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(57)摘要

本发明提供一种基于FcRn可提高细胞免疫

水平的融合蛋白构架、重组疫苗等。所述融合蛋

白包含至少一种靶标抗原蛋白、FcRn蛋白的跨膜

区和胞质区。本发明发现FcRn架构能够将抗原导

向到胞内体，胞内体酸化后与溶酶体融合，促使

抗原降解为抗原肽。本发明的基于FcRn的融合蛋

白分子架构以及重组疫苗等，可有效增强细胞的

抗原呈递，具有强细胞免疫原性，且可刺激或活

化CD4+或CD8+T细胞，提高细胞免疫水平，为制备

高效诱导细胞免疫的免疫药物设计领域提供新

技术。
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1.一种融合蛋白，其特征在于，所述融合蛋白选自以下（a）‑（d）的任意一种：

（a）所述融合蛋白从N端到C端依次为：信号肽、靶标抗原BY55、GS  linker、靶标抗原

SPRY4、GS  linker、FcRn蛋白的跨膜区和FcRn蛋白的胞质区；

（b）所述融合蛋白从N端到C端依次为：信号肽、靶标抗原TCF7、GS  linker、靶标抗原

WNT6、GS  linker、FcRn蛋白的跨膜区和FcRn蛋白的胞质区；

（c）所述融合蛋白从N端到C端依次为：信号肽、靶标抗原Trp1、GS  linker、FcRn蛋白的

跨膜区和FcRn蛋白的胞质区；

（d）所述融合蛋白从N端到C端依次为：信号肽、靶标抗原Trp2、GS  linker、FcRn蛋白的

跨膜区和FcRn蛋白的胞质区；

其中，所述信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示，所述GS  linker的氨基酸序列如

SEQ  ID  NO:3所示，所述FcRn蛋白的跨膜区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:6所示，所述FcRn蛋

白的胞质区的氨基酸序列如SEQ  IDNO:7所示，所述靶标抗原BY55的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:13所示，所述靶标抗原SPRY4的氨基酸序列如SEQ  IDNO:14所示，所述靶标抗原TCF7的氨

基酸序列如SEQ  ID  NO:15所示，所述靶标抗原WNT6的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:16所示，所

述靶标抗原Trp1的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:17所示，所述靶标抗原Trp2的氨基酸序列如

SEQ  ID  NO:18所示。

2.一种重组核酸分子，其特征在于，编码权利要求1所述融合蛋白。

3.一种重组基因表达盒，其特征在于，包含权利要求2所述重组核酸分子。

4.一种重组载体，其特征在于，包含权利要求2所述重组核酸分子、或权利要求3所述重

组基因表达盒。

5.一种重组宿主细胞，其特征在于，包含权利要求2所述重组核酸分子、或权利要求3所

述重组基因表达盒、或权利要求4所述重组载体。

6.一种药物组合物，其特征在于，包含一种或多种权利要求1所述融合蛋白，和/或一种

或多种权利要求2所述重组核酸分子，和/或一种或多种权利要求3所述重组基因表达盒，

和/或一种或多种权利要求4所述重组载体，和/或一种或多种权利要求5所述重组宿主细

胞。

7.根据权利要求6所述的药物组合物，其特征在于，所述药物组合物还包含药学上可接

受的载体。

8.一种重组疫苗，其特征在于，包含一种或多种权利要求1所述融合蛋白，和/或一种或

多种权利要求2所述重组核酸分子，和/或一种或多种权利要求3所述重组基因表达盒，和/

或一种或多种权利要求4所述重组载体，和/或一种或多种权利要求5所述重组宿主细胞。

9.一种或多种权利要求1中所述融合蛋白（a）和/或所述融合蛋白（b），和/或一种或多

种权利要求2所述重组核酸分子，和/或一种或多种权利要求3所述重组基因表达盒，和/或

一种或多种权利要求4所述重组载体，和/或一种或多种权利要求5所述重组宿主细胞，和/

或一种或多种权利要求6或7所述药物组合物，和/或一种或多种权利要求8所述重组疫苗在

制备治疗急性骨髓性白血病的药物中的用途。

10.一种或多种权利要求1中所述融合蛋白（c）和/或所述融合蛋白（d），和/或一种或多

种权利要求2所述重组核酸分子，和/或一种或多种权利要求3所述重组基因表达盒，和/或

一种或多种权利要求4所述重组载体，和/或一种或多种权利要求5所述重组宿主细胞，和/
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或一种或多种权利要求6或7所述药物组合物，和/或一种或多种权利要求8所述重组疫苗在

制备治疗黑色素瘤的药物中的用途。
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一种基于FcRn可提高细胞免疫水平的重组疫苗及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医药技术领域，特别是免疫药物技术领域，具体涉及一种基于

FcRn可提高细胞免疫水平的重组疫苗、制备方法及其应用。

背景技术

[0002] 细胞免疫，又称细胞介导免疫（Cell‑mediated  immunity），是清除细胞内寄生微

生物最为有效的防御反应，也是抑制肿瘤的有效途径。T细胞是响应细胞免疫反应的主要细

胞类群之一，可以被抗原呈递细胞（Antigen‑presenting  cell，APC）表面的抗原片段活化，

转化为效应T细胞。由于T细胞只能识别显示在细胞表面的片段抗原，因此主要组织相容性

复合物（Major  histocompatibility  complex，MHC）作为抗原呈递过程中的关键因子，在诱

导宿主对病原体产生有效的适应性免疫的过程中不可或缺。当前许多实验研究表明，MHCII 

类分子向  CD4+T  细胞呈递抗原肽是激活细胞免疫反应的重要过程，并且在诱导免疫细胞

清除肿瘤细胞或病原体方面发挥着关键作用。

[0003] 重组疫苗作为预防和治疗传染病和癌症的药剂和药物，在人类医学和兽医学中具

有特别重要的意义。目前，评估重组疫苗有效性的一个关键因素，是检测疫苗对免疫生物体

的特异性T细胞的激活程度。然而，基于常规架构的重组疫苗只能对T细胞产生微弱的刺激，

甚至不能有效激活T细胞，不能够满足实验或医疗需求。

[0004] 新生儿Fc受体（Neonatal  Fc  Receptor，FcRn）由FCGRT基因编码，不仅存在于胚胎

期，且在成年期的实质细胞（上皮，内皮，肝细胞和角质形成细胞）和造血细胞中广泛存在。

研究表明，FcRn主要存在于胞内体（Endosome）和溶酶体（Lysosome）的膜上，其结构上能与β
微球蛋白形成非共价结合，参与胞内体、溶酶体与细胞膜之间的循环。

[0005] 对于FcRn的应用，现有技术美国专利文献US6086875A（公开日2000‑07‑11）公开了

一种激活或抑制哺乳动物全身免疫反应的方法，包括向表达FcRn受体的上皮组织的上皮屏

障的管腔侧施用有效量的FcRn结合配偶体和选自下组的抗原的缀合物，病原体的抗原特

征，自身免疫性疾病的抗原特征，和过敏原的抗原特征，其中FcRn结合配偶体是非特异性

IgG或IgG的FcRn结合片段。现有技术中国专利文献CN101316927A（公开日2008‑12‑03）公开

了FcRn受体的用途，具体公开了一种用于在细胞内生成抗体或者其功能性部分、衍生物和/

或类似物的方法，包括提供能够利用FcRn受体蛋白生成所述抗体的细胞以及培养所述细胞

以实现所述抗体的生成。现有技术中国专利文献CN104232667A（公开日2014‑12‑24）公开了

FcRn介导的抗细粒棘球蚴靶向黏膜疫苗载体的构建方法，描述了抗原与小鼠IgG2的Fc结构

域融合表达，可促进抗原被FcRn识别，不涉及FcRn相关的重组疫苗构建或应用。可见，并没

有现有技术公开FcRn具有特定的优异性能，可用于构建抗原融合蛋白或重组疫苗。

[0006] 因此，本领域仍然亟需一种更优的融合抗原架构，以及相应构建的重组疫苗，达到

更优的促进抗原呈递的能力，提高细胞免疫水平的效果。
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发明内容

[0007] 针对现有技术的不足，本发明的目的是提供一种基于FcRn可提高细胞免疫水平的

融合蛋白构架、重组疫苗等。本发明的融合蛋白包含至少一种靶标抗原蛋白、FcRn蛋白的跨

膜区和胞质区。本发明发现FcRn架构能够将抗原导向到胞内体，胞内体酸化后与溶酶体融

合，促使抗原降解为抗原肽，可有效增强细胞的抗原呈递。本发明还提供相应的重组核酸、

基因表达盒、载体、宿主细胞、药物组合物、疫苗、制药用途、应用方法等。

[0008] 本发明的一方面提供一种融合蛋白，其特征在于，包含：

[0009] （a）至少一种靶标抗原蛋白；和

[0010] （b）FcRn蛋白的跨膜区和FcRn蛋白的胞质区。

[0011] 进一步地，其特征在于，所述FcRn蛋白来源于哺乳动物。

[0012] 进一步地，其特征在于，所述FcRn蛋白的跨膜区和胞质区的氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:4所示，FcRn蛋白的跨膜区的氨基酸序列如SEQID  NO:6所示，FcRn蛋白的胞质区的氨基

酸序列如SEQ  ID  NO:7所示。

[0013] 进一步地，其特征在于，所述抗原为任意一种肿瘤抗原或肿瘤抗原组合。

[0014] 进一步地，其特征在于，所述肿瘤抗原选自以下组的一种或多种：BY55（CD160 

antigen）、SPRY4（Protein  sprouty  homolog  4）、TCF7（Transcription  factor  7）、WNT6

（Protein  Wnt‑6）、Trp1（Short  transient  receptor  potential  channel  1）、Trp2（Short 

transient  receptor  potential  channel  2）。

[0015] 进一步地，其特征在于，所述BY55氨基酸序列如SEQ  ID  NO:13所示，所述SPRY4氨

基酸序列如SEQ  ID  NO:14所示，所述TCF7氨基酸序列如SEQ  ID  NO:15所示，所述WNT6氨基

酸序列如SEQ  ID  NO:16所示，所述Trp1氨基酸序列如SEQ  ID  NO:17所示，所述Trp2氨基酸

序列如SEQ  ID  NO:18所示。

[0016] 进一步地，其特征在于，所述抗原位于所述FcRn蛋白跨膜区的N‑端；所述抗原的N‑

端任选地包含信号肽；所述融合蛋白的各部分可以任选地通过接头序列（linker）间隔开。

[0017] 进一步地，其特征在于，所述融合蛋白从N端到C端依次包含：信号肽、抗原氨基酸

序列、FcRn序列跨膜区、FcRn序列胞质区。

[0018] 进一步地，其特征在于，所述融合蛋白从N端到C端依次包含以下（a）‑（d）的任意一

种构架：

[0019] （a）信号肽、靶标抗原BY55、GS  linker、靶标抗原SPRY4、GS  linker、FcRn蛋白的跨

膜区和FcRn蛋白的胞质区；

[0020] （b）信号肽、靶标抗原TCF7、GS  linker、靶标抗原WNT6、GS  linker、FcRn蛋白的跨

膜区和FcRn蛋白的胞质区；

[0021] （c）信号肽、靶标抗原Trp1、GS  linker、FcRn蛋白的跨膜区和FcRn蛋白的胞质区；

[0022] （d）信号肽、靶标抗原Trp2、GS  linker、FcRn蛋白的跨膜区和FcRn蛋白的胞质区。

[0023] 进一步地，其特征在于，所述信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:2所示；所述GS 

linker的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:3所示；所述BY55氨基酸序列如SEQ  ID  NO:13所示，所述

SPRY4氨基酸序列如SEQ  ID  NO:14所示，所述TCF7氨基酸序列如SEQ  ID  NO:15所示，所述

WNT6氨基酸序列如SEQ  ID  NO:16所示，所述Trp1氨基酸序列如SEQ  ID  NO:17所示，所述

Trp2氨基酸序列如SEQ  ID  NO:18所示，所述FcRn蛋白的跨膜区和FcRn蛋白的胞质区的氨基
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酸序列如SEQ  ID  NO:4所示，所述FcRn蛋白的跨膜区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:6所示，所

述FcRn蛋白的胞质区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:7所示。

[0024] 本发明的另一方面提供一种重组核酸分子，其特征在于，编码本发明任一项所述

融合蛋白。

[0025] 本发明的另一方面提供一种重组基因表达盒，其特征在于，包含本发明所述重组

核酸分子。

[0026] 进一步地，其特征在于，所述重组基因表达盒从5’端到3’端依次包含：5’UTR、信号

肽、抗原核酸序列、GS  linker、FcRn序列跨膜区和胞质区、3’UTR。

[0027] 本发明的另一方面提供一种重组载体，其特征在于，包含本发明所述重组核酸分

子、或所述重组基因表达盒。

[0028] 本发明的另一方面提供一种重组宿主细胞，其特征在于，包含本发明所述重组核

酸分子、或所述重组基因表达盒、或所述重组载体。

[0029] 本发明的另一方面提供一种药物组合物，其特征在于，包含一种或多种本发明所

述融合蛋白，和/或一种或多种本发明所述重组核酸分子，和/或一种或多种本发明所述重

组基因表达盒，和/或一种或多种本发明所述重组载体，和/或一种或多种本发明所述重组

宿主细胞。

[0030] 进一步地，其特征在于，所述药物组合物还包含药学上可接受的载体。

[0031] 本发明的另一方面提供一种重组疫苗，其特征在于，包含一种或多种本发明所述

融合蛋白，和/或一种或多种本发明所述重组核酸分子，和/或一种或多种本发明所述重组

基因表达盒，和/或一种或多种本发明所述重组载体，和/或一种或多种本发明所述重组宿

主细胞。

[0032] 本发明的另一方面提供本发明一种或多种本发明所述融合蛋白，和/或一种或多

种本发明所述重组核酸分子，和/或一种或多种本发明重组基因表达盒，和/或一种或多种

本发明所述重组载体，和/或一种或多种本发明所述重组宿主细胞，和/或一种或多种本发

明所述药物组合物在以下任一项中的用途：

[0033] （a）制备用于提高细胞抗原呈递的药物；

[0034] （b）制备用于在生物中诱导免疫反应的药物；

[0035] （c）制备用于刺激或激活生物体内CD4+或CD8+  T细胞的药物；

[0036] （d）制备用于治疗、接种疫苗或生物免疫的药物。

[0037] 进一步地，其特征在于，所述药物为用于治疗癌症的药物。

[0038] 进一步地，其特征在于，所述癌症为白血病、黑色素瘤、结直肠癌、胃癌、食道癌、头

颈癌、膀胱癌、宫颈癌、肉瘤、细胞瘤、肺癌、结肠癌、直肠癌、卵巢癌、肾脏癌、胰脏癌、肝癌、

乳腺癌、骨髓瘤、神经胶质瘤或淋巴瘤等。

[0039] 本发明的另一方面提供一种用于提高哺乳动物APC（抗原呈递细胞）中抗原呈递效

果的方法，其特征在于，该方法包括向细胞和/或其他免疫生物体施用一种或多种本发明所

述融合蛋白，和/或一种或多种所述重组核酸分子，和/或一种或多种所述重组基因表达盒，

和/或一种或多种所述的宿主细胞，和/或一种或多种所述的重组载体，和/或一种或多种所

述药物组合物。优选地，所述方法是非治疗和诊断目的的。

[0040] 本发明的另一方面提供一种用于刺激或活化CD4+或CD8+  T细胞的方法，其特征在
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于，该方法包括向细胞和/或其他免疫生物体施用一种或多种本发明所述融合蛋白，和/或

一种或多种所述重组核酸分子，和/或一种或多种所述重组基因表达盒，和/或一种或多种

所述的宿主细胞，和/或一种或多种所述的重组载体，和/或一种或多种所述药物组合物。优

选地，所述方法是非治疗和诊断目的的。

[0041] 本发明的基于FcRn的融合分子架构、可提高细胞免疫水平的重组疫苗等具有如下

有益技术效果：

[0042] 1 .  本发明的基于FcRn的融合分子架构以及重组疫苗等，可有效增强细胞的抗原

呈递，具有强细胞免疫原性，且可刺激或活化CD4+或CD8+  T细胞，提高细胞免疫水平，为制

备高效诱导细胞免疫的免疫药物设计领域提供新技术。

[0043] 2.  本发明实施例4表明，FcRn架构能够将抗原导向到胞内体，胞内体酸化后与溶

酶体融合，促使抗原降解为抗原肽，随后与MHC  I类或II类分子结合，从而达到促进抗原呈

递的目的。

[0044] 3.  本发明实施例5表明，基于本发明的重组核酸疫苗（疫苗B）能够诱导显著的抗

原特异性细胞免疫应答，效果远远优于疫苗A和疫苗C，接近于阳性刺激物引起的细胞免疫

水平。

[0045] 4.  本发明实施例6表明，基于本发明的重组核酸疫苗Ⅰ和疫苗Ⅱ均能够激活荷瘤

小鼠的免疫系统，并提供有效免疫保护。在接种第三针疫苗之后，肿瘤体积显著小于阴性对

照组，并且持续抑制肿瘤生长。

[0046] 5.  本发明实施例7治疗实验表明，基于本发明的重组核酸疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ均能够

起到治疗作用，抑制肿瘤体积的增长；同时施用疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ，效果更佳，可以极大程度

抑制肿瘤增殖，几乎达到完全抑制。

[0047] 6.  本发明实施例7预防实验表明，基于本发明的重组核酸疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ能够起

到预防作用，抑制肿瘤增殖，并有效提高小鼠存活率。接种基于本发明的重组核酸疫苗疫苗

Ⅲ&疫苗Ⅳ后，在荷瘤第25天仍旧有80%小鼠存活。

[0048] 7.  基于本发明的细胞免疫抗原呈递架构设计策略，可根据靶动物有针对性的选

择特异性或同源性高的FcRn分子构建细胞免疫疫苗。例如，在小鼠免疫实验中，来源于人

（Homo  sapiens）FcRn的跨膜区和胞质区序列与小鼠高度同源，因此可以显著激活细胞免

疫。

[0049] 8.  本发明的基于FcRn的融合分子架构以及重组疫苗等，可用于人和动物的疾病

预防和治疗，特别适用于动物免疫药物的生产和研发，能够显著提高免疫个体的抗原呈递

和细胞免疫反应，且在诱导细胞免疫应答方面远优于现有技术，例如优于现有常规核酸疫

苗分子架构，本发明具有广泛的应用前景。

[0050] 9.  基于本发明的重组核酸疫苗能够应用于多种肿瘤疫苗的开发，其诱导的细胞

免疫在预防、治疗和治疗后长期保护方面均表现优异，具有极高的研发及商业价值。

附图说明

[0051] 图1为本发明的融合蛋白分子结构示意图。

[0052] 图2为包含本发明融合蛋白分子的基因表达盒架构示意图。

[0053] 图3为包含本发明基因表达盒架构的重组载体质粒示意图。
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[0054] 图4A‑图4D为本发明疫苗A、B、C、D的质量控制峰图以及纯度检测结果，其中图4A为

疫苗A的质量控制峰图以及纯度检测结果，图4B为疫苗B的质量控制峰图以及纯度检测结

果，图4C为疫苗C的质量控制峰图以及纯度检测结果，图4D为疫苗D的质量控制峰图以及纯

度检测结果。

[0055] 图5为本发明疫苗D转染DC  2.4细胞后，检测所表达出的蛋白在内质网、内体、溶酶

体中的共定位情况的照片。

[0056] 图6为本发明疫苗A、B、C在小鼠体内免疫及取样流程图。

[0057] 图7为基于本发明的重组疫苗B和基于常规分子架构疫苗A、C的ELISPOT结果对比

图。

[0058] 图8为基于本发明的重组疫苗B和基于常规分子架构疫苗A、C的ELISPOT原始结果

图。

[0059] 图9为基于本发明的疫苗Ⅰ的架构示意图。

[0060] 图10为基于本发明的疫苗Ⅱ的架构示意图。

[0061] 图11A‑图11B，其中图11A为本发明实施例6的小鼠免疫流程；图11B为本发明实施

例6中基于本发明的重组疫苗对C1498急性骨髓性白血病小鼠模型的抑制肿瘤体积免疫治

疗效果。

[0062] 图12为基于本发明的疫苗Ⅲ的架构示意图。

[0063] 图13为基于本发明的疫苗Ⅳ的架构示意图。

[0064] 图14A‑图14B，其中图14A为实施例7治疗实验的小鼠免疫流程；图14B为本发明实

施例7治疗实验中基于本发明的重组疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模型的肿瘤体积治疗效

果。

[0065] 图15A‑图15C，其中图15A为实施例7预防实验的小鼠免疫流程；图15B为本发明实

施例7预防实验中基于本发明的重组疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模型的肿瘤体积预防效

果；图15C为本发明实施例7预防实验中基于本发明的重组疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模

型的存活率预防效果。

具体实施方式

[0066] 术语“FcRn”指新生儿结晶片段Fc受体（Neonatal  fragment  crystallizable 

receptor）或新生儿Fc受体（Neonatal  Fc  receptor），是人类中由FCGRT基因编码的蛋白

质。它是一种IgGFc受体，其结构与β‑2‑微球蛋白相关。在啮齿动物中，FcRn  最初被确定为

通过母乳将母体免疫球蛋白  G  从母体转运到新生儿后代的受体，因此被称为新生儿Fc受

体。

[0067] 术语“FcRn的跨膜区和胞质区”指FcRn蛋白的跨膜结构域和胞质结构域的蛋白序

列，一般指FcRn蛋白的C端肽链，从跨膜区的第一个氨基酸开始，到最后一个氨基酸结束。在

一些情况下，FcRn的跨膜区和胞质区肽链之间存在linker序列。示例性，编码的FcRn序列跨

膜区和胞质区的氨基酸序列可以如SEQ  ID  NO:4所示，其中FcRn序列跨膜区的氨基酸序列

可以如SEQ  ID  NO:6所示，FcRn序列胞质区的氨基酸序列可以如SEQ  ID  NO:7所示，以及在

保持FcRn的跨膜区和胞质区功能的前提下，与其序列具有80%（例如，80%、85%、90%、95%、

98%、99%、100%）以上同源性的的序列。
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[0068] 术语“肿瘤抗原”或“肿瘤相关抗原”，tumor‑associated  antigen，TAA，通常包括

本领域已知的含义，其包括在肿瘤细胞上表达(或与肿瘤细胞发育相关)、已知或被认为对

肿瘤细胞的致瘤特性有作用的任何分子。许多肿瘤抗原为本领域已知。一种分子是否为肿

瘤抗原还可以根据本领域技术人员熟知的技术和测定法确定，例如克隆发生测定法

(clonogenic  assay)、转化试验、体外或体内肿瘤形成测定法、凝胶迁移测定法(gel 

migrationassay)、基因敲除分析等。术语“肿瘤抗原”可以指人跨膜蛋白，即锚定在细胞脂

双层中的细胞膜蛋白。肿瘤抗原分子包括但不限于：EGFR、HER2、HER3、HER4、EpCAM、CEA、

TRAIL、TRAIL受体1、TRAIL受体2、淋巴毒素β受体、CCR4、CD19、CD20、CD22、CD28、CD33、CD40、

CD80、CSF‑1R、CTLA‑4、成纤维细胞活化蛋白(FAP)、hepsin、黑素瘤相关的硫酸软骨素蛋白

聚糖(MCSP)、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、VEGF受体1、VEGF受体2、IGF1‑R、TSLP‑R、TIE‑1、

TIE‑2、TNF‑α、TNF样凋亡微弱诱导剂(TWEAK)、IL‑1R。本文所用TAA为BY55（CD160 

antigen）、SPRY4（Protein  sprouty  homolog  4）、TCF7（Transcription  factor  7）、WNT6

（Protein  Wnt‑6）、Trp1（Short  transient  receptor  potential  channel  1）或Trp2

（Short  transient  receptor  potential  channel  2）。

[0069] 术语“给药”或“接种”指，基于本发明核酸疫苗或疫苗组合物优选地经肌内的或皮

下的途径给予，尽管其他的给药途径也能被使用，例如，口服、鼻内（例如气雾剂或其他非针

剂给药）、淋巴节内、真皮内、腹膜内、直肠或阴道给药，或通过联用的途径。在动物的颈部肌

内的给药是优选的。可采用加速方案（boosting  regimens）将给药方案调节为提供最佳免

疫。

[0070] 术语“表达”包括涉及多肽产生的任何步骤，包括但不限于：转录、转录后修饰、翻

译、翻译后修饰和分泌。

[0071] 术语“重组核酸分子”指具有在自然界中不连接在一起的序列的多核苷酸。重组多

核苷酸可包括在合适的载体中，且该载体可用于转化至合适的宿主细胞。然后多核苷酸在

重组宿主细胞中表达以产生例如“重组多肽”“重组蛋白”“融合蛋白”等。

[0072] 术语“重组表达载体”指用于表达例如编码所需多肽的多核苷酸的DNA结构。重组

表达载体可包括，例如包含（1）对基因表达具有调控作用的遗传元素的集合，例如启动子和

增强子；（2）转录成mRNA并翻译成蛋白质的结构或编码序列；以及（3）适当的转录和翻译起

始和终止序列的转录亚单位。重组表达载体以任何合适的方式构建、可以使用任何载体，包

括质粒、病毒、噬菌体和转座子。用于本公开的可能载体包括但不限于染色体、非染色体和

合成的DNA序列，例如病毒质粒、细菌质粒、噬菌体DNA、酵母质粒以及从质粒和噬菌体DNA的

组合中衍生的载体，来自如慢病毒、逆转录病毒、牛痘、腺病毒、鸡痘、杆状病毒、SV40和伪狂

犬病等病毒的DNA。包括自复制型载体和非自复制型载体。

[0073] 术语“mRNA”，指信使RNA、Messenger  RNA，中文译名“信使核糖核酸”，是由DNA的一

条链作为模板转录而来的、携带遗传信息能指导蛋白质合成的一类单链核糖核酸。

[0074] 术语“5’‑UTR”，指“5’非翻译区”或“5’UTR”，为转录成初级RNA转录本（前体mRNA）

并位于编码序列上游的一部分基因。初级转录本是初始RNA产物，包含内含子和外显子，由

DNA转录产生。许多初级转录本必须经过RNA加工以形成具有生理活性的RNA。形成成熟mRNA

的加工过程包括修饰末端、切除内含子、加帽和/或从前体RNA上剪切出各rRNA分子。因此，

mRNA的5’UTR是不会被翻译成蛋白质并位于编码序列上游的一部分mRNA。在基因组序列中，

说　明　书 6/14 页

9

CN 118108860 B

9



5’UTR通常被定义为位于转录起始点和起始密码子之间的区域。脊椎动物mRNA的5’非翻译

区（5’UTR）长度可以是几十个碱基到几百个碱基。

[0075] 术语“3’‑UTR”，指“3’‑非翻译区”  或“3’UTR”，涉及位于基因的3’端，在蛋白质编

码区的终止密码子下游，并且被转录但不翻译成氨基酸序列的区域，或涉及RNA分子中的对

应区域。3’‑非翻译区通常从翻译产物的终止密码子延伸至通常在转录过程之后附着的多

聚（A）序列。哺乳动物mRNA的3’‑非翻译区通常具有已知为AAUAAA六核苷酸序列的同源区。

该序列可能是多聚（A）附着信号并且经常位于多聚（A）附着位点上游的10至30个碱基处。

3’‑非翻译区可以包含一个或更多个反向重复，可以折叠产生茎环结构，所述结构充当核糖

核酸外切酶的屏障或与已知提高RNA稳定性的蛋白质（例如，RNA结合蛋白）相互作用。

[0076] 术语“宿主细胞”指已经向其中引入外源多核苷酸的细胞，包括这类细胞的子代。

宿主细胞包括“转化体”和“转化的细胞”，这包括原代转化的细胞和从其衍生的子代。宿主

细胞是可以用来产生基于本发明的重组疫苗的任何类型的细胞系统，包括真核细胞，例如，

哺乳动物细胞、昆虫细胞、酵母细胞；和原核细胞，例如，大肠杆菌细胞。宿主细胞包括培养

的细胞。

[0077] 术语“个体”、“患者”或者“受试者”包括哺乳动物。哺乳动物包括但不限于，家养动

物（例如，猪、牛、羊、猫、狗和马等），灵长类动物（例如，人和非人灵长类动物如猴），以及啮

齿类动物（例如，兔、小鼠和大鼠等）。

[0078] 术语“转化、转染、转导”具有本领域技术人员普遍理解的意思，即将外源性的DNA、

RNA导入宿主的过程。

[0079] 术语“药物组合”或“药物组合物”是指包含在药物生产领域中广泛采用的辅助物

料。使用载体的主要目的在于提供一种使用安全、性质稳定和/或具有特定功能性的药物组

合物，还在于提供一种方法，以便在为受试者体内得到有效吸收。药学上可接受的载体可以

是具有惰性的填充剂，也可以是为药用组合提供某种功能（例如稳定组合物的整体pH值或

防止组合物中活性成分的降解）的功效成分。药学上可接受的载体的非限制性实例包括但

不限于粘合剂、助悬剂、乳化剂、稀释剂（或填充剂）、成粒剂、粘胶剂、崩解剂、润滑剂、抗粘

合剂、助流剂、胶凝剂、吸收延迟剂、溶解抑制剂、增强剂、吸附剂、缓冲剂、螯合剂、防腐剂、

着色剂、矫味剂和甜味剂等。

[0080] 术语“治疗”是指：在罹患疾病之后，使受试者接触（例如给药）基于本发明的重组

疫苗、组合物等，从而与不接触时相比使该疾病的症状减轻，并不意味着必需完全抑制疾病

的症状。罹患疾病是指：身体出现了疾病症状。

[0081] 术语“预防”是指：在罹患疾病之前，通过使受试者接触（例如给药）基于本发明的

重组疫苗、组合物等，从而与不接触时相比减轻罹患疾病后的症状，并不意味着必需完全抑

制患病。

[0082] 除非另外定义或由背景清楚指示，否则在本公开中的全部技术与科学术语具有如

本公开所述领域的普通技术人员通常理解的相同含义。

[0083] 本发明公开了一种有效提高细胞的抗原呈递效率的融合分子架构、基于该架构的

重组疫苗制备方法及应用。本领域技术人员可以借鉴本文内容，适当改进工艺参数实现。特

别需要指出的是，所有类似的替换和改动对本领域技术人员来说是显而易见的，他们都被

视为包括在本发明。本发明的方法及应用已经通过较佳实施例进行了描述，相关人员明显
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能在不脱离本发明内容、精神和范围内对本文所述的方法和应用进行改动或适当变更与组

合，来实现和应用本发明技术。

[0084] 本发明提供的融合蛋白和编码核酸及其元件，制备方法及应用中，所用原料及试

剂均可由市售获得。

[0085] 下面结合实施例，进一步阐明本发明。其中，作为一种优选，选用核酸疫苗架构用

于制备重组疫苗。

[0086] 实施例1本发明重组核酸疫苗以及对照疫苗的构建

[0087] 为了制备包含本发明融合分子（序列如SEQ ID NO:1所示）的重组核酸疫苗，本发

明的融合蛋白分子结构示意图如图1所示，从N端到C端依次包含：信号肽、抗原氨基酸序列、

FcRn序列跨膜区、FcRn序列胞质区。首先构建一个基因表达盒，包含本发明融合蛋白分子的

基因表达盒架构示意图如图2所示，从5’端到3’端依次包含：5’UTR、信号肽（编码的氨基酸

序列如SEQ ID NO:2所示）、抗原核酸序列（即靶标抗原）、GS linker（编码的氨基酸序列如

SEQ ID NO:3所示）、FcRn序列跨膜区和胞质区（其中，编码的FcRn序列跨膜区和胞质区的氨

基酸序列如SEQ ID NO:4所示，其中FcRn序列跨膜区的氨基酸序列如SEQ ID NO:6所示，

FcRn序列胞质区的氨基酸序列如SEQ ID NO:7所示）、3’UTR。本实施例采用Fluc表位多肽作

为靶标抗原，编码Fluc表位多肽的序列（编码的氨基酸序列如SEQ ID NO:5所示）被克隆到

表达盒中，作为模型抗原。随后，基于密码子简并性对完整的基因表达盒序列做优化，通过

基因合成的方式直接获得DNA序列（委托金斯瑞公司合成）。最后，将合成的基因表达盒DNA

序列插入至可用于体外RNA转录的表达载体中，得到用于制备重组核酸疫苗的载体质粒，包

含本发明基因表达盒架构的重组载体质粒示意图如图3所示。

[0088] 根据上述方法，制备用于实验的（1）‑（4）载体，其中本发明的重组核酸疫苗为疫苗

B、疫苗D，对照疫苗为疫苗A、疫苗C。

[0089] （1） 仅表达Fluc表位多肽的重组核酸疫苗（疫苗A）制备载体

[0090] 步骤a：合成Fluc表位多肽基因片段作为抗原序列；

[0091] 步骤b：构建核酸疫苗架构载体；

[0092] 所述核酸疫苗架构载体包含5’‑UTR和3’‑UTR，可以是用于生产任一形式RNA疫苗

的载体或生产DNA疫苗的载体。优选地，载体为pUC57，以下疫苗B、疫苗C、疫苗D中的载体也

可为pUC57。

[0093] 步骤c：制备重组质粒

[0094] 将步骤a合成的基因插入步骤b的载体架构中，得到仅表达Fluc表位多肽的重组核

酸疫苗制备载体。

[0095] （2） 基于本发明的重组核酸疫苗（疫苗B）制备载体

[0096] 步骤a：如上述（1）步骤a，合成信号肽‑Fluc表位多肽‑GS linker‑FcRn序列跨膜区

和胞质区基因片段，其中Fluc表位多肽作为抗原序列；

[0097] 步骤b：如上述（1）步骤b，构建核酸疫苗架构载体；

[0098] 步骤c：制备重组质粒

[0099] 将步骤a合成的基因插入步骤b的载体架构中，得到表达基于本发明的重组核酸疫

苗制备载体。

[0100] （3） 仅表达内参蛋白Tubulin的重组核酸疫苗（疫苗C）制备载体
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[0101] 步骤a：如上述（1）步骤a，合成鼠源的Tubulin（mTubulin）基因片段作为抗原序列；

[0102] 步骤b：如上述（1）步骤b，构建核酸疫苗架构载体；

[0103] 步骤c：制备重组质粒

[0104] 将步骤a合成的基因插入步骤b的载体架构中，得到表达基于mTubulin 的重组核

酸疫苗制备载体。

[0105] （4） 基于本发明且表达EGFP蛋白的重组核酸（疫苗D）制备载体

[0106] 步骤a：如上述（1）步骤a，信号肽‑EGFP‑GS linker‑FcRn序列跨膜区和胞质区基因

片段，其中EGFP为绿色荧光蛋白，用于细胞定位；

[0107] 步骤b：如上述（1）步骤b，构建核酸疫苗架构载体；

[0108] 步骤c：制备重组质粒

[0109] 将步骤a合成的基因插入步骤b的载体架构中，得到基于本发明且表达EGFP蛋白的

重组核酸（疫苗D）制备载体。

[0110] 表1 实施例1中涉及的氨基酸序列

[0111] 元件名称以及序列

编号

序列

融合蛋白分子SEQ 

ID NO:1

MTRLTVLALLAGLLASSRAAHIEVDITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQFF

MPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMGISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPGGSGGGGSG

GGNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPT

LFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLGSGLGGGGSGVLVVGIVIGVLLLTAAAVGGALLWR

RMRSGLPAPWISLRGDDTGVLLPTPGEAQDADLKDVNVIPATA

信号肽SEQ ID NO:2 MTRLTVLALLAGLLASSRA

GS linker SEQ ID 

NO:3

GGSGGGGSGG

FcRn序列跨膜区和

胞质区SEQ ID NO:4

VLVVGIVIGVLLLTAAAVGGALLWRRMRSGLPAPWISLRGDDTGVLLPTPGEAQDADLKDVNVI

PATA

Fluc表位多肽SEQ 

ID NO:5

GNQIIPDTAILSVVPFHHGFGMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTL

FSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPL

FcRn序列跨膜区SEQ 

ID NO:6

VLVVGIVIGVLLLTAAAVGGALLW

FcRn序列胞质区SEQ 

ID NO:7

RRMRSGLPAPWISLRGDDTGVLLPTPGEAQDADLKDVNVIPATA

mTubulin序列SEQ 

ID NO:19

MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGQMPSDKTIGGGDDSFNTFFSETGAGKHVPR

AVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLDRIRKLADQ

CTGLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTAVVEPYNSILTTH

TTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIGQIVSSITASLRFDGALNVDLTEFQ

TNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPANQMVKCDPRHGKYMACCLLYR

GDVVPKDVNAAIATIKTKRTIQFVDWCPTGFKVGINYQPPTVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAI

AEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSEAREDMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEG

EEY
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EGFP序列SEQ ID 

NO:20

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTT

LTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKG

IDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDG

PVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

[0112] 实施例2本发明重组核酸疫苗与对照疫苗制备

[0113] （1） 加帽mRNA疫苗制备

[0114] 步骤a：将实施例1中用于生产加帽mRNA疫苗的载体质粒进行酶切线性化，获得用

于体外转录的线性化质粒。

[0115] 步骤b：将线性化的质粒进行体外共转录加帽反应，将7‑甲基化鸟苷酸帽结构加至

转录的mRNA的5’端，并对模板DNA进行降解。

[0116] （2） 非加帽mRNA疫苗制备

[0117] 步骤a：将实施例1中用于生产非加帽mRNA疫苗的载体质粒进行酶切线性化，获得

用于体外转录的线性化质粒。

[0118] 步骤b：将线性化的质粒进行体外非加帽的转录反应，并对模板DNA进行降解。

[0119] （3） DNA疫苗制备

[0120] 步骤a：将实施例1中用于生产DNA疫苗的载体质粒进行扩增，获得大量用于纯化的

目的质粒。

[0121] 步骤b：用去内毒素质粒提取及纯化试剂盒对目的质粒进行提取纯化。

[0122] 实施例3本发明重组核酸疫苗与对照疫苗质量控制

[0123] 以实施例2中的加帽mRNA疫苗制备的方法制备获得疫苗A、疫苗B、疫苗C、疫苗D。对

生产的重组核酸进行纯度检测，用于实验的5组重组核酸疫苗纯度均大于85%，如图4A‑D所

示。具体描述为：（1）图4A显示，仅表达Fluc表位多肽的重组核酸（疫苗A），纯度为92.6%；（2）

图4B显示，基于本发明的重组核酸（疫苗B），纯度为91 .8%；（3）图4C显示，仅表达内参蛋白

mTubulin的重组核酸（疫苗C），纯度为85.9%。（4）图4D显示，基于本发明且表达EGFP蛋白的

重组核酸（疫苗D），纯度为88.6 %。上述纯度均符合生产疫苗的质量要求。

[0124] 实施例4基于本发明的疫苗在细胞内的呈递途径

[0125] 通过细胞转染试剂，将实施例3中的疫苗D转染进DC  2.4细胞，检测基于本发明架

构的核酸疫苗，所表达出的蛋白在内质网、内体、溶酶体中的共定位情况。

[0126] 检测结果如图5所示，DAPI显色区域为细胞核，Calnexin显色区域为内质网，Rab11

显色区域为胞内体（Endosome），LAMP‑1显色区域为溶酶体，EGFP为绿色荧光蛋白，Merge图

片为右侧三张图片的融合。由于EGFP是基于本发明所述的FcRn疫苗架构表达，因此可以显

示出基于本发明的疫苗在细胞内的表达情况、定位及呈递路径。

[0127] 从结果图中可以看出，基于本发明FcRn架构表达的EGFP主要定位于内质网和胞内

体（白色箭头所示），由于EGFP蛋白在溶酶体中发生降解，因此溶酶体中荧光信号相对较少，

但仍旧足够显示存在共定位。上述结果证明了本发明的理论机制：FcRn架构能够将抗原导

向到胞内体，胞内体酸化后与溶酶体融合，促使抗原降解为抗原肽，随后与MHC  I类或II类

分子结合，从而达到促进抗原呈递的目的。

[0128] 实施例5重组核酸疫苗在小鼠体内的免疫效果

[0129] 将实施例3中获得的高质量重组核酸疫苗A、B、C分别进行LNP包裹，用于本实施例
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的小鼠免疫实验。

[0130] 实验选用6‑8周龄的C57BL/6  品系雌性小鼠共15只，每只体重20  g左右。其中，每

组实验5只小鼠，共3组。具体如表2所示，本表以及下文中剂量指活性成分量。

[0131] 表2免疫实验动物分组及处理方式

[0132]

[0133] 注：s.c.代表通过注射方式，在小鼠腹股沟皮下进行给药。

[0134] 将上述各组小鼠按照表2的免疫流程进行初免和二免，第28天（Day28）处死小鼠，

获取新鲜脾脏，制备脾细胞悬液，通过ELISPOT检测脾细胞悬液中的特异性T细胞。免疫及取

样流程如图6所示。

[0135] ELISPOT实验所使用的抗原肽（peptide）刺激物如表3所示，均为针对疫苗A、B所使

用外源抗原Fluc蛋白的刺激物。其中，peptide  pool为Flucpep‑1、Flucpep‑2和Flucpep‑3

的混合物。由于疫苗C所使用抗原为小鼠内源性的Tubulin蛋白（内参组），理论上不会产生

针对Fluc蛋白产生特异性细胞免疫，使用PMA和PHA刺激物处理细胞作为阳性对照；此外，将

不添加任何刺激物的内参组细胞作为阴性对照。

[0136] 表3  ELISPOT实验所使用的peptide刺激物

[0137] 名称 序列（编号） MHC分型

Flucpep‑1 ITYAEYFEM（SEQ ID NO:8） H2‑Kb

Flucpep‑2 SVVPFHHGF（SEQ ID NO:9） H2‑Kb

Flucpep‑3 YDLSNLHEI（SEQ ID NO:10） H2‑Db

Flucpep‑4 LMYRFEEEL（SEQ ID NO:11） H2‑Db

Flucpep‑5 GALFIGVAVAPANDI（SEQ ID NO:12） H2‑IAb

[0138] ELISPOT检测结果如图7和图8所示，其中图7为基于本发明的重组疫苗B和基于常

规分子架构疫苗A、C的ELISPOT结果对比图，图8为基于本发明的重组疫苗B和基于常规分子

架构疫苗A、C的ELISPOT原始结果图。由实验结果可知，用仅表达Fluc表位多肽的常规重组

核酸（疫苗A）免疫小鼠，能够诱导小鼠产生针对外源性抗原的细胞免疫，但细胞免疫水平很

低。结合疫苗C（对照组）的实验结果，证明疫苗A诱导的特异性细胞免疫效果不佳，与阴性对

照结果相当。而基于本发明的重组核酸疫苗（疫苗B）能够诱导显著的抗原特异性细胞免疫

应答，效果远远优于疫苗A，接近于对照组中阳性刺激物引起的细胞免疫水平。图8为上述结

果的原始ELISPOT图，作为佐证材料展示。

[0139] 分析产生上述结果的原因，常规分子架构无法将抗原靶向性地引入细胞免疫呈递

途径，只能诱导产生低水平的抗原特异性细胞免疫。而基于本发明的重组核酸疫苗，以FcRn

的跨膜区和胞质区作为促进抗原呈递的关键架构元件，将抗原多肽靶向聚集在MHC  II富集

的溶酶体中，从而促进抗原CD4表位的高效递呈，这点从Flucpep‑5的检测结果中可以得到

验证。随后，CD4+T细胞辅助CD8+T细胞的活化，从而获得了更高水平的抗原特异性细胞免疫。

此外，FcRn具有特殊的recycling（回收）属性，在溶酶体中未降解的蛋白会通过“recycle”
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系统重新回到溶酶体中再次降解，理论上能够获得更高的蛋白降解效率。

[0140] 实施例6基于本发明的重组核酸疫苗对C1498急性骨髓性白血病小鼠模型的免疫

治疗效果

[0141] 依据实施例5的结果和分析，已经能够得出结论：基于本发明的重组核酸疫苗能够

有效激活抗原特异性的细胞免疫反应，并显著优于当前其他发明的架构。为了验证所诱导

的细胞免疫反应能够起到治疗的效果，以C1498急性骨髓性白血病小鼠模型作为实验对象，

验证基于本发明的疫苗能够提供良好的治疗效果。

[0142] 实验选用C57BL/6  品系小鼠建立肿瘤模型，并验证疫苗疗效。实验小鼠具体分组

如表4所示，通过皮下注射方式进行给药。

[0143] 表4实施例6中治疗实验动物分组及处理方式

[0144] 疫苗组别 小鼠数量（只） 处理方式

阴性对照 6 不接种疫苗

mTubulin 8 接种含有内源蛋白Tubulin的疫苗

疫苗Ⅰ 8 接种含有基于本发明的疫苗Ⅰ

疫苗Ⅱ 9 接种含有基于本发明的疫苗Ⅱ

[0145] 其中，疫苗Ⅰ、疫苗Ⅱ的抗原为串联表达C1498  TAA靶点肽段，所涉及抗原靶标为

B Y 5 5（C D 1 6 0  a n t i g e n）、  S P R Y 4（P r o t e i n  s p r o u t y  h o m o l o g  4）、TCF 7

（Transcriptionfactor  7）和WNT6（Protein  Wnt‑6）。其中，疫苗Ⅰ的架构示意图如图9所示，

从5’到3’端，依次包含信号肽、靶标抗原BY55、GS  linker、靶标抗原SPRY4、GS  linker、本发

明FcRn片段（即FcRn序列跨膜区和胞质区），BY55氨基酸序列如SEQ  ID  NO:13所示，SPRY4氨

基酸序列如SEQ  ID  NO:14所示，其他元件氨基酸序列如表1所示。

[0146] BY55氨基酸序列：DGITEKSSQLVFTIEQATPSDSGTYQCCARSQKPEIYIHGHFLSVLVTGNHTE

IRQRQRSHPDFSHINGTLSSG（SEQ  ID  NO:13）。

[0147] SPRY4氨基酸序列：VGADDRSWVFSYAQRKWHSMLANEKAPIKGIGQPEKVGLLLDYEAKKLSLVD

VSRISVIHTLQTDFRGPVAPAFALWDGELLTHSGL（SEQ  ID  NO:14）。

[0148] 其中，疫苗Ⅱ的架构示意图如图10所示，从5’到3’端，依次包含信号肽、靶标抗原

TCF7、GS  linker、靶标抗原WNT6、GS  linker、本发明FcRn片段（即FcRn序列跨膜区和胞质

区），TCF7氨基酸序列如SEQ  ID  NO:15所示，WNT6氨基酸序列如SEQ  ID  NO:16所示，其他元

件氨基酸序列如表1所示。

[0149] TCF7氨基酸序列：SLTSGSMGQLPHTVSWPSPPLYPLSPSCGYRQHFPAPTAAPGAPYPRFTHPSL

MLGSGVPGHPAAIPHPAIVPSSGK（SEQ  ID  NO:15）。

[0150] WNT6氨基酸序列：QAPRGRAPPRPSGLLGTPGPPGPTGSPDASAAWEWGGCGDDVDFGDEKSRLFM

DAQHKRGRGDIRALVQLHNNEAGRLAVRSH（SEQ  ID  NO:16）。

[0151] 将上述各组小鼠按照图11A所示的免疫流程进行免疫治疗，疗程中共注射4次疫

苗，每次注射剂量20  μg，第18天处死小鼠，测量肿瘤体积并进行统计分析。

[0152] 由图11B所示的统计结果可知，基于本发明的重组核酸疫苗Ⅰ和疫苗Ⅱ均能够激活

荷瘤小鼠的免疫系统，并提供有效免疫保护。在接种第三针疫苗之后，肿瘤体积显著小于阴

性对照组，并且持续抑制肿瘤生长。基于本发明的疫苗Ⅰ和疫苗Ⅱ具有类似的效果，均可达

到统计学意义上显著的肿瘤抑制效果。
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[0153] mTubulin组虽然是内源蛋白，理论上不会诱导产生肿瘤特异的免疫反应。但重组

核酸疫苗由LNP包裹递送，可能会激活非特异性的免疫反应，对C1498肿瘤产生抑制作用，因

此在结果中显示出较弱的肿瘤抑制效果。

[0154] 实施例7基于本发明的重组核酸疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模型的免疫治疗与

预防效果

[0155] B16‑F10黑色素瘤小鼠模型是用于验证黑色素瘤疫苗效果的经典模型。本实施例

以此作为实验对象，验证基于本发明的疫苗能够提供良好的治疗和预防效果。

[0156] 实验选用C57BL/6  品系小鼠作为预防及治疗实验的动物模型，具体分组如表5和

表6所示，通过皮下注射方式进行给药。

[0157] 表5实施例7中治疗实验动物分组及处理方式

[0158] 疫苗组别 小鼠数量（只） 处理方式

阴性对照 9 不接种疫苗

疫苗Ⅲ 9 接种含有基于本发明的疫苗Ⅲ

疫苗Ⅳ 9 接种含有基于本发明的疫苗Ⅳ

疫苗Ⅲ&疫苗Ⅳ 9 接种含有基于本发明的疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ

[0159] 表6实施例7中预防实验动物分组及处理方式

[0160] 疫苗组别 小鼠数量（只） 处理方式

阴性对照 5 不接种疫苗

mTubulin 5 接种含有内源蛋白Tubulin的疫苗

疫苗Ⅲ&疫苗Ⅳ 5 接种含有基于本发明的疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ

[0161] 其中，疫苗Ⅲ、疫苗Ⅳ的抗原为B16‑F10的经典抗原表位，所涉及靶标抗原分别为

Trp1（Short  transient  receptor  potential  channel  1）、Trp2（Short  transient 

receptor  potential  channel  2）。

[0162] 疫苗Ⅲ的架构示意图如图12所示，从5’到3’端，依次包含信号肽、靶标抗原Trp1、

GS  linker、本发明FcRn片段（即FcRn序列跨膜区和胞质区），Trp1氨基酸序列如SEQ  ID  NO:

17所示，其他元件氨基酸序列如表1所示。

[0163] Trp1氨基酸序列：HNCGTCRPGWRGAACNQKILTVRRNLLDLSPEEKSHFVRALDMAKRTTHPQFV

IATRRLEDILGPDGNTPQFENISVYNYFVWTHYYSVKKTFLGGSGGGGSGGSFRNTVEGYSAPTGKYDPAVRSLHN

LAHLFLNGTGGQTHLSPNDPIFVLLHTFTDAVFDEWLRRYNADISTFPLENAPIGHNRQYNMVPFWPPVTNTEMFV

TAPDNLGYAYEVQW（SEQ  ID  NO:17）。

[0164] 疫苗Ⅳ的架构示意图如图13所示，从5’到3’端，依次包含信号肽、靶标抗原Trp2、

GS  linker、本发明FcRn片段（即FcRn序列跨膜区和胞质区），Trp2氨基酸序列如SEQ  ID  NO:

18所示，其他元件氨基酸序列如表1所示。

[0165] Trp2氨基酸序列：VQTDTRPWSGPYILRNQDDREQWPRKFFNRTCKCTGNFAGYNCGGCKFGWTGP

DCNRKKPAILRRNIHSLTAQEREQFLGALDLAKKSIHPDYVITTQHWLGLLGPNGTQPQIANCSVYDFFVWLHYYS

VRDTLLGGSGGGGSGGDGTLDSQVMNLHNLAHSFLNGTNALPHSAANDPVFVVLHSFTDAIFDEWLKRNNPSTDAW

PQELAPIGHNRMYNMVPFFPPVTNEELFLTAEQLGYNYAVDLSEEEA（SEQ  ID  NO:18）。

[0166] 在治疗实验中，将表5中的各组小鼠按照图14A所示的免疫流程进行免疫治疗，每

次治疗注射20μg，记录肿瘤体积变化情况，评估治疗效果。其中，疫苗Ⅲ&疫苗Ⅳ组为疫苗Ⅲ
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和疫苗Ⅳ联用，活性成分质量比例为1:1（10μg：10μg）。

[0167] 图14B为治疗实验中本发明的重组疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模型的抑制肿瘤

体积治疗效果。由图14B所示的统计结果可知，基于本发明的重组核酸疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ均能

够起到治疗作用，抑制肿瘤体积的增长；疫苗Ⅲ和疫苗Ⅳ联合施用（疫苗Ⅲ&疫苗Ⅳ），效果

更佳，可以极大程度抑制肿瘤增殖，几乎达到完全抑制。这一结果证明，基于本发明的重组

核酸疫苗能够提供治疗肿瘤的效果。

[0168] 基于上述治疗实验结果，疫苗Ⅲ&疫苗Ⅳ效果最佳。因此，在预防实验中仅将疫苗

Ⅲ&疫苗Ⅳ纳入测试。

[0169] 将表6中的各组小鼠按照图15A所示的免疫流程进行免疫，每次注射剂量20  ug，第

22天接种B16‑F10肿瘤细胞，随后持续观察，记录肿瘤体积和存活率，并进行统计分析。

[0170] 图15B为预防实验中本发明的重组疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模型的抑制肿瘤

体积预防效果。图15C为预防实验中本发明的重组疫苗对B16‑F10黑色素瘤小鼠模型的存活

率预防效果。由图15B和图15C所示的统计结果可知，基于本发明的重组核酸疫苗Ⅲ和疫苗

Ⅳ能够起到预防作用，抑制肿瘤增殖，并有效提高小鼠存活率。阴性对照组和mTubulin组都

于荷瘤后25天内死亡；接种基于本发明的重组核酸疫苗疫苗Ⅲ&疫苗Ⅳ后，在荷瘤第25天仍

旧有80%小鼠存活。这一结果证明，基于本发明的重组核酸疫苗能够提供预防肿瘤的效果。

[0171] 同时，本发明实验结果显示，基于本发明的重组核酸疫苗所诱导的免疫保护具有

特异性，无法免疫靶点之外的肿瘤。这也侧面证明了，基于本发明的重组核酸疫苗是通过促

进抗原呈递，激活了抗原特异的细胞免疫反应，从而达到预防和治疗的效果。

[0172] 本公开的上述实施例仅是为清楚地说明本公开所作的举例，而并非是对本公开的

实施方式的限定。对于所属领域的普通技术人员来说，在上述说明的基础上还可以做出其

他不同形式的变化或变动。这里无需也无法对所有的实施方式予以穷举。凡在本公开的精

神和原则之内所作的任何修改、等同替换和改进等，均应包含在本公开权利要求的保护范

围之内。
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