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本发明提出了环状RNA  Circ‑ACE2翻译的多

肽及其应用，该环状RNA分子包括下列序列的至

少之一：1)SEQ  ID  NO:1所示的RNA序列；2)与1)

具有至少70％同一性的RNA序列，优选地，具有至

少80％同一性的RNA序列，优选地，具有至少85％

同一性的RNA序列，优选地，具有至少90％同一性

的RNA序列，优选地，具有至少95％同一性的RNA

序列，更优选地，具有至少99％同一性的RNA序

列。
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1.一种分离的环状RNA分子，其特征在于，所述环状RNA分子包括下列序列的至少之一：

1)SEQ  ID  NO：1所示的RNA序列；

2)与1)具有至少70％同一性的RNA序列，优选地，具有至少80％同一性的RNA序列，优选

地，具有至少85％同一性的RNA序列，优选地，具有至少90％同一性的RNA序列，优选地，具有

至少95％同一性的RNA序列，更优选地，具有至少99％同一性的RNA序列。

2.根据权利要求1所述的环状RNA分子，其特征在于，所述环状RNA分子是由编码血管紧

张素转化酶2的mRNA序列的第二外显子单独环化形成；

任选地，所述环化发生在胎盘组织中。

3.根据权利要求1或2所述的环状RNA分子，其特征在于，所述环状RNA分子是由1)或2)

所示核苷酸序列的起始核苷酸和末端核苷酸相连形成，所述起始核苷酸设置为所述环状

RNA分子的第一位核苷酸。

4.根据权利要求3所述的环状RNA分子，其特征在于，所述环状RNA分子的编码区包括所

述环状RNA分子的第104位核苷酸到第45位核苷酸；

任选地，所述环状RNA编码区的核酸序列包括下列序列的至少之一：

1)SEQ  ID  NO：2所示的RNA序列；

2)与1)具有至少70％同一性的RNA序列，优选地，具有至少80％同一性的RNA序列，优选

地，具有至少85％同一性的RNA序列，优选地，具有至少90％同一性的RNA序列，优选地，具有

至少95％同一性的RNA序列，更优选地，具有至少99％同一性的RNA序列。

5.一种多肽，其特征在于，所述多肽的氨基酸序列包括下列序列的至少之一：

1)SEQ  ID  NO：3所示的氨基酸序列；

2)与1)具有至少70％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少80％同一性的氨基酸序

列，优选地，具有至少85％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少90％同一性的氨基酸序

列，优选地，具有至少95％同一性的氨基酸序列，更优选地，具有至少99％同一性的氨基酸

序列。

6.根据权利要求5所述的多肽，其特征在于，所述多肽含有信号肽序列；

任选地，所述信号肽的氨基酸序列为MSSSSWLLLSLVAVTAA。

7.根据权利要求5或6所述的多肽，其特征在于，所述多肽存在于胎盘组织中。

8.一种融合蛋白，其特征在于，包括权利要求5～7任一项所述的多肽和Fc，所述多肽的

C端与Fc的N端相连。

9.根据权利要求8所述的融合蛋白，其特征在于，所述融合蛋白包括下列序列的至少之

一：

1)SEQ  ID  NO：4所示的氨基酸序列；

2)与1)具有至少70％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少80％同一性的氨基酸序

列，优选地，具有至少85％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少90％同一性的氨基酸序

列，优选地，具有至少95％同一性的氨基酸序列，更优选地，具有至少99％同一性的氨基酸

序列。

10.一种分离的核酸，其特征在于，编码权利要求8或9所述的融合蛋白。

11.根据权利要求10所述的核酸，其特征在于，所述核酸包括下列序列的至少之一：

1)SEQ  ID  NO：5所示的核苷酸序列；
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2)与1)具有至少70％同一性的核苷酸序列，优选地，具有至少80％同一性的核苷酸序

列序列，优选地，具有至少85％同一性的核苷酸序列，优选地，具有至少90％同一性的核苷

酸序列，优选地，具有至少95％同一性的核苷酸序列，更优选地，具有至少99％同一性的核

苷酸序列。

12.权利要求1～4任一项所述的RNA分子、权利要求5～7任一项所述的多肽，权利要求8

或9所述的融合蛋白，权利要求10或11所述的分离的核酸在制备药物或试剂盒中的用途，所

述药物或试剂盒用于抑制新冠病毒侵染细胞。

13.一种抑制新型冠状病毒侵染细胞的方法，其特征在于，所述方法包括：

将新型冠状病毒或待侵染细胞与权利要求1～4任一项所述的RNA分子、权利要求5～7

任一项所述的多肽，权利要求8或9所述的融合蛋白，权利要求10或11所述的分离的核酸进

行接触。

14.根据权利要求13所述的方法，所述接触是通过如下方式进行的：

1)将新型冠状病毒与权利要求1～4任一项所述的RNA分子、权利要求5～7任一项所述

的多肽，权利要求8或9所述的融合蛋白，权利要求10或11所述的分离的核酸进行第一混合

处理；

2)将步骤1)所得混合物与待侵染细胞进行第二混合处理，以便抑制新型冠状病毒侵染

细胞。

15.根据权利要求13所述的方法，其特征在于，所述多肽或融合蛋白在混合体系中的终

浓度为10μg/mL或160μg/mL。
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环状RNA  Circ‑ACE2翻译的多肽及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医药领域，具体地，本发明涉及环状RNA  Circ‑ACE2翻译的多肽及

其  应用，更具体地，本发明涉及一种分离的环状RNA分子、分离的环状RNA分子编码的多 

肽、融合蛋白、编码融合蛋白的分离的核酸，以及环状RNA分子编码的多肽、融合蛋白、  编码

融合蛋白的分离的核酸制备药物或试剂盒的用途、一种抑制新冠病毒侵染细胞的方法。

背景技术

[0002] 胎盘(Placenta)不只是妊娠期间胎儿与母体之间物质交换的重要临时器官，而且

能在  胎儿发育过程中保护胎儿免受病原微生物的侵染；胎盘细胞可能在抑制病毒从怀孕

母体传  递到胎儿方面具有重要作用。一些研究小组报道COVID‑19病毒母婴垂直传播受到

一定限  制，数据显示，新生儿从母体处传播COVID‑19的比例不到5％，该数据提示胎盘组织

中存  在独特的抗病毒物质可抑制感染新冠的母体将病毒传给胎儿。

[0003] 多肽药物已经在临床中广泛使用，典型代表是胰岛素多肽药物。多肽的药物代谢

产物  为氨基酸，而氨基酸是人体必需的元素，多肽药物与蛋白质药物类似，因此多肽药物

的毒  性小，安全性高。相比于大的蛋白及抗体药物，多肽药物免疫原性较低，且便于人工合

成， 适合注射以及鼻腔雾化给药，有较好的成药性。

[0004] 近些年的研究在多种生物体中发现了大量存在的环状RNA分子，环状RNA广泛存在 

于真核生物中并在个体发育以及疾病的发生发展中具有重要的生物功能。新型冠状病毒引 

起的疾病尚未有特效及副作用小的治疗药物，故有待从新的视野发现、开发对抗新冠病毒 

的理想药物。

发明内容

[0005] 本申请是基于发明人对以下事实和问题的发现和认识作出的：

[0006] 新型冠状病毒与ACE2(血管紧张素2)结合，从而侵染细胞，发明人通过对环状RNA 

circAtlas综合数据库进行深度分析挖掘和实验，发现在人胎盘组织中ACE2基因特异性的 

发生了环化剪切，形成了环状RNA  Circ‑ACE2，且该环状RNA编码的多肽及利用该多肽 获得

的重组多肽具有抑制COVID‑19侵染真核细胞能力。

[0007] 为此，在本发明的第一方面，本发明提出了一种分离的环状RNA分子。根据本发明

的  实施例，所述环状RNA分子包括下列序列的至少之一：1)SEQ  ID  NO：1所示的RNA序  列；

2)与1)具有至少70％同一性的RNA序列，优选地，具有至少80％同一性的RNA  序列，优选地，

具有至少85％同一性的RNA序列，优选地，具有至少90％同一性的RNA  序列，优选地，具有至

少95％同一性的RNA序列，更优选地，具有至少99％同一性的RNA  序列。

[0008] 根据本发明实施例，所述SEQ  ID  NO：1的具体序列为：

[0009] CGCCCAACCCAAGUUCAAAGGCUGAUAAGAGAGAAAAUCUCAUGAGGAGGUU  UUAGUCUAGGGAAAG

UCAUUCAGUGGAUGUGAUCUUGGCUCACAGGGGACGAUG  UCAAGCUCUUCCUGGCUCCUUCUCAGCCUUGUUGCU

GUAACUGCUGCUCAGUCCA  CCAUUGAGGAACAGGCCAAGACAUUUUUGGACAAGUUUAACCACGAAGCCGAAGA 
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CCUGUUCUAUCAAAGUUCACUUGCUUCUUGGAAUUAUAACACCAAUAUUACUGAA  GAGAAUGUCCAAAACAUG。

[0010] 根据本发明实施例的环状RNA序列翻译的多肽可显著抑制新型冠状病毒对细胞的

侵 染能力。

[0011] 根据本发明的实施例，上述环状RNA分子还可以进一步包括如下附加技术特征至

少之 一：

[0012] 根据本发明的实施例，所述环状RNA分子是由编码血管紧张素转化酶2的mRNA序 

列的第二外显子单独环化形成。

[0013] 根据本发明的实施例，所述环化发生在胎盘组织中。

[0014] 根据本发明的实施例，所述环状RNA分子是由1)或2)所示核苷酸序列的起始核苷 

酸和末端核苷酸相连形成，所述起始核苷酸设置为所述环状RNA分子的第一位核苷酸。

[0015] 根据本发明的实施例，所述环状RNA编码区包括所述环状RNA分子的第104位核苷 

酸到第45位核苷酸。

[0016] 根据本发明的实施例，所述环状RNA编码区的核酸序列包括下列序列的至少之一：

1)  SEQ  ID  NO:2所示的RNA序列；2)与1)具有至少70％同一性的RNA序列，优选地，具  有至

少80％同一性的RNA序列，优选地，具有至少85％同一性的RNA序列，优选地，  具有至少90％

同一性的RNA序列，优选地，具有至少95％同一性的RNA序列，更优选  地，具有至少99％同一

性的RNA序列。

[0017] 根据本发明实施例，所述SEQ  ID  NO：2的具体序列为：

[0018] AUGUCAAGCUCUUCCUGGCUCCUUCUCAGCCUUGUUGCUGUAACUGCUGCUC  AGUCCACCAUUGAGG

AACAGGCCAAGACAUUUUUGGACAAGUUUAACCACGAAGC  CGAAGACCUGUUCUAUCAAAGUUCACUUGCUUCUU

GGAAUUAUAACACCAAUAUU  ACUGAAGAGAAUGUCCAAAACAUGCGCCCAACCCAAGUUCAAAGGCUGAUAAGAG 

AGAAAAUCUCAUGA。

[0019] 根据本发明实施例的环状RNA编码区核酸序列翻译的多肽可显著抑制新型冠状病

毒  侵染细胞的能力。

[0020] 在本发明的第二方面，本发明提出了一种多肽。根据本发明的实施例，所述多肽的

氨  基酸序列包括下列序列的至少之一：1)SEQ  ID  NO:3所示的氨基酸序列；2)与1)具有至 

少70％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少80％同一性的氨基酸序列，优选地，具有  至

少85％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少90％同一性的氨基酸序列，优选地，具  有至

少95％同一性的氨基酸序列，更优选地，具有至少99％同一性的氨基酸序列。根据本  发明

实施例，所述多肽可显著抑制新型冠状病毒对细胞的侵染能力。

[0021] 根据本发明实施例，所述SEQ  ID  NO：3的具体序列为：

[0022] MSSSSWLLLSLVAVTAAQSTIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSLASWNYNTNITEE 

NVQNMRPTQVQRLIREKIS。

[0023] 根据本发明的实施例，上述多肽还可以进一步包括如下附加技术特征至少之一：

[0024] 根据本发明的实施例，所述多肽含有信号肽序列。

[0025] 根据本发明的实施例，所述信号肽的氨基酸序列为MSSSSWLLLSLVAVTAA。

[0026] 根据本发明的实施例，所述多肽存在于胎盘组织中。

[0027] 在本发明的第三方面，本发明提出了一种融合蛋白。根据本发明的实施例，所述融

合 蛋白包括第一、二方面所述的多肽和Fc，所述多肽的C端与Fc的N端相连。根据本发明 实
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施例，所述融合蛋白可显著抑制新型冠状病毒对细胞的侵染能力。

[0028] 根据本发明的实施例，所述融合蛋白还可以进一步包括如下附加技术特征至少之

一：

[0029] 根据本发明的实施例，所述融合蛋白包括下列序列的至少之一：1)SEQ  ID  NO：4所 

示的氨基酸序列；2)与1)具有至少70％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少80％ 同一

性的氨基酸序列，优选地，具有至少85％同一性的氨基酸序列，优选地，具有至少90％ 同一

性的氨基酸序列，优选地，具有至少95％同一性的氨基酸序列，更优选地，具有至少  99％同

一性的氨基酸序列。

[0030] 根据本发明实施例，所述SEQ  ID  NO：4的具体序列为：

[0031] MSSSSWLLLSLVAVTAAQSTIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSLASWNYNTNITEE  NVQNMRPTQV

QRLIREKISLVPRGSGGGGDPEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP  KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE

DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV  SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR

EPQVYTLPPSRDELTKNQV  SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVF  SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK。

[0032] 在本发明的第四方面，本发明提出了一种分离的核酸。根据本发明的实施例，所述

分  离的核酸编码第三方面所述的融合蛋白。根据本发明实施例的分离的核酸序列翻译的

融合 蛋白可显著抑制新型冠状病毒侵染细胞的能力。

[0033] 根据本发明的实施例，所述分离的核酸还可以进一步包括如下附加技术特征至少

之一：

[0034] 根据本发明的实施例，所述核酸包括下列序列的至少之一：1)SEQ  ID  NO：5所示的 

核苷酸序列；2)与1)具有至少70％同一性的核苷酸序列，优选地，具有至少80％同一  性的

核苷酸序列序列，优选地，具有至少85％同一性的核苷酸序列，优选地，具有至少90％ 同一

性的核苷酸序列，优选地，具有至少95％同一性的核苷酸序列，更优选地，具有至少  99％同

一性的核苷酸序列。

[0035] 根据本发明实施例，所述SEQ  ID  NO：5的具体序列为：

[0036] ATGTCAAGCTCTTCCTGGCTCCTTCTCAGCCTTGTTGCTGTAACTGCTGCTCAGTC  CACCATTGAGG

AACAGGCCAAGACATTTTTGGACAAGTTTAACCACGAAGCCGAAGA  CCTGTTCTATCAAAGTTCACTTGCTTCTT

GGAATTATAACACCAATATTACTGAAGAGA  ATGTCCAAAACATGCGCCCAACCCAAGTTCAAAGGCTGATAAGAG

AGAAAATCTCAC  TGGTGCCCAGAGGCTCCGGCGGCGGCGGCGATCCTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAA  CTCAC

ACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCC  TCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC

ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATG  CGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAG

TTCAACTGGTACGTGGA  CGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA  C

GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG  AGTACAAGTGCAAGGTCTC

CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT  CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA

CACCCTGCCCCCATCCCGGG  ATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCC

CA  GCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACC  ACGCCTCCCGTGCTGG

ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGG  ACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCT

CATGCTCCGTGATGCATGAGGCTC  TGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA。

[0037] 在本发明的第五方面，本发明提出了一种表达载体。根据本发明的实施例，所述表
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达  载体包括第一方面所述的RNA分子或第四方面所述的分离的核酸。根据本发明实施例所

述  表达载体翻译出的多肽可显著抑制新型冠状病毒对细胞的侵染能力。

[0038] 在本发明的第六方面，本发明提出了一种重组细胞。根据本发明的实施例，所述重

组  细胞携带第一方面所述的RNA分子、第四方面所述的分离的核酸或第五方面所述的表达

载  体。所述重组细胞具有较强的抵抗新型冠状病毒侵染的能力。

[0039] 在本发明的第七方面，本发明提出了一种药物组合物。根据本发明的实施例，所述

药  物组合物包括第一方面所述的RNA分子、第二方面所述的多肽，第三方面所述的融合蛋

白，  第四方面所述的分离的核酸，第五方面所述的表达载体或第六方面所述的重组细胞。

根据  本发明的实施例，所述药物组合可用于抵抗新型冠状病毒对细胞的侵染。

[0040] 根据本发明的实施例，所述药物组合物还可以进一步包括如下附加技术特征至少

之一：

[0041] 根据本发明的实施例，所述药物组合物呈溶液、粉末、微球、微囊中的至少一种。进 

而，根据本发明实施例的药物方便给药，适于保持药物效果。

[0042] 根据本发明的实施例，所述药物的给药剂量不受特别限制，实际应用中，可以根据

给 药对象的健康状况灵活选择。

[0043] 在本发明的第八方面，本发明提出了第一方面所述的RNA分子、第二方面所述的多

肽，  第三方面所述的融合蛋白，第四方面所述的分离的核酸，第五方面所述的表达载体，第

六  方面所述的重组细胞或第七方面所述的药物组合物在制备药物或试剂盒中的用途，所

述药  物或试剂盒用于抑制新冠病毒侵染细胞。根据本发明的实施例，所述药物或试剂盒可

显著  抑制新冠病毒侵染细胞的能力，所述药物或试剂盒可用于临床诊断或科研。

[0044] 在本发明的第九方面，本发明提出了一种抑制新型冠状病毒侵染细胞的方法，所

述方  法包括：将新型冠状病毒或待侵染细胞与第一方面所述的RNA分子、第二方面所述的

多肽，  第三方面所述的融合蛋白，第四方面所述的分离的核酸，第五方面所述的表达载体，

第六  方面所述的重组细胞或第七方面所述的药物组合物进行接触。根据本发明的实施例，

所述 方法可以显著抑制新型冠状病毒对细胞的侵染。

[0045] 根据本发明的实施例，上述方法还可以进一步包括如下附加技术特征至少之一：

[0046] 根据本发明的实施例，所述接触为在体或离体接触。例如，所述在体接触可通过直

接  显微注射、口服、鼻腔给药、透皮给药、静脉注射、呼吸道吸入、直肠给药中的至少之一 

实现，即通过上述方式将与第一方面所述的RNA分子、第二方面所述的多肽，第三方面所  述

的融合蛋白，第四方面所述的分离的核酸，第五方面所述的表达载体，第六方面所述的  重

组细胞或第七方面所述的药物组合物导入受试者体内，使之与待侵染细胞，如肺上皮细  胞

接触。例如，所述离体接触，是指将第一方面所述的RNA分子、第二方面所述的多肽，  第三方

面所述的融合蛋白，第四方面所述的分离的核酸，第五方面所述的表达载体，第六  方面所

述的重组细胞或第七方面所述的药物组合物直接与新型冠状病毒或分离的待侵染细  胞，

在体外进行混合孵育或接触处理。

[0047] 根据本发明的具体实施例，所述接触是通过如下方式进行的：1)将新型冠状病毒

与第  一方面所述的RNA分子、第二方面所述的多肽，第三方面所述的融合蛋白，第四方面所

述 的分离的核酸，第五方面所述的表达载体，第六方面所述的重组细胞或第七方面所述的

药  物组合物进行第一混合处理；2)将步骤1)所得混合物与待侵染细胞进行第二混合处理， 
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以便抑制新型冠状病毒侵染细胞。

[0048] 根据本发明的实施例，所述多肽或融合蛋白在混合体系中的终浓度为10μg/mL或

160 μg/mL。根据本发明实施例，所述多肽在混合体系中的终浓度为10μg/mL时可以将新冠

假  病毒侵染细胞的能力抑制91.61％，终浓度为160μg/mL时可以将新冠假病毒侵染细胞的

能  力抑制95.50％；所述融合蛋白(重组多肽)在混合体系中的终浓度为10μg/mL时可以将 

新冠假病毒侵染细胞的能力抑制52.11％，终浓度为160μg/mL时可以将新冠假病毒侵染细 

胞的能力抑制92.18％，根据本发明实施例中多肽或融合蛋白在混合体系中的终浓度给药， 

适于保持药物的药效。

[0049] 本发明的附加方面和优点将在下面的描述中部分给出，部分将从下面的描述中变

得明  显，或通过本发明的实践了解到。

附图说明

[0050] 本发明的上述和/或附加的方面和优点从结合下面附图对实施例的描述中将变得

明显和 容易理解，其中：

[0051] 图1是根据本发明实施例的ACE2  mRNA分子在人体各组织中的表达量情况的分布

图；

[0052] 图2是根据本发明实施例的环状RNA  circ‑ACE2在人体各组织中的表达量情况分

布图；

[0053] 图3是根据本发明实施例的环状RNA  Circ‑ACE2形成的模式图，其中，ACE2  RNA于 

第二外显子(Exon2)位置发生剪切环化形成环状RNA  Circ‑ACE2；

[0054] 图4是根据本发明实施例的RNA  Circ‑ACE2的PCR产物测序验证环状RNA  Circ‑

ACE2  环化序列的结果图，其中，PCR结果图由左至右的方向为PCR产物序列3’端到5’的方

向；

[0055] 图5是根据本发明实施例的环状RNA  Circ‑ACE2的跨越接口的编码阅读框的分析

图，  其中，环状RNA分子的编码序列为环状RNA分子序列的第104位核苷酸至45位核苷酸  跨

越环化接口的核苷酸序列，具体序列为图中划线序列；

[0056] 图6是根据本发明实施例的CircACE2‑76aa多肽和ACE2编码的蛋白质的氨基酸序

列 的比对分析图，其中，与ACE2蛋白氨基酸序列比对，CircACE2‑76aa含有ACE2的N端  62个

氨基酸以及携带特异性14个氨基酸(RPTQVQRLIREKIS)的C末端；

[0057] 图7是根据本发明实施例的环状RNA  Circ‑ACE2分子翻译的多肽的质谱鉴定结果

图；

[0058] 图8是根据本发明实施例的CircACE2‑76aa的氨基酸序列在线程序分析图；

[0059] 图9是根据本发明实施例的CircACE2‑76aa在荧光显微镜下的细胞定位图；

[0060] 图10是根据本发明实施例的化学合成多肽CircACE2‑76aa检测新型冠状假病毒侵

染细 胞实验中假病毒携带的EGFP基因表达量差异倍数的结果图；以及

[0061] 图11是根据本发明实施例的重组蛋白CircACE2‑76aa‑FC检测新型冠状假病毒侵

染细 胞实验中假病毒携带的EGFP基因表达量差异倍数的的结果图。
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具体实施方式

[0062] 下面详细描述本发明的实施例，所述实施例的示例在附图中示出。下面通过参考

附图  描述的实施例是示例性的，旨在用于解释本发明，而不能理解为对本发明的限制。

[0063] 术语解释

[0064] 在文中，术语“新型冠状病毒”、“新冠病毒”、“COVID‑19”、均指引发新型冠状  病毒

肺炎的病原体。

[0065] 同一性，本发明，为了比较两个或更多个核苷酸序列，可以通过将[第一序列中与

相应  位置的核苷酸相同的核苷酸的数目相除]来计算第一序列和第二序列之间的“序列同

一性”  的百分比。第二个序列中的核苷酸]减去[第一个序列中核苷酸的总数]，然后乘以

[100％]，  其中第二个核苷酸序列中每个核苷酸的缺失，插入，取代或添加‑相对于第一核

苷酸序列‑  被认为是单个核苷酸(位置)上的差异。

[0066] 或者，可以使用标准设置，使用用于序列比对的已知计算机算法，例如NCBI  Blast 

v2.0，  计算两个或多个核苷酸序列之间的序列同一性程度。

[0067] 用于确定序列同一性程度的一些其他技术，计算机算法和设置例如在WO  04/

037999，  EP  0  967  284，EP  1  085  089，WO  00/55318，WO  00/78972，WO  98/49185和GB 

2357768‑A。

[0068] 同一性，本发明，为了比较两个或多个氨基酸序列，第一氨基酸序列和第二氨基酸

序  列之间的“序列同一性”百分比可以通过将[第一氨基酸序列中的氨基酸残基数目除以

与[第  二个氨基酸序列中相应位置的氨基酸残基]相同，为[第一个氨基酸序列中核苷酸的

总数]，  然后乘以[100％]，其中每个缺失，插入，取代或添加与第一氨基酸序列相比，第二

氨基酸  序列中氨基酸残基的“残基”被认为是单个氨基酸残基(位置)上的差异，即，如本文

所  定义的“氨基酸差异”。

[0069] 备选地，可以再次使用标准设置，使用已知的计算机算法来计算两个氨基酸序列

之间 的序列同一性程度，例如上述用于确定核苷酸序列的序列同一性程度的算法。

[0070] 通常，为了根据上文概述的计算方法确定两个氨基酸序列之间的“序列同一性”的

百  分比，将具有最大氨基酸残基数量的氨基酸序列作为“第一”氨基酸氨基酸序列，另一个 

氨基酸序列将作为“第二”氨基酸序列。

[0071] 同样，在确定两个氨基酸序列之间的序列同一性程度时，技术人员可以考虑所谓

的“保  守”氨基酸取代，其通常可以描述为其中氨基酸残基被替换为的氨基酸取代。具有相

似化  学结构的另一个氨基酸残基，其对多肽的功能，活性或其他生物学特性几乎没有影响

或基  本没有影响。这样的保守氨基酸取代在本领域中是众所周知的，例如，从WO  04/

037999，  GB‑A‑2357768，WO  98/49185，WO  00/46383和WO  01/09300；和WO  01/09300。可以

基  于来自WO  04/037999以及WO  98/49185的相关教导以及从其中引用的其他参考文献中

选 择和/或(优选)这种取代的类型和/或组合。

[0072] 本实施例发明人对环状RNA  circAtlas综合数据库进行深度分析挖掘，发明人发

现了  ACE2基因在胎盘组织中特异性形成了一个环状RNA分子，所述环状RNA分子是由ACE2 

RNA的第二外显子单独环化形成，发明人将其命名为Circ‑ACE2；对环状RNA  Circ‑ACE2  序

列分析及实验验证结果提示CircACE2可以翻译含有分泌信号肽的多肽，所述多肽为一  个

全新的多肽分子，发明人将其命名为CircACE2‑76aa，该多肽长度为76个氨基酸。本发 明通
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过化学合成多肽CircACE2‑76aa以及真核细胞表达融合人类免疫球蛋白G的FC片段 获得重

组多肽CircACE2‑76aa‑FC，利用新冠假病毒体外侵染人hACE2‑293T细胞的策略验  证

CircACE2‑76aa的抗病毒功能，结果显示化学合成CircACE2‑76aa多肽以及重组多肽 

CircACE2‑76aa‑FC能明显抑制新冠假病毒的细胞侵染能力，本发明涉及到的CircACE2‑

76aa  多肽以及重组多肽CircACE2‑76aa‑FC可以成为抑制COVID‑19病毒感染的候选分子。

[0073] 下面将对实施例作具体介绍。下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均

为常 规方法。下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0074] 实施例1环状RNA  Circ‑ACE2在分离的胎盘组织中的识别与鉴定

[0075] 本实施例中的人胎盘组织来自于临床妇产科孕妇自然分娩后的废弃胎盘。

[0076] 1、分离的胎盘组织中环状RNA  Circ‑ACE2的识别

[0077] ACE2  mRNA在人多个组织中广泛表达，该基因在人体各组织表达分布如图1所  示。

发明人通过对环状RNA  circAtlas综合数据库进行深度分析挖掘，发现在分离的胎  盘组织

中ACE2基因特异性的发生了环化剪切，形成了环状RNA  Circ‑ACE2，如图2 所示。

[0078] 2、分离的胎盘组织中环状RNA  Circ‑ACE2测序鉴定

[0079] 设计特异性检测环状RNA  Circ‑ACE2的PCR检测引物，引物上游序列为：  5 '

GAAGCCGAAGACCTGTTCTA3'，下游序列为：5'TCTTATCAGCCTTTGAACTTGG  3'，扩增片段大小为

114bp。用Trizol法提取分离的胎盘组织标本总RNA，采用逆转录  试剂盒(Vazyme公司)，用

随机引物将RNA逆转录成cDNA，PCR扩增反应体系及  条件如下：PCR为50μL总体系，具体是2

×PCR  MIX(Vazyme公司)25μL，上、下  游引物(10mM)各2μL，cDNA模板1μL，用灭菌水补足至

50μL体系。反应条件为：  cDNA预变性为95℃，时间为3min，第一步扩增：变性，温度为95℃，

时间为30s，  退火，温度60℃，时间为30s，延伸，温度为72℃，时间为30s，35次循环，PCR反 

应循环后72℃继续延伸3min，然后16℃保存。PCR产物经过1.5％浓度的琼脂糖凝胶  分离，

割胶纯化后做sanger  DNA序列测定。由图3可以看出，环状RNA  Circ‑ACE2  为ACE2  mRNA的

第二个单独外显子经过环化剪切形成的环形的RNA分子。由图4所  示，发明人通过PCR产物

Sanger  DNA测序的方法鉴定环状RNA  Circ‑ACE2的准确环  化接口，Circ‑ACE2  RNA的序列

长度为289nt，具体核酸序列如SEQ  ID  NO:1所示。

[0080] 3、对RNA  Circ‑ACE2进行编码潜能分析

[0081] 根据RNA  Circ‑ACE2的核酸序列运用ORF  finder在线程序进行编码潜能分析，  发

现环状RNA  Circ‑ACE2含有一个跨越环状RNA接口的阅读框，如图5所示，环状  RNA  Circ‑

ACE2翻译多肽的编码区由231个碱基组成，碱基序列如SEQ  ID  NO:2所示；  RNA  Circ‑ACE2

翻译多肽长度为76个氨基酸，本发明中将其命名为CircACE2‑76aa，  氨基酸序列如SEQ  ID 

NO:3所示。将CircACE2‑76aa和RNA  ACE2编码的蛋白氨基酸  序列进行比对分析，结果显示，

CircACE2‑76aa含有ACE2的N端62个氨基酸以及携  带特异性14个氨基酸(RPTQVQRLIREKIS)

的C末端，如图6所示。

[0082] 实施例2环状RNA  Circ‑ACE2翻译的多肽CircACE2‑76aa鉴定

[0083] 1、环状RNA  Circ‑ACE2表达质粒设计构建

[0084] 根据环状RNA  Circ‑ACE2序列信息，通过全基因化学合成的方法获得目标序列， 

然后将序列通过限制性内切酶EcoRI和BamHI构建到环状RNA表达载体pCD5‑ciR(吉  赛生

物)。
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[0085] 2、构建红色荧光蛋白融合表达质粒CircACE2‑76aa‑mcherry

[0086] 根据环状RNA表达载体CircRNA  Mini  Vector(AddgeneID:#60648)环状RNA表  达

设计方法，设计CircACE2‑76aa和红色荧光蛋白mcherry融合环状RNA表达载体  CircACE2‑

76aa‑mcherry，将mcherry基因片段本身的起始密码子ATG和终止密码子去  掉，插入到

CircACE2‑76aa的终止密码子前端，序列两端添加CircRNA  Mini  Vector载  体的环化介导

序列，最终设计的表达框架如SEQ  ID  NO:7所示；CircACE2‑76aa‑mcherry  环状RNA融合表

达框架设计后，通过全基因化学合成的方法获得表达框架，然后用  EcoRI和BamHI限制性内

切酶位点将表达框架构建到pcDNA3.1(+)表达载体中。

[0087] 3、CircACE2‑76aa‑mcherry转染hACE2‑293T细胞

[0088] 将环状RNA  Circ‑ACE2表达质粒转染293T细胞后，将环状RNA  Circ‑ACE2表达产物 

进行SDS‑PAGE蛋白电泳、考马斯亮蓝染色，割胶进行质谱鉴定。如图7所示，质谱鉴定  到由

环状RNA  Circ‑ACE2翻译的跨越环化接口的肽段；质谱打到的肽段序列为  QNMRPTAVQR，序

列显示未环状RNA  circ‑ACE2翻译的末端特异性氨基酸序列；对  CircACE2‑76aa多肽进行

氨基酸序列分析发现，分析采用signalP‑4.1在线程序，如图8所  示，CircACE2‑76aa不含有

跨膜氨基酸序列，含有典型的分泌信号肽序列，CircACE2‑76aa 的分泌信号肽序列为N端的

17个氨基酸组成，序列为MSSSSWLLLSLVAVTAA；通过荧  光显微镜利用融合的mcherry红色荧

光蛋白进行CircACE2‑76aa多肽定位观察，发现  CircACE2‑76aa多肽具有向细胞外分泌的

特征，结果如图9所示。

[0089] 实施例3化学合成多肽CircACE2‑76aa方法

[0090] 本实施例委托上海波肽生物公司进行多肽的化学合成，多肽采用固相合成法。肽

链合  成：采用Fmoc/PyBOP方法。Fmoc保护基团的脱除用30％六氢吡啶的DMF溶液；肽链从 

树脂上的切落用切肽试剂(三氟乙酸/结晶苯酚/水/乙二硫醇/甲乙硫醚/＝81.5/5/5/5/

2.5/1)。  多肽纯化及检测：使用C18反相柱子，条件为：A相为95％的水(甲醇配比)，B相为

95％  的甲醇(甲醇配比)，然后各加0.1％的TFA，常规条件：在上样品之前先用A相平衡柱 

子15分钟，然后上样，从A相到B相为25分钟梯度。检测波长：220nm，流速：1mL/min，  先用A溶

液平衡柱子，上样后，从A到B溶液梯度洗脱25min，收集目标肽；合成的多肽  采用质谱仪做

质谱鉴定。

[0091] 实施例4  circACE2‑76aa‑FC多肽重组表达质粒构建及真核细胞表达纯化

[0092] 1、构建多肽重组表达质粒

[0093] 根据circACE2‑76aa的编码核酸序列及人的免疫球蛋白IGg序列，设计重组表达框

架，  其核酸序列如SEQ  ID  NO:5所示；使用分段PCR扩增及重叠PCR拼接扩增的策略获得 

circACE2‑76aa‑FC表达框架，然后将框架用EcoRI和BamHI内切酶位点链接到pcDNA3.1  (+)

载体中。

[0094] 2、表达质粒真核细胞转染

[0095] 细胞培养到2.5‑3.0million/mL的密度，在温度为37℃，转速为120rpm，8％CO2条

件  下采用2L的培养瓶培养500mL的细胞；按照每500mL细胞转染0.5mg的质粒，PEI为质  粒

的量的2.7倍来转染。首先准备10mL新鲜培养基(以500mL为例子)，先加入50μg  质粒，混匀，

慢慢加入相应的量的PEI，孵育5～10min(可观察到培养基从原先的透明状态  变为稍微浑

浊)，孵育结束后加入到细胞中，将细胞在33℃、CO2为8％、转速为120rpm  条件下表达，表达
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6天可以收集细胞上清，表达结束。

[0096] 3、circACE2‑76aa‑FC重组多肽的纯化

[0097] 在收集管上每管加5mL的中和液(1M  tris‑HCl  pH8 .0)，AKTA  prue柱子(AKTA 

prue  柱子：含protein  A(Cytiva公司，货号：17040301))用Binding  buffer(20mM磷酸盐)

平  衡，细胞上清液为500mL，加入到纯化柱子体积设置为1500mL，上柱子后用Binding 

buffer  (20mM磷酸盐)洗杂蛋白80mL，Elution  buffer(0.1M柠檬酸，pH3.0)洗脱100mL，收 

集管每管5mL，取峰位置的收集管跑胶，确定有蛋白的收集管，浓缩蛋白，最后将蛋白置  换

到PBS里。

[0098] 实施例5  CircACE2‑76aa多肽、重组CircACE2‑76aa‑FC测试COVID‑19新型冠状假 

病毒侵染细胞实验

[0099] 使用商业化新型冠状病毒S蛋白重组假病毒和稳定过表达人ACE2全长基因293T细

胞  株hACE2‑293T(广州派真生物公司)可以模拟病毒入侵细胞的过程，将化学合成的 

CircACE2‑76aa多肽(SEQ  ID  NO：6)及在293T中做真核表达获得的重组多肽  CircACE2‑

76aa‑FC(SEQ  ID  NO：4)分别和新冠假病毒混合孵育，然后侵染hACE2‑293T  细胞，具体操作

如下：在96孔板中铺hACE2‑293T细胞，密度1×104个细胞/孔；12小时  细胞贴壁，做假病毒

COVID‑19侵染实验；每孔细胞加入5μL假病毒(约1万个病毒颗粒)， 以及不同浓度的多肽，

假病毒和多肽按照比例先在体外100μL  DMEM完全培养基中混匀，  常温放置30min，假病毒

侵染细胞前加终浓度8μg/mL聚凝胺。

[0100] 通过新冠假病毒中携带的EGFP基因序列，采用提取侵染后细胞的基因组DNA，进行 

QPCR荧光定量检测，定量检测化学合成CircACE2‑76aa多肽及重组CircACE2‑76aa‑FC在  抑

制新冠假病毒COVID‑19侵染细胞中的作用，具体操作如下：假病毒感染hACE2‑293T  细胞

15h后；抽走细胞培养基，每孔直接加入100μL细胞基因组DNA提取裂解液，将细  胞在96孔板

中混匀裂解后，转移到1.5mL离心管中，然后提取基因组DNA，无菌水溶解  提取的DNA，取1μL

基因组DNA做QPCR荧光定量检测，检测假病毒携带的EGFP基因  整合到细胞基因组的情况，

GAPDH基因做内参，评估新冠假病毒侵染hACE2‑293T细胞的 能力。

[0101] QPCR检测：QPCR检测按照荧光定量反应试剂盒QPCR试剂盒(Vazyme公司)的说  明

书配置反应体系，QPCR反应体系为20μL，10μL的2x  SYBR  Green  PCR  Master  Mix，  上、下游

引物(10μM)各加0.4μL，模板DNA加1μL，最后用无菌去离子水补足至20μL；  荧光定量PCR反

应条件：cDNA预变性为95℃，时间为5min；第一步扩增：变性，温  度为95℃，时间为10s，退

火，温度为60℃，时间为35s(此步骤收集荧光信号)；40次  循环，然后进行熔解曲线分析：温

度6 0℃～9 5℃收集荧光信号。Q P C R检测引物的序列为 ：E G F P ‑上游引物：5 '

TTCAAGGAGGACGGCAACAT  3'，EGFP‑下游引物：5'  TGGCGGATCTTGAAGTTCAC  3'，引物扩增大小

为119bp。

[0102] 由图10可以看出，化学合成的多肽CircACE2‑76aa在10μg/mL浓度下可以将新冠假

病  毒侵染细胞的能力抑制91.61％，160μg/mL浓度下可以将新冠假病毒侵染细胞的能力抑

制  95.50％。图11显示，重组CircACE2‑76aa‑FC在10μg/mL浓度下可以将新冠假病毒侵染细 

胞的能力抑制52.11％，160μg/mL浓度下可以将新冠假病毒侵染细胞的能力抑制92.18％， 

具体结果如图11所示。

[0103] 表1：
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[0104]

说　明　书 10/12 页

13

CN 115433733 A

13



[0105]
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[0106]

[0107] 注：划线序列为环状RNA介导序列

[0108] 在本说明书的描述中，参考术语“一个实施例”、“一些实施例”、“示例”、“具体示

例”、  或“一些示例”等的描述意指结合该实施例或示例描述的具体特征、结构、材料或者特

点包  含于本发明的至少一个实施例或示例中。在本说明书中，对上述术语的示意性表述不

必须  针对的是相同的实施例或示例。而且，描述的具体特征、结构、材料或者特点可以在任

一  个或多个实施例或示例中以合适的方式结合。此外，在不相互矛盾的情况下，本领域的

技  术人员可以将本说明书中描述的不同实施例或示例以及不同实施例或示例的特征进行

结合  和组合。

[0109] 尽管上面已经示出和描述了本发明的实施例，可以理解的是，上述实施例是示例

性的，  不能理解为对本发明的限制，本领域的普通技术人员在本发明的范围内可以对上述

实施例  进行变化、修改、替换和变型。
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图1
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图3
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图4

图5

图6
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图7

图8

图9
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图10

图11
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