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沙蚕蛋白酶的荧光标记及细胞摄取机制研究
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(1浙江海洋大学食品与医药学院/浙江省海洋生物医用制品工程技术研究中心, 舟山 316022; 
2浙江省海洋水产研究所, 舟山 316021)

摘要      该文利用FITC对沙蚕蛋白酶(NAP)进行荧光标记, 并通过薄层色谱法、红外光谱法、

紫外光谱法及荧光光谱法对标记物进行表征, 紫外分光光度法计算标记度。通过测定NAP与FITC-
NAP的酶促反应动力学参数来比较NAP在标记前后的活性, 同时应用MTT法考察NAP标记前后对

NCI-H1299细胞毒性的影响。流式细胞术研究NCI-H1299细胞摄取FITC-NAP的机制, 荧光显微镜定

性观察NCI-H1299细胞对FITC-NAP的摄取。结果表明, 每分子标记物约含1.78分子FITC, 其最佳荧

光激发波长为490 nm、发射波长为515 nm; 荧光标记后NAP的活性未受到显著影响; NCI-H1299细
胞对FITC-NAP的摄取与药物浓度、作用时间呈正相关; 氧化苯砷组的荧光强度低于FITC-NAP组且

有极显著差异(P<0.01), 因此NAP的摄取机制为内吞。进一步研究发现, NCI-H1299细胞摄取NAP受
到网格蛋白依赖性内吞和小窝/脂筏蛋白介导的内吞共同作用。荧光显微镜观察发现, 随着时间的

增加, 更多的细胞摄入FITC-NAP, 且主要分布在细胞膜及细胞质中, 细胞核中未见分布。
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Abstract       In this paper, fluorescent labeling of NAP was performed by FITC. FITC-NAP was 
characterized by thin-layer chromatography, infrared spectrum, ultraviolet spectrum and fluorescence spectrum. 
The fluorescence substitute ratio of FITC-NAP was measured by ultraviolet spectrophotometry. The activity 
of NAP and FITC-NAP were compared by measuring the enzymatic reaction kinetic parameters. Cell viability 
was evaluated by MTT assay. The uptake mechanism of NCI-H1299 cells to FITC-NAP was studied by flow 
cytometry. Fluorescence microscopy was used to observe the uptake of FITC-NAP qualitatively. The results 
indicated that each molecule of the labelled product approximately contained 1.78 molecules of FITC, The 
optimal fluorescence excitation and emission wavelengths of FITC-NAP were 490 nm and 515 nm. The activity 
of NAP after fluorescent labeling was not significantly affected. the uptake of FITC-NAP was positively 
correlated with drug concentration and incubation time. The fluorescence intensity of the Phenylarsine oxide 
group was lower than that of the FITC-NAP group and there was a significant difference (P<0.01). This showed 
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that the uptake mechanism of NCI-H1299 cells to FITC-NAP was endocytosis. Further studies found that the 
uptake of NAP was affected by clathrin-dependent endocytosis and caveolin/lipoprotein-mediated endocytosis.
Fluorescence microscopy revealed that more cells uptaked FITC-NAP over time, and FITC-NAP mainly 
distributed in the cell membrane and cytoplasm, no distributed in the nucleus.

Keywords       nereis active protease; FITC; fluorescence labeling; cellular uptake; pharmacokinetic.

沙蚕(Nereis)属于环节动物门(Armelida)多毛纲

(Polychaeta)沙蚕科(Nereididae), 沿海地区也称之为

海蜈蚣、海虫、海蚂蟥等, 在我国环渤海及江浙沿

海地区分布广泛。沙蚕是传统的海洋中药, 它具有

清热解毒、消肿止痛、敛疮生肌、治疗痈疮肿毒等

功效[1]。目前利用新兴的生物技术从沙蚕体内提取

生物活性物质的研究越来越多, 在日本有科学家从

沙蚕中分离出了几种多肽, 这些多肽对环节动物的

食管具有较强的收缩作用, 因此有望将这些多肽开

发为胃动力药[2]。研究人员应用硫酸铵沉淀、凝胶

柱层析以及电泳等生化手段从日本刺沙蚕体内分离

出一种具有抑制血小板聚集、改变血液流变学特性

的丝氨酸蛋白酶, 利用这些性质可将其作为降纤和

溶栓药物, 同时可以预防和治疗心、脑梗死和脑动

脉、肺动脉血栓形成等疾病[3-5]。同时, 沙蚕蛋白酶

表现出对白血病细胞有明显的增殖、生长抑制作用, 
并呈现出时效及量效关系[6-8]。

蛋白多肽类药物相比化学药物具有诸多优势, 
它们的特异性高、毒副作用小, 小剂量给药便可以

发挥较强的生理活性, 目前广泛地应用于肿瘤、心

血管疾病等多种病症的治疗[9]。NAP属于大分子蛋

白多肽类药物, 其吸收、分布、代谢、排泄过程与

小分子药物不同, 并且血液及组织中各种内源性蛋白

会对该类药物的定性、定量分析产生很大的影响[10]。

因此传统的活体成像技术、免疫分析法、色谱法

等方法不适用于检测NAP, 并且这些方法操作复杂、

需要特殊仪器以及成本高。而对目标药物进行特异

性标记是一个能解决上述问题的方法。同位素标记

法和荧光标记法是目前常用的两种标记方法。与同

位素标记法相比, 荧光标记法安全且标记产物的检

测灵敏度高及特异性好[11], 而且能对目标药物进行

准确地定性与定量分析, 所以本实验采用FITC对沙

蚕蛋白酶进行荧光标记, 并在此基础上进行后续研

究。

近年来的数据分析发现, 肺癌是发病率最高

的恶性肿瘤, 并且每年的发病率、死亡率都在上

升, 已成为肿瘤相关死亡的首要病因[12], 肺癌约

80%是非小细胞肺癌, 在晚期肺癌中的比例占总数

的40%~50%[13]。研究表明, NAP对非小细胞肺癌

细胞NCI-H1299有良好的增殖抑制效应, 并呈现显

著的量效及时效关系。体外实验表明, NAP诱导

NCI-H1299细胞凋亡的作用机理可能是通过下调

Bcl-2蛋白的表达、上调Bax蛋白的表达, 进而诱导

线粒体膜电位的下降, 促使细胞色素C的转移, 而激

发Caspase家族发生级联反应最终导致肿瘤细胞的

凋亡[14]。但NCI-H1299细胞摄取NAP的特性、途径

以及摄取后其在细胞中的分布情况未见研究, 而药

物的入胞途径关系着其经细胞摄取后在胞内的分布

和命运[15], 因此, 研究NAP的细胞摄取和胞内分布情

况, 对于今后研究NAP的药物制剂、药理学和药代

动力学具有重要意义。

1   材料与方法
1.1   细胞与试剂

NCI-H1299细胞株购于中国科学院细胞库, 由
本实验室传代培养; 沙蚕蛋白酶为吉林大学洪敏

教授惠赠; RPMI 1640粉末培养基、0.25%胰蛋白

酶-EDTA购于Gibco公司; 胎牛血清购于杭州四季青

生物工程有限公司; 二甲基亚砜(DMSO)购于国药

集团化学试剂有限公司; H-D-Phe-Pip-Arg-pNA (S-
2238)购于北京阿斯雷尔生物技术有限公司;  3-(4, 5-
二甲基噻唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)、维拉

帕米、MK-571、氧化苯砷、异硫氰酸荧光素(FITC)
购于美国Sigma公司; 抗荧光淬灭剂、DAPI染液、

DiI细胞膜红色荧光探针购于上海碧云天生物技术

有限公司; 制霉菌素、氯丙嗪购于生工生物工程(上
海)股份有限公司; 薄层层析硅胶板购于烟台江友硅

胶开发有限公司; 其他试剂均为国产分析纯。

1.2   主要仪器与设备

Forma3111型CO2培养箱购于美国Thermo公
司; 多功能酶标仪购于美国美谷分子仪器有限公司; 
CKX4倒置显微镜购于日本OLYMPUS公司; 傅里叶
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变换红外光谱仪购于德国Bruker公司; RF-6000型荧

光分光光度计购于日本日立仪器有限公司; 流式细

胞仪购于美国Millipore公司; 荧光显微镜购于日本

OLYMPUS公司; 恒温层析柜购于上海嘉鹏科技有

限公司; CF16RN型高速冷冻离心机购于日本日立仪

器有限公司; 紫外分光光度计(752FC)购于上海光谱

仪器有限公司; AUW-120型电子天平购于日本岛津

(上海)有限公司; ZHJH-C1209型超净工作台购于上

海智诚分析仪器制造有限公司; LDZF-30KB立式高

压蒸汽灭菌器购于上海申安医疗器械有限公司。

1.3   实验方法

1.3.1   NAP的制备      沙蚕活虫粉碎, 过滤去除虫体, 
取其体液, 加入1倍体积缓冲液(0.02 mol/L, pH7.0, 
PBS)混匀, 离心收集上清液, 随后用硫酸铵分段盐

析, 透析除盐后进行Sephacryl 200凝胶过滤层析和

Phetryl Sepharose疏水层析, 最终从沙蚕中分离得到

了沙蚕蛋白酶(NAP)[4]。

1.3.2   荧光标记NAP      按两者的物质的量比为21׃
称取FITC及NAP。用pH9.0的碳酸盐缓冲液溶解

NAP, 然后将FITC分批加入含有NAP的碳酸盐缓冲

液(pH9.0)中, 充分搅拌, 最后置于4 °C恒温层析柜中

在避光条件下磁力搅拌, 让其充分反应24 h后停止

反应。反应液放入500 Da透析袋并在PBS缓冲液中

透析, 除去盐类小分子和未反应的FITC, 24 h后更换

1次PBS缓冲液, 每隔4 h吸出10 mL透析液, 用荧光分

光光度计测量荧光强度, 直到透析液的荧光强度与

空白PBS溶液相同后停止透析, 取出标记溶液, 加入

3倍量体积的无水乙醇并混合均匀, 溶液中析出红棕

色沉淀物质, 12 000 r/min离心5 min。离心后的沉淀

分别用95%乙醇、无水乙醇各洗涤1次, 得到高纯度

的FITC-NAP, 最后冷冻干燥, –20 °C保存。

1.3.3   薄层色谱分析      配制FITC、沙蚕蛋白酶及

FITC-NAP溶液, 点样于预制硅胶板, 并用吹风机

吹干, 放入层析缸中, 使用的展开剂为乙醇–水溶液

展开后吹风机吹干, 然后利用凝胶成像仪 ,(V/V ,1׃3)

在365 nm波长紫外光源的照射下观察并拍照, 通过

荧光点的位置来判断荧光标记的成功与否。

1.3.4   荧光取代度的测定      称取1 mg FITC, 容量

瓶定容配置成0.1 mg/mL的FITC溶液, 用水分别稀释

成0.005 μg/mL、0.01 μg/mL、0.5 μg/mL、1 μg/mL、
10 μg/mL的溶液, 紫外光分光光度计选取492 nm波

长并测定各浓度溶液的吸光度D值。制作标准曲线, 

其中横坐标为FITC的浓度, 纵坐标为吸光度值D。

取10 μg/mL的FITC-NAP溶液测定其吸光度值D, 计
算出FITC-NAP的标记度, 荧光标记物FITC-NAP的
标记度定义为单位物质的量的NAP中含有的FITC
的物质的量, 按照下式进行计算。标记度=FITC-
NAP中FITC物质的量/FITC-NAP物质的量。

1.3.5   红外光谱分析      利用傅里叶变换红外光谱

法, 通过对比荧光标记前后沙蚕蛋白酶和FITC的

红外光谱图来分析标记前后沙蚕蛋白酶的结构变

化信息。称量1 mg干燥的样品与色谱级的KBr充
分均匀混合, 用压片机压制成片, 通过傅里叶变换

红外光谱仪进行分析, 光谱仪参数如下: 扫描范围

400~4 000 cm–1, 扫描次数64次, 分辨率4.0。
1.3.6   紫外光谱分析      用分析天平称取FITC、沙

蚕蛋白酶及FITC-NAP粉末1 mg, 蒸馏水溶解并用容

量瓶定容至10 mL, 得到0.1 mg/mL的样品溶液。用

水为空白对照校准调零, 利用紫外分光光度计对各

样品在420~600 nm范围扫描, 得到各样品紫外光谱

图。

1.3.7   荧光光谱分析      样品配制同“方法1.3.6”。然

后用荧光分光光度计的3D扫描模式对FITC、沙蚕

蛋白酶及FITC-NAP进行全波长扫描, 通过对比分析

FITC、沙蚕蛋白酶及FITC-NAP激发波长与发射波

长判断荧光标记成功与否, 波谱扫描范围: 激发波长

400~600 nm, 发射波长450~600 nm。

1.3.8   酶促反应动力学参数测定      采用底物水解

法, 观察底物浓度对酶促反应速度的影响并测定动

力学参数。研究表明, 凝血酶的特异性发色底物

S-2238(H-D-Phe-Pip-Arg-pNA)同 时 也 是NAP的 特

异性底物, 因此配制不同浓度的S-2238底物(0.225、
0.45、0.9、1.8、3.6 mmol/L), 在96孔板中每孔加入

300 μL不同浓度的S-2238底物溶液, 然后分别加入

20 μL 100 μg/mL的NAP溶液及FITC-NAP溶液。混

匀后立刻用多功能酶标仪连续测量其在380 nm下

的吸光度值的变化, 计算反应初速度, 并绘制曲线分

析底物浓度与反应初速度的关系。根据底物浓度

倒数和反应初速度倒数进行双倒数作图法(double 
reciprocal plot), 也称为林–贝氏(Lineweaver-Burk)作
图法, 得出林–贝氏方程式, 求出酶的米氏常数(Km)
和最大反应速度(Vmax), 并比较FITC-NAP和NAP的
酶促反应动力学参数。 
1.3.9   细胞培养      NCI-H1299细胞在RPMI 1640培
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养液(含10%胎牛血清、青霉素100 IU/mL、链霉素

100 IU/mL)中进行培养, 置于37 oC、5% CO2的培养

箱中孵育, 每天换液, 待细胞长至占培养瓶底部80%
以上时用0.25%胰蛋白酶溶液进行消化传代。选取

处于对数生长期的细胞来进行实验。

1.3.10   细胞毒性实验      取汇合度为80%~90%的细

胞, 用0.25%胰蛋白酶消化分散离心后, 计数并调整

细胞浓度, 均匀地铺于96孔板中, 每孔细胞数约为

1.5×104个, 置于37 oC、5% CO2的条件下培养24 h。
用RPMI 1640培养基将NAP和FITC-NAP配制成浓度

为4、6、8、10、12、14、16 μg/mL溶液, 细胞在此

药物浓度梯度下于细胞箱培养4 h后, 吸出加药培养

液并向每孔中加入200 μL浓度为5 mg/mL的MTT溶
液, 继续培养4 h后, 小心吸除MTT溶液, 加入150 μL 
DMSO, 震荡15 min使紫色结晶体充分溶解, 并用

酶标仪测定490 nm处的吸光度值, 以未加药物处理

的孔作为对照组计算细胞存活率, 公式如下: 存活

率%=(D1–D3)/(D2–D3)×100%。式中D1为药物组吸

光度值; D2为对照组吸光度值; D3为空白孔吸光度

值。

1.3.11   FITC-NAP浓度对 NCI-H1299细胞摄入

FITC-NAP的影响      细胞的消化同“方法1.3.10”。
计数后用营养液将细胞浓度稀释为1×105个/mL, 6
孔板每孔接种2 mL。培养24 h后, 去除旧营养液, 用
PBS漂洗细胞表面3次除去杂质。随机分为对照组和

实验组, 其中实验组加入2 mL含不同浓度(6 μg/mL、
8 μg/mL、10 μg/mL) FITC-NAP的营养液; 对照组加

入等体积不含FITC-NAP的营养液。培养2 h后, 吸
出加药培养液, 用PBS缓冲液漂洗细胞3次, 除去未

被细胞摄取的FITC-NAP, 避免其对实验结果的影

响。然后消化细胞, 室温下1 000 r/min离心5 min收
集细胞, 再用PBS缓冲液洗涤1次, 最后用200 μL PBS
制备成细胞悬液, 过200目筛子除去成团细胞及杂

质, 通过流式细胞仪检测各组细胞内的荧光强度, 每
组吸取10 000个细胞, 通过设门去除细胞碎片, 每组

实验平行做3次。

1.3.12   FITC-NAP作用时间对NCI-H1299细胞摄入

FITC-NAP的影响      细胞前处理同“方法1.3.11”。
用营养液配制浓度为10 μg/mL FITC-NAP溶液, 设定

0 min、20 min、40 min、60 min、80 min和100 min 
6个时间组, 流式细胞仪检测各组细胞内荧光强度, 
分析药物作用时间对细胞摄取FITC-NAP的影响。

1.3.13   不同药物对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP
的影响      为了研究NCI-H1299细胞对FITC-NAP
的摄取途径及药物外排是否受到某些转运蛋白的

介导, 采用相关的抑制剂作用于细胞, 然后观察

细胞对FITC-NAP的摄取是否受到影响。细胞的

前处理同“方法1.3.11”, 随后分别加入含有维拉帕

米(100 μmol/L)、MK-571(50 μmol/L)和氧化苯砷

(10 mmol/L)的培养液作用于细胞30 min, 其中, 维
拉帕米和氧化苯砷溶解于含0.1% DMSO的PBS中, 
用PBS缓冲液漂洗后加入10 μg/mL的FITC-NAP溶
液后继续培养2 h。然后用流式细胞仪检测各组细

胞内荧光强度, 通过结果分析FITC-NAP的摄取途径

及药物外排情况。

1.3.14   NCI-H1299细胞对FITC-NAP的摄入机制研

究      药物的入胞的方式决定着药物的命运, 于是进

行了NCI-H1299细胞对FITC-NAP的内吞机制的进

一步研究。利用氯丙嗪和制霉菌素两种内吞抑制剂

作用于NCI-H1299细胞, 然后观察细胞对FITC-NAP
的摄取是否受到影响。细胞的前处理同“方法1.3.11”, 
随后分别加入含有氯丙嗪(6 μg/mL)、制霉菌素(24 
μg/mL)以及同时含有氯丙嗪(6 μg/mL)和制霉菌素

(24 μg/mL)的培养液, 其中, 制霉菌素溶解于含0.1% 
DMSO的PBS中, 作用30 min后用PBS缓冲液漂洗后

加入10 μg/mL的FITC-NAP溶液后继续培养2 h。然

后用流式细胞仪检测各组细胞内荧光强度, 通过结

果分析FITC-NAP的内吞是否受到网格蛋白和小窝/
脂筏蛋白的介导。

1.3.15   荧光显微镜观察NCI-H1299细胞对FITC-
NAP的摄入      细胞消化后计数, 调整细胞浓度约为

1×105个/mL, 取2 mL细胞悬液接种于6孔板中的盖玻

片上, 摇匀后培养24 h, 当细胞汇合度达到80%~90%
后, 进行摄取实验, 用PBS缓冲液漂洗3次去除杂质。

用培养液配制10 μg/mL FITC-NAP的溶液; 设加药

组和空白对照组(只加营养液), 分别作用不同时间

(0 min、60 min和120 min)后, 吸去培养液, PBS缓冲

液漂洗细胞3次, 4%多聚甲醛固定15 min, 再用PBS
缓冲液漂洗细胞3次, 然后用DAPI染料染色5 min, 
用PBS缓冲液漂洗细胞3次; 再用DiI染料染色5 min, 
用PBS缓冲液清洗细胞3次。最后取出盖玻片, 倒置

在预先滴加了抗荧光淬灭剂的载玻片上, 选择不同

的激发光, 通过荧光显微镜观察NCI-H1299细胞对

FITC-NAP摄取并拍照。
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2   结果
2.1   薄层色谱分析

通过TLC结果分析发现: 未经FITC标记的NAP
未表现出荧光, 证实NAP缺乏荧光基团; 而荧光标

记物FITC-NAP呈现可见的绿色荧光, 表明沙蚕蛋

白酶上赖氨酸残基的游离氨基与FITC发生亲核反

应, 形成硫脲连接共价结合, 使NAP带有荧光发色

物质; FITC-NAP的迁移率较小并且与FITC的迁移

率有明显差异, 这与NAP是大分子量蛋白的分子特

征相符合, 标记产物中没有出现与FITC迁移率相同

的荧光点, 证明FITC-NAP中的荧光物质不是游离

的FITC, 而是与NAP形成共价键结合在一起(图1)。
综上所述TLC分析结果初步证明, FITC-NAP荧光标

记成功。

2.2   荧光取代度的测定

选择492 nm为FITC含量测定的波长, FITC
的浓度在0.1~10 μg/mL范围内线性关系良好, 标
准曲线如图2, 其回归方程为y=0.017 4x+0.034 6 
(R2=0.998 4), 测得FITC-NAP的标记度为1.78, 即标

记后每分子的FITC-NAP约含1.78分子FITC。
2.3   红外光谱分析

红外光谱常用于确认已知化合物结构以及比

对化合物结构信息。通过红外光谱图对比发现, 
NAP及FITC-NAP的红外光谱图峰形基本相同(图3), 
特别在1 330~400 cm–1范围内的“指纹区”, 谱线基本

重叠, 表明FITC-NAP保留了NAP的结构特征。然

而, FITC-NAP上FITC的特征结构却不明显, 分析可

能是因为NAP是一种分子量28 kDa的大分子蛋白质, 

图1   NAP、荧光标记反应产物FITC-NAP及FITC的TLC分析

Fig.1   TLC analysis of NAP, fluorescence-labeled FITC-NAP and FITC

NAP FITC-NAP FITC

图2   紫外标准曲线

Fig.2   UV standard curve
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而本实验标记的每分子NAP只结合了1.78分子的

FITC, 因此FITC基团的量在FITC-NAP中不占优势, 
导致FITC的特征谱带响应较弱, 其结构信息也可能

被NAP的原始结构所掩盖。结构是生物大分子展现

特定物化特性、发挥生理功能的基础, NAP在荧光

标记过程中结构特征未发生显著变化, 这有利于后

续将FITC-NAP应用于NAP的药代动力学、吸收代

谢、生理功能等方面的研究。

2.4   紫外光谱分析

由紫外光谱图可以看出, 沙蚕蛋白酶在420~ 
600 nm范围内无特征吸收峰, 荧光染料FITC的吸收峰

在492 nm处, 而FITC-NAP在492 nm处也出现吸收峰, 
说明沙蚕蛋白酶上成功地结合了FITC荧光染料(图4)。
2.5   荧光光谱分析

NAP未呈现出典型的荧光光谱特征(图5A)。荧

光染料FITC的最佳激发波长为490 nm、发射波长

A: FITC-NAP; B: NAP; C: FITC.
图3   FITC-NAP、NAP及FITC红外光谱图

Fig.3   Infrared spectra of FITC-NAP, NAP and FITC

图4   NAP、FITC及FITC-NAP紫外吸收光谱

Fig.4   UV absorption spectrum of NAP, FITC and FITC-NAP

A

80

75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

15

T
ra

n
sm

is
si

o
n
 r

at
e 

(%
) B

C

4 000 3 500 3 000 2 500 2 000 1 500 1 000 500

Wavenumber (cm–1)

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0

NAP

FITC

FITC-NAP

420 470

Wavelength (nm)

520 570 620

D

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



杲亚许等: 沙蚕蛋白酶的荧光标记及细胞摄取机制研究 249

NAP

FITC-NAP

R
ea

ct
io

n
 v

el
o
ci

ty
 (

ΔD
3
8
0
/m

in
)

Substrate concentration (mmol/L)

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005

0
0 1 2 3 4

为520 nm(图5B), 而标记物FITC-NAP在激发波长为

490 nm、发射波长为515 nm的测定条件下具有最大

的荧光强度(图5C), 两者荧光光谱特征相似并出现

了微弱的红移, 推测可能NAP与FITC结合, 引起极

性增加而产生红移。

2.6   酶促反应动力学参数测定

以底物浓度为横坐标, 反应初速度为纵坐标

绘制曲线, 如图6。当底物浓度在较低范围时, 酶促

(A) (B)

(C)
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A: NAP(N/A); B: FITC(EX: 490 nm, EM: 520 nm); C: FITC-NAP(EX: 490 nm, EM: 515 nm).
图5   NAP、FITC及FITC-NAP的3D全波长扫描图

Fig.5   3D scanning spectra of NAP, FITC及FITC-NAP

图6   底物浓度对酶促反应速度的影响

Fig.6   Effects of substrate on reaction velocity
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反应初速度随底物浓度的增加而急剧上升, 并
且呈正比关系, 此时属于一级反应。随着底物

浓度的进一步增高, 反应速度增加的幅度逐渐

下降, 不再呈现正比关系。通过双倒数作图法

(double reciprocal plot), 如图7所示, 得出NAP的
林–贝氏方程式为: y=22.062x+31.340, 其米氏常

数Km=0.705±0.046 mmol/L, 最大反应速度Vmax= 
1.654±0.056 mmol/min/mg。FITC-NAP的林–贝氏方

程式为y=23.998x+30.625, Km=0.785±0.065 mmol/L, 
Vmax=1.693±0.073 mmoL/min/mg。FITC-NAP的Km

和Vmax与NAP相比不存在显著性差异(P>0.05)。所

以NAP的荧光标记对NAP的生物活性没有产生显著

性影响。

2.7   细胞毒性实验

将FITC-NAP组和NAP组的各浓度组进行组

间对比, 其对细胞的存活率影响不存在显著性差

异, 因此MTT实验结果表明, 荧光标记过程没有对

NAP的生物活性产生显著影响。随着药物浓度的

增加, NCI-H1299细胞存活率逐渐降低。当质量浓

度小于12 μg/mL时, NCI-H1299细胞的存活率大于

90%(图8), 所以后续实验选取的FITC-NAP浓度要

小于12 μg/mL, 这样才能保证细胞的存活率, 从而

不会影响到后续的摄取实验。

2.8   药物浓度对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP
的影响

流式细胞术结果表明, 随着FITC-NAP浓度的增

加, 细胞内的荧光强度逐渐增强, 可见越来越多的细

胞摄取了FITC-NAP。与空白组相比, 浓度6 μg/mL
组、浓度8 μg/mL组和浓度10 μg/mL组的细胞荧光

强度具有极显著性差异(P<0.01)(图9)。说明细胞对

FITC-NAP的摄取属于浓度依赖型, 而且在实验的浓

度范围内没有达到吸收饱和。
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图7   NAP与FITC-NAP水解S-2238的双倒数图

Fig.7   Double reciprocal plot for hydrolysis of S-2238 with the NAP and FITC-NAP

图8   不同浓度FITC-NAP对NCl-H1299细胞存活率的影响

Fig.8   Effect of NAP at various concentrations on NCl-H1299 cell viability
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2.9   药物作用时间对NCI-H1299细胞摄入FITC-
NAP的影响

实验结果显示, 在一定的药物浓度下, 随着药

物作用时间的增加, 细胞内荧光强度也逐渐增加, 表
明NCI-H1299细胞对FITC-NAP的摄取量随时间的

延长而增加, 且在100 min内未见饱和。各时间段

的细胞荧光强度与空白组相比具有极显著性差异

(P<0.01)(图10), 因此NCI-H1299细胞对FITC-NAP
的摄取存在明显的时间依赖性。

2.10   不同药物对NCI-H1299细胞摄入FITC-
NAP的影响

药物跨膜吸收主要包括被动转运、主动转运、

膜动转运三种途径。若以转运是否需要转运体来划

分, 可分为转运体介导的转运和非转运体介导的转

运[16]。不同药物对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP
的影响见图11, 与FITC-NAP组相比, 维拉帕米(P-糖
蛋白抑制剂)和MK-571(多药耐药蛋白抑制剂)没有

显著影响NCI-H1299细胞对FITC-NAP的摄取, 而
氧化苯砷组与FITC-NAP组相比具有极显著性差异

(P<0.01), 氧化苯砷是内吞抑制剂, 它能抑制细胞的

内吞作用, 因此结果表明, NCI-H1299细胞对FITC-
NAP吸收途径是内吞; P-糖蛋白与多药耐药蛋白没

有介导FITC-NAP的外排。

2.11   NCI-H1299细胞对FITC-NAP的摄入机制研

究

氯丙嗪 (chlorpromazine)是网格蛋白依赖性
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图9   浓度对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP的影响

Fig.9   Effect of concentration on the uptake of FITC-NAP by NCI-H1299 cells
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图10   时间对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP的影响

Fig.10   Effect of time on the uptake of FITC-NAP by NCI-H1299 cells
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内吞抑制剂, 制霉菌素(nystatin)是小窝/脂筏蛋

白介导的内吞抑制剂。由图12可知, 制霉菌素组

的荧光强度低于FITC-NAP组且具有显著性差异

(P<0.05), 而氯丙嗪组与FITC-NAP组相比具有极

显著性差异(P<0.01)。由此可见, NCI-H1299细胞

对NAP的内吞受到网格蛋白通路和小窝/脂筏通路

这两条内吞通路共同调节。当氯丙嗪和制霉菌素

同时作用于细胞时, 细胞摄取NAP受到显著抑制, 
但相对于空白组其荧光强度具有显著性差异, 说明

细胞并没有停止对NAP的摄取。推测可能是因为

这两种内吞抑制剂并不能完全抑制细胞的内吞作

用, 也有可能存在其他的内吞通路, 这有待进一步

深入研究。

2.12   荧光显微镜观察NCI-H1299细胞对FITC-
NAP的摄入

细胞核能被DAPI染液染成蓝色, 因此可以利用

DAPI对细胞核来进行定位, 而细胞膜及细胞质能被

DiI染料染成红色, FITC-NAP在荧光显微镜下发出

绿色荧光。药物不同作用时间对NCI-H1299细胞摄

取FITC-NAP的影响如图13所示, 从荧光显微镜拍

摄的照片可以看出, 未与FITC-NAP孵育的细胞细

胞内没有绿色荧光, 加药组60 min后, 部分细胞摄取

了FITC-NAP, 且荧光主要分布在细胞膜, 细胞质中

含有少量绿色荧光, 随着时间的推移大多数细胞的

细胞膜及细胞质中出现绿色荧光, 且荧光强度随着

时间的增加而增加, 说明更多的细胞摄取了FITC-
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图11   药物对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP的影响

Fig.11   Effect of drugs on the uptake of FITC-NAP by NCI-H1299 cells 

*P<0.05, **P<0.01, 与FITC-NAP组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs FITC-NAP group.
图12   不同抑制剂对NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP的影响

Fig.12   Effect of different inhibitors on the uptake of FITC-NAP by NCI-H1299 cells 
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NAP。通过重叠图对比发现, 绿色荧光主要分布在

细胞膜及细胞质中, 细胞核中未见分布, 说明FITC-
NAP无法通过细胞核的核孔进入细胞核。

3   讨论
目前, 生物大分子药物在药物研究开发中被认

为是前沿性尖端的研究领域, 生物大分子药物包括蛋

白、抗体、疫苗、核酸药物、多糖、甚至细胞等生

物体内源性成分。与化学药物比较, 生物大分子药物

的靶向性、高水溶性、高效的生理活性、具有独立

构型以及毒副作用小等特性使其具有明显优势[17], 同

时可以利用生物提取和化学合成的方法大量生产, 
并且对肿瘤、艾滋病、心脑血管病等重大疾病有着

良好的治疗效果, 所以说它们是天然药物最好的来

源。由于生物大分子药物, 特别是由氨基酸组成的

蛋白多肽药物, 具有相对分子量大、不易透过生物

膜、易在体内酶解、降解代谢途径多样等特点[18], 
因此其在生物体内的吸收、分布、代谢及排泄是特

殊而又复杂的过程。而且用药剂量较小, 与此同时

生物体内大量相似物质容易产生干扰, 大大增加了

检测难度。荧光标记技术是通过荧光探测在分子水

平上进行检测的方法, 该技术可视性强, 灵敏度高, 

A: 0 min组, 未加药组细胞未观察到绿色荧光; B: 60 min组, 部分细胞表面及细胞质有绿色荧光分布且荧光强度较弱; C: 120 min组, 大多数细胞

带有绿色荧光且荧光强度较强; D: FITC与DAPI的重叠图; E: DiI与DAPI的重叠图。

A: 0 min group, green fluorescence was not observed in untreated group; B: 60 min group, some cell surface and cytoplasm had green fluorescence 
distribution and weak fluorescence intensity; C: 120 min group, most of the cells had green fluorescence and strong fluorescence intensity; D: overlay of 
FITC and DAPI; E: overlay of DiI and DAPI. 

图13   不同时间NCI-H1299细胞摄入FITC-NAP的荧光显微镜照片

Fig.13   Fluorescence microscope photo of NCI-H1299 cells ingest FITC-NAP at different times
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生物背景干扰小, 可以动态检测活细胞及生物体内

的生物大分子并观察其组织和细胞行为[19]。在进行

生物分子标记时, 荧光染料是非常重要的工具, 荧光

染料的选择对标记效果、标记物生物活性和后续实

验有着重要影响。FITC是一种量子产率高和荧光

寿命长的荧光染料, 具有较好的光稳定性以及低温

度系数的特点, 既可以进行动态定性观测, 又可以用

于定量检测[20]。梁重阳等[21]利用FITC对重组灵芝免

疫调节蛋白(rLz-8)进行标记, 并研究其在NB4细胞

中的动态定位, 从而阐明rLz-8诱导NB4肿瘤细胞凋

亡可能的亚细胞学机制。孙爽等[22]对同时包载人参

3种成分的透明质酸修饰的纳米脂质载体进行FITC
荧光标记, 并通过流式细胞仪定量检测SMMC-7721
细胞对HA-OUR-NLC摄取情况。可见FITC荧光标

记适用于生物大分子的标记, 这有利于后续的深入

研究。本研究利用FITC标记NAP可以为其吸收代

谢过程、功能机理、生物分子间相互作用等进一

步研究提供有力的工具。对于标记产物而言, 其标

记度过低, 标记物的荧光强度不足, 不利于后续的观

察分析。而标记度过高, 可能导致标记物的原始结

构特征发生变化, 从而改变原有生理活性功能, 为功

能机理研究、构效关系研究等造成干扰, 无法实现

等效研究。本研究中每分子标记产物中约含1.78分
子FITC, 傅里叶变换红外光谱比较分析的结果表明, 
标记前后NAP的结构特征未发生明显变化, 故标记

产物FITC-NAP的标记度合理, FITC-NAP的酶促反

应动力学参数以及细胞毒性实验与NAP相比没有显

著性差异, 所以荧光标记过程没有对NAP的生物活

性产生显著影响, FITC-NAP可以应用于后续研究。

内吞作用(endocytosis)又称入胞作用或胞吞

作用, 是通过质膜的变形运动将细胞外物质转运入

细胞内的过程。细胞内吞途径主要包括吞噬作用

(phagocytosis)、网格蛋白依赖性细胞内吞(clathrin-
dependent endocytosis)、小窝/脂筏蛋白介导的细胞

内吞(caveolin-mediated endocytosis)、非网格蛋白和

非小窝蛋白依赖性细胞内吞(clathrin-and caveolin-
independent endocytosis)、巨胞饮(macropinocytosis)
等[23]。其中网格蛋白途径和小窝/脂筏途径是真核

细胞内吞机制中极为重要的两条通路, 国内外研究

表明, 网格蛋白途径在调控物质的内吞摄取、转运

以及分解代谢起着重要作用[24], 小窝/脂筏介导的

内吞作用是另一条极为重要的内吞通路, 近年来也

越来越受到研究者的关注[25]。目前, 研究细胞对生

物大分子的内吞机制时, 使用最多的方法就是应用

多种内吞相关性抑制剂作用于细胞, 抑制细胞相

应的内吞水平, 从而找出细胞在摄取该生物大分子

时起到主导作用的内吞机制。本实验采用内吞抑

制剂氧化苯砷作用于细胞后, 发现药物组细胞摄取

的FITC-NAP显著低于FITC-NAP组, 这说明FITC-
NAP进入细胞的途径为内吞作用, 进一步研究发现, 
NCI-H1299细胞对NAP的摄取受到网格蛋白依赖性

内吞和小窝/脂筏蛋白介导的内吞共同作用。在内

吞途径中, 这两种通路并非独立的, 而是联合作用并

且发挥着不同作用[26], 受小窝/脂筏蛋白介导的通路

是一种低效率内吞, 而受网络蛋白介导的通路是一

种高效率内吞, 一个循坏只需要6 min[27]。因此, 可
否利用联合用药将细胞对NAP的摄取转移到网络蛋

白介导的高效率内吞上, 有待进一步研究, 这对更好

地发挥NAP的药效至关重要。同时, 药物的不同入

胞途径决定其进入细胞后会分布于不同位置, 由于

胞内环境不同, 因而对于药物最终的命运具有极大

影响[28]。如果药物通过网格蛋白介导入胞后首先进

入早期内涵体, 之后转运到溶酶体; 而通过小窝蛋白

介导入胞后, 一部分进入内质网, 另一部分进入高尔

基体, 之后转运到溶酶体; 通过巨胞饮途径入胞则会

直接进入溶酶体。大分子药物的摄取对其生物学活

性和治疗效果有着重要影响, 因此, 探明沙蚕蛋白酶

的内吞机制, 采用相关的内吞促进剂或抑制剂来调

节肿瘤细胞对NAP的摄取, 对发挥NAP的生物活性

以及体内治疗效果有着非常重要的意义。
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