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新型多肽偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 具有良好抗肿瘤活性
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摘要：目的 探究热休克蛋白 ９０ 靶向抑制双功能多肽 Ｐ７ 与雷公藤甲素（ＴＰＬ）的多肽偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抗肿瘤作

用。 方法 针对非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９，进行 ＴＰＬ 单独用药及与 Ｐ７ 联合处理 ４８ ｈ 后，采用磺酰罗丹明 Ｂ（ＳＲＢ）
比色法评价细胞活性；采用流式细胞测量术评价二者联合使用对凋亡的诱导及协同作用；采用 ＳＲＢ 法评价多肽偶

联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的体外抗肿瘤活性，并建立 Ａ５４９ 细胞的皮下异种移植瘤模型评价 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的体内抗肿瘤活性。 结

果 ＴＰＬ 与 Ｐ７ 联合使用后 ＴＰＬ 的细胞存活曲线发生明显左移，表明联合使用显著提高细胞对 ＴＰＬ 敏感性。 等效线

图表明 Ｐ７ 联合 ＴＰＬ 的剂量比例为 ２ ∶ １、１ ∶ １、１ ∶ ２ 时均为协同作用，最佳联合使用比例为 １ ∶ １。 流式细胞测量术

表明当 Ｐ７ 与 ＴＰＬ 联合使用时，凋亡细胞比例显著升高，且高于 ＴＰＬ 单药组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 此外，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 在 Ａ５４９ 及

ＰＡＮＣ⁃１（人胰腺癌细胞系）两种细胞中均具有良好的肿瘤杀伤作用，ＩＣ５０分别为 １４􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ。 体内

抗肿瘤作用结果表明，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抑瘤率高达 ６０％，高于等摩尔剂量的 ＴＰＬ（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 靶向肽 Ｐ７ 与 ＴＰＬ 具有

协同杀伤作用，多肽偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 具有良好的体内外抗肿瘤活性，且不良反应较小。
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　 　 肿瘤是严重威胁人类健康的重大疾病，其发生发

展涉及众多分子机制的复杂演变，而单靶点治疗易因

肿瘤异质性而导致治疗失败。 因此，寻找更具广谱性

和高效性的治疗策略成为当前肿瘤研究的重要方

向［１，４］。 热 休 克 蛋 白 ９０ （ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０，
ＨＳＰ９０）作为细胞内含量最丰富的分子伴侣蛋白质，
广泛参与数百种客户蛋白质（ｃｌｉｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ）的折叠、
稳定与活化，涵盖了几乎所有基本的生物信号通路，
被誉为细胞内的“信号枢纽” ［２⁃３］。 在肿瘤细胞中，
ＨＳＰ９０ 异常高表达能有效维持多种癌蛋白质的结构

与功能，促进肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移及耐药，因
此成为抗肿瘤药物研发的关键靶点［５⁃６，８］。 本课题组

前期利用噬菌体展示技术，以非小细胞肺癌细胞系为

筛选模型得到能特异性结合肿瘤细胞膜 ＨＳＰ９０ 的多

肽（ｐｅｐｔｉｄｅ ７，Ｐ７）。 该多肽由 ７ 个氨基酸组成（ＬＰＬＴ⁃
ＰＬＰ），不仅能实现肿瘤细胞的靶向识别，还可诱导膜

ＨＳＰ９０ 降解，发挥双重功能，为靶向 ＨＳＰ９０ 的药物递

送提供了新策略［７］。 雷公藤甲素（ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ， ＴＰＬ）是
从卫矛科植物雷公藤（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ）中提取

的一种环氧二萜内酯类天然化合物，具有显著的抗肿

瘤等生物活性［１１］，能够同时抑制 ＨＳＰ７０、ＨＳＦ１ 及

ＨＳＰ９０ 等多个关键蛋白质［９⁃１０］，全面干扰肿瘤细胞的

蛋白质稳态［１２］。 为进一步增强对 ＨＳＰ９０ 及其相关调

控网络的干预效果，将 ＴＰＬ 与 Ｐ７ 偶联［１４］，构建新型

单分子多肽偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７，以期在 Ｐ７ 多肽精准介

导的肿瘤特异性识别的基础上，实现通过多靶点抑

制，发挥协同杀伤效应高效清除恶性肿瘤细胞［１３⁃１４］，
为恶性肿瘤的治疗提供新的思路与策略。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物和细胞系：ＳＰＦ 级 ４ ～ ６ 周龄 Ｂａｌｂ ／
Ｃ 雄性裸鼠 １８ 只，体质量 １８ ～ ２０ ｇ（北京华阜康生

物科技有限公司）；人非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９、人
胰腺癌细胞系 ＰＡＮＣ⁃１（中国医学科学院基础医学

研究所细胞中心）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂：ＨＳＰ９０ 单抗（Ｃａｔ􀆰 ｎｏ􀆰 ：４８７７）、ＨＳＦ１
单抗（Ｃａｔ􀆰 ｎｏ􀆰 ：４３５６）、ＭＥＫ１ ／ ２ 单抗（Ｃａｔ􀆰 ｎｏ􀆰 ：９１２２）、
ｐ３８ 单抗 （ Ｃａｔ􀆰 ｎｏ􀆰 ： ９２１２）、 ＶＥＧＦＲ 多抗 （ Ｃａｔ􀆰 ｎｏ􀆰 ：
２４７９）和 ＢＣＬ⁃２ 多抗（Ｃａｔ􀆰 ｎｏ􀆰 ：３４９８） （Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ （ＤＯＪＩＮＤＯ 公

司）；ＥＣＬ 发光试剂盒（北京全式金生物技术公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养：当细胞生长汇合度达约 ８０％时，
弃去培养基并加入 ＰＢＳ 清洗，弃去 ＰＢＳ 后加入２ ｍＬ
０􀆰 ２５％胰酶，置于培养箱中消化 ３７ ℃，４ ｍｉｎ。 使用

培养基终止消化，取灭菌后的弯头吸管吹打细胞，待
细胞完全脱离瓶壁后将细胞悬液转移至 １５ ｍＬ 离心

管中，８００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，加入适量含血

清培养基将细胞重悬混匀，按照 １ ∶ ３ 的比例将细胞

悬液转移至新的培养瓶中，补充培养基后继续放入

培养箱中培养。
１􀆰 ２􀆰 ２　 皮下移植瘤模型的建立与体内药效评估：雄
性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠，适应环境 １ 周后，于小鼠右后背皮

下注射 １００ μＬ 细胞悬液，共计 １×１０６ ～ ５×１０６ 个细

胞。 待小鼠出瘤后肿瘤体积长至 １００ ｍｍ３，将动物

分为 ３ 组，分别为：溶媒对照组、ＴＰＬ 组、ＴＰＬ⁃Ｐ７ 组

（给出剂量）。 动物分组后，每周 １ 次进行尾静脉注

射给药，共给药 ４ 周。 动物实验期间每周 ２ 次监测

小鼠状态，并记录体质量和肿瘤大小。 ４ 周后，收集

肿瘤组织及血清用于其他实验检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞存活实验与体外药效评估：各细胞按适

当数量接种于 ９６ 孔板内，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细

胞孵箱内过夜培养，翌日加入不同浓度药物继续培

养一定时间，平行 ３ 孔，而后弃去上清，每孔加入碘

酰罗丹明 Ｂ（ ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ，ＳＲＢ）染液 ５０ μＬ，室
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温染色 ２０ ｍｉｎ，再用 １％的乙酸溶液清洗４ 次以去除

未结合的染料，自然晾干，每孔加入１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ
溶液 ２００ μＬ，轻轻振荡 １０ ｍｉｎ 使之充分溶解，使用

酶标仪在 ５７０ ｎｍ 下测定吸收度。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ 软

件绘制细胞存活曲线并计算 ＩＣ５０。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞凋亡评价：肿瘤细胞经消化处理后，收
集约 １×１０６ 个细胞，预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，然后加入

５００ μＬ 含有 １􀆰 ２５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 的 ＰＢＳ 进行染

色，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，收集细胞，并重悬于加入

碘化丙啶的 ＰＢＳ，采用 Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 流式细胞仪进行凋

亡细胞检测。
１􀆰 ２􀆰 ５　 免疫印迹分析（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）：提取肿瘤组

织或细胞的全蛋白质或胞质蛋白质，使用 ＢＣＡ 蛋白

质定量试剂盒按说明书进行蛋白质定量，配制蛋白

质上样液，９５ ℃变性 ５ ｍｉｎ，冷至室温，－２０ ℃保存

备用。 配制 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ。 取一定量蛋白质样品上

样，恒流２０ ｍＡ ／胶进行电泳分离，直至溴酚蓝指示

剂达到凝胶底部，７０ Ｖ 恒压冰浴 ９０ ｍｉｎ 转印至

ＰＶＤＦ 膜，封闭液室温封闭 １ ｈ，室温孵育一抗 ２ ｈ 或

４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，室温孵

育二抗 １ ｈ，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，沥干，加入

ＥＣＬ 显色液，使用化学发光显像仪进行显影。
１􀆰 ２􀆰 ６　 实时定量 ＰＣＲ 分析：使用 ＯＭＥＧＡＴＭ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ 试剂盒提取细胞或肿瘤组织的总 ＲＮＡ，使用

Ａｌｌ⁃Ｉｎ⁃Ｏｎｅ ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 试剂盒将总 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡ，使用 Ｖａｚｙｍｅ ｑＰＣＲ ＭａｘｔｅｒＭｉｘ 在实时定量

ＰＣＲ 仪上进行检测，测定各基因的循环阈值，并与

内参 ＧＡＰＤＨ 进行标准化，以 ２－ΔΔＣｔ的数值计算相对

ｍＲＮＡ 表达水平。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有实验均独立重复 ３ 次，结果以均值±标准

差（ｘ±ｓ）表示。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行统计

分析，多组间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
Ａｎｏｖａ），两组间比较采用独立样本 ｔ 检验。 以

Ｐ＜０􀆰 ０５为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 靶向肽 Ｐ７ 与雷公藤甲素（ＴＰＬ）的协同作用

２􀆰 １􀆰 １　 Ｐ７ 与雷公藤甲素具有协同杀伤作用：在
Ａ５４９ 细胞中，ＴＰＬ 单用药或与 Ｐ７ 联合使用 ４８ ｈ 后，
采用 ＳＲＢ 法评价细胞活性。 ＴＰＬ 与 Ｐ７ 联合使用导

致 ＴＰＬ 的细胞存活曲线发生明显的左移，表明 Ｐ７ 联

合使用显著提高细胞对 ＴＰＬ 的敏感性（图 １Ａ）。 ＴＰＬ
与 Ｐ７ 按照 ２ ∶ １、１ ∶ １、１ ∶ ２的比例混合，处理Ａ５４９ 细

胞 ４８ ｈ，采用 ＳＲＢ 法检测细胞存活。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
软件，计算不同比例混合相当于各自单药 ＩＣ５０的倍

数，绘制等效线图，斜线为 Ｐ７ 与 ＴＰＬ 两种药物联合

作用产生 ５０％细胞毒性时对应的曲线（图 １Ｂ）。 结果

显示，Ｐ７ 联合 ＴＰＬ 的剂量比例为 ２ ∶ １、１ ∶ １、１ ∶ ２ 时

均处于等效线下方，表明二者有协同作用，且最佳比

例点为 １ ∶ １。 上述结果表明，靶向肽 Ｐ７ 与雷公藤甲

素具有协同杀伤作用。

Ａ􀆰 ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ； Ｂ􀆰 ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｄｏｓｅ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｐｏｉｎｔｓ ｌｏｃａｔｅｄ ａｂｏｖｅ ａｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ； Ｐｏｉｎｔｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ａｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ．

图 １　 靶向肽 Ｐ７ 与 ＴＰＬ 的协同杀伤作用

Ｆｉｇ １　 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ Ｐ７ ａｎｄ ＴＰＬ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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２􀆰 １􀆰 ２　 ２Ｐ７ 与雷公藤甲素的协同促凋亡作用：人非

小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 分别经 ＴＰＬ、Ｐ７ 以及二者

联合处理 ４８ ｈ 后，收集细胞，进行 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 凋

亡流式分析。 结果表明，当 Ｐ７ 与 ＴＰＬ 联合使用时，
凋亡 细 胞 比 例 显 著 升 高， 且 高 于 ＴＰＬ 单 药 组

（图 ２）。 上述结果表明，靶向肽 Ｐ７ 与雷公藤甲素的

协同杀伤作用的机制为显著提高了细胞凋亡。
２􀆰 ２　 靶向肽 Ｐ７ 雷公藤甲素（ＴＰＬ）偶联物 ＴＰＬ⁃Ｐ７
的抗肿瘤作用

２􀆰 ２􀆰 １　 单分子多肽偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的体外抗肿

瘤活性：人 Ａ５４９ 细胞与 ＰＡＮＣ⁃１ 细胞分别经 ＴＰＬ⁃
Ｐ７ 和 ＴＰＬ 处理 ４８ ｈ，采用 ＳＲＢ 法评价其对细胞存

活的影响，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ 软件绘制细胞生存曲线，
计算 ＩＣ５０。 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 在 Ａ５４９ 与 ＰＡＮＣ⁃１ 细胞中 ＩＣ５０

分别为 １４􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ，而 ＴＰＬ 在两种

细胞中的 ＩＣ５０分别为 ６８􀆰 ４ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 ５１􀆰 ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，
但多肽偶联药物在体内凭借着肿瘤靶向分布、多效

抑制协同杀伤的优势，具有显著优于单一化疗药的

药效，且不良反应更少。

２􀆰 ２􀆰 ２　 单分子多肽偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的体内抗肿

瘤活性：为了证实 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 是否也具有体内抗肿瘤

优势，采用 Ａ５４９ 细胞的裸鼠皮下异种移植瘤模

型，腹腔注射溶媒对照、ＴＰＬ、等量 ＴＰＬ⁃Ｐ７，每周

１ 次，共 ４ 周，每周两次测量肿瘤体积。 结果表明，
ＴＰＬ⁃Ｐ７ 显著抑制了肿瘤的生长，等摩尔剂量的

ＴＰＬ 则几乎明显的抑瘤作用（图 ４Ａ）。 在四周给

药后，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抑瘤率高达 ６０％，显著低于溶媒

对照（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 和等摩尔剂量的 ＴＰＬ（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（图 ４Ｃ）。 在给药期间，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 与 ＴＰＬ 均为造成

明显的体质量下降（图 ４Ｂ）；在实验终点，各给药

组的重要器官质量差异无统计学意义（图 ４Ｄ）。
上述结果表明，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 具有良好的体内抗肿瘤活

性，且不良反应较小。
２􀆰 ３　 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抗肿瘤作用机制

为了探究 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抗肿瘤作用机制，采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测动物实验的肿瘤组织中各给药组

蛋白质平衡网络相关调控因子的表达水平。 结果表

明，ＴＰＬ 给药组降低了 ＨＳＦ１ 的表达水平， 抑制了其

Ａ􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； Ｂ􀆰 ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｃｔｒｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＰＬ．

图 ２　 靶向肽 Ｐ７ 与 ＴＰＬ 协同促凋亡效应

Ｆｉｇ ２　 Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｐｒｏ⁃ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅ Ｐ７ ａｎｄ ＴＰＬ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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Ａ􀆰 ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＡＮＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＴＰＬ⁃Ｐ７； Ｂ􀆰 ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＡＮＣ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＴＰＬ．
图 ３　 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的体外细胞毒性分析

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｏｆ ＴＰＬ⁃Ｐ７（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ａ􀆰 ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｄｕｒｉｎｇ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ； Ｂ􀆰 ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｃ􀆰 ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ｆｏｕｒ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ； Ｄ􀆰 ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｏｒｇａｎｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
ｆｏｕｒ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＰＬ．

图 ４　 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的体内抗肿瘤活性

Ｆｉｇ ４　 Ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＰＬ⁃Ｐ７（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

下游因子 ＶＥＧＦＲ 的表达水平，而 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 给药组对

ＨＳＦ１ 和 ＨＳＰ９０ 均产生了显著的抑制，并且还降低了

上游调控因子 ＭＥＫ１ ／ ２ 与 Ｐ３８ 的表达水平，ＶＥＧＦＲ
的下降更为显著（图 ５Ａ）。 此外，由于转录因子 ＨＳＦ１
调控了 ＨＳＰ９０ 与 ＨＳＰ７０ 的基因转录，采用实时定量

ＰＣＲ 检测 ＨＳＰ９０、ＨＳＰ７０ 以及 ＨＳＦ１ 下游因子 ＢＡＧ３
的 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果显示，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 给药组显著

降低了 ＨＳＰ９０、ＨＳＰ７０ 以及 ＢＡＧ３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

（图 ５Ｂ）。 抗凋亡因子 ＢＡＧ３ 与 Ｂｃｌ⁃２ 共同保护肿瘤

细胞免于凋亡，而在蛋白质水平上，也证实了 ＴＰＬ⁃Ｐ７
降低了 Ｂｃｌ⁃２ 的表达水平（图 ５Ａ）。 流式凋亡分析也

表明， ＴＰＬ⁃Ｐ７ 显著提高了 Ａ５４９ 细 胞 的 凋 亡 率

（Ｐ＜０􀆰 ００１），且显著优于 ＴＰＬ 或 Ｐ７ 单药处理组的诱

导凋亡作用（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图 ５Ｃ～Ｄ）。 上述结果表明，
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Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｕｄｅ
ｍｉｃｅ； Ｂ􀆰 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ； Ｃ⁃Ｄ􀆰 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ４８ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＰＬ ｏｒ Ｐ７ ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｇｒｏｕｐｓ．

图 ５　 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 作用机制：抑制多种下游通路并促进凋亡

Ｆｉｇ ５　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴＰＬ⁃Ｐ７： ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抗肿瘤作用机制与同时抑制 ＨＳＦ１ 和

ＨＳＰ９０ 进而扰乱蛋白稳态及诱导凋亡有关。

３　 讨论

本研究通过体外细胞实验与体内动物模型，系
统评估了靶向肽 Ｐ７ 与雷公藤甲素（ＴＰＬ）联合应用

及偶联药物 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 的抗肿瘤效应，并初步探讨了

其作用机制。 结果显示，Ｐ７ 与 ＴＰＬ 在非小细胞肺癌

细胞系 Ａ５４９ 中具有协同杀伤作用，且最佳协同比

例为 １ ∶ １。 流式细胞测量术进一步证实，二者联合

使用可显著诱导肿瘤细胞凋亡，提示该协同效应主

要来源于凋亡通路的激活。
将 ＴＰＬ 与 Ｐ７ 偶联后得到 ＴＰＬ⁃Ｐ７，其在两种

不同来源的肿瘤细胞系中均表现出显著的抗增殖

活性。 尽管其 ＩＣ５０值在体外略高于 ＴＰＬ 单药，但
考虑到偶联药物在体内可实现肿瘤靶向分布、延
长药物滞留时间并降低系统毒性，其在体内的治

疗优势更为突出。 本研究在 Ａ５４９ 裸鼠异种移植

瘤模型中进一步验证了这一点：ＴＰＬ⁃Ｐ７ 显著抑制

肿瘤生长，抑瘤率达 ６０％，而等摩尔剂量的 ＴＰＬ 几

乎无显著抑瘤效果，同时 ＴＰＬ⁃Ｐ７ 未引起明显质量

下降或重要器官质量变化，显示出良好的体内安

全性和药效优势。
机制研究方面，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 与实时定量 ＰＣＲ

结果显示，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 不仅抑制 ＨＳＦ１ 及其下游因子

ＨＳＰ９０、ＨＳＰ７０、ＶＥＧＦＲ 的表达，还可下调上游调控

因子 ＭＥＫ１ ／ ２ 与 ｐ３８ 的表达水平，说明其对蛋白质

平衡网络的干扰更为全面。 此外，ＴＰＬ⁃Ｐ７ 显著抑制

抗凋亡因子 ＢＡＧ３ 与 Ｂｃｌ⁃２ 的表达，进一步增强了肿

瘤细胞对凋亡信号的敏感性。 这些结果表明，ＴＰＬ⁃
Ｐ７ 通过多重靶向调控蛋白稳态与凋亡通路，发挥协

同抗肿瘤作用。
综上所述，靶向肽 Ｐ７ 与雷公藤甲素的联合应

用及偶联策略均展现出良好的协同抗肿瘤效果，尤
其在体内模型中表现出优于单药的疗效与安全性。
其机制与同时抑制 ＨＳＦ１ ／ ＨＳＰ９０ 通路、扰乱蛋白质
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平衡网络并诱导凋亡密切相关。 本研究为基于雷公

藤甲素的靶向药物递送策略提供了实验依据，也为

非小细胞肺癌的治疗提供了新的思路。 后续研究可

进一步优化偶联策略，探索其在其他实体瘤中的应

用潜力，并深入阐明其调控蛋白质稳态网络的分子

机制。
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