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本发明涉及来源于植物的、尤其是从

Pereskia  belo中分离的超稳定EGFR肽配体及其

变体。还包括编码它们的核酸、包含所述核酸的

宿主细胞、包含所述肽配体的组合物及其方法和

治疗用途。
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1.具有EGFR结合活性的分离肽，所述肽包含或由以下组成：

(i)SEQ  ID  NO:1中列出的氨基酸序列；

(ii)与SEQ  ID  NO:1中列出的氨基酸序列在其整个长度上具有至少60％，优选至少

70％，更优选至少80％，最优选至少90％序列同一性的氨基酸序列；

(iii)与SEQ  ID  NO:1中列出的氨基酸序列在其整个长度上具有至少80％，优选至少

90％，更优选至少95％序列同源性的氨基酸序列；或者

(iv)(i)‑(iii)中的任一片段。

2.如权利要求1所述的分离肽，其中所述分离肽包含：

(i)氨基酸序列基序C(X)nC(X)mCC(X)oC(X)pC，其中X为除C之外的任何氨基酸，n为4至8

的整数，m为5至9的整数，o为1至5的整数，且p为8至12的整数，优选C(X)6C(X)7CC(X)3C(X)10C

(SEQ  ID  NO:2)；和/或

(ii)氨基酸序列基序YXGXK/R(SEQ  ID  NO:3)，其中X是除C之外的任何氨基酸。

3.如权利要求1或2所述的分离肽，其中所述肽包含所述氨基酸序列基序C(X)nC(X)mCC

(X)oC(X)pC，其中X是除C之外的任何氨基酸，n为4至8的整数，m为5至9的整数，o为1至5的整

数，且p为8至12的整数，其中(X)p包含所述氨基酸序列基序YXGXK/R(SEQ  ID  NO:3)，其中X

是除C之外的任何氨基酸，优选C(X)6C(X)7CC(X)3CXXYXGXK/RXXXC(SEQ  ID  NO:4)，更优选

CK/RPXGXK/RCXXXXXPPCCXXXCXK/RYXGXK/RXGXCXXK/R(SEQ  ID  NO:5)，最优选CKPXGXKCXEX

XXPPCCXXXCXRYXGXKXGXCXXR(SEQ  ID  NO:6)。

4.如权利要求1至3中任一项所述的分离肽，其中所述肽包含一个或多个D‑氨基酸。

5.如权利要求4所述的分离肽，其中所述肽包含D‑氨基酸，其在

(i)对应于SEQ  ID  NO:1的25位的位置处，优选D‑酪氨酸；和/或

(ii)对应于SEQ  ID  NO:1的29位的位置处，优选D‑赖氨酸。

6.如权利要求1至5中任一项所述的分离肽，其中所述片段包含：

对应于SEQ  ID  NO:1的氨基酸残基2‑33的氨基酸。

7.如权利要求1至6中任一项所述的分离肽，其中所述肽具有正净电荷。

8.如权利要求1至7中任一项所述的分离肽，其中所述肽包含一个、两个或三个二硫桥，

优选三个，其优选地选自C2‑C18之间、C9‑C22之间以及C17‑C33之间的二硫桥，其中使用SEQ 

ID  NO:1的位置编号。

9.如权利要求1‑8中任一项所述的分离肽，其中与具有SEQ  ID  NO:10中列出的氨基酸

序列的人类EGF相比，所述肽对热和/或蛋白酶的稳定性高至少2倍，优选至少5倍，更优选至

少10倍。

10.编码如权利要求1至9中任一项所述的肽的核酸分子。

11.包含如权利要求10所述的核酸分子的载体。

12.如权利要求11所述的载体，其中所述载体还包含用于控制所述核酸分子表达的调

节元件。

13.包含如权利要求10至12中任一项所述的核酸分子或载体的宿主细胞，其中所述宿

主细胞优选为细菌或植物细胞，更优选为大肠杆菌细胞。

14.如权利要求1至9中任一项所述的多肽的生产方法，包括在允许所述肽的表达的条

件下培养如权利要求13所述的宿主细胞，并从所述宿主细胞或培养基中分离所述肽。
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15.包含如权利要求1至9中任一项所述的肽和任选的载体和/或赋形剂的组合物。

16.如权利要求15所述的组合物，其中所述组合物是化妆品、药物或药妆组合物。

17.如权利要求1至9中任一项所述的肽用于激活细胞中的EGFR的用途。

18.如权利要求17所述的用途，其中所述用途是离体用途，优选在细胞和组织培养中。

19.如权利要求18所述的用途，其中所述用途是组织工程学应用和/或细胞农业和食品

应用。

20.如权利要求1至9中任一项所述的肽或如权利要求15至16中任一项所述的组合物用

于预防或治疗有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病症的方法。

21.治疗或预防有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病症的方法，包括向所述受试

者施用治疗或预防有效量的如权利要求1至9中任一项所述的肽或如权利要求15至16中任

一项所述的组合物。
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表皮生长因子受体(EGFR)配体

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2019年7月10日提交的新加坡专利申请第10201906403T号的优先

权，出于所有目的将其全部内容通过引用并入本文。

技术领域

[0003] 本发明属于肽/蛋白质技术领域，具体涉及一种稳定性提高的EGF受体配体及其方

法和用途。

背景技术

[0004] 慢性伤口和严重疼痛、截肢和残疾的伴随后果仍然是一个重要的健康问题，并增

加了社会经济负担。至少有15％的糖尿病患者会在脚上出现慢性溃疡。在美国，治疗这种疾

病的总医疗费用估计为90‑130亿美元。在这方面，在增殖、迁移和分化中起重要作用的生长

因子有望作为伤口管理的治疗干预。表皮生长因子(EGF)是1960年发现的第一个生长因子，

已在多个国家获得临床批准用于治疗糖尿病足溃疡。然而，EGF在慢性伤口的微环境中的蛋

白水解稳定性较差，需要频繁施用才能达到预期的治疗效果。最近的研究结果表明，与单独

使用EGF相比，联合蛋白酶抑制剂局部施用EGF可以改善伤口愈合。

[0005] 表皮生长因子受体(EGFR/ErbB1/HER)是一种主要的酪氨酸激酶受体(RTK)，可启

动发育生长所需的多种细胞反应。表皮生长因子(EGF)是第一个发现的EGFR激动剂。从那时

起，在几乎所有形式的生物体中都发现了EGFR激动剂，例如哺乳动物、病毒、昆虫和线虫，但

在植物中却没有。它们包括七种相关的哺乳动物EGFR激动剂，涵盖53到132个氨基酸残基，

其中三个是高亲和力激动剂：EGF、转化生长因子‑α(TGF‑α)和肝素结合性表皮生长因子

(hb‑EGF)。其余四种，β动物纤维素、双调蛋白、上皮调节蛋白和epigen，是低亲和力激动剂。

它们都具有一致的EGF样结构域。迄今为止，EGFR激动剂都有典型的EGF结构域，无一例外。

由于这些激动剂与RTK的Erb家族不同成员的复杂相互作用，它们会产生不同的生物学反

应。EGFR配体也可以在非哺乳动物来源中找到，例如痘病毒(疫苗生长因子、粘液瘤病毒生

长因子和Shope纤维瘤病毒生长因子)、秀丽隐杆线虫(lin‑3)和果蝇(spitz)。

[0006] EGFR配体通过依赖配体的EGFR激活而在细胞增殖、存活和分化中发挥重要作用。

所有已知的EGFR肽激动剂都具有进化上保守的EGF样结构域，由半胱氨酸基序、二硫键连接

(Cys  I‑III、Cys  II‑IV、Cys  V‑VI)和具有双链反向平行β‑折叠的三环结构组成。EGF被引

入临床环境中用于再生医学，但其应用受到其体内稳定性低的限制。

[0007] 迄今为止，EGF是许多治疗糖尿病足溃疡的药物和用于帮助皮肤年轻化的化妆品

中的主要活性成分，2016年估计在护肤行业的市场规模为1.02亿美元，平均年增长率为

6.27％。由于其作为蛋白质的性质，EGF的缺点是它非常容易受到各因素的影响(例如温度

和与其他试剂，特别是蛋白酶的相互作用)而影响其稳定性。因此，需要一种EGF替代物，其

与EGF相比表现出(蛋白水解和温度)稳定性提高同时保持与EGFR的高亲和力结合和活化

EGFR。
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[0008] 植物是生物活性化合物的丰富来源，对药物设计和开发具有重要价值。然而，由于

人民普遍认为其具有不稳定性，因此植物肽和蛋白质往往未被充分探索。

[0009] 本发明通过提供可用于各种应用的超稳定、来源于植物的EGFR配体来满足这一需

求，这些应用包括皮肤和伤口应用(包括伤口愈合、皮肤和组织再生)以及用于细胞扩增和

提高细胞存活率的细胞农业/食品应用(包括培养肉)。

发明内容

[0010] 本发明基于发明人鉴定出源自植物Pereskia  bleo的新型富含半胱氨酸的肽

(CRP)，这些肽具有EGFR结合活性和高稳定性。富含半胱氨酸的肽(CRP)通常是小肽，其特征

是半胱氨酸含量高，并且通过二硫桥交联。它们的构象受限结构和富含半胱氨酸的核心为

它们提供了相对较高的稳定性。据发现药用植物Pereskia  bleo是富含半胱氨酸的肽的丰

富来源，这些肽统称为bleogens。原型和阳离子bleogen  pB1是具有36个残基的肝素结合性

CRP，其中5个是Lys/Arg，6个是Cys，半胱氨酸基序为C(X)6C(X)7CC(X)3C(X)10C(SEQ  ID  NO：

2)。与EGFR配体在结构上的不同之处在于，它具有与典型的EGF样结构域不同且更加紧凑的

结构。Bleogen  pB1采用四环结构，其二硫键以胱氨酸结连接方式排列(Cys  I‑IV、Cys  IIV

和Cys  III‑VI)。Bleogen  pB1生物合成为双结构域前体，成熟结构域在信号肽酶裂解后释

放。Bleogen  pB1具有有助于其肝素结合特性的阳离子‑极性‑阳离子基序。Bleogen  pB1还

与扭结素型(knottin‑type)抗微生物肽具有序列同源性并表现出抗念珠菌特性。因此，

Bleogen  pB1代表了在发现EGF的59年后的一流的EGFR激动剂。

[0011] 在第一方面，本发明因此涉及具有EGFR结合活性的分离肽，所述肽包含或由以下

组成：

[0012] (i)SEQ  ID  NO:1中列出的氨基酸序列；

[0013] (ii)与SEQ  ID  NO:1中列出的氨基酸序列在其整个长度上具有至少60％，优选至

少70％，更优选至少80％，最优选至少90％序列同一性的氨基酸序列；

[0014] (iii)与SEQ  ID  NO:1中列出的氨基酸序列在其整个长度上具有至少80％，优选至

少90％，更优选至少95％序列同源性的氨基酸序列；或者

[0015] (iv)(i)‑(iii)中的任一片段。

[0016] 由SEQ  ID  NO:1组成的肽在本文中也称为“bleogen  pB1”或“pB1”。

[0017] 另一方面，本发明还涉及编码本文所述的肽的核酸分子，以及含有这种核酸的载

体，特别是复制载体或表达载体。

[0018] 在另一方面，本发明还涉及宿主细胞，优选非人宿主细胞，其包含如本文所考虑的

核酸或如本文所考虑的载体。宿主细胞可以是细菌细胞，例如大肠杆菌，或植物细胞。

[0019] 本发明的另一方面是一种如本文所述的肽的生产方法，包括培养本文所考虑的宿

主细胞；从培养基或宿主细胞中分离肽。另一方面涉及通过化学合成(例如固相肽合成)来

生产如本文所述的肽的方法。

[0020] 在另一方面，本发明涉及包含本文所述的肽的组合物，特别是药物、化妆品或药妆

组合物。所述组合物还可包含载体和/或赋形剂。

[0021] 在另一方面，本发明涉及本文所述的肽或含有它们的组合物用于激活EGFR的用

途，特别是在离体应用例如细胞培养中的用途。
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[0022] 在另一方面，本发明涉及一种或多种本发明的肽或本发明的组合物用于预防或治

疗有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病症的方法。该方面还涵盖本发明的肽或化妆

品/药物/药妆组合物在制备用于治疗或预防有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病症

的药物中的用途，其中所述预防或治疗可包括施用美容、治疗或预防有效量的本发明的肽

或组合物。

[0023] 在另一方面，本发明涉及治疗或预防有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病

症的方法，包括向该受试者施用美容、预防或治疗有效量的一种或多种本发明的化合物或

本发明的组合物。

附图说明

[0024] 图1 .bleogen  pB1和七种相关哺乳动物EGFR激动剂的序列和结构比较。(A)

Pereskia  bleo的叶子；(B)bleogen  pB1的前体结构、一级序列和二硫键连接；(C)WebLogo

显示的所有七种相关哺乳动物EGFR激动剂(EGF、TGFα、hb‑EGF、β细胞素、双调蛋白、上皮调

节蛋白和epigen)的序列比较；YXGXR基序(X，任何氨基酸)以红色阴影表示。(D)bleogen 

pB1的环4与EGF的环C(PDB条目：1P9J)、上皮调节蛋白(PDB条目：1K36)和TGFα(PDB条目：

1YUF)；(E)使用ClusPro  2.0版服务器对bleogen  pB1和EGFR细胞外域(PDB条目：1IVO)之间

的相互作用进行建模。

[0025] 图2.bleogen  pB1的化学合成。(A)bleogen  pB1和生物素pB1的合成方案，在Wang

树脂上使用逐步固相Fmoc化学法。bleogen  pB1是在Wang树脂上使用逐步固相Fmoc化学合

成的，以产生PG‑pB1(PG：保护基团)。生物素‑pB1是通过将Fmoc‑Lys(生物素)偶联到树脂上

PG‑pB1的N端来合成的。TFA裂解后，从树脂载体释放的组装线性前体立即在pH8.0的0.1M碳

酸氢铵和10％二甲亚砜(DMSO)中进行氧化折叠1小时，其中氧化还原试剂半胱胺/胱胺的摩

尔比为10:1；(B)使用RP‑HPLC洗脱天然的和合成的bleogen  pB1；(C)天然的和合成的

bleogen  pB1使用肝素亲和色谱法的HPLC色谱图。

[0026] 图3.bleogen  pB1发挥EGF样活性。(A,B)天然的和合成的bleogen  pB1依赖剂量促

进HaCaT细胞增殖72小时(通过结晶紫检测)，以EGF作为阳性对照；所有结果均表示为三个

独立实验的平均值±标准差；(C)Bleogen  pB1促进原代人角质细胞增殖72小时(使用结晶

紫检测)，以EGF作为阳性对照；所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标准差；与对照

相比，*p<0.05；(D)Bleogen  pB1在体外促进Ha‑CaT细胞中的DNA合成(通过EdU掺入测试)，

以EGF作为阳性对照；所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标准差；与对照组相比，*

p<0.05。(E)连续5天皮下注射bleogen  pB1(3mg/kg，10只小鼠)目视检查到新生小鼠的门牙

萌出从153小时(盐水对照，10只小鼠)加速到125小时，而阳性对照EGF(3mg/kg，10只小鼠)

将门牙萌出加速至100小时；门牙萌出被定义为给定牙齿第一次刺穿口腔上皮的时间；n＝

每组10只小鼠；所有结果均表示为平均值±标准差；与对照组相比，*p<0.05。(F)在使用C57

小鼠的5mm全厚度夹板切除伤口模型(总共50处伤口；25只小鼠)中，与盐水载体对照组(n＝

30处伤口；15只小鼠)相比，受伤后连续三天局部应用bleogen  pB1(10nmol/伤口；n＝10处

伤口；5只小鼠)和EGF(1nmol/处伤口；n＝10处伤口；5只小鼠)加速了伤口愈合。上图：处理

方案的示意图。下图：受伤后14天的过程中伤口愈合的百分比。所有结果均表示为平均值±

标准差；与盐水对照组相比，所有处理组的*p<0.05。
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[0027] 图4.bleogen  pB1与EGFR结合。(A)使用抗EGFRmAb进行HaCaT细胞裂解物的EGFR的

生物素‑pB1、生物素‑aB1(阴性对照)和生物素‑EGF(阳性对照)拉下实验的代表性免疫印迹

图像；N＝三个独立实验；(B)抗EGFR中和的mAb(克隆LA1)阻断了bleogen  pB1在HaCaT细胞

中的增殖作用(通过结晶紫检测)。小鼠IgG1用作对照；所有结果均表示为三个独立实验的

平均值±标准差；与pB1处理组相比，*p<0.05。

[0028] 图5.bleogen  pB1激活EGFR及其下游信号通路。(A)在5μMbleogen  pB1培养后免疫

沉淀样品使用EGFR抗体(偶联磁珠)对HaCaT细胞中磷酸化酪氨酸(P‑TYR)和EGFR的代表性

免疫印迹分析；N＝三个独立实验；(B)在5μMbleogen  pB1培养后对磷酸化MEK1/2(p‑MEK1/

2)、总MEK(T‑MEK1/2)、磷酸化ERK1/2(p‑ERK1/2)和总ERK1/2(T‑ERK1/2)在HaCaT细胞中的

表达的代表性免疫印迹分析；N＝三个独立实验；(C,D)AG1478(一种EGFR特异性酪氨酸激酶

抑制剂)和U0126(一种MEK特异性抑制剂)在无血清培养基中72小时对bleogen  pB1诱导的

HaCaT细胞增殖的影响。所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标准差；与pB1处理组

相比，*p<0.05。(E)bleogen  pB1培养6小时会增加稳定转染的SRE‑荧光素酶报告基因HaCaT

细胞中的荧光素酶活性。EGF用作阳性对照。所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标

准差；与对照组相比，*,#p<0.05。(F)Bleogen  pB1处理2小时上调了HaCaT细胞中c‑fos和c‑

Jun的基因表达。所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标准差；与对照组相比，*,#p<

0.05。

[0029] 图6.使用D‑氨基酸对bleogen  pB1中的YAGQK区域进行位置扫描。

[0030] (A)使用不同浓度的bleogen  pB1、D‑类似物([Y25y]pB1、[A26a]pB1、[Q28q]pB1、

[K29k]pB1)、aB1(阴性对照)、rT7(阴性对照)或EGF(阳性对照)进行基于TR‑FRET的EGFR的

生物素‑EGF竞争性置换。所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标准差；(B)使用

HaCaT细胞的1μMbleogen  pB1或D‑类似物([Y25y]pB1、[A26a]pB1、[Q28q]pB1、[K29k]pB1)

增殖效应72小时(通过结晶紫检测)。所有结果均表示为三个独立实验的平均值±标准差；

与对照组相比，*p<0 .05。与pB1组相比，#p<0 .05。(C)抗EGFR中和的mAb(克隆LA1)阻断了

[K29k]pB1在HaCaT细胞中的增殖作用(通过结晶紫检测)。小鼠IgG1用作对照；所有结果均

表示为三个独立实验的平均值±标准差；与[K29k]pB1组相比，#p<0.05。与[K29k]pB1和抗

EGFRmAb组相比，*p<0.05。

[0031] 图7.bleogen  pB1和[K29k]pB1加速链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠的伤口愈合。在

使用STZ诱导的糖尿病C57小鼠的5mm全厚度夹板切除伤口模型(总共48处伤口；24只小鼠)

中，与盐水载体对照组(n＝12处伤口；6只小鼠)相比，在受伤后连续5天局部施用bleogen 

pB1(1nmol/伤口；n＝12处伤口；6只小鼠)、[K29k]pB1(1nmol/伤口；n＝12处伤口；6只小鼠)

和EGF(1nmol/伤口；n＝12处伤口；6只小鼠)加速了伤口愈合。上图：处理方案的示意图。下

图：受伤后14天的过程中伤口愈合的百分比。所有结果均表示为平均值±标准差；与盐水对

照组相比，所有处理组的*p<0.05。

[0032] 图8.bleogen  pB1和[K29k]pB1是超稳定EGFR激动剂。通过RP‑HPLC分析的bleogen 

pB1、[K29k]pB1、EGF和S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)在(A)热(100℃)、(B)人血清、(C)胃蛋白

酶、(D)胰蛋白酶、(E)链霉蛋白酶，和(F)中性粒细胞弹性蛋白酶处理下的稳定性；所有结果

均表示为三个独立实验的平均值±标准差；N.D.：未检测到。

[0033] 图9.使用肠激酶从MBP‑pB1融合蛋白中去除MBP的质谱图。
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[0034] 图10.通过反相HPLC(RP‑HPLC)共洗脱天然和重组bleogen  pB1。

具体实施方式

[0035] 本发明基于发明人鉴定出分离自Pereskia  bleo的、具有EGFR结合活性的新型富

含半胱氨酸的肽(CRP)。具体而言，发明人成功地从Pereskia  bleo中鉴定了一种名为

Bleogen  pB1的新型超稳定EGFR配体。原型和阳离子bleogen  pB1是具有36个残基的肝素结

合性CRP，其中5个是Lys/Arg，6个是Cys，半胱氨酸基序为C(X)6C(X)7CC(X)3C(X)10C(SEQ  ID 

NO：2)。与之前已知的EGFR配体结构不同，bleogen  pB1采用四环结构，其二硫键以胱氨酸结

连接方式排列(Cys  I‑IV、Cys  II‑V和Cys  III‑VI)。Bleogen  pB1生物合成为双结构域前

体，成熟结构域在信号肽酶裂解后释放。Bleogen  pB1具有有助于其肝素结合特性的阳离

子‑极性‑阳离子基序。Bleogen  pB1还与扭结素型(knottin‑type)抗微生物肽具有序列同

源性并表现出抗念珠菌特性。

[0036] 发明人还发现，Bleogen  pB1不含EGF样结构域，因此是在发现EGF的59年后的一流

的EGFR激动剂。36个残基的bleogen  pB1是迄今为止报道的最小的天然肽基EGFR激动剂。它

比两种最小的EGFR激动剂分别短10个和16个残基，即46个残基的上皮调节蛋白和52个残基

的TGF‑α。EGF和TGF‑α被归类为高亲和力EGFR激动剂，而双调蛋白和上皮调节蛋白被归类为

低亲和力激动剂。受体置换试验表明，bleogen  pB1的效力比EGF低约50‑100倍，使其成为低

亲和力EGFR激动剂。与EGF类似，bleogen  pB1促进角质形成细胞增殖、角质形成细胞迁移。

bleogen  pB1的环4与TGF‑α的环C具有高度的序列同一性和结构相似性。存在保守的YXGXK/

R(SEQ  ID  NO:3)基序表明它们具有共同的EGFR相互作用“热点”。

[0037] 以前的研究(US  5,182,261；Tam  J&Ke  X(1989)Systematic  approach  to  study 

the  structure‑activity  of  transforming  growth  factorα.Peptides:chemistry  and 

biology[Proceedings  of  the  11th  American  Peptide  Symposium],(ESCOM,Leiden) ,pp 

75‑77)已经表明，TGF‑α的YXGXR环C中的突变，特别是Y38和R42，导致其在A431细胞中的

EGFR亲和力和EGF样有丝分裂效力显着降低。同样，在对EGF的单独研究中，其Y37和R41突变

类似物显示其EGF样活性降低(Ogiso  et  al.(2002)Crystal  structure  of  the  complex 

of  human  epidermal  growth  factor  and  receptor  extracellular  domains.Cell110

(6):775‑78746,62‑65)。总的来说，这些发现表明YXGXR基序作为EGFR激动剂的推定的受体

接触位点的重要性。

[0038] 通过点置换bleogen  pB1中的YAGQK基序，可以证明所有Ala置换的pB1类似物的

EGF样生物活性降低，这与EGF和TGF‑α的观察结果一致。相比之下，两种D‑氨基酸置换的pB1

类似物K29k  pB1和Y25y  pB1显示出EGF样生物活性增加。在K29k  pB1中通过用D‑Lys替换第

29位的Lys，低亲和力bleogen  pB1转化为高亲和力EGFR激动剂。据发现K29k  pB1与EGF一样

有效，其中与bleogen  pB1相比，效力提高了60倍。体外结果得到了体内伤口愈合STZ糖尿病

小鼠模型的支持，该模型表明K29k  pB1和EGF的作用相当。

[0039] 序列比对表明，bleogen  pB1的K29对应于EGF的R41和TGF‑α的R42。该位置的Arg是

一个关键残基，在所有已知的典型EGFR激动剂中绝对保守(Ogiso，同上)。结构和突变研究

还确定了EGF的R41残基对于与EGFR的D355形成盐桥是关键的，对于受体结合是必不可少的

(Ogiso，同上)。与先前对TGF‑α和EGF的突变研究一致，这些结果表明K29是bleogen  pB1的
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EGF样活性的重要的分子决定因素。

[0040] 与EGFR激动剂相比，bleogen  pB1具有相似的功能特征，但其一级序列、二级和三

级结构以及生物合成不同。所有已知的EGF家族激动剂，尤其是哺乳动物来源的激动剂，都

包含EGF样结构域(Singh ,Carpenter&Coffey(2016)EGF  receptor  ligands:recent 

advances.F1000Research  5)。此外，哺乳动物EGFR激动剂生物合成作为1型跨膜前体，并在

被解离素和金属蛋白酶(ADAM)的蛋白水解裂解后释放。相比之下，bleogen  pB1不包含EGF

样结构域；相反，它包含SEQ  ID  NO:2的半胱氨酸基序，这是6‑半胱氨酸‑橡胶蛋白(hevein)

样肽家族的典型特征，并且被生物合成为由ER信号肽和成熟结构域组成的双结构域前体。

这种半胱氨酸基序是一种胱氨酸结二硫键连接，比EGF更能抵抗蛋白水解降解。因此，

bleogen  pB1是一类新的超稳定EGFR激动剂的原型成员，具有非典型的一级序列、二级和三

级结构、生物合成途径和高蛋白水解稳定性。

[0041] 已经通过开发基于聚合物的系统、封装和纳米技术致力于延长EGF的半衰期。据发

现bleogen  pB1和有效的K29k  pB1显示出EGF样活性，并共同具有结构紧凑的支架，该支架

比EGF对蛋白水解降解的稳定性至少高100倍。将Lys从其L型替换为D型产生K29k  pB1，其效

果与EGF相当。通过进一步开发当前的方法，扩大修饰肽(如K29k  pB1)的生产是可行的。利

用正交tRNA/合成酶配对可以简化非天然氨基酸的掺入，以在大肠杆菌中进行生物合成生

产(L i u & S c h u l t z (2 0 1 0) A d d i n g  n e w  c h e m i s t r i e s  t o  t h e  g e n e t i c 

code.Annu.Rev.Biochem.79:413‑444；Liu  et  al.(2012)Genetic  incorporation  of  d‑

lysine  into  diketoreductase  in  Escherichia  coli  cells.Amino  Acids  43(6):2553‑

2559)。此外，对时间和成本高度有利的化学合成和片段缩合方法可用于工业制造。使用这

些技术的市售例子有比伐红素(一种凝血酶抑制剂)和T‑20(一种HIV融合抑制剂)。总之，

bleogen  pB1是一种超稳定的、非典型的、最小的来源于植物的EGFR激动剂，它的发现是一

个前景很好的开局。改进的pB1类似物K29k  pB1与EGF同等有效这一发现可以进一步推动用

于伤口愈合、再生医学和护肤的有效治疗类似物的开发。

[0042] 基于上述发现，本发明在第一方面涵盖分离形式的具有活性的肽，并且更具体地

涉及分离的肽，其包含SEQ  ID  NO:1(Bleogen  pB1)中列出的氨基酸序列或基本上由SEQ  ID 

NO:1(Bleogen  pB1)中列出的氨基酸序列组成。

[0043] 由SEQ  ID  NO：1中列出的氨基酸序列组成的肽在本文中也称为“Bleogen  pB1”或

“pB1”。如本文所用，“分离”是指肽的形式已与它可能天然存在或与之相关的其他细胞成分

至少部分分离。肽可以是重组肽，即在不天然产生所述肽的基因工程生物体中产生的肽。

[0044] 根据本发明的肽表现出EGFR结合活性，即它能够以特定方式识别和结合EGFR，即

优先于其他受体类型而与之结合，通常比非特异性结合所观察到的亲和力高至少10倍或

100倍。此外，肽优选还表现出EGFR活化活性，即用作EGFR激动剂。在各种优选的实施方案

中，EGFR结合类似于EGF的结合，即亲和力在EGF的±50％以内。

[0045] 如本文所用，“肽”涉及由通过肽键连接的氨基酸得到的聚合物。如本文所定义的

肽可包含10个或更多个氨基酸，优选20个或更多个，更优选25个或更多个氨基酸，例如25至

50个氨基酸，更优选30至40个或32至36个氨基酸。如本文所用，“多肽”涉及包含超过100个

氨基酸的肽。

[0046] 在各种实施方案中，肽包含或由以下组成：与SEQ  ID  NO：1中列出的氨基酸序列在
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其整个长度上具有至少60％、65％、70％、75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、

83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、90.5％、91％、91.5％、92％、92.5％、93％、

93 .5％、94％、94 .5％、95％、95 .5％、96％、96 .5％、97％、97 .5％、98％、98.5％、99％、

99.25％或99.5％序列同一性或同源性的氨基酸序列。或者，同一性或同源性可以与SEQ  ID 

Nos.12‑14中的任一个有关。在一些实施方案中，它具有与SEQ  ID  NO:1、12、13或14中列出

的氨基酸序列在其整个长度上具有至少60％、优选至少70％、更优选至少80％、最优选至少

90％序列同一性的氨基酸序列，或者具有与SEQ  ID  NO:1、12、13或14中列出的氨基酸序列

在其整个长度上具有至少80％、优选至少90％、更优选至少95％序列同源性的氨基酸序列。

[0047] 在各种实施方案中，肽可以是成熟酶的前体。在此类实施方案中，除了在SEQ  ID 

NO:1、12、13或14中列出的那些氨基酸序列之外，它还可包含额外的氨基酸序列。此类前体

典型地可包含N端信号肽，其典型长度为20‑30个氨基酸，可能在翻译后加工过程中被切割。

[0048] 核酸序列或氨基酸序列的同一性通常通过序列比较来确定。这种序列比较基于现

有技术中建立并常用的BLAST算法(参见例如Altschul  et  al .(1990)“Basic  local 

alignment  search  tool”,J.Mol.Biol.215:403‑410,和Altschul  et  al.(1997):“Gapped 

BLAST  and  PSI‑BLAST:a  new  generation  of  protein  database  search  programs”；

Nucleic  Acids  Res.,25,p.3389‑3402)，原则上分别使核酸序列和氨基酸序列中相似的核

苷酸或氨基酸的连续序列相互关联。相关位置的表格关联被称为“比对”。通常使用本领域

技术人员可用和已知的计算机程序来生成序列比较(比对)，特别是多序列比较。

[0049] 这种类型的比较还允许报告被比较的序列彼此之间的相似性。这通常表示为百分

比同一性，即在比对中在相同位置或彼此对应的位置的相同核苷酸或氨基酸残基的比例。

在氨基酸序列的背景下，术语“同源性”更广泛地解释为也包括考虑保守氨基酸交换，即具

有相似的化学活性的氨基酸，因为它们通常在蛋白质内表现出相似的化学活性。保守氨基

酸置换包括但不限于：本发明上下文中的保守氨基酸置换包括，例如，G＝A＝S、I＝V＝L＝

M、D＝E、N＝Q、K＝R、Y＝F，S＝T，A＝I＝V＝L＝M，Y＝F＝W。因此，比较序列的相似性也可以

表示为“百分比同源性”或“百分比相似性”。同一性和/或同源性的指示可以在整个(多)肽

或基因上遇到，或仅在个别区域上遇到。因此，通过序列中的匹配来定义各种核酸序列或氨

基酸序列的同源区域和相同区域。这些区域通常表现出相同的功能。它们可以很小，并且只

包含几个核苷酸或氨基酸。这种小区域通常执行对蛋白质整体活性至关重要的功能。因此，

将序列匹配仅参考个别区域和可选的小区域可能很有用。然而，除非另有说明，本文中同一

性和同源性的指示是指分别指示核酸序列或氨基酸序列的全长。

[0050] 在多个实施方案中，本文所述的肽在对应于SEQ  ID  NO:1的2、9、17、18、22和33位

的任何一个或多个位置处包含氨基酸残基C，优选至少在2和18、9和22和/或17和33位置，更

优选前述对中的两组，最优选所有六处位置。

[0051] 在各种实施方案中，至少存在富含半胱氨酸的核心基序C(X)nC(X)mCC(X)oC(X)pC，

其中X可以是除C之外的任何氨基酸，n为4至8的整数，m为5至9的整数，o为1至5的整数，且p

为8至12的整数，优选C(X)6C(X)7CC(X)3C(X)10C(SEQ  ID  NO:2)；和/或氨基酸序列基序

YXGXK/R(SEQ  ID  NO：3)，其中X可以是除C之外的任何氨基酸，优选地它们组合存在。

[0052] 在各种实施方案中，氨基酸基序YXGXK/R(SEQ  ID  NO:3)可以包含在基序C(X)nC

(X)mCC(X)oC(X)pC的(X)p部分中或者SEQ  ID  NO:2的基序的(X)10部分中。因此，在各种实施
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方案中，本发明的肽包含氨基酸序列C(X)6C(X)7CC(X)3CXXYXGXK/RXXXC(SEQ  ID  NO:4)，CK/

RPXGXK/RCXXXXXPPCCXXXCXK/RYXGXK/RXGXCXXK/R(SEQ  ID  NO:5)，或CKPXGXKCXEXXXPPCCX

XXCXRYXGXKXGXCXXR(SEQ  ID  NO:6)。

[0053] SEQ  ID  NO:3的基序可以是YAGXK(SEQ  ID  NO:15)，其中X可以是除C之外的任何氨

基酸，优选D、E、N或Q，更优选N或Q，最优选Q。SEQ  ID  NO:3的基序也可以是YXGQK(SEQ  ID 

NO:16)，其中X可以是除C之外的任何氨基酸，优选A、V、L、S，更优选A、V或S，最优选A。这些实

施方案还包括肽，其中SEQ  ID  NO：15或16的基序包括在如上定义的富含C的基序中或SEQ 

ID  NO：2、4、5或6中。

[0054] 在各种实施方案中，SEQ  ID  Nos.2‑6和15‑16中列出的氨基酸保留在SEQ  ID  NO：1

的主链中，而剩余的氨基酸可以在给定的序列同一性和/或同源性范围内变化。在这些实施

方案中，所述置换可以包括任何其他氨基酸置换为C。

[0055] 在各种实施方案中，肽包含对应于SEQ  ID  NO：1的残基2‑33的氨基酸。在各种实施

方案中，本发明的片段包含对应于SEQ  ID  NO：1的氨基酸2‑33的氨基酸序列。因此，片段的

长度优选为至少32个氨基酸。本发明包括的其他片段是对应于SEQ  ID  NO：1或相应序列的

N‑和/或C‑端截短形式的片段。N‑端截短的片段优选仅缺少第一个N‑端氨基酸(使用SEQ  ID 

NO:1的位置编号)，而C‑端截短的片段可以从C‑末端开始缺少1‑3个氨基酸(使用SEQ  ID 

NO:1的位置编号)。在各种实施方案中，存在对应于SEQ  ID  NO：1的36位的氨基酸可能是有

利的。

[0056] 在各种实施方案中，本发明的肽与SEQ  ID  NO：1中列出的序列的不同之处在于它

们包含一个或多个氨基酸变异，选自插入、缺失和/或置换。在各种实施方案中，SEQ  ID  NO：

1的这些变体包含SEQ  ID  NOs.2‑6和15‑16中的任何一个或多个。在各种实施方案中，本发

明的肽包含一个或多个氨基酸置换。这些置换可以包括一个天然存在的L‑氨基酸被另一个

L‑氨基酸置换，优选如本文公开的选择，特别是在SEQ  ID  Nos.2‑6和15‑16中的任一个中指

定为X的位置。在其他实施方案中，置换是L‑氨基酸被D‑氨基酸置换，通常是相应的D‑氨基

酸。因此，肽可以包含一个或多个D‑氨基酸。在各种实施方案中，这些置换包含Y25y和/或

K29k，最优选的是包含K29k置换的变体。此类变体的氨基酸序列在SEQ  ID  Nos.7‑9中列出。

如下定义，单字母代码中大写字母表示L‑氨基酸，而单字母代码中小写字母表示D‑氨基酸。

因此，“K”是L‑赖氨酸，而“k”是D‑赖氨酸。因此“K29k”意指在对应于SEQ  ID  NO:1中29位的

位置处的L‑赖氨酸(K)被D‑赖氨酸(k)置换。如果没有另外指明，本文所用的所有位置编号

是指使用SEQ  ID  NO：1作为参考的位置编号。

[0057] 在各种实施方案中，肽可具有正净电荷。这意味着肽包含氨基酸残基，使得带正电

荷的氨基酸(H、K、R)的所有正电荷总和高于带负电荷的氨基酸(D、E)的所有负电荷的总和。

换言之，肽中存在的H、K和R的氨基酸残基总和高于氨基酸残基D和E的总和。

[0058] 在各种实施方案中，肽包含一个、两个或三个二硫桥，优选三个，优选地选自C2‑

C18之间、C9‑C22之间以及C17‑C33之间的二硫桥，使用SEQ  ID  NO:1的位置编号。

[0059] 在多个实施方案中，本发明的肽对热和/或蛋白酶的稳定性与野生型EGF相比(其

氨基酸序列在SEQ  ID  NO:10中列出)高至少2倍，优选至少5倍，更优选至少10倍。这些可以

使用本领域技术人员已知的常规检测来确定，其中在相同条件下测定EGF和本发明的肽。

[0060] 在本文中通常通过单字母代码指代所有氨基酸残基，并且在一些情况下，使用它
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们的三字母代码。该命名法是本领域技术人员众所周知的，并且如本领域所理解的那样在

本文中使用。置换是指起始氨基酸、位置编号和目标氨基酸。例如，“K29A”是指29位的K被置

换为A。此外，本文中以大写字母指代的或没有任何进一步说明的所有氨基酸都是L‑氨基

酸。在本文中使用单字母代码以小写字母表示D‑氨基酸。因此，“K29k”表示29位的L‑赖氨酸

被D‑赖氨酸置换。此外，在本文给出的任何序列中，由“/”分隔的氨基酸意味着那些可以替

代地存在。因此，“K/R”是指在给定位置可能存在K或R残基。

[0061] 除了上述修饰之外，根据本文描述的实施方案的肽可以包含氨基酸修饰，特别是

氨基酸置换、插入或缺失。例如，通过靶向遗传修饰进一步开发此类肽，即通过诱变方法，并

针对特定目的或特殊性质(例如，其活性、稳定性等)进行优化。如果将此类额外修饰引入本

发明的肽中，则它们优选不影响、改变或逆转上文详述的序列基序，即富含C的基序(除可变

残基X之外)和YXGXK/R环。这意味着这些残基/基序的以上定义的固定位置不会被以上定义

之外的这些额外突变改变。

[0062] 在各种实施方案中，本发明的肽可以被翻译后修饰，例如糖基化。此类修饰可通过

重组方式进行，即在产生时直接在宿主细胞中进行，或可在多肽合成后通过化学或酶促方

式实现，例如在体外。

[0063] 本文所描述的修饰的目的可以是将靶向突变(例如置换、插入或缺失)引入已知分

子中，以便例如增加结合特异性/亲和力和/或提高活性。为此，尤其可以改变分子的表面电

荷和/或等电点，从而改变它们与靶的相互作用。或者或另外，肽的稳定性可以通过一个或

多个相应的突变来增强。个体突变(例如个体置换)的有利特性可以相互补充。此类修饰的

实例已在上文中描述，包括将所选氨基酸置换为其D‑氨基酸对应物，特别是K29k变体。

[0064] 在各种实施方案中，肽的特征在于其可通过上述多肽作为单个或多个保守氨基酸

置换的初始分子而获得。术语“保守氨基酸置换”是指一个氨基酸残基交换(置换)为另一个

氨基酸残基，其中这种交换不会导致被交换的氨基酸的位置处的极性或电荷发生变化，例

如将一个非极性氨基酸残基替换为另一个非极性氨基酸残基。本发明上下文中的保守氨基

酸置换包括例如上文公开的置换。

[0065] 或者或另外，肽的特征在于其可通过本文的肽作为初始分子经过片段化或缺失、

插入或置换诱变而获得，并且包含与SEQ  ID  Nos.1、12‑14中列出的初始分子在其至少32个

连续连接的氨基酸的整个长度上匹配的氨基酸序列(对应于SEQ  ID  NO：1的氨基酸2‑33)。

优选地，在此类实施方案中，氨基酸C2、C9、C17、C18、C22和C33以及Y25、G27和K29仍以其天

然L‑构象或人工引入的D‑形式存在。

[0066] 在各种实施方案中，本发明因此还涉及本文描述的肽的片段，所述片段保留所需

的结合和活性。优选地，它们具有初始分子(优选具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的肽)的至

少50％、更优选至少70％、最优选至少90％的亲和力和/或活性。优选的片段已在上文定义。

[0067] 编码本文所述的肽的核酸分子，以及含有这种核酸的载体，特别是复制载体或表

达载体也构成本发明的一部分。

[0068] 这些可以是DNA分子或RNA分子。它们可以作为单链存在、作为与所述单链互补的

单链存在或作为双链存在。特别是对于DNA分子，在每种情况下都要考虑所有三个可能的阅

读框中的两条互补链的序列。还要考虑的是，不同的密码子(即碱基三联体)可以编码相同

的氨基酸，因此特定的氨基酸序列可以由多种不同的核酸编码。由于遗传密码的这种简并

说　明　书 9/21 页

12

CN 114096556 A

12



性，可以编码上述肽之一的所有核酸序列都包括在本发明的这个主题中。技术人员能够明

确地确定这些核酸序列，因为尽管遗传密码具有简并性，但确定的氨基酸与单个密码子相

关联。因此，技术人员可以从氨基酸序列出发，容易地确定编码该氨基酸序列的核酸。此外，

在根据本发明的核酸的背景下，一个或多个密码子可以被同义密码子替换。该方面特别是

指本文考虑的肽的异源表达。例如，每个有机体(例如生产菌株的宿主细胞)具有特定的密

码子用法。“密码子用法”被理解为由相应生物体将遗传密码翻译成氨基酸。如果位于核酸

上的密码子在生物体中遇到相对少量的负载tRNA分子，则蛋白质生物合成中可能会出现瓶

颈。它也编码相同的氨基酸，因此密码子在生物体中的翻译效率低于编码相同氨基酸的同

义密码子。由于同义密码子存在大量tRNA分子，因此后者可以在生物体中更有效地翻译。

[0069] 通过目前公知的方法，例如化学合成或聚合酶链反应(PCR)结合分子生物学或蛋

白质化学的标准方法，技术人员有能力在已知DNA序列和/或氨基酸序列的基础上制造相应

的核酸乃至完整的基因。此类方法是已知的，例如从Sambrook ,J .,Fritsch ,E .F .,and 

Maniatis ,T ,2001 ,Molecular  cloning：a  lab  manual ,3rd  edition ,Cold  Spring 

Laboratory  Press中了解。

[0070] 出于本文的目的，“载体”被理解为由核酸组成的成分，其包含本文考虑的核酸作

为特征核酸区域。它们使所述核酸能够在物种或细胞系中经过多代或细胞分裂建立为稳定

的遗传成分。特别是当用于细菌时，载体是特殊的质粒，即环状遗传成分。在本文的背景下，

如本文所考虑的核酸被克隆到载体中。例如，载体包括起源于细菌质粒、病毒或噬菌体的载

体，或者主要是具有广泛不同衍生成分的合成的载体或质粒。使用在每种情况下都存在的

其他遗传成分，载体能够在多代相关宿主细胞中将自身建立为稳定单元。它们可以作为单

独的单位存在于染色体外，或者可以分别整合到染色体中进入染色体DNA。

[0071] 表达载体包括能够在宿主细胞中复制的核酸序列，优选包含它们的微生物，特别

优选细菌，并在其中表达所包含的核酸。在各种实施方案中，本文所述的载体因此还包含控

制编码本发明多肽的核酸表达的调控成分。表达特别受调控转录的一个或多个启动子的影

响。原则上可以通过最初位于待表达的核酸前面的天然启动子发生表达，也可以通过在表

达载体上提供的宿主细胞启动子，或者通过修饰的、或完全不同的、另一个生物体或另一个

宿主细胞的启动子发生表达。在本发明中，至少一种用于表达本文所考虑的核酸的启动子

是可获取的并可用于其表达。此外，表达载体可以被调控，例如通过改变培养条件或含有它

们的宿主细胞达到特定细胞密度，或通过添加特定物质，特别是基因表达激活子。这种物质

的一个例子是半乳糖衍生物异丙基‑β‑D‑硫代半乳糖吡喃糖苷(IPTG)，它用作细菌乳糖操

纵子(lac  operon)的激活子。与表达载体相反，所包含的核酸不在克隆载体中表达。

[0072] 在另一方面，本发明还涉及宿主细胞，优选非人宿主细胞，其包含如本文所考虑的

核酸或如本文所考虑的载体。优选地，将本文所考虑的核酸或含有所述核酸的载体转化到

微生物中，则其代表根据一实施方案的宿主细胞。在现有技术中已经建立了用于转化细胞

的方法并且是技术人员充分已知的。原则上所有细胞都适合作为宿主细胞，即原核或真核

细胞。优选可以以遗传有利(例如关于使用核酸或载体的转化，及其构建的稳定性)的方式

操作的宿主细胞。此外，优选的宿主细胞以在微生物学和生物技术方面易于操作而著称。例

如，这指的是易于培养、高生长速率、对发酵培养基的需求低以及外源蛋白质的良好生产和

分泌速率。肽可以在它们制造后通过产生它们的细胞进行修饰，例如通过添加糖分子、甲酰
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化、胺化等。这种类型的翻译后修饰可以在功能上影响肽。

[0073] 进一步实施方案的宿主细胞其活性可以基于可获取的遗传调控成分进行调控，例

如在载体上、但也可以先天地存在于那些细胞中。例如，可以通过控制添加用作激活子的化

合物、改变培养条件或达到特定的细胞密度来刺激它们表达。因此能够经济地生产本文考

虑的蛋白质。如前所述，这种化合物的一个例子是IPTG。

[0074] 优选的宿主细胞是原核或细菌细胞，例如大肠杆菌细胞。细菌的显着特点是世代

时间短，对培养条件的要求很少。因此，可以建立经济的培养方法和制造方法。此外，技术人

员在发酵技术中的细菌方面具有丰富的经验。在个别情况下，根据实验确定的多种因素，例

如营养来源、产物形成率、时间要求等，革兰氏阴性或革兰氏阳性细菌可能适用于特定的生

产实例。在各种实施方案中，宿主细胞可以是大肠杆菌细胞。

[0075] 本文考虑的宿主细胞可以根据它们对培养条件的要求进行修饰，可以包含其他或

额外的选择标记，或者也可以表达其他或额外的蛋白质/肽。它们尤其可以是转基因表达多

种肽的宿主细胞。

[0076] 然而，宿主细胞也可以是真核细胞，其特征在于它具有细胞核。因此，另一个实施

方案为具有细胞核的宿主细胞。与原核细胞相比，真核细胞能够对形成的蛋白质/肽进行翻

译后修饰。实例是真菌如放线菌，或酵母如Saccharomyces或Kluyveromyces或昆虫细胞，如

Sf9细胞。这可能是特别有利的，例如当与它们的合成相关的蛋白质进行由此类系统可能实

现的特定修饰时。真核系统特别与蛋白质合成结合进行的修饰包括例如结合低分子量化合

物，例如膜锚或寡糖。在各种实施方案中，宿主细胞是真核细胞。

[0077] 本文考虑的宿主细胞以常规方式培养和发酵，例如在不连续或连续系统中。在前

一种情况下，将宿主细胞接种到合适的营养培养基中，经过一段时间的实验确定后，从培养

基中收获产物。连续发酵以实现流动平衡而著称，其中在相对较长的时间内，细胞部分死亡

但也部分更新，并且形成的肽可以同时从培养基中去除。

[0078] 本文考虑的宿主细胞优选用于生产本文描述的肽。

[0079] 因此，本发明的另一方面是如本文所述的肽的制造/生产方法，包括在允许所述肽

表达的条件下培养本文考虑的宿主细胞；从培养基或宿主细胞中分离肽。培养条件和培养

基可以由本领域技术人员根据所使用的宿主生物，通过采用本领域已知的常识和技术来选

择。例如，肽的表达可以通过使用融合蛋白进行，其中本发明的肽与促进表达/分离/纯化的

另一肽/蛋白融合，例如通过亲和层析进行。通常通过用位点特异性蛋白酶处理来加工这种

融合构建体，其中该蛋白酶切割表达/亲和标签并因此释放目标肽。

[0080] 另一方面，本发明涉及本文公开的肽用作药物的用途。因此考虑将本发明的化合

物用作药物。

[0081] 在另一方面，本发明涉及一种或多种本发明的肽用于预防或治疗有需要的受试者

的EGF或EGFR相关疾病或病症的方法。该方面还涵盖本发明的肽在制造用于治疗或预防有

需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病症的药物中的用途，其中所述预防或治疗可包括

施用治疗或预防有效量的本发明的肽。“EGF或EGFR相关的疾病或病症”不仅包括由受试者

中EGF/EGFR的异常活性直接引起的疾病和病症，还包括EGF和EGFR在其中起信号通路作用

并受益于EGF/EGFR活化的疾病和病症。此类病症包括但不限于伤口愈合、溃疡和神经变性

疾病，包括但不限于糖尿病性溃疡、胃溃疡、食道溃疡、十二指肠溃疡、烧伤伤口、手术伤口、
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压力伤口、化疗引起的伤口、角膜伤口、阿尔茨海默病，以及皮肤疾病。皮肤相关应用包括但

不限于皱纹改善、皮肤水合作用、色素沉着预防、皮肤弹性改善、皮肤干细胞分化等。因此，

上述治疗包括促进受试者的伤口愈合或治疗任何提及的病症，例如溃疡和神经变性疾病。

[0082] 在另一方面，本发明涉及治疗或预防有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病

症的方法，包括向该受试者施用预防或治疗有效量的一种或多种本发明的肽。

[0083] 通常，本发明的肽将通过本领域已知的任何常用和可接受的方式以治疗/预防有

效量单独或与一种或多种其他治疗剂联合给药。治疗/预防有效量可根据疾病的严重程度、

受试者的年龄和相对健康状况、所用肽的效力和其他因素而广泛变化。

[0084] 本发明的肽可以作为药物组合物通过任何常规途径给药，特别是局部给药，例如

以洗剂、凝胶、滴眼液、软膏或霜剂的形式，也可以肠胃外给药，例如以可注射溶液或悬浮液

的形式。这样的应用还包括剂型，例如创可贴，其中组合物可以提供在载体材料上，例如织

物或纤维材料，以及水凝胶。

[0085] 因此，本发明还涉及包含一种或多种本发明的肽和药学上可接受的赋形剂或载体

的药物组合物。载体可包括稀释剂和/或溶剂。

[0086] 可以通过混合、制粒或包覆方法以常规方式制造包含游离形式或药学上可接受的

盐形式的本发明的肽以及至少一种药学上可接受的载体或稀释剂的药物组合物。组合物可

以被灭菌和/或含有辅助剂，例如防腐剂、稳定剂、润湿剂或乳化剂、溶液促进剂、用于调节

渗透压的盐和/或缓冲剂。此外，它们还可能含有其他具有治疗价值的物质。用于例如皮肤

和眼睛的局部应用的合适制剂优选是本领域公知的水溶液、软膏、乳膏或凝胶。这些可能含

有增溶剂、稳定剂、张力增强剂、缓冲剂和防腐剂。

[0087] 本发明的肽可以以治疗有效量与一种或多种治疗剂联合施用(药物组合)。可与本

发明化合物联合使用的化合物的非限制性实例有：已知的蛋白酶抑制剂、EGF和EGF激动剂。

[0088] 当本发明的肽与其他疗法联合给药时，共同给药的化合物的剂量当然会根据所使

用的共同药物的类型、所使用的具体药物、所治疗的病症等而变化。

[0089] 如本文所用，术语“共同给药”或“联合给药”等意在包括将所选治疗剂给药至单个

患者，并且旨在包括治疗方案，其中所述药剂的给药途径不一定相同或不一定同时给药。

[0090] 如本文所用，术语“药物组合”是指由一种以上活性成分的混合或组合得到的产

品，并且包括活性成分的固定组合和非固定组合。术语“固定组合”是指活性成分(例如本发

明的肽和助剂)均以单一实体或剂量的形式同时施用于患者。术语“非固定组合”是指活性

成分(例如本发明的肽和助剂)均作为单独实体同步、同时或顺序地施用于患者，没有特定

的时间限制，其中这样的施用在患者体内提供了治疗有效水平的两种化合物。后者也适用

于鸡尾酒疗法，例如施用3种以上的活性成分。

[0091] 药物组合物可用于预防或治疗有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病症的方

法。

[0092] 在另一方面，本发明涉及治疗或预防有需要的受试者的EGF或EGFR相关疾病或病

症的方法，包括向该受试者施用预防或治疗有效量的本发明的药物组合物。

[0093] 上文针对药物组合物描述的所有实施方案类似地适用于也构成本发明的一部分

的化妆品或药妆组合物。应当理解，除了本发明的肽之外，存在于这些组合物中的所有伴随

剂都是化妆品或药妆可接受的。由于化妆品/药妆组合物通常可以是局部给药形式，因此以
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上关于药物组合物的局部形式的公开内容类似地适用于化妆品/药妆组合物。如本文所用，

“化妆品”和“药妆”涉及具有治疗和美容混合效果的组合物或不能清楚地区分效果的组合

物。此类化妆品应用包括涉及皮肤的应用，例如皱纹改善、皮肤水合作用、色素沉着预防、皮

肤弹性改善等。

[0094] 本发明的肽还可用于激活细胞中的EGFR。此类用途可包括离体用途，例如在细胞

和组织培养中，包括用于农业或食品目的的应用(例如培养肉)以及组织工程学应用(例如

硬组织和软组织和骨软骨构建体的组织工程)。

[0095] 本文公开的与肽和核酸相关的所有实施方案同样适用于本文所述的用途和方法，

反之亦然。

[0096] 通过以下非限制性实施例和所附权利要求进一步说明本发明。

[0097] 实施例

[0098] 材料和方法

[0099] 材料

[0100] 除非另有说明，所有化学品和溶剂均购自美国Sigma  Aldrich和美国Fisher 

Scientific公司。下文中提到的Bleogen  pB1具有在SEQ  ID  NO：1中列出的氨基酸序列。

[0101] 天然bleogen  pB1的提取和纯化

[0102] 从新加坡南洋理工大学的南洋社区药草园收集新鲜的Pereskia  bleo叶子(由Ng 

Kim  Chuan先生提供)。将Pereskia  bleo的新鲜叶子(1kg)与水混合15分钟，然后在4℃下以

9000rpm的速度离心10分钟(Beckman  Coulter，美国)，上清液通过1μm孔径的玻璃纤维滤纸

过滤(Sartorius，新加坡)。然后将滤液装入C18快速柱(Grace  Davison，美国)并用60％乙

醇洗脱。然后将洗脱的级分装入SP  Sepharose树脂柱(GE  Healthcare，英国)，用1M  NaCl

(pH  3.0)洗脱，然后进行超滤(ViVaflow  200、2000MWCO静水器)。通过RP‑HPLC和肝素亲和

层析(Shimadzu，日本)进行进一步纯化。利用基质辅助激光解吸/电离‑飞行时间质谱

(MALDI‑TOF  MS)鉴定洗脱级分中是否存在bleogen  pB1。将洗脱的级分冻干以在室温下储

存。

[0103] 计算机模拟

[0104] 使用蛋白质‑蛋白质对接服务器ClusPro  2.0版模拟bleogen  pB1的NMR结构与人

类EGFR的晶体结构(PDB条目：1VIO)之间的相互作用。对接涉及使用快速傅立叶变换相关方

法的全局刚性对接。保留了两组900个最低能量结构(使用静电能、范德华引力和范德华斥

力)。第二步包括使用成对RMSD对保留的结构进行聚类。最小化复合体的能量，对10个最大

的簇进行精炼。排名最高的簇表现出与蛋白质的接触最多。

[0105] bleogen  pB1的固相肽合成和氧化折叠

[0106] 合成bleogen  pB1(SEQ  ID  NO:1)、其Ala类似物([Y25A]pB1、[G27A]pB1、[Q28A]

pB1、[K29A]pB1)和D‑类似物([Y25y]pB1(SEQ  ID  NO:7)、[A26a]pB1、[Q28q]pB1、[K29k]pB1

(SEQ  ID  NO:8))在室温下在Wang树脂上通过基于Fmoc的固相肽合成法人工合成。合成的肽

在室温下在裂解混合物中裂解1小时(92.5％TFA，2.5％水；2.5％1,2‑乙二硫醇；2.5％三异

丙基硅烷)。然后粗裂解产物在以下折叠条件下折叠：10％DMSO、90％0.1M  NH4HCO3水溶液其

中pH为8.0，胱胺(10当量)和半胱胺(100当量)，并在室温下保持1小时。折叠的pB1及其Ala

和D类似物通过制备型HPLC(250x  21mm，5μm)(Phenomenex，美国)进行纯化，并使用MALDI‑
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TOF  MS进行鉴定。使用流动相A(0.1％TFA/H2O)和流动相B(0.1％TFA/乙腈(ACN))的线性梯

度。通过HPLC分析计算折叠产率为70％。进行1H  NMR、RP‑HPLC和肝素亲和色谱以证明合成

bleogen  pB1与其天然形式相比的完整性。

[0107] 在肽树脂上进行pB1、[Y25y]pB1和[K29k]pB1的N端生物素标记，用Fmoc‑溶素(生

物素)‑OH(4.0eq.)、N,N‑二异丙基乙胺(DIPEA；6.0eq.)、(苯并三唑‑1‑基氧基)三吡咯烷鏻

六氟磷酸盐(PyBOP；4.0eq.)在50％二甲基甲酰胺(DMF)和50％1‑甲基‑2‑吡咯烷酮(NMP)中

的混合物在室温下进行2小时。反应2小时后，生物素标记的pB1在前面描述的条件下裂解和

氧化折叠。折叠的生物素‑pB1通过制备型HPLC纯化并使用MALDI‑TOF  MS进行鉴定。

[0108] 细胞培养和转染

[0109] HaCaT(人角质形成细胞)、HUVEC‑CS(内皮细胞)细胞在补充有10％胎牛血清和

100U/mL青霉素和链霉素的Dulbecco改良的Eagle培养基(DMEM)中培养。从 cell 

technology公司购买的正常人表皮角质形成细胞在 DermaLife  K培养基中培养。

它们在37℃的5％CO2加湿培养箱中生长。HaCaT细胞用pGL4 .33[luc2P/SRE/Hygro]

(Promega)稳定转染，并使用250μg/mL潮霉素进行筛选。用250μg/mL潮霉素维持表达SRE荧

光素酶报告基因的稳定HaCaT细胞。

[0110] 细胞增殖试验

[0111] 使用结晶紫染色确定细胞增殖。简而言之，按每孔1.0x  104个将HaCaT细胞接种在

96孔板中，并在无血清培养基中加入bleogen  pB1或EGF(阳性对照)或3417‑Da肽aB1(阴性

对照)。3417‑Da‑肽aB1是从牛膝分离的CRP，氨基酸序列为NCESGTSCIPGAQHNCCSGVCVPIVTI

FYGVCY(SEQ  ID  NO:11)。如前所述进行结晶紫染色。简而言之，培养期后，将孔用4％缓冲多

聚甲醛固定20分钟。然后将细胞用0.25％结晶紫的20％甲醇染色15分钟。多余的结晶紫染

色用蒸馏水漂洗4‑5次，风干。加入在Milli‑Q水中的冰醋酸(10％)以提取结晶紫染色。然后

使用酶标仪(Tecan 200Pro，瑞士)在595nm处测量吸光度。

[0112] EdU掺入分析

[0113] 根据制造商的说明，使用EdU增殖试剂盒(iFluor  488)进行EdU掺入试验。简而言

之，按每孔2.5x  104个将HaCaT细胞接种在96孔板中。过夜培养后，细胞与EdU(10μM)一起在

无血清培养基中与bleogen  pB1或EGF一起培养4小时。然后将细胞固定、透化并在含有

iFluor  488的反应混合物中培养30分钟。使用DAPI对细胞核进行染色。使用荧光显微镜观

察板。

[0114] 细胞迁移试验

[0115] 使用划痕试验监测细胞迁移。简而言之，将HaCaT细胞接种到2孔硅胶插件中，间隙

为500μm(ibidi，德国)。培养过夜后，取出插件并在含有0 .1％FBS的DMEM培养基中与

bleogen  pB1或EGF一起培养。培养8小时后，使用倒置相差显微镜对孔进行拍照。使用

Wimasis图像分析平台分析图像的无细胞区域百分比。

[0116] 内皮管形成试验

[0117] 使用μ‑载玻片(ibidi，德国)进行内皮管形成试验。简而言之，将10μL的凝胶基质

(BD  MatrigelTM
  Basement  Membrane  Matrix)浇注到每个μ‑载玻片孔上并静置固化。

HUVEC‑CS细胞与bleogen  pB1或EGF一起以2500个细胞/孔的密度接种每个孔。培养2h后，使

用倒置相差显微镜对孔进行拍照。使用Wimasis图像分析平台分析图像的分支点编号。
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[0118] 拉下试验

[0119] 使用NeutrAvidin  UltraLink树脂(Thermo  Fisher  Scientific,美国)进行拉下

试验。简而言之，将树脂用磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤3次，并与生物素‑pB1/生物素‑[K29k]

pB1/生物素‑[Y25y]pB1、或生物素(阴性对照)或生物素‑aB1(阴性对照)或生物素‑EGF(阳

性对照)在室温下培养并旋转2小时。将在PBS中的2％牛血清白蛋白(BSA)添加到两个管中，

在室温下温育并轻轻地颠倒混合2小时。将600μg  HaCaT细胞裂解液加入每个管中，并在4℃

下旋转培养过夜。培养后，将树脂转移至 离心柱并用PBS洗涤10次。将含有β‑巯基乙

醇的6x装载染料加入树脂中，并在85℃下加热10分钟。将所得混合物以200g离心1分钟，然

后使用8％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)在100V恒定电压下分离120分

钟。印迹转移在聚偏二氟乙烯(PVDF)膜(GE  Healthcare，瑞典)上以250mA在冰上进行120分

钟。印迹用5％BSA  tris缓冲盐水和吐温20(TBST)封闭，然后在4℃下与抗EGFR抗兔抗体(1:

1000在5％BSA  TBST中；Cell  Signaling，美国)培养过夜。培养过夜后，在室温下用TBST洗

涤膜3次，每次10分钟。然后将印迹与二级抗兔辣根过氧化物酶(HRP)(Cell  Signaling，美

国)(1:5000在5％BSA  TBST中)一起培养，并在室温下再培养1小时。将印迹在室温下用TBST

洗涤5次，每次10分钟，然后再添加化学发光底物(Advansta，美国)和在X射线胶片

(Fujifilm，日本)上曝光。

[0120] 免疫沉淀

[0121] 使用与磁珠偶联的EGFR(D38B1)兔单克隆抗体(Cell  Signaling，美国)进行免疫

沉淀。简而言之，将磁珠用PBS洗涤3次，然后将50μg  HaCaT细胞裂解物加入每个管中，并在4

℃下旋转培养过夜。培养后，磁珠用PBS洗涤5次。将含有β‑巯基乙醇的6x装载染料加入树脂

中，并在85℃下加热10分钟。将所得混合物以14000g离心1分钟，并使用10％SDS‑PAGE在

100V恒定电压下分离120分钟。印迹转移在PVDF膜(GE  Healthcare，瑞典)上以250mA在冰上

进行120分钟。印迹用5％BSA  TBST封闭，然后在4℃下与抗磷酸酪氨酸‑HRP(R&D  systems，

美国)或抗EGFR抗兔抗体(1:1000在5％BSA  TBST中；Cell  Signaling，美国)一起培养过夜。

培养后，在室温下用TBST洗涤膜3次，每次10分钟。然后将印迹与二级抗兔辣根过氧化物酶

(HRP)(1:5000在5％BSA  TBST中)一起培养，并在室温下再培养1小时。将印迹在室温下用

TBST洗涤5次，每次10分钟，然后再添加化学发光底物(Advansta，美国)和在X射线胶片

(Fujifilm，日本)上曝光。

[0122] 免疫印迹分析

[0123] 在冰上以250mA  120分钟将印迹转移到PVDF膜(GE  Healthcare，瑞典)。印迹用5％

BSA  TBST封闭，然后在4℃下与抗P‑MEK1/2兔抗体(1:2000在5％BSA  TBST中；Cell 

Signaling，美国)、抗MEK1/2兔抗体(1:2000在5％BSA  TBST中；Cell  Signaling，美国)，抗

P‑ERK1/2兔抗体(1:2000在5％BSA  TBST中；Cell  Signaling，美国)，抗ERK1/2兔抗体(1:

2000在5％BSA  TBST中；Cell  Signaling，美国)和抗β‑肌动蛋白小鼠抗体(1:10000在5％

BSA  TBST中；Merck  Millipore，美国)。培养后，在室温下用TBST洗涤膜3次，每次10分钟。然

后将印迹与二级抗小鼠或抗兔辣根过氧化物酶(HRP)(1:5000在5％BSA  TBST中；Cell 

Signaling，美国)一起培养，并在室温下再培养1小时。将印迹在室温下用TBST洗涤五次，每

次10分钟，然后再添加化学发光底物(Advansta，美国)和在X射线胶片(Fujifilm，日本)上

曝光。
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[0124] TR‑FRETEGFR配体结合试验

[0125] 根据制造商的说明，使用EGF‑EGFR  LANCE  Ultra  TR‑FRET结合试剂盒

(PerkinElmer，美国)进行竞争性置换试验。链霉亲和素与LANCE铕螯合物结合，其中后者与

生物素‑EGF结合，而EGFR‑Fc与用ULightTM染料标记的抗人IgG相互作用。简而言之，将不同

浓度的bleogen  pB1或其Ala‑或D‑氨基酸类似物或EGF与工作溶液混合，并在室温下培养2

小时。TR‑FRET比率使用酶标仪在双发射模式下测量(激发：340nm，发射：665nm和615nm)

(Cytation  1，美国)。结果表示为生物素‑EGF的相对结合百分比。氨基酸序列为NCESGTSCI

PGAQHNCCSGVCVPIVTIFYGVCY(SEQ  ID  NO:11)的aB1或氨基酸序列为CVSSGIVDACSECCEPDKC

IIMLPTWPPRYVCSV(SEQ  ID  NO:17)的Roseltide  rT7用作阴性对照。EGF(SEQ  ID  NO：10)用

作阳性对照。

[0126] 荧光素酶报告基因试验

[0127] 测试了表达SRE荧光素酶报告基因的稳定HaCaT细胞对用bleogen  pB1和EGF作为

阳性对照处理的生物发光反应。简而言之，将细胞在白色96孔板中培养以达到90％的汇合

度。细胞用无血清培养基洗涤，在无血清DMEM培养基中饥饿过夜，并用bleogen  pB1和EGF处

理6小时。根据制造商的说明，使用ONE‑Glo  EX萤光素酶测定系统(Promega，美国)进行萤光

素酶测定。使用酶标仪(Tecan 200Pro，瑞士)测量发光。

[0128] 基因表达分析

[0129] 使用PureLinkTM  RNA  mini试剂盒(Thermo  Fisher  Scientific，美国)从HaCaT和

原代人角质形成细胞中提取总RNA。根据制造商的说明，使用SuperScriptTM  II逆转录酶和

Oligo(dT)12‑18(Thermo  Fisher  Scientific，美国)从600ng总RNA合成第一链cDNA。使用

iTaq  Universal  SYBR  Green  Supermix(Bio‑Rad，美国)在CFX96  Touch实时PCR检测系统

(Bio‑Rad，美国)上进行40个循环的定量PCR(qPCR)。PCR反应(20μL)：3μL  cDNA、1μL引物混

合物(10μM)、6μL  DEPC处理水和10μL反应混合物(master  mix)。qPCR反应中使用的预先设

计的引物对(Origene,美国)如下：c‑fos(NM_005252)是5'‑GCC  TCT  CTT  ACT  ACC  ACT  CAC 

C‑3'(正向；SEQ  ID  NO:18)和5'‑AGA  TGG  CAG  TGA  CCG  TGG  GAA  T‑3'(反向；SEQ  ID  NO:

19)；c‑Jun(NM_002228)是5'‑CCT  TGA  AAG  CTC  AGA  ACT  CGG  AG‑3'(正向；SEQ  ID  NO:20)

和5'‑TGC  TGC  GTT  AGC  ATG  AGT  TGG  C‑3 '(反向；SEQ  ID  NO:21)；参考基因GAPDH(NM_

001256799)是5'‑GTC  TCC  TCT  GAC  TTC  AAC  AGC  G‑3'(正向；SEQ  ID  NO:22)和5'‑ACC 

ACC  CTG  TTG  CTG  TAG  CCA  A‑3'(反向；SEQ  ID  NO:23)。GAPDH用作标准化的看家基因。使

用2‑ΔΔCT方法计算c‑fos和c‑Jun基因表达的倍数变化。

[0130] 小鼠全层夹板切除伤口

[0131] C57BL/6小鼠获自Vital  Rital  Laboratories(中国北京)。将小鼠关在23±1℃的

塑料笼中，12小时光/暗循环，提供自由饮水和食物。所有实验均经过批准并按照中国医学

科学院实验动物中心(中国北京)的机构指南进行。

[0132] 使小鼠形成全层5毫米夹板切除伤口。简而言之，使用戊巴比妥钠(50mg  kg‑1)腹腔

注射麻醉小鼠。后背的毛发先用电动推剪剃掉，然后再涂上脱毛膏。使用5毫米直径的无菌

活检穿孔器，形成对称的全层切除伤口。使用胶水在伤口周围放置夹板，并用四根间断缝合

线固定。伤口和夹板用Tegaderm(3M，美国)覆盖。在受伤后14天的指定天数，测量伤口直径。

以沿x和y轴的两个直径测量值的平均值计算伤口的大小。
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[0133] C57BL/6小鼠全层夹板切除伤口愈合的处理方案

[0134] 如上所述，对C57BL/6小鼠进行全层5毫米夹板切除伤。受伤后，连续三天用盐水

(载体对照；n＝30处伤口；15只小鼠)、EGF(1nmol/伤口，阳性对照；n＝10处伤口；5只小鼠)

和bleogen  pB1(10nmol/伤口；n＝10处伤口；5只小鼠)对伤口进行处理。

[0135] 链脲佐菌素诱导的糖尿病C57BL/6小鼠全层夹板切除伤口愈合的处理方案

[0136] 在第1天和第5天通过两次腹膜内注射STZ(80mg/kg)诱导C57BL/6小鼠患上糖尿

病。从第8天开始，定期监测血糖两周。血糖水平高于11.1mmol/L的小鼠被认为患有糖尿病，

并如上所述进行全层5毫米夹板切除伤(总共24只小鼠，每只小鼠有两处伤口)。受伤后，连

续五天将生理盐水(载体对照；n＝12处伤口)、bleogen  pB1(1nmol/伤口；n＝12处伤口)、

[K29k]pB1(1nmol/伤口；n＝12处伤口)和EGF(1nmol/伤口；n＝12处伤口)局部施用于伤口。

还在受伤后第14天监测血糖以确保小鼠患有糖尿病。

[0137] 新生小鼠门牙萌出模型

[0138] ICR小鼠获自Vital  Rital  Laboratories(中国北京)。将小鼠关在23±1℃的塑料

笼中，12小时光/暗循环，提供自由饮水和食物。所有实验均经过批准并按照中国医学科学

院实验动物中心(中国北京)的机构指南进行。从出生之日(第0天)开始，在新生小鼠的颈背

连续五天进行皮下注射。将总共30只新生小鼠随机分为如下三个测试组：PBS、EGF(3mg/kg)

和bleogen  pB1(3mg/kg)。每天通过目测记录门牙萌出。门牙萌出被定义为给定牙齿首次刺

穿口腔上皮的时间。

[0139] 肽稳定性试验

[0140] 热稳定性

[0141] 在100℃下培养0.1M纯化的bleogen  pB1、[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)、

EGF、PBS(对照)。在不同的时间点(0、30、60和120分钟)收集样品。

[0142] 酸稳定性

[0143] 将0.1M纯化的bleogen  pB1、[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)和EGF溶解在

0.2M  HCl中，并在37℃下培养。在不同的时间点收集样品。

[0144] 胃蛋白酶稳定性

[0145] 将0.1M纯化的bleogen  pB1、[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)和EGF溶解在

0.2M  HCl中，并与胃蛋白酶(Roche  Applied  Science，美国)以50:1(w/v)的比例在37℃下

培养。在不同的时间点收集样品。

[0146] 链霉蛋白酶稳定性

[0147] 将0.1M纯化的bleogen  pB1、[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)和EGF溶解在

PBS中，并与链霉蛋白酶(0.2mg/mL；Roche  Applied  Science，美国)在37℃下培养。在不同

的时间点收集样品。

[0148] 中性粒细胞弹性蛋白酶稳定性

[0149] 将0.1M纯化的bleogen  pB1、[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)和EGF溶解在

PBS中，并与人中性粒细胞弹性蛋白酶(0.05mg/mL；Molecular  Innovations，美国)在37℃

下培养。在不同的时间点收集样品。

[0150] 胰蛋白酶稳定性

[0151] 将0.1M纯化的bleogen  pB1、[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)和EGF溶解在
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PBS中，并与胰蛋白酶(0.2mg/mL；Sigma  Aldrich，美国)在37℃下培养。在不同的时间点收

集样品。

[0152] 人血清稳定性

[0153] 在不含酚红的DMEM培养基中的25％人血清中制备0 .1M纯化的bleogen  pB1、

[K29k]pB1、S‑烷基化pB1(碘乙酰胺‑)和EGF。测试样品在37℃下培养。在不同的时间点收集

样品。收集的样品用100％乙醇进行蛋白质沉淀，并在4℃下以180000g离心5分钟。收集上清

液用于分析。

[0154] 稳定性试验分析

[0155] 从各种稳定性试验中收集的所有样品均通过RP‑HPLC进行分析，其中在aeris肽

XB‑C18柱(Phenomenex，美国)上，使用流动相A(0.05％TFA/H2O)和流动相B(0.05％TFA/

ACN)的线性梯度。通过MALDI‑TOF  MS收集和鉴定所得峰。使用HPLC曲线的峰面积将结果表

示为初始浓度的百分比。

[0156] 统计分析

[0157] 使用GraphPad  Version  8.2.1(US)进行统计比较。使用单向方差分析(ANOVA)和

Newman‑Keuls事后检验分析数据。数据表示为平均值±标准差。p<0.05被认为具有统计学

意义。

[0158] 实施例1：作为EGFR激动剂的bleogen  pB1的基序搜索和分子对接，以确定构效关

系研究的“热点”

[0159] 七种相关的哺乳动物EGFR激动剂包括EGF、TGF‑α、Hb‑EGF、β细胞素、双调蛋白、上

皮调节蛋白和epigen，共同拥有四个保守的非半胱氨酸残基，其中三个位于环C(Cys  V‑VI)

中，形成特定的YXGXR基序(X，任何氨基酸)(图1C)。bleogen  pB1的环4也包含一个YXGXK基

序，在序列和结构上类似于EGFR激动剂的环C(图1D)。使用蛋白质‑蛋白质对接服务器

ClusPro  2.0版对bleogen  pB1和EGFR(PDB条目1IVO，链A)进行的计算机模拟表明，bleogen 

pB1环4可以在与EGF环C相同的位点与EGFR结合，表明这是一个常见的“热点”以结合EGFR

(图1E)(Ogiso，同上)。重要的是，pB1和EGFR激动剂共同拥有相同“热点”这一发现为我们随

后的构效关系研究提供了依据。

[0160] 实施例2：bleogen  pB1的合成和表征

[0161] 对于EGF样活性的体外和体内测定，使用从Pereskia植物中分离的天然bleogen 

pB1。从Pereskia  bleo的叶子提取物中分离天然bleogen  pB1，使用C‑18反相高效液相色谱

(RP‑HPLC)(Loo  et  al.(2017)Bleogens:cactus‑derived  anti‑candida  cysteine‑rich 

peptides  with  three  different  precursor  arrangements.Front.Plant  Sci.8:2162)。

为了制备合成bleogen  pB1，使用了逐步固相法和Fmoc化学法(图2A)。在去除保护基团并通

过三氟乙酸(TFA)从树脂载体上切割未保护的肽后，使用由半胱胺和胱胺以10:1摩尔比在

0.1M碳酸氢铵中组成的氧化还原试剂组合氧化折叠粗pB1产物,pH  8保持1小时以产生70％

的bleogen  pB1。经RP‑HPLC、肝素亲和色谱和二维核磁共振(NMR)证明，无法区分纯化的合

成和天然bleogen  pB1(图2B、C)。

[0162] 为了给bleogen  pB1配备用于目标识别的化学亲和探针(图2A)，通过将Fmoc‑Lys

(生物素)偶联到仍附着在树脂支持物上的受保护的pB1肽的N端，再次全合成，以提供生物

素化‑pB1(生物素‑pB1)。这些全合成为bleogen  pB1在其N端提供了明确的位点特异性标
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记，以保持其侧链官能团的完整性。

[0163] 此外，还使用IPTG诱导表达的LB培养基(0.4mM，37℃下4小时；0.1mM，15℃下20小

时；数据未示出)在大肠杆菌中重组产生了bleogen  pB1，作为MBP(麦芽糖结合蛋白)融合蛋

白。使用麦芽糖树脂通过亲和层析分离表达的融合蛋白，并用10mM在PBS中的麦芽糖洗脱以

进行纯化。MBP‑pB1的纯化产量约为10‑15mg/L  LB肉汤。如质谱分析所示，通过用肠激酶处

理去除MBP标签(图9)。图10示出天然和重组bleogen  pB1使用RP‑HPLC时在相同的保留时间

共洗脱。

[0164] 实施例3：Bleogen  pB1显示出EGF样生物活性

[0165] 为了确定bleogen  pB1是否是EGF样有丝分裂原，使用EGF作为阳性对照检查了其

对HaCaT角质形成细胞增殖的生物学影响。结果表明，bleogen  pB1和EGF促进HaCaT细胞增

殖，EC50分别为130nM和1.2nM(图3A、B)。EGF和pB1之间100倍的促有丝分裂效力差异表明

bleogen  pB1属于低亲和力EGFR激动剂家族，例如epigen和双调蛋白。天然和合成的

bleogen  pB1对HaCaT细胞显示出相同的增殖活性，证实了观察到的增殖效应不是由于来自

植物提取物的污染物(图3B)。作为阴性对照，从Achyranthes  bidentata中分离的3417‑Da

肽aB1是一种与bleogen  pB1属于相同CRP家族的6CHLP，具有相似的半胱氨酸基序和二硫键

连接，其在该测定中的活性高达10μM。结果还表明bleogen  pB1促进原代人角质形成细胞的

增殖(图3C)，并通过5‑乙炔基‑2'‑脱氧尿苷(EdU)掺入试验增强HaCaT细胞的DNA合成(图

3D)。此外，EGF和bleogen  pB1均加速HaCaT细胞迁移和内皮细胞管形成(数据未示出)。标志

性EGF试验是新生小鼠的门牙萌出，通过该试验揭露了这一发现。结果表明，连续5天皮下注

射bleogen  pB1(3mg/kg)或EGF(3mg/kg)可加速新生小鼠的门牙萌出，从153小时(盐水对

照)分别加速到125小时和100小时(图3E)。结果还表明bleogen  pB1显示出体内伤口愈合。

在C57小鼠中使用全层切除伤口模型，连续三天使用bleogen  pB1(10nmol/伤口)或EGF

(1nmol/伤口)处理加速了伤口愈合，从第3天到第11天(图3F)(Wang  et  al .(2013) ,

Nat.Protoc.8(2):302)。综上所述，这六种不同的体外和体内试验有力地支持了bleogen 

pB1是一种有丝分裂原并发挥EGF样生物活性。

[0166] 实施例4：Bleogen  pB1与EGFR相互作用

[0167] 为了表明bleogen  pB1的促有丝分裂活性是其与EGFR相互作用的结果，使用拉下

和中和抗体试验来检查它们的相互作用。生物素‑pB1能够拉下EGFR，表明它们存在推定的

配体‑受体相互作用(图4A)。EGFR中和抗体(克隆LA1)的共同培养阻断了bleogen  pB1诱导

的HaCaT细胞增殖(图4B)。这些结果有力地支持了bleogen  pB1和EGFR之间的相互作用是特

异性的，并且增殖作用是依赖于EGFR的。

[0168] 实施例5：bleogen  pB1的增殖作用与EGFR/MEK/ERK信号通路相关

[0169] EGF激活EGFR/MEK/ERK信号通路，在调节细胞增殖中起重要作用。探讨了bleogen 

pB1是否会经历类似的EGF信号通路以诱导角质形成细胞增殖。我们发现bleogen  pB1诱导

EGFR、MEK1/2和ERK1/2的磷酸化(图5A、B)。此外，与小分子EGFR酪氨酸激酶抑制剂(AG1478)

或MEK抑制剂(U0126)共同培养显着抑制了HaCaT细胞中bleogen  pB1的增殖作用(图5C、D)。

总的来说，这些结果表明bleogen  pB1与EGFR结合并激活EGFR/MEK/ERK信号通路以触发

HaCaT细胞增殖。

[0170] 已知EGF可激活与血清反应元件(SRE)结合的转录因子，并启动参与EGFR介导的细
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胞增殖调节的即刻早期基因的转录，例如c‑fos和c‑Jun(Lee  et  al.(2018)Sci.Rep.8(1):

162)。可以证明bleogen  pB1依赖剂量而增加荧光素酶活性，类似于稳定表达的SRE‑荧光素

酶报告基因HaCaT细胞系中的EGF(图5E)，表明bleogen  pB1刺激SRE介导的基因转录。还使

用qPCR检测了EGF和bleogen  pB1诱导的转录反应对EGF相关的即刻早期基因表达的影响

(Brankatschk  et  al.(2012)，Sci.Signal.5(215)：ra21‑ra21)。已证实bleogen  pB1和EGF

均显着上调HaCaT细胞中c‑fos和c‑Jun的mRNA表达(图5F)。总之，这一系列实验支持了EGF

和pB1诱导的信号通路和转录反应的相似性。

[0171] 实施例6：使用Ala‑和D‑氨基酸对bleogen  pB1中含有YAGQK基序的环4进行位置扫

描

[0172] 假设bleogen  pB1的环4和典型EGFR激动剂的环C中的YXGXK/R基序(X，任何氨基

酸；SEQ  ID  NO：3)可能是EGFR相互作用的常见“热点”。此前已经证明使用Ala或D‑氨基酸扫

描TGF‑αYXGXR基序环C中的Y38和R42突变导致EGFR亲和力和EGF样有丝分裂潜能的显着降

低(Tam和Tam等人，同上)。因此，化学合成了bleogen  pB1、YAGQK环4的相应“热点”的重点

Ala和D‑氨基酸库。这包括[Y25A]pB1、[G27A]pB1、[Q28A]pB1和[K29A]pB1的Ala置换系列和

[Y25y]pB1、[A26a]pB1、[Q28q]pB1和[K29k]pB1的D‑氨基酸置换系列。在两项不同的研究中

将每种肽与bleogen  pB1进行比较，以使用基于时间分辨荧光能量转移(TR‑FRET)的竞争性

置换测试其对EGFR的亲和力，并使用HaCaT细胞增殖测定测试其有丝分裂潜力。结果表明，

bleogen  pB1以1720±0 .075nM的IC50置换生物素‑EGF，而EGF的IC50为31±0 .016nM(图

6A)。通过EGFR置换和细胞增殖试验(数据未示出)，所有Ala类似物均显示EGF样生物活性降

低。相比之下，两个D类似物[K29k]pB1和[Y25y]pB1显示出比bleogen  pB1更高的亲和力，

IC50分别为27±0.050nM和580±0.089nM。与bleogen  pB1相比，[K29k]pB1的效力大约高出

60倍(图6B)。结果表明，生物素‑[K29k]pB1和生物素‑[Y25y]pB1，如之前针对生物素‑pB1所

述是化学合成的，使用拉下分析与EGFR相互作用(数据未示出)。这一数据表明[K29k]pB1和

[Y25y]pB1比bleogen  pB1更具促有丝分裂作用，并且它们的促有丝分裂作用可以被EGFR中

和抗体(克隆LA1)抑制，表明它们的活性是依赖EGFR的(图6C)。

[0173] 实施例7：Bleogen  pB1在使用链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠的切除伤口模型中加

速伤口愈合

[0174] 探讨了体外试验中观察到的[K29k]pB1增强的促有丝分裂作用是否也会加速链脲

佐菌素(STZ)诱导的糖尿病小鼠的伤口愈合。在第1天和第5天通过两次腹膜内注射STZ

(80mg/kg)在C57小鼠中诱导糖尿病。从第8天开始，定期监测血糖两周。血糖水平高于

11 .1mmol/L的小鼠被认为患有糖尿病，并接受夹板切除伤口愈合模型(Huang  et  al .

(2018)，FASEB  J.33(1)：953‑964)。结果表明，与非糖尿病小鼠相比，STZ诱导的糖尿病小鼠

的伤口愈合明显延迟。结果还表明，连续五天用EGF(1nmol/伤口)、bleogen  pB1(1nmol/伤

口)或[K29k]pB1(1nmol/伤口)局部处理的伤口从第4天开始以明显更快的速度愈合，受伤

后宏观上与载体对照组相比(图7)。值得注意的是，[K29k]pB1以与EGF相似的速率促进伤口

愈合，并且比bleogen  pB1快得多。这些体内结果与EGFR亲和力和促有丝分裂的体外试验结

果一致，表明[K29k]pB1与EGF具有同等效力。

[0175] 实施例8：Bleogen  pB1和[K29k]pB1对蛋白水解降解具有超稳定性

[0176] 确定了结构上比EGF更紧凑的bleogen  pB1和[K29k]pB1是否更具有蛋白水解稳定
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性并且对热和酸处理具有抗性，所有三种测试肽bleogen  pB1、[K29k]pB1和EGF都对酸较稳

定，计算值t1/2>500分钟(数据未示出)。然而，观察到bleogen  pB1和[K29k]pB1在热处理中

明显比EGF更稳定，计算值t1/2>500分钟(图8A)。更重要的是，它们还用一组不同的蛋白酶

以测试其蛋白水解稳定性。这些包括胃蛋白酶、人血清、胰蛋白酶、链霉蛋白酶和人中性粒

细胞弹性蛋白酶(图8B‑F)。与EGF相比，Bleogen  pB1和[K29k]pB1在对我们的蛋白酶组的敏

感性方面表现出鲜明的对比。bleogen  pB1和[K29k]pB1的计算值t1/2在蛋白酶组中>500分

钟，在人血清中>800小时。相比之下，EGF的t1/2在这组的蛋白酶存在下为0.9到23.5分钟，

在人血清中为3.1小时。与bleogen  pB1和[K29k]pB1相比，EGF在蛋白水解条件下的稳定性

至少低100倍。对照肽S‑烷基化bleogen  pB1的所有二硫键都被碘乙酰胺还原和S‑烷基化，

在几分钟内被蛋白酶降解，这表明bleogen  pB1和[K29k]pB1的结构完整性有助于它们的蛋

白水解稳定性。
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SEQUENCE  LISTING

<110> 南洋理工大学

<120>  表皮生长因子受体(EGFR)配体

<130>  P118398

<150>  SG10201906403T

<151>  2019‑07‑10

<160>  23

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Pereskia  bleo

<400>  1

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Lys  Cys  Thr  Glu  Ile  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Asn  Phe  Cys  Leu  Arg  Tyr  Ala  Gly  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr

            20                  25                  30

Cys  Ala  Asn  Arg

        35

<210>  2

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  C‑rich  motif

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (2) ..(7)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (9) ..(15)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (18) ..(20)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>
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<221>  MISC_FEATURE

<222>  (22) ..(31)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<400>  2

Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Cys

1               5                   10                  15

Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Cys

            20                  25                  30

<210>  3

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Loop  4  motif

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (2) ..(2)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (4) ..(4)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (5) ..(5)

<223>  X  is  R  or  K

<400>  3

Tyr  Xaa  Gly  Xaa  Xaa

1               5

<210>  4

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  C‑rich  peptide  motif

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (2) ..(7)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C
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<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (9) ..(15)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (18) ..(20)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (22) ..(23)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (25) ..(25)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (27) ..(27)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (28) ..(28)

<223>  X  is  K  or  R

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (29) ..(31)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<400>  4

Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Cys

1               5                   10                  15

Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Xaa  Tyr  Xaa  Gly  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Cys

            20                  25                  30

<210>  5

<211>  35

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  C‑rich  peptide  motif
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<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (2) ..(2)

<223>  X  is  K  or  R

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (4) ..(4)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (6) ..(6)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (7) ..(7)

<223>  X  is  K  or  R

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (9) ..(13)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (18) ..(20)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (22) ..(22)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (23) ..(23)

<223>  X  is  K  or  R

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (25) ..(25)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (27) ..(27)
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<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (28) ..(28)

<223>  X  is  K  or  R

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (29) ..(29)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (31) ..(31)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (33) ..(34)

<223>  X  is  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (35) ..(35)

<223>  X  is  K  or  R

<400>  5

Cys  Xaa  Pro  Xaa  Gly  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Xaa  Pro  Pro  Cys

1               5                   10                  15

Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Xaa  Tyr  Xaa  Gly  Xaa  Xaa  Xaa  Gly  Xaa  Cys

            20                  25                  30

Xaa  Xaa  Xaa

        35

<210>  6

<211>  35

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  C‑rich  peptide  motif

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (4) ..(4)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>
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<221>  MISC_FEATURE

<222>  (6) ..(6)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (9) ..(9)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (11) ..(13)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (18) ..(20)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (22) ..(22)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (25) ..(25)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (27) ..(27)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (29) ..(29)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (31) ..(31)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (33) ..(34)

<223>  X  can  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C
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<400>  6

Cys  Lys  Pro  Xaa  Gly  Xaa  Lys  Cys  Xaa  Glu  Xaa  Xaa  Xaa  Pro  Pro  Cys

1               5                   10                  15

Cys  Xaa  Xaa  Xaa  Cys  Xaa  Arg  Tyr  Xaa  Gly  Xaa  Lys  Xaa  Gly  Xaa  Cys

            20                  25                  30

Xaa  Xaa  Arg

        35

<210>  7

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Bleogen  pB1  variant

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (25) ..(25)

<223>  X  is  D‑tyrosine

<400>  7

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Lys  Cys  Thr  Glu  Ile  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Asn  Phe  Cys  Leu  Arg  Xaa  Ala  Gly  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr

            20                  25                  30

Cys  Ala  Asn  Arg

        35

<210>  8

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Bleogen  pB1  variant

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (29) ..(29)

<223>  X  is  D‑lysine

<400>  8

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Lys  Cys  Thr  Glu  Ile  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Asn  Phe  Cys  Leu  Arg  Tyr  Ala  Gly  Gln  Xaa  Ser  Gly  Thr

            20                  25                  30
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Cys  Ala  Asn  Arg

        35

<210>  9

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Bleogen  pB1  variant

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (25) ..(25)

<223>  X  is  D‑tyrosine

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (29) ..(29)

<223>  X  is  D‑lysine

<400>  9

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Lys  Cys  Thr  Glu  Ile  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Asn  Phe  Cys  Leu  Arg  Xaa  Ala  Gly  Gln  Xaa  Ser  Gly  Thr

            20                  25                  30

Cys  Ala  Asn  Arg

        35

<210>  10

<211>  53

<212>  PRT

<213>  Homo  sapiens

<400>  10

Asn  Ser  Asp  Ser  Glu  Cys  Pro  Leu  Ser  His  Asp  Gly  Tyr  Cys  Leu  His

1               5                   10                  15

Asp  Gly  Val  Cys  Met  Tyr  Ile  Glu  Ala  Leu  Asp  Lys  Tyr  Ala  Cys  Asn

            20                  25                  30

Cys  Val  Val  Gly  Tyr  Ile  Gly  Glu  Arg  Cys  Gln  Tyr  Arg  Asp  Leu  Lys

        35                  40                  45

Trp  Trp  Glu  Leu  Arg

    50

<210>  11

<211>  33

<212>  PRT
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<213>  Achyranthes  bidentata

<400>  11

Asn  Cys  Glu  Ser  Gly  Thr  Ser  Cys  Ile  Pro  Gly  Ala  Gln  His  Asn  Cys

1               5                   10                  15

Cys  Ser  Gly  Val  Cys  Val  Pro  Ile  Val  Thr  Ile  Phe  Tyr  Gly  Val  Cys

            20                  25                  30

Tyr

<210>  12

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Salix  viminalis

<400>  12

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Arg  Cys  Thr  Glu  Ser  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Arg  Phe  Cys  Leu  Arg  Tyr  Pro  Gly  Gln  Arg  Trp  Gly  Arg

            20                  25                  30

Cys  Ala  Asn  Arg

        35

<210>  13

<211>  36

<212>  PRT

<213>  Salix  viminalis

<400>  13

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Lys  Cys  Thr  Glu  Ile  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Gly  Tyr  Cys  Leu  Arg  Tyr  Ala  Gly  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr

            20                  25                  30

Cys  Thr  Asn  Arg

        35

<210>  14

<211>  33

<212>  PRT

<213>  Cimicifuga  racemose

<400>  14

Gln  Cys  Lys  Pro  Asn  Gly  Ala  Lys  Cys  Thr  Glu  Ile  Ser  Ile  Pro  Pro

1               5                   10                  15

Cys  Cys  Ser  Gly  Tyr  Cys  Leu  Arg  Tyr  Ala  Gly  Gln  Lys  Ser  Gly  Thr

            20                  25                  30

Cys
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<210>  15

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Peptide  motif

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (4) ..(4)

<223>  X  may  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<400>  15

Tyr  Ala  Gly  Xaa  Lys

1               5

<210>  16

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  Peptide  motif

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<222>  (2) ..(2)

<223>  X  may  be  any  amino  acid  with  the  exception  of  C

<400>  16

Tyr  Xaa  Gly  Gln  Lys

1               5

<210>  17

<211>  34

<212>  PRT

<213>  Hibiscus  sabdariffa

<400>  17

Cys  Val  Ser  Ser  Gly  Ile  Val  Asp  Ala  Cys  Ser  Glu  Cys  Cys  Glu  Pro

1               5                   10                  15

Asp  Lys  Cys  Ile  Ile  Met  Leu  Pro  Thr  Trp  Pro  Pro  Arg  Tyr  Val  Cys

            20                  25                  30

Ser  Val

<210>  18

<211>  22

<212>  DNA
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<213>  Artificial

<220>

<223>  Primer

<400>  18

gcctctctta  ctaccactca  cc  22

<210>  19

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  Primer

<400>  19

agatggcagt  gaccgtggga  at  22

<210>  20

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  Primer

<400>  20

ccttgaaagc  tcagaactcg  gag  23

<210>  21

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  Primer

<400>  21

tgctgcgtta  gcatgagttg  gc  22

<210>  22

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  Primer

<400>  22

gtctcctctg  acttcaacag  cg  22

<210>  23

<211>  22
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<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  Primer

<400>  23

accaccctgt  tgctgtagcc  aa  22
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图1

图1(接上图)
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图2
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图3
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图3(接上图)
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图4
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图5
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图6
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图7
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图8

图9
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图10
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