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引言

磁共振成像#

N\g

$广泛应用于医疗诊断!已经

成为研究各种生理活动最有效的手段之一(

*

)

'

然而!

由于生物样本的背景中存在大量的水质子!

*

Z

N\g

存在对比度
/

噪声比低的缺陷(

#

)

'

对于特定目

标的成像!

*;

+

的高灵敏度#

1.j

相对于*

Z

$!

*))j

自然丰度以及生物体内几乎为零的背景信号!使得

*;

+N\g

成为很有前景的方法(

./!

)

'X>8>%8>

等(

"

)研

究发现!含*;

+

的分子组装成具有大分子量的聚集

体时!其*;

+(N\

波谱信号严重变宽以致消失!并

将此机制用于蛋白质(

2

)和酶(

0

)的检测
'

弗林蛋白酶在体内平衡'阿尔茨海默氏病'炭疽

病'埃博拉发热以及癌症中起着重要作用(

1

)

'

许多种

癌症都高表达弗林蛋白酶!包括非小细胞肺癌'头部

和颈部的鳞状细胞癌等(

;

)

'

因此!弗林酶的过表达为

某些癌症的早期发展检测提供了依据
'

它能够识别

剪切特定的氨基酸序列
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E
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!

其中
4K

E

是精氨酸!

S

7

H

是赖氨酸!

U

可以是任意氨

基酸!

?

表示酶切位点(
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)

'

图
6

!

肿瘤细胞内由还原和弗林酶控制的缩合反应!及自组装生成6I

J

纳米粒子导致6I
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信号消失的示意图
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本研究设计了化合物
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!能够被弗林酶识别剪切!同时双硫键

被细胞内谷胱甘肽#

[LZ

$还原为巯基!得到
6F

,27)'*

!

#/

氨基硫醇与氰基缩合!生成二聚体
6F#

!具

有亲脂性的大环内核!通过
&

/

&

堆积自组装形成纳

米粒子(

**

)

!导致*;

+(N\

信号因横向弛豫而消失

#如图
*

$

'

同时!设计打乱氨基酸顺序的对照化合物

6F"*7

!使之不能被弗林酶识别剪切
'

化合物
6

和
6F

"*7

的结构式如图
#

所示
'
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图
A

!

弗林蛋白酶控制的6I

J

纳米粒子自组装的体外表征
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化合物
6'

化合物
6F"*7

的合成方法除肽链中的氨基

酸顺序不同外!其他同化合物
6'

合成的化合物
6

和
6F"*7

的化学结构由高分辨

基质辅助激光解吸&电离飞行时间质谱#

Z\/

N4SMg/XR+

&

NL

$和*

Z(N\

波谱验证
'

6KA

!

弗林蛋白酶控制的缩合反应

将高表达弗林蛋白酶的
NM4/Nd/!21

细胞用

*")

'

S\ge4

缓冲液裂解!冷冻离心后胞内不溶物

沉淀在离心管底部!取上清液!提取胞内蛋白
'

将化

合物
6

或
6F"*7

分别加入到上清液中#

*))

'

=%&

&

S

!

*))

'

S

$!在
.0k

的水浴锅中孵育
2B'

直接蘸取上

述混合液进行
X<N

和
L<N

表征!然后将化合物
6

与细胞裂解液共同孵育后的混合物用
ZeSY

进行

分析#方法"

YZ

.

Y(

#

)̀*jX+4

$!

*)j

%

0)j

!

2)

=?D

$!检测波长
.#)D=

!该波长为
YdX

中苯并噻唑

结构的特征吸收波长
'

6KB

!

细胞摄取实验

在
.0k

!

"j YR

#

的细胞培养箱中!用无血清

的培养基培养
NM4/Nd/!21

细胞和几乎不表达弗

林蛋白酶的
S%$%

细胞
!B'

移去培养基!分别加入

"))

'

=%&

&

S

的化合物
6

和
6F"*7

#溶解于
MN<N

$

"))

'

S

!继续培养
)̀"B'

然后移去培养基!

edL

洗

涤
.

次后!用
*))

'

S\ge4

缓冲液裂解细胞!细胞

裂解液直接用于*;

+(N\

波谱分析
'

4

!

结果与讨论

4K6

!

自组装形成的纳米粒子的表征

如图
.

#

>

$所示!化合物
6

与
!21

细胞裂解液孵

育后!其
ZeSY

谱图发生明显变化
'

化合物
6

经

!**
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[LZ

还原和弗林蛋白酶剪切后!缩合形成二聚体

#

6F#

$!其在
ZeSY

谱图上保留时间为
.#'"=?D'

基

质辅助激光解吸&电离#

N4SMg

$质谱证实了该峰确

为化合物
6F#'X<N

和
L<N

照片#图
.

#

-

$!

.

#

9

$$显

示!形成的纳米粒子大小均一!平均粒径为
.))

%

!))D='

作为对照!化合物
6F"*7

在相同条件下与细

胞裂解液孵育后!没有形成纳米粒子#图
.

#

C

$!

.

#

,

$$

'

综上可知!化合物
6

能被弗林蛋白酶识别剪切!

其还原产物缩合形成二聚体#

6F#

$后!能够自组装

形成纳米粒子
'

4K4

!

6I

J!%E

波谱分析

如图
!

所示!根据*;

+(N\

波谱分析!在
\ge4

缓冲液中化合物
6

和
6F"*7

的*;

+

信号化学位移分

别为
/2*'.)

和
/2*'!!

JJ

='

当它们分别与
!21

细胞

的裂解液孵育后!经
[LZ

还原和弗林蛋白酶剪切!

缩合形成的二聚体自组装形成纳米粒子!化合物
6

的*;

+

信号消失!而作为对照化合物
6F"*7

的*;

+

信

号几乎保持不变
'

图
B

!

化合物
6

和
6F"*7

在
ELN$

缓冲液和
BDO

细胞

裂解液中孵育后的6I

J!%E

波谱图

J0

8
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!

6I

J!%E/

?

)*+7.216

!

6F"*7

#

655

!

=2-

!

P

$

03ELN$'&11)7.3<03+;)-

>

/.+)21%#$F%QFBDO*)--/

.1+)703*&'.+023.+ARS127D;

经过体外实验验证!

[LZ

还原和弗林蛋白酶控

制的缩合反应使得*;

+(N\

信号消失
'

而化合物
6

和
6F"*7

的细胞摄取实验进一步证实了该结论
'

如

图
"

所示!经过
)̀"B

的摄取!只有与化合物
6

一起

孵育!表达弗林蛋白酶的
!21

细胞的*;

+(N\

信号

消失
'

作为对照!几乎不表达弗林蛋白酶的
S%$%

细

胞(

*#

)

!无论与化合物
6

还是
6F"*7

!它们的*;

+

信号

都能被检测
'

另外!这一结果还表明!化合物
6

和
6F

"*7

很容易被细胞摄取
'

图
C

!

化合物
6

和
6F"*7

经
BDO

细胞和
P2T2

细胞摄取

5KC;

后!各自的细胞裂解液得到的6I

J!%E

波谱图

J0

8

KC

!

6I

J!%E/

?

)*+7.21+;)-

>

/.+)/21%#$F%QFBDO

*)--/.3<P2T2*)--/.1+)703*&'.+)<:0+;6

!

6F"*7

#

C55

!

=2-

!

P

!

<0//2-9)<03C55

!

P#%U%

$

1275KC;

A

!

结论

通过对核磁共振探针
6

及其对照化合物
6F"*7

的*;

+(N\

波谱分析!可以得到结论!该探针易被

细胞摄取!在肿瘤细胞内发生由谷胱甘肽和弗林蛋

白酶控制的缩合反应!经自组装后形成纳米粒子!导

致*;

+(N\

信号消失
'

利用这一现象!可以检测活

细胞中的弗林蛋白酶
'

进一步地!探针
6

可以潜在用
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