
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１６０１１７２

抗ＣＡⅨ蛋白多糖区多肽的合成及其寻靶能力
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　　［摘要］　目的　合成能够与碳酸酐酶９（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅨ，ＣＡⅨ）蛋白多糖区特异性结合的多
肽分子（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＧＬＲＰ１），并初步探讨其在体外的寻靶能力。方法　通过化学
固相合成法合成多肽分子，对其纯度和相对分子质量进行分析，并初步探讨其与 ＣＡⅨ蛋白、表达 ＣＡⅨ
的肿瘤细胞和相应移植瘤组织的结合能力以及携载多肽的靶向纳米泡的体外寻靶能力。结果　合成的
多肽分子纯度高于９８％，相对分子质量（１７２２．２±０．４），其能与ＣＡⅨ蛋白、表达ＣＡⅨ的肿瘤细胞及相
应移植瘤组织发生特异性靶向结合，且携载多肽的靶向纳米泡特异性靶向结合ＣＡⅨ表达阳性的肿瘤细
胞。结论　化学合成的多肽分子ＰＧＬＲＰ１在分子、细胞和组织水平均能与ＣＡⅨ蛋白发生特异性结合。
　　［关键词］　 碳酸酐酶９；多肽；恶性肿瘤
　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ９１４．５；Ｒ９６２ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家国际科技合作专项（２０１５ＤＦＡ３０９２０）；重庆市国际科
技合作专项（ＣＳＴＣ２０１４ｇｊｈｚ１１０００４）

［通信作者］　郭燕丽，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｙａｎｌｉ７１＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１６０５１６．

１３５０．００４．ｈｔｍｌ（２０１６０５１６）

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｉＣＡⅨｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｔａｒｇｅｔ
ｂｉｎｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ
ＺｈｕＬｉａｎｈｕａ，ＧｕｏＹａｎｌｉ，ＦａｎＸｉａｏｚｈｏｕ，ＸｉｏｎｇＸｉｎｇｙｕ，ＨｕａｎｇＨａｉｙｕｎ，ＸｕＤａｎ，ＦａｎｇＫｅｊｉｎｇ（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅ（ＰＧＬＲＰ１）ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅨ （ＣＡⅨ）ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｔｓｔａｒｇｅｔｂｉｎｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｉｔｓｐｕｒｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ，
ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ．ＩｔｓｔａｒｇｅｔｂｉｎｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｔｏＣＡⅨ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＡⅨｐｏｓｉｔｉｖｅｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓａｎｄｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｎａｎｏｂｕｂｂｌｅｓｃａｒｒｙｉｎｇｔｈｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｐｅｐｔｉｄｅｔｏｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｐｕｒｉｔｙｏｆｏｕｒｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ９８％，ｗｉｔｈａｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ１７２２．２±０．４．ＩｔｃｏｕｌｄｂｉｎｄｔａｒｇｅｔｌｙｔｏＣＡ
Ⅸ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＡⅨｐｏｓｉｔｉｖｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｎｄｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｎａｎｏｂｕｂｂｌｅｓｃａｒｒｙｉｎｇｔｈｅ
ｐｅｐｔｉｄｅｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｏｂｉｎｄｔａｒｇｅｔｌｙｔｏＣＡⅨｐｏｓｉｔｉｖｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｐｅｐｔｉｄｅ
ＰＧＬＲＰ１ｃａｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙａｎｄｔａｒｇｅｔｌｙｂｉｎｄｔｏＣＡⅨ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ，ｃｅｌｌａｎｄｔｉｓｓｕｅｌｅｖｅｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅨ；ｐｅｐｔｉｄｅ；ｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳ＆ＴＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２０１５ＤＦＡ３０９２０）ａｎｄｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳ＆ＴＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
（ＣＳＴＣ２０１４ｇｊｈｚ１１０００４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧｕｏＹａｎｌｉ，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｙａｎｌｉ７１＠ ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　碳酸酐酶 ９（ｃａｒｂｏｎｉｃａｎｈｙｄｒａｓｅⅨ，ＣＡⅨ）又称
Ｇ２５０、ＭＮ，是一种位于多种恶性肿瘤细胞膜上，由酸
性氨基酸组成的跨膜蛋白。其结构可以分为胞内区、

跨膜区和胞外区，胞外区主要由酶催化区与蛋白多糖

区组成。与其他碳酸酐酶同工酶相比，蛋白多糖区是

ＣＡⅨ所特有的结构，故特异性靶向于 ＣＡⅨ蛋白多糖

区的配体，不会与其他碳酸酐酶同工酶相结合，引起交

叉反应［１］。因此，构建和合成短小、稳定、特异性靶向

于ＣＡⅨ蛋白多糖区的配体，有利于多种恶性肿瘤（乳
腺癌、胃癌、小细胞肺癌、肾癌、宫颈癌等）的靶向分子

显像和靶向治疗。多肽是由 α氨基酸以肽键的方式
连接成的化合物，通常由１０～１００个氨基酸分子脱水
缩合而成。多肽分子化学结构简单、分布广泛、性质稳

定，已广泛应用于医学诊断和药物开发中。Ｒａｎａ等［２］

通过噬菌体展示库技术淘选出针对 ＣＡⅨ蛋白多糖区
的多肽分子（ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｋｅｒｅｇｉｏｎｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＧＬＲ
Ｐ１，ＮＭＰＫＤＶＴＴＲＭＳＳ），并研究其与 ＣＡⅨ蛋白分子的

５０９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）



结合能力和体内代谢分布，但尚未从病理学上证实其

与肿瘤细胞和肿瘤组织的结合能力以及连接到超声纳

米泡表面后是否改变其与ＣＡⅨ的亲和力。因此，本实
验通过化学固相合成法合成靶向于 ＣＡⅨ蛋白多糖区
的特异性多肽分子ＰＧＬＲＰ１，并在分子、细胞和组织水
平初步探讨其与ＣＡⅨ特异性结合的能力，从而为恶性
肿瘤的分子影像学提供一种理想配体。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　人肾癌７８６０细胞、人宫颈癌ＨｅＬａ细胞和人胰腺
癌ＢｘＰＣ３细胞均购自中科院上海细胞库，胎牛血清和
ＲＰＭＩ１６４０培养基均购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司，各型氨基酸购
自苏州天马医药集团精细化学品有限公司，小鼠抗人

ＣＡⅨ单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，ＦＩＴＣ标记山羊抗
小鼠ＩｇＧ、ＴＭＢ显色液和ＤＡＰＩ染色液均购自碧云天生
物技术有限公司，ＦＩＴＣ标记链霉亲和素和链霉亲和素
均购自博士德生物技术有限公司。

１．２　ＣＡⅨ特异性多肽合成
　　采用标准化学固相合成法合成生物素化多肽分子
ＰＬＧＲＰ１［Ｈ２ＮＮＭＰＫＤＶＴＴＲＭＳＳｋ（ｂｉｏｔｉｎ）ＣＯＮＨ２］。
具体步骤如下：二氯甲烷溶胀树脂后，接上第１个氨基
酸（赖氨酸），脱除Ｆｍｏｃ保护，茚三酮检测树脂上氨基
酸。重复上述步骤，从右至左依次连接序列中的氨基

酸，最后进行生物素化标记。合成结束后，切割下多

肽，乙醚洗涤后，得到多肽粗品。采用高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）分离纯化多肽粗品，并进行纯度与相对分子
质量检测。

１．３　ＥＬＩＳＡ鉴定多肽与ＣＡⅨ蛋白亲和力
　　用包被液稀释重组人 ＣＡⅨ蛋白胞外区至
１０μｇ／ｍＬ，酶标板中每孔加入１００μＬ，４℃包被过夜，
洗板，用５％的ＢＳＡ封闭２ｈ。加入化学合成的生物素
化多肽，１００μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ。洗板后加入１∶５０００
的ＨＲＰ链霉亲和素，１００μＬ／孔，３７℃孵育１ｈ。洗板
后加入ＴＭＢ显色液１００μＬ／孔，室温反应１５ｍｉｎ，每孔
再加入５０μＬ浓度为２ｍｏｌ／Ｌ的浓硫酸终止反应，酶
标仪上检测各孔的光密度值［Ｄ（４５０）］。以多肽溶液
直接包被酶标板作为阳性对照，以包被液替代ＣＡⅨ蛋
白作为空白对照。

１．４　细胞ＥＬＩＳＡ鉴定多肽与表达ＣＡⅨ细胞结合力
　　取对数生长的肾癌７８６０、宫颈癌 ＨｅＬａ和胰腺癌
ＢｘＰＣ３细胞，按２×１０４／ｍＬ接种在９６孔板，培养过夜。
洗板后４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，每孔加入１００μＬ的３％
的过氧化氢液阻断内源性过氧化物酶活性，３７℃孵育
３０ｍｉｎ。洗板后加入５％的ＢＳＡ封闭２ｈ，每孔加入１００μＬ
的多肽，３７℃孵育１ｈ，其后处理如上。以多肽溶液直接

包被作为阳性对照，以ＰＢＳ代替细胞作为空白对照。
１．５　细胞免疫荧光鉴定
　　取对数生长的肾癌７８６０、宫颈癌 ＨｅＬａ和胰腺癌
ＢｘＰＣ３细胞，按５×１０４／ｍＬ接种在铺有玻片的２４孔
板上，培养过夜。洗板后４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，加
入５％的ＢＳＡ封闭２ｈ，每孔加入１００μＬ的小鼠抗人
ＣＡⅨ单抗，４℃过夜孵育。ＰＢＳ漂洗３次后，加入１００μＬ
的ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ，３７℃避光孵育２ｈ。ＰＢＳ
漂洗后用ＤＡＰＩ染色液进行复染３ｍｉｎ，漂洗后在激光
共聚焦镜下观察。以同样的步骤使用多肽进行细胞免

疫荧光测定，以检测多肽与表达ＣＡⅨ细胞的结合力。
１．６　携载多肽的靶向纳米泡和空白纳米泡与肿瘤细

胞结合情况

　　将 ＤＰＰＣ、ＤＰＰＧ、ＤＰＰＥ、ＤＰＰＡ以及生物素化的
ＤＳＰＥＰＥＧ（２０００）按一定比例溶于有机溶剂中，振荡
过夜后移至西林瓶，全氟丙烷置换瓶中空气，ＳＴ银汞
胶囊调和器振荡后静置过夜。离心后分离得到空白纳

米泡。通过生物素亲和素系统将多肽连接到空白纳
米泡表面得到携载多肽的靶向纳米泡。将对数生长的

７８６０、ＨｅＬａ和 ＢｘＰＣ３细胞以５×１０４细胞／孔接种在
２４孔中，过夜培养后用４％多聚甲醛固定，漂洗后加入
纳米泡。每种细胞分为２组，一组加入３０μＬ的靶向
纳米泡，一组加入３０μＬ的等浓度空白纳米泡，４℃冰
箱中孵育２ｈ。玻片清洗３次后，将玻片倒置于切片
上，在普通光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）下观察。
１．７　免疫组织化学鉴定
　　取对数生长的肾癌７８６０、宫颈癌 ＨｅＬａ和胰腺癌
ＢｘＰＣ３细胞接种于４周左右的裸鼠背部皮下，构建皮
下移植瘤。待肿瘤直径大约１ｃｍ时，以颈椎脱臼法处
死裸鼠，取出移植瘤标本后－２０℃冰冻。取出冰冻标
本放在组织支撑器上，滴加冷冻包埋剂，放入冰冻切片

机中低温固化后切片，切片厚约４μｍ。４％多聚甲醛
固定１５ｍｉｎ，用浓度 ２５μｇ／ｍＬ的链霉亲和素封闭
１５ｍｉｎ后，再用５％ＢＳＡ封闭２ｈ。加入１００μＬ的多
肽后，４℃孵育过夜。加入１００μＬ的 ＦＩＴＣ标记链霉
亲和素孵育１ｈ，注意避光。ＰＢＳ漂洗后用 ＤＡＰＩ染色
液进行复染１０ｍｉｎ，漂洗后在激光共聚焦镜下观察。
本研究动物实验经过第三军医大学伦理委员会批准。

２　结果

２．１　多肽合成及纯化结果
　　采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析生物素化多肽，
其纯度＞９８％，结果见图１。质谱检测合成的生物素
化多肽相对分子质量是（１７２２．２±０．４），结果见图２，
理论计算生物素化多肽相对分子质量是１７２１．１，故合
成多肽相对分子质量与理论值一致。

６０９１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"#

!$%

&'%

&(%

$%%

)"%

*&+

'#

(#

#

,(#

! ( - " . ' / *% ** *&

!"#!0123$

%
&
#
1
4
'

图１　多肽ＰＧＬＲＰ１的液相色谱
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图２　多肽ＰＧＬＲＰ１的质谱

２．２　直接ＥＬＩＳＡ和细胞ＥＬＩＳＡ检测结果
　　对化学合成的多肽进行ＥＬＩＳＡ检测，结果显示阳性
对照组、实验组、阴性对照组（不加多肽）和空白对照组

（包被液）的Ｄ（４５０）值分别为（５．０２５±０．１２３）、（０．２２０±
００４７）、（０．０９８±０．００８）和（０．０５０±０．００１），实验组与阴
性对照组的比值 ＞２．１，且实验组 Ｄ（４５０）值 ＞０．２，表
明多肽与ＣＡⅨ蛋白发生特异性结合。对化学合成的
多肽进行细胞 ＥＬＩＳＡ检测，各种细胞均设阳性对照
组、实验组、阴性对照组（不加多肽）和空白对照组

（ＰＢＳ），测定Ｄ（４５０）值后计算实验组与阴性对照组比
值，７８６０细胞、ＨｅＬａ细胞和 ＢｘＰＣ３细胞的比值分别
为（４．６３６±０．９６２）、（３．１９２±０．７２６）和（１．４２４±
０３０６），且实验组７８６０细胞和ＨｅＬａ细胞Ｄ（４５０）值＞
０．２，表明多肽可与肾癌７８６０细胞和宫颈癌 ＨｅＬａ细
胞发生特异性靶向结合，却不能特异性结合胰腺癌

ＢｘＰＣ３细胞。
２．３　细胞免疫荧光结果
　　使用ＣＡⅨ单抗的细胞免疫荧光检测结果显示，肾
癌７８６０细胞和宫颈癌ＨｅＬａ细胞膜表面高表达ＣＡⅨ
蛋白，胰腺癌ＢｘＰＣ３细胞膜表面未表达ＣＡⅨ（图３）。
使用化学合成的多肽进行细胞免疫荧光结果显示，肾

癌７８６０细胞和宫颈癌ＨｅＬａ细胞能够与多肽结合，而

ＢｘＰＣ３细胞和未加多肽的细胞爬片均为阴性，表明多
肽能有效特异性靶向结合ＣＡⅨ表达阳性的细胞，却不
能特异性结合 ＣＡⅨ表达阴性的细胞（图４），与细胞
ＥＬＩＳＡ结果相一致。
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图３　细胞免疫荧光检测ＣＡⅨ单克隆抗体与７８６０细胞、
ＨｅＬａ细胞和ＢｘＰＣ３细胞的结合情况　（激光共聚
集显微镜）
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图４　细胞免疫荧光检测多肽 ＰＧＬＲＰ１与 ＣＡⅨ阳性表
达细胞（７８６０细胞与 ＨｅＬａ细胞）和阴性表达细胞
（ＢｘＰＣ３细胞）的结合情况　（激光共聚集显微镜）

２．４　携载多肽的靶向纳米泡体外寻靶能力
　　纳米泡与肿瘤细胞反应２ｈ后，普通光镜下观察细
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胞与纳米泡的结合情况，携载多肽的靶向纳米泡较多地

围绕在肾癌７８６０和宫颈癌ＨｅＬａ细胞的细胞膜周围，
胰腺癌ＢｘＰＣ３细胞的细胞膜周围偶见１～２个靶向纳
米泡，而空白纳米泡组３种肿瘤细胞膜周围均只偶见
１～２个纳米泡，表明携载多肽的靶向纳米泡可特异性
靶向聚集在ＣＡⅨ表达阳性细胞的细胞膜周围（图５）。
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↑：示靶向纳米泡
图５　携载多肽的靶向纳米泡和空白纳米泡与 ＣＡⅨ阳性

表达细胞（７８６０细胞与 ＨｅＬａ细胞）和阴性表达细
胞（ＢｘＰＣ３细胞）的结合情况　（倒置显微镜）

２．５　组织免疫荧光结果
　　采用化学合成多肽对移植瘤标本进行免疫荧光显
示，多肽可与肾癌７８６０和宫颈癌ＨｅＬａ移植瘤组织中
实质细胞发生特异性靶向结合，却未与胰腺癌 ＢｘＰＣ３
移植瘤组织实质细胞发生特异性结合（图６）。
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图６　组织免疫荧光检测多肽 ＰＧＬＲＰ１与 ＣＡⅨ阳性表

达细胞（７８６０细胞与 ＨｅＬａ细胞）和阴性表达细胞

（ＢｘＰＣ３细胞）的移植瘤组织结合情况　（激光共

聚集显微镜）

３　讨论

　　恶性肿瘤严重影响人类的生命健康，据全国肿瘤
登记中心统计，全国每年恶性肿瘤的发生率与致死率

不断上升，早期诊断和及时治疗对于提高肿瘤患者生

存质量和改善患者预后具有极为重要的价值［３－４］。由

于常规的医学影像技术尚不能在组织发生解剖结构改

变之前检测出恶性肿瘤的分子表达改变，因此肿瘤的

早期诊断和特异性显像一直是近年来医学影像学研究

的热点和难点，分子影像学的出现为早期发现恶性肿

瘤分子表达改变提供了一种新方法和希望，其主要包

括核素分子影像、磁共振分子影像、超声分子影像

等［５］。其中，超声分子影像学是分子影像学的重要组

成部分，目前用于肿瘤超声分子影像学的特异性靶点

主要局限在血管内，如血管内皮生长因子受体２（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＶＥＧＦＲ２），只
能实现肿瘤组织血池内显像，不能穿过肿瘤血管壁，到

达肿瘤组织，实现肿瘤实质细胞特异性超声显像［６］。

同时这些靶点不具有肿瘤特异性，如ＶＥＧＦＲ２在炎症
反应时其表达量也会增加，故针对ＶＥＧＦＲ２的超声造
影剂也能显著增强炎症组织显像效果，但尚不能真正

实现肿瘤组织的特异性超声分子显像［７］。实现肿瘤

分子显像的基础和关键环节是选择能与恶性肿瘤细胞

特异性结合的靶点，在此基础上才能构建出特异性强、

性能稳定的靶向分子探针。

　　恶性肿瘤由于组织高密度生长，易发生缺氧，导致
缺氧诱导因子１表达，进而多种实体恶性肿瘤组织的
实质细胞膜上均高表达ＣＡⅨ，而其在大多数正常组织
中不表达［８］。同时ＣＡⅨ胞外蛋白多糖区是其特有结
构，有利于携载针对ＣＡⅨ蛋白多糖区抗体的造影剂和
药物直接特异性靶向结合恶性肿瘤细胞，而不会与正

常组织细胞结合，故ＣＡⅨ是恶性肿瘤靶向治疗和分子
显像中理想靶点，因此本研究选择ＣＡⅨ作为恶性肿瘤
的特异性靶点，合成并研究能与ＣＡⅨ蛋白多糖区特异
性靶向结合的配体。

　　目前，有多种配体可与ＣＡⅨ蛋白多糖区发生特异
性结合，包括单克隆抗体 Ｍ７５、Ｇ２５０，重组合成的抗体
片段Ａ３和ＣＣ７，多肽ＣａⅨＰ１［９－１１］。其中，抗ＣＡⅨ单
克隆抗体已进入临床试验阶段，如１２４Ｉ标记的嵌合单
克隆抗体 ｃＧ２５０诊断肾透明细胞癌的灵敏度和特异
性分别达到９４％和１００％，同时 ｃＧ２５０可作为抗体药
物，延长肾癌患者生存时间［１２］。然而，单克隆抗体具

有相对分子质量大、免疫原性高等缺点，因此严重限制

了其作为靶向配体在肿瘤特异性显像和治疗中的深入
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研究。与传统的单克隆抗体相比，多肽分子具有相对

分子质量低、选择性与特异性高、细胞渗透性强、易于

修饰且不影响多肽自身特性、免疫原性低等优点，是分

子影像学中理想配体［１３］。目前，靶向于肿瘤血管的携

载ＶＥＧＦＲ２多肽分子的超声造影剂（ＢＲ５５）已用于二
期临床试验，其能使丰富、紊乱的肿瘤血管特异性显

像，表明以多肽为配体的靶向超声造影剂具有较好的临

床应用前景［１４］。结合上述研究进展，我们选择ＣＡⅨ作
为肿瘤细胞靶点，多肽 ＰＧＬＲＰ１作为 ＣＡⅨ的靶向配
体，通过免疫荧光法进一步发现生物素化的 ＰＧＬＲＰ１
特异性靶向结合ＣＡⅨ表达阳性的７８６０和ＨｅＬａ细胞
及其相应移植瘤组织，且与 ＣＡⅨ表达阴性的 ＢｘＰＣ３
细胞及其移植瘤组织无结合能力，进而证实多肽

ＰＧＬＲＰ１靶向结合ＣＡⅨ表达阳性肿瘤细胞和肿瘤组
织。同时我们制备了携载多肽的靶向纳米泡和空白纳

米泡，发现携载多肽的靶向纳米泡能特异靶向聚集在

ＣＡⅨ表达阳性的肿瘤细胞周围，即连接到超声纳米泡
表面后未明显改变多肽 ＰＧＬＲＰ１对 ＣＡⅨ的亲和力，
故其可作为恶性肿瘤超声分子影像学中的特异性配

体，携载多肽ＰＧＬＲＰ１的靶向纳米泡可作为恶性肿瘤
早期靶向诊断的一种新型靶向超声造影剂。

　　总之，我们通过化学合成的方法合成多肽 ＰＧＬＲ
Ｐ１，并在体内外多水平探讨其与ＣＡⅨ蛋白、ＣＡⅨ表达
阳性细胞以及相应移植瘤组织特异性靶向结合的能

力，且初步探讨携载ＣＡⅨ多肽靶向纳米泡的体外寻靶
能力。然而本研究也存在不足，比如虽然酶联免疫吸

附实验和细胞免疫荧光定性证实了多肽 ＰＧＬＲＰ１靶
向特异性，但是未进一步量化其与ＣＡⅨ的亲和力。下
一步，我们将研究携载多肽的靶向纳米泡的基本物理

特点以及其在体内的靶向显像能力，实现恶性肿瘤实

质细胞的超声分子显像。
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