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(57)摘要

提供了分离的重组流感病毒以及制备和使

用所述病毒的方法，所述重组流感病毒具有PA、

PB1、PB2、NP、NS、M、NA和HA病毒区段，其中所述

PB1病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之

外的残基的PB1或者所述M病毒区段编码在第128

位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1，其中所述重

组流感病毒相对于相应流感病毒具有增强的复

制，所述相应流感病毒具有编码在第711位具有

异亮氨酸的PB1的PB1病毒区段或具有编码在第

128位具有甲硫氨酸的M1的M病毒区段。
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1.分离的重组流感病毒，其具有PA、PB1、PB2、NP、NS、M、NA和HA病毒区段，其中所述PB1

病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1，或者所述M病毒区段编码在第

128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1，其中所述重组流感病毒相对于相应流感病毒具有

增强的复制，所述相应流感病毒具有编码在第711位具有异亮氨酸的PB1的PB1病毒区段或

具有编码在第128位具有甲硫氨酸的M1的M病毒区段。

2.权利要求1所述的重组病毒，其中所述PB1病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸

之外的残基的PB1，并且所述M病毒区段编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1。

3.权利要求1或2所述的重组病毒，其中所述PA病毒区段编码这样的PA，其在第105位具

有除苯丙氨酸之外的残基、在第142位具有除赖氨酸之外的残基、在第149位具有除丝氨酸

之外的残基、在第225位具有除丝氨酸之外的残基、在第56位具有除赖氨酸之外的残基、在

第357位具有除苏氨酸之外的残基、在第401位残基处具有除精氨酸之外的残基、或在第550

位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合。

4.权利要求1至3中任一项所述的重组病毒，其中所述PB1病毒区段还编码这样的PB1，

其在第40位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第112位具有除谷氨酸之外的残基、在第180位

具有除甘氨酸之外的残基、或在第247位残基处具有除谷氨酰胺之外的残基、或其任意组

合。

5.权利要求1至4中任一项所述的重组病毒，其中所述PB2病毒区段编码这样的PB2，其

在第202位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第323位具有除苯丙氨酸之外的残基、或在第504

位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合。

6.权利要求1至5中任一项所述的重组病毒，其中所述NP病毒区段编码这样的NP，其在

第74位具有除精氨酸之外的残基、在第116位具有除异亮氨酸之外的残基、或在第417位具

有除天冬酰胺之外的残基、或其任意组合。

7.权利要求1至6中任一项所述的重组病毒，其中所述NS病毒区段编码这样的NS1，其在

第30位具有除丙氨酸之外的残基、在第55位具有除赖氨酸之外的残基、或在第118位具有除

精氨酸之外的残基、或其任意组合。

8.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或

M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1

中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C，在PB1中第247位具有H、R、K、D、E、D或E，或其任意组

合。

9.权利要求1至8中任一项所述的重组病毒，其在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在NP

中第116位具有L、V、G、A、S、C或T，在NP中第417位具有D、E、Q、K或H，或其任意组合。

10.权利要求1至9中任一项所述的重组病毒，其在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、

C或T，在第55位具有E、D、Q或N，在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N，在M1中第128位具有L、

I、V、G、A、S、C或T，或其任意组合。

11.权利要求1至10中任一项所述的重组病毒，其在PA中第142位具有C、L、I、V、G、A或T，

在PA中第225位具有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q，或其任意组合。

12.权利要求1至11中任一项所述的重组病毒，其在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C

或M，在PB2中第202位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C，或其任

意组合。
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13.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或

M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C；在

NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或T；在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，在NS1中第

118位具有K、H、D、E、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第401位具有K、H、

D、E、N或Q；在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任意组合。

14.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或

M，在PB1中第247位具有H、R、K、D、E、D或E；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N；在NS1中第55位

具有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第142位具有C、L、I、V、G、A或

T；在PB2中第202位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C；或其任意

组合。

15.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或

M，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T、I或C；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在NP中第417

位具有D、E、Q、K或H；在第55位具有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA

中第225位具有C、L、I、V、G、A或T；在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任意组合。

16.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PA中具有142N、225C、356R或550L；在

PB1中具有112G、247H、507V或644A中的一个或更多个；在PB2中具有202L、323L或504V中的

一个或更多个；在NP中具有74K、112L、116L、417D或442A中的一个或更多个；在M1中具有97A

和/或100H；和/或在NS1中具有55E和/或140Q，或其任意组合。

17.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其具有以下中的至少一个：在PB2中具有

202L和/或323L、在PBl中具有247H、或在NP中具有74K，并且任选地具有以下中的至少一个：

在PA1中具有142N、在NS1中具有55K、或在M1中具有97A和/或100H。

18.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其具有以下中的至少一个：在PB2中具有

202L和/或323L、在PB1中具有247H、或在NP中具有74K，并且具有以下中的至少一个：在PA1

中具有142N、在NS1中具有55K、或在M1中具有97A和/或100H。

19.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PB2中具有202L和/或323L或504V。

20.权利要求1至7或19中任一项所述的重组病毒，其在PB1中具有247H或40L/180W。

21.权利要求1至7或19至20中任一项所述的重组病毒，其在NS1中具有55E或30P/188K。

22.权利要求1至7或19至21中任一项所述的重组病毒，其在PA中具有142C或401K。

23.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在NP中具有74K或116L。

24.权利要求1至7中任一项所述的重组病毒，其在PB2中具有504V、在PB1中具有40L和

180W、在PA中具有401K、在NP中具有116L、在NS1中具有30P/118K、或其任意组合。

25.权利要求1至7或24中任一项所述的重组病毒，其在NP中具有74K、116L或417D。

26.权利要求1至7或24或25中任一项所述的重组病毒，其在NS1中具有30P、55E或118K。

27.权利要求1至7或24至26中任一项所述的重组病毒，其在PA中具有225C或401K。

28.权利要求1至27中任一项所述的重组病毒，其中所述病毒在PB1中第711位具有V、A、

L、G、S、T、C或M。

29.权利要求1至27中任一项所述的重组病毒，其中所述病毒在M1中第128位具有L、I、

V、G、A、S、C或T。

30.权利要求1至29中任一项所述的重组病毒，其在PB1、PB2或PA中任一个的病毒区段
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中第4位具有U。

31.权利要求1至29中任一项所述的重组病毒，其在PB1、PB2和PA的病毒区段中第4位具

有U。

32.权利要求1至31中任一项所述的重组病毒，其在PB1中第711位具有V、A、L、G或T，并

且在M1中第128位具有L、I、V、G、A或T。

33.权利要求1至32中任一项所述的重组病毒，其中所述PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区

段包含以下中至少一个的序列：具有由SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列的PB1或与由SEQ  ID 

NO：2编码的PB1具有至少95％氨基酸序列同一性的PB1；具有由SEQ  ID  NO：3编码的氨基酸

序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：3编码的PB2具有至少95％氨基酸序列同一性的PB2；具有由

SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列的PA或与由SEQ  ID  NO：1编码的PA具有至少95％氨基酸序

列同一性的PA；具有由SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序列的NP或与由SEQ  ID  NO：4编码的NP具

有至少95％氨基酸序列同一性的NP；具有由SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序列的M1和/或M2或

与由SEQ  ID  NO：5编码的M1和/或M2具有至少95％氨基酸序列同一性的M1和/或M2；或具有

由SEQ  ID  NO：6编码的氨基酸序列的NS1和/或NS2或与由SEQ  ID  NO：6编码的NS1和/或NS2

具有至少95％氨基酸序列同一性的NS1和/或NS2，或者其中所述PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒

区段包含以下中至少一个的序列：具有由SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列的PB1或与由SEQ 

ID  NO：10编码的PB1具有至少95％氨基酸序列同一性的PB1；具有由SEQ  ID  NO：11编码的氨

基酸序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：11编码的PB2具有至少95％氨基酸序列同一性的PB2；具

有由SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列的PA或与由SEQ  ID  NO：12编码的PA具有至少95％氨

基酸序列同一性的PA；具有由SEQ  ID  NO：13编码的氨基酸序列的NP或与由SEQ  ID  NO：13编

码的NP具有至少95％氨基酸序列同一性的NP；具有由SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸序列的M1

和/或M2或与由SEQ  ID  NO：14编码的M1和/或M2具有至少95％氨基酸序列同一性的M1和/或

M2；或具有由SEQ  ID  NO：15编码的氨基酸序列的NS1和/或NS2或与由SEQ  ID  NO：15编码的

NS1和/或NS2具有至少95％氨基酸序列同一性的NS1和/或NS2。

34.具有权利要求1至33中任一项所述的分离的重组病毒的疫苗。

35.用于制备重配株的多种流感病毒载体，其包含

a)包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA

之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操作地连接的启动子的

用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB2  DNA可操作地连接的

启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒HA  DNA可操作地

连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NP  DNA可

操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NA 

DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感

病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及包含与连接于转录终止

序列的流感病毒NS  cDNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体，其中所述用于

vRNA之产生的载体中的所述PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种或更多种流感疫苗病毒分

离株，其中用于NA  vRNA之产生的所述载体中的所述NA  DNA具有异源NA的序列，并且其中用

于HA  vRNA之产生的所述载体中的所述HA  DNA具有异源HA的序列，其中所述PB1  DNA编码在

第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1或者所述M  DNA编码在第128位具有除甲硫氨酸
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之外的残基的M1；以及

b)包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、

包含与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

包含与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

任选地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包

含与编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与

编码流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包含与编

码流感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。

36.权利要求35所述的载体，其中所述用于vRNA之产生的载体中的所述PB1、PB2、PA、

NP、NS和M  DNA具有这样的序列，其对应于编码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15编码的相应多

肽具有至少95％氨基酸序列同一性的多肽的序列。

37.权利要求35或36所述的载体，其中用于vRNA载体的所述启动子是RNA聚合酶I启动

子、RNA聚合酶II启动子、RNA聚合酶III启动子、T3启动子或T7启动子。

38.权利要求35、36或37中任一项所述的载体，其中所述HA是H1、H2、H3、H5、H6、H7、H9或

H10。

39.权利要求35至38中任一项所述的载体，其中所述PA、PB1和PB2病毒区段并且任选地

NP、NS和M病毒区段具有启动子C至a突变。

40.制备流感病毒的方法，其包括：使细胞与有效产生感染性流感病毒之量的以下接

触：

包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之

产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操作地连接的启动子的用

于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB2  DNA可操作地连接的启

动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒HA  DNA可操作地连

接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NP  DNA可操

作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NA 

DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感

病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及包含与连接于转录终止

序列的流感病毒NSDNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体，其中所述用于

vRNA之产生的载体中的所述PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种或更多种流感疫苗病毒分

离株，其中用于NA  vRNA之产生的所述载体中的所述NA  DNA具有异源NA的序列，并且其中用

于HA  vRNA之产生的所述载体中的所述HA  DNA具有异源HA的序列，其中所述PB1  DNA编码在

第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1或者所述M  DNA编码在第128位具有除甲硫氨酸

之外的残基的M1；以及

包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、

包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含

与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及包含

与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及任选
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地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包

含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与

编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与编码

流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包含与编码流

感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。

41.权利要求40所述的方法，其中所述细胞是禽类细胞或哺乳动物细胞。

42.权利要求41所述的方法，其中所述细胞是Vero细胞、人细胞或MDCK细胞。

43.权利要求40至42中任一项所述的方法，其中所述用于vRNA之产生的载体中的所述

PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA具有这样的序列，其对应于编码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15

编码的相应多肽具有至少95％氨基酸序列同一性的多肽的序列。

44.权利要求40至43中任一项所述的方法，其还包括分离所述病毒。

45.权利要求40至44中任一项所述的方法，其中所述PB1病毒区段编码在第711位具有

除异亮氨酸之外的残基的PB1并且所述M病毒区段编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残

基的M1。

46.权利要求40至45中任一项所述的方法，其中所述PA病毒区段编码这样的PA，其在第

105位具有除苯丙氨酸之外的残基、在第142位具有除赖氨酸之外的残基、在第149位具有除

丝氨酸之外的残基、在第225位具有除丝氨酸之外的残基、在第356位具有除赖氨酸之外的

残基、在第357位具有除苏氨酸之外的残基、在第401位残基处具有除精氨酸之外的残基、或

在第550位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合；或者其中所述PB1病毒区段还编码

这样的PB1，其在第40位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第112位具有除谷氨酸之外的残基、

在第180位具有除甘氨酸之外的残基、或在第247位残基处具有除谷氨酰胺之外的残基、或

其任意组合；或者其中所述PB2病毒区段编码这样的PB2，其在第202位具有除甲硫氨酸之外

的残基、在第323位具有除苯丙氨酸之外的残基、或在第504位具有除异亮氨酸之外的残基、

或其任意组合；或者其中所述NP病毒区段编码这样的NP，其在第74位具有除精氨酸之外的

残基、在第116位具有除异亮氨酸之外的残基、或在第417位具有除天冬酰胺之外的残基、或

其任意组合；或者其中所述NS病毒区段编码这样的NS1，其在第30位具有除丙氨酸之外的残

基、在第55位具有除赖氨酸之外的残基或在第118位具有除精氨酸之外的残基、或其任意组

合。

47.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB1中第711位具有V、A、L、

G、S、T、C或M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T、I

或C，在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C，在PB1中第247位具有H、R、K、D、E、D或E，

或其任意组合；或者在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或

T，在NP中第417位具有D、E、Q、K或H，或其任意组合；或者在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、

G、S、C或T，在第55位具有E、D、Q或N，在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N，在M1中第128位具

有L、I、V、G、A、S、C或T，或其任意组合；或者在PA中第142位具有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第

225位具有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q，或其任意组合；或者在PB2

中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB2中第202位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位

具有A、L、G、S、T、I或C，或其任意组合。

48.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB1中第711位具有V、A、L、
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G、S、T、C或M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、

T、I或C；在NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或T；在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，

在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第401

位具有K、H、D、E、N或Q；在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任意组合。

49.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB1中第711位具有V、A、L、

G、S、T、C或M，在PB1中第247位具有H、R、K、D、E、D或E；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N；在

NS1中第55位具有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第142位具有C、

L、I、V、G、A或T；在PB2中第202位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或

C；或其任意组合。

50.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB1中第711位具有V、A、L、

G、S、T、C或M，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T、I或C；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在

NP中第417位具有D、E、Q、K或H；在第55位具有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C

或T；在PA中第225位具有C、L、I、V、G、A或T；在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任

意组合。

51.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PA中具有142N、225C、356R

或550L中的一个或更多个；在PB1中具有112G、247H、507V或644A中的一个或更多个；在PB2

中具有202L、323L或504V中的一个或更多个；在NP中具有74K、112L、116L、417D或442A中的

一个或更多个；在M1中具有97A和/或100H；和/或NS1中具有55E和/或140Q，或其任意组合。

52.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒具有以下中的至少一个：在

PB2中具有202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具有74K，并且任选地具有以下中的

至少一个：在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具有97A和/或100H。

53.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒具有以下中的至少一个：在

PB2中具有202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具有74K，并且具有以下中的至少一

个：在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具有97A和/或100H。

54.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB2中具有202L和/或323L。

55.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB1中具有247H。

56.权利要求40至46或55中任一项所述的方法，其中所述病毒在NS1中具有55E。

57.权利要求40至46或55或56中任一项所述的方法，其中所述病毒在PA中具有142C。

58.权利要求40至46或55至57中任一项所述的方法，其中所述病毒在NP中具有74K。

59.权利要求40至46中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB2中具有504V、在PB1中具

有40L和180W、在PA中具有401K、在NP中具有116L、在NS1中具有30P和118K，或其任意组合。

60.权利要求40至46或59中任一项所述的方法，其中所述病毒在NP中具有74K、116L或

417D。

61.权利要求40至46或59或60中任一项所述的方法，其中所述病毒在NS1中具有30P、

55E或118K。

62.权利要求40至46或59至61中任一项所述的方法，其中所述病毒在PA中具有225C或

401K。

63.权利要求54至62中任一项所述的方法，其中所述病毒在PB1中第711位具有V、A、L、

G、S、T、C或M。
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64.权利要求54至63中任一项所述的方法，其中所述病毒在M1中第128位具有L、I、V、G、

A、S、C或T。

65.权利要求40至64中任一项所述的方法，其中PA、PB1或PB2病毒区段中的至少一个具

有C至U启动子突变。

66.通过权利要求40至65中任一项所述的方法获得的病毒。

67.对禽类或哺乳动物进行免疫接种的方法，其包括：向所述禽类或所述哺乳动物施用

有效量的包含权利要求1至33中任一项所述的重组病毒的组合物。

68.权利要求67所述的方法，其中所述哺乳动物是人。

69.权利要求67或68所述的方法，其中注射所述组合物。

70.权利要求67或68所述的方法，其中将所述组合物施用于上呼吸道。
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用于疫苗开发的改进的流感病毒复制

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2019年5月1日提交的美国申请No.62/841，491的申请日的权益，其

公开内容通过引用并入本文。

[0003] 政府权利声明

[0004] 本发明是在国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的

HHSN272201400008C的政府支持下完成的。政府在本发明中享有一定权利。

[0005] 序列表

[0006] 本申请包含已通过EFS‑Web以ASCII格式提交并且在此通过引用整体并入的序列

表。在2020年5月1日创建的所述ASCII拷贝被命名为800106WO1 .TXT并且大小为69,632字

节。

背景技术

[0007] 流感(influenza)是一些哺乳动物中的主要呼吸系统疾病，并且每年都会造成大

量的发病率和经济损失。另外，流感病毒感染可在一些禽类类物质中引起严重的全身性疾

病，导致死亡。流感病毒基因组的分段性质允许在感染了两种或更多种流感病毒的细胞中

在病毒复制期间进行区段重配。与遗传突变和漂移(drift)组合的区段重配可随时间推移

产生大量不同的流感病毒毒株。新毒株在其血凝素(hemagglutinin，HA)和/或神经氨酸酶

(NA)蛋白中表现出抗原变异，并且特别是编码HA蛋白的基因具有高变异率。用于预防流感

的主要的目前实践方法是疫苗接种。由于流感HA蛋白是宿主对病毒的保护性免疫应答的主

要靶抗原并且是高度可变的，因此流感病毒的分离以及与近期暴发相关的病毒中HA抗原的

鉴定和表征对于疫苗产生是重要的。基于患病率和预测，疫苗旨在刺激针对主要和预期流

感病毒毒株的保护性免疫应答(Park  et  al.，2004)。

[0008] 流感病毒存在三种一般类型，即甲型、乙型和丙型，其均由在其内部蛋白质之间不

存在血清学交叉反应性来定义。甲型流感病毒基于其糖蛋白(HA和NA蛋白)的抗原性和遗传

差异进一步分为亚型。所有已知HA和NA亚型(H1至H16和N1至N9)中的大多数均从水禽类

(aquatic  bird)中分离，水禽类被认为充当流感的天然储库。H1N1大流行性病毒在2009年

引起了大流行。2009年测试的第一批疫苗候选物没有生长至高滴度，这表明需要开发赋予

疫苗病毒候选物以有效复制的疫苗病毒骨架。

[0009] 发明概述

[0010] 使用了数种策略(包括随机诱变和潜在生长增强突变的综合测试)来开发在培养

的细胞和/或含胚鸡卵(embryonated  chicken  egg)中复制至高滴度的甲型流感/Puerto 

Rico/8/34(H1N1；通常用于产生灭活流感疫苗的毒株)病毒。鉴定了提高流感疫苗病毒产量

的许多生长增强突变。流感病毒多肽中的单独生长增强残基可与相同流感病毒多肽中的一

个或更多个其他生长增强残基组合，或与其他流感病毒多肽中的一个或更多个其他生长增

强残基组合，以及与病毒非编码区(例如，启动子序列)中的生长增强核苷酸组合。例如，聚

合酶蛋白中的一个或更多个生长增强残基，例如PB2中1、2、3、4、5、6、7个或更多个生长增强
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残基，PB1中1、2、3、4、5、6、7个或更多个，例如多至12、13、14或15个生长增强残基，PA中1、2、

3或4个或更多个生长增强残基，或NP中1、2、3或4个生长增强残基，M中1、2、3或4个生长增强

残基，例如M1中1、2或3个生长增强残基，NS1中1、2或3个生长增强残基，或病毒非编码序列

(例如，启动子序列)中生长增强残基或核苷酸的任意组合，可在制备流感病毒(例如，用于

疫苗)时组合以增强病毒滴度。在一个实施方案中，病毒启动子序列中的生长增强核苷酸可

被引入至病毒区段，或者当存在于病毒区段中时可以选择包含在流感病毒中。在一个实施

方案中，HA中和/或NA中的生长增强残基可被引入到流感病毒中的HA病毒区段或NA病毒区

段中，或者当存在于HA或NA中时，选择包含在流感病毒中的HA病毒区段或NA病毒区段中。在

一个实施方案中，一个或更多个生长增强残基可将病毒生长增强至少1.2、2、2.8、4、3、5、6、

8、10、100或200倍或更高。

[0011] 提高病毒在细胞培养物和/或含胚鸡卵中的复制能力的突变可用于扩增流感病毒

并建立稳健的流感疫苗平台。目前，大多数流感疫苗是在含胚鸡卵中产生的。在MDCK细胞中

产生的流感疫苗现在在美国和欧洲被批准用于人用，而来源于Vero细胞的流感疫苗在欧洲

被批准用于人用。具有疫苗病毒分离株(例如，UW‑PR8(参见实施例1))的“内部”病毒基因

(即，除编码病毒表面糖蛋白HA和NA的那些之外的所有病毒基因)中的随机突变的病毒文库

在MDCK细胞中产生并传代。鉴定的突变在MDCK细胞中导致更高的病毒滴度(并且还可以在

Vero细胞和/或含胚鸡卵中提高病毒滴度)，从而允许更高效的流感病毒生长和更具成本效

益的疫苗产生。此外，先前描述的突变提高了UW‑PR8疫苗骨架病毒的复制能力。除了六个内

部病毒区段的编码区中的突变之外，还观察到非编码区中的突变会提高病毒滴度，包括启

动子突变，例如来自PB2、PB1和/或PA  vRNA区段的3’端的第4位处的C至U突变。所得序列也

可以是经密码子使用优化的，例如经优化以在哺乳动物细胞(例如犬细胞或灵长类细胞)或

禽类细胞(例如，鸡胚)中表达。突变可以以多种组合使用，结果受使用的细胞系(或卵)和病

毒复制所期望的改进水平的影响。

[0012] 本发明提供了分离的重组(例如，重配(reassortant))流感病毒，其在PA、PB1、

PB2、NP、M(编码M1和M2蛋白)和/或NS(编码NS1和NS2蛋白)的一个或更多个病毒区段中的一

个或更多个指定位置具有选定氨基酸残基，例如在PB1、PB2和NS1；PA、PB1、PB2、NP和NS1；

PB1、PB2、NP、M1和NS1；PA、PB1、PB2、NP和NS1；或PA、PB1、PB2、NP、M1和NS1的指定位置处具有

选定氨基酸残基，并且包含目的HA和NA基因/蛋白，例如来自年度流行和大流行毒株，所述

病毒与亲本病毒相比通过细胞培养物(在MDCK或Vero细胞中)或在含胚鸡卵中更高效且更

具成本效益地产生。本文中使用的病毒中的“病毒区段”意指流感vRNA序列，而用于产生病

毒区段的转录盒中的“病毒区段”意指当被引入到细胞或合适的无细胞系统中并被转录时

产生流感vRNA或cRNA的序列。重组病毒也可通过从转录盒产生流感病毒正义cRNA(plus‑

sense  cRNA)来获得。

[0013] 在一个实施方案中，分离的重组流感病毒具有来自第一流感病毒分离株的PA、

PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段、异源或嵌合流感病毒NA病毒区段和异源或嵌合HA病毒区段，

其中PB1病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1，或M病毒区段编码在第

128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1，其中重组流感病毒相对于相应流感病毒(例如，在

MDCK细胞、Vero细胞或卵中)具有增强的复制，该相应流感病毒具有编码在第711位具有异

亮氨酸的PB1的PB1病毒区段或具有编码在第128位具有甲硫氨酸的M1的M病毒区段。在一个
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实施方案中，PB1病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1，并且M病毒区

段编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1。在一个实施方案中，PA病毒区段编码这

样的PA，其在第105位具有除苯丙氨酸之外的残基、在第142位具有除赖氨酸之外的残基、在

第149位具有除丝氨酸之外的残基、在第225位具有除丝氨酸之外的残基、在第356位具有除

赖氨酸之外的残基、在第357位具有除苏氨酸之外的残基、在第401位残基处具有除精氨酸

之外的残基、或在第550位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，

PB1病毒区段还编码这样的PB1，其在第40位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第112位具有除

谷氨酸之外的残基、在第180位具有除甘氨酸之外的残基，或在第247位残基处具有除谷氨

酰胺之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，PB2病毒区段编码这样的PB2，其在第

202位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第323位具有除苯丙氨酸之外的残基、或在第504位具

有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，NP病毒区段编码这样的NP，

其在第74位具有除精氨酸之外的残基、在第116位具有除异亮氨酸之外的残基、或在第417

位具有除天冬酰胺之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，NS病毒区段编码这样的

NS1，其在第30位具有除丙氨酸之外的残基、在第55位具有除赖氨酸之外的残基或在第118

位具有除精氨酸之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，重组病毒在PB1中第711位

具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第112位具有A、L、

G、V、S、T、I或C，在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C，在PB1中第247位具有H、R、K、

D、E、D或E，或其任意组合。在一个实施方案中，重组病毒在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，

在NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或T，在NP中第417位具有D、E、Q、K或H，或其任意组合。在一

个实施方案中，重组病毒在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，在第55位具有E、D、Q

或N，在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N，在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T，或其任意

组合。在一个实施方案中，重组病毒在PA中第142位具有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第225位具

有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q，或其任意组合。在一个实施方案中，

重组病毒在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB2中第202位具有A、L、G、S、T、I或C，

在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C，或其任意组合。在一个实施方案中，重组病毒在PB1

中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第180

位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C；在NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或T；在NS1中第30位具有

P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、

A、S、C或T；在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q；在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或

其任意组合。在一个实施方案中，重组病毒在PB2中具有504V。在一个实施方案中，重组病毒

在NP中具有74K、116L或417D。在一个实施方案中，重组病毒在NS1中具有30P、55E或118K。在

一个实施方案中，重组病毒在PA中具有225C或401K。在一个实施方案中，重组病毒在PB1中

第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M。在一个实施方案中，重组病毒在M1中第128位具有L、I、V、

G、A、S、C或T。在一个实施方案中，重组病毒在PB1、PB2或PA中任一个的病毒区段中第4位具

有U。在一个实施方案中，重组病毒在PB1、PB2和PA的病毒区段中在第4位具有U。在一个实施

方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段包含以下中至少一个的序列：具有由SEQ  ID  NO：2

编码的氨基酸序列的PB1或与由SEQ  ID  NO：2编码的PB1具有至少95％氨基酸序列同一性的

PB1；具有由SEQ  ID  NO：3编码的氨基酸序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：3编码的PB2具有至少

95％氨基酸序列同一性的PB2；具有由SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列的PA或与由SEQ  ID 
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NO：1编码的PA具有至少95％氨基酸序列同一性的PA；具有由SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序

列的NP或与由SEQ  ID  NO：4编码的NP具有至少95％氨基酸序列同一性的NP；具有由SEQ  ID 

NO：5编码的氨基酸序列的M1和/或M2或与由SEQ  ID  NO：5编码的M1和/或M2具有至少95％氨

基酸序列同一性的M1和/或M2；或具有由SEQ  ID  NO：6编码的氨基酸序列的NS1和/或Ns2或

与由SEQ  ID  NO：6编码的NS具有至少95％氨基酸序列同一性的NS1和/或NS2，或者其中所述

PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段包含以下中至少一个的序列：具有由SEQ  ID  NO：10编码的

氨基酸序列的PB1或与由SEQ  ID  NO：10编码的PB1具有至少95％氨基酸序列同一性的PB1；

具有由SEQ  ID  NO：11编码的氨基酸序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：11编码的PB2具有至少

95％氨基酸序列同一性的PB2；具有由SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列的PA或与由SEQ  ID 

NO：12编码的PA具有至少95％氨基酸序列同一性的PA；具有由SEQ  ID  NO：13编码的氨基酸

序列的NP或与由SEQ  ID  NO：13编码的NP具有至少95％氨基酸序列同一性的NP；具有由SEQ 

ID  NO：14编码的氨基酸序列的M1和/或M2或与由SEQ  ID  NO：14编码的M1和/或M2具有至少

95％氨基酸序列同一性的M1和/或M2；或具有由SEQ  ID  NO：15编码的氨基酸序列的NS1和/

或NS2或与由SEQ  ID  NO：15编码的NS1和/或NS2具有至少95％氨基酸序列同一性的NS1和/

或NS2。在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段中的两个具有本文中公开的改

变中的至少一种。在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段中的三个具有本文中

公开的改变中的至少一种。在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段中的四个具

有本文中公开的改变中的至少一种。在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段中

的五个具有本文中公开的改变中的至少一种。在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病

毒区段具有本文中公开的改变中的至少一种。

[0014] 还提供了制备流感病毒的方法，其包括：使细胞与有效产生感染性流感病毒之量

的以下接触：包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接的启动子的用于

vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操作地连接的启动

子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB2  DNA可操作地连

接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒HA  DNA可操

作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NP 

DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感

病毒NA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列

的流感病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及包含与连接于转

录终止序列的流感病毒NS  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体，其中用于

vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种或更多种流感疫苗病毒分离

株，其中用于NA  vRNA之产生的载体中的NA  DNA具有异源NA的序列，并且其中用于HA  vRNA

之产生的载体中的HA  DNA具有异源HA的序列，其中所述PB1  DNA编码在第711位具有除异亮

氨酸之外的残基的PB1或所述M  DNA编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1；以及

包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含

与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与编

码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及包含与编

码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及任选地包

含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与
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编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与编码

流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与编码流感

病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包含与编码流感病

毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。在一个实施方案中，细

胞是禽类细胞或哺乳动物细胞。在一个实施方案中，细胞是Vero细胞、人细胞或MDCK细胞。

细胞在禽类卵中。

[0015] 还提供了使用所述重组病毒的方法。在一个实施方案中，向禽类或哺乳动物施用

有效诱导免疫应答的病毒的量。

[0016] 在一个实施方案中，本发明提供了分离的重组重配流感病毒，其具有来自疫苗流

感病毒的在本文中所述的指定位置处具有两个或更多个选定氨基酸残基的六个“内部”病

毒区段，和选自第一流感病毒分离株的NA病毒区段，和来自相同分离株或不同分离株的HA

病毒区段。

[0017] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是在PA、PB1、PB2、NP、M1和/或NS1中的一

个、两个、三个或更多个中在如本文中所公开的指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与

由SEQ  ID  No .1至6或10至15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、

97％、98％或99％(包括80至99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列的重

组流感病毒。除指定残基之外的残基可以是保守替换。保守氨基酸替换是指具有相似侧链

的残基的可互换性。例如，具有脂肪族侧链的一组氨基酸是甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸

和异亮氨酸；具有脂肪族‑羟基侧链的一组氨基酸是丝氨酸和苏氨酸；具有含酰胺侧链的一

组氨基酸是天冬酰胺和谷氨酰胺；具有芳香族侧链的一组氨基酸是苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸；具有碱性侧链的一组氨基酸是赖氨酸、精氨酸和组氨酸；以及具有含硫侧链的一组氨

基酸是半胱氨酸和甲硫氨酸。在一个实施方案中，保守氨基酸替换组是：苏氨酸‑缬氨酸‑亮

氨酸‑异亮氨酸‑丙氨酸或缬氨酸‑亮氨酸‑异亮氨酸‑丙氨酸；苯丙氨酸‑酪氨酸；赖氨酸‑精

氨酸；丙氨酸‑缬氨酸；谷氨酸‑天冬氨酸；和天冬酰胺‑谷氨酰胺。

[0018] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中的指定位置处具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10

至15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80

至99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有除PA

中R401、PB1中M40或G180、PB2中I504、NP中I116和/或NS1中A30或R118，或其任意组合之外

的残基，以及除PB1中I711或M1中M128之外的残基的多肽。

[0019] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至

99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有除PA中

R401、PB1中M40或G180、PB2中I504、NP中I116和/或NS1中A30或R118、或其任意组合之外的

残基，以及除PB1中I711或M1中M128之外的残基的多肽。

[0020] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至
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99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有相对于

PA中R401、PB1中M40或G180、PB2中I504、NP中I116和/或NS1中A30或R118，或其任意组合的

非保守替换，以及相对于PB1中I711的保守替换或相对于M1中M128的保守替换的残基的多

肽。

[0021] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至

99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有相对于

PA中R401、PB1中M40或G180、PB2中I504、NP中I116和/或NS1中A30或R118，或其任意组合的

非保守替换，以及相对于PB1中I711的保守替换和相对于M1中M128的保守替换的残基的多

肽。

[0022] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至

99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有相对于

PA中R401、PB1中M40或G180、PB2中I504、NP中I116和/或NS1中A30或R118，或其任意组合的

非保守替换，以及相对于PB1中I711的保守替换或相对于M1中M128的非保守替换的残基的

多肽。

[0023] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至

99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有相对于

PA中R401、PB1中M40或G180、PB2中I504、NP中I116和/或NS1中A30或R118，或其任意组合的

非保守替换，以及相对于PB1中I711的保守替换和相对于M1中M128的非保守替换的残基的

多肽。

[0024] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、MI和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至

99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有以下的

多肽：除PA中R401之外的保守残基，除PB1中M40或G180之外的非保守残基，除PB2中I504和

NP中I116之外的保守残基，在NS1中在A30的非保守残基或在R118的保守残基、或其任意组

合，以及除PB1中I711之外的保守残基或除M1中M128之外的非保守残基。

[0025] 在一个实施方案中，本发明的流感病毒是这样的重组流感病毒，其在PA、PB1、PB2、

NP、M1和/或NS1中在指定位置具有特定氨基酸残基，并且具有与由SEQ  ID  No.1至6或10至

15之一编码的相应多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至

99之间的任何整数)连续氨基酸序列同一性的氨基酸序列，所述相应多肽例如，具有以下的

多肽：除PA中R401之外的保守残基，除PB1中M40或G180之外的非保守残基，除PB2中I504和

NP中I116之外的保守残基，在NS1中在A30的保守残基或在R118的保守残基、或其任意组合，

以及除PB1中I711之外的保守残基和除M1中M128之外的非保守残基。
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[0026] 还包括在本文中所述的指定位置所选定氨基酸残基的任意组合。

[0027] 具有指定位置处残基的PA、PB1、PB2、NP、M和/或NS的病毒区段可以与HA(例如H1、

H2、H3、H4、H5、H6、H7、H8、H9、H10、H11、H12、H13、H14、H15、H16或H17)的病毒区段和NA(例如

N1、N2、N3、N4、N5、N6、N7、N8、N9或N10)的病毒区段以及HA和NA的任意组合进行组合以提供

本发明的重配疫苗病毒。在一个实施方案中，HA是H1、H5或H7。在一个实施方案中，NA是N1或

N9。在一个实施方案中，重配病毒中的HA病毒区段与PA、PB1、PB2、NP、M和NS的病毒区段异

源。在一个实施方案中，重配病毒中的NA病毒区段与PA、PB1、PB2、NP、M和NS的病毒区段异

源。在一个实施方案中，重配病毒中的HA病毒区段具有来自一种流感病毒分离株或毒株

(“亲本”)或其变体(例如具有编码与亲本流感病毒分离株或毒株中的序列具有至少95％、

96％、97％、98％、99％或99.5％氨基酸序列同一性(或相对于亲本流感病毒分离株或毒株

中的序列具有1、2、5、10或20个替换)的流感病毒蛋白的病毒区段的变体)的PA、PB1、PB2、

NP、M和NS的病毒区段。在一个实施方案中，亲本毒株具有有对应于SEQ  ID  No.1至6或10至

15的序列的病毒区段。在一个实施方案中，重配病毒中的HA病毒区段是嵌合HA病毒区段，例

如与来自亲本分离株或毒株或其变体的HA病毒区段的HA跨膜结构域序列和/或HA信号肽序

列连接的异源HA胞外结构域序列的嵌合体。在一个实施方案中，分离的重组病毒中的NA病

毒区段是嵌合NA病毒区段，例如与来自亲本分离株或毒株或其变体的NA病毒区段的NA跨膜

结构域序列和/或来自亲本分离株或毒株或其变体的茎序列(stalk  sequence)连接的异源

NA胞外结构域序列的嵌合体。在一个实施方案中，分离的重组病毒中的NA病毒区段是嵌合

NA病毒区段，例如与来自亲本分离株或毒株或其变体的NA病毒区段的NA跨膜结构域序列

和/或来自第二分离株或毒株或其变体的茎序列连接的异源NA胞外结构域序列的嵌合体。

在一个实施方案中，分离的重组病毒具有异源HA病毒区段、异源NA病毒区段、嵌合HA病毒区

段、嵌合NA病毒区段或其任意组合。用于制备vRNA的核酸序列可以是通过重组方法在指定

位置引入残基的序列，或者可以选择为在指定位置具有残基。

[0028] A/Puerto  Rico/8/34(H1N1)，“PR8”，病毒用作用于产生灭活流感疫苗的遗传骨

架。有时，基于PR8骨架的疫苗毒株在卵和细胞培养物中复制至相对低的滴度，从而导致疫

苗产生延迟和疫苗短缺。为了确定是否可以制备用于在MDCK细胞、鸡卵(chicken  egg)和

Vero细胞中繁殖的高产率疫苗毒株骨架以满足季节性流感和高度致病性大流行病毒的需

求，采用了多种诱变策略。例如，筛选PR8骨架随机突变体文库的高复制突变体，例如通过易

错PCR(error  prone  PCR)将随机突变引入至内部PR8基因，引入赋予高复制和高聚合酶活

性的突变，以及通过密码子偏倚来优化PR8内部基因。

[0029] 如本文中所述，具有与可用作疫苗病毒(例如A/Puerto  Rico/8/34，“PR8”，包括特

定分离株例如UW‑PR8)的流感病毒分离株相关的随机突变以携带NA和/或HA的异源病毒区

段的病毒文库在MDCK细胞中连续传代(例如约10至12次，但是可以采用更少的传代)以获得

在那些细胞中具有增强的复制的病毒。在一个实施方案中，连续传代之后获得的具有增强

复制的病毒的滴度比未经连续传代的病毒高至少1或2log。在一个实施方案中，连续传代之

后获得的病毒相对于亲本病毒在两个或更多个内部病毒区段中具有替换。

[0030] 因此，对于待在培养物中在细胞(例如，MDCK或Vero细胞或卵)中培养或传代的疫

苗病毒，对于在PA、PB1、PB2、NP和/或NS1中的一个或更多个中在指定位置具有公开残基的

序列的选择或对公开残基的替换(当与目的HA和NA序列一起使用时赋予病毒在培养的细胞
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中生长增强)可导致显著更高的病毒滴度。因此，本发明提供了选择在细胞培养物中具有增

强复制的流感病毒的方法。该方法包括提供适合于流感疫苗产生的细胞；在细胞中连续培

养一种或更多种流感病毒分离株；以及分离相对于连续培养之前的一种或更多种分离株具

有增强生长的经连续培养的病毒。在一个实施方案中，细胞是犬细胞或灵长类(例如，人或

猴)细胞。

[0031] 本发明提供了本发明的多种流感病毒载体，例如用于制备重配病毒的那些，所述

重配病毒包括6∶1∶1重配株、6∶2重配株和7∶1重配株。本发明范围内的6∶1∶1重配株是具有

以下的流感病毒：来自疫苗病毒的6个内部病毒区段、来自不同(第二)病毒分离株的NA病毒

区段和来自第三分离株的HA病毒区段；本发明范围内的6∶2重配株是具有以下的流感病毒：

来自疫苗病毒的6个内部病毒区段，和来自不同(第二)病毒分离株的NA病毒区段和HA病毒

区段；以及本发明范围内的7∶1重配株是具有以下的流感病毒：来自疫苗病毒的6个内部病

毒区段和NA病毒区段以及来自与疫苗病毒不同病毒来源的HA病毒区段，或者具有以下的流

感病毒：来自疫苗病毒的6个内部病毒区段和HA病毒区段，以及来自与疫苗病毒不同的病毒

来源的NA病毒区段。

[0032] 在本发明的一个实施方案中，包括选自以下的用于vRNA之产生的多种载体：包含

与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接的启动子的载体，包含与连接于转

录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操作地连接的启动子的载体，包含与连接于转录终止序

列的流感病毒PB2  DNA可操作地连接的启动子的载体，包含与连接于转录终止序列的流感

病毒HA  DNA可操作地连接的启动子的载体，包含与连接于转录终止序列的流感病毒NP  DNA

可操作地连接的启动子的载体，包含与连接于转录终止序列的流感病毒NA  DNA可操作地连

接的启动子的载体，包含与连接于转录终止序列的流感病毒M  DNA可操作地连接的启动子

的载体，以及包含与连接于转录终止序列的流感病毒NS  DNA可操作地连接的启动子的载

体。在一个实施方案中，用于PB1、PB2、PA、NP、M和NS的vRNA产生的DNA具有来自在培养的哺

乳动物细胞(例如MDCK细胞、Vero细胞或PER. 细胞)以及还任选地含胚卵中复制至高

滴度的流感病毒的序列，和/或来自疫苗病毒(例如在人中不会引起显著疾病的疫苗病毒)

的序列。用于NA  vRNA之产生的DNA可以来自任何NA，例如N1‑N1中的任一个，以及用于HA 

vRNA之产生的DNA可以来自任何HA，例如H1至H18。在一个实施方案中，用于vRNA之产生的

DNA可以用于乙型或丙型流感病毒。用于NA和HA的vRNA产生的DNA可以来自不同的毒株或分

离株(6∶1∶1重配株)或来自相同的毒株或分离株(6∶2重配株)，或者NA可以来自内部基因相

同的毒株或分离株(7∶1重配株)。还包括选自以下的用于mRNA之产生的多种载体：编码流感

病毒PA的载体、编码流感病毒PB1的载体、编码流感病毒PB2的载体和编码流感病毒NP的载

体，以及任选地编码NP、NS、M，例如M1和M2，HA或NA的一种或更多种载体。编码病毒蛋白的载

体还可包含转录终止序列。

[0033] 可为本发明范围内的重配株提供内部基因的病毒包括这样的病毒，其在MDCK细胞

中具有高滴度，例如至少约105PFU/mL，例如至少106PFU/mL、107PFU/mL或108PFU/mL的滴度；

在含胚卵中具有高滴度，例如至少约107EID50/mL，例如至少108EID50/mL、10
9EID50/mL或

1010EID50/mL的滴度；在细胞例如MDCK细胞中具有高滴度，例如至少约107PFU/mL，例如至少

108PFU/mL的滴度，或在这些宿主细胞中的两种或更多种中具有高滴度。

[0034] 在一个实施方案中，本发明的重配病毒在细胞(例如MDCK细胞或Vero细胞)中的滴
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度可以比在指定位置没有特定残基的相应病毒的滴度高1  log、2  log、3  log或更高。

[0035] 具有来自其他PR8分离株或疫苗病毒的内部基因的其他重配株可用于本发明的重

组重配病毒。特别地，可使用：具有UW‑PR8  PB1、PB2、PA、NP和M(“5”)和PR8(Cam)NS(“1”)的5

∶1∶2重配株；具有UW‑PR8NA、PB1、PB2、PA、NP和M(“6”)和PR8(Cam)NS(“1”)的6∶1∶1重配株；

以及具有UW‑PR8  PB1、PB2、PA、NP、M、NA和NS(“7”)的7∶1重配株。

[0036] 在一个实施方案中，PB1、PB2、PA、NP、M和NS的内部基因的DNA编码与由SEQ  ID  NO：

1至6或10至15之一编码的相应多肽具有基本上相同活性的蛋白质。本文中使用的“基本上

相同活性”分别包括相应全长多肽的活性或蛋白质水平的约0.1％、1％、10％、30％、50％、

90％，例如多至100％或更高的活性，或者约80％、90％或更高的可检测蛋白质水平。在一个

实施方案中，核酸是编码与SEQ  ID  NO：1至6或10至15之一编码的多肽基本上相同(例如与

由SEQ  ID  NO：1至6或10至15之一编码的多肽具有至少80％，例如90％、92％、95％、97％、

98％或99％(包括80至99之间的任何整数)的连续氨基酸序列同一性)的多肽的序列。在一

个实施方案中，分离的和/或纯化的核酸分子包含与SEQ  ID  NO：1至6或10至15之一基本上

相同的核苷酸序列，例如与SEQ  ID  NO：1至6或10至15之一具有至少50％，例如60％、70％、

80％或90％(包括50至100之间的任何整数)或更高连续核酸序列同一性的核苷酸序列，并

且在一个实施方案中，还编码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15之一编码的多肽具有至少

80％，例如90％、92％、95％、97％、98％或99％(包括80至99之间的任何整数)连续氨基酸序

列同一性的多肽。在一个实施方案中，流感病毒多肽具有一个或更多个(例如2、5、10、15、20

个或更多个)保守氨基酸替换，例如保守和非保守氨基酸替换的组合中2、5、10、15、20个或

更多个中的多至10％或20％的保守替换、例如多至10％或20％的残基的保守替换，或者相

对于由SEQ  IS  NO：1至6或10至15之一编码的多肽，并且相对于由SEQ  ID  NO：1至6或10至15

之一编码的多肽在PA、PB1、PB2、NP、M1和/或NS1残基处的两个或更多个中具有特征性残基，

并且在PA、PB1、PB2、NP、M和/或NS的病毒区段的两个或更多个中，例如在PA和PB1病毒区段、

PB1和PB2病毒区段、PA、PB1和PB2病毒区段中，或者在PA、PB1、PB2和NP病毒区段中，或者在

PA、PB1、PB2和M病毒区段中具有如本文中所述的特征性残基。在一个实施方案中，相对于由

SEQ  ID  NO：1至6或10至15之一编码的多肽，流感病毒多肽具有一个或更多个(例如2、3、4、

5、6、7或8个)保守和/或非保守氨基酸替换，在包括但不限于以下的位置：PA中第401位、PB1

中第40位或第180位和第711位、PB2中第504位、NP中第116位、NS1中第30位或第118位或M1

中第128位或其任意组合。

[0037] 本发明因此包括使用分离的和纯化的载体或质粒，其表达或编码流感病毒蛋白，

或表达或编码流感vRNA(天然和重组vRNA二者)。载体包含流感cDNA，例如甲型流感(例如，

任何甲型流感基因，包括18种HA或11种NA亚型中的任一种)、乙型流感或丙型流感DNA(参见

Fields  Virology(Fields  et  al.(eds.)，Lippincott，Williams  and  Wickens(2006)，其

通过引用特别并入本文)。可使用任何合适的启动子或转录终止序列来表达蛋白质或肽，例

如病毒蛋白或肽、非病毒病原体的蛋白质或肽，或治疗性蛋白质或肽。

[0038] 本发明的组合物或多种载体还可包含目的异源基因或开放阅读框，例如编码可用

作疫苗或用于基因置换中的免疫原性肽或蛋白质的外源基因，例如可编码可用于癌症治疗

或疫苗中的表位，或可用于基因治疗中的肽或多肽。在制备病毒时，包含目的基因或cDNA的

载体或质粒可以替换流感病毒基因的载体或质粒，或者可以是所有流感病毒基因的载体或
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质粒的补充。因此，本发明的另一个实施方案包含如上所述的组合物或多种载体，其中一个

载体被替换为或还包含5’流感病毒序列，所述5’流感病毒序列任选地包含与期望的核酸序

列(例如期望的cDNA)连接的5’流感病毒编码序列或其部分，所述期望的核酸序列与任选地

包含3’流感病毒编码序列或其部分的3’流感病毒序列连接。在一个实施方案中，期望的核

酸序列例如cDNA处于反义(反义基因组)方向。将与上述其他载体结合的这样的载体引入至

允许流感病毒复制的宿主细胞，产生包含对应于载体异源序列的vRNA的重组病毒。

[0039] 用于vRNA之产生的载体中的启动子可以是RNA聚合酶I启动子、RNA聚合酶II启动

子、RNA聚合酶III启动子、T7启动子或T3启动子，并且任选地所述载体包含转录终止序列，

例如RNA聚合酶I转录终止序列、RNA聚合酶II转录终止序列、RNA聚合酶III转录终止序列或

核酶。本发明范围内的核酶包括但不限于四膜虫核酶(tetrahymena  ribozyme)、核糖核酸

酶P、锤头状核酶(hammerhead  ribozyme)、发夹状核酶、肝炎核酶以及合成核酶。在一个实

施方案中，RNA聚合酶I启动子是人RNA聚合酶I启动子。

[0040] vRNA或病毒蛋白表达载体中的启动子或转录终止序列相对于启动子或任何其他

载体可以是相同的或不同的。在一个实施方案中，表达流感vRNA的载体或质粒包含适合于

在至少一种特定宿主细胞(例如禽类或哺乳动物宿主细胞，例如犬、猫、马、牛、绵羊或灵长

类细胞，包括人细胞)中表达，或者用于在多于一种宿主中表达的启动子。

[0041] 在一个实施方案中，至少一种vRNA载体包含与连接于病毒编码序列的核酶序列连

接的RNA聚合酶II启动子，所述病毒编码序列与另一核酶序列连接，所述另一核酶序列任选

地与RNA聚合酶II转录终止序列连接。在一个实施方案中，用于vRNA之产生的至少2种(例如

3、4、5、6、7或8种)载体包含RNA聚合酶II启动子、第一核酶序列，所述第一核酶序列位于对

应于包含病毒编码序列的病毒序列的序列的5’端，所述病毒编码序列位于第二核酶序列的

5’端，所述第二核酶序列位于转录终止序列的5’端。每个vRNA载体中的每个RNA聚合酶II启

动子可以与任何其他vRNA载体中的RNA聚合酶II启动子相同或不同。类似地，每个vRNA载体

中的每个核酶序列可以与任何其他vRNA载体中的核酶序列相同或不同。在一个实施方案

中，单载体中的核酶序列是不同的。

[0042] 在一个实施方案中，本发明提供了用于重配株的多种流感病毒载体，其包括包含

与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载

体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之

产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB2  DNA可操作地连接的启动子的用

于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒HA  DNA可操作地连接的启动

子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NP  DNA可操作地连接

的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NA  DNA可操作

地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒M  DNA

可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及包含与连接于转录终止序列的流感

病毒NS  cDNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体，其中PB1、PB2、PA、NP、NS和M

的DNA来自一种或更多种流感疫苗种子病毒，并在指定位置含有特征残基中的两种或更多

种；以及包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、

包含与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及
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包含与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

任选地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包

含与编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与

编码流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包含与编

码流感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。在一个实施方

案中，至少一种载体包含对应于编码PB1、PB2、PA、NP、M或NS或其部分的那些的与由SEQ  ID 

NO：1至6或10至15之一编码的相应多肽具有基本上相同的活性的序列，例如编码与由SEQ 

ID  NO：1至6或10至15之一编码的多肽具有至少80％，例如85％、90％、92％、95％、98％、

99％或100％(包括80至100之间的任何整数)氨基酸同一性的多肽的序列。任选地，可使用

两种载体来代替包含与连接于转录终止序列的流感病毒M  cDNA任选地连接的启动子的载

体，例如包含与连接于转录终止序列的流感病毒M1  cDNA任选地连接的启动子的载体和包

含与连接于转录终止序列的流感病毒M2  cDNA任选地连接的启动子的载体。

[0043] 本发明的多种载体可以是物理连接的，或者每个载体可以存在于单独质粒或其他

(例如线性核酸递送载剂)之上。在一个实施方案中，每个vRNA产生载体在单独的质粒上。在

一个实施方案中，每个mRNA产生载体在单独的质粒上。

[0044] 本发明还提供了制备流感病毒的方法。该方法包括使细胞与有效产生感染性流感

病毒之量的本发明的多种载体接触(例如，依次或同时)。本发明还包括从与多种载体接触

的细胞中分离病毒。因此，本发明还提供了分离的病毒，以及与本发明的多种载体或病毒接

触的宿主细胞。在另一个实施方案中，本发明包括使细胞与一种或更多种载体(vRNA或蛋白

质产生载体)在其他载体(vRNA或蛋白质产生载体)之前接触。在一个实施方案中，方法中使

用的vRNA载体的启动子是RNA聚合酶I启动子、RNA聚合酶II启动子、RNA聚合酶III启动子、

T3启动子或T7启动子。在一个实施方案中，RNA聚合酶I启动子是人RNA聚合酶I启动子。在一

个实施方案中，方法中使用的每个vRNA载体在单独的质粒上。在一个实施方案中，方法中使

用的vRNA载体在一个质粒上或在两个或三个不同的质粒上。在一个实施方案中，方法中使

用的每个mRNA载体在单独的质粒上。在一个实施方案中，方法中使用的PA、PB1、PB2和NP的

mRNA载体在一个质粒上或在两个或三个不同的质粒上。

[0045] 在一个实施方案中，本发明提供了选择在细胞培养物中具有增强复制的流感病毒

的方法。所述方法包括提供适合于流感疫苗产生的细胞；在细胞中连续培养一种或更多种

流感病毒分离株；以及分离相对于连续培养之前的一种或更多种分离株具有增强生长的经

连续培养的病毒。在一个实施方案中，细胞是啮齿动物细胞或灵长类细胞。

[0046] 本文中所述的不需要辅助病毒感染的产生病毒的方法可用于病毒诱变研究和疫

苗产生(例如，用于AIDS、流感、乙型肝炎、丙型肝炎、鼻病毒、丝状病毒、疟疾、疱疹和口蹄病

(foot  and  mouth  disease))和基因治疗载体(例如，用于癌症、AIDS、腺苷脱氨酶、肌营养

不良、鸟氨酸氨甲酰基转移酶缺陷和中枢神经系统肿瘤)。因此，提供了用于医学治疗(例

如，用于疫苗或基因治疗)的病毒。

[0047] 本发明还提供了分离的病毒多肽，以及制备和使用本发明的重组病毒的方法。该

方法包括向宿主生物体(例如哺乳动物)施用任选地与佐剂和/或载体组合的有效量的本发

明的流感病毒，例如灭活的病毒制剂，例如以有效预防或减轻动物(例如哺乳动物)被该病
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毒或抗原性密切相关的病毒感染的量。在一个实施方案中，病毒肌内施用，而在另一个实施

方案中，病毒鼻内施用。在一些给药方案中，所有剂量均可以肌内或鼻内施用，而在其他给

药方案中，使用肌内和鼻内施用的组合。疫苗可还包含流感病毒的其他分离株，包括重组流

感病毒、其他病原体、另外的生物制剂(biological  agent)或微生物组分，例如以形成多价

疫苗。在一个实施方案中，鼻内疫苗接种，例如含有灭活的流感病毒和黏膜佐剂可以在鼻咽

中诱导病毒特异性IgA和中和抗体以及血清IgG。

[0048] 本发明的流感病毒可以与其他抗病毒药物(anti‑virals)(例如金刚烷胺、金刚烷

乙胺和/或神经氨酸酶抑制剂)一起使用，例如可以与那些抗病毒药物结合单独地施用，例

如在抗病毒药物之前、期间和/或之后施用。

[0049] 附图简述

[0050] 图1A至1E：PR8(Cambridge)基因的核苷酸序列(SEQ  ID  NO：10至15)。

[0051] 图2：文库传代的总结和高产率候选物的鉴定。

[0052] 图3：具有指定HA滴度具有随机突变的克隆的数目。

[0053] 图4：具有选定突变的克隆的滴度。

[0054] 图5A至5D：在PB2(A)、PB1或PB1‑F2(B)、PA(C)和NP、M或NS1(D)中具有先前所鉴定

突变的UW‑PR8病毒的生长曲线。

[0055] 图6：赋予在MDCK细胞中高复制特性的突变的总结。

[0056] 图7A至7B：A)测试了病毒储液(virus  stock)的HA滴度(以2n计)和病毒滴度(以

PFU/mL计)。B)MDCK细胞中的生长曲线。

[0057] 图8A至8C：A)野生型(UW‑PR8)和克隆#4的HA滴度。B)野生型(UW‑PR8)和#4的病毒

蛋白。C)野生型和#4的病毒蛋白的SDS‑PAGE分析。

[0058] 图9A至9B：A)野生型病毒(UW‑PR8)和在M1中具有突变的高复制病毒的滴度比较。

B)野生型病毒(UW‑PR8)和在M1中具有突变的高复制病毒的生长动力学。

[0059] 图10A至10M：A)犬的密码子使用表。B)野生型(UW‑PR8)和经“罕用”密码子优化的

PB2病毒的相对适应性。C)野生型(UW‑PR8)和经“所有”密码子优化的PB2病毒的相对适应

性。D)经PB2密码子优化的病毒的生长动力学。E)具有经密码子优化的PB2、PB1、PA或NP病毒

区段或区段组合的病毒的生长动力学。F至M)UW‑PR8的PB2、PB1、PA和NP病毒区段的序列以

及UW‑PR8的犬密码子使用优化的PB2、PB1、PA和NP病毒区段的序列(SEQ  ID  no.1至4和16至

19)。

[0060] 图11A至11C：A)PR8和Indo/NC/09的每个基因的第4位的核苷酸。B)所有3’C4U突变

体。C)在PB2、PB1和PA基因的第4位编码“C”的重组UW‑PR8病毒的生长动力学(黑色)，以及在

所有八个区段的第4位编码“U”的突变体的生长动力学(红色)。

[0061] 图12A至12C：H7和N9的核苷酸和氨基酸序列(SEQ  ID  No.20至27)，其是用于与本

文中公开的可用于为疫苗提供高滴度流感病毒的内部病毒区段序列一起使用的示例性序

列。

[0062] 图13A至13B：A)用于提高病毒滴度的嵌合HA和NA基因的示意图。B)嵌合病毒的生

长动力学。

[0063] 图14A至14B：A)具有突变组合的病毒的生长动力学。B)具有突变组合的病毒的PFU

和HA滴度。
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[0064] 图15：在卵中的筛选。

[0065] 图16：从Vero细胞中分离的216个克隆的HA滴度。

[0066] 图17：用不同PR8骨架突变产生的重组病毒。

[0067] 图18A至18B：在MDCK细胞和Vero细胞中具有增强生长的病毒的产生总结。

[0068] 图19A至19D：示例性高产率替换(相对于PR8(UW))。

[0069] 图20：具有PR8‑HY病毒的一种或数种vRNA的重配病毒的生长动力学和HA滴度。

[0070] 图21：在293T、MDCK、Vero和DF1细胞中在微复制子测定(mini‑replicon  assay)中

的病毒聚合酶活性。PB2、PB1、PA和NP蛋白来源于UW‑PR8野生型(WT)病毒或高产率PR8‑HY

(HY)变体。

[0071] 图22：多种重组病毒和亲本重配病毒在Vero细胞中的HA滴度和病毒产量。

[0072] 图23：Hubei/1/10(H5N1)高产率候选物在无血清(serum‑free，SF)MDCK细胞中的

生长动力学分析。

[0073] 图24A至24B：HY候选物#9骨架在SC‑MDCK细胞(A)中和在卵(B)中的生长动力学分

析。HY候选物#9选自SC‑MDCK细胞。

[0074] 图25A至25C：HY候选物#5、#9、#16骨架在卵(A)中、在SC‑MDCK细胞(B)中和在SF‑

MDCK细胞(C)中的生长动力学分析。

[0075] 发明详述

[0076] 定义

[0077] 本文中使用的术语“分离的”是指本发明的核酸分子，例如载体或质粒、肽或多肽

(蛋白质)或病毒的体外制备和/或分离，使得其不与体内物质缔合，或基本上从体外物质中

纯化。分离的病毒制剂通常通过体外培养和繁殖和/或通过在卵中传代来获得，并且基本上

不含其他感染原。

[0078] 本文中使用的“基本上纯化”意指目标物质是主要物质，例如以摩尔计其比组合物

中的任何其他单独物质更丰富，并且优选地是存在物质的至少约80％，并且任选地是存在

于组合物中的物质的90％或更多，例如95％、98％、99％或更多。

[0079] 本文中使用的“基本上不含”意指低于特定感染原的使用标准检测方法针对该感

染原检测的水平。

[0080] “重组”病毒是已在体外进行操作(例如使用重组DNA技术)以将变化引入病毒基因

组的病毒。可通过重组或非重组技术来制备重配病毒。

[0081] 本文中使用的术语“重组核酸”或“重组DNA序列或区段”是指来源于或分离自来源

(source)的核酸(例如DNA)，其随后可在体外进行化学改变，使得其序列不是天然存在的，

或者对应于这样的天然存在的序列，所述天然存在的序列的定位不像其在天然基因组中将

定位的。“来源于”来源的DNA的一个实例是被鉴定为可用区段并且随后以基本上纯的形式

化学合成的DNA序列。从来源“分离”的这样的DNA的一个实例将是这样的可用DNA序列，其通

过化学手段(例如，通过使用限制性内切核酸酶)从所述来源切离或取出，使得其可通过遗

传改造的方法进行进一步操作(例如扩增)以用于本发明。

[0082] 本文中使用的“异源”流感病毒基因或病毒区段来自不同于重组(例如重配)流感

病毒中的其他流感病毒基因或病毒区段中的大多数的流感病毒来源。

[0083] 术语“分离的多肽”、“分离的肽”或“分离的蛋白质”包括由cDNA或包含合成来源之
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一的重组RNA或其一些组合编码的多肽、肽或蛋白质。

[0084] 本文中使用的术语“重组蛋白”或“重组多肽”是指由重组DNA分子表达的蛋白质分

子。相比之下，术语“天然蛋白质”在本文中用于表示从天然存在的(即，非重组)来源分离的

蛋白质。分子生物学技术可用于产生与蛋白质的天然形式相比具有相同特性的重组形式的

蛋白质。

[0085] 用于比较的序列比对方法是本领域公知的。因此，可使用数学算法来实现任意两

个序列之间的百分比同一性的确定。

[0086] 这些数学算法的计算机实现可用于序列比较以确定序列同一性。可使用默认参数

进行使用这些程序的比对。用于进行BLAST分析的软件可通过国家生物技术信息中心

(National  Center  for  Biotechnology  Information)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

公开获得。该算法可涉及首先通过在查询序列中鉴定长度为W的短字来鉴定高评分序列对

(high  scoring  sequence  pair，HSP)，其当与数据库序列中相同长度的字比对时匹配或满

足一些正值阈值评分T。T称为相邻字评分阈值。这些最初的相邻字命中用作用于启动搜索

的种子，以找到包含它们的更长的HSP。然后沿着每个序列在两个方向上延伸字命中，只要

累积比对评分可提高即可。对于核苷酸序列，使用参数M(一对匹配残基的奖励评分；总是＞

0)和N(对于错配残基的罚分；总是＜0)来计算累积评分。对于氨基酸序列，使用评分矩阵来

计算累积评分。在以下情况下，将停止字命中在每个方向上的扩展：累积比对评分从其最大

实现值下降了量X；累积评分变为零或更低，由于一个或更多个负评分残基比对的累积；或

者到达任一序列的末端。

[0087] 除了计算百分比序列同一性之外，BLAST算法也可以对两个序列之间的相似性进

行统计学分析。BLAST算法提供的相似性的一种量度可以是最小总概率(P(N))，其提供了对

两个核苷酸或氨基酸序列之间将偶然发生匹配的概率的指示。例如，如果在受试核酸序列

与参考核酸序列的比较中最小总概率小于约0.1，更优选地小于约0.01，并且最优选地小于

约0.001，则认为受试核酸序列与参考序列相似。

[0088] BLASTN程序(用于核苷酸序列)可默认使用字长(W)为11，期望值(E)为10，截止值

为100，M＝5，N＝4，以及两条链的比较。对于氨基酸序列，BLASTP程序可默认使用字长(W)为

3、期望值(E)为10和BLOSUM62评分矩阵。参见http://www.ncbi.n1m.nih.gov。比对也可通

过检查人工进行。

[0089] 对于序列比较，通常一个序列用作与受试序列进行比较的参考序列。当使用序列

比较算法时，将受试序列和参考序列输入到计算机中，必要时指定子序列坐标，并指定序列

算法程序参数。序列比较算法然后基于指定的程序参数计算受试序列相对于参考序列的百

分比序列同一性。

[0090] 流感病毒结构和繁殖

[0091] 甲型流感病毒具有编码至少十种蛋白质的八个单链负义病毒RNA(vRNA)的基因

组。流感病毒生命周期始于血凝素(HA)与宿主细胞表面上的含唾液酸受体的结合，随后是

受体介导的内吞作用。晚期内体中的低pH触发HA的构象转变，从而暴露HA2亚基(所谓的融

合肽)的N端。融合肽启动病毒和内体膜的融合，并且基质蛋白(M1)和RNP复合物被释放到细

胞质中。RNP由衣壳化vRNA的核蛋白(NP)和由PA、PB1和PB2蛋白形成的病毒聚合酶复合物组

成。RNP被转运到细胞核中，在哪里发生转录和复制。RNA聚合酶复合物催化三种不同的反
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应：合成具有5’帽和3’polyA结构的mRNA、合成全长互补RNA(cRNA)和使用cRNA作为模板合

成基因组vRNA。然后新合成的vRNA、NP和聚合酶蛋白组装成RNP，从细胞核中运出，并转运至

质膜，在那里发生后代病毒颗粒出芽。神经氨酸酶(NA)蛋白通过从唾液酸寡糖中去除唾液

酸，从而从细胞表面释放新组装的病毒体并预防病毒颗粒的自聚集而在感染后期发挥关键

作用。尽管病毒组装涉及蛋白质‑蛋白质和蛋白质‑vRNA的相互作用，但这些相互作用的性

质在很大程度上是未知的。

[0092] 尽管乙型和丙型流感病毒在结构和功能上与甲型流感病毒相似，但也存在一些差

异。例如，乙型流感病毒具有带有NA和NB序列二者的病毒区段。丙型流感病毒仅具有七个病

毒区段。

[0093] 可用于本发明的细胞系

[0094] 支持流感病毒有效复制的任何细胞，例如任何禽类细胞或哺乳动物细胞，例如人，

例如293T或PER. 细胞，或犬，例如MDCK、牛、马、猫、猪、绵羊、啮齿动物，例如貂(mink)，

例如MvLu1细胞或仓鼠，例如CHO细胞，或非人灵长类，例如Vero细胞，包括突变体细胞可用

于分离和/或繁殖流感病毒。分离的病毒可用于制备重配病毒。在一个实施方案中，用于疫

苗产生的宿主细胞是连续的哺乳动物或禽类细胞系或细胞株。可以对待使用的细胞进行完

全表征，使得可包括对最终产品的纯度进行适当测试。可用于表征细胞的数据包括(a)关于

其来源、衍生和传代历史的信息；(b)关于其生长和形态特征的信息；(c)外来剂

(adventitious  agent)的测试结果；(d)使细胞能够在其他细胞系中被清楚地识别的区别

特征，例如生物化学、免疫学和细胞遗传学模式；以及(e)致瘤性的测试结果。在一个实施方

案中，所使用宿主细胞的传代水平或群体倍增尽可能低。

[0095] 在一个实施方案中，细胞是WHO认证的或可认证的连续细胞系。认证这样的细胞系

的要求包括对于谱系、生长特征、免疫标志物、病毒易感性致瘤性和储存条件中的至少一项

进行表征，以及通过在动物、卵和细胞培养物中进行测试。这样的表征用于确定细胞不含可

检测的外来剂。在一些国家，可能也需要细胞核学。另外，可以在与用于疫苗产生的细胞处

于相同传代水平的细胞中测试致瘤性。在疫苗产生之前，可将病毒通过已显示产生一致结

果的过程进行纯化(参见例如World  Health  Organization，1982)。

[0096] 宿主细胞产生的病毒可以在疫苗或基因治疗制剂之前高度纯化。通常，纯化程序

导致广泛去除细胞DNA和其他细胞组分以及外来剂。也可使用使DNA广泛降解或变性的程

序。

[0097] 流感疫苗

[0098] 本发明的疫苗包括本发明的分离的重组流感病毒、以及任选地一种或更多种其他

分离的病毒(包括其他分离的流感病毒)、一种或更多种分离的流感病毒或一种或更多种其

他病原体的一种或更多种免疫原性蛋白或糖蛋白(例如来自一种或更多种细菌、非流感病

毒、酵母菌或真菌的免疫原性蛋白)、或者编码一种或更多种病毒蛋白(包括本发明的分离

的流感病毒的一种或更多种免疫原性蛋白)的分离的核酸(例如DNA疫苗)。在一个实施方案

中，本发明的流感病毒可以是流感病毒或其他病原体的疫苗载体。

[0099] 完整的病毒体疫苗可通过超滤来浓缩，并随后通过区带离心或通过色谱进行纯

化。除了本发明病毒之外的病毒，例如包含在多价疫苗中的病毒，可以在使用例如福尔马林

或β‑丙内酯纯化之前或之后灭活。
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[0100] 亚单位疫苗包含纯化的糖蛋白。这样的疫苗可如以下制备：使用通过用洗涤剂处

理而片段化的病毒混悬剂，通过例如超速离心来纯化表面抗原。因此，亚单位疫苗主要含有

HA蛋白以及NA。所用洗涤剂可以是例如阳离子洗涤剂，例如十六烷基三甲基溴化铵

(Bachmeyer，1975)，阴离子洗涤剂例如脱氧胆酸铵(Laver&Webster，1976)；或非离子洗涤

剂，例如以TRITON  X100为名商业化的洗涤剂。也可以在用蛋白酶(例如菠萝蛋白酶

(bromelin))处理病毒体之后分离血凝素，并随后纯化。亚单位疫苗可以在多价疫苗中与本

发明的减毒病毒组合。

[0101] 裂解疫苗(split  vaccine)包含经受了用溶解脂质的试剂处理的病毒体。裂解疫

苗可如以下制备：将如上获得的纯化病毒的水混悬剂(无论是否灭活)在搅拌下通过与洗涤

剂联合的脂溶剂(例如乙醚或氯仿)进行处理。病毒包膜脂质的溶解导致病毒颗粒的片段

化。将含有裂解疫苗的水相回收，主要由血凝素和神经氨酸酶(其原始的脂质环境被去除)

以及核心或其降解产物构成。如果还没有这样做，则残余的感染性颗粒就会被灭活。裂解疫

苗可在多价疫苗中与本发明的减毒病毒组合。

[0102] 灭活疫苗。灭活流感病毒疫苗通过使用已知方法(例如但不限于福尔马林或β‑丙

内酯处理)灭活经复制的病毒来提供。可用于本发明的灭活疫苗类型可包括全病毒(whole‑

virus，WV)疫苗或亚病毒体(subvirion，SV)(裂解)疫苗。WV疫苗含有完整的灭活病毒，而SV

疫苗含有用溶解含脂质病毒包膜的洗涤剂进行破坏随后对残余病毒进行化学灭活的纯化

病毒。

[0103] 另外，可使用的疫苗包括含有分离的HA和NA表面蛋白(被称为表面抗原或亚单位

疫苗的)的那些。

[0104] 活减毒病毒疫苗。活减毒流感病毒疫苗(例如包括本发明重组病毒的那些)可用于

预防或治疗流感病毒感染。可根据已知方法通过将减毒基因从减毒供体病毒转移至复制的

分离株或重配病毒，在单步骤中实现减毒。由于对甲型流感病毒的抗性主要由对HA和/或NA

糖蛋白的免疫应答的发展介导，因此编码这些表面抗原的基因来自重配病毒或临床分离

株。减毒基因来源于减毒亲本。在这种方法中，赋予减毒的基因通常不编码HA和NA糖蛋白。

[0105] 可能够可再现减毒流感病毒的病毒(供体流感病毒)，例如冷适应性(ca)供体病毒

可用于减毒疫苗产生。可通过将ca供体病毒与强毒复制病毒配合来产生活减毒重配病毒疫

苗。然后在存在适当的抗血清下，在25℃(限制强毒病毒复制)下选择重配后代，所述抗血清

抑制带有减毒ca供体病毒表面抗原的病毒的复制。可用的重配株是：(a)感染性、(b)对血清

反应阴性非成体哺乳动物和免疫致敏成体哺乳动物呈减毒、(c)免疫原性和(d)遗传性均稳

定。ca重配株的免疫原性与其复制水平平行。因此，通过新野生型病毒获得ca供体病毒的六

个可转移基因可对用于对成体和非成体的易感哺乳动物进行疫苗接种的这些病毒再现地

减毒。

[0106] 可通过定点诱变将其他减毒突变引入到流感病毒基因中，以挽救带有这些突变体

基因的感染性病毒。可将减毒突变引入到基因组的非编码区中以及引入到编码区中。也可

将这样的减毒突变引入到除HA或NA之外的基因，例如PB2聚合酶基因中。因此，还可以产生

带有通过定点诱变引入的减毒突变的新供体病毒，并且这样的新供体病毒可用于以类似于

上述针对ca供体病毒的方式产生活减毒重配疫苗候选物。类似地，可将其他已知和合适的

减毒供体毒株与流感病毒重配以获得适合于用于哺乳动物疫苗接种的减毒疫苗。
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[0107] 在一个实施方案中，这样的减毒病毒保持来自病毒的编码与原始临床分离株的抗

原决定簇基本上相似的抗原决定簇的基因。这是因为减毒疫苗的目的是提供与病毒的原始

临床分离株基本上相同的抗原性，而同时在一定程度上缺乏致病性，即疫苗在接种疫苗的

哺乳动物中诱导严重疾病病症的可能性最小。

[0108] 因此，多价疫苗中的病毒可根据已知方法被减毒或灭活、配制和施用作为在动物

(例如哺乳动物)中诱导免疫应答的疫苗。用于确定这样的减毒或灭活疫苗是否保持与临床

分离株或来源于临床分离株的高生长毒株的抗原性相似的抗原性的方法是本领域公知的。

这样的已知方法包括使用抗血清或抗体来消除表达供体病毒抗原决定簇的病毒；化学选择

(例如金刚烷胺或金刚烷乙胺)；HA和NA的活性和抑制；以及核酸筛选(例如探针杂交或PCR)

来确定减毒病毒中不存在编码抗原决定簇的供体基因(例如HA或NA基因)。

[0109] 药物组合物

[0110] 适合于接种(例如经鼻、肠胃外或经口施用)的本发明的药物组合物包含一种或更

多种流感病毒分离株，例如一种或更多种减毒或灭活的流感病毒、其亚基、其分离的蛋白

质、和/或编码其一种或更多种蛋白质的分离的核酸，任选地还包含无菌水溶液剂或非水溶

液剂、混悬剂和乳剂。组合物还可包含本领域已知的助剂或赋形剂。本发明的组合物通常以

单独剂量(单位剂量)的形式存在。

[0111] 常规疫苗通常含有约0.1至200μg(例如，30至100μg)的来自进入其组合物中的每

种毒株的HA。形成本发明疫苗组合物主要成分的疫苗可包含单一流感病毒或流感病毒的组

合，例如至少两种或三种流感病毒，包括一种或更多种重配株。

[0112] 用于肠胃外施用的制剂包含无菌水溶液剂或非水溶液剂、混悬剂和/或乳剂，其可

含有本领域已知的助剂或赋形剂。非水溶剂的一些实例是丙二醇、聚乙二醇、植物油(例如

橄榄油)和可注射有机酯，例如油酸乙酯。载体或闭塞性敷料(occlusive  dressing)可用于

提高皮肤渗透性并增强抗原吸收。用于经口施用的液体剂型可通常包含含有液体剂型的脂

质体溶液剂。用于悬浮脂质体的合适形式包括含有本领域常用的惰性稀释剂(例如纯化水)

的乳剂、混悬剂、溶液剂、糖浆剂和酏剂。除惰性稀释剂之外，这样的组合物还可包含佐剂、

润湿剂、乳化剂和助悬剂，或甜味剂、矫味剂或芳香剂。

[0113] 当本发明的组合物用于施用于个体时，其还可包含盐、缓冲剂、佐剂或对于提高组

合物的效力是期望的其他物质。对于疫苗，可使用佐剂，即可以增强特异性免疫应答的物

质。通常，佐剂和组合物在呈递给免疫系统之前混合或分开呈递，但进入到被免疫接种的生

物体的同一部位中。

[0114] 疫苗的异质性可通过混合至少两种流感病毒毒株(例如2至20种毒株或者其中的

任何范围或值)的复制流感病毒来提供。可使用本领域已知的技术提供针对流感病毒单一

毒株变异的疫苗。

[0115] 根据本发明的药物组合物还可以或另外地包含至少一种化学治疗化合物，例如用

于基因治疗、免疫抑制剂、抗炎剂或免疫增强剂，以及用于疫苗、化学治疗剂，包括但不限于

γ球蛋白、金刚烷胺、胍、羟基苯并咪唑、干扰素‑α、干扰素‑β、干扰素‑γ、肿瘤坏死因子‑α、

氨基硫脲、甲吲噻腙、利福平(rifampin)、利巴韦林(ribavirin)、嘧啶类似物、嘌呤类似物、

膦甲酸、膦酰乙酸、阿昔洛韦(acyclovir)、二去氧核苷、蛋白酶抑制剂，或更昔洛韦

(ganciclovir)。

说　明　书 17/47 页

25

CN 114929269 A

25



[0116] 该组合物还可以含有可变但少量的无内毒素甲醛和被发现是安全的并且不会对

施用该组合物的生物体产生不期望作用的防腐剂。

[0117] 药物目的

[0118] 组合物(或其引发的抗血清)的施用可以用于“预防性”或“治疗性”目的。当预防性

地提供时，作为疫苗的本发明组合物在病原体感染的任何症状或临床体征变得明显之前提

供。组合物的预防性施用用于预防或减轻任何随后的感染。当预防性地提供时，本发明的基

因治疗组合物在疾病的任何症状或临床体征变得明显之前提供。组合物的预防性施用用于

预防或减轻与疾病相关的一种或更多种症状或临床体征。

[0119] 当治疗性地提供时，病毒疫苗在检出实际感染的症状或临床体征时提供。化合物

的治疗性施用用于减轻任何实际感染。当治疗性地提供时，基因治疗组合物在检出疾病的

症状或临床体征时提供。化合物的治疗性施用用于减轻该疾病的症状或临床体征。

[0120] 因此，本发明的疫苗组合物可以在感染开始之前(以便预防或减轻预期的感染)或

在实际感染开始之后提供。类似地，对于基因治疗，所述组合物可以在病症或疾病的任何症

状或临床体征明显之前或在检出一种或更多种症状之后提供。

[0121] 如果组合物的施用可以被接受者哺乳动物耐受，则称该组合物是“药理学上可接

受的”。如果施用的量在生理上是显著的，则称这样的药剂以“治疗有效量”施用。如果本发

明组合物的存在导致接受者患者生理上的可检测变化，例如增强针对感染性流感病毒至少

一种毒株的至少一种初次或再次体液或细胞免疫应答，则本发明的组合物是生理学上显著

的。

[0122] 所提供的“保护”不必是绝对的，即如果与哺乳动物的对照群体或组相比具有统计

学上显著的改善，则不必完全预防或根除流感感染。保护可限于减轻流感病毒感染的症状

或临床体征的发作速度或严重程度。

[0123] 药物施用

[0124] 本发明的组合物可通过被动免疫接种或主动免疫接种赋予对一种或更多种病原

体(例如一种或更多种流感病毒株)的抗性。在主动免疫接种中，减毒活疫苗组合物预防性

地施用于宿主(例如哺乳动物)，并且宿主对施用的免疫应答保护免受感染和/或疾病。对于

被动免疫接种，引发的抗血清可以被回收并施用于怀疑患有由至少一种流感病毒株引起的

感染的接受者。本发明的基因治疗组合物可通过主动免疫接种产生预防性或治疗性水平的

期望基因产物。

[0125] 在一个实施方案中，在足以引起产生用于保护雌性和胎儿或新生儿(通过抗体被

动并入在胎盘中或在母乳中)的免疫应答的时间和量的条件下，将疫苗提供给哺乳动物雌

性(在妊娠或分娩时或在其之前)。

[0126] 本发明因此包括用于预防或减轻病症或疾病(例如，由至少一种病原体毒株引起

的感染)的方法。如本文中所用，如果疫苗的施用导致疾病的临床体征或病症的全部或部分

减轻(即，抑制)，或者导致个体对疾病的全部或部分免疫，则称该疫苗预防或减轻疾病。如

本文中所用，如果基因治疗组合物的施用导致疾病的临床体征或病症的全部或部分减轻

(即，抑制)，或者导致个体对疾病的全部或部分免疫，则称该基因治疗组合物预防或减轻疾

病。

[0127] 具有至少一种本发明的流感病毒，包括减毒的病毒和一种或更多种其他分离的病
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毒、其一种或更多种分离的病毒蛋白、编码其一种或更多种病毒蛋白的一种或更多种分离

的核酸分子，或其组合的组合物可通过达到预期目的的任何手段来施用。

[0128] 例如，这样的组合物的施用可通过多种肠胃外途径，例如皮下、静脉内、皮内、肌

内、腹膜内、鼻内、经口或经皮途径。肠胃外施用可通过推注(bolus  injection)或通过随时

间逐渐灌注来实现。

[0129] 用于预防、抑制或治疗流感病毒相关病理状况的典型方案包括施用有效量的如本

文中所述的疫苗组合物，作为单一治疗施用，或作为增强或加强剂量在长达和包括一周至

约24个月(或者其中的任何范围或值)的时期重复施用。

[0130] 根据本发明，组合物的“有效量”是足以实现期望作用的量。应理解，有效剂量可取

决于接受者的物种、年龄、性别、健康和体重、同时治疗的种类(如果有的话)、治疗频率以及

所需作用的性质。下面提供的有效剂量范围不旨在限制本发明并代表剂量范围。

[0131] 用于动物(例如哺乳动物成体生物体)的活的减毒的或杀伤的病毒疫苗的剂量可

以为约102至1015(例如103至1012)噬斑形成单位(PFU)/kg，或者其中的任何范围或值。灭活

疫苗的剂量可以为约0.1至1000，例如30至100μg的HA蛋白。然而，剂量应是安全且有效的

量，如通过常规方法使用现有疫苗作为起点所确定的。

[0132] 复制的病毒疫苗的每个剂量中免疫反应性HA的剂量可标准化为含有合适的量，例

如30至100μg(或其中的任何范围或值)，或政府机构或公认的专业组织所推荐的量。NA的量

也可以标准化，然而，这种糖蛋白在纯化和储存期间可能是不稳定的。

[0133] 复制的病毒疫苗的每个剂量中免疫反应性HA的剂量可标准化为含有合适的量，例

如1至50μg(或其中的任何范围或值)，或美国公共卫生署(Public  Health  Service，PHS)所

推荐的量，即对于年龄较大的儿童(大于或等于3岁)通常为15μg/组分，而对于小于3岁的儿

童则通常为7.5μg/组分。NA的量也可以标准化，然而，这种糖蛋白在处理器纯化和储存期间

可能是不稳定的(Kendal  et  al.，1980；Kerr  et  al.，1975)。每0.5ml剂量的疫苗可含有约

10至500亿个病毒颗粒，并且优选100亿个颗粒。

[0134] 示例性实施方案

[0135] 在一个实施方案中，提供了分离的流感病毒，其具有PA、PB1、PB2、NP、NS、M、NA和HA

病毒区段，其中PB1病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1，或M病毒区

段编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1，其中流感病毒相对于相应流感病毒具

有增强的复制，所述相应流感病毒具有编码在第711位具有异亮氨酸的PB1的PB1病毒区段

或具有编码在第128位具有甲硫氨酸的M1的M病毒区段。在一个实施方案中，NA病毒区段与

PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段异源。在一个实施方案中，NA和HA病毒区段来自相同的病毒

分离株。在一个实施方案中，PBl病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之外的残基的

PB1，并且M病毒区段编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1。在一个实施方案中，

PA病毒区段编码这样的PA，其在第105位具有除苯丙氨酸之外的残基、在第142位具有除赖

氨酸之外的残基、在第149位具有除丝氨酸之外的残基、在第225位具有除丝氨酸之外的残

基、在第356位具有除赖氨酸之外的残基、在第357位具有除苏氨酸之外的残基、在第401位

残基处具有除精氨酸之外的残基、或在第550位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组

合。在一个实施方案中，PB1病毒区段还编码这样的PB1，其在第40位具有除甲硫氨酸之外的

残基、在第112位具有除谷氨酸之外的残基、在第180位具有除甘氨酸之外的残基，或在第
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247位残基处具有除谷氨酰胺之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，PB2病毒区段

编码这样的PB2，其在第202位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第323位具有除苯丙氨酸之外

的残基、或在第504位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，NP病

毒区段编码这样的NP，其在第74位具有除精氨酸之外的残基、在第116位具有除异亮氨酸之

外的残基、或在第417位具有除天冬酰胺之外的残基、或其任意组合。在一个实施方案中，NS

病毒区段编码这样的NS1，其在第30位具有除丙氨酸之外的残基、在第55位具有除赖氨酸之

外的残基、或在第118位具有除精氨酸之外的残基、或其任意组合。

[0136] 在一个实施方案中，PA病毒区段编码这样的PA，其在第105位具有除苯丙氨酸之外

的残基、在第142位具有除赖氨酸之外的残基、在第149位具有除丝氨酸之外的残基、在第

225位具有除丝氨酸之外的残基、在第256位具有除精氨酸之外的残基、在第350位具有除天

冬酰胺之外的残基、在第356位具有除赖氨酸之外的残基、在第357位具有除苏氨酸之外的

残基、在第369位具有除丙氨酸之外的残基、在第401位残基处具有除精氨酸之外的残基、或

在第550位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合。

[0137] 在一个实施方案中，PB1病毒区段编码这样的PB1，其在第40位具有除甲硫氨酸之

外的残基、在第92位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第105位具有除天冬酰胺之外的残基、

在第112位具有除谷氨酸之外的残基、在第178位具有除谷氨酸之外的残基、在第180位具有

除甘氨酸之外的残基、在第247位残基处具有除谷氨酰胺之外的残基、在第290位具有除甲

硫氨酸之外的残基、在第325位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第711位具有除异亮氨酸之

外的残基、或其任意组合。

[0138] 在一个实施方案中，PB2病毒区段编码这样的PB2，其在第62位具有除精氨酸之外

的残基、在第202位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第221位具有除丙氨酸之外的残基、在第

323位具有除苯丙氨酸之外的残基、在第370位具有除丙氨酸之外的残基、在第467位具有除

甲硫氨酸之外的残基、在第504位具有除异亮氨酸之外的残基、在第704位具有除酪氨酸之

外的残基、或在第721位具有除赖氨酸之外的残基、或其任意组合。

[0139] 在一个实施方案中，NP病毒区段编码这样的NP，其在第74位具有除精氨酸之外的

残基、在第103位具有除赖氨酸之外的残基、在第116位具有除异亮氨酸之外的残基、在第

194位具有除缬氨酸之外的残基、或在第417位具有除天冬酰胺之外的残基、或其任意组合。

[0140] 在一个实施方案中，M病毒区段编码在第126位具有除丝氨酸之外的残基、在第128

位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第244位具有除甲硫氨酸之外的残基的M1，或者在第15位

具有除色氨酸之外的残基的M2，或其任意组合。

[0141] 在一个实施方案中，NS病毒区段编码这样的NS1，其在第30位具有除丙氨酸之外的

残基、在第55位具有除赖氨酸之外的残基、在第101位具有除天冬氨酸之外的残基、或在第

118位具有除精氨酸之外的残基、或其任意组合。

[0142] 在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第40位

具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第180位具有A、

L、W、Y、F、V、S、T、I或C，在PB1中第247位具有H、R、K、D或E，在PB1中第290位具有V、A、L、G、S、

T、C或I，在PB1中第92位具有V、A、L、G、S、T、C或I，在PB1中第325位具有V、A、L、G、S、T、C或I，

在PB1中第105位具有H、R、K、D或E，在PB1中第178位具有H、R或K，或其任意组合。

[0143] 在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L或G，在PB1中第40位具有A、L、
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G、V或I，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T或I，在PB1中第180位具有W、Y或F，在PB1中第247

位具有H、R、K、D或E，在PB1中第290位具有V、A、L、G或I，在PB1中第92位具有V、A、L、G或I，在

PB1中第325位具有V、A、L、G或I，在PB1中第105位具有H、R或K，在PB1中第178位具有R或K，或

其任意组合。

[0144] 在一个实施方案中，病毒在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在NP中第103位具有R

或H，在NP中第194位具有I、A、L或G，在NP中第116位具有L、V、G、A、S或T，在NP中第417位具有

D、E、Q、K或H，或其任意组合。

[0145] 在一个实施方案中，病毒在NS1中第30位具有P、W、F、S或T，在第55位具有E、D、Q或

N，在NS1中第101位具有L、I、V、G、A或T，在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N，或其任意组合。

[0146] 在一个实施方案中，病毒在PA中第142位具有E、D、H、R或K，在PA中第225位具有C、

L、I、V、G、A或T，在PA中第256位具有L、I、V、S、G、A或T，在PA中第350位具有L、I、V、G、A或T，在

PA中第356位具有L、I、V、G、S或T，在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q，或其任意组合。

[0147] 在一个实施方案中，病毒在PB2中第504位具有V、A、L、G、S或T，在PB2中第202位具

有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第221位具有V、L、G或I，

在PB2中第370位具有V、L、G、T或I，在PB2中第62位具有V、L、G、S、T或I，在PB2中第467位具有

V、L、A、G、S、T或I，在PB2中第704位具有K、H、D、E、N或Q，在PB2中第721位具有R、H、D、E、N或Q，

或其任意组合。

[0148] 在一个实施方案中，病毒在M1中第126位具有V、A、L、G或T，在M1中第128位具有V、

A、L、G、T或S，在M1中第244位具有R、K、D、E或H，在M2中第15位具有A、L、G、S、T或I，或其任意

组合。

[0149] 在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第40位

具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C；在NP中第116位具有

L、V、G、A、S、C或T；在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，在NS1中第118位具有K、H、D、

E、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q；在PB2

中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任意组合。

[0150] 在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第247

位具有H、R、K、D、E、D或E；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N；在NS1中第55位具有E、D、Q或N；

在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第142位具有C、L、I、V、G、A或T；在PB2中第

202位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C；或其任意组合。在一个

实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第112位具有A、L、G、V、

S、T、I或C；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在NP中第417位具有D、E、Q、K或H；在第55位具

有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第225位具有C、L、I、V、G、A或T；

在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任意组合。在一个实施方案中，病毒在PA中具

有142N、225C、356R或550L；在PB1中具有112G、247H、507V或644A中的一个或更多个；在PB2

中具有202L、323L或504V中的一个或更多个；在NP中具有74K、112L、116L、417D或442A中的

一个或更多个；在M1中具有97A和/或100H；和/或在NS1中具有55E和/或140Q，或其任意组

合。在一个实施方案中，病毒具有以下中的至少一个：在PB2中具有202L和/或323L、在PB1中

具有247H或在NP中具有74K，并且任选地具有以下中的至少一个：在PA1中具有142N、在NS1

中具有55K或在M1中具有97A和/或100H。
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[0151] 在一个实施方案中，病毒具有以下中的至少一个：在PB2中具有202L和/或323L、在

PB1中具有247H或在NP中具有74K，以及具有以下中的至少一个：在PA1中具有142N、在NS1中

具有55K或在M1中具有97A和/或100H。在一个实施方案中，病毒在PB2中具有202L和/或

323L。在一个实施方案中，病毒在PB1中具有247H。在一个实施方案中，病毒在NS1中具有

55E。在一个实施方案中，病毒在PA中具有142C。在一个实施方案中，病毒在NP中具有74K。在

一个实施方案中，病毒在PB2中具有504V。在一个实施方案中，病毒在NP中具有74K、116L或

417D。在一个实施方案中，病毒在NS1中具有30P、55E或118K。在一个实施方案中，病毒在PA

中具有225C或401K。在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M。在一

个实施方案中，病毒在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T。在一个实施方案中，病毒在

PB1、PB2或PA中任一个的病毒区段中第4位具有U。

[0152] 在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段包含以下中至少一个的序列：

具有由SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列的PB1或与由SEQ  ID  NO：2编码的PB1具有至少95％

氨基酸序列同一性的PB1；具有由SEQ  ID  NO：3编码的氨基酸序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：3

编码的PB2具有至少95％氨基酸序列同一性的PB2；具有由SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列

的PA或与由SEQ  ID  NO：1编码的PA具有至少95％氨基酸序列同一性的PA；具有由SEQ  ID 

NO：4编码的氨基酸序列的NP或与由SEQ  ID  NO：4编码的NP具有至少95％氨基酸序列同一性

的NP；具有由SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序列的M1和/或M2或与由SEQ  ID  NO：5编码的M1和/

或M2具有至少95％氨基酸序列同一性的M1和/或M2；或具有由SEQ  ID  NO：6编码的氨基酸序

列的NS1和/或NS2或与由SEQ  ID  NO：6编码的NS1和/或NS2具有至少95％氨基酸序列同一性

的NS1和/或NS2，或者其中所述PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段包含以下中至少一个的序

列：具有由SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列的PB1或与由SEQ  ID  NO：10编码的PB1具有至少

95％氨基酸序列同一性的PB1；具有由SEQ  ID  NO：11编码的氨基酸序列的PB2或与由SEQ  ID 

NO：11编码的PB2具有至少95％氨基酸序列同一性的PB2；具有由SEQ  ID  NO：12编码的氨基

酸序列的PA或与由SEQ  ID  NO：12编码的PA具有至少95％氨基酸序列同一性的PA；具有由

SEQ  ID  NO：13编码的氨基酸序列的NP或与由SEQ  ID  NO：13编码的NP具有至少95％氨基酸

序列同一性的NP；具有由SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸序列的M1和/或M2或与由SEQ  ID  NO：

14编码的M1和/或M2具有至少95％氨基酸序列同一性的M1和/或M2；或具有由SEQ  ID  NO：15

编码的氨基酸序列的NS1和/或NS2或与由SEQ  ID  NO：15编码的NS1和/或NS2具有至少95％

氨基酸序列同一性的NS1和/或NS2。

[0153] 还提供了具有分离的病毒的疫苗。

[0154] 在一个实施方案中，提供了用于制备重配病毒的多种流感病毒载体。在一个实施

方案中，所述多种包括但不限于：包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地

连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA

可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒

PB2DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流

感病毒HA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序

列的流感病毒NP  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录

终止序列的流感病毒NA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接

于转录终止序列的流感病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及
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包含与连接于转录终止序列的流感病毒NS  cDNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生

的载体，其中用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种或更多种流

感疫苗病毒分离株，其中用于NA  vRNA之产生的载体中的NA  DNA具有异源NA的序列，并且其

中用于HA  vRNA之产生的载体中的HA  DNA具有异源HA的序列，其中所述PB1  DNA编码在第

711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1或所述M  DNA编码在第128位具有除甲硫氨酸之外

的残基的M1；以及包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之

产生的载体、包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生

的载体、包含与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、以及包含与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、以及任选地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产

生的载体、包含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的

载体、包含与编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、

包含与编码流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包

含与编码流感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。在一个

实施方案中，用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA具有这样的序列，其对

应于编码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15编码的相应多肽具有至少95％氨基酸序列同一性

的多肽的序列。在一个实施方案中，用于vRNA载体的启动子是RNA聚合酶I启动子、RNA聚合

酶II启动子、RNA聚合酶III启动子、T3启动子或T7启动子。在一个实施方案中，HA是H1、H3、

H5、H7或H9。在一个实施方案中，PA、PB1和PB2病毒区段并且任选NP、NS和M病毒区段具有启

动子C至a突变。

[0155] 还提供了制备流感病毒的方法，其包括：使细胞与有效产生感染性流感病毒之量

的以下接触：包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接的启动子的用于

vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操作地连接的启动

子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB2  DNA可操作地连

接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒HA  DNA可操

作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒NP 

DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感

病毒NA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列

的流感病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及包含与连接于转

录终止序列的流感病毒NS  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体，其中用于

vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种或更多种流感疫苗病毒分离

株，其中用于NA  vRNA之产生的载体中的所述NA  DNA具有异源NA的序列，并且其中用于HA 

vRNA之产生的载体中的所述HA  DNA具有异源HA的序列，其中所述PB1  DNA编码在第711位具

有除异亮氨酸之外的残基的PB1或所述M  DNA编码在第128位具有除甲硫氨酸之外的残基的

M1；以及包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、

包含与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

包含与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

任选地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载
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体、包含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包

含与编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与

编码流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包含与编

码流感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。在一个实施方

案中，细胞是禽类细胞或哺乳动物细胞。在一个实施方案中，细胞是Vero细胞、人细胞或

MDCK细胞。在一个实施方案中，用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA具有

这样的序列，其对应于编码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15编码的相应多肽具有至少95％氨

基酸序列同一性的多肽的序列。在一个实施方案中，病毒是分离的。在一个实施方案中，PB1

病毒区段编码在第711位具有除异亮氨酸之外的残基的PB1并且M病毒区段编码在第128位

具有除甲硫氨酸之外的残基的M1。在一个实施方案中，PA病毒区段编码这样的PA，其在第

105位具有除苯丙氨酸之外的残基、在第142位具有除赖氨酸之外的残基、在第149位具有除

丝氨酸之外的残基、在第225位具有除丝氨酸之外的残基、在第356位具有除赖氨酸之外的

残基、在第357位具有除苏氨酸之外的残基、在第401位残基处具有除精氨酸之外的残基、或

在第550位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任意组合；或者其中PB1病毒区段还编码这样

的PB1，其在第40位具有除甲硫氨酸之外的残基、在第112位具有除谷氨酸之外的残基、在第

180位具有除甘氨酸之外的残基，或在第247位残基处具有除谷氨酰胺之外的残基、或其任

意组合；或者其中PB2病毒区段编码这样的PB2，其在第202位具有除甲硫氨酸之外的残基、

在第323位具有除苯丙氨酸之外的残基、或在第504位具有除异亮氨酸之外的残基、或其任

意组合，或者其中NP病毒区段编码这样的NP，其在第74位具有除精氨酸之外的残基、在第

116位具有除异亮氨酸之外的残基、或在第417位具有除天冬酰胺之外的残基、或其任意组

合；或者其中NS病毒区段编码这样的NS1，其在第30位具有除丙氨酸之外的残基、在第55位

具有除赖氨酸之外的残基或在第118位具有除精氨酸之外的残基、或其任意组合。在一个实

施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、

I或C，在PB1中第112位具有A、L、G、V、S、T、I或C，在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或

C，在PB1中第247位具有H、R、K、D、E、D或E，或其任意组合；或者在NP中第74位具有K、H、D、E、Q

或N，在NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或T，在NP中第417位具有D、E、Q、K或H，或其任意组合；

或者在NS1中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，在第55位具有E、D、Q或N，在NS1中第118位

具有K、H、D、E、Q或N，在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T，或其任意组合；或者在PA中第

142位具有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第225位具有C、L、I、V、G、A或T，在PA中第401位具有K、H、

D、E、N或Q，或其任意组合；或者在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB2中第202位具

有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C，或其任意组合。在一个实施方案

中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第40位具有A、L、G、V、S、T、I或C，

在PB1中第180位具有A、L、W、Y、F、V、S、T、I或C；在NP中第116位具有L、V、G、A、S、C或T；在NS1

中第30位具有P、W、F、L、I、V、G、S、C或T，在NS1中第118位具有K、H、D、E、Q或N；在M1中第128位

具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第401位具有K、H、D、E、N或Q；在PB2中第504位具有V、A、L、G、

S、T、C或M；或其任意组合。在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或

M，在PB1中第247位具有H、R、K、D、E、D或E；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N；在NS1中第55位

具有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第142位具有C、L、I、V、G、A或

T；在PB2中第202位具有A、L、G、S、T、I或C，在PB2中第323位具有A、L、G、S、T、I或C；或其任意
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组合。在一个实施方案中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M，在PB1中第112位具

有A、L、G、V、S、T、I或C；在NP中第74位具有K、H、D、E、Q或N，在NP中第417位具有D、E、Q、K或H；

在第55位具有E、D、Q或N；在M1中第128位具有L、I、V、G、A、S、C或T；在PA中第225位具有C、L、

I、V、G、A或T；在PB2中第504位具有V、A、L、G、S、T、C或M；或其任意组合。在一个实施方案中，

病毒在PA中具有142N、225C、356R或550L中的一个或更多个；在PB1中具有112G、247H、507V

或644A中的一个或更多个；在PB2中具有202L、323L或504V中的一个或更多个；在NP中具有

74K、112L、116L、417D或442A中的一个或更多个；在M1中具有97A和/或100H；和/或在NS1中

具有55E和/或140Q，或其任意组合。在一个实施方案中，病毒具有以下中的至少一个：在PB2

中具有202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具有74K，并且任选地具有以下中的至少

一个：在A1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具有97A和/或100H。在一个实施方案中，

病毒具有以下中的至少一个：在PB2中具有202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具有

74K，以及具有以下中的至少一个：在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具有97A和/

或100H。在一个实施方案中，病毒在PB2中具有202L和/或323L。在一个实施方案中，病毒在

PB1中具有247H。在一个实施方案中，病毒在NS1中具有55E。在一个实施方案中，病毒在PA中

具有142C。在一个实施方案中，病毒在NP中具有74K。在一个实施方案中，病毒在PB2中具有

504V。在一个实施方案中，病毒在NP中具有74K、116L或417D。在一个实施方案中，病毒在NS1

中具有30P、55E或118K。在一个实施方案中，病毒在PA中具有225C或401K。在一个实施方案

中，病毒在PB1中第711位具有V、A、L、G、S、T、C或M。在一个实施方案中，病毒在M1中第128位

具有L、I、V、G、A、S、C或T。在一个实施方案中，PA、PB1或PB2病毒区段中的至少一个具有C至U

启动子突变。

[0156] 在另一些实施方案中，病毒在PA中第30位或第31位具有除SEQ  ID  NO：1或10编码

的残基之外的残基；在PB1中具有除R54、T59、G62、A63、E75、D76、E78、P79、S80、R327、M507、

L624、V644、I667、N694、L695、E697、F699、F700、P701、S702、Y705、S713和/或M714之外的残

基；在PB2中具有除I57、T58、A59、K61、M66、R368、E391、QS91、E677、D678和/或P679之外残

基，在PB2中；在NP中具有除I112、N224、R293、M371、R422或T442之外的残基；在M1中具有除

P90、V97和/或Y100之外的残基；或在NS1中具有除T49、R140、S161和/或A223之外的残基。在

一个实施方案中，PB1病毒区段和/或NS病毒区段编码在PB1中第62位、第261位、第361位、第

621位和/或第654位具有除甘氨酸、丝氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺或天冬酰胺之外的残基，或在

F2中第81位具有除精氨酸之外的残基的多肽。

[0157] 在一个实施方案中，分离的重组流感病毒具有来自第一流感疫苗病毒分离株的

PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段，异源、重组或嵌合流感病毒NA病毒区段，以及异源、重组或

嵌合HA病毒区段，其中PA、PB1、PB2、NP、NS和M病毒区段中的一个、两个或更多个在以下位置

具有选定的氨基酸残基：PA中第30位、第31位、第105位、第142位、第149位、第225位、第356

位、第357位、第401位和/或第550位；PB1中第40位、第54位、第59位、第62位，例如62A，第63

位、第75位、第76位、第78位、第79位、第80位、第112位、第180位、第247位、第261位，例如

161G，第327位、第361位，例如361R，第507位、第621位，例如621R，第624位、第644位、第654

位，例如654S，第667位、第694位、第695位、第697位、第699位、第700位、第701位、第702位、

第705位、第713位和/或第714位；PB2中第57位、第58位、第59位、第61位、第66位、第202位、

第323位、第368位、第391位、第504位、第591位、第677位、第678位和/或第679位；NP中第74
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位、第112位、第116位、第224位、第293位、第371位、第377位、第417位、第422位或第442位；

M1中第90位、第97位和/或第100位；或NS1中第30位、第49位、第55位、第118位，例如118K，第

140位、第161位和/或第223位，以及任选地分别在第136位、第162位、第179位、第182位、第

184位、第252位、第449位或第476位具有除谷氨酸、赖氨酸、谷氨酰胺、亮氨酸、缬氨酸、苯丙

氨酸、赖氨酸或甲硫氨酸之外的残基的HA，例如具有136D、162E、179L、182V、184I、252I、

449E或476I中的一个或更多个的HA区段，或者任选地分别在第55位或第265位残基处具有

除亮氨酸或丙氨酸之外的残基(例如55S或265V)的NA。在一个实施方案中，分离的病毒在PA

中具有142N、225C、356R或550L；在PB1中具有112G、247H、507V或644A中的一个或更多个；在

PB2中具有202L、323L或504V中的一个或更多个；在NP中具有74K、112L、116L、417D或442A中

的一个或更多个；在M1中具有97A和/或100H；和/或在NS1中具有55E和/或140Q，或其组合，

例如，具有以下中的至少一个：在PB2中具有202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具

有74K以及任选地具有以下中的至少一个：在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具

有97A和/或100H或者具有以下中的至少一个：在PB2中具有202L和/或323L、在PB1中具有

247H或在NP中具有74K，以及具有以下中的至少一个：在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或

在M1中具有97A和/或100H。在一个实施方案中，病毒具有以下中的至少一个：在PB2中具有

202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具有74K，并且任选地具有以下中的至少一个：

在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具有97A和/或100H。在一个实施方案中，病毒

具有以下中的至少一个：在PB2中具有202L和/或323L、在PB1中具有247H或在NP中具有74K，

以及具有以下中的至少一个：在PA1中具有142N、在NS1中具有55K或在M1中具有97A和/或

100H。在一个实施方案中，分离的病毒在PB2中具有202L和/或323L，并且任选地在PB1中具

有247H并且任选地在NP中具有74K。在一个实施方案中，分离的病毒在PB1中具有247H并且

任选地在NP中具有74K。在一个实施方案中，分离的病毒在PB1中具有40I、40L、112G、180W、

247H、507V或644A，并且任选地在PB2中具有202L和/或323L，并且任选地在NP中具有74K、

112L、116L、377N、417D或422L，并且任选地在NS1中具有30P、118K、161T或140Q，并且任选地

在PA中具有142N、225C、356R、401K或550L。在一个实施方案中，分离的病毒在PB1中具有

40I、40L、112G、180W、247H、507V或644A。在一个实施方案中，分离的病毒在PB2中具有202L

和/或323L。在一个实施方案中，分离的病毒在NP中具有74K、112L、116L、377N、417D或422L。

在一个实施方案中，分离的病毒在NS1中具有30P、118K、161T或140Q。在一个实施方案中，分

离的病毒在PA中具有142N、225C、356R、401K或550L。在一个实施方案中，在PA中指定位置的

选定氨基酸残基位于第97位、第105位、第142位、第149位、第225位、第356位、第357位、第

401位、第404位和/或第421位。在一个实施方案中，PB1中指定位置的选定氨基酸残基位于

第12位、第40位、第54位、第59位、第62位、第63位、第66位、第75位、第76位、第78位、第79位、

第80位、第180位、第247位、第507位、第624位、第644位、第694位、第695位、第697位、第699

位、第700位、第701位、第705位、第713位、第714位和/或第762位。在一个实施方案中，PB2中

指定位置的选定氨基酸残基位于第57位、第58位、第59位、第61位、第66位、第202位、第243

位、第323位、第504位、第677位、第678位和/或第679位。在一个实施方案中，NP中指定位置

的选定氨基酸残基位于第74位、第112位、第116位、第224位、第293位、第417位和/或第442

位。在一个实施方案中，M1中指定位置的选定氨基酸残基位于第90位、第97位和/或第100

位。在一个实施方案中，NS1中指定位置的选定氨基酸残基位于第49位、第30位、第55位、第
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161位和/或第223位。在一个实施方案中，PA中指定位置的选定氨基酸残基位于第97位、第

105位、第142位、第149位、第225位、第356位、第357位、第401位、第404位和/或第421位；并

且任选地，PB1中指定位置的选定氨基酸残基位于第12位、第40位、第54位、第59位、第62位、

第63位、第66位、第75位、第76位、第78位、第79位、第80位、第180位、第247位、第507位、第

624位、第644位、第694位、第695位、第697位、第699位、第700位、第701位、第705位、第713

位、第714位和/或第762位，与PA的选定残基任意组合；并且任选地，PB2中指定位置的选定

氨基酸残基位于第57位、第58位、第59位、第61位、第66位、第202位、第243位、第323位、第

504位、第677位、第678位和/或第679位，与PA和/或PB1的选定残基任意组合；并且任选地，

NP中指定位置的选定氨基酸残基位于第74位、第112位、第116位、第224位、第293位、第417

位和/或第442位，与PA、PB1和/或PB2的选定残基任意组合；并且任选地，M1中指定位置的选

定氨基酸残基位于第90位、第97位和/或第100位，与PA、PB1、PB2和/或NP的选定残基任意组

合；并且任选地，NS1中指定位置的选定氨基酸残基位于第49位、第30位、第55位、第161位

和/或第223位，或与PA、PB1、PB2、NP和/或M1的选定残基任意组合。

[0158] 对于上文公开的示例性病毒中的任一种，在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS

和M病毒区段包含以下中至少一个的序列：具有由SEQ  ID  NO：2编码的氨基酸序列的PB1或

与由SEQ  ID  NO：2编码的PB1具有至少95％氨基酸序列同一性的PB1；具有由SEQ  ID  NO：3编

码的氨基酸序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：3编码的PB2具有至少95％氨基酸序列同一性的

PB2；具有由SEQ  ID  NO：1编码的氨基酸序列的PA或与由SEQ  ID  NO：1编码的PA具有至少

95％氨基酸序列同一性的PA；具有由SEQ  ID  NO：4编码的氨基酸序列的NP或与由SEQ  ID 

NO：4编码的NP具有至少95％氨基酸序列同一性的NP；具有由SEQ  ID  NO：5编码的氨基酸序

列的M1和/或M2或与由SEQ  ID  NO：5编码的M1和/或M2具有至少95％氨基酸序列同一性的M1

和/或M2；或具有由SEQ  ID  NO：6编码的氨基酸序列的NS1和/或NS2或与由SEQ  ID  NO：6编码

的NS1和/或NS2具有至少95％氨基酸序列同一性的NS1和/或NS2，或者PA、PB1、PB2、NP、NS和

M病毒区段包含以下中至少一个的序列：具有由SEQ  ID  NO：10编码的氨基酸序列的PB1，或

与由SEQ  ID  NO：10编码的PB1具有至少95％氨基酸序列同一性的PB1；具有由SEQ  ID  NO：11

编码的氨基酸序列的PB2或与由SEQ  ID  NO：11编码的PB2具有至少95％氨基酸序列同一性

的PB2；具有由SEQ  ID  NO：12编码的氨基酸序列的PA或与由SEQ  ID  NO：12编码的PA具有至

少95％氨基酸序列同一性的PA；具有由SEQ  ID  NO：13编码的氨基酸序列的NP或与由SEQ  ID 

NO：13编码的NP具有至少95％氨基酸序列同一性的NP；具有由SEQ  ID  NO：14编码的氨基酸

序列的M1和/或M2或与由SEQ  ID  NO：14编码的M1和/或M2具有至少95％氨基酸序列同一性

的M1和/或M2；或具有由SEQ  ID  NO：15编码的氨基酸序列的NS1和/或NS2或与由SEQ  ID  NO：

15编码的NS1和/或NS2具有至少95％氨基酸序列同一性的NS1和/或NS2。

[0159] 对于上文公开的示例性病毒中的任一种，在一个实施方案中，PA、B1、PB2、NP、NS和

M病毒区段中的至少一个具有C至U启动子突变。

[0160] 本文中公开的任何分离的病毒均可用于疫苗。

[0161] 在一个实施方案中，本发明提供了用于制备重配株的多种流感病毒载体。在一个

实施方案中，所述多种包括：包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可操作地连接

的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB1  DNA可操

作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒PB2 
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DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感

病毒HA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列

的流感病毒NP  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终

止序列的流感病毒NA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于

转录终止序列的流感病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、以及包

含与连接于转录终止序列的流感病毒NS  cDNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的

载体，其中用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种或更多种流感

疫苗病毒分离株，其中用于NA  vRNA之产生的载体中的所述NA  DNA具有异源NA的序列，并且

其中用于HA  vRNA之产生的载体中的所述HA  DNA具有异源HA的序列，PA中第30位、第31位、

第105位、第142位、第149位、第225位、第356位、第357位、第401位和/或第550位；PB1中第40

位、第54位、第59位、第62位、第63位、第75位、第76位、第78位、第79位、第80位、第112位、第

180位、第247位、第327位、第507位、第624位、第644位、第667位、第694位、第695位、第697

位、第699位、第700位、第701位、第702位、第705位、第713位或第714位和/或第247位；PB2中

第57位、第58位、第59位、第61位、第66位、第202位、第323位、第368位、第391位、第504位、第

591位、第677位、第678位或第679位、第202位和/或第323位；NP中第74位、第112位、第116

位、第224位、第293位、第371位、第377位、第417位、第422位和/或第442位；M1中第90位、第

97位和/或第100位；或NS中第30位、第49位、第55位、第118位、第140位、第161位和/或第223

位；以及包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、

包含与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

包含与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、以及

任选地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载

体、包含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包

含与编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、包含与

编码流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体、或包含与编

码流感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生的载体。在一个实施方

案中，用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA具有这样的序列，其对应于编

码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15编码的相应多肽具有至少95％氨基酸序列同一性的多肽

的序列。在一个实施方案中，用于vRNA载体的启动子是RNA聚合酶I启动子、RNA聚合酶II启

动子、RNA聚合酶III启动子、T3启动子或T7启动子。在一个实施方案中，NA是N9。在一个实施

方案中，HA是H7。在一个实施方案中，PA、PB1、PB2、NP、NS和/或M病毒区段具有启动子C至a突

变。

[0162] 在一个实施方案中，本发明提供了制备流感病毒的方法。该方法包括使细胞与有

效产生感染性流感病毒之量的以下接触：包含与连接于转录终止序列的流感病毒PA  DNA可

操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的流感病毒

PB1  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终止序列的

流感病毒PB2  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于转录终

止序列的流感病毒HA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与连接于

转录终止序列的流感病毒NP  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、包含与
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连接于转录终止序列的流感病毒NA  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的载体、

包含与连接于转录终止序列的流感病毒M  DNA可操作地连接的启动子的用于vRNA之产生的

载体、以及包含与连接于转录终止序列的流感病毒NS  DNA可操作地连接的启动子的用于

vRNA之产生的载体，其中用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA来自一种

或更多种流感疫苗病毒分离株，其中用于NA  vRNA之产生的载体中的所述NA  DNA具有异源

NA的序列，并且其中用于HA  vRNA之产生的载体中的所述HA  DNA具有异源HA的序列，PA中第

30位、第31位、第105位、第142位、第149位、第225位、第356位、第357位、第401位和/或第550

位；PB1中第40位、第54位、第59位、第62位、第63位、第75位、第76位、第78位、第79位、第80

位、第112位、第180位、第247位、第327位、第507位、第624位、第644位、第667位、第694位、第

695位、第697位、第699位、第700位、第701位、第702位、第705位、第713位和/或第714位和/

或第247位；PB2中第57位、第58位、第59位、第61位、第66位、第202位、第323位、第368位、第

391位、第504位、第591位、第677位、第678位和/或第679位、第202位和/或第323位；NP中第

74位、第112位、第116位、第224位、第293位、第371位、第377位、第417位、第422位和/或第

442位；M1中第90位、第97位和/或第100位；或NS中第30位、第49位、第55位、第118位、第140

位、第161位或第223位；以及包含与编码流感病毒PA的DNA区段可操作地连接的启动子的用

于mRNA之产生的载体、包含与编码流感病毒PB1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于

mRNA之产生的载体、包含与编码流感病毒PB2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA

之产生的载体、以及包含与编码流感病毒NP的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA

之产生的载体、以及任选地包含与编码流感病毒HA的DNA区段可操作地连接的启动子的用

于mRNA之产生的载体、包含与编码流感病毒NA的DNA区段可操作地连接的启动子的用于

mRNA之产生的载体、包含与编码流感病毒M1的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA

之产生的载体、包含与编码流感病毒M2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产

生的载体、或包含与编码流感病毒NS2的DNA区段可操作地连接的启动子的用于mRNA之产生

的载体。在一个实施方案中，细胞是禽类细胞或哺乳动物细胞，例如Vero细胞、人细胞或

MDCK细胞。在一个实施方案中，用于vRNA之产生的载体中的PB1、PB2、PA、NP、NS和M  DNA具有

这样的序列，其对应于编码与由SEQ  ID  NO：1至6或10至15编码的相应多肽具有至少95％氨

基酸序列同一性的多肽的序列。在一个实施方案中，所述方法包括分离病毒。在一个实施方

案中，PA、PB1或PB2病毒区段中的至少一个具有C至U启动子突变。

[0163] 还提供了用于流感病毒PA的vRNA或mRNA表达的载体，所述流感病毒PA与SEQ  ID 

NO：1编码的多肽具有至少95％氨基酸序列同一性，并且在第30位具有苏氨酸、在第31位具

有赖氨酸、在第105位具有半胱氨酸或在第401位具有赖氨酸；用于流感病毒PB1的vRNA或

mRNA表达的载体，所述流感病毒PB1与SEQ  ID  NO：2编码的多肽具有至少95％氨基酸序列同

一性，并且在第40位具有亮氨酸、在第54位具有丙氨酸或异亮氨酸、在第112位具有甘氨酸、

在第247位具有组氨酸、在第507位具有缬氨酸、在第644位具有丙氨酸、或在第713位具有半

胱氨酸；用于PB2的vRNA或mRNA表达的载体，所述PB2与SEQ  ID  NO：3编码的多肽具有至少

95％氨基酸序列同一性，并且在第202位和/或第323位具有亮氨酸；用于流感病毒NP的vRNA

或mRNA表达的载体，所述流感病毒NP与由SEQ  ID  NO：4编码的多肽具有至少95％氨基酸序

列同一性，并且在第74位具有赖氨酸、在第116位具有亮氨酸、在第224位具有异亮氨酸、在

第293位具有赖氨酸、在第377位具有天冬酰胺、或在第417位具有天冬氨酸；用于流感病毒
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NS1的vRNA或mRNA表达的载体，所述流感病毒NS1与由SEQ  ID  NO：6编码的NS1多肽具有至少

95％氨基酸序列同一性，并且在第30位具有脯氨酸、在第49位具有丙氨酸、在第118位具有

赖氨酸、在第140位具有谷氨酰胺、在第161位具有苏氨酸、或在第223位具有谷氨酸；以及用

于流感病毒M1的vRNA或mRNA表达的载体，所述流感病毒M1与由SEQ  ID  NO：5编码的M1多肽

具有至少95％氨基酸序列同一性并且在第90位具有丝氨酸。

[0164] 本发明将通过以下非限制性实施例进行描述。

[0165] 实施例1

[0166] 方法

[0167] 细胞和病毒

[0168] 将293T人胚肾细胞维持在含有10％胎牛血清和抗生素的Dulbecco改良的Eagle最

小必需培养基(DMEM)中。将马丁‑达比犬肾(Madin‑Darby  canine  kidney，MDCK)细胞在含

有5％新生牛血清和抗生素的MEM中培养。将非洲绿猴Vero  WCB细胞(其在生物安全测试之

后已确立用于人疫苗产生(Sugawara  et  al，2002))维持在含有抗生素的无血清VP‑SFM培

养基(GIBCO‑BRL)中。将细胞在5％CO2中于37℃下维持。

[0169] 质粒构建和反向遗传学

[0170] 为了产生甲型流感病毒的重配株，使用了基于质粒的反向遗传学(Neumann  et 

al.，1999)。将全长cDNA克隆到人聚合酶I启动子和小鼠RNA聚合酶I终止子的控制下的质粒

(PolI质粒)中。

[0171] 使用先前产生的一系列来源于A/WSN/33(H1N1；WSN)或PR8毒株的PolI构建体进行

反向遗传学(Horimoto  et  al .，2006；Neumann  et  al .，1999)。世界卫生组织(World 

Health  Organization，WHO)推荐A/Puerto  Rico/8/34(H1N1；PR8)作为供体病毒，因为其在

人中的安全性(Wood&Robertson，2004；Webby&Webster，2003)。

[0172] 将在鸡肌动蛋白(例如β‑肌动蛋白)启动子的控制下表达WSN或PR8  NP、PA、PB1或

PB2的质粒用于所有反向遗传学实验(Horimoto  et  al.，2006；Neumann  et  al.，1999)。简

言之，将PolI质粒和蛋白质表达质粒与转染试剂Trans‑IT  293T(Panvera)混合，在室温下

孵育15分钟，并随后添加至293T细胞。将经转染细胞在Opti‑MEM  I(GIBCO‑BRL)中孵育48小

时。对于在Vero  WCB细胞中的反向遗传学，使用电穿孔器(Amaxa)根据制造商说明转染质粒

混合物。在转染之后16小时将新鲜制备的Vero  WCB细胞添加至经转染细胞上，并且在6小时

之后将TPCK‑胰蛋白酶(1μg/mL)添加至培养物。将经转染细胞在无血清VP‑SFM中孵育总共4

天。收获含有感染性病毒的上清液，并可通过有限稀释进行生物学克隆。

[0173] 制备了具有来自A/HongKong/213/2003(H5N1)的HA和NA基因以及来自PR8(UW)的

甲型流感病毒基因的其余部分的重组病毒。重组病毒的滴度是1010.67EID50/mL，并且HA滴度

是1∶1600

[0174] 表1
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[0175]

[0176] PR8(UW)基因的序列如下：

[0177] PA

[0178]

[0179] PB1
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[0180]

[0181]

[0182] PB2
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[0183]

[0184] NP
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[0185]

[0186] M

[0187]

[0188] NS

[0189]
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[0190]

[0191] HA

[0192]

[0193] NA

[0194]

[0195] 在卵中，高滴度A/PR/8/34(H1N1，PR8(UW))病毒的生长比其他A/PR/8/34  PR8毒株

好10倍(1010EID50/mL；HA滴度：1∶8,000)。因此，用流感病毒的目前流通毒株的HA和NA基因

代替PR8(UW)的HA和NA基因产生可以安全产生的疫苗毒株，并验证了PR8(UW)作为主疫苗毒

说　明　书 35/47 页

43

CN 114929269 A

43



株的用途。

[0196] 确定了有助于PR8(UW)与PR8(Cambridge)之间不同生长特性的基因，其提供了

NIBRG‑14疫苗毒株的非HA和非NA基因(图1)。当大多数内部基因来自PR8(UW)时，获得在卵

中更高的滴度。PR8(UW)的M病毒区段和PR8(Cambridge)的NS基因的滴度最高。PR8(UW)中的

NS基因在第55位残基处具有K(赖氨酸)，而PR8(Cam)中的NS基因具有E(谷氨酸)。PR8(UW)的

聚合酶亚基(PA、PB1和PB2)和NP基因增强了H5N1疫苗种子病毒在鸡含胚卵中的生长，并且

PR8(Cambridge)的NS基因增强了H5N1疫苗种子病毒在鸡含胚卵中的生长。PR8(UW)的PB2中

第360位的酪氨酸(Y)可能有助于该病毒在MDCK细胞中的高生长率。

[0197] 实施例2

[0198] 为了开发用于疫苗病毒在特定宿主细胞中生长的高产率A/PR/8/34(H1N1；PR8)病

毒骨架，进行了对PR8(HG)(PR8UW)内部基因的随机诱变。通过易错PCR将随机突变引入到

UW‑PR8(实施例1)内部基因中，在此之后制备在单独UW‑PR8内部基因中具有随机突变的质

粒文库。然后产生病毒文库(PR8/H5N1)，其在单独UW‑PR8内部基因以及其他野生型内部基

因和A/chicken/Indonesia/NC/09(H5N1)病毒的NA和“脱毒”HA基因中具有随机突变(表1)，

以产生“6+2”重组病毒。将病毒在MDCK细胞中的连续传代用于选择具有高生长特性的变体。

[0199] 表1：产生的病毒文库

[0200]

[0201] 将病毒文库在MDCK细胞中传代12次，或者在2次传代之后将文库混合并且再进行

10次传代(图2)。

[0202] 在MDCK细胞中连续传代10至约12次之后，进行噬斑测定并挑选超过1,400个单独

的噬斑。图3示出了具有多种HA滴度的克隆的数目。生长增强突变包括：PB2：M202L、F323L、

I504V，PB1：E112G、V644A，NP：R74K、N417D、I116L和NS1：S161T。图4提供了由选定突变产生

的重组病毒的滴度。

[0203] 对来自随机诱变文库的具有最高HA滴度的36种病毒进行了测序(表2)

[0204] 表2：具有最高HA滴度的病毒的序列
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[0205]
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[0206]

说　明　书 38/47 页

46

CN 114929269 A

46



[0207]

[0208] 在第二种方法中，将文献中描述的潜在生长增强突变引入到UW‑PR8病毒(对于病

毒储液滴度见表3)的背景中并测试复制能力。图5A至D示出了多种病毒的生长曲线。

[0209] 表3：具有在文献中所鉴定突变的UW‑PR8病毒

[0210]
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[0211]

[0212] 在第三种方法中，将来自方法1和2的候选物组合并且确定HA滴度和PFU/mL(表4)。

[0213] 表4：在多种组合中测试在方法1和2中鉴定的高生长候选物。
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[0214]
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[0215]

[0216] 如表4中所示，鉴定了相比野生型更好地复制的数种重组病毒，例如#1、#4、#36、#

38、P17、P16和P61。为了鉴定这些病毒的生长特性，确定了在MDCK细胞中的生长动力学(图

7)。对于一种候选物，将病毒在蔗糖梯度上纯化并且评价HA含量和病毒总蛋白。图8A示出了

野生型(UW‑PR8)和#4的HA滴度，图8B示出了野生型(UW‑PR8)和#4的病毒蛋白，以及图8BC是

野生型(UW‑PR8)和#4的病毒蛋白的SDS‑PAGE分析。进一步的分析表明，在M1中具有V97A/

Y100H突变的病毒与亲本病毒相比产生更高的HA滴度，但是病毒滴度较低(见图9A至B)。M1

中的V97A/Y100H突变可导致颗粒具有更大的表面，其中可并入更多的HA蛋白。由于灭活的

流感病毒基于其HA含量给药，因此具有高HA含量的变体是有吸引力的疫苗候选物。

[0217] 为了鉴定流感启动子区中提供增强复制的突变，在UW‑PR8  PA、PB1和PB2内部基因

中制备了在所有8个vRNA区段的3’端的第4位具有“U”的病毒(UW‑PR8  PB2、PB1和PA区段在

第4位具有“C”)。所得病毒的生长曲线在图11C中示出。

[0218] 制备具有启动子突变和氨基酸变化组合的病毒并确定滴度(表5)。

[0219] 表5：高生长候选物的病毒滴度

说　明　书 42/47 页

50

CN 114929269 A

50



[0220]

[0221] 注：3’G3A、U5C、C8U和5’U3C和A8G为HA病毒RNA的启动子中的核苷酸变化；NCR15‑

19nt  mut是指第15至19位的HA  3’非编码区的突变(“AAGUU”被替换为“UUUAA”)。

[0222] 还进行了密码子使用优化。密码子的改变可能会提高蛋白质表达但也可能改变

RNA结构和稳定性。例如，进行了PB2病毒区段的密码子使用优化以在使包装信号(位于vRNA

的5’和3’端)不改变的同时反映犬细胞中的密码子使用(因为MDCK细胞来源于犬)(图10A)。

在一种方法中，对PB2基因“内部”区域中的所有密码子进行了密码子优化(图10C)，并且在

另一种方法中，对所谓的“罕用”密码子(图10B)(对于给定的氨基酸，与最频繁使用的密码

子相比使用频率低得多)进行密码子优化。分析使用“图形化密码子使用分析器(Graphical 

Codon  Usage  Analyser)”(www.gcua.de)进行。这些病毒的滴度示出在表6中(也见图10B至

C)。

[0223] 表6：编码经密码子优化的PB2基因的病毒的滴度
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[0224]

[0225] 与野生型病毒(UW‑PR8)相比，PB2中罕用密码子的优化导致滴度提高(见图10D)。

对其他病毒区段进行密码子优化，并确定具有这些区段或经优化区段的组合的病毒的滴度

(图10E)。

[0226] 在MDCK细胞中提高病毒滴度的另一种方法中，制备嵌合HA和NA基因(图13A)并且

确定具有这些基因的病毒的滴度(图13B)。

[0227] 制备了具有上述突变(高生长骨架突变、启动子突变、嵌合HA和NA基因以及犬密码

子优化)的组合的病毒，并且确定了这些病毒的生长动力学、PFU和HA滴度(见图14)。骨架突

变的一个示例性组是犬密码子opti‑PB2+C4U+M202L、F323L；PB1：C4U+Q247H；PA：C4U+

K142N；NP：犬密码子opti‑NP+R74K；M：V97A、Y100H；和NS：K55E。

[0228] 本文中所述的任何突变或其任意组合可以与例如季节性H1N1和H3N2、H3N2变体、

PdmH1N1、H5N1、H7N9或H9N2、或其他进化枝或候选疫苗毒株组合。例如，来自A/California/

04/2009(pdm  H1N1)的HA和NA基因与UW‑PR/8的6个内部基因组合产生“6+2”重组病毒。产生

了11种病毒文库并且在卵中传代10次。进行三轮有限稀释以筛选高生长突变体(图15)。在

一个实施方案中，在MDCK细胞中具有高生长特性的变体具有带有启动子突变(C4U)和导致

I504V的突变(相对于亲本病毒)的PB2病毒区段；带有启动子突变(C4U)和导致E112G的突变

的PB1病毒区段；带有启动子突变(C4U)和导致S225C的突变的PA病毒区段；带有导致R74K和

N417D的突变的NP病毒区段；带有导致V97A和Y100H的突变的M病毒区段；和带有导致K55E的

突变的NS病毒区段，其中任选地修饰一个或更多个病毒区段(例如NP病毒区段)的序列以包

含经犬密码子优化的密码子。在一个实施方案中，在MDCK细胞中具有高生长特性的变体具

有带有启动子突变(C4U)和导致M202L和F323L的突变的经犬密码子优化的PB2病毒区段；带

有启动子突变(C4U)和导致Q247H的突变的PB1病毒区段；带有启动子突变(C4U)和导致
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K142N的突变的PA病毒区段；带有导致R74K的突变的经犬密码子优化的NP病毒区段；带有导

致V97A  Y100H的突变的M病毒区段；以及带有导致K55E的突变的NS病毒区段。

[0229] 使用在MDCK细胞中具有高复制特性的克隆在Vero细胞中(例如在Vero细胞中传代

约3至5次之后)进行相似的实验(见图16)。图17示出了可在Vero细胞中具有高复制特性的5

种病毒。在一个实施方案中，在Vero细胞中具有高生长特性的PR8(UW)变体具有以下突变，

所述突变可以以多种组合使用以提高PR8(UW)病毒的复制能力：PB2区段：C4U(启动子突

变)，I504V(氨基酸变化)；PB1区段：C4U(启动子突变)；M40L(氨基酸变化)、G180W(氨基酸变

化)；PA区段：C4U(启动子突变)、R401K(氨基酸变化)；NP区段：I116L(氨基酸变化)；NS区段：

A30P(NS1中的氨基酸变化)或R118K(NS1中的氨基酸变化)。

[0230] 在一个实施方案中，具有高生长特性的PR8(UW)变体具有以下残基，所述残基可以

与彼此和/或与其他残基(例如增强病毒复制的残基)以多种组合使用以提高具有基于PR8

(UW)的病毒区段的重配株的复制能力：即具有136D、162E、179L、182V、184I、252I、449E和/

或476I中的一个或多个的HA区段：具有55S和/或265V的NA区段；具有带有118K的NS1的NS区

段；具有81G的F2；具有62A、261G、361R、621R和/或654S的PB1区段和/或具有本文中所述的

生长增强核苷酸的病毒区段启动子，例如在M病毒区段中具有核苷酸改变G1012C、A1013U或

U1014A中的一个或更多个。

[0231] 实施例3

[0232] 为了评估单独病毒RNA(vRNA)区段对高产率特性的贡献，产生了一系列重配病毒，

所述重配病毒在亲本病毒[UW‑PR8_Indo/05(HA+NA)]的背景中具有高产率PR8(PR8‑HY)变

体的一个或数个vRNA区段。将Vero细胞用指定的病毒以0.005的MOI一式三份进行感染，并

且在存在胰蛋白酶的情况下于37℃下孵育。在指定的时间点，分别通过进行噬斑或HA测定

来确定病毒滴度和HA滴度。结果示出在图20中。这些数据表明数个vRNA区段有助于PR8‑HY

病毒的特性。特别地，PR8‑HY病毒的PB2+PB1+PA+NP  vRNA使病毒和HA滴度显著提高，表明该

病毒的复制能力增强。

[0233] 为了进一步评估病毒复制复合物的哪个组分提供高产率特性，将野生型或高产率

PB2、PB1、PA和NP蛋白在人293T、犬MDCK、非洲绿猴Vero和禽类DF1细胞中在微复制子测定中

以多种组合进行测试。结果示于图21中。令人感兴趣地，PR8‑HY病毒的PB2、PB1、PA和NP蛋白

在293T、Vero和DF1细胞中减轻了病毒复制能力；这种作用主要是由PB2蛋白赋予。相比之

下，来源于PR8‑HY病毒的PB2+PB1+PA+NP蛋白的组合使在用于选择PR8‑HY病毒的犬MDCK细

胞中的复制能力显著提高。这些发现表明PR8‑HY病毒高产率下的宿主依赖性机制。例如，来

源于PR8‑HY的PB1+PA+NP蛋白或其子集的组合可使在293T、Vero和DF1细胞中的病毒复制能

力增强。

[0234] 在无血清(SF)培养基、含血清(serum‑containing，SC)培养基和卵中筛选文库。

[0235] 为了鉴定在所有受试生长培养基中均有效复制的变体，将病毒在不断变化的条件

下传代：

[0236] SF至SC至卵，SF至卵至SC

[0237] SC至SF至卵，SC至卵至SF

[0238] 卵至SF至SC，卵至SC至SF

[0239] 例如，进一步提高流感病毒在培养的细胞和/或含胚鸡卵中复制的另一些鉴定的
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突变是PB1中的I711V和M1蛋白中的M128L，并且这些突变可以与本文中公开的任何突变组

合，并且可以以任意组合来组合(见图23至25和表8至9)。HY候选物#9的病毒滴度在12小时、

24小时、36小时和48小时时比亲本高产率骨架重组病毒的病毒滴度高5.5倍、2.4倍、2.6倍、

4.4倍。HY候选物#9含有以下突变：PB2：C4U  I504V；PB1：C4U  M40L/G180W/I711V；PA：C4U 

R401K；NP：I116L；M1：M128L；NS1：A30P/R118K。

[0240] 表8.选自SF‑MDCK  PR8‑HY+Hubei/1/10(H5N1)病毒文库的前8种高HA滴度克隆

[0241]

[0242] 表9.选自第二代混合文库的一轮传代的前12种HA滴度克隆(SC＝含血清；SF＝无

血清)

[0243]
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序列表

<110>  Kawaoka,  Yoshihiro

       Neumann,  Gabriele

       Ping,  Jihui

       Wisconsin  Alumni  Research  Foundation  (WARF)

<120>  用于疫苗开发的改进的流感病毒复制

<130>  800.106WO1

<150>  US  62/841,491

<151>  2019‑05‑01

<160>  27

<170>  FastSEQ  for  Windows  Version  4.0

<210>  1

<211>  2233

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  1

agcgaaagca  ggtactgatc  caaaatggaa  gattttgtgc  gacaatgctt  caatccgatg       60

attgtcgagc  ttgcggaaaa  aacaatgaaa  gagtatgggg  aggacctgaa  aatcgaaaca      120

aacaaatttg  cagcaatatg  cactcacttg  gaagtatgct  tcatgtattc  agattttcac      180

ttcatcaatg  agcaaggcga  gtcaataatc  gtagaacttg  gtgatccaaa  tgcacttttg      240

aagcacagat  ttgaaataat  cgagggaaga  gatcgcacaa  tggcctggac  agtagtaaac      300

agtatttgca  acactacagg  ggctgagaaa  ccaaagtttc  taccagattt  gtatgattac      360

aaggagaata  gattcatcga  aattggagta  acaaggagag  aagttcacat  atactatctg      420

gaaaaggcca  ataaaattaa  atctgagaaa  acacacatcc  acattttctc  gttcactggg      480

gaagaaatgg  ccacaaaggc  agactacact  ctcgatgaag  aaagcagggc  taggatcaaa      540

accagactat  tcaccataag  acaagaaatg  gccagcagag  gcctctggga  ttcctttcgt      600

cagtccgaga  gaggagaaga  gacaattgaa  gaaaggtttg  aaatcacagg  aacaatgcgc      660

aagcttgccg  accaaagtct  cccgccgaac  ttctccagcc  ttgaaaattt  tagagcctat      720

gtggatggat  tcgaaccgaa  cggctacatt  gagggcaagc  tgtctcaaat  gtccaaagaa      780

gtaaatgcta  gaattgaacc  ttttttgaaa  acaacaccac  gaccacttag  acttccgaat      840

gggcctccct  gttctcagcg  gtccaaattc  ctgctgatgg  atgccttaaa  attaagcatt      900

gaggacccaa  gtcatgaagg  agagggaata  ccgctatatg  atgcaatcaa  atgcatgaga      960

acattctttg  gatggaagga  acccaatgtt  gttaaaccac  acgaaaaggg  aataaatcca     1020

aattatcttc  tgtcatggaa  gcaagtactg  gcagaactgc  aggacattga  gaatgaggag     1080

aaaattccaa  agactaaaaa  tatgaagaaa  acaagtcagc  taaagtgggc  acttggtgag     1140

aacatggcac  cagaaaaggt  agactttgac  gactgtaaag  atgtaggtga  tttgaagcaa     1200

tatgatagtg  atgaaccaga  attgaggtcg  cttgcaagtt  ggattcagaa  tgagtttaac     1260

aaggcatgcg  aactgacaga  ttcaagctgg  atagagctcg  atgagattgg  agaagatgtg     1320
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gctccaattg  aacacattgc  aagcatgaga  aggaattatt  tcacatcaga  ggtgtctcac     1380

tgcagagcca  cagaatacat  aatgaaggga  gtgtacatca  atactgcctt  gcttaatgca     1440

tcttgtgcag  caatggatga  tttccaatta  attccaatga  taagcaagtg  tagaactaag     1500

gagggaaggc  gaaagaccaa  cttgtatggt  ttcatcataa  aaggaagatc  ccacttaagg     1560

aatgacaccg  acgtggtaaa  ctttgtgagc  atggagtttt  ctctcactga  cccaagactt     1620

gaaccacata  aatgggagaa  gtactgtgtt  cttgagatag  gagatatgct  tataagaagt     1680

gccataggcc  aggtttcaag  gcccatgttc  ttgtatgtga  gaacaaatgg  aacctcaaaa     1740

attaaaatga  aatggggaat  ggagatgagg  cgttgcctcc  tccagtcact  tcaacaaatt     1800

gagagtatga  ttgaagctga  gtcctctgtc  aaagagaaag  acatgaccaa  agagttcttt     1860

gagaacaaat  cagaaacatg  gcccattgga  gagtccccca  aaggagtgga  ggaaagttcc     1920

attgggaagg  tctgcaggac  tttattagca  aagtcggtat  tcaacagctt  gtatgcatct     1980

ccacaactag  aaggattttc  agctgaatca  agaaaactgc  ttcttatcgt  tcaggctctt     2040

agggacaacc  tggaacctgg  gacctttgat  cttggggggc  tatatgaagc  aattgaggag     2100

tgcctgatta  atgatccctg  ggttttgctt  aatgcttctt  ggttcaactc  cttccttaca     2160

catgcattga  gttagttgtg  gcagtgctac  tatttgctat  ccatactgtc  caaaaaagta     2220

ccttgtttct  act                                                        2233

<210>  2

<211>  2340

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  2

agcgaaagca  ggcaaaccat  ttgaatggat  gtcaatccga  ccttactttt  cttaaaagtg       60

ccagcacaaa  atgctataag  cacaactttc  ccttatactg  gagaccctcc  ttacagccat      120

gggacaggaa  caggatacac  catggatact  gtcaacagga  cacatcagta  ctcagaaaag      180

ggaagatgga  caacaaacac  cgaaactgga  gcaccgcaac  tcaacccgat  tgatgggcca      240

ctgccagaag  acaatgaacc  aagtggttat  gcccaaacag  attgtgtatt  ggaggcgatg      300

gctttccttg  aggaatccca  tcctggtatt  tttgaaaact  cgtgtattga  aacgatggag      360

gttgttcagc  aaacacgagt  agacaagctg  acacaaggcc  gacagaccta  tgactggact      420

ctaaatagaa  accaacctgc  tgcaacagca  ttggccaaca  caatagaagt  gttcagatca      480

aatggcctca  cggccaatga  gtctggaagg  ctcatagact  tccttaagga  tgtaatggag      540

tcaatgaaca  aagaagaaat  ggggatcaca  actcattttc  agagaaagag  acgggtgaga      600

gacaatatga  ctaagaaaat  gataacacag  agaacaatgg  gtaaaaagaa  gcagagattg      660

aacaaaagga  gttatctaat  tagagcattg  accctgaaca  caatgaccaa  agatgctgag      720

agagggaagc  taaaacggag  agcaattgca  accccaggga  tgcaaataag  ggggtttgta      780

tactttgttg  agacactggc  aaggagtata  tgtgagaaac  ttgaacaatc  agggttgcca      840

gttggaggca  atgagaagaa  agcaaagttg  gcaaatgttg  taaggaagat  gatgaccaat      900

tctcaggaca  ccgaactttc  tttcaccatc  actggagata  acaccaaatg  gaacgaaaat      960

cagaatcctc  ggatgttttt  ggccatgatc  acatatatga  ccagaaatca  gcccgaatgg     1020

ttcagaaatg  ttctaagtat  tgctccaata  atgttctcaa  acaaaatggc  gagactggga     1080
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aaagggtata  tgtttgagag  caagagtatg  aaacttagaa  ctcaaatacc  tgcagaaatg     1140

ctagcaagca  tcgatttgaa  atatttcaat  gattcaacaa  gaaagaagat  tgaaaaaatc     1200

cgaccgctct  taatagaggg  gactgcatca  ttgagccctg  gaatgatgat  gggcatgttc     1260

aatatgttaa  gcactgtatt  aggcgtctcc  atcctgaatc  ttggacaaaa  gagatacacc     1320

aagactactt  actggtggga  tggtcttcaa  tcctctgacg  attttgctct  gattgtgaat     1380

gcacccaatc  atgaagggat  tcaagccgga  gtcgacaggt  tttatcgaac  ctgtaagcta     1440

cttggaatca  atatgagcaa  gaaaaagtct  tacataaaca  gaacaggtac  atttgaattc     1500

acaagttttt  tctatcgtta  tgggtttgtt  gccaatttca  gcatggagct  tcccagtttt     1560

ggggtgtctg  ggatcaacga  gtcagcggac  atgagtattg  gagttactgt  catcaaaaac     1620

aatatgataa  acaatgatct  tggtccagca  acagctcaaa  tggcccttca  gttgttcatc     1680

aaagattaca  ggtacacgta  ccgatgccat  ataggtgaca  cacaaataca  aacccgaaga     1740

tcatttgaaa  taaagaaact  gtgggagcaa  acccgttcca  aagctggact  gctggtctcc     1800

gacggaggcc  caaatttata  caacattaga  aatctccaca  ttcctgaagt  ctgcctaaaa     1860

tgggaattga  tggatgagga  ttaccagggg  cgtttatgca  acccactgaa  cccatttgtc     1920

agccataaag  aaattgaatc  aatgaacaat  gcagtgatga  tgccagcaca  tggtccagcc     1980

aaaaacatgg  agtatgatgc  tgttgcaaca  acacactcct  ggatccccaa  aagaaatcga     2040

tccatcttga  tacaagtcaa  agaggagtac  ttgaggatga  acaaatgtac  caaaggtgct     2100

gcaatttatt  tgaaaaattc  ttccccagca  gttcatacag  aagaccagtc  gggatatcca     2160

gtatggtgga  ggctatggtt  tccagagccc  gaattgatgc  acggattgat  ttcgaatctg     2220

gaaggataaa  gaaagaagag  ttcactgaga  tcatgaagat  ctgttccacc  attgaagagc     2280

tcagacggca  aaaatagtga  atttagcttg  tccttcatga  aaaaatgcct  tgtttctact     2340

<210>  3

<211>  2341

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  3

agcgaaagca  ggtcaattat  attcaatatg  gaaagaataa  aagaactacg  aaatctaatg       60

tcgcagtctc  gcacccgcga  gatactcaca  aaaaccaccg  tggaccatat  ggccataatc      120

aagaagtaca  catcaggaag  acaggagaag  aacccagcac  ttaggatgaa  atggatgatg      180

gcaatgaaat  atccaattac  agcagacaag  aggataacgg  aaatgattcc  tgagagaaat      240

gagcaaggac  aaactttatg  gagtaaaatg  aatgatgccg  gatcagaccg  agtgatggta      300

tcacctctgg  ctgtgacatg  gtggaatagg  aatggaccaa  taacaaatac  agttcattat      360

ccaaaaatct  acaaaactta  ttttgaaaga  gtcgaaaggc  taaagcatgg  aacctttggc      420

cctgtccatt  ttagaaacca  agtcaaaata  cgtcggagag  ttgacataaa  tcctggtcat      480

gcagatctca  gtgccaagga  ggcacaggat  gtaatcatgg  aagttgtttt  ccctaacgaa      540

gtgggagcca  ggatactaac  atcggaatcg  caactaacga  taaccaaaga  gaagaaagaa      600

gaactccagg  attgcaaaat  ttctcctttg  atggttgcat  acatgttgga  gagagaactg      660

gtccgcaaaa  cgagattcct  cccagtggct  ggtggaacaa  gcagtgtgta  cattgaagtg      720

ttgcatttga  ctcaaggaac  atgctgggaa  cagatgtata  ctccaggagg  ggaagtgagg      780
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aatgatgatg  ttgatcaaag  cttgattatt  gctgctagga  acatagtgag  aagagctgca      840

gtatcagcag  atccactagc  atctttattg  gagatgtgcc  acagcacaca  gattggtgga      900

attaggatgg  tagacatcct  taggcagaac  ccaacagaag  agcaagccgt  ggatatatgc      960

aaggctgcaa  tgggactgag  aattagctca  tccttcagtt  ttggtggatt  cacatttaag     1020

agaacaagcg  gatcatcagt  caagagagag  gaagaggtgc  ttacgggcaa  tcttcaaaca     1080

ttgaagataa  gagtgcatga  gggatatgaa  gagttcacaa  tggttgggag  aagagcaaca     1140

gccatactca  gaaaagcaac  caggagattg  attcagctga  tagtgagtgg  gagagacgaa     1200

cagtcgattg  ccgaagcaat  aattgtggcc  atggtatttt  cacaagagga  ttgtatgata     1260

aaagcagtca  gaggtgatct  gaatttcgtc  aatagggcga  atcaacgatt  gaatcctatg     1320

catcaacttt  taagacattt  tcagaaggat  gcgaaagtgc  tttttcaaaa  ttggggagtt     1380

gaacctatcg  acaatgtgat  gggaatgatt  gggatattgc  ccgacatgac  tccaagcatc     1440

gagatgtcaa  tgagaggagt  gagaatcagc  aaaatgggtg  tagatgagta  ctccagcacg     1500

gagagggtag  tggtgagcat  tgaccgtttt  ttgagaatcc  gggaccaacg  aggaaatgta     1560

ctactgtctc  ccgaggaggt  cagtgaaaca  cagggaacag  agaaactgac  aataacttac     1620

tcatcgtcaa  tgatgtggga  gattaatggt  cctgaatcag  tgttggtcaa  tacctatcaa     1680

tggatcatca  gaaactggga  aactgttaaa  attcagtggt  cccagaaccc  tacaatgcta     1740

tacaataaaa  tggaatttga  accatttcag  tctttagtac  ctaaggccat  tagaggccaa     1800

tacagtgggt  ttgtaagaac  tctgttccaa  caaatgaggg  atgtgcttgg  gacatttgat     1860

accgcacaga  taataaaact  tcttcccttc  gcagccgctc  caccaaagca  aagtagaatg     1920

cagttctcct  catttactgt  gaatgtgagg  ggatcaggaa  tgagaatact  tgtaaggggc     1980

aattctcctg  tattcaacta  taacaaggcc  acgaagagac  tcacagttct  cggaaaggat     2040

gctggcactt  taactgaaga  cccagatgaa  ggcacagctg  gagtggagtc  cgctgttctg     2100

aggggattcc  tcattctggg  caaagaagac  aagagatatg  ggccagcact  aagcatcaat     2160

gaactgagca  accttgcgaa  aggagagaag  gctaatgtgc  taattgggca  aggagacgtg     2220

gtgttggtaa  tgaaacggaa  acgggactct  agcatactta  ctgacagcca  gacagcgacc     2280

aaaagaattc  ggatggccat  caattagtgt  cgaatagttt  aaaaacgacc  ttgtttctac     2340

t                                                                     2341

<210>  4

<211>  1565

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  4

agcaaaagca  gggtagataa  tcactcactg  agtgacatca  aaatcatggc  gtctcaaggc       60

accaaacgat  cttacgaaca  gatggagact  gatggagaac  gccagaatgc  cactgaaatc      120

agagcatccg  tcggaaaaat  gattggtgga  attggacgat  tctacatcca  aatgtgcacc      180

gaactcaaac  tcagtgatta  tgagggacgg  ttgatccaaa  acagcttaac  aatagagaga      240

atggtgctct  ctgcttttga  cgaaaggaga  aataaatacc  ttgaagaaca  tcccagtgcg      300

gggaaagatc  ctaagaaaac  tggaggacct  atatacagga  gagtaaacgg  aaagtggatg      360

agagaactca  tcctttatga  caaagaagaa  ataaggcgaa  tctggcgcca  agctaataat      420

序　列　表 4/28 页

59

CN 114929269 A

59



ggtgacgatg  caacggctgg  tctgactcac  atgatgatct  ggcattccaa  tttgaatgat      480

gcaacttatc  agaggacaag  agctcttgtt  cgcaccggaa  tggatcccag  gatgtgctct      540

ctgatgcaag  gttcaactct  ccctaggagg  tctggagccg  caggtgctgc  agtcaaagga      600

gttggaacaa  tggtgatgga  attggtcaga  atgatcaaac  gtgggatcaa  tgatcggaac      660

ttctggaggg  gtgagaatgg  acgaaaaaca  agaattgctt  atgaaagaat  gtgcaacatt      720

ctcaaaggga  aatttcaaac  tgctgcacaa  aaagcaatga  tggatcaagt  gagagagagc      780

cggaacccag  ggaatgctga  gttcgaagat  ctcacttttc  tagcacggtc  tgcactcata      840

ttgagagggt  cggttgctca  caagtcctgc  ctgcctgcct  gtgtgtatgg  acctgccgta      900

gccagtgggt  acgactttga  aagggaggga  tactctctag  tcggaataga  ccctttcaga      960

ctgcttcaaa  acagccaagt  gtacagccta  atcagaccaa  atgagaatcc  agcacacaag     1020

agtcaactgg  tgtggatggc  atgccattct  gccgcatttg  aagatctaag  agtattaagc     1080

ttcatcaaag  ggacgaaggt  gctcccaaga  gggaagcttt  ccactagagg  agttcaaatt     1140

gcttccaatg  aaaatatgga  gactatggaa  tcaagtacac  ttgaactgag  aagcaggtac     1200

tgggccataa  ggaccagaag  tggaggaaac  accaatcaac  agagggcatc  tgcgggccaa     1260

atcagcatac  aacctacgtt  ctcagtacag  agaaatctcc  cttttgacag  aacaaccatt     1320

atggcagcat  tcaatgggaa  tacagagggg  agaacatctg  acatgaggac  cgaaatcata     1380

aggatgatgg  aaagtgcaag  accagaagat  gtgtctttcc  aggggcgggg  agtcttcgag     1440

ctctcggacg  aaaaggcagc  gagcccgatc  gtgccttcct  ttgacatgag  taatgaagga     1500

tcttatttct  tcggagacaa  tgcagaggag  tacgacaatt  aaagaaaaat  acccttgttt     1560

ctact                                                                 1565

<210>  5

<211>  1027

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  5

agcaaaagca  ggtagatatt  gaaagatgag  tcttctaacc  gaggtcgaaa  cgtacgtact       60

ctctatcatc  ccgtcaggcc  ccctcaaagc  cgagatcgca  cagagacttg  aagatgtctt      120

tgcagggaag  aacaccgatc  ttgaggttct  catggaatgg  ctaaagacaa  gaccaatcct      180

gtcacctctg  actaagggga  ttttaggatt  tgtgttcacg  ctcaccgtgc  ccagtgagcg      240

aggactgcag  cgtagacgct  ttgtccaaaa  tgcccttaat  gggaacgggg  atccaaataa      300

catggacaaa  gcagttaaac  tgtataggaa  gctcaagagg  gagataacat  tccatggggc      360

caaagaaatc  tcactcagtt  attctgctgg  tgcacttgcc  agttgtatgg  gcctcatata      420

caacaggatg  ggggctgtga  ccactgaagt  ggcatttggc  ctggtatgtg  caacctgtga      480

acagattgct  gactcccagc  atcggtctca  taggcaaatg  gtgacaacaa  ccaatccact      540

aatcagacat  gagaacagaa  tggttttagc  cagcactaca  gctaaggcta  tggagcaaat      600

ggctggatcg  agtgagcaag  cagcagaggc  catggaggtt  gctagtcagg  ctagacaaat      660

ggtgcaagcg  atgagaacca  ttgggactca  tcctagctcc  agtgctggtc  tgaaaaatga      720

tcttcttgaa  aatttgcagg  cctatcagaa  acgaatgggg  gtgcagatgc  aacggttcaa      780

gtgatcctct  cactattgcc  gcaaatatca  ttgggatctt  gcacttgaca  ttgtggattc      840
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ttgatcgtct  ttttttcaaa  tgcatttacc  gtcgctttaa  atacggactg  aaaggagggc      900

cttctacgga  aggagtgcca  aagtctatga  gggaagaata  tcgaaaggaa  cagcagagtg      960

ctgtggatgc  tgacgatggt  cattttgtca  gcatagagct  ggagtaaaaa  actaccttgt     1020

ttctact                                                               1027

<210>  6

<211>  890

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  6

agcaaaagca  gggtgacaaa  aacataatgg  atccaaacac  tgtgtcaagc  tttcaggtag       60

attgctttct  ttggcatgtc  cgcaaacgag  ttgcagacca  agaactaggc  gatgccccat      120

tccttgatcg  gcttcgccga  gatcagaaat  ccctaagagg  aaggggcagt  actctcggtc      180

tggacatcaa  gacagccaca  cgtgctggaa  agcagatagt  ggagcggatt  ctgaaagaag      240

aatccgatga  ggcacttaaa  atgaccatgg  cctctgtacc  tgcgtcgcgt  tacctaactg      300

acatgactct  tgaggaaatg  tcaagggact  ggtccatgct  catacccaag  cagaaagtgg      360

caggccctct  ttgtatcaga  atggaccagg  cgatcatgga  taagaacatc  atactgaaag      420

cgaacttcag  tgtgattttt  gaccggctgg  agactctaat  attgctaagg  gctttcaccg      480

aagagggagc  aattgttggc  gaaatttcac  cattgccttc  tcttccagga  catactgctg      540

aggatgtcaa  aaatgcagtt  ggagtcctca  tcggaggact  tgaatggaat  gataacacag      600

ttcgagtctc  tgaaactcta  cagagattcg  cttggagaag  cagtaatgag  aatgggagac      660

ctccactcac  tccaaaacag  aaacgagaaa  tggcgggaac  aattaggtca  gaagtttgaa      720

gaaataagat  ggttgattga  agaagtgaga  cacaaactga  agataacaga  gaatagtttt      780

gagcaaataa  catttatgca  agccttacat  ctattgcttg  aagtggagca  agagataaga      840

actttctcgt  ttcagcttat  ttagtactaa  aaaacaccct  tgtttctact                 890

<210>  7

<211>  1775

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  7

agcaaaagca  ggggaaaata  aaaacaacca  aaatgaaggc  aaacctactg  gtcctgttat       60

gtgcacttgc  agctgcagat  gcagacacaa  tatgtatagg  ctaccatgcg  aacaattcaa      120

ccgacactgt  tgacacagta  ctcgagaaga  atgtgacagt  gacacactct  gttaacctgc      180

tcgaagacag  ccacaacgga  aaactatgta  gattaaaagg  aatagcccca  ctacaattgg      240

ggaaatgtaa  catcgccgga  tggctcttgg  gaaacccaga  atgcgaccca  ctgcttccag      300

tgagatcatg  gtcctacatt  gtagaaacac  caaactctga  gaatggaata  tgttatccag      360

gagatttcat  cgactatgag  gagctgaggg  agcaattgag  ctcagtgtca  tcattcgaaa      420

gattcgaaat  atttcccaaa  gaaagctcat  ggcccaacca  caacacaaac  ggagtaacgg      480

cagcatgctc  ccatgagggg  aaaagcagtt  tttacagaaa  tttgctatgg  ctgacggaga      540

aggagggctc  atacccaaag  ctgaaaaatt  cttatgtgaa  caaaaaaggg  aaagaagtcc      600
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ttgtactgtg  gggtattcat  cacccgccta  acagtaagga  acaacagaat  ctctatcaga      660

atgaaaatgc  ttatgtctct  gtagtgactt  caaattataa  caggagattt  accccggaaa      720

tagcagaaag  acccaaagta  agagatcaag  ctgggaggat  gaactattac  tggaccttgc      780

taaaacccgg  agacacaata  atatttgagg  caaatggaaa  tctaatagca  ccaatgtatg      840

ctttcgcact  gagtagaggc  tttgggtccg  gcatcatcac  ctcaaacgca  tcaatgcatg      900

agtgtaacac  gaagtgtcaa  acacccctgg  gagctataaa  cagcagtctc  ccttaccaga      960

atatacaccc  agtcacaata  ggagagtgcc  caaaatacgt  caggagtgcc  aaattgagga     1020

tggttacagg  actaaggaac  attccgtcca  ttcaatccag  aggtctattt  ggagccattg     1080

ccggttttat  tgaaggggga  tggactggaa  tgatagatgg  atggtatggt  tatcatcatc     1140

agaatgaaca  gggatcaggc  tatgcagcgg  atcaaaaaag  cacacaaaat  gccattaacg     1200

ggattacaaa  caaggtgaac  actgttatcg  agaaaatgaa  cattcaattc  acagctgtgg     1260

gtaaagaatt  caacaaatta  gaaaaaagga  tggaaaattt  aaataaaaaa  gttgatgatg     1320

gatttctgga  catttggaca  tataatgcag  aattgttagt  tctactggaa  aatgaaagga     1380

ctctggattt  ccatgactca  aatgtgaaga  atctgtatga  gaaagtaaaa  agccaattaa     1440

agaataatgc  caaagaaatc  ggaaatggat  gttttgagtt  ctaccacaag  tgtgacaatg     1500

aatgcatgga  aagtgtaaga  aatgggactt  atgattatcc  caaatattca  gaagagtcaa     1560

agttgaacag  ggaaaaggta  gatggagtga  aattggaatc  aatggggatc  tatcagattc     1620

tggcgatcta  ctcaactgtc  gccagttcac  tggtgctttt  ggtctccctg  ggggcaatca     1680

gtttctggat  gtgttctaat  ggatctttgc  agtgcagaat  atgcatctga  gattagaatt     1740

tcagagatat  gaggaaaaac  acccttgttt  ctact                                1775

<210>  8

<211>  1413

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  8

agcaaaagca  ggggtttaaa  atgaatccaa  atcagaaaat  aataaccatt  ggatcaatct       60

gtctggtagt  cggactaatt  agcctaatat  tgcaaatagg  gaatataatc  tcaatatgga      120

ttagccattc  aattcaaact  ggaagtcaaa  accatactgg  aatatgcaac  caaaacatca      180

ttacctataa  aaatagcacc  tgggtaaagg  acacaacttc  agtgatatta  accggcaatt      240

catctctttg  tcccatccgt  gggtgggcta  tatacagcaa  agacaatagc  ataagaattg      300

gttccaaagg  agacgttttt  gtcataagag  agccctttat  ttcatgttct  cacttggaat      360

gcaggacctt  ttttctgacc  caaggtgcct  tactgaatga  caagcattca  agtgggactg      420

ttaaggacag  aagcccttat  agggccttaa  tgagctgccc  tgtcggtgaa  gctccgtccc      480

cgtacaattc  aagatttgaa  tcggttgctt  ggtcagcaag  tgcatgtcat  gatggcatgg      540

gctggctaac  aatcggaatt  tcaggtccag  ataatggagc  agtggctgta  ttaaaataca      600

acggcataat  aactgaaacc  ataaaaagtt  ggaggaagaa  aatattgagg  acacaagagt      660

ctgaatgtgc  ctgtgtaaat  ggttcatgtt  ttactataat  gactgatggc  ccgagtgatg      720

ggctggcctc  gtacaaaatt  ttcaagatcg  aaaaggggaa  ggttactaaa  tcaatagagt      780

tgaatgcacc  taattctcac  tatgaggaat  gttcctgtta  ccctgatacc  ggcaaagtga      840
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tgtgtgtgtg  cagagacaat  tggcatggtt  cgaaccggcc  atgggtgtct  ttcgatcaaa      900

acctggatta  tcaaatagga  tacatctgca  gtggggtttt  cggtgacaac  ccgcgtcccg      960

aagatggaac  aggcagctgt  ggtccagtgt  atgttgatgg  agcaaacgga  gtaaagggat     1020

tttcatatag  gtatggtaat  ggtgtttgga  taggaaggac  caaaagtcac  agttccagac     1080

atgggtttga  gatgatttgg  gatcctaatg  gatggacaga  gactgatagt  aagttctctg     1140

tgaggcaaga  tgttgtggca  atgactgatt  ggtcagggta  tagcggaagt  ttcgttcaac     1200

atcctgagct  gacagggcta  gactgtatga  ggccgtgctt  ctgggttgaa  ttaatcaggg     1260

gacgacctaa  agaaaaaaca  atctggacta  gtgcgagcag  catttctttt  tgtggcgtga     1320

atagtgatac  tgtagattgg  tcttggccag  acggtgctga  gttgccattc  agcattgaca     1380

agtagtctgt  tcaaaaaact  ccttgtttct  act                                  1413

<210>  9

<400>  9

  000

<210>  10

<211>  2342

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  10

agcgaaagca  ggcaaaccat  ttgaatggat  gtcaatccga  ccttactttt  cttaaaagtg       60

ccagcacaaa  atgctataag  cacaactttc  ccttataccg  gagaccctcc  ttacagccat      120

gggacaggaa  caggatacac  catggatact  gtcaacagga  cacatcagta  ctcagaaaag      180

ggaagatgga  caacaaacac  cgaaactgga  gcaccgcaac  tcaacccgat  tgatgggcca      240

ctgccagaag  acaatgaacc  aagtggttat  gcccaaacag  attgtgtatt  ggaagcaatg      300

gctttccttg  aggaatccca  tcctggtatt  tttgaaaact  cgtgtattga  aacgatggag      360

gttgttcagc  aaacactgag  tagacaagct  gacacaaggc  cgacagacct  atgactggac      420

tttaaataga  aaccagcctg  ctgcaacagc  attggccaac  acaatagaag  tgttcagatc      480

aaatggcctc  acggccaatg  agtcaggaag  gctcatagac  ttccttaagg  atgtaatgga      540

gtcaatgaaa  aaagaagaaa  tggggatcac  aactcatttt  cagagaaaga  gacgggtgag      600

agacaatatg  actaagaaaa  tgataacaca  gagaacaata  ggtaaaagga  aacagagatt      660

gaacaaaagg  ggttatctaa  ttagagcatt  gaccctgaac  acaatgacca  aagatgctga      720

gagagggaag  ctaaaacgga  gagcaattgc  aaccccaggg  atgcaaataa  gggggtttgt      780

atactttgtt  gagacactgg  caaggagtat  atgtgagaaa  cttgaacaat  cagggttgcc      840

agttggaggc  aatgagaaga  aagcaaagtt  ggcaaatgtt  gtaaggaaga  tgatgaccaa      900

ttctcaggac  accgaacttt  ctttcaccat  cactggagat  aacaccaaat  ggaacgaaaa      960

tcagaatcct  cggatgtttt  tggccatgat  cacatatatg  accagaaatc  agcccgaatg     1020

gttcagaaat  gttctaagta  ttgctccaat  aatgttctca  aacaaaatgg  cgagactggg     1080

aaaagggtat  atgtttgaga  gcaagagtat  gaaacttaga  actcaaatac  ctgcagaaat     1140

gctagcaagc  attgatttga  aatatttcaa  tgattcaaca  agaaagaaga  ttgaaaaaat     1200

ccgaccgctc  ttaatagagg  ggactgcatc  attgagccct  ggaatgatga  tgggcatgtt     1260
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caatatgtta  agcactgtat  taggcgtctc  catcctgaat  cttggacaaa  agagatacac     1320

caagactact  tactggtggg  atggtcttca  atcctctgac  gattttgctc  tgattgtgaa     1380

tgcacccaat  catgaaggga  ttcaagccgg  agtcgacagg  ttttatcgaa  cctgtaagct     1440

acttggaatc  aatatgagca  agaaaaagtc  ttacataaac  agaacaggta  catttgaatt     1500

cacaagtttt  ttctatcgtt  atgggtttgt  tgccaatttc  agcatggagc  ttcccagttt     1560

tggggtgtct  gggatcaacg  agtcagcgga  catgagtatt  ggagttactg  tcatcaaaaa     1620

caatatgata  aacaatgatc  ttggtccagc  aacagctcaa  atggcccttc  agttgttcat     1680

caaagattac  aggtacacgt  accgatgcca  tagaggtgac  acacaaatac  aaacccgaag     1740

atcatttgaa  ataaagaaac  tgtgggagca  aacccgttcc  aaagctggac  tgctggtctc     1800

cgacggaggc  ccaaatttat  acaacattag  aaatctccac  attcctgaag  tctgcctaaa     1860

atgggaattg  atggatgagg  attaccaggg  gcgtttatgc  aacccactga  acccatttgt     1920

cagccataaa  gaaattgaat  caatgaacaa  tgcagtgatg  atgccagcac  atggtccagc     1980

caaaaacatg  gagtatgatg  ctgttgcaac  aacacactcc  tggatcccca  aaagaaatcg     2040

atccatcttg  aatacaagtc  aaagaggagt  acttgaagat  gaacaaatgt  accaaaggtg     2100

ctggaattta  tttgaaaaat  tcttccccag  cagttcatac  agaagaccag  tcgggatatc     2160

cagtatggtg  gaggctatgg  tttccagagc  ccgaattgat  gcacggattg  atttcgaatc     2220

tggaaggata  aagaaagaag  agttcactga  gatcatgaag  atctgttcca  ccattgaaga     2280

gctcagacgg  caaaaatagt  gaatttagct  tgtccttcat  gaaaaaatgc  cttgtttcta     2340

ct                                                                    2342

<210>  11

<211>  2341

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  11

agcgaaagca  ggtcaattat  attcaatatg  gaaagaataa  aagaactaag  aaatctaatg       60

tcgcagtctc  gcacccgcga  gatactcaca  aaaaccaccg  tggaccatat  ggccataatc      120

aagaagtaca  catcaggaag  acaggagaag  aacccagcac  ttaggatgaa  atggatgatg      180

gcaatgaaat  atccaattac  agcagacaag  aggataacgg  aaatgattcc  tgagagaaat      240

gagcaaggac  aaactttatg  gagtaaaatg  aatgatgccg  gatcagaccg  agtgatggta      300

tcacctctgg  ctgtgacatg  gtggaatagg  aatggaccaa  tgacaaatac  agttcattat      360

ccaaaaatct  acaaaactta  ttttgaaaga  gtcgaaaggc  taaagcatgg  aacctttggc      420

cctgtccatt  ttagaaacca  agtcaaaata  cgtcggagag  ttgacataaa  tcctggtcat      480

gcagatctca  gtgccaagga  ggcacaggat  gtaatcatgg  aagttgtttt  ccctaacgaa      540

gtgggagcca  ggatactaac  atcggaatcg  caactaacga  taaccaaaga  gaagaaagaa      600

gaactccagg  attgcaaaat  ttctcctttg  atggttgcat  acatgttgga  gagagaactg      660

gtccgcaaaa  cgagattcct  cccagtggct  ggtggaacaa  gcagtgtgta  cattgaagtg      720

ttgcatttga  ctcaaggaac  atgctgggaa  cagatgtata  ctccaggagg  ggaagtgaag      780

aatgatgatg  ttgatcaaag  cttgattatt  gctgctagga  acatagtgag  aagagctgca      840

gtatcagcag  acccactagc  atctttattg  gagatgtgcc  acagcacaca  gattggtgga      900
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attaggatgg  tagacatcct  taagcagaac  ccaacagaag  agcaagccgt  ggatatatgc      960

aaggctgcaa  tgggactgag  aattagctca  tccttcagtt  ttggtggatt  cacatttaag     1020

agaacaagcg  gatcatcagt  caagagagag  gaagaggtgc  ttacgggcaa  tcttcaaaca     1080

ttgaagataa  gagtgcatga  gggatctgaa  gagttcacaa  tggttgggag  aagagcaaca     1140

gccatactca  gaaaagcaac  caggagattg  attcagctga  tagtgagtgg  gagagacgaa     1200

cagtcgattg  ccgaagcaat  aattgtggcc  atggtatttt  cacaagagga  ttgtatgata     1260

aaagcagtta  gaggtgatct  gaatttcgtc  aatagggcga  atcagcgact  gaatcctatg     1320

catcaacttt  taagacattt  tcagaaggat  gcgaaagtgc  tttttcaaaa  ttggggagtt     1380

gaacctatcg  acaatgtgat  gggaatgatt  gggatattgc  ccgacatgac  tccaagcatc     1440

gagatgtcaa  tgagaggagt  gagaatcagc  aaaatgggtg  tagatgagta  ctccagcacg     1500

gagagggtag  tggtgagcat  tgaccggttc  ttgagagtca  gggaccaacg  aggaaatgta     1560

ctactgtctc  ccgaggaggt  cagtgaaaca  cagggaacag  agaaactgac  aataacttac     1620

tcatcgtcaa  tgatgtggga  gattaatggt  cctgaatcag  tgttggtcaa  tacctatcaa     1680

tggatcatca  gaaactggga  aactgttaaa  attcagtggt  cccagaaccc  tacaatgcta     1740

tacaataaaa  tggaatttga  accatttcag  tctttagtac  ctaaggccat  tagaggccaa     1800

tacagtgggt  ttgtaagaac  tctgttccaa  caaatgaggg  atgtgcttgg  gacatttgat     1860

accgcacaga  taataaaact  tcttcccttc  gcagccgctc  caccaaagca  aagtagaatg     1920

cagttctcct  catttactgt  gaatgtgagg  ggatcaggaa  tgagaatact  tgtaaggggc     1980

aattctcctg  tattcaacta  caacaaggcc  acgaagagac  tcacagttct  cggaaaggat     2040

gctggcactt  taaccgaaga  cccagatgaa  ggcacagctg  gagtggagtc  cgctgttctg     2100

aggggattcc  tcattctggg  caaagaagac  aggagatatg  ggccagcatt  aagcatcaat     2160

gaactgagca  accttgcgaa  aggagagaag  gctaatgtgc  taattgggca  aggagacgtg     2220

gtgttggtaa  tgaaacgaaa  acgggactct  agcatactta  ctgacagcca  gacagcgacc     2280

aaaagaattc  ggatggccat  caattagtgt  cgaatagttt  aaaaacgacc  ttgtttctac     2340

t                                                                     2341

<210>  12

<211>  2234

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  12

agcgaaagca  ggtactgatt  caaaatggaa  gattttgtgc  gacaatgctt  caatccgatg       60

attgtcgagc  ttgcggaaaa  aacaatgaaa  gagtatgggg  aggacctgaa  aatcgaaaca      120

aacaaatttg  cagcaatatg  cactcacttg  gaagtatgct  tcatgtattc  agatttccac      180

ttcatcaatg  agcaaggcga  gtcaataatc  gtagaacttg  gtgatcctaa  tgcacttttg      240

aagcacagat  ttgaaataat  cgagggaaga  gatcgcacaa  tggcctggac  agtagtaaac      300

agtatttgca  acactacagg  ggctgagaaa  ccaaagtttc  taccagattt  gtatgattac      360

aaggaaaata  gattcatcga  aattggagta  acaaggagag  aagttcacat  atactatctg      420

gaaaaggcca  ataaaattaa  atctgagaaa  acacacatcc  acattttctc  gttcactggg      480

gaagaaatgg  ccacaagggc  cgactacact  ctcgatgaag  aaagcagggc  taggatcaaa      540
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accaggctat  tcaccataag  acaagaaatg  gccagcagag  gcctctggga  ttcctttcgt      600

cagtccgaga  gaggagaaga  gacaattgaa  gaaaggtttg  aaatcacagg  aacaatgcgc      660

aagcttgccg  accaaagtct  cccgccgaac  ttctccagcc  ttgaaaattt  tagagcctat      720

gtggatggat  tcgaaccgaa  cggctacatt  gagggcaagc  tgtctcaaat  gtccaaagaa      780

gtaaatgcta  gaattgaacc  ttttttgaaa  acaacaccac  gaccacttag  acttccgaat      840

gggcctccct  gttctcagcg  gtccaaattc  ctgctgatgg  atgccttaaa  attaagcatt      900

gaggacccaa  gtcatgaagg  agagggaata  ccgctatatg  atgcaatcaa  atgcatgaga      960

acattctttg  gatggaagga  acccaatgtt  gttaaaccac  acgaaaaggg  aataaatcca     1020

aattatcttc  tgtcatggaa  gcaagtactg  gcagaactgc  aggacattga  gaatgaggag     1080

aaaattccaa  agactaaaaa  tatgaaaaaa  acaagtcagc  taaagtgggc  acttggtgag     1140

aacatggcac  cagaaaaggt  agactttgac  gactgtaaag  atgtaggtga  tttgaagcaa     1200

tatgatagtg  atgaaccaga  attgaggtcg  cttgcaagtt  ggattcagaa  tgagttcaac     1260

aaggcatgcg  aactgacaga  ttcaagctgg  atagagcttg  atgagattgg  agaagatgtg     1320

gctccaattg  aacacattgc  aagcatgaga  aggaattatt  tcacatcaga  ggtgtctcac     1380

tgcagagcca  cagaatacat  aatgaagggg  gtgtacatca  atactgcctt  acttaatgca     1440

tcttgtgcag  caatggatga  tttccaatta  attccaatga  taagcaagtg  tagaactaag     1500

gagggaaggc  gaaagaccaa  cttgtatggt  ttcatcataa  aaggaagatc  ccacttaagg     1560

aatgacaccg  acgtggtaaa  ctttgtgagc  atggagtttt  ctctcactga  cccaagactt     1620

gaaccacaca  aatgggagaa  gtactgtgtt  cttgagatag  gagatatgct  tctaagaagt     1680

gccataggcc  aggtttcaag  gcccatgttc  ttgtatgtga  ggacaaatgg  aacctcaaaa     1740

attaaaatga  aatggggaat  ggagatgagg  cgttgtctcc  tccagtcact  tcaacaaatt     1800

gagagtatga  ttgaagctga  gtcctctgtc  aaagagaaag  acatgaccaa  agagttcttt     1860

gagaacaaat  cagaaacatg  gcccattgga  gagtctccca  aaggagtgga  ggaaagttcc     1920

attggggaag  gtctgcagga  ctttattagc  aaagtcggta  tttaacagct  tgtatgcatc     1980

tccacaacta  gaaggatttt  cagctgaatc  aagaaaactg  cttcttatcg  ttcaggctct     2040

tagggacaat  ctggaacctg  ggacctttga  tcttgggggg  ctatatgaag  caattgagga     2100

gtgcctaatt  aatgatccct  gggttttgct  taatgcttct  tggttcaact  ccttccttac     2160

acatgcattg  agttagttgt  ggcagtgcta  ctatttgcta  tccatactgt  ccaaaaaagt     2220

accttgtttc  tact                                                       2234

<210>  13

<211>  1565

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  13

agcaaaagca  gggtagataa  tcactcactg  agtgacatca  aaatcatggc  gtcccaaggc       60

accaaacggt  cttacgaaca  gatggagact  gatggagaac  gccagaatgc  cactgaaatc      120

agagcatccg  tcggaaaaat  gattggtgga  attggacgat  tctacatcca  aatgtgcaca      180

gaacttaaac  tcagtgatta  tgagggacgg  ttgatccaaa  acagcttaac  aatagagaga      240

atggtgctct  ctgcttttga  cgaaaggaga  aataaatacc  tggaagaaca  tcccagtgcg      300
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gggaaagatc  ctaagaaaac  tggaggacct  atatacagaa  gagtaaacgg  aaagtggatg      360

agagaactca  tcctttatga  caaagaagaa  ataaggcgaa  tctggcgcca  agctaataat      420

ggtgacgatg  caacggctgg  tctgactcac  atgatgatct  ggcattccaa  tttgaatgat      480

gcaacttatc  agaggacaag  ggctcttgtt  cgcaccggaa  tggatcccag  gatgtgctct      540

ctgatgcaag  gttcaactct  ccctaggagg  tctggagccg  caggtgctgc  agtcaaagga      600

gttggaacaa  tggtgatgga  attggtcagg  atgatcaaac  gtgggatcaa  tgatcggaac      660

ttctggaggg  gtgagaatgg  acgaaaaaca  agaattgctt  atgaaagaat  gtgcaacatt      720

ctcaaaggga  aatttcaaac  tgctgcacaa  aaagcaatga  tggatcaagt  gagagagagc      780

cggaacccag  ggaatgctga  gttcgaagat  ctcacttttc  tagcacggtc  tgcactcata      840

ttgagagggt  cggttgctca  caagtcctgc  ctgcctgcct  gtgtgtatgg  acctgccgta      900

gccagtgggt  acgactttga  aagagaggga  tactctctag  tcggaataga  ccctttcaga      960

ctgcttcaaa  acagccaagt  gtacagccta  atcagaccaa  atgagaatcc  agcacacaag     1020

agtcaactgg  tgtggatggc  atgccattct  gccgcatttg  aagatctaag  agtattgagc     1080

ttcatcaaag  ggacgaaggt  ggtcccaaga  gggaagcttt  ccactagagg  agttcaaatt     1140

gcttccaatg  aaaatatgga  gactatggaa  tcaagtacac  ttgaactgag  aagcaggtac     1200

tgggccataa  ggaccagaag  tggaggaaac  accaatcaac  agagggcatc  tgcgggccaa     1260

atcagcatac  aacctacgtt  ctcagtacag  agaaatctcc  cttttgacag  aacaaccgtt     1320

atggcagcat  tcactgggaa  tacagagggg  agaacatctg  acatgaggac  cgaaatcata     1380

aggatgatgg  aaagtgcaag  accagaagat  gtgtctttcc  aggggcgggg  agtcttcgag     1440

ctctcggacg  aaaaggcagc  gagcccgatc  gtgccttcct  ttgacatgag  taatgaagga     1500

tcttatttct  tcggagacaa  tgcagaggag  tacgacaatt  aaagaaaaat  acccttgttt     1560

ctact                                                                 1565

<210>  14

<211>  1027

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  14

agcaaaagca  ggtagatatt  gaaagatgag  tcttctaacc  gaggtcgaaa  cgtacgttct       60

ctctatcatc  ccgtcaggcc  ccctcaaagc  cgagatcgca  cagagacttg  aagatgtctt      120

tgcagggaag  aacaccgatc  ttgaggttct  catggaatgg  ctaaagacaa  gaccaatcct      180

gtcacctctg  actaagggga  ttttaggatt  tgtgttcacg  ctcaccgtgc  ccagtgagcg      240

aggactgcag  cgtagacgct  ttgtccaaaa  tgcccttaat  gggaacgggg  atccaaataa      300

catggacaaa  gcagttaaac  tgtataggaa  gctcaagagg  gagataacat  tccatggggc      360

caaagaaatc  tcactcagtt  attctgctgg  tgcacttgcc  agttgtatgg  gcctcatata      420

caacaggatg  ggggctgtga  ccactgaagt  ggcatttggc  ctggtatgtg  caacctgtga      480

acagattgct  gactcccagc  atcggtctca  taggcaaatg  gtgacaacaa  ccaacccact      540

aatcagacat  gagaacagaa  tggttttagc  cagcactaca  gctaaggcta  tggagcaaat      600

ggctggatcg  agtgagcaag  cagcagaggc  catggaggtt  gctagtcagg  ctaggcaaat      660

ggtgcaagcg  atgagaacca  ttgggactca  tcctagctcc  agtgctggtc  tgaaaaatga      720

序　列　表 12/28 页

67

CN 114929269 A

67



tcttcttgaa  aatttgcagg  cctatcagaa  acgaatgggg  gtgcagatgc  aacggttcaa      780

gtgatcctct  cgctattgcc  gcaaatatca  ttgggatctt  gcacttgata  ttgtggattc      840

ttgatcgtct  ttttttcaaa  tgcatttacc  gtcgctttaa  atacggactg  aaaggagggc      900

cttctacgga  aggagtgcca  aagtctatga  gggaagaata  tcgaaaggaa  cagcagagtg      960

ctgtggatgc  tgacgatggt  cattttgtca  gcatagagct  ggagtaaaaa  actaccttgt     1020

ttctact                                                               1027

<210>  15

<211>  890

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  15

agcaaaagca  gggtgacaaa  gacataatgg  atccaaacac  tgtgtcaagc  tttcaggtag       60

attgctttct  ttggcatgtc  cgcaaacgag  ttgcagacca  agaactaggt  gatgccccat      120

tccttgatcg  gcttcgccga  gatcagaaat  ccctaagagg  aaggggcagc  actcttggtc      180

tggacatcga  gacagccaca  cgtgctggaa  agcagatagt  ggagcggatt  ctgaaagaag      240

aatccgatga  ggcacttaaa  atgaccatgg  cctctgtacc  tgcgtcgcgt  tacctaaccg      300

acatgactct  tgaggaaatg  tcaagggaat  ggtccatgct  catacccaag  cagaaagtgg      360

caggccctct  ttgtatcaga  atggaccagg  cgatcatgga  taaaaacatc  atactgaaag      420

cgaacttcag  tgtgattttt  gaccggctgg  agactctaat  attgctaagg  gctttcaccg      480

aagagggagc  aattgttggc  gaaatttcac  cattgccttc  tcttccagga  catactgctg      540

aggatgtcaa  aaatgcagtt  ggagtcctca  tcggaggact  tgaatggaat  gataacacag      600

ttcgagtctc  tgaaactcta  cagagattcg  cttggagaag  cagtaatgag  aatgggagac      660

ctccactcac  tccaaaacag  aaacgagaaa  tggcgggaac  aattaggtca  gaagtttgaa      720

gaaataagat  ggttgattga  agaagtgaga  cacaaactga  aggtaacaga  gaatagtttt      780

gagcaaataa  catttatgca  agccttacat  ctattgcttg  aagtggagca  agagataaga      840

actttctcat  ttcagcttat  ttaataataa  aaaacaccct  tgtttctact                 890

<210>  16

<211>  2341

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  16

agcgaaagca  ggtcaattat  attcaatatg  gaaagaataa  aagaactacg  aaatctaatg       60

tcgcagtctc  gcacccgcga  gatactcaca  aaaaccaccg  tggaccatat  ggccataatc      120

aagaagtaca  catcaggaag  acaggagaag  aacccagcac  tgaggatgaa  atggatgatg      180

gcaatgaaat  atccaattac  agcagacaag  aggatcaccg  aaatgattcc  tgagagaaat      240

gagcagggac  agactctgtg  gagtaaaatg  aatgatgccg  gatcagaccg  agtgatggtg      300

tcacctctgg  ctgtgacatg  gtggaatagg  aatggaccaa  tcacaaatac  agtgcattat      360

ccaaaaatct  acaaaactta  ttttgaaaga  gtcgaaaggc  tgaagcatgg  aacctttggc      420

cctgtccatt  ttagaaacca  ggtcaaaatc  cggcggagag  tggacatcaa  tcctggtcat      480
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gcagatctca  gtgccaagga  ggcacaggat  gtgatcatgg  aagtggtgtt  ccctaacgaa      540

gtgggagcca  ggattctgac  atccgaatcc  cagctgacca  ttaccaaaga  gaagaaagaa      600

gaactccagg  attgcaaaat  ttctcctctg  atggtggcat  acatgctgga  gagagaactg      660

gtccgcaaaa  caagattcct  cccagtggct  ggtggaacaa  gcagtgtgta  cattgaagtg      720

ctgcatctga  ctcagggaac  atgctgggaa  cagatgtata  ctccaggagg  ggaagtgagg      780

aatgatgatg  tggatcagag  cctgattatt  gctgctagga  acattgtgag  aagagctgca      840

gtgtcagcag  atccactggc  atctctgctg  gagatgtgcc  acagcacaca  gattggtgga      900

attaggatgg  tggacatcct  gaggcagaac  ccaacagaag  agcaggccgt  ggatatttgc      960

aaggctgcaa  tgggactgag  aattagctca  tccttcagtt  ttggtggatt  cacatttaag     1020

agaacaagcg  gatcatcagt  caagagagag  gaagaggtgc  tgaccggcaa  tctgcagaca     1080

ctgaagatca  gagtgcatga  gggatatgaa  gagttcacaa  tggtggggag  aagagcaaca     1140

gccatcctca  gaaaagcaac  caggagactg  attcagctga  tcgtgagtgg  gagagacgaa     1200

cagtccattg  ccgaagcaat  tattgtggcc  atggtgtttt  cacaggagga  ttgtatgatt     1260

aaagcagtca  gaggtgatct  gaatttcgtc  aatagggcca  atcagcgact  gaatcctatg     1320

catcagctgc  tgagacattt  tcagaaggat  gccaaagtgc  tgtttcagaa  ttggggagtg     1380

gaacctatcg  acaatgtgat  gggaatgatt  gggatcctgc  ccgacatgac  tccaagcatc     1440

gagatgtcaa  tgagaggagt  gagaatcagc  aaaatgggtg  tggatgagta  ctccagcacc     1500

gagagggtcg  tggtgagcat  tgacagattt  ctgagaatcc  gggaccagcg  aggaaatgtg     1560

ctcctgtctc  ccgaggaggt  cagtgaaaca  cagggaacag  agaaactgac  aattacttac     1620

tcatcctcaa  tgatgtggga  gattaatggt  cctgaatcag  tgctggtcaa  tacctatcag     1680

tggatcatca  gaaactggga  aactgtgaaa  attcagtggt  cccagaaccc  tacaatgctg     1740

tacaataaaa  tggaatttga  accatttcag  tctctggtgc  ctaaggccat  tagaggccag     1800

tacagtgggt  ttgtgagaac  tctgttccag  cagatgaggg  atgtgctggg  gacatttgat     1860

accgcacaga  ttattaaact  gctgcccttc  gcagccgctc  caccaaagca  gagtagaatg     1920

cagttctcct  catttactgt  gaatgtgagg  ggatcaggaa  tgagaatcct  ggtgaggggc     1980

aattctcctg  tgttcaacta  taacaaggcc  accaagagac  tcacagtgct  cggaaaggat     2040

gctggcactc  tgactgaaga  cccagatgaa  ggcacagctg  gagtggagtc  cgctgtgctg     2100

aggggattcc  tcattctggg  caaagaagac  aagagatatg  ggccagcact  gagcatcaat     2160

gaactgagca  acctggccaa  aggagagaag  gctaatgtgc  taattgggca  aggagacgtg     2220

gtgttggtaa  tgaaacggaa  acgggactct  agcatactta  ctgacagcca  gacagcgacc     2280

aaaagaattc  ggatggccat  caattagtgt  cgaatagttt  aaaaacgacc  ttgtttctac     2340

t                                                                     2341

<210>  17

<211>  2341

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  17

agcgaaagca  ggcaaaccat  ttgaatggat  gtcaatccga  ccttactttt  cttaaaagtg       60

ccagcacaaa  atgctataag  cacaactttc  ccttatactg  gagaccctcc  ttacagccat      120
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gggacaggaa  caggatacac  catggatact  gtcaacagga  cacatcagta  ctcagaaaag      180

ggaagatgga  caacaaacac  cgaaactgga  gcaccgcaac  tcaacccgat  tgatgggcca      240

ctgccagaag  acaatgaacc  aagtggttat  gcccaaacag  attgtgtatt  ggaggcgatg      300

gctttccttg  aggaatccca  tcctggtatt  tttgaaaact  cgtgtattga  aacgatggag      360

gttgttcagc  aaacacgagt  ggacaagctg  acacagggcc  gacagaccta  tgactggact      420

ctgaatagaa  accagcctgc  tgcaacagca  ctggccaaca  caatcgaagt  gttcagatca      480

aatggcctca  ccgccaatga  gtctggaagg  ctcatcgact  tcctgaagga  tgtgatggag      540

tcaatgaaca  aagaagaaat  ggggatcaca  actcattttc  agagaaagag  acgggtgaga      600

gacaatatga  ctaagaaaat  gattacacag  agaacaatgg  gtaaaaagaa  gcagagactg      660

aacaaaagga  gttatctgat  tagagcactg  accctgaaca  caatgaccaa  agatgctgag      720

agagggaagc  tgaaacggag  agcaattgca  accccaggga  tgcagattag  ggggtttgtg      780

tactttgtgg  agacactggc  aaggagtatt  tgtgagaaac  tggaacagtc  agggctgcca      840

gtgggaggca  atgagaagaa  agcaaagctg  gcaaatgtgg  tgaggaagat  gatgaccaat      900

tctcaggaca  ccgaactgtc  tttcaccatc  actggagata  acaccaaatg  gaacgaaaat      960

cagaatcctc  ggatgtttct  ggccatgatc  acatatatga  ccagaaatca  gcccgaatgg     1020

ttcagaaatg  tgctgagtat  tgctccaatt  atgttctcaa  acaaaatggc  cagactggga     1080

aaagggtata  tgtttgagag  caagagtatg  aaactgagaa  ctcagattcc  tgcagaaatg     1140

ctggcaagca  tcgatctgaa  atatttcaat  gattcaacaa  gaaagaagat  tgaaaaaatc     1200

cgacccctcc  tgattgaggg  gactgcatca  ctgagccctg  gaatgatgat  gggcatgttc     1260

aatatgctga  gcactgtgct  gggcgtctcc  atcctgaatc  tgggacagaa  gagatacacc     1320

aagactactt  actggtggga  tggtctgcag  tcctctgacg  attttgctct  gattgtgaat     1380

gcacccaatc  atgaagggat  tcaggccgga  gtcgacaggt  tttatcgaac  ctgtaagctg     1440

ctgggaatca  atatgagcaa  gaaaaagtct  tacatcaaca  gaacaggtac  atttgaattc     1500

acaagttttt  tctatcgcta  tgggtttgtg  gccaatttca  gcatggagct  gcccagtttt     1560

ggggtgtctg  ggatcaacga  gtcagccgac  atgagtattg  gagtgactgt  catcaaaaac     1620

aatatgatca  acaatgatct  gggtccagca  acagctcaga  tggccctgca  gctgttcatc     1680

aaagattaca  ggtacaccta  ccgatgccat  atcggtgaca  cacagattca  gacccgaaga     1740

tcatttgaaa  tcaagaaact  gtgggagcag  acccgctcca  aagctggact  gctggtctcc     1800

gacggaggcc  caaatctgta  caacattaga  aatctccaca  ttcctgaagt  ctgcctgaaa     1860

tgggaactga  tggatgagga  ttaccagggg  cgcctgtgca  acccactgaa  cccatttgtc     1920

agccataaag  aaattgaatc  aatgaacaat  gcagtgatga  tgccagcaca  tggtccagcc     1980

aaaaacatgg  agtatgatgc  tgtggcaaca  acacactcct  ggatccccaa  aagaaatcga     2040

tccatcctga  atacaagtca  gagaggagtg  ctggaggatg  aacagatgta  ccagaggtgc     2100

tgcaatctgt  ttgaaaaatt  cttccccagc  agttcataca  gaagaccagt  cgggatctcc     2160

agtatggtgg  aggctatggt  gtccagagcc  cgaattgatg  cacggattga  tttcgaatct     2220

ggaaggatca  agaaagaaga  gttcactgag  atcatgaaga  tctgttccac  cattgaagag     2280

ctcagacggc  aaaaatagtg  aatttagctt  gtccttcatg  aaaaaatgcc  ttgtttctac     2340

t                                                                     2341

<210>  18
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<211>  2233

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  18

agcgaaagca  ggtactgatc  caaaatggaa  gattttgtgc  gacaatgctt  caatccgatg       60

attgtcgagc  ttgcggaaaa  aacaatgaaa  gagtatgggg  aggacctgaa  aatcgaaaca      120

aacaaatttg  cagcaatatg  cactcacttg  gaagtatgct  tcatgtattc  agattttcac      180

ttcatcaatg  agcaaggcga  gtcaataatc  gtagaacttg  gtgatccaaa  tgcacttttg      240

aagcacagat  ttgaaataat  cgagggaaga  gatcgcacaa  tggcctggac  agtagtaaac      300

agtatttgca  acactacagg  ggctgagaaa  ccaaagtttc  taccagattt  gtatgattac      360

aaggagaata  gattcatcga  aattggagta  acaaggagag  aagttcacat  atactatctg      420

gaaaaggcca  ataaaattaa  atctgagaaa  acacacatcc  acattttctc  gttcactggg      480

gaagaaatgg  ccacaaaggc  agactacact  ctcgatgaag  aaagcagggc  taggatcaaa      540

accagactat  tcaccataag  acaagaaatg  gccagcagag  gcctctggga  ttcctttcgt      600

cagtccgaga  gaggagaaga  gacaattgaa  gaaaggtttg  aaatcacagg  aacaatgcgc      660

aagcttgccg  accaaagtct  cccgccgaac  ttctccagcc  ttgaaaattt  tagagcctat      720

gtggatggat  tcgaaccgaa  cggctacatt  gagggcaagc  tgtctcaaat  gtccaaagaa      780

gtaaatgcta  gaattgaacc  ttttctgaaa  acaacaccac  gaccactgag  actgcccaat      840

gggcctccct  gttctcagcg  gtccaaattc  ctgctgatgg  atgccctgaa  actgagcatt      900

gaggacccaa  gtcatgaagg  agagggaatt  cccctgtatg  atgcaatcaa  atgcatgaga      960

acattctttg  gatggaagga  acccaatgtg  gtgaaaccac  acgaaaaggg  aatcaatcca     1020

aattatctgc  tgtcatggaa  gcaggtgctg  gcagaactgc  aggacattga  gaatgaggag     1080

aaaattccaa  agactaaaaa  tatgaagaaa  acaagtcagc  tgaagtgggc  actgggtgag     1140

aacatggcac  cagaaaaggt  ggactttgac  gactgtaaag  atgtgggtga  tctgaagcag     1200

tatgatagtg  atgaaccaga  actgaggtcc  ctggcaagtt  ggattcagaa  tgagtttaac     1260

aaggcatgcg  aactgacaga  ttcaagctgg  attgagctcg  atgagattgg  agaagatgtg     1320

gctccaattg  aacacattgc  aagcatgaga  aggaattatt  tcacatcaga  ggtgtctcac     1380

tgcagagcca  cagaatacat  catgaaggga  gtgtacatca  atactgccct  gctgaatgca     1440

tcttgtgcag  caatggatga  tttccagctg  attccaatga  tcagcaagtg  tagaactaag     1500

gagggaaggc  gaaagaccaa  cctgtatggt  ttcatcatca  aaggaagatc  ccacctgagg     1560

aatgacaccg  acgtggtgaa  ctttgtgagc  atggagtttt  ctctcactga  cccaagactg     1620

gaaccacata  aatgggagaa  gtactgtgtg  ctggagattg  gagatatgct  gatcagaagt     1680

gccattggcc  aggtgtcaag  gcccatgttc  ctgtatgtga  gaacaaatgg  aacctcaaaa     1740

attaaaatga  aatggggaat  ggagatgagg  cgctgcctcc  tccagtcact  gcagcagatt     1800

gagagtatga  ttgaagctga  gtcctctgtc  aaagagaaag  acatgaccaa  agagttcttt     1860

gagaacaaat  cagaaacatg  gcccattgga  gagtccccca  aaggagtgga  ggaaagttcc     1920

attgggaagg  tctgcaggac  tctgctggca  aagtccgtgt  tcaacagcct  gtatgcatct     1980

ccacagctgg  aaggattttc  agctgaatca  agaaaactgc  tgctgatcgt  gcaggctctg     2040

agggacaacc  tggaacctgg  gacctttgat  ctgggggggc  tgtatgaagc  aattgaggag     2100
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tgcctgatta  atgatccctg  ggtgctgctg  aatgcttctt  ggttcaactc  cttccttaca     2160

catgcattga  gttagttgtg  gcagtgctac  tatttgctat  ccatactgtc  caaaaaagta     2220

ccttgtttct  act                                                        2233

<210>  19

<211>  1565

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  19

agcaaaagca  gggtagataa  tcactcactg  agtgacatca  aaatcatggc  gtctcaaggc       60

accaaacgat  cttacgaaca  gatggagact  gatggagaac  gccagaatgc  cactgaaatc      120

agagcatccg  tcggaaaaat  gattggtgga  attggacgat  tctacatcca  gatgtgcacc      180

gaactcaaac  tcagtgatta  tgagggacgg  ctgatccaga  acagcctgac  aatcgagaga      240

atggtgctct  ctgcttttga  cgaaaggaga  aataaatacc  tggaagaaca  tcccagtgcc      300

gggaaagatc  ctaagaaaac  tggaggacct  atctacagga  gagtgaacgg  aaagtggatg      360

agagaactca  tcctgtatga  caaagaagaa  atcaggcgaa  tctggcgcca  ggctaataat      420

ggtgacgatg  caaccgctgg  tctgactcac  atgatgatct  ggcattccaa  tctgaatgat      480

gcaacttatc  agaggacaag  agctctggtg  cgcaccggaa  tggatcccag  gatgtgctct      540

ctgatgcagg  gttcaactct  ccctaggagg  tctggagccg  caggtgctgc  agtcaaagga      600

gtgggaacaa  tggtgatgga  actggtcaga  atgatcaaaa  gagggatcaa  tgatcggaac      660

ttctggaggg  gtgagaatgg  acgaaaaaca  agaattgctt  atgaaagaat  gtgcaacatt      720

ctcaaaggga  aatttcagac  tgctgcacag  aaagcaatga  tggatcaggt  gagagagagc      780

cggaacccag  ggaatgctga  gttcgaagat  ctcacttttc  tggcacggtc  tgcactcatc      840

ctgagagggt  ccgtggctca  caagtcctgc  ctgcctgcct  gtgtgtatgg  acctgccgtg      900

gccagtgggt  acgactttga  aagggaggga  tactctctgg  tcggaattga  ccctttcaga      960

ctgctgcaga  acagccaggt  gtacagcctg  atcagaccaa  atgagaatcc  agcacacaag     1020

agtcagctgg  tgtggatggc  atgccattct  gccgcatttg  aagatctgag  agtgctgagc     1080

ttcatcaaag  ggaccaaggt  gctcccaaga  gggaagctgt  ccactagagg  agtgcagatt     1140

gcttccaatg  aaaatatgga  gactatggaa  tcaagtacac  tggaactgag  aagcaggtac     1200

tgggccatca  ggaccagaag  tggaggaaac  accaatcagc  agagggcatc  tgccggccag     1260

atcagcattc  agcctacctt  ctcagtgcag  agaaatctcc  cttttgacag  aacaaccatt     1320

atggcagcat  tcaatgggaa  tacagagggg  agaacatctg  acatgaggac  cgaaatcatc     1380

aggatgatgg  aaagtgcaag  accagaagat  gtgtctttcc  aggggcgggg  agtcttcgag     1440

ctctcggacg  aaaaggcagc  gagcccgatc  gtgccttcct  ttgacatgag  taatgaagga     1500

tcttatttct  tcggagacaa  tgcagaggag  tacgacaatt  aaagaaaaat  acccttgttt     1560

ctact                                                                 1565

<210>  20

<211>  1684

<212>  DNA

<213> 流感病毒
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<400>  20

atgaacactc  aaatcctggt  attcgctctg  attgcgatca  ttccaacaaa  tgcagacaaa       60

atctgcctcg  gacatcatgc  cgtgtcaaac  ggaaccaaag  taaacacatt  aactgaaaga      120

ggagtggaag  tcgtcaatgc  aactgaaaca  gtggaacgaa  caaacatccc  caggatctgc      180

tcaaaaggga  aaaggacagt  tgacctcggt  caatgtggac  tcctggggac  aatcactgga      240

ccacctcaat  gtgaccaatt  cctagaattt  tcagccgatt  taattattga  gaggcgagaa      300

ggaagtgatg  tctgttatcc  tgggaaattc  gtgaatgaag  aagctctgag  gcaaattctc      360

agagaatcag  gcggaattga  caaggaagca  atgggattca  catacagtgg  aataagaact      420

aatggagcaa  ccagtgcatg  taggagatca  ggatcttcat  tctatgcaga  aatgaaatgg      480

ctcctgtcaa  acacagataa  tgctgcattc  ccgccagatg  actaagtcat  ataaaaatac      540

aagaaaaagc  ccagctctaa  tagtatgggg  gatccatcat  tccgtatcaa  ctgcagagca      600

aaccaagcta  tatgggagtg  gaaacaaact  ggtgacagtt  gggagttcta  attatcaaca      660

atcttttgta  ccgagtccag  gagcgagacc  acaagttaat  ggtctatctg  gaagaattga      720

ctttcattgg  ctaatgctaa  atcccaatga  tacagtcact  ttcagtttca  atggggcttt      780

catagctcca  gaccgtgcaa  gcttcctgag  aggaaaatct  atgggaatcc  agagtggagt      840

acaggttgat  gccaattgtg  aaggggactg  ctatcatagt  ggagggacaa  taataagtaa      900

cttgccattt  cagaacatag  atagcagggc  agttggaaaa  tgtccgagat  atgttaagca      960

aaggagtctg  ctgctagcaa  cagggatgaa  gaatgttcct  gagattccaa  agggaagagg     1020

cctatttggt  gctatagcgg  gtttcattga  aaatggatgg  gaaggcctaa  ttgatggttg     1080

gtatggtttc  agacaccaga  atgcacaggg  agagggaact  gctgcagatt  acaaaagcac     1140

tcaatcggca  attgatcaaa  taacaggaaa  attaaaccgg  cttatagaaa  aaaccaacca     1200

acaatttgag  ttgatagaca  atgaattcaa  tgaggtagag  aagcaaatcg  gtaatgtgat     1260

aaattggacc  agagattcta  taacagaagt  gtggtcatac  aatgctgaac  tcttggtagc     1320

aatggagaac  cagcatacaa  ttgatctggc  tgattcagaa  atggacaaac  tgtacgaacg     1380

agtgaaaaga  cagctgagag  agaatgctga  agaagatggc  actggttgct  ttgaaatatt     1440

tcacaagtgt  gatgatgact  gtatggccag  tattagaaat  aacacctatg  atcacagcaa     1500

atacagggaa  gaggcaatgc  aaaatagaat  acagattgac  ccagtcaaac  taagcagcgg     1560

ctacaaagat  gtgatacttt  ggtttagctt  cggggcatca  tgtttcatac  ttctagccat     1620

tgtaatgggc  cttgtcttca  tatgtgtaaa  gaatggaaac  atgcggtgca  ctatttgtat     1680

ataa                                                                  1684

<210>  21

<211>  560

<212>  PRT

<213> 流感病毒

<400>  21

Met  Asn  Thr  Gln  Ile  Leu  Val  Phe  Ala  Leu  Ser  Lys  Gly  Lys  Arg  Thr

1                5                   10                   15

Val  Asp  Leu  Gly  Ile  Ala  Ile  Ile  Pro  Thr  Asn  Ala  Asp  Lys  Gln  Cys

             20                   25                   30
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Gly  Leu  Leu  Gly  Thr  Ile  Thr  Gly  Ile  Cys  Leu  Gly  His  His  Ala  Val

         35                   40                   45

Ser  Asn  Pro  Pro  Gln  Cys  Asp  Gln  Phe  Leu  Glu  Phe  Gly  Thr  Lys  Val

     50                   55                   60

Asn  Thr  Leu  Thr  Glu  Arg  Ser  Ala  Asp  Leu  Ile  Ile  Glu  Arg  Arg  Glu

65                   70                   75                   80

Gly  Val  Glu  Val  Val  Asn  Ala  Thr  Glu  Thr  Gly  Ser  Asp  Val  Cys  Tyr

                 85                   90                   95

Pro  Gly  Lys  Phe  Val  Glu  Arg  Thr  Asn  Ile  Pro  Arg  Ile  Cys  Val  Asn

             100                  105                  110

Glu  Glu  Ala  Leu  Arg  Gln  Ile  Leu  Arg  Glu  Ser  Gly  Gly  Ile  Asp  Lys

         115                  120                  125

Glu  Ala  Met  Gly  Phe  Thr  Tyr  Ser  Gly  Ile  Arg  Thr  Asn  Gly  Ala  Thr

     130                  135                  140

Ser  Ala  Cys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Tyr  Ala  Glu  Met  Lys  Trp

145                  150                  155                  160

Leu  Leu  Ser  Asn  Thr  Asp  Asn  Ala  Ala  Phe  Pro  Gln  Met  Thr  Lys  Ser

                 165                  170                  175

Tyr  Lys  Asn  Thr  Arg  Lys  Ser  Pro  Ala  Leu  Ile  Val  Trp  Gly  Ile  His

             180                  185                  190

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

         195                  200                  205

Lys  Leu  Val  Thr  Val  Gly  Ser  Ser  Asn  Tyr  Gln  Gln  Ser  Phe  Val  Pro

     210                  215                  220

Ser  Pro  Gly  Ala  Arg  Pro  Gln  Val  Asn  Gly  Leu  Ser  Gly  Arg  Ile  Asp

225                  230                  235                  240

Phe  His  Trp  Leu  Met  Leu  Asn  Pro  Asn  Asp  Thr  Val  Thr  Phe  Ser  Phe

                 245                  250                  255

Asn  Gly  Ala  Phe  Ile  Ala  Pro  Asp  Arg  Ala  Ser  Phe  Leu  Arg  Gly  Lys

             260                  265                  270

Ser  Met  Gly  Ile  Gln  Ser  Gly  Val  Gln  Val  Asp  Ala  Asn  Cys  Glu  Gly

         275                  280                  285

Asp  Cys  Tyr  His  Ser  Gly  Gly  Thr  Ile  Ile  Ser  Asn  Leu  Pro  Phe  Gln

     290                  295                  300

Asn  Ile  Asp  Ser  Arg  Ala  Val  Gly  Lys  Cys  Pro  Arg  Tyr  Val  Lys  Gln

305                  310                  315                  320

Arg  Ser  Leu  Leu  Leu  Ala  Thr  Gly  Met  Lys  Asn  Val  Pro  Glu  Ile  Pro

                 325                  330                  335

Lys  Gly  Arg  Gly  Leu  Phe  Gly  Ala  Ile  Ala  Gly  Phe  Ile  Glu  Asn  Gly
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             340                  345                  350

Trp  Glu  Gly  Leu  Ile  Asp  Gly  Trp  Tyr  Gly  Phe  Arg  His  Gln  Asn  Ala

         355                  360                  365

Gln  Gly  Glu  Gly  Thr  Ala  Ala  Asp  Tyr  Lys  Ser  Thr  Gln  Ser  Ala  Ile

     370                  375                  380

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

385                  390                  395                  400

Gln  Phe  Glu  Leu  Ile  Asp  Asn  Glu  Phe  Asn  Glu  Val  Glu  Lys  Gln  Ile

                 405                  410                  415

Gly  Asn  Val  Ile  Asn  Trp  Thr  Arg  Asp  Ser  Ile  Thr  Glu  Val  Trp  Ser

             420                  425                  430

Tyr  Asn  Ala  Glu  Leu  Leu  Val  Ala  Met  Glu  Asn  Gln  His  Thr  Ile  Asp

         435                  440                  445

Leu  Ala  Asp  Ser  Glu  Met  Asp  Lys  Leu  Tyr  Glu  Arg  Val  Lys  Arg  Gln

     450                  455                  460

Leu  Arg  Glu  Asn  Ala  Glu  Glu  Asp  Gly  Thr  Gly  Cys  Phe  Glu  Ile  Phe

465                  470                  475                  480

His  Lys  Cys  Asp  Asp  Asp  Cys  Met  Ala  Ser  Ile  Arg  Asn  Asn  Thr  Tyr

                 485                  490                  495

Asp  His  Ser  Lys  Tyr  Arg  Glu  Glu  Ala  Met  Gln  Asn  Arg  Ile  Gln  Ile

             500                  505                  510

Asp  Pro  Val  Lys  Leu  Ser  Ser  Gly  Tyr  Lys  Asp  Val  Ile  Leu  Trp  Phe

         515                  520                  525

Ser  Phe  Gly  Ala  Ser  Cys  Phe  Ile  Leu  Leu  Ala  Ile  Val  Met  Gly  Leu

     530                  535                  540

Val  Phe  Ile  Cys  Val  Lys  Asn  Gly  Asn  Met  Arg  Cys  Thr  Ile  Cys  Ile

545                  550                  555                  560

<210>  22

<211>  1398

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  22

atgaatccaa  atcagaagat  tctatgcact  tcagccactg  ctatcataat  aggcgcaatc       60

gcagtactca  ttggaatagc  aaacctagga  ttgaacatag  gactgcatct  aaaaccgggc      120

tgcaattgct  cacactcaca  acctgaaaca  accaacacaa  gccaaacaat  aataaacaac      180

tattataatg  aaacaaacat  caccaacatc  caaatggaag  agagaacaag  caggaatttc      240

aataacttaa  ctaaagggct  ctgtactata  aattcatggc  acatatatgg  gaaagacaat      300

gcagtaagaa  ttggagagag  ctcggatgtt  ttagtcacaa  gagaacccta  tgtttcatgc      360

gacccagatg  aatgcaggtt  ctatgctctc  agccaaggaa  caacaatcag  agggaaacac      420
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tcaaacggaa  caatacacga  taggtcccag  tatcgcgccc  tgataagctg  gccactatca      480

tcaccgccca  cagtgtacaa  cagcagggtg  gaatgcattg  ggtggtcaag  tactagttgc      540

catgatggca  aatccaggat  gtcaatatgt  atatcaggac  caaacaacaa  tgcatctgca      600

gtagtatggt  acaacagaag  gcctgttgca  gaaattaaca  catgggcccg  aaacatacta      660

agaacacagg  aatctgaatg  tgtatgccac  aacggcgtat  gcccagtagt  gttcaccgat      720

gggtctgcca  ctggacctgc  agacacaaga  atatactatt  ttaaagaggg  gaaaatattg      780

aaatgggagt  ctctgactgg  aactgctaag  catattgaag  aatgctcatg  ttacggggaa      840

cgaacaggaa  ttacctgcac  atgcagggac  aattggcagg  gctcaaatag  accagtgatt      900

cagatagacc  cagtagcaat  gacacacact  agtcaatata  tatgcagtcc  tgttcttaca      960

gacaatcccc  gaccgaatga  cccaaatata  ggtaagtgta  atgaccctta  tccaggtaat     1020

aataacaatg  gagtcaaggg  attctcatac  ctggatgggg  ctaacacttg  gctagggagg     1080

acaataagca  cagcctcgag  gtctggatac  gagatgttaa  aagtgccaaa  tgcattgaca     1140

gatgatagat  caaagcccat  tcaaggtcag  acaattgtat  taaacgctga  ctggagtggt     1200

tacagtggat  ctttcatgga  ctattgggct  gaaggggact  gctatcgagc  gtgtttttat     1260

gtggagttga  tacgtggaag  acccaaggaa  gataaagtgt  ggtggaccag  caatagtata     1320

gtatcgatgt  gttccagtac  agaattcctg  ggacaatgga  actggcctga  tggggctaaa     1380

atagagtact  tcctctaa                                                   1398

<210>  23

<211>  464

<212>  PRT

<213> 流感病毒

<400>  23

Met  Asn  Pro  Asn  Gln  Lys  Ile  Leu  Cys  Thr  Ser  Ala  Thr  Ala  Ile  Ile

1                5                   10                   15

Ile  Gly  Ala  Ile  Ala  Val  Leu  Ile  Gly  Ile  Ala  Asn  Leu  Gly  Leu  Asn

             20                   25                   30

Ile  Gly  Leu  His  Leu  Lys  Pro  Gly  Cys  Asn  Cys  Ser  His  Ser  Gln  Pro

         35                   40                   45

Glu  Thr  Thr  Asn  Thr  Ser  Gln  Thr  Ile  Ile  Asn  Asn  Tyr  Tyr  Asn  Glu

     50                   55                   60

Thr  Asn  Ile  Thr  Asn  Ile  Gln  Met  Glu  Glu  Arg  Thr  Ser  Arg  Asn  Phe

65                   70                   75                   80

Asn  Asn  Leu  Thr  Lys  Gly  Leu  Cys  Thr  Ile  Asn  Ser  Trp  His  Ile  Tyr

                 85                   90                   95

Gly  Lys  Asp  Asn  Ala  Val  Arg  Ile  Gly  Glu  Ser  Ser  Asp  Val  Leu  Val

             100                  105                  110

Thr  Arg  Glu  Pro  Tyr  Val  Ser  Cys  Asp  Pro  Asp  Glu  Cys  Arg  Phe  Tyr

         115                  120                  125

Ala  Leu  Ser  Gln  Gly  Thr  Ile  Ile  Arg  Gly  Lys  His  Ser  Asn  Gly  Thr
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     130                  135                  140

Ile  His  Asp  Arg  Ser  Gln  Tyr  Arg  Ala  Leu  Ile  Ser  Trp  Pro  Leu  Ser

145                  150                  155                  160

Ser  Pro  Pro  Thr  Val  Tyr  Asn  Ser  Arg  Val  Glu  Cys  Ile  Gly  Trp  Ser

                 165                  170                  175

Ser  Thr  Ser  Cys  His  Asp  Gly  Lys  Ser  Arg  Met  Ser  Ile  Cys  Ile  Ser

             180                  185                  190

Gly  Pro  Asn  Asn  Asn  Ala  Ser  Ala  Val  Val  Trp  Tyr  Asn  Arg  Arg  Pro

         195                  200                  205

Val  Ala  Glu  Ile  Asn  Thr  Trp  Ala  Arg  Asn  Ile  Leu  Arg  Thr  Gln  Glu

     210                  215                  220

Ser  Glu  Cys  Val  Cys  His  Asn  Gly  Val  Cys  Pro  Val  Val  Phe  Thr  Asp

225                  230                  235                  240

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

                 245                  250                  255

Lys  Ile  Leu  Lys  Trp  Glu  Ser  Leu  Thr  Gly  Thr  Ala  Lys  His  Ile  Glu

             260                  265                  270

Glu  Cys  Ser  Cys  Tyr  Gly  Glu  Arg  Thr  Gly  Ile  Thr  Cys  Thr  Cys  Arg

         275                  280                  285

Asp  Asn  Trp  Gln  Gly  Ser  Asn  Arg  Pro  Val  Ile  Gln  Ile  Asp  Pro  Val

     290                  295                  300

Ala  Met  Thr  His  Thr  Ser  Gln  Tyr  Ile  Cys  Ser  Pro  Val  Leu  Thr  Asp

305                  310                  315                  320

Asn  Pro  Arg  Pro  Asn  Asp  Pro  Asn  Ile  Gly  Lys  Cys  Asn  Asp  Pro  Tyr

                 325                  330                  335

Pro  Gly  Asn  Asn  Asn  Asn  Gly  Val  Lys  Gly  Phe  Ser  Tyr  Leu  Asp  Gly

             340                  345                  350

Ala  Asn  Thr  Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Ile  Ser  Thr  Ala  Ser  Arg  Ser  Gly

         355                  360                  365

Tyr  Glu  Met  Leu  Lys  Val  Pro  Asn  Ala  Leu  Thr  Asp  Asp  Arg  Ser  Lys

     370                  375                  380

Pro  Ile  Gln  Gly  Gln  Thr  Ile  Val  Leu  Asn  Ala  Asp  Trp  Ser  Gly  Tyr

385                  390                  395                  400

Ser  Gly  Ser  Phe  Met  Asp  Tyr  Trp  Ala  Glu  Gly  Asp  Cys  Tyr  Arg  Ala

                 405                  410                  415

Cys  Phe  Tyr  Val  Glu  Leu  Ile  Arg  Gly  Arg  Pro  Lys  Glu  Asp  Lys  Val

             420                  425                  430

Trp  Trp  Thr  Ser  Asn  Ser  Ile  Val  Ser  Met  Cys  Ser  Ser  Thr  Glu  Phe

         435                  440                  445
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Leu  Gly  Gln  Trp  Asn  Trp  Pro  Asp  Gly  Ala  Lys  Ile  Glu  Tyr  Phe  Leu

     450                  455                  460

<210>  24

<211>  1683

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  24

atgaacactc  aaatcctggt  attcgctctg  attgcgatca  ttccaacaaa  tgcagacaaa       60

atctgcctcg  gacatcatgc  tgtgtcaaac  ggaaccaaag  taaacacatt  aactgaaaga      120

ggagtggaag  tcgtcaatgc  aactgaaaca  gtggaacgaa  caaacatccc  caggatctgc      180

tcaaaaggga  aaaggacagt  tgacctcggt  caatgtggac  tcctggggac  aatcactgga      240

ccacctcaat  gtgaccaatt  cctagaattt  tcagccgatt  taattattga  gaggcgagaa      300

ggaagtgatg  tctgttatcc  tgggaaattc  gtgaatgaag  aagctctgag  gcaaattctc      360

agagaatcag  gcggaattga  caaggaagca  atgggattca  catacagtgg  aataagaact      420

aatggagcaa  ccagttcatg  taggagatca  ggatcttcat  tctatgcaga  aatgaaatgg      480

ctcctgtcaa  acacagataa  tgctgcattc  ccgcagatga  ctaagtcata  taaaaataca      540

agaaaaaacc  cagctctaat  agtatggggg  atccatcatt  ccggatcaac  tgcagagcaa      600

accaagctat  atgggagtgg  aaacaaactg  gtgacagttg  ggagttctaa  ttatcaacaa      660

tcttttgtac  cgagtccggg  agcgagaaca  caagttaatg  gtcaatctgg  aagaattgac      720

tttcattggc  taatgctaaa  tcccaatgat  acagtcactt  tcagtttcaa  tggggctttc      780

atagctccag  accgtgcaag  cttcctgaga  ggaaaatcta  tgggaatcca  gagtggagta      840

caggttgatg  ccgattgtga  aggggactgc  tattatagtg  gagggacaat  aataagtaac      900

ttgccatttc  agaacataga  tagcagggca  gttggaaaat  gtccgagata  tgttaagcaa      960

aggagtctgc  tgctagcaac  agggatgaag  aatgttcctg  agattccaaa  gggaagaggc     1020

ctatttggtg  ctatagcggg  tttcattgaa  aatggatggg  aaggcctaat  tgatggttgg     1080

tatggtttca  gacaccagaa  tgcacaggga  gagggaactg  ctgcagatta  caaaagcact     1140

caatcggcaa  ttgatcaaat  aacaggaaaa  ttaaaccggc  ttatagaaaa  aaccaaccaa     1200

caatttgagt  tgatagacaa  tgaattcact  gaggtagaga  agcaaatcgg  taatgtgata     1260

aattggacca  gagattctat  aacagaagtg  tggtcataca  atgctgaact  cttggtagca     1320

atggagaacc  agcatacaat  tgatctggct  gattcagaaa  tggacaaact  gtacgaacga     1380

gtgaaaagac  agctgagaga  gaatgctgaa  gaagatggca  ctggttgctt  tgaaatattt     1440

cacaagtgtg  atgatgactg  tatggccagc  attagaaata  acacctatga  tcacagcaaa     1500

tacagggaag  aggcaatgca  aaatagaata  cagattgacc  cagtcaaact  aagcagcggc     1560

tacaaagatg  tgatactttg  gtttagcttc  ggggcatcat  gtttcatact  tctagccatt     1620

gcaatgggcc  ttgtcttcat  atgtgtaaag  aatggaaaca  tgcggtgcac  tatttgtata     1680

taa                                                                   1683

<210>  25

<211>  560

<212>  PRT
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<213> 流感病毒

<400>  25

Met  Asn  Thr  Gln  Ile  Leu  Val  Phe  Ala  Leu  Ile  Ala  Ile  Ile  Pro  Thr

1                5                   10                   15

Asn  Ala  Asp  Lys  Ile  Cys  Leu  Gly  His  His  Ala  Val  Ser  Asn  Gly  Thr

             20                   25                   30

Lys  Val  Asn  Thr  Leu  Thr  Glu  Arg  Gly  Val  Glu  Val  Val  Asn  Ala  Thr

         35                   40                   45

Glu  Thr  Val  Glu  Arg  Thr  Asn  Ile  Pro  Arg  Ile  Cys  Ser  Lys  Gly  Lys

     50                   55                   60

Arg  Thr  Val  Asp  Leu  Gly  Gln  Cys  Gly  Leu  Leu  Gly  Thr  Ile  Thr  Gly

65                   70                   75                   80

Pro  Pro  Gln  Cys  Asp  Gln  Phe  Leu  Glu  Phe  Ser  Ala  Asp  Leu  Ile  Ile

                 85                   90                   95

Glu  Arg  Arg  Glu  Gly  Ser  Asp  Val  Cys  Tyr  Pro  Gly  Lys  Phe  Val  Asn

             100                  105                  110

Glu  Glu  Ala  Leu  Arg  Gln  Ile  Leu  Arg  Glu  Ser  Gly  Gly  Ile  Asp  Lys

         115                  120                  125

Glu  Ala  Met  Gly  Phe  Thr  Tyr  Ser  Gly  Ile  Arg  Thr  Asn  Gly  Ala  Thr

     130                  135                  140

Ser  Ser  Cys  Arg  Arg  Ser  Gly  Ser  Ser  Phe  Tyr  Ala  Glu  Met  Lys  Trp

145                  150                  155                  160

Leu  Leu  Ser  Asn  Thr  Asp  Asn  Ala  Ala  Phe  Pro  Gln  Met  Thr  Lys  Ser

                 165                  170                  175

Tyr  Lys  Asn  Thr  Arg  Lys  Asn  Pro  Ala  Leu  Ile  Val  Trp  Gly  Ile  His

             180                  185                  190

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

         195                  200                  205

Lys  Leu  Val  Thr  Val  Gly  Ser  Ser  Asn  Tyr  Gln  Gln  Ser  Phe  Val  Pro

     210                  215                  220

Ser  Pro  Gly  Ala  Arg  Thr  Gln  Val  Asn  Gly  Gln  Ser  Gly  Arg  Ile  Asp

225                  230                  235                  240

Phe  His  Trp  Leu  Met  Leu  Asn  Pro  Asn  Asp  Thr  Val  Thr  Phe  Ser  Phe

                 245                  250                  255

Asn  Gly  Ala  Phe  Ile  Ala  Pro  Asp  Arg  Ala  Ser  Phe  Leu  Arg  Gly  Lys

             260                  265                  270

Ser  Met  Gly  Ile  Gln  Ser  Gly  Val  Gln  Val  Asp  Ala  Asp  Cys  Glu  Gly

         275                  280                  285

Asp  Cys  Tyr  Tyr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ile  Ile  Ser  Asn  Leu  Pro  Phe  Gln
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     290                  295                  300

Asn  Ile  Asp  Ser  Arg  Ala  Val  Gly  Lys  Cys  Pro  Arg  Tyr  Val  Lys  Gln

305                  310                  315                  320

Arg  Ser  Leu  Leu  Leu  Ala  Thr  Gly  Met  Lys  Asn  Val  Pro  Glu  Ile  Pro

                 325                  330                  335

Lys  Gly  Arg  Gly  Leu  Phe  Gly  Ala  Ile  Ala  Gly  Phe  Ile  Glu  Asn  Gly

             340                  345                  350

Trp  Glu  Gly  Leu  Ile  Asp  Gly  Trp  Tyr  Gly  Phe  Arg  His  Gln  Asn  Ala

         355                  360                  365

Gln  Gly  Glu  Gly  Thr  Ala  Ala  Asp  Val  Lys  Ser  Thr  Gln  Ser  Ala  Ile

     370                  375                  380

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

385                  390                  395                  400

Gln  Phe  Glu  Leu  Ile  Asp  Asn  Glu  Phe  Thr  Glu  Val  Glu  Lys  Gln  Ile

                 405                  410                  415

Gly  Asn  Val  Ile  Asn  Trp  Thr  Arg  Asp  Ser  Ile  Thr  Glu  Val  Trp  Ser

             420                  425                  430

Tyr  Asn  Ala  Glu  Leu  Leu  Val  Ala  Met  Glu  Asn  Gln  His  Thr  Ile  Asp

         435                  440                  445

Leu  Ala  Asp  Ser  Glu  Met  Asp  Lys  Leu  Tyr  Glu  Arg  Val  Lys  Arg  Gln

     450                  455                  460

Leu  Arg  Glu  Asn  Ala  Glu  Glu  Asp  Gly  Thr  Gly  Cys  Phe  Glu  Ile  Phe

465                  470                  475                  480

His  Lys  Cys  Asp  Asp  Asp  Cys  Met  Ala  Ser  Ile  Arg  Asn  Asn  Thr  Tyr

                 485                  490                  495

Asp  His  Ser  Lys  Tyr  Arg  Glu  Glu  Ala  Met  Gln  Asn  Arg  Ile  Gln  Ile

             500                  505                  510

Asp  Pro  Val  Lys  Leu  Ser  Ser  Gly  Tyr  Lys  Asp  Val  Ile  Leu  Trp  Phe

         515                  520                  525

Ser  Phe  Gly  Ala  Ser  Cys  Phe  Ile  Leu  Leu  Ala  Ile  Ala  Met  Gly  Leu

     530                  535                  540

Val  Phe  Ile  Cys  Val  Lys  Asn  Gly  Asn  Met  Arg  Cys  Thr  Ile  Cys  Ile

545                  550                  555                  560

<210>  26

<211>  1398

<212>  DNA

<213> 流感病毒

<400>  26

atgaatccaa  atcagaagat  tctatgcact  tcagccactg  ctatcataat  aggcgcaatc       60
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gcagtactca  ttggaatagc  aaacctagga  ttgaacatag  gactgcatct  aaaaccgagc      120

tgcaattgct  cacactcaca  acctgaaaca  accaacacaa  gccaaacaat  aataaacaac      180

tattataatg  aaacaaacat  caccaacatc  caaatggaag  agagaacaag  caggaatttc      240

aataacttaa  ctaaagggct  ctgtactata  aattcatggc  acatatatgg  gaaagacaat      300

gcggtaagaa  ttggagagag  ctcggatgtt  ttagtcacaa  gagaacccta  tgtttcatgc      360

gacccagatg  aatgcaggtt  ctatgctctc  agccaaggaa  caacaatcag  aggaaaacac      420

tcaaacggaa  caatacacga  taggtcccag  tatcgcgccc  tgataagctg  gccactatca      480

tcaccgccca  cagtgtacaa  cagcagggtg  gaatgcattg  ggtggtcaag  tactagttgc      540

catgatggca  aatccaggat  gtcaatatgt  atatcaggac  caaacaacaa  tgcatctgca      600

gtagtatggt  acaacagaag  gcctgttgca  gaaattaaca  catgggcccg  aaacatacta      660

agaacacagg  aatctgaatg  tgtatgccac  aacggcgtat  gcccagtagt  gttcaccgat      720

gggtctgcca  ctggacctgc  agacacaaga  atatactatt  ttaaagaggg  gaaaatattg      780

aaatgggagt  ctctgactgg  aactgctaag  catattgaag  aatgctcatg  ttacggggaa      840

cgaacaggaa  ttacctgcac  atgcaaggac  aattggcagg  gctcaaatag  accagtgatt      900

cagatagatc  cagtagcaat  gacacacact  agtcagtata  tatgcagtcc  tgttcttaca      960

gacaatcccc  gaccgaatga  cccaaatata  ggtaagtgta  atgaccctta  tccaggtaat     1020

aataacaatg  gagtcaaggg  attctcatac  ctggatgggg  ctaacacttg  gctagggagg     1080

acaataagca  cagcctcgag  gtctggatac  gagatgttaa  aagtgccaaa  tgcattgaca     1140

gatgatagat  caaagcccat  tcaaggtcag  acaattgtat  taaacgctga  ctggagtggt     1200

tacagtggat  ctttcatgga  ctattgggct  gagggggact  gctatcgagc  gtgtttttat     1260

gtggaattga  tacgtggaag  acccaaggag  gataaagtgt  ggtggaccag  caatagtata     1320

gtatcgatgt  gttccagtac  agaattcctg  ggacaatgga  actggcctga  tggggctaaa     1380

atagagtact  tcctctaa                                                   1398

<210>  27

<211>  462

<212>  PRT

<213> 流感病毒

<400>  27

Met  Asn  Pro  Asn  Gln  Lys  Ile  Leu  Cys  Thr  Ser  Ala  Thr  Ala  Ile  Ile

1                5                   10                   15

Ile  Gly  Ala  Ile  Ala  Val  Leu  Ile  Gly  Ile  Ala  Asn  Leu  Gly  Leu  Asn

             20                   25                   30

Ile  Gly  Leu  His  Leu  Lys  Pro  Ser  Cys  Asn  Cys  Ser  His  Ser  Gln  Pro

         35                   40                   45

Glu  Thr  Ile  Asn  Thr  Ser  Gln  Thr  Ile  Ile  Asn  Asn  Tyr  Tyr  Asn  Glu

     50                   55                   60

Thr  Asn  Ile  Thr  Asn  Ile  Gln  Met  Glu  Glu  Arg  Thr  Ser  Arg  Asn  Phe

65                   70                   75                   80

Asn  Asn  Leu  Thr  Lys  Gly  Leu  Cys  Thr  Ile  Asn  Ser  Trp  His  Ile  Tyr
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                 85                   90                   95

Gly  Lys  Asp  Asn  Ala  Val  Arg  Ile  Gly  Glu  Ser  Ser  Asp  Val  Leu  Val

             100                  105                  110

Thr  Arg  Glu  Pro  Tyr  Val  Ser  Cys  Asp  Pro  Asp  Glu  Cys  Arg  Phe  Tyr

         115                  120                  125

Ala  Leu  Ser  Gln  Gly  Thr  Ile  Ile  Arg  Gly  Lys  His  Ser  Asn  Gly  Thr

     130                  135                  140

Ile  His  Asp  Arg  Ser  Gln  Tyr  Arg  Ala  Leu  Ile  Ser  Trp  Pro  Leu  Ser

145                  150                  155                  160

Ser  Pro  Pro  Thr  Val  Tyr  Asn  Ser  Arg  Val  Glu  Cys  Ile  Gly  Trp  Ser

                 165                  170                  175

Ser  Thr  Ser  Cys  His  Asp  Gly  Lys  Ser  Arg  Met  Ser  Ile  Cys  Ile  Ser

             180                  185                  190

Gly  Pro  Asn  Asn  Asn  Ala  Ser  Ala  Trp  Trp  Tyr  Asn  Arg  Arg  Pro  Val

         195                  200                  205

Ala  Glu  Ile  Asn  Thr  Trp  Ala  Arg  Asn  Ile  Leu  Arg  Thr  Gln  Glu  Ser

     210                  215                  220

Glu  Cys  Val  Cys  His  Asn  Gly  Val  Cys  Pro  Trp  Phe  Thr  Asp  Gly  Ser

225                  230                  235                  240

Ala  Thr  Gly  Pro  Ala  Asp  Thr  Arg  Ile  Tyr  Tyr  Phe  Lys  Glu  Gly  Lys

                 245                  250                  255

Leu  Lys  Trp  Glu  Ser  Leu  Thr  Gly  Thr  Ala  Lys  His  Ile  Glu  Glu  Cys

             260                  265                  270

Ser  Cys  Tyr  Gly  Glu  Arg  Thr  Gly  Ile  Thr  Cys  Thr  Cys  Lys  Asp  Asn

         275                  280                  285

Trp  Gln  Gly  Ser  Asn  Arg  Pro  Val  Ile  Gln  Ile  Asp  Pro  Val  Ala  Met

     290                  295                  300

Thr  His  Thr  Ser  Gln  Tyr  Ile  Cys  Ser  Pro  Val  Leu  Thr  Asp  Asn  Pro

305                  310                  315                  320

Arg  Pro  Asn  Asp  Pro  Asn  Ile  Gly  Lys  Cys  Asn  Asp  Pro  Tyr  Pro  Gly

                 325                  330                  335

Asn  Asn  Asn  Asn  Gly  Val  Lys  Gly  Phe  Ser  Tyr  Leu  Asp  Gly  Ala  Asn

             340                  345                  350

Thr  Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Ile  Ser  Thr  Ala  Ser  Arg  Ser  Gly  Tyr  Glu

         355                  360                  365

Met  Leu  Lys  Val  Pro  Asn  Ala  Leu  Thr  Asp  Asp  Arg  Ser  Lys  Pro  Ile

     370                  375                  380

Gln  Gly  Gln  Thr  Ile  Val  Leu  Asn  Ala  Asp  Trp  Ser  Gly  Tyr  Ser  Gly

385                  390                  395                  400
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Ser  Phe  Met  Asp  Tyr  Trp  Ala  Glu  Gly  Asp  Cys  Tyr  Arg  Ala  Cys  Phe

                 405                  410                  415

Tyr  Val  Glu  Leu  Ile  Arg  Gly  Arg  Pro  Lys  Glu  Asp  Lys  Val  Trp  Trp

             420                  425                  430

Thr  Ser  Asn  Ser  Ile  Val  Ser  Met  Cys  Ser  Ser  Thr  Glu  Phe  Leu  Gly

         435                  440                  445

Gln  Trp  Asn  Trp  Pro  Asp  Gly  Ala  Lys  Ile  Glu  Tyr  Phe  Leu

     450                  455                  460
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