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功能对分子库内
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14UW

分子结构为

G

:

8=;-

R

=U%

:

=;8

<

=

#

W

$

2̂-=G

8 9

:

8

'将该结构进行改造制备成二聚体后&室温下+

$

#

.̂G%

"

0

"V

"

K

$

H)

R

(

P

+反应

时间为
!(75.

时&标记率可达#

B@e*"N!e")

$

f

&经
2̂

<

6/32aU)(

层析柱纯化后&其放化纯大于
>?f

!在室温

和
!@I

条件下&

>>

1̀

7

=14UW

于生理盐水和正常人新鲜血清中均保持良好的标记稳定性!其脂水分配系数对
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肿瘤组织的生长+转移与新生血管的生成密

切相关&如果没有新生血管的生成&肿瘤的生长不

会超过
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'因此&抑制肿瘤新生血管的生

成是抑制肿瘤生长和转移的关键'研究发现)
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在肿瘤细胞表面和肿瘤新生血管内皮细胞中整合

素
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都有很高的表达&而在正常的组织和成熟

的血管内皮细胞中整合素
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不表达或表达很

少&整合素
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也就成为了整合素
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受体表达

阳性肿瘤显像和治疗的靶点'
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肽类可以与整合素
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发生特异性结

合&抑制肿瘤新生血管的生成并启动肿瘤细胞的

凋亡&这已经被众多文献证实)
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'但不同结构的
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肽与整合素
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的结合能力不同&因此对肿

瘤的抑制作用也就不同'
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肽的结构进行了充分的研究&表明改变
4UW

五

环肽除
;-

R

=U%

:

=;8

<

以外的其它结构不影响
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肽与整合素
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的识别'但是改变
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三

肽以外的其它结构之后可以改变
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肽的其它

特性&尤其是改变第
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位氨基酸&特别当第
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位为
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型的氨基酸时&可以明显提高该多肽的亲和力

和水溶性等特性'而第
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位氨基酸的性质对

4UW

肽的特性无明显影响'另有研究)
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*表明&含
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个二硫键的环形
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肽对肿瘤新生血管内

皮细胞的效力很强&是含单一二硫键环形
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肽的
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倍&是线形
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肽的
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倍'笔者针对
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肽的上述特性建立了
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肽分子库&进行

计算机模拟筛选'
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上先后发表两篇文章报道了整合素
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的胞外

区结构以及其配体
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肽与整合素
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发生结合反应时整合素
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发生的结构变化'

基于此研究的结果&计算机模拟
4UW

肽类药物

的筛选成为了现实'本实验采用
#=%502

软件基

于结合状态下分子的三维立体结构和静电场力

对已建立的
4UW

肽分子库中的分子进行了受

体
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配体结合状态的评估&作出了评分'对筛选

出的
4UW

肽结构进行进一步的人工改造后&用

体外受体的放射性配基结合分析实验验证该结

构的结合能力&并对>>
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=14UW

的标记方法做

了初步研究&以期该结构的
4UW

肽成为一个新

型肿瘤受体显像剂'
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试剂与仪器

含有二硫键的
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肽受体%%%整合素
"

/

0

!

结构的准备
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软件中&去掉
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程序中包含的杂原子&并

将其中的
4UW

序列去掉另为保存#作为对接计算

时的对照结构$&然后为
)P?U

剩余的结构加氢&保

存为
7$%"

格式的文件'剩余结构的活性对接位点

基于去掉的
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肽的位置而确定'
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肽结构库的建立
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阅读国内外已

报道的文献&从文献)
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*中搜集各种
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肽

的结构&并在原结构的基础上&替换或增加某些氨

基酸&利用
#=%502

软件中的肽链建立功能&建立
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直线型结构&然后通过去氢+加键等功能&形

成二硫键成环和酰胺键成环的各种环状
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结

构&也将这些结构保存为
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格式&并保存在同

一个文件夹内'
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'最后将

已经溶解的
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层析柱纯化后按每管
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收集&测定各管的

放射 性 活 度 值 和 在
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处 的 吸 光 度 值
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$&收集高峰管#放射性活度值和
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值

均最高的管$即为标记产物>>
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标记率和放射化学纯度的测定

采用新华一号滤纸为固定相&丙酮和生理盐

水为双展开剂的纸层析法测定标记产物的标记率

和放射化学纯度'
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标记产物的稳定性分析
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最终浓度为
)

R

(

P

'取
B(

#

P

上述溶液于
C

<<

2.=

3$-0

管内#该量根据加入的
'/

)"?

Q

的量而定$&使

溶液涂布在反应管壁上&用氩气吹干&在反应管底

部形成均匀的薄膜&密封
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&
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化后按每管
(e?7P
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固定相&
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#正丁醇$

nD
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#氨水$
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的混合溶液为展开剂的纸层析法测定标

记产物的标记率和放射化学纯度'参考文献)
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将常规培养于
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#低糖$
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胎牛血清培

养基中处于对数期生长的
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箱内备用'无菌
C

<<

2.3$-0

管内加入浓度递增的

14UW

肽#

(

&

)(.7$%

(

P

$&再向每个
C

<<

2.3$-0

管内都加入
)((

#

P
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管放置于振荡器上震荡
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$后&离心+弃上

清液&用磷酸盐缓冲溶液清洗
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遍&沉淀物用
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计
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软件拟合&计算平衡解离常数#
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结果和讨论
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肽对接运算结果
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和
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对接方式分别对受体
=

配体进行对接计算&全面分
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R
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肽

分子生成&
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对接方式计算时&主要考虑的是配体分子的
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的代谢动力学情况&增加水溶性有利于药物的

排除&最大限度的减少了药物在体内的存留时

间'部分评分结果列于表
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在初步筛选之后&为了增加多肽的亲和性&将

该基本序列改造为
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并交由上海吉尔生化有限公司合成&产物相对分

子质量为
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&纯度大于
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'合成后该

14UW

肽的质谱分析图和高效液相色谱分析图示

于图
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可以避免引入其他双功能螯合剂对
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肽功能
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种反应产物"
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;
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的差异从而计算出标记率或放射化学纯度'使用

丙酮和生理盐水双展开剂的纸层析测定结果列入

表
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'经纸层析测定>>
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的标记率为
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物其放射性活度值和
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值都为高峰管&提示
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标记条件的优化
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还原成低氧化态锝'在标记反应中&
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