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诺如病毒S颗粒类疫苗及其制备和使用方法

(57)摘要

本文公开了疫苗组合物，特别是用于抗原呈

递的多价二十面体组合物。所公开的组合物可含

有由重组融合蛋白组成的S颗粒。重组融合蛋白

可包括诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白、可操作地连

接到诺罗病毒S结构域蛋白的接头蛋白结构域、

和可操作地连接到所述接头的抗原蛋白结构域。
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1.一种用于抗原呈递的多价二十面体组合物，其包含S颗粒，其中所述S颗粒包含重组

融合蛋白，所述重组融合蛋白由以下组成

a)修饰的诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白，其中所述诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白的序列是

SEQ  ID  NO:25；

b)可操作地连接到所述修饰的诺罗病毒S结构域蛋白的接头蛋白结构域；和

c)可操作地连接到所述接头的抗原蛋白结构域；

其中所述修饰的诺罗病毒S结构域蛋白包含蛋白酶切割位点的突变，其中所述突变位

于第69位或第70位，并且其中所述突变使所述位点对胰蛋白酶切割具有抗性。

2.根据权利要求1所述的多价二十面体组合物，其中所述组合物具有二十面体对称结

构。

3.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述组合物包含60个抗原呈递

位点。

4.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述修饰的诺罗病毒S结构域

蛋白包含蛋白酶切割位点的突变，其中所述突变发生在位置R69。

5.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述修饰的诺罗病毒S结构域

蛋白包含蛋白酶切割位点的突变，其中所述突变发生在位置N70。

6.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述修饰的诺罗病毒S结构域

蛋白包含足以提供至少一个非天然二硫键形成位点的突变，其中所述突变选自(1)V57C和

M140C；(2)V57C、Q58C和S136C；以及(3)V57C、Q58C、S136C和M140C。

7.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述修饰的诺罗病毒S结构域

蛋白是杯状病毒的蛋白质，其中所述杯状病毒的特征在于具有180个拷贝的单一衣壳蛋白。

8.根据权利要求1所述的多价二十面体组合物，其中所述接头包含长度足以在S结构域

蛋白颗粒和展示的抗原之间提供空间和一定柔性的氨基酸序列。

9.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述接头包含三至六个氨基

酸。

10.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述抗原蛋白结构域包含大

小为8个氨基酸至300个氨基酸、或8个氨基酸至400个氨基酸、或8个氨基酸至500个氨基酸

的抗原。

11.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述抗原蛋白结构域包含轮

状病毒(RV)抗原。

12.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述抗原蛋白结构域包含RV

刺突蛋白抗原VP8抗原。

13.根据权利要求1或2所述的多价二十面体组合物，其中所述抗原蛋白结构域包含选

自以下的抗原：疟疾寄生虫恶性疟原虫的环子孢子蛋白(CSP)的TSR抗原、甲型流感病毒的

HA1蛋白和M2e表位的受体结合结构域、戊型肝炎的P结构域抗原、星状病毒的表面刺突蛋白

及其组合。

14.根据权利要求4所述的多价二十面体组合物，其中所述突变是足以破坏蛋白酶切割

位点的K以外的任何氨基酸。

15.根据权利要求4所述的多价二十面体组合物，其中所述突变是R69A。
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16.根据权利要求5所述的多价二十面体组合物，其中所述突变是足以破坏蛋白酶切割

位点的P以外的任何氨基酸。

17.一种重组融合蛋白，其由以下组成

a)修饰的诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白，其中所述诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白的序列是

SEQ  ID  NO:25；

b)可操作地连接到所述修饰的诺罗病毒S结构域蛋白的接头蛋白结构域；和

c)可操作地连接到所述接头的抗原蛋白结构域。

18.根据权利要求17所述的重组融合蛋白，其中所述修饰的诺罗病毒(NoV)S结构域蛋

白包含蛋白酶切割位点的突变，其中所述突变发生在位置R69或N70。

19.根据权利要求17所述的重组融合蛋白，其中所述修饰的诺罗病毒(NoV)S结构域蛋

白包含蛋白酶切割位点的突变，其中所述突变发生在位置R69或N70，并且还包含选自以下

的突变：(1)V57C和M140C；(2)V57C、Q58C和S136C；以及(3)V57C、Q58C、S136C和M140C。

20.一种制备权利要求1‑16中任一项所述的多价二十面体组合物的方法，包括步骤：a)

制备包含修饰的NoV  S结构域蛋白的第一区域，其中所述修饰包含足以破坏暴露的蛋白酶

切割位点的突变，其中所述突变防止蛋白质降解，和b)以接头和抗原重组地表达所述第一

个区域。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述突变包含R69A突变，和在所述诺罗病毒

(NoV)S结构域蛋白中引入选自以下的突变：(1)V57C和M140C；(2)V57C、Q58C和S136C；以及

(3)V57C、Q58C、S136C和M140C。

22.根据权利要求20所述的方法，其中所述组合物在大肠杆菌中产生。

23.根据权利要求1‑16中任一项所述的组合物在制备用于在有需要的个体中引发免疫

应答的药物中的用途，其包括施用所述组合物的步骤。

24.根据权利要求23所述的用途，其包含多于一次、或多于两次、或多于三次施用所述

组合物。

25.一种试剂盒，其包含至少一剂根据权利要求1‑16中任一项所述的组合物、递送装置

和用于施用所述组合物的说明书。
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诺如病毒S颗粒类疫苗及其制备和使用方法

[0001] 交叉引用相关申请

[0002] 本申请要求2017年3月28日提交的美国临时申请62/477,481的优先权和权益，其

内容以其全部并入并且用于所有目的。

[0003] 关于联邦政府资助研究的声明

[0004] 本发明是在国立卫生研究院授予的R21  AI092434‑01A1和R56  AI114831‑01A1至

XJ的政府支持下完成的。政府拥有本发明的某些权利。

背景技术

[0005] RV导致严重的急性胃肠炎，主要发生在婴儿和幼儿中，导致每年全球5岁以下儿童

中约200 ,000人死亡、230万人住院以及2400万门诊[25‑27]。目前的两种RV疫苗RotaTeq

(Merck)和Rotarix(GlaxoSmithKline,GSK)在许多发达国家都能有效地保护儿童免受严重

的RV病例[28,29]。然而，它们在非洲和亚洲的大多数发展中国家都没有表现出令人满意的

效果[30‑32]，其中RV的感染率、发病率和死亡率大多发生，因此大多需要RV疫苗。

发明内容

[0006] 本文公开了疫苗组合物，特别是用于抗原呈递的多价二十面体组合物。所公开的

组合物可含有由重组融合蛋白组成的S颗粒。重组融合蛋白可包括诺罗病毒(NoV)S结构域

蛋白、可操作地连接到诺罗病毒S结构域蛋白的接头蛋白结构域、和可操作地连接到所述接

头的抗原蛋白结构域。所公开的组合物可用于提供

附图说明

[0007] 此申请文件至少包含一个彩色绘图。具有彩色附图的本专利或专利申请公开的副

本将在请求和支付必要费用后由专利局提供。

[0008] 本领域技术人员将理解，下面描述的附图仅用于说明目的。附图不旨在以任何方

式限制本教导的范围。

[0009] 图1.天然诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白以低效率组装成颗粒或复合物。(A)GST‑S结

构域融合蛋白的表达构建体的示意图，显示凝血酶切割位点和铰链的位置。(B和C)GST‑S融

合蛋白(GST‑S，～51kDa)(B)和游离S蛋白(～25kDa)(C)的SDS‑PAGE分析。(D)S蛋白的EM显

微照片，显示少量组装的S颗粒(箭头)。(E)通过尺寸排阻柱(Superdex  200)对S蛋白进行凝

胶过滤色谱的洗脱曲线。通过凝胶过滤校准试剂盒和纯化的重组NoV  P颗粒[21,22]、小P颗

粒[20]和P二聚体[11]校准凝胶过滤柱。显示蓝色葡聚糖2000(～2000kDa，空隙)、P颗粒(～

830kDa)、小P颗粒(～420kDa)、P二聚体(～69kDa)和抑肽酶(～6.5kDa)的洗脱位置。(F)来

自两个峰的蛋白质的SDS‑PAGE分析，峰1(级分#15和16)和峰2(级分#28和29)。在所有SDS 

PAGE中，泳道M是具有指定分子量的预染色蛋白质标记物。在(B)、(C)和(F)中分别观察到～

42和～16kDa的次要S蛋白条带。

[0010] 图2.鉴定S结构域中暴露的蛋白酶位点。(A)蛋白酶切割的S蛋白的N‑末端测序产
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生五残基序列，NAPGE。(B)S结构域序列显示相同的五残基序列，NAPGE(下划线)，表明了蛋

白酶切割位点(星号)。显示了C‑末端铰链(下划线)、四残基接头(GGGG)和末端融合的Hisx6

肽。还显示了该重组S结构域蛋白的计算的分子量。(C)所有GII诺如病毒的表示之间的序列

比对表明蛋白酶位点是高度保守的(突出显示位置69和70)。(D)在3倍轴上以不同颜色的卡

通表示检查部分GII  NoV壳结构(W.J.，未发表的数据)显示由球形表示中的R69(红色)‑N70

(青色)形成的暴露的蛋白酶位点。左图：俯视图；右图：侧视图。

[0011] 图3.SR69A蛋白和S60颗粒的生产和表征。(A)SR69A蛋白的表达构建体的示意图，显示

铰链、接头(GGGG)和Hisx6肽(标记为H的橙色球)。其完整序列显示在图2B中。(B)SR69A蛋白

(～25kDa)的SDS‑PAGE分析。泳道1至5是来自TALON  CellThru树脂的洗脱级分。泳道M代表

具有指定分子量的预染色蛋白质标记物。(C)SR69A蛋白的EM显微照片，显示统一尺寸的自组

装S60颗粒。(D和E)通过凝胶过滤色谱法(D)分析SR69A蛋白质，然后对洗脱峰(E)进行

SDSPAGE分析。(D)通过尺寸排阻柱(Superdex  200，10/300GL)对SR69A蛋白质的凝胶过滤色

谱的洗脱曲线。如图1E中所述校准凝胶过滤柱。蓝色葡聚糖2000(～2000kDa)、P颗粒(～

830kDa)、P二聚体(～69kDa)和抑肽酶(～6.5kDa)的洗脱位置分别由(x)和1、2、3和4表示。

(E)凝胶过滤(D)中三个主峰的SR69A蛋白的SDS‑PAGE分析，其中泳道C在加载到尺寸排阻柱

之前是对照SR69A蛋白；泳道M是具有指定分子量的预染色蛋白质标记物；泳道8和9来自峰1

的级分#8和9，泳道16来自峰2的级分#16；泳道19来自峰3的级分#19。(F)SR69A蛋白的电喷雾

电离质谱(ESI‑MS)分析。对于80μM  SR69A蛋白(基于单体)的乙酸铵水溶液(200mM，pH6.8和

25℃)以阳离子模式获得的ESI‑MS。检测到SR69A结构域单体(25 .047kDa)和二聚体

(50.095kDa)。观察到以m/z～15,500为中心的宽特征。尽管质量分辨率不足以建立电荷状

态，但是基于报道的大蛋白质复合物的m/z[61]估计这些离子的MW约为1.47MDa，对应于60

价S60颗粒的MW。

[0012] 图4 .基于60价猫杯状病毒VLP的已知晶体结构(PDB#：4PB6)的S60颗粒的结构建

模。(A)显示S60颗粒的EM显微照片。(B至D)表面表示中卡通表示(B)中的SR69A蛋白单体(橙

色)和五(C)和两倍(D)轴上的S60颗粒的结构。暴露的C端铰链(表面表示)以绿色显示。(E至

G)在表面表示中分别地，具有C‑末端稠合的接头(品红色)和Hisx6肽(天蓝色)在点图示(E)

中的SR69A蛋白单体(橙色)以及得到的S60颗粒在五(F)和两倍(G)轴上的结构。暴露的C‑末

端铰链、接头和Hisx6肽以点表示显示。

[0013] 图5.表征S60‑VP8嵌合颗粒。(A)SR69A‑VP8嵌合蛋白的示意图。轮状病毒的VP8抗

原(绿色)通过接头(HHHH)与铰链融合。将Hisx6肽(橙色)与VP8抗原的C末端融合。(B)SR69A‑

VP8蛋白(～45kDa)的SDS‑PAGE分析。(C)通过尺寸排阻柱(Superdex  200 ,10/300GL)对

SR69A‑VP8蛋白进行凝胶过滤色谱。如图1E所示校准所述柱。蓝色葡聚糖2000(～2000kDa)、P

颗粒(～830kDa)、P二聚体(～69kDa)和抑肽酶(～6.5kDa)的洗脱位置分别用标记为1、2、3

和4的(x)表示。(D)来自凝胶过滤(C)的峰1的S60‑VP8颗粒的EM显微照片。(E)SR69A‑VP8蛋白

的电喷雾电离质谱(ESI‑MS)分析。对于80μM  SR69A‑VP8蛋白(基于单体)的乙酸铵水溶液

(200mM，pH6.8和25℃)以阳离子模式获得的ESI‑MS。检测到SR69A‑VP8单体(44.950kDa)和降

解产物(19.990kDa)。观察到以m/z～23,700为中心的宽特征。虽然质量分辨率不足以确定

电荷状态，但这些离子的MW根据报道的大蛋白复合物的m/z[61]估算约为3.4MDa，相当于60

价SR69A‑VP8颗粒的MW。
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[0014] 图6.通过引入S结构域间二硫键进一步稳定S60‑VP8颗粒。(A和B)GII.4壳结构的

结构分析。(A)在三维轴上GII.4NoV的部分壳结构(W.J.，未发表的数据)显示S结构域的V57

和Q58分别在空间上接近相邻S结构域的M140'和S136'。六个S结构域以灰色显示卡通图示，

而所提及的四个氨基酸以球形表示以不同颜色显示。(B)一个S结构域的V57(红色)/Q58(青

色)与相邻S结构域的S136 '(绿色)/M140 '(橙色)之间的空间关系的特写，距离为5 .7至

(C至E)SR69A/V57C/M140C‑VP8蛋白的表征。(SEQ  ID  NO  31中所示的蛋白质序列)(C)

SR69A/V57C/M140C‑VP8蛋白质的表达构建体。(D)SR69A/V57C/M140C‑VP8蛋白的SDSPAGE分析。

泳道1、2、3和4是来自亲和柱的四种洗脱的蛋白质级分。在每个泳道中加载15μl每种级分。

M，预染色蛋白标记物。(E)通过尺寸排阻柱(Superdex  200,10/300GL)的SR69A/V57C/M140C‑

VP8蛋白的凝胶过滤色谱的洗脱曲线。如图1E中所述校准凝胶过滤柱。蓝色葡聚糖2000(～

2000kDa)、P颗粒(～830kDa)、P二聚体(～69kDa)和抑肽酶(～6.5kDa)的洗脱位置用标记为

1、2、3和4的(x)表示。(F至J)SR69A/V57C/Q58C/S136C‑VP8蛋白的表征。(SEQ  ID  NO  32中所

示的蛋白质序列)(F)SR69A/V57C/Q58C/S136C‑VP8蛋白质的表达构建体。(G)SR69A/V57C/

Q58C/S136C‑VP8蛋白的SDSPAGE分析。泳道1、2和3是来自亲和柱的三种洗脱的蛋白质级分。

每个泳道加载10μl每种级分。(H)通过尺寸排阻柱(Superdex  200,10/300GL)对SR69A/V57C/

Q58C/S136C‑VP8蛋白进行凝胶过滤分析。如图1E中所述校准凝胶过滤柱。具有不同MW的四

种蛋白质的洗脱位置表示为(E)。(I)来自凝胶过滤(H)的峰1的S60‑VP8颗粒的EM显微照片。

(J)来自峰1(级分#7至10)、峰2(级分#21)和峰3(级分#23)的蛋白质的SDSPAGE分析。泳道C

是加载到柱之前的对照蛋白质。

[0015] 图7.S60‑VP8颗粒的结构。(A至C)通过cryoEM技术重建S60‑VP8颗粒的三维结构。

(A)S60‑VP8颗粒在五倍轴的表面结构。(B和C)S60‑VP8颗粒的中间切片(B)和后半部分(C)

的切片结构，显示外部和内部结构。示出了内部S60颗粒(S)和突出的VP8抗原。显示了基于

半径的颜色方案。“5”表示五倍轴。(D至F)将60价FCV壳结构(红色，卡通表示)拟合到S60‑

VP8颗粒的cryoEM密度图(透明灰色)中。拟合结果由三个透明切片视图显示，显示从正面观

察的S60‑VP8颗粒的前半部分(D)、中间切片(E)和后半部分(F)。(G和H)将60个拷贝的P[8]

RV的VP8晶体结构(PDB代码：2DWR)拟合到S60‑VP8颗粒cryoEM密度图的突出区域中。S60‑

VP8颗粒的S60颗粒区域中的拟合FCV壳晶体结构以卡通图示(红色)示出，而突出区域中的

拟合VP8晶体结构以蓝色卡通图示示出。(I)基于上述拟合结果的S60‑VP8颗粒模型。内部

S60颗粒以红色卡通图示出，而60个突出的VP8抗原以浅蓝色以点图表示。

[0016] 图8.在CsCl密度梯度离心后，S60‑VP8颗粒形成峰。将S60‑VP8颗粒加载到CsCl密

度梯度上。超速离心后，分别通过对P[8]RV  VP8(A)和GII.4NoVVLP(B)特异的抗体检测分级

梯度中的S60‑VP8颗粒。在两种情况下，在梯度的中间检测到S60‑VP8颗粒的确定峰。

[0017] 图9.S60颗粒展示的VP8保留了配体结合功能。(A)聚糖结合测定显示S60‑VP8颗粒

结合代表H1和Leb抗原但不代表Ley抗原的合成寡糖。没有VP8的S60颗粒不结合三种抗原中

的任何一种。

[0018] 图10 .S60‑VP8颗粒增强了对展示的RV  VP8抗原的免疫原性。将相同剂/剂量的

S60‑VP8颗粒、游离VP8抗原和不含VP8的S60颗粒分别免疫小鼠(N＝6)，然后测量VP8特异性

IgG应答(A)，以及针对RV  VP8‑配体相互作用的50％阻断效价(BT50)(B)和对所得小鼠血清

的RV感染的中和活性(C)。(A)分别由S60‑VP8颗粒、游离VP8抗原和S60颗粒引发的VP8特异
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性IgG应答。(B)分别用相同的三种免疫原接种后，小鼠血清对抗RV  VP8‑配体相互作用的

BT50。(C)分别用相同的三种免疫原免疫后小鼠血清对培养细胞中RV感染的中和活性。数据

组之间的统计差异用星号表示(*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001)。

具体实施方式

[0019] 定义

[0020] 除非另有说明，否则术语应根据相关领域普通技术人员的常规用法来理解。如有

冲突，将以本文件(包括定义)为准。下面描述了优选的方法和材料，但与本文描述的那些类

似或等同的方法和材料可以用于实践或测试本发明。本文提及的所有出版物、专利申请、专

利和其他参考文献都通过引用整体并入。本文公开的材料、方法和实施例仅是说明性的而

非限制性的。

[0021] 如本文和所附权利要求中所使用的，单数形式“一”、“一个”和“该”包括复数指示

物，除非上下文另有明确说明。因此，例如，提及“一种方法”包括多种这样的方法，并且提及

“一种剂量”包括提及一种或多种剂量及其本领域技术人员已知的等同物，等等。

[0022] 术语“约”或“近似”意指在本领域普通技术人员确定的特定值的可接受误差范围

内，这将部分取决于如何测量或确定该值，例如，测量系统的限制。例如，根据本领域的实

践，“约”可以表示在1或大于1的标准偏差内。或者，“约”可表示给定值的最多20％、或最多

10％、或最多5％、或最多1％的范围。或者，特别是对于生物系统或过程，该术语可以表示数

值的一个数量级内，优选地在5倍内，更优选地在2倍内。在申请和权利要求中描述了特定值

的情况下，除非另有说明，否则应当假设术语“约”意味着在特定值的可接受误差范围内。

[0023] 如本文所用，术语“有效量”是指足以显示所需效果的一种或多种活性组分的量。

这包括治疗和预防效果。当应用于单独施用的单独活性成分时，该术语仅指该成分。当应用

于组合时，该术语是指导致治疗效果的活性成分的组合量，无论是组合施用、连续或同时施

用。

[0024] 术语“个体”、“宿主”、“受试者”和“患者”可互换使用，是指作为治疗、观察和/或实

验对象的动物。通常，该术语是指人类患者，但该方法和组合物可同样适用于非人类受试

者，例如其他哺乳动物。在一些实施方案中，该术语涉及人。在进一步的实施方案中，该术语

可以指儿童。

[0025] 如本文所用，术语“抗原”可与术语“免疫原”和“免疫原性抗原”互换使用，如下文

所定义。从技术上讲，抗原是一种能够在产生免疫反应后与免疫反应产物结合的物质，但不

一定能诱导免疫反应(即所有免疫原都是抗原，反之则不然)；然而，本文讨论的作为本发明

主题的抗原被认为是免疫原性抗原，即使被称为抗原。

[0026] 术语“融合蛋白”是指通过融合基因的翻译产生的蛋白质，产生具有衍生自每种原

始蛋白质的功能特性的单一多肽。

[0027] 术语“免疫”是指具有足够的生物防御以避免由致病生物引起的感染、疾病或其他

生物入侵的状态。

[0028] 术语“免疫原性”是指免疫原引发体液和/或细胞介导的免疫应答的能力。

[0029] 术语“免疫原”和“免疫原性抗原”是指能够以一种或多种抗体的产生形式诱导或

激发适应性免疫应答的特定类型的抗原。
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[0030] 术语“免疫原性应答”和“免疫应答”是指生物免疫系统响应免疫原的反应性的改

变。这可涉及抗体产生、细胞介导的免疫的诱导、补体激活或获得性免疫的发展或对某种疾

病或病原体的免疫耐受性。

[0031] 术语“免疫”和“疫苗接种”是指故意诱导免疫应答，并涉及有效操纵免疫系统的天

然特异性以及其诱导性。免疫背后的原理是引入源自致病生物体的抗原，其刺激免疫系统

发展针对该生物体的保护性免疫，但其中抗原本身不会引起该生物体的致病作用。

[0032] 术语“感染”是指病原体侵入动物或植物宿主的身体组织，以及体内病原体的增殖

和身体对病原体及其可能产生的任何毒素的反应。

[0033] 术语“诺如病毒”、“NoV”、“诺沃克样病毒”或“NLV”是指杯状病毒科中诺如病毒属

的任何病毒，包括但不限于以下：诺沃克病毒(“NV”)、MOH、Mexico、VA  207、VA  387、02‑

1419、C59、VA  115、Hawaii、Snow  Mountain、Hillington、Toronto、Leeds、Amsterdam、Idaho 

Falls、Lordsdale、Grimsby、Southampton、Desert  Shield、Birmingham和White  Rivercap。

NoV在人类中引起急性胃肠炎。

[0034] 如本文所用，当在所述颗粒的上下文中使用时，字母“S”表示“S结构域”，例如，在

S69A/58C/140C‑VP8中，其表示具有69A/58C/140C突变的S‑VP8蛋白质。在其他方面，所使用的命

名法可以是例如其中“69A/58C/140C”表示为上标的S。

[0035] 术语“疫苗”是指提高对特定疾病的免疫力的生物制剂或组合物。疫苗是有意施用

以在受体中诱导免疫应答的免疫原性抗原的实例。

[0036] 术语“多价疫苗(multivalent  vaccine)”和“多价疫苗(polyvalent  vaccine)”是

指设计用于针对两种或更多种相同微生物的菌株(例如NoV)或针对两种或更多种不同微生

物进行免疫的疫苗。

[0037] 诺如病毒(NoV)是杯状病毒科(Caliciviridae)中的诺罗病毒属(Norovirus)的成

员，在人类中引起流行性急性胃肠炎，具有显著的发病率和死亡率[4,5]。在结构上，NoV病

毒被蛋白质衣壳包裹，该衣壳由单一主要结构蛋白——衣壳蛋白或病毒蛋白1(VP1)——组

成。NoV衣壳的晶体结构显示，NoV  VP1含有两个主要结构域，N‑末端壳(S)和C‑末端突出(P)

结构域，它们通过短铰链连接[6]。S结构域构建支持NoV病毒体基本支架的内部二十面体

壳，而P结构域构成二聚体突起[7‑10]以稳定NoV衣壳并识别细胞表面聚糖作为宿主附着因

子或受体[11‑14]。

[0038] 通过真核系统体外表达全长NoV  VP1导致自身形成180价病毒样颗粒(VLP)，其结

构和抗原性与真正的病毒衣壳相似[6,15]，同时产生通过大肠杆菌系统的P结构域形成P二

聚体，其在结构上与NoV衣壳的那些无法区分[7‑11,16‑19]。此外，修饰NoV  P结构域的产生

组装成不同的高阶颗粒或复合物，包括12价小P颗粒[20]、24价P颗粒[21,22]和36价P络合

物[23]。

[0039] 与P结构域不同，S结构域的研究较少，尽管通过在杆状病毒/昆虫细胞系统中表达

S结构域报道了“薄层”S颗粒[11,24]，可能相当于NoV衣壳的180价壳。在这项研究中，申请

人开发了一种新技术，通过简单的大肠杆菌系统生产统一的60价S颗粒，称为S60颗粒，并将

其作为抗原呈递的多功能疫苗平台应用于轮状病毒(RV)和其他病原体的亚单位疫苗开发。

[0040] RV导致严重的急性胃肠炎，主要发生在婴儿和幼儿中，导致每年全球5岁以下儿童

中约200,000人死亡，230万人住院，以及2400万门诊[25‑27]。目前的两种RV疫苗，RotaTeq
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(Merck)和Rotarix(GlaxoSmithKline,GSK)，在许多发达国家都能有效地保护儿童免受严

重的RV病例[28,29]。然而，它们在非洲和亚洲的大多数发展中国家[30‑32]都没有表现出

令人满意的效果，其中RV的感染率、发病率和死亡率大多发生，因此大多需要RV疫苗。申请

人最近的研究表明，发展中国家RV疫苗的低效率可能是由于中和低收入国家中P型疫苗与

变化的主要RV  P类型的不匹配[33,34]。此外，目前的减毒活疫苗仍然很昂贵，口服给药后

肠道疫苗RV的复制可能是接种疫苗儿童肠套叠风险增加的原因[35‑41]。因此，需要能够克

服两种现有RV活疫苗的上述限制的新一代RV疫苗。

[0041] RV  P类型由病毒蛋白4(VP4)决定，其构成RV病毒体的刺突蛋白。在结构上，每个刺

突蛋白含有两个主要部分，由VP5形成的茎和由VP8构建的远端头[42]。VP5和VP8是胰蛋白

酶对VP4的切割产物。VP8负责与RV宿主附着因子或受体的相互作用，这些受体是一组细胞

表面聚糖，包括组织血型抗原(HBGA)[33,43‑45]。以前的研究表明，VP8抗原引发中和抗体，

其抑制RV感染和培养细胞中的复制，并保护免疫小鼠免受RV感染[46,47]，因此，VP8抗原是

抗RV的重要疫苗靶标[46‑49]。

[0042] 然而，许多定义的中和抗原，包括RV  VP8，由于它们的小尺寸和低化合价，因此面

临非复制型疫苗开发的低免疫原性的常见问题。该问题可以通过将抗原融合或缀合到大的

多价蛋白质平台来解决，以增强免疫原性。在该研究中，申请人提供了确实证据，证明在NoV 

S60颗粒作为有效的疫苗平台展示后，RV  VP8抗原的免疫原性显著增强。申请人的数据表

明，S60‑VP8颗粒可以容易地产生，稳定并且对展示的RV  VP8抗原具有高免疫原性，因此是

一种有希望的针对RV感染的亚单位疫苗。

[0043] 病毒衣壳蛋白的同型相互作用是常见的，驱动病毒衣壳自我形成。通过利用天然

构建诺罗病毒衣壳内部壳的诺罗病毒壳(S)结构域的这种相互作用，申请人已经开发了通

过简单的大肠杆菌系统生产60价二十面体S60颗粒的方法。这可以通过对S结构域的若干修

饰来实现，例如R69A突变以破坏暴露的蛋白酶切割位点和三重半胱氨酸突变(V57C/Q58C/

S136C)以建立S‑结构域间二硫键以增强S‑结构域间相互作用。具有60个暴露的S结构域C末

端的多价S60颗粒为抗原呈递提供了理想的平台，导致对展示的抗原的免疫原性增强以用

于疫苗开发。通过构建显示60种轮状病毒(RV)VP8蛋白(主要的RV中和抗原)的嵌合S60颗粒

证明了这一点。这些S60‑VP8颗粒易于产生并在小鼠中引发显示的VP8抗原的高IgG应答。用

S60‑VP8颗粒免疫后的小鼠抗血清表现出对RVVP8与其聚糖配体结合的高阻断和对培养细

胞中RV感染的高中和活性。研究了S60和S60‑VP8颗粒的三维结构。最后，S60颗粒还可以显

示其他抗原，支持S60颗粒是多功能疫苗平台的概念。

[0044] 本文公开了可用于形成多价疫苗组合物的方法和组合物，特别是使用修饰的诺罗

病毒S颗粒。

[0045] 在一个方面，公开了用于抗原呈递的多价二十面体组合物。所述组合物可包含S颗

粒，其中所述S颗粒可包含重组融合蛋白，所述重组融合蛋白包含诺罗病毒(NoV)S结构域蛋

白；与诺罗病毒S结构域蛋白可操作地连接的接头蛋白结构域；和可操作地连接到接头的抗

原蛋白结构域。

[0046] 该组合物通常具有二十面体对称结构。在一个方面，该组合物包含60个用于抗原

呈递的位点。

[0047] 在一个方面，诺罗病毒S结构域蛋白是杯状病毒的蛋白质。杯状病毒的特征在于具
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有180个拷贝的单个衣壳蛋白。

[0048] 在一个方面，诺罗病毒S结构域蛋白可以包含NoV  S结构域蛋白的蛋白酶切割位点

中的突变，其中所述突变使得该位点对胰蛋白酶切割具有抗性。如果突变有效地破坏胰蛋

白酶切割位点，则可以对该位点进行一个或多个突变。本领域普通技术人员将容易理解实

现这种效果的位点的修饰。在一个方面，突变可以在位置69或位置70。在一个方面，突变可

以发生在位置R69。在某些方面，突变可以是除K(赖氨酸)之外的任何氨基酸的变化，其足以

破坏蛋白酶切割位点。在某些方面，突变是R69A。在其他方面，突变可以发生在N70位，例如，

突变可以是除P(脯氨酸)之外的任何足以破坏蛋白酶切割位点的氨基酸。

[0049] 在一个方面，诺罗病毒S结构域蛋白可包含足以提供非天然二硫键结合位点的突

变。诺罗病毒S结构域蛋白可以包含至少两个氨基酸(其在空间上彼此接近)至半胱氨酸残

基的突变，其足以在多价二十面体S颗粒的相邻S结构域蛋白之间提供至少一个非天然二硫

键结合位点，或者，在其他方面，至少两个非天然二硫键结合位点，或至少三个非天然二硫

键结合位点。在某些方面，突变可以选自V57C、Q58C、S136C、M140C或其组合。

[0050] 在一个方面，接头可以包含足以在S结构域蛋白质颗粒和展示的抗原之间提供空

间和一定柔性的长度的氨基酸序列。接头通常是1‑10个氨基酸单元或3‑6个氨基酸的短肽，

其将S结构域的C‑末端连接到展示的抗原上。接头在S60颗粒和展示的抗原之间提供空间和

一定柔性，这有助于S结构域和展示的抗原的独立折叠。必要时可以使用更长的接头。接头

的氨基酸长度应足以允许蛋白质结构域的柔性以形成要求保护的组合物。

[0051] 所公开的组合物理想地适合于呈递抗原。本领域普通技术人员可以容易地确定合

适的抗原。本文公开了示例性抗原。在某些方面，除了免疫原性之外，可以通过大小选择抗

原蛋白结构域，并且其可以编码具有8个氨基酸至约300个氨基酸、或8个氨基酸至约400个

氨基酸，或8个氨基酸至约500个氨基酸的大小的抗原。如本领域普通技术人员将容易理解

的，抗原的大小可以变化很大，并且本组合物可以用于呈递各种不同的抗原以引发免疫应

答。

[0052] 在一个方面，多价二十面体组合物可包含抗原蛋白结构域，其是轮状病毒(RV)抗

原。在一个方面，抗原蛋白结构域可包含RV刺突蛋白抗原(VP8抗原)。在其他方面，抗原可包

含疟疾寄生虫恶性疟原虫的环子孢子蛋白(CSP)的TSR抗原、甲型流感病毒的HA1蛋白和M2e

表位的受体结合结构域、戊型肝炎的P结构域抗原、星状病毒的表面刺突蛋白及其组合。同

样，这些抗原仅仅是示例性的，并且这些抗原的叙述并不旨在限制权利要求的范围。示例性

序列包括SEQ  ID  NO  34和SEQ  ID  NO  35：人轮状病毒VP8抗原，SEQ  ID  NO  42和SEQ  ID  NO 

43：戊型肝炎病毒(HEV)的P结构域抗原，SEQ  ID  NO  44和SEQ  ID  NO  45：禽类AstV的表面刺

突蛋白抗原(参见，例如，(GenBank  AC#：NP987088，残基423‑630)，SEQ  ID  NO  46和SEQ  ID 

NO  47：甲型流感病毒的HA1抗原(H7)，SEQ  ID  NO  48和SEQ  ID  NO  49：恶性疟原虫的环子孢

子蛋白的TSR抗原，和SEQ  ID  NO  50和SEQ  ID  NO  51：甲型流感病毒的M2E表位。应当理解，

用于产生抗原肽的抗原序列与参考核酸序列可具有至少50％、60％、70％、75％、80％、

85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的同一性，条件是所得抗原在施用具有抗

原的组合物的个体中引发至少部分免疫应答。

[0053] 重组融合蛋白是所公开的疫苗组合物的亚基。本文进一步公开了可以形成多价二

十面体组合物基础的重组融合蛋白。融合蛋白可以包含诺罗病毒(NoV)S结构域蛋白，其具
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有如上所述的胰蛋白酶位点至如上所述的添加的半胱氨酸位点的突变；与所述具有上述突

变的诺罗病毒S结构域蛋白可操作地连接的接头蛋白结构域；和可操作地连接到接头的抗

原蛋白结构域。以上描述了融合蛋白的每个部分的特征。

[0054] 除了上述S颗粒之外，所公开的组合物还可包含一种或多种药学上可接受的载体，

其可包括任何和所有溶剂、分散介质、包衣、稳定剂、稀释剂、防腐剂、抗细菌和抗真菌剂、等

渗剂、吸附延迟剂等。所公开的S颗粒可以在生理盐水中提供。任选地，可以包括保护剂，例

如抗微生物活性剂，例如庆大霉素、硫柳汞等。该组合物可进一步包括稳定剂，例如糖类、海

藻糖、甘露糖醇、蔗糖等，以增加和/或维持产品的保质期。本领域技术人员将理解，本文的

组合物可包含已知的可注射的生理学上可接受的无菌溶液。为了制备用于肠胃外注射或输

注的即用型溶液，可以容易地获得水性等渗溶液，例如盐水或相应的血浆蛋白溶液。此外，

本发明的免疫原性和疫苗组合物可包括稀释剂、等渗剂、稳定剂或佐剂。稀释剂可包括水、

盐水、右旋糖、乙醇、甘油等。等渗剂可包括氯化钠、右旋糖、甘露醇、山梨糖醇和乳糖等。稳

定剂包括白蛋白和乙二胺四乙酸的碱金属盐等。本领域普通技术人员将理解合适的佐剂。

[0055] 在一个方面，公开了一种容器，其包含至少一剂本文公开的免疫原性组合物。容器

可包含1至250剂的免疫原性组合物，或在其他方面，1、10、25、50、100、150、200或250剂的免

疫原性组合物。在一个方面，每个容器可包含一剂以上的免疫原性组合物，并且还可包含抗

微生物活性剂。这些药剂可包括，例如，抗生素，如庆大霉素和硫柳汞等。

[0056] 另一方面涉及试剂盒。试剂盒可包含上述任何容器和说明书，说明书包括用于递

送上文公开的免疫原性组合物的信息。例如，可以提供与肌肉内施用至少一剂相关的说明

书，以减轻与本文公开的抗原感染相关的临床症状的严重性。试剂盒和/或组合物可进一步

包括免疫刺激剂，例如匙孔血蓝蛋白(KLH)或不完全弗氏佐剂(KLH/ICFA)。也可以使用本领

域技术人员已知的任何其他免疫刺激剂。

[0057] 在一个方面，公开了制备所公开的多价二十面体结构的方法。该方法可以包括以

下步骤：a)制备包含修饰的NoV  S结构域蛋白的第一区域，其中所述修饰包含足以破坏暴露

的蛋白酶切割位点的突变(其中突变防止蛋白质降解)，优选地R69A突变，和在所述诺罗病

毒(NoV)S结构域蛋白中引入一个或多个突变，其足以产生S‑结构域蛋白间二硫键，例如选

自V57C、Q58C、S136C和M140C的突变，及其组合，和b)以接头和抗原重组地表达具有修饰的

NoV  S结构域蛋白的所述第一个区域。在某些方面，组合物可以在大肠杆菌中有效产生。

[0058] 在一个方面，公开了一种在有需要的个体中引发免疫应答的方法。在这方面，该方

法可包括将如上公开的疫苗组合物施用给有需要的个体的步骤。容易理解，可以根据本领

域已知的任何方法将所公开的组合物施用给个体，并且最佳施用(包括途径和量)不需要过

多的实验。疫苗组合物可以预防性地施用给怀疑将来暴露于掺入疫苗组合物中的抗原的个

体。在某些方面，提供了一种提供免疫应答的方法，所述免疫应答保护接受所述组合物的个

体免于感染，或降低或减轻与感染相关的临床症状的严重性。感染可包括例如疟疾、甲型流

感、戊型肝炎和星状病毒感染。剂量方案可以是单剂方案或多剂方案(例如，包括加强剂)，

其中组合物的单位剂型在不同时间施用。如本文所用，术语“单位剂型”是指适合作为人和

动物受试者的单位剂量的物理上离散的单位，每个单位含有足以产生所需效果的预定量的

本文公开的抗原组合物，该组合物与药学上可接受的赋形剂(例如，药学上可接受的稀释

剂、载体或媒介物)联合提供。疫苗可以与其他免疫调节剂联合施用。
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[0059] 实施例

[0060] 提供以下非限制性实施例以进一步说明本文公开的本发明的实施方案。本领域技

术人员应该理解，以下实施例中公开的技术代表已经发现在本发明的实践中很好地起作用

的方法，因此可以认为是构成其实践模式的实例。然而，本领域的技术人员应当理解，在不

偏离本发明的精神和范围的情况下，根据本发明公开的内容，对公开的特定实施方案可以

做很多改动并能得到相同或相似的结果。

[0061] 通过生物工程生成新型生物材料已经成为现代医学中快速发展的领域。典型的实

施例包括各种多价蛋白质纳米颗粒和复合物，它们是利用病毒衣壳蛋白的自身形成特征构

建的[1‑3]。病毒衣壳蛋白负责病毒生命周期，特别是病毒附着和进入所必需的许多基本功

能，因此能够在免疫人和动物后引发针对病毒感染的中和抗体。这支持了病毒衣壳蛋白是

针对相应病毒病原体的优异疫苗靶标的观点。事实上，已开发出各种衣壳蛋白颗粒和复合

物，并用作非复制性亚单位疫苗，以对抗每年夺去数百万人生命的不同传染病[1‑3]。与需

要培养感染性病毒颗粒并因此与某些安全性问题相关的传统活减毒和灭活病毒疫苗不同，

源自生物工程病毒衣壳蛋白的非复制性亚单位疫苗不涉及传染因子，因此更安全，制造成

本低于传统疫苗。因此，非复制型亚单位疫苗代表了新一代的创新疫苗策略。

[0062] 材料和方法

[0063] 质粒构建体。1)谷胱甘肽‑s‑转移酶(GST)标记的S结构域蛋白的表达构建体。通过

BamH1/Sal  I位点将具有GII.4NoV毒株VA387(GenBank  AC#：AY038600.3；残基1至221)的铰

链编码序列的S结构域插入pGEX‑4T‑1载体(GST)的多克隆位点(GST  Gene  Fusion  System,

GE  Healthcare  Life  Sciences)。得到的S结构域蛋白质具有N末端GST，其间具有凝血酶切

割位点。2)用于Hisx6融合的SR69A结构域表达的质粒构建体。将具有R69A突变的相同NoV  S

结构域‑铰链编码序列通过BamH1/Not  I位点插入pET‑24b载体(Novagen)的多克隆位点。得

到的S结构域蛋白具有C末端融合的Hisx6肽。3)用于SR69A‑VP8嵌合蛋白表达的DNA构建体。

含有P[8]人RV菌株BM14113的RV  VP8编码序列的DNA片段，其等同于WA菌株VP8的64至231的

氨基酸序列(GenBank  AC#：VPXRWA)，与SR69A结构域‑铰链的C‑末端以其间的接头(四个组氨

酸)融合。RV菌株BM14113直接从RV阳性粪便样品中分离[45]。将Hisx6‑肽添加到VP8抗原的

C‑末端用于纯化目的。4)SR69A/V57C/M140C‑VP8、SR69A/V57C/Q58C/S136C‑VP8和SR69A/V57C/

Q58C/S136C/M140C‑VP8嵌合蛋白的表达构建体。通过定点突变将另外两个(V57C/M140C)、

三个(V57C/Q58C/S136C)或四个(V57C/Q58C/S136C/M140C)突变引入到SR69A‑VP8嵌合蛋白

的表达构建体中来制备该DNA构建体。5)用于SR69A/V57C/Q58C/S136C‑mVP8嵌合蛋白表达的

质粒构建体。该构建体含有类似SR69A/V57C/Q58C/S136C‑VP8构建体的DNA序列，但VP8编码

序列被编码小鼠RV  EDIM(婴儿小鼠的流行性腹泻)菌株的VP8的那些序列替换[50]。另外，

使用SR69A/V57C/Q58C/S136C‑VP8嵌合蛋白的构建体作为起始构建体构建DNA，所述DNA构建

用于其他SR69A/V57C/Q58C/S136C类嵌合颗粒，所述颗粒展示各种病原体的抗原，包括恶性

疟原虫寄生虫3D7株的环子孢子蛋白(CSP)的表面抗原TSR(GenBank#AC：CAB38998，残基

309‑375)[51]、甲型流感病毒的M2e表位[52,53]和戊型肝炎病毒的P结构域抗原[54‑56]，

其中RV  VP8编码序列被编码相应抗原的序列替换。

[0064] 重组蛋白的生产和纯化。如前所述，重组GST‑和Hstx6‑融合蛋白在大肠杆菌

(BL21，DE3)中表达[11 ,47 ,53 ,56]。根据制造商的说明，使用用于GST标记的Sepharose 
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4Fast  Flow纯化树脂(GE  Healthcare  Life  Sciences)和用于Hisx6‑肽融合蛋白的TALON 

CellThru树脂(ClonTech)纯化得到的重组蛋白。可以通过凝血酶(GE  Healthcare  Life 

Sciences)切割从靶蛋白中除去GST，而GST‑融合蛋白仍然与纯化树脂结合。

[0065] 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)和蛋白质定量。使用10％分离凝

胶通过SDS‑PAGE分析纯化的蛋白质。使用连续稀释的牛血清白蛋白(BSA，Bio‑Rad)作为相

同凝胶上的标准物，通过SDS‑PAGE定量蛋白质[46]。

[0066] 凝胶过滤色谱。这是为了分析蛋白质和蛋白质复合物的大小分布进行的，如前所

述[11,53,57]，其通过AKTA快速性能液相色谱系统(AKTA  Pure  25L，GE  Healthcare  Life 

Sciences)，使用尺寸排阻柱(Superdex  200，10/300GL，GE  Healthcare  Life  Sciences)。

该柱通过凝胶过滤校准试剂盒(GE  Healthcare  Life  Sciences)和纯化的NoV  P颗粒(～

830kDa)[57]、小P颗粒(～420kDa)[20]和P二聚体(～69kDa)[11]进行校准，如前所述[53,

55]。通过SDS‑PAGE分析洗脱峰的蛋白质。

[0067] 氯化铯(CsCl)密度梯度超速离心。将0 .5mL树脂纯化的S60‑VP8颗粒与密度为

1.300g/mL的11mL  CsCl溶液混合，然后装入12ml离心管中。在使用SW41Ti转子在Optima  L‑

90K超速离心机(Beckman  Coulter)中以288,000g离心45小时后，通过底部穿刺将梯度分级

成23个级分，每个级分0.5mL。基于折射率确定级分的CsCl密度。通过ELISA分析级分中的

S60‑VP8颗粒，其中将各个级分在PBS中稀释20倍并包被在微量滴定板上。通过NoV  VLP‑和

RVVP8特异性抗体检测包被的蛋白质。

[0068] 电子显微镜。使用1％钼酸铵作为染色溶液，制备蛋白质样品用于电子显微镜(EM)

检查颗粒的形成[22]。在EM10C2显微镜(德国Zeiss)下在80kV、10,000x至40,000x的放大倍

数下观察样本。

[0069] 电喷雾电离质谱(ESI‑MS)。使用配备纳流ESI(nanoESI)源的Synapt  G2S四极杆‑

离子迁移率分离‑飞行时间(Q‑IMS‑TOF)质谱仪(Waters，Manchester，UK)以正离子模式进

行所有ESI‑MS测量。每种样品溶液在200mM乙酸铵水溶液(pH6 .8 ,25℃)中制备并装入

nanoESI尖端，该尖端由硼硅酸盐毛细管(1.0mm外径，0.68mm内径)制成，使用P‑1000微量移

液器拉拔器(Sutter  Instruments，Novato，CA)将其拉至～5μm。为了进行ESI，将铂丝插入

nanoESI尖端并施加1.10kV的电压。使用60℃的源温度。锥、阱和转移电压分别为50V、5V和

2V，阱气体流速为6.0mL·min‑1；所有其他参数都设置为默认值。使用WatersMassLynx软件

(版本4.1)进行数据采集和处理。

[0070] N‑末端氨基酸测序。切下含有切割的S结构域蛋白的SDS‑PAGE凝胶切片，并通过在

爱荷华州立大学的Protein  Facility的Applied  Biosystem，Inc.的494Procise蛋白测序

仪/140C分析仪进行N‑末端氨基酸测序(http://www.protein.iastate.edu/)。

[0071] 免疫小鼠。将3‑4周龄的BALB/c小鼠(Harlan‑Sprague‑Dawley，Indianapolis，IN)

分成4组(N＝6)，用于免疫接种(10μg/小鼠)：1)S60‑VP8嵌合体颗粒；2)游离VP8蛋白；没有

VP8抗原的S60颗粒；和4)相同体积的稀释剂(磷酸盐缓冲盐水，PBS，pH7.4)。用Inject  Alum

佐剂(Thermo  Scientific，50μl/小鼠)以两周的间隔肌内注射三次进行免疫。在第三次免

疫后两周收集血液，并通过标准方案从血液样品制备血清。

[0072] 酶免疫测定(EIA)。如前所述，进行EIA以测量用不同免疫原免疫后小鼠血清的抗

体滴度[46]。将凝胶过滤纯化的游离VP8抗原(1μg/mL)包被在96孔微量滴定板上，并与连续
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稀释的小鼠血清一起温育[47]。通过山羊抗小鼠二抗‑HRP缀合物(MP  Biomedicals，Inc)检

测结合的抗体。通过终点稀释定义抗体滴度，截止信号强度为OD450＝0.1。

[0073] HBGA结合测定。进行基于合成寡糖和唾液的HBGA结合测定以测量展示VP8的S60颗

粒与其HBGA配体的结合功能[45]。简而言之，将分别代表H1、Leb和Ley抗原的合成寡糖(2μ
g/mL)或为H1和/或Leb阳性或H1和Leb阴性的煮沸唾液样品(1：1000稀释)涂在96‑将微量滴

定板上并与各种S60‑VP8颗粒或不含指定浓度的RV  VP8的S60颗粒一起温育。通过豚鼠抗

VP8抗血清(针对S60‑VP8颗粒)或针对GII.4NoV  VLP的豚鼠超免疫血清(针对S60颗粒)测量

结合的蛋白质，然后温育HRP缀合的山羊抗豚鼠IgG(ICN  Pharmaceuticals)。

[0074] 针对RV  VP8‑HBGA配体附着的血清阻断效价。这是作为先前描述的替代中和试验

进行的[47]。将具有阳性H1和Lewisb(Leb)抗原的煮沸和稀释的(1：1000)人唾液样品——P

[8]RV的配体[45,58]——包被在微量滴定板上。在不同的稀释度下用各种免疫原(S60‑VP8

颗粒、游离VP8抗原、S60颗粒和PBS)免疫后，将625ng/mL的P颗粒展示RV  VP8(PP‑VP8)[46]

与免疫后血清预温育，然后将PP‑VP8加入到包被的唾液样品中。将50％阻断效价(BT50)定

义为与未阻断的阳性对照相比，导致PP‑VP8颗粒与HBGAs/唾液样品结合至少50％减少的最

低血清稀释度。

[0075] RV中和测定：如前所述进行[53]。简而言之，将MA104细胞在6孔板中培养，并且约

50PFU/孔的滴度的组织培养适应的RV  Wa菌株(G1P[8])被用作接种物。用指定的免疫原(见

上文)免疫后，将胰蛋白酶处理的Wa  RV与小鼠血清温育1小时，然后加入细胞中。用包括胰

蛋白酶(Invitrogen)和0.8％琼脂糖的培养基覆盖平板。温育4天后，将噬斑染色并计数。通

过相对于未处理的对照孔中的数量，用抗血清处理的孔中斑块数量的减少来计算血清的中

和(％)。

[0076] S60颗粒的结构建模。使用60价猫科杯状病毒(FCV)VLP[59]的晶体结构(PDB#：

4PB6)作为模板，使用软件PyMOL  Molecular  GraphicsSystem，版本1.8.2.0(Schroinger，

LLC)，模拟具有或不具有Hisx6肽和S60‑VP8嵌合颗粒的S60颗粒的结构。所有基于晶体结构

的图像都是由该软件制作的。

[0077] 通过cryoEM对S60‑VP8嵌合颗粒进行结构重建。这是使用申请人之前的研究[20,

21,46]中描述的类似的低温EM方法进行的。简而言之，将等分试样(3至4μL)的凝胶过滤纯

化的S60‑VP8嵌合颗粒快速冷冻到Quantifoil网格上，然后将其加载到显微镜中。使用

CM200低温显微镜在x50,000的标称放大倍数和2.0至4.0μm的散焦范围内在膜上记录低电

子(e)‑剂量图像(～20e/ )。通过使用步长为6 .35μm/像素的Nikon  Super  CoolScan 

9000ED扫描仪选择并数字化显微照片。扫描的图像被分箱，导致图像的最终采样为 /

像素。使用EMAN的拳击手(boxer)程序选择S60‑VP8嵌合颗粒的图像。手动过滤所选图像以

排除误报。EMAN的ctfit程序用于手动确定与源自相同显微照片的颗粒图像组相关的对比

度‑传递函数(CTF)参数。使用EMAN的startoct程序创建颗粒的初始模型。然后，EMAN的精炼

程序用于迭代地确定原始颗粒的中心和方向，并通过EMAN  make3d程序从2‑D图像重建3‑D

图，直到收敛。在重建S60‑VP8嵌合颗粒期间施加二十面体对称性。使用UCSF  Chimera软件

(版本1.12；http://www.rbvi.ucsf .edu/chimera)进行cryo‑EM模型的分析，包括拟合S60

颗粒模型(参见aboe)和P[8]RV  VP8(2DWR)的晶体结构。

[0078] 统计分析。通过软件GraphPad  Prism  6(GraphPad  Software，Inc)，使用非配对非
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参数t检验，计算数据集之间的统计学差异。P值设定为：差异显著，0.05(P<0.05)；差异非常

显著，0.01(P<0.01)；差异极其显著，0.001(P<0.001)。

[0079] 道德声明。该研究严格按照美国国立卫生研究院实验动物护理和使用指南(23a)

中的建议进行。该方案由辛辛那提儿童医院研究基金会(动物福利保证号A3108‑01)的机构

动物护理和使用委员会(IACUC)批准。

[0080] 结果

[0081] 天然NoV  S结构域的低颗粒形成效率。申请人的研究开始于使用表达载体pGEX‑

4T‑1在大肠杆菌中利用GII.4NoV(VA387)的铰链产生天然S结构域，产生了具有分子量(MW)

～51kDa的GST‑S结构域融合蛋白(图1，A和B)。通过凝血酶切割获得在没有GST的～25kDa的

游离S结构域蛋白(图1C)，而GST仍然与琼脂糖珠结合。对S蛋白的EM观察揭示了直径为～

20nm的很少的薄层环状结构(图1D)，最可能等同于组装的S颗粒。为了确定S颗粒形成效率，

进行S结构域蛋白的凝胶过滤色谱，揭示两个宽峰(图1E)。使用NoV  VLP超免疫血清[15]和N

末端测序(图2，见下文)进行SDSPAGE(图1F)，然后进行Western分析(数据未显示)，证实两

个峰均为S蛋白。具有高于800kDa的高MW的峰1应代表自组装的S颗粒或复合物，而峰2应为S

结构域单体(～25kDa)和/或二聚体(～50kDa)。

[0082] 申请人还观察到具有较低MW的较小蛋白质条带，其分别与GST‑S融合蛋白(图1B，

42kDa)和游离S蛋白(图1C，16kDa)共同发生，其应该是S蛋白的蛋白酶切割形式，因为这些

次要蛋白条带与NoV  VLP特异性抗体反应(数据未显示)，并且显示出S结构域序列(图2，见

下文)。申请人进一步注意到，组装成S颗粒或复合物的S结构域蛋白大部分被消化成较小的

S结构域蛋白(图1E和F，峰1，级分#15和#16)。相比之下，未组装的S蛋白保持完整(图1E和F，

峰2，级分#28和#29)，表明组装的S颗粒或复合物对蛋白酶敏感，而未组装的S蛋白不是。事

实上，峰1仅代表总S蛋白的一小部分(<25％)，申请人得出结论，天然NoV  S结构域蛋白以低

效率组装成颗粒。

[0083] 鉴定S蛋白中暴露的蛋白酶切割位点。上述发现促使我们鉴定蛋白酶切割位点。这

是通过在约16kDa处对两个切割的S蛋白条带进行N‑末端测序来实现的(图1，C和F)，产生相

同的NAPGE的五残基序列(图2A)。该五残基与S结构域序列N70至E74匹配，表明切割位点在

R69和N70之间(图2B)，其是胰蛋白酶/Clostripaina识别位点。NoV  VP1序列的遗传分析显

示该蛋白酶位点在所有GII  NoV中高度保守(图2C)。GII  NoV壳结构的结构分析(Wen 

Jiang，未发表的数据)表明该蛋白酶位点暴露在壳表面上(图2D)。

[0084] 破坏蛋白酶位点以获得高S颗粒形成效率。基于上述数据，申请人引入了R69A突变

以破坏蛋白酶切割位点，产生SR69A蛋白。另外，申请人使用C末端连接的Hisx6肽代替GST标

签以避免凝血酶切割步骤以进行简化的纯化过程(图3A)。申请人还在铰链和Hisx6肽之间

插入短接头(GGGG)以使Hisx6肽具有柔性，以证明S颗粒的抗原呈递的概念。

[0085] SR69A蛋白(～25kDa)在大肠杆菌系统中很好地产生，并且可以通过结合Hisx6的

TALON  CellThru树脂以极高的产率(>40mg/升细菌培养物)和高稳定性(图3B)纯化。EM观察

表明许多环形结构的尺寸统一，代表直径为～22nm的自组装S颗粒(图3C)。凝胶过滤显示一

个主要和两个次要峰(图3，D和E)，基于他们的MW，它们应分别代表S颗粒(>1mDa)、S二聚体

(～50kDa)和S单体(～25kDa)，这得到EM观测和ESI‑MS分析支持(下面)。SDS‑PAGE通常显示

～50kDa的较小条带(图3，B和E)，其与NoV  VLP特异性抗体反应(数据未显示)，表明它们是
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在SDS‑PAGE分析中未完全变性的S结构域二聚体。这在凝胶过滤色谱的S颗粒级分(峰1：级

分#8和#9)(图3，D和E)与二聚体(峰2：#16)和单体(峰3：#19)级分相比尤为明显。这些数据

表明绝大多数SR69A蛋白质组装成统一的S颗粒。

[0086] 将SR68A蛋白自组装成60价S60颗粒。然后申请人进行ESI‑MS分析以确定SR69A蛋白

的复杂性，揭示三种蛋白形式：1)25 .047kDa的S单体，2)50 .095kDa的S二聚体，和3)～

1.47mDa的S颗粒(图3F)。由于计算的重组S结构域蛋白的MW为24585.89道尔顿(图2B)，因此

观察到的自组装S颗粒应为60价，称为S60颗粒。没有观察到大于～1.47mDa的信号的事实表

明传统的180价S颗粒没有组装，这与EM观察到的统一粒径(图3C)一致。通过cryoEM技术对

S60‑VP8嵌合颗粒的结构重建进一步证实了这些60价S60颗粒(图7，见下文)。

[0087] S60颗粒的结构建模。虽然60价NoV衣壳或其内壳的详细结构尚不清楚，但已报道

60价猫科动物杯状病毒(FCV)VLP的晶体结构[59]，提供了一种模拟S60颗粒以了解其结构

特征的方法。通过使用60价FCV  VLP(PDB#：4PB6)的晶体结构作为模板来构建S60颗粒的结

构模型(图4，B至D)。模拟的S60颗粒分别在五倍轴或两倍轴显示出略微五边形(图4C)和六

边形(图4D)的形状。在EM显微照片中的S60颗粒中可以容易地识别这些五边形和六边形形

状(图4A和图3C)。此外，S60颗粒模型可以很好地适应S60‑VP8颗粒的cryoEM密度图的S60颗

粒区域(图7，D到F)，支持60价FCV外壳和NoV  S60颗粒之间的结构相似性。正如所料，60个C

端铰链暴露在每个S60颗粒的表面上(图4，B至D)，为S60颗粒显示的外来抗原提供了极好的

融合点。

[0088] 申请人还使用C‑末端接头(GGGG)和Hisx6肽对S60颗粒进行建模，以模拟S60颗粒

的抗原呈递(图4，E至G)。得到的模型表明60个Hisx6肽显示在每个S60颗粒的表面上，支持

了具有C末端连接的Hisx6肽的S60颗粒被Hisx6结合树脂有效纯化的事实(图3B)。因此，预

测来自其他病原体的各种抗原也可以通过将它们融合到S蛋白的暴露的C末端而由S60颗粒

展示。

[0089] S60‑VP8嵌合颗粒的生产和表征。为了证明S60颗粒作为抗原呈递增强免疫原性平

台的可行性，申请人生产了显示RV  VP8蛋白的S60‑VP8嵌合颗粒，RV  VP8蛋白是主要的RV中

和抗原。这通过经由接头将RV  VP8蛋白与SR69A蛋白的C末端融合来实现(图5A)。将Hisx6肽

添加到VP8蛋白的C末端用于纯化目的。SR69A‑VP8嵌合蛋白(～45kDa)在大肠杆菌系统中以>

30mg/升细菌培养物的高产率良好表达(图5B)。SR69A‑VP8蛋白的凝胶过滤分析显示三个典

型的峰，基于它们的MW，最可能分别代表SR69A‑VP8颗粒(峰1)、二聚体(峰2)和单体(峰3)(图

5C)。三个峰的保留比较表明，大约一半的SR69A‑VP8蛋白自组装成颗粒(峰1与峰2和峰3比

较)。

[0090] 来自峰1的蛋白质的EM观察显示许多统一尺寸的SR69A‑VP8颗粒(称为S60‑VP8颗

粒)，其具有可识别的突起，这是由于表面显示VP8蛋白质，导致粗糙表面(图5D)，其不同于

S60颗粒的相对光滑表面(图3C和4A)。峰1蛋白的ESI‑MS分析显示预期的60价S60‑VP8颗粒，

其MW为～3.4mDa(图5E)。同样，没有观察到180价颗粒的信号，这与相同蛋白质的显微照片

上的S60‑VP8颗粒的统一尺寸一致(图5D)。然而，ESI‑MS分析确实揭示了SR69A‑VP8蛋白的单

体(44.950kDa)和在19.990kDa处的痕量降解产物，表明S60‑VP8颗粒可以分解成单体。

[0091] S60‑VP8颗粒的进一步稳定。SR69A‑VP8蛋白质的相对低的颗粒形成效率表明通过

增加S颗粒中相邻S结构域之间的分子间相互作用来改善的空间。检查GII.4壳结构(W.J.，
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未发表的数据)表明，S结构域的V57和Q58分别在空间上接近相邻S结构域的M140和S136，距

离为5.7至5.9(图6，A和B)。这表明两对残基是引入S结构域间二硫键以进一步增强S60‑VP8

颗粒形成的良好位置。

[0092] 当SR69A‑VP8蛋白的V57和M140突变成半胱氨酸时(图6C)，S69A/58C/140C‑VP8蛋白在>

50mg/升细菌培养物的极高产率下良好表达(图6D)。凝胶过滤分析表明，大部分(～70％)蛋

白质组装成S60‑VP8颗粒(图6E)，其通过EM观察证实(数据未显示)。注意到代表S单体的峰3

完全消失，支持二硫键引入后的S结构域间相互作用的增加。

[0093] 当SR69A‑VP8蛋白的V57、Q58和S136突变成半胱氨酸时(图6F)时，S69A/57C/58C/136C‑VP8

蛋白可以高产率>40mg/升细菌培养物生产(图6G)。凝胶过滤分析(图6，H和J)证明，绝大多

数(>90％)S69A/57C/136C‑VP8蛋白自组装成S60‑VP8颗粒，这通过EM观察证实(图6I)。值得注意

的是，分别代表S二聚体和单体的峰2和3均消失(图6，H和J)，这支持了由于S结构域间二硫

键导致S60‑VP8颗粒形成效率显著增加的观点。申请人还对SR69A‑VP8蛋白的所有四种V57、

Q58、S136和M140进行了四重半胱氨酸突变，蛋白质产量和S60‑VP8颗粒形成效率的结果与

S69A/57C/58C/136C‑VP8蛋白的类似(数据未显示)，表明三重半胱氨酸突变足以产生高度稳定的

S60‑VP8颗粒。

[0094] S60‑VP8颗粒的结构。申请人通过cryo‑EM技术(参见材料和方法)构建了S60‑VP8

颗粒的三维(3‑D)结构，分辨率为 显示出含有60个S‑VP8蛋白的T＝1对称性(图7)。

S60‑VP8颗粒的表面结构(图7A)表明，VP8抗原展示在S60‑VP8颗粒的表面上，形成从内部

S60颗粒延伸的突起。S60‑VP8颗粒的中间切片(图7B)和后半部分(图7C)的切片结构显示外

部VP8抗原(青色和部分绿色)和内部S60颗粒(红色、黄色和部分绿色)的结构。可以识别二

十面体S60颗粒的五倍轴(图7C)。S60‑VP8嵌合颗粒的直径为～28nm。

[0095] 当将60价FCV壳(PDB#：4PB6)的晶体结构拟合到S60‑VP8颗粒cryoEM密度图的S60‑

颗粒部分时，两种结构彼此非常吻合(图7，D至F)。具有S60‑VP8颗粒的前半部分(图7D)、中

间切片(图7E)和后半部分(图7F)的适合的FCV壳体结构的透明cryoEM密度图证明了FCV  60

价壳结构和S60‑VP8颗粒的NoV  S60颗粒区域之间的良好适应性，证实了申请人的S60颗粒

(图4)和S60‑VP8颗粒的60价二十面体结构。

[0096] 然后，申请人将60个拷贝的P[8]RV  Wa株的VP8晶体结构(PDB代码：2DWR)拟合到

S60‑VP8颗粒cryoEM密度图的突出区域中(图7，G和H)。具有拟合的VP8晶体结构的S60‑VP8

颗粒的前半部分(图7G)和中间切片(图7H)的透明cryoEM密度图表明，S60‑VP8颗粒的突出

区域与60VP8结构之间具有出色的适应性，进一步证实了S60颗粒表面VP8抗原的结构和方

向。基于拟合结果，申请人使用60价FCV壳和60VP8P[8]RV的晶体结构制作了S60‑VP8颗粒模

型(图7I)。

[0097] 显示VP8的S60颗粒保留了配体结合功能。申请人以前的研究表明，P[8]Rv的VP8结

合H1抗原而不是Ley抗原[45]。基于唾液的结合测定表明，S60‑VP8颗粒结合H1和/或Leb抗

原阳性唾液样品，但不结合H1和Leb抗原阴性的那些。这些数据表明，S60颗粒展示的VP8抗

原具有配体结合功能的正确折叠，验证了S60‑VP8颗粒作为RV疫苗候选物。

[0098] 改善了对S60颗粒展示的VP8抗原的免疫原性。将S60‑VP8颗粒免疫小鼠(N＝6)并

使用游离VP8抗原作为对照测量VP8特异性免疫应答以进行比较。三次免疫后，用S60‑VP8颗

粒免疫后的VP8特异性IgG应答比游离VP8诱导的高出11.6倍(P＝0.0004)(图10A)。作为阴
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性对照，S60颗粒不会引发任何VP8特异性IgG反应。这些数据表明S60颗粒能够改善所展示

的RV  VP8抗原的免疫原性。

[0099] S60‑VP8颗粒引发的抗血清增强了抗VP8‑配体结合的阻断作用。VP8与RV宿主配体

或受体的结合是RV感染的关键步骤[43]。因此，已经开发了针对RV  VP8蛋白与HBGAs结合的

体外阻断测定作为替代RV中和测定[47]。申请人使用先前开发的P‑VP8颗粒[47]和Leb阳性

唾液样品作为RV配体进行了这种阻断测定[45]。申请人发现，用S60‑VP8颗粒免疫后的小鼠

抗血清表现出比用免疫VP8抗原免疫后抗血清的50％阻断效价(BT50)高22 .8倍(P＝

0.0003)(图10B)，进一步支持S60颗粒显著改善了展示的RV  VP8抗原的免疫原性的观察。作

为阴性对照，用没有VP8抗原的S60颗粒免疫后的小鼠血清未显示出这种阻断。

[0100] S60‑VP8颗粒引发的抗血清增强了对RV感染的中和作用。申请人还进行了常规的

基于细胞培养的中和测定，以确定S60‑VP8颗粒引发的抗血清对抗细胞培养适应(P[8])RV 

Wa菌株的感染的中和活性。与其BT50一致(见上文)，用S60‑VP8颗粒免疫后的小鼠抗血清在

三种不同的血清稀释度(1：75、1：150和1：300)下表现出明显高于用游离VP8抗原免疫后抗

血清的中和活性(分别为P＝0.0003、P＝0.0001和P＝0.0016)(图10C)。用没有VP8的S60颗

粒免疫后的小鼠抗血清没有显示出这种中和活性。这些数据进一步支持了这样一种观点，

即S60颗粒是一种能够增强所显示的RV  VP8抗原免疫原性的有效疫苗平台，并且S60‑VP8颗

粒是一种很有前途的抗RV感染的候选疫苗。

[0101] S60颗粒作为多功能疫苗平台。除了RV  VP8抗原之外，申请人已经能够通过相同的

暴露的S结构域C‑末端通过接头将几种其他表位和抗原融合到S60颗粒上，包括甲型流感病

毒的M2e表位、疟疾寄生虫恶性疟原虫的环子孢子表面蛋白(CSP)的TSR抗原、和戊型肝炎病

毒的P结构域(表1)。因此，人工开发的S60颗粒用作新型疫苗开发的多功能平台。

[0102] 表1.由S60颗粒显示的表位和抗原的列表。

[0103]

[0104] 1M2e表位是形成甲型流感病毒的质子选择性离子通道的基质‑2(M2)蛋白的胞外

域。2TSR/CSP抗原是环子孢子(CSP)的主要表面蛋白的C‑末端抗原，其在疟疾寄生虫恶性疟

原虫的宿主细胞侵入中起关键作用。3全RV  VP8是人P[8]轮状病毒的刺突蛋白的全长VP8结

构域。3鼠RV  VP8是鼠轮状病毒的刺突蛋白的核心部分。4HEV  P结构域是戊型肝炎病毒衣壳

的突出结构域。

[0105] 讨论

[0106] 在这项研究中，申请人开发了一种新技术，通过简单的细菌表达系统高效生产统

一的60价NoV  S60颗粒。这是通过利用自然地构建NoV衣壳的内壳的NoV  VP1S结构域的同型

相互作用以及用于稳定S结构域蛋白和增强S结构域间相互作用的若干修饰来实现的。具体

地，申请人引入了R69A突变以破坏天然壳上暴露的蛋白酶切割位点，其否则会导致S蛋白的
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易降解。此外，申请人将三重(V57C/Q58C/S136'C)或四重(V57C/Q58C/S136'C/M140'C)半胱

氨酸突变引入在两个相邻的S结构域之间的两对空间接近残基(V57/M140'和Q58/S136'，图

6)，以建立S‑结构域间二硫键以获得比它们在天然NoV壳中表现出的更强的S‑结构域间相

互作用。最终，生物工程S结构域很容易通过简单的大肠杆菌系统以高产率生产，从而以高

效率自我形成S60颗粒。

[0107] 具有60个柔性暴露的S结构域C末端的自组装多价S60颗粒是抗原呈递的理想平

台，用于改善对展示的抗原的免疫原性以用于疫苗开发。通过构建显示60RV  VP8蛋白(主要

的RV中和抗原)的嵌合S60颗粒，该想法在本研究中得到了很大程度的证实。S60‑VP8颗粒可

以很容易地以高稳定性生产。它们引起小鼠对显示的VP8抗原的IgG反应显著高于游离VP8

蛋白诱导的IgG反应。接种S60‑VP8颗粒后的小鼠抗血清对RV  VP8与其聚糖配体的结合显示

出显著更强的阻断，并且与用游离VP8抗原免疫后的血清相比，对培养细胞中RV感染和复制

的中和活性显著更高。虽然使用申请人实验室中的小鼠RV攻击模型确定了S60‑VP8颗粒疫

苗的保护功效，但本报告中提供的数据强烈支持这样一种观点，即S60‑VP8颗粒是一种很有

前景的RV感染候选疫苗，因此S60颗粒是新型疫苗开发抗原展示的优秀平台。

[0108] 天然NoV衣壳由180VP1制成，这是NoV的单一主要结构蛋白。通过真核系统体外表

达NoV  VP1通常产生180和60价VLP的混合物，并且两种VLP形式可通过人工变性和复性处理

进行交换[60]。虽然尚未对其进行彻底研究，但先前通过杆状病毒/昆虫细胞系统表达截短

的S结构域似乎是自组装180价S颗粒[11,24]。然而，先前从未产生通过表达系统统一的60

价NoV  VLP或S颗粒。因此，申请人通过简单的大肠杆菌系统生产统一的NoV  S60颗粒的技术

代表了生物工程的进步。统一的S60颗粒的自我形成可能是由于重度修饰的S结构域和原核

大肠杆菌表达系统的独特折叠环境的组合影响。候选疫苗的同质复杂性和大小是质量控制

的重要考虑因素，因为疫苗复杂性和大小的变化将导致疫苗免疫结果的变化。

[0109] 人工引入的分子间二硫键可用作稳定病毒蛋白质颗粒或复合物的一般方法。在申

请人先前构建NoV  P颗粒期间，申请人发现在NoV  P结构域末端添加含半胱氨酸的肽通过P‑

二聚体间二硫键促进和稳定P颗粒形成[20‑23]。在该当前研究中，S60颗粒有效地自组装

(图3D)，但是由于添加了VP8抗原，原始形式的S60‑VP8颗粒的形成效率相对较低(图5C)。值

得注意的是，通过引入S结构域间二硫键，S60‑VP8颗粒的自身形成效率显著提高。这是通过

两个基本步骤实现的。首先，申请人分析了GII.4NoV(Wen  Jiang，未发表的数据)的壳结构，

以确定两个相邻S结构域之间的两对空间上接近(5 .7至 )的残基(V57/M140 '和Q58/

S136')(图6，A和B)。然后将这些残基中的两到四个以不同的组合同时突变成半胱氨酸：1)

V57C/M140’C，2)Q58C/S136’C，3)V57C/Q58C/S136’C，4)V57C/Q58C/S140’C，和5)V57C/

Q58C/S136’C/S140’C，然后生产和测量所得S60‑VP8颗粒的自身形成效率。

[0110] 在这些突变中，具有三重半胱氨酸突变的S60‑VP8颗粒(V57C/Q58C/S136'C)表现

出最高的颗粒形成效率，其中>95％的S‑VP8蛋白自组装成S60‑VP8颗粒(图6，F到J)。突变的

S‑VP8蛋白的二聚体和单体形式完全消失(比较图6H与图5C和图E)。申请人还注意到具有四

联半胱氨酸突变的S60‑VP8颗粒(V57C/Q58C/S136'C/M140'C)与具有三半胱氨酸突变的那

些相比表现出S6O‑VP8颗粒形成几乎相同的高效率(数据未显示)。然而，各种半胱氨酸突变

组合中这些不同结果背后的详细结构基础或机制仍然是难以捉摸的。这些结果和申请人之

前对P颗粒的研究[20‑23]表明，分子间二硫键的引入可以用作促进和稳定病毒蛋白质颗粒
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或复合物形成的一般方法。根据这些数据，使用具有R69A和V57C/Q58C/S136'C突变的S60‑

VP8颗粒进行下游实验，而具有相同突变的修饰的S结构域用于和将用于产生稳定的S60颗

粒，作为显示其他抗原的平台。

[0111] 本研究中的S60‑和S60‑VP8颗粒通过与S结构域的暴露的C‑末端或S‑VP8蛋白连接

的小Hisx6肽纯化。申请人的数据显示GST标签不适合S60和S60‑VP8颗粒生产，因为它很大

(220个残基)，扰乱了S60颗粒的形成，因此需要通过额外的凝血酶切割步骤去除，使纯化过

程复杂化。此外，我们还测试了无标记纯化方法的可能性。申请人发现，S60和S60‑VP8颗粒

都可以通过硫酸铵选择性沉淀并在PBS和其他缓冲液中分离(数据未显示)。最后，申请人发

现S60和S60‑VP8颗粒通过凝胶过滤尺寸排阻柱和阴离子交换色谱法(数据未显示)作为单

峰洗脱。这些数据共同表明，S60和S60‑VP8颗粒，以及最可能的其他S60‑抗原嵌合颗粒可以

通过无标记方法纯化。

[0112] 60个自由暴露的C端是促进S60颗粒成为有用的疫苗平台的另一个特征。外源抗原

或表位可以通过重组DNA技术通过柔性接头简单地融合到S结构域的末端。这项研究清楚地

表明，S60颗粒可以很好地呈现Hisx6肽和RV  VP8抗原，正如S60‑Hisx6和S60‑VP8颗粒的结

构稳定性以及它们对于TALON  CellThru树脂(Hisx6)和H1和Leb配体(RV  VP8)的优异结合

能力所显示的那样。此外，S60颗粒可以很好地呈现几种其他测试抗原或表位的事实表明

S60颗粒是多功能疫苗平台。

[0113] S60颗粒的建模，使用60价FCV  VLP的晶体结构的S60‑Hisx6以及通过cryoEM技术

重建S60‑VP8颗粒的3‑D结构，为S60颗粒如何显示Hsix6肽和RV  VP8抗原的结构基础提供了

新的见解。将S60颗粒模型的结构拟合到S60颗粒区域，以及将60拷贝VP8抗原复制到S60‑

VP8颗粒cryoEM密度图的突出区域，进一步阐明了S60颗粒与其展示的抗原之间的结构关

系。这些结构数据将有助于设计和理解S60颗粒对其他外来抗原的未来呈现。最后，这些结

构研究还证实了S60颗粒和S60‑VP8颗粒的60价T＝1二十面体对称性。

[0114] 总之，我们开发了一种易于生产、高稳定性和高免疫原性的自组装多价蛋白纳米

颗粒，用作抗原展示的理想平台。作为概念证明，已经构建了显示60拷贝RV中和VP8抗原的

嵌合S60颗粒。申请人的数据表明，高免疫原性S60‑VP8颗粒是一种有前途的抗RV感染的候

选疫苗，并且S60颗粒是增强各种抗原的免疫原性的多功能平台，用于针对不同病原体的新

型疫苗开发。
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