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两条肿瘤靶向抑制肽的修饰及作用靶点的初步研究
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　　［摘要］　目的　探讨两条肿瘤靶向抑制肽（ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ）经化学修饰后
（Ｎ端乙酰化、Ｃ端酰胺化）的稳定性，并初步探讨其作用靶点。方法　３ＨＴｄＲ掺入法、ＣＣＫ８法分别探
讨多肽修饰前后对Ａ５４９细胞增殖、活力的影响；高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定多肽在１０％血清条件下，
不同时间点（１２、２４ｈ）的剩余量，评价其修饰前后在血清中的稳定性；构建ＧＳＴ标签的多肽（ＧＳＴ多肽）
融合蛋白表达载体，在大肠杆菌中诱导表达、纯化；免疫共沉淀法鉴定 ＧＳＴ多肽融合蛋白能否与
ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２结合。结果　多肽 ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ经化学修饰后在１０％血清环境下对 Ａ５４９
细胞增殖的抑制率由（２．６３±６．１９）％提高至（４８．５０±７．１４）％（Ｐ＜００１），对 Ａ５４９细胞活力的抑制率
由（１．３０±７．９０）％提高至（２０．８０±５．９０）％（Ｐ＜００１），２４ｈ后多肽在血清中的剩余量由（５６．０４±
１８１）％提高至（６４．６４±０．３０）％（Ｐ＜００１）；多肽ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ化学修饰前后在１０％血清环境下
对Ａ５４９细胞增殖的抑制率分别为（２８．３８±５．６３）％、（３４．２５±１０．９０）％（Ｐ＞００５），对Ａ５４９细胞活力
的抑制率分别为（８．０９±５．８４）％、（１５．０７±８．０９）％（Ｐ＞００５），２４ｈ后多肽在血清中的剩余量由
（７２７２±２．６０）％提高至（７７．４３％±１．７８）％（Ｐ＜００５）；免疫共沉淀表明这两条多肽均能与ＶＥＧＦＲ１、
ＶＥＧＦＲ２结合。结论　ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２为这两条肿瘤靶向抑制肽的作用靶点；多肽 ＲＫＲＫＲＫ
ＫＳＲＹＩＶＬＳ、ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ修饰后在血清环境下稳定性明显提高，修饰后的 ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ对
Ａ５４９细胞增殖及活力的抑制能力明显增强。
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　　血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）为促血管生成最主要的因子，能够促进
肿瘤的发生、发展及转移。本课题组此前运用生物信

息学对ＶＥＧＦ片段 ＶＥＧＦ１２５－１３６进行改造、筛选得到两
条全新多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ。
初步研究发现这两条多肽在无血清环境下能够明显抑

制肺腺癌细胞株 Ａ５４９的增殖、多肽经放射性核素
９９ｍＴｃ或１８８Ｒｅ标记后能够靶向聚集于荷Ａ５４９裸鼠的肿
瘤部位，提示这两条多肽有望作为分子探针或靶向药

物用于肿瘤的分子显像及靶向治疗［１－３］，但其确切作

用靶点尚需进一步探讨。本研究旨在对这两条肿瘤靶

向抑制肽进行化学修饰，进一步提高其在血清中的稳

定性，并对其可能的作用靶点进行初步探讨，即能否与

血管内皮生长因子受体（ＶＥＧＦＲ）结合、是与ＶＥＧＦＲ１
还是ＶＥＧＦＲ２结合，为其用于肿瘤的分子显像或靶向
治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ），ＤＭＥＭ培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ）、
Ａ５４９细胞（中国科学院上海典藏细胞库）、ＧＳＴ抗体
（碧云天）、ＶＥＧＦＲ１与 ＶＥＧＦＲ２抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美
国）、ＰｒｏｔｅｉｎＡ＋ＧＡｇａｒｏｓｅ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）、３ＨＴｄＲ
（中科院上海原子核研究所）、ＣＣＫ８（碧云天）、蛋白
电泳常规设备由第三军医大学西南医院中心实验室

提供。

１．２　实验方法
１．２．１　多肽的合成、化学修饰及与 ＧＳＴ融合　　常
规固相法合成多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫ
ＳＲＹＩＶＬＳ，化学修饰法对多肽 Ｎ端乙酰化（Ａｃ）、Ｃ端
酰胺化（ＮＨ２），分别得到 ＡｃＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨＮＨ２、

ＡｃＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳＮＨ２。ＧＳＴ多肽融合蛋白表
达及纯化的简要步骤如下：体外人工合成编码多肽的

全长基因，并定向插入到ｐＧＥＸ４Ｔ１载体中，构建原核
表达质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ１多肽，测序正确后转入大肠杆菌
诱导表达，超声破碎后 ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ进行
纯化，蛋白电泳鉴定融合蛋白的表达、纯化效果。以上

工作委托上海强耀公司完成。

１．２．２　ＧＳＴ多肽融合蛋白与 ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２的
免疫共沉淀　　Ａ５４９细胞接种于７５ｃｍ２细胞培养瓶，
密度约为１×１０４个／ｍＬ，共１５ｍＬ，ＤＭＥＭ培养基（含
１０％胎牛血清）常规培养。２４ｈ后每个培养瓶中分别
加入相应的 ＧＳＴ多肽融合蛋白 ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫ
ＫＨ及 ＧＳＴＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ，其终浓度分别为８０、
１８５ｎｍｏｌ／Ｌ。继续培养１２ｈ后弃培养基，ＰＢＳ洗涤细
胞１次，加入含蛋白酶抑制剂的 ＩＰ细胞裂解液，４℃，
３０ｍｉｎ后离心，收集上清并行蛋白定量。取６００μｇ样
品，加入１μｇＧＳＴ抗体或 ＶＥＧＦＲ１抗体或 ＶＥＧＦＲ２
抗体为实验组，１μｇＩｇＧ为阴性对照，４℃摇晃过夜。
加入２０μＬＰｒｏｔｅｉｎＡ＋ＧＡｇａｒｏｓｅ，４℃摇晃３ｈ，离心弃
上清，ＩＰ细胞裂解液洗涤沉淀 ５次，弃上清，用 １×
ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液重悬沉淀，煮沸冷却后行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分离，转膜至ＰＶＤＦ，５％脱脂奶粉封闭２ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜３次，一抗即 ＶＥＧＦＲ１抗体或 ＶＥＧＦＲ２抗
体或ＧＳＴ抗体４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，加入辣
根过氧化物酶标记的二抗，室温下孵育２ｈ。ＴＢＳＴ洗
膜３次后ＥＣＬ显影。
１．２．３　３ＨＴｄＲ掺入法比较多肽修饰前后对 Ａ５４９细
胞增殖的抑制能力　　Ａ５４９细胞接种于９６孔板，约
５０００个／孔，总体积１００μＬ，ＤＭＥＭ培养基（含１０％胎
牛血清）常规培养２４ｈ后弃上清。灭菌ＰＢＳ洗涤细胞
２次后加入 ＤＭＥＭ培养基，血清终浓度分别为 ０％、
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１０％，每孔（５个平行孔）分别加入修饰前后的多肽（终
浓度２４０μｍｏｌ／Ｌ），空白对照加入相同体积 ＰＢＳ，总体
积１００μＬ／孔，培养１８ｈ后加入３ＨＴｄＲ，３７ｋＢｑ／孔，培
养６ｈ。弃培养液，２００μＬＰＢＳ洗涤２次，４０μＬ胰酶
充分消化后加入超纯水２００μＬ／孔，静置２０ｍｉｎ，多头
细胞样品收集器收集细胞于玻璃纤维滤纸，双蒸水洗

涤９次，次氯酸固定２次，８０℃，４０ｍｉｎ烘干，滤纸置
于膜片闪烁液，避光２ｈ，液闪仪测量放射性计数率并
换算成衰变率（Ｂｑ）。抑制率 ＝（对照组 Ｂｑ－实验组
Ｂｑ）／对照组Ｂｑ×１００％。
１．２．４　ＣＣＫ８法比较多肽修饰前后对Ａ５４９细胞活力
的影响　　Ａ５４９细胞接种于９６孔板，约３０００个／孔，
ＤＭＥＭ培养基（含１０％胎牛血清）常规培养２４ｈ后弃
上清，ＰＢＳ洗涤１次后加入 ＤＭＥＭ培养基（血清终浓
度分别为０％、１０％），每孔（４个平行孔）分别加入修
饰前后的多肽（终浓度２４０μｍｏｌ／Ｌ），空白对照加入相
同体积 ＰＢＳ，总体积１００μＬ／孔。培养２０ｈ后每孔加
入１０μＬＣＣＫ８溶液，细胞培养箱孵育２ｈ。９６孔板
置于多功能酶标仪，４５０ｎｍ测定光密度值［Ｄ（４５０）］。
　　抑制率 ＝［对照组 Ｄ（４５０）值 －实验组 Ｄ（４５０）
值］／对照组Ｄ（４５０）值×１００％
１．２．５　ＨＰＬＣ法测定多肽修饰前后在１０％血清条件下
的稳定性　　Ａ５４９细胞接种于９６孔板，约５０００个／孔，
总体积１００μＬ，ＤＭＥＭ培养基（含１０％胎牛血清）中
培养２４ｈ后弃上清、灭菌ＰＢＳ洗涤细胞。实验组加入
ＤＭＥＭ培养基（含１０％胎牛血清）、修饰前后多肽（终
浓度２４０μｍｏｌ／Ｌ，总体积１００μＬ／孔，５复孔），继续培
养１２、２４ｈ后分别取５０μＬ样品进行ＨＰＬＣ分析，得到
实验组多肽浓度（μｍｏｌ／Ｌ）。另设０ｈ组：ＤＭＥＭ培养
基中不含胎牛血清，加入多肽后立即用 ＨＰＬＣ法测量
多肽浓度，其余同实验组。计算多肽剩余百分比 ＝实
验组多肽浓度（μｍｏｌ／Ｌ）／０ｈ组多肽浓度（μｍｏｌ／Ｌ）×
１００％。
１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行
数据处理，两组计量资料采用独立样本ｔ检验，多组计
量资料数据采取单因素方差分析，组间两两比较采用

ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　多肽的合成、化学修饰及与ＧＳＴ融合
　　成功合成目标多肽并经化学修饰得到 ＡｃＱＫＲＫ
ＲＫＫＳＲＫＫＨＮＨ２、ＡｃＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳＮＨ２，ＨＰＬＣ
纯化，质谱鉴定，纯度达９５％以上。
　　ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＧＳＴＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ

融合蛋白经诱导表达及纯化后的电泳结果见图１。结
果表明２个目的蛋白均为可溶性，相对分子质量约为
２８×１０３，可用于下一步的免疫共沉淀实验。
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Ａ：ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ；Ｂ：ＧＳＴＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
Ｍ：蛋白标准；１：ＧＳＴ多肽融合蛋白超声上清（即待纯化样
品）；２：流穿液（待进一步纯化样品）；３：１ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽
洗脱纯化后样品；４：１０ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽洗脱纯化后样品
图１　ＧＳＴ多肽融合蛋白表达纯化后的电泳结果

２．２　ＧＳＴ多肽融合蛋白与 ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２的免
疫共沉淀

　　ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ与 Ａ５４９细胞孵育后，免
疫共沉淀法检测其与 ＶＥＧＦＲ１的结合：提取 Ａ５４９细
胞的总蛋白，首先用抗ＧＳＴ抗体免疫沉淀含ＧＳＴ多肽
的蛋白复合物，分别用 ＶＥＧＦＲ１抗体（图２Ａ上）、ＧＳＴ
抗体（图２Ａ下）行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，通过免疫沉
淀获得的蛋白复合物中含 ＶＥＧＦＲ１蛋白，而 ＩｇＧ对照
组未检出；然后，利用抗 ＶＥＧＦＲ１抗体进行反向免疫
共沉淀含 ＶＥＧＦＲ１的蛋白复合物，分别用 ＧＳＴ抗体
（图２Ｂ上）、ＶＥＧＦＲ１抗体（图２Ｂ下）行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测显示，经免疫沉淀获得的蛋白复合物中含有 ＧＳＴ
多肽，而 ＩｇＧ对照组未检出。提示 ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳ
ＲＫＫＨ能够与Ａ５４９细胞中的 ＶＥＧＦＲ１相互结合。同
理提示 ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ与ＶＥＧＦＲ２（图２Ｃ、Ｄ），
ＧＳＴＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ与 ＶＥＧＦＲ１（图 ３Ａ、Ｂ）及
ＶＥＧＦＲ２（图３Ｃ、Ｄ）能够相互结合。
２．３　多肽修饰前后在１０％血清条件下的稳定性
　　与 Ａ５４９细胞共培养１２、２４ｈ后，ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫ
ＫＨ在１０％血清条件下的剩余百分比分别为（８０．１４±
１．８１）％、（７２．７２±２．６０）％，修饰后分别提高至
（８２４６±０．８４）％（Ｐ＜００５）、（７７．４３±１．７８）％（Ｐ＜
００５）；ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ在１０％血清条件下的剩余
百分比分别为（７０．５２±１．５５）％、（５６．０４±１．８１）％，修
饰后提高至（７７．９０±１．１９）％（Ｐ＜００１）、（６４．６４±
０３０）％（Ｐ＜００１）。这提示多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ、
ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ修饰后在１０％血清中的稳定性明
显提高。
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Ａ：ＧＳＴ多肽与ＶＥＧＦＲ１的ＣｏＩＰ（正向）；Ｂ：ＧＳＴ多肽与 ＶＥＧＦＲ１的 ＣｏＩＰ（反向）；Ｃ：ＧＳＴ多肽与 ＶＥＧＦＲ２的 ＣｏＩＰ（正向）；
Ｄ：ＧＳＴ多肽与ＶＥＧＦＲ２的ＣｏＩＰ（反向）　１：细胞裂解液总蛋白；２：ＩｇＧ免疫沉淀所获蛋白；３：ＧＳＴ抗体（Ａ、Ｃ）或ＶＥＧＦＲ１抗体
（Ｂ）或ＶＥＧＦＲ２抗体（Ｄ）免疫沉淀所获蛋白

图２　ＧＳＴＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ与ＶＥＧＦＲ１及ＶＥＧＦＲ２的免疫共沉淀
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Ａ：ＧＳＴ多肽与ＶＥＧＦＲ１的ＣｏＩＰ（正向）；Ｂ：ＧＳＴ多肽与 ＶＥＧＦＲ１的 ＣｏＩＰ（反向）；Ｃ：ＧＳＴ多肽与 ＶＥＧＦＲ２的 ＣｏＩＰ（正向）；
Ｄ：ＧＳＴ多肽与ＶＥＧＦＲ２的ＣｏＩＰ（反向）　１：细胞裂解液总蛋白；２：ＩｇＧ免疫沉淀所获蛋白；３：ＧＳＴ抗体（Ａ、Ｃ）或ＶＥＧＦＲ１抗体
（Ｂ）或ＶＥＧＦＲ２抗体（Ｄ）免疫沉淀所获蛋白

图３　ＧＳＴＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ与ＶＥＧＦＲ１及ＶＥＧＦＲ２的免疫共沉淀

２．４　３ＨＴｄＲ掺入法比较多肽修饰前后对 Ａ５４９细胞
增殖的抑制能力

　　培养基中不含血清时，多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ对
Ａ５４９细胞增殖的抑制率为（３５．５８±１７．００）％，当培养
基中血清浓度为１０％时，ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ修饰前后
对Ａ５４９细胞增殖的抑制率分别为（２８．３８±５．６３）％、
（３４．２５±１０．９０）％，三者间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图４），即多肽在１０％血清环境下对 Ａ５４９细胞
增殖的抑制能力未见明显降低。

　　培养基中不含血清时，多肽 ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
对Ａ５４９细胞增殖的抑制率为（５５．４９±１０．３１）％，当
培养基中血清浓度为１０％时，ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ对
Ａ５４９细胞增殖的抑制率降为（２．６３±６．１９）％，修饰后
提高至（４８．５０±７．１４）％，三者间差异有统计学意义
（Ｐ＜００１，图４），即多肽在１０％血清环境下抑制Ａ５４９
细胞增殖能力显著下降（Ｐ＜００１），经修饰后抑制能
力显著提高（Ｐ＜００１），提示 ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ易

被血清降解，经修饰后在血清中的稳定性明显提高。
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１：ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ修饰前后；２：ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ修
饰前后　ａ：Ｐ＜００１与修饰前 ０％血清比较，ｂ：Ｐ＜
００１，与修饰前１０％血清比较
图４　３ＨＴｄＲ掺入法比较多肽修饰前后对Ａ５４９细胞

增殖的抑制率
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２．５　ＣＣＫ８法比较多肽修饰前后对 Ａ５４９细胞活力
的影响

　　培养基中不含血清时，多肽 ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ对
Ａ５４９细胞活力的抑制率为（８．２９±５．５０）％，当培养基
中血清浓度为１０％时，ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ修饰前后对
Ａ５４９细胞活力的抑制率分别为（８．０９±５．８４）％、
（１５．０７±８．０９）％，三者间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图５），即多肽在１０％血清环境下对 Ａ５４９细胞
活力的抑制能力未见明显变化。

　　培养基中不含血清时，多肽 ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ
对Ａ５４９细胞活力的抑制率为（１３．２４±３．５９）％，当培
养基中血清浓度为 １０％时，ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ对
Ａ５４９细胞活力的抑制率降为（１．３０±７．９０）％，修饰后
提高至（２０．８０±５．９０）％，三者间差异有统计学意义
（Ｐ＜００１），即多肽在１０％血清环境下对Ａ５４９细胞活
力的抑制能力明显下降（Ｐ＜００５），经修饰后抑制能力
明显提高（Ｐ＜００１，图５），提示ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ易
被血清降解，经修饰后在血清中的稳定性明显提高。
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１：ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ修饰前后；２：ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ修
饰前后　ａ：Ｐ＜００５，与修饰前０％血清比较，ｂ：Ｐ＜００１，
与修饰前１０％血清比较
图５　ＣＣＫ８法检测多肽修饰前后对Ａ５４９细胞活力的抑

制率变化

３　讨论

　　肿瘤的发生、发展与血管生成密切相关，ＶＥＧＦ是
促血管生成最主要的因子，其受体 ＶＥＧＦＲ高表达于
肿瘤细胞及新生血管内皮细胞，在其他细胞中低表达

或不表达，抑制 ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ通路能明显抑制肿瘤
细胞的生长与转移，提示 ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ通路为肿瘤
分子显像及靶向治疗的重要靶点［４－７］。本课题组前期

运用生物信息学方法对 ＶＥＧＦ片段 ＶＥＧＦ１２５－１３６改造，
并经生物学实验筛选得到两条全新多肽 ＱＫＲＫ
ＲＫＫＳＲＫＫＨ、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ，这两条多肽不但不
会促进肿瘤细胞的增殖，反而在无血清环境下对Ａ５４９
细胞增殖的抑制能力分别达到了３５．５８％、５５．４９％，

且荷瘤裸鼠ＳＰＥＣＴ显像表明其具有肿瘤靶向性［１－３］。

　　本研究表明，与无血清环境比较，１０％血清条件下
多肽ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ对Ａ５４９细胞增殖的抑制作用
有降低趋势、ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ的抑制作用明显下
降（图３），提示这两条多肽在血清中稳定性较差，这或
许是该多肽在体抑制肿瘤细胞增殖作用较弱的主要原

因，故需要对该两条多肽进行修饰，以提高其稳定性。

对多肽末端进行封闭是增加多肽稳定性的常见途

径［８］，Ｎ端乙酰化是蛋白质最常见的修饰方法之一，能
增强蛋白质的稳定性［９－１０］，Ｃ端酰胺化对多肽二级结
构的稳定具有重要作用［１１］。对多肽而言，Ｎ端乙酰化
和（或）Ｃ端酰胺化可以减少多肽的整体电荷，使其与
母本蛋白更为接近，提高其对蛋白酶、端解酶及合成酶

等外肽酶的抵抗力。故我们对两条多肽进行保护性的

化学修饰，即Ｎ端乙酰化（Ａｃ）、Ｃ端酰胺化（ＮＨ２），分
别得到 ＡｃＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨＮＨ２、ＡｃＲＫＲＫＲＫＫＳＲ
ＹＩＶＬＳＮＨ２。１０％血清条件下，ＡｃＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶ
ＬＳＮＨ２对Ａ５４９细胞增殖、活力的抑制作用均明显高
于修饰前，说明修饰后 ＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ在血清环
境下的稳定性明显提高（经 ＨＰＬＣ证实），为下一步的
在体研究奠定了基础。ＨＰＬＣ结果表明修饰后的
ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ在１０％血清条件下的稳定性提高，
但其抑制 Ａ５４９细胞增殖及活力的能力未见明显变
化，说明ＱＫＲＫＲＫＫＳＲＫＫＨ无论修饰与否在血清环境
下均能明显抑制 Ａ５４９细胞增殖，可以直接用于下一
步的在体实验。

　　这两条多肽具有肿瘤靶向性，且能够明显抑制肿
瘤细胞的增殖，但其作用靶点尚不十分清楚，而作用靶

点的阐明对其用于肿瘤的分子显像及靶向治疗至关重

要。课题组前期通过生物信息学方法预测发现，这两

条多肽理论上的作用靶点可能包括 ＶＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ、
αｖβ３、ＦＬＴ３、ＨＧＦＲ、Ｔｉｅ２、ＶＩＰＲ２等。ＧＳＴ融合蛋白
作为工具蛋白被广泛应用于分子生物学研究，有研究

报道可用于免疫共沉淀［１２］，本研究通过对多肽与 ＧＳＴ
进行融合表达，得到可溶性融合蛋白 ＧＳＴＱＫＲＫＲＫ
ＫＳＲＫＫＨ、ＧＳＴＲＫＲＫＲＫＫＳＲＹＩＶＬＳ，然后采用免疫共
沉淀法证实这两条多肽均能与 ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２结
合，即ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２为这两条多肽的作用靶点，
多肽可能通过封闭 ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２对 Ａ５４９细胞
增殖起抑制作用。是否还存在ＶＥＧＦＲ１、ＶＥＧＦＲ２之
外的其他作用靶点是下一步研究的方向。
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１５１１．００１．ｈｔｍｌ（２０１６０１０８）

１　临床资料

　　患者，男性，２９岁，因上腹部不适伴恶心、呕吐、腹
泻２ｄ入院。入院前２ｄ患者饮酒后出现上腹部不适、
恶心、呕吐，伴腹泻、乏力、纳差、口干、多饮，入我院急

诊科，急诊以“急性胃肠炎”收入消化内科。查体：体

温３６．８℃ ，脉搏 ８４／ｍｉｎ，呼吸 ２１／ｍｉｎ，血压 ８４／
４４ｍｍＨｇ，ＢＭＩ１８ｋｇ／ｍ２，表情痛苦，意识清楚，双肺呼
吸音清，心率 ８４／ｍｉｎ，律齐，全腹散在压痛，无反跳痛
及肌紧张。入科后予吸氧、抑酸、抗感染等治疗，完善

肾功能示尿素１９．５ｍｍｏｌ／Ｌ、肌酐１８８．７μｍｏｌ／Ｌ、尿酸
６３７．８μｍｏｌ／Ｌ。电解质示二氧化碳结合力５．６ｍｍｏｌ／Ｌ、
钾６．７３ｍｍｏｌ／Ｌ、钠１０６．７ｍｍｏｌ／Ｌ、氯７１．８ｍｍｏｌ／Ｌ、钙
１．８１ｍｍｏｌ／Ｌ。血气分析：ｐＨ７．０２、氧分压６５ｍｍＨｇ、
红细胞剩余碱２６．６ｍｍｏｌ／Ｌ、血气血糖２７．８ｍｍｏｌ／Ｌ。

上腹部ＣＴ：双下肺肺炎，双侧胸腔积液，脂肪肝。立即
转入肾内科予血液净化、胰岛素降糖、补液、抗感染等

治疗后病情好转，入院第 ２天完善尿常规示酮体
（＋）、葡萄糖（＋＋）。复查肾功、电解质恢复正常。入
院后第４天因血糖控制欠佳转入我科治疗，测定糖化
血红蛋白６．１％，糖尿病相关抗体阴性。空腹 Ｃ肽 ＜
０．１ｎｇ／ｍＬ，７５ｇ葡萄糖刺激后２ｈＣ肽＜０．１ｎｇ／ｍＬ。
确诊为暴发性１型糖尿病合并急性肾功能衰竭、电解
质代谢紊乱。予胰岛素泵降糖治疗后血糖下降。最终

降糖方案为３餐前皮下注射诺和锐各７Ｕ、晚上１０点
注射甘精胰岛素１０Ｕ，血糖控制平稳。出院３个月后
随访，空腹血糖为５．２ｍｍｏｌ／Ｌ，糖化血红蛋白６．３％，
空腹Ｃ肽仍＜０．１ｎｇ／ｍＬ。

２　讨论

　　暴发性１型糖尿病（ｆｕｌｍｉｎａｎｔｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌ
ｌｉｔｕｓＦ１Ｄ）由日本学者 Ｉｍａｇａｗａ等［１］于２０００年首次报
道。符合以下３条即可确诊：（１）高血糖症状出现７ｄ
内发生酮症或酮症酸中毒；（２）血糖≥１６．０ｍｍｏｌ／Ｌ且

　　（下转１１０６页）
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