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多肽类肺癌显像剂的制备及其初步鉴定

褚丽萍王彦 王月英刘金剑 吴红英刘鉴峰

【摘要】目的通过噬菌体随机七肽文库筛选出与体内肺癌组织特异结合的七肽，并制备肽类

肺癌早期诊断试刺。方法通过噬菌体展示体内筛选技术获得与肺癌特异结合的噬菌体。进行序列

测定。合成特异结合的多肽，必I标记后经静脉注射入小鼠体内，观察其在小鼠Lewis肺癌模型中

的分布。结果通过4轮筛选获得了QYGQFAY七肽．该七肽经瞄I标记后可以很好地与肺癌组织

特异结合，在体内2 h左右与肿瘤结合得最充分，而且体内代谢较快，6 h左右体内分布明显减少，

基本代谢完毕。结论该七肽可以较好地埘Lewis肺癌进行显像和诊断。
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The preparation and identification of peptide imaging agent of lung cancer
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【Abstract】Objective To screen in vivo lung cancer specific binding 7-peptide from T7 phage display

random peptide library and prepare peptide imaging agent in early diagnosis of lung cancer．Methods Used

phage display in vivo technology to get the 7-peptide phage that can bind the lung cancer specifically，then

sequenced and synthesized 7-peptide．After being labeled by瞄I．this 7-peptide wag injected into mice via vein

and the distribution in the mice tumor mold w鹊observed．Results One 7-peptide Was obtained after four

rounds of screening,and the peptide could bind lung cancer tissue specifically．Metabolism of this peptide in

mice WaS fast and imaging of lung cancer Was best two hours later after injection．The distribution in vivo

decreased and almost disappeared after six hours．Conclusion This 7-peptide could be used to image and

diagnose of lung cancer effectively．
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噬菌体展示(phage display)技术是一项研究生

物活性肽、肽类药物筛选和抗体制备等非常有用

的手段【II。近年发展起来的噬菌体随机肽库体内筛

选方法(phage display in vivo)，是寻找与组织、器官

特异性结合多肽的有效手段[2--31。此法可在受体分

子尚不清楚的情况下，以受体天然存在的环境组

织器官为配基，利用噬菌体短肽的抗原特异性寻

找未知的靶分子，确定其结构域，具有特异结合活

体组织器官、在体内稳定性好、特异性高、缩短

了研究周期等优点，而且筛选与治疗在相同条件

下进行，避免了体外筛选得到的配体在体内试验
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无效或活性低的缺点，最大程度保证了筛选到的

短肽的靶向特异性141。目前，国际上已经通过噬菌

体体内筛选技术成功得到了几组特异肿瘤组织结

合的多肽嗍，将多肽与阿霉素和肿瘤坏死因子a耦

联后。在小鼠肿瘤模型中起到了良好的抗肿瘤作

用阻-q；将放射性核素标记该类多肽也可应用于肿

瘤的显像和放射治疗的研究中ltl-131。本研究通过噬

菌体体内筛选技术筛选与肺癌组织特异结合的七

肽，并用必I标记后进行肺癌显像，结果如下。

l材料与方法

1．1实验材料

1．I．1试剂

T7噬菌体展示文库购于New England Biolabs，

2×10b pfu／ml，复杂度为2．8 x l∥个转化子。抑肽

酶和亮抑肽酶为美国AMRESCO公司产品。四环
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素、异丙基．B．D硫代吡喃半乳糖和5一溴4氯．3一吲
哚一13．D—半乳糖苷为美国AMRESCO公司产品。Nal25I

(脚I，比活度为643．8 GBq／mg，无载体)购自Amer-

sham公司。Sephedex G-75(Particle Size：10-40斗m)

为Pharmacia公司产品。其他试剂均为国产试剂。

1．1．2实验动物及瘤株

IRM．2小鼠由我所自主培育。Lewis肺癌瘤株

购自中国医学科学院实验动物研究所。

1．1．3仪器

小动物活体成像系统(KODAK IS in vivo FX，

美国)，生物安全柜(Thermo Electron B2，美国)，

动物天平(SHIMADZU UX4200H，日本)，组织天

平(Sartorius BS223S，德国)，低温冰(Thermo，美

国)，全自动放射免疫1计数器(上海核所日环光

电仪器有限公司)。

1．2实验方法

1．2．1小鼠Lewis肺癌模型的建立

参照文献f 14l，在无菌条件下通过后肢腋下包

埋的方法将Lewis肺癌接种至6周龄的IRM．2小

鼠，制备肿瘤模型。待肿瘤达O．5 cm后，用于后

续噬菌体内筛选。

1．2．2噬菌体展示七肽文库小鼠体内的筛选

将10山滴度为10¨pfu的噬菌体混合于200山
RPMI 1640培养基中，通过尾静脉注入Lewis肺癌

小鼠体内。5 min后切开小鼠胸部并暴露心脏，由左

心室用静脉穿刺入主动脉，缓慢推人20 ml磷酸缓

冲液(pH=7．4)，同时在小鼠右心耳处剪开一小

口，使血液流出，直至流出的血液变成淡红色为

止。取出肿瘤组织，加入l ml存放于4cc的RPMI

1640培养基(含1 mmol苯甲基磺酰氟、20¨g／ml

抑肽酶、l P,g／ml亮抑肽酶)，匀浆后再加入l IIll

冰浴后的RPMI 1640培养基(含l mmol苯甲基磺

酰氟、20 p,g／ml抑肽酶、l P,g／ml亮抑肽酶和l％

牛血清白蛋白)进行洗涤，以离心半径为15 cm，

5000转／rain离心5 min，小心吸出上清，并重复

以上操作洗涤5次。将离心后的沉淀与2 ml处于

对数生长期的大肠杆菌ER2738混合，室温下静置

30 min。加入10甜预温的Luria．Bertani培养基，

室温下孵育30 min，测定噬菌体滴度。将5 ml上

述肿瘤组织与大肠杆菌的混悬液保存备用，剩余

部分与2 fIIl处于对数生长期的大肠杆菌ER2738

混合，倒入盛有200 ml Laria-Bertani培养基(含

0．1％四环素)的锥形瓶中，37℃振荡孵育16 h。

将该培养液在4℃下以离心半径为15 cm，8000转／

min离心15 min，并把上清移入锥形瓶中，加入l／6

体积的聚乙二醇／氯化钠，在4℃下沉降过夜。再

在4℃下以离心半径为15 em，10 000转／rain离心

15 min，弃上清。用l ml RPMI 1640培养基重悬沉

淀物，再次加入160 tri聚乙二醇／氯化钠溶液，冰

浴1 h，在4℃下以离心半径为15 cm，10000转／min

离心10 min，弃上清，以200山含0．02％叠氮化

钠的RPMI 1640培养基重悬沉淀物，此即为第一轮

扩增的噬菌体。重复以上操作，进行4轮筛选。

1．2．3 DNA序列测定及多肽合成

将第四轮筛选获得的噬菌体感染大肠杆菌后铺于

含有异丙基一B．D．硫代吡喃半乳糖／5一溴一4一氯一3．吲

哚一B．D．半乳糖苷的Luria—Bertani培养基上，随即

挑取10个分隔良好的蓝色噬菌斑，扩增培养。收

集扩增的噬菌体，按照试剂盒说明提取DNA，送

上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序。

根据测得的序列，推导出插入外源七肽的氨基酸

序列。

根据测得的七肽序列，另用化学合成法合成

七肽，并对七肽进行高效液相层析法纯化和质谱

鉴定，用以鉴定体内筛选得到的七肽。

1．2．4 125I．七肽的制备及标记率和放化纯检测

用氯胺一T法对七肽进行125I标记。将1．0 mg七肽

溶解到50 Ixl pH=7．2的50 mmol／L磷酸缓冲液中，

转移至1．5 ml离心管内，然后加入Na必I约18．5

MBq(O．5 mCi)和50斗l氯胺一T(1 mg／m1)液，室温震

荡反应5 min，再加入50恤l(0．2 mg／m_1)偏亚硫酸

钠溶液终止反应。取0．1斗l点样纸层析，进行标记

率的测定，展开剂为乙醇：水=9：l，点样后上

行展开一段距离，取出晾干，从原点下0．5 ca开

始每隔1 cm剪条，用放射免疫1计数器测每段的

放射性活度。

将反应液移人预处理的Sephedex G-75层析柱

(1．0 cm×15 cm)。用0．05mol／L磷酸缓冲液(pH-7．4)

洗脱，收集洗脱液，每管收集0．5扯l，共收集50

管。每管取1．0肛l测量放射性强度。取0．2 Ixl柱层

析纯化产物点样纸层析测放化纯度，方法同标记

率的测定方法。

将标记物室温放置72 h，采用上述纸层析法

再次检测1q．七肽的放化纯度及其稳定性。
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1．2．5必I．七肽在肿瘤动物模型的体内分布

将125I．七肽通过尾静脉注射入Lewis肺癌小鼠

模型中，给药后分别在0．5、2、6和20 h利用小动

物活体成像系统进行体内放射性分布测定。

2结果

2．1肺癌模型的建立

IRM一2小鼠是我所自主培育的肿瘤易感小鼠，

已经成功接种了多种肿瘤。接种Lewis肺癌后10 d左

右，肿瘤直径可达O．5 cm，用于后续噬菌体体内七

肽筛选。

2．2靶向多肽的筛选及其合成

对收集的噬菌体进行滴度测定，第一轮未扩增

的噬菌体每10山滴度为5×105 pfu，扩增后的噬菌

体每lO山滴度为1．55×10¨pfu。此后每轮筛选的

噬菌体未扩增，滴度逐渐增大。挑取20个单菌

落，测序外源插入七肽序列，其中一管测序错误、

两管信号弱而未测出。其余17个样品测定的序列

推导出的多肽序列结果见表l。结果显示，出现频

率最高的七肽序列为谷氨酰胺．酪氨．甘氨酸．谷氨

酰胺一苯丙氨酸．丙氨酸一酪氨酸，即：QYGQFAY。

通过化学合成法合成QYGQFAY七肽，并进

行高效液相层析法纯化和质谱鉴定，结果：合成

的七肽纯度为98％，质谱结果与QYGQFAY分子

质量相吻合。

裹l 17噬菌体展示文库筛选的靶向结合Lewis肺癌的

七肽序列

注：表中多肽序列的代号为相应的氨基酸缩写。

2．3 QYGQFAY七肽的125I标记及其鉴定

纸层析测定标记率时，游离’q的比移值为

0．8。0．9，125I—QYGQFAY的比移值为0．1—0．2，标记

率约为85％(图1)。对标记的QYGQFAY七肽进行

Sephedex G．75柱层析分离。对洗脱液进行放射性

计数町知，QYGQFAY峰出现在第12一15管，游离

∞l峰出现在第36—38管(图2)。纯化产物的纸层

析结果显示，-砚．QYGQFAY七肽的放化纯度>99％

137

(图3)。72 h后再次进行放化纯度的检测，放化纯

度>95％，说明125I-QYGQFAY七肽在室温下放置

3 d仍可稳定的存在。

0 2 4 6 8 10 12

展开距离(cm)

图1仍I-QYGQFAY七肽标记率的纸层析鉴定图谱

●

L—。l
O 10 20 30 40 50

管次(个)

图2仍1-QYGQFAY七肽柱层析纯化洗脱曲线图中，

I为瞄I-QYGQFAY七肽的洗脱峰，Ⅱ为岱I的洗脱峰。

2．4惜I-QYGQFAY七肽在Lewis肺癌小鼠体内的分布

经Lewis肺癌小鼠尾静脉注射125I-QYGQFAY

七肽后0．5、2、6 h用小动物活体成像系统测定荷

瘤鼠体内放射性分布的结果见图4。0．5 h时几乎

全身分布，主要集中在肝脏等部位，肿瘤部位有

部分分布，但是聚集的量较少(A3)；2 h时放射性

几乎都聚集于肿瘤部位。其他器官基本无分布

(B3)；6 h时放射性仍然主要集中在肿瘤部位，但

体内总的放射性已经较低，已基本代谢完。
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图4不同时间点岱I．QYGQFAY七肽在Lewis肺癌JJ,r氟体

内分布情况图中，Al、A2、A3分别为静脉注射后0_5 h

的．y显像结果、X线成像结果和两者叠加的结果；BI、

B2、B3分别为静脉注射后2h的1显像结果、x线成像

结果和两者叠加的结果；CI、C2、C3分别为静脉注射

后6h的．y显像结果、x线成像结果和两者叠加的结果，

以上结果均由小动物活体成像系统得到。

3讨论

随着环境污染的加重，肺癌在城市肿瘤致死

病因中由原来的第4位上升到第l位睁161。在工业

发达的国家，死于肺癌的患者人数占各种癌症死

亡人数总和的29％，肺癌5年存活率仅为14．1％，

而肺癌早期诊断率仅为15％，但早期确诊患者5

年存活率可达60％一90％。因此，肺癌的早期诊断

是非常重要的。

本实验通过噬菌体展示体内筛选的方法获得

了与肺癌组织特异结合的七肽，通过序列测定，

确定该七肽含有3个带苯环的芳香族氨基酸、2个含

酰胺基的氨基酸和2个中性氨基酸，即：QYGQFAY

七肽。由于它含有3个苯环结构，可以初步推测其

主要是通过空间结构与肿瘤组织特异表达蛋白结合。

动物实验结果表明，125I—QYGQFAY七肽可以

很好地与肿瘤组织特异的结合，静脉注射后2 h几

乎全部在肿瘤部位富集，而且体内代谢较快，6 h

时体内分布已经明显减少。以上说明该七肽具有

很高的肿瘤特异性，显像时间为2 h左右，且体内

清除较快，是较理想的肺癌显像诊断试剂。
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