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(54)发明名称

PTD-SMAD7治疗剂

(57)摘要

本发明技术提供了用于治疗发炎和/或组织

损伤病状的方法和组合物。特别地，描述了局部

或全身递送至发炎和/或组织损伤部位的Smad7

组合物的用途。其它特定实施方案涉及由辐射

和/或化学疗法引起的副作用，包括(但不限于)

口腔和胃粘膜炎的治疗或预防。还提供了编码

Smad7融合蛋白质的密码子优化核酸。
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1.医药组合物在制造用于治疗创口或促进创口愈合之药物中的用途，其中所述医药组

合物包含一种蛋白质分子和一种或多种医药学上可接受的赋形剂，所述蛋白质分子包含蛋

白质转导域和由人类Smad7蛋白质的氨基酸2-258组成的人类Smad7蛋白质片段，其中所述

Smad7蛋白质片段保留功能性全长Smad7蛋白质的生物活性中的一者或多者，并且其中所述

蛋白质分子不包含Smad7蛋白质的C端。

2.医药组合物在制造用于治疗创口或促进创口愈合之药物中的用途，其中所述医药组

合物包含一种蛋白质分子和一种或多种医药学上可接受的赋形剂，所述蛋白质分子包含蛋

白质转导域和由人类Smad7蛋白质的氨基酸259-426组成的人类Smad7蛋白质片段，所述

Smad7蛋白质片段保留功能性全长Smad7蛋白质的生物活性中的一者或多者，并且其中所述

蛋白质分子不包含Smad7蛋白质的MH1域。

3.如权利要求2所述的用途，其中所述蛋白质分子不包含Smad7蛋白质分子的N端。

4.如权利要求1至3中任一项所述的用途，其中所述蛋白质转导域是Tat。

5.医药组合物在制造用于治疗创口或促进创口愈合之药物中的用途，其中所述医药组

合物包含一种核酸分子，所述核酸分子包含人类Smad7cDNA核苷酸序列片段，其中所述核苷

酸序列编码权利要求1至3中任一项所述的蛋白质分子，并且不编码全长Smad7蛋白质。

6.如权利要求5所述的用途，其中所述核苷酸序列进一步包含编码蛋白质转导域的核

苷酸序列。

7.如权利要求6所述的用途，其中所述蛋白质转导域是Tat。
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PTD-SMAD7治疗剂

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2013年3月8日提交的美国临时专利申请USSN  61/775,252的优先权，

这个专利申请以全文引用的方式并入本文中。

[0003] 政府利益的声明

[0004] 本发明是在政府支持下以国家卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授

予的授权编号AR061796进行。政府对本发明具有一定权利。

[0005] 序列表

[0006] 本发明包括已经以ASCII格式电子提交的序列表，并且将其以整体通过参考并入

本文。在2014年4月29日创建了所述ASCII拷贝，将其命名为089491-0303_SL.txt并且其大

小为120,505字节。

背景技术

[0007] 口腔粘膜炎，一种重度口腔溃疡，是用于癌症的骨髓移植或颅面放射疗法的大剂

量辐射的常见副作用。重度口腔粘膜炎可能需要饲管、重度疼痛的管理以及过早停止放射

疗法。过度发炎和上皮消融是口腔粘膜炎的关键特征。

[0008] 帕利夫明(Palifermin)，一种KGF(人角质细胞生长因子)重组蛋白质，经批准用于

预防骨髓移植患者的口腔粘膜炎。在头颈癌患者中的两个帕利夫明临床试验显示，帕利夫

明使重度口腔粘膜炎的发生率分别从67％和69％降至51％和54％。在临床试验或临床前研

究中的其它口腔粘膜炎药物包括生长因子、辐射防护剂、消炎剂或免疫调节剂。

[0009] 帕利夫明和在上述类别中正在开发的药物的适度作用突出了对鉴别新颖疗法的

生物标志物的需要。然而，来自口腔粘膜炎患者的常规诊断活检体或废弃组织的缺乏已经

阻碍了这一努力。

[0010] 皮肤创口愈合进展经过三个重叠的阶段：发炎、组织形成以及组织重塑。这些是涉

及表皮、白细胞、细胞外基质(ECM)以及皮肤成纤维细胞之间的相互作用的动态过程。响应

于皮肤损伤，创口中的血凝块、浸润性发炎细胞以及其它细胞类型释放多种细胞因子和趋

化因子。这些细胞因子起始成纤维细胞增殖和填充创口缺口并且引起创口闭合的ECM的合

成。

[0011] 与此同时，在创口边缘处的角质细胞开始增殖并迁移以覆盖创口表面。在再上皮

化的表皮下方，新基质，称为肉芽组织，开始填充创口间隙，这种基质含有临时的ECM、发炎

细胞、成纤维细胞以及血管。一旦创口区域被肉芽组织填充并且由新再上皮化的表皮覆盖，

创口闭合的过程即完成。稍后，创口经由组织重塑逐渐返回至正常强度和纹理。

[0012] 在已知影响创口愈合的许多分子当中，转化生长因子β(TGF-β)具有最广谱的作

用，从而影响创口愈合的所有阶段中涉及的所有细胞类型(Feng等，Annu  Rev  Cell  Dev 

Biol  21：659-693，2005)。TGF-β的各种功能由包括Smad家族成员的许多信号传导分子介

导。当配体结合至TGF-βI型和II型受体(TGFβRI和TGF-βRII)时，TGF-βRI使Smad2和Smad3磷

酸化。磷酸化的Smad2和Smad3结合co-Smad，即Smad4，以形成异聚Smad复合体并且转位至核
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中以调控TGF-β靶基因的转录。

[0013] 已经报导了TGF-β信号传导对创口愈合发挥正向与负向作用(Wang等，J  Investig 

Dermatol  Symp  Proc  11：112-117，2006)。举例来说，部分消去TGF-β信号传导的Smad3缺陷

小鼠展现加速的创口愈合(Ashcroft等，Nat  Cell  Biol  1：260-266，1999)。相比之下，引入

外源Smad3至创口部位以增强TGF-β信号传导也加速兔皮肤溃疡模型中的创口愈合

(Sumiyoshi等，J  Invest  Dermatol  123：229-236，2004)。Smad4缺陷小鼠的皮肤创口具有

发炎和血管生成的显著增加，引起创口闭合的延迟并且形成过多疤痕(Owens等，Am  J 

Pathol176：122-133，2010)。在角膜上皮和基质中TGF-β信号传导的拮抗剂Smad7的瞬时腺

病毒基因转移引起加速的角膜创口愈合伴有减轻的发炎(Saika等，Am  J  Pathol  166：

1405-1418，2005)。此外，Smad7基因转移至晶状体上皮和基质防止晶状体上皮细胞的损伤

诱导的上皮-间质转变并且表明Smad7在预防囊纤维化中的潜在作用(Saika等，Lab 

Invest84：1259-1270，2004)。然而，Smad7经腺病毒载体递送至大鼠颈动脉中的球囊损伤处

导致血管愈合下降(Mallawaarachchi等，Arterioscler  Thromb  Vasc  Biol  25：1383-

1387，2005)。这些研究表明，TGF-β信号传导组分(诸如Smad7)对创口愈合的影响是复杂的

并且具有高度情形特异性。另外，Smad7的影响可能并不始终由其在TGF-β信号传导中的作

用来解释。举例来说，还已经显示Smad7与Wnt/β-连环蛋白(Han等，Dev  Cell  Biol  11：301-

312，2006)和TNFβ/NF-κB(Hong等，Nat  Immunol  8：504-513，2007)家族的组分相互作用。

发明内容

[0014] 本发明技术提供了一种核酸分子，其包含密码子优化的人类Smad7cDNA核苷酸序

列。在一些实施方案中，密码子优化的人类Smad7核苷酸序列可以包括针对在细菌或酵母中

的一者或多者中的表达进行优化的一个或多个精氨酸密码子，包括针对在细菌或酵母中的

一者或多者中的表达进行优化的一个或多个丝氨酸密码子，和/或包括针对在细菌或酵母

中的一者或多者中的表达进行优化的一个或多个组氨酸密码子。在一些实施方案中，密码

子优化的人类Smad7核苷酸序列可以包括针对在细菌或酵母中的一者或多者中的表达进行

优化的28个丝氨酸密码子、6个组氨酸密码子以及9个精氨酸密码子。在一些实施方案中，密

码子优化的人类Smad7核苷酸序列可以选自由SEQ  ID  NO：9、21、23、24、26、28、30、32-34、

36、38、39、87、89、91、93、96、97、99和100组成的群组。在一些实施方案中，密码子优化的人

类Smad7核苷酸序列与人类Smad7cDNA可以具有约65％至75％的同源性，可以包含编码N端

片段SMAD7的核苷酸序列，可以包含编码SMAD7的C端片段的核苷酸序列，可以包含编码人类

Smad7蛋白质的氨基酸2-258的核苷酸，可以包含编码人类Smad7蛋白质的氨基酸259-426的

核苷酸，或可以包含编码人类Smad7蛋白质的氨基酸204-258的核苷酸。在一些实施方案中，

前述任一者可以进一步包含编码蛋白质转导域，诸如Tat的核苷酸序列。在一些实施方案

中，前述任一者还可以进一步包含编码表位标签或纯化标签中的一者或多者，诸如V5、谷胱

甘肽-S-转移酶或6-组氨酸(SEQ  ID  NO：40)的核苷酸序列。

[0015] 在一些实施方案中，前述任一者可以经过分离和/或纯化。在一些实施方案中，前

述任一者还可以编码具有一种或多种选自由以下组成的群组的生物活性的多肽：减少或消

除Smad2的磷酸化、减少或消除NFκB  p50亚单元的核转位、增加细胞增殖、减少凋亡、减轻辐

射诱导的DNA损伤、减轻发炎、减少血管生成、促进口腔粘膜炎的愈合、促进创口愈合以及治
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疗自体免疫疾病。在一些实施方案中，提供了医药组合物，其包含上述核酸分子和一种或多

种医药学上可接受的赋形剂。在一些实施方案中，提供了包含操作性地连接至启动子的上

述核酸分子的表达载体，也提供了包含这类表达载体的宿主细胞，以及包含这类载体和宿

主细胞与一种或多种医药学上可接受的赋形剂的医药组合物。

[0016] 在一个方面，提供了一种蛋白质分子，其包含在位置216处具有亮氨酸的人类

Smad7蛋白质。在一些实施方案中，人类Smad7蛋白质可以在C端处被截短，或在N端处被截

短。在一些实施方案中，截短的人类Smad7蛋白质可以包括约50％的全长Smad7序列，或可以

包括约13％的全长Smad7序列。在一些实施方案中，人类Smad7蛋白质可以包含以下或由以

下组成：人类Smad7蛋白质的氨基酸2-258、氨基酸204-258或氨基酸259-426。在一些实施方

案中，蛋白质分子可以具有一种或多种选自由以下组成的群组的生物活性：减少或消除

Smad2的磷酸化、减少或消除NFκB  p50亚单元的核转位、增加细胞增殖、减少凋亡、减轻辐射

诱导的DNA损伤、减轻发炎、减少血管生成、促进口腔粘膜炎的愈合、促进创口愈合以及治疗

自体免疫疾病。在一些实施方案中，前述任一者可以进一步包含蛋白质转导域，诸如Tat。在

一些实施方案中，前述任一者还可以进一步包含表位标签或纯化标签中的一者或多者，诸

如V5、谷胱甘肽-S-转移酶或6-组氨酸(SEQ  ID  NO：40)。在一些实施方案中，提供了一种医

药组合物，其包含前述任一者、蛋白质分子以及一种或多种医药学上可接受的赋形剂。

[0017] 在另一个方面，提供了一种治疗或预防受试者的发炎病状的方法，其包括向受试

者提供治疗有效量的上文所描述的医药组合物。在一些实施方案中，发炎病状可以是慢性

创口、皮肤发炎、牛皮癣或自体免疫疾病中的一者或多者。在一些实施方案中，组合物可以

经由TGF-β和NF-κB信号传导的抑制而减轻发炎。

[0018] 在另一个方面，提供了一种预防或治疗受试者的疾病或病症的方法，其包括在受

试者中增加细胞增殖或细胞迁移中的一者或多者或防止凋亡或DNA损伤中的一者或多者中

的一项或多项，这种方法包括向受试者提供治疗有效量的如上文所描述的医药组合物，其

中增加细胞增殖或细胞迁移中的一者或多者或防止凋亡或DNA损伤中的一者或多者中的一

项或多项适用于预防或治疗疾病或病症。在一些实施方案中，疾病或病症可以包括慢性创

口、急性创口或粘膜炎中的一者或多者。在一些实施方案中，慢性创口可以包括糖尿病性溃

疡、压力性溃疡、静脉性溃疡或口腔溃疡中的一者或多者，急性创口可以包括创伤诱导的创

口、手术创口或疤痕中的一者或多者，粘膜炎可以包括辐射诱导的粘膜炎或化学疗法诱导

的粘膜炎中的一者或多者，并且粘膜炎可以包括口腔粘膜炎或消化道粘膜炎中的一者或多

者。

[0019] 预期，本文所描述的任何方法或组合物可以针对本文所描述的任何其它方法或组

合物来实施。

[0020] 词语“一个/种(a/an)”的使用当在权利要求书和/或说明书中结合术语“包含”使

用时可以意指“一个/种”，但也与“一个/种或多个/种”、“至少一个/种”以及“一个/种或多

于一个/种”的含义一致。词语“约”意指加上或减去规定数字的5％。

[0021] 本发明技术的其它目的、特征以及优点将从以下具体实施方式显而易见。然而，应

了解，具体实施方式和特定实施例虽然指示本发明技术的特定实施方案，但仅作为说明而

给出，这是因为在本发明技术的精神和范围内的各种变化和修改将从这个具体实施方式为

本领域的技术人员显而易见。
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附图说明

[0022] 以下图式构成本说明书的一部分并且被包括在内以进一步展示本发明技术的某

些实施方案。实施方案可以通过参考这些图式中的一者或多者与本文所呈现的特定实施方

案的具体实施方式组合来更好地理解。

[0023] 图1A-G提供了显示K5.Smad7小鼠对辐射诱导的口腔粘膜炎具抗性的数据的说明

性实施方案。图1A提供了未照射和经过照射(在起始辐射之后第9天)的野生型(WT)和

K5.Smad7舌头的H&E染色的说明性实施方案。来自WT小鼠的舌头的图像中的垂直线突出了

溃疡边界并且图像中的虚线指示了上皮-基质边界(比例尺，50μm)。图1B提供了舌头溃疡的

尺寸定量的图示(平均值±s.e.m)；在8Gy×3辐射中，对于WT小鼠n＝8并且对于K5.Smad7小

鼠n＝7；在18-Gy辐射中，对于WT小鼠n＝5并且对于K5.Smad7小鼠n＝4；在22-Gy辐射中，对

于WT和K5.Smad7小鼠每组n＝5。图1C提供了使用H&E(左)和CD45染色(右)显现的舌头(上)

和辐射诱导的舌头粘膜炎(下)的人腔室后部的说明性实施方案。实线指示了溃疡边界并且

虚线指示了基底膜(比例尺，25μm)。图1D提供了在邻近于来自WT小鼠的溃疡的经过照射的

切片中和来自K5.Smad7小鼠的损伤区域中的增殖细胞核抗原(PCNA)CD45的免疫染色和

TUNEL分析法的说明性实施方案(PI，碘化丙锭)。虚线指示了基底膜(比例尺，25μm)。图1E-

1G提供了图1D中染色定量的图示(每组n＝3或4)。数据表示为平均值±s.e.m(图1B)或平均

值±s .d(图1E-1G)，并且双尾斯氏t检验(two-tail  Student  t-test)用于计算P值。*P＜

0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，NS，通过双尾斯氏t检验确定无显著性。(图1A)、(图1C)以及

(图1D)中的虚线突出了基底膜。比例尺：对于(图1A)和(图1C)中的所有画面为50μm，对于

(图1D)中的所有画面为25μm。

[0024] 图2A-G提供了显示由Smad7削弱分子改变的数据的说明性实施方案。图2A提供了

NF-κB  p50、TGF-β1以及pSmad2的免疫染色的说明性实施方案。野生型(WT)的经过照射的舌

头切片邻近于溃疡并且K5.Smad7的切片来自损伤区域。人类样品来自未照射的口腔粘膜和

辐射诱导的粘膜炎。虚线描绘了上皮-基质边界。比例尺，对于所有画面为25μm。图2B提供了

(图2A)中所示的NF-κB  p50和pSmad2的免疫染色的定量的图示。图2C提供了TGF-β1的qRT-

PCR的说明性实施方案(由角蛋白5标准化，对于第0天每组n＝6，对于第7天和第9天n＝4，并

且对于第10天n＝7)。图2D提供了人口腔角质细胞迁移的定量的图示(参看图8中的图像)。

乱序，乱序siRNA；每组n＝3。图2E提供了在Smad7敲落之后72小时，对于Smad7和对于Rac1的

siSmad7-1和siSmad7-2的敲落效率的西方分析的说明性实施方案。M，分子标志物。图2F提

供了总的和活化(GTP结合)的Rac1蛋白质的西方分析的说明性实施方案。M：分子标志物。图

2G提供了Rac1敲落对Smad7介导的角质细胞迁移的影响的定量的图示(参看图9A中的敲落

效率和图9D中的图像)。每组n＝3。数据呈现为平均值±s.d .并且双尾斯氏t检验用于计算

(图2B-2D)和(图2G)的P值。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。NS，无显著性。

[0025] 图3A-H提供了显示Smad7通过阻遏个别Smad和CtBP1结合至Rac1启动子的SBE来增

加Rac1表达的数据的说明性实施方案。图3A提供了在野生型(WT)和Smad7转基因角质细胞

中Rac1mRNA的定量的图示。每组n＝4。图3B提供了在WT和Smad7角质细胞中GTP-Rac1和总

Rac1的西方分析的说明性实施方案。通过用针对Smad7的抗体再探测微管蛋白西方墨点来

测定WT和Smad7角质细胞中的Smad7蛋白质水平(参看图10A-B中的额外西方墨点和定量)。

图3C提供了在敲落人角质细胞中的个别Smad2、Smad3或Smad4之后Rac1蛋白质水平的西方
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分析的说明性实施方案(对于Smad敲落效率，参看图10C-10E)。图3D提供了对于在WT和

Smad7转基因角质细胞中Smad-2、Smad-3、Smad-4以及Smad-7结合至Rac1启动子的-1 .5Kb 

SBE位点的ChIP分析法的说明性实施方案。图3E提供了在小鼠角质细胞中Rac1荧光素酶报

告基因分析法的定量的图示。乱序：乱序siRNA。n＝6。图3F提供了在WT或Smad7转基因角质

细胞中含有SBE或突变(mut)SBE的Rac1荧光素酶报告基因的活性定量的图示。n＝6。图3G提

供了在WT或K5.Smad7角质细胞中CtBP1结合至Rac1启动子的SBE-1.5Kb位点的ChIP分析法

的图像的说明性实施方案。图3H提供了在WT和Smad7转基因角质细胞中图3G中所示的CtBP1

结合至SBE的ChIP-qPCR定量的图示。n＝4。数据呈现为平均值±s.d.并且双尾斯氏t检验用

于计算图3A、3E、3F以及3H的P值。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

[0026] 图4A-G提供了显示CtBP1相关的Rac1阻遏促成角质细胞迁移的抑制的数据的说明

性实施方案。图4A提供了在敲落人口腔角质细胞中的CtBP1之后Rac1蛋白质的西方分析的

说明性实施方案。图4B提供了含SBE的Rac1luc报告基因活性的定量的图示。n＝6。图4C提供

了CtBP1敲落对人口腔角质细胞迁移的影响的定量的图示。每组n＝3。图4D提供了CtBP1的

免疫染色的说明性实施方案。经过照射的切片邻近于溃疡(WT)或损伤区域(K5.Smad7)。虚

线表示基底膜。比例尺，对于所有画面为50μm。图4E提供了在人类样本中的未照射的口腔粘

膜和辐射诱导的口腔粘膜炎中CtBP1的免疫染色的说明性实施方案。虚线表示基底膜。比例

尺，对于两个画面为50μm。图4F提供了图4D-E中的CtBP1核阳性细胞的定量的图示。每组n＝

3或4。图4G提供了CtBP1的qRT-PCR的定量的图示(用角蛋白K5标准化)。对于第0天每组n＝

6，对于第7天和第9天n＝4，并且对于第10天n＝7。数据呈现为平均值±s.d.并且双尾斯氏t

检验用于计算图4B、4C、4F以及4G的P值。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

[0027] 图5A-G提供了显示经口施加Tat-Smad7预防小鼠的辐射诱导的口腔粘膜炎的数据

的说明性实施方案。图5A提供了在起始8Gy×3辐射之后第9天口腔粘膜炎溃疡尺寸的定量

的图示。媒剂＝盐水或50％甘油/PBS。图5B提供了在起始8Gy×3辐射的第9天的病理改变的

说明性实施方案。媒剂＝盐水或50％甘油/PBS。比例尺，对于H&E画面为50μm并且对于其余

画面为25μm。虚线描绘了上皮-基质边界；实线突出了溃疡边界。图5C、5D、5E、5F以及5G提供

了图5B中所示的免疫染色的定量的图示。每组n＝3或4。数据呈现为平均值±s.em(图5A)或

平均值±s .d .(图5C-5G)并且双尾斯氏t检验用于计算P值。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜

0.001。NS，无显著性。

[0028] 图6A-G提供了显示对口腔粘膜炎的Tat-Smad7处理的数据的说明性实施方案。图

6A提供了在起始8Gy×3辐射之后第10天测量的溃疡尺寸的定量的图示。甘油＝50％甘油/

PBS。图6B提供了口腔粘膜的H&E染色的说明性实施方案。上画面：帕利夫明处理但未用Tat-

Smad7处理的粘膜中的开放型溃疡。下画面：帕利夫明处理与Tat-Smad7处理的粘膜之间的

上皮厚度的比较。虚线描绘了基底膜。垂直线突出了溃疡边界。比例尺，对于所有画面为50μ

m。图6C提供了在20Gy诱导的口腔粘膜炎中在溃疡愈合之后Tat-Smad7处理的免疫染色的说

明性实施方案。V5免疫染色显现了口腔上皮中的Tat-Smad7(切片远离损伤区)。K14免疫染

色用作对比染色。虚线描绘了基底膜。比例尺，对于所有画面为25μm。图6D提供了在起始8Gy

×3辐射之后第10天，Tat-Smad7处理的小鼠舌头的Rac1西方分析的说明性实施方案。图6E

提供了在处理之后48小时，对Tat-Smad7处理的正常人口腔角质细胞的Rac1西方分析的说

明性实施方案。图6F提供了Tat-Smad7处理对口腔人角质细胞迁移的影响的说明性实施方
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案(NOK-SI，参看图13A中的图像)。每组n＝4。图6G提供了在有或没有Tat-Smad7处理的情况

下NOK-SI角质细胞和SCC系(Cal27和MSK921)的存活曲线的定量的图示。对于每种辐射剂量

每组n＝4。数据呈现为平均值±s.e.m(图6A)或平均值±s.d .(图6F、6G)并且双尾斯氏t检

验用于计算P值。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。NS，无显著性。

[0029] 图7A-E提供了显示K5.Smad7口腔粘膜组织对辐射诱导的口腔粘膜炎具抗性的数

据的说明性实施方案。图7A提供了Smad7西方墨点的说明性实施方案：在未照射的野生型

(WT)舌头中检测不到并且在辐射之后很少检测到。K5.Smad7舌头在辐射之前和之后具有可

比的Smad7蛋白质水平。M：分子标志物。图7B提供了Smad7免疫染色的说明性实施方案。注意

到一些经过照射的上皮细胞中的核是肥大的。虚线描绘了上皮-基质边界。图7C提供了在

K5 .Smad7小鼠中口腔粘膜炎诱导的病态的发生率降低的定量的图示。费氏精确检验

(Fisher′s  exact  test)用于计算p值。**P＝0.007。图7D提供了显示与WT口腔粘膜炎相比

嗜中性粒细胞(Ly-6G)、巨噬细胞(BM8)以及活化T细胞(CD4)的浸润减少的K5.Smad7舌头的

免疫染色的说明性实施方案。虚线描绘了上皮-基质边界。图7E提供了显示在辐射之前或之

后在WT与K5.Smad7口腔粘膜之间的pSmad1/5/8-核阳性细胞(绿色)中无显著差异的免疫染

色的说明性实施方案。角蛋白(K14)免疫染色(红色)突出了上皮区室。注意到经过照射的上

皮细胞的核是肥大的。比例尺对于所有画面为50μm。

[0030] 图8A-D提供了显示自发永生化的人口腔上皮细胞(NOK-SI)的迁移通过敲落Smad7

而延迟但通过敲落TGF-β1而加速的数据的说明性实施方案。图8A和8B提供了细胞迁移的代

表性图像的说明性实施方案。虚线对描绘了划痕创口。Smad7敲落的细胞迁移和效率的定量

呈现于图2D和图2E(上述)中。乱序，乱序siRNA。图8C提供了来自3个独立实验的在TGF-β1敲

落之后细胞迁移的定量的图示。图8D提供了显示TGF-β1敲落效率的qRT-PCR的图示。数据呈

现为平均值±s.d.并且双尾斯氏t检验用于计算P值。*P＜0.05，**P＜0.01。NS，无显著性。

[0031] 图9A-D提供了显示敲落Rac1减少野生型(WT)和Smad7转基因角质细胞的增殖和迁

移的数据的说明性实施方案。图9A提供了在Rac1siRNA(siRac1-1、siRac1-2)转染之后48小

时对Rac1的西方墨点分析的说明性实施方案。对照，乱序siRNA。图9B提供了在有或没有

Rac1敲落的情况下在BrdU并入分析法中WT和Smad7培养细胞中的BrdU标记细胞的百分比的

图示。来自3个独立实验的数据呈现为平均值±s.d。***P＜0.001。图9C提供了(图9B)中所

呈现的BrdU阳性细胞的代表性免疫荧光的说明性实施方案。针对角蛋白14(K14，红色)的抗

体用于对比染色。图9D提供了在Rac1敲落之后对Smad7转基因和WT角质细胞的体外细胞迁

移分析法的说明性实施方案。虚线对描绘了划痕创口。细胞迁移的定量呈现于图2G中。

[0032] 图10A-F提供了显示Smad7通过阻遏Smad和CtBP1结合至Rac1启动子的SBE来增加

Rac1表达的数据的说明性实施方案。图10A提供了在Smad7转基因角质细胞中对GTP-Rac1和

总Rac1的西方墨点分析的说明性实施方案。额外样品示于图3B中。M，分子标志物。图10B提

供了在图10A中和图3B中所示的WT和K5.Smad7角质细胞中的GTP-Rac1、总Rac1以及Smad7的

定量的图示。每个墨点的WT角质细胞中的蛋白质水平标准化为“1”。数据呈现为平均值±

s.d.并且双尾斯氏t检验用于计算P值。**P＜0.01，***P＜0.001。图10C和10D提供了在NOK-

SI细胞中对Smad2、Smad3以及Smad4敲落的西方墨点分析的说明性实施方案。其对Rac1表达

的影响示于图3C中。M，分子标志物。GAPDH，通过再探测相同墨点的内部蛋白质对照。图10F

提供了显示CtBP1敲落促进NOK-SI细胞迁移的说明性实施方案。虚线对描绘了划痕创口。
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CtBP1敲落的细胞迁移和效率的定量示于图4A和图4C中。

[0033] 图11A-G提供了显示Tat-Smad7和Tat-Cre蛋白质的纯化和表征的数据的说明性实

施方案。图11A示出了Tat-Smad7蛋白质的示意图的说明性实施方案。图11A按出现的顺序分

别公开了SEQ  ID  NO  49和101。图11B提供了纯化的Tat-Smad7蛋白质的西方墨点的说明性

实施方案。图11C提供了在角质细胞中Tat-Smad7蛋白质转导的免疫染色的说明性实施方

案。左侧和中间画面：使用V5抗体的Tat-Smad7染色(绿色)，用K14抗体进行对比染色(红

色)。细胞显示在转导之后5分钟在核中以及在转导之后12小时在核与细胞质中的Tat-

Smad7。右侧画面：Tat-Smad7消去Smad2磷酸化(pSmad2，绿色)。V5(红色)对比染色显现了

Tat-Smad7转导的细胞。图11D提供了显示V5抗体染色检测在Tat-Smad7局部施加之后12小

时颊粘膜中的Tat-Smad7转导的免疫染色的说明性实施方案。K14抗体用于对比染色。比例

尺，对于两个画面为50μm。图11E提供了图11A中所示的具有相同Tat和V5标签的纯化的Tat-

Cre蛋白质的西方墨点的说明性实施方案。图11F提供了显示Tat-Cre的活性的琼脂糖凝胶

的说明性实施方案：Tat-Cre从7,650bp载体pLL3.7切出1,460bp侧接loxP(floxed)的片段。

图11G提供了显示Tat-Smad7蛋白质预防性处理减轻20Gy辐射诱导的口腔溃疡的图示。数据

表示为平均值±s.em。双尾斯氏t检验用于计算P值。*P＜0.05，***P＜0.001。

[0034] 图12A-I提供了显示Tat-Smad7处理对口腔粘膜炎的影响的数据的说明性实施方

案。图12A提供了在Tat-Smad7(每天0.8μg，第6天至第9天)处理的口腔粘膜中溃疡尺寸减小

的定量的图示。在第10天收集样品。每组n＝8。图12B提供了来自图12A的样品的分子标志物

的免疫染色的说明性实施方案。比例尺，对于顶部两个画面为50μm并且对于其它画面为25μ

m。碘化丙锭(PI)和K14用作对比染色。图12C-G提供了图12C中所示的免疫染色的定量的图

示。使用3-4个样品。图12H提供了荧光素酶分析法的定量的图示。Tat-Smad7处理增加小鼠

角质细胞中具有SBE而非突变SBE的Rac1启动子的活性。图12I提供了在Tat-Smad7处理的小

鼠角质细胞中CtBP1结合至小鼠Rac1启动子的SBE的ChIP分析法的说明性实施方案。数据表

示为平均值±s .e .m(a)或平均值±s .d(c-h)并且双尾斯氏t检验用于计算P值。*P＜

0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。NS，无显著性。

[0035] 图13A-H提供了显示Tat-Smad7处理对人角质细胞和肿瘤细胞系的迁移的影响的

数据的说明性实施方案。图13A提供了显示Tat-Smad7加速NOK-SI细胞迁移的说明性实施方

案。来自四个独立实验的定量示于图6F(上述)中。虚线对描绘了初始创口。图13B提供了在

NOK-SI细胞中显示削弱的辐射诱导的pSmad2和NF-κB  p50核定位的Tat-Smad7处理的免疫

染色的说明性实施方案。图13C提供了显示在Tat-Smad7处理之后2小时MSK921细胞的V5染

色的说明性实施方案。K14染色用作对比染色。图13D提供了在Tat-Smad7处理之后60小时在

MSK921中的Rac1西方分析的说明性实施方案。M，分子标志物。图13E提供了来自3个独立实

验的MSK921细胞迁移的定量的图示。图13F提供了显示用Tat-Smad7和PBS处理的代表性

MSK921细胞迁移分析法的说明性实施方案。实线对描绘了初始创口。虚线突出了迁移细胞

的最前部。图13G提供了来自3个独立实验的Cal27细胞迁移的定量的图示。图13H提供了显

示图13G的代表性图像的说明性实施方案。实线对描绘了初始创口。虚线突出了迁移细胞的

最前部。数据表示为平均值±s.d.并且双尾斯氏t检验用于计算P值。NS，无显著性。

[0036] 图14A-B示出了口腔粘膜炎的Smad7介导的保护和愈合的潜在机制的概括的说明

性示意图。图14A示出了辐射如何活化NF-κB、增加TGF-β1和CtBP1的说明性示意图。NF-κB和
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TGF-β1诱导发炎。TGF-B1诱导凋亡、生长停滞并且活化Smad-2、Smad-3以及Smad-4，其将

CtBP1募集至Rac1启动子以阻遏Rac1转录，导致再上皮化减弱。图14B示出了Smad7如何阻断

NF-κB和TGF-β1诱导的发炎并且阻断TGF-β1诱导的凋亡和生长停滞的说明性示意图。Smad7

通过防止TGF-β1介导的Smad活化(磷酸化)或与信号传导Smad/CtBP1转录阻遏复合体竞争

结合至Rac1启动子来解除Rac1转录阻遏。由Smad7诱导的Rac1增加有助于在再上皮化期间

角质细胞迁移。

[0037] 图15示出了与蛋白质伴侣、潜在靶点效应以及潜在生理效应相关的Smad  7域的说

明性示意图。

[0038] 图16A-B是展示截短的Smad7蛋白质加速小鼠创口愈合模型中的创口愈合的能力

的曲线图。图16A是显示C端截短(259-426aa)的Tat-C-Smad7相对于全长Tat-Smad7和对照

(PBS)随着时间对平均创口愈合百分比的影响的曲线图。每组n＝3。图16B是说明Tat-N-

Smad7(1-258aa)相对于全长Tat-Smad7和对照(PBS)随着时间对平均创口愈合百分比的影

响的曲线图。每组n＝6。数据呈现为平均值±s .d .并且双尾斯氏t检验用于计算P值。*p＜

0.05，与对照(PBS)相比；#p＜0.05，与Tat-Smad7相比。

[0039] 图17A-C是展示Smad7加速受损创口愈合模型中的创口愈合的照片和曲线图。图

17A是说明经过十三天的时段用PBS或Tat-Smad7处理的糖尿病(db/db)小鼠中的创口的大

体外观的数码照片。图17B是显示Tat-Smad7相对于 和对照(PBS)随着时间

对平均创口愈合百分比的影响的曲线图。每组n＝6。数据呈现为平均值±s.d .并且双尾斯

氏t检验用于计算P值。*p＜0.05，与对照(PBS)相比。图17C是在开创口之后八天获取的创口

样品的组织学比较。来自对照(PBS)db/db小鼠的图像中的垂直虚线(上画面)突出了创口边

界。

具体实施方式

[0040] 如本文进一步描述，本公开提供了Smad7蛋白质以及其生物活性片段和衍生物、编

码这类蛋白质的核酸、包括这类核酸的载体，以及包涵载体、核酸和/或蛋白质的细胞，这些

全部用于配制药剂并且用于治疗和/或预防一种或多种疾病或病症。还提供了制造和筛选

适用于治疗和/或预防一种或多种疾病或病症的Smad7蛋白质以及其生物活性片段和衍生

物的方法。还提供了使用一种或多种与暴露于Smad7相关的标志物来预测和/或评价对治疗

的反应的方法。这类标志物可以包括(但不限于)对于细胞迁移的Rac1、对于发炎的NF-κB，

以及对于生长停滞和发炎的TGF-β。

[0041] Smad7可治疗的疾病和病症可以包括有包括以下一者或多者的那些：减少的细胞

增殖、减少的细胞迁移、增加的细胞死亡、过度发炎、和/或DNA损伤。Smad7可治疗的疾病和

病症可以包括用具有以下一种或多种活性的Smad7蛋白质以及其生物活性片段和衍生物治

疗的那些：包括(但不限于)增加增殖、减少或抑制细胞死亡、减轻过度发炎、防止DNA损伤、

和/或增加细胞迁移。这类疾病和/或病症可以包括(但不限于)急性(例如，经由手术、搏斗、

创伤)和慢性创口(例如，溃疡，诸如糖尿病性、压力性、静脉性)、疤痕、纤维化和异常愈合、

粘膜炎(例如，口腔和/或胃肠)、口炎、直肠炎、自体免疫疾病(例如，牛皮癣、关节炎)，以及

癌症。

[0042] 对于口腔粘膜炎的预防和治疗至关重要的是克服因大量凋亡和减弱的角质细胞
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增殖所致的上皮消融。当增加上皮细胞的强效生长抑制剂和凋亡诱导剂TGF-β1时，Smad7的

增殖和抗凋亡作用在口腔粘膜炎中比在正常口腔粘膜中更加明显。

[0043] 尽管不希望受理论约束，但据信增加的Rac1活化在创口闭合中主要负责Smad7介

导的角质细胞迁移。鉴于文献记载的TGF-β信号传导经由Smad非依赖性机制在癌细胞中的

Rho/Rac活化中的作用(Dernyck等，Nature  415：577-584，2003)，这一发现是意想不到的。

[0044] 据信在口腔粘膜炎期间，Smad依赖性Rac1阻遏克服了因增加的Smad信号传导(由

增加的pSmad2证明)和Smad转录辅阻遏子CtBP1所致的Smad非依赖性Rac1活化(如果有的

话)。当这种阻遏被Smad7消去时，其允许Rac1活化介导的角质细胞迁移。然而，在口腔癌细

胞中，信号传导Smad损失或灭活，或其它机制独立地活化Rac1。因此，Rac1阻遏的Smad7介导

的消去将不再发生。

[0045] 尽管Rac1活化也促成角质细胞增殖，但敲落Rac1仅部分削弱Smad7的增殖作用。因

此，Rac1对增殖的贡献似乎是有限的，并且还需要阻断TGF-β1诱导的生长停滞来克服辐射

诱导的生长抑制作用。

[0046] 阻抑过度发炎创建了口腔粘膜炎愈合的微环境。Smad7对TGF-β与NF-κB信号传导

的拮抗作用使Smad7成为比仅靶向NF-κB的其它药剂更有效的消炎分子。因为发炎细胞产生

进一步活化TGF-β和NF-κB的细胞因子，所以在辐射之后在K5.Smad7或Tat-Smad7处理的口

腔粘膜中所发现的减少的TGF-β和NF-κB信号传导反映了Smad7对这两个路径的直接拮抗作

用和来自浸润性白细胞的发炎细胞因子减少的结果。然而，Smad7不会使NF-κB或TGF-β信号

传导降至低于其正常生理状态。NF-κB或TGF-β信号传导的这种不完全阻断可以有益于口腔

粘膜炎愈合，这是因为任一路径的完全损失可以诱导过度发炎。

[0047] 使用生长因子治疗癌症患者的口腔粘膜炎的主要障碍是促进癌细胞生长的潜在

风险。大多数人类口腔癌损失了肿瘤上皮细胞中的TGF-β信号传导。因此，由Smad7达成的抗

Smad相关的细胞增殖和迁移将在癌细胞中无效。在具有完整TGF-β信号传导的肿瘤中，其它

致癌路径的活化可以压制TGF-β诱导的肿瘤抑制作用。这两种情形可以解释为何没有观测

到Smad7增加具有突变或完整TGF-β信号传导组分的口腔癌细胞的增殖和迁移。

[0048] 另外，TGF-β信号传导在TGF-β诱导的肿瘤抑制损失之后主要经由Smad非依赖性机

制来促进肿瘤侵入。因此，在癌细胞中由Smad7阻断TGF-β信号传导可以消去TGF-β介导的肿

瘤促进作用，其表现类似于当前用于晚期癌症的临床试验中的TGF-β抑制剂。此外，Smad7的

强效消炎作用可以降低肿瘤进展的风险。因此，长期施加Smad7也可以有助于癌症治疗。

[0049] 尚未观测到K5.Smad7小鼠中的自发肿瘤形成。因为Smad7不是分泌性蛋白质，所以

在口腔粘膜炎治疗中的局部和短期Smad7蛋白质递送应具有极少的全身作用。在口腔上皮

不含癌细胞的骨髓移植患者中，Smad7局部施加可以适合于口腔粘膜炎的预防与治疗。

[0050] 尽管不希望受任何理论约束，但Smad7介导的口腔粘膜炎愈合似乎是靶向由一种

或多种分子介导的多个发病过程的结果(参看例如图14A-B)。据信，这些分子(例如，TGF-β、

NF-κB、CtBP1、Rac1)中的一者或多者也可以适用作患者的口腔粘膜炎的预测和治疗反应标

志物。

[0051] A.核酸、载体以及宿主细胞

[0052] 在另一个实施方案中，本公开还提供了编码Smad7的基因。除了野生型SMAD7基因

(SEQ  ID  NO：22、88)以及各种密码子优化的型式(SEQ  ID  NO：9、21、23、24、26、28、30、32-
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34、36、38、39、87、89、91、93、96、97、99和100)之外，应该明确的是，本发明技术并不限于本

文所公开的特定核酸。如下文所论述的“Smad7基因”可以含有多种不同碱基并且仍然产生

在功能上与本文所公开的人类基因无法区分并且在一些情况下结构上与本文所公开的人

类基因一致的对应多肽。

[0053] 1.编码Smad7的核酸

[0054] 根据本发明技术的核酸可以代表表达具有一种或多种与Smad7相关的活性的多肽

的Smad7的整个Smad7基因、截短部分和/或片段，所述活性诸如(但不限于)增加增殖、减少

或抑制细胞死亡、减轻过度发炎、防止DNA损伤和/或增加细胞迁移，以及治疗或预防如本文

进一步论述的这类治疗将有帮助的一种或多种疾病或病症。这类活性可以使用一种或多种

分析法来评估，包括(但不限于)阻断Smad2的磷酸化和/或NF-κB  p50亚单元的核转位，增加

细胞增殖，减少凋亡和/或辐射诱导的DNA损伤，减少发炎和/或血管生成，促进口腔粘膜炎、

手术创口、糖尿病创口和/或与小鼠慢性发炎相关的创口的愈合的能力。核酸可以来源于基

因组DNA，即，直接从特定生物体的基因组克隆。然而，在特定实施方案中，核酸将包含互补

DNA(cDNA)。还提供了加上天然内含子或来源于另一种基因的内含子的cDNA；这类工程改造

的分子有时被称作“微小基因”。在最低限度上，本发明技术的这些和其它核酸可以在例如

凝胶电泳中用作分子量标准。

[0055] 术语“cDNA”意图指代使用信使RNA(mRNA)作为模板制备的DNA。与基因组DNA或从

基因组、未加工或部分加工的RNA模板聚合的DNA相反，使用cDNA的优点在于cDNA主要含有

对应蛋白质的编码序列。可能有时候完全或部分基因组序列是优选的，诸如在最佳表达需

要非编码区的情况下或在反义策略中将要靶向诸如内含子的非编码区的情况下。

[0056] 如本申请中所用的术语“编码Smad7的核酸”可以指代已经从总细胞核酸中分离的

核酸分子和/或可以指代编码Smad7多肽的cDNA。如本文所用的术语“从总细胞核酸中分离”

意指如使用标准生物化学技术，诸如(但不限于)琼脂糖凝胶电泳所测定，核酸分子为约或

至少约75％纯、80％纯、85％纯、90％纯、95％纯、96％纯、97％纯、98％纯、99％纯或100％纯

的其它细胞核酸分子。如本文所用的术语“从总细胞蛋白质中分离”意指如使用标准生物化

学技术，诸如(但不限于)西方墨点所测定，蛋白质分子为约或至少约75％纯、80％纯、85％

纯、90％纯、95％纯、96％纯、97％纯、98％纯、99％纯或100％纯的其它细胞核酸分子。在某

些实施方案中，本发明技术涉及基本上如SEQ  ID  NO：9、21、23、24、26、28、30、32-34、36、38、

39、87、89、91、93、96、97、99和100中的任一者所陈述和/或包括SEQ  ID  NO：9、21、23、24、26、

28、30、32-34、36、38、39、87、89、91、93、96、97、99和100中的任一者的核酸序列。

[0057] 分离的核酸分子可以使用重组DNA技术(例如，聚合酶链反应(PCR)扩增、克隆)或

化学合成来产生。分离的核酸分子包括天然核酸分子和其同源物，包括(但不限于)天然等

位基因变体和修饰的核酸分子，其中核苷酸已经按使得这类修饰提供所需作用(例如，在非

人类表达系统中产生Smad7蛋白质)的方式插入、缺失、取代和/或倒转。

[0058] 术语“基本上如一个或多个核酸序列(例如，SEQ  ID  NO：9-11、21、23-41)所陈述”

意指核酸序列实质上对应于一个或多个核酸序列(例如，SEQ  ID  NO：9、21、23、24、26、28、

30、32-34、36、38、39、87、89、91、93、96、97、99和100)的至少一部分并且在一些情况下全部。

在一些实施方案中，实质上对应于核酸序列的至少一部分的序列可以对应于本文所描述的

序列中的一者或多者的约或至少约50个核酸、75个核酸、150个核酸、200个核酸、250个核
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酸、300个核酸、350个核酸、400个核酸、450个核酸、500个核酸、550个核酸、600个核酸、650

个核酸、700个核酸、750个核酸、800个核酸、900个核酸、1000个核酸、1100个核酸、1200个核

酸或1250个核酸。在一些实施方案中，实质上对应于核酸序列的至少一部分的序列可以对

应于约以下范围：本文所描述的序列中的一者或多者的约50-1250个核酸、75-1250个核酸、

150-1250个核酸、200-1250个核酸、250-1250个核酸、300-1250个核酸、350-1250个核酸、

400-1250个核酸、450-1250个核酸、500-1250个核酸、550-1250个核酸、600-1250个核酸、

650-1250个核酸、700-1250个核酸、750-1250个核酸、800-1250个核酸、900-1250个核酸、

1000-1250个核酸、1100-1250个核酸、1200-1250个核酸、至少约50-75个核酸、75-150个核

酸、75-200个核酸、75-250个核酸、75-300个核酸、75-350个核酸、75-400个核酸、75-450个

核酸、75-500个核酸、75-550个核酸、75-600个核酸、75-650个核酸、75-700个核酸、75-750

个核酸、75-800个核酸、75-900个核酸、75-1000个核酸、75-1100个核酸、75-1200个核酸、或

75-1250个核酸或1250个核酸。

[0059] 在一些实施方案中，实质上对应于核酸序列的至少一部分的序列包括与核酸序列

的那个部分一致的序列。在一些实施方案中，实质上对应于核酸序列的至少一部分或核酸

序列的全部的序列可以包括一个或多个功能等效密码子。术语“功能等效密码子”在本文中

用于指代一个或多个编码相同氨基酸的密码子，诸如对于精氨酸或丝氨酸的六个密码子，

并且在一些实施方案中指的是如以下页中所论述的编码生物等效氨基酸的密码子。术语

“生物等效”氨基酸在本文中用于指代如下一个或多个氨基酸：当从存在于人类Smad7野生

型蛋白质的氨基酸序列中的氨基酸变化时，并不改变本文所描述的Smad7的生物活性中的

一者或多者(或在一些实施方案中，任何)，诸如(但不限于)增加增殖、减少或抑制细胞死

亡、减轻过度发炎、防止DNA损伤和/或增加细胞迁移，以及治疗或预防如本文进一步论述的

这类治疗将有帮助的一种或多种疾病或病症。

[0060] 在允许遗传密码简并的一些实施方案中，具有约或至少约60％、70％、80％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％和/或99％的与密码子优化核酸序列(例如，

SEQ  ID  NO：9-11、21、23-41)中的任一者的核苷酸一致的核苷酸的序列可以被视为实质上

对应的核酸序列。基本上与核酸序列(例如，SEQ  ID  NO：9-11、21、23-41)中的任一者所陈述

的那些相同的序列也可以在功能上定义为能够在各种标准条件下与含有SEQ  ID  NO：9-11、

21、23-41的补体的核酸区段杂交的序列。

[0061] 对于需要高选择性的应用，我们将通常希望采用相对高的严格度条件来形成杂交

体。举例来说，相对低盐和/或高温条件，诸如在约50℃至约70℃的温度下由约0.02M至约

0.10M  NaCl所提供。这类高严格度条件容忍探针或引物与模板或目标链之间的极小(如果

有的话)错配并且将特别适合于分离特定基因或检测特定mRNA转录物。一般应了解，可以通

过添加越来越多量的甲酰胺而促使条件更加严格。

[0062] 对于某些应用，应了解，较低严格度条件是优选的。在这些条件下，杂交甚至可以

在杂交链的序列并不完美互补，但在一个或多个位置处错配的情况下发生。可以通过增加

盐浓度和/或降低温度而促使条件不太严格。举例来说，中等严格度条件可以在约37℃至约

55℃的温度下由约0.1至0.25M  NaCl提供，而低严格度条件可以在约20℃至约55℃范围内

的温度下由约0.15M至约0.9M盐提供。取决于所需结果，可以容易地操纵杂交条件。

[0063] 在其它实施方案中，杂交可以在例如50mM  Tris-HCl(pH  8 .3)、75mM  KCl、3mM 
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MgCl2、1.0mM二硫苏糖醇的条件下，在介于约20℃至约37℃之间的温度下达成。所利用的其

它杂交条件可以包括约10mM  Tris-HCl(pH  8.3)、50mM  KCl、1.5mM  MgCl2，在约40℃至约72

℃范围内的温度下。

[0064] 为了确定两个氨基酸序列或两个核酸的同源性％，出于最佳比较的目的对序列进

行比对(例如，将空位引入第一氨基酸或核酸序列的序列中用于与第二氨基酸或核酸序列

进行最佳比对)。然后可以比较在对应的氨基酸位置或核苷酸位置处的氨基酸残基或核苷

酸。当第一序列中的一个位置被与第二序列中的对应位置相同的氨基酸残基或核苷酸占据

时，那么分子在那个位置处是一致的。两个序列之间的同源性％是由序列共用的相同位置

的数目的函数(一致性％＝相同位置数/位置总数(例如，重叠位置)×100)。在一些实施方

案中，两个序列是相同的长度。

[0065] 为了确定两个序列之间的同源性％，可以使用Karlin和Altschul (1990)

Proc .Natl .Acad .Sci .USA  87：2264-2268的算法，如在Karlin和Altschul(1993)

Proc .Natl .Acad .Sci .USA  90：5873-5877中加以修改。将这样的算法并入Altschul等

(1990)J.Mol  Biol.215：403-410的NBLAST和XBLAST程序中。使用NBLAST程序、得分＝100、

字长＝12进行BLAST核苷酸搜索以获得与本文所描述或公开的核酸分子同源的核苷酸序

列。使用XBLAST程序、得分＝50、字长＝3进行BLAST蛋白质搜索。为了获得空位比对用于比

较的目的，可以利用如Altschul等(1997)Nucleic  Acids  Res.25：3389-3402中所描述的空

位BLAST。当利用BLAST和空位BLAST程序时，使用相应程序(例如，XBLAST和NBLAST)的默认

参数。关于进一步的细节，参看国家生物技术信息中心(National  Center  for 

Biotechnology  Information)的网站。适合用于本文所描述的方法中的蛋白质还包括如下

蛋白质：与本文所描述的任何蛋白质的氨基酸序列相比，具有1个至15个之间的氨基酸变

化，例如1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、11个、12个、13个、14个或15个氨基

酸取代、缺失或添加。在其它实施方案中，改变的氨基酸序列与本文所描述的任何蛋白质抑

制剂的氨基酸序列至少75％一致，例如，77％、80％、82％、85％、88％、90％、92％、95％、

97％、98％、99％或100％一致。这类序列变体蛋白质适合用于本文所描述的方法，只要改变

的氨基酸序列保留足够的生物活性以在本文所描述的组合物和方法中发挥功能即可。在某

些情况下，利用保守氨基酸取代。在氨基酸当中说明性的保守取代在以下群组中的每一者

内：(1)甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸以及异亮氨酸，(2)苯丙氨酸、酪氨酸以及色氨酸，

(3)丝氨酸和苏氨酸，(4)天冬氨酸和谷氨酸，(5)谷氨酰胺和天冬酰胺，以及(6)赖氨酸、精

氨酸以及组氨酸。BLOSUM62表是来源于蛋白质序列区段的约2,000个局部多重比对的氨基

酸取代矩阵，这些区段代表相关蛋白质的多于500个群组的高度保守区(Henikoff等

(1992)，Proc.Natl  Acad .Sci.USA，89：10915-10919)。BLOSUM62取代频率可以用于定义在

一些实施方案中引入本文所描述或公开的氨基酸序列中的保守氨基酸取代。尽管有可能仅

仅基于化学特性(如上文所论述)来设计氨基酸取代，但语言“保守氨基酸取代”优选地指代

由大于-1的BLOSUM62值代表的取代。举例来说，如果氨基酸取代的特征为0、1、2或3的

BLOSUM62值，那么这个取代是保守的。根据这个系统，优选的保守氨基酸取代的特征为至少

1的BLOSUM62值(例如，1、2或3)，而更优选的保守氨基酸取代的特征为至少2(例如，2或3)的

BLOSUM62值。

[0066] 本发明技术的DNA区段包括如上文所描述的编码生物功能等效的Smad7蛋白质和
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肽的那些。这类序列可以作为已知天然存在于核酸序列和由此编码的蛋白质内的密码子冗

余和氨基酸功能等效的结果而产生。或者，功能等效蛋白质或肽可以经由应用重组DNA技术

而创建，其中可以基于正在交换的氨基酸的特性的考虑因素对蛋白质结构中的变化进行工

程改造。如别处所描述，由人所设计的变化可以经由应用定点诱变技术而引入或可以随机

地引入并且稍后针对所需功能进行筛选。

[0067] 如下文更详细地描述，Smad7核酸序列已经针对在替代性宿主生物体(例如，非人

类)中的表达进行优化。尽管如上文所描述，遗传密码是简并的，但如此频繁地，一个氨基酸

可以由两个或更多个核苷酸密码子编码。因此，多个核酸序列可以编码一个氨基酸序列。尽

管这创建了一致的蛋白质，但核酸本身是不同的并且可以具有不同的特性。如本文所描述，

密码子使用的选择的一个方面可以是(但不限于)表达非原生细胞中的蛋白质(例如，细菌

或酵母中的人类蛋白质)的能力，或在这类细胞中的表达水平。为了获得足够的蛋白质用于

在体外分析法中、在动物模型中并且最终在临床发展中进行纯化、测试以及使用，需要在非

人类系统中的有效蛋白质表达。

[0068] 已经鉴别了在由AGG(1.7％密码子利用率；9个残基)、AGA(2.8％密码子利用率；2

个残基)、CGA(3.5％密码子利用率；4个残基)或CGG(5.4％密码子利用率；8个残基)中的一

者或多者编码的人类Smad7蛋白质序列中的一系列的23个精氨酸氨基酸，并且已经确定，为

了具有来自非人类来源(诸如(但不限于)细菌和/或酵母)的有效蛋白质表达，一个或多个

并且潜在地所有精氨酸密码子应被修饰为CGT(20.6％密码子利用率)。因此，在一些实施方

案中，Smad7密码子优化核酸序列包括至少1个、至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少6

个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10个、至少11个、至少12个、至少13个、至少14个、至少

15个、至少16个、至少17个、至少18个、至少19个、至少20个、至少21个、至少22个、或23个已

经变成CGT的精氨酸密码子。在一些实施方案中，Smad7密码子优化核酸序列在核酸序列位

置7-9、43-45、169-171、403-405、490-492、526-528、526-528、823-825、1057-1059、16-18、

136-138、199-201、598-600、31-33、112-114、316-318、772-774、940-942、973-975、1135-

1137、1276-1278、637-639或814-816处包括一个或多个或所有变成CGT的精氨酸密码子。

[0069] 已经鉴别了在由TCC或TCG(9％)编码的人类Smad7蛋白质序列中的一系列的33个

丝氨酸残基，并且已经确定，对于来自非人类来源(诸如(但不限于)细菌和/或酵母)的有效

蛋白质表达和纯化可能有益的是，一个或多个并且潜在地所有丝氨酸密码子被修饰为AGC

(15％密码子利用率)。因此，在一些实施方案中，Smad7密码子优化核酸序列包括至少1个、

至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9个、至少10个、至少

11个、至少12个、至少13个、至少14个、至少15个、至少16个、至少17个、至少18个、至少19个、

至少20个、至少21个、至少22个、至少23个、至少24个、至少25个、至少26个、至少27个、至少

28个、至少29个、至少30个、至少31个、至少32个或33个已经变成(AGC)的丝氨酸密码子。在

一些实施方案中，Smad7密码子优化核酸序列在核酸序列位置19-21、46-48、133-135、292-

294、349-351、451-453、454-456、460-462、511-513、514-516、544-546、595-597、616-618、

634-636、691-693、694-696、739-741、745-747、775-777、847-849、907-909、919-921、943-

945、1006-1008、1009-1101、1030-1032、1054-1056、1093-1095、1126-1128、1192-1194、

1237-1239、1240-1242、1273-1275处包括一个或多个或所有丝氨酸密码子。在这些当中，可

以改变23个密码子(19-21、292-294、349-351、451-453、454-456、460-462、511-513、514-
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516、544-546、616-618、634-636、691-693、694-696、739-741、745-747、775-777、847-849、

907-909、919-921、1009-1101、1030-1032、1054-1056、1093-1095)，而不引入潜在的替代性

开放阅读框架。

[0070] 还已经鉴别了在由CAC(9.6％密码子使用率)编码的人类Smad7蛋白质序列中的一

系列的12个组氨酸残基，并且已经确定，对于来自非人类来源(诸如(但不限于)细菌和/或

酵母)的有效蛋白质表达和纯化可能有益的是，一个或多个并且潜在地所有丝氨酸密码子

被修饰为CAT(任选地达到12.6％使用率)。因此，在一些实施方案中，Smad7密码子优化核酸

序列包括至少1个、至少2个、至少3个、至少4个、至少5个、至少6个、至少7个、至少8个、至少9

个、至少10个、至少11个、或12个已经变成(CAT)的组氨酸密码子。在一些实施方案中，Smad7

密码子优化核酸序列在核酸序列位置142-144、214-216、217-219、220-222、226-228、289-

291、589-591、778-780、1072-1074、1147-1149处包括一个或多个或所有丝氨酸密码子。在

这些当中，可以改变4个密码子(核苷酸217-219、220-222、589-591、778-780)，而不引入潜

在的替代性开放阅读框架。

[0071] 在一些实施方案中，一个或多个密码子优化核酸可以包括至少一个和任何整数至

22个修饰为CGT的其精氨酸密码子、至少一个和任何整数至28个修饰为AGC的其丝氨酸密码

子(任选地能够通过引入开放阅读框架而修饰)、或至少一个和任何整数至12个修饰为CAT

的其组氨酸密码子(任选地能够通过引入开放阅读框架而修饰)中的一者或多者。在一些实

施方案中，一个或多个密码子优化核酸可以包括至少一个和任何整数至22个修饰为CGT的

其精氨酸密码子、至少一个和任何整数至28个修饰为AGC的其丝氨酸密码子(任选地能够通

过引入开放阅读框架而修饰)、以及至少一个和任何整数至12个修饰为CAT的其组氨酸密码

子(任选地能够通过引入开放阅读框架而修饰)。在一些实施方案中，一个或多个密码子优

化核酸可以包括22个修饰为CGT的其精氨酸密码子、28个修饰为AGC的其丝氨酸密码子(任

选地能够通过引入开放阅读框架而修饰)、以及12个修饰为CAT的其组氨酸密码子(任选地

能够通过引入开放阅读框架而修饰)。在一些实施方案中，一个或多个密码子优化核酸还可

以在Met216(ATG)的密码子中具有核苷酸取代，以形成Leu216(CTG)的密码子。

[0072] 在一些实施方案中，一个或多个密码子优化核酸与人类Smad7野生型cDNA(SEQ  ID 

NO：12、22)可以具有约65％至75％、约65％至68％、约68％至75％、或约68％至71％的同源

性。在一些实施方案中，一个或多个密码子优化核酸与人类Smad7野生型cDNA(SEQ  ID  NO：

22、88)可以具有约65％、66％、67％、68％、69％、70％、71％、72％、73％、74％或75％的同源

性。在一些实施方案中，一个或多个密码子优化核酸还可以在Met216(ATG)的密码子中具有

核苷酸取代，以形成Leu216(CTG)的密码子。

[0073] 已经鉴别了具有被翻译机构(诸如(但不限于)细菌或酵母)认为是替代性开放阅

读框架的潜力的甲硫氨酸密码子(Met216；ATG)。尽管不打算受理论约束，但据信第二潜在

开放阅读框架的存在可以减少Smad7蛋白质的表达。在一些实施方案中，在核苷酸位置

(646-648)处修饰一个或多个Smad7核酸序列以编码Met216(ATG)被修饰为Leu216(CTG)的

人类Smad7蛋白质。

[0074] 还已经发现，Smad7蛋白质的各种截短形式和片段保留全长人类Smad7的活性中的

一者或多者，诸如(但不限于)增加增殖、减少或抑制细胞死亡、减轻过度发炎、防止DNA损伤

和/或增加细胞迁移，以及治疗或预防如本文进一步论述的这类治疗将有帮助的一种或多
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种疾病或病症。这类活性可以使用一种或多种分析法来评估，包括(但不限于)阻断Smad2的

磷酸化和/或NF-κB  p50亚单元的核转位，增加细胞增殖，减少凋亡和/或辐射诱导的DNA损

伤，减少发炎和/或血管生成，促进口腔粘膜炎、手术创口、糖尿病创口和/或与小鼠慢性发

炎相关的创口的愈合的能力。

[0075] 此外，在一些实施方案中，Smad7蛋白质的各种截短形式和片段仅保留全长人类

Smad7的活性中的一者或多者的子组。举例来说，Smad7的C端MH2域可以主要介导Smad7的消

炎作用。具有这种消炎功能的Smad7肽可能是足够的并且任选地是一种改善，用于治疗慢性

发炎相关的病状，尤其诸如(但不限于)口腔粘膜炎、口炎、关节炎以及牛皮癣。N端MH1域可

以主要介导细胞迁移和/或阻断TGF-β诱导的生长停滞和/或纤维化反应。具有这种细胞迁

移和增殖功能的Smad7肽可能是足够的并且任选地是一种改善，用于增强与过度发炎不相

关的愈合。可能得益于这种形式的治疗的创口类型尤其包括(但不限于)手术创口、纤维化

疤痕以及糖尿病创口、缺陷性愈合和/或疤痕。

[0076] 在一些实施方案中，核酸分子(任选地，如上文和本文所描述的密码子优化核酸分

子)编码Smad7蛋白质(任选地包括Leu216)的片段或截短形式。在一些实施方案中，Smad7蛋

白质的这些片段和/或截短形式保留全长人类Smad7蛋白质的一种或多种或所有活性。在一

些实施方案中，这类截短的核酸序列编码Smad7蛋白质的N端部分。在一些实施方案中，这类

截短的核酸序列编码Smad7蛋白质的C端部分。在一些实施方案中，这类截短的核酸序列(核

苷酸位置4-774)编码人类Smad7蛋白质的氨基酸2-258。在一些实施方案中，这类截短的核

酸序列(核苷酸位置775-1278)编码人类Smad7蛋白质的氨基酸259-426。在一些实施方案

中，核酸序列的这类片段(核苷酸位置610-774)编码人类Smad7蛋白质的氨基酸204-258。

[0077] 如本文中关于核酸分子所用的术语“截短”指的是含有编码对应蛋白质(具有或不

具有裂解的前导序列)的天然N端的核苷酸序列，但缺乏一个或多个从分子的C端编码区开

始的核苷酸的分子，或含有编码对应蛋白质(具有或不具有裂解的前导序列)的天然C端的

核苷酸序列，但缺乏一个或多个从分子的N端编码区开始的核苷酸的分子。在一些实施方案

中，特定地提供缺乏编码来自一端或另一端的至少约25个、至少约50个、至少约75个、至少

约100个、至少约125个、至少约150个、至少约200个、至少约250个、至少约300个、或至少约

350个、或至少约400个氨基酸的核苷酸的分子。类似地，术语“截短”也可以关于由截短的核

酸分子编码的蛋白质分子而使用。在一些实施方案中，“截短”分子是生物活性的，其具有本

文所描述的Smad7活性中的一者或多者(或编码具有这些活性的多肽)。

[0078] 如本文中关于核酸分子所用的术语“片段”指的是含有全长序列的相连残基，但缺

乏全长序列的一些5′和/或3′序列的分子。在一些实施方案中，“片段”包括本文所描述的全

长序列中的一者或多者的一部分。在一些实施方案中，“片段”不包括编码N端或C端的序列，

而仅包括内部片段。在一些实施方案中，“片段”编码生物活性的多肽，这种多肽具有本文所

描述的Smad7活性中的一者或多者。在一些实施方案中，核酸片段可以编码具有至少约25

个、30个、35个、40个、45个、50个、55个、60个、65个、70个、75个、80个、85个、90个、95个、100

个、150个、200个、250个、300个、350个、400个、450个、500个、550个、600个、650个、700个、

750个、800个、850个、900个、950个、1000个、1050个、1100个、1150个氨基酸的蛋白质。类似

地，“片段”也可以关于由Smad7核酸片段编码的蛋白质分子而使用。

[0079] 如本文所用的术语“N端部分”指的是含有蛋白质的N端，但缺乏内部残基的C端的
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所有序列的对应蛋白质的片段。

[0080] 如本文所用的术语“C端部分”指的是含有蛋白质的C端，但缺乏内部残基的N端的

所有序列的对应蛋白质的片段。

[0081] 尽管不打算受理论约束，但一般据信Smad7蛋白质活性是细胞的细胞质与核中的

相互作用的结果。尤其出于那个原因，一般据信Smad7蛋白质不是治疗作用的候选物。然而，

决定推行开发Smad7作为蛋白质治疗剂，并且修饰Smad7核酸序列以与Smad7核酸序列(例

如，任选地本文所描述的编码Smad7蛋白质的任何核酸序列，包括人类野生型和密码子优化

序列、全长与生物活性片段或截短部分)框内编码蛋白质转导域(PTD)。在一些实施方案中，

PTD位于Smad7核酸序列的3′末端，并且在一些实施方案中，PTD位于Smad7核酸序列的5′末

端。在一些实施方案中，存在连接PTD和Smad7核酸序列的编码1个、2个、3个、4个、5个或6个

氨基酸的连接子序列。

[0082] 在一些实施方案中，PTD核酸序列是Tat核酸序列。编码GRKKRRQRRR(SEQ  ID  NO：2)

的ggccgtaaaaaacgccgtcaacgccgccgt(SEQ  ID  NO：1)、编码YGRKKRRQRRR(SEQ  ID  NO：4)的

tatggccgtaaaaaacgccgtcaacgccgccgt(SEQ  ID  NO：3)、或编码GRKKRRQ(SEQ  ID  NO：6)的

ggccgtaaaaaacgccgtcaa(SEQ  ID  NO：5)。

[0083] 在一些实施方案中，核酸序列进一步包括编码表位标签或纯化标签中的一者或多

者的核苷酸序列。在一些实施方案中，表位标签是V5。在一些实施方案中，纯化标签是谷胱

甘肽-S-转移酶(GST)或6-组氨酸(H6)(SEQ  ID  NO：40)中的一者或多者。

[0084] 如本文中关于核酸分子所用的术语“表位标签”指的是编码由抗体或片段的可变

区识别并结合的肽序列的核苷酸。在一些实施方案中，表位标签不是原生蛋白质的一部分。

在一些实施方案中，表位标签是可去除的。在一些实施方案中，表位标签不是蛋白质的原生

生物活性所固有的。表位标签的实例包括(但不限于)V5。

[0085] 如本文中关于核酸分子所用的术语“纯化标签”指的是编码有助于蛋白质的纯化，

但一般并非蛋白质的生物活性所必需的肽序列的核苷酸。在一些实施方案中，可以在蛋白

质纯化之后去除纯化标签。纯化标签的实例包括(但不限于)GST和H-6(SEQ  ID  NO：40)。

[0086] 2.用于克隆、基因转移以及表达的载体

[0087] 在某些实施方案内，采用表达载体来表达Smad7多肽产物，然后可以纯化这种产物

用于各种用途。在其它实施方案中，表达载体用于基因疗法中。表达需要在载体中提供适当

信号，并且这些载体包括来自病毒与哺乳动物来源的各种调控元件(诸如增强子/启动子)，

其驱使所关注的基因在宿主细胞中表达。还定义了经过设计以优化宿主细胞中的信使RNA

稳定性和可翻译性的元件。还提供了用于建立表达产物的永久的稳定细胞克隆体的许多显

性药物选择标志物的使用条件，以及将药物选择标志物的表达与多肽的表达联系起来的元

件。

[0088] 在本申请通篇中，术语“表达构建体”意图包括含有编码其中一部分或所有核酸编

码序列能够被转录的基因产物的核酸的任何类型的基因构建体。可以将转录物翻译成蛋白

质，但不必须如此。在某些实施方案中，表达包括基因转录与mRNA翻译成基因产物。在其它

实施方案中，表达仅包括编码所关注的基因的核酸的转录。

[0089] 术语“载体”用于指代核酸序列可以插入其中以供引入可以复制这个核酸序列的

细胞中的运载核酸分子。核酸序列可以是“外源的”，意指其对于引入载体的细胞是外来的，
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或这个序列与细胞中的序列同源但处于宿主细胞核酸内通常未发现这个序列的位置处。载

体包括质粒、粘粒、病毒(噬菌体、动物病毒以及植物病毒)以及人工染色体(例如，YAC)。本

领域的技术人员将做充分准备以经由标准重组技术构建载体，这些技术描述于例如

Sambrook等，Molecular  Cloning(Cold  Spring  Harbor  Lab  Press，1989)和Ausubel等，

Current  Protocols  in  Molecular  Biology(Wiley，1994)中，两者都以引用的方式并入本

文中。

[0090] 术语“表达载体”指的是含有编码能够被转录的基因产物的至少一部分的核酸序

列的载体。在一些情况下，然后将RNA分子翻译成蛋白质、多肽或肽。在其它情况下，例如，在

产生反义分子或核糖酶中，不翻译这些序列。表达载体可以含有多种“控制序列”，其指的是

对于操作性地连接的编码序列在特定宿主生物体中的转录和可能翻译所必需的核酸序列，

包括启动子和增强子。除了主导转录和翻译的控制序列之外，载体和表达载体可以含有发

挥其它功能的核酸序列，诸如转录终止信号和多聚腺苷酸化位点。

[0091] 某些病毒载体有效地感染或进入细胞以整合至宿主细胞基因组中并且稳定表达

病毒基因的能力已经促成许多不同病毒载体系统的开发和应用。Ro b b i n s等，

Pharmacol.Ther.80：35-47(1998)。病毒系统当前用作离体和体内基因转移的载体。举例来

说，当前正在评价腺病毒、单纯疱疹病毒、慢病毒、逆转录病毒以及腺相关病毒用于治疗诸

如癌症、囊性纤维化、戈谢病(Gaucher  disease)、肾病以及关节炎的疾病。Robbins等，

Pharmacol.Ther.80：35-47(1998)；Imai等，Nephrologie  19：379-402(1998)；美国专利5,

670,488。取决于特定的基因治疗应用，各种病毒载体呈现特定的优点和缺点。

[0092] 如本文所描述或如本领域的一般技术人员将知晓，据信用于本发明技术的适合用

于细胞器、细胞、组织或生物体转化的核酸递送的非病毒方法包括可以将核酸(例如，DNA)

引入细胞器、细胞、组织或生物体中的几乎任何方法。这类方法包括(但不限于)DNA的直接

递送，诸如通过注射(美国专利5,994,624、5,981,274、5,945,100、5,780,448、5,736,524、

5,702,932、5,656,610、5,589,466以及5,580,859，各自以引用的方式并入本文中)，包括显

微注射(Harland和Weintraub，1985；美国专利5,789,215，以引用的方式并入本文中)；通过

电穿孔(美国专利5,384 ,253，以引用的方式并入本文中)；通过磷酸钙沉淀(Graham等，

Virology  52：456-467(1973)；Chen等，Mol.Cell  Biol .7：2745-2752(1987)；Rippe等，

Mol .Cell  Biol .10：689-695(1990))；通过使用DEAE-葡聚糖、继之以聚乙二醇(Gopal，

Mol.Cell  Biol.5：1188-1190(1985))；通过直接声波加载(Fechheimer等，PNAS  84：8463-

8467(1987))；通过脂质体介导的转染(Nicolau等，Biochim.Biophys.Acta  721：185-190

(1982)；Fraley等，PNAS  76：3348-3352(1979)；Nicolau等，Methods  Enzymol.149：157-176

(1987)；Wong等，Gene  10：87-94(1980)；Kaneda等，J.Biol.Chem.264：12126-12129(1989)；

Kato等，J.Biol.Chem.266：3361-3364(1991))；通过微弹轰击(PCT申请号WO  94/09699和

95/06128；美国专利5,610,042、5,322,783、5,563,055、5,550,318、5,538,877以及5,538,

880，并且各自以引用的方式并入本文中)；通过与碳化硅纤维一起搅动(Kaeppler等，Plant 

Cell  Rep.9：415-418(1990)；美国专利5,302,523和5,464,765，各自以引用的方式并入本

文中)；或通过PEG介导的原生质体转化(Omirulleh等，Plant  Mol .Biol .21：415-428

(1993)；美国专利4,684,611和4,952,500，各自以引用的方式并入本文中)；通过干燥/抑制

介导的DNA摄入(Potrykus等，Mol.Gen.Genet.199：169-177(1985))。通过应用诸如此类的
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技术，可以稳定或瞬时转化细胞器、细胞、组织或生物体。

[0093] 3.表达系统

[0094] 存在众多表达系统，其包含上文所论述的组合物的至少一部分或全部。可以采用

基于原核生物和/或真核生物的系统用于本发明技术以产生核酸序列或其同源多肽、蛋白

质以及肽。许多这类系统在商业上并且广泛可得。

[0095] 昆虫细胞/杆状病毒系统可以产生异源核酸区段的高水平的蛋白质表达，诸如美

国专利5,871,986和4,879,236中所描述，两者都以引用的方式并入本文中，并且这种系统

可以例如以名称 2 .0从 并且以BacPackTM杆状病毒表达系统从

获取。

[0096] 表达系统的其它实例包括 的COMPLETE  CONTROLTM诱导性哺乳

动物表达系统，这个系统涉及合成蜕皮激素诱导性受体或其pET表达系统，一种大肠杆菌表

达系统。诱导性表达系统的另一个实例可获自 其携带T-REXTM(四环素

调控表达)系统，一种使用全长CMV启动子的诱导性哺乳动物表达系统。

还提供了酵母表达系统，称为甲醇毕赤酵母(Pichia  methanolica)表达系统，其经过设计

用于在甲醇营养型酵母甲醇毕赤酵母中以高水平产生重组蛋白质。本领域的技术人员将知

晓如何表达载体，诸如表达构建体，以产生核酸序列或其同源多肽、蛋白质或肽。

[0097] 初级哺乳动物细胞培养物可以按各种方式制备。为了使细胞在体外并且与表达构

建体接触时保持活的，必须要确保细胞维持与正确比率的氧气和二氧化碳以及营养素接

触，但使其免受微生物污染。细胞培养技术有充分文献记载。

[0098] 前述内容的一个实施方案涉及使用基因转移以使细胞永生化用于产生蛋白质。如

上文所描述可以将所关注的蛋白质的基因转移至适当宿主细胞中，继而在适当条件下培养

细胞。可以按这种方式采用几乎任何多肽的基因。上文论述了重组表达载体和其中所包括

的元件的产生。或者，将要产生的蛋白质可以是通常由所讨论的细胞合成的内源蛋白质。

[0099] 适用的哺乳动物宿主细胞系的实例是Vero和HeLa细胞以及中国仓鼠卵巢细胞系、

W138、BHK、COS-7、293、HepG2、NIH3T3、RIN以及MDCK细胞。另外，可以选择宿主细胞株，其调

节所插入的序列的表达，或以所需方式修饰并加工基因产物。蛋白质产物的这类修饰(例

如，糖基化)和加工(例如，裂解)可能对于蛋白质的功能是重要的。不同宿主细胞具有蛋白

质的翻译后加工和修饰的特征性和特定机制。可以选择适当细胞系或宿主系统以确保所表

达的外来蛋白质的正确修饰和加工。

[0100] 可以使用许多选择系统，包括(但不限于)HSV胸苷激酶、次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核

糖转移酶以及腺嘌呤磷酸核糖转移酶基因，分别在tk细胞、hgprt细胞或aprt细胞中。而且，

抗代谢物抗性可以用作对以下进行选择的基础：赋予抗性的dhfr；赋予对霉酚酸的抗性的

gpt；赋予对氨基糖苷G418的抗性的neo；以及赋予对潮霉素的抗性的hygro。

[0101] 如本文所用的术语“细胞”、“细胞系”以及“细胞培养物”可以互换使用。所有这些

术语还包括其子代，即任何和所有后代。应了解，所有子代由于有意或无意突变而可能不是

相同的。在表达异源核酸序列的情形中，“宿主细胞”指的是原核或真核细胞，并且其包括能

够复制载体和/或表达由载体编码的异源基因的任何可转化生物体。宿主细胞可以并且已
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经用作载体的接受者。宿主细胞可以被“转染”或“转化”，其指的是将外源核酸转移或引入

宿主细胞中的过程。转化的细胞包括初级主题细胞和其子代。

[0102] 宿主细胞可以来源于原核生物或真核生物(例如，细菌或酵母)，这取决于所需结

果是载体的复制还是载体编码的核酸序列的一部分或全部的表达。众多细胞系和培养物是

可得的以用作宿主细胞，并且其可以经由美国菌种保藏中心(American  Type  Culture 

Collection，ATCC)获得，ATCC是充当活培养物和遗传材料的档案库的组织机构

(atcc.org)。适当宿主可以由本领域的技术人员基于载体骨架和所需结果来确定。举例来

说，可以将质粒或粘粒引入原核生物宿主细胞中用于许多载体的复制。用作载体复制和/或

表达的宿主细胞的细菌细胞包括DH5α、JM109和KC8，以及许多可商购的细菌宿主，诸如

感受态细胞和SolopackTM黄金细胞( La  Jolla)。或者，诸如大

肠杆菌LE392的细菌细胞可以用作噬菌体病毒的宿主细胞。

[0103] 用于载体的复制和/或表达的真核宿主细胞的实例包括HeLa、NIH3T3、Jurkat、

293、Cos、CHO、Saos以及PC12。来自各种细胞类型和生物体的许多宿主细胞是可得的并且将

为本领域的技术人员所知。类似地，病毒载体可以与真核或原核宿主细胞联合使用，特别是

允许用于载体的复制或表达的宿主细胞。

[0104] 一些载体可以采用允许其在原核与真核细胞中复制和/或表达的控制序列。本领

域的技术人员将进一步了解孵育所有上述宿主细胞以维持其并且允许载体复制的条件。还

了解和知晓将允许大规模产生载体以及产生由载体编码的核酸和其同源多肽、蛋白质或肽

的技术和条件。

[0105] B.Smad7蛋白质和蛋白质片段

[0106] 母亲抗十五褶同源物7(mothers  against  decapentaplegic  homolog  7，Smad7)

先前被鉴别为经由若干机制的TGF-β信号传导的拮抗剂，这些机制包括：(a)TGF-β受体介导

的信号传导Smad磷酸化和核转位的阻断；(b)经由特定泛素-蛋白酶体路径而增加的TGF-β

受体和信号传导Smad降解；以及(c)信号传导Smad对于其结合至Smad结合元件(SBE)的抑

制。Smad7还拮抗其它信号传导路径，如NF-κB路径。

[0107] Smad7蛋白质由上文所论述的SMAD7基因编码。如同许多其它TGF-β家族成员一样，

Smad7涉及于细胞信号传导中。其为TGF-β1型受体拮抗剂。其阻断TGF-β1和与受体相关的激

活素(activin)，从而阻断接近Smad2。其为抑制性Smad(I-SMAD)并且由SMURF2增强。Smad7

还增强肌肉分化。

[0108] 术语“多肽”、“肽”以及“蛋白质”在本文中可互换使用以指代氨基酸残基的聚合

物。这些术语适用于天然存在的氨基酸聚合物以及其中一个或多个氨基酸残基是非天然存

在的氨基酸(例如，氨基酸类似物)的氨基酸聚合物。如本文所用的这些术语包涵任何长度

的氨基酸链，包括全长蛋白质，其中氨基酸残基由共价肽键连接。

[0109] 在一个实施方案中，本发明技术涉及Smad7蛋白质组合物。除了整个Smad7分子之

外，本发明技术还涉及多肽的截短部分和片段，其保留一种或多种与Smad7相关的活性，诸

如(但不限于)增加增殖、减少或抑制细胞死亡、减轻过度发炎、防止DNA损伤和/或增加细胞

迁移，以及治疗或预防如本文进一步论述的这类治疗将有帮助的一种或多种疾病或病症。

这类活性可以使用一种或多种分析法来评估，包括(但不限于)阻断Smad2的磷酸化和/或

NF-κB  p50亚单元的核转位，增加细胞增殖，减少凋亡和/或辐射诱导的DNA损伤，减少发炎
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和/或血管生成，促进口腔粘膜炎、手术创口、糖尿病创口和/或与小鼠慢性发炎相关的创口

的愈合的能力。

[0110] 蛋白质片段可以通过在编码区内翻译终止位点的遗传工程改造(下文所论述)来

产生。或者，用蛋白水解酶(称为蛋白酶)处理Smad7分子可以产生多种N端、C端以及内部片

段。这些片段可以根据已知方法来纯化，诸如沉淀(例如，硫酸铵)、HPLC、离子交换色谱法、

亲和色谱法(包括免疫亲和色谱法)或各种尺寸分离(沉降、凝胶电泳、凝胶过滤)。

[0111] 如本文所用，在本发明的实施方案中提及分离的蛋白质或多肽包括全长蛋白质、

融合蛋白质、嵌合蛋白质，或这类蛋白质的任何片段(截短形式、部分)或同源物。更具体地

说，分离的蛋白质可以是已经从其天然环境中去除(即，已经经受人类操纵)的蛋白质(包括

多肽或肽)，并且可以包括(但不限于)纯化的蛋白质、部分纯化的蛋白质、重组产生的蛋白

质、与脂质复合的蛋白质、可溶性蛋白质、合成产生的蛋白质，以及与其它蛋白质相关的分

离蛋白质。这样的话，“分离”并不反映蛋白质已经纯化至哪种程度。优选地，重组产生分离

的蛋白质。

[0112] 还提供了Smad7的变体-这些可以是取代、插入或缺失变体。缺失变体缺乏对于活

性并非必需的原生蛋白质的一个或多个残基，包括上文和本文所描述的截短突变体。取代

变体通常含有在蛋白质内的一个或多个位点处一个氨基酸与另一个交换，并且可以经过设

计以调节多肽的一种或多种特性，诸如对蛋白水解性裂解和/或翻译和/或转录(蛋白质表

达)的稳定性，而不损失其它功能或特性。这个种类的取代优选地是保守的，即，一个氨基酸

被类似形状和电荷的氨基酸置换。保守取代在本领域中是众所周知的并且包括例如每个氨

基酸可以被不同氨基酸更换或取代。在制造取代变体中，通常考虑亲水指数、亲水性、电荷

以及大小。

[0113] 特定涵盖的Smad7的缺失变体包括截短和片段，例如，包括具有N端序列而没有C端

序列、具有C端序列而没有N端序列、或具有内部序列而没有N端或c端序列的多肽分子。特定

涵盖的Smad7多肽截短或片段包括(但不限于)包括对应于原生人类Smad7蛋白质序列的氨

基酸残基2-258、259-426、204-258的分子。

[0114] 如本文中关于蛋白质序列所用的术语“截短”指的是含有对应蛋白质(具有或不具

有裂解的前导序列)的天然N端，但缺乏一个或多个从分子的C端开始的氨基酸的分子，或含

有对应蛋白质(具有或不具有裂解的前导序列)的天然C端，但缺乏一个或多个从分子的N端

开始的氨基酸的分子。在一些实施方案中，特定地提供缺乏来自一端或另一端的至少约25

个、至少约50个、至少约75个、至少约100个、至少约125个、至少约150个、至少约200个、至少

约250个、至少约300个、或至少约350个、或至少约400个氨基酸的分子。在一些实施方案中，

“截短”分子是生物活性的，其具有本文所描述的Smad7活性中的一者或多者。

[0115] 如本文中关于多肽序列所用的术语“片段”指的是含有全长序列的相连残基，但缺

乏全长序列的一些N端和/或C端残基的分子。在一些实施方案中，“片段”包括本文所描述的

全长序列中的一者或多者的一部分。在一些实施方案中，“片段”不包括编码N端或C端的序

列，而仅包括内部片段。在一些实施方案中，“片段”编码生物活性的多肽，这种多肽具有本

文所描述的Smad7活性中的一者或多者。在一些实施方案中，多肽片段编码具有至少约25

个、30个、35个、40个、45个、50个、55个、60个、65个、70个、75个、80个、85个、90个、95个、100

个、150个、200个、250个、300个、350个、400个、450个、500个、550个、600个、650个、700个、
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750个、800个、850个、900个、950个、1000个、1050个、1100个、1150个氨基酸。

[0116] 一个特殊种类的变体是融合蛋白质。这种分子一般具有原生分子的全部或很大部

分，其在N端或C端连接至第二多肽的全部或一部分。然而，在一些实施方案中，融合蛋白质

可以包括在本公开通篇所描述的片段和/或截短(N端、C端)Smad7蛋白质中的任一者。举例

来说，融合可以采用来自其它物种的前导序列以允许蛋白质在异源宿主中重组表达。另一

种有用的融合包括添加任选的功能活性域，诸如(但不限于)抗体表位和/或纯化标签(例

如，V5：GKPIPNPLLGLDST(SEQ  ID  NO：41)；Flag：KYKDDDDK(SEQ  ID  NO：42)；HA：YPYDVPDYA

(SEQ  ID  NO：43))。另一种类型的融合包括附接可以充当活化或灭活配体的标靶的域，从而

允许在递送至受试者后控制融合蛋白质的功能。这类域包括例如类固醇配体结合(例如，

ER、PR、GR)，其可以由小分子，例如4-羟基它莫西芬(4-hydroxyl  tamoxifen)或RU486活化，

这些小分子独特地能够活化那些类固醇配体结合域和/或在自然界中不存在并且将因此能

够通过这些小分子的存在而完全控制Smad7功能。

[0117] 在本发明技术中有特定效用的融合蛋白质的另一种特定形式是包括蛋白质转导

域(PTD)，也称为细胞递送域或细胞转导域的融合体。这类域在本领域中已有描述并且一般

特征为短的两亲或阳离子肽和肽衍生物，其常常含有多个赖氨酸和精氨酸残基(Fischer，

Med.Res.Rev.27：755-795(2007))。在一些实施方案中，PTD是来自HIV(GRKKRRQRRR(SEQ  ID 

NO：2)、YGRKKRRQRRR(SEQ  ID  NO：4)或GRKKRRQ(SEQ  ID  NO：6))或替代地HSV  VP16的TAT蛋

白质的一个或多个变体。可以使用Tat的替代形式。在一些实施方案中，可以使用连接子以

连接一个或多个PTD和SMad7。在一些实施方案中，PTD(任选地，Tat)框内融合或连接至本公

开通篇所描述的Smad7全长、片段和/或截短(N端、C端)蛋白质中的任一者的N端和/或C端末

端。本发明技术所提供的PTD的其它实例示于表1中。
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[0118]
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[0119]

[0120] 在特定实施方案中，本发明技术提供了其中一个或多个残基已经改变的Smad7的

序列变体。举例来说，在一个实施方案中，在人类Smad7序列的位置216处发现的甲硫氨酸残

基被修饰为亮氨酸残基(ATG至CTG)。

[0121] C.治疗方法

[0122] Smad7可治疗的疾病和病症可以包括有包括以下一者或多者的那些：减少的细胞

增殖、减少的细胞迁移、增加的细胞死亡、过度发炎、和/或DNA损伤。Smad7相关的疾病和病

症可以包括用具有以下一种或多种活性的Smad7蛋白质以及其生物活性片段和衍生物治疗

有帮助的那些：包括(但不限于)增加增殖、减少或抑制细胞死亡、减轻过度发炎、防止DNA损

伤、和/或增加细胞迁移。这类疾病和/或病症可以包括(但不限于)急性(例如，经由手术、搏

斗、创伤)和慢性创口(例如，溃疡，诸如糖尿病性、压力性、静脉性)、疤痕、纤维化和异常愈

合、粘膜炎(例如，口腔和/或胃肠)、口炎、直肠炎、自体免疫疾病(例如，牛皮癣、关节炎)，以

及癌症。

[0123] 在一些实施方案中，本文所描述的疾病和/或病症中的一者或多者可以通过向需

要这类治疗的受试者提供治疗有效量的本公开所描述的Smad7蛋白质(例如，全长或生物活

性截短(例如，N端或C端)或其片段)中的一者或多者来预防、治疗和/或改善。在一些实施方

案中，一种或多种Smad7蛋白质是包括PTD域的融合蛋白质。在一些实施方案中，一种或多种

Smad7蛋白质包括Leu216。在一些实施方案中，Smad7蛋白质构成包括一种或多种医药学上

可接受的赋形剂的医药组合物的一部分。

[0124] 在一些实施方案中，本文所描述的疾病和/或病症中的一者或多者可以通过向需

要这类治疗的受试者提供治疗有效量的本公开所描述的编码一种或多种Smad7蛋白质(例

如，全长或生物活性截短(例如，N端或C端)或其片段)的核酸分子中的一者或多者来预防、

治疗和/或改善。在一些实施方案中，一种或多种核酸分子包括密码子优化核苷酸序列和/

或编码Leu216的序列。在一些实施方案中，将一种或多种Smad7核酸分子在包括表达载体的

构建体中提供给受试者。在一些实施方案中，Smad7核酸分子(任选地，表达载体的一部分)

构成包括一种或多种医药学上可接受的赋形剂的医药组合物的一部分。

[0125] 如本文所用的术语“受试者”或“患者”指的是需要使用本文所描述的治疗中的一

者或多者治疗和/或预防的人员或非人类动物。在一些实施方案中，非人类动物包括实验动

物，诸如猴、小鼠、大鼠以及兔；家养宠物，诸如狗和猫；以及牲畜，诸如牛、马、猪、山羊以及

绵羊。

[0126] 1.慢性创口

[0127] 慢性创口是在一组有序的阶段中并且在可预测的时间量内以大多数创口愈合的
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方式不会愈合的创口；在三个月内不会愈合的创口常常被视为慢性的。慢性创口似乎滞留

在一个或多个创口愈合期中。举例来说，慢性创口常常在发炎阶段中保持太长时间。在急性

创口中，诸如胶原蛋白的分子的产生与降解之间存在精确平衡；在慢性创口中，这种平衡失

去并且降解起太大作用。

[0128] 如本文别处更详细地描述，已经显示PTD-Smad7增强小鼠皮肤模型和粘膜模型中

的创口愈合。PTD-Smad7的施加经由局部途径有效，这是创口治疗所需要的。尽管不打算受

理论约束，但据信PTD-Smad7可以用以经由多种途径治疗或改善慢性创口，尤其可以包括以

下一者或多者：减轻发炎、增加细胞增殖(例如，角质细胞)、增加细胞迁移(例如，角质细

胞)、或减少纤维化(例如，经由胶原蛋白的调节)。

[0129] 慢性创口可能永不愈合或可能需要数年来愈合。这些创口导致患者有严重的情绪

和身体压力，以及对患者和整个卫生保健系统造成显著的财政负担。急性和慢性创口在以

不同速率向愈合进展的一系列创口愈合类型的相对端。绝大多数慢性创口可以被分为三个

类别：静脉性溃疡、糖尿病性以及压力性溃疡。少数不属于这些类别的创口可能是由于诸如

辐射中毒或局部缺血的原因引起。

[0130] 静脉性和动脉性溃疡.通常在腿部出现的静脉性溃疡占慢性创口的约70％至90％

并且主要影响老年人。其被认为是由于存在于静脉中以防止血液倒流的瓣膜的不当功能而

引起的静脉高压。局部缺血因功能障碍所致，并且与再灌注损伤组合引起造成创口的组织

损伤。

[0131] 糖尿病性溃疡.慢性创口的另一个主要原因，即糖尿病，正在日益流行。糖尿病人

因慢性溃疡所致的截肢风险比一般群体高15％。糖尿病导致神经病变，其抑制伤害感受和

疼痛感知。因此，患者可能最初并未察觉腿和脚的小创口，并且可能因此无法预防感染或重

复损伤。此外，糖尿病导致免疫损害和小血管损伤，从而阻止组织充分氧合，这可以造成慢

性创口。压力也在糖尿病性溃疡的形成中起作用。

[0132] 压力性溃疡.慢性创口的另一个主要类型是压力性溃疡，其通常在患有抑制通常

经受压力的身体部分(诸如脚后跟、肩胛骨以及骶骨)的运动的病状(诸如瘫痪)的人群中出

现。压力性溃疡由局部缺血引起，局部缺血是在对组织的压力大于毛细血管中的压力时发

生并且因此限制血液流入这个区域中。比皮肤需要更多氧气和营养素的肌肉组织显示出因

长期压力所致的最坏影响。如同在其它慢性溃疡中一样，再灌注损伤损害组织。

[0133] 慢性创口可能仅影响表皮和真皮，或其可能影响组织一直至筋膜。其原先可能由

造成急性创口的相同事物(诸如手术或意外创伤)形成，或其可能因全身感染、血管、免疫或

神经功能不全或诸如瘤形成或代谢失调的并存病的结果而形成。尽管不打算受理论约束，

但创口变成慢性的原因是身体处理损伤的能力被以下因素压垮：诸如重复创伤、持续压力、

局部缺血、或疾病。导致慢性创口的一些主要因素包括(但不限于)局部缺血、再灌注损伤以

及细菌定植。

[0134] 局部缺血.局部缺血是创口的形成和维持中的重要因素，尤其当其反复发生(如同

往常一样)时或当与患者的高龄组合时。局部缺血导致组织变得发炎并且细胞释放吸引嗜

中性粒细胞的因子，诸如白介素、趋化因子、白三烯以及补体因子。

[0135] 虽然其对抗病原体，但嗜中性粒细胞也释放破坏细胞的发炎细胞因子和酶。其重

要功能之一在于产生反应性氧物质(ROS)来杀死细菌，为此其使用称为髓过氧化物酶的酶。
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由嗜中性粒细胞和其它白细胞产生的酶和ROS破坏细胞并且通过破坏加速愈合的DNA、脂

质、蛋白质、ECM以及细胞因子来阻止细胞增殖和创口闭合。嗜中性粒细胞在慢性创口中比

其在急性创口中保持更长时间，并且促成慢性创口具有更高水平的发炎细胞因子和ROS这

一事实。因为来自慢性创口的创口流体具有过量的蛋白酶和ROS，所以流体本身可以通过抑

制细胞生长并且分解ECM中的生长因子和蛋白质来抑制愈合。

[0136] 细菌定植.由于创口环境中的更多氧气允许白血球产生ROS来杀死细菌，因此具有

不足的组织氧合的患者，例如在手术期间经受体温过低的那些患者，处于更高的感染风险

下。宿主对存在细菌的免疫反应延长发炎，延迟愈合，并且破坏组织。感染可以不仅导致慢

性创口，而且导致坏疽、受感染的肢体损失以及患者死亡。

[0137] 如同局部缺血一样，细菌定植和感染通过使更多数目的嗜中性粒细胞进入创口部

位而破坏组织。在具有慢性创口的患者中，对抗生素具抗性的细菌可以具有发育的时间。另

外，携带耐药性细菌菌株，诸如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methicillin-resistant 

Staphylococcus  aureus，MRSA)的患者具有更多慢性创口。

[0138] 生长因子和蛋白水解酶.慢性创口在组成上也不同于急性创口，这在于其蛋白水

解酶，诸如弹性蛋白酶和基质金属蛋白酶(MMP)的水平更高，而其生长因子，诸如血小板源

性生长因子和角质细胞生长因子的浓度更低。

[0139] 由于生长因子(GF)在及时的创口愈合中是必要的，因此不足的GF水平可能是慢性

创口形成中的重要因素。在慢性创口中，生长因子的形成和释放可能受阻，这些因子可能被

隔绝并且不能执行其代谢作用，或由细胞或细菌蛋白酶过度降解。

[0140] 诸如糖尿病性和静脉性溃疡的慢性创口也由成纤维细胞无法产生足够的ECM蛋白

质并且由角质细胞使创口上皮化而引起。慢性创口中的成纤维细胞基因表达与急性创口中

不同。

[0141] 尽管所有创口需要一定水平的弹性蛋白酶和蛋白酶以供适当愈合，但过高的浓度

有破坏性。创口区域中的白细胞释放弹性蛋白酶，其增加发炎，毁坏组织、蛋白多糖以及胶

原蛋白，并且破坏生长因子、纤连蛋白以及抑制蛋白酶的因子。弹性蛋白酶的活性由人血清

白蛋白增加，人血清白蛋白是慢性创口中所发现的最丰富的蛋白质。然而，具有不足白蛋白

的慢性创口尤其不可能愈合，因此调控创口的那种蛋白质水平可能在将来证实有助于愈合

慢性创口。

[0142] 由白细胞释放的过量基质金属蛋白酶也可能使创口变成慢性的。MMP分解ECM分

子、生长因子以及蛋白酶抑制剂，并且因此增加降解同时减少构建，从而使产生与降解之间

的精微折衷脱离平衡。

[0143] 口腔溃疡.口溃疡(也称为口腔溃疡或粘膜溃疡)是在口腔的粘膜上出现的溃疡。

更简单地说，口溃疡是口中的疮或开放病灶。口溃疡是非常常见的，与许多疾病相关联并且

通过许多不同机制而发生，但通常不存在严重的深层原因。口腔溃疡的两个最常见原因是

局部创伤(例如，因饼馅上的尖锐边缘摩擦)和口疮性口炎(“口疮”)，一种特征为出于大量

未知的原因复发性形成口腔溃疡的病状。一些人考虑将嘴唇上或口腔周围的皮肤上的溃疡

包括在一般术语口腔溃疡下(例如，由口唇疱疹，即冷疮引起的水疱破裂所留下的溃疡)。口

溃疡常常引起疼痛和不适，并且可能在愈合发生的同时改变人们对食物的选择(例如，避免

酸或辣的食物和饮料)。口溃疡可以单独出现或多个溃疡可以同时出现(一“批”溃疡)。一旦
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形成，溃疡即可以通过发炎和/或继发性感染而维持。罕见地，持续多周没有愈合的口溃疡

可能是口腔癌的征象。其它原因包括烧伤、化学损伤、或感染。

[0144] 粘膜溃疡是特定地在粘膜上出现的溃疡。溃疡是已经穿透上皮-结缔组织边界的

组织缺损，其深层次的基底在粘膜下层中或甚至在肌肉或骨膜内。溃疡是比糜烂或脱皮更

深的上皮裂口，并且涉及对上皮与固有层的损害。糜烂是上皮的表层裂口，而对深层的固有

层有极少损害。粘膜糜烂是特定地在粘膜上出现的糜烂。只有表皮或粘膜的表层上皮细胞

损失，并且病灶可以达到基底膜的深度。糜烂愈合而不形成疤痕。脱皮是有时用于描述比糜

烂更深但比溃疡更浅的上皮裂口的术语。这种类型的病灶与钉突相切并且显示出由暴露的

毛细血管回路引起的点状(小针头点)出血。

[0145] 2.急性创口/创伤

[0146] 物理创伤是严重的并且改变身体的物理损伤，诸如肢体去除。钝力创伤是由来自

或使用钝物体施加的冲击或其它力所致的物理创伤类型，而穿透性创伤是皮肤或组织被物

体刺穿的物理创伤类型。创伤还可以被描述为无计划的，诸如意外，或在手术的情况下是计

划好的。两者都可以表征为轻度至重度组织损伤、失血和/或休克，并且两者都可能导致后

续感染，包括败血症。本发明技术提供了创伤的治疗，包括预治疗(在医疗程序的情况下)与

在创伤性损伤已经发生之后的治疗。

[0147] 如本文别处更详细地描述(和上文简单地提及)，已经显示PTD-Smad7增强小鼠皮

肤模型和粘膜模型中的创口愈合。PTD-Smad7的施加经由局部途径有效，这是创口治疗所需

要的。尽管不打算受理论约束，但据信PTD-Smad7可以用以经由多种途径治疗或改善创口，

尤其可以包括以下一者或多者：减轻发炎、增加细胞增殖(例如，角质细胞)、增加细胞迁移

(例如，角质细胞)、或减少纤维化(例如，经由胶原蛋白的调节)。如下文简单地描述，减轻的

发炎可以显著促成加速的创口愈合，任选地经由减少的血管生成和胶原蛋白产生和/或减

少的白细胞浸润，从而使得通常由白细胞释放的细胞因子和趋化因子减少，这些细胞因子

和趋化因子是促血管生成和促纤维生成的。使用Smad7的暂时性治疗可以允许创口修复所

需的早期血管生成和胶原蛋白产生，同时防止长期的血管生成和胶原蛋白产生。这些变化

可以潜在地加速创口基质重塑并且防止因迁延性发炎或胶原蛋白过度产生所致的过多疤

痕。对于手术程序(以及日常损伤)，特别是在疤痕的潜在性成问题的情况下，使用Smad7的

治疗可能是有益的。

[0148] 手术.手术对患者使用操作性的手动和仪器技术来研究和/或治疗诸如疾病或损

伤的病理性病状，以帮助改善身体功能或外观，或有时是出于某种其它原因。如下文进一步

定义，本发明技术可以处理由手术引起的创伤。

[0149] 一般来说，当程序涉及患者组织的切割或先前持续的创口的闭合时，这个程序被

视为手术。不一定属于这一类目的其它程序，诸如血管成形术或内窥镜检查，如果涉及常用

手术程序或设置，诸如使用无菌环境、麻醉、抗菌条件、典型手术仪器、以及缝合或缝折，那

么这些程序可以被视为手术。所有形式的手术都被视为浸入性程序；所谓的非侵入性手术

通常指的是不穿透正在处理的结构的切除(例如，角膜的激光消融)或指的是放射性手术程

序(例如，肿瘤照射)。手术可以持续数分钟至数小时。

[0150] 手术程序通常由紧急性、程序类型、所涉及的身体系统、侵入程度以及专用仪器来

分类。完成选择性手术以矫正非危及生命的病状，并且在患者的要求下进行，受制于外科医
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师和手术机构的可用性。紧急手术是必须快速完成以挽救生命、肢体或功能能力的手术。进

行探查性手术以辅助或确认诊断。治疗性手术治疗先前诊断的病状。

[0151] 截肢涉及切掉身体部分，通常是肢体或指趾。再植涉及重接切断的身体部分。重建

手术涉及身体的损伤、残缺或变形部分的重建。完成整容手术以改善其它方面正常的结构

的外观。切除是从患者切去器官、组织或其它身体部分。移植手术是通过将来自不同的人

(或动物)的另一个器官或身体部分插入患者中来置换器官或身体部分。从活的人或动物中

移出器官或身体部分用于移植也是一种手术类型。

[0152] 当对一个器官系统或结构进行手术时，其可以由所涉及的器官、器官系统或组织

来分类。实例包括心脏手术(对心脏进行)、胃肠手术(在消化道和其附属器官内进行)、以及

矫形手术(对骨骼和/或肌肉进行)。

[0153] 最低侵入性手术涉及较小的外部切口以将微型化仪器插入体腔或结构内，如同在

腹腔镜手术或血管成形术中一样。相比之下，开放手术程序需要大的切口以接近所关注的

区域。激光手术涉及使用激光替代解剖刀或类似的手术仪器来切割组织。显微手术涉及使

用手术显微镜以使外科医师观察到小的结构。机器人手术利用手术机器人，诸如Da  Vinci

或Zeus手术系统，以在外科医师的指导下控制仪器。

[0154] 3.自体免疫/发炎疾病

[0155] 本发明技术涵盖多种自体免疫和/或发炎疾病病况的治疗，诸如脊椎关节病变、强

直性脊椎炎、牛皮癣性关节炎、反应性关节炎、肠病性关节炎、溃疡性结肠炎、克罗恩氏病

(Crohn′s  disease)、易激性肠病、发炎性肠病、类风湿性关节炎、青少年类风湿性关节炎、

家族性地中海热、肌萎缩性侧索硬化、修格兰氏综合症(Sjogren′s  syndrome)、早期关节

炎、病毒性关节炎、多发性硬化或牛皮癣。这些疾病的诊断和治疗在文献中有充分记载。

[0156] 一般来说，自体免疫疾病与身体对通常存在于身体中的物质和组织的过度活跃的

免疫反应相关联，并且通常不是免疫反应的焦点。存在超过80种类型的自体免疫疾病，其中

一些具有类似的症状，并且其可以由类似的深层原因引起。自体免疫疾病的典型征象是发

炎，如本文所公开，其可经受Smad7(任选地，PTD-Smad7)组合物的治疗。

[0157] 4.化学疗法、放射疗法以及细胞因子疗法的毒性

[0158] 各种形式的癌症疗法，包括化学疗法、辐射以及细胞因子，在癌症患者中与毒性相

关联，有时是严重的。本发明技术寻求使用本发明技术的医药组合物降低这种毒性，从而减

轻或缓和患者部分的不适，以及允许更高剂量的疗法。

[0159] 如本公开通篇详细地描述，已经发现PTD-Smad7用以愈合以及预防小鼠模型中的

口腔粘膜炎。PTD-Smad7显示在直接比较中比帕利夫明更有效，帕利夫明是经批准用于预防

口腔粘膜炎的现有药物。

[0160] 口腔癌，世界上第6位最常见癌症，是头颈癌的一种亚型，并且包括位于口腔中的

任何癌组织生长。其可以作为起源于口腔组织中的任一者的原发性病灶，通过从远端起源

部位转移或通过从邻近的解剖结构(诸如鼻腔)延伸而产生，或口腔癌可以起源于口中的任

何组织，并且可以具有多变的组织学类型：畸胎瘤、来源于大唾液腺或小唾液腺的腺癌、来

自扁桃体或其它淋巴组织的淋巴瘤、或来自口腔粘膜的产色素细胞的黑素瘤。存在几种类

型的口腔癌，但约90％是起源于作为口和嘴唇内里的组织的鳞状细胞癌。口腔癌或口癌最

常见地涉及舌头。其还可能在口底、脸颊内里、牙龈(齿龈)、嘴唇或上腭(口顶)上出现。大多
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数口腔癌在显微镜下看起来非常相似并且被称为鳞状细胞癌。这些是恶性的并且倾向于快

速扩散。

[0161] 超过80％的口腔癌患者用辐射疗法治疗并且至少75％的这些个体将发展出口腔

粘膜炎。口腔粘膜炎是慢性口腔溃疡。这种疾病在所有癌症类型的辐射治疗患者中频繁出

现，包括(但不限于)对器官移植物进行辐射治疗(以消除移植物的排斥反应)的患者，和经

历常规化学疗法的患者。重度口腔粘膜炎是极度疼痛的并且削弱食物/液体摄入，因此常常

是癌症疗法的最严重并发症。口腔粘膜炎是确定对头颈区域的辐射和化学疗法可能的最大

剂量的主要因素；其可以显著地使癌症治疗变复杂，延长住院，降低生活质量并且增加成

本。

[0162] 当前，没有确立的疗法来有效地治疗重度口腔粘膜炎。迄今，人角质细胞生长因子

(KGF)的重组蛋白质帕利夫明 是经FDA批准用于骨髓移植患者的重度口

腔粘膜炎的静脉内(i.v.)注射的唯一药物，并且其在癌症疗法中的用途仍有待确定。其还

用于预防口腔粘膜炎。因此，这种药物仅可用于4％的处于风险下的群体。其归因于静脉内

施用途径还需要医疗服务提供者。其它潜在疗法包括局部冲洗剂，诸如粘性2％利多卡因

(1idocaine)冲洗剂，或小苏打和盐水溶液，或鸡尾酒溶液，例如BAX(利多卡因、苯海拉明

(diphenhyramine)、山梨糖醇以及 )。其它研究性或粘膜保护性辅助疗法包括

(但不限于)β胡萝卜素、生育酚、激光照射、用硝酸银预防性冲刷口腔粘膜、米索前列醇

(misoprostol)、亚叶酸、全身KGF、己酮可可碱(pentoxifylline)、别嘌呤醇漱口剂、全身硫

糖铝、葡萄糖酸氯己定(chlorhexidine  gluconate)以及冷冻疗法。

[0163] 化学疗法诱导和辐射诱导的消化道粘膜炎是作为快速分化的肠上皮细胞的急性

死亡的结果而产生的发炎病状。用于单独、以药物的组合形式或与辐射一起治疗实体肿瘤

的大多数化学治疗药物将导致大量肠上皮细胞死亡。随之发生的粘膜炎的临床表现包括消

化道症状，诸如恶心和呕吐、严重腹泻、急性体重减轻和消瘦。这很快成为施用化学疗法用

于许多癌症患者的限制因素之一。Tat-Smad7保护肠上皮细胞免受化学治疗剂、辐射或那些

的组合损害的能力将显著减少癌症疗法的不当副作用，并且能够用现有工具以更侵袭的方

式治疗疾病。

[0164] 骨髓衰竭综合症是当造血干细胞区室受损并且无法产生正常细胞类型时发展的

一组病状。骨髓衰竭作为遗传性基因异常、暴露于有毒物质(诸如毒素、化学品或病毒)的结

果而发生。尽管可以导致获得性骨髓衰竭发展的环境因素的性质和身份仍然并未完全了

解，但少数因素已经与军事人员当中的获得性骨髓衰竭的发展联系起来，包括暴露于芥子

气、电离辐射，以及传染剂，诸如内脏利什曼病或非洲锥虫病。用于管理骨髓衰竭综合症的

最佳方法仍然是造血干细胞(HSC)的移植，除非足够数目的剩余驻留的骨髓HSC可以免受这

些压力并且激励再植造血区室。如此处所描述的Smad  7的调节应能够有意保护展现与骨髓

衰竭一致的临床征象的患者中的剩余驻留HSC。

[0165] 5.癌症

[0166] TGF-β和NF-κB活化已知促进癌症侵入和转移。当前，TGF-β抑制剂在临床试验中用

于治疗转移癌并且NF-κB抑制剂用于癌症预防。Smad7对阻断TGF-β与NF-κB信号传导所展示

的作用呈现了其作为比仅抑制这两种路径之一的其它抑制剂甚至更强的抗癌/抗转移剂的

说　明　书 28/79 页

30

CN 105358704 B

30



可能性。已经显示Smad7预防血管生成和纤维生成，并且可能因此特别适用于肿瘤需要发展

供血和/或基质的情形。

[0167] 癌症可以选自由以下组成的群组：脑、肺、肝、脾、肾、淋巴结、小肠、胰脏、血细胞、

结肠、胃、乳房、子宫内膜、前列腺、睾丸、子宫颈、子宫、卵巢、皮肤、头颈、食道、骨髓以及血

液的癌症。癌症可以是转移性或原发性、复发性或多重耐药性的。在一些实施方案中，癌症

是实体肿瘤(器官肿瘤)。实体肿瘤指的是在器官系统中生长并且可以在体内任何地方出现

的细胞团。两种类型的实体肿瘤包括在器官内部或外部的上皮组织中出现的上皮肿瘤(癌

瘤)，和在结缔组织中出现的肉瘤(结缔组织肿瘤)，这种结缔组织诸如(但不限于)肌肉、肌

腱、脂肪、神经以及支持、围绕或连接体内的结构和器官的其它结缔组织。在一些实施方案

中，癌症是血液、骨髓或淋巴结的液体肿瘤或癌症。这些肿瘤包括(但不限于)白血病、淋巴

瘤以及骨髓瘤。

[0168] 6.疤痕形成、纤维化以及异常愈合

[0169] 除了加速的再上皮化(例如，经由增加细胞增殖和/或增加细胞迁移)之外，Smad7

对创口基质的作用尤其包括减少发炎、血管生成或胶原蛋白产生中的一者或多者。尽管不

打算受理论约束，但这些作用可以经由NF-κB信号传导的减少(由减少的p50证明)和阻断

TGF-β信号传导(由减少的pSmad2证明)来介导。因此，减轻的发炎可以显著促成加速的创口

愈合，任选地经由减少的血管生成和胶原蛋白产生和/或减少的白细胞浸润，从而使得通常

由白细胞释放的细胞因子和趋化因子减少，这些细胞因子和趋化因子是促血管生成和促纤

维生成的。使用Smad7的暂时性治疗可以允许创口修复所需的早期血管生成和胶原蛋白产

生，同时防止长期的血管生成和胶原蛋白产生。这些变化可以潜在地加速创口基质重塑并

且防止因迁延性发炎或胶原蛋白过度产生所致的过多疤痕。

[0170] 7.口炎

[0171] 口炎是口中任何结构的粘膜内里的发炎，这些结构可以涉及脸颊、齿龈、舌头、嘴

唇、咽喉以及口顶或口底。发炎可以由口中本身的状况，诸如口腔卫生不良、膳食蛋白质缺

乏、不良安装的假牙引起，或由热的食物或饮料所致的口烧伤、有毒植物引起，或由影响整

个身体的状况，诸如药物、过敏反应、辐射疗法或感染引起。重度缺铁性贫血可以导致口炎。

铁是用于细胞复制和修复的转录元件的上调所必需的。铁缺乏可以引起这些元件的基因下

调，从而导致上皮细胞的无效修复和再生，尤其在口和嘴唇中。这种病状也在维生素B2(核

黄素)、B3(烟酸)、B6(吡哆醇)、B9(叶酸)或B12(钴胺素)缺乏的人群中流行。当口炎还涉及牙

龈(齿龈)的发炎时，其被称为龈口炎。口炎还可以见于核黄素缺乏症(核黄素缺乏)或嗜中

性白血球减少症中。

[0172] 在唇角处的刺激和开裂被称为口角炎或唇角炎。在儿童中，口角炎是反复舔嘴唇

的常见原因，并且在成人中，其可能是深层缺铁性贫血或维生素B缺乏(例如，B2-核黄素、B9-

叶酸盐或B12-钴胺素)的征象，继而可能证明不良饮食或营养不良(例如，乳糜泻)。而且，唇

角炎可以由患者的颌部在静态时因缺牙或牙磨损所致的“过度闭合”而引起，这使得颌部比

存在完全/未受影响的牙列时更紧密地靠在一起。这引起口角周围的皮肤皱襞，其因唾液而

保持潮湿，继而倾向于感染；主要受白色念珠菌(Candida  albicans)或类似物种感染。治疗

通常涉及施用局部制霉菌素或类似的抗真菌剂。另一种治疗可以用牙科治疗(例如，假牙或

咬合调整)矫正颌位关系。

说　明　书 29/79 页

31

CN 105358704 B

31



[0173] 游走性口炎是口腔粘膜中的广泛区域受薄的白边所包围的环形萎缩性红色病灶

影响的病状。这是地图样舌病状的相对不常见的形式，与游走性口炎相反，其仅局限于舌粘

膜的脊部和侧部方位。

[0174] 8.直肠炎

[0175] 直肠炎是直肠，即通向肛门的大肠下端的内里的发炎。直肠炎，即直肠内里-称为

直肠粘膜的发炎，是不舒服的并且有时有疼痛。这种病状可能导致从直肠出血或粘膜排出，

以及其它症状。直肠炎的一些原因包括(但不限于)：性传播疾病(STD)，诸如可以在肛交期

间传播的那些(例如，淋病、衣原体、梅毒以及疱疹)；因例如食源性细菌(例如，沙门氏菌

(Salmonella)和志贺氏菌(Shigella))所致的非STD感染；因例如肛交或将物体或物质插入

直肠中(例如，来自灌肠剂的化学品)所致的肛门直肠创伤；溃疡性结肠炎和克罗恩氏病或

其它发炎性肠病，可能在结肠和直肠的内衬中引起溃疡(例如，疮)；辐射疗法，特别是骨盆

区域(例如，直肠、卵巢或前列腺癌)的辐射疗法，其可能导致直肠出血；抗生素，其导致共生

菌流失，从而允许有害细菌(例如，艰难梭状芽胞杆菌(Clostridium  difficile))引起疾

病。

[0176] 9.配方和施用途径

[0177] 在涵盖临床应用的情况下，将有必要制备医药组合物-蛋白质、表达载体、病毒储

备液、蛋白质以及药物-呈适于预期应用的形式。一般来说，这将要求制备基本上不含热原

质以及可能对人类或动物有害的其它杂质的组合物。

[0178] 在用于动物模型中之前广泛地纯化PTD-Smad7(和截短变体)。使用甘油与PBS的混

合物制备PTD-Smad7(和截短型式)用于局部和透粘膜施加。

[0179] 我们将一般需要采用适当的盐和缓冲液以促使递送载体稳定并且允许被靶细胞

摄入。当将重组细胞引入患者中时，也将采用缓冲液。本发明技术的水性组合物包含有效量

的至细胞的载体，其溶解或分散于医药学上可接受的载剂或水性介质中。这类组合物也被

称作接种物。短语“医药学上或药理学上可接受”指的是当施用于动物或人类时不会产生不

利、过敏或其它不良反应的分子实体和组合物。如本文所用的“医药学上可接受的载剂”包

括任何和所有溶剂、分散介质、包衣、抗细菌剂和抗真菌剂、等张剂和吸收延迟剂，等等。这

类介质和试剂用于医药活性物质的用途在本领域中是众所周知的。除非任何常规介质或试

剂与本发明技术的载体或细胞不相容，否则涵盖其在治疗性组合物中的用途。还可以将补

充的活性成分并入组合物中。

[0180] 本发明技术的活性组合物可以包括典型医药制剂。根据本发明技术的这些组合物

的施用将经由任何常用途径，只要靶组织经由那个途径可用即可。这类施用途径可以包括

经口、肠道外(包括静脉内、肌肉内、皮下、皮内、关节内、滑膜内、鞘内、动脉内、心内、皮下、

眶内、囊内、脊柱内、胸骨内以及透皮)、经鼻、经颊、经尿道、经直肠、经阴道、经粘膜、经皮、

或局部(包括经皮、经颊以及舌下)。或者，施用可以通过原位、皮内、皮下、肌肉内、腹膜内或

静脉内注射。这类组合物将通常以上文所描述的医药学上可接受的组合物施用。特别关注

的是直接瘤内施用、肿瘤灌注，或对肿瘤的局部或区域性施用，例如，在局部或区域性血管

结构或淋巴系统中，或在切除的肿瘤床中。施用还可以经由鼻用喷雾、手术植入物、内用手

术涂剂(internal  surgical  paint)、输注泵，或经由导管、支架、气囊或其它递送装置。最

适用和/或有益的施用模式可以有变化，这尤其取决于接受者的状况和所治疗的病症。
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[0181] 呈游离碱或药理学上可接受的盐形式的活性化合物的溶液可以在与表面活性剂，

诸如羟丙基纤维素适当混合的水中制备。分散体也可以在甘油、液体聚乙二醇以及其混合

物中和油中制备。在储存和使用的一般条件下，这些制剂含有防腐剂以防止微生物生长。

[0182] 适合于可注射使用的医药形式包括无菌水性溶液或分散体以及用于临时制备无

菌可注射溶液或分散体的无菌粉末。在所有情况下，这种形式必须是无菌的并且必须是达

到易于注射的程度的流体。其必须在制造和储存条件下稳定并且必须针对诸如细菌和真菌

的微生物的污染作用进行防腐。载剂可以是溶剂或分散介质，其含有例如水、乙醇、多元醇

(例如，甘油、丙二醇以及液体聚乙二醇，等等)、其适合的混合物、以及植物油。适当流动性

可以例如通过使用诸如卵磷脂的包衣，在分散体的情况下通过维持所需的粒度，以及通过

使用表面活性剂来维持。防止微生物的作用可以由各种抗细菌、抗真菌剂来达成，例如，对

羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、山梨酸、硫柳汞(thimerosal)，等等。在许多情况下，将优选地

包括等张剂，例如，糖或氯化钠。可注射组合物的延长吸收可以通过在组合物中使用延迟吸

收剂来达成，例如，单硬脂酸铝和明胶。

[0183] 无菌可注射溶液是通过将活性化合物以所需量与上文所列举的各种其它成分一

起并入适当溶剂中来制备，需要时继之以过滤灭菌。一般来说，分散体是通过将各种已灭菌

的活性成分并入含有基础分散介质和来自上文所列举的那些的所需其它成分的无菌媒剂

中来制备。在用于制备无菌可注射溶液的无菌粉末的情况下，优选的制备方法是真空干燥

和冷冻干燥技术，这些技术得到来自其先前无菌过滤溶液的活性成分加上任何额外的所需

成分的粉末。

[0184] 如本文所用的“医药学上可接受的载剂”包括任何和所有溶剂、分散介质、包衣、抗

细菌剂和抗真菌剂、等张剂和吸收延迟剂，等等。这类介质和试剂用于医药活性物质的用途

在本领域中是众所周知的。除非任何常规介质或试剂与活性成分不相容，否则涵盖其在治

疗性组合物中的用途。还可以将补充的活性成分并入组合物中。

[0185] 本发明技术的组合物可以按中性或盐形式配制。医药学上可接受的盐包括酸加成

盐(与蛋白质的游离氨基形成)并且与以下酸形成：无机酸，诸如盐酸或磷酸，或有机酸，诸

如乙酸、草酸、酒石酸、扁桃酸，等等。与游离羧基形成的盐也可以来源于无机碱，诸如氢氧

化钠、氢氧化钾、氢氧化铵、氢氧化钙或氢氧化铁，以及有机碱，诸如异丙胺、三甲胺、组氨

酸、普鲁卡因(procaine)，等等。

[0186] 配方易于以多种剂型施用。取决于所治疗的受试者的病状，剂量将必然发生一些

变化。负责施用的人员将在任何情况下决定用于个别受试者的适当剂量。此外，对于人类施

用，制剂应符合FDA生物制剂标准办公室(FDA  Office  of  Biologics  standards)所要求的

无菌性、致热原性、一般安全性以及纯度标准。

[0187] 对于经口施用，可以将本发明技术的多肽与赋形剂合并并且以不可摄取的漱口剂

和洁齿剂的形式使用。预期本领域的技术人员已知的几乎任何丸剂或胶囊形式，包括例如

包覆包衣和延时、缓慢释放等等，可以用于本发明技术。漱口剂可以通过将活性成分以所需

量并入适当溶剂，诸如硼酸钠溶液(多贝耳氏溶液(Dobell′s  Solution))中来制备。或者，

可以将活性成分并入含有硼酸钠、甘油以及碳酸氢钾的抗菌洗剂中。还可以使活性成分分

散于洁齿剂中，包括：凝胶、糊剂、乳膏、粉末以及浆液。可以将活性成分以治疗有效量添加

至糊状洁齿剂中，这种洁齿剂可以包括水、粘合剂、研磨剂、调味剂、发泡剂以及保湿剂。
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[0188] 适合于口服剂量的医药组合物可以采用各种形式，诸如片剂、胶囊、囊片以及糯米

纸(包括速溶或泡腾)，各自含有预定量的活性剂。组合物还可以呈粉末或颗粒、于水性或非

水性液体中的溶液或悬浮液、以及液体乳液(水包油和油包水)的形式。活性剂还可以作为

大丸剂、药糖剂或糊剂递送。一般应了解，上述剂型的制备方法在本领域中一般是已知的，

并且任何这类方法将适合于制备用于组合物递送的相应剂型。

[0189] 在一个实施方案中，活性剂化合物可以与医药学上可接受的媒剂，诸如惰性稀释

剂或可食用载剂组合经口施用。可以将口服组合物封入硬壳或软壳明胶胶囊中，可以压成

片剂，或可以与患者膳食的食物直接合并。组合物和制剂的百分比可以有变化；然而，这类

治疗上有用的组合物中物质的量优选地将获得有效剂量水平。

[0190] 含有活性剂化合物的硬胶囊可以使用生理学上可降解的组合物，诸如明胶来制

得。这类硬胶囊包含化合物，并且可以进一步包含额外成分，包括例如惰性固体稀释剂，诸

如碳酸钙、磷酸钙或高岭土。含有化合物的软明胶胶囊可以使用生理学上可降解的组合物，

诸如明胶来制得。这类软胶囊包含化合物，这种化合物可以与水或油介质，诸如花生油、液

体石蜡或橄榄油混合。

[0191] 舌下片剂经过设计以极快速地溶解。这类组合物的实例包括酒石酸麦角胺、二硝

酸异山梨醇酯以及盐酸异丙肾上腺素。除药物之外，这些片剂的组合物含有各种可溶性赋

形剂，诸如乳糖、粉末状蔗糖、葡萄糖以及甘露糖醇。本发明技术的固体剂型可以任选地被

包覆包衣，并且适合的包覆材料的实例包括(但不限于)纤维素聚合物(诸如醋酸邻苯二甲

酸纤维素、羟丙基纤维素、羟丙基甲基纤维素、邻苯二甲酸羟丙基甲基纤维素以及醋酸琥珀

酸羟丙基甲基纤维素)、聚醋酸乙烯邻苯二甲酸酯、丙烯酸聚合物和共聚物、以及甲基丙烯

酸树脂(诸如以商品名 可商购的那些)、玉米蛋白、虫胶以及多糖。

[0192] 医药制剂的粉末状和颗粒状组合物可以使用已知方法制备。这类组合物可以直接

施用于患者或在进一步制备剂型中使用，以便形成片剂，填充胶囊，或通过向其中添加水性

或油性媒剂来制备水性或油性悬浮液或溶液。这些组合物中的每一者可以进一步包含一种

或多种添加剂，诸如分散剂或湿润剂、悬浮剂以及防腐剂。额外的赋形剂(例如，填充剂、甜

味剂、调味剂或着色剂)也可以被包括于这些组合物中。

[0193] 适合于经口施用的医药组合物的液体组合物可以按液体形式或预期在使用前用

水或另一种适合的媒剂复原的干燥产品的形式制备、包装和出售。

[0194] 含有本文所描述的一种或多种活性剂化合物的片剂可以通过容易为本领域的技

术人员所知的任何标准工艺来制造，诸如通过压缩或模制，任选地与一种或多种佐剂或附

属成分一起。片剂可以任选地被包覆包衣或刻痕并且可以经过配制以提供活性剂的缓慢释

放或控制释放。

[0195] 可以配制固体剂型以提供活性剂的延迟释放，诸如通过施加包衣。延迟释放包衣

在本领域中是已知的，并且含有其的剂型可以通过任何已知的适合方法来制备。这类方法

一般包括在制备固体剂型(例如，片剂或囊片)之后，施加延迟释放包衣组合物。施加可以通

过诸如无气喷雾、流化床包衣、使用包衣锅等方法。用作延迟释放包衣的材料在性质上可以

是聚合的，诸如纤维素材料(例如，丁酸邻苯二甲酸纤维素、邻苯二甲酸羟丙基甲基纤维素

以及羧甲基乙基纤维素)，以及丙烯酸、甲基丙烯酸以及其酯的聚合物和共聚物。

[0196] 根据本发明技术的固体剂型也可以是持续释放(即，经过一段长期的时间释放活
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性剂)，并且可能也是或可能不是延迟释放。持续释放组合物在本领域中是已知的并且一般

通过使药物分散于逐渐可降解或可水解的材料的基质内来制备，这种材料诸如不溶性塑

料、亲水性聚合物或脂肪族化合物。或者，固体剂型可以用这样的材料包覆。

[0197] 用于肠道外施用的组合物包括水性和非水性无菌注射溶液，其可以进一步含有额

外的试剂，诸如抗氧化剂、缓冲剂、抑菌剂以及溶质，这些试剂促使组合物与预期接受者的

血液等张。组合物可以包括水性和非水性无菌悬浮液，其含有悬浮剂和增稠剂。用于肠道外

施用的这类组合物可以存在于单位剂量或多剂量容器中，诸如密封安瓿和小瓶，并且可以

在冷冻干燥(冻干)条件下储存，这仅需要在即将使用前添加无菌液体载剂，例如水(注射

用)。临时注射溶液和悬浮液可以从先前所描述的种类的无菌粉末、颗粒以及片剂制备。

[0198] 用于经直肠递送的组合物包括直肠栓剂、乳膏、软膏以及液体。栓剂可以作为活性

剂与本领域中一般已知的载剂，诸如聚乙二醇组合呈现。可以设计这类剂型以快速地或经

过一段长期的时间崩解，并且完全崩解的时间可以在诸如约10分钟的短时间至诸如约6小

时的一段长期时间的范围内。

[0199] 局部组合物可以呈在本领域中适合并且易知用于递送活性剂至体表的任何形式，

包括经皮、经颊以及舌下。局部组合物的典型实例包括软膏、乳膏、凝胶、糊剂以及溶液。用

于口中施用的组合物包括糖锭。

[0200] 根据这些实施方案，经口(局部、经粘膜和/或经皮)递送材料还可以包括乳膏、油

膏、软膏、贴片、脂质体、纳米粒子、微粒、定时释放配方以及本领域中已知的其它材料以供

递送至受试者的口腔、粘膜和/或皮肤用于治疗和/或预防本文所公开的病状。某些实施方

案涉及使用生物可降解的经口(局部、经粘膜和/或经皮)贴片递送系统或胶凝材料。这些组

合物可以是液体配方或用这些组合物的配方处理的医药学上可接受的递送系统，并且还可

以包括活化剂/诱导剂。

[0201] 用于本发明技术的方法中的组合物还可以透皮施用，其中将活性剂并入层状结构

(一般被称作“贴片”)中，这种层状结构适于保持与接受者的表皮紧密接触一段长期的时

间。通常，这类贴片可用作单层“含药物胶粘剂”贴片或多层贴片，其中活性剂含于与胶粘剂

层隔开的层中。两种类型的贴片一般还含有背层和在附着至接受者的皮肤之前加以去除的

衬里。透皮药物递送贴片还可以由在背层下面的储集层组成，这个储集层由半透膜和胶粘

剂层与接受者的皮肤隔开。透皮药物递送可以经由被动扩散、电转运或离子导入而发生。

[0202] 在某些实施方案中，本文所涵盖的贴片可以是缓慢溶解或延时释放贴片。根据这

些实施方案，缓慢溶解贴片可以是海藻酸盐贴片。在某些实例中，贴片可以含有可检测的指

示剂染料或试剂，诸如荧光剂。在其它实施方案中，标签(例如，可检测标签，诸如生物素或

加荧光标签的试剂)可以与治疗分子相关联以检测递送至受试者之后的分子。在某些实施

方案中，取决于如由保健专家评估的受试者的需求，可以每天三次、每天两次、每天一次、每

隔一天、每周等将本文所涵盖的一个或多个经口递送贴片或其它治疗施用于受试者。本文

所涵盖的贴片可以是经口生物可降解的贴片或可能或可能不降解的外用贴片。视需要而

定，本文所涵盖的贴片的尺寸可以为1mm、2mm、3mm、4mm至5mm或更大。另外，本文涵盖了用于

例如罹患牛皮癣的受试者的皮肤贴片。在治疗牛皮癣和慢性创口中，可以使用诸如甘油、羧

甲基纤维素的媒剂局部递送Smad7。还可以使用透皮系统(例如，从3M可商购)以供递送。还

可以使用皮下注射至病灶中(在生理盐水或PBS中)。
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[0203] 在一些实施方案中，组合物可以包括短期、快速起效、快速失效、控制释放、持续释

放、延迟释放以及脉冲释放组合物，条件是这些组合物达成如本文所描述的化合物的施用。

参看Remtngton′s  Pharmaceutical  Sciences(第18版；Mack  Publishing  Company，Eaton，

Pennsylvania，1990)，以全文引用的方式并入本文中。

[0204] 在某些实施方案中，本文所公开的化合物和组合物可以经由医疗装置递送。这类

递送一般可以经由任何可插入或可植入的医疗装置，包括(但不限于)支架、导管、气囊导

管、分流器或线圈。在一个实施方案中，本发明技术提供了医疗装置，诸如支架，其表面包覆

有如本文所描述的化合物或组合物。这项技术的医疗装置可以用于例如治疗、预防或以其

它方式影响疾病或病状(诸如本文所公开的那些)的进程的任何应用中。

[0205] 预期本领域中已知的任何分子生物学、细胞生物学或生物化学技术可以用于产生

和/或测试本文所提供的治疗。另外，预期蛋白质化学技术用于评估治疗在本文所公开的模

型系统(例如，小鼠模型系统)中的效用。

[0206] 10.组合疗法

[0207] 在许多医学领域中常见的是用多种治疗模态，通常被称为“组合疗法”治疗疾病。

本文所描述的许多疾病(例如，发炎疾病和癌症)无一例外。在一些实施方案中，为了使用本

发明技术的方法和组合物治疗发炎病症，我们将使靶细胞、器官或受试者与Smad7蛋白质、

表达构建体或活化剂和至少一种其它疗法接触。这些疗法将以有效达成一个或多个疾病参

数的减小的组合量提供。这个过程可以涉及使细胞/受试者同时与两种药剂/疗法接触，例

如使用包括两种药剂的单一组合物或药理配方，或通过使细胞/受试者同时与两种不同的

组合物或配方接触，其中一种组合物包括Smad7药剂并且另一种包括其它药剂。

[0208] 或者，Smad7药剂可以在其它治疗之前或之后，间隔时间在数分钟至数周的范围

内。我们一般将确保在每次递送的时间之间不会中断一段显著的时间，以使得疗法将仍然

能够对细胞/受试者发挥有利组合的作用。在这类情况下，预期我们将使细胞与两种模态在

相隔约12-24小时内、相隔约6-12小时内或以仅约12小时的延迟时间接触。在一些情况下，

可能需要显著延长治疗的时段；然而，在相应的施用之间推移几天(2、3、4、5、6或7)至几周

(1、2、3、4、5、6、7或8)。

[0209] 还设想到将需要Smad7药剂或其它疗法的多于一次施用。可以采用各种组合，其中

Smad7药剂为“A”，并且其它疗法为“B”，如以下所例示：

[0210]

[0211] 提供了其它组合。适合用于针对发炎病症的组合疗法中的其它药剂包括类固醇、

糖皮质激素、非类固醇消炎药(NSAID；包括COX-1和COX-2抑制剂)、阿斯匹林(aspirin)、布

洛芬(ibuprofen)以及萘普生(naproxen)。镇痛剂通常与消炎药相关，但其没有消炎作用。

一个实例是扑热息痛(paracetamol)，在美国被称为醋氨酚并且以商标名Tylenol出售。与

通过抑制COX酶而减轻疼痛和发炎的NSAID相反，最近已经显示扑热息痛阻断内源性大麻素

(endocannabinoid)的再吸收，这仅减轻疼痛，从而可能解释其对发炎具有最小作用的原

因。用于组合使用的特定药剂是抗TGF-β抗体。
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[0212] 技术人员受Remington′s  Pharmaceutical  Sciences，第15版，第33章，特别是第

624-652页，1990的指导。取决于所治疗的受试者的病状，剂量将必然发生一些变化。负责施

用的人员将在任何情况下决定用于个别受试者的适当剂量。此外，对于人类施用，制剂应符

合FDA生物制剂标准办公室所要求的无菌性、致热原性、一般安全性以及纯度标准。

[0213] 还应指出，前述疗法中的任一者可以证实本身适用于治疗发炎。

[0214] 如上文所论述，本发明技术特别关于治疗由某些抗癌疗法所致的DNA损伤和/或发

炎，以及用于治疗癌症。因此，特别地，本发明技术可以作为与癌症疗法的组合来应用。这个

过程可以涉及使细胞、器官或患者同时与药剂/疗法接触，包括通过使细胞、器官或患者与

包括两种药剂的单一组合物或药理配方接触，或同时与两种不同的组合物或配方接触，其

中一种组合物包括Smad7药剂并且另一种包括其它药剂。或者，类似于上文所陈述的计划，

组合物可以在不同时间递送，包括一种或两种药剂的重复剂量。

[0215] 适合用于组合疗法中的药剂或因子包括当施加至细胞时诱导DNA损伤的任何化合

物或治疗方法。这类药剂和因子包括诱导DNA损伤的辐射和波，诸如照射、微波、电子发射，

等等。多种化合物，也描述为“化学治疗剂”或“遗传毒性剂”，意图用于本文所公开的组合治

疗方法中。在根据本发明技术治疗癌症中，我们将使肿瘤细胞与除表达构建体之外的药剂

接触。这可以通过照射局部化肿瘤部位来达成；或者，可以通过向受试者施用治疗有效量的

医药组合物而使肿瘤细胞与药剂接触。

[0216] 提供各种种类的化学治疗剂用于与本发明技术的肽组合使用。举例来说，选择性

雌激素受体拮抗剂(“SERM”)，诸如它莫西芬、4-羟基它莫西芬(Afimoxfene)、氟维司群

(Falsodex)、雷洛昔芬(Raloxifene)、巴多昔芬(Bazedoxifene)、氯米芬(Clomifene)、芙婷

宝(Femarelle)、拉索昔芬(Lasofoxifene)、奥美昔芬(Ormeloxifene)以及托瑞米芬

(Toremifene)。

[0217] 预期有用的化学治疗剂包括例如喜树碱、放线菌素D、丝裂霉素C。本发明技术还包

涵了使用一种或多种DNA损伤剂(无论是基于辐射的还是实际化合物)的组合，诸如使用X射

线与顺铂(cisplatin)或使用顺铂与依托泊苷(etoposide)。如上文所描述，可以制备药剂

并且通过将其与MUCl肽组合而以组合的治疗性组合物或试剂盒使用。

[0218] 热休克蛋白90是在许多真核细胞中发现的调控蛋白质。已经显示HSP90抑制剂适

用于治疗癌症。这类抑制剂包括格尔德霉素、17-(烯丙基氨基)-17-去甲氧基格尔德霉素、

PU-H71以及利福布汀(Rifabutin)。

[0219] 还设想到直接交联DNA或形成加合物的药剂。可以使用诸如顺铂的药剂，和其它

DNA烷化剂。顺铂已经广泛用于治疗癌症，其在临床应用中所用的有效剂量为20mg/m2持续5

天，每三周一次，共计三个疗程。顺铂经口不吸收并且因此必须经由静脉内、皮下、瘤内或腹

膜内注射来递送。

[0220] 损害DNA的药剂还包括干扰DNA复制、有丝分裂以及染色体分离的化合物。这类化

学治疗性化合物包括阿霉素(也称为多柔比星(doxorubicin))、依托泊苷、维拉帕米

(verapamil)、鬼臼毒素(podophyllotoxin)，等等。在用于治疗赘生物的临床环境中广泛使

用的这些化合物经由静脉内大丸剂注射，以25-75mg/m2(21天时间间隔，对于多柔比星)至

35-50mg/m2(对于依托泊苷)的范围内的剂量静脉内施用，或经口加倍静脉内剂量。还涵盖

微管抑制剂，诸如紫杉烷(taxane)。这些分子是由紫杉属植物产生的双萜，并且包括太平洋
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紫杉醇(paclitaxel)和多烯紫杉醇(docetaxel)。

[0221] 表皮生长因子受体抑制剂，诸如Iressa，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白mTOR，也称为

FK506-结合蛋白12-雷帕霉素相关蛋白1(FRAP1)，是调控细胞生长、细胞增殖、细胞运动、细

胞存活、蛋白质合成、以及转录的丝氨酸/苏氨酸蛋白质激酶。因此提供雷帕霉素和其类似

物(“类雷帕霉素(rapalog)”)与根据本发明技术的癌症疗法组合使用。

[0222] 另一种可能的与本文所要求的肽的组合疗法是TNF-α(肿瘤坏死因子-α)，其为全

身发炎中所涉及的细胞因子和刺激急性期反应的一组细胞因子的成员。TNF的主要作用在

于调控免疫细胞。TNF还能够诱导凋亡性细胞死亡，诱导发炎，以及抑制肿瘤发生和病毒复

制。

[0223] 破坏核酸前体和亚单元的合成和保真度的药剂也导致DNA损伤。这样的话，已经开

发了许多核酸前体。特别适用的是已经经历广泛测试并且容易可用的药剂。这样的话，诸如

5-氟尿嘧啶(5-FU)的药剂优先被赘生组织使用，使得这种药剂特别适用于靶向赘生细胞。

尽管毒性相当大，但5-FU适用于大范围的载剂中，包括局部，然而，通常使用剂量在3至15毫

克/公斤/天的范围内的静脉内施用。

[0224] 引起DNA损伤并且已经广泛使用的其它因子包括通常被称为γ射线、x射线的那些

和/或放射性同位素至肿瘤细胞的定向递送。还涵盖其它形式的DNA损伤因子，诸如微波和

UV照射。最有可能的是所有这些因子对DNA、DNA的前体、DNA的复制和修复、以及染色体的组

装和维持实现广泛范围的损伤。x射线的剂量范围在对于长期时间段(3至4周)的50至200伦

琴的日剂量至2000至6000伦琴的单剂量的范围内。放射性同位素的剂量范围广泛变化，并

且取决于同位素的半衰期、所发射的辐射的强度和类型、以及由赘生细胞的摄入。

[0225] 技术人员受Remington′s  Pharmaceutical  Sciences，第15版，第33章，特别是第

624-652页的指导。取决于所治疗的受试者的病状，剂量将必然发生一些变化。负责施用的

人员将在任何情况下决定用于个别受试者的适当剂量。此外，对于人类施用，制剂应符合

FDA生物制剂标准办公室所要求的无菌性、致热原性、一般安全性以及纯度标准。

[0226] 除了将Smad7疗法与化学疗法和放射疗法组合之外，还预期与免疫疗法、激素疗

法 、毒 素 疗 法 以 及 手 术 组 合 。特 别 地 ，我 们 可 以 采 用 靶 向 疗 法 ，诸 如

以及

[0227] 在其它实施方案中，为了评估在口腔粘膜炎的情形中Smad7的作用和机制，开发了

“基因开关”转基因小鼠模型以允许控制特定地在口腔上皮中的Smad7转基因表达的水平和

持续时间。根据这些实施方案，这些模型可以用于测试其它基因或下游分子对口腔上皮和

口腔粘膜的影响。因此，这些模型可以用于(但不限于)口腔创口愈合生物学的进一步分析

以及测试对口腔创口愈合的治疗方法。在这些研究中鉴别的分子Smad7标靶可以向罹患口

腔粘膜炎的受试者提供额外的治疗标靶。本文所开发的模型和资源可以提供用于分析研究

的独特工具以鉴别与Smad7过度表达和控制相关的生物标志物和治疗标靶，例如，由Smad7

开启或结合的下游分子可以被鉴别为例如额外的治疗标靶，以治疗口腔粘膜炎、牛皮癣以

及因TGF-β活性和NF-κB活性加重的其它病状。

[0228] D.试剂盒

[0229] 在某些实施方案中，本文所提供的试剂盒可以包括上文所论述的用于治疗患有本

文所提供的病状的受试者的组合物，这种病状诸如(但不限于)口腔粘膜炎、牛皮癣或创口
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愈合。试剂盒可以包括一个或多个含有本发明技术的治疗性Smad7组合物的容器。这些试剂

盒中的任一者一般将包括至少一个小瓶、试管、烧瓶、罐、注射器或其它容器，组合物可以优

选地和/或适当地等分至其中。本文中的试剂盒还可以包括用于评估促成本文所提供的病

状的生物标靶的试剂盒。

[0230] E.预测或评价反应的方法

[0231] 还提供了通过评估一种或多种与暴露于Smad7相关的标志物的表达水平来预测

和/或评价对使用Smad7治疗的反应的方法。这类标志物可以包括(但不限于)对于细胞迁移

的Rac1、对于发炎的NF-κB，以及对于生长停滞和发炎的TGF-β。如实施例中所论述，在本领

域中提供和/或已知一种或多种与Smad7活性相关的标志物的水平的检测方法和/或变化。

在一些实施方案中，可以评估受试者中Smad7标志物中的一者或多者的表达水平，并且基于

所检测的水平，可以决定用Smad7治疗(或决定继续或中断治疗)，或采用替代性治疗。

[0232] 如本文所用的术语“检测”指的是以一定可重复和可控的水平测量标志物的存在

或不存在的能力。通常，在背景值上进行检测，这些背景值可以包括测试系统所固有的噪声

(或检测极限)。这样的话，通常存在与分析法相关的检测“下限”，并且为了检测，变化可能

需要高于例如某个截止水平。这类极限的确定在本领域中是众所周知的。

[0233] 在一些实施方案中，与对照相比较进行检测，其可以包括(但不限于)与来自缺乏

受试者(或所测试的受试者的特定组织)中所存在的疾病或病症的正常受试者和/或可比的

正常组织(在相同或不同受试者中)的数据相比较。在一些实施方案中，可以在患者中以多

种时间间隔(和/或位置处)检测的水平之间进行比较。在一些实施方案中，检测需要与背景

或对照水平相比是统计上显著的；评估显著性的能力在本领域中是众所周知的，并且在实

施例中例示。

[0234] 如本文所用的术语“水平的变化”指的是从对照或背景水平和/或先前所检测的水

平的可检测变化。在一些实施方案中，变化是与另一种水平相比的增加，并且在一些实施方

案中，变化是与另一种水平相比的减小。在一些实施方案中，可检测的变化(增加或减小)是

统计上显著的。在一些实施方案中，这类变化可以定量地评估为至少约5％、10％、25％、

50％、100％、200％、500％或更大变化，和/或约5-10％、10-25％、10-50％、25-50％、50-

75％、50-100％、100-150％、100-200％、200-300％、300-500％或500-1000％的变化。

[0235] F.筛选额外的生物活性片段的方法

[0236] 在另一个方面，涵盖了筛选Smad7的额外的生物活性片段(包括(但不限于)截短)

的方法。在一些实施方案中，生物活性可以使用本文所描述的方法之一来评估，包括下文实

施例5和8中所描述的那些。可以评估的一些生物活性包括(但不限于)增加细胞增殖、减少

或抑制细胞死亡、减轻过度发炎、防止DNA损伤和/或增加细胞迁移，以及治疗或预防如本文

进一步论述的这类治疗将有帮助的一种或多种疾病或病症的动物模型。这类活性可以使用

一种或多种分析法来评估，包括(但不限于)阻断Smad2的磷酸化和/或NF-κB  p50亚单元的

核转位，增加细胞增殖，减少凋亡和/或辐射诱导的DNA损伤，减少发炎和/或血管生成，促进

口腔粘膜炎、手术创口、糖尿病创口和/或与小鼠和其它实验室模型的慢性发炎相关的创口

的愈合的能力。一些特定实例包括(但不限于)免疫荧光(IF)、免疫组织化学(IHC)以及用于

凋亡的TUNEL分析法。

[0237] 在一些实施方案中，生物活性片段是经过选择以包括一种或多种或所有本文所描
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述的活性的那些。在一些实施方案中，生物活性片段经过选择以包括仅仅或主要1种、仅仅

或主要2种、仅仅或主要3种、仅仅或主要4、或仅仅或主要5种本文所描述的活性。在一些实

施方案中，生物活性片段经过选择以排除仅仅或主要1种、仅仅或主要2种、仅仅或主要3种、

仅仅或主要4种、或仅仅或主要5种本文所描述的活性。在一些实施方案中，生物活性片段经

过选择以包括或排除本文所描述的活性的特定子组。举例来说，增加的增殖和迁移可能足

以治疗糖尿病性创口，而在慢性发炎创口中需要消炎。减少的凋亡和DNA损伤活性对于治疗

口腔粘膜炎是需要的，但对于治疗手术创口不是需要的。

[0238] 如本文所用的术语“主要包括”指的是如下片段：尽管可以保留一定水平的其它生

物活性，但那种活性与全长片段相比降低，而被视为“主要”的活性保持在如全长原生蛋白

质中所观测到的大约相同或增加的水平下。类似地，如本文所用的术语“主要排除”指的是

如下片段：尽管可以保留一定水平的特定生物活性，但那种特定活性的水平与全长片段相

比降低(任选地，显著地和/或统计上显著地降低)，而一种或多种其它生物活性保持在如全

长原生蛋白质中所观测到的大约相同或增加的水平下。

[0239] 在涉及生物活性片段的选择的一些实施方案中，方法包括评估一种或多种生物活

性的表达水平的变化，包括在所选片段中一种或多种活性的增加和减小，如关于全长蛋白

质中所观测到的活性的变化来评估。在一些实施方案中，选择一种或多种生物活性以保持

与全长片段中所观测到的相同，而其它活性可以增加或减小或甚至消除(例如，这类片段将

缺乏所论述的一种或多种活性)。在一些实施方案中，变化是与另一种水平相比的增加，并

且在一些实施方案中，变化是与另一种水平相比的减小。在一些实施方案中，可检测的变化

(增加或减小)是统计上显著的。在一些实施方案中，这类变化可以定量地评估为至少约

5％、10％、25％、50％、100％、200％、500％或更大变化，和/或约5-10％、10-25％、10-50％、

25-50％、50-75％、50-100％、100-150％、100-200％、200-300％、300-500％或500-1000％

的变化。在一些实施方案中，仍然可以观测到“保持相同”的活性相比全长蛋白质的活性有

一些变化，但这类变化可能限于例如约1％、2％、5％、10％或20％的变化或更小。

[0240] 在一个非限制性实例中，所关注的片段可以包括主要介导Smad7的消炎作用的那

些。具有这种消炎功能的Smad7肽可能是足够的并且任选地是一种改善，用于治疗慢性发炎

相关的病状，尤其诸如(但不限于)口腔粘膜炎、口炎以及牛皮癣。在另一个非限制性实例

中，所关注的片段可以包括主要介导细胞迁移和/或阻断TGF-β诱导的生长停滞和/或纤维

化反应的那些。具有这种细胞迁移和增殖功能的Smad7肽可能是足够的并且任选地是一种

改善，用于增强与过度发炎不相关的愈合。可能得益于这种形式的治疗的创口类型尤其包

括(但不限于)手术创口、纤维化疤痕以及糖尿病创口、缺陷性愈合和/或疤痕。

[0241] G.产生Smad7蛋白质的方法

[0242] 在另一个方面，涵盖了产生Smad7蛋白质，包括本文所描述的Smad7变体、片段、截

短、融合蛋白质(例如，PTD-Smad7)中的任一者的方法。本发明者已经发现了在足以用于研

究、开发或商业化的水平和纯度下产生Smad7蛋白质的方法，其包括核酸密码子优化。因此，

明确涵盖了产生Smad7的方法，其包括使用本文所描述的密码子优化的Smad7核酸分子中的

一者或多者(例如，在实施例中)。

[0243] 实施例

[0244] 包括以下实施例以说明各种实施方案。本领域的技术人员应了解，以下实施例中
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所公开的技术代表了发现在实施所要求的方法、组合物以及设备中发挥良好功能的技术。

然而，本领域的技术人员鉴于本公开应了解，在不脱离本发明技术的精神和范围的情况下

可以在所公开的特定实施方案中作出许多改变并且仍然获得相同或相似的结果。

[0245] 实施例1：K5.Smad7小鼠对口腔粘膜炎具抗性

[0246] 如先前所描述(Han等，Dev.Cell，11：301-312，2006)产生在角质细胞中表达人类

Smad7蛋白质的转基因小鼠模型(K5.Smad7)。确认口腔上皮中的转基因表达(图7A-B)。将小

鼠育种至C57BL/6背景中，并且8-10周大的雄性和雌性转基因小鼠以及野生型同窝仔畜用

于研究中。这些小鼠显示出切除的皮肤创口(Han等，Am.J.Pathol.，179：1768-1779，2011)

和辐射诱导的口腔粘膜炎的愈合改善。

[0247] 使K5.Smad7小鼠和野生型同窝仔畜暴露于头颅辐射以确定诱导小鼠的口腔粘膜

炎所需的生物等效剂量(BED)。确定8Gy×3(BED＝43.2)，一种在临床上与低分次放射疗法

有关的方案，是诱导口腔粘膜炎所需的最小剂量(图1A-B)。为了评价Smad7作用的效力，还

测试了头颅辐射的单剂量并且发现口腔粘膜炎的严重程度与介于18Gy(BED＝50.4)与22Gy

(BED＝70.4)之间的BED值相关联(图1A-B、图7C)。截止起始辐射之后第9天，野生型小鼠发

展出口腔溃疡(图1A-B)。

[0248] 在照射之前的K5.Smad7口腔粘膜具有类似于野生型小鼠的形态，但展现出对辐射

诱导的口腔粘膜炎的抗性(图1A-B)。组织学分析揭示，野生型小鼠发展出口腔粘膜炎(图

1A)，其类似于人类的口腔粘膜炎(图1C)。中国昆明医科大学第一附属医院提供了去识别的

存档的人类组织石蜡切片并且批准人类受试者免除这项研究。口腔粘膜炎病灶是来自邻近

于已经经历放射疗法的复发性口腔癌的舌头、颊或口咽粘膜。未照射的口腔粘膜切片是来

自手术移出的睡眠呼吸暂停口腔组织和邻近于囊肿(粘液囊肿)的舌头活检体。

[0249] K5.Smad7口腔上皮通常显示出辐射剂量依赖性损伤，即，在8Gy×3辐射之后上皮

变薄并且舌乳头变平，并且在18Gy和22Gy辐射之后上皮细胞更加损伤(发育不良或肥大)

(图1A)。与人类口腔粘膜炎病灶中增加的白细胞浸润一致(图1C)，野生型小鼠中的病灶具

有众多浸润性白细胞(图1D-E)，其由嗜中性粒细胞、巨噬细胞以及淋巴细胞(图7D)组成；所

有细胞在K5.Smad7口腔粘膜中都实质上减少(图1D-E和7D)。

[0250] 因为难以在急性期捕捉人类口腔粘膜炎病态，所以利用小鼠模型来评估当正形成

溃疡时的增殖和凋亡。类似于先前的报导，增殖细胞在经过照射的野生型口腔上皮中是稀

少的，但在经过照射的K5.Smad7口腔上皮中观察到更多(图1D和1F)。相反地，凋亡细胞在经

过照射的K5.Smad7口腔粘膜中与野生型小鼠相比显著减少(图1D和1G)。

[0251] 正如预期，具有核NF-κB  p50亚单元的细胞在口腔粘膜炎中与未照射的野生型口

腔粘膜相比显著增加(图2A-B)。令人感兴趣地，在内脏器官中是免疫抑制剂，但在口腔粘膜

中促发炎的TGF-β1，连同其活化的信号传导介体磷酸化(p)Smad2一起，在口腔粘膜炎中与

野生型小鼠中的未照射的口腔粘膜相比也增加(图2A-B)。在人类口腔粘膜炎病灶中也检测

到类似变化(图2A-B)。

[0252] 经过照射的K5.Smad7口腔上皮显著减少对于核NF-κB  p50和pSmad2呈阳性的细

胞，即使其仍然具有丰富的TGF-β1蛋白质(图2A-B)。经过照射的野生型口腔粘膜中的TGF-β

1mRNA在第9天和第10天显著增加(图2C)。K5.Smad7粘膜中的TGF-β1mRNA水平在较早的时间

点类似于野生型粘膜，但截止第10天返回至正常(图2C)。尽管不希望受任何理论约束，但这
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些数据表明TGF-β1转录不受Smad7抑制，而其在K5.Smad7粘膜中的更快速下降可能是加速

愈合的结果。

[0253] 活化的BMP信号传导的标志物磷酸化Smad1/5/8在辐射之前和之后不受Smad7影响

(图7E)。这个结果与Smad7优先抑制TGF-β信号传导的能力一致。

[0254] 实施例2：Rac1促成Smad7介导的角质细胞迁移

[0255] 为了判定Smad7是否促成人口腔角质细胞的愈合，敲落自发永生化的人口腔角质

细胞(NOK-SI)中的Smad7。Smad7敲落减弱在开创口之后的角质细胞迁移(图2D和图8A)。相

反地，敲落TGF-β1加速角质细胞迁移(图8B-8D)，这与不存在TGF-β1或Smad3的小鼠中所观

察到的加速创口愈合一致。

[0256] 为了研究与Smad7介导的角质细胞迁移相关的分子机制，检查了对于口腔创口愈

合必不可少的蛋白质Rac1。在Smad7敲落之后Rac1减少(图2E)。预期在口腔粘膜炎中TGF-β1

过度表达将经由Smad非依赖性机制活化Rac1。然而，尽管在照射之后总Rac1蛋白质增加2

倍，但在野生型舌头中活化的Rac1蛋白质并不明显改变(图2F)。

[0257] 在K5.Smad7口腔粘膜中，与野生型口腔粘膜相比总Rac1与活化的Rac1分别显著增

加4倍和8倍(图2F)。为了确定Smad7诱导的Rac1活化的功能意义，在分离自野生型和Smad7

转基因新生皮肤的初级角质细胞中敲落Rac1，并且进行细胞增殖和迁移的分析法。Rac1敲

落显示野生型和Smad7角质细胞的增殖适度减少(图9A-9C)，但Smad7诱导的迁移几乎完全

消去(图2G和图9D)，这表明增加的Rac1促成Smad7介导的细胞迁移。

[0258] 观测到在Smad7转基因角质细胞中增加的Rac1mRNA水平与总的和活性Rac1蛋白质

水平相关联(图3A-B和图10A-B)，这表明Smad7角质细胞中增加的Rac1活化至少部分是增加

的Rac1转录物的结果。此外，在敲落NOK-SI细胞中的个别Smad(图10C-10E)之后Rac1蛋白质

增加约3倍(图3C)。这些数据表明正常Smad信号传导阻遏Rac1转录。

[0259] 在小鼠Rac1启动子中的两个假定Smad结合元件(SBE)(编码序列上游-2.1Kb和-

1.5Kb)当中，这两个结合元件在人类Rac1启动子的类似区域中，染色质免疫沉淀(ChIP)鉴

别出Smad-2、Smad-3、Smad-4以及Smad-7结合至-1.5Kb位点(图3D)，但不结合至野生型角质

细胞中的-2.1Kb位点；Smad-2、Smad-3以及Smad-4的结合在Smad7转基因角质细胞中显著降

低(图3D)。

[0260] 使用含SBE的Rac1-Luc构建体的荧光素酶报告基因分析法显示，野生型角质细胞

中Smad7的敲落显著降低荧光素酶活性(图3E)。相反地，Smad7转基因细胞与野生型细胞相

比具有增加的荧光素酶活性，并且使SBE突变削弱了这种增加(图3F)。因此，Smad7结合至

SBE似乎有必要驱除信号传导Smad以消去Rac1阻遏。

[0261] 在已知的Smad转录辅阻遏子当中，发现CtBP1结合至野生型角质细胞中的Rac1启

动子SBE-1.5Kb位点(图3G)，并且Smad7转基因表达显著减少CtBP1结合至SBE(图3G-H)。当

在NOK-SI细胞中敲落CtBP1时，与用乱序siRNA转染的角质细胞相比Rac1蛋白质和Rac1-Luc

活性增加(图4A-B)，这表明CtBP1结合至SBE-1.5Kb阻遏Rac1表达。此外，敲落NOK-SI细胞中

的CtBP1增加其迁移(图4C和图10F)。

[0262] 在检查辐射诱导的口腔粘膜炎中的CtBP1蛋白质时，发现CtBP1在未照射的小鼠和

人类口腔粘膜中很少检测到(图4D-4F)；然而，CtBP1阳性细胞在野生型和K5.Smad7小鼠的

经过照射的口腔粘膜中以及人类口腔粘膜炎中显著增加(图4D-4F)。另外，经过照射的野生
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型口腔粘膜中的CtBP1mRNA在第9天和第10天显著增加(图4G)。K5 .Smad7粘膜中的

CtBP1mRNA水平在较早的时间点类似于野生型粘膜，但截止第10天下降至正常(图4G)。这些

结果指示，Smad7并不减少CtBP1mRNA，而是通过将Smad/CtBP1复合体从SBE结合位点排除来

抑制CtBP1结合至Rac1启动子；此外，K5.Smad7粘膜中更快速的CtBP1减少充当愈合的标志。

[0263] 实施例3：Tat-Smad7缓和辐射诱导的口腔粘膜炎

[0264] Smad7转基因阻断口腔粘膜炎的多个病理过程的能力促使我们探索局部化Smad7

递送是否可以用于预防和治疗口腔粘膜炎。因为Smad7是核蛋白，所以局部Smad7递送需要

在唾液洗去蛋白质之前允许Smad7快速进入细胞中。因此，产生了具有N端Tat标签的重组人

类Smad7，其允许蛋白质快速渗透细胞膜并且进入核中。将V5表位添加至Tat-Smad7蛋白质

的C端末端以追踪Tat-Smad7细胞穿透(图11A-11D)。

[0265] 使用其阻断Smad2磷酸化的能力，测试Tat-Smad7生物活性(图11C)。产生了具有与

对照相同的标签的Tat-Cre重组蛋白质(图11E-F)，并且将其克隆至含有编码C端6XHis的序

列(SEQ  ID  NO：40)的pET101-Topo蛋白质表达载体(Invitrogen)中。将Tat-Cre转化至BL-

21StarTM大肠杆菌(Invitrogen)中以产生Tat-Cre蛋白质并且用Ni-NTA柱纯化。

[0266] 使用SDS-PAGE电泳来验证两种蛋白质的纯度和大小。为了评价体外Tat-Smad7蛋

白质的转导和活性，将Tat-Smad7添加至初级小鼠角质细胞中。将载片固定于冷甲醇中5分

钟并且针对V5和pSmad2进行染色。通过消化来自7,650bp载体pLL3.7(Addgene)的1,460bp

侧接loxP的片段来验证Tat-Cre活性。对于体内处理，使用30μL  50％甘油/PBS作为媒剂对

照和Tat-Cre作为相关的蛋白质对照。将Tat-Smad7或Tat-Cre(在30μL  50％甘油/PBS中，剂

量和方案在每个图中指定)局部施加至小鼠口腔并且限制小鼠经口进食1小时。

[0267] 对于口腔粘膜炎预防，在辐射之前24小时开始至起始辐射之后第8天，将Tat-

Smad7与Tat-Cre(在50％甘油/PBS中)每天局部施加至8-10周大的C3H雌性(Jackson 

Laboratory)或C57BL/6小鼠的口腔。第9天检查经过处理的组织。收集小鼠舌头，固定于

10％福尔马林中，包埋于石蜡中，并且切成5μm切片。分析组织学变化并且使用H&E染色的载

片测量溃疡。另一组使用临床方案接受帕利夫明处理，即在照射之前每天6.25mg  kg-1(腹膜

内)持续3天，以及在辐射的最后一次剂量之后24小时每天持续3天。

[0268] Tat-Cre显示与媒剂对照相比没有作用(图5A-B)。Tat-Smad7处理显示对溃疡形成

的预防作用类似于帕利夫明(图5A)。Tat-Smad7的剂量依赖性作用当用于给予诱导比分次

辐射更大的口腔溃疡的20Gy(BED＝60)单剂量的辐射的动物时更加明显(图11G)。在显微镜

下，帕利夫明与Tat-Smad7处理的口腔粘膜在大多数情况下防止开放型溃疡形成(图5B)。帕

利夫明处理的粘膜相比Tat-Smad7处理的粘膜展现出更多的角质细胞生长减退，以及更加

受损的角质细胞(凝结的核或木炭状核、膨胀的单核或多核细胞以及在角质层中破碎的核

片段)(图5B)。免疫染色揭示，帕利夫明比Tat-Smad7更显著地增加增殖。Tat-Smad7减少凋

亡、白细胞浸润、核pSmad2以及NF-κB  p50，但帕利夫明并不如此(图5B-5G)。

[0269] 为了测试Tat-Smad7是否可以用于治疗现有的口腔粘膜炎，使小鼠暴露于分次

(8Gy×3)头颅辐射，并且在起始辐射(当粘膜损伤明显可见时)之后第6天直至第9天，每天

施加Tat-Smad7(局部)或帕利夫明(6.25mg  kg-1，腹膜内)。在第10天检查经过处理的组织。

尽管在比当前方案更早的时间点开始辐射后施用帕利夫明减轻小鼠的口腔粘膜炎，但使用

当前方案施用帕利夫明并不加速溃疡闭合(图6A)，与其对整个口腔粘膜的高增殖作用无关
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(图6B)。这并不令人惊讶，因为帕利夫明经批准用于预防而非治疗口腔粘膜炎。

[0270] Tat-Smad7处理的口腔粘膜炎减小在分次与单剂量辐射之后的溃疡尺寸和病理改

变(图6A-B和图12A-12G)。远离溃疡，Tat-Smad7处理的口腔粘膜相比帕利夫明处理的口腔

粘膜展现出更少的增生和更加分化的上皮(图6B)。在比分次辐射引起更缓慢愈合的20Gy单

剂量辐射下，Tat-Smad7对创口闭合之后的恢复的作用更加明显。当媒剂处理的溃疡刚刚再

上皮化时，Tat-Smad7处理的粘膜已经几乎恢复至正常形态(图6C)。

[0271] 与K5.Smad7小鼠中的观测结果一致，Tat-Smad7增加Rac1启动子活性并且减少

CtBP1结合至小鼠Rac1启动子的SBE(图12G和12I)，并且增加小鼠口腔粘膜炎和人口腔角质

细胞中的Rac1蛋白质(图6D-E)。

[0272] 在创口划痕之后Tat-Smad7处理的人口腔角质细胞已经加速创口闭合(图6F和图

13A)。此外，经过照射的人口腔角质细胞增加核pSmad2和NF-κB  p50，其通过Tat-Smad7处理

而削弱(图13B)。相比之下，尽管Tat-Smad7有效地穿透口腔癌细胞(图13C)，但其并不进一

步升高在癌细胞中已经很丰富的Rac1蛋白质水平(图13D)。这个结果可以说明癌细胞比正

常角质细胞更快迁移(图6F和图13A、13E-13H)，以及Tat-Smad7对两种口腔癌细胞系的迁移

的作用缺乏：不含TGF-β信号传导组分的遗传损失的MSK921；和具有突变的Smad4的Cal27

(图13E-13H)。

[0273] 集落分析法显示，人口腔角质细胞的存活在有或没有辐射的情况下通过Tat-

Smad7处理而略微增加(图6G)。与在照射之后存活减少在癌细胞中比在正常细胞中更加突

出的观念一致，SCC细胞显示在辐射之后细胞存活的实质性减少。用Tat-Smad7处理并不影

响在有或没有辐射的情况下SCC细胞的存活(图6G)。

[0274] 实施例4：设计细胞穿透Smad7蛋白质

[0275] 假设为了有效作为治疗剂，SMAD7需要能够有效地穿透细胞。为了达成这一目的，

修饰Smad7序列以包括蛋白质转导域。

[0276] 选择来自HIV的Tat序列以与作为蛋白质转导域的Smad7一起测试。与Smad7和

Smad7片段一起用于融合蛋白质中的Tat的核苷酸和蛋白质序列来源于Cardarelli等，

Traffic  Apr  9(4)：528-39(2008)。Tat核苷酸和氨基酸序列提供如下：

[0277] ggccgtaaaaaacgccgtcaacgccgccgt(SEQ  ID  NO：1)

[0278] G  R  K  K  R  R  Q  R  R  R(SEQ  ID  NO：2)

[0279] 制备融合蛋白质，其具有如下所示在Smad7的5′或3′末端直接框内连接至人类

Smad7互补DNA(cDNA)的Tat：

[0280] 5′Tat：Ggccgtaaaaaacgccgtcaacgccgccgt(SEQ  ID  NO：7)-Smad7

[0281] 3′Tat：Smad7-Ggccgtaaaaaacgccgtcaacgccgccgt(SEQ  ID  NO：8)

[0282] 5′Tat-Smad7构建体包括3′V5标签序列，并且将其克隆至pGEX-6p-1蛋白质表达载

体(New  England  Biolabs)中以制造GST-Tat-Smad7融合蛋白质。将Tat-Smad7基因转化至

BL-21Star大肠杆菌(Invitrogen)中以产生Tat-Smad7蛋白质。通过谷胱甘肽柱纯化和洗

脱，使用由谷胱甘肽S转移酶(GST)融合体(Precision酶，GE  Life  Sciences)引起的酶促裂

解来纯化蛋白质。

[0283] 在创建PTD-Smad7融合蛋白质的时候，在3′末端包括V5标签以通过使用V5抗体进

行免疫染色来监测Tat-Smad7穿透至细胞中。适当时，可以删去这个表位标签以供临床上使
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用(例如，通过在不存在V5标签的情况下再克隆序列)。

[0284] 还创建了具有6-组氨酸(6-H)标签(SEQ  ID  NO：40)用于蛋白质纯化的PTD-Smad7

融合蛋白质(Tat-Smad7-V5-6H)(如SEQ  ID  NO：40公开的“6H”)，并且如下所示。Tat-Smad7-

V5-6H(如SEQ  ID  NO：40公开的“6H”)具有以下核苷酸序列：1-53包括pET-TOPO的5′序列；

54-1365包括Tat-Smad7；1366-1497包括含有V5表位和6xHis标签(SEQ  ID  NO：40)的3′pET-

TOPO(V5包括1393-1434，His标签包括1444-1461，并且终止包括1462-1464)。

[0285] 克隆至pET101/D-Topo载体的针对蛋白质产生进行密码子优化的Tat-人类Smad7

如下所示：

[0286]
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[0287]
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[0288]

[0289] 下面提供了Tat-Smad7-v5与Smad7的蛋白质序列的比较。Tat-Smad7中Smad7的第

一氨基酸不是M(不同于Smad7)，因为Tat-Smad7经过设计以与Tat和/或GST框内形成GST融

合蛋白质。然后，在纯化之后使Tat-Smad7从GST融合蛋白质裂解。大写的核苷酸鉴别V5标

签。加下划线的斜体指示来自任选的pET101-Topo骨架载体的氨基酸。

[0290] 以下呈现了Tat-Smad7-v5与Smad7的比较：

[0291]
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[0292]

[0293] 实施例5：用于PTD-Smad7蛋白质活性的额外分析法

[0294] 免疫荧光(IF)、免疫组织化学(IHC)以及用于凋亡的TUNEL分析法.如先前所描述

(Han，G.，Li，F.，Ten  Dijke，P.以及Wang，X.J.小鼠表皮中的暂时性smad7转基因诱导加速

皮肤创口愈合(Temporal  smad7transgene  induction  in  mouse  epidermis  accelerates 

skin  wound  healing) .Am  J  Pathol  179，1768-1779(2011))进行IF和IHC。所使用的初级

抗体是针对K14的天竺鼠抗体(1∶400，Fitzgerald，20R-CP200)、针对CD4的大鼠抗体(1∶20，

BD  Bioscience，550278)、Ly-6G(1∶20，BD  Bioscience，550291)、BM8(针对F4/80的抗体，1∶

20，Invitrogen，MF48000)、针对BrdU的FITC标记抗体(BD  Bioscience，347583)、用于小鼠

样品的针对CD45的大鼠抗体(1∶50，BD  Bioscience，550539)、用于人类样品的针对CD45的

小鼠抗体(1∶50，Abcam，Ab781)、针对TGF-β1的鸡抗体(1∶50，R&D，AF-101-NA)、针对CtBP1的

兔抗体(1∶100，Millipore，07-306)、针对NF-κB3p50的兔抗体(1∶200，Santa  Cruz 

Biotechnology，SC-7178)、针对PCNA的兔抗体(1∶200，Santa  Cruz  Biotechnology，SC-

7907)、针对pSmad2的兔抗体(1∶100，Cell  Signaling  Technology，3101)，以及针对V5的小

鼠抗体(1∶500，Invitrogen，460705)。对于IF，针对不同种类IgG的二级抗体是Alexa

594(红色)或488(绿色)接合的(所有都是1∶200，Invitrogen)o对于IHC，使用针对

不同种类IgG的二级生物素化抗体(1∶300，Vector  Labs)并且使用Vectastain  ABC试剂盒

(Vector  Labs)显色。在福尔马林固定的组织切片上使用末端脱氧核苷酸转移酶尿苷缺口

末端标记(TUNEL，G3250)试剂盒(Promega)以检测凋亡细胞。通过在安乐死之前1小时腹膜

内注射0.125mg  g-1BrdU在体内进行BrdU标记。将PCNA或BrdU定量为每毫米包括所有上皮细

胞的上皮长度的细胞，TUNEL或CD45阳性细胞定量为每毫米包括肌肉层上面的所有上皮层

和基质的上皮长度的细胞，核pSmad2或NF-κB  p50阳性细胞定量为阳性细胞/现有的总剩余

上皮细胞(即，排除由照射诱导的脱落的上皮细胞)的数目。载片的连续视场用于使用

MetaMorph软件对BrdU标记的细胞进行计数。

[0295] 细胞培养.如先前所描述(Han，G.，Li，F.，Ten  Dijke，P.以及Wang，X.J.小鼠表皮

中的暂时性smad7转基因诱导加速皮肤创口愈合(Temporal  smad7transgene  induction 

in  mouse  epidermis  accelerates  skin  wound  healing) .Am  J  Pathol  179，1768-1779

(2011))从新生小鼠皮肤制备Smad7转基因和野生型初级角质细胞，并且在PCT培养基

(CELLnTEC)中培养。在限定角质细胞培养基中培养和维持来源于健康志愿者的牙龈组织的
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自发永生化的正常口腔角质细胞(NOK-SI)(Castilho，R.M.等Rac1是在皮肤和口腔粘膜创

口愈合期间的上皮干细胞功能所需的而不是小鼠中的组织内稳态所需的(Rac  1is 

required  for  epithelial  stem  cell  function  during  dermal  and  oral  mucosal 

wound  healing  but  not  for  tissue  homeostasis  in  mice) .PloS  one  5，e10503

(2010))。在补充有10％胎牛血清( ；Invitrogen)的达尔伯克改良伊格尔培养基

(Dulbecco  Modified  Eagle  Medium)中培养口腔癌细胞Cal27(ATCC)和MSK921(D.Raben实

验室，由科罗拉多大学癌症中心组织培养核心(University  of  Colorado  Cancer  Center 

Tissue  Culture  Core)采集指纹)。为了评估Tat-Smad7在经过照射的细胞中的作用，在腔

室载片(BD  Bioscience，354108)中培养上述人类细胞系，用3Gy照射，并且在照射之后立即

将Tat-Smad7(1μgmL-1)添加至培养基中。在Tat-Smad7处理之后4小时将细胞固定于100％冷

甲醇中用于pSmad2、NF-κB  p50以及V5的免疫染色。

[0296] 用 s i R N A 转 染 .当 经 过 培 养 的 角 质 细 胞 达 到 7 0 ％ 汇 合 时 ，使 用

2000(Invitrogen)转染100nM靶siRNA或乱序siRNA(Dharmacon)。

在转染之后48-72小时收集细胞并且经受西方分析以测定敲落效率。对于迁移分析法，当将

细胞涂板时转染siRNA。在这项研究中所包括的靶siRNA是：小鼠siRac1-1(Invitrogen，

MSS237708)和siRac1-2(IDT，MMC .RNAI .N009007 .12 .3)；人类siSmad2(Dharmacon，L-

003561-00-0005)、siSmad3(Invitrogen，HSS106252)以及siSmad4(Invitrogen，

HSS118066)；人类siCtBP1-1和siCtBP1-2；人类siSmad7-1和siSmad7-2；人类TGF-β1

(Dharmacon，J-012562-08-0005)；小鼠siSmad7。

[0297] 体外角质细胞增殖分析法.通过在野生型和Smad7转基因角质细胞中的BrdU并入

来测定体外角质细胞增殖。用Rac1siRNA转染处于70％汇合的细胞，并且在24小时后更换成

常规培养基。原位细胞增殖试剂盒(Roche  Applied  Science)用于进行体外BrdU标记和检

测，并且MetaMorph软件用于对BrdU标记的细胞进行计数。

[0298] 体外细胞迁移分析法.当细胞达到100％汇合时，用10μgmL-1的丝裂霉素C(Sigma)

处理细胞2小时以抑制细胞增殖，并且用Fisherbrand吸管尖端引入划痕创口。每天为细胞

迁移拍照。当在siRNA转染24至36小时之后细胞达到汇合时进行迁移分析法，并且使用

Image-J软件以被迁移细胞占据的创口区域记录细胞迁移。对于Tat-Smad7处理，在创口划

痕之后使细胞暴露于培养基中的1μgmL-1Tat-Smad7蛋白质或媒剂对照(PBS)，并且每隔一天

用新鲜添加的Tat-Smad7更换培养基直至迁移细胞完全覆盖划痕的创口。

[0299] 细胞存活分析法.如先前所描述(Munshi，A.，Hobbs，M.以及Meyn，R.E.克隆源性细

胞存活分析法(Clonogenic  cell  survival  assay) .Methods  in  molecular  medicine 

110，21-28(2005))，在稍作修改下进行细胞存活分析法。简单地说，将细胞以500个细胞/孔

(对于未照射的细胞)涂于12孔板中，并且随着增加的辐射剂量而增加至1，500个细胞/孔。

在将细胞涂板之后照射细胞24小时。将1μgmL-1的Tat-Smad7或相同体积的用于溶解Tat-

Smad7的PBS(对照)添加至经过照射和未照射的细胞的培养基中。每隔一天用新鲜添加的

Tat-Smad7或PBS更换培养基，持续10至14天。将集落固定于甲醇中，在0.5％结晶紫溶液(含

有25％甲醇)中染色，进行计数，并且从每个实验中的4个孔计算平均值。对于每个细胞系进

行两个至三个独立实验。如先前所描述计算相对存活分数，即，在每个辐射剂量下的绝对存

活分数(集落数/总涂板细胞)除以未照射细胞的绝对存活分数。
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[0300] 西方分析.如先前所描述(Li，A.G .，Lu，S.L .，Zhang，M.X .，Deng，C.以及Wang，

X.J .Smad3敲除小鼠展现出对皮肤化学癌形成的抗性(Smad3knockout  mice  exhibit  a 

resistance  to  skin  chemical  carcinogenesis) .Cancer  Res  64，7836-7845(2004))进

行蛋白质提取和西方分析。这项研究中所使用的抗体包括针对Smad7的兔抗体(1∶500)、针

对Smad2的兔抗体(1∶300，Zymed，51-1300)和针对Smad4的兔抗体(1∶300，Epitomics，1676-

1)、针对Smad3的兔抗体(1∶300，Cell  Signaling  Technology，9513)、针对Rac1的小鼠抗体

(1∶500，BD  Biosciences，610651)、针对CtBP1的兔抗体(1∶500，Millipore，07-306)、针对

微管蛋白的小鼠抗体(1∶3000，Sigma，T5168)、针对GAPDH的小鼠抗体(1∶5000，Abcam，

Ab8245)，以及针对肌动蛋白的小鼠抗体(1∶1000，Santa  Cruz  Biotechnology，SC1616)。使

用 1.2版软件(LI-COR  Biosciences)获得灰度图像。

[0301] Rac1活化分析法.使用用于Rac1活化的BIOCHEMTM试剂盒(Cytoskeleton  Inc，

BK035)检查活性GTP结合的Rac1。在15cm直径的组织培养板中培养野生型和Smad7转基因角

质细胞并且使用所提供的裂解缓冲液制备蛋白质裂解物。为了分析Rac1活性，使用1mg细胞

裂解物。为了检查总Rac1和Smad7蛋白质，使用50μg裂解物。为了测量小鼠舌头中GTP结合的

Rac1，将一半舌头在液氮中磨成粉末并且用裂解缓冲液裂解以提取蛋白质，在每个样品2mg

蛋白质裂解物中分析GTP结合的Rac1，并且加载50μg蛋白质裂解物用于总Rac1蛋白质西方

墨点法。

[0302] ChIP分析法.如先前所描述(Hoot，K.E.等HGF上调促成具有角质细胞特异性Smad2

缺失的小鼠中的血管生成(HGF  upregulation  contributes  to  angiogenesis  in  mice 

with  keratinocyte-specific  Smad2deletion) .J  Clin  Invest  120，3606-3616(2010)；

Hoot，K.E.等角质细胞特异性Smad2消融使得在皮肤癌形成和进展期间上皮-间质转变增加

(Keratinocyte-specific  Smad2ablation  results  in  increased  epithelial-

mesenchymal  transition  during  skin  cancer  formation  and  progression) .Owens等，

J.Clin .Invest  118，2722-2732(2008)；Smad4依赖性桥粒芯蛋白4表达促成毛囊完整性

(Smad4-dependent  desmoglein-4expression  contributes  to  hair  follicle 

integrity) .Owens等，Dev.Biol.322：156-166(2008))，使用ChIP-IT表达试剂盒(Active 

Motive，53009)进行ChIP分析法。从初级小鼠角质细胞中分离DNA-蛋白质复合体。对于

ChIP，将6.3μg剪切的染色质与蛋白质G磁珠和2μg下列每一者一起孵育：针对Smad2的兔抗

体(Cell  Signaling  Technology，3122)、针对Smad3的兔抗体(Cell  Signaling 

Technology，9523)、针对Smad4的兔抗体(Cell  Signaling  Technology，9515)、Smad7抗体

(Santa  Cruz  Biotechnology，SC-11392)、CtBP1(Millipore)或阴性对照兔IgG(Santa 

Cruz  Biotechnology，SC-2027)。从蛋白质-DNA复合体中洗脱的DNA用于PCR分析，并且通过

凝胶图像上的ChIP色带强度或通过使用Power  SYBR  Green  Master  Mix(Applied 

Biosystems)的定量PCR，在野生型和Smad7转基因角质细胞中比较CtBP1结合至Rac1启动

子。用于扩增Rac1SBE-1.5Kb启动子区的引物：

[0303] 5′-TGGAATTCCTGGTCTGGTTT-3′(有义)(SEQ  ID  NO：13)

[0304] 5′-GCCAAGCTGCTCTTCCAGTA-3′(反义)(SEQ  ID  NO：14)

[0305] 5′-TCTCAGGGGGCCAAAGGTGTT-3′(有义)(SEQ  ID  NO：15)

[0306] 5′-TCCCAGCACCTGAATCACATGG-3′(反义)(SEQ  ID  NO：16)
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[0307] Rac1启动子荧光素酶报告基因构建体、定点诱变以及荧光素酶分析法.使用5′

XhoI和3′HindIII标记的引物从野生型小鼠DNA扩增包涵SBE-1.5Kb位点的Rac1启动子的-

1671bp至-789bp的883bp片段，并且将这个Rac1启动子片段克隆至pGL4.26载体(Promega)

中以制造Rac1启动子-pGL4.26荧光素酶报告基因(Rac1-Luc)构建体。对于定点诱变，使SBE

序列5′-TGTCTGTGCT-3′(SEQ  ID  NO：17)突变成5′-TGATAGAGCT-3′(SEQ  ID  NO：18)。使用

Lipofectamine  2000(Invitrogen)将Rac1-Luc和pGL4 .74(1∶20)与Smad7siRNA、

CtBP1siRNA或乱序siRNA一起共转染至初级小鼠角质细胞或用Tat-Smad7(1μgmL-1)处理的

初级小鼠角质细胞。在转染或Tat-Smad7处理之后48小时，使用

报告基因分析试剂盒(Promega)，遵循制造商的说明书，收集细胞裂解物并且进行荧光素酶

分析法。用Glomax机器(Promega)测量Rac1-荧光素酶活性，并且由萤火虫活性与海肾活性

的比率来表示。用于扩增Rac1启动子序列的引物是：

[0308] 5′-ATCCTCGAG-TATCCTCCAGGTCTGGG-3′(SEQ  ID  NO：19)

[0309] 5′-GCCAAGCTT-AGCGTCCAGCGTTAACCTG-3′(SEQ  ID  NO：20)

[0310] 统计分析.使用司徒登氏t检验(Student′s  t-test)分析分子分析和口腔粘膜炎

溃疡尺寸中的统计差异，并且除溃疡尺寸之外的所有数据都以平均值±s.d .呈现，溃疡尺

寸以平均值±s.e.m呈现。通过费氏精确检验来分析口腔粘膜炎发生率。

[0311] 实施例6：针对在大肠杆菌或酵母中的Smad7蛋白质产生进行密码子优化

[0312] 尽管许多哺乳动物蛋白质可以在不存在核苷酸序列修饰的情况下在细菌中产生，

但分析指示，将需要修饰Smad7核苷酸序列以允许蛋白质在细菌中表达。

[0313] Smad7cDNA哺乳动物密码子使用的分析揭示由以下核苷酸编码的九个精氨酸氨基

酸：7-9、43-45、169-171、403-405、490-492、526-528、526-528、823-825、1057-1059是稀有

密码子(AGG，密码子利用率1.7％)。因为这些密码子是细菌中的稀有密码子，所以预期其可

以停止或减少细菌中的蛋白质翻译和/或产生。由稀有精氨酸密码子编码的氨基酸在所说

明的人类Smad7蛋白质中以下面的粗体大写字母来指示，包括在位置3、15、57、135、164、

169、176、275以及353处的精氨酸。另外，以下精氨酸密码子还具有低频率使用。CGA(3.5％

密码子利用率)：核苷酸16-18、136-138、199-201、598-600，其编码位置6、46、67、200处的精

氨酸；CGG(5.4％密码子利用率)：核苷酸31-33、112-114、316-318、772-774、940-942、973-

975、1135-1137、1276-1278，其编码位置11、38、106、258、314、325、379、426处的精氨酸；AGA

(2.8％密码子利用率)：核苷酸637-639、814-816，其编码位置213、272处的精氨酸。这些精

氨酸残基以下面的粗体大写R突出显示并且其在密码子优化核酸序列中的至少一者中变成

CGC(20.6％密码子利用率)：
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[0314]

[0315] 基于这个分析，决定将Smad7核苷酸序列优化成据信允许在大肠杆菌或酵母中增

加Tat-Smad7蛋白质产生的密码子。下面提供了由Genscript制造的优化核酸密码子序列。

简单地说，序列具有以下组成：核苷酸1-6包括BamHI的限制识别位点；核苷酸7-36包括Tat

序列；核苷酸37-1314包括密码子优化的人类Smad7cDNA；核苷酸1342-1383包括V5表位；核

苷酸1384-1386是终止密码子；并且核苷酸1387-1392包括SalI的限制识别位点。在这个序

列中，去除ATG以与GST一起使用。基于“密码子使用数据库”将整个经过设计的序列转变成

大肠杆菌密码子。初始优化Smad7序列(SEQ  ID  NO：23)如下所示：

[0316]
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[0317]

[0318] 下面提供了Tat-Smad7-V5(SEQ  ID  NO：23)与人类Smad7(SEQ  ID  NO：22)cDNA之间

的核苷酸序列比较。人类Smad7和密码子优化的Tat-Smad7-V5共享68％的密码子同源性。人

类Smad7和密码子优化的Tat-Smad7共享71％的密码子同源性。人类Smad7和密码子优化的

Smad7共享73％的密码子同源性。

[0319] 比对：针对参考分子的全局DNA比对

[0320] 参数：记分矩阵：线性(错配2，开放空位4，延伸空位1)

[0321] 参考分子：人类Smad7mRNA，区1-1281

[0322] 比对的序列数：2

[0323] 设置：相似显著性截止值：≥90％

[0324] 匹配百分比的概述：

[0325] 参考：人类Smad7mRNA  1-1281(1281bp)--

[0326] 序列2：Tat-Smad7-V5  1-1392(1392bp)68％
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[0327]

[0328]

[0329] 在这个优化中，如果可能的话，那么并不改变可以形成替代性开放阅读框架的

Met216，因为需要其来保存Smad7的氨基酸序列。在未来的密码子优化中，将使Met216突变

成Leu216以改善蛋白质产生而不影响体外和体内功能。

[0330] 实施例7：产生截短的Smad7蛋白质
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[0331] 据信Smad7在体内具有数种活性，包括(但不限于)以下一者或多者：增强细胞增

殖、增强细胞迁移、减少DNA损伤、减少细胞凋亡以及减轻发炎。Smad7对这些过程的作用归

因于以下一者或多者：阻断TGF-β信号传导、阻断NF-κB信号传导、阻断CtBP1活性和/或增加

Rac1表达和/或活性。据信Ptd-Smad7的较小功能域可能足以递送治疗作用(参看例如图

15)。另外，预期所得较短蛋白质序列增强蛋白质产生。另外，据信含有部分Smad7序列的不

同截短Tat-Smad7蛋白质可以适用于不同治疗。

[0332] 举例来说，据信Smad7的C端MH2域(约一半长度的Smad7蛋白质，例如，208-426aa)

可以主要介导Smad7的消炎作用(Hong等，Nat  Immunology，8，504-513，2007)。具有这种消

炎功能的Smad7肽可能是足够的并且任选地是一种改善，用于治疗慢性发炎相关的病状，尤

其诸如(但不限于)口腔粘膜炎、口炎以及牛皮癣。

[0333] Smad7的N端MH1域加上连接子区(约一半的蛋白质，例如，2-208aa)已知活化MAPK

并且结合至泛素E3连接酶Smurf以使TGF-β受体降解(Aragon等，Structure  20：1726-1736

(2012))。据信其可以主要介导细胞迁移和/或阻断TGF-β诱导的生长停滞和/或纤维化反

应。具有这种细胞迁移和增殖功能的Smad7肽可能是足够的并且任选地是一种改善，用于增

强与过度发炎不相关的愈合。可能得益于这种形式的治疗的创口类型尤其包括(但不限于)

手术创口、纤维化疤痕以及糖尿病创口、缺陷性愈合和/或疤痕。

[0334] 设计了截短的Smad7N端和C端PTD-融合蛋白质。下面提供了Tat-Smad7-C端密码子

优化的核苷酸和蛋白质序列的一个实例。在核酸序列中，核苷酸1-6包括BamHI的限制识别

位点；核苷酸7-36包括Tat  PTD序列；核苷酸37-810包括针对人类Smad7的C端氨基酸258至

426进行的密码子优化；核苷酸568-609包括V5表位序列；核苷酸610-612包括终止序列；并

且核苷酸613-618包括SalI的限制识别位点：

说　明　书 53/79 页

55

CN 105358704 B

55



[0335]

[0336]

[0337] 在核酸序列中，核苷酸1-6包括BamHI的限制识别位点；核苷酸7-36包括Tat  PTD序

列；核苷酸37-810包括针对人类Smad7的N端氨基酸1-258进行的密码子优化；核苷酸811-

852包括V5表位序列(对应的氨基酸序列加粗)；核苷酸853-855包括终止序列；并且核苷酸

856-861包括SalI的限制识别位点。去除ATG以允许与GST融合：
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[0338]

[0339]
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[0340] 实施例8：测试截短的Smad7蛋白质

[0341] 使用上文所描述的用于测试全长Smad7的体外和体内分析法以及其它分析法来测

试截短的Smad7蛋白质的活性。这类分析法包括(但不限于)阻断Smad2的磷酸化和/或NF-κB 

p50亚单元的核转位，增加细胞增殖，减少凋亡和/或辐射诱导的DNA损伤，减少发炎和/或血

管生成，促进口腔粘膜炎、手术创口、糖尿病创口和/或与小鼠慢性发炎相关的创口的愈合

的能力。

[0342] 在创口愈合分析法中，在野生型小鼠中进行6-mm钻取活组织检查，接下来每天局

部施加C端或N端Tat-Smad7。通过测量大体创口闭合，发现上文所描述的两种截短的Smad7

蛋白质(例如，Tat-Smad7C端和N端蛋白质)类似于全长Tat-Smad7促进创口愈合。

[0343] 实施例9：截短的Smad7蛋白质加速创口愈合

[0344] 在野生型小鼠中检查截短的Smad7蛋白质加速创口愈合的能力。图16A展示了C端

截短(259-426aa)的Tat-C-Smad7对小鼠创口愈合模型的作用。使野生型C57BL/6小鼠麻醉，

通过6-mm皮肤钻取活组织检查在背侧开创口，并且每隔一天通过局部施加PBS(对照，3只小

鼠，4个创口/小鼠)、全长Tat-Smad7(0 .4μg/10μL  PBS/创口，3只小鼠，4个创口/小鼠)或

Tat-C-Smad7(0.4μg/10μL  PBS/创口，3只小鼠，4个创口/小鼠，处理总共12个创口)来处理。

用佳能数码相机为创口区域拍照，并且通过在开创口之后第1天、第2天、第4天以及第5天使

用Image  J软件以照片内部的6-mm圆形用于标准化使分析成像来测量，并且对于每个处理

组计算剩余的平均创口区域百分比。Tat-C-Smad7加速创口愈合的能力类似于全长Smad7

(图16A)。

[0345] 图16B图解了N端截短(1-258aa)的Tat-N-Smad7对创口愈合的作用。使野生型

C57BL/6小鼠麻醉，通过6-mm皮肤钻取活组织检查在背侧开创口，并且每隔一天通过局部施

加PBS(对照，6只小鼠，4个创口/小鼠)、全长Tat-Smad7(0.4μg/10μL  PBS，6只小鼠，4个创

口/小鼠)或Tat-N-Smad7(0.4μg/10μL  PBS，6只小鼠，4个创口/小鼠)来处理。通过在开创口

之后第1天、第2天以及第4天使用Image  J软件以照片内部的6-mm圆形用于标准化使分析成

像来测量创口区域，并且对于每个处理组计算剩余的平均创口区域百分比。两天后在对照

与Tat-Smad7处理的小鼠之间的创口愈合速率存在显著差异，后者更快愈合(图16B，p＜

0.05)。尽管Tat-N-Smad7作为阴性对照来测试，但其意想不到地仅在一天后相对于对照小

鼠促进显著加速的创口愈合，并且在两天后相对于全长Tat-Smad7处理的小鼠显著加速创

口愈合(图16B，p＜0.05)。Tat-Cre相对于对照处理对创口闭合没有作用(数据未示出)。

[0346] 这些结果展示，全长Tat-Smad7与截短的Tat-Smad7蛋白质(Tat-C-Smad7和Tat-N-

Smad7)都促进创口愈合。此外，这些结果展示，某些截短的Tat-Smad7蛋白质在加速创口愈

合方面比全长Tat-Smad7更有效。

[0347] 因此，包含截短的Tat-Smad7蛋白质的组合物适用于治疗创口和加速创口愈合。

[0348] 实施例10：Smad7加速受损创口愈合模型中的创口愈合

[0349] 如上文实施例9中所描述通过6-mm皮肤钻取活组织检查将糖尿病(db/db)小鼠在

背侧开创口，并且在8天前当创口并未完全被疮痂覆盖时每隔一天通过将PBS(对照，6只小

鼠，4个创口/小鼠)、全长Tat-Smad7(0 .4μg/10μL  PBS，6只小鼠，4个创口/小鼠)或

乳膏(用棉签涂抹，6只小鼠，4个创口/小鼠)局部施加至创口来处理。10天

后，对疮痂与创口外周之间的间隙局部施加处理以避开硬痂和未受创的角质层的阻挡。含
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有重组人类血小板源性生长因子(PDGF)的 经批准用于局部施用于糖尿病

性溃疡。

[0350] 在开创口之后第1天、第2天、第4天、第6天、第8天、第9天、第10天、第11天、第12天

以及第13天在视觉上评估创口闭合(图17A)。在每个时间点，用佳能数码相机为创口拍照。8

天后，与对照相比在Tat-Smad7处理的小鼠中创口闭合有明显的视觉改善(图17A)。

[0351] 通过在开创口之后第1天、第2天、第3天、第4天、第7天、第9天以及第11天使用

Image  J软件以照片内部的6-mm圆形用于标准化来测量创口尺寸，并且对于每个处理组计

算剩余的平均创口区域百分比。Tat-Smad7加速创口愈合的能力类似于

(图17B)。在第7天，图像分析结果指示，创口闭合在Tat-Smad7处理的小鼠中相对于对照显

著加速(图17B，p＜0.05)。这些结果类似于使用 所达成的那些。

[0352] 使用苏木精和伊红(H&E)对来自第8天的创口样品的福尔马林固定的石蜡背侧创

口切片(1mm)进行染色。第8天的创口样品的组织学比较揭示在Smad7处理的db/db小鼠中相

对于对照完全再上皮化和加速的创口闭合(图17C)。

[0353] 总体来说，这些结果展示，Tat-Smad7适用于加速不良愈合的糖尿病性创口的创口

闭合并且提供 治疗的替代方案。

[0354] 实施例11：针对Smad7蛋白质产生的额外密码子优化

[0355] Smad7核酸分子被设计成具有所选的额外核苷酸变化以增加蛋白质产生。举例来

说，将操纵编码氨基酸Ser和His的密码子的利用。在上述实施例中的密码子优化的人类

Smad7中，Ser密码子(TCC或TCG)具有约9％的密码子利用率的氨基酸频率。据信，使Ser的密

码子变成AGC将增加Smad7蛋白质产生，这至少一部分是因为其可以任选地使密码子使用率

增至15％。在Smad7蛋白质中存在33个Ser氨基酸(在位置19-21、46-48、133-135、292-294、

349-351、451-453、454-456、460-462、511-513、514-516、544-546、595-597、616-618、634-

636、691-693、694-696、739-741、745-747、775-777、847-849、907-909、919-921、943-945、

1006-1008、1009-1101、1030-1032、1054-1056、1093-1095、1126-1128、1192-1194、1237-

1239、1240-1242、1273-1275处的核苷酸；对应的丝氨酸氨基酸位置7、16、45、98、117、151、

152、154、171、172、182、199、206、212、231、232、247、249、259、283、303、307、315、336、337、

344、352、365、376、398、413、414、425)。在这些当中，在不引入潜在的替代性开放阅读框架

的情况下可以改变23个(核苷酸19-21、292-294、349-351、451-453、454-456、460-462、511-

513、514-516、544-546、616-618、634-636、691-693、694-696、739-741、745-747、775-777、

847-849、907-909、919-921、1009-1101、1030-1032、1054-1056、1093-1095；对应的丝氨酸

氨基酸位置7、98、117、151、152、154、171、172、182、206、212、231、232、247、249、259、283、

303、307、337、344、352、365)。

[0356] 类似地，在上述实施例中的密码子优化的人类Smad7中，His密码子(CAC)具有

9.6％的密码子使用率。据信，使His密码子变成CAT(任选地变至12.6％的使用率)将增加

Smad7蛋白质产生。在Smad7蛋白质中存在12个His(核苷酸142-144、214-216、217-219、220-

222、226-228、289-291、589-591、778-780、1072-1074、1147-1149；对应于位置48、72、73、

74、76、97、170、196、197、260、358、383处的组氨酸氨基酸)。在这些当中，在不引入潜在的替

代性开放阅读框架的情况下可以改变4个(核苷酸217-219、220-222、589-591、778-780，组
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氨酸残基73、76、197、260)。

[0357] 另外，野生型人类Smad7包括Met氨基酸作为氨基酸216(Met216)。这可以被例如细

菌机构认为是替代性开放阅读框架，并且减少蛋白质产生。据信，使Met216变成Leu216(ATG

变成CTG)，即具有最接近Met的生物化学特性并且因此预期不会改变蛋白质的3D结构的氨

基酸，将增加蛋白质产生。

[0358] 下面提供了原始密码子优化的Tat-Smad7-V5与进一步改变之间的比较。上链：

Tat-Smad7-V5(SEQ  ID  NO：23)：下链：在优化的Ser、His以及M216L突变之后(SEQ  ID  No：

30)。

[0359] 比对：局部DNA同源性

[0360] 参数：双链 方法：FastScan-Max  Score

[0361] Mol  2TatSmad7  ser-His优化

[0362] 比对的序列数：2

[0363] 设置：相似显著性截止值：≥60％

[0364] 同源区块：匹配百分比94 得分1227  长度1392
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[0365]

[0366] 下面提供了将包括所有这些变化的核酸序列和其对应的氨基酸序列。氨基酸序列

包括以粗体指示的V5表位，以及以斜体和下划线指示的pET101-Topo骨架。Tat-Smad7M216L完

全优化的全长核苷酸和蛋白质序列如下所示：
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[0367]
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[0368]

[0369] 优化的核苷酸和氨基酸序列还将用于制造多种N端和C端Tat-Smad7片段。下面提

供了代表性实例。

[0370] 提供了Tat-N-Smad7-V5最优化的核苷酸和氨基酸序列。蛋白质序列包括以粗体大

写字母指示的V5表位。
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[0371]

[0372]
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[0373] 提供了Tat-C-Smad7-V5最优化的核苷酸和氨基酸序列。蛋白质序列包括V5表位

(以粗体大写字母指示)，和pET101-Topo骨架(以加下划线的斜体指示)。

[0374]

[0375] 下面提供了在上述优化之前与之后的比较。C端优化(上链)(比对以出现的顺序分

别公开了SEQ  ID  NO  34和24)：

[0376] 比对：局部DNA同源性

[0377] 参数：双链 方法：FastScan-Max  Score

[0378] Mol  1Tat-C-Smad7-ser-his优化(1-618)Mol  2Tat-C端Smad7-V5(1-618)

[0379] 比对的序列数：2

[0380] 设置：相似显著性截止值：≥60％

[0381] 同源区块：匹配百分比93 得分541  长度618
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[0382]

[0383] N端优化(上链)(比对以出现的顺序分别公开了SEQ  ID  NO  32和26)：

[0384] 比对：局部DNA同源性

[0385] 参数：双链 方法：FastScan-Max  Score

[0386] Mol  1Tat-N-Smad7-V5-Ser-His优化(1861)Mol  2Tat-N-Smad7-V5(1-861)

[0387] 比对的序列数：2

[0388] 设置：相似显著性截止值：≥60％

[0389] 同源区块：匹配百分比95 得分781  长度861
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[0390]

[0391] 另外，还将评估其它密码子优化核酸在一个或多个表达系统中产生Smad7蛋白质

的能力。下面提供了这样的序列的另一个实例。

[0392] 通过Optimizer程序优化的Tat-Smad7M7216L-V5：

[0393]
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[0394]
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[0395]

[0396] 核苷酸序列：

[0397] 1-6：BamHI；7-36：Tat；37-1314：密码子优化的人类Smad7；1315-1356：V5；137-

1359：终止；1360-1365SalI

[0398] 去除ATG以与GST一起使用；682ATG变成CTG(M216变成L)

[0399]
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[0400]

[0401] 与实施例4中所描述的Tat-Smad7M7216L-V5的序列比较(比对以出现的顺序分别

公开了SEQ  ID  NO  36和30)：

[0402] 比对：针对参考分子的全局DNA比对

[0403] 参数：记分矩阵：线性(错配2，开放空位4，延伸空位1)

[0404] 参考分子：Tat-Smad7-216L-V5-优化子，区1-1365

[0405] 比对的序列数：2

[0406] 设置：相似显著性截止值：≥60％

[0407] 匹配百分比的概述；

[0408] 参考：Tat-Smad7-216L-V5-优化子1-1365(1365bp)--

[0409] 序列2：Tatsmad7Ser-His优化-682突变体  1-1392(1392bp)79％
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[0410]

[0411] 通过将哺乳动物表达载体(例如，pCMV-6-Entry)转染至HEK293或CHO细胞中来使

用下面的序列产生蛋白质。

[0412] 在pCMV6-Entry质粒中克隆的优化的GST-Tat-Smad7-myc-flag核苷酸序列：
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[0413]
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[0414]

[0415] 使用来自GenScript的OPTIMUMGENETM程序对整个序列(直至NotI位点)针对哺乳动

物表达进行密码子优化。

[0416] 1790-1792：使GAT变成GAC(保留Asp)以避免替代性ORF(突出显示)

[0417] 1-82：在pCMV6-Entry中的克隆位点+kozac序列

[0418] 83-777：GST+精确酶位点；776-805：Tat；

[0419] 806-2086：全长人类Smad7

[0420] 2087-2107：MluI、NotI、XhoI

[0421] 2108-2182：来自pCMV6-Entry的myc-flag

[0422] 粗体下划线：独特的NotI位点

[0423] 上述核苷酸序列与原生人类Smad7具有79％的同源性。

[0424] Mol  1人类Smad7mRNA(1-3103)Mol  2优化的GST-Tat-Smad7-myc-flag(1-2182)

[0425] 比对的序列数：2

[0426] 设置：由Score列出的分选结果
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[0427]
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[0428]
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[0429]

[0430] 来自上述核苷酸序列的优化的GST-Tat-Smad7-myc-flag蛋白质序列：

[0431]

[0432] 1-229：GST+精确位点

[0433] 232-668Tat-Smad7

[0434] 671-699：限制位点+myc-Flag

[0435] 在pCMV6-Entry质粒中克隆的优化的GST-Tat-N-Smad7-myc-flag核苷酸序列：
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[0436]

[0437]

[0438] 使用来自GenScript的OPTIMUMGENETM程序对整个序列(直至NotI位点)针对哺乳

动物表达进行密码子优化。
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[0439] 1-50：在pCMV6-Entry中的克隆位点+kozac序列

[0440] 51-743：GST+精确酶位点

[0441] 744-773-：Tat

[0442] 774-1549-：编码N端1-258aa的人类Smad7

[0443] 1550-1563：NotI、XhoI，粗体下划线：独特的NotI位点

[0444] 1564-1637：来自pCMV6-Entry的myc-flag

[0445] 来自上述核苷酸序列的优化的GST-Tat-N-Smad7-myc-flag蛋白质序列：

[0446]

[0447] 1-241：GST-Tat

[0448] 244-500：N-Smad72-258

[0449] 501-528：限制位点+myc-Flag

[0450] 在pCMV6-Entry质粒中克隆的优化的GST-Tat-C-Smad7-myc-flag核苷酸序列：

[0451]
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[0452]

[0453] 使用来自GenScript的OPTIMUMGENETM程序对整个序列(直至NotI位点)针对哺乳

动物表达进行密码子优化。

[0454] 1-50：在pCMV6-Entry中的克隆位点+kozac序列

[0455] 51-743：GST+精确酶位点

[0456] 744-773：Tat

[0457] 774-1274：c端Smad7

[0458] 1275：Mlu

[0459] 1283：NotI

[0460] 1275-1370：mluI、NotI、XhoI、myc+flag

[0461] 来自上述核苷酸序列的优化的GST-Tat-C-Smad7-myc-flag蛋白质序列：
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[0462]

[0463] 1-241：GST+精确+Tat

[0464] 242-409：c-Smad7(259-426aa)

[0465] 410-440：Mlu+Not+myc+flag：限制位点+myc-Flag

[0466] 基于Smad7结构，预期含有PY域(203-217aa)的连接子(203-258aa)通过阻断TGF-β

诱导的发炎或生长抑制将具有治疗作用(图15)。

[0467] Tat-Smad7-连接子肽(203-258aa)的氨基酸序列是：

[0468] GRKKRRQRRR-ELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNYLAPGGLSDSQLLLEPGDR

(SEQ  ID  NO：95)

[0469] 1-10：Tat

[0470] 在细菌产生中上述肽的密码子优化的核苷酸序列是：

[0471]

[0472] 1-30：Tat

[0473] 31-198：Smad7连接子

[0474] 199-249：V5

[0475] 在哺乳动物细胞产生中上述肽的密码子优化的核苷酸序列是：

[0476]

[0477] 1-30：哺乳动物密码子优化的Tat
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[0478] 31-198：Smad7连接子

[0479] 199-285：NotI、Myc标签、Flag标签

[0480] Tat-Smad7-PY肽(203-217aa)的氨基酸序列是：

[0481] GRKKRRQRRR-ELESPPPPYSRYPMD(SEQ  ID  NO：98)

[0482] 1-10：Tat

[0483] 在细菌产生中上述肽的密码子优化的核苷酸序列是：

[0484]

[0485] 1-30：Tat

[0486] 31-75：Smad7-PY

[0487] 76-126：V5

[0488] 在哺乳动物细胞产生中上述肽的密码子优化的核苷酸序列是：

[0489]

[0490] 1-30：哺乳动物密码子优化的Tat

[0491] 31-75：Smad7PY

[0492] 76-162：NotI、Myc标签、Flag标签

[0493] 本发明技术的前述论述已经出于说明和描述的目的而呈现。前述内容并不意图将

本发明技术限于本文所公开的形式。尽管本发明技术的描述已经包括一个或多个实施方案

的描述以及某些变更和修改，但在理解本公开之后其它变更和修改处于本发明技术的范围

内，例如，可以在本领域的技术人员的技能和知识范围内。意图获得在所允许的程度上包括

替代性实施方案的权利，包括所要求的那些的替代的、可互换的和/或等效的结构、功能、范

围或步骤，无论这类替代的、可互换的和/或等效的结构、功能、范围或步骤是否在本文中公

开，并且不意图公开地奉献任何可取得专利的主题。
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