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玻璃海鞘多肽的分离纯化及其抗血管生成活性
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摘要: 利用丙酮沉淀, SephadexG25柱层析、Superdex75 快速蛋白纯化系统( FPLC)等分离手段, 采用活性追

踪的方法,从玻璃海鞘( Coina intestinalis )中分离纯化出抗血管生成多肽 PCI, 据保留时间计算其分子质量为

1. 8 ku。PCI 在 50~ 90 范围内有良好的热稳定性, 多肽水解酶处理可引起活性丧失。四甲基偶氮唑盐比

色( MTT )检测表明其对人脐静脉血管内皮细胞( H UVEC)具有强烈的抑制作用, IC50为 7. 5 mg/ L。在斑马

鱼( Danio r erio )胚胎体内实验中进一步表明, PCI 在 40 mg/ L 的浓度下作用 12 h,斑马鱼胚胎新生血管生成

受到显著抑制,肠下静脉血管长度为正常组的 30% ,斑马鱼胚胎血管生成率为正常组的 45%。
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恶性肿瘤是危害人类健康的主要疾病, 目前临

床上常用的抗肿瘤药物仍以细胞毒类药物为主, 包
括常见的 5 氟尿嘧啶、卡铂、阿霉素、紫杉醇等[ 1]。

这类药物对肿瘤虽然具有一定的疗效, 但存在选择

性差、毒副作用大等缺点。新生血管生成是肿瘤生

长、发展的必经之路, 且与实体瘤的发生、转移有着

密切的关系, 许多肿瘤仅在新的血管生成之后才出

现临床症状,抑制肿瘤新生血管生成具有特异性高、
疗效好、不易产生耐药性以及毒副作用低等特点, 因

此抑制血管生成可望成为治疗癌症的一个突破点。

近年来国际上已报道约 500 个新生血管生成抑制

剂,目前已有 30~ 40个新生血管生成抑制剂正在进

行临床前或临床试验阶段, 近 10种已进入 II/ III 期

临床研究并取得了令人鼓舞的实验结果。其中, 蛋

白多肽类药物 A vast in和 Endostat in已于 2004 年、
2006年分别在国外和国内上市[ 2] 。

海洋生物中含有高达数万种活性多肽, 海洋生

物多肽的潜在应用价值使得各国科学家积极进行相

关研究,近年来以发现了大量的具有抗癌活性的多

肽, 包括海绵多肽、海葵多肽、海兔多肽、芋螺多

肽
[ 3, 4]
。海鞘属于脊索动物门( Cho rdates) , 尾索动

物亚门( U roeho rdata) , 海鞘纲 ( Ascidiacea)。自从

1980年 Ir eland等从 L issocl inum p atella 中发现一

个具有抗肿瘤活性的环肽 U lithiacyclamide以来, 相

继从海鞘中发现了具有新颖结构和生物学功能的化

合物
[ 3]

,由膜海鞘( T rididemnum solidum )中分离的

Didemnins B是第一种进入临床试验的海洋天然产
物。ET 743是从 Ecteinascid ia turbinata 中分离提

取的,是一种 DNA 小沟特异性结合的抗癌药物, 现

已进入 期临床试验[ 5] ,并取得了良好的抗肿瘤效果。

玻璃海鞘 ( Coina intestinal i s )属于内性海鞘目

( Enterogona)、玻璃海鞘科( Cionidae) , 因其进化上

的独特地位常作为研究神经发育、免疫系统进化的

材料,并于 2002年破译其基因组
[ 6]
。但关于其抗血

管生成活性多肽的分离和活性研究未见报道。本文

利用多种分离纯化手段采用活性追踪的方法首次从

玻璃海鞘中分离得到具有抗新生血管生成作用的多

肽,并对其抗血管生成活性做了初步研究。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

玻璃海鞘由烟台水产研究所提供; 噻唑蓝
( M T T, Sigma) ; 硝基酚磷酸氢二钠、diethanolamine

( Pier ce) ; 细胞培养瓶、96 孔细胞培养板 ( Costar ) ;

SephadexG25、Superdex75、AKT A FPLC system

( GE) ; 酶标仪( Bio Rad) ; 立体显微镜( Zeiss, Jena) ;

冷冻干燥仪 ( FDU 1200, Eyela ) ; 二氧化碳培养箱

( Tabal Espec) ;其他试剂均为国产分析纯。

1. 2 细胞培养及斑马鱼养殖

人脐静脉内皮细胞 ( HU VEC, CRL 2480)购于

AT CC, 该细胞培养于含有 20%胎牛血清 ( Invit ro

gen)的 DMEM / F12( Inv it ro gen)培养基中, 并添加
2 mmol/ L的谷胺酰胺( Sigma) , 100 IU / mL 青霉素

( Sigma) , 100 IU/ mL 链霉素( Sigma) , 10 USP/ mL 肝素

钠( Sigma) , 30 mg/ L 内皮细胞生长因子( Roche) ,于
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二氧化碳培养箱( 37 、5% CO 2 )培养。

斑马鱼( Danio r er io )饲养于本实验室, 培养条

件参照斑马鱼培养手册
[ 7]
, 采集自然性成熟并配对

的斑马鱼所产胚胎, 培养于 27 过滤纯水中, 并根据

形态学来鉴定其发育阶段。

1. 3 玻璃海鞘抗血管生成多肽的分离纯化

1. 3. 1 玻璃海鞘抗血管生成多肽的提取
除特别说明外, 整个操作在 4 进行。将新鲜玻

璃海鞘洗净,粉碎,匀浆, 70 加热 20 min, 12 000 r/ min

离心 30 min,上清液加入 3倍体积的预冷丙酮静置过

夜,离心, 上清液在 29 旋转蒸发去除丙酮, 冷冻干

燥,用磷酸盐缓冲液( PBS, 0. 05 mo l/ L NaH 2 PO 4 ,

0. 15 mo l/ L Na2HPO4 , pH7. 2)复溶, 得玻璃海鞘多

肽提取液。

1. 3. 2 玻璃海鞘抗血管生成多肽的纯化

玻璃海鞘多肽提取液经 SephadexG 25( 16 mm !
800 mm)柱层析,纯水洗脱(流速为 0. 4 mL/ min) ,紫外

检测器 280 nm 波长下检测, 收集各蛋白洗脱峰, 冷

冻干燥后进行体外 H UVECs增殖活性检测。将所
得活性组分经 FPLC 快速蛋白纯化系统进一步纯

化, 选用填料为 Superdex75, 纯水洗脱 (流速为

1 mL/ min) ,紫外检测器 280 nm 波长下检测, 收集

蛋白洗脱峰。冷冻干燥后进行体外 HUVECs 增殖

活性检测,得到活性蛋白 PCI。

1. 4 人脐静脉内皮细胞增殖抑制实验

取对数生长期的 HUVECs 配成细胞悬液( 1 !
10

4
) ,接种于96孔培养板,每孔180 L,置于37 5%的

二氧化碳培养箱中培养。培养 24 h后加入 20 L 不同

浓度的 PCI继续培养48 h,每孔加50 L 5%的MTT 溶

液, 37 孵育 4 h,吸出培养液加入 150 L 二甲基亚砜

( DM SO) ,轻轻震荡30 min后于 570 nm 下测定吸光

值。按下列公式计算抑制率: 抑制率= ( 1- A 给药组 /

A对照组 ) ! 100%。A 给药组, A 对照组分别表示给药组和对
照组的光密度值。

1. 5 热稳定性实验

将 PCI 溶于不完全培养基, 取部分分别于 50,

70, 90, 100 水浴加热 20 min, 冷却至室温后, 过滤

除菌, 检测对 HUVECs 的增殖抑制活性, 方法同

1. 4。以未经热处理的 PCI为对照, 其抑制活性定为

100% ,按各处理组抑制率大小,换算成活性百分比。

1. 6 斑马鱼胚胎血管染色

采集健康的斑马鱼胚胎,于 24孔培养板中分组

( 20个/孔) , 置胎水中(过滤纯水)中于 27 培养箱
培养,在斑马鱼的胚胎发育的第 20 小时, 用 1 g/ L

的胰蛋白酶室温作用 5 min 消化去除卵膜, 在胚胎
发育的第 24小时加入不同浓度的 PCI多肽溶液(浓

度分别为 0, 20, 40, 60 g / L ) , 继续作用 12 h后,更换

新的胎水。染色方法参考文献[8] ,并作简单的改进,具

体方案如下。发育到 72 hpf的胚胎用 4%的多聚甲醛
固 2 h,用PBS( NaCl 8 g,KCl 0. 2 g, Na2HPO4 ∀ 12H2O

1. 44 g, KH 2 PO4 0. 24 g, 加蒸馏水到 1 000 mL,

pH7. 0)洗两遍,依次浸于甲醇和 PBT 缓冲液( 0. 1%

T riton X 100, 0. 05% BSA 的PBS溶液)的混合液中
渗透脱水(甲醇质量分数梯度为 25% , 50% , 75% ,

100%) ,再按相反的梯度浸润, 每次 15 min, 接着将
胚胎置于 NTMT 缓冲液中, 使胚胎平衡后染色, 每

毫升 NT MT 中加入 375 g NBT 和 200 g X pho s

phate,开始染色,在立体显微镜下观察确定最佳染色

状态,即使所有斑马鱼胚胎血管都被作上了标记, 加
入 PBST ,终止染色反应,将胚胎浸入含 5%甲醛胺

和 10%双氧水的 PBS溶液中 30 m in,以除去色素细
胞的内源黑色素并使已染色的血管可见,并在立体

显微镜下观察胚胎血管中血细胞流动情况,采集图
像并计算肠下静脉( SIV)的长度。

1. 7 碱性磷酸酶染色分析

胚胎用预冷的 70% 的酒精处理 10 min, 再用
100%的酒精脱水 30 min, 然后用 diethanolamine

( Pier ce)缓冲液洗 3次, 每次 10 min,后常温下浸于
1 000 L 含 0. 5 g/ L 硝基酚磷酸氢二钠溶液中处理

30 min,最后加入 500 L 的 2 mol/ L NaOH 终止反应,
并在 405 nm波长下测量吸光值,血管生长抑制率( R)按

照下面的公式计算:
R= 1- ( A给药组t d - A正常组1 d ) / ( A正常组3 d- A 1 d ) !

100% [ 9]。

2 结 果

2. 1 玻璃海鞘抗血管生成多肽的分离纯化

玻璃海鞘多肽提取液 Sephadex G 25柱层折图谱
如图 1所示。共得到 7个组分, HUVECs增殖实验表

明抗血管生成活性组分主要集中在峰 3部分,对 HU

VECs的 IC50结果是52 mg/ L,并且呈剂量依赖性。

图 1 玻璃海鞘多肽提取液 SephadexG 25 层析图谱

F ig . 1 Elusion pat tern o f ex tr act ion of Coina intestinalis

through Sephadex G 25
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活性组分再经 Superdex 75快速蛋白液相柱层

析,分离效果见图 2,共获得 3个组分,细胞增殖实验

表明组分 2对 HUV ECs有明显抑制作用, 根据保留

时间确定其分子质量约为 1. 8 ku( pept ide from Coi

na intestinali s , PCI) , 对 HUVEC 细胞有较强的增

殖抑制作用, IC50为 8 mg/ L。并且随着作用浓度的
增加抑制作用增强, 呈剂量依赖关系,见图 3。

图 2 活性组分的 Superdex75 快速蛋白液相柱层析

Fig. 2 Purification of PCI by Superdex 75 FPLC chromatography

图 3 人脐静脉内皮细胞增殖抑制实验

Fig. 3 Inhibiting effects of PCI on HUVECs proliferation assay

2. 2 PCI的性质研究

PCI的热稳定性试验结果见图 4。由图可以看

出,在 50, 70, 90 热处理 20 min, 可保持近 100% ,

95%, 86%的活性,在 100 处理20 min, 活性为原有

活性的 46%, 这一结果表明获得的 PCI 具有较强的

热稳定性。此外作者以氨肽酶处理 PCI, 发现其抗血

管生成活性全部丧失,这说明 PCI为小分子多肽类。

图 4 温度对 PCI 的 HUVECs 增殖抑制活性的影响

F ig . 4 Effect o f temperatur e on the inhibit ory act ivit y of PCI

* P ﹤ 0. 05; * * P﹤ 0. 01

2. 3 斑马鱼血管生成染色试验

体外内皮细胞增殖实验表明 PCI 对血管内皮细

胞增殖有较强的抑制效果。作者采用斑马鱼血管生

成模型进一步研究其在整体水平上的抗血管生成作
用。由图 3 可看出, 不同浓度的 PCI 作用斑马鱼胚

胎 12 h,可以抑制斑马鱼胚胎血管的生成, 并呈明显

的剂量依赖性。随着 PCI 浓度的增大,血管受到的

抑制作用增强, 20 mg/ L 作用下,镜下能见到血液流

动速度变慢(图 5A #) ,此时肠下静脉长度为正常对

照组(图 5A ∃)血管长度的 50% (图 5B)。质量浓度

为 40 mg/ L 时(图 5A  ) ,血液流动速度几近停止,

肠下静脉血管长度为正常组的 30% (图 5B)。质量

浓度为 60 mg/ L 时,肠下静脉的生长受到全部抑制
(图 5A %) , 而镜下测量计算此时肠下静脉长度为正
常组的 12%(图 5B)。

图 5 PCI 对斑马鱼血管胚胎的抗血管生成作用

F ig . 5 Antiang iog ensis activit y of PCI using zebrafish embryo model

A. 斑马鱼染色后的镜下观察; B. 斑马鱼染色后肠下静脉长度测量

A. L ateral view of alkaline ph osphatase stained embry os ; B. Quan tif icat ion of SIVs len gth

* P﹤ 0. 05; * * P ﹤ 0. 01
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2. 4 斑马鱼胚胎的碱性磷酸酶染色分析

利用碱性磷酸酶染色来分析 PCI 对胚胎包括

心、肝、肾等各组织内的血管生成情况, 发现 PCI 对

各组织内的血管生成均有抑制作用, PCI 质量浓度为

20 mg/ L 时血管生成率为正常组的 82% , 40 mg/ L 时

血管生成率为正常组的 45%, 60 mg/ L 时血管生成

率为正常组的 23% ,呈剂量依赖关系,与镜下观察分

析斑马鱼胚胎肠下静脉长度的结果基本是一致的,

结果见图 6。

图 6 PCI对斑马鱼胚胎血管生成的碱性磷酸酶染色分析

Fig . 6 EAP assay of PCI antiang iog enesis activ ity t o zebra

fish embryos

* P﹤ 0. 05; * * P ﹤ 0. 01

3 讨论

海鞘中已发现多种有抗肿瘤作用的多肽包括环

肽和线性肽
[ 3, 4]

, 显示出强烈的抗肿瘤活性, 但多以

细胞毒作用为主, 如 ET743是结合 DNA 的小沟部

位引起 DNA 的断裂来起到抗肿瘤作用的,但有关玻

璃海鞘中的活性成分的研究尚未见报道。本实验利

用丙酮沉淀后结合 SephadexG25, Superdex75 过滤

层析等多种分离手段获得一种新型的多肽PCI,据保

留时间计算其分子量为 1. 8 ku, 理化性质研究表明

该多肽具有较好的热稳定性, 对多肽水解酶敏感。

体外脐静脉内皮细胞增殖实验, 斑马鱼胚胎体内血

管生成活性分析均表明其有显著的抗血管生成活

性,并呈剂量依赖关系。肿瘤的生长及转移依赖肿

瘤血管的生成, 抑制肿瘤新生血管的生成是一种有

效的肿瘤治疗方法
[ 10]
。而肿瘤新生血管生成过程常

依赖于血管内皮细胞的增殖、移行、黏附和侵入细胞

外基质等几个阶段, 在这一过程中各种生长因子如

FGF, VEGF, flk1等起调节作用。作者的研究表明

PCI能显著抑制内皮细胞的增殖, 并呈剂量依赖关

系,提示 PCI的抗血管生成机制可能是抑制内皮细

胞的增殖从而影响肿瘤新生血管的生成。其对血管

生成过程中相关细胞因子的作用需要进一步的研

究。
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Abstract: An ant iang iogenesis pept ide ( PCI) w as isolated f rom the tunicate, Coina intest inal i s. The tuni

cate tissue w as homogenized and ex t racted w ith 70% acetone solut ion follow ing by gel chromatog raphy o f

Sephadex G25. Af ter FPLC purif icat ion on Super dex 75, a pept ide w ith mo lecular w eight 1. 8 ku w as ob

tained. Phy siolo gical study conf irmed that the pept ide is thermo stable in the range of 50~ 90 . In con

trast, the act ivity of PCI could be destr oyed by tr eatment w ith am ino pept idase. Cell pro liferation assay,

using M T T method, show ed that the concentrat ions of PCI required for 50% grow th inhibit ion of HU VECs

w as 7. 5 mg/ L . In vivo exper iment revealed that PCI inhibited the g row th of SIV o f zebraf ish embryos sig

nificant ly in a dose dependent manner and almost complete inhibit ion w as observ ed when treated embryo s

w ith 40 mg/ L PCI for 12 h.
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