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靶向结合骨肉瘤血管内皮细胞短肽的体外功能验证
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摘　要　目的　验证体外培养的鼠源性骨肉瘤血管内皮细胞（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＯＡＶＥＣｓ）与

７肽 ＴＫＰＤＫＧＹ（ＴＹ－７）的结合特异性。方法　原代培养获得 ＯＡＶＥＣｓ和裸鼠主动脉血管内皮细胞（ａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，

ＡＥＣｓ）并进行内皮细胞免疫组化鉴定。合成 ＴＹ－７并在其 Ｎ端标记一个荧光素（ＦＩＴＣ），通过荧光显微镜和流式细胞仪来评价

ＴＹ－７与 ＯＡＶＥＣｓ、ＡＥＣｓ及骨肉瘤细胞 ＵＭＲ－１０６的亲和度。结果　荧光显微镜可见 ＯＡＶＥＣｓ与 ＴＹ－７结合后在镜下清晰显

像，而 ＵＭＲ－１０６细胞和 ＡＥＣｓ并不显像。流式细胞仪则定量显示 ＴＹ－７与靶细胞 ＯＡＶＥＣｓ的结合率（８９．５４％）远高于 ＵＭＲ－

１０６（０．２７％）和 ＡＥＣｓ（０．２２％）。结论　ＴＹ－７可高度特异结合 ＯＡＶＥＣｓ，而不与 ＡＥＣｓ及骨肉瘤细胞 ＵＭＲ－１０６结合。
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　　骨肉瘤起源于成骨细胞，是最常见的运动系统恶
性肿瘤，多见于膝关节周围，占青少年骨肿瘤的

５６％，其特点是全身转移快及局部侵袭强［１～３］
。虽然

越来越多的新方法被用于骨肉瘤的诊断和治疗，但自

２０世纪９０年代以来，骨肉瘤的总体生存率并没有提
高

［４］
。通过大剂量化疗来克服肿瘤耐药的同时常伴

随着严重的不良事件，如严重的骨髓抑制和其他器官

毒性，甚至可能危及生命
［５］
。如何实现有效治疗肿

瘤的同时尽可能降低化疗药物的不良反应，是当前研

究的一个热点。随着肿瘤分子生物学的发展，人们逐

渐开始关注骨肉瘤的靶向化疗
［６］
。

血管可以为肿瘤细胞输送营养物质和氧气，若无

足够的新生血管，肿瘤就无法生长
［７］
。因此，肿瘤内

的血管系统可作为治疗肿瘤的一个有效靶点
［８］
。肿

瘤血管靶向药物为肿瘤治疗提供了一个非细胞毒性

的新途径。噬菌体展示技术是一种高效获取全新生

物活性肽的实用技术
［９］
。将噬菌体展示技术应用于

寻找特异结合肿瘤血管内皮细胞的短肽，为开发新的

肿瘤血管靶向肽类药物提供了新的方向。在之前的

研究中，笔者已经利用噬菌体展示技术，筛选出了能

与 ＯＡＶＥＣｓ靶向结合７肽 ＴＹ－７，并证实表达此 ７肽
的噬菌体能特异性结合 ＯＡＶＥＣｓ。本研究通过合成
该肽，在体外细胞水平验证了其与 ＯＡＶＥＣｓ结合的特
异性，现报道如下。

材料与方法

１．实验动物与材料：３周龄 ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ
裸鼠，体质量１３．８±０．７ｇ，购自南方医科大学动物实
验中心，ＳＰＦ级动物房饲养，模拟正常昼夜节律光照，
自由饮食。骨肉瘤 ＵＭＲ－１０６细胞株购自中国人民
解放军空军军医大学，ＤＭＥＭ培养基、０２５％胰蛋白
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酶／００２％乙二胺四乙酸 （０２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ／００２％
ＥＤＴＡ）、Ⅱ型胶原酶、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）及
新生小牛血清（ｎｅｗｂｏｒｎｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＮＢＣＳ）购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，Ⅰ型鼠尾胶原购自广州威佳公司，血管内
皮 生 长 因 子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｓ，
ＶＥＧＦ）购自上海基因公司，抗细胞Ⅷ因子相关抗原兔
多抗工作液、羊抗兔 ＩｇＧ、抗生物素 －过氧化物酶
（ＡＢＣ）及 ＤＡＢ试剂盒购自北京博奥森生物技术有限
公司，青霉素及链霉素购自华北制药有限公司。侧链

保护的２０种 Ｌ型 ９－芴基甲氧羰基（Ｆｍｏｃ）氨基酸、
１－羟基苯并三唑（ＨＯＢｔ）、固相载体 ９－芴基甲氧羰基
亮氨酰 －２－氯三苯基（Ｆｍｏｃ－Ｌｅｕ－２－Ｃｌ－Ｔｒｔｒｅｓｉｎ）
树脂、Ｎ，Ｎ′－异丙基碳二亚胺（ＤＩＣ）购自广州百奥肽
公司，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。

２．ＯＡＶＥＣｓ特异性结合肽的合成及纯化：采用
Ｆｍｏｃ固相合成 ＴＹ－７，使用制备型高效液相仪分离
纯化后于 Ｎ端标记一个 ＦＩＴＣ基团。ＦＩＴＣ－ＴＫＰＤＫ
ＧＹ（ＦＩＴＣ－ＴＹ－７）成品使用检测型 ＨＰＬＣ仪和质谱
仪进行分析鉴定。

３．ＵＭＲ－１０６细胞的培养和骨肉瘤动物模型的
构建：ＵＭＲ－１０６细胞使用含 １０％ ＮＢＣＳ的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，在饱和湿度、９５％Ｏ２和 ５％ＣＯ２及恒
温３７℃的条件下常规培养。取对数生长期的 ＵＭＲ－
１０６细胞，用胰酶消化后，ＰＢＳ漂洗两遍，使用无血清
ＲＰＭＩ１６４０培养基制成浓度为 １０８／ｍｌ的动物模型接
种细胞悬液。选取健康活跃裸鼠，消毒后于裸鼠左侧

腋下皮下注射 ＵＭＲ－１０６细胞悬液 ０．１ｍｌ。造模 １
周后即可成瘤，３周后肿瘤直径可达１ｃｍ。

４．原代培养：正常血管内皮细胞：颈椎脱臼处死
裸鼠，无菌条件下迅速打开胸腹腔取出主动脉，ＰＢＳ
液冲净血液，剥除血管周围结缔组织，加入胶原酶

３７℃消化 ３０ｍｉｎ。收集消化后的液体离心（１０００ｒ／
５ｍｉｎ）弃上清，加入培养基（低糖型 ＤＭＥＭ、２０％ＦＢＳ、
１５Ｕ／ｍｌ肝素、２ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ、青霉素１００Ｕ／ｍｌ、链霉素
１００Ｕ／ｍｌ）重悬沉淀后种植于Ⅰ型鼠尾胶原包被的培
养皿中。２ｈ后待内皮细胞贴壁后换液去除污染的成
纤维细胞。待细胞生长分裂融合成单层、铺满皿底后

传代。骨肉瘤血管内皮细胞：在无菌条件下，将荷瘤

裸鼠颈椎脱臼处死切取肿瘤，显微镜下分离肿瘤内血

管，后续处理与原代培养正常血管内皮细胞相同。

５．血管内皮细胞的免疫组化鉴定：取生长良好的
ＯＡＶＥＣｓ、ＡＥＣｓ细胞爬片，漂洗后使用 ４％多聚甲醛

固定１５ｍｉｎ。再次漂洗后加入 ３％Ｈ２Ｏ２封闭 １０ｍｉｎ。
非免疫血清室温孵育 １０ｍｉｎ，洗片后加入 ５０μｌ一抗
（兔源抗Ⅷ因子相关抗原多抗工作液）４℃过夜。再
次洗片后加入 ５０μｌ二抗（生物素标记羊抗兔 ＩｇＧ工
作液）温育 ３０ｍｉｎ。最后洗片 ２次后加入 ＡＢＣ溶液
３７℃孵育 １５ｍｉｎ，ＤＡＢ试剂盒显色。空白对照组使用
ＰＢＳ液代替一抗。封片置于镜下观察 ３个代表性视
野，计数１００个细胞得出阳性率。

６．ＦＩＴＣ－ＴＹ－７与 ＯＡＶＥＣｓ特异性结合的检测：
（１）荧光显微镜：取生长良好的 ＵＭＲ－１０６、ＡＥＣｓ及
ＯＡＶＥＣｓ细胞爬片，漂洗固定后避光加入 ５μｍｏｌ／Ｌ的
ＦＩＴＣ－ＴＹ－７，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。充分漂洗、中性甘油
封片后荧光显微镜观察。另取 ＯＡＶＥＣｓ与单纯 ＦＩＴＣ
基团作用作为对照组。（２）流式细胞仪：取生长良好的
ＵＭＲ－１０６、ＡＥＣｓ及ＯＡＶＥＣｓ细胞悬液分别加入流式细
胞仪上样管，离心弃上清后加入 １～２滴 ＰＢＳ液稀释。
每种细胞均分别避光加入 ＦＩＴＣ－ＴＹ－７、单纯 ＦＩＴＣ基
团和ＰＢＳ液室温孵育３０ｍｉｎ。最后，ＰＢＳ液稀释至上样
管的２／３，轻振试管后再次离心弃上清，固定后检测。

结　　果
１．ＦＩＴＣ－ＴＹ－７的合成纯化：ＦＩＴＣ－ＴＹ－７的纯

度为９８．７１％，进行质谱鉴定并测定相对分子质量为
１１９７．３（图１）。

图 １　ＦＩＴＣ－ＴＹ－７质谱鉴定结果图
　

２．原代培养：肿瘤血管内皮细胞于种植后第 ４天
即可见到明显的内皮细胞集落，正常血管内皮细胞则

第６天可见细胞集落。ＯＡＶＥＣｓ和 ＡＥＣｓ形态上无明
显差别，呈多角形、短梭形或不规则形，核清晰，呈椭

圆形或圆形。两种细胞均生长迅速，约 ７～９天后细
胞汇合即生长减缓。传至 ３～４代时，细胞开始逐渐
不再贴壁，数目减少，停止生长，变性变形直至死亡。

３．免疫组化鉴定：Ⅷ因子免疫组化显示 ＡＥＣｓ和
ＯＡＶＥＣｓ胞质均呈黄褐色着色，ＡＥＣｓ阳性细胞率为
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９７．３％，ＯＡＶＥＣｓ阳性细胞率为 ９８．７％，而阴性对照
组无特殊显色（图２）。

图 ２　ＡＥＣｓ和 ＯＡＶＥＣｓ的Ⅷ因子免疫组化鉴定（×２００）

　

　　４．ＦＩＴＣ－ＴＹ－７与 ＯＡＶＥＣｓ特异性结合的检测：
（１）荧光显微镜：ＯＡＶＥＣｓ与 ＦＩＴＣ－ＴＹ－７作用后细
胞表面荧光较强且清晰，显示明确结合；而 ＡＥＣｓ及
ＵＭＲ－１０６与 ＦＩＴＣ－ＴＹ－７作用后荧光微弱模糊且与
背景荧光一致，可认为此两种细胞与 ＦＩＴＣ－ＴＹ－７无
特异性结合（图 ３）。（２）流式细胞仪：ＯＡＶＥＣｓ与
ＦＩＴＣ－ＴＹ－７作用时，荧光标记的阳性细胞比例达
８９５４％；而 ＡＥＣｓ和 ＵＭＲ－１０６与 ＦＩＴＣ－ＴＹ－７作用
时，荧光标记细胞比例分别为０．２７％和０．２２％（图４）。
单纯 ＦＩＴＣ基团分别与３种细胞作用时，荧光标记细胞
比例均 ＜１．００％。

图 ３　ＦＩＴＣ－ＴＹ－７作用后荧光显微镜成像（×１００）

　

图 ４　流式细胞仪检测细胞与 ＦＩＴＣ－ＴＹ－７的结合
　

讨　　论
血管在恶性肿瘤进展中起着至关重要的作用，肿

瘤生长、转移、复发时必须打开“血管生成开关”，才

能诱导肿瘤生长至 １～２ｍｍ［１０］。几乎所有的恶性肿
瘤都具有持续的血管生成能力，这是侵袭性的重要基

础
［７］
。近年来，传统细胞毒性抗肿瘤药物的获得性

耐药引发了对更具针对性的新治疗策略的探索，肿瘤

微环境被认为是重要的潜在治疗靶点，其中最关键的

是抗血管治疗
［１１］
。从传统的以肿瘤细胞为中心的治

疗策略转向抗血管治疗模式，开辟了肿瘤治疗的新领

域
［１２］
。肿瘤抗血管治疗并不是直接通过细胞毒性针

对肿瘤细胞，而是通过破坏血管实现阻断氧气、生长

因子和营养的供应
［１３］
。越来越多的研究表明，抗血

管药物以肿瘤血管内皮细胞为攻击目标，直接针对已

建立但异常的肿瘤血管系统，以肿瘤优先的方式迅速

阻断血流，导致肿瘤内快速广泛的缺氧和肿瘤细胞死

亡
［１４］
。肿瘤血管内皮细胞基因稳定性较好，同质性

强，标志物稳定，可以有效避免耐药。另外，静脉应用

抗血管药物可直接作用于肿瘤血管内皮细胞，从而提

高药效，降低耐药性，减少不良反应
［１５］
。与传统治疗

方法比较，直接靶向肿瘤血管可以应用于多种肿瘤，

在数小时内达到治疗效果
［１６］
。

多项研究证实通过血栓形成选择性阻断肿瘤血

管可有效地杀死肿瘤，延长晚期患者的生存期
［１３，１７］

。

在过去的几十年里，已经开发出数种专门阻断肿瘤血

管的治疗方法，可在数小时或数天内破坏肿瘤血管系

统，降低血管密度，抑制肿瘤血流，导致广泛的肿瘤坏

死
［１８～２０］

。血管靶向化疗有望为恶性肿瘤治疗带来革

·１１１·
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命性的变化，但是如何寻找特异性结合肿瘤血管内皮

细胞的基团至关重要。Ｂｕｓｓｏｌａｔｉ等［２１］
通过噬菌体展

示技术获得了亲和肾肿瘤血管内皮细胞的噬菌体克

隆 ＣＶＧＮＤＮＳＳＣ，根据序列合成短肽并证实该肽可特
异性结合肾肿瘤血管内皮细胞而不与正常血管及其

他肿瘤的血管内皮细胞结合。Ａｒａｐ等［２２］
同样利用噬

菌体展示技术得到了能与前列腺肿瘤血管靶向结合

的短肽 ＳＭＳＩＡＲＬ。而 Ｓｈａｒｍａ等［２３］
则更进一步，把肿

瘤血管导敏肽（ＣＧＫＲＫ）与促凋亡肽（ＫＬＡＫＬＡＫ）结
合制成纳米颗粒，在胶质母细胞瘤和乳腺癌的治疗中

显示出良好的效果。

骨肉瘤生长侵袭严重依赖血管的形成，针对肿瘤

血管系统的治疗具有广阔的前景，有望成为克服传统

大剂量化疗弊端的新策略。为得到可特异性结合

ＯＡＶＥＣｓ的低分子基团，管明强等［２４］
利用噬菌体展

示技术获取了能靶向结合 ＵＭＲ－１０６荷瘤裸鼠肿瘤
血管的噬菌体（ＴＫＰＤＫＧＹ），并通过该单克隆噬菌体
初步验证了其结合的特异性。本研究中，笔者进一步

根据此噬菌体的序列合成了短肽 ＴＹ－７并标记
ＦＩＴＣ，在体外细胞水平通过荧光显微镜及流式细胞仪
对其与 ＯＡＶＥＣｓ的结合特异性进行了验证。荧光显
微镜显示 ＴＹ－７可靶向结合 ＯＡＶＥＣｓ，但与正常血管
内皮细胞和骨肉瘤细胞无明显结合。流式细胞仪则

进一步证实 ＴＹ－７与 ＯＡＶＥＣｓ结合率（８９．５４％）远
高于与 ＵＭＲ－１０６（０．２７％）和 ＡＥＣｓ（０．２２％），说明
ＴＹ－７能高度与 ＯＡＶＥＣｓ特异性结合。以上实验通
过定性和定量两方面验证了 ＴＹ－７具备与 ＯＡＶＥＣｓ
靶向结合的能力，同时并不与骨肉瘤细胞及裸鼠正常

血管内皮细胞结合。

在靶向诊疗的研究中，能否得到可高选择性结合

靶点的基团至关重要。本研究中由噬菌体展示技术

获得的短肽 ＴＹ－７具有在体外细胞水平高度特异结
合 ＯＡＶＥＣｓ的能力。在此基础上，笔者将进一步实现
ＴＹ－７与效应分子结合，研究其对骨肉瘤的靶向治疗
作用，或与造影剂结合，评价其诊断示踪作用，为骨肉

瘤血管靶向诊疗提供实验基础。
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因启动子异常甲基化而失活，ｓＦＲＰ１表达降低，不能
与 Ｆｚ４结合形成 ＣＲＤ二聚体或竞争性结合 Ｗｎｔ配
体，Ｆｚ４表达增加，Ｗｎｔ信号活性增强，进一步激活下
游肿瘤靶基因如 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ－Ｍｙｃ、Ａｘｉｎ２、Ｍｓｌ１的转
录，最终导致儿童 ＡＬＬ的发生［１４～１６］

；诱导化疗通过

去甲基化恢复了 ｓＦＲＰ１的表达，故完全缓解 ＡＬＬ患
儿和 ＩＴＰ患儿，ｓＦＲＰ１和 Ｆｚ４的表达差异无统计学
意义。

危险度分层是儿童 ＡＬＬ预后独立危险因素，不
同危险度分层患儿接受化学药物治疗的强度亦不

同
［１７］
。本研究发现初发高危、中危 ＡＬＬ患儿 ｓＦＲＰ１

ｍＲＮＡ和蛋白表达均低于低危患儿，初发高危、中危
ＡＬＬ患儿 Ｆｚ４ｍＲＮＡ和蛋白表达均高于低危患儿，初
发高危、中危 ＡＬＬ患儿两因子表达差异无统计学意
义，可能因为不同危险程度 ＡＬＬ患儿 ｓＦＲＰ１基因
ＣｐＧ岛甲基化倾向性不同，低危组患儿 ｓＦＲＰ１基因
具有更高的表达活性，具体机制尚需进一步研究

［１８］
。

综上所述，研究认为，Ｗｎｔ通路中 Ｆｚ４表达升高、
ｓＦＲＰ１表达降低参与了儿童 ＡＬＬ的发病，两因子的
表达定量对疾病的评估和治疗有重要临床指导意义。
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