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穿膜肽 !"!的固相合成及体外活性研究

任建丽，王志刚，张, 勇，李兴升，汪朝霞，张群霞，许川山, , （重庆医科大学附属第二医院超声科，重庆 %"""!"）

, , 摘, 要：目的, 以固相合成法合成穿膜肽 -.-，并对合成产物进行活性评价。方法, 采用 /! #芴甲氧羰基（ 012345671#
859:713;713;7<=4>3671，?@AB）作为 "#氨基的保护基，以逐个延伸的固相合成法合成穿膜肽 -.-。应用高效液相色谱和
质谱仪测定其纯度及相对分子质量；荧光显微镜观察穿膜肽 -.-介导增强型绿色荧光蛋白（56:=6<5C D4556 012345E<569 F43#
95G6，FHI?J）质粒在体外培养人脐静脉内皮细胞中的转染效果以评价穿膜肽 -.-的生物活性；@--法检测穿膜肽 -.-与
质粒 K/.复合物对人脐静脉内皮细胞生长活性的影响。结果, 高效液相色谱和质谱鉴定所制备穿膜肽 -.- 的纯度为
*)L )M，相对分子质量 ! ’’"。它能够携带质粒 K/.穿过细胞膜进行基因转染，并对细胞活性无明显影响。结论, 采用
?83<固相肽合成法可以成功地合成有生物活性的穿膜肽 -.-。

, , 近年来，国外学者在对一些病毒转染特性的研究
中相继发现了一类蛋白结构域，它具有介导大分子直

接主动地穿过细胞膜进入细胞质和细胞核内的功

能［! N + ］。国内有学者将其译为蛋白转导域，又称细胞

穿膜肽（<511#F5485=>15 F5F9GC5E，BJJ）。BJJ因具有惊
人的携带大分子物质直接主动穿过细胞膜进入细胞质

和细胞核内的功能及无细胞毒性而受到国内外学者的

关注［%，$］，目前研究最多的是人免疫缺陷病毒的转录

活化因子（ 94=6E=<9GO=9G6D 94=6E<4GF9G36=1 =<9GO=934 F4395G6
0438 :28=6 G88263C50G<G56<7 OG42E 97F5 !， PQR#!
-.-），这些发现为研制一种高效、安全的载体，主动介
导核酸跨越生物膜屏障进行基因治疗提供了广阔的前

景。本研究采用 /!# 芴甲氧羰基（ 01234567185 9:713;7#
13;7 <=4>3671，?@AB）固相肽合成法合成氨基端和羧
基端均用半胱氨酸和甘氨酸修饰的穿膜肽 -.-，并对
其进行体外活性评价。

#$ 材料与方法

!L !, 仪器与设备
, , 多肽合成仪 @3C51 *"（美国 ..JJ-HB 公司）；高效液相色
谱仪 PJSB T B!’（美国 U=954E 公司）；基质辅助激光解吸电离
飞行时间质谱仪 @.SKQ#-A?#@V（美国 SG65=4 V<G569G0G< 公
司）；荧光显微镜（A178F2E QW(!，日本）；酶标仪（H1;’""，XQA#
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!L &, 材料与试剂
, , ?83<#氨基酸，&#（!P#苯并三唑）#!，!，+，+#四甲基脲六氟磷
酸盐（PX-a），二异丙基乙胺（KQH.），U=6D树脂均为上海吉尔
生化公司产品；/#甲基吡咯烷酮（/@J），二氯甲烷（KB@），哌
啶（JQJH），三氟乙酸（-?.），均为国产分析纯；乙腈（.B/）（色
谱纯，?GE:54公司）；PaRHB细胞株（南京凯基生物科技发展有
限公司）；胎牛血清（?XV）（@KD56G<E公司，美国）；FHI?J（由本
实验室保存）；质粒抽提试剂盒（上海华舜生物工程有限公

司）。

!L +, 穿膜肽 -.-合成步骤
!L +L !, 树脂的溶胀, , 称取 & D ?83<#B7E（-49）#U=6D 树脂，加
入 /@J &" 81，溶胀树脂 & :。加入 KB@ &" 81，混匀 ! 8G6，清
空反应器，重复 & 次。加入 &"M JQJH &" 81，反应 +" 8G6 后清
空反应器，重复 ! 次，加入 KB@ &" 81，混匀 ! 8G6，清空反应器，
再加入 /@J &" 81，混匀 ! 8G6，清空反应器，重复 & 次。
!L +L & , 肽链的合成 , , 往溶胀好的树脂中加 ! D ?83<#I17#
AP，! D PX-a 用 $ 81 的 /@J 溶解，加入 + 831 T S 的 KQH.
%" #1，混匀后加入反应器，再加入 !$ 81 的 /@J 反应 & :。清
空反应器，加入 KB@ &" 81，混匀 ! 8G6，清空反应器，再加入
/@J &" 81，混匀 ! 8G6，清空反应器，重复 & 次。取样检测，树
脂黄，溶液黄。加入 &"M JQJH &" 81，反应 +" 8G6 后清空反应
器，重复 ! 次，加入 KB@ &" 81，混匀 ! 8G6，清空反应器，再加入
/@J &" 81，混匀 ! 8G6，清空反应器，重复 & 次。采用相同的操
作步骤，依次缩合 ?83<#.4D（ J>0）#AP、?83<#.4D（ J>0）#AP、
?83<#.4D（ J>0）#AP、?83<#I16（ -49）#AP、?83<#.4D（ J>0）#AP、
?83<#.4D（J>0）#AP、?83<#S7E（X3<）#AP、?83<#S7E（X3<）#AP、
?83<#.4D（ J>0）#AP、?83<#I17#AP、?83<#-74（ X29）#AP、?83<#
I17#AP、?83<#B7E（-49）#AP。
!L +L + , 切肽 , , 在最后形成的多肽树脂中，加入切割液
（-?.），反应 % :，用沙芯漏斗过滤，收集滤液，用冰乙醚离心沉
淀，冻干，称质量计算产率。

!L %, 高效液相色谱分离和质谱测定
, , 用 U=954E 高效液相色谱仪进行粗肽的分离。用 B!’ 柱，
检测波长 &!" 68［)］。洗脱液 .："L "$M -?. b &M .B/；X：
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!" !#$ %&’ ( )!$ ’*+。线性梯度由 !$ , -!$ .溶液，时间
-! /01，流速 23 ! /4 5 /01。对收集的主峰，进行质谱测定。

23 #6 体外活性测定
23 #3 26 质粒的抽提6 6 将 789&:转化 ;<#!大肠杆菌，卡那霉

素筛选后挑选单克隆扩增，参照质粒抽提试剂盒说明书抽提纯

化质粒。取少量质粒进行琼脂糖凝胶电泳，紫外分光法测定吸

光度值，调整质粒浓度至 !3 2 "= 5 "4。
23 #3 >6 转染复合物的制备6 6 首先将穿膜肽 %’% 与 2 "= 质
粒 ;+’以 ?@ 2的电荷比分别用 # "4的 !3 2# /A4 5 B +C*4 稀释，
再将稀释后的质粒 ;+’ 溶液滴入 %’% 肽溶液中，通过剧烈吹
打使二者混匀，复合物室温孵育 -! /01后，最后加入 >#! "4无
血清、无双抗的 ;D8D。电荷比的计算是基于 ;+’ 每 --! 带
一个负电荷，%’%肽每 >EF 带一个正电荷［F］。
23 #3 -6 实验分组6 6 ’ 组：空白对照组；. 组：单纯质粒 ;+’
转染组；*组：%’%转染组（;+’ ( %’%）；每组均有 - 个样品。
23 #3 E6 细胞培养与穿膜肽 %’%的活性测定6 6 人脐静脉内皮
细胞（GH/C1 H/I040JC4 KL01 L1MANGL40C4 JL44，<OP8*）在含 2!$
&.Q和 2$双抗的 ;D8D培养液中于 -FR、#$*S>培养箱条件

下培养，取对数生长期细胞以每孔 !3 # T 2!#的密度接种在 >E
孔培养板，>E G后细胞达到 U!$ ,F!$汇合时进行穿膜肽 %’%
的活性测定。测定前，吸弃培养板中的旧培养液，用 :.Q 冲洗
> 次，再将含有 2 "=质粒 ;+’ 的 %’% 复合物加入每孔。放入
-F R、#$ *S>培养箱孵育 E G 后，吸弃复合物，加入完全培养
基。孵育 >E G后，使用倒置荧光显微镜观察 89&: 在 <OP8*
中的表达情况。所有实验重复 - 次。
23 #3 #6 细胞活性分析 6 6 <OP8* 细胞按每孔细胞数为 2 T
2!E接种 )U 孔板中，培养过夜，吸弃培养基，每孔中加入不含血
清及抗生素的培养基 >!! "4，再分别加入不同电荷比的样品各
# "4，每一样品 - 复孔，于 -F R、#$ *S>的培养箱中继续培养

>E G。于 >E G 后取出细胞，每孔加入 D%% >! "4（# /= 5 /4），
-F R 继续孵育 E G，终止培养，小心吸弃孔内培养上清液，每孔
加入 ;DQS 2#! "4，振荡 2! /01，使紫蓝色结晶能够完全溶解。
在酶标仪上以 E)! 1/波长检测各孔的吸光度值［!（E)!）］，计
算细胞活性。细胞活性 V !（E)!）试验组 5 !（E)!）对照组 T
2!!$。
23 U6 统计学分析
6 6 采用 Q:QQ 2E3 ! 统计分析软件进行分析，计量资料以 !" W #
表示，多组之间比较采用方差分析。

!" 结果

>3 26 高效液相色谱鉴定纯度
6 6 从穿膜肽 %’%的色谱分析结果可以看出，主峰面积较大，
其他峰面积与主峰相比较小（图 2），表明合成的 %’% 杂质少，
纯度高。根据 <:B*色谱图中峰面积计算，纯度达到 )U3 U$。
>3 >6 质谱鉴定
6 6 D’B;XY%S&YDQ分析的结果显示，实际合成的 %’%相对分
子质量为 2 ??!3 !2，与 %’% 的理论分子质量 2 ??!3 >E 相差无
几。同时也可以看出，图中主峰明显，说明本次合成的 DQ< 经
色谱仪纯化后，可以除去大部分的杂质，从而得到较纯的 %’%
（图 >）。
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图 #" 穿膜肽 $%$ &’()分析图
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图 !" 穿膜肽 $%$的质谱图

>3 -6 荧光显微镜观察穿膜肽 %’%的体外活性
6 6 转染 >E G后，荧光显微镜观察增强型绿色荧光蛋白的表达
见图 -。’、.组均没有观察到绿色荧光，* 组可观察到绿色荧
光，表明本实验所合成的穿膜肽 %’% 具有一定的穿膜特性，可
以携带 789&:穿过细胞膜进行基因转染。

图 *" $%$携带 +,-.’在体外培养人脐静脉内皮细胞中
的基因表达情况"（荧光显微镜 T E!!）

>3 E6 细胞活性
6 6 ’、.、* 组的吸光度值分别为（!3 ?!! W !3 !!#）、（!" F)> W
!" !!-）、（!3 F)> W !3 !2>），.、* 组与 ’组比较差异无统计学意
义（% Z !3 !#），表明质粒 ;+’ 与穿膜肽 %’% 的复合物对细胞
活性没有明显的影响。
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" " 本研究采用 &’() 固相方法合成穿膜肽 $%$，粗
肽经过纯化和分析得到预期活性产物。合成中，选用

&’()*+,-（$./）*0123 树脂为合成起点，将 $%$的羧端
固定在树脂上，向氨基端逐步递加、延长肽链，每一步

反应较易进行，消旋化的可能性小，但要求每步反应都

应达到高产率。目标肽的粗品经高效液相色谱及质谱

分析后，纯度为 45# 56，其相对分子质量与理论值相
等。由于多肽是用固相法合成，氨基酸的连接顺序固

定，证明了合成 $%$结构的正确。
" " 789.1-:;8<8等［=］的研究表明，>> 个氨基酸的 $%$
肽不促进基因转染，而在富含精氨酸 $%$ 肽的核心序
列的氨基端和羧基端加上半胱氨酸，能够促进基因转

染。这可能是由半胱氨酸的可逆氧化交联引起的，从

而能使质粒 ?@%与穿膜肽 $%$ 复合物稳定。并且在
$%$肽核心序列的氨基端和羧基端均加半胱氨酸和甘
氨酸，可进一步促进基因转染。本实验所合成的穿膜

肽 $%$ 的相对分子质量为 > ==A，序列为：+BCBD
EEDDF DDDB+。生物活性测定表明：$%$ 肽具有良
好的穿膜性，能够携带质粒 ?@% 穿过细胞膜进行基
因转染，并对细胞活性无明显影响，提出了用半胱氨酸

和甘氨酸修饰后的穿膜肽 $%$ 用于基因转染的潜在
应用价值。它可以作为有效的非病毒基因转染载体，

为今后治疗基因的转染提供了实验依据。

" " 关键词：固相多肽合成；穿膜肽 $%$；活性研究
" " 中图法分类号：DG4H*GG" " " 文献标识码：I
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" " 麻醉前用药目的是使患儿镇静，抑制呼吸道黏膜及唾液分
泌，减少麻醉中植物神经反射，减少麻醉药用量。抗胆碱药作

为麻醉前用药可以抑制呼吸到和口腔腺体的分泌，保持呼吸道

干燥、通畅，防止气道梗阻和肺部感肺不张等并发症，还可减弱

迷走神经的反射［>］。

" " K胆碱能受体存在 K>、KV和 KG三种亚型，K>受体主要分

布在中枢神经，KV受体主要分布在心脏和神经突触前膜，KG受

体主要分布在平滑肌和腺体［V］。传统的抗胆碱药阿托品无选

择地作用于 K受体，在其抑制腺体分泌的同时作用于 KV受体

引起心率增快，血压增高、面红、体温升高等副反应。而新型抗

胆碱药盐酸戊乙奎醚选择性作用于 K>、KG受体，对心脏和神经

元突触前膜的 KV受体无作用，同时抑制了中枢的 K>受体产生

镇静作用，从而有效避免了心率的增快作用［G］。本试验也证实

肌注盐酸戊乙奎醚后 >W ’82 就出现唾液分泌量的减少，而心
率、血压基本稳定在基础值。

" " 盐酸戊乙奎醚的作用时间长，肌注消除半衰期为>A# GW :［H］。
本试验观察到阿托品肌注 V :后唾液量恢复。所以时间较长的
手术往往需要追加阿托品，而盐酸戊乙奎醚肌注 G :后还与基础

值有显著性差异，说明其作用时间长，有利于手术过程中保持呼

吸道通畅，亦可减少相应的术后呼吸道并发症的发生。

" " 阿托品的常见副作用有口干、视力模糊、心悸、皮肤干燥，
潮红、体温升高，排尿困难、便秘等［V］。本试验两组患儿体温均

与基础值比较无差别，可能影响体温的变化与多种因素有关的

原因，阿托品组有 H 例发生面红，而盐酸戊乙奎醚组没有，可见
使用盐酸戊乙奎醚的副作用更少。

" " 应用盐酸戊乙奎醚能有效抑制气道分泌物，心血管功能稳
定，药效强且持续时间长，效果安全、平稳，认为是小儿麻醉前

用药的较好选择。

" " 关键词：盐酸戊乙奎醚（长托宁）；麻醉前用药；小儿
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