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本发明提供了一种铁蛋白在制备用于促进

毛发生长和/或再生的药物中的用途。本发明还

提供一种疫苗，所述疫苗包含所述铁蛋白。所述

疫苗还包含佐剂。本发明提供的疫苗，通过免疫

接种铁蛋白疫苗，诱导产生针对铁蛋白的抗体，

在用于脱发治疗上有明显的效果，成本低，并且

没有副作用。
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1.一种铁蛋白在制备用于促进毛发生长和/或再生的药物中的用途。

2.根据权利要求1所述的用途，其中，所述铁蛋白包含选自以下的氨基酸序列：

(i)SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列；

(ii)与SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列相比，具有一个或几个氨基酸的置换、缺失或添

加(例如1个，2个，3个，4个或5个氨基酸的置换、缺失或添加)的序列；或

(iii)与SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％、

或100％的序列同一性的序列。

3.一种铁蛋白，所述铁蛋白包含选自以下的氨基酸序列：

(i)SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列；

(ii)与SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列相比，具有一个或几个氨基酸的置换、缺失或添

加(例如1个，2个，3个，4个或5个氨基酸的置换、缺失或添加)的序列；或

(iii)与SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％、

或100％的序列同一性的序列。

优选地，所述铁蛋白的编码核苷酸序列如SEQ  ID  NO:2所示。

4.根据权利要求3所述的铁蛋白，其特征在于，所述铁蛋白包括经过修饰的铁蛋白、铁

蛋白分子或其部分序列与其他分子融合表达形成的融合蛋白、或者铁蛋白来源的多肽片

段；优选地，所述融合表达的方式包括与抗体的Fc序列融合、与不同信号肽的融合或与细胞

因子融合。

5.一种促进毛发生长和/或再生的疫苗，所述疫苗包含如权利要求3或4所示的铁蛋白。

6.根据权利要求5所述的疫苗，其中，所述疫苗还包含佐剂；

优选地，所述佐剂为铝盐佐剂、CpG佐剂、锰佐剂、MF59佐剂、QS21佐剂、TLR配体佐剂、

NOD通路佐剂、干扰素佐剂、cGAS/STING通路佐剂、细胞因子佐剂、PD-1阻断抗体、CTLA4阻断

抗体、TIGIT阻断抗体、αGalcer及其衍生物佐剂；

优选地，所述细胞因子佐剂选自IL-12、GM-CSF、IL-18或IL-21。

7.根据权利要求5或6所述的疫苗，其特征在于，所述铁蛋白自身形成纳米颗粒或被脂

质分子包裹形成纳米颗粒。

8.根据权利要求5-7中任一项所述的疫苗的制备方法，所述方法包括：

1)制备铁蛋白并纯化；

2)混合纯化后的铁蛋白和佐剂，即得。

9.据权利要求8所述的制备方法，其特征在于，所述步骤1)包括将铁蛋白基因表达于质

粒载体、痘病毒载体、腺病毒载体、腺相关病毒载体、单纯疱疹病毒载体、CMV载体、细胞载体

或细菌载体。

10.如权利要求5-7中任一项所述的疫苗用于促进毛发生长和/或再生的用途。

11.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，所述疫苗的给药方式选自皮下注射、皮

内注射、肌肉注射、口服、滴鼻喷雾给药、皮肤划痕给药。

12.根据权利要求10所述的用途，其特征在于：所述疫苗接种诱导针对铁蛋白的抗体应

答，以发挥治疗及预防脱发的作用；
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优选地，所述疫苗为铁蛋白联合佐剂或不同载体形式的铁蛋白疫苗；

优选地，所述疫苗为同种疫苗多次免疫或者不同疫苗序贯免疫或者不同疫苗混合免

疫。

13.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，所述疫苗接种于人或宠物，以促进毛发

生长和/或再生。

14.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，将所述疫苗免疫接种后所诱导的血清用

于毛发生长与再生；

优选地，所述血清为提纯或未提纯的血清生长和/或再生。

15.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，将所述疫苗接种者血清中的免疫球蛋白

用于毛发生长与再生生长和/或再生。

16.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，将所述疫苗免疫接种后所诱导的抗体用

于毛发生长与再生，未接种铁蛋白疫苗者可通过输入提纯的抗体而促进毛发生长和/或再

生。

17.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，将铁蛋白疫苗接种者血清、或提纯的免

疫球蛋白、或纯化的抗体涂于患处以促进毛发生长和/或再生；或将提纯的免疫球蛋白、抗

体与其他皮肤用药混合涂于患处以促进毛发生长和/或再生。

18.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，所述毛发再生包括促进毛发过度脱落者

的毛发再生；

优选地，所述过度脱落的原因包括雄激素性脱发、神经性脱发、内分泌脱发、营养性脱

发、物理性脱发、化学性脱发、感染性脱发、症状性脱发、先天性脱发。

19.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，所述爆发生长包括促进毛发异常者的毛

发生长；

优选地，所述毛发异常包括白发、黄发、毛发稀疏。

20.根据权利要求10所述的用途，其特征在于，所述疫苗单独给药或与其他治疗技术联

合应用。
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促进毛发生长和/或再生的疫苗、其制备方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，涉及一种铁蛋白，更具体地涉及铁蛋白用于促进毛发

生长和/或再生的用途。

背景技术

[0002] 脱发是指头发脱落的现象。生理性脱发是指正由于头发都是处于退行期及休止期

的毛发，进入退行期与新进入生长期的毛发会不断处于动态平衡中，因此可以维持正常数

量的头发。但是当头发异常或过度的脱落时，便是病理性脱发。

[0003] 病理性脱发虽然不会致命，但会影响美观，轻者可作为亚健康状态的表现，重者则

是早衰或者体内生理指标发生异常的外在反映。引起病理性脱发的原因很多，但是具体机

制还不是完全清楚，可能引起的脱发原因由如下几个：1、雄激素性脱发：又称为脂溢性脱

发，为常染色体显性遗传，其遗传特征需在雄激素作用下才表现出来。一般是男性发病，但

也有女性发病。特点是出油多，头顶和两侧鬓角头发脱落明显。2、神经性脱发：又称为斑秃。

精神压力过大时常常出现脱发增多。在精神压力的作用下，人体立毛肌收缩、头发直立，植

物神经或中枢神经机能发生紊乱，毛囊毛乳头发生改变和营养不良，从而导致毛发生长功

能抑制，毛发进入休止期而出现脱发。3、内分泌脱发：毛发生长受多种内分泌激素的影响，

所以当发生内分泌异常时多引起脱发疾病，如产后、更年期脱发，多见于女性。4、营养性脱

发：毛发是身体状况的外在表现，机体营养不良和新陈代谢异常可引起发质和发色的改变，

严重营养不良甚至导致弥漫性脱发。5、物理性脱发：常见的引起脱发的物理性因素包括机

械性刺激和接触放射性物质。6、化学性脱发：化学因素可以导致毛发颜色改变甚至脱发，常

见染发烫发患者。7、感染性脱发：各种病原体的感染是毛发疾病中一类重要因素，主要包括

细菌、病毒、真菌、螺旋体、寄生虫等感染，常见头癣患者。8、症状性脱发：某些系统性或局部

疾病都可伴发脱发，常见系统性红斑狼疮，梅毒，贫血等疾病。9、先天性脱发：发育缺陷所引

起的头发完全缺失或稀疏，患者常见头发稀疏细小，或出生时头发正常，不久就脱落不再

生，可分为孤立缺陷和其他畸形。

[0004] 中国健康促进与教育协会2011年11月公布的“中国脱发人群调查”数据表明，我国

脱发人群约达2亿，其中男性脱发人数约1.3亿；2015年预计总脱发人群将接近2.4亿。几乎

平均6个中国人当中就有一个脱发问题。这个人群数量是相当惊人的，已经超过糖尿病和高

血压人群，成为影响当代健康的第一难题。而且脱发已经呈现了低龄化的趋势，90后也逐渐

成为脱发的人群。在中国男性脱发人群中，60％的男性在25岁前就开始脱发，30岁以前开始

脱发的则达到84％。

[0005] 市场上治疗脱发的手段多种多样，对于病理性脱发应治疗基础疾病，身体康复后

头发会重新长出。而对化学性脱发停用刺激性强的染发剂、烫发剂及劣质洗发用品，可帮助

头发的恢复。针对物理性脱发，减少使用易产生静电的塑料梳子和塑料头刷，在空气粉尘污

染严重的环境中要佩戴防护帽，并及时进行头发清洗，可有效减缓脱发。

[0006] 现代医学对脱发的治疗方法，对脂溢性脱发主要是激素调节剂，如雄激素阻断剂
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与雌激素介导剂或者生长因子干预治疗；还有生物学反应调节剂，如米诺地尔、维A酸类等。

对斑秃的治疗，主要是免疫调节剂，如皮质类固醇等；以及生物反应调节剂，主要是2％的米

诺地尔溶液治疗。西医治疗脱发缺乏特效的治疗手段，目前的治疗措施在临床上有一定的

效果，但是由于副作用明显导致推广使用比较困难。如服用激素等可能会造成性功能勃起

障碍，还有胸部发育等让人颇为难堪的症状出现。近年来有通过间充质干细胞诱导毛发再

生或者受损的毛发再生，但效果不够稳定，多数处于临床前的研究。头皮毛发种植术是近年

兴起的一种治疗脱发的办法，主要原理是利用人体器官自体移植的原理，将健康的毛囊移

植到头发稀少或没有头发的区域，以期移植后的毛囊重新长出头发。植发术只适用于重度

脱发的后期，由于头发大面积脱落且已无法通过药物刺激使毛囊重新长出头发的状况。该

法显效迅速，为越来越多的脱发人士所选择。但植发术也存在诸如价格昂贵因而一般民众

可接受性较低、新植发存活率通常低于100％而造成损害的毛囊不可再生等不尽人意之处。

[0007] 此外，也有采用中药如防风、连翘、茯苓等应对脱发的策略。根据脱发原因与类型

不同而需要适当调整用药的成分和剂量。中医治疗脱发的效果几千年来一直处在参差不齐

的状态，且该治疗为循序渐进的过程，希望快速见效的现代人选择中医治疗脱发者有但数

量不多。

[0008] 铁蛋白(Ferritin)，是动植物体内广泛存在的一类贮存铁的蛋白，在哺乳类动物

的肝和脾中含量最多。虽然有研究表明，人体内铁蛋白水平低或缺铁可能是导致脱发的主

要原因。脱发诱因复杂，缺乏铁蛋白有可能是其中相关的因素，然而现有技术中有通过补充

铁剂来提高血液中铁蛋白的含量来缓解脱发症状，收效甚微，可能是由于引起脱发的原因

复杂，很难通过单一因素治疗脱发；而且目前没有证据证实单纯通过补充铁蛋白便可以恢

复毛发的再生。

[0009] 综上，当前对简单有效的促进毛发生长和/或再生的方法存在需求。

发明内容

[0010] 本发明的目的在于提供铁蛋白用于促进毛发生长和/或再生的用途，以及含有该

铁蛋白的疫苗。

[0011] 本发明的另一个目的是提供一种上述铁蛋白以及上述疫苗的制备方法。

[0012] 为实现上述目的，本发明采用了以下技术方案：

[0013] 一方面，本发明提供了一种铁蛋白在制备用于促进毛发生长和/或再生的药物中

的用途。

[0014] 其中，所述铁蛋白来源于但不限于原核生物，包括细菌、古细菌与蓝细菌；或真菌；

或真核生物，包括植物以及动物类，包括人类来源。

[0015] 虽然铁蛋白是广泛存在的大家族，不同物种的铁蛋白基因或者铁蛋白序列可能会

有差异，但是只要其铁蛋白基因或蛋白作为免疫抗原的功能不变，或能够诱导产生针对铁

蛋白的抗体，均在本发明保护范围内。

[0016] 根据本发明所述的铁蛋白，其中，所述铁蛋白包括经过修饰的铁蛋白、铁蛋白分子

或其部分序列与其他分子融合表达形成的融合蛋白、以及铁蛋白来源的多肽片段；融合表

达的方式包括但不限于与抗体的Fc序列融合、与不同信号肽的融合、与细胞因子融合等。

[0017] 优选地，所述铁蛋白包含选自以下的氨基酸序列：
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[0018] (i)SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列；

[0019] (ii)与SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列相比具有一个或几个氨基酸的置换、缺失

或添加(例如1个，2个，3个，4个或5个氨基酸的置换、缺失或添加)的序列；或

[0020] (iii)与SEQ  ID  NO:1所示的氨基酸序列具有至少80％、至少85％、至少90％、至少

91％、至少92％、至少93％、至少94％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％、

或100％的序列同一性的序列。

[0021] 优选地，所述铁蛋白的编码核苷酸序列如SEQ  ID  NO:2所示。

[0022] 另外，所述铁蛋白可以是将SEQ  ID  NO:1所示氨基酸序列经过一个或多个氨基酸

残疾的取代，缺失或添加而形成的不影响其免疫原性，亦或者诱导产生针对铁蛋白抗体的

氨基酸序列。

[0023] 所述铁蛋白的编码核苷酸序列可以是将SEQ  ID  NO:2所示的核苷酸序列经过一个

或多个核苷酸的取代，缺失或添加而形成的不影响其编码蛋白质免疫原性，亦或者诱导产

生针对铁蛋白抗体的核苷酸序列。

[0024] 根据本发明所述的用途，其中铁蛋白自身装配成纳米颗粒、或被脂质分子包裹形

成纳米颗粒等。

[0025] 另一方面，本发明提供一种疫苗，所述疫苗包含所述铁蛋白。

[0026] 根据本发明所述的疫苗，其中，所述疫苗还包含佐剂。

[0027] 优选地，所述佐剂包括但不限于铝盐佐剂、CpG佐剂、锰佐剂、MF59佐剂、QS21佐剂、

TLR配体佐剂、NOD通路佐剂、干扰素佐剂、cGAS/STING通路佐剂、细胞因子佐剂(包括但不限

于IL-12、GM-CSF、IL-18、IL-21等)、PD-1阻断抗体、CTLA4阻断抗体、TIGIT阻断抗体、α

Galcer及其衍生物佐剂等。

[0028] 根据本发明所述的疫苗，其中，所述铁蛋白自身形成纳米颗粒或被脂质分子包裹

形成纳米颗粒。

[0029] 根据本发明所述的疫苗，其中，所述疫苗还包含载体；优选地，所述载体选自质粒

载体、痘病毒载体、腺病毒载体、腺相关病毒载体、单纯疱疹病毒载体、CMV载体、细胞载体或

细菌载体。

[0030] 再一方面，本发明还提供了所述疫苗的制备方法，所述方法包括：

[0031] 1)制备铁蛋白并纯化；

[0032] 2)混合纯化后的铁蛋白和佐剂，即得。

[0033] 优选地，所述步骤1)包括将铁蛋白基因表达于质粒载体、痘病毒载体、腺病毒载

体、腺相关病毒载体、单纯疱疹病毒载体、CMV载体、细胞载体或细菌载体。

[0034] 根据本发明所述的疫苗用于促进毛发生长和/或再生的用途。

[0035] 一种促进毛发生长和/或再生的方法，所述方法包括给予需要其的受试者治疗有

效量的根据本发明所述的疫苗。

[0036] 根据本发明所述的用途或方法，其中所述给药方式选自皮下注射、皮内注射、肌肉

注射、口服、滴鼻喷雾给药、皮肤划痕给药。

[0037] 根据本发明所述的用途或方法，其中，利用铁蛋白疫苗接种诱导针对铁蛋白的抗

体应答发挥治疗及预防脱发的作用，可以是铁蛋白联合佐剂或者不同载体形式的铁蛋白疫

苗同种多次免疫或者不同疫苗序贯免疫或者不同疫苗混合免疫，以获得更佳疗效。
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[0038] 根据本发明所述的用途或方法，其中，所述疫苗可接种于人或宠物以促进毛发生

长和/或再生。

[0039] 根据本发明所述的用途或方法，其中，所述铁蛋白疫苗免疫接种后所诱导的血清

在毛发生长与再生中起的作用，未接种铁蛋白疫苗者可通过输入提纯或未提纯血清而促进

毛发生长和/或再生。

[0040] 根据本发明所述的用途或方法，其中，提纯铁蛋白疫苗接种者血清中的免疫球蛋

白并输注给未接种铁蛋白疫苗者以促进毛发生长和/或再生。

[0041] 根据本发明所述的用途或方法，其中，铁蛋白疫苗免疫接种后所诱导的抗体在毛

发生长与再生中的作用，未接种铁蛋白疫苗者可通过输入提纯的抗体而促进毛发生长和/

或再生。

[0042] 根据本发明所述的用途或方法，其中，将铁蛋白疫苗接种者血清、或提纯的免疫球

蛋白、或纯化的抗体涂于患处以促进毛发生长和/或再生；或将提纯的免疫球蛋白、抗体与

其他皮肤用药混合涂于患处以促进毛发生长和/或再生。

[0043] 根据本发明所述的用途或方法，其中，所述促进毛发生长和/或再生包括促进毛发

过度脱落者的毛发再生，过度脱落的原因包括但不限于雄激素性脱发、神经性脱发、内分泌

脱发、营养性脱发、物理性脱发、化学性脱发、感染性脱发、症状性脱发、先天性脱发。

[0044] 根据本发明所述的用途或方法，其中，所述促进毛发生长和/或再生包括包括促进

毛发异常者的毛发生长，毛发异常包括白发、黄发、毛发稀疏等。

[0045] 根据本发明所述的用途或方法，其中，所述促进毛发生长和/或再生包括利用铁蛋

白所制备的疫苗在治疗及预防脱发时可单独给药或与其他治疗技术联合应用。

[0046] 上述用途或方法中，利用铁蛋白疫苗可用于病理性脱发前预防性给药用以预防脱

发发生或降低后续脱发的严重程度；也可在病理性脱发发生后作为治疗性药物给药以降低

病理性脱发的严重程度；也可自病理性脱发发生前至发生后连续或间隔给药，以获得更佳

疗效。

[0047] 本发明的有益效果在于：与现有治疗脱发技术相比，本发明发现了铁蛋白的新用

途，本发明发现利用铁蛋白诱导产生的抗体可以使脱发的小鼠毛发再生。单纯补充铁蛋白

可能对于治疗毛发脱落作用甚微，但是通过免疫接种铁蛋白的方式，诱导针对铁蛋白抗体

的产生，可促进毛发的修复。铁蛋白疫苗在治疗病理性脱发中的作用可涉及到病理性脱发

的多种诱因，包括雄激素性脱发、神经性脱发、内分泌脱发、营养性脱发、物理性脱发、化学

性脱发、感染性脱发、症状性脱发、先天性脱发。对有病理性脱发的人群有较为广泛的应用

价值。与现有治疗脱发技术相比，本发明所述铁蛋白来源广泛，制备简单，治疗脱发效果显

著，副作用低，在脱发治疗方面有重要的临床应用价值。

[0048] 本发明主要发现用本发明所述的铁蛋白免疫接种C57BL/6小鼠时，有脱毛现象的

C57BL/6小鼠毛发在较短时间内就得到了修复和再生。更为重要的是，通过被动过继铁蛋白

免疫接种C57BL/6小鼠后的血清，同样能够快速促使有脱毛现象小鼠的毛发修复和再生。因

此，铁蛋白可作为较为有效的治疗及预防脱发症状的疫苗。

[0049] 本发明提供了一种治疗脱发的疫苗，通过免疫接种铁蛋白疫苗，诱导产生针对铁

蛋白的抗体，在用于脱发治疗上有明显的效果，成本低，并且没有副作用。
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附图说明

[0050] 以下，结合附图来详细说明本发明的实施方案，其中：

[0051] 图1为本发明的铁蛋白(Ferritin)真核表达载体的构建与蛋白纯化后SDS-Page胶

鉴定。其中，图1a为pSV1.0-铁蛋白真核表达载体质粒构建图谱；图1b为铁蛋白在293T细胞

上清中成功表达。

[0052] 图2为根据本发明的实施例2，免疫接种铁蛋白疫苗后，小鼠毛发得以再生。其中，

图2a为PBS对照组，小鼠脱毛现象没有任何改善；图2b为铁蛋白疫苗治疗组，随着免疫进行，

免疫接种7天后，6只小鼠中有4只小鼠脱毛现象得到了显著的改善，斑秃区域有新毛再生。

在第21天时，6只小鼠脱毛现象基本消失。

[0053] 图3为根据本发明的实施例3，免疫接种铁蛋白疫苗后，在小鼠体内诱导产生高滴

度针对铁蛋白的IgG应答。铁蛋白免疫小鼠后，可以诱导高滴度的针对铁蛋白特异性的IgG

应答。

[0054] 图4为根据本发明的实施例4，静脉回输铁蛋白免疫后的小鼠血清，小鼠毛发得以

再生。其中，图4a为采集PBS对照组免疫小鼠的血清，静脉回输后，小鼠脱毛现象未见消失；

图4b为回输铁蛋白疫苗治疗组的小鼠血清，在回输后第7天，所有小鼠的脱毛现象均得到改

善，回输14天后，所有四只脱毛的小鼠均得到治愈。单剂量回输血清一次，生发效果在4只脱

毛小鼠身上均可维持长达42天而未见复发。

[0055] 图5为根据本发明的实施例5，静脉回输铁蛋白免疫小鼠血清，其中IgG已经被去

除，则未见促进小鼠毛发再生效果。采用Protein  G处理铁蛋白免疫的小鼠血清，去除血清

中的IgG后，将该血清静脉回输给脱毛小鼠，小鼠脱毛现象没有任何改善。

具体实施方式

[0056] 以下参照具体的实施例来说明本发明。本领域技术人员能够理解，这些实施例仅

用于说明本发明，其不以任何方式限制本发明的范围。

[0057] 在以下的实施例中，未详细描述的各种过程和方法是本领域中公知的常规方法。

所用试剂的来源、商品名以及有必要列出其组成成分者，均在首次出现时标明，其后所用相

同试剂如无特殊说明，均以首次标明的内容相同。

[0058] 实施例1铁蛋白的纯化鉴定

[0059] 本发明从强烈火球菌(Pyrococcus  furiosus)中获得了铁蛋白基因，其氨基酸序

列如SEQ  ID  NO:1所示，将其进行哺乳动物密码子优化后，编码基因的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO:2所示,将重组的pSV1.0-铁蛋白质粒转染进入293T细胞后，再通过WB检测铁蛋白的真核

表达，并通过镍柱采用不同浓度梯度的咪唑洗脱，收集目的蛋白后过滤，洗涤，得到高纯度

的铁蛋白，其具体步骤如下：

[0060] 将质粒pSV1 .0-铁蛋白转染进入293T细胞，转染试剂为TurboFect(Thermo 

Scientific公司，货号：R0531)，培养基为DMEM完全培养基(10％FBS和1％P.S.)，37℃孵箱

培养72小时后将细胞取出，收集细胞到预冷的EP管中，并以RIPA裂解缓冲液裂解细胞，并在

上清中加入5×SDS上样缓冲液，沸水浴中加热10分钟使蛋白变性，瞬时离心后将上清作为

点样样品。后通过SDS-聚丙烯酸胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白，分离胶浓度为10％。电泳

的电压为70V，时间为30-40分钟(以marker开始分离为标志)，待溴酚蓝迁移出浓缩胶位置
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后，将电压调至110V，1小时30分钟后关闭电源，取出SDS-PAGE胶，用考马斯亮蓝进行染色，

室温染色1小时，后用脱色液进行洗脱显影。

[0061] SEQ  ID  NO:1

[0062] MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSLSERMLKALNDQLNRELYSAYLYFAMAAYFEDLGLEGFANWMKAQAEE

EIGHALRFYNYIYDRNGRVELDEIPKPPKEWESPLKAFEAAYEHEKFISKSIYELAALAEEEKDYSTRAFLEWFINE

QVEEEASVKKILDKLKFAKDSPQILFMLDKELSARAPKLPGLLMQGGEHHHHHH

[0063] SEQ  ID  NO:2

[0064] ATGGACGCTATGAAGCGGGGGCTGTGCTGCGTGCTCCTCCTGTGCGGCGCCGTGTTCGTGTCCCTGTCT

GAGCGAATGCTCAAGGCTCTCAACGACCAGCTCAACCGCGAGCTGTACTCTGCTTACCTGTACTTCGCTATGGCCGC

TTACTTCGAGGACCTGGGGCTTGAAGGATTCGCTAACTGGATGAAGGCTCAGGCCGAGGAGGAGATCGGGCACGCTC

TCCGGTTCTACAACTACATTTACGACCGGAACGGCAGGGTGGAATTGGACGAGATTCCAAAGCCACCTAAGGAGTGG

GAGTCCCCACTGAAGGCTTTCGAGGCCGCTTACGAGCACGAGAAGTTCATTAGCAAGTCTATTTACGAGCTGGCCGC

CCTGGCTGAGGAGGAGAAGGACTACTCTACACGCGCTTTCCTAGAATGGTTCATTAACGAGCAGGTGGAGGAGGAGG

CTTCCGTGAAGAAGATTCTCGACAAGCTGAAGTTCGCTAAGGACTCTCCACAGATTCTGTTCATGCTCGACAAGGAA

CTGAGCGCTAGGGCCCCTAAGCTGCCCGGCCTCCTGATGCAGGGCGGCGAGCATCACCATCACCATCACTGA

[0065] 实施例2铁蛋白免疫接种促进小鼠毛发再生

[0066] 本发明采用C57BL/6小鼠(购自上海斯莱克实验动物有限责任公司)。C57BL/6小鼠

在饲养过程中会有脱毛的现象发生，与人类斑秃的临床表现极为相似，因此，作为脱发的动

物模型以验证铁蛋白对毛发再生的作用。

[0067] 本实施例选取了12只有脱毛现象的小鼠，随机分成两组，分别标记为PBS对照组和

铁蛋白疫苗治疗组，在第0周和第2周对两组小鼠各进行一次免疫接种。其中，PBS对照组小

鼠肌肉注射100μL不含疫苗的溶液(PBS与铝佐剂体积比为1：1)；铁蛋白疫苗治疗组的小鼠

则肌肉注射等体积含有10μg铁蛋白疫苗溶液(铁蛋白与铝佐剂体积比为1：1)。

[0068] 结果显示，PBS对照组小鼠，从免疫第一针开始到第3周，毛发脱落的面积有扩大的

趋势(图2a)。而铁蛋白疫苗治疗组小鼠，免疫第一针结束后6只小鼠中有4只出现毛发脱落

面积减小的趋势，第二针免疫结束1周后，6只小鼠脱落的毛发基本全部得到了恢复，显示了

铁蛋白具有促进毛发生长和/或再生的效果(图2b)。

[0069] 实施例3铁蛋白免疫后小鼠产生高滴度针对铁蛋白特异性的抗体应答

[0070] 小鼠免疫接种铁蛋白疫苗第二针后。采集小鼠外周血于1.5mL管中，室温静置2小

时，7000g离心15min，吸取血清至新的管中，4℃保存。

[0071] 随后，采用ELISA方法检测小鼠血清中针对铁蛋白特异性IgG的应答，实验前一天，

取96孔ELISA板，每孔加入200μL的铁蛋白(终浓度为0.5μg/mL)，4℃包被过夜。第二天，取出

ELISA板并弃掉包被液，用0.05％的PBST缓冲液洗板3次(每孔220μL)；洗涤完毕后，每孔加

入200μL  ELISA封闭液，室温封闭2小时；然后用0.05％的PBST洗板3次(每孔220μL)。

[0072] 取前述4℃保存的血清，从1:100起始，用稀释液进行2倍的倍比稀释。在上述封闭

的ELISA板上设置空白孔(只加稀释液)为阴性对照，其余每孔加入100μL倍比稀释的血清，

每个样品设置2个复孔，室温孵育3小时。

[0073] 样品孵育结束后，用PBST洗板3次(同前)；加入HRP标记的山羊抗鼠的二抗(中杉金

桥公司，货号zb-2305)，每孔加入100μL，室温孵育1.5小时；用0.05％的PBST洗板后，每孔加
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入100μL金银片OPD底物溶液(Sigma公司，货号P9187-50SET)，避光反应5分钟。

[0074] 用50μL  2nM  H2SO4终止反应，在酶标仪上读取OD值(范围492-630)；以最后一个稀

释度OD492大于2倍的(negative  mean+SD)值对应的血清稀释比的倒数作为抗体滴度。结果

显示，相比于PBS组，铁蛋白疫苗治疗组产生了高滴度针对铁蛋白的IgG应答反应(图3)。

[0075] 实施例4回输铁蛋白免疫的小鼠血清能快速促进毛发生长和/或再生

[0076] 为验证铁蛋白诱导产生的抗体在治疗脱发中的作用，采集实施例2中PBS组和铁蛋

白疫苗免疫组免疫结束后2周的小鼠外周血，分离血清。

[0077] 准备8只有毛发脱落现象的C57BL/6小鼠，随机分成2组，标记为PBS对照组和铁蛋

白治疗组。在第0天与第5天，分别进行眼眶静脉回输50μL小鼠的血清。PBS对照组小鼠回输

的血清来自PBS接种的小鼠；而铁蛋白治疗组回输的血清则来自于铁蛋白免疫接种两周后

的小鼠。

[0078] 结果发现，PBS对照组回输血清后，小鼠脱毛现象无改善，且继续脱毛进展，且脱毛

的部位随着时间有扩大的趋势(图4a)；而铁蛋白治疗组小鼠在第5天，4只小鼠脱毛现象有

明显改善，斑秃区域有新毛长出。第10天，4只小鼠脱毛的区域已经完全被毛，且停止回输血

清后，生发效果持续至42天(图4b)。

[0079] 实施例5铁蛋白免疫后的小鼠血清去除IgG后不能促进毛发生长和/或再生

[0080] 收集实施例2中铁蛋白疫苗治疗组免疫结束后2周的小鼠外周血，分离血清，并去

除铁蛋白免疫小鼠血清中IgG：取铁蛋白免疫后小鼠血清300μL，加100μL的PBS缓冲液后，再

与200μL  Protein  G琼脂糖珠子(GE公司，货号28-9031-34)混合，在四维摇床上4℃进行孵

育，孵育12小时左右；将孵育好的柱子100g离心30s；然后再用500μL  PBS缓冲液洗涤遍，

100g离心30s，收集收集管的液体。

[0081] 准备5只脱毛小鼠。在第0天与第5天，分别进行眼眶静脉回输上述血清50μL(去除

IgG)，并持续观察21天。

[0082] 结果发现，去除IgG的铁蛋白免疫小鼠血清回输后，受体小鼠脱毛现象无改善且持

续进展；脱毛的部位随着时间有扩大的趋势(图5)。

[0083] 上述结果证实，去除了铁蛋白免疫血清中的IgG，不能有效治疗小鼠的脱发状况，

说明铁蛋白诱导出的IgG在治疗小鼠脱毛中发挥了重要作用。

[0084] 最后说明的是，以上优选实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管通

过上述优选实施例已经对本发明进行了详细的描述，但本领域技术人员应当理解，可以在

形式上和细节上对其作出各种各样的改变，而不偏离本发明权利要求书所限定的范围。
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序列表

<110> 上海鑫湾生物科技有限公司

<120> 促进毛发生长和/或再生的疫苗、其制备方法及其应用

<160>  2

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  200

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

Met  Asp  Ala  Met  Lys  Arg  Gly  Leu  Cys  Cys  Val  Leu  Leu  Leu  Cys  Gly

1               5                   10                  15

Ala  Val  Phe  Val  Ser  Leu  Ser  Glu  Arg  Met  Leu  Lys  Ala  Leu  Asn  Asp

            20                  25                  30

Gln  Leu  Asn  Arg  Glu  Leu  Tyr  Ser  Ala  Tyr  Leu  Tyr  Phe  Ala  Met  Ala

        35                  40                  45

Ala  Tyr  Phe  Glu  Asp  Leu  Gly  Leu  Glu  Gly  Phe  Ala  Asn  Trp  Met  Lys

    50                  55                  60

Ala  Gln  Ala  Glu  Glu  Glu  Ile  Gly  His  Ala  Leu  Arg  Phe  Tyr  Asn  Tyr

65                  70                  75                  80

Ile  Tyr  Asp  Arg  Asn  Gly  Arg  Val  Glu  Leu  Asp  Glu  Ile  Pro  Lys  Pro

                85                  90                  95

Pro  Lys  Glu  Trp  Glu  Ser  Pro  Leu  Lys  Ala  Phe  Glu  Ala  Ala  Tyr  Glu

            100                 105                 110

His  Glu  Lys  Phe  Ile  Ser  Lys  Ser  Ile  Tyr  Glu  Leu  Ala  Ala  Leu  Ala

        115                 120                 125

Glu  Glu  Glu  Lys  Asp  Tyr  Ser  Thr  Arg  Ala  Phe  Leu  Glu  Trp  Phe  Ile

    130                 135                 140

Asn  Glu  Gln  Val  Glu  Glu  Glu  Ala  Ser  Val  Lys  Lys  Ile  Leu  Asp  Lys

145                 150                 155                 160

Leu  Lys  Phe  Ala  Lys  Asp  Ser  Pro  Gln  Ile  Leu  Phe  Met  Leu  Asp  Lys

                165                 170                 175

Glu  Leu  Ser  Ala  Arg  Ala  Pro  Lys  Leu  Pro  Gly  Leu  Leu  Met  Gln  Gly

            180                 185                 190

Gly  Glu  His  His  His  His  His  His

        195                 200

<210>  2

<211>  603
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<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

atggacgcta  tgaagcgggg  gctgtgctgc  gtgctcctcc  tgtgcggcgc  cgtgttcgtg  60

tccctgtctg  agcgaatgct  caaggctctc  aacgaccagc  tcaaccgcga  gctgtactct  120

gcttacctgt  acttcgctat  ggccgcttac  ttcgaggacc  tggggcttga  aggattcgct  180

aactggatga  aggctcaggc  cgaggaggag  atcgggcacg  ctctccggtt  ctacaactac  240

atttacgacc  ggaacggcag  ggtggaattg  gacgagattc  caaagccacc  taaggagtgg  300

gagtccccac  tgaaggcttt  cgaggccgct  tacgagcacg  agaagttcat  tagcaagtct  360

atttacgagc  tggccgccct  ggctgaggag  gagaaggact  actctacacg  cgctttccta  420

gaatggttca  ttaacgagca  ggtggaggag  gaggcttccg  tgaagaagat  tctcgacaag  480

ctgaagttcg  ctaaggactc  tccacagatt  ctgttcatgc  tcgacaagga  actgagcgct  540

agggccccta  agctgcccgg  cctcctgatg  cagggcggcg  agcatcacca  tcaccatcac  600

tga  603
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图1a

图1b
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图2a

图2b
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图3
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图4a
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图4b
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图5
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