动蛋白，人肌球蛋白，人血红蛋白，人肌肉肌

酸，以及病毒增强子如来自CMV、RSV和EBV的增强子。

[0189] 可给遗传构建物提供哺乳动物复制起点以维持构建物在染色体外并在细胞内制

造多个构建物的拷贝。英杰公司(圣地亚哥，CA)的质粒pVAX1、pCEP4和pREP4含有EB病毒复

制起点和核抗原EBNA‑1编码区，其产生高拷贝附加型复制(high  copy  episomal 

replication)且没有整合。

[0190] 在一些涉及免疫应用的优选实施方式中，递送的是核酸分子，包括编码本发明蛋

白质的核苷酸序列，此外，还包括进一步增强针对这种靶蛋白的免疫应答的蛋白质的基因。

这种基因的例子是编码下述其他细胞因子和淋巴因子的基因：α‑干扰素，γ‑干扰素，血小板

衍生生长因子(PDGF)，TNFα，TNFβ，GM‑CSF，表皮生长因子(EGF)，IL‑1，IL‑2，IL‑4，IL‑5，IL‑

6，IL‑10，IL‑12，IL‑18，MHC，CD80，CD86和IL‑15，包括删除了信号序列并任选包含IgE信号

肽的IL‑15。可能有用的其他基因包括以下因子的编码基因：MCP‑1，MIP‑lα，MIP‑1p，IL‑8，
RANTES，L‑选择蛋白，P‑选择蛋白，E‑选择蛋白，CD34，GlyCAM‑1，MadCAM‑1，LFA‑1，VLA‑1，

Mac‑1，pl50.95，PECAM，ICAM‑1，ICAM‑2，ICAM‑3，CD2，LFA‑3，M‑CSF，G‑CSF，IL‑4，突变形式

的IL‑18，CD40，CD40L，血管生长因子，IL‑7，神经生长因子，血管内皮生长因子，Fas，TNF受

体，Flt，Apo‑1，p55，WSL‑1，DR3，TRAMP，Apo‑3，AIR，LARD，NGRF，DR4，DR5，KILLER，TRAIL‑R2，

TRICK2，DR6，胱冬酶ICE，Fos，c‑jun，Sp‑1，Ap‑1，Ap‑2，p38，p65Rel，MyD88，IRAK，TRAF6，

IkB，灭活的NIK，SAP  K，SAP‑1，JNK，干扰素反应基因，NFkB，Bax，TRAIL，TRAILrec，

TRAILrecDRC5，TRAIL‑R3，TRAIL‑R4，RANK，RANK  LIGAND，Ox40，Ox40LIGAND，NKG2D，MICA，

MICB，NKG2A，NKG2B，NKG2C，NKG2E，NKG2F，TAP1，TAP2以及它们的功能片段。

[0191] 如果在任何情况下都不希望细胞接受遗传构建物则可加入其他元件作为破坏细

胞的靶点。遗传构建物中可包含可表达形式的疱疹胸苷激酶(tk)基因。可在个体内引入药

物刚昔洛韦(gangcyclovir)，该药物将选择性杀死任何产生tk的细胞，从而提供选择性破

坏具有遗传构建物的细胞的方法。

[0192] 为使蛋白质产生最大化，可选择最适合在给予构建物的细胞内进行基因表达的调

控序列。此外，可选择在细胞内最有效转录的密码子。本领域一般技术人员能够制造在细胞

内有功能的DNA构建物。

[0193] 一些实施方式中，可提供其中的本文所述蛋白质编码序列与IgE信号肽相连的基

因构建物。一些实施方式中，本文所述蛋白质连接于IgE信号肽。

[0194] 在使用蛋白质的一些实施方式中，例如，本领域一般技术人员能够利用熟知的技

术制造和分离本发明的蛋白质。在使用蛋白质的一些实施方式中，例如，本领域一般技术人

员能够利用熟知的技术将编码本发明蛋白质的DNA分子插入市售的熟知表达系统使用的表

达载体。例如，市售质粒pSE420(英杰公司，圣地亚哥，加州)可用来在大肠杆菌内制造蛋白

质。市售质粒pYES2(英杰公司，圣地亚哥，加州)可用于，例如，在酿酒酵母(S.cerevisiae)

中进行制造。市售MAXBACTM完全杆状病毒表达系统(英杰公司，圣地亚哥，加州)可用于，例

如，在昆虫细胞内进行制造。市售质粒pcDNA  I或pcDNA3(英杰公司，圣地亚哥，加州)可用

于，例如，在哺乳动物细胞如中国仓鼠卵巢细胞内进行制造。本领域一般技术人员可利用这

些市售表达载体和表达系统或者其他载体和系统通过常规技术和容易获得的原料来制造

蛋白质。(参见例如，Sambrook等，Molecular  Cloning  a  Laboratory  Manual(分子克隆实
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验室手册)，第二版，冷泉港出版社(Cold  Spring  Harbor  Press)(1989)通过引用将其纳入

本文。)因此，可在真核和原核系统内制备所需蛋白质，从而得到众多经过加工的蛋白质形

式。

[0195] 本领域一般技术人员可采用其他市售表达载体和系统或者采用熟知方法以及市

售原料制造载体。含有必需的控制序列，如启动子和聚腺苷化信号并优选含有的增强子的

表达系统容易得到并且现有技术中已知可用于各种宿主。参见例如，Sambrook等，分子克隆

实验室手册，第二版，冷泉港出版社(1989)。遗传构建物包括操作性连接于在被构建物转染

的细胞系内有功能的启动子的蛋白质编码序列。组成型启动子的例子包括来自巨细胞病毒

或SV40的启动子。诱导型启动子的例子包括小鼠乳房白血病病毒或金属硫蛋白启动子。本

领域一般技术人员能够从市售原料方便地制造用于用编码本发明蛋白质的DNA转染细胞的

遗传构建物。包含编码蛋白质的DNA的表达载体可用于转化相容宿主，然后在外源DNA能够

表达的条件下进行培育和维持。

[0196] 从培养物中回收制得的蛋白质，可如本领域技术人员认为合适和已知的那样，通

过裂解细胞或从培养基中回收。本领域一般技术人员可采用熟知的技术分离用这种表达系

统制造的蛋白质。如上所述的用特异性结合特定蛋白质的抗体从天然来源纯化蛋白质的方

法也可应用于纯化通过重组DNA法制造的蛋白质。

[0197] 除了通过重组技术制造蛋白质，自动肽合成仪也可用于制造分离的、基本纯的蛋

白质。这种技术是本领域一般技术人员熟知的，并且如果衍生物中具有DNA编码蛋白质产物

中没有的取代则是有用的。

[0198] 核酸分子可采用任何一种熟知技术来递送，其中包括DNA注射(也称为DNA接种)、

重组载体如重组腺病毒、重组腺伴随病毒和重组牛痘。

[0199] 给药途径包括，但不限于，肌内、鼻内、腹膜内、真皮内、皮下、静脉内、动脉内、眼内

和口服途径，以及局部、透皮、通过吸入或栓剂或递送到粘膜组织，如通过灌洗递送到阴道、

直肠、尿道、颊和舌下组织。优选的给药途径包括肌内、腹膜内、真皮内和皮下注射。施用遗

传构建物的方法包括，但不限于，传统注射、无针注射装置、或“微粒轰击基因枪”。

[0200] 一些实施方式中，在将核酸分子递送到细胞的同时给予多核苷酸功能增强子或遗

传疫苗易化剂(facilitator  agent)。多核苷酸功能增强子描述于美国序列号5,593,972，

5,962,428和1994/1/26提交的国际申请序列号PCT/US94/00899，它们通过引用纳入本文。

遗传疫苗易化剂描述于1994/4/1提交的美国序列号021,579，通过引用将其纳入本文。与核

酸分子联合给予的共试剂(co‑agent)可作为与核酸分子的混合物给予或者可在的同时、之

前或之后单独给予。此外，所述试剂可作为转染剂和/或复制剂和/或炎性剂并且可与GVF共

同给予的其他试剂包括生长因子、细胞因子和淋巴因子如a‑干扰素，γ‑干扰素，GM‑CSF，血

小板衍生生长因子(PDGF)，TNF，表皮生长因子(EGF)，IL‑1，IL‑2，IL‑4，IL‑6，IL‑10，IL‑12

和IL‑15以及成纤维细胞生长因子，表面活性剂如免疫刺激复合物(ISCOMS)、弗氏不完全佐

剂、LPS类似物包括单磷脂酰脂质A(WL)，胞壁酰肽，醌类似物和囊泡如鲨烯，透明质酸也可

与遗传构建物联合给予。一些实施方式中，免疫调节蛋白质可用作GVF。一些实施方式中，将

核酸分子和PLG同时提供以增强递送/摄取。

[0201] 本发明所述药物组合物包含约1纳克至约2000微克DNA。在一些优选实施方式中，

本发明所述药物组合物包含约5纳克至约1000微克DNA。在一些优选实施方式中，所述药物
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组合物含有约10纳克至约800微克DNA。在一些优选实施方式中，所述药物组合物含有约

0.1‑500微克DNA。在一些优选实施方式中，所述药物组合物含有约1‑350微克DNA。在一些优

选实施方式中，所述药物组合物含有约25‑250微克DNA。在一些优选实施方式中，所述药物

组合物含有约100‑200微克DNA。

[0202] 本发明所述药物组合物按照用于给药的模式配制。当药物组合物是可注射的药物

组合物时，它们是无菌、无热原和无颗粒的。优选采用等渗配方。通常，等渗添加剂可包括氯

化钠、葡萄糖、甘露醇、山梨醇和乳糖。一些情况下，等渗溶液如磷酸缓冲盐水是优选的。稳

定剂包括明胶和白蛋白。一些实施方式中，在制剂中加入了血管收缩剂。

[0203] 根据本发明的一些实施方式，提供了诱导免疫应答的方法。所述疫苗可以是基于

蛋白质的活的减毒疫苗，细胞疫苗，重组疫苗或者核酸或DNA疫苗。一些实施方式中，诱导个

体产生抵抗免疫原的免疫应答(包括诱导粘膜免疫应答)的方法包括组合给予个体CTACK蛋

白、TECK蛋白、MEC蛋白质以及它们的功能片段或者它们的可表达的编码序列中的一种或多

种与编码本发明蛋白质的分离核酸分子和/或编码本发明蛋白质的重组疫苗和/或本发明

蛋白质的亚单位疫苗和/或活的减毒疫苗和/或死疫苗。CTACK蛋白、TECK蛋白、MEC蛋白质以

及它们的功能片段中的一种或多种可在施用编码免疫原的分离核酸分子和/或编码免疫原

的重组疫苗和/或包含免疫原的亚单位疫苗和/或活的减毒疫苗和/或死疫苗之前、同时或

之后施用。一些实施方式中，编码一种或多种选自下组的蛋白质的分离核酸分子被施用于

个体：CTACK、TECK、MEC以及它们的功能片段。

实施例

[0204] 实施例1

[0205] 材料和方法

[0206] HIV‑1亚型B包膜序列。为产生HIV‑1亚型B共有包膜序列，从GenBank中选出42种从

11个国家收集的亚型B包膜基因序列以避免抽样偏差。各序列对应于不同的患者。所有序列

都以非重组状态使用。

[0207] 多重比对。应用于系统发生研究的比对过程包括采用Clustal  X(版本1 .81)

(Thompson，J.D.等1997，The  ClustalX  windows  interface:flexible  strategies  for 

multiple  sequence  alignment  aided  by  quality  analysis  tools(ClustalX窗口界面：

定性分析工具辅助的多系列比对的弹性策略) .Nucleic  Acids  Research  25:4876‑4882)。

成对比对参数的设置遵照动态“慢‑精确(slow‑accurate)”程序，采用10作为空位开放罚

分，0.1作为空位延伸罚分。多重比对参数包括空位延伸罚分为0.2。

[0208] HIV‑1亚型B包膜共有序列的构建。HIV‑1亚型B包膜共有核苷酸序列是在进行多重

比对和较小最终手动调节后获得的。用推出的氨基酸序列来指导比对空位的引入从而将它

们插入密码子之间。通过翻译共有核苷酸序列获得共有氨基酸序列。

[0209] 系统发生树。采用程序PAUP*4.0b10(Swofford，D.L.1999.PAUP*4.0：采用简约原

则的系统发生分析(*以及其他方法)，版本4 .0b2a .马萨诸塞州森德兰SA公司(Sinauer 

Associates，Inc.,，Sunderland，Mass.))利用相邻相接(NJ)法建立氨基酸的系统发生树。

亚型D的两个额外序列(K03454和AAA44873)和亚型C的两个序列(AAD12103和AAD12112)用

作寻根(rooting)的外类群(Kuiken，C.，B.T.Korber和R .W .Shafer.2003.HIV  sequence 
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databases(HIV序列数据库) .AIDS  Rev.5:52‑61)。

[0210] HIV‑1亚型B包膜共有序列的修饰。在获得HIV‑1亚型B共有包膜序列后进行一些修

饰：将超变的V1和V2区缩短，V3环设计成可供CCR5利用，除去C端的胞质尾区域，在N端加入

前导序列和上游Kozak序列，用GeneOptimizerTM(基因艺术公司(GENEART)，德国)进行密码

子优化和RNA优化。

[0211] 包膜免疫原。编码修饰的HIV‑1亚型B早期递质共有包膜糖蛋白(EY2E1‑B)的基因

由基因艺术公司合成和进行序列检验。合成的EY2E1‑B用BamHI和NotI消化，克隆入巨细胞

病毒立即早期启动子控制下的表达载体pVAX(英杰公司)，该构建物被命名为pEY2E1‑B。

[0212] 基本亚型B免疫原(EK2P‑B)从人偏好密码子产生，基本亚型B分离物6101gp140包

膜基因由M.Sidhm(惠氏(Wyeth))惠赠。基本上，通过除去天然前导序列和胞质尾使优化的

6101包膜基因突变。然后设计正向和反向特异性引物来引入IgE‑前导序列和Kozak序列：

Env‑F:5’‑GTCGCTCCGCTAGCTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACC‑3’(SEQ  ID  NO:13)Env‑R:

5’‑GGTCGGATCCTTACTCCACCACTCTCCTTTTTGCC‑3’(SEQ  ID  NO:14)。将纯化的PCR产物克隆入

pVAX质粒载体，其也用EcoR1和XbaI线性化。该构建物命名为pEK2P‑B。

[0213] 体内表达和EY2E1‑B与单克隆抗体的反应性。在60mm平皿中使用FuGENE  6转染试

剂(罗氏(Roche)，德国)分别用3□g  pEY2E1‑B和pEK2P‑B质粒转染人横纹肌肉瘤(RD)细胞

(2x  106)。转染48小时后细胞用1x  PBS洗涤三次并用150μl裂解缓冲液(细胞信号传导技术

公司(Cell  Signaling  Technology))裂解。总蛋白质裂解物(50μg)用SDS‑PAGE凝胶分级，

转移到PVDF膜(爱默生公司(Amersham))。用包膜‑特异性单克隆抗体2G12(美国马里兰州洛

可维尔NARRRP公司(NIH  AIDS  Research  and  Reference  Reagent  Program，Rockville，

MD，USA))和单克隆抗‑肌动蛋白抗体(西格玛奥尔德里奇公司(Sigma‑Aldrich))进行免疫

印迹分析并采用ECLTM  Western印迹分析系统(爱默生公司)用HRP‑偶联的羊抗人IgG(西格

玛奥尔德里奇公司)显像。肌动蛋白用作Western印迹的加样对照。

[0214] 为检测EY2E1‑B与单克隆抗体的反应性，转染得到的总蛋白质裂解物(100μg)用5μ
g包括2G12、4G10和ID6在内的包膜‑特异性单克隆抗体(美国马里兰州洛可维尔NARRRP公

司)免疫沉淀。相同量的空载体pVAX转染细胞的总蛋白质裂解物用作阴性对照。免疫沉淀的

蛋白质用SDS‑PAGE凝胶分级并按上述通过Western印迹检测。

[0215] 间接免疫荧光试验。进行间接免疫荧光试验以证实EY2E1‑B和EK2P‑B基因的表达。

将人横纹肌肉 瘤 (R D)细胞铺于有隔室的组织培养载玻片 (B D生物科技公司 (B D 

Biosciences))，密度为在含10％FBS(吉比可公司(GIBCO))的完全DMEM培养基中于第二天

达到60‑70％汇合，并使其贴壁过夜。第二天用pEY2E1‑B、pEK2P‑B和对照质粒pVAX(1μg/孔)

转染细胞，转染采用FuGENE6转染试剂(罗氏)按照制造商的说明进行。转染48小时后，细胞

用冷的1XPBS洗涤两次并用甲醇在载玻片上固定15分钟。除去载玻片上的残余溶剂，将细胞

与抗‑小鼠HIV‑1  env单克隆F105(美国马里兰州洛可维尔NARRRP公司)一起培育90分钟。载

玻片然后用TRITC‑偶联的第二抗体(西格玛奥尔德里奇公司)培育45分钟。在第二抗体溶液

中加入4',6‑二氨基‑2‑苯基吲哚盐酸盐(西格玛奥尔德里奇公司)复染细胞核以显示预定

视野中看到的所有细胞的细胞核。载玻片用含有抗衰减剂(分子探针公司(Molecular 

Probes))的固定培养基固定。图像利用荧光显微术的Phase  3  Pro程序(MC公司(Media 

Cybernetics))进行分析。

说　明　书 36/51 页

38

CN 105063064 B

38



[0216] 包膜‑特异性抗体的测定。在免疫小鼠和对照小鼠中通过ELISA(酶联免疫吸附试

验)测定包膜特异性IgG抗体。Nunc‑ImmunoTM
平板(纽约罗彻斯特NNI公司(Nalge  Nunc 

International，Rochester，NY))分别用1μg/ml进化支B重组HIV‑1  IIIB糖蛋白可溶性

gp160(免疫诊断公司(Immuno  Diagnostics)，马萨诸塞州)、进化支A/E基本包膜蛋白HIV‑1 

93TH975  gp120和进化支C基本包膜蛋白HIV‑1  96ZM651  gp120(美国马里兰州洛可维尔

NARRRP公司)包被，然后室温培育过夜。将平板洗涤之后用3％BSA的PBST溶液(1x  PBS+

0.05％吐温‑20)在37℃封闭1小时。然后再次洗涤平板并用3％BSA的PBST溶液稀释的小鼠

特异性血清在4℃培育过夜，然后用1/10,000稀释的HRP‑偶联的羊抗‑小鼠IgG(宾西法尼亚

州西格鲁弗杰克逊免疫研究公司)Jackson  ImmunoResearch，West  Grove，PA))在37℃培育

1小时。反应用底物TMB(3,3□,5,5□‑四甲基联苯胺)(西格玛奥尔德里奇公司)显色。在每

孔加入100μl  2.5M硫酸终止反应并在450nm  OD下在EL808平板阅读器(生物技术仪器公司

(Biotech  Instrument  Inc.))上阅读平板。

[0217] 小鼠的免疫。雌性4‑6周龄BALB/c小鼠购自缅因州巴港的杰克逊实验室(The 

Jackson  Laboratory，Bar  Harbor，ME))。转基因B6.Cg‑Tg(HLA‑A/H2‑D)2Enge/J小鼠繁殖

对购自杰克逊实验室并在我们的实验室内由Michelle  Kutzler博士饲养。这些转基因小鼠

表达种间杂交I类MHC基因，AAD，其含有人HLA‑A2.1基因的α‑1和α‑2区和小鼠H‑2Dd基因的

α‑3跨膜区和胞质区，并受人HLA‑A2.1启动子指导。小鼠α‑3区的表达增强了该系统的免疫

应答。与未修饰的HLA‑A2.1相比，嵌合的HLA‑A2.1/H2‑Dd  MHC  I类分子介导小鼠T细胞的有

效正选择以提供能够识别HLA‑A2 .1  I类分子呈递的肽的更加完全的T细胞组分。就HLA‑

A2.1  I类分子而言，呈递并被小鼠T细胞识别的肽表位与HLA‑A2.1+人上呈递的那些表位相

同。雌性4‑6周龄转基因小鼠用于下述进一步的研究。按照国立卫生研究院(National 

Institutes  of  Health)和宾西法尼亚大学护理和应用委员会 (University  of 

Pennsylvania  Institutional  Care  and  Use  Committee)(IACUC)的指导方针进行动物护

理。各小鼠以两周为间隔肌内免疫三次，每次100μg  DNA。每组3只小鼠，对照组接种pVAX 

DNA。第三次免疫接种1周后杀死小鼠并在无菌条件下取出脾脏。收集脾细胞并重悬于RBC裂

解缓冲液以除去红细胞。裂解之后将同一组的脾细胞汇集在一起并重悬于含10％FBS的

RPMI  1640培养基。对细胞计数并准备进行分析。

[0218] IFN‑γELISpot试验。采用高‑蛋白质结合IP  96孔MultiscreenTM平板(美国马萨诸

塞州贝德福德Millipore公司)。平板在4℃用稀释于1XPBS的小鼠IFN‑γ的mAb(明尼苏达州

明尼阿波利斯R&D系统公司(R&D  Systems，Minneapolis，MN))包被过夜。平板用PBS洗涤三

次，然后室温下用添加了1％BSA和5％蔗糖的1XPBS封闭2小时。在加样孔中一式三份加入小

鼠脾细胞，每孔2x  105个细胞，重悬于完全培养基(添加了10％FBS和抗生素的RPMI  1640)。

从NARRRP公司获得六组肽，每个肽含15个氨基酸残基，其中有11个氨基酸重叠，代表了HIV‑

1亚型B、亚型C、M组以及HIV‑1  MN (亚型B分离物)、HIV‑1  C .UY .01 .TRA3011和

C.ZA.01.J54Ma(两种亚型C分离物)包膜完整蛋白质序列的所有蛋白质共有序列。每组env

肽作为特异性刺激IFN‑γ释放的抗原以2μg/ml/肽的浓度集中到4个库。5g/ml的伴刀豆球蛋

白A(Concavalin  A)(西格玛奥尔德里奇公司，圣路易斯，密苏里州)以及完全培养基分别用

作阳性和阴性对照。平板在37℃、5％CO2气氛培养箱内孵育24小时，然后洗涤四次。然后加

入生物素化的抗‑小鼠IFN‑γ检测抗体并将平板在4℃培育过夜。洗涤平板，然后按照制造商
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的说明(ELISPOT蓝色模块(ELISPOT  Blue  Color  Module)，R&D系统公司，明尼阿波利斯，明

尼苏达州)显色。将平板空气干燥并用ELISPOT自动阅读系统(俄亥俄州克利夫兰CTL分析仪

公司(CTL  Analyzers，Cleveland，OH))和 软件对斑点计数。斑点形成细胞

(SFC)的平均数目调节为1x  106脾细胞以供数据展示。ELISpot试验通过三次独立试验重复

三次。

[0219] CD8+  T‑细胞耗尽研究。按照制造商的说明，用CD8抗体包被的免疫磁珠(纽约州成

功湖戴纳生物科技有限公司(Dynal  Biotech  Inc.，Lake  Success，NY))耗尽脾细胞中的

CD8淋巴细胞。耗尽CD8+  T‑细胞后按照上述进行IFN‑γELISpot试验。

[0220] 表位绘图研究。为绘制反应性表位图谱，将两组肽集中到29个库，每个库分别有

14‑15各肽，其中每个肽含15个氨基酸残基，有11个氨基酸重叠，代表了HIV‑1共有亚型B和

HIV‑1  MN所有包膜蛋白，并按照上述进行IFN‑γELISpot试验。29组种不同的集中刺激物用

于有助于表位绘图的矩阵试验(matrix  assay)。

[0221] 统计学分析。采用斯氏成对t检验比较用pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫的小鼠之间的细

胞免疫应答。在该研究中，p<0.05被认为在统计学上显著的。

[0222] 结果

[0223] 新的基于亚型B早期递质共有序列的包膜基因的构建和设计。HIV‑1亚型B的共有

序列产生自从GenBank获得的42种亚型B序列。如图1中所总结的，产生共有序列之后进行了

一些修饰。简言之，为制造模拟粘膜传递病毒的HIV‑1包膜的CCR5‑趋向形式，根据早期递质

分离物的序列设计出了V3环内的6个重要氨基酸。此外，V1环内的10个氨基酸和V2环内的1

个氨基酸也被从共有序列中删除。在起始密码子上游的框内融合入高度有效的前导序列以

助于表达。保持跨膜区完整以易于表面表达并保持切割位点完整以获得正确的折叠以及宿

主蛋白酶对包膜蛋白的切割。除去胞质尾以防止包膜再循环以及促进更加稳定且更高的表

面表达(Berlioz‑Torrent，C.等1999.人和猿逆转录病毒跨膜蛋白的胞质区与网格蛋白连

接复合体的相互作用能调节包膜糖蛋白在细胞内和细胞表面的表达(Interactions  of 

the  cytoplasmic  domains  of  human  and  simian  retroviral  transmembrane  proteins 

with  components  of  the  clathrin  adaptor  complexes  modulate  intracellular  and 

cell  surface  expression  of  envelope  glycoproteins) .J .Virol .73:1350‑1359；

Bultmann，A.等.2001.人免疫缺陷病毒1型包膜糖蛋白胞质尾内的抑制细胞表面表达的两

个序列的鉴定(Identification  of  two  sequences  in  the  cytoplamic  tail  of  the 

human  immunodeficiency  virus  type1envelope  glycoprotein  that  inhibit  cell 

surface  expression) .J.Virol.75:5263‑5276)。此外，为以较高水平表达，该基因采用的

密码子符合智人基因的密码子偏好(Andre，S.等B.1998.采用使用优化密码子的合成gp120

序列的DNA疫苗能引发增强的免疫应答(Increased  immune  response  elicited  by  DNA 

vaccination  with  a  synthetic  gp120  sequence  with  optimized  codon  usage) .J 

Virol72:1497‑503；Deml，L.等2001.密码子优化对编码人免疫缺陷病毒1型gag蛋白的候选

DNA疫苗的表达和免疫原性的多重影响 (Multiple  effects  of  codon  usage 

optimization  on  expression  and  immunogenicity  of  DNA  candidate  vaccines 

encoding  the  human  immunodeficiency  virus  type  1  gag  protein) .J .Virol .75:

10991‑11001)。此外，还进行了RNA优化(Schneider，R.等.1997.人免疫缺陷病毒1型抑制元
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件的失活导致Gag和Gag/蛋白酶不依赖于Rev表达和颗粒形成(Inactivation  of  the 

human  immunodeficiency  virus  type  1  inhibitory  elements  allows  Rev‑

independent  expression  of  Gag  and  Gag/protease  and  particle  formation)

.J.Virol.71:4892‑4903)：避免GC含量非常高(>80％)或非常低(<30％)的区域以及顺式作

用序列基序，如内部TATA盒、chi位点和核糖体进入位点。构建了合成的工程改造EY2E1‑B基

因，其长度为2734。将EY2E1‑B基因亚克隆入pVAX的BamHI和NotI位点供进一步研究。

[0224] 系统发生分析。为评估随机取样的包膜亚型B序列与EY2E1‑B序列的距离分布，进

行了系统发生分析。如图2所示，观察到EY2E1‑B序列与所有取样序列都相对靠近。与基本分

离物EK2P‑B序列相比，EY2E1‑B序列具有相当的相似性评分分布(表1)。EY2E1‑B的平均相似

性百分比评分为85.7％，EK2P‑B为79.4％。

[0225] 表1

[0226]   平均相似性百分比评分 相似性百分比评分范围

EY2E1‑B 85.7 92.1‑79.6

EK2P‑B 79.4 86.3‑73.9

[0227] 表1。潜在候选包膜疫苗与亚型B包膜序列的排列对比的相似性百分比评分平均值

和范围。

[0228] EY2E1‑B的体内表达和抗原测定。为检测pEY2E1‑B和pEK2P‑B的体内表达，按照材

料和方法部分所述用这些质粒转染RD细胞。转染后提取细胞裂解物的总蛋白并用材料和方

法部分提到的包膜‑特异性单克隆抗体2G12进行免疫印迹以检测pEY2E1‑B的表达。Western

印迹结果表明，这两种构建物表达包膜蛋白(图3A)。检出的包膜蛋白约120KD。表2显示了

pEY2E1‑B和pEK2P‑B的比较。

[0229] 表2

[0230]   共有/基本 早期递质 密码子优化 RNA优化 IgELS 胞质尾

EY2E1‑B 共有 是 是 是 是 否

EK2P‑B 基本 否 是 是 是 否

[0231] 为测定抗原表位，用三种不同gp120‑特异性抗体2G12、4G10和ID6免疫沉淀来自RD

细胞裂解物的表达的包膜蛋白。免疫沉淀之后进行Western印迹以检测免疫沉淀的蛋白质。

我们的结果显示，合成的免疫原能够结合抗体2G12和ID6，但不结合4G10。由于抗体2G12中

和许多基本分离物并与构象和依赖于碳水化合物的gp120表位反应，且抗体ID6结合gp120

和gp160并直接针对gp120的前204个氨基酸，我们的结果提示，合成的工程改造免疫原

EY2E1‑B有可能折叠成相对天然的构象并保存一些天然抗原表位表位。此外，由于抗体4G10

是识别LAI  gp160(一种T细胞系适应株)的HIV‑1LAI/BRU  V3单克隆抗体，我们的数据提示，

这种合成包膜不利用共同受体CXCR4。

[0232] 为进一步证实表达和测定抗原表位，采用转染的RD细胞进行了间接免疫荧光试

验。在荧光显微镜下观察到pEY2E1‑B和pEK2P‑B转染细胞内有高特异性表达。该试验采用与

不连续的或构象gp120表位反应的HIV‑1  env单克隆F105。如图3B所示，表达Env蛋白的转染

细胞显示出典型的罗丹明荧光，再次提示合成蛋白被表达并具有相对天然的构象。作为对

照，在pVAX转染的RD细胞内未检测到这种表达。

[0233] 体液应答的诱导。为检测合成的免疫原能否引发高效价包膜‑特异性抗体反应，收
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集pVAX、pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫的BalB/C小鼠的血清并进行ELISA。如图4所示，我们观察

到与pEK2P‑B免疫小鼠相比，从pEY2E1‑B免疫小鼠收集的血清具有相对较高水平的进化支B

包膜‑特异性抗体应答。相反，仅用载体免疫的小鼠未产生特异性抗体应答。然而，在注射

pEY2E1‑B和pEK2P‑B的小鼠中未观察到针对进化支A/E和进化支C蛋白质的任何可检测抗体

应答(图4B和4C)，表明尽管基于合成共有序列的免疫原具有相对天然的构象并保存了天然

抗原表位，但它可能不能诱导较宽的进化支间抗体免疫应答。

[0234] 通过ELISpot检测强且宽的细胞免疫应答。BalB/C小鼠用pEY2E1‑B和pEK2P‑B免疫

并进行ELISpot分析以测定响应来自HIV‑1共有亚型B蛋白质的四种肽库的抗原特异性IFN‑

γ分泌细胞的数目(图5A)。通过每百万细胞中斑点形成单位(SFU)的数目测得的pEY2E1‑B免

疫小鼠的反应幅度在27.5和520之间。相比，pEK2P‑B接种小鼠的脾细胞显示出的幅度仅为

2‑237.5(p<0.05)。所有四种肽库在pEY2E1‑B免疫小鼠中的SFU数/百万脾细胞的加和频率

为1976.25+260，而pEK2P‑B免疫小鼠的SFU数/百万细胞为519+45。pVAX载体免疫小鼠的细

胞被用作阴性对照，共有包膜B肽集合仅显示有60+5SFU/百万脾细胞(p<0.05)。我们在三项

独立研究中观察到类似的结果。因此，pEY2E1‑B构建物在驱动细胞介导的免疫应答方面的

功效最多达到4倍。我们还检测了CD8+淋巴细胞是否负责在pEY2E1‑B免疫的BalB/C小鼠中

检测到的IFN‑γ分泌。如图5B所述，耗尽CD8+后SFU数/百万细胞降至127.5+11，表明通过耗

尽CD8+  T‑细胞的ELISpot观察到的IFN‑γ生成细胞的频率降低了约90％。pEY2E1‑B诱导的

IFN‑γ生成主要由CD8+  T‑细胞介导。

[0235] 此外，为建立人T细胞对HLA‑A2呈递抗原的免疫应答模型以及鉴定那些抗原，我们

用转基因HLA‑A2.1/H2‑Dd小鼠进行了与上述相同的ELISpot试验。如图5C所示，所有四种肽

库在pEY2E1‑B免疫转基因小鼠中的SFU/百万脾细胞加和频率为2362+257，而pEK2P‑B免疫

转基因小鼠的SFU数/百万细胞仅为493+57。这些结果表明，pEY2E1‑B构建物在驱动转基因

小鼠细胞介导的免疫应答方面的功效最多达到4倍。耗尽CD8后得到的ELISpot数据提示，

pEY2E1‑B诱导的IFN‑γ生成主要由CD8+  T‑细胞介导(图5D)。

[0236] 此外，我们感兴趣的是进一步详细了解在ELISpot试验中观察到的细胞免疫应答。

因此，针对跨越共有亚型B包膜蛋白的肽文库进行另一组ELISpot试验。该绘图研究采用完

整的一组15聚肽，其中有11个氨基酸重叠，包含亚型B共有包膜蛋白。该研究表明，合成包膜

未诱导出明显的优势表位。然而，对pEY2E1‑B‑免疫BalB/C小鼠所衍生出的脾细胞进行IFN‑

γELISpot分析显示，有29个库中有18个显示出斑点超过50，而pEK2P‑B免疫BalB/C小鼠仅有

6个库(图5E)。这些结果表明，EY2E1‑B免疫原诱导的细胞免疫应答的宽度(breadth)和幅度

(magnitude)明显增加。

[0237] pEY2E1‑B诱导的强交叉反应性细胞免疫应答。为测定EY2E1‑B免疫原是否能诱导

宽的和交叉反应性细胞免疫应答，用HIV‑1群M、共有亚型C、HIV‑1MN(亚型B分离物)、HIV‑

1C.UY.01.TRA3011和C.ZA.01.J54Ma(两种亚型C分离物)包膜肽对BalB/C和HLA‑A2转基因

小鼠进行IFN‑γELISpot。这些试验可进一步测定5A、C和E中观察到的结果是否仅与肽靶相

关或者实际上是由于免疫宽度的增加。如图6A所示，pEY2E1‑B免疫BalB/C小鼠中HIV‑1  MN

包膜肽四种集合的SFU数/百万脾细胞总和为1855+215.8，该值约为pEK2P‑B免疫BalB/C小

鼠的两倍(SFU/百万脾细胞为700+168.2)，表明在亚型B内pEY2E1‑B比pEK2P‑B有更强的交

叉反应性。pEY2E1‑B免疫BalB/C小鼠中，对HIV群M(图6B)和亚型C(图6C)共有包膜肽四种库
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刺激起反应的IFN‑γ斑点数目分别为1150+191.3和715+116.1。而pEK2P‑B免疫BalB/C小鼠

中针对群M和亚型C肽的斑点数目为635+152.3和345+82.3，这些数据表明，在BalB/C小鼠

内，pEY2E1‑B引发的进化支交叉免疫应答比pEK2P‑B诱导的免疫应答强约45％。

[0238] 重要的是，我们在转基因小鼠内观察到由pEY2E1‑B诱导的更强的交叉反应性细胞

免疫应答(图6F‑J)。pEY2E1‑B免疫转基因小鼠中针对四种HIV‑1  MN包膜肽库的SFU数/百万

脾细胞总和为1087+153，该值是pEK2P‑B免疫HLA‑A2小鼠的约三倍(SFU/百万脾细胞为316+

63)(图6F)，表明在转基因小鼠中pEY2E1‑B也能引发比亚型B内的pEK2P‑B更强的交叉反应

性。pEY2E1‑B免疫转基因小鼠中，对用四种HIV群M(图6G)和亚型C(图6H)共有包膜肽库刺激

起反应的IFN‑γ斑点数目分别为2116+216和893+154。而pEK2P‑B免疫转基因小鼠中针对群M

和亚型C肽的斑点数目为473+50和266+55，这些数据表明，在转基因小鼠内，pEY2E1‑B引发

的进化支交叉免疫应答比pEK2P‑B诱导的免疫应答强约3‑4倍。此外，可作为严格对照以评

价其他肽组得到的宽度和交叉反应性的两种亚型C分离物肽组被用来进一步测定交叉进化

支C免疫应答。尽管pEY2E1‑B和pEK2P‑B在BalB/C小鼠内引发的针对这两种亚型C分离物组

的交叉反应性没有太大差异(图6D和E)，但pEY2E1‑B诱导的针对这两种亚型C分离物组的交

叉进化支反应性比pEK2P‑B约强三倍(图6I和J)。在pEY2E1‑B免疫转基因小鼠中，针对

C.ZA.01.J54Ma和C.UY.01.TRA3011肽的斑点数为1080+206和890+150，而在pEK2P‑B免疫转

基因小鼠中仅为305+38和310+62。

[0239] 最后，我们通过详细了解在BalB/C和HLA‑A2转基因小鼠中观察到的针对HIV‑1  MN

的细胞免疫应答测定了EY2E1‑B免疫原诱导的针对亚型特异性靶的交叉反应性细胞免疫应

答的宽度是否也有增加。对跨越亚型B  MN包膜蛋白的肽文库进行表位绘图试验。结果提示，

合成包膜在两种小鼠品系中均未诱导显著的优势表位。然而，对pEY2E1‑B‑免疫BalB/C小鼠

衍生出的脾细胞进行IFN‑γELISpot分析显示，29个库中有14个显示出斑点超过50，而

pEK2P‑B免疫BalB/C小鼠仅有9个库(图7A)。类似地，在转基因小鼠内，pEY2E1‑B免疫转基因

小鼠中，29个库中有18个库显示出斑点超过50，而pEY2P‑B免疫转基因小鼠仅有6个库(图

7B)。这些数据表明，在BalB/C和HLA‑A2转基因小鼠中，EY2E1‑B免疫原诱导的交叉反应性细

胞免疫应答的宽度和幅度明显增加。

[0240] 讨论

[0241] 世界范围内HIV‑1DNA疫苗研究的指导原则是HIV‑特异性T‑细胞应答一定程度上

有助于保护免于感染或控制感染后复制。DNA疫苗可影响病毒复制，尽管它们的免疫诱导功

能通常不如减毒的活病毒载体(Almond，N.等.1995.用减毒的猿免疫缺陷病毒免疫猕猴以

抵抗病毒感染细胞的攻击(Protection  by  attenuated  simian  immunodeficiency  virus 

in  macaques  against  challenge  with  virus‑infected  cells) .Lancet  345:1342‑

1344；Berman，P.W.等1996.用MN‑rgp120免疫黑猩猩以抵御人免疫缺陷病毒1型基本分离物

的异源感染(Protection  of  MN‑rgp120‑immunized  chimpanzees  from  heterologous 

infection  with  a  primary  isolate  of  human  immuno  deficiency  virus  type  1) .J 

Infect  Dis173:52‑9；Boyer，J.等1997.用DNA疫苗保护黑猩猩抵御高剂量异源HIV‑1攻击

(Protection  of  chimpanzees  from  high‑dose  heterologous  HIV‑1challenge  by  DNA 

vaccination) .Nat  Med  3:526‑532；Daniel，M.C.等1992.nef基因缺失的活的减毒SIV疫苗

的保护作用(Protective  effects  of  a  live  attenuated  SIV  vaccine  with  a 
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deletion  in  the  nef  gene) .Science  258:1938‑1941)。因此以提高细胞免疫应答宽度和

幅度为目的的方法是重要的。本发明提供了一种采用免疫原若干特征的新型抗原，所述特

征已作为单独研究在文献中报道过，但之前从未将其与一种疫苗模态组合。为证实这一观

点，开发了基于合成的工程改造共有序列的包膜免疫原，并与优化的基本序列免疫原比较

了诱导细胞介导的免疫应答的能力。表达数据显示，这种工程改造的新包膜基因可在哺乳

动物细胞系内有效表达，尽管这两种免疫原的表达水平非常类似(图3A)。我们在免疫原性

研究中观察到，这种功能性免疫原诱导的细胞免疫应答与基本包膜疫苗相比显示多样性和

幅度提高。从BalB/C和HLA‑A2转基因小鼠获得的表位绘图数据都证实，这种多样性和幅度

的提升在这些单元型之间得以维持。为进一步证实该发现，我们还开发了基于共有序列的

亚型C包膜免疫原并将其与基本亚型C免疫原进行比较，基于合成的共有序列的亚型C包膜

免疫原相比基本亚型C免疫原再次显示细胞免疫应答多样性和幅度提高(未公布数据)。

[0242] 从疫苗设计策略观点来看，候选疫苗与感染或竞争病毒之间的序列同源性可能是

需要着重考虑的。尽可能降低疫苗株与对应循环病毒之间的序列不相似性程度的有效方法

是产生作为这些病毒“核心”的人工序列。设计这种序列的一种方法是使用衍生自在比对的

每个位置都最常见的氨基酸的共有序列。在该研究中，我们开发了一种基于共有序列的亚

型B包膜疫苗并认为该合成免疫原将具有较高交叉反应性。我们的结果的确显示pEY2E1‑B

疫苗诱导的细胞免疫应答存在多样性。Balb/c和转基因小鼠的肽绘图结果也都显示，

EY2E1‑B免疫原使免疫应答变宽。此外，交叉反应性细胞免疫应答研究结果显示，pEY2E1‑B

能引发明显较强且较宽的交叉反应性细胞免疫应答。因此，人工共有包膜免疫原含有比任

何天然单个分离物中的表位更加保守的表位并能诱导较宽的进化支间CTL反应。

[0243] 理论上共有序列具有优点和缺点。由于共有序列是基于同期分离物生成的，因此

与任何给定的天然病毒分离物相比它在遗传上可能更接近目前的循环病毒株。然而，由于

通常对慢性感染期间取样的病毒而不是急性感染期间取样的病毒进行全局测序，开发对于

大多数曾经避开部分的表位的共有疫苗应答可能是一种缺点。为尽可能减少这一缺点，一

种有用的疫苗设计方法可能会考虑早期递质序列。由于HIV‑1包膜基因超变区是通过快速

插入和删除而非点突变产生的，因此包膜蛋白是最难人工构建的HIV蛋白之一。超变区长度

的差异使得难以从这些区域产生共有序列。最近，Gao等(Gao，F.，E等.2005.合成的人免疫

缺 陷 病毒 1型 群 M共有 包 膜 糖 蛋白 的 抗 原性 和免 疫 原性 (A n t i g e n i c i t y  a n d 

immunogenicity  of  a  synthetic  human  immunodeficiency  virus  type  1  group  m 

consensus  envelope  glycoprotein) .J  Virol  79:1154‑63)产生了群M共有包膜序列，然

而，来自CRF08  BC重组株相应区域的非共有序列被用于这些可变区。研究已经证实，编码具

有较短V1、V2和V4区的包膜糖蛋白的亚型C病毒传递到受者的频率明显高于预期的偶然频

率。早期感染得到的亚型A包膜序列也具有明显较短的V1和V2环序列和较少的潜在的N‑连

接的糖基化位点(Chohan，B.，D.等2005.选择某些遗传亚型传递期间出现的并和影响病毒

RNA水平的具有较短V1‑V2环序列的人免疫缺陷病毒1型包膜糖基化变体(Selection  for 

Human  Immunodeficiency  Virus  Type  1  envelope  glycosylation  variants  with 

shorter  V1‑V2  loop  sequences  occurs  during  transmission  of  certain  genetic 

subtypes  and  may  impact  viral  RNA  levels) .J.Virol.79:6528‑6531)。相反，最近传递

的亚型B变体不具有较短的V1和V2环。然而，要注意亚型B感染病例主要是同性传递或药物
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注射的结果，这可能是重要的。此外，研究提示，具有紧凑V1、V2区的可能的功能后果是提高

CD4结合区接触，从而增强对中和的易感性(Edwards，T.G.等2001.人免疫缺陷病毒1型包膜

蛋白中CD4独立性、中和作用敏感性以及接触CD4‑诱导表位之间的关系(Relationships 

between  CD4independence ,neutralization  sensitivity ,and  exposure  of  a  CD4‑

induced  epitope  in  a  Human  Immunodeficiency  Virus  type  1  envelope  protein)

.J.Virol.75:5230‑5239；Kolchinsky，P.等2001.不依赖于CD4的人免疫缺陷病毒变体的中

和作用敏感性提高(Increased  neutralization  sensitivity  of  CD4‑independent 

Human  Immnuodeficiency  Virus  variants) .J.Virol.75:2041‑2050；Pickora，C.等2005.

鉴定在除去之后能增强可溶性CD4敏感性的猿免疫缺陷病毒糖蛋白核心内的N‑连接糖基化

位点(Identification  of  two  N‑linked  glycosylation  sites  within  the  core  of 

the  Simian  Immunodificiency  virus  glycoprotein  whose  removal  enhances 

sensitivity  to  soluble  CD4) .J.Virol.79:12575‑12583；Puffer，B.A.等.2002.猿免疫

缺陷病毒Envs的CD4独立性与巨噬细胞向性、中和作用敏感性和减毒的病原性相关(CD4 

independent  of  Simian  Immunodeficiency  Virus  Envs  is  associated  with 

macrophage  tropism,neutralization  sensitivity,and  attenuated  pathogenicity)

.J.Virol.76:2595‑2605)。当制造亚型B共有序列时我们截短了V1和V2区。

[0244] HIV‑1感染的早期阶段受非‑合胞体‑诱导(NSI)病毒控制，该病毒缓慢复制并使用

CCR5作为它们的主要共同受体。合胞体‑诱导(SI)病毒在CD4细胞衰退加速和感染的进行性

临床进程前出现在约50％的受感染个体中，其使用CXCR4作为主要共同受体。已证实所有亚

型都存在HIV变体对共同受体的差异应用。亚型C病毒似乎不同于大多数其他亚型，因为常

有报道称亚型C中使用CXCR4的HIV变体较少。因此，CCR5的利用应成为疫苗设计中一个非常

关键的考虑因素。之前的报道显示，gp120的V3区在共同受体利用中扮演重要角色。V3环内

的6个残基已被鉴定为CCR5相互作用的关键残基：精氨酸307，赖氨酸314，异亮氨酸316，精

氨酸322，苯丙氨酸324和丙氨酸337。然而，基于亚型C早期递质的序列，第322位的残基应是

谷氨酰胺而非精氨酸。总之，之前的研究显示CCR5利用重要残基和早期递质序列，基于此，

我们设计出了能驱动理论上以CCR5利用为目标的免疫应答的亚型B共有包膜免疫原。

[0245] 为最大化潜在交叉反应性，已经产生了HIV‑1群M共有包膜序列。然而，与循环病毒

相比，亚型‑特异性包膜共有疫苗可能至少在细胞免疫应答水平上损害了疫苗抗原的整体

序列相似性。研究已经显示在亚型B和C包膜蛋白的不同区域内鉴定到的高选择率。其原因

可能是对亚型B和C包膜蛋白不同区域的不同免疫压力。因此，使用亚型‑特异性包膜疫苗可

能是有利的，这是由于对疫苗和循环病毒的免疫应答将共享抗原性区域。需要进行更多实

验来比较群M和亚型‑特异性包膜疫苗以进一步阐明这一观点。

[0246] 有关使用共有序列的另一个重要内容是，其序列可能与任何天然病毒中未发现的

组合多态性有关，从而可能导致不正确的蛋白质构象。之前的研究显示，群M共有免疫原可

折叠成天然构象，保留包膜抗原表位并引发弱中和抗体反应。基于合成蛋白质能够结合抗

体2G12、ID6和F105的事实，我们认为pEY2E1‑B可能在一定程度上具有天然结构构象。重要

的是，我们的数据也证实，EY2E1‑B免疫原可诱导较高效价的亚型B包膜‑特异性抗体，表明

这种合成免疫原也可保留更多II类表位。该领域需要进行更多研究。

[0247] 随着新HIV‑1疫苗方法的产生，用临床前模型预测这些疫苗在人类中的功效的需
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求也不断增加。在我们的研究中，采用HLA‑A2转基因小鼠来研究这种合成免疫原引发的细

胞免疫应答。研究显示，这种转基因品系是涉及最佳刺激人CD8+溶细胞T细胞的感染性疾病

疫苗的设计和检测的重要临床前模型。该模型的结果表明，EY2E1‑B比EK2P‑B能引发更宽、

更强的细胞免疫应答，提示这种新的疫苗能更有效的诱导HLA‑A2‑限制性细胞应答。正在计

划在非人灵长类中进一步研究这种免疫原中。

[0248] 总之，我们的结果提示，EY2E1‑B可作为免疫原，它能作为DNA疫苗盒同时提高CTL

应答的幅度和宽度。更全面的说，这种构建物可用于其他平台，从而在非DNA载体方案中诱

导更强且更宽的抗HIV毒株的细胞免疫应答。

[0249] 实施例2能增强引发的细胞免疫应答的多样性和宽度的新型工程改造HIV‑1进化

支C包膜DNA疫苗的开发

[0250] 强HIV‑1特异性CTL应答的一个重要作用是管理急性和无症状感染期间的病毒载

量。然而，进来对共有免疫原的研究无法显著证实改进的细胞免疫应答。这里，我们测试了

用于改进的细胞免疫应答的基于新型工程改造进化支C共有序列的包膜免疫原。这种新型

疫苗(pEY3E1‑C)产生自HIV‑1进化支C共有包膜序列。进行的一些修饰包括缩短基于早期递

质序列的高变V1和V2区，保留供CCR5使用的V3环，除去C末端的胞质尾区域以防止包膜再循

环，以及保留切割位点和TMD以供正确折叠。同时在N末端加入IgE前导序列。这种共有DNA疫

苗也经过RNA优化和密码子优化。通过ELISpot和表位绘图试验研究BalB/C小鼠的细胞免疫

应答。当作为DNA疫苗研究时，与pEK3P‑C(衍生自进化支C  env的基本分离物)相比，我们的

构建物(pEY3E1‑C)能更加有效地驱动细胞免疫应答。当用共有进化支C肽刺激时pEY3E1‑C

引发的细胞免疫应答幅度大于pEK3P‑C。此外，当用同样来自于进化支C的其他两组基本分

离物肽刺激时，共有免疫原引发细胞免疫应答幅度增加。除了幅度增加，在对两组基本分离

物肽的反应中，pEY3E1‑C能够在29个库中诱导至少15个强反应性肽库(具有超过50个斑点/

百万脾细胞)，而pEK3P‑C仅在29个库中诱导3个和9个有强反应性的库(根据它们的唯一性

和作为评价宽度的严格对照的能力进行选择)也支持CTL反应宽度增加。此外，当用进化支B

肽刺激时pEY3E1‑C引发较强的交叉进化支细胞免疫应答。共有免疫原pEY3E1‑C作为DNA疫

苗盒能同时增强的CTL反应的幅度和宽度，提示共有免疫原作为HIV疫苗混合物中一种组分

的潜能值得进一步检验。

[0251] 由于现有毒株的宽遗传多样性、快速突变和重组，产生有效疫苗的难度非常大。衍

生自单个分离物的候选DNA疫苗不能保护抵御各种HIV‑1循环毒株所需的交叉反应性。此

外，已经报道表达HIV‑1包膜糖蛋白的DNA疫苗免疫原性不是非常强。

[0252] 我们已经采用多阶段策略来提高DNA疫苗引发的CTL反应的效力以便尽可能提供

针对病毒循环毒株的保护。

[0253] 最近的研究已显示，共有免疫原能克服HIV‑1病毒快速进化产生的多样性障碍。

[0254] Derdeyn等发现，V1‑V4区较短是早期传递亚型C病毒的特征，我们的构建物设计成

具有这一特征，这可能有助于产生早期传递病毒导致的免疫应答。

[0255] 此外，我们的DNA疫苗的表达水平通过密码子优化、RNA优化以及免疫球蛋白前导

序列的加入得到增强。

[0256] 已显示HIV‑1特异性CTL反应对于控制急性和无症状感染期间的病毒载量以及

AIDS的发展是重要的，因此下面的数据关注的是我们的新型免疫原引发的CTL反应。
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[0257] 图13描绘了免疫原设计，其用于开发能增强引发的细胞免疫应答的多样性和宽度

的新型工程改造HIV‑1进化支C包膜DNA疫苗。

[0258] 图14显示了系统发生关系：该系统发生分析中包括36种HIV‑1亚型C包膜序列、

EY3E1‑C、EK3P‑C、两种亚型B、一种亚型A和一种亚型D序列(外类群。代表宽样品多样性的亚

型C包膜序列来自12个国家。

[0259] 表3显示了可能的包膜候选疫苗与亚型C包膜序列比对之间相似性百分比评分的

平均值和范围。

[0260] 表3

[0261]   ％相似性评分平均值 ％相似性评分范围

pEY3E1‑C 85.3 82.7‑93.1

pEK3P‑C 87.4 83.6‑90.2

[0262] 三组Balb/C小鼠用100  μg  DNA免疫三次，每次免疫接种间隔两周。在第7周收获脾

脏进行细胞研究。

[0263] 如图15A和B所示，pEY3E1‑C引发强烈的细胞应答。

[0264] 图16显示了pEY3E1‑C引发的强且宽的细胞应答。当用29种共有C  env肽库刺激时：

pEY3E1‑C免疫的小鼠引发超过50点/百万脾细胞的库有23个；pEK3P‑C免疫的小鼠引发超过

50点/百万脾细胞的库有2个。

[0265] 图17A‑D显示了pEY3E1‑C在相同进化支内引发的强交叉反应性细胞应答。

[0266] 图18A和B显示了pEY3E1‑C引发的强且宽的交叉反应性细胞应答。图A显示了亚型C

(乌拉圭)env‑特异性IFN‑γELISpot的数据。当用29种进化支C(乌拉圭)env肽库刺激时：

pEY3E1‑C免疫的小鼠引发超过50点/百万脾细胞的库有12个；pEK3P‑C免疫的小鼠引发超过

50点/百万脾细胞的库有3个。图B显示了亚型C(南非)env‑特异性IFN‑γELISpot的数据。当

用29种进化支C(南非)env肽库刺激时：pEY3E1‑C免疫的小鼠引发超过50点/百万脾细胞的

库有13个；pEK3P‑C免疫的小鼠引发超过50点/百万脾细胞的库有5个。

[0267] 图19图A‑f显示pEY3E1‑C在进化支之间引发的强交叉反应性细胞应答。

[0268] EOC免疫原诱导的细胞免疫应答的宽度和幅度都显著增加。较宽的交叉进化支反

应性是这种免疫原的额外好处。

[0269] 实施例3:编码E6/E7融合蛋白的新型工程改造HPV‑16DNA疫苗的效力

[0270] 已经设计出了作为多蛋白表达的免疫原，其中的E6和E7序列被蛋白水解切割位点

分隔。该多蛋白还与IgE前导序列一起表达。多蛋白设计包括E6序列内的缺失或突变，这对

于p53结合和降解以及E7蛋白上Rb结合位点内的突变是重要的。图23提供了免疫原设计的

示意图。

[0271] 编码多蛋白的编码序列被插入载体pVAX以制造质粒p1667。图24显示了pVax和

p1667的图谱。

[0272] TC1肿瘤细胞用HPV‑16E7永生化并用c‑Ha‑ras癌基因转化。这些细胞表达低水平

E7并且是极具致瘤性。

[0273] 在小鼠的免疫原性研究中，每组3只C57BL6小鼠被给予100μg  DNA/每只小鼠。各组

包括：1)对照，给予pVAX‑对照载体，和2)测试，给予p1667。在第0、14和28天免疫小鼠。在第

35天杀死小鼠并进行ELISPOT(关注CMI)。
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[0274] DNA免疫原p1667诱导的细胞免疫应答数据显示于图25。HPV16共有E6和E7肽(37‑

聚体和15‑聚体，有9个氨基酸重叠)被用于两个库：库1为18肽；库2为19肽。图A和C显示总脾

细胞的数据。图B和D显示了CD8缺失样品的数据。

[0275] 图26显示了优势免疫表位绘图结果。标出了两个序列。

[0276] 在小鼠的预防性实验中，每组5只C57BL6小鼠被给予100μg  DNA/每只小鼠。各组包

括：1)原初(注射PBS)，2)对照，给予pVAX‑对照载体，和3)测试，给予p1667。在第0、14和28天

免疫小鼠。在第35天用TC‑1细胞攻击小鼠并在这之后测量肿瘤大小。结果显示于图27。还显

示了共给予IL‑15构建物的一组的数据。

[0277] 在小鼠的肿瘤消退实验中，每组5只C57BL6小鼠被给予100μg  DNA/每只小鼠。各组

包括：1)原初(注射PBS)，2)对照，给予pVAX‑对照载体，和3)测试，给予p1667。在第0天用5x 

104  TC‑1细胞攻击小鼠。在第3、10和17天给予小鼠DNA疫苗。从第8天开始测量肿瘤。结果显

示于图28。还显示了共给予IL‑15构建物的一组的数据。

[0278] 测定了脾脏中E7四聚体阳性淋巴细胞的水平。图29显示的数据为E7四聚体阳性淋

巴细胞的百分比。DNA疫苗p1667诱导E7‑特异性CD8+  T细胞活化，其为脾内的CD62Llo。

[0279] 测定了肿瘤中E7四聚体阳性淋巴细胞的水平。图30显示的数据为E7四聚体阳性淋

巴细胞的百分比。DNA疫苗p1667诱导E7‑特异性CD8+  T细胞活化，其为肿瘤内的CD62Llo。

[0280] 在转基因小鼠中研究E6/E7DNA疫苗保护作用。将原初、pVAX、p1667、p1667+IL‑15

和E7/HisB之间进行比较。数据显示于图31。p1667和p1667+IL‑15完全保护。

[0281] 这里展示的数据支持以下结论。p1667构建物诱导强细胞免疫应答，这种免疫应答

能够诱导介导升高的IFN‑g反应的E7‑特异性CD8+淋巴细胞。我们同时鉴定了优势HPV‑16表

位和新的亚优势(sub‑dominant)HPV‑16表位，在给予DNA构建物之后产生了针对上述表位

的抗原‑特异性CTL。p1667构建物在C57/BL6和转基因小鼠中都能够预防肿瘤生长以及造成

肿瘤消退。DNA疫苗p1667显示极有可能是靶向显微HPV‑相关癌症的新型治疗方法。

[0282] 实施例4

[0283] 可采用例如电穿孔技术进行肌内注射或真皮内注射将编码HIV  Env共有序列的核

酸序列与编码各种其他HIV蛋白如Gag、Pol、Gag/Pol、Nef、Vif和Vpr的核酸序列作为DNA疫

苗组合给予。多价(multivalent/polyvalent)HIV疫苗构建物可提供增强的免疫应答且特

别有用。一些实施方式中，额外提供了IL‑12编码序列。通过引用纳入本文的美国专利申请

公布号20070106062披露了HIV  Vif  DNA疫苗。通过引用纳入本文的美国专利申请公布号

20040106100披露了包含HIV辅助蛋白质的HIV疫苗，同时披露了这种蛋白质的序列，它可用

于制备其他的疫苗构建物。通过引用纳入本文的美国专利6,468,982、5,817,637和5,593,

972披露了包含HIV  gag、HIV  pol和HIV  gag/pol构建物的DNA疫苗。电穿孔描述于美国专利

7,245,963，其通过引用纳入本文。通过引用纳入本文的PCT申请PCT/US97/19502披露了IL‑

12构建物。通过引用纳入本文的美国申请公布号20070041941披露了编码IL‑15的构建物。

[0284] 实施例5

[0285] 两组猕猴用含或不含质粒IL‑12的优化质粒gag和env构建物IM免疫三次。对另外

两组采取相同的免疫方法，但采用或不采用体内电穿孔递送质粒。

[0286] 每次免疫后通过IFNγELISpot测定细胞应答并在5个月后测定记忆应答。研究过程

中通过重组p24和gp160  ELISA评价体液反应。抗原‑特异性T细胞的增殖能力通过CFSE染色
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确定。进行胞内细胞因子染色以进一步表征诱导出的T‑细胞应答的功能特性。

[0287] 质粒IL‑12增强了对我们的优化构建物的细胞应答。然而，与用质粒IL‑12进行IM

免疫相比，使用电穿孔增强质粒的递送能够同时提高细胞应答和体液应答。从各种参数测

得，对于基础应答和记忆应答而言，质粒IL‑12和电穿孔组合都得到了最佳免疫应答。

[0288] 在存在或不存在质粒IL‑12作为DNA佐剂时在猕猴中比较了优化的编码HIV  gag和

env的DNA构建物。在定量ELISpot模式中IL‑12能够使T细胞应答实质性提高5倍，从而导致

实质性更好的记忆T细胞应答。然而，EP递送的DNA在产生T细胞应答和记忆效应时更加有

效，比IL‑12  IM  DNA佐剂疫苗高两倍。在EP+IL‑12佐剂的组合分支(arm)中观察到最佳反

应。该分支中的记忆应答比单独的IM  DNA高10倍，比单独的EP几乎高两倍。我们还通过CFSE

观察到，与单独EP相比，EP+IL‑12分支中的免疫扩增好4倍。存在多功能T细胞还提示，DNA+

细胞因子+EP分支是最有效的。

[0289] 材料和方法

[0290] 动物:

[0291] 按照美国实验动物护理委员会(American  Association  for  Accreditation  of 

Laboratory  Animal  Care)的标准，由BIOQUAL有限公司(洛可维尔(Rockville)，马里兰州)

饲养猕猴(Macaca  mulatta)。任何实验之前让动物适应隔离检疫至少30天。

[0292] 免疫：

[0293] 在第0、4和11周用1.0mg  pGag4Y和pEY2E1‑B免疫5只猕猴。在各免疫时间点将DNA

递送到两个注射部位，每个部位在各四头肌内。3只猕猴在IM注射后进行电穿孔。另一组5只

猕猴在第0、4和8周用1.0mg  pGag4Y、pEY2E1‑B和WLV104免疫。5只动物中，2只动物接受IM注

射免疫，3只动物在IM注射后进行电穿孔。所有电穿孔过程采用恒流CellectraTM装置(VGX制

药有限公司的VGX免疫治疗分公司(VGX  Immune  Therapeutics  Division  of  VGX 

Pharmaceuticals)，伍德兰(The  Woodlands)，得克萨斯州)进行。电穿孔条件为0.5安培，3

次脉冲，52毫秒脉冲长度，两次脉冲之间间隔1秒。将该软件控制装置设计成先测量组织抵

抗力然后立即进行质粒递送和产生恒流方波脉冲，从而消除了肌肉组织外递送和潜在质粒

流失的风险。

[0294] 采血：

[0295] 在研究期间每两周采集一次动物血样。将10mL血液收集到EDTA管。通过标准菲可

哈帕克(Ficoll‑hypaque)离心分离PBMC，然后将其重悬于完全培养基(RPMI  1640+2mM/L 

L‑谷氨酰胺，添加10％热灭活胎牛血清胎牛血清、100IU/mL青霉素，100μg/mL链霉素和55μ
M/Lβ‑巯基乙醇)。RBC用ACK裂解缓冲液(凯氏生物科技公司(Cambrex  Bio  Science)，东卢

瑟福(East  Rutherford)，新泽西州(NJ))裂解。

[0296] 质粒和质粒产物：

[0297] Gag4Y所含表达盒编码HIV进化支A、B、C和D的gag蛋白的共有序列，具有以下一些

修饰：添加kozak序列，取代的IgE前导序列，对密码子和RNA进行优化以在哺乳动物细胞内

表达(SEQ  ID  NO:11公开了HIV  Gag共有序列)。将Gag4Y基因亚克隆入表达载体pVax供进一

步研究。pEY‑2E1‑B所含表达盒编码HIV进化支B的包膜的共有序列(SEQ  ID  NO:3公开了HIV 

Env共有序列)。WLV104M是编码猕猴IL‑12基因的质粒。质粒由艾德弗隆公司(Aldevron)(法

戈(Fargo)，北达科他州)制造，并由VGX免疫治疗公司(伍德兰，得克萨斯州)用无菌水重配
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以便与低分子量0.1％聚‑L‑谷氨酸钠一起注射。

[0298] 冷冻保存的PBMC的CFSE

[0299] 冷冻保存的PBMC在37℃水浴中快速解冻并用完全培养基洗涤。细胞在37℃培养箱

内温育过夜并在第二天获得细胞计数。将细胞沉淀并重悬于PBS配制的1ml  CFDA  SE(分子

探针公司，尤金(Eugene)，俄勒冈州)(1:2000稀释)。细胞在37℃下温育10分钟。细胞用完全

培养基洗涤并重悬至1x106细胞/100ul的浓度，将细胞接种于含100ul  2μg/ml重组HIV‑1 

p24或gp120(免疫诊断公司(ImmunoDiagnostics)，沃本(Woburn)，马萨诸塞州)+肽库的96

孔圆底平板内。5μg/ml伴刀豆球蛋白A(阳性)和完全培养基(阴性)用作对照。将培养物培育

5天。细胞先用Vivid染料紫罗兰(一种活/死细胞标记物)在冰上染色15分钟。细胞用PBS洗

涤一次。然后细胞用抗‑人CD3‑PE(克隆SP34‑2)(BD药厂(BD  Pharmingen))和抗‑人CD4‑

PerCP(克隆L200)、抗‑人CD8‑APC(SK1)在4℃染色1小时。细胞然后用PBS洗涤两次并用1％

低聚甲醛固定。数据使用LSRII流式细胞仪(LSRII  flow  cytometer)(BD生物科技公司，富

兰克林湖(Franklin  Lakes)，新泽西州)收集。流式细胞术数据采用FlowJo软件(树星公司

(TreeStar)，阿什兰(Ashland)，俄勒冈州)分析，在CD3+淋巴细胞上进行门控。每份样品收

集3‑5万个CD3+淋巴细胞。

[0300] 酶联免疫吸附试验(ELISA)：

[0301] 96孔平板用100ng/孔的重组HIV‑1IIIB  p24  or  gp120(免疫诊断公司)包被过夜

以分别检测HIV  gag和env反应。包被有100ng/孔牛血清白蛋白的平板作为阴性对照。平板

用3％BSA‑PBST在37℃封闭1小时。平板然后用4倍连续稀释血清在37℃培育1小时。然后在

平板中加入1:10 ,000稀释的羊抗猴IgG辣根过氧化物酶偶联的抗体(MP生物医学公司(MP 

Biomedicals)，奥罗拉(Aurora)，俄亥俄州)并在37℃培育1小时。用四甲基联苯胺(R&D系统

公司，明尼阿波利斯，明尼苏达州)使平板显色，用2N  H2SO4终止反应。然后测量光密度(OD)。

[0302] IgG终点效价定义为导致OD值为BSA孔平均OD值两倍以上的血清稀释度的倒数。

[0303] 酶联免疫斑点试验(ELISpot)

[0304] 测定抗原特异性反应时将含有肽的孔的斑点数减去阴性对照孔的斑点数。显示的

结果是三复孔的平均值(斑点/百万脾细胞)。

[0305] 胞内细胞因子染色

[0306] 抗体试剂

[0307] 从BD生物科技公司(圣何塞(San  Jose)，加州)获得直接偶联的抗体：IL‑2(PE)、

CD3(Pacific  Blue)、IFN‑γ(PE‑Cy7)、以及TNF‑α(Alexa  Fluor  700)、CD8(APC)和CD4

(PerCP)。

[0308] 细胞刺激和染色

[0309] 将PBMC重悬于完全RPMI至1x  106细胞/100ul，然后接种于含100ul作1:200稀释的

刺激肽的96孔平板。每个试验包括未刺激的阳性对照(葡萄球菌肠毒素B，1μg/mL；西格玛奥

尔德里奇公司)。细胞在37℃温育5小时。温育之后将细胞洗涤(PBS)并用表面抗体染色。将

细胞洗涤并用Cytofix/Cytoperm试剂盒(BDPM公司(BD  PharMingen)，圣地亚哥，加州)按照

说明书固定。固定之后细胞用透化缓冲液(perm  buffer)洗涤两次并用抗胞内标记物抗体

染色。染色后将细胞洗涤、固定(含1％低聚甲醛的PBS)并储存于4℃直到分析。

[0310] 流式细胞术
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[0311] 用改进的LSR  II流式细胞仪(BD免疫细胞计数系统公司(BD  Immunocytometry 

Systems)，圣何塞，加州)分析细胞。从每个样品收集到50000个CD3+事件。采用FlowJo版本

8.4.1(树星公司，圣卡洛斯(San  Carlos)，加州)进行数据分析。初级门控采用前向散射面

积(forward  scatter  area)(FSC‑A)与高度(FSC‑H)的曲线以除去双峰。通过FSC‑A与SSC曲

线对事件进行淋巴细胞门控。之后，依次根据IFN‑γ对CD3+、CD8+和CD4‑事件进行门控以解释

下调。鉴定CD8+  T细胞之后使用提供最佳分离的组合对各个单独功能进行门控。在各个功

能的门控都形成之后，我们采用Boolean门控平台产生可能组合的全部阵列，即测试3种功

能时有8种反应模式。进行背景校正之后报道数据。各反应的阈值为10次事件或0.05％。

[0312] 统计学分析

[0313] 数据采用Prism  Graphpad软件分析并表示为平均值±SEM。

[0314] 结果

[0315] ELISpot分析

[0316] 每次免疫之后通过IFNγELISpot评价对细胞免疫应答的诱导作用。单次免疫之后

(图1)，仅通过IM注射接受质粒DNA的组显示出弱细胞应答(74±29SFU/106PBMC)。用猕猴

IL‑12质粒共免疫得到较高应答(136±51.4SFU/106PBMC)。电穿孔(EP)组的平均应答是IM

组的6倍以上(482±181SFU/106PBMC)。IL‑12共免疫与EP组合进一步使IFNγ‑生成细胞的数

目加倍(1030±494SFU/106PBMC)。

[0317] 两次免疫后(图1)，IM和IM+IL‑12组的ELISpot计数增加不多(分别为104±

67 .9SFU/106PBMC和223±76.6SFU/106PBMC)。EP组的反应几乎是前次免疫的4倍(1924±

417SFU/106PBMC)，而EP+IL‑12组的IFNγ‑生成细胞的数目相比单用EP再次加倍(2819±

872SFU/106PBMC)。

[0318] 第三次免疫之后(图1)，EP组中抗原特异性细胞的数目高出IM组一个对数级(分别

为5300±3781和370±110SFU/106PBMC)。IM+IL‑12组的细胞应答也急剧升高，其ELISpot计

数几乎比前次免疫高一个对数级(2042±311SFU/106PBMC)。对于另外两种免疫方法，EP+

IL‑12组是所有免疫组中最强的一组(7228±2227SFU/106PBMC)。

[0319] 交叉反应性包膜反应的诱导

[0320] 成功的HIV疫苗需要能诱导交叉反应性免疫应答，在这点上，如果EP+IL‑12能提高

对各种肽文库的交叉反应性的幅度则是令人感兴趣。我们采用共有群M的肽文库比较env抗

原诱导的交叉反应性CTL反应。在所有组内观察到交叉反应性。然而结果显示，在亚型B 

ELISpot分析中观察到了相同的幅度差异(图2)。免疫3次之后，IM组对群M包膜肽的反应最

弱(222±SEM  SFU/106PBMC)。加入IL‑12使反应加倍(540±SEM  SFU/106PBMC)。EP诱导了较

高的群M包膜反应(830±SEM  SFU/106PBMC)，IL‑12共注射进一步增强了这种反应(1238±

SEM  SFU/106PBMC)。

[0321] 1.记忆T细胞应答

[0322] 一个重要的结果是用DNA平台能够促进记忆应答的产生。我们在最后一次DNA免疫

5个月后进行了ELISpot分析(图3)。在IM组内，加入质粒IL‑12导致记忆细胞增加近10倍

(751±11.1和78.6±16.9SFU/106PBMC)。显然，IL‑12对于这种重要的T细胞表型有积极影

响。EP组中也有实质数目的抗原‑特异性IFNγ生成细胞，但IL‑12佐剂+EP导致了最强的记忆

应答(分别为1231±523.5和3795±1336SFU/106PBMC)，这种应答反应显示组合技术能驱动
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非常强的T细胞记忆应答。

[0323] 对DNA疫苗的体液免疫应答

[0324] IM  DNA疫苗技术的缺点在于它不能在非人灵长类和人临床研究中诱导明确的抗

体应答。我们通过ELISA模式评价了各组诱导针对重组p24和gp160抗原的HIV‑1gag和env特

异性抗体效价的能力。对这两种抗原，IM和IM+IL‑12组未显示显著的抗体效价(<1:50终点

效价)。电穿孔组显示出明显较高的能够结合重组p24的gag抗体效价。尽管EP和EP+IL‑12组

在第12周都有类似的终点效价(分别为22,400和12,800)，但EP+IL‑12组产生更加有效的抗

体反应。该反应在所述免疫方案中出现得较早且最快升至最高水平。env抗体应答也反映了

我们用gag抗原观察到的结果，尽管其终点效价较低。

[0325] CD4+和CD8+  T细胞增殖

[0326] 在观察到实质性ELISpot反应之后我们接下来检测了细胞免疫力的其他参数。我

们检测了不同免疫组之间gag特异性CD4+和CD8+  T细胞在肽刺激后体外增殖的能力。对在最

后一次免疫两周后收集的冷冻保存样品进行刺激并通过CFSE试验分析。平均CD4+反应增加

类似于ELISpot试验中观察到的。通过比较，CD8增殖诱导幅度惊人得多。我们观察到IL‑12

使CD8+  T细胞增殖高于单独的IM，而EP则显著更高。EP+IL‑12组中体外刺激后能够增殖的

CD8+细胞百分比最高(分别为2.51±SEM％和4.88±SEM％)。在EP+IL‑12分支中观察到明显

的CD8  T细胞增殖条带，证明了这种组合免疫的强增殖潜能。

[0327] 多功能CD8+  T细胞反应

[0328] 尽管我们明确观察到EP和IL‑12共免疫后诱导出了强IFNγ效应物反应，我们希望

进一步表征抗原特异性CD8+  T细胞应答在不同分支中的功能。最后一次免疫3个月后获得

的样品用gag肽刺激并为胞内产生IFNγ、TNFα和IL‑2细胞因子而作染色。所有组中，仅IM+

IL‑12组的一个动物和EP组的一个动物具有可检测的IFNγ反应。然而，EP+IL‑12免疫组三只

动物中的两只具有产生gag‑特异性IFNγ的CD8+  T细胞。IM+IL‑12反应细胞具有一小部分多

功能细胞(对所有三种细胞因子都被染色)以及已经丧失产生IL‑2能力的群体。EP反应细胞

的多功能反应略高，其中包括四种不同群体。在第二EP+IL‑12动物中观察到最令人吃惊的

反应。超过2％的其CD8+  T细胞能够产生所有三种细胞因子，且2％能够同时产生IFNγ和TNF

α。显然，每组中动物数较少并需要其他灵长类研究来证实这些结果，但总的来说观察到的

趋势是清楚和令人鼓舞的。

[0329] 讨论

[0330] IL‑12作为DNA疫苗佐剂使ELISpot反应比单独的质粒提高数倍。此外还明显增强

了增殖。EP组显示平均反应高于单独IM组或IM+IL‑12分支，其显示出的组合ELISpot反应是

IM+IL‑12组的三倍。在EP+IL‑12分支中观察到最佳ELISpot反应，其为IM+IL‑12分支的4倍、

单独IM的19倍。

[0331] 在每次免疫之后通过IFNγELISpot测定抗原‑特异性反应的幅度。单次免疫后EP和

EP+IL‑12组中所有动物不仅有可检测的反应，而且它们的平均值高于三次免疫后IM组的

值。两次免疫后，EP和EP+IL‑12组的IFNγ反应与采用病毒载体的研究中曾报道的反应相当。

最后一次免疫5个月后在IM+IL‑12组和EP组中都观察到实质性记忆应答。

[0332] 用或不用IL‑12的IM免疫不产生显著量的抗体。如之前所报道，电穿孔能够增强体

液免疫应答。电穿孔组的所有动物发生血清转化。尽管EP和EP+IL‑12组在三次免疫后有类
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似的终点效价，但EP+IL‑12组的抗体诱导动力学略快。

[0333] EP和质粒IL‑12看来能增强CD8  T细胞的增殖能力。该数据支持ELISpot试验中观

察到的记忆扩增效应，该试验中，抗原特异性T细胞的扩增可能是由于EP+IL‑12分支的增殖

潜能增强所致。
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