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1.一种嵌合抗原受体(CAR)，该嵌合抗原受体包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含

或源自单域抗体(sdAb)或单链可变片段(scFv) ,

(i)其中所述sdAb部分包含：

(1)具有如SEQ  ID  NO:279中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(2)具有如SEQ  ID  NO:294中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(3)具有如SEQ  ID  NO:297中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(4)具有如SEQ  ID  NO:300中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(5)具有如SEQ  ID  NO:307中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(6)具有如SEQ  ID  NO:312中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(7)具有如SEQ  ID  NO:280中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(8)具有如SEQ  ID  NO:281中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；或

(9)具有如SEQ  ID  NO:282中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(ii)其中所述scFv部分包含：

(1)轻链可变区(VL)，其包含具有如SEQ  ID  NO:507所示轻链可变区序列的CDR1、CDR2

和CDR3，和重链可变区(VH)，其包含具有如SEQ  ID  NO:508所示重链可变区序列的CDR1、

CDR2和CDR3；或

(2)轻链可变区(VL)，其包含具有如SEQ  ID  NO:509所示轻链可变区序列的CDR1、CDR2

和CDR3，和重链可变区(VH)，其包含具有如SEQ  ID  NO:510所示重链可变区序列的CDR1、

CDR2和CDR3。

2.如权利要求1所述的CAR，其中该sdAb包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中

的任一者的氨基酸序列的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体；包含SEQ 

ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸序列的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代

的变体；以及包含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3或其在该CDR3中包

含至多约3个氨基酸取代的变体。

3.如权利要求1或权利要求2所述的CAR，其中该sdAb包含多肽，该多肽包含：包含SEQ 

ID  NO:1‑81中的任一者的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸

序列的CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3，或在该CDR1、

该CDR2及该CDR3中包含至多约3个氨基酸取代的多肽变体。

4.如权利要求1至3中任一项所述的CAR，其中该sdAb包含多肽，该多肽包含以下中的任

一种：
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(1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；或

(9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体。

5.如权利要求1至4中任一项所述的CAR，其中该sdAb包含多肽，该多肽包含以下中的任

一种：

(1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3；

(2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3；

(3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3；

(4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3；

(5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3；
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(6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3；

(7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3；

(8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3；或

(9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3。

6.如权利要求1至5中任一项所述的CAR，其中该sdAb为针对人类或恒河猴DLL3产生的

骆驼sdAb。

7.如权利要求1至6中任一项所述的CAR，其中该sdAb包含与SEQ  ID  NO:274‑354中的任

一者的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

8.如权利要求1至7中任一项所述的CAR，其中该sdAb通过CDR移植进行人源化。

9.如权利要求1至8中任一项所述的CAR，其中该人源化sdAb包含与SEQ  ID  NO:355‑367

中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

10.如权利要求1所述的CAR，其中该scFv包含重链可变区(VH)及轻链可变区(VL)，其中

该scFv的VH包含SEQ  ID  NO:498或504中所示的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸

取代的变体、SEQ  ID  NO:499或505中所示的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取

代的变体以及SEQ  ID  NO:500或506中所示的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基酸取

代的变体，且该scFv的VL包含SEQ  ID  NO:495或501中所示的CDR1或其在该CDR1中包含至多

约3个氨基酸取代的变体、SEQ  ID  NO:496或502中所示的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3

个氨基酸取代的变体以及SEQ  ID  NO:497或503中所示的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3

个氨基酸取代的变体。

11.如权利要求1或权利要求10所述的CAR，其中该scFv的VH包含SEQ  ID  NO:498中所示

的CDR1、SEQ  ID  NO:499中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:500中所示的CDR3，且该scFv的VL包含

SEQ  ID  NO:495中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:496中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:497中所示的

CDR3；或该scFv的VH包含SEQ  ID  NO:504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:505中所示的CDR2及SEQ 

ID  NO:506中所示的CDR3，且该scFv的VL包含SEQ  ID  NO:501中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:502

中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:503中所示的CDR3。

12.如权利要求1，10‑11中任一项所述的CAR，该scFv的VH包含与SEQ  ID  NO:508中所示

的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列，且该scFv的VL包含与SEQ  ID  NO:

507中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列；或该scFv的VH包含与

SEQ  ID  NO:510中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列，且该scFv

的VL包含与SEQ  ID  NO:509中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序

列。

13.如权利要求1，10‑12中任一项所述的CAR，其中该scFv从合成人类Fab噬菌体文库获

得。

14.如权利要求1至13中任一项所述的CAR，其中该DLL3为人类或恒河猴DLL3。

15.如权利要求1至14中任一项所述的CAR，其中该CAR自N末端至C末端包含信号肽、该
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DLL3结合域、铰链域、跨膜域及细胞内信号传导域。

16.如权利要求15所述的CAR，其中该细胞内信号传导域源自CD3ζ、FcR γ 、FcRβ、CD3 γ 、
CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b或CD66d。

17.如权利要求15或权利要求16所述的CAR，其中该细胞内信号传导域进一步包含细胞

内共刺激序列。

18.如权利要求17所述的CAR，其中该细胞内共刺激序列源自选自由以下组成的组的共

刺激分子：CD27、CD28、4‑1BB、OX40、CD40、PD‑1、LFA‑1、ICOS、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3、

TNFRSF9、TNFRSF4、TNFRSF8、CD40LG、ITGB2、KLRC2、TNFRSF18、TNFRSF14、HAVCR1、LGALS9、

DAP10、DAP12、CD83、CD83配体及其组合。

19.如权利要求1至18中任一项所述的CAR，其中该CAR包含与选自由SEQ  ID  NO:476‑

484、SEQ  ID  NO:485‑494或SEQ  ID  NO:515‑516组成的组的氨基酸序列具有至少约95％序

列同一性的氨基酸序列。

20.如权利要求1至19中任一项所述的CAR，其中该DLL3结合域包含彼此连接的两个

sdAb。

21.如权利要求20所述的CAR，其中这些sdAb中的每一者独立地包含与SEQ  ID  NO:356

或SEQ  ID  NO:366具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

22.如权利要求20所述的CAR，其包含第一单域抗体和第二单域抗体，其中：

所述第一单域抗体包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，SEQ  ID  NO:87的氨基酸序

列的CDR2，以及SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3；

所述第二单域抗体包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，SEQ  ID  NO:102的氨基酸

序列的CDR2，以及SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3。

23.如权利要求22所述的CAR，其中：

所述第一单域抗体包含SEQ  ID  NO:366的氨基酸序列，

所述第二单域抗体包含SEQ  ID  NO:356的氨基酸序列。

24.如权利要求20至23中任一项所述的CAR，其中该CAR包含与选自由SEQ  ID  NO:518‑

520组成的组的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

25.如权利要求20至24中任一项所述的CAR，其中该CAR包含SEQ  ID  NO:520的氨基酸序

列。

26.一种DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白包含特异性地结合于DLL3的单域抗体(sdAb)

部分，其中该sdAb部分包含多肽，该多肽包含：

(1)具有如SEQ  ID  NO:279中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(2)具有如SEQ  ID  NO:294中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(3)具有如SEQ  ID  NO:297中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(4)具有如SEQ  ID  NO:300中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(5)具有如SEQ  ID  NO:307中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2
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和CDR3；

(6)具有如SEQ  ID  NO:312中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(7)具有如SEQ  ID  NO:280中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；

(8)具有如SEQ  ID  NO:281中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3；或

(9)具有如SEQ  ID  NO:282中所示的CDR1、CDR2和CDR3的氨基酸序列相同的CDR1、CDR2

和CDR3。

27.一种DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白包含特异性地结合于DLL3的单域抗体(sdAb)

部分，其中该sdAb部分包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的氨基酸序

列的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的

任一者的氨基酸序列的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基

酸取代的变体。

28.如权利要求26或权利要求27所述的DLL3结合蛋白，其中该sdAb部分包含多肽，该多

肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:82‑162中

的任一者的氨基酸序列的CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的

CDR3，或在该CDR1、该CDR2及该CDR3中包含至多约3个氨基酸取代的多肽变体。

29.如权利要求26至28中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该sdAb部分包含多肽，该多

肽包含以下中的任一种：

(1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包

含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；
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(7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

(8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；或

(9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；包

含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含

SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体。

30.如权利要求26至29中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该sdAb部分包含多肽，该多

肽包含以下中的任一种：

(1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3；

(2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3；

(3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3；

(4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3；

(5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3；

(6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3；

(7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3；

(8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3；或

(9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2；

以及包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3。

31.如权利要求26至30中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该sdAb部分为针对人类或

恒河猴DLL3产生的骆驼sdAb。

32.如权利要求26至31中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该sdAb部分包含与SEQ  ID 

NO:274‑354中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

33.如权利要求26至32中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该sdAb部分通过CDR移植进

行人源化。

34.如权利要求26至33中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该人源化sdAb包含与SEQ 

ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

35.如权利要求26至34中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该DLL3为人类或恒河猴

DLL3。
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36.一种DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白包含特异性地结合于DLL3的单链可变片段

(scFv)部分，其中该scFv部分包含：

(1)轻链可变区(VL)，其包含具有如SEQ  ID  NO:507所示轻链可变区序列的CDR1、CDR2

和CDR3，和重链可变区(VH)，其包含具有如SEQ  ID  NO:508所示重链可变区序列的CDR1、

CDR2和CDR3；或

(2)轻链可变区(VL)，其包含具有如SEQ  ID  NO:509所示轻链可变区序列的CDR1、CDR2

和CDR3，和重链可变区(VH)，其包含具有如SEQ  ID  NO:510所示重链可变区序列的CDR1、

CDR2和CDR3。

37.一种DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白包含特异性地结合于DLL3的单链可变片段

(scFv)部分，其中该scFv部分包含重链可变区(VH)及轻链可变区(VL)，其中该scFv部分的

VH包含SEQ  ID  NO:498或504中所示的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变

体、SEQ  ID  NO:499或505中所示的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的变体

以及SEQ  ID  NO:500或506中所示的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基酸取代的变

体，且该scFv部分的VL包含SEQ  ID  NO:495或501中所示的CDR1或其在该CDR1中包含至多约

3个氨基酸取代的变体、SEQ  ID  NO:496或502中所示的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个

氨基酸取代的变体以及SEQ  ID  NO:497或503中所示的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个

氨基酸取代的变体。

38.如权利要求36或权利要求37所述的DLL3结合蛋白，其中该scFv部分的VH包含SEQ 

ID  NO:498中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:499中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:500中所示的CDR3，且

该scFv部分的VL包含SEQ  ID  NO:495中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:496中所示的CDR2及SEQ  ID 

NO:497中所示的CDR3；或该scFv部分的VH包含SEQ  ID  NO:504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:

505中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:506中所示的CDR3，且该scFv部分的VL包含SEQ  ID  NO:501

中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:502中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:503中所示的CDR3。

39.如权利要求36至38中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该scFv部分的VH包含与SEQ 

ID  NO:508中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列，且该scFv部分

的VL包含与SEQ  ID  NO:507中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序

列；或该scFv部分的VH包含与SEQ  ID  NO:510中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同

一性的氨基酸序列，且该scFv部分的VL包含与SEQ  ID  NO:509中所示的氨基酸序列具有至

少约95％序列同一性的氨基酸序列。

40.如权利要求36至39中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该scFv部分自合成人类Fab

噬菌体文库获得。

41.如权利要求36至40中任一项所述的DLL3结合蛋白，其中该DLL3为人类或恒河猴

DLL3。

42.一种经分离的核酸分子，该经分离的核酸分子编码如权利要求1至25中任一项所述

的CAR或如权利要求26至35或权利要求36至41中任一项所述的DLL3结合蛋白。

43.如权利要求42所述的经分离的核酸分子，其中该经分离的核酸分子包含选自由SEQ 

ID  NO:368‑448组成的组的多核苷酸序列，该多核苷酸序列编码骆驼单域抗体(sdAb)。

44.如权利要求42所述的经分离的核酸分子，其中该经分离的核酸分子包含选自由SEQ 

ID  NO:449‑461组成的组的多核苷酸序列，该多核苷酸序列编码人源化骆驼sdAb。
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45.如权利要求42所述的经分离的核酸分子，其中该核酸分子包含选自由SEQ  ID  NO:

511‑514组成的组的多核苷酸序列，该多核苷酸序列编码人类scFv的VL或VH结构域。

46.如权利要求42至45中任一项所述的经分离的核酸分子，其中该核酸分子进一步包

含编码嵌合转换受体(CSR)或显性负性受体(DNR)的多核苷酸序列。

47.如权利要求42至45中任一项所述的经分离的核酸分子，其中该核酸分子进一步包

含编码PD‑1显性负性受体(PD‑1DNR)、PD‑1嵌合转换受体(PD‑1CSR)或TGF‑β显性负性受体

(TGF‑βDNR)的多核苷酸序列。

48.如权利要求47所述的经分离的核酸分子，其中该PD‑1DNR包含与SEQ  ID  NO:523具

有至少约95％序列同一性的氨基酸序列；该PD‑1CSR包含与SEQ  ID  NO:524具有至少约95％

序列同一性的氨基酸序列。

49.如权利要求47所述的经分离的核酸分子，其中该TGF‑βDNR包含与SEQ  ID  NO:529具

有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

50.如权利要求46至49中任一项所述的经分离的核酸分子，其中编码该PD‑1DNR、该PD‑

1CSR或该TGF‑βDNR的多核苷酸序列通过编码2A自裂解肽的多核苷酸序列连接至编码该CAR

的多核苷酸序列。

51.如权利要求50所述的经分离的核酸分子，其中该2A自裂解肽为T2A或P2A肽。

52.如权利要求46至51中任一项所述的经分离的核酸分子，其中该核酸分子在5 '至3 '

方向上包含编码该CAR的多核苷酸序列、编码该2A自裂解肽的多核苷酸序列以及编码该PD‑

1DNR、该PD‑1CSR或该TGF‑βDNR的多核苷酸序列。

53.如权利要求46至52中任一项所述的经分离的核酸分子，其中该核酸分子编码与SEQ 

ID  NO:521或522具有至少约95％序列同一性的肽，或该核酸分子编码与选自由SEQ  ID  NO:

525‑528组成的组的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的肽。

54.一种表达载体，该表达载体包含如权利要求42至53中任一项所述的经分离的核酸

分子。

55.一种经工程改造的免疫细胞，该经工程改造的免疫细胞包含如权利要求42至53中

任一项所述的经分离的核酸分子或如权利要求54所述的表达载体。

56.如权利要求55所述的经工程改造的免疫细胞，其中该经工程改造的免疫细胞选自

由以下组成的组：细胞毒性T细胞、辅助T细胞、自然杀伤T细胞、γ δT细胞、NKT细胞及自然杀

伤细胞。

57.一种经工程改造的免疫细胞，该经工程改造的免疫细胞表达如权利要求1至25中任

一项所述的CAR。

58.如权利要求57所述的经工程改造的免疫细胞，其中该经工程改造的免疫细胞还表

达CSR或DNR。

59.如权利要求58所述的经工程改造的免疫细胞，其中该CSR为PD‑1CSR，该DNR为PD‑

1DNR或TGF‑βDNR。
60.如权利要求59所述的经工程改造的免疫细胞，其中该PD‑1DNR包含与SEQ  ID  NO:

523具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列；该PD‑1CSR包含与SEQ  ID  NO:524具有至少

约95％序列同一性的氨基酸序列。

61.如权利要求59所述的经工程改造的免疫细胞，其中该TGF‑βDNR包含与SEQ  ID  NO:
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529具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

62.如权利要求58至61中任一项所述的经工程改造的免疫细胞，其中该CAR及该CSR、或

该CAR及该DNR通过2A自裂解肽共表达。

63.如权利要求62所述的经工程改造的免疫细胞，其中该2A自裂解肽为T2A或P2A肽。

64.如权利要求57至63中任一项所述的经工程改造的免疫细胞，其中该经工程改造的

免疫细胞表达该CAR及该PD‑1CSR。

65.如权利要求57至63中任一项所述的经工程改造的免疫细胞，其中该经工程改造的

免疫细胞表达该CAR及该TGF‑βDNR，且在TGF‑β存在下经表达DLL3的细胞刺激。

66.如权利要求57至65中任一项所述的经工程改造的免疫细胞，其中该经工程改造的

免疫细胞选自由以下组成的组：细胞毒性T细胞、辅助T细胞、自然杀伤T细胞、γ δT细胞、NKT

细胞及自然杀伤细胞。

67.一种药物组合物，该药物组合物包含如权利要求1至25中任一项所述的CAR、如权利

要求26至35或权利要求36至41中任一项所述的DLL3结合蛋白、如权利要求54所述的表达载

体或如权利要求55至66中任一项所述的经工程改造的免疫细胞，及生理学上可接受的赋形

剂。

68.如权利要求55至66中任一项所述的经工程改造的免疫细胞或如权利要求67所述的

一种药物组合物在制备治疗DLL3相关病症的药物中的应用，其包括向该受试者施用如权利

要求55至66中任一项所述的经工程改造的免疫细胞或如权利要求67所述的药物组合物。

69.如权利要求68所述的应用，其中该DLL3相关病症为选自由以下组成的组的癌症：肺

癌、黑素瘤、乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、肾细胞癌、卵巢癌、神经母细胞瘤、横纹肌肉瘤、白血

病及淋巴瘤。

70.如权利要求68所述的应用，其中该DLL3相关病症为小细胞肺癌。

71.如权利要求68至70中任一项所述的应用，其中该癌症表达DLL3及PD‑L1。

72.如权利要求68至71中任一项所述的应用，其中该癌症与对应正常组织相比具有较

高TGF‑β表达水平。

73.如权利要求1至25中任一项所述的CAR、如权利要求26至35或权利要求36至41中任

一项所述的DLL3结合蛋白、如权利要求54所述的表达载体或如权利要求55至66中任一项所

述的经工程改造的免疫细胞用于制备用以治疗DLL3相关病症的药物的应用。

74.一种用于治疗DLL3相关病症的药物，该药物包含如权利要求1至25中任一项所述的

CAR、如权利要求26至35或权利要求36至41中任一项所述的DLL3结合蛋白、如权利要求54所

述的表达载体或如权利要求55至66中任一项所述的经工程改造的免疫细胞。
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一种抗DLL3嵌合抗原受体及其用途

[0001] 本发明是申请号为202080047990.8的母案的分案申请，该母案的申请日为2020年

7月17日，发明名称为“抗DLL3嵌合抗原受体及其用途”。

技术领域

[0002] 本发明涉及靶向DLL3的嵌合抗原受体(CAR)及对DLL3具有特异性的结合蛋白。本

发明还涉及编码这些CAR或这些结合蛋白的核酸序列、表达这些CAR的经修饰的免疫细胞以

及其用于治疗DLL3相关病症的用途。

背景技术

[0003] 细胞免疫疗法的发展已提供一种有前景的治疗多种肿瘤的方法。一种这样的治疗

涉及免疫细胞、特别是T细胞的基因工程化，以在细胞表面上表达嵌合抗原受体(CAR)。嵌合

抗原受体是在通常型式下将单克隆抗体(mAb)的特异性与T细胞的效应功能相结合的蛋白

质。一旦CAR在T细胞中表达，经CAR修饰的T细胞(CAR‑T或CAR‑T细胞)即可获得一些特性，诸

如抗原特异性识别、抗肿瘤反应性及增殖，因此可充当“活药物”来根除所靶向的肿瘤细胞。

原则上，这些CAR‑T细胞可靶向任何抗原(例如细胞表面分子)。CAR‑T细胞疗法可克服对自

体抗原的耐受性，且提供一种不依赖于患者MHC状态的治疗。近来的试验使用经工程改造以

表达靶向CD19的嵌合抗原受体的T细胞，已证明在白血病及淋巴瘤患者中具有显著临床反

应。

[0004] CAR表达为跨膜蛋白，包括抗原特异性结合位点、跨膜区及信号传导胞内结构域

(例如CD3ζ链)。抗原特异性结合位点通常为源自单克隆抗体的单链可变片段(scFv)，由经

柔性接头接合的重链及轻链组成。近来CAR构建体已合并来自CD28或4‑1BB等共刺激分子的

另外的胞内结构域以增强活体内T细胞存活率。还对CAR进行其他遗传修饰，例如添加细胞

因子基因或避免肿瘤部位处免疫抑制机制的基因。

[0005] 已发现DLL3(δ样配体3)蛋白在临床上与多种增生性病症相关，这些增生性病症包

括展现神经内分泌特征的肿瘤，诸如小细胞肺癌(SCLC)。起源于神经内分泌祖细胞的SCLC

大约占所有肺癌的15％，且具有最低的5年存活率之一(存活率为6％)(Alvarado‑Luna等

人,2016,Transl  Lung  Cancer  Res  5:26‑38；Siegel等人,2017,CA  Cancer  J  Clin  67:7‑

30)。这是因为其具有高度侵袭性，约三分之二的患者在诊断时患有转移性疾病，且为常规

治疗(例如基于铂的化学疗法)极难医治的。

[0006] 需要改良的治疗SCLC及其他表达DLL3的癌症的治疗方法。

发明内容

[0007] 在一方面，本披露提供一种嵌合抗原受体(CAR)，该嵌合抗原受体靶向DLL3(抗

DLL3  CAR)。抗DLL3  CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含或源自单域抗体(sdAb)或

单链可变片段(scFv)。

[0008] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的
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氨基酸序列的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体；包含SEQ  ID  NO:82‑

162中的任一者的氨基酸序列的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的变体；以

及包含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3

个氨基酸取代的变体。

[0009] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的

氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸序列的CDR2；以及包含SEQ 

ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3，或在CDR1、CDR2及CDR3中包含至多约3个

氨基酸取代的多肽变体。

[0010] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含以下中的任一种：

[0011] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0012] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0013] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0014] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0015] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0016] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0017] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0018] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；或

[0019] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体。

[0020] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含以下中的任一种：

[0021] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3；
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[0022] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3；

[0023] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3；

[0024] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3；

[0025] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR  3；

[0026] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR  3；

[0027] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR  3；

[0028] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR  3；或

[0029] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR  3。

[0030] 在一些实施例中，sdAb为针对人类或恒河猴DLL3产生的骆驼sdAb。

[0031] 在一些实施例中，sdAb包含与SEQ  ID  NO:274‑354中的任一者的氨基酸序列具有

至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0032] 在一些实施例中，sdAb通过CDR移植进行人源化。

[0033] 在一些实施例中，人源化sdAb包含与SEQ  ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序

列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0034] 在一些实施例中，scFv包含重链可变区(VH)及轻链可变区(VL)，其中该scFv的VH

结构域包含SEQ  ID  NO:498或504中所示的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代

的变体、SEQ  ID  NO:499或505中所示的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的

变体以及SEQ  ID  NO:500或506中所示的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基酸取代的

变体，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:495或501中所示的CDR1或其在该CDR1中包含至

多约3个氨基酸取代的变体、SEQ  ID  NO:496或502中所示的CDR2或其在该CDR2中包含至多

约3个氨基酸取代的变体以及SEQ  ID  NO:497或503中所示的CDR3或其在该CDR3中包含至多

约3个氨基酸取代的变体。

[0035] 在一些实施例中，该scFv的VH结构域包含SEQ  ID  NO:498中所示的CDR1、SEQ  ID 

NO:499中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:500中所示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID 

NO:495中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:496中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:497中所示的CDR3；或该

scFv的VH结构域包含SEQ  ID  NO:504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:505中所示的CDR2及SEQ  ID 

NO:506中所示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:501中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:

502中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:503中所示的CDR3。

[0036] 在一些实施例中，该scFv的VH结构域包含与SEQ  ID  NO:508中所示的氨基酸序列

具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列，且该scFv的VL结构域包含与SEQ  ID  NO:507中

所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列；或该scFv的VH结构域包含与
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SEQ  ID  NO:510中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列，且该scFv

的VL结构域包含与SEQ  ID  NO:509中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基

酸序列。

[0037] 在一些实施例中，scFv自合成人类Fab噬菌体文库获得。

[0038] 在一些实施例中，DLL3为人类或恒河猴DLL3。

[0039] 在一些实施例中，抗DLL3  CAR自N末端至C末端包含信号肽、DLL3结合域、铰链域、

跨膜域及细胞内信号传导域。

[0040] 在一些实施例中，细胞内信号传导域源自CD3ζ、FcR γ 、FcRβ、CD3 γ 、CD3δ、CD3ε、
CD5、CD22、CD79a、CD79b或CD66d。

[0041] 在一些实施例中，细胞内信号传导域进一步包含细胞内共刺激序列。

[0042] 在一些实施例中，细胞内共刺激序列源自选自由以下组成的组的共刺激分子：

CD27、CD28、4‑1BB、OX40、CD40、PD‑1、LFA‑1、ICOS、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3、TNFRSF9、

TNFRSF4、TNFRSF8、CD40LG、ITGB2、KLRC2、TNFRSF18、TNFRSF14、HAVCR1、LGALS9、DAP10、

DAP12、CD83、CD83配体及其组合。

[0043] 在一些实施例中，CAR包含与选自由SEQ  ID  NO:476‑484、SEQ  ID  NO:485‑494或

SEQ  ID  NO:515‑516组成的组的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0044] 在一些实施例中，DLL3结合域包含彼此连接的两个sdAb。

[0045] 在一些实施例中，sdAb中的每一者独立地包含与SEQ  ID  NO:356或SEQ  ID  NO:366

具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0046] 在一些实施例中，CAR包含与选自由SEQ  ID  NO:518‑520组成的组的氨基酸序列具

有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0047] 在一些实施例中，CAR包含SEQ  ID  NO:520的氨基酸序列。

[0048] 在另一方面，本披露提供DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白包含特异性地结合于

DLL3的单域抗体(sdAb)部分，其中该sdAb部分包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81

中的任一者的氨基酸序列的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体；包含

SEQ  ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸序列的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸

取代的变体；以及包含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3或其在该CDR3

中包含至多约3个氨基酸取代的变体。

[0049] 在一些实施例中，sdAb部分包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一

者的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸序列的CDR2；以及包

含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3，或在CDR1、CDR2及CDR3中包含至多

约3个氨基酸取代的多肽变体。

[0050] 在一些实施例中，sdAb部分包含多肽，该多肽包含以下中的任一种：

[0051] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR  2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0052] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；
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[0053] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0054] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0055] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0056] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0057] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0058] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR  2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；或

[0059] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体。

[0060] 在一些实施例中，sdAb部分包含多肽，该多肽包含以下中的任一种：

[0061] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR  3；

[0062] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR  3；

[0063] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR  3；

[0064] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3；

[0065] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3；

[0066] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3；

[0067] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3；

[0068] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3；或

[0069] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的
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CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3。

[0070] 在一些实施例中，sdAb部分为针对人类或恒河猴DLL3产生的骆驼sdAb。

[0071] 在一些实施例中，sdAb部分包含与SEQ  ID  NO:274‑354中的任一者的氨基酸序列

具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0072] 在一些实施例中，sdAb部分通过CDR移植进行人源化。

[0073] 在一些实施例中，人源化sdAb包含与SEQ  ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序

列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列。

[0074] 在一些实施例中，DLL3为人类或恒河猴DLL3。

[0075] 在另一方面，本披露提供一种DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白包含特异性地结合

于DLL3的单链可变片段(scFv)部分，其中该scFv部分包含重链可变区(VH)及轻链可变区

(VL)，其中该scFv部分的VH结构域包含SEQ  ID  NO:498或504中所示的CDR1或其在该CDR1中

包含至多约3个氨基酸取代的变体、SEQ  ID  NO:499或505中所示的CDR2或其在该CDR2中包

含至多约3个氨基酸取代的变体以及SEQ  ID  NO:500或506中所示的CDR3或其在该CDR3中包

含至多约3个氨基酸取代的变体，且该scFv部分的VL结构域包含SEQ  ID  NO:495或501中所

示的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体、SEQ  ID  NO:496或502中所示

的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的变体以及SEQ  ID  NO:497或503中所示

的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基酸取代的变体。

[0076] 在一些实施例中，scFv部分包含重链可变区(VH)及轻链可变区(VL)，其中该scFv

部分的VH结构域包含SEQ  ID  NO:498中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:499中所示的CDR2及SEQ  ID 

NO:500中所示的CDR3，且该scFv部分的VL结构域包含SEQ  ID  NO:495中所示的CDR1、SEQ  ID 

NO:496中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:497中所示的CDR3；或该scFv部分的VH结构域包含SEQ 

ID  NO:504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:505中所示的CDR2及SEQ  ID  NO:506中所示的CDR3，且

该scFv部分的VL结构域包含SEQ  ID  NO:501中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:502中所示的CDR2及

SEQ  ID  NO:503中所示的CDR3。

[0077] 在一些实施例中，该scFv部分的VH结构域包含与SEQ  ID  NO:508中所示的氨基酸

序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列，且该scFv部分的VL结构域包含与SEQ  ID 

NO:507中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序列；或该scFv部分的VH

结构域包含与SEQ  ID  NO:510中所示的氨基酸序列具有至少约95％序列同一性的氨基酸序

列，且该scFv部分的VL结构域包含与SEQ  ID  NO:509中所示的氨基酸序列具有至少约95％

序列同一性的氨基酸序列。

[0078] 在一些实施例中，scFv部分自合成人类Fab噬菌体文库获得。

[0079] 在一些实施例中，DLL3为人类或恒河猴DLL3。

[0080] 在另一方面，本披露提供一种经分离的核酸分子，该经分离的核酸分子编码如上

所述的抗DLL3  CAR或DLL3结合蛋白。

[0081] 在一些实施例中，该经分离的核酸分子包含选自由SEQ  ID  NO:368‑448组成的组

的多核苷酸序列，该多核苷酸序列编码骆驼单域抗体(sdAb)。

[0082] 在一些实施例中，该经分离的核酸分子包含选自由SEQ  ID  NO:449‑461组成的组

的多核苷酸序列，该多核苷酸序列编码人源化骆驼sdAb。

[0083] 在一些实施例中，该核酸分子包含选自由SEQ  ID  NO:511‑514组成的组的多核苷
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酸序列，该多核苷酸序列编码人类scFv的VL或VH结构域。

[0084] 在一些实施例中，该核酸分子进一步包含编码嵌合转换受体(CSR)或显性负性受

体(DNR)的多核苷酸序列。

[0085] 在一些实施例中，该核酸分子进一步包含编码PD‑1显性负性受体(PD‑1DNR)、PD‑1

嵌合转换受体(PD‑1CSR)或TGF‑β显性负性受体(TGF‑βDNR)的多核苷酸序列。

[0086] 在一些实施例中，PD‑1DNR包含与SEQ  ID  NO:523具有至少约95％序列同一性的氨

基酸序列。

[0087] 在一些实施例中，PD‑1CSR包含与SEQ  ID  NO:524具有至少约95％序列同一性的氨

基酸序列。

[0088] 在一些实施例中，TGF‑βDNR包含与SEQ  ID  NO:529具有至少约95％序列同一性的

氨基酸序列。

[0089] 在一些实施例中，编码PD‑1DNR、PD‑1CSR或TGF‑βDNR的多核苷酸序列通过编码2A

自裂解肽的多核苷酸序列连接至编码CAR的多核苷酸序列。

[0090] 在一些实施例中，2A自裂解肽为T2A或P2A肽。

[0091] 在一些实施例中，核酸分子在5'至3'方向上包含编码CAR的多核苷酸序列、编码2A

自裂解肽的多核苷酸序列以及编码PD‑1DNR、PD‑1CSR或TGF‑βDNR的多核苷酸序列。

[0092] 在一些实施例中，该核酸分子编码与SEQ  ID  NO:521或522具有至少约95％序列同

一性的肽，或该核酸分子编码与选自由SEQ  ID  NO:525‑528组成的组的氨基酸序列具有至

少约95％序列同一性的肽。

[0093] 在另一方面，本披露提供一种表达载体，该表达载体包含如上所述的经分离的核

酸分子。

[0094] 在另一方面，本披露提供一种经工程改造的免疫细胞，该经工程改造的免疫细胞

包含如上所述的经分离的核酸分子。

[0095] 在一些实施例中，该经工程改造的免疫细胞选自由以下组成的组：细胞毒性T细

胞、辅助T细胞、自然杀伤T细胞、γ δT细胞、NKT细胞及自然杀伤细胞。

[0096] 在另一方面，本披露提供一种经工程改造的免疫细胞，该经工程改造的免疫细胞

表达如上所述的抗DLL3  CAR。

[0097] 在一些实施例中，该经工程改造的免疫细胞还表达CSR或DNR。

[0098] 在一些实施例中，该CSR为PD‑1CSR，该DNR为PD‑1DNR或TGF‑βDNR。
[0099] 在一些实施例中，PD‑1DNR包含与SEQ  ID  NO:523具有至少约95％序列同一性的氨

基酸序列。

[0100] 在一些实施例中，PD‑1CSR包含与SEQ  ID  NO:524具有至少约95％序列同一性的氨

基酸序列。

[0101] 在一些实施例中，TGF‑βDNR包含与SEQ  ID  NO:529具有至少约95％序列同一性的

氨基酸序列。

[0102] 在一些实施例中，该CAR及该CSR、或该CAR及该DNR通过2A自裂解肽共表达。

[0103] 在一些实施例中，2A自裂解肽为T2A或P2A肽。

[0104] 在一些实施例中，该经工程改造的免疫细胞表达CAR及PD‑1DNR，且经表达DLL3及

PD‑L1的细胞刺激。
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[0105] 在一些实施例中，该经工程改造的免疫细胞表达CAR及PD‑1CSR，且经表达DLL3及

PD‑L1的细胞刺激。

[0106] 在一些实施例中，该经工程改造的免疫细胞表达CAR及TGF‑βDNR，且在TGF‑β存在

下经表达DLL3的细胞刺激。

[0107] 在一些实施例中，该经工程改造的免疫细胞选自由以下组成的组：细胞毒性T细

胞、辅助T细胞、自然杀伤T细胞、γ δT细胞、NKT细胞及自然杀伤细胞。

[0108] 在另一方面，本披露提供一种药物组合物，该药物组合物包含如上所述的抗

DLL3CAR、经分离的DLL3结合蛋白、表达载体或经工程改造的免疫细胞，以及生理学上可接

受的赋形剂。

[0109] 在另一方面，本披露提供一种用于治疗受试者的DLL3相关病症的方法，该方法包

括向该受试者施用治疗有效量的如上所述的经工程改造的免疫细胞或治疗有效量的如上

所述的药物组合物。

[0110] 在另一方面，本披露提供如上所述的抗DLL3  CAR、经分离的DLL3结合蛋白、表达载

体或经工程改造的免疫细胞用于制备用以治疗DLL3相关病症的药物的用途。

[0111] 在另一方面，本披露提供一种用于治疗DLL3相关病症的药物，该药物包含如上所

述的抗DLL3  CAR、DLL3结合蛋白、表达载体或经工程改造的免疫细胞。

[0112] 在一些实施例中，DLL3相关病症为选自由以下组成的组的癌症：肺癌、黑素瘤、乳

腺癌、前列腺癌、结肠癌、肾细胞癌、卵巢癌、神经母细胞瘤、横纹肌肉瘤、白血病及淋巴瘤。

[0113] 在一些实施例中，癌症表达DLL3及PD‑L1。

[0114] 在一些实施例中，癌症与对应正常组织相比具有较高TGF‑β表达水平。

[0115] 在一些实施例中，DLL3相关病症为小细胞肺癌。

附图说明

[0116] 图1显示基于VHH的CAR构建体的示意图。可用于构建体中的序列在SEQ  ID  NO:

462‑472、474及475中列出。

[0117] 图2显示表达包含多种骆驼抗DLL3  sdAb的示例性单特异性CAR的T细胞针对小细

胞肺癌细胞系SHP‑77的活体外细胞毒性测定的结果，E:T为2:1或5:1。CAR的结果以右侧显

示的图例中的次序描绘。

[0118] 图3显示在与表达DLL3的肿瘤细胞系SHP‑77共同培育之后表达包含多种骆驼抗

DLL3  sdAb的示例性单特异性CAR的T细胞的细胞因子释放水平的结果。IFN‑ γ 释放水平及

TNF‑α释放水平(E:T为2:1或5:1)分别显示于图3A及图3B中。各图中，CAR的结果以右侧显示

的图例中的次序描绘。

[0119] 图4显示在用小细胞肺癌细胞系SHP‑77长期刺激之后，表达包含多种骆驼抗DLL3 

sdAb的示例性单特异性CAR的T细胞的扩增倍数。

[0120] 图5显示在SHP‑77肿瘤模型中表达具有骆驼抗DLL3  sdAb的CAR的CAR‑T细胞的活

体内抗肿瘤功效的结果。此模型中，各小鼠输注100万CAR‑T细胞的剂量。

[0121] 图6显示表达包含多种人源化骆驼抗DLL3  sdAb的示例性单特异性CAR的T细胞针

对小细胞肺癌细胞系SHP‑77(图6A、6B)及NCI‑H82(图6C、6D)的活体外细胞毒性测定的结

果。
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[0122] 图7显示在经SHP‑77刺激之后表达包含多种人源化骆驼抗DLL3  sdAb的示例性单

特异性CAR的T细胞的细胞因子释放水平的结果。IFN‑ γ 释放水平及TNF‑α释放水平(E:T为

3:1或10:1)分别显示于图7A及图7B中。各图中，CAR的结果以右侧显示的图例中的次序描

绘。

[0123] 图8显示在用小细胞肺癌细胞系SHP‑77长期刺激之后，表达包含多种人源化骆驼

抗DLL3  sdAb的示例性单特异性CAR的T细胞的扩增倍数。

[0124] 图9显示在SHP‑77肿瘤模型中表达具有人源化骆驼抗DLL3  sdAb的CAR的CAR‑T细

胞的活体内抗肿瘤功效的结果。此模型中，各小鼠输注20万CAR‑T细胞的剂量。图9A中比较9

组的结果。各组中各小鼠的结果分别显示于图9B‑9J中。

[0125] 图10显示串联CAR(图10A)及装甲的CAR构建体的示意图(图10B、10C)。

[0126] 图11显示通过量测短期细胞毒性(图11A‑11E、11V)及细胞因子释放(图11F‑11K、

11W‑11X)以及通过长期刺激测定(图11L‑11U、11Y‑11Z)对串联CAR‑T细胞及单特异性CAR‑T

细胞活体外功能活性比较的结果。

[0127] 图12分别显示靶向PD‑1DNR或PD‑1CSR装甲的CAR‑T细胞及T3的SHP‑77细胞(图

12A、12B)及SHP‑77/PD‑L1(图12C、12D)的活体外功能比较结果。

[0128] 图13显示TGF‑β‑DNR增强DLL3  CAR‑T细胞的活体外及活体内抗肿瘤功效。图13A显

示TGF‑β‑DNR装甲的CAR的示意图。图13B显示相应CAR‑T细胞上CAR及TGF‑β‑DNR的阳性比

率。在短期(图13C、13D)及长期刺激测定(图13E‑13G)中评估活体外抗肿瘤功效。图13H显示

活体内抗肿瘤功效。图13I显示在治疗之后SHP77异种移植模型的外周血中CAR‑T细胞的药

物动力学。

具体实施方式

[0129] 除非另外定义，否则本文中使用的技术及科学术语具有与所属领域的普通技术人

员通常所了解的含义相同的含义。与本文所述的方法、装置及材料类似或等同的任何方法、

装置及材料可用于实施本发明。提供以下定义以帮助了解本文中常用的某些术语，且不意

欲限制本披露的范畴。

[0130] 冠词“一个/种(a/an)”在本文中用以指一个或多于一个(即，至少一个)的该冠词

的语法宾语。例如，“元件”意指一种元件或超过一种元件。

[0131] 如本文所用的，术语“结合蛋白”是指结合靶分子(例如，DLL3)的分子或分子的一

部分。在一些实施例中，结合蛋白包含抗体。在一些实施例中，结合蛋白包含抗体的抗原结

合片段。在一些实施例中，结合蛋白可进一步包含小分子量组分，诸如小分子药物或毒素。

结合蛋白也可为抗体或其抗原结合片段。在一些实施例中，结合蛋白包含受体的配体结合

域。在一些实施例中，结合蛋白包含跨膜受体的细胞外结构域。结合蛋白也可为受体的配体

结合域，或跨膜受体的细胞外结构域。在一些实施例中，结合蛋白包含单域抗体(sdAb)或单

链可变片段(scFv)。在一些实施例中，结合蛋白可为sdAb或scFv。DLL3结合蛋白可为DLL3结

合域。在一些实施例中，DLL3结合蛋白包含结合DLL3的抗体或抗体的抗原结合片段。在一些

实施例中，DLL3结合蛋白可为抗体或抗体的抗原结合片段。在一些实施例中，DLL3结合蛋白

包含结合DLL3的单域抗体(sdAb)或单链可变片段(scFv)。在一些实施例中，DLL3结合蛋白

可为sdAb或scFv。
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[0132] 术语“抗体”泛指由四条多肽链‑两条重(H)链及两条轻(L)链构成的任何免疫球蛋

白(Ig)分子或其保持Ig分子的基本表位结合特征的任何功能片段。在全长抗体中，每条重

链由重链可变区(本文中缩写为HCVR或VH)及重链恒定区构成。重链恒定区由三个结构域

CH1、CH2及CH3构成。每条轻链由轻链可变区(本文中缩写为LCVR或VL)及轻链恒定区构成。

轻链恒定区由一个结构域CL构成。VH及VL区可进一步再分成高变区，称为互补决定区

(CDR)，中间散布更保守的区域，称为框架区(FR)。每个VH及VL由三个CDR及四个FR构成，从

氨基端至羧基端按以下次序排列：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4。免疫球蛋白分子可

具有任何类型(例如IgG、IgE、IgM、IgD、IgA及IgY)、类别(例如IgG  1、lgG2、IgG  3、lgG4、

IgA1及lgA2)或子类。在广泛意义上，术语“抗体”进一步指不源自具有四条多肽链的免疫球

蛋白分子的scFv或sdAb。

[0133] 抗体片段为抗体的一部分，例如F(ab')2、Fab、Fv、scFv、sdAb及其类似物。全长抗

体的功能片段保持全长抗体的靶特异性。因此诸如scFv(单链可变链片段)的重组功能抗体

片段已用于研发作为基于mAb的治疗剂的替代物的治疗剂。scFv片段(约25kDa)由两个可变

域VH及VL组成。天然地，VH及VL结构域经由疏水性相互作用非共价缔合，且往往解离。然而，

稳定片段可通过用亲水性柔性接头将这些结构域连接，建立scFv来工程改造。

[0134] 如本文所用，术语“单域抗体”(sdAb)具有其在所属领域中的通用含义，且是指在

骆驼科哺乳动物中可发现的类型的抗体的单个重链可变域，且天然缺乏轻链。这种单域抗

体也称为VHH或“奈米抗体(Nanobody)”。可认为单域抗体的氨基酸序列及结构由四个框架

区(FR1、FR2、FR3及FR4)及三个互补决定区(CDR1、CDR2及CDR3)构成。因此，单域抗体可定义

为具有以下通用结构的氨基酸序列：FR1‑CDR1‑FR2‑CDR2‑FR3‑CDR3‑FR4，其类似于可变域

VH或VL。sdAb用作单抗原结合蛋白或用作较大蛋白质或多肽中的抗原结合域提供许多显著

优于使用常规抗体或抗体片段(例如scFv)的优势。sdAb的优点包括：仅仅要求单个结构域

以高亲和力及高选择性结合抗原；面对变性剂或包括热、pH值及蛋白酶在内的条件，sdAb高

度稳定；且sdAb可接近常规抗体无法接近的标靶及表位。虽然典型地在骆驼科(诸如美洲

驼)中产生sdAb，但也可使用所属领域中熟知的技术以合成方式产生。

[0135] 如本文所用，术语“人源化sdAb”意指在天然存在的VHH序列的氨基酸序列中的一

或多个氨基酸残基经在来自人类的常规4链抗体的VH结构域中的对应位置处存在的一或多

个氨基酸残基置换的sdAb。这可通过所属领域中熟知的方法进行。举例而言，sdAb的FR可经

人类可变FR置换。因此人源化sdAb在施用人体时具有较小抗原性。

[0136] 如本文所用，术语“仅重链抗体”或“HCAb”是指包含重链，但缺乏通常在4链抗体中

发现的轻链的功能抗体。已知骆驼科动物(诸如骆驼、美洲驼或羊驼)产生HCAb。

[0137] “DLL3”又名“δ样配体3”，为参与Notch信号传导路径的跨膜蛋白。Notch信号传导

路径首次是在秀丽隐杆线虫(C.elegans)及果蝇(Drosophila)中鉴别，随后证明自无脊椎

动物至脊椎动物进化保守，参与一系列基本生物过程，包括正常胚胎发育、成人组织体内平

衡及干细胞维持。在果蝇中，Notch信号传导主要由一种Notch受体基因及被称为Serrate及

Delta的两种配体基因介导(Wharton等人,1985；Rebay等人,1991)。人类中，存在四种已知

的Notch受体及五种DSL(Delta‑Serrate  LAG2)配体，即Serrate的两种同源物，称为

Jagged1及Jagged  2，以及Delta的三种同源物，称为δ样配体或DLL1、DLL3及DLL4。人类中，

DLL3基因位于染色体19q13上，且由跨越9.5kb的8个外显子组成。在最后一个外显子内的选
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择性剪接产生两种蛋白质同种型。两者在其细胞外结构域及其跨膜域上共享整体100％同

一性，不同之处在于较长同种型含有延长的胞内尾。

[0138] 如本文所用，术语“特异性地结合”或“特异性结合”或其任何同义词是指如通过标

准活体外测定所测定，单域抗体(sdAb)等多肽能够特异性地识别及可检测地结合于DLL3分

子。举例而言，如本文所用，结合是使用充分描述的抗原‑抗体结合测定、流式细胞术及所属

领域的技术人员已知的其他测定通过本发明的抗DLL3多肽识别细胞表面上的DLL3分子的

能力来量测。

[0139] 如本文所用，术语“表达载体”为重组或合成产生的核酸构建体或序列，具有允许

另一核酸在宿主细胞中转录和/或表达的特定核酸元件。表达载体可为质粒、病毒或核酸片

段的一部分。在一个实例中，表达载体为DNA载体，例如质粒，其包含至少一个启动子序列及

至少一个终止子序列(例如多腺苷酸化序列)以及任选地一个或多个复制起点(ori)序列及

任选地选择或可选择标记物序列。任选地，表达载体可进一步包含至少一个所关注的核苷

酸编码序列，该核苷酸编码序列编码至少一种多肽，其中至少一个启动子序列与该至少一

个编码序列可操作地连接。术语“表达”包括多肽产生中所涉及的任何步骤，包括(但不限

于)转录、转录后修饰、转译、转译后修饰和/或分泌。

[0140] 术语“分离”是指物质实质上或基本上不含在其天然状态下通常伴随其的组分。物

质可为细胞或大分子，例如蛋白质或核酸。举例而言，如本文所用，“经分离的核酸”是指已

自在天然存在状态下位于侧面的序列纯化的多核苷酸，例如已自通常相邻的序列移除的

DNA片段。可替代地，如本文所用，“经分离的抗体”或“经分离的多肽”及其类似物是指抗体

或多肽分子自其天然细胞环境及与细胞的其他组分的缔合中进行活体外分离和/或纯化。

[0141] 非人类(例如骆驼科)抗体的“人源化”形式为含有来源于非人类免疫球蛋白的最

小序列的嵌合抗体。在一些实施例中，人源化抗体是人类免疫球蛋白(接受者抗体)，其中来

自接受者高变区(HVR)的残基经来自具有期望的特异性、亲和力和/或能力的小鼠、大鼠、兔

或非人类灵长类动物等非人类物种(供体抗体)HVR的残基置换。在一些情况下，人类免疫球

蛋白的框架区(“FR”)残基经对应的非人类残基置换。此外，人源化抗体可包含未在接受者

抗体中或供体抗体中发现的残基。可进行这些修饰以进一步改进抗体性能，例如结合亲和

力。一般而言，人源化抗体将包含至少一个及典型地两种可变域的基本上全部，其中高变环

的全部或基本上全部与非人类免疫球蛋白序列的高变环对应，且FR区的全部或基本上全部

为人类免疫球蛋白序列的FR区，不过FR区可包括一或多个提高结合亲和力、异构化、免疫原

性等抗体性能的单独FR残基取代。FR中这些氨基酸取代的数目典型地在H链中至多6个，且

在L链中至多3个。人源化抗体任选地还将包含免疫球蛋白恒定区(Fc)，典型地人类免疫球

蛋白的恒定区的至少一部分。关于进一步细节，参见例如Jones等人 ,Nature321:522‑525

(1 9 8 6 ) ；R i e c h m a n n等 人 ,N a t u r e  3 3 2 : 3 2 3 ‑ 3 2 9 (1 9 8 8) ；以 及 P r e s t a ,

Curr.Op.Struct.Biol.2:593‑596(1992)。还参见例如Vaswani及Hamilton,Ann.Allergy,

Asthma&Immunol.1:105‑115(1998)；Harris,Biochem.Soc.Transactions  23:1035‑1038

(1995)；Hurle及Gross,Curr.Op.Biotech.5:428‑433(1994)；以及美国专利第6,982,321号

及第7,087,409号。

[0142] 关于肽、多肽或抗体序列的“序列同一性”及“同源性”定义为在比对序列及必要时

引入空位以实现最大序列同一性百分比后且不考虑任何保守取代作为序列同一性的一部
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分下，候选序列中与特定肽或多肽序列中的氨基酸残基相同的氨基酸残基的百分比。可根

据所属领域技能内的多种方式，使用公众可获得的计算器软件，诸如BLAST、BLAST‑2、ALIGN

或MEGALIGNTM(DNASTAR)软件，实现比对，以确定氨基酸序列同一性百分比。所属领域技术人

员可确定用于量测比对的适当参数，包括实现所比较的全长序列上的最大比对所需的任何

算法。

[0143] 解离常数 (K D或K d)用作展示抗体对抗原的亲和力的指标。举例而言，通过

Scatchard方法使用用多种标记试剂标记的抗体，以及通过使用非处方量测试剂盒

BiacoreX(Amersham  Biosciences制造)或类似试剂盒，根据与试剂盒连接的使用者手册及

实验操作方法容易分析。可使用这些方法获得的KD值以单位M(Mol)表示。

[0144] 如本文所用，“嵌合转换受体(CSR)”是指一种受体，建立所述受体以逆转其原始信

号传导路径的结果，以赋予免疫细胞(例如CAR  T细胞)所期望的活性，诸如能够克服免疫抑

制肿瘤微环境及允许其具有更大活体内持久性。在一些实施例中，CSR可利用由癌细胞表达

的抑制分子来进一步刺激CAR  T细胞。在非限制性实例中，CAR  T细胞可经工程改造以表达

由人类抑制受体程序化细胞死亡蛋白1(PD‑1)的细胞外配体结合域与CD28的跨膜及胞内共

刺激信号传导域融合所构成的CSR。当CAR  T细胞施用于患有表达DLL3及程序化细胞死亡配

体1(PD‑L1)的癌症的受试者时，所表达的CAR可结合于DLL3且所表达的转换受体可结合于

PD‑L1。PD‑1/CD28嵌合转换受体融合蛋白的性质阻止正常PD1/PD‑L1介导的T细胞抑制，代

之以促进经由CD28域的信号传导，这引起对CAR  T细胞的刺激。因此，PD‑1的跨膜及细胞内

结构域用CD28的跨膜及细胞内结构域替换将PD‑L1转化成CAR  T细胞的共刺激配体。这将诱

发增强的针对表达PD‑L1的癌细胞的毒性。在其他实施例中，CSR还可用于抑制CAR  T细胞对

非预期靶细胞的作用。

[0145] 如本文所用，“显性负性受体(DNR)”是指能够结合配体但不会诱发细胞内的信号

传导级联的受体。DNR通常具有完整配体结合区，但缺少细胞内酶催化区。其可为全长受体

的突变形式或受体的截短形式。在CAR  T细胞免疫疗法后，一些癌症、尤其是实体癌可能使

结合于CAR  T细胞上的抑制受体的抑制配体上调。此适应性抗性使嵌合CAR  T细胞疗法的功

效打折。已知一些癌症、特别是实体癌分泌转化生长因子β(TGF‑β)，建立免疫抑制环境。已

知TGF‑β诱发或促进转移且有效抑制免疫系统。因此，在一些实施例中，使用TGF‑β受体TGF

ΒRII的截短型式作为TGF‑βDNR以提高本文披露的CAR  T细胞的抗肿瘤性能。在一些实施例

中，通过使用2A自裂解肽使CAR及TGF‑βDNR在T细胞表面上共表达。在一些实施例中，通过使

用两种表达载体使CAR及TGF‑βDNR在T细胞表面上分开表达。发现TGF‑βDNR在引入本文披露

的抗DLL3  CAR  T细胞中时，能够增强CAR  T细胞针对一些DLL3阳性癌细胞、例如SCLC细胞的

细胞毒性。类似地，在一些实施例中，使用PD‑1受体的截短型式作为PD‑1DNR以提高本文披

露的CAR  T细胞的抗肿瘤性能。

[0146] 如本文所用，“治疗(treatment或treating)”包括对疾病或病理性疾患的症状或

病理的任何有益或合乎需要的作用，且可包括甚至例如癌症、自体免疫性疾病、免疫病症等

所治疗的疾病或疾患之一或多个可量测标记物最低程度的减少。治疗可任选地涉及延迟疾

病或疾患的进展。“治疗”不一定指示完全根除或医治疾病或疾患或其相关症状。

[0147] 本发明的一些方面是指一种DLL3结合蛋白，该DLL3结合蛋白对人类或恒河猴DLL3

蛋白具有结合特异性。
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[0148] 在一些实施例中，DLL3结合蛋白包含特异性地结合于DLL3的单域抗体(“sdAb”)部

分，其中该sdAb部分包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的氨基酸序列

的CDR1或其在该CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的任

一者的氨基酸序列的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含SEQ 

ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基酸取

代的变体。

[0149] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含：包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的

氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸序列的CDR2；以及包含SEQ 

ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的CDR3，或在CDR区中包含至多约3个氨基酸取代

的多肽变体。在一些实施例中，抗DLL3抗体为或包含单域抗体(sdAb)，该抗体是在用人类或

恒河猴DLL3蛋白免疫接种后自骆驼产生。在一些实施例中，sdAb包含如表1的每行中所列出

的CDR组(即CDR1、CDR2及CDR3的组合)。

[0150] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含以下中的任一种：

[0151] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR  2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0152] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0153] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0154] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0155] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0156] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0157] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0158] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR  2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；或

[0159] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及
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包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR  3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体。

[0160] 在一些实施例中，sdAb包含多肽，该多肽包含以下中的任一种：

[0161] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR  3；

[0162] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR  3；

[0163] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR  3；

[0164] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3；

[0165] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3；

[0166] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3；

[0167] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3；

[0168] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3；或

[0169] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3。

[0170] 在一些实施例中，sdAb包含与SEQ  ID  NO:274‑354中的任一者的氨基酸序列具有

至少约95％(例如约96％、97％、98％、99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。在一些实施

例中，sdAb包含SEQ  ID  NO:274‑354中的任一者的氨基酸序列。在其他实施例中，sdAb进行

人源化，且包含与SEQ  ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％(例如约

96％、97％、98％、99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，sdAb包含SEQ 

ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序列。人源化抗体可使用所属领域中已知的多种技术

产生，这些技术包括但不限于CDR移植(参见例如美国专利第5,225,539号、第5,530,101号

及第5,585,089号)、饰面(veneering)或者表面重构(resurfacing)(参见例如欧洲专利第

EP  592,106号及第P519,596号)及链改组(参见例如美国专利第5,565,332号)。一般地，在

人源化期间，受体抗体(例如人类抗体)的CDR残基替换为供体抗体(例如啮齿动物抗体)的

CDR残基，以保持抗原结合特异性，同时将活体内免疫原性减至最少。经常，框架区中的框架

残基也用来自供体抗体的对应残基取代，以改变，例如提高抗原结合。通过所属领域熟知的

方法，例如通过建模CDR与框架残基的相互作用鉴别对于抗原结合而言重要的框架残基且

进行序列比较以鉴别特定位置处的不寻常框架残基，来鉴别这些框架取代，例如保守取代

(参见例如Queen等人 ,美国专利第5 ,585 ,089号；及Riechmann等人 ,1988 ,Nature ,332:

323)。

[0171] 在一些情况下，sdAb可与人类IgG铰链片段及Fc片段融合，形成重链抗体(HCAb)。

在一些情况下，sdAb可与对除DLL3以外的抗原具有特异性的另一sdAb或scFv融合，形成双

特异性抗体。在一些情况下，sdAb可与对除DLL3以外的抗原具有特异性的两种或更多种
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sdAb或scFv融合，形成多特异性抗体。在其他情况下，sdAb可进行化学修饰以携带药物分

子。因此，抗DLL3  sdAb可在活体内用于将药物分子引导至表达DLL3的细胞。

[0172] 在一些实施例中，DLL3结合蛋白为或包含特异性地结合DLL3的单链可变片段

(scFv)。在一些情况下，通过重复数轮的噬菌体淘选自合成的人类Fab或scFv噬菌体文库分

离scFv，其中每轮淘选涉及结合、移除非特异性噬菌体以及洗脱及扩增所结合的噬菌体以

进行下一轮过程。在一些实施例中，DLL3结合蛋白包含特异性地结合于DLL3的scFv部分，其

中该scFv包含重链可变区(VH)及轻链可变区(VL)，其中该scFv的VH结构域包含SEQ  ID  NO:

498或504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:499或505中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:500或506中所

示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:495或501中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:496或

502中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:497或503中所示的CDR3。在一些实施例中，DLL3结合蛋白

包含特异性地结合于DLL3的scFv部分，其中该scFv包含重链可变区(VH)及轻链可变区

(VL)，其中该scFv的VH结构域包含SEQ  ID  NO:498中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:499中所示的

CDR2以及SEQ  ID  NO:500中所示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:495中所示的

CDR1、SEQ  ID  NO:496中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:497中所示的CDR3；或该scFv的VH结构

域包含SEQ  ID  NO:504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:505中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:506中

所示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:501中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:502中所

示的CDR2以及SEQ  ID  NO:503中所示的CDR3。

[0173] 在一些情况下，scFv可与对除DLL3以外的抗原具有特异性的另一sdAb或scFv融

合，形成双特异性抗体。在一些情况下，scFv可与对除DLL3以外的抗原具有特异性的两种或

更多种sdAb或scFv融合，形成多特异性抗体。在其他情况下，scFv可进行化学修饰以携带药

物分子。因此，抗DLL3  scFv可在活体内用于将药物分子引导至表达DLL3的细胞。

[0174] 本发明的一些方面是关于包含DLL3结合域的CAR或CAR‑T细胞(抗DLL3  CAR或抗

DLL3  CAR‑T细胞)。

[0175] 本发明的CAR包含细胞外结构域、跨膜结构域及细胞内结构域。在一些实施例中，

CAR还包括在N末端的信号肽及介于细胞外结构域与跨膜域之间的铰链区。细胞外结构域包

括靶特异性结合元件(也称为抗原识别域或抗原结合域)。细胞内结构域或胞内结构域经常

包括一或多个共刺激信号传导域及CD3ζ链部分。共刺激信号传导域是指包括共刺激分子的

细胞内结构域在内的CAR的一部分。

[0176] 通过CAR分子识别抗原或靶向抗原最常涉及抗体或抗体片段的使用。根据本发明，

抗原结合域为特异性地结合于DLL3的抗体或抗体片段。较佳地，本发明的CAR的抗原结合域

为如上所提及的抗DLL3  scFv或sdAb。

[0177] 跨膜域可源自天然或合成来源。在来源为天然的情况下，结构域可源自任何膜结

合或跨膜蛋白。本发明中具体使用的跨膜区可源自以下(即至少包含以下的一个或多个跨

膜区)：例如T细胞受体的α、β或ξ链，CD8α链。

[0178] 本发明的CAR的细胞内信号传导域引起免疫细胞的至少一种正常效应功能的活

化。术语“效应功能”是指细胞的专门功能。T细胞的效应功能例如可为细胞溶解活性，或辅

助活性，包括分泌细胞因子。因此，术语“细胞内结构域”是指转导效应功能信号且指导细胞

进行专门功能的蛋白质部分。虽然通常可采用整个胞内结构域，但多数情况下不需要使用

整条链。在使用胞内结构域的截短部分的程度上，此类截短部分可代替完整链使用，只要其
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转导效应功能信号即可。因此术语细胞内结构域意欲包括足够转导效应功能信号的胞内结

构域的任何截短部分。用于本发明CAR中的胞内结构域的较佳实例包括协调一致以在抗原

受体接合后开始信号转导的T细胞受体(TCR)及共受体的胞内序列，以及这些序列的任何衍

生物或变体及具有相同功能能力的任何合成序列。在一些实施例中，细胞内信号传导域源

自CD3ζ、FcR γ 、FcRβ、CD3 γ 、CD3δ、CD3ε、CD5、CD22、CD79a、CD79b或CD66d。

[0179] 常常，单单通过TCR产生的信号不足以完全活化T细胞。因此，使用第二或共刺激信

号。因此，据说T细胞活化由两类不同胞内信号传导序列介导：通过TCR开始抗原依赖性初级

活化的信号传导序列(初级胞内信号传导序列)及以非抗原相关性方式作用以提供第二或

共刺激信号的信号传导序列(第二胞内信号传导序列)。共刺激信号传导序列是指包括共刺

激分子的细胞内结构域在内的CAR的一部分。共刺激分子为淋巴细胞对抗原的高效反应所

需的除抗原受体或其配体以外的细胞表面分子。这样的分子的实例包括CD27、CD28、4‑1BB、

OX40、CD40、PD‑1、LFA‑1、ICOS、CD2、CD7、LIGHT、NKG2C、B7‑H3、TNFRSF9、TNFRSF4、TNFRSF8、

CD40LG、ITGB2、KLRC2、TNFRSF18、TNFRSF14、HAVCR1、LGALS9、DAP10、DAP12、CD83、CD83配体

及其组合。

[0180] 介于CAR的细胞外结构域与跨膜域之间的铰链区一般意指多肽链中用于将跨膜域

连接至细胞外结构域的任何寡肽或多肽。铰链区可为至多300个氨基酸，较佳2至100个氨基

酸且最佳2至10个氨基酸。

[0181] 除抗原结合域、跨膜域、胞内结构域及铰链区外，本发明的CAR还可包括连接至CAR

的N末端的信号肽序列。信号肽序列存在于许多分泌蛋白及膜蛋白的N末端，且典型地具有

15至30个氨基酸的长度。因为许多上述提及的蛋白质分子具有信号肽序列，所以这些信号

肽可以用作本发明CAR的信号肽。

[0182] 在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含或源自单域抗体

(sdAb)或单链可变片段(scFv)。

[0183] 在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含或源自单域抗体

(sdAb)，其中该sdAb包括包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的氨基酸序列的CDR1或其在该

CDR1中包含至多约3个氨基酸取代的变体；包含SEQ  ID  NO:82‑162中的任一者的氨基酸序

列的CDR2或其在该CDR2中包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及包含SEQ  ID  NO:163‑243

中的任一者的氨基酸序列的CDR3或其在该CDR3中包含至多约3个氨基酸取代的变体。在一

些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含或源自单域抗体(sdAb)，其中该

sdAb包括包含SEQ  ID  NO:1‑81中的任一者的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:82‑162中

的任一者的氨基酸序列的CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:163‑243中的任一者的氨基酸序列的

CDR3。

[0184] 在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包括包含以下中的任一

种的sdAb：

[0185] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0186] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及
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包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0187] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0188] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0189] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0190] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0191] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；

[0192] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；或

[0193] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1，或其包含至多约3个氨基酸取代的变

体；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的CDR2，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体；以及

包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR3，或其包含至多约3个氨基酸取代的变体。

[0194] 在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包括包含以下中的任一

种的sdAb：

[0195] (1)包含SEQ  ID  NO:6的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:87的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:168的氨基酸序列的CDR3；

[0196] (2)包含SEQ  ID  NO:21的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:102的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:183的氨基酸序列的CDR3；

[0197] (3)包含SEQ  ID  NO:24的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:105的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:186的氨基酸序列的CDR3；

[0198] (4)包含SEQ  ID  NO:27的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:108的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:189的氨基酸序列的CDR3；

[0199] (5)包含SEQ  ID  NO:34的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:115的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:196的氨基酸序列的CDR  3；

[0200] (6)包含SEQ  ID  NO:39的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:120的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:201的氨基酸序列的CDR  3；

[0201] (7)包含SEQ  ID  NO:7的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:88的氨基酸序列的

CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:169的氨基酸序列的CDR  3；

[0202] (8)包含SEQ  ID  NO:8的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:89的氨基酸序列的
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CDR2；以及包含SEQ  ID  NO:170的氨基酸序列的CDR  3；或

[0203] (9)包含SEQ  ID  NO:9的氨基酸序列的CDR1；包含SEQ  ID  NO:90的氨基酸序列的

CDR  2；以及包含SEQ  ID  NO:171的氨基酸序列的CDR  3。

[0204] 在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含骆驼sdAb，其中该

sdAb包含与SEQ  ID  NO:274‑354中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％(例如96％、

97％、98％、99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，CAR包含DLL3结合

域，其中该DLL3结合域包括包含SEQ  ID  NO:274‑354中的任一个的氨基酸的骆驼sdAb。在一

些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含人源化sdAb，其中该sdAb包含与

SEQ  ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％(例如96％、97％、98％、99％

或100％)序列同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结

合域包含人源化sdAb，该人源化sdAb包含SEQ  ID  NO:355‑367中的任一者的氨基酸序列。

[0205] 在一些实施例中，CAR包含DLL3结合域，其中该DLL3结合域包含或源自单链可变片

段(scFv)，其中该scFv的VH结构域包含SEQ  ID  NO:498中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:499中所

示的CDR2以及SEQ  ID  NO:500中所示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:495中所

示的CDR1、SEQ  ID  NO:496中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:497中所示的CDR3；或该scFv的VH

结构域包含SEQ  ID  NO:504中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:505中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:

506中所示的CDR3，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:501中所示的CDR1、SEQ  ID  NO:502

中所示的CDR2以及SEQ  ID  NO:503中所示的CDR3。在一些实施例中，该scFv的VH结构域包含

SEQ  ID  NO:508中所示的氨基酸序列，且该scFv的VL结构域包含SEQ  ID  NO:507中所示的氨

基酸序列；或该scFv的VH结构域包含SEQ  ID  NO:510中所示的氨基酸序列，且该scFv的VL结

构域包含SEQ  ID  NO:509中所示的氨基酸序列。

[0206] 在一些实施例中，本发明的CAR包含本文中提供为DLL3结合域的骆驼sdAb且包含

与SEQ  ID  NO:476‑484中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％(例如96％、97％、98％、

99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，本发明的CAR包含本文中提供为

DLL3结合域的骆驼sdAb且具有选自由SEQ  ID  NO:476‑484组成的组的氨基酸序列。在一些

实施例中，本发明的CAR包含本文中提供为DLL3结合域的人源化sdAb且包含与SEQ  ID  NO:

485‑494中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％(例如96％、97％、98％、99％或100％)序

列同一性的氨基酸序列。在其他实施例中，本发明的CAR包含本文中提供为DLL3结合域的人

源化sdAb且具有选自由SEQ  ID  NO:485‑494组成的组的氨基酸序列。

[0207] 在一些实施例中，本发明的CAR包含本文中提供为DLL3结合域的人类scFv且包含

与SEQ  ID  NO:515‑516中的任一者的氨基酸序列具有至少约95％(例如96％、97％、98％、

99％或100％)序列同一性的氨基酸序列。在一些实施例中，本发明的CAR包含本文中提供为

DLL3结合域的人类scFv且具有选自由SEQ  ID  NO:515‑516组成的组的氨基酸序列。

[0208] 在一些实施例中，本发明的CAR自N末端至C末端包含信号肽、DLL3结合域、铰链区、

跨膜域以及胞内信号传导域。在具体实施例中，本发明的CAR自N末端至C末端包含如SEQ  ID 

NO:465中所示的CD8α信号肽、DLL3结合域、如SEQ  ID  NO:466中所示的CD8α铰链域、如SEQ 

ID  NO:467中所示的CD8α跨膜域、如SEQ  ID  NO:468中所示的CD137胞内结构域、如SEQ  ID 

NO:469中所示的CD28胞内结构域及如SEQ  ID  NO:470中所示的CD3ζ胞内结构域。

[0209] 本发明的一些方面涉及一种经分离的核酸分子，该经分离的核酸分子编码本发明
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的sdAb、scFv或CAR。在一些实施例中，核酸分子编码骆驼sdAb且包含选自由SEQ  ID  NO:

368‑448组成的组的多核苷酸序列。在一些实施例中，核酸分子编码人源化sdAb且包含选自

由SEQ  ID  NO:449‑461组成的组的多核苷酸序列。在一些实施例中，核酸分子编码scFv的VH

及VL结构域，其中VH结构域编码序列包含SEQ  ID  NO:512或514的多核苷酸序列，VL结构域

编码序列包含SEQ  ID  NO:511或513的多核苷酸序列。

[0210] 本发明的一些方面涉及一种经工程改造的免疫细胞，该经工程改造的免疫细胞包

含上述提供的任一种CAR、上述任一种经分离的核酸或上述任一种载体。在一些实施例中，

经工程改造的免疫细胞为细胞毒性T细胞、辅助T细胞、自然杀伤T细胞、γ δT细胞、NKT细胞

及自然杀伤细胞。在一些实施例中，细胞包含携带本发明的经分离的核酸分子的表达载体。

用表达载体对细胞进行基因修饰以表达由核酸分子的一部分编码的多肽为所属领域中熟

知的一项遗传技术。

[0211] 本发明的一些方面涉及本发明的DLL3结合蛋白、抗DLL3  CAR、核酸分子或CAR‑T细

胞。在一些实施例中，本发明的CAR‑T细胞用生理学上可接受的赋形剂调配成药物组合物。

如本文所用，“生理学上可接受的赋形剂”包括不限于对于在人类或家畜中使用可接受的任

何助剂、载体、稀释剂、防腐剂、分散剂、悬浮剂、稳定剂、等张剂、溶剂、表面活性剂或乳化

剂。在一些实施例中，本发明的CAR‑T细胞或包含该CAR‑T细胞的药物组合物用于治疗受试

者的DLL3相关病症。因此，提供一种用于治疗DLL3相关病症的方法，该方法包括向罹患DLL3

相关病症的受试者施用治疗有效量的本发明的CAR‑T细胞或药物组合物。抗体、CAR‑T细胞

或药物组合物的“治疗有效量”可根据受试者(例如患者)的疾病状况、年龄、性别及重量等

因素变化。术语“治疗有效量”可包括有效“治疗”受试者的量。当指示治疗剂量时，在具体实

施例中考虑的待施用的精确量可由医师考虑受试者的状况确定。在一些实施例中，DLL3相

关病症为表达DLL3作为细胞表面蛋白的癌症，例如黑素瘤、乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、肾细

胞癌、卵巢癌、神经母细胞瘤、横纹肌肉瘤、白血病及淋巴瘤。较佳地，DLL3相关病症为肺癌，

尤其是小细胞肺癌(SCLC)。

[0212] 实例

[0213] 本文所述的实例不意欲表示以下实验均进行或只进行这些实验。努力确保关于所

用数字(例如量、温度等)的准确性，但应考虑一些实验误差及偏差。除非另外指示，否则份

为重量份，分子量为重量平均分子量，温度为摄氏度，且压力为大气压或接近大气压。

[0214] 实例1.动物免疫及抗体文库构建

[0215] 本实例证明，免疫骆驼显示对人类或恒河猴DLL3蛋白具有良好的免疫反应且所获

得的免疫文库显示优良质量。

[0216] 动物免疫

[0217] 将包含具有N末端FLAG标签的人类DLL3蛋白(AdipoGen，AG‑40B‑0151)的细胞外结

构域(aa27‑466)或/及表达DLL3的质粒或表达DLL3的细胞(CHO‑K1/DLL3和/或CHO‑K1/

EGF4)的免疫原与助剂或PBS混合且注入骆驼中。典型地，骆驼进行免疫2‑4次，时间间隔为1

周至2周。在多轮免疫后，通过用酶联免疫吸附剂测定(ELISA)及流式细胞术测定进行血清

滴定来评定针对靶抗原DLL3的免疫反应。

[0218] 噬菌体展示文库构建

[0219] 使用 试剂，根据制造商的方案，自免疫骆驼的淋巴细胞提取全部RNA。
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cDNA是基于RNA模板，利用寡(dT)20引物，使用PRIMESCRIPTTM第一链cDNA合成试剂盒，根据

制造商的方案来合成。自骆驼cDNA扩增VHH，以产生VHH噬菌体文库。

[0220] 实例2.抗DLL3抗体的产生

[0221] 本文提供的抗DLL3抗体包括自免疫骆驼或自合成人类Fab文库分离的人类Fab产

生的单域抗体(sdAb)。

[0222] 噬菌体展示

[0223] 噬菌体展示文库是用通过免疫 (包含具有N末端FLAG标签的人类DLL3蛋白

(AdipoGen，AG‑40B‑0151)的细胞外结构域(aa27‑466)或/及表达DLL3的质粒或表达DLL3的

细胞(CHO‑K1/DLL3或/及CHO‑K1/EGF4)的免疫原)获得的sdAb构建。合成另一人类Fab噬菌

体展示文库。拯救两个噬菌体文库且在过滤杀菌后储存在4℃下以供进一步使用。使用基于

蛋白质的淘选以及基于细胞的淘选，利用上述提及的两种噬菌体文库分离结合的噬菌体。

使用两个文库，针对基于蛋白质及基于细胞的淘选方法进行至少一轮淘选，直至DLL3特异

性噬菌体克隆的百分比达到30％。评定每轮输出噬菌体的总输出克隆的数目，通过ELISA评

定DLL3阳性克隆的百分比，及DLL3特异性克隆的序列多样性。基于这些结果，选择最佳淘选

输出进行高通量筛选。

[0224] 高通量筛选

[0225] 将选择的输出噬菌体用于感染指数生长的大肠杆菌细胞。提取输出噬菌体的双链

DNA。自噬菌粒载体上切割sdAb/Fab插入物，且插入抗体片段表达载体中以供高通量筛选。

使用所得质粒转化指数生长的大肠杆菌细胞，随后将这些细胞接种并在37℃生长过夜。逐

一挑选数千个菌落且在含有1mL  2×YT培养基的96深孔板中生长。添加1mM  IPTG来诱导抗

体片段的表达。

[0226] 通过ELISA，分析上清液中的sdAb/Fab蛋白结合DLL3  ECD蛋白的能力，以及通过

FACS，分析结合表达DLL3的SHP‑77细胞系(美国典型培养物保藏中心(ATCC) CRL‑2195TM)

及CHO‑K1/人类DLL3(内部产生)的能力。测序所有结合物。移除冗余序列。总共获得同时结

合人类及恒河猴DLL3蛋白及细胞系的81个骆驼sdAb及2个人类Fab结合剂。所有这些结合剂

均具有独特的序列。

[0227] 在BIAcore  T200仪(通用电气医疗集团(GE  Healthcare))上通过表面等离振子共

振(SPR)来对这些独特的结合物中的一些进行进一步表征。实验如下进行：通过亲和力标签

将粗sdAb/Fab蛋白质捕捉至传感器芯片上。高浓度(100nM)人类DLL3流过传感器芯片表面，

且使其结合抗体片段300秒，接着注射运行缓冲液，以使所形成的复合物解离。基于一个缔

合及解离曲线大致计算缔合速率(ka)及解离速率(kd)，且用于估计平衡解离常数(KD)。表7

中显示这些独特结合剂中的一些结合剂的结合亲和力。

[0228] 表1中列出抗DLL3骆驼sdAb的CDR序列且表2中列出抗DLL3人类scFv的CDR序列。

[0229] 表1.抗DLL3骆驼sdAb  CDR序列
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[0230]
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[0231]

说　明　书 22/60 页

32

CN 118496374 A

32



[0232]

[0233] 表2.Anti‑DLL3  human  scFv  CDR  sequences

[0234]

[0235] 表3中列出抗DLL3  sdAb氨基酸序列。sdAb的CDR加下划线。编码抗DLL3  sdAb的核

酸序列显示于SEQ  ID  NO:368‑448中。

[0236] 表3.抗DLL3骆驼sdAb氨基酸序列
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[0237]
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[0238]
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[0239]
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[0240]
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[0241]

[0242]

[0243] 表4中列出抗DLL3人类scFv的VH及VL结构域的氨基酸序列。编码抗DLL3人类scFv
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的VH或VL结构域的核酸序列显示于SEQ  ID  NO:511‑514中。

[0244] 表4.抗DLL3人类scFv氨基酸序列

[0245]

[0246] 实例3.单特异性骆驼CAR的产生

[0247] 上述表3中提供抗DLL3骆驼sdAb片段的氨基酸序列，且在SEQ  ID  NO:368‑448中提

供抗DLL3骆驼sdAb片段的核酸序列。表3的sdAb片段及另外的序列用于产生CAR构建体(SEQ 

ID  NO:476‑484)。CAR3  scFv(SEQ  ID  NO:473)为一种人类抗DLL3  scFv，也用于产生作为参

考的CAR构建体(CAR3)。全长CAR自N末端至C末端含有：CD8α信号肽(SEQ  ID  NO:465)、表3中

提供的DLL3结合域sdAb、CD8α铰链域(SEQ  ID  NO:466)、CD8α跨膜域(SEQ  ID  NO:467)、

CD137细胞内结构域(SEQ  ID  NO:468)或CD28细胞内结构域(SEQ  ID  NO:469)及CD3ζ细胞内

结构域(SEQ  ID  NO:470)。图1中显示CAR构建体的示意图。接着将编码CAR片段的核酸克隆

至慢病毒载体中以在单个编码框中建立全长CAR构建体，使用人EF1α启动子进行表达。所得

CAR主链载体命名为“PLLV‑hEF1α‑DLL3”。
[0248] 实例4.骆驼抗DLL3  CAR‑T细胞的产生

[0249] 慢病毒的制备

[0250] 将包括pCMV‑△R‑8 .47及pMD2 .G的慢病毒包装质粒混合物(Addgene，目录号

12259)与PLLV‑hEF1α‑DLL3载体以预先优化比率(1:1:1:2)在聚乙烯亚胺存在下预先混合，

接着添加至HEK293细胞中。在培育隔夜后收集上清液。含病毒的上清液经0.45μm  PES过滤

器过滤，且进行超离心以浓缩慢病毒。将病毒团粒用预先冷却的DPBS冲洗。将病毒适当等

分，然后立即储存在‑80℃下。通过用流式细胞术测定确定转导至supT1细胞系的效率来确

定病毒效价。

[0251] T淋巴细胞的收集及转导

[0252] 通过单采自健康供体收集白细胞。使用Ficoll‑PaqueTMPLUS培养基，根据制造商方

案，分离外周血单核细胞(PBMC)。使用Pan  T细胞分离试剂盒(Miltenyi，目录号130‑096‑

535)，根据制造商方案，自PBMC纯化人类T细胞。经纯化的T细胞随后用人T细胞活化/扩增试

剂盒(Miltenyi，目录号130‑091‑441)，根据制造商方案预先活化48小时，其中抗CD3/CD28 

MACSiBead颗粒以1:2的珠粒与细胞比率添加。在7μg/mL聚凝胺存在下将预先活化的T细胞

用慢病毒原液转导。接着将转导细胞转移至细胞培育箱中，以在合适条件下表达转基因。
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[0253] 实例5.骆驼抗DLL3  CAR‑T细胞的活体外活性的评估

[0254] 活体外细胞毒性测定

[0255] 在转导后第6天，收获转导T细胞，且与表达DLL3的肿瘤细胞系SHP‑77以2:1及5:1

的效应细胞(CAR‑T)与靶细胞比率共同培育20小时。在所有测定中CAR3CAR‑T细胞用作参考

以比较测定变化，和/或充当对照。未转导的T细胞(UnT)用作阴性对照。

[0256] 通过乳酸去氢酶(LDH)测定来确定转导T细胞的细胞毒性。结果表明CAR3CAR‑T及

一些抗DLL3  CAR‑T在活体外展现强烈的针对SHP‑77细胞的抗肿瘤活性，而UnT无靶细胞杀

死作用(图2)。

[0257] IFN‑ γ 及TNF‑α释放检测

[0258] 另外，自活体外细胞毒性测定收集上清液，以评定CAR诱发的细胞因子释放，例如

干扰素 γ (IFN‑ γ )及TNF‑α释放。如图3A及图3B所示，CAR3  CAR‑T及一些抗DLL3  CAR‑T经

SHP‑77刺激，产生IFN‑ γ 及TNF‑α，而UnT几乎不产生IFN‑ γ 及TNF‑α。检测IFN‑ γ 及TNF‑α释
放的方案可涉及CISBIO的人类TNF‑α试剂盒及IFN‑ γ 试剂盒。

[0259] 通过长期刺激测定确定CAR‑T扩增

[0260] 在第0天，将1×105个SHP‑77细胞接种在24孔板中以建立单层。在第1天，计数转导

T细胞且在新鲜培养基中在缺乏细胞因子下将2×105个活CAR+T细胞接种在SHP‑77细胞上

面。在第3天，将新的1×105个SHP‑77细胞单层接种在CAR‑T细胞上面。在第4天，计数每个孔

的活CAR‑T细胞。在同一天，将来自经扩增的孔的2×105个CAR+T细胞(具有至少这个量的细

胞)再接种以建立新的单层，如在第1天。重复该过程以提供3‑4轮刺激。每次刺激后的扩增

倍数计算为[第4天的活CAR+T细胞]/2×105，每次刺激第1天接种的CAR  T细胞的量。为对每

次新刺激下丢弃的细胞归一化，通过[(扩增倍数)×(扩增倍数+1)…]确定累积扩增倍数。

[0261] 在3轮刺激后，计算不同CAR‑T构建体的扩增倍数。如图4所示，在SHP‑77肿瘤细胞

的3轮刺激下，大部分CAR‑T构建体扩增超过CAR3  CAR‑T。

[0262] 实例6.通过CAR‑T细胞介导的肿瘤生长抑制对骆驼CAR进行活体内功效评估

[0263] 在SHP‑77肿瘤模型中评估骆驼CAR的抗肿瘤活性。将SHP‑77细胞皮下植入NOD/

SCID小鼠中且随机化成7组(每组4只小鼠，第0天)。第1组：媒剂(仅仅PBS)；第2组：UnT(阴性

对照)；第3组：CAR3；第4组：CAS64380；第5组：CAS64511；第6组：CAS63931；第7组：CAS63997。

当肿瘤可触知(100mm3)时开始用CAR‑T细胞、UnT细胞或媒剂(仅仅PBS)治疗，且当肿瘤体积

达约3000mm3时对小鼠施以安乐死。每周量测肿瘤体积2次。静脉内施用CAR‑T细胞，各小鼠1

×106个CAR阳性T细胞。在肿瘤细胞植入后监测小鼠及肿瘤约21天。

[0264] 如图5所示，所有选择的骆驼CAR证明在此动物肿瘤模型中具有抗肿瘤活性。

[0265] 实例7.骆驼sdAb的人源化

[0266] 使用CDR移植技术(参见例如美国专利第5,225,539号)将所选择的骆驼sdAb(SEQ 

ID  NO:279、294、297、312)人源化。简而言之，将骆驼sdAb序列与结构生物信息学研究合作

社(Research  Collaboratory  for  Structural  Bioinformatics)(RCSB)蛋白质数据库中

的序列进行比较。每种骆驼sdAb的同源性模型基于最接近的VH结构产生。自模型结构鉴别

在CDR附近或埋在分子内(即侧链溶剂可及表面积小于15％)的残基。

[0267] 随后，针对NCBI人类生殖系V基因数据库，将各骆驼sdAb序列BLAST化，以鉴别与

sdAb具有最高同一性的人类VH生殖系序列(即人接受体) (参见例如Foote及Winter ,
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J.Mol.Biol.224:487‑499(1992)；Morea  V.等人,Methods  20:267‑279(2000)；Chothia  C.

等人,J.Mol.Biol.186:651‑663(1985) .)。在CDR移植方法中，人类接受体的CDR经骆驼sdAb

的CDR置换，产生直接移植(straight‑graft)序列。直接移植抗体通常丧失结合活性，这需

要通过用非人类残基置换对于抗体活性来说关键的框架残基来恢复。在CDR附近或埋在分

子内的氨基酸残基通常对于抗体的活性及结构而言是重要的，因此应该为潜在回复突变位

点。使用此方法，设计出一系列人源化变体。表5中显示这些人源化变体的CDR氨基酸序列。

表6中显示人源化变体的全长氨基酸序列。CDR加下划线。

[0268] 表5.抗DLL3人源化sdAb  CDR序列

[0269]

[0270] 表6.抗DLL3人源化sdAb氨基酸序列

[0271]
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[0272]

[0273] 将骆驼及人源化sdAb序列与人类IgG1铰链及Fc融合，产生嵌合及人源化HCAb序

列。合成编码这些HCAb的DNA且插入pTT5载体中。使用HCAb表达质粒转染HEK293细胞。分泌

至培养基中的粗HCAb蛋白如下进行SPR亲和力量测：简言之，使用EDC活化的胺偶合化学过

程，将捕捉抗体抗人类Fc  pAb(GE  healthcare)固定在BiacoreTMCM5芯片上，至大约6 ,

000RU。所关注HCAb经300秒捕捉至传感器芯片表面上。人类DLL3(AdipoGen，AG‑40B‑0151)

以一系列递增浓度流过传感器芯片表面。监测缔合及解离阶段。使用10mM甘氨酸‑HCl的pH 

2.0缓冲液在各循环之间移除所捕捉的抗体及抗原，以确保抗原的结合表面新鲜。使用1:1

结合模型，总体上拟合所得传感图，以计算缔合及解离速率(分别ka及kd)以及亲和力(KD)。

[0274] 量测一些人源化sdAb的结合亲和力且比较原始骆驼sdAb的结合亲和力(表7)。大

部分人源化抗体保持骆驼sdAb的结合亲和力。本实例证明使用标准方案的sdAb人源化是成

功的。大部分sdAb在人源化后保持其结合亲和力。

[0275] 当用与上述相同的程序测定时scFv具有相当的K D值 (表7中的AS56788及
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AS56704)。

[0276] 表7.骆驼及人源化抗体以及scFv的单价结合亲和力。

[0277] 配体 ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M)

AS64380 6.7E+05 5.6E‑03 8.4E‑09

AS64380VH4 3.1E+05 4.4E‑03 1.4E‑08

AS64380VH5 5.9E+04 1.5E‑03 2.6E‑08

AS64380VH6 8.8E+04 1.5E‑03 1.7E‑08

AS64380VH7 3.2E+04 1.5E‑03 4.5E‑08

AS64511 1.3E+05 4.0E‑04 3.0E‑09

AS64511VH4 1.6E+05 9.4E‑04 6.0E‑09

AS64511VH5 1.6E+05 4.7E‑04 2.9E‑09

AS64511VH6 1.4E+05 4.8E‑04 3.4E‑09

AS63997 3.9E+05 6.4E‑03 1.6E‑08

AS63997VH4 8.4E+05 1.8E‑02 2.1E‑08

AS63997VH5 5.8E+05 2.1E‑02 3.7E‑08

AS63997VH6 1.8E+06 6.0E‑02 3.3E‑08

AS64617 1.9E+05 3.8E‑03 2.0E‑08

AS69443 9.4E+04 9.0E‑05 9.6E‑10

AS63931 3.6E+06 1.7E‑01 4.7E‑08

AS64047 1.4E+05 9.6E‑04 6.7E‑09

AS64052 1.0E+05 4.1E‑04 4.0E‑09

AS64062 1.0E+05 7.1E‑04 6.9E‑09

AS56788 1.3E+05 3.0E‑03 2.3E‑08

AS56704 6.60E+04 5.59E‑04 5.59E‑09

[0278] 实例8.单特异性人源化CAR的产生

[0279] 上述表6中列出抗DLL3人源化sdAb的氨基酸序列，且在SEQ  ID  NO:449‑461中列出

抗DLL3人源化sdAb的核酸序列。表6中的人源化sdAb及另外的序列用于产生完全CAR构建体

(SEQ  ID  NO:485‑494)。全长CAR自N末端至C末端含有：CD8α信号肽(SEQ  ID  NO:465)、表6中

提供的DLL3结合域(人源化sdAb)、CD8α铰链域(SEQ  ID  NO:466)、CD8α跨膜域(SEQ  ID  NO:

467)、CD137细胞内结构域(SEQ  ID  NO:468)或CD28细胞内结构域(SEQ  ID  NO:469)及CD3ζ
胞内结构域(SEQ  ID  NO:470)。图1中显示CAR构建体的示意图。接着将编码CAR片段的核酸

克隆至慢病毒载体中以在单个编码框中建立全长CAR构建体，使用人EF1α启动子进行表达。

所得CAR主链载体命名为“PLLV‑hEF1α‑DLL3”。
[0280] 实例9.人源化抗DLL3  CAR‑T细胞的活体外活性的评估

[0281] 类似于实例4中所述的程序，经由CAR‑T细胞介导的肿瘤细胞杀死、细胞因子释放

及长期刺激测定评估人源化CAR的效力。

[0282] 活体外细胞毒性测定

[0283] 结果显示于图6A‑6D中。人源化CAR‑T展示优良的活体外抗肿瘤功效。

[0284] IFN‑ γ 释放测定
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[0285] 另外，自活体外细胞毒性测定收集上清液，以评定CAR诱发的细胞因子释放，例如

干扰素 γ (IFN‑ γ )及肿瘤坏死因子α(TNF‑α)释放。如图7A及图7B所示，CAR3CAR‑T及一些抗

DLL3  CAR‑T经SHP‑77刺激，产生IFN‑ γ 及TNF‑α，而UnT几乎不产生IFN‑ γ 或TNF‑α。
[0286] 通过长期刺激测定确定CART扩增

[0287] 在第0天，将1×105个SHP‑77细胞接种在24孔盘中以建立单层。在第1天，计数CAR‑

T细胞且在新鲜培养基中在缺乏细胞因子下将2×105个活CAR+T细胞接种在SHP‑77细胞上

面。在第3天，将新的1×105个NCI‑H82细胞单层接种在CAR‑T细胞上面。在第4天，计数每个

孔的活CAR‑T细胞。在同一天，将来自经扩增的孔的2×105个CAR+T细胞(具有至少这个量的

细胞)再接种以建立新的单层，如在第1天。重复该过程以提供3‑4轮刺激。每次刺激后的扩

增倍数计算为[第4天的活CAR+T细胞]/2×105，每次刺激第1天接种的CAR  T细胞的量。为对

每次新刺激下丢弃的细胞归一化，通过[(扩增倍数)×(扩增倍数+1)…]确定累积扩增倍

数。

[0288] 在3轮刺激后，计算不同CAR‑T构建体的扩增倍数。如图8所示，在SHP‑77肿瘤细胞

的3轮刺激下，大部分CAR‑T构建体扩增超过CAR3  CAR‑T。

[0289] 实例10.通过CAR‑T细胞介导的肿瘤生长抑制对人源化CAR进行活体内功效评估

[0290] 在SHP‑77肿瘤模型中评估人源化CAR的抗肿瘤活性。SHP‑77细胞皮下植入NOD/

SCID小鼠中且随机化成9组(每组4只小鼠，第0天)：媒剂(仅仅PBS)、UnT(阴性对照)、CAR3、

CAS64380、CAS64380VH5、CAS64511、CAS64511VH5、CAS63997及CAS63997VH5。当肿瘤可触知

(100mm3)时开始用CAR‑T细胞、UnT细胞或媒剂(仅仅PBS)治疗，且当肿瘤体积达约3000mm3时

对小鼠施以安乐死。每周量测肿瘤体积2次。静脉内施用CAR‑T细胞，各小鼠0.2×106个CAR

阳性T细胞。在肿瘤细胞植入后监测小鼠及肿瘤约21天。

[0291] 如图9A‑9J所示，在这个动物模型中，与基准CAR3相比，CAS64380VH5及

CAS63997VH5展示优良抗肿瘤活性。

[0292] 未观察到这些人源化CAR的抗肿瘤活性与其在活体外的细胞杀死效力相关。

[0293] 以下列出本文中提到的一些氨基酸序列及核酸序列。

[0294] 骆驼sdAb核酸序列

[0295] SEQ  ID  NO:368(骆驼sdAb  AS63930核酸序列)

[0296] GAGGTGCAACTGGCGGAGTCTGGGGGAGGATCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAGTGGCAACTATATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAACGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGTTGTTTATAATATTGACGGTGGCGGTCGTTTCACTACCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCC

GAGGCAACGACAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGATAGTGGCATGTACTACTGTGCG

GCAGAGGTAGCTGATCCGACCTGGGGGTCGCGTGACCAAAGACGATATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA

[0297] SEQ  ID  NO:369(骆驼sdAb  AS63932核酸序列)

[0298] CAGGTGCAATTGGAGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGATACACCTACGGTAGCACCTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGAATCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGTTATTTATACTGGTGGTGGTAGTACATGGTATGCCAGCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAGGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGCGTTAC

GGGTCGGGAAACGTTAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA
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[0299] SEQ  ID  NO:370(骆驼sdAb  AS63951核酸序列)

[0300] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCGCCTGTGAA

ACCTCTAGAGACATCTACGGTAACAACTGCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGAGTCGC

GTCTATTTATCCTGCTGGTGGTCGCCCGTACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGGACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTACTACTGCGCGGCACGCTCT

TTTTCGATAGCAGTTTGCGCGACGCGCTCTGGTATTACCAGGTCTAATTTTGCTTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGT

CACCGTCTCCTCA

[0301] SEQ  ID  NO:371(骆驼sdAb  AS63984核酸序列)

[0302] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAGTAGCAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACTATTGTTTCTGGTGGTGGTACCACATACTATGCCGACTCCGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGGGGC

CCCGTTACGAACGCACCTAGATGGTACCCCCTCCGACCTCCTGGTTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA

[0303] SEQ  ID  NO:372(骆驼sdAb  AS63987核酸序列)

[0304] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGAA

GCCACTGGATATAGAAACTGCATGGCCTGGTTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGAACGCGAGGGGGTCGCAGTTATTTA

TACTCCTAGTGGTATCACGGACTATGCAAGCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAAACAACGCCAGGAACA

CGCAGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGATCGACCCTTTGTT

TGTAATATAGCGAATATGAGAAGGTCCTCCAACTGGGGCCGGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0305] SEQ  ID  NO:373(骆驼sdAb  AS63997核酸序列)

[0306] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GGCTCTTTCTCTGGATACGGCGTCAGTACCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTACAGTTGGTAGTGGAAACACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACG

CCAAGAGGACGGTGTTTTTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGTCGGATAC

TTGTCGGGTGGTAGTTGGGACGTTCCCGGAAGGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0307] SEQ  ID  NO:374(骆驼sdAb  AS64047核酸序列)

[0308] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTCAGTACGTTTACAGGTGGGACCTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGCGGTCGC

TGCTGTTTATACTGGTGATGGTATTACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCAGCATTTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGGCATGTACTTCTGTGCGGCAGGCTTC

GTCTCTGGTGGTAGATGGAACCAGTCATATCGTTATAAATACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0309] SEQ  ID  NO:375(骆驼sdAb  AS64052核酸序列)

[0310] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACCGCAGCAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGATCGC

AACTATTCATTCTGGTGTGGCTACCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGGGGC

CCCCCTGCGAACGCTGATAGATGGTACCCCCTCCGACCTCCTGGTTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA
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[0311] SEQ  ID  NO:376(骆驼sdAb  AS64062核酸序列)

[0312] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGTTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTAGATCTCCCTACAGTAGCAGTAGGTGCATGGGGTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGT

CGCAGCTCTTTATACTGGTGGTGGTAGCACATCCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACA

ACGCCAAGAATACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGTT

GTCCCTAGGGGTGGTAGCTGCCGTCTTGATGAAAGAGGGTATTACCACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTC

CTCA

[0313] SEQ  ID  NO:377(骆驼sdAb  AS64072核酸序列)

[0314] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCCGGAGGGTTTCTGAGACTCTCCTGTGCA

CTCTCTGGATACAGCTACTATATTAACTTGATGGCGTGGTTCCGTCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGCAGTCGC

AGCTCATGGTCCTGTGAGTGGGACAGCATACTATACCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACCCCG

GCAAGAACACGATGTATCTTCAAATGTTTAGCCTGCAACCGGAGGACACTGCCCTCTACTACTGTGCGGCGGAAACG

ACTATGGGTTGGGCCCACGAACGCGGGTATAGGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0315] SEQ  ID  NO:378(骆驼sdAb  AS64097核酸序列)

[0316] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGAA

GCCTCTGGATACACCTACAGTCGCAACTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTAACACTGGTGGTGGTAGCACATATTATGCCGACTCCCTTGAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAATACTATGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGTCCC

GATCTCGGTGGTAGCTGGTGTCGGCCCGTTGAGCGGGCTTTTACGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTC

CTCA

[0317] SEQ  ID  NO:379(骆驼sdAb  AS64114核酸序列)

[0318] CAGGTGCAACTGCAGGAGTCTGGGGGGGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGACACTCTCCTGTGAA

GCCTCTGGAAACACCTACAGTACTAATTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAAGAGGTCGC

GGTTATTTACACTCGTGGTGGTCACACATACTATGTCGACTCCGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGCTTCA

CGACATAGACTCCGTTTAAATAACCCACGGGACTATGACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0319] SEQ  ID  NO:380(骆驼sdAb  AS64123核酸序列)

[0320] CAGGTGCAACTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACTTATACGAGCAACTGGCTGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGAGGTCGC

AATTATTTATACTGGTAGTGGTAGTACACACTATCGCAGCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGCGTTTC

TCAGAGTATAATTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0321] SEQ  ID  NO:381(骆驼sdAb  AS64130核酸序列)

[0322] GAGGTGCAACTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACCGTAGCAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCGGCGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACTATTGATTCTCGTGGTACTATCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

AGAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGGGGC

CCCCGCACGAACGATGATAGATGGTACCCCCTCCGACCTCCTGGTTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA
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[0323] SEQ  ID  NO:382(骆驼sdAb  AS64137核酸序列)

[0324] CAGGTGAGGTTAGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCT

GCCTCTGGATCCACCTACAGTACAAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACGCTGGTTACTTGGGTTGAACGCACAGCCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACCGCG

CCAAGAACACGGTGTATCTACAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGCCGCC

GCTTCCACTGATGTACGTCTCCTCGACCCGGGGGACTTTGCTTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0325] SEQ  ID  NO:383(骆驼sdAb  AS64142核酸序列)

[0326] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGACAGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATTCACTTTTGATCGTAATGCCATGCGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCTC

ATGTATTGATTGGACGGGTGCAAATATTGCCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACG

CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGGCATGTATTACTGTGCGGCAGATACG

ACGTCGGGGTATTGTTCAGGCTTTTGGTCTACGAGCCGGTACTCATGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0327] SEQ  ID  NO:384(骆驼sdAb  AS64154核酸序列)

[0328] CAGGTGCAATTGAAGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATACACCTACAGATACCTCTACATGGGCTGGTTCCGCCAGACTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ATGTATTTATACTGGTAGTGGTAGCACAGGGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAACCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAAGTTCG

CCCCGGTGGGGCGGTACCTGTCGACGCTGGTCTCAGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0329] SEQ  ID  NO:385(骆驼sdAb  AS64160核酸序列)

[0330] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCG

GCCTCTGTATACACCAGCAGTAGCTACTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATGTGTTTTGGTGGTCTTGTCACACACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAATG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGATTTC

GGCAGGGATAAAAACTATTTACGACCGTTACTGCCCCATGCATATAACTACTGGGGCCAAGGGACCCAGGTCACCGT

CTCCTCA

[0331] SEQ  ID  NO:386(骆驼sdAb  AS64228核酸序列)

[0332] CAGGTGCAATTGAAGGAGTCTGGGGGAGGTTCGATCCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGAGTCTCCTACAATAGGTGCAGTATGGGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCGCGAGTTGGTCTC

ACGTATTCAGCCGGGTGGTAATACATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCCAAGACAACGCCA

AGAACACAGTATCTCTACAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTAACGCACTGTGCTGG

CGGGAGAATGTTAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0333] SEQ  ID  NO:387(骆驼sdAb  AS64300核酸序列)CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGG

CTCGGTGCAGACTGGAGGATCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGTCTCTGGAGACATCTATAACCTCATGTCGATGGCCT

GGTTCCGCCGGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGCATATATTAATACTATTATTGGTAACACATACTATACT

GACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGCGATAACTCCAAGAACACTTTGTATCTGCAAATGAACAACCTGAA

ACCTGAGGACACAGCCATGTACTACTGTGCGGCGTTCAATTACGGAGGTGCCTGGTACGAGGAACGCAGCTATAAAT
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ACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0334] SEQ  ID  NO:388(骆驼sdAb  AS64380核酸序列)

[0335] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGGGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGACACTCTCCTGTGAA

GCCTCTGGAAACACCTACAGTAGTAATTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGAGGTCGC

GGTTATTTACACTCGTGGTGGTCACACATACTATGTCGACTCCGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGTCTTCA

CGACATAGACTCGGTTTAAATAACCCACGGGACTATGACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0336] SEQ  ID  NO:389(骆驼sdAb  AS64395核酸序列)

[0337] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCT

GCCTCTGGATCCACCTACAGTACAAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACGCTTGTTACTTGGGCTGAACGCACAGCCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACCGCG

CCAAGAACACGGTGTATCTACAAATGAACGGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGCCGCT

TCCACTGCTGTACGTCTCCTCGACCCGGGGGACTTTGCTTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0338] SEQ  ID  NO:390(骆驼sdAb  AS64443核酸序列)

[0339] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATATACCGACAGTAGCGTCTACATAGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGAGGTCGC

GATTATTTATACTGGTGGTGAAAGCACACACTATCGCAGCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCAGCACGATTC

CCAGCTGTTACCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0340] SEQ  ID  NO:391(骆驼sdAb  AS64511核酸序列)

[0341] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTAGAGCCACCTACAGTACCAACTACATAAGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGCGGTCGC

AACAATTACTACTGGTGATGGTGAGACAGCGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACG

CCAAGAACACGGTCTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGAACTTG

CGAATCGGTGGCGACTGGTTCGACGGACGCGATTTTCGTGCCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0342] SEQ  ID  NO:392(骆驼sdAb  AS64536核酸序列)

[0343] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTAGATACACCGACAATTTCGTGTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ACTGATTTATCCTGGTGGTGGTAGCACCTACTATGCCTCCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGGGCACGGTGCATCTGCAAATGAACAACCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAAAATGG

GGGCTGGGCGGGGGGGGCCTGAAATCAGATACGTATATGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0344] SEQ  ID  NO:393(骆驼sdAb  AS64597核酸序列)

[0345] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACCGTGTCAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGACTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACTATTGATTCTGGTGTGGGTACCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCATAACAACG

CCAAGAACACGATTTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGGGGC

CCCCCTACGGACGGTGATAGATGGTACCCCCTCCGACCTCCTGGTTATAACTATTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA

[0346] SEQ  ID  NO:394(骆驼sdAb  AS64617核酸序列)
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[0347] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACTGATAGATGCAGCATGGCCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTTGGTCTCGCG

TATTAGCACGAGCGGTTTCACAAACTACGCAGCCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACGCCAAGA

ACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAACCCCGGGGACACGGGCATGTATTACTGTGCCATAATCGTAGGACGT

ACTTGTAGTTTGAACTACTGGGGCAACGGCATCCTGGTCACCGTCTCCTCA

[0348] SEQ  ID  NO:395(骆驼sdAb  AS64634核酸序列)

[0349] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCCGGATACAGTTTTAGAGGCGACTTTATGTGTATGGGCTGGTTCCGCCAGACTCCAGGGAAGGGGCGCGAGGG

GGTCGCAGTTTTTTATCCTGGTGGCGGCAGCACAAACTATGCCGACTCCGCGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAG

ACAACGCCAAGAACACGATGTATCTGCAAATGAACACCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCT

CGACGGTGGGTCAGTGGTACCTGCTACTGGGATAGTGACTTTCATTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTC

CTCA

[0350] SEQ  ID  NO:396(骆驼sdAb  AS69498核酸序列)

[0351] CAGATGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGAAACACCTACAGTACCAATTACATGGCGTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGAGGTCGC

GGTTATTTACACTCGTGGTGGTCACACCTACTATATCGACTCCGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATAAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGTCTTCA

CGAATTAGACTCCATTGAATCGACCCACGGGACTATCACGACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0352] SEQ  ID  NO:397(骆驼sdAb  AS69500核酸序列)

[0353] CAGGTGAGGTTAGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCGACAGATACACCTACAGTAGCGCCTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

CTCTATTTTTACTGGTACTGGTGGTAGCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACA

ACGCCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATATACTACTGTGCGGCAAGG

GCCTTCCAGGTCGGTTACTGCTACCTGCGAACCGATGTGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTC

CTCA

[0354] SEQ  ID  NO:398(骆驼sdAb  AS69527核酸序列)

[0355] GAGGTGCAGCTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTCCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTAGATACACCTTCAGTAGCACCTGCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGAGGTCGC

AGCTATTTATACTGATGATGGTAGCACATGGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCTATGTACTACTGTGCGGCACGTAGG

TGGGCGTGCCCCAGGGTTGGTAGCTGGCATGAGTTCGCCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0356] SEQ  ID  NO:399(骆驼sdAb  AS68280核酸序列)

[0357] CAGGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCACCCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATCCACCTACAGTTCCAACTACCTCGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGGCGCGACTGGGTTGC

GGCTATTAGCACTGGTGACGGTGCCACAGCCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCTTGAAACTTGAGGACAGTGCCATGTACTACTGTGCGGCGGCTCGC

GGCAGATTTATCGATTGGACAAAGGCAACCCAGTATGACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0358] SEQ  ID  NO:400(骆驼sdAb  AS68355核酸序列)

[0359] CAGATGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA
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GCCTCTGGATACACCTACAGCGGCGTCTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTGATAGTGATGGTAGCACAAGCTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAACGCCA

AGAACACTCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGCCATTGTC

GGGGGTTTTAATGCATATTGTAGTGGTGGTTATGTTCTGGACTTTGGTGCCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGT

CTCCTCA

[0360] SEQ  ID  NO:401(骆驼sdAb  AS69443核酸序列)

[0361] GAGGTGCAGCTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTTCA

GCCTCTGGTTTCACTTTTGATGATTCTGACATGGCCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGGATGGGTGCGACTTGGTCTC

AACTATTAGTAGTGATGGTAGCACATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACGCCA

AGAACACGGTGTATCTGCAAATGCACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGGCAGATTTCCTC

ACCGGCTTTTACTATAGCGACTCCCCCCATCCGGCCCCTTGTTCTGCATCCGACTTTGGTTACTGGGGCCAGGGGAC

CCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0362] SEQ  ID  NO:402(骆驼sdAb  AS75376核酸序列)

[0363] CAGGTGCAATTGAAGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAGTAGCCACTCCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGTTATTTATACTGGTGATGGTAGCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGATCCG

AACCCCGATTATATGCTTCCGTTTCGGCCGTCCCGTAGGTCGTGGTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0364] SEQ  ID  NO:403(骆驼sdAb  AS75387核酸序列)

[0365] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACCCCTACAGTAGCCCCTGCATGGCCTGGTTTCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTTTT

AGTTGCTTATACTGGTGGGGACATTCAATACCTTACCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGGATCTG

CGATTACCTCGTGCCGGCGGTTGTGCGTATAGCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0366] SEQ  ID  NO:404(骆驼sdAb  AS75695核酸序列)

[0367] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGATACACCGTCAGTGCCTACTGTATGGGCTGGTTCCGCCAGGTTCTAGGGAAGGGGCGCGAGAGGATCGC

ATTTATCGATGCCGGGGGTGCTACGATTTACGCAGACCCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAACGCCA

AGAACACTCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGTTGCAGATCGCCGG

GGGCGGGTACGTCGGTGCGAGTATAACGCCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0368] SEQ  ID  NO:405(骆驼sdAb  AS76169核酸序列)

[0369] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACATTTACAGTAGCTTCTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGTGGTCGC

GTATATTCGCGATAATATTATGACAAGTTACACAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAACGCCA

AGAGAACTCTGTATCTACAAATGAACGGCCTGAAACCTGAAGATACTGGCATGTACTACTGTGCGGTAGACCGGGGG

GGATACGCTAATAGTTGCGCGGTAGCGGCCCGGTATGATTACTGGGGCCGGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0370] SEQ  ID  NO:406(骆驼sdAb  AS63931核酸序列)

[0371] GAGGTGCAGCTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA
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GGCTCTTTCTCTGGATACGGCGTCAGTACCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTACTGTTGGTAGTGGAAACACATACTATGCCGACTCCGTGACGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACG

CCAAGAGGACGGTGTATTTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCCGGATGG

TTGTCGGGTGGTAGTTGGCACGTTCCCGGCAGGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0372] SEQ  ID  NO:407(骆驼sdAb  AS63937核酸序列)

[0373] CAGGTGAAGTTAGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATCCACCATCAGTAGTCGCCCGATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

GTGTATACATACTGGTCTTGGTAGAACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAGTGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGACTCG

CGGCGGCCGTGTATGGTAGCCGCAGGGTATACCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0374] SEQ  ID  NO:408(骆驼sdAb  AS63948核酸序列)

[0375] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATACACCTATAGATACCTCTACATGGGCTGGTTCCGCCAGACTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ATGTATTTATACTGGTAGTGGTAGCACAGGGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCGAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGCTTCG

CCCCGGTGGGGTGGTACCTGTCGACGGTGGTCCGAGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0376] SEQ  ID  NO:409(骆驼sdAb  AS63956核酸序列)

[0377] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCCGGATTCACCTACAGTAACTGCTGCATGAGGTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGCGCGCGAGTTGGTCTC

ATTAATTAATAGTAGTGGTGGCACATACTATGCAGACTCTGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAACGCCA

AGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCGGCTTACCAAGCC

AAGTACTGTTCAGGCCCTTGCGCCCCCCCAACTGACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0378] SEQ  ID  NO:410(骆驼sdAb  AS63965核酸序列)

[0379] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGATACAGCAGCGGTAGTTGTCGCATGGGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTTGGTTTC

AAAGGTTATTAGTGATGGTACTACAGTCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCCTCTCCCAAGGAAACGCCA

AGAACACGGTGTATCTGCAAATGAGTAGCCTGTTACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTAATGCATGGTGTAGG

GAGTATCCCGGGGGGATCCTGAATAACGGCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0380] SEQ  ID  NO:411(骆驼sdAb  AS63993核酸序列)

[0381] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGGGGCTTGGTGCAGGCAGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GTTTCTGGATTCACTTTCGATGACCTCGTCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCCAACTTGTCTC

GTTGGTTGCGACTGCTGGTAATAGCGTCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACACTCTCCAGAGACAACGCCC

ACAGCACGGCGTATCTGCAAATGAACGGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCGGCACGTACCGAT

TCTGAGCATGCGTTTAAGTTCTGGGGTCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0382] SEQ  ID  NO:412(骆驼sdAb  AS63999核酸序列)

[0383] GAGGTGCAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACTTACAGTAGCAACTGGATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGAGGTCGC

AATTATTTATACTGGTGGTATTAGTACACACTATCGCAGCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG
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CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGCGTTAT

ACAGACTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0384] SEQ  ID  NO:413(骆驼sdAb  AS64006核酸序列)

[0385] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGAA

GTCTCTGGATACACCGGCGATACGACTTACATAGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ACTTATTTATACTAGTGGTACTAGCGAGTACTACGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCATCATCTCCCGAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATTTACAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGGCGCACGGAGC

CGCACGATGATGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0386] SEQ  ID  NO:414(骆驼sdAb  AS64057核酸序列)

[0387] CAGGTGCAATTGGAGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGACAGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATTCACTTTTGATCGTAATGCCATGCGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCTC

ATGTATTAGTTGGACGGGTGCAAATATTGCCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACG

CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGGCATGTATTACTGTGCGGCAGATACG

ACGTCGGGGTCTTGTTCAGGCTTTTGGTCTACGAGCCGGTACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0388] SEQ  ID  NO:415(骆驼sdAb  AS64060核酸序列)

[0389] CAGGTGAAGTTAGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATCCACCTACTGTACCTACCGTATGAGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTTCGTCGC

AGTTATTGATAGTGGCGGTAGCACAAGCTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACGCCA

AGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTAAAACAGATCCAACC

ATCGGCTGCCCCCAGACATATAGGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0390] SEQ  ID  NO:416(骆驼sdAb  AS64071核酸序列)

[0391] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGAAACACTTACAGGCTCAACTCTATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ATTTATTGTTATGATTAGAGGTACCACATACTATGGCGCCTCCGTAAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCCAGACCACGGTGTATCTGCAAATGAGCAGCCTGAAACCGGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCATCCACT

AAGGACCAGTTTTATGTATTTAATCCTATTGGGTATGACTCTTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0392] SEQ  ID  NO:417(骆驼sdAb  AS64093核酸序列)

[0393] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

ACCTCTAGATACATCTACGGTAACAACTGCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGAGTCGC

GTCTATTTATCCTGCTGGTGGTCGCACGTACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATTGACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTACTACTGCGCGGCACGCTCT

TTTTCGATAGGAGTTTGCGCGACGCAGTCTGGTATTACCTGGTCTAATTTTGCTTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGT

CACCGTCTCCTCA

[0394] SEQ  ID  NO:418(骆驼sdAb  AS64118核酸序列)

[0395] CAGGTGCAACTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAGTGCCTGTAGAATGGCCTGGTACCGCCAGGCTCCCGGGAAGGAGCGCGAGTTGGTTTC

ATTTATTAATAGTGCTGGTAGCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCGCCATCTCCCGAGACAACGCCA

AGACAACGGTGTATCTACAAATGAACGCCCTGAAAGCTGAGGACACGGCCATATATTACTGTAACACATGGGATAGT
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AGCTGCCGCTTTCAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0396] SEQ  ID  NO:419(骆驼sdAb  AS64120核酸序列)

[0397] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGAA

ACCTCTAGATACATCTACGGTAACAACTGCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGAGTCGC

GTCTATTTATCCTGCTGGTGGTCGCCCGTACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAAGACAAC

GCCAAGAACACGGTGTATCTGCAAAATGGACAGCCCTGAAAACCTGAGGACACGGCCCATGTACTACTGCGCGGGCA

CGCTTCTTTTTTCGATAGCAAATTGCGCCAACGCAATCCTGGTATTAACCAGGGCCAAATTTTGGCTTACGGGGGCC

AGGGGACCCAGGTCACCCTTCTCCTCA

[0398] SEQ  ID  NO:420(骆驼sdAb  AS64124核酸序列)CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGG

CTCGGTGCAGACTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGTCTCTACGTACACCCCCAGTAACAACTACATGGGCT

GGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGCGTCGCGGCTATCGCTACTATTGGTGGTACCACACGTTATGCC

GACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACGGCGCCAAGAACACGATATATCTGCAAATGAACGGCCTGAA

ACCGGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCCGGGCGGCCATACTCATTACCCTTACCCTTACCCTTGGAAAGCG

GTGCGTATCGCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0399] SEQ  ID  NO:421(骆驼sdAb  AS64135核酸序列)

[0400] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTACATCAACCTACTGTAGGTACTACATGCGCTGGTACCGGCAGGCTCCAGGGAAAGAGCGCGAGTTCGTCTC

AGCGATGCAACCCGATGGTACGACAAGCTACTCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATGTCCCAAGACAGAGCCA

ACAATATGTTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGGCCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTAAAAGAGATCCAATG

GGGGGTTCAAGGACCCCGTGCACCTCCGCCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0401] SEQ  ID  NO:422(骆驼sdAb  AS64163核酸序列)

[0402] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GTCTCTGGATACAGATATAGATGGAACTGCATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTTCTACTGGAAGCGGAAGCACATACTATGCCGGCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACATGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGATCCTTCG

GTTTGCCCCGGTGGTATGTGGTACTCCAAAGAGTATAGGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0403] SEQ  ID  NO:423(骆驼sdAb  AS64182核酸序列)

[0404] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGCACA

GCCTCTGGACAGACCTCCAGATACCTCTACATGGGCTGGTTTCGCCAGACTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ATGTATTTATACTGGTAGTGGTAGCACAGGGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAACGAATAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAAGTTCG

CCCCATTGGGGCGGTACCTGTCGACGCTGGTCCGAGTATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0405] SEQ  ID  NO:424(骆驼sdAb  AS64183核酸序列)CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGG

CTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACACACCTACAGTGCCAACTGCATGGCCT

GGTTCCGCCGGGCCCCAGGGAAGGAGCGCGAGTGGGTCGCGTCGGTTTATACTGATGATGATAGCACAATGTATACC

GACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTTCCAAGACAACGCCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAA

ACCTGAGGACACTGGCATGTACATCTGTGCGGCAGATTTAAGCGGAGGACCGGCCGGTTGTGGGTATACCCACTGGG

GCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA
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[0406] SEQ  ID  NO:425(骆驼sdAb  AS64207核酸序列)

[0407] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAGTAGCAACTTCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACTATTGTTTCTGGTGGTGGTACCACATACTATGCCGACTCCGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGGGGC

CCCCCTACGAACGGTGCTAAGTGGTACCCCCTCCGACCTCCTGGTTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA

[0408] SEQ  ID  NO:426(骆驼sdAb  AS64276核酸序列)

[0409] CAGGTGCACCTGATGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGCCTCTCCTGTGTA

GTCTCTGGATACACCGGCAGTAGCCGCTGTATGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGCGGTCGC

ACAAATTTTTACTGGTCGTGGTACCACAGGCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATTTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCGAATGAACAGTCTGAGACCTGAGGACACTGCCATTTACTACTGTGCGGCGAGTCTC

GGCCCGGGACGCGGAGCCTGTGGGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0410] SEQ  ID  NO:427(骆驼sdAb  AS64336核酸序列)

[0411] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTAAGACTCTCCTGTACA

ACCTCTGGACGCACCTACAGTAGCTGCAGCATGGGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGTTGGTCTC

ACATATTTTTAGTGATGGTAGCAGATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACGCCA

AGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTAACCGCCGTACGGGT

TGGGCACCAAGGTGCGCTGTTCCCGGTTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0412] SEQ  ID  NO:428(骆驼sdAb  AS64346核酸序列)CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGG

CTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATACACCTATTTCATGGGCTGGTTCCGCC

AGGCTCCACAGAAGGAGCGCGAATGGGTCGCGACTATTGGTACTGGTGATATTTTCAATGGCGCTGCTTACTATGTC

GACTCCGTGAAGGGCCGATTCGCCATCTCCCAAGACAACGCCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAA

ACCTGAAGACACTGCCGTGTACGTCTGTGCGGCAGTTCAATCGAAATCCTCAAACTACGTGTTGAGAGACGCATCTA

CCTACAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0413] SEQ  ID  NO:429(骆驼sdAb  AS64420核酸序列)

[0414] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGAAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGAGACACCAGTAGAAGCGTCTGGATGGGCTGGGCCCGCCAGGTTCCAGGGAAAGAGCGCGAGGTGGTCGC

AACCATTAGTACTGCCGGTGGTAGTACATGGTATACCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTACCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATATACTATTGTGCGGCCAGAAGC

AGATATGCTACCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0415] SEQ  ID  NO:430(骆驼sdAb  AS64473核酸序列)

[0416] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATACACCTACAGATACCTCTACATGGCCTGGTTCCGCCAGACTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ATGTATTTATACTGGTAGTGGTACCACAGGGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGAATACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAACGCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAAGTTCG

CCCCAGTGGGGCGGTACCTGTCGACGCTGGTCCGAGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0417] SEQ  ID  NO:431(骆驼sdAb  AS64475核酸序列)
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[0418] CAGGTGCAACTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTGGAGTCGCAACTGGATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGTTCGC

AACTATTACAATTAGTGGTGGTAGCACATGGTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCTAGACAACG

CCGGGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGCGGGAT

ACCGCGCGGACCTACTGGGGCCAGGGTACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0419] SEQ  ID  NO:432(骆驼sdAb  AS64513核酸序列)

[0420] GAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGACTACCCCTACATAGACAACTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGGTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTGCGTGTACTGGTGGTGGTAGCACATATTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACG

CCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGACGTGTACTACTGTGCGACAGGCTAC

TATAGCGGCTCTGGTCCGGGGTATTTACTCCCATGGAGGTATAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTC

CTCA

[0421] SEQ  ID  NO:433(骆驼sdAb  AS64562核酸序列)

[0422] GAGGTGCAACTGGTGGAATCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCGCTAGGCGCGACTTCATGGCCTGGTTCCGCCAGGTTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGTCATTCATACTGGTGGTGACACCACATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGCGACAACG

CCCAGAACATAATGAATCTGCAAATGAACAGCCTTAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGTTTC

CGTCCGCGTGGTGGAGGATACACGGGTGACGTCTTGGCCCAGGCTGCGGCATACAACTACTGGGGCCAGGGGACCCA

GGTCACCGTCTCCTCA

[0423] SEQ  ID  NO:434(骆驼sdAb  AS64583核酸序列)

[0424] GAGGTGCAGCTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGGCAGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATTCACTATTGCTGTTTATACCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGAATCTC

ATGTACTAGCTGGGCTGGTGGTCGCACATACACTGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACG

CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATGTATTACTGTGCGGCAAAGGCA

CATCCCGACTGTTCAGGGGATTGGTCCCCATCTGGGTATGAATACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC

A

[0425] SEQ  ID  NO:435(骆驼sdAb  AS64594核酸序列)

[0426] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAATAGCAACTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

ACTTATTTATACTGGTGGTGGTAGCACATATTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACG

CCAAAAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTTCGGTAAGAACG

CAGACGCGTAACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0427] SEQ  ID  NO:436(骆驼sdAb  AS64605核酸序列)

[0428] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GTTTCTAGATATCCCTACAGCAGCATCTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGAGCGAGGGTGTCGC

ACGTATTTATACTGGTACTGGTAGTACATGGTATACCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCGCCCGAGACAACG

CCCAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGCGTAGC

AATTCATATTCATATTCAAGTTGTGATTACGGCCCCCTCACGAGGGGGGGGTATAACTTCTGGGGCCAGGGGACCCA

GGTCACCGTCTCCTCA
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[0429] SEQ  ID  NO:437(骆驼sdAb  AS64606核酸序列)

[0430] GAGGTGCAGCTGGCGGAGTCTGGGGGAGGATCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GTCTCTGGATACACCAGCCGTAGCAATTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

GCTAATTTATACTCGTGGTGGTAGCACATACTATGCCTCCTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCAAGACAGTG

CCAAGAAAACGTATCTGCAAATGAACAGTGTGAAACCGGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCTTTGCGCCTTGAT

GAGAAGATGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0431] SEQ  ID  NO:438(骆驼sdAb  AS68121核酸序列)

[0432] GAGGTGCAGCTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGAT

GCCTCTGGATACACCTACAGCCGCAACTGCATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCGTTCTATACTGATTATATTCGTTTTGGGCGCACATATTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTTCC

AAGACAACGCCAAGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCG

GCAGATCCTGGGAGTCGTACAGACGATAGTTGTGGTACCTCATACAACAAAGGGAATTTTGGTTACTGGGGCCAGGG

GACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0433] SEQ  ID  NO:439(骆驼sdAb  AS68170核酸序列)

[0434] CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCGCTGAGACTCTCCTGTACA

GCCTCTGGATACACCTACAGAAGCAACTGTATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AACAATCTATACTGGTGGTGGTCGTAATCTATACTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACA

ACGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATGAACAGCCTGAAGCCTGAGGACTCTGCCAGGTACTACTGTGCGGCCGCG

AGTGACGTGGCAGTTGGTGTTAATTCCTGCGGGGGAAGGACTGCGGGGTTTGACGCCTGGGGCCAGGGGACCCAGGT

CACCGTCTCCTCA

[0435] SEQ  ID  NO:440(骆驼sdAb  AS63964核酸序列)

[0436] CAGGTGAGGTTAGTGGAGTCTGGGGGAGGATCGGTACAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGCTCA

GCCTCTGGATACACCTACAGTTACAACAATATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAACGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTAGTGGTGGTCGTTTCACCGCCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCGAGACAACGCCG

AGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAACCTGAAACCTGAGGACACTGGGATGTACTACTGTGCGGCAGAGGTAGTT

GATCCGACCTGGGGGTCGCGTGACCAAAGACGATATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0437] SEQ  ID  NO:441(骆驼sdAb  AS64116核酸序列)

[0438] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCGTGTGCA

GCCTCTGGATACATCTACAGTTGCGTGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGCAGGTAT

TAGTACTGGTGGTGGTGGCACAGTCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCAATTCACCATCTCCCGAGACAACGCCAAGA

ACACGGTGTACCTGCAAATGGACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGATCGATGGAAT

TCATTCGCTAATTGCGGTGCCTGGGGAAGGTATACCTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0439] SEQ  ID  NO:442(骆驼sdAb  AS68270核酸序列)

[0440] CAGGTGCAACTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGATACCCCTCTTCCACCTACTACATGCTCAGCATGGCGTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGA

GGGGGTCGCCGCTATTACTAGCGGTACTGGGAGCACAAGCTACGCAGACTCCGTGAAGGACCGATTCACCATCTCCA

AAGACTACGCCAACAACACTCTGTATCTGCACATAAACAACCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCG

GCAGCCTCAGGTTGGATCGTTCCTAGTAGGTCCCTGACCGCCAACCTATATAGGTATTGGGGCCAGGGGACCCAGGT

CACCGTCTCCTCA
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[0441] SEQ  ID  NO:443(骆驼sdAb  AS68320核酸序列)

[0442] CAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTACAATACCAACTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AGCTATTTATAGACATAGTGGTAACACAGCCTATGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACTACG

CCAAGAACACCGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGGCGC

GCTGGTCCCTGGGCCCTGATGCGCCCGACTGAGTTTGGTTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0443] SEQ  ID  NO:444(骆驼sdAb  AS68351核酸序列)

[0444] CAGGTGCAATTGGAGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGGGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCG

GCCTCTGGAGACACATTTCGTGCCTATTACATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGATTCGAGTGGGTCTC

AGGTATTAGCGCCAGTGGCGGCCGTACGTCATACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACG

CCAAAAACACGCTGTATCTGCAATTGAACAGCCTGAGCACTGAGGACACGGGCATGTATTATTGTGTAAAGGGAGCT

GTCCGTCTCTCGACATCGTCAGTACGGGATTCGTCCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0445] SEQ  ID  NO:445(骆驼sdAb  AS75378核酸序列)

[0446] CAGGTGCAATTGGAGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GTCTCTGGAAACACCCGCAGTACCACGTACATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGTCGC

AATAGTTTATACTGGTGGTCGTGACACATACTATGCCGCCTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCCAAGACAACG

CCAAGACAACGATCTATCTGCAAATGAACAGTCTGGAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCACGCTCA

TATGAGTATACCTACTGGGGTCGGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0447] SEQ  ID  NO:446(骆驼sdAb  AS75383核酸序列)

[0448] GAGGTGCAACTGGCGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGATACACCTTCAGTAGCTACTGCTTGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGCAGCGCCAGGGGGTCGC

AACGTTTAATAATAGAGGTGTCGCAAACTACCACGATTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGCCTCCGTAGACAACGCCA

AGAACACTCTGCTTCTGCAAATGAACAGCCTGGAACCTGACGACACGGCCATGTACTACTGTGCGGCGGATCGCCGG

TACGGTCGTCAGTGGTATCAGCCTTGCGAGTGGAACACCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0449] SEQ  ID  NO:447(骆驼sdAb  AS75751核酸序列)

[0450] CAGGTGAGGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGTA

GCCTCTGGATACTTCTACAATACCTACTACTTTATGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGCGAGGGGGT

CGCAGCTATTGATACTGATGGTAGAACAAGTTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAACG

CCAAGAACACTCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCAGGTTTT

GGCTATATGAATGTTATTCAGGCTCTTAATGGCATGAGACAGAATCCCGACTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCAC

CGTCTCCTCA

[0451] SEQ  ID  NO:448(骆驼sdAb  AS76422核酸序列)

[0452] CAGGTGAAGTTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGGTCTCTGAGACTCTCCTGTGCA

GCCTCTGGATACACCTTCGCTGGCAACTGCTTGGGCTGGTTTCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCGCGAGGGGGTCGT

AACGTACAATAACTTCGGTGTCGCCAACTACGCCGATTCCGTGAAGGGCCGATTCACCGTCTCCCAAGACAACGCCA

AGAACACTCTGCTTCTGCAAATGAACAGCCTGGAACCTGAGGACACTGCCATGTACTACTGTGCGGCGGACCGCCGG

GACGGTCGTCGCTGGTCTCAGCCTTGCGAGTGGAATACCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCA

[0453] 人源化骆驼sdAb核酸序列

[0454] SEQ  ID  NO:449(人源化sdAb  AS64380VH4核酸序列)
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[0455] GAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCATCTGGAAACACCTACAGCTCCAATTATATGGGATGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGAGGTGGC

CGTGATCTACACCAGGGGAGGACACACATACTATGTGGACTCCGTGCGGGGACGGTTCACCATCAGCAGGGATAACG

CCAAGAACAGCCTGTATCTGCAGATGAACTCTCTGAGAGCCGAGGACACAGCCGTGTACTATTGTGCAGCATCTAGC

AGGCACAGGCTGGGCCTGAACAATCCAAGGGACTACGATTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCT

[0456] SEQ  ID  NO:450(人源化sdAb  AS64380VH5核酸序列)

[0457] GAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCATCTGGAAACACCTACAGCTCCAATTATATGGGATGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGCCTGGAGGAGGTGGC

CGTGATCTACACCAGAGGCGGCCACACATACTATGTGGACTCCGTGCGGGGACGGTTCACCATCAGCCAGGATAACG

CCAAGAACAGCCTGTATCTGCAGATGAACTCTCTGAGGGCCGAGGACACAGCCGTGTACTATTGTGCAGCATCTAGC

AGGCACAGGCTGGGCCTGAACAATCCAAGGGACTACGATTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCT

[0458] SEQ  ID  NO:451(人源化sdAb  AS64380VH6核酸序列)

[0459] GAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCATCTGGAAACACCTACAGCTCCAATTATATGGGATGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGCCTGGAGGAGGTGGC

CGTGATCTACACCAGAGGCGGCCACACATACTATGTGGACTCCGTGCGGGGACGGTTCACCATCAGCCAGGATAACG

CCAAGAACAGCGTGTATCTGCAGATGAACTCTCTGAGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCAGCATCTAGC

AGGCACAGGCTGGGCCTGAACAATCCAAGGGACTACGATTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCT

[0460] SEQ  ID  NO:452(人源化sdAb  AS64380VH7核酸序列)

[0461] GAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCATCTGGAAACACCTACAGCTCCAATTATATGGGATGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGAAGAGAGGAGGTGGC

CGTGATCTACACCAGGGGAGGACACACATACTATGTGGACTCCGTGCGGGGACGGTTCACCATCAGCCAGGATAACG

CCAAGAACAGCGTGTATCTGCAGATGAACTCTCTGAGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCAGCATCTAGC

AGGCACAGGCTGGGCCTGAACAATCCAAGGGACTACGATTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGTCCTCT

[0462] SEQ  ID  NO:453(人源化sdAb  AS64511VH4核酸序列)

[0463] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCTCTCTGAGGCTGAGCTGCGCA

GCATCCAGAGCAACCTACTCTACAAACTATATCAGCTGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGCAGTGGC

AACCATCACCACAGGCGATGGCGAGACAGCCTACGCCGACTCTGTGAAGGGCAGGTTTACCATCTCCCGCGATAACG

CCAAGAACAGCCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCCGAGGACACAGCCGTGTACTATTGTGCAGCAAATCTG

AGGATCGGAGGCGACTGGTTCGATGGAAGGGACTTTAGAGCATGGGGACAGGGAACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0464] SEQ  ID  NO:454(人源化sdAb  AS64511VH5核酸序列)

[0465] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCTCTCTGAGGCTGAGCTGCGCA

GCATCCAGAGCAACCTACTCTACAAACTATATCAGCTGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGCAGTGGC

AACCATCACCACAGGCGATGGCGAGACAGCCTACGCCGACTCTGTGAAGGGCAGGTTTACCATCTCCCGCGATAACG

CCAAGAACAGCGTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCAGCAAATCTG

AGGATCGGAGGCGACTGGTTCGATGGAAGGGACTTTAGAGCATGGGGACAGGGAACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0466] SEQ  ID  NO:455(人源化sdAb  AS64511VH6核酸序列)

[0467] GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGAGGAGGACTGGTGCAGCCAGGAGGCTCTCTGAGGCTGAGCTGCGCA

GCATCCAGAGCAACCTACTCTACAAACTATATCAGCTGGTTCAGGCAGGCACCTGGCAAGGGAAGGGAGGCAGTGGC

CACCATCACCACAGGCGATGGCGAGACAGCCTACGCCGACTCTGTGAAGGGCAGGTTTACCATCTCCCGCGATAACG
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CCAAGAACAGCGTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCAGCAAATCTG

AGGATCGGAGGCGACTGGTTCGATGGAAGGGACTTTAGAGCATGGGGACAGGGAACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0468] SEQ  ID  NO:456(人源化sdAb  AS63931VH4核酸序列)

[0469] CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGAGTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GGCTCTTTCAGCGGATACGGCGTGTCCACCATGGCATGGTTTAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGGAGTGGC

AGCAATCACCGTGGGATCCGGAAACACATACTATGCCGACTCTGTGACCGGCCGGTTCACAATCTCTAGAGATAACA

GCAAGAATACCCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCGTGTACTATTGTGCAGCAGGATGG

CTGTCCGGAGGATCTTGGCACGTGCCCGGCAGGTACAACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0470] SEQ  ID  NO:457(人源化sdAb  AS63931VH5核酸序列)

[0471] CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGAGTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GGCTCTTTCAGCGGATACGGCGTGTCCACCATGGCATGGTTTAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGGAGTGGC

AGCAATCACCGTGGGATCCGGAAACACATACTATGCCGACTCTGTGACCGGCCGGTTCACAATCTCTAGAGATAACA

GCAAGAATACCGTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCAGCAGGATGG

CTGTCCGGAGGATCTTGGCACGTGCCCGGCAGGTACAACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0472] SEQ  ID  NO:458(人源化sdAb  AS63931VH6核酸序列)

[0473] CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGAGTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GGCTCTTTCAGCGGATACGGCGTGTCCACCATGGCCTGGTTTAGGCAGGCACCTGGCAAGGGAAGGGAGGGAGTGGC

AGCAATCACCGTGGGATCCGGAAACACATACTATGCCGACTCTGTGACCGGCCGGTTCACAATCTCTAGAGATAACA

GCAAGAATACCGTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCAGCAGGATGG

CTGTCCGGAGGATCTTGGCACGTGCCCGGCAGGTACAACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0474] SEQ  ID  NO:459(人源化sdAb  AS63997VH4核酸序列)

[0475] CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGAGTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCCTCTTTCAGCGGATACGGCGTGTCCACCATGGCATGGTTTAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGGAGTGGC

AGCAATCACCGTGGGATCCGGAAACACATACTATGCCGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCTAGAGATAACA

GCAAGAATACACTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCGTGTACTATTGTGCCGTGGGCTAT

CTGTCCGGAGGATCTTGGGATGTGCCAGGAAGGTACAACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0476] SEQ  ID  NO:460(人源化sdAb  AS63997VH5核酸序列)

[0477] CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGAGTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCCTCTTTCAGCGGATACGGCGTGTCCACCATGGCATGGTTTAGGCAGGCACCTGGCAAGGGACTGGAGGGAGTGGC

AGCAATCACCGTGGGATCCGGAAACACATACTATGCCGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCTAGAGATAACA

GCAAGAATACAGTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCCGTGGGCTAT

CTGTCCGGAGGATCTTGGGATGTGCCAGGAAGGTACAACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0478] SEQ  ID  NO:461(人源化sdAb  AS63997VH6核酸序列)

[0479] CAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGAGGAGGAGTGGTGCAGCCAGGAGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCA

GCCTCTTTCAGCGGATACGGCGTGTCCACCATGGCCTGGTTTAGGCAGGCACCTGGCAAGGGAAGGGAGGGAGTGGC

AGCAATCACCGTGGGATCCGGAAACACATACTATGCCGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCTAGAGATAACA

GCAAGAATACAGTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACAGCCATGTACTATTGTGCCGTGGGCTAT

CTGTCCGGAGGATCTTGGGATGTGCCAGGAAGGTACAACTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACAGTGAGCTCC

[0480] SEQ  ID  NO:462(接头氨基酸序列)
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[0481] GGGGSGGGGSGGGGS

[0482] SEQ  ID  NO:463(接头氨基酸序列)

[0483] GGGGSGGGGS

[0484] SEQ  ID  NO:464(接头氨基酸序列)

[0485] GGGGS

[0486] SEQ  ID  NO:465(CD8α信号肽氨基酸序列)

[0487] MALPVTALLLPLALLLHAARP

[0488] SEQ  ID  NO:466(CD8α铰链氨基酸序列)

[0489] TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC

[0490] SEQ  ID  NO:467(CD8α跨膜域氨基酸序列)

[0491] IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC

[0492] SEQ  ID  NO:468(4‑1BB细胞内结构域氨基酸序列)

[0493] KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

[0494] SEQ  ID  NO:469(CD28细胞内结构域氨基酸序列)

[0495] RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

[0496] SEQ  ID  NO:470(CD3ζ细胞内结构域氨基酸序列)

[0497] RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAE

AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0498] SEQ  ID  NO:471(F2A元件氨基酸序列)

[0499] GSGVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP

[0500] SEQ  ID  NO:472(P2A元件氨基酸序列)

[0501] GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP

[0502] SEQ  ID  NO:473(CAR3抗DLL3  scFv氨基酸序列)

[0503] MALPVTALLLPLALLLHAARPAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASENIYYNLAWYQQKPGKAPKLLI

YTANSLEDVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYFCKQAYDVPPTFGGGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQL

VQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYWIHWIRQAPGQGLEWMGYINPTVYTEFNQNFKDRVTMTRDTSTSTVYME

LSSLRSEDTAVYYCARGGSNFFDYWQGTTVTVSS

[0504] SEQ  ID  NO:474(CD28跨膜域氨基酸序列)

[0505] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV

[0506] SEQ  ID  NO:475(CD28铰链)

[0507] IEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKP

[0508] 骆驼抗DLL3  CAR序列

[0509] SEQ  ID  NO:476(CAS63997)

[0510] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVRLVESGGGSVQAGGSLRLSCAGSFSGYGVSTMAWFRQAPGKEREGV

AAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNAKRTVFLQMNSLKPEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTQVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0511] SEQ  ID  NO:477(CAS64380)
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[0512] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGSVQAGGSLTLSCEASGNTYSSNYMGWFRQAPGKEREEV

AVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTQVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0513] SEQ  ID  NO:478(CAS64511)

[0514] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASRATYSTNYISWFRQAPGKEREAV

ATITTGDGETAYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAANLRIGGDWFDGRDFRAWGQGTQVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0515] SEQ  ID  NO:479(CAS64617)

[0516] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTDRCSMAWYRQAPGKERELVS

RISTSGFTNYAASVKGRFTISQDNAKNTVYLQMNSLNPGDTGMYYCAIIVGRTCSLNYWGNGILVTVSSTTTPAPRP

PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFM

RPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRR

KNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0517] SEQ  ID  NO:480(CAS69443)

[0518] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLAESGGGSVQAGGSLRLSCSASGFTFDDSDMAWYRQAPGDGCDLV

STISSDGSTYYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMHSLKPEDTAVYYCAADFLTGFYYSDSPHPAPCSASDFGYWGQG

TQVTVSSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCK

RGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLD

KRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0519] SEQ  ID  NO:481(CAS63931)

[0520] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLAESGGGSVQAGGSLRLSCAGSFSGYGVSTMAWFRQAPGKEREGV

AAITVGSGNTYYADSVTGRFTISRDNAKRTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAAGWLSGGSWHVPGRYNYWGQGTQVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0521] SEQ  ID  NO:482(CAS64047)

[0522] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVHLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASQYVYRWDLMGWFRQAPGKEREAV

AAVYTGDGITYYADSVKGRFSISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDTGMYFCAAGFVSGGRWNQSYRYKYWGQGTQVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0523] SEQ  ID  NO:483(CAS64052)

[0524] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVHLMESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYRSNFMGWFRQAPGKEREGI

ATIHSGVATTYYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAAGGPPANADRWYPLRPPGYNYWGQGTQV

TVSSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGR
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KKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRR

GRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0525] SEQ  ID  NO:484(CAS64062)

[0526] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVRLVESGGGSVQVGGSLRLSCAASRSPYSSSRCMGWFRQAPGKEREG

VAALYTGGGSTSYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAAVVPRGGSCRLDERGYYHWGQGTQVTV

SSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKK

LLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGR

DPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0527] 人源化抗DLL3  CAR序列

[0528] SEQ  ID  NO:485(CAS64380VH4)

[0529] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEV

AVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0530] SEQ  ID  NO:486(CAS64380VH5)

[0531] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEV

AVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0532] SEQ  ID  NO:487(CAS64380VH6)

[0533] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEV

AVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNSVYLQMNSLRAEDTAMYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0534] SEQ  ID  NO:488(CAS64380VH7)

[0535] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGREEV

AVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNSVYLQMNSLRAEDTAMYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0536] SEQ  ID  NO:489(CAS64511VH4)

[0537] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRATYSTNYISWFRQAPGKGLEAV

ATITTGDGETAYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAANLRIGGDWFDGRDFRAWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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[0538] SEQ  ID  NO:490(CAS64511VH5)

[0539] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRATYSTNYISWFRQAPGKGLEAV

ATITTGDGETAYADSVKGRFTISRDNAKNSVYLQMNSLRAEDTAMYYCAANLRIGGDWFDGRDFRAWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0540] SEQ  ID  NO:491(CAS64511VH6)

[0541] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRATYSTNYISWFRQAPGKGREAV

ATITTGDGETAYADSVKGRFTISRDNAKNSVYLQMNSLRAEDTAMYYCAANLRIGGDWFDGRDFRAWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0542] SEQ  ID  NO:492(CAS63997VH4)

[0543] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGV

AAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0544] SEQ  ID  NO:493(CAS63997VH5)

[0545] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGV

AAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0546] SEQ  ID  NO:494(CAS63997VH6)

[0547] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGREGV

AAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSS

TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLL

YIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP

EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0548] 抗DLL3人类scFv  VL及VH结构域核酸序列

[0549] SEQ  ID  NO:511(抗DLL3人类scFv  AS56704之VL结构域的核酸序列)

[0550] GACATCCAGATGACCCAGAGCCCGAGCAGCCTGAGCGCGAGCGTTGGTGACCGTGTTACCATTACCTGC

CGTGCGAGCCAGAGCGTTAGCAGCGCGGTGGCGTGGTACCAGCAAAAGCCGGGTAAAGCGCCGAAGCTGCTGATCTA

TAGCGCGAGCAGCCTGTATAGCGGCGTTCCGAGCCGTTTCAGCGGTAGCCGTAGCGGCACCGACTTTACCCTGACCA

TTAGCAGCCTGCAGCCGGAAGATTTCGCAACTTATTACTGTCAGCAAGCTTCTTGGTCTCCGATCACGTTCGGACAG

GGCACCAAAGTTGAGATTAAA

[0551] SEQ  ID  NO:512(抗DLL3人类scFv  AS56704之VH结构域的核酸序列)

[0552] GAGGTTCAACTGGTGGAGAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCA
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GCTTCTGGCTTCAACATCTCTTCTTCTTATATGCACTGGGTGCGTCAGGCGCCGGGTAAAGGCCTGGAATGGGTTGC

ATATATTTATCCTTCTTATGGCTATACTTCTTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTTCACCATCAGCGCGGATACCA

GCAAAAACACCGCATACCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACCGCCGTCTATTATTGTGCTCGCGGTGGT

TACTACTACCATGGTATGGACTACTGGGGTCAAGGCACCCTGGTTACCGTGAGCAGC

[0553] SEQ  ID  NO:513(抗DLL3人类scFv  AS56788之VL结构域的核酸序列)

[0554] GACATCCAGATGACCCAGAGCCCGAGCAGCCTGAGCGCGAGCGTTGGTGACCGTGTTACCATTACCTGC

CGTGCGAGCCAGAGCGTTAGCAGCGCGGTGGCGTGGTACCAGCAAAAGCCGGGTAAAGCGCCGAAGCTGCTGATCTA

TAGCGCGAGCAGCCTGTATAGCGGCGTTCCGAGCCGTTTCAGCGGTAGCCGTAGCGGCACCGACTTTACCCTGACCA

TTAGCAGCCTGCAGCCGGAAGATTTCGCAACTTATTACTGTCAGCAACATTACGCTCCGTCTCTGATCACGTTCGGA

CAGGGCACCAAAGTTGAGATTAAA

[0555] SEQ  ID  NO:514(抗DLL3人类scFv  AS56788之VH结构域的核酸序列)

[0556] GAGGTTCAACTGGTGGAGAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCA

GCTTCTGGCTTCAACATCTCTTCTTATTCTATGCACTGGGTGCGTCAGGCGCCGGGTAAAGGCCTGGAATGGGTTGC

ATATATTTCTTCTTATTATGGCTATACTTATTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTTCACCATCAGCGCGGATACCA

GCAAAAACACCGCATACCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACCGCCGTCTATTATTGTGCTCGCTACTCT

TACTACTACGGTATGGACTACTGGGGTCAAGGCACCCTGGTTACCGTGAGCAGC

[0557] 人类抗DLL3  scFv  CAR序列

[0558] SEQ  ID  NO:515(CAS56704)

[0559] MALPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVSSAVAWYQQKPGKAPKLLI

YSASSLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQASWSPITFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSEVQ

LVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNISSSYMHWVRQAPGKGLEWVAYIYPSYGYTSYADSVKGRFTISADTSKNTAY

LQMNSLRAEDTAVYYCARGGYYYHGMDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTR

GLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKF

SRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERR

RGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0560] SEQ  ID  NO:516(CAS56788)

[0561] MALPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVSSAVAWYQQKPGKAPKLLI

YSASSLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYAPSLITFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSEV

QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNISSYSMHWVRQAPGKGLEWVAYISSYYGYTYYADSVKGRFTISADTSKNTA

YLQMNSLRAEDTAVYYCARYSYYYGMDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTR

GLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKF

SRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERR

RGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0562] 抗DLL3基准CAR

[0563] SEQ  ID  NO:517(1H2.1氨基酸序列)

[0564] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGDSISSYYWTWIRQPPGKGLEWI

GYIYYSGTTNYNPSLKSRVTISVDTSKSQFSLKLSSVTAADTAVYYCASIAVRGFFFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGG

GGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPDRFSGSGSG

TDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGTSPLTFGGGTKVEIKRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVL
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VVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAY

QQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLY

QGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0565] 实例11.人源化抗DLL3串联CAR‑T细胞的活体外活性的评估

[0566] 为提高CAR‑T的抗肿瘤功效，构建三个串联CAR(T1、T2及T3)。串联CAR的氨基酸序

列提供于SEQ  ID:518‑520中。抗DLL3人源化sdAb片段的氨基酸序列提供于SEQ  ID  NO:356

(AS64380VH5)及SEQ  ID  NO:366(AS63997VH5)中。1H2 .1(SEQ  ID  NO:517，例如参见WO 

2019200007)为一种抗DLL3  CAR，也用于产生作为参考的CAR构建体。全长CAR自N末端至C末

端含有：CD8α信号肽(SEQ  ID  NO:465)、SEQ  ID  NO:356(AS64380VH5)及SEQ  ID  NO:366

(AS63997VH5)中提供的DLL3结合域sdAb、CD8α铰链域(SEQ  ID  NO:466)、CD8α跨膜域(SEQ 

ID  NO:467)、CD137细胞内结构域(SEQ  ID  NO:468)或CD28细胞内结构域(SEQ  ID  NO:469)

及CD3ζ细胞内结构域(SEQ  ID  NO:470)。图10A中显示CAR构建体的示意图。对于T1，sdAb  1

及sdAb  2均为AS64380VH5。对于T2，sdAb  1及sdAb  2均为AS63997VH5。对于T3，sdAb  1及

sdAb  2分别为AS63997VH5及AS64380VH5。接着将编码CAR片段的核酸克隆至慢病毒载体中

以在单个编码框中建立全长CAR构建体，使用人EF1α启动子进行表达。

[0567] SEQ  ID  NO:518(T1氨基酸序列)

[0568] MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEV

AVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVD

SVRGRFTISQDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPT

IASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTT

QEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG

LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0569] SEQ  ID  NO:519(T2氨基酸序列)

[0570] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGV

AAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYAD

SVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPT

IASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTT

QEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG

LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0571] SEQ  ID  NO:520(T3氨基酸序列)

[0572] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGV

AAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVD

SVRGRFTISQDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPT

IASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTT

QEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG

LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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[0573] 活体外细胞毒性测定

[0574] 在转导后第9天，收获转导T细胞，且与表达DLL3的肿瘤细胞系(具有DLL3高表达的

SHP‑77、具有DLL3中等表达的NCI‑H82及具有DLL3低表达的NCI‑H2171)及DLL3阴性表达细

胞系(NCI‑H460及HEK293)以0.5:1及2:1的效应细胞(CAR‑T)与靶细胞比率共同培育22小

时。在所有测定中CAR3  CAR‑T细胞用作参考以比较测定变化，和/或充当对照。未转导的T细

胞(UnT)用作阴性对照。

[0575] 通过乳酸去氢酶(LDH)测定来确定转导T细胞的细胞毒性。结果表明，CAR3CAR‑T及

一些抗DLL3串联CAR‑T在活体外展现强烈的针对SHP‑77细胞的抗肿瘤活性，而UnT无靶细胞

杀死作用(图11A‑11C)且DLL3阴性表达细胞(NCI‑H460及HEK293)不诱发细胞毒性(图11D‑

11E)。除CAR3之外，还比较T3及1H2.1对SHP‑77细胞的活体外细胞毒性。结果显示在短期刺

激中T3具有相当的或不太有效的细胞杀死活性(图11V)。

[0576] IFN‑ γ 及TNF‑α释放检测

[0577] 另外，自活体外细胞毒性测定收集上清液，以评定CAR诱发的细胞因子释放，例如

干扰素 γ (IFN‑ γ )及TNF‑α释放。如图11F‑11K所示，CAR3  CAR‑T及一些抗DLL3串联CAR‑T经

表达DLL3的细胞系刺激，产生IFN‑ γ 及TNF‑α，而UnT几乎不产生IFN‑ γ 及TNF‑α。DLL3阴性

表达的细胞系不减少IFN‑ γ 及TNF‑α的特异性释放(数据未显示)。检测IFN‑ γ 及TNF‑α释放

的方案可涉及CISBIO的人类TNF‑α试剂盒及IFN‑ γ 试剂盒。

[0578] 与1H2.1相比，T3释放更多IFN‑ γ 及TNF‑α(在共同培育22小时后)(图11W‑11X)。通

过长期刺激测定确定串联CAR‑T细胞毒性及扩增

[0579] 通过反复抗原刺激测定评估DLL3  CAR‑T细胞。在经SCLC细胞系及对照细胞系反复

刺激后，串联CAR‑T细胞T3显示对SCLC细胞、尤其对SHP‑77及NCI‑H82细胞更有效的细胞毒

性(图11L‑P)。除细胞毒性活性外，串联CAR‑T细胞T3也显示比其他CART高的增殖能力，尤其

在经SHP‑77及NCI‑H82细胞刺激时(图11Q‑11U)。

[0580] 除CAR3之外，还比较T3及1H2.1对SHP‑77细胞的活体外细胞毒性。结果表明，在长

期刺激中T3具有优良细胞毒性及扩增(图11Y‑11Z)。

[0581] 如下进行反复刺激。

[0582] 第1轮：将CAR‑T细胞及3×105个靶细胞(例如SHP‑77)以1:5的效应细胞与靶细胞

比率添加至24孔板中，且在二氧化碳培育箱中在37℃、5％  CO2中共同培育3天。移取200μL
细胞培养上清液用于检测细胞因子，且收获共同培育的细胞以通过流式细胞术评定％CD3

及CAR阳性率；

[0583] 第2轮：基于第1轮中收获的细胞的CAR‑T阳性率，将收获的细胞继续与相同体积的

新靶细胞(SHP‑77)在1:2的效应细胞与靶细胞比率下又共同培育3天。移取200μL细胞培养

上清液用于检测细胞因子，且收获共同培育的细胞以通过流式细胞术评定％CD3及CAR阳性

率；

[0584] 基于先前每轮CAR‑T阳性率，按与第2轮类似的方式进行第3轮及下一轮。实例12.

人源化抗DLL3  PD‑1DNR或CSR装甲的CAR‑T细胞的活体内活性的评估

[0585] 为提高CAR‑T的持久性，构建PD‑1显性负性受体(PD‑1DNR)或PD‑1嵌合转换受体

(PD‑1CSR)装甲的DLL3  CAR。两种CAR的氨基酸序列提供于SEQ  ID:521‑522中。PD‑1DNR及

PD‑1CSR序列经由P2A连接至T3  C末端。PD‑1DNR及PD‑1CRS的氨基酸序列提供于SEQ  ID:
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523‑524中。图10B中显示CAR构建体的示意图。

[0586] SEQ  ID  NO:521(T3‑PD‑1DNR氨基酸序列)

[0587] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFR

[0588] QAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCA

[0589] VGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPG

[0590] GSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDN

[0591] AKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRP

[0592] PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKR

[0593] GRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQL

[0594] YNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG

[0595] ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPRGSGATNFSLLKQAGDVEENPGPMQI

[0596] PQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESF

[0597] VLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTY

[0598] LCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQAAAPTTTPAPRPPTPAPTI

[0599] ASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRRIQ

[0600] SEQ  ID  NO:522(T3‑PD‑1CSR氨基酸序列)

[0601] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFR

[0602] QAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCA

[0603] VGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPG

[0604] GSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDN

[0605] AKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRP

[0606] PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKR

[0607] GRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQL

[0608] YNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG

[0609] ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPRGSGATNFSLLKQAGDVEENPGPMQI

[0610] PQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESF

[0611] VLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTY

[0612] LCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYS

[0613] LLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

[0614] SEQ  ID  NO:523(PD‑1DNR氨基酸序列)

[0615] MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTS

[0616] ESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSG

[0617] TYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQAAAPTTTPAPRPPTPAP

[0618] TIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRRIQSEQ  ID 

NO:524(PD‑1CSR氨基酸序列)

[0619] MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTS

[0620] ESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSG

[0621] TYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLAC

[0622] YSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS
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[0623] 通过反复抗原刺激测定来评估PD‑1DNR或PD‑1CSR装甲的DLL3  CAR‑T细胞。在经

SHP‑77细胞反复刺激后，与常规CART相比，装甲的CAR‑T细胞未增加细胞毒性效力，且未提

高扩增能力(图12A‑12B)。在经SHP‑77/PD‑L1细胞(SHP‑77细胞中过度表达人PD‑L1)反复刺

激后，PD‑1CSR装甲的CAR‑T细胞显示优良细胞毒性效力及扩增能力(图12C‑12D)。

[0624] 实例13.TGF‑β‑DNR增强DLL3  CAR‑T细胞的抗肿瘤功效

[0625] TGF‑β‑DNR装甲的DLL3  CAR‑T细胞的构建

[0626] 为提高DLL3  CAR‑T细胞在肿瘤微环境中的抗肿瘤性能，将TGF‑β‑DNR序列合并至

DLL3CAR中，如图13A所示。TGF‑β‑DNR为TGFBRII的截短型式，其由TGFBRII的细胞外结构域

及跨膜域组成。构建体T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR、T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR包含N末端的T3‑BBZ序列、如

所指示的P2A或T2A肽、C末端的TGF‑β‑DNR；构建体TGF‑β‑DNR‑P2A‑T3及TGF‑β‑DNR‑T2A‑T3
包含N末端的TGF‑β‑DNR序列、如所指示的P2A或T2A肽及C末端的T3‑BBZ序列。TGF‑β‑DNR及
装甲的DLL3  CAR的详细序列提供于SEQ  ID:525‑529中。

[0627] SEQ  ID  NO:525(T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR氨基酸序列)

[0628] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFR

[0629] QAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCA

[0630] VGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPG

[0631] GSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDN

[0632] AKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRP

[0633] PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKR

[0634] GRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQL

[0635] YNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG

[0636] ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPRGSGATNFSLLKQAGDVEENPGPMGR

[0637] GLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDN

[0638] QKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMK

[0639] EKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCY

[0640] RVNRQQKLSS

[0641] SEQ  ID  NO:526(TGF‑β‑DNR‑P2A‑T3氨基酸序列)

[0642] MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFST

[0643] CDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKC

[0644] IMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIF

[0645] YCYRVNRQQKLSSGSGATNFSLLKQAGDVEENPGPMALPVTALLLPLALLLHAARPQVQL

[0646] VESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYADS

[0647] VKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLV

[0648] TVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQ

[0649] APGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAS

[0650] SRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAV

[0651] HTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDG

[0652] CSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPE

[0653] MGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD
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[0654] ALHMQALPPR

[0655] SEQ  ID  NO:527(T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR氨基酸序列)

[0656] MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFR

[0657] QAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCA

[0658] VGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPG

[0659] GSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAPGKGLEEVAVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDN

[0660] AKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSRHRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRP

[0661] PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKR

[0662] GRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQL

[0663] YNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG

[0664] ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPRGSGEGRGSLLTCGDVEENPGPMGRG

[0665] LLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQ

[0666] KSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKE

[0667] KKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYR

[0668] VNRQQKLSS

[0669] SEQ  ID  NO:528(TGF‑β‑DNR‑T2A‑T3氨基酸序列)

[0670] MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFST

[0671] CDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKC

[0672] IMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIF

[0673] YCYRVNRQQKLSSGSGEGRGSLLTCGDVEENPGPMALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLV

[0674] ESGGGVVQPGGSLRLSCAASFSGYGVSTMAWFRQAPGKGLEGVAAITVGSGNTYYADSV

[0675] KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAMYYCAVGYLSGGSWDVPGRYNYWGQGTLVT

[0676] VSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGNTYSSNYMGWFRQAP

[0677] GKGLEEVAVIYTRGGHTYYVDSVRGRFTISQDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAASSR

[0678] HRLGLNNPRDYDYWGQGTLVTVSSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHT

[0679] RGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCS

[0680] CRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMG

[0681] GKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL

[0682] HMQALPPR

[0683] SEQ  ID  NO:529(TGF‑β‑DNR氨基酸序列)

[0684] MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMS

NCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDN

IIFSEEYNTSNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQQKLSS

[0685] 所有构建体包装至基于第二代慢病毒系统的慢病毒中。然后将自健康供体的PBMC

分离的初级T细胞用慢病毒转导。转导4天后，通过FACS检测sdAb及TGF‑β‑DNR的阳性率(图

13B)。结果显示，T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR、T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR、TGF‑β‑DNR‑P2A‑T3及TGF‑β‑DNR‑
T2A‑T3  CAR‑T细胞的sdAb阳性率相当。然而，构建体T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR及T3‑T2A‑TGF‑β‑
DNR中TGF‑β‑DNR的阳性率高于TGF‑β‑DNR‑P2A‑T3及TGF‑β‑DNR‑T2A‑T3。这些结果表明TGF‑

β‑DNR在结合于CAR的C末端时表达较高。
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[0686] 活体外细胞毒性测定

[0687] 接着通过LDH或IFN‑ γ 释放测定评估这些CAR‑T细胞的细胞毒性。转导5天后，将

CAR‑T细胞调至与未转导T细胞(UnT)相同的sdAb阳性率。接着将CAR‑T细胞或UnT细胞与

SHP77在5ng/mL  TGF‑β存在下共同培育48小时，且量测LDH及IFN‑ γ 释放(图13C‑13D)。结果

显示，TGF‑β‑DNR装甲的CAR‑T细胞诱发比未装甲的CAR‑T细胞更多的靶细胞特异性溶解。因

此，TGF‑β‑DNR装甲的CAR‑T细胞展示在抗原活化后较高的IFN‑ γ 释放能力。与不同CAR‑T细

胞的TGF‑β‑DNR表达水平一致，T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR、T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR显示IFN‑ γ 分泌水平

高于TGF‑β‑DNR‑P2A‑T3及TGF‑β‑DNR‑T2A‑T3  CAR‑T细胞。总言之，这些结果证明TGF‑β‑DNR
能够增强DLL3  CAR‑T细胞针对DLL3阳性SCLC细胞的细胞毒性。

[0688] 长期刺激测定

[0689] 为确定TGF‑β‑DNR是否能抵抗TGF‑β对CAR‑T细胞的抑制作用，进行长期刺激测定。

简言之，在5ng/mL  TGF‑β存在或缺乏下将T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR及T3  CAR‑T细胞用SHP77细胞

每3天反复激发。在每轮刺激结束时，通过FACS分析全部活细胞中T细胞百分比，且计算CAR‑

T细胞的扩增。如图13E及图13F所示，TGF‑β抑制T3  CAR‑T细胞的持久性及扩增。相比之下，

甚至在TGF‑β存在下，T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR的持久性及扩增也维持得很好。在用SHP77细胞进

行2轮刺激之后通过FACS分析T细胞耗尽标记物(exhaustion  marker)。如图13G所示，用

TGF‑β处理上调T3细胞中耗尽标记物的表达，但在T3‑P2A‑TGF‑β‑DNR  CAR‑T细胞中未上调。

总之，这些结果证明TGF‑β‑DNR保护DLL3  CAR‑T细胞避免被TGF‑β抑制。因为在实体肿瘤的

微环境中TGF‑β的表达水平通常升高，所以结果表明TGF‑β‑DNR的添加提高DLL3  CAR‑T细胞

在实体肿瘤中的抗肿瘤功效。

[0690] 活体内抗肿瘤功效研究

[0691] 为进一步研究TGF‑β‑DNR是否可增强DLL3  CAR‑T细胞在活体内的抗肿瘤功效，在

异种移植模型中评估T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR  CAR‑T细胞或亲本CAR‑T细胞。简言之，将1×107个

SHP77细胞皮下植入NCG小鼠中。在7‑10天后，当肿瘤体积达到100‑200mm3时，将2.5×105个

CAR‑T细胞静脉内注入小鼠中。接着每周量测肿瘤体积两次，且每周量测外周血中CAR‑T的

百分比一次。如图13H所示，在次最佳剂量下，T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR  CAR‑T细胞可有效抑制肿

瘤生长，而亲本T3  CAR‑T不能。如图13I所示，外周血白细胞中T3‑T2A‑TGF‑β‑DNR  CAR‑T的

百分比高于T3。总之，这些结果证明TGF‑β‑DNR可增强DLL3  CAR‑T细胞在活体内的抗肿瘤功

效。
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图9B
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图9H
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图11E
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图11G

图11H
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图11I

图11J
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图11K
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图11O

图11P
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