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(57)摘要

本公开提供了包括螺旋束的笼蛋白，其中所

述笼蛋白包括结构区和闩锁区，其中所述闩锁区

包括一种或多种靶标结合多肽，其中当所述第一

报告蛋白结构域结合到第二拆分报告蛋白结构

域时，报告活性发生可检测的变化，并且其中所

述结构区与所述闩锁区相互作用以防止溶液进

入所述一种或多种靶标结合多肽。

权利要求书16页  说明书130页

序列表（电子公布）  附图18页

CN 116368156 A

2023.06.30

CN
 1
16
36
81
56
 A



1.一种笼蛋白，包含螺旋束，其中所述笼蛋白包括结构区和闩锁区，其中所述闩锁区包

含一种或多种靶标结合多肽，其中所述笼蛋白还包括第一报告蛋白结构域，其中当结合到

第二拆分报告蛋白结构域时，所述第一报告蛋白结构域报告活性发生可检测的变化，并且

其中所述结构区与所述闩锁区相互作用以防止溶液进入所述一种或多种靶标结合多肽。

2.根据权利要求1所述的笼蛋白，其还包含第二报告蛋白结构域，其中所述第一报告蛋

白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个存在于所述闩锁区中，而另一个存在于所述

结构区中，其中在所述一种或多种靶标结合多肽结合的靶标存在下，所述第一报告蛋白结

构域和所述第二报告蛋白结构的相互作用减弱。

3.根据权利要求1所述的笼蛋白，其中所述第二报告蛋白结构域不存在于所述笼蛋白

中。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的笼蛋白，其中所述螺旋束包含2‑9、2‑8、2‑7、3‑9、

3‑8、3‑7、4‑9、4‑8、4‑7、5‑9、5‑8、5‑7、6‑9、6‑8、6‑7、2‑6、3‑6、4‑6、5‑6、2‑5、3‑5、4‑5、2‑4、

3‑4、2‑3、2、3、4、5、6、7、8或9个α螺旋。

5.根据权利要求1‑4中任一项所述的笼蛋白，其中所述结构区中的每个螺旋长度独立

地在18‑60、18‑55、18‑50、18‑45、22‑60、22‑55、22‑50、22‑45、25‑60、25‑55、25‑50、25‑45、

28‑60、28‑55、28‑50、28‑45、32‑60、32‑55、32‑50、32‑45、35‑60、35‑55、35‑50、35‑45、38‑

60、38‑55、38‑50、38‑45、40‑60、40‑58、40‑55、40‑50或40‑45个氨基酸之间。

6.根据权利要求1‑5中任一项所述的笼蛋白，其包含连接相邻α螺旋的氨基酸接头。

7.根据权利要求6所述的笼蛋白，其中所述氨基酸接头的长度独立地为2至10个氨基酸

之间，不包括可与所述接头融合的任何其他功能序列，或长度独立地为3‑10、4‑10、5‑10、6‑

10、7‑10、8‑10、9‑10、2‑9、3‑9、4‑9、5‑9、6‑9、7‑9、8‑9、2‑8、3‑8、4‑8、5‑8、6‑8、7‑8、2‑7、3‑

7、4‑7、5‑7、6‑7、2‑6、3‑6、4‑6、5‑6、2‑5、3‑5、4‑5、2‑4、3‑4、2‑3、2、3、4、5、6、7、8、9或10个氨

基酸。

8.根据权利要求1‑7中任一项所述的笼蛋白，其中所述闩锁区位于所述笼蛋白的C端；

在其他实施方案中，闩锁区可以位于笼蛋白的N端。

9.根据权利要求1‑8中任一项所述的笼蛋白，其中所述第一报告蛋白结构域存在于所

述闩锁区中。

10.根据权利要求9所述的笼蛋白，其中所述第二报告蛋白在存在时存在于所述结构区

中。

11.根据权利要求10所述的笼蛋白，其中所述第二报告蛋白位于所述结构区的N端，或

位于所述结构区N端的10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。

12.根据权利要求9所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽和所述第一报告

蛋白结构域被所述闩锁区中的至少10个氨基酸分开。

13.根据权利要求1‑12中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽位

于所述闩锁区C端的10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸处或其内。

14.根据权利要求1‑12中任一项所述的笼蛋白，其中所述第一报告蛋白结构域位于所

述闩锁区的C端处或在所述闩锁在区C端的20、19、18、17、16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、

5、4、3、2或1个氨基酸内，或其中所述第二报告蛋白结构域位于所述闩锁区N端或在闩锁区N

端20、19，18、17，16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。
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15.根据权利要求1‑14中任一项所述的笼蛋白，其中所述第一报告蛋白结构域和当存

在时的所述第二报告蛋白结构域包括报告蛋白结构域，所述报告蛋白结构域选自荧光素酶

(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾荧光素酶和高斯荧光素酶)、生物发光共振能量转移

(BRET)报告分子、双分子荧光互补(BiFC)报告分子、荧光共振能量转移(FRET)报告分子、比

色报告分子(包括但不限于β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶和辣根过氧化物酶)、细胞存活报告

分子(包括但是不限于二氢叶酸还原酶)、电化学报告分子(包括而不限于APEX2)、放射性报

告分子(包括但不限于胸苷激酶)和分子条形码报告分子(包括但不限于TEV蛋白酶)。

16.根据权利要求1‑15中任一项所述的笼蛋白，其中所述闩锁区位于所述笼蛋白的C

端。

17.根据权利要求1‑15中任一项所述的笼蛋白，其中所述闩锁区位于所述笼蛋白的N

端。

18.根据权利要求1‑8中任一项所述的笼蛋白，其中所述第一报告蛋白结构域存在于所

述闩锁区中。

19.根据权利要求18所述的笼蛋白，其中所述第二报告蛋白在存在时存在于所述结构

区中。

20.根据权利要求19所述的笼蛋白，其中所述第二报告蛋白位于所述结构区的N端，或

位于所述结构区N端的10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。

21.根据权利要求18所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽和所述第一报

告蛋白结构域被所述闩锁区中的至少10个氨基酸分开。

22.根据权利要求1‑21中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽位

于所述闩锁区C端的10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸处或其内。

23.根据权利要求1‑21中任一项所述的笼蛋白，其中所述第一报告蛋白结构域位于所

述闩锁区的C端。

24.根据权利要求1‑23中任一项所述的笼蛋白，其中所述第一报告蛋白结构域和当存

在时的所述第二报告结构域包括来自报告蛋白的拆分报告蛋白结构域，所述报告蛋白结构

域选自荧光素酶(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾荧光素酶和高斯荧光素酶)、双分子

荧光互补(BiFC)报告蛋白、比色报告分子(包括但不限于β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶和辣根

过氧化物酶)、细胞存活报告分子(包括但不限于二氢叶酸还原酶)、电化学报告分子(包括

但不限于APEX2)、放射性报告分子(包括但不限于胸苷激酶)，和分子条形码报告(包括但不

限于TEV蛋白酶)。

25.根据权利要求1‑24中任一项所述的笼蛋白，其中所述笼不包括第二拆分报告蛋白

结构域，其中第一拆分报告蛋白结构域包括：

(a)与SEQ  ID  NO：27359和27664‑27672的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列；

(b)与选自SEQ  ID  NO：27360‑27361的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

VFAHPETL  VKVKDAEDQLGA  RVGYIELDLN  SGKILESFRPEERFPMMSTF  KVLLCGAVLS 

RVDAGQEQLG  RRIHYSQNDLVEYSPVTEKH  LTDGMTVREL  CSAAITMSDN  TAANLLLTTIGGPKELTAFL 

HNMGDHVTRL  DRWEPELNEA  IPNDERDTTTPAAMATTLRK  LLTGENGR(拆分β‑内酰胺酶A；SEQ  ID 
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NO：27360)和LLTLASRQQLIDWME  ADKVAGPLLR  SALPAGWFIA  DKSGAGERGSRGIIAALGPD 

GKPSRIVVIYTTGSQATMDE  RNRQIAEIGA  SLIKHW(拆分β‑内酰胺酶B；SEQ  ID  NO：27361)；

(c)与选自SEQ  ID  NO：27362‑27378的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中，带下划线

的残基是氨基酸接头或可以存在或不存在的其他任选残基，且当存在时，可以是任何氨基

酸序列，并且其中任何N端蛋氨酸残基可以存在或不存在：

VFTLEDFVGDWRQTAGYNLSQVLEQGGVSSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQMG

QIEKIFKVVYPVDNHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDG

SLLFRVTINGVTGWRLHERILA(TeLuc；SEQ  ID  NO：27362)(可用于创建FRET和/或BRET传感器的

全发光或荧光蛋白)；

LIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVVEGGPLPFAFD  ILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPEGFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNFPANGPVMQKK 

TLGWEPSTETMYPADGGLEG  RCDKALKLVGGGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNETYVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体；SEQ  ID  NO：27363)(可用于创建FRET

和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

VSKGEELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYEGKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADLPDYFKQSFPE  GFTWERVMVFEDGGVLTATQ  DTSLQDGELIYNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEGRCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM 

PGVHYVDRRLERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体SEQ  ID  NO：27364)(可用

于创建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

EELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVVEGGPLPFAFD  ILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPEGFTWERVMVFEDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNFPANGPVMQKK 

TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVGGGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNETYVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CuOFP变体；SEQ  ID  NO：27365)(可用于创建FRET

和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

KFDGKKITVTGTLWNGNTIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(LumiLuc；SEQ  ID  NO：

27366)(可用于创建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

MVSKGEEDNM  ASLPATHELH  IFGSINGVDF  DMVGQGTGNP  NDGYEELNLK  STKGDLQFSP 

WILVPHIGYG  FHQYLPYPDG  MSPFQAAMVD  GSGYQVHRTM  QFEDGASLTV  NYRYTYEGSH  IKGEAQVKGT 

GFPADGPVMT  NSLTAADWCR  SKKTYPNDKT  IISTFKWSYT  TGNGKRYRST  ARTTYTFAKP  MAANYLKNQP 

MYVFRKTELK  HSKTELNFKE  WQKAFTDVMG  MDELYK(mNeonGreen；SEQ  ID  NO：27367)(可用于创

建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYEGTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADIPDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLIYKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKGDIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM 
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PGAYNVDRKLDITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDEL  YK(mScarlet‑i；SEQ  ID  NO：27368)(可

用于创建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

QLTPTFYDNSCPNVSNIVRDIIVNELRSDPRIAASILRLHFHDCFVNGCDASILLDNTTSFRTEKDAFGNAN

SARGFSVIDRMKAAVESACPGTVSCADLLTIAAQQSVTLAGGPSWRVPLGRRDSLQAFLDLANANLPAPFFTLPQL

KDSFRNVGLNRSSDLVALSGGHTFGKSQCRFIMDRLYNFSNTGLPDPTLNTTYLQTLRGLCPLNGGSGS(sHRPa是

大的HRP拆分片段，它由具有以下4种突变的辣根过氧化物酶(HRP)的1‑213个氨基酸组成：

T21I，P78S，R93G，N175S)(SEQ  ID  NO：27373)；

NLSALVDFDLRTPTIFDNKYYVNLEEQKGLIQSDQELFSSPDATDTIPLVRSFANSTQTFFNAFVEAMDRMG

NITPLTGTQGQIRRNCRVVNSNGGSGS(sHRPb是小的HRP拆分片段，它由具有以下2种突变的辣根

过氧化物酶(HRP)的214‑308个氨基酸组成：N255D，L299R)(SEQ  ID  NO：27374)；
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GGGSWREDWG  QLSGT  GGGGSGGGGS(胸苷激酶_TK_A(1‑265)(SEQ  ID  NO：27377)；和/或

HVTTPGSIPT  ICDLARTFAR  EMGEAN(胸苷激酶_TK_B(266‑376)(SEQ  ID  NO：27378)。

26.根据权利要求1‑24中任一项所述的笼蛋白，其中所述笼包含第二拆分报告蛋白结

构域，其中(a)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ 

ID  NO：27359和27664‑7672的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，；

另一个包含与SEQ  ID  NO：27379的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸残基可

以存在或不存在：

(b)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27360的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列

VFAHPETL  VKVKDAEDQLGA  RVGYIELDLN  SGKILESFRPEERFPMMSTF  KVLLCGAVLS 
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RVDAGQEQLG  RRIHYSQNDLVEYSPVTEKH  LTDGMTVREL  CSAAITMSDN  TAANLLLTTIGGPKELTAFL 

HNMGDHVTRL  DRWEPELNEA  IPNDERDTTTPAAMATTLRK  LLTGENGR(拆分β‑内酰胺酶A)(SEQ  ID 

NO：27360)，

另一个包含与SEQ  ID  NO：27361的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

LLTLASRQQLIDWME  ADKVAGPLLR  SALPAGWFIA  DKSGAGERGSRGIIAALGPD  GKPSRIVVIY 

TTGSQATMDE  RNRQIAEIGA  SLIKHW(拆分β‑内酰胺酶B)(SEQ  ID  NO：27361)；

(c)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27362的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

VFTLEDFVGDWRQTAGYNLSQVLEQGGVSSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQMG

QIEKIFKVVYPVDNHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDG

SLLFRVTINGVTGWRLHERILA(TeLuc)(SEQ  ID  NO：27362)(可用于创建FRET和/或BRET传感器

的全发光或荧光蛋白)，

另一个包含与选自SEQ  ID  NO：27363‑27365的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

LIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVVEGGPLPFAFD  ILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPEGFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNFPANGPVMQKK 

TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVGGGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNETYVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体)(SEQ  ID  NO：27363)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

VSKGEELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYEGKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADLPDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELIYNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEGRCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM 

PGVHYVDRRLERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体)(SEQ  ID  NO：27364)(可

用于创建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；和

EELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVVEGGPLPFAFD  ILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPEGFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNFPANGPVMQKK 

TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVGGGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNETYVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体)(SEQ  ID  NO：27365)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

(d)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27366的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

K F D

GKKITVTGTLWNGNTIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(LemiLuc)(SEQ  ID  NO：27366)(可
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用于创建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)，

另一个包含与SEQ  ID  NO：27368的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸残基可

以存在或不存在：

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYE  GTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADI  PDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLI  YKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKG  DIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM  PGAYNVDRKL 

DITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDEL  YK(mScarlet‑i)(SEQ  ID  NO：27368)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

(e)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27367的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在：

MVSKGEEDNM  ASLPATHELH  IFGSINGVDF  DMVGQGTGNP  NDGYEELNLK  STKGDLQFSP 

WILVPHIGYG  FHQYLPYPDG  MSPFQAAMVD  GSGYQVHRTM  QFEDGASLTV  NYRYTYEGSH  IKGEAQVKGT 

GFPADGPVMT  NSLTAADWCR  SKKTYPNDKT  IISTFKWSYT  TGNGKRYRST  ARTTYTFAKP  MAANYLKNQP 

MYVFRKTELK  HSKTELNFKE  WQKAFTDVMG  MDELYK(mNeonGreen)(SEQ  ID  NO：27367)，(可用于

创建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)，

另一个包含与SEQ  ID  NO：27368的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸残基可

以存在或不存在：

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYE  GTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADI  PDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLI  YKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKG  DIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM  PGAYNVDRKL 

DITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDELYK(mScarlet‑i)(SEQ  ID  NO：27368)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

(f)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与氨基酸序列

SEQ  ID  NO：27369至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

SGKSYPTVSADYQKAVEKAKKRLGGFIAEKRCAPLMLRLAWHSAGTFDKRTKTGGPFGTIRYPAELAHSANS

GLDIAVRLLEPLKAEFPILSYADFYQLAGVVAVEVTGGPEVPFHPGREDKPELPPEGRLPDATKGSDHLRDVFGKA

MGLTDQDIVALSGGHTLGAAHKERSGFEGPWTSNPLVFDNSYFTELLSGEKEGGGGSGGGGS(APEX2‑1‑200)

(SEQ  ID  NO：27369)(用于化学发光和比色检测系统的大豆抗坏血酸过氧化物酶蛋白的拆

分工程化变体)；

另一个包含与SEQ  ID  NO：27370的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基

是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GGGGSGGGGSGLLQLPSDKALLSDPVFRPLVDKYAADEDAFFADYAEAHQKLSELGFADA(APEX2‑201‑

250)(SEQ  ID  NO：27370)(用于化学发光和比色检测系统的大豆抗坏血酸过氧化物酶蛋白
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的拆分工程化变体)；

(g)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27371的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

IEQPELGGGGSGGGGS(DHFR_A(1‑105))；(SEQ  ID  NO：27371)(细胞生存或荧光的拆分二

氢叶酸还原酶蛋白报告分子)

另一个包含与SEQ  ID  NO：27372的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基

是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

(DHFR_B(106‑186))；(SEQ  ID  NO：27372)(细胞生存或荧光的拆分二氢叶酸还原酶蛋

白报告分子)；

(h)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27373的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

QLTPTFYDNSCPNVSNIVRDIIVNELRSDPRIAASILRLHFHDCFVNGCDASILLDNTTSFRTEKDAFGNAN

SARGFSVIDRMKAAVESACPGTVSCADLLTIAAQQSVTLAGGPSWRVPLGRRDSLQAFLDLANANLPAPFFTLPQL

KDSFRNVGLNRSSDLVALSGGHTFGKSQCRFIMDRLYNFSNTGLPDPTLNTTYLQTLRGLCPLNGGSGS(sHRPa是

大的HRP拆分片段，它由具有以下4种突变辣根过氧化物酶(HRP)的1‑213个氨基酸组成：

T21I，P78S，R93G，N175S：质粒73147(SEQ  ID  NO：27373)；

另一个包含与SEQ  ID  NO：27374的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基

是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

NLSALVDFDLRTPTIFDNKYYVNLEEQKGLIQSDQELFSSPDATDTIPLVRSFANSTQTFFNAFVEAMDRMG

NITPLTGTQGQIRRNCRVVNSNGGSGS(sHRPb是小的HRP拆分片段，它由具有以下2种突变的辣根

过氧化物酶(HRP)的214‑308个氨基酸组成：N255D，L299R：质粒73148)(SEQ  ID  NO：27374)；
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(i)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27375的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GESLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVKNTTTL

QQHLIDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQTGGGGSGGGGSN_Tev(1‑118)(SEQ  ID 

NO：27375)(拆分的TEV蛋白酶)；

另一个包含与SEQ  ID  NO：27376的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基

是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GGGGSGGGGSKSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTNNYFT

SVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMDKP(C_Tev(119‑221))；(SEQ  ID  NO：27376)

(拆分的TEV蛋白酶)；

(j)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27377的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，并且其中N端蛋氨酸残基可以存在或不存在：

GGGSWREDWG  QLSGT  GGGGSGGGGS(胸苷激酶_TK_A(1‑265))(SEQ  ID  NO：27377)；

另一个包含与SEQ  ID  NO：27378的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基

是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

HVTTPGSIPT  ICDLARTFAR  EMGEAN(胸苷激酶_TK_B(266‑376)(SEQ  ID  NO：27378)。

27.根据权利要求1‑26中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽能

够与靶标结合，所述靶标包括但不限于抗体、毒素、诊断生物标志物、病毒颗粒、疾病生物标
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志物、代谢物或生化分析物。

28.根据权利要求1‑26中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽能

够结合抗体靶标。

29.根据权利要求28所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包括一种或多

种由针对病毒靶的抗体识别的表位。

30.根据权利要求28或29所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包含一种

或多种由针对SARS‑Cov‑2的抗体识别的表位。

31.根据权利要求126中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽能够

结合疾病标志物或毒素。

32.根据权利要求1‑26中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽能

够结合Bcl‑2、Her2受体、肉毒杆菌神经毒素B、白蛋白、上皮生长因子受体、前列腺特异性膜

抗原(PSMA)、瓜氨酸肽、脑钠肽和/或心肌钙蛋白I。

33.根据权利要求1‑32中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包

含与选自SEQ  ID  NO：27380‑27430的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列。

34.根据权利要求33所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ 

ID  NO：27397‑27430或选自SEQ  ID  NO：27397‑27406、27409‑27416和27427‑27430的氨基酸

序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。

35.根据权利要求34的笼蛋白，其中相对于参考靶标结合多肽氨基酸的氨基酸取代选

自表3中提供的允许氨基酸取代。

36.根据权利要求34或35所述的笼蛋白，其中界面残基与参考靶标结合多肽中的界面

残基相同，或相对于参考靶标结合肽中的表面残基保守地被取代，如表2所示。

37.根据权利要求34‑36中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包

含与选自SEQ  ID  NO：27397‑27406和27431‑27466的氨基酸序列至少50％、55％、60％、

65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％相同的氨基酸序列。

38.根据权利要求37所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包含相对于SEQ 

ID  NO：27397的氨基酸序列1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17或全部18个在

选自2、4、15、14、17、18、27、28、32、37、38、39、41、42、49、52和55残基的氨基酸取代。

39.根据权利要求38所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽中的取代选自

表5中列出的取代，可以是单独的，也可以是给定行中的组合。

40.权利要求34‑36中任一项所述的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽包含与

选自SEQ  ID  NO：27409‑27416和27467‑27493的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的氨基酸序列。

41.根据权利要求40的笼蛋白，其中所述靶标结合包含相对于SEQ  ID  NO：27409的氨基

酸序列1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或全部20个在选自2、6、8、
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14、19、22、25、26、28、29、34、35、37、40、43、45、49和62残基的氨基酸取代。

42.根据权利要求41所述的笼蛋白，其中所述取代选自表7中列出的取代，可以是单独

的，也可以是给定行中的组合。

43.根据权利要求34‑36中任一项所述的笼蛋白，其中所述靶标结合包含与选自SEQ  ID 

NO：27427‑27430和27494的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。

44.根据权利要求44的笼蛋白，其中所述一种或多种靶标结合多肽在选自63和75的残

基或两个残基处包含相对于SEQ  ID  NO：27429的氨基酸序列的氨基酸取代。

45.根据权利要求44的笼蛋白，其中所述取代包括R63A和/或K75T。

46.根据权利要求1‑45中任一项所述的笼蛋白，其包含与选自SEQ  ID  NO：1‑49、51‑52、

54‑59、61、65、67‑91、92‑2033、2034‑14317、27094‑27117、27120‑27125、27278至27321，SEQ 

ID  NO：27126至27276之间的偶数SEQ  ID  NO，以及表8和表9中列出的笼蛋白，不包括任选的

氨基酸残基并且不包括闩锁区中的氨基酸残基，并且其中每种笼蛋白的N端和/或C端60个

氨基酸可以是任选的。

47.根据权利要求1‑47中任一项所述的笼蛋白，其包含与选自SEQ  ID  NO：27497‑27620

的笼蛋白的氨基酸序列至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中

N端蛋白纯化标签(MGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGG(SEQ  ID  NO：27624)；或MGSHHHHHHGSENLYFQG

(SEQ  ID  NO：27625)；或GSHHHHHHGSGSENLYFQG(SEQ  ID  NO：27626))是任选的，在百分比同

一性比较中不考虑，并且可以存在或不存在，优选不存在。

48.一种钥匙蛋白，其能够与权利要求1‑47中任一项不包括第二报告蛋白结构域的笼

蛋白的结构区结合，其中所述钥匙蛋白包括第二报告蛋白结构域，其中所述钥匙蛋白第二

报告蛋白结构域和所述笼蛋白第一报告蛋白结构的相互作用引起来自所述第一报告蛋白

域的报告活性的可检测变化。

49.根据权利要求48所述的钥匙蛋白，其中所述第二报告蛋白结构域位于所述钥匙蛋

白的N端或C端，或位于所述钥匙蛋白的N端或C端的30、29、28、27、26、25、24、23、22、21、20、

19、18、17、16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。

50.根据权利要求48‑49中任一项所述的钥匙蛋白，其中所述第二报告蛋白结构域包括

报告蛋白结构域，所述报告蛋白结构域选自荧光素酶(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾

荧光素酶和高斯荧光素酶)、生物发光共振能量转移(BRET)报告分子、双分子荧光互补

(BiFC)报告分子，荧光共振能量转移(FRET)报告分子、比色报告分子(包括但不限于β‑内酰

胺酶、β‑半乳糖苷酶和辣根过氧化物酶)、细胞存活报告分子(包括但不限于二氢叶酸还原

酶)、电化学报告分子(包括但不限于APEX2)、放射性报告分子(包括但不限于胸苷激酶)，和

分子条形码报告分子(包括但不限于TEV蛋白酶)。

51.根据权利要求48‑50中任一项所述的钥匙蛋白，其中所述第二报告蛋白结构域包含

与选自SEQ  ID  NO：27360‑23379的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基

是存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，并且其中任何N端蛋氨

酸残基可以存在或不存在。

权　利　要　求　书 11/16 页

12

CN 116368156 A

12



52.根据权利要求48‑51中任一项所述的钥匙蛋白，其中不包括第二拆分报告蛋白结构

域的钥匙蛋白包含与选自SEQ  ID  NO：14318‑26601、26602‑27015、27016‑27050、27322至

27358和在27127和27277之间具有奇数SEQ  ID  NO的钥匙多肽的氨基酸序列至少40％、

45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，不包括任选的氨基酸残基，表8中的钥匙

蛋白以及表9中的钥匙蛋白。

53.根据权利要求48‑52中任一项所述的钥匙蛋白，其中所述钥匙蛋白包含与选自SEQ 

ID  NO：27621‑27623的钥匙蛋白的氨基酸序列至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的氨基酸序列，不包括括号中的任选氨基酸残基，其中括号中的残基是任选的并且可

以存在或不存在；

>lucKey：MGS‑(His)6‑TEV位点‑接头‑LgBit‑接头‑闩锁序列

钥匙‑2GGSGG‑CyOFP(CyOFP序列加粗/加下划线)：

钥匙‑LacB(拆分β‑内酰胺酶B加粗/加下划线)：

54.一种生物传感器，包括

(a)权利要求1‑47中任一项所述的笼蛋白，其中所述笼不包括第二报告蛋白结构域；和

(b)权利要求48‑53中任一项所述的钥匙蛋白；

其中所述钥匙蛋白只能在所述笼蛋白一种或多种靶标结合多肽能够结合的靶标存在

下与所述笼蛋白结合；并且其中所述笼蛋白的第一报告蛋白结构域与所述钥匙蛋白的第二
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报告蛋白结构域的结合引起来自所述第一报告蛋白结构域的报告活性的可检测变化。

55.根据权利要求54所述的生物传感器，其中

(a)第一报告蛋白结构域包含与氨基酸序列SE0  ID  NO：27359和27664‑27672至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的

氨基酸序列；

并且所述第二报告蛋白结构域包含与SEQ  ID  NO  27379的氨基酸序列至少70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序

列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在

(b)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27360的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27361的氨基酸序列至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的

氨基酸序列；

(c)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27362的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，另一个包含与选自SEQ  ID  NO：27363‑27365的氨基

酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

100％相同的氨基酸序列；

(d)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27366的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO  27368的氨基酸序列至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的

氨基酸序列：

(e)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27367的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在，另一个

包含与SEQ  ID  NO  27368的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％，90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸残基可以存在或不

存在；

(f)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27369的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列；另一个包含与SEQ  ID  NO：27370的氨基酸至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的

氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是

任何氨基酸序列；

(g)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27371的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残
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基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27372的氨基酸序列至

少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同

的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以

是任何氨基酸序列；

(h)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27373的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27374的氨基酸序列至

少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同

的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以

是任何氨基酸序列；

(i)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27375的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残

基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27376的氨基酸序列至

少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同

的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以

是任何氨基酸序列；

(j)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID  NO：

27377的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在，并且其

中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序

列，并且另一个包含与SEQ  ID  NO：27378的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的

残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列。

56.根据权利要求54的生物传感器，其中所述笼蛋白包含权利要求47的笼蛋白，并且所

述钥匙蛋白包含与SEQ  ID  NO：27621的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，不包括括号中的任选

氨基酸残基；

>lucKey：MGS‑(His)6‑TEV位点‑接头‑LgBit‑接头‑闩锁序列

57.根据权利要求54所述的生物传感器，其中所述笼蛋白和所述钥匙蛋白包括蛋白对，

所述蛋白对包括

(i)笼蛋白，其包含与SEQ  ID  NO：27620的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、
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90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中括号

中的残基是任选的并且可以存在或不存在：

LacATrop(拆分β‑内酰胺酶A加粗；cTnT和cTnC加下划线)：

(ii)钥匙蛋白，其包含与SEQ  ID  NO：27631的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列。

58.一种用于检测靶标的方法，包括

(a)在促进笼蛋白一种或多种靶标结合多肽与生物样品中存在的靶标结合的条件下，

将权利要求47中任一项所述的笼蛋白或权利要求40‑43中任一项所述的生物传感器与生物

样品接触，引起来自第一报告蛋白结构域的报告活性的可检测变化；和

(b)检测来自第一报告蛋白结构域的报告活性的变化，其中报告活性的改变将样品识

别为含有靶。

59.根据权利要求58所述的方法，其中所述靶标选自包括但不限于抗体、毒素、诊断生

物标志物、病毒颗粒、疾病生物标记、代谢物或生化分析物的组。

60.根据权利要求58‑59中任一项所述的方法，其中所述靶标是抗体。

61.根据权利要求60所述的方法，其中所述靶标包括对病毒具有选择性的抗体。

62.根据权利要求58所述的方法，其中所述一种或多种靶标结合多肽包含选自SEQ  ID 

NO：27292‑27394和27547‑27548的氨基酸序列，以及包含与选自SEQ  ID  NO：27397‑27494的
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氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％、98％和98％或100％相同的氨基酸序列的多肽。

63.根据权利要求58‑62中任一项所述的方法，其中所述笼多肽包含权利要求47的笼蛋

白。

64.根据权利要求58‑59中任一项所述的方法，其中所述靶标是疾病标志物或毒素。

65.根据权利要求64的方法，其中所述疾病标志物或毒素包括Bcl‑2、Her2受体、肉毒杆

菌神经毒素B、白蛋白、上皮生长因子受体、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、瓜氨酸化肽、脑钠

肽和/或心肌钙蛋白I。

66.权利要求64或65的方法，其中所述一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ  ID 

NO：27380‑27390的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中任何N

端氨基酸是任选的并且可以存在或不存在。

67.根据权利要求64‑66中任一项所述的方法，其中所述笼蛋白包括权利要求47的笼蛋

白。

68.一种用于设计生物传感器、笼蛋白或钥匙蛋白的方法，包括本文所述的任何方法的

步骤。

69.编码前述权利要求中任一项所述的笼蛋白或钥匙蛋白的核酸。

70.一种表达载体，其包含权利要求69的核酸，所述核酸可操作地连接到诸如启动子的

合适控制元件。

71.一种细胞，其包含前述权利要求任一项所述的笼蛋白、钥匙蛋白、组合物、核酸或表

达载体。

72.一种药物组合物，其包含任何前述权利要求的笼蛋白、钥匙蛋白、组合物、核酸、表

达载体或细胞，以及药学上可接受的载体。

73.一种表位，其包含SEQ  ID  NO：27384的氨基酸序列，或其由组成。

74.一种用于检测样品中的肌钙蛋白I的方法，包括在适合于促进样品中肌钙蛋白I与

表位结合的条件下使生物样品与权利要求73的表位接触以形成结合复合物，并对证明样品

中存在肌钙蛋白II的结合复合物进行检测。
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基于从头设计的蛋白开关的模块化和通用化生物传感器平台

交叉引用

本申请要求于2020年5月27日提交的序列号63/030,836、2020年7月14日提交的序

列号63/051 ,549和2020年8月19日提交的序列号63/067 ,643的美国临时专利申请的优先

权，通过引用将其全部并入本文。

联邦基金声明

本发明是在国防高级研究计划局(DARPA)授予的第FA8750‑17‑C‑0219号拨款的政

府支持下完成的。政府对这项发明有一定的权利。

序列表声明

[0003] 序列表的计算机可读形式通过电子提交方式与本申请一起提交，并通过引用将其

整体并入本申请。序列表包含在2021年5月25日创建的文件中，文件名为“20‑1075‑WO_

Sequence‑Listing_ST25.txt”，大小为32,910kb。

背景技术

[0004] 传感器蛋白已成为一个活跃的研究领域。传统的ELISA方法需要多个液体处理步

骤，阻碍了在临床的使用。侧流免疫色谱法快速、廉价，但灵敏度、重现性有限，定量性能差。

ELISA和侧流法还需要两个结合模块来检测靶标，一个用于捕获，另一个用于读出。蛋白传

感器构建的一个主要障碍是寻找经历足够构象变化的分析物结合结构域。最常用的结合结

构域(例如抗体)在配体结合时仅经历环的微小结构变化。将合适的报告分子与最佳几何形

状耦合以放大构象变化也是成功的生物传感器的关键。然而，在蛋白界面中计算设计小分

子结合位点和生成半合成蛋白传感器都是当前颇具挑战性的问题。因此，需要使用简单且

稳健的计算方案设计生物传感器的通用方法，该方案几乎不需要经验优化。

发明内容

[0005] 在一个方面，本公开提供了包括螺旋束的笼蛋白，其中所述笼蛋白包括结构区和

闩锁区，其中所所述闩锁区包括一种或多种靶标结合多肽，其中当所述第一报告蛋白结构

域结合到第二拆分报告蛋白结构域时，报告活性发生可检测的变化，并且其中所述结构区

与所述闩锁区相互作用以防止溶液进入所述一种或多种靶标结合多肽。在一个实施方案

中，笼蛋白还包括第二报告蛋白结构域，其中第一报告蛋白结构域和第二报告结构域中的

一个存在于闩锁区中，另一个存在于结构区中，其中在所述一种或多种靶标结合多肽结合

的靶标存在下，所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域的相互作用减弱。在

另一个实施方案中，第二报告蛋白结构域不存在于笼蛋白中。在另一个实施方案中，第一报

告蛋白结构域和第二报告蛋白结构域(当存在时)包括报告蛋白结构域，所述报告蛋白结构

域选自荧光素酶(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾荧光素酶和高斯荧光素酶)、生物发

光共振能量转移(BRET)报告分子、双分子荧光互补(BiFC)报告分子、荧光共振能量转移

(FRET)报告分子、比色报告分子(包括但不限于β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶和辣根过氧化物

酶)、细胞存活报告分子(包括但不限于二氢叶酸还原酶)、电化学报告分子(包括但不限于
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APEX2)、放射性报告分子(包括但不限于胸苷激酶)，和分子条形码报告分子(包括但不限于

TEV蛋白酶)。在一个实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽能够与靶标结合，所述靶标

包括但不限于抗体、毒素、诊断生物标志物、病毒颗粒、疾病生物标志物、代谢物或生化分析

物。

[0006] 在另一方面，本公开提供了能够结合到本公开的任何实施方案的笼蛋白的结构区

的钥匙蛋白，该结构区不包括第二报告蛋白结构域，其中所述钥匙蛋白包括第二报告蛋白

结构域，其中所述钥匙蛋白第二报告蛋白结构域和所述笼蛋白第一报告蛋白结构的相互作

用引起来自所述第一报告蛋白结构的报告活性的可检测变化，第二报告蛋白结构域包括选

自荧光素酶(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾荧光素酶和高斯荧光素酶)、生物发光共

振能量转移(BRET)报告分子、双分子荧光互补(BiFC)报告分子、比色报告分子(包括但不限

于β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶和辣根过氧化物酶)、细胞存活报告分子(包括但不限于二氢

叶酸还原酶)、电化学报告分子(包括但不限于APEX2)、放射性报告分子(包括但不限于胸苷

激酶)，和分子条形码报告分子(包括但不限于TEV蛋白酶)。

[0007] 在另一方面，本公开提供了生物传感器，包括

[0008] (a)本发明实施方案的笼蛋白，其中所述笼不包含第二报告蛋白结构域；和

[0009] (b)本发明任何实施方案的钥匙蛋白；

[0010] 其中所述钥匙蛋白只能在所述笼蛋白一种或多种靶标结合多肽能够结合的靶标

存在下与所述笼蛋白结合；并且其中所述笼蛋白的第一报告蛋白结构域与所述钥匙蛋白的

第二报告蛋白结构域的结合引起来自所述第一报告蛋白结构域的报告活性的可检测变化。

[0011] 在另一方面，本公开提供了用于检测靶标的方法，包括

[0012] (a)在促进笼蛋白的一种或多种靶标结合多肽与生物样品中存在的靶标结合的条

件下，将其中笼蛋白包含第二报告蛋白结构域的本发明任何实施方案的笼蛋白或本发明任

何一个实施方案的生物传感器与生物样品接触，引起来自第一报告蛋白结构域的报告活性

的可检测变化；和

[0013] (b)检测来自第一报告蛋白结构域的报告活性的变化，其中报告活性的改变将样

品鉴定为含有所述靶标。

[0014] 在进一步的方面，本公开提供了包括本文所述的任何方法步骤的用于设计生物传

感器、笼蛋白或钥匙蛋白的方法；编码本公开的任何实施方案的笼蛋白或钥匙蛋白的核酸；

包含可操作地连接到合适的控制元件(例如启动子)的本公开的实施方案的核酸的表达载

体；包含本公开任何实施方案的笼蛋白、钥匙蛋白、组合物、核酸或表达载体的细胞(例如重

组细胞)；包含本发明任何实施方案中的笼蛋白、钥匙蛋白、组合物、核酸、表达载体或细胞、

和药学上可接受的载体的药物组合物；包含或由SEQ  ID  NO：27384的氨基酸序列组成的表

位；以及检测样品中的肌钙蛋白I的方法，包括在适合于促进样品中肌钙蛋白I与表位结合

的条件下使生物样品与所述表位接触以形成结合复合物，并对证明样品中存在肌钙蛋白II

的结合复合物进行检测。

附图说明

[0015] 图1(a‑f)，多状态变构生物传感器的从头设计。a.传感器示意图。生物传感器由两

种蛋白组成：lucCage和lucKey，它们以封闭(关闭)和开放(打开)状态存在。lucCage的封闭
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形式(左)无法与lucKey结合，因此，阻止了拆分的荧光素酶SmBit片段与LgBit相互作用。开

放的形式(右)可以结合靶标和钥匙，并允许SmBit与lucKey上的LgBit结合以重建荧光素酶

活性。b.生物传感器激活的热力学。从封闭笼(类别1)到开放笼(类别2)的转变的自由能成

本ΔGopen不利于钥匙(类别5)的结合和在没有靶标的情况下荧光素酶活性的重建(类别6)。

在靶标存在的情况下，组合的靶标结合(2→3.ΔGLT)自由能、钥匙结合(3→4.ΔGCK)自由能

和SmBit  LgBit关联(4→7.ΔGR)自由能克服不利的ΔGopen，驱动lucCage的打开和荧光素酶

活性的重建。c.基于热力学的生物传感器设计策略。对于每种生物传感器，可设计参数为Δ

Gopen和ΔGCK；ΔGR对于所有靶标都是相同的，ΔGLT是为每种靶标预先指定的。对于敏感但低

背景的分析物检测，ΔGopen和ΔGCK必须设计为：在没有靶标的情况下，封闭状态(类别1)的

自由能显著低于开放状态(类别6)，但在有靶标的情况(类别7)下，自由能高于开放状态。d‑

f，(d)Kopen、(e)KLT和(f)[lucKey]tot和[lucCage]tot的不同值下的b中所示的耦合平衡的数

值模拟。Kopen、KLT、KCK分别设置为1×10‑3nM、1nM和10nM，传感器组分的浓度为10∶100nM

(lucCage∶lucKey)，除非明确指出。d.增加ΔGopen会改变对较高分析物浓度的响应。e.传感

器检测限约为0.1×KLT；用于打开开关的驱动力在该浓度以下变得太弱。f.可以通过改变传

感器组分浓度来调节有效靶标检测范围。

[0016] 图2(a‑d) .对小蛋白进行整合作为传感结构域的从头生物传感器设计和表征。a.

将小蛋白结构域限制在LOCKR开关中的一般策略和结构验证。左图：与流感血凝素(HA，带状

图像)茎区结合的从头结合域(binder)HB1.9549.2的设计模型15。右图：sCageHA_267_1S的

晶体结构，包括接枝到LOCKR开关的缩短和稳定版中的HB1.9549。中间图：除F273外，参与与

HA结合的HB1.9549.2的所有残基(顶部)都埋在开关(底部)的闭合状态下，以阻止其相互作

用。标签指示两幅图中相同的氨基酸组(上图中的F2对应于下图中的F73)。b‑d，3种变构生

物传感器的功能表征：lucCageBot(肉毒杆菌神经毒素b(BoNT/b)检测)、lucCagerProA(Fc

结构域检测)和lucCage  Her2(Her2受体检测)。左图：所示生物传感器的结构模型(带状图

像)，所述生物传感器整合了BoNT/B(Bot.671.2)、通用抗体结合蛋白A(SpaC)的C结构域和

Her2结合抗体的从头设计的结合域，分别接枝到包含笼状SmBiT片段的lucCage中。中间图：

将50nM分析物(BoNT/B、IgG‑Fc或Her2)加入到10nM每个lucCage和10nM  lucKey的混合物中

时发光强度的动力学测定。右图：在广泛的分析物浓度范围内通过改变生物传感器浓度

(50nM、5nM和1nM  lucCage和lucKey；分别为青色、品红色和黑色线)进行的检测。

[0017] 图3(a‑h) .心肌钙蛋白I和抗HBV抗体生物传感器的设计和表征。a.心肌钙蛋白传

感器lucCageTrop的设计I。左图：心肌钙蛋白的结构(PDB  ID：4Y99)；右图：lucCageTrop的

设计模型，一种处于闭合状态的cTnI传感器，包含cTnT和cTnC段。b.左图：将1nM  cTnI添加

到0.1nM  lucCageTrop传感器+0.1nM  lucKey后，发光动力学增加。右图：通过改变传感器组

件(线)的浓度，可以实现宽的分析物(cTnI)检测范围。灰色区表示与急性心肌梗死(AMI)诊

断相关的cTnI浓度范围；虚线表示由WHO(0.6ng/mL，25pM)定义的临床AMI截止值。c.设计

lucCageHBV和lucCageHBVα的模型，分别含有SmBit和一种或两种来自乙型肝炎病毒(HBV)

PreS1蛋白的串联抗原表位。d.lucCageHBVα(两个表位拷贝)对抗HBV抗体HzKR127‑3.2(Kd

＝0.68nM)的亲和力高于lucCageHBV(一个表位拷贝)(Kd＝20nM)，如生物膜层干涉分析所

示。e.左图：将10n抗HBV抗体添加到1nM  lucCageHBVα+1nM  lucKey后，生物发光信号的动力

学增加。右图：通过改变传感器成分的浓度，可以在较宽的浓度范围内实现灵敏的抗HBV抗
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体检测。f.使用lucCageHBV检测HBV蛋白PreS1的机制示意图。g.添加抗HBV抗体(步骤1)和

随后的PreS1(步骤2)后的生物发光动力学。当PreS1与传感器竞争抗体时，添加PreS1后生

物发光降低。h.在相关的HBV感染后浓度水平(灰色区)上可以实现PreS1的敏感检测。传感

器与抗HBV抗体预混合；PreS1检测范围可以通过改变抗体的浓度(由彩色标签指示)来调

节。

[0018] 图4(a‑d) .设计用于检测抗SARS‑CoV‑2抗体和SARS‑CoV‑2  RBD的生物传感器。

a.SARS‑CoV‑2病毒结构表示，显示主要结构蛋白：包膜蛋白(E)、膜蛋白(M)、核衣壳蛋白(N)

和含有受体结合域(RBD)的刺突蛋白(S)。根据公布的免疫原性数据选择M和N蛋白的线性表

位。b.左图：lucCageSARS2‑M的结构模型。将SARS‑CoV‑2膜蛋白a.a.1‑17表位的两个拷贝接

枝到与柔性间隔区连接的lucCage中。中间图：添加100nM的抗SARS‑CoV‑1膜蛋白兔多克隆

抗体后lucCageSARS2‑M(50nM)+lucKey(50nM)的发光激活动力学(ProSci，3527)。这些最初

针对对应于SARS‑CoV基质蛋白的氨基酸末端附近的13个氨基酸产生的抗体与SARS‑CoV‑2

膜蛋白的残基1‑17交叉反应。右图：lucCageSARS2‑M(5nM)+lucKey(5nM)对不同浓度的靶抗

M  pAb的反应。c.左图：lucCageSARS2‑N的结构模型。将SARS‑CoV‑2核衣壳蛋白369‑382表位

的两个拷贝接枝到与柔性间隔区连接的lucCage中。中间图：添加100nM抗SARS‑CoV‑1‑N小

鼠单克隆抗体(克隆18F629.1)后lucCageSARS2‑N(50nM)+lucKey(50nM)的发光激活动力

学。这种最初针对SARS‑CoV‑1核衣壳蛋白的残基354‑385产生的抗体与SARS‑CoV‑2核衣壳

蛋白的残基369‑382交叉反应。右图：lucCageSARS2‑N(50nM)+lucKey(50nM)对不同浓度靶

标(抗N单抗)的反应。d.SARS‑CoV‑2  RBD传感器lucCageRBD的功能表征。左图：lucCageRBD

的结构模型，模型示出了包含被关住的SmBiT片段的LCB1结合域。第二幅图：向1nM 

lucCageRBD和1nM  lucKey的混合物中加入16.7nM  RBD后的发光强度的动力学测定。第三幅

图：通过改变生物传感器的浓度(10和1nM  lucCage和lucKey)，在广泛的分析物浓度范围内

进行检测。右图：检测溶液中RBD时，lucCageRBD和lucKey的检测限(LOD)分别为1nM。测定

LOD为15pM。

[0019] 图5.生物传感器特异性。将1nM的每种传感器与50nM的同源靶标(黑线)和其他生

物传感器的靶标(灰色线)孵育。靶标是Bel‑2、BoNT/B、人IgG‑Fc、Her2、心肌钙蛋白I、抗HBV

抗体(HzKR127‑3.2)、抗SARS‑CoV‑1‑M多克隆抗体和SARS‑CoV‑2RBD。所有实验一式三份，显

示了代表性数据，数据以平均值+/‑标准偏差表示。

[0020] 图6(a‑g) .lucCage中最佳SmBit位置的确定和lucCageBim(Bcl‑2生物传感器)的

表征。a.蛋白模型显示了SmBiT和Bim肽在从头LOCKR开关的闩锁螺旋上的不同螺纹位置。

b.11种从头Bcl‑2传感器的实验筛选。通过组合(a)中的SmBit和Bim位置产生11种变体，并

通过添加Bcl‑2后激活其发光来表征。在存在或不存在Bcl‑2(200nM)的情况下，对每种设计

物(20nM)和lucKey(20nM)进行发光测定。SmBiT312‑Bim339(因此称为lucCageBim)因其较

高的亮度、动态范围和稳定性而被选择用于后验表征。c‑g，lucCageBim的表征。c.带状图像

中的结构设计模型。d.放大显示SmBiT和笼的预测界面。e.放大显示Bim和笼的预测界面。f.

向lucCageBim(20nM)和lucKey(20nM)的混合物中加入Bcl‑2(200nM)后的动力学发光测定。

g.通过改变传感器(lucCageBim和lucKey)成分(曲线)的浓度，可调节lucCage  Bim对Bcl‑2

的灵敏度。

[0021] 图7(a‑d) .sCageHA设计物的功能筛选和sCageHA_267‑1S的晶体结构。a.使用嵌入
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的从头的结合域HB1.9549.2的sCageHA设计的结构模型。在闩锁螺旋的不同位置(包括三个

连续的甘氨酸残基)，将HB1.95492蛋白接枝到亲本六螺旋束(sCage)中。黑色箭头表示闩锁

上额外引入的单V255S(1S)或双V255S/I270S(2S)突变。b.无论是否存在钥匙，都通过生物

膜层干涉法对五种结合HA的sAgeHA设计进行实验验证。sCage和钥匙的浓度分别为1μM和2μ

M。sCageHA_267‑1S的活化倍数最高。c.结构比较显示了sCage的柔性特性，以实现关住

HB1.9549.2。将sCage结构模型和sCageHA_267‑1S晶体结构叠加在一起，并在正交视图中显

示了窄截面(黑框)的细节。HB1.9549.2的N端螺旋从闩锁螺旋移位(α6) (中间图)，同

时α5伴随位移，涉及sCage的Q16和N214的氢键网络的部分破坏(右图)。d.sCageHA_267‑1S

分子内相互作用的放大图。HA结合残基突出显示。HB1.9549.2的N端螺旋(α1)和随后的螺旋

(α2)与笼相互作用。分子内的相互作用都是疏水的。F285的庞大疏水侧链紧紧地邻接sCage

的α5骨架原子，这在没有α5弯曲的情况下不太可能发生。还发现了不利的相互作用：F273暴

露在溶剂中，Y287羟基埋藏在非极性环境中。最右边的图示出了电子密度图的质量。

[0022] 图8(a‑d) .肉毒神经毒素B传感器的设计和表征。a.肉毒杆菌神经毒素B(BoNT/B)

传感器设计的结构模型显示了lucCage闩锁上Bot.0671.2(PDB  ID：5VID)的不同螺纹位置。

SmBit肽以带状表示。I328S和L345S表示引入的突变以调节闩锁‑笼界面(1S＝I328S，2S＝

I328S/L345S)2，“GGG”表示闩锁和接枝蛋白之间存在三个连续的甘氨酸残基。黑框显示了

349_2S设计中笼和Bot.0671.2界面的特写视图。b.9种从头BoNT/b传感器的实验筛选。在存

在或不存在BoNT/B蛋白(200nM)的情况下，对每种设计物(20nM)和lucKey(20nm)进行发光

测定。在不存在BoNT/B的情况下，将每种设计物的发光值归一化为100。设计物349_2S因其

高灵敏度和稳定性被选为最佳候选，并命名为lucCageBot。c.lucCagerBot灵敏度的测定。

在连续稀释的BoNT/B蛋白存在下，在6000秒内测定生物发光。从上到下lucCageBot∶lucKey

浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5∶0.5。d.不同浓度下传感器的检测限(LOD)计算。从上到下‑

lucCageBot∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5∶0.5。误差条表示SD。

[0023] 图9(a‑d) .Fc结构域传感器的设计和表征。a.Fc传感器设计的结构模型示出了

lucCage闩锁上金黄色葡萄球菌(S.aureus)蛋白A结构域C(PDB  ID：4WWI)的不同螺纹位置。

SmBit肽以带状表示。I328S和L345S表示引入的突变以调节闩锁‑笼界面，(1S＝I328S，2S＝

I32  8S/L345S)2，“GGG”表示闩锁和接枝蛋白之间存在三个连续的甘氨酸残基。b.6种从头

Fc结构域传感器的实验筛选。在存在或不存在重组人IgG1‑Fc(200nM)的情况下，对每种设

计物(20nM)和lucKey(20nM)进行发光测定。在不存在Fc的情况下，将发光值归一化为100。

设计物351_2S因其高灵敏度和稳定性被选为最佳候选，并命名为lucCageProA。

c.lucCageProA灵敏度的测定。在连续稀释的Fc蛋白存在下，在6000秒内测定生物发光。从

上到下lucCageBot∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5∶0.5。d，不同浓度下传感器的检

测限(LOD)计算。从上到下‑lucCageBot∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5∶0.5。误差

条表示SD。

[0024] 图10(a‑d) .Her2传感器的设计和表征。a .Her2传感器设计的结构模型示出了

lucCage闩锁上Her2亲和抗体蛋白(PDB  ID：3MZW)的不同螺纹位置。SmBit肽以带状表示。

I328S和L345S表示引入的突变以调节锁闩笼界面，“GGG”表示闩锁和接枝蛋白之间存在三

个连续的甘氨酸残基。黑框示出了在存在或不存在Her2的胞外域(200nM)的情况下，354_2S

设计物中Cage和Her2亲和抗体界面的放大图。在不存在Her2胞外域的情况下，发光值归一
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化为100。由于高灵敏度和稳定性，354_2S设计物被选为最佳候选，并命名为lucCageHer2。

c，lucCagerHer2灵敏度的测定。在连续稀释的Her2胞外域蛋白存在下，在6000秒内测定生

物发光。从上到下‑lucCageBot∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5∶0.5。d，不同浓度下

传感器的检测限(LOD)计算。从上到下‑lucCageBot∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5

∶0.5。误差条表示SD。

[0025] 图11(a‑f) .用于心肌钙蛋白I检测的lucCageTrop的设计、选择和工程化。a.心肌

钙蛋白I(cTnI)设计传感器的实验筛选。心肌钙蛋白T的片段，即cTnTf1‑f6，在闩锁的不同

位置通过计算接枝到lucCage中。所有设计物均在大肠杆菌中产生，在20nM进行试验筛选，

20nM  lucKey用于cTnI(100nM)存在下的发光增加。在不存在cTnI的情况下，发光值归一化

为100。设计物336‑cTnTf6‑K342A根据其敏感性、激活倍数变化和稳定性被选为最佳候选

(命名为lucCageTrop627)。

cTnTf1：226‑EDQLREKAKELWQTI‑240(SEQ  ID  NO：27385)

cTnTf2：226‑EDQLREKAKELWQTIYN‑242(SEQ  ID  NO：27386)

cTnTf3：226‑EDQLREKAKELWQTIYNLEAE‑246(SEQ  ID  NO：27387)

cTnTf4：226‑EDQLREKAKELWQTIYNLEAEKFD‑249(SEQ  ID  NO：27388)

cTnTf5：226‑EDQLREKAKELWQTIYNLEAEKFDLQE‑252(SEQ  ID  NO：27389)

cTnTf6：226‑EDQLREKAKELWQTIYNLEAEKFDLQEKFKQQKYEINVLRNRINDNQ‑272(SEQ  ID 

NO：27390)b.lucCageTrop627和lucCage  Trop的模型，通过在lucCageTrop627的C端融合心

肌钙蛋白C(cTnC)的改进版本。模型以带状表示形式显示，包括SmBit  cTnT片段(PDB  ID：

4Y99)和cTnC(PDBID：4Y99。黑框显示了lucCageTrop设计中Cage和cTnT界面的特写视图。c.

通过生物膜层干涉法测定lucCageTrop627和lucCage  Trop对cTnI的结合亲和力。

lucCageTrop对cTnI的亲和力比lucCageTrop627高7倍。d .在连续稀释的cTnI存在下，

lucCage  Trop627(上图)和lucCakeTrop(下图)之间的生物发光动力学比较。更高的结合亲

和力导致传感器的动态范围和灵敏度的提高。e.lucCageTrop灵敏度的测定。在连续稀释的

cTnI存在下，在6000秒内测定生物发光。从上到下‑lucCageTrop∶lucKey浓度(nM)＝1∶10、1

∶1、0.5∶0.5、0.1∶0.1。f，不同浓度下传感器的检测限(LOD)计算。从上到下‑lucCageTrop∶

lucKey浓度(nM)＝1∶10、1∶1、0.5∶0.5、0.1∶0.1。误差条表示SD。

[0026] 图12(a‑f) .抗HBV抗体传感器的设计和表征。a.lucCage设计物的能量最小化模型

分别示出了SmBit的螺纹段和PreS的抗原基序。黑框示出了HBV344设计物的笼‑基序界面的

放大视图。b.通过在存在或不存在抗HBV抗体HzKR127‑3 .2(100nM)的情况下监测每种

lucCage(20nM)和lucKey(20nM)的发光来进行所有设计的实验筛选。在没有抗HBV的情况

下，发光值归一化为100。HBV344设计因其更好的性能而被选择，并被命名为lucCageHBV。c、

d.lucCageHBV敏感性的测定。在连续稀释的HzKR127‑3.2存在下，在6000s内测定生物发光。

从上到下‑lucCageHBV∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶1。c中曲线的最大值用于获得d、e不

同浓度下传感器的检测限(LOD)计算中的曲线。从上到下‑lucCageHBV∶lucKey浓度(nM)＝

50∶5、5∶5、1∶1。f，添加抗体后的发光动力学(抗HBV，第一个箭头)。从上到下‑抗HBV抗体浓

度＝100、50、12.5nM。在6000秒时，将不同浓度的PreS1结构域注入孔中，并使用降低的发光

信号检测PreS1。误差条表示SD。

[0027] 图13(a‑d) .用于改进抗HBV抗体检测的lucCageHBVα的实验表征。a.lucCageHBVα
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的结构模型，带有PreS1表位和lucCage之间预测界面的放大细节。该设计物包括表位PreS1

(a.a.35‑46)GANSNNPDWDFNGGSGGGSSGFGANSNNPDWDFNPN(SEQ  ID  NO：27630)的两个拷贝，由

柔性接头隔开，以实现与抗体的二价相互作用。SmBit肽以带状表示。b.检测lucCageHBVα对

抗体HzKR127‑3.2(抗HBV)存在的敏感性。在连续稀释的HzKR127‑3.2存在下，在6000s内测

定生物发光。从上到下‑lucCageHBVα∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10、0.5∶0.5。c.校准

曲线的线性区用于确定检测限(LOD)和抗体检测的动态范围。d.使用BioRad  ChemiDoc成像

系统采集的生物发光图像。从上到下‑lucCageHBVα∶lucKey浓度(nM)＝50∶5、5∶5、1∶10。生

物发光强度水平的变化被检测为HzKR127‑3.2浓度的函数。

[0028] 图14(a‑d) .抗SARS‑CoV‑2抗体传感器的设计和表征。a‑b，针对SARS‑CoV‑2膜蛋白

(a)和核衣壳蛋白(b)的抗体的从头传感器的实验筛选。膜蛋白的选定表位(M1、M3和M4；

M1_1‑31：MADSNGTITVEELKKLLEQWNLVIGFLFLTWI(SEQ  ID  NO：27659)；

M3_1‑17：MADSNGTITVEELKKLLE(SEQ  ID  NO：27660)；

M4_8‑24：ITVEELKKLLEQWNLVI(SEQ  ID  NO：27661))和核衣壳蛋白(N6单体

(PKKDKKKKADETQALPQRQKK；SEQ  ID  NO：27662)和N62单体(KKDKKKKADETQAL；SEQ  IDNO：

27663)在闩锁的不同位置计算接枝到lucCage中。每种设计物包括每种表位的两个串联拷

贝，通过柔性连接体分离，以利用抗体的二价结合。在存在抗M兔多克隆抗体(ProSci，3527)

(a)或100nM抗N小鼠单克隆抗体(克隆18F629.1)(b)的情况下，对所有设计进行实验筛选，

以确定每种lucCage设计和20nM  lucKey的发光增加。在没有抗体的情况下，发光值归一化

为100。由于高灵敏度和稳定性，M3_1‑17_334和N62_369‑382_340设计物被选为最佳候选，

分别命名为lucCageSARS2‑M和ucCageSARS‑N。c.左图：lucCageSARS2‑M的结构模型，示出了

M3表位和lucCage之间预测界面的放大图。中间图：测定lucCageSARS2‑M(MADSNGTITVEELK

KLLEGGSGGMADSNGTITVEELKKLLE(SEQ  ID  NO：27392))对抗M  pAb的敏感性。在连续稀释的抗

M  pAb存在下，在4000秒内测定生物发光。从上到下‑lucCageSARS2‑M∶lucKey浓度(nM)＝50

∶50、5∶5。右图：不同浓度下传感器的检测限(LOD)计算。d.左图：lucCageSARS2‑N的结构模

型，示出了N62表位和lucCage之间预测界面的放大图。中间图：测定lucCageSARS2‑N(KKDK

KKKADETQALGGSGGKKDKKKKADETQAL；SEQ  ID  NO：27548)对抗N单抗的敏感性。在存在连续稀

释的抗N抗体的情况下，在50nM下对lucCageSARS2‑N+lucKey在4000s内测定生物发光。右

图：传感器的LOD计算。误差条表示SD。

[0029] 图15(a‑e) .a .SARS‑CoV‑2刺突蛋白受体结合域(RBD)从头传感器的实验筛选。在

200nM  RBD的存在下，对所有设计进行实验筛选，以在20nM的每个lucCage设计物和20nM 

lucKey下增加发光。在没有RBD的情况下，将发光值归一化为100。由于高灵敏度和稳定性，

设计物lucCageRBDΔ4_348被选为最佳候选，并命名为lucCageRBD。b.lucCageRBD的结构模

型，其由接枝到lucCage中的LCB1结合域组成。黑框示出了lucCageRBD设计中笼和LCB1结合

域界面的放大图。c.lucCagerRBD灵敏度的测定。在连续稀释的RBD蛋白存在下，在10000s内

测定生物发光。从上到下‑lucCageRBD∶lucKey浓度(nM)＝1∶1、1∶10、10∶10。d，不同浓度下

传感器的检测限(LOD)计算。从上到下‑lucCageRBD∶lucKey浓度(nM)＝1∶1、1∶10、10∶10。e，

使用BioRad  ChemiDoc成像系统采集的生物发光图像。用1nM的lucCageRBD和10nM的lucKey

检测作为RBD浓度的函数的生物发光强度水平的变化。

[0030] 图16.基于LOCKR的生物传感器的一般原理和通过各种拆分的蛋白组件的扩展读
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数。

[0031] 图17(a‑c) .(a)分子间HBV抗体BRET传感器(S0512)的原理图、发射光谱和BRET比

值的剂量依赖性变化。(b)分子内HBV抗体BRET传感器(B0622)的原理图、发射光谱和标准曲

线。为了获得最佳的BRET效率，进行了接头优化。(c)B0622_6的发射光谱和BRET比值对HBV

抗体存在的剂量依赖性变化(DFISREVSKGEELIKENMRSK是SEQ  ID  NO：27655；

DFISREEELIKENMRSK是SEQ  IDNO：27656；DFISRELIKENMRSK是SEQ  ID：27657；DFISREKENMRSK

是SEQ  ID  NO：27658)。使用2nM传感器浓度和20、5、0nM(从左到右)MBP_钥匙。

[0032] 图18.比色肌钙蛋白I传感器(LacATrop)的示意图、头孢硝噻吩(比色底物)的水解

机制以及β‑内酰胺酶活性对人心肌钙蛋白I(cTnI)的剂量依赖性变化。在OD490监测β‑内酰

胺酶活性。每个cTnI中β‑内酰酶的初始速率计算为β‑内酰酶活性。下图显示，在cTnI存在

下，溶液中的剂量依赖性颜色从黄色变为红色。

[0033] 图19(a‑d) .CoV  LOCKR诊断。A.说明了阴性和阳性对照的策略。阴性对照将接受额

外过量的合成线性肽表位，以占据可用抗体上的所有表位结合位点。阳性对照样品将含有

lucCage‑ProA/lucKey成分，以测定IgG或IgM抗体的存在，其中lucCage的闩锁组分包含Fc

结构域抗体结合蛋白A。B .功能性阳性对照lucCage‑ProA组分(已被鉴定且能够在

试剂(Promega)的存在下与lucKey添加后几分钟内以及与仅含有lucKey的缓

冲液(黑线)一起来检测多克隆兔IgG抗体(中间图)与。右图示出了该系统对低至10nM  IgG

的灵敏度，在1、10和5nM的不同浓度传感器(lucCage+lucKey)下，用不同浓度的IgG孵育时

的归一化发光。C.LOCKR生物传感器特异性评估。将10nM的传感器(50nM的LucCageSARS2‑N)

与50nM同源靶标(其他生物传感器或缓冲液的靶标)孵育。仅对同源靶标观察到强烈反应。

D.POCD  CoV  LOCKR装置。预填充在无菌包装中的装置(左)‑在一个通道中包括(+)阳性对照

lucCage  ProA/lucKey试剂，其设计用于在结合IgG时激活，(s)测试样品lucCage‑冠状病

毒‑表位/lucKey试剂和(‑)阴性对照试剂，所述阴性对照试剂为lucCage‑冠状病毒‑表位/

lucKey加上过量肽表位[～1mM]。

[0034] 图20(a‑c) .CoV  LOCKR诊断。设计的LOCKR配置提供了一种动态“全溶液”测定，以

检测表位特异性抗体的存在。A.一开始，lucCage表位和lucKey蛋白存在于处于“关闭”状态

的黑暗溶液中。B.添加含有能够结合目标表位的抗体的流体后，暴露lucCage的闩锁结合界

面，允许lucKey结构域结合，定位融合的大块拆分荧光素酶与小块拆分荧光素酶结合。这导

致荧光素酶发光的重组(“打开”)。C.添加含有目标表位的重组抗原将改变抗体从闩锁到抗

原的结合平衡，导致拆分荧光素酶活性的重组减少，从而导致昏暗的发光度(“Bim”)。

[0035] 图21.间接检测。本公开的传感器平台可以重新调整用途，以适应“间接检测”方

法，其中通过将生物传感器与靶标结合多肽的靶标(例如抗HBV抗体)预孵育，重组拆分报告

蛋白(分子间或分子内实施方案；分子间实施方案如图21所示)，在该示例中导致荧光激活。

然后将激活的生物传感器与样品一起孵育，以检测抗体结合的抗原(在本例中为乙型肝炎

病毒抗原(PreS1))的存在，导致抗体与抗原结合，分离的报告蛋白组分之间的相互作用丧

失，报告活性降低/消除(在这种情况下，荧光活性丧失)。

[0036] 图22.CoV  LOCKR诊断的对照样品。A.说明了阴性和阳性对照的策略。阴性对照将

接受额外过量的合成线性肽表位，以占据样品中可用抗体上的所有表位结合位点。而阳性

对照样品将含有lucCage  ProA/lucKey组分，以测定IgG或IgM抗体的存在。其中lucCage的
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闩锁组分包含Fc结构域抗体结合蛋白A。B.功能性阳性对照lucCage‑ProA组分已被鉴定(中

间图)，并且能够在 试剂(Promega)存在下与lucKey在添加后几分钟内以及与

仅含有lucKey的缓冲液(黑线)一起来检测多克隆兔IgG抗体。右图示出了该系统对低至

10nM  IgG的灵敏度，在1、10和5nM的不同浓度传感器(lucCage+lucKey)下，用不同浓度的

IgG孵育时的归一化发光。

具体实施方式

[0037] 所引用的所有参考文献通过引用全部并入本文。在本申请中，除非另有说明，否则

所使用的技术可以在以下几种已知参考文献中找到：Molecular  Cloning：A  Laboratory 

Manual(Sambrook，et  al .，1989，Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press)，Gene 

Expression  Technology(Methods  in  Enzymology，Vol .185，edited  by  D .Goeddel，

1991.Academic  Press，San  Diego，CA)，“Guide  to  Protein  Purification”in  Methods 

in  Enzymology(M.P.Deutshcer，ed .，(1990)Academic  Press，Inc.)；PCR  Protocols：A 

Guide  to  Methods  and  Applications(Innis，et  al.1990.Academic  Press，San  Diego，

CA)，Culture  of  Animal  Cells：A  Manual  of  Basic  Technique，2nd  Ed .

(R .I .Freshney .1987 .Liss，Inc .New  York，NY)，Gene  Transfer  and  Expression 

Protocols，pp.109‑128，ed .E.J .Murray，The  Humana  Press  Inc.，Clifton，N.J.)，and 

the  Ambion  1998Catalog(Ambion，Austin，TX)。

[0038] 如本文所用，除非上下文另有明确规定，否则单数形式“a”、“an”和“the”包括复数

指称。

[0039] 如本文所用，氨基酸残基缩写如下：丙氨酸(Ala；A)、天冬酰胺(Asn；N)、天冬氨酸

(Asp；D)、精氨酸(Arg；R)、半胱氨酸(Cys；C)、谷氨酸(Glu；E)、谷氨酰胺(Gln；Q)、甘氨酸

(Gly；G)、组氨酸(His；H)、异亮氨酸(Ile；I)、亮氨酸(Leu；L)、赖氨酸(Lys；K)、蛋氨酸(Met；

M)、苯丙氨酸(Phe；F)、脯氨酸(Pro；P)、丝氨酸(Ser；S)，苏氨酸(Thr；T)、色氨酸(Trp；W)、酪

氨酸(Tyr；Y)和缬氨酸(Val；V)。

[0040] 在本文公开的多肽的所有实施方案中，任何N端蛋氨酸残基都是任选的(即：可以

存在或可以不存在)。

[0041] 本公开的任何方面的所有实施方案都可以组合使用，除非上下文另有明确规定。

[0042] 除非上下文另有明确要求，否则在整个说明书和权利要求中，词语“包括

(comprise)”、“包括(comprising)”等应被解释为包容性，而不是排他性或穷尽性；也就是

说，为“包括但不限于”的意义。使用单数或复数的单词也分别包括复数和单数。此外，在本

申请中使用的词语“此处”、“上面”和“下面”以及具有类似含义的词语应指本申请的整体，

而非本申请的任何特定部分。

[0043] 在第一方面，本公开提供了包括螺旋束的笼蛋白，其中所述笼蛋白包括结构区和

闩锁区，其中所所述闩锁区包括一种或多种靶标结合多肽，其中笼蛋白还包括第一报告蛋

白结构域，其中所述第一报告蛋白结构域在结合到第二报告蛋白结构时经历可检测的报告

活性变化，并且其中所述结构区与所述闩锁区相互作用以防止溶液进入所述一种或多种靶

标结合多肽。

[0044] 笼 蛋 白 及 其 在 蛋 白 开 关 中 的 应 用 一 般 描 述 于 美 国 专 利 申 请 公 开
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No.US20200239524中，其全文通过引用并入本文。本公开通过结合报告分子和一种或多种

靶标结合多肽，对此类笼蛋白和蛋白开关提供了显著改进，允许用作模块化和通用化生物

传感器平台，所述平台能够实现如本文所公开的用于不同传感目的的广泛读数。

[0045] 笼多肽包括闩锁区和结构区(即，不是闩锁区的笼多肽的剩余部分)。闩锁区可以

存在于笼多肽的任一端附近。在一个实施方案中，闩锁区位于C端螺旋线处。在各种实施方

案中，闩锁区可以包括笼状多肽中N端或C端部分的单个α‑螺旋的一部分或全部。在各种其

他实施方案中，闩锁区可以包括笼状多肽中的第一、第二、第三、第四、第五、第六或第七α螺

旋的一部分或全部。在其他实施方案中，闩锁区可以包括笼多肽中两个或多个不同α螺旋的

全部或部分；例如，一个α螺旋的C端部分和下一个α螺线的N端部分、所有两个连续的α螺旋

等。

[0046] 这些实例提供了关于示例性笼蛋白和报告活性的广泛细节。可以使用任何合适的

报告蛋白结构域，所述报告蛋白结构域涉及两个单独的蛋白组分(例如，如本文所述的BRET

和FRET格式)，或可拆分成两个(或多个)蛋白结构域的报告蛋白，当两个(或者多个)拆分蛋

白结构域结合时，其活性可被重组。

[0047] 可检测的变化可以是相关报告活性的任何增加或减少，视为适合预期目的。以下

在讨论本公开的生物传感器时以及在示例中描述了可利用的报告活性的可检测变化的各

种非限制性实施方案。

[0048] 在一个实施方案中，笼蛋白还包括第二报告蛋白结构域，其中第一报告蛋白结构

域和第二报告结构域中的一个存在于闩锁区中，另一个存在于结构区中，其中在所述一种

或多种靶标结合多肽结合的靶的存在下，所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结

构的相互作用减弱。

[0049] 在另一个实施方案中，第二报告蛋白结构域不存在于笼蛋白中，而是存在于另一

种组分(即：“钥匙”，如下所述)中，或者可以存在于其他地方。

[0050] 在一个实施方案中，笼蛋白螺旋束包括2‑9、2‑8、2‑7、3‑9、3‑8、3‑7、4‑9、4‑8、4‑7、

5‑9、5‑8、5‑7、6‑9、6‑8、6‑7、2‑6、3‑6、4‑6、5‑6、2‑5、3‑5、4‑5、2‑4、3‑4、2‑3、2、3、4、5、6、7、8

或9个α螺旋。

[0051] 在另一个实施方案中，笼蛋白结构区中的每个螺旋长度可以独立地在18‑60、18‑

55、18‑50、18‑45、22‑60、22‑55、22‑50、22‑45、25‑60、25‑55、25‑50、25‑45、28‑60、28‑55、

28‑50、28‑45、32‑60、32‑55、32‑50、32‑45、35‑60、35‑55、35‑50、35‑45、38‑60、38‑55、38‑

50、38‑45、40‑60、40‑58、40‑55、40‑50或40‑45个氨基酸之间。

[0052] 在另一个实施方案中，由于在闩锁区内存在一种或多种靶标结合多肽，闩锁区可

以在本公开的设计中延伸，因此一个α‑螺旋/多个α‑螺旋在闩锁区中可以显著长于结构区

中的α‑螺旋，仅受闩锁中存在的靶标结合多肽的长度的限制。

[0053] 在任何这些实施方案中，笼蛋白中的相邻α螺旋可以任选地通过氨基酸接头连接。

连接每个α‑螺旋的氨基酸接头可以具有任何适合的长度或适合预期用途的氨基酸组成。在

一个非限制性实施方案中，每个氨基酸接头的长度独立地在2至10个氨基酸之间，不包括可

与接头融合的任何其他功能序列。在各种非限制性实施方案中，每个氨基酸接头的长度独

立地为3‑10、4‑10、5‑10、6‑10、7‑10、8‑10、9‑10、2‑9、3‑9、4‑9、5‑9、6‑9、7‑9、8‑9、2‑8、3‑8、

4‑8、5‑8、6‑8、7‑8、2‑7、3‑7、4‑7、5‑7、6‑7、2‑6、3‑6、4‑6、5‑6、2‑5、3‑5、4‑5、2‑4、3‑4、2‑3、
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2、3、4、5、6、7、8、9或10个氨基酸。在所有实施方案中，接头可以是结构化的或柔性的(例如

聚GS)。这些接头可编码其他功能序列，如认为适合预期用途。

[0054] 闩锁区可以存在于笼蛋白上被认为适合于预期目的的任何合适位置。在一个实施

方案中，闩锁区位于笼蛋白的C端。在另一个实施方案中，闩锁区可以位于笼蛋白的N端。

[0055] 类似地，第一报告蛋白结构域可以存在于笼蛋白上被认为适合预期目的的任何合

适位置。在一个实施方案中，第一报告蛋白结构域存在于闩锁区中。在一个实施方案中，第

一报告蛋白结构域位于闩锁区的C端或闩锁区C端的20、19、18、17、16、15、14、13、12、11、10、

9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。在另一个实施方案中，第一报告蛋白结构域或位于闩锁

区N端处或在闩锁区N端的20、19、18、17、16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨

基酸内。

[0056] 在另一个实施方案中，第二报告蛋白可以存在于笼蛋白中；在该实施方案中，第二

报告蛋白结构域可以存在于结构区中。在一个这样的实施方案中，第二报告蛋白可以存在

于结构区的N端处，或者可以在结构区N端的10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。

[0057] 笼蛋白包含一种或多种(即1、2、3等)靶标结合多肽。在一个实施方案中，笼蛋白包

含一种靶标结合多肽。在另一个实施方案中，笼蛋白包括两种靶标结合多肽。在一个实施方

案中，一种或多种靶标结合多肽和第一报告蛋白结构域在笼蛋白的闩锁区中被至少10个氨

基酸分开。在另一个实施方案中，一种或多种靶标结合多肽位于闩锁区C端的10、9、8、7、6、

5、4、3、2或1个氨基酸处或其内。

[0058] 可以使用任何合适的报告蛋白结构域，所述报告蛋白结构域涉及两种单独的蛋白

组分(例如，如本文所述的BRET和FRET形式)，或可拆分成两种(或多种)蛋白结构域的报告

蛋白，当两种(或者多种)拆分蛋白结构域结合时，其活性可被重组。在一个实施方案中，当

存在于笼蛋白中时，第一报告蛋白结构域和第二报告蛋白结构域包括报告蛋白结构域，所

述报告蛋白结构域选自荧光素酶(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾荧光素酶和高斯荧

光素酶)、生物发光共振能量转移(BRET)报告分子、双分子荧光互补(BiFC)报告分子，荧光

共振能量转移(FRET)报告分子、比色报告分子(包括但不限于β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶和

辣根过氧化物酶)、细胞存活报告分子(包括但不限于二氢叶酸还原酶)、电化学报告分子

(包括但不限于APEX2)、放射性报告分子(包括但不限于胸苷激酶)、和分子条形码报告分子

(包括但不限于TEV蛋白酶)。

[0059] 在一个实施方案中，笼蛋白不包括第二报告结构域。在一个这样的实施方案中，第

一报告蛋白结构域包括：

(a)与SEQ  ID  NO：27359和27664‑27672的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

VTGYRLFEEIL(SmBit)(SEQ  ID  NO：27359)，VTGYRLFEKIL(SEQ  ID  NO：27664)，VTG.YRLFEKIS

(SEQ  ID  NO：27665)，VSGWRLFKKIS(SEQ  ID  NO：27666)，VEGYRLFEKIS(SEQ  ID  NO：27667)，

VTGYRLFEKES(SEQ  ID  NO：27668)，VTGWRLFEKIL(SEQ  ID  NO：27669)，VTGWRLFKEIL(SEQ  ID 

NO：27670)，VTGYRLFKEIL(SEQ  ID  NO：27671)，LAGWRLFKKIS(SEQ  ID  NO：27672)；

[0060] (b)与选自SEQ  ID  NO：27360‑27361的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

VFAHPETL  VKVKDAEDQLGA  RVGYIELDLN  SGKILESFRP  EERFPMMSTF  KVLLCGAVLS 
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RVDAGQEQLG  RRIHYSQNDL  VEYSPVTEKH  LTDGMTVREL  CSAAITMSDN  TAANLLLTTI  GGPKELTAFL 

HNMGDHVTRL  DRWEPELNEA  IPNDERDTTT  PAAMATTLRK  LLTGENGR(拆分β‑内酰胺酶A；SEQ  ID 

NO：27360)和LLTLASRQQLIDWME  ADKVAGPLLR  SALPAGWFIA  DKSGAGERGS  RGIIAALGPD 

GKPSRIVVIY  TTGSQATMDE  RNRQIAEIGA  SLIKHW(拆分β‑内酰胺酶B；SEQ  ID  NO：27361)；

(c)与选自SEQ  ID  NO：27362‑27378的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中下划

线的残基是氨基酸接头或其他可以存在或不存在的可选残基，并且当存在时，可以是氨基

酸序列，并且其中任何N端蛋氨酸残基可以存在或不存在：

VFTLEDFVGDWRQTAGYNLSQVLEQGGVSSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSG

DQMGQIEKIFKVVYPVDNHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLI

NPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(TeLuc；SEQ  ID  NO：27362)(可用于创建FRET和/或BRET传感

器的全发光或荧光蛋白)；

LIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFDILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF  PANGPVMQKK 

TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL  ERIKEADNET 

YVEQYEHAVARYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体；SEQ  ID  NO：27363)(可用于创建FRET和/或BRET传

感器的全发光或荧光蛋白)；

VSKGEELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体SEQ  ID  NO：27364)(可用于创建FRET

和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

EELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CuOFP变体；SEQ  ID  NO：27365)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

KVFTLGDFVGDWRQTAGYNQAQVLEQGGLTSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLS

CDQMAQIEKIFKVVYPVDDHHFKAILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGQPYEGIAKFDGKKITVTGTLWNGNTIIDERL

INPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(LumiLuc；SEQ  ID  NO：27366)(可用于创建FRET和/或BRET

传感器的全发光或荧光蛋白)；

MVSKGEEDNM  ASLPATHELH  IFGSINGVDF  DMVGQGTGNP  NDGYEELNLK  STKGDLQFSP 

WILVPHIGYG  FHQYLPYPDG  MSPFQAAMVD  GSGYQVHRTM  QFEDGASLTV  NYRYTYEGSH  IKGEAQVKGT 

GFPADGPVMT  NSLTAADWCR  SKKTYPNDKT  IISTFKWSYT  TGNGKRYRST  ARTTYTFAKP  MAANYLKNQP 

MYVFRKTELK  HSKTELNFKE  WQKAFTDVMG  MDELYK(mNeonGreen；SEQ  ID  NO：27367)(可用于创

建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYE  GTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADI  PDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLI  YKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKG  DIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM  PGAYNVDRKL 
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DITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDEL  YK(mScarlet‑i；SEQ  ID  NO：27368)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

MKAAVESACPGTVSCADLLTIAAQQSVTLAGGPSWRVPLGRRDSLQAFLDLANANLPAPFFTLPQLKD

SFRNVGLNRSSDLVALSGGHTFGKSQCRFIMDRLYNFSNTGLPDPTLNTTYLQTLRGLCPLNGGSGS(sHRPa是大

的HRP拆分片段，它由具有以下4种突变的辣根过氧化物酶(HRP)的1‑213个氨基酸组成：

T21I，P78S，R93G，N175S)(SEQ  ID  NO：27373)；

NLSALVDFDLRTPTIFDNKYYVNLEEQKGLIQSDQELFSSPDATDTIPLVRSFANSTQTFFNAFVEAM

DRMGNITPLTGTQGQIRRNCRVVNSNGGSGS(sHRPb是小的HRP拆分片段，它由具有以下2种突变辣

根过氧化物酶(HRP)的214‑308个氨基酸组成：N255D，L299R)(SEQ  ID  NO：27374)；

MASYPCHQHA  SAFDQAARSR  GHSNRRTALR  PRRQQEATEV  RLEQKMPTLL  RVYIDGPHGM 

GKTTTTQLLV  ALGSRDDIVY  VPEPMTYWQV  LGASETIANI  YTTQHRLDQG  EISAGDAAVV  MTSAQITMGM 

PYAVTDAVLA  PHIGGEAGSS  HAPPPALTLI  FDRHPIAALL  CYPAARYLMG  SMTPQAVLAF  VALIPPTLPG 

TNIVLGALPE  DRHIDRLAKR  QRPGERLDLA  MLAAIRRVYG  LLANTVRYLQ  GGGSWREDWG  QLSGT 
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GGGGSGGGGS(胸苷激酶_TK_A(1‑265)(SEQ  ID  NO：27377)；和/或

GGGGSGGGGS  AVPPQ  GAEPQSNAGP  RPHIGDTLFT  LFRAPELLAP  NGDLYNVFAW 

ALDVLAKRLR  PMHVFILDYD  QSPAGCRDAL  LQLTSGMVQT  HVTTPGSIPT  ICDLARTFAR  EMGEAN(胸苷

激酶_TK_B(266‑376)(SEQ  ID  NO：27378)

VFTLEDFVGDWRQTAGYNLSQVLEQGGVSSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSG

DQMGQIEKIFKVVYPVDNHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLI

NPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(TeLuc；SEQ  ID  NO：27362)(可用于创建FRET和/或BRET传感

器的全发光或荧光蛋白)；

LIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD  ILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF  PANGPVMQKK 

TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL  ERIKEADNET 

YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体；SEQ  ID  NO：27363)(可用于创建FRET和/或BRET

传感器的全发光或荧光蛋白)；

VSKGEELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体SEQ  ID  NO：27364)(可用于创建FRET

和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

EELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CuOFP变体；SEQ  ID  NO：27365)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

KVFTLGDFVGDWRQTAGYNQAQVLEQGGLTSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLS

CDQMAQIEKIFKVVYPVDDHHFKAILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGQPYEGIAKFDGKKITVTGTLWNGNTIIDERL

INPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(LumiLuc；SEQ  ID  NO：27366)(可用于创建FRET和/或BRET

传感器的全发光或荧光蛋白)；

MVSKGEEDNM  ASLPATHELH  IFGSINGVDF  DMVGQGTGNP  NDGYEELNLK  STKGDLQFSP 

WILVPHIGYG  FHQYLPYPDG  MSPFQAAMVD  GSGYQVHRTM  QFEDGASLTV  NYRYTYEGSH  IKGEAQVKGT 

GFPADGPVMT  NSLTAADWCR  SKKTYPNDKT  IISTFKWSYT  TGNGKRYRST  ARTTYTFAKP  MAANYLKNQP 

MYVFRKTELK  HSKTELNFKE  WQKAFTDVMG  MDELYK(mNeonGreen；SEQ  ID  NO：27367)(可用于创

建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYE  GTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADI  PDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLI  YKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKG  DIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM  PGAYNVDRKL 

DITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDEL  YK(mScarlet‑i；SEQ  ID  NO：27368)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；
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MKAAVESACPGTVSCADLLTIAAQQSVTLAGGPSWRVPLGRRDSLQAFLDLANANLPAPFFTLPQLKD

SFRNVGLNRSSDLVALSGGHTFGKSQCRFIMDRLYNFSNTGLPDPTLNTTYLQTLRGLCPLNGGSGS(sHRPa是大

的HRP拆分片段。它由具有以下4种突变的辣根过氧化物酶(HRP)的1‑213个氨基酸组成：

T21I，P78S，R93G，N175S)(SEQ  ID  NO：27373)；

NLSALVDFDLRTPTIFDNKYYVNLEEQKGLIQSDQELFSSPDATDTIPLVRSFANSTQTFFNAFVEAM

DRMGNITPLTGTQGQIRRNCRVVNSNGGSGS(sHRPb是小的HRP拆分片段。它由具有以下2种突变的

辣根过氧化物酶(HRP)的214‑308个氨基酸组成：N255D，L299R)(SEQ  ID  NO：27374)；

MASYPCHQHA  SAFDQAARSR  GHSNRRTALR  PRRQQEATEV  RLEQKMPTLL  RVYIDGPHGM 

GKTTTTQLLV  ALGSRDDIVY  VPEPMTYWQV  LGASETIANI  YTTQHRLDQG  EISAGDAAVV  MTSAQITMGM 

PYAVTDAVLA  PHIGGEAGSS  HAPPPALTLI  FDRHPIAALL  CYPAARYLMG  SMTPQAVLAF  VALIPPTLPG 

TNIVLGALPE  DRHIDRLAKR  QRPGERLDLA  MLAAIRRVYG  LLANTVRYLQ  GGGSWREDWG 

QLSGTGGGGSGGGGS(胸苷激酶_TK_A(1‑265)(SEQ  ID  NO：27377)；和/或

GGGGSGGGGS  AVPPQ  GAEPQSNAGP  RPHIGDTLFT  LFRAPELLAP  NGDLYNVFAW 

ALDVLAKRLR  PMHVFILDYD  QSPAGCRDAL  LQLTSGMVQT  HVTTPGSIPT  ICDLARTFAR  EMGEAN(胸苷
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激酶_TK_B(266‑376)(SEQ  ID  NO：27378)

[0061] 包含报告蛋白结构域的笼蛋白的这一实施方案将在靶标分析物的存在下与包含

第二报告结构域的第二生物传感器组分“钥匙”蛋白(下文讨论)相互作用。

[0062] 在另一个实施方案中，笼包含第二报告蛋白结构域，其中(a)第一报告蛋白结构域

和第二报告蛋白结构域之一包含与SEQ  ID  NO：27359和27664‑27672的氨基酸序列至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的

氨基酸序列；

[0063] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27379的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸

残基可以存在或不存在：

[0064] (b)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27360的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列

VFAHPETL  VKVKDAEDQLGA  RVGYIELDLN  SGKILESFRP  EERFPMMSTF  KVLLCGAVLS 

RVDAGQEQLG  RRIHYSQNDL  VEYSPVTEKH  LTDGMTVREL  CSAAITMSDN  TAANLLLTTI  GGPKELTAFL 

HNMGDHVTRL  DRWEPELNEA  IPNDERDTTT  PAAMATTLRK  LLTGENGR(拆分β‑内酰胺酶A)(SEQ  ID 

NO：27360)，

[0065] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27361的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

LLTLASRQQLIDWME  ADKVAGPLLR  SALPAGWFIA  DKSGAGERGS  RGIIAALGPD 

GKPSRIVVIY  TTGSQATMDE  RNRQIAEIGA  SLIKHW(拆分β‑内酰胺酶B)(SEQ  ID  NO：27361)；

[0066] (c)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27362的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

VFTLEDFVGDWRQTAGYNLSQVLEQGGVSSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSG

DQMGQIEKIFKVVYPVDNHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLI

NPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(TeLuc)(SEQ  ID  NO：27362)(可用于创建FRET和/或BRET传

感器的全发光或荧光蛋白)，

[0067] 另一个包含与选自SEQ  ID  NO：27363‑27365的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

LIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD  ILATHFMYGS 

KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF  PANGPVMQKK 

TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL  ERIKEADNET 

YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体)(SEQ  ID  NO：27363)(可用于创建FRET和/或BRET

传感器的全发光或荧光蛋白)；

VSKGEELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 
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ILATHFMYGS  KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体)(SEQ  ID  NO：27364)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；和

EELIK  ENMRSKLYLE  GSVNGHQFKC  THEGEGKPYE  GKQTNRIKVV  EGGPLPFAFD 

ILATHFMYGS  KVFIKYPADL  PDYFKQSFPE  GFTWERVMVF  EDGGVLTATQ  DTSLQDGELI  YNVKVRGVNF 

PANGPVMQKK  TLGWEPSTET  MYPADGGLEG  RCDKALKLVG  GGHLHVNFKT  TYKSKKPVKM  PGVHYVDRRL 

ERIKEADNET  YVEQYEHAVA  RYSNLGGMD  ELYK(CyOFP变体)(SEQ  ID  NO：27365)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

[0068] (d)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27366的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

KVFTLGDFVGDWRQTAGYNQAQVLEQGGLTSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLS

CDQMAQIEKIFKVVYPVDDHHFKAILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGQPYEGIAKFDGKKITVTGTLWNGNTIIDERL

INPDGSLLFRVTINGVTGWRLHERILA(LemiLuc)(SEQ  ID  NO：27366)(可用于创建FRET和/或BRET

传感器的全发光或荧光蛋白)，

[0069] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27368的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸

残基可以存在或不存在：

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYE  GTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADI  PDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLI  YKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKG  DIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM  PGAYNVDRKL 

DITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDEL  YK(mScarlet‑i)(SEQ  ID  NO：27368)(可用于创建

FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

[0070] (e)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27367的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在：

MVSKGEEDNM  ASLPATHELH  IFGSINGVDF  DMVGQGTGNP  NDGYEELNLK  STKGDLQFSP 

WILVPHIGYG  FHQYLPYPDG  MSPFQAAMVD  GSGYQVHRTM  QFEDGASLTV  NYRYTYEGSH  IKGEAQVKGT 

GFPADGPVMT  NSLTAADWCR  SKKTYPNDKT  IISTFKWSYT  TGNGKRYRST  ARTTYTFAKP  MAANYLKNQP 

MYVFRKTELK  HSKTELNFKE  WQKAFTDVMG  MDELYK(mNeonGreen)(SEQ  ID  NO：27367)(可用于创

建FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)，

[0071] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27368的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸

残基可以存在或不存在：

MVSKGEAVIK  EFMRFKVHME  GSMNGHEFEI  EGEGEGRPYE  GTQTAKLKVT  KGGPLPFSWD 

ILSPQFMYGS  RAFIKHPADI  PDYYKQSFPE  GFKWERVMNF  EDGGAVTVTQ  DTSLEDGTLI  YKVKLRGTNF 

PPDGPVMQKK  TMGWEASTER  LYPEDGVLKG  DIKMALRLKD  GGRYLADFKT  TYKAKKPVQM  PGAYNVDRKL 

DITSHNEDYT  VVEQYERSEG  RHSTGGMDEL  YK(mScarlet‑i)(SEQ  ID  NO：27368)(可用于创建
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FRET和/或BRET传感器的全发光或荧光蛋白)；

[0072] (f)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与氨基酸

序列SEQ  ID  NO：27369至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

SGKSYPTVSADYQKAVEKAKKRLGGFIAEKRCAPLMLRLAWHSAGTFDKRTKTGGPFGTIRYPAELAH

SANSGLDIAVRLLEPLKAEFPILSYADFYQLAGVVAVEVTGGPEVPFHPGREDKPELPPEGRLPDATKGSDHLRDV

FGKAMGLTDQDIVALSGGHTLGAAHKERSGFEGPWTSNPLVFDNSYFTELLSGEKEGGGGSGGGGS(APEX2‑1‑

200)(SEQ  ID  NO：27369)(用于化学发光和比色检测系统的大豆抗坏血酸过氧化物酶蛋白

的拆分工程化变体)；

[0073] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27370的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的

残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GGGGSGGGGS  GLLQLPSDKALLSDPVFRPLVDKYAADEDAFFADYAEAHQKLSELGFADA(APEX2‑

201‑250)(SEQ  ID  NO：27370)(用于化学发光和比色检测系统的大豆抗坏血酸过氧化物酶

蛋白的拆分工程化变体)；

[0074] (g)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27371的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

MGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGGS  VRPLNCIVA  VSQNMGIGKN  GDLPWPPLRN  ESKYFQRMTT 

TSSVEGKQNL  VIMGRKTWFS  IPEKNRPLKD  RINIVLSREL  KEPPRGAHFL  AKSLDDALRL 

IEQPELGGGGSGGGGS(DHFR_A(1‑105))；(SEQ  ID  NO：27371)(用于细胞存活或荧光的拆分二

氢叶酸还原酶蛋白报告分子)

[0075] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27372的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的

残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

SGSG  DPDEARKAIARVKRESKRIVEDAERLIREAAAASEKISREAERLIREAAAASEKISREGGGGS

GGGGS  ASKV  DMVWIVGGSS  VYQEAMNQPG  HLRLFVTRIM  QEFESDTFFP  EIDLGKYKLL  PEYPGVLSEV 

QEEKGIKYKF  EVYEKKD(DHFR_B(106‑186))；(SEQ  ID  NO：27372)(用于细胞存活或荧光的拆

分二氢叶酸还原酶蛋白报告分子)；

[0076] (h)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27373的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

QLTPTFYDNSCPNVSNIVRDIIVNELRSDPRIAASILRLHFHDCFVNGCDASILLDNTTSFRTEKDAF

GNANSARGFSVIDRMKAAVESACPGTVSCADLLTIAAQQSVTLAGGPSWRVPLGRRDSLQAFLDLANANLPAPFFT

LPQLKDSFRNVGLNRSSDLVALSGGHTFGKSQCRFIMDRLYNFSNTGLPDPTLNTTYLQTLRGLCPLNGGSGS

(sHRPa是大的HRP拆分片段。它由具有以下4种突变的辣根过氧化物酶(HRP)的1‑213个氨基
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酸组成：T21I，P78S，R93G，N175S：质粒73147(SEQ  ID  NO：27373)；

[0077] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27374的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的

残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

NLSALVDFDLRTPTIFDNKYYVNLEEQKGLIQSDQELFSSPDATDTIPLVRSFANSTQTFFNAFVEAM

DRMGNITPLTGTQGQIRRNCRVVNSNGGSGS(sHRPb是小的HRP拆分片段。它由具有以下2种突变的

辣根过氧化物酶(HRP)的214‑308个氨基酸组成：N255D，L299R：质粒73148)(SEQ  ID  NO：

27374)；

[0078] (i)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27375的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GESLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFIITNKHLFRRNNGTLLVQSLHGVFKVKN

TTTLQQHLIDGRDMIIIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQTGGGGSGGGGSN_Tev(1‑118)(SEQ 

ID  NO：27375)(拆分TEV蛋白酶)；

[0079] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27376的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的

残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GGGGSGGGGSKSMSSMVSDTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGSPLVSTRDGFIVGIHSASNFTNTN

NYFTSVPKNFMELLTNQEAQQWVSGWRLNADSVLWGGHKVFMDKP(C_Tev(119‑221))；(SEQ  ID  NO：

27376)(拆分TEV蛋白酶)；

[0080] (j)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27377的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，并且其中N端蛋氨酸残基可以存在或不存

在：

MASYPCHQHA  SAFDQAARSR  GHSNRRTALR  PRRQQEATEV  RLEQKMPTLL  RVYIDGPHGM 

GKTTTTQLLV  ALGSRDDIVY  VPEPMTYWQV  LGASETIANI  YTTQHRLDQG  EISAGDAAVV  MTSAQITMGM 

PYAVTDAVLA  PHIGGEAGSS  HAPPPALTLI  FDRHPIAALL  CYPAARYLMG  SMTPQAVLAF  VALIPPTLPG 

TNIVLGALPE  DRHIDRLAKR  QRPGERLDLA  MLAAIRRVYG  LLANTVRYLQ  GGGSWREDWG  QLSGT 

GGGGSGGGGS(胸苷激酶_TK_A(1‑265))(SEQ  ID  NO：27377)；

[0081] 另一个包含与SEQ  ID  NO：27378的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的

残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列

GGGGSGGGGS  AVPPQ  GAEPQSNAGP  RPHIGDTLFT  LFRAPELLAP  NGDLYNVFAW 

ALDVLAKRLR  PMHVFILDYD  QSPAGCRDAL  LQLTSGMVQT  HVTTPGSIPT  ICDLARTFAR  EMGEAN(胸苷

激酶_TK  B(266‑376)(SEQ  ID  NO：27378)

[0082] 包含两种报告蛋白结构域的笼蛋白的这些实施方案在靶标分析物存在下与第二

生物传感器组分“钥匙”相互作用。这种相互作用引起的构象变化使得笼蛋白中的两种报告
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蛋白接近(或远离)，从而允许通过测定报告信号的增加(或减少)来定量分析物。

[0083] 结合目标靶标的任何合适的靶标结合多肽可用于本公开的笼蛋白中，如认为适合

预期用途。如上所述，笼蛋白可包含1、2、3、4或更多种靶标结合多肽，如本文所例示。在一个

实施方案中，笼蛋白包含1种靶标结合多肽。在另一个实施方案中，笼蛋白包含2种或更多种

靶标结合多肽，每种靶标结合多肽可以相同或不同。

[0084] 类似地，一种或多种靶标结合多肽的靶标可以是适合于一种或多种靶标结合多肽

可用的预期目的的任何靶标。在一个非限制性实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽

能够与靶标结合，所述靶标包括但不限于抗体、毒素、诊断生物标志物、病毒颗粒、疾病生物

标志物、代谢物或目标生化分析物。在存在2种或多种靶标结合多肽的实施方案中，每种靶

标结合多肽可以结合相同的靶标，或者可以独立地结合不同的靶。在2种或多种靶标结合多

肽结合到同一靶标的实施方案中，它们可以结合到靶的相同区(例如，为相互作用增加亲和

力)，或者可以结合到靶标的不同区。

[0085] 如本领域技术人员将理解的，一种或多种靶标结合多肽可以包括任何类型的多

肽，包括但不限于从头设计的蛋白、亲和抗体、Affimer、锚蛋白重复蛋白(天然存在或设计

的)、纳米抗体等。

[0086] 在一个实施方案中，一种或多种靶标结合多肽能够结合抗体靶。在另一个实施方

案中，所述一种或多种靶标结合多肽包括由针对病毒靶标的抗体识别的一种或多种表位。

在另一个实施方案中，一种或多种靶标结合多肽包括一种或多种被抗SARS‑Cov‑2抗体识别

的表位。在本文描述的各种其他实施方案中，所述一个或多个靶标结合多肽能够结合到疾

病标志物或毒素、Bcl2、Her2受体、肉毒杆菌神经毒素B、心肌钙蛋白I、白蛋白、表皮生长因

子受体、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、瓜氨酸肽(citrullinated  peptide)、脑钠肽或任何

其他合适的靶标。

[0087] 在各种非限制性实施方案中，一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ  ID  NO：

27380‑27430的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。

[0088] 表1.示例性靶标结合多肽合多肽

[0089]
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＞LCB1‑1

＞LCB1‑2

＞LCB1‑3

＞LCB1‑4

＞LCB1‑5

LCB1_v1.1_Cys

＞LCB1_v1.2

说　明　书 22/130 页

39

CN 116368156 A

39



＞LCB1_v1.3

＞LCB1_v1.4

＞LCB1_v1.5(LCB1_v1.3  with  N‑link  Glycosylation)

＞LCB2‑1

＞LCB2‑2

＞LCB3‑1

＞LCB3‑2

＞LCB3_v1.2

＞LCB3‑4

＞LCB3_v1.1

＞LCB3_v1.3

＞LCB3_v1.4

＞LCB3_v1.5
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＞LCB4‑1

＞LCB4‑2

＞LCB5‑1

＞LCB5‑2

＞LCB6‑1

＞LCB6‑2

＞LCB7‑1

＞LCB7‑2

＞LCB8‑1

＞LCB8‑2

＞AHB1‑1

＞AHB1‑2
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＞AHB2‑1

＞AHB2‑2_

[0090] SEQ  ID  NO：27397‑27430的多肽以高亲和力结合SARS‑CoV‑2刺突糖蛋白受体结合

结构域(RBD)。已对SEQ  ID  NO：27397‑27430的多肽进行了广泛的突变分析，允许确定多肽

内每个残基的允许的取代。允许的取代如表3所示(数字表示残基编号，字母表示该残基上

可能存在的单字母氨基酸)。

[0091] 因此，在一个实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ  ID  NO：

27397‑27430或选自SEQID  NO：2797‑27406、27409‑27416、27427‑27430的氨基酸序列至少

50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，相对于参考靶标结合多肽氨基酸序列(即SEQ 

ID  NO：27397‑27430之一)的氨基酸取代选自表1中提供的允许的氨基酸取代。

[0092] 与RBD靶标在8A范围内的界面残基的残基数列于下表2中。

表2

′LCB1′：[3，6，7，10，13，17，20，22，23，25，26，29，32，33，36]，

′LCB2′：[1，2，5，6，9，12，13，16，20，32，35，39]，

′LCB3′：[1，3，4，6，7，10，11，13，14，15，18，27，30，33，34，37]，

′LCB4′：[8，11，12，15，23，24，26，27，28，30，31，34，56]，

′LCB5′：[35，37，38，40，41，44，47，48，53，56，60，63]，

′LCB6′：[3，4，7，8，11，12，14，15，21，24，25，28，31，32，35]，

′LCB7′：[2，3，6，7，9，10，13，17，29，32，33，36]，

′LCB8′：[14，15，16，19，22，23，26，29，30，38，41，42，45]，

‘AHB1’，[34，38，41，45，48，49，52，63，64，67，68，70，71，74，78，81，82，85]，

‘AHB2’，[4，7，11，14，15，18，21，26，29，30，33，34，36，37，40，43，44，47，48].

[0093] 在另一个实施方案中，界面残基与参考靶标结合多肽中的那些残基相同(即：SEQ 

ID  NO：27397‑27430中的一个或相对于参考靶标结合肽中的界面残基保守地被取代，如表2

所示)。

表3

LCB1(SEQ  ID  NO：27397‑27406)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑A，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

3‑‑A，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

4‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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5‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

6‑‑A，C，I，L，M，Q，T，V

7‑‑A，C，D，E，F，G，H，M，N，P，Q，R，S，V，W，Y

8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑C，I，L，M，N，Q，T，V

10‑‑C，F，V，W，Y

11‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

12‑‑A，C，D，H，I，L，M，N，S，T，V，Y

13‑‑C，I，M，Q

14‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

15‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

16‑‑C，F，I，L，M，T，V

17‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，Q，R，S，T，W

21‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

22‑‑A，C，D，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y

23‑‑C，E，M，N，P，Q，S，T，V

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

25‑‑A，C，G，M，N，Q，S，T，V

26‑‑M，N，V

27‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

28‑‑A，C，G，I，L，S，T，V

29‑‑A，C，S，V，W

30‑‑D

31‑‑A，C，D，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

32‑‑C，F，H，I，L，M，N，P，T，V

33‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

34‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

35‑‑A，C，D，F，H，M，Q，V，W，Y

36‑‑A，C，D，E，G，H，I，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

37‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

38‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

39‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

40‑‑D，E，G，H，N，P，Q

41‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

42‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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44‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，Q，R，S，V，W，Y

45‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

46‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

47‑‑A，C，G，P，S，T，V

48‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

49‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

52‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

56‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB2(SEQ  ID  NO：27407‑27408)

1‑‑A，C，D，E，G，N，P，S，T

2‑‑D，M，P，Q，Y

3‑‑A，D，E，N，Q

4‑‑C，D，E，V

5‑‑D

6‑‑A，C，D，E，G，N，Q，S，T，V

7‑‑A，C，G，I，L，M，P，S，T，V

8‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑D，N，Y

10‑‑I，L，T

11‑‑C，E，G，I，L，M，W

12‑‑F，H，Y

13‑‑E，M，Q，R，V

14‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

15‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V

16‑‑C，H，L，T

17‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，Y

21‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

22‑‑A，C，D，E，G，I，K，L，N，P，Q，R，S，T，V

23‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

25‑‑A，C，E，G，H，I，K，N，P，Q，R，S，T，Y
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26‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

27‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

28‑‑H，K，R，T，Y

29‑‑C，D，E，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，Y

30‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y

31‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，Y

32‑‑F，H，I，K，L，M，P，Q，R，Y

33‑‑A，C，G，P，S，T

34‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

35‑‑F，H，Y

36‑‑A，C，E，H，I，L，M，S，V

37‑‑A，C，E，G，H，L，M，Q，R，S，T，V，W

38‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

39‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V

40‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

41‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

42‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

44‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

45‑‑A，C，E，F，I，L，M，P，S，T，V，W，Y

46‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

47‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

48‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

49‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

52‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

56‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB3(SEQ  ID  NO：27409‑27416)

1‑‑C，E，F，I，M，N，T，W

2‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

3‑‑D，G，L，M，N，S，Y

4‑‑A，C，E，F，H，K，Q，T

5‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

6‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

7‑‑A，C，D，F，I，L，M，P，R，S，V，W
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8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑A，C，E，F，G，H，I，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

10‑‑A，C，F，G，H，K，M，N，Q，R，S，T，Y

11‑‑D，F，H，L，M，N，Q

12‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

13‑‑A，F，I，L，M，N，Q，S，T，V

14‑‑A，C，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

15‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

16‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

17‑‑A，C，D，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

21‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

22‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

23‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

25‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

26‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

27‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

28‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

29‑‑A，C，D，E，F，G，I，L，M，N，P，S，T，V，W，Y

30‑‑C，E，F，H，L，N，S，W，Y

31‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

32‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

33‑‑A，C，E，F，I，K，P，Q，S，V，W，Y

34‑‑A，D，E，F，G，H，M，N，P，Q，R，S，V，W，Y

35‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

36‑‑A，C，E，G，H，I，M，N，Q，S，T，V

37‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

38‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

39‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

40‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

41‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

42‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

44‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

45‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

46‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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47‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

48‑‑A，C，E，F，G，I，K，L，M，N，P，Q，S，T，V，W

49‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

52‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，S，T，V，W，Y

56‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

57‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

58‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

59‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

60‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

61‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

62‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

63‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

64‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB4(SEQ  ID  NO：27417‑27418)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

3‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

4‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

5‑‑C，D，H，K，N，Q，R，Y

6‑‑A，C，F，G，I，K，L，M，P，Q，R，S，T，V，Y

7‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

8‑‑A，C，H，I，M，N，Q，R，S，T，V，Y

9‑‑A，C，D，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

10‑‑A，C，D，E，M，N，P，Q，S，T，V

11‑‑C，D，G，H，I，K，L，M，N，P，R，S，T，V

12‑‑F，G，I，L

13‑‑F，I，L，M，S，V，Y

14‑‑A，C，D，E，G，L，M，N，Q，R，S，T，V

15‑‑C，E，F，G，H，I，L，M，S，V，W，Y

16‑‑A，G，T，Y

17‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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21‑‑C，D，Q，Y

22‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

23‑‑E，F，H，Y

24‑‑A，F，G，I，L，M，W

25‑‑A，C，E，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

26‑‑C，F，H，I，L，N，S，T，V，W

27‑‑D，Q，W，Y

28‑‑A，C，D，I，L，V，Y

29‑‑A，C，E，G，K，L，N，Q，R，S，T

30‑‑C，I，L，M，P，T，V

31‑‑C，D，E

32‑‑A，C，E，I，L，M，Q，S，T，V，Y

33‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，Q，R，S，T，V，Y

34‑‑C，D，F，G，H，L，M，N，P，R，S，T，W，Y

35‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，N，P，R，T，V，W

36‑‑A，C，G，S，T，V

37‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，Y

38‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

39‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

40‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

41‑‑A，C，D，E，G，H，K，N，Q，S，W

42‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，Y

44‑‑A，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V

45‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

46‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

47‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

48‑‑A，C，M，S，T，V

49‑‑A，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，F，I，K，L，M，R，T，V，W，Y

52‑‑F，I，K，L，M，V

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

56‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB5(SEQ  ID  NO：27419‑27420)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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3‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

4‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

5‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

6‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

7‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑A，C，E，F，G，H，I，L，M，N，Q，S，T，V，W，Y

10‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

11‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

12‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

13‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

14‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

15‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

16‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

17‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

21‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

22‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

23‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，R，S，T，W，Y

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y

25‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

26‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

27‑‑A，C，G，H，I，S，T，V

28‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

29‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

30‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

31‑‑A，C，E，F，H，I，K，L，M，N，Q，S，T，V，W，Y

32‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

33‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

34‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

35‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

36‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

37‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

38‑‑A，C，D，E，G，I，L，M，N，P，Q，S，T，V，W

39‑‑A，C，F，G，L，M，N，S，T，V，W

40‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

41‑‑C，H，I，L，M，P，R
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42‑‑A，C，E，G，H，I，L，M，P，T，V，Y

43‑‑C，I，L，M，Q，T，V

44‑‑A，C，D，F，G，H，I，M，S，T

45‑‑D，Y

46‑‑A，C，D，F，I，L，R，V

47‑‑C，E，G，I，V

48‑‑F，I，V，W，Y

49‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

52‑‑C，D，E，H，I，K，N，P，Q，R，S，T，Y

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

56‑‑F，I，L，M，T，V，W

57‑‑A，C，D，E，F，G，H，N，P，Q，R，S，T，W，Y

58‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

59‑‑A，C，F，I，L，M，T，V，Y

60‑‑C，F，M，N，V，Y

61‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

62‑‑A，C，F，G，I，L，M，S，T，V，W

63‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

64‑‑A，C，E，F，G，H，K，L，N，P，R，S，T，W，Y

65‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB6(SEQ  ID  NO：27421‑27422)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

3‑‑E，W

4‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

5‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

6‑‑F，L，M，R，S

7‑‑H，T，V

8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑F，M

10‑‑A，K，L，W

11‑‑D，E，G，V，Y

12‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

13‑‑E，L

14‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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15‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

16‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

17‑‑F，N，P，S

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑L，N，Q，V

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

21‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

22‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

23‑‑C，D，P，Q，R，W

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

25‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

26‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

27‑‑D，H，L，S，W

28‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

29‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

30‑‑L，Q，V，W

31‑‑I，K，L，S

32‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

33‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

34‑‑A，F，L，T，V

35‑‑C，D，G，H，K，L，N，T

36‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

37‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

38‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

39‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

40‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

41‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

42‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

44‑‑F，I

45‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

46‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

47‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

48‑‑L，Q，R，T

49‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑C，V，Y

52‑‑A，E，H，K

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑C，F，H，L，P，W，Y

56‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB7(SEQ  ID  NO：27423‑27424)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

3‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

4‑‑I，T，V

5‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

6‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

7‑‑L，P，Y

8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

10‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

11‑‑A

12‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

13‑‑A，L，P

14‑‑H，L，R，T，Y

15‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

16‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

17‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

21‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

22‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

23‑‑A，S

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

25‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

26‑‑C，G，S，V，Y

27‑‑K，L，M，W

28‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

29‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

30‑‑A，Y

31‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

32‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

33‑‑A，C，F，I，K，L，V，W

34‑‑A，H，L

35‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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36‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

37‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

38‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

39‑‑A，C，K，L，M，N

40‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

41‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

42‑‑A，C，D，L，V

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

44‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

45‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

46‑‑Q，S，V

47‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

48‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

49‑‑E，L

50‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

52‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

53‑‑I

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

56‑‑L，M，N，R

57‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

LCB8(SEQ  ID  NO：27425‑27426)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑C，F，I，L，M，S，V，W，Y

3‑‑A，C，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

4‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

5‑‑A，C，F，G，I，K，L，M，Q，S，T，V，W，Y

6‑‑H，I，K，L，M

7‑‑A，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，W，Y

8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑A，C，F，G，I，L，M，S，Y

10‑‑A，F，H，K，L，M，Q，R，S

11‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

12‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

13‑‑A，C，D，E，F，G，H，M，N，Q，S，W，Y

14‑‑C，D，E，H，N，Q，S

15‑‑A，D，E，F，H，I，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y

16‑‑C，F，M，N，R，Y
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17‑‑A，C，I，L，M，Q，R，V

18‑‑A，C，F，H，I，L，M，T，V，Y

19‑‑I，Q，S

20‑‑D，N

21‑‑A，C，G，S，V

22‑‑A，C，I，L，M，V

23‑‑C，F，R，T，W，Y

24‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

25‑‑C，E，S，T，V，Y

26‑‑A，C，D，E，F，G，H，N，Q，S，T

27‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V

28‑‑C，E，F，G，H，I，K，L，M，Q，R，W，Y

29‑‑A，C，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

30‑‑A，C，E，G，H，K，M，N，P，Q，R，T

31‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

32‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，N，Q，R，S，T，W

33‑‑A，C，E，G，H，K，M，N，P，Q，R，S，W，Y

34‑‑C，D，E，F，H，M，N，W，Y

35‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，Y

36‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

37‑‑F，G，H，I，L，M，S，T，Y

38‑‑D，E，H，Q，W，Y

39‑‑C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

40‑‑A，C，E，G，H，I，K，M，P，V，Y

41‑‑C，F，H，I，K，L，M，R，S，T，V

42‑‑E，F，I，T，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，H，I，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

44‑‑C，G，I，K，L，M，T，V，Y

45‑‑G，S，W，Y

46‑‑C，I，K，L，M，N，Q，R，S，T

47‑‑A，C，E，N，Q，S，T，V

48‑‑C，D，E，F，H，I，L，M，W

49‑‑C，D，F，H，K，L，M，N，Q，R，T

50‑‑A，C，D，E，N，Y

51‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

52‑‑A，C，D，E，G，H，K，L，M，N，Q，R，S，T

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

55‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y
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56‑‑C，I，L，M

57‑‑A，C，D，E，G，I，N，Q，S，T

58‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

59‑‑A，C，G，P，S

60‑‑A，C，E，F，G，I，L，M，N，Q，S，T，V

61‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

62‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

63‑‑A，C，E，F，G，H，I，L，M，N，Q，S，T，V，W，Y

64‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，S，T，V

65‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，W，Y

AHB1(SEQ  ID  NO：27427‑27428)

1‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

2‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

3‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

4‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

5‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

6‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

7‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

8‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

9‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

10‑‑A，C，F，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

11‑‑F，N，Y

12‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

13‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

14‑‑A，D，G

15‑‑A，C，D，E，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V

16‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

17‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

18‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，Q，S，T，V，W，Y

19‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

20‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

21‑‑A，C，E，G，S，V

22‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

23‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

24‑‑A，C，D，E，F，H，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，Y

25‑‑A，C，D，F，G，H，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

26‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

27‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

28‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，Y
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29‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

30‑‑A，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

31‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

32‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

33‑‑A，G，S

34‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

35‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

36‑‑A，C，D，E，F，G，H，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

37‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

38‑‑A，C，E，G，H，M，P，Q

39‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

40‑‑A，C，D，E，G，K，N，Q，R，S，T

41‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，L，M，N，P，Q，S，T，V，W，Y

42‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

43‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，S，T，V，W，Y

44‑‑E，F，H，Q，S，W，Y

45‑‑D，N

46‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

47‑‑C，T，V

48‑‑F，S，W，Y

49‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

50‑‑A，C，F，H，I，K，L，M，N，Q，R，S，T，V，W，Y

51‑‑A，D，G，H，N，S

52‑‑H，K，Q，R

53‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

54‑‑A，C，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V

55‑‑A，C，E，G，H，K，N，Q，R，S，T

56‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

57‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

58‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

59‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

60‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

61‑‑A，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

62‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

63‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

64‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

65‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

66‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

67‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y
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68‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

69‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

70‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

71‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

72‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

73‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

74‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

75‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

76‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

77‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

78‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

79‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

80‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

81‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

82‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

83‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

84‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

85‑‑A，C，D，E，F，G，H，I，K，L，M，N，P，Q，R，S，T，V，W，Y

AHB2(SEQ  ID  NO：27429‑27430)

1‑‑C，G，A，V，F，Y，W，S，Q，D，E，R，K

2‑‑C，P，G，V，I，M，L，F，Y，W，S，N，Q，D，E，R，H

3‑‑C，G，A，V，I，F，S，T，D，E，K

4‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

5‑‑C，P，G，A，V，M，L，Y，W，S，N，Q，D，E，R，K，H

6‑‑G，A，V，I，F，S，T，D，H

7‑‑C，P，G，V，I，M，L，F，W，S，T，N，Q，E，R，K，H

8‑‑C，P，G，A，V，M，L，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

9‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

10‑‑C，P，G，A，V，I，L，Y，W，S，T，N，E，R，K

11‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，H

12‑‑C，P，G，A，V，I，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

13‑‑C，G，A，V，M，L，F，W，S，T，N，E，H

14‑‑C，P，G，A，V，I，Y，S，T，N，D，E，R，H

15‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K

16‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

17‑‑C，P，G，A，V，L，Y，W，S，T，Q，D，E，R

18‑‑C，P，A，V，I，M，F，Y，N，Q，R，K，H

19‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

20‑‑C，P，G，A，V，M，L，Y，W，N，Q，E，R，K，H
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21‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，N，Q，E，R，K，H

22‑‑C，P，G，A，V，M，L，F，Y，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

23‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，E，R，K

24‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，Q，E，R，H

25‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，R，H

26‑‑C，G，A，V，L，Y，S，N，D，R，K，H

27‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

28‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

29‑‑C，P，G，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，R，K，H

30‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

31‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，Q，D，E，R，K，H

32‑‑P，G，A，V，I，L，W，S，T，D，R，H

33‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，E，R，K，H

34‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

35‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

36‑‑C，P，G，A，V，I，L，F，Y，S，T，N，Q，D，E，R，H

37‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

38‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，Q，E，R，K

39‑‑C，P，G，A，V，I，W，S，Q，E，R，H

40‑‑C，P，G，A，V，I，L，Y，W，S，T，N，D，E，R，K，H

41‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

42‑‑C，P，G，A，V，M，L，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

43‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

44‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，W，S，T，Q，D，E，R，H

45‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

46‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，S，T，Q，E，R，K

47‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，W，S，T，N，Q，D，E，R，H

48‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，N，Q，E，R，K

49‑‑C，P，G，A，V，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

50‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

51‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

52‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

53‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，D，E，R，K，H

54‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

55‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

56‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

57‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

58‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，E，R，K，H

59‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H
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60‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，Q，D，E，R，K

61‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，N，Q，D，E，R，K，H

62‑‑C，G，A，V，L，S，T，N，D，E，K，H

63‑‑C，P，G，A，V，I，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

64‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，H

65‑‑C，G，A，V，I，M，L，F，Y，S，T，N，R，K，H

66‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，W，T，Q，E，R

67‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

68‑‑C，P，G，A，V，I，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，H

69‑‑P，G，V，I，M，L，Y，W，S，T，Q，R，K

70‑‑C，P，G，A，V，I，M，L，F，Y，W，S，T，N，Q，D，E，R，K，H

71‑‑C，G，A，V，L，F，W，S，Q，D，E，R，K

72‑‑C，V，I，L，S

73‑‑P，G，A，V，S，T，E

74‑‑C，A，L，F，Y，S，T，R，H

75‑‑C，P，G，V，I，L，F，W，S，N，D，E，R，K

[0094] 在一个实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ  ID  NO：27397‑

27406和27431‑27466的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。

表4：示例性LCB1变体
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[0095] 在另一个实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽包含在相对于SEQ  ID  NO：

27397的氨基酸序列的、选自2、4、15、17、18、27、28、32、37、38、39、41、42、49、52和55处的1、

2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17或全部18个残基的氨基酸取代。在另一个实

施方案中，一种或多种靶标结合多肽中的取代选自表5中所列的取代，在给定行中单独或组

合。

表5.示例性LCB1突变

说　明　书 45/130 页

62

CN 116368156 A

62



[0096] 在另一个实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ  ID  NO：

27409‑27416和27467‑27493的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序

列。

表6.示例性LCB3变体
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[0097] 在一个实施方案中，靶标结合包含在相对于SEQ  ID  NO：27409的氨基酸序列的、选

自2、6、8、19、13、16、19、22、25、26、28、29、34、35、37、40、43、45、49和62处的1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19或全部20个氨基酸取代，所述取代选自表7中所列的

取代，在给定行中单独或组合。

表7.示例性LCB3突变
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[0098] 在一个实施方案中，靶标结合包含与选自SEQ  ID  NO：27427‑27430和27494的氨基

酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列。

AHB2  ELEEQVMHVLDQVSELAHELLHKLTGEELERAAYFNWWATEMMLELIKSDD

v2  EREIREIEEEAARILEHLEELART(SEQ  ID  NO：27494)

[0099] 在一个这样的实施方案中，所述一种或多种靶标结合多肽包含在相对于氨基酸序

列SEQ  ID  NO：27430的选自63和75的残基处或在两个残基处的氨基酸取代。在另一个实施

方案中所述取代包括R63A和/或K75T。

[0100] 在另一个实施方案中，笼蛋白包含与US20200239524(或WO2020/018935)中公开的

笼多肽的氨基酸序列至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、

91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，不包括任

选的氨基酸残基并且不包括闩锁区中的氨基酸残基。这些笼蛋白氨基酸序列不包括一种或

多种靶标结合多肽或第一报告蛋白结构域(或存在时的第二报告蛋白结构)，因此可以将其

添加到本实施方案的笼蛋白中。

[0101] 示例性的这样的实施方案是US20200239524中公开的笼多肽的SEQ  ID  NO：1‑49、

51‑52、54‑59、61、65、67‑91、92‑2033、2034‑14317、27094‑27117、27120‑27125、27278至

27321，以及SEQ  ID  NO在SEQ  ID  NO：27126和27276之间的偶数编号的笼多肽、表3(当前申

请中的表8)和/或表4(当前申请的表9)，并在本文和序列列表中复现。

[0102] 在每个实施方案中，每种笼蛋白的N端和/或C端60个氨基酸可以是任选的，因为末

端60个氨基酸残基可以包括可以被修饰的闩锁区，例如通过用一种或多种靶标结合多肽和

第一报告蛋白结构域替换闩锁的全部或部分。在一个实施方案中，N端60个氨基酸残基是任

选的；在另一个实施方案中，C端60个氨基酸残基是任选的；在另一个实施方案中，N端60个

氨基酸残基和C端60个残基中的每一个都是任选的。在一个实施方案中，在确定序列同一性

百分比时，不包括这些任选的N端和/或C端60残基。在另一个实施方案中，在确定序列同一

性百分比时可以包括任选残基。

表8
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表9
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[0103] 在各种具体实施方案中，笼蛋白包含与选自SEQ  ID  NO：27497‑27620的笼蛋白的

氨基酸序列至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋

白纯化标签(MGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGG(SEQ  ID  NO：27624)；或MGSHHHHHHGSENLYFQG(SEQ 

ID  NO：27625)；或GSHHHHHHGSGSENLYFQG(SEQ  ID  NO：27626))是任选的，在同一性百分比比

较中不予考虑，并且可以存在或不存在。在一个实施方案中，N端蛋白纯化标签不存在。

表10.氨基酸序列

(以下序列包含用于蛋白纯化目的的6His  TEV标签MGSHHHHHHGSGSENLYFQG(SEQ 

ID  NO：27495)或其变体。结构区的N端氨基酸是可选的，在与所要求保护的笼蛋白相关的同

一性百分比比较中不考虑(结构区在括号内)括号内的C端区构成闩锁区。

SmBit序列(VTGYRLFEEIL)(SEQ  ID  NO：27359)加下划线。

传感结构域以粗体显示

lucCageBim变体(Bcl2传感器)

‑SmBit序列：VTGYRLFEEIL(SEQ  ID  NO：27359)

‑BIM序列： (SEQ  ID  NO：27496)
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lucCageTrop变体(心肌钙蛋白I传感器)

‑SmBit序列：VTGYRLFEEIL(SEQ  ID  NO：27359)

‑使用的心肌钙蛋白T(cTnT)变体序列：
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>345‑cTnTf5(jp635_1fix‑nluc312_cTnT345_0001_371end)

>345‑cTnTf6(jp636_1fix‑nluc312_cTnT345_0001_391end)

>lucCageTrop

lucCageBot变体(肉毒杆菌神经毒素B传感器)

‑Bot.0671.2序列：

>BoNTB_338_1S
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>BoNTB_341_1S

>BoNTB_342_1S

>BoNTB_345_1S

>BoNTB_348_2S
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>BoNTB_349_2S

>BoNTB_352_2S

>BoNTB_355_2S

>BoNTB_GGG_2S
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>BoNTB_GGG_2S_fullBotBinder

lucCageProA变体(Fc结构域生物传感器)

‑金黄色葡萄球菌蛋白A结构域C(SpaC)序列：

>SpaC_360GGG

>SpaC_354‑2S
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>SpaC_351_2S

>SpaC_350_2S

>SpaC_347_2S

说　明　书 78/130 页

95

CN 116368156 A

95



>SpaC_347_1S

lucCageHer2变体(Fc结构域生物传感器)

‑Her2亲和抗体序列：

>AffiHer2_347_1S

>AffiHer2_347_2S

>AffiHer2_350_2S
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>AffiHer2_351_2S

>AffiHer2_354‑2S

>AffiHer2_360GGG
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>AffiHer2_354‑2S_2x1

>AffiHer2_354‑2S_2x2

>AffiHer2_354‑2S_3x

lucCageSARS2N变体(anti‑SARS‑CoV‑2  Nucleocapsid  protein  antibodies传感

器)

‑使用的SARS‑Cov‑2核衣壳蛋白表位肽：
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>lucCageSARS2‑N6_368‑388_339

>lucCageSARS2‑N6_368‑388_346

>lucCageSARS2‑N6_368‑388_353

>lucCageSARS2‑N62_369‑382_336
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>lucCageSARS2‑N62_369‑382_340

>lucCageSARS2‑N62_369‑382_343

>lucCageSARS2‑N62_369‑382_347

>lucCageSARS2‑N62_369‑382_350
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>lucCageSARS2‑N62_369‑382_354

lucCageSARS2M变体(抗SARS‑Cov‑2膜蛋白抗体传感器)

‑使用的SARS‑Cov‑2膜蛋白表位肽：

>lucCageSARS2‑M3_1‑17_341

>lucCageSARS2‑M3_1‑17_343
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>lucCageSARS2‑M3_1‑17_348

>lucCageSARS2‑M3_1‑17_350

>lucCageSARS2‑M4_8‑24_334

>lucCageSARS2‑M4_8‑24_340
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>lucCageSARS2‑M4_8‑24_341

>lucCageSARS2‑M4_8‑24_348

>lucCageM3_334_SmBit_位置301

>lucCageM3_334_SmBit_位置308
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>lucCageM3_334_7环

>lucCageM3_334_3环

>lucCageM3_341_SmBit_位置301

>lucCageM3_341_SmBit_位置308

>lucCageM3_341_7环
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>lucCageM3_341_3环

>LUCCAGEM3_334_4拷贝

>LUCCAGEM3_337_4拷贝

>LUCCAGEM3_341_4拷贝
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>LUCCAGEM3_348_4拷贝

>LUCCAGEM3_334_2拷贝无接头

>LUCCAGEM3_337_2拷贝无接头

>LUCCAGEM3_341_2拷贝无接头
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>LUCCAGEM3_348_2拷贝无接头

>LUCCAGEM3_334_4拷贝_接头

>LUCCAGEM3_337_4拷贝_接头

>LUCCAGEM3_341_4拷贝_接头
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>LUCCAGEM3_348_4拷贝_接头

>LUCCAGEM3_334_2拷贝_接头_SpaC_Z

>LUCCAGEM3_337_2拷贝_接头_SpaC_Z
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>LUCCAGEM3_341_2拷贝_接头_SpaC_Z

>LUCCAGEM3_348_2拷贝_接头_SpaC_Z

lucCageRBD变体(SARS‑CoV2刺突蛋白受体结合结构域(RBD)生物传感器)

‑LCB1：

‑LCB1_Δ4：

>lucCageRBD_336

>lucCageRBD_340
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>lucCageRBD_344

>lucCageRBD_347

>lucCageRBD_351

>lucCageRBD_354
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>lucCageRBD_GGG_360

>lucCageRBDΔ4_336

>lucCageRBDΔ4_340

>lucCageRBDΔ4_344
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>lucCageRBDΔ4_347

>lucCageRBDΔ4_348

>lucCageRBDΔ4_351

>lucCageRBDΔ4_354
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>lucCageRBDΔ4_357

>lucCageRBDΔ4_GGG_360

>lucCageRBD_348_d4LCB1v1.3

>lucCageRBD_Δ4_348

说　明　书 96/130 页

113

CN 116368156 A

113



>lucCageRBD_smbit128

>lucCageRBD_smbit99

>lucCageRBD_smbit86

>lucCageRBD_smbit104
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>lucCageRBD_smbit101

>lucCageRBD_smbit_Y315W_E320K

>lucCageRBD_smbit_Y315W_E319K

>lucCageRBD_smbit_E319K

>lucCageRBD_SmBit_位置301
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>lucCageRBD_SmBit_位置308

>lucCageRBD_环

LacATrop(拆分β‑内酰胺酶A加粗；cTnT和cTnC加下划线)：
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[0104] 在另一方面，本公开提供了能够结合到本文公开的任何实施方案或实施方案组合

的笼蛋白结构区的钥匙蛋白，其中所述钥匙蛋白与所述笼蛋白的结合仅在所述笼蛋白一种

或多种靶标结合多肽能够结合的靶标的存在下发生，其中所述钥匙蛋白第二报告蛋白结构

域和所述笼蛋白第一报告蛋白结构域的相互作用引起来自所述第一报告蛋白结构域的报

告活性的可检测变化。

[0105] 如本文所公开的，该方面的钥匙蛋白可以例如与笼状多肽结合使用，通过诱导构

象变化的竞争性分子内结合替换闩锁，使钥匙蛋白第二报告蛋白结构域和笼蛋白第一报告

蛋白结构相互作用，引起第一报告蛋白结构域的报告活性发生可检测的变化。

[0106] 在一个实施方案中，其中第二报告蛋白结构域位于钥匙蛋白的N端或C端，或位于

钥匙蛋白N端或C‑端的30、29、28、27、26、25、24、23、22、21、20、19、18、17、16、15、14、13、12、

11、10、9、8、7、6、5、4、3、2或1个氨基酸内。

[0107] 在另一个实施方案中，第二报告蛋白结构域包括报告蛋白结构域，所述报告蛋白

结构域选自荧光素酶(包括但不限于萤火虫荧光素酶、海肾荧光素酶和高斯荧光素酶)、生

物发光共振能量转移(BRET)报告分子、双分子荧光互补(BiFC)报告分子、比色报告分子(包

括但不限于β‑内酰胺酶、β‑半乳糖苷酶和辣根过氧化物酶)、细胞存活报告分子(包括但不

限于二氢叶酸还原酶)、电化学报告分子(包括但不限于APEX2)、放射性报告分子(包括但不

限于胸苷激酶)、和分子条形码报告分子(包括但不限于TEV蛋白酶)。在各种非限制性实施

方案中，第二报告蛋白结构域包含与选自SEQ  ID  NO：27360‑23379的氨基酸序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基

酸序列，其中下划线残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基

酸序列，并且其中任何N端蛋氨酸残基可以存在或不存在。

[0108] 在另一个实施方案中，不包括第二报告蛋白结构域的钥匙蛋白包含与

US20200239524(或WO2020/018935)中公开的钥匙多肽的氨基酸序列、或选自SEQ  ID  NO：

14318‑26601、26602‑27015、27016‑27050、27322至27358的钥匙多肽，以及WO2020/018935

的表3(本文表8)和/或表4(本文表9)中SEQ  ID  NO在SEQ  ID  NO：27127和27277之间的奇数

钥匙多肽至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、
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93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，不包括任选的氨基酸

残基，。

[0109] 在另一个实施方案中，钥匙蛋白包含与选自SEQ  ID  NO：27621‑27623的钥匙蛋白

的氨基酸序列至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基酸序列，其中括号中的残

基是任选的并且可以存在或不存在。

>lucKey：MGS‑(His)6‑TEV位点‑接头‑LgBit‑接头‑闩锁序列

Key‑2GGSGG‑CyOFP(CyOFP序列加粗/加下划线)：

Key‑LacB(拆分β‑内酰胺酶B加粗/加下划线)：

[0110] 在另一个方面，本公开提供了一种生物传感器，其包括(a)本文任何实施方案或实

施方案组合的笼蛋白，其中所述笼不包括第二报告蛋白结构域；和(b)本文实施方案或实施

方案组合的钥匙蛋白；其中所述钥匙蛋白只能在所述笼蛋白一种或多种靶标结合多肽能够

结合的靶标存在下与所述笼蛋白结合；并且其中所述笼蛋白的第一报告蛋白结构域与所述

钥匙蛋白的第二报告蛋白结构域的结合引起来自所述第一报告蛋白结构域的报告活性的

可检测变化。

[0111] 如本文所述，发明人开发了一种反向LOCKR系统，以及包含与钥匙肽连接的第二报

告蛋白结构域的钥匙蛋白。该系统至少有三种重要状态(图1C)。状态1是封闭的关闭状态，

其中结构区与闩锁区相互作用，在空间上阻止一种或多种靶标结合多肽与其靶标结合，阻

止第一报告蛋白结构域与第二报告蛋白结构域结合以重建报告蛋白活性。状态2或3是开放

状态，其中这些结合相互作用不受阻，并且钥匙蛋白可以结合笼蛋白结构域。当钥匙蛋白与

笼蛋白结构域以及带有多肽靶标的一种或多种靶标多肽的三分子结合导致报告蛋白活性

的重建时，状态7是稳定的打开状态。将笼蛋白与钥匙蛋白或靶蛋白单独混合不足以激活报

告活性。钥匙蛋白和靶蛋白与笼蛋白一起在同一溶液中导致报告蛋白活性的重组。闩锁区‑

靶标强相互作用提供驱动力，以在状态6(背景)上增加(populate)打开状态7(信号)。下面
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的示例提供了更多详细信息。

[0112] 如上所述，可检测的变化可以是相关报告活性的任何增加或减少，视为适合预期

目的。在各种非限制性实施方案中，报告活性的可检测变化可以包括但不限于：

·第一报告蛋白结构域是一种拆分的荧光或发光蛋白结构域，当结合到第二拆分

的报告蛋白结构时，该结构域不发出荧光/光，或可检测地发出更少的荧光/光。

·第一和第二报告蛋白结构域是BRET或FRET对，当彼此结合时与当彼此不结合

时，它们在不同波长下发出可检测信号。

·当第一和第二报告蛋白结构域重建DHFR活性时，在选择的靶标存在下，通过二

氢叶酸还原酶(DHFR)互补进行细胞存活选择。

·当第一和第二报告蛋白结构域重组TEV蛋白酶活性以用作分子条形码时，二代

测序作为描述靶选择性途径上的化学或遗传干扰的读数。

·当第一和第二报告蛋白结构域重组胸苷激酶时进行的正电子发射断层扫描

(PET)。

·当第一和第二报告蛋白结构域重建APEX2活性时的电化学读数。

·当第一和第二报告蛋白结构域重建β‑内酰胺酶或辣根过氧化物酶活性时的比

色读数。

[0113] 在本公开的生物传感器的各种实施方案中：

[0114] (a)第一报告蛋白结构域包含与氨基酸序列SEQ  ID  NO：27359和27664‑27672至少

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的

氨基酸序列；

[0115] 并且所述第二报告蛋白结构域包含与SEQ  ID  NO  27379的氨基酸序列至少70％、

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基

酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在；

[0116] (b)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27360的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27361的氨基酸序列

至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％，或100％

相同的氨基酸序列；

[0117] (c)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27362的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，另一个包含与选自SEQ  ID  NO：27363‑27365的

氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％，或100％相同的氨基酸序列；

[0118] (d)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27366的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO  27368的氨基酸序列

至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％，或100％

相同的氨基酸序列：

[0119] (e)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 
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NO：27367的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在，

另一个包含与SEQ  ID  NO  27368的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％，90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中N端蛋氨酸残基可

以存在或不存在；

[0120] (f)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27369的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列；另一个包含与SEQ  ID  NO：27370的氨基酸

至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相

同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可

以是任何氨基酸序列；

[0121] (g)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27371的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27372的氨基酸

序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存

在时可以是任何氨基酸序列；

[0122] (h)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27373的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27374的氨基酸

序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存

在时可以是任何氨基酸序列；

[0123] (i)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27375的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的

任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列，另一个包含与SEQ  ID  NO：27376的氨基酸

序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

100％相同的氨基酸序列，其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存

在时可以是任何氨基酸序列；

[0124] (j)所述第一报告蛋白结构域和所述第二报告蛋白结构域中的一个包含与SEQ  ID 

NO：27377的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中所述N端蛋氨酸残基可以存在或不存在，

并且其中带下划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基

酸序列，并且另一个包含与SEQ  ID  NO：27378的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中带下
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划线的残基是可以存在或不存在的任选残基，并且当存在时可以是任何氨基酸序列。

[0125] 在生物传感器的一个具体实施方案中，笼蛋白包括一种笼蛋白，该种笼蛋白包含

与表10中列出的笼蛋白的氨基酸序列至少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列，不包括任选的氨基酸残基，其中所述N端蛋白纯化标签(MGSHHHHHHGSGSENLYFQGSGG

(SEQ  ID  NO：27624)；或MGSHHHHHHGSENLYFQG(SEQ  ID  NO：27625)；或GSHHHHHHGSGSENLYFQG

(SEQ  ID  NO：27626))是任选的，并且可以存在或不存在，并且钥匙蛋白包含与SEQ  ID  NO：

27621的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％或100％相同的氨基酸序列，不包括括号中的任选氨基酸残基。

＞lucKey：MGS‑(His)6‑TEV位点‑接头‑LgBit‑接头‑闩锁序列

[0126] 在生物传感器的另一个具体实施方案中，笼蛋白和钥匙蛋白包括蛋白对，该蛋白

对包括：

[0127] (i)笼蛋白，其包含与SEQ  ID  NO：27620的氨基酸序列至少70％、75％、80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列，其中括号

中的残基是任选的并且可以存在或不存在：

LacATrop(拆分β‑内酰胺酶A加粗；cTnT和cTnC加下划线)：

和

[0128] (ii)钥匙蛋白，其包含与SEQ  ID  NO：27361的氨基酸序列至少70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或100％相同的氨基酸序列：

[0129] 在另一方面，本公开提供了用于检测靶标的方法，包括
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[0130] (a)使本文公开的任何实施方案的笼蛋白(其中所述笼蛋白包含第二报告蛋白结

构域)，或本文公开的任何实施方案的生物传感器与生物样品在促进笼蛋白一种或多种靶

标结合多肽与生物样品中存在的靶标结合的条件下接触，引起来自第一报告蛋白结构域的

报告活性的可检测变化；和

[0131] (b)检测来自报告蛋白结构域的报告活性的变化，其中报告活性的改变将样品识

别为含有靶标。

[0132] 如上所述，本发明人已经开发了一种反向LOCKR系统，该系统以笼蛋白为例，该笼

蛋白包括结构区和含有第一报告蛋白结构域和一种或多种靶标结合多肽(在实施例中有时

称为分析物结合基序/靶表位)的闩锁区，以及包含与钥匙肽连接的第二报告蛋白结构域的

钥匙蛋白。如上所述，可检测的变化可以是相关报告活性的任何增加或减少，视为适合预期

目的。上文描述了报告活性中可检测的变化的各种非限制性实施方案，并且在下面的实施

例中详细举例说明了用于检测这种可检测的改变的方法。基于本文的教导，本领域技术人

员可以确定用于测定可检测的目标变化的适当技术。

[0133] 如图19所示和实施例3所述，这些方法可以适应“间接检测”方法，其中报告蛋白

(分子间(笼蛋白中的第二报告结构域)或分子内(钥匙上的第二报告蛋白)实施方案通过将

生物传感器与靶标结合多肽的靶标预孵育而重组，导致报告活性的恢复。然后将激活的生

物传感器与样品一起孵育，以检测一种或多种靶标结合多肽结合的靶标的存在，使靶标与

一种或多种靶标结合多肽结合，报告蛋白组分之间的相互作用丧失，报告活性下降/消失。

[0134] 可以使用任何合适的生物样品，包括但不限于血液、血清、唾液、尿液、精液、阴道

液、淋巴液、组织液、消化液、汗液、眼泪、鼻涕、羊水和母乳。

[0135] 任何靶标都可以被检测为适合预期用途，并且一种或多种靶标结合多肽可用于包

含在笼蛋白中。在非限制性实施方案中，所述靶标选自包括但不限于抗体、毒素、诊断生物

标志物、病毒颗粒或疾病生物标志物。在一个具体实施方案中，所述靶标是抗体。在另一个

实施方案中，所述靶标包括对病毒具有选择性的抗体。在各种这样的实施方案中，一种或多

种靶标结合多肽可包含选自SEQ  ID  NO：27292‑27394和27547‑27548的氨基酸序列，以及包

含与选自SEQ  ID  NO：27397‑27494的氨基酸序列至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％相同的氨基

酸序列的多肽。在这些实施方案中，所述方法可用于检测针对SARS冠状病毒(包括SARS‑Co‑

V或SARS‑CoV‑2)的抗体的存在。

[0136] 在各种进一步的实施方案中，笼多肽包含与表10中列出的笼蛋白的氨基酸序列至

少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同(不包括任选氨基酸残基)的氨基酸序列。

[0137] 在另一个实施方案中，所述靶标是疾病标志物或毒素。在一个这样的实施方案中，

疾病标志物或毒素包括Bcl‑2、Her2受体、肉毒杆菌神经毒素B、白蛋白、上皮生长因子受体、

前列腺特异性膜抗原(PSMA)、瓜氨酸肽、脑钠肽和/或心肌钙蛋白I。在另一个实施方案中，

所述一种或多种靶标结合多肽包含与选自SEQ  ID  NO：27380‑27390的氨基酸序列65％、

70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

相同的氨基酸序列，其中任何N端氨基酸是任选的并且可以存在或不存在。

[0138] 在各种进一步的实施方案中，笼多肽包含与表10中列出的笼蛋白的氨基酸序列至
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少40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％相同(不包括任选氨基酸残基)的氨基酸序列。

[0139] 本公开还提供了用于设计/制造生物传感器、笼蛋白或钥匙蛋白的方法，包括本文

所述的任何方法的步骤，例如在以下实施例中的步骤。

[0140] 在另一方面，本公开提供了编码本公开的笼蛋白、钥匙蛋白或表位的核酸。所述核

酸序列可以包括RNA(例如mRNA)或DNA。这样的核酸序列可以包括用于促进编码蛋白的表达

和/或纯化的额外序列，包括但不限于polyA序列、修饰的Kozak序列和编码表位标签、输出

信号和分泌信号、核定位信号和质膜定位信号的序列。基于本文的教导，对于本领域技术人

员来说，什么核酸序列将编码本发明的蛋白是显而易见的。

[0141] 在另一个方面，本公开提供了表达载体，其包含与合适的控制序列可操作地连接

的本公开的任何实施方案或实施方案的组合的核酸。“表达载体”包括可操作地将核酸编码

区或基因连接到能够影响基因产物表达的任何控制序列的载体。可操作地连接到本公开的

核酸序列的“控制序列”是能够影响核酸分子表达的核酸序列。控制序列不需要与核酸序列

邻接，只要它们具有指导其表达的功能即可。因此，例如，在启动子序列和核酸序列之间可

以存在插入的未翻译但转录的序列，并且启动子序列仍然可以被认为与编码序列“可操作

地连接”。其他此类控制序列包括但不限于聚腺苷酸化信号、终止信号和核糖体结合位点。

这种表达载体可以是本领域已知的任何类型，包括但不限于基于质粒和病毒的表达载体。

用于驱动所公开的核酸序列在哺乳动物系统中表达的控制序列可以是组成性的(由多种启

动子中的任何一种驱动，包括但不限于CMV、SV40、RSV、肌动蛋白、EF)或诱导性的(通过多种

诱导性启动子中任何一种，包括但不仅限于四环素、蜕皮素、类固醇响应启动子)。

[0142] 在一个方面，本公开提供了包含本公开的任何实施方案或实施方案的组合的笼蛋

白、钥匙蛋白、表位、生物传感器、核酸和/或表达载体的细胞，其中所述细胞可以是原核的

或真核的，例如哺乳动物细胞。在一个实施方案中，可以用本公开的核酸或表达载体瞬时或

稳定地转染细胞。可通过本领域已知的任何技术将表达载体转染到原核和真核细胞中。根

据本发明生产多肽的方法是本发明的附加部分。该方法包括以下步骤：(a)在有利于多肽表

达的条件下培养根据本发明这一方面的宿主，和(b)任选地回收所表达的多肽。

[0143] 在另一方面，本公开提供了药物组合物，其包括

[0144] (a)本文任何实施方案或实施方案组合的笼蛋白、钥匙蛋白、生物传感器、表位、重

组核酸、表达载体和/或细胞；和

[0145] (b)药学上可接受的载体。

[0146] 组合物可进一步包括(a)冻存稳定剂；(b)表面活性剂；(c)填充剂；(d)张力调节

剂；(e)稳定剂；(f)防腐剂和/或(g)缓冲液。在一些实施方案中，药物组合物中的缓冲液是

Tris缓冲液、组氨酸缓冲液、磷酸盐缓冲液、柠檬酸盐缓冲液或乙酸盐缓冲液。该组合物还

可以包括冻干保护剂，例如蔗糖、山梨醇或海藻糖。在某些实施方案中，组合物包括防腐剂，

例如苯扎氯铵、苯乙氧基铵、氯己定、苯酚、间甲酚、苄醇、对羟基苯甲酸甲酯、对羟基苯丙

酯、氯丁醇、邻甲酚、对甲酚、氯甲酚、硝酸苯汞、硫柳汞、苯甲酸及其各种混合物。在其他实

施方案中，组合物包括填充剂，如甘氨酸。在另一些实施方案中，该组合物包括表面活性剂，

例如聚山梨醇酯‑20、聚山梨醇酯‑40、聚山梨醇酯‑60、聚山梨醇酯‑65、聚山梨醇酯‑80、聚

山梨醇酯‑85、聚氧乙烯醚‑188、山梨醇单月桂酸酯、山梨醇单硬脂酸酯、山梨醇单油酸酯、
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山梨醇三硬脂酸酯、山梨醇三油醇酯或其组合。该组合物还可以包括张力调节剂，例如使制

剂与人体血液基本等渗或等渗的化合物。示例性的张力调节剂包括蔗糖、山梨醇、甘氨酸、

蛋氨酸、甘露醇、葡萄糖、肌醇、氯化钠、精氨酸和精氨酸盐酸盐。在其他实施方案中，组合物

还包括稳定剂，例如，基本上防止或减少冻干或液体形式的纳米结构的化学和/或物理不稳

定性的分子。示例性稳定剂包括蔗糖、山梨醇、甘氨酸、肌醇、氯化钠、蛋氨酸、精氨酸和精氨

酸盐酸盐。

[0147] 在另一方面，本公开提供了一种表位，其包含SEQ  ID  NO：27384的氨基酸序列，或

由其组成。

[0148] 该表位可以例如用于本公开的生物传感器中。在一个方面，本公开提供了检测样

品中肌钙蛋白I的方法，包括在适合于促进样品中的肌钙蛋白I与表位结合的条件下使生物

样品与表位接触以形成结合复合物，以及检测证明样品中存在肌钙蛋白II的结合复合物。

本文公开的生物样品和检测的所有实施例也可用于这些方法中。

实施例

[0149] 这里，我们表明，通过从头设计的蛋白开关将信息流反转，可以创建一类非常通用

的基于变构蛋白的生物传感器，其中肽键的结合触发目标生物输出。使用广泛适用的设计

原则，我们通过设计的锁蛋白和钥匙蛋白的结合，将目标蛋白分析物的结合与荧光素酶活

性的重组和生物发光读出进行变构耦合。因为传感器纯粹基于分析物结合到开关激活的热

力学耦合，所以只需要一种靶标结合结构域，这简化了传感器设计并允许在溶液中直接读

出。我们通过创建生物传感器(该生物传感器在几乎没有优化的情况下敏感地检测抗凋亡

蛋白Bcl‑2、hIgG1‑Fc结构域、Her2受体和肉毒神经毒素B)，以及用于心肌钙蛋白I和抗乙型

肝炎病毒(HBV)抗体的生物传感器(其达到检测这些分子的临床相关浓度所需的亚毫摩尔

灵敏度)，证明了该平台的模块性。我们还使用该方法设计针对SARS‑CoV‑2蛋白表位的抗体

和SARS‑CoV‑2刺突蛋白的受体结合结构域(RBD)的传感器。后者结合了从头设计的RBD结合

域，其检测限为15pM，添加RBD后发光增加了17倍。该平台的模块化和灵敏度使得能够快速

构建用于各种分析物的传感器，并突出了从头蛋白设计的力量，以创建具有新的有用功能

的多状态蛋白系统。

[0150] 蛋白生物传感器可以由具有两种几乎能量相等的状态的系统构成，这两种状态之

间的平衡由被检测的分析物调节。这种传感器中的期望特性是(i)分析物触发的构象变化

应该独立于分析物的细节(因此相同的整体系统可以用于传感许多不同的化合物)(ii)系

统应该是可调的，和(iii)构象变化应与敏感的输出耦合。我们假设，这些属性可以通过反

转从头设计的蛋白开关中的信息流来实现，其中与靶标蛋白的结合由肽促动器的存在控

制。这些开关由一个恒定的“笼”区组成，该区封锁了(sequester)一个与目标靶标结合的
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“闩锁”；添加一个肽“钥匙”将锁从笼中移开，导致靶标结合和相关的下游事件。然而，从热

力学角度来看，钥匙和靶标是等价的：钥匙和靶标与笼的结合是热力学耦合的，因为闩锁必

须打开，需要自由能成本ΔGopen(图1b)，以便两者结合。因此，结合靶标和钥匙的自由能比

结合两者的自由能之和更有利(图1c)。钥匙和靶标的区别在于它们的可变性；钥匙是恒定

的，而靶标可以是任何期望的相互作用。对于促动器，需要有恒定的输入驱动广泛的可定制

响应，因此在我们之前的工作中，输入是(恒定的)钥匙，输出与蛋白降解、核输出等相关的

各种靶标结合。我们推断，系统的输入可以反转，以创建具有恒定读数的生物传感器‑添加

(可变)靶标可以诱导(恒定)钥匙与(恒定)笼的结合，并且这种结合可以与酶读数耦合。这

样的系统将满足上述性质(i)和(ii)，因为可以限制广泛的结合活性，并且由于开关是热力

学控制的，因此可以直接调节钥匙和靶标结合的相对能量以实现在相关靶标浓度下的激

活。因为钥匙和笼总是相同的，所以系统是模块化的：相同的分子连接可以与许多不同靶标

的结合耦合。

[0151] 为了实现特性(iii)，我们推断生物发光可以提供分析物驱动的笼钥匙连接的快

速灵敏读出，并探索了可逆拆分荧光素酶互补系统的使用。我们开发了一个由两个蛋白组

分组成的系统：一个“lucCage”，包括一个笼结构域和一个含有短拆分荧光素酶片段

(SmBiT)的闩锁结构域，以及一个选择的分析物结合基序；以及“lucKey”，其包含较大的拆

分荧光素酶片段(LgBit)和钥匙肽(图1a)。lucCage有两种状态：封闭状态，其中cage结构域

结合闩锁，并在空间上阻止分析物结合基序与其靶标结合，并阻止SmBiT与LgBit结合以重

建荧光素酶活性；以及开放状态，其中这些结合相互作用不受阻，lucKey可以结合笼结构

域。lucKey与lucCage的结合导致荧光素酶活性的重建(图1a，右)。靶标可以被视为变构调

节荧光素酶活性，因为与传感器的结合位于远离酶活性位点的位置。

[0152] 这种系统的状态处于热力学平衡，可调参数ΔGopen和ΔGCK控制可能类别的群体，

以及分析物与结合域ΔGLT的结合自由能(图1b)。为了实现高灵敏度，在没有靶标(类别6)的

情况下，封闭状态(类别1)的自由能必须比开放状态低得多，以避免背景信号ΔG1‑6＞0)，但

在有靶标(类别7，ΔG1‑7＜0)的情况中，封闭状态的自由能要比开放状态高得多，因此靶标

检测在能量上是有利的(图1c)。为了指导生物传感器灵敏度的优化，我们模拟了传感器系

统对ΔGopen(图1d)、ΔGLT(图1e)、分析物浓度和传感器组分的依赖性(图1f)(详见补充方

法)。正如预期的那样，分析物检测的灵敏度是ΔGLT的函数，分析物结合的下限约为Kd的十

分之一(图1e；低于该浓度，结合的自由能太小，无法打开开关)。因此，对其靶标具有高亲和

力的传感结构域将产生更灵敏的生物传感器。通过改变lucCage和lucKey的浓度，可以将系

统的灵敏度进一步调整到该下限以上，从而使传感系统对不同的靶标浓度范围做出响应

(图1f)。调节分子内笼‑闩锁相互作用的强度(ΔGopen)会影响催化活性类别(类别6和7，图

1d)的平衡群体，进而影响灵敏度：过强的相互作用会导致靶存在时的低信号，而过弱的相

互作用则会导致靶不存在时的高背景。我们的设计策略旨在通过设计具有ΔGopen值范围的

闭合状态(类别1)传感器来找到这种平衡：通过增加(减少)闩锁螺旋的长度，并通过在笼‑

闩锁界面引入有利的疏水相互作用或不利的空间碰撞和包埋的极性原子，可以增加(减小)

ΔGopen；我们使用这两种策略来调整下面描述的传感器(ΔGCK也可以调整，但我们发现这对

于这里描述的传感器没有必要)。

[0153] 为了简化基于这些原理的新传感器的设计，我们开发了一种基于RosettaTM的计算
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方法，用于将不同的传感结构域整合到名为GraftSwitchMover的LOCKR开关中。该方法确定

了将靶标结合肽包埋在闩锁内的最合适位置，使得所得蛋白在封闭状态下稳定。这是通过

最大化肽和笼之间有利的疏水嵌合作用(packing  interaction)和最小化不利的包埋亲水

性残基的数量来实现的。该方法将开关的三维模型、结合目标靶标的肽序列以及该肽中与

靶标相互作用的残基列表(界面残基)作为输入，并返回一组设计，其中预测肽与靶标的结

合将通过与笼的结合而被阻断(见补充方法)。最后一组设计涵盖了一系列ΔGopen值(图

1c)，可以通过在闩锁中引入失稳突变来进一步调整：I328S(“1S”)或I328S/L345S(“2S”)。

然后对这些设计物进行实验表征，以找到最灵敏的生物传感器。

[0154] 我们首先开始通过在Langan等人，20202(图6)中描述的优化不对称LOCKR开关的

闭合状态下接枝SmBiT肽和Bim肽来测试我们的假设。SmBiT在荧光素酶全酶中自然采用β链

构象，但我们假设它将在螺旋束骨架的背景下采用螺旋二级结构，这与一些肽序列可以以

背景依赖的方式采用不同二级结构的观察结果一致。我们对闩锁中两个肽序列的不同螺纹

进行采样，建立三维模型，选择最低能量的溶液(SmBiT的3个位置，Bim肽的4个位置)(图

6a)，并在大肠杆菌中表达12种设计物。我们将设计物与lucKey以1∶1的比例混合，然后添加

与Bim具有纳米摩尔亲和力的Bcl‑2，并监测荧光素酶活性(图6b)。我们发现，在含有新笼的

设计物、lucKey和furimazine底物的溶液中加入Bcl‑2后，发光迅速增加(图6f)，表明反向

LOCKR系统确实可以作为生物传感器发挥作用。最佳Bcl‑2传感器候选lucCageBim的进一步

表征表明，可以通过改变传感器的浓度(lucCage+lucKey)来调整分析物检测范围(图6g)，

如我们的模型模拟中所预期的(图1f)。不同设计的实验表征表明，将SmBiT插入LOCKR笼

(SmBiT312)的位置312产生了最高的稳定性和亮度(图6b)，因此我们使用该设计(此后称为

“lucCage”)作为下述生物传感器的基础骨架。

[0155] 为了探索我们新的生物传感器平台的多功能性，我们接下来研究了lucCage中目

标分析物的一系列结合模式的结合。首先，我们开始探索如何计算封闭状态下的靶标结合

蛋白，而不是肽。我们确定了结合蛋白与其靶标的主要相互作用表面，提取了其中涉及的主

要二级结构元素，以将其用于上述计算方案，并从生成的许多螺纹中选择了最佳设计。然

后，我们使用RosettaTMRemodel在所述开关和选定设计物的背景中对全长结合结构域进行

建模，所述设计物中该界面以最小的空间冲突埋入笼中(参见补充方法)。作为测试案例，我

们将从头设计的蛋白HB1.9549.2(其结合甲型流感H1血凝素(HA)15)笼化进缩短版的LOCKR

开关(sCage)中，进行优化以提高稳定性并促进结晶工作(图2a)。五种设计物中有两种是功

能性的，在存在而不是不存在钥匙的情况下结合HA(图7b)。最佳设计sCageHA_267‑1S的晶

体结构被确定为 的分辨率(表11)，表明除一种残基(F273)外，所有HA结合残基都与笼

结构域相互作用(阻断闩锁与开关的结合)，如设计物所示(图2a，图7a‑c)。通过对设计概念

的结构验证，我们接下来试图开发新的传感器，使用小蛋白作为检测肉毒杆菌神经毒素、免

疫球蛋白Fc结构域和Her2受体的传感结构域。为此，我们将肉毒杆菌神经毒素B(BoNT/B)15

的从头设计结合域、通用抗体结合蛋白A16的C结构域和Her2结合亲和抗体17接枝到lucCage

中。在为每种靶标筛选了一些设计物后(图8‑10)，我们获得了高度敏感的lucCage(lucCage 

Bot、lucCagerProA和lucCageHer2)，它们分别可以检测BoNT/B(图2b、图8)、hIgG  Fc结构域

(图2c、图9)和Her2受体(图2d；图10)，证明了平台的模块性。所设计的传感器在添加靶标后

几分钟内做出响应，并且可以通过改变lucCage和lucKey的浓度来调整其灵敏度(图2)，正
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如我们的模型模拟所预测的那样(图1f)。这些传感器可用于多种应用，例如食品工业中高

毒性肉毒杆菌神经毒素的快速和低成本检测，该检测目前严重依赖于活体动物生物测定，

或检测与转移性乳腺癌相关的高血清水平的可溶性Her2(＞15ng/mL)，其水平可用

lucCageHer2的当前灵敏度检测。

[0156] 接下来，我们为临床环境中相关的其他靶标设计了传感器。由于生物发光传感器

不需要光来激发，因此与荧光相比，高灵敏度和低背景读数更适合直接测定生物介质(如血

液和血清)中的分析物，用于即时护理应用。我们首先瞄准了心肌钙蛋白I(cTnI)，它是急性

心肌梗死(AMI)的标准早期诊断生物标志物。我们利用cTnT、cTnC和cTnI之间的高亲和力相

互作用(图3a)，并通过在不同的闩锁位置插入6种截短的cTnT序列来设计11种生物传感器

候选(图11a)。最佳候选lucCageTrop627能够检测到cTnI，但其水平不足以用于临床(图

11d)。由于用于诊断患者AMI的cTnI测定的排除和排除水平在低pM范围内，并且如上所述，

我们的传感器平台的检测限(LOD)约为闩锁靶标亲和力(KLT)的0.1×Kd，我们通过将cTnC融

合到其末端，进一步提高了传感器对cTnI的亲和力(图3a，图11b，c)。所产生的传感器

lucCageTrop具有适合于临床样品定量的一位数pM  LOD(图3b，图11e，f)。

[0157] 特异性抗体的检测对于监测病原体在人群中的传播(在病原体被消灭后很长时间

内抗体仍然存在)、疫苗接种的成功率和治疗性抗体的水平非常重要。为了使我们的系统适

用于这种抗体血清学分析，我们试图将目标抗体识别的线性表位结合到lucCage中，这样抗

体的结合将打开开关，允许lucKey结合以及荧光素酶活性的重建。我们首先基于中和抗体

(HzKR127)的晶体结构开发了一种抗乙型肝炎病毒(HBV)抗体传感器，该中和抗体与来自病

毒表面蛋白L的PreS1结构域的肽结合25。测试的8种设计中的最佳设计物lucCageHBV

(HBV344)在添加HzKR127‑3.2(HzKR127的改进版本26)后，荧光素酶活性增加了约150％(图

12a，B)。为了进一步提高lucCageHBV的动态范围和LOD(～2nM，图12c‑e)，我们通过在闩锁

末端引入额外的肽拷贝来提高闩锁靶亲和力(KLT)，以利用抗体与其表位的二价相互作用

(图3c，d)。所得设计物，命名为lucCageHBVα，LOD为260pM，动态范围为225％(图3e；图13a‑

c)，发光强度易于用相机检测(图13d)。因此，该平台可检测LOD在监测治疗性抗体范围内的

特异性抗体。接下来，我们演示了lucCageHBV传感器用于检测乙型肝炎表面抗原(HBsAg)。

由于我们的传感器处于热力学控制下，我们假设传感器‑抗体复合物的预组装将在靶标

HBsAg蛋白PreS1存在下重新平衡，抗体重新分布以结合游离的PreS1，而不是lucCageHBV上

的表位(图3f)。事实上，添加PreS1结构域后不久，lucCageHBV加HzKR127‑3.2混合物的发光

降低(图3g)；该读数的灵敏度使PreS1浓度能够在临床相关范围内定量28(图3h，图12f)。

HBsAg血清清除率是监测肝炎诊断和疫苗接种效果后治疗进展的主要生物标志物之一，但

目前的商业HBsAg检测无法区分三种HBsAg蛋白亚型。我们的PreS1传感器(检测HBsAg  L抗

原)表明该系统可以实现亚型特异性识别。

[0158] 新冠肺炎大流行表明，迫切需要开发新的诊断工具，通过检测SARS‑CoV‑2病毒本

身来跟踪活动感染，并检测抗病毒抗体，以评估病毒在人群中的传播程度，并确定未来感染

风险较低的个体。为了设计抗SARS‑CoV‑2抗体的传感器，我们首先从文献中鉴定了SARS‑

CoV31，32和SARS‑CoV‑2蛋白组33，34中的高度免疫原性线性表位，这些表位不存在于冠状病毒

科的“常见”毒株中(即HCoV‑OC43、HCoV‑HKU1、HCoV‑229E和HCoV‑NL63；我们没有排除对

SARS‑CoV或MERS的反应性，因为它们的分布范围要小得多)。其中，我们重点研究了SARS和
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新冠肺炎患者血清中发现的膜蛋白和核衣壳蛋白中的两种表位，其交叉反应动物源性抗体

是商用的(见图4图例以及表位和抗体描述的材料和方法)。我们为每种表位设计了传感器

(图14a，b)，并鉴定了对纯抗M和抗N蛋白抗体的存在特异性反应的设计(图4b，c)。这些传感

器速度快(2‑5分钟达到完全信号)，对低纳摩尔量抗体的响应具有约50‑70％的动态范围

(图4b，c，图14c，d)。

[0159] 为了创建能够直接检测SARS‑CoV‑2病毒颗粒的传感器，我们在LucCage格式中整

合了一种设计的与SARS‑CoV‑2刺突蛋白的受体结合结构域(RBD)的皮摩尔亲和性结合域，

命名为LCB1(图4d)。在测试的13种候选中，最好地，我们称为lucCageRBD，具有最小的背景，

出色的动态范围(1700％)，易于用相机检测，LOD低(15pM)(图4d，图15)。该传感器优越的动

态范围和灵敏度是LCB1对RBD(KLT)的高亲和力的结果，与我们的热力学模型一致，突出了

LucCage传感器平台和从头结合域设计的协同作用。

[0160] 由于LucCage系统的模块化和可工程性，设计SARS‑CoV‑2抗体和RBD传感器、获得

合成基因、表达和纯化蛋白以及评估传感器性能只用了三周时间。

[0161] 为了测试本工作中开发的生物传感器的特异性(不包括lucCageHBV和lucCage 

RBD对PreS1的间接检测)，我们测定了每一种对所有靶标(Bcl‑2、肉毒神经毒素B、IgG‑Fc、

Her2、心肌钙蛋白I、单克隆抗HBV抗体(HzKR127‑3.2)、抗SARS‑CoV‑1‑M多克隆抗体(克隆

3527)、抗SARS‑CoV‑1‑N单克隆抗体((克隆18F629.1)和PreS1)。如图5所示，每种传感器都

对其同源靶标作出快速而敏感的反应，但对其他任何一种都没有反应。表12和表13分别列

出了每种lucCage传感器特性和所用传感域的汇总。

[0162] 大多数以前的基于蛋白的生物传感器平台依赖于靶标‑传感器相互作用的特定几

何形状来触发报告成分的构象变化，因此专门用于检测挑战的子集。由于这种靶标依赖性，

可能需要相当大的优化来实现新靶标的高灵敏度检测。我们的传感器平台基于系统定义的

闭合和开放状态之间的热力学耦合，因此，其灵敏度取决于与靶标结合的传感域的自由能

变化，而不是结合相互作用的特定几何结构。这使得能够结合各种结合方式，包括小肽、球

状迷你蛋白、抗体表位和从头设计的结合物，以产生用于广泛蛋白靶标的敏感传感器，而几

乎没有优化或没有优化。对于即时护理(POC)应用，我们的系统具有均匀、无需清洗、全溶于

水、几乎瞬时读出的优点，并且可以通过廉价且可访问的设备(如手机摄像头)来实现发光

的量化。在医院环境中，在相同原理下可预测地制造多种传感器的能力可以使用例如384孔

板上的数百种不同传感器阵列快速读出大量不同的化合物。

[0163] 直到最近，从头蛋白设计的重点放在了设计具有对应于单个密集(deep)自由能最

小值的新结构的蛋白；我们的结果突出了该领域的进展，使得更复杂的多状态系统能够容

易地生成。我们的传感器在细胞中高水平表达，并且非常稳定，这大大促进了进一步的制造

过程。我们平台的通用“分子设备”架构与高亲和力微蛋白结合域从头设计的互补进展的协

同作用特别好，可以设计为易于与lucCage平台兼容的三维结构。LucCageRBD强调了这种完

全从头开始的方法的潜力，具有直接从计算机中出来的传感器1700％的动态范围和15pM的

LOD，无需任何实验优化。
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方法

传感器系统的设计：lucCage和lucKey

[0164] SmBit(VTGYRLFEEIL；SEQ  ID  NO：27359)使用GraftSwitchMover(一种基于
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RosettaScriptsTM的蛋白设计算法)接枝到Langan等人，2019中描述的不对称LOCKR开关的

闩锁中(详见补充方法)。接枝取样范围指定在残基300‑330之间。所得设计是能量最小化

的，目视检查并选择用于随后的基因合成、蛋白生产和生化分析。实验确定闩锁上的最佳

SmBit位置为残基312处的插入，如图6所示。lucKey是通过将NanoLuc12的LgBit与Langan等

人，2019中描述的钥匙肽进行基因融合而组装的。(完整序列列表见表10)

传感结构域到lucCage的计算接枝

[0165] 肽和表位：使用RosettaTM  GraftSwitchMover将每种传感结构域的氨基酸序列接

枝到lucCage的325‑360残基之间的所有α‑螺旋寄存器(register)中(详见补充方法)。所得

lucCages的能量最小化，目视检查，通常选择少于10种设计用于随后的蛋白生产和生化表

征。

[0166] 蛋白结构域：首先，鉴定形成结合蛋白相互作用表面的主要二级结构元件，提取其

氨基酸序列，并使用如上所述的GraftSwitchMover将其接枝到lucCage中。然后，我们使用

RosettaTM  Remodel14在开关的背景下对全长结合域进行建模，在开关中该界面被掩埋在笼

子上(详见补充方法)。这些设计将能量最小化，并进行目视检查以供选择。通常，选择少于

十种设计用于生化表征。

合成基因构建

[0167] 设计的蛋白序列被密码子优化用于大肠杆菌表达(IDT密码子优化工具)，并在

pET21b+或pET29b+大肠杆菌表达载体(IDT)中作为合成基因排序。将合成基因插入每种载

体的NdeI和XhoI位点，包括N端六组氨酸标签，随后是TEV蛋白酶切割位点，并在C端添加终

止密码子。

细菌蛋白生产和纯化的一般程序

[0168] 用编码目标合成基因的pET21b+或pET29b+质粒转化大肠杆菌LEMO21(DE3)菌株

(NEB)。将细胞在补充有羧苄青霉素或卡那霉素的LB培养基中生长24小时。将细胞以1∶50mL

的比例接种在补充有羧苄青霉素或卡那霉素的Studier  TBM‑5052自诱导培养基中，在37℃

下生长2‑4小时，然后在18℃下再生长18小时。通过在4000g、4℃下离心15分钟收集细胞，并

重新悬浮在30ml裂解缓冲液(20mM  Tris‑HCl  pH  8.0、300mM  NaCl、30mM咪唑、1mM  PMSF、

0.02mg/ml  DNA酶)中。通过超声处理2.5分钟(5秒循环)裂解细胞重悬液。通过在24000g  4

℃下离心20分钟澄清裂解物，并穿过用洗涤缓冲液(20mM  Tris  HCl  pH  8.0，300mM  NaCl，

30mM咪唑)预平衡的2ml  Ni‑NTA镍树脂(Qiagen，30250)。用10柱体积(CV)的洗涤缓冲液洗

涤树脂两次，然后用3CV的洗脱缓冲液(20mM  Tris  HCl  pH  8.0，300mM  NaCl，300mm咪唑)洗

脱。使用Ultra‑15离心过滤单元(Amicon)浓缩洗脱的蛋白，并使用SuperdexTM  75  Increase 

10/300  GL(GE  Healthcare)尺寸排除柱在Tris缓冲盐水(TBS；25mM  Tris  HCl  pH  8.0，

150mM  NaCl)中进一步纯化。将含有单体蛋白的级分合并、浓缩并在液氮中速冻，并储存于‑

80℃。

体外生物发光表征

[0169] 用SynergyTM  Neo2微孔板阅读器(BioTek)进行所有体外生物发光测定。在1∶1＝

HBS‑EP∶Nano‑Glo检测缓冲液中进行检测，用于抗HBV和RBD传感器，而1∶1＝DPBS∶Nano‑Glo

检测缓冲液用于其他传感器。首先从储备溶液中制备所需浓度的10X  lucCage、10X  luc 

Key和10X靶蛋白。对于白色不透明96孔板的每个孔，将10μL  10X  lucCage、10μL  10  X 
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lucKey和20μL缓冲液混合以达到指定的浓度和比例。将平板以1000×g离心1分钟，并在室

温下再孵育10分钟。然后，将50μL稀释的furimazine(Nano‑GloTM荧光素酶测定试剂，

Promega)添加到每个孔中。注射后每1分钟进行一次无靶生物发光测定(0.1秒积分和10秒

振荡)。约15分钟后，注入10μL连续稀释的10X靶蛋白加空白，并持续生物发光动力学采集总

共2小时。为了从生物发光到分析物图(bioluminescence‑to‑analyte  plot)中得出EC50值，

将各个分析物浓度下的前三个峰值生物发光强度取平均值，从空白中减去，并用于拟合S形

4PL曲线。为了计算LOD，提取传感器对其分析物的生物发光响应的线性区，并获得线性回归

曲线。它用于导出响应的标准偏差(SD)和校准曲线的斜率(S)。检测限为3×(SD/S)。实验测

定结果一式三份，适用时显示平均值。使用不同批次的纯蛋白在不同的日期成功地对结果

进行了重复。

生物膜层干涉法(BLI)

[0170] 使用 系统(ForteBio)和链霉亲和素涂层生物传感器(ForteBio)

测定蛋白‑蛋白相互作用。每个孔含有200μL溶液，测定缓冲液为HBS‑EP+缓冲液(10mM 

HEPES  pH  7.4，150mM  NaCl，3mM  EDTA，0.05％v/v表面活性剂P20，0.5％脱脂奶粉)。将生物

传感器尖端以20μg/mL的分析物肽/蛋白上样300s(0.5nm响应阈值)，在HBS‑EP+缓冲液中孵

育60s以获得基线测定值，浸入含有Cage和/或Key的溶液中600s(关联步骤)，并浸入HBS‑

EP‑缓冲液中600s。使用ForteBio数据分析软件9.0.0.10版分析结合数据。

lucCageBim的设计与表征

[0171] 将Bim肽序列(EIWIAQELRRIGDEFNAYYAA；SEQ  ID  NO：27380)穿入lucCage骨架中，

如“将传感结构域设计到lucCage中”一节所述。所选设计在大肠杆菌中表达、纯化并对发光

激活进行表征。在存在或不存在200nM的靶Bcl‑2蛋白的情况下，测定测定与20nM  lucKey混

合的20nM每种设计物lucCage的生物发光检测信号。Bcl‑2在其他地方描述40。

lucCageHer2、lucCagerProA、lucCageBot和lucCageRBD的设计和表征

[0172] Bot.0671.2从头结合域、金黄色葡萄球菌蛋白A结构域C(SpaC)、Her2亲和抗体和

从头RBD结合域LCB1的主要结合基序被穿入lucCage，如“将传感结构域设计到lucCage中”

一节所述(传感结构域的序列见表13)。所选设计在大肠杆菌中表达、纯化并对发光激活进

行表征。在存在或不存在200nM靶蛋白的情况下，测定与20nM  lucKey混合的20nM每种设计

物lucCage的生物发光检测信号。使用的靶蛋白是：如前所述41表达的肉毒杆菌神经毒素B 

HcB、人IgG1  Fc  HisTag(AcroBiosystems，目录号IG1‑H5225)和人Her2  HisTag

(Acrobiosystem，目录号HE2‑H5225)。

lucCageTrop的设计与表征

[0173] 心肌钙蛋白T(cTnT)结合基序(EDQLREKAKELWQTIYNLEAEKFDLQEKFKQQKYEINVLRNR

INDNQ；SEQ  ID  NO：27390)被拆分成不同长度的片段(见图11)，并穿入lucCage支架，如“将

传感结构域设计到lucCage”部分所述。所选设计物在大肠杆菌中表达、纯化并对发光激活

进行表征。在存在或不存在100nM心肌钙蛋白I(Genscript，目录号Z03320‑50)的情况下，测

定与20nM  lucKey混合的20nM每种设计物lucCage的生物发光检测信号。随后，通过将以下

序列与lucCageTrop627的C端进行基因融合，创建了lucCage  Trop，这是一种通过与心肌钙

蛋白C(cTnC)融合的改进型(KVSKTKDDSKGKSEEELSDLFRMFDKNADGYIDLEELKIMLQATGETITEDD

IEELMKDGDKNNDGR[DYDEFLEFMKGVE；SEQ  ID  NO：27627)。
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lucCageHBV和lucCage  HBVα的设计与表征

[0174] 使用RosettaTM  GraftSwitchMover将PreS1结构域的结合基序(GANSNNPDWDFN(SEQ 

ID  NO：27629))在残基336之后的每个位置处穿入lucCage骨架。按照RosettaTMFastRelax方

案，选择八种设计物用于蛋白生产。在存在或不存在抗HVB抗体HzKR127‑3.2(100nM)的情况

下，用设计的lucCage(20nM)和lucKey(20nm)测定生物发光，以选择lucCage  HBV。随后，通

过将含有第二抗原基序的序列(GGSGGGSSGFGANSNNPDWDFNPN；SEQ  ID  No：27628)与

lucCageHBV基因融合，构建了lucCage  HBVα。

lucCageSARS2‑M和lucCage  SARS2‑N的设计与表征

[0175] SARS‑CoV‑2膜蛋白(a.a .1‑31、1‑17和8‑24)和核衣壳蛋白(a.a .368‑388和369‑

382)的抗原表位通过计算接枝到lucCage中，如“将传感结构域设计到lucCage中”一节所

述。所选设计在大肠杆菌中表达、纯化并表征发光激活。将50nM的所有设计物与50nM 

lucKey混合，并在100nM下在兔抗SARS‑CoV膜多克隆抗体(ProSci，目录号：3527)或小鼠抗

SARS‑CoV核衣壳单克隆抗体(克隆18F629.1，NovusBio目录号：NBP2‑24745)的存在下进行

发光增加的实验筛选。

sCageHA变体的设计和表征

[0176] HB1.9549.2被嵌入亲本六螺旋束中，用于在骨架的闩锁螺旋的不同位置进行骨架

设计。为了促进更有利的分子内相互作用，特意用甘氨酸取代闩锁上的三个连续残基，以允

许构象自由。这五种设计物是在大肠杆菌中产生的。在存在或不存在钥匙(2μM)的情况下，

使用OctetTM仪器(ForteBio)将纯化的笼(1μM)和生物素化的甲型H1流感血凝素(HA)15上样

到链霉亲和素涂层的生物传感器探头(ForteBio)上，进行生物膜层干涉分析。

HzKR127‑3.2的生产和纯化

[0177] 将合成的V H和V L  DN A片段亚克隆到含有人Cγ1和Cγκ  DN A序列。使用

LipofectamineTM(Invitrogen)将载体导入HEK  293T细胞中，并在37℃湿度培养箱中在5％

CO2的FreeStyleTM  293(GIBCO)中培养细胞。将培养上清液上样到蛋白A‑SepharoseTM柱

(Millipore)上，通过添加0.2M甘氨酸‑HCl(pH  2.7)洗脱结合的抗体，然后立即用1M  Tris‑

HCl中和(pH  8.0)。用10mM  HEPES  NaOH(pH  7.4)透析溶液，并通过SDS‑PAGE分析蛋白的纯

度。

PreS1结构域的产生和纯化

[0178] 将编码PreS1结构域(残基1‑56)的DNA片段克隆到pGEX‑2T(GE  Healthcare)质粒

中，并在18℃下在大肠杆菌BL21(DE3)菌株(NEB)中产生该蛋白，作为N端谷胱甘肽‑S‑转移

酶(GST)的融合蛋白。在缓冲溶液(25mM  Tris‑HCl  pH  8.0，300mM  NaCl)中制备细胞裂解

物，并将澄清的上清液上样到GSTBindTM树脂(Novagen)。用含有额外10mM还原型谷胱甘肽的

相同缓冲液洗脱GST‑PreS1结构域，使用SuperdexTM
  75  Increase  10/300  GL(GE 

Healthcare)尺寸排除柱进一步纯化，并浓缩至34μM。

SCageHA_267‑1S及其变体的生产

[0179] sCageHA_267‑1S和sCageHA_267‑1S(E99Y/T144Y)在18℃下在大肠杆菌LEMO21

(DE3)菌株(NEB)中表达，作为C端包含(His) 10‑标签标记的衍生自霍乱弧菌(Vibrio 

cholerae)42的半胱氨酸蛋白酶结构域(CPD)融合蛋白。使用HisPurTM镍树脂(Thermo)、

HiTrapTM  Q阴离子交换柱(GE  Healthcare)和HiLoad  26/60  SuperdexTM75凝胶过滤柱(GE 
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Healthcare)纯化蛋白。对于硒蛋氨酸(SelMet)标记，额外引入I30M突变以产生sCageHA_

267‑1S(E99Y/T144Y/I30M)变体。该蛋白在含有SeMet的最小培养基中在大肠杆菌B834

(DE3)RIL菌株(Novagen)中表达，并根据纯化其他变体的相同程序进行纯化。

sCageHA  267‑1S的结晶和结构测定

[0180] 引入两点突变(Glu99Tyr和Thr144Tyr)试图诱导有利的晶体堆积相互作用。通过

在含有11％(v/v)乙醇、0.25M  NaCl、0.1M  TrisHCl(pH  8.5)的溶液中进行微晶接种，在悬

滴气相扩散设置中获得了高质量的sCageHA_267‑1S单晶(E99Y/T144Y/I30M)。晶体需要将

温度严格保持在25℃。为了低温保护，将晶体短暂浸泡在补充有15％2，3‑丁二醇的结晶溶

液中，并在液氮中快速冷却。在Se吸收峰处收集单波长异常色散(SAD)数据集，并用

HKL200043进行处理。使用PHENIX44中的AutoSolTM模块计算Se位置和初始电子密度图。使用

COOT45和PHINIX进行模型构建和结构修正。

补充信息

补充讨论：

[0181] 我们基于从头开关的通用蛋白传感系统依赖于定义的封闭状态(Kopen)和定义的

开放状态(KLT和KCK)之间的热力学耦合(见图1a‑c)。使用我们的系统)，不仅可以通过结合

已知的结合结构域，还可以通过结合从头结合域来实现对任意靶标的靶标特异性，在从头

结合域中，我们可以完全控制蛋白折叠和几何结构。由于我们的系统中没有柔性或半柔性

接头，并且我们能够设计不同类型的笼结合结构域相互作用，因此构象变化与结合靶标相

互作用解耦，这使得该系统在开放状态下结构上更可预测。Rosetta TM中最新开发的

GraftSwitchMover可以一步完成传感器设计，而无需使用其他形式来根据经验重新设计传

感器配置。LucKey与传感器的开放形式的分子间结合产生发光信号，提供额外的可调参数

KCK，可与Kopen一起优化，以最大化传感器动态范围、分析范围、特异性和灵敏度。

补充方法

1.热力学模型

[0182] 平衡常数定义为闩锁打开的Kopen(等式1)，lucCage和lucKey的解离常数为KCK(等

式2和3)，闩锁和靶标的解离系数为KLT(等式4和5)。KR描述了重组荧光素酶的平衡，该平衡

由报告的NanoBit系统的解离常数(190μM19)和拆分对应物的有效局部浓度(Ceff)确定(等式

6和7)。我们在这里将Ceff设置为1mM，因为文献建议了针对分子内相互作用伴侣的高微摩尔

至低微摩尔的范围20，并且我们的模块化开关应比柔性接头跨越更短的距离。每种组分的总

量是恒定的，因此引入了等式8、9和10。给定四个平衡常数(Kopen、KCK、KLT和KR)和三个总浓度

([lucCage]总量、[lucKey]总量和[target]总量)，python模块sympy。nsolve用于数值求解

这十个方程，并找出平衡状态下各类别的浓度。从溶液中提取发光类别6和7的总浓度，除以

[lucCage]总量，并绘制相应的图，图1d为各种Kopen，图1e为KLT，图1f为[lucCage]总量和

[lucKey]总量。图1f的数字在0‑1之间归一化。
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2.传感结构域到lucCage的计算接枝

[0183] lucCage传感器的结构模型是通过将每种传感域接枝到lucCage骨架的闩锁上来

创建的(见表13)。使用RosettaScriptsTM方案(GraftSwitch_relax.xml，参见编码可用性)

进行设计，将带有注释界面残基(sensing_domains.fasta，参见编码可用性)的传感域列表

穿入lucCage模型(lucCage.pdb，参见编码可用性)。bash脚本(run_GraftSwitch.sh，参见

编码可用性)用于调用RosettaScriptsTM。该方案使用两个连续的RosettaTM移动器

(mover)：(i)GraftSwitchMover将所需的传感域序列穿入lucCage闩锁的定义区(氨基酸

325 ‑ 3 5 9) ，并选择具有埋在笼/闩锁界面中定义的“重要残基”的设计；(ii)和

MultiplePoseMover，以松弛(FastRelaX，在给定来自前一个移动器的突变的情况下，找到

最低能量结构)，过滤和评分来自前一移动器的每个输出模型。通过目视在PyMol  2.0中对

所得设计进行了进一步评估。这是通过选择在新螺纹序列和笼之间表现出良好疏水嵌合作

用的设计，并舍弃具有可能破坏传感器闭合状态的不利包埋亲水残基的设计(除非这些残

基被注释为“重要残基”)。

[0184] 为了接枝具有预定义三级结构(即Bot.671.2、SpaC和Her2亲和抗体)的迷你蛋白

结合域，我们首先确定了结合蛋白与其靶的主要相互作用表面，并确定了参与其中的主要

二级结构元素。我们将这些元素的氨基酸序列添加到了sensing_domains.fasta文件以在

上述方案中使用它们。输出是带有接枝界面元素的lucCage设计模型。然后，我们使用

RosettaTM  Remodel结构域插入21对开关背景中的全长传感域进行建模(Remodel_domain_

insertion.sh，参见编码可用性)，然后使用Relax来找到最低能量结构(Relax.sh，见编码

可用性)，通过目视在PyMol  2.0中选择最佳设计物。
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a括号中的数字是最高分辨率shell的统计数据。

表12.本工作中的生物传感器概述
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a定义为强度变化(ΔE/Emin)。ΔE是饱和靶标浓度下总生物发光发射的最大变化，

Emin是没有分析靶标时的发射。

表13.本工作中使用的传感域列表
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实施例2

扩展基于LOCKR的生物传感器的通用读数

[0186] 上述传感器平台可以重新调整用途以容纳几乎所有的拆分报告分子，其中一个互

补报告分子片段在遗传上融合到笼的N端，另一个片段融合到闩锁(分子内)或钥匙(分子

间)的C端。各种类型的拆分蛋白对或RET对(图16)可以实现广泛的读数，例如生物发光(萤

火虫荧光素酶1、海肾荧光素酶2和高斯荧光素酶3)、生物发光共振能量转移4‑6(BRET)、双分

子荧光互补7，8(BiFC)、荧光共振能量转移(FRET)、比色报告分子酰胺酶9、β‑半乳糖苷酶10和

辣根过氧化物酶11)、细胞存活报告分子(二氢叶酸还原酶12)、电化学报告分子(APEX213)、放

射性报告分子(胸苷激酶14)和分子条形码报告分子(TEV蛋白酶15)。

[0187] 本公开的从头开关平台可以是通用的和定制的，以检测任意目标靶标，但也可以

用宽范围的读数重新编程，以用于不同的传感目的。对于细胞成像，具有BiFC或FRET读数的

传感器可以提供优异的时空分辨率来监测细胞内靶标的动态。在广泛的合成生物学领域，

传感器可以，例如，1)促进使用遗传生物传感器进行药物发现的基于细胞的多重分析；2)使

用分子条形码(TEV蛋白酶)和下一代测序(NGS)作为读数技术，分析靶标选择途径上的化学
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或遗传干扰；和3)在选择的靶标存在下，通过二氢叶酸还原酶(DHFR)互补进行细胞存活选

择。对于体内成像，可以通过拆分发光蛋白或使用拆分胸苷激酶的正电子发射断层扫描

(PET)来监测生物活性和蛋白靶标，从而允许在深层组织中成像。对于即时护理应用，比色

读数提供了最方便的设置，因为信号采集不需要仪器。此外，电化学读数与最成功的POC装

置——血糖仪兼容，后者可以读取电化学信号，以检测低丰度靶标。总的来说，我们预计，我

们从头传感器设计、结合域设计和拆分蛋白重组的结合可以导致用户定义输入的应用程序

的真正爆发。

[0188] 为了提供概念证明，我们设计了一种分子间BRET传感器(S0512)来检测HBV抗体，

其中teLuc基因融合到笼中，CyOFP连接到钥匙的C端(图17A)。表位序列的两个拷贝被穿在

闩锁上。在存在HBV抗体的情况下，观察到约5％的比值变化(580/450nm)，检测限为约11nM。

同时，我们还设计了一种分子内BRET传感器(S0622)，在笼的N端和C端含有teLuc(BRET供

体)和CyOFP(BRET受体)。该设计导致高初始BRET效率。在存在HBV抗体的情况下，抗体‑闩锁

驱动力将打破笼‑闩锁的相互作用，然后增加BRET供体和受体的距离，导致BRET效率降低

(图17B)。S0622的检测限为约11nM，比值变化为约20％的450/580nm。为了改善比值变化，我

们优化了钥匙和CyOFP之间的连接长度。B0622_6显示出最高的初始BRET效率。当传感器保

持低nM灵敏度时，观察到高达约207％的450/580nm比值变化(图17C)。同样，传感器的动态

范围和灵敏度可以通过钥匙浓度来调节，这是我们模块化传感器平台中的可调因素之一。

[0189] 为了扩大即时护理应用的读数，我们利用拆分β‑内酰胺酶报告了启动时笼和钥匙

的组装情况。重组的β‑内酰胺酶能够催化比色底物‑头孢硝噻吩的水解，从而产生红色产物

(OD  490)。对于即时护理应用，这种比色读数优于光学读数，因为人眼可以直接区分颜色变

化。与闪光型生物发光(闪光型生物发光通常显示出突发发射导致时间依赖性信号采集的

显著复杂性)相比，由此产生的比色产物在溶液中会随着时间的推移而累积。因此，这是一

种终点测定(活性更高的β‑内酰胺酶更快到达终点)。值得注意的是，β‑内酰胺酶可以在生

物流体(如血清和尿液19)中保持活性。这里的关键设计理念是尽可能降低背景活性，以减少

假阳性的几率。我们通过简单地进行LacA‑CageTrop融合和Key‑LacB融合来证明

1ucCageTrp转化为LacATrop(图18)。β‑内酰胺酶活性在人心肌钙蛋白I(cTnI)存在下启动。

以低nM灵敏度获得了良好的标准曲线，并且人眼可以容易地确定从黄色到红色的颜色变

化。

设计物序列：

S0512(粗体为teLuc序列；下划线为HBV表位)：
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Key‑2GGSGG‑CyOFP(粗体为CyOFP序列)：

B0622(粗体为teLuc序列；粗体和下划线为CyOFP序列；下划线为HBV表位)：

B0622_4：
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B0622_6：

KeyLacB(拆分β‑内酰胺酶B，粗体)：

LacATrop(粗体为拆分β‑内酰胺酶A；下划线为cTnT和cTnC)：
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实施例3

[0190] 如图20(小图A)所示，上述传感器平台可以重新调整用途，以适应“间接检测”方

法，其中拆分的报告蛋白(分子间或分子内实施方案；分子间实施方案如下所示)通过生物
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传感器与靶标结合多肽的靶标(例如抗体)的预孵育而重组，从而在本实施例中使发光激

活。然后将激活的生物传感器与样品一起孵育以检测抗体结合的抗原的存在，使抗体与抗

原结合，分离的报告蛋白组分之间的相互作用丧失，报告活性降低/消失(在这种情况下，发

光活性丧失)。基于本文的公开将清楚，该实施方案可用于间接检测任何目标分析物。这种

方法不限于使用抗体及其同源抗原。在另一个实施方案(小图B)中，通过将生物传感器与靶

标结合多肽的靶标(例如SARS‑CoV‑2刺突蛋白)预孵育，对拆分报告蛋白进行重组(分子间

或分子内实施方案；分子间实施方案如下所示)，从而在本实施例中产生发光激活。然后将

激活的生物传感器与样品一起孵育，以检测刺突结合的抑制剂(例如LCB1抑制剂)的存在，

使抗体与抗原结合，拆分的报告蛋白组分之间的相互作用丧失，报告活性降低/消失(在这

种情况下，发光活性丧失)。该方法可用于检测抑制剂，也可作为评估多种变体抑制效力的

工具。基于本文的公开将清楚，该实施方案可用于间接检测任何目标分析物。另一个示例如

图21所示。

示例性用途

[0191] 本文中的诊断传感器(lucCageBim、lucCage  Bot、lucCageTrop、lucCasgeProA、

lucCageHer2、lucKegeHBV、lucCargeSARS2‑M、lucKageSARS2‑N)，并测定每种传感器响应于

其所有靶标(Bcl‑2、肉毒神经毒素B、心肌钙蛋白I、IgG‑Fc、Her2)、抗HBV(HzKR127‑3.2)、抗

SARS‑M多克隆抗体(3527)、抗SARS‑N单克隆抗体(18F629.1))。每种传感器都对其同源靶标

快速而敏感地做出反应，但对其他任何传感器都没有反应(图19C)。通过SeroNet，可以将最

佳CoV  LOCKR诊断格式化为各种POCD(图19D)。

[0192] LOCKR诊断组合在血液或血清中存在抗冠状病毒“抗表位”特异性抗体的情况下激

活化学发光，并可通过添加含有目标表位的抗原而关闭，如图22所示。

实施例4

[0193] SARS‑CoV‑2感染被认为通常从鼻子开始，病毒在那里复制数轮，然后传播到更广

泛的呼吸系统。因此，将高浓度的病毒抑制剂递送到鼻子和呼吸系统通常可能在感染早期

提供预防性保护和治疗效果，并且对于经常接触感染者的卫生保健工作者和其他人特别有

用。许多单克隆抗体作为全身性SARS‑CoV‑2治疗药物正在开发中，但这些化合物不适合鼻

内递送，因为抗体是大的且通常不是非常稳定的分子，并且结合位点的密度低(两个/150Kd

抗体)；Fc结构域提供了很少的附加益处。更理想的是对单克隆病毒具有非常高亲和力的蛋

白抑制性，但具有更高的稳定性和非常小的尺寸，以最大化抑制结构域的密度，并能够通过

雾化直接输送到呼吸系统中。

[0194] 我们着手重新设计与Ace2结合竞争的RBD的高亲和力结合物。我们探索了两种策

略：首先，我们试图在Ace2中构建α‑螺旋，该α‑螺旋使大部分与RBD的相互作用发生在一种

小的设计蛋白中，该蛋白与RBD进行额外的相互作用，以获得更高的亲和力；其次，我们试图

从头开始设计不与RBD结合的结合物。第二种方法的优点是设计的可能性范围大得多，因此

可以识别潜在的更高亲和力的结合模式。对于第一种方法，我们使用RosettaTM蓝图构建器

生成包含Ace2螺旋的小蛋白，对于第二种方法，使用大的迷你蛋白文库进行RIF对接和设

计。这些设计与围绕Ace2结合位点的RBD表面的不同区相互作用。方法1和方法2的设计物以

长寡核苷酸编码，并筛选与酵母细胞表面荧光标记的RBD结合。深度测序确定了3种Ace2螺

旋骨架设计(方法1)和150种从头界面设计(方法2)，这些设计在FACS分选RBD结合后明显富
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集。设计物在大肠杆菌中表达并纯化，在生物膜层干涉实验中发现许多设计具有可溶性表

达并结合RBD，并且可以与ACE‑2有效竞争结合RBD(示例如图2所示)。根据BLI数据，微结合

域的RBD结合亲和力为：LCB1＜1nM，LCB3＜1nM。LCB2、LCB4、LCB5、LCB6、LCB7、LCB8的亲和力

范围为1～20nM，不同结合域的相对强度为LCB4＞LCB2＞LCB9＝LCB5＞LCB6＞LCB7。

[0195] 为了确定设计是否通过设计的界面结合RBD，构建了位点饱和文库，其中每种设计

物中的每个残基一次一个地被20个氨基酸中的每一个取代，并对其进行FACS分类以进行

RBD结合。深度测序表明，结合界面残基和蛋白核心残基在构建此类位点饱和文库(SSM)的

许多设计中是保守的(SSM用于定义表3中氨基酸变化的允许位置)。对于大多数设计物，

FACS分选中富集了少量取代，这表明它们增加了对RBD的结合亲和力。为了方法1设计物和8

种方法2设计物的最高亲和力，构建包含这些取代的组合文库，并再次用FACS筛选结合；由

于结合亲和力非常高，分选中使用的浓度低至20pM。每个文库都聚集在少量密切相关的序

列上，对于每种设计物，其中一种优化的变体在大肠杆菌中表达并纯化。

[0196] 通过生物膜层干涉法研究了具有不同结合模式的8种优化设计物与RBD的结合。对

于许多设计物，Kd的范围为1‑20nM，而对于其余设计物，Kd低于1nM；太强，无法用该技术可

靠测定。设计物的圆二色性光谱与设计模型一致，并且设计在室温下数天后保持完全结合

活性。

[0197] 我们研究了这些设计阻断活病毒感染人类细胞的能力。在不同量的设计的结合域

存在下，将100FFU的SARS‑CoV‑2添加到2.5‑3x10^4非洲绿猴肾细胞(vero细胞)中。我们观

察到了所有设计物对感染的有效抑制，IC50在1nM至0.02nM范围内。

[0198] 与抗体相比，设计的结合域作为潜在的治疗剂具有几个优点。总之，它们跨越了一

系列的结合模式，结合在一起病毒逃逸的可能性很小。在高温下长时间保持活性表明它们

不需要冷链。这些设计比完整的抗体分子小20倍，因此在同等质量下，潜在的中和位点多20

倍，提高了局部给药的潜在疗效。对于简单得多的小蛋白来说，商品成本和规模化到非常高

产量的能力应该更低，而与抗体不同，它们不需要在哺乳动物细胞中表达才能正确折叠。小

尺寸和高稳定性应使其易于通过雾化直接输送到呼吸系统。免疫原性是任何外来分子的一

个潜在问题，但对于先前表征的从头设计的小蛋白，几乎没有观察到或没有观察到免疫反

应，这可能是因为高溶解度和稳定性以及小尺寸使其不太可能在树突状细胞上呈现。

参考文献

1.  Yuan  M，Wu  NC，Zhu  X，Lee  CD，So  RTY，Lv  H，Mok  CKP，Wilson  IA：

A  highly  conserved  cryptic  epitope  in  the  receptor  binding  domains  of 

SARS‑CoV‑2  and  SARS‑CoV.Science  2020，368(6491)：630‑633.

2.Case  JB，RothlaufPW，Chen  RE，Liu  Z，Zhao  H，Kim  AS，Bloyet  L‑M，Zeng  Q，

Tahan  S，Droit  L  et  al：Neutralizing  antibody  and  soluble  ACE2  inhibition  of  a 

replication‑competent  VSV‑SARS‑CoV‑2  and  a  clinical  isolate  of  SARS‑CoV‑

2.bioRxiv  2020：2020.2005.2018.102038.

说　明　书 130/130 页

147

CN 116368156 A

147



图1

说　明　书　附　图 1/18 页

148

CN 116368156 A

148



图2

说　明　书　附　图 2/18 页

149

CN 116368156 A

149



图3

说　明　书　附　图 3/18 页

150

CN 116368156 A

150



图4

说　明　书　附　图 4/18 页

151

CN 116368156 A

151



图5

说　明　书　附　图 5/18 页

152

CN 116368156 A

152



图6

说　明　书　附　图 6/18 页

153

CN 116368156 A

153



图7

说　明　书　附　图 7/18 页

154

CN 116368156 A

154



图8

说　明　书　附　图 8/18 页

155

CN 116368156 A

155



图9

说　明　书　附　图 9/18 页

156

CN 116368156 A

156



图10

说　明　书　附　图 10/18 页

157

CN 116368156 A

157



图11

说　明　书　附　图 11/18 页

158

CN 116368156 A

158



图12

说　明　书　附　图 12/18 页

159

CN 116368156 A

159



图13

说　明　书　附　图 13/18 页

160

CN 116368156 A

160



图14

说　明　书　附　图 14/18 页

161

CN 116368156 A

161



图15

图16

说　明　书　附　图 15/18 页

162

CN 116368156 A

162



图17

图17续

说　明　书　附　图 16/18 页

163

CN 116368156 A

163



图18

图19

说　明　书　附　图 17/18 页

164

CN 116368156 A

164



图20

图21

图22

说　明　书　附　图 18/18 页

165

CN 116368156 A

165


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003
	CLA00004
	CLA00005
	CLA00006
	CLA00007
	CLA00008
	CLA00009
	CLA00010
	CLA00011
	CLA00012
	CLA00013
	CLA00014
	CLA00015
	CLA00016
	CLA00017

	DES
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026
	DES00027
	DES00028
	DES00029
	DES00030
	DES00031
	DES00032
	DES00033
	DES00034
	DES00035
	DES00036
	DES00037
	DES00038
	DES00039
	DES00040
	DES00041
	DES00042
	DES00043
	DES00044
	DES00045
	DES00046
	DES00047
	DES00048
	DES00049
	DES00050
	DES00051
	DES00052
	DES00053
	DES00054
	DES00055
	DES00056
	DES00057
	DES00058
	DES00059
	DES00060
	DES00061
	DES00062
	DES00063
	DES00064
	DES00065
	DES00066
	DES00067
	DES00068
	DES00069
	DES00070
	DES00071
	DES00072
	DES00073
	DES00074
	DES00075
	DES00076
	DES00077
	DES00078
	DES00079
	DES00080
	DES00081
	DES00082
	DES00083
	DES00084
	DES00085
	DES00086
	DES00087
	DES00088
	DES00089
	DES00090
	DES00091
	DES00092
	DES00093
	DES00094
	DES00095
	DES00096
	DES00097
	DES00098
	DES00099
	DES00100
	DES00101
	DES00102
	DES00103
	DES00104
	DES00105
	DES00106
	DES00107
	DES00108
	DES00109
	DES00110
	DES00111
	DES00112
	DES00113
	DES00114
	DES00115
	DES00116
	DES00117
	DES00118
	DES00119
	DES00120
	DES00121
	DES00122
	DES00123
	DES00124
	DES00125
	DES00126
	DES00127
	DES00128
	DES00129
	DES00130
	DES00131
	DES00132
	DES00133
	DES00134
	DES00135
	DES00136
	DES00137
	DES00138
	DES00139
	DES00140
	DES00141
	DES00142
	DES00143
	DES00144
	DES00145
	DES00146
	DES00147

	DRA
	DRA00148
	DRA00149
	DRA00150
	DRA00151
	DRA00152
	DRA00153
	DRA00154
	DRA00155
	DRA00156
	DRA00157
	DRA00158
	DRA00159
	DRA00160
	DRA00161
	DRA00162
	DRA00163
	DRA00164
	DRA00165


