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一种重组I型人源化胶原蛋白多肽及其制备

方法和用途

(57)摘要

本发明公开了一种重组I型人源化胶原蛋白

多肽及其制备方法和用途。本发明提供的重组I

型人源化胶原蛋白多肽包含以SEQ  ID  No.1所示

的序列的n个重复，n为大于等于1的整数，其中当

n为大于等于2的整数时，各重复序列之间是直接

连接的；任选地，在所述重组I型人源化胶原蛋白

多肽的N末端包含能够通过TEV蛋白酶切除的氨

基酸序列。本发明提供的重组I型人源化胶原蛋

白多肽具有促进细胞黏附的活性，所述重组蛋白

的氨基酸序列选自天然胶原蛋白氨基酸序列，应

用于人体不会产生免疫反应，并且其制备方法简

单，在低成本下即可获得较高产量的胶原蛋白。
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1.一种重组I型人源化胶原蛋白多肽，其中，

所述重组I型人源化胶原蛋白多肽包含以SEQ  ID  No.1所示的序列的n个重复，n为大于

等于1的整数，其中当n为大于等于2的整数时，各重复序列之间是直接连接的；任选地，在所

述重组I型人源化胶原蛋白多肽的N末端包含能够通过TEV蛋白酶切除的氨基酸序列。

2.根据权利要求1所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽，其特征在于，所述能够通过TEV

蛋白酶切除的氨基酸序列包含SEQ  ID  No.4所示的序列；优选地，SEQ  ID  No.4所示的序列

与SEQ  ID  No.1所示的序列直接相连。

3.根据权利要求1或2所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽，其特征在于，所述重组I型

人源化胶原蛋白多肽包含：

a)以SEQ  ID  No.3所示的氨基酸序列；

b)与SEQ  ID  No.3的氨基酸序列具有90％、92％、95％、96％、97％、98％或99％同一性

的氨基酸序列，并且其保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏附效果；

c)SEQ  ID  No.3的氨基酸序列中添加、取代、缺失或插入1个或多个氨基酸残基的氨基

酸序列，并且其保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏附效果；或

d)由核苷酸序列编码的氨基酸序列，所述核苷酸序列与编码SEQ  ID  No.3的氨基酸序

列的多核苷酸序列在严格条件下杂交，并且所述氨基酸序列保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序

列的细胞黏附效果，所述严格条件是中等严格条件，中‑高严格条件，高严格条件或非常高

严格条件。

4.编码权利要求1至3中任一项所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽的多核苷酸。

5.包含权利要求4所述的多核苷酸的表达载体。

6.包含权利要求5所述的表达载体的宿主细胞。

7.权利要求1至3任一项所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽的生产方法，其包括以下

步骤：

①在培养基中培养根据权利要求6所述的宿主细胞并生产多肽；

②收获并纯化所述多肽，优选用Ni柱和/或阴离子交换层析纯化所述多肽；和

③任选地对所述多肽进行酶切，优选用TEV蛋白酶酶切所述多肽。

8.权利要求1至3任一项所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽在制备产品中的用途，其

中所述产品优选是组织工程产品、化妆品、保健品或药物。

9.包含权利要求1至3任一项所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽的产品，其中所述产

品优选是组织工程产品、化妆品、保健品或药物。

10.权利要求1至3任一项所述的重组I型人源化胶原蛋白多肽在制备具有促进细胞黏

附作用的产品中的用途。
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一种重组I型人源化胶原蛋白多肽及其制备方法和用途

技术领域

[0001] 本发明属于基因工程技术领域，具体而言，涉及一种重组I型人源化胶原蛋白多肽

及其制备方法和用途。

背景技术

[0002] 胶原蛋白(collagen)是一类蛋白质家族，一般为白色、透明、无分支的原纤维，是

皮肤和骨骼的基础支撑物，可以占到蛋白质总量的25％～35％，主要分布于人体的皮肤、血

管、骨骼、筋腱、牙齿和软骨等处，是这些组织的主要基质和支架，保护并连结各种组织，在

体内发挥着重要的生理功能。因此，胶原蛋白可以广泛的应用在医药和化妆品等行业中。根

据胶原蛋白在体内的分布和功能特点，可以将胶原蛋白分成间质胶原、基底膜胶原和细胞

外周胶原。间质型胶原蛋白分子占整个机体胶原的绝大部分，包括Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原蛋白分

子，Ⅰ型胶原蛋白主要分布于皮肤、肌腱等组织，在医学上的应用最为广泛。

[0003] 然而，天然胶原蛋白不溶于水，性质不均一，很难被人体直接利用，往往需要利用

化学手段处理之后才能使用。而且，当前市场上销售的胶原蛋白产品都是取自猪、牛、鱼等

动物组织，难以避免病毒感染的风险，同时由于无法与人体相容，会导致免疫排斥和过敏症

状的出现。如果从人胎盘原料中提取胶原蛋白，不仅来源有限，更面临法律的严惩。所以，目

前胶原蛋白只能在化妆品和保健品中使用，根本无法发挥胶原蛋白的原本生物学功能。

[0004] 生产胶原蛋白的传统方法是利用酸、碱、酶解法处理动物来源的组织，提取胶原蛋

白衍生物。这些方法提取的胶原蛋白本身已经丧失了原有的生物学活性，无法应用于生物

医学领域发挥其真正的功能。大多数经过制备后的胶原蛋白产品拉伸强度较弱，纯胶原蛋

白在体内降解较快，可能存在潜在的抗原性，以及由于胶原蛋白的来源、加工工艺和原料配

比的差异，产品的营养成分及饲用价值也不相同，并且皮料在加工过程中不仅要接触许多

化学物质，且容易受到细菌的污染，这些问题均严重限制了胶原蛋白的应用。虽然国外研究

机构通过培育含人胶原蛋白基因的小鼠，得到了含有人胶原蛋白的乳汁，但是这样生产的

成本过高，生产周期过长，无法投入大规模生产。

[0005] TEV  Protease是一种在大肠杆菌中重组表达的带His标签(6×His  tag)的烟草蚀

纹病毒(Tobacco  Etch  Virus，TEV)的半胱氨酸蛋白酶，能特异性地识别七肽序列Glu‑Asn‑

Leu‑Tyr‑Phe‑Gln‑Gly/Ser，并在Gln和Gly/Ser氨基酸残基之间进行酶切，常用于去除融合

蛋白的Glutathione  S‑transferase(GST)、His或者其它标签。

[0006] 因此，找到一种既能够被人体迅速吸收、制备方法简单易得、成本低廉，同时能够

起到人体胶原蛋白功能和特性的产品是当务之急。

发明内容

[0007] 发明要解决的问题

[0008] 针对上述本领域中异源胶原蛋白生物活性低、容易诱发免疫反应，以及人源胶原

蛋白生产成本高、周期长、无法大规模生产等一系列问题所导致的胶原蛋白利用率低的情
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况，本发明提供了一种重组I型人源化胶原蛋白多肽，同时提供了其制备方法和用途。

[0009] 用于解决问题的方案

[0010] 第一方面，本发明提供了一种重组I型人源化胶原蛋白多肽，其中，所述重组I型人

源化胶原蛋白多肽包含以SEQ  ID  No.1所示的序列的n个重复，n为大于等于1的整数，其中

当n为大于等于2的整数时，各重复序列之间是直接连接的；任选地，在所述重组I型人源化

胶原蛋白多肽的N末端包含能够通过TEV蛋白酶切除的氨基酸序列。

[0011] 进一步地，在上述重组I型人源化胶原蛋白多肽中，所述能够通过TEV蛋白酶切除

的氨基酸序列包含SEQ  ID  No .4所示的序列；优选地，SEQ  ID  No .4所示的序列与SEQ  ID 

No.1所示的序列直接相连。

[0012] 进一步地，在上述重组I型人源化胶原蛋白多肽中，所述重组I型人源化胶原蛋白

多肽包含：a.以SEQ  ID  No.3所示的氨基酸序列；b.与SEQ  ID  No.3的氨基酸序列具有90％、

92％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的氨基酸序列，并且其保留SEQ  ID  No.3的氨基

酸序列的细胞黏附效果；c.SEQ  ID  No.3的氨基酸序列中添加、取代、缺失或插入1个或多个

氨基酸残基的氨基酸序列，并且其保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏附效果；或d.由

核苷酸序列编码的氨基酸序列，所述核苷酸序列与编码SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的多核

苷酸序列在严格条件下杂交，并且所述氨基酸序列保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞

黏附效果，所述严格条件是中等严格条件，中‑高严格条件，高严格条件或非常高严格条件。

[0013] 第二方面，本发明提供了编码上述重组I型人源化胶原蛋白多肽的多核苷酸。

[0014] 第三方面，本发明提供了包含上述多核苷酸的表达载体。

[0015] 第四方面，本发明提供了包含上述表达载体的宿主细胞。

[0016] 第五方面，本发明提供了上述重组I型人源化胶原蛋白多肽的生产方法，其包括以

下步骤：①在培养基中培养根据本发明第四方面中所述的宿主细胞并生产多肽；②收获并

纯化所述多肽，优选用Ni柱和/或阴离子交换层析纯化所述多肽；和③任选地对所述多肽进

行酶切，优选用TEV蛋白酶酶切所述多肽。

[0017] 第六方面，本发明提供了上述重组I型人源化胶原蛋白多肽在制备产品中的用途，

其中所述产品优选是组织工程产品、化妆品、保健品或药物。

[0018] 第七方面，本发明提供了包含上述重组I型人源化胶原蛋白多肽的产品，其中所述

产品优选是组织工程产品、化妆品、保健品或药物。

[0019] 第八方面，本发明提供了上述重组I型人源化胶原蛋白多肽在制备具有促进细胞

黏附作用的产品中的用途。

[0020] 发明的效果

[0021] 通过上述技术方案的实施，本发明所制备的重组I型人源化胶原蛋白相比I型胶原

蛋白的其他片段具有更加良好的细胞黏附效果，由于其氨基酸序列选自天然胶原蛋白氨基

酸序列，应用于人体不会产生免疫反应，同时其制备方法简单，在低成本下即可获得较高产

量的胶原蛋白。

附图说明

[0022] 图1为重组I型人源化胶原蛋白TC1R4诱导表达后的蛋白电泳图；第一泳道为分子

量Marker，第二泳道为纯化后的TC1R4蛋白；TC1R4蛋白的电泳检测分子量约为38kDa，对应
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于包含SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的蛋白质。

[0023] 图2为人胶原蛋白、C1S4T、C1S5T、TC1R4蛋白多肽生物黏附活性检测结果。

具体实施方式

[0024] 以下对本发明的实施方式进行说明，但本发明不限定于此。除非另有说明，本发明

中使用的仪器设备、试剂、材料等均可通过常规商业手段获得。

[0025] 本说明书中，使用“可以”表示的含义包括了进行某种处理以及不进行某种处理两

方面的含义。本说明书中，“任选的”或“任选地”是指接下来描述的事件或情况可发生或可

不发生，并且该描述包括该事件发生的情况和该事件不发生的情况。

[0026] 本说明书中，“医疗器械”是指直接或者间接用于人体的仪器、设备、器具、体外诊

断试剂及校准物、材料以及其他类似或者相关的物品。

[0027] 本说明书中，“组织工程产品”是指用于组织工程的产品。组织工程是一门以细胞

生物学和材料科学相结合，进行体外或体内构建组织或器官的新兴学科。

[0028] 本发明部分基于以下发明人在前期研究中的发现：在大肠杆菌中表达包含多个如

以GEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGAS(SEQ  ID  No.1)为

重复序列的多肽时，由于多肽常为截短体蛋白，缺乏全长蛋白的铰链区结构。因此为了提高

重组表达多肽的成胶性，往往需要在多肽C末端加入铰链区氨基酸GPPGPCCGGG(SEQ  ID 

No.2)等序列帮助成胶(参考文献：Journal  Of  Biochemistry.2004；136:643‑649)。因此，

在申请号为201811438582.6的发明申请中，设计了C末端包含SEQ  ID  No.2的多肽序列如

T16a，但是却发现T16a这种序列的多肽在摇瓶或者发酵培养的时候，大部分目的多肽形成

胶状沉淀无法溶解提纯，导致得率很低。为了解决该问题，通过在各重复序列(SEQ  ID 

No.1)之间增加非胶原氨基酸接头来获得包含多个重复序列的多肽，并且对于此种多肽的

改造也主要集中在接头氨基酸残基和C端铰链区氨基酸，又称为C端稳定序列。

[0029] 意想不到的是，发明人在解析了SEQ  ID  No.1的晶体结构之后发现，SEQ  ID  No.1

这个区域在无铰链区参与的前提下，可以形成非常稳定的胶原三聚体结构。在申请号为

201811438582.6的发明申请中，发明人继续改造多肽序列时发现，上述申请中请求保护的

多肽不需要C端稳定序列的参与。并且，此时多肽在重组表达的同时不会过早形成胶体结构

而影响后期蛋白纯化。

[0030] 在本发明中，使用的SEQ  ID  No.1重复序列为：GEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV

VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGAS(SEQ  ID  No.1)。本发明的多肽可以包含多个以SEQ  ID 

No.1所示的重复序列，条件是重复序列之间不含接头。在本文中，接头可以是1个以上的氨

基酸残基。本发明对重复序列的数目没有限制，只要其能够实现粘附实施例中验证的特性

即可。优选地，重复序列的数目是4个，即包含以SEQ  ID  No.3所示的序列的多肽：

[0031] GEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGA

DGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIA

GQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERG

FPGLPGPSGEPGKQGPSGAS(SEQ  ID  No.3)。

[0032] 本发明的多肽序列在表达时应当在其N端增加ENLYFQ(SEQ  ID  No.4)序列，其可以

通过TEV蛋白酶切除而直接获得如SEQ  ID  No.3所示的序列的多肽。优选地，ENLYFQ(SEQ  ID 
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No.4)序列与首个重复序列的N端直接连接，即

[0033] ENLYFQGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGE

KGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGADGPAGAPGTP

GPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPG

QRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGAS(SEQ  ID  No.5)。

[0034] 在研究中，发明人发现，以SEQ  ID  No .3所示的序列的多肽，相比于申请号为

201811254050.7的发明申请中所记载的重组I型人源化胶原蛋白相比，具有更高的活性。

[0035] 在本发明中，多肽为重组I型人源化胶原蛋白，它们在本文中与重组人源化胶原蛋

白可互换使用。

[0036] 在本发明中，重组人源化胶原蛋白可以通过本领域中常规的方法进行制备。例如，

可以如下步骤生产：(1)大肠杆菌基因工程菌的构建；(2)大肠杆菌基因工程菌的发酵培养；

(3)重组人源化胶原蛋白的诱导和表达；(4)重组人源化胶原蛋白的纯化和任选的酶切。

[0037] 在上述步骤(1)中，大肠杆菌基因工程菌的构建可以通过如下步骤进行：a.得到目

的基因片段；b.将得到的目的基因片段插入pET‑32a表达载体中得到重组表达质粒；c.将重

组表达质粒转入大肠杆菌感受态细胞BL21(DE3)中，筛选得到阳性大肠杆菌基因工程菌。

[0038] 在上述步骤(2)与(3)中，大肠杆菌基因工程菌的发酵培养和重组人源化胶原蛋白

的诱导和表达可以通过如下步骤进行：a.从转化好的LB平板中挑取优选后的大肠杆菌基因

工程菌单菌落，置于含有氨苄抗生素的1000ml的LB培养基中37℃，220rpm培养至菌液OD600
在0.9‑1.1；b.加入终浓度为0.5mM  IPTG进行诱导，18℃过夜培养，离心收集菌体。

[0039] 在上述步骤(4)中，重组人源化胶原蛋白多肽的纯化和酶切可以通过如下步骤进

行：a.用Tris缓冲液(25mM  Tris，200mM  NaCl，pH  8.0)重悬菌体，破碎菌体，离心收集上清

液；b.利用Ni6FF亲和柱结合重组人源化胶原蛋白，含有20mM咪唑的洗涤缓冲液漂洗杂蛋白

后，含有250mM咪唑的溶液洗脱目的蛋白，加入TEV蛋白酶16℃，酶切2h，最后获得目的胶原

蛋白多肽。

[0040] 宿主细胞可以是真核细胞，例如真菌和酵母，原核细胞，例如肠杆菌科细菌。应当

理解，本领域技术人员可以通过用其它表达菌株替换上述大肠杆菌菌株作为宿主细胞。

[0041] 本发明还提供了核酸分子，所述核酸分子包括编码本发明的多肽的核酸序列。核

酸可以是DNA或cDNA。核酸分子可以主要由编码本发明所述肽的核酸序列组成，或可以仅由

编码本发明所述的肽组成。此类核酸分子可以用本领域已知的方法合成。由于遗传密码的

简并性，本领域技术人员应理解，不同核酸序列的核酸分子可以编码相同的氨基酸序列。

[0042] 本发明还提供了载体，所述载体中包括本发明所述的核酸序列。合适的载体是载

体构建领域已知的，包括启动子的选择和其他调控元件，例如增强子元件。本发明所述的载

体包括适合引入细胞的序列。例如，载体可以是表达载体，在该载体中，所述多肽的编码序

列受到它自身顺式作用调控元件的控制，载体的设计便于宿主细胞的基因整合或基因替换

等。

[0043] 本领域普通技术人员应理解，在本发明中，术语“载体”包括DNA分子，例如，质粒、

噬菌体、病毒或其他载体，它含有一个或多个异源的或重组的核酸序列。合适的噬菌体和病

毒载体包括，但不限于：λ‑噬菌体、EMBL噬菌体、猿猴病毒、牛疣病毒、Epstein‑Barr病毒、腺

病毒、疱疹病毒、小鼠肉瘤病毒、鼠类乳癌病毒、慢病毒等。
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[0044] 本发明的多肽包含以SEQ  ID  No.3所示的序列或以SEQ  ID  No.3所示的序列中取

代、缺失、插入和/或添加一个或多个氨基酸的序列，只要本发明的多肽保留SEQ  ID  No.3的

氨基酸序列的细胞黏附效果。“多个”可以是2、3、4、5、6、7、8、9、10或11个。

[0045] 氨基酸添加指在氨基酸序列，例如SEQ  ID  NO.3的C端或N端添加氨基酸，只要本发

明的多肽保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏附效果。

[0046] 氨基酸取代指在氨基酸序列，例如SEQ  ID  No.3的序列的某个位置的某个氨基酸

残基被其他氨基酸残基替代，只要本发明的多肽保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏

附效果。

[0047] 氨基酸插入指在氨基酸序列，例如SEQ  ID  No.3的序列的适当位置插入氨基酸残

基，插入的氨基酸残基也可以全部或部分彼此相邻，或插入的氨基酸之间都不彼此相邻，只

要本发明的多肽保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏附效果。在本文中氨基酸的插入

位置不在各重复序列之间。

[0048] 氨基酸缺失指可以从氨基酸序列，例如SEQ  ID  No.3的序列中删除1、2或3个以上

氨基酸，只要本发明的多肽保留SEQ  ID  No.3的氨基酸序列的细胞黏附效果。

[0049] 在本发明中，取代可以是保守氨基酸取代，指与SEQ  ID  No.3的氨基酸序列相比，

有3个，更佳地2个氨基酸或1个氨基酸被性质相似或相近的氨基酸所替换而形成肽。这些保

守性变异肽可以根据下表进行氨基酸替换而产生。

[0050] 最初的残基 代表性的取代 优选的取代

Ala(A) Val；Leu；Ile Val

Arg(R) Lys；Gln；Asn Lys

Asn(N) Gln；His；Lys；Arg Gln

Asp(D) Glu Glu

Cys(C) Ser Ser

Gln(Q) Asn Asn

Glu(E) Asp Asp

Gly(G) Pro；Ala Ala

His(H) Asn；Gln；Lys；Arg Arg

Ile(I) Leu；Val；Met；Ala；Phe Leu

Leu(L) Ile；Val；Met；Ala；Phe Ile

Lys(K) Arg；Gln；Asn Arg

Met(M) Leu；Phe；Ile Leu

Phe(F) Leu；Val；Ile；Ala；Tyr Leu

Pro(P) Ala Ala

Ser(S) Thr Thr

Thr(T) Ser Ser

Trp(W) Tyr；Phe Tyr

Tyr(Y) Trp；Phe；Thr；Ser Phe

Val(V) Ile；Leu；Met；Phe；Ala Leu

[0051] 如本文所使用的，术语“中等严格条件”，“中‑高严格条件”，“高严格条件”或“非常
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高严格条件”描述了核酸杂交和洗涤的条件。进行杂交反应的指导参见Current  Protocols 

in  Molecular  Biology，John  Wiley&Sons，N.Y.(1989)，6.3.1‑6.3.6，其通过引用并入本

文。在该文献中描述了含水的和非含水的方法，且可以使用任一种。例如，具体的杂交条件

如下：(1)低严格性杂交条件在6×氯化钠/柠檬酸钠(SSC)中，在约45℃，然后在至少50℃，

在0.2×SSC，0.1％SDS中洗涤2次(对于低严格性条件，可以将洗涤温度升高到55℃)；(2)中

等严格性杂交条件在6×SSC，在约45℃，然后在60℃，在0.2×SSC，0.1％SDS中洗涤1次或多

次；(3)高严格性杂交条件在6×SSC，在约45℃，然后在65℃，在0.2×SSC，0.1％SDS中洗涤1

次或多次且优选；(4)非常高的严格性杂交条件是0.5M磷酸钠，7％SDS，在65℃，然后在65

℃，在0.2×SSC，1％SDS中洗涤1次或多次。

[0052] 在实际应用中，可以将本发明的多肽或其药用盐、其衍生物或其药用盐、上述偶合

物、上述多聚体和上述组合物作为药物直接给予患者、或者与适宜的载体或赋形剂混合后

给予患者。这里的载体材料包括但不限于水溶性载体材料(如聚乙二醇、聚乙烯吡咯烷酮、

有机酸等)、难溶性载体材料(如乙基纤维素、胆固醇硬脂酸酯等)、肠溶性载体材料(如醋酸

纤维素酞酸酯和羧甲乙纤维素等)。其中优选的是水溶性载体材料。使用这些材料可以制成

多种剂型，包括但不限于片剂、胶囊、滴丸、气雾剂、丸剂、粉剂、溶液剂、混悬剂、乳剂、颗粒

剂、脂质体、透皮剂、口含片、栓剂、冻干粉针剂等。其中，栓剂可为阴道栓剂，也可以是阴道

环，也可以是适于阴道应用的药膏、乳霜或凝胶。所述多肽剂型可以是普通制剂、缓释制剂、

控释制剂及各种微粒给药系统。为了将单位给药剂型制成片剂，可以广泛使用本领域公知

的各种载体。关于载体的例子是，例如稀释剂与吸收剂，如淀粉、糊精、硫酸钙、乳糖、甘露

醇、蔗糖、氯化钠、葡萄糖、尿素、碳酸钙、白陶土、微晶纤维素、硅酸铝等；湿润剂与粘合剂，

如水、甘油、聚乙二醇、乙醇、丙醇、淀粉浆、糊精、糖浆、蜂蜜、葡萄糖溶液、阿拉伯胶浆、明胶

浆、羧甲基纤维素钠、紫胶、甲基纤维素、磷酸钾、聚乙烯吡咯烷酮等；崩解剂，例如干燥淀

粉、海藻酸盐、琼脂粉、褐藻淀粉、碳酸氢钠与枸橼酸、碳酸钙、聚氧乙烯、山梨糖醇脂肪酸

酯、十二烷基磺酸钠、甲基纤维素、乙基纤维素等；崩解抑制剂，例如蔗糖、三硬脂酸甘油酯、

可可脂、氢化油等；吸收促进剂，例如季铵盐、十二烷基硫酸钠等；润滑剂，例如滑石粉、二氧

化硅、玉米淀粉、硬脂酸盐、硼酸、液体石蜡、聚乙二醇等。还可以将片剂进一步制成包衣片，

例如糖包衣片、薄膜包衣片、肠溶包衣片，或双层片和多层片。为了将单位给药剂型制成丸

剂，可以广泛使用本领域公知的各种载体。关于载体的例子是，例如稀释剂与吸收剂，如葡

萄糖、乳糖、淀粉、可可脂、氢化植物油、聚乙烯吡咯烷酮、Gelucire、高岭土、滑石粉等；粘合

剂如阿拉伯胶、黄蓍胶、明胶、乙醇、蜂蜜、液糖、米糊或面糊等；崩解剂，如琼脂粉、干燥淀

粉、海藻酸盐、十二烷基磺酸钠、甲基纤维素、乙基纤维素等。为了将单位给药剂型制成栓

剂，可以广泛使用本领域公知的各种载体。关于载体的例子是，例如聚乙二醇、卵磷脂、可可

脂、高级醇、高级醇的酯、明胶、半合成甘油酯等。为了将单位给药剂型制成注射用制剂，如

溶液剂、乳剂、冻干粉针剂和混悬剂，可以使用本领域常用的所有稀释剂，例如，水、乙醇、聚

乙二醇、1,3‑丙二醇、乙氧基化的异硬脂醇、多氧化的异硬脂醇、聚氧乙烯山梨醇脂肪酸酯

等。另外，为了制备等渗注射液，可以向注射用制剂中添加适量的氯化钠、葡萄糖或甘油，此

外，还可以添加常规的助溶剂、缓冲剂、pH调节剂等。此外，如需要，也可以向药物制剂中添

加着色剂、防腐剂、香料、矫味剂、甜味剂或其它材料。

[0053] 使用上述剂型可以经注射给药，包括皮下注射、静脉注射、肌肉注射和腹腔注射、
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脑池内注射或灌输等；腔道给药，如经直肠、阴道和舌下；呼吸道给药，如经鼻腔；粘膜给药。

上述给药途径优选的是注射给药，优选的注射途径是皮下注射。

[0054] 本发明的多肽或其药用盐、其衍生物或其药用盐、上述缀合物、上述多聚体和上述

组合物的给药剂量取决于许多因素，例如所要预防或治疗疾病的性质和严重程度，患者或

动物的性别、年龄、体重及个体反应，所用的具体活性成分，给药途径及给药次数等。上述剂

量可以单一剂量形式或分成几个，例如二、三或四个剂量形式给药。对于任何具体的患者，

具体的治疗有效剂量水平须根据多种因素而定，所述因素包括所治疗的障碍和该障碍的严

重程度；所采用的具体活性成分的活性；所采用的具体组合物；患者的年龄、体重、一般健康

状况、性别和饮食；所采用的具体活性成分的给药时间、给药途径和排泄率；治疗持续时间；

与所采用的具体活性成分组合使用或同时使用的药物；及医疗领域公知的类似因素。例如，

本领域的做法是，活性成分的剂量从低于为得到所需治疗效果而要求的水平开始，逐渐增

加剂量，直到得到所需的效果。

[0055] 本发明所述人源胶原蛋白 C 1 S 4 T 和人源胶原蛋白 C 1 S 5 T由申请号为

201811254050.7、发明名称为“多肽、其生产方法和用途”的专利申请所记载。

[0056] 为更清楚地表述本发明的技术方案，下面结合具体实施例进一步说明，但不能用

于限制本发明，此仅是本发明的部分实施例。

[0057] 实施例1：重组I型人源化胶原蛋白TC1R4的制备

[0058] 1.TC1R4基因表达载体的构建

[0059] 本实施例中使用的重组I型人源化胶原蛋白TC1R4全长蛋白序列为SEQ  ID  No.3所

示的氨基酸序列，全长240aa。为了在TC1R4蛋白表达后对其进行纯化，本发明在SEQ  ID 

No.3所示的氨基酸序列的N端连接如SEQ  ID  No.4所示的氨基酸序列、形成SEQ  ID  No.5所

示的氨基酸序列，其全长为246aa。针对大肠杆菌的密码子对该氨基酸序列对应的编码序列

进行了密码子优化，其对应的基因全长738bp(具体参见SEQ  ID  No.6中带下划线标记的序

列)。为了便于后续表达载体的构建，在编码序列的5’端添加酶切位点序列，3’端添加终止

密码子序列和酶切位点序列。优化后的基因序列为：GGTACCGAAAACCTGTATTTCCAGGGTGAAAA

AGGTAGTCCGGGTGCAGATGGTCCGGCCGGTGCACCTGGTACACCGGGTCCTCAGGGCATTGCAGGCCAGCGTGGT

GTTGTGGGCCTGCCGGGTCAGCGCGGTGAACGTGGTTTTCCGGGTCTGCCGGGTCCGAGCGGCGAACCTGGTAAAC

AGGGCCCGAGTGGTGCAAGCGGTGAAAAAGGCAGTCCGGGCGCAGATGGTCCTGCAGGTGCCCCTGGTACACCTGG

TCCGCAGGGTATTGCAGGTCAGCGCGGCGTGGTGGGCCTGCCTGGTCAACGTGGCGAACGTGGTTTCCCGGGCCTG

CCGGGACCGTCAGGTGAACCTGGCAAACAGGGCCCTAGCGGTGCAAGTGGCGAAAAAGGTAGCCCGGGCGCAGACG

GCCCGGCAGGTGCACCTGGCACACCTGGTCCTCAGGGTATTGCGGGCCAGCGCGGCGTTGTTGGTCTGCCTGGCCA

GCGTGGCGAACGCGGTTTTCCGGGCCTGCCTGGCCCGTCAGGCGAACCTGGAAAACAGGGCCCAAGTGGTGCAAGT

GGTGAAAAAGGAAGTCCGGGCGCCGATGGCCCGGCCGGTGCGCCTGGTACGCCTGGTCCTCAAGGCATTGCCGGTC

AGCGCGGAGTTGTTGGCCTGCCGGGCCAGCGTGGAGAACGCGGTTTCCCGGGTCTGCCTGGTCCGAGTGGTGAACC

GGGTAAACAGGGTCCGAGCGGTGCATCATAACTCGAG(SEQ  ID  No.6)。

[0060] 委托北京盛元科萌基因生物科技有限公司进行基因片段的合成，并将合成后的

TC1R4基因片段通过KpnI(NEB公司货号：R0136L)和XhoI(NEB公司，货号：R0146L)的酶切位

点插入pET‑32a表达载体(EMD  Biosciences(Novagen)公司)，得到相应的重组表达质粒。

[0061] 2.重组表达质粒的转化
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[0062] 将上述构建成功的表达质粒转化大肠杆菌感受态细胞BL21(DE3)(Merck公司)。具

体过程为：①取1μL的该质粒于100μL的大肠杆菌感受态细胞BL21(DE3)中，冰上静置30min；

②将该混合物于42℃水浴锅中热激90s，然后迅速置于冰上静置2min；③向该混合物中加入

700μL无抗性的LB(10g/L蛋白胨，5g/L酵母提取物，10g/L氯化钠)，37℃，220rpm条件下培养

1h；④取200μL该菌液均匀的涂布在含有氨苄青霉素的LB平板上(10g/L蛋白胨，5g/L酵母提

取物，10g/L氯化钠，15g/L琼脂，100μg/mL氨苄青霉素)；⑤将平板倒置培养于37℃恒温箱

中，培养约16h，待长出清晰可见的菌落。

[0063] 3.重组I型人源化胶原蛋白TC1R4的诱导表达

[0064] 从转化好的LB平板中挑取单克隆菌落于1000ml  LB(含100μg/mL氨苄抗生素)培养

基中37℃，220rpm培养至菌液OD600在0.9‑1.1时，加入终浓度为0.5mM  IPTG(Sigma公司，货

号：I5502‑1G)进行诱导表达，诱导条件为18℃、220rpm过夜培养。最后离心收集菌体，保存

于‑20℃或者立即进入下步纯化。

[0065] 4.重组I型人源化胶原蛋白TC1R4的纯化

[0066] 用Tris缓冲液(25mM  Tris，200mM氯化钠，pH  8.0)约100ml重悬(1L)上述菌体沉

淀，利用均质机(GEA)进行破菌后，17000rpm离心30min，使可溶性蛋白与包涵体充分分离。

[0067] 用5倍柱体积的结合缓冲液(Binding  buffer)(25mM  Tris，200mM  NaCl，pH  8.0)

平衡Ni6FF(Cytiva公司，货号：30210)亲和柱。然后加入蛋白上清，使目的重组蛋白充分结

合到柱材上。再用含有20mM咪唑(Sigma公司)的洗涤缓冲液(washing  buffer)(20mM咪唑，

25mM  Tris，200mM  NaCl，pH  8 .0)漂洗杂蛋白，含有250mM咪唑的溶液(250mM咪唑，25mM 

Tris，200mM  NaCl，pH  8.0)洗脱目的蛋白。然后加入适量的TEV蛋白酶(Sigma，T4455)，于16

℃孵育2h后，收集穿流液，即为去除载体蛋白的目的胶原蛋白。所得产物透析过夜，冻干为

干粉待用。

[0068] 5.重组I型人源化胶原蛋白TC1R4的纯度检测

[0069] 所得TC1R4蛋白利用SDS‑PAGE检测纯度。具体过程为：取纯化后的蛋白液20μL，加

入5μl  5×的蛋白上样缓冲液(250mM的Tris‑HCl(pH  6.8)，10％SDS，0.5％溴酚蓝，50％甘

油，5％β‑巯基乙醇)，置于100℃沸水中煮5min，然后每孔10μl加入SDS‑PAGE蛋白胶中，电压

150V电泳1h后，用考马斯亮蓝染色液(0.1％考马斯亮蓝R‑250，25％乙醇，10％冰醋酸)进行

蛋白染色3min，再利用蛋白脱色液(10％醋酸，5％乙醇)进行脱色。

[0070] 结果如图1所示，TC1R4通过电泳所得的表观分子量为38kDa，分子量对应TC1R4的

多肽，表明多肽TC1R4得到正确的表达。

[0071] 实施例2：重组I型人源化胶原蛋白TC1R4的质谱检测

[0072] 按照表1中所示的条件进行TC1R4蛋白的质谱检测。

[0073] 表1质谱检测的条件

[0074]
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[0075] TC1R4蛋白样品经DTT还原和碘代乙酰胺烷基化处理后，加入胰蛋白酶酶解过夜。

酶解后得到的肽段再经C18ZipTip脱盐后，与基质α‑cyano‑4‑hydroxycinnamic  acid

(CHCA)混合点板。最后用基质辅助激光解析电离‑飞行时间质谱仪MALDI‑TOF/

TOFUltraflextremeTM，Brucker，Germany进行分析(肽指纹图谱的技术可以参考：Protein 

J.201635:212‑7)。

[0076] 数据库检索是通过从本地mascot网站上Peptide  Mass  Fingerprint页面处理的。

蛋白质鉴定结果是根据酶解后所产生的肽段的一级质谱得到的。检索参数：Trypsin酶解，

设两个漏切位点。设定半胱氨酸的烷基化为固定修饰，甲硫氨酸的氧化为可变修饰。鉴定所

用的数据库为Swissprot。

[0077] 质谱检出分子量及对应多肽如表2所示。

[0078] 表2质谱检出分子量及对应多肽

[0079]

[0080] 相比于多肽的序列：

[0081] GEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGAD

GPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQ

RGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPG

LPGPSGEPGKQGPSGAS

[0082] 经计算，肽段覆盖率为98.75％，检测结果非常可信。

[0083] 实施例3：重组I型人源化胶原蛋白TC1R4的生物活性检测

[0084] 胶原蛋白的活性检测方法可以参考文献Juming  Yao ,Satoshi  Yanagisawa ,

Tetsuo  Asakura ,Design ,Expression  and  Characterization  of  Collagen‑Like 

Proteins  Based  on  the  Cell  Adhesive  and  Crosslinking  Sequences  Derived  from 

Native  Collagens,J  Biochem.136,643‑649(2004)。具体实施方法如下：

[0085] (1)利用紫外吸收法检测待测蛋白样品的浓度，包括商品化的人胶原蛋白(Sigma，

C7774)、本发明提供的重组I型人源化胶原蛋白TC1R4、重组III型胶原蛋白C1S4T、重组III

型胶原蛋白C1S5T(其中所述蛋白C1S4T、C1S5T的序列参见申请号为201811254050.7的专利

申请)。

[0086] 具体为分别测定样品在215nm和225nm下的紫外光吸收，利用经验公式C(μg/mL)＝
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144×(A215‑A225)计算蛋白质浓度，注意需在A215<1.5的情况下检测。该方法的原理是：测

定肽键在远紫外光下的特征吸收，不受生色团含量的影响，干扰物质少，操作简便，适合检

测考马斯亮蓝不显色的人胶原蛋白及其类似物。(参考文献为Walker  JM .The  Protein 

Protocols  Handbook,second  edition.HumanaPress.43‑45.)。检测完蛋白浓度后，用PBS

将所有待测蛋白浓度调整到0.5mg/ml。

[0087] (2)向96孔板中加入100μL各种蛋白溶液和空白PBS溶液对照，室温静置60min。

[0088] (3)每孔中加入105个培养状态良好的3T3细胞(来自清华大学童佩老师)，37℃孵

育60min。

[0089] (4)每孔用PBS清洗4次。

[0090] (5)用LDH检测试剂盒(Roche，04744926001)检测OD492nm的吸光度。根据空白对照的

数值，可以计算出细胞的贴壁率。计算公式如下：细胞贴壁率＝(测试孔‑空白孔)×100％/

(阳性孔‑空白孔)。细胞的贴壁率即可以反应胶原蛋白的活性。蛋白的活性越高，越能在短

时间给细胞提供优质的外环境，帮助细胞贴壁。

[0091] 结果如图2所示，从对比中可知，相比于商品化的人胶原蛋白、重组III型胶原蛋白

C1S4T、重组III型胶原蛋白C1S5T，本发明的重组I型人源化胶原蛋白TC1R4具有更加优秀的

生物黏附活性。
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序列表

<110> 山西锦波生物医药股份有限公司

<120> 一种重组I型人源化胶原蛋白多肽及其制备方法和用途

<130>  6C39‑2183148I

<160>  6

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  60

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223>  重复序列单元

<400>  1

Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly

1               5                   10                  15

Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu

            20                  25                  30

Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly  Pro  Ser

        35                  40                  45

Gly  Glu  Pro  Gly  Lys  Gln  Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser

    50                  55                  60

<210>  2

<211>  10

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223>  铰链区氨基酸序列

<400>  2

Gly  Pro  Pro  Gly  Pro  Cys  Cys  Gly  Gly  Gly

1               5                   10

<210>  3

<211>  240

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223>  TC1R4的氨基酸序列

<400>  3

Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly
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1               5                   10                  15

Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu

            20                  25                  30

Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly  Pro  Ser

        35                  40                  45

Gly  Glu  Pro  Gly  Lys  Gln  Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser  Gly  Glu  Lys  Gly

    50                  55                  60

Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Gly  Pro

65                  70                  75                  80

Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu  Pro  Gly  Gln  Arg

                85                  90                  95

Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly  Pro  Ser  Gly  Glu  Pro  Gly

            100                 105                 110

Lys  Gln  Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser  Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala

        115                 120                 125

Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala

    130                 135                 140

Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu  Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly

145                 150                 155                 160

Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly  Pro  Ser  Gly  Glu  Pro  Gly  Lys  Gln  Gly  Pro

                165                 170                 175

Ser  Gly  Ala  Ser  Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala

            180                 185                 190

Gly  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly

        195                 200                 205

Val  Val  Gly  Leu  Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu

    210                 215                 220

Pro  Gly  Pro  Ser  Gly  Glu  Pro  Gly  Lys  Gln  Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser

225                 230                 235                 240

<210>  4

<211>  6

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 可被TEV蛋白酶切除的序列

<400>  4

Glu  Asn  Leu  Tyr  Phe  Gln

1               5

<210>  5
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<211>  246

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223> 具有可被TEV蛋白酶切除的序列的TC1R4的氨基酸序列

<400>  5

Glu  Asn  Leu  Tyr  Phe  Gln  Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly

1               5                   10                  15

Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln

            20                  25                  30

Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu  Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro

        35                  40                  45

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

    50                  55                  60

Ala  Ser  Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala

65                  70                  75                  80

Pro  Gly  Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val

                85                  90                  95

Gly  Leu  Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly

            100                 105                 110

Pro  Ser  Gly  Glu  Pro  Gly  Lys  Gln  Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser  Gly  Glu

        115                 120                 125

Lys  Gly  Ser  Pro  Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro

    130                 135                 140

Gly  Pro  Gln  Gly  Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu  Pro  Gly

145                 150                 155                 160

Gln  Arg  Gly  Glu  Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly  Pro  Ser  Gly  Glu

                165                 170                 175

Pro  Gly  Lys  Gln  Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser  Gly  Glu  Lys  Gly  Ser  Pro

            180                 185                 190

Gly  Ala  Asp  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Pro  Gly  Thr  Pro  Gly  Pro  Gln  Gly

        195                 200                 205

Ile  Ala  Gly  Gln  Arg  Gly  Val  Val  Gly  Leu  Pro  Gly  Gln  Arg  Gly  Glu

    210                 215                 220

Arg  Gly  Phe  Pro  Gly  Leu  Pro  Gly  Pro  Ser  Gly  Glu  Pro  Gly  Lys  Gln

225                 230                 235                 240

Gly  Pro  Ser  Gly  Ala  Ser

                245

<210>  6
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<211>  753

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<223>  包含酶切位点、终止密码子和可被TEV蛋白酶切除的序列的TC1R4的DNA序列

<400>  6

ggtaccgaaa  acctgtattt  ccagggtgaa  aaaggtagtc  cgggtgcaga  tggtccggcc  60

ggtgcacctg  gtacaccggg  tcctcagggc  attgcaggcc  agcgtggtgt  tgtgggcctg  120

ccgggtcagc  gcggtgaacg  tggttttccg  ggtctgccgg  gtccgagcgg  cgaacctggt  180

aaacagggcc  cgagtggtgc  aagcggtgaa  aaaggcagtc  cgggcgcaga  tggtcctgca  240

ggtgcccctg  gtacacctgg  tccgcagggt  attgcaggtc  agcgcggcgt  ggtgggcctg  300

cctggtcaac  gtggcgaacg  tggtttcccg  ggcctgccgg  gaccgtcagg  tgaacctggc  360

aaacagggcc  ctagcggtgc  aagtggcgaa  aaaggtagcc  cgggcgcaga  cggcccggca  420

ggtgcacctg  gcacacctgg  tcctcagggt  attgcgggcc  agcgcggcgt  tgttggtctg  480

cctggccagc  gtggcgaacg  cggttttccg  ggcctgcctg  gcccgtcagg  cgaacctgga  540

aaacagggcc  caagtggtgc  aagtggtgaa  aaaggaagtc  cgggcgccga  tggcccggcc  600

ggtgcgcctg  gtacgcctgg  tcctcaaggc  attgccggtc  agcgcggagt  tgttggcctg  660

ccgggccagc  gtggagaacg  cggtttcccg  ggtctgcctg  gtccgagtgg  tgaaccgggt  720

aaacagggtc  cgagcggtgc  atcataactc  gag  753
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图1

图2

说　明　书　附　图 1/1 页

17

CN 113621052 A

17


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012

	BIS
	BIS00013
	BIS00014
	BIS00015
	BIS00016

	DRA
	DRA00017


