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ＴＭＰ线性二联体多肽的筛选及其对辐射损伤小鼠血小板减少症的救治作用
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　　［摘要］　目的　筛选具有显著促进巨核细胞增殖、分化和血小板生成活性的血小板生成素模拟肽（ＴＭＰ）二联体线性
多肽，并观察其对血小板减少症的救治作用。方法　 设计合成系列 ＴＭＰ二联体线性多肽，其中两个头尾串联的 ＴＭＰ之
间设置不同长度的连接肽，ＣＣＫ８法检测并筛选促巨核细胞增殖活性最强的ＴＭＰ二联体多肽，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＴＭＰ二联
体多肽激活ＳＴＡＴ５和ＥＲＫ１／２磷酸化情况，流式细胞术分析小鼠骨髓来源Ｓｃａ＋Ⅰ细胞经ＴＭＰ二联体多肽处理后巨核细
胞标志分子ＣＤ４１、ＣＤ６１的表达变化。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠用５Ｇｙγ射线全身一次性照射后皮下注射 ＴＭＰ二联体多肽，每天
１次，连续用药７ｄ，分析外周血血小板水平变化和骨髓造血组织病理改变。结果　 连接肽长度和氨基酸组成可显著影响
ＴＭＰ二联体多肽的促巨核细胞增殖活性，其中由１个脯氨酸（Ｐ）和８个甘氨酸（Ｇ８）连接的 ＴＭＰ二联体活性较为突出。
ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ多肽处理能够显著促进巨核细胞中ＳＴＡＴ５和ＥＲＫ１／２的磷酸化，该多肽连续作用１４ｄ能够较 ＩＬ３对照组
显著上调Ｓｃａ＋Ⅰ细胞ＣＤ４１、ＣＤ６１的双阳性表达率［（８３．２６±５．３８）％ ｖｓ（１５．７０±２．１２）％，Ｐ＜０．０１］。此外，体内应用
该多肽能够较辐照对照显著提高急性辐射损伤小鼠外周血血小板最低值水平（１６４．８×１０９／Ｌｖｓ５３．０×１０９／Ｌ），并使血小板
水平提前４ｄ恢复。结论　 通过筛选连接肽最终获得具有显著促巨核细胞增殖和血小板生成活性的ＴＭＰ二联体线性多肽。
　　［关键词］　 ＴＭＰ二联体；多肽；巨核细胞；血小板；辐射损伤
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　　急性辐射损伤和恶性肿瘤放化疗等可引起骨髓多
系造血功能障碍，导致机体免疫功能低下，易并发感染

和出血，其中血小板数量严重减少是出血和感染发生

的一个主要原因。但目前临床上针对血小板减少症的

有效救治方法较为缺乏，因此，近年来人们一直在致力

寻找和研制新型促血小板生成药物。

　　骨髓巨核细胞是生成血小板的前体细胞，因此促
进巨核细胞的增殖与分化可有效促进血小板生成［１］。

血小板生成素模拟肽（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｔｉｎｍｉｍｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，
ＴＭＰ）是一种具有血小板生成素（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＰＯ）
生物学活性而又与ＴＰＯ无序列同源性的短肽，由１４个
氨基酸残基组成。ＴＭＰ与 ＴＰＯ受体 ｃＭｐｌ有很高的
亲和力，并能刺激 ＴＰＯ依赖细胞株的增殖与分
化［２－３］。研究发现，只有配对的两个 ｃＭｐｌ分子同时
与配基结合才能有效激活胞内相应的信号通路，如

ＥＲＫ１／２、ＳＴＡＴ５等，从而促进巨核细胞的增殖与分
化［４］。正因如此，单个 ＴＭＰ的促增殖、分化活性比较
微弱，而呈分支形状的ＴＭＰ二价体则显示出很高的促
进巨核细胞增殖、分化和血小板生成活性［５－６］，但这种

ＴＭＰ二价体的制备方法工序复杂，不易进行推广与应
用。如果将两个ＴＭＰ分子串联成一个单链多肽，通过
在两个ＴＭＰ之间设置合适长度和氨基酸组成的连接
肽，则有可能使ＴＭＰ分子同时有效结合 ＴＰＯ受体，从
而提高其促血小板生成活性。为此，本研究通过设计、

筛选合适的连接肽，以期获得具有突出升血小板活性

的ＴＭＰ二联体线性多肽，并进一步观察其对急性辐射
损伤小鼠血小板减少症的救治作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　试剂　　Ｓｔｅｍｐｒｏ３４无血清完全培养基、１６４０培养基、
胎牛血清均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｓｃａ＋ⅠＥａｓｙＳｅｐｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
试剂盒由ＳＴＥＭＣＥＬＬ公司提供；ＣＤ４１ＦＩＴＣ、ＣＤ６１６４７抗体购
自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；ＣＣＫ８细胞凋亡检测试剂盒为碧云天公司
产品；兔抗人ｐｈｏｓｐｈｏｐ４２／４４ＭＡＰＫ多克隆抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇ公司；鼠抗人 ｐＳＴＡＴ５多克隆抗体、辣根酶标记二抗购自
ＢＤ公司；ＥＣＬ化学发光试剂盒来源于碧云天公司。
１．１．２　实验动物及来源　　健康雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠７０只，６～
８周龄，体质量１８～２２ｇ；雄性Ｃ５７小鼠１０只，４～６周龄，体质
量１７～２２ｇ，均购自第三军医大学实验动物中心。在标准条件
下培养６ｄ后即用于实验。
１．１．３　ＭＯ７ｅ细胞株　　本室从中国协和医科大学细胞库引

进ＭＯ７ｅ细胞株，该细胞株具有典型的巨核祖细胞特性，是
ＴＰＯ、ＩＬ１１等促巨核祖细胞增殖、分化和血小板生成药物体外
活性评价的常用细胞株，通常情况下依赖粒细胞巨噬细胞集
落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）生长。
１．１．４　多肽　　委托生工生物工程（上海）有限公司合成，
ＴＭＰ多肽序列、ＴＭＰ二联肽编号及连接肽组成如下：ＴＭＰ，
ＩＥＧＰＴＬＲＱＷＬＡＡＲＡ；１号肽，两个头尾串联 ＴＭＰ之间无连接
肽；２～７号肽，分别为两个串联 ＴＭＰ之间设置１个 Ｇ、２个 Ｇ
（Ｇ２）、Ｇ４、Ｇ８、（Ｇ４Ｓ）３、ＰＧ８，其中 Ｇ、Ｐ、Ｓ分别代表甘氨酸、脯氨
酸和苏氨酸。

１．２　实验方法
１．２．１　ＭＯ７ｅ细胞培养　　常规方法复苏 ＭＯ７ｅ细胞，采用
Ｇｉｂｃｏ１６４０培养基 ＋１０％胎牛血清，在 ５％ＣＯ２、１００％湿度、
３７℃ 条件下进行培养。
１．２．２　ＣＣＫ８法多肽体外促 ＭＯ７ｅ细胞增殖实验　　将１％
血清饥饿过夜的细胞，以４×１０４／（１００μＬ·孔）接种于９６孔板
中，加入等物质的量浓度的各组多肽，空白对照组加入等体积

培养基，并设置等物质的量浓度 ＴＰＯ作为阳性对照，在标准条
件下培养 ７２ｈ后每孔加入 １０μＬＣＣＫ８试剂，酶标仪检测
４５０ｎｍ波长下每孔光密度值［Ｄ（４５０）］，与空白对照组比较从
而得出多肽促增殖能力。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＭＯ７ｅ细胞磷酸化 ＥＲＫ、ＳＴＡＴ５蛋白
水平的表达变化　　二联肽作用１、３０ｍｉｎ，１ｈ和４ｈ收取细
胞，提取细胞总蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后电转印至 ＰＶＤＦ膜，
３７℃ 封闭１ｈ，ｐｐ４２／４４ＭＡＰＫ（１∶１０００）、ｐＳＴＡＴ５（１∶１０００）
一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．１％Ｔｗｅｅｎ）洗膜
１５ｍｉｎ×３次，辣根酶标记二抗（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，洗膜，
ＥＣＬ显色；ＢｉｏＲａｄ成像系统采集发光信号，ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析。
１．２．４　小鼠 Ｓｃａ＋Ⅰ细胞分选及巨核细胞原代培养　　Ｃ５７
小鼠脱颈处死后，无菌条件下分离双侧股骨，收集骨髓细胞，按

试剂盒操作说明，分选获得纯度 ＞９０％的 Ｓｃａ＋Ⅰ细胞，３×
１０５／ｍＬ接种于 ＳｔｅｍＳｐａｎＴＭ ＳＦＥＭ培养体系，分为 ＩＬ３对照组、
ＴＭＰ二联肽（１００ｎｇ／ｍＬ）处理组，培养第１４天收集２组细胞，
流式细胞仪分析ＣＤ４１、ＣＤ６１表达变化。
１．２．５　实验动物分组与处理　　按完全随机法将 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠分为３组，其中 ＴＭＰ二联肽处理组、辐照对照组给予５Ｇｙ
Ｃｏ６０γ射线全身一次性均匀辐照（在第三军医大学辐照中心进
行），给药方案：ＴＭＰ二联肽处理组（ｎ＝３０），ＴＭＰ二联肽
１００μｇ／ｋｇ，皮下注射，每天 １次，连续给药 ７ｄ；辐照对照组
（ｎ＝３０），连续 ７ｄ皮下注射等量生理盐水；正常未辐照组
（ｎ＝１０），皮下注射等量生理盐水，连续注射７ｄ。各组第１次
给药均在辐照后立即实施。

１．２．６　血常规检测　　各组小鼠分别于第０、３、７、１０、１４、１７、
２１天尾静脉取血，用血球细胞计数仪检测血常规。
１．２．７　骨髓病理切片　　每组小鼠按照简单随机抽样法分别
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取３只于辐照后第１４天时处死，分离股骨和胫骨并立即置于
４％多聚甲醛液中固定，常规ＨＥ染色，倒置显微镜下选取相同
位置的３个视野计数各组巨核细胞数量。
１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件，均数间比较
采用单因素方差分析或独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　连接肽对ＴＭＰ二联体促 ＭＯ７ｅ细胞增殖作用的
影响

　　在 Ｍ０７ｅ细胞培养体系中加入等物质的量浓度（０．５、
５ｎｍｏｌ／Ｌ）含有不同长度连接肽的ＴＭＰ二联体多肽，培养３ｄ后
进行ＣＣＫ８检测，结果显示，由０、１、２个 Ｇ组成连接肽的 ＴＭＰ
二联体无明显促巨核细胞增殖活性，连接肽为４个Ｇ时ＴＭＰ二
联体多肽的活性显著增强，而以８个Ｇ作为连接肽的ＴＭＰ二联
肽促ＭＯ７ｅ细胞增殖作用最突出（Ｐ＜０．０１），此后再增加连接肽
的长度并不能进一步提升ＴＭＰ二联体多肽的活性（图１Ａ）。随
后发现在Ｇ８连接肽的Ｎ端加入１个脯氨酸可大幅增加ＴＭＰ二
联体多肽的促巨核细胞增殖活性（Ｐ＜０．０１，图１Ｂ）。最终，选择
连接肽为ＰＧ８的ＴＭＰ二联体作为优选肽进行深入研究。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＴＭＰＧ８ＴＭＰ比较
Ａ：连接肽的长度对 ＴＭＰ二联肽活性的影响　１：空白对照组；
２：ＴＭＰＴＭＰ；３：ＴＭＰＧＴＭＰ；４：ＴＭＰＧ２ＴＭＰ；５：ＴＭＰＧ４ＴＭＰ；
６：ＴＭＰＧ８ＴＭＰ；７：ＴＭＰ（Ｇ４Ｓ）３ＴＭＰ；８：ＴＰＯ；Ｂ：连接肽中加入脯
氨酸对ＴＭＰ二联肽活性的影响　１：空白对照组；２：ＴＭＰＧ８ＴＭＰ；
３：ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ；４：ＴＰＯ
图１　几种ＴＭＰ二联肽对ＭＯ７ｅ细胞的体外促增殖作用

２．２　ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ诱导ＭＯ７ｅ细胞内磷酸化ＥＲＫ１／２、
ＳＴＡＴ５水平的变化

　　ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ多肽作用不同时间后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

ＭＯ７ｅ细胞内 ＥＲＫ１／２、ＳＴＡＴ５蛋白的磷酸化水平，结果显示：
ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ多肽作用１０ｍｉｎ即可迅速激活 ＥＲＫ１／２、ＳＴＡＴ５
的磷酸化，３０ｍｉｎ时信号最强（图２），提示该二联肽能够显著
激活胞内有关增殖、分化的信号通路。
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１：空白对照组；２～５：ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理组分别作用１０、３０ｍｉｎ和１、４ｈ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ多肽作用不同时间后

ＭＯ７ｅ细胞中磷酸化ＥＲＫ、ＳＴＡＴ５蛋白的表达

２．３　ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理对小鼠 Ｓｃａ
＋Ⅰ细胞向巨核

细胞的促分化作用

　　经 ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理培养１４ｄ，小鼠 Ｓｃａ
＋Ⅰ细胞表面

ＣＤ４１、ＣＤ６１双阳性表达率为（８３．２６±５．３８）％，相比 ＩＬ３对照
组［（１５．７０±２．１２）％］显著增高（Ｐ＜０．０１），提示该二联肽能
够促进Ｓｃａ＋Ⅰ细胞向巨核细胞分化。
２．４　ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理对辐射损伤小鼠外周血血小

板水平变化的影响

　　辐照第３天后两组小鼠血小板迅速减少，从第１０天开始，
ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理组小鼠的血小板数量明显增加，与辐照对照
组比较，二联肽能够显著改善血小板最低值水平（１６４．８×１０９／Ｌ
ｖｓ５３．０×１０９／Ｌ），并使血小板恢复时间提前４ｄ左右，具有统计
学差异（Ｐ＜０．０５，图３），提示 ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ能促进辐射损伤
小鼠血小板水平的恢复。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与辐照对照组比较
图３　各组辐射损伤小鼠血小板变化情况

２．５　ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理辐射损伤小鼠骨髓组织病理
改变

　　骨髓组织病理切片显示：辐照对照组骨髓有核细胞明显减
少，仅有少数造血细胞呈散在性分布。ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理组骨
髓有核细胞则显著增多，并呈片状分布，其中可见不同发育时

期的巨核细胞（图４）。３组病理切片在倒置显微镜下巨核细胞
计数（×２００）：ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理组为（１９．５９±２．６０），正常未
辐照组为（３６．４３±５．４５），显著高于辐照对照组（２．３３±１．１４）
具有统计学差异（Ｐ＜０．０１），提示ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ可以促进辐射
损伤小鼠骨髓巨核细胞及多系造血细胞的恢复。
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Ａ：辐照对照组；Ｂ：ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ处理组；Ｃ：正常未辐照组
图４　各组小鼠骨髓腔病理学观察　（ＨＥ×４００）

３　讨论

　　美国学者 Ｃｗｉｒｌａ等［２］通过噬菌体表面展示技术

筛选到了一种仅由１４个氨基酸残基组成，与天然ＴＰＯ
的生物活性相似的短肽，称之为 ＴＰＯ模拟肽，其虽与
ＴＰＯ无同源性，但与ＴＰＯ受体 ｃＭｐｌ却有很高的亲和
力，且不会诱发机体产生中和性抗体，对促进巨核细胞

增殖、分化具有一定作用。

　　文献［７］报道：促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，
ＥＰＯ）模拟肽ＥＭＰ１的同源肽ＥＭＰ３３同样可以与 ＥＰＯ
受体结合，但是并不能激活 ＥＰＯＲ下游 ＪＡＫＳＴＡＴ信
号通路，原因是ＥＭＰ１和 ＥＰＯＲ结合体与 ＥＭＰ３３突变
体多肽和 ＥＰＯＲ的结合体的旋转角度不同（相差
１５°），提示 ＥＭＰ１二聚体与 ＥＰＯＲ结合时需要处于一
个最佳位置或角度。我们由此得到启发，通过设计合

适的连接肽调节两个ＴＭＰ之间的角度以提高 ＴＭＰ二
聚体与ＴＰＯ受体的结合活性。
　　甘氨酸属于柔性氨基酸，常作为嵌合蛋白结构中
的连接肽。所以我们考虑先以不同数量的甘氨酸作为

连接肽筛选范围，通过体外实验筛选出连接肽为８个
Ｇ的二联肽对 ＭＯ７ｅ细胞具有显著体外促增殖作用，
而在Ｇ８基础上继续增加甘氨酸数量对二联肽的促增
殖活性无显著提高，且序列较短的二联肽更容易合成

和表达制备，由此认为 Ｇ８优于 Ｇ１２。另外，长度超过
８个相同氨基酸的肽链合成难度大，所以我们设计加
入丝氨酸以提高合成质量；由于脯氨酸是唯一一个环

状的亚氨基氨基酸，其分子侧链（Ｒ）中无 ＮＨ，不能与
周围氨基酸形成氢键，所以不适合形成α螺旋和 β折
叠，而易形成１８０°的转角（ｃｉｓｐｒｏｔｕｒｎ）；文献［８］报道
富含脯氨酸的 Ｌｉｎｋｅｒ具有刚性伸曲，表现出一种“肘
弯”（ｅｌｂｏｗｂｅｎｄｉｎｇ）或铰链状弯曲（ｈｉｎｇｅｂｅｎｄｉｎｇ）；所
以我们考虑在连接肽中加入脯氨酸进行再筛选，结果

证实连接肽起始端加入脯氨酸后的 ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ作
用相比ＴＭＰＧ８ＴＭＰ明显增强。
　　现已证实细胞外信号调节激酶（ＥＲＫ１／２ｏｒｐ４４／

ｐ４２）以及ＳＴＡＴ５的激活与巨核细胞增殖、分化密切相
关［９－１１］。本实验中我们观察到 ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ刺激作
用细胞３０ｍｉｎ可显著上调 ＥＲＫ１／２与 ＳＴＡＴ５磷酸化
水平；连续７ｄ给药对受辐射损伤小鼠升血小板的救
治作用以及骨髓病理切片结果，进一步提示该二联肽

具有促进骨髓巨核细胞生成和升血小板的作用。

　　本研究通过体内外实验筛选到连接肽为 ＰＧ８的
ＴＭＰＰＧ８ＴＭＰ具有显著促巨核细胞增殖、分化和血小
板生成的作用，提示连接肽的长度和氨基酸组成与

ＴＭＰ二联体多肽的促巨核细胞增殖活性密切相关，我
们猜测原因可能在于连接肽使两条 ＴＭＰ单链之间形
成一定的空间构象（角度、跨度等），与 ＴＰＯ受体在胞
膜表面的分布或结合位点具有一定程度的相适应

性［４，１２－１３］；而且如此小的短肽也容易进入骨髓腔发挥

效应。在今后研究中将通过 Ｘ射线晶体衍射等结构
分析技术加以验证。此外，由于该多肽分子量较小，在

体内降解速率快，所以还可尝试与其他功能蛋白结

合［１４－１５］以延长血浆半衰期。总之，此类 ＴＭＰ二联肽
对巨核细胞突出的促增殖、分化作用，为辐射损伤及肿

瘤放化疗引起的血小板减少等疾病的治疗和相关新药

研发提供了新思路，值得进一步研究。
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Ｆａｈｒ病合并高同型半胱氨酸４例
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科１，放射科２）

　　［关键词］　 Ｆａｈｒ病；高同型半胱氨酸；相关
　　［中图法分类号］　Ｒ７４５．７　　［文献标志码］　Ｂ
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ｈｔｍｌ（２０１３０９０５）

　　Ｆａｈｒ病是一种原因不明的神经系统退行性疾病，以基底节
及基底节外区域特征性钙化为特征，伴随神经、精神及认知方

面的损害［１］。临床上主要表现为运动障碍、精神障碍、癫痫发

作等。本病具有家族性或散发性（特发性）特点。家族性多为

常染色体显性遗传，也有常染色体隐性遗传和性染色体遗传的

报道。现将收治的４例Ｆａｈｒ病合并高同型半胱氨酸（ｈＨｃｙ）的
患者资料报告如下。

１　临床资料

　　收集我院２０１１年１月至２０１３年２月收治的Ｆａｈｒ病４例，
男性３例，女性１例，年龄１１～６０岁，平均年龄２９．５岁。病程
３～４０ｄ，２例以精神行为异常入院，其中１例先以头昏头痛为
首发症状，之后出现精神异常，言语不清，１例以运动障碍起病，
１例因父母发现其计算力下降为主要表现就诊。既往均无外伤
史、毒物接触史、寄生虫感染史及发热、皮疹史等，无特殊疾病

服药史，无高血压、糖尿病史及家族遗传病史。查体：３例反应
迟钝，时间地点人物定向力差，不能计算，腱反射活跃。１例四
肢静止性震颤，四肢肌张力偏高，腱反射活跃，病理反射未引

出。实验室检查４例患者血、尿常规正常，血钙、血磷及 ＦＴ３、
ＦＴ４、ＴＳＨ及甲状旁腺激素均正常，血生化检查示 Ｈｃｙ均升高
１５．０８～２０．０１μｍｏｌ／Ｌ（正常值０～１４．０μｍｍｏｌ／Ｌ）。头颅 ＣＴ

检查示４例患者均可见双侧尾状核头、壳核、内囊、丘脑对称性
钙化灶，２例还可见额叶对称性钙化灶（图１）。全部病例临床
综合诊断为Ｆａｈｒ病，确诊后在扩张血管、脑保护及改善脑代谢
等治疗的基础上，给予补充大剂量叶酸、维生素 Ｂ６及维生素
Ｂ１２、营养神经等对症支持治疗。患者症状均好转后出院。

图１　Ｆａｈｒ病合并高同型半胱氨酸患者头颅ＣＴ表现

２　讨论

　　Ｆａｈｒ病临床少见，１８５５年 Ｂａｍｂｅｒｇｅｒ首先报道，１９３０年
Ｆａｈｒ首次描述该病，１９８３年蒋雨平等在国内首次报道。该病临
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