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摘要 目的  考察叶酸靶向的青霉素酰化酶 °联合前药 Ν2苯乙酰化阿霉素 ⁄÷ °对叶酸受体阳性肿

瘤细胞的活性 ∀方法  通过双功能偶联剂 ∞⁄≤将叶酸与 °偶联 荧光显微镜观察 和 ≥∂ 细胞对叶酸 2

°的摄取  ××法检测 ⁄÷ °联合叶酸 2°对 和 ≥∂ 细胞的毒性 ∀结果  叶酸 2°能被 和

≥∂ 细胞选择性摄取 ⁄÷ °在叶酸 2°的作用下对 和 ≥∂ 细胞的 ≤
分别为 1和 1 Λ#



均低于阿霉素 ∀结论  叶酸 2°的特异性靶向作用提高了阿霉素对 和 ≥∂ 细胞的敏感性 ∀

关键词 叶酸靶向 青霉素酰化酶 阿霉素 抗肿瘤活性
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⁄÷° ∏  °2°≤ ∂ ∏ ∏ ƒ     

≥∂      ∏ ƒ×≤  2°   ∏  ×

¬ ⁄÷°  2°  ∏ ××

 Ρ εσυλτσ ×2° √ 1 # 

 ƒ √ 

  ∏  ×   ⁄÷° ∏  2° 

¬  ƒ     ¬∏ × ≤ 1 Λ# 




 1 Λ# 


≥∂   √ ƒ∏   ¬

∏         Χονχλυσιον  ƒ ∏ °  

  ° √    ∏2√  ° 

¬     √   ¬∏  

 ∏∏

Κεψ ωορδσ: 2 2  ¬∏ ∏√

  抗体靶向酶催化的前体药物治疗 ⁄∞°×是

提高肿瘤化疗选择性的有效途径 ≈ ∀该疗法利用

抗体与抗原 !酶与底物的双重选择性提高抗癌药物

的靶向性 在降低毒性的同时增强抗癌活性 ∀但由

于抗体 2酶交联体的分子量大且易产生免疫原性 使

这种应用受到限制 ∀与抗体相比 叶酸对叶酸受体

## 药学学报 °∏≥  



ƒ 的亲和力 Κ约 1 # 

比单克隆抗体

对肿瘤细胞表面的受体的亲和力强 倍以上 ∀且

叶酸具有免疫原性低 !易于修饰 !体积小 Μ 

1!易穿透肿瘤 !化学和生物稳定性高 !成本

低 !易贮存等优点 ≈ ∀因此本文以叶酸替代

⁄∞°×的抗体 将叶酸与前药活化酶青霉素酰化酶

°偶联 利用叶酸对叶酸受体的特异性靶向

作用 将 °靶向到 ƒ   肿瘤细胞 °催化

水解 Ν2苯乙酰化阿霉素 ⁄÷°释放出活性的阿霉

素 ⁄÷ 在靶细胞表面发挥细胞毒作用 从而提高

阿霉素的抗肿瘤活性 ∀

材料和方法

材料  ƒ   细胞 人宫颈癌细胞株 

和 ≥∂ 人卵巢癌细胞株 ƒ   细胞 

人肺癌细胞株 由华中科技大学同济医学院附属

同济医院馈赠 ∀无叶酸的  ° 2 培养基

∀青霉素酰化酶 °Μ约  

# 

青霉素 钾盐 °22乙基 22

2二甲氨基丙基 碳二亚胺 ∞⁄≤ ƒ×≤和  ××

均为 ≥产品 ∀ ≤和无水 ⁄ ≥为 °产

品 ∀ ≥¬
×

2 ∀乙腈

和 ƒ 薄 层 板 为  产 品   ∞

≥ƒ阿霉素 ⁄÷ 浙江海正药业提供 Ν2苯

乙酰化阿霉素 ⁄÷°参考文献 ≈制备 ∀ 紫

外分光光度计 北京瑞利仪器厂 • 高效

液相色谱仪 ∏荧光显微镜 日本 ∞¬酶

标仪 美国 ∀

叶酸 2ΠΓ Α的制备 ≈  取适量叶酸溶于 ⁄ ≥

中 加入 倍量的 ∞⁄≤于  ε 暗处搅拌  得叶

酸活化酯 ∀将 °加入到 倍量的叶酸活化酯

中 搅拌  后用 2柱纯化 ∀按 ≤法测定

酶含量 ∀根据叶酸在  处的摩尔吸收系数

 计算叶酸与 °的偶联比约为  ∗ ∀偶联

酶的荧光标记参照文献 ≈∀按对二甲氨基苯甲醛

法 °⁄测定偶联酶的催化活力 ≈ ∀

叶酸 2ΠΓ Α催化酶解 ∆ΟΞΠ的 ΗΠΛΧ测定  将

⁄÷°溶解在 ∞中 °≥稀释  ε 下与

酶混合 振荡 ∀每隔一段时间取样 乙腈稀释 离心 

取上清液进样 ∀流动相 乙腈 2水 磷酸调节 

为 1∀梯度程序  ∗  为  乙腈  ∗ 

为 乙腈 ∀检测波长   
≈ ∀流速  

# 
 ∀每次 进样 量  Λ∀ 色 谱 柱 为

⁄≤   ≅ 1  Λ∀

细胞试验  细胞 ≥∂ 细胞和 细

胞在含  热灭活的胎牛血清 ƒ≤≥! Λ#


链霉素和  # 


Λ2谷氨酰胺的无叶酸

 ° 2培养基中贴壁培养   ≤  ε

孵箱 ∀

叶酸 2°的选择性摄取  叶酸 2°°或

含  # 
游离叶酸的叶酸 2°与细胞培养

 °≥洗涤 细胞固定 !镜检 !拍片 ∀

 ××法检测 ⁄÷°联合叶酸 2°对细胞的毒

性  分别加入 ° ƒ2° ƒ2°  

# 
游离叶酸于细胞孔内 每孔细胞数为  ≅



孵育  洗涤 加入 1111和

 Λ# 


⁄÷° ε 孵育  洗涤 继续培

养  后加  ××的 °≥溶液孵育  ∀以含 1

# 


 ≤的异丙醇裂解细胞 测吸收度 Α ∀

数据分析  实验数据采用  1软件处

理 以 ξ ? σ表示 ∀显著性检验采用 τ检验 Π  1

为有显著性差异 ∀

结果

1  叶酸 2ΠΓ Α偶联酶的制备和催化活力的测定

叶酸与 °化学偶联物的洗脱曲线 图 中

的第 个洗脱组分既有  的吸收又有  

的叶酸特征吸收 因此对应为叶酸偶联的 °∀第

个洗脱组分对应的是未反应的叶酸活化酯或叶

酸 ∀物理混合物 图 的第 个洗脱组分只有

 的吸收 ∀此外 第 洗脱组分的紫外扫描图

显示 化学偶联物 图 在  和  均有

吸收 物理混合物 图 只在  处有吸收 ∀

以上表明叶酸已成功与 °酶偶联 ∀

以 °2为底物 采用 °⁄法测得叶酸偶

联的 °的催化活力为 1 # 

原酶为 

# 
 ∀可见叶酸与酶偶联后仍可保留原酶约

的活力 ∀原酶和偶联酶的动力学性质研究的结

果也表明叶酸的修饰对 °的催化活性影响很小

数据另外报道 ∀利用  °2°≤⁄÷ 和 ⁄÷°

的保留时间分别约为 1和 1 ∀以 ⁄÷°酶

解产生的 ⁄÷峰面积对时间作图 图 ∀与 °

相比 叶酸偶联的 °水解 ⁄÷°较慢 但  后变

化趋于一致  内均能将前药完全水解 ∀

2  叶酸 2ΠΓ Α的选择性摄取

如图 所示 和 ≥∂ 细胞与 °  ε

培养  后荧光很弱 而与叶酸 2°培养后均可见

##张  奇等 叶酸靶向的 °联合 Ν2苯乙酰化阿霉素的抗肿瘤活性



Φιγυρε 1  ≤ 2° ∏

 ¬∏  ¬2
∏ ∏°≥ ∏ 1

Φιγυρε 2  ∏ 2°
∏ ¬∏

明显的荧光 添加游离叶酸  # 

后则荧

光减弱 ∀与 细胞培养 偶联酶和原酶荧光均

较弱 ∀以上表明偶联比为  ∗ 的叶酸 2°能较好

地实现对 和 ≥∂ 细胞 ≈ƒ   的靶向输

Φιγυρε 3  ∞ Λ# 


⁄÷°   Λ# 


°

送 且叶酸能竞争性结合细胞表面的叶酸受体从而

抑制叶酸 2°的摄取 ∀

3  ∆ΟΞΠ在叶酸 2ΠΓ Α的靶向作用下对各细胞株

的毒性

3. 1  ∆ΟΞΠ达到 ΙΧ50所需 ΠΓ Α的浓度  ⁄÷°1

Λ# 

达到 细胞或 ≥∂ 细胞的 ≤所

需 °的质量浓度分别为 1 Λ# 

1 

# 

和 1 Λ# 


1  # 


∀

当 ° 质量浓度为 1 Λ# 


1 

# 

时 细胞存活率均高于  即酶在此浓

度下不会因为非特异性的细胞结合催化 ⁄÷°而对

细胞产生毒性 ∀为了比较特异性靶向的 °和非

特异性的 °对 ⁄÷°细胞毒性的影响 将  ××

实验中的 °质量浓度都设为 1 Λ# 


1  # 

∀

3. 2  ∆ΟΞΠ在叶酸 2ΠΓ Α的靶向作用下对各细胞

株的毒性  由表 对于 和 ≥∂ 细胞 ≈ƒ

  ⁄÷的 ≤分别为 1和 1 Λ# 



⁄÷°或 ⁄÷°联合未偶联叶酸的 °对细胞的毒

Ταβλε 1  ≤¬⁄÷°   ≥∂ 

≈ƒ     ≈ƒ   

≥
≤ Λ# 

 ≥∂  

⁄÷ 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

⁄÷ ° 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

⁄÷ °  ° 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

⁄÷ °  ƒ2° 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

⁄÷ °  ƒ2°  1 ? 1 1 ? 1 

  ƒ

≤1 Λ# 


° 2°
2° ∏ # 


   ε 

¬  ∏ ⁄÷ ° ≥∏∏  

∏  ×× ∏   

¬ ⁄÷  ⁄÷ °   ∏ 

        ∂ ∏

  ξ ? σ ¬

## 药学学报 °∏≥  



Φιγυρε 4  ƒ∏ ≥∂  ∏   ε  ° 

2°  2°   # 


≤ √  ∏

 ×°  Λ# 


性与 ⁄÷相似 ∀而联合特异性靶向的叶酸 2°的

⁄÷°其 ≤分别为 1和 1 Λ# 

细胞

毒性明显增大 ∀当添加游离叶酸 细胞毒性又降低 

类似于未偶联叶酸的 °联合 ⁄÷°对细胞的毒

性 ∀对于 细胞 ≈ ƒ   ⁄÷°合并叶酸 2

°或 °的 ≤分别为 1和 1 Λ#



可见联合特异性靶向的 °对 细胞毒性

的影响很小 ∀

讨论

叶酸受体的表达与肿瘤细胞的耐药性呈正相

关 因此叶酸靶向成为增加化疗药物对肿瘤细胞敏

感性的新途径 ≈ ∀但小分子药物不易与叶酸连接 

且叶酸与叶酸受体的高亲和力使药物释放入胞困

难 导致叶酸 2小分子药物偶联物的药效偏低 ≈ ∀

叶酸靶向的酶 前体药物治疗 ƒ⁄∞°×的优势在于

叶酸易于酶偶联 且专一性活化酶可催化前药在肿

瘤部位形成高浓度的活性细胞毒分子 ∀

本文选用阿霉素的耐药株 ) ) ) 和 ≥∂ 

细胞 ≈ƒ   为模型细胞 利用 ƒ⁄∞°×法 将叶酸

与 °偶联 考察 ⁄÷°在叶酸 2°的特异性靶

向作用下释放出活性阿霉素对细胞的毒性 ∀ 

和 ≥∂ 细胞对阿霉素有严重耐受性 ≈ ∀本文

研究表明 在叶酸 2°作用下 ⁄÷对这两种耐药

细胞的敏感性增强 ∀尽管 细胞的叶酸受体密

度高于 ≥∂ 细胞 对叶酸蛋白质偶联大分子的摄

取高于 ≥∂ 细胞 倍 ≈ ∀但在  内 两种

细胞对叶酸蛋白质偶联大分子的摄取水平相同 ≈ ∀

因此对这两种 ƒ   细胞 ⁄÷°合并叶酸靶向的

°对细胞毒性的影响相似 ∀对 细胞 ≈ ƒ

  ⁄÷°合并叶酸 2°的 ≤为 1 Λ#



低于 ⁄÷的 ≤ 1 Λ# 


∀但这不

并能说明特异性靶向的 °也提高了阿霉素对

细胞的毒性 ∀因为 ⁄÷°的 ≤为 1

Λ# 

对 细胞毒性比 ⁄÷大 且 ⁄÷°

合并 °与合并叶酸 2°的 ≤相似 ∀总之 特

异性靶向的叶酸 2° 被多药耐药的 和

≥∂ 细胞选择性摄取在增加 ⁄÷对 ƒ   细

胞的敏感性中起了重要作用 且 ƒ   细胞的叶

酸受体密度或者说叶酸受体对偶联物的摄取量对细

胞毒性影响很小 ∀

前药活化酶青霉素酰化酶由于对苯乙酰化衍生

物具有作用专一性 且为非人类酶 常用于 ⁄∞°×

研究中 ≈ ∀本文选用青霉素酰化酶 因为它在体

内不被糖基化 优于青霉素酰化酶 ∂
≈ ∀作者正在

进行的体内实验将进一步证实叶酸靶向的 °催

化的前体药物治疗肿瘤的潜力 ∀

##张  奇等 叶酸靶向的 °联合 Ν2苯乙酰化阿霉素的抗肿瘤活性



Ρ εφερενχεσ

≈     ≤∏  ∂ ∏ °

∞2√ ∏≈

Πηαρµ αχολΡεϖ 56  

≈ •  •   ≠ ≥    

 ≈ Αχτα Πηαρµ Σιν 药学

学报  34  

≈  °≥  ≤ ƒ 2 ∏

  ≈ Αδϖ ∆ρυγ ∆ελιϖ

Ρεϖ 56  

≈ ∏ ≠   °≥ ƒ2 √ 

∏∏≈  Αδϖ

∆ρυγ ∆ελιϖΡεϖ 54  

≈ ∂ ∏∏∂   ≥°⁄ ƒ ετ αλ °∏

¬∏     √  

22 ∏≈

ϑ Μεδ Χηεµ  36  

≈  ≤°  °≥ ⁄√  ∏

√     ¬  

≈  Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ΥΣΑ  88

  

≈ ∏≠   ⁄   ⁄ ετ αλ ƒ2
 ∏   ∏ 2∂
¬∏ ∏≈ ϑ ∆ρυγ Ταργετ

7  

≈  ⁄    ∞  ° ∞

 ∂  2 

∏∏ ¬∏ ≈ Βιοτεχηνολ Λεττ 8 

  

≈  ≤°    ƒ2 

≈ Αδϖ∆ρυγ ∆ελιϖΡεϖ 56  

≈  ≤° ⁄°     •  ƒ2
∏ √ √ ∏

 ≈ ϑ ∆ρυγ Ταργετ 7  

≈ ⁄  √  

     ≈ 

Ονχολογιστ 7≥∏  

≈ ⁄∏ ≤  2 ¬ 

√√ ≈ Ονχολογιστ ≥∏

  

≈  ≤° °   °≥ ≤¬  2
°∏ ¬¬ ∏  ∏ 

≤∏   ≈ ϑ ΒιολΧηεµ 

268  

≈  ≥    ƒ ετ αλ ≥∏∏

√  

√ ≈ ϑ ΧελλΒιοχηεµ  

65  

≈  ≥ƒ  × ≥∏ •  ετ αλ

≤∏   ϖια   ∏

2√  ¬ 

  √ ≈ ϑ

ΒιολΧηεµ  276  
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