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1.一种编码抗体或其抗原结合片段的核酸分子，其包含：

1)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:1中所示，和编码轻链可

变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:2中所示；

2)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:5中所示，和编码轻链可

变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:6中所示；

3)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:9中所示，和编码轻链可

变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:10中所示；

4)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:13中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:14中所示；

5)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:17中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:18中所示；

6)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:21中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

7)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:25中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:26中所示；

8)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:29中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

9)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:31中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

10)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:33中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

11)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:35中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

12)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:37中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

13)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:39中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

14)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:41中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

15)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:43中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

16)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:45中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

17)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:47中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:22中所示；

18)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:37中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:49中所示；

19)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:37中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:51中所示；
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20)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:37中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:53中所示；

21)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:37中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:55中所示；

22)编码重链可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:37中所示，和编码轻链

可变区的核苷酸序列，其核苷酸序列如SEQ  ID  NO:57中所示。

2.根据权利要求1所述的核酸分子，进一步包含编码Fc结构域的核苷酸序列。

3.根据权利要求1或2所述的核酸分子，其中所述抗体或其抗原结合片段在ADCC测定中

表现出抗体依赖性细胞介导的细胞毒性活性。

4.根据权利要求1所述的核酸分子，其中所述抗体或其抗原结合片段特异性结合乙型

肝炎病毒表面抗原的前‑S1结构域，其中所述抗体或其抗原结合片段与对应于SEQ  ID  NO:

147的位置30、31和33的肽59C中前S1的氨基酸残基D20、P21和F23结合。

5.根据权利要求1所述的核酸分子，其中所述抗体或其抗原结合片段与对应于SEQ  ID 

NO:147的位置30至37的肽59C中前S1的氨基酸残基20‑27特异性结合。

6.根据权利要求1所述的核酸分子，其中所述抗体是单克隆抗体。

7.根据权利要求1所述的核酸分子，其中所述抗体是人单克隆抗体。

8.包含权利要求1至7所述核酸分子的表达载体。

9.包含权利要求1至7所述核酸分子或权利要求8所述表达载体的宿主细胞。

10.权利要求1至7所述核酸分子、权利要求8所述表达载体或权利要求9所述宿主细胞

在制备用于治疗HBV或HDV感染的药物中的应用。
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抗前‑S1  HBV抗体

[0001] 本发明是申请日为2016年05月23日、申请号为201680029377 .7、发明名称为“抗

前‑S1  HBV抗体”的分案申请。

背景技术

[0002] 三分之一以上的世界人口已感染B型肝炎病毒(HBV)，且240百万人目前受长期感

染。HBV感染和相关疾病导致每年约一百万人死亡。

[0003] HBV的表面抗原由大(L)、中(M)和小(S)蛋白构成。与仅具有S结构域的S蛋白相比，

L和M蛋白在其N末端具有额外结构域。L含有前‑S1 ,前‑S2和S结构域；M含有前‑S2和S结构

域；S蛋白仅含S结构域。L蛋白中的前‑S1结构域是在人类肝细胞表面上表达的HBV受体的靶

分子，且业内已报道针对HBV的前‑S1结构域的抗体，例如瓦特史(Watashi)等人，国家分子

科学杂志(Int .J .Mol .Sci .)2014 ,15 ,2892‑2905 ,参考文献22‑27。相关文献包括

WO2013159243A1中的HBV受体、US  7115723中的来自小鼠杂交瘤的人类化抗体KR127和US 

7892754中的前‑S1肽的描述。

发明内容

[0004] 本发明提供通过抑制HBV和/或HDV进行免疫活化的方法和组合物。在一个方面中，

本发明提供抗体抗原结合结构域，其特异性结合HBV前‑S1且包含呈选自如下(a)‑(r)的组

合的互补决定区(CDR)1、CDR2和CDR3，其中衍生出CDR组合的抗体(Ab)、重链(HC)或轻链

(LC)和CDR命名系统(卡巴(Kabat)、IMGT或复合系统)显示于第一列中，且粗体文字中的残

基是卡巴系统，且加下划线的残基是IMGT系统：

[0005] 独特HBV前‑S1特异性抗体的HCDR

[0006]
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[0007]

[0008] 衍生自2H5  VH链改组文库的抗体的HCDR
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[0009]

[0010] 衍生自A14  VL链改组文库的抗体的HCDR

[0011] MAbs LCDR1 HCDR2 HCDR3

编号8VH SGSSSNIGNYYVSWY DNAKRPS QSYDNSLSGLV
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 K：SEQ  ID  NO：131 K：SEQ  ID  NO：132 K：SEQ  ID  NO：133

 I：SEQ  ID  NO：131，res.4‑11 I：SEQ  ID  NO：132，res.1‑3 I：SEQ  ID  NO：133

 C：SEQ  ID  NO：131 C：SEQ  ID  NO：132 C：SEQ  ID  NO：133

编号20VL SGTSSNIGSKYVYWY TNDQRPS QSYDSSLRAVV

  K：SEQ  ID  NO：134 K：SEQ  ID  NO：135 K：SEQ  ID  NO：136

 I：SEQ  ID  NO：134，res.4‑11 I：SEQ  ID  NO：135，res.1‑3 I：SEQ  ID  NO：136

  C：SEQ  ID  NO：134 C：SEQ  ID  NO：135 C：SEQ  ID  NO：136

编号20‑m1  VL SGTSSNIGSFYVYWY TNDQRPS QSYDSSLRAVV

  K：SEQ  ID  NO：137 K：SEQ  ID  NO：138 K：SEQ  ID  NO：139

 I：SEQ  ID  NO：137，res.4‑11 I：SEQ  ID  NO：138，res.1‑3 I：SEQ  ID  NO：139

 C：SEQ  ID  NO：137 C：SEQ  ID  NO：138 C：SEQ  ID  NO：139

编号20‑m2  VL SGTSSNIGSFYVYWY TNDQRPS QSYDSSLRAVV

 K：SEQ  ID  NO：140 K：SEQ  ID  NO：141 K：SEQ  ID  NO：142

 I：SEQ  ID  NO：140，res.4‑11 I：SEQ  ID  NO：141，res.1‑3 I：SEQ  ID  No：142

 C；SEQ  ID  NO：140 C：SEQ  ID  NO：141 C：SEQ  ID  NO：142

编号20‑m3  VL SGTSSNIGSYYVYWY TNDQRPS QSYDSSIRAVV.

 K：SEQ  ID  NO：143 K：SEQ  ID  NO：144 K：SEQ  ID  NO：145

 I：SEQ  ID  NO：143，res.4‑11 I：SEQ  ID  NO：144，res.1‑3 I：SEQ  ID  NO：145

  C：SEQ  ID  NO：143 C：SEQ  ID  NO：144 C：SEQ  ID  NO：145

[0012] 在实施例中，本发明提供抗体抗原结合结构域，其包含包括CDR1、CDR2和CDR3组合

的重链可变区(Vh)和包括CDR1、CDR2和CDR3组合的轻链可变区(Vl)，或包含选自以下的重

链可变区(Vh)和/或轻链可变区(V1)：m36、71、76、T47、m1Q、2H5、m150；和4、31、32、69、A14、

A21、B103、B129、B139、B172；和8、20、20‑m1、20‑m2、20‑m3。

[0013] 在实施例中，抗体抗原结合结构域特异性结合前‑S1的aa11‑28或aa19‑25。

[0014] 本发明还提供抗体、具体来说单克隆抗体和包含标的结合结构域的F(ab)或F(ab)

2。

[0015] 本发明还提供编码标的抗原结合结构域的新颖多核苷酸(例如cDNA和表达载体)

和包含所述多核苷酸的细胞以及包含所述细胞的非人类动物。多核苷酸可操作连接至异源

转录调控序列用于表达，且可纳入所述载体、细胞等中。

[0016] 本发明提供使用标的结构域治疗HBV或HDV感染、或诱导抗体依赖性细胞介导的细

胞毒性(ADCC)的方法，其包含将结构域给予经测定患有HBV或HDV感染、已暴露于HBV或HDV、

具有高HBV或HDV暴露或感染风险、需要前‑S1结构域拮抗作用、或其它有需要的个人。本发

明进一步提供标的组合物的用途，其用来制造任选地与病毒复制抑制剂结合用于HBV或HDV

感染的药剂。

[0017] 本发明包括所列举具体实施例的所有组合。根据下文所给出的详细描述将明了其

它实施例和本发明应用的全部范围。然而，应理解，尽管详细描述和特定实例指示本发明的

优选实施例，但其仅以说明方式给出，这是因为所属领域技术人员根据此详细描述将明了

本发明精神和范围内的各种改变和修改。出于所有目的，本文所引用的所有公开案、专利和

专利申请案(包括其中的引用)的全文均以引用方式并入本文中。
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附图说明

[0018] 图1.来自2H5  VH链改组文库选择的10种抗体对HBV的中和。

具体实施方式

[0019] 除非上下文另外指示，否则术语“抗体”是在最广泛意义上使用且明确涵盖抗体

(包括全长单克隆抗体)和抗体片段，只要其识别HBV/HDV前‑S1或以其它方式抑制HBV/HDV

即可。抗体分子通常为单特异性，但也可描述为个体特异性(idiospecific)、异源特异性

(heterospecific)或多特异性。抗体分子借助特异性结合位点结合至特异性抗原决定簇或

抗原表位。“抗体片段”包含全长抗体的一部分，通常为其抗原结合区或可变区。抗体片段的

实例可包括Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段；双价抗体；线性抗体；单链抗体分子；和自抗体片

段形成的多特异性抗体。

[0020] 天然和工程改造的抗体结构为业内所熟知，例如斯绰(Strohl)等人，治疗抗体的

工程改造：推动医药工业中增长最快的领域的当前和将来进步(Therapeutic  antibody 

engineering:Current  and  future  advances  driving  the  strongest  growth  area  in 

the  pharmaceutical  industry)，伍德海德出版社生物医学系列(Woodhead  Publishing 

Series  in  Biomedicine)第11期，2012年10月；霍利格(Holliger)等人，自然生物技术

(Nature  Biotechnol)23 ,1126‑1136(2005)；查尔斯(Chames)等人，英国药理学杂志(Br 

JPharmacol.)2009年5月；157(2):220‑233。

[0021] 单克隆抗体(MAb)可通过所属领域技术人员已知的方法获得。参见例如科勒

(Kohler)等人(1975)；US4,376,110；奥苏贝尔(Ausubel)等人(1987‑1999)；哈洛(Harlow)

等人(1988)；和考利甘(Colligan)等人(1993)。本发明的mAb可为任一免疫球蛋白类别，包

括IgG、IgM、IgE、IgA和其任一子类。产生mAb的杂交瘤可在试管内或在活体内培养。MAb的高

效价可在活体内产生中获得，其中将来自个别杂交瘤的细胞腹膜内注射至小鼠(例如降植

烷致敏(pristine‑primed)的Balb/c小鼠)中以产生含有高浓度的所需mAb的腹水。可使用

所属领域技术人员所熟知的柱色谱方法从所述腹水或从自培养物上清液提纯同种型IgM或

IgG的mAb。

[0022] “分离的多核苷酸”是指与在天然状态下侧接其的序列分离的多核苷酸区段或片

段，例如从正常情况下与所述片段邻接的序列(例如在其中天然存在所述片段的基因组中

与所述片段邻接的序列)脱离的DNA片段。因此，所述术语包括例如重组DNA，其纳入载体中、

纳入自主复制质粒或病毒中或纳入原核生物或真核生物的基因组DNA中，或以独立于其它

序列的单独分子(例如，以cDNA或通过PCR或限制酶消化产生的基因组或cDNA片段)存在。其

还包括作为编码其它多肽序列的杂合基因的一部分的重组DNA。

[0023] “构筑体”意指衍生自任一来源的能够进行基因组整合或自主复制的任何重组多

核苷酸分子，例如质粒、粘粒、病毒、自主复制多核苷酸分子、噬菌体或线性或环状单链或双

链DNA或RNA多核苷酸分子，包含其中一或多个多核苷酸分子以功能操作方式连接(即可操

作连接)的多核苷酸分子。重组构筑体通常将包含本发明的多核苷酸，其可操作连接至转录

起始调控序列，所述转录起始调控序列引导多核苷酸在预期宿主细胞中的转录。可采用异

源和非异源(即内源)启动子来引导本发明核酸的表达。

[0024] “载体”是指可用于转化目的、即将异源DNA引入宿主细胞中的任一重组多核苷酸
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构筑体。一类载体为“质粒”，其是指其它DNA区段可连接至其中的环状双链DNA环。另一类载

体为病毒载体，其中其它DNA区段可连接至病毒基因组中。某些载体能够在已引入其的宿主

细胞中进行自主复制(例如，具有细菌复制起点的细菌载体和游离型哺乳动物载体)。其它

载体(例如，非游离型哺乳动物载体)可在引入宿主细胞中时整合至宿主细胞的基因组中，

并由此与宿主基因组一同复制。另外，某些载体能够引导与其可操作连接的基因的表达。所

述载体在本文中称为“表达载体”。

[0025] 如本文所用“表达载体”是指在转化、转染或转导至宿主细胞中时能够复制和表达

所关注基因的核酸分子。表达载体包含一或多种表型可选择标记物和复制起点以确保维持

载体且(若需要)提供宿主内的扩增。表达载体进一步包含启动子以驱动细胞内的多肽表

达。适宜表达载体可为衍生自例如pBR322或多个市售pUC质粒的质粒。其它表达载体可衍生

自噬细菌体、噬菌粒或粘粒表达载体。

[0026] 实例

[0027] 人类单克隆抗体阻断B型和D型肝炎病毒的病毒感染在此处揭示可阻断HDV和HBV

病毒感染的人类单克隆抗体。这些抗体是自大噬菌体展示抗体文库鉴别而来，所述文库是

使用来自93个健康供体的末梢血单核细胞建立。通过使用HBV包膜蛋白的前‑S1结构域作为

靶来选择和筛选抗体文库，鉴别出具有针对HBV和HDV感染的中和活性的人类单克隆抗体

组。其中，2H5显示针对HBV和HDV感染的最好的中和活性。2H5与其靶(前‑S1结构域的8个氨

基酸)的复合物的共晶体结构已解出。通过链改组方法最佳化2H5，研发出甚至更强效的中

和抗体。这些抗体识别与2H5相似的表位且所述表位在HBV的不同基因型中高度保守。在带

有人类化NTCP的小鼠中测试实例性抗体A14并为小鼠提供全面保护免于HDV感染，且动物研

究确认针对HBV感染的保护。

[0028] 抗原靶：前‑S1肽.使用衍生自HBV的前‑S1结构域的两个肽作为抗原用于选择。其

是通过中科亚光(Scilight‑peptide)(中国北京)以大于95％的纯度合成。NC36b：在其C末

端具有生物素修饰的包含HBV  L蛋白的前‑S1结构域的残基4‑38的肽。m47b：具有C末端生物

素修饰和N末端肉豆蔻酰化修饰的包含前‑S1结构域的氨基酸2‑48的肉豆蔻酰化脂肽。

[0029]

[0030] 基于修改的噬菌体展示抗体技术[1、2]产生针对前‑S1肽的人类单克隆抗体.

[0031] 噬菌体展示抗体文库.自93个健康供体的末梢血单核细胞(PBMC)构筑人类非免疫

scFv(单链可变片段)抗体文库。所述文库具有总共1.1×1010个成员的大小。

[0032] 选择和筛选噬菌体抗体文库.自文库制备在其表面上表达scFv的噬菌体粒子(噬

菌体‑scFv)且将其用于选择针对合成NC36b和m47b的scFv。在抗生蛋白链菌素偶联的磁M‑

280 (生命技术(Life  Technologies))上捕获各肽，且然后分别与5×1012个自

文库制备的噬菌体粒子一起培育。对于每一肽，进行两轮选择。对于每轮选择，为获得高亲

和力抗体，使捕获至磁珠上的肽量最佳化且施加大量洗涤步骤。另外，为自磁珠回收高亲和
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力结合物且增加所回收噬菌体‑scFv的多样性，使用两种洗脱方法，包括肽竞争洗脱和常规

碱性三乙醇胺溶液。随后，挑选且拯救总共约2000个单克隆以在细菌培养物上清液中产生

噬菌体‑scFv，并通过酶联免疫吸附分析(ELISA)筛选与m47b和/或NC36b的特异性结合。在

450nm下以>1 .0的光密度值结合至m47b和/或NC36b的克隆评分为阳性，而阴性克隆给出<

0.1的值。对于m47b和/或NC36b特异性结合克隆，对重链(VH)和轻链(VL)可变区的基因进行

测序且比对其相应氨基酸序列以消除重复克隆并鉴别出具有不同序列的抗体以供进一步

表征。鉴别出总共109个具有独特序列的克隆。

[0033] 进一步表征具有独特抗体序列的抗体以鉴别出最好的候选抗体 .以经提纯噬菌

体‑scFv粒子原样产生具有独特序列的抗体克隆或将其转化成scFv‑Fc微小抗体或全长人

类IgG1，且然后通过ELISA测试其结合活性以及细胞培养物中的HBV和HDV中和活性。通过这

些分析，基于抗体的结合活性和中和活性对其分级。选择具有最高中和活性的顶级抗体来

进一步研发。

[0034] 制备经提纯噬菌体‑scFv用于ELISA或中和分析.通过PEG/NaCL使10‑30mL细菌培

养物的上清液中的噬菌体‑scFv沉淀且然后通过光谱仪量化。基于正规化至相同浓度的经

连续稀释的噬菌体‑Ab的剂量‑反应评估不同噬菌体‑scFv对抗原结合或中和病毒感染的活

性。

[0035] 制备scFv‑Fc微小抗体.将来自噬菌体‑scFv表达载体的scFv编码基因亚克隆至在

scFv的C末端含有人类IgG1  Fc片段的表达载体中。为产生scFv‑Fc，用scFv‑Fc表达质粒瞬

时转染293F(生命技术)或293T细胞(ATCC)，在转染后72小时，收获细胞培养物上清液且通

过蛋白A亲和色谱(蛋白A  Sepharose  CL‑4B,GE医疗(GE  Healthcare))提纯scFv‑Fc。

[0036] 制备全长IgG1抗体.将scFv的VH和VL编码序列单独亚克隆至抗体重链(HC)表达载

体和轻链(LC)表达载体中。为制备IgG1抗体，用1:1比率的两种表达质粒(HC+LC质粒)瞬时

共转染293F或293T细胞。在转染后72小时，收获细胞培养物上清液以通过蛋白A亲和色谱提

纯IgG1。

[0037] ELISA分析 .将磷酸盐缓冲盐水(PBS)中的5μg/mL抗生蛋白链菌素 (西格玛

(Sigma))以100μL/孔涂布于U形底96孔板(Nunc,MaxiSorpTM)中，在4℃下过夜或在37℃下保

持1小时。然后通过在30℃下培育0.5‑1小时将2μg/mL(370nM)的m47b或NC36b肽以100μL/孔
捕获至板上。对于基于噬菌体‑scFv的ELISA，将含有2％脱脂奶粉的PBS中的经连续稀释的

非噬菌体‑scFv以100μL/孔添加至每孔中。通过添加HRP偶联的小鼠抗M13抗体(GE医疗)检

测特异性结合的噬菌体‑scFv且在30℃下培育30min。在每一培育步骤之间，用PBST溶液(含

有0.05％  Tween20的PBS)以200μL/孔将ELISA板洗涤6次。在HRP偶联的抗体培育后，通过在

30℃下与TMB底物(西格玛)一起培育5‑10min使ELISA信号显影且然后用2M  H2SO4以25μL/孔
终止反应。通过微量板读数器(伯乐(Bio‑Rad))读取450nm下的吸光度。对于基于scFv‑Fc或

IgG1的ELISA，所述方法与上文针对噬菌体‑scFv所描述基本上相同，只是结合抗体是通过

HRP偶联的小鼠抗人类IgG  Fc抗体(西格玛)来检测。

[0038] 制备HBV和HDV病毒.HBV和HDV是如先前所描述产生[3]。HDV.简单来说，在CMV启动

子控制下用从头合成的HDV  cDNA构筑含有基因型I病毒(基因库登录号：AF425644.1)的1.0

×HDV  cDNA的头至尾三聚体的质粒以产生HDV  RNP。使用含有HBV(基因型D，基因库登录号：

U95551.1)的核苷酸2431～1990的pUC18质粒在内源HBV启动子控制下表达HBV包膜蛋白。如
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苏瑞(Sureau)等人先前所描述[4]通过转染Huh‑7中的质粒产生HDV病毒体。收获经转染的

细胞培养物上清液且直接用于HDV中和分析。HBV.通过在CMV启动子控制下用含有1.05个拷

贝的HBV基因组的质粒转染Huh‑7细胞产生HBV基因型B、C和D病毒。基因型B或C  HBV病毒还

来自HBV患者的血浆。

[0039] HBV和HDV中和分析 .中和分析是如先前所描述[3、5]并在少量修改后进行。将

HepG2‑hNTCP细胞(稳定表达HBV和HDV受体hNTCP(人类牛磺胆酸钠共转运多肽)的HepG2细

胞系)用于这些分析中。在48孔板中将HepG2‑hNTCP细胞于PMM培养基[3]中培养12‑24小时，

然后进行病毒感染。在5％  PEG8000存在下用HepG2‑hNTCP细胞接种混有不同形式的抗体：

噬菌体‑scFv、scFv‑Fc或IgG1的约500基因组当量倍数(multiplicities  of  genome 

equivalents,mge)的HDV或200mge的HBV且培育16小时。然后用培养基将细胞洗涤三次且维

持于PMM中。每2‑3天将细胞培养基更换为新鲜PMM培养基。对于HDV感染，在感染后(dpi)7

天，在室温下用100％甲醇将HDV感染的细胞固定10min，用5μg/mL的FITC偶联的4G5(小鼠抗

HDVδ抗原单克隆抗体)对细胞内δ抗原染色且用DAPI对核染色。通过荧光显微镜(尼康

(Nikon))收集影像。基于染色的δ抗原量和强度确定针对HDV的中和活性。对于HBV感染，在

dpi  3、5和7，收集培养物上清液且用商业ELISA试剂盒(万泰(Wantai)，中国北京)测试HBV

分泌性病毒抗原HBsAg和/或HBeAg。使用HBeAg和/或HBsAg的含量来评估抗体的HBV中和活

性。

[0040] 通过上述ELISA和HBV中和分析，鉴别出一些顶级抗体，其显示与NC36b以及m47b和

47b(所述肽与m47b类似但未肉豆蔻酰化且显示HBV中和活性)的特异性结合。

[0041] 在这些顶级抗体中，m36、2H5和m1Q是显示最好HBV(基因型D)中和活性的前三种抗

体。m36自进一步测试排除，此乃因其在转化成全长IgG1时显示减少的表达。进一步比较2H5

和m1Q的HDV中和活性，2H5显示较好的中和HDV感染的活性。基于与肽的高结合活性和针对

HBV和HDV的强效中和活性，选择2H5来进一步研发。另外，2H5显示大于先前公开的前‑S1肽

抗体KR127[6‑8]的HBV和HDV中和活性。在HBV感染分析中，2H5‑IgG1比KR127强效11倍，如通

过IC50(引起50％  HBV感染抑制的抗体浓度)所指示；2H5还显示对HDV感染分析的较大抑制

作用。

[0042] 映射2H5抗体的结合表位.为映射2H5的前‑S1区域上的表位，合成涵盖前‑S1结构

域的不同区域的短肽且通过竞争ELISA分析测试其竞争2H5与m47b结合的能力。可竞争结合

的最短肽是LN16肽(对应于HBV  L蛋白(基因型D)的前‑S1结构域的NT氨基酸(aa)11‑28)，此

指示2H5的结合表位位于此区域内。LD15和LA15肽还显示一定程度的竞争活性，但水平低于

LN16。由三种肽LN16、LD15和LA15共享的共用氨基酸是前‑S1的aa19‑25。因此测试各自在19

位、20位、22位和23位携载单丙氨酸突变的LN16肽LN16‑L19A、LN16‑D20A、LN16‑P21A、LN16‑

F23A的竞争活性，结果显示其均具有降低的竞争活性(LN16‑L19A)或完全丢失此活性

(LN16‑D20A、LN16‑P21A、LN16‑F23A)，此指示这些氨基酸对前‑S1与2H5结合至关重要。

[0043] 2H5表位在大多数HBV基因型中高度保守.8个HBV基因型的前‑S1肽的序列比对显

示，表位在其中高度保守。主要可变氨基酸处于24位：基因型A和C中的甘氨酸、基因型D和其

它基因型中的赖氨酸或精氨酸。为测试此氨基酸变化是否会影响2H5与前‑S1肽的结合，合

成含有24位精氨酸的NC36b肽且通过ELISA测试与2H5的结合。结果显示，此氨基酸变化对结

合仅具有最小作用。此与2H5中和基因型D的HBV和携载HBV基因型D包膜的HDV的HBV和HDV病
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毒中和结果一致。

[0044] 2H5  scFv和前‑S1肽复合物的结构表征.还测定与前‑S1肽59C复合的2H5(呈scFv

片段形式，所述片段在其N末端与His6标签融合)的晶体结构。59C的氨基酸序列对应于基因

型C的前‑S1的aa‑10～48：

[0045] GGWSSKPRQGMGTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPE  ANQV(SEQ  ID  NO:

147)。使2H5‑scFv和59C在大肠杆菌(E.coli)中共表达。通过使用Ni‑NTA琼脂糖珠粒(凯杰

(QIAGEN))的固定化金属离子亲和色谱(IMAC)、然后通过使用Superdex  S200  10/300柱(GE

医疗)的粒径排阻色谱‑HPLC(SEC‑HPLC)将所述复合物提纯为复合物。然后通过将1μL蛋白

质(29mg/mL于10mM  Tris‑HCl(pH  8.0)和100mM  NaCl中)和1μL含有2.8M乙酸钠的储藏溶液

(pH  7.0)混合，使用悬滴蒸汽扩散方法使经提纯的2H5‑scFv/59C复合物在20℃下浓缩且结

晶。在10天后出现针状晶体。在上海光源(Shanghai  Synchrotron  Radiation  Facility)束

线BL17U收集X射线衍射数据且通过HKL2000处理[9]。在 分辨率下通过分子置换在相

位器[10、11]中使用衍生自贺癌平(Herceptin)‑Fab复合物的结构(PDB  3H0T)[12]的VH和

VL作为起始模型来确定结构。在Phenix中进一步优化得自分子置换的初始模型[13]且用

Coot人工重建[14]。最终模型包括2H5  scFv的220个残基、59C肽的残基20‑27。RAMPAGE分析

显示，96.71％的残基处于有利区域中且3.29％的残基处于容许区域中[15]。结构揭露2H5 

s c F v的 V H和 V L均 参 与 与 肽 的 相 互 作 用。结 构 中 所 包 括 的 肽 的 八 个 氨 基 酸 是

D20P21A22F23G24N25A26S27。其中，D20、P21、A22、F23、A26和S27引起与2H5的相互作用。三个氨基酸

D20、P21和F23对2H5结合引起至关重要的相互作用。

[0046] 通过VH链改组提高2H5亲和力和中和活性.

[0047] 从2H5的VH链改组文库鉴别出前四种抗体。接下来使用链改组来提高2H5的结合亲

和力和中和活性，其中固定两个链(VH和VL)中的一个且与另一链谱系组合以产生可针对优

异活性进行选择的二级文库。首先，进行VH链改组，其中固定2H5的VL且与VH链的文库配对。

构筑两个VH‑Lib/2H5VL噬菌体呈现文库。一个文库大小为约2×108，另一个为约9×108。通

过使用捕获于抗生蛋白链菌素偶联的磁性M‑280 (生命技术)上的肽作为靶，分

开选择两个VH‑Lib/2H5VL文库，各自一轮。在两个文库的一轮选择结束时，随机挑选总共

576个个别克隆且通过ELISA针对与m47b的结合进行筛选。选择ELISA中的阳性克隆且测序。

鉴别出10个具有独特VH序列的克隆(表1)且显示等于或强于2H5的与呈噬菌体抗体形式的

m47b的结合活性。然后将这10个克隆转化成全长人类IgG1且通过ELISA验证与m47b的结合，

通过试管内中和分析中和HBV(基因型D)(图1)和HDV。基于与m47b结合、中和HBV和HDV的总

体活性来选择前四种抗体编号31、编号32、A14和A21。

[0048] 表1.  2H5  VH链改组文库选出的10种抗体的VH序列比对.
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[0049]

[0050] 图1 .显示来自2H5  VH链改组文库选择的10种抗体对HBV的中和。通过在不同浓度

的抗体存在下与HBV(基因型D)一起培育16小时来感染HepG2‑hNTCP细胞。随后洗掉抗体和

病毒且继续培养7天，每2天更换细胞培养基。在感染后7天通过ELISA检测分泌性HBeAg。基

于HBeAg含量的减少，计算HBV中和活性且表示为受感染细胞在抗体存在下相对于对照(在

对照抗体存在下感染的细胞)的变化％。

[0051] 来自2H5  VH链改组文库的4种顶级抗体的表位映射 .如上文所描述，使用肽竞争

ELISA方法来映射自2H5  VH链改组文库鉴别出的4种顶级抗体的结合表位。使用LN16肽(对

应于前‑S1结构域的NT氨基酸(aa)11‑28)和LN16肽突变体LN16‑L19A、LN16‑D20A、LN16‑

P21A、LN16‑F23A来竞争这些抗体与m47b肽的结合。数据揭露，其均具有与2H5相似的肽竞争

模式，氨基酸L19、D20、P21和F23对这些抗体结合至关重要。D20和F23对所有抗体最重要，而

L19和P21对于不同抗体所起作用稍有不同。

[0052] 进一步表征来自2H5  VH链改组文库的4种顶级抗体 .与亲代2H5抗体相比，这些抗
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体具有15‑20倍以上的HBV(基因型D)中和活性改良。这些抗体的IC50为约10‑40pM。进一步

比较这4种抗体中的代表性抗体A14与B型肝炎免疫球蛋白的中和HBV(基因型D)感染。自具

有B型肝炎表面抗原(HBsAg)的高抗体水平的供体的血浆制备HBIG且用作诊所中具有罹患B

型肝炎高风险人的暴露后预防。A14显示比HBIG大1000倍以上的中和活性。另外，A14显示针

对其它两种HBV基因型B和C的广泛中和活性。基因型B、C和D的IC50分别为80pM、30pM和

10pM。还检查A14的中和来自HBV感染患者的血浆的6种HBV基因型C病毒。另外，在中和这些

病毒方面，A14比HBIG强效至少几百至1000倍。

[0053] A14具有80.2℃的最高Fab熔融温度(Tm)，此反映其可变结构域的最好热稳定性。

A14与原始2H5相比稳定约2℃，而其它三种nAb均具有稍低的热稳定性。热稳定性是使用差

示扫描量热(DSC)来测量。

[0054] 使用原代人类肝细胞(PHH)，还展示A14针对来自HBV患者血浆样品的两个HBV临床

株的强效中和活性。一种病毒是基因型B病毒，另一种病毒是基因型C病毒。在整个感染进程

中使用商业试剂盒(自动生物诊断有限公司(Autobio  Diagnostics  Co.,Ltd.))每2天检查

分泌至细胞培养物上清液的HBsAg或HBeAg。

[0055] A14与前‑S1竞争结合至在细胞上表达的NTCP。A14以剂量依赖性方式有效地与前‑

S1(FITC标记的前‑S1肽：m59)竞争结合至在HepG2细胞上表达的NTCP。

[0056] A14与代表6种不同组织的12个不同细胞系不具交叉反应性。此通过西方墨点

(Western  blotting)和免疫染色分析来分析。

[0057] A14具有针对在细胞表面上携载其表位的细胞和HBV产生细胞以及受感染细胞的

抗体介导的细胞毒性(ADCC)活性。在ADCC分析中，A14的表位在CHO细胞表面上稳定表达，使

用HBV产生DE19细胞和受感染的HepG2‑hNTCP细胞作为靶细胞。使用人类NK细胞系(表达CD 

16(V158等位基因)和FcR γ 链的NK92‑MI)作为效应细胞。在A14或其Fc突变体存在下将效应

细胞和靶细胞(E/T)以6:1的比率共培养6小时。通过使用来自普洛麦格(Promega)的LDH释

放分析试剂盒测定细胞杀死。ADCC分析显示，A14展现表达表位的CHO细胞、HBV产生细胞和

HBV感染的HepG2‑hNTCP细胞、而非缺少表位表达的对照细胞、非HBV产生细胞和非HBV感染

细胞的强特异性杀死。同时，缺少ADCC活性、但保留相同结合活性的A14  Fc突变体(D265A/

N297A)不具ADCC活性。

[0058] ADCC活性为与A14具有相同或相似表位的抗体所共有，所述抗体包括2H5和其VH链

改组衍生者：4、31、32、69、A14、A21、B103、B129、B139、B172，和VL链改组克隆编号8、20、20‑

m1、20‑m2、20‑m3，且具有不同表位的抗体(例如m36、71、76、T47、m150、m1Q)也可呈现ADCC活

性；例如，m1Q也显示ADCC活性，其表位接近前S1上的A14表位的C末端。

[0059] A14保护小鼠免于HDV感染.先前揭露，支持HBV和HDV的病毒进入的限制小鼠NTCP

(mNTCP)的分子决定簇位于mNTCP的残基84‑87内。当残基84‑87被人类NTCP对应物替代时，

其可有效地支持细胞培养物中的病毒感染[16]。基于此，已建立可通过使用基因组编辑方

法TALEN用hNTCP的相应残基替代mNTCP的残基84‑87[17、18]支持HDV感染的小鼠模型(在

FVB株背景下)。使用此小鼠模型，测试A14是否可保护小鼠免于HDV感染。以10mg/kg体重向

具有mNTCP修饰纯合子的aa84‑87的FVB小鼠(出生后9天龄)给予A14  mAb。在mAb给予后1小

时，用HDV病毒激发小鼠。在HDV激发后第6天，杀死小鼠且在收集后立即将肝组织收获于液

氮中。然后将小鼠肝样品均质化且通过 试剂溶解以提取总RNA。用Prime  Script 
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RT‑PCR试剂盒(塔克拉(Takara))将RNA样品反转录成cDNA。为量化HDV总RNA(基因组当量)

和编辑的NTCP  RNA拷贝，使用自20ng  RNA获得的cDNA作为模板进行实时PCR分析。在ABI快

速7500实时系统仪器(应用生物系统(Applied  Biosystems)，美国)上进行实时PCR。利用标

准曲线计算编辑的NTCP和HDV病毒基因组当量拷贝且使用细胞GAPDH  RNA作为内部对照。

A14  mAb完全阻断HDV感染，而在对照组中HDV感染达到1‑10×106个拷贝/20ng肝RNA。两组

中的小鼠在肝组织中具有相当的NTCP  mRNA拷贝。

[0060] A14在预防小鼠模型中保护小鼠免于HBV感染且在治疗小鼠模型中抑制HBV感染.

使用移植有人类肝细胞的FRG(Fah‑/‑Rag2‑/‑/IL2rg‑/‑)三敲除小鼠建立小鼠HBV感染模

型[19、20]。FRG小鼠容许移植的人类肝细胞在小鼠肝中复制以形成具有高达98％人类肝细

胞的嵌合肝，这是因为所述肝人类化FRG小鼠(FRGC)对HBV感染高度敏感。为测试A14的预防

作用，将10只FRGC小鼠分成两组，每组5只小鼠。在HBV病毒激发之前通过每天单次IP给予向

A14预防组小鼠注射15mg/kg剂量的A14，同时向对照组中的小鼠注射相同体积的PBS。在第0

天时，通过尾静脉向所有小鼠各自注射10e9  GE(基因组当量)HBV。为测试A14的治疗作用，

在第0天时通过尾静脉用10e9  GE/小鼠的HBV激发FRGC小鼠，在感染后第5天时，用恩替卡韦

(entecavir，ETV)对照或A14或HBIG治疗小鼠。ETV是以0.1mg/kg每天经口给予；A14或HBIG

分别是以20mg/kg和72mg/kg(40IU/kg)每3天通过I.P.注射给予。对于预防和治疗模型二

者，每3天自所有小鼠收集血液样品用于测量血清中的HBsAg和HBV  DNA效价。在实验结束时

杀死小鼠，保存dpi35和肝组织用于HBsAg和HBcAg的免疫组织化学染色(IHC)。A14显示在预

防模型中100％保护FRGC小鼠免于HBV感染；其还显示在治疗模型中显著抑制HBV感染。

[0061] 总之，结果明确展示A14  mAb是动物模型中强效的HDV和HBV进入抑制剂。A14mAb可

用于替代HBIG来预防HDV和HBV感染。另一方面，小鼠中已建立HBV感染的A14治疗显著抑制

HBV感染，另外A14显示针对HBV感染的细胞、而非非HBV感染细胞的特异性ADCC活性。这些结

果指示，A14  mAb可与ETV组合治疗长期感染HBV的患者。由于A14阻断新病毒进入宿主细胞

中且具有针对受感染细胞的ADCC活性，而ETV抑制病毒复制，所以A14与病毒复制抑制剂(例

如ETV、拉米夫定(lamivudine)、阿德福韦(adefovir)、阿德福韦(tenofovir)、替比夫定

(telbivudine)或其它核苷酸和核苷酸类似物(NUC))的组合为患者提供新的治疗和预防选

择且可实现较好的病毒血症控制和HBsAg减少。

[0062] 通过VL链改组改良A14亲和力和中和活性.为进一步改良A14活性，制备A14‑VL链

改组噬菌体展示文库，其中固定A14的VH且与VL链的文库配对。构筑的最终文库(A14VH/

VLlib)具有约3×108的大小。通过使用捕获于抗生蛋白链菌素偶联的磁M‑280

(生命技术)上的m47b肽作为靶，对A14VH/VLlib文库进行两轮选择。通过ELISA针对与m47b

的结合筛选196个克隆。所有克隆均呈阳性，但挑选24个具有最高OD450读数的克隆进行测

序。鉴别出2个克隆编号8和编号20，其具有不同于A14的VL的VL链序列。将这两种抗体转化

成全长人类IgG1且通过ELISA测试与m47b的结合。其均显示强于A14的与m47b的结合活性。

在HBV(基因型D)的HBV中和分析中，编号8显示中和HBV感染的5倍改良，而编号20显示与A14

相似的活性。编号20的VL(编号20‑m1、20‑m2、20‑m3)的进一步诱变使其中和活性与A14相比

改良约3‑5倍，达到与编号8相似的水平。展示与A14相比，这些编号20突变体的HDV中和活性

升高。因此，这些具有进一步改良活性的A14衍生的抗体可如上文所描述以与A14相似的方

式单独或与病毒复制抑制剂组合使用。
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[0089]

[0090] m36  VH氨基酸：

[0091]

[0092] m36  VL氨基酸：

[0093]

[0094] 71：

[0095] 71  VH  DNA：

[0096]

[0097] 71  VL  DNA：

[0098]

[0099] 71  VH氨基酸：

[0100]

[0101] 71  VL氨基酸：

[0102]

[0103] 76：

[0104] 76  VH  DNA：

[0105]

[0106] 76  VL  DNA：
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[0107] 76  VH氨基酸：

[0108] 76VL氨基酸：

[0109] T47：

[0110] T47  VH  DNA：

[0111] T47  VL  DNA：

[0112] T47  VH氨基酸：

[0113] T47  VL氨基酸：

[0114] m1Q

[0115] m1Q  VH  DNA

[0116]

[0117] m1Q‑VL  DNA
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[0118]

[0119] m1Q  VH氨基酸：

[0120] m1Q  Vk氨基酸：

[0121]

[0122] 2H5：

[0123] 2H5  VH  DNA：

[0124] 2H5  VL  DNA：

[0125] 2H5  VH氨基酸：

[0126] 2H5  VL氨基酸：

[0127] m150

[0128] m150  VH  DNA：

[0129] m150  VK  DNA：

[0130]
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[0131]

[0132] m150  VH氨基酸：

[0133]

[0134] m150  VK氨基酸：

[0135]

[0136] 衍生自2H5  VH链改组文库选择的10个抗体的抗体序列。应注意，这些抗体具有与

2H5相同的VL序列，因此下文仅列示这些抗体的VH序列。

[0137] 编号4

[0138] 编号4  VH  DNA：

[0139]

[0140] 编号4  VH氨基酸：

[0141]

[0142] 编号31  VH  DNA：

[0143]

[0144] 编号31  VH氨基酸：

[0145]

[0146] 编号32  VH  DNA：

[0147]

[0148] 编号32  VH氨基酸：

[0149]

说　明　书 18/21 页

21

CN 117247944 A

21



[0150] 编号32  VH  DNA：

[0151]

[0152] 编号69  VH氨基酸：

[0153] A14  VH  DNA：

[0154] A14  VH氨基酸：

[0155] A21  VH  DNA：

[0156] A21  VH氨基酸：

[0157] B103  VH  DNA：

[0158]

[0159] B103  VH氨基酸：

[0160] B129  VH  DNA：
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[0161]

[0162] B129  VH氨基酸：

[0163]

[0164] B139  VH  DNA：

[0165]

[0166] B139  VH氨基酸：

[0167]

[0168] B172  VH  DNA：

[0169]

[0170] B172  VH氨基酸：

[0171]

[0172] 衍生自A14  VL链改组文库选择的两个抗体的抗体序列。应注意，这些抗体具有与

A14相同的VH序列，因此下文仅列示这两个抗体的VL序列。

[0173] 编号8VLDNA：

[0174]

[0175] 编号8  VL氨基酸：

[0176]

[0177] 编号20  VL  DNA：
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[0178]

[0179] 编号20  VL氨基酸：

[0180] 编号20‑m1  VL  DNA：

[0181] 编号20‑m1  VL氨基酸：

[0182] 编号20‑m2  VL  DNA：

[0183] 编号20‑m2  VL氨基酸：

[0184] 编号20‑m3  VL  DNA：

[0185]

[0186] 编号20‑m3  VL氨基酸：

[0187]
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