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  摘 要:
 

靶向抗血管内皮生长因子(Vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF)与血管内皮生长因子受体

(Vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

receptors,VEGFRs)结合的抗血管新生抑制剂,在治疗肿瘤和视网膜黄斑病变上

有重要的临床价值。为进一步探索更多新型高效的靶向VEGFR抑制剂,采用计算机辅助药物设计(Computer-aided
 

drug
 

design,
 

CADD)方法分析VEGF-B与VEGFR1的相互作用,通过模拟VEGF-B关键位点设计多肽抑制剂,合成

得到VEGF-B线性模拟肽Peptide
 

1,并通过细胞实验评估线性模拟肽Peptide
 

1的靶向性和抗血管新生活性。结果

表明:Peptide
 

1的氨基酸序列为Leu-Thr-Val-Glu-Leu-Met-Gly-Thr-Val-Ala-Lys-Gln-Leu-Val-Pro-Ser-NH2,纯度为

97.3%,合成收率为10.3%;Peptide
 

1能特异性抑制 VEGF与 VEGFR1的结合,半数抑制浓度(Half
 

maximal
 

inhibitory
 

concentration,IC50)为21.9
 

μmol;Peptide
 

1显著 抑 制 了人 脐 静 脉内 皮 细 胞(Human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVECs)的增殖、迁移及微管形成。该文探索了基于VEGF-B结构设计VEGFR多肽抑制剂的可

行性与潜在应用价值,为开发新型靶向抗血管新生多肽抑制剂提供了科学依据。
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Abstract:
  

Anti-angiogenic
 

inhibitors
 

that
 

target
 

the
 

binding
 

of
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

to
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

receptors
 

(VEGFRs)
 

have
 

demonstrated
 

significant
 

clinical
 

value
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

tumors
 

and
 

retinal
 

macular
 

diseases.
 

To
 

further
 

explore
 

novel
 

VEGFR-targeting
 

inhibitors,
 

this
 

study
 

employed
 

computer-aided
 

drug
 

design
 

(CADD)
 

to
 

analyze
 

the
 

interaction
 

between
 

VEGF-B
 

and
 

VEGFR1.
 

The
 

study
 

also
 

designed
 

peptide
 

inhibitor
 

by
 

mimicking
 

key
 

binding
 

sites
 

of
 

VEGF-B,
 

synthesizing
 

a
 

linear
 

VEGF-B
 

mimetic
 

peptide
 

named
 

Peptide
 

1.
 

The
 

targeting
 

specificity
 

and
 

anti-angiogenic
 

activity
 

of
 

Peptide
 

1
 

were
 

subsequently
 

evaluated
 

through
 

cell
 

experiments.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

Peptide
 

1
 

had
 

an
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

Leu-Thr-Val-Glu-Leu-Met-Gly-Thr-Val-Ala-Lys-Gln-
Leu-Val-Pro-Ser-NH2,

 

a
 

purity
 

of
 

97.3%
 

and
 

a
 

yield
 

of
 

10.3%.
 

Peptide
 

1
 

specifically
 

inhibited
 

the
 

binding
 

of
 

VEGF
 

to
 

VEGFR1,
 

with
 

a
 

half
 

maximal
 

inhibitory
 

concentration
 

(IC50)
 

value
 

of
 

21.9
 

μmol.
 



Moreover,
 

Peptide
 

1
 

significantly
 

suppressed
 

the
 

proliferation,
 

migration,
 

and
 

tube
 

formation
 

of
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs)
 

in
 

cell
 

assays.
 

This
 

study
 

demonstrates
 

the
 

feasibility
 

and
 

application
 

value
 

of
 

designing
 

VEGFR-targeting
 

peptide
 

inhibitors
 

based
 

on
 

the
 

structure
 

of
 

VEGF-B,
 

and
 

provides
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

peptide-based
 

anti-angiogenic
 

inhibitors.
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anti-angiogenesis;
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endothelial
 

growth
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peptide
 

inhibitor;
 

computer-aided
 

drug
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vein
 

endothelial
 

cells

0 引 言

  抗血管新生药物是抗肿瘤靶向药物的重要组成

部分,其作用机制明确,主要通过干预血管内皮生长

因子(Vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,
 

VEGF)
和血管内皮生长因子受体(Vascular

 

endothelial
 

growth
 

factor
 

receptor,
 

VEGFR)介导的信号通路,
抑制新生血管的形成,阻断肿瘤组织的营养和氧气

供给,进而抑制肿瘤的生长与转移[1-2]。该类药物因

具有靶点清晰、选择性强等优势,已广泛应用于临

床,特别是在肝细胞癌、肾细胞癌、非小细胞肺癌和结

直肠癌等多种实体瘤的治疗中取得了显著疗效[3-4]。
按作用机制和靶点的差异,目前市场上的抗血

管新生药物主要分为2大类:一类为小分子酪氨酸

激酶抑制剂(Tyrosine
 

kinase
 

inhibitors,
 

TKIs),如
索拉非尼(Sorafenib)、舒尼替尼(Sunitinib)和阿帕

替尼(Apatinib)等,主要通过竞争性抑制VEGFR
的酪氨酸激酶活性来阻断下游信号转导通路,从而

抑制血管生成[5-6];另一类为靶向阻断 VEGF与

VEGFR结合的单克隆抗体或融合蛋白类药物,如
贝 伐 珠 单 抗 (Bevacizumab)和 阿 柏 西 普

(Aflibercept)等,通过中和 VEGF 或直接拮抗

VEGFR来发挥抗血管新生活性[7]。上述药物在临

床上均取得一定疗效,但仍存在明显局限性。TKIs
作用靶点相对广泛,常伴有较差的靶向性、较强的毒

副作用及耐药性问题[8];抗体和融合蛋白类药物则

面临价格昂贵、免疫原性强、组织穿透能力弱与生产

成本高等缺陷[9-10]。介于小分子与大分子抗体之间

的多肽类药物,因其具有较强的靶向性、良好的组织

穿透能力与较低的免疫原性,正逐渐成为抗血管新

生药物研究中的新热点[11-12]。
目前,靶向抗血管新生多肽抑制剂研究主要通

过模拟VEGFR的天然配体,即模拟VEGF家族蛋

白的关键结合区域,来设计特异性结合VEGFR的

多肽抑制剂,以阻断VEGF/VEGFR的血管新生信

号传导[13-14]。其中VEGF-A和VEGF-B是VEGF
家族中2个重要的血管新生促进因子[15],基于

VEGF-A结构设计的多肽抑制剂研究较多,而以

VEGF-B为模板开发的VEGFR多肽抑制剂研究仍

相对匮乏[13]。
本文采用计算机辅助药物设计(Computer-

aided
 

drug
 

design,
 

CADD)方法分析 VEGF-B与

VEGFR1的相互作用的结合界面,设计了一条模拟

VEGF-B关键结合位点的线性模拟肽Peptide
 

1,通
过固相合成的方法得到该多肽序列,并采用酶联免

疫吸附实验(Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
ELISA)分析Peptide

 

1对VEGF/VEGFR1结合活

性的靶向抑制作用,并通过微管实验、细胞增殖与细

胞迁移实验验证其抗血管新生活性,以期为新型靶

向抗血管新生多肽抑制剂研究与开发提供理论

依据。

1 实验部分

1.1 材料及仪器

  材料:Fmoc保护氨基酸、O-苯并三氮唑-四甲

基脲六氟磷酸酯(HBTU)、N,N-二异丙基乙胺

(DIPEA)和Rink
 

Amide
 

MBHA树脂购自上海吉

尔生化有限公司,细胞基质胶 Matrigel􀆿购自美国

Corning
 

Incorporated公司,人脐静脉内皮细胞

(Human
 

Umbilical
 

Vein
 

Endothelial
 

Cells,
HUVEC)购自上海富恒生物科技有限公司,VEGF、
血管内皮生长因子受体1蛋白、生物素标记的

VEGF(btVEGF)蛋白购自美国R&D公司,辣根过

氧化物酶标记链霉亲和素(HRP-Streptavidin)、化
学发光底物(SuperSignal

 

West
 

Pico)购自美国

Thermo
 

Scientific公司,Tween-20、PBS、乙腈(色谱

纯)与N,N-二甲基甲酰胺(DMF,分析纯)购自上海

阿拉丁试剂有限公司,内皮细胞培养基(ECM)和胎

牛血清(FBS)购自美国Gibco公司。
仪器:二氧化碳细胞培养箱(美国Thermo公

司)、酶标仪(杭州奥盛仪器有限公司)、荧光倒置显

微镜(日本Nikon公司)、MD
 

spectraMax
 

L化学发

光酶标仪(美国 Molecular
 

Devices)、二元半制备液

相色谱系统(江苏汉邦科技股份有限公司)、高效液
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相色谱仪(日本岛津Shimadzu
 

Corporation)和冻干

机(宁波新芝生物科技股份有限公司)。
1.2 多肽设计

  采 用 Discovery
 

Studio 分 析 VEGF-B 与

VEGFR1的结合界面,根据文献[16-17]的VEGF-B

结构(PDB
 

ID:2C7W,
 

5T89)中可能与VEGFR有

关键 结 合 的 位 点 序 列 (见 图 1,框 选 区 域 结

构:35LTVELMGTVAKQLVPS50),设计线性原序

列 模 拟 肽 Peptide
 

1, 氨 基 酸 序 列 为

LTVELMGTVAKQLVPS。

图1 CADD多肽设计示意图

1.3 Peptide
 

1的合成和纯化

  以 Rink
 

Amide
 

MBHA 树脂为固相载体,
HBTU/DIPEA为缩合试剂,采用常规的多肽固相

合成步骤。从Peptide
 

1的C端的丝氨酸(Ser,S)开
始逐步偶联至N端的亮氨酸(Leu,L)获得Peptide

 

1的肽树脂;肽树脂在真空干燥器中干燥后,以质量

浓度1
 

g/10
 

mL的比例加入切割液(切割液由

TFA、EDT、TIS、H2O组成,体积比为94%、2.5%、
2.5%、1%),搅拌2.5

 

h,过滤;取滤液以1∶10的体

积比加入甲基叔丁基醚沉淀粗肽,离心1次,再用甲

基叔丁基醚洗涤,离心3次,得到Peptide
 

1的粗肽;
粗肽经过制备液相系统纯化后,获得纯度≥95%的多

肽组分,质谱确认分子量,冻干获得Peptide
 

1的白色

粉末,Peptide
 

1合成、切割及纯化的过程如图2所示。

图2 Peptide
 

1的合成、切割和纯化流程图

注:1.多肽固相合成(SPPS),HBTU/DIEA;2.切割(Cleavge),94%
 

TFA,2.5%
 

water,1%
 

TIPS;3.纯化(Purification),

Mobile
 

Phase
 

A:H2O,0.1%
 

TFA;B:80%
 

CH3CN,20%
 

H20,0.1%
 

TFA,Gradient:10%~80%
 

B
 

in
 

40
 

min。

1.4 ELISA法检测Peptide
 

1抑制VEGF/VEGFR
结合

  取5
 

μL
 

VEGFR1(含0.5
 

μg
 

VEGFR1)加入

10
 

mL
 

PBS中,混合均匀,以100
 

μL/孔加入到96
孔酶标板中,放置于4

 

℃冰箱过夜包被6~8
 

h,
PBST洗板3次,加入质量分数3%

 

BSA溶液对酶

标板进行封闭;将多肽样品用PBST进行稀释,配
置成待测浓度的多肽溶液,与btVEGF(质量浓度

1
 

μg/mL)混合后,以3复孔/药物浓度,加到酶标

板中 孵 育2.5
 

h,PBST 洗 涤5次,加 入 HRP-
Streptavidin标记与btVEGF结合的VEGFR,孵育

45
 

min;用PBST洗涤5次,加入化学发光底物100
 

μL/孔,在 化 学 发 光 酶 标 仪 测 定 化 学 发 光 值

(Chemiluminescence,
 

CL),具 体 方 法 参 考 文 献

[18]。多肽对VEGF/VEGFR的结合抑制率计算

方式如下:
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Disp/%= 1-
CLpeptide-CLnagative

CLpositive-CLnagative  ×100
其中:CLpeptide为不同药物组的化学发光值;CLnegative

为空白组的化学发光值;CLpositive为阳性对照组的化

学发光值;计算结果 Disp 为药物对 VEGF与

VEGFR的结合抑制率。
通过Graphpad

 

Pism软件计算得到半数抑制

浓 度 (Half
 

maximal
 

inhibitory
 

concentration,
IC50),具体方法参考文献[19]。
1.5 Peptide

 

1的细胞水平抗血管新生活性检测

1.5.1 Peptide
 

1抑制细胞微管形成活性检测

  取细胞基质胶 Matrigel􀆿在4
 

℃冰箱解冻,用
ECM培养基与Matrigel按体积进行1∶1混匀后,以
50

 

μL
 

/孔的量加入96孔板中,在细胞培养箱中,37
 

℃孵育1
 

h,使其凝固;取对数期生长的HUVEC,以
细胞数5000个/孔进行铺板;加入不同浓度的药物

和含质量浓度0.2
 

μg/mL
 

VEGF的ECM培养基,
并设置对照组,放入5%

 

CO2 培养箱中,37
 

℃条件

下培养8
 

h,拍照记录细胞的微管形成情况,对单位

面积内的微管数量进行计数。
1.5.2 Peptide

 

1抑制细胞增殖的活性检测

  取对数期生长的 HUVEC,按照细胞数3000
个/孔在96孔板上进行铺板,加入不同浓度的药物

和含质量浓度0.2
 

μg/mL
 

VEGF的ECM培养基

并设置对照组,放入5%
 

CO2 培养箱中,37
 

℃培养

48
 

h,取出96孔板,按照10
 

μL/孔向孔板上每个孔

加入CCK-8试剂,反应3~4
 

h,并于450
 

nm波长光

照下检测吸光值。
1.5.3 Peptide

 

1抑制细胞迁移的活性检测

  取对数期生长的HUVEC,接种于细胞培养6
孔板,在5%

 

CO2 培养箱中,37
 

℃培养至细胞密度

达到100%,在显微镜下用无菌枪头制造细胞划痕

并拍照记录起始点0
 

h的划痕状态并计算划痕面积

S0 

h;加入不同质量浓度的药物和含质量浓度0.2
 

μg/mL
 

VEGF的ECM培养基并设置对照组,并于

划痕后12
 

h拍照记录细胞划痕处的划痕区域面积

S12 

h。最终,根据划痕区域面积S计算划痕修复率,
计算公式为:

RWH/%=
S0 

h-S12 

h

S0 

h
×100

其中:RWH 为划痕修复率;S0 

h 为起始划痕区域面

积;S12 

h为同一区域12
 

h后的划痕面积。
1.6 统计学分析

  使用GraphPad
 

Prism软件版本8.00处理结果。

结果的统计显著性通过单因素方差分析进行评估。

2 结果与讨论

2.1 Peptide
 

1的合成和纯化

  通过多肽固相合成步骤最终合成35.6
 

mg
 

Peptide
 

1,收率为10.3%。Peptide
 

1的高效液相色

谱图和质谱图如图3所示,图3(a)中显示Peptide
 

1
的保留时间为14.137;图3(b)中显示的主要离子峰

为[M+2H]2+(m/z
 

864.3)即为本文中合成的

Peptide
 

1。
2.2 Peptide

 

1抑制VEGF/VEGFR1结合的活性检测

  采用 ELISA 法检测 VEGF-B线性模拟肽

Peptide
 

1抑制VEGF/VEGFR1结合的活性,结果

如图4所示。在0.1~100
 

μmol浓度下,Peptide
 

1
能有效抑制VEGF与VEGFR1的结合,且抑制率

呈现浓度依赖性,IC50达到了21.9
 

μmol。
2.3 Peptide

 

1的细胞水平抗血管新生活性分析

2.3.1 Peptide
 

1抑制细胞微管形成活性分析

  肽类抑制血管生成能力的一个重要决定因素是

它们抑制内皮形成微管的活性,本文测试了Peptide
 

1在体外抑制 HUVEC形成微管的能力,结果如

图5所示,与不加药物的对照组比较,Peptide
 

1在3
个浓度下均对HUVEC的微管形成具有抑制作用,
且抑制能力随浓度升高而增强,在50

 

μmol浓度下,
其抑制微管的能力与5

 

μmol浓度下的阳性药物贝

伐单抗(Avastin)接近。
2.3.2 Peptide

 

1抑制细胞增殖的活性分析

  细胞增殖也是内皮细胞形成新生血管的重要特

征参数,需要通过 HUVEC细胞增殖实验探究

Peptide
 

1抑制HUVEC细胞增殖的能力,以进一步

明确其抗血管新生潜力。实验结果如图6所示,图
中显示Peptide

 

1在2~50
 

μmol的剂量范围内以浓

度依赖的方式抑制HUVEC细胞增殖,但在2
 

μmol
浓度下,抑制效果较弱。在50

 

μmol浓度时,与阳性

药物Avastin(5
 

μmol)具有相近的HUVEC增殖抑

制能力。同时,对比各组没有VEGF诱导的细胞增

殖结果,各组间没有显著性差异,说明Peptide
 

1在

该实验中的2~50
 

μmol剂量范围内没有明显的细

胞毒性。
2.3.3 Peptide

 

1抑制细胞迁移的活性分析

  内皮细胞迁移也是血管新生的重要特征之一,本
文也测试了Peptide

 

1对内皮细胞迁移的影响。结果

如图7所示,图中显示空白组的平均划痕修复率有

64.9%,而阳性药物贝伐单抗(Avastin)组在5
 

μmol
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浓度下,划痕修复率仅有8.5%,说明阳性药物能显著

抑制HUVEC细胞的迁移,Peptide
 

1在3个浓度下也

能抑制 HUVEC细胞迁移,且在50
 

μmol浓度下,
HUVEC细胞的划痕修复率仅有4.2%。

图3 Peptide
 

1的HPLC和质谱图

图4 ELISA法检测Peptide
 

1抑制VEGF/VEGFR1
结合的曲线图

3 讨 论

  VEGF-B作为VEGF家族中重要的促血管生

成因子,与 VEGF-A 类似,能够高亲和力结合

VEGFR并促进血管新生[20]。VEGF-A的结构和

功能较早被解析,目前大多数靶向VEGFR的多肽

类抑制剂主要基于VEGF-A进行设计[13]。CADD
兴起于20世纪80年代,广泛应用于药物研发的各

个阶段,在多肽类药物的研发过程中展现出了巨大

的潜力[12]。多肽类药物的生物学活性取决于其三

维构象,而CADD技术通过分子对接与分子动力学

模拟过程可以动态解析多肽类药物与靶标的结合,
为多肽类药物的发掘提供理论指导,有助于加速多

肽药物的开发与应用[21],本文通过CADD技术解

析了VEGF-B与VEGFR1的晶体结构,设计并合

成了一条模拟VEGF-B关键结合位点的线性多肽

Peptide
 

1(Leu-Thr-Val-Glu-Leu-Met-Gly-Thr-Val-
Ala-Lys-Gln-Leu-Val-Pro-Ser-NH2)。
Peptide

 

1能有效抑制VEGF与VEGFR1的

结合,IC50 达到了21.9
 

μmol。与其他报道的靶

向VEGF/VEGFR的多肽抑制剂相比[22],Peptide
 

1比A-cL1(IC50=50.4
 

μmol)和P-cL1(IC50=
56.0

 

μmol)多肽的活性更高,但比环肽B-cL1
(IC50=10.5

 

μmol)略低,说明该 VEGF-B线性

模拟肽Peptide
 

1也是一种具有应用潜力的靶向
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VEGF/VEGFR结合的多肽抑制剂。微管形成、
细胞 增 殖 和 细 胞 迁 移 实 验 证 明 本 文 合 成 的

Peptide
 

1具有明确的抗血管新生活性,50
 

μmol
浓度下可以达到与阳性药物 Avastin一致的作

用。但该剂量要远高于阳性药物Avastin的使用

剂量。这 可 能 与 他 们 的 作 用 机 制 不 同 有 关,

VEGF-A是病理性血管生成(如肿瘤、糖尿病视

网膜病变)的核心靶点,其药物主要用于阻断异

常血管增生[23]。而VEGF-B在心脏和肌肉中高

表达,可能通过调节能量代谢发挥作用,而非直

接促进血管增生,基于VEGF-B开发的药物有望

弥补VEGF-A药物的不足[24]。

图5 Peptide
 

1对HUVEC形成微管能力的影响

注:*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001和****P<0.0001被视为显著和“ns”表示不显著。

图6 Peptide
 

1抑制HUVEC细胞增殖的柱状图

注:*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001和****P<0.0001被视为显著,“ns”表示不显著。

  Peptide
 

1氨基酸序列完全由天然的L-型氨基

酸组成,在体内可能面临稳定性较差、半衰期短和易

被蛋白酶降解等问题[25],这些问题可能显著限制其

潜在的体内功效和治疗应用价值。后续研究可通过

结构优化策略进一步提升其性能,例如采用侧链环

化、D-型氨基酸替代、N端修饰等手段,以增强多肽

的酶稳定性、生物利用度及靶向活性[26]。

4 结
 

论

  本文通过分析VEGF-B与VEGFR的结合模

型设计了一条模拟VEGF-B关键结合位点的线性

Peptide
 

1,采用固相合成的方法获得该多肽,并通过

968第6期 孟小力等:VEGF-B线性模拟肽的设计、合成和抗血管新生活性研究



ELISA实验和细胞实验分析该多肽的靶向性和抗

血管新生活性,主要结论如下:
a)成功合成了线性多肽Peptide

 

1,合成总收率

为10.3%,纯度≥95%。
b)Peptide

 

1可以靶向抑制VEGF与VEGFR1
结合,对VEGF/VEGFR1的IC50达到21.9

 

μmol。

c)50
 

μmol的Peptide
 

1在抑制微管的能力与5
 

μmol的阳性药物Avastin接近;在2~50
 

μmol的

剂量范围内 Peptide
 

1以浓度依赖的方式抑制

HUVEC细胞增殖;50
 

μmol的 Peptide
 

1抑制

HUVEC细胞迁移的能力与5
 

μmol的阳性药物

Avastin接近。

图7 Peptide
 

1对HUVEC细胞迁移的影响

注:*P<0.05、**P<0.01、***P<0.001和****P<0.0001被视为显著,“ns”表示不显著。

  本文通过CADD技术和固相合成方法成功合

成一条模拟VEGF-B关键结合位点且具有明确抗

血管新生活性的线性多肽Peptide
 

1,开发新型靶向

抗血管新生多肽抑制剂提供科学依据。
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