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(57)摘要

本发明涉及一种IL-2突变体与抗体的融合

蛋白及其应用，所述融合蛋白是由IL-2突变体

(sumIL-2)与肿瘤治疗抗体构成的异源三聚体蛋

白，其结构与抗体类似，结构示意图如图2A所示，

所述的异源三聚体的三个单体分别为：(1)单体

一：IL-2突变体(sumIL-2)与免疫球蛋白Fc片段

融合而成的融合蛋白，自N端至C端顺序包含

sumIL-2和免疫球蛋白Fc区；(2)单体二：单条所

述肿瘤治疗抗体的重链，自N端至C端顺序包含所

述抗体的重链可变区VH、重链CH区和免疫球蛋白

Fc区，单体二包含的免疫球蛋白Fc区可以与单体

一的免疫球蛋白Fc片段配对形成异二聚体；(3)

单体三：单条所述肿瘤治疗抗体的轻链(包括VL

和CL区)，单体三包含的CL区能够与单体二的CH

配对形成半抗体结构的异二聚体；所述肿瘤治疗

抗体为靶向肿瘤细胞表面高表达膜蛋白的抗体。
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1.一种肿瘤靶向融合蛋白Ab-sumIL2，所述融合蛋白是由IL-2突变体(sumIL-2)与肿瘤

治疗抗体构成的异源三聚体蛋白，其结构与抗体类似，结构示意图如图2A所示，所述的异源

三聚体的三个单体分别为：

(1)单体一：IL-2突变体(sumIL-2)与免疫球蛋白Fc片段融合而成的融合蛋白，自N端至

C端顺序包含sumIL-2和免疫球蛋白Fc区；

(2)单体二：单条所述肿瘤治疗抗体的重链，自N端至C端顺序包含所述抗体的重链可变

区VH、重链CH区和免疫球蛋白Fc区，单体二包含的免疫球蛋白Fc区可以与单体一的免疫球

蛋白Fc片段配对形成异二聚体；

(3)单体三：单条所述肿瘤治疗抗体的轻链(包括VL和CL区)，单体三包含的CL区能够与

单体二的CH配对形成半抗体结构的异二聚体；

所述肿瘤治疗抗体为靶向肿瘤细胞表面高表达膜蛋白的抗体。

2.根据权利要求1所述的融合蛋白，其特征在于，所述肿瘤细胞表面高表达的膜蛋白为

EGFR、Her2、CD47或PD-L1；

所述靶向肿瘤细胞表面高表达膜蛋白的抗体分别为EGFR抗体、Her2抗体、CD47抗体或

PD-L1抗体，其与所述IL-2突变体(sumIL-2)组成的Ab-sumIL2分别为Erb-sumIL2、anti-

Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2或anti-PD-L1-sumIL2。

3.根据权利要求2所述的融合蛋白，其特征在于，

所述的IL-2突变体(sumIL-2)的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.1所示，

所述抗EGFR、Her2、CD47、PD-L1抗体的单条重链的氨基酸序列分别为：

抗EGFR抗体的单条重链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.2所示；

抗Her2抗体的单条重链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.3所示；

抗CD47抗体的单条重链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示；

抗PD-L1抗体的单条重链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.5所示；

所述抗EGFR、Her2、CD47、PD-L1抗体的轻链的氨基酸序列分别为：

抗EGFR抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.6所示；

抗Her2抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.7所示；

抗CD47抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.8所示；

抗PD-L1抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.9所示。

4.根据权利要求1-3任一所述的融合蛋白，其特征在于，

所述免疫球蛋白Fc区可选自IgG1、IgG2、IgG3或IgG4的恒定区氨基酸序列；

优选的，所述免疫球蛋白Fc区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.10所示，

更优选的，所述免疫球蛋白Fc区选用Knob  and  hole体系的Fc结构，其具体的氨基酸序

列分别如SEQ  ID  NO.11或SEQ  ID  NO.12所示。

5.根据权利要求1-3任一所述的融合蛋白，其特征在于，所述的IL-2突变体(sumIL-2)

与免疫球蛋白Fc片段通过Linker连接，所述的Linker的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.13所示。

6.权利要求1-5任一所述的融合蛋白Ab-sumIL2在制备药物中的应用，所述的药物为抗

肿瘤药物，其功能包括：

(1)单体一的生物学功能：诱导CD8+T细胞，所述的诱导CD8+T细胞为增加CD8+T细胞的

总数的同时增加CD8+T细胞在T细胞总量中的比例和与Treg细胞的比值；
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和(2)单体二和单体三构成的半抗体结构的异二聚体的生物学功能：通过靶向肿瘤细

胞表面特定膜蛋白来抑制肿瘤的生长或转移。

7.根据权利要求6所述的应用，其特征在于，

所述的肿瘤表面特定膜蛋白包括但不限于：EGFR、HER2、CD47、PD-L1；

所述的肿瘤为EGFR、Her2、CD47、PD-L1阳性的肿瘤组织；

优选的，所述肿瘤为EGFR、Her2、CD47、PD-L1阳性的结直肠癌、黑色素瘤、乳腺癌：

更优选的，所述肿瘤为EGFR、Her2、CD47、PD-L1阳性的结直肠癌、黑色素瘤、乳腺癌，且

所述肿瘤有如下特征：

(1)PD-L1阻断剂单独治疗无效的肿瘤；

(2)EGFR酪氨酸激酶抑制剂(TKI)单独治疗后会复发的肿瘤；

(3)手术切除后会复发的肿瘤。

8.一种药物制剂或药物组合物，所述药物制剂或药物组合物包括治疗有效量的权利要

求1-5任一所述的融合蛋白Ab-sumIL2，优选的，所述的Ab-sumIL2为Erb-sumIL2、anti-

Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2或anti-PD-L1-sumIL2。

9.权利要求1-5任一所述融合蛋白Ab-sumIL2在制备联用药物制剂中的应用，所述的联

用制剂包括：

(1)治疗有效量的所述融合蛋白Ab-sumIL2，

优选的，所述的Ab-sumIL2为Erb-sumIL2、anti-Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2或

anti-PD-L1-sumIL2；

(2)PD-1/PD-L1阻断剂或EGFR酪氨酸激酶抑制剂；

优选的，所述的PD-1/PD-L1阻断剂为抗PD-1的抗体或抗PD-L1的抗体。

10.一种药物制剂或药物组合物，所述药物制剂或药物组合物包括：

(1)治疗有效量的所述融合蛋白Ab-sumIL2，

优选的，所述的Ab-sumIL2为Erb-sumIL2、anti-Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2或

anti-PD-L1-sumIL2；

(2)PD-1/PD-L1阻断剂或EGFR酪氨酸激酶抑制剂；

优选的，所述的PD-1/PD-L1阻断剂为抗PD-1的抗体或抗PD-L1的抗体。
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一种IL-2突变体与抗体的融合蛋白及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术和抗体工程技术领域，具体而言，涉及一种IL-2突变体与抗

体的融合蛋白及其应用。

背景技术

[0002] 白细胞介素-2(IL-2)是一种由抗原刺激诱导的T细胞生长因子，是一种多效细胞

因子，在免疫应答中起着关键作用1 ,2。作为细胞毒性T细胞和NK细胞的有效诱导剂，IL-2是

FDA批准的首批用于转移性黑色素瘤和肾细胞癌的免疫治疗药物之一3,4。遗憾的是，由于体

内半衰期短，治疗剂量和严重毒性5等问题，IL-2免疫治疗尚未得到广泛应用。

[0003] IL2通过与IL-2受体α(IL-2Ra)结合诱导调节性T细胞(Tregs)的增殖，IL-2受体α

优先在Tregs上表达6,7,8,9,10。已经显示Treg细胞对IL-2的消耗降低IL-2诱导的抗肿瘤免疫

力，提示Treg可能是IL-2介导的CTL扩增的主要障碍11。

[0004] IL-2通过与各种IL-2受体(IL-2R)结合发挥刺激和调节功能，包括单体，二聚体和

三聚体IL-2R。一些T细胞，例如Tregs，表达由CD25(IL2Ra)，CD122(IL2Rb)和CD132(常见细

胞因子受体g链)亚基组成的高亲和力异源三聚体受体。相反，初始CD8T细胞，CD4/CD8记忆T

细胞和NK细胞表达亲和力较低的二聚体受体，其缺乏CD25亚基2,12。IL-2特异性突变(IL-2

突变蛋白)可诱导选择性优先结合CD25或CD122，从而激活特定的免疫细胞亚群。降低对

CD25(主要在肺内皮细胞和Treg细胞上表达)亲和力的IL-2突变蛋白，可以在一定程度上提

高野生型IL-2控制肿瘤效果13,14。而具有增加对CD122亲和力的IL-2超级突变蛋白因子，可

以优先扩大CTL，但同时增加Treg  15。

[0005] 为了限制全身性毒性，已有研究利用抗体实现对WT  IL-2的靶向递送(Ab-IL2

)16,17,18,19,20。然而，由于IL-2与受体结合的高亲和力在实际上可能会限制Ab-IL2的肿瘤靶

向。最近的几项研究表明，免疫细胞因子的功效和IL-2突变体的生物分布可能不足以归因

于肿瘤抗原靶向21,22。系统性递送Ab-IL2可能激活淋巴和非淋巴组织中导致严重的T细胞毒

性和有限的抗肿瘤功效。

[0006] 肿瘤浸润淋巴细胞(TILs)是预测PD-L1阻断治疗有效性的重要生物标志物23，已知

IL-2能够激活淋巴组织和非淋巴组织中的CTL[17 ,24]，但肿瘤内预先存在的T细胞再经IL-2

活化后是否足以控制肿瘤生长是尚不清楚的。尽管最近的许多研究是集中于检查点阻断方

面14,25，然而我们认为能够控制肿瘤微环境(TME)内Treg的增加；同时促进IL-2对CTL的活化

是治疗肿瘤另一个有效途径。

[0007] 在本研究中，我们通过向肿瘤组织靶向传递新型IL-2突变体的方式，使得肿瘤组

织中的CTL得到足够的活化，进一步提高肿瘤内CTL与Treg的比例(CD8T/Treg)，最终达到治

疗肿瘤的效果。

[0008] 表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂(EGFR-TKI)的靶向治疗已被批准作为EGFR

突变阳性癌症的一线治疗。尽管客观反应率很高，但大多数患者在治疗后数月出现肿瘤复

发26。类似地，抗Her2/neu已经被FDA批准用于治疗肿瘤组织中具有高Her2/neu表达的患
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者27，尚未测试IL-2疗法是否能限制这种复发。

[0009] 对肿瘤组织进行手术切除是目前临床上优先采取的治疗措施，其他治疗手段包括

免疫治疗常被用于术后的辅助治疗。然而在临床上，许多肿瘤患者在原位肿瘤切除后仍会

检测到转移肿瘤的复发。基于上述背景，我们也想要探索是否术前的IL-2治疗能够激活更

强的抗肿瘤反应，从而在原位肿瘤被切除之后依然能够更好的防止转移肿瘤的复发。在此

研究中，我们也就相关问题做了探索。

[0010] 免疫检查点阻断已经取得了令人兴奋治疗效果，例如anti-PD-L1。但是单一的用

药患者的反应率较低。因此，我们也需要评价IL-2治疗是否能够提高患者对免疫检查点阻

断的反应性，延长生存期。

[0011] 综上所述，IL-2运用于肿瘤治疗亟待解决的问题包括：建立肿瘤靶向，减少外周毒

性；降低与Treg细胞的结合及其诱导的Treg免疫抑制功能；提高与CD8+T细胞的结合；改变

肿瘤组织中CD8/Treg比例；探索更广泛的联合应用。
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发明内容

[0039] 本发明中，我们希望通过抗体将IL-2突变体(sumIL-2)靶向到肿瘤组织以减轻其

毒副作用同时发挥更好的肿瘤治疗效果。我们制备肿瘤靶向Ab-sumIL-2；其中Ab代表肿瘤

细胞靶向抗体；sumIL-2是野生型(WT)IL-2的突变体，具备降低与CD25结合，同时增加与

CD122结合的特点，从而实现在肿瘤微环境(TME)内有效地激活CD8+CTL。我们进一步发现

Ab-sumIL2是一种有效的重组免疫细胞因子，可与TKI治疗，手术治疗和检查点阻滞协同作

用，以更有效地进行CTL扩增，从而提高完全反应率并限制肿瘤复发。

[0040] 本发明首先涉及肿瘤靶向融合蛋白Ab-sumIL2，所述融合蛋白是由IL-2突变体

(sumIL-2)与肿瘤治疗抗体构成的异源三聚体蛋白，其结构与抗体类似，结构示意图如图2A

所示，所述的异源三聚体的三个单体分别为：

[0041] (1)单体一：IL-2突变体(sumIL-2)与免疫球蛋白Fc片段融合而成的融合蛋白，自N

端至C端顺序包含sumIL-2和免疫球蛋白Fc区；

[0042] (2)单体二：单条所述肿瘤治疗抗体的重链，自N端至C端顺序包含所述抗体的重链

可变区VH、重链CH区和免疫球蛋白Fc区，单体二包含的免疫球蛋白Fc区可以与单体一的免

疫球蛋白Fc片段配对形成异二聚体；

[0043] (3)单体三：单条所述肿瘤治疗抗体的轻链(包括VL和CL区)，单体三包含的CL区能

够与单体二的CH配对形成半抗体结构的异二聚体；

[0044] 所述肿瘤治疗抗体为靶向肿瘤细胞表面高表达膜蛋白的抗体，

[0045] 优选的，所述肿瘤细胞表面高表达的膜蛋白为EGFR、Her2、CD47或PD-L1；

[0046] 所述靶向肿瘤细胞表面高表达膜蛋白的抗体分别为EGFR抗体、Her2抗体、CD47抗

体或PD-L1抗体，其与所述IL-2突变体(sumIL-2)组成的Ab-sumIL2分别为Erb-sumIL2、

anti-Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2或anti-PD-L1-sumIL2；

[0047] 所述的IL-2突变体(sumIL-2)的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0048] 优选的，所述抗EGFR、Her2、CD47、PD-L1抗体的单条重链的氨基酸序列分别为：
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[0049] 抗EGFR抗体的单条重链的VH和CH区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.2所示；

[0050] 抗Her2抗体的单条重链的VH和CH区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.3所示；

[0051] 抗CD47抗体的单条重链的VH和CH区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.4所示；

[0052] 抗PD-L1抗体的单条重链的VH和CH区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.5所示；

[0053] 优选的，所述抗EGFR、Her2、CD47、PD-L1抗体的轻链的氨基酸序列分别为：

[0054] 抗EGFR抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.6所示；

[0055] 抗Her2抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.7所示；

[0056] 抗CD47抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.8所示；

[0057] 抗PD-L1抗体的轻链的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.9所示；

[0058] 所述免疫球蛋白Fc区可选自IgG1、IgG2、IgG3或IgG4的恒定区氨基酸序列，其中

IgG1具有较强的诱导ADCC和CDC效应的能力和较长的血清半衰期，是抗体药物最常见的抗

体亚型；IgG2、IgG4具有较弱的诱导ADCC和CDC效应的能力，但血清半衰期较长；

[0059] 所述的IgG1的Fc区的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.10所示，或选用Knob  and  hole体

系的Fc结构，其具体的氨基酸序列分别如SEQ  ID  NO.11或SEQ  ID  NO.12所示，

[0060] 进一步的，所述单体一的IL-2突变体(sumIL-2)与免疫球蛋白Fc片段通过Linker

连接，所述的Linker的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.13所示。

[0061] 本发明还涉及所述融合蛋白Ab-sumIL2在制备药物中的应用，所述的药物为抗肿

瘤药物，其功能包括：

[0062] (1)单体一的生物学功能：诱导CD8+T细胞，所述的诱导CD8+T细胞为增加CD8+T细

胞的总数的同时增加CD8+T细胞在T细胞总量中的比例和与Treg细胞的比值；

[0063] 和(2)单体二和单体三构成的半抗体结构的异二聚体的生物学功能：通过靶向肿

瘤细胞表面特定膜蛋白来抑制肿瘤的生长或转移；

[0064] 所述的肿瘤表面特定膜蛋白包括但不限于：EGFR、HER2、CD47、PD-L1；

[0065] 优选的，所述的肿瘤为EGFR、Her2、CD47、PD-L1阳性的肿瘤组织；

[0066] 更优选的，所述肿瘤为：

[0067] (1)PD-L1阻断剂单独治疗无效的肿瘤；

[0068] (2)EGFR酪氨酸激酶抑制剂(TKI)单独治疗后会复发的肿瘤；

[0069] (3)手术切除后会复发的肿瘤。

[0070] 本发明还涉及所述肿瘤细胞靶向融合蛋白Ab-sumIL2在制备药物中的应用，所述

的药物为针对EGFR、Her2、CD47、PD-L1阳性的结直肠癌、黑色素瘤、乳腺癌的药物；

[0071] 优选的，所述EGFR、Her2、CD47、PD-L1阳性的结直肠癌、黑色素瘤和乳腺癌为：

[0072] (1)PD-L1阻断剂单独治疗无效的结直肠癌和黑色素瘤；

[0073] (2)EGFR酪氨酸激酶抑制剂(TKI)单独治疗后会复发的结直肠癌和黑色素瘤；

[0074] (3)手术切除后会复发的结直肠癌和黑色素瘤。

[0075] 本发明还涉及一种药物制剂或药物组合物，所述药物制剂或药物组合物包括治疗

有效量的所述融合蛋白Ab-sumIL2，优选的，所述的融合蛋白为Erb-sumIL2、anti-Her2-

sumIL2、anti-CD47-sumIL2或anti-PD-L1-sumIL2。

[0076] 本发明还涉及所述融合蛋白Ab-sumIL2在制备联用药物制剂中的应用，所述的联

用制剂包括：
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[0077] (1)治疗有效量的所述融合蛋白Ab-sumIL2，优选的，所述的Ab-sumIL2为Erb-

sumIL2、anti-Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2或anti-PD-L1-sumIL2；

[0078] (2)PD-1/PD-L1阻断剂；

[0079] 优选的，所述的PD-1/PD-L1阻断剂为抗PD-1的抗体或抗PD-L1的抗体。

[0080] 本发明提供一种治疗肿瘤的方法，其包括向癌症患者施用有效量的所述融合蛋白

Ab-sumIL2，优选的，所述的Ab-sumIL2为Erb-sumIL2、anti-Her2-sumIL2、anti-CD47-

sumIL2、anti-PD-L1-sumIL2。所述肿瘤优选为PD-L1阻断剂单独治疗无效的肿瘤、EGFR酪氨

酸激酶抑制剂(TKI)单独治疗后会复发的肿瘤以及手术切除后会复发的肿瘤。

[0081] 在此基础上，本发明还提供了一种抗PD-L1抗体和Ab-sumIL2的联合疗法，以及包

含抗PD-L1抗体和Ab-sumIL2融合蛋白的药物组合物或试剂盒。所述疗法包括向患者施用有

效量的抗PD-L1抗体以及Erb-sumIL2，所述施用为顺序施用或同时施用。所述肿瘤为对PD-

L1阻断单独治疗产生抗性或无效的肿瘤，或晚期肿瘤；优选为对抗PD-1/PD-L1抗体单独治

疗产生抗性或无效的肿瘤。

[0082] 本发明还提供了一种TKI和Ab-sumIL2的联合疗法，以及包含TKI和Ab-sumIL2融合

蛋白的药物组合物或试剂盒。所述疗法包括向患者施用有效量的TKI以及Ab-sumIL2，所述

施用为顺序施用或同时施用。所述肿瘤为对TKI单独治疗产生抗性的肿瘤，或晚期肿瘤；优

选对抗TKI单独治疗产生抗性或无效的肿瘤。

[0083] 本发明还提供了一种手术切除和Ab-sumIL-2的联合疗法。所述疗法包括在手术前

向患者施用有效量的Ab-sumIL-2，所述施用为顺序施用。所述肿瘤为对手术切除单独治疗

易复发的肿瘤；优选对抗TKI单独治疗产生抗性或无效的肿瘤。

附图说明

[0084] 图1，SumIL-2具有比野生型IL-2更强的抗肿瘤活性

[0085] (1A)WT  C57BL/6小鼠皮下接种B16F10细胞。荷瘤小鼠在肿瘤生长第13天开始分组

治疗：肿瘤内分别注射5μg的IL-2-Fc融合蛋白或者相同摩尔剂量的游离的IL-2单体分子

(Free  IL2)。

[0086] (1B)WT  C57BL/6小鼠皮下接种B16F10细胞。在肿瘤生长第14天后收集肿瘤组织和

相应的引流淋巴结，利用流式细胞技术分析的组织中的Treg细胞占CD4+T细胞的比例。

[0087] (1C)利用流式细胞术检测Mutant  IL-Fc与WT  IL-2-Fc结合不同T细胞亚群的能

力，数量为1*106的Foxp3-GFP小鼠脾脏细胞分别与WT  IL2-Fc,F42A  IL2-Fc,super  IL2-

Fc,或者sumIL2-Fc进行冰上孵育，之后用anti-Human  IgG-PE以及其他荧光标记抗体检测

活化的CD8+T(CD3+CD8+CD44hi)细胞以及Treg(CD4+FoxP3+)细胞结合不同IL-2的能力。

[0088] (1D，1E)对野生型C57BL/6小鼠腹腔注射2μg  WT  IL2-Fc ,F42A  IL2-Fc ,super 

IL2-Fc,或者sumIL2-Fc，共计注射5天，在第六天检测小鼠脾脏中CD3+CD8+CD44high活化的

CD8+T细胞CD3+CD4+Foxp3+Treg  cells的数目和比例。

[0089] (1F，1G)野生型C57BL6小鼠背部接种B16F10细胞，在肿瘤接种后第9天进行分组治

疗，肿瘤内注射5μg的SumIL-2-Fc或者WT  IL-2-Fc融合蛋白，对照组注射PBS溶液。治疗3天

后，取肿瘤组织，分离单细胞，并用流式分析T细胞亚群的变化。

[0090] (1H)野生型C57BL6小鼠背部接种个B16F10细胞，在肿瘤接种后第9天、12天和15天
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分别进行肿瘤内注射5μg的SumIL-2-Fc或者WT  IL-2-Fc融合蛋白，对照组为PBS。测量肿瘤

生长曲线。

[0091] 图2，靶向到肿瘤局部的sumIL-2能够明显增强其抗肿瘤效果

[0092] (2A)antibody-sumIL2的分子模式示意图。

[0093] (2B)WT  C57小鼠背部皮下接种B16F10细胞，在第9、12、15天时，肿瘤内或者腹腔注

射10μg  Ab-sumIL2融合蛋白；对照组为PBS。

[0094] (2C)WT  C57小鼠背部左右两侧皮下分别接种MC38细胞和MC38-EGFR5细胞，接种后

第10天，尾静脉注射25μg  Cy5.5-Erb-sumIL2融合蛋白，并用小动物成像系统进行检测。

[0095] (2D)WT  C57小鼠背部皮下接种MC38-EGFR5细胞，在第7、10天时，腹腔注射25μg 

Erb-sumIL2融合蛋白或者25μg  TA99-sumIL2；对照组为PBS。

[0096] (2E)WT  C57小鼠(n＝5/组)背部皮下接MC38-EGFR5细胞，在第9天时，腹腔注射25μ

g  Erb-

[0097] WT  IL2、Erb-F42A  IL2、Erb-super  IL-2以及Erb-sumIL2融合蛋白；对照组为PBS。

[0098] (2F)WT  C57小鼠或者经由Erb-sumIL2融合蛋白治疗后肿瘤消退的MC38-EGFR5荷

瘤小鼠背部注射MC38-EGFR5肿瘤细胞，并测量小鼠肿瘤生长情况。

[0099] 图3，CD8T细胞对于Erb-sumIL2的治疗起到关键作用

[0100] (3A)WT  C57小鼠背部皮下接种B16F10细胞，在第9、12、15天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。NK删除性抗体在治疗前一天进行腹腔注射400μg，之后

每4天一次，共计3次。

[0101] (3B)WT  C57小鼠背部皮下接种B16F10细胞，在第9、12、15天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。中性粒细胞删除型抗体(1A8)在治疗前一天进行腹腔

注射400μg，之后每4天一次，共计3次。

[0102] (3C)WT  C57小鼠皮下接种B16F10细胞，在接种后的第10、14、17天时，肿瘤内注射

10μg  Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。在治疗的相同的时间腹腔注射200μg  CD4+T细胞

删除抗体(克隆号：GK1.5)。

[0103] (3D)WT  C57小鼠皮下接种细胞，在接种后的第9、12、15天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。在治疗的相同的时间腹腔注射200μg  CD8+T细胞删除

抗体(克隆号：TIB210)或者同时腹腔注射200μg  CD4+T细胞删除抗体(克隆号：GK1.5)。

[0104] (3E，3F)WT  C57小鼠皮下接种B16-SIY细胞，在接种后的第9天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。在第15天分别取肿瘤组织，通过四聚体染色并利用流

式分析肿瘤内特异性T细胞的比例和数量。

[0105] 图4，肿瘤内预先存在的CD8+T细胞对于Erb-sumIL2的治疗起关键作用

[0106] (4A)WT  C57小鼠皮下接种B16F10细胞。在FTY720处理组中，在接种后的第1天时，

腹腔注射25μg  FTY720，在第3天和第五天分别注射10μg。在肿瘤接种后第9，12和15天，肿瘤

内注射10μg  Erb-sumIL2。

[0107] (4B)WT  C57小鼠皮下接种B16F10细胞。在肿瘤接种后第9，12和15天，肿瘤内注射

10μg  Erb-sumIL2。对于在FTY720处理组，在肿瘤接种第8天时，腹腔注射25μg  FTY720，继续

在第10,12和14天分别注射10μg。对于肿瘤内删除CD8+T细胞，小鼠在FTY720阻断的同一天，

肿瘤内注射20μg  CD8+T细胞删除性抗体。
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[0108] (4C)WT  C57小鼠皮下接种MC38细胞。在肿瘤接种后第8，11和13天，肿瘤内注射10μ

g  Erb-sumIL2。对于在FTY720处理组，在肿瘤接种第7天时，腹腔注射25μg  FTY720，继续在

第9,11和13天分别注射10μg。对于肿瘤内删除CD8+T细胞，小鼠在FTY720阻断的同一天，肿

瘤内注射20μg  CD8+T细胞删除性抗体。

[0109] (4D)WT  C57小鼠皮下接种B16F10细胞，在接种后的第9天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。在第12天分别取肿瘤组织，检测肿瘤组织中PD-1+

CXCR5+CD8+T细胞的比例。

[0110] (4E)WT  C57小鼠背部左右两侧皮下分别接种MC38细胞和MC38-EGFR5细胞，在肿瘤

接种后第9，12和15天，MC38-EGFR5肿瘤内注射10μg  Erb-sumIL2。测量双侧肿瘤各自生长情

况。

[0111] 图5，SumIL-2治疗能够克服肿瘤对酪氨酸激酶抑制剂的抗性

[0112] (5A)WT  BALB/c小鼠皮下接种TUBO细胞。在第10、13和17天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2，对照组为PBS。

[0113] (5B，5C)TUBO、B16F10和MC38肿瘤接种第9天，流式分析肿瘤组织内CD3+T细胞占

CD45+细胞的比例以及CD8+T细胞占CD3+T细胞的比例。

[0114] (5D，5E)WT  BALB/c小鼠皮下接种TUBO细胞。在第12和17天，通过灌胃方式进行

Afatinib治疗，治疗剂量为1mg每次；在第12、15和18天时或者第25、28和31天时，腹腔注射

20μg  anti-Her2-sumIL2；联合治疗的处理方式与单个治疗方案相同；对照组为PBS。

[0115] (5F)在图E中联合治疗之后肿瘤完全消退的小鼠，在皮下接种TUBO细胞。对照组为

WT  BALB/c小鼠皮下接种TUBO细胞。

[0116] 图6，手术前给予Sum-IL2治疗能够更有效地治疗转移性肿瘤

[0117] (6A)雌性WT  BALB/c小鼠乳腺脂肪垫处接种4T1细胞。在肿瘤接种第14天进行肿瘤

切除。SumIL-2治疗的分别开始于肿瘤接种后第9天或者第16天。对照组不做任何处理。观察

小鼠生存情况以研究术前或者术后的sumIL-2治疗对于小鼠生存的影响。

[0118] (6B)对4T1荷瘤小鼠进行术前sumIL-2治疗和手术切除的联合治疗方案下，期间利

用删除型抗体删除小鼠的CD4或者CD8T细胞，观察小鼠生存情况。

[0119] 图7，Anti-PD-L1能够协同sumIL-2增强抗肿瘤疗效

[0120] (7A)WT  C57小鼠皮下接种B16F10细胞，在接种后的第9天时，肿瘤内注射10μg 

Erb-sumIL2融合蛋白,对照组为PBS。在第12天分别取肿瘤组织，检测肿瘤组织中肿瘤细胞、

巨噬细胞以及树突状细胞表面PD-L1的表达情况。

[0121] (7B)WT  C57小鼠皮下接种B16F10-EGFR5细胞。在第8、11和14天时，腹腔内注射25μ

g  Erb-sumIL2或者肿瘤内注射50μg  anti-PD-L1(克隆号：10F9G2)或者同时注射两种药物。

[0122] 图8，其他肿瘤靶向抗体与sumIL-2的融合蛋白同样能够增强抗肿瘤疗效

[0123] (8A)WT  BALB/c小鼠皮下接种MC38细胞，接种后8天肿瘤大小为80-100mm3。分别在

第8、13天时，肿瘤内注射10μg  Ab-sumIL2，对照组为hIgG。

[0124] (8B)Anti-Her2-sumIL2和anti-PD-L1-sumIL2与对照抗体比较能够显著控制肿瘤

生长。

[0125] (8C)Anti-CD47-L1-sumIL2与对照抗体比较能够显著控制肿瘤生长。
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具体实施方式

[0126] 材料和方法：

[0127] 实验动物

[0128] 野生型C57BL/6、BALB/c小鼠和BALB/c-nude小鼠购于中国北京维通利华实验动物

心。Rag-I敲除小鼠购于南京模式动物研究所。CD11c-DTR小鼠来自本实验室。除特殊说明

外，所有实验使用的均为8-10周龄的雌性小鼠。小鼠均在无特定病原微生物(specific 

pathogen-free，SPF)的屏障环境中饲养。

[0129] 细胞系

[0130] B16F10为C57背景小鼠黑色素瘤细胞系，MC38为C57背景小鼠结直肠癌细胞系，

B16-EGFR5细胞和MC38-EGFR5是分别利用B16F10和MC38感染表达人鼠嵌合的表皮生长因子

(EGFR)的慢病毒并筛选得出的单克隆细胞系。TIB-210TM杂交瘤细胞系(ATCC)，用于表达CD8

+T细胞的删除抗体(clone:2.43)。TIB-207TM杂交瘤细胞系(ATCC)，用于表达CD4+T细胞的删

除抗体(clone:GK1.5)。PK136杂交瘤细胞系用于生产NK细胞的删除抗体。HB-197TM杂交瘤细

胞系(ATCC)，用于表达阻断小鼠的FcγRII/III的抗体(clone:2.4G2)。

[0131] 融合蛋白的构建

[0132] 将Erbitux抗体的轻链插入到IgG  kappa链的N端，将重链插入到CH1-Fc的N端，用

于表达异源二聚体的抗体部分。将人IL-2或者突变的人IL-2的cDNA序列克隆并通过G4S连

接子插入到人IgG1Fc的N端，表达获得异源二聚体的第二多肽IL-2-Fc。

[0133] anti-EGFR和sumIL-2的异源二聚化使用之前报道的knob-to-holes技术产生。质

粒以3：2的比例瞬时转染到293F细胞中。转染后第7天收集上清液。根据操作手册(Repligen

公司)使用蛋白A-琼脂糖凝胶柱纯化融合蛋白。

[0134] 小鼠肿瘤接种及治疗

[0135] (1)肿瘤接种及测量：对于肿瘤模型的建立，5-7 .5×105个B16F10、B16-EGFR5、

B16-SIY、MC38、MC38-EGFR5单细胞悬于100μl  PBS中，皮下接种于C57BL/6小鼠背部；3×106

个A20单细胞悬于100μl  PBS中皮下接种于BALB/c小鼠背部；5-7.5×105个TUBO单细胞悬于

100μl  PBS中,接种于BALB/c小鼠背部皮下。2×105个4T1单细胞悬于100μl  PBS中,接种于

BALB/c乳房脂肪垫处。

[0136] 对肿瘤消退的小鼠进行同一种肿瘤细胞的re-challenge实验时，肿瘤细胞的接种

数量为初始肿瘤造模时候的5倍，接种部位为小鼠背部另一侧皮下。每周监测两次肿瘤大

小，使用游标卡尺测量肿瘤长径(a)、短径(b)和高(c)，小鼠肿瘤体积＝a×b×c/2。

[0137] (2)治疗：抗体或者抗体融合蛋白采用腹腔注射方式，部分实验也采用肿瘤内给药

的方式，具体给药剂量将在具体实验中叙述。

[0138] T细胞迁出阻断

[0139] FTY720是一种免疫抑制剂，可以减少T细胞从淋巴器官迁出外周血液循环。在本研

究中，小鼠肿瘤接种的不同时期进行FTY720阻断以改变肿瘤微环境。在小鼠肿瘤接种的初

期进行阻断：肿瘤接种后第1天腹腔注射20μg  FTY720，之后在第三天和第五天分别腹腔注

射10μg，造成小鼠缺少T细胞浸润的模型。在对小鼠肿瘤治疗过程中进行阻断：肿瘤治疗前1

天腹腔注射20μg  FTY720，之后每隔一天进行腹腔注射10μg，阻断时间依据治疗周期而定，

这样会造成在肿瘤治疗的过程中，没有新迁入肿瘤组织的T细胞。借助不同FTY720阻断方
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案，可以研究肿瘤组织中浸润的淋巴细胞的重要性。

[0140] 生物统计分析

[0141] 所有数据均由统计学分析软件GraphPad  Prism  statistical  software分析完

成。其中小鼠生存率曲线采用One-way  ANOVA方法分析，其它数据均用双尾t检验方法分析。

P值小于0.05视为有统计学差异(*)、小于0.01视为有显著性差异(**)、小于0.001(***)或

者0.0001(****)视为有极显著性差异。

[0142] 实施例1：Treg细胞抑制了WT  IL-2发挥其生物学功能

[0143] 考虑到临床使用大剂量IL-2的毒副作用，因此我们将IL-2与人的抗体IgG1的Fc进

行融合，并利用哺乳动物悬浮细胞表达体系进行表达和纯化。用低剂量Free  IL-2不能控制

肿瘤的生长，相同剂量的IL2-Fc治疗B16F10荷瘤小鼠时，小鼠的肿瘤生长相对受到控制但

依然呈上升趋势(图1A)。该结果说明野生型IL-2发挥作用过程中同时也发挥了抑制免疫反

应的功能。通过检测发现肿瘤组织中与淋巴器官相比有更多比例的Treg(图1B)。提示了降

低IL-2结合和诱导活化增殖Treg的必要性。

[0144] 实施例2：sumIL-2增强结合扩增活化CD8T细胞减少结合扩增Treg细胞

[0145] 我们在IL-2上引入了上述6个突变变位点。我们表达并纯化了融合Fc形式的WT 

IL-2-Fc和sumIL-2-Fc，并在体外检测了两种融合蛋白与受体的结合能力以及与效应细胞

结合的能力。

[0146] 为了描述WT  IL-2和sumIL-2结合不同T细胞亚群的能力，我们通过体外细胞结合

实验来比较了IL-2融合蛋白结合T细胞的差异。在相同的脾脏细胞中，

[0147] (1)WT  IL-2结合Treg细胞的能力比结合记忆性CD8+T细胞的能力高(图1C)；

[0148] (2)相反的是，sumIL-2则更倾向于结合记忆性CD8+T细胞而不是Treg细胞(图1C)。

[0149] 这些体外实验说明了sumIL-2的设计方案是可以实现激活记忆性CD8+T细胞而不

是Treg细胞。

[0150] 为了更进一步地比较WT-IL2与sumIL-2的生物学活性的差异。注射相同剂量的不

同形式的IL-2-Fc，只有sumIL-2能够扩增最多的活化的CD8T细胞(图1D-E)。这些结果说明

sumIL-2与其他IL-2相比具有更好的生物学活性。

[0151] 实施例3：SumIL-2比WT  IL-2具备更强的抗肿瘤活性

[0152] 为了比较所构建的IL-2突变体和野生型IL-2在体内的抗肿瘤功能是否存在差异，

我们利用小鼠黑色素瘤模型进行评价。sumIL-2在体外细胞结合实验中表现出了倾向结合

活化的CD8+T细胞的特点，因此首先检测了sumIL-2或者WT  IL-2治疗后肿瘤内T细胞的变

化。

[0153] 通过肿瘤内注射相同剂量(5μg)的sumIL-2-Fc和WT  IL-2-Fc融合蛋白，3天后利用

流式检测小鼠肿瘤内的细胞比例的变化。CTL是与肿瘤消退相关的非常重要的因素，我们发

现sumIL-2可以提高CD8/CD4的比例(图1F)，并且能够提高CD8/Treg的比例(图1G)，这预示

着mutant  IL-2在肿瘤内确实能够扩增更多的CD8+T细胞。有着这样一个有力证据，我们进

一步对sumIL-2和WT-IL-2的肿瘤治疗效果进行了评价(图1H)。在小鼠黑色素瘤模型中，我

们依然通过肿瘤内注射的方式注射相同的低剂量的融合蛋白，结果显示sumIL-2有着比WT 

IL-2更有效的抗肿瘤效果。以上这些结果从改变肿瘤微环境以及肿瘤治疗的角度说明了

sumIL-2与WT  IL-2相比具有更强在作用。

说　明　书 10/14 页

13

CN 110256583 A

13



[0154] 实施例4：Erb-sumIL2融合蛋白能够靶向到EGFR阳性的肿瘤组织

[0155] 为了靶向传递sumIL-2到肿瘤微环境，我们构建并在哺乳动物细胞表达体系中表

达了antibody-IL2融合蛋白(EGFR抗体Erbitux与sumIL-2的融合蛋白)(图2A)。考虑到二聚

体形式的IL-2会和IL-2R有更高的结合力而影响抗体的靶向效果，因此为了达到较为理想

的靶向效果，我们将抗体和sumIL-2构建形成异二聚体形式。

[0156] 我们首先通过比较全身系统性给药(腹腔注射)与肿瘤局部给药(肿瘤内注射)的

差异(图2B)。结果显示，采用肿瘤内注射Erb-sumIL2融合蛋白的方式，低剂量的Erb-sumIL2

融合蛋白就能在B16F10小鼠肿瘤模型中起到有效控制肿瘤生长的作用。这也进一步暗示我

们，sumIL-2发挥作用的主要场所应该在肿瘤微环境中。

[0157] 为了验证Erb-sumIL2能否靶向到肿瘤局部，我们利用了表达人的EGFR的小鼠肿瘤

模型来评价Erb-sumIL2的靶向效果。B16-EGFR5和MC38-EGFR5是分别利用小鼠肿瘤细胞系

B16和MC38感染了表达人鼠嵌合的EGFR的慢病毒并筛选获得的。因为人和小鼠的EGFR的氨

基酸同源性不高，直接构建表达人的EGFR的小鼠肿瘤细胞系则会造成筛选出的细胞系会被

小鼠的免疫系统排斥掉，从而不能够建立肿瘤模型。为了能够在免疫健全小鼠中研究抗人

EGFR抗体Erbitux(简称Erb)的功能，我们将小鼠的EGFR基因进行改造，将其中的6个氨基酸

替换成人的氨基酸，使得改造后的EGFR能够在细胞表面表达且能够被Erb所识别。进一步，

我们利用荧光成像方法检测Erb-muIL2能够靶向到EGFR阳性肿瘤组织。我们将Erb-sumIL2

融合蛋白在体外标记了荧光染料Cy5.5。为了验证标记后的抗体的结合功能，我们利用流式

的方法确认了标记后的荧光抗体能够结合到MC38-EGFR5细胞表面。在利用小鼠模型进行荧

光成像实验中，C57小鼠背部左右两侧分别接种了MC38和MC38-EGFR5肿瘤细胞，使得同一只

小鼠荷有EGFR阴性和阳性两种肿瘤。注射Cy5.5标记的Erb-sumIL2后，可以观察到MC38-

EGFR5肿瘤明显比MC38肿瘤显现出更强的荧光，通过计算两种肿瘤荧光强度的比值，可以反

映出Erb-muIL2确实在EGFR+肿瘤聚集较多(图2C)。以上实验证明了我们所构建的Erb-

muIL2确实具有肿瘤靶向作用。

[0158] 实施例5：Erb-sumIL2静脉给药仍然能够有效控制小鼠肿瘤生长

[0159] 为了检测在系统性给药的情况下，Erb-sumIL2能够控制肿瘤生长并体现靶向效

应。我们对M38-EGFR5型进行了Erb-muIL2全身给药治疗，同时设置了非靶向抗体-sumIL-2

融合蛋白组作为对照(图2D)。

[0160] 而在MC38-EGFR5模型中，Erb-sumIL-2则表现出明显的控制肿瘤的效果，所有肿瘤

发生消退，延长了小鼠的生存期。而对照组，TA99-sumIL-2可以控制肿瘤生长，但最终肿瘤

会继续生长。同时，我们也在MC38-EGFR5模型中检测了Erb-IL2突变体的抗肿瘤效果，其中

我们所构建的的Erb-sumIL2控制肿瘤的效果最为明显(图2E)。

[0161] 这项结果表明，通过抗体靶向sumIL-2到肿瘤局部的方式能够提高其治疗效果。在

Erb-sumIL2治疗后肿瘤消退的小鼠再次接种高剂量的相同肿瘤细胞后不能形成肿瘤团块，

说明Erb-sumIL2治疗能够引起免疫保护(图2F)。

[0162] 实施例6：CD8+T细胞在Erb-sumIL2治疗中起到关键作用

[0163] 除了T细胞和NK细胞是IL-2的主要的效应细胞。为了区分哪些细胞对于Erb-

sumIL2治疗中起到关键作用，我们利用删除抗体删除不同的细胞亚群以研究相关问题。我

们在Erb-sumIL2治疗肿瘤的同时期删除小鼠体内的NK细胞以评价NK细胞是否在Erb-
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sumIL2治疗过程中起到关键作用。结果显示删除NK细胞后，并不影响Erb-sumIL2的治疗肿

瘤的效果(图3A)。

[0164] 有研究表明中性粒细胞(neutrophil)在IL-2抗肿瘤的作用机制中也发挥一定的

作用。因此我们也在sumIL-2突变体治疗中检测了中性粒细胞是否也起到重要作用。同样是

利用中性粒细胞删除型抗体(克隆号：1A8)删除小鼠体内的中性粒细胞。结果显示，删除中

性粒细胞并不影响Erb-sumIL2治疗肿瘤的效果(图3B)。

[0165] T细胞免疫反应在抗肿瘤反应中起到关键的作用。因此我们想要明确Erb-sumIL2

介导的抗肿瘤效果是否依赖于T细胞，以及具体是哪一T细胞亚群起到关键作用。我们在

Erb-sumIL2治疗小鼠黑色素瘤过程中利用特异性删除抗体分别删除CD4+或者CD8+T细胞。结

果显示CD4+T细胞对于Erb-sumIL2控制肿瘤的作用是非必需的(图3C)。然而，当在Erb-

sumIL2治疗过程中删除CD8+T细胞，Erb-sumIL2的治疗效果就完全消失(图3D)。综上，CD8+T

细胞在Erb-sumIL2介导的抗肿瘤过程中起到至关重要的作用。

[0166] 实施例7：Erb-sumIL2治疗诱导产生肿瘤特异性T细胞免疫反应

[0167] sumIL-2可以增加肿瘤内T细胞的数量。但是针对肿瘤细胞特异性的T细胞反应则

是真正与肿瘤消退最直接相关的指标。因此在B16-SIY小鼠肿瘤模型中，我们通过特异性四

聚体检测了肿瘤在经过Erb-muIL2治疗之后特异性CD8+T细胞的变化。

[0168] 经过Erb-muIL2治疗之后第6天，肿瘤内特异性CD8+T细胞的比例和数目都明显增

加(图3E、F)。这些结果提示我们，sumIL-2的治疗能够明显增强肿瘤内抗原特异性T细胞反

应。综上，Erb-sumIL2治疗是通过诱导了大量的肿瘤抗原特异性T细胞反应，从而引起肿瘤

消退。

[0169] 实施例8：肿瘤内预先存在的CD8+T细胞对于Erb-sumIL2的治疗起关键作用

[0170] 我们的研究中着重强调了肿瘤微环境是sumIL-2发挥作用的主要场所。然而肿瘤

微环境已经存在的T细胞浸润是否对Erb-muIL2的治疗有重要影响还不是十分清楚。因此接

下来，我们利用FTY720阻断的实验来回答我们的疑问。FTY720是临床上器官移植中常用的

一种药物，它可以选择性的抑制T细胞从淋巴器官中迁入到外周血液循环。正常小鼠肿瘤模

型建立过程中，肿瘤组织中会有T细胞浸润。而当小鼠在肿瘤模型建立的初期被注射了

FTY720，则会造成T细胞迁出受到抑制，肿瘤形成过程中缺少T细胞的浸润。

[0171] Erb-sumIL2能够有效控制不处理组的小鼠肿瘤的生长；然而，当利用FTY720阻断

后所建立的肿瘤模型中，Erb-sumIL2完全不能控制肿瘤生长(图4A)。进一步实验中，我们在

Erb-sumIL2治疗的同期进行FTY720的阻断。这样又会建立一种新的肿瘤模型，即在肿瘤治

疗前，肿瘤内具有正常的T细胞浸润，但是当治疗后用FTY720阻断则能够阻止新的T细胞迁

入到肿瘤。利用这样的模型我们能够回答肿瘤内已经存在的T细胞是否足以发挥较强的抗

肿瘤反应。结果显示，无论是在FTY720未处理和处理组，Erb-sumIL2均能很好地控制肿瘤生

长，说明肿瘤内的T细胞足够被Erb-sumIL2激活并发挥功能。

[0172] 如果在FTY720阻断的同时，再向肿瘤内注射CD8+T细胞的删除性抗体去删除肿瘤

内的CD8+T细胞，则Erb-sumIL2的治疗效果则受到极大的影响(图4B、C)。综合这些结果，能

够可以确定肿瘤内浸润的CD8+T细胞对于Erb-sumIL2至关重要。

[0173] 实施例10：局部Erb-sumIL2治疗能够抑制远端肿瘤的生长

[0174] 在小鼠双肿瘤模型中，我们发现在一侧肿瘤局部进行Erb-sumIL2治疗，能够抑制
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肿瘤生长，同时能够抑制另外一侧肿瘤的生长(图4E)。这说明Erb-sumIL2治疗在局部引起

的反应足以促进原位肿瘤消退，其产生的肿瘤特异性T细胞同时能够迁移到远端肿瘤，从而

抑制其生长。

[0175] 实施例11：肿瘤内浸润的T细胞与肿瘤对sumIL-2治疗的反应性相关

[0176] 在我们的课题研究中发现，Ab-sumIL2的治疗并不是在所有肿瘤均有较好的治疗

效果。sumIL-2在B16F10和MC38肿瘤模型中有较好的治疗效果。然而在TUBO(小鼠乳腺癌模

型)中。肿瘤内注射Ab-sumIL2则不能控制肿瘤生长(图5A)。肿瘤内浸润的T细胞被认为是肿

瘤良好预后的重要指征。因此我们比较了不同种小鼠肿瘤中的T细胞浸润情况。结果显示在

TUBO小鼠肿瘤中，CD3+T细胞占CD45+淋巴细胞的比例明显低于在B16F10或者MC38肿瘤中的

结果(图5B)。进一步分析CD8+T细胞占CD3+T细胞的比例，发现其比例也是低于B16F10或者

MC38肿瘤中的结果。因此，这些结果提示我们肿瘤内浸润的T细胞的数量会影响肿瘤对

mutant  IL-2治疗的应答。

[0177] 实施例12：sumIL-2可以克服肿瘤对TKI治疗的抗性

[0178] EGFR-TKI是临床上治疗EGFR突变肿瘤的一线药物，大多数病人在进行TKI治疗之

后肿瘤出现明显消退。阿法替尼(afatinib)是第二代TKI药物，它可以通过共价不可逆的结

合方式广泛的抑制ErBB家族成员的酪氨酸激酶活性。

[0179] 我们在小鼠TUBO模型中，检测了afatinib治疗肿瘤的效果。通过检测afatinib治

疗后第6天肿瘤内T细胞浸润的变化，肿瘤内CD3+T细胞占CD45+淋巴细胞的比例明显升高(图

5C)。但是在afatinib单独治疗的后期，小鼠肿瘤生长不再受到抑制。这一结果与临床上TKI

治疗后期出现耐药的现象一致。因此克服TKI的耐药也是提高疗效的突破口。

[0180] 在我们的研究中(动物模型的给药方案见图5D)，尽管anti-Her2-sumIL2单独治疗

不能够控制肿瘤生长，但是通过与afatinib的联合治疗则能够强有力地控制肿瘤生长。甚

至出现部分小鼠肿瘤完全消退的现象(图5E)。发生肿瘤消退的小鼠在时隔3个月后重新接

种5倍初始剂量的肿瘤细胞，依然没有肿瘤形成(图5F)。说明联合治疗能够促进小鼠产生记

忆性免疫反应。

[0181] 实施例13：sumIL-2治疗需要与TKI治疗同时进行才能有效控制肿瘤

[0182] 在图5F中可以看出，anti-Her2-sumIL2与Afatinib同时应用能够有效控制肿瘤生

长。然而，当单独使用Afatinib后，小鼠肿瘤先变小后复发的情况下再次使用anti-Her2-

sumIL2则不能够继续控制肿瘤生长。综合上述数据，sumIL-2应该在抗肿瘤免疫反应活跃时

期进行使用。这对IL-2在临床上的用药指导有着非常重要的意义。

[0183] 实施例14：术前sumIL-2治疗能够有效控制转移性肿瘤的复发

[0184] 在临床上，许多肉眼可见的肿瘤组织需要进行手术切除，然而已经转移的肿瘤细

胞可能在其他组织重新形成肿瘤。在我们的研究中，我们想知道是否sumIL-2治疗能否与手

术进行连用从而抑制肿瘤的复发。我们考虑到临床上，患者进行肿瘤手术前需要几天的准

备阶段，因此，患者术前进行sumIL-2治疗能否能够更好的激活抗肿瘤免疫反应从而到达肿

瘤消退的目的。在我们的实验中，发现对小鼠进行术前的sumIL-2治疗后，小鼠有更长的生

存期。然而术后sumIL-2辅助治疗则不能保护小鼠免受转移肿瘤(图6A)。进一步地，我们确

定CD8+T细胞而不是CD4+T细胞在sumIL-2的术前辅助治疗中起关键作用(图6B)。这些数据为

临床上IL-2与手术联合应用提供依据。
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[0185] 实施例15：sumIL-2治疗能够协同anti-PD-L1增强抗肿瘤疗效

[0186] 免疫检查点阻断在肿瘤免疫治疗中取得了非常令人兴奋的治疗效果。我们发现

Erb-sumIL2的刺激能够上调脾脏或者肿瘤内DC细胞上调表达PD-L1(图7A)。这提示我们在

Erb-sumIL2之后，肿瘤内的PD-1/PD-L1信号通路会抑制T细胞的功能。因此我们想到是否可

以联合anti-PD-L1治疗来增强Erb-sumIL2的抗肿瘤效果。在B16F10-EGFR5小鼠模型中，

anti-PD-L1与Erb-sumIL2联合治疗确实能够得到更理想的治疗效果(图7B)。这些结果提示

我们，anti-PD-L1与sumIL-2联合将会是一种理想的肿瘤治疗方案。

[0187] 实施例16：多种肿瘤细胞靶向抗体sumIL2融合蛋白Ab-sumIL2同样能够有效控制

小鼠肿瘤生长

[0188] 为了检测肿瘤细胞靶向抗体运送sumIL2至肿瘤位点增强抗肿瘤疗效的“普适性”，

我们构建表达anti-Her2-sumIL2、anti-CD47-sumIL2和anti-PD-L1融合蛋白。我们先前的

研究已经证明anti-Her2、anti-CD47和anti-PD-L1抗体分别结合MC38肿瘤细胞表面的

EGFR，CD47和PD-L1分子。

[0189] 在MC38-EGFR5模型中，Ab-sumIL-2与对照组相比显著提高控制肿瘤的效果，部分

肿瘤完全消退。(图8)。这项研究结果再次验证，通过抗体靶向sumIL-2到肿瘤局部的治疗方

案能够显著增强其治疗效果。

[0190] 最后需要说明的是，以上实施例仅帮助本领域技术人员理解本发明的实质，不用

作对本发明保护范围的限定。
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SEQUENCE  LISTING

<110> 中国科学院生物物理研究所

<120> 一种IL-2突变体与抗体的融合蛋白及其应用

<130> 一种IL-2突变体与抗体的融合蛋白及其应用

<160>  13

<170>  PatentIn  version  3.3

<210>  1

<211>  153

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  1

Met  Tyr  Arg  Met  Gln  Leu  Leu  Ser  Cys  Ile  Ala  Leu  Ser  Leu  Ala  Leu

1               5                   10                  15

Val  Thr  Asn  Ser  Ala  Pro  Thr  Ser  Ser  Ser  Thr  Lys  Lys  Thr  Gln  Leu

            20                  25                  30

Gln  Leu  Glu  His  Leu  Leu  Leu  Asp  Leu  Gln  Met  Ile  Leu  Asn  Gly  Ile

        35                  40                  45

Asn  Asn  Tyr  Lys  Asn  Pro  Lys  Leu  Thr  Arg  Met  Leu  Thr  Ala  Lys  Phe

    50                  55                  60

Tyr  Met  Pro  Lys  Lys  Ala  Thr  Glu  Leu  Lys  His  Leu  Gln  Cys  Leu  Glu

65                  70                  75                  80

Glu  Glu  Leu  Lys  Pro  Leu  Glu  Glu  Val  Leu  Asn  Leu  Ala  Gln  Ser  Lys

                85                  90                  95

Asn  Phe  His  Phe  Asp  Pro  Arg  Asp  Val  Val  Ser  Asn  Ile  Asn  Val  Phe

            100                 105                 110

Val  Leu  Glu  Leu  Lys  Gly  Ser  Glu  Thr  Thr  Phe  Met  Cys  Glu  Tyr  Ala

        115                 120                 125

Asp  Glu  Thr  Ala  Thr  Ile  Val  Glu  Phe  Leu  Asn  Arg  Trp  Ile  Thr  Phe

    130                 135                 140

Cys  Gln  Ser  Ile  Ile  Ser  Thr  Leu  Thr

145                 150

<210>  2

<211>  119

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  2

Gln  Val  Gln  Leu  Lys  Gln  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Ser  Gln

1               5                   10                  15
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Ser  Leu  Ser  Ile  Thr  Cys  Thr  Val  Ser  Gly  Phe  Ser  Leu  Thr  Asn  Tyr

            20                  25                  30

Gly  Val  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ser  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Leu

        35                  40                  45

Gly  Val  Ile  Trp  Ser  Gly  Gly  Asn  Thr  Asp  Tyr  Asn  Thr  Pro  Phe  Thr

    50                  55                  60

Ser  Arg  Leu  Ser  Ile  Asn  Lys  Asp  Asn  Ser  Lys  Ser  Gln  Val  Phe  Phe

65                  70                  75                  80

Lys  Met  Asn  Ser  Leu  Gln  Ser  Asn  Asp  Thr  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys  Ala

                85                  90                  95

Arg  Ala  Leu  Thr  Tyr  Tyr  Asp  Tyr  Glu  Phe  Ala  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly

            100                 105                 110

Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ala

        115

<210>  3

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  3

Leu  Glu  Val  Gln  Leu  Lys  Gln  Ser  Gly  Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser

1               5                   10                  15

Gln  Ser  Leu  Ser  Leu  Thr  Cys  Ser  Val  Thr  Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Ser

            20                  25                  30

Asp  Tyr  Tyr  Trp  Asn  Trp  Ile  Arg  Gln  Phe  Pro  Gly  Asn  Arg  Leu  Glu

        35                  40                  45

Trp  Met  Gly  Tyr  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Thr  Asn  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser

    50                  55                  60

Leu  Lys  Asn  Arg  Ile  Ser  Ile  Thr  Arg  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Gln  Phe

65                  70                  75                  80

Phe  Leu  Asn  Leu  Asn  Ser  Met  Thr  Thr  Glu  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Cys  Ala  Arg  Glu  Glu  Asn  Trp  Asp  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Ala

            100                 105                 110

Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser

        115                 120

<210>  4

<211>  120

<212>  PRT

<213> 人工序列
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<400>  4

Gln  Val  Lys  Leu  Leu  Gln  Ser  Gly  Ala  Ala  Leu  Val  Lys  Pro  Gly  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Val  Lys  Met  Ser  Cys  Gln  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Asp  Tyr

            20                  25                  30

Trp  Val  Thr  Trp  Val  Lys  Gln  Ser  His  Gly  Gln  Ser  Leu  Glu  Trp  Ile

        35                  40                  45

Gly  Glu  Ile  Tyr  Pro  Ser  Asn  Thr  Val  Thr  Asn  Phe  Asn  Asp  Asn  Phe

    50                  55                  60

Lys  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Thr  Val  Asp  Lys  Ser  Thr  Ser  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Met  Glu  Leu  Ser  Arg  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Ile  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Thr  Arg  Leu  Gly  Asn  Ser  Gly  Tyr  Arg  Val  Gly  Trp  Phe  Leu  Tyr  Trp

            100                 105                 110

Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val

        115                 120

<210>  5

<211>  118

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  5

Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly

1               5                   10                  15

Ser  Leu  Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  Phe  Ser  Asp  Ser

            20                  25                  30

Trp  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val

        35                  40                  45

Ala  Trp  Ile  Ser  Pro  Tyr  Gly  Gly  Ser  Thr  Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val

    50                  55                  60

Lys  Gly  Arg  Phe  Thr  Ile  Ser  Ala  Asp  Thr  Ser  Lys  Asn  Thr  Ala  Tyr

65                  70                  75                  80

Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys

                85                  90                  95

Ala  Arg  Arg  His  Trp  Pro  Gly  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr

            100                 105                 110

Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ala

        115

<210>  6
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<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  6

Asp  Ile  Leu  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Val  Ile  Leu  Ser  Val  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Val  Ser  Phe  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Gly  Thr  Asn

            20                  25                  30

Ile  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Thr  Asn  Gly  Ser  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Lys  Tyr  Ala  Ser  Glu  Ser  Ile  Ser  Gly  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Ser  Ile  Asn  Ser  Val  Glu  Ser

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Ile  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asn  Asn  Asn  Trp  Pro  Thr

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  7

<211>  107

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  7

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Thr  Leu  Ser  Val  Thr  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Ser  Val  Ser  Leu  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Lys  Asn

            20                  25                  30

Leu  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Ser  His  Glu  Ser  Pro  Arg  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Lys  Phe  Ala  Ser  Gln  Ser  Ile  Ser  Gly  Ile  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Ser  Ile  Asn  Ser  Val  Glu  Thr

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Gly  Met  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Ser  Asn  Asn  Trp  Pro  Leu

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  8

<211>  107
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<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  8

Leu  Asp  Ile  Gln  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Ala  Leu  Ala  Val  Ser  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Glu  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Ser  Ser  His

            20                  25                  30

Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Gln  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Lys  Ala  Ser  Asn  Leu  Ala  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asp  Pro  Val  Glu  Ala

65                  70                  75                  80

Asp  Asp  Thr  Ala  Thr  Tyr  Phe  Cys  Gln  Gln  Gly  Trp  Asn  Gly  Pro  Phe

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Ala  Gly  Thr  Arg  Leu  Glu  Leu  Lys

            100                 105

<210>  9

<211>  108

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  9

Asp  Ile  Gln  Met  Thr  Gln  Ser  Pro  Ser  Ser  Leu  Ser  Ala  Ser  Val  Gly

1               5                   10                  15

Asp  Arg  Val  Thr  Ile  Thr  Cys  Arg  Ala  Ser  Gln  Asp  Val  Ser  Thr  Ala

            20                  25                  30

Val  Ala  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu  Ile

        35                  40                  45

Tyr  Ser  Ala  Ser  Phe  Leu  Tyr  Ser  Gly  Val  Pro  Ser  Arg  Phe  Ser  Gly

    50                  55                  60

Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Ser  Ser  Leu  Gln  Pro

65                  70                  75                  80

Glu  Asp  Phe  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Tyr  Leu  Tyr  His  Pro  Ala

                85                  90                  95

Thr  Phe  Gly  Gln  Gly  Thr  Lys  Val  Glu  Ile  Lys  Arg

            100                 105

<210>  10

<211>  229

<212>  PRT
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<213>  Homo  sapiens

<400>  10

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

            20                  25                  30

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

        35                  40                  45

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

    50                  55                  60

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr

65                  70                  75                  80

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile

            100                 105                 110

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

        115                 120                 125

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

    130                 135                 140

Leu  Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

145                 150                 155                 160

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

                165                 170                 175

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

            180                 185                 190

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

        195                 200                 205

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

    210                 215                 220

Pro  Gly  Lys  Glx  Glx

225

<210>  11

<211>  227

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<400>  11

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly

1               5                   10                  15
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Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

            20                  25                  30

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

        35                  40                  45

Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

    50                  55                  60

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr

65                  70                  75                  80

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile

            100                 105                 110

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

        115                 120                 125

Tyr  Thr  Leu  Pro  Pro  Cys  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

    130                 135                 140

Leu  Trp  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

145                 150                 155                 160

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

                165                 170                 175

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

            180                 185                 190

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

        195                 200                 205

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

    210                 215                 220

Pro  Gly  Lys

225

<210>  12

<211>  227

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<400>  12

Asp  Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met

            20                  25                  30

Ile  Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His

        35                  40                  45
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Glu  Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val

    50                  55                  60

His  Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr

65                  70                  75                  80

Arg  Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly

                85                  90                  95

Lys  Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile

            100                 105                 110

Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val

        115                 120                 125

Cys  Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser

    130                 135                 140

Leu  Ser  Cys  Ala  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu

145                 150                 155                 160

Trp  Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro

                165                 170                 175

Val  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Val  Ser  Lys  Leu  Thr  Val

            180                 185                 190

Asp  Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met

        195                 200                 205

His  Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser

    210                 215                 220

Pro  Gly  Lys

225

<210>  13

<211>  15

<212>  PRT

<213> 人工序列

<400>  13

Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser

1               5                   10                  15
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图1

说　明　书　附　图 1/7 页
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图2

说　明　书　附　图 2/7 页
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图3

说　明　书　附　图 3/7 页
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图4

说　明　书　附　图 4/7 页
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图5

说　明　书　附　图 5/7 页
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图6

图7

说　明　书　附　图 6/7 页
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图8

说　明　书　附　图 7/7 页
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