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一种利用荧光标记检测氨肽酶 N抑制剂与肿瘤细胞结合的方法 *
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摘要 目的：建立利用荧光标记法检测氨肽酶抑制剂和肿瘤细胞结合的方法。方法：以异硫氰酸荧光素（FITC）标记氨肽酶 N抑制

剂 LYRM03和 Bestatin，制备荧光探针 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin，应用荧光显微成像观察和流式细胞仪检测标记化合物
FITC-LYRM03、FITC-Bestatin对肿瘤细胞的结合与氨肽酶 N抑制活性的相关性。结果：化合物 LYRM03和 Bestatin具有肿瘤细

胞的氨肽酶 N抑制活性，荧光标记化合物 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin能与肿瘤细胞有不同程度的结合。结论：标记化合物
FITC-LYRM03、FITC-Bestatin和肿瘤细胞的结合与对肿瘤细胞的氨肽酶 N抑制活性相一致。
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A method for Detecting the Binding Activities of Aminopeptidase N
Inhibitors to Tumor Cell by Fluorescein*

To build a fluorescein labeling method to detect the bingding of aminopeptidase N inhibitors with tumor

cells. Aminopeptidase N inhibitors LYRM03 and Bestatin were labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC), and fluorescein
-labeled compounds of FITC-LYRM03 and FITC-Bestatin were purified. The relationship between binding activities to tumor cells and

inhibitory activities of aminopeptidase N inhibitors was detected by using fluorescence microscope and flow cytometer.

Compounds of LYRM03 and Bestatin had inhibitory activities to aminopeptidase N of tumor cells. Fluorescein-labeled FITC-LYRM03

and FITC-Bestatin had different binding activities to tumor cells. There was consistency between binding activities of tumor

cells and inhibitory activities of aminopeptidase N inhibitors.
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前言

氨肽酶 N（aminopeptidase N，APN/CD13）是一种将氨基酸

从寡肽 N末端切除的膜结合糖蛋白，属于结合 Zn的金属蛋白

酶超家族[1,2]。它在恶性肿瘤细胞的增殖、分化、侵袭以及血管生

成过程中起着重要作用[3]。因此，抑制氨肽酶的活性，能有效阻

止肿瘤的侵袭和转移[4]。不同来源的 APN抑制剂，如 Bestatin[5]、

Amastatin[5]、姜黄素[6]等已证实具有抗肿瘤活性。本课题组在研

究小链霉菌（Streptomyces parvus HCCB10043）次级代谢产物

的过程中，发现了 3个小分子肽类化合物，分离纯化后分别鉴
定为 Valistatin、Bestatin和一个新化合物。新化合物为三肽化合

物，命名为 LYRM03。这 3个化合物均具有显著的 APN抑制活
性，其中 LYRM03的活性最高[7]。

异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）是一种

重要的荧光探针。由于其荧光强度高，能与多种基团生成稳定

的共价键，因而在蛋白质或多肽标记、细胞检测以及药物分析

等方面中得到广泛的应用 [8]。LYRM03上的活性氨基基团，在
pH>8的碱性环境下，可以和 FITC中的硫氢酸酯基团反应生成

偶联物[9]，因此，本研究将 LYRM03和 FITC结合的化合物探针
用于活细胞的氨肽酶活性检测。

1 材料方法

1.1 实验材料
1.1.1 主要试剂 LYRM03由上海来益生物药物研发中心提供，
Bestatin购自中国药品生物制品检定所，两种药物均使用 PBS

缓冲液（上海双螺旋生物科技有限公司）溶解为 2.5 mg·mL-1。L-

亮氨酰对硝基苯胺（阿尔法科技公司），使用 PBS缓冲液溶解

为 20 mM。FITC购自阿拉丁公司，使用 PBS缓冲液溶解为 1
mg·mL-1。以上试剂 4 ℃放置备用。
1.1.2 主要仪器 多功能读板机（Molecular Devices，型号 Spec-
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traMax M3）；流式细胞仪（BD，型号 FACSCalibur）；倒置生物显

微镜（上海光学仪器，型号 37XC）；荧光显微镜（奥林巴斯，型号
IX71-32PH）。
1.1.3细胞和培养基 PANC-1（人胰腺癌细胞）、HepG2（人肝癌

细胞）、MDA-MB-231（人乳腺癌细胞）、Hela（子宫颈癌细胞）均

购自中国科学院上海细胞研究所。DMEM（Dulbecco's Modified

Eagle Medium）为 Gibco公司产品，胎牛血清为 Hyclone公司产
品。配制为 10%胎牛血清的细胞培养基，4 ℃放置备用。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 采用常规培养法将不同的肿瘤细胞培养于含

10%胎牛血清的 DMEM细胞培养液中，置 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养，2~3天传代 1次。实验时均用对数生长期细胞。
1.2.2 制备荧光标记化合物 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin 称

取 LYRM03 与 Bestatin 适量溶于 0.02 mol·L-1，pH 9.6 碳酸盐

缓冲液中，使终浓度均为 2.5 mg·mL-1。LYRM03加入 150 mg

FITC，Bestatin加入 200 mg FITC，超声混匀。避光，4 ℃，反应
12小时。

HPLC法纯化荧光标记化合物 FITC- LYRM03、FITC-Best-

atin，并 4 ℃避光保存。以质谱法检测产物分子量，并对其特征

碎片进行分析，确证结构。

1.2.3 L-亮氨酰对硝基苯胺法检测肿瘤细胞氨肽酶抑制活性

氨肽酶活性检测方法参照文献 [10]。用移液枪取人胰腺癌细胞

PANC-1 180 滋L于 96孔板，使得每孔含细胞 1.0× 104个，共 36

孔，移液枪取 LYRM03、Bestatin于细胞液，使其在 200 滋L反应

体系中终浓度为 1 滋M、5 滋M、20 滋M、50 滋M、500 滋M，各样品
各浓度做三个复孔。阴性对照在 20 滋L DMEM培养基中加入

10 滋L底物，空白对照为 30 滋L DMEM培养基。吹打数次混匀，
37 ℃、5% CO2放置 2小时。

各孔加入 L-亮氨酰对硝基苯胺，使其在 210 滋L反应体系

中终浓度为 1 mM。吹打数次混匀。37 ℃放置 60 min后，用多功

能读板机检测 405 nm处 A值。
1.2.4 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin 与 4 种肿瘤细胞的结合

收集 PANC-1对数生长期细胞，1400 rpm·min-1离心 5分钟，弃
上清，培养基稀释计数，调整浓度为 1× 105个 /mL。4个 1.5

mLEP管各取 0.5 mL细胞悬液。根据预实验，三管中分别加入

不同体积 1 mg·mL -1的 FITC、FITC- LYRM03、FITC-Bestatin，

至终浓度均为 50 滋M，药物相对于细胞过量。第四管作空白对

照。37 ℃、5% CO2放置 2小时。各组细胞以 1400 rpm·min-1离

心 5分钟，去上清。各组加入 500 滋L PBS重悬，并轻柔吹打以

洗去残留药物，1400 rpm·min-1离心 5分钟，去上清。重复以上

操作 3遍，用 500 滋L PBS重悬细胞。

选择 488nm的激发光，用流式细胞仪检测单细胞发光强

度，并用荧光显微镜（滤镜 530DF30）进行细胞成像。

2 结果

2.1 LYRM03、Bestatin 对 肿瘤 细胞 PANC-1、HepG2、Hela、
MDA的氨肽酶抑制活性

采用 L-亮氨酰对硝基苯胺法检测 LYRM03与 Bestatin对 4

种肿瘤细胞 PANC-1、HepG2、Hela、MDA 氨肽酶抑制活性，结

果见图 1。
本实验研究了肽类化合物 LYRM03、Bestatin对胰腺癌细

胞 PANC-1、肝癌细胞 HepG2、乳腺癌细胞MDA-MB-231、子宫

图 1 LYRM03、Bestatin对 PANC-1、HepG2、Hela、MDA氨肽酶抑制活性

Fig.1 The inhibition activities of LYRM03 and Bestatin to APN of PANC-1, HepG2, Hela and MDA
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颈癌细胞 Hela细胞的氨肽酶 N抑制活性，结果表明：随着浓度

从 1 滋M增加至 500 滋M，LYRM03和 Bestatin对肿瘤细胞氨肽
酶 N的抑制活性增加，而且 LYRM03较 Bestatin显示出更好

的氨肽酶 N抑制活性。
2.2荧光标记化合物 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin的制备和鉴

定

LYRM03和 Bestatin具有活性氨基基团，在 pH>8的碱性
环境下，可以和 FITC 中的硫氢酸酯基团反应生成偶联物
FITC-LYRM03、FITC-Bestatin，见图 2。

图 2 FITC-LYRM03和 FITC-Bestatin的化学合成

Fig.2 The chemical synthesis of FITC-LYRM03 and FITC-Bestatin

合 成 的 荧 光 标 记 化 合 物 的 HPLC 分 析 见 图 3，
FITC-LYRM03出峰时间为 16分钟左右，FITC-Bestatin出峰时

间为 12分钟左右，质谱见图 4。
LYRM03、Bestatin、FITC 的分子量分别为 407 Da、308 Da

和 389 Da，FITC-LYRM03与 FITC-Bestatin的分子量为 796 Da

和 697 Da。从图 4可见，制备的荧光标记化合物的分子量分别

为 796.3 Da和 697.2 Da，分子量 796.3 Da的荧光标记化合物
裂解峰分别为 390.0 Da、567.1 Da、666.2 Da，分子量 697.2 Da

的荧光标记化合物裂解峰分别为 390.0 Da、523.2 Da、567.1
Da，与 FITC-LYRM03 和 FITC-Bestatin 的裂解峰一致（如图
2）。因此可确认荧光分子 FITC已结合至 LYRM03与 Bestatin

分子上，制备获得纯化的 FITC-LYRM03和 FITC-Bestatin。
2.3 荧光标记化合物 FITC-Bestatin、FITC-LYRM03 与 4 种肿

瘤细胞的结合

荧光标记化合物 FITC-LYRM03 和 FITC-Bestatin 分别和

胰腺癌细胞 PANC-1、肝癌细胞 HepG2、乳腺癌细胞
MDA-MB-231、子宫颈癌细胞 Hela细胞进行结合反应，荧光显

微镜成像观察 LYRM03和 Bestatin与 4种肿瘤细胞的结合，结
果见图 5。

从单细胞荧光成像可见，50 滋M FITC与肿瘤细胞仅有微
量的结合，而 FITC和 LYRM03或 Bestatin反应后，较多结合至

肿瘤细胞，可见较明显的荧光单细胞。对于 PANC-1和 HepG2

肿瘤细胞，经 50 滋M FITC-LYRM03 作用的荧光细胞较
FITC-Bestatin 作 用 后 的 明 显 增 多 。 FITC-LYRM03 和
FITC-Bestatin结合MDA肿瘤细胞的能力相对较弱。采用流式

细胞仪检测 4种肿瘤细胞单细胞发光强度，结果见表 1。

636窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.4 FEB.2014

图 3 FITC-LYRM03（上）和 FITC-Bestatin（下）的 HPLC分析

Fig.3 HPLC analysis of FITC-LYRM03 (top) and FITC-Bestatin (bottom)

图 4 FITC-LYRM03（左）和 FITC-Bestatin（右）的质谱分析

Fig.4 MS analysis of FITC-LYRM03 (left) and FITC-Bestatin (right)

表 1 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin和肿瘤细胞的结合及 APN抑制活性

Table 1 The bind of FITC-LYRM03 and FITC-Bestatin with tumor cells, and the inhibition activities of APN

APN抑制活性（%） 单细胞发光强度

50滋M LYRM03 50滋M Bestatin 对照 50滋M FITC
50滋M

FITC-LYRM03

50滋M

FITC-Bestatin

PANC-1

HEPG2

HELA

MDA

96

64

60

57

57

51

52

44

20

3

3

4

406

491

261

483

2311

1513

1192

746

1206

1008

770

520

4 种癌细胞中 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin 和 PANC-1

的结合量最大，HepG2 次之，MDA 活性最小。 LYRM03、
Bestatin对 PANC-1细胞的氨肽酶抑制活性最高，HepG2次之，
MDA活性最小。可见，用流式细胞仪检测荧光标记化合物和肿
瘤细胞的结合与氨肽酶抑制活性一致。

3 讨论

氨肽酶 N 于 1963年第一次从猪肾中分离得到 [11]。1989

年，国际生物化学和分子生物学联合会 (IMBMB) 将此酶与
CD13确定为同一种蛋白[1]，并在 1992年进一步确定为来自同
一遗传亚型的多种冠状病毒的受体[12]。氨肽酶 N是最早被认定

的正常或恶性髓性细胞的表面标志物[13]。近年来关于氨肽酶 N

的临床研究相继开展，涉及肺癌、胰腺癌、卵巢癌、结肠癌等恶

性肿瘤疾病[3, 14-16]。

小肽类化合物 Bestatin是著名抗生素研究者，日本的梅泽

滨夫等人从网状橄榄链霉菌(Streptomyces olivoreticuli)培养液

中发现的一种小分子二肽化合物[17]，是目前唯一作为临床辅助

药物应用于治疗白血病和卵巢癌的氨肽酶 N抑制剂[4, 18]。因为

Bestatin活性不高且对骨髓、胃和肠粘膜细胞有严重的细胞毒

性[19]，所以有必要寻找新的氨肽酶 N抑制剂。Min等的研究表
明，肽类化合物 LYRM03、Bestatin 具有对猪肾微体（porcine

kidney microsomes）的氨肽酶 N抑制活性[7]，而且本课题组的研
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究发现 LYRM03毒性较低，因此深入研究该化合物对肿瘤细

胞的氨肽酶 N抑制活性以及抗肿瘤活性具有一定的意义。

化学发光分析法是一种灵敏度高、特异性强、检测快速、无

放射危害的常用分析技术，该方法与免疫、生化分析结合后在

生物及医学领域有了更广阔的应用前景。荧光测定法相对于其

他化学发光法具有更高的灵敏度，同时该方法根据激发光谱和

发射光谱两种特征光谱来检测目标物质，具有较强的抗干扰

性，也提高了检测结果的准确性。随着组织光学和成像技术的

高速发展，采用荧光标记物进行肿瘤诊断得到了广泛应用[20]。

本实验的荧光标记化合物与肿瘤细胞结合方法，能够灵敏、准

确地反映出不同细胞对药物的敏感性，将有助于了解 APN抑
制剂与肿瘤细胞的相互作用，并可通过示踪观察荧光标记化合

物在肿瘤细胞的分布状态，以探讨 APN抑制剂的作用机制，为

深入研究该类化合物提供可能的新型手段。

4 结论

标记化合物 FITC-LYRM03、FITC-Bestatin 和肿瘤细胞的
结合与对肿瘤细胞的氨肽酶 N抑制活性相一致，LYRM03 有

望作为氨肽酶 N抑制剂成为新的抗肿瘤药物。
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图 5 FITC-LYRM03和 FITC-Bestatin结合肿瘤细胞的荧光显微成像

（× 10）

Fig.5 Fluorescene microscopic images of tumor cells binding with

FITC-LYRM03 and FITC-Bestatin（× 10）
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