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(54)发明名称

粘附性肽及其用途

(57)摘要

本申请公开了被用作生物粘附性物质的具

有新型序列的肽；以及它的用途。根据本申请的

肽不仅允许比如细胞和组织的生物衍生物质还

允许非生物衍生物质附着到各种物体或物质上，

并且可以通过与比如标志物质、蛋白质、碳水化

合物和脂质的有机材料结合而且与各种无机材

料结合而用于比如不仅粘附性组合物而且生物

缀合组合物的不同的应用领域。
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1.一种分离的多肽，其由以下氨基酸序列组成，所述氨基酸序列由以下所示的氨基酸

序列组成：SEQ  ID  NO:6、15‑22、24‑27、29‑37、38‑41、42‑64、67或68。

2.如权利要求1所述的多肽，其中所述多肽的N端或C端被惰性基团修饰。

3.一种核酸分子，所述核酸分子编码如权利要求1或2所述的多肽。

4.一种载体，所述载体包括权利要求3所述的核酸分子。

5.一种细胞，所述细胞包括权利要求4所述的载体。

6.如权利要求1或2所述的多肽在制备用作粘合剂的组合物中的用途。

7.一种粘附性组合物，其包括如权利要求1或2所述的多肽。

8.一种将第一生物材料或非生物材料粘附至第二生物材料或非生物材料的方法，其通

过用如权利要求1或2所述的多肽处理所述第一生物材料或非生物材料和/或所述第二生物

材料或非生物材料进行，其中所述第一生物材料或非生物材料和所述第二生物材料或非生

物材料各自选自由塑料、玻璃、高分子量的合成树脂、金属、细胞、组织和微生物的细胞壁组

成的组中。
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粘附性肽及其用途

技术领域

[0001] 本公开涉及具有包括附着或吸附到各种表面的粘附性质的多肽。

背景技术

[0002] 生物粘合剂是充当用于细胞、组织的粘合剂的聚合材料或从其衍生的任何衍  生

物，并且在各个领域中具有许多实际应用。例如，它们可以用于医学领域中用  于附着在组

织之间或组织和细胞之间，用于愈合伤口、再生或修复组织，或者在  生物技术中用于培养

干细胞或其他一般的细胞、充当载体递送药物，用于生物缀 合或组织填充物等。

[0003] 因而，除了良好的粘附性之外，生物粘合剂要求具有足以在体内安全和长期  使用

的较少的副作用和较长的半衰期。

[0004] 生物粘合剂的例子包括氰基丙烯酸酯、纤维蛋白、明胶、白蛋白或聚氨酯类  材料。

氰基丙烯酸酯通常用于局部伤口闭合；然而，该用途受到从氰基丙烯酸酯  释放的有毒物质

的限制。基于合成聚合物的生物粘合剂由于其在水性条件下的弱 的粘附性而也具有缺点。

美国专利申请公开2002‑0022588和WO99/66964公开了  与碳二亚胺交联的白蛋白或明胶。

然而用于交联的碳二亚胺是有毒的并且具有弱 的粘附性，因而限制了其在体内的用途。

[0005] 因此，需要开发具有改善的粘附性以及适用于各种条件(特别是在体内)的较小 

的毒性的新型生物粘合剂。

发明内容

[0006] 本公开提供具有改善的粘附性的具有较小毒性或无毒性的在各种条件下具有  广

泛应用的新型多肽以及其用途。

[0007] 在一个方面，本公开提供了具有式I的肽或其衍生物：[X1‑X2‑X3‑X4‑X5]n：

[0008] 其中：

[0009] X1为任何氨基酸，

[0010] X2、X3和X4可以相同或不同，各自为L、V、I、E或A，

[0011] X5为K或R，

[0012] n为1至5的整数，并且如果n为2或更大，则每个肽可以相同或不同，其中，  所述氨

基酸为天然的或非天然的L‑型或D‑型。

[0013] 在本公开中，氨基酸由相关领域中定义的单字母代码表示如下：A，丙氨酸；  R，精

氨酸；N，天门冬酰胺；D，天门冬氨酸；C，半胱氨酸；E，谷氨酸；Q，  谷氨酰胺；G，甘氨酸；H，组

氨酸；I，异亮氨酸；L，亮氨酸；K，赖氨酸；M， 甲硫氨酸；F，苯丙氨酸；P，脯氨酸；S，丝氨酸；T，

苏氨酸；W，色氨酸；Y， 酪氨酸；V，缬氨酸；Z，谷氨酸和谷氨酰胺；X，序列表中的任何氨基酸。

[0014] 在一个实施方式中，式I的X1为S、T、C、P、N或Q。

[0015] 在其他实施方式中，式I的X2‑X3‑X4的序列可以由AAA、EEE、LVA、LVL、  LVV、LLA、LLL

或LLV表示。

[0016] 在其他实施方式中，式I的肽的序列可以由QLVVK(SEQ  ID  NO:1)、  QEEEK(SEQ  ID 
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NO:2)、QAAAK(SEQ  ID  NO:3)、NLVVK(SEQ  ID  NO:4)或  SLVVK(SEQ  ID  NO:5)表示。

[0017] 在本公开的其他方面，式II或式I的肽进一步包括[式II]，其可以与N端或C  端连

接或者与N端和C端都连接：[X6‑X7‑X8‑X9‑X10‑X11]n：

[0018] 在式II中，

[0019] X6为F、Y或W；

[0020] X7为K或R，

[0021] X8为A、M或I，

[0022] X9为L、M或G，

[0023] X10为任何氨基酸，

[0024] X11为C、S或T，

[0025] n为1或2，

[0026] 其中作为整体的X8和X9和/或作为另一个整体的X10和X11可以不存在，

[0027] 其中式I的X2、X3和X4中的至少一个可以不存在。

[0028] 在一个实施方式中，式II的多肽可以由FRALPC(SEQ  ID  NO:6)、FREEPC  (SEQ  ID 

NO:7)、FRVVPC(SEQ  ID  NO:8)、FEALPC(SEQ  ID  NO:9)、YRALPC  (SEQ  ID  NO:10)、WRALPC

(SEQ  ID  NO:11)、FRALP(SEQ  ID  NO:12)、FRAL(SEQ ID  NO:13)或FRPC(SEQ  ID  NO:14)表

示。

[0029] 在本公开的另外的方面，式I和/或式II的多肽可以在其N端和/或C端进一  步包括

式III的多肽：X121‑15，其中式I、II和III的多肽可以从N端至C端按照式III‑I‑II的顺序连

接，其中X为带正电荷的或带负电荷的氨基酸。在一个实施方式  中，带正电荷的氨基酸为K

或R，并且带负电荷的氨基酸为D或E。

[0030] 本公开的多肽可以根据取决于特定目的的需要与各种用于靶向或标记的试剂  缀

合。

[0031] 在仍其他方面，本公开提供包括如本文公开的本发明的多肽的生物缀合组合  物。

[0032] 在仍其他方面，本公开提供用于将各种生物或非生物来源的材料附着到其它  各

种生物或非生物来源的材料或者改善各种生物或非生物来源的材料附着到其它  各种生物

或非生物来源的材料的粘附性的粘附性组合物。

[0033] 在仍其他方面，本公开提供本发明的肽用于生物缀合的用途。

[0034] 在仍其他方面，本公开提供本发明的肽用于将各种生物或非生物来源的材料 附

着到其它各种生物或非生物来源的材料或者改善各种生物或非生物来源的材料 附着到其

它各种生物或非生物来源的材料的粘附性的用途。

[0035] 在仍其他方面，本公开提供本发明的多肽用于细胞附着的用途。

[0036] 有益效果

[0037] 本公开的新型肽可以有利地用作用于将比如细胞或组织的生物材料附着到各  种

表面的生物粘合剂。而且，本发明的肽可以用作与比如核酸、蛋白质、碳水化  合物或脂质等

的各种无机或有机材料缀合，用于将它们附着到各种表面，并且因  而可以在需要它的领域

中有许多应用。
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附图说明

[0038] 图1A至1D为示出根据本公开的一个实施方式的肽(A7‑1)粘附至作为非生物  材料

的玻璃、Zr、乙烯基类塑料(Vinyl)、聚苯乙烯纤维、聚己内酯、Ti和胶原(Col) 的结果。

[0039] 在图1A中，将通过二硫键与生物素缀合的根据本公开的一个实施方式的肽附  着

到玻璃上，并且分析来自生物素的信号。该信号表明本发明的肽附着到玻璃上。  当用DTT对

其处理以除去二硫键时信号消失，表明该信号来自与本发明的肽缀合 的生物素。

[0040] 图1B为图1A中采用的方法的示意性表示，示出附着到玻璃上的本发明的肽  与生

物素缀合，然后通过生物素的抗体对其进行检测。通过用去除SH键的DTT 处理，并且从而将

生物素从本发明的肽释放，信号消失。

[0041] 图1C为用来测试本发明的肽对各种非生物材料的粘附性的方法的示意性表  示，

除了使用FITC(异硫氰酸荧光素)代替生物素作为标记试剂以外，其基本上与 图1A相同。

[0042] 图1D为如图1C所述进行分析的结果，并示出了本发明的肽对各种非生物材  料的

表面的粘附性。从左到右，每个图上的圆圈分别表示仅PBS(磷酸盐缓冲盐水)、  FITC缀合的

A7‑1以及仅FITC染料。

[0043] 图2A为与FITC缀合的本发明的肽对骨移植物Bio‑ (Geistlich  Pharma , 

Inc)的表面的粘附性的测试结果，示出本发明的肽对商业骨移植物的优异的粘附 性。

[0044] 图2B为与FITC缀合的本发明的肽对骨移植物MBCPTM(Biomatlante)的表面的  粘附

性的测试结果，并示出本发明的肽对商业骨移植物的优异粘附性。荧光显微  镜图像以X200

拍摄。

[0045] 图2C为与FITC缀合的本发明的肽对小鼠的关节软骨组织/细胞的粘附性的测  试

结果，其中小鼠在软骨组织处被注射PBS、FITC缀合的A7‑1或FITC。处死小 鼠，并且用荧光

图像分析仪检查该组织。仅在注射了本发明的肽的软骨组织中检  测到荧光信号。这表明本

发明的肽对软骨组织(*)也具有优异的粘附性，该软骨组  织的主要组分为GAG(糖胺聚糖)，

包括硫酸乙酰肝素、肝素或硫酸软骨素等。该 结果对应于图4B的结果。

[0046] 图2D为与Cy缀合的本发明的肽对小鼠中关节软骨组织/细胞的粘附性的测试  结

果，其中小鼠在软骨组织中被注射PBS、Cy‑缀合的A7‑1或Cy。处死小鼠，并  用共聚焦图像分

析仪检查该组织。仅在注射了本发明的肽的软骨组织中检测到荧  光信号。这表明本发明的

肽对于软骨组织(*)和骨(#)具有优异的粘附性，与图4B 的结果相对应。

[0047] 图2E为基本上以与图2D所述的相同方式进行测试的结果，不同之处是将用  本发

明的肽注射的小鼠的组织分解并固定并通过共聚焦图像分析仪检查。结果示  出，本发明的

肽对已知包括大量GAG或ECM(细胞外基质)的弹性纤维具有优异的  粘附性。这对应于下述

图4B的结果。

[0048] 图2F为基本上以与图2E所述的相同方式进行测试的结果，不同之处是将本  发明

的肽应用于小鼠的皮肤。结果示出，本发明的肽对已知含有大量皮肤的弹性 纤维的皮肤以

及表皮和真皮的ECM具有优异的粘附性。这对应于下述图4B的结 果。

[0049] 图2G为基本上以与图2F所述的相同方式进行测试的结果，不同之处是将本  发明

的肽应用于小鼠的毛发。结果示出，本发明的肽对已知含有大量弹性纤维的  毛发具有优异

的粘附性。这对应于下述图4B的结果。

[0050] 图2H为基本上以与图2F所述的相同方式进行测试的结果，不同之处是本发  明的
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肽被应用于小鼠的皮下脂肪，并且示出对结缔组织(CT)优异的粘附性。

[0051] 图2I为基本上以与图2F所述的相同方式进行测试的结果，不同之处是本发明  的

肽被应用于小鼠的眼球，并且在处理后30分钟示出眼球表面上的强着色。这表 明本发明的

肽对胶原的优异粘附性。

[0052] 图2J为通过使用与肝素或N‑乙酰葡糖胺连接的珠的亲和色谱法来测试用  FITC标

记的本发明的肽对肝素或N‑乙酰葡糖胺的亲和性的结果。结果示出，添加  未标记的冷

(cold)肽导致FITC信号的突然下降，表明本发明的肽对被测试物质的  粘附性。结果还表

明，对肝素具有粘附性/结合亲和性的本发明的肽可用来减轻肝  素的抗凝血作用，或通过

结合到生长因子来增加对细胞外基质的可接近性。

[0053] 图2K为本发明的肽对几丁质(GlcNAc)和β(1,3)葡聚糖的粘附性的测试结果，  其

中肽用Cy标记并用荧光显微镜检查。结果示出本发明的肽对用FITC标记的酵  母聚糖颗粒

的积累。酵母聚糖颗粒包括几丁质(GlcNAc)和β(1,3)葡聚糖，并且是酵  母细胞壁的组分。

几丁质为N‑乙酰葡糖胺的聚合物，并且β(1,3)葡聚糖为葡萄糖 的聚合物。

[0054] 图2L为示出本发明的肽对革兰氏阴性菌细胞壁的粘附性的结果。细胞壁的主  要

成分为由GlcNAc(N‑乙酰葡糖胺)和MurNAc(N‑乙酰胞壁酸)组成的蛋白多糖。通  过荧光显

微镜检查结果，并用DAPI进行对比染色。

[0055] 图2M为示出本发明的肽对革兰氏阳性菌细胞壁的粘附性的结果。细胞壁的主  要

成分为由GlcNAc(N‑乙酰葡糖胺)和MurNAc(N‑乙酰胞壁酸)组成的蛋白多糖。通  过荧光显

微镜检查结果，并用DAPI进行对比染色。

[0056] 图3A为本发明的肽增加锚着依存性细胞MC3T3‑E1对培养板的粘附性的能力 的测

试结果。结果示出，与仅用PBS处理的阴性对照相比，用本发明的肽处理的  细胞具有粗糙的

膜边界。这表明本发明的肽可以增加比如细胞的生物材料对比如  培养板的非生物材料的

粘附性。

[0057] 图3B为与目前用来增加细胞粘附性的PLL(聚‑L‑赖氨酸)处理的那些锚着依存  性

细胞相比，用本发明的肽处理的锚着依存性细胞MC3T3‑E1对疏水性培养板的  粘附性的测

试结果。结果示出，与用PBS或PLL处理的细胞相比，用本发明的肽  处理的细胞具有增加的

粘附性。这表明本发明的肽可以通过补偿各种目前使用的 组织植入材料(比如PCL)的低粘

附性而具有工业应用性。

[0058] 图3C为与仅用缓冲液处理的对照相比，用本发明的肽处理的锚着依存性细胞  ST2

对疏水性培养板的粘附性的测试结果。结果示出，如荧光显微镜分析所示，与  对照相比，用

本发明的肽处理的细胞具有增加的粘附性。

[0059] 图3D为用本发明的肽处理的锚着依存性细胞C2C12在细胞从冷冻解冻之后  对培

养板的粘附性的测试结果。结果示出，如荧光显微镜分析所示，与对照相比，  用本发明的肽

处理的细胞具有增加的粘附性。尤其，已知解冻后细胞的粘附性对  细胞的存活有很大的影

响。结果表明，本发明的肽通过最小化细胞解冻后的细胞  死亡而可以有利地用于细胞培养

领域，特别是原代细胞培养领域。

[0060] 图3E为与作为阴性对照的Mock和明胶相比，用本发明的肽处理的经丝裂霉  素处

理的STO饲养细胞对亲水性培养板的粘附性的测试结果。结果示出，如荧光  显微镜分析所

示，与阴性对照和明胶对照相比，用本发明的肽处理的细胞具有增  加的粘附性。
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[0061] 图3F为与阴性对照(Mock)相比，本发明的肽增加图中所示的各种细胞(建成的  细

胞系和原代细胞)对疏水性培养板的粘附性的能力的测试结果。通过测量细胞代  谢来分析

结果。结果示出，与阴性对照相比，本发明的肽可以增加各种细胞的粘 附性。

[0062] 图4A至4C示出本发明的肽增加细胞的粘附性的可能的机制的分析结果。

[0063] 图4A为示出通过A7‑1增加细胞的粘附性不需要用电解质处理细胞(EDTA处  理)，

并且也不需要新的蛋白质合成(CHX处理)的结果。然而，通过用血清处理细  胞，早期阶段的

粘附性被抑制。这可以解释为，血清中丰富存在的各种类型的GAG  首先或优先与本发明的

肽结合，留下较少量的肽给细胞。

[0064] 图4B为本发明的肽促进粘附性的机制中GAG或胶原的参与的测试结果。结  果示

出，GAG和胶原均参与了本发明的肽促进细胞粘附性的机制，证据是当细胞  用酶处理以去

除潜在靶时粘附性消失的结果。通过用胶原酶处理细胞的细胞粘附  性的降低表明粘附性

的增加部分是由于与胶原的相互作用。并且用透明质酸酶处  理的结果表明硫酸肝素的水

解，因而GAG中的硫酸肝素与本发明的肽之间的相互  作用也至少部分上是通过本发明的肽

促进粘附性的原因。下部分的图表明GAG参  与的测试结果，并且示出通过加入肝素和C‑硫

酸盐(C‑sulfate)(CS)，通过本发明的  肽A7‑1增加的粘附性以浓度依赖方式显著降低。这

表明GAG参与本发明的肽A7‑1  的粘附性。已知GAG浓度的变化与各种疾病的发展有关。因

而，本发明的肽可以  被利用来控制血液中的GAG浓度或作为靶向GAG的药物载体。

[0065] 图4C为在存在作为竞争剂的可溶性RGDS肽的情况下，本发明的肽粘附性的  测试

结果，并且示出在不存在A7‑1的情况下，RGDS的添加显著降低细胞对底部 的粘附性，因为

RGDS首先或优先与粘附分子整合素结合。然而，在A7‑1的存在  下，发现细胞粘附性不受

RGDS的添加的影响。这表明本发明的肽具有与通过整  合素的锚着依存性粘附性不同的机

制。

[0066] 图5A为能够测试Oct4的活性的报告系统和实验过程的示意图，该Oct4为干  细胞

特性指标，用来分析促进iPSC(诱导多能干细胞)的粘附性的本发明的肽。

[0067] 图5B为使用图5A的系统获得的结果，其中在培养的第2天和第3天检查Oct4 的表

达以分析在存在或不存本发明的肽的情况下，iPSC的干细胞特性和粘附性。  在实验中，使

用预涂布有饲养细胞或明胶的培养板作为对照，并且通过预涂布培  养板和在细胞介质中

加入肽或混合肽来测试本发明的肽。结果发现在存在本发明 的肽的情况下，在培养介质中

加入肽和预涂布板的两个测试中，iPSC的干细胞特 性和粘附性得到良好的保持。

[0068] 除了在第4天检查细胞之外，图5C与图5B相同。结果表明在存在本发明的  肽的情

况下，良好保持了iPSC的干细胞特性和粘附性。

[0069] 图6A为使用Alp(碱性磷酸酶)作为另一种干细胞特性标志物的实验结果，其  通过

将该标志物的细胞染色来分析。结果也表明，本发明的肽能够介导iPSC的粘 附性，并且同

时在预涂布板和在培养介质中加入肽的两个测试中都保持干细胞特 性。

[0070] 图6B为使用Nanog作为另一种干细胞特性标志物的实验结果，其通过将该标  志物

的细胞染色来进行分析。结果也表明，本发明的肽能够介导iPSC的粘附性，  并且在预涂布

板和在培养介质中加入肽的两种情况下都保持干细胞特性。

[0071] 除了使用hESC以外，图6C与图6A相同。结果表明，在不存在饲养细胞或 

的情况下，细胞能够很好地增殖。
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[0072] 图7A为使用本发明的肽的生物缀合过程的示意性表示，其中本发明的肽通过  连

接物DSS(辛二酸二琥珀酰亚胺酯)与BMP2缀合。

[0073] 图7B为通过用本发明的肽涂布培养板来用本发明的肽处理C2C12细胞后48  小时，

在C2C12细胞中作为用于骨分化的标志物的A1p的表达的测试结果。结果  示出，与BMP组

(rhBMP2)或CL组(用交联剂处理)相比，Alp的表达增加，这表明  本发明的肽能够促进骨分

化。

[0074] 图8A至8C为本发明的肽在成骨细胞MC3T3‑E1中的稳定性的测试结果。

[0075] 图8D为本发明的肽在从小鼠中分离的单核细胞中的安全性的测试结果，其中  用

本发明的肽刺激单核细胞并检查炎症的诱导。

[0076] 图9A至9C为本发明的肽与先前已知的粘附性肽的粘附性的比较结果。

[0077] 图9A为本发明的肽A7‑1与层粘连蛋白和聚‑L‑鸟氨酸的粘附性的比较结果，  其中

来自脊髓的神经细胞在涂布有上述每种肽的培养板上孵育，并且在图中所示 的小时处检

查CCK‑8。

[0078] 图9B为培养后第4天的显微镜检查结果。

[0079] 图9C为确认用本发明的肽A7‑1包覆的原代细胞确实为来源于神经的细胞的  实验

结果，其中通过免疫荧光然后共聚焦显微镜来检查针对神经细胞的特异性的  蛋白质标志

物。结果表明，与其它已知的粘附性肽相比，本发明的肽具有优越的  粘附性。

[0080] 图10A至10C为示出通过本发明的肽促进粘附进程的结果，其中在培养后6  小时对

细胞进行分析。

[0081] 图10A为示出以下的结果：在阴性对照细胞中观察到许多肌动蛋白环  (actin‑

rings)(细胞处于粘附性的早期阶段的征兆)，与用本发明的肽A7‑1处理的细  胞相反，其中

观察到许多应力纤维形成，表明细胞处于粘附性的晚期阶段。

[0082] 图10B为对图10A的结果进行定量的图。

[0083] 图10C为测量细胞的几何形状的结果(细胞长宽比：细胞纵向/横向比，其中在  粘

附过程期间的非常早期阶段中，完全圆形的细胞的值接近1，并且随着细胞附着  而增加)。

结果示出，与对照相比，用A7‑1处理的细胞具有优异的粘附性。

[0084] 图11为根据本公开的各种肽通过与细胞外基质组分肝素和GAG的相互作用  来促

进粘附性的测试结果。

具体实施方式

[0085] 在一个方面，本公开涉及具有式I的肽或多肽或其衍生物：[X1‑X2‑X3‑X4‑X5]n：

[0086] 其中

[0087] X1为任何氨基酸，特别是具有极性不带电荷的侧链，

[0088] X2、X3和X4可以相同或不同，各自为L、V、I、E或A，

[0089] X5为K或R，

[0090] n为1至5的整数，如果n为2或更大，则每个多肽可以相同或不同，其中，  氨基酸为

天然的或非天然的D‑型或L‑型残基。

[0091] 如本文所使用的，术语“氨基酸”指天然存在的20种氨基酸或非天然氨基酸， 以及

翻译修饰后的氨基酸，以类似于天然存在的氨基酸的方式起作用的氨基酸类  似物和氨基
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酸模拟物，包括例如磷酸丝氨酸和磷酸苏氨酸；稀有氨基酸，比如2‑  氨基己二酸、羟赖氨

酸、正缬氨酸和正亮氨酸；被修饰以提高其在细胞中的稳定  性的氨基酸；以及D‑型和L‑型

的光学异构体。可用于本公开的带正电荷的氨基酸、  带负电荷的氨基酸、极性不带电荷的

氨基酸和非极性脂族氨基酸，是本领域公知 的，并且可以由本领域普通技术人员毫不费力

地选择。

[0092] 在本公开的一个实施方式中，带正电荷的氨基酸为K或R。

[0093] 在本公开的其他实施方式中，带负电荷的氨基酸为D或E。

[0094] 在本公开的仍其他实施方式中，极性不带电荷的氨基酸为S、T、C、P、N或  Q。

[0095] 在本公开的仍其他实施方式中，非极性脂族氨基酸为G、A、L、V、M或I。

[0096] 如本文使用的，术语天然的和非天然的分别各自指在细胞、组织或体内发现 的化

合物；和为了特定目的对其人工修饰的化合物。

[0097] 如本文使用的，术语“肽”和“多肽”可互换使用，并且除非另有定义，从N  端至C端

读取，并且指其中氨基酸单体共价连接的分子，并且被解释为包括肽，  该肽包括天然氨基

酸或其裂解产物、合成肽、以重组方式制备的肽、肽模拟物(通  常为合成肽)、肽类似物(比

如类肽和半类肽)以及被修饰来改善其在细胞中的稳定  性或渗透功能的肽。修饰的例子包

括N端修饰、C端修饰、肽键修饰(比如CH2‑NH、  CH2‑S、CH2‑S＝O和CH2‑CH2)、主链修饰以及侧

链修饰。肽模拟物通过本领域已  知的方法制备，该方法可以参考，例如，Quantitative 

Drug  Design，C.A.Ramsden  Gd.,  Choplin  Pergamon出版社(1992年)。

[0098] 如本文使用的，术语“粘附”包括附着或吸附，其包括可逆或不可逆的粘附。  在其

它方面，粘附包括通过包括共价键、离子键、范德华键和氢键的至少一种化  学相互作用的

附着或吸附。

[0099] 在本公开中，无机材料或无机材料的表面可互换使用。无机材料包括在普遍  接受

的含义内的材料，其不含有碳、硅或氮，或者由于高度的静电导电性而具有  相对自由的电

子构型。本公开中特别包括的是具有疏水性表面的无机材料，比如  金属，例如铁、铜或包括

金、银或铂的贵金属、钛或铝；陶瓷，比如氧化锆；钙  磷灰石晶体，比如羟基磷灰石；高分子

量合成树脂，比如聚乙烯以及；玻璃及其 组合，但不限于此。

[0100] 本文使用的术语表面以最广泛的意义来解释，并且在具有至少二维结构的材  料

但不限于具有特定形状和/或尺寸的材料中存在。并且，包括分子水平或单元水  平的表面

以及由包括这样的分子或单元的材料形成的表面。例如，本公开中包括 的表面可以以从几

纳米至几微米的范围内的尺寸的颗粒或者从几毫米至几米的范  围内的尺寸的材料出现/

存在。

[0101] 在本公开中，发现式I的肽(也称为第一域/区)参与到对细胞表面或细胞膜的粘 

附中，并且还可以取决于本文所述的感兴趣的具体应用以多种数目存在。另外，  如下所述，

第一区被认为是可以影响本发明的肽的二级结构的核心区，且有助于  保持其它区的分子

特性。特别地，第一区本质上是疏水性的，使得能够与感兴趣 的分子或细胞进行疏水相互

作用，并且可以有利地用于组织再生，例如被提供作 为纳米结构载体或凝胶组分。

[0102] 在本公开中，第一区或式I的肽可以包括多个由5个氨基酸构成的单元，并且  当包

括两个或更多个单元时，每个单元可以相同或不同。包括在本发明的肽中的  单元的数目可

以不同，并且鉴于本发明的肽的感兴趣的功能(比如用于制备、储存  或递送)或者鉴于下文
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所述的效果或各种应用而确定。例如，在式I中，n可以为1  至10、1至9、1至7、1至6、1至5、1至

4、1至3、1至2或1。

[0103] 在其他实施方式中，在式I中，X1为任何氨基酸，特别是极性不带电荷的氨  基酸，

更特别地为S、T、C、P、N或Q。

[0104] 在其他实施方式中，在式I中，X2、X3和X4可以相同或不同，并且各自为L、  V、I、E或

A。X2‑X3‑X4的序列例如为AAA、EEE、LVA、LVL、LVV、LLA、  LLL或LLV等，但不限于此。在其他实

施方式中，式I可以为X1‑LVV‑X5、  X1‑AAA‑X5或X1‑EEE‑X5。

[0105] 在一个实施方式中，式I的序列由QLVVK(SEQ  ID  NO:1)、QEEEK(SEQ  ID NO:2)、

QAAAK(SEQ  ID  NO:3)、NLVVK(SEQ  ID  NO:4)或SLVVK(SEQ  ID  NO:  5)表示。

[0106] 在其他方面，本公开涉及式II的肽或进一步包括以下式II的式I的肽。

[0107] [X6‑X7‑X8‑X9‑X10‑X11]n，

[0108] 在式II中，

[0109] X6为F、Y和W中的任一个，

[0110] X7为K或R，

[0111] X8为A、M和I中的任一个，

[0112] X9为L、M和G中的任一个，

[0113] X10为任何氨基酸，

[0114] X11为C、S和T中的任一个

[0115] 其中(X7和X8)以及(X10和X11)中的至少一个组可以不存在，

[0116] 其中n为1或2。

[0117] 式II的肽可以连接到氨基端(N端)或羧基端(C端)，或N端和C端两者。

[0118] 根据本公开，式II的肽(称为第二区/域)赋予本发明的肽亲水性质，使得能够  容

易地解离，并且当其与式I的肽组合，作为单个分子存在时可以形成α螺旋作为 二级结构。

[0119] 在一个实施方式中，式I的肽和式II的肽中的至少一个可以各自以各种布置  包括

在本发明的肽中。例如，本发明的肽可以包括其中至少一个式I的肽连接到至  少一个式II

的肽的肽，例如包括式I‑II的肽、式II‑I的肽、式I‑I‑式II‑II的肽，或  者其中至少两个连

续连接的式I的肽和式II的肽进一步连接的肽，例如包括式  I‑II‑I‑II的肽或式I‑II‑I的

肽或式II‑I‑II的肽。该顺序可以改变。

[0120] 在本公开的一个实施方式中，式II的肽由FRALPC(SEQ  ID  NO:6)、FREEPC  (SEQ  ID 

NO:7)、FRVVPC(SEQ  ID  NO:8)、FEALPC(SEQ  ID  NO:9)、YRALPC  (SEQ  ID  NO:10)、WRALPC

(SEQ  ID  NO:11)、FRALP(SEQ  ID  NO:12)、FRAL(SEQ ID  NO:13)或FRPC(SEQ  ID  NO:14)表

示。

[0121] 在本公开的其他方面，式I的肽、式II的肽或包括式I和II两者的肽可以在  其N端

或C端进一步包括式III的肽：X121‑15，包括比如式III‑I‑II，其中X12为带  正电荷的或带负电

荷的氨基酸。当本发明的多肽以式III开始时，第一个氨基酸可 以是带正电荷或带负电荷

的，其也包含在本公开中。

[0122] 在一个实施方式中，在式III中，带正电荷的氨基酸为K或R。

[0123] 在其他实施方式中，在式III中，带负电荷的氨基酸为D或E。

[0124] 在本公开的一个实施方式中，与在N端连接的式III结合的式I和/或式II所  包含
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的本发明的肽可以由以下表示：RQLVVK(SEQ  ID  NO:15)；FRALPC(SEQ  ID NO:6)；

F R A L P C R Q L V V K ( S E Q  I D  N O : 1 6 ) ；R Q L V V K F R A L P C ( S E Q  I D  N O : 1 7 ) ； 

RQLVVKFRALPCRQLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:18)；RQLVVKFRALP(SEQ  ID NO:19)；RQLVVKFRAL

(SEQ  ID  NO:20)；KQLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:21)；  RQKFRALPC(SEQ  ID  NO:22)；

RQEEEKFRALPC(SEQ  ID  NO:23)；  RQAAAKFRALPC(SEQ  ID  NO:24)；RQLVVKFRPC(SEQ  ID  NO:

25)；  RQLVVKFREEPC(SEQ  ID  NO:26)；RQLVVKFRVVPC(SEQ  ID  NO:27)；  RQEEEKFREEPC(SEQ 

ID  NO:28)；EQLVVEFEALPC(SEQ  ID  NO:29)；  RQLVVKYRALPC(SEQ  ID  NO:30)；RQLVVKWRALPC

(SEQ  ID  NO:31)；  RNLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:32)；RSLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:33)；  R‑

(QLVV)2‑KFRALPC(SEQ  ID  NO:34)；R‑(QLVV)3‑KFRALPC(SEQ  ID  NO:35)；  R‑(QLVV)4‑

KFRALPC(SEQ  ID  NO:36)；RQLVVK‑(FRALPC)2(SEQ  ID  NO:37)；(R)2‑QLVVKFRALPC(SEQ  ID 

NO:38)；(R)5‑QLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:39)；  (R)10‑QLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:40)或(R)15‑

QLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:41)。

[0125] 在本公开的其他实施方式中，与在N端连接的式III结合的式I和/或式II所  包含

的本发明的肽可以由以下表示：RQLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:17)；  KQLVVKFRALPC(SEQ  ID 

NO:21)；RNLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:32)；  RSLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:33)；RQVVVKFRALPC

(SEQ  ID  NO:42)；  RQIVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:43)；RQAVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:44)； 

RQEVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:45)；RQLLVKFRALPC(SEQ  ID  NO:46)；  RQLIVKFRALPC(SEQ  ID 

NO:47)；RQLAVKFRALPC(SEQ  ID  NO:48)；  RQLEVKFRALPC(SEQ  ID  NO:49)；RQLVLKFRALPC

(SEQ  ID  NO:50)；  RQLVIKFRALPC(SEQ  ID  NO:51)；RQLVAKFRALPC(SEQ  ID  NO:52)； 

RQLVEKFRALPC(SEQ  ID  NO:53)；RQAAAKFRALPC(SEQ  ID  NO:24)；  RQEEEKFRALPC(SEQ  ID 

NO:23)；RQLVVRFRALPC(SEQ  ID  NO:54)；  RQLVVKYRALPC(SEQ  ID  NO:30)；RQLVVKWRALPC

(SEQ  ID  NO:31)；  RQLVVKFKALPC(SEQ  ID  NO:55)；RQLVVEFEALPC(SEQ  ID  NO:56)； 

RQLVVKFRLLPC(SEQ  ID  NO:57)；RQLVVKFRILPC(SEQ  ID  NO:58)；  RQLVVKFRVLPC(SEQ  ID 

NO:59)；RQLVVKFRELPC(SEQ  ID  NO:60)；  RQLVVKFRAAPC(SEQ  ID  NO:61)；RQLVVKFRAIPC

(SEQ  ID  NO:62)；  RQLVVKFRAVPC(SEQ  ID  NO:63)；RQLVVKFRAEPC(SEQ  ID  NO:64)； 

RQLVVKFRVVPC(SEQ  ID  NO:27)；RQLVVKFREEPC(SEQ  ID  NO:26)；  RQEEEKFREEPC(SEQ  ID 

NO:28)；RQEEEEFEEEPC(SEQ  ID  NO:65)；  RQLVVKFRALXC(SEQ  ID  NO:66)；RQLVVKFRALPS

(SEQ  ID  NO:67)；  RQLVVKFRALPT(SEQ  ID  NO:68)或RQLVVKFRALPX(SEQ  ID  NO:69)。鉴于用 

于表征本发明的肽的粘附性活性的实验结果，上面公开的肽在各种位置处有替换， 并且基

于SEQ  ID  NO:17的12肽而产生，因而显然它们也具有粘附性活性，因而  被本公开所包含。

[0126] 在其它实施方式中，本公开涉及具有SEQ  ID  NO:15至69的多肽。还包含其 中第一

残基根据式III的定义而改变的肽。

[0127] 然而，根据本发明的多肽不限于上述序列，而是包括其生物等同物。术语生  物等

同物指含有对本文公开的氨基酸序列的额外修饰但具有与本文公开的多肽基  本上相同或

类似的活性的多肽。这样的修饰包括，例如，删除、插入和/或替换氨  基酸序列中的一个或

多个残基。该修饰可以鉴于比如尺寸、电荷、疏水性或亲水  性的侧链的相似性的性质来确

定。基于侧链在尺寸、形状和化学/电学性质方面的  特性，认为精氨酸、赖氨酸和组氨酸为

带正电荷的残基；丙氨酸、甘氨酸和丝氨  酸具有类似的侧链尺寸；苯丙氨酸、色氨酸和酪氨

酸具有类似的侧链结构。因而，  鉴于此，精氨酸、赖氨酸和组氨酸；丙氨酸、甘氨酸和丝氨
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酸；苯丙氨酸、色氨 酸和酪氨酸被认为是生物学上等同的。

[0128] 当引入修饰时也考虑疏水指数。每个氨基酸根据其疏水性和电荷被赋予唯一  的

疏水指数，如下：异亮氨酸(+4.5)；缬氨酸(+4.2)；亮氨酸(+3.8)；苯丙氨酸(+2.8)；  半胱氨

酸/胱氨酸(+2.5)；甲硫氨酸(+1.9)；丙氨酸(+1.8)；甘氨酸(‑0.4)；苏氨酸(‑0.7)；  丝氨酸

(‑0.8)；色氨酸(‑0.9)；酪氨酸(‑1.3)；脯氨酸(‑1.6)；组氨酸(‑3.2)；谷氨酸(‑3.5)；  谷氨

酰胺(‑3.5)；天冬氨酸(‑3.5)；天冬酰胺(‑3.5)；赖氨酸(‑3.9)；和精氨酸(‑4.5)。

[0129] 如上所述的疏水指数可用于赋予蛋白质交互式生物功能。已知，类似的生物  活性

可用具有类似疏水指数的氨基酸的替换来获得。当参考疏水指数进行修饰时，  优选的是选

择疏水指数差在±2，更优选±1，特别优选±0.5以内的氨基酸用于替换。

[0130] 还已知，具有类似亲水性值的氨基酸之间的替换产生生物学上等同的蛋白质。

[0131] 例如，可以参考美国专利号4,554 ,101，其中亲水性值公开如下：精氨酸(+3.0)； 

赖氨酸(+3.0)；天冬氨酸(+3.0±1)；谷氨酸(+3.0±1)；丝氨酸(+0.3)；天冬酰胺(+0.2)； 

谷氨酰胺(+0.2)；甘氨酸(0)；苏氨酸(‑0.4)；脯氨酸(‑0.5±1)；丙氨酸(‑0.5)；组氨酸  (‑

0.5)；半胱氨酸(‑1.0)；甲硫氨酸(‑1.3)；缬氨酸(‑1.5)；亮氨酸(‑1.8)；异亮氨酸(‑1.8)； 

酪氨酸(‑2.3)；苯丙氨酸(‑2.5)；色氨酸(‑3.4)。

[0132] 另外，对于落入该范围内，不会导致与亲本蛋白质相比生物特性实质变化的  氨基

酸替换，可以参考H.Neurath，RLHill，The  Proteins，第三版，Academic出版  社，纽约，1979

年。例如，典型的替换包括Ala/Ser、Val/Ile、Asp/Glu、Thr/Ser、  Ala/Gly、Ala/Thr、Ser/

Asn、Ala/Val、Ser/Gly、Thr/Phe、Ala/Pro、Lys/Arg、Asp/Asn、  Leu/Ile、Leu/Val、Ala/Glu

和Asp/Gly。

[0133] 此外，当考虑如上所述具有生物学上等效活性的变体时，本发明不仅包含本  文公

开的氨基酸序列或下述编码该氨基酸序列的核酸，而且还包含与本文公开的  序列基本上

相同的序列。术语“基本上相同的序列”指当将序列与本文公开的序  列比对以便尽可能高

程度地彼此对应，并且使用本领域中一般使用的算法来分析 比对的序列时，示出优选至少

61％，更优选至少70％，更优选至少80％，最优选  至少90％的与本文公开的序列的相似度

的那些序列。比对序列用于比较的方法是  本领域公知的。例如，在Smith和Waterman，

Adv .Appl .Math .(1981年)2:482；  Needleman和Wunsch，J .Mol .Bio .(1970年)48:443；

Pearson和Lipman，Methods in  Mol .Biol .(1988年)24:307‑31；Higgins和Sharp，Gene

(1988年)73:237‑44；  Higgins和Sharp，CABIOS(1989年)5:151‑3；Corpet等，Nuc.Acids 

Res.(1988年)  16:10881‑90；Huang等，Comp.Appl.BioSci.(1992年)8:155‑65以及Pearson

等，  Meth .Mol .Biol .(1994年)24:307‑31中描述了各种程序和比对算法。NCBI  Basic 

Local  Alignment  Search  Tool(BLAST)(Altschul等，J.Mol.Biol.(1990年)215:403‑10) 

可从NBCI等获得，用于与序列分析程序(比如blast、blastp、blasm、blastx、tblastn  和

tblastx)组合使用。BLAST在http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/上可获得。如  何使用

此程序确定序列一致性的说明在  http://www .ncbi .nlm .nih .gov/BLAST/blast_

help.html上可获得。

[0134] 在一个实施方式中，C端和/或N端，特别是C端可以用惰性基团比如NH2基团取代，

以增加肽的稳定性。

[0135] 在另外的方面，本公开还涉及编码本文公开的肽的核苷酸序列或核酸分子以  及
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含有其的载体和包括该载体的细胞。本领域普通技术人员将能够从本领域已知 的密码子

表中确定核苷酸序列，并且还将能够分别选择本发明的核苷酸被克隆和  递送到的合适的

载体和细胞。

[0136] 本文公开的本发明的肽可用来附着或改善各种生物或非生物来源的材料或其  表

面的粘附性。因而，这样的性质可用于介导相同或不同材料之间的附着。例如，  本发明的肽

可以用于将细胞附着到培养板上，或用于在细胞之间附着，或者被缀  合到比如荧光染料的

标记物上的本发明的肽可以用于标记细胞或组织。而且，当  用其处理感兴趣的组织时，可

以使用被缀合到比如骨形态发生蛋白质等的治疗剂  的本发明的肽来增加试剂的治疗效

果。

[0137] 不希望受到该理论的限制，发现本发明的肽通过具有对肽聚糖层，以及进一  步对

微生物的细胞壁的组分(包括脂多糖)以及对(1,3)‑β葡聚糖(酵母细胞壁的组分) 的亲和

性来增加粘附性。因而，本发明的肽可以在各种领域中广泛应用。

[0138] 而且，本发明的肽可以通过ε氨基连接到各种化合物上，并用于递送化合物。

[0139] 不希望受到该理论的限制，本发明的肽对蛋白多糖(软骨的组分)表现出优异的 

亲和性。因而，本发明的肽可以有利地用于组织再生还有整形外科领域。因而，  本发明的肽

可以应用于软骨再生等。可以与本发明的肽一起使用的材料包括材料  或其表面，该材料特

别是生物材料，其被分类成比如动物、植物以及来自其的任 何部分(包括例如细胞、组织和

器官)的生物材料。

[0140] 从这个角度，本发明的肽可以进一步包括靶向试剂或标记试剂。

[0141] 在其他方面，本公开涉及包括本文公开的本发明的肽的生物缀合组合物

[0142] 在仍其他方面，本公开涉及用于生物或非生物材料的粘附性组合物。

[0143] 在一个实施方式中，将本发明的肽或包括该肽的组合物应用于用于附着的细  胞，

包括来自植物、昆虫和动物的细胞。例如，本发明的肽可以用于附着多潜能  细胞、成体干细

胞和前体细胞。多能细胞的例子包括ES细胞、GS细胞和iPS(诱  导的多能干细胞)。成体干细

胞的例子包括MSC(间充质干细胞)、造血干细胞和神  经干细胞。前体细胞的例子包括来自

皮肤、真皮、内皮、表皮、肌肉、心肌、神  经、骨、软骨、脑、上皮、心脏、肾脏、胰腺、脾脏、口腔、

角膜或毛发的细胞。

[0144] 来自人的细胞的例子包括但不限于ES细胞、iPS细胞、MSC、软骨细胞、成  骨细胞、

破骨细胞、间充质细胞、肌细胞、心肌细胞、神经细胞、肝细胞、胚胎  细胞、成纤维细胞、角膜

上皮细胞、角膜内皮细胞、血管内皮细胞以及造血细胞。  细胞可以是同源的或异源的。

[0145] 将本发明的肽或组合物应用在其上的表面没有特别限制，并且包括具有亲水  或

疏水性质的有机或无机表面。在一个实施方式中，本发明的肽或组合物可以应  用于生物来

源或非生物来源(比如塑料、玻璃、高分子量合成树脂和金属)的表面。

[0146] 本发明的肽或组合物的用途包括但不限于(1)在水(水或盐水)中底物之间的粘 

附；(2)矫形治疗，比如骨、韧带、肌腱、半月板和肌肉治疗以及人造材料植入；  (3)比如穿

孔、裂缝、切口或眼部粘附(比如角膜移植和人造角膜插入)的治疗；(4)  牙科应用，比如牙

套、加工义齿、牙冠安装、牙齿固定、断牙治疗和填充剂固定；  (5)手术治疗，比如血管闭塞、

细胞组织移植、人造材料移植、伤口闭合；(6)植物 中的粘附，比如植物嫁接、伤口愈合；(7)

包括干细胞的细胞或组织培养物；(8)用  于比如人造器官、牙科、手术或眼科装置的医疗装
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置(比如植入物、骨剔除器、骨  笼、导丝、导管和支架)的基材；(9)骨、钛或陶瓷等的粘附；以

及(10)包括生物活 性剂、标记试剂和靶材料的各种生物材料的生物缀合。

[0147] 在一个实施方式中，本发明的肽或组合物可以用于牙科、眼科或矫形治疗用  于细

胞或组织移植或再生，在这种情况下，可以在其上应用本发明的肽或组合物 的表面包括但

不限于PLGA、羟基磷灰石、锆、钛、铁、不锈钢、钛、铂、金和合 金。

[0148] 在仍其他实施方式中，本发明的肽或组合物可以用于将比如细胞的第一材料 附

着到比如载体的第二材料的方法。该载体包括但不限于细胞培养板、微珠、基  板、组织植入

物等。本发明的肽或组合物可以用于细胞或组织培养物，特别是用  于干细胞培养物。根据

本公开的一个实施方式，发现本发明的肽与用于细胞粘附 的目前使用的试剂相比在附着

细胞方面非常有效(参见图1、2、3、4、5和6等)。

[0149] 在仍其他实施方式中，本发明的肽或组合物可以用于生物缀合。生物缀合意  为通

过稳定的共价键连接两个生物分子的化学方法/手段。本发明的肽可以直接或  通过小分子

量连接体与比如蛋白质、核酸、脂质或碳水化合物的各种生物分子(包  括酶或激素)缀合。

生物缀合可以用作用于检测或监测生化材料的研究工具，或者  用于靶向治疗的治疗剂的

缀合或改善试剂的功效。在一个实施方式中，本发明的  肽用于缀合骨形态发生蛋白质以增

加蛋白质的治疗功效。

[0150] 本发明的肽或组合物可以以本领域公知的方式用作粘合剂。并且典型的方法  为

将本发明的肽或组合物应用于表面。例如，配方、使用量、用法可以参考比如  Cell‑

(BD  Biosciences，美国)的商业产品。

[0151] 包括本发明的肽的组合物可以制备为溶剂型、水溶型或无溶剂型，并且可以  基于

待处理的表面的面积以0.1ng/mm2至1000ng/mm2，特别地1ng/mm2至100  ng/mm2的量使用，但

不限于此。

[0152] 可以通过用表面活性剂、氧化剂、交联剂或填充物处理或者通过调节本发明 的肽

的浓度来确定或控制待应用的本发明的组合物的量或组合物的粘附性。例如，  该填充物可

以包括但不限于，胶原、透明质酸、硫酸软骨素、弹性蛋白、层粘连  蛋白、酪蛋白、羟基磷灰

石、白蛋白或纤连蛋白。

[0153] 下文将参照实施例更详细地描述本发明。然而，要理解的是，这些实施例仅  用于

说明的目的，而并不旨在限制本发明的范围。

[0154] 实施例

[0155] 实施例1.本发明的肽的制备

[0156] 实施例中使用的肽由9‑芴基甲氧羰基(Fmoc)法(Lugen  Sci，韩国；Peptron，韩 

国)合成。为了确认使用肽的实验结果的再现性，相同组的肽分别独立地由Lugen Sci和

Peptron合成2次或3次。从不同公司和不同批次之间合成的肽获得一致的 结果。

[0157] 实施例2.分析用于缀合荧光材料的本发明的肽以及其与各种非生物来源表  面的

粘附性。

[0158] 将实施例1中合成的肽A7‑1(RQLVVKFRALPC；SEQ  ID  NO:17)(对应于表1 的12mer

(A))通过‑SH基团与生物素(Thermo  Scientific，美国)或FITC(Sigma，美国)  缀合为半胱

氨酸残基，然后将其用来处理玻璃、PCL、Ti、Col、Zr、乙烯基类塑  料和PS纤维(在PBS中浓度

为10μM，在室温下吸附20分钟，然后用PBS洗涤一 次)。通过FITC荧光图像分析仪LAS(Fuji，
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日本)分析吸附。为了从肽释放生物素，  用DTT(在PBS中为100mM，在室温下20分钟，然后用

PBS洗涤一次)处理缀合 的肽。单独使用染料作为对照。

[0159] 结果在图1A至1D中。如图所示，发现生物素通过本发明的肽牢固地附着到  所采用

的材料的表面。尤其，通过用DTT处理表面该附着消失(图1A)。这证了实  生物素和FITC通过

本发明的肽附着到表面。

[0160] 实施例3.分析本发明的肽对各种生物或非生物来源的材料的粘附性。

[0161] 除了使用Bio‑ (Geistlich  Pharma,Inc)和MBCPTM(Biomatlante)(一种广泛 

使用的骨移植物)代替玻璃之外，进行与实施例1基本上相同的实验。条件如下：  将Bio‑

颗粒与10μM的与FITC缀合的本发明的肽在室温下反应10分钟，然  后将其在含有

0.05％ ‑20的PBS中洗涤5次，持续48小时，并通过共聚  焦显微镜(Zeiss  LSM‑700

型号，带有Zen  2011软件，x20)分析。

[0162] 而且，为了确认本发明的肽在体内环境中的粘附性，将本发明的肽注射到各  种组

织中，并且从组织制备薄切片用于分析。具体地，将10‑20μl的溶于PBS的浓  度为10μM的未

与Cys或FITC染料缀合或者与Cys或FITC染料缀合的本发明的  肽A7‑1或者单独的Cys或

FITC染料，通过注射或局部应用来施用给各种组织。  施用两小时后，处死小鼠，并获得组

织。然后将组织在PBS中洗涤三次，持续30  分钟，并从其制备薄切片，并且通过共聚焦显微

镜分析。实验中使用的组织为软  骨、皮肤、毛发、皮下脂肪和眼球。在软骨的情况中，用胶原

酶部分处理组织以 暴露弹性纤维，然后进行大量洗涤。

[0163] 结果示于图2A至2M中，其表明本发明的肽能够附着到各种生物和非生物来  源的

材料。结果示出，本发明的肽对商业骨移植物，特别是比如弹性组织和结缔  组织的含有大

量蛋白多糖的组织和含有大量胶原或透明质酸的组织，以及酵母和  细菌的细胞壁，具有优

异的粘附性。

[0164] 而且，本发明的肽对于富含GAG(糖胺聚糖)(比如硫酸乙酰肝素、肝素、硫酸  软骨

素)的软骨组织(*)显示出优异的粘附性，这对应于图4B的结果。同时，GAG  包括四类材料，

透明质酸、硫酸皮肤素、硫酸软骨素、肝素和硫酸乙酰肝素以及  硫酸角质素。它们都基本上

由与氨基或半乳糖结合的葡萄糖、N‑乙酰葡糖胺或N‑ 乙酰半乳糖胺等组成。在本公开中发

现的结果表明，本发明的肽对己糖具有亲和 性，因而能够以靶向特异性的方式起作用。

[0165] 实施例4.通过本发明的肽改善细胞附着

[0166] 本实施例中使用的材料如下：PBS中10mM的肽溶液(储备溶液)；直径为35mm 的塑

料疏水细胞培养板(用于细胞培养，康宁)；DMEM(Dulbecco改良的Eagle培  养基，细胞培养

基：Hyclone)；胎牛血清(Hyclone)；和C2C12(小鼠成肌细胞，ATCC，  CRL‑1772)；MC3T3‑E1

(小鼠C57BL/6颅盖细胞，ATCC，CRL‑2593)和ST2(源于  骨髓的基质细胞：EMBO  J .7:1337‑

1343，1983年)；STO(饲养细胞，ATCC，  CRL‑1573)、HEK‑293(ATCC,CRL‑1573)、SaOS2(ATCC，

HTB‑85)、HeLa(ATCC，  CCL‑2)、ROS17/2.8、NIH3T3(ATCC，CRL‑1658)、RAW264.7(ATCC，TIB‑

71)、  hMSC(Lonza，PT‑2501)、hPDL(HPLF)(Sciencell ,Cat .#2630)、hDPSC(根据Cells 

Tissues  Organs  184：105‑16从人体组织分离)、mBMSC(来自小鼠的原代骨髓基质  细胞)、

MC(原代小鼠颅盖细胞)、MEF(小鼠胚胎成纤维细胞)。

[0167] 如下所述进行实验。

[0168] 通过使用预涂布有本发明的肽的培养板或通过将本发明的肽直接加入到培养  基
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中来检查本发明的肽对细胞附着的作用。两种方法都产生了相同的结果。为了  制备预涂布

有本发明的肽的板，将本发明的肽加入到不含FBS的PBS或细胞培养  基中，然后使用其涂布

培养板30分钟，并除去。然后向其中加入细胞，并以不同  的次数测量细胞与板的附着。而

且，为了通过直接加入培养基来测试本发明的肽，  本发明的肽在当细胞悬浮在培养基中临

到将其加到板上时加入。如下所述测量细  胞附着。使用未用本发明的肽处理的细胞作为阴

性对照。并且使用在用PBS或聚  ‑L‑赖氨酸处理的板上培养的细胞作为阳性对照。然后通过

光学显微镜或共聚焦显  微镜检查细胞，以全面检查细胞、细胞的肌动蛋白丝结构和细胞膜

边缘形状的不  规则性，为此将细胞染色用于F‑肌动蛋白。为了进一步定量附着，测量细胞

代谢 的DNA量。通过使用CK‑8(Dojindo)测量吸光度来确定代谢，并且通过根据制造  商的

说明书使用Picogreen测定试剂盒(Life  Technologies)测量荧光来确定DNA量。  为了仅使

用附着的细胞用于DNA量和细胞代谢，通过用PBS洗涤2次来去掉未附  着的细胞。

[0169] 结果示于图3A至3F中。如图所示，本发明的肽能够增加来自原代细胞、建  成的细

胞、冷冻且解冻的细胞以及饲养细胞的各种类型的锚着依存性细胞的附着， 并且示出与先

前用于细胞附着的材料PLL相比更优的效果。

[0170] 实施例5.本发明的粘附性肽的机理的鉴定

[0171] 进行以下实验以鉴定本发明的肽的粘附性的机理。

[0172] (1)蛋白质合成要求的确定

[0173] 首先，用EDTA或已知阻止蛋白质合成的环己酰胺(CHX)(10μM，37℃，1小  时)或上

述GAC处理细胞，并测试粘附性。

[0174] 结果示于图4A中。从图中观察到EDTA或CHX不影响细胞的粘附性。也就  是，可以表

明本发明的肽A7‑1表现出的粘附性不需要在细胞表面上存在电解质(来 自EDTA的结果)或

新的蛋白质合成(来自CHX的结果)。另一方面，观察到血清在  早期阶段抑制细胞的粘附性，

这可归因于血清中丰富存在的各种类型的GAG与本  发明的肽的结合。血清中存在的GAG浓

度的变化已知与各种疾病的发展相关联  (Volpi  N.等，Biochim  Biophys  Acta.(1995年)

第18卷：49‑58；Komosinska‑Vassev  K.  等，Clin  Chim  Acta .(2003年)第331卷：97‑102；

Anttonen  A.等，Lung  Cancer(2003  年)第41卷：171‑7；Fuster  M.M.等，Nat  Rev  Cancer.

(2005年)第5卷：526‑42；Hong Lu等，2010年.Glycobiol.Insights第2卷：13‑28；Anower‑E‑

Khuda  M.F.等，  Glycobiology.(2013年)第23卷：865‑76；Ibrahim  S.A.等，J.of  Medical 

Lab.&  Diagnosis(2013年)第4卷：8‑20)。因此，这表明本发明的肽可以有利地用作用于  调

节血液中GAG的浓度的试剂或靶向GAG的试剂。结果还示出，本发明的肽不  通过与细胞膜中

的蛋白质相互作用来表现其改善细胞粘附性的功能。

[0175] (2)非蛋白质材料参与的确定

[0176] 在该实验中，确定非蛋白质材料的参与。为此，测试了大量包含在ECM(细胞  外基

质)中的蛋白多糖的参与。

[0177] ‑本发明的肽对蛋白多糖的分子亲和性

[0178] GAG(糖胺聚糖)(比如硫酸乙酰肝素、肝素、硫酸软骨素、硫酸皮肤素、硫酸  角质素

等)作为蛋白多糖的主要组分，是ECM的主要组分，并且有助于通过保持  ECM的结构完整性

来保持细胞的形态。另外，已知它们调节细胞的粘附性和极性。  ECM表现出的这样的功能有

助于细胞适应环境，以及因为它们直接参与细胞中一  系列复杂的代谢所以调节细胞的生
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理机能。通过以下三个实验测试本发明的肽对 蛋白多糖的亲和性：(i)亲和色谱法；(ii)使

用纯化的GAG通过竞争性结合测定进行  细胞附着分析；(iii)通过酶特异性分解包括GAG组

分的ECM进行细胞附着抑制的  分析。在酶处理的情况中，使用透明质酸酶(Sigma)和胶原酶

(Sigma)。作为纯化的  GAG，使用透明质酸(Sigma)、硫酸软骨素(Sigma)、肝素(Sigma)、硫酸

乙酰肝素  (Sigma)。

[0179] (i)通过亲和色谱法分析本发明的肽‑肝素或肽‑N‑乙酰葡糖胺(GlcNAc)的相互 

作用

[0180] 对于色谱法，使用肝素‑琼脂糖珠(Biovision)和GlcNAc‑琼脂糖珠(Sigma)。将

10ng的FITC标记的肽(F‑肽)在PBS‑T缓冲液中与肝素‑琼脂糖珠和GlcNAc‑琼脂  糖珠混合，

各自用BSA预涂布，并在室温下孵育10分钟。然后将混合物用PBS‑T  缓冲液洗涤3次，并重新

悬浮于PBS中进行荧光测量。对于竞争性结合实验，将  未用FITC标记的本发明的肽(Cold)

以1:1、1:10(10次)和1:100(100次)的各种比例  加入到混合物中，并使其孵育，随后荧光测

量。作为阴性对照，仅使用FITC染料  与珠反应。另外，使用来自仅含有悬浮在PBS中的珠的

样品的荧光信号作为空白。 图4B的结果示出，本发明的肽对肝素和GlcNAc(GAG的组分)具

有很强的亲和性。

[0181] (ii)通过使用纯化的GAG竞争性结合来分析细胞粘附性。

[0182] 图4B的结果示出通过竞争性方式用GAG处理来抑制本发明的肽的粘附性，  表明本

发明的肽的粘附性被肝素、硫酸乙酰肝素和硫酸软骨素的加入抑制。

[0183] (iii)通过使用特异性消化含有GAG的ECM的酶来抑制本发明的肽所表现出的  粘

附性的改善：不仅构成ECM的蛋白多糖而且包括胶原等的原纤维蛋白质都包括  GAG作为它

们的组分之一。当使用胶原酶水解包括GAG的胶原或者使用透明质  酸酶水解透明质酸时，

发现它们都抑制本发明的肽的粘附性。这也表明本发明的  肽所表现出的细胞粘附性与GAG

相关。

[0184] 如下进行实验：(i)为了通过用纯化的GAG处理进行竞争性抑制，将GAG以  5mg/ml

的浓度加入用胰蛋白酶处理的细胞悬液并在37℃下孵育10分钟，然后将  其转移到涂布有

本发明的肽的培养皿，并孵育30分钟。之后，对附着的细胞中所  含的DNA的量进行定量以测

量粘附性。DNA的定量通过picogreen测定试剂盒(Life Technologies)进行；(ii)为了测定

胶原酶和透明质酸酶对粘附性的影响，将用胰蛋 白酶处理的细胞悬浮于不含胎牛血清的

培养基中，并且向其加入酶，随后在37℃  下孵育30分钟。以10,000单位/103个细胞的浓度

使用酶。在与酶一起孵育后，通  过加入EDTA和FBS使酶失活。然后将细胞离心并重新悬浮于

新鲜的培养基中并  孵育2小时。将附着的细胞用PBS洗涤2次，并通过picogreen测定获得

DNA定 量。

[0185] 结果示于图4B中。从图中观察到，本发明的肽对作为软骨组织的主要成分的 蛋白

多糖具有很强的亲和性，表明本发明的肽可以有利地用于组织再生，并且用  于整形外科领

域等的临床应用。因而，对比如软骨的组织的蛋白多糖层的优异的  亲和性表明本发明的肽

用于组织再生和药物递送的用处。

[0186] (3)用RGD的比较实验

[0187] 将本发明的肽A7‑1(10μM)或者A7‑1与用于竞争测定的可溶性RGD肽(0、10、  100和

1000μM)一起加入到试管中的锚着依存性细胞MC3T3‑E1中，并孵育10分  钟。然后将细胞转
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移到培养板上并在恒温培养箱中孵育10分钟以允许细胞附着。  10分钟后，取出培养基，并

用PBS洗涤细胞2次以除去任何未附着的细胞，并且  将不含肽的新鲜培养基和CCK‑8

(Dojindo)加入到细胞中并在恒温培养箱中孵育1  小时。然后在450nm处测量吸光度。使用

仅与CCK‑8混合的培养基作为空白。

[0188] 结果示于图4C中。从图中，当单独使用RGDS肽时，观察到细胞的粘附性以  浓度依

赖的方式降低。相比之下，当竞争性地使用A7‑1和RGD肽时，观察到可  溶性RGD通过与未用

A7‑1处理的组中的整合素结合而显著降低细胞与底部(基板) 的粘附性。在A7‑1处理的组

中，观察到细胞的粘附性根本不受影响。这表明本发 明的肽通过与RGD不同的机制(在该机

制中RGD通过与整合素的相互作用促进锚  着依存性细胞的附着)来增加细胞的粘附性。

[0189] 结果表明，本发明的肽具有与RGD区别的特性，RGD在细胞附着和组织再生  领域中

已被广泛使用，但已知其有效性不佳。因而，本发明的肽可以有利地代替  RGD使用。

[0190] 实施例6.使用本发明的肽改善胚胎干细胞

[0191] 以100μM的浓度水平使用本发明的肽涂布培养板或制备纳米结构，以探究诱  导多

能干细胞和人胚胎干细胞的附着和多能性。

[0192] 将人胚胎干细胞培养在hESC培养基(具有通常用于相关领域的组合物)、  mTeSR

(从Stem  cell  technology购买的hES特异性培养基)、Essential  8(从Gibco  BRL  购买的

hES特异性培养基)和仅含有10ng/ml  bFGF而不含任何血清(以排除血清对  细胞附着的可

能的抑制)的培养基中，以测试本发明的肽与目前使用的各种培养基 的相容性。另外，通过

以群体状态培养细胞以及通过以单细胞状态培养细胞(用  0.25％的胰蛋白酶‑EDTA处理细

胞)来分析细胞。为了测试在无饲养条件下培养  ESC或iPSC的效果，使用 (hESC)

和明胶(miPSC)作为阳性对照进行比较。  也在存在饲养细胞的情况下培养细胞作为阳性对

照。

[0193] 如图5A所示，通过利用质粒(Szabo等，2002年，Mechanisms  of  Development  第

115卷：157‑160)分析细胞，该质粒能够检测Oct4基因(胚胎干细胞的干细胞特  性的标志

物)(图5)。而且，其他用于干细胞特性的标志物(Alp和Nanog基因的表  达)通过用特异性针

对每种标志物的抗体进行染色来检测，并通过荧光显微镜检查。  还检查了hES细胞培养物

中细胞附着的改善(图6)。

[0194] 结果示于图5和图6中。从图5中观察到，本发明的肽无论用来预涂布板还  是在培

养基中混合都能够介导iPSC的附着并保持细胞的干细胞特性(图5B)。另外，  在培养的第4

天，观察到了iPSC附着和干细胞特性保持的影响(图5C)。还如图6A  和6B所示，通过Oct4和

Nanog的表达，本发明的肽无论用来预涂布板还是在培  养基中混合都能够介导iPSC的附着

并保持细胞的干细胞特性。在使用hESC的实  验中获得了相同的结果，在该实验中细胞可以

借由通过本发明的肽附着并且保持  干细胞特性而生长，而无需使用饲养细胞或

和干细胞特性(图6C)。

[0195] 实施例7.本发明的肽与蛋白质的生物缀合

[0196] 在本实施例中使用以下材料：以10μM的PBS中的浓度使用如实施例1中所  述合成

的本发明的肽；具有1.9cm2的面积的塑料培养板(24孔板，康宁)；DSS(辛  二酸二琥珀酰亚

胺酯，C16H20N2O8，Thermo  Scientific  Inc.)；重组人BMP2(rhBMP2，  BD  bioscience)；DMSO
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(用于溶解DSS的二甲基亚砜，Sigma‑Aldrich)；Tris‑HCl，  pH7.0(终止溶液)；PBS(磷酸盐

缓冲盐水，反应溶液)。

[0197] 说明分析逻辑的示意图示于图7A中。如图7A所示，当本发明的肽可以通过  交联剂

与比如BMP的具有期望活性的治疗性蛋白质缀合时，由于本发明的肽的粘 附性，可以有效

提高治疗性蛋白质的局部浓度，从而使治疗效果最大化。

[0198] 实验方法如下。基本上如制造商的(交联剂)方法所述进行肽‑rhBMP2共价键(交 

联)反应。简要总结如下：(i)肽涂布：将200μl肽溶液(如在实施例1中制备的PBS 中10μM)分

配到细胞培养板上，并使其在4℃下吸附到板上18小时；(ii)DSS‑BMP2  络合物形成：使20摩

尔的相对于rhBMP2过量的DDS在总体积为100μl的反应溶  液中形成共价键持续1小时。

rhBMP2以300ng每1.9cm2的浓度使用。在这种情况  下，使用各自涂布以DSS、rhBMP2和DSS‑

rhBMP2的培养板作为阴性对照，因为  观察到它们在洗涤步骤期间由于其对板的表面缺乏

粘附性而被显著去除；(iii)肽  ‑DSS‑BMP2络合物形成：将100μl的DSS‑BMP2络合物小心地

叠加到涂布有本发  明的肽的板上，并在4℃下孵育24小时；(iv)终止反应：加入200μl的1M 

Tris溶  液，并在室温下孵育15分钟以中和共价键形成后剩余的所有DSS；(v)洗涤步骤：  用

PBS洗10次，加入不含FBS的DMEM，在加入细胞之前在37℃下放置；(vi)C2C12  悬浮液的制备

和分化成成骨细胞：将4×105个C2C12细胞悬浮于含有DMEM的  300μl的2％FBS中。将预涂布

有肽‑DSS‑BMP2络合物的板上的DMEM去除，并  加入300μl的细胞培养基，并在5％CO2/37℃

培养箱中孵育48小时以诱导细胞分化；  (vii)细胞分化的测量：通过染色细胞检测碱性磷

酸酶的活性来检查C2C12细胞向 成骨细胞的分化能力。

[0199] 结果示于图7B中。从图中观察到，分别与用BMP(rhBMP2)和交联剂(CL)处  理的组

相比，Alp活性显著增加。这表明本发明的肽促进了分化。

[0200] 实施例8.本发明的肽的安全性测试

[0201] 使用成骨细胞MC3TC‑E1确定本发明的肽的安全性。用实施例1中制备的A7‑1  肽以

0.1μM、1μM、10μM和100μM的浓度处理成骨细胞。然后检查本发明的肽对  细胞增殖(图8A)、

存活性(图8B)和分化(图8C)的影响。为了测试对增殖的影响，  用BMP(rhBMP2，10ng/ml，3

天)和骨形成分化培养基处理MC3T3‑E1和C2C12  细胞系6天以诱导分化。通过细胞染色检查

结果。结果如图8A至8C所示。观察  到本发明的肽对增殖率、存活率或细胞是否分化没有影

响。

[0202] 还测试了小鼠单核细胞中本发明的肽的安全性。从小鼠的骨髓中分离单核细  胞，

并用本发明的肽处理并检查对炎症的诱导。作为阳性对照，用LPS处理细胞。  处理24小时

后，通过定量实时逆转录PCR检查细胞的炎症标志物IL‑1β(白细胞介  素‑1β)、Tnf‑α(肿瘤

坏死因子‑α)、iNos(诱导型一氧化氮合酶、Cox‑2(环氧合酶‑2) 的表达。结果示于图8D中。

从图中观察到，本发明的肽在细胞中不诱导炎症，因  而被证实为在体内使用的安全的材

料。

[0203] 实施例9.测试本发明的肽对原代神经细胞和培养物的粘附性的改善

[0204] 在本实施例中，与目前使用的粘附性肽相比，本发明的肽对原代神经细胞的 附着

和培养的影响。使用浓度为100μM的肽涂布培养板或制备纳米结构，以通过  光学显微镜以

及经由CCK‑8确定代谢来分析从小鼠胚胎的脑和小鼠的脊髓获得的  神经细胞。作为阳性对

照，根据制造商的说明使用层粘连蛋白和聚‑L‑鸟氨酸(Sigma)  进行涂布。为了定量在指示
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的每个小时的细胞附着，通过用PBS洗涤除去未附着  的细胞，将细胞培养基和CCK‑8溶液

(Dojindo)的混合物加入到细胞中并孵育1小 时，然后在450nm处测量吸光度。

[0205] 结果示于图9中。从其中在用层粘连蛋白和聚‑L‑鸟氨酸或用本发明的肽处理  的

板上的培养组中指示的小时分析CCK‑8的图9A中，观察到用本发明的肽A7‑1 处理的细胞示

出与其他组显著不同的结果。图9B示出培养4天时的显微镜观察结  果，表明即使在相同数

量的细胞的条件下，本发明的肽在粘附性方面也是最好的。 图9C是通过使用神经细胞特异

性标志物GFAP、MAP2和巢蛋白来证实在用本发  明的肽涂布的板上培养的原代神经细胞是

神经细胞的结果，该细胞特异性标志物  GFAP、MAP2和巢蛋白通过免疫荧光分析和共聚焦显

微镜来分析。结果表明，本 发明的肽具有优于目前使用的肽的粘附性。

[0206] 实施例10.人MSC(间充质干细胞)的附着的改善

[0207] 使用本公开的A7‑1肽以100μM的浓度涂布灭菌的盖玻片。然后将MSC(间充  质干细

胞)在涂布的盖玻片上培养6小时，并通过针对肌动蛋白纤维的荧光染料罗  丹明鬼笔环肽

(Life  Technology  Cat.#R415)和针对细胞核的DAPI(Sigma  D9542)  染色细胞，来检查粘

附进程，其通过共聚焦显微镜检测。在这种情况下，使用未  涂布有A7‑1肽的盖玻片上培养

的细胞作为阴性对照。结果示于图10中。从图10A  观察到，大多数阴性对照细胞仍然停留在

指示粘附进程早期阶段的肌动蛋白环形  成中。相比之下，观察到大部分用A7‑1处理的细胞

在经过了肌动蛋白环阶段的应  力纤维形成阶段。图10B为示出图10A的定量结果的图。图

10C为示出细胞附着  到盖玻片时的细胞的几何形状的图(细胞长宽比：细胞的宽度/高度，1

表示完全圆  形和粘附进展的非常早期阶段。参考Prager‑Khoutorsky等，2011年.Nature 

Cell Biology  13,1457‑1465)，并且表明A7‑1与对照相比的优异的粘附性。

[0208] 实施例11.本发明的肽与各种氨基酸序列的粘附性测试

[0209] 如实施例1所述合成表1中列出和描述的肽，并根据实施例5中描述的方法  测试其

对肝素和N‑乙酰基葡糖胺(GAG)的粘附性。

[0210] [表1]
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[0211]

[0212]

[0213] 结果示于图11中。从图中观察到，以第一区(式)、第二区(式)和第三区(式)的  各

种组合的本发明的肽，或具有用本公开定义的氨基酸残基替换的本发明的肽表  现出粘附

性。
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[0214] 实施例12.本发明的肽与各种氨基酸序列的粘附性的测试II

[0215] 如表2所列出的，生成使用RQLVVKFRALPC(SEQ  ID  NO:17)作为母体肽在  各种位置

上具有替换的肽，并测试其粘附性，其中鉴于化学特性、尺寸和替换残  基的侧链的电荷和/

或表中列出的肽的结果来确定替换的残基，并以粗体字母表示。

[0216] 结果呈现在右栏中，并与RQLVVKFRALPC的结果相比表示为+的数目。

[0217] [表2]

[0218]
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[0219]

[0220] 在表2中，替换的残基用粗体表示。在示出测试肽的粘附性的右栏中，粗体  表示的

字母代表基于替换的残基的特性和本文公开的结果的预测结果，而不以粗  体表示的字母
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代表从实施例11和图11解释的结果。

[0221] 为了清楚起见，本文可以明确地阐述各种单数/复数排列。尽管已经示出和描  述

了本公开的一些实施方式，但是本领域技术人员将理解，在不脱离本发明的原 理和精神的

情况下，本实施方式可以做出改变，本发明的范围由权利要求书及其 等同物限定。

[0222] 除非另有定义或说明，本文使用的所有科技术语以及任何首字母缩略词具有与在 

本发明领域中本领域普通技术人员通常理解的相同的含义。本文中作为参考公开的所  有

公开文献的内容通过引用并入本文。
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