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1.一种表达载体在制备解热、镇痛、镇咳、祛痰、抗惊厥、或抗癫痫药物中的应用，其特

征在于，所述的表达载体含有编码角蛋白BD‑6的核酸分子，所述角蛋白BD‑6的氨基酸序列

如SEQ  ID  NO:1所示；

所述表达载体为pET系列、pUC系列、pQE系列、pBV系列、pMAL系列，pPIC9、pPIC9K、pHIL‑

S1、pPICZα/A、pYAM75P、pHIL‑D2、pA0815、pPIC3K、pPICZ、pHWO10、pGAPZ、pGAPZa或

pPIC3.5K。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述表达载体为pET‑28a(+)。

3.根据权利要求1或2所述的应用，其特征在于，所述核酸分子的核苷酸序列为：

（1）序列表中SEQ  ID  NO.2所示的核苷酸序列；或

（2）与上述（1）中的核苷酸序列互补的核苷酸序列。

4.一种宿主细胞在制备解热、镇痛、镇咳、祛痰、抗惊厥、或抗癫痫药物中的应用，其特

征在于，所述的宿主细胞含有权利要求1或2所述及的表达载体或者基因组中整合有权利要

求1或3中所述及的核酸分子，所述宿主细胞为感受态宿主细胞，且

所述感受态宿主细胞为BL21系列、Transetta系列、Rosetta系列、DH5α系列、JM系列、

Top系列、Orgami系列、Trans1‑T1、TG1、TB1、Y11430、MG1003、KM71或SMD1168。

5.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，所述感受态细胞为BL21  (DE3)或

Transetta  (DE3)。

6.一种药物组合物在制备解热、镇痛、镇咳、祛痰、抗惊厥、或抗癫痫药物中的应用，其

特征在于，所述的药物组合物含有角蛋白BD‑6以及药学上可接受的载体或赋形剂，所述角

蛋白BD‑6的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示；且

所述药物组合物的给药途径为肠道。

7.一种药物组合物在制备解热、镇痛、镇咳、祛痰、抗惊厥、或抗癫痫药物中的应用，其

特征在于，所述的药物组合物含有角蛋白BD‑6以及药学上可接受的载体或赋形剂，所述角

蛋白BD‑6的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示；且

所述药物组合物的给药途径为非肠道。

8.一种药物组合物在制备解热、镇痛、镇咳、祛痰、抗惊厥、或抗癫痫药物中的应用，其

特征在于，所述的药物组合物含有角蛋白BD‑6以及药学上可接受的载体或赋形剂，所述角

蛋白BD‑6的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示；且

所述药物组合物的给药途径为口服、肌肉、皮下、鼻腔、口腔粘膜、眼、肺、皮肤、阴道、腹

膜或直肠给药。

9.一种药物组合物在制备解热、镇痛、镇咳、祛痰、抗惊厥、或抗癫痫药物中的应用，其

特征在于，所述的药物组合物含有角蛋白BD‑6以及药学上可接受的载体或赋形剂，所述角

蛋白BD‑6的氨基酸序列如SEQ  ID  NO:1所示；且

所述药物组合物的给药途径为注射给药。

10.根据权利要求9所述的应用，其特征在于，所述注射给药为静脉注射、肌肉注射、皮

下注射、皮内注射、腹腔注射或穴位注射。

11.根据权利要求6‑10中任一项权利要求所述的应用，其特征在于，给药剂型为液体剂

型、固体剂型或半固体剂型。

12.根据权利要求11所述的应用，其特征在于，所述液体剂型为溶液剂、乳剂、混悬剂、
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注射剂、滴眼剂、滴鼻剂、洗剂或搽剂。

13.根据权利要求12所述的应用，其特征在于，

所述溶液剂为真溶液或胶体溶液，和/或

所述乳剂为水包油型乳剂、油包水型乳剂或复乳乳剂，和/或

所述注射剂为水针剂、粉针剂或输液剂。

14.根据权利要求11所述的应用，其特征在于，所述固体剂型是片剂、胶囊剂、颗粒剂、

散剂、微丸、滴丸、栓剂、膜剂、贴片、气雾剂或喷雾剂。

15.根据权利要求14所述的应用，其特征在于，

所述片剂为普通片、肠溶片、含片、分散片、咀嚼片、泡腾片或口腔崩解片，和/或

所述胶囊剂为硬胶囊、软胶囊或肠溶胶囊。

16.根据权利要求11所述的应用，其特征在于，所述半固体剂型是软膏剂、凝胶剂或糊

剂。

17.根据权利要求6‑10中任一项权利要求所述的应用，其特征在于，在所述角蛋白BD‑6

上还连接有用于检测或纯化的标签，所述标签选自His6、GST、EGFP、MBP、Nus、HA、IgG、FLAG、

c‑Myc和Profinity  eXact。
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一种角蛋白BD‑6、制法和其药物组合物与用途

技术领域

[0001] 本发明涉及一种角蛋白BD‑6，编码角蛋白BD‑6的核酸分子，含有该核酸分子的表

达载体，以及含有该表达载体或基因组整合该核酸分子的宿主细胞，以及角蛋白BD‑6的制

备方法，含有这种角蛋白的药物组合物，以及这种角蛋白和所述药物组合物在制备解热镇

痛、镇咳祛痰、抗惊厥、抗癫痫、降血压、抗炎、抗病毒药物中的应用。

背景技术

[0002] 角蛋白是蛋白质的一种，广泛存在于人和动物的表皮，并且是毛发、羽毛、蹄、壳、

爪、角等的主要成分，是结缔组织极重要的结构蛋白质，起着保护机体的作用。

[0003] 角蛋白广泛存在于生物体中，是一种可再生资源，具有很大的利用价值，但并没有

得到广泛有效的利用。主要原因是角蛋白不溶于各种溶剂，并且角蛋白一般都较其他蛋白

质更耐蛋白酶的酶解。因此提取制备天然角蛋白的难度非常大。

[0004] 随着基因组学、蛋白质组学、基因工程、微生物工程等现代生物技术的飞速发展，

越来越多的基因被发现。而利用蛋白表达系统制备生产目的蛋白是研究基因或蛋白的生物

功能的重要手段。

[0005] 利用蛋白表达系统制备目的角蛋白，进而研究其结构与功能，未见其他文献报道，

具有新颖性和创造性。

发明内容

[0006] 本发明解决的技术问题是提供一种角蛋白BD‑6，编码角蛋白BD‑6的核酸分子，含

有该核酸分子的表达载体，以及含有该表达载体或基因组整合该核酸分子的宿主细胞，以

及角蛋白BD‑6的制备方法，含有角蛋白BD‑6的药物组合物，以及上述角蛋白BD‑6、核酸分

子、表达载体、宿主细胞、或药物组合物在制备解热镇痛、镇咳祛痰、抗惊厥、抗癫痫、降血

压、抗炎、抗病毒药物中的应用。

[0007] 为解决本发明的技术问题，本发明提供如下技术方案：

[0008] 本发明技术方案的第一方面是提供了一种角蛋白BD‑6，其特征在于，所述角蛋白

BD‑6的氨基酸序列为：

[0009] (1)序列表中SEQ  ID  NO.1所示的氨基酸序列；

[0010] (2)序列表中SEQ  ID  NO.1所示的氨基酸序列经替换、缺失或添加1‑35个氨基酸形

成的基本上保持相同生物学功能的氨基酸序列。

[0011] 进一步的，在角蛋白BD‑6上可进行常规修饰；或者在角蛋白BD‑6上还连接有用于

检测或纯化的标签。

[0012] 更进一步的，所述的常规修饰包括乙酰化、酰胺化、环化、糖基化、磷酸化、烷基化、

生物素化、荧光基团修饰、聚乙二醇PEG修饰、固定化修饰、硫酸化、氧化、甲基化、脱氨化、形

成二硫键或二硫键断裂；所述的标签包括His6、GST、EGFP、MBP、Nus、HA、IgG、FLAG、c‑Myc、

Profinity  eXact。
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[0013] 本发明技术方案的第二方面是提供了一种编码第一方面所述角蛋白BD‑6的核酸

分子。

[0014] 进一步的，所述的核酸分子的核苷酸序列为：

[0015] (1)序列表中SEQ  ID  NO  2所示的核苷酸序列；

[0016] (2)基于SEQ  ID  NO  2所示的核苷酸序列进行序列优化得到的核苷酸序列；

[0017] (3)与上述(1)或(2)中的核苷酸序列互补的核苷酸序列。

[0018] 本发明技术方案的第三方面是提供了一种表达载体，其特征在于，所述的表达载

体含有第二方面所述的核酸分子。

[0019] 进一步的，表达载体可以为pET系列、pUC系列、pQE系列、pBV系列、pMAL系列，

pPIC9、pPIC9K、pHIL‑S1、pPICZα/A、pYAM75P，pHIL‑D2、pA0815、pPIC3K、pPICZ、pHWO10、
pGAPZ、pGAPZa、pPIC3.5K等；优选的表达载体为pET系列载体；最优选的表达载体为pET‑28a

(+)。

[0020] 本发明技术方案的第四方面是提供了一种宿主细胞，其特征在于，所述的宿主细

胞含有第三方面所述的表达载体或者基因组中整合有第二方面所述的核酸分子。

[0021] 进一步的，所述的宿主细胞包括细菌、酵母、曲霉菌、植物细胞、或昆虫细胞。

[0022] 更进一步的，所述的细菌包括大肠杆菌或酵母。

[0023] 感受态宿主细胞可以为BL21系列，Transetta系列，Rosetta系列，DH5α系列，JM系

列，Top系列，Orgami系列，Trans1‑T1，TG1，TB1；Y11430，MG1003，GS115(AOX1)，KM71，

SMD1168等；优选的表达感受态细胞为BL21(DE3)，Transetta(DE3)。

[0024] 本发明技术方案的第五方面是提供了一种制备第一方面所述角蛋白BD‑6的方法，

其特征在于，包括以下步骤：

[0025] A.合成第一方面所述的角蛋白BD‑6对应的核酸分子，将核酸分子连入相应的表达

载体，将表达载体转化到宿主细胞，在一定条件下在发酵设备中培养带表达载体的宿主细

胞并诱导表达角蛋白BD‑6，得到含有角蛋白BD‑6的粗蛋白溶液；

[0026] B.对步骤A中所表达的粗蛋白溶液进行分离纯化干燥得到角蛋白BD‑6。

[0027] 进一步的，在步骤A中，所述的宿主细胞主要为选自大肠杆菌，所述的角蛋白BD‑6

在大肠杆菌包涵体中表达，所述的发酵设备包括摇瓶或发酵罐。

[0028] 进一步的，在步骤A中，诱导表达角蛋白BD‑6后，可用清洗剂清洗杂质，用溶液溶解

得到粗蛋白溶液。

[0029] 进一步的，步骤A中的培养基可以为LB培养基、TB培养基、SB培养基、SOB培养基、

SOC培养基，PDA培养基、YPD培养基、孟加拉红培养基、高盐察氏培养基、DOBA培养基、米曲培

养基及其改良配方等；摇瓶发酵优选LB培养基、TB培养基，最优选为TB培养基；发酵罐优选

LB培养基及其改良配方。

[0030] 进一步的，步骤A中的诱导剂可以为IPTG、乳糖、阿拉伯糖等；优选为IPTG、乳糖。

[0031] 进一步的，步骤A中，获得的发酵菌液，离心，弃去上清液；沉淀悬浮于缓冲液中，破

碎菌体，再离心，弃去上清液；沉淀用清洗剂清洗后，再用尿素溶液溶解，得到BD‑6粗蛋白溶

液。

[0032] 其中，缓冲液优选为buffer  A，其用量为：发酵液体积∶buffer  A体积＝1～100∶1，

优选为10∶1；
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[0033] 清洗剂可以为尿素溶液、盐酸胍溶液、Triton、buffer  A等，优选为尿素溶液，最优

选为2M尿素溶液(可含有1％Triton)，其用量为：发酵液体积∶2M尿素体积＝0.2～100∶1，优

选为1～15∶1；

[0034] 尿素溶液优选为8M尿素溶液，其用量为：发酵液体积∶8M尿素体积＝0.2～100∶1，

优选为2～15∶1。

[0035] 进一步的，在步骤B中，所述的分离纯化的方法包括超滤微滤膜技术纯化方法、柱

色谱纯化方法、盐析方法、透析方法。

[0036] 进一步的，步骤B中，分离纯化方法如下：

[0037] (1)所述透析方法，即将步骤A中获得的粗蛋白溶液用透析的方法纯化，得到目标

蛋白BD‑6溶液。

[0038] 透析袋截留分子量可以为0.5‑10kD，优选的透析袋截留分子量为3.5‑10kD，最优

选的透析袋截留分子量为10kD。

[0039] (2)所述超滤微滤方法，即将步骤A中获得的粗蛋白溶液用超滤膜或微滤膜等膜技

术纯化，得到目标蛋白BD‑6浓缩溶液。

[0040] 优选的是两次微滤膜纯化，第一次膜孔径1000～1500nm，第二次膜孔径20～50nm。

[0041] (3)所述柱色谱方法，即将步骤A中获得的粗蛋白溶液通过柱色谱，例如各种交换

柱或排阻柱色谱，分离纯化得到目标蛋白BD‑6。

[0042] 优选的排阻柱是葡聚糖凝胶柱，Superdex  30  Increase，Superdex  75  Increase，

Superdex  200  Increase，Superose  6  Increase等；优选的交换柱是离子交换树脂柱：阴离

子交换树脂柱，HiTrap  Q  FF，HiTrap  Capto  Q  ImpRes，Capto  Q  ImpRes，HiTrap  Capto  Q，

HiTrap  DEAE，Toyopearl  Q‑650M，Toyopearl  SuperQ‑650M等；阳离子交换树脂柱，HiTrap 

SP  FF，HiTrap  Capto  SP  ImpRes，Capto  SP  ImpRes，HiTrap  Capto  SP，Toyopearl  SP‑

650M，Toyopearl  Super  SP‑650M。最优选的是阴离子交换树脂柱。

[0043] 洗脱剂可以使用本领域常用的洗脱剂，例如水、盐溶液，所述盐溶液包括氯化钠溶

液、磷酸二氢钠溶液、磷酸氢二钠溶液、醋酸钠、醋酸等。

[0044] (4)所述盐析方法，即将步骤A中获得的粗蛋白溶液中用盐析的方法纯化，得到目

标蛋白BD‑6混悬液。

[0045] 盐析剂可以为硫酸铵、硫酸钠、氯化钠、氯化镁、硫酸铝，硝酸铵、氯化铵、硫酸镁

等。优选的盐析剂为硫酸铵及其水溶液。加入饱和硫酸铵水溶液使硫酸铵终浓度达到10～

50％，优选为20～30％，更优选为25％。

[0046] 盐析次数为1～3次，优选为2次。

[0047] 盐析后沉淀加入纯水清洗，清洗次数为2～5次，优选为3次。

[0048] 进一步的，步骤B纯化得到的目标蛋白BD‑6溶液可经冷冻干燥或真空干燥成千粉，

也可将浓缩液直接喷雾干燥成干粉。

[0049] 本发明技术方案的第六方面是提供了一种药物组合物，其特征在于，所述的药物

组合物含有第一方面所述的角蛋白BD‑6或第二方面所述的核酸分子或第三方面所述的表

达载体或第四方面所述的宿主细胞以及药学上可接受的载体或赋形剂。

[0050] 本发明上述步骤中得到的角蛋白可经冷冻干燥或真空干燥成干粉，也可把浓缩液

体直接喷雾干燥成干粉，然后制成各种剂型。
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[0051] 本发明涉及一种药物组合物，包括上述步骤中得到的任意一种角蛋白及药学上可

接受的载体。

[0052] 本发明还涉及含有作为活性成份的本发明角蛋白以及常规药物赋形剂或辅剂的

药物组合物。通常本发明角蛋白占药物组合物总重量的0.1～100.0％。

[0053] 本发明还提供一种药物组合物，它包括药物有效剂量的作为活性成分的蛋白质及

药学上可接受的载体。

[0054] 本发明所述的药物组合物可根据本领域公知的方法制备。用于此目的时，如果需

要，可将本发明蛋白质与一种或多种固体或液体药物赋形剂和/或辅剂结合，制成可作为人

药或兽药使用的适当的施用形式或剂量形式。

[0055] 本发明角蛋白或含有它的药物组合物可以单位剂量形式给药，给药途径可为肠道

或非肠道，如口服、肌肉、皮下、鼻腔、口腔粘膜、眼、肺、皮肤、阴道、腹膜、直肠等，优选口服

给药。

[0056] 本发明角蛋白或含有它的药物组合物的给药途径可为注射给药。注射包括静脉注

射、肌肉注射、皮下注射、皮内注射、腹腔注射和穴位注射等。

[0057] 给药剂型可以是液体剂型、固体剂型或半固体剂型。液体剂型可以是溶液剂(包括

真溶液和胶体溶液)、乳剂(包括水包油型、油包水型和复乳)、混悬剂、注射剂(包括水针剂、

粉针剂和输液)、滴眼剂、滴鼻剂、洗剂和搽剂等。固体剂型可以是片剂(包括普通片、肠溶

片、含片、分散片、咀嚼片、泡腾片、口腔崩解片)、胶囊剂(包括硬胶囊、软胶囊、肠溶胶囊)、

颗粒剂、散剂、微丸、滴丸、栓剂、膜剂、贴片、气(粉)雾剂、喷雾剂等；半固体剂型可以是软膏

剂、凝胶剂、糊剂等。

[0058] 本发明角蛋白可以制成普通制剂、也可以是缓释制剂、控释制剂、靶向制剂及各种

微粒给药系统。

[0059] 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赋形剂，包括稀

释剂、黏合剂、润湿剂、崩解剂、润滑剂、助流剂。稀释剂可以是淀粉、糊精、蔗糖、葡萄糖、乳

糖、甘露醇、山梨醇、木糖醇、微晶纤维素、硫酸钙、磷酸氢钙、碳酸钙等；湿润剂可以是水、乙

醇、异丙醇等；粘合剂可以是淀粉浆、糊精、糖浆、蜂蜜、葡萄糖溶液、微晶纤维素、阿拉伯胶

浆、明胶浆、羧甲基纤维素钠、甲基纤维素、羟丙基甲基纤维素、乙基纤维素、丙烯酸树脂、卡

波娟、聚乙烯毗咯烷酮、聚乙二丙醇等；崩解剂可以是干淀粉、微晶纤维素、低取代羟丙基纤

维素、交联聚乙烯毗咯烷酮、交联羧甲基纤维素钠、羧甲基淀粉钠、碳酸氢钠与构椽酸、碳酸

钙、聚氧乙烯山梨糖醇脂肪酸酯、十二烷基磺酸钠；润滑剂和助流剂可以是滑石粉、二氧化

硅、硬脂酸盐、酒石酸、液体石蜡、聚乙二醇等。

[0060] 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。

[0061] 为了将给药单元制成丸剂，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、

月桂酸聚乙二醇甘油酯、高岭土、滑石粉等；粘合剂，如阿拉伯胶、黄菩胶、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。

[0062] 为了将给药单元制成栓剂，可以广泛使用本领域公知的各种载体。关于载体的例
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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。

[0063] 为了将给药单元制成胶囊，将有效成分本发明角蛋白与上述的各种载体混合，并

将由此得到的混合物置于硬的明胶胶囊或软胶囊中。也可将有效成分本发明角蛋白制成微

囊剂，混悬于水性介质中形成混悬剂，亦可装入硬胶囊中或制成注射剂应用。

[0064] 例如，将本发明角蛋白制成注射用制剂，如溶液剂、混悬剂溶液剂、乳剂、冻干粉针

剂，这种制剂可以是含水或非水的，可含一种和/或多种药效学上可接受的载体、稀释剂、粘

合剂、润滑剂、防腐剂、表面活性剂或分散剂。如稀释剂可选自水、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。这些辅料是本领域常用的。

[0065] 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。

[0066] 为达到用药目的，增强治疗效果，本发明的角蛋白或药物组合物可用任何公知的

给药方法给药。

[0067] 本发明角蛋白药物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、性格及个体反应，给药途径、给药次数、

治疗目的，因此本发明的治疗剂量可以有大范围的变化。一般来讲，本发明中药学成分的使

用剂量是本领域技术人员公知的。可以根据本发明角蛋白组合物中最后的制剂中所含有的

实际药物数量，加以适当的调整，以达到其治疗有效量的要求，完成本发明的预防或治疗目

的。本发明角蛋白的每天的合适剂量范围：本发明的角蛋白的用量为0.01～500mg/kg体重，

优选为0.5～100mg/kg体重，更优选为1～50mg/kg体重，最优选为2～30mg/kg体重。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，这取决于给药医生的临

床经验以及包括运用其它治疗手段的给药方案。每一种治疗所需总剂量可分成多次或按一

次剂量给药。本发明的蛋白质或药物组合物可单独服用，或与其他治疗药物或对症药物合

并使用并调整剂量。

[0068] 本发明技术方案的第七方面是提供了第一方面所述的角蛋白BD‑6或第二方面所

述的核酸分子或第三方面所述的表达载体或第四方面所述的宿主细胞或第六方面所述的

药物组合物在制备解热、镇痛、镶咳、祛痰、抗惊厥、抗癫痫、降血压、抗炎、抗病毒药物中的

应用。

[0069] 为了完成本发明之目的，本发明采取如下技术方案，具体地讲，制备本发明角蛋白

BD‑6，包括如下步骤：

[0070] (1)合成核苷酸序列，并测定序列的准确性；

[0071] 优选的核苷酸序列如SEQ  ID  No.2所示。

[0072] (2)将核苷酸序列转入表达载体中；

[0073] 表达载体可以为pET系列、pUC系列、pQE系列、pBV系列、pMAL系列，pPIC9、pPIC9K、

pHIL‑S1、pPICZα/A、pYAM75P，pHIL‑D2、pA0815、pPIC3K、pPICZ、pHWO10、pGAPZ、pGAPZa、
pPIC3.5K等；优选的表达载体为pET系列载体；最优选的表达载体为pET‑28a(+)。

[0074] (3)将表达载体转染入宿主细胞中；

[0075] 宿主细胞可以为大肠杆菌或酵母；优选的宿主细胞为大肠杆菌；
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[0076] 感受态细胞可以为BL21系列，Transetta系列，Rosetta系列，DH5α系列，JM系列，

Top系列，Orgami系列，Trans1‑T1，TG1，TB1；Y11430，MG1003，GS115(AOX1)，KM71，SMD1168

等；优选的表达感受态细胞为BL21(DE3)，Transetta(DE3)。

[0077] (4)将在适当的条件下，发酵培养宿主细胞，诱导表达目标蛋白BD‑6；

[0078] 发酵设备可以采用摇瓶或发酵罐；

[0079] 培养基可以为LB培养基、TB培养基、SB培养基、SOB培养基、SOC培养基，PDA培养基、

YPD培养基、孟加拉红培养基、高盐察氏培养基、DOBA培养基、米曲培养基及其改良配方等；

摇瓶发酵优选LB培养基、TB培养基，最优选为TB培养基；发酵罐优选LB培养基及其改良配

方。

[0080] 诱导剂可以为IPTG、乳糖、阿拉伯糖等；优选为IPTG、乳糖。

[0081] (5)目标蛋白BD‑6产物富集；

[0082] 步骤(4)获得的发酵菌液，离心，弃去上清液；沉淀悬浮于缓冲液中，破碎菌体，再

离心，弃去上清液；沉淀用清洗剂清洗后，再用尿素溶液溶解，得到BD‑6粗蛋白溶液。

[0083] 其中，缓冲液优选为buffer  A，其用量为：发酵液体积∶buffer  A体积＝1～100∶1，

优选为10∶1；

[0084] 清洗剂可以为尿素溶液、盐酸胍溶液、Triton、buffer  A等，优选为尿素溶液，最优

选为2M尿素溶液(可含有1％Triton)，其用量为：发酵液体积∶2M尿素体积＝0.2～100∶1，优

选为1～15∶1；

[0085] 尿素溶液优选为8M尿素溶液，其用量为：发酵液体积∶8M尿素体积＝0.2～100∶1，

优选为2～15∶1。

[0086] (6)分离纯化目标蛋白BD‑6：

[0087] 步骤(5)获得的粗蛋白溶液，需经过纯化获得目标蛋白BD‑6。所述纯化可以通过透

析、或超滤微滤、或柱色谱、或盐析步骤进行。

[0088] A.所述透析步骤，即将步骤(5)获得的粗蛋白溶液用透析的方法纯化，得到目标蛋

白BD‑6溶液。

[0089] 透析袋截留分子量可以为0.5‑10kD，优选的透析袋截留分子量为3.5‑10kD，最优

选的透析袋截留分子量为10kD。

[0090] B.所述超滤微滤步骤，即将步骤(5)获得的粗蛋白溶液用超滤膜或微滤膜等膜技

术纯化，得到目标蛋白BD‑6浓缩溶液。

[0091] 优选的是两次微滤膜纯化，第一次膜孔径1000～1500nm，第二次膜孔径20～50nm。

[0092] C.所述柱色谱步骤，即将步骤(5)获得的粗蛋白溶液通过柱色谱，例如各种交换柱

或排阻柱色谱，分离纯化得到目标蛋白BD‑6。

[0093] 优选的排阻柱是葡聚糖凝胶柱，Superdex  30  Increase，Superdex  75  Increase，

Superdex  200  Increase，Superose  6  Increase等；优选的交换柱是离子交换树脂柱：阴离

子交换树脂柱，HiTrap  Q  FF，HiTrap  Capto  Q  ImpRes，Capto  Q  ImpRes，HiTrap  Capto  Q，

HiTrap  DEAE，Toyopearl  Q‑650M，Toyopearl  SuperQ‑650M等；阳离子交换树脂柱，HiTrap 

SP  FF，HiTrap  Capto  SP  ImpRes，Capto  SP  ImpRes，HiTrap  Capto  SP，Toyopearl  SP‑

650M，Toyopearl  Super  SP‑650M。最优选的是阴离子交换树脂柱。

[0094] 洗脱剂可以使用本领域常用的洗脱剂，例如水、盐溶液，所述盐溶液包括氯化钠溶
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液、磷酸二氢钠溶液、磷酸氢二钠溶液、醋酸钠、醋酸等。

[0095] D.所述盐析步骤，即将步骤(5)获得的粗蛋白溶液中用盐析的方法纯化，得到目标

蛋白BD‑6混悬液。

[0096] 盐析剂可以为硫酸铵、硫酸钠、氯化钠、氯化镁、硫酸铝，硝酸铵、氯化铵、硫酸镁

等。优选的盐析剂为硫酸铵及其水溶液。加入饱和硫酸铵水溶液使硫酸铵终浓度达到10～

50％，优选为20～30％，更优选为25％。

[0097] 盐析次数为1～3次，优选为2次。

[0098] 盐析后沉淀加入纯水清洗，清洗次数为2～5次，优选为3次。

[0099] 步骤A～D纯化得到的目标蛋白BD‑6溶液可经冷冻干燥或真空干燥成干粉，也可将

浓缩液直接喷雾干燥成干粉。

[0100] 本发明的有益技术效果：

[0101] 1、本发明蛋白为首次获得的角蛋白，本发明的制备方法具备收率高、样品纯度高

的特点。

[0102] 2、本发明通过蛋白BD‑6对脂多糖(LPS)诱导的SD大鼠发热模型的药效试验研究，

证明蛋白BD‑6在造模后2小时具有显著的降低体温升高的作用；通过蛋白BD‑6对酵母诱导

的SD大鼠发热模型的药效试验研究，证明蛋白BD‑6在造模后4小时、6小时、8小时，均可显著

抑制体温升高，且作用较强；

[0103] 3、本发明分别通过蛋白BD‑6对匹罗卡品(PLO)和戊四唑(PTZ)致小鼠惊厥和癫痫

的药效试验研究，证明蛋白BD‑6能够显著延长小鼠癫痫II级、III级和IV级发作潜伏期；

[0104] 4、本发明通过蛋白BD‑6对小鼠酚红排泄法祛痰的药效试验研究，证明蛋白BD‑6具

有明显的祛痰作用；

[0105] 5、本发明通过蛋白BD‑6对小鼠氨水引咳法镇咳的药效试验研究，证明蛋白BD‑6能

够明显延长潜伏期，减少咳嗽次数，具有显著的镇咳作用；

[0106] 6、本发明通过蛋白BD‑6对ICR小鼠醋酸扭体的药效试验研究，证明蛋白BD‑6能明

显减少小鼠扭体次数，具有显著的镇痛作用。

附图说明

[0107] 图1：表达蛋白BD‑6还原型SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)分析

[0108] (M：蛋白分子量标准；S：表达蛋白BD‑6)

[0109] 图2.蛋白BD‑6对脂多糖(LPS)诱导大鼠发热模型的影响

[0110] (与正常对照组比较，***P＜0.001；与模型组比较，##P＜0.01，###P＜0.001)

[0111] 图3.蛋白BD‑6对酵母诱导大鼠发热模型的影响

[0112] (与正常对照组比较，**P＜0.01，***P＜0.001；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01，###P＜0.001)

具体实施方式

[0113] 下面的实施例及药理活性试验例用来进一步说明本发明，但这并不意味着对本发

明的任何限制。

[0114] 下述实施例及药理活性试验例中的实验方法，如无特殊说明，均为常规方法；所用
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的实验材料，如无特殊说明，均购自常规生化试剂公司。

[0115] 实施例1  摇瓶发酵制备蛋白BD‑6粗溶液A(TB培养基)

[0116] 合成如SEQ  ID  No.2所示的核苷酸序列，将其转入pET‑28a(+)载体中；测序确定得

到含有正确序列的表达载体；将表达载体转染入BL21(DE3)细胞，得到含有目标核苷酸序列

的表达感受态宿主细胞。加入LB培养基中，于摇床中，在37℃、220rpm条件下培养1小时，得

到重组菌株。

[0117] 蘸取重组菌株在含有Kana霉素的LBA平板中划线，平板倒置于37℃恒温培养箱过

夜培养16小时。

[0118] 配置400ml  TB培养基，分装2瓶，每瓶200ml。在每瓶(200ml)TB培养基中加入Kana

霉素(终浓度50μg/ml)，取平板上单一菌落加入TB培养基中，于摇床中，在37℃、220rpm条件

下过夜扩增培养，得到种子液。

[0119] 配置28.8L  TB培养基，分装于144瓶，每瓶200ml。在每瓶(200ml)TB培养基中加入

Kana霉素(终浓度50μg/ml)，再加入2ml种子液，于摇床中，在37℃、220rpm条件下培养2‑3小

时。监测OD600，当OD600达到10左右时，加入诱导剂，于摇床中诱导表达蛋白，诱导条件选自下

表。

[0120]

[0121] 合并各瓶菌液，7000rpm离心5分钟，上清液灭菌后弃去；沉淀悬浮于约3L缓冲液

中，用80‑100目筛网过滤，滤液用高压破碎仪破碎，压力800‑1000bar，2次，每次2分钟。破碎

后菌液7000rpm离心30分钟，弃去上清液，得到沉淀(即包涵体)。沉淀加入1L清洗剂清洗2

次，离心，弃去上清液。沉淀再加入尿素溶液溶解4次，分别为800ml、600ml、400ml、400ml。合

并4次溶液，7000rpm离心30分钟，沉淀弃去，上清液即为蛋白粗溶液A。

[0122]

[0123] 蛋白BD‑6粗溶液A，用还原型SDS‑PAGE分析，分离胶浓度为12 .5％，考马斯亮蓝

R250法染色；在分子量45kD附近显示明显蓝色条带。

[0124] 实施例2  摇瓶发酵制备蛋白BD‑6粗溶液B(其它培养基)

[0125] 实施例1中合成并测序确定得到含有如SEQ  ID  No.2所示的序列的表达载体；将表

达载体转染入BL21(DE3)细胞，得到含有目标核苷酸序列的表达感受态宿主细胞。

[0126] 配制20ml  LB培养基，取800μl，加入含有目标编码序列的宿主细胞50μl，于摇床

中，在37℃、220rpm条件下培养1小时。

[0127] 蘸取上述菌液在含有Kana霉素的LBA平板中划线，平板倒置于37℃恒温培养箱过

夜培养16小时。

[0128] 取10ml  LB培养基，加入Kana霉素(终浓度50μg/ml)，取平板上单一菌落加入LB培
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养基中，于摇床中，在37℃、220rpm条件下过夜扩增培养15小时，得到种子液。

[0129] 配置1L下表所示培养基，分装于10瓶，每瓶100ml。在每瓶(100ml)培养基中加入

Kana霉素(终浓度50μg/ml)，再加入1ml种子液，于摇床中，在37℃、220rpm条件下培养2‑3小

时。监测OD600，当OD600达到10左右时，加入诱导剂IPTG(终浓度0.5mM)，于摇床中，在37℃、

220rpm条件下诱导表达蛋白。

[0130] 培养基 LB培养基、SOB培养基、SOC培养基

[0131] 合并各瓶菌液，10000rpm离心10分钟，上清液灭菌后弃去；沉淀悬浮于约100mL缓

冲液中，用80‑100目筛网过滤，滤液用高压破碎仪破碎，压力800‑1000bar，2次，每次2分钟。

破碎后菌液10000rpm离心30分钟，弃去上清液。

[0132] 沉淀先加入40mL清洗剂buffer  A清洗3次，离心，弃去上清液；沉淀加入40mL清洗

剂2M尿素溶液清洗2次，离心，弃去上清液；沉淀再加入40mL  4M尿素溶液清洗2次，离心，弃

去上清液；沉淀再加入8M尿素溶液(含50mM  Tris/HCl缓冲液)溶解3次，分别为40ml、30ml、

30ml；合并溶液，7000rpm离心30分钟，沉淀弃去，上清液即为蛋白粗溶液B。

[0133] 蛋白BD‑6粗溶液B，用还原型SDS‑PAGE分析，分离胶浓度为12 .5％，考马斯亮蓝

R250法染色；在分子量45kD附近显示明显蓝色条带。

[0134] 实施例3  发酵罐制备蛋白BD‑6粗溶液C

[0135] 实施例1中合成并测序确定得到含有如SEQ  ID  No.2所示的序列的表达载体；将表

达载体转染入BL21(DE3)细胞，得到含有目标核苷酸序列的表达感受态宿主细胞。加入LB培

养基中，于摇床中，在37℃、220rpm条件下培养1小时，得到重组菌株。

[0136] 在含有Kana霉素的LBA平板中，加入重组菌株100μl，涂布器涂至均匀变干，平板倒

置于37℃恒温培养箱过夜培养。分别取三个单菌落在含有Kana霉素的平板中划线，平板过

夜培养，经三批摇瓶发酵表达验证确认无误后，用15％甘油保存菌株，分装成每支0.8ml，即

得工作细胞库，冻存于‑80℃冰箱备用。

[0137] 从工作细胞库中取出1支甘油菌，取100ul，加入40ml  LB培养基中，加入Kana霉素

(终浓度50μg/ml)，于振荡器中，以37℃、220rpm条件培养6小时，得一级种子液。

[0138] 取一级种子液1.2ml，加入120ml  LB培养基中，加入Kana霉素(终浓度50μg/ml)，于
振荡器中，以37℃、220rpm条件培养7小时，得二级种子液。

[0139] 5L发酵罐中加入3L改良的LB培养液，再加入120ml二级种子液，3ml  Kana霉素(终

浓度50μg/ml)，以37℃、溶氧30％(串联转速)条件培养约8小时。监测OD值在20左右，3g乳糖

作为诱导剂，于20℃进行诱导，以30ml/小时的速率进行补料，20℃培养24小时。

[0140] 菌液7000rpm离心5分钟，上清液灭菌后弃去；沉淀悬浮于约200ml  buffer  A中，用

80‑100目筛网过滤，滤液用高压破碎仪破碎，压力800‑1000bar，2次，每次2分钟。破碎后菌

液7000rpm离心30分钟，弃去上清液。

[0141] 沉淀加入2M尿素溶液(含1％Triton)清洗2次，每次1L；再加入1L  2M尿素溶液清洗

1次，离心，弃去上清液。沉淀加入8M尿素溶液溶解4次，分别为400m1、300ml、200ml、100ml。

合并四次溶液，7000rpm离心30分钟，沉淀弃去，上清液即为蛋白粗溶液C。

[0142] 蛋白BD‑6粗溶液C，用还原型SDS‑PAGE分析，分离胶浓度为12 .5％，考马斯亮蓝

R250法染色；在分子量45kD附近显示明显蓝色条带。

[0143] 实施例4  蛋白粗溶液A通过透析制备得蛋白BD‑6
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[0144] 实施例1获得的蛋白粗溶液A用0.45μm  1滤膜过滤，合并滤液。滤液用水透析，透析

袋截留分子量10kD，透析72小时，内液冷冻干燥，即得目标蛋白BD‑6；电泳测得纯度97.2％。

[0145] 蛋白BD‑6结构确证：

[0146] 1、还原型SDS‑聚丙烯酰胺凝胶电泳法(SDS‑PAGE)分析

[0147] 仪器：蛋白质电泳仪(Bio‑Rad)。

[0148] 方法和结果：蛋白BD‑6溶液，用还原型SDS‑PAGE分析，分离胶浓度为12.5％，考马

斯亮蓝R250法染色。BD‑6条带分子量在45kD附近。

[0149] 2、基于LC‑MS/MS的蛋白质全序列分析

[0150] 主要材料：乙腈、甲酸、碳酸氢铵、二硫苏糖醇(DTT)、碘乙酰胺(IAA)、胰蛋白酶、糜

蛋白酶、Glu‑C、Asp‑N；

[0151] 主要仪器：毛细管高效液相色谱仪(Thermo  Ultimate  3000型)，电喷雾‑组合型离

子阱Orbitrap质谱仪(Thermo  Q  Exative  Hybrid  Quadrupole‑Orbitrap  Mass 

Spectrometer)。

[0152] 方法和结果：

[0153] 蛋白BD‑6通过溶解置换、还原烷基化、多种蛋白酶解等前处理，得到酶切肽段；酶

切肽段溶液，经液相色谱串联质谱分析，质谱原始文件使用Maxquant(1.6.2.10)检索蛋白

数据库分析数据，鉴定结果覆盖率100％，确定其与目标序列SEQ  ID  No.1一致。

[0154] 实施例5  蛋白粗溶液A通过其它方法纯化制备得蛋白BD‑6

[0155] 实施例1获得的蛋白粗溶液A通过下述两种方法进行纯化：

[0156] 第一种方法：盐析；

[0157] 蛋白粗溶液A置于带搅拌的容器中进行两次盐析：沿壁缓慢加入硫酸铵饱和溶液，

使硫酸铵终浓度为25％或50％，盐析过程中蛋白析出，待盐析完全后，过滤，完成第一次盐

析；沉淀中加入400ml纯水混悬，再次沿壁缓慢加入硫酸铵饱和溶液，使硫酸铵终浓度为

25％，进行第二次盐析，过滤，沉淀即为蛋白粗提物。蛋白粗提物用水进行三次清洗：加

200ml纯水混悬，搅拌，静置，过滤；如此重复三次后，沉淀冷冻干燥即得目标蛋白BD‑6。

[0158] 第二种方法：柱色谱；

[0159] 蛋白粗溶液A分别经过HiTrap  Q  FF  16/10，HiTrap  Capto  Q  ImpRes，Capto  Q 

ImpRes，HiTrap  Capto  Q，HiTrap  DEAE等阴离子交换树脂柱纯化。洗脱液为NaCl溶液梯度

洗脱，加20mM  NaH2PO4/Na2HPO4缓冲液(pH  8.0)。各洗脱流份用SDS‑PAGE电泳检测合并，合

并的洗脱液7000rpm离心2次，每次1小时；上清液用0.45μm滤膜过滤，合并滤液。滤液用水透

析浓缩，透析袋截留分子量10kD，内液冷冻干燥，即得目标蛋白BD‑6。

[0160] 两种方法得到的产物蛋白BD‑6，经与实施例4相同的结构确证方法，确认其与实施

例4制备得到的蛋白具有相同的氨基酸序列。

[0161] 实施例6  蛋白粗溶液B纯化制备得蛋白BD‑6

[0162] 实施例2获得的蛋白粗溶液B通过下述三种方法进行纯化：

[0163] 第一种方法：透析；

[0164] 蛋白粗溶液B，用0.45μm膜过滤，滤液用水透析，透析72小时以上，内液冷冻干燥，

即得目标蛋白BD‑6。

[0165] 透析袋 截留分子量：0.5kD、3.5kD、5kD、10kD
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[0166] 第二种方法：柱色谱；

[0167] 蛋白粗溶液B分别经过HiTrap  Q  FF  16/10，HiTrap  Capto  Q  ImpRes，Capto  Q 

ImpRes，HiTrap  Capto  Q，HiTrap  DEAE等阴离子交换树脂柱纯化。洗脱液为NaCl溶液梯度

洗脱，加20mM  NaH2PO4/Na2HPO4缓冲液(pH  8.0)。各洗脱流份用SDS‑PAGE电泳检测合并，合

并的洗脱液7000rpm离心2次，每次1小时；上清液用0.45μm滤膜过滤，合并滤液。滤液用水透

析浓缩，透析袋截留分子量10kD，内液冷冻干燥，即得目标蛋白BD‑6。

[0168] 第三种方法：盐析；

[0169] 蛋白粗溶液B置于带搅拌的容器中进行两次盐析：沿壁缓慢加入硫酸铵饱和溶液，

使硫酸铵终浓度为25％或50％，盐析过程中蛋白析出，待盐析完全后，过滤，完成第一次盐

析；沉淀中加入400ml纯水混悬，再次沿壁缓慢加入硫酸铵饱和溶液，使硫酸铵终浓度为

25％，进行第二次盐析，过滤，沉淀即为蛋白粗提物。蛋白粗提物用水进行三次清洗：加

200ml纯水混悬，搅拌，静置，过滤；如此重复三次后，沉淀冷冻干燥即得目标蛋白BD‑6。

[0170] 三种方法得到的产物蛋白BD‑6，经与实施例4相同的结构确证方法，确认其与实施

例4制备得到的蛋白具有相同的氨基酸序列。

[0171] 实施例7  蛋白粗溶液C纯化制备得蛋白BD‑6

[0172] 实施例3获得的蛋白粗溶液C通过下述两种方法进行纯化：

[0173] 第一种方法：微滤膜技术；

[0174] 蛋白粗溶液C，通过微滤膜技术进行纯化：先用1500nm或1000nm陶瓷膜芯进行固液

分离；内液弃去，外液再用20nm或50nm陶瓷膜芯反复微滤除去尿素；二次微滤的内液冷冻干

燥，即得目标蛋白BD‑6。

[0175] 第二种方法：盐析；

[0176] 蛋白粗溶液C置于带搅拌的容器中进行两次盐析：沿壁缓慢加入硫酸铵饱和溶液，

使硫酸铵终浓度为25％，盐析过程中蛋白析出，待盐析完全后，过滤，完成第一次盐析；沉淀

中加入400ml纯水混悬，再次沿壁缓慢加入硫酸铵饱和溶液，使硫酸铵终浓度为25％，进行

第二次盐析，过滤，沉淀即为蛋白粗提物。蛋白粗提物用水进行三次清洗：加200ml纯水混

悬，搅拌，静置，过滤；如此重复三次后，沉淀冷冻干燥即得目标蛋白BD‑6。

[0177] 两种方法得到的产物蛋白BD‑6，经与实施例4相同的结构确证方法，确认其与实施

例4制备得到的蛋白具有相同的氨基酸序列。

[0178] 药理试验

[0179] 实验例1  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对脂多糖(LPS)诱导SD大鼠发热模型的药效试

验

[0180] 动物：雄性SD大鼠230‑260克；

[0181] 药品：脂多糖(LPS，SIGMAL‑2880)，阿司匹林(SIGMA  A2093)，蛋白BD‑6；仪器：电子

天平(SARTORIUS  BP121S型)，电子体温计(CITIZEN  CT‑513W型)。

[0182] 实验分组：

[0183] 正常对照组；

[0184] 模型组：脂多糖发热模型；

[0185] 阳性对照组：阿司匹林(Aspirin)300mg/kg组；

[0186] 蛋白BD‑6，10mg/kg组，50mg/kg组。
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[0187] 方法：腹腔注射脂多糖复制大鼠发热模型方法：

[0188] 实验动物的准备：实验动物在实验环境(温度22℃±2℃，相对湿度50％±2％)中

适应1天后，分别于早8：00及15：00预适应测量肛温操作，实验前12小时禁食不禁水，测定肛

温前让动物排空粪便。每次测温前电子体温计探头涂抹凡士林，插入大鼠直肠2cm(可在2cm

处标记，确保每次插入深度一致)，待读数稳定以后记录体温值。

[0189] 腹腔注射脂多糖复制大鼠发热模型：造模前测大鼠体温，筛选出体温在36.2‑37.3

℃的合格大鼠，随机分组，每组8只。口服给予阿司匹林及不同剂量蛋白BD‑6后立即腹腔注

射脂多糖(20μg/kg，2ml/kg)，正常对照组腹腔注射等体积生理盐水，2小时后开始监测大鼠

体温，共监测8小时。

[0190] 数据统计：

[0191] 根据实验当天测量的各时间点体温值，计算各组大鼠体温均值、标准差及标准误，

应用TTEST将各组数据进行组间比较，P＜0.05认为有显著性差异。

[0192] 实验结果：

[0193] 口服给予阿司匹林(300mg/kg)、蛋白BD‑6(10mg/kg、50mg/kg)后立即腹腔注射20μ
g/kg脂多糖造模，分别于造模后2小时、4小时、6小时、8小时监测动物体温。结果见表1和图

2。

[0194] 表1.受试药对脂多糖(LPS)诱导大鼠发热模型的影响

[0195]

[0196]

[0197] (与正常对照组比较，***P＜0.001；与模型组比较，##P＜0.01，###P＜0.001)

[0198] 实验结论：

[0199] 分别口服给予阿司匹林(300mg/kg)、蛋白BD‑6(10mg/kg、50mg/kg)后立即腹腔注

射20μg/kg脂多糖造模，并于造模后2小时、4小时、6小时、8小时监测动物体温，结果显示：

[0200] 1)腹腔注射20μg/kg脂多糖可成功诱导大鼠体温升高，模型组大鼠在造模2小时、4

小时、6小时、8小时体温明显升高，与正常组比较，P＜0.05，有统计学差异，模型稳定。

[0201] 2)阳性工具药阿司匹林组在造模2小时、4小时、6小时、8小时均可以有效抑制模型

大鼠体温升高，与模型组比较，P＜0.05，有统计学差异，阳性工具药表现较稳定。

[0202] 3)不同剂量蛋白BD‑6在造模后2小时可不同程度的降低模型大鼠体温，且与模型

组比较，P＜0.05，有统计学差异。

[0203] 实验例2  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对酵母诱导SD大鼠发热模型的药效试验

[0204] 动物：雄性SD大鼠230‑260克；

[0205] 药品：酵母菌(OXOID  LP0021)，阿司匹林(SIGMA  A2093)，蛋白BD‑6；

[0206] 仪器：电子天平(SARTORIUS  BP121S型)，电子体温计(CITIZEN  CT‑513W型)。
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[0207] 实验分组：

[0208] 正常对照组；

[0209] 模型组：酵母菌发热模型；

[0210] 阳性对照组：阿司匹林(Aspirin)300mg/kg组；

[0211] 蛋白BD‑6，10mg/kg组，50mg/kg组。

[0212] 方法：

[0213] 实验动物的准备：实验动物在实验环境(温度22℃±2℃，相对湿度50％±2％)中

适应1天后，分别于早8：00及15：00进行预适应测量肛温操作，实验前12小时禁食不禁水，测

定肛温前让动物排空粪便。每次测温前电子体温计探头涂抹凡士林，插入大鼠直肠2cm(可

在2cm处标记，确保每次插入深度一致)，待读数稳定以后记录体温值。

[0214] 皮下注射干酵母复制大鼠发热模型：造模前测大鼠体温，筛选出体温在36.2‑37.3

℃的合格大鼠，随机分组，每组8只。口服给予阿司匹林、不同剂量蛋白BD‑6后立即皮下注射

20％酵母菌混悬液(10ml/kg)，正常对照组皮下注射等体积生理盐水，2小时后开始监测大

鼠体温，每间隔2小时监测体温1次，共监测8小时。数据统计：

[0215] 根据实验当天测量的各时间点体温值，计算各组大鼠体温均值、标准差及标准误，

应用TTEST将各组数据进行组间比较，P＜0.05认为有显著性差异。

[0216] 实验结果：

[0217] 口服给予阿司匹林(300mg/kg)、蛋白BD‑6(10mg/kg、50mg/kg)后立即皮下注射

20％酵母菌造模，分别于造模后2小时、4小时、6小时、8小时监测动物体温。结果见表2和图

3。

[0218] 表2.受试药对酵母菌诱导大鼠发热模型的影响

[0219]

[0220] (与正常对照组比较，**P＜0.01，***P＜0.001；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01，###P＜0.001)实验结论：

[0221] 口服给予阿司匹林(300mg/kg)、蛋白BD‑6(10mg/kg、50mg/kg)后立即皮下注射

20％酵母菌造模，分别于造模后2小时、4小时、6小时、8小时监测动物体温。结果显示：

[0222] 1)模型组大鼠在造模2小时、4小时、6小时、8小时体温明显升高，与正常组比较，P

＜0.05，有统计学差异，模型建立成功且稳定可靠。

[0223] 2)阳性工具药阿司匹林组在造模4小时、6小时、8小时均可以有效抑制模型大鼠体

温升高，与模型组比较，P＜0.05，有统计学差异，阳性工具药阿司匹林表现稳定。

[0224] 3)不同剂量蛋白BD‑6在造模后均可不同程度抑制模型大鼠体温升高，且作用较

强，在造模后绝大部分时间点均可抑制模型大鼠体温升高，且与模型组比较，P＜0.05，有统
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计学差异。

[0225] 实验例3  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对致惊剂匹罗卡品(Pilocarpine，PLO)致小鼠

惊厥癫痫的药效试验

[0226] 动物：雄性ICR小鼠；

[0227] 药品：Pilocarpine  HCl(PLO，匹罗卡品，盐酸毛果芸香碱)，Diazepam(地西泮片)，

蛋白BD‑6。

[0228] 实验分组：

[0229] 模型组；

[0230] 地西泮(Diazepam)2mg/kg组；

[0231] 蛋白BD‑6，50mg/kg组，200mg/kg组。

[0232] 方法：

[0233] 模型制备及给药：

[0234] 造模前一天下午给药一次，造模当天灌胃受试药后1小时腹腔注射PLO‑225mg/kg

(造模剂)，阳性药在造模前20分钟给药一次即可。注射PLO后持续观察30分钟。

[0235] 观察指标：①癫痫发作情况：II级～IV级发作时间；②死亡时间。

[0236] 发作级别：参照Racine分级标准：0级：没有任何反应；I级：表现为面部肌肉或是嘴

角的抽动；II级：可以点头；III级：一侧肢体抽搐；IV级：强直或全身肢体抽搐；V级：癫痫全

面大发作(全身强直性惊厥发作)。

[0237] 数据处理：

[0238] 统计实验中各组小鼠IV级发作及死亡例数；II级、III级及IV级潜伏期，未发作至

IV级的小鼠潜伏期记作最大值1800秒。例数统计用卡方检验统计。潜伏期计算均值及标准

误，应用TTEST，将模型组与其他各组进行组间比，P＜0.05认为有显著性差异。

[0239] 实验结果：见表3和表4。

[0240] 表3.受试药对PLO致小鼠癫痫实验‑例数统计

[0241] 组别 实验例数 IV级例数 IV级发作率 死亡例数 死亡率

模型组 10 8 80％ 0 0

地西泮2mg/kg 10 0** 0** 0 0

BD‑6‑50mg/kg 10 4 40％ 0 0

BD‑6‑200mg/kg 10 5 50％ 0 0

[0242] (与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01)

[0243] 表4 .受试药对PLO致小鼠癫痫实验‑II级，III级及IV级癫痫发作潜伏期(mean±

SEM)

[0244]

[0245]
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[0246] (与模型组比较，*P＜0.05，*P＜0.01)

[0247] 实验结论：

[0248] 1)实验结果显示，模型组IV级发作率为80％。40只小鼠无死亡。

[0249] 2)阳性药可以完全抑制癫痫IV级发作率，并显著延长小鼠II级、III级及IV级癫痫

发作潜伏期。

[0250] 3)在癫痫II级、III级和IV级潜伏期比较中，BD‑6  50mg/kg剂量组与模型组比较，

均有统计学差异。

[0251] 实验例4  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对戊四唑(PTZ)致小鼠癫痫的药效试验

[0252] 动物：雄性ICR小鼠；

[0253] 药品：戊四唑(PTZ)，瑞替加滨，蛋白BD‑6。

[0254] 实验分组：

[0255] 模型组；

[0256] 瑞替加滨60mg/kg组；

[0257] 蛋白BD‑6，50mg/kg组，200mg/kg组。

[0258] 方法：

[0259] 模型制备及给药：

[0260] 造模前一天下午给药一次，造模当天灌胃受试药后1小时腹腔注射PTZ‑65mg/kg

(造模剂)，阳性药在造模前半小时给药一次即可。注射PTZ后持续观察15分钟。

[0261] 观察指标：①癫痫发作情况：III级～VI级发作时间；②死亡情况

[0262] 发作级别：参照Racine分级标准：0级：没有任何反应；I级：表现为面部肌肉或是嘴

角的抽动；II级：可以点头；III级：一侧肢体抽搐；IV级：强直或全身肢体抽搐；V级：癫痫全

面大发作(全身强直性惊厥发作)。

[0263] 数据处理：

[0264] 统计实验中各组小鼠发作及死亡例数；III级及IV级潜伏期，未发作至IV级的小鼠

潜伏期记作最大值900秒。例数统计用卡方检验统计。潜伏期计算均值及标准误，应用

TTEST，将模型组与其他各组进行组间比，P＜0.05认为有显著性差异。

[0265] 实验结果：见表5和表6。

[0266] 表5.受试药对PTZ致小鼠癫痫实验‑例数统计

[0267]

[0268]

[0269] (与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01)

[0270] 表6.受试药对PTZ致小鼠癫痫实验‑III级及IV级癫痫发作潜伏期(mean±SEM)

[0271] 组别 III级发作潜伏期(秒) IV级发作潜伏期(秒)

模型组 53±2 169±46
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瑞替加滨60mg/kg 104±13** 634±109**

BD‑6‑50mg/kg 74±5** 440±128

BD‑6‑200mg/kg 69±6* 201±81

[0272] (与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01)

[0273] 实验结论：

[0274] 1)实验结果显示，模型组IV级发作率为100％。40只小鼠有2只死亡。

[0275] 2)阳性药可以显著降低癫痫IV级发作率，并显著延长小鼠III级及IV级癫痫发作

潜伏期。

[0276] 3)在癫痫III级潜伏期比较中，BD‑6  50mg/kg、200mg/kg剂量组与模型组比较均有

统计学差异。

[0277] 实验例5  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对小鼠酚红排泄法祛痰的药效试验

[0278] 动物：雄性ICR小鼠；

[0279] 药品与试剂：沐舒坦(盐酸氨溴索片)，苯酚红，碳酸氢钠，蛋白BD‑6；

[0280] 仪器：离心机(Sigma‑3K15型)，天平(XS105DU型)，酶标测试仪(BIO‑TEK型)。实验

分组：

[0281] 溶剂对照组；

[0282] 沐舒坦30mg/kg组；

[0283] 蛋白BD‑6，20mg/kg组，50mg/kg组。

[0284] 方法：

[0285] 模型制备及给药：

[0286] 动物于实验前16小时禁食不禁水。按分组口服给予沐舒坦及不同剂量蛋白BD‑6

(给药体积10ml/kg)，溶剂对照组给予等量体积蒸馏水，1小时后腹腔注射2.5％酚红溶液，

30分钟后脱颈处死小鼠，取自甲状软骨下至气管分支前一段气管，将气管放入3ml  5％

NaHCO3溶液静置3小时，取上清1ml，3000rpm离心5分钟后，546nm处测量并记录吸光度。根据

酚红的标准曲线计算出酚红的排泄量。

[0287] 数据处理：

[0288] 分别记录口服给药时间点，2.5％酚红溶液腹腔注射时间点，取气管时间点；酶标

仪546nm处测量得到各组样本吸光度，根据酚红的标准曲线计算出酚红的排泄量。各组数据

计算均值及标准误，应用TTEST，将溶剂对照组与其他各组进行组间比，P＜0.05认为有显著

性差异。

[0289] 实验结果：

[0290] 给予沐舒坦(30mg/kg)及不同剂量蛋白BD‑6(20mg/kg、50mg/kg)，1小时后腹腔注

射2.5％酚红溶液，30分钟后脱颈处死小鼠，取自甲状软骨下至气管分支前一段气管，将气

管放入3ml  5％NaHCO3溶液静置3小时，取上清1ml，3000rpm离心5分钟后，546nm处测量并记

录吸光度。根据酚红的标准曲线计算出酚红的排泄量。结果见表7。

[0291] 表7.受试药对小鼠酚红排泄法祛痰药效实验(X±SEM)

[0292] 组别 N 酚红排泄量(μg/ml) P

溶剂对照组 10 0.502±0.057 ‑‑‑

沐舒坦30mg/kg 10 1.103±0.096** 0.001
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BD‑6‑20mg/kg 10 0.789±0.115* 0.038

BD‑6‑50mg/kg 10 0.855±0.085** 0.003

[0293] (与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01)

[0294] 实验结论：

[0295] 1)实验结果显示，沐舒坦30mg/kg组与溶剂对照组比较，酚红排泄量明显升高，P＜

0.05，具有统计学意义。

[0296] 2)BD‑6  20mg/kg、50mg/kg剂量组与溶剂对照组比较，酚红排泄量明显升高，P＜

0.05，具有统计学意义。

[0297] 实验例6  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对小鼠氨水引咳法镇咳的药效试验

[0298] 动物：雄性ICR小鼠；

[0299] 药品与试剂：氢溴酸右美沙芬，氨水，0.2％CMC‑Na，蛋白BD‑6；

[0300] 仪器：压缩雾化器(403T型)，天平(XS105DU型)。

[0301] 实验分组：

[0302] 溶剂对照组；

[0303] 右美沙芬15mg/kg组；

[0304] 蛋白BD‑6，20mg/kg组，50mg/kg组。

[0305] 方法：

[0306] 模型制备及给药：

[0307] 按分组口服给予右美沙芬及不同剂量蛋白BD‑6(给药体积10ml/kg)，溶剂对照组

给予等量体积蒸馏水，1小时后放入密封盒内，通雾化10％浓度氨水10秒钟，然后观察和记

录小鼠的咳嗽潜伏期和2分钟内咳嗽次数。

[0308] 数据处理：

[0309] 分别记录口服给药时间点，雾化实验时间点，小鼠的咳嗽潜伏期和2分钟内咳嗽次

数。咳嗽潜伏期是指雾化氨水开始时间至发生咳嗽所需的秒数。小鼠咳嗽表现以其腹肌收

缩(缩胸)，同时张大嘴为准。各组数据计算均值及标准误，应用TTEST，将模型组与其他各组

进行组间比，P＜0.05认为有显著性差异。

[0310] 实验结果：

[0311] 提前给予右美沙芬(15mg/kg)及不同剂量蛋白BD‑6(20mg/kg、50mg/kg)，1小时后

放入密封盒内，通雾化10％浓度氨水10秒钟，然后其对观察和记录小鼠的咳嗽潜伏期和2分

钟内咳嗽次数。结果见表8。

[0312] 表8.受试药对小鼠氨水引咳法的镇咳药效实验(X±SEM)

[0313] 组别 N 潜伏期(秒) P 咳嗽次数 P

溶剂对照组 9 25.0±1.3 ‑‑‑ 62.7±3.3 ‑‑‑

右美沙芬15mg/kg 9 37.3±2.4** 0.001 30.2±2.0** 0.001

BD‑6‑20mg/kg 9 33.3±3.3* 0.033 45.9±4.8* 0.011

BD‑6‑50mg/kg 9 30.6±2.5 0.065 49.8±3.8* 0.021

[0314] (与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01)

[0315] 实验结论：

[0316] 1)实验结果显示，右美沙芬组与溶剂对照组在潜伏期和咳嗽次数上比较，有明显
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的改善作用，P＜0.05，具有统计学意义。

[0317] 2)BD‑6  20mg/kg剂量组，在潜伏期上与溶剂对照组比较，有明显的改善作用，P＜

0.05，具有统计学意义；BD‑6  20mg/kg、50mg/kg剂量组，在咳嗽次数上与溶剂对照组比较，

有明显改善作用，P＜0.05，具有统计学意义。

[0318] 实验例7  蛋白BD‑6(实施例4蛋白)对ICR小鼠醋酸扭体的药效试验

[0319] 动物：雄性ICR小鼠；

[0320] 药品与试剂：阿司匹林、生理盐水、冰醋酸、蛋白BD‑6。

[0321] 实验分组：

[0322] 模型组；

[0323] 阿司匹林(Aspirin)300mg/kg组；

[0324] 蛋白BD‑6，50mg/kg组，200mg/kg组。

[0325] 方法：

[0326] 实验动物适应环境一天后，提前一小时分别口服给予阿司匹林300mg/kg，蛋白BD‑

6  50mg/kg、200mg/kg，给药体积为10ml/kg；而后腹腔注射0.6％醋酸溶液，观察15分钟内动

物出现扭体潜伏期(秒)及次数。

[0327] 数据处理：

[0328] 各组数据计算均值及标准误，应用TTEST，与模型组比较，P＜0.05认为有统计学差

异。

[0329] 实验结果：

[0330] 口服给予阿司匹林300mg/kg及不同剂量蛋白BD‑6(50mg/kg、200mg/kg)一小时后，

腹腔注射0.6％醋酸溶液，观察ICR小鼠扭体潜伏期和次数。结果见表9。

[0331] 表9.受试药对ICR小鼠醋酸扭体实验的影响

[0332] 组别 N 体重(克) 扭体潜伏期(秒) 扭体次数(次)

模型组0.6％醋酸 20 23.5±0.2 196.5±12.2 30.4±2.8

阿司匹林300mg/kg 15 23.5±0.2 281.6±26.0** 14.8±3.3**

BD‑6‑50mg/kg 12 23.7±0.3 220.7±22.2 31.1±3.7

BD‑6‑200mg/kg 12 23.6±0.3 193.2±17.3 18.6±2.7**

[0333] (与模型组比较，**P＜0.01)

[0334] 实验结论：

[0335] 应用0.6％醋酸溶液注入小鼠腹腔内，引起深部的大面积而较久的疼痛刺激，致使

小鼠产生扭体反应(腹部收缩成“S”形，躯干与后腿伸张、臀部高起及蠕行)。以小鼠开始出

现扭体的潜伏时间及次数作为痛反应指标，判断受试样品是否具有镇痛作用。本次实验结

果显示：

[0336] 1)阿司匹林300mg/kg可明显后延扭体潜伏期和减少扭体次数，具有一定的镇痛作

用，与模型组比较，P＜0.05，有统计学意义。

[0337] 2)BD‑6  200mg/kg剂量组，可明显减少小鼠扭体次数，与模型组比较，P＜0.05，有

统计学意义。
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[0001]                           序列表

[0002] <110>   中国医学科学院药物研究所

[0003] <120>   一种角蛋白BD‑6、制法和其药物组合物与用途

[0004] <160>   2

[0005] <170>   SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>   1

[0007] <211>   441

[0008] <212>   PRT

[0009] <213>   Bos  taurus

[0010] <400>   1

[0011] Met  Thr  Thr  Thr  Ile  Arg  His  Phe  Ser  Ser  Gly  Ser  Ile  Lys  Gly  Ser

[0012] 1                5                    10                   15

[0013] Ser  Gly  Leu  Ala  Gly  Gly  Ser  Ser  Arg  Ser  Cys  Arg  Val  Ser  Gly  Ser

[0014]              20                   25                   30

[0015] Leu  Gly  Gly  Gly  Ser  Cys  Arg  Leu  Gly  Ser  Ala  Gly  Gly  Leu  Gly  Ser

[0016]          35                   40                   45

[0017] Gly  Leu  Gly  Gly  Ser  Ser  Tyr  Ser  Ser  Cys  Tyr  Ser  Phe  Gly  Ser  Gly

[0018]      50                   55                   60

[0019] Gly  Ser  Tyr  Gly  Ser  Gly  Gly  Tyr  Val  Ser  Gly  Gly  Tyr  Gly  Gly  Gly

[0020] 65                   70                   75                   80

[0021] Phe  Gly  Gly  Val  Asp  Gly  Leu  Leu  Val  Gly  Gly  Glu  Lys  Ala  Thr  Met

[0022]                  85                   90                   95

[0023] Gln  Asn  Leu  Asn  Asp  Arg  Leu  Ala  Ser  Tyr  Leu  Asp  Lys  Val  Arg  Ala

[0024]              100                  105                  110

[0025] Leu  Glu  Glu  Ala  Asn  Thr  Glu  Leu  Glu  Leu  Lys  Ile  Arg  Asp  Trp  Tyr

[0026]          115                  120                  125

[0027] Gln  Lys  Gln  Ala  Pro  Gly  Pro  Ala  Pro  Asp  Tyr  Ser  Ser  Tyr  Phe  Lys

[0028]      130                  135                  140

[0029] Thr  Ile  Glu  Asp  Leu  Arg  Asn  Lys  Ile  His  Thr  Ala  Thr  Val  Asp  Asn

[0030] 145                  150                  155                  160

[0031] Ala  Asn  Leu  Leu  Leu  Gln  Ile  Asp  Asn  Ala  Arg  Leu  Ala  Ala  Asp  Asp

[0032]                  165                  170                  175

[0033] Phe  Arg  Thr  Lys  Phe  Glu  Thr  Glu  Gln  Ala  Leu  Arg  Val  Ser  Val  Glu

[0034]              180                  185                  190

[0035] Ala  Asp  Ile  Asn  Gly  Leu  Arg  Arg  Val  Leu  Asp  Glu  Leu  Thr  Leu  Ala

[0036]          195                  200                  205

[0037] Arg  Ala  Asp  Leu  Glu  Met  Gln  Ile  Glu  Asn  Leu  Lys  Glu  Glu  Leu  Ala

[0038]      210                  215                  220

[0039] Tyr  Leu  Arg  Lys  Asn  His  Glu  Glu  Glu  Met  Lys  Ala  Leu  Arg  Gly  Gln

[0040] 225                  230                  235                  240

[0041] Val  Gly  Gly  Glu  Ile  Asn  Val  Glu  Met  Asp  Ala  Ala  Pro  Gly  Val  Asp
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[0042]                  245                  250                  255

[0043] Leu  Ser  Arg  Ile  Leu  Asn  Glu  Met  Arg  Asp  Gln  Tyr  Glu  Lys  Met  Ala

[0044]              260                  265                  270

[0045] Glu  Lys  Asn  Arg  Lys  Asp  Ala  Glu  Asp  Trp  Phe  Phe  Ser  Lys  Thr  Glu

[0046]          275                  280                  285

[0047] Glu  Leu  Asn  Arg  Glu  Val  Ala  Thr  Asn  Ser  Glu  Leu  Val  Gln  Ser  Gly

[0048]      290                  295                  300

[0049] Lys  Ser  Glu  Ile  Ser  Glu  Leu  Arg  Arg  Thr  Leu  Gln  Ala  Leu  Glu  Ile

[0050] 305                  310                  315                  320

[0051] Glu  Leu  Gln  Ser  Gln  Leu  Ser  Met  Lys  Ala  Ser  Leu  Glu  Gly  Ser  Leu

[0052]                  325                  330                  335

[0053] Ala  Glu  Thr  Glu  Asn  Arg  Tyr  Cys  Met  Gln  Leu  Ser  Gln  Ile  Gln  Gly

[0054]              340                  345                  350

[0055] Leu  Ile  Gly  Ser  Val  Glu  Glu  Gln  Leu  Ala  Gln  Leu  Arg  Cys  Glu  Met

[0056]          355                  360                  365

[0057] Glu  Gln  Gln  Asn  Gln  Glu  Tyr  Lys  Ile  Leu  Leu  Asp  Val  Lys  Thr  Arg

[0058]      370                  375                  380

[0059] Leu  Glu  Gln  Glu  Ile  Ala  Thr  Tyr  Arg  Arg  Leu  Leu  Glu  Gly  Glu  Asp

[0060] 385                  390                  395                  400

[0061] Ala  His  Leu  Thr  Gln  Tyr  Lys  Thr  Lys  Glu  Pro  Val  Thr  Thr  Arg  Gln

[0062]                  405                  410                  415

[0063] Val  Arg  Thr  Ile  Val  Glu  Glu  Val  Gln  Asp  Gly  Arg  Val  Ile  Ser  Ser

[0064]              420                  425                  430

[0065] Arg  Glu  Gln  Val  His  Gln  Thr  Ser  His

[0066]          435                  440

[0067] <210>   2

[0068] <211>   1326

[0069] <212>   DNA

[0070] <213>   Bos  taurus

[0071] <400>   2

[0072] atgacaacaa  ctatccggca  cttctcgagc  ggctctatca  aaggcagcag  cggcctggct   60

[0073] gggggctcgt  cgcgctcttg  ccgcgtaagc  ggaagcctgg  gtggcggtag  ctgccgtctg  120

[0074] gggagcgctg  gtggactggg  cagcgggctg  ggaggcagct  cctactcatc  gtgctactcg  180

[0075] tttgggagtg  gcgggtcata  tggctccggt  ggctacgtga  gcgggggtta  tggagggggc  240

[0076] tttggcggcg  tagacggcct  gctggtaggc  ggcgagaagg  cgaccatgca  aaatcttaat  300

[0077] gatcggctgg  cgtcatattt  agacaaagtg  cgggcattag  aggaggcgaa  cacggagtta  360

[0078] gagctgaaga  tccgtgactg  gtatcaaaaa  caggctccag  gacccgcacc  cgactatagc  420

[0079] tcgtacttta  agacgatcga  agacctgcgt  aataagatcc  acactgccac  agtcgacaac  480

[0080] gcaaacctgt  tgttgcagat  agataatgcg  cgcttagcgg  ccgatgactt  ccggactaaa  540

[0081] ttcgagaccg  aacaggcgtt  gcgggtttcg  gtagaagccg  acataaacgg  gttgcgtcgt  600

[0082] gtgttggatg  agttgacgct  tgcacgcgcg  gatttagaga  tgcagatcga  aaacttgaaa  660

[0083] gaggagttgg  cctacctgcg  caagaatcac  gaggaagaga  tgaaggcttt  acgggggcag  720
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[0084] gtcggaggtg  agatcaatgt  tgaaatggat  gctgctccgg  gcgtggacct  gtcacgtatt  780

[0085] ctgaacgaga  tgcgcgatca  gtacgaaaaa  atggcggaaa  agaaccgtaa  ggacgcggag  840

[0086] gattggttct  tctccaaaac  cgaggaattg  aaccgggagg  ttgccacgaa  ttccgagctg  900

[0087] gtccagagcg  ggaagtctga  aataagtgag  ttacgccgga  cgctgcaggc  ccttgaaatc  960

[0088] gagttacaga  gccaactttc  catgaaagcg  tcgctggaag  gctcgttggc  tgagacggag  1020

[0089] aaccgctact  gtatgcagct  ttcgcagatt  caggggctga  ttgggagcgt  cgaggagcaa  1080

[0090] ttagcgcagt  tacggtgcga  gatggagcaa  cagaatcagg  agtacaagat  ccttctggac  1140

[0091] gtgaagacac  gccttgagca  ggagatagct  acataccgcc  ggttgttgga  gggtgaggac  1200

[0092] gcacacctga  cgcaatacaa  aaccaaggaa  ccggtaacga  cgcgccaagt  tcgtaccata  1260

[0093] gtggaggagg  ttcaggatgg  gcgcgttatc  agcagccggg  aacaagtaca  ccaaacttca  1320

[0094] cattaa                                                            1370
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图1

图2
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