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重组人干扰素内皮抑制肽融合蛋白抗肿瘤药效的研究
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摘要%目的!考察融合蛋白 <)# 肽抗肿瘤的效果(为 <)# 肽后续开发提供实验支持+ 方法!使用 ><V小鼠(取 ( 只

小鼠腹腔注射 V&&瘤株(" 周时处死所有小鼠(取腹水+ 另取 (# 只小鼠(每只腋下注射腹水 #C& 7E(细胞浓度为 "k

"#? 个;7E+ 接种后 ( 8 开始给药+ 将腋下注射小鼠随机分为 ( 组%<Y>组(皮下注射干扰素 %k"#B<Z;只,<)# 高剂

量组(皮下注射 <)# $# %R;只,<)# 低剂量组(皮下注射 <)# )# %R;只,阴性对照组(皮下注射等体积生理盐水+ 连续

给药 "? ,+ 停药后 & 8(处死所有动物(再解剖皮下瘤块称重+ 结果!<)# 给药组具有明显的治疗效果(且具有显著

性差异!*m#C#B"+ 结论!<)# 肽具有抗肿瘤的作用+
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!!肿瘤新生血管可为不断浸润生长的原发肿瘤提
供营养(它们在肿瘤的发展转移过程中起到重要的
促进作用+ <Y>具有抗肿瘤血管生成*抑制肿瘤转
移的作用 - ". +

内皮抑素是由胶原蛋白 _<<<羧基末端的 "$(
个氨基酸组成的一种内源性血管生成抑素(于 "%%’
年由 c)HQ1OO+等发现+ 它能特异性地抑制内皮细
胞的增殖和血管的生成(从而达到抑制肿瘤生长和
转移的作用 - &. + 本实验所使用的 )# 肽(是一种具有
)# 个氨基酸的内皮抑素+ 已有研究证实(内皮抑素
活性区主要在 >端的 " i&’ 个氨基酸上 - ). + 而 )#

肽是一种人工合成的人内皮抑素(它保留内皮抑素
的活性(而分子量大大减少+

重组人干扰素内皮抑制肽融合蛋白!以下简称
<)#"(是由干扰素!<29QMPQM62(<Y>"和重组人内皮抑素
!以下简称 )# 肽"组成的一种融合蛋白+ 干扰素和
)#肽在抗肿瘤方面有着相近似的作用机理(将它们
制成融合蛋白(有着协调作用(增强抗肿瘤的效果+

/K材料与方法

/M/K实验动物与饲育环境
实验动物%><V小鼠体质量 "$ i&& R(雌性(购

于北京维通利华实验动物技术有限公司 - =A_d
!京"&#"BJ###".+ 实验场所为本公司!哈药集团生
物工程有限公司"实验室 - =]_d!黑 " &#"BJ##$.+
?#A6灭菌全价颗粒饲料(购于北京科澳协力饲料有
限公司 - =A_d!京" &#"(J##"#.(饮用水为灭菌水(
自由采食和饮水+
/M5K试剂与材料

肿瘤瘤株%V&&瘤株由本公司!哈药集团生物工
程有限公司"实验室提供+
/M3K实验药品

干扰素 <Y>!哈药集团生物工程有限公司生
产"(干扰素 )# 肽融合蛋白!<)#" !哈药集团技术中
心基因工程实验室制备"()# 肽!哈药集团技术中心
基因工程实验室制备"+
/M3K实验方法
/M3M/!荷瘤小鼠模型制作%取 ( 只小鼠腹腔注射
V&&瘤株(" 周后处死所有小鼠(取腹水+

另取 (# 只小鼠(腋下注射腹水 #C& 7E;只(细
胞浓度为 "k"#? 个;7E+
/M3M5!实验动物分组与给药%参考#细胞毒类抗肿
瘤药物非临床评价的技术指导原则$等 - (J"#.的实验
方法设计实验方案(接种后 ( 8 开始给药+ 将腋下
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注射小鼠随机分为 ( 组(每组 "# 只%<Y>组(皮下注
射干扰素 %k"#B <Z;只,<)# 高剂量组(皮下注射 <)#
$# %R;只,<)# 低剂量组(皮下注射 <)# )# %R;只,阴
性对照组(皮下注射等体积生理盐水+ 连续给药
"? ,+
/M3M3!小鼠肿瘤质量测定%停药后 & 8(处死所有动
物(取下瘤块称重+
/M2K抑瘤率#d$计算

参考#细胞毒类抗肿瘤药物非临床评价的技术
指导原则$ - (.设计计算公式+ 抑瘤率公式%抑瘤率j
!"JI;A"k"##f+ !I%治疗组,A%阴性对照组"+
/MVK统计方法

应用 =F=="$C# 对实验数据进行统计分析(结果
均使用均数l标准差!(,l-"(组间差异比较使用秩和
检验法(选取 #j#C#B+

5K结果

对照组小鼠平均瘤重为 "C?#B R(大于 " R(表明
本次实验肿瘤生长良好 - "". + 试验结果表明 <)# 高
剂量组和低剂量组抑瘤率均高于 (#f- (. (且其效果
优于干扰素+ 在试验结束时(所有小鼠虽体型消瘦(
但精神状态良好(饮食饮水正常+ 提示该融合蛋白
具有抗肿瘤作用(见表 "+

表 /K各组小鼠肿瘤质量
@%J:-/K@+9(G*-#)"F(R9#P-#&-%P")G(+T

组别
DM6S:

动物数
+

平均瘤重;R
N‘QM3RQ9S76M-Q1R89

抑瘤率;f
IS76M*S::MQ**6MM39Q

阴性对照组
5629M6ORM6S:

"#
"C?#Bl#C("B

<Y>组$

<Y>RM6S:$
"#

#C’#&l#CB(B B?C%$

<Y>J)# !)# %R"组$

<Y>J)# !)# %R"RM6S:$
"# #C)%’l#C(?% ’?C#%

<Y>J)# !$# %R"组$

<Y>J)# !$# %R"RM6S:$
"# #C)?$l#C(#$ ’’C#%

!!注%$表示与对照组比较($*m#C#B
>69Q% $ 12,1539Q567:3MQ, -198 98Q5629M6ORM6S:($*m#C#B

3K讨论

肿瘤一直是医学治疗的难题+ 目前已有多个通
过抑制血管生成的抗肿瘤药物上市(如世界上首个
上市的恩度(在临床上获得了不错的疗效+ 肿瘤的
产生同时伴着新生血管的生成(肿瘤需要肿瘤血管
为其提供营养成分和运输代谢物+ 肿瘤的扩散转移
同样需要肿瘤血管+ 抑制了肿瘤血管的生成(将会
抑制肿瘤的生长与扩散+ 目前关于内皮抑素的作用
机制尚未完全定论+ 根据已有的研究结果表明(内
皮抑素与整合素 #B"" 的结合在其活性机制中有着
重要作用+ 内皮抑素通过其 >末端与整合素 #B""
结合(抑制 TYDY诱导的 YNd;5JH3P;>NdO;&;:)$;
WHdO丝裂活化蛋白激酶途径(从而发挥其活性作
用 - &. + 将内皮抑素 >J端的 &’ 个氨基酸核心序列(

引入串联的 HDG短肽(构成的新的肽链(命名为人
血管内皮抑制肽+ 该肽在保持内皮抑素原有的抑制
血管生成活性同时(由 HDG序列赋予其抑制肿瘤细

胞生长与转移的活性(可增强其抗肿瘤效果(而且氨
基酸序列较内皮抑素更为简单 - "). + 而在成年人的
身体中(几乎不会有新生血管生成(抑制血管生成的
药物因此不会对人体产生副作用(其安全性远远高
于细胞毒类抗肿瘤药物+ 抑制血管生成的药物药效
好(副作用小(是未来抗肿瘤药物研发的一个重要的
课题+

干扰素 #虽然被广泛用于抗病毒(但美国 YGN

最早批准干扰素 #的适应症却是毛细胞白血病!毛
细胞白血病是一种淋巴系统的恶性肿瘤(由于此种
白血病细胞在显微镜下(尤其在电子显微镜下其胞
浆有明显的毛状突起(故称为毛细胞(因而命名为毛
细胞白血病+ 广义上仍为一种特殊类型的慢性淋巴
细胞白血病+ 毛细胞白血病主要见于老年男性(男
女比例为 ( g""+ 研究表明(干扰素抗肿瘤作用机理
中抑制肿瘤血管生成和 )# 肽抗肿瘤的作用机理接
近+ <Y>可抑制 aWDY*TJYDY*[[F!基质金属蛋白
酶"的表达(是其抗血管生成的重要机制之一+ <Y>

能够降低 aWDY*TJYDY等血管形成因子的产生(减
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少肿瘤新生血管形成 - "(. +
细胞因子可以介导机体多种免疫反应(如肿瘤

免疫*感染免疫*移植免疫*自身免疫及造血系统等
过程中发挥着重要的作用+ 细胞因子的作用具有多
相性*网络性的特点(它们不仅可以单独地发挥生物
学活性(而且不同的细胞因子之间还有相互协调和
相互制约的作用(利用细胞因子的这一特点(人们可
以根据自己的设想(通过基因融合等技术创造出自
然界原本不存在的活性更佳的细胞因子融合蛋
白 - "?. + 目前 YGN已经批准了不少融合蛋白类药物
上市+ 如 W2TMQO!依那西普;Q932QM5Q:9"(在治疗类
风湿性关节炎已取得了很不错的临床效果+ 随着基
因工程技术的成熟与应用(两个甚至多个不同基因
之间很容易做到相互串联或彼此镶嵌(形成嵌合基
因(一旦表达成产物则获得融合蛋白 - "B. +

本次试验结束时(给药组和阴性对照组小鼠(均
是体型消瘦(但状态良好(提示了 <)# 的毒性较小+
<)# 的作用为抑制血管生成+ 在成年人的身体中(
几乎不会有新生血管生成(抑制血管生成的药物因
此不会对人体产生副作用+

本次实验没有采用裸鼠接种人源瘤株的方法+
是因为本课题还处于前期研究的阶段(并没有进入
到通过动物实验来筛选抗肿瘤谱的阶段+ 在后续研
究中(采用通过把患者的肿瘤转移到免疫缺陷小鼠
获得人源性肿瘤异种移植!FG_"的小鼠模型 - "&.来
进行筛选+

在接种瘤株后(并没有采用等小鼠肿瘤生长到
一定程度后再给药的方式+ 因为小鼠肝癌 V&&细胞
是一种鼠源的恶性肿瘤(在小鼠体内生长极快+ 和
接种人源瘤株不同(V&&几乎均能成功生长+ 本次试
验阴性对照组平均瘤重!"C?#Bl#C("B" R(也表明肿
瘤生长良好+ 即便是细胞毒类药物也无法抑制肿瘤
最后阶段的生长(此时已无法对供试品进行评价+
所以需在肿瘤长至无法抑制之前(终止试验+ 鼠源
瘤株大多会选择阴性对照组瘤重为 " R时做为试验
终至时间 - "". + 而 V&&在 Bi$ , 即可长到 " R+ 如果

采用肿瘤体积达到 "##i)## 77) 后再给药(会导致
给药时间短(有些药物可能会因为给药时间短而药
效不理想+ 另一方面也打算将 <)# 用于肿瘤的早期
治疗(故采用了接种后马上给药的方式+

选择已上市药物作为阳性对照药(可以比对在
研药物和已上市药物的药效的差异+ 为在研药物市
场定位提供数据支持(也同时为将来的学术推广提

供试验数据+ 故本次试验选择了已上市的干扰素作
为阳性对照药+ <Y>抑制肿瘤血管生成和 )# 肽抗
肿瘤的作用机理接近(融合蛋白可以形成协同作用+
<)# 是利用基因工程的方法将干扰素和 )# 肽通过
接头序列!O12.QM"连接起来的一种细胞因子重组融
合蛋白(不仅可以提高两者的治疗效果+ 而且降低
<Y>的使用量(降低使用 <Y>带来的副作用+
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图 3K海马区 ’?<5 表达情况#深棕色’a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X3K7.TG-QQ#(&(R’?<5 #&"#TT(P%9T+Q

#H%GYJG(*&’a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:,,%\_IO6-,6*QRM6S:, Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 2K海马区 EZ?D/ 表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)X2K7.TG-QQ#(&(REZ?D/ #&"#TT(P%9T+Q#a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

图 VK海马区 <’?<5"表达情况#a566$
注%3%老龄对照组,T%石杉碱甲组,5%壮年对照组,,%\_I低剂量组,Q%\_I中剂量组,P%\_I高剂量组

L#)XVK7.TG-QQ#(&(R<’?<5"#&"#TT(P%9T+Q

#H%GYJG(*&’a566$
>69Q%3%NR12R5629M6ORM6S:,T%VS:QMe12QNRM6S:,5%=9M62R5629M6ORM6S:, ,%\_IO6-,6*QRM6S:,Q%\_I7Q,1S7,6*QRM6S:%P%\_I81R8 ,6*QRM6S:

/$B/


