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一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组

合物、腺相关病毒载体及其药物和应用

(57)摘要

本发明公开了一种编码分泌性野生型GAA蛋

白的核苷酸组合物、腺相关病毒载体及其药物。

该核苷酸包括如SEQ  ID  NO.1和SEQ  ID  NO.2所

示的核苷酸序列。本申请通过以腺相关病毒

(AAV)为载体将目的基因导入细胞内，达到细胞

持续表达并分泌野生型GAA的目的，本申请设计

并制备重组腺相关病毒(rAAV)，通过rAAV一次性

感染患者的骨骼肌细胞，在肌细胞内持续表达并

分泌野生型GAA，达到持续升高体内野生型GAA的

目的，从根本上解决了重组GAA酶替代治疗在血

液中半衰期短和需要终身治疗的缺点。
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1.一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物，其特征在于，包括如SEQ  ID  NO .1

所示表达野生型GAA蛋白的核苷酸序列，以及使GAA具有分泌功能的核苷酸序列。

2.根据权利要求1所述的编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物，其特征在于，所

述使GAA具有分泌功能的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.2所示，能表达使GAA蛋白具有分泌功能

的蛋白。

3.根据权利要求2所述的编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物，其特征在于，所

述SEQ  ID  NO.1与SEQ  ID  NO.2所示的核苷酸序列之间插入有具有切割肽功能的核苷酸序

列。

4.根据权利要求3所述的编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物，其特征在于，所

述具有切割肽功能的核苷酸序列包括编码SQ两个氨基酸的序列。

5.一种表达分泌性野生型GAA蛋白的重组腺相关病毒载体，其特征在于，包括如权利要

求1～4任一项所述的核苷酸组合物。

6.一种药物组合物，其特征在于，包括权利要求1～4任一项所述的核苷酸组合物表达

产生的蛋白，或权利要求5所述的重组腺相关病毒载体，以及其在药学上可接受的载体/辅

助成分。

7.一种表达分泌性野生型GAA蛋白的表达盒，其特征在于，包括如权利要求1～4任一项

所述的可与表达控制元件操作连接的核苷酸组合物。

8.权利要求1～3任一项所述的核苷酸组合物、权利要求5所述的重组腺相关病毒载体

和/或权利要求6所述的药物组合物在制备用于预防和/或治疗GSDⅡ病症的药物中的应用。
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一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物、腺相关病毒

载体及其药物和应用

技术领域

[0001] 本发明属于基因工程技术领域，具体涉及一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷

酸组合物、腺相关病毒载体及其药物和应用。

背景技术

[0002] 糖原累积病Ⅱ型又称Pompe病，由荷兰病理学家Pompe在1932年首次报道，是一种

罕见的常染色体隐性遗传病，是由于酸性α‑葡萄糖苷酶(GAA)基因缺陷所致。GAA是溶酶体

中糖原降解所必需的酶，能够使低聚糖和糖原分解成葡萄糖。该酶活性降低时，糖原不能分

解，导致溶酶体内糖原蓄积引起溶酶体的破裂，溶酶体是分解蛋白质、核酸、多糖等生物大

分子的细胞器，内含许多水解酶，如果溶酶体破裂，释放的水解酶可破坏细胞，导致细胞死

亡，从而引起骨骼肌、心肌、肝脏等组织损伤。临床可表现为肌肉无力、心肌肥大、心功能不

全等症状，严重者可因呼吸循环衰竭而死亡。

[0003] GAA基因定位于17q25.2‑q25.3，全长约28kb，包括20个外显子；其中1号外显子不

参与编码蛋白，cDNA全长约3.6kb，GAA蛋白是由952个氨基酸组成。至今，已经发现了GAA基

因的近300种致病突变，突变位置主要集中在基因的3个功能区域。致病突变主要导致GAA不

同程度的活性丧失，GAA活性越低，发病年龄越早，临床表现越严重。

[0004] 目前，人重组酸性α‑葡萄糖苷酶(rhGAA)替代疗法是能够有效治疗糖原累积症II

型的唯一疗法。赛诺菲公司开发的rhGAA(品牌名：Lumizyme)于2014年8月获FDA批准上市，

该疗法需患者每1周静脉输注一次rhGAA酶(Lumizyme  20mg/kg)。rhGAA虽然疗效显著，但病

人需要终身治疗，并且费用昂贵(50万人民币/年)，绝大多数患者家庭难以承受，而且由于

rhGAA是一种有活性的酶，其保存，运输，以及使用(1mg/kg/hr，一次静脉注射需要20小时)

均有严格要求，且还存在rhGAA对骨骼肌的靶向性较差、机体对外源蛋白质的免疫排斥反应

等缺点而影响疗效。因此，研发一种安全长效、持续稳定的给患者提供有活性的GAA是治疗

GSDⅡ的迫切临床需要。

[0005] 安全高效地将目的基因导入人体靶细胞是成功进行基因治疗的关键之一。经典的

基因导入方式(显微注射、电穿孔、磷酸钙转染等)虽然曾在科研中起了一定的作用，但由于

不能很好地解决转染率、靶向性、安全性等问题而限制了它们的应用。随着病毒学等相关学

科的发展，目前基因治疗已广泛使用各种病毒作载体，腺相关病毒(AAV)载体就是最近二十

年发展起来的一类新型载体。作为病毒载体的重要一员，AAV无明显的细胞毒性效应，并且

不会像其他病毒载体那样引起细胞强烈的免疫反应，因而其在基因治疗中的应用潜力引起

了人们越来越多的兴趣和关注，目前唯一可用于人类的以AAV为载体的人类基因治疗药物

已经开始面世。

[0006] Abigail  Wexner研究所基因治疗中心的首席研究员Jerry  Mendell医学博士在基

因治疗脊髓性肌萎缩症1型(SMA1)(两岁内必须终身使用呼吸机维持生命)症状的第一次临

床试验中，给与带突变的SMA1基因(the  SMNgene)的患儿静脉注射Zolgensma(改良腺相关
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病毒血清型9(AAV9)为载体能够导入人野生型SMN基因功能)传递给患者细胞。研究中几乎

所有接受一次性静脉注射高剂量的患者运动功能快速提高，不用其他药物实现了与儿童运

动发育相关的主要里程碑，包括吞咽、翻滚、独立坐、跑和跳，进一步验证了以AAV作为载体

的人类基因治疗药物是切实可行的。

[0007] 腺相关病毒属于细小病毒科的依赖性病毒属，是最小和最简单的动物病毒，AAV的

基因组结构短小(4.7kb)而且简单，但足以完成其生活周期的全部功能。AAV基因组编码两

大开放阅读框架(open  reading  frames，ORE)rep和cap，它们位于两侧的末端倒转重复序

列(inverted  terminal  repeats，ITRs)之间，包含对目的基因组进行包装、复制、整合及病

毒基因组环化所需的顺式作用元件，并具有增强子和/或较弱的转录启动子功能。AAV的复

制蛋白Rep和衣壳蛋白Cap通常由携带它们基因的包装质粒反式提供。

发明内容

[0008] 针对现有技术中的上述不足，本发明提供一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷

酸组合物、腺相关病毒载体及其药物和重组腺相关病毒构建方法，从根本上解决了重组GAA

酶替代治疗在血液中半衰期短和需要终身治疗的缺点。

[0009] 为实现上述目的，本发明解决其技术问题所采用的技术方案是：

[0010] 一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物，包括如SEQ  ID  NO.1所示的核苷

酸序列。

[0011] 包括如SEQ  ID  NO.1所示表达野生型GAA蛋白的核苷酸序列，以及使GAA具有分泌

功能的核苷酸序列。

[0012] 进一步地，使GAA蛋白具有分泌功能的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.2所示，其能表达

使GAA蛋白具有分泌功能的tPA蛋白。

[0013] 进一步地，SEQ  ID  NO.1与SEQ  ID  NO.2所示的核苷酸序列之间插入有具有切割肽

功能的核苷酸序列。

[0014] 进一步地，具有切割肽功能的氨基酸序列包括编码SQ两个氨基酸的序列。

[0015] 一种表达分泌性野生型GAA蛋白的重组腺相关病毒载体，包括上述核苷酸组合物。

[0016] 上述表达人类分泌性野生型GAA蛋白的重组腺相关病毒载体的构建方法，包括以

下步骤：

[0017] (1)人工合成SEQ  ID  NO：1及SEQ  ID  NO：2所示的核苷酸序列，并将其插入到插入

到pAAV‑CMV‑LacZ.bGH载体中构建得到pAAV‑CMV‑tPA‑GAA载体；

[0018] (2)将步骤(1)构建的pAAV‑CMV‑tPA‑GAA载体与RC  vector  pAAV2/9n(serotype 

9,Addgene  112865)和helper  plasmid  pAdDeltaF6(Addgene  112867)包装载体共转染

293T细胞后进行培养，制得。

[0019] 一种药物组合物，包括上述核苷酸组合物表达产生的蛋白，或重组腺相关病毒载

体，及其在药学上可接受的载体/辅助成分。

[0020] 一种表达分泌性野生型GAA蛋白的表达盒，包括上述可与表达控制元件操作连接

的核苷酸组合物。

[0021] 上述核苷酸组合物、重组腺相关病毒载体和/或药物组合物在制备用于预防和/或

治疗GSDⅡ病症的药物中的应用。
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[0022] 本发明的有益效果：

[0023] 1、本申请通过以腺相关病毒(AAV)为载体将目的基因导入细胞内，达到细胞持续

表达并分泌野生型GAA的目的，本申请设计并制备重组腺相关病毒(rAAV)，通过rAAV感染患

者的骨骼肌细胞，在肌细胞内持续表达并分泌野生型GAA，达到持续升高体内野生型GAA的

目的。

[0024] 2、本申请通过以腺相关病毒(AAV)为载体将目的基因导入细胞内，利用患者自身

的骨骼肌细胞分泌具有正常功能的GAA，避免了静脉注射人重组GAA的较高的技术要求和昂

贵的经济负担。

[0025] 3、由于糖原累积症的主要靶器官是骨骼肌，利用rAAV注射到肌肉中表达正常活性

GAA可以提高肌肉功能，减轻肌肉病症；同时，肌肉持续表达可分泌的野生型GAA可以较长时

间的提供有效的酶到身体的各个器官(一般只需要骨骼肌1次多点注射治疗即可)，从根本

上解决了重组GAA酶替代治疗在血液中半衰期短和需要终身治疗的缺点。

附图说明

[0026] 图1为腺相关病毒(AAV)为载体导入分泌性野生型GAA(tPA‑GAA)基因的过程；

[0027] 图2为载体结构图；其中，A为pAAV‑CMV‑LacZ.bGH载体图谱；B为构建的pAAV‑CMV‑

tPA‑GAA载体结构图谱；

[0028] 图3为Boyden  chamber实验；

[0029] 图4为Dunn  chamber实验；

[0030] 图5为GSDⅡ型动物模型基因治疗实验示意图；

[0031] 图6为GSDⅡ先证者尿中肾上皮细胞；

[0032] 图7为正常人尿中肾上皮细胞；

[0033] 图8为正常人及GSDⅡ先证者尿中肾上皮细胞系糖原染色；

[0034] 图9为正常人及GSDⅡ先证者尿中肾上皮细胞系生长曲线；

[0035] 图10为载体图谱；其中，A为pHBLV‑CMV‑MCS‑3FLAG‑EF1‑ZsGreen‑T2A‑PURO载体图

谱；B为LV‑hGAA载体质粒的结构图谱；

[0036] 图11为制备的慢病毒形成的荧光嗜斑结果图；

[0037] 图12为AAV为载体导入分泌型MG53基因治疗豚鼠进行性肌营养不良结果；

[0038] 图13为慢病毒为载体导入分泌型MG53基因治疗豚鼠外周血MG53蛋白表达；

[0039] 图14为腺病毒(AV)为载体CRISPR/Cas9基因编辑技术基因治疗患进行性肌营养不

良的小鼠的结果。

具体实施方式

[0040] 下面对本发明的具体实施方式进行描述，以便于本技术领域的技术人员理解本发

明，但应该清楚，本发明不限于具体实施方式的范围，对本技术领域的普通技术人员来讲，

只要各种变化在所附的权利要求限定和确定的本发明的精神和范围内，这些变化是显而易

见的，一切利用本发明构思的发明创造均在保护之列。

[0041] 实施例1重组腺相关病毒载体的构建

[0042] 表达人类野生型GAA蛋白(hGAA蛋白)的氨基酸序列的核苷酸序列见SEQ  ID  NO：1，
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表达使人类野生型GAA蛋白具有分泌功能的氨基酸序列(tPA蛋白)的核苷酸序列见SEQ  ID 

NO：2，同时，在tPA蛋白和hGAA蛋白之间添加SQ氨基酸。

[0043] 根据上述氨基酸序列，人工设计能够表达tPA和hGAA蛋白的核苷酸序列，该核苷酸

序列见SEQ  ID  NO：1及SEQ  ID  NO：2。设计好的核苷酸序列由汉恒生物科技(上海)有限公司

合成，将合成的序列插入到pAAV‑CMV‑LacZ.bGH(图2A)载体的5’用NotI和3’用BlpI酶切位

点之间，构建好的载体命名为pAAV‑CMV‑tPA‑GAA，其结构图见图2B。

[0044] 实施例2重组腺相关病毒的制备

[0045] 按照常规方法传代293T细胞至100mm  dish中，传代后观察细胞密度，达到70～

80％的汇合率即可进行转染，使用转染试剂(LipofiterTM转染试剂，购于汉恒生物科技(上

海)有限公司)转染pAAV‑CMV‑tPA‑GAA载体质粒与RC  vector  pAAV2/9n(serotype  9 ,

Addgene  112865)和helper  plasmid  pAdDeltaF6(Addgene  112867)包装载体质粒，脂转

complex为转染试剂使用75μL，pAAV‑CMV‑tPA‑GAA质粒10μg，pAAV‑RC质粒10μg和pHelper质

粒5μg。脂转complex混匀后在室温下温育15min后缓慢滴加至293T细胞中，于37℃、5％CO2
细胞培养箱中培养。每日观察细胞状态。

[0046] 转染后16小时，更换含10％胎牛血清FBS的新鲜完全培养基，转染后48h和72h分别

收集两次病毒上清(48h收集后置换新鲜完全培养基)。在48h收毒时，将100mm  dish中的培

养基倒入50mL离心管中，注意培养皿壁不要接触离心管口，以防出现细菌污染，随后补入

10mL含10％胎牛血清FBS的新鲜完全培养基，平稳置于37℃，5％CO2的恒温培养箱中继续培

养。在72h收毒时，直接将100mm  dish中的培养基倒入50mL离心管中，同样注意培养皿壁不

要接触离心管口，以防出现细菌污染；将50mL离心管中的病毒上清，4℃，2000g，离心10min，

去除细胞碎片；然后收集病毒原液上清置于超速离心管中，4℃，82700g，离心120min，完全

培养基重悬病毒沉淀，最后将超离重悬液分装到灭菌处理的病毒管中，计为重组腺相关病

毒(AAV  tPA/hrGAA，rAAV1)。分装病毒，标记(病毒名称，年‑月‑日)，‑80℃冰箱保存。

[0047] 实施例3重组腺相关病毒(AAV  tPA/hrGAA，rAAV1)的质量检测

[0048] 1、无菌检测

[0049] 检测方法：取10μL病毒加入96孔板的Hela细胞进行验证，培养24h后显微镜镜检：

培养基需澄清透明，细胞间隙无明显颗粒，无任何细菌及真菌污染。

[0050] 2、支原体检测

[0051] 检测方法：取10μL病毒，96℃水浴15min后于超净台中配置PCR反应体系。PCR反应

后电泳确定是否含有支原体污染。PCR胶图应无明显支原体条带。

[0052] 3、滴度检测

[0053] 病毒滴度检测采用稀释计数测定法：

[0054] 滴度单位：TU/mL，指每毫升中含有的具有生物活性的病毒颗粒数。“TU”为

“transducing  units”的缩写，中文为“转导单位”，表示可以感染并进入到靶细胞中的病毒

基因组数。IU/mL，指每毫升中含有的整合活性的病毒颗粒数。“IU”为integration  units的

缩写，中文为整合单位。

[0055] Ⅰ.细胞准备

[0056] 将生长状态良好的293T细胞消化计数后稀释至1×105/mL，加入96孔板，100μL/

孔，为每个病毒准备6个孔。放入37℃，5％CO2培养箱中培养。
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[0057] II.加病毒

[0058] 第二天，准备6个1.5mL  EP管，第一个EP管中加入10μL病毒液，然后做3倍梯度稀

释，共6个稀释度。

[0059] III.追加培养液

[0060] 第三天，有需要加puromycin筛选的孔，先吸去100mL含病毒培养基，加入100μL含

1.5μg/mL  puromycin的10％FBS完全培养基。

[0061] IV.观察结果并计算滴度

[0062] 第五天，使用Prime‑A‑Gene标记试剂盒(Promega，Madison，WI，美国)产生的生物

素标记探针进行Southern印迹法测定病毒原液的滴度。根据NIH发布的《生物危害安全性2

级指南》处理病毒载体库。

[0063] 滴度(TU/mL)＝细胞数×阳性克隆百分比×MOI(1)×病毒稀释倍数×103TU/mL。

[0064] 实施例4  AAV  tPA/hrGAA(rAAV1)基因治疗GSDⅡ型患者细胞后的效果测定

[0065] 1、按照赛贝生物提供的UrinEasy尿液细胞扩增培养试剂盒方法，从正常人和先证

者尿中扩增培养获取大量肾上皮细胞。

[0066] 2、在人类细胞模型上导入分泌性野生型GAA基因治疗的有效性及安全性

[0067] rAAV1感染正常人和先证者的肾上皮细胞，测定培养液野生型GAA的活性，细胞中

糖原含量，观察比较正常人和先证者的肾上皮细胞基因治疗前后形态及功能上的变化。为

明确野生型GAA的具有分泌功能可同时将表达可分泌GAA(tPA‑GAA)的细胞和未表达tPA‑

GAA的细胞共同培养，进行Boyden  chamber实验(见图3)或Dunn  chamber实验(见图4)，检测

未表达tPA‑GAA细胞的生长及功能。

[0068] (1)细胞病毒载体拷贝数的测定

[0069] 使用Wizard基因组DNA纯化试剂盒(Promega，麦迪逊，威斯康星州，美国)提取表达

可分泌GAA(tPA‑GAA)的细胞中DNA。使用SYBR  Green(瑞士巴塞尔的罗氏公司)的引物对50‑

AGTGCCCACACAGAGTGCGACGT‑30和50‑CCTCGTAGCGCCTGTTAGCTG‑30对hGAA进行实时定量PCR

检测。使用AAV  tPA/hrGAA质粒DNA形成计算病毒载体拷贝数的曲线。

[0070] (2)细胞生长情况：观察正常人和先证者表达和未表达tPA‑GAA的肾上皮细胞的生

长情况，显微镜下拍照，使用Accutase消化需要细胞5min后终止，200g离心5min后弃上清

液，使用原培养液重悬细胞，显微镜下计数。

[0071] (3)GAA活性测定：测定正常人和先证者表达和未表达tPA‑GAA的肾上皮细胞及其

培养液的GAA活性。使用匀浆器将收集的细胞在蒸馏水(1mg/20mL)中匀浆，然后超声处理

15s，并在4℃下以1800g的速度离心15分钟。对于GAA活性测定，将0.2M乙酸钠缓冲液(pH 

4.3)中的20mL  2.2mM  4‑甲基伞形抗‑a‑D‑葡萄糖苷(Sigma‑Aldrich，St.Louis，MO，USA)添

加到10mL的上述上清液和培养皿中的原培养液收集离心后放入另一试管中上清液同时测

定GAA活性。将混合物在37℃下温育1小时，并通过添加0.5M碳酸盐缓冲液(pH  10.5)来终止

反应。在victor  X多标记板读数器上测量荧光量(360nm激发，465nm发射)。并以4‑甲基伞形

酮(Sigma‑Aldrich，美国密苏里州圣路易斯)为标准。

[0072] (4)测量糖原含量：将1：5稀释的正常人和先证者表达和未表达tPA‑GAA的肾上皮

细胞裂解物煮沸3分钟(以灭活内源酶)，并与0.175U/mL(反应中的最终浓度)淀粉葡糖苷酶

(Sigma‑Aldrich，圣路易斯，密苏里州，美国)在37℃下混合放置90分钟。然后将反应混合物
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再次煮沸3分钟以终止反应。将30mL混合物与1mL  Pointe  Scientific葡萄糖(己糖激酶)液

体试剂(Fisher，汉普顿，新罕布什尔州，美国)一起在室温(RT)下温育至少10分钟。在Shi 

madzu  UV‑1700  PharmaSpec  UV‑VIS分光光度计上读取340nm处的吸光度。通过BCA测定法

确定蛋白质浓度并用于标准化数据。

[0073] (5)微量蛋白印迹实验(Western  Blot)：正常人和先证者表达和未表达tPA‑GAA的

肾上皮细胞，测定hGAA的量。使用玻璃均化器在RIPA缓冲液(PBS含有1％NP40、0.5％脱氧胆

酸钠，0 .1％SDS以及蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物[Cell  Signaling  Technology，

Danvers，MA，USA])中的冰块上将收集的细胞均质化。在4℃下以18,000g离心15分钟来清除

裂解物。使用双辛可宁酸(BCA)测定法测量上清液中的蛋白质浓度。将等量的蛋白质在SDS‑

PAGE凝胶上电泳，然后转移到硝酸纤维素膜上。用Tween  20(PBST)在含3％BSA的磷酸盐缓

冲液中阻塞该膜，与一抗在4℃下孵育过夜，洗涤，再与二抗一起孵育，再次洗涤，然后使用

ECL试剂盒(Bio‑Rad，HercμLes，CA，美国)显影。图像是通过图像分析仪(Bio  Rad，Hercμ

Les，CA，USA)获得。使用了以下抗体：自Sigma‑Al  drich(美国密苏里州圣路易斯)的抗

hGAA。

[0074] (6)PAS染色：将正常人和先证者表达和未表达tPA‑GAA的肾上皮细胞浸泡在10％

中性缓冲剂福尔马林(NBF)中固定48小时。初次浸没固定后，再在4℃的10％的NBF中将样品

与1％高碘酸(PA)混合固定48小时。然后将样品用PBS洗涤，用高纯度的酒精脱水，用二甲苯

清洗。用新鲜制得的0.5％PA氧化5分钟，然后用蒸馏水冲洗1分钟。然后再用Schiff试剂染

色15分钟，并用自来水洗涤10分钟。用苏木精复染色并用自来水冲洗，与上蓝剂一起浸泡1

分钟，脱水并固定。图像是在BZ  X710显微镜下拍摄，观察糖原累积的区域。

[0075] 实施例5在GAA  knockout转基因小鼠动物模型水平验证AAV  tPA/hrGAA(rAAV1)基

因治疗的有效性和安全性

[0076] 购买现成的GAA  knockout转基因小鼠(GAAKO76小鼠)雌雄种鼠及正常野生型小鼠

(C57BL/6J  WT小鼠)雌雄种鼠，培育繁殖至实验所需个数(GAAKO76小鼠40只，C57BL/6J  WT

小鼠20只)。将rAAV1感染GAA  knockout转基因小鼠骨骼肌(rAAV1直接多点注射GAAKO76小

鼠骨骼肌)，Genotyping检测目的基因是否成功导入到GAAKO76小鼠骨骼肌细胞中及其效

率，采用Western  Blot检测血液及组织中野生型GAA表达量及测定GAA活性，观察转基因小

鼠血液中的野生型GAA是否稳定表达，观察经rAAV1基因治疗后、空载AAV感染的、人源重组

GAA处理的(Lumizyme静脉注射)和未经任何处理的GAAKO76小鼠和rAAV1感染的C57BL/6J 

WT小鼠临床表现(精神、食欲、体重、活动状态、交配情况等)及实验室和辅助检查的改善(各

种代谢指标，毒性实验，小鼠加速旋转试验等，并送检彩超检查心脏、肝脏及肾脏器官状况

等)(见图5)。

[0077] (1)根据重庆医科大学附属儿童医院动物护理和使用委员会批准的准则进行动物

护理和实验。

[0078] 2周龄的雌性和雄性GAAKO76小鼠接受剂量为5×1012矢量基因组(vg)/kg的rAAV1

和空载AAV的单次多点肌肉内注射(通过后腿骨骼肌)及人源重组GAA酶(Lumizyme  20mg/

kg)2周1次静脉内注射(通过眶后窦)和性别和年龄相匹配的C57BL/6J  WT小鼠接受剂量为5

×1012矢量基因组(vg)/kg的rAAV1单次多点肌肉内注射(通过后腿骨骼肌)。将性别和年龄

相匹配的未经治疗的GAAKO和C57BL/6J  WT(来自Jackson实验室)小鼠作为对照。测试小鼠

说　明　书 6/12 页

8

CN 112980857 A

8



需观测的所有指标，然后在4月龄时(注射rAAV1后14周)处死以收集组织和血液。将新鲜的

组织标本立即用干冰冷冻保存并维持在负80℃，直到用于生化分析或组织学检查，血液可

直接送检查肝肾功能，心肌酶谱等。

[0079] (2)骨骼肌组织病毒载体拷贝数的测定

[0080] 使用Wizard基因组DNA纯化试剂盒(Promega，麦迪逊，威斯康星州，美国)提取表达

tPA‑GAA的骨骼肌组织中DNA。使用SYBR  Green(瑞士巴塞尔的罗氏公司)的引物对50‑

AGTGCCCACACAGAGTGCGACGT‑30和50‑CCTCGTAGCGCCTGTTAGCTG‑30对hGAA进行实时定量PCR

检测。使用AAV  tPA/hrGAA质粒DNA形成计算病毒载体拷贝数的曲线。

[0081] (3)PAS染色：同前，将细胞换成实验小鼠不同部位的组织。图像是在BZX710显微镜

下拍摄的。

[0082] (4)GAA活性测定：同前，将细胞换成实验小鼠不同部位的组织。

[0083] (5)测量糖原含量：同前，将细胞换成实验小鼠不同部位的组织。

[0084] (6)微量蛋白印迹实验(Western  Blot)：同上，将细胞换成实验小鼠不同部位的组

织。

[0085] (7)加速旋转试验：通过旋转体来训练小鼠(ENV‑577M，Med  Associates，费尔法克

斯，美国佛蒙特州)，首先使它们在以每分钟4转的恒定速度旋转(等待模式)的转鼓上停留3

分钟。然后在逐渐加速的旋转脚架上(4.0‑40rpm)对小鼠进行两次训练。然后使用加速的旋

转方案分别在三个环节中对训练有素的小鼠进行测试，并记录跌倒的潜伏期。在每次练习

之间至少提供5分钟的休息时间。

[0086] (8)圆柱体试验：将小鼠置于800mL玻璃烧杯中，并记录每只动物3分钟的垂直探索

运动。在圆柱体后方放置一面镜子，以记录所有的背面活动(一个或两个前肢接触圆柱体壁

的垂直运动)。记录垂直勘探期间的后身活动数量。通过一对一的前肢使用量比率来计算自

发性前肢使用量的不对称。

[0087] (9)光束行走试验：对前所描述的光束行走测试做了一些修改。简而言之，将小鼠

放在光束的一端(宽12毫米)，测量小鼠横越黑盒(800毫米)到达另一端所需的时间。在测试

之前，对小鼠进行了两次训练。平均两次小鼠不会在光束上失速即为成功。

[0088] (10)基因治疗的安全性检查：观察基因治疗的小鼠表现(精神、食欲、体重、活动状

态、交配情况等)，检查各实验小鼠外周血肝肾功能、心肌酶谱，送检动物彩超检查心脏、肝

脏等)有无异常。

[0089] 实施例6先证者临床资料收集

[0090] 先证者于5个月大时因尿少，伴大汗、烦躁就诊，发现肝脾肿大，心肌肥厚，心功能

不全，误诊为肥厚性心肌病并治疗，2岁多时进行基因检测，在GAA基因外显子区域意外发现

一处纯合突变点：c.2015G>A(鸟嘌呤>腺嘌呤)，导致氨基酸改变p.R672Q(精氨酸>谷氨酰

胺)，为14号外显子中错义突变。故采用干血片法(DBS)收集患儿外周血标本并检测患儿白

细胞酸性GAA活性明显低于正常值；又对其家系中父母，祖父母，外祖父母进行了GAA基因的

检测，发现其家系中外公，母亲，爷爷，父亲为此致病基因杂合子携带者，符合常染色体基因

隐性遗传规律。明确诊断为GSDⅡ。先证者4岁时，再次来我院就诊，追问病史：患儿1岁半时

可以独自行走，2岁半左右还能够扶栏杆上下楼梯，下蹲后手支撑膝盖能够自行站立，但现

只可走平路，不能够上下楼梯，下蹲后不能自行站立，易摔跤，双上肢不能够持较重物体，口
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齿不清不能讲句子，反复呼吸道感染，咳嗽无力，反复面部及双下肢浮肿。体检：体重15Kg，

有特殊面容(眼距宽，鼻梁塌，口唇稍厚)，呼吸平稳，双肺呼吸音稍粗，心前区可闻及Ⅱ/Ⅱ

SM，肝肋下3.0cm，质软，边缘锐。双下肢肌力4级，肌张力稍低，双侧腓肠肌有假性肥大。复查

心肌酶谱、心肌标志物、肝功能异常、心电图异常，心脏彩超异常，心脏核磁共振(MRI)异常。

复查双下肢肌电图无异常发现，空腹血糖正常。患儿病情缓慢进展，符合非经典婴儿型GSD

Ⅱ诊断。

[0091] 实施例7正常人和先证者尿肾上皮细胞系的建立

[0092] ①正常人和先证者的尿液细胞分离培养：

[0093] 按照赛贝生物提供的UrinEasy尿液细胞分离培养试剂盒方法：采样者排出陈尿

后，大量饮水，尽量排出100mL以上尿液。按试剂盒方法分离出尿中细胞，主要是肾上皮细

胞。

[0094] ②先证者和正常人的尿液细胞扩增培养：

[0095] 按照赛贝生物提供的UrinEasy尿液细胞扩增培养试剂盒方法，扩增培养获取大量

肾上皮细胞(见图6，图7)。

[0096] 实施例8正常人和GSDⅡ先证者尿肾上皮细胞系糖原染色

[0097] 正常人和GSDⅡ先证者尿肾上皮细胞系糖原染色，可见GSDⅡ先证者肾上皮细胞较

正常人肾上皮细胞明显肥大，细胞内糖原含量高(见图8)。

[0098] 实施例9正常人和先证者尿肾上皮细胞系生长曲线

[0099] 正常人和先证者尿肾上皮细胞系生长曲线，可见GSDⅡ先证者肾上皮细胞较正常

人肾上皮细胞生长明显缓慢(见图9)

[0100] 实施例10  h‑GAA慢病毒载体构建和病毒包装

[0101] 1、目的载体信息

[0102] pHBLV‑CMV‑MCS‑3FLAG‑EF1‑ZsGreen‑T2A‑PURO载体图谱(见图10A)：

[0103] 2、载体酶切

[0104] 根据如下表中顺序依次加入每种试剂，轻轻吸打混匀，置于37℃水浴锅中反应1‑

2h；酶切结束之后进行琼脂糖凝胶电泳，回收目的片段；载体酶切体系如下表1所示。

[0105] 表1载体酶切体系

[0106]

[0107] 3、目的片段的获取、引物设计以及PCR扩增目的片段均按常规手段进行。
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[0108] 4、目的片段与载体连接

[0109] 使用HB  infusionTM一步克隆连接体系：于冰水浴中配制如下反应体系。如果不慎

将液体粘在管壁，可通过短暂离心使其沉入管底。连接反应液在50℃反应30min后，置于冰

上5min，立即转化，连接体系如表2所示。

[0110] 表2连接体系

[0111]

[0112] 5、转化

[0113] (1)DH5α感受态细胞从‑80℃冰箱拿出来之后，要立刻放到冰上融化，感受态分装

过程操作轻柔，减轻对其机械破坏；

[0114] (2)待感受态融化后，以每管50μL的体积分装(对于质粒转化，20μL就足够了)，分

装之后以不超过感受态体积1/10的量加入连接产物(目前加5μL连接产物)，冰上放置20‑

30min；

[0115] (3)42℃热激90s(这个时间要非常严格)，热激完之后立刻插入冰上冰育2‑3min；

[0116] (4)在超净台中，加入500μL  LB培养基(注意一定是无抗的LB培养基)，轻柔的上下

颠倒3‑5次；

[0117] (5)37℃、230rpm震荡培养45‑60min；

[0118] (6)将菌液涂到相应抗性的固体平板上，涂布均匀，然后将板子倒放37℃恒温箱培

养12‑16h；

[0119] 6、进行菌液PCR鉴定。

[0120] 7、测序

[0121] 将筛选出来的阳性克隆，选择两个克隆进行测序，测序结果与目的序列一致，则该

目的质粒构建成功。

[0122] 8、质粒抽提

[0123] 测序成功之后，进行菌液扩增，质粒抽提纯化，质粒抽提方案按照常规抽提试剂盒

的说明书为准。抽提的质粒需要QC验证合格之后用于转染细胞。构建成功的LV‑hGAA载体的

结构图谱(见图10B)

[0124] 9、慢病毒包装及浓缩纯化

[0125] (1)提前传代293T细胞用于转染(前提是细胞已经培养到可以满足后续转染实验

需要)。操作完毕后置于37℃，5％CO2的培养箱中；

[0126] (2)转染前观察细胞密度，达到70～80％的汇合率即可进行转染；三质粒系统，
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pSPAX2、pMD2G和携带目的基因的LV‑hGAA穿梭质粒(提前用大肠杆菌菌株DH5‑α扩增慢病毒

载体和辅助包装载体质粒)

[0127] (3)做脂转complex，转染100mm皿的complex成分如表3所示。

[0128] 表3  complex成分

[0129]

[0130] 注：LipofiterTM转染试剂为汉恒生物产品，使用说明参考LipofiterTM说明书。穿

梭质粒即含目的基因片段的LV‑hGAA载体质粒。

[0131] 脂转complex混匀后在室温下温育15min后缓慢滴加至293T细胞中，于37℃、5％

CO2细胞培养箱中培养；

[0132] (4)转染后16h更换含10％胎牛血清FBS的新鲜完全培养基；

[0133] (5)收毒：转染后48h和72h分别收集两次病毒上清(48h收集后置换新鲜完全培养

基)。在48h收毒时，将100mm  dish中的培养基倒入50mL离心管中，注意培养皿壁不要接触离

心管口，以防出现细菌污染，随后补入10mL含10％胎牛血清FBS的新鲜完全培养基，平稳置

于37℃，5％CO2的恒温培养箱中继续培养。在72h收毒时，直接将100mm  dish中的培养基倒

入50mL离心管中，同样注意培养皿壁不要接触离心管口，以防出现细菌污染；

[0134] (6)超速离心：将50mL离心管中的病毒上清，4℃，2000g，离心10min，去除细胞碎

片；然后收集病毒原液上清置于超速离心管中，4℃，82700g，离心120min，完全培养基重悬

病毒沉淀，最后将超离重悬液分装到灭菌处理的病毒管中。

[0135] (7)病毒保存：分装病毒，标记(病毒名称，年‑月‑日)，‑80℃冰箱保存。

[0136] 10、慢病毒质量检测

[0137] (1)无菌检测

[0138] 检测方法：取10μL病毒加入96孔板的Hela细胞进行验证，培养24h后显微镜镜检：

[0139] QC标准：培养基需澄清透明，细胞间隙无明显颗粒，无任何细菌及真菌污染。

[0140] (2)支原体检测

[0141] 检测方法：取10μL病毒，96℃水浴15min后于超净台中配置PCR反应体系。PCR反应

后电泳确定是否含有支原体污染。

[0142] QC标准：PCR胶图无明显条带

[0143] (3)滴度检测

[0144] 慢病毒滴度检测采用稀释计数测定法：

[0145] 滴度单位：TU/mL，指每毫升中含有的具有生物活性的病毒颗粒数。“TU”为

“transducing  units”的缩写，中文为“转导单位”，表示可以感染并进入到靶细胞中的病毒

基因组数。IU/mL，指每毫升中含有的整合活性的病毒颗粒数。“IU”为integration  units的
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缩写，中文为整合单位。

[0146] I.细胞准备

[0147] 将生长状态良好的293T细胞消化计数后稀释至1×105/mL ,加入96孔板，100μL/

孔，为每个病毒准备6个孔。放入37℃，5％CO2培养箱中培养。

[0148] II.加病毒

[0149] 第二天，准备6个1.5mL  EP管，第一个EP管中加入10μL病毒液，然后做3倍梯度稀

释，共6个稀释度。

[0150] III.追加培养液

[0151] 第三天，有需要加puromycin筛选的孔，先吸去100mL含病毒培养基，加入100μL含

1.5μg/mL  puromycin的10％FBS完全培养基。

[0152] IV.观察结果并计算滴度

[0153] 第五天，在荧光显微镜下观察结果，在观察结果前6h需更换新鲜10％FBS完全培养

基，从孔中吸出80μL培养基，然后加入80μL新鲜10％FBS完全培养基，放入37℃，5％CO2培养

箱中培养。6h后荧光显微镜下观察结果(见图11)，荧光百分比在10～50％的孔计算病毒滴

度。

[0154] 滴度(TU/mL)＝细胞数×阳性克隆百分比×MOI(1)×病毒稀释倍数×103TU/mL

[0155] 实施例11以病毒为载体导入可分泌的MG53基因治疗豚鼠进行性肌营养不良

[0156] 一、AAV为载体导入可分泌的MG53基因治疗进行性肌营养不良豚鼠

[0157] 1、苏木精‑伊红(H&E)染色评价组织学改善。在新生鼠注射AAV‑MG53(1×1013vg/

kg)后2个月，对TO‑2仓鼠进行分析。标线条＝100μm。

[0158] 2、步骤(1)中所述的处理后肌纤维的中央定位核百分率(CN)显著降低。显示上述

各组肌纤维中CN的百分比。数值代表平均值±标准差。*P<0.01，与未经治疗的TO‑2相比(n

＝5/组，每肌肉分析300个纤维)(见图12最左侧两幅附图)。

[0159] 3、Masson三色染色证明骨骼肌和心肌纤维化减少。在新生仓鼠治疗(1×1013vg/

kg)后4.5个月和7.5个月采集样本。标线条＝100μm。

[0160] 4、新生仓鼠(1×1013vg/kg)或成年仓鼠(2×1013vg/kg)处理的TO‑2仓鼠(Ms，月)

左心室缩短百分率(％LVFS)增加所显示的心功能改善。*P<0.05与未经治疗的TO‑2相比(n

＝5)。(见图12中间部位两幅附图)

[0161] 5、新生仓鼠(1×1013vg/kg)(Ms，月)治疗的TO‑2患病仓鼠左室收缩末期和舒张末

期内径(LVID；s和LVID；d)减少，显示心功能改善。*P<0.05与未经治疗的TO‑2相比(n＝5)。

数值代表平均值±标准差；所有仓鼠均为雄性。(见图12最右侧两幅附图)

[0162] 如图12所示，本申请利用AAV为载体导入可分泌的MG53基因治疗豚鼠进行性肌营

养不良，可见明显改善损害的肌细胞及肌肉间纤维化及肌肉功能，表明以AAV为载体导入

MG53基因系统可改善肌营养不良TO‑2仓鼠骨骼肌及心肌退行性变和纤维化和改善心功能。

(见图12，图中每组数据中的柱形图从左至右依次为WT‑F1B、TO‑2、TO‑2+AAV，其中，WT  F1B

为野生型正常对照组仓鼠；TO‑2为肌营养不良组仓鼠；TO‑2+AAV为腺相关病毒组仓鼠)。

[0163] 二、本申请利用慢病毒为载体导入分泌型MG53基因治疗豚鼠进行性肌营养不良外

周血MG53蛋白测定，可见野生型豚鼠外周血MG53蛋白很低，而慢病毒为载体导入可分泌的

MG53基因治疗豚鼠外周血MG53蛋白表达量很高，慢病毒为载体导入分泌型MG53基因是成功
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的(见图13)。

[0164] 实施例12利用以腺病毒(AV)为载体的CRISPR/Cas9基因编辑技术基因治疗患进行

性肌营养不良的小鼠

[0165] 本申请以腺病毒(AV)为载体的CRISPR/Cas9基因编辑技术基因治疗患进行性肌营

养不良的小鼠，成功使已经无力行走的进行性肌营养不良小鼠恢复了行走，其结果见图14。

[0166] 图14中，a为小鼠X染色体的基因组位置图以及gRNA靶点，突变的外显子23以黄色

突出显示(图中未显)；b为用或不用gRNA和Cas9构建体处理的C2C12细胞提取基因组DNA的

聚合酶链反应(PCR)分析；c为C2C12细胞中肌营养不良蛋白转录物表达的RT‑PCR分析；d为

以腺病毒导入和不导入gRNA(Ad‑i20/i23)和Cas9构建体后mdx成肌细胞基因组DNA的PCR分

析；e为RT‑PCR分析在d中处理mdx成肌细胞中肌营养不良蛋白转录本的表达；f为在c和e中

较小RT‑PCR产物(475bp)的DNA测序分析；箭头表示基因编辑后的预期条带。所有数据均至

少来至三个实验。
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序列表

<110>  重庆医科大学附属儿童医院

<120>  一种编码分泌性野生型GAA蛋白的核苷酸组合物、腺相关病毒载体及其药物和

应用

<160>  2

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  2859

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

atgggagtga  ggcacccgcc  ctgctcccac  cggctcctgg  ccgtctgcgc  cctcgtgtcc  60

ttggcaaccg  ctgcactcct  ggggcacatc  ctactccatg  atttcctgct  ggttccccga  120

gagctgagtg  gctcctcccc  agtcctggag  gagactcacc  cagctcacca  gcagggagcc  180

agcagaccag  ggccccggga  tgcccaggca  caccccggcc  gtcccagagc  agtgcccaca  240

cagtgcgacg  tcccccccaa  cagccgcttc  gattgcgccc  ctgacaaggc  catcacccag  300

gaacagtgcg  aggcccgcgg  ctgttgctac  atccctgcaa  agcaggggct  gcagggagcc  360

cagatggggc  agccctggtg  cttcttccca  cccagctacc  ccagctacaa  gctggagaac  420

ctgagctcct  ctgaaatggg  ctacacggcc  accctgaccc  gtaccacccc  caccttcttc  480

cccaaggaca  tcctgaccct  gcggctggac  gtgatgatgg  agactgagaa  ccgcctccac  540

ttcacgatca  aagatccagc  taacaggcgc  tacgaggtgc  ccttggagac  cccgcatgtc  600

cacagccggg  caccgtcccc  actctacagc  gtggagttct  ccgaggagcc  cttcggggtg  660

atcgtgcgcc  ggcagctgga  cggccgcgtg  ctgctgaaca  cgacggtggc  gcccctgttc  720

tttgcggacc  agttccttca  gctgtccacc  tcgctgccct  cgcagtatat  cacaggcctc  780

gccgagcacc  tcagtcccct  gatgctcagc  accagctgga  ccaggatcac  cctgtggaac  840

cgggaccttg  cgcccacgcc  cggtgcgaac  ctctacgggt  ctcacccttt  ctacctggcg  900

ctggaggacg  gcgggtcggc  acacggggtg  ttcctgctaa  acagcaatgc  catggatgtg  960

gtcctgcagc  cgagccctgc  ccttagctgg  aggtcgacag  gtgggatcct  ggatgtctac  1020

atcttcctgg  gcccagagcc  caagagcgtg  gtgcagcagt  acctggacgt  tgtgggatac  1080

ccgttcatgc  cgccatactg  gggcctgggc  ttccacctgt  gccgctgggg  ctactcctcc  1140

accgctatca  cccgccaggt  ggtggagaac  atgaccaggg  cccacttccc  cctggacgtc  1200

cagtggaacg  acctggacta  catggactcc  cggagggact  tcacgttcaa  caaggatggc  1260

ttccgggact  tcccggccat  ggtgcaggag  ctgcaccagg  gcggccggcg  ctacatgatg  1320

atcgtggatc  ctgccatcag  cagctcgggc  cctgccggga  gctacaggcc  ctacgacgag  1380

ggtctgcgga  ggggggtttt  catcaccaac  gagaccggcc  agccgctgat  tgggaaggta  1440

tggcccgggt  ccactgcctt  ccccgacttc  accaacccca  cagccctggc  ctggtgggag  1500

gacatggtgg  ctgagttcca  tgaccaggtg  cccttcgacg  gcatgtggat  tgacatgaac  1560

gagccttcca  acttcatcag  gggctctgag  gacggctgcc  ccaacaatga  gctggagaac  1620
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ccaccctacg  tgcctggggt  ggttgggggg  accctccagg  cggccaccat  ctgtgcctcc  1680

agccaccagt  ttctctccac  acactacaac  ctgcacaacc  tctacggcct  gaccgaagcc  1740

atcgcctccc  acagggcgct  ggtgaaggct  cgggggacac  gcccatttgt  gatctcccgc  1800

tcgacctttg  ctggccacgg  ccgatacgcc  ggccactgga  cgggggacgt  gtggagctcc  1860

tgggagcagc  tcgcctcctc  cgtgccagaa  atcctgcagt  ttaacctgct  gggggtgcct  1920

ctggtcgggg  ccgacgtctg  cggcttcctg  ggcaacacct  cagaggagct  gtgtgtgcgc  1980

tggacccagc  tgggggcctt  ctaccccttc  atgcggaacc  acaacagcct  gctcagtctg  2040

ccccaggagc  cgtacagctt  cagcgagccg  gcccagcagg  ccatgaggaa  ggccctcacc  2100

ctgcgctacg  cactcctccc  ccacctctac  acactgttcc  accaggccca  cgtcgcgggg  2160

gagaccgtgg  cccggcccct  cttcctggag  ttccccaagg  actctagcac  ctggactgtg  2220

gaccaccagc  tcctgtgggg  ggaggccctg  ctcatcaccc  cagtgctcca  ggccgggaag  2280

gccgaagtga  ctggctactt  ccccttgggc  acatggtacg  acctgcagac  ggtgccagta  2340

gaggcccttg  gcagcctccc  acccccacct  gcagctcccc  gtgagccagc  catccacagc  2400

gaggggcagt  gggtgacgct  gccggccccc  ctggacacca  tcaacgtcca  cctccgggct  2460

gggtacatca  tccccctgca  gggccctggc  ctcacaacca  cagagtcccg  ccagcagccc  2520

atggccctgg  ctgtggccct  gaccaagggt  ggggaggccc  gaggggagct  gttctgggac  2580

gatggagaga  gcctggaagt  gctggagcga  ggggcctaca  cacaggtcat  cttcctggcc  2640

aggaataaca  cgatcgtgaa  tgagctggta  cgtgtgacca  gtgagggagc  tggcctgcag  2700

ctgcagaagg  tgactgtcct  gggcgtggcc  acggcgcccc  agcaggtcct  ctccaacggt  2760

gtccctgtct  ccaacttcac  ctacagcccc  gacaccaagg  tcctggacat  ctgtgtctcg  2820

ctgttgatgg  gagagcagtt  tctcgtcagc  tggtgttag  2859

<210>  2

<211>  66

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

atggatgcaa  tgaagagagg  gctctgctgt  gtgctgctgc  tgtgtggagc  agtcttcgtt  60

tcgccc  66
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图4
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图6
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图8

图9
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图11

图12
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图13
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