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(57)摘要

本发明涉及一种用于增加由转基因编码的

蛋白质或多肽的水平和/或活性的编码人白蛋白

的核酸分子，及其在含有肝脏特异性调节元件和

密码子优化的因子IX、因子VIII、因子VII或因子

VIIa转基因的核酸表达盒和载体中的用途，以及

采用这些表达盒和载体的方法及其用途，所述核

酸分子包含由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所

述序列具有至少80％序列同一性的序列。本发明

特别适用于使用肝脏定向基因疗法的应用，尤其

适用于治疗血友病A、血友病B或因子VII缺陷。
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1.一种编码人白蛋白的密码子优化的核酸分子，其包含由SEQ  ID  NO:14定义的序列或

与所述序列具有至少80％序列同一性的序列，优选由SEQ  ID  NO:14定义的序列。

2.根据权利要求1所述的核酸分子，其包含与SEQ  ID  NO:14定义的所述序列或与SEQ 

ID  NO:14定义的所述序列具有至少80％序列同一性的所述序列融合的转基因，优选地，其

中所述转基因是密码子优化的转基因，任选地，其中所述转基因位于SEQ  ID  NO:14所定义

的所述序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的所述序列的5’末端。

3.根据权利要求2所述的核酸分子，其中所述转基因通过编码一个或多个多肽或肽接

头的序列与由SEQ  ID  NO:14定义的所述序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的所

述序列分隔开，所述编码一个或多个多肽或肽接头的序列优选编码由SEQ  ID  NO:18定义的

肽接头。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的核酸分子，其用于增加由转基因编码的蛋白质或

多肽的表达和/或循环水平和/或活性。

5.一种核酸表达盒，其包含根据权利要求1至3中任一项所述的核酸分子，所述核酸分

子可操作地连接至启动子。

6.根据权利要求5所述的核酸表达盒，其包含

‑至少一种组织特异性核酸调节元件，其可操作地连接至所述启动子和如权利要求1至

3中任一项所定义的核酸分子；

‑小鼠微小病毒(MVM)内含子，优选由SEQ  ID  NO:20定义的MVM内含子；和/或

‑转录终止信号，优选多腺苷酸化信号，更优选由SEQ  ID  NO:21定义的合成的多腺苷酸

化信号或SEQ  ID  NO:23定义的猿猴病毒40(SV40)多腺苷酸化信号。

7.根据权利要求5或6中任一项所述的核酸表达盒，其中所述转基因编码分泌型治疗蛋

白或分泌型免疫蛋白，优选地，所述转基因编码选自下列的分泌型治疗蛋白：因子IX、因子

VII、因子VIIa、因子VIII、肝细胞生长因子(HGF)、组织因子(TF)、组织因子途径抑制剂

(TFPI)、ADAMTS13、血管内皮生长因子(VEGF)、胎盘生长因子(PLGF)、成纤维细胞生长因子

(FGF)、可溶性fms样酪氨酸激酶1(sFLT1)、α1‑抗胰蛋白酶(AAT)、胰岛素、胰岛素原、因子X、

血管性血友病因子、C1酯酶抑制剂(C1‑INH)、溶酶体酶、溶酶体酶艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶

(I2S)、促红细胞生成素(EPO)、干扰素‑α、干扰素‑β、干扰素‑γ、白介素1(IL‑1)、白介素2

(IL‑2)、白介素3(IL‑3)、白介素4(IL‑4)、白介素5(IL‑5)、白介素6(IL‑6)、白介素7(IL‑7)、

白介素8(IL‑8)、白介素9(IL‑9)、白介素10(IL‑10)、白介素11(IL‑11)、白介素12(IL‑12)、

趋化因子(C‑X‑C基序)配体5(CXCL5)、粒细胞集落刺激因子(G‑CSF)、粒细胞‑巨噬细胞集落

刺激因子(GM‑CSF)、巨噬细胞集落刺激因子(M‑CSF)、干细胞因子(SCF)、角质细胞生长因子

(KGF)、单核细胞趋化蛋白‑1(MCP‑1)、肿瘤坏死因子(TNF)、afamin(AFM)、α1‑抗胰蛋白酶、

α‑半乳糖苷酶A、α‑L‑艾杜糖醛酸酶、脂蛋白脂肪酶、载脂蛋白(apoliprotein)、低密度脂蛋

白受体(LDL‑R)、白蛋白、耐二肽基肽酶4(DPP‑4)的胰高血糖素样肽1(GLP‑1)、GLP‑2、胰高

血糖素、生长激素(GH)、干扰素(例如，IFNalpha‑2b)、β‑利尿钠肽、IL‑1Ra、exendin‑4、胃泌

酸调节素、卵泡抑素、抗体和纳米抗体；优选地，其中所述转基因编码用于治疗和/或预防肝

脏相关疾病的治疗性蛋白，所述肝脏相关疾病优选血友病A、血友病B或因子VII缺陷。

8.根据权利要求7所述的核酸表达盒，其中所述转基因编码

‑凝血因子IX(FIX)，优选地，其中所述凝血因子FIX包含超激活突变，更优选地，其中所
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述超激活突变对应于R338L氨基酸取代，更优选地，其中所述转基因编码具有SEQ  ID  NO:11

所定义的核酸序列的凝血因子IX；

‑凝血因子VIII(FVIII)，优选地，其中所述转基因是密码子优化的凝血因子FVIII，或

其中所述凝血因子VIII具有B结构域的缺失，优选地，其中所述FVIII的所述B结构域被SEQ 

ID  NO:15定义的接头替换，更优选地，其中所述转基因编码具有SEQ  ID  NO:16所定义的核

酸序列的凝血因子VIII；或

‑凝血因子VII(FVII)或因子FVIIa(FVIIa)的轻链和重链，任选地，其中所述FVII或

FVIIa的轻链通过一个或多个可切割的多肽或肽接头与所述FVII或FVIIa的重链偶联，优选

地，其中所述转基因编码SEQ  ID  NO:34所定义的氨基酸序列。

9.根据权利要求7或8中任一项所述的核酸表达盒，其中所述至少一种组织特异性核酸

调节元件是至少一种肝脏特异性核酸调节元件。

10.根据权利要求9所述的核酸表达盒，其中所述至少一种肝脏特异性核酸调节元件由

SEQ  ID  NO:25定义的Serpin增强子或与所述序列具有至少95％同一性的序列组成，优选由

三重重复、优选串联排列的SEQ  ID  NO:25定义的Serpin增强子或与所述序列具有至少95％

同一性的序列组成。

11.根据权利要求7至10中任一项所述的核酸表达盒，其中所述启动子是肝脏特异性启

动子，优选地，肝脏特异性启动子选自包含以下的群组:甲状腺素运载蛋白(TTR)启动子、最

小TTR启动子(TTRm)、AAT启动子、白蛋白(ALB)启动子或最小启动子、载脂蛋白A1(APOA1)启

动子或最小启动子、补体因子B(CFB)启动子、己酮糖激酶(KHK)启动子、血色素结合蛋白

(HPX)启动子或最小启动子、烟酰胺N甲基转移酶(NNMT)启动子或最小启动子、(肝)羧酸酯

酶1(CES1)启动子或最小启动子、蛋白C(PROC)启动子或最小启动子、载脂蛋白C3(APOC3)启

动子或最小启动子、甘露聚糖结合凝集素丝氨酸蛋白酶2(MASP2)启动子或最小启动子、铁

调素抗菌肽(HAMP)启动子或最小启动子，或丝氨酸蛋白酶抑制剂C类(抗凝血酶)成员1

(SERPINC1)启动子或最小启动子，优选TTRm。

12.一种载体，其包含根据权利要求5至11中任一项所述的核酸表达盒，优选地，其中所

述载体是病毒载体，更优选地，其中所述载体源自腺相关病毒(AAV)，优选地，其中所述载体

是单链AAV。

13.根据权利要求12所述的载体，其具有SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6或

SEQ  ID  NO:8，优选SEQ  ID  NO:8。

14.一种药物组合物，其包含根据权利要求12或13所述的载体和药学上可接受的载体。

15.根据权利要求12或13所述的载体或根据权利要求14所述的药物组合物，其用于医

学，优选基因疗法，更优选肝脏定向基因疗法。

16.根据权利要求12或13所述的载体或根据权利要求14所述的药物组合物，其用于治

疗肝脏相关病症，若所述转基因是FIX、FVIII、FVII或FVIIa，则所述肝脏相关病症优选血友

病。

17.一种用于在肝细胞中表达转基因产物的体外或离体方法，其包括：

‑将根据权利要求5至11中任一项所述的核酸表达盒或根据权利要求12或13所述的载

体引入到所述肝细胞中；

‑在所述肝细胞中表达所述转基因产物。
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改善基因疗法的新工具及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及能够增强(转)基因的组织特异性表达和/或活性的新工具、采用这些

工具的方法及其用途。本发明还包括表达系统和包含这些表达系统的药物组合物。本发明

特别适用于使用基因疗法、更具体而言组织定向基因疗法的应用，以及适用于疫苗接种目

的。

背景技术

[0002] 血友病B是由凝血因子IX(FIX)缺乏引起的X连锁隐性出血性疾病。血友病A是一种

严重的出血性疾病，是缺乏或完全不存在由肝脏产生的凝血因子VIII(FVIII)所引起。血友

病A和B的临床表现以自发性和长期出血发作为特征。据估计，5,000人中有1人患有血友病

A，20,000人中有1人患有血友病B。目前，血友病A和B通过使用血浆衍生的或重组的FVIII或

FIX的蛋白质替代疗法进行治疗。尽管蛋白质替代大幅提高了血友病患者的预期寿命，他们

仍然面临严重出血发作和慢性关节损伤的风险，因为预防性治疗受到半衰期短、有效性有

限和高成本的纯化凝血因子限制，纯化凝血因子的成本接近100,000美元/患者/年。此外，

使用从污染的血源获得的血浆衍生因子会增加病毒传播的风险。基因疗法提供了治疗血友

病B的新方法的希望，因为治疗窗口相对较宽，略高于正常生理水平1％的水平就能产生疗

效。如果成功，基因疗法可以在肝脏中提供恒定的FVIII或FIX合成，从而可导致治愈这种疾

病。血友病基因疗法的不同模式已进行了广泛的论述，例如在Chuah等人，2012a，2012b，

2012c；VandenDriessche等人，2012；High2001，2011；和Matrai等人，2010a，2010b中。

[0003] 国际血栓形成和止血学会科学和标准化委员会(the  Scientif ic  a nd 

Standardization  Committee  of  the  International  Society  on  Thrombosis  and 

Haemostasis)因子VIII和因子IX小组委员会(the  subcommittee  on  Factor  VIII  and 

Factor  IX)分别根据FVIII水平和FIX水平将血友病A和血友病B的严重程度分为三级：1)重

度(FVIII或FIX水平低于0.01国际单位(IU)/ml，即低于正常FVIII或FIX水平的1％)；2)中

度(FVIII或FIX水平为0.01到0.05IU/ml，即为正常FVIII或FIX水平的1至5％)；以及3)轻度

(FVIII或FIX水平高于0.05至0.4IU/ml，即高于正常FVIII或FIX水平的5至40％)。血友病A

是最常见的遗传性凝血疾病，其发病率接近1/5000名男性。

[0004] 使用纯化或重组的FVIII和FIX的蛋白替代疗法(PST)显著改善了患者的生活质

量。然而，PST不能治愈，患者仍有可能发生危及生命的出血和严重的关节炎症。不幸的是，

许多患有血友病A(高达40％)的患者在进行PST后产生了FVIII的中和抗体(即“抑制剂”)。

同样，估计10％血友病B的患者会产生FIX的“抑制剂”。这些抑制剂使出血发作的管理复杂

化，并可能使PST进一步失效。这些血友病患者可以用因子VIIa治疗，因子VIIa即使面对

FVIII或FIX的中和抗体也能进行止血矫正。PST的这些局限性证明了基因疗法发展为血友

病治疗的潜在替代疗法的合理性。此外，仅需要适度增加FIX或FVIII血浆浓度就能产生治

疗益处，超过正常水平的1％的水平就能够显著降低自发性出血和长期关节病的发生率。

[0005] 肝脏是FIX和FVIII合成的主要生理部位，因此，肝细胞是非常适合血友病基因治
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疗的靶细胞。FIX或FVIII蛋白很容易从这个位置进入血液循环。此外，肝脏壁龛(niche)可

有利于诱导对转基因产物的免疫耐受(Annoni等人，2007；Follenzi等人，2004；Brown等人，

2007；Herzog等人，1999；Matrai等人，2011；Matsui等人，2009)。血友病肝脏定向基因疗法

可以用不同的病毒载体完成，包括逆转录病毒载体(Axelrod等人，1990；Kay等人，1992；

VandenDriessche等人，1999；Xu等人，2003，2005)、慢病毒载体(Ward等人，2011；Brown等

人，2007；matrai等人，2011)、腺相关病毒载体(AAV)(Herzog等人，1999)和腺病毒载体

(Brown等人，2004；Ehrhardt&Kay，2002)。AAV是一种具有单链DNA基因组的天然存在的复制

缺陷型非致病性病毒。AAV载体具有良好的安全性，并且能够实现持续的转基因表达。长期

表达主要由游离留存的AAV基因组介导。超过90％的稳定转导的载体基因组存在于染色体

外，主要组织成高分子量串联体(concatamer)。因此，插入性肿瘤形成的风险很小，尤其是

在血友病基因疗法的背景下，预计不会发生转导细胞的选择性扩增。AAV载体的主要局限在

于载体颗粒有限的包装能力(即约5.0kb，包括AAV反向末端重复序列)，从而限制了转基因

表达盒的大小以获得功能性载体(Jiang等人，2006)。已从人和非人灵长类动物中分离出几

种免疫学上不同的AAV血清型(Gao等人，2002；Gao等人2004)，尽管大多数血友病基因治疗

的载体最初来自最普遍的AAV2血清型。基于AAV的基因疗法在治疗先天性失明上取得的首

次临床成功突出地显示了这种基因转移技术的潜力(Bainbridge等人，2008)。

[0006] 在患有血友病的鼠和犬模型或非人类灵长类动物中用AAV载体进行的临床前研究

表明，持续的治疗性表达导致血友病模型中出血表型的部分或完全的矫正(Snyder等人，

1997，1999；Wang等人，1999，2000；Mount等人，2002；Nathwani等人，2002)。特别地，肝脏转

导方便地诱导对FIX的免疫耐受，其需要调节性T细胞(Treg)的诱导(Mingozzi等人，2003；

Dobrzynski等人，2006)。在用肝脏导向的AAV2‑FIX基因疗法治疗的倾向于产生抑制剂的无

效突变血友病B犬中实现了没有抑制剂产生的血友病表型的长期矫正(Mount等人，2002)。

为了进一步减少载体剂量，已经开发了更有效的FIX表达盒。这可以通过使用更强的启动

子/增强子元件、密码子优化的FIX或自互补双链AAV载体(scAAV)来实现，这些载体克服了

AAV转导中的限制步骤之一(即单链向双链AAV转化)(McCarty，2001，2003；Nathwani等人，

2002，2006，2011；Wu等人，2008)。可以使用替代的AAV血清型(例如AAV8或AAV5)，从而增加

向肝细胞的转导，改善核内载体的导入，并可降低T细胞活化的风险(Gao等人，2002；

Vandenberghe等人，2006)，尽管不确定这是否一定也会适用于人类受试者，因为表位在不

同的AAV血清型之间是保守的(Mingozzi等人，2007)。与使用慢病毒载体相比，至少在小鼠

中使用AAV8或AAV9对血友病B的肝脏定向基因疗法更有效，并且导致更少的炎症

(VandenDriessche等人，2007，2002)。此外，研究表明表面暴露的酪氨酸残基的突变允许载

体颗粒避开磷酸化和随后的泛素化，并因此防止蛋白酶体介导的降解，从而导致FIX在小鼠

中的肝脏表达增加10倍(Zhong等人，2008)。

[0007] 这些肝脏定向的临床前研究为将AAV载体用于临床基因治疗患有重度血友病B患

者铺平了道路。在通过肝动脉插管接受AAV‑FIX的受试者中，AAV‑FIX载体的肝递送产生瞬

时的治疗性FIX水平(最大为正常水平的12％)(Kay等人，2000)。最近，血友病的基因疗法已

经向前迈出了重要的一步(Nathwani等人，2012；Nathwani等人，2014；VandenDriessche&

Chuah的评论，2012)。患有重度血友病B(<1％FIX)的受试者静脉注射自互补(sc)AAV8载体，

所述载体由肝脏特异性启动子表达密码子优化的FIX。FIX表达水平在大约3年的时间内在
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正常水平的1％至6％之间变化，具有载体剂量依赖性效应。值得注意的是，高剂量队列中的

所有6名患者的FIX表达水平都达到正常FIX的5％。FIX表达水平与FIX使用量和每年出血发

作次数的减少相一致，在最高剂量队列中观察到最高的相对减少(即94％)。尽管如此，受试

者仍有出血的风险，包括创伤引起的出血，因此需要保证间歇性FIX覆盖，在循环FIX水平较

低的受试者中尤其如此。特别令人鼓舞的是，基因疗法总体具有良好的耐受性。与先前的肝

脏定向AAV试验的主要区别在于，基因治疗后首次可以达到持续有疗效的FIX水平。然而，最

常研究的相关不良事件是循环肝酶(即丙氨酸转氨酶，ALT)水平的无症状升高，在高剂量队

列的6名患者中，有4名在载体输注后约7至10周出现该症状。这使人联想到在超过10年的血

友病的初始基因治疗临床试验中使用基于AAV2的载体也观察到过的情况(Manno等人，

2006)。为试图限制这种载体特异性免疫应答，使用短疗程糖皮质激素进行瞬时免疫抑制。

在最近的一项临床试验中使用了相同的载体设计(ClinicalTrials .gov编号：#

NCT02396342)，但是在这种情况下使用另一种衣壳血清型(即AAV5)来包装治疗性FIX基因

盒(Miesbach等人，2018)。这是基于以下理由，即AAV5表现出更有利的免疫谱，即与AAV2或

AAV8相比更少出现中和抗体(Nab)，而且至少在非人灵长类动物中能够转导肝细胞到与

AAV8相似的程度。然而，使用标准化验证分析需要比较性研究，以更好地明白不同AAV血清

型的总的血清阳性率，因为地区和特定人群会影响读出。先前的一项基于AAV5的临床试验

表明，AAV5似乎没有引发针对衣壳的细胞免疫应答(D'Avola等人，2015)。尽管如此，基于所

涉及的患者数量相对有限，得出使用AAV5的可能的免疫后果优于AAV8的任何明确的结论似

乎还为时过早。

[0008] 这项开放标签临床研究包括10名患有重度血友病B的成年人，且其中没有人具有

预先存在的抗AAV5的中和抗体。研究参与者被纳入低(5x1012vg/kg)和高(2x1013vg/kg)载

体剂量队列。在低剂量队列的患者中平均FIX表达水平对应于4.4％，在高剂量队列中平均

FIX表达水平增加到6.9％。这与FIX使用量和年度自发性出血率的降低是一致的，尽管创伤

引起的出血的风险与基因疗法干预之前一样保持很高。有意思的是，在基因疗法前接受预

防性治疗的9名患者中有8名不再需要预防性治疗。在低剂量和高剂量队列中，FIX表达分别

持续一年和约6个月。在3名试验参与者中检测到无症状和短暂的肝转氨酶升高，但这似乎

与任何AAV衣壳特异性T细胞应答或FIX活性降低无关。研究表明，在基于AAV的基因疗法中，

将血清型从AAV5改变为AAV8并不能预防这种不良事件。因此，患者接受了糖皮质激素的短

暂免疫抑制治疗，以阻止这些不必要的免疫应答和转氨酶升高。

[0009] 在产生用于通过基因疗法治疗血友病A的有效病毒基因递送系统中的一个显著限

制是FVIII  cDNA的较大尺寸。先前针对血友病A的基于病毒载体的基因疗法研究通常依赖

于使用小但弱的启动子，需要过高的载体剂量，这些剂量与临床不相关或严重累及载体滴

度。探索了其它几种临时策略，例如使用分裂(split)载体或双载体设计来克服AAV的包装

限制，但是这些方法总体上相对低效，并且引起了额外的免疫原性问题(在Petrus等人，

2010中进行了论述)。已发现FVIII  B结构域对于促凝活性是可有可无的。因此，缺失了B结

构域的FVIII构建体可用于基因转移目的，因为它们的较小尺寸更容易掺入载体中。此外，

已显示B结构域的缺失导致mRNA和主要翻译产物增加17倍。其中B结构域缺失并用14个氨基

酸的短接头替换的FVIII目前以重组产品的形式生产，并以 销售以供临床使用

(惠氏制药公司)(Sandberg等人，2001)。Miao等人(2004)将短B结构域序列添加回B结构域

说　明　书 3/45 页

6

CN 113164560 A

6



缺失的FVIII，最佳为226个氨基酸并保留6个位点用于N‑连接的糖基化，以改善分泌。

McIntosh等人(2013)用17个氨基酸的肽代替Miao等人的226个氨基酸间隔区，在17个氨基

酸的肽中将来自B结构域的六个糖基化三重体并置。然而，生产仍不足以用于治疗目的。人

类因子VIII  cDNA的密码子优化也导致高水平表达。在用由密码子优化的cDNA序列表达

FVIII的慢病毒载体转导的新生患血友病A小鼠的血浆中检测到活性FVIII蛋白具有显著更

高的水平(最多增加44倍，超过200％的正常人的水平)，从而成功地矫正了疾病模型(Ward

等人，2011)。

[0010] 用于FIX的肝脏特异性表达的示例性现有载体在WO  2009/130208中进行了描述，

并且由包含驱动因子cDNA的TTR/Serp调节序列的单链AAV载体组成。载体中包含FIX第一内

含子以及多腺苷酸化信号。使用所述改进的载体产生约25‑30％稳定的循环因子IX。

[0011] 为了将基于病毒载体的血友病基因疗法转化到临床上，必须解决与向肝脏施用大

的载体剂量相关的安全性问题以及制造大量临床级载体的需求。提高基因转移载体的效能

(效力/剂量)对于实现这些目标至关重要。它将允许使用较低的剂量来获得疗效，从而减少

与体内给药相关的潜在毒性和免疫激活，并缓解制造需求。

[0012] 提高效力的一种方法是设计转基因序列本身，以使每个载体拷贝的表达和生物学

活性最大化。本发明人先前已经证实，优化密码子使用并携带与凝血过度活跃和易栓症相

关的R338L氨基酸取代的FIX转基因(Simioni等人，2009)使得在血友病B小鼠中使用慢病毒

载体或AAV载体的基因治疗的效力提高到15倍，没有检测到不良反应，从而显著降低了达到

治疗效果所需的剂量要求，并因此促进未来的规模扩大及其临床转化(Cantore等人，2012；

Nair等人，2014)。

[0013] 已基于FIX‑R338L  Padua变体进行了两项独立的近期基因治疗临床试验，结果令

人鼓舞。此外，其它几项试验正在准备之中，这些试验已从战略上将其重点从使用野生型

FIX转移到高活性FIX‑R338L变体，这实际上表明FIX‑R338L变体现在正成为血友病B基因疗

法的金标准。在第一次FIX‑R338L  Padua试验中(Baxalta，现在部分属于Shire；

NCT01687608；同样参见Monahan等人(2015)和Horling等人(2017))，重度血友病B患者通过

单次静脉注射自互补(sc)AAV8载体进行治疗，所述载体表达密码子优化的FIX‑R338L 

Padua变体(称为BAX335)。在这次试验中，采用了3个剂量队列，共治疗7名患者。其中两名患

者的瞬时FIX活性水平超过50％，最终降至基础水平。来自中等剂量队列(1012vg/kg)的一名

患者显示FIX水平超过一年保持在20％活性范围内。然而，在本试验纳入的大多数患者中，

FIX表达要么无法检测到，要么无法持续。根本原因分析表明，FIX表达降低的潜在原因可能

是由于过高的免疫原性所致。实际上，BAX335在FIX编码序列中含有大量CpG二核苷酸基序，

其可能有助于通过以Toll样受体9(TLR9)依赖性方式刺激先天免疫系统来增加免疫原性

(Faust等人，2013)。

[0014] 与BAX335试验的结果相比，第二次FIX‑R338L  Padua试验(Spark  Therapeutics/

Pfizer；NCT02484092)在患者中产生了更一致的响应。设计了单链AAV载体(称为SPK‑

9001)，其从肝细胞特异性启动子表达密码子优化的FIX‑F338L  Padua变体，所述肝细胞特

异性启动子由载脂蛋白E基因肝控制区(APOE)和肝脏特异性人α1‑抗胰蛋白酶(hAAT)启动

子组成(George等人，2017)。基于其有利的血清阳性谱，使用另一突变的AAV衣壳(称为AAV‑

Spark100)包装AAV载体。给10名重度血友病B患者静脉注射了相对低剂量的载体(5x1011vg/
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kg)。在载体施用后14周，10名参与者达到了约33.7±18.5％的稳态FIX活性水平，这与每年

的年出血率(从11.1到0.4次出血事件/年)和年输注次数(从67.5到1.2)均下降是一致的。

单次静脉注射基因治疗载体后，FIX活性持续了1年。这促使通过蛋白替代疗法中止预防治

疗。与所有其它血友病B基因疗法试验一样，这里也有两名试验参与者显示肝转氨酶的短暂

升高，这与AAV衣壳特异性T细胞免疫应答相吻合，需要逐渐减少口服皮质类固醇的剂量的

治疗。在通过瞬时免疫抑制治疗的一个试验参与者中，FIX表达稳定在正常FIX活性的70‑

90％范围内。然而，在第二名患者中，免疫抑制不足以防止FIX水平的显著降低。这表明，在

转氨酶升高开始之前，尽早使用口服皮质类固醇作为预防性治疗可能是必要且明智的。

[0015] 基于血友病小鼠和非人灵长类动物的令人鼓舞的结果(Bunting等人，2018)，给9

名重度血友病A患者静脉注射编码密码子优化的B结构域缺失的人因子VIII的AAV5载体

(AAV5‑hFVIII‑SQ)(Rangarajan等人，2017)。在低剂量(1例患者；6x1012vg/kg)和中剂量(1

例患者；2x1013vg/kg)下，未检测到循环FVIII水平。然而，用最高载体剂量6x1013vg/kg治疗

的7名患者中有6名显示FVIII活性水平显著增加，在20周后达到正常FVIII活性水平的50％

以上。该试验中使用的载体剂量似乎大大高于任何基于AAV的血友病B试验中使用的剂量。

然而，在没有任何标准的情况下，有必要谨慎比较载体剂量和试验结果。最重要的是，载体

注射一年后，接受最高剂量的试验参与者的平均FVIII活性水平达到了93±48％。然而，在

四名患者中，达到了正常FVIII活性水平的150％以上，峰值为正常水平的201％至349％。这

引起了一些关于可能增加血栓风险的担忧，但这些超生理水平没有持续，并且在78周时

FVIII水平进一步下降并落在生理范围内。先前接受FVIII预防治疗的6例接受最高剂量的

患者显示，基因治疗后的年出血率从每年发生16次降至1次。同样，基因治疗后，年度FVIII

输注率中位数从每年输注138次降至2次。与B型血友病试验一样，高剂量队列中的一些患者

显示转氨酶水平显著升高，需要逐渐减少糖皮质激素治疗的剂量。这表明基于AAV5的基因

疗法导致肝脏炎症，尽管没有证据表明是T细胞介导的对AAV5衣壳的免疫应答。这使人联想

到上述基于AAV5的血友病B试验中获得的结果(Miesbach等人，2018)。

[0016] 在WO2014/064277中描述了将强固型Serpin增强子与编码FIX或FVIII的密码子优

化的转基因组合的表达载体，分别导致FIX和FVIII的肝脏特异性表达的增加。

[0017] 然而，在最大化基因表达方面，可以达到诸如启动子工程和转基因密码子优化之

类的策略所能达到的极限。最近在蛋白质工程方面的成功证明，将FIX蛋白与白蛋白或免疫

球蛋白Fc结构域融合可以显著延长FIX蛋白的半衰期(Peters等人，2010；Powell等人，

2013；Metzner等人，2009；Santagostino等人，2016)。因此，与使用标准重组FIX蛋白进行常

规蛋白替代疗法以维持足够的止血作用相比，血友病B患者需要输注这些长效因子的频率

要低得多。

[0018] 本发明的目的是进一步提高针对血友病A和B的肝脏定向基因疗法的功效和安全

性。

发明内容

[0019] 虽然先前显示将FIX蛋白与白蛋白融合显著延长了FIX蛋白的半衰期(Metzner等

人，2009；Santagostino等人，2016)，但这些研究涉及生产重组FIX‑Alb融合蛋白和将所述

重组FIX‑Alb融合蛋白(而不是载体)施用给受试者。本发明人发现，当施用表达现有技术的
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编码FIX和人白蛋白融合蛋白的非密码子优化的融合基因的病毒载体时，与单独表达FIX转

基因的病毒载体相比，融合蛋白的循环水平和/或活性没有显著差异，并且没有检测到表达

水平的显著增加。这表明将病毒载体用于基因治疗目的不能重复使用具有人白蛋白的重组

融合基因所报道的成功。然而，当施用表达包含根据SEQ  ID  NO:14的密码子优化的人白蛋

白和FIX转基因的融合基因的载体时，观察到融合基因的基因表达以及FIX蛋白的循环水平

和活性显著增加，所述融合基因编码FIX‑人白蛋白融合蛋白。

[0020] 因此，本发明提供了以下方面:

[0021] 方面1.一种编码人白蛋白的密码子优化的核酸分子，其包含由SEQ  ID  NO:14定义

的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列，优选由SEQ  ID  NO:14定义的序列。

[0022] 方面2.根据方面1所述的核酸分子，其包含与SEQ  ID  NO:14定义的所述序列或与

所述序列具有至少80％序列同一性的所述序列融合的转基因，优选地，其中所述转基因是

密码子优化的转基因。

[0023] 方面3.根据方面1或2所述的核酸分子，其中所述转基因位于SEQ  ID  NO:14所定义

的所述序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的所述序列的5’末端。

[0024] 方面4.根据方面1至3种任一项所述的核酸分子，其中所述转基因通过编码一个或

多个多肽或肽接头的序列与由SEQ  ID  NO:14定义的所述序列或与所述序列具有至少80％

序列同一性的所述序列分隔开，所述编码一个或多个多肽或肽接头的序列优选编码由SEQ 

ID  NO:18定义的肽接头。

[0025] 方面5.根据权利要求1至4中任一项所述的核酸分子，其用于增加由转基因编码的

蛋白质或多肽的表达和/或循环水平和/或活性。

[0026] 方面6.一种核酸表达盒，其包含根据方面1至4中任一项的核酸分子，所述核酸分

子可操作地连接至启动子。

[0027] 方面7.根据方面6所述的核酸表达盒，其包含至少一种组织特异性核酸调节元件，

所述调节元件可操作地连接至所述启动子和如方面1至5中任一项所定义的核酸分子。

[0028] 方面8.根据方面6或7所述的核酸表达盒，其包含小鼠微小病毒(MVM)内含子，优选

由SEQ  ID  NO:20定义的MVM内含子。

[0029] 方面9.根据方面6至8中任一项所述的核酸表达盒，其包含转录终止信号，优选多

腺苷酸化信号，更优选由SEQ  ID  NO:21定义的合成的多腺苷酸化信号或SEQ  ID  NO:23定义

的猿猴病毒40(SV40)多腺苷酸化信号。

[0030] 方面10.根据方面6至9中任一项所述的核酸表达盒，其中所述转基因编码分泌型

治疗蛋白或分泌型免疫蛋白，优选地，所述转基因编码选自下列的分泌型治疗蛋白：因子

IX、因子VIIa、因子VIII、肝细胞生长因子(HGF)、组织因子(TF)、组织因子途径抑制剂

(TFPI)、ADAMTS13、血管内皮生长因子(VEGF)、胎盘生长因子(PLGF)、成纤维细胞生长因子

(FGF)、可溶性fms样酪氨酸激酶1(sFLT1)、α1‑抗胰蛋白酶(AAT)、胰岛素、胰岛素原、因子X、

血管性血友病因子、C1酯酶抑制剂(C1‑INH)、溶酶体酶、溶酶体酶艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶

(I2S)、促红细胞生成素(EPO)、干扰素‑α、干扰素‑β、干扰素‑γ、白介素1(IL‑1)、白介素2

(IL‑2)、白介素3(IL‑3)、白介素4(IL‑4)、白介素5(IL‑5)、白介素6(IL‑6)、白介素7(IL‑7)、

白介素8(IL‑8)、白介素9(IL‑9)、白介素10(IL‑10)、白介素11(IL‑11)、白介素12(IL‑12)、

趋化因子(C‑X‑C基序)配体5(CXCL5)、粒细胞集落刺激因子(G‑CSF)、粒细胞‑巨噬细胞集落
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刺激因子(GM‑CSF)、巨噬细胞集落刺激因子(M‑CSF)、干细胞因子(SCF)、角质细胞生长因子

(KGF)、单核细胞趋化蛋白‑1(MCP‑1)、肿瘤坏死因子(TNF)、afamin(AFM)、α1‑抗胰蛋白酶、

α‑半乳糖苷酶A、α‑L‑艾杜糖醛酸酶、脂蛋白脂肪酶、载脂蛋白(apoliprotein)、低密度脂蛋

白受体(LDL‑R)、白蛋白、耐二肽基肽酶4(DPP‑4)的胰高血糖素样肽1(GLP‑1)、GLP‑2、胰高

血糖素、生长激素(GH)、干扰素(例如，IFNalpha‑2b)、β‑利尿钠肽、IL‑1Ra、exendin‑4、胃泌

酸调节素、卵泡抑素、抗体和纳米抗体。

[0031] 方面11.根据方面10所述的核酸表达盒，其中所述转基因编码用于治疗和/或预防

肝脏相关疾病的治疗性蛋白，所述肝脏相关疾病优选血友病A、血友病B或因子VII缺陷。

[0032] 方面12.根据方面11所述的核酸表达盒,其中所述转基因编码凝血因子FIX(FIX)，

优选地，其中所述凝血因子FIX包含超激活突变，更优选地，其中所述超激活突变对应于

R338L氨基酸取代，更优选地，其中所述转基因编码具有SEQ  ID  NO:11所定义的核酸序列的

凝血因子IX。

[0033] 方面13 .根据方面12所述的核酸表达盒，其中所述转基因编码凝血因子VIII

(FVIII)，优选地，其中所述转基因是密码子优化的凝血因子FVIII，或其中所述凝血因子

VIII具有B结构域的缺失，优选地，其中所述FVIII的所述B结构域被SEQ  ID  NO:15定义的接

头替换，更优选地，其中所述转基因编码具有SEQ  ID  NO:16所定义的核酸序列的凝血因子

VIII。

[0034] 方面14.根据方面12所述的核酸表达盒，其中所述转基因编码凝血因子VII(FVII)

或因子FVIIa(FVIIa)的轻链和重链，其中所述FVII的轻链通过一个或多个可切割的多肽或

肽接头与所述FVII或FVIIa的重链偶联，优选地，其中所述转基因编码SEQ  ID  NO:34所定义

的氨基酸序列。

[0035] 方面15.根据方面11至14中任一项所述的核酸表达盒，其中所述至少一种组织特

异性核酸调节元件是至少一种肝脏特异性核酸调节元件。

[0036] 方面16.根据方面15所述的核酸表达盒，其中所述至少一种肝脏特异性核酸调节

元件包含由SEQ  ID  NO:25定义的Serpin增强子或与所述序列具有至少95％同一性的序列。

[0037] 方面17.根据方面16所述的核酸表达盒，其包含三重重复、优选串联排列的SEQ  ID 

NO:25定义的Serpin增强子或与所述序列具有至少95％同一性的序列。

[0038] 方面18.根据方面11至17中任一项所述的核酸表达盒，其中所述启动子是肝脏特

异性启动子，优选地，肝脏特异性启动子选自包含以下的群组:甲状腺素运载蛋白(TTR)启

动子、最小TTR启动子(TTRm)、AAT启动子、白蛋白(ALB)启动子或最小启动子、载脂蛋白A1

(APOA1)启动子或最小启动子、补体因子B(CFB)启动子、己酮糖激酶(KHK)启动子、血色素结

合蛋白(HPX)启动子或最小启动子、烟酰胺N甲基转移酶(NNMT)启动子或最小启动子、(肝)

羧酸酯酶1(CES1)启动子或最小启动子、蛋白C(PROC)启动子或最小启动子、载脂蛋白C3

(APOC3)启动子或最小启动子、甘露聚糖结合凝集素丝氨酸蛋白酶2(MASP2)启动子或最小

启动子、铁调素抗菌肽(HAMP)启动子或最小启动子，或丝氨酸蛋白酶抑制剂C类(抗凝血酶)

成员1(SERPINC1)启动子或最小启动子，优选TTRm。

[0039] 方面19.一种载体，其包含根据方面6至18中任一项所述的核酸表达盒，优选地，其

中所述载体是病毒载体，更优选地，其中所述载体源自腺相关病毒(AAV)。

[0040] 方面20.根据方面19所述的载体，其中所述载体是单链AAV。
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[0041] 方面21.根据方面20所述的载体，其具有SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6

或SEQ  ID  NO:8，优选SEQ  ID  NO:8。

[0042] 方面22.一种药物组合物，其包含根据权利要求19至21中任一项所述的载体和药

学上可接受的载体。

[0043] 方面23.根据方面19至21中任一项所述的载体或根据方面22所述的药物组合物，

其用于医学，优选基因疗法，更优选肝脏定向基因疗法。

[0044] 方面24.根据方面19至21中任一项所述的载体或根据方面22所述的药物组合物，

其用于治疗肝脏相关病症，如果所述转基因是FIX(血友病B)、FVIII(血友病A)或FVII(血友

病A、血友病B、优选具有FVIII或FIX抑制剂的患者；FVII缺陷)，则所述肝脏相关病症优选血

友病A、血友病B或FVII缺陷。

[0045] 方面25.一种在需要这种治疗的受试者中治疗肝脏相关病症，优选血友病的方法，

所述方法包括向所述受试者施用治疗有效量的根据方面19至21中任一项所述的载体或根

据方面22所述的药物组合物。

[0046] 方面26.根据方面19至21中任一项所述的载体或根据方面22所述的药物组合物在

制造用于治疗受试者的肝脏相关病症(优选血友病)的药物中的用途。

[0047] 方面27.一种用于在肝细胞中表达转基因产物的体外或离体方法，其包括：

[0048] ‑将根据方面6至18中任一项所述的核酸表达盒或根据方面19至21中任一项所述

的载体引入到所述肝细胞中；

[0049] ‑在所述肝细胞中表达所述转基因产物。

[0050] 方面28.根据方面1至4中任一项所述的核酸分子、根据方面6至18中任一项所述的

核酸表达盒或根据方面19至21中任一项所述的载体在增加由转基因编码的蛋白质或多肽

的表达和/或循环水平和/或活性中的用途，优选地，其中所述用途是体外用途。

[0051] 方面29.一种增加由转基因编码的蛋白质或多肽的表达和/或循环水平和/或活性

的方法，其使用根据方面1至4中任一项所述的核酸分子、根据方面6至18中任一项所述的核

酸表达盒或根据方面19至21中任一项所述的载体。

附图说明

[0052] 本发明通过以下附图来说明，这些附图仅出于说明目的，并且绝不将本发明限制

于其中公开的实施方案：

[0053] 图1：pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA载体的质粒图谱

[0054] 图2：pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Alb‑SV40pA载体的质粒图谱

[0055] 图3：pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA载体的质粒图谱

[0056] 图4：pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA载体的质粒图谱

[0057] 图5：pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA载体的质粒图谱

[0058] 图6：pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA载体的质粒图谱

[0059] 图7：pAAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA载体的制粒图谱

[0060] 图8：pAAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA载体的质粒图谱

[0061] 图9：在FIX敲除(KO)小鼠中转导所述载体后的FIX蛋白质水平和活性。9A)：以

5x109vg/小鼠转导AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA和AAVss‑1XSERP‑mTTR‑
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MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA后获得的FIX蛋白质表达水平随时间的变化；9B)：以

5x109vg/小鼠转导AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA和AAVss‑1XSERP‑mTTR‑

MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA后获得的FIX蛋白活性随时间的变化；9C)：以5x109vg/小鼠

转导AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA和AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑

hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA后获得的蛋白质活性随时间的变化。

[0062] 图10：在小鼠中转导所述载体后的FIX蛋白质水平和mRNA表达。10A)：以1x109vg/

小鼠转导AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA、AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑

Albco‑SV40pA和AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA后获得的FIX蛋白表达水

平随时间的变化；10B)：以1x109vg/小鼠转导AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA、

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA和AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑

Albco‑SV40pA后获得的相对于对照的mRNA表达。

[0063] 图11：在FIX敲除(KO)小鼠中转导所述载体后的FIX蛋白和活性水平。11A)：以

5x109vg/小鼠转导AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA和AAVss‑3XSERP‑

mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA后获得的蛋白表达水平随时间的变化：11B)：以

5x109vg/小鼠转导AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA和AAVss‑3XSERP‑

mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA后获得的蛋白活性随时间的变化。

[0064] 图12：在FIX敲除(KO)小鼠中，以5x108vg/小鼠、1x109vg/小鼠或5x109vg/小鼠转导

所述载体后，所获得的FIX抗原水平和FIX活性水平随时间的变化(1周和3周)。

[0065] 图13：在FIX敲除(KO)小鼠中，以5x108vg/小鼠(A)、1x109vg/小鼠(B；D)或5x109vg/

小鼠(C；E)转导所述载体后，所获得的FIX活性水平随时间的变化(在注射后的数个星期内

所表达的)。

[0066] 发明详述

[0067] 本文所用的单数形式“一”、“一个”和“该”包括单数和复数指示物，除非上下文另

有明确规定。

[0068] 本文所用的术语“包含”与“包括”或“含有”同义，并且是广义的或开放式的，并且

不排除附加的、未列举的成员、元件或方法步骤。这些术语还涵盖“由…组成”和“基本上

由…组成”，它们在专利术语中具有公认的含义。

[0069] 用端点对数值范围的描述包括在各自范围内纳入的所有数字和部分，以及所述的

端点。

[0070] 当提及诸如参数、量、时间周期等可测量值时，本文所用的术语“约”或“大约”意味

着涵盖特定值的变化，例如为特定值的+/‑10％或更小的变化，优选+/‑5％或更少，更优选

+/‑1％或更少，且还更优选+/‑0.1％或更少，只要这样的变化适合于在所公开的本发明中

实现。应当理解，修饰语“约”所指的值本身也明确并且优选地公开。

[0071] 尽管术语“一个或多个”或“至少一个”(例如一个或多个成员或一组成员中的至少

一个成员)本身是清楚的，但通过进一步的举例，该术语尤其涵盖对所述成员中的任何一个

成员的引用，或所述成员中的任何两个或更多个成员的引用，例如，所述成员中的任何≥3

个、≥4个、≥5个、≥6个或≥7个成员，等等，直至对所有所述成员的引用。在另一实例中，

“一个或多个”或“至少一个”可以指1、2、3、4、5、6、7或更多。

[0072] 这里包括对本发明背景的讨论，以解释本发明的上下文。这不应视为承认，自权利
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要求书中任一项的优先权日起，所提及的任何材料在任何国家/地区已被发布，知晓或是常

识的一部分。

[0073] 在本公开中，各种出版物、专利和已发布的专利说明书通过识别的引文来引用。本

说明书中引用的所有文献均通过引用的方式全文并入本文中。具体地，本文明确提及的此

类文件的教导或部分通过引用的方式并入。

[0074] 除非另有定义，公开本发明使用的包括技术和科学术语的所有术语具有与本发明

所属技术领域的普通技术人员通常所理解的相同的含义。通过进一步的指导，本发明包括

术语定义以更好地理解本发明的教导。当结合本发明的特定方面或本发明的特定实施方案

来定义特定术语时，除非另有定义，这样的涵义意味着可应用于整个说明书，即也适用于本

发明的其它方面或实施方案的上下文中。

[0075] 在下面的段落中，更详细地定义了本发明的不同方面或实施方案。这样定义的每

个方面或实施方案可以与任何其它方面或实施方案组合，除非有明确相反的指示。具体而

言，表示为优选或有利的任何特征可以与表示为优选或有利的任何其它特征组合。

[0076] 在本说明书中，“一个实施方案”、“实施方案”是指结合该实施方案描述的特定特

征、结构或特性包括在本发明的至少一个实施方案中。因此，在本说明书的不同地方出现的

短语“在一个实施方案中”或“在一实施方案中”不一定都指同一实施方案，但可以指同一实

施方案。此外，在一个或多个实施方案中，对于本领域技术人员显而易见的是，具体特征、结

构或特性可以以任何合适的方式组合。此外，本领域技术人员应明白，虽然本文描述的一些

实施方案包括一些但不是在其它实施方案中包括的其它特征，但是不同实施方案的特征的

组合意味着在本发明的范围内，并且形成不同的实施方案。例如，在所附权利要求书中，所

要求保护的实施方案中的任何一个可以任意组合使用。

[0077] 本发明将针对特定实施方案并参照特定的附图进行描述，但本发明并不限于此而

仅由权利要求书限定。权利要求中的任何参考符号不应解释为限制范围。所描述的附图仅

是示意性的，而非限制性的。在附图中，为了说明的目的，一些元件的尺寸可能会被放大且

未按比例绘制。

[0078] 本文提供的术语或定义是为了帮助理解本发明。除非在本文中特别定义，否则本

文中使用的所有术语具有与本发明所述领域技术人员所理解的相同的含义。实践者关于本

领域的定义和术语特别参考Sambrook等人，《分子克隆:实验室手册(Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual)》，第二版，冷泉港出版社，Plainsview，纽约(1989)；和Ausubel等人，

《分子生物学的当前方案(Current  Protocols  in  Molecular  Biology)》(增刊47)，John 

Wiley&Sons，纽约(1999)。

[0079] 本文提供的定义不应被解释为具有小于本领域普通技术人员所理解的范围。

[0080] 本发明人意外地发现密码子优化的人白蛋白(本文中也称为“Albco”)、优选具有

由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性、优选至少85％序列同

一性的序列的密码子优化的人白蛋白，在与转基因进行基因融合时，可用于增强所述转基

因的基因表达和/或增加由所述转基因编码的蛋白质或多肽的水平和/或活性。更具体地，

密码子优化的人白蛋白可用于制备编码例如人凝血因子IX(hFIX)‑Alb、人凝血因子VIII

(hFVIII)‑Alb或人凝血因子FVII‑Alb的基因融合的转基因(在本文中也称为融合基因)，以

分别增强hFIX、hFVIII或hFVII的基因表达，和/或在体外和体内分别增加hFIX、hFVIII或
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hFVII的表达或循环水平和/或活性。相反，如果非密码子优化的(本文也称为“野生型”)人

白蛋白(本文也称为“Alb”)与转基因进行基因融合，则未观察到对所述转基因所编码的蛋

白质或多肽的基因表达和/或水平和/或活性产生有益影响。

[0081] 因此，第一方面提供了编码人白蛋白的密码子优化的核酸分子以用于增强转基因

的基因表达和/或用于增加转基因编码的蛋白质或多肽的水平和/或活性，所述核酸分子包

含由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列，优选包含由

SEQ  ID  NO:14定义的序列。

[0082] 本文所用的术语“核酸分子”或“核酸”通常是指基本上由核苷酸组成的任何长度

的寡聚物或聚合物(优选线性聚合物)。核苷酸单元通常包括杂环碱基、糖基团和至少一个

(例如一个、两个或三个)磷酸基团，包括修饰或取代的磷酸基团。杂环碱基可包括尤其是嘌

呤和嘧啶碱基，例如腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶(C)、胸腺嘧啶(T)和尿嘧啶(U)，它们广

泛存在于天然核酸中；其它天然存在的碱基(例如，黄嘌呤，肌苷，次黄嘌呤)，以及化学或生

物化学修饰的(例如，甲基化)非天然或衍生的碱基。糖基团可包括尤其是戊糖(戊呋喃糖)

基团，例如优选在天然存在的核酸中常见的核糖和/或2‑脱氧核糖，或阿拉伯糖、2‑脱氧阿

拉伯糖、苏糖或己糖糖基团，以及修饰或取代的糖基团。本文意指的核酸可包括天然存在的

核苷酸、修饰的核苷酸或其混合物。修饰的核苷酸可以包括修饰的杂环碱基、修饰的糖部

分、修饰的磷酸基团或它们的组合。可以引入对磷酸基团或糖的修饰以提高稳定性、抗酶促

降解性或其它一些有用的特性。术语“核酸”进一步优选地包括DNA、RNA和DNA/RNA杂合分

子，具体地包括hnRNA、前mRNA、cDNA、基因组DNA、扩增产物、寡核苷酸和合成的(例如，化学

合成的)DNA、RNA或DNA/RNA杂合体。核酸可以是天然存在的，例如存在于自然界中或从自然

界中分离出来；或者可以是非天然存在的，例如重组的，即通过重组DNA技术产生，和/或部

分或完全地通过化学或生物化学合成。“核酸”可以是双链、部分双链或单链。在为单链的情

况下，核酸可以是有义链或反义链。此外，核酸可以是环状或线性的。这种核酸分子或核酸

可以适当地分离。

[0083] 由SEQ  ID  NO:14定义的核苷酸序列表示如SEQ  ID  NO:28中定义的野生型或非密

码子优化的人白蛋白cDNA的密码子优化形式，所述人白蛋白cDNA的前体形式在NCBI 

Genbank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)登录号NM_000477.6下进行了注释。

[0084] 如本文教导的由密码子优化的核酸分子编码的人白蛋白蛋白质可以是如SEQ  ID 

NO:27中定义的野生型人白蛋白蛋白质，其前体形式的氨基酸序列在NCBI参考序列NP_

000468.1下进行了注释；或者可以是所述人白蛋白蛋白质的变体或突变体，该变体或突变

体相对于相应的天然蛋白质携带氨基酸序列变异，例如氨基酸缺失、添加和/或取代。例如，

如Andersen等人，2014和Strohl等人，2015中所述，人白蛋白还可以包括白蛋白的K573P突

变(即，其中氨基酸残基位置573上的赖氨酸被脯氨酸取代)。

[0085] 结合转基因使用的术语“密码子优化”是指修饰转基因的密码子而不改变由所述

转基因编码的蛋白质或多肽的氨基酸序列。通常，转基因中的稀有密码子(即在要表达转基

因的宿主中很少使用的密码子)被宿主生物体的转基因中丰度更大的密码子替换。

[0086] 本文使用的术语“密码子”是指特定的信使RNA(mRNA)分子或编码蛋白质或多肽中

的特定氨基酸残基或用于终止翻译(“终止密码子”)的编码DNA(cDNA)中的三个连续核苷酸

碱基的任何组。术语“密码子”还包括DNA链中的三联碱基。密码子优化的转基因的计算机预
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测可以通过本领域已知的任何方法获得，例如使用商业密码子优化工具，如OptimumGeneTM

基因设计系统(GenScript)或密码子优化工具(OMICS_23398，omicotools)。当然，这些只是

预测工具，每个密码子优化的实际效果仍然不确定，需要进行广泛的测试。

[0087] 本领域技术人员将理解，由SEQ  ID  NO:14定义的核苷酸序列中的有限变异(相对

于(即相比于)相应核酸所作的一个或多个核苷酸添加、缺失或取代)仍会如本文所述的SEQ 

ID  NO:14定义的核苷酸序列那样产生编码相同蛋白质的核苷酸序列。

[0088] 因此，在特定实施方案中，本文教导的核酸分子包含由SEQ  ID  NO:14定义的序列

或与SEQ  ID  NO:14具有至少约80％同一性的序列，例如，优选至少约85％同一性；例如，更

优选至少约90％同一性，例如，至少91％同一性、92％同一性；甚至更优选至少约93％同一

性，例如，至少94％同一性；甚至更优选至少约95％同一性，例如至少96％同一性；还更优选

至少约97％同一性，例如至少98％同一性，并且最优选至少99％同一性。

[0089] 如本文所用，术语“同一性”和“相同”等是指两个聚合物分子之间(例如两个核酸

分子(例如两个DNA分子)之间)的序列相似性。序列比对和序列同一性的确定可以例如使用

Altschul等人，1990(J  Mol  Biol  215:403‑10)最初所描述的基本局部比对搜索工具

(Basic  Local  Alignment  Search  Tool ,BLAST)、例如Tatusova和Madden  1999(EMS 

Microbiol  Lett  174:247‑250)描述的“Blast  2序列”算法进行。通常，在序列的整个长度

上计算序列同一性百分比。如本文所用，术语“基本上相同”表示至少90％、优选至少95％、

例如95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性。

[0090] 在本说明书中广泛使用的术语“蛋白质”通常包括包含一个或多个多肽链的大分

子，即通过肽键连接的氨基酸残基的聚合链。该术语可以包括天然、重组、半合成或合成产

生的蛋白质。该术语还包括携带多肽链的一种或多种共表达或后表达类型修饰的蛋白质，

所述修饰例如但不限于糖基化、乙酰化、磷酸化、磺化、甲基化、泛素化、信号肽去除、N‑末端

甲基去除，将酶原或前激素转化为活性形式等。该术语还包括蛋白质变体或突变体，其相对

于相应的天然蛋白质携带氨基酸序列变异，例如氨基酸缺失、添加和/或取代。该术语同时

考虑到全长蛋白质和蛋白质部分或片段，例如，因加工这种全长蛋白质而产生的天然蛋白

质部分。

[0091] 在本说明书中广泛使用的术语“多肽”通常包括包含通过肽键连接的氨基酸残基

的聚合链。因此，特别是当蛋白质仅由单个多肽链组成时，术语“蛋白质”和“多肽”在本文中

可互换使用以表示这种蛋白质。该术语不受到多肽链的任何最小长度的限制。该术语可以

包括天然、重组、半合成或合成产生的多肽。该术语还包括携带多肽链的一种或多种共表达

或后表达类型修饰的多肽，例如但不限于糖基化、乙酰化、磷酸化、磺化、甲基化、泛素化、信

号肽去除、N‑末端甲基去除，将酶原或前激素转化为活性形式等。该术语还包括多肽变体或

突变体，其相对于相应的天然多肽携带氨基酸序列变异，例如氨基酸缺失、添加和/或取代。

该术语同时考虑到全长多肽和多肽部分或片段，例如，加工这种全长多肽而产生的天然多

肽部分。

[0092] 在本说明书中使用的术语“肽”优选地是指如本文所用的多肽，其基本上由50个或

更少的氨基酸组成，例如45个氨基酸或更少，优选40个氨基酸或更少，例如35个氨基酸或更

少；更优选30个氨基酸或更少，例如，25个或更少、20个或更少、15个或更少、10个或更少或5

个或更少的氨基酸。
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[0093] 这种蛋白质、多肽或肽可以适当地分离。与特定组分(例如核酸、蛋白质、多肽或

肽)有关的术语“分离”通常表示这样的组分以分离的形式存在，例如，该组分已与其自然环

境的一种或多种其它成分分离或以分离的形式制备和/或保持。例如，分离的人或动物蛋白

或复合物可能与其天然所在的人或动物体分离存在。

[0094] 在特定的实施方案中，本文教导的核酸分子包含与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与

所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合的转基因，优选地，其中所述转基因是密码

子优化的转基因。

[0095] 在本发明的上下文中，本文使用的术语“融合”与“连接”、“结合”、“偶联”、“接合”

同义，并且是指至少两个元件或组分之间的物理连接。在两种基因或编码蛋白质的核苷酸

序列的上下文中，“融合”是指编码序列的融合(称为“基因融合”)，从而在表达时产生融合

蛋白。

[0096] 转基因与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序

列融合通常导致形成编码融合蛋白或多肽的融合基因或嵌合基因。术语“融合蛋白”或“融

合多肽”表示通过编码融合产物的单个连续多核苷酸分子遗传表达的基因融合的产物，其

中两个或更多个蛋白质、多肽或其变体或片段经由它们各自的多肽骨架通过共线性的共价

键连接。通常，为了产生编码融合产物的连续多核苷酸分子，将每一个均编码特定多肽片段

的两个或更多个开放阅读框(ORF)连接以形成连续的长ORF，其中每个原始ORF都保持正确

的阅读框。在所得的重组融合多肽中，由原始PRF编码的两个或更多个多肽片段连接在相同

多肽分子中，而它们通常事实上不是这样连接的。虽然因此使得阅读框在整个融合的基因

片段中是连续的，但是如此融合的多肽片段可以通过例如框内多肽或肽接头在物理上或空

间上分隔开，所述框内多肽或肽接头可以是可切割的，也可以是不可切割的。

[0097] 本领域技术人员应明白，取决于转基因和SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列

具有至少80％序列同一性的所述序列的顺序，可能需要去除位于最上游序列的终止密码子

以避免截断由融合基因编码的融合蛋白或多肽。此外，本领域技术人员还应明白，转基因和

SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的所述序列需要在框架

内，以便有效地制备由融合基因编码的蛋白质或多肽。

[0098] 如本文所用，术语“转基因”或“(转)基因”是指编码将在其所插入的细胞中表达的

多肽或多肽的一部分的特定核酸序列。然而，也可以将转基因表示为RNA，通常是为了降低

特定核酸序列所插入的细胞中特定多肽的量。这些RNA分子包括但不限于通过RNA干扰

(shRNA、RNAi)、微RNA调节(miRNA)、催化RNA、反义RNA、RNA适配体等发挥其功能的分子。如

何将核酸序列引入到细胞中对于本发明不是至关重要的，它可以例如通过整合在基因组中

或作为附加体质粒，或借助于病毒或非病毒载体引入。值得注意的是，转基因的表达可能受

限于其中插入核酸序列的细胞的子集。术语“转基因”是指包括(1)细胞中非天然存在的核

酸序列(即异源核酸序列)；(2)作为其中引入了核酸序列的细胞中天然存在的核酸序列的

突变形式的核酸序列；(3)用于增加其中引入了核酸序列的细胞中天然存在的相同(即同源

的)或相似的核酸序列的额外拷贝的核酸序列；或(4)沉默的天然存在的或同源的核酸序

列，其表达在其中引入了核酸序列的细胞中被诱导。“突变形式”是指包含一个或多个与野

生型或天然存在的序列不同的核苷酸的核酸序列，即，所述突变核酸序列包含一个或多个

核苷酸取代、缺失和/或插入。在某些情况下，转基因还可以包括编码前导肽或信号序列的
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序列，使得转基因产物将从细胞分泌。

[0099] 在特定的实施方案中，转基因是密码子优化的转基因。

[0100] 在特定的实施方案中，转基因编码分泌型蛋白质。

[0101] 在特定的实施方案中，转基因编码治疗性蛋白或免疫原性蛋白，优选分泌型治疗

蛋白或分泌型免疫原性蛋白。

[0102] 本文使用的术语“分泌型蛋白质”是指在特定细胞或特定组织(例如肝脏)中表达，

然后输出到血流以运输到身体其它部分的蛋白质。

[0103] 在实施方案中，转基因编码分泌型治疗蛋白，例如激素、细胞因子、趋化因子、生长

因子、胞外酶(例如葡萄糖苷酶、脂蛋白脂酶、α1‑抗胰蛋白酶)、血浆因子、凝血因子、促红细

胞生成素、抗体和纳米抗体。

[0104] 分泌型治疗蛋白的非限制实例包括因子IX、因子VIII、因子VII、因子VIIa

(FVIIa)、肝细胞生长因子(HGF)、组织因子(TF)、组织因子途径抑制剂(TFPI)、ADAMTS13、血

管内皮生长因子(VEGF)、胎盘生长因子(PLGF)、成纤维细胞生长因子(FGF)、可溶性fms样酪

氨酸激酶1(sFLT1)、α1‑抗胰蛋白酶(AAT)、胰岛素、胰岛素原、因子X、血管性血友病因子、C1

酯酶抑制剂(C1‑INH)、溶酶体酶、溶酶体酶艾杜糖醛酸‑2‑硫酸酯酶(I2S)、促红细胞生成素

(EPO)、干扰素‑α、干扰素‑β、干扰素‑γ、白介素1(IL‑1)、白介素2(IL‑2)、白介素3(IL‑3)、

白介素4(IL‑4)、白介素5(IL‑5)、白介素6(IL‑6)、白介素7(IL‑7)、白介素8(IL‑8)、白介素9

(IL‑9)、白介素10(IL‑10)、白介素11(IL‑11)、白介素12(IL‑12)、趋化因子(C‑X‑C基序)配

体5(CXCL5)、粒细胞集落刺激因子(G‑CSF)、粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)、巨噬

细胞集落刺激因子(M‑CSF)、干细胞因子(SCF)、角质细胞生长因子(KGF)、单核细胞趋化蛋

白‑1(MCP‑1)、肿瘤坏死因子(TNF)、afamin(AFM)、α1‑抗胰蛋白酶、α‑半乳糖苷酶A、α‑L‑艾

杜糖醛酸酶、脂蛋白脂肪酶、载脂蛋白(apoliprotein)(例如载脂蛋白A‑I(apoA‑I))、低密

度脂蛋白受体(LDL‑R)、白蛋白、耐二肽基肽酶4(DPP‑4)的胰高血糖素样肽1(GLP‑1)、GLP‑

2、胰高血糖素、生长激素(GH)、干扰素(例如，IFNalpha‑2b)、β‑利尿钠肽、IL‑1Ra、exendin‑

4、胃泌酸调节素、卵泡抑素、转基因编码抗体、纳米抗体，极其片段、亚基或突变体，等等。

[0105] 在实施方案中，转基因编码分泌型免疫原性蛋白。分泌型免疫原性蛋白或亚基的

非限制性实例包括源自癌细胞(HER2)、病毒(HPV、HBV)、细菌(百日咳、白喉、破伤风)和真菌

或寄生虫(疟疾)的抗原。

[0106] 本文所用的术语“免疫原性”是指能够刺激引发免疫应答的物质或组合物。

[0107] 在特定的实施方案中，所述转基因编码分泌型治疗蛋白，以用于治疗和/或预防与

肝脏相关的病症，优选血友病。

[0108] 通常，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的转基因编码凝血因子IX、凝血因子

VIII或凝血因子VII(或凝血因子VIIa)，优选人凝血因子IX、凝血因子VIII或凝血因子VII

(或凝血因子VIIa)，更优选人凝血因子IX。

[0109] 术语“凝血因子IX”具有本领域已知的含义。凝血因子IX的同义词是“FIX”或“克雷

司马斯因子因子(Christmas  factor)”或“F9”，并且可以互换使用。具体而言，术语“凝血因

子IX”包括由Genbank登录号NM_000133中所定义的mRNA序列编码的人蛋白。

[0110] 优选地，所述FIX是突变的FIX，其与野生型FIX相比具有高活性或高功能性。修饰

人凝血因子的功能活性可以通过生物工程来完成，例如引入点突变。通过这种方法，报道了
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一种高活性R338A变体，其在体外活化部分凝血活酶时间测定(APPT)中与野生型人FIX相

比，显示出3倍增加的的凝血活性(Chang等人，1998)且在用突变的FIX基因转导的血友病B

小鼠中显示出2至6倍更高的特异性活性(Schuettrumpf等人，2005)。已经描述了具有甚至

更高凝血活性的其它的示例性FIX的点突变体或结构域交换突变体：FIX，其EGF‑1结构域用

FVII的EGF‑1结构域单独替换或联合以下突变体：R338A点突变(Brunetti‑Pierri等人，

2009)、V86A/E277A/R338A三重突变体(Lin等人，2010)、Y259F、K265T和/或Y345T单、双或三

重突变体(Milanov等人，2012)和G190V点突变体(Kao等人，2010)，这些全部通过引用的方

式并入本文中。在特别优选的实施方案中，FIX突变体是Simioni等人2009年所述并命名为

“因子IX  Padua”突变体的突变体，其引起X连锁易栓症。所述突变因子IX是高活性的，并携

带R338L氨基酸取代。在本发明的优选实施方案中，本文所述的核酸表达盒和表达载体中使

用的FIX转基因编码人FIX蛋白，最优选地是，FIX转基因编码人FIX蛋白的Padua突变体。因

此，在本发明的特别优选的实施方案中，所述转基因具有SEQ  ID  NO:11(即编码人FIX蛋白

的Padua突变体的密码子优化的转基因)。

[0111] 术语“凝血因子VIII”具有本领域已知的含义。凝血因子VIII的同义词是“FVIII”

或“抗凝血因子”或“AHF”，并且可以互换使用。术语“凝血因子VIII”包括例如具有在

Uniprot登录号P00451中定义的氨基酸序列的人蛋白。

[0112] 在实施方案中，所述FVIII是其中B结构域缺失的FVIII(即B结构域缺失的FVIII，

在本文中也称为BDD  FVIII或FVIIIΔB或FVIIIdeltaB)。术语“B结构域缺失的FVIII”包括

例如但不限于其中B结构域的全部或一部分缺失的FVIII突变体和其中B结构域被接头替换

的FVIII突变体。B结构域缺失的FVIII的非限制性实例在Ward等人(2011)和WO  2011/

005968中进行了描述，它们尤其通过全文引用的方式并入本文中。

[0113] 在优选的实施方案中，所述FVIII是B结构域缺失的FVIII，其中B结构域被具有以

下序列的接头替换：SFSQNPPVLTRHQR(SEQ  ID  NO:15)(即Ward等人(2011)中定义的SQ 

FVIII)。在特别优选的实施方案中，所述编码FVIII的转基因具有SEQ  ID  NO:16(即编码B结

构域缺失的人FVIII的密码子优化的转基因，在本文中也称为(h)FVIIIcopt或co(h)

FVIIIdeltaB或co(h)FVIIIdeltaB转基因)，其同样也在WO  2011/005968中公开，该案通过

全文引用的方式并入本文中。

[0114] 在特定实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因编码凝

血因子IX(FIX)，优选地,其中所述凝血因子FIX包含超激活突变，更优选地,其中所述超激

活突变对应于R338L氨基酸取代，更优选地，其中所述转基因编码具有SEQ  ID  NO:11所定义

的核酸序列的凝血因子IX。

[0115] 在特定实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因编码凝

血因子VIII(FVIII)，优选地，其中所述转基因是密码子优化的凝血因子FVIII，或其中所述

凝血因子VIII具有B结构域的缺失，优选地，其中所述FVIII的所述B结构域被SEQ  ID  NO:15

定义的接头替换，更优选地，其中所述转基因编码具有SEQ  ID  NO:16所定义的核酸序列的

凝血因子VIII。

[0116] 术语“凝血因子VII”具有本领域已知的含义。凝血因子VII的同义词是“FVII”且可

互换使用。术语“凝血因子VIII”包括例如具有在Uniprot登录号P08709中定义的氨基酸序

列的人蛋白。凝血FVII通常通过在例如由SEQ  ID  NO:30定义的氨基酸序列的152位氨基酸
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残基(精氨酸)和163位氨基酸残基(异亮氨酸)之间的单肽键的蛋白水解而转变为其活性形

式“FVIIa”，从而形成两个多肽链，即，例如由SEQ  ID  NO:31定义的氨基酸序列的N‑端轻链，

以及例如由SEQ  ID  NO:32定义的氨基酸序列的C‑端重链，它们通过二硫键保持在一起。先

前已表明，凝血因子VII蛋白或凝血因子VIIa蛋白与白蛋白的融合显著延长FVII或FVIIa蛋

白的半衰期(Schulte，2008；N008lte，2016；Herzog等人，2014；Zollner等人，2014；Metzner

等人，2013；Golor等人，2013)。

[0117] 在特定实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因编码凝

血因子VII，优选地，其中编码FVII的所述转基因是密码子优化的。本文所用的术语“凝血因

子VII”是指包含凝血因子VII的轻链(例如SEQ  ID  NO:31所定义)和重链(例如SEQ  ID  NO:

32所定义)的多肽或蛋白质。激活后，所述轻链和重链通过二硫键彼此偶联(即，产生“活化

的凝血因子VII”或“FVIIa”)。因此，在特定的实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和

载体中的所述转基因编码凝血因子VII的轻链和重链，优选地，其中凝血因子VII的轻链和

重链通过一个或多个可切割的多肽或肽接头彼此分隔开。

[0118] 在特定的实施方案中，所述一个或多个可切割多肽或肽接头包含至少氨基酸序列

RKRRKR(SEQ  ID  NO:33)、RKR或PRPSRKRR(SEQ  ID  NO:35)，优选RKRRKR(SEQ  ID  NO:33)，如

Margaritis等人(2004)先前所述。

[0119] 在优选的实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因编码

由SEQ  ID  NO:31定义的因子VII的轻链、由SEQ  ID  NO:32定义的重链，以及包含SEQ  ID  NO:

33所定义的序列的一个或多个可切割多肽或肽接头。在更优选的实施方案中，本文所述的

核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因编码SEQ  ID  NO:34定义的氨基酸序列。

[0120] 在特定的实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因位于

由SEQ  ID  NO:14定义的所述序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列的5’端(即

上游)。

[0121] 在特定的实施方案中，由转基因编码的蛋白质或多肽和由SEQ  ID  NO:14定义的序

列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列编码的人白蛋白可以通过例如框内多肽

或肽接头在物理或空间上分隔开。

[0122] 因此，在特定的实施方案中，本文所述的核酸分子、表达盒和载体中的所述转基因

与由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列通过编码一

个或多个多肽或肽接头的核酸序列分隔开。

[0123] 本文所使用的术语“接头”是指用于连接其它元件的连接元件。优选地，转基因与

由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列之间的连接可

以是水解稳定的连接，即，在适用的pH值下，包括特别是在生理条件下，在水中基本稳定，优

选地，其中所述转基因是密码子优化的转基因。

[0124] 在特定的实施方案中，接头是一个或多个氨基酸的肽接头。更具体而言，肽接头可

以为1至50个氨基酸长，或2至50个氨基酸长，或1至45个氨基酸长，或2至45个氨基酸长；优

选1至40个氨基酸长，或2至40个氨基酸长，或1至35个氨基酸长，或2至35个氨基酸长；更优

选1至30个氨基酸长，或2至30个氨基酸长。进一步优选地，接头可以为5至25个氨基酸长或5

至20个氨基酸长。尤其优选地，接头可以为5至15个氨基酸长或7至15个氨基酸长。因此，在

某些实施方案中，接头可以为1、2、3或4个氨基酸长。在其它实施方案中，接头可以为5、6、7、
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8或9个氨基酸长。在另外的实施方案中，接头可以为10、11、12、13或14个氨基酸长。在仍然

另外的实施方案中，接头可以为15、16、17、18或19个氨基酸长。在其它实施方案中，接头可

以为20、21、22、23、24或25个氨基酸长。

[0125] 构成接头的氨基酸的性质不是特别有相关性，只要由其连接的多肽片段的生物活

性基本上没有受到损害，并且接头提供由转基因编码的蛋白质或多肽与由SEQ  ID  NO:14定

义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列编码的人白蛋白在空间上想要的

分离，优选地，其中所述转基因是密码子优化的转基因。优选的接头基本上是非免疫原性

的。

[0126] 在某些优选的实施方案中，肽接头可包含以下氨基酸、由以下氨基酸组成、或基本

上由以下氨基酸组成：甘氨酸(G)、丝氨酸(S)、丙氨酸(A)、苏氨酸(T)及其组合。在甚至更优

选的实施方案中，肽接头可包含以下氨基酸、由以下氨基酸组成、或基本上由以下氨基酸组

成：甘氨酸、丝氨酸及其组合。这种接头提供了特别好的灵活性。在某些实施方案中，接头可

仅由甘氨酸残基组成。在某些实施方案中，接头可仅由丝氨酸残基组成。例如，多肽或肽接

头包含、组成为或基本上组成为：SSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGS(SEQ  ID  NO:17)或其片段。

[0127] 在特定的实施方案中，如果转基因编码如本文其它地方所述的凝血因子VII(或因

子FVIIa)的轻链和重链，则白蛋白与凝血因子VII的轻链和重链之间的接头优选由SEQ  ID 

NO:17定义的接头。

[0128] 在特定的实施方案中，所述多肽或肽接头是可切割的接头。

[0129] 本文所用的术语“可切割的”(有时也称为“可生物降解的”)是指被分离或分裂的

能力，更具体而言，将复杂分子分裂成更简单的分子的能力。蛋白水解是蛋白质分解成较小

的多肽或氨基酸。蛋白水解通常由称为蛋白酶的细胞酶催化。低pH或高温下无需酶也会引

起蛋白水解。根据本发明的融合蛋白的体内降解导致由转基因编码的蛋白质或多肽的释

放，其随后可以在目标区域中诱导其生物学效应。

[0130] 在特定的实施方案中，多肽或肽接头可被一种或多种蛋白酶切割，所述蛋白酶对

由转基因编码的特定蛋白质的活化具有特异性，优选地，其中所述蛋白质是如本文其它地

方所述的分泌型治疗蛋白。

[0131] 在特定的实施方案中，例如，如果转基因是FIX，则多肽或肽接头可被一种或多种

也能激活野生型FIX的蛋白酶切割。在特定的更多实施方案中，如果转基因是FIX，则多肽或

肽接头源自由FIX轻链的C端和FIX活化肽的N端构成的切割位点，从而允许在FIX激活的同

时去除人白蛋白以增加特异性活性，如Metzner等人，2009中所述。在更特定的实施方案中，

如 果 转 基 因 是 F I X ，则 多 肽 或 肽 接 头 包 含 、基 本 上 组 成 为 、或 组 成 为 ：

SVSQTSKLTRAETVFPDVDGS(SEQ  ID  NO:18)或其片段。由SEQ  ID  NO:18定义的氨基酸序列组

成的多肽或肽接头可以通过SEQ  ID  NO:29定义的序列编码。

[0132] 在核酸分子的特定实施方案中，所述转基因与由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所

述序列具有至少80％序列同一性的序列通过SEQ  ID  NO:29定义的序列或与该序列具有至

少85％、优选至少90％、更优选至少95％(例如96％、97％、98％或99％)同一性的序列或其

功能片段分隔开。

[0133] 另一方面提供了本文所教导的由核酸分子编码的融合蛋白。本文所教导的融合蛋

白通常包含白蛋白和转基因(或转基因和coAlb)，它们任选地通过一个或多个多肽或肽接
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头连接。

[0134] 另一方面提供了用于增强转基因的基因表达和/或用于增加由转基因编码的蛋白

质或多肽的水平和/或活性的核酸表达盒。更具体地，本发明提供了核酸表达盒，其包含如

本文教导的与启动子可操作地连接的核酸分子。

[0135] 本文所用的术语“核酸表达盒”是指包括一种或多种转录控制元件(例如但不限于

启动子、增强子和/或调节元件、多腺苷酸化序列，和内含子)的核酸分子，所述转录控制元

件指导在一种或多种所需细胞类型、组织或器官中的(转)基因表达。通常，本文所述的核酸

表达盒将包含本文教导的核酸分子。

[0136] 本文所用的术语“可操作地连接”是指各种核酸分子元件相对于彼此的排列，使得

所述元件彼此功能性地连接并且能够相互作用。这样的元件可以包括但不限于启动子、增

强子和/或调节元件、多腺苷酸化序列、一种或多种内含子和/或外显子以及要表达的目的

基因(即转基因)的编码序列或要表达的目的融合基因(例如，与SEQ  ID  NO:14定义的序列

或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合的转基因)的编码序列。当核酸序列元

件适当定向或可操作地连接时，它们一起作用以调节彼此的活性，并最终影响转基因的表

达水平。调节是指增加、减少或维持特定元件的活性水平。每个元件相对于其它元件的位置

可以用每个元件的5'末端和3'末端来表示，并且任何特定元件之间的距离可以通过介于元

件之间的核苷酸或碱基对的数量来表示。

[0137] 本申请中使用的术语“启动子”是指核酸序列，其直接或间接调节与其可操作连接

的相应核酸编码序列(例如转基因或内源基因)的转录。启动子可以单独起作用以调节转

录，或者可以与一个或多个其它调节序列(例如，增强子或沉默子)协同作用。在本申请的上

下文中，启动子通常可操作地连接到调节元件以调节转基因和/或融合基因的转录。启动子

可以是同源的(即来自与用核酸表达盒转染的动物、特别是哺乳动物相同的物种)或异源的

(即来自与用核酸表达盒转染的动物，特别是哺乳动物不同物种的来源)。因此，启动子的来

源可以是任何病毒、任何单细胞原核或真核生物体、任何脊椎动物或无脊椎动物生物体，或

任何植物，或者甚至可以是合成启动子(即具有非天然存在的序列)，前提是启动子与本文

所述的调节元件组合起作用。在优选的实施方案中，启动子是哺乳动物启动子，尤其是鼠或

人启动子。启动子的非限制性实例包括逆转录病毒LTR启动子，特别是Rous肉瘤病毒或小鼠

白血病病毒LTR、巨细胞病毒(CMV)启动子、SV40启动子、二氢叶酸还原酶启动子、β‑肌动蛋

白启动子、磷酸甘油激酶(PGK)启动子和EF1α启动子。

[0138] 启动子可以是诱导型或组成型启动子。

[0139] 在特定的实施方案中，包含在本文公开的核酸表达盒和载体中的启动子是组织特

异性启动子。组织特异性启动子在特定类型的细胞或组织中具有活性，例如在肝脏、B细胞、

T细胞、造血细胞、单核细胞、白细胞、巨噬细胞、肌肉、胰腺腺泡或β细胞、内皮细胞、星形胶

质细胞、神经元或肺中具有活性。

[0140] 在特定的实施方案中，包含在本文公开的核酸表达盒和载体中的启动子是肝脏特

异性启动子，优选本文其它地方描述的肝脏特异性启动子。这是为了增加肝脏特异性和/或

避免其它组织中表达的泄漏。

[0141] 术语“肝脏特异性启动子”包括赋予(转)基因肝脏特异性表达的任何启动子。肝脏

特异性启动子的非限制性实例提供在肝脏特异性启动子数据库(LSPD，http://
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rulai.cshl.edu/LSPD/)中，并且例如包括：甲状腺素运载蛋白(transthyretin，TTR)启动

子或最小TTR启动子(TTRm)、α1‑抗胰蛋白酶(AAT)启动子、白蛋白(ALB)启动子或最小启动

子、载脂蛋白A1(APOA1)启动子或最小启动子、补体因子B(CFB)启动子、己酮糖激酶(KHK)启

动子、血色素结合蛋白(HPX)启动子或最小启动子、烟酰胺N甲基转移酶(NNMT)启动子或最

小启动子、(肝)羧酸酯酶1(CES1)启动子或最小启动子、蛋白C(PROC)启动子或最小启动子、

载脂蛋白C3(APOC3)启动子或最小启动子、甘露聚糖结合凝集素丝氨酸蛋白酶2(MASP2)启

动子或最小启动子、铁调素抗菌肽(HAMP)启动子或最小启动子，或丝氨酸蛋白酶抑制剂

(serpin)C类(抗凝血酶)成员1(SERPINC1)启动子或最小启动子。

[0142] 本申请中使用的术语“肝脏特异性表达”是指与其它(即非肝脏)组织或细胞相比，

(转)基因(如RNA和/或多肽)在肝脏、肝组织或肝细胞中的优先或主要表达。根据特定实施

方案，至少50％、更具体而言至少60％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

90％、至少95％、至少98％、至少99％或100％的(转)基因表达发生在肝脏组织或肝细胞内。

根据特定的实施方案，肝脏特异性表达需要表达的基因产物没有“泄漏”到肝脏以外的其它

器官或组织中，例如肺、肌肉、脑、肾和/或脾中。加以必要的修改，这同样适用于肝细胞特异

性表达和肝母细胞特异性表达，这些可认为是肝脏特异性表达的特定形式。在整个申请书

中，当在表达的上下文中提及了肝脏特异性时，也明确设想了肝细胞特异性表达和肝母细

胞特异性表达。

[0143] 本文所用的术语“肝细胞”包括主要占据肝脏的细胞，并且主要包括肝细胞、卵圆

细胞、肝窦内皮细胞(LSEC)和胆管细胞(形成胆管的上皮细胞)。

[0144] 本文所用的术语“肝细胞”是指已经从祖肝母细胞分化从而能够在适当条件下表

达肝脏特异性表型的细胞。术语“肝细胞”也指去分化的肝细胞。该术语包括体内细胞和离

体培养的细胞，而不管这种细胞是原代的还是传代的。

[0145] 本文所用的术语“肝母细胞”是指中胚层中的胚胎细胞，其分化产生肝细胞、卵圆

细胞或胆管细胞。该术语包括体内细胞和离体培养的细胞，而不管这种细胞是原代的还是

传代的。

[0146] 在特别优选的实施方案中，启动子是哺乳动物肝脏特异性启动子，尤其是鼠或人

肝脏特异性启动子。

[0147] 根据另一特定实施方案，肝脏特异性启动子来自转甲状腺素蛋白(TTR)基因或来

自α1‑抗胰蛋白酶(AAT)基因。根据又一特定实施方案，TTR启动子是最小启动子(本文也称

为TTRm或TTRmin)，更具体而言是由SEQ  ID  NO:19定义的最小TTR启动子。

[0148] 根据特定的实施方案，本文公开的核酸表达盒和载体中的启动子是最小启动子。

[0149] 本文所用的“最小启动子”是全尺寸启动子的一部分，其仍能够驱动表达但缺少有

助于调节(例如组织特异性)表达的序列中的至少一部分。该定义涵盖了已删除(组织特异

性)调节元件的启动子，该启动子能够驱动基因表达但丧失了其以组织特异性方式表达该

基因的能力；和已删除(组织特异性)调节元件的启动子，该启动子能够驱动基因(可能降低

的)表达，但未必失去了其以组织特异性方式表达该基因的能力。在本领域中已广泛记录了

最小启动子，本说明书中提供了最小启动子的非限制性清单。

[0150] 其它序列也可以并入本文公开的核酸表达盒中，通常是为了进一步增加或稳定转

基因和/或融合基因产物的表达(例如，内含子和/或多腺苷酸化序列)。
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[0151] 任何内含子都可用于本文所述的表达盒中。术语“内含子”包括整个内含子的任何

部分，该部分足够大以能够被核剪接装置识别和剪接。通常，短的功能性的内含子序列是优

选的，以便使表达盒的大小尽可能小，从而有利于表达盒的构建和操作。在一些实施方案

中，所述内含子从编码由所述表达盒内的编码序列编码的蛋白质的基因获得。内含子可以

位于编码序列的5'端，编码序列的3'端，或在该编码序列内。内含子位于编码序列的5'端的

优点是使内含子干扰多腺苷酸化信号功能的机会最小化。在实施方案中，本文公开的核酸

表达盒还包含内含子。合适的内含子的非限制性实例为小鼠微小病毒(MVM)内含子、β‑珠蛋

白内含子(betaIVS‑II)、因子IX(FIX)内含子A、猿猴病毒40(SV40)小t内含子和β‑肌动蛋白

内含子。优选地，所述内含子是MVM内含子，更优选由SEQ  ID  NO:20定义的MVM微型内含子。

将MVM内含子克隆到本文所述的核酸表达盒中显示出导致与其可操作地连接的转基因的出

乎意料的高表达水平。

[0152] 因此，在特定实施方案中，核酸表达盒包含小鼠微小病毒(MVM)内含子，优选由SEQ 

ID  NO:20定义的MVM内含子。

[0153] 指导多聚A尾的合成的任何多腺苷酸化信号可用于本文所述的表达盒中，其实例

是本领域技术人员所熟知的。示例性的多腺苷酸化信号包括但不限于源自以下的多聚A序

列：猿猴病毒40(SV40)晚期基因、牛生长激素(BGH)多腺苷酸化信号、最小兔β珠蛋白(mRBG)

基因，以及合成多聚A(SPA位点)，如Levitt等人β(1989，Genes  Dev  3:1019‑1025)(SEQ  ID 

NO:21)所述。优选地，所述多腺苷酸化信号为牛生长激素(BGH)多腺苷酸化信号(SEQ  ID 

NO:22)或猿猴病毒40(SV40)多腺苷酸化信号(SEQ  ID  NO:23)。

[0154] 因此，在特定实施方案中，核酸表达盒包含转录终止信号，优选多腺苷酸化信号，

更优选合成的多腺苷酸化信号(SEQ  ID  NO:21)或猿猴病毒40(SV40)多腺苷酸化信号(SEQ 

ID  NO:23)。

[0155] 通常，根据本发明的核酸表达盒包含如本文教导的启动子、增强子、核酸分子(例

如，包含转基因和由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序

列的融合基因)和转录终止子。

[0156] 在特定实施方案中，本文教导的核酸表达盒包含至少一个(例如一个、两个、三个、

四个、五个或六个，优选三个(串联)重复的)核酸调节元件，所述核酸调节元件可操作地连

接至启动子和转基因，所述转基因与由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少

80％序列同一性的序列融合。

[0157] 在特定的实施方案中，本文教导的核酸表达盒包含至少一个(例如一个、两个、三

个、四个、五个或六个，优选三个(串联)重复的)组织特异性核酸调节元件，所述组织特异性

核酸调节元件可操作地连接至启动子和转基因，所述转基因与由SEQ  ID  NO:14定义的序列

或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合，优选地，其中所述至少一个组织特异

性核酸调节元件是可操作地连接至启动子和转基因的肝脏特异性核酸调节元件。

[0158] 本文所用的“调节元件”是指能够调节和/或控制基因的转录、特别是基因的组织

特异性转录的转录控制元件，特别是非编码顺式作用转录控制元件。调节元件包括至少一

个转录因子结合位点(TFBS)，更特别地至少一个组织特异性转录因子的结合位点，例如至

少一个肝脏特异性转录因子的结合位点。通常，当与单独由启动子而没有调节元件转录基

因相比时，本文所使用的调节元件增加或增强启动子驱动的基因表达。因此，调节元件特别
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地包含增强子序列，但是应当明白，增强转录的调节元件不限于通常在远端上游的增强子

序列，而是可以出现在它们所调节的基因的任何距离处。实际上，本领域已知调节转录的序

列可以位于它们在体内调节的基因的上游(例如在启动子区域中)或下游(例如在3'UTR

中)，并且可位于基因附近或更远的地方。值得注意的是，尽管本文所公开的调节元件通常

是天然存在的序列，但这类调节元件(的部分)或调节元件的数个拷贝(即非天然存在的序

列)的组合本身也被认为是调节元件。本文所用的调节元件可以是参与转录控制的较大序

列的一部分，例如启动子序列的一部分。然而，仅调节元件通常不足以启动转录，为此而需

要启动子。

[0159] 包含在本文公开的核酸表达盒和载体中的一种或多种调节元件优选是细胞或组

织特异性的，例如对以下细胞或组织具有特异性：肝脏、B细胞、T细胞、造血细胞、单核细胞、

白细胞、巨噬细胞、肌肉(例如，WO  2015/110449中所公开的调节元件，其通过全文引用的方

式并入本文中)、隔膜(例如，WO  2018/178067中所公开的调节元件，其通过全文引用的方式

并入本文中)、胰腺腺泡或β细胞、内皮细胞(例如，如WO  2017/109039中所公开的调节元件，

其通过全文引用的方式并入本文中)、星形胶质细胞、神经元或肺。

[0160] 在特定的实施方案中，包含在本文公开的核酸表达盒和载体中的一个或多个调节

元件是肝脏特异性的。肝脏特异性调节元件的非限制性实例公开于2009/130208和/或WO 

2016/146757中，其具体通过引用的方式并入本文中。肝脏特异性调节元件的另一个实例是

源自转甲状腺素运载蛋白(TTR)基因的调节元件，例如SEQ  ID  NO:24定义的调节元件，在本

文中也称为“TTRe”或“TTREnh”(Wu等人，2008)。本申请中使用的术语“肝脏特异性表达”是

指与其它(即非肝脏)组织相比，(转)基因(如RNA和/或多肽)在肝脏中优先或主要表达。根

据特定实施方案，至少50％(转)基因表达发生在肝脏内。根据特定实施方案，至少60％、至

少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少97％、至少99％或100％

的(转)基因表达发生在肝脏内。根据特定的实施方案，肝脏特异性表达需要表达的基因产

物没有“泄漏”到其它器官，例如肺、肌肉、心脏和/或肺。这加以必要的修改同样适用于肝细

胞特异性表达，其可认为是肝脏特异性表达的特定形式。在整个申请书中，当在表达的上下

文中提及了肝脏特异性时，也明确设想了肝细胞特异性表达。类似地，在本申请中使用组织

特异性表达时，还设想了主要组成该组织的细胞类型的细胞类型特异性表达。

[0161] 优选地，本文公开的核酸表达盒和载体中的一种或多种调节元件在仅具有有限的

长度的同时具有完全的功能性。这允许它在载体或核酸表达盒中使用，而不会过度限制它

们的有效负载能力。因此，在实施方案中，本文公开的表达盒和载体中的一种或多种调节元

件是具有1000个核苷酸或更少、800个核苷酸或更少、或600个核苷酸或更少、优选400个核

苷酸或更少、例如300个核苷酸或更少、200个核苷酸或更少、150个核苷酸或更少、或100个

核苷酸或更少的核酸(即，核酸调节元件具有1000个核苷酸、800个核苷酸、600个核苷酸、

400个核苷酸、300个核苷酸、200个核苷酸、150个核苷酸或100个核苷酸的最大长度)。然而，

应当理解，所公开的核酸调节元件保留调节活性(即关于特异性和/或转录活性)，因此它们

尤其具有20个核苷酸、25个核苷酸、30个核苷酸、35个核苷酸、40个核苷酸、45个核苷酸、50

个核苷酸，55个核苷酸，60个核苷酸，65个核苷酸，或70个核苷酸的最小长度。

[0162] 在优选的实施方案中，本文公开的核酸表达盒和载体中的一种或多种调节元件包

含来自SERPINA1调节元件(即控制体内SERPINA1基因表达的调节元件)的序列。所述调节元
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件优选包含、基本上组成为或组成为：SEQ  ID  NO:25定义的序列、与所述序列具有至少

85％、优选至少90％、更优选至少95％(例如96％、97％、98％或99％)同一性的序列，或其功

能片段。还优选地是，所述调节元件具有150个核苷酸或更少，优选100个核苷酸或更少的最

大长度，并且包含、基本上组成为或组成为：SEQ  ID  NO:25定义的序列、与所述序列具有至

少85％、优选至少90％、更优选至少95％(例如96％、97％、98％或99％)同一性的序列，或其

功能片段。由SEQ  ID  NO:25组成的肝脏特异性核酸调节元件在本文中称为“Serpin增强

子”、“SerpEnh”或“Serp”。

[0163] 本申请中使用的术语“功能片段”是指本文公开的序列的片段，其保留了调节肝脏

特异性表达的能力，即，它们仍然赋予组织特异性，并且它们能够以与它们所源自的序列相

同的方式(尽管可能程度不相同)调节(转)基因的表达。片段包含来自其所源自的序列的至

少10个连续的核苷酸。在另一特定的实施方案中，片段包含来自其所源自的序列的至少15

个、至少20个、至少25个、至少30个、至少35个或至少40个连续的核苷酸。还优选地是，功能

片段可包含至少1个、更优选至少2个、至少3个或至少4个、甚至更优选至少5个、至少10个或

至少15个存在于其所源自的序列中的转录因子结合位点(TFBS)。

[0164] 在特别优选的实施方案中，本文公开的核酸表达盒和载体包含以下肝脏特异性调

节元件的两个或更多个(例如两个、三个、四个、五个或六个)、优选三个(串联)重复序列：包

含、基本上组成为或组成为：SEQ  ID  NO:25或与该序列具有至少85％、优选至少90％、更优

选至少95％(例如96％、97％、98％或99％)同一性的序列的肝脏特异性调节元件；更优选

地，具有150个核苷酸或更少、优选100个核苷酸或更少、更优选80个核苷酸或更少的肝脏特

异性调节元件，其包含、基本上组成为或组成为：SEQ  ID  NO:25或与该序列具有至少85％、

优选至少90％、更优选至少95％(例如96％、97％、98％或99％)同一性的序列。优选的包含

SEQ  ID  NO:25的三个串联重复的核酸调节元件在本文中称为“3xSerp”，且由SEQ  ID  NO:26

定义。

[0165] 在更特定的实施方案中，本文教导的核酸表达盒包含至少一种肝脏特异性核酸调

节元件，其中所述至少一种肝脏特异性核酸调节元件由SEQ  ID  NO:25定义的Serpin增强子

或与所述序列具有至少95％同一性的序列组成。在甚至更特定的实施方案中，本文教导的

核酸表达盒包含三重重复、优选串联排列的由SEQ  ID  NO:25定义的Serpin增强子或与所述

序列具有至少95％同一性的序列。

[0166] 当如本文所述的调节元件与启动子和转基因和/或融合基因可操作地连接时，调

节元件可以(1)赋予转基因和/或融合基因在体内(和/或在体外的肝细胞/肝细胞系中)显

著程度的肝脏特异性表达，和/或(2)可以增加转基因和/或融合基因在肝脏中(和/或在体

外的肝细胞/肝细胞系中)的表达水平。

[0167] 在本发明的一个典型实施方案中，公开了核酸表达盒，其包含:

[0168] ‑肝脏特异性核酸调节元件，优选包含一个或三个串联重复的Serpin增强子(例如

SEQ  ID  NO:25)的调节元件，

[0169] ‑肝脏特异性启动子，优选TTRm启动子(例如SEQ  ID  NO:19所定义)，

[0170] ‑内含子，优选MVM内含子，例如SEQ  ID  NO:20所定义，以及

[0171] ‑(转)基因，优选FIX，更优选SEQ  ID  NO:9定义的密码子优化的因子IX  cDNA，甚至

更优选地，如SEQ  ID  NO:11定义的hFIXcoPadua；
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[0172] ‑核酸序列，其编码一种或多种多肽或肽接头，优选编码SEQ  ID  NO:18中定义的肽

接头；

[0173] ‑由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列，以

及

[0174] ‑转录终止子，优选多腺苷酸化信号，例如SEQ  ID  NO:23定义的猿猴空泡病毒40或

猿猴病毒40(SV40)多腺苷酸化信号或SEQ  ID  NO:21定义的合成多聚A位点。

[0175] 作为非限制性实例，这样的载体由SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6或SEQ 

ID  NO:8定义，优选SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:8，更优选SEQ  ID  NO:6或SEQ 

ID  NO:8，甚至更优选SEQ  ID  NO:8。

[0176] 本文公开的表达盒因此可以这样使用，或者通常，它们可以是核酸载体的一部分。

因此，另一方面涉及本文所述的核酸表达盒在载体、特别是核酸载体中的用途。

[0177] 另一方面提供了载体，其包含如本文教导的核酸表达盒，优选地其中所述载体是

病毒载体，更优选地其中所述载体源自腺相关病毒(AAV)。

[0178] 本申请中使用的术语“载体”是指核酸分子，如单链或双链DNA，其中可能已经插入

另一核酸分子(插入的核酸分子)，例如但不限于cDNA分子。载体用于将插入的核酸分子运

输到合适的宿主细胞中。载体可以包含允许转录插入的核酸分子和任选地将转录物翻译成

多肽的必要元件。插入的核酸分子可以来源于宿主细胞，或者可以来源于不同的细胞或生

物体。一旦进入宿主细胞，载体就可以独立于宿主染色体DNA复制或与宿主染色体DNA同时

复制，并且可以生成载体及其插入的核酸分子的数个拷贝。

[0179] 因此，术语“载体”也可以定义为促进基因转运到靶细胞中的基因递送载体。该定

义包括非病毒载体和病毒载体两者。非病毒载体包括但不限于阳离子脂质、脂质体、纳米颗

粒、PEG、PEI等。病毒载体源于病毒，包括但不限于：逆转录病毒、慢病毒、腺相关病毒、腺病

毒、疱疹病毒、肝炎病毒等。或者，基因递送系统可用于组合病毒和非病毒组分，例如纳米颗

粒或病毒体(Yamada等人，2003)。

[0180] 通常，但不是必需的，病毒载体由于已经失去了在特定细胞中繁殖的能力而是复

制缺陷型的，这是因为对复制至关重要的病毒基因已经从病毒载体中消除。然而，有些病毒

载体也可适于在特定细胞(例如癌细胞)中特异性复制，并且通常用于触发(癌症)细胞特异

性(瘤细胞)溶解。优选的载体源自腺相关病毒、腺病毒、逆转录病毒和慢病毒。

[0181] 逆转录病毒和慢病毒是RNA病毒，其在感染后具有将其基因插入宿主细胞染色体

中的能力。已经开发了逆转录病毒和慢病毒载体，它们缺乏编码病毒蛋白的基因，但保留了

感染细胞并将其基因插入靶细胞的染色体中的能力(Miller，1990；Naldini等人，1996；

VandenDriessche等人，1999)。慢病毒和基于莫洛尼氏鼠白血病病毒(MLV)的经典逆转录病

毒载体之间的区别在于，慢病毒载体可以转导分裂细胞和非分裂细胞，而基于MLV的逆转录

病毒载体只能转导分裂细胞。

[0182] 腺病毒载体被设计为直接施用至活的受试者。与逆转录病毒载体不同，大多数腺

病毒载体基因组不整合到宿主细胞的染色体中。实际上，使用腺病毒载体引入细胞中的基

因作为染色体外元件(附加体(episome))保留在细胞核中，并存留延长的时间。腺病毒载体

将在体内许多不同组织(包括气道上皮细胞、内皮细胞、肝细胞和各种肿瘤)中转导分裂和

非分裂细胞(Trapnell，1993；Chuah等人，2003)。另一种病毒载体来源于单纯疱疹病毒，它
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是一种大型的双链DNA病毒。牛痘病毒(另一种dsDNA病毒)的重组形式可以容纳较大的插入

物，并通过同源重组产生。

[0183] 腺相关病毒(AAV)是一种小型ssDNA病毒，可感染人类和其它灵长类动物，未发现

会引起疾病，因此仅引起非常轻微的免疫应答。AAV可以感染分裂细胞和非分裂细胞，且可

将其基因组整合到宿主细胞的基因组中。这些特征使AAV成为创建用于基因治疗的病毒载

体的非常有吸引力的候选者，尽管载体的克隆能力相对有限。因此，在本发明的优选实施方

案中，所使用的载体来源于腺相关病毒(即AAV载体)。

[0184] 已经分离并表征了不同的AAV血清型，例如AAV2血清型、AAV5血清型、AAV8血清型

和AAV9血清型，并且本文考虑了所有AAV血清型。特别地，包含如本文公开的FIX转基因的

AAV载体优选为AAV9血清型载体，并且包含如本文公开的FVIII转基因的AAV载体优选为

AAV8血清型载体。AAV载体也可以是非天然存在的AAV载体，例如衍生自天然存在的载体的

AAV载体，其包含修饰的衣壳，从而通过抗AAV抗体影响嗜性或中和。

[0185] 本文公开的AAV载体可以是单链(即ssAAV载体)或自互补的(即scAAV载体)。特别

地，包含如本文公开的FIX转基因的AAV载体优选为自互补的，并且包含如本文公开的FVIII

转基因的AAV载体优选为单链的。术语“自互补AAV”在本文中指重组的衍生自AAV的载体，其

中编码区已被设计成形成分子内双链DNA模板。

[0186] 使用本文公开的腺相关病毒载体的基因疗法显示出诱导对载体中所包含的转基

因的免疫耐受。

[0187] 在实施方案中，根据本发明的载体包含以下元件(参考图3、6和8)：

[0188] ‑反向末端重复序列(ITR)，任选突变的，

[0189] ‑肝脏特异性调节元件，优选包含一个或三个串联重复的Serpin增强子(“Serp”或

“SerpEnh”)的调节元件(例如，包含SEQ  ID  NO:25定义的核酸片段的调节元件)，

[0190] ‑启动子，优选如SEQ  ID  NO:19所定义的最小TTRm启动子，

[0191] ‑内含子，优选由SEQ  ID  NO:20定义的MVM内含子，

[0192] ‑(转)基因，优选SEQ  ID  NO:9定义的密码子优化的因子IX  cDNA，甚至更优选SEQ 

ID  NO:11定义的密码子优化的因子IX  Padua  cDNA；

[0193] ‑核酸序列，其编码一种或多种多肽或肽接头，优选编码SEQ  ID  NO:18中定义的肽

接头；

[0194] ‑由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列，

[0195] ‑转录终止子，优选多腺苷酸化信号，例如如SEQ  ID  NO:23定义的猿猴空泡病毒40

或猿猴病毒40(SV40)多腺苷酸化信号或SEQ  ID  NO:21定义的合成多聚A位点，以及

[0196] ‑反向末端重复序列(ITR)。

[0197] 所述元件的组合导致受试者肝脏中密码子优化的FIX或具有Padua突变的密码子

优化FIX的出乎意料的高蛋白水平和活性，而当使用包含野生型非密码子优化形式的人白

蛋白cDNA而不是SEQ  ID  NO:14所定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序

列的载体时，未观察到这一现象。

[0198] 优选地，载体是源自腺相关病毒的载体，更优选自互补AAV载体，甚至更优选自互

补AAV9血清型载体，例如由SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:8定义的

载体，优选SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:8定义的载体，更优选SEQ  ID  NO:6或
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SEQ  ID  NO:8定义的载体，甚至更优选SEQ  ID  NO:8定义的载体。

[0199] 在特定的实施方案中，所述载体是单链AAV。

[0200] 在特定实施方案中，提供了以下质粒/载体:

[0201] pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:2)，

[0202] pAAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:6)，

[0203] pAAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA  (SEQ  ID  NO:3)，和

[0204] pAAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:8)。

[0205] 在特定实施方案中，本文教导的载体具有SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:

6或SEQ  ID  NO:8，优选SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:8，更优选SEQ  ID  NO:6或

SEQ  ID  NO:8，甚至更优选SEQ  ID  NO:8。在其它实施方案中，所述载体是非病毒载体，例如

基于转座子的载体。优选地，所述基于转座子的载体源自Sleeping  Beauty(SB)或PiggyBac

(PB)。Ivics等人(1997)中已经描述了优选的SB转座子及其高活性的版本，包括SB100X，如

Mates等人(2009)所述。基于PiggyBac的转座子是安全的载体，因为它们不会增加致瘤风

险。此外，使用这些载体的肝脏定向基因疗法显示出诱导对载体中包含的转基因、特别是

hFIX或hFVIII转基因的免疫耐受。

[0206] 基于转座子的载体优选与编码转座酶的载体组合施用以用于基因疗法。例如，基

于源自PiggyBac的转座子的载体可以与野生型PiggyBac转座酶(Pbase)或小鼠密码子优化

的PiggyBac转座酶(mPBase)一起施用。优选地，所述转座酶是高活性转座酶，例如，含有七

个氨基酸取代(I30V，S103P，G165S，M282V，S509G，N538K，N570S)的高活性PB(hyPB)转座酶，

如Yusa等人，(2011)中所述，其具体通过引用的方式并入本文中。

[0207] 转座子/转座酶构建体可以通过水动力注射或使用非病毒纳米颗粒递送以转染细

胞，例如肝细胞。

[0208] 另一方面提供了药物组合物或药物制剂，其包含如本文所教导的核酸分子、核酸

表达盒或载体和药学上可接受的载体，即一种或多种药学上可接受的载体物质和/或添加

剂，例如缓冲液、载体、赋形剂、稳定剂等。所述药物组合物可以试剂盒的形式提供。

[0209] 本文使用的术语“药学上可接受的”与本领域意义一致，并且与药物组合物的其它

成分相容并且对其接受者无害。本文使用的术语“药学上可接受的盐”是指无机酸加成盐，

如盐酸盐、硫酸盐和磷酸盐；或有机酸加成盐，如乙酸盐、马来酸盐、富马酸盐、酒石酸盐和

柠檬酸盐。药学上可接受的金属盐的实例是碱金属盐，如钠盐和钾盐；碱土金属盐，如镁盐

和钙盐、铝盐和锌盐。药学上可接受的铵盐的实例是铵盐和四甲基铵盐。药学上可接受的有

机胺加成盐的实例是含有吗啉和哌啶的盐。药学上可接受的有机胺加成盐的实例是含有赖

氨酸、甘氨酸和苯丙氨酸的盐。根据本发明的药物组合物可以口服给药，例如以丸剂、片剂、

涂漆片剂、糖衣片剂、颗粒剂、硬明胶胶囊和软明胶胶囊、水性、酒精或油性溶液、糖浆、乳剂

或悬浮液的形式，或通过直肠，例如以栓剂的形式。也可以进行肠胃外给药，例如通过皮下、

肌肉内或静脉内以注射或输注溶液的形式进行给药。其它合适的给药形式为(例如)经皮或

局部给药，例如以软膏、酊剂、喷雾剂或透皮治疗系统的形式，或以鼻喷雾剂或气雾剂混合

物的形式吸入给药，或例如以微胶囊、植入物或棒的形式给药。所述药物组合物可以按照本

领域技术人员本身已知的方式制备。为此目的，将如本文所定义的核酸表达盒或表达载体、

一种或多种固态或液态药学上可接受的赋形剂(如果需要的话)与其它药物活性化合物组
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合在一起形成适合的给药形式或剂型，然后可以用作人类医学或兽医学中的药物。

[0210] 根据另一方面，提供了药物组合物，其包含核酸分子，所述核酸分子包含编码治疗

性蛋白的转基因，所述转基因与本文教导的SEQ  ID  NO:14定义的序列与所述序列具有至少

80％序列同一性的序列融合；或包含本文教导的这样的核酸分子的核酸表达盒，以及药学

上可接受的载体。

[0211] 根据另一方面，所述药物组合物包括包含核酸表达盒的载体，以及药学上可接受

的载体，所述核酸表达盒包含核酸分子，所述核酸分子包含编码治疗性蛋白的转基因，所述

转基因与本文教导的SEQ  ID  NO:14定义的序列与所述序列具有至少80％序列同一性的序

列融合。根据另一特定的实施方案，所述转基因编码因子IX，并且所述药物组合物用于治疗

血友病B，或所述转基因编码因子VIII，并且所述药物组合物用于治疗血友病A。

[0212] 另一方面提供了如本文所教导的核酸分子、核酸表达盒、载体、药物组合物在增强

转基因的基因表达和/或增加由转基因编码的蛋白质或多肽的水平和/或活性中的用途，其

中所述用途是体外、离体或体内用途，优选地，其中所述用途是体外用途。

[0213] 在特定的实施方案中，与由编码融合蛋白的核酸分子中存在的相同转基因(其未

与白蛋白在体外或体内融合)编码的蛋白质或多肽的水平相比，由包含与本文教导的SEQ 

ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列体外或体内融合的转

基因的核酸分子编码的融合蛋白质的水平为前者的约2倍至约5倍或更多。蛋白质或多肽的

水平可以通过任何本领域公认的方法来测定，例如通过基于抗体的测定法，例如蛋白质印

迹或ELISA测定法，以评估是否实现了基因产物的治疗性表达。基因产物的表达也可以在生

物测定中测量，所述生物测定检测本文其它地方所述的基因产物的酶促活性或生物活性。

[0214] 在特定的实施方案中，与由编码融合蛋白的核酸分子中存在的相同转基因(其未

与白蛋白融合)编码的蛋白质或多肽的活性相比，由包含与本文教导的SEQ  ID  NO:14定义

的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合的转基因的核酸分子编码的融

合蛋白质的活性为前者的约1.5倍至约4倍或更多。提及的多肽或蛋白质的“活性”通常可以

包括多肽或蛋白质的生物学活性的任何一个或多个方面，例如但不限于其生化活性、酶活

性、信号传导活性、相互作用活性、配体活性、和/或结构(例如在细胞、组织、器官或生物体

内的)活性的一个或多个方面。蛋白质或多肽的活性可以通过本领域已知的任何方法确定，

并且取决于蛋白质或多肽的类型和活性的类型。例如，如果蛋白质或多肽是FIX，则可以使

用显色法(HYPHEN  BioMed,Andresy,France)来确定活性。

[0215] 在特定的实施方案中，本文所教导的核酸分子、核酸表达盒、载体和药物组合物增

加了由包含转基因的核酸分子编码的融合蛋白的体外半衰期(其可以由较高的稳态蛋白质

水平反映)以及体内循环半衰期(其可以由较高的稳态蛋白质水平反映)，因此也增加了由

所述转基因编码的蛋白质或多肽的半衰期，所述转基因与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所

述序列具有至少80％序列同一性的序列融合。更具体地说，与由融合蛋白中相同的转基因

编码但未与白蛋白融合的蛋白质或多肽的稳态蛋白水平相比，本文所教导的融合蛋白的稳

态水平(以及由转基因编码的蛋白或多肽的稳态水平)是前者的约1.5倍至5倍或更多。蛋白

质或多肽的半衰期可以通过本领域已知的任何方法，例如通过药代动力学研究来确定。

[0216] 白蛋白与目的蛋白质或多肽(例如治疗性蛋白)的基因融合改善了所述目的蛋白

质或多肽的药代动力学特性，更具体而言，延长了其半衰期。与未与人白蛋白融合的蛋白质
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或多肽相比，本文所教导的融合蛋白可以认为是长效融合蛋白。

[0217] 此外，本文所述的表达盒和载体指导治疗量的融合基因产物的长期表达。通常，预

期治疗性表达持续至少20天、至少50天、至少100天、至少200天、至少300天、至少1年、至少2

年、至少3年、至少4年、至少5年，至少6年，至少7年，至少8年，至少9年，在某些情况下为10年

或更长时间。在另一个方面，本文所述的核酸分子、核酸表达盒和载体可用于基因治疗。

[0218] 本领域已经广泛地描述了旨在在靶细胞中(在体外，但也尤其是在体内)实现治疗

性基因产物表达的基因治疗方案。这些包括但不限于，肌内注射质粒DNA(裸露的或在脂质

体中)，间质注射，气道滴注，施用于内皮、肝内实质，以及静脉内或动脉内给药(例如肝动脉

内，肝静脉内)。已经开发了各种装置来增强DNA对靶细胞的可用性。一种简单的方法是将靶

细胞与含有DNA的导管或可植入材料物理接触。另一种方法是利用无针喷射装置，该装置在

高压下将管柱内液体直接投射到目标组织中。这些递送的范例也可用于递送病毒载体。靶

基因递送的另一种方法是使用分子缀合物，所述分子缀合物由蛋白质或合成配体组成，所

述蛋白质或合成配体上已附着核酸或DNA结合剂，以将核酸特异性靶向细胞(Cristiano等

人，1993)。

[0219] 根据特定的实施方案，预期将本文所述的核酸分子、核酸表达盒和载体用于特定

类型的细胞或组织的基因疗法(例如，肝脏(即肝脏定向基因疗法))、肌肉(即肌肉定向基因

疗法)、内皮细胞(即内皮特异性基因治疗))、优选肝细胞的基因疗法(即肝脏定向基因疗

法)。根据另一个特定实施方案，将所述核酸分子、表达盒或载体用于基因疗法，特别是体内

肝脏定向基因疗法。根据另一个特定实施方案，将基因治疗的方法、特别是肝脏定向基因疗

法用于治疗血友病、特别是治疗血友病B或血友病A。

[0220] 已经使用离体和体内程序进行了向哺乳动物肝细胞的基因转移。离体方法需要收

获肝细胞，用长期表达载体进行体外转导，并将转导的肝细胞重新引入门脉循环(Kay等人，

1992；Chowdhury等，1991)。体内靶向已经通过将DNA或病毒载体注射到肝实质、肝动脉或门

静脉中以及通过转录靶向完成(Kuriyama等人，1991；Kistner等人，1996)。最近的方法还包

括裸DNA的门静脉递送(Budker等人，1996)和水动力尾静脉转染(Liu等人，1999；Zhang等

人，1999)。

[0221] 根据另一方面，提供了用于在细胞、优选肝细胞中表达蛋白质的方法，所述方法包

括以下步骤:

[0222] ‑在细胞、优选肝细胞中引入如本文所述的核酸表达盒或载体，以及

[0223] ‑在细胞、优选肝细胞中表达融合基因产物。

[0224] 这些方法在体外和体内都可进行。

[0225] 另一方面提供了如本文所教导的核酸分子、核酸表达盒、载体、药物组合物用于治

疗疾病或病症、优选通过基因疗法治疗疾病或病症的用途。

[0226] 还提供了用于有需要的受试者的基因治疗的方法，所述方法包括在受试者的器

官、优选肝脏中引入核酸表达盒的步骤，所述核酸表达盒包含核酸分子，所述核酸分子包含

与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合的转基因，

其中所述转基因编码治疗性蛋白，并在所述器官、优选肝脏中表达治疗量的治疗性蛋白。根

据另一实施方案，所述方法包括在受试者的器官、优选肝脏中引入载体的步骤，所述载体包

含核酸表达盒，所述核酸表达盒包含核酸分子，所述核酸分子包含与SEQ  ID  NO:14定义的
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序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合的转基因，其中所述转基因编码治

疗性蛋白，并在所述器官、优选肝脏中表达治疗量的治疗性蛋白。

[0227] 可受益于使用如本文所教导的编码人白蛋白的核酸分子、核酸表达盒、载体或药

物组合物的基因疗法的示例性疾病和病症包括：肝脏疾病、肝脏相关病症如血友病(包括血

友病A和B)、肌小管肌病(MTM)、Pompe症、肌营养不良(例如Duchenne型肌营养不良(DMD)/

Becker型肌营养不良(BMD))、肌强直性营养不良、强直性肌营养不良(DM)、Miyoshi肌病、福

山型先天性肌营养不良、肌营养不良性神经肌肉疾病、运动神经元疾病(MND)、如Charcot‑

Marie‑Tooth症(CMT)、脊髓性肌萎缩症(SMA)以及肌萎缩性侧索硬化症(ALS)、Emery‑

Dreifuss肌营养不良症、面肩肱型肌营养不良症(FSHD)、先天性肌营养不良症、先天性肌肉

疾病、肢带肌营养不良症、代谢性肌病、肌肉炎性疾病、肌无力、线粒体肌病、离子通道异常、

核被膜疾病、心肌病、心脏肥大、心力衰竭、远端肌病、心血管疾病、血管性血友病、微血管血

栓形成、血栓性血小板减少性紫癜、外周血管疾病、冠状动脉疾病、动脉粥样硬化疾病、中

风、心脏病、糖尿病、胰岛素抵抗、慢性肾衰竭、肿瘤生长、转移、静脉血栓形成、缺血、肿瘤生

长、肿瘤血管化、癌症和病毒感染性疾病、例如埃博拉、登革热、登革出血热、自身免疫性疾

病(例如克罗恩氏病、多发性硬化症和溶酶体贮积症)。

[0228] 在特定的实施方案中，所述疾病或病症是肝脏相关的疾病或病症。

[0229] 本文使用的术语“肝脏相关疾病或病症”是指与肝脏中改变的基因表达相关的疾

病或病症。肝脏相关的疾病或病症包括侠义的肝脏疾病以及一些遗传性疾病，这些遗传性

疾病不会直接导致肝脏疾病，但主要在身体的其它地方表现出来。肝脏相关的疾病或病症

的非限制性实例包括血友病(包括血友病A和B)、肝炎、癌症和肝硬化、多囊性肝病(PLD)、血

友病A或B、家族性高胆固醇血症、溶酶体贮积症，鸟氨酸转氨甲酰酶缺乏症和α‑抗胰蛋白酶

缺乏症。

[0230] 转基因以及组织特异性启动子和/或组织特异性调节元件的选择通常与旨在使用

本文教导的载体或药物组合物治疗的疾病或病症相关。例如，如果要治疗的疾病或病症是

肝脏相关的疾病，例如血友病，则所使用的启动子和调节元件优选是肝脏或肝细胞特异性

的，并且转基因优选是FIX、FVIII或FVII，更优选FIX或FVIII。

[0231] 根据非常特定的实施方案，由核酸表达盒或载体中的转基因编码的治疗性蛋白是

因子IX，并且所述方法是治疗血友病B的方法。通过基因疗法在肝脏中表达因子IX，可以治

疗血友病B(Snyder等人，1999)。根据另一个非常特定的实施方案，由核酸表达盒或载体中

的转基因编码的治疗性蛋白是因子VIII，且所述方法是治疗血友病A的方法。根据另一个非

常特定的实施方案，由核酸表达盒或载体中的转基因编码的治疗性蛋白为因子VII(或凝血

因子VIIa)，且所述方法为治疗血友病A、血友病B或FVII缺陷的方法。

[0232] 本文还提供了在需要这种治疗的受试者中治疗如本文其它地方所述的可受益于

治疗基因疗法的疾病或病症的方法，所述病症优选与肝脏相关的病症，更优选血友病，所述

方法包括向受试者施用治疗有效量的如本文教导的载体或药物组合物。

[0233] 除非另有说明，术语“受试者”或“患者”可互换使用，并且指动物，优选脊椎动物，

更优选哺乳动物，且具体而言包括人类患者和非人类哺乳动物，例如小鼠。优选的患者或受

试者是人类受试者。

[0234] 本文所用的术语“诊治”或“治疗”是指治疗性治疗和预防性或防护性措施，其中目
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标是预防或减缓(减轻)不希望的生理变化或病症，例如增生性疾病(例如癌症)的发展或扩

散。有益的或期望的临床结果包括但不限于症状缓解、疾病程度减弱、疾病状态稳定(即不

恶化)、疾病进展延迟或减缓、疾病状态改善或缓解，以及康复(无论是部分还是全部)，无论

其是可检测的还是不可检测的。“治疗”也可以表示与不接受治疗时的预期生存期相比延长

生存期。

[0235] 本文所用的诸如“需要治疗的受试者”的短语包括将受益于特定病症的治疗的受

试者，例如哺乳动物受试者，所述特定病症例如血友病B或血友病A。这些受试者通常包括但

不限于那些已经被诊断出患有所述病症的受试者、容易患有或发展所述病症的受试者和/

或要预防该病症的受试者。

[0236] 术语“治疗有效量”是指有效治疗受试者中的特定病症，即，获得期望的局部或全

身效果和性能的化合物或药物组合物的量。因此，该术语是指研究人员、兽医、医生或其它

临床医生正寻求的在组织、系统、动物或人中引起生物或药物反应的化合物或药物组合物

的量，所述反应包括缓解正在治疗的疾病或病症的症状。特定言之，这些术语是指以单剂量

或多剂量形式预防、治愈、改善或至少最小化与特定病症(例如如果转基因编码的治疗性蛋

白是因子IX或VIII，则所述病症为血友病)相关的临床损伤、症状或并发症所必需的根据本

发明的化合物或药物组合物的量，。

[0237] 在特定的实施方案中，如果由转基因编码的治疗性蛋白是因子IX(并且该转基因

与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合)，那么该

术语意味着血浆中因子IX的水平等于或高于生理活性的至少约1％的治疗浓度，即10mU/ml

(毫单位/毫升)血浆；至少5％生理活性或50mU/ml血浆、至少10％生理活性或100mU/ml血

浆、至少15％生理活性或150mU/ml血浆、至少20％生理活性或200mU/ml血浆、至少25％生理

活性或250mU/ml血浆、至少30％生理活性或300mU/ml、至少35％生理活性或350mU/ml、至少

40％生理活性或400mU/ml、至少45％生理活性或400mU/ml、至少45％生理活性或450mU/ml、

至少50％生理活性或500mU/ml、至少65％生理活性或650mU/ml、至少70％生理活性或

700mU/ml、至少75％生理活性或750mU/ml、至少80％生理活性或800mU/ml、至少85％生理活

性或850mU/ml、至少95％生理活性或950mU/ml、或至少100％生理活性或1000mU/ml可以在

受试者中通过将根据本文所述的任何一个实施方案的载体转导或转染到该受试者中获得。

由于本发明的核酸表达盒和载体具有非常高的效率和/或由此获得的融合基因产物具有更

长的半衰期，因此即使施用相对低剂量的载体，也可以在受试者中获得这种高治疗水平的

因子IX。

[0238] 在另一个特定的实施方案中，如果由转基因编码的治疗蛋白是因子VIII(并且该

转基因与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性的序列融合)，

那么该术语意味着等于或高于10mU/ml(毫单位/毫升)血浆、50mU/ml血浆、100mU/ml血浆、

150mU/ml血浆、200mU/ml血浆、250mU/ml血浆、300mU/ml血浆、350mU/ml血浆、400mU/ml血

浆、450mU/ml血浆、500mU/ml血浆、550mU/ml血浆、600mU/ml血浆、650mU/ml血浆、750mU/ml

血浆、800mU/ml血浆、850mU/ml血浆、900mU/ml血浆、950mU/ml血浆或更高的治疗浓度的血

浆中因子VIII的低谷水平可以通过将本文公开的任何载体转导或转染到受试者中来获得。

由于本文所述的载体和核酸表达盒具有非常高的效率和/或由此获得的融合基因产物具有

更长的半衰期，因此即使施用相对低剂量的载体，也可以在受试者中获得这种高治疗水平
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的因子VIII。

[0239] 在另一个特定的实施方案中，如果由转基因编码的治疗蛋白是因子VII或凝血因

子VIIa(并且该转基因与SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性

的序列融合)，那么该术语意味着等于或高于10U/ml(单位/毫升)血浆、50U/ml血浆、100U/

ml血浆、或更高的治疗浓度(或等于或高于如Abshire等人，2004中所述的治疗浓度)的血浆

中因子VII或因子VIIa的低谷水平可通过将本文公开的任何载体转导或转染到受试者中来

获得。由于本文所述的载体和核酸表达盒具有非常高的效率和/或由此获得的融合基因产

物(即融合蛋白)具有更长的半衰期，因此即使施用相对低剂量的载体，也可以在受试者中

获得这种高治疗水平的因子VII(或因子VIIa)。

[0240] 另一方面提供了如本文教导的载体或药物组合物，其用作药物。

[0241] 另一方面提供了如本文教导的载体或药物组合物，其用于治疗如本文其它地方所

述的可受益于基因治疗的疾病或病症，优选肝脏相关病症，如果转基因编码FIX、FVIII或

FVII，则更优选血友病。

[0242] 本文还提供了如本文教导的载体或药物组合物在制备用于治疗受试者中如本文

其它地方所述的可受益于基因疗法的疾病或病症的药物中的用途，所述病症优选肝脏相关

病症，更优选血友病。

[0243] 在特定的实施方案中，如果转基因编码因子IX或因子VIII，则可以以低于6x 

1013vg/kg(病毒基因组/千克)的剂量将根据本文定义的任一实施方案的载体转导到受试者

中，以在受试者中获得100mU/ml血浆或更高的治疗性因子IX水平。例如，可以以低于5x 

1011vg/kg的剂量在受试者中实现300mU/ml血浆或更高的因子IX水平。

[0244] 对于血友病疗法，例如可以通过评估受试者因血友病引起的出血来测量治疗的功

效。还可以进行体外测试，例如但不限于体外活化部分凝血活酶时间测定(APPT)、测试因子

IX显色活性测定、凝血时间、因子IX或人因子VIII特异性ELISA。当然可以使用本领域已知

的用于评估治疗效果的任何其它测试。

[0245] 对于特定的病症，本发明的核酸表达盒、载体或药物组合物可以单独使用或与任

何已知疗法组合使用。例如，已知的血友病疗法包括施用重组或纯化的凝血因子。因此，本

发明的核酸表达盒、载体或药物组合物可以单独施用或与一种或多种活性化合物组合施

用。后者可以在施用所述试剂之前、之后或同时施用。

[0246] 还预期本文所公开的核酸分子、核酸表达盒和载体组分在制备用于治疗特定病

症，优选肝脏相关疾病，更优选血友病，甚至更优选血友病B或血友病A的药物组合物中的用

途。

[0247] 在一个替代实例中，本文公开的核酸分子、表达盒和载体可用于表达免疫量的基

因产物(例如多肽，特别是免疫原性蛋白或RNA)，以用于疫苗接种目的。

[0248] 在实施方案中，所述药物组合物可以是疫苗。所述疫苗可进一步包含一种或多种

用于增强免疫应答的佐剂。合适的佐剂包括例如但不限于皂苷、矿物凝胶如氢氧化铝、表面

活性物质如溶血磷脂、复合多元醇、聚阴离子、肽、油或烃乳液、卡介菌(BCG)、短棒状杆菌和

合成的佐剂QS‑21。任选地，疫苗可进一步包含一种或多种免疫刺激分子。免疫刺激分子的

非限制性实例包括具有免疫刺激、免疫增强和促炎活性的各种细胞因子、淋巴因子和趋化

因子，例如白介素(例如IL‑1、IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑12、IL‑13)；生长因子(例如，粒细胞‑巨
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噬细胞(GM)‑集落刺激因子(CSF))；和其它免疫刺激分子，如巨噬细胞炎性因子、Flt3配体、

B7.1、B7.2等。

[0249] 在实施方案中，本文所述的核酸分子、核酸表达盒、载体或药物组合物可以用作疫

苗，尤其用作预防性疫苗。

[0250] 本文还公开了本文所述的核酸分子、核酸调节元件、核酸表达盒、载体或药物组合

物在制备疫苗，特别是在制备预防性疫苗中的用途。

[0251] 本文还公开了对需要所述疫苗接种的受试者进行疫苗接种、特别是预防性疫苗接

种的方法，所述方法包括:

[0252] ‑在受试者中，尤其是在受试者的肝脏中引入本文教导的核酸表达盒、载体或药物

组合物；其中所述核酸表达盒、载体或药物组合物包含至少一种转基因，所述转基因与可操

作地连接至启动子的由SEQ  ID  NO:14定义的序列或与所述序列具有至少80％序列同一性

的序列融合；以及

[0253] ‑在受试者中，尤其是在受试者的肝脏中表达免疫有效量的融合基因产物(即融合

蛋白)。

[0254] 本文所用的“免疫有效量”是指有效增强受试者对随后暴露于由(转)基因编码的

免疫原的免疫应答的(转)基因产物的量。例如，可以通过测量中和分泌和/或血清抗体的

量，例如通过空斑中和、补体结合、酶联免疫吸附或微量中和法来确定诱导免疫的水平。

[0255] 应当理解的是，尽管本文已经针对根据本发明的方法和应用讨论了特定的实施方

案、特定的构造和配置以及材料，但是在不脱离本发明的范围和精神的情况下，可以在形式

和细节上进行各种改变或修改。

[0256] 提供以下实例是为了更好地说明特定实施方案，并且它们不应被视为限制本申

请。本申请仅受权利要求书的限制。

实施例

[0257] 实施例1：人白蛋白的密码子优化

[0258] 通过GeneArt(GeneArt  AG)使用其内部专用软件GeneOptimizer进行的使用密码

子适应指数分析已知人白蛋白cDNA(SEQ  ID  NO:28)和适应于智人密码子偏好的密码子用

法，产生密码子优化的序列。

[0259] 尽可能消除可能对表达产生负面影响的负顺式作用位点(例如剪接供体和受体位

点、内部TATA盒、chi位点和核糖体进入位点、RNA不稳定性基序、重复序列和RNA二级结构

等)。

[0260] 调整GC含量以延长mRNA半衰期。更具体而言，尽可能避免极高(>80％)或极低(<

30％)GC含量的区域。

[0261] 密码子用法导致密码子适应指数(CAI)值为0 .96 (参见Nucleic  Acids 

Res .1987Feb  11；15(3):1281‑95；The  codon  Adaptation  Index‑‑a  measure  of 

directional  synonymous  codon  usage  bias,and  its  potential  applications.；Sharp 

PM,Li  WH)。CAI描述了密码子与目标生物体的密码子用法偏好的匹配程度，并且优选>0.9。

[0262] 实施例2:hFIXco‑Albco融合导致稳态hFIX水平和活性的强劲增加

[0263] 1.研究设计
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[0264] 通过常规克隆和合成基因组装生成以下载体构建体：

[0265] 1)AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA  (SEQ  ID  NO:1)

[0266] 2)AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:2)

[0267] 3)AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:3)

[0268] 4)AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA(SEQ  ID  NO:4)

[0269] 5)AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA(SEQ  ID  NO:5)

[0270] 6)AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:6)

[0271] 7)AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA  (SEQ  ID  NO:7)

[0272] 8)AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:8)

[0273] 相应的载体质粒图谱和序列如图1‑8和12中所示。AAVss对应于单链(ss)AAV载体

主链，如先前在VandenDriessche等人，2007中所述。SERP对应于源自SERPINA1基因的顺式

调节元件，与先前出版物中的HS‑CRM8相同(Nair等人，2014；Chuah等人，2014)。载体包含该

SERP元件的单个副本(称为1XSERP)或三重重复(称为3XSERP)，如所示。mTTR对应于最小甲

状腺素运载蛋白启动子，MVM对应于小鼠微小病毒内含子。载体还包含TTR基因的5'非翻译

区(5’UTR)，其位于TTR最小启动子(mTTR)的下游。hFIXco对应于先前描述的密码子优化的

人(h)FIX基因(Nair等人，2014；Chuah等人，2014)。Padua指的是R338L获得功能性的FIX突

变，最初由Simioni及其同事在易栓症患者中描述(Simioni等人，2009)。Alb指的是野生型

非密码子优化的白蛋白序列，而Albco指的是相应的密码子优化的白蛋白序列。SV40  pA对

应于SV40多腺苷酸化位点。hFIXcoAlbco、hFIXcoPadua‑Alb和hFIXcoPadua‑Albco融合构建

体包含接头(SEQ  ID  NO:18)，其允许融合蛋白的合成，如先前所述(Metzner等人，2009；

Santagostino等人,2016)。具有高活性Padua突变(即FIX‑Padua)和肝细胞特异性启动子的

密码子优化的FIX(coFIX)的产生和初始表征先前已作描述(Cantore等人，2012；Nair等人，

2014)。

[0274] 不同FIX基因的序列如下:hFIXco(SEQ  ID  NO:9)；hFIXco‑Albco(SEQ  ID  NO:10)；

hFIXcoPadua(SEQ  ID  NO:11)；hFIXcoPadua‑Alb(SEQ  ID  NO:12)；hFIXcoPadua‑Albco(SEQ 

ID  NO:13)。

[0275] 通过用含有AAV载体的质粒和编码AAV8‑DJ衣壳的辅助构建体(Grimm等人，2008；

Gao等人，2004)共转染293T细胞来产生AAV载体，如Nair等人，2014；Chuah等人，2014所述。

通过氯化铯超离心纯化载体，并通过用载体特异性引物定量实时PCR测定载体滴度，如Nair

等人，2014；Chuah等人，2014所述。以指示的AAV载体剂量静脉注射成年C57Bl6和血友病B小

鼠(Wang等人，1997)。通过酶联免疫吸附测定(ELISA)测定FIX抗原水平，并如Nair等人，

2014；Chuah等人，2014所述且根据制造商的用法说明，通过显色法(HYPHEN  BioMed，

Andresy，France)测定FIX活性。动物实验得到了大学动物伦理委员会的批准。mRNA表达水

平分别通过定量实时PCR和定量实时逆转录酶PCR测定，如Nair等人，2014；Chuah等人，2014

所述。

[0276] 2.结果

[0277] 申请人首先评估了密码子优化与非密码子优化的白蛋白融合对循环人F  IX水平

和活性的影响。向血友病FIX缺陷小鼠(FIX敲除或FIX  KO)以5X109vg/小鼠静脉注射(i.v.)

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA、AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑
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Alb‑SV40pA、AAVss‑1X  SERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA载体。所有载体以

AAV8‑DJ衣壳包装。结果表明，与编码未与白蛋白融合的hFIXcoPadua蛋白的AAV载体(即

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA)相比，编码密码子优化的hFIXcoPadua‑

Albco融合蛋白的AAV载体(即AAVss‑1XSER  P‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA)产生

了明显更高的FIX活性(约3倍)(图9A)。在治疗的动物中FIX活性水平得以维持，这与缺乏抗

hFIX或抗hAlb免疫应答相一致。

[0278] 相比之下，以5X109vg/小鼠静脉注射AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hF  IXcoPadua‑

SV40pA与AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA载体的血友病FIX缺陷型小鼠

的循环FIX抗原水平没有显著差异(图9B)。同样，与使用hFIXcoPadua‑Albco融合基因相比，

以5X109vg/小鼠静脉注射AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA载体的血友

病FIX缺陷型小鼠中循环FIX活性水平与用AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑h  FIXcoPadua‑SV40pA

载体所获得的水平相似或甚至略低(图9C)。总的来说，这些结果表明，只要对白蛋白融合本

身进行适当的密码子优化，FIX‑白蛋白融合就会导致更高的FIX活性水平。

[0279] 为了确认白蛋白融合的作用，随后使用非Padua  hFIXco作为治疗性转基因评估其

对野生型C57Bl6小鼠中FIX水平的影响。因此，向正常C57Bl6小鼠以109vg/小鼠注射AAVss‑

1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA或A  AVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA载

体。结果表明，与非融合对照(即AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA)相比，注射AA 

Vss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA载体后白蛋白融合显著增加了循环FIX抗原

水平(图10A)。因此，使用FIX‑白蛋白融合的基因治疗的增加的功效可以基于两种不同的蛋

白质，即高活性Padua  FIX‑R338L(图9)和野生型FIX(图10)获得，且因此与Padua  FIX‑

R338L突变无关。

[0280] 此外，图10B显示了注射AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40p  A或AAVss‑

1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA载体的小鼠之间肝脏中FIX的mRNA表达基本相同，

这表明与非融合对照(即AAVss‑1XSER  P‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA)(图10A)相比，注射

AAVss‑1XSERP‑mT  TR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA载体后循环FIX抗原水的平增加可归因于

h  FIX‑白蛋白融合蛋白的半衰期增加，而不是其mRNA表达增加。

[0281] 为了进一步提高FIX‑白蛋白基因治疗方法的治疗效果，我们评估了包括SERP元件

的多个拷贝是否会进一步提高稳态FIX水平。因此，向正常C57Bl6小鼠以109vg/小鼠注射

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA或AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑

Albco‑SV40pA载体。结果表明，SERP元件的多个拷贝增强了hFIX‑白蛋白融合蛋白的循环水

平(图10A)，这与hFIXco‑Albco  mRNA水平的显著增加相一致(图10B)。

[0282] 最后，使用基于多个SERP元件的优化的载体设计，我们证实了hFIXc  oPadua‑

Albco转基因与hFIXcoPadua‑Alb相比具有更优越的治疗效果。因此，向血友病FIX缺陷小鼠

以5x109vg/小鼠注射AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA或AAVss‑3XSERP‑

mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb  co‑SV40pA载体。结果表明，与编码未与白蛋白融合的

hFIXcoPadua蛋白的AAV载体(即AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA)相比，编码

密码子优化的hFIXcoPadua‑Albco融合蛋白的AAV载体(即AAVss‑3X  SERP‑mTTR‑MVM‑

hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA)产生了明显更高的FIX抗原和活性水平(约2至4倍)(图11A和

图11B)。
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[0283] 为了进一步证实白蛋白融合的效果，随后使用非Padua  hFIXco或Padu  a‑hFIXco

(“hFIXcoPadua”)作为治疗转基因，通过综合剂量‑响应分析，评估其在血友病FIX中对FIX

抗原水平和FIX活性的影响。因此，向血友病F  IX缺陷小鼠以5x108vg/小鼠、1x109vg/小鼠或

5x109vg/小鼠注射AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA(SEQ  ID  NO:1)、AAVss‑

1XSERP‑m  TTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA  (SEQ  ID  NO:2)、AAVss‑1XSERP‑mTT  R‑MVM‑

hFIXcoPadua‑SV40pA(SEQ  ID  NO:4)或AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑

SV40pA  (SEQ  ID  NO:6)载体。在载体注射后1周后和3周测量FIX抗原和活性水平(图12和

13)。

[0284] 结果表明，与用编码未与白蛋白或密码子优化的白蛋白(“Albco”)融合的

hFIXcoPadua蛋白的AAV载体(即AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIX  coPadua‑SV40pA)所获得的

抗原和活性水平相比，编码密码子优化的hFIXc  oPadua‑Albco融合蛋白的AAV载体(即

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIX  coPadua‑Albco‑SV40pA)产生了明显更高的FIX抗原和活性

水平(图12和图13A‑C)。同样，结果还表明，与用编码未与白蛋白或密码子优化的白蛋白

(“Albco”)融合的hFIXco蛋白的AAV载体(即AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA)所获

得的抗原和活性水平相比，编码密码子优化的hFIXcoPadua‑Albco融合蛋白的AAV载体(即

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA)产生了明显更高的FIX抗原和活性水平

(图12和图13D‑E)。此外，用编码hFIXcoPadua的AAV载体获得的FIX活性水平明显高于用编

码非高活性hFIXco的AAV载体获得的活性水平(图12和图13A‑E)。这与在白蛋白融合或非融

合对照中观察到的相一致。FIX抗原和活性水平随着载体剂量的增加而增加(图12和图13A‑

E)。以5x109vg/小鼠注射AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA后达到最高

FIX抗原和活性水平(1000‑1200％的FIX活性：10到12倍的生理FIX水平)(图12和图13C)。

[0285] AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA白蛋白融合与非融合

AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA对照构建体之间的FIX抗原和活性水平的差

异在最低载体剂量(5x108vg/小鼠)(10至19倍)(图12和图13A)和中间载体剂量(109vg/小

鼠)(4至9倍)(图12和图13B)下比在最高载体剂量下(5x109vg/小鼠)(图12和图13C)更显

著，这表明可能存在饱和效应。同样，AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFI  Xco‑Albco‑SV40pA白蛋

白融合与非融合AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIX  co‑SV40pA对照构建体之间的FIX抗原和活

性水平的差异在中间载体剂量(109vg/小鼠)(2至5倍)(图12和图13D)下也比在最高载体剂

量下(5x109vg/小鼠)(图12和图13E)更显著。总而言之，这些结果证实，使用F  IX‑白蛋白融

合的基因治疗的增加的功效可以基于两种不同的蛋白质获得，即高活性Padua  FIX‑R338L

和野生型FIX，且因此与Padua  FIXR338L突变无关。
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序列表

<110>  VRIJE布鲁塞尔大学

<120> 改善基因疗法的新工具及其用途

<130>  VUB‑075‑PCT

<150>  18202888.6

<151>  2018‑10‑26

<160>  35

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  4989

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑SV40pA

<400>  1

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtaccggcgc  gccgggggag  gctgctggtg  180

aatattaacc  aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacacgcg  240

tggtaccgtc  tgtctgcaca  tttcgtagag  cgagtgttcc  gatactctaa  tctccctagg  300

caaggttcat  atttgtgtag  gttacttatt  ctccttttgt  tgactaagtc  aataatcaga  360

atcagcaggt  ttggagtcag  cttggcaggg  atcagcagcc  tgggttggaa  ggagggggta  420

taaaagcccc  ttcaccagga  gaagccgtca  cacagatcca  caagctcctg  aagaggtaag  480

ggtttaaggg  atggttggtt  ggtggggtat  taatgtttaa  ttacctggag  cacctgcctg  540

aaatcacttt  ttttcaggtt  ggctagttct  agcccaccat  gcagcgcgtg  aacatgatca  600

tggccgagag  ccccggcctg  atcaccatct  gcctgctggg  ctacctgctg  agcgccgagt  660

gcaccgtgtt  cctggaccac  gagaacgcca  acaagatcct  gaaccgcccc  aagcgctaca  720

acagcggcaa  gctggaggag  ttcgtgcagg  gcaacctgga  gcgcgagtgc  atggaggaga  780

agtgcagctt  cgaggaggcc  cgcgaggtgt  tcgagaacac  cgagcgcacc  accgagttct  840

ggaagcagta  cgtggacggc  gaccagtgcg  agagcaaccc  ctgcctgaac  ggcggcagct  900

gcaaggacga  catcaacagc  tacgagtgct  ggtgcccctt  cggcttcgag  ggcaagaact  960

gcgagctgga  cgtgacctgc  aacatcaaga  acggccgctg  cgagcagttc  tgcaagaaca  1020

gcgccgacaa  caaggtggtg  tgcagctgca  ccgagggcta  ccgcctggcc  gagaaccaga  1080

agagctgcga  gcccgccgtg  cccttcccct  gcggccgcgt  gagcgtgagc  cagaccagca  1140

agctgacccg  cgccgaggcc  gtgttccccg  acgtggacta  cgtgaacagc  accgaggccg  1200

agaccatcct  ggacaacatc  acccagagca  cccagagctt  caacgacttc  acccgcgtgg  1260

tgggcggcga  ggacgccaag  cccggccagt  tcccctggca  ggtggtgctg  aacggcaagg  1320

tggacgcctt  ctgcggcggc  agcatcgtga  acgagaagtg  gatcgtgacc  gccgcccact  1380
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gcgtggagac  cggcgtgaag  atcaccgtgg  tggccggcga  gcacaacatc  gaggagaccg  1440

agcacaccga  gcagaagcgc  aacgtgatcc  gcatcatccc  ccaccacaac  tacaacgccg  1500

ccatcaacaa  gtacaaccac  gacatcgccc  tgctggagct  ggacgagccc  ctggtgctga  1560

acagctacgt  gacccccatc  tgcatcgccg  acaaggagta  caccaacatc  ttcctgaagt  1620

tcggcagcgg  ctacgtgagc  ggctggggcc  gcgtgttcca  caagggccgc  agcgccctgg  1680

tgctgcagta  cctgcgcgtg  cccctggtgg  accgcgccac  ctgcctgcgc  agcaccaagt  1740

tcaccatcta  caacaacatg  ttctgcgccg  gcttccacga  gggcggccgc  gacagctgcc  1800

agggcgacag  cggcggcccc  cacgtgaccg  aggtggaggg  caccagcttc  ctgaccggca  1860

tcatcagctg  gggcgaggag  tgcgccatga  agggcaagta  cggcatctac  accaaggtga  1920

gccgctacgt  gaactggatc  aaggagaaga  ccaagctgac  ctaatgaaag  atggatttcc  1980

aaggttaatt  cattggaatt  gaaaattaac  agcccccccc  cccccccccc  tgcagatctc  2040

aagcttcgaa  ttctgcagtc  gacaccggta  gataactgat  cggatctagg  ctcgacatgc  2100

tttatttgtg  aaatttgtga  tgctattgct  ttatttgtaa  ccattataag  ctgcaataaa  2160

caagttaaca  acaacaattg  cattcatttt  atgtttcagg  ttcaggggga  ggtgtgggag  2220

gttttttaaa  ctcgagatcc  actagggccg  caggaacccc  tagtgatgga  gttggccact  2280

ccctctctgc  gcgctcgctc  gctcactgag  gccgggcgac  caaaggtcgc  ccgacgcccg  2340

ggctttgccc  gggcggcctc  agtgagcgag  cgagcgcgca  gctgcctgca  ggggcgcctg  2400

atgcggtatt  ttctccttac  gcatctgtgc  ggtatttcac  accgcatacg  tcaaagcaac  2460

catagtacgc  gccctgtagc  ggcgcattaa  gcgcggcggg  tgtggtggtt  acgcgcagcg  2520

tgaccgctac  acttgccagc  gccctagcgc  ccgctccttt  cgctttcttc  ccttcctttc  2580

tcgccacgtt  cgccggcttt  ccccgtcaag  ctctaaatcg  ggggctccct  ttagggttcc  2640

gatttagtgc  tttacggcac  ctcgacccca  aaaaacttga  tttgggtgat  ggttcacgta  2700

gtgggccatc  gccctgatag  acggtttttc  gccctttgac  gttggagtcc  acgttcttta  2760

atagtggact  cttgttccaa  actggaacaa  cactcaaccc  tatctcgggc  tattcttttg  2820

atttataagg  gattttgccg  atttcggcct  attggttaaa  aaatgagctg  atttaacaaa  2880

aatttaacgc  gaattttaac  aaaatattaa  cgtttacaat  tttatggtgc  actctcagta  2940

caatctgctc  tgatgccgca  tagttaagcc  agccccgaca  cccgccaaca  cccgctgacg  3000

cgccctgacg  ggcttgtctg  ctcccggcat  ccgcttacag  acaagctgtg  accgtctccg  3060

ggagctgcat  gtgtcagagg  ttttcaccgt  catcaccgaa  acgcgcgaga  cgaaagggcc  3120

tcgtgatacg  cctattttta  taggttaatg  tcatgataat  aatggtttct  tagacgtcag  3180

gtggcacttt  tcggggaaat  gtgcgcggaa  cccctatttg  tttatttttc  taaatacatt  3240

caaatatgta  tccgctcatg  agacaataac  cctgataaat  gcttcaataa  tattgaaaaa  3300

ggaagagtat  gagtattcaa  catttccgtg  tcgcccttat  tccctttttt  gcggcatttt  3360

gccttcctgt  ttttgctcac  ccagaaacgc  tggtgaaagt  aaaagatgct  gaagatcagt  3420

tgggtgcacg  agtgggttac  atcgaactgg  atctcaacag  cggtaagatc  cttgagagtt  3480

ttcgccccga  agaacgtttt  ccaatgatga  gcacttttaa  agttctgcta  tgtggcgcgg  3540

tattatcccg  tattgacgcc  gggcaagagc  aactcggtcg  ccgcatacac  tattctcaga  3600

atgacttggt  tgagtactca  ccagtcacag  aaaagcatct  tacggatggc  atgacagtaa  3660

gagaattatg  cagtgctgcc  ataaccatga  gtgataacac  tgcggccaac  ttacttctga  3720
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caacgatcgg  aggaccgaag  gagctaaccg  cttttttgca  caacatgggg  gatcatgtaa  3780

ctcgccttga  tcgttgggaa  ccggagctga  atgaagccat  accaaacgac  gagcgtgaca  3840

ccacgatgcc  tgtagcaatg  gcaacaacgt  tgcgcaaact  attaactggc  gaactactta  3900

ctctagcttc  ccggcaacaa  ttaatagact  ggatggaggc  ggataaagtt  gcaggaccac  3960

ttctgcgctc  ggcccttccg  gctggctggt  ttattgctga  taaatctgga  gccggtgagc  4020

gtgggtctcg  cggtatcatt  gcagcactgg  ggccagatgg  taagccctcc  cgtatcgtag  4080

ttatctacac  gacggggagt  caggcaacta  tggatgaacg  aaatagacag  atcgctgaga  4140

taggtgcctc  actgattaag  cattggtaac  tgtcagacca  agtttactca  tatatacttt  4200

agattgattt  aaaacttcat  ttttaattta  aaaggatcta  ggtgaagatc  ctttttgata  4260

atctcatgac  caaaatccct  taacgtgagt  tttcgttcca  ctgagcgtca  gaccccgtag  4320

aaaagatcaa  aggatcttct  tgagatcctt  tttttctgcg  cgtaatctgc  tgcttgcaaa  4380

caaaaaaacc  accgctacca  gcggtggttt  gtttgccgga  tcaagagcta  ccaactcttt  4440

ttccgaaggt  aactggcttc  agcagagcgc  agataccaaa  tactgtcctt  ctagtgtagc  4500

cgtagttagg  ccaccacttc  aagaactctg  tagcaccgcc  tacatacctc  gctctgctaa  4560

tcctgttacc  agtggctgct  gccagtggcg  ataagtcgtg  tcttaccggg  ttggactcaa  4620

gacgatagtt  accggataag  gcgcagcggt  cgggctgaac  ggggggttcg  tgcacacagc  4680

ccagcttgga  gcgaacgacc  tacaccgaac  tgagatacct  acagcgtgag  ctatgagaaa  4740

gcgccacgct  tcccgaaggg  agaaaggcgg  acaggtatcc  ggtaagcggc  agggtcggaa  4800

caggagagcg  cacgagggag  cttccagggg  gaaacgcctg  gtatctttat  agtcctgtcg  4860

ggtttcgcca  cctctgactt  gagcgtcgat  ttttgtgatg  ctcgtcaggg  gggcggagcc  4920

tatggaaaaa  cgccagcaac  gcggcctttt  tacggttcct  ggccttttgc  tggccttttg  4980

ctcacatgt  4989

<210>  2

<211>  6728

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA

<400>  2

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtaccggcgc  gccgggggag  gctgctggtg  180

aatattaacc  aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacacgcg  240

tggtaccgtc  tgtctgcaca  tttcgtagag  cgagtgttcc  gatactctaa  tctccctagg  300

caaggttcat  atttgtgtag  gttacttatt  ctccttttgt  tgactaagtc  aataatcaga  360

atcagcaggt  ttggagtcag  cttggcaggg  atcagcagcc  tgggttggaa  ggagggggta  420

taaaagcccc  ttcaccagga  gaagccgtca  cacagatcca  caagctcctg  aagaggtaag  480

ggtttaaggg  atggttggtt  ggtggggtat  taatgtttaa  ttacctggag  cacctgcctg  540

aaatcacttt  ttttcaggtt  ggctagttct  agaagatctc  aagcttgcta  gcatgcagcg  600
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cgtgaacatg  atcatggccg  agagccccgg  cctgatcacc  atctgcctgc  tgggctacct  660

gctgagcgcc  gagtgcaccg  tgttcctgga  ccacgagaac  gccaacaaga  tcctgaaccg  720

ccccaagcgc  tacaacagcg  gcaagctgga  ggagttcgtg  cagggcaacc  tggagcgcga  780

gtgcatggag  gagaagtgca  gcttcgagga  ggcccgcgag  gtgttcgaga  acaccgagcg  840

caccaccgag  ttctggaagc  agtacgtgga  cggcgaccag  tgcgagagca  acccctgcct  900

gaacggcggc  agctgcaagg  acgacatcaa  cagctacgag  tgctggtgcc  ccttcggctt  960

cgagggcaag  aactgcgagc  tggacgtgac  ctgcaacatc  aagaacggcc  gctgcgagca  1020

gttctgcaag  aacagcgccg  acaacaaggt  ggtgtgcagc  tgcaccgagg  gctaccgcct  1080

ggccgagaac  cagaagagct  gcgagcccgc  cgtgcccttc  ccctgcggcc  gcgtgagcgt  1140

gagccagacc  agcaagctga  cccgcgccga  ggccgtgttc  cccgacgtgg  actacgtgaa  1200

cagcaccgag  gccgagacca  tcctggacaa  catcacccag  agcacccaga  gcttcaacga  1260

cttcacccgc  gtggtgggcg  gcgaggacgc  caagcccggc  cagttcccct  ggcaggtggt  1320

gctgaacggc  aaggtggacg  ccttctgcgg  cggcagcatc  gtgaacgaga  agtggatcgt  1380

gaccgccgcc  cactgcgtgg  agaccggcgt  gaagatcacc  gtggtggccg  gcgagcacaa  1440

catcgaggag  accgagcaca  ccgagcagaa  gcgcaacgtg  atccgcatca  tcccccacca  1500

caactacaac  gccgccatca  acaagtacaa  ccacgacatc  gccctgctgg  agctggacga  1560

gcccctggtg  ctgaacagct  acgtgacccc  catctgcatc  gccgacaagg  agtacaccaa  1620

catcttcctg  aagttcggca  gcggctacgt  gagcggctgg  ggccgcgtgt  tccacaaggg  1680

ccgcagcgcc  ctggtgctgc  agtacctgcg  cgtgcccctg  gtggaccgcg  ccacctgcct  1740

gcgcagcacc  aagttcacca  tctacaacaa  catgttctgc  gccggcttcc  acgagggcgg  1800

ccgcgacagc  tgccagggcg  acagcggcgg  cccccacgtg  accgaggtgg  agggcaccag  1860

cttcctgacc  ggcatcatca  gctggggcga  ggagtgcgcc  atgaagggca  agtacggcat  1920

ctacaccaag  gtgagccgct  acgtgaactg  gatcaaggag  aagaccaagc  tgacctctgt  1980

gagccagacc  tccaagctca  ccagggccga  gactgtcttc  cctgatgtgg  acggatccga  2040

cgcccacaag  agcgaggtgg  cccacagatt  caaggacctg  ggcgaggaaa  acttcaaggc  2100

tctggtgctg  atcgccttcg  cccagtacct  gcagcagtgt  cccttcgagg  accacgtgaa  2160

gctggtcaac  gaagtgaccg  agttcgccaa  gacctgcgtg  gccgacgaga  gcgccgagaa  2220

ctgcgacaag  agcctgcaca  ccctgttcgg  cgacaagctg  tgcaccgtgg  ccaccctgcg  2280

ggaaacctac  ggcgagatgg  ccgactgctg  cgccaagcag  gaacccgagc  ggaacgagtg  2340

cttcctgcag  cacaaggacg  ataaccccaa  cctgccccgg  ctcgtgcggc  ccgaggtgga  2400

cgtgatgtgc  accgccttcc  acgacaacga  ggaaaccttc  ctgaagaagt  acctgtacga  2460

gatcgccaga  cggcacccct  acttctacgc  ccccgagctg  ctgttcttcg  ccaagcggta  2520

caaggccgcc  ttcaccgagt  gctgccaggc  cgccgataag  gccgcctgcc  tgctgcccaa  2580

gctggatgag  ctgagggacg  agggcaaggc  cagctccgcc  aagcagagac  tgaagtgcgc  2640

cagcctgcag  aagttcggcg  agagagcctt  taaggcctgg  gctgtggccc  ggctgagcca  2700

gagattcccc  aaggccgagt  ttgccgaggt  gtccaagctg  gtcaccgacc  tcaccaaggt  2760

gcacaccgag  tgttgtcacg  gcgacctgct  ggaatgcgcc  gacgacagag  ccgacctggc  2820

caagtacatc  tgcgagaacc  aggacagcat  cagctccaag  ctgaaagagt  gctgcgagaa  2880

gcccctgctg  gaaaagagcc  actgtatcgc  cgaggtggaa  aacgacgaga  tgcccgccga  2940
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cctgcccagc  ctggccgccg  acttcgtgga  aagcaaggac  gtgtgcaaga  actacgccga  3000

ggccaaggat  gtgttcctgg  gcatgttcct  gtatgagtac  gcccgcagac  accccgacta  3060

cagcgtggtg  ctgctgctgc  ggctggccaa  gacctacgag  acaaccctgg  aaaagtgctg  3120

cgccgctgcc  gacccccacg  agtgctacgc  caaggtgttc  gacgagttca  agccactggt  3180

ggaagaaccc  cagaacctga  tcaagcagaa  ttgcgagctg  ttcgagcagc  tgggcgagta  3240

caagttccag  aacgccctgc  tcgtgcggta  caccaagaaa  gtgccccagg  tgtccacccc  3300

caccctggtg  gaagtgtccc  ggaacctggg  caaagtgggc  agcaagtgct  gcaagcaccc  3360

tgaggccaag  cggatgccct  gcgccgagga  ctacctgagc  gtggtcctga  accagctgtg  3420

cgtgctgcac  gagaaaaccc  ccgtgtccga  cagagtgacc  aagtgctgta  ccgagagcct  3480

ggtcaacaga  cggccctgct  tctccgccct  ggaagtggac  gagacatacg  tgcccaaaga  3540

gttcaacgcc  gagacattca  ccttccacgc  cgacatctgc  accctgagcg  agaaagagcg  3600

gcagatcaag  aagcagaccg  ccctggtcga  gctggtcaag  cacaagccca  aggccaccaa  3660

agaacagctg  aaggccgtga  tggacgactt  cgccgccttc  gtcgagaagt  gttgcaaggc  3720

cgacgacaaa  gagacatgct  tcgccgaaga  gggcaaaaag  ctggtggccg  cctctcaggc  3780

cgccctggga  ctctaagtcg  acaccggtag  ataactgatc  ggatctaggc  tcgacatgct  3840

ttatttgtga  aatttgtgat  gctattgctt  tatttgtaac  cattataagc  tgcaataaac  3900

aagttaacaa  caacaattgc  attcatttta  tgtttcaggt  tcagggggag  gtgtgggagg  3960

ttttttaaac  tcgagatcca  ctagggccgc  aggaacccct  agtgatggag  ttggccactc  4020

cctctctgcg  cgctcgctcg  ctcactgagg  ccgggcgacc  aaaggtcgcc  cgacgcccgg  4080

gctttgcccg  ggcggcctca  gtgagcgagc  gagcgcgcag  ctgcctgcag  gggcgcctga  4140

tgcggtattt  tctccttacg  catctgtgcg  gtatttcaca  ccgcatacgt  caaagcaacc  4200

atagtacgcg  ccctgtagcg  gcgcattaag  cgcggcgggt  gtggtggtta  cgcgcagcgt  4260

gaccgctaca  cttgccagcg  ccctagcgcc  cgctcctttc  gctttcttcc  cttcctttct  4320

cgccacgttc  gccggctttc  cccgtcaagc  tctaaatcgg  gggctccctt  tagggttccg  4380

atttagtgct  ttacggcacc  tcgaccccaa  aaaacttgat  ttgggtgatg  gttcacgtag  4440

tgggccatcg  ccctgataga  cggtttttcg  ccctttgacg  ttggagtcca  cgttctttaa  4500

tagtggactc  ttgttccaaa  ctggaacaac  actcaaccct  atctcgggct  attcttttga  4560

tttataaggg  attttgccga  tttcggccta  ttggttaaaa  aatgagctga  tttaacaaaa  4620

atttaacgcg  aattttaaca  aaatattaac  gtttacaatt  ttatggtgca  ctctcagtac  4680

aatctgctct  gatgccgcat  agttaagcca  gccccgacac  ccgccaacac  ccgctgacgc  4740

gccctgacgg  gcttgtctgc  tcccggcatc  cgcttacaga  caagctgtga  ccgtctccgg  4800

gagctgcatg  tgtcagaggt  tttcaccgtc  atcaccgaaa  cgcgcgagac  gaaagggcct  4860

cgtgatacgc  ctatttttat  aggttaatgt  catgataata  atggtttctt  agacgtcagg  4920

tggcactttt  cggggaaatg  tgcgcggaac  ccctatttgt  ttatttttct  aaatacattc  4980

aaatatgtat  ccgctcatga  gacaataacc  ctgataaatg  cttcaataat  attgaaaaag  5040

gaagagtatg  agtattcaac  atttccgtgt  cgcccttatt  cccttttttg  cggcattttg  5100

ccttcctgtt  tttgctcacc  cagaaacgct  ggtgaaagta  aaagatgctg  aagatcagtt  5160

gggtgcacga  gtgggttaca  tcgaactgga  tctcaacagc  ggtaagatcc  ttgagagttt  5220

tcgccccgaa  gaacgttttc  caatgatgag  cacttttaaa  gttctgctat  gtggcgcggt  5280
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attatcccgt  attgacgccg  ggcaagagca  actcggtcgc  cgcatacact  attctcagaa  5340

tgacttggtt  gagtactcac  cagtcacaga  aaagcatctt  acggatggca  tgacagtaag  5400

agaattatgc  agtgctgcca  taaccatgag  tgataacact  gcggccaact  tacttctgac  5460

aacgatcgga  ggaccgaagg  agctaaccgc  ttttttgcac  aacatggggg  atcatgtaac  5520

tcgccttgat  cgttgggaac  cggagctgaa  tgaagccata  ccaaacgacg  agcgtgacac  5580

cacgatgcct  gtagcaatgg  caacaacgtt  gcgcaaacta  ttaactggcg  aactacttac  5640

tctagcttcc  cggcaacaat  taatagactg  gatggaggcg  gataaagttg  caggaccact  5700

tctgcgctcg  gcccttccgg  ctggctggtt  tattgctgat  aaatctggag  ccggtgagcg  5760

tgggtctcgc  ggtatcattg  cagcactggg  gccagatggt  aagccctccc  gtatcgtagt  5820

tatctacacg  acggggagtc  aggcaactat  ggatgaacga  aatagacaga  tcgctgagat  5880

aggtgcctca  ctgattaagc  attggtaact  gtcagaccaa  gtttactcat  atatacttta  5940

gattgattta  aaacttcatt  tttaatttaa  aaggatctag  gtgaagatcc  tttttgataa  6000

tctcatgacc  aaaatccctt  aacgtgagtt  ttcgttccac  tgagcgtcag  accccgtaga  6060

aaagatcaaa  ggatcttctt  gagatccttt  ttttctgcgc  gtaatctgct  gcttgcaaac  6120

aaaaaaacca  ccgctaccag  cggtggtttg  tttgccggat  caagagctac  caactctttt  6180

tccgaaggta  actggcttca  gcagagcgca  gataccaaat  actgtccttc  tagtgtagcc  6240

gtagttaggc  caccacttca  agaactctgt  agcaccgcct  acatacctcg  ctctgctaat  6300

cctgttacca  gtggctgctg  ccagtggcga  taagtcgtgt  cttaccgggt  tggactcaag  6360

acgatagtta  ccggataagg  cgcagcggtc  gggctgaacg  gggggttcgt  gcacacagcc  6420

cagcttggag  cgaacgacct  acaccgaact  gagataccta  cagcgtgagc  tatgagaaag  6480

cgccacgctt  cccgaaggga  gaaaggcgga  caggtatccg  gtaagcggca  gggtcggaac  6540

aggagagcgc  acgagggagc  ttccaggggg  aaacgcctgg  tatctttata  gtcctgtcgg  6600

gtttcgccac  ctctgacttg  agcgtcgatt  tttgtgatgc  tcgtcagggg  ggcggagcct  6660

atggaaaaac  gccagcaacg  cggccttttt  acggttcctg  gccttttgct  ggccttttgc  6720

tcacatgt  6728

<210>  3

<211>  6851

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXco‑Albco‑SV40pA

<400>  3

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtagggggag  gctgctggtg  aatattaacc  180

aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacggggg  aggctgctgg  240

tgaatattaa  ccaaggtcac  cccagttatc  ggaggagcaa  acaggggcta  agtccacggg  300

ggaggctgct  ggtgaatatt  aaccaaggtc  accccagtta  tcggaggagc  aaacaggggc  360

taagtccacc  gtctgtctgc  acatttcgta  gagcgagtgt  tccgatactc  taatctccct  420
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aggcaaggtt  catatttgtg  taggttactt  attctccttt  tgttgactaa  gtcaataatc  480

agaatcagca  ggtttggagt  cagcttggca  gggatcagca  gcctgggttg  gaaggagggg  540

gtataaaagc  cccttcacca  ggagaagccg  tcacacagat  ccacaagctc  ctgaagaggt  600

aagggtttaa  gggatggttg  gttggtgggg  tattaatgtt  taattacctg  gagcacctgc  660

ctgaaatcac  tttttttcag  gttggctagt  tctagaagat  ctcaagcttg  ctagcatgca  720

gcgcgtgaac  atgatcatgg  ccgagagccc  cggcctgatc  accatctgcc  tgctgggcta  780

cctgctgagc  gccgagtgca  ccgtgttcct  ggaccacgag  aacgccaaca  agatcctgaa  840

ccgccccaag  cgctacaaca  gcggcaagct  ggaggagttc  gtgcagggca  acctggagcg  900

cgagtgcatg  gaggagaagt  gcagcttcga  ggaggcccgc  gaggtgttcg  agaacaccga  960

gcgcaccacc  gagttctgga  agcagtacgt  ggacggcgac  cagtgcgaga  gcaacccctg  1020

cctgaacggc  ggcagctgca  aggacgacat  caacagctac  gagtgctggt  gccccttcgg  1080

cttcgagggc  aagaactgcg  agctggacgt  gacctgcaac  atcaagaacg  gccgctgcga  1140

gcagttctgc  aagaacagcg  ccgacaacaa  ggtggtgtgc  agctgcaccg  agggctaccg  1200

cctggccgag  aaccagaaga  gctgcgagcc  cgccgtgccc  ttcccctgcg  gccgcgtgag  1260

cgtgagccag  accagcaagc  tgacccgcgc  cgaggccgtg  ttccccgacg  tggactacgt  1320

gaacagcacc  gaggccgaga  ccatcctgga  caacatcacc  cagagcaccc  agagcttcaa  1380

cgacttcacc  cgcgtggtgg  gcggcgagga  cgccaagccc  ggccagttcc  cctggcaggt  1440

ggtgctgaac  ggcaaggtgg  acgccttctg  cggcggcagc  atcgtgaacg  agaagtggat  1500

cgtgaccgcc  gcccactgcg  tggagaccgg  cgtgaagatc  accgtggtgg  ccggcgagca  1560

caacatcgag  gagaccgagc  acaccgagca  gaagcgcaac  gtgatccgca  tcatccccca  1620

ccacaactac  aacgccgcca  tcaacaagta  caaccacgac  atcgccctgc  tggagctgga  1680

cgagcccctg  gtgctgaaca  gctacgtgac  ccccatctgc  atcgccgaca  aggagtacac  1740

caacatcttc  ctgaagttcg  gcagcggcta  cgtgagcggc  tggggccgcg  tgttccacaa  1800

gggccgcagc  gccctggtgc  tgcagtacct  gcgcgtgccc  ctggtggacc  gcgccacctg  1860

cctgcgcagc  accaagttca  ccatctacaa  caacatgttc  tgcgccggct  tccacgaggg  1920

cggccgcgac  agctgccagg  gcgacagcgg  cggcccccac  gtgaccgagg  tggagggcac  1980

cagcttcctg  accggcatca  tcagctgggg  cgaggagtgc  gccatgaagg  gcaagtacgg  2040

catctacacc  aaggtgagcc  gctacgtgaa  ctggatcaag  gagaagacca  agctgacctc  2100

tgtgagccag  acctccaagc  tcaccagggc  cgagactgtc  ttccctgatg  tggacggatc  2160

cgacgcccac  aagagcgagg  tggcccacag  attcaaggac  ctgggcgagg  aaaacttcaa  2220

ggctctggtg  ctgatcgcct  tcgcccagta  cctgcagcag  tgtcccttcg  aggaccacgt  2280

gaagctggtc  aacgaagtga  ccgagttcgc  caagacctgc  gtggccgacg  agagcgccga  2340

gaactgcgac  aagagcctgc  acaccctgtt  cggcgacaag  ctgtgcaccg  tggccaccct  2400

gcgggaaacc  tacggcgaga  tggccgactg  ctgcgccaag  caggaacccg  agcggaacga  2460

gtgcttcctg  cagcacaagg  acgataaccc  caacctgccc  cggctcgtgc  ggcccgaggt  2520

ggacgtgatg  tgcaccgcct  tccacgacaa  cgaggaaacc  ttcctgaaga  agtacctgta  2580

cgagatcgcc  agacggcacc  cctacttcta  cgcccccgag  ctgctgttct  tcgccaagcg  2640

gtacaaggcc  gccttcaccg  agtgctgcca  ggccgccgat  aaggccgcct  gcctgctgcc  2700

caagctggat  gagctgaggg  acgagggcaa  ggccagctcc  gccaagcaga  gactgaagtg  2760
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cgccagcctg  cagaagttcg  gcgagagagc  ctttaaggcc  tgggctgtgg  cccggctgag  2820

ccagagattc  cccaaggccg  agtttgccga  ggtgtccaag  ctggtcaccg  acctcaccaa  2880

ggtgcacacc  gagtgttgtc  acggcgacct  gctggaatgc  gccgacgaca  gagccgacct  2940

ggccaagtac  atctgcgaga  accaggacag  catcagctcc  aagctgaaag  agtgctgcga  3000

gaagcccctg  ctggaaaaga  gccactgtat  cgccgaggtg  gaaaacgacg  agatgcccgc  3060

cgacctgccc  agcctggccg  ccgacttcgt  ggaaagcaag  gacgtgtgca  agaactacgc  3120

cgaggccaag  gatgtgttcc  tgggcatgtt  cctgtatgag  tacgcccgca  gacaccccga  3180

ctacagcgtg  gtgctgctgc  tgcggctggc  caagacctac  gagacaaccc  tggaaaagtg  3240

ctgcgccgct  gccgaccccc  acgagtgcta  cgccaaggtg  ttcgacgagt  tcaagccact  3300

ggtggaagaa  ccccagaacc  tgatcaagca  gaattgcgag  ctgttcgagc  agctgggcga  3360

gtacaagttc  cagaacgccc  tgctcgtgcg  gtacaccaag  aaagtgcccc  aggtgtccac  3420

ccccaccctg  gtggaagtgt  cccggaacct  gggcaaagtg  ggcagcaagt  gctgcaagca  3480

ccctgaggcc  aagcggatgc  cctgcgccga  ggactacctg  agcgtggtcc  tgaaccagct  3540

gtgcgtgctg  cacgagaaaa  cccccgtgtc  cgacagagtg  accaagtgct  gtaccgagag  3600

cctggtcaac  agacggccct  gcttctccgc  cctggaagtg  gacgagacat  acgtgcccaa  3660

agagttcaac  gccgagacat  tcaccttcca  cgccgacatc  tgcaccctga  gcgagaaaga  3720

gcggcagatc  aagaagcaga  ccgccctggt  cgagctggtc  aagcacaagc  ccaaggccac  3780

caaagaacag  ctgaaggccg  tgatggacga  cttcgccgcc  ttcgtcgaga  agtgttgcaa  3840

ggccgacgac  aaagagacat  gcttcgccga  agagggcaaa  aagctggtgg  ccgcctctca  3900

ggccgccctg  ggactctaag  tcgacaccgg  tagataactg  atcggatcta  ggctcgacat  3960

gctttatttg  tgaaatttgt  gatgctattg  ctttatttgt  aaccattata  agctgcaata  4020

aacaagttaa  caacaacaat  tgcattcatt  ttatgtttca  ggttcagggg  gaggtgtggg  4080

aggtttttta  aactcgagat  ccactagggc  cgcaggaacc  cctagtgatg  gagttggcca  4140

ctccctctct  gcgcgctcgc  tcgctcactg  aggccgggcg  accaaaggtc  gcccgacgcc  4200

cgggctttgc  ccgggcggcc  tcagtgagcg  agcgagcgcg  cagctgcctg  caggggcgcc  4260

tgatgcggta  ttttctcctt  acgcatctgt  gcggtatttc  acaccgcata  cgtcaaagca  4320

accatagtac  gcgccctgta  gcggcgcatt  aagcgcggcg  ggtgtggtgg  ttacgcgcag  4380

cgtgaccgct  acacttgcca  gcgccctagc  gcccgctcct  ttcgctttct  tcccttcctt  4440

tctcgccacg  ttcgccggct  ttccccgtca  agctctaaat  cgggggctcc  ctttagggtt  4500

ccgatttagt  gctttacggc  acctcgaccc  caaaaaactt  gatttgggtg  atggttcacg  4560

tagtgggcca  tcgccctgat  agacggtttt  tcgccctttg  acgttggagt  ccacgttctt  4620

taatagtgga  ctcttgttcc  aaactggaac  aacactcaac  cctatctcgg  gctattcttt  4680

tgatttataa  gggattttgc  cgatttcggc  ctattggtta  aaaaatgagc  tgatttaaca  4740

aaaatttaac  gcgaatttta  acaaaatatt  aacgtttaca  attttatggt  gcactctcag  4800

tacaatctgc  tctgatgccg  catagttaag  ccagccccga  cacccgccaa  cacccgctga  4860

cgcgccctga  cgggcttgtc  tgctcccggc  atccgcttac  agacaagctg  tgaccgtctc  4920

cgggagctgc  atgtgtcaga  ggttttcacc  gtcatcaccg  aaacgcgcga  gacgaaaggg  4980

cctcgtgata  cgcctatttt  tataggttaa  tgtcatgata  ataatggttt  cttagacgtc  5040

aggtggcact  tttcggggaa  atgtgcgcgg  aacccctatt  tgtttatttt  tctaaataca  5100
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ttcaaatatg  tatccgctca  tgagacaata  accctgataa  atgcttcaat  aatattgaaa  5160

aaggaagagt  atgagtattc  aacatttccg  tgtcgccctt  attccctttt  ttgcggcatt  5220

ttgccttcct  gtttttgctc  acccagaaac  gctggtgaaa  gtaaaagatg  ctgaagatca  5280

gttgggtgca  cgagtgggtt  acatcgaact  ggatctcaac  agcggtaaga  tccttgagag  5340

ttttcgcccc  gaagaacgtt  ttccaatgat  gagcactttt  aaagttctgc  tatgtggcgc  5400

ggtattatcc  cgtattgacg  ccgggcaaga  gcaactcggt  cgccgcatac  actattctca  5460

gaatgacttg  gttgagtact  caccagtcac  agaaaagcat  cttacggatg  gcatgacagt  5520

aagagaatta  tgcagtgctg  ccataaccat  gagtgataac  actgcggcca  acttacttct  5580

gacaacgatc  ggaggaccga  aggagctaac  cgcttttttg  cacaacatgg  gggatcatgt  5640

aactcgcctt  gatcgttggg  aaccggagct  gaatgaagcc  ataccaaacg  acgagcgtga  5700

caccacgatg  cctgtagcaa  tggcaacaac  gttgcgcaaa  ctattaactg  gcgaactact  5760

tactctagct  tcccggcaac  aattaataga  ctggatggag  gcggataaag  ttgcaggacc  5820

acttctgcgc  tcggcccttc  cggctggctg  gtttattgct  gataaatctg  gagccggtga  5880

gcgtgggtct  cgcggtatca  ttgcagcact  ggggccagat  ggtaagccct  cccgtatcgt  5940

agttatctac  acgacgggga  gtcaggcaac  tatggatgaa  cgaaatagac  agatcgctga  6000

gataggtgcc  tcactgatta  agcattggta  actgtcagac  caagtttact  catatatact  6060

ttagattgat  ttaaaacttc  atttttaatt  taaaaggatc  taggtgaaga  tcctttttga  6120

taatctcatg  accaaaatcc  cttaacgtga  gttttcgttc  cactgagcgt  cagaccccgt  6180

agaaaagatc  aaaggatctt  cttgagatcc  tttttttctg  cgcgtaatct  gctgcttgca  6240

aacaaaaaaa  ccaccgctac  cagcggtggt  ttgtttgccg  gatcaagagc  taccaactct  6300

ttttccgaag  gtaactggct  tcagcagagc  gcagatacca  aatactgtcc  ttctagtgta  6360

gccgtagtta  ggccaccact  tcaagaactc  tgtagcaccg  cctacatacc  tcgctctgct  6420

aatcctgtta  ccagtggctg  ctgccagtgg  cgataagtcg  tgtcttaccg  ggttggactc  6480

aagacgatag  ttaccggata  aggcgcagcg  gtcgggctga  acggggggtt  cgtgcacaca  6540

gcccagcttg  gagcgaacga  cctacaccga  actgagatac  ctacagcgtg  agctatgaga  6600

aagcgccacg  cttcccgaag  ggagaaaggc  ggacaggtat  ccggtaagcg  gcagggtcgg  6660

aacaggagag  cgcacgaggg  agcttccagg  gggaaacgcc  tggtatcttt  atagtcctgt  6720

cgggtttcgc  cacctctgac  ttgagcgtcg  atttttgtga  tgctcgtcag  gggggcggag  6780

cctatggaaa  aacgccagca  acgcggcctt  tttacggttc  ctggcctttt  gctggccttt  6840

tgctcacatg  t  6851

<210>  4

<211>  4989

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑SV40pA

<400>  4

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120
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actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtaccggcgc  gccgggggag  gctgctggtg  180

aatattaacc  aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacacgcg  240

tggtaccgtc  tgtctgcaca  tttcgtagag  cgagtgttcc  gatactctaa  tctccctagg  300

caaggttcat  atttgtgtag  gttacttatt  ctccttttgt  tgactaagtc  aataatcaga  360

atcagcaggt  ttggagtcag  cttggcaggg  atcagcagcc  tgggttggaa  ggagggggta  420

taaaagcccc  ttcaccagga  gaagccgtca  cacagatcca  caagctcctg  aagaggtaag  480

ggtttaaggg  atggttggtt  ggtggggtat  taatgtttaa  ttacctggag  cacctgcctg  540

aaatcacttt  ttttcaggtt  ggctagttct  agcccaccat  gcagcgcgtg  aacatgatca  600

tggccgagag  ccccggcctg  atcaccatct  gcctgctggg  ctacctgctg  agcgccgagt  660

gcaccgtgtt  cctggaccac  gagaacgcca  acaagatcct  gaaccgcccc  aagcgctaca  720

acagcggcaa  gctggaggag  ttcgtgcagg  gcaacctgga  gcgcgagtgc  atggaggaga  780

agtgcagctt  cgaggaggcc  cgcgaggtgt  tcgagaacac  cgagcgcacc  accgagttct  840

ggaagcagta  cgtggacggc  gaccagtgcg  agagcaaccc  ctgcctgaac  ggcggcagct  900

gcaaggacga  catcaacagc  tacgagtgct  ggtgcccctt  cggcttcgag  ggcaagaact  960

gcgagctgga  cgtgacctgc  aacatcaaga  acggccgctg  cgagcagttc  tgcaagaaca  1020

gcgccgacaa  caaggtggtg  tgcagctgca  ccgagggcta  ccgcctggcc  gagaaccaga  1080

agagctgcga  gcccgccgtg  cccttcccct  gcggccgcgt  gagcgtgagc  cagaccagca  1140

agctgacccg  cgccgaggcc  gtgttccccg  acgtggacta  cgtgaacagc  accgaggccg  1200

agaccatcct  ggacaacatc  acccagagca  cccagagctt  caacgacttc  acccgcgtgg  1260

tgggcggcga  ggacgccaag  cccggccagt  tcccctggca  ggtggtgctg  aacggcaagg  1320

tggacgcctt  ctgcggcggc  agcatcgtga  acgagaagtg  gatcgtgacc  gccgcccact  1380

gcgtggagac  cggcgtgaag  atcaccgtgg  tggccggcga  gcacaacatc  gaggagaccg  1440

agcacaccga  gcagaagcgc  aacgtgatcc  gcatcatccc  ccaccacaac  tacaacgccg  1500

ccatcaacaa  gtacaaccac  gacatcgccc  tgctggagct  ggacgagccc  ctggtgctga  1560

acagctacgt  gacccccatc  tgcatcgccg  acaaggagta  caccaacatc  ttcctgaagt  1620

tcggcagcgg  ctacgtgagc  ggctggggcc  gcgtgttcca  caagggccgc  agcgccctgg  1680

tgctgcagta  cctgcgcgtg  cccctggtgg  accgcgccac  ctgcctgctg  agcaccaagt  1740

tcaccatcta  caacaacatg  ttctgcgccg  gcttccacga  gggcggccgc  gacagctgcc  1800

agggcgacag  cggcggcccc  cacgtgaccg  aggtggaggg  caccagcttc  ctgaccggca  1860

tcatcagctg  gggcgaggag  tgcgccatga  agggcaagta  cggcatctac  accaaggtga  1920

gccgctacgt  gaactggatc  aaggagaaga  ccaagctgac  ctaatgaaag  atggatttcc  1980

aaggttaatt  cattggaatt  gaaaattaac  agcccccccc  cccccccccc  tgcagatctc  2040

aagcttcgaa  ttctgcagtc  gacaccggta  gataactgat  cggatctagg  ctcgacatgc  2100

tttatttgtg  aaatttgtga  tgctattgct  ttatttgtaa  ccattataag  ctgcaataaa  2160

caagttaaca  acaacaattg  cattcatttt  atgtttcagg  ttcaggggga  ggtgtgggag  2220

gttttttaaa  ctcgagatcc  actagggccg  caggaacccc  tagtgatgga  gttggccact  2280

ccctctctgc  gcgctcgctc  gctcactgag  gccgggcgac  caaaggtcgc  ccgacgcccg  2340

ggctttgccc  gggcggcctc  agtgagcgag  cgagcgcgca  gctgcctgca  ggggcgcctg  2400

atgcggtatt  ttctccttac  gcatctgtgc  ggtatttcac  accgcatacg  tcaaagcaac  2460
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catagtacgc  gccctgtagc  ggcgcattaa  gcgcggcggg  tgtggtggtt  acgcgcagcg  2520

tgaccgctac  acttgccagc  gccctagcgc  ccgctccttt  cgctttcttc  ccttcctttc  2580

tcgccacgtt  cgccggcttt  ccccgtcaag  ctctaaatcg  ggggctccct  ttagggttcc  2640

gatttagtgc  tttacggcac  ctcgacccca  aaaaacttga  tttgggtgat  ggttcacgta  2700

gtgggccatc  gccctgatag  acggtttttc  gccctttgac  gttggagtcc  acgttcttta  2760

atagtggact  cttgttccaa  actggaacaa  cactcaaccc  tatctcgggc  tattcttttg  2820

atttataagg  gattttgccg  atttcggcct  attggttaaa  aaatgagctg  atttaacaaa  2880

aatttaacgc  gaattttaac  aaaatattaa  cgtttacaat  tttatggtgc  actctcagta  2940

caatctgctc  tgatgccgca  tagttaagcc  agccccgaca  cccgccaaca  cccgctgacg  3000

cgccctgacg  ggcttgtctg  ctcccggcat  ccgcttacag  acaagctgtg  accgtctccg  3060

ggagctgcat  gtgtcagagg  ttttcaccgt  catcaccgaa  acgcgcgaga  cgaaagggcc  3120

tcgtgatacg  cctattttta  taggttaatg  tcatgataat  aatggtttct  tagacgtcag  3180

gtggcacttt  tcggggaaat  gtgcgcggaa  cccctatttg  tttatttttc  taaatacatt  3240

caaatatgta  tccgctcatg  agacaataac  cctgataaat  gcttcaataa  tattgaaaaa  3300

ggaagagtat  gagtattcaa  catttccgtg  tcgcccttat  tccctttttt  gcggcatttt  3360

gccttcctgt  ttttgctcac  ccagaaacgc  tggtgaaagt  aaaagatgct  gaagatcagt  3420

tgggtgcacg  agtgggttac  atcgaactgg  atctcaacag  cggtaagatc  cttgagagtt  3480

ttcgccccga  agaacgtttt  ccaatgatga  gcacttttaa  agttctgcta  tgtggcgcgg  3540

tattatcccg  tattgacgcc  gggcaagagc  aactcggtcg  ccgcatacac  tattctcaga  3600

atgacttggt  tgagtactca  ccagtcacag  aaaagcatct  tacggatggc  atgacagtaa  3660

gagaattatg  cagtgctgcc  ataaccatga  gtgataacac  tgcggccaac  ttacttctga  3720

caacgatcgg  aggaccgaag  gagctaaccg  cttttttgca  caacatgggg  gatcatgtaa  3780

ctcgccttga  tcgttgggaa  ccggagctga  atgaagccat  accaaacgac  gagcgtgaca  3840

ccacgatgcc  tgtagcaatg  gcaacaacgt  tgcgcaaact  attaactggc  gaactactta  3900

ctctagcttc  ccggcaacaa  ttaatagact  ggatggaggc  ggataaagtt  gcaggaccac  3960

ttctgcgctc  ggcccttccg  gctggctggt  ttattgctga  taaatctgga  gccggtgagc  4020

gtgggtctcg  cggtatcatt  gcagcactgg  ggccagatgg  taagccctcc  cgtatcgtag  4080

ttatctacac  gacggggagt  caggcaacta  tggatgaacg  aaatagacag  atcgctgaga  4140

taggtgcctc  actgattaag  cattggtaac  tgtcagacca  agtttactca  tatatacttt  4200

agattgattt  aaaacttcat  ttttaattta  aaaggatcta  ggtgaagatc  ctttttgata  4260

atctcatgac  caaaatccct  taacgtgagt  tttcgttcca  ctgagcgtca  gaccccgtag  4320

aaaagatcaa  aggatcttct  tgagatcctt  tttttctgcg  cgtaatctgc  tgcttgcaaa  4380

caaaaaaacc  accgctacca  gcggtggttt  gtttgccgga  tcaagagcta  ccaactcttt  4440

ttccgaaggt  aactggcttc  agcagagcgc  agataccaaa  tactgtcctt  ctagtgtagc  4500

cgtagttagg  ccaccacttc  aagaactctg  tagcaccgcc  tacatacctc  gctctgctaa  4560

tcctgttacc  agtggctgct  gccagtggcg  ataagtcgtg  tcttaccggg  ttggactcaa  4620

gacgatagtt  accggataag  gcgcagcggt  cgggctgaac  ggggggttcg  tgcacacagc  4680

ccagcttgga  gcgaacgacc  tacaccgaac  tgagatacct  acagcgtgag  ctatgagaaa  4740

gcgccacgct  tcccgaaggg  agaaaggcgg  acaggtatcc  ggtaagcggc  agggtcggaa  4800
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caggagagcg  cacgagggag  cttccagggg  gaaacgcctg  gtatctttat  agtcctgtcg  4860

ggtttcgcca  cctctgactt  gagcgtcgat  ttttgtgatg  ctcgtcaggg  gggcggagcc  4920

tatggaaaaa  cgccagcaac  gcggcctttt  tacggttcct  ggccttttgc  tggccttttg  4980

ctcacatgt  4989

<210>  5

<211>  6728

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA

<400>  5

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtaccggcgc  gccgggggag  gctgctggtg  180

aatattaacc  aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacacgcg  240

tggtaccgtc  tgtctgcaca  tttcgtagag  cgagtgttcc  gatactctaa  tctccctagg  300

caaggttcat  atttgtgtag  gttacttatt  ctccttttgt  tgactaagtc  aataatcaga  360

atcagcaggt  ttggagtcag  cttggcaggg  atcagcagcc  tgggttggaa  ggagggggta  420

taaaagcccc  ttcaccagga  gaagccgtca  cacagatcca  caagctcctg  aagaggtaag  480

ggtttaaggg  atggttggtt  ggtggggtat  taatgtttaa  ttacctggag  cacctgcctg  540

aaatcacttt  ttttcaggtt  ggctagttct  agaagatctc  aagcttgcta  gcatgcagcg  600

cgtgaacatg  atcatggccg  agagccccgg  cctgatcacc  atctgcctgc  tgggctacct  660

gctgagcgcc  gagtgcaccg  tgttcctgga  ccacgagaac  gccaacaaga  tcctgaaccg  720

ccccaagcgc  tacaacagcg  gcaagctgga  ggagttcgtg  cagggcaacc  tggagcgcga  780

gtgcatggag  gagaagtgca  gcttcgagga  ggcccgcgag  gtgttcgaga  acaccgagcg  840

caccaccgag  ttctggaagc  agtacgtgga  cggcgaccag  tgcgagagca  acccctgcct  900

gaacggcggc  agctgcaagg  acgacatcaa  cagctacgag  tgctggtgcc  ccttcggctt  960

cgagggcaag  aactgcgagc  tggacgtgac  ctgcaacatc  aagaacggcc  gctgcgagca  1020

gttctgcaag  aacagcgccg  acaacaaggt  ggtgtgcagc  tgcaccgagg  gctaccgcct  1080

ggccgagaac  cagaagagct  gcgagcccgc  cgtgcccttc  ccctgcggcc  gcgtgagcgt  1140

gagccagacc  agcaagctga  cccgcgccga  ggccgtgttc  cccgacgtgg  actacgtgaa  1200

cagcaccgag  gccgagacca  tcctggacaa  catcacccag  agcacccaga  gcttcaacga  1260

cttcacccgc  gtggtgggcg  gcgaggacgc  caagcccggc  cagttcccct  ggcaggtggt  1320

gctgaacggc  aaggtggacg  ccttctgcgg  cggcagcatc  gtgaacgaga  agtggatcgt  1380

gaccgccgcc  cactgcgtgg  agaccggcgt  gaagatcacc  gtggtggccg  gcgagcacaa  1440

catcgaggag  accgagcaca  ccgagcagaa  gcgcaacgtg  atccgcatca  tcccccacca  1500

caactacaac  gccgccatca  acaagtacaa  ccacgacatc  gccctgctgg  agctggacga  1560

gcccctggtg  ctgaacagct  acgtgacccc  catctgcatc  gccgacaagg  agtacaccaa  1620

catcttcctg  aagttcggca  gcggctacgt  gagcggctgg  ggccgcgtgt  tccacaaggg  1680
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ccgcagcgcc  ctggtgctgc  agtacctgcg  cgtgcccctg  gtggaccgcg  ccacctgcct  1740

gctgagcacc  aagttcacca  tctacaacaa  catgttctgc  gccggcttcc  acgagggcgg  1800

ccgcgacagc  tgccagggcg  acagcggcgg  cccccacgtg  accgaggtgg  agggcaccag  1860

cttcctgacc  ggcatcatca  gctggggcga  ggagtgcgcc  atgaagggca  agtacggcat  1920

ctacaccaag  gtgagccgct  acgtgaactg  gatcaaggag  aagaccaagc  tgacctctgt  1980

gagccagacc  tccaagctca  ccagggccga  gactgtcttc  cctgatgtgg  acggatccga  2040

tgcacacaag  agtgaggttg  ctcatcggtt  taaagatttg  ggagaagaaa  atttcaaagc  2100

cttggtgttg  attgcctttg  ctcagtatct  tcagcagtgt  ccatttgaag  atcatgtaaa  2160

attagtgaat  gaagtaactg  aatttgcaaa  aacatgtgtt  gctgatgagt  cagctgaaaa  2220

ttgtgacaaa  tcacttcata  ccctttttgg  agacaaatta  tgcacagttg  caactcttcg  2280

tgaaacctat  ggtgaaatgg  ctgactgctg  tgcaaaacaa  gaacctgaga  gaaatgaatg  2340

cttcttgcaa  cacaaagatg  acaacccaaa  cctcccccga  ttggtgagac  cagaggttga  2400

tgtgatgtgc  actgcttttc  atgacaatga  agagacattt  ttgaaaaaat  acttatatga  2460

aattgccaga  agacatcctt  acttttatgc  cccggaactc  cttttctttg  ctaaaaggta  2520

taaagctgct  tttacagaat  gttgccaagc  tgctgataaa  gctgcctgcc  tgttgccaaa  2580

gctcgatgaa  cttcgggatg  aagggaaggc  ttcgtctgcc  aaacagagac  tcaagtgtgc  2640

cagtctccaa  aaatttggag  aaagagcttt  caaagcatgg  gcagtagctc  gcctgagcca  2700

gagatttccc  aaagctgagt  ttgcagaagt  ttccaagtta  gtgacagatc  ttaccaaagt  2760

ccacacggaa  tgctgccatg  gagatctgct  tgaatgtgct  gatgacaggg  cggaccttgc  2820

caagtatatc  tgtgaaaatc  aagattcgat  ctccagtaaa  ctgaaggaat  gctgtgaaaa  2880

acctctgttg  gaaaaatccc  actgcattgc  cgaagtggaa  aatgatgaga  tgcctgctga  2940

cttgccttca  ttagctgctg  attttgttga  aagtaaggat  gtttgcaaaa  actatgctga  3000

ggcaaaggat  gtcttcctgg  gcatgttttt  gtatgaatat  gcaagaaggc  atcctgatta  3060

ctctgtcgtg  ctgctgctga  gacttgccaa  gacatatgaa  accactctag  agaagtgctg  3120

tgccgctgca  gatcctcatg  aatgctatgc  caaagtgttc  gatgaattta  aacctcttgt  3180

ggaagagcct  cagaatttaa  tcaaacaaaa  ttgtgagctt  tttgagcagc  ttggagagta  3240

caaattccag  aatgcgctat  tagttcgtta  caccaagaaa  gtaccccaag  tgtcaactcc  3300

aactcttgta  gaggtctcaa  gaaacctagg  aaaagtgggc  agcaaatgtt  gtaaacatcc  3360

tgaagcaaaa  agaatgccct  gtgcagaaga  ctatctatcc  gtggtcctga  accagttatg  3420

tgtgttgcat  gagaaaacgc  cagtaagtga  cagagtcacc  aaatgctgca  cagaatcctt  3480

ggtgaacagg  cgaccatgct  tttcagctct  ggaagtcgat  gaaacatacg  ttcccaaaga  3540

gtttaatgct  gaaacattca  ccttccatgc  agatatatgc  acactttctg  agaaggagag  3600

acaaatcaag  aaacaaactg  cacttgttga  gctcgtgaaa  cacaagccca  aggcaacaaa  3660

agagcaactg  aaagctgtta  tggatgattt  cgcagctttt  gtagagaagt  gctgcaaggc  3720

tgacgataag  gagacctgct  ttgccgagga  gggtaaaaaa  cttgttgctg  caagtcaagc  3780

tgccttaggc  ttataggtcg  acaccggtag  ataactgatc  ggatctaggc  tcgacatgct  3840

ttatttgtga  aatttgtgat  gctattgctt  tatttgtaac  cattataagc  tgcaataaac  3900

aagttaacaa  caacaattgc  attcatttta  tgtttcaggt  tcagggggag  gtgtgggagg  3960

ttttttaaac  tcgagatcca  ctagggccgc  aggaacccct  agtgatggag  ttggccactc  4020
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cctctctgcg  cgctcgctcg  ctcactgagg  ccgggcgacc  aaaggtcgcc  cgacgcccgg  4080

gctttgcccg  ggcggcctca  gtgagcgagc  gagcgcgcag  ctgcctgcag  gggcgcctga  4140

tgcggtattt  tctccttacg  catctgtgcg  gtatttcaca  ccgcatacgt  caaagcaacc  4200

atagtacgcg  ccctgtagcg  gcgcattaag  cgcggcgggt  gtggtggtta  cgcgcagcgt  4260

gaccgctaca  cttgccagcg  ccctagcgcc  cgctcctttc  gctttcttcc  cttcctttct  4320

cgccacgttc  gccggctttc  cccgtcaagc  tctaaatcgg  gggctccctt  tagggttccg  4380

atttagtgct  ttacggcacc  tcgaccccaa  aaaacttgat  ttgggtgatg  gttcacgtag  4440

tgggccatcg  ccctgataga  cggtttttcg  ccctttgacg  ttggagtcca  cgttctttaa  4500

tagtggactc  ttgttccaaa  ctggaacaac  actcaaccct  atctcgggct  attcttttga  4560

tttataaggg  attttgccga  tttcggccta  ttggttaaaa  aatgagctga  tttaacaaaa  4620

atttaacgcg  aattttaaca  aaatattaac  gtttacaatt  ttatggtgca  ctctcagtac  4680

aatctgctct  gatgccgcat  agttaagcca  gccccgacac  ccgccaacac  ccgctgacgc  4740

gccctgacgg  gcttgtctgc  tcccggcatc  cgcttacaga  caagctgtga  ccgtctccgg  4800

gagctgcatg  tgtcagaggt  tttcaccgtc  atcaccgaaa  cgcgcgagac  gaaagggcct  4860

cgtgatacgc  ctatttttat  aggttaatgt  catgataata  atggtttctt  agacgtcagg  4920

tggcactttt  cggggaaatg  tgcgcggaac  ccctatttgt  ttatttttct  aaatacattc  4980

aaatatgtat  ccgctcatga  gacaataacc  ctgataaatg  cttcaataat  attgaaaaag  5040

gaagagtatg  agtattcaac  atttccgtgt  cgcccttatt  cccttttttg  cggcattttg  5100

ccttcctgtt  tttgctcacc  cagaaacgct  ggtgaaagta  aaagatgctg  aagatcagtt  5160

gggtgcacga  gtgggttaca  tcgaactgga  tctcaacagc  ggtaagatcc  ttgagagttt  5220

tcgccccgaa  gaacgttttc  caatgatgag  cacttttaaa  gttctgctat  gtggcgcggt  5280

attatcccgt  attgacgccg  ggcaagagca  actcggtcgc  cgcatacact  attctcagaa  5340

tgacttggtt  gagtactcac  cagtcacaga  aaagcatctt  acggatggca  tgacagtaag  5400

agaattatgc  agtgctgcca  taaccatgag  tgataacact  gcggccaact  tacttctgac  5460

aacgatcgga  ggaccgaagg  agctaaccgc  ttttttgcac  aacatggggg  atcatgtaac  5520

tcgccttgat  cgttgggaac  cggagctgaa  tgaagccata  ccaaacgacg  agcgtgacac  5580

cacgatgcct  gtagcaatgg  caacaacgtt  gcgcaaacta  ttaactggcg  aactacttac  5640

tctagcttcc  cggcaacaat  taatagactg  gatggaggcg  gataaagttg  caggaccact  5700

tctgcgctcg  gcccttccgg  ctggctggtt  tattgctgat  aaatctggag  ccggtgagcg  5760

tgggtctcgc  ggtatcattg  cagcactggg  gccagatggt  aagccctccc  gtatcgtagt  5820

tatctacacg  acggggagtc  aggcaactat  ggatgaacga  aatagacaga  tcgctgagat  5880

aggtgcctca  ctgattaagc  attggtaact  gtcagaccaa  gtttactcat  atatacttta  5940

gattgattta  aaacttcatt  tttaatttaa  aaggatctag  gtgaagatcc  tttttgataa  6000

tctcatgacc  aaaatccctt  aacgtgagtt  ttcgttccac  tgagcgtcag  accccgtaga  6060

aaagatcaaa  ggatcttctt  gagatccttt  ttttctgcgc  gtaatctgct  gcttgcaaac  6120

aaaaaaacca  ccgctaccag  cggtggtttg  tttgccggat  caagagctac  caactctttt  6180

tccgaaggta  actggcttca  gcagagcgca  gataccaaat  actgtccttc  tagtgtagcc  6240

gtagttaggc  caccacttca  agaactctgt  agcaccgcct  acatacctcg  ctctgctaat  6300

cctgttacca  gtggctgctg  ccagtggcga  taagtcgtgt  cttaccgggt  tggactcaag  6360
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acgatagtta  ccggataagg  cgcagcggtc  gggctgaacg  gggggttcgt  gcacacagcc  6420

cagcttggag  cgaacgacct  acaccgaact  gagataccta  cagcgtgagc  tatgagaaag  6480

cgccacgctt  cccgaaggga  gaaaggcgga  caggtatccg  gtaagcggca  gggtcggaac  6540

aggagagcgc  acgagggagc  ttccaggggg  aaacgcctgg  tatctttata  gtcctgtcgg  6600

gtttcgccac  ctctgacttg  agcgtcgatt  tttgtgatgc  tcgtcagggg  ggcggagcct  6660

atggaaaaac  gccagcaacg  cggccttttt  acggttcctg  gccttttgct  ggccttttgc  6720

tcacatgt  6728

<210>  6

<211>  6728

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑1XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA

<400>  6

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtaccggcgc  gccgggggag  gctgctggtg  180

aatattaacc  aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacacgcg  240

tggtaccgtc  tgtctgcaca  tttcgtagag  cgagtgttcc  gatactctaa  tctccctagg  300

caaggttcat  atttgtgtag  gttacttatt  ctccttttgt  tgactaagtc  aataatcaga  360

atcagcaggt  ttggagtcag  cttggcaggg  atcagcagcc  tgggttggaa  ggagggggta  420

taaaagcccc  ttcaccagga  gaagccgtca  cacagatcca  caagctcctg  aagaggtaag  480

ggtttaaggg  atggttggtt  ggtggggtat  taatgtttaa  ttacctggag  cacctgcctg  540

aaatcacttt  ttttcaggtt  ggctagttct  agaagatctc  aagcttgcta  gcatgcagcg  600

cgtgaacatg  atcatggccg  agagccccgg  cctgatcacc  atctgcctgc  tgggctacct  660

gctgagcgcc  gagtgcaccg  tgttcctgga  ccacgagaac  gccaacaaga  tcctgaaccg  720

ccccaagcgc  tacaacagcg  gcaagctgga  ggagttcgtg  cagggcaacc  tggagcgcga  780

gtgcatggag  gagaagtgca  gcttcgagga  ggcccgcgag  gtgttcgaga  acaccgagcg  840

caccaccgag  ttctggaagc  agtacgtgga  cggcgaccag  tgcgagagca  acccctgcct  900

gaacggcggc  agctgcaagg  acgacatcaa  cagctacgag  tgctggtgcc  ccttcggctt  960

cgagggcaag  aactgcgagc  tggacgtgac  ctgcaacatc  aagaacggcc  gctgcgagca  1020

gttctgcaag  aacagcgccg  acaacaaggt  ggtgtgcagc  tgcaccgagg  gctaccgcct  1080

ggccgagaac  cagaagagct  gcgagcccgc  cgtgcccttc  ccctgcggcc  gcgtgagcgt  1140

gagccagacc  agcaagctga  cccgcgccga  ggccgtgttc  cccgacgtgg  actacgtgaa  1200

cagcaccgag  gccgagacca  tcctggacaa  catcacccag  agcacccaga  gcttcaacga  1260

cttcacccgc  gtggtgggcg  gcgaggacgc  caagcccggc  cagttcccct  ggcaggtggt  1320

gctgaacggc  aaggtggacg  ccttctgcgg  cggcagcatc  gtgaacgaga  agtggatcgt  1380

gaccgccgcc  cactgcgtgg  agaccggcgt  gaagatcacc  gtggtggccg  gcgagcacaa  1440

catcgaggag  accgagcaca  ccgagcagaa  gcgcaacgtg  atccgcatca  tcccccacca  1500
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caactacaac  gccgccatca  acaagtacaa  ccacgacatc  gccctgctgg  agctggacga  1560

gcccctggtg  ctgaacagct  acgtgacccc  catctgcatc  gccgacaagg  agtacaccaa  1620

catcttcctg  aagttcggca  gcggctacgt  gagcggctgg  ggccgcgtgt  tccacaaggg  1680

ccgcagcgcc  ctggtgctgc  agtacctgcg  cgtgcccctg  gtggaccgcg  ccacctgcct  1740

gctgagcacc  aagttcacca  tctacaacaa  catgttctgc  gccggcttcc  acgagggcgg  1800

ccgcgacagc  tgccagggcg  acagcggcgg  cccccacgtg  accgaggtgg  agggcaccag  1860

cttcctgacc  ggcatcatca  gctggggcga  ggagtgcgcc  atgaagggca  agtacggcat  1920

ctacaccaag  gtgagccgct  acgtgaactg  gatcaaggag  aagaccaagc  tgacctctgt  1980

gagccagacc  tccaagctca  ccagggccga  gactgtcttc  cctgatgtgg  acggatccga  2040

cgcccacaag  agcgaggtgg  cccacagatt  caaggacctg  ggcgaggaaa  acttcaaggc  2100

tctggtgctg  atcgccttcg  cccagtacct  gcagcagtgt  cccttcgagg  accacgtgaa  2160

gctggtcaac  gaagtgaccg  agttcgccaa  gacctgcgtg  gccgacgaga  gcgccgagaa  2220

ctgcgacaag  agcctgcaca  ccctgttcgg  cgacaagctg  tgcaccgtgg  ccaccctgcg  2280

ggaaacctac  ggcgagatgg  ccgactgctg  cgccaagcag  gaacccgagc  ggaacgagtg  2340

cttcctgcag  cacaaggacg  ataaccccaa  cctgccccgg  ctcgtgcggc  ccgaggtgga  2400

cgtgatgtgc  accgccttcc  acgacaacga  ggaaaccttc  ctgaagaagt  acctgtacga  2460

gatcgccaga  cggcacccct  acttctacgc  ccccgagctg  ctgttcttcg  ccaagcggta  2520

caaggccgcc  ttcaccgagt  gctgccaggc  cgccgataag  gccgcctgcc  tgctgcccaa  2580

gctggatgag  ctgagggacg  agggcaaggc  cagctccgcc  aagcagagac  tgaagtgcgc  2640

cagcctgcag  aagttcggcg  agagagcctt  taaggcctgg  gctgtggccc  ggctgagcca  2700

gagattcccc  aaggccgagt  ttgccgaggt  gtccaagctg  gtcaccgacc  tcaccaaggt  2760

gcacaccgag  tgttgtcacg  gcgacctgct  ggaatgcgcc  gacgacagag  ccgacctggc  2820

caagtacatc  tgcgagaacc  aggacagcat  cagctccaag  ctgaaagagt  gctgcgagaa  2880

gcccctgctg  gaaaagagcc  actgtatcgc  cgaggtggaa  aacgacgaga  tgcccgccga  2940

cctgcccagc  ctggccgccg  acttcgtgga  aagcaaggac  gtgtgcaaga  actacgccga  3000

ggccaaggat  gtgttcctgg  gcatgttcct  gtatgagtac  gcccgcagac  accccgacta  3060

cagcgtggtg  ctgctgctgc  ggctggccaa  gacctacgag  acaaccctgg  aaaagtgctg  3120

cgccgctgcc  gacccccacg  agtgctacgc  caaggtgttc  gacgagttca  agccactggt  3180

ggaagaaccc  cagaacctga  tcaagcagaa  ttgcgagctg  ttcgagcagc  tgggcgagta  3240

caagttccag  aacgccctgc  tcgtgcggta  caccaagaaa  gtgccccagg  tgtccacccc  3300

caccctggtg  gaagtgtccc  ggaacctggg  caaagtgggc  agcaagtgct  gcaagcaccc  3360

tgaggccaag  cggatgccct  gcgccgagga  ctacctgagc  gtggtcctga  accagctgtg  3420

cgtgctgcac  gagaaaaccc  ccgtgtccga  cagagtgacc  aagtgctgta  ccgagagcct  3480

ggtcaacaga  cggccctgct  tctccgccct  ggaagtggac  gagacatacg  tgcccaaaga  3540

gttcaacgcc  gagacattca  ccttccacgc  cgacatctgc  accctgagcg  agaaagagcg  3600

gcagatcaag  aagcagaccg  ccctggtcga  gctggtcaag  cacaagccca  aggccaccaa  3660

agaacagctg  aaggccgtga  tggacgactt  cgccgccttc  gtcgagaagt  gttgcaaggc  3720

cgacgacaaa  gagacatgct  tcgccgaaga  gggcaaaaag  ctggtggccg  cctctcaggc  3780

cgccctggga  ctctaagtcg  acaccggtag  ataactgatc  ggatctaggc  tcgacatgct  3840
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ttatttgtga  aatttgtgat  gctattgctt  tatttgtaac  cattataagc  tgcaataaac  3900

aagttaacaa  caacaattgc  attcatttta  tgtttcaggt  tcagggggag  gtgtgggagg  3960

ttttttaaac  tcgagatcca  ctagggccgc  aggaacccct  agtgatggag  ttggccactc  4020

cctctctgcg  cgctcgctcg  ctcactgagg  ccgggcgacc  aaaggtcgcc  cgacgcccgg  4080

gctttgcccg  ggcggcctca  gtgagcgagc  gagcgcgcag  ctgcctgcag  gggcgcctga  4140

tgcggtattt  tctccttacg  catctgtgcg  gtatttcaca  ccgcatacgt  caaagcaacc  4200

atagtacgcg  ccctgtagcg  gcgcattaag  cgcggcgggt  gtggtggtta  cgcgcagcgt  4260

gaccgctaca  cttgccagcg  ccctagcgcc  cgctcctttc  gctttcttcc  cttcctttct  4320

cgccacgttc  gccggctttc  cccgtcaagc  tctaaatcgg  gggctccctt  tagggttccg  4380

atttagtgct  ttacggcacc  tcgaccccaa  aaaacttgat  ttgggtgatg  gttcacgtag  4440

tgggccatcg  ccctgataga  cggtttttcg  ccctttgacg  ttggagtcca  cgttctttaa  4500

tagtggactc  ttgttccaaa  ctggaacaac  actcaaccct  atctcgggct  attcttttga  4560

tttataaggg  attttgccga  tttcggccta  ttggttaaaa  aatgagctga  tttaacaaaa  4620

atttaacgcg  aattttaaca  aaatattaac  gtttacaatt  ttatggtgca  ctctcagtac  4680

aatctgctct  gatgccgcat  agttaagcca  gccccgacac  ccgccaacac  ccgctgacgc  4740

gccctgacgg  gcttgtctgc  tcccggcatc  cgcttacaga  caagctgtga  ccgtctccgg  4800

gagctgcatg  tgtcagaggt  tttcaccgtc  atcaccgaaa  cgcgcgagac  gaaagggcct  4860

cgtgatacgc  ctatttttat  aggttaatgt  catgataata  atggtttctt  agacgtcagg  4920

tggcactttt  cggggaaatg  tgcgcggaac  ccctatttgt  ttatttttct  aaatacattc  4980

aaatatgtat  ccgctcatga  gacaataacc  ctgataaatg  cttcaataat  attgaaaaag  5040

gaagagtatg  agtattcaac  atttccgtgt  cgcccttatt  cccttttttg  cggcattttg  5100

ccttcctgtt  tttgctcacc  cagaaacgct  ggtgaaagta  aaagatgctg  aagatcagtt  5160

gggtgcacga  gtgggttaca  tcgaactgga  tctcaacagc  ggtaagatcc  ttgagagttt  5220

tcgccccgaa  gaacgttttc  caatgatgag  cacttttaaa  gttctgctat  gtggcgcggt  5280

attatcccgt  attgacgccg  ggcaagagca  actcggtcgc  cgcatacact  attctcagaa  5340

tgacttggtt  gagtactcac  cagtcacaga  aaagcatctt  acggatggca  tgacagtaag  5400

agaattatgc  agtgctgcca  taaccatgag  tgataacact  gcggccaact  tacttctgac  5460

aacgatcgga  ggaccgaagg  agctaaccgc  ttttttgcac  aacatggggg  atcatgtaac  5520

tcgccttgat  cgttgggaac  cggagctgaa  tgaagccata  ccaaacgacg  agcgtgacac  5580

cacgatgcct  gtagcaatgg  caacaacgtt  gcgcaaacta  ttaactggcg  aactacttac  5640

tctagcttcc  cggcaacaat  taatagactg  gatggaggcg  gataaagttg  caggaccact  5700

tctgcgctcg  gcccttccgg  ctggctggtt  tattgctgat  aaatctggag  ccggtgagcg  5760

tgggtctcgc  ggtatcattg  cagcactggg  gccagatggt  aagccctccc  gtatcgtagt  5820

tatctacacg  acggggagtc  aggcaactat  ggatgaacga  aatagacaga  tcgctgagat  5880

aggtgcctca  ctgattaagc  attggtaact  gtcagaccaa  gtttactcat  atatacttta  5940

gattgattta  aaacttcatt  tttaatttaa  aaggatctag  gtgaagatcc  tttttgataa  6000

tctcatgacc  aaaatccctt  aacgtgagtt  ttcgttccac  tgagcgtcag  accccgtaga  6060

aaagatcaaa  ggatcttctt  gagatccttt  ttttctgcgc  gtaatctgct  gcttgcaaac  6120

aaaaaaacca  ccgctaccag  cggtggtttg  tttgccggat  caagagctac  caactctttt  6180
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tccgaaggta  actggcttca  gcagagcgca  gataccaaat  actgtccttc  tagtgtagcc  6240

gtagttaggc  caccacttca  agaactctgt  agcaccgcct  acatacctcg  ctctgctaat  6300

cctgttacca  gtggctgctg  ccagtggcga  taagtcgtgt  cttaccgggt  tggactcaag  6360

acgatagtta  ccggataagg  cgcagcggtc  gggctgaacg  gggggttcgt  gcacacagcc  6420

cagcttggag  cgaacgacct  acaccgaact  gagataccta  cagcgtgagc  tatgagaaag  6480

cgccacgctt  cccgaaggga  gaaaggcgga  caggtatccg  gtaagcggca  gggtcggaac  6540

aggagagcgc  acgagggagc  ttccaggggg  aaacgcctgg  tatctttata  gtcctgtcgg  6600

gtttcgccac  ctctgacttg  agcgtcgatt  tttgtgatgc  tcgtcagggg  ggcggagcct  6660

atggaaaaac  gccagcaacg  cggccttttt  acggttcctg  gccttttgct  ggccttttgc  6720

tcacatgt  6728

<210>  7

<211>  6851

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Alb‑SV40pA

<400>  7

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtagggggag  gctgctggtg  aatattaacc  180

aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacggggg  aggctgctgg  240

tgaatattaa  ccaaggtcac  cccagttatc  ggaggagcaa  acaggggcta  agtccacggg  300

ggaggctgct  ggtgaatatt  aaccaaggtc  accccagtta  tcggaggagc  aaacaggggc  360

taagtccacc  gtctgtctgc  acatttcgta  gagcgagtgt  tccgatactc  taatctccct  420

aggcaaggtt  catatttgtg  taggttactt  attctccttt  tgttgactaa  gtcaataatc  480

agaatcagca  ggtttggagt  cagcttggca  gggatcagca  gcctgggttg  gaaggagggg  540

gtataaaagc  cccttcacca  ggagaagccg  tcacacagat  ccacaagctc  ctgaagaggt  600

aagggtttaa  gggatggttg  gttggtgggg  tattaatgtt  taattacctg  gagcacctgc  660

ctgaaatcac  tttttttcag  gttggctagt  tctagaagat  ctcaagcttg  ctagcatgca  720

gcgcgtgaac  atgatcatgg  ccgagagccc  cggcctgatc  accatctgcc  tgctgggcta  780

cctgctgagc  gccgagtgca  ccgtgttcct  ggaccacgag  aacgccaaca  agatcctgaa  840

ccgccccaag  cgctacaaca  gcggcaagct  ggaggagttc  gtgcagggca  acctggagcg  900

cgagtgcatg  gaggagaagt  gcagcttcga  ggaggcccgc  gaggtgttcg  agaacaccga  960

gcgcaccacc  gagttctgga  agcagtacgt  ggacggcgac  cagtgcgaga  gcaacccctg  1020

cctgaacggc  ggcagctgca  aggacgacat  caacagctac  gagtgctggt  gccccttcgg  1080

cttcgagggc  aagaactgcg  agctggacgt  gacctgcaac  atcaagaacg  gccgctgcga  1140

gcagttctgc  aagaacagcg  ccgacaacaa  ggtggtgtgc  agctgcaccg  agggctaccg  1200

cctggccgag  aaccagaaga  gctgcgagcc  cgccgtgccc  ttcccctgcg  gccgcgtgag  1260

cgtgagccag  accagcaagc  tgacccgcgc  cgaggccgtg  ttccccgacg  tggactacgt  1320
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gaacagcacc  gaggccgaga  ccatcctgga  caacatcacc  cagagcaccc  agagcttcaa  1380

cgacttcacc  cgcgtggtgg  gcggcgagga  cgccaagccc  ggccagttcc  cctggcaggt  1440

ggtgctgaac  ggcaaggtgg  acgccttctg  cggcggcagc  atcgtgaacg  agaagtggat  1500

cgtgaccgcc  gcccactgcg  tggagaccgg  cgtgaagatc  accgtggtgg  ccggcgagca  1560

caacatcgag  gagaccgagc  acaccgagca  gaagcgcaac  gtgatccgca  tcatccccca  1620

ccacaactac  aacgccgcca  tcaacaagta  caaccacgac  atcgccctgc  tggagctgga  1680

cgagcccctg  gtgctgaaca  gctacgtgac  ccccatctgc  atcgccgaca  aggagtacac  1740

caacatcttc  ctgaagttcg  gcagcggcta  cgtgagcggc  tggggccgcg  tgttccacaa  1800

gggccgcagc  gccctggtgc  tgcagtacct  gcgcgtgccc  ctggtggacc  gcgccacctg  1860

cctgctgagc  accaagttca  ccatctacaa  caacatgttc  tgcgccggct  tccacgaggg  1920

cggccgcgac  agctgccagg  gcgacagcgg  cggcccccac  gtgaccgagg  tggagggcac  1980

cagcttcctg  accggcatca  tcagctgggg  cgaggagtgc  gccatgaagg  gcaagtacgg  2040

catctacacc  aaggtgagcc  gctacgtgaa  ctggatcaag  gagaagacca  agctgacctc  2100

tgtgagccag  acctccaagc  tcaccagggc  cgagactgtc  ttccctgatg  tggacggatc  2160

cgatgcacac  aagagtgagg  ttgctcatcg  gtttaaagat  ttgggagaag  aaaatttcaa  2220

agccttggtg  ttgattgcct  ttgctcagta  tcttcagcag  tgtccatttg  aagatcatgt  2280

aaaattagtg  aatgaagtaa  ctgaatttgc  aaaaacatgt  gttgctgatg  agtcagctga  2340

aaattgtgac  aaatcacttc  ataccctttt  tggagacaaa  ttatgcacag  ttgcaactct  2400

tcgtgaaacc  tatggtgaaa  tggctgactg  ctgtgcaaaa  caagaacctg  agagaaatga  2460

atgcttcttg  caacacaaag  atgacaaccc  aaacctcccc  cgattggtga  gaccagaggt  2520

tgatgtgatg  tgcactgctt  ttcatgacaa  tgaagagaca  tttttgaaaa  aatacttata  2580

tgaaattgcc  agaagacatc  cttactttta  tgccccggaa  ctccttttct  ttgctaaaag  2640

gtataaagct  gcttttacag  aatgttgcca  agctgctgat  aaagctgcct  gcctgttgcc  2700

aaagctcgat  gaacttcggg  atgaagggaa  ggcttcgtct  gccaaacaga  gactcaagtg  2760

tgccagtctc  caaaaatttg  gagaaagagc  tttcaaagca  tgggcagtag  ctcgcctgag  2820

ccagagattt  cccaaagctg  agtttgcaga  agtttccaag  ttagtgacag  atcttaccaa  2880

agtccacacg  gaatgctgcc  atggagatct  gcttgaatgt  gctgatgaca  gggcggacct  2940

tgccaagtat  atctgtgaaa  atcaagattc  gatctccagt  aaactgaagg  aatgctgtga  3000

aaaacctctg  ttggaaaaat  cccactgcat  tgccgaagtg  gaaaatgatg  agatgcctgc  3060

tgacttgcct  tcattagctg  ctgattttgt  tgaaagtaag  gatgtttgca  aaaactatgc  3120

tgaggcaaag  gatgtcttcc  tgggcatgtt  tttgtatgaa  tatgcaagaa  ggcatcctga  3180

ttactctgtc  gtgctgctgc  tgagacttgc  caagacatat  gaaaccactc  tagagaagtg  3240

ctgtgccgct  gcagatcctc  atgaatgcta  tgccaaagtg  ttcgatgaat  ttaaacctct  3300

tgtggaagag  cctcagaatt  taatcaaaca  aaattgtgag  ctttttgagc  agcttggaga  3360

gtacaaattc  cagaatgcgc  tattagttcg  ttacaccaag  aaagtacccc  aagtgtcaac  3420

tccaactctt  gtagaggtct  caagaaacct  aggaaaagtg  ggcagcaaat  gttgtaaaca  3480

tcctgaagca  aaaagaatgc  cctgtgcaga  agactatcta  tccgtggtcc  tgaaccagtt  3540

atgtgtgttg  catgagaaaa  cgccagtaag  tgacagagtc  accaaatgct  gcacagaatc  3600

cttggtgaac  aggcgaccat  gcttttcagc  tctggaagtc  gatgaaacat  acgttcccaa  3660
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agagtttaat  gctgaaacat  tcaccttcca  tgcagatata  tgcacacttt  ctgagaagga  3720

gagacaaatc  aagaaacaaa  ctgcacttgt  tgagctcgtg  aaacacaagc  ccaaggcaac  3780

aaaagagcaa  ctgaaagctg  ttatggatga  tttcgcagct  tttgtagaga  agtgctgcaa  3840

ggctgacgat  aaggagacct  gctttgccga  ggagggtaaa  aaacttgttg  ctgcaagtca  3900

agctgcctta  ggcttatagg  tcgacaccgg  tagataactg  atcggatcta  ggctcgacat  3960

gctttatttg  tgaaatttgt  gatgctattg  ctttatttgt  aaccattata  agctgcaata  4020

aacaagttaa  caacaacaat  tgcattcatt  ttatgtttca  ggttcagggg  gaggtgtggg  4080

aggtttttta  aactcgagat  ccactagggc  cgcaggaacc  cctagtgatg  gagttggcca  4140

ctccctctct  gcgcgctcgc  tcgctcactg  aggccgggcg  accaaaggtc  gcccgacgcc  4200

cgggctttgc  ccgggcggcc  tcagtgagcg  agcgagcgcg  cagctgcctg  caggggcgcc  4260

tgatgcggta  ttttctcctt  acgcatctgt  gcggtatttc  acaccgcata  cgtcaaagca  4320

accatagtac  gcgccctgta  gcggcgcatt  aagcgcggcg  ggtgtggtgg  ttacgcgcag  4380

cgtgaccgct  acacttgcca  gcgccctagc  gcccgctcct  ttcgctttct  tcccttcctt  4440

tctcgccacg  ttcgccggct  ttccccgtca  agctctaaat  cgggggctcc  ctttagggtt  4500

ccgatttagt  gctttacggc  acctcgaccc  caaaaaactt  gatttgggtg  atggttcacg  4560

tagtgggcca  tcgccctgat  agacggtttt  tcgccctttg  acgttggagt  ccacgttctt  4620

taatagtgga  ctcttgttcc  aaactggaac  aacactcaac  cctatctcgg  gctattcttt  4680

tgatttataa  gggattttgc  cgatttcggc  ctattggtta  aaaaatgagc  tgatttaaca  4740

aaaatttaac  gcgaatttta  acaaaatatt  aacgtttaca  attttatggt  gcactctcag  4800

tacaatctgc  tctgatgccg  catagttaag  ccagccccga  cacccgccaa  cacccgctga  4860

cgcgccctga  cgggcttgtc  tgctcccggc  atccgcttac  agacaagctg  tgaccgtctc  4920

cgggagctgc  atgtgtcaga  ggttttcacc  gtcatcaccg  aaacgcgcga  gacgaaaggg  4980

cctcgtgata  cgcctatttt  tataggttaa  tgtcatgata  ataatggttt  cttagacgtc  5040

aggtggcact  tttcggggaa  atgtgcgcgg  aacccctatt  tgtttatttt  tctaaataca  5100

ttcaaatatg  tatccgctca  tgagacaata  accctgataa  atgcttcaat  aatattgaaa  5160

aaggaagagt  atgagtattc  aacatttccg  tgtcgccctt  attccctttt  ttgcggcatt  5220

ttgccttcct  gtttttgctc  acccagaaac  gctggtgaaa  gtaaaagatg  ctgaagatca  5280

gttgggtgca  cgagtgggtt  acatcgaact  ggatctcaac  agcggtaaga  tccttgagag  5340

ttttcgcccc  gaagaacgtt  ttccaatgat  gagcactttt  aaagttctgc  tatgtggcgc  5400

ggtattatcc  cgtattgacg  ccgggcaaga  gcaactcggt  cgccgcatac  actattctca  5460

gaatgacttg  gttgagtact  caccagtcac  agaaaagcat  cttacggatg  gcatgacagt  5520

aagagaatta  tgcagtgctg  ccataaccat  gagtgataac  actgcggcca  acttacttct  5580

gacaacgatc  ggaggaccga  aggagctaac  cgcttttttg  cacaacatgg  gggatcatgt  5640

aactcgcctt  gatcgttggg  aaccggagct  gaatgaagcc  ataccaaacg  acgagcgtga  5700

caccacgatg  cctgtagcaa  tggcaacaac  gttgcgcaaa  ctattaactg  gcgaactact  5760

tactctagct  tcccggcaac  aattaataga  ctggatggag  gcggataaag  ttgcaggacc  5820

acttctgcgc  tcggcccttc  cggctggctg  gtttattgct  gataaatctg  gagccggtga  5880

gcgtgggtct  cgcggtatca  ttgcagcact  ggggccagat  ggtaagccct  cccgtatcgt  5940

agttatctac  acgacgggga  gtcaggcaac  tatggatgaa  cgaaatagac  agatcgctga  6000
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gataggtgcc  tcactgatta  agcattggta  actgtcagac  caagtttact  catatatact  6060

ttagattgat  ttaaaacttc  atttttaatt  taaaaggatc  taggtgaaga  tcctttttga  6120

taatctcatg  accaaaatcc  cttaacgtga  gttttcgttc  cactgagcgt  cagaccccgt  6180

agaaaagatc  aaaggatctt  cttgagatcc  tttttttctg  cgcgtaatct  gctgcttgca  6240

aacaaaaaaa  ccaccgctac  cagcggtggt  ttgtttgccg  gatcaagagc  taccaactct  6300

ttttccgaag  gtaactggct  tcagcagagc  gcagatacca  aatactgtcc  ttctagtgta  6360

gccgtagtta  ggccaccact  tcaagaactc  tgtagcaccg  cctacatacc  tcgctctgct  6420

aatcctgtta  ccagtggctg  ctgccagtgg  cgataagtcg  tgtcttaccg  ggttggactc  6480

aagacgatag  ttaccggata  aggcgcagcg  gtcgggctga  acggggggtt  cgtgcacaca  6540

gcccagcttg  gagcgaacga  cctacaccga  actgagatac  ctacagcgtg  agctatgaga  6600

aagcgccacg  cttcccgaag  ggagaaaggc  ggacaggtat  ccggtaagcg  gcagggtcgg  6660

aacaggagag  cgcacgaggg  agcttccagg  gggaaacgcc  tggtatcttt  atagtcctgt  6720

cgggtttcgc  cacctctgac  ttgagcgtcg  atttttgtga  tgctcgtcag  gggggcggag  6780

cctatggaaa  aacgccagca  acgcggcctt  tttacggttc  ctggcctttt  gctggccttt  6840

tgctcacatg  t  6851

<210>  8

<211>  6851

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  AAVss‑3XSERP‑mTTR‑MVM‑hFIXcoPadua‑Albco‑SV40pA

<400>  8

cctgcaggca  gctgcgcgct  cgctcgctca  ctgaggccgc  ccgggcaaag  cccgggcgtc  60

gggcgacctt  tggtcgcccg  gcctcagtga  gcgagcgagc  gcgcagagag  ggagtggcca  120

actccatcac  taggggttcc  tgcggccgcg  gtagggggag  gctgctggtg  aatattaacc  180

aaggtcaccc  cagttatcgg  aggagcaaac  aggggctaag  tccacggggg  aggctgctgg  240

tgaatattaa  ccaaggtcac  cccagttatc  ggaggagcaa  acaggggcta  agtccacggg  300

ggaggctgct  ggtgaatatt  aaccaaggtc  accccagtta  tcggaggagc  aaacaggggc  360

taagtccacc  gtctgtctgc  acatttcgta  gagcgagtgt  tccgatactc  taatctccct  420

aggcaaggtt  catatttgtg  taggttactt  attctccttt  tgttgactaa  gtcaataatc  480

agaatcagca  ggtttggagt  cagcttggca  gggatcagca  gcctgggttg  gaaggagggg  540

gtataaaagc  cccttcacca  ggagaagccg  tcacacagat  ccacaagctc  ctgaagaggt  600

aagggtttaa  gggatggttg  gttggtgggg  tattaatgtt  taattacctg  gagcacctgc  660

ctgaaatcac  tttttttcag  gttggctagt  tctagaagat  ctcaagcttg  ctagcatgca  720

gcgcgtgaac  atgatcatgg  ccgagagccc  cggcctgatc  accatctgcc  tgctgggcta  780

cctgctgagc  gccgagtgca  ccgtgttcct  ggaccacgag  aacgccaaca  agatcctgaa  840

ccgccccaag  cgctacaaca  gcggcaagct  ggaggagttc  gtgcagggca  acctggagcg  900

cgagtgcatg  gaggagaagt  gcagcttcga  ggaggcccgc  gaggtgttcg  agaacaccga  960

gcgcaccacc  gagttctgga  agcagtacgt  ggacggcgac  cagtgcgaga  gcaacccctg  1020

序　列　表 21/44 页

69

CN 113164560 A

69



cctgaacggc  ggcagctgca  aggacgacat  caacagctac  gagtgctggt  gccccttcgg  1080

cttcgagggc  aagaactgcg  agctggacgt  gacctgcaac  atcaagaacg  gccgctgcga  1140

gcagttctgc  aagaacagcg  ccgacaacaa  ggtggtgtgc  agctgcaccg  agggctaccg  1200

cctggccgag  aaccagaaga  gctgcgagcc  cgccgtgccc  ttcccctgcg  gccgcgtgag  1260

cgtgagccag  accagcaagc  tgacccgcgc  cgaggccgtg  ttccccgacg  tggactacgt  1320

gaacagcacc  gaggccgaga  ccatcctgga  caacatcacc  cagagcaccc  agagcttcaa  1380

cgacttcacc  cgcgtggtgg  gcggcgagga  cgccaagccc  ggccagttcc  cctggcaggt  1440

ggtgctgaac  ggcaaggtgg  acgccttctg  cggcggcagc  atcgtgaacg  agaagtggat  1500

cgtgaccgcc  gcccactgcg  tggagaccgg  cgtgaagatc  accgtggtgg  ccggcgagca  1560

caacatcgag  gagaccgagc  acaccgagca  gaagcgcaac  gtgatccgca  tcatccccca  1620

ccacaactac  aacgccgcca  tcaacaagta  caaccacgac  atcgccctgc  tggagctgga  1680

cgagcccctg  gtgctgaaca  gctacgtgac  ccccatctgc  atcgccgaca  aggagtacac  1740

caacatcttc  ctgaagttcg  gcagcggcta  cgtgagcggc  tggggccgcg  tgttccacaa  1800

gggccgcagc  gccctggtgc  tgcagtacct  gcgcgtgccc  ctggtggacc  gcgccacctg  1860

cctgctgagc  accaagttca  ccatctacaa  caacatgttc  tgcgccggct  tccacgaggg  1920

cggccgcgac  agctgccagg  gcgacagcgg  cggcccccac  gtgaccgagg  tggagggcac  1980

cagcttcctg  accggcatca  tcagctgggg  cgaggagtgc  gccatgaagg  gcaagtacgg  2040

catctacacc  aaggtgagcc  gctacgtgaa  ctggatcaag  gagaagacca  agctgacctc  2100

tgtgagccag  acctccaagc  tcaccagggc  cgagactgtc  ttccctgatg  tggacggatc  2160

cgacgcccac  aagagcgagg  tggcccacag  attcaaggac  ctgggcgagg  aaaacttcaa  2220

ggctctggtg  ctgatcgcct  tcgcccagta  cctgcagcag  tgtcccttcg  aggaccacgt  2280

gaagctggtc  aacgaagtga  ccgagttcgc  caagacctgc  gtggccgacg  agagcgccga  2340

gaactgcgac  aagagcctgc  acaccctgtt  cggcgacaag  ctgtgcaccg  tggccaccct  2400

gcgggaaacc  tacggcgaga  tggccgactg  ctgcgccaag  caggaacccg  agcggaacga  2460

gtgcttcctg  cagcacaagg  acgataaccc  caacctgccc  cggctcgtgc  ggcccgaggt  2520

ggacgtgatg  tgcaccgcct  tccacgacaa  cgaggaaacc  ttcctgaaga  agtacctgta  2580

cgagatcgcc  agacggcacc  cctacttcta  cgcccccgag  ctgctgttct  tcgccaagcg  2640

gtacaaggcc  gccttcaccg  agtgctgcca  ggccgccgat  aaggccgcct  gcctgctgcc  2700

caagctggat  gagctgaggg  acgagggcaa  ggccagctcc  gccaagcaga  gactgaagtg  2760

cgccagcctg  cagaagttcg  gcgagagagc  ctttaaggcc  tgggctgtgg  cccggctgag  2820

ccagagattc  cccaaggccg  agtttgccga  ggtgtccaag  ctggtcaccg  acctcaccaa  2880

ggtgcacacc  gagtgttgtc  acggcgacct  gctggaatgc  gccgacgaca  gagccgacct  2940

ggccaagtac  atctgcgaga  accaggacag  catcagctcc  aagctgaaag  agtgctgcga  3000

gaagcccctg  ctggaaaaga  gccactgtat  cgccgaggtg  gaaaacgacg  agatgcccgc  3060

cgacctgccc  agcctggccg  ccgacttcgt  ggaaagcaag  gacgtgtgca  agaactacgc  3120

cgaggccaag  gatgtgttcc  tgggcatgtt  cctgtatgag  tacgcccgca  gacaccccga  3180

ctacagcgtg  gtgctgctgc  tgcggctggc  caagacctac  gagacaaccc  tggaaaagtg  3240

ctgcgccgct  gccgaccccc  acgagtgcta  cgccaaggtg  ttcgacgagt  tcaagccact  3300

ggtggaagaa  ccccagaacc  tgatcaagca  gaattgcgag  ctgttcgagc  agctgggcga  3360
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gtacaagttc  cagaacgccc  tgctcgtgcg  gtacaccaag  aaagtgcccc  aggtgtccac  3420

ccccaccctg  gtggaagtgt  cccggaacct  gggcaaagtg  ggcagcaagt  gctgcaagca  3480

ccctgaggcc  aagcggatgc  cctgcgccga  ggactacctg  agcgtggtcc  tgaaccagct  3540

gtgcgtgctg  cacgagaaaa  cccccgtgtc  cgacagagtg  accaagtgct  gtaccgagag  3600

cctggtcaac  agacggccct  gcttctccgc  cctggaagtg  gacgagacat  acgtgcccaa  3660

agagttcaac  gccgagacat  tcaccttcca  cgccgacatc  tgcaccctga  gcgagaaaga  3720

gcggcagatc  aagaagcaga  ccgccctggt  cgagctggtc  aagcacaagc  ccaaggccac  3780

caaagaacag  ctgaaggccg  tgatggacga  cttcgccgcc  ttcgtcgaga  agtgttgcaa  3840

ggccgacgac  aaagagacat  gcttcgccga  agagggcaaa  aagctggtgg  ccgcctctca  3900

ggccgccctg  ggactctaag  tcgacaccgg  tagataactg  atcggatcta  ggctcgacat  3960

gctttatttg  tgaaatttgt  gatgctattg  ctttatttgt  aaccattata  agctgcaata  4020

aacaagttaa  caacaacaat  tgcattcatt  ttatgtttca  ggttcagggg  gaggtgtggg  4080

aggtttttta  aactcgagat  ccactagggc  cgcaggaacc  cctagtgatg  gagttggcca  4140

ctccctctct  gcgcgctcgc  tcgctcactg  aggccgggcg  accaaaggtc  gcccgacgcc  4200

cgggctttgc  ccgggcggcc  tcagtgagcg  agcgagcgcg  cagctgcctg  caggggcgcc  4260

tgatgcggta  ttttctcctt  acgcatctgt  gcggtatttc  acaccgcata  cgtcaaagca  4320

accatagtac  gcgccctgta  gcggcgcatt  aagcgcggcg  ggtgtggtgg  ttacgcgcag  4380

cgtgaccgct  acacttgcca  gcgccctagc  gcccgctcct  ttcgctttct  tcccttcctt  4440

tctcgccacg  ttcgccggct  ttccccgtca  agctctaaat  cgggggctcc  ctttagggtt  4500

ccgatttagt  gctttacggc  acctcgaccc  caaaaaactt  gatttgggtg  atggttcacg  4560

tagtgggcca  tcgccctgat  agacggtttt  tcgccctttg  acgttggagt  ccacgttctt  4620

taatagtgga  ctcttgttcc  aaactggaac  aacactcaac  cctatctcgg  gctattcttt  4680

tgatttataa  gggattttgc  cgatttcggc  ctattggtta  aaaaatgagc  tgatttaaca  4740

aaaatttaac  gcgaatttta  acaaaatatt  aacgtttaca  attttatggt  gcactctcag  4800

tacaatctgc  tctgatgccg  catagttaag  ccagccccga  cacccgccaa  cacccgctga  4860

cgcgccctga  cgggcttgtc  tgctcccggc  atccgcttac  agacaagctg  tgaccgtctc  4920

cgggagctgc  atgtgtcaga  ggttttcacc  gtcatcaccg  aaacgcgcga  gacgaaaggg  4980

cctcgtgata  cgcctatttt  tataggttaa  tgtcatgata  ataatggttt  cttagacgtc  5040

aggtggcact  tttcggggaa  atgtgcgcgg  aacccctatt  tgtttatttt  tctaaataca  5100

ttcaaatatg  tatccgctca  tgagacaata  accctgataa  atgcttcaat  aatattgaaa  5160

aaggaagagt  atgagtattc  aacatttccg  tgtcgccctt  attccctttt  ttgcggcatt  5220

ttgccttcct  gtttttgctc  acccagaaac  gctggtgaaa  gtaaaagatg  ctgaagatca  5280

gttgggtgca  cgagtgggtt  acatcgaact  ggatctcaac  agcggtaaga  tccttgagag  5340

ttttcgcccc  gaagaacgtt  ttccaatgat  gagcactttt  aaagttctgc  tatgtggcgc  5400

ggtattatcc  cgtattgacg  ccgggcaaga  gcaactcggt  cgccgcatac  actattctca  5460

gaatgacttg  gttgagtact  caccagtcac  agaaaagcat  cttacggatg  gcatgacagt  5520

aagagaatta  tgcagtgctg  ccataaccat  gagtgataac  actgcggcca  acttacttct  5580

gacaacgatc  ggaggaccga  aggagctaac  cgcttttttg  cacaacatgg  gggatcatgt  5640

aactcgcctt  gatcgttggg  aaccggagct  gaatgaagcc  ataccaaacg  acgagcgtga  5700
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caccacgatg  cctgtagcaa  tggcaacaac  gttgcgcaaa  ctattaactg  gcgaactact  5760

tactctagct  tcccggcaac  aattaataga  ctggatggag  gcggataaag  ttgcaggacc  5820

acttctgcgc  tcggcccttc  cggctggctg  gtttattgct  gataaatctg  gagccggtga  5880

gcgtgggtct  cgcggtatca  ttgcagcact  ggggccagat  ggtaagccct  cccgtatcgt  5940

agttatctac  acgacgggga  gtcaggcaac  tatggatgaa  cgaaatagac  agatcgctga  6000

gataggtgcc  tcactgatta  agcattggta  actgtcagac  caagtttact  catatatact  6060

ttagattgat  ttaaaacttc  atttttaatt  taaaaggatc  taggtgaaga  tcctttttga  6120

taatctcatg  accaaaatcc  cttaacgtga  gttttcgttc  cactgagcgt  cagaccccgt  6180

agaaaagatc  aaaggatctt  cttgagatcc  tttttttctg  cgcgtaatct  gctgcttgca  6240

aacaaaaaaa  ccaccgctac  cagcggtggt  ttgtttgccg  gatcaagagc  taccaactct  6300

ttttccgaag  gtaactggct  tcagcagagc  gcagatacca  aatactgtcc  ttctagtgta  6360

gccgtagtta  ggccaccact  tcaagaactc  tgtagcaccg  cctacatacc  tcgctctgct  6420

aatcctgtta  ccagtggctg  ctgccagtgg  cgataagtcg  tgtcttaccg  ggttggactc  6480

aagacgatag  ttaccggata  aggcgcagcg  gtcgggctga  acggggggtt  cgtgcacaca  6540

gcccagcttg  gagcgaacga  cctacaccga  actgagatac  ctacagcgtg  agctatgaga  6600

aagcgccacg  cttcccgaag  ggagaaaggc  ggacaggtat  ccggtaagcg  gcagggtcgg  6660

aacaggagag  cgcacgaggg  agcttccagg  gggaaacgcc  tggtatcttt  atagtcctgt  6720

cgggtttcgc  cacctctgac  ttgagcgtcg  atttttgtga  tgctcgtcag  gggggcggag  6780

cctatggaaa  aacgccagca  acgcggcctt  tttacggttc  ctggcctttt  gctggccttt  6840

tgctcacatg  t  6851

<210>  9

<211>  1389

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  hFIXco

<400>  9

atgcagcgcg  tgaacatgat  catggccgag  agccccggcc  tgatcaccat  ctgcctgctg  60

ggctacctgc  tgagcgccga  gtgcaccgtg  ttcctggacc  acgagaacgc  caacaagatc  120

ctgaaccgcc  ccaagcgcta  caacagcggc  aagctggagg  agttcgtgca  gggcaacctg  180

gagcgcgagt  gcatggagga  gaagtgcagc  ttcgaggagg  cccgcgaggt  gttcgagaac  240

accgagcgca  ccaccgagtt  ctggaagcag  tacgtggacg  gcgaccagtg  cgagagcaac  300

ccctgcctga  acggcggcag  ctgcaaggac  gacatcaaca  gctacgagtg  ctggtgcccc  360

ttcggcttcg  agggcaagaa  ctgcgagctg  gacgtgacct  gcaacatcaa  gaacggccgc  420

tgcgagcagt  tctgcaagaa  cagcgccgac  aacaaggtgg  tgtgcagctg  caccgagggc  480

taccgcctgg  ccgagaacca  gaagagctgc  gagcccgccg  tgcccttccc  ctgcggccgc  540

gtgagcgtga  gccagaccag  caagctgacc  cgcgccgagg  ccgtgttccc  cgacgtggac  600

tacgtgaaca  gcaccgaggc  cgagaccatc  ctggacaaca  tcacccagag  cacccagagc  660

ttcaacgact  tcacccgcgt  ggtgggcggc  gaggacgcca  agcccggcca  gttcccctgg  720

序　列　表 24/44 页

72

CN 113164560 A

72



caggtggtgc  tgaacggcaa  ggtggacgcc  ttctgcggcg  gcagcatcgt  gaacgagaag  780

tggatcgtga  ccgccgccca  ctgcgtggag  accggcgtga  agatcaccgt  ggtggccggc  840

gagcacaaca  tcgaggagac  cgagcacacc  gagcagaagc  gcaacgtgat  ccgcatcatc  900

ccccaccaca  actacaacgc  cgccatcaac  aagtacaacc  acgacatcgc  cctgctggag  960

ctggacgagc  ccctggtgct  gaacagctac  gtgaccccca  tctgcatcgc  cgacaaggag  1020

tacaccaaca  tcttcctgaa  gttcggcagc  ggctacgtga  gcggctgggg  ccgcgtgttc  1080

cacaagggcc  gcagcgccct  ggtgctgcag  tacctgcgcg  tgcccctggt  ggaccgcgcc  1140

acctgcctgc  gcagcaccaa  gttcaccatc  tacaacaaca  tgttctgcgc  cggcttccac  1200

gagggcggcc  gcgacagctg  ccagggcgac  agcggcggcc  cccacgtgac  cgaggtggag  1260

ggcaccagct  tcctgaccgg  catcatcagc  tggggcgagg  agtgcgccat  gaagggcaag  1320

tacggcatct  acaccaaggt  gagccgctac  gtgaactgga  tcaaggagaa  gaccaagctg  1380

acctaatga  1389

<210>  10

<211>  3204

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  hFIXco‑Albco

<400>  10

atgcagcgcg  tgaacatgat  catggccgag  agccccggcc  tgatcaccat  ctgcctgctg  60

ggctacctgc  tgagcgccga  gtgcaccgtg  ttcctggacc  acgagaacgc  caacaagatc  120

ctgaaccgcc  ccaagcgcta  caacagcggc  aagctggagg  agttcgtgca  gggcaacctg  180

gagcgcgagt  gcatggagga  gaagtgcagc  ttcgaggagg  cccgcgaggt  gttcgagaac  240

accgagcgca  ccaccgagtt  ctggaagcag  tacgtggacg  gcgaccagtg  cgagagcaac  300

ccctgcctga  acggcggcag  ctgcaaggac  gacatcaaca  gctacgagtg  ctggtgcccc  360

ttcggcttcg  agggcaagaa  ctgcgagctg  gacgtgacct  gcaacatcaa  gaacggccgc  420

tgcgagcagt  tctgcaagaa  cagcgccgac  aacaaggtgg  tgtgcagctg  caccgagggc  480

taccgcctgg  ccgagaacca  gaagagctgc  gagcccgccg  tgcccttccc  ctgcggccgc  540

gtgagcgtga  gccagaccag  caagctgacc  cgcgccgagg  ccgtgttccc  cgacgtggac  600

tacgtgaaca  gcaccgaggc  cgagaccatc  ctggacaaca  tcacccagag  cacccagagc  660

ttcaacgact  tcacccgcgt  ggtgggcggc  gaggacgcca  agcccggcca  gttcccctgg  720

caggtggtgc  tgaacggcaa  ggtggacgcc  ttctgcggcg  gcagcatcgt  gaacgagaag  780

tggatcgtga  ccgccgccca  ctgcgtggag  accggcgtga  agatcaccgt  ggtggccggc  840

gagcacaaca  tcgaggagac  cgagcacacc  gagcagaagc  gcaacgtgat  ccgcatcatc  900

ccccaccaca  actacaacgc  cgccatcaac  aagtacaacc  acgacatcgc  cctgctggag  960

ctggacgagc  ccctggtgct  gaacagctac  gtgaccccca  tctgcatcgc  cgacaaggag  1020

tacaccaaca  tcttcctgaa  gttcggcagc  ggctacgtga  gcggctgggg  ccgcgtgttc  1080

cacaagggcc  gcagcgccct  ggtgctgcag  tacctgcgcg  tgcccctggt  ggaccgcgcc  1140

acctgcctgc  gcagcaccaa  gttcaccatc  tacaacaaca  tgttctgcgc  cggcttccac  1200
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gagggcggcc  gcgacagctg  ccagggcgac  agcggcggcc  cccacgtgac  cgaggtggag  1260

ggcaccagct  tcctgaccgg  catcatcagc  tggggcgagg  agtgcgccat  gaagggcaag  1320

tacggcatct  acaccaaggt  gagccgctac  gtgaactgga  tcaaggagaa  gaccaagctg  1380

acctctgtga  gccagacctc  caagctcacc  agggccgaga  ctgtcttccc  tgatgtggac  1440

ggatccgacg  cccacaagag  cgaggtggcc  cacagattca  aggacctggg  cgaggaaaac  1500

ttcaaggctc  tggtgctgat  cgccttcgcc  cagtacctgc  agcagtgtcc  cttcgaggac  1560

cacgtgaagc  tggtcaacga  agtgaccgag  ttcgccaaga  cctgcgtggc  cgacgagagc  1620

gccgagaact  gcgacaagag  cctgcacacc  ctgttcggcg  acaagctgtg  caccgtggcc  1680

accctgcggg  aaacctacgg  cgagatggcc  gactgctgcg  ccaagcagga  acccgagcgg  1740

aacgagtgct  tcctgcagca  caaggacgat  aaccccaacc  tgccccggct  cgtgcggccc  1800

gaggtggacg  tgatgtgcac  cgccttccac  gacaacgagg  aaaccttcct  gaagaagtac  1860

ctgtacgaga  tcgccagacg  gcacccctac  ttctacgccc  ccgagctgct  gttcttcgcc  1920

aagcggtaca  aggccgcctt  caccgagtgc  tgccaggccg  ccgataaggc  cgcctgcctg  1980

ctgcccaagc  tggatgagct  gagggacgag  ggcaaggcca  gctccgccaa  gcagagactg  2040

aagtgcgcca  gcctgcagaa  gttcggcgag  agagccttta  aggcctgggc  tgtggcccgg  2100

ctgagccaga  gattccccaa  ggccgagttt  gccgaggtgt  ccaagctggt  caccgacctc  2160

accaaggtgc  acaccgagtg  ttgtcacggc  gacctgctgg  aatgcgccga  cgacagagcc  2220

gacctggcca  agtacatctg  cgagaaccag  gacagcatca  gctccaagct  gaaagagtgc  2280

tgcgagaagc  ccctgctgga  aaagagccac  tgtatcgccg  aggtggaaaa  cgacgagatg  2340

cccgccgacc  tgcccagcct  ggccgccgac  ttcgtggaaa  gcaaggacgt  gtgcaagaac  2400

tacgccgagg  ccaaggatgt  gttcctgggc  atgttcctgt  atgagtacgc  ccgcagacac  2460

cccgactaca  gcgtggtgct  gctgctgcgg  ctggccaaga  cctacgagac  aaccctggaa  2520

aagtgctgcg  ccgctgccga  cccccacgag  tgctacgcca  aggtgttcga  cgagttcaag  2580

ccactggtgg  aagaacccca  gaacctgatc  aagcagaatt  gcgagctgtt  cgagcagctg  2640

ggcgagtaca  agttccagaa  cgccctgctc  gtgcggtaca  ccaagaaagt  gccccaggtg  2700

tccaccccca  ccctggtgga  agtgtcccgg  aacctgggca  aagtgggcag  caagtgctgc  2760

aagcaccctg  aggccaagcg  gatgccctgc  gccgaggact  acctgagcgt  ggtcctgaac  2820

cagctgtgcg  tgctgcacga  gaaaaccccc  gtgtccgaca  gagtgaccaa  gtgctgtacc  2880

gagagcctgg  tcaacagacg  gccctgcttc  tccgccctgg  aagtggacga  gacatacgtg  2940

cccaaagagt  tcaacgccga  gacattcacc  ttccacgccg  acatctgcac  cctgagcgag  3000

aaagagcggc  agatcaagaa  gcagaccgcc  ctggtcgagc  tggtcaagca  caagcccaag  3060

gccaccaaag  aacagctgaa  ggccgtgatg  gacgacttcg  ccgccttcgt  cgagaagtgt  3120

tgcaaggccg  acgacaaaga  gacatgcttc  gccgaagagg  gcaaaaagct  ggtggccgcc  3180

tctcaggccg  ccctgggact  ctaa  3204

<210>  11

<211>  1389

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223>  hFIXcoPadua

<400>  11

atgcagcgcg  tgaacatgat  catggccgag  agccccggcc  tgatcaccat  ctgcctgctg  60

ggctacctgc  tgagcgccga  gtgcaccgtg  ttcctggacc  acgagaacgc  caacaagatc  120

ctgaaccgcc  ccaagcgcta  caacagcggc  aagctggagg  agttcgtgca  gggcaacctg  180

gagcgcgagt  gcatggagga  gaagtgcagc  ttcgaggagg  cccgcgaggt  gttcgagaac  240

accgagcgca  ccaccgagtt  ctggaagcag  tacgtggacg  gcgaccagtg  cgagagcaac  300

ccctgcctga  acggcggcag  ctgcaaggac  gacatcaaca  gctacgagtg  ctggtgcccc  360

ttcggcttcg  agggcaagaa  ctgcgagctg  gacgtgacct  gcaacatcaa  gaacggccgc  420

tgcgagcagt  tctgcaagaa  cagcgccgac  aacaaggtgg  tgtgcagctg  caccgagggc  480

taccgcctgg  ccgagaacca  gaagagctgc  gagcccgccg  tgcccttccc  ctgcggccgc  540

gtgagcgtga  gccagaccag  caagctgacc  cgcgccgagg  ccgtgttccc  cgacgtggac  600

tacgtgaaca  gcaccgaggc  cgagaccatc  ctggacaaca  tcacccagag  cacccagagc  660

ttcaacgact  tcacccgcgt  ggtgggcggc  gaggacgcca  agcccggcca  gttcccctgg  720

caggtggtgc  tgaacggcaa  ggtggacgcc  ttctgcggcg  gcagcatcgt  gaacgagaag  780

tggatcgtga  ccgccgccca  ctgcgtggag  accggcgtga  agatcaccgt  ggtggccggc  840

gagcacaaca  tcgaggagac  cgagcacacc  gagcagaagc  gcaacgtgat  ccgcatcatc  900

ccccaccaca  actacaacgc  cgccatcaac  aagtacaacc  acgacatcgc  cctgctggag  960

ctggacgagc  ccctggtgct  gaacagctac  gtgaccccca  tctgcatcgc  cgacaaggag  1020

tacaccaaca  tcttcctgaa  gttcggcagc  ggctacgtga  gcggctgggg  ccgcgtgttc  1080

cacaagggcc  gcagcgccct  ggtgctgcag  tacctgcgcg  tgcccctggt  ggaccgcgcc  1140

acctgcctgc  tgagcaccaa  gttcaccatc  tacaacaaca  tgttctgcgc  cggcttccac  1200

gagggcggcc  gcgacagctg  ccagggcgac  agcggcggcc  cccacgtgac  cgaggtggag  1260

ggcaccagct  tcctgaccgg  catcatcagc  tggggcgagg  agtgcgccat  gaagggcaag  1320

tacggcatct  acaccaaggt  gagccgctac  gtgaactgga  tcaaggagaa  gaccaagctg  1380

acctaatga  1389

<210>  12

<211>  3204

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  hFIXcoPadua‑Alb

<400>  12

atgcagcgcg  tgaacatgat  catggccgag  agccccggcc  tgatcaccat  ctgcctgctg  60

ggctacctgc  tgagcgccga  gtgcaccgtg  ttcctggacc  acgagaacgc  caacaagatc  120

ctgaaccgcc  ccaagcgcta  caacagcggc  aagctggagg  agttcgtgca  gggcaacctg  180

gagcgcgagt  gcatggagga  gaagtgcagc  ttcgaggagg  cccgcgaggt  gttcgagaac  240

accgagcgca  ccaccgagtt  ctggaagcag  tacgtggacg  gcgaccagtg  cgagagcaac  300

ccctgcctga  acggcggcag  ctgcaaggac  gacatcaaca  gctacgagtg  ctggtgcccc  360

序　列　表 27/44 页

75

CN 113164560 A

75



ttcggcttcg  agggcaagaa  ctgcgagctg  gacgtgacct  gcaacatcaa  gaacggccgc  420

tgcgagcagt  tctgcaagaa  cagcgccgac  aacaaggtgg  tgtgcagctg  caccgagggc  480

taccgcctgg  ccgagaacca  gaagagctgc  gagcccgccg  tgcccttccc  ctgcggccgc  540

gtgagcgtga  gccagaccag  caagctgacc  cgcgccgagg  ccgtgttccc  cgacgtggac  600

tacgtgaaca  gcaccgaggc  cgagaccatc  ctggacaaca  tcacccagag  cacccagagc  660

ttcaacgact  tcacccgcgt  ggtgggcggc  gaggacgcca  agcccggcca  gttcccctgg  720

caggtggtgc  tgaacggcaa  ggtggacgcc  ttctgcggcg  gcagcatcgt  gaacgagaag  780

tggatcgtga  ccgccgccca  ctgcgtggag  accggcgtga  agatcaccgt  ggtggccggc  840

gagcacaaca  tcgaggagac  cgagcacacc  gagcagaagc  gcaacgtgat  ccgcatcatc  900

ccccaccaca  actacaacgc  cgccatcaac  aagtacaacc  acgacatcgc  cctgctggag  960

ctggacgagc  ccctggtgct  gaacagctac  gtgaccccca  tctgcatcgc  cgacaaggag  1020

tacaccaaca  tcttcctgaa  gttcggcagc  ggctacgtga  gcggctgggg  ccgcgtgttc  1080

cacaagggcc  gcagcgccct  ggtgctgcag  tacctgcgcg  tgcccctggt  ggaccgcgcc  1140

acctgcctgc  tgagcaccaa  gttcaccatc  tacaacaaca  tgttctgcgc  cggcttccac  1200

gagggcggcc  gcgacagctg  ccagggcgac  agcggcggcc  cccacgtgac  cgaggtggag  1260

ggcaccagct  tcctgaccgg  catcatcagc  tggggcgagg  agtgcgccat  gaagggcaag  1320

tacggcatct  acaccaaggt  gagccgctac  gtgaactgga  tcaaggagaa  gaccaagctg  1380

acctctgtga  gccagacctc  caagctcacc  agggccgaga  ctgtcttccc  tgatgtggac  1440

ggatccgatg  cacacaagag  tgaggttgct  catcggttta  aagatttggg  agaagaaaat  1500

ttcaaagcct  tggtgttgat  tgcctttgct  cagtatcttc  agcagtgtcc  atttgaagat  1560

catgtaaaat  tagtgaatga  agtaactgaa  tttgcaaaaa  catgtgttgc  tgatgagtca  1620

gctgaaaatt  gtgacaaatc  acttcatacc  ctttttggag  acaaattatg  cacagttgca  1680

actcttcgtg  aaacctatgg  tgaaatggct  gactgctgtg  caaaacaaga  acctgagaga  1740

aatgaatgct  tcttgcaaca  caaagatgac  aacccaaacc  tcccccgatt  ggtgagacca  1800

gaggttgatg  tgatgtgcac  tgcttttcat  gacaatgaag  agacattttt  gaaaaaatac  1860

ttatatgaaa  ttgccagaag  acatccttac  ttttatgccc  cggaactcct  tttctttgct  1920

aaaaggtata  aagctgcttt  tacagaatgt  tgccaagctg  ctgataaagc  tgcctgcctg  1980

ttgccaaagc  tcgatgaact  tcgggatgaa  gggaaggctt  cgtctgccaa  acagagactc  2040

aagtgtgcca  gtctccaaaa  atttggagaa  agagctttca  aagcatgggc  agtagctcgc  2100

ctgagccaga  gatttcccaa  agctgagttt  gcagaagttt  ccaagttagt  gacagatctt  2160

accaaagtcc  acacggaatg  ctgccatgga  gatctgcttg  aatgtgctga  tgacagggcg  2220

gaccttgcca  agtatatctg  tgaaaatcaa  gattcgatct  ccagtaaact  gaaggaatgc  2280

tgtgaaaaac  ctctgttgga  aaaatcccac  tgcattgccg  aagtggaaaa  tgatgagatg  2340

cctgctgact  tgccttcatt  agctgctgat  tttgttgaaa  gtaaggatgt  ttgcaaaaac  2400

tatgctgagg  caaaggatgt  cttcctgggc  atgtttttgt  atgaatatgc  aagaaggcat  2460

cctgattact  ctgtcgtgct  gctgctgaga  cttgccaaga  catatgaaac  cactctagag  2520

aagtgctgtg  ccgctgcaga  tcctcatgaa  tgctatgcca  aagtgttcga  tgaatttaaa  2580

cctcttgtgg  aagagcctca  gaatttaatc  aaacaaaatt  gtgagctttt  tgagcagctt  2640

ggagagtaca  aattccagaa  tgcgctatta  gttcgttaca  ccaagaaagt  accccaagtg  2700
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tcaactccaa  ctcttgtaga  ggtctcaaga  aacctaggaa  aagtgggcag  caaatgttgt  2760

aaacatcctg  aagcaaaaag  aatgccctgt  gcagaagact  atctatccgt  ggtcctgaac  2820

cagttatgtg  tgttgcatga  gaaaacgcca  gtaagtgaca  gagtcaccaa  atgctgcaca  2880

gaatccttgg  tgaacaggcg  accatgcttt  tcagctctgg  aagtcgatga  aacatacgtt  2940

cccaaagagt  ttaatgctga  aacattcacc  ttccatgcag  atatatgcac  actttctgag  3000

aaggagagac  aaatcaagaa  acaaactgca  cttgttgagc  tcgtgaaaca  caagcccaag  3060

gcaacaaaag  agcaactgaa  agctgttatg  gatgatttcg  cagcttttgt  agagaagtgc  3120

tgcaaggctg  acgataagga  gacctgcttt  gccgaggagg  gtaaaaaact  tgttgctgca  3180

agtcaagctg  ccttaggctt  atag  3204

<210>  13

<211>  3204

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  hFIXcoPadua‑Albco

<400>  13

atgcagcgcg  tgaacatgat  catggccgag  agccccggcc  tgatcaccat  ctgcctgctg  60

ggctacctgc  tgagcgccga  gtgcaccgtg  ttcctggacc  acgagaacgc  caacaagatc  120

ctgaaccgcc  ccaagcgcta  caacagcggc  aagctggagg  agttcgtgca  gggcaacctg  180

gagcgcgagt  gcatggagga  gaagtgcagc  ttcgaggagg  cccgcgaggt  gttcgagaac  240

accgagcgca  ccaccgagtt  ctggaagcag  tacgtggacg  gcgaccagtg  cgagagcaac  300

ccctgcctga  acggcggcag  ctgcaaggac  gacatcaaca  gctacgagtg  ctggtgcccc  360

ttcggcttcg  agggcaagaa  ctgcgagctg  gacgtgacct  gcaacatcaa  gaacggccgc  420

tgcgagcagt  tctgcaagaa  cagcgccgac  aacaaggtgg  tgtgcagctg  caccgagggc  480

taccgcctgg  ccgagaacca  gaagagctgc  gagcccgccg  tgcccttccc  ctgcggccgc  540

gtgagcgtga  gccagaccag  caagctgacc  cgcgccgagg  ccgtgttccc  cgacgtggac  600

tacgtgaaca  gcaccgaggc  cgagaccatc  ctggacaaca  tcacccagag  cacccagagc  660

ttcaacgact  tcacccgcgt  ggtgggcggc  gaggacgcca  agcccggcca  gttcccctgg  720

caggtggtgc  tgaacggcaa  ggtggacgcc  ttctgcggcg  gcagcatcgt  gaacgagaag  780

tggatcgtga  ccgccgccca  ctgcgtggag  accggcgtga  agatcaccgt  ggtggccggc  840

gagcacaaca  tcgaggagac  cgagcacacc  gagcagaagc  gcaacgtgat  ccgcatcatc  900

ccccaccaca  actacaacgc  cgccatcaac  aagtacaacc  acgacatcgc  cctgctggag  960

ctggacgagc  ccctggtgct  gaacagctac  gtgaccccca  tctgcatcgc  cgacaaggag  1020

tacaccaaca  tcttcctgaa  gttcggcagc  ggctacgtga  gcggctgggg  ccgcgtgttc  1080

cacaagggcc  gcagcgccct  ggtgctgcag  tacctgcgcg  tgcccctggt  ggaccgcgcc  1140

acctgcctgc  tgagcaccaa  gttcaccatc  tacaacaaca  tgttctgcgc  cggcttccac  1200

gagggcggcc  gcgacagctg  ccagggcgac  agcggcggcc  cccacgtgac  cgaggtggag  1260

ggcaccagct  tcctgaccgg  catcatcagc  tggggcgagg  agtgcgccat  gaagggcaag  1320

tacggcatct  acaccaaggt  gagccgctac  gtgaactgga  tcaaggagaa  gaccaagctg  1380
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acctctgtga  gccagacctc  caagctcacc  agggccgaga  ctgtcttccc  tgatgtggac  1440

ggatccgacg  cccacaagag  cgaggtggcc  cacagattca  aggacctggg  cgaggaaaac  1500

ttcaaggctc  tggtgctgat  cgccttcgcc  cagtacctgc  agcagtgtcc  cttcgaggac  1560

cacgtgaagc  tggtcaacga  agtgaccgag  ttcgccaaga  cctgcgtggc  cgacgagagc  1620

gccgagaact  gcgacaagag  cctgcacacc  ctgttcggcg  acaagctgtg  caccgtggcc  1680

accctgcggg  aaacctacgg  cgagatggcc  gactgctgcg  ccaagcagga  acccgagcgg  1740

aacgagtgct  tcctgcagca  caaggacgat  aaccccaacc  tgccccggct  cgtgcggccc  1800

gaggtggacg  tgatgtgcac  cgccttccac  gacaacgagg  aaaccttcct  gaagaagtac  1860

ctgtacgaga  tcgccagacg  gcacccctac  ttctacgccc  ccgagctgct  gttcttcgcc  1920

aagcggtaca  aggccgcctt  caccgagtgc  tgccaggccg  ccgataaggc  cgcctgcctg  1980

ctgcccaagc  tggatgagct  gagggacgag  ggcaaggcca  gctccgccaa  gcagagactg  2040

aagtgcgcca  gcctgcagaa  gttcggcgag  agagccttta  aggcctgggc  tgtggcccgg  2100

ctgagccaga  gattccccaa  ggccgagttt  gccgaggtgt  ccaagctggt  caccgacctc  2160

accaaggtgc  acaccgagtg  ttgtcacggc  gacctgctgg  aatgcgccga  cgacagagcc  2220

gacctggcca  agtacatctg  cgagaaccag  gacagcatca  gctccaagct  gaaagagtgc  2280

tgcgagaagc  ccctgctgga  aaagagccac  tgtatcgccg  aggtggaaaa  cgacgagatg  2340

cccgccgacc  tgcccagcct  ggccgccgac  ttcgtggaaa  gcaaggacgt  gtgcaagaac  2400

tacgccgagg  ccaaggatgt  gttcctgggc  atgttcctgt  atgagtacgc  ccgcagacac  2460

cccgactaca  gcgtggtgct  gctgctgcgg  ctggccaaga  cctacgagac  aaccctggaa  2520

aagtgctgcg  ccgctgccga  cccccacgag  tgctacgcca  aggtgttcga  cgagttcaag  2580

ccactggtgg  aagaacccca  gaacctgatc  aagcagaatt  gcgagctgtt  cgagcagctg  2640

ggcgagtaca  agttccagaa  cgccctgctc  gtgcggtaca  ccaagaaagt  gccccaggtg  2700

tccaccccca  ccctggtgga  agtgtcccgg  aacctgggca  aagtgggcag  caagtgctgc  2760

aagcaccctg  aggccaagcg  gatgccctgc  gccgaggact  acctgagcgt  ggtcctgaac  2820

cagctgtgcg  tgctgcacga  gaaaaccccc  gtgtccgaca  gagtgaccaa  gtgctgtacc  2880

gagagcctgg  tcaacagacg  gccctgcttc  tccgccctgg  aagtggacga  gacatacgtg  2940

cccaaagagt  tcaacgccga  gacattcacc  ttccacgccg  acatctgcac  cctgagcgag  3000

aaagagcggc  agatcaagaa  gcagaccgcc  ctggtcgagc  tggtcaagca  caagcccaag  3060

gccaccaaag  aacagctgaa  ggccgtgatg  gacgacttcg  ccgccttcgt  cgagaagtgt  3120

tgcaaggccg  acgacaaaga  gacatgcttc  gccgaagagg  gcaaaaagct  ggtggccgcc  3180

tctcaggccg  ccctgggact  ctaa  3204

<210>  14

<211>  1758

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  Albco

<400>  14

gacgcccaca  agagcgaggt  ggcccacaga  ttcaaggacc  tgggcgagga  aaacttcaag  60
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gctctggtgc  tgatcgcctt  cgcccagtac  ctgcagcagt  gtcccttcga  ggaccacgtg  120

aagctggtca  acgaagtgac  cgagttcgcc  aagacctgcg  tggccgacga  gagcgccgag  180

aactgcgaca  agagcctgca  caccctgttc  ggcgacaagc  tgtgcaccgt  ggccaccctg  240

cgggaaacct  acggcgagat  ggccgactgc  tgcgccaagc  aggaacccga  gcggaacgag  300

tgcttcctgc  agcacaagga  cgataacccc  aacctgcccc  ggctcgtgcg  gcccgaggtg  360

gacgtgatgt  gcaccgcctt  ccacgacaac  gaggaaacct  tcctgaagaa  gtacctgtac  420

gagatcgcca  gacggcaccc  ctacttctac  gcccccgagc  tgctgttctt  cgccaagcgg  480

tacaaggccg  ccttcaccga  gtgctgccag  gccgccgata  aggccgcctg  cctgctgccc  540

aagctggatg  agctgaggga  cgagggcaag  gccagctccg  ccaagcagag  actgaagtgc  600

gccagcctgc  agaagttcgg  cgagagagcc  tttaaggcct  gggctgtggc  ccggctgagc  660

cagagattcc  ccaaggccga  gtttgccgag  gtgtccaagc  tggtcaccga  cctcaccaag  720

gtgcacaccg  agtgttgtca  cggcgacctg  ctggaatgcg  ccgacgacag  agccgacctg  780

gccaagtaca  tctgcgagaa  ccaggacagc  atcagctcca  agctgaaaga  gtgctgcgag  840

aagcccctgc  tggaaaagag  ccactgtatc  gccgaggtgg  aaaacgacga  gatgcccgcc  900

gacctgccca  gcctggccgc  cgacttcgtg  gaaagcaagg  acgtgtgcaa  gaactacgcc  960

gaggccaagg  atgtgttcct  gggcatgttc  ctgtatgagt  acgcccgcag  acaccccgac  1020

tacagcgtgg  tgctgctgct  gcggctggcc  aagacctacg  agacaaccct  ggaaaagtgc  1080

tgcgccgctg  ccgaccccca  cgagtgctac  gccaaggtgt  tcgacgagtt  caagccactg  1140

gtggaagaac  cccagaacct  gatcaagcag  aattgcgagc  tgttcgagca  gctgggcgag  1200

tacaagttcc  agaacgccct  gctcgtgcgg  tacaccaaga  aagtgcccca  ggtgtccacc  1260

cccaccctgg  tggaagtgtc  ccggaacctg  ggcaaagtgg  gcagcaagtg  ctgcaagcac  1320

cctgaggcca  agcggatgcc  ctgcgccgag  gactacctga  gcgtggtcct  gaaccagctg  1380

tgcgtgctgc  acgagaaaac  ccccgtgtcc  gacagagtga  ccaagtgctg  taccgagagc  1440

ctggtcaaca  gacggccctg  cttctccgcc  ctggaagtgg  acgagacata  cgtgcccaaa  1500

gagttcaacg  ccgagacatt  caccttccac  gccgacatct  gcaccctgag  cgagaaagag  1560

cggcagatca  agaagcagac  cgccctggtc  gagctggtca  agcacaagcc  caaggccacc  1620

aaagaacagc  tgaaggccgt  gatggacgac  ttcgccgcct  tcgtcgagaa  gtgttgcaag  1680

gccgacgaca  aagagacatg  cttcgccgaa  gagggcaaaa  agctggtggc  cgcctctcag  1740

gccgccctgg  gactctaa  1758

<210>  15

<211>  14

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  15

Ser  Phe  Ser  Gln  Asn  Pro  Pro  Val  Leu  Thr  Arg  His  Gln  Arg

1               5                   10

<210>  16
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<211>  4377

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  coFVIIIdeltaB

<400>  16

atgcagatcg  agctgtccac  ctgctttttt  ctgtgcctgc  tgcggttctg  cttcagcgcc  60

acccggcggt  actacctggg  cgccgtggag  ctgtcctggg  actacatgca  gagcgacctg  120

ggcgagctgc  ccgtggacgc  ccggttcccc  cccagagtgc  ccaagagctt  ccccttcaac  180

accagcgtgg  tgtacaagaa  aaccctgttc  gtggagttca  ccgaccacct  gttcaatatc  240

gccaagccca  ggcccccctg  gatgggcctg  ctgggcccca  ccatccaggc  cgaggtgtac  300

gacaccgtgg  tgatcaccct  gaagaacatg  gccagccacc  ccgtgagcct  gcacgccgtg  360

ggcgtgagct  actggaaggc  cagcgagggc  gccgagtacg  acgaccagac  cagccagcgg  420

gagaaagaag  atgacaaggt  gttccctggc  ggcagccaca  cctacgtgtg  gcaggtgctg  480

aaagaaaacg  gccccatggc  ctccgacccc  ctgtgcctga  cctacagcta  cctgagccac  540

gtggacctgg  tgaaggacct  gaacagcggc  ctgatcggcg  ctctgctcgt  ctgccgggag  600

ggcagcctgg  ccaaagagaa  aacccagacc  ctgcacaagt  tcatcctgct  gttcgccgtg  660

ttcgacgagg  gcaagagctg  gcacagcgag  acaaagaaca  gcctgatgca  ggaccgggac  720

gccgcctctg  ccagagcctg  gcccaagatg  cacaccgtga  acggctacgt  gaacagaagc  780

ctgcccggcc  tgattggctg  ccaccggaag  agcgtgtact  ggcacgtgat  cggcatgggc  840

accacacccg  aggtgcacag  catctttctg  gaagggcaca  cctttctggt  ccggaaccac  900

cggcaggcca  gcctggaaat  cagccctatc  accttcctga  ccgcccagac  actgctgatg  960

gacctgggcc  agttcctgct  gttttgccac  atcagctctc  accagcacga  cggcatggaa  1020

gcctacgtga  aggtggactc  ttgccccgag  gaaccccagc  tgcggatgaa  gaacaacgag  1080

gaagccgagg  actacgacga  cgacctgacc  gacagcgaga  tggacgtggt  gcggttcgac  1140

gacgacaaca  gccccagctt  catccagatc  agaagcgtgg  ccaagaagca  ccccaagacc  1200

tgggtgcact  atatcgccgc  cgaggaagag  gactgggact  acgcccccct  ggtgctggcc  1260

cccgacgaca  gaagctacaa  gagccagtac  ctgaacaatg  gcccccagcg  gatcggccgg  1320

aagtacaaga  aagtgcggtt  catggcctac  accgacgaga  cattcaagac  ccgggaggcc  1380

atccagcacg  agagcggcat  cctgggcccc  ctgctgtacg  gcgaagtggg  cgacacactg  1440

ctgatcatct  tcaagaacca  ggctagccgg  ccctacaaca  tctaccccca  cggcatcacc  1500

gacgtgcggc  ccctgtacag  caggcggctg  cccaagggcg  tgaagcacct  gaaggacttc  1560

cccatcctgc  ccggcgagat  cttcaagtac  aagtggaccg  tgaccgtgga  ggacggcccc  1620

accaagagcg  accccagatg  cctgacccgg  tactacagca  gcttcgtgaa  catggaacgg  1680

gacctggcct  ccgggctgat  cggacctctg  ctgatctgct  acaaagaaag  cgtggaccag  1740

cggggcaacc  agatcatgag  cgacaagcgg  aacgtgatcc  tgttcagcgt  gttcgatgag  1800

aaccggtcct  ggtatctgac  cgagaacatc  cagcggtttc  tgcccaaccc  tgccggcgtg  1860

cagctggaag  atcccgagtt  ccaggccagc  aacatcatgc  actccatcaa  tggctacgtg  1920

ttcgactctc  tgcagctctc  cgtgtgtctg  cacgaggtgg  cctactggta  catcctgagc  1980
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atcggcgccc  agaccgactt  cctgagcgtg  ttcttcagcg  gctacacctt  caagcacaag  2040

atggtgtacg  aggacaccct  gaccctgttc  cctttcagcg  gcgagacagt  gttcatgagc  2100

atggaaaacc  ccggcctgtg  gattctgggc  tgccacaaca  gcgacttccg  gaaccggggc  2160

atgaccgccc  tgctgaaggt  gtccagctgc  gacaagaaca  ccggcgacta  ctacgaggac  2220

agctacgagg  atatcagcgc  ctacctgctg  tccaagaaca  acgccatcga  accccggagc  2280

ttcagccaga  acccccccgt  gctgacgcgt  caccagcggg  agatcacccg  gacaaccctg  2340

cagtccgacc  aggaagagat  cgattacgac  gacaccatca  gcgtggagat  gaagaaagag  2400

gatttcgata  tctacgacga  ggacgagaac  cagagcccca  gaagcttcca  gaagaaaacc  2460

cggcactact  tcattgccgc  cgtggagagg  ctgtgggact  acggcatgag  ttctagcccc  2520

cacgtgctgc  ggaaccgggc  ccagagcggc  agcgtgcccc  agttcaagaa  agtggtgttc  2580

caggaattca  cagacggcag  cttcacccag  cctctgtata  gaggcgagct  gaacgagcac  2640

ctggggctgc  tggggcccta  catcagggcc  gaagtggagg  acaacatcat  ggtgaccttc  2700

cggaatcagg  ccagcagacc  ctactccttc  tacagcagcc  tgatcagcta  cgaagaggac  2760

cagcggcagg  gcgccgaacc  ccggaagaac  ttcgtgaagc  ccaacgaaac  caagacctac  2820

ttctggaaag  tgcagcacca  catggccccc  accaaggacg  agttcgactg  caaggcctgg  2880

gcctacttca  gcgacgtgga  tctggaaaag  gacgtgcact  ctggactgat  tggcccactc  2940

ctggtctgcc  acactaacac  cctcaacccc  gcccacggcc  gccaggtgac  cgtgcaggaa  3000

ttcgccctgt  tcttcaccat  cttcgacgag  acaaagtcct  ggtacttcac  cgagaatatg  3060

gaacggaact  gcagagcccc  ctgcaacatc  cagatggaag  atcctacctt  caaagagaac  3120

taccggttcc  acgccatcaa  cggctacatc  atggacaccc  tgcctggcct  ggtgatggcc  3180

caggaccaga  gaatccggtg  gtatctgctg  tccatgggca  gcaacgagaa  tatccacagc  3240

atccacttca  gcggccacgt  gttcaccgtg  cggaagaaag  aagagtacaa  gatggccctg  3300

tacaacctgt  accccggcgt  gttcgagaca  gtggagatgc  tgcccagcaa  ggccggcatc  3360

tggcgggtgg  agtgtctgat  cggcgagcac  ctgcacgctg  gcatgagcac  cctgtttctg  3420

gtgtacagca  acaagtgcca  gaccccactg  ggcatggcct  ctggccacat  ccgggacttc  3480

cagatcaccg  cctccggcca  gtacggccag  tgggccccca  agctggccag  actgcactac  3540

agcggcagca  tcaacgcctg  gtccaccaaa  gagcccttca  gctggatcaa  ggtggacctg  3600

ctggccccta  tgatcatcca  cggcattaag  acccagggcg  ccaggcagaa  gttcagcagc  3660

ctgtacatca  gccagttcat  catcatgtac  agcctggacg  gcaagaagtg  gcagacctac  3720

cggggcaaca  gcaccggcac  cctgatggtg  ttcttcggca  atgtggacag  cagcggcatc  3780

aagcacaaca  tcttcaaccc  ccccatcatt  gcccggtaca  tccggctgca  ccccacccac  3840

tacagcatta  gatccacact  gagaatggaa  ctgatgggct  gcgacctgaa  ctcctgcagc  3900

atgcctctgg  gcatggaaag  caaggccatc  agcgacgccc  agatcacagc  cagcagctac  3960

ttcaccaaca  tgttcgccac  ctggtccccc  tccaaggcca  ggctgcacct  gcagggccgg  4020

tccaacgcct  ggcggcctca  ggtcaacaac  cccaaagaat  ggctgcaggt  ggactttcag  4080

aaaaccatga  aggtgaccgg  cgtgaccacc  cagggcgtga  aaagcctgct  gaccagcatg  4140

tacgtgaaag  agtttctgat  cagcagctct  caggatggcc  accagtggac  cctgttcttt  4200

cagaacggca  aggtgaaagt  gttccagggc  aaccaggact  ccttcacccc  cgtggtgaac  4260

tccctggacc  cccccctgct  gacccgctac  ctgagaatcc  acccccagtc  ttgggtgcac  4320
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cagatcgccc  tcaggatgga  agtcctggga  tgtgaggccc  aggatctgta  ctgatga  4377

<210>  17

<211>  25

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  17

Ser  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Ser

            20                  25

<210>  18

<211>  21

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  18

Ser  Val  Ser  Gln  Thr  Ser  Lys  Leu  Thr  Arg  Ala  Glu  Thr  Val  Phe  Pro

1               5                   10                  15

Asp  Val  Asp  Gly  Ser

            20

<210>  19

<211>  202

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  TTRm  (TTR最小启动子)

<400>  19

gtctgtctgc  acatttcgta  gagcgagtgt  tccgatactc  taatctccct  aggcaaggtt  60

catatttgtg  taggttactt  attctccttt  tgttgactaa  gtcaataatc  agaatcagca  120

ggtttggagt  cagcttggca  gggatcagca  gcctgggttg  gaaggagggg  gtataaaagc  180

cccttcacca  ggagaagccg  tc  202

<210>  20

<211>  92

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223>  MVM内含子

<400>  20

aagaggtaag  ggtttaaggg  atggttggtt  ggtggggtat  taatgtttaa  ttacctggag  60

cacctgcctg  aaatcacttt  ttttcaggtt  gg  92

<210>  21

<211>  49

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成多聚A

<400>  21

aataaaagat  ctttattttc  attagatctg  tgtgttggtt  ttttgtgtg  49

<210>  22

<211>  295

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  BGH多聚A

<400>  22

gatctgagcc  gaattcctgc  agcccggggg  atcagcctcg  actgtgcctt  ctagttgcca  60

gccatctgtt  gtttgcccct  cccccgtgcc  ttccttgacc  ctggaaggtg  ccactcccac  120

tgtcctttcc  taataaaatg  aggaaattgc  atcgcattgt  ctgagtaggt  gtcattctat  180

tctggggggt  ggggtggggc  aggacagcaa  gggggaggat  tgggaagaca  atagcaggca  240

tgctggggat  gcggtgggct  ctatggcttc  tgaggcggaa  agaaccagct  gggga  295

<210>  23

<211>  134

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  SV40多聚A

<400>  23

atgctttatt  tgtgaaattt  gtgatgctat  tgctttattt  gtaaccatta  taagctgcaa  60

taaacaagtt  aacaacaaca  attgcattca  ttttatgttt  caggttcagg  gggaggtgtg  120

ggaggttttt  taaa  134

<210>  24

<211>  100

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223>  TTRe

<400>  24

cactgggagg  atgttgagta  agatggaaaa  ctactgatga  cccttgcaga  gacagagtat  60

taggacatgt  ttgaacaggg  gccgggcgat  cagcaggtag  100

<210>  25

<211>  72

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  SerpEnh

<400>  25

gggggaggct  gctggtgaat  attaaccaag  gtcaccccag  ttatcggagg  agcaaacagg  60

ggctaagtcc  ac  72

<210>  26

<211>  218

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  3xSerp

<400>  26

gggggaggct  gctggtgaat  attaaccaag  gtcaccccag  ttatcggagg  agcaaacagg  60

ggctaagtcc  accgggggag  gctgctggtg  aatattaacc  aaggtcaccc  cagttatcgg  120

aggagcaaac  aggggctaag  tccaccgggg  gaggctgctg  gtgaatatta  accaaggtca  180

ccccagttat  cggaggagca  aacaggggct  aagtccac  218

<210>  27

<211>  585

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  27

Asp  Ala  His  Lys  Ser  Glu  Val  Ala  His  Arg  Phe  Lys  Asp  Leu  Gly  Glu

1               5                   10                  15

Glu  Asn  Phe  Lys  Ala  Leu  Val  Leu  Ile  Ala  Phe  Ala  Gln  Tyr  Leu  Gln

            20                  25                  30

Gln  Cys  Pro  Phe  Glu  Asp  His  Val  Lys  Leu  Val  Asn  Glu  Val  Thr  Glu

        35                  40                  45

Phe  Ala  Lys  Thr  Cys  Val  Ala  Asp  Glu  Ser  Ala  Glu  Asn  Cys  Asp  Lys

    50                  55                  60

Ser  Leu  His  Thr  Leu  Phe  Gly  Asp  Lys  Leu  Cys  Thr  Val  Ala  Thr  Leu

65                  70                  75                  80
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Arg  Glu  Thr  Tyr  Gly  Glu  Met  Ala  Asp  Cys  Cys  Ala  Lys  Gln  Glu  Pro

                85                  90                  95

Glu  Arg  Asn  Glu  Cys  Phe  Leu  Gln  His  Lys  Asp  Asp  Asn  Pro  Asn  Leu

            100                 105                 110

Pro  Arg  Leu  Val  Arg  Pro  Glu  Val  Asp  Val  Met  Cys  Thr  Ala  Phe  His

        115                 120                 125

Asp  Asn  Glu  Glu  Thr  Phe  Leu  Lys  Lys  Tyr  Leu  Tyr  Glu  Ile  Ala  Arg

    130                 135                 140

Arg  His  Pro  Tyr  Phe  Tyr  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Phe  Phe  Ala  Lys  Arg

145                 150                 155                 160

Tyr  Lys  Ala  Ala  Phe  Thr  Glu  Cys  Cys  Gln  Ala  Ala  Asp  Lys  Ala  Ala

                165                 170                 175

Cys  Leu  Leu  Pro  Lys  Leu  Asp  Glu  Leu  Arg  Asp  Glu  Gly  Lys  Ala  Ser

            180                 185                 190

Ser  Ala  Lys  Gln  Arg  Leu  Lys  Cys  Ala  Ser  Leu  Gln  Lys  Phe  Gly  Glu

        195                 200                 205

Arg  Ala  Phe  Lys  Ala  Trp  Ala  Val  Ala  Arg  Leu  Ser  Gln  Arg  Phe  Pro

    210                 215                 220

Lys  Ala  Glu  Phe  Ala  Glu  Val  Ser  Lys  Leu  Val  Thr  Asp  Leu  Thr  Lys

225                 230                 235                 240

Val  His  Thr  Glu  Cys  Cys  His  Gly  Asp  Leu  Leu  Glu  Cys  Ala  Asp  Asp

                245                 250                 255

Arg  Ala  Asp  Leu  Ala  Lys  Tyr  Ile  Cys  Glu  Asn  Gln  Asp  Ser  Ile  Ser

            260                 265                 270

Ser  Lys  Leu  Lys  Glu  Cys  Cys  Glu  Lys  Pro  Leu  Leu  Glu  Lys  Ser  His

        275                 280                 285

Cys  Ile  Ala  Glu  Val  Glu  Asn  Asp  Glu  Met  Pro  Ala  Asp  Leu  Pro  Ser

    290                 295                 300

Leu  Ala  Ala  Asp  Phe  Val  Glu  Ser  Lys  Asp  Val  Cys  Lys  Asn  Tyr  Ala

305                 310                 315                 320

Glu  Ala  Lys  Asp  Val  Phe  Leu  Gly  Met  Phe  Leu  Tyr  Glu  Tyr  Ala  Arg

                325                 330                 335

Arg  His  Pro  Asp  Tyr  Ser  Val  Val  Leu  Leu  Leu  Arg  Leu  Ala  Lys  Thr

            340                 345                 350

Tyr  Glu  Thr  Thr  Leu  Glu  Lys  Cys  Cys  Ala  Ala  Ala  Asp  Pro  His  Glu

        355                 360                 365

Cys  Tyr  Ala  Lys  Val  Phe  Asp  Glu  Phe  Lys  Pro  Leu  Val  Glu  Glu  Pro

    370                 375                 380

Gln  Asn  Leu  Ile  Lys  Gln  Asn  Cys  Glu  Leu  Phe  Glu  Gln  Leu  Gly  Glu
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385                 390                 395                 400

Tyr  Lys  Phe  Gln  Asn  Ala  Leu  Leu  Val  Arg  Tyr  Thr  Lys  Lys  Val  Pro

                405                 410                 415

Gln  Val  Ser  Thr  Pro  Thr  Leu  Val  Glu  Val  Ser  Arg  Asn  Leu  Gly  Lys

            420                 425                 430

Val  Gly  Ser  Lys  Cys  Cys  Lys  His  Pro  Glu  Ala  Lys  Arg  Met  Pro  Cys

        435                 440                 445

Ala  Glu  Asp  Tyr  Leu  Ser  Val  Val  Leu  Asn  Gln  Leu  Cys  Val  Leu  His

    450                 455                 460

Glu  Lys  Thr  Pro  Val  Ser  Asp  Arg  Val  Thr  Lys  Cys  Cys  Thr  Glu  Ser

465                 470                 475                 480

Leu  Val  Asn  Arg  Arg  Pro  Cys  Phe  Ser  Ala  Leu  Glu  Val  Asp  Glu  Thr

                485                 490                 495

Tyr  Val  Pro  Lys  Glu  Phe  Asn  Ala  Glu  Thr  Phe  Thr  Phe  His  Ala  Asp

            500                 505                 510

Ile  Cys  Thr  Leu  Ser  Glu  Lys  Glu  Arg  Gln  Ile  Lys  Lys  Gln  Thr  Ala

        515                 520                 525

Leu  Val  Glu  Leu  Val  Lys  His  Lys  Pro  Lys  Ala  Thr  Lys  Glu  Gln  Leu

    530                 535                 540

Lys  Ala  Val  Met  Asp  Asp  Phe  Ala  Ala  Phe  Val  Glu  Lys  Cys  Cys  Lys

545                 550                 555                 560

Ala  Asp  Asp  Lys  Glu  Thr  Cys  Phe  Ala  Glu  Glu  Gly  Lys  Lys  Leu  Val

                565                 570                 575

Ala  Ala  Ser  Gln  Ala  Ala  Leu  Gly  Leu

            580                 585

<210>  28

<211>  1758

<212>  DNA

<213>  智人

<400>  28

gatgcacaca  agagtgaggt  tgctcatcgg  tttaaagatt  tgggagaaga  aaatttcaaa  60

gccttggtgt  tgattgcctt  tgctcagtat  cttcagcagt  gtccatttga  agatcatgta  120

aaattagtga  atgaagtaac  tgaatttgca  aaaacatgtg  ttgctgatga  gtcagctgaa  180

aattgtgaca  aatcacttca  tacccttttt  ggagacaaat  tatgcacagt  tgcaactctt  240

cgtgaaacct  atggtgaaat  ggctgactgc  tgtgcaaaac  aagaacctga  gagaaatgaa  300

tgcttcttgc  aacacaaaga  tgacaaccca  aacctccccc  gattggtgag  accagaggtt  360

gatgtgatgt  gcactgcttt  tcatgacaat  gaagagacat  ttttgaaaaa  atacttatat  420

gaaattgcca  gaagacatcc  ttacttttat  gccccggaac  tccttttctt  tgctaaaagg  480

tataaagctg  cttttacaga  atgttgccaa  gctgctgata  aagctgcctg  cctgttgcca  540
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aagctcgatg  aacttcggga  tgaagggaag  gcttcgtctg  ccaaacagag  actcaagtgt  600

gccagtctcc  aaaaatttgg  agaaagagct  ttcaaagcat  gggcagtagc  tcgcctgagc  660

cagagatttc  ccaaagctga  gtttgcagaa  gtttccaagt  tagtgacaga  tcttaccaaa  720

gtccacacgg  aatgctgcca  tggagatctg  cttgaatgtg  ctgatgacag  ggcggacctt  780

gccaagtata  tctgtgaaaa  tcaagattcg  atctccagta  aactgaagga  atgctgtgaa  840

aaacctctgt  tggaaaaatc  ccactgcatt  gccgaagtgg  aaaatgatga  gatgcctgct  900

gacttgcctt  cattagctgc  tgattttgtt  gaaagtaagg  atgtttgcaa  aaactatgct  960

gaggcaaagg  atgtcttcct  gggcatgttt  ttgtatgaat  atgcaagaag  gcatcctgat  1020

tactctgtcg  tgctgctgct  gagacttgcc  aagacatatg  aaaccactct  agagaagtgc  1080

tgtgccgctg  cagatcctca  tgaatgctat  gccaaagtgt  tcgatgaatt  taaacctctt  1140

gtggaagagc  ctcagaattt  aatcaaacaa  aattgtgagc  tttttgagca  gcttggagag  1200

tacaaattcc  agaatgcgct  attagttcgt  tacaccaaga  aagtacccca  agtgtcaact  1260

ccaactcttg  tagaggtctc  aagaaaccta  ggaaaagtgg  gcagcaaatg  ttgtaaacat  1320

cctgaagcaa  aaagaatgcc  ctgtgcagaa  gactatctat  ccgtggtcct  gaaccagtta  1380

tgtgtgttgc  atgagaaaac  gccagtaagt  gacagagtca  ccaaatgctg  cacagaatcc  1440

ttggtgaaca  ggcgaccatg  cttttcagct  ctggaagtcg  atgaaacata  cgttcccaaa  1500

gagtttaatg  ctgaaacatt  caccttccat  gcagatatat  gcacactttc  tgagaaggag  1560

agacaaatca  agaaacaaac  tgcacttgtt  gagctcgtga  aacacaagcc  caaggcaaca  1620

aaagagcaac  tgaaagctgt  tatggatgat  ttcgcagctt  ttgtagagaa  gtgctgcaag  1680

gctgacgata  aggagacctg  ctttgccgag  gagggtaaaa  aacttgttgc  tgcaagtcaa  1740

gctgccttag  gcttatag  1758

<210>  29

<211>  63

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  29

tctgtgagcc  agacctccaa  gctcaccagg  gccgagactg  tcttccctga  tgtggacgga  60

tcc  63

<210>  30

<211>  406

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  30

Ala  Asn  Ala  Phe  Leu  Glu  Glu  Leu  Arg  Pro  Gly  Ser  Leu  Glu  Arg  Glu

1               5                   10                  15

Cys  Lys  Glu  Glu  Gln  Cys  Ser  Phe  Glu  Glu  Ala  Arg  Glu  Ile  Phe  Lys

            20                  25                  30
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Asp  Ala  Glu  Arg  Thr  Lys  Leu  Phe  Trp  Ile  Ser  Tyr  Ser  Asp  Gly  Asp

        35                  40                  45

Gln  Cys  Ala  Ser  Ser  Pro  Cys  Gln  Asn  Gly  Gly  Ser  Cys  Lys  Asp  Gln

    50                  55                  60

Leu  Gln  Ser  Tyr  Ile  Cys  Phe  Cys  Leu  Pro  Ala  Phe  Glu  Gly  Arg  Asn

65                  70                  75                  80

Cys  Glu  Thr  His  Lys  Asp  Asp  Gln  Leu  Ile  Cys  Val  Asn  Glu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Gly  Cys  Glu  Gln  Tyr  Cys  Ser  Asp  His  Thr  Gly  Thr  Lys  Arg  Ser  Cys

            100                 105                 110

Arg  Cys  His  Glu  Gly  Tyr  Ser  Leu  Leu  Ala  Asp  Gly  Val  Ser  Cys  Thr

        115                 120                 125

Pro  Thr  Val  Glu  Tyr  Pro  Cys  Gly  Lys  Ile  Pro  Ile  Leu  Glu  Lys  Arg

    130                 135                 140

Asn  Ala  Ser  Lys  Pro  Gln  Gly  Arg  Ile  Val  Gly  Gly  Lys  Val  Cys  Pro

145                 150                 155                 160

Lys  Gly  Glu  Cys  Pro  Trp  Gln  Val  Leu  Leu  Leu  Val  Asn  Gly  Ala  Gln

                165                 170                 175

Leu  Cys  Gly  Gly  Thr  Leu  Ile  Asn  Thr  Ile  Trp  Val  Val  Ser  Ala  Ala

            180                 185                 190

His  Cys  Phe  Asp  Lys  Ile  Lys  Asn  Trp  Arg  Asn  Leu  Ile  Ala  Val  Leu

        195                 200                 205

Gly  Glu  His  Asp  Leu  Ser  Glu  His  Asp  Gly  Asp  Glu  Gln  Ser  Arg  Arg

    210                 215                 220

Val  Ala  Gln  Val  Ile  Ile  Pro  Ser  Thr  Tyr  Val  Pro  Gly  Thr  Thr  Asn

225                 230                 235                 240

His  Asp  Ile  Ala  Leu  Leu  Arg  Leu  His  Gln  Pro  Val  Val  Leu  Thr  Asp

                245                 250                 255

His  Val  Val  Pro  Leu  Cys  Leu  Pro  Glu  Arg  Thr  Phe  Ser  Glu  Arg  Thr

            260                 265                 270

Leu  Ala  Phe  Val  Arg  Phe  Ser  Leu  Val  Ser  Gly  Trp  Gly  Gln  Leu  Leu

        275                 280                 285

Asp  Arg  Gly  Ala  Thr  Ala  Leu  Glu  Leu  Met  Val  Leu  Asn  Val  Pro  Arg

    290                 295                 300

Leu  Met  Thr  Gln  Asp  Cys  Leu  Gln  Gln  Ser  Arg  Lys  Val  Gly  Asp  Ser

305                 310                 315                 320

Pro  Asn  Ile  Thr  Glu  Tyr  Met  Phe  Cys  Ala  Gly  Tyr  Ser  Asp  Gly  Ser

                325                 330                 335

Lys  Asp  Ser  Cys  Lys  Gly  Asp  Ser  Gly  Gly  Pro  His  Ala  Thr  His  Tyr
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            340                 345                 350

Arg  Gly  Thr  Trp  Tyr  Leu  Thr  Gly  Ile  Val  Ser  Trp  Gly  Gln  Gly  Cys

        355                 360                 365

Ala  Thr  Val  Gly  His  Phe  Gly  Val  Tyr  Thr  Arg  Val  Ser  Gln  Tyr  Ile

    370                 375                 380

Glu  Trp  Leu  Gln  Lys  Leu  Met  Arg  Ser  Glu  Pro  Arg  Pro  Gly  Val  Leu

385                 390                 395                 400

Leu  Arg  Ala  Pro  Phe  Pro

                405

<210>  31

<211>  152

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  31

Ala  Asn  Ala  Phe  Leu  Glu  Glu  Leu  Arg  Pro  Gly  Ser  Leu  Glu  Arg  Glu

1               5                   10                  15

Cys  Lys  Glu  Glu  Gln  Cys  Ser  Phe  Glu  Glu  Ala  Arg  Glu  Ile  Phe  Lys

            20                  25                  30

Asp  Ala  Glu  Arg  Thr  Lys  Leu  Phe  Trp  Ile  Ser  Tyr  Ser  Asp  Gly  Asp

        35                  40                  45

Gln  Cys  Ala  Ser  Ser  Pro  Cys  Gln  Asn  Gly  Gly  Ser  Cys  Lys  Asp  Gln

    50                  55                  60

Leu  Gln  Ser  Tyr  Ile  Cys  Phe  Cys  Leu  Pro  Ala  Phe  Glu  Gly  Arg  Asn

65                  70                  75                  80

Cys  Glu  Thr  His  Lys  Asp  Asp  Gln  Leu  Ile  Cys  Val  Asn  Glu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Gly  Cys  Glu  Gln  Tyr  Cys  Ser  Asp  His  Thr  Gly  Thr  Lys  Arg  Ser  Cys

            100                 105                 110

Arg  Cys  His  Glu  Gly  Tyr  Ser  Leu  Leu  Ala  Asp  Gly  Val  Ser  Cys  Thr

        115                 120                 125

Pro  Thr  Val  Glu  Tyr  Pro  Cys  Gly  Lys  Ile  Pro  Ile  Leu  Glu  Lys  Arg

    130                 135                 140

Asn  Ala  Ser  Lys  Pro  Gln  Gly  Arg

145                 150

<210>  32

<211>  254

<212>  PRT

<213>  智人

<400>  32
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Ile  Val  Gly  Gly  Lys  Val  Cys  Pro  Lys  Gly  Glu  Cys  Pro  Trp  Gln  Val

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Leu  Val  Asn  Gly  Ala  Gln  Leu  Cys  Gly  Gly  Thr  Leu  Ile  Asn

            20                  25                  30

Thr  Ile  Trp  Val  Val  Ser  Ala  Ala  His  Cys  Phe  Asp  Lys  Ile  Lys  Asn

        35                  40                  45

Trp  Arg  Asn  Leu  Ile  Ala  Val  Leu  Gly  Glu  His  Asp  Leu  Ser  Glu  His

    50                  55                  60

Asp  Gly  Asp  Glu  Gln  Ser  Arg  Arg  Val  Ala  Gln  Val  Ile  Ile  Pro  Ser

65                  70                  75                  80

Thr  Tyr  Val  Pro  Gly  Thr  Thr  Asn  His  Asp  Ile  Ala  Leu  Leu  Arg  Leu

                85                  90                  95

His  Gln  Pro  Val  Val  Leu  Thr  Asp  His  Val  Val  Pro  Leu  Cys  Leu  Pro

            100                 105                 110

Glu  Arg  Thr  Phe  Ser  Glu  Arg  Thr  Leu  Ala  Phe  Val  Arg  Phe  Ser  Leu

        115                 120                 125

Val  Ser  Gly  Trp  Gly  Gln  Leu  Leu  Asp  Arg  Gly  Ala  Thr  Ala  Leu  Glu

    130                 135                 140

Leu  Met  Val  Leu  Asn  Val  Pro  Arg  Leu  Met  Thr  Gln  Asp  Cys  Leu  Gln

145                 150                 155                 160

Gln  Ser  Arg  Lys  Val  Gly  Asp  Ser  Pro  Asn  Ile  Thr  Glu  Tyr  Met  Phe

                165                 170                 175

Cys  Ala  Gly  Tyr  Ser  Asp  Gly  Ser  Lys  Asp  Ser  Cys  Lys  Gly  Asp  Ser

            180                 185                 190

Gly  Gly  Pro  His  Ala  Thr  His  Tyr  Arg  Gly  Thr  Trp  Tyr  Leu  Thr  Gly

        195                 200                 205

Ile  Val  Ser  Trp  Gly  Gln  Gly  Cys  Ala  Thr  Val  Gly  His  Phe  Gly  Val

    210                 215                 220

Tyr  Thr  Arg  Val  Ser  Gln  Tyr  Ile  Glu  Trp  Leu  Gln  Lys  Leu  Met  Arg

225                 230                 235                 240

Ser  Glu  Pro  Arg  Pro  Gly  Val  Leu  Leu  Arg  Ala  Pro  Phe  Pro

                245                 250

<210>  33

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  33
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Arg  Lys  Arg  Arg  Lys  Arg

1               5

<210>  34

<211>  412

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  hFVII‑2RKR

<400>  34

Ala  Asn  Ala  Phe  Leu  Glu  Glu  Leu  Arg  Pro  Gly  Ser  Leu  Glu  Arg  Glu

1               5                   10                  15

Cys  Lys  Glu  Glu  Gln  Cys  Ser  Phe  Glu  Glu  Ala  Arg  Glu  Ile  Phe  Lys

            20                  25                  30

Asp  Ala  Glu  Arg  Thr  Lys  Leu  Phe  Trp  Ile  Ser  Tyr  Ser  Asp  Gly  Asp

        35                  40                  45

Gln  Cys  Ala  Ser  Ser  Pro  Cys  Gln  Asn  Gly  Gly  Ser  Cys  Lys  Asp  Gln

    50                  55                  60

Leu  Gln  Ser  Tyr  Ile  Cys  Phe  Cys  Leu  Pro  Ala  Phe  Glu  Gly  Arg  Asn

65                  70                  75                  80

Cys  Glu  Thr  His  Lys  Asp  Asp  Gln  Leu  Ile  Cys  Val  Asn  Glu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Gly  Cys  Glu  Gln  Tyr  Cys  Ser  Asp  His  Thr  Gly  Thr  Lys  Arg  Ser  Cys

            100                 105                 110

Arg  Cys  His  Glu  Gly  Tyr  Ser  Leu  Leu  Ala  Asp  Gly  Val  Ser  Cys  Thr

        115                 120                 125

Pro  Thr  Val  Glu  Tyr  Pro  Cys  Gly  Lys  Ile  Pro  Ile  Leu  Glu  Lys  Arg

    130                 135                 140

Asn  Ala  Ser  Lys  Pro  Gln  Gly  Arg  Arg  Lys  Arg  Arg  Lys  Arg  Ile  Val

145                 150                 155                 160

Gly  Gly  Lys  Val  Cys  Pro  Lys  Gly  Glu  Cys  Pro  Trp  Gln  Val  Leu  Leu

                165                 170                 175

Leu  Val  Asn  Gly  Ala  Gln  Leu  Cys  Gly  Gly  Thr  Leu  Ile  Asn  Thr  Ile

            180                 185                 190

Trp  Val  Val  Ser  Ala  Ala  His  Cys  Phe  Asp  Lys  Ile  Lys  Asn  Trp  Arg

        195                 200                 205

Asn  Leu  Ile  Ala  Val  Leu  Gly  Glu  His  Asp  Leu  Ser  Glu  His  Asp  Gly

    210                 215                 220

Asp  Glu  Gln  Ser  Arg  Arg  Val  Ala  Gln  Val  Ile  Ile  Pro  Ser  Thr  Tyr

225                 230                 235                 240
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Val  Pro  Gly  Thr  Thr  Asn  His  Asp  Ile  Ala  Leu  Leu  Arg  Leu  His  Gln

                245                 250                 255

Pro  Val  Val  Leu  Thr  Asp  His  Val  Val  Pro  Leu  Cys  Leu  Pro  Glu  Arg

            260                 265                 270

Thr  Phe  Ser  Glu  Arg  Thr  Leu  Ala  Phe  Val  Arg  Phe  Ser  Leu  Val  Ser

        275                 280                 285

Gly  Trp  Gly  Gln  Leu  Leu  Asp  Arg  Gly  Ala  Thr  Ala  Leu  Glu  Leu  Met

    290                 295                 300

Val  Leu  Asn  Val  Pro  Arg  Leu  Met  Thr  Gln  Asp  Cys  Leu  Gln  Gln  Ser

305                 310                 315                 320

Arg  Lys  Val  Gly  Asp  Ser  Pro  Asn  Ile  Thr  Glu  Tyr  Met  Phe  Cys  Ala

                325                 330                 335

Gly  Tyr  Ser  Asp  Gly  Ser  Lys  Asp  Ser  Cys  Lys  Gly  Asp  Ser  Gly  Gly

            340                 345                 350

Pro  His  Ala  Thr  His  Tyr  Arg  Gly  Thr  Trp  Tyr  Leu  Thr  Gly  Ile  Val

        355                 360                 365

Ser  Trp  Gly  Gln  Gly  Cys  Ala  Thr  Val  Gly  His  Phe  Gly  Val  Tyr  Thr

    370                 375                 380

Arg  Val  Ser  Gln  Tyr  Ile  Glu  Trp  Leu  Gln  Lys  Leu  Met  Arg  Ser  Glu

385                 390                 395                 400

Pro  Arg  Pro  Gly  Val  Leu  Leu  Arg  Ala  Pro  Phe  Pro

                405                 410

<210>  35

<211>  8

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  接头

<400>  35

Pro  Arg  Pro  Ser  Arg  Lys  Arg  Arg

1               5
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图1

说　明　书　附　图 1/16 页
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图2

说　明　书　附　图 2/16 页
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图3
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图4
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图5
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图6
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图7
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图8
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图9

说　明　书　附　图 9/16 页

101

CN 113164560 A

101



图10

说　明　书　附　图 10/16 页
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图10(续)
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图11
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图12
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图13

说　明　书　附　图 14/16 页
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图13(续)
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图13(续)
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