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摘　要　载脂蛋白Ｅ模拟多肽ＣＯＧ１３３具有拮抗ＳＥＴ蛋白和提高细胞中蛋白磷酸酶２Ａ（ＰＰ２Ａ）活性，可以治疗包括
Ｔ３１５Ｉ突变导致的耐药慢性粒细胞白血病。本研究在载脂蛋白 Ｅ模拟多肽 ＣＯＧ１３３的基础上设计了９条新的多肽并进行
了活性筛选，得到１条活性明显优于 ＣＯＧ１３３的多肽 ＳＰ２。ＳＰ２对 ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞作用７２ｈ的 ＩＣ５０为（２９±０１）
μｍｏｌ／Ｌ，是ＣＯＧ１３３［ＩＣ５０：（２６５±１２）μｍｏｌ／Ｌ］的十分之一。其作用机制是通过拮抗ＳＥＴ蛋白，提高细胞ＰＰ２Ａ活性，使ｐ
ＢＣＲＡＢＬ１去磷酸化进而最终导致细胞凋亡。
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　　慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）是一种由融合蛋白
质ＢＣＲＡＢＬ１导致的恶性肿瘤。蛋白ＢＣＲＡＢＬ１能
自磷酸化为ｐＢＣＲＡＢＬ１，进而激活信号通路下游的
蛋白激酶，导致白细胞大量增加，从而造成ＣＭＬ［１］。
由于ＢＣＲＡＢＬ１是造成ＣＭＬ的“元凶”，各国科学家
为研发出针对ＢＣＲＡＢＬ１的蛋白激酶抑制剂进行了
不懈努力，２００１年世界上第１个ＢＣＲＡＢＬ１蛋白激
酶抑制剂ｉｍａｔｉｎｉｂ（伊马替尼）正式上市［２］，ｉｍａｔｉｎｉｂ
为ＣＭＬ的治疗做出了重要贡献。但在其临床使用

过程中，耐药、停药后复发等诸多问题也逐渐显

现［３－４］。目前，ｉｍａｔｉｎｉｂ的耐药机制尚不明确，有
ＢＣＲＡＢＬ１依赖与非依赖途径两种假说，前者包括
ＢＣＲＡＢＬ１表达增高、激酶点突变等原因［５］。其中

ＢＣＲＡＢＬ１激酶点突变是导致ｉｍａｔｉｎｉｂ耐药最常见
的原因，这些激酶氨基酸点突变导致ＢＣＲＡＢＬ１蛋
白激酶域内的氨基酸替换，破坏 ｉｍａｔｉｎｉｂ和 ＢＣＲ
ＡＢＬ１蛋白的结合，直接或间接地造成 ｉｍａｔｉｎｉｂ耐
药。为克服ｉｍａｔｉｎｉｂ耐药，ｄａｓａｔｉｎｉｂ，ｎｉｌｏｔｉｎｉｂ等第２
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代ＢＣＲＡＢＬ１蛋白激酶抑制剂相继上市［６－７］，它们

能治疗除Ｔ３１５Ｉ突变以外的几乎所有激酶突变导致
的耐药ＣＭＬ。２０１２年，唯一能治疗Ｔ３１５Ｉ突变耐药
ＣＭＬ的抑制剂 ｐｏｎａｔｉｎｂ也终于上市［８］，但是，对于

一些混合突变比如 Ｅ２５５Ｖ／Ｔ３１５Ｉ双突变，ｐｏｎａｔｉｎｂ
仍无能为力［９］。而且ｐｏｎａｔｉｎｂ还存在较严重的心脏
不良反应。因此，寻找新的能克服 Ｔ３１５Ｉ突变耐药
ＣＭＬ的作用靶标成为当务之急。

有文献报道包括ＣＭＬ在内很多肿瘤细胞中蛋
白磷酸酶 ２Ａ（ＰＰ２Ａ）的活性较正常细胞明显偏
低［１０］，而且其活性偏低与其内源性抑制剂 ＳＥＴ
（Ｉ２ＰＰ２Ａ）蛋白表达量异常增高有关［１１－１２］。ＰＰ２Ａ
是细胞中一个重要的丝、苏氨酸磷酸酶，可以调节

细胞多种生物学进程，包括细胞增殖、分化、凋亡和

迁移。ＰＰ２Ａ活性的丧失或者抑制会导致肿瘤的
发生。目前普遍认为 ＰＰ２Ａ是一个重要的抑癌因
子。ＳＥＴ蛋白能够和 ＰＰ２Ａ的催化亚基结合，从而
抑制ＰＰ２Ａ磷酸酶活力。ＣＭＬ细胞中 ＳＥＴ蛋白往
往过量表达，造成ＰＰ２Ａ活性偏低，ＢＣＲＡＢＬ１等蛋
白激酶处于持续激活状态。ＰＰ２Ａ激活剂（例如，
Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ，ＦＴＹ７２０，Ｃｅｒａｍｉｄｅ）可以通过提高 ＰＰ２Ａ
活性使ｐＢＣＲＡＢＬ１去磷酸化，以达到治疗包括耐
药ＣＭＬ在内的多种肿瘤疾病的目的［１３－１６］。另有

文献报道，来源载脂蛋白 Ｅ（ＡｐｏＥ）的模拟多肽
ＣＯＧ１３３（衍生自ＡｐｏＥ第１３３～１４９位氨基酸片段
序列）及其类似多肽可抑制ＳＥＴ蛋白与ＰＰ２Ａ之间
的相互作用从而提高细胞中 ＰＰ２Ａ活性［１７－１８］，并

且具有协同蛋白激酶抑制剂对抗 ｉｍａｔｉｎｂ耐药
ＣＭＬ的作用［１９］，提示ＳＥＴ蛋白可以作为一个有效
的对抗 ｉｍａｔｉｎｂ耐药 ＣＭＬ的作用靶标。虽 然
ＣＯＧ１３３具有潜在治疗ｉｍａｔｉｎｂ耐药ＣＭＬ的作用，
但它存在活性低、稳定性差的缺点，大大限制了

其临床应用。有研究将 ＣＯＧ１３３中１４０位的组氨
酸（Ｈ）和１４５位的精氨酸（Ｒ）同时突变为非天然
氨基酸氨基异丁酸，所得到的衍生物 ＣＯＧ１４１０
的体内外抗感染能力明显提高［２０］。在文献的启

发下，本研究为增强 ＣＯＧ１３３的活性并提高其稳
定性，对其序列进行了改造，获得了 ９条类似多
肽，对它们进行活性筛选后，得到了 １条活性明
显优于 ＣＯＧ１３３的多肽———ＳＰ２，并对其治疗
Ｔ３１５Ｉ突变导致的 ｉｍａｔｉｎｂ耐药 ＣＭＬ的作用机制
进行了验证。

!

　材　料

１１　药物及试剂
ＳＰ２等多肽（苏州强耀生物科技有限公司，纯

度大于９９５％）；冈田酸（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＣｅｌｌＴｉ
ｔｅｒＧｌｏ发光法细胞活力检测试剂盒（美国 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ细胞检测试剂盒（美国
ＢＤ公司）；ＰＰ２Ａ免疫沉淀活性检测试剂盒（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。抗体：ＰｈｏｓｐｈｏｃＡｂｌ（Ｔｙｒ２４５），
ｃＡｂｌ，ＰＰ２ＡＣ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；
Ｉ２ＰＰ２Ａ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；
ｐＰＰ２ＡＣ（Ｙ３０７）（美国ＧｅｎｅＴｅｘ公司）；微管蛋白
（中国博士德生物科技有限公司）。

１２　细胞株
Ｋ５６２细胞株由本实验保存，ＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ，

Ｔ３１５Ｉ）两株细胞来自美国奥勒岗健康与科学大学
Ｄｒｕｋｅｒ教授实验室，并由中国医学科学院药物研究
所陈晓光教授转赠。

１３　仪　器
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；

ＥｎＶｉｓｉｏｎＭｕｌｔｉｌａｂｅｌ读板仪（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）。

'

　方　法

２１　多肽的设计
根据ＣＯＧ１３３的序列对多肽进行了如下设计：

首先将１４０位的组氨酸（Ｈ）和１４５位的精氨酸（Ｒ）
分别或者同时突变为缬氨酸（Ｖ）；然后将 １４２和
１４５位的精氨酸，１４３和１４６位的赖氨酸分别或者
同时突变为相应的Ｄ型氨基酸。具体序列见表１。
２２　细胞培养及细胞活力检测

Ｋ５６２，ＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ，Ｔ３１５Ｉ）细胞在 ３７℃、
５％ＣＯ２条件下，用含１０％胎牛血清、１００μｇ／ｍＬ链
霉素和１００Ｕ／ｍＬ青霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基传
代培养。测定细胞活力时，取一定数目的且处于对

数生长期的细胞接种于３８４孔板中（每孔１０００～
２０００个细胞），１２ｈ后加入一定体积的多肽母液，
待多肽作用７２ｈ后根据ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌｏ发光法细胞
活力检测试剂盒的说明进行细胞活力的检测。

２３　ＰＰ２Ａ活性、细胞凋亡及蛋白印迹分析
将ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞接种于６孔板中（每

孔３×１０５～４×１０５个细胞），１２ｈ后加入一定体积
的多肽母液，待多肽作用２４ｈ后收集细胞，分别根
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据 ＰＰ２Ａ免疫沉淀活性检测试剂盒及 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒的说明进行细胞 ＰＰ２Ａ
活性及细胞凋亡检测，然后依据文献［２０］的方法
进行蛋白印迹分析。

２４　统计分析
实验结果以 珋ｘ±ｓ表示。样本均数的两两比

较，采用 ｔ检验，Ｐ＜００５表示有统计学意义上的
显著差异。

(

　结　果

３１　不同序列多肽活性的比较
通过对ＣＯＧ１３３的序列改造，得到了９条类似

多肽（表１）。对其进行活性筛选，发现多肽ＳＰ２的
抗Ｋ５６２、ＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ）细胞增殖活性明显优于
ＣＯＧ１３３。而另外８条多肽对以上两种细胞的毒性
与ＣＯＧ１３３没有明显差别（如表１所示）。进一步

考察ＳＰ２对 ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞的细胞毒性，
发现 ＳＰ２对该细胞株作用 ７２ｈ的 ＩＣ５０与 Ｋ５６２，
ＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ）细胞没有明显区别，说明Ｔ３１５Ｉ突
变导致的ｉｍａｔｉｎｂ耐药细胞株对 ＳＰ２依然敏感，并
没有产生耐药现象。

３２　ＳＰ２对ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）等细胞中 ＰＰ２Ａ活
性的影响

以往研究表明，ＣＯＧ１３３等模拟多肽所具有的
抗感染、抗肿瘤作用是通过提高 ＰＰ２Ａ的活性而发
挥作用［１９］。以不同浓度 ＣＯＧ１３３为对照，通过免
疫沉淀法检测了 ＳＰ２（１，２μｍｏｌ／Ｌ）和 ＰＰ２Ａ的特
异性抑制剂冈田酸（ＯＡ，５ｎｍｏｌ／Ｌ）单独及联合作
用于ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞２４ｈ后细胞裂解液中
ＰＰ２Ａ的活性变化情况。结果显示，ＳＰ２和ＣＯＧ１３３
均能显著提高细胞中ＰＰ２Ａ的活性并可拮抗ＯＡ对
其活性的抑制作用（图１）。

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄｔｈｅｉｒＩＣ５０ｔｏＫ５６２ａｎｄＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ，Ｔ３１５Ｉ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（７２ｈ）

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｋ５６２ ＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ） ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）
ＣＯＧ１３３ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬＲＫＬＲＫＲＬＬＮＨ２ ２４７±１６ ２１３±２０ ２６５±１２
ＳＰ２ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＶＬＲＫＬＶＫＲＬＬＮＨ２ ２２±００ ２４±０２ ２９±０１
ＳＰ３ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬＲｋＬＲＫＲＬＬＮＨ２ １８４±０８ １８０±１１ ＮＤ
ＳＰ４ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬＲＫＬＲｋＲＬＬＮＨ２ ２４５±３８ ２０８±０４ ＮＤ
ＳＰ５ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬＲｋＬＲｋＲＬＬＮＨ２ ２４１±１０ ２００±１０ ＮＤ
ＳＰ６ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬｒＫＬＲＫＲＬＬＮＨ２ ２２８±０９ １９２±０８ ＮＤ
ＳＰ７ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬＲＫＬｒＫＲＬＬＮＨ２ ２４６±１１ ２２０±２０ ＮＤ
ＳＰ８ ＡｃＬＲＶＲＬＡＳＨＬｒＫＬｒＫＲＬＬＮＨ２ ２４５±０９ ２３１±２２ ＮＤ
ＳＰ９ ＡｃＡＳＨＬＲｋＬＶＫＲＬＬＮＨ２ １９０±３０ ２４４±１０ ＮＤ
ＳＰ１０ ＡｃＡＳＨＬＲＫＬＶｋＲＬＬＮＨ２ １７３±０６ １７３±２９ ＮＤ

ｋ：ＤＬｙｓ；ｒ：ＤＡｒｇ；ＮＤ：ｎｏｔｄｅｔｅｃｔ

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣＯＧ１３３ａｎｄＳＰ２ｅｌｅｖａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ２Ａ
（ＰＰ２Ａ）ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ２４ｈ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，ｍｏｎｏｔｈｅｒａｐｙ（ＣＯＧ１３３ｏｒ
ＳＰ２）ｖｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（ｐｅｐｔｉｄｅｓ＋ＯＡ）

３３　ＳＰ２对ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞中有关蛋白表
达的影响

以不同浓度ＣＯＧ１３３为对照，采用蛋白印迹技
术检测了不同浓度ＳＰ２（０５，１，２μｍｏｌ／Ｌ）对ＢａＦ３
ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞作用 ２４ｈ后细胞中 ｐＢＣＲ
ＡＢＬ１，ＢＣＲＡＢＬ１，ＳＥＴ（Ｉ２ＰＰ２Ａ），ＰＰ２ＡＣ，ｐＰＰ２Ａ
Ｃ（Ｙ３０７）等蛋白表达量的影响。发现 ＳＰ２和
ＣＯＧ１３３一样，均能显著降低ｐＢＣＲＡＢＬ１的表达，
而对其他几种蛋白的表达都没有影响（图２）。说
明ＳＰ２等多肽提高细胞 ＰＰ２Ａ的活性并不是通过
改变ＰＰ２ＡＣ、ＳＥＴ（Ｉ２ＰＰ２Ａ）等蛋白的表达，而是通
过干扰ＰＰ２ＡＣ／ＳＥＴ之间的相互作用来间接提高
ＰＰ２Ａ的活性。
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３４　ＳＰ２对ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞凋亡的影响
进一步采用 ＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂

盒检测ＳＰ２、ＣＯＧ１３３对 ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞凋
亡的影响。实验结果显示，ＳＰ２和 ＣＯＧ１３３均能显
著促进 ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞的晚期凋亡（图
３）。与对照组晚期凋亡率［（１１±０６）％］相比，
ＣＯＧ１３３（１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）导致的细胞晚期凋亡率分
别为：（１０１±０８）％，（１３５±１２）％；ＳＰ２（１，
２μｍｏｌ／Ｌ）导致的晚期凋亡率分别为：（８３±
０６）％，（１４０±１１）％。令人意外的是，与对照
组（早期凋亡率９２％）相比，ＳＰ２和 ＣＯＧ１３３都能
降低细胞的早期凋亡率：ＣＯＧ１３３（１０，２０μｍｏｌ／Ｌ）

导致的早期凋亡率分别为：０７％，０５％；ＳＰ２（１，
２μｍｏｌ／Ｌ）导致的早期凋亡率分别为：１９％，１０％。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＯＧ１３３ａｎｄＳＰ２ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＢＣＲ
ＡＢＬｌ，ＢＣＲＡＢＬ，ＳＥＴ（Ｉ２ＰＰ２Ａ），ＰＰ２ＡＣ，ｐＰＰ２ＡＣ（Ｙ３０７）ｉｎＢａＦ３
ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣＯＧ１３３ａｎｄＳＰ２ｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ２４ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

-

　讨　论

衍生自ＡｐｏＥ的ＬＤＬ受体结合部位（第１３３～
１４９位氨基酸）的多肽 ＣＯＧ１３３具有显著的抗感染
和神经保护作用，其作用机制是通过与 ＳＥＴ蛋白
结合从而提高ＰＰ２Ａ活性［１７］从而发挥作用。有文

献报道［２０］，在ＣＯＧ１３３中引入非天然氨基酸氨基
异丁酸所得到的衍生物ＣＯＧ１４１０的α螺旋含量明
显提高，其体内外抗感染功能较ＣＯＧ１３３有明显提
高。在文献的启发下，本研究将 ＣＯＧ１３３的１４０位
的组氨酸（Ｈ）和１４５位的精氨酸（Ｒ）同时突变为
与氨基异丁酸结构十分相似的天然氨基酸缬氨酸
（Ｖ）得到了ＣＯＧ１３３的类似多肽 ＳＰ２，发现 ＳＰ２二

级结构中 α螺旋含量较 ＣＯＧ１３３也有明显提高
（数据未给出）并发现与 ＣＯＧ１３３相比较，其抗肿
瘤活性提高了近十倍，且能显著提高细胞中 ＰＰ２Ａ
的活性并且这种作用能被 ＯＡ所拮抗。结果说明
ＳＰ２抗肿瘤的作用机制与 ＣＯＧ１３３相同。进一步
通过蛋白印迹技术检测了 ＳＰ２对 ＢａＦ３ｐ２１０
（Ｔ３１５Ｉ）细胞中 ｐＢＣＲＡＢＬ１等蛋白表达的影
响，发现 ＳＰ２能降低 ｐＢＣＲＡＢＬ１的表达，同时不
影响 ＰＰ２ＡＣ、ｐＰＰ２ＡＣ（Ｙ３０７）、ＳＥＴ等蛋白的表
达，说明 ＳＰ２是通过干扰 ＳＥＴ／ＰＰ２Ａ之间的相互
作用来提高ＰＰ２Ａ的活性的，与ＦＴＹ７２０等所谓的
ＰＰ２Ａ激活剂的作用机制不同。由于 ＰＰ２Ａ具有
促进细胞凋亡的作用，最后本研究检测了 ＳＰ２对
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ＢａＦ３ｐ２１０（Ｔ３１５Ｉ）细胞凋亡的影响，发现 ＳＰ２确
实能促进细胞凋亡，而且主要是促进细胞晚期凋

亡而对细胞早期凋亡没有促进作用，原因有待进

一步研究。

本研究通过对 ＣＯＧ１３３的结构优化后获得了
活性大幅提高的类似多肽 ＳＰ２，其抑制 Ｔ３１５Ｉ突变
导致的 ｉｍａｔｉｎｂ耐药 ＣＭＬ细胞的作用机制是通过
拮抗 ＳＥＴ，提高细胞 ＰＰ２Ａ活性进而使 ｐＢＣＲ
ＡＢＬ１去磷酸化最终导致细胞凋亡。由于它直接
作用的靶点不是 ＢＣＲＡＢＬ１，所以因 ＢＣＲＡＢＬ１突
变导致的任何 ｉｍａｔｉｎｂ耐药 ＣＭＬ细胞对它依然敏
感。同时也证明 ＳＥＴ／ＰＰ２Ａ通路可以作为一个对
抗ｉｍａｔｉｎｂ耐药的新的作用靶点。下一步本研究将
对ＳＰ２的体内抗肿瘤活性进行研究，并对其结构进
一步优化（在突变的同时引入Ｄ型氨基酸，提高其
体内稳定性），争取获得一个具有临床应用前景的

且克服 Ｔ３１５Ｉ突变导致的 ｉｍａｔｉｎｂ耐药的 ＣＭＬ候
选多肽。

致　谢：中国医学科学院药物研究所陈晓光教授课题组向
本研究提供ＢａＦ３ｐ２１０（ＷＴ，Ｔ３１５Ｉ）等细胞株
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