
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201610222458.0

(22)申请日 2016.04.11

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 107286245 A

(43)申请公布日 2017.10.24

(73)专利权人 北京普纳生物科技有限公司

地址 101102 北京市北京经济技术开发区

科创六街88号院6号楼1单元601室

(72)发明人 黄雪芬　陈思毅　

(74)专利代理机构 北京清亦华知识产权代理事

务所(普通合伙) 11201

代理人 李志东

(51)Int.Cl.

C07K 19/00(2006.01)

C12N 15/62(2006.01)

C12N 5/10(2006.01)

C12N 5/078(2010.01)

C12N 5/0784(2010.01)

C07K 16/28(2006.01)

C07K 16/30(2006.01)

C07K 16/24(2006.01)

A61K 38/17(2006.01)

A61K 38/20(2006.01)

A61K 38/19(2006.01)

A61K 39/00(2006.01)

A61K 39/395(2006.01)

A61K 35/15(2015.01)

A61K 48/00(2006.01)

A61P 35/00(2006.01)

A61P 31/14(2006.01)

A61P 31/20(2006.01)

A61P 31/18(2006.01)

A61P 31/22(2006.01)

(56)对比文件

CN 101002937 A,2007.07.25

CN 1318105 A,2001.10.17

CN 103768604 A,2014.05.07

郑秀惠等.分子佐剂在 DNA 疫苗中的应用.

《国际生殖健康／计划生育杂志》.2009,第28卷

(第3期),

彭晓谋等.外源辅助T淋巴细胞表位影响HBV 

S基因.《中华医学杂志》.2003,第83卷(第3期),

Boyer J D et al..SIV DNA vaccine co-

administered with IL-12 expression 

plasmid enhances CD8 SIV cellular immune 

responses in cynomolgus macaques.《Journal 

of medical primatology》.2005,第34卷(第5-6

期),

审查员 杨大鹏

 

 

(54)发明名称

PD-L1和PD-L2重组蛋白及其用途

(57)摘要

本发明提出了一种重组蛋白及其用途，该重

组蛋白包括：免疫检查点分子片段；辅助T细胞抗

原决定基片段；以及免疫刺激分子片段。该重组

蛋白在体内刺激产生抗免疫检查点抗体，调动体

内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并

且刺激产生抗免疫检查点的CTL，进而特异性杀

伤肿瘤细胞。本发明实施例所提出的重组蛋白引

起的对肿瘤细胞的主动免疫杀伤效果显著。
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1.一种重组蛋白，其特征在于，由以下片段组成：

免疫检查点分子片段;

辅助T细胞抗原决定基片段;以及

免疫刺激分子片段；

其中，所述免疫检查点分子片段为PD‑L1和PD‑L2的至少之一的去除跨膜区的细胞外分

子片段，

所述辅助T细胞抗原决定基片段为广谱PADRE辅助T细胞抗原决定基片段，

所述免疫刺激分子片段为粒细胞集落刺激生物因子片段，

所述辅助T细胞抗原决定基片段的N端与所述免疫检查点分子片段的C端相连，所述辅

助T细胞抗原决定基片段的C端与所述免疫刺激分子片段的N端相连。

2.一种重组蛋白，其特征在于，所述重组蛋白的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1、4、7所示。

3.一种核酸，其特征在于，所述核酸编码权利要求1~2任一项所述的重组蛋白，并且所

述核酸的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：10、13、16所示。

4.一种构建体，其特征在于，所述构建体携带权利要求3所述的核酸。

5.根据权利要求4所述的构建体，其特征在于，所述构建体的载体为pET系列载体、pGEX 

系列载体、pPIC系列载体、BacPAK、pSV系列载体或pCMV系列载体。

6.一种构建体，其特征在于，所述构建体携带下列核酸分子:

(1)编码免疫检查点分子片段的核酸分子，所述免疫检查点分子片段的氨基酸序列如

SEQ  ID  NO：19~21所示，所述编码免疫检查点分子片段的核酸分子的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO：22~24所示；

（2）编码辅助T细胞抗原决定基片段的核酸分子，所述辅助T细胞抗原决定基片段的氨

基酸序列如SEQ  ID  NO：25所示，所述编码辅助T细胞抗原决定基片段的核酸分子的核苷酸

序列如SEQ  ID  NO：26所示；以及

（3）编码免疫刺激分子片段的核酸分子，所述免疫刺激分子片段的氨基酸序列如SEQ 

ID  NO：27所示，所述编码免疫刺激分子片段的核酸分子的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：30所

示。

7.一种转基因细胞，其特征在于，所述转基因细胞携带权利要求4~6任一项所述的构建

体。

8.根据权利要求7所述的转基因细胞，其特征在于，所述转基因细胞为BL21，BL21

(DE3)，BL21(DE3)pLysS，  DH10B，XL1‑  Blue，Pichia  pastors，Kluyveromyces  lactis，

Sf9，  Sf21，  High‑Five  T，CHO细胞系，HEK细胞系，Hela细胞系或COS细胞系。

9.根据权利要求7所述的转基因细胞，其特征在于，所述转基因细胞为抗原呈递细胞。

10.根据权利要求9所述的转基因细胞，其特征在于，所述转基因细胞为树突状细胞。

11.权利要求1~2任一项所述的重组蛋白在制备药物中的用途，所述药物用于预防或治

疗肺癌。

12.权利要求1~2任一项所述的重组蛋白在制备疫苗中的用途，所述疫苗用于预防或治

疗肺癌。

13.一种药物组合物，其特征在于，包括：

权利要求1~2任一项所述的重组蛋白；以及
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药学上可接受的佐剂。

14.一种树突状细胞，其特征在于，所述树突状细胞负载权利要求1~2任一项所述的重

组蛋白。

15.一种靶向性免疫细胞群，其特征在于，所述靶向性免疫细胞群是通过将权利要求14

所述的树突状细胞与淋巴细胞进行共培养获得的。

16.一种疫苗，其特征在于，包含权利要求1~2任一项所述的重组蛋白、权利要求14所述

的树突状细胞或权利要求15所述的靶向性免疫细胞群。

17.一种制备抗体的方法，其特征在于，包括：

利用权利要求1~2任一项所述的重组蛋白对动物进行免疫接种；

采集经过免疫接种的动物的血清；以及

从所述血清中纯化出目的抗体。

18.一种治疗组合物，其特征在于，包括：

权利要求1~2任一项所述的重组蛋白、权利要求3所述的核酸、权利要求4~6任一项所述

的构建体、权利要求7~10任一项所述的转基因细胞、权利要求13所述的药物组合物、权利要

求14所述的树突状细胞、权利要求15所述的靶向性免疫细胞群、或权利要求16所述的疫苗。
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PD‑L1和PD‑L2重组蛋白及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及生物工程领域，具体地，本发明涉及重组蛋白及其用途。

背景技术

[0002] 癌症，由于细胞内基因突变导致细胞增殖失控的一种疾病。目前已成为人类健康

的重大威胁，是导致人类死亡的主要原因之一。世界卫生组织(WHO)在发表的《全球癌症报

告2014》中指出，2012年全球癌症患者和死亡病例都在迅速增加，而新增癌症病例有近一半

出现在亚洲，其中大部分在中国，中国新增癌症病例高居第一位。《2012年中国肿瘤登记年

报》数据显示，中国每年新增癌症病例约350万，约有250万人因此死亡。因此，寻找高效特异

的癌症治疗方法具有重大的临床价值。

[0003] 传统的肿瘤治疗方法主要包括手术、放疗和化疗，但这几种方法都具有较大的局

限性，比如由于癌细胞的近端入侵或远端转移，手术切除后的肿瘤转移复发率较高，而放疗

和化疗对于机体自身的正常细胞尤其是造血系统和免疫系统会造成严重的损害，因此对于

已发生肿瘤转移的患者也很难达到较好的远期疗效。随着肿瘤分子机制的深入研究和生物

技术的进一步发展，靶向药物治疗和免疫治疗在肿瘤的综合治疗中发挥着愈来愈大的作

用。靶向疗法主要包括单克隆抗体(有时归为被动胞回输和肿瘤疫苗等。免疫疗法通过调动

机体的免疫系统，增强肿瘤微环境抗肿瘤免免疫疗法)和小分子靶向药物，而免疫疗法主要

包括细胞因子疗法、免疫检验点单抗、过继免疫疗法，从而控制和杀伤肿瘤细胞，因此有效

率高，特异性强，耐受性好的优点，在肿瘤治疗中具有广阔的前景。

[0004] 肿瘤免疫治疗疫苗主要包括肿瘤细胞疫苗、树突状细胞(DC细胞)疫苗、蛋白&多肽

疫苗、核酸疫苗、基因工程疫苗和抗独特型肿瘤疫苗.这些疫苗能够杀伤肿瘤的主要机制即

是通过引起患者针对于肿瘤特异性抗原免疫反应，包括抗体反应和细胞毒性T淋巴细胞

(CTL)特异性杀伤等。

[0005] 然而，这些肿瘤疫苗针对肿瘤相关抗原，临床疗效弱，仍有待进一步深入研究和开

发.来增强临床疗效。

发明内容

[0006] 本发明是发明人基于以下问题和事实的发现而提出的：

[0007] 肿瘤细胞高表达免疫检查点分子PD‑L1或PD‑L2，与活化的细胞毒性T淋巴细胞上

表达的PD‑1相结合，进而抑制肿瘤的T淋巴细胞反应，来逃避细胞毒性T淋巴细胞的免疫杀

伤。目前，通过体外生产抗PD－L1/PD抗体，再注射病人体内的被动免疫疗法，虽可短暂激活

病人体内已经存在自发诱导产生的免疫细胞‑细胞毒性T淋巴细胞(CTL)，来杀伤肿瘤细胞，

但临床效果持续时间短，需不断重复注射抗PD－L1/PD抗体，来维持体内抗体浓度。

[0008] 本发明旨在至少在一定程度上解决相关技术中的技术问题之一。为此，本发明的

一个目的在于提出了一种具有引起肿瘤特异性抗原免疫反应的重组PD‑L1蛋白，该蛋白通

过主动免疫，在病人体内持续刺激产生抗PD－L1抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导
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产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生新的抗PD‑L1CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。本发明所

提出的重组蛋白引起的对肿瘤细胞的主动免疫杀伤效果显著。

[0009] 在本发明的第一方面，本发明提出了一种重组蛋白。根据本发明的实施例，所述重

组蛋白包括：免疫检查点分子片段；辅助T细胞抗原决定基片段；以及免疫刺激分子片段。本

发明实施例所提出的重组蛋白可在体内持续刺激产生抗免疫检查点抗体，调动体内已经存

在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点的CTL，进而特异性杀伤肿

瘤细胞。本发明实施例所提出的重组蛋白引起的对肿瘤细胞的主动免疫杀伤效果显著。

[0010] 根据本发明的实施例，所述重组蛋白还可以及进一步包括如下附加技术特征至少

之一：

[0011] 根据本发明的实施例，所述免疫检查点分子为PD‑L1或PD‑L2。PD‑L1或PD‑L2在肿

瘤细胞中特异性表达，进而本发明实施例所提出的重组蛋白可引起的肿瘤抗原免疫反应的

特异性更强。

[0012] 根据本发明的实施例，所述免疫检查点分子片段为所述PD‑L1或PD‑L2的去除跨膜

区的细胞外分子片段。PD‑L1或PD‑L2的去除跨膜区的细胞外分子片段仅具有肿瘤抗原性，

不具有肿瘤免疫抑制功能，进而PD‑L1或PD‑L2的去除跨膜区的细胞外分子片段可更为有效

地引起肿瘤抗原免疫反应，且特异性进一步提高。

[0013] 根据本发明的实施例，所述辅助T细胞抗原决定基为广谱PADRE辅助T细胞抗原决

定基。广谱PADRE辅助T细胞抗原决定基可有效激活辅助T细胞，进而进一步增强重组蛋白所

引起的细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的特异性杀伤。

[0014] 根据本发明的实施例，所述免疫刺激分子为粒细胞集落刺激生物因子、白细胞介

素‑12或趋化因子。上述免疫刺激分子具有生物活性，可显著增强树突状细胞(DC细胞)的抗

原呈递功能和增强细胞毒性T淋巴细胞(CTL)和B淋巴细胞的活性，进而本发明实施例的重

组蛋白可更为有效地引起肿瘤抗原免疫反应。

[0015] 根据本发明的实施例，所述辅助T细胞抗原决定基片段N端与所述免疫检查点分子

片段的C端相连，所述辅助T细胞抗原决定基片段C端与所述免疫刺激分子片段的N端相连。

本发明实施例的重组蛋白中的相关分子片段在上述连接状态下，有利于肿瘤抗原PD‑L1或

PD‑L2片段在DC细胞中的呈递，有利于辅助T细胞抗原决定基和免疫刺激分子发挥相应的激

活免疫细胞的功能，进而本发明实施例的重组蛋白可更为有效地引起肿瘤抗原免疫反应。

[0016] 在本发明的第二方面，本发明提出了一种重组蛋白。根据本发明的实施例，所述重

组蛋白具有SEQ  ID  NO：1～9所示的氨基酸序列。

[0017] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEAKF

VAAWTLKAAASGSGMWLQSLLLLGTVACSISAPARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISE

MFDLQEPTCLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQIITFESFKENLKDFLLVIPFDC

WEPVQELEHHHHHH(SEQ  ID  NO：1)。

[0018] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEAKF

VAAWTLKAAASGSGMKVSAARLAVILIATALCAPASASPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAV

VFVTRKNRQVCANPEKKWVREYINSLEMSLEHHHHHH(SEQ  ID  NO：2)。
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[0019] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEAKF

VAAWTLKAAAVDSGSGMCPARSLLLVATLVLLDHLSLARNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLE

FYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQV

EFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRV

MSYLNASGGGGSGGGGSGGGGSIWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLT

IQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDL

TFSVKSSRGSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFF

IRDIIKPDPPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNA

SISVRAQDRYYSSSWSEWASVPCSLEHHHHHH(SEQ  ID  NO：3)。

[0020] MLFTVTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKAS

FHIPQVQVRDEGQYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSAKF

VAAWTLKAAAVDSGSGMWLQSLLLLGTVACSISAPARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVI

SEMFDLQEPTCLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQIITFESFKENLKDFLLVIPF

DCWEPVQELEHHHHHH(SEQ  ID  NO：4)。

[0021] MLFTVTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKAS

FHIPQVQVRDEGQYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSAKF

VAAWTLKAAAVDSGSGMKVSAARLAVILIATALCAPASASPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNP

AVVFVTRKNRQVCANPEKKWVREYINSLEMSLEHHHHHH(SEQ  ID  NO：5)。

[0022] MLFTVTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKAS

FHIPQVQVRDEGQYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSAKF

VAAWTLKAAAVDSGSGMCPARSLLLVATLVLLDHLSLARNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLE

FYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQV

EFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRV

MSYLNASGGGGSGGGGSGGGGSIWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLT

IQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDL

TFSVKSSRGSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFF

IRDIIKPDPPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNA

SISVRAQDRYYSSSWSEWASVPCSLEHHHHHH(SEQ  ID  NO：6)。

[0023] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAELFT

VTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKASFHIPQVQVRDEG

QYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSAKFVAAWTLKAAAVD

SGSGMWLQSLLLLGTVACSISAPARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISEMFDLQEPTCL

QTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQIITFESFKENLKDFLLVIPFDCWEPVQELEHH

HHHH(SEQ  ID  NO：7)。

[0024] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAELFT

VTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKASFHIPQVQVRDEG
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QYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSAKFVAAWTLKAAAVD

SGSGMKVSAARLAVILIATALCAPASASPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQV

CANPEKKWVREYINSLEMSLEHHHHHH(SEQ  ID  NO：8)。

[0025] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAELFT

VTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKASFHIPQVQVRDEG

QYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVSAKFVAAWTLKAAAVD

SGSGMCPARSLLLVATLVLLDHLSLARNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLEFYPCTSEEIDHE

DITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQVEFKTMNAKLLMD

PKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNASGGGGS

GGGGSGGGGSIWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLTIQVKEFGDAGQY

TCHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVKSSRGSSD

PQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFFIRDIIKPDPPKN

LQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNASISVRAQDRYYS

SSWSEWASVPCSLEHHHHHH(SEQ  ID  NO：9)。

[0026] 本发明实施例所述提出的重组蛋白可引起肿瘤特异性抗原免疫反应，该蛋白通过

主动免疫，在病人体内刺激产生抗PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导

产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1或PD‑L2CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。本发明

所提出的重组蛋白引起的对肿瘤细胞的主动免疫杀伤效果显著。

[0027] 在本发明的第三方面，本发明提出了一种核酸。根据本发明的实施例，所述核酸编

码前面所述的重组蛋白，并且所述核酸具有SEQ  ID  NO：10～18所示的核苷酸序列。

[0028] ATGTTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATG

CAAATTCCCAGTAGAAAAACAATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATT

CAATTTGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTTGAAGGACC

AGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGATGCAGGGGTGTACCGCTGCATGAT

CAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAAAGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATT

TTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCC

TGAAAGCGGCGGCGAGCGGCAGCGGCATGTGGCTGCAGAGCCTGCTGCTCTTGGGCACTGTGGCCTGCAGCATCTC

TGCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACACAGCCCTGGGAGCATGTGAATGCCATCCAGGAGGCCCGGCGTCTC

CTGAACCTGAGTAGAGACACTGCTGCTGAGATGAATGAAACAGTAGAAGTCATCTCAGAAATGTTTGACCTCCAGG

AGCCGACCTGCCTACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCTGCGGGGCAGCCTCACCAAGCTCAAGGGCCC

CTTGACCATGATGGCCAGCCACTACAAACAGCACTGCCCTCCAACCCCGGAAACTTCCTGTGCAACCCAGATTATC

ACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAGGACTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACTGCTGGGAGCCAGTCCAGG

AGCTCGAGCACCACCACCACCACCAC(SEQ  ID  NO：10)。

[0029] ATGTTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATG

CAAATTCCCAGTAGAAAAACAATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATT

CAATTTGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTTGAAGGACC

AGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGATGCAGGGGTGTACCGCTGCATGAT

CAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAAAGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATT
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TTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCC

TGAAAGCGGCGGCGAGCGGCAGCGGCATGAAGGTCTCCGCGGCACGCCTCGCTGTCATCCTCATTGCTACTGCCCT

CTGCGCTCCTGCATCTGCCTCCCCATATTCCTCGGACACCACACCCTGCTGCTTTGCCTACATTGCCCGCCCACTG

CCCCGTGCCCACATCAAGGAGTATTTCTACACCAGTGGCAAGTGCTCCAACCCAGCAGTCGTCTTTGTCACCCGAA

AGAACCGCCAAGTGTGTGCCAACCCAGAGAAGAAATGGGTTCGGGAGTACATCAACTCTTTGGAGATGAGCCTCGA

GCACCACCACCACCACCAC(SEQ  ID  NO：11)。

[0030] ATGTTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATG

CAAATTCCCAGTAGAAAAACAATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATT

CAATTTGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTTGAAGGACC

AGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGATGCAGGGGTGTACCGCTGCATGAT

CAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAAAGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATT

TTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCC

TGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGTGTCCAGCGCGCAGCCTCCTCCTTGTGGCTACCCTGGTCCT

CCTGGACCACCTCAGTTTGGCCAGAAACCTCCCCGTGGCCACTCCAGACCCAGGAATGTTCCCATGCCTTCACCAC

TCCCAAAACCTGCTGAGGGCCGTCAGCAACATGCTCCAGAAGGCCAGACAAACTCTAGAATTTTACCCTTGCACTT

CTGAAGAGATTGATCATGAAGATATCACAAAAGATAAAACCAGCACAGTGGAGGCCTGTTTACCATTGGAATTAAC

CAAGAATGAGAGTTGCCTAAATTCCAGAGAGACCTCTTTCATAACTAATGGGAGTTGCCTGGCCTCCAGAAAGACC

TCTTTTATGATGGCCCTGTGCCTTAGTAGTATTTATGAAGACTTGAAGATGTACCAGGTGGAGTTCAAGACCATGA

ATGCAAAGCTTCTGATGGATCCTAAGAGGCAGATCTTTCTAGATCAAAACATGCTGGCAGTTATTGATGAGCTGAT

GCAGGCCCTGAATTTCAACAGTGAGACTGTGCCACAAAAATCCTCCCTTGAAGAACCGGATTTTTATAAAACTAAA

ATCAAGCTCTGCATACTTCTTCATGCTTTCAGAATTCGGGCAGTGACTATTGATAGAGTGATGAGCTATCTGAATG

CTTCCGGTGGCGGTGGCTCGGGCGGTGGTGGGTCGGGTGGCGGCGGATCTATATGGGAACTGAAGAAAGATGTTTA

TGTCGTAGAATTGGATTGGTATCCGGATGCCCCTGGAGAAATGGTGGTCCTCACCTGTGACACCCCTGAAGAAGAT

GGTATCACCTGGACCTTGGACCAGAGCAGTGAGGTCTTAGGCTCTGGCAAAACCCTGACCATCCAAGTCAAAGAGT

TTGGAGATGCTGGCCAGTACACCTGTCACAAAGGAGGCGAGGTTCTAAGCCATTCGCTCCTGCTGCTTCACAAAAA

GGAAGATGGAATTTGGTCCACTGATATTTTAAAGGACCAGAAAGAACCCAAAAATAAGACCTTTCTAAGATGCGAG

GCCAAGAATTATTCTGGACGTTTCACCTGCTGGTGGCTGACGACAATCAGTACTGATTTGACATTCAGTGTCAAAA

GCAGCAGAGGCTCTTCTGACCCCCAAGGGGTGACGTGCGGAGCTGCTACACTCTCTGCAGAGAGAGTCAGAGGGGA

CAACAAGGAGTATGAGTACTCAGTGGAGTGCCAGGAGGACAGTGCCTGCCCAGCTGCTGAGGAGAGTCTGCCCATT

GAGGTCATGGTGGATGCCGTTCACAAGCTCAAGTATGAAAACTACACCAGCAGCTTCTTCATCAGGGACATCATCA

AACCTGACCCACCCAAGAACTTGCAGCTGAAGCCATTAAAGAATTCTCGGCAGGTGGAGGTCAGCTGGGAGTACCC

TGACACCTGGAGTACTCCACATTCCTACTTCTCCCTGACATTCTGCGTTCAGGTCCAGGGCAAGAGCAAGAGAGAA

AAGAAAGATAGAGTCTTCACGGACAAGACCTCAGCCACGGTCATCTGCCGCAAAAATGCCAGCATTAGCGTGCGGG

CCCAGGACCGCTACTATAGCTCATCTTGGAGCGAATGGGCATCTGTGCCCTGCAGTCTCGAGCACCACCACCACCA

CCAC(SEQ  ID  NO：12)。

[0031] ATGTTATTCACAGTGACAGTCCCTAAGGAACTGTACATAATAGAGCATGGCAGCAATGTGACCCTGGA

ATGCAACTTTGACACTGGAAGTCATGTGAACCTTGGAGCAATAACAGCCAGTTTGCAAAAGGTGGAAAATGATACA

TCCCCACACCGTGAAAGAGCCACTTTGCTGGAGGAGCAGCTGCCCCTAGGGAAGGCCTCGTTCCACATACCTCAAG

TCCAAGTGAGGGACGAAGGACAGTACCAATGCATAATCATCTATGGGGTCGCCTGGGACTACAAGTACCTGACTCT
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GAAAGTCAAAGCTTCCTACAGGAAAATAAACACTCACATCCTAAAGGTTCCAGAAACAGATGAGGTAGAGCTCACC

TGCCAGGCTACAGGTTATCCTCTGGCAGAAGTATCCTGGCCAAACGTCAGCGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCC

TGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGTGGCTGCAGAGCCTGCTGCTCTTGGGCACTGTGGCCTGCAG

CATCTCTGCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACACAGCCCTGGGAGCATGTGAATGCCATCCAGGAGGCCCGG

CGTCTCCTGAACCTGAGTAGAGACACTGCTGCTGAGATGAATGAAACAGTAGAAGTCATCTCAGAAATGTTTGACC

TCCAGGAGCCGACCTGCCTACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCTGCGGGGCAGCCTCACCAAGCTCAA

GGGCCCCTTGACCATGATGGCCAGCCACTACAAACAGCACTGCCCTCCAACCCCGGAAACTTCCTGTGCAACCCAG

ATTATCACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAGGACTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACTGCTGGGAGCCAG

TCCAGGAGCTCGAGCACCACCACCACCACCAC(SEQ  ID  NO：13)。

[0032] ATGTTATTCACAGTGACAGTCCCTAAGGAACTGTACATAATAGAGCATGGCAGCAATGTGACCCTGGA

ATGCAACTTTGACACTGGAAGTCATGTGAACCTTGGAGCAATAACAGCCAGTTTGCAAAAGGTGGAAAATGATACA

TCCCCACACCGTGAAAGAGCCACTTTGCTGGAGGAGCAGCTGCCCCTAGGGAAGGCCTCGTTCCACATACCTCAAG

TCCAAGTGAGGGACGAAGGACAGTACCAATGCATAATCATCTATGGGGTCGCCTGGGACTACAAGTACCTGACTCT

GAAAGTCAAAGCTTCCTACAGGAAAATAAACACTCACATCCTAAAGGTTCCAGAAACAGATGAGGTAGAGCTCACC

TGCCAGGCTACAGGTTATCCTCTGGCAGAAGTATCCTGGCCAAACGTCAGCGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCC

TGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGAAGGTCTCCGCGGCACGCCTCGCTGTCATCCTCATTGCTAC

TGCCCTCTGCGCTCCTGCATCTGCCTCCCCATATTCCTCGGACACCACACCCTGCTGCTTTGCCTACATTGCCCGC

CCACTGCCCCGTGCCCACATCAAGGAGTATTTCTACACCAGTGGCAAGTGCTCCAACCCAGCAGTCGTCTTTGTCA

CCCGAAAGAACCGCCAAGTGTGTGCCAACCCAGAGAAGAAATGGGTTCGGGAGTACATCAACTCTTTGGAGATGAG

CCTCGAGCACCACCACCACCACCAC(SEQ  ID  NO：14)。

[0033] ATGTTATTCACAGTGACAGTCCCTAAGGAACTGTACATAATAGAGCATGGCAGCAATGTGACCCTGGA

ATGCAACTTTGACACTGGAAGTCATGTGAACCTTGGAGCAATAACAGCCAGTTTGCAAAAGGTGGAAAATGATACA

TCCCCACACCGTGAAAGAGCCACTTTGCTGGAGGAGCAGCTGCCCCTAGGGAAGGCCTCGTTCCACATACCTCAAG

TCCAAGTGAGGGACGAAGGACAGTACCAATGCATAATCATCTATGGGGTCGCCTGGGACTACAAGTACCTGACTCT

GAAAGTCAAAGCTTCCTACAGGAAAATAAACACTCACATCCTAAAGGTTCCAGAAACAGATGAGGTAGAGCTCACC

TGCCAGGCTACAGGTTATCCTCTGGCAGAAGTATCCTGGCCAAACGTCAGCGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCC

TGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGTGTCCAGCGCGCAGCCTCCTCCTTGTGGCTACCCTGGTCCT

CCTGGACCACCTCAGTTTGGCCAGAAACCTCCCCGTGGCCACTCCAGACCCAGGAATGTTCCCATGCCTTCACCAC

TCCCAAAACCTGCTGAGGGCCGTCAGCAACATGCTCCAGAAGGCCAGACAAACTCTAGAATTTTACCCTTGCACTT

CTGAAGAGATTGATCATGAAGATATCACAAAAGATAAAACCAGCACAGTGGAGGCCTGTTTACCATTGGAATTAAC

CAAGAATGAGAGTTGCCTAAATTCCAGAGAGACCTCTTTCATAACTAATGGGAGTTGCCTGGCCTCCAGAAAGACC

TCTTTTATGATGGCCCTGTGCCTTAGTAGTATTTATGAAGACTTGAAGATGTACCAGGTGGAGTTCAAGACCATGA

ATGCAAAGCTTCTGATGGATCCTAAGAGGCAGATCTTTCTAGATCAAAACATGCTGGCAGTTATTGATGAGCTGAT

GCAGGCCCTGAATTTCAACAGTGAGACTGTGCCACAAAAATCCTCCCTTGAAGAACCGGATTTTTATAAAACTAAA

ATCAAGCTCTGCATACTTCTTCATGCTTTCAGAATTCGGGCAGTGACTATTGATAGAGTGATGAGCTATCTGAATG

CTTCCGGTGGCGGTGGCTCGGGCGGTGGTGGGTCGGGTGGCGGCGGATCTATATGGGAACTGAAGAAAGATGTTTA

TGTCGTAGAATTGGATTGGTATCCGGATGCCCCTGGAGAAATGGTGGTCCTCACCTGTGACACCCCTGAAGAAGAT

GGTATCACCTGGACCTTGGACCAGAGCAGTGAGGTCTTAGGCTCTGGCAAAACCCTGACCATCCAAGTCAAAGAGT

TTGGAGATGCTGGCCAGTACACCTGTCACAAAGGAGGCGAGGTTCTAAGCCATTCGCTCCTGCTGCTTCACAAAAA
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GGAAGATGGAATTTGGTCCACTGATATTTTAAAGGACCAGAAAGAACCCAAAAATAAGACCTTTCTAAGATGCGAG

GCCAAGAATTATTCTGGACGTTTCACCTGCTGGTGGCTGACGACAATCAGTACTGATTTGACATTCAGTGTCAAAA

GCAGCAGAGGCTCTTCTGACCCCCAAGGGGTGACGTGCGGAGCTGCTACACTCTCTGCAGAGAGAGTCAGAGGGGA

CAACAAGGAGTATGAGTACTCAGTGGAGTGCCAGGAGGACAGTGCCTGCCCAGCTGCTGAGGAGAGTCTGCCCATT

GAGGTCATGGTGGATGCCGTTCACAAGCTCAAGTATGAAAACTACACCAGCAGCTTCTTCATCAGGGACATCATCA

AACCTGACCCACCCAAGAACTTGCAGCTGAAGCCATTAAAGAATTCTCGGCAGGTGGAGGTCAGCTGGGAGTACCC

TGACACCTGGAGTACTCCACATTCCTACTTCTCCCTGACATTCTGCGTTCAGGTCCAGGGCAAGAGCAAGAGAGAA

AAGAAAGATAGAGTCTTCACGGACAAGACCTCAGCCACGGTCATCTGCCGCAAAAATGCCAGCATTAGCGTGCGGG

CCCAGGACCGCTACTATAGCTCATCTTGGAGCGAATGGGCATCTGTGCCCTGCAGTCTCGAGCACCACCACCACCA

CCAC(SEQ  ID  NO：15)。

[0034] ATGTTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATG

CAAATTCCCAGTAGAAAAACAATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATT

CAATTTGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTTGAAGGACC

AGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGATGCAGGGGTGTACCGCTGCATGAT

CAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAAAGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATT

TTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGTTATTCACAGTGACAGTCCCTAAGG

AACTGTACATAATAGAGCATGGCAGCAATGTGACCCTGGAATGCAACTTTGACACTGGAAGTCATGTGAACCTTGG

AGCAATAACAGCCAGTTTGCAAAAGGTGGAAAATGATACATCCCCACACCGTGAAAGAGCCACTTTGCTGGAGGAG

CAGCTGCCCCTAGGGAAGGCCTCGTTCCACATACCTCAAGTCCAAGTGAGGGACGAAGGACAGTACCAATGCATAA

TCATCTATGGGGTCGCCTGGGACTACAAGTACCTGACTCTGAAAGTCAAAGCTTCCTACAGGAAAATAAACACTCA

CATCCTAAAGGTTCCAGAAACAGATGAGGTAGAGCTCACCTGCCAGGCTACAGGTTATCCTCTGGCAGAAGTATCC

TGGCCAAACGTCAGCGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCCTGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGT

GGCTGCAGAGCCTGCTGCTCTTGGGCACTGTGGCCTGCAGCATCTCTGCACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCAC

ACAGCCCTGGGAGCATGTGAATGCCATCCAGGAGGCCCGGCGTCTCCTGAACCTGAGTAGAGACACTGCTGCTGAG

ATGAATGAAACAGTAGAAGTCATCTCAGAAATGTTTGACCTCCAGGAGCCGACCTGCCTACAGACCCGCCTGGAGC

TGTACAAGCAGGGCCTGCGGGGCAGCCTCACCAAGCTCAAGGGCCCCTTGACCATGATGGCCAGCCACTACAAACA

GCACTGCCCTCCAACCCCGGAAACTTCCTGTGCAACCCAGATTATCACCTTTGAAAGTTTCAAAGAGAACCTGAAG

GACTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGACTGCTGGGAGCCAGTCCAGGAGCTCGAGCACCACCACCACCACCAC(SEQ 

ID  NO：16)。

[0035] ATGTTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATG

CAAATTCCCAGTAGAAAAACAATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATT

CAATTTGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTTGAAGGACC

AGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGATGCAGGGGTGTACCGCTGCATGAT

CAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAAAGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATT

TTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGTTATTCACAGTGACAGTCCCTAAGG

AACTGTACATAATAGAGCATGGCAGCAATGTGACCCTGGAATGCAACTTTGACACTGGAAGTCATGTGAACCTTGG

AGCAATAACAGCCAGTTTGCAAAAGGTGGAAAATGATACATCCCCACACCGTGAAAGAGCCACTTTGCTGGAGGAG

CAGCTGCCCCTAGGGAAGGCCTCGTTCCACATACCTCAAGTCCAAGTGAGGGACGAAGGACAGTACCAATGCATAA

TCATCTATGGGGTCGCCTGGGACTACAAGTACCTGACTCTGAAAGTCAAAGCTTCCTACAGGAAAATAAACACTCA
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CATCCTAAAGGTTCCAGAAACAGATGAGGTAGAGCTCACCTGCCAGGCTACAGGTTATCCTCTGGCAGAAGTATCC

TGGCCAAACGTCAGCGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCCTGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGA

AGGTCTCCGCGGCACGCCTCGCTGTCATCCTCATTGCTACTGCCCTCTGCGCTCCTGCATCTGCCTCCCCATATTC

CTCGGACACCACACCCTGCTGCTTTGCCTACATTGCCCGCCCACTGCCCCGTGCCCACATCAAGGAGTATTTCTAC

ACCAGTGGCAAGTGCTCCAACCCAGCAGTCGTCTTTGTCACCCGAAAGAACCGCCAAGTGTGTGCCAACCCAGAGA

AGAAATGGGTTCGGGAGTACATCAACTCTTTGGAGATGAGCCTCGAGCACCACCACCACCACCAC(SEQ  ID  NO：

17)。

[0036] ATGTTTACTGTCACGGTTCCCAAGGACCTATATGTGGTAGAGTATGGTAGCAATATGACAATTGAATG

CAAATTCCCAGTAGAAAAACAATTAGACCTGGCTGCACTAATTGTCTATTGGGAAATGGAGGATAAGAACATTATT

CAATTTGTGCATGGAGAGGAAGACCTGAAGGTTCAGCATAGTAGCTACAGACAGAGGGCCCGGCTGTTGAAGGACC

AGCTCTCCCTGGGAAATGCTGCACTTCAGATCACAGATGTGAAATTGCAGGATGCAGGGGTGTACCGCTGCATGAT

CAGCTATGGTGGTGCCGACTACAAGCGAATTACTGTGAAAGTCAATGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATT

TTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGTTATTCACAGTGACAGTCCCTAAGG

AACTGTACATAATAGAGCATGGCAGCAATGTGACCCTGGAATGCAACTTTGACACTGGAAGTCATGTGAACCTTGG

AGCAATAACAGCCAGTTTGCAAAAGGTGGAAAATGATACATCCCCACACCGTGAAAGAGCCACTTTGCTGGAGGAG

CAGCTGCCCCTAGGGAAGGCCTCGTTCCACATACCTCAAGTCCAAGTGAGGGACGAAGGACAGTACCAATGCATAA

TCATCTATGGGGTCGCCTGGGACTACAAGTACCTGACTCTGAAAGTCAAAGCTTCCTACAGGAAAATAAACACTCA

CATCCTAAAGGTTCCAGAAACAGATGAGGTAGAGCTCACCTGCCAGGCTACAGGTTATCCTCTGGCAGAAGTATCC

TGGCCAAACGTCAGCGCGAAATTTGTGGCGGCGTGGACCCTGAAAGCGGCGGCGGTCGACAGCGGCAGCGGCATGT

GTCCAGCGCGCAGCCTCCTCCTTGTGGCTACCCTGGTCCTCCTGGACCACCTCAGTTTGGCCAGAAACCTCCCCGT

GGCCACTCCAGACCCAGGAATGTTCCCATGCCTTCACCACTCCCAAAACCTGCTGAGGGCCGTCAGCAACATGCTC

CAGAAGGCCAGACAAACTCTAGAATTTTACCCTTGCACTTCTGAAGAGATTGATCATGAAGATATCACAAAAGATA

AAACCAGCACAGTGGAGGCCTGTTTACCATTGGAATTAACCAAGAATGAGAGTTGCCTAAATTCCAGAGAGACCTC

TTTCATAACTAATGGGAGTTGCCTGGCCTCCAGAAAGACCTCTTTTATGATGGCCCTGTGCCTTAGTAGTATTTAT

GAAGACTTGAAGATGTACCAGGTGGAGTTCAAGACCATGAATGCAAAGCTTCTGATGGATCCTAAGAGGCAGATCT

TTCTAGATCAAAACATGCTGGCAGTTATTGATGAGCTGATGCAGGCCCTGAATTTCAACAGTGAGACTGTGCCACA

AAAATCCTCCCTTGAAGAACCGGATTTTTATAAAACTAAAATCAAGCTCTGCATACTTCTTCATGCTTTCAGAATT

CGGGCAGTGACTATTGATAGAGTGATGAGCTATCTGAATGCTTCCGGTGGCGGTGGCTCGGGCGGTGGTGGGTCGG

GTGGCGGCGGATCTATATGGGAACTGAAGAAAGATGTTTATGTCGTAGAATTGGATTGGTATCCGGATGCCCCTGG

AGAAATGGTGGTCCTCACCTGTGACACCCCTGAAGAAGATGGTATCACCTGGACCTTGGACCAGAGCAGTGAGGTC

TTAGGCTCTGGCAAAACCCTGACCATCCAAGTCAAAGAGTTTGGAGATGCTGGCCAGTACACCTGTCACAAAGGAG

GCGAGGTTCTAAGCCATTCGCTCCTGCTGCTTCACAAAAAGGAAGATGGAATTTGGTCCACTGATATTTTAAAGGA

CCAGAAAGAACCCAAAAATAAGACCTTTCTAAGATGCGAGGCCAAGAATTATTCTGGACGTTTCACCTGCTGGTGG

CTGACGACAATCAGTACTGATTTGACATTCAGTGTCAAAAGCAGCAGAGGCTCTTCTGACCCCCAAGGGGTGACGT

GCGGAGCTGCTACACTCTCTGCAGAGAGAGTCAGAGGGGACAACAAGGAGTATGAGTACTCAGTGGAGTGCCAGGA

GGACAGTGCCTGCCCAGCTGCTGAGGAGAGTCTGCCCATTGAGGTCATGGTGGATGCCGTTCACAAGCTCAAGTAT

GAAAACTACACCAGCAGCTTCTTCATCAGGGACATCATCAAACCTGACCCACCCAAGAACTTGCAGCTGAAGCCAT

TAAAGAATTCTCGGCAGGTGGAGGTCAGCTGGGAGTACCCTGACACCTGGAGTACTCCACATTCCTACTTCTCCCT

GACATTCTGCGTTCAGGTCCAGGGCAAGAGCAAGAGAGAAAAGAAAGATAGAGTCTTCACGGACAAGACCTCAGCC
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ACGGTCATCTGCCGCAAAAATGCCAGCATTAGCGTGCGGGCCCAGGACCGCTACTATAGCTCATCTTGGAGCGAAT

GGGCATCTGTGCCCTGCAGTCTCGAGCACCACCACCACCACCAC(SEQ  ID  NO：18)。

[0037] 本发明实施例所述提出的核酸编码的重组蛋白通过主动免疫，在病人体内刺激产

生抗PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺

激产生抗PD‑L1或PD‑L2CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。本发明所提出的重组蛋白引起的对

肿瘤细胞的主动免疫杀伤效果显著。

[0038] 在本发明的第四方面，本发明提出了一种构建体。根据本发明的实施例，所述构建

体携带前面所述的核酸。本发明实施例所提出的构建体导入受体细胞，可实现前面所述的

核酸的高效表达，进而在受体细胞中高效表达前面所述的重组蛋白。

[0039] 根据本发明的实施例，所述的构建体还可以进一步包括如下附加技术特征至少之

一：

[0040] 根据本发明的实施例，所述构建体的载体为pET系列载体、pPIC系列载体、BacPAK、

pSV系列载体或pCMV系列载体。本发明实施例的上述载体可实现在原核细胞或真核细胞中

进一步高效表达上述重组蛋白。

[0041] 在本发明的第五方面，本发明提出了一种构建体。根据本发明的实施例，所述构建

体携带下列核酸分子:(1)编码免疫检查点分子片段的核酸分子，所述免疫检查点分子片段

具有SEQ  ID  NO：19～21所示的氨基酸序列，所述编码免疫检查点分子片段的核酸分子具有

SEQ  ID  NO：22～24所示的核苷酸序列；(2)编码辅助T细胞抗原决定基片段的核酸分子，所

述辅助T细胞抗原决定基片段具有SEQ  ID  NO：25所示的氨基酸序列，所述编码辅助T细胞抗

原决定基片段的核酸分子具有SEQ  ID  NO：26所示的核苷酸序列；以及(3)编码免疫刺激分

子片段的核酸分子，所述免疫刺激分子片段具有SEQ  ID  NO：27～29所示的氨基酸序列，所

述编码免疫刺激分子片段的核酸分子具有SEQ  ID  NO：30～32所示的核苷酸序列。任选地，

所述构建体的载体为pET系列载体、pPIC系列载体、BacPAK、pSV系列载体或pCMV系列载体。

[0042] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYP

KAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEE(SEQ  ID  NO：19)。

[0043] MLFTVTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKAS

FHIPQVQVRDEGQYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVS(SEQ 

ID  NO：20)。

[0044] MFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRA

RLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAELFT

VTVPKELYIIEHGSNVTLECNFDTGSHVNLGAITASLQKVENDTSPHRERATLLEEQLPLGKASFHIPQVQVRDEG

QYQCIIIYGVAWDYKYLTLKVKASYRKINTHILKVPETDEVELTCQATGYPLAEVSWPNVS(SEQ  ID  NO：21)。

[0045] atgtttactgtcacggttcccaaggacctatatgtggtagagtatggtagcaatatgacaattgaatg

caaattcccagtagaaaaacaattagacctggctgcactaattgtctattgggaaatggaggataagaacattatt

caatttgtgcatggagaggaagacctgaaggttcagcatagtagctacagacagagggcccggctgttgaaggacc

agctctccctgggaaatgctgcacttcagatcacagatgtgaaattgcaggatgcaggggtgtaccgctgcatgat

cagctatggtggtgccgactacaagcgaattactgtgaaagtcaatgccccatacaacaaaatcaaccaaagaatt

ttggttgtggatccagtcacctctgaacatgaactgacatgtcaggctgagggctaccccaaggccgaagtcatct
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ggacaagcagtgaccatcaagtcctgagtggtaagaccaccaccaccaattccaagagagaggagaagcttttcaa

tgtgaccagcacactgagaatcaacacaacaactaatgagattttctactgcacttttaggagattagatcctgag

gaa(SEQ  ID  NO：22)。

[0046] atgttattcacagtgacagtccctaaggaactgtacataatagagcatggcagcaatgtgaccctgga

atgcaactttgacactggaagtcatgtgaaccttggagcaataacagccagtttgcaaaaggtggaaaatgataca

tccccacaccgtgaaagagccactttgctggaggagcagctgcccctagggaaggcctcgttccacatacctcaag

tccaagtgagggacgaaggacagtaccaatgcataatcatctatggggtcgcctgggactacaagtacctgactct

gaaagtcaaagcttcctacaggaaaataaacactcacatcctaaaggttccagaaacagatgaggtagagctcacc

tgccaggctacaggttatcctctggcagaagtatcctggccaaacgtcagc(SEQ  ID  NO：23)。

[0047] atgtttactgtcacggttcccaaggacctatatgtggtagagtatggtagcaatatgacaattgaatg

caaattcccagtagaaaaacaattagacctggctgcactaattgtctattgggaaatggaggataagaacattatt

caatttgtgcatggagaggaagacctgaaggttcagcatagtagctacagacagagggcccggctgttgaaggacc

agctctccctgggaaatgctgcacttcagatcacagatgtgaaattgcaggatgcaggggtgtaccgctgcatgat

cagctatggtggtgccgactacaagcgaattactgtgaaagtcaatgccccatacaacaaaatcaaccaaagaatt

ttggttgtggatccagtcacctctgaacatgaactgacatgtcaggctgagttattcacagtgacagtccctaagg

aactgtacataatagagcatggcagcaatgtgaccctggaatgcaactttgacactggaagtcatgtgaaccttgg

agcaataacagccagtttgcaaaaggtggaaaatgatacatccccacaccgtgaaagagccactttgctggaggag

cagctgcccctagggaaggcctcgttccacatacctcaagtccaagtgagggacgaaggacagtaccaatgcataa

tcatctatggggtcgcctgggactacaagtacctgactctgaaagtcaaagcttcctacaggaaaataaacactca

catcctaaaggttccagaaacagatgaggtagagctcacctgccaggctacaggttatcctctggcagaagtatcc

tggccaaacgtcagc(SEQ  ID  NO：24)。

[0048] AKFVAAWTLKAAA(SEQ  ID  NO：25)。

[0049] Gcgaaatttgtggcggcgtggaccctgaaagcggcggcg(SEQ  ID  NO：26)。

[0050] MWLQSLLLLGTVACSISAPARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISEMFDLQE

PTCLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPETSCATQIITFESFKENLKDFLLVIPFDCWEPVQE

(SEQ  ID  NO：27)。

[0051] MKVSAARLAVILIATALCAPASASPYSSDTTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAVVFVTRK

NRQVCANPEKKWVREYINSLEMS(SEQ  ID  NO：28)。

[0052] MCPARSLLLVATLVLLDHLSLARNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLEFYPCTSEE

IDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQVEFKTMNAK

LLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNASG

GGGSGGGGSGGGGSIWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLTIQVKEFGD

AGQYTCHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVKSSR

GSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFFIRDIIKPD

PPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNASISVRAQD

RYYSSSWSEWASVPCS(SEQ  ID  NO：29)。

[0053] atgtggctgcagagcctgctgctcttgggcactgtggcctgcagcatctctgcacccgcccgctcgcc

cagccccagcacacagccctgggagcatgtgaatgccatccaggaggcccggcgtctcctgaacctgagtagagac

actgctgctgagatgaatgaaacagtagaagtcatctcagaaatgtttgacctccaggagccgacctgcctacaga
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cccgcctggagctgtacaagcagggcctgcggggcagcctcaccaagctcaagggccccttgaccatgatggccag

ccactacaaacagcactgccctccaaccccggaaacttcctgtgcaacccagattatcacctttgaaagtttcaaa

gagaacctgaaggactttctgcttgtcatcccctttgactgctgggagccagtccaggag(SEQ  ID  NO：30)。

[0054] atgaaggtctccgcggcacgcctcgctgtcatcctcattgctactgccctctgcgctcctgcatctgc

ctccccatattcctcggacaccacaccctgctgctttgcctacattgcccgcccactgccccgtgcccacatcaag

gagtatttctacaccagtggcaagtgctccaacccagcagtcgtctttgtcacccgaaagaaccgccaagtgtgtg

ccaacccagagaagaaatgggttcgggagtacatcaactctttggagatgagc(SEQ  ID  NO：31)。

[0055] atgtgtccagcgcgcagcctcctccttgtggctaccctggtcctcctggaccacctcagtttggccag

aaacctccccgtggccactccagacccaggaatgttcccatgccttcaccactcccaaaacctgctgagggccgtc

agcaacatgctccagaaggccagacaaactctagaattttacccttgcacttctgaagagattgatcatgaagata

tcacaaaagataaaaccagcacagtggaggcctgtttaccattggaattaaccaagaatgagagttgcctaaattc

cagagagacctctttcataactaatgggagttgcctggcctccagaaagacctcttttatgatggccctgtgcctt

agtagtatttatgaagacttgaagatgtaccaggtggagttcaagaccatgaatgcaaagcttctgatggatccta

agaggcagatctttctagatcaaaacatgctggcagttattgatgagctgatgcaggccctgaatttcaacagtga

gactgtgccacaaaaatcctcccttgaagaaccggatttttataaaactaaaatcaagctctgcatacttcttcat

gctttcagaattcgggcagtgactattgatagagtgatgagctatctgaatgcttccggtggcggtggctcgggcg

gtggtgggtcgggtggcggcggatctatatgggaactgaagaaagatgtttatgtcgtagaattggattggtatcc

ggatgcccctggagaaatggtggtcctcacctgtgacacccctgaagaagatggtatcacctggaccttggaccag

agcagtgaggtcttaggctctggcaaaaccctgaccatccaagtcaaagagtttggagatgctggccagtacacct

gtcacaaaggaggcgaggttctaagccattcgctcctgctgcttcacaaaaaggaagatggaatttggtccactga

tattttaaaggaccagaaagaacccaaaaataagacctttctaagatgcgaggccaagaattattctggacgtttc

acctgctggtggctgacgacaatcagtactgatttgacattcagtgtcaaaagcagcagaggctcttctgaccccc

aaggggtgacgtgcggagctgctacactctctgcagagagagtcagaggggacaacaaggagtatgagtactcagt

ggagtgccaggaggacagtgcctgcccagctgctgaggagagtctgcccattgaggtcatggtggatgccgttcac

aagctcaagtatgaaaactacaccagcagcttcttcatcagggacatcatcaaacctgacccacccaagaacttgc

agctgaagccattaaagaattctcggcaggtggaggtcagctgggagtaccctgacacctggagtactccacattc

ctacttctccctgacattctgcgttcaggtccagggcaagagcaagagagaaaagaaagatagagtcttcacggac

aagacctcagccacggtcatctgccgcaaaaatgccagcattagcgtgcgggcccaggaccgctactatagctcat

cttggagcgaatgggcatctgtgccctgcagt(SEQ  ID  NO：32)。

[0056] 本发明实施例所述提出的构建体在受体细胞中高效表达含有免疫检查点分子片

段、辅助T细胞抗原决定基片段和免疫刺激分子片段的重组蛋白，该重组蛋白通过主动免

疫，在病人体内刺激产生抗PD－L1抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细

胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。

[0057] 在本发明的第六方面，本发明提出了一种转基因细胞。根据本发明的实施例，所述

转基因细胞携带前面所述的构建体。本发明实施例所提出的转基因细胞可高表达前面所述

的重组蛋白，所获得的重组蛋白通过主动免疫，在病人体内刺激产生抗免疫检查点，如PD－

L1或PD‑L2的抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生

抗免疫检查点，如PD‑L1或PD‑L2的CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。

[0058] 根据本发明的实施例，所述转基因细胞还可以进一步包括如下附加技术特征至少
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之一：

[0059] 根据本发明的实施例，所述转基因细胞为BL21，BL21(DE3)，BL21(DE3)pLysS，

DH10B，XL1‑Blue，Pichia  pastors，Kluyveromyceslactis，Sf9，Sf21，High‑Five  T，CHO细

胞系，HEK细胞系，Hela细胞系或COS细胞系。根据本发明的实施例，上述的转基因细胞可高

效表达前面所述的重组蛋白，进而通过蛋白纯化，获得的重组蛋白给予患者，可在患者体内

通过主动免疫，在病人体内进一步有效刺激产生抗PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经

存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1或PD‑L2CTL，进而特异性杀伤

肿瘤细胞。

[0060] 根据本发明的实施例，所述转基因细胞为抗原呈递细胞。根据本发明的实施例，所

述抗原呈递细胞来源于病人，进而携带前面所述构建体的抗原呈递细胞可进一步回输入病

人体内，进而在病人体内实现前面所述重组蛋白的持续表达，进而可在患者体内通过主动

免疫，在体内进一步有效刺激产生抗PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱

导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1或PD‑L2CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。

[0061] 根据本发明的实施例，所述转基因细胞为DC细胞。DC细胞具有抗原递呈功能，来源

于病人自身的DC细胞携带前面所述的构建体，回输回病人体内，可实现前面所述重组蛋白

在并病人体内的高效表达并将肿瘤抗原PD‑L1或PD‑L2高效呈递在DC细胞的表面，进而进一

步有效刺激产生抗PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细

胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1或PD‑L2CTL，进而进一步有效地特异性杀伤肿瘤细胞。

[0062] 在本发明的第七方面，本发明提出了前面所述的重组蛋白在制备药物中的用途，

所述药物用于预防或治疗肿瘤。本发明实施例所提出的重组蛋白在肿瘤患者体内可引起显

著的肿瘤特异性抗原免疫反应，有效刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2抗体，调动

病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如PD‑L1

或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞。进而发明人进一步经过实验验证发现，本发

明实施例所提出的重组蛋白具有在制备有效用于预防或治疗肿瘤的药物中的用途。

[0063] 在本发明的第八方面，本发明提出了前面所述的重组蛋白在制备疫苗中的用途，

所述疫苗用于预防或治疗肿瘤。本发明实施例所提出的重组蛋白在肿瘤患者体内可引起显

著的肿瘤特异性抗原免疫反应，有效刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2抗体，调动

病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如PD‑L1

或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞。进而发明人进一步经过实验验证发现，本发

明实施例所提出的重组蛋白具有在制备有效用于预防或治疗肿瘤的疫苗中的用途。

[0064] 在本发明的第九方面，本发明提出了前面所述的重组蛋白在制备疫苗中的用途，

所述疫苗用于治疗病毒感染。根据本发明的实施例，发明人发现，HBV、HCV、HIV、EBV病毒感

染的细胞表达PD‑L1，本发明实施例所提出的重组蛋白所制备的疫苗可在病人体内刺激产

生抗PD－L1抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗

免疫检查点，如PD‑L1CTL，进而有效地特异性杀伤被上述病毒感染的细胞。

[0065] 在本发明的第十方面，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：前面所述的重组蛋白；以及药学上可接受的佐剂。本发明实施例所提出的

药物组合物中的重组蛋白可引起显著的特异性抗原免疫反应，加之佐剂的增强免疫应答的

功能。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的药物组合物在病人体内有效刺激产生
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抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞

CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞或

被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞。

[0066] 在本发明的第十一方面，本发明提出了一种DC细胞。根据本发明的实施例，所述DC

细胞负载前面所述的重组蛋白。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的DC细胞可将

重组蛋白中的抗原(如前面所述的免疫检查点分子片段)、辅助T细胞抗原决定基片段以及

免疫刺激分子片段分别呈递到细胞表面，进而有效刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑

L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查

点，如PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感

染的细胞。

[0067] 在本发明的第十二方面，本发明提出了一种靶向性免疫细胞群。根据本发明的实

施例，所述靶向性免疫细胞群是通过前面所述的DC细胞与淋巴细胞进行共培养获得的。根

据本发明的实施例，本发明实施例所提出的靶向性免疫细胞群可特异性杀伤肿瘤细胞，分

泌特异性结合肿瘤抗原的抗体，实现对肿瘤细胞的特异性清除。

[0068] 在本发明的第十三方面，本发明提出了一种疫苗。根据本发明的实施例，所述疫苗

包含前面所述的重组蛋白、前面所述的DC细胞或前面所述的靶向性免疫细胞群。如前所述，

本发明实施例所提出的重组蛋白、DC细胞以及靶向性免疫细胞群在患者体内可引起显著的

特异性抗原免疫反应。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的疫苗可有效刺激产生

抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞

CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞或

被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞。

[0069] 在本发明的第十四方面，本发明提出了一种抗体。根据本发明的实施例，所述抗体

特异性识别前面所述的重组蛋白，进而本发明实施例所提出的抗体可特异性识别肿瘤抗

原。根据本发明的实施例，发明发现，所述抗体可特异性识别抗原，与肿瘤细胞或被病毒

(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞特异性结合，进而使得肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、

EBV)感染的细胞被吞噬细胞吞噬，实现对肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细

胞的特异性清除。

[0070] 在本发明的第十五方面，本发明提出了一种制备抗体的方法。根据本发明的实施

例，所述方法包括：利用前面所述的重组蛋白对动物进行免疫接种；采集经过免疫接种的动

物的血清；以及从所述血清中纯化出目的抗体。本发明实施例所提出的制备抗体的方法，操

作简便，抗体可特异性识别所述重组蛋白。

[0071] 在本发明的第十六方面，本发明提出了一种治疗组合物。根据本发明的实施例，所

述治疗组合物包括：前面所述的重组蛋白、前面所述的核酸、前面所述的构建体、前面所述

的转基因细胞、前面所述的药物组合物、前面所述的DC细胞、前面所述的靶向性免疫细胞

群、前面所述的疫苗或者前面所述的抗体。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的治

疗组合物可直接或间接引起特异性抗原免疫反应，实现对肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、

HIV、EBV)感染的细胞的特异性杀伤和清除。

[0072] 在本发明的第十七方面，本发明提出了一种在患者体内刺激抗PD‑L1抗体生成或

细胞毒性T淋巴细胞反应的方法。根据本发明的实施例，所述方法是通过下列方式的至少之
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一实现的：1)前面所述的重组蛋白与取自患者的DC细胞共培养，将负载了前面所述的重组

蛋白的DC细胞回输到患者体内；2)给患者给予前面所述的药物组合物；3)将前面所述的构

建体导入取自患者的DC细胞，将导入所述构建体的DC细胞回输到患者体内；以及4)给患者

给予前面所述的构建体。本发明实施例所提出的方式可在患者体内显著刺激抗PD‑L1抗体

生成或细胞毒性T淋巴细胞反应。

附图说明

[0073] 图1是根据本发明实施例的融合蛋白结构示意图；

[0074] 图2是根据本发明实施例的负载了融合蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF)的DC疫

苗能够显著诱导抗‑PD‑L1抗体反应；

[0075] 图3是根据本发明实施例的负载了融合蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF)的DC疫

苗能够显著诱导抗‑PD‑L1CTL反应；以及

[0076] 图4是根据本发明实施例的负载了融合蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF)的DC疫

苗能够显著控制PD‑L1+肺癌的生长。

具体实施方式

[0077] 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，其中自始至终

相同或类似的标号表示相同或类似的元件或具有相同或类似功能的元件。下面通过参考附

图描述的实施例是示例性的，仅用于解释本发明，而不能理解为对本发明的限制。

[0078] 需要说明的是，术语“第一”、“第二”仅用于描述目的，而不能理解为指示或暗示相

对重要性或者隐含指明所指示的技术特征的数量。由此，限定有“第一”、“第二”的特征可以

明示或者隐含地包括一个或者更多个该特征。进一步地，在本发明的描述中，除非另有说

明，“多个”的含义是两个或两个以上。

[0079] 重组蛋白及其用途

[0080] 一方面，本发明提出了一种重组蛋白。根据本发明的实施例，该重组蛋白包括：免

疫检查点分子片段；辅助T细胞抗原决定基片段；以及免疫刺激分子片段。本发明实施例所

提出的重组蛋白在患者体内刺激产生抗免疫检查点抗体，调动体内已经存在的自发诱导产

生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点的CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。本发明实

施例所提出的重组蛋白引起的对肿瘤细胞的主动免疫杀伤效果显著。

[0081] 具体地，根据本发明的实施例，免疫检查点分子可选自但不限于PD‑L1和PD‑L2的

至少之一。PD‑L1或PD‑L2在肿瘤细胞中特异性表达，进而本发明实施例所提出的重组蛋白

可引起的肿瘤抗原免疫反应的特异性更强。

[0082] 更具体地，根据本发明的实施例，免疫检查点分子片段为所述PD‑L1或PD‑L2的去

除跨膜区的细胞外分子片段(PD‑L1Δ/PD‑L2Δ)。PD‑L1或PD‑L2的去除跨膜区的细胞外分

子片段仅具有肿瘤抗原性，不具有肿瘤免疫抑制功能，进而PD‑L1或PD‑L2的去除跨膜区的

细胞外分子片段被抗原呈递细胞如DC细胞呈递在细胞的表面，可有效地引起肿瘤抗原免疫

反应，且特异性进一步提高。

[0083] 另外，根据本发明的实施例，辅助T细胞抗原决定基可为广谱PADRE辅助T细胞抗原

决定基(PADRETh)。广谱PADRE辅助T细胞抗原决定基是一种与广谱人类白细胞抗原DR(HLA‑
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DR)结合的抗原决定基肽段，这种肽段以高亲和力或中间亲和力与16种最普遍的HLA‑DR类

型中的15种相结合。由于它有普遍的结合力，进而PADRE需要克服HLA‑DR分子在人群中的多

样性带来的问题。PADRE作为辅助T细胞抗原决定基与抗原结合，结合后高效、长时间激活

Ag‑特异性抗原反应。PADRE肽段被特别加工成在人体中可以免疫性激活辅助T淋巴细胞1

(Th1)以协助杀伤性免疫T细胞的激活以及激活辅助T淋巴细胞2(Th2)以协助B淋巴细胞分

泌抗体，进而进一步增强重组蛋白所引起的抗原免疫反应。

[0084] 根据本发明的具体实施例，免疫刺激分子可选自粒细胞集落刺激生物因子(GM‑

CSF)、白细胞介素‑12(IL‑12)或趋化因子(RANTES)。上述免疫刺激分子具有生物活性。

[0085] 其中，GM‑CSF在动物模型和临床试验中用来增强免疫反应。在免疫治疗中，GM‑CSF

也被广泛的用作佐剂以增强免疫反应。在多种啮齿类动物肿瘤模型中，均被免疫接种经辐

射造成的肿瘤细胞，这种肿瘤细胞分泌GM‑CSF，以此来刺激强有力的、特异性的和长时间的

抗肿瘤免疫反应。这种免疫接种在晚期黑色素瘤的转移性病变中会诱导CD4+和CD8+T淋巴

细胞和浆细胞的渗入，进而引起大量肿瘤细胞的坏死。除了黑色素瘤，使用GM‑CSF‑分泌肿

瘤细胞的临床试验已经被报道用在非小细胞肺癌、胰腺癌、前列腺癌、肾癌的治疗中。GM‑

CSF–分泌肿瘤细胞的免疫增强作用与GM‑CSF能够征集DC细胞并使DC细胞成熟和活化，进而

激活免疫杀伤T淋巴细胞和B淋巴细胞的作用相关。根据本发明的实施例，本发明实施例所

提出的重组蛋白中的GM‑CSF可显著增强树突状细胞(DC细胞)的抗原呈递功能和增强细胞

毒性T淋巴细胞(CTL)和B淋巴细胞的活性，进而本发明实施例的重组蛋白可更为有效地引

起肿瘤抗原免疫反应。

[0086] 趋化因子在免疫反应、造血过程和常规免疫监视中控制着特定白细胞种群的迁

移。RANTES(regulated  upon  activation  normal  T‑cell  expressed，CCL5)是一种免疫趋

化因子。它与表达在T淋巴细胞、单核细胞、成熟免疫杀伤细胞和DC细胞上的CCR1和CCR5有

亲和力。趋化因子，如RANTES在不同的疫苗中，通过大量征集相关免疫细胞，以此来进行肿

瘤细胞识别、免疫致敏和杀伤肿瘤细胞。

[0087] IL‑12是一种多效细胞因子，IL‑12激活能够引起自身免疫的和适应性免疫的相互

关联。基于它的反应，IL‑12被认为是“细胞毒性淋巴细胞成熟因子”和“自然杀伤细胞刺激

因子”。由于IL‑12可建立起自身免疫和适应性免疫的相互关联，进而它能够强有力地刺激

IFN‑γ—a的生成，进而协调人体自身的抗癌机制。IL‑12已经在人体中被用于肿瘤的免疫

治疗。IL‑12在多种免疫细胞中发挥作用，包括T淋巴细胞和B淋巴细胞。IL‑12在促进Th1细

胞的抗肿瘤免疫反应中发挥着关键作用。

[0088] 辅助T细胞抗原决定基片段以及免疫刺激分子片段的连接顺序如下所述：辅助T细

胞抗原决定基片段N端与免疫检查点分子片段的C端相连，辅助T细胞抗原决定基片段C端与

所述免疫刺激分子片段的N端相连。本发明实施例的重组蛋白中的相关分子片段在上述连

接状态下，重组蛋白中相应分子片段可分别呈递在DC细胞的表面。DC细胞，主要的抗原呈递

细胞(APCs)，通过产生前免疫细胞因子和呈递抗原给T淋巴细胞来调节自身和适应性免疫

反应以此来抵抗病毒感染。本发明实施例所提出的重组蛋白允许DC细胞呈递细胞内抗原到

细胞表面上，其中通过内吞途径呈递到MHC  class  II，通过交叉启动途径呈递到MHC  class 

I，进而导致产生抗原特异性Th细胞和CTL细胞反应。本发明实施例所提出的重组蛋白呈递

在DC细胞的表面引起强有力的抗体反应。一直以来认为，DC细胞激活体液反应，是通过CD4+
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Th细胞引发T淋巴细胞和B淋巴细胞的相互作用而实现的。然而，现有的体外和体内实验证

实，DC细胞激活体液反应是一种直接的作用方式。特别地，DC细胞被证实可强有力地促进细

胞分化和CD40‑激活的B淋巴细胞的抗体的产生。接种负载有抗原的DC细胞能够诱导保护性

体液免疫反应。本发明实施例的重组蛋白可更为有效地引起肿瘤抗原免疫反应。

[0089] 根据本发明的实施例，上述重组蛋白具有SEQ  ID  NO：1～9所示的氨基酸序列。其

中SEQ  ID  NO：1是人类PD‑L1Δ‑PADRETh‑人类GM‑CSF重组蛋白的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：2

是人类PD‑L1Δ‑PADRETh‑人类RANTES重组蛋白的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：3是人类PD‑L1

Δ‑PADRETh‑IL‑12重组蛋白的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：4是人类PD‑L2Δ‑PADRETh‑人类GM‑

CSF重组蛋白的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：5是人类PD‑L2Δ‑PADRETh‑人类RANTES重组蛋白的

氨基酸序列，SEQ  ID  NO：6是人类PD‑L2Δ‑PADRETh‑人类IL‑12重组蛋白的氨基酸序列，SEQ 

ID  NO：7是人类PD‑L1‑PD‑L2Δ‑PADRETh‑人类GM‑CSF重组蛋白的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：8

是人类PD‑L1‑PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类RANTES重组蛋白的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：9是人类

PD‑L1‑PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类IL‑12重组蛋白的氨基酸序列。本发明实施例所述提出的重

组蛋白可引起肿瘤特异性抗原免疫反应，可引起细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的特异性杀伤和

B细胞分泌特异性抗体，实现对肿瘤细胞的特异性杀伤。

[0090] 同时，本发明提出了一种编码前面所述的重组蛋白的核酸，根据本发明的实施例，

编码前面所述的重组蛋白的核酸具有SEQ  ID  NO：10～18所示的核苷酸序列。其中SEQ  ID 

NO：10是编码人类PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑人类GM‑CSF重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID 

NO：11是编码人类PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑人类RANTES重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID 

NO：12是编码人类PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑IL‑12重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：13

是编码人类PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类GM‑CSF重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：14

是编码人类PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类RANTES重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：15

是编码人类PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类IL‑12重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：16是

编码人类PD‑L1‑PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类GM‑CSF重组蛋白的核酸的核苷酸序列，SEQ  ID 

NO：17是编码人类PD‑L1‑PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类RANTES重组蛋白的核酸的核苷酸序列，

SEQ  ID  NO：18是编码人类PD‑L1‑PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑人类IL‑12重组蛋白的核酸的核苷酸

序列。本发明实施例所述提出的核酸编码的重组蛋白可引起肿瘤特异性抗原免疫反应，引

起细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的特异性杀伤和B细胞分泌特异性抗体，实现对肿瘤细胞的特

异性杀伤。

[0091] 同时，本发明提出了一种携带前面所述的核酸的构建体。根据本发明的实施例，本

发明实施例所提出的构建体导入受体细胞，可实现前面所述的核酸的高效表达，进而在受

体细胞中高效表达前面所述的重组蛋白。根据本发明的具体实施例，该构建体的载体为pET

系列载体、pGEX系列载体、pPIC系列载体、BacPAK、pSV系列载体或pCMV系列载体，其中，pET

系列载体在E.coli中在T7启动子下调控表达重组蛋白，pGEX系列载体用于在E.coli中在

tac启动子下调控表达重组蛋白，pPIC系列载体用于在酵母菌中在AOX1启动子下调控表达

重组蛋白，BacPAK载体用于在杆状病毒中在pPolh启动子的调控下表达重组蛋白，pSV系列

载体或pCMV系列载体用于在哺乳动物细胞中在CMV、SV40和(EF)‑1启动子的调控下表达重

组蛋白。本发明实施例的上述载体可实现在原核细胞或真核细胞中进一步高效表达上述重

组蛋白。
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[0092] 具体地，根据本发明的实施例，上述构建体携带下列核酸分子:(1)编码免疫检查

点分子片段的核酸分子，该免疫检查点分子片段具有SEQ  ID  NO：19～21所示的氨基酸序

列，其中SEQ  ID  NO：19是人类PD‑L1Δ的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：20是人类PD‑L2Δ的氨基

酸序列，SEQ  ID  NO：21是人类PD‑L1‑PD‑L2Δ的氨基酸序列，所述编码免疫检查点分子片段

的核酸分子具有SEQ  ID  NO：22～24所示的核苷酸序列，其中SEQ  ID  NO：22是编码人类PD‑

L1Δ的核酸分子的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：23是编码人类PD‑L2Δ的核酸分子的核苷酸序

列，SEQ  ID  NO：24是编码人类PD‑L1‑PD‑L2Δ的核酸分子的核苷酸序列；(2)编码辅助T细胞

抗原决定基片段的核酸分子，辅助T细胞抗原决定基片段具有SEQ  ID  NO：25所示的氨基酸

序列，编码辅助T细胞抗原决定基片段的核酸分子具有SEQ  ID  NO：26所示的核苷酸序列；以

及(3)编码免疫刺激分子片段的核酸分子，免疫刺激分子片段具有SEQ  ID  NO：27～29所示

的氨基酸序列，其中，SEQ  ID  NO：27是人类GM‑CSF片段的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：28是人类

RANTES片段的氨基酸序列，SEQ  ID  NO：29是人类IL‑12片段的氨基酸序列，所述编码免疫刺

激分子片段的核酸分子具有SEQ  ID  NO：30～32所示的核苷酸序列，其中，SEQ  ID  NO：30是

编码人类GM‑CSF片段的核酸分子的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：31是编码人类RANTES片段的核

酸分子的核苷酸序列，SEQ  ID  NO：32是编码人类IL‑12片段的核酸分子的核苷酸序列。

[0093] 任选地，所述构建体的载体为原核或真核细胞蛋白表达载体。本发明实施例所述

提出的构建体在受体细胞中高效表达含有免疫检查点分子片段、辅助T细胞抗原决定基片

段和免疫刺激分子片段的重组蛋白，该重组蛋白在肿瘤患者体内可显著引起肿瘤特异性抗

原免疫反应，进而引起细胞毒性T淋巴细胞(CTL)的特异性杀伤和B淋巴细胞分泌特异性抗

体，实现对肿瘤细胞的特异性杀伤。

[0094] 另外，本发明还提出了一种转基因细胞。根据本发明的实施例，所述转基因细胞携

带前面所述的构建体，进而本发明实施例所提出的转基因细胞可高表达前面所述的重组蛋

白通过主动免疫，在病人体内刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2的抗体，调动病人

体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如PD‑L1或PD‑

L2的CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。

[0095] 根据本发明的具体实施例，所述转基因细胞为BL21，BL21(DE3)，BL21(DE3)pLysS，

DH10B，XL1‑Blue，Pichia  pastors，Kluyveromyceslactis，Sf9，Sf21，High‑Five  T，CHO细

胞系，HEK细胞系，Hela细胞系或COS细胞系。其中，BL21，BL21(DE3)，BL21(DE3)pLysS，DH10B

和XL1‑Blue是E.coli细胞，Pichiapastors和Kluyveromyces  lactis是酵母细胞，Sf9，

Sf21，和High‑Five  T用于杆状病毒的表达，CHO细胞系，HEK细胞系，Hela细胞系或COS细胞

系是哺乳动物细胞系。根据本发明的实施例，上述的转基因细胞可高效表达前面所述的重

组蛋白，进而通过蛋白纯化，获得的重组蛋白给予患者，可在患者体内通过主动免疫，在病

人体内进一步有效刺激产生抗PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产

生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1或PD‑L2CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。

[0096] 根据本发明的具体实施例，所述转基因细胞可为抗原呈递细胞，所述转基因细胞

为DC细胞。根据本发明的实施例，所述抗原呈递细胞来源于病人，进而携带前面所述构建体

的抗原呈递细胞可进一步回输入病人体内，进而在病人体内实现前面所述重组蛋白的持续

表达，进而可在患者体内通过主动免疫，在体内进一步有效刺激产生抗PD－L1或PD‑L2抗

体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗PD‑L1或PD‑
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L2CTL，进而特异性杀伤肿瘤细胞。

[0097] 另一方面，在应用方面，发明人提出了前面所述的重组蛋白在制备药物、疫苗中的

用途，所述药物或疫苗用于预防或治疗肿瘤。本发明实施例所提出的重组蛋白在肿瘤患者

体内可引起显著的肿瘤特异性抗原免疫反应，有效刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑

L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查

点，如PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞。进而发明人进一步经过实验验

证发现，本发明实施例所提出的重组蛋白具有在制备有效用于预防或治疗肿瘤的药物或疫

苗中的用途。

[0098] 另外，本发明还提出了前面所述的重组蛋白在制备疫苗中的用途，所述疫苗用于

治疗病毒感染。根据本发明的实施例，发明人发现，HBV、HCV、HIV、EBV病毒感染的细胞表达

PD‑L1，本发明实施例所提出的重组蛋白所制备的疫苗可在病人体内刺激产生抗PD－L1抗

体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，

如PD‑L1CTL，进而有效地特异性杀伤被上述病毒感染的细胞。

[0099] 治疗组合物

[0100] 一方面，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：前面所述的重组蛋白；以及药学上可接受的佐剂。本发明实施例所提出的药物组合物中

的重组蛋白可引起显著的特异性抗原免疫反应，加之佐剂的增强免疫应答的功能。根据本

发明的实施例，根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的药物组合物在肿瘤病人体内

有效刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产

生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀

伤肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞。

[0101] 另一方面，本发明提出了一种DC细胞。根据本发明的实施例，所述DC细胞负载前面

所述的重组蛋白。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的DC细胞可将重组蛋白中的

肿瘤抗原(如前面所述的免疫检查点分子片段)、辅助T细胞抗原决定基片段以及免疫刺激

分子片段分别呈递到细胞表面，进而有效刺激产生抗免疫检查点，如PD－L1或PD‑L2抗体，

调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激产生抗免疫检查点，如

PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细

胞。。

[0102] 再一方面，本发明提出了一种靶向性免疫细胞群。根据本发明的实施例，所述靶向

性免疫细胞群是通过前面所述的DC细胞与淋巴细胞进行共培养获得的。根据本发明的实施

例，本发明实施例所提出的靶向性免疫细胞群可特异性杀伤肿瘤细胞，分泌特异性结合肿

瘤抗原的抗体，实现对肿瘤细胞的特异性清除。

[0103] 再一方面，本发明提出了一种疫苗。根据本发明的实施例，所述疫苗包含前面所述

的重组蛋白、前面所述的DC细胞或前面所述的靶向性免疫细胞群。如前所述，本发明实施例

所提出的重组蛋白、DC细胞以及靶向性免疫细胞群在患者体内可引起显著的特异性抗原免

疫反应。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的疫苗可有效刺激产生抗免疫检查点，

如PD－L1或PD‑L2抗体，调动病人体内已经存在的自发诱导产生的免疫细胞CTL，并且刺激

产生抗免疫检查点，如PD‑L1或PD‑L2CTL，进而有效地特异性杀伤肿瘤细胞或被病毒(HBV、

HCV、HIV、EBV)感染的细胞。
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[0104] 再一方面，本发明提出了一种抗体。根据本发明的实施例，所述抗体特异性识别前

面所述的重组蛋白，进而本发明实施例所提出的抗体可特异性识别肿瘤抗原。根据本发明

的实施例，发明发现，所述抗体可特异性识别抗原，与肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、

EBV)感染的细胞特异性结合，进而使得肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞

被吞噬细胞吞噬，实现对肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞的特异性清除。

同时，本发明提出了一种制备抗体的方法。根据本发明的实施例，所述方法包括：利用前面

所述的重组蛋白对动物进行免疫接种；采集经过免疫接种的动物的血清；以及从所述血清

中纯化出目的抗体。本发明实施例所提出的制备抗体的方法，操作简便，抗体可特异性识别

所述重组蛋白。

[0105] 根据本发明的实施例，本发明提出的治疗组合物可包括前面所述的重组蛋白、前

面所述的核酸、前面所述的构建体、前面所述的转基因细胞、前面所述的药物组合物、前面

所述的DC细胞、前面所述的靶向性免疫细胞群、前面所述的疫苗或者前面所述的抗体的任

意一种。根据本发明的实施例，本发明实施例所提出的治疗组合物可直接或间接引起特异

性抗原免疫反应，实现对肿瘤细胞或被病毒(HBV、HCV、HIV、EBV)感染的细胞的特异性杀伤

和清除。

[0106] 相应地，对患者给予治疗有效量的前面所述的重组蛋白、前面所述的药物组合物、

前面所述的DC细胞、前面所述的靶向性免疫细胞群、前面所述的疫苗或者前面所述的抗体

均可有效治疗或预防表达PD‑L1或PD‑L2的肿瘤。

[0107] 在本文中所使用的术语“给予”指将预定量的物质通过某种适合的方式引入病人。

本发明实施例中的重组蛋白、药物组合物、DC细胞、靶向性免疫细胞群、疫苗或抗体可以通

过任何常见的途径给药，只要它可以到达预期的组织。给药的各种方式是可以预期的，包括

腹膜，静脉，肌肉，皮下，皮层，口服，局部，鼻腔，肺部和直肠，但是本发明不限于这些已举例

的给药方式。然而，由于口服给药时，口服给药的组合物的活性成分应该被包被或被配制以

防止其在胃部被降解。优选地，本发明的组合物可以注射制剂被给药。此外，本发明的药物

组合物可以使用将活性成分传送到靶细胞的特定器械来给药。

[0108] 本发明实施例中的重组蛋白、药物组合物、DC细胞、靶向性免疫细胞群、疫苗或抗

体的给药频率和剂量可以通过多个相关因素被确定，该因素包括要被治疗的疾病类型，给

药途径，病人年龄，性别，体重和疾病的严重程度以及作为活性成分的药物类型。根据本发

明的一些实施例，日剂量可分为适宜形式的1剂、2剂或多剂，以在整个时间段内以1次、2次

或多次给药，只要达到治疗有效量即可。

[0109] 术语“治疗有效量”是指足以显著改善某些与疾病或病症相关的症状的量，也即为

给定病症和给药方案提供治疗效果的量。术语“治疗”用于指获得期望的药理学和/或生理

学效果。本文使用的“治疗”涵盖将发明实施例中的重组蛋白、药物组合物、DC细胞、靶向性

免疫细胞群、疫苗或抗体给予个体以治疗，包括但不限于将含本文所述的给予有需要的个

体。

[0110] 需要说明的是，根据本发明实施例的重组蛋白及其用途、药物组合物、DC细胞、靶

向性免疫细胞群、疫苗、抗体、治疗和诊断癌症的方法和系统是本申请的发明人经过艰苦的

创造性劳动和优化工作才发现和完成的。

[0111] 下面将结合实施例对本发明的方案进行解释。本领域技术人员将会理解，下面的
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实施例仅用于说明本发明，而不应视为限定本发明的范围。实施例中未注明具体技术或条

件的，按照本领域内的文献所描述的技术或条件(例如参考J.萨姆布鲁克等著，黄培堂等译

的《分子克隆实验指南》，第三版，科学出版社)或者按照产品说明书进行。所用试剂或仪器

未注明生产厂商者，均为可以通过市购获得的常规产品。

[0112] 实施例1

[0113] 在以下实施例中，所用的材料和方法如下所述：

[0114] 制备树突状(DC)细胞

[0115] 从鼠骨髓分离DC细胞的方法如下所述：从小鼠的四肢中冲出骨髓，并将骨髓过尼

龙网，并用氯化铵去除红细胞。然后用RPMI‑1640培养基充分润洗细胞，之后培养在2.5ml 

RPMI‑1640培养基中，培养基中含有10％FBS，20ng/ml重组小鼠GM‑CSF(rmGM‑CSF)和20ng/

ml重组小鼠IL‑4(rmIL‑4)(购自PeproTech，Inc.，Rocky  Hill，NJ)。在培养过程的第2天和

第4天，去除细胞上清并更换新鲜培养基，新鲜培养基中含有20ng/ml的rmGM‑CSF和20ng/ml

的rmIL‑4。细胞培养在37℃、5％CO2的培养箱中。在培养过程的第48小时，去除非粘连粒细

胞并更换新鲜培养基。细胞培养7天后，通过FACS分析，约80％以上的细胞表达DC细胞特有

标记物。

[0116] DC细胞免疫和肿瘤模型

[0117] 向骨髓来源的DC细胞(骨髓细胞培养5‑7天后获得)中加入重组蛋白，用来激活DC

细胞，8小时后用PBS润洗细胞3次，并继续培养136小时后，将DC细胞用作免疫模型。在一些

实验中，抗原激活的DC细胞用100ng/ml  LPS(Sigma，St.Louis，MO)刺激24小时后PBS润洗细

胞并将DC细胞通过小鼠的脚掌注入小鼠(C57BL/6，Jackson  Laboratory)体内。在肿瘤模型

中，啮齿类动物肺癌细胞CMT167(C57BL)(购自European  Collection  of  Authenticated 

Cell  Cultures(ECAC))通过皮下注射被到导入同系C57BL/6小鼠的右侧腹腔。肿瘤接种后，

小鼠被随机分组并且在不同天数，不同的组分别注射抗原激活的DC细胞或PBS。利用测径器

每周2或3次测量肿瘤体积。

[0118] 免疫杀伤细胞(CTL)分析

[0119] CD8+CTL反应是通过标准铬释放实验评估的。标准铬释放评估实验是通过测量体

外再激活脾细胞溶解靶细胞的能力实现的。取自免疫小鼠的脾细胞体外用包含多肽的RPMI

再刺激4～6天。靶细胞和对照组细胞用51Cr铬酸钠盐溶液标记90min。不同数目的效应细胞

与一定数目(1X104/孔)的靶细胞在37℃下在96‑孔板v‑底板(每孔加有200微升培养基)中

共培养3小时。从每3个孔中收集100微升上清。溶解率通过以下公式计算：(实验铬释放量‑

自发铬释放量)/(最大铬释放量–自发铬释放量)X100。其中，铬释放量是通过如下操作实现

的：共培养后，将孔板放到离心机上离心，通过γ计数器(购自Beckman  Coulter，Inc .，

Fullerton，CA)计算上清液中的辐射活性(铬释放量)。

[0120] 实施例2构建融合蛋白表达载体

[0121] 合成融合基因一：包含部分人PD‑L1序列或PD‑L2序列(Accession  number 

GenBank:AF177937.1)，完整的PADRE辅助T细胞抗原决定基序列和完整的GM‑CSF、IL‑12或

RANTES序列(Accession  number  GenBank:M11734.1)以及侧翼克隆位点序列(融合基因一

结构如图1所示)(由GENEWIZ，South  Plainfield，NJ，USA合成)。合成融合基因二：包含部分

人PD‑L1序列或PD‑L2序列(GenBank:AF177937.1)和完整的辅助T细胞PADRE抗原决定基序
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列。这些合成基因被NdeI和XhoI(购自Boehringer  Mannheim)限制性内切酶消化后克隆到

pET21a(+)表达载体上(购自Novagen)，通过酶切和测序鉴定，连接正确且无突变的目标重

组质粒。

[0122] 实施例3制备和纯化包含人PD‑L1的融合蛋白

[0123] 为了制备和纯化重组蛋白，目标重组质粒电转入Escherichia  coli  BL21(DE3)

(Novagen)感受态细胞，之后Escherichia  coli  BL21(DE3)接种在LB琼脂培养板(包含50微

克/ml的氨苄西林)上进行扩增培养。以下所描述的重组蛋白表达的方法是一系列在不同实

验条件下的实验中的一个。

[0124] 为了表达重组蛋白，包含氨苄西林的4YT培养基(包含32g  Bacto胰蛋白胨，20g酵

母提取物和5g  NaCl/L，pH  7.2)与一个克隆共同孵育，孵育条件是：在180rpm和37℃下震荡

培养24h。之后加入IPTG(购自Sigma)至终浓度为1mM，再继续培养4～5小时以便表达重组蛋

白。最后在4℃，15，900×g的条件下离心收集细胞。

[0125] 为了从包涵体中纯化重组蛋白，冰冻的细胞小块用裂解液(50mMTris，pH  8.0，1mM 

EDTA和1mM  PMSF)重悬，细胞小块与裂解液的质量体积比是1：10。包含重组蛋白的包涵体在

French压力(Constant  Systems  LTD)137.9MPa的条件下恢复活性。在离心之前，加入等体

积的裂解液液稀释以减少粘滞度，从而更有利于获得包涵体。裂解后的溶液在48，000×g的

条件下离心30min，以致使包涵体沉淀。弃上清，然后对沉淀清洗三次以去除宿主细胞中的

内毒素、蛋白和DNA。第一遍清洗所用溶液包含50mMTris，pH  8.0，5mM  EDTA和2％Triton×‑

100。第二遍清洗所用溶液包含50mMTris，pH  8.0，5mM  EDTA，1％脱氧胆酸钠。第三遍清洗所

用溶液包含50mMTris，pH  8.0，5mM  EDTA，and  1M  NaCl.清洗之后，沉淀用专门的裂解液在

室温下重悬(质量体积比为1：40)，搅拌30min并在离心条件下重沉淀。包涵体中重组蛋白的

溶解和变性需要利用一种溶解剂(8M尿素)。室温下，沉淀溶解后，蛋白的浓度为2mg/ml，并

继续搅拌30min。加入醋酸调pH到8.0。通过两步透析法(MWCO  6，000–8，000Da)在12–16小时

内浓缩190mL的溶解蛋白。第一步透析在50mMTrisHCl  pH  8.0的溶液中进行，第二步透析在

pH  4 .5的25mM醋酸钠溶液中进行。溶解的蛋白进一步通过Ni‑NTA  Fast  Start  Kit

(Qiagen)进行纯化。洗脱出的蛋白通过12％SDS‑PAGE凝胶电泳分析，并且蛋白浓度通过

Bradford  et  al.(Bio‑Rad  Laboratories)测定。纯度大于90％的重组蛋白保存到‑20oC，

以备后续研究。

[0126] 实施例4负载了包含人PD‑L1的融合蛋白的DC细胞在小鼠体内可有效诱导抗PD‑L1

抗体的产生和CTL反应

[0127] 在本实施例中，一系列的实验是为了验证负载了PD‑L1融合蛋白的DC细胞是否能

够在小鼠中诱导抗PD‑L1抗体的产生和CTL反应。负载了PD‑L1融合蛋白的DC细胞在小鼠体

内能够引起PD‑L1‑特异性反应的能力是通过利用DC细胞免疫小鼠验证的。

[0128] 将雌性B6小鼠(the  Jackson  Laboratory，Bar  Harbor，ME，USA)(n＝4)用骨髓来

源的DC细胞进行免疫，此DC细胞分别负载了重组蛋白(PD‑L1Δ‑PADRETh‑GM‑CSF)(iPD‑L1‑

Vax)，蛋白(PD‑L1Δ)，免疫刺激因子(重组GM‑CSF，Genzyme，Tarzana，CA)或PBS。每只小鼠

接种1×106个DC细胞，通过每周间隔两次的脚板注射50μg/ml的细胞溶液实现。两周后，每

组鼠取脾和血清。每组鼠血清中的PD‑L1‑特异性IgG的水平通过ELISA测定，ELISA板每3个

孔中铺有重组PD‑L1蛋白(Abcam，Cambridge，MA，USA)，ELISA数值是通过血清(1：100倍稀
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释)的OD450nm值的平均值±SD获得的。

[0129] 结果如图2所示，图2显示了负载了iPD‑L1‑Vax  DC细胞能够诱导显著的抗‑PD‑L1

抗体反应，然而负载了PD‑L1Δ蛋白DC细胞只能诱导微弱的抗‑PD‑L1抗体反应。

[0130] 为了评估CTL反应，从接种免疫小鼠的肿瘤细胞悬液中分离脾细胞。分离出的T细

胞利用PD‑L1重组蛋白激活的DC细胞(10微克/ml)再刺激，进而进行体外51Cr释放试验，

51Cr释放试验按照指定的T/E(靶细胞：效应细胞)比进行。靶细胞是PD‑L1+鼠肺癌细胞系

CMT167(C57BL)(购自European  Collection  of  Authenticated  Cell  Cultures(ECACC))。

[0131] 结果如图3所示，图3显示了负载了iPD‑L1‑Vax  DC细胞能够诱导显著的抗‑PD‑

L1CTL反应，然而负载了PD‑L1Δ蛋白的DC细胞仅诱导微弱的抗‑PD‑L1CTL反应。

[0132] 实施例5在同系小鼠中，负载了包含人PD‑L1的融合蛋白的DC免疫接种控制PD‑L1+

肺癌的生长

[0133] 为了评估验证负载了PD‑L1融合蛋白的DC细胞诱导抗肿瘤免疫反应，C57BL/6小鼠

(n＝6只/组)皮下接种CMT167肿瘤细胞(1x105)，3d后，免疫接种1.5x106骨髓来源的DC细

胞，DC细胞分别负载了重组蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF)(iPD‑L1‑Vax)，蛋白PD‑L1Δ，

免疫刺激因子(GMCSF)，或PBS，并且DC细胞预先体外利用LPS一周间隔两次刺激成熟。免疫

接种后，每隔3～4天测量肿瘤生长。

[0134] 结果如图4所示，图4显示了利用负载了iPD‑L1‑Vax  DC免疫接种小鼠后，能够显著

抑制PD‑L1+肺癌的生长，然而利用负载了蛋白PD‑L1Δ或PBS的DC免疫接种小鼠，却不能抑

制PD‑L1+肺癌的生长。

[0135] 实施例6

[0136] 在本实施例中，发明人考察了负载了重组蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1

Δ‑PADRE  Th‑RANTES或PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF或PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1Δ‑

PADRE  Th‑RANTES或PD‑L1/L2Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF或PD‑L1/L2Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑

L1/L2Δ‑PADRE  Th‑RANTES)的DC细胞在小鼠体内诱导抗PD‑L1或抗PD‑L2抗体的产生和CTL

反应的情况以及免疫接种控制PD‑L1+或PD‑L2+肺癌的生长的情况，实验方法如实施例4和

实施例5所描述的，结果显示，负载了重组蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1Δ‑PADRE 

Th‑RANTES或PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF或PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑

RANTES或PD‑L1/L2Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF或PD‑L1/L2Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1/L2Δ‑

PADRE  Th‑RANTES)DC细胞能够诱导显著的抗PD‑L1或抗PD‑L2抗体反应和诱导显著的抗PD‑

L1或抗PD‑L2CTL反应，利用负载了重组蛋白(PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1Δ‑PADRE 

Th‑RANTES或PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF或PD‑L2Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1Δ‑PADRE  Th‑

RANTES或PD‑L1/L2Δ‑PADRE  Th‑GM‑CSF或PD‑L1/L2Δ‑PADRE  Th‑IL‑12或PD‑L1/L2Δ‑

PADRE  Th‑RANTES)DC细胞免疫接种小鼠后，能够显著抑制PD‑L1+或PD‑L2+肺癌的生长。

[0137] 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
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合和组合。

[0138] 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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