
第 二 军 医 大 学 学 报
Acad J Sec Mil Med Univ　2006 Nov ;27 (11) ·1249　 ·

·研究快报·
Citrostatin的构建与活性分析
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(第二军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室 ,上海 200433)

[摘要 ]　目的 :本研究拟通过人工化学合成技术将 2个不同机制发挥抗癌作用的小肽结合起来 ,产生一个融合肽 Citrostatin ,

并研究其生物学活性 ,以期获得具有双重抗肿瘤功能的抗肿瘤肽。方法 :化学合成 Citrostatin并经 HPLC分离纯化 ,通过内

皮细胞杀伤实验、细胞毒活性分析、体外管状结构生成抑制实验 ,以及鸡胚绒毛尿囊膜血管生成抑制实验分析 Citrostatin的生

物学活性。结果 :Citrostatin可明显抑制内皮细胞 ECV304 的增殖 ( ED50为 6. 2μg/ ml) ,有效杀伤肿瘤细胞 1990 及 NCI2

H640细胞 ( ED50分别为 50μg/ ml、16μg/ ml) ,并明显抑制体外管状结构生成及鸡胚绒毛尿囊膜血管的生成。结论 :本研究成

功构建并合成了抗肿瘤融合 48肽 Citrostatin ,研究表明该融合肽同时具有抑制肿瘤组织新生血管形成和直接杀伤肿瘤的双重

活性。
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[ ABSTRACT] 　Objective :To const ruct a new recombinant anti2tumor peptide Cit rostatin , which consist s of 2 anti2tumor do2
mains (by different mechanism) , and to study it s biological activity , in an effort to search for a peptide with double anti2tumor

efficiency. Methods : Citrostatin , a 482amino acid peptide , was artificially synthesized. After purified by HPLC , Cit rostain were

subjected to the following test s separately : inhibition of endothelial cell p roliferation , M TT test of cytotoxicity , inhibition of en2
dothelial cell tube formation on ECMatrixTM , and anti2angiogenesis test in chick chorioallantoic membrane. Results : Citrostatin

significantly inhibited the proliferation of human endothelial cell ECV304 ( ED50 = 6. 2μg/ ml , P < 0. 05) . It also significantly in2
hibited the proliferation of human tumor cells 1990 and NCI2H640 ( ED50 = 50μg/ ml , 16μg/ ml , both P < 0. 05) , and the inhib2
itory effect became more marked ( P < 0. 01) with the increase of Cit rostatin concentration. The inhibitory effect s of Cit rostatin

on endothelial cell tube formation and angiogenesis in chick chorioallantoic membrane were also confirmed. Conclusion : An anti2
tumor 482amino acid peptide , Cit rostatin , has been successfully synthesized and purified , which shows an anti2angiogenesis

effect and a direct cytotoxic effect toward tumor cells.
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　　原发肿瘤的生长取决于肿瘤细胞和肿瘤血管内

皮细胞的数量 ,两者相互依存 ,任何一种细胞群的增

减都会导致另一细胞群的相应增减 ,通过抑制肿瘤

组织新生血管的形成 (angiogenesis)可以有效控制

肿瘤生长和转移[ 1 ]。T8 ( Tumstatin69295)来源于组

织中的胶原蛋白Ⅳ,是基底膜Ⅳ型胶原α3链 C末端

的 27肽衍生物[2 ] ,通过选择性地与内皮细胞膜上的

αvβ3受体结合 ,抑制内皮细胞的蛋白质合成 ,诱导细

胞凋亡 ,抑制新生血管的形成 ,进而抑制肿瘤生

长。　　　　

　　Cit ropin1. 18 来源于蓝岭树蛙的皮腺分泌物 ,

是 16个氨基酸残基组成的活性小分子肽 ,可通过其

C末端α2螺旋作用于肿瘤细胞 ,造成膜内分子位移、

质膜穿孔 , 从而杀伤肿瘤细胞。体外实验表

明[ 3 ,4 ] :Cit ropin1. 1及其衍生物对约 60 种人类肿瘤

细胞具有显著的抗肿瘤活性 ( IC50为 10 - 5～10 - 6

mol/ L) 。

　　T8通过抑制肿瘤组织新生血管的形成 ,抑制肿

瘤的生长 ,Cit ropin1. 1 则具有广谱抗肿瘤作用 ,可

以选择性杀伤肿瘤细胞。我们根据柔性肽可保持各
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片段结构功能域的相对独立性的原理 ,利用 Tum2
statin和 Cit ropin1. 18不同的抗肿瘤机制 ,设计合成

了融合肽 Cit rostatin ,并通过 H PL C纯化后进行体

外实验 ,观察 Cit rostatin 的生物活性及作用机制。

结果表明 ,融合肽具有杀伤肿瘤细胞和抑制新生血

管的双重功能。

1　材料和方法

1. 1 　材料和试剂 　I n V i t ro Angiogenesis Assay

Kit 购自 Chemicon公司 ;M T T试剂、小牛血清白蛋

白 (BSA)购自华舜生物工程公司 ;BCA2100 protein

quantitation kit 购自申能博彩生物科技有限公司 ;

人脐静脉血管内皮细胞系 ECV2304、小鼠成纤维细

胞 L2929、人胰腺癌细胞 1990 及人肺癌细胞 NCI2
H640均由本教研室保存 ;鸡胚购于上海农业科学研

究院 ,其他化学试剂为 AR级产品。

1. 2　仪器 　Waters 600 H PL C仪 ( Waters 公司) ;

Symmet rypreo TM C18 (19 mm×150 mm ,7μm)层析

柱 ( Waters 公司) ; Thrombolyzer Racd Rator (德国

Benhk Elekt ronik 公司) ;低温离心机 ( SORVALL

RC 5C Plus杜邦公司) ;L G25 真空冷冻干燥机 (上

海市离心机械研究所) ; CECIL CE 2021 分光光度

仪。

1. 3 　Cit rostatin 肽合成 　该多功能肽结构模式如

下 : Tumstatin ( T8 ) 序列2多聚甘氨酸的桥连2
Cit ropin 1. 18 序列 ,即 (N)2 L ys Gln Arg Phe Thr

Thr Met Pro Phe Leu Phe Cys Asn Val Asn Asp

Val Cys Asn Phe Ala Ser Arg Asn Asp Tyr Ser2
Gly Gly Gly Gly Ser2Gly Leu Phe Ala Val Ile L ys

L ys Val Ala L ys Val Ile Lys Lys Leu2(C) 。由吉尔

生化有限公司合成 48肽粗品。

1. 4 　Cit rostatin 的分离纯化 　Cit rostatin 肽粗品

溶于 10 ml无菌蒸馏水 ,分为 2 ml进样依次 H PL C

纯化 : 采用 Waters 600 泵 , 996PDA 检测器及

HSV4. 0 色谱数据工作站处理数据。采用 Symme2

t ryp reo TM的 C18 柱 , 流动相 A (10 %浓度乙腈 ,含

0. 1 % TFA) ,B (100 %乙腈 ,含 0. 1 % TFA) 。用 A

溶液充分平衡后 , 以 30 min 10 %～100 %乙腈 (含

0. 1 % TFA) 线性梯度 (洗脱流速为 10 ml/ min) 洗

脱 , 收集活性峰成分 ,将各活性峰收集液混匀 ,每管

2 ml分装 ,冷冻干燥后即得 Cit rostatin纯品。取其

中一管纯品嵌合肽冻干粉溶于 500μl 的生理盐水 ,

取 5μl进行浓度测定。用小牛血清白蛋白 (BSA)作

为标准蛋白 ,在 562 nm处测标准品液的光密度 ,绘

标准 BCA曲线 ,计算嵌合肽样品的含量。

1. 5　Cit rostatin的活性测定

1. 5. 1　内皮细胞杀伤实验 　ECV304 内皮细胞接

种于 96孔细胞培养板 ,每孔 100μl ,37 ℃、5 % CO2

培养箱中培养 24 h ,加入不同浓度的药物培养基

100μl ,Cit rostatin浓度分别为 1. 5、3. 1、6. 2、12. 5、

25、50、100μg/ ml ,以 PBS为空白对照 ,共同孵育 48

h后 ,经 M T T显色测定波长 570 nm处的光密度值

( D) 。根据所得到的 D值计算 Cit rostatin对内皮细

胞 ECV304的抑制率。抑制率 ( %) = ( D空白对照组 -

D实验组 ) / D空白对照组 ×100 %。

1. 5. 2 　细胞毒活性分析　取对数生长期的成纤维

细胞 L2929、肿瘤细胞 1990、NCI2H640 制成细胞悬

液 ,细胞密度为 (2～2. 5) ×105 / ml ,100μl/孔接种

96孔细胞培养板 ,37℃、5 % CO2培养箱中培养 ,观

察到孔中细胞长至占各孔表面积的 70 %～80 %时 ,

在上述 RPMI 1640完全培养基中加入放线菌素 D ,

使终浓度为 1. 5μg/ ml ,配成样品稀释液 ,浓度分别

为3. 12、6. 25、12. 5、25、50、100μg/ ml ,以 PBS为空

白对照 , 将加好样品的 96 孔板置 37℃、5 %的 CO2

培养箱中继续培养 22 h ,弃除培养板中的培养基 ,每

孔加入 100μl染色液 (1. 5 mmol/ L 结晶紫)染色 20

min。洗去染色液 ,充分干燥后 ,每孔加入 100μl

33 %浓度的冰醋酸 ,充分振荡 ,于 595 nm处测定各

孔 D值。

1. 5. 3 　体外管状结构生成抑制实验　收集内皮细

胞 ECV304加在 ECMatrixTM固态培养基的表面 (内

皮细胞在 ECMat rixTM上培养时 ,可迅速排列并形成

中空的管状结构[5 ] ) ,每孔接种细胞 5 000～10 000

个 ,同时每孔加完全培养基 100μl。用完全培养基

稀释样品 ,按 0. 2、1、5、10μg/ ml 的浓度每孔 50μl

加入细胞悬液中 ,PBS作为对照。经 4～6 h的培养

后 ,在光学显微镜下拍照。按照 ECMatrixTM试剂盒

使用说明的标准 ,对每孔 3 个随机视野的网状结构

进行评价。

1. 5. 4 　鸡胚绒毛尿囊膜血管生成抑制实验 　将受

精 5 d的鸡蛋表面消毒后 ,用照卵灯选择发育良好

的鸡胚 ,在胚头右下方约 10 cm处用小砂轮磨切开

窗 ,暴露出绒毛尿囊膜。将载有样品的甲基纤维素

小碟放在绒毛尿囊膜血管较少的部位。继续孵化
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3 d后将鸡胚绒毛尿囊膜取下制作标本 ,照像记录结

果。以给药点为中心 ,计数半径间隔 5 mm 区域的

血管数 ,计算 3个区域。

1. 6　统计学处理 　数据用 �x ±s表示 ,不同组间用

非配对 t检验比较均数差异的显著性。

2　结　果

2. 1　融合肽的分离纯化　合成的融合肽经质谱分

析 MW = 5 270. 03 ,与理论相对分子质量 5 269. 25

基本吻合 ,但纯度 (40 %)较低。通过 HSV4. 0 色谱

数据工作站提供的实时检测曲线 ,观察样品色谱峰

保留时间为 17. 123 min ,收集洗出液 ,并于峰下降结

束时停止收集 (图 1) 。经与 BSA 标准曲线比对 ,

Cit rostatin纯度达到 95 %。

图 1　Citrostatin经 HPLC纯化后的图谱

Fig 1　Purif ication of Citrostatin by HPLC

Symmet rypreo TM C18 column :19 mm×150 mm ; Flow rate : 10 ml/

min ; Equilibration buffer : 0. 1 % TFA in dd H2 O ; Elution buffer :

0. 1 % TFA in acetonit rile

2. 2　融合肽的活性测定

2. 2. 1 　内皮细胞杀伤实验 　Cit rostatin 对内皮细

胞增殖的抑制呈剂量依赖性 ,根据抑制率公式计算 ,

其半效抑制浓度为 6. 2μg/ ml。与 PBS 对照组相

比 ,1. 5μg/ ml 的 Cit rostatin 即可明显抑制内皮细

胞 ECV304的生长 ( P < 0. 05) 。随着 Cit rostatin的

浓度的升高 ,对内皮细胞 ECV304 增殖的抑制逐渐

增强 ,呈显著性差异 ( P < 0. 01) 。

2. 2. 2　细胞毒活性　根据酶联检测仪上所得 D595

的值 ,分别绘制了不同浓度的 Cit rostatin 对正常成

纤维细胞 L2929、肿瘤细胞 1990、NCI2H640 的细胞

毒性曲线。都呈现出一定的剂量依赖性 ,随着剂量

的增加 ,细胞毒作用的表现越明显 ,具有明显差异

( P < 0. 05) 。通过线性回归分析 ,对 L2929 细胞、

1 990细胞和NCI2H640细胞 ,Cit rostatin的 ED50分

别为 614、50和 16μg/ ml。可见 ,Cit rostatin对肿瘤

细胞 1990、NCI2H640 ED50 所需的浓度比正常

成纤维细胞L2929 ED50所需的浓度要低很多 (图

2) 。

图 2　Citrostatin对细胞的毒性作用

Fig 2　Cytotoxicity test of Citrostatin

　3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01 vs PBS cont rol group ; n = 4 , �x ±s

2. 2. 3 　内皮细胞管状结构生成抑制实验 　在接种

有 ECV304细胞的 ECMat rixTM培养孔中分别加入

0. 2、1、5、10μg/ ml 的 Cit rostatin ,培养 4～ 6 h。

BSA对照组 (图 3A)形成复杂的管状网络结构 ,管

状结构形成百分率为 (98. 3 ±4. 2) %。Cit rostatin

实验组可观察到管状结构数目减少或断裂等现象

(图 3B、3C、3D) ,0. 2、1、5、10μg/ ml Cit ro statin 实

验组管状结构形成百分率分别为 (78. 0 ±2. 0) %、

(49. 0±3. 0) %、(24. 0 ±4. 0) %、(9. 7 ±1. 5) % ,与

对照组相比有显著性差异 ( P < 0. 01) ,并呈剂量依

赖性。结果表明 Cit rostatin对 ECV304 管状结构形

成有明显抑制作用。

2. 2. 4 　鸡胚绒毛尿囊膜血管生成抑制实验 　结果

如图 4、表 1 所示 :阴性对照组血管生长良好 ,血管

分支适中 ;药物组在 3 个区域范围内的血管数目均

显著减少 ,抑制效应具有明显的剂量依赖关系 ,结果

表明 Cit rostatin能显著抑制鸡胚绒毛尿囊膜新生血

管生成。

3　讨　论

　　本研究旨在通过人工化学合成技术将 2个不同

机制发挥抗癌作用的小肽结合起来 ,产生一个具有

双功能的融合肽 Cit ro statin ,以期获得更好的抗肿

瘤疗效。
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图 3　Citrostatin对内皮细胞 ECV304管状结构形成的影响

Fig 3　Inhibition of ECV304 tube formation on ECMatrixTM by Citrostatin( ×25)

A : Negative cont rol ; B : 0. 2μg/ ml Cit rostatin ; C : 1μg/ ml Cit rostatin ; D :10μg/ ml Cit rostatin

图 4　Citrostatin对鸡胚绒毛尿囊膜血管生成的影响

Fig 4　Effect of Citrostatin on angiogenesis in chick chorioallantoic membrane

A1 ,A2 :Negative cont rol ; B1 ,B2 :1μg/ ml Cit rostatin ; C1 ,C2 :10μg/ ml Cit rostatin ; A1 ,B1 , C1 : Chick enbryo CAMs in vivo ; A2 , B2 , C2 :

Chick embryo CAMs t reated by 10 % met hanol

表 1　Citrostatin对鸡胚绒毛尿囊膜血管生成计数的影响

Tab 1　Quantitative assessment of inhibitory effect of

Citrostatin on agiogenesis in chick chorioallantoic membrane

( n = 5 , �x ±s)

Group
Quantity of blood vesselsa

025 mm 5210 mm 10215 mm

Cont rol 12. 3±2. 1 20. 3±1. 5 31. 0±3. 0
Cit rostatin (ρB/μg·ml - 1)

　　 1 7. 3±1. 5 3 13. 0±2. 0 3 20. 0±4. 0 3

　　 5 5. 0±1. 0 3 3 10. 3±2. 5 3 3 19. 7±3. 5 3 3

　　10 4. 7±1. 5 3 3 7. 0±1. 0 3 3 11. 7±1. 5 3 3

　a : The blood vessels were counted in 3 circle areas wit h different di2

ameters ; 3 P < 0. 05 , 3 3 P < 0. 01 vs cont rol group

　　位于 Cit rostatin N 端的 T8 ( Tumstatin 69295)

序列 ,是具有抗血管生成作用的 27 肽衍生物 ,将

Tumstatin序列的 69 位的 Leu突变成 Lys ,与其他

Tumstatin衍生物相比较 ,具有更好的易溶性 ,最近

的研究表明 Tumstatin 452132及其衍生物可结合内

皮细胞和肿瘤细胞上αvβ3整合素[6 ] ,从而靶向作用

于肿瘤组织的血管内皮细胞 ,切断肿瘤血液供应。

本研究结果表明 Cit rostatin可以明显抑制内皮细胞

的增殖、促进内皮细胞的凋亡并抑制体外内皮细胞

管状结构形成 ,从细胞水平和血管水平上反映了
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Cit rostatin 对肿瘤血管生成的抑制作用。柔性连接

Gly Gly Gly Gly Ser 由于其侧链较小 ,具有良好的

伸展性 ,使连接于两端的多肽片段在空间结构上不

易相互干扰 ,保持各结构域的正确折叠 ,最大限度地

保持了其功能的实现。Cit ropin1. 18 结合在融合肽

的 C末端 ,是因其 C末端富含正电荷 ,可以靶向作

用于富含负电荷的肿瘤细胞膜表面 ,直接杀伤肿瘤

细胞。而细胞毒性实验结果也显示了 Cit rostatin保

持了其广谱抗肿瘤的活性 ,尤其值得注意的是 ,其对

成纤维细胞 L2929 的 ED50所需的浓度要远大于肿

瘤细胞 1990、NCI2H640 ED50所需的浓度 ,这就意味

着 Cit ro statin 对肿瘤细胞有一定的选择性杀伤作

用 ,也实现了我们设计融合肽时 ,将 Cit ropin1. 8 序

列安排在融合肽的 C末端 ,对肿瘤细胞有相对选择

性的初衷。

　　综上所述 ,本实验设计并合成了同时具有抑制

肿瘤组织新生血管形成和直接杀伤肿瘤的双功能的

融合肽 ,通过细胞水平和半整体水平反映了 Cit ro2
statin 的抗肿瘤活性。尽管 Cit rostatin 融合肽在上

述实验中是具有双功能的 ,但真正的挑战是确定此

融合肽在体内的功能。下一步的工作是通过基因工

程的方法大量制备融合肽 ,从体内、体外的不同

方面更全面地检测其活性 ,运用肿瘤模型来证实

Cit ro statin是否有望成为治疗实体肿瘤的潜在药

物。　　　　　
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《临床基本技能操作常规手册》已出版

　　本书由王昌明、曾锦荣主编 ,根据卫生部制定的《高等医药院校五年制医学专业学生基本技能训练项目》和国家教育部《关

于全国普通高等学校临床医学专业 (五年制)主要课程基本要求》(试行)的有关规定编写而成 ,内容包括临床各科主要实验实

习和临床诊断、治疗、预防及各种基本操作技术 ,有病史采集、医疗文书的书写、体格检查、化验检查、影像检查、特殊检查、常用

诊疗操作常规、传染病处理等 ,是临床实习医师进行正确操作和准确诊断的一部范本。供临床实习医生、住院医生阅读、参

考。　　　　
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