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(54)发明名称

光敏感通道ChR2蛋白的优化表达及制备

(57)摘要

本发明涉及光敏感通道ChR2蛋白的优化表

达及制备。具体地，本发明对光敏感通道ChR2蛋

白基因编码序列进行了针对性优化设计，构建了

光敏感通道ChR2蛋白的重组表达载体，将优化后

的光敏感通道ChR2蛋白编码序列(SEQ ID NO:2)

转入宿主细胞，光敏感通道ChR2蛋白表达量非常

高，感光能力强，非常适合在哺乳动物(尤其是

人)细胞内表达。
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1.一种编码光敏感通道ChR2蛋白的核苷酸序列，其特征在于，所述核苷酸序列编码SEQ 

ID  NO.:1所示的氨基酸序列，且所述核苷酸序列选自下组：

(a)如SEQ  ID  NO.:2所示的核苷酸序列；或

(b)与SEQ  ID  NO .:2所示的核苷酸序列有≥95％相同性，优选地≥98％，更优选地≥

99％的核苷酸序列。

2.一种载体，其特征在于，所述载体含有如权利要求1所述的核苷酸序列。

3.如权利要求2所述的载体，其特征在于，所述载体包括质粒或病毒载体。

4.一种腺相关病毒载体，其特征在于，所述腺相关病毒载体含有如权利要求1所述的核

苷酸序列。

5.一种宿主细胞，其特征在于，所述宿主细胞含有权利要求2所述的载体或权利要求4

所述的腺相关病毒载体，或其染色体中整合有外源的权利要求1所述的核苷酸序列。

6.如权利要求5所述的宿主细胞，其特征在于，所述宿主细胞选自下组：HEK细胞、感光

细胞(包括锥状细胞和/或杆状细胞)、其他视觉细胞(如双节细胞)、神经细胞、或其组合。

7.如权利要求2所述的载体或权利要求4所述的腺相关病毒载体的用途，其特征在于，

用于制备一制剂或组合物，所述制剂或组合物用于扩大或恢复视网膜的光感受器功能、恢

复受试者视力或感光能力、和/或治疗视网膜退化性疾病。

8.一种药物制剂，其特征在于，所述的制剂含有(a)权利要求2所述的载体或权利要求4

所述的腺相关病毒载体，以及(b)药学上可接受的载体或赋形剂。

9.一种治疗方法，其特征在于，所述方法包括将权利要求2所述的载体或权利要求4所

述的腺相关病毒载体施用于需要的对象。

10.一种光敏感通道ChR2蛋白的制备方法，其特征在于，所述方法包括培养权利要求5

所述的宿主细胞，从而得到光敏感通道ChR2蛋白。
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光敏感通道ChR2蛋白的优化表达及制备

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体地涉及光敏感通道ChR2蛋白的优化表达及制备。

背景技术

[0002] 脊椎动物眼睛的视网膜充当与相机中的胶片相同的功能，接收由贯穿通过眼睛的

晶状体和角膜的光产生的视觉图像。接收的图像被转化成经由视神经被传送到脑的化学信

号和电信号。

[0003] 视网膜是个复杂的结构，包含不同细胞类型的十个清楚的层。这些层中，光感受器

层负责将进入的光转化成可被脑阅读并且解释成图像的化学信号和/或电信号。光感受器

层包含被称为视杆细胞和视锥细胞的两种类型的光敏细胞。这些细胞类型二者都负责与进

入的光反应并且产生电信号，但它们在视网膜内的定位以及与它们反应的光的类型是不同

的。具体地，视杆细胞主要在弱光中发挥功能，并且主要在周边视网膜中发现。视锥细胞对

强光(即白天视觉)更有反应，负责颜色视觉，并且被发现在中央视网膜中呈最高密度。视网

膜还含有第三类较少数目的光感受器细胞光敏神经节细胞，其负责测量背景光，但不负责

图像处理。

[0004] 光感受器丧失或变性若不完全抑制也是严重危及视网膜内视觉信息的光转导。光

感受器细胞的丧失和/或光感受器细胞功能的丧失是降低的视觉敏锐度，降低的光敏感性，

和盲的主要原因。

[0005] ChR2最早从莱茵衣藻中发现，后经人为突变、修饰，改造成能适用于哺乳动物细

胞、表达稳定对细胞无毒的工具。该蛋白在蓝光(最大激发峰在470nm波长附近)的激发下会

诱导阳离子通道的打开，促使神经元的去极化，进而诱发动作电位，激活神经元。天然ChR2

蛋白是一个光控阳离子通道，含737个氨基酸。细胞內源视黄醛足以辅助截短至315氨基酸

的ChR2蛋白实现其功能，不需要添加外源色基。

[0006] 因此，本领域亟需开发一种高效表达的光敏感通道ChR2蛋白的表达体系及制备方

法。

发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种高效表达光敏感通道ChR2蛋白的表达体系及制备方法。

[0008] 本发明的第一方面，提供了一种编码光敏感通道ChR2蛋白的核苷酸序列，所述核

苷酸序列编码SEQ  ID  NO.:1所示的氨基酸序列，且所述核苷酸序列选自下组：

[0009] (a)如SEQ  ID  NO.:2所示的核苷酸序列；或

[0010] (b)与SEQ  ID  NO.:2所示的核苷酸序列有≥95％相同性，优选地≥98％，更优选地

≥99％的核苷酸序列。

[0011] 在另一优选例中，所述核苷酸序列包括DNA序列。

[0012] 本发明的第二方面，提供了一种载体，所述载体含有如本发明第一方面所述的核

苷酸序列。
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[0013] 在另一优选例中，所述载体包含一个或多个启动子，所述启动子可操作地与所述

核酸序列、增强子、转录终止信号、多腺苷酸化序列、复制起点、选择性标记、核酸限制性位

点、和/或同源重组位点连接。

[0014] 在另一优选例中，所述载体包括质粒、病毒载体。

[0015] 在另一优选例中，所述的病毒载体选自下组：腺相关病毒(AAV)、腺病毒、慢病毒、

逆转录病毒、疱疹病毒、SV40、痘病毒、或其组合。

[0016] 在另一优选例中，所述载体用于表达光敏感通道ChR2蛋白。

[0017] 本发明的第三方面，提供了一种腺相关病毒载体，所述腺相关病毒载体含有如本

发明第一方面所述的核苷酸序列。

[0018] 在另一优选例中，所述腺相关病毒的血清型选自：AAV2、AAV5、AAV7、AAV8、或其组

合。

[0019] 本发明的第四方面，提供了一种宿主细胞，所述宿主细胞含有本发明第二方面所

述的载体或本发明第三方面所述的腺相关病毒载体，或其染色体中整合有外源的本发明第

一方面所述的核苷酸序列。

[0020] 在另一优选例中，所述宿主细胞为哺乳动物细胞，所述哺乳动物包括人和非人哺

乳动物。

[0021] 在另一优选例中，所述宿主细胞选自下组：HEK细胞、感光细胞(包括锥状细胞和/

或杆状细胞)、其他视觉细胞(如双节细胞)、神经细胞、或其组合。

[0022] 在另一优选例中，所述宿主细胞选自下组：视杆细胞、视锥细胞、给光双极细胞、撤

光双极细胞、水平细胞、神经节细胞、无长突细胞、或其组合。

[0023] 本发明的第五方面，提供了如本发明第二方面所述的载体或本发明第三方面所述

的腺相关病毒载体的用途，用于制备一制剂或组合物，所述制剂或组合物用于扩大或恢复

视网膜的光感受器功能、恢复受试者视力(或感光能力)、和/或治疗视网膜退化性疾病。

[0024] 在另一优选例中，所述视网膜退化性疾病选自下组：视网膜营养不良(如视杆营养

不良、视杆视锥营养不良、视锥视杆营养不良、视锥营养不良或黄斑营养不良)、视网膜或黄

斑退化、由光感受器能力的丧失导致的其他疾病、或其组合。

[0025] 在另一优选例中，所述制剂或组合物用于治疗眼部疾病。

[0026] 在另一优选例中，所述制剂或组合物用于向细胞提供光感受器功能。

[0027] 本发明的第六方面，提供了一种药物制剂，所述的制剂含有(a)本发明第二方面所

述的载体或本发明第三方面所述的腺相关病毒载体，以及(b)药学上可接受的载体或赋形

剂。

[0028] 在另一优选例中，所述药物制剂的剂型选自下组：冻干制剂、液体制剂、或其组合。

[0029] 在另一优选例中，所述药物制剂中载体的含量为1×109-1×1016，较佳地1×1012-1

×1013个病毒/毫升。

[0030] 在另一优选例中，所述药物制剂用于治疗眼部疾病。

[0031] 在另一优选例中，所述眼部疾病由光感受器细胞退化引起。

[0032] 在另一优选例中，所述药物制剂用于扩大或恢复视网膜的光感受器功能、恢复受

试者视力、和/或治疗视网膜退化性疾病。

[0033] 本发明的第七方面，提供了一种治疗方法，所述方法包括将本发明第二方面所述
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的载体或本发明第三方面所述的腺相关病毒载体施用于需要的对象。

[0034] 在另一优选例中，将所述腺相关病毒载体引入到需要的对象的眼睛内。

[0035] 在另一优选例中，所述需要的对象包括人和非人哺乳动物。

[0036] 在另一优选例中，所述治疗方法为治疗眼部疾病的方法。

[0037] 在另一优选例中，所述眼部疾病由光感受器细胞退化引起。

[0038] 在另一优选例中，所述治疗方法用于扩大或恢复视网膜的光感受器功能、恢复受

试者视力、和/或治疗视网膜退化性疾病。

[0039] 在另一优选例中，所述视网膜退化性疾病选自下组：视网膜营养不良(如视杆营养

不良、视杆视锥营养不良、视锥视杆营养不良、视锥营养不良或黄斑营养不良)、视网膜或黄

斑退化、由光感受器能力的丧失导致的其他疾病、或其组合。

[0040] 本发明的第八方面，提供了一种光敏感通道ChR2蛋白的制备方法，包括培养本发

明第四方面所述的宿主细胞，从而得到光敏感通道ChR2蛋白。

[0041] 应理解，在本发明范围内中，本发明的上述各技术特征和在下文(如实施例)中具

体描述的各技术特征之间都可以互相组合，从而构成新的或优选的技术方案。限于篇幅，在

此不再一一累述。

附图说明

[0042] 图1显示了rAAV2-1  DNA质粒的结构示意图，其中rAAV2-1  DNA质粒为携带有光敏

感通道ChR2蛋白的野生编码序列(SEQ  ID  NO.:3)和GFP的AVV载体。

[0043] 图2显示了rAAV2-1和rAAV2-2  DNA质粒转染以及包装病毒感染后的HEK细胞荧光

结果图。其中A和B分别为rAAV2-1转染荧光照片和非荧光照片；C和D分别为rAAV2-2转染荧

光照片和非荧光照片。E和F分别为rAAV2-1生产病毒感染后的荧光照片和非荧光照片；G和H

分别为rAAV2-2生产病毒感染后的荧光照片和非荧光照片。放大倍数为200X。

[0044] 图3显示了rAAV2-1和rAAV2-2包装病毒转染后的HEK细胞膜片钳结果图。其中A为

rAAV2-1感染HEK293细胞的两个典型膜片钳电流记录，B为rAAV2-2感染HEK293细胞的两个

典型膜片钳电流记录。

具体实施方式

[0045] 本发明人经过广泛而深入的研究，对光敏感通道ChR2蛋白基因编码序列进行了针

对性优化设计，从而获得了一种特别适合在哺乳动物(如人)的特定细胞中高效表达ChR2的

核苷酸序列，并相应构建了光敏感通道ChR2蛋白的重组表达载体。试验表明，与未优化的核

酸序列相比，将优化后的光敏感通道ChR2蛋白编码序列(SEQ  ID  NO:2)转入哺乳动物的宿

主细胞后，非常适合在哺乳动物(尤其是人)细胞内表达，光敏感通道ChR2蛋白表达量非常

高并感光能力强。在此基础上，发明人完成了本发明。

[0046] 术语

[0047] 为了可以更容易地理解本公开，首先定义某些术语。如本申请中所使用的，除非本

文另有明确规定，否则以下术语中的每一个应具有下面给出的含义。在整个申请中阐述了

其它定义。

[0048] 术语“约”可以是指在本领域普通技术人员确定的特定值或组成的可接受误差范
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围内的值或组成，其将部分地取决于如何测量或测定值或组成。例如，如本文所用，表述“约

100”包括99和101和之间的全部值(例如，99.1、99.2、99.3、99.4等)。

[0049] 如本文所用，术语“含有”或“包括(包含)”可以是开放式、半封闭式和封闭式的。换

言之，所述术语也包括“基本上由…构成”、或“由…构成”。

[0050] 序列同一性通过沿着预定的比较窗(其可以是参考核苷酸序列或蛋白的长度的

50％、60％、70％、80％、90％、95％或100％)比较两个对齐的序列，并且确定出现相同的残

基的位置的数目来确定。通常地，这表示为百分比。核苷酸序列的序列同一性的测量是本领

域技术人员熟知的方法。

[0051] 如本文使用的，术语“受试者”、“需要的对象”指任何哺乳动物或非哺乳动物。哺乳

动物包括但不限于人类、脊椎动物诸如啮齿类、非人类灵长类、牛、马、狗、猫、猪、绵羊、山

羊。

[0052] ChR2蛋白

[0053] ChR2最早从莱茵衣藻中发现，后经人为突变、修饰，改造成能适用于哺乳动物细

胞、表达稳定对细胞无毒的工具。该蛋白在蓝光(最大激发峰在470nm波长附近)的激发下会

诱导阳离子通道的打开，促使神经元的去极化，进而诱发动作电位，激活神经元。

[0054] 天然ChR2蛋白是一个光控阳离子通道，含737个氨基酸。细胞內源视黄醛足以辅助

截短至309氨基酸的ChR2蛋白实现其功能，不需要添加外源色基。

[0055] 通道视蛋白2(Chop2)首次从绿藻莱茵衣藻(Chlamydomonas  reinhardtii)分离。

通道视蛋白-2是一种七跨膜域蛋白质，其在与发色团全反式视黄醒结合时变为光可转换的

(光敏感性)。Chop2在经由Schiff碱连接与视网膜分子连接时形成光门控的，非特异性，内

部整流的阳离子通道，称作通道视紫红质-2(Channelrhodopsin-2，缩写为ChR2)。

[0056] 通道视蛋白2在结合视黄醛后然后形成通道视紫红质2(ChR2)。应当理解，在细胞

(即视网膜神经元)中表达Chop2后，内源可用的视黄醛结合Chop2以形成功能性光门控通道

ChR2。因此，如本文中提及的ChR2与Chop2蛋白可以是同义的。

[0057] 如本文所用，“光敏感通道”、“光敏感通道蛋白”、“ChR2”、“光敏感通道ChR2蛋白”、

“通道视紫红质2”、“本发明ChR2蛋白”、“本发明蛋白”或“多肽”均指由309个氨基酸组成的

光敏感通道蛋白ChR2，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO.:1所示。

[0058] MDYGGALSAVGRELLFVTNPVVVNGSVLVPEDQCYCAGWIESRGTNGAQTASNVLQWLAAGFSILLLM

FYAYQTWKSTCGWEEIYVCAIEMVKVILEFFFEFKNPSMLYLATGHRVQWLRYAEWLLTCPVILIHLSNLTGLSND

YSRRTMGLLVSDIGTIVWGATSAMATGYVKVIFFCLGLCYGANTFFHAAKAYIEGYHTVPKGRCRQVVTGMAWLFF

VSWGMFPILFILGPEGFGVLSVYGSTVGHTIIDLMSKNCWGLLGHYLRVLIHEHILIHGDIRKTTKLNIGGTEIEV

ETLVEDEAEAGAV(SEQ  ID  NO.:1)

[0059] 本发明表达的ChR2蛋白既保持了天然ChR2的活性(感光能力)，并且ChR2蛋白的表

达量显著增加，表达出的ChR2不携带任何多余的标签或氨基酸残基。

[0060] 腺相关病毒

[0061] 腺相关病毒(adeno-associated  virus，AAV) ,也称腺伴随病毒,属于微小病毒科

依赖病毒属,是目前发现的一类结构最简单的单链DNA缺陷型病毒，需要辅助病毒(通常为

腺病毒)参与复制。它编码两个末端的反向重复序列(ITR)中的cap和rep基因。ITRs对于病

毒的复制和包装具有决定性作用。cap基因编码病毒衣壳蛋白，rep基因参与病毒的复制和
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整合。AAV能感染多种细胞。

[0062] 重组腺相关病毒载体(rAAV)源于非致病的野生型腺相关病毒，由于其安全性好、

宿主细胞范围广(分裂和非分裂细胞)、免疫源性低，在体内表达外源基因时间长等特点，被

视为最有前途的基因转移载体之一，在世界范围内的基因治疗和疫苗研究中得到广泛应

用。经过10余年的研究，重组腺相关病毒的生物学特性己被深入了解，尤其是其在各种细

胞、组织和体内实验中的应用效果方面已经积累了许多资料。在医学研究中，rAAV被用于多

种疾病的基因治疗的研究(包括体内、体外实验)；同时作为一种有特点的基因转移载体，还

广泛用于基因功能研究、构建疾病模型、制备基因敲除鼠等方面。

[0063] 在本发明一个优选的实施例中，载体为重组AAV载体。AAV是相对较小的DNA病毒，

其可以稳定和位点特异性方式整合到它们所感染的细胞的基因组中。它们能够感染一大系

列的细胞而不对细胞生长、形态或分化产生任何影响，并且它们似乎并不涉及人体病理学。

AAV基因组己被克隆、测序及表征。AAV含有大约4700碱基并在每个末端包含约145个碱基的

反向末端重复序列(ITR)区域，其作为病毒的复制起点。该基因组的其余被分成两个带有衣

壳化功能的重要区域：包含涉及病毒复制和病毒基因表达的rep基因的基因组左边部分；以

及包含编码病毒衣壳蛋白的cap基因的基因组右边部分。

[0064] AAV载体可采用本领域的标准方法制备。任何血清型的腺相关病毒均是合适的。用

于纯化载体的方法可见于例如美国专利No.6566118、6989264和6995006，它们的公开内容

整体以引用方式并入本文。杂合载体的制备在例如PCT申请No.PCT/US2005/027091中有所

描述，该申请的公开内容整体以引用方式并入本文。用于体外和体内转运基因的衍生自AAV

的载体的使用己有描述(参见例如国际专利申请公布No.WO91/18088和WO93/09239；美国专

利No.4,797,368、6,596,535和5,139,941，以及欧洲专利No.0488528，它们均整体以引用方

式并入本文)。这些专利公布描述了其中rep和/或cap基因缺失并被所关注的基因替换的各

种来源于AAV的构建体，以及这些构建体在体外(进入培养的细胞中)或体内(直接进入生物

体)转运所关注的基因的用途。复制缺陷重组AAV可通过将以下质粒共转染进被人类辅助病

毒(例如腺病毒)感染的细胞系而制备：所含的所关注核酸序列的侧翼为两个AAV反向末端

重复序列(ITR)区域的质粒，和携带AAV衣壳化基因(rep和cap基因)的质粒。然后通过标准

技术纯化所产生的AAV重组体。

[0065] 在一些实施方案中，重组载体被衣壳化到病毒粒子(例如包括但不限于AAV1、

AAV2、AAV3、AAV4、AAV5、AAV6、AAV7、AAV8、AAV9、AAV10、AAV11、AAV12、AAV13、AAV14、AAV15和

AAV16的AAV病毒粒子)中。因此，本公开包括含有本文所述的任何载体的重组病毒粒子(因

其包含重组多核苷酸而为重组的)。产生这样的粒子的方法是本领域己知的，并在美国专利

No.6,596,535中有所描述。

[0066] 核酸编码序列

[0067] 本发明还涉及编码根据本发明光敏感通道ChR2蛋白的多核苷酸。

[0068] 在本发明的一个优选例中，所述核苷酸序列如SEQ  ID  NO.:2所示。

[0069] 在另一优选例中，所述核苷酸序列与SEQ  ID  NO.:2所示的核苷酸序列有≥95％相

同性，优选地≥98％，更优选地≥99％。

[0070] 本发明的多核苷酸可以是DNA形式或RNA形式。在另一优选例中，所述核苷酸为

DNA。DNA形式包括cDNA、基因组DNA或人工合成的DNA。DNA可以是单链的或是双链的。DNA可
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以是编码链或非编码链。编码成熟多肽的编码区序列可以与编码SEQ  ID  NO.:1所示的多肽

的序列相同或者是简并的变异体。如本文所用，“简并的变异体”在本发明中是指编码具有

SEQ  ID  NO.:1所示的多肽，但相应编码区序列有差别的核酸序列。

[0071] 核酸序列可以是DNA、RNA、cDNA或PNA。核酸序列可以是基因组的、重组的或合成

的。核酸序列可以是分离的或纯化的。核酸序列可以是单链或双链的。优选地，核酸序列将

编码如本文描述的光敏蛋白。核酸序列可以通过克隆衍生，例如使用包括限制性酶切、连

接、凝胶电泳的标准的分子克隆技术，例如在Sambrook等Molecular  Cloning:A 

laboratory  manual,Cold  Spring  Harbour  Laboratory  Press)中描述的。核酸序列可是

分离的，例如使用PCR技术分离的。分离意指从任何杂质和从被自然地发现与其来源中的核

酸序列缔合的其他核酸序列和/或蛋白中分离核酸序列。优选地，其还将不含细胞材料、培

养基或来自纯化/生产过程的其他化学物质。核酸序列可以是合成的，例如通过直接的化学

合成产生。核酸序列可以作为裸露的核酸被提供，或可与蛋白或脂质复合提供。

[0072] 本发明的多肽的核苷酸全长序列或其片段通常可以用PCR扩增法、重组法或人工

合成的方法获得。对于PCR扩增法，可根据已公开的有关核苷酸序列，尤其是开放阅读框序

列来设计引物，并用市售的cDNA库或按本领域技术人员已知的常规方法所制备的cDNA库作

为模板，扩增而得有关序列。当序列较长时，常常需要进行两次或多次PCR扩增，然后再将各

次扩增出的片段按正确次序拼接在一起。目前，已经可以完全通过化学合成来得到编码本

发明多肽(或其片段，或其衍生物)的DNA序列。然后可将该DNA序列引入本领域中已知的各

种现有的DNA分子(或如载体)和细胞中。

[0073] 本发明也涉及包含本发明的多核苷酸的载体，以及用本发明的载体或多肽编码序

列经基因工程产生的宿主细胞。上述多核苷酸、载体或宿主细胞可以是分离的。

[0074] 如本文所用，“分离的”是指物质从其原始环境中分离出来(如果是天然的物质，原

始环境即是天然环境)。如活体细胞内的天然状态下的多核苷酸和多肽是没有分离纯化的，

但同样的多核苷酸或多肽如从天然状态中同存在的其他物质中分开，则为分离纯化的。

[0075] 在本发明较佳的实施方式中，所述核苷酸序列如SEQ  ID  NO.:2所示。

[0076] 一旦获得了有关的序列，就可以用重组法来大批量地获得有关序列。这通常是将

其克隆入载体，再转入细胞，然后通过常规方法从增殖后的宿主细胞中分离得到有关序列。

[0077] 此外，还可用人工合成的方法来合成有关序列，尤其是片段长度较短时。通常，通

过先合成多个小片段，然后再进行连接可获得序列很长的片段。

[0078] 应用PCR技术扩增DNA/RNA的方法被优选用于获得本发明的基因。用于PCR的引物

可根据本文所公开的本发明的序列信息适当地选择，并可用常规方法合成。可用常规方法

如通过凝胶电泳分离和纯化扩增的DNA/RNA片段。

[0079] 本发明也涉及包含本发明的多核苷酸的载体，以及用本发明的载体或蛋白编码序

列经基因工程产生的宿主细胞，以及经重组技术利用所述宿主细胞表达本发明光敏感通道

ChR2蛋白的方法。

[0080] 通过常规的重组DNA技术，可利用本发明的多核苷酸序列获得表达本发明光敏感

通道ChR2蛋白的宿主细胞(如哺乳动物细胞)。一般来说包括步骤：将本发明第一方面所述

的多核苷酸或本发明第二方面所述的载体转导入宿主细胞内。

[0081] 本领域的技术人员熟知的方法能用于构建含本发明多肽的编码DNA序列和合适的
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转录/翻译控制信号的表达载体。这些方法包括体外重组DNA技术、DNA合成技术、体内重组

技术等。所述的DNA序列可有效连接到表达载体中的适当启动子上，以指导mRNA合成。表达

载体还包括翻译起始用的核糖体结合位点和转录终止子。

[0082] 此外，表达载体优选地包含一个或多个选择性标记基因，以提供用于选择转化的

宿主细胞的表型性状，如真核细胞培养用的二氢叶酸还原酶、新霉素抗性以及绿色荧光蛋

白(GFP)，或用于大肠杆菌的四环素或氨苄青霉素抗性。

[0083] 包含上述的适当DNA序列以及适当启动子或者控制序列的载体，可以用于转化适

当的宿主细胞，以使其能够表达多肽。

[0084] 宿主细胞可以是原核细胞，或是低等真核细胞，或是高等真核细胞，如哺乳动物细

胞(包括人和非人哺乳动物)。代表性例子有：CHO、NS0、COS7、或293细胞的动物细胞等。在本

发明的一个优选实施方式中，选择HEK细胞、感光细胞(包括锥状细胞和/或杆状细胞)、其他

视觉细胞(如双节细胞)、神经细胞为宿主细胞。在另一优选例中，所述宿主细胞选自下组：

视杆细胞、视锥细胞、给光双极细胞、撤光双极细胞、水平细胞、神经节细胞、无长突细胞、或

其组合。

[0085] 用重组DNA转化宿主细胞可用本领域技术人员熟知的常规技术进行。当宿主为原

核生物如大肠杆菌时，能吸收DNA的感受态细胞可在指数生长期后收获，用CaCl2法处理，所

用的步骤在本领域众所周知。另一种方法是使用MgCl2。如果需要，转化也可用电穿孔的方

法进行。当宿主是真核生物，可选用如下的DNA转染方法：磷酸钙共沉淀法，常规机械方法如

显微注射、电穿孔、脂质体包装等。

[0086] 获得的转化子可以用常规方法培养，表达本发明的基因所编码的蛋白质。根据所

用的宿主细胞，培养中所用的培养基可选自各种常规培养基。在适于宿主细胞生长的条件

下进行培养。当宿主细胞生长到适当的细胞密度后，用合适的方法(如温度转换或化学诱

导)诱导选择的启动子，将细胞再培养一段时间。

[0087] 在上面的方法中的多肽可在细胞内、或在细胞膜上表达、或分泌到细胞外。如果需

要，可利用其物理的、化学的和其它特性通过各种分离方法分离和纯化蛋白。这些方法是本

领域技术人员所熟知的。这些方法的例子包括但并不限于：常规的复性处理、用蛋白沉淀剂

处理(盐析方法)、离心、渗透破菌、超处理、超离心、分子筛层析(凝胶过滤)、吸附层析、离子

交换层析、高效液相层析(HPLC)和其它各种液相层析技术及这些方法的结合。

[0088] 序列优化

[0089] 在本发明中，提供了优化的、特别适合在哺乳动物细胞中表达的光敏感通道ChR2

蛋白的编码序列，所述编码序列如SEQ  ID  NO.:2所示。

[0090] 如本文所用，所述“优化的编码序列”、“优化编码基因”均指一种用于编码光敏感

通道ChR2蛋白的核苷酸序列，所述的核苷酸序列编码SEQ  ID  NO.:1所示的氨基酸序列，较

佳地具有如SEQ  ID  NO.:2所示的序列。

[0091] 在本发明中，所述光敏感通道ChR2蛋白的天然的DNA编码序列(未优化的DNA编码

序列)如SEQ  ID  NO.:3所示。所述未优化的天然DNA编码序列转染HEK细胞后表达量很低。

[0092] ATGGATTATGGAGGCGCCCTGAGTGCCGTTGGGCGCGAGCTGCTATTTGTAACGAACCCAGTAGTCGT

CAATGGCTCTGTACTTGTGCCTGAGGACCAGTGTTACTGCGCGGGCTGGATTGAGTCGCGTGGCACAAACGGTGCC

CAAACGGCGTCGAACGTGCTGCAATGGCTTGCTGCTGGCTTCTCCATCCTACTGCTTATGTTTTACGCCTACCAAA
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CATGGAAGTCAACCTGCGGCTGGGAGGAGATCTATGTGTGCGCTATCGAGATGGTCAAGGTGATTCTCGAGTTCTT

CTTCGAGTTTAAGAACCCGTCCATGCTGTATCTAGCCACAGGCCACCGCGTCCAGTGGTTGCGTTACGCCGAGTGG

CTTCTCACCTGCCCGGTCATTCTCATTCACCTGTCAAACCTGACGGGCTTGTCCAACGACTACAGCAGGCGCACCA

TGGGTCTGCTTGTGTCTGATATTGGCACAATTGTGTGGGGCGCCACTTCCGCCATGGCCACCGGATACGTCAAGGT

CATCTTCTTCTGCCTGGGTCTGTGTTATGGTGCTAACACGTTCTTTCACGCTGCCAAGGCCTACATCGAGGGTTAC

CACACCGTGCCGAAGGGCCGGTGTCGCCAGGTGGTGACTGGCATGGCTTGGCTCTTCTTCGTATCATGGGGTATGT

TCCCCATCCTGTTCATCCTCGGCCCCGAGGGCTTCGGCGTCCTGAGCGTGTACGGCTCCACCGTCGGCCACACCAT

CATTGACCTGATGTCGAAGAACTGCTGGGGTCTGCTCGGCCACTACCTGCGCGTGCTGATCCACGAGCATATCCTC

ATCCACGGCGACATTCGCAAGACCACCAAATTGAACATTGGTGGCACTGAGATTGAGGTCGAGACGCTGGTGGAGG

ACGAGGCCGAGGCTGGCGCGGTC(SEQ  ID  NO.:3)

[0093] 本发明优化了影响基因表达的序列片段，这些序列片段包括但不限于，密码子使

用偏好性，消除不利于表达的二级结构(如发夹结构)，改变GC含量，CpG二核苷酸含量，mRNA

的二级结构，隐蔽剪接位点，早期多聚腺苷化位点，内部核糖体进入位点和结合位点，负CpG

岛，RNA不稳定区，重复序列(直接重复、反向重复等)和可能影响克隆的限制性位点。最终得

到如SEQ  ID  NO .:2所示的特别优化的DNA编码序列。SEQ  ID  NO .:2所示的编码序列与SEQ 

ID  NO.:3所示的天然的光敏感通道ChR2蛋白编码序列相似度低于80％。

[0094] 在本发明较佳的实施方式中，所述核苷酸序列如SEQ  ID  NO.:2所示。

[0095] ATGGACTATGGCGGCGCTTTGTCTGCCGTCGGACGCGAACTTTTGTTCGTTACTAATCCTGTGGTGGT

GAACGGGTCCGTCCTGGTCCCTGAGGATCAATGTTACTGTGCCGGATGGATTGAATCTCGCGGCACGAACGGCGCT

CAGACCGCGTCAAATGTCCTGCAGTGGCTTGCAGCAGGATTCAGCATTTTGCTGCTGATGTTCTATGCCTACCAAA

CCTGGAAATCTACATGCGGCTGGGAGGAGATCTATGTGTGCGCCATTGAAATGGTTAAGGTGATTCTCGAGTTCTT

TTTTGAGTTTAAGAATCCCTCTATGCTCTACCTTGCCACAGGACACCGGGTGCAGTGGCTGCGCTATGCAGAGTGG

CTGCTCACTTGTCCTGTCATCCTTATCCACCTGAGCAACCTCACCGGCCTGAGCAACGACTACAGCAGGAGAACCA

TGGGACTCCTTGTCTCAGACATCGGGACTATCGTGTGGGGGGCTACCAGCGCCATGGCAACCGGCTATGTTAAAGT

CATCTTCTTTTGTCTTGGATTGTGCTATGGCGCGAACACATTTTTTCACGCCGCCAAAGCATATATCGAGGGTTAT

CATACTGTGCCAAAGGGTCGGTGCCGCCAGGTCGTGACCGGCATGGCATGGCTGTTTTTCGTGAGCTGGGGTATGT

TCCCAATTCTCTTCATTTTGGGGCCCGAAGGTTTTGGCGTCCTGAGCGTCTATGGCTCCACCGTAGGTCACACGAT

TATTGATCTGATGAGTAAAAATTGTTGGGGGTTGTTGGGACACTACCTGCGCGTCCTGATCCACGAGCACATATTG

ATTCACGGAGATATCCGCAAAACCACCAAACTGAACATCGGCGGAACGGAGATCGAGGTCGAGACTCTCGTCGAAG

ACGAAGCCGAGGCCGGAGCCGTG(SEQ  ID  NO.:2)

[0096] 表达载体和宿主细胞

[0097] 本发明还提供了一种用于光敏感通道ChR2蛋白的表达载体，它含有本发明的优化

编码序列。

[0098] 通过提供的序列信息，熟练的技术人员可以使用可用的克隆技术以产生适于转导

进入细胞的核酸序列或载体。

[0099] 优选地，编码光敏感通道ChR2蛋白的核酸序列作为载体，优选地表达载体被提供。

优选地，其可作为优选地适用于在靶视网膜细胞中转导和表达的基因治疗载体被提供。载

体可以是病毒的或非病毒的(例如质粒)。病毒载体包括源自以下的那些病毒载体:腺病毒、

包括突变的形式的腺相关病毒(AAV)、逆转录病毒、慢病毒、疱疹病毒、牛痘病毒、MMLV、
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GaLV、猿猴免疫缺陷病毒(SIV)、HIV、痘病毒和SV40。优选地，病毒载体是复制缺陷的

(replication  defective)，尽管设想其可以是复制缺乏的(replication  deficient)、能

够复制或条件性复制的。病毒载体通常可以保持染色体外状态而不整合进入靶视网膜细胞

的基因组。用于向视网膜靶细胞引入编码光敏感通道ChR2蛋白的核酸序列的优选的病毒载

体是AAV载体，例如自身互补的腺相关病毒(scAAV)。使用特定的AAV血清型(AAV血清型2到

AAV血清型12)或这些血清型中的任何一个的修饰的版本(包括AAV  4YF和AAV  7m8载体)可

以实现选择性靶向。

[0100] 病毒载体可被修饰以缺失任何非必需的序列。例如，AAV中，病毒可被修饰以缺失

全部或部分的IX基因、Ela和/或Elb基因。对于野生型AAV，没有辅助病毒诸如腺病毒的存

在，复制是非常低效率的。对于重组的腺相关病毒，优选地，复制基因和衣壳基因以反式被

提供(在pRep/Cap质粒中)，并且仅AAV基因组的2ITR被保留并且包装进入病毒体，同时需要

的腺病毒基因被被腺病毒或另一个质粒提供。也可对慢病毒载体做出类似的修饰。

[0101] 病毒载体具有进入细胞的能力。然而，非病毒载体诸如质粒可与剂复合以有利于

病毒载体被靶细胞的摄取。此类剂包括聚阳离子剂。可选地，递送系统诸如基于脂质体的递

送系统可被使用。

[0102] 用于在本发明中使用的载体优选地适于在体内或体外使用，并且优选地适于在人

类中使用。

[0103] 载体将优选地包含一个或多个调节序列以指导核酸序列在靶视网膜细胞中的表

达。调节序列可以包括与核酸序列可操作地连接的启动子、增强子、转录终止信号、多腺苷

酸化序列、复制起点、核酸限制性位点、和同源重组位点。载体还可包括选择性标记，例如来

确定载体在生长系统(例如细菌细胞)中或在靶视网膜细胞中的表达。

[0104] “可操作地连接”意指，核酸序列在功能上与其可操作地连接的序列相关，以使得

它们以使得它们影响彼此的表达或功能的方式连接。例如，与启动子可操作地连接的核酸

序列将具有被启动子影响的表达模式。

[0105] 启动子介导与其连接的核酸序列的表达。启动子可以是组成型的或可以是诱导型

的。启动子可以指导在内视网膜细胞中遍在的表达，或神经元特异的表达。在后一种情况

中，启动子可以指导细胞类型特异的表达，例如对给光双极细胞或撤光双极细胞。合适的启

动子将是本领域技术人员己知的。例如，合适的启动子可以选自由以下组成的组:L7、thy-

1、恢复蛋白、钙结合蛋白、人类CMV、GAD-67、鸡β肌动蛋白、hSyn、Grm6、Grm6增强子SV40融合

蛋白。使用细胞特异的启动子可以实现靶向，例如Grm6-SV40用于选择性靶向给光双极细

胞。Grm6启动子是Grm6基因的200碱基对增强子序列和SV40真核启动予的融合体，Grm6基因

编码给光双极细胞特异的代谢型谷氨酸受体mGluR6。Grm6基因的优选的来源是小鼠和人

类。使用泛-神经元的启动子可以实现遍在的表达，其实例在本领域是己知的并且可得的。

一个此类实例是CAG。CAG启动于是CMV早期增强子和鸡β肌动蛋白启动子的融合体。

[0106] 合适的启动子的一个例子为即时早期巨细胞病毒(CMV)启动子序列。该启动子序

列为能够驱动可操作地连接至其上的任何多核苷酸序列高水平表达的强组成型启动子序

列。合适的启动子的另一个例子为延伸生长因子-1α(EF-1α)。然而，也可使用其他组成型启

动子序列，包括但不限于类人猿病毒40(SV40)早期启动子、小鼠乳癌病毒(MMTV)、人免疫缺

陷病毒(HIV)长末端重复(LTR)启动子、MoMuLV启动子、鸟类白血病病毒启动子、艾伯斯坦-
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巴尔(Epstein-Barr)病毒即时早期启动子、鲁斯氏肉瘤病毒启动子、以及人基因启动子，诸

如但不限于肌动蛋白启动子、肌球蛋白启动子、血红素启动子和肌酸激酶启动子。进一步

地，本发明不应被限于组成型启动子的应用。诱导型启动子也被考虑为本发明的一部分。诱

导型启动子的使用提供了分子开关，其能够当这样的表达是期望的时，打开可操作地连接

诱导型启动子的多核苷酸序列的表达，或当表达是不期望的时关闭表达。诱导型启动子的

例子包括但不限于金属硫蛋白启动子、糖皮质激素启动子、孕酮启动子和四环素启动子。

[0107] 许多表达载体可应用光敏感通道ChR2蛋白在哺乳动物细胞(较佳地为人，更佳地

为人视觉细胞或感光细胞)表达。本发明优选用腺相关病毒作为表达载体。

[0108] 本发明还提供了一种宿主细胞，用于表达光敏感通道ChR2蛋白。优选地，所述宿主

细胞为哺乳动物细胞(较佳地为人，更佳地为人视觉细胞或感光细胞)，提高光敏感通道

ChR2蛋白的表达量。

[0109] 制剂和组合物

[0110] 本发明提供一种制剂或组合物，所述制剂或组合物含有(a)本发明第二方面所述

的载体或本发明第三方面所述的腺相关病毒载体，以及(b)药学上可接受的载体。

[0111] 在另一优选例中，所述药物制剂用于治疗眼部疾病。

[0112] 在另一优选例中，所述眼部疾病由光感受器细胞退化引起。

[0113] 在另一优选例中，所述药物制剂用于扩大或恢复视网膜的光感受器功能、恢复受

试者视力、和/或治疗视网膜退化性疾病。

[0114] 本发明所述药物组合物中的“活性成分”是指本发明所述的载体(vector)，例如病

毒载体(包括腺相关病毒载体)。

[0115] 本发明所述的“活性成分”、制剂和/或组合物可用于治疗眼部疾病。

[0116] “安全有效量”指的是：活性成分的量足以明显改善病情或症状，而不至于产生严

重的副作用。

[0117] “药学上可接受的载体或赋形剂(excipient)”指的是：一种或多种相容性固体或

液体填料或凝胶物质，它们适合于人使用，而且必须有足够的纯度和足够低的毒性。

[0118] “相容性”在此指的是组合物中各组份能和本发明的活性成分以及它们之间相互

掺和，而不明显降低活性成分的药效。

[0119] 组合物可以是液体或固体，例如粉末、凝胶或糊剂。优选地，组合物是液体，优选地

可注射液体。合适的赋形剂将是本领域技术人员己知的。

[0120] 在本发明中，所述载体可通过视网膜下或玻璃体内施用向眼睛施用。在任一种施

用模式中，优选地，载体作为可注射液体被提供。优选地，可注射液体作为胶囊或注射器被

提供。

[0121] 药学上可以接受的载体部分例子有纤维素及其衍生物(如羧甲基纤维素钠、乙基

纤维素钠、纤维素乙酸酯等)、明胶、滑石、固体润滑剂(如硬脂酸、硬脂酸镁)、硫酸钙、植物

油(如豆油、芝麻油、花生油、橄榄油等)、多元醇(如丙二醇、甘油、甘露醇、山梨醇等)、乳化

剂(如 )、润湿剂(如十二烷基硫酸钠)、着色剂、调味剂、稳定剂、抗氧化剂、防腐剂、无

热原水等。

[0122] 组合物可包含生理上可接受的无菌含水或无水溶液、分散液、悬浮液或乳液，和用

于重新溶解成无菌的可注射溶液或分散液的无菌粉末。适宜的含水和非水载体、稀释剂、溶

说　明　书 10/16 页

12

CN 112011554 A

12



剂或赋形剂包括水、乙醇、多元醇及其适宜的混合物。

[0123] 本发明的组合物可被提供用于在向细胞提供光感受器功能的方法中使用。在一个

实施方案中，本发明的组合物可被提供用于在对视网膜恢复光感受器功能的方法中使用。

在一个实施方案中，本发明的组合物可被提供用于在对受试者恢复视力的方法中使用。在

一个实施方案中，本发明的组合物可被提供用于在治疗视网膜退化的状况的方法中使用，

所述视网膜退化的状况例如视网膜营养不良，包括视杆营养不良、视杆视锥营养不良、视锥

视杆营养不良、视锥营养不良和黄斑营养不良；其他形式的视网膜或黄斑退化、缺血性状

况、葡萄膜炎和由光感受器能力的丧失导致的任何其他疾病，例如视网膜色素变性。

[0124] 治疗方法

[0125] 本发明提供了向细胞提供光感受器功能的方法，所述方法包括将包含编码光敏感

通道ChR2蛋白的优化序列的载体引入到眼睛内。所述方法可包括向眼睛的内视网膜细胞视

网膜下或玻璃体内施用核酸载体。

[0126] 本发明提供了用于通过向细胞提供光感受器功能在治疗视网膜退化的方法中使

用的核酸载体，所述核酸载体包含编码光敏感通道ChR2蛋白的优化序列。本发明组合物可

以单独给药，或者与其他治疗药物联合给药(如配制在同一药物组合物中)。

[0127] 本发明还提供了扩大视网膜中的光感受器功能的方法，特别是在视杆和/或视锥

细胞退化之后扩大视网膜中的光感受器功能的方法，所述方法包括将核酸载体引入到眼睛

的玻璃体腔内，所述核酸载体包含编码光敏感通道ChR2蛋白的优化序列。所述方法可包括

向眼睛的内视网膜细胞，视网膜下或玻璃体内施用核酸载体。本发明提供了用于通过扩大

视网膜中的光感受器功能在治疗视网膜退化中使用的核酸载体，所述核酸载体包含编码光

敏感通道ChR2蛋白的优化序列。

[0128] 本发明还提供了对受试者恢复视力的方法，所述方法包括将包含编码光敏感通道

ChR2蛋白的优化序列的载体引入到眼睛内。方法可包括视网膜下或玻璃体内施用核酸载体

到眼睛的内视网膜细胞。本发明提供了用于在对受试者恢复视力中使用的核酸载体，所述

核酸载体包含编码光敏感通道ChR2蛋白的优化序列。

[0129] 本发明还提供了治疗受试者中的视网膜疾病的方法，所述方法包括将包含编码光

敏感通道ChR2蛋白的优化序列的载体引入到眼睛内。方法可包括视网膜下或玻璃体内施用

核酸载体到眼睛的内视网膜细胞。疾病可以是视网膜营养不良，包括视杆营养不良、视杆视

锥营养不良、视锥视杆营养不良、视锥营养不良和黄斑营养不良；其他形式的视网膜或黄斑

退化、缺血性状况、葡萄膜炎和由光感受器能力的丧失导致的任何其他疾病。

[0130] 如本文所用，向细胞提供光感受器功能意指，之前不具有光感受器能力或其光感

受器能力已经完全地或部分地退化的细胞，在其中表达编码光敏感通道ChR2蛋白的外来核

酸序列后，变成感光的。此类细胞在本文中可被称作转化的细胞，因为其在其中包含非天然

的核酸。优选地，转化的视网膜细胞展现天然的感光细胞的一些或全部的光感受器能力。优

选地，转化的细胞展现天然的视网膜光感受器细胞的至少相同或大体上相同的感光能力。

优选地，转化的细胞展现比患病的或正在退化的天然的视网膜光感受器细胞高的感光能

力。因此，转化的细胞相比于来自同一来源、保持在同一条件下、未经处理的退化的或患病

的细胞，将优选地具有增加的光感受器。转化的细胞通过其中的外源核酸的存在可与天然

的细胞区分。
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[0131] 如本文所用，扩大光感受器功能意指通过增加光感受器细胞诸如视杆或视锥细胞

中的功能和/或通过向细胞提供光感受器功能，增加视网膜的光感受器功能。因此，视网膜

相比于未用如本文描述的方法处理的视网膜，将具有增加的接收光信号并且传送此类信号

的能力，增加可以是任何量。

[0132] 如本文所用，恢复受试者中的视力意指，受试者相比于治疗之前，例如使用如本文

描述的视力测试，显示改进的视力。恢复包括任何程度的改进，包括视力的完全恢复到完美

的或接近完美的视力。

[0133] 如本文所用，治疗疾病意指施用如本文描述的核酸或载体以改善或减轻疾病的一

种或多种症状，所述疾病选自由以下组成的组:视网膜营养不良，包括视杆营养不良、视杆

视锥营养不良、视锥视杆营养不良、视锥营养不良和黄斑营养不良；另一种形式的视网膜或

黄斑退化、缺血性状况、葡萄膜炎和由光感受器能力的丧失导致的任何其他疾病。改善或减

轻可导致外周或中央视力、和/或白天或夜间视力的改善。

[0134] 本发明的方法包括将编码光敏蛋白的核酸序列引入到眼睛的玻璃体腔内。优选

地，方法包括使细胞与包含编码光敏感通道ChR2蛋白的核酸序列的载体(较佳地为病毒，更

佳地为腺相关病毒)接触。优选地，细胞是视网膜细胞，优选地给光双极细胞、撤光双极细

胞、水平细胞、神经节细胞和/或无长突细胞。

[0135] 当核酸序列和一种或多种酶以多个(两个或多个)剂量被提供时，这些剂量可分隔

合适的时间间隔，例如30秒到若干小时或1天或多天。

[0136] 每个剂量可包含有效量的核酸序列或病毒载体。核酸序列或病毒载体的有效剂量

可以在每治疗方案1×109-1×1016病毒的范围。

[0137] 本发明是基于靶向编码光敏感通道ChR2蛋白的优化的核酸序列到视网膜细胞，以

补偿视网膜中光感受器细胞的退化。核酸序列被靶向至的细胞是视网膜的细胞，其是活的

并且能够表达外来核酸序列。视网膜细胞是视网膜的细胞，其是神经或神经元细胞并且能

够变兴奋并传送电信号。优选地，靶视网膜细胞将能够产生电信号并且起始信号级联，导致

信号向视神经的传送。优选地，靶视网膜细胞是内视网膜的细胞。靶细胞可以是视杆或视锥

细胞，和/或可以是非光感受器细胞(即呈其天然形式的对光不响应的视网膜细胞)。靶视网

膜细胞可以包括一种或多种细胞类型，所述细胞类型选自由以下组成的组：视杆细胞、视锥

细胞、给光双极细胞、撤光双极细胞、水平细胞、神经节细胞、米勒细胞和/或无长突细胞。

[0138] 因此，当靶视网膜细胞是靶向视网膜的给光双极细胞、撤光双极细胞、水平细胞、

神经节细胞和/或无长突细胞时，编码光敏感通道ChR2蛋白的核酸的表达可以被称作异位

表达。因此，本发明在其范围内包括在非光感受器细胞中异位表达编码光敏感通道ChR2蛋

白的核酸序列的方法。此类异位表达通过其中的异源光敏蛋白的表达，具有向细胞提供光

感受器功能的作用。这用于增加观察到退化的视网膜的感光能力。

[0139] 水平细胞是内视网膜细胞，参与信号加工和反馈到光感受器细胞；双极细胞是内

视网膜细胞并且在视杆/视锥细胞和无长突和/或神经节细胞间通信；无长突细胞发现于内

视网膜并且允许在光感受器途径和神经节细胞间的通信；神经节细胞是最内部的视网膜细

胞，其将信号从光感受器细胞传递到视神经。

[0140] 本文对细胞的提及包括细胞的后代。优选地，根据本发明的对细胞的修饰还发生

在转化的宿主细胞以后的代中。后代细胞可以不与最初的靶向细胞一致，但优选地将也展
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现非天然的光敏感通道ChR2蛋白的表达。

[0141] 本发明主要具有以下优点：

[0142] 1 .本发明对ChR2基因序列进行了优化，基因序列不同于现有技术。与光敏感通道

ChR2蛋白的未优化的DNA编码序列SEQ  ID  NO.3相比，优化后的序列(SEQ  ID  NO.:2)的光敏

感通道ChR2蛋白表达量和感光能力显著提高(至少提高了5倍)，具有更强的光电流。

[0143] 2 .本发明优化后的ChR2蛋白编码序列非常适合在哺乳动物体内表达。在本发明

中，表达的ChR2蛋白既保持了天然ChR2蛋白的活性，且ChR2蛋白表达量高，感光能力强，可

用于扩大或恢复视网膜的光感受器功能、恢复受试者视力、和/或治疗视网膜退化性疾病。

[0144] 3.本发明腺病毒载体包裹效率和转录效率显著提高，从而显著提高ChR2蛋白的表

达量。

[0145] 4.本发明优化后的ChR2蛋白编码序列不仅提高了ChR2蛋白表达量，还优化了蛋白

表达位置(膜定位)，并且ChR2蛋白的光电效应明显提升。

[0146] 下面结合具体实施，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明而

不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条件，

例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。除非另外说明，否则百分比和

份数按重量计算。

[0147] 实施例1序列优化

[0148] 在本实施例中，基于ChR2蛋白的氨基酸序列(SEQ  ID  No .:1)和天然的编码序列

(SEQ  ID  No.:3)，本发明人对编码序列进行了优化。具体地，本发明人优化了影响基因表达

的序列片段，这些序列片段包括但不限于：密码子使用偏好性，消除不利于表达的二级结构

(如发夹结构)，改变GC含量，CpG二核苷酸含量，mRNA的二级结构，隐蔽剪接位点，早期多聚

腺苷化位点，内部核糖体进入位点和结合位点，负CpG岛，RNA不稳定区，重复序列(直接重

复、反向重复等)和可能影响克隆的限制性位点。通过分析和试验筛选，最终得到如SEQ  ID 

NO.:2所示的特别优化的DNA编码序列。

[0149] 实施例2  HEK细胞培养和转染

[0150] 全基因合成rAAV2-1  DNA质粒，其中rAAV2-1  DNA质粒为携带有光敏感通道ChR2蛋

白的天然编码序列(SEQ  ID  NO.:3)和GFP的AVV载体，质粒如图1所示。

[0151] 全基因合成rAAV2-2  DNA质粒，其中rAAV2-2  DNA质粒为携带有光敏感通道ChR2蛋

白的已优化DNA编码序列(SEQ  ID  NO.:2)和GFP的AVV载体。rAAV2-2  DNA质粒中除ChR2蛋白

的编码序列不同(即将SEQ  ID  NO.:3替换为SEQ  ID  NO.:2)，其它与rAAV2-1  DNA质粒相同。

[0152] 将rAAV2-1  DNA质粒和rAAV2-2  DNA质粒分别转染到HEK293细胞中，转染步骤如下

(北京博奥龙免疫技术有限公司QuickShuttle转染试剂)：

[0153] 将HEK-293F细胞维持在改良DMEM培养基(Advanced  Dulbecco’s  Minimum 

Essential  Medium，购自Life  Technologies公司)，改良DMEM培养基中添加有5％胎牛血

清，在37℃、潮湿的5％CO2条件下培养。

[0154] 在准备DNA转染时，将细胞接种在100-mm培养皿中，然后使用Lipofectamine  2000

(Life  Technologies)用rAAV2-1  DNA质粒和rAAV2-2  DNA质粒载体分别联同pAAV-RC和

pHelper质粒共同转染。在DNA转染的同时将全反式视黄醛(1μM)加入到培养基中。具体方法
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如下：

[0155] 1.转染前18-24小时接种细胞到100-mm细胞板中，每孔6×106细胞，10ml完全培养

基。

[0156] 2.将20μg质粒DNA(三种质粒分子数比例为1:1:1)和60μl转染试剂分别稀释到500

μl生理盐水中。

[0157] 3.合并上述两溶液并混匀。

[0158] 4.将上述复合物直接加入到细胞培养基中，轻摇细胞板或用加样器吸打混匀。

[0159] 5.转染后将细胞板移至37℃/5％CO2孵箱中进行培养48小时，进行荧光检测。

[0160] 6.收集感染后的细胞，每50盘用10ml  PBS悬浮，经过3次干冰/乙醇-37℃冻融后，

10000g离心，收集上清。经过Millipore  100KD超滤管浓缩至200μl左右，得到病毒粗体液。

[0161] 7.通过荧光定量PCR测定粗提病毒的滴度(GC/ml)。

[0162] 8.将10μl  1013GC/ml的粗提病毒与2ml  5x104HEK293细胞混合，并接种到3.5cm细

胞板中，培养72小时，用于单细胞膜片钳记录。结果表明，成功将rAAV2-1  DNA质粒和rAAV2-

2  DNA质粒分别转染到HEK293细胞中，并且制备得到的HEK293细胞均可稳定表达ChR2蛋白。

同时包装出1和2的病毒，病毒滴度达到1013GC/ml。

[0163] 实施例3荧光检测和膜片钳记录

[0164] 对于荧光检测，将HEK细胞用0.1M磷酸盐缓冲液(PB)中的4％多聚甲醛固定10分

钟，然后用0.1M  PB洗涤3次，每次10分钟。在固定条件下(光照强度和曝光时间)，使用Zeiss 

Axioplan  2显微镜(Carl  Zeiss)和Apotome振荡光栅(以减少离焦杂散光)拍照。使用

ImageJ软件通过将单个光学切片的质膜区域的总荧光值除以相同区域的像素总数，计算每

个HEK细胞的荧光强度。

[0165] 使用Axopatch  200B膜片钳放大器和Clampex  10软件(美国Axon公司)在室温(20-

25℃)下使用标准程序获取具有贴片电极的全细胞构型的记录。电极(BF150-86-10 ,

Sutter)经电极拉制仪(PC-100，Narishige)制备后电阻是4-7MΩ。电极与目标细胞形成高

阻封接后补偿电容。破细胞形成全细胞记录模式时再次补偿电容和电阻。在Hank’s平衡盐

溶液中进行记录，Hank’s平衡盐溶液含有(以mM计)：138  NaCl，1  NaHCO3，0.3  Na2HPO4，5 

KCl，0.3  KH2PO4，1.25  CaCl2，0.5  MgSO4，0.5  MgCl2，5  HEPES，22.2葡萄糖和0.001％(vv)酚

红，并用0.3N  NaOH将pH调节至7.2。将全反式视黄醛(1μM)加入到记录溶液中。电极溶液含

有(以mM计)：110  Cs-甲磺酸盐，30  TEA-Cl，2  MgCl2，0.1  CaCl2，10  EGTA和10  HEPES，使用

CsOH将pH调节至7.25。全细胞记录在钳制电压-60mV下进行电流记录。

[0166] 结果：

[0167] 通过荧光显微镜下拍照进行分析，图2为rAAV2-1  DNA质粒和rAAV2-2  DNA质粒转

染到HEK293细胞后以及包装病毒感染HEK293细胞的荧光结果图。从图2可以看出，转染

rAAV2-2  DNA质粒的HEK293细胞荧光强度明显高于转染rAAV2-1DNA质粒的HEK293细胞，而

优化后的质粒包装出的病毒感染HEK293细胞表达的荧光也明显高于非优化病毒。单细胞膜

片钳(图3)显示，优化后的序列(SEQ  ID  NO.:2)，其病毒感染后HEK细胞表现出更高的峰值

电流和平台电流。优化后的包装病毒产生的峰值电流大多在600pA左右，最高可达1000pA，

而未优化的仅为100pA左右。

[0168] 荧光分析和膜片钳结果均表明，含有本发明优化后的序列(SEQ  ID  NO.:2)的细胞
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的ChR2蛋白表达量更高，感光能力显著提高(相比未优化编码序列SEQ  ID  NO.:3，至少提高

了5倍)，光电效应明显提升，具有更强的光电流，更适合哺乳动物细胞表达。

[0169] 讨论

[0170] 光遗传通常是指结合光学与遗传学手段，精确控制特定神经元活动的技术。该技

术利用分子生物学、病毒生物学等手段，将外源光敏感蛋白基因导入活细胞中，在细胞膜结

构上表达了光敏感通道蛋白；然后通过特定波长光的照射，控制细胞膜结构上的光敏感通

道蛋白的激活与关闭；光敏感蛋白的激活和关闭可控制细胞膜上离子通道的打开与关闭，

进而改变细胞膜电压的变化，如膜的去极化与超极化。当膜电压去极化超过一定阈值时就

会诱发神经元产生可传导的电信号，即神经元的激活；相反，当膜电压超极化到一定水平

时，就会抑制神经元动作电位的产生，即神经元的抑制。神经元生物学家经常运用这种技

术，通过光学方法无损伤或低损伤地控制特异神经元的活动，来研究该神经网络功能，特别

适用于在体、甚至清醒动物行为学实验。同时，利用类似的光学与遗传学手段，可控制脑细

胞外其它细胞中的蛋白表达，从而实现光诱导蛋白质表达，启动细胞内生物学过程，进而控

制生物行为。因此光遗传技术在生命活动与疾病研究中应用广泛。

[0171] 光感基因包括ChR2，eBR，NaHR3.0，Arch或OptoXR等，其中ChR2应用最为广泛。天然

ChR2蛋白是一个光控阳离子通道，含737个氨基酸。细胞內源视黄醛足以辅助截短至315氨

基酸的ChR2蛋白实现其功能，不需要添加外源色基。毕安定等在2006年首创应用包裹ChR2

编码序列的重组腺相关病毒(rAAV)感染视神经节细胞，建立人工视网膜。应用盲小鼠品系

rd1(亦称C3H)实验证明，一次注射上述rAAV-ChR2载体可以成功感染20％左右的视神经节

细胞，比照人类视网膜，可以恢复近20万视神经节细胞的感光能力，相当于重新架设了一台

20万像素的感光片。毕安定等首次利用光遗传技术，通过导入ChR2光感基因，成功恢复了完

全失明小鼠的感光能力。盲小鼠rd1品系模拟人类视网膜色素变性(RP)，类似应用也可以治

疗干性老年型视黄斑变性(dry-AMD)最终导致失明的患者。目前中国有统计的盲人人口约

700万，保守估计符合基因治疗条条件的盲人患者不低于20万人。随着人口老龄化加重，人

均寿命的增长，AMD患者数量必然会进一步增加。基于ChR2的光遗传技术的基因治疗，是恢

复盲人感光能力的一个最有希望的治疗手段。

[0172] ChR2作为光遗传学工具的代表，光遗传学工具的应用不仅仅局限于盲人的视觉恢

复。光遗传学工具本质上是一个蛋白质光电开关，进一步改造可以构建光化学开关，乃至于

任何光控细胞生理效应开关。即理论上可以由光控制细胞内的一切生理生化过程，而且由

于光的特性，这种控制既可以精密到分子水平，也可以做组织器官甚至个体水平的宏观操

控。

[0173] 举例而言：

[0174] 1)大脑γ震荡频率在25赫兹至80赫兹，阿尔茨海默症(AD)患者往往伴随γ波损

伤。本发明人在2011年国家自然科学基金课题申请书中提及可以用ChR2调控大脑皮层基底

神经节β频率震荡，从而改善帕金森症(PD)的设想。2016年Ed  Boyden与蔡立慧教授应用光

遗传学工具成功控制大脑γ震荡，有效缓解实验小鼠的AD症状，大幅降低AD小鼠视皮层β淀

粉样蛋白沉积斑块。相关论文发表于自然(Nature)杂志。

[0175] 2)大脑杏仁核是控制人体动作、情感和恐惧的区域，在小鼠中分别用光控制负责

追捕和负责撕咬的神经，单独抑制追捕时老鼠仍然会撕咬，单独抑制撕咬则只追捕不撕咬。
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而光激活两个通路时，老鼠则不加选择地攻击遇到的任何障碍。相关论文2016年发表于细

胞(Cell)杂志。

[0176] 3)脑机界面。由于电极植入是损伤性且不可持续，哈佛医学院最近考虑用磁场刺

激替代，事实上，光遗传学工具才是最佳的选择。理论上说弱磁场刺激产生的弱电场对细胞

是无损的，较强磁场刺激对人体的危害仍然在评估中，而强磁场刺激毫无疑问是对人体有

害的。光作为一种特殊的电磁波，本身具有磁场的优点，在光遗传学工具的配合下，可以简

单类比为共振效应，必然以几何级数提高目的细胞的响应。因此，只需要使用较弱的光源就

能够达到较强磁场才能获得的效果，而脑神经细胞内所需定向导入的光遗传学工具只需事

先注射表达，在封闭无光刺激的大脑中不会产生任何副作用。

[0177] 4)非接触式给药，例如脉冲释放生长激素、神经递质、光控胰岛素合成等。华东师

大叶海峰团队用红外LED激活外源移植细胞表达胰岛素，成功缓解糖尿病模型小鼠的临床

症状，该研究最近发表于科学杂志转化医学子刊(Science  Translational  Medicine)。

[0178] 5)光起搏器。根据心脏节律控制的研究成果，将光遗传学工具导入心肌细胞，即可

建立光控心脏搏动节律。早期实验显示光控斑马鱼心动过速、心动过缓、房室传导阻滞和心

脏骤停都是可行的；在哺乳动物中则往往表现为干扰导致心律失常。最近研究显示心房、心

室浦肯野细胞或许是最佳的刺激对象，极微弱的光辐射即可诱导心肌细胞兴奋。联合使用

兴奋型和抑制型光遗传学工具有望开发出可供临床应用的光起搏器。

[0179] 6)非显性阈值下细胞膜去极化(或极化)调控。有文献证明这种不诱发细胞膜电位

的细胞膜电位变化对神经突触的可塑性具有调控作用，其可能的机理是通过调控神经突触

向细胞核传递的化学信号实现。这种应用不像神经电位开关那么明显，也缺乏合适的内参

照系，在研究和应用中面临实际挑战。

[0180] 7)独立光谱和独立遗传表达调控原件组合可以简单便捷地实现对生物体的复杂

调控。本发明人尝试过联合应用兴奋型工具ChR2和抑制型工具(halorhodopsin，HaloR)模

拟视网膜对光的“亮”/“暗”反应。本发明人也尝试过应用mGluR6启动子元件调控ChR2的视

双极细胞特异表达，本发明人还尝试过应用neuroligin-1(NLG-1)亚细胞定位信号定位表

达ChR2于神经细胞外周，从而在特定意义上实现视神经“外周”/“中心”视觉效应(surround 

or  off-center)。另一方面，目前已经报道的光遗传学工具激发光谱覆盖从紫外到红外全

波段，例如人眼敏感光谱为437、498、533和564nm，CoChR最大吸收光谱约440nm，ChR2最大吸

收光谱约470nm，ReaChR最大吸收光谱约530nm，Chrimson最大吸收光谱约580nm，可以同时

恢复人眼全光谱；精确的突变子筛选甚至可以获得与人眼感光谱完全一致的ChR突变子。

[0181] 在本发明提及的所有文献都在本申请中引用作为参考，就如同每一篇文献被单独

引用作为参考那样。此外应理解，在阅读了本发明的上述讲授内容之后，本领域技术人员可

以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限定的范

围。
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序列表

<110> 上海视霁生物工程有限公司

<120> 光敏感通道ChR2蛋白的优化表达及制备

<130>  P2018-0119

<160>  3

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  309

<212>  PRT

<213>  莱茵衣藻(Chlamydomonas  reinhardtii)

<400>  1

Met  Asp  Tyr  Gly  Gly  Ala  Leu  Ser  Ala  Val  Gly  Arg  Glu  Leu  Leu  Phe

1               5                   10                  15

Val  Thr  Asn  Pro  Val  Val  Val  Asn  Gly  Ser  Val  Leu  Val  Pro  Glu  Asp

            20                  25                  30

Gln  Cys  Tyr  Cys  Ala  Gly  Trp  Ile  Glu  Ser  Arg  Gly  Thr  Asn  Gly  Ala

        35                  40                  45

Gln  Thr  Ala  Ser  Asn  Val  Leu  Gln  Trp  Leu  Ala  Ala  Gly  Phe  Ser  Ile

    50                  55                  60

Leu  Leu  Leu  Met  Phe  Tyr  Ala  Tyr  Gln  Thr  Trp  Lys  Ser  Thr  Cys  Gly

65                  70                  75                  80

Trp  Glu  Glu  Ile  Tyr  Val  Cys  Ala  Ile  Glu  Met  Val  Lys  Val  Ile  Leu

                85                  90                  95

Glu  Phe  Phe  Phe  Glu  Phe  Lys  Asn  Pro  Ser  Met  Leu  Tyr  Leu  Ala  Thr

            100                 105                 110

Gly  His  Arg  Val  Gln  Trp  Leu  Arg  Tyr  Ala  Glu  Trp  Leu  Leu  Thr  Cys

        115                 120                 125

Pro  Val  Ile  Leu  Ile  His  Leu  Ser  Asn  Leu  Thr  Gly  Leu  Ser  Asn  Asp

    130                 135                 140

Tyr  Ser  Arg  Arg  Thr  Met  Gly  Leu  Leu  Val  Ser  Asp  Ile  Gly  Thr  Ile

145                 150                 155                 160

Val  Trp  Gly  Ala  Thr  Ser  Ala  Met  Ala  Thr  Gly  Tyr  Val  Lys  Val  Ile

                165                 170                 175

Phe  Phe  Cys  Leu  Gly  Leu  Cys  Tyr  Gly  Ala  Asn  Thr  Phe  Phe  His  Ala

            180                 185                 190

Ala  Lys  Ala  Tyr  Ile  Glu  Gly  Tyr  His  Thr  Val  Pro  Lys  Gly  Arg  Cys

        195                 200                 205

Arg  Gln  Val  Val  Thr  Gly  Met  Ala  Trp  Leu  Phe  Phe  Val  Ser  Trp  Gly
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    210                 215                 220

Met  Phe  Pro  Ile  Leu  Phe  Ile  Leu  Gly  Pro  Glu  Gly  Phe  Gly  Val  Leu

225                 230                 235                 240

Ser  Val  Tyr  Gly  Ser  Thr  Val  Gly  His  Thr  Ile  Ile  Asp  Leu  Met  Ser

                245                 250                 255

Lys  Asn  Cys  Trp  Gly  Leu  Leu  Gly  His  Tyr  Leu  Arg  Val  Leu  Ile  His

            260                 265                 270

Glu  His  Ile  Leu  Ile  His  Gly  Asp  Ile  Arg  Lys  Thr  Thr  Lys  Leu  Asn

        275                 280                 285

Ile  Gly  Gly  Thr  Glu  Ile  Glu  Val  Glu  Thr  Leu  Val  Glu  Asp  Glu  Ala

    290                 295                 300

Glu  Ala  Gly  Ala  Val

305

<210>  2

<211>  927

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  2

atggactatg  gcggcgcttt  gtctgccgtc  ggacgcgaac  ttttgttcgt  tactaatcct  60

gtggtggtga  acgggtccgt  cctggtccct  gaggatcaat  gttactgtgc  cggatggatt  120

gaatctcgcg  gcacgaacgg  cgctcagacc  gcgtcaaatg  tcctgcagtg  gcttgcagca  180

ggattcagca  ttttgctgct  gatgttctat  gcctaccaaa  cctggaaatc  tacatgcggc  240

tgggaggaga  tctatgtgtg  cgccattgaa  atggttaagg  tgattctcga  gttctttttt  300

gagtttaaga  atccctctat  gctctacctt  gccacaggac  accgggtgca  gtggctgcgc  360

tatgcagagt  ggctgctcac  ttgtcctgtc  atccttatcc  acctgagcaa  cctcaccggc  420

ctgagcaacg  actacagcag  gagaaccatg  ggactccttg  tctcagacat  cgggactatc  480

gtgtgggggg  ctaccagcgc  catggcaacc  ggctatgtta  aagtcatctt  cttttgtctt  540

ggattgtgct  atggcgcgaa  cacatttttt  cacgccgcca  aagcatatat  cgagggttat  600

catactgtgc  caaagggtcg  gtgccgccag  gtcgtgaccg  gcatggcatg  gctgtttttc  660

gtgagctggg  gtatgttccc  aattctcttc  attttggggc  ccgaaggttt  tggcgtcctg  720

agcgtctatg  gctccaccgt  aggtcacacg  attattgatc  tgatgagtaa  aaattgttgg  780

gggttgttgg  gacactacct  gcgcgtcctg  atccacgagc  acatattgat  tcacggagat  840

atccgcaaaa  ccaccaaact  gaacatcggc  ggaacggaga  tcgaggtcga  gactctcgtc  900

gaagacgaag  ccgaggccgg  agccgtg  927

<210>  3

<211>  927

<212>  DNA

<213>  莱茵衣藻(Chlamydomonas  reinhardtii)

<400>  3
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atggattatg  gaggcgccct  gagtgccgtt  gggcgcgagc  tgctatttgt  aacgaaccca  60

gtagtcgtca  atggctctgt  acttgtgcct  gaggaccagt  gttactgcgc  gggctggatt  120

gagtcgcgtg  gcacaaacgg  tgcccaaacg  gcgtcgaacg  tgctgcaatg  gcttgctgct  180

ggcttctcca  tcctactgct  tatgttttac  gcctaccaaa  catggaagtc  aacctgcggc  240

tgggaggaga  tctatgtgtg  cgctatcgag  atggtcaagg  tgattctcga  gttcttcttc  300

gagtttaaga  acccgtccat  gctgtatcta  gccacaggcc  accgcgtcca  gtggttgcgt  360

tacgccgagt  ggcttctcac  ctgcccggtc  attctcattc  acctgtcaaa  cctgacgggc  420

ttgtccaacg  actacagcag  gcgcaccatg  ggtctgcttg  tgtctgatat  tggcacaatt  480

gtgtggggcg  ccacttccgc  catggccacc  ggatacgtca  aggtcatctt  cttctgcctg  540

ggtctgtgtt  atggtgctaa  cacgttcttt  cacgctgcca  aggcctacat  cgagggttac  600

cacaccgtgc  cgaagggccg  gtgtcgccag  gtggtgactg  gcatggcttg  gctcttcttc  660

gtatcatggg  gtatgttccc  catcctgttc  atcctcggcc  ccgagggctt  cggcgtcctg  720

agcgtgtacg  gctccaccgt  cggccacacc  atcattgacc  tgatgtcgaa  gaactgctgg  780

ggtctgctcg  gccactacct  gcgcgtgctg  atccacgagc  atatcctcat  ccacggcgac  840

attcgcaaga  ccaccaaatt  gaacattggt  ggcactgaga  ttgaggtcga  gacgctggtg  900

gaggacgagg  ccgaggctgg  cgcggtc  927
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图1
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图2
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图3
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