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SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的至少两个与异源免疫

原性载体蛋白融合的受体结合结构域(RBD)，其
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的构象来结合人血管紧张素转换酶2(ACE2)受体

蛋白的折叠结构。
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1.一种免疫原性亚单位疫苗抗原，包含SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的至少两个与异源免

疫原性载体蛋白融合的受体结合结构域(RBD)，其中所述至少两个RBD中的每一个具有以可

接近构象来结合人血管紧张素转换酶2(ACE2)的折叠结构。

2.根据权利要求1的疫苗抗原，其中所述RBD中的至少一个包含或由至少180个氨基酸

长度的氨基酸序列组成，并且包括与SEQ  ID  NO:1或2至少95％序列同一性，可选地，包含一

个或多个包含在一个或多个不同的天然存在的SARS‑CoV‑2突变体的RBD中的相同的点突

变。

3.根据权利要求1或2所述的疫苗抗原，其中所述至少两个RBD由相同或不同的氨基酸

序列组成。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的疫苗抗原，其中所述折叠结构是

a)通过在重组真核表达系统中疫苗抗原的表达获得的，优选地，采用哺乳动物、杆状病

毒感染的细胞或真菌宿主细胞，优选地，采用人宿主细胞；和/或

b)通过圆二色(CD)光谱和/或RBD‑ACE2相互作用试验测定，优选地，其中疫苗抗原在

RBD‑ACE2相互作用试验中与中和性抗SARS‑CoV‑2抗体制剂竞争。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的疫苗抗原，其被提供作为包含所述至少两个与所

述异源免疫原性载体蛋白融合的RBD的单链融合蛋白，优选地，包含一个或多个肽连接序

列。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的疫苗抗原，其中所述疫苗抗原包含两个、三个或

更多个RBD。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的疫苗抗原，其中所述异源免疫原性载体蛋白是非

自然与RBD融合的多肽。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的疫苗抗原，其中所述异源免疫原性载体蛋白是病

毒蛋白，例如表面蛋白或核衣壳蛋白，或上述任何一种的蛋白结构域。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的疫苗抗原，其中所述异源免疫原性载体蛋白是包

含B细胞表位和T细胞表位的抗原以在人类受试者中引发体液和细胞免疫反应。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的疫苗抗原，其中所述异源免疫原性载体蛋白源

自任意一种：

a)嗜肝DNA病毒科家族的病毒，例如人肝炎病毒或乙型肝炎病毒，优选其中所述异源免

疫原性载体蛋白是乙型肝炎病毒的表面蛋白，例如PreS或S蛋白；或

b)β‑冠状病毒，优选为SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV、MERS、HCoV‑OC43或HKU1中的任何一种，

优选其中所述异源免疫原性载体蛋白选自由S蛋白或其子结构域，例如S1或S2结构域、或核

衣壳(N)蛋白组成的组；或

c)人鼻病毒血清型，优选其中所述异源免疫原性载体蛋白是病毒衣壳蛋白，例如VP1、

VP2、VP3或VP4中的任何一种；或

d)RSV，优选其中所述异源免疫原性载体蛋白是G‑蛋白或G‑蛋白的中心保守区；或

e)糖脂锚，其中与锚融合的RBD由包含脂质双层包膜和包膜病毒核心蛋白的病毒样颗

粒在表面表达，如莫洛尼鼠白血病病毒(MoMLV)，优选地其中核心蛋白是MoMLV  Gag和/或

Gag‑Pol；或

f)上述任何一种的天然存在突变体。
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11.根据权利要求1至10中任一项所述的疫苗抗原，其中所述异源免疫原性载体蛋白是

SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白RBD以外的任何其它抗原。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的疫苗抗原，其中所述疫苗抗原包含：

a)单链融合蛋白，包含至少两个RBD，与SEQ  ID  NO:19‑26中的任意一个至少50％长度

的乙型肝炎PreS多肽融合，且包含对应的SEQ  ID  NO:19‑26的相应区域至少80％的序列同

一性，优选地，其中至少一个RBD与PreS多肽的N端融合，且至少一个RBD与PreS多肽的C端融

合；和/或

b)至少两个组装的RBD，其中每个RBD都与糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定物融合，并连接通

过编码MoMLVgag‑pol表达质粒转染的哺乳动物细胞表达的病毒样颗粒的膜。

13.编码权利要求1至12中任一项疫苗抗原的分离的核酸分子，优选包括包含与SEQ  ID 

NO:17或SEQ  ID  NO:18至少95％序列同一性的多核苷酸序列，或上述任意一种的密码子优

化变体，其被优化以在特定的宿主细胞系中表达。

14.一种疫苗，包括权利要求1至13中任一项所述的疫苗抗原和药学上可接受的载体、

赋形剂或佐剂中的任何一种或多种。

15.根据权利要求14所述的疫苗，其中佐剂选自由明矾(磷酸铝凝胶或氢氧化铝凝胶或

两者的混合物)、AS04(明矾加单磷酰脂A)、MF59(水包油乳剂佐剂)和toll样受体激动剂佐

剂(单磷酰脂A加CpG)组成的组。

16.根据权利要求14或15所述的疫苗，用于

a)受试者疫苗接种以针对SARS‑CoV‑2包括其天然存在的突变体的感染进行预防性治

疗，优选地，以激发识别天然RBD的中和抗体；和/或

b)治疗受试者以诱导针对SARS‑CoV‑2的抗体，和/或生产包含针对SARS‑CoV‑2抗体的

抗血清或血浆产品的疫苗，优选地，其中所述抗体是SARS‑CoV‑2中和抗体。

17.根据权利要求16所述疫苗的用途，其中疫苗通过皮下、肌内、鼻内、微针、粘膜、皮肤

或透皮给药施用于受试者。

18.一种用于生产权利要求1至12中任一项所述疫苗抗原的方法，包括在重组真核表达

系统中表达来自权利要求13的核酸分子的疫苗抗原。

19.根据权利要求18所述的方法，其中所述疫苗抗原具有以下一个或多个特征：

a)所述疫苗抗原包含两个、三个或更多个RBD；

b)所述至少两个RBD由相同或不同的氨基酸序列组成；

c)所述RBD中的至少一个包含或由至少180个氨基酸长度的氨基酸序列组成，并包括与

SEQ  ID  NO:1或2至少95％的序列同一性，可选地，包含一个或多个包含在一个或多个不同

的天然存在的SARS‑CoV‑2突变体的RBD中的相同的点突变；

d)所述折叠结构是

i.通过在重组真核表达系统中疫苗抗原的表达获得的，优选地，采用哺乳动物、杆状病

毒感染的细胞、或真菌宿主细胞，优选地，采用人宿主细胞；和/或

ii.通过圆二色(CD)光谱和/或RBD‑ACE2相互作用试验测定，优选地，其中疫苗抗原在

RBD‑ACE2相互作用试验中与中和性抗SARS‑CoV‑2抗体制剂竞争。

e)疫苗抗原被提供作为包含所述至少两个与所述异源免疫原性载体蛋白融合的RBD的

单链融合蛋白，优选地，包含一个或多个肽连接体序列；
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f)异源免疫原性载体蛋白是病毒蛋白，如表面蛋白或核衣壳蛋白，或上述任意一种的

蛋白结构域；

g)异源免疫原性载体蛋白是包含B细胞表位和T细胞表位的抗原，以在人体受试者中引

发体液和细胞免疫反应；

h)异源免疫原性载体蛋白是不与RBD自然融合的多肽；

i)异源免疫原性载体蛋白来源于任意一种:

i .嗜肝DNA病毒科家族的病毒，例如人肝炎病毒或乙型肝炎病毒，优选其中地，异源蛋

白是乙型肝炎病毒的表面蛋白，例如PreS或S蛋白；或

ii .β‑冠状病毒，优选地，SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV、MERS、HCoV‑OC43或HKU1中的任意一

种，优选地，其中异源蛋白选自由S蛋白或其子结构域，例如S1或S2结构域，或核衣壳(N)蛋

白；或

iii.人鼻病毒血清型，优选地，其中异源蛋白是病毒衣壳蛋白，例如VP1、VP2、VP3或VP4

中的任意一种；或

iv.RSV，优选地，其中异源蛋白为G‑蛋白或G‑蛋白的中心保守区；或

v.糖脂锚定物，其中与锚定物融合的RBD通过包含包膜病毒的脂质双分子层包膜和核

心蛋白的病毒样颗粒表面表达，如莫洛尼鼠白血病病毒(MoMLV)，其中核心蛋白优选为

MoMLV  Gag和/或Gag‑Pol；或

vi.上述任意一种天然存在的突变体；

j)异源免疫原性载体蛋白是除SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的RBD之外的任意一种异源免

疫原性载体蛋白。

k)异源免疫原性载体蛋白是任意一个：

i.与SEQ  ID  NO:19‑26中任意一个的至少50％长度的乙型肝炎PreS多肽，并且包含与

对应的SEQ  ID  NO:19‑26的相应区域至少80％的序列同一性，优选地，其中至少一个RBD与

PreS多肽的N‑端融合，并且至少一个肽与PreS多肽的C‑端融合；和/或

ii.糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定物，其与通过编码MoMLVgag‑pol的表达质粒转染的哺乳

动物细胞所表达的病毒样颗粒的膜连接。

20.一种通过用药学上可接受的载体、赋形剂或佐剂中的任何一种或多种配制权利要

求1至12中任一项所述的疫苗抗原生产疫苗的方法。

21.一种通过将至少第一和第二折叠RBD与所述异源免疫原性载体蛋白融合来生产具

有增强的免疫原性的RBD亚单位疫苗的方法。

22.根据权利要求21所述的方法，其中所述异源免疫原性载体蛋白是任意一种：

a)与SEQ  ID  NO:19‑26中任意一个的至少50％长度的乙型肝炎PreS多肽，并且包含与

对应的SEQ  ID  NO:19‑26的相应区域至少80％的序列同一性，优选地，其中至少一个RBD与

PreS多肽的N‑端融合，并且至少一个肽与PreS多肽的C‑端融合；和/或

b)糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定物，其与通过编码MoMLVgag‑pol的表达质粒转染的哺乳

动物细胞所表达的病毒样颗粒的膜连接。
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SARS‑COV‑2亚单位疫苗

技术领域

[0001] 本发明涉及用于预防SARS‑CoV‑2感染的新型疫苗抗原和疫苗。

背景技术

[0002] COVID‑19的病原体，SARS‑CoV‑2，是一种与先前发现的导致人类致命呼吸道疾病

的致病病原、严重急性呼吸综合征病毒SARS‑CoV和中东呼吸综合征病毒MERS(MERS‑CoV)有

系统发育亲缘的β‑冠状病毒。冠状病毒通常造成大量人类和动物发病和死亡，且通过在20

年内相对迅速地出现了三种高度严重的人类疾病突显了这类新型病原体的持续出现的潜

力。SARS‑CoV‑2通过S蛋白的RBD与血管紧张素转换酶2(ACE2)的相互作用结合并进入人体

细胞。已从康复期患者中分离出针对S上多个表位的有效中和单克隆抗体，并且最近的研究

表明人抗体可有效治疗COVID‑19。

[0003] SARS‑CoV和SARS‑CoV‑2利用人细胞上的血管紧张素转换酶2(ACE2)作为受体，并

通过它们的受体结合结构域(RBD)与其结合。RBD位于S1内的刺突(S)蛋白中，受体结合亚基

靠近C‑端S2膜融合亚基。

[0004] 对于某些病毒性疾病(例如呼吸道合胞病毒，RSV)，需要折叠的病毒表面抗原或模

拟天然和折叠的抗原的构象的免疫原来诱导中和抗体。对于其它病毒(例如乙型肝炎，

HBV)，已发现未折叠的表面抗原诱导保护性抗体，并且病毒的附着可被自病毒受体结合位

点的未折叠的肽阻断。对于SARS‑CoV‑2，目前尚不清楚针对序列表位或构象表位或两者的

抗体是否决定天然多克隆抗体应答的中和活性。同样地，目前尚不清楚技术人员是否能够

用基于序列和/或未折叠的抗原的SARS‑CoV‑2疫苗诱导保护性抗体，或者疫苗是否需要包

含折叠的SARS‑CoV‑2抗原，特别是RBD。例如，对于SARS‑CoV，据报道，通过免疫真核细胞中

以折叠形式表达的RBD，以及未折叠的RBD，大肠杆菌表达的RBD，可以获得有效的中和抗体

和保护性免疫(Du,L.,et  al.Virology.2009；393:144‑150)。这些结果与对于其它传染病

的几种疫苗和用于过敏的治疗疫苗的数据一致，表明技术人员可以诱导针对具有变性抗

原、未折叠的重组抗原或其序列肽相应的天然的、折叠的抗原样构象表位的保护性抗体应

答 (Co rne l i us  C .e t  a l .E Bio Med i ci ne .201 6；11 :5 8‑ 67；T ula e va  I .e t 

al.EBioMedicine.2020；59:102953；Ni  Y.,et  al.Gastroenterology.2014；146:1070‑83；

Volkman,D.J.et  al.J  Immunol.1982；129:107‑112；Sela,M.&Arnon,R,Vaccine.1992；10:

991‑999；Marsh ,D .G .et  al .Immunology .1970；18:705‑722；Valenta ,R .Nat  Rev 

Immunol.2002；2:446‑453)。相反，对于某些病毒性疾病，目前已经提出需要用正确折叠的

抗原免疫以获得保护性抗体应答(McLellan ,J .S.,et  al .Science .2013；342:592‑598；

Sesterhenn,F.,et  al.Science.2020；368(6492):eaay5051)。

[0005] 目前已经表明COVID‑19患者产生SARS‑CoV‑2特异性抗体，但目前尚不清楚病毒诱

导的抗体是否以及在多少感染受试者中具有保护作用。事实上，据报道，从COVID‑19中康复

的患者再次出现可检测的SARS‑CoV‑2RNA阳性(Fu  et  al .,J  Med  Virol .2020；92(11):

2298‑2301)。
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[0006] Dai等人(Cell  2020,182:722‑733)描述了由两个蛋白质亚基组成的CoV  RBD‑二

聚体免疫原，每个蛋白质亚基含有通过二硫键或串联重复单链(sc)融合在一起的、不引入

任何外源序列的病毒刺突受体结合结构域(RBD‑sc‑二聚体)。MERS‑CoV和SARS‑CoV‑2的

RBD‑sc二聚体在CHO细胞中表达。

[0007] Du等人(Virology  2009,393:144‑150)描述了在哺乳动物、昆虫和大肠杆菌细胞

中表达的SARS‑CoV刺突蛋白的重组受体结合结构域，以引发中和抗体应答。

[0008] 在Tan等人(Nature  Research  2020,doi:10.21203/rs.3.rs‑24574/v1预印)中描

述了一种用于检测针对SARS‑CoV‑2的中和抗体的酶联免疫吸附试验(ELISA)。该测试被描

述识别产生抑制SARS‑CoV‑2受体结合结构域(RBD)与其在人体细胞上的受体ACE2的结合的

抗体的受试者。

[0009] Gattinger等人(Allergy.2021；76(3):878‑883)描述了一种RBD‑ACE2分子相互作

用试验，该试验可用于识别已产生保护性抗体的受试者，并用于筛选候选疫苗以诱导抑制

RBD‑ACE2相互作用的抗体。

[0010] Quinla n等人 (bioRxiv .2020；2020 .11 .1 8 .388934 .d oi:10 .1101/

2020.11.18.388934.预印)公开了与两种载体蛋白偶联的RBD，该载体蛋白在免疫的啮齿动

物中引发比类似的偶联的脯氨酸稳定的S蛋白胞外域更有效的中和应答。与野生型RBD或全

长S蛋白相比，糖工程化的RBD表达更有效，并作为DNA疫苗抗原产生更有效的中和应答，特

别是当与多价载体(如幽门螺杆菌(H.pylori)铁蛋白24‑mer)融合时。然而，这项研究只比

较了不同的免疫原，而没有比较不同版本的RBD。

[0011] WO  2017/037280公开了用于治疗HBV病毒感染的包含乙型肝炎(HBV)PreS多肽的

融合蛋白，但这个申请中描述的PreS已在大肠杆菌中表达为未折叠蛋白(Cornelius  C.et 

al.EBioMedicine.2016；11:58‑67)。

[0012] Sun  Shihui等人(Cellular&Molecular  Immunology  2021,18(4):1070‑1073)描

述了用作亚单位疫苗的RBD‑Fc融合。RBD结构域(aa331‑524)与人类IgG1  Fc片段融合。两个

融合多肽，每个都含有一个与人IgG1  Fc片段融合的RBD，通过Fc片段形成二聚体。因此，两

个RBD结构域通过Fc片段融合形成具有Y‑形结构的二聚体，像抗体一样。

[0013] CN  111944064A公开了一种COVID‑19亚单位疫苗，其包含融合蛋白的三聚体和/或

二聚体和/或单体，从N末端到C末端，融合蛋白包含人白细胞介素10信号肽、S‑S‑RBD和折叠

蛋白。该二聚体/三聚体通过二硫键形成。

[0014] CN  111533809A公开了一种由SARS‑CoV‑2S蛋白的一个RBD结构域和人IgG1抗体Fc

片段组成的融合蛋白。

[0015] Yang  Shilong等人(The  Lancet  Infectious  Diseases,2021,21(8):1107‑1119)

描述了一种用于临床试验中的串联重复二聚体RBD基的蛋白亚单位疫苗。

[0016] Dai等人(Cell  2020,182:722‑733)描述了一种使用RBD二聚体作为串联重复单链

的疫苗设计。

[0017] Jeong  Hyein等人(Frontiers  in  Immunology  2021,12:637654)描述了一种DNA

疫苗，其编码与具有W4P突变的肝炎preS1的11个氨基酸长度的N‑端区域融合的RBD的嵌合

蛋白。

[0018] WO2014134439A1公开了一种用于MERS冠状病毒感染的免疫原性组合物，包含至少
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一部分MERS‑CoV  S蛋白和免疫增强剂。

[0019] 需要有效的疫苗来诱导针对SARS‑CoV‑2的保护性免疫。特别是需要诱导高水平的

RBD特异性抗体的SARS‑CoV‑2疫苗，该RBD特异性抗体抑制病毒与宿主细胞上的其受体

(ACE2)的结合，可用于反复加强注射以维持抗体的高水平，以给予消除性免疫。

发明内容

[0020] 本发明的目的是提供新型疫苗抗原，以触发针对SARS‑CoV‑2的保护性抗体免疫应

答。该目的是由本权利要求书的主题并如本发明进一步的描述所解决。

[0021] 在本发明中，通过免疫获得的抗体应答与折叠的和未折叠的RBD及其病毒中和活

性进行比较。为此目的，用折叠和未折叠的重组RBD蛋白免疫兔。令人惊讶的是，与SARS‑CoV

相反，我们发现只有用折叠的RBD免疫而不是用未折叠的RBD免疫才能诱导针对构象RBD表

位和高病毒中和滴度(VNT)的抗体。

[0022] 总的来说，目前的数据表明，COVID‑19患者的抗体的病毒中和活性取决于针对RBD

的构象表位的抗体的存在。然而，并非所有COVID‑19患者都会产生这些抗体。重要的是，通

过疫苗接种诱导此类抗体需要折叠的RBD。因此，目前的结果表明，针对构象RBD表位的抗体

是SARS‑CoV‑2中和抗体应答的替代标记物，并对于能够诱导消除性免疫的SARS‑CoV‑2特异

性疫苗的开发非常重要。在本发明中，描述了基于折叠RBD的能够诱导高水平中和抗体滴度

的SARS‑CoV‑2疫苗候选及其优点。这些疫苗候选的优势在于，作为基于分离的RBD或RBD二

聚体的疫苗，它们诱导了更高水平的保护性抗体(Dai  et  al.Cell.2020；182:722‑733)和/

或提供针对其它病毒感染的额外的保护性抗体的诱导。

[0023] 疫苗候选有利地使用与接受疫苗的受试者异源的免疫原性载体蛋白。因此，在给

人类受试者接种的环境中，异源载体蛋白具体是非人类的，并且在人类受试者中是免疫原

性的。这避免了不期望的自身免疫反应的并发症。异源载体蛋白有利地包括T细胞表位和B

细胞表位。示例性的载体蛋白是病毒来源的，例如核衣壳蛋白或preS蛋白，或其蛋白结构

域。这种免疫原性的载体蛋白已经在动物模型中进行了测试，且结果表明有效地提高了与

载体蛋白融合的RBD单元的免疫原性。在用本发明描述的示例性疫苗对人类受试者接种后，

已证明相应的抗SARS‑CoV‑2免疫应答不仅针对包含疫苗抗原中使用的RBD单元的SARS‑

CoV‑2病毒，而且还针对其变体(包括关切变异株)，例如，奥密克戎变体。

[0024] 具体地，本公开涉及包含单链融合蛋白(“PreS‑RBD”)的SARS‑CoV‑2亚单位疫苗抗

原的构建和表征，该单链融合蛋白基于结构折叠的重组融合蛋白，该重组融合蛋白由两个

SARS‑CoV‑2刺突蛋白受体结合结构域(RBD)与乙型肝炎病毒(HBV)表面抗原PreS的N‑和C‑

端融合组成，以使两个不相关的蛋白充当彼此的免疫载体。PreS‑RBD，而非单独的RBD或RBD

二聚体，在兔中诱导了强烈且均匀的RBD特异性IgG应答。目前可用的SARS‑CoV‑2基因疫苗

在接种疫苗的受试者中主要诱导短暂的IgG1应答。有利的是，PreS‑RBD疫苗被发现在无

SARS‑CoV‑2史的人类受试者中诱导由早期IgG1和持续的IgG4抗体应答组成的RBD特异性IgG

抗体。在血清和粘膜分泌物中检测到与SARS‑CoV‑2变体反应的PreS‑RBD特异性IgG抗体，包

括关切的奥密克戎变体和在目前已知HBV基因型的PreS上的HBV受体结合位点。免疫受试者

的PreS‑RBD特异性抗体更有效地抑制了RBD与其人类受体ACE2的相互作用，并且它们的VNT

高于已登记的SARS‑CoV‑2疫苗完全免疫的健康受试者或者COVID‑19康复受试者中的随机
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样本的VNT中值。因此，PreS‑RBD疫苗具有作为一种联合疫苗的潜力，通过抑制病毒进入细

胞来阻止病毒复制，从而诱导对SARS‑CoV‑2和HBV的消除性免疫。

[0025] PreS‑RBD是用氢氧化铝(明矾)配制的，氢氧化铝是一种佐剂，几十年来一直安全

地用于针对传染性疾病的疫苗中和治疗性过敏疫苗中(即过敏原特异性免疫疗法，AIT)。

AIT诱导的过敏原特异性IgG应答通常由快速形成的特异性IgG1应答和随后但持续的中和

性过敏原特异性IgG4抗体产生组成，其甚至在停止治疗后持续数年，并使得过敏患者受到

对过敏原诱导的过敏性炎症的持续保护。在本发明所述的示例性研究中获得的PreS‑RBD亚

单位疫苗的结果表明，PreS‑RBD具有几个特征，使其成为用于诱导消除性免疫的有前途的

SARS‑CoV‑2疫苗候选。

[0026] 本发明提供了一种免疫原性亚单位疫苗抗原，其包含SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的

至少两个受体结合结构域(RBD)，其与异源蛋白融合，其中所述至少两个RBD中的每一个具

有以可接近的构象来结合人SARS‑CoV‑2受体(即血管紧张素转换酶2(ACE2)蛋白)的折叠结

构。具体地，异源蛋白是一种免疫原性载体蛋白。

[0027] 在本发明中，术语“异源免疫原性载体蛋白”也以缩写形式使用，如“异源蛋白”。因

此，可以理解的是，本公开的“异源蛋白”也应具体地指“异源免疫原性载体蛋白”。

[0028] 具体地，免疫原性载体蛋白在人类受试者中是免疫原性的。

[0029] 具体来，异源免疫原性载体蛋白是一种抗原，包含B细胞表位和T细胞表位，以在人

类受试者中引发体液和细胞免疫应答。

[0030] 具体地，免疫原性载体蛋白是非人蛋白或人工蛋白，例如，非人蛋白的突变体。特

异性免疫原性载体蛋白是病毒蛋白、病毒蛋白结构域或其亚结构，优选地，包含T细胞和B细

胞表位。

[0031] 具体地，异源免疫原性载体蛋白不同于SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的RBD、或者除

SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的任意其他RBD。具体来说，异源免疫原性载体蛋白是除SARS‑CoV‑

2的RBD结构域外的病毒蛋白或病毒蛋白的结构域。

[0032] 特别优选地，异源免疫原性载体蛋白不是人蛋白，例如，抗体或其抗体片段，例如

人抗体Fc结构域，或人细胞因子、白细胞介素或其片段。

[0033] 具体地，RBD具有折叠结构，并被理解为“折叠的RBD”，例如本发明所进一步描述

的。

[0034] 具体地，疫苗抗原是一种融合蛋白，包含SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的至少两个受体

结合结构域(RBD)，其与异源免疫原性载体蛋白融合，其中所述至少两个RBD中的每一个具

有以可接近的构象来结合人SARS‑CoV‑2受体(即血管紧张素转换酶2(ACE2)蛋白)的折叠结

构。

[0035] 具体地，该至少两个RBD由或包括由两个RBD组成的RBD二聚体、由三个RBD组成的

RBD三聚体或由四个或更多，优选地4‑8个RBD组成的RBD低聚物组成。

[0036] 具体地，包含在RBD二聚体、三聚体或低聚物中的RBD在本发明中也被称为RBD原

体。RBD原体可以包含或由相同的RBD序列，特别是在RBD的全长上(即相同的)组成，也称为

RBD原体的对称二聚体、三聚体或低聚物。或者，包含在RBD二聚体、三聚体或低聚物中的RBD

原体的序列可能不同，其也被称为RBD原体的不对称二聚体、三聚体或低聚物。

[0037] 根据具体方面，包含在RBD二聚体、三聚体或低聚物中的RBD可以仅包含在一种融
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合蛋白中，特别是在单链融合蛋白中，其中RBD原体与融合蛋白的另一部分融合，由此使得

RBD原体的C‑端与另一部分的N‑端融合(使用或不使用连接体)；或者由此使得RBD原体的N‑

端与另一部分的C‑端融合(使用或不使用连接体)。这种融合被理解为“串联”融合。

[0038] 具体地，至少两个RBD被包含在融合蛋白中，作为单链融合蛋白，该融合蛋白包含

与异源免疫原性载体蛋白融合的所述RBD，优选地包含一个或多个肽连接体序列。

[0039] 具体地，疫苗抗原作为单链融合蛋白提供，该单链融合蛋白包含与所述异源免疫

原性载体蛋白融合的所述至少两个RBD，优选地包括一个或多个肽连接体序列。

[0040] 根据另一具体方面，包含在RBD二聚体、三聚体或低聚物中的RBD可以包含在一个

以上的融合蛋白中，特别是其中将一个或多个RBD原体与第一异源蛋白融合，并且将一个或

多个另外的RBD原体与第二异源蛋白融合(其中第一异源蛋白和第二异源蛋白可以是相同

蛋白的拷贝，也可以彼此不同)，由此使得第一和第二异源蛋白显示了与各自的第一和第二

异源蛋白紧密相邻地融合的RBD，从而获得包含至少两个RBD的融合RBD的组装体。该RBD的

组装体在本发明中也被称为复合体，或RBD原体的非融合组装体，例如非融合的二聚体、三

聚体或低聚物。该复合体具体包含具有平行拓扑结构(例如轴对称)的RBD，特别是包含原体

的侧对侧二聚体界面。

[0041] 根据具体方面，疫苗抗原包含至少两个RBD，其每个都与锚定蛋白融合，该锚定蛋

白在病毒样颗粒(VLP)表面显示所述RBD。具体地，所述RBD和/或结合到VLP表面的相应RBD

组装体可以通过电子显微镜测定。

[0042] 具体地，所述至少两个RBD由相同或不同的氨基酸序列组成。具体的示例包括多种

RBD原体，其中该RBD源自SARS‑CoV‑2的不同变体。

[0043] 根据具体方面，至少一个、或者至少两个所述RBD，每一个都包含或由180、181、

182、183、184、185、186、187、188、189、190、191、192、193、194、195、195197、198、199或200中

的任一个氨基酸长度、或者超过200个氨基酸，例如最多254个氨基酸的氨基酸序列组成，其

源于SARS‑CoV‑2S蛋白的氨基酸序列，例如识别为蛋白质ID.:GenBank:QHR63270.2，或者其

是更长的，例如包含识别为SEQ  ID  NO:3的C‑端延伸的至少一部分，例如至少包含来自

QHR63270.2的氨基酸318‑571的RBD部分(在没有来自S蛋白的前导的情况下计数)。

[0044] 具体地，至少一个、或至少两个、三个或每个所述RBD包含或由与SEQ  ID  NO：1至少

95％，96％、97％、98％、99％或100％序列同一性中的任意一个组成，具有或不具有C‑端延

伸，该C‑端延伸包含至少部分或全部SEQ  ID  NO：3作为SEQ  ID  NO：1的C‑端扩展，该SEQ  ID 

NO：1在本发明中也被称为SARS‑CoV‑2的天然RBD序列。

[0045] 具体地，至少一个、或至少两个、三个或每个RBD包含或由与SEQ  ID  NO:2至少

95％、96％、97％、98％、99％或100％序列同一性中的任意一个组成，其包括SARS‑CoV‑2的

天然RBD序列。

[0046] SARS‑CoV‑2的天然RBD序列可以经过突变以包含一个或多个，优选地，有限数量

的，例如最多20个或更少，例如最多19、18、17、16、15、14、13、12、11、10或9、或8、或7、或6、或

5、或4、或3、或2个点突变，或者包含不多于一个点突变。

[0047] 具体地，一个或多个所述点突变，或所述一个或多个点突变中的每个点突变，与包

含在一种或多种不同的天然存在的SARS‑CoV‑2突变体的RBD中的点突变相同，或与包含在

天然存在的SARS‑CoV‑2突变体的一种或多种不同的RBD(例如多种RBD)中的点突变相同。
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[0048] 具体地，RBD序列中含有的一个或多个点突变选自由N501Y、E484K和K417N组成的

组。具体地，RBD序列中可以含有N501Y、E484K和K417N中的一种、二种或全部三种。

[0049] 具体地，除非另有说明，本发明中提供的氨基酸位置的编号是根据SARS‑CoV‑2RBD

的相应区域的序列(SEQ  ID  NO:1，氨基酸1‑192，或SEQ  ID  NO:2，氨基酸1‑254)。

[0050] 与天然RBD序列相比，点突变的数量可以增加，例如，以覆盖SARS‑CoV‑2突变体的

任意和所有相关的天然存在的RBD点突变，由此使得包含在本发明公开的疫苗抗原中的RBD

引起交叉反应性免疫应答，以覆盖任意和所有的相应突变体，以及那些可以由这些突变的

重组产生的点突变。具体地说，点突变的选择是为了覆盖已经天然存在的突变，或者可以在

突变后自然进化的突变。

[0051] 示例性的天然存在的SARS‑CoV‑2突变可以包含RBD，该RBD包含或由识别为SEQ  ID 

NO:4、5、6或7中的任一个氨基酸序列组成。另一个示例性的天然存在的SARS‑CoV‑2突变可

以包括包含由WHO指明的一种或多种SARS‑CoV‑2突变(例如新变体B.1.1.529，指明的关切

变异株(VOC)、奥密克戎)中发生的突变的RBD。

[0052] 具体地，RBD具有折叠结构和相应的构象以呈现SARS‑CoV‑2中和抗体识别的一个

或多个构象表位。

[0053] 根据具体方面，RBD的折叠结构是

[0054] a)通过在重组真核表达系统中表达疫苗抗原获得的，优选地，该系统采用哺乳动

物(例如，人或仓鼠，例如CHO细胞)、杆状病毒感染的昆虫细胞、或真菌细胞(例如酵母或丝

状真菌)、宿主细胞；和/或

[0055] b)通过圆二色(CD)光谱和/或RBD‑ACE2相互作用试验测定。

[0056] 具体地，RBD具有以可接近的构象来结合hACE2的折叠结构，如通过RBD‑ACE2相互

作用试验(如采用相应的免疫试验或ELISA)测定。

[0057] 根据具体方面，如本发明所述的折叠的RBD和/或疫苗抗原由抗SARS‑CoV‑2抗体和

相应的抗体制剂识别，例如包含来自COVID‑19康复患者的血清或抗体的那些，或相应的单

克隆抗体制剂，其抗体在所述RBD‑ACE2相互作用试验中至少20％、30％、40％中的任意一种

的阻断(或抑制)RBD与ACE2结合，或者优选地，至少50％、60％、70％、80％、90％或完全

(100％抑制)中的任意一种。具体地，在包含至少1:50、1:60、1:70、1:80、1:90中的任意一

种，优选地至少为1:100的病毒中和滴度的任意此类抗体制剂存在的情况下，测定RBD与

ACE2结合的抑制作用。

[0058] 具体地，在RBD‑ACE2相互作用试验中，如本发明所述折叠的RBD和/或疫苗抗原与

任意中和性抗SARS‑CoV‑2抗体制剂竞争。

[0059] 具体地，折叠的RBD结构处于预融合构象。

[0060] 具体地，折叠的RBD结构可以通过远紫外圆二色(CD)光谱来测定。具体地，折叠的

RBD可以包含或可以不包含一个或多个稳定RBD折叠的分子内二硫键。具体地，一个或多个

分子内二硫键可以稳定RBD的一个或多个α‑螺旋结构和/或β‑折叠结构，例如1、2、3或4个二

硫键，例如发生在天然RBD折叠中，和/或特别是在RBD核心和/或RBDβ‑折叠区域内和/或连

接各自受体结合基序(RBM)远端末端的环。

[0061] 具体地，抗原包含或由重组多肽组成，其通过使用重组宿主细胞的重组表达技术

和允许以折叠形式表达或生产RBD的条件产生。
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[0062] 提供特定的重组宿主细胞用于预融合构象的RBD的折叠结构。优选地，这样的宿主

细胞为真核宿主细胞，特别是哺乳动物宿主细胞，如用于哺乳动物表达系统中，例如，采用

人类、非人灵长类动物、或啮齿类动物，如仓鼠或小鼠、细胞系。

[0063] 特定的优选宿主细胞为，例如HEK293细胞、CHO细胞、NS0细胞、Sf9细胞、High  Five

细胞、毕氏酵母(Pichiapastoris)、酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)以及许多其他

宿主细胞。

[0064] 具体地，融合前构象包括如包含在病毒蛋白与目标细胞或细胞受体融合之前的病

毒蛋白中的构象结构和相应的构象表位。

[0065] RBD的折叠结构，且特别是其融合前构象，包含结构中RBD内特定区域可与受体蛋

白ACE2结合，且其它区域隐藏在RBD折叠结构中的结构。

[0066] 具体地，折叠的RBD的功能可以通过将RBD与其受体hACE2结合来确定，例如以相应

的ACE2结合试验、或者RBD‑hACE2相互作用试验、或者以BIACORE试验来确定。合适的RBD‑

ACE2相互作用试验被描述于Gattinger等人(Allergy.2021；76(3):878‑883)中，或参见下

面的实施例部分。

[0067] 根据具体实施例，RBD‑ACE2相互作用试验是一种试验，如测定RBD与其受体ACE2结

合的结合试验，采用

[0068] a)ACE2蛋白，和

[0069] b)包含或由天然RBD(特别是折叠的RBD)组成的SARS‑CoV‑2多肽；

[0070] c)至少一种检测分子或标记分子，例如允许定量a)与b)的结合量；和

[0071] d)可选地，固定a)或b)的固体支持物。

[0072] 具体地，ACE2蛋白是人ACE2或其功能片段，其能够识别并特异性结合天然RBD。人

ACE2的具体特征是包含或由识别为SEQ  ID  NO:30，Uniprot:Q9BYF1的氨基酸序列组成。

[0073] 具体地，RBD‑ACE2相互作用试验包括步骤：

[0074] a)将人ACE2蛋白(或其能够识别天然RBD的功能片段)与包含或由天然RBD组成的

SARS‑CoV‑2蛋白孵育，以测定RBD‑ACE2相互作用；和

[0075] b)比较在含RBD化合物存在下的RBD‑ACE2相互作用，其中在含RBD化合物存在下，

RBD‑ACE2相互作用的干扰或减少表明了适用于疫苗抗原的RBD折叠。

[0076] 通过RBD‑ACE2相互作用试验，可以验证RBD折叠结构，其是否以竞争方式抑制病

毒‑受体的结合。

[0077] 当与存在较低量的所述化合物或不存在所述化合物的情况下测定的结合水平相

比时，在存在所述化合物的情况下测定降低的结合水平时(例如，当结合水平相应降低大于

5％，优选大于10％时)，确定化合物干扰或抑制RBD‑ACE2结合。未折叠的RBD被理解为在

RBD‑ACE2相互作用试验中不影响RBD‑ACE2结合的化合物，并且当与存在较低量的所述化合

物或不存在所述化合物的情况下测定的结合水平相比时，在存在所述化合物的情况下，通

过在这种试验中的基本相同的结合水平(例如，当结合水平的相对差异在10％以内，优选在

5％以内)来测定。

[0078] RBD的折叠结构也可以通过远紫外圆二色(CD)光谱来测定，如Resch等人(Clin 

Exp  Allergy.2011；41(10):1468‑77)中所述的，或如下面的实施例部分所述的。

[0079] 根据具体实施例，通过CD光谱法测定RBD的折叠的方法是一种标准方法，如在下面
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的实施例部分中所述的。

[0080] 根据具体方面，融合蛋白包含一个或多个连接体，如肽连接体序列。具体地，一个

连接体用于连接所述至少两个RBD，并且可选地，另一连接体用于连接所述异源蛋白。

[0081] 具体地，可以由肽键以任何顺序进行融合(具有或不具有连接体)。融合可以通过

编码相应元件的核酸分子的重组来实现，或者通过合成编码核酸分子或融合多肽序列来实

现。

[0082] 根据具体实施方式，融合蛋白是单链(sc)融合蛋白。

[0083] 具体地，该融合蛋白包含至少一个或至少两个、或至少三个与异源蛋白的N‑端融

合(使用或不使用一个或多个连接体)的RBD。

[0084] 具体地，融合蛋白包含至少一个或至少两个、或至少三个与异源蛋白的C‑端融合

(使用或不使用一个或多个连接体)的RBD。

[0085] 具体地，融合蛋白包含至少一个(或至少两个、或至少三个)与异源蛋白的N‑端融

合的RBD，和至少一个(或至少两个、或至少三个)与异源蛋白的C‑端融合的RBD，使用或不使

用一个或多个连接体。

[0086] 根据具体实施方式，融合蛋白仅包含一个与异源蛋白N‑端融合的RBD，以及仅包含

一个与异源蛋白C‑端融合的RBD，使用或不使用一个或多个连接体。

[0087] 具体地，连接体可以是不同长度的连接体，例如肽连接体(也称为肽的连接体)。连

接体可以由柔性残基(如甘氨酸和丝氨酸)组成，使得相邻的肽可以相对于彼此自由移动。

连接体的长度是可变的，通常在5到15个氨基酸的范围。例如，当需要确保两个相邻元件不

会在空间上相互干扰时，可以使用更长的连接体。示例性的肽的连接体包含或由若干G和/

或S的序列组成，例如包括或由GGGGS(SEQ  ID  NO:31)、GGGGSG(SEQ  ID  NO:32)、GGGGSGG

(SEQ  ID:33)、GGGGSGGG(SEQ  ID  NO:34)、GGGGSGGGG(SEQ  ID  NO:35)、GGGGSGGGGS(SEQ  ID 

NO:36)、或GGSGGS(SEQ  ID  NO:37)、GGSGGSG(SEQ  ID  NO:38)、GGSGGSGG(SEQ  ID  NO:39)、

GGSGGSGGG(SEQ  ID  NO:40)、GGSGGSGGGG(SEQ  ID  NO:41)、GGSGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:42)，或

GGGSG(SEQ  ID  NO:43)、GGGSGG(SEQ  ID  NO:44)、GGGSGGG(SEQ  ID  NO:45)、GGGSGGGG(SEQ 

ID  NO:46)、GGGSGGGGG(SEQ  ID  NO:47)、或GGGSGGGGGS(SEQ  ID  NO:48)中的任意一个，或包

含或由上述任意一种组成的连接体，其包含插入或删除氨基酸或由选自用G和S组成的组中

的替代氨基酸进行氨基酸取代的一个或两个点突变。

[0088] 根据进一步的具体实施例，可以使用通常用于单链可变片段(Fv)抗体构建体的连

接体，该构建体包含与可变轻(VL)结构域连接的可变重(VH)结构域。

[0089] 根据具体方面，疫苗抗原可以包含除连接体外的一个或多个肽间隔子，例如用于

改善多肽的结构或稳定性。

[0090] 然而，本发明所述的融合蛋白可以包含待融合的元件，其可通过生物偶联、化学偶

联或交联相互结合。例如，疫苗抗原可包括多聚结构域、载体或装置，如适合用于固定一系

列多肽的纳米结构或珠。

[0091] 根据具体方面，在一个多肽链内提供融合蛋白，例如，长度为至少400、500、600、

700、800或900个氨基酸的任意一种的多肽，优选地，最多1000、1500、2000、2500或3000个氨

基酸长度的任意一种多肽。

[0092] 具体地，疫苗抗原包含至少两个、三个或四个RBD，其为相同的病毒种或变体(或突
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变体)来源，或不同的病毒种或变体(或突变体)来源。例如，所述至少两个RBD来源自不同的

SARS‑CoV‑2种或突变体，例如，其中疫苗抗原的至少一个RBD来源自SARS‑CoV‑2，而同一疫

苗抗原的至少另一个RBD来源自不同于SARS‑CoV‑2的SARS病毒，例如SARS‑CoV或MERS。

[0093] 根据具体实施例，疫苗抗原包含两个、三个或更多个RBD，例如作为二聚体(其中

RBD的数量为两个)、三聚体(其中RBD的数量为三个)或低聚物(其中RBD的数量超过三个)被

提供，优选地，其中至少两个或至少三个RBD串联融合(具有或不具有连接体)，或在RBD原体

组装体中提供，优选为RBD原体复合体。具体地，在这种二聚体、三聚体或低聚物中包含的

RBD是彼此相同的或不同的。

[0094] 根据具体实施例，两个串联融合的RBD被包含在包含或由SEQ  ID  NO:15(构建体2:

RBD‑L‑RBD，图9)组成的构建体中，而三个串联融合的RBD被包含在包含或由SEQ  ID  NO:16

(构建体3:RBD‑L‑RBD‑L‑RBD，图9)组成的构建体中，其中“L”表示连接体。这种结构可以包

含或可以不包含一个或多个连接体序列。SEQ  ID  NO:15包含一个连接体序列GGGGSGGGGS

(SEQ  ID  NO:36)，而SEQ  ID  NO:16包含两个连接体序列，每个连接体序列的特征为氨基酸

序列GGGGSGGGGS(SEQ  ID  NO:36)。连接体将一个RBD的C‑端与另一个RBD的N‑端融合。串联

的RBD构建体可以包含或由SEQ  ID  NO:15或SEQ  ID  NO:16组成，例如，包括在任何此类SEQ 

ID  NO:15或SEQ  ID  NO:16中包含连接体序列，或者可以包括替代的连接体序列，或者可以

不提供任何连接体序列。

[0095] SEQ  ID  NO:15或SEQ  ID  NO:16中的任一个包含C‑端His标签。然而，可以理解的

是，这样的构建体可以提供有或不提供有任意这样的标签。

[0096] 具体地，可以使用至少两个彼此相同的RBD，例如，RBD的一个或多个拷贝。在RBD‑

二聚体中，在其中的RBD是相同的，可以理解的是，RBD‑二聚体中的RBD拷贝数为2。在RBD‑三

聚体中，在其中的RBD是相同的，可以理解的是，RBD‑三聚体中的RBD拷贝数为3。

[0097] 本发明所述融合蛋白的部分也被称为“元件”(或“结构域”)，特别是其中元件包含

或由SARS‑CoV‑2的所述至少两个RBD中的一个或多个，以及异源蛋白组成。

[0098] 融合蛋白可以包含或可以不包含两个或多个或所有元件，例如，串联融合的，其中

将第一元件的C‑端与第二元件的N‑端融合，以及可选地，其中将第二元件的C‑端与第三元

件的N‑端融合，在元件之间具有或不具有连接体序列。特别提供包含或由所有元件串联的

融合组成的融合蛋白作为单链蛋白。

[0099] 根据具体方面，疫苗抗原包括

[0100] a)SARS‑CoV‑2的至少两个RBD，特别是其中所述至少两个RBD可以在至少一个氨基

酸上是相同或不同的，包括例如也发生在SARS‑CoV‑2突变体的天然存在的RBD中的一个或

多个点突变；和

[0101] b)不同病毒的至少一或两个RBD，例如β‑冠状病毒，例如SARS‑CoV、MERS、HCoV‑

OC43或HKU1。

[0102] 本发明所述的特定异源蛋白可以来源自或以其它方式衍生自病毒蛋白或蛋白结

构域，例如表面蛋白或核衣壳蛋白，或上述任意一种蛋白结构域。

[0103] 具体地，异源免疫原性载体蛋白是与RBD非自然融合的多肽或蛋白质。具体地，异

源免疫原性载体蛋白是病毒蛋白，例如表面蛋白或核衣壳蛋白，或上述任意一种蛋白结构

域。
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[0104] 根据某一方面，异源蛋白可以来源于与SARS‑CoV‑2的所述至少一个RBD中的任何

一个或多个相同的病毒或病毒突变体，并以不同的方式或在不同的位置与至少一种所述

RBD融合，例如提供融合蛋白的“异源”元件。包含此类异源元件的示例性的融合具有SARS‑

CoV‑2的S蛋白、M蛋白或核衣壳(NC)蛋白的一个或多个子结构域，例如，包括以下蛋白结构

域或子结构域的任意一个或多个：RBD、S1、S2或NC。根据具体实施方式，将至少两个RBD与

SARS病毒(例如SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV或MERS)的核衣壳(NC)蛋白融合，例如，其中至少一个

RBD与NC蛋白的N‑端融合，并且至少一个RBD与NC蛋白的C‑端融合。具体地，NC蛋白序列包含

或由如SEQ  ID  NO:8所示的氨基酸序列，Uniprot:P0DTC9(SARS‑CoV‑2核蛋白，UniProtKB‑

P0DTC9(NCAP_SARS2)；Wu  F .et  al .,Nature  2020；579:265‑269)组成。合适的NC蛋白是

SARS‑CoV‑2(例如SEQ  ID  NO:8)、MERS病毒(例如SEQ  ID  NO:9)或SARS‑CoV(例如SEQ  ID 

NO:10)，或上述任意一种的天然存在的变体或突变体的NC蛋白。

[0105] S蛋白的具体子结构域可以包含或由S蛋白S1结构域中跨越氨基酸550‑580的区域

或在S‑蛋白分隔S1和S2区域的弗林蛋白酶切割位点周围的跨越氨基酸676‑710的区域，或

在S‑蛋白S2结构域中跨越氨基酸929‑952的区域。本发明提供的氨基酸位置的编号是根据

SARS‑CoV‑2S蛋白(SEQ  ID  NO:13)相应区域的序列，另见NCBI  GenBank收录号QII57161.1

(人SARS‑CoV‑2，S‑蛋白，SEQ  ID  NO:13)。

[0106] 根据具体实施例，融合蛋白的异源元件包含或由至少一个额外的SARS‑CoV‑2RBD

(也称为异源RBD)组成，从而提供至少特征是包含至少三个RBD(其可以是相同，也可以是不

相同的)的三聚体结构。异源RBD可以与一个或多个其它RBD以串联方式融合或可以不与一

个或多个其它RBD以串联方式融合。通过在RBD‑三聚体中使用异源RBD，例如在包含多个以

串联方式融合的RBD的单链融合蛋白，其中RBD的数量为3个，令人惊讶的是，与包含类似的

RBD‑二聚体(其中RBD的数量为2个)但不具有额外的异源RBD的疫苗抗原相比，其对SARS‑

CoV‑2的免疫应答可以增强。

[0107] 根据在本发明所述的疫苗抗原中使用异源RBD的具体实施例，至少三个RBD以串联

方式融合。在单链融合蛋白中，异源RBD可以定位为N‑端或C‑端蛋白结构域，或也可以被包

含作为非末端蛋白结构域。

[0108] 具体地，异源RBD可能包含或由如天然存在于SARS‑CoV‑2种类或突变体中的天然

RBD序列组成。然而，RBD可以是不同于任何天然RBD的人工分子，例如，包含任意一个或多

个、或如在天然存在于各种天然RBD结构域中所有相关的点突变。

[0109] 具体地，异源RBD具有折叠结构。

[0110] 具体地，异源RBD包含或由氨基酸序列组成，该氨基酸序列与疫苗抗原中包含的

SARS‑CoV‑2的所述至少两个RBD中的任意一个或多个或全部相同(或其拷贝)，或其不同于

SARS‑CoV‑2的所述至少两个RBD中的任何一个或多个或全部。

[0111] 具体地，异源RBD是SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV、MERS的RBD，例如包含或由相应的SEQ 

ID  NO:1、2、11和12，或由上述任意一个(亲本序列)的衍生物或突变体组成，其包含至少

50％(或至少60％、70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％中的任意一

个)的亲本序列长度，且至少90％(或91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％中的任意一个)的与亲本序列的序列同一性，其可以是或可以不是包含一个或多个点

突变的人工突变，其中点突变可以表征一个或多个自然病毒突变，或者点突变可以通过定
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向进化方法诱变相应的亲本病毒序列经诱变而进化。

[0112] 根据另一方面，异源蛋白并非源自如SARS‑CoV‑2的所述至少一个RBD中的任何一

个或多个相同的病毒或病毒突变体，而是来自不同的病毒种、或其天然存在的或人工突变

体，从而提供融合蛋白的异源元件。示例性来源是哺乳动物病毒的一种，例如人类或非人类

动物病毒。

[0113] 根据具体方面，源病毒种是疫苗抗原中包含的任意RBD和/或异源蛋白的来源，也

是目标病毒，旨在触发针对该目标病毒的免疫应答。

[0114] 根据具体方面，SARS‑CoV‑2是融合蛋白的所述至少两个RBD和异源蛋白的来源，且

同时是目标病毒种。当提供包含此类疫苗抗原的疫苗时，免疫应答涵盖至少该SARS‑CoV‑2

目标病毒种，其中SARS‑CoV‑2包括天然存在的SARS‑CoV‑2，包括可以在感染的季节或大流

行期间进化的其突变体，或人工进化以预测天然存在突变体的突变体。

[0115] 根据另一具体方面，SARS‑CoV‑2是融合蛋白的所述至少两个RBD的来源，且融合蛋

白的异源蛋白可以来自不同的来源，例如来自不同的目标病毒种。当提供包含此类疫苗抗

原的疫苗时，免疫应答涵盖至少以SARS‑CoV‑2作为第一目标病毒种，其中SARS‑CoV‑2包括

天然存在的SARS‑CoV‑2，包括可以在感染的季节或大流行期间进化的其突变体，或人工进

化以预测天然存在突变体的突变体。此外，免疫应答至少涵盖作为异源蛋白来源的第二目

标病毒种。

[0116] 具体地，异源蛋白可以用作载体蛋白，如此其可以是或可以不是免疫原性的。可以

使用引发针对病原体的免疫应答的免疫原性载体蛋白，该病原体不同于SARS‑CoV‑2(其可

选地，也不同于SARS‑CoV、MERS中的任意一种或两种)。通过使用免疫原性载体蛋白，可以增

强针对SARS‑CoV‑2的免疫应答。

[0117] 具体的载体蛋白是选自病毒蛋白组成的组。

[0118] 根据具体方面，异源蛋白来源自任意一种:

[0119] a)嗜肝DNA病毒科(Hepadnaviridae)家族的病毒，例如人肝炎病毒或乙型肝炎病

毒，优选地，其中异源蛋白是乙型肝炎病毒的表面蛋白，例如PreS或S蛋白；或

[0120] b)β‑冠状病毒，优选地，SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV、MERS、HCoV‑OC43或HKU1中的任意

一种，优选地，其中异源蛋白选自由S蛋白或其子结构域(例如RBD、S1或S2结构域、或核衣壳

(N)蛋白)组成的组；或

[0121] c)人鼻病毒血清型，优选地，其中异源蛋白是病毒衣壳蛋白，例如VP1、VP2、VP3或

VP4中的任意一种；或

[0122] d)RSV，优选地，其中异源蛋白是G‑蛋白或G‑蛋白的中心保守区；或

[0123] e)糖脂锚定物，其中与锚定物融合的RBD通过包含包膜病毒的核心蛋白的病毒样

颗粒表面表达，如莫洛尼鼠白血病病毒(MoMLV，如本发明进一步描述的)、水泡性口炎病毒

(VSV；如在Roberts等人，1999.J .Virol.；73(5):3723‑32中所述的)，HIV(如在Deml等人，

Molecular  Immunology  2005.42(2):259‑277中所述的)、埃博拉病毒(如在Swenson等人，

2005.Vaccine.23(23):3033‑3042中所述的)，优选地，其中核心蛋白是相应病毒的Gag和/

或Gag‑Pol蛋白，例如MoMLV  Gag和/或Gag‑pol；或

[0124] f)上述的任意一种天然存在的突变体。

[0125] 本发明所述的融合蛋白可以包含一个或多个作为异源元件的异源蛋白。
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[0126] 具体的异源蛋白是HBV  PreS多肽，包含或由包含与天然PreS蛋白或其一个或多个

片段至少80％、85％、90％、95％或100％中的任何一个序列同一性放入多肽组成。具体的

HBV  PreS多肽可来源于(或衍生自)HBV基因型B、C、D、E、F、G或H、或其亚型中的任意一种。乙

型肝炎病毒的亚型包括A1、A2、A3、A4、A5、B1、B2、B3、B4、B5、C1、C2、C3、C4、C5、D1、D2、D3、D4、

D5、F1、F2、F3和F4，如在Schaefer等人(World  J  Gastroenterol.2007；13:14‑21)中所述

的。

[0127] 融合蛋白中存在的一种以上的乙型肝炎PreS多肽具有呈递更多的抗原免疫系统

以允许形成针对PreS的抗体的优点，。作为本公开的融合蛋白一部分的HBV  PreS多肽可以

衍生自相同的HBV基因型或者来自不同的基因型。例如，本发明描述的融合蛋白可以仅包含

HBV基因型A的PreS多肽，或者可以是与衍生自HBV基因型B、C、D、E、F、G或H或其亚型中的任

意一种的另一PreS多肽的组合。

[0128] 适合在融合蛋白中用作异源元件的PreS蛋白片段，优选地，由PreS蛋白序列的至

少30、40或50个连续氨基酸残基中的任意一种组成，优选地，由SEQ  ID  NO:19‑26中的任意

一个组成的乙型肝炎PreS蛋白的氨基酸1‑70之间，其中SEQ  ID  NO:21‑26分别属于HBV基因

型B至H。具体片段可以包含乙型肝炎PreS蛋白的PreS1和/或PreS2。在如本发明所述的疫苗

中 使 用 作 为 异 源 蛋 白 的 P r e S诱 导 预 防 H B V感 染 的 抗 体 ( C o r n e l i u s  C .e t 

al.EBioMedicine.2016；11:58‑67)。

[0129] 根据具体实施例，使用异源载体蛋白，其包含或由与病毒蛋白至少80％、85％、

90％、95％或100％中的任意一个的序列同一性组成，优选地，选自由以下组成的组：

[0130] a)乙型肝炎PreS蛋白或其片段中的任意一种，例如包含或由SEQ  ID  NO:19‑26中

的任意一个组成的多肽；或

[0131] b)SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV或MERS的核衣壳，例如包含或由对应的SEQ  ID  NO：8、9和

10组成；或

[0132] c)SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV、MERS的RBD，例如包含或由对应的SEQ  ID  NO：1、2、11和

12组成；

[0133] 或者上述任意一项(亲本序列)的衍生物或突变体，其包括至少50％(或者是至少

60％、70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、或100％中的任何一个)的亲本

序列长度和与亲本序列至少80％(或者是至少85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％、或

100％中的任意一个)的序列同一性，其可以是或可以不是包含一个或多个点突变的人工突

变体，该点突变可以表征一种或多种自然病毒突变体，或可以通过定向进化方法诱变亲本

病毒序列经诱变而进化。

[0134] 具体实施方式是指病毒样颗粒(VLP)，在本发明中也称为病毒样纳米颗粒(VNP)。

[0135] VLP和VNP是多价抗原呈递的强大平台。数个自组装蛋白已被成功用作支架，以在

其表面呈递复杂的疫苗抗原。这些颗粒包括非传染性病毒核心颗粒，包覆于来自宿主细胞

质膜的脂质包膜。在缺失病毒核酸或包膜蛋白的情况下，通过表达病毒结构蛋白(优选的是

MoMLV的Gag)在哺乳动物细胞中诱导非传染性包膜颗粒。

[0136] 其中蛋白质，例如本发明所述的RBD或对应融合蛋白，结合、整合于或者并入VLP的

脂质双分子层包膜内，由此使它们表面表达并显示在VLP表面上，可以制备自组装病毒蛋白

复合体。如本发明进一步描述的，提供自组装以用于在VLP表面形成RBD复合体。

说　明　书 12/54 页

16

CN 117320745 A

16



[0137] 糖基磷脂酰肌醇(GPI)‑锚定蛋白使用翻译后修饰以连接蛋白质和脂质双分子层

膜。锚定结构通常由脂质和碳水化合物部分组成，且在真核生物中其基本特征是高度保守

的，然而其分子细节上却高度可变。

[0138] 根据具体方面，RBD与GPI锚融合，并通过含有包膜病毒的核心蛋白的病毒样颗粒

进行表面表达，如莫洛尼鼠白血病病毒(MoMLV)，其中核心蛋白优选为MoMLV  Gag和/或Gag‑

Pol。

[0139] 根据具体方面，疫苗抗原包含：

[0140] a)单链融合蛋白，包含至少两个RBD，与SEQ  ID  NO:19‑26中的任意一个至少50％、

60％、70％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％中的任意一个长度的乙

型肝炎PreS多肽融合，且包含对应的SEQ  ID  NO:19‑26的相应区域至少80％的序列同一性；

和/或

[0141] b)以串联方式融合的至少三个RBD，优选地其中

[0142] i .所述至少三个RBD来源于SARS‑CoV‑2和/或天然存在的SARS‑CoV‑2突变体，或

ii.至少两个所述RBD来源于SARS‑CoV‑2和/或天然存在的SARS‑CoV‑2突变体，并且至少一

个所述RBD来源于不同于SARS‑CoV‑2的β‑冠状病毒，例如SARS‑CoV或MERS；和/或

[0143] c)至少两个组装的RBD，每个RBD与糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定物融合，并连接通过

编码MoMLVgag‑pol的表达质粒转染的哺乳动物细胞表达的病毒样颗粒的膜。

[0144] 具体地，当使用作为异源蛋白的乙型肝炎PreS多肽，特别是作为异源载体蛋白，至

少一个或至少两个RBD与PreS多肽的N‑端融合且至少一个或至少两个RBD与PreS多肽的C‑

端融合。

[0145] 根据具体的实施例,两个RBD与HBV  PreS氨基酸序列融合，例如，如包含于包含或

由SEQ  ID  NO:14组成的构建体中(构建体1：RBD‑PreS‑RBD，图9)。SEQ  ID  NO:14包含第一

RBD，PreS序列和第二RBD，其中PreS序列的N‑端与第一RBD的C‑端融合，并且PreS序列的C‑

端与第二RBD的N‑端融合。可以产生包含两个RBD和一个PreS序列的替代构建体，由此，例如

串联融合第一RBD和第二RBD，并且将PreS序列的N‑端与串联RBD构建体的C‑端融合，或者将

PreS序列的C‑端与串联RBD构建体的N‑端融合。串联RBD构建体可以包含或由SEQ  ID  NO:15

组成，例如包括SEQ  ID  NO:15中包含的连接体序列，或替代的连接体序列，或不含任何连接

体序列。

[0146] SEQ  ID  NO:14不包括异源连接体序列和C‑端His标签。然而，可以理解的是，这样

的构建体可以提供有或不提供有任何这样的连接体序列或His标签。无His标签的SEQ  ID 

NO:14如SEQ  ID  NO:100所示。

[0147] 本发明进一步提供编码本发明所述的疫苗抗原的分离的核酸分子，优选地，包括

包含与编码本发明所述的任意融合蛋白的序列至少95％(或至少96％、97％、98％、99％或

100％)的序列同一性的多核苷酸序列。示例性的多核苷酸序列是密码子优化序列，其在对

应的宿主细胞中被优化用于重组表达，例如SEQ  ID  NO:17(其编码构建体1，RBD‑PreS‑

RBD)，或SEQ  ID  NO:18(其编码构建体3:RBD‑L‑RBD‑L‑RBD)，或上述任意一种密码子优化的

变体，其被优化以在特定的宿主细胞系中表达。

[0148] 编码核酸分子，例如cDNA，可用于在体外生产疫苗抗原。编码核酸分子，例如RNA，

可用于生产RNA疫苗。
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[0149] 本发明进一步提供包含编码核酸分子的表达构建体，和包含所述这些表达构建体

和/或编码核酸分子的重组宿主细胞，以及在宿主细胞培养中表达疫苗抗原的方法。

[0150] 根据具体方面，本发明进一步提供通过包含本发明所述核酸分子的重组宿主细

胞，在离体细胞培养中用于生产本发明所述疫苗抗原的表达系统。

[0151] 合适的宿主细胞可以选自由真核宿主细胞组成的组，如哺乳动物、杆状病毒感染

的细胞、昆虫、或真菌细胞，如酵母或丝状真菌，例如HEK293细胞、CHO细胞、NS0细胞、Sf9细

胞、High  Five细胞、毕赤酵母、酿酒酵母，以及许多其他宿主细胞。

[0152] 具体地，本发明所述的疫苗抗原或其至少一个或多个元件，即至少两个RBD和异源

蛋白，可以被糖基化或非糖基化。在优选实施方式中，所述至少两个RBD被糖基化。

[0153] 具体地，RBD可以包含或可以不包含例如由哺乳动物(例如，非人哺乳动物，如仓鼠

或小鼠)或人类细胞(例如HEK细胞或CHO细胞)表达的糖基化。

[0154] 根据具体方面，本发明进一步提供了生产本发明所述疫苗抗原的方法，其中在生

产所述疫苗抗原的条件下培养或维持本发明所述重组宿主细胞。

[0155] 本发明进一步提供包含本发明所述疫苗抗原、或本发明所述核酸分子的疫苗或疫

苗制剂，可选地，还包括药学上可接受的载体、赋形剂或佐剂中的任意一种或多种。

[0156] 根据剂量、剂型和给药途径，本发明所述疫苗抗原可与赋形剂、稀释剂、佐剂和/或

载体组合。生产疫苗制剂的合适方案是本领域技术人员已知的，并可以在例如“Vaccine 

Protocols”(A.Robinson,M.P.Cranage,M.Hudson；Humana  Press  Inc.,U.S.；第二版2003)

中找到。

[0157] 具体地，疫苗包括疫苗抗原和/或在疫苗制剂中编码疫苗抗原的核酸分子，其优选

地包括佐剂。

[0158] 具体优选的佐剂选自由明矾(磷酸铝凝胶或氢氧化铝凝胶或两者的混合物)、AS04

(明矾加单磷酰脂A)、MF59(水包油乳剂佐剂)和toll样受体激动剂佐剂(单磷酰脂A加CpG)

组成的组。

[0159] 本发明所述的疫苗抗原可以用疫苗中常用的特异性佐剂配制。例如，佐剂的合适

选择可以包括MF59、氢氧化铝、磷酸铝、磷酸钙、细胞因子(例如IL‑2、IL‑12、GM‑CSF)、皂苷

(如QS21)、MDP衍生物、CpG寡核苷酸、LPS、MPL、聚磷腈、乳剂(如Freund的、SAF)、脂质体、病

毒体、ISCOM、耳蜗酸盐、PLG微粒、泊洛沙姆颗粒、病毒样颗粒、不耐热肠毒素(LT)、霍乱毒素

(CT)、突变毒素(如LTK63和LTR72)、微粒和/或聚合脂质体。合适的市售佐剂，例如AS01B

(MPL和QS21的脂质体制剂)、AS02A、AS15、AS‑2、AS‑03及其衍生物(GlaxoSmithKline，美

国)；CWS(细胞壁骨架)、TDM(海藻糖‑6,6'‑二甲藻酸酯)、LeIF(利什曼原虫延伸起始因子)、

铝盐，如氢氧化铝凝胶(明矾)或磷酸铝；钙、铁或锌盐；不溶性酰化酪氨酸悬浮液；酰化糖；

阳离子或阴离子衍生的多糖；聚磷腈；生物可降解微球；单磷酰脂A和quil  A。细胞因子，如

GM‑CSF或白介素‑2、‑7或‑12也可用作佐剂。主要用于引发Th1型应答的优选佐剂包括，例

如，单磷酰脂质A，优选3‑O‑去酰化单磷酰脂质A(3D‑MPL)，可选地与铝盐的组合。

[0160] 另 一 优 选 佐 剂 为 皂 苷 或 为 皂 苷 模 拟 物 或 衍 生 物 ，优 选 Q S 2 1 ( A q u i l a 

Biopharmaceuticals  Inc.)，其可以单独使用或与其它佐剂联合使用。例如，包括单磷酰脂

质A和皂苷衍生物的组合的增强系统，例如QS21和3D‑MPL的组合。其它优选的配方包括水包

油乳剂和生育酚。特别有效的佐剂配方是QS21、3D‑MPL和生育酚在水包油乳剂中。用于本发
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明的其它皂苷佐剂包括QS7(描述于WO  96/33739和WO  96/11711)和QS17(描述于US  5,057,

540和EP  0362279B1)。

[0161] 本发明进一步提供了一种疫苗，包含有效量的本发明所述的疫苗抗原，例如免疫

原性有效量。

[0162] 疫苗的具体实施方式包括编码疫苗抗原的核酸分子。疫苗的具体实施例是编码疫

苗抗原的RNA疫苗。特别是，RNA分子可以用作疫苗制剂，以裸形式或与递送载体配伍。具体

实施方式可以包括病毒或细菌宿主作为基因递送载体(例如，活疫苗载体)，或者可以包括

以游离形式进行给予基因，例如，插入质粒中。具体地，编码本发明所述疫苗抗原的核酸分

子能够在哺乳动物或人类细胞中(且特别是在给受试者接种疫苗时)表达折叠的RBD。

[0163] 具体地，疫苗包括有效量的疫苗抗原，例如，每剂量范围在0.001‑1mg之间，优选在

50至150微克之间，例如约100微克。

[0164] 可与赋形剂组合以产生单一剂型的疫苗抗原的量将根据特定的给药方式而变化。

疫苗抗原的剂量可以根据例如受试者的年龄、性别和体重因素，以及在受试者体内引起所

需抗体应答的能力而变化。

[0165] 可以调整剂量方案以提供最佳的治疗反应。例如，可以每日给药若干个分开的剂

量，或者由治疗情况的要求按比例减少剂量。疫苗的剂量也可以根据情况变化，以提供最佳

的预防剂量反应。

[0166] 具体地，本发明所述的疫苗可以采用初免‑加强策略以有效量施用于受试者。

[0167] 例如，在后续的疫苗接种之间的时间间隔中(范围在2周至5年之间，优选在15个月

至最多3年之间，更优选在2个月至1.5年之间)，本发明所述的疫苗可以根据初免‑加强方案

多次施用于受试者。具体地，本发明所述疫苗给药2至10次，优选地给药2至7次，甚至更优选

地最多5次，最优选最多3次。

[0168] 根据具体实施方式，3‑4周的时间间隔中给药2剂或3剂，以建立保护性免疫应答。

该免疫应答可以通过在第一剂给药的6个月后给药1剂加强，并且可选地每年1次。加强给药

可用于保持高抗体水平。

[0169] 本发明进一步提供用于制备本发明所述疫苗的试剂盒组分，例如，包含装有一种

或多种试剂盒组分的一个或多个容器的药物试剂盒，例如疫苗抗原和佐剂。该试剂盒可用

于体外制备疫苗和/或当给药时制备疫苗。在具体实施方式中，该试剂盒进一步包括用于使

用该试剂盒组分的说明书。

[0170] 本发明进一步提供了用于医疗用途的疫苗。

[0171] 根据具体方面，本发明进一步提供用于医疗用途的本发明所述的疫苗抗原或疫

苗、或编码该抗原的核酸分子。

[0172] 具体地，医疗用途包括免疫疗法，例如主动免疫疗法。具体的免疫疗法通过包括诱

导、增强、抑制或以其它方式修改免疫应答的方法，对患有疾病、或处于感染或正遭受疾病

风险或有疾病复发风险的受试者提供治疗。

[0173] 本发明进一步提供了一种药物制剂，包含本发明所述的疫苗抗原，进一步包含药

学上可接受的载体，例如在免疫原性制剂中可接受的载体。

[0174] 本发明进一步提供了本发明所述的疫苗抗原或疫苗用于受试者疫苗接种以针对

目标病毒(如SARS‑CoV‑2，包括其天然存在的突变体)感染进行预防性治疗，优选地，以激发
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识别天然RBD的中和抗体。

[0175] 本发明进一步提供用于治疗受试者以诱导针对SARS‑CoV‑2的抗体，和/或生产包

含针对SARS‑CoV‑2抗体的抗血清或血浆产品的疫苗，优选地，其中所述抗体是SARS‑CoV‑2

中和抗体。具体地，血浆产物是全血浆(例如新鲜冷冻血浆)，或含有抗体(例如IgG，以及可

选地，IgA和/或IgM抗体)的血浆成分。具体地，血浆产品是免疫球蛋白产品或高免疫球蛋白

产品。

[0176] 本发明进一步提供了用于本发明所述用途的疫苗，其中该疫苗通过皮下、肌肉内、

鼻内、微针、粘膜、皮肤或透皮给药施用于受试者。

[0177] 因此，本发明具体提供了一种通过施用有效量的疫苗治疗需要预防性治疗的受试

者的方法，例如，预防目标病毒感染，例如SARS‑CoV‑2感染或目标病毒疾病(例如SARS‑CoV‑

2疾病或COVID‑19)的爆发。

[0178] 根据本发明，进一步提供有一种通过接种疫苗和对需要其的受试者进行免疫来预

防受试者感染传染病的方法。

[0179] 具体地，该传染病是由目标病毒引发的疾病或疾病状态。

[0180] 具体地，目标病毒是SARS‑CoV‑2(可选地，包括SARS‑CoV‑2的突变体)。其中使用源

自另一种病毒的异源蛋白时，例如HBV(例如HBV  PreS多肽)，该目标病毒是SARS‑CoV‑2(可

选地，包括SARS‑CoV‑2的突变体)和此类其他病毒(例如HBV)。

[0181] 本发明进一步提供了一种生产本发明所述疫苗抗原的方法，包括由本发明所述的

核酸分子或本发明所述的表达构建体表达疫苗抗原。具体地，核酸分子的表达是在重组真

核表达系统中。

[0182] 具体地，包含疫苗抗原的疫苗是通过将该表达疫苗抗原与药学上可接受的载体、

赋形剂或佐剂中的任意一种或多种结合产生的。

[0183] 本发明进一步提供了用于生产本发明所述疫苗或疫苗制剂的方法，例如，通过将

本发明所述疫苗抗原与药学上可接受的载体、赋形剂或佐剂中的任意一种或多种进行配

制，以获得配制的疫苗制剂。

[0184] 本发明进一步提供了一种通过将至少第一和第二折叠RBD与所述异源免疫原性载

体蛋白融合来生产具有增强的免疫原性的RBD亚单位疫苗的方法。具体地，疫苗抗原是一种

人工融合蛋白，其中异源免疫原性载体蛋白不与SARS‑CoV‑2的S蛋白中的RBD自然融合。

[0185] 具体地，所述第一和第二折叠RBD的特征在于如本发明所述的疫苗抗原的所述至

少两个RBD的特征。

[0186] 具体地，本发明所述的方法是指生产如本发明进一步描述的疫苗抗原。

[0187] 具体地，本发明所述的疫苗抗原的特征在于以下一个或多个特征：

[0188] a)疫苗抗原包含2个、3个或更多RBD；

[0189] b)所述至少两个RBD由相同或不同的氨基酸序列组成；

[0190] c)至少一个所述RBD包含或由至少180个氨基酸长度的氨基酸序列组成，并且包括

与SEQ  ID  NO:1或2至少95％的序列同一性，可选地，包含一个或多个包含在一个或多个不

同的天然存在的SARS‑CoV‑2突变体的RBD中的相同的点突变；

[0191] d)所述折叠结构是

[0192] i.通过在重组真核表达系统中疫苗抗原的表达获得的，优选地，采用哺乳动物、杆
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状病毒感染的细胞、或真菌宿主细胞，优选地，采用人宿主细胞；和/或

[0193] ii.通过圆二色(CD)光谱和/或RBD‑ACE2相互作用试验测定，优选地，其中疫苗抗

原在RBD‑ACE2相互作用试验中与中和性抗SARS‑CoV‑2抗体制剂竞争。

[0194] e)疫苗抗原被提供作为包含所述至少两个与所述异源免疫原性载体蛋白融合的

RBD的单链融合蛋白，优选地，包含一个或多个肽连接体序列；

[0195] f)异源免疫原性载体蛋白是病毒蛋白，如表面蛋白或核衣壳蛋白，或上述任意一

种蛋白结构域；

[0196] g)异源免疫原性载体蛋白是包含B细胞表位和T细胞表位的抗原，以在人受试者中

引发体液和细胞免疫应答，

[0197] h)异源免疫原性载体蛋白是不与RBD自然融合的多肽；

[0198] i)异源免疫原性载体蛋白来源于任意一种：

[0199] i.嗜肝DNA病毒科家族的病毒，例如人肝炎病毒或乙型肝炎病毒，优选其中地，异

源蛋白是乙型肝炎病毒的表面蛋白，例如PreS或S蛋白；或

[0200] ii.β‑冠状病毒，优选地，SARS‑CoV‑2、SARS‑CoV、MERS、HCoV‑OC43或HKU1中的任意

一种，优选地，其中异源蛋白选自由S蛋白或其子结构域，例如S1或S2结构域，或核衣壳(N)

蛋白；或

[0201] iii.人鼻病毒血清型，优选地，其中异源蛋白是病毒衣壳蛋白，例如VP1、VP2、VP3

或VP4中的任意一种；或

[0202] iv.RSV，优选地，其中异源蛋白为G‑蛋白或G‑蛋白的中心保守区；或

[0203] v.糖脂锚定物，其中与锚定物融合的RBD通过包含包膜病毒的脂质双分子层包膜

和核心蛋白的病毒样颗粒表面表达，如莫洛尼鼠白血病病毒(MoMLV)，其中核心蛋白优选为

MoMLV  Gag和/或Gag‑Pol；或

[0204] vi.上述任意一种天然存在的突变体。

[0205] j)异源免疫原性载体蛋白是除SARS‑CoV‑2刺突(S)蛋白的RBD之外的任意一种异

源免疫原性载体蛋白。

[0206] k)异源免疫原性载体蛋白是：

[0207] i.与SEQ  ID  NO:19‑26中任意一个的至少50％长度的乙型肝炎PreS多肽，并且包

含与对应的SEQ  ID  NO:19‑26的相应区域至少80％的序列同一性，优选地，其中至少一个

RBD与PreS多肽的N‑端融合，并且至少一个肽与PreS多肽的C‑端融合；和/或

[0208] ii.糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定物，其与通过编码MoMLVgag‑pol的表达质粒转染的

哺乳动物细胞所表达的病毒样颗粒的膜连接。

[0209] 具体地，异源蛋白的特征如本发明进一步所述，优选任意一项：

[0210] a)至少50％长度的乙型肝炎PreS多肽，例如包含与SEQ  ID  NO:19‑26中任意一个

的相应区域至少90％的序列同一性，优选地，其中至少一个RBD与PreS多肽的N‑端融合，并

且至少一个肽与PreS多肽的C‑端融合；和/或

[0211] b)糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚定物，其与通过编码MoMLVgag‑pol的表达质粒转染的

哺乳动物细胞所表达的病毒样颗粒的膜连接。
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附图说明

[0212] 图1：COVID‑19康复患者和历史对照组对微阵列SARS‑CoV‑2蛋白的IgG应答。在

COVID‑19康复患者(根据其病毒中和滴度(VNT))和历史对照组中的蛋白特异性IgG水平(x

轴；蛋白质；y轴，以log10标度的ISU)。与历史对照组差异的P值<0.0001以***表示。

[0213] 图2：病毒中和滴度与折叠RBD的IgG水平和RBD结合ACE2的抑制相关。COVID‑19康

复受试者血清中的病毒中和滴度(VNTs)(x轴，log2标度)与(A)折叠RBD和未折叠RBD的IgG

抗体水平(y轴：ISU值)或(B)RBD结合ACE2的抑制百分比(y轴：抑制％)的相关性。

[0214] 图3：患者的IgG抗体主要识别折叠RBD上的构象表位。在不与或与折叠RBD、未折叠

S1或RBD肽混合预吸附(x轴)情况下，患者的IgG结合折叠或未折叠的RBD。Y轴：ISU值，log10
标度，显示与无抑制相比的显著性差异。P值：***<0.0001。

[0215] 图4：用未折叠或折叠RBD免疫兔的抗体应答的特征。兔IgG抗体水平(光密度OD水

平，y轴)，每组3只，20μg未折叠的RBD免疫对比未折叠的S1免疫(A)，40μg未折叠的RBD免疫

对比未折叠的S1免疫(B)，80μg未折叠的RBD免疫对比未折叠的S1免疫(C)，20μg未折叠的

RBD免疫对比折叠的RBD免疫(D)，40μg未折叠的RBD免疫对比折叠的RBD免疫(E)，80μg未折

叠的RBD免疫对比折叠的RBD免疫(F)，20μg未折叠的RBD免疫对比未折叠的RBD免疫(G)，40μ
g未折叠的RBD免疫对比未折叠的RBD免疫(H)，80μg未折叠的RBD免疫对比未折叠的RBD免疫

(I)，20μg未折叠的RBD免疫对比HHM0免疫(J)，40μg未折叠的RBD免疫对比HHM0免疫(K)，80μ
g未折叠的RBD免疫对比HHM0免疫(L)，20μg折叠的RBD免疫对比未折叠的S1免疫(M)，40μg折
叠的RBD免疫对比未折叠的S1免疫(N)，80μg折叠的RBD免疫对比未折叠的S1免疫(O)，20μg
折叠的RBD免疫对比折叠的RBD免疫(P)，40μg折叠的RBD免疫对比折叠的RBD免疫(Q)，80μg
折叠的RBD免疫对比折叠的RBD免疫(R)，20μg折叠的RBD免疫对比未折叠的RBD免疫(S)，40μ
g折叠的RBD免疫对比未折叠的RBD免疫(T)，80μg折叠的RBD免疫对比未折叠的RBD免疫(U)，

20μg折叠的RBD免疫对比HHM0免疫(V)，40μg折叠的RBD免疫对HHM0免疫(W)，80μg折叠的RBD

免疫对比HHM0免疫(X)。His标记的对照蛋白(HHM0)。出血时间点和血清稀释度显示在小图

中。IgG(来自用40或80μg折叠RBD免疫兔，第42天的血清(Y)，或者来自用40或80μg未折叠

RBD免疫，与折叠RBD、未折叠S1、多肽混合物或单独缓冲液(无抑制)预吸附后第42天的血清

(Z))与微阵列SARS‑CoV‑2蛋白和RBD衍生肽的结合(Y轴：ISU)。

[0216] 图5：所示为用抗FLAG‑PE抗体(第一列)、COVID‑19康复患者血清(第二列)或健康

受试者对照组血清(第三列)染色的pEAK12  FLAG::RBD::GPI(第一行)、pEAK12  FLAG::S::

GPI(第二行)或pEAK12  FLAG::NC::GPI(第三行)瞬时转染的HEK293T细胞的流式细胞术分

析。使用二抗(APC偶联的山羊抗人IgG  Fab)对来自血清样品的人抗体(第二和第三列)的结

合进行可视化。

[0217] 图6：所示为表达指明的CD16‑GPI锚定病毒抗原(FLAG::RBD::GPI来自SARS‑CoV‑

2、FLAG::S::GPI来自SARS‑CoV‑2、FLAG::NC::GPI来自SARS‑CoV‑2、FLAG::Art  v1::GPI来

自艾蒿(Artemisia  vulgaris)、Art  v  1来自艾蒿)的纯化的SARS‑CoV‑2抗原表达VNP(10μ
g/泳道)、对照VNP(无抗原)、用来自COVID‑19康复患者(左栏)或健康对照受试者(右栏)的

血清探测的SARS‑CoV‑2的rArt  v  1(2μg)或rHis  RBD的非还原性免疫印迹(IB)分析。用抗

MoMLVp30GAG单克隆抗体(克隆R187)除去MoMLV衣壳蛋白后上样操作。

[0218] 图7：所示为表达指明的GPI锚定抗原(FLAG::RBD::GPI来自SARS‑CoV‑2、FLAG::
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S::GPI来自SARS‑CoV‑2、FLAG::NC::GPI来自SARS‑CoV‑2、FLAG::Art  v1::GPI来自艾蒿、

Art  v  1来自艾蒿)的纯化的抗原表达VNP(10μg/泳道)、对照VNP(无抗原)、用来自COVID‑19

康复患者的血清探测的SARS‑CoV‑2的rArt  v  1(2μg)或rHis  RBD的还原性免疫印迹(IB)分

析。

[0219] 图8：所示为来自COVID‑19康复患者(黑色圆圈)和健康对照个体(空心圆圈)的、用

表达指明的GPI锚定抗原(FLAG::RBD::GPI来自SARS‑CoV‑2、FLAG::S::GPI来自SARS‑CoV‑

2、FLAG::NC::GPI来自SARS‑CoV‑2)的抗原表达VNP(5μg/ml)、空白VNP(无抗原作为对照)、

FSME抗原(0.15μg/ml)、破伤风类毒素(0.0125IE/ml)、PHA(12.5μg/ml)或培养基单独孵育

144小时，然后进行18小时的甲基‑[3H]‑胸腺嘧啶脉冲(1μCi/孔)的PBMC增殖。

[0220] 图9：本发明提到的序列。

[0221] 图10：(a)：由两个RBD结构域组成的融合蛋白(PreS‑RBD)的结构，一个与人乙型肝

炎病毒(HBV)衍生的PreS的N‑端融合，一个与人乙型肝炎病毒(HBV)衍生的PreS的C‑端融

合，该HBV表面抗原含有HBV与肝细胞上的NTCP(钠牛磺酸胆酸共转运多肽)受体的结合位

点；(b)考马斯蓝染色的SDS‑PAGE，含有在还原和非还原条件下分离的大肠杆菌和HEK细胞

表达的PreS‑RBD和RBD。分子量以kDa表示；(c)大肠杆菌和HEK细胞表达的PreS‑RBD和RBD的

圆二色性分析。扫描显示在给定的波长(x‑轴)处的分子椭圆率(y‑轴)。通过ELISA检测的大

肠杆菌和HEK细胞表达的PreS‑RBD和RBD与不同稀释度的(d)抗His抗体、(e)抗PreS肽抗体、

(f)抗重组PreS抗体和(g)来自COVID‑19康复受试者(n＝10)和历史对照组(n＝10)的IgG抗

体(1:50稀释)的反应性。OD(405/492nm)值(y‑轴)为偏差<5％且对应于结合抗体的数量的

重复测定的平均值。不含一抗的缓冲液作为阴性对照；

[0222] 图11：用不同的含RBD疫苗免疫的兔中的RBD特异性IgG反应。所示为用两种等摩尔

RBD剂量(20或40微克)的折叠RBD单体(RBD)、折叠RBD二聚体、折叠RBD三聚体、折叠PreS‑

RBD或折叠N‑RBD免疫的兔的IgG应答。每组3只兔的折叠RBD的特异性IgG抗体水平(OD405/

492nm值)显示了如指明的不同出血时间点和所示血清稀释度。OD405/492nm值显示为重复

测定的平均值，偏差<5％，OD值≥0.5被认为是阳性的，并以粗体表示。

[0223] 图12：显示了健康的、SARS‑Cov‑2阴性受试者在用(a)未折叠的大肠杆菌和(b)折

叠的HEK细胞表达的PreS‑RBD免疫期间，注射、取样(血清、细胞、粘膜液)的时间点和日期的

免疫方案。

[0224] 图13：在免疫受试者中的特异性抗体应答的进展。(a)用未折叠的大肠杆菌(白色

星形)PreS‑RBD和HEK细胞(黑色星形)表达的折叠PreS‑RBD(x轴，时间点)免疫后，血清IgG

对折叠RBD的反应性。(b)在不同时间点(x轴)，用HEK细胞表达的PreS‑RBD免疫后，IgG对RBD

突变K417N、E484K、N501Y(α，B.1.1.7)和K417N+E484K+N501Y(β，B.1.351)的反应性。(c)用

未折叠大肠杆菌(白色星形)PreS‑RBD和HEK细胞(黑色星形)表达的折叠PreS‑RBD(x轴，时

间点)免疫后的PreS特异性IgG。血清1:50稀释，OD值为偏差<5％(y轴)且对应于结合抗体数

量的重复测定的平均值。

[0225] 图14：来自受试者、来自COVID‑19康复患者和接种已登记的SARS‑CoV‑2疫苗后的

受试者在不同时间点时获得的血清中的SARS‑CoV‑2特异性保护性抗体。

[0226] 图15：(a)在指明时间点，在来自用折叠PreS‑RBD免疫的受试者的以1:50稀释的血

清样本中，对RBD(武汉)和RBD变体(δ，奥密克戎)的IgG应答(小图)，或(b)在来自用两剂折
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叠PreS‑RBD(与20或40μg  RBD等量)免疫三周后获得的6只兔(编号7‑12)的1:1000稀释的血

清中，对RBD(武汉)和RBD变体(δ，奥密克戎)的IgG应答(插图)。OD值(y轴)是偏差<5％(y轴)

且对应于结合抗体的重复测定的平均值。

具体实施方式

[0227] 本说明书中使用的特定术语具有以下含义。

[0228] 本发明使用的术语“包含”、“含有”、“具有”和“包括”可同义使用，并应理解为开放

的定义，允许进一步的成员或部分或元素。“组成”被认为是无进一步的组成定义特征的元

素的最接近的定义。因此，“包含”是更广泛的并含有“组成”的定义。

[0229] 本发明所用的术语“约”是指相同值或与给定值差异+/‑10％或+/‑5％的值。

[0230] 如本发明所使用的术语“抗原”(本发明也被称为“免疫原”)，是指被免疫系统识别

并且可以激发免疫应答的任意分子。在一些实施方式中，抗原是多肽或蛋白质，并特别是传

染性病原体的组分。

[0231] 本发明使用的术语“抗原”应具体是指任意抗原决定簇，其可以被抗体的结合位点

识别或能够结合HLA  I类或II类分子的肽沟，并且因此可以作为特异性T细胞的刺激物。抗

原被识别为一个完整的分子或者为这样的分子的一个片段，特别是亚结构，例如多肽或碳

水化合物结构，通常被称为“表位”，如B细胞表位，T细胞表位，它们是免疫相关的，即也被天

然或单克隆抗体识别。

[0232] 具体地，优选的抗原是那些已经被证明是或能够是免疫或治疗相关的分子或结

构，特别是那些临床有效性已经被测试过的分子或结构。如本发明所用的术语应具体包括

选自包含免疫可及和免疫相关的表位的抗原中的分子或结构，特别是在一种或多种物种或

血清型中发现的保守抗原。免疫可及的病毒表位通常由病毒粒子外表面或受感染的细胞的

表面表达的抗原呈现或包含在病毒粒子外表面或受感染的细胞的表面中。

[0233] 本发明所述的选定的表位和多肽可以在体内触发免疫应答，从而分别诱导针对抗

原和目标病毒的中和抗体。这提供了用抗原主动免疫时的有效保护。由于多肽抗原引发细

胞和体液免疫应答的固有能力，因此他们是优选的抗原。

[0234] 本发明使用的术语“表位”应具体是指可以完全与抗体的结合位点构成特定结合

配对或作为特定结合配对的一部分的分子结构。从化学上来说，抗体识别的表位可以由肽、

碳水化合物、脂肪酸、有机物、生物化学或无机物质或者其衍生物及其任意组合物组成。如

果表位是多肽，其将通常包括至少3个氨基酸，优选地，至少4、5、6、7、8、9、10、11、12或13个

氨基酸。肽的长度没有临界上限，其可以包含蛋白质的几乎全长多肽序列。表位可以是线性

的、连续的或不连续的，且如果它们组装了结构，就可以是构象表位。线性表位由多肽或碳

水化合物链的一级序列的单个片段组成。不连续的构象表位由通过多肽的折叠聚集在一起

以形成三级结构的氨基酸或碳水化合物组成，并且氨基酸在线性序列中不一定彼此相邻。

本发明使用的疫苗抗原具体包含一个或多个包含在折叠RBD中(例如在天然RBD中)的构象

表位。

[0235] 抗原的免疫原性可以通过本领域众所周知的合适的体外(例如采用免疫细胞的离

体试验)或体内试验来确定。

[0236] 疫苗抗原的免疫原性可以通过结合疫苗抗原和异源元件而增加，例如与额外的抗
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原或免疫原或免疫原性载体融合。具体地，本发明所述的疫苗抗原，其包含异源RBD，或至少

RBD三聚体，或其包含异源免疫原性载体蛋白，例如HBV  PreS多肽，被发现与没有这种异源

元件的疫苗抗原相比具有增加的免疫原性。例如，在免疫时，与PreS融合的RBD的两个拷贝

比不含PreS的RBD两个拷贝的融合诱导更高水平或更加连续的RBD特异性抗体(见，例如，实

施例，图11)。

[0237] 本发明所述的疫苗抗原具体包含如通过真核表达系统产生的、或当在重组真核宿

主细胞中表达时，特定构象或折叠的RBD。

[0238] 术语“表达”、“表达盒”或“表达系统”在本发明中理解如下。

[0239] 表达盒包含至少一个核酸分子(多核苷酸)，其含有表达被编码的多肽或目的蛋白

质(POI)的目的编码序列，以及可操作连接体中的控制序列，从而使用这些分子转化或转染

的宿主(或宿主细胞)包含相应的序列并能够产生相应的编码多肽或蛋白质。包含表达盒的

表达构建体可包含在染色体外的载体中，或者整合到宿主细胞染色体中。表达可以是指分

泌或非分泌的表达产物。如本发明所用的术语“表达”是指两者、多核苷酸或基因的表达、或

对应多肽或蛋白质的表达。本发明所用的术语“表达多核苷酸”或“表达核酸分子”旨在包括

选自由DNA转录成mRNA、mRNA输出、mRNA成熟、mRNA翻译和加工、蛋白质折叠和/或蛋白质运

输组成的组中的至少一个步骤。

[0240] 重组宿主生物包含表达盒和用于表达目的多肽或蛋白质的手段，其在本发明中被

理解为“表达系统”。

[0241] 表达盒方便的以“载体”或“质粒”的形式提供，其通常是在合适的宿主生物中的克

隆的重组核苷酸序列的转录和它们的mRNA翻译所需的DNA序列。表达载体或质粒通常包含

自主复制的起点或宿主细胞中用于基因组整合的基因座、选择性标记(例如，氨基酸合成基

因或孵赋予抗生素抗性的基因，例如zeocin、卡那霉素、G418，潮霉素或诺尔丝菌素)、多个

限制性内切酶切割位点，合适的启动子序列和转录终止子，这些组分可操作地连接在一起。

本发明使用的术语“质粒”和“载体”包括自主复制的核苷酸序列以及整合核苷酸序列的基

因组，如人工染色体，例如酵母人工染色体(YAC)。

[0242] 表达载体可包括但不限于克隆载体、修饰的克隆载体和特殊设计的质粒。本发明

所述的优选的表达载体是适合于在真核宿主细胞中表达重组基因且根据宿主生物体选择

的表达载体。合适的表达载体通常包含适合于在真核宿主细胞中表达编码POI的DNA的调控

序列。调控序列的示例包括启动子、操纵子、增强子、核糖体结合位点和控制转录和翻译起

始和终止的序列。调节序列通常可操作地连接待表达的DNA序列。

[0243] 为了允许重组核苷酸序列在宿主细胞中表达，启动子序列通常调节和启动下游核

苷酸序列的转录，并与下游核苷酸序列可操作地连接。表达盒或载体通常包含启动子核苷

酸序列，其紧邻编码序列的5'末端，例如，位于编码序列的上游并紧邻编码序列，或者如果

使用信号或先导序列，则分别位于所述信号和先导序列的上游并紧邻所述信号和先导序

列，以促进编码序列的翻译起始和表达，以获得表达产物。

[0244] 本发明所述的具体表达构建体包含编码连接有先导序列(例如，分泌信号肽序列

(前体序列)或前序列)的POI的多核苷酸，其导致POI转运进入分泌途径和/或从宿主细胞分

泌POI。当计划用于重组表达和分泌的POI是非自然分泌的蛋白质并因此缺乏自然分泌先导

序列，或者其核苷酸序列在没有其自然分泌先导序列情况下被克隆时，通常需要在表达载
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体中存在这样的分泌先导序列。通常，可以使用任意有效引起宿主细胞分泌POI的分泌先导

序列。

[0245] 本发明所述的表达系统、基因构建体或修饰可以采用本领域已知的工具、方法和

技术，如由J.Sambrook等人(分子克隆：实验室手册(第3版)，冷泉港实验室，冷泉湾实验室

出版社，纽约(2001))所描述的。表达载体可以包括但不限于克隆载体、修饰的克隆载体和

特殊设计的质粒。优选地，可用于表达编码本发明所述的疫苗抗原的序列的目的的表达载

体，具体为适合于在真核宿主细胞中表达的重组表达构建体并根据宿主生物体选择的表达

载体。合适的表达载体通常包含适合于在真核宿主细胞中表达编码重组蛋白的DNA的调控

序列。调控序列的示例包括启动子、操纵子、增强子、核糖体结合位点以及控制转录和翻译

起始和终止的序列。调节序列通常可操作地连接待表达的DNA序列。

[0246] 在BRD的上下文中，如本发明所用的术语“折叠的”在本发明中被理解为折叠的二

级结构，其赋予了RBD与其受体hACE2的功能性结合，例如在RBD‑ACE2相互作用试验中测定

的，例如如本发明所述的。

[0247] 具体地，折叠的RBD结构与天然RBD中存在的一样，或至少部分折叠与天然RBD中存

在的一样，如，包括例如一个α‑螺旋和/或至少一个β‑折叠的折叠和/或至少一个稳定RBD折

叠的二硫键桥，其折叠的RBD结构提供了如在RBD‑ACE2结合试验中确定的RBD的功能。

[0248] 该折叠的RBD结构可以由或可以不由一个或多个二硫键稳定。二级结构可以包含

或可以不包含α‑螺旋和β‑折叠结构，如天然RBD中存在的，例如如CD测定的。

[0249] 折叠RBD的功能可以通过其与hACE2的结合来确定，例如在RBD‑hACE2相互作用试

验中或在BIACORE试验中所确定的。

[0250] 参考Lan等人(Nature  2020；581:215‑220)；Wrapp等人(Science  2020；367:1260‑

1263)；和Wan等人(J.Virol.2020；94:e00127‑20)。

[0251] 本发明所用的术语“宿主细胞”应是指单个细胞、单个细胞克隆或宿主细胞的细胞

系。术语“宿主细胞”应具体适用于任意的通过体外(或离体)生产方法的适合用于重组目的

以生产目的蛋白质(“POI”)的细胞。可以理解的是，术语“宿主细胞”不包括人类。术语“细胞

系”是指已经获得了在很长一段时间内增殖的能力的特定细胞类型的已建立的克隆。细胞

系通常用于表达重组核酸分子。“生产宿主细胞系”或“生产细胞系”通常被理解为在生物反

应器中随时可用于细胞培养以获得生产过程的产物(例如POI)的细胞系。

[0252] 本发明所述的具体实施方式是指重组生产宿主细胞系，其被工程化以表达如本发

明所述的融合蛋白，或包含在融合蛋白中的至少两个RBD。RBD折叠可取决于生产宿主细胞

的类型。例如，大肠杆菌细胞不容易产生如本发明所示的折叠和功能性RBD，而哺乳动物细

胞产生还如本发明所示的折叠和功能性RBD。

[0253] 具体地，如本发明所述的重组宿主细胞是人工生物体和天然(理解为天然存在的

或野生型)宿主细胞的衍生物。众所周知，本发明所述的宿主细胞、方法和用途，例如，具体

是指那些包含一种或多种遗传修饰、或人工表达构建体、所述的转染或转化的宿主细胞和

重组蛋白，是非天然存在的、是“人造的”或合成的，并为因此不被认为是“自然法则”的结

果。

[0254] 本发明中所用的关于氨基酸序列或蛋白质的术语“异源的”，是指外来的，即“外源

的”，例如在自然界中未发现的化合物，例如在天然(理解为天然存在的或野生型)蛋白质
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中；或者在天然产物中发现的化合物。然而，在异源构建体(例如采用异源核酸序列或氨基

酸序列)的上下文中，例如天然产物或部分天然产物的人工融合，在自然界中未发现其人工

融合。

[0255] 具体地，本发明所述的疫苗抗原包含异源元件，其可以是蛋白质(或蛋白结构域)，

例如，100、200、300、400、500、600、700、800、900或至少1000个氨基酸长度中的至少任何一

个的蛋白质(或蛋白结构域)，或是多肽，例如至少20、30、40、50、60、70、80、90或100个氨基

酸长度的多肽。具体地，异源元件是更大的结构的一部分，例如疫苗抗原，其元件是外源的，

如此使得它对于如在天然蛋白质中发现的这种更大的结构的其它部分是外来的，或者对于

其它部分不是外来的，但以非自然方式的设置。示例性异源元件可以与其它部分融合，从而

获得在自然界中未发现的融合蛋白。任意重组或人工核苷酸或氨基酸序列被理解为异源

的。例如，不与天然存在的或在天然的分子中的分子的其它部分相关或融合(即不是自然相

关或融合的)的分子的部分(“元件”)被理解为异源的。作为示例，如包含在重组融合蛋白中

以连接这种融合蛋白的元件的任何人工连接序列是该融合蛋白的异源元件。

[0256] 本发明所述疫苗抗原中包含的具体示例性异源元件是源自SARS‑CoV‑2以外的病

毒的病毒多肽或蛋白质，例如HBV  PreS多肽。

[0257] 本发明所述疫苗抗原中包含的另一具体示例性异源元件是额外的RBD(异源RBD)，

其源自SARS‑CoV‑2(或其突变体)或任意其它β‑冠状病毒，或者其是通过诱变获得的人工突

变RBD，以包含如在多种SARS‑CoV‑2突变体中的一种或多种中产生的一个或多个相关的点

突变。这种异源RBD可以与疫苗抗原包含的其他RBD融合，从而获得至少RBD二聚体或三聚

体。

[0258] 如本发明所用的关于多肽、蛋白质或核酸分子(疫苗抗原和编码如本发明所述的

此类疫苗抗原的核酸分子)的术语“分离的”或“分离”，应是指已从与其自然关联的环境中

充分分离的化合物，从而以“纯化的”或“实质纯净”的形式存在。然而，“分离”并不一定意味

着排除人工或合成的融合体或与其它化合物或材料的混合物，或排除不干扰基本活性的杂

质，例如，可以存在由于纯化不完全的杂质。分离的化合物可以进一步配制以生产其制剂，

并且仍然出于实际目的被分离，例如，本发明所述的一组肽或相应的肽融合体可以与药学

上可接受的载体(包括那些适用于分析、诊断、预防或治疗应用的载体)或辅料(但用在诊

断、药物治疗中或用于分析目的时)混合。

[0259] 本发明所用的术语“纯化的”应是指含有至少50％(w/w总蛋白)，优选地，化合物的

至少60％、70％、80％、90％或95％的制剂(例如，本发明所述的疫苗抗原)。高度纯化的产品

基本不含有污染蛋白，并且优选地，具有至少为70％的纯度，更优选地，至少为80％，或至少

为90％，或者甚至至少95％，高达100％的纯度。纯度是通过适合于该化合物的方法测定的

(例如，色谱法、聚丙烯酰胺凝胶电泳、HPLC分析以及类似方法)。本发明所述的分离的、纯化

的疫苗抗原可以作为通过纯化从细胞培养上清液中的宿主细胞培养物表达的产物得到的

重组产物而得到，以减少或去除宿主细胞杂质或细胞碎片。

[0260] 作为用于获得纯化多肽或蛋白产物的分离和纯化方法，利用溶解度差异的方法，

如盐析和溶剂沉淀，利用分子量差异的方法，如超滤和凝胶电泳，利用电荷差异的方法，如

离子交换色谱，利用特异亲和性的方法，如亲和色谱，利用疏水性差异的方法，如反相高效

液相色谱法，以及利用等电点差异的方法，如等电聚焦，都可以使用。可使用以下标准方法：
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通过微滤或切向流过滤器(TFF)或离心分离和洗涤细胞(碎片)，通过沉淀或热处理纯化蛋

白质，通过酶消化活化蛋白质，通过色谱纯化蛋白质，如离子交换(IEX)、疏水色谱(HIC)、亲

和色谱、分子排阻(SEC)或HPLC色谱、蛋白质浓缩沉淀和超滤洗涤步骤。分离并纯化的蛋白

质可以通过常规方法进行鉴定，如免疫印迹法、HPLC、活性试验或ELISA。

[0261] 对于本发明所述的核酸分子，有时使用术语“分离的核酸”。当应用于DNA时，此术

语是指在其起源的生物体中的天然存在的基因组中与DNA分子紧密邻接的序列中分离出来

的DNA分子。例如，“分离的核酸”可以包括插入至载体中的DNA分子，例如质粒或病毒载体，

或整合到原核或真核细胞或宿主生物的基因组DNA中的DNA分子。当应用于RNA时，术语“分

离的核酸”主要是指由如上文所定义的分离的DNA分子编码的RNA(例如mRNA)分子。或者，该

术语可以指已从与在其自然状态下(即在细胞或组织中)与其相关联的其它核酸充分分离

的RNA分子。“分离的核酸”(DNA或RNA)可以进一步表示通过生物或合成手段直接产生的分

子，并在其生产期间从其它存在的成分中分离。

[0262] 关于多肽或蛋白质，术语“分离的”应具体是指不含有或基本上不含有与它们自然

关联的物质的化合物，例如在其天然环境中或在制备它们的环境(例如细胞培养)中(当这

种制备是通过在体外或体内实施的重组DNA技术时)发现的其它化合物。分离的化合物可以

与稀释剂或佐剂配制，并且仍然出于实际目的被分离。例如，当用在诊断或治疗中时，多肽

或多核苷酸可以与药学上可接受的载体或赋形剂混合。

[0263] 本发明使用的术语“核酸分子”是指包含多核苷酸序列的DNA(包括例如cDNA)或

RNA(包括例如mRNA)分子。该分子可以是从5’到3’末端读取的脱氧核糖核苷酸碱基或核糖

核苷酸碱基的单链或双链聚合物。该术语包括编码序列，如基因、人工多核苷酸，如包含在

表达相应多肽序列的表达构建体中。可使用包含简并为任何序列或简并序列的组合的核苷

酸序列，或包含在宿主中改善表达的密码子优化序列的DNA或RNA分子。例如，可以使用特定

的真核宿主细胞密码子优化序列。可以使用特定的RNA分子来提供相应的RNA疫苗。

[0264] 重组核酸可以是具有非自然产生的序列的核酸，或者可以是具有由序列的两个其

它的分离片段人工组合而成的序列的核酸。这种人工组合通常通过化学合成完成，或更常

见地，通过核酸的分离片段的人工操作完成，例如，通过本领域熟知的基因工程技术。例如，

核酸可以使用天然存在的核苷酸或多种修饰的核苷酸进行化学合成，这些核酸设计为增加

分子的生物稳定性或增加杂交形成的双链的物理稳定性。

[0265] 如本发明所使用的，可以例如通过将一定数量的点突变引入亲本氨基酸序列来提

供如在野生型源病毒(如SARS病毒或肝炎病毒)中自然存在的天然存在或天然蛋白质或多

肽的突变体，如SARS‑CoV‑2或HBV  PreS的RBD。具体地，使用诱变方法以引入一个或多个点

突变。

[0266] 如本发明所述的点突变通常是核苷酸序列内的一个或多个核苷酸的缺失、插入

和/或取代中的至少一个，以实现在由所述核苷酸序列编码的氨基酸序列内某一限定位置

处的一个(仅单一)氨基酸的缺失、插入和/或取代。因此，本发明使用的术语“点突变”应是

指核苷酸序列或氨基酸序列的突变。具体地，优选的点突变是取代，特别是保守取代。保守

取代是那些发生在侧链和化学性质相关的氨基酸的家族内的取代，这些氨基酸的。这类家

族的示例是具有碱性侧链、具有酸性侧链、具有非极性脂肪侧链、具有非极性芳香侧链、具

有不带电极性侧链、具有小侧链、具有大侧链等的氨基酸。优选的点突变是指具有相同极性
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和/或电荷的氨基酸的替换。在这方面，氨基酸是指由64个三重密码子编码的20种天然存在

的氨基酸。这20种氨基酸可以分为带中性电荷、正电荷和负电荷的氨基酸：

[0267] 具体的诱变方法在序列中提供一个或多个核苷酸的点突变，在一些实施方式中，

串联点突变，如在亲本分子的核苷酸序列内改变至少或最多2、3、4或5个连续核苷酸。

[0268] 本发明使用的术语“诱变”应是指制备或提供核苷酸序列和由所述核苷酸序列编

码的相应蛋白质的突变体的方法，例如，通过插入、缺失和/或取代一个或多个核苷酸，从而

获得在编码区域中有至少一个改变的其变体。可以通过随机、半随机或定点突变进行诱变。

诱变方法可以包括工程化核酸或使用相应的亲本序列信息作为模板重新合成核苷酸序列

的方法。

[0269] 本发明所述的任意示例性蛋白质或多肽都可以，例如，用作亲本分子并被修饰以

产生变体和突变，其与亲本分子具有基本相同或甚至改进的免疫原性效果，或者其可以包

括在病毒的一个或多个不同的野生型突变体中发现的一个或多个点突变。例如，可以通过

诱变编码源自野生型源病毒(如SARS‑CoV‑2或HBV)的蛋白或多肽的选定亲本核苷酸序列来

制备核苷酸序列库。根据具体所需的基因型或表型，可以产生变体库并选择相应的蛋白质

或多肽的合适突变体。

[0270] 如本发明所用的，关于病毒种或病毒蛋白的术语“突变体”，也称为“变体”，应包括

所有天然存在的或人工合成的化合物，其通过至少一个改变亲本化合物的结构或氨基酸序

列的突变而不同于对应的原始(亲本)化合物。突变体可以在至少一个可以改变免疫原性或

相应的抗体应答的氨基酸上不同，由此使得由亲本化合物诱导的抗体不再识别突变体化合

物。为了涵盖这些突变体，优选地，诱变亲本疫苗抗原(或其一部分，例如，在疫苗抗原中所

包含的至少一种或至少两种RBD)，由此使得在一个或多个(多种)突变体中天然存在的所有

相关点突变都包含在诱变的疫苗抗原中，从而具有诱导不仅涵盖亲本疫苗抗原的源病毒

(或源自此源病毒的一部分)，而且还涵盖其特征为一个或多个所述相关点突变的相应突变

病毒的保护性免疫应答的效果。

[0271] 如本发明所用的关于蛋白质或多肽、或特定点突变的术语“天然存在的”应被理解

为在野生型生物体或病毒(包括野生型突变病毒)中发现(发生)的。突变体可以是天然存在

的或人工的。在本发明中的天然存在的(也称为“野生型”)蛋白质或多肽也被称为“天然

的”。本发明具体涉及天然RBD，其具体被理解为由结构、折叠和/或功能定义的分子，其是在

SARS‑CoV‑2病毒(或SARS病毒)中、或其天然存在的突变体中天然存在的RBD。具体地，如本

发明所述的天然RBD的二级结构、折叠和/或功能被发现于、或对应于在SARS‑CoV‑2病毒(或

SARS病毒)、或在其天然存在的突变体中的、或本质上至少，例如20％、30％、40％、50％、

60％、70％、80％或90％相同或100％相同中的任意一种。具体地，天然RBD具有如在融合前

或融合后构象中的折叠结构。

[0272] 如果点突变也包含在源自突变病毒的天然蛋白质或多肽中，则点突变被理解为天

然存在的点突变。

[0273] 具体地，本发明所述疫苗抗原的一个或多个RBD可以是源自源病毒的天然RBD，或

诱变以包含一个或多个已知在源病毒的任意一个或多个突变体中包含的额外的点突变。应

当理解的是，并非所有包含在诱变的RBD中的点突变都需要源自同一突变体。一个或多个点

突变可以源自同一突变体，且一个或多个其它点突变可以起源于其他突变体。
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[0274] 如本发明所用的关于针对目标病毒的抗体的术语“中和”在本发明中的理解如下。

具体地，中和抗体防止SARS‑CoV‑2感染相应的宿主细胞。这可以通过抑制病毒结合其受体

ACE2来实现，也可以通过抑制病毒与宿主细胞膜的融合来实现。中和性SARS‑CoV‑2抗体可

以通过经典的病毒中和试验(VNT)进行检测，也可以在RBD‑ACE2相互作用试验中检测。如本

发明所述的SARS‑CoV‑2中和抗体，由于其特定功能，有望保护宿主免受病毒感染。

[0275] 针对病毒株的中和活性可以在基于细胞的试验中以及体内进行测试。可以，例如，

通过在抗体存在的情况下计数病毒滴度并在基于细胞的感染试验中检测细胞病变效应来

测定中和抗体。叙利亚仓鼠模型(Imai  M等人，Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.2020；117(28):

16587‑16595)是用于检测针对SARS‑CoV‑2中和活性的一种可能的体内模型。

[0276] 针对目标病毒的“保护性免疫应答”在本发明中的理解如下。保护性免疫应答将保

护宿主免受病毒感染和/或保护宿主免受严重COVID‑19疾病的侵袭。

[0277] 针对SARS‑CoV‑2的保护性免疫应答可以使用SARS‑CoV‑2感染的体内模型来测定。

当疫苗抗原被设计为诱导保护性免疫时，可以，例如通过用疫苗抗原免疫动物，并用SARS‑

CoV‑2对动物进行挑战来对其测试。或者，对动物进行免疫，并随后如本发明所述对其抗体

的病毒中和能力进行测试。

[0278] 如本发明所用的关于天然存在的蛋白质或多肽或病毒种的术语“起源”或“来源”

在本发明中应理解为定义与相应的天然存在的序列(其被理解为来源)相同，或可通过修饰

天然存在的(源)序列以产生它的突变体或衍生物的相应氨基酸序列。这样的突变体在本发

明中被理解为源自该来源的突变体。

[0279] 根据具体实施方式，本发明所述的疫苗抗原作为重组多肽来生产，例如通过重组

DNA技术生产。

[0280] 如本发明所用，术语“重组”是指在宿主细胞中非天然存在的分子或构建体。在一

些实施方式中，重组核酸分子含有以非自然存在的方式连接在一起的两个或多个天然存在

的序列。重组蛋白是指由重组核酸编码和/或表达的蛋白质。在一些实施方式中，“重组细

胞”表达在细胞的自然(即非重组)形式中未以相同形式发现的基因和/或表达由于有意的

人为干预而异常的过度表达、低表达和/或根本不表达的自然基因。重组细胞含有至少一种

重组多核苷酸或多肽。“重组”、“重组的”和产生“被重组的”核酸通常包括至少两个核酸片

段的组装。

[0281] 如本发明所用的术语“重组”具体是指“通过基因工程制备或基因工程化的结果”，

即通过人类干预。重组核苷酸序列可以通过在亲本核苷酸序列中引入一个或多个点突变来

工程化，并且可以在包含包括这种重组核苷酸序列的表达盒的重组宿主细胞中表达。通过

这种表达盒和宿主细胞分别表达的多肽也被称为“重组”。为了本发明所述的目的，可以采

用本领域技术内的常规分子生物学、微生物学和重组DNA技术。本发明描述的具体实施方式

是指疫苗抗原的生产，以及用于这种生产的重组手段，包括编码氨基酸序列的核酸、表达

盒、包含编码待表达的氨基酸序列的核酸的载体或质粒，以及包含任何此类手段的宿主细

胞。合适的标准重组DNA技术是本领域已知的，并描述于Sambrook等人，分子克隆：实验室手

册”(1989)，第2版(冷泉港实验室出版社)中。

[0282] 用于生产融合蛋白的方法是本领域熟知的，并可以在标准的分子生物学参考文献

(例如Sambrook等人(《分子克隆》，第2版，冷泉港实验室出版社，1989年)和Ausubel等人
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(《精编分子生物学实验指南》，第3版；威利父子出版社，1995年))中找到。通常，通过首先构

建融合基因(将其插入合适的表达载体中)，然后使用其转染合适的宿主细胞，从而产生融

合蛋白。重组融合构建体可以通过一系列限制性内切酶消化和连接反应产生，其导致目的

序列被整合到质粒中，或者通过特定的基因编辑技术产生。合成的寡核苷酸适配体或连接

体可以如本领域技术人员所知的并在上述引用的参考文献中所描述的那样使用。待融合的

融合蛋白的元件可以在插入至合适的表达构建体或载体中之前组装。在载体内插入序列应

当在框架内，从而序列可以被转录成蛋白质。DNA构建体的组装在本领域是常规的，并且对

本领域技术人员而言可以是容易完成的。

[0283] 与亲本核苷酸或氨基酸序列相比的变体或突变体的术语“序列同一性”表示两个

或多个序列的同一性程度。两个或多个的氨基酸序列可以在相应的位置处具有相同残基，

在一定程度上，最高100％。两个或多个核苷酸序列可以在相应的位置处具有相同或保守的

碱基对，在一定程度上，最高100％。

[0284] 序列相似性检索是一种有效且可靠的策略，用于识别具有超量(例如至少80％)序

列同一性的同源物。常用的序列相似性检索工具为，例如BLAST、FASTA和HMMER。

[0285] 如本发明所用的关于氨基酸序列的术语“氨基酸序列同一性百分比(％)”被定义

为在对齐序列并在必要时引入间隔以实现最大序列同一性百分比后，在候选序列中与特定

多肽序列中的氨基酸残基相同的氨基酸残基的百分比，并且不考虑任何保守取代作为序列

同一性的一部分。本领域技术人员可以确定用于测量比对的适当参数，包括在被比较的序

列全长上实现最大比对所需的任何算法。

[0286] 出于本发明所述的目的，可以使用具有如下示例参数的NCBI  BLAST程序版本

BLASTP  2 .8.1确定两个氨基酸序列之间的序列一致性：Program:blastp,Word  size:6 ,

Expect  value:10,Hitlist  size:100,Gapcosts:11.1,Matrix:BLOSUM62,Filter  string:

F,Compositional  adjustment:Conditional  compositional  score  matrix  adjustment。

[0287] 使用默认设置(Matrix:EBLOSUM62；Gap  open:10；Gap  extend:0 .5；End  Gap 

Penalty:false；End  Gap  Open:10；End  Gap  Extend:0.5)的EMBOSS  Needle  web服务器(成

对蛋白质序列比对；EMBLEBI ,Wellcome  Genome  Campus ,Hinxton ,Cambridgeshire ,

CB101SD  UK)对两个氨基酸序列沿其全长进行成对蛋白质序列比对。EMBOSS  Needle使用

Needleman‑Wunsch比对算法找到两个输入序列的最佳比对(包括间隔)，并将其最佳全局序

列比对写入文件。

[0288] 如本发明中所用的关于核苷酸序列的术语“同一性百分比(％)”被定义为在对齐

序列并在必要时引入间隔以实现最大序列同一性百分比后，在候选DNA序列中与DNA序列中

的核苷酸相同的核苷酸的百分比，并且不考虑任何保守取代作为序列同一性的一部分。用

于确定百分比核苷酸序列同一性百分比的目的的比对可以以本领域技术内的多种方式实

现，例如，使用公开可用的计算机软件。本领域技术人员可以确定用于测量比对的适当参

数，包括在被比较的序列全长上实现最大比对所需的任何算法。

[0289] 对于本发明所述的目的(除非另有说明)，可以使用具有以下示例性参数的NCBI 

BLAST程序版本BLASTN  2 .8 .1来确定两个氨基酸序列之间的序列同一性：Program:

25blastn ,Word  size:11 ,Expect  threshold:10 ,Hitlist  size:100 ,Gap  Costs:5 .2 ,

Match/Mismatch  Scores:2,‑3,Filter  string:Low  complexity  regions，标记仅用于查
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找表。

[0290] 如本发明所用的术语“亚单位疫苗”是指将病原体的一种或多种抗原呈现给免疫

系统而不引入整个病原体的疫苗制剂。亚单位疫苗可含有至少一种抗原或免疫原，或其包

含至少两种相似或不相似的抗原或免疫原，其可引起对分子或感染性抗原的免疫应答。具

体地，本发明所述的疫苗抗原是包含至少两个折叠RBD作为免疫原的亚单位疫苗抗原。

[0291] 在本发明中，术语“受试者”被理解为包括人类或哺乳动物受试者，包括家畜动物、

伴侣动物和实验动物，特别是人类，其是患有特定疾病状况的患者或健康受试者。具体地，

本发明所述的治疗和医疗用途适用于有预防或治疗SARS‑CoV‑2感染相关的疾病状况需求

的受试者。具体地，可以通过干扰疾病状况(其中SARS‑CoV‑2是疾病的病因)的发病机制来

治疗。受试者可以是处于这种疾病状况风险中或患有疾病的受试者。

[0292] 术语“处于某种疾病状况的风险中”是指可能发展出这种疾病状况的受试者，例

如，通过某种易感性暴露于病毒或病毒感染的受试者中，或已经在不同阶段患有这种疾病

状况，特别是与其它致病条件或其它条件或由于病毒感染而引起的并发症相关。

[0293] 术语“患者”包括接受预防性或治疗性治疗的人类和其它哺乳动物受试者。本发明

所述的受试者可以是患者或健康受试者。

[0294] 如本发明所用的术语“治疗”应始终是指以预防(即预防感染和/或疾病状态)或治

疗(即治疗疾病，无论其发病机制如何)为目的治疗受试者。本发明所述的疫苗抗原具体被

提供用于主动免疫治疗。

[0295] 具体地，术语“预防”是指旨在包括预防发病开始或减少发病风险的预防性措施的

预防措施。

[0296] 本发明中所用的关于治疗受试者的术语“治疗”是指旨在治愈、改善、稳定、减少发

病率或预防疾病、病理状况或障碍的受试者医疗管理，这些疾病、病理状况或障碍单独或一

起被理解为“疾病状况”。

[0297] 本发明所述的疫苗具体包括有效量的疫苗抗原，其在本发明中具体被理解为“免

疫有效量”。

[0298] “免疫有效量”是指在治疗或预防性治疗目的的基础上，以单剂量或作为一系列剂

量的部分的方式施用给受试者的该量的给药是有效的。“预防有效量”是指在必要的剂量和

时间内有效地达到所需的预防结果，例如预防目标病毒感染或抑制目标病毒疾病的发生或

进展的量。该量将根据待治疗的受试者的健康和身体状况、年龄、受试者免疫系统合成抗体

的能力、所需免疫应答的类型和程度、疫苗的配方以及其它条件而变化。

[0299] 有效量或剂量范围可以是0.001至1mg，例如在0.05至0.15mg之间，例如约0.1mg，

将有效量或剂量的疫苗抗原施用给需要其的受试者，例如成人受试者。例如，疫苗抗原的有

效剂量能够在抗体滴度有效水平的受试者中引起免疫应答，以结合并中和目标病毒种，例

如在免疫接种后1‑3个月后。可以通过在从受试者中采集的血液样本中的对应的抗体(特别

是通过测定中和抗体)滴度来测定有效性。也可以通过测定病毒特异性T细胞应答来完成。

[0300] 在一些实施方式中，有效量是当作为特定给药方案的一部分(例如单次给药或如

在“增强”方案中的一系列给药)施用时与有益效果相关的量。对于治疗，本发明所述的疫苗

可一次施用，或可以在时间间隔中分为单组分和/或若干较小剂量施用。通常，在通过根据

本发明疫苗的第一次注射初免疫受试者后，可以通过相同或不同的给药途径在一段时间内
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进行一次或多次加强注射。在使用多次注射时，可以在前次注射的1至52周内进行后续注

射。

[0301] 本发明所述的疫苗可以包含免疫原性配方中的疫苗抗原。具体实施方式包括一种

或多种佐剂和/或药学上可接受的赋形剂或载体。

[0302] 用于促进特定给药方式的药物载体是本领域众所周知的。具体实施方式是指免疫

原性制剂，其包含药学上可接受的载体和/或佐剂，其触发体液(B细胞，抗体)，辅助或细胞

毒性(T细胞)免疫应答。具体地，佐剂可用于增强疫苗有效性。佐剂可被直接添加到疫苗组

合物中或可被单独施用，与疫苗抗原同时施用或在施用疫苗抗原之前不久或之后不久施

用。

[0303] 如本发明所用的术语“佐剂”具体是指当与抗原联合施用时增强和/或重定向对抗

原的免疫应答，但当单独施用时不产生对抗原的免疫应答的化合物。佐剂可以通过几种机

制增强免疫应答，包括募集淋巴细胞、刺激B细胞和/或T细胞、以及刺激巨噬细胞和其它抗

原呈递细胞，例如树突细胞。

[0304] 佐剂的“有效量”可用于本发明所述的疫苗中，其具体被理解为增强对免疫原免疫

应答的量，从而，例如需要更低或更少的免疫原性组合物剂量来产生特异性免疫应答和相

应的预防或对抗病毒感染或疾病的效果。

[0305] 药学上可接受的载体通常包括与由本发明提供的抗体或相关组合物或组合具有

生理相容性的任意和所有合适的溶剂、分散介质、涂层、抗菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收

缓释剂以及类似物。药学上可接受载体的具体示例包括无菌水、生理盐水、磷酸盐缓冲生理

盐水、葡萄糖、甘油、乙醇、聚乙二醇及其类似物，以及它们的任意组合。其它的药学上可接

受的载体是本领域已知的，并描述于例如Remington:《药学的科学与实践》，第22次修订版

(Allen  Jr,LV,ed .,Pharmaceutical  Press ,2012)中。液体制剂可以是溶液、乳剂或悬浮

液，并且可以包含赋形剂，如悬浮剂、增溶剂、表面活性剂、防腐剂和螯合剂。示例性的载体

是脂质体或阳离子肽。

[0306] 优选的制剂是即用的、存储稳定的形式，具有至少一年或两年的保质期。本发明还

提供了一种递送装置，例如，预填充有根据本发明的疫苗的注射器。

[0307] 本发明所述的疫苗可以通过疫苗领域/领域内已知的常规途径给药，例如通过肠

道外(例如皮下、皮内、肌内、静脉或腹腔内)途径、粘膜(例如眼、鼻、肺、口腔、胃、肠、直肠、

阴道或尿道)表面，或通过局部施用于皮肤(如通过贴片)。给药途径的选择取决于一系列参

数，例如疫苗中使用的佐剂。如果使用粘膜佐剂，鼻内或口服途径是优选的。如果使用脂质

制剂或铝化合物，肠道外途径是优选的，皮下或肌内途径是最优选。选择也取决于疫苗剂的

性质。

[0308] 因此，本发明提供了新型疫苗抗原、疫苗和改进疫苗抗原以诱导中和性免疫应答

的方法，特别是赋予针对SARS‑CoV‑2的消除性免疫和保护的中和性IgG抗体。

[0309] 感染患者血清的病毒中和活性被发现与RBD构象表位的特异性IgG抗体(而非RBD

连续表位特异性IgG抗体)和它们阻止RBD结合人受体血管紧张素转换酶2(ACE2)的能力高

度相关。

[0310] 只有用折叠的RBD，而非未折叠进行免疫诱导针对具有高病毒中和活性的构象表

位的抗体。需要保护的RBD构象表位在当前出现的病毒变体中似乎没有改变，并且因此，赋
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予针对此类病毒变体的保护是最为重要的。这些结果对于评估自然感染或接种疫苗后的抗

体应答的保护活性以及对于可以诱导高水平的赋予消除性免疫的SARS‑CoV‑2中和抗体的

疫苗的设计具有重要意义。

[0311] 本发明描述了在大量临床特征良好的COVID‑19康复患者中的的多克隆抗体应答

的图谱，该COVID‑19康复患者具有一组全面的微阵列的折叠和未折叠的SARS‑CoV‑2蛋白和

S衍生肽，其与它们的病毒中和活性和抑制RBD‑ACE2相互作用的能力相关。对通过用折叠或

未折叠的RBD进行免疫诱导的实验抗体应答进行中和潜能分析。发现针对如在折叠RBD结构

中的RBD构象表位的多克隆抗体应答需要高度有效地中和SARS‑CoV‑2，并且发现可以用折

叠RBD免疫诱导这种应答。

[0312] 参考以下实施例将可以更充分地理解上述说明。然而，这些实施例仅代表实施本

发明的一个或多个实施方式的方法，且不应被理解为限制本发明的范围。

[0313] 实施例

[0314] 实施例1：疫苗抗原的产生，构建体1(RBD‑preS‑RBD ,SEQ  ID  NO:14)和构建体3

(RBD‑L‑RBD‑L‑RBD,SEQ  ID  NO:16)

[0315] 包含折叠RBD的融合蛋白在HEK细胞中的表达

[0316] pcDNA3.1中的目的基因购自Genscript(Leiden,荷兰)，并为了在HEK细胞中表达，

进行密码子优化。为了在哺乳动物细胞中的表达，其含有CMV增强子和启动子、IL‑2信号肽、

β‑珠蛋白polyAterm和潮霉素抗性元件。为了在大肠杆菌中扩增质粒DNA，该载体含有pUC‑

Minimal‑ORI。该质粒在XL‑21大肠杆菌中扩增。

[0317] 根据生产说明书将质粒DNA与Expi  FectamineTM混合，并滴加到Expi293  HEK细胞

(Thermo  Fisher  Scientific)中(4×106个细胞/ml)。细胞在37℃孵化器中的具有相对湿

度≥80％和8％CO2的轨道摇床平台上孵育4‑6天。通过离心收集细胞，并如(Gattinger等

人，EBioMedicine.2019；39:33‑43)所述的进行Ni2++亲和纯化。

[0318] 包含折叠RBD的疫苗抗原是通过RBD二聚体与异源元件融合产生的。示例性的疫苗

抗原：构建体1(RBD‑PreS‑RBD,SEQ  ID  NO:14)和构建体3(RBD‑L‑RBD‑L‑RBD,SEQ  ID  NO:

16)。

[0319] 根据本实施例，使用含有肝细胞结构域上的HBV与NTCP(钠牛磺酸胆酸钠共转运多

肽)受体结合位点的HBV表面抗原的PreS蛋白作为免疫原性载体蛋白(图10a)。

[0320] 包含未折叠RBD的融合蛋白在大肠杆菌中的表达

[0321] 将合成基因克隆到质粒pET27b的NdeI和XhoI位点，转化至大肠杆菌BL21‑DE3

(Agilent  Technologies,Santa  Clara ,CA,USA)中。在OD600达到0.5后，在含有卡那霉素和

1mM  IPTG(Roth,Karlsruhe,德国)的液体LB培养基中诱导表达重组蛋白。通过离心2.5小时

后收获大肠杆菌细胞并用6M  GuHcl  pH  6.3在4℃下对颗粒进行2小时裂解。离心后，Ni‑NTA

琼脂糖(Qiagen ,Hilden ,德国)孵育上清液4小时，用50倍床体积的100mM  NaH2PO4、10mM 

Tris、8M尿素pH  6.4洗涤，并用100mM  NaH2PO4、10mM  Tris、20mM  Hepes、8M尿素 ,pH  4.5洗

涤。然后用20mM  NaH2PO4、10mM  Tris、20mM  Hepes,pH  4.5进行逐步透析。

[0322] 实施例2：在SARS‑CoV‑2‑ACE2相互作用试验中测定RBD折叠和功能

[0323] 为了评估RBD是否是功能性的以及结合其受体ACE2，可以使用模拟结合其受体

ACE2的SARS‑CoV‑2的分子相互作用试验。该ELISA试验基于板结合的重组ACE2，例如，其允
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许结合如(Gattinger  P等人，Allergy.2021；76(3):878‑883)所述的重组His标记的RBD。然

后用小鼠单克隆抗His抗体，接着HRP标记的抗小鼠IgG1第二抗体检测结合的RBD。

[0324] 使用该试验，RBD与ACE2的特异性结合以剂量依赖性和特异性的方式发生，而阴性

对照蛋白，含半胱氨酸的His标记的重组Parietaria过敏原Parj  2，不与ACE2结合。从RBD测

量的光密度中减去阴性对照蛋白加上3倍标准差得到反映结合的光密度水平，以用于确定

RBD是否能特异性结合。为了额外的对照，可以通过与可溶性ACE2预孵育来特异性阻断RBD

与ACE2的结合(Gattinger  P等人，Allergy.2021；76(3):878‑883)。通过用阴性对照蛋白代

替ACE2的预试验，如重组桦树花粉主要过敏原Bet  v  1 (不影响RBD与ACE2的结合

(Gattinger  P等人，Allergy.2021；76(3):878‑883))，所显示的来进一步对照该对照试验。

[0325] 根据该具体实施例进行相互作用试验，简单来说：在NUNC  Maxisorb  96孔板

(Thermofisher)上将人ACE2蛋白(GenScript)在碳酸氢盐缓冲液中包被(2μg/ml)过夜。板

用洗涤缓冲液冲洗3次，然后在常温下用封闭液封闭3小时。同时，将血清样品在PBS、0.05％

吐温20、1％BSA中以1:2稀释，并与200ng  His标记的RBD(GenScript)孵育2小时。对于对照

方案，10μg/ml  ACE2蛋白(阳性对照)和10μg/ml  Bet  v  1(阴性对照)与100ng  His标记的

RBD预孵育。

[0326] 通过将预孵育的RBD样品加入至包被并封闭后的ACE2蛋白中进行覆盖，然后孵育3

小时。洗涤板并用1:1000稀释的小鼠抗His标签抗体(Dianova,Hamburg,德国)孵育过夜。洗

涤3次后，1:1000稀释的HRP连接的小鼠IgG1抗体(GE  Healthcare)孵育2小时，并通过ABTS

进行检测。对应于结合RBD的量的平均光密度(O.D.)值在405nm和492nm(参考)处用具有集

成软件i‑control  2.0(Tecan  Group  Ltd ., 瑞士)的TECAN  Infinite  F5ELISA

读取器测定。在阻断实验中，ACE2蛋白和Bet  v  1分别作为阳性对照和阴性对照。从每次测

量中减去缓冲液对照(无RBD覆盖)。所有的测定都是重复进行的，且结果显示为偏差<5％的

平均值。抑制百分比计算如下:

[0327] 抑制百分率(％)＝(ODBetv1‑OD血清
)/(ODBetv1‑ODACE2)×100

[0328] 实施例3：通过远紫外圆二色(CD)光谱法测定RBD折叠

[0329] 蛋白质的远紫外(紫外)CD光谱可以揭示其二级结构的重要特征。CD光谱便于用于

评估处于α‑螺旋构象、β‑折叠构象、β‑旋转构象或其它构象(例如，随机卷曲)形式的分子的

比例。CD是一种标准技术和有价值的工具，特别是用于显示构象中的变化。其可以，例如，用

于研究分子的二级结构如何作为温度或变性剂(如盐酸胍或尿素)浓度的函数而变化。因

此，CD是用于在对其进行广泛和/或昂贵的实验之前验证蛋白质是处于天然构象的有价值

的工具。

[0330] CD提供的具体结构信息比X射线晶体学和蛋白质NMR更少，例如，X射线晶体学和蛋

白质NMR两者都提供原子分辨率数据。然而，CD光谱是一种不需要大量蛋白质或大量数据处

理的快速的方法。因此，CD可以用来调查大量的溶剂条件、温度变化、pH、盐度和各种辅助因

子的存在。

[0331] 通常，如果如远UV‑CD光谱所示，存在至少20％的蛋白质以折叠构象的形式显示，

优选地，至少20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、85％、90％、95％、98％、99％或100％

中的任意一种的蛋白质以折叠构象的形式存在，则通过远UV‑CD光谱测定天然RBD折叠。

[0332] 根据这个具体的实施例，进行圆二色光谱分析，简单来说：分别在蛋白浓度为0.1
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和0 .26mg/mL处，使用1mm径长的石英比色皿在Jasco  J‑810分光偏振计 (Japan 

Spectroscopic  Co.,东京,日本)上收集重组蛋白的远UV圆二色(CD)光谱。光谱测量范围为

260至180nm，在50nm/min扫描速度时分辨率为0.5nm，并取三次扫描的平均值为结果。所有

测量均在10mM  Na2HPO4  pH  7中进行。通过减去相应的缓冲液光谱对最终的光谱进行基线校

正。结果表示为给定波长下的平均残基椭圆率[θ]。利用二级结构预测程序CDSSTR计算重组

蛋白的二级结构含量。

[0333] 实施例4：用折叠而非未折叠的RBD免疫诱导病毒中和抗体

[0334] 在HEK293细胞中表达的折叠RBD被吸附在氢氧化铝上(SERVA电泳，海德堡，德国)，

得到三种剂量配方，在0.5ml  50mM  NaH2PO4、10mM  Tris、20mM  HEPES、0.9％NaCl、pH4.5每蛋

白质中，每0.75mg氢氧化铝分别含有20μg、40μg和80μg蛋白质。同样，由未折叠的受体结合

结构域(RBD)和HBV衍生PreS(PreS‑RBD)组成的融合蛋白被吸附在氢氧化铝上。对于对照方

案，还制备了无蛋白质的的混合物(在0.5ml  50mM  NaH2PO4、10mM  Tris、20mM  HEPES、0.9％

NaCl、pH  4.5中包含0.75mg氢氧化铝)。在三周间隔内以每个蛋白剂量或对照配方3只兔皮

下免疫4次(Charles  River,Chatillon  sur  Chalaronne，法国)。在第一次免疫前(免疫前

血清)和第一次免疫后第21、28、35、42和64天获得兔的血清样品。血清在使用前储存于‑20

℃。

[0335] 实施例5：SARS‑CoV‑2的中和需要针对构象受体结合结构域表位的抗体

[0336] 本实施例表明，SARS‑CoV‑2的中和需要针对构象受体结合结构域(RBD)表位的抗

体，且这些抗体只能通过接种折叠RBD来诱导。

[0337] 对严重急性呼吸综合征冠状病毒2型(SARS‑CoV‑2)的成功的体液免疫应答的决定

因素对于设计有效疫苗和评估暴露于该病毒所赋予的保护性免疫的程度至关重要。随着新

型变种的出现，了解它们被群体抗体库抑制的可能性已经变得越来越重要。在本研究中，使

用一组微阵列的结构折叠和结构未折叠的SARS‑CoV‑2蛋白，以及跨越病毒的表面刺突蛋白

S和受体结合结构域(RBD)的连续肽，在大量的轻、重度COVID‑19后的临床特征良好的患者

中分析SARS‑CoV‑2多克隆抗体应答。S和RBD特异性抗体应答是由IgG主导(主要是IgG1)，并

定向针对S2中的结构折叠的S和RBD以及三个不同的肽表位。患者血清的病毒中和活性与对

于构象RBD表位特异，而非连续RBD表位特异的IgG抗体，以及它们阻止RBD与人受体血管紧

张素转换酶2(ACE2)结合的能力高度相关。百分之二十的患者选择性缺乏RBD特异性IgG。只

有用折叠RBD免疫，而非用未折叠RBD免疫，诱导针对构象表位的具有高病毒中和活性的抗

体。所需用于保护的RBD构象表位似乎在目前出现的病毒变体中没有改变。这些结果对于预

估自然感染或接种疫苗后的抗体应答的保护活性以及对于疫苗的设计是至关重要的，其能

够诱导赋予消除性免疫的高水平的SARS‑CoV‑2中和抗体。

[0338] 重组蛋白和天然蛋白，合成肽

[0339] 编码受体结合亚基(S1)、膜融合亚基(S2)和由具有HBV衍生PreS(PreS‑RBD)的受

体结合结构域(RBD)组成的融合蛋白(35)(它们中的每一个都含有一个编码C‑端六组氨酸

标签的DNA和用于细菌表达的获得自ATG:biosynthetics(Merzhausen,德国)的优化密码

子)的合成基因(SARS‑CoV‑2Genbank收录号.:QHD43416.1)(表1)。将合成基因克隆到质粒

pET27b的Nde  I和Xho  I位点，转化进入大肠杆菌BL21‑DE3(Agilent  Technologies,Santa 

Clara ,CA,美国)。在OD600达到0.5后，在含有卡那霉素和1mM  IPTG(Roth,Karlsruhe,德国)

说　明　书 32/54 页

36

CN 117320745 A

36



的液体LB培养基中诱导表达重组蛋白。通过离心2 .5小时后收获大肠杆菌细胞并用6M 

GuHcl  pH  6.3在4℃下对颗粒进行2小时裂解。离心后，Ni‑NTA琼脂糖(Qiagen,Hilden ,德

国)孵育上清液4小时，用50倍床体积的100mM  NaH2PO4、10mM  Tris、8M尿素pH  6.4洗涤，然后

用100mM  NaH2PO4、10mM  Tris、20mM  Hepes、8M尿素,pH  4.5洗涤。然后用20mM  NaH2PO4、10mM 

Tris、20mM  Hepes、pH  4.5进行逐步透析。用Micro  BCA蛋白检测试剂盒(Pierce,Rockford,

Illinois,美国)测定蛋白浓度。His标记的对照蛋白、非糖基化和糖基化的马心脏肌红蛋白

(HHM0、HHM2)的表达和纯化如所述的进行(36)。表1列出了在购买的大肠杆菌或真核系统中

表达的纯化重组SARS‑CoV‑2蛋白。如前述(36)进行通过圆二色性分析对上述蛋白质的二级

结构进行分析。表3列出了在微阵列中使用的天然和重组对照蛋白及其来源。

[0340] 如前所述(19、37)，涵盖SARS‑CoV‑2刺突蛋白的氨基酸序列的重叠25‑30mer肽

(Genbank收录号：QHD43416.1)(表2)固相合成法(通过使用9‑芴基‑甲氧基羰基(Fmoc)法在

微波合成机Liberty  blue(CEM‑Liberty ,Matthews ,NC ,USA  and  Applied  Biosystems ,

Carlsbad ,CA,美国)在Wang预载树脂(Merck,Darmstadt,德国)上)合成。然后，用50ml二氯

甲烷(Roth,Karlsruhe,德国)洗涤树脂，并通过加入28.5ml三氟乙酸(Roth,Karlsruhe,德

国)、0.75ml硅烷(SigmaAldrich,St.Louis ,MO ,美国)和0.575ml水并在室温下孵育2.5小

时，以从树脂中裂解肽。如前所述(19、37)在预冷的叔丁基甲醚(Merck,Darmstadt,德国)中

沉淀后，使用Aeris  5μm肽250×21.2mm柱(Phenomenex,Torrance,CA,美国)进行反相HPLC

纯化，并通过质谱(Microflex  MALDI‑TOF,Bruker,Billerica ,MA,美国)进行分子量鉴定。

在PyMOL(PyMOL分子图形系统，Version  2.5.0a0 LLC)中使用PDB条目6XR8计算

肽13至21的溶剂可及表面积(表2)。使用 的探针半径并在 中给出结果，以及将在无

刺突蛋白环绕的肽时获得的理论溶剂可及面积的百分比用于计算。

[0341] 兔的免疫

[0342] 在大肠杆菌中表达的未折叠的PreS‑RBD或在HEK293细胞中表达的折叠的RBD被吸

附在氢氧化铝上(SERVA电泳，海德堡，德国)，得到三种剂量配方，在0.5ml  50mM  NaH2PO4、

10mM  Tris、20mM  HEPES、0.9％NaCl、pH  4.5每蛋白质中，每0.75mg氢氧化铝分别含有20μg、
40μg和80μg蛋白质。同样，由未折叠的受体结合结构域(RBD)和HBV衍生的PreS(PreS‑RBD)

组成的融合蛋白被吸附在氢氧化铝上。对于对照方案，还制备了无蛋白质的混合物(在

0.5ml  50mM  NaH2PO4、10mM  Tris、20mM  HEPES、0.9％NaCl、pH  4.5中包含0.75mg氢氧化铝)。

在三周间隔内以每个蛋白剂量或对照配方3只兔皮下免疫4次(Charles  River,Chatillon 

sur  Chalaronne，法国)。在第一次免疫前(免疫前血清)和第一次免疫后第21、28、35、42和

64天获得兔的血清样品。血清在使用前储存于‑20℃。

[0343] 通过ELISA检测特异性抗体反应

[0344] 如前所述(25)，通过ELISA检测COVID‑19康复患者和健康对照血清的人血清样本

对SARS‑CoV‑2衍生蛋白的免疫球蛋白反应，具有以下改变：将2μg/ml等量的S或折叠RBD

(Genscript,Leiden，荷兰)在NUNC  Maxisorp  96孔板(Thermofisher,Waltham,MA,美国)上

包被过夜。用洗涤缓冲液(PBS,0.05％吐温20)洗涤板3次并在室温下封闭3小时后，将血清

样本以1:40稀释并孵育过夜。洗涤板3次并用1:1000稀释的HRP结合的抗人IgG(BD ,San 

Jose,CA,美国)孵育2小时，洗涤3次并用ABTS(Sigma‑Aldrich,St.Louis,MO,美国)显影。结

合的人IgM、IgA和IgG1‑4抗体如所述进行测定(38)。10分钟后，用Infinite  F50  ELISA读取
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器在405/492nm处测定光密度(Tecan, 瑞士)。

[0345] 兔IgG抗体对昆虫细胞表达的折叠S、HEK细胞表达的折叠RBD(Genscript,Leiden,

荷兰)和大肠杆菌表达的未折叠S1以及非糖基化His标记的对照蛋白HHM0的应答通过ELISA

检测。每种蛋白以2μg/ml等量包被过夜，板在室温下封闭3小时并以2‑10倍稀释度与兔血清

孵育过夜。用1:1000稀释的驴抗兔辣根过氧化物酶偶联IgG抗体(GE  Healthcare  UK 

Limited ,Chalfont  St  Giles,英国)孵育2小时并随后进行如上所述的ABTS显影来检测结

合的兔IgG。

[0346] 所有测量都是重复进行的，与平均值的偏差<5％，每个蛋白质和免疫球蛋白类或

亚类的背景阈值水平(即对应缓冲对照的平均值加上其三倍标准差)被减去。

[0347] SARS‑CoV‑2微阵列

[0348] 含有被环氧树脂框架包围的六个微阵列的载玻片(Paul  Marienfeld  GmbH&

Co .KG , 德国)涂覆有具有胺反应性复合有机聚合物MCP‑2(Lucidant 

Polymers,Sunnyvale,CA,美国)。对每种蛋白/肽的斑点条件进行优化以获得尺寸相当的圆

形致密斑点。对于最终的微阵列打印，使用SciFlexArrayer  S12(Scienion  AG,Berlin,德

国)在磷酸盐缓冲液(75mM  Na2HPO4,pH＝8.4)中以0.5‑1mg/ml的浓度以三重复的方式点出

SARS‑CoV‑2抗原(19)。如下测定血清中IgG、IgM和IgA对微阵列蛋白和多肽的反应性：用

PBST洗涤微阵列5分钟并通过离心干燥。随后，每个阵列加入35μl  1:40稀释的血清样品(样

品稀释液，Thermofisher,Waltham,MA,美国)并孵育2小时。在另一洗涤步骤后，使用30μl二
抗并在室温下孵育30分钟。二抗分别是1μg/ml终浓度的DyLight  550(Pierce ,Rockford ,

IL ,美国)标记的抗人IgG(Jackson  ImmunoResearch  Laboratories ,West  Grove ,PA,美

国)、抗人IgM或抗人IgA(均为BD,San  Jose,CA,美国)。再次清洗、干燥载玻片并随后使用共

聚焦激光扫描仪(Tecan, 瑞士)进行扫描。通过MAPIX微阵列图像采集和分析软

件(Innopsys,Carbonne,法国)进行图像分析，并如前所述(参考文献19、37)，将测量的荧光

单位转换为ISAC标准化单位(ISU)。

[0349] 对于微阵列抑制实验，将人血清1:100稀释，在样本稀释液中兔血清1:800，并分别

与折叠RBD、未折叠RBD、未折叠S1(10μg/ml)或等量的RBD衍生肽混合物(包含肽13‑21)预孵

育过夜(表2)。使用1μg/ml终浓度的DyLight  550标记的抗兔IgG抗体(Thermofisher ,

Waltham,MA,美国)用于检测结合的兔IgG。如上所述进行微阵列测量和分析。

[0350] SARS‑CoV‑2VNT的测定和对RBD‑ACE2相互作用的抑制

[0351] 如所述(参考文献25)进行分子相互作用试验，以检测患者血清对RBD与ACE2受体

结合的抑制。简单来说，将1:2稀释的血清与HEK细胞表达的His标记的RBD孵育3小时，然后

覆盖在结合ACE2的板上3小时。然后用小鼠单克隆抗His抗体，然后用HRP标记的抗小鼠IgG1
抗体检测并用ABTS检测结合的RBD。所有的测量都是重复进行的，误差<5％。如所述(39)进

行SARS‑CoV‑2中和试验(VNT)。热灭活血清样品的两倍连续稀释液与50‑100TCID50  SARS‑

CoV‑2在37℃下孵育1小时。将混合物加入到Vero  E6细胞( CRL‑1586)单层中，并在

37℃持续孵育3天。VNT表达为防止病毒诱导的细胞病变效应的血清稀释液的倒数。VNT滴度

≥10被认为阳性。

[0352] RBD肽和在刺突蛋白结构中报道过的RBD突变的可视化
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[0353] 基于PDB条目6XR8，在PyMOL(PyMOL分子图形系统，Version  2.5.0a0,

LLC)中生成了SARS‑CoV‑2刺突蛋白的表面展示。目前在RBD中已知的突变来源于https://

spikemutants.exscalate4cov.eu/。

[0354] 结果

[0355] 研究人群概述

[0356] 从2020年4月29日至2020年7月30日，253例SARS‑CoV‑2RT‑PCR检测阳性和/或抗体

检测阳性的COVID‑19康复患者和235例年龄和性别匹配的无COVID‑19体征或普通感冒样症

状的对照受试者被纳入本研究。COVID‑19患者组由139例(54.9％)症状轻微(肌痛和嗅觉丧

失：59.7％；咳嗽：68.3％；发热：73.4％)患者组成，其在家中治疗，无需住院治疗；以及114

例(45.1％)有严重症状，其曾住院并接受吸氧或重症监护治疗。轻症COVID‑19患者无现肺

炎，而65.8％的重症患者有肺炎。COVID‑19患者的特征(即症状、合并症)与在其它研究中报

道的相似(17)。与轻度COVID‑19患者相比，有严重症状的患者显示出显著更高的心肺和内

分泌合并症的患病率，特别是糖尿病和高血压。轻症组中的疲劳、肌痛和嗅觉丧失(59.7％)

显著比重症组(42.2％)更加高频。轻和重症COVID‑19患者与对照组中发生IgE相关过敏的

比例相似。235名对照受试者在调查时SARS‑CoV‑2RT‑PCR检测阴性，并且在就诊前10周内无

常见感冒样症状。总体而言，对比对照个体，COVID‑19患者中恶性肿瘤、内分泌或循环系统

合并症的患病率显著更高。在SARS‑CoV‑2RT‑PCR检测阳性约8周(平均61天，SD±13.7，最少

19天，最多98天)后，采集COVID‑19康复患者血样，其确保了它们已血清转化并且已经处于

抗体生产的平台期(参考文献8、18)。为了区分SARS‑CoV‑2特异性抗体和通过早期感染普通

感冒诱导的冠状病毒获得的抗体，在分析中包括了来自38名年龄匹配的对照受试者在

COVID‑19发生之前(即1996年至2019年夏季，历史对照)获得的血清。

[0357] 折叠和未折叠的SARS‑CoV‑2蛋白和S衍生肽的微阵列

[0358] 为了研究COVID‑19患者同时针对每种血清的一组全面抗原的多克隆抗体应答，创

建了一个包含一组SARS‑CoV‑2衍生抗原、S衍生肽和对照抗原的微阵列(以三重复的方式)

(表1‑3)。抗原在真核表达系统或大肠杆菌中表达，并根据圆二色性(CD)分析表现折叠或未

折叠的蛋白质(表1)。跨越S蛋白的S衍生肽的长度约为30个氨基酸，特别是包括RBD(表2)。

RBD衍生肽的表面暴露分析表明，肽13‑15和18‑20的表面暴露的氨基酸百分比最高(表2)。

在RBD序列中不相邻的肽(如肽18和肽20)可能在RBD表面邻近出现。

[0359] 刺突蛋白特异性抗体主要是IgG并在患有重症COVID‑19存活的患者中具有更高的

滴度

[0360] 在第一组实验中，通过ELISA测量了COVID‑19康复患者完整人群(轻症：n＝139；重

症；n＝114)和235个对照组受试者中的对折叠S和RBD特异的IgG、IgG亚类、IgM和IgA水平。

与轻症COVID‑19患者相比，重症COVID‑19患者对于S和RBD具有显著更高的IgG、IgM和IgA水

平。S‑和RBD特异性IgG水平高于IgM水平，而很少患者出现低IgA应答。S‑和RBD特异性IgG、

IgM和IgA应答之间没有发现显著相关性。

[0361] 在对照组中，7.6％(n＝18)具有针对S和/或RBD的IgG。11名受试者在就诊前10周

以上出现COVID‑19样症状，而7名受试者(即2.9％)根本没有报告任何症状表明之前曾有无

症状感染。

[0362] IgG亚类分析显示，与轻症COVID‑19患者相比，在重症COVID‑19患者中对S和RBD的
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主要IgG1应答的IgG1水平显著更高。在23例COVID‑19患者中发现了弱的S特异性IgG2应答，

但未检测到S特异性IgG3或IgG4。S‑和RBD特异性IgG水平与IgG1水平显著相关，但与IgG2水

平无显著相关。

[0363] 20％的COVID‑19患者选择性缺乏RBD特异性IgG应答

[0364] 在253例COVID‑19患者中，53例(即20.9％)缺乏RBD特异性IgG抗体。在这些RBD无

应答者中，有比应答者更多的女性(56.6％与43％)，她们的BMI(24.7与26.3)低于应答者的

BMI，并且她们中轻症(75.5％)比重症COVID‑19(24.5％)的比例明显更高。相比之下，在RBD

应答者中轻症和重症COVID‑19患者的百分比相同且他们的平均年龄(无应答者51.1岁vs应

答者54.1岁)具有可比性。值得注意的是，绝大多数RBD无应答者(即83％)显示了对S和/或

NP的IgG反应性，64.2％对S和NP有IgG反应性，且18.9％只对NP有IgG反应性。只有17％的无

应答者缺乏S和NP特异性IgG。

[0365] 患者的病毒中和与高水平的针对RBD构象表位的IgG相关

[0366] 使用了微阵列技术评估抗体对一组全面的SARS‑CoV‑2蛋白和S衍生肽的反应性

(参考文献19)。

[0367] 使用微阵列抗原评估COVID‑19患者的IgG应答，该微阵列抗原主要针对折叠S、

RBD、S1和S2。作为ISAC标准单位(ISU)测定的最高抗体水平发生在折叠蛋白(折叠S：

6 .8ISU‑69 .5ISU，平均值34 .4ISU；折叠RBD：5 .6ISU‑93 .6ISU；平均值72 .5ISU；折叠S1：

0.4ISU‑31.4ISU，平均值8.1ISU；折叠S2：0.6ISU‑28.3ISU，平均值8.5ISU)，而未折叠RBD、

S1和S2的IgG反应性可以忽略不计(未折叠RBD：0.2ISU‑3.4ISU；平均值0.6ISU；未折叠S1：

0.4ISU‑7.1ISU，平均值1.3ISU；未折叠S2：0.3ISU‑5.4ISU，平均值1.2ISU)。只有核衣壳蛋

白(NP)对折叠蛋白和未折叠蛋白表现出相似的IgG反应性(NP折叠平均值：34.4ISU；NP未折

叠平均值：44.6ISU)。除了四个S2衍生肽(肽25(平均值：15.4ISU)、肽32(平均值：11.1ISU)、

肽33(平均值：30.8ISU)和肽46(平均值：24.4ISU))之外，对包括RBD衍生肽13‑20的大多数S

衍生的未折叠肽的IgG水平都很低，平均IgG远低于10ISU。这些肽显示对COVID‑19患者血清

的IgG反应性显著高于历史对照血清。另外两种多肽(即7和21)脱颖而出，因其它们显示出

可观的平均IgG水平(肽7：2.0ISU‑66.8ISU，平均值8.8ISU，肽21：2.0ISU‑42.8ISU，平均值

6.8ISU)，并且历史对照血清的IgG水平显著高于COVID‑19患者的IgG水平。

[0368] 为了将COVID‑19患者的血清的病毒中和滴度与应答特异性联系起来，根据他们的

病毒中和滴度(VNT)将患者组成3组，VNT  10～80、VNT  120～240和VNT  320～640。图1显示

了与对折叠S、S1(并尤其是折叠RBD)的IgG滴度相关的VNT。IgG水平随着VNT的显著增加并

如下：VNT  10‑80：S特异性IgG平均值：21.1ISU；S1特异性IgG平均值：3.7ISU；RBD特异性IgG

平均值：54 .4ISU；VNT  120‑240：S特异性IgG平均值：42 .1ISU；S1特异性IgG平均值：

10.1ISU，RBD特异性IgG平均值：84.8ISU；VNT  320‑640：S特异性IgG平均值：54.4ISU；S1特

异性IgG平均值：15.4ISU：RBD特异性IgG平均值：93.1ISU(图1)。VNT与对折叠S、S1、S2和RBD

的IgG水平之间高度且显著相关，但与未折叠S1、S2或RBD的IgG水平无关(图2A)。对于RBD衍

生肽，发现VNT与特异性IgG水平之间没有(肽13、14、15、16、18、19、21)或有非常低(肽17、

20)的相关性(图2A)。

[0369] 在对病毒起中和不起作用的NP(图1)以及RBD之外并因此不直接参与RBD与ACE2结

合的三个S2衍生肽(即肽25、33和46)中也发现了特异性IgG水平大于15ISU且特异性IgG水
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平与VNT存在关联。

[0370] 由于VNT与COVID‑19患者中的针对折叠RBD的IgG抗体的水平显著相关，因此分析

了VNT是否与患者血清抑制RBD与ACE2结合的能力相关。图2B显示，VNT确实与抑制COVID‑19

患者血清中RBD与ACE2结合有高度显著的相关性。

[0371] 进行了233例COVID‑19患者血清阻断RBD与ACE2结合的能力的分析。对于该人群，

发现RBD与ACE2结合的中位抑制率为24％。发现19.2％的患者抑制率大于50％，38.4％的患

者中的抑制率20‑50％范围内，42.4％的患者中发生抑制率小于20％。

[0372] 总之，这些结果表明，SARS‑CoV‑2的中和与针对折叠RBD构象表位的高水平IgG抗

体及其抑制RBD与ACE2结合的能力有关。然而，患者抗体抑制RBD与ACE2结合的能力差异很

大。

[0373] 仅折叠RBD而非连续的RBD肽抑制IgG与RBD构象表位的结合

[0374] 为了进一步研究构象RBD表位与连续RBD表位对患者IgG与RBD结合的重要性，进行

了抑制实验。将患者的血清与含有构象表位的折叠RBD、与含有连续表位的未折叠S1或RBD

衍生肽的混合物进行预孵育。出于对照目的，使用了不相关蛋白(牛血清白蛋白，BSA)。然后

测定预吸附血清与折叠RBD、折叠S、未折叠S1、未折叠RBD和RBD衍生肽13‑21的IgG结合(图

3)。只有用折叠RBD与血清的预孵育，而非用未折叠S1或RBD衍生肽混合物与血清的预孵育

显著抑制IgG对RBD上构象表位的结合，并减少IgG对折叠S的结合(图3)。在用折叠RBD、未折

叠S1和RBD肽混合物与血清预孵育后，观察到IgG对未折叠RBD的低结合非显著性减少(图

3)。通过用未折叠S1和RBD肽混合物预吸附，也观察到IgG对未折叠S1的低结合非显著性减

少】(图3)。血清与RBD肽混合物的预孵育减少了IgG对单个RBD衍生肽13‑21的低结合，其中

观察到肽13、17、18、20和21的显著性减少(数据未显示)。

[0375] 用折叠而非未折叠RBD免疫可诱导病毒中和抗体

[0376] 变性、合成或重组的未折叠抗原的免疫可用于诱导识别相应折叠抗原的抗体，以

预防和/或治疗感染性疾病和过敏(20‑23)。因此，研究了用未折叠RBD免疫是否可以诱导出

表现高病毒中和活性的针对折叠RBD的IgG抗体。用三剂(20、40或80微克)含佐剂的未折叠

或折叠RBD免疫各组兔，单独用佐剂作为对照目的。用未折叠RBD免疫诱导IgG对未折叠S1和

未折叠RBD的反应性，但对折叠RBD几乎没有IgG应答(图4)，而折用叠RBD免疫诱导针对折叠

RBD的强IgG产生，但几乎没有针对未折叠RBD和未折叠S1的IgG抗体(图4)。在用折叠或未折

叠RBD免疫的兔中，未观察到对不相关对照抗原(HHM0)的相关IgG应答(图4)，并且在单独佐

剂免疫的兔中，未观察到对任意测试抗原的IgG反应。用折叠RBD免疫的兔对折叠RBD和折叠

S上的构象表位的IgG反应性仅通过用折叠RBD预吸附来抑制，而不通过用仅含有连续表位

的未折叠S1或RBD衍生合成肽所抑制(图4Y)。用未折叠RBD免疫兔对未折叠蛋白和RBD衍生

肽的低IgG结合仅被未折叠S1和/或RBD衍生肽所抑制(图4Z)。

[0377] 之后，在使用折叠或未折叠RBD进行第二和第三次免疫后获得的兔抗血清进行VNT

检测(表4)。对于折叠RBD(40和80微克)，在第三次免疫后获得的在240‑>1280之间的VNT。而

未折叠RBD不能诱导任何VNT(表4)。这些结果表明，在免疫后诱导高VNT需要含有构象表位

的折叠RBD。

[0378] 讨论

[0379] 在我们的COVID‑19患者群体中获得的发现与另一项最近的群体研究一致，表明在
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COVID‑19患者中，SARS‑CoV‑2RBD的ACE2结合位点主导了多克隆中和抗体应答(参考文献

9)。然而，我们的研究提供了关于保护性抗体应答特征的重要进展，并证明了如何通过在实

验动物中接种来诱导它。

[0380] 对253例COVID‑19康复患者血清的分析表明，针对刺突蛋白和RBD的抗体应答由

IgG同型决定，特别是由IgG1亚类决定，其与先前的报道一致(参考文献24)。使用微阵列的

折叠S，刺突蛋白(S1、S2、RBD)的折叠和未折叠部分以及跨越S的合成肽，本工作表明，患者

血清中的VNT与针对构象但非连续RBD表位的IgG抗体水平高度相关。事实上，RBD衍生肽在

RBD三维结构中的定位表明，非相邻的RBD衍生肽出现在RBD表面的相近邻近区域，其是不连

续型构象表位形成所必需的。

[0381] 发现在COVID‑19康复患者中多克隆抗体应答的大部分SARS‑CoV‑2中和活性可归

因于针对构象而非针对连续RBD表位的IgG抗体的这一发现很重要，因为到目前为止，在目

前报道的SARS‑CoV‑2变体的RBD中只观察到3个突变，其中只有一个(即E484K)出现在RBD表

面，但似乎不参与ACE2相互作用。因此，来自COVID‑19康复患者的针对构象RBD表位的IgG抗

体可能与当前出现的SARS‑CoV‑2变体发生交叉反应并赋予交叉保护。

[0382] 我们研究的另一个有趣的结果为：20％的患者缺乏RBD特异性记忆IgG应答，尽管

他们中的大多数人激发了针对S和NP上其它表位的SARS‑CoV‑2特异性IgG抗体。选择性缺乏

RBD特异性IgG记忆应答的可能性因此包括遗传因素，如HLA限制和/或T辅助细胞或B细胞应

答不足。缺乏RBD特异性记忆IgG应答的患者可能容易反复感染和传播病毒。

[0383] 无应答者缺乏RBD特异性IgG似乎不是严重疾病的因素，因为发现大多数RBD无应

答者(即75.5％)患有轻症COVID‑19。这可能是由于这些受试者的低病毒暴露、充分的早期

RBD特异性IgM应答、和/或高度强效的特异性细胞免疫。此外，如果体液免疫应答导致补体

固定和被感染细胞的病毒包膜或质膜的裂解，那么体液免疫应答可能是有效的，并且因此

破坏病毒和受体之间相互作用通常不是抗病毒效力的先决条件。

[0384] 事实上，对于NP和三种S2衍生肽，也注意到VNT与高特异性抗体水平的关联性。NP

特异性抗体不太可能在病毒中和中发挥作用，而针对S2衍生肽的IgG可能通过抑制病毒融

合在病毒中和中发挥作用。在分子相互作用试验中对患者血清抑制RBD与ACE2结合的能力

的分析表明，抗体抑制RBD与ACE2结合的能力与VNT相关，证实了针对RBD构象表位的抗体主

要负责COVID‑19患者多克隆抗体应答的病毒中和，而不是针对S2衍生表位的抗体。在230多

例患者中，关于患者血清中是否存在能够抑制RBD与ACE结合的抗体的分析与早期在较小人

群中获得的结果一致，表明这种阻断活性在患者之间可能存在很大差异(参考文献25)。因

此，针对能够抑制RBD‑ACE2相互作用的RBD构象表位的抗体似乎是评估疾病或疫苗接种后

保护性SARS‑CoV‑2特异性免疫的重要参数。

[0385] 其它报告显示，对RBD外的表位或连续表位特异的单克隆抗体或富集的抗体组分

可以具有SARS‑CoV‑2中和活性(参考文献7、26)。虽然该信息对于创造病毒的治疗性拮抗剂

很有价值，但对于开发有效的疫苗策略来说它的相关性不太确定，对于开发有效的疫苗策

略，了解中和应答的自然模式及其治疗意义很重要。在本发明上下文中，值得一提的是我们

的分析还证实来在COVID‑19大流行之前获得的历史对照血清中存在针对特定SARS‑CoV‑2

肽的低抗体应答(参考文献27)。

[0386] SARS‑CoV‑2患者的血清中的大部分病毒中和活性可归因于针对RBD构象表位的抗
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体，我们的结果得到了SARS‑CoV早期进行的研究的支持，该病毒与SARS‑CoV‑2相似，也与

RBD结合到ACE2。对于SARS‑CoV，也已经证明刺突蛋白含有包括诱导高度强效中和抗体的构

象表位(参考文献28)。此外，显示了针对SARS‑CoV‑2RBD的疫苗诱导保护性免疫(参考文献

29)。然而，对于SARS‑CoV，据报道通过用RBD在真核细胞中以折叠形式表达以及用未折叠

RBD(大肠杆菌表达的RBD)免疫，可以获得强效的中和抗体和保护性免疫(参考文献30)。这

些结果与其它传染病疫苗的几种疫苗和对于过敏的治疗疫苗获得的数据一致，结果表明可

以诱导针对具有变性抗原的相应的天然、折叠抗原类似构象表位、未折叠重组抗原或其连

续肽的保护性抗体反应(参考文献15、16、20‑23)。相反，对于某些病毒性疾病，为了获得保

护性抗体应答建议需要用正确的折叠抗原进行免疫(参考文献31、32)。

[0387] 为了比较通过用折叠RBD对比未折叠RBD进行免疫获得的抗体应答及其病毒中和

活性，用折叠和未折叠的重组RBD蛋白免疫兔。只有用折叠RBD而非未折叠RBD免疫诱导的抗

体针对RBD构象表位且高VNT。

[0388] 总的来说，我们的数据表明COVID‑19患者的抗体的病毒中和活性取决于定向于

RBD构象表位的抗体的存在，其在目前已知的突变的SARS‑CoV‑2变体中似乎没有改变。然

而，并非所有COVID‑19患者都产生这些抗体。重要的是，通过疫苗接种的此类抗体的诱导需

要折叠RBD。因此，我们的结果表明针对RBD构象表位的抗体是SARS‑CoV‑2中和抗体应答的

替代标记物，对于开发能够诱导消除性免疫的SARS‑CoV‑2特异性疫苗非常重要。

[0389] 表

[0390] 表1.微阵列上布点的SARS‑CoV‑2蛋白

[0391]

[0392] 表2.SARS‑CoV‑2刺突蛋白衍生肽
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[0393]

[0394]
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[0395] 表3.微阵列中使用的对照蛋白

[0396] 蛋白质ID 蛋白质 天然/重组 表达系统/起源 来源

Gal  d  1 卵类粘蛋白 天然 鸡 Sigma

Gal  d  2 卵清蛋白 天然 鸡 Sigma

Gal  d  4 溶酶菌 天然 鸡 Sigma

Gal  d  5 白蛋白 天然 鸡 Sigma

Bos  d  LF 乳铁蛋白 天然 牛 Sigma

Bos  d  8 酪蛋白 天然 牛 Sigma

BSA 白蛋白 天然 牛 Sigma

HSA 白蛋白 天然 人 Sigma

ACE2 血管紧张素转化酶 重组 HEK细胞 Genscript

HRP 辣根过氧化物酶 天然 辣根 Sigma

HHM2 糖基化标记 重组 昆虫细胞 内部表达

HHM0 糖基化标记 重组 昆虫细胞 内部表达

IgG(c3) hIgG  500μg/ml 天然 人 Sigma

IgG(c4) hIgG  250μg/ml 天然 人 Sigma

IgG(c5) hIgG  125μg/ml 天然 人 Sigma

IgG(c6) hIgG  75μg/ml 天然 人 Sigma

IgG(c7) hIgG  37.5μg/ml 天然 人 Sigma

[0397] 表4.折叠和未折叠RBD免疫兔的病毒中和滴度

[0398]

[0399]

[0400] 实施例5参考文献

说　明　书 41/54 页

45

CN 117320745 A

45



[0401] 1 .Tang ,D .,Comish ,P .,&Kang ,R .The  hallmarks  ofCOVID‑19disease .PLoS 

pathogens.16,https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008536(2020) .

[0402] 2 .Morens ,D .M .,et  al .The  Origin  of  COVID‑19and  Why  It  Matters .Am  J 

Trop  Med  Hyg.103,955‑959.doi:10.4269/ajtmh.20‑0849(2020) .

[0403] 3.Li,F.,Li,W.,Farzan,M.,&Harrison,S.C.Structure  of  SARS  coronavirus 

spike  receptor‑binding  domain  complexed  with  receptor .Science .309 ,1864‑

1868.doi:10.1126/science.1116480(2005) .

[0404] 4.V'kovski,P.,Kratzel,A.,Steiner,S.,Stalder,H.,&Thiel,V.Coronavirus 

biology  and  replication:implications  for  SARS‑CoV‑2.Nat  Rev  Microbiol.doi:

10.1038/s41579‑020‑00468‑6(2020) .

[0405] 5 .Liu ,L .,et  al .Potent  neutralizing  antibodies  against  multiple 

epitopes  on  SARS‑CoV‑2spike.Nature.584,450‑456.doi:10.1038/s41586‑020‑2571‑7

(2020) .

[0406] 6.Liu,S.T.H,et  al.Convalescent  plasma  treatment  of  severe  COVID‑19:a 

propensity  score‑matched  control  study .Nat  Med .26 ,1708‑1713 .doi:10 .1038/

s41591‑020‑1088‑9(2020) .

[0407] 7 .Baum ,A .,et  al .REGN‑COV2  antibodies  prevent  and  treat  SARS‑CoV‑

2infection  in  rhesus  macaques  and  hamsters.Science.370,1110‑1115.doi:10.1126/

science.abe2402(2020) .

[0408] 8 .Wajnberg ,A .,et  al .Robust  neutralizing  antibodies  to  SARS‑CoV‑

2infection  persist  for  months .Science .370 ,1227‑1230 .doi:10 .1126/

science.abd7728(2020) .

[0409] 9.Piccoli  L.,et  al.Mapping  neutralizing  and  immunodominant  sites  on 

the  SARS‑CoV‑2spike  receptor‑binding  domain  by  structure‑guided  high‑

r e s o l u t i o n  s e r o l o g y .C e l l .1 8 3 ,1 0 2 4 ‑ 1 0 4 2 .e 2 1 .d o i : 1 0 .1 0 1 6 /

j.cell.2020.09.037.Epub  2020Sep  16(2020) .

[0410] 10 .Krammer  F .SARS‑CoV‑2vaccines  in  development .Nature .586 ,516‑

527.doi:10.1038/s41586‑020‑2798‑3(2020) .

[0411] 11 .Pollard  A .J .,&Bijker  E .M .A  guide  to  vaccinology:from  basic 

principles  to  new  developments.Nat  Rev  Immunol.21,83‑100.doi:10.1038/s41577‑

020‑00479‑7.Epub  2020(2021) .

[0412] 12 .McLellan ,J .S .,et  al .Structure‑based  design  of  a  fusion 

glycoprotein  vaccine  for  respiratory

[0413] syncytial  virus .Science .342 ,592‑598 .doi:10 .1126/science .1243283

(2013) .

[0414] 13 .Sesterhenn ,F .,et  al .De  novo  protein  design  enables  the  precise 

induction  of  RSV‑neutralizing  antibodies.Science.doi:10.1126/science.aay5051

(2020) .

[0415] 14.Gerlich,W.H.Medical  virology  ofhepatitis  B:how  it  began  and  where 

说　明　书 42/54 页

46

CN 117320745 A

46



we  are  now.Virol  J.doi:10.1186/1743‑422X‑10‑239(2013) .

[0416] 15 .Tulaeva ,I .,et  al .Quantification ,epitope  mapping  and  genotype 

cross‑reactivity  of  hepatitis  B  preS‑specific  antibodies  in  subjects 

vaccinated  with  different  dosage  regimens  ofBM32.EBioMedicine .doi:10.1016/

j.ebiom.2020.102953(2020) .

[0417] 16.Ni  Y.,et  al.Hepatitis  B  and  D  viruses  exploit  sodium  taurocholate 

co‑transporting  polypeptide  for  species‑specific  entry  into  hepatocytes.Gast

roenterology .146,1070‑83.doi:10.1053/j.gastro.2013.12.024.Epub  2013  Dec  19

(2014) .

[0418] 17 .Huang .C .,et  al .Clinical  features  of  patients  infected  with  2019 

novel  coronavirus  in  Wuhan ,China .Lancet.395,497‑506.doi:10.1016/S0140‑6736

(20)30183‑5(2020) .

[0419] 18.Long ,Q.X.,et  al.Antibody  responses  to  SARS‑CoV‑2  in  patients  with 

COVID‑19.Nat  Med.26,845‑848.doi:10.1038/s41591‑020‑0897‑1(2020) .

[0420] 19 .Niespodziana ,K .,et  al .PreDicta  chip‑based  high  resolution 

diagnosis  of  rhinovirus‑induced  wheeze.Nat  Commun.9,2382.doi:10.1038/s41467‑

018‑04591‑0.(2018) .

[0421] 20 .Volkman ,D .J .,Allyn&S .P .,Fauci ,A .S .Antigen‑induced  in  vitro 

antibody  production  in  humans:tetanus  toxoid‑specific  antibody  synthesis .J 

Immunol.129,107‑112.(1982) .

[0422] 21 .Sela ,M .&Arnon ,R .Synthetic  approaches  to  vaccines  for  infectious 

and  autoimmune  diseases.Vaccine.10,991‑999.doi:10.1016/0264‑410x(92)90107‑u.

(1992) .

[0423] 22.Marsh,D.G.,Lichtenstein,L.M.&Campbell,D.H.Studies  on"allergoids"

prepared  from  naturally  occurring  allergens .I .Assay  of  allergenicity  and 

antigenicity  of  formalinized  rye  group  I  component .Immunology .18,705‑722.

(1970) .

[0424] 23 .Valenta ,R .The  future  ofantigen‑specific  immunotherapy 

ofallergy.Nat  Rev  Immunol.2,446‑453.doi:10.1038/nri824.(2002) .

[0425] 24 .Chen ,Y .,et  al .A  comprehensive ,longitudinal  analysis  of  humoral 

responses  specific  to  four  recombinant  antigens  of  SARS‑CoV‑2  in  severe  and 

non‑severe  COVID‑19  patients .PLoS  Pathog .doi:10 .1371/journal .ppat .1008796

(2020) .

[0426] 25 .Gattinger,P.,et  al .Antibodies  in  serum  of  convalescent  patients 

f ollowing  m ild  CO VI D‑1 9  d o  no t  a lwa ys  pre ven t  vi rus ‑ re ce pto r 

binding.Allergy.2021；76(3):878‑883.doi:10.1111/all.14523.

[0427] 26 .Li ,Y .,et  al .Linear  epitopes  of  SARS‑CoV‑2  spike  protein  elicit 

neutralizing  antibodies  in  COVID‑19  patients .Cell  Mol  Immunol .17 ,1095‑

1097.doi:10.1038/s41423‑020‑00523‑5.(2020) .

说　明　书 43/54 页

47

CN 117320745 A

47



[0428] 27 .Shrock ,E .,et  al .Viral  epitope  profiling  ofCOVID‑19  patients 

reveals  cross‑reactivity  and  correlates  ofseverity .Science .doi:10 .1126/

science.abd4250.(2020) .

[0429] 28.He,Y.,Lu,H.,Siddiqui,P.,Zhou,Y.,&Jiang ,S.Receptor‑binding  domain 

of  severe  acute  respiratory  syndrome  coronavirus  spike  protein  contains 

multiple  conformation‑dependent  epitopes  that  induce  highly  potent 

ne utra lizing  a n ti bod ies .J  Imm unol .1 74 ,4 90 8‑4 91 5 .d oi :1 0 .404 9/

jimmunol.174.8.4908.(2005) .

[0430] 29 .Yang ,J .,et  al .A  vaccine  targeting  the  RBD  of  the  S  protein  of 

SARS‑CoV‑2  induces  protective  immunity.Nature.586,572‑577.doi:10.1038/s41586‑

020‑2599‑8.(2020) .

[0431] 30.Du,L.,et  al.Recombinant  receptor‑binding  domain  of  SARS‑CoV  spike 

protein  expressed  in  mammalian ,insect  and  E .coli  cells  elicits  potent 

neutralizing  antibody  and  protective  immunity .Virology .393 ,144‑150 .doi:

10.1016/j.virol.2009.07.018.(2009) .

[0432] 31 .McLellan ,J .S .,et  al .Structure‑based  design  of  a  fusion 

glycoprotein  vaccine  for  respiratory  syncytial  virus.Science.342,592‑598.doi:

10.1126/science.1243283.(2013) .

[0433] 32 .Sesterhenn ,F .,et  al .De  novo  protein  design  enables  the  precise 

induction  of  RSV‑neutralizing  antibodies.Science.doi:10.1126/science.aay5051.

(2020) .

[0434] 33 .Kratzer ,B .,et  al .Immunological  imprint  of  COVID‑19  on  human 

peripheral  blood  leukocyte  populations.Allergy.doi:10.1111/all.14647.(2020) .

[0435] 34 .Sonnweber ,T .,et  al .Cardiopulmonary  recovery  after  COVID‑19‑an 

observational  prospective  multi‑center  trial.Eur  Respir  J.2020；2003481.doi:

10.1183/13993003.03481‑2020.(2020) .

[0436] 35.Niespodziana ,K.,et  al.A  hypoallergenic  cat  vaccine  based  on  Fel  d 

1‑derived  peptides  fused  to  hepatitis  B  PreS.J  Allergy  Clin  Immunol.127,1562‑

70.doi:10.1016/j.jaci.2011.02.004.(2011) .

[0437] 36 .Gattinger ,P .,et  al .Recombinant  glycoproteins  resembling 

c a r b o h y d r a t e ‑ s p e c i f i c  I g E  e p i t o p e s  f r o m  p l a n t s ,v e n o m s  a n d 

mites.EBioMedicine.39,33‑43.doi:10.1016/j.ebiom.2018.12.002.(2019) .

[0438] 37 .Gallerano ,D .,et  al .HIV  microarray  for  the  mapping  and 

characterization  of  HIV‑specific  antibody  responses .Lab  Chip .15 ,1574‑

1589.doi:10.1039/c4lc01510j.(2015) .

[0439] 38.Borochova.K.,et  al.Features  of  the  human  antibody  response  against 

the  respiratory  syncytial  virus  surface  glycoprotein  G.Vaccines(Basel) .doi:

10.3390/vaccines8020337.(2020) .

[0440] 39.Koblischke,M.,et  al.Dynamics  of  CD4  T  cell  and  antibody  responses 

说　明　书 44/54 页

48

CN 117320745 A

48



in  COVID‑19patients  with  different  disease  severity.Front  Med(Lausanne) .doi:

10.3389/fmed.2020.592629.(2020) .

[0441] 实施例6：含有VLP的SARS‑CoV‑2RBD构建体

[0442] 方法

[0443] 对于构建体FLAG::RBD::GPI(氨基酸序列和DNA序列见图9)，将后接3×FLAG标签

和GGGGS(SEQ  ID  NO:31)连接体的胰蛋白酶原前体先导(参考文献40)与来自S糖蛋白的RBD

序列(取自S蛋白，严重急性呼吸综合征冠状病毒2分离物WIV05，全基因组，GenBank:

MN996529.1，蛋白质ID:GenBank:QHR63270.2，来自QHR63270.2的氨基酸318‑571，计数不包

含S蛋白的先导)融合，并在C端与最小CD16b  GPI锚定物受体序列融合(取自GenBank:

X07934.1，来自GenBank:X07934.1的氨基酸193‑233)(参考文献41；42)。

[0444] 用磷酸钙沉淀法通过瞬时转染HEK293T细胞来证实表达。简单来说，1×106
个

HEK293T细胞在转染前24小时被接种于内有10ml  IMDM+10％FBS+庆大霉素(15mg/L)的培养

皿中(直径10cm，Sarstedt)。转染前2小时，用8ml新鲜IMDM+10％FBS+庆大霉素(15mg/L)替

换培养基。转染时，将30μgpEAK12::FLAG::RBD::GPI构建体以900μl  ddH2O稀释，并与100μ
l2 .5M  CaCl2溶液混合。随后，将1ml  2×HBS(HEPES缓冲盐溶液、140mM  NaCl、1 .5mM 

Na2HPO4、50mM  HEPES)缓冲液pH  7.0逐滴加入DNA溶液中，孵育1分钟，然后逐滴加入至细胞。

由此，每个培养皿总共加入2ml转染混合液。转染后18小时，用10ml新鲜IMDM+10％FBS+庆大

霉素替换培养基，并孵育细胞额外24小时。总共转染后48小时，收集细胞用于流式细胞分

析。为此目的，用PBS(不含Ca2+和Mg2+)将细胞从盘上冲洗下来，并用PBS洗涤2次。每个染色

的5×105
个细胞移液至4 .5ml聚苯乙烯FACS管(BD)中，并首先在室温下用0 .1μl  Aqua 

Zombie(Biolegend)孵育10分钟。之后，用4.5ml  FACS缓冲液(PBS+0.5％BSA+0.05％NaN3)

洗涤细胞，500g  4℃下离心5分钟，并丢弃上清。向每个染色中加入20微升在FACS缓冲液中

的1:100稀释的COVID‑19康复患者或健康对照个体的血清，在冰上孵育30分钟，再次用

4 .5ml如上所述的FACS缓冲液洗涤。作为二抗，20μl  1:100稀释的山羊抗人IgG( γ 链特异

性)‑APC偶联Fab(Jackson  Immunoresearch  Laboratories,West  Grove,PA,美国)在冰上

孵育30分钟，并之后再次洗涤细胞。随后，在配备有DIVA软件包(BD)的FACS  Fortessa流式

细胞仪(BD)上获得至少1×104个活细胞(Aqua  zombie阴性单细胞)，并使用FlowJo软件进

行分析。

[0445] 构建体pMD .OGP的产生由Ory等人先前描述 (参考文献46)。简单来说，对于

p M D .g a g p  o l，用 p C R I P e n v ‑ (参 考 文 献 4 7 ) 使 用以 下 引 物 对 进 行 P C R：5 '‑

CGGAATTCATGGGCCAGACT  GTTACC‑3'(SEQ  ID  NO:49)和5'‑AGCAACTGGCGATAGTGG‑3'(SEQ  ID 

NO:50)，5'‑C  GGAATTCTTAGGGGGCCTCGCGG‑3'(SEQ  ID  NO:51)和5'‑ACTACATGCTGAACCGGG‑

3 '(SEQ  ID  NO:52)。PCR产物分别用EcoRI和XhoI以及用EcoRI和HindIII酶切，以产生

0.94kb的EcoRI‑XhoI和0.94kb的HindIII‑EcoRI片段。这些片段与来自pCRIPenv的3.3kb 

XhoI‑HindIII片段以及与用EcoRI和小牛肠道磷酸酶线性化处理的pUC19连接，以产生pU 

C19.gagpol。来自pUC19.gagpol的5.2kb  EcoRI片段被克隆到pMD中的EcoRI克隆位点中，以

产生pMD.gagpol。pMD由来自pBC12/CMV/白细胞介素2的3.1kb  EcoRI‑BamHI片段构建，该片

段包括pXF3骨架和HCMV增强启动子区域，以及先前描述的来自pUCMd ,Bs(R)S的1 .34kb 

BamHI  XbaI片段。在EcoRI和XbaI延伸物经Klenow处理为平末端后，连接3 .1kb  EcoRI‑
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BamHI和1.34kb  BamHI‑XbaI片段。

[0446] 使用载体pMD‑MLVogp(Harvard  Medical  School,SEQ  ID  NO:29,9633bp)、小鼠白

血病病毒(MLV)逆转录病毒载体的辅助质粒(编码MLV  gag‑pol蛋白聚体，具有人β‑球蛋白

内含子和polyA信号；氨苄西林抗性)。

[0447] 为了产生VNP(病毒样纳米颗粒)，将3×106个HEK‑293T细胞接种在150mm培养皿

上，用30μg  MoMLV原始gag‑pol(OGP)质粒(构建体见图9)和60μgpK12::FLAG::RBD::GPI次
日转染。72小时后收集含有VNP的上清液，过滤(0.45μm,Millipore,Billerica,MA)，通过超

滤浓缩(Centricon  Plus‑70，Merck  Millipore  Ltd .,Tullagreen，爱尔兰)，并然后使用

SW41  Ti转子(1×105g，1小时，Beckman‑Optima  LE‑80K ,Beckman  Instruments ,Palo 

Alto ,CA)超离心进一步浓缩。测定并调整PBS洗涤的VNP制剂的蛋白浓度(Micro  BCA ,

Thermo  Fisher,Waltham,MA)。VNP在4℃下保存至使用(最多4周)而不改变生物活性(参考

文献43)。

[0448] 以10μg纯化的VNP样品每条泳道进行SDS‑PAGE，使用4×SDS‑PAGE上样染料(40％

甘油、200mM  Tris、4％SDS、0.04％溴酚蓝)进行裂解，对于还原条件，添加有300mM  DTT或对

于非还原条件，不添加DTT，在4‑20％聚丙烯酰胺凝胶上溶解。随后，通过半干印迹技术

(Peqlab  Biotechnology,Erlangen,德国)将蛋白转移到PVDF膜上，并用含有0.05％吐温20 

(Biorad  Laboratories,Hercules,CA,美国)和5％脱脂奶粉(Maresi  Austria,Vienna,澳

大利亚)(TBS‑T)的Tris缓冲盐溶液(50mM  Tris、150mM  NaCl)封闭膜，并与COVID‑19康复患

者和健康对照个体的血清(作为一抗)在4℃下孵育过夜。用TBS‑T仔细洗涤5次后，膜用山羊

抗人IgG  HRP偶联的Fab(Jackson  Immunotechnology)在室温下孵育1小时，大量洗涤后，用

基于鲁米诺的指示剂系统(Biorad  Laboratories,Hercules,CA,美国)显示印迹，用化学发

光成像系统LAS‑4000(GE  Healthcare)拍摄。

[0449] 对于来自COVID‑19康复患者和健康对照个体的PBMC增殖，将1×105个PBMC与表达

GPI锚定抗原(FLAG::RBD::GPI来自SARS‑CoV‑2，FLAG::S::GPI来自SARS‑CoV‑2，FLAG::

NC::GPI来自SARS‑CoV‑2)的纯化SARS‑CoV‑2抗原表达VNP(5μg/ml)、空白VNP(5μg/ml)、
FSME抗原(0.15μg/ml)、破伤风类毒素(0.0125IE/ml)、培养基单独或PHA(12.5μg/ml)孵育，

在圆底96孔板(Sarstedt  AG ,Nürmbrecht，德国)内总计200μl  AIMV  medium(Thermo 

Fisher)加2％人血清(Octapharma ,Vienna，奥地利)每孔。所有条件设置为三重复并孵育

144小时，之后进行18小时的甲基‑[3H]‑胸腺嘧啶脉冲(1μCi/孔)。在这段孵育时间后，在

Betaplate计数器(Perkin  Elmer,Waltham,MA)上定量T细胞增殖。

[0450] 结果：

[0451] 作为第一步，证实了SARS  CoV‑2RBD构建体(FLAG::RBD::GPI)在HEK293T  VNP生产

细胞中表达良好。对于这一结果，使用磷酸钙沉淀法(参考文献44)用pEAK12  SARS  CoV‑

2RBD瞬时转染HEK293T细胞并在72h后通过两种不同的方法验证RBD表达。首先通过与抗

FLAG标签抗体的反应性，其次，与COVID‑19康复受试者血清的反应性。图5显示了确实很大

比例的SARS  CoV‑2RBD  HEK293T细胞被抗FLAG标签抗体染色阳性(实线；91.7％阳性)，该抗

体定向针对于N端三重FLAG标签序列(参考文献45)。虚线代表表示细胞背景荧光的未染色

HEK293T细胞获得的荧光。明确的抗FLAG抗体反应性已经表明，正如预期的那样，FLAG::

RBD::GPI融合蛋白是在很大比例的转染物的细胞表面表达。类似的，1:100稀释的COVID‑19
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康复患者血清在用山羊抗人IgG( γ 链特异性)‑APC偶联Fab反染色时，阳性染色了大量的转

染物，表明了免疫反应性，并从而通过FLAG::RBD::GPI融合蛋白的细胞表面表达显示出RBD

结构域的正确折叠。与此形成鲜明对比的是，1:100稀释的从未感染过患有COVID‑19的受试

者的血清不与FLAG::RBD::GPI转染物反应，即用该血清染色的细胞与未染色细胞相当，清

楚地表明了COVID‑19康复血清染色模式的特异性。

[0452] 在下一步中，在用FLAG::RBD::GPI转染的HEK293T细胞中诱导VNP出芽以研究VNP

是否会被FLAG::RBD::GPI融合蛋白有效修饰。对于这一结果，用编码Moloney核心蛋白的

MoMLV  gag‑pol瞬时转染HEK293T细胞，并平行共表达FLAG::RBD::GPI。3天后，将分泌到这

些HEK293T细胞上清液中的VNP分离出来，并通过SDS‑PAGE分析免疫反应性、正确折叠的RBD

蛋白的存在，然后用来自COVID‑19康复和健康对照受试者的血清在非还原(图6)和还原(图

7)条件下进行Westernblotting。同时，对表达FLAG::S::GPI、FLAG::NC::GPI、Art  v  1::

GOI、FLAG::Art  v  1::GPI、空白VNP或纯化重组RBD‑His蛋白的VNP进行分析。在图6中，发现

在COVID‑19康复受试者的血清中可以清楚地检测到40kDa和95kDa条带的FLAG::RBD::GPI，

而在健康对照受试者的血清中则没有条带。有趣的是，当在二硫苏糖醇(DTT)存在的还原条

件下分离VNP裂解液时，康复血清的RBD反应性消失(图7)。这些结果突出如下内容。首先，

FLAG::RBD::GPI可以成功修饰MoMLV衍生的VNP。第二，FLAG::RBD::GPI融合蛋白以免疫反

应形式存在于VNP表面，其被COVID‑19康复患者的多克隆血清识别。第三，使用DTT还原

FLAG::RBD::GPI融合蛋白中的二硫键改变了FLAG::RBD::GPI的构象，使其不再被COVID‑19

康复受试者的血清识别。第四，即使FLAG::RBD::GPI在VNP上以正确构象表达(非还原状

态)，其也不会被健康对照受试者的血清识别。第五，康复血清的免疫反应性特异于它只识

别表达FLAG::RBD::GPI融合蛋白的VNP，而不识别表面修饰有其它不相关蛋白的VNP，如

FLAG::Art  v  1::GPI，或保持未修饰的VNP。

[0453] 图8显示VNP携带的FLAG::RBD::GPI也能被COVID‑19康复受试者的T淋巴细胞识

别，但不能被健康对照受试者的T细胞识别。在本T细胞激活试验中，将来自COVID‑19康复患

者和健康对照受试者的T细胞与5μg用指明融合蛋白进行修饰的或放弃不修饰的VNP共孵育

6天。培养6天后，用甲基‑
3H‑胸腺嘧啶脉冲T细胞过夜，并在第二天收获T细胞，将甲基‑

3H‑胸

腺嘧啶掺入它们新合成DNA中的程度(放射性)取作细胞增殖的衡量标准。图8显示了FLAG::

RBD::GPI修饰的VNP显著刺激了康复而非健康对照受试者的T细胞增殖。刺激指数范围2.5

～24.6。PHA被用作阳性对照，产生340.3倍的刺激指数。诚然，PHA诱导的多克隆T细胞活化

程度显著更明显。然而，用FLAG::RBD::GPI修饰的VNP刺激T细胞的平均刺激指数为12.7±

18.0。S蛋白修饰的VNP与NC蛋白修饰的颗粒结果相似(刺激指数为7.2±7.2倍和5.8±3.7

倍)。这些结果表明，FLAG::RBD::GPI融合蛋白也可以被抗原呈递细胞吸收，并以免疫原性

的形式呈递到T细胞，其继而导致它们显著活化。虽然来自外源蛋白的免疫原性肽对T细胞

的刺激肯定不是构象依赖性的，但实验证明了在VNP上的存在对COVID‑19康复而非健康对

照个体的T细胞免疫反应的蛋白，并因此表达系统在T细胞水平上特异。

[0454] 实施例6参考文献
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plus  costimulatory  molecules .Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A  103:13144‑13149.doi:

10.1073/pnas.0602283103.(2006)
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[0463] 实施例7：重组SARS‑CoV‑2亚单位疫苗的特性

[0464] 如上所述制备由两个RBD结构域(一个与人乙型肝炎病毒(HBV)衍生的PreS的N‑端

融合，另一个与人乙型肝炎病毒(HBV)衍生的PreS的C‑端融合)组成的融合蛋白(PreS‑RBD)

(SEQ  ID  NO:14，包括His标签；SEQ  ID  NO:100不含His标签)，(图10a)。对编码PreS‑RBD的

合成基因以及编码单独RBD(SEQ  ID  NO:1)(作为对照目的)进行密码子优化以用于在大肠

杆菌或在人细胞系中表达。此外，由两个连接的RBD(RBD二聚体，SEQ  ID  NO:15)或三个连接

的RBD(RBD三聚体，SEQ  ID  NO:16)组成的RBD融合蛋白以及由两个RBD结构域(一个融合到

SARS‑CoV‑2核衣壳蛋白N‑端，一个融合到SARS‑CoV‑2核衣壳蛋白C‑端(N‑RBD,SEQ  ID  NO:

99))组成融合蛋白被设计于HEK细胞中表达。N‑RBD融合蛋白设计为将两个RBD(连接SARS‑

CoV‑2核衣壳蛋白的N‑端和C‑端(SARS‑CoV‑2Genbank收录号:QHD43416.1))的融合(aa330‑

aa522，SARS‑CoV‑2Genbank收录号：QHD43416.1)。合成DNA分子进行密码子优化以用于在

HEK细胞中表达，并含有编码N端IL‑2信号肽(MYRMQLLSCIALSLALVTNS,SEQ  ID  NO:101)的5’

DNA和编码C端六聚组氨酸标签的3’DNA。通过镍亲和层析、通过在重组蛋白上添加六聚组氨

酸标签纯化表达的蛋白。可以理解的是，所描述的每一种疫苗抗原也可以无His标签的制

备。在还原和非还原条件下，大肠杆菌表达的PreS‑RBD在SDS‑PAGE中迁移至约60kDa处，而
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HEK细胞表达的融合蛋白迁移至70kDa处(图10b)。HEK细胞表达的PreS‑RBD对比大肠杆菌表

达的PreS‑RBD分子量更高，其与前者蛋白中六个N‑糖基化位点的存在是一致的。同样的，与

大肠杆菌表达的RBD(即32kDa)相比，含有两个N‑糖基化位点的HEK细胞表达的RBD具有更高

的分子量(即35kDa)。大肠杆菌表达的RBD在还原和非还原条件下也显示出额外的条带(图

10b)，其被抗His抗体染色并因此不代表杂质(数据未显示)。

[0465] 如图10c所示，利用远紫外圆二色光谱(CD)对重组RBD蛋白折叠和二级结构的存在

进行分析。在HEK细胞中表达的RBD在207nm处显示最低值，其与报道的类似于主要β‑折叠结

构的功能性RBD44的表达的先前研究一致。HEK细胞表达的PreS‑RBD在209nm处显示最低值，

其也表明存在大量的β‑折叠二级结构(图10c)。大肠杆菌表达的RBD和PreS‑RBD显示出椭圆

率的大幅降低且相应最小值的大幅降低表明了蛋白质中存在高比例的未折叠结构(图

10c)。

[0466] 在下一组实验中，对重组RBD和PreS‑RBD蛋白与一组特异于PreS、RBD和His标签的

抗体探针的反应性进行了表征(图10d‑g)。图10d显示了大肠杆菌和HEK细胞表达的RBD和

PreS‑RBD与不同稀释度的抗His抗体发生反应(HEK细胞表达的PreS‑RBD和RBD>大肠杆菌表

达的PreS‑RBD和RBD)。当省略一抗抗His抗体时，未观察到反应(图10d)。HEK细胞>大肠杆菌

表达的PreS‑RBD与针对PreS肽和针对大肠杆菌表达的PreS产生的抗血清发生反应，而重组

RBD蛋白则没有反应(图10e、f)。当省略一抗抗PreS抗体时，未观察到反应(图10e、f)。接下

来，对SARS‑CoV‑2大流行前获得的受试者血清(即历史对照血清)和COVID‑19康复患者获得

的血清检测IgG与大肠杆菌和HEK细胞表达的RBD和PreS‑RBD蛋白的反应性。历史对照血清

对折叠RBD和PreS‑RBD不表现IgG反应性，而少数血清(即P003、P004、P010)对未折叠RBD和

PreS‑RBD表现出低反应性(图10g，左)。相反，COVID‑19康复患者的血清对HEK细胞表达的

PreS‑RBD>RBD表现显著的IgG反应性，而对大肠杆菌表达蛋白无相关反应性(图10g，右)。只

有少数血清(即B013、I002)对未折叠的细菌性表达蛋白表现出非常弱的反应性。当省略患

者血清时，未观察到反应性(图10g)。

[0467] 诱导RBD特异性抗体应答

[0468] 通过免疫兔来研究折叠PreS‑RBD、RBD、RBD二聚体、RBD三聚体或N‑RBD诱导抗体应

答的能力，其允许研究在远缘杂交动物中诱导免疫应答的均一性，并从而识别不良应答或

无应答。远缘杂交动物的选择很重要，因为发现大约20％的SARS‑CoV‑2感染受试者不携带

RBD特异性抗体，因此代表“RBD无应答者”。在三周间隔内以20、40或80μg明矾吸附的RBD或

含有等摩尔量RBD的两剂明矾吸附的PreS‑RBD、RBD二聚体、RBD三聚体或N‑RBD对每组3只兔

免疫3次。图11显示通过ELISA测定的三种不同稀释度的兔血清的RBD特异性IgG水平。即使

在第42天，6只RBD单免疫动物中的3只兔(兔#3、兔#5、兔#6)在1:1000稀释度下无应答和低

应答(OD值<0.5)。根据相同定义，6只RBD二聚体免疫动物中的2只兔(兔#11、兔#14)为无应

答，且6只RBD三聚体免疫动物中的2只兔(兔#21、兔#24)为无应答。相反，6只用20或40μg 
PreS‑RBD免疫的兔中的每一只在第35天就已经发展出强大且均一的RBD特异性IgG水平(在

1:1000血清稀释度中OD值>或＝0.5)(增加至第42天)。用20μg和80μgN‑RBD免疫导致了在第

35天时83.3％的免疫动物的强大RBD特异性IgG水平，在第43天时增加至100％(在1:1000血

清稀释度下OD值>或＝0.5)(图11)。

[0469] 用折叠而非未折叠的PreS‑RBD免疫诱导无COVID‑19史受试者血清中与SARS‑CoV‑
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2变体交叉反应的抗体

[0470] 首次用未折叠的大肠杆菌表达的PreS‑RBD对无SARS‑CoV‑2史人类受试者进行免

疫(图12)。总共施用三次皮下注射，间隔约4周。图13a显示，用未折叠PreS‑RBD免疫不会诱

导对折叠的HEK细胞表达的RBD的IgG应答。该结果与在兔中获得的数据一致，其中大肠杆菌

表达的PreS‑RBD未能诱导对折叠RBD的IgG应答。这些结果和仅折叠RBD在兔中诱导针对折

叠RBD的IgG抗体的发现，其在体外强效中和了SARS‑CoV‑2感染并阻止RBD与ACE2结合，导致

构建了重组PreS‑RBD，其一级序列与大肠杆菌表达的版本完全相同，但由于在HEK细胞中表

达而获得了折叠蛋白(图10)。随后，将用折叠的、HEK细胞表达的PreS‑RBD免疫的人类受试

者加入受试者中，并如第二次注射一周后(即第14次就诊)时所确定的，诱导了针对折叠RBD

的强效IgG应答(图12、图13a)。此外，由基于武汉Hu‑1序列的折叠PreS‑RBD诱导的RBD特异

性抗体诱导的IgG抗体与SARS‑CoV‑2变体(武汉、K417N、E484K、α、β、δ、奥密克戎)产生同等

交叉反应(图13a、b、图15)。值得注意的是，通过用折叠的HEK细胞表达的武汉PreS‑RBD蛋白

免疫诱导的兔抗体与SARS‑CoV变体δ和奥密克戎发生交叉反应(图15)。

[0471] 由于志愿者之前接种过含有 Pre S的草花粉过敏疫苗 BM325 (即 VVX001)

(ClinicalTrials.gov识别号：NCT03625934)，早在第1次就诊时就检测到PreS特异性IgG应

答，其在用大肠杆菌表达的PreS‑RBD免疫期间进一步增加，甚至在用折叠的HEK细胞表达的

PreS‑RBD免疫后更多(图13c)。进一步分析表明，IgG同型在免疫受体中主导了RBD特异性抗体

应答，并伴有低IgM应答和在免疫开始后不久达到峰值的IgA应答(数据未显示)。受试者的

PreS特异性抗体应答由IgG抗体、一些IgM应答(但没有相关的IgA应答)主导(数据未显示)。

[0472] 用折叠PreS‑RBD免疫诱导的抗体与HBV基因型A‑H的NTCP结合位点反应

[0473] PreS蛋白在其N端含有HBV与其肝细胞上受体NTCP的结合位点，因此是预防性和治

疗性HBV疫苗的候选疫苗抗原。由于先前接种过BM325(BM32的一种成分)，受试者具有PreS

衍生肽特异性IgG抗体，特别是对于含有HBV的NTCP结合位点的PreS  P2并针对包括对HBV基

因型A‑H的感染性至关重要的氨基酸序列(PreS  aa13‑aa51)的肽。在最后一次接种大肠杆

菌表达的PreS‑RBD(即第7次就诊)后的大约半年，测定接种三剂未折叠的大肠杆菌表达的

PreS‑RBD在第9次就诊时增加的PreS肽特异性IgG应答(图12)。在第三次注射后大约4周，在

第20次就诊时测定施用三剂折叠的HEK细胞表达的PreS‑RBD强烈增加的跨越PreS的肽的

IgG水平，特别是含有NTCP结合位点的N端肽和代表来自所有8种HBV基因型的NTCP结合位点

的肽(图12)。

[0474] 用折叠PreS‑RBD免疫诱导早期RBD特异性IgG1应答，随后是延迟但持续的IgG4应答

[0475] 先前发现用含有PreS的草花粉过敏疫苗BM32免疫诱导了双期过敏原和PreS特异

性IgG反应，其由早期IgG1，随后是延迟但持续的IgG4亚类应答组成。该延迟且持续的IgG4应

答被认为是过敏原特异性免疫治疗的长期保护作用的原因，即使在停止接种疫苗后，这种

长期保护作用仍可持续数年。

[0476] 图13d显示用折叠的HEK细胞表达的PreS‑RBD免疫后受试者体内RBD特异性IgG亚

类应答的发展。在第二次疫苗接种后的第14次就诊中，已经观察到对折叠RBD的强效IgG1亚

类应答，而折叠RBD特异性IgG4抗体仅在随后(即在第三次疫苗接种后)增加。RBD特异性IgG2
水平低，未发现RBD特异性IgG3应答(图13d)。同时，在完全接种欧洲注册的SARS‑CoV‑2疫苗

(即杨森COVID‑19疫苗、强生、Vaxzevria、阿斯利康、Comirnaty、BionTech/Pfizer)大约4周
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后，分析随机招募的健康受试者中的S和RBD特异性IgG应答(图14)。随机招募的9名健康接

种受试者中有4名(即A287、A292、A077、C019)仅产生低S特异性IgG应答，且几乎没有RBD特

异性IgG应答。S1特异性抗体水平的定量证实了这些结果，显示它们的S1特异性抗体水平低

于200BAU/ml(表5，见图14)，低于大多数(即十分之八)COVID‑19康复受试者(图14)。接种注

册疫苗的受试者的RBD特异性IgG亚类应答主要由IgG1亚类应答、少量IgG2、几乎没有IgG4和

无IgG3组成(图13d)。

[0477] PreS‑RBD免疫受试者的血清、泪液和鼻分泌物中的抗体仅识别RBD构象表位

[0478] 在整个用折叠和未折叠PreS‑RBD(V1‑V20)免疫期间，使用固相芯片对免疫受试者

中的SARS‑CoV‑2特异性抗体应答进行详细分析，该固相芯片含有大量微阵列SARS‑CoV‑2蛋

白以及跨越S蛋白的肽的组。用未折叠大肠杆菌表达的PreS‑RBD免疫仅诱导针对免疫原(即

未折叠大肠杆菌表达的PreS‑RBD)的抗体，而没有SARS‑CoV‑2特异性IgG、IgA或IgM抗体应

答。用折叠的HEK细胞表达的PreS‑RBD免疫诱导了针对折叠RBD和针对含有折叠RBD的蛋白

(即昆虫细胞表达的S和S1、HEK细胞表达的S1)的强效而持续的IgG应答，而未检测到对连续

RBD衍生肽表位的IgG应答。RBD特异性IgG应答伴随着初始强效但短暂的折叠RBD特异性IgA

应答。在整个免疫期间未发现相关的SARS‑CoV‑2特异性IgM应答。用折叠PreS‑RBD免疫增强

了对未折叠PreS‑RBD的IgG应答，其归因于PreS特异性IgG抗体引起的。值得注意的是，在整

个免疫和观察期间，没有观察到对核衣壳蛋白(NP)或缺乏RBD的S2特异性的抗体。发现在第

15次和第18次就诊时获得的鼻腔分泌物和泪液中，也存在高水平的特异于折叠RBD的IgG抗

体，以及更低水平的针对大肠杆菌表达的未折叠PreS‑RBD的IgG抗体。在这些时间点，还可

以检测到中等水平的特异于折叠RBD的IgA抗体，而未发现SARS‑CoV‑2特异性IgM抗体。

[0479] 用折叠PreS‑RBD免疫受试者诱导的抗体抑制RBD与ACE2结合并中和SARS‑CoV‑2

[0480] 图14提供了免疫受试者体内S1特异性IgG抗体、抑制RBD与ACE2结合的抗体和病毒

中和抗体的发展的概述。在完全接种注册的COVID‑19基因疫苗后大约4周(中位＝27天)后，

从9名健康受试者获得的血清和在SARS‑CoV‑2感染后约8周从10名COVID‑19康复患者获得

的血清被包括在试验中用于比较。用未折叠大肠杆菌表达的PreS‑RBD免疫既不诱导S1特异

性IgG抗体，也不诱导抑制RBD与ACE相互作用的抗体且也没有检测到病毒中和抗体(图14，

第1‑9次就诊)。在第19次和第20次就诊时(即第三次免疫后3周和4周)，经PreS‑RBD免疫的

受试者的S1特异性IgG抗体水平超过2700BAU/ml，高于接种注册疫苗的受试者(即91 .0‑

2853.8BAU/ml；中位数：838.2BAU/ml)和COVID‑19康复受试者(即111.1‑2963.8BAU/ml；中

位数：763.9BAU/ml)的S1特异性IgG抗体中位数。在第20次就诊时从免疫受试者获得的血清

抑制100ng和50ng  RBD与ACE2的结合超过98％，而从接种注册基因疫苗的受试者血清获得

的中位抑制率(100ng  RBD：抑制‑8.6‑98.3％，中位抑制率：16.0％；50ng  RBD：抑制‑14.4‑

99 .4％，中位抑制率：52 .8％)和COVID‑19康复患者血清的中位抑制率更低。在使用

600TCID50真实的SARS‑CoV‑2(BetaCoV/Munich/BavPat1/2020分离株)的病毒中和试验中，

PreS‑RBD免疫受试者在第19次和第20次就诊时的VNT50滴度(表明两天后ELISA检测的受感

染Vero细胞的抗SARS‑CoV‑2NP染色降低50％的血清稀释)分别为267和209，高于接种注册

疫苗受试者发现的中位VNT50滴度(即12‑839；中位数：90)。这些结果与使用50‑100TCID50 

SARS‑CoV‑2进行病毒中和试验获得的数据一致，其将VNT表达为针对病毒诱导的细胞病变

效应的100％保护所需的相互血清稀释。在该实验中，PreS‑RBD免疫的受试者在第19次和第
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20次就诊时获得的VNT分别为160和120，因此也高于在接种注册疫苗受试者中确定的中位

VNT(10‑320；中位数：60)。

[0481] 作为重组PreS‑RBD融合蛋白的示例，本发明所述的其它亚单位疫苗也可以通过在

哺乳动物细胞，如HEK细胞，中表达而大量和高纯度地生产，这一过程在全球范围内不仅对

于疫苗而且对于疫苗和生物制品的生产都已建立的过程。可以说明的是，免疫原/抗原作为

结构折叠的蛋白是有益的，因为用未折叠PreS‑RBD免疫不能诱导抑制RBD‑ACE2相互作用和

实现病毒中和所必需的RBD特异性抗体。可以表明的是，PreS‑RBD结构折叠的测定可以通过

使用生物物理学方法(如蛋白质的圆二色性(CD)光谱分析和/或通过展示重组抗原与来自

COVID‑19康复患者的IgG抗体的反应性(其特异地与折叠PreS‑RBD反应，而不与未折叠大肠

杆菌表达的PreS‑RBD反应(图10c、g))进行。

[0482] PreS‑RBD是一种重组蛋白，因此可以进行精确的剂量‑发现研究，以确定用于疫苗

接种的最佳免疫原量，这对于基因疫苗是不可能的。重组PreS‑RBD是通过吸附在氢氧化铝

上制成的，氢氧化铝是一种几十年来安全用于多种疫苗的佐剂。在目前的中试稳定性研究

中，发现大约90％的PreS‑RBD与氢氧化铝结合，因此注射的抗原在很大程度上保留在注射

部位(Gattinger和Valenta，未发表)。氢氧化铝配制的PreS‑RBD在+4℃下可保持数月稳定，

并且在更高温度下储存似乎不影响疫苗的稳定性和免疫原性，这是疫苗在全球分销和使用

的优势，特别是在资源匮乏的国家(数据未显示)。

[0483] 本研究表明，施用两至三剂40微克摩尔当量的折叠PreS‑RBD诱导RBD特异性抗体

应答的强烈诱导，同时伴有特异性T细胞应答和B记忆/浆细胞应答的诱导。在本发明免疫受

试者中获得的结果表明，RBD特异性抗体应答主要由IgG应答组成，其由早期IgG1和延迟的

IgG4应答组成，到目前为止，在COVID‑19基因疫苗中未观察到后者(图13d)。RBD特异性的双

相诱导(即早期IgG1和延迟、持续的IgG4)与BM32的诱导非常相似，BM32是一种包含重组融合

蛋白的治疗性草花粉过敏疫苗，该重组融合蛋白由PreS和过敏原肽组成(Eckl‑Dorna,J.等

人，EBioMedicine.2019.50,421‑432)。在几项临床研究中，BM32已被安全地用于治疗草花

粉引起的过敏(ClinicalTrials.gov识别号：NCT02643641)，并且已经表明BM32诱导的PreS

特异性抗体在体外对HBV感染具有保护作用，因为它们直接针对PreS的N端部分，该部分含

有人肝细胞上NTCP受体的HBV结合位点(Cornelius ,C.等人，EBioMedicine.2016.11 ,58‑

67；Tulaeva,I.等人，EBioMedicine.2020.59,102953)。事实上，显示用BM325(即VVX001)免

疫慢性HBV感染患者在体内诱导了HBV中和抗体( )43。此外，PreS‑RBD不仅诱导RBD特异性

IgG抗体，而且还诱导与HBV基因型A‑H的NTCP结合位点反应的PreS特异性抗体，因此也可以

对HBV感染具有保护作用(图13c)。然而，示例性PreS‑RBD融合蛋白的制备不仅旨在诱导

SARS‑CoV‑2和HBV中和性抗体，而且还使用PreS作为载体蛋白来增强RBD的免疫原性。在先

前的一项研究中发现约有20％SARS‑CoV‑2感染患者不产生RBD特异性IgG抗体(Gattinger,

P.等人，Allergy.2021.76,878‑883)。RBD特异性抗体有助于诱导对SARS‑CoV‑2的消除性免

疫，因为这些抗体防止病毒与人类细胞上的ACE2受体结合，因此对病毒中和至关重要

(Gattinger,P.等人，Allergy.2021.76,878‑883)。因此，假设单独用RBD免疫将最终不足以

在远缘杂交群体中诱导均一且强效的RBD特异性抗体。事实上，用RBD、RBD二聚体、RBD三聚

体和PreS‑RBD或N‑RBD融合蛋白免疫远缘杂交兔的结果支持了这一假设。这项研究发现，用

20或40μg  RBD、RBD二聚体或RBD三聚体免疫后，约有20‑30％的兔未能产生强效RBD特异性
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抗体，而用20或40μg  PreS‑RBD免疫的所有兔均产生了均一且强效的RBD特异性抗体，这在

用20或80μg  N‑RBD免疫后也可以观察到。这一结果可以通过将免疫原性较低的组分(即半

抗原)共价偶联或融合到蛋白质载体的半抗原载体原理来解释，其可以增强半抗原的免疫

原性(Paul,w.e.等，J  Exp  Med.1970.132,283‑299)。该原理被广泛应用于构建基于过敏原

衍生肽与PreS融合的过敏原衍生肽的过敏疫苗，以增强过敏原肽的免疫原性(Valenta ,R.

等人，Immunol  Lett.2017.189,19‑26)。因此，本研究的结果与先前在AIT进行的工作一致。

[0484] 在患有PreS  RBD的人类受试者中诱导的RBD特异性IgG抗体与RBD突变体和变体发

生交叉反应，甚至包括高度突变的VOC奥密克戎(图13b)，表明基于PreS‑RBD的疫苗具有交

叉保护，甚至抵抗强烈突变的VOC的潜力。PreS‑RBD含有两个RBD结构域，一个与PreS的N‑端

融合，另一个与PreS的C‑端融合。可以通过将两种最不同和最常见的SARS‑CoV‑2VOC的RBD

包含在PreS‑RBD构建体中来增强交叉保护作用。这将具有的优势是，两种SARS‑CoV‑2VOC的

相关表位可以仅包含在一种抗原中，这将允许以高度有效的方式应对新出现的病毒变体的

挑战。

[0485] 当通过其中位阻断活性测定，在PreS‑RBD免疫的受试者中诱导的RBD特异性抗体

被发现比用目前可获得和注册的COVID‑19疫苗完全接种的受试者和COVID‑19康复患者中

获得的抗体的RBD与ACE2的结合阻断更强(图14)。这些结果是通过使用两种不同的病毒中

和试验测试VNT来证实的，一种测定病毒抗原的产生，第二种测定病毒的细胞病变作用。

[0486] 除了折叠PreS‑RBD诱导抗体阻断RBD‑ACE2结合从而感染宿主细胞外，其它观察结

果还表明，折叠PreS‑RBD具有疫苗特征，可用于诱导针对SARS‑CoV‑2感染的消除性免疫。其

中一项观察结果是，不仅在血清中检测到RBD特异性抗体，而且在粘膜液(即泪液和鼻液)中

也检测到RBD特异性抗体，这些粘膜液来源于病毒最初进入人体并感染宿主细胞以及最初

复制的部位。对于AIT疫苗也获得了类似的发现，事实上，AIT疫苗阻断了过敏原与粘膜部位

过敏效应细胞结合的IgE抗体的对接，从而预防局部过敏性炎症(Reisinger ,J .等人，J 

Allergy  Clin  Immunol .2005 .116 ,347‑354；Shamji ,M .H .等人，J  Allergy  Clin 

Immunol.2019.143,1067‑1076)。

[0487] 另一个发现为PreS‑RBD免疫不仅诱导了第一波短暂的特异性IgG1抗体，而且还诱

导了第二波延迟但持续的特异性IgG4抗体。事实上，从AIT中已知，AIT诱导的过敏原特异性

IgG4抗体在接种疫苗的受试者体内持续存在很长时间，因此被认为有助于AIT的长期保护

作用(即使在停止治疗后)(Larché,M.等人，Nat  Rev  Immunol.2006.6,761‑771；Shamji,

M .H .等人，Allergy .2021 .76 ,3627‑3641)。因此，PreS‑RBD可以具有通过诱导RBD特异性

IgG4抗体的持续产生来诱导针对SARS‑CoV‑2的持久的消除性免疫的潜能，这些抗体实际上

被认为是非炎症中和抗体(van  der  Neut  Kolfschoten,M.等人，Science.2007.317,1554‑

1557)。

[0488] 到目前为止，在每只接种了五剂疫苗的免疫兔中未观察到不良事件。在免疫受试

者中也没有观察到不良副反应。

[0489] 总结而言，本实施例描述了具有诱导针对SARS‑CoV‑2变体的消除性免疫的潜力的

SARS‑CoV‑2亚单位疫苗的体外和体内表征。
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