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肿瘤坏死因子2Α的光化学修饰及其固定化研究3

关燕清1, 2∃　钟辉珍1　王笑春1　周天鸿2
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　　摘要　肿瘤坏死因子2Α(TN F2Α)是具有强大抗肿瘤作用的蛋白质型的细胞因子, 与 42叠氮苯甲酸反应, 经红外

光谱确认生成物在2 127 cm - 1处有叠氮基团的典型吸收, 证明合成得到了光活性的肿瘤坏死因子。采用光固定法将

这种光活性蛋白质固定到组织培养聚苯乙烯膜上, 制成生物材料。实验进一步表明, 种植TN F 和固定化TN F 量之

间的关系以及紫外辐射时间对固定化的影响。通过扫描电子显微镜 (SEM ) 和原子力显微镜 (A FM ) , 对光固定化

TN F 的微观形态的观察结果表明, 光活性的肿瘤坏死因子在聚苯乙烯膜表面处于高度有序状态, 且固定化的肿瘤

坏死因子的粗糙度约为200～ 300 nm。
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　　Abstract　T umo r N ecro sis Facto r is one of the cell facto rs w ith m uch stronger an ti2tumo r act ivity. In th is

study, pho toact ive arylazide242azidobenzo ic acid w as modified to T umo r N ecro sis Facto r2alpha (TN F2Α). T he IR

data ( 2127cm - 1 ) w as given to confirm the modificat ion. By pho to2immob ilizat ion, th is modified TN F2Αw as

immob ilized on cell cu ltu re po lystyrene. Bo th the rela tion betw een the amoun t of TN F2Α in feed and immob ilized

TN F2Α and the inf luence of differen t UV irradiat ion tim e on pho to2immob ilizat ion are discussed. M icro scop ic

observat ions of the pho to2immob ilizat ion TN F2Αw ere m ade by use of scann ing electrom m icro scope and atom ic

fo rce m icro scope.
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1　引　言

宫颈癌是发生在子宫颈部的恶性肿瘤, 多见于

40 多岁以上的妇女。随年龄增长, 其发病率增加, 占

妇女生殖器恶性肿瘤的首位, 是严重危害妇女健康

的常见病。在临床上常见的宫颈癌治疗方法有手术

疗法, 药物疗法和物理疗法。化学药物和放射药物的

选择性不高, 既能抑制和杀伤肿瘤细胞, 也可损伤体

内正常组织和细胞, 在治疗中出现明显的毒副作用;

而物理疗法, 如激光、冷冻、电灼等治疗较多出现活
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动性渗血, 造成下腹隐痛不适, 出现阴道流液甚至感

染等副作用, 给病人带来极大的生理上和心理上的

痛苦。随着生物工程技术的发展, 发现一些多肽, 蛋

白药物具有明显的抑癌治癌效果, 但在体内半衰期

短且不易透过生物膜。因此, 对抗肿瘤药物的长效缓

释、控释制剂, 尤其是靶向制剂研究, 降低化学和放

射药物对正常组织的毒性, 延缓机体耐药性的产生,

提高生物工程药物的稳定性和疗效, 是癌症药物治

疗研究的主要目标。

各种细胞因子是生物治疗的重要方面。肿瘤坏

死因子2Α(TN F2Α) , 干扰素2Χ( IFN 2Χ) 均是有着广泛

生物学作用的蛋白质性的细胞因子。其中, 肿瘤坏死

因子2Α是由激活的单核细胞和巨噬细胞产生的, 是

生物医学工程学杂志
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直接杀伤肿瘤的最强生物因子之一, 体内外实验均

显示野生型TN F2Α能杀伤多种肿瘤细胞, 但全身给

药的副毒作用严重, 降低给药量又很难在局部达到

有效的治疗浓度, 从而影响其抗肿瘤效果。因此, 如

何降低 TN F2Α用药剂量, 减少副作用, 增强抗肿瘤

疗效成为人们研究的焦点。 IFN 2Χ是由淋巴细胞分

泌的一种糖蛋白, 研究证实[ 1 ]它可增强TN F 诱导的

细胞凋亡, 有协同促进 TN F2Α杀伤肿瘤细胞的功

能, 可在一定程度上减轻TN F 的副毒反应。

合成高分子化合物不具有免疫原性, 具有丰富

的链结构, 以及链结构的可设计性、修饰性, 同时一

些聚合物被证明具有良好的生物相容性, 广泛应用

于生物领域。生物相容性是生物材料能否应用于临

床最重要的一个环节。90 年代, 由M atsuda 等[ 2～ 5 ]为

代表的几个研究小组首先提出的光化学固定法, 是

所有用于生物医用高分子材料表面改性的方法中,

生物相容性最理想、通用性最强、最简单实用的一种

新方法。这种光化学固定方法及其固定的新的生物

材料已成为生物材料科学家所关注和研究。它是指

利用紫外或可见区域 (300～ 800nm ) 光线, 将具有特

定性质的组分或生物分子偶联到材料表面的方法。

其原理是用带有热活性基团和光活性基团的化学连

接组分将各种类型化合物的分子偶联到材料表面达

到改性表面的目的。

采用用于生物医用高分子材料表面改性的光化

学固定法将 TN F2Α与 IFN 2Χ共同偶联具有良好生

物相容性的聚苯乙烯 (PSt)等几种高分子材料上, 制

备杀伤宫颈癌细胞的载体药物。TN F2Α通过光固定

化修饰, 其杀伤肿瘤细胞的活性可因固定化而明显

增强, 且只需很小的剂量 (可降低毒副作用)。 IFN 2Χ
的共固定化, 与TN F2Α产生协同杀伤作用, 可进一

步增强对宫颈癌细胞的杀伤力。经固定有干扰素和

肿瘤坏死因子的生物材料, 可以研制一种具有抗肿

瘤活性的宫颈帽, 戴在人类子宫颈上, 直接与宫颈癌

细胞表面接触发挥药效。这类载体药物经临床应用

后, 可望成为一种理想的治疗宫颈癌的载体药物。

本论文首先研究了肿瘤坏死因子的光化学修饰

及光固定化, 通过红外光谱、扫描电镜、原子力显微

镜检测肿瘤坏死因子在PSt 基板上光固定化情况。

2　材料与方法

2. 1　试剂和仪器

肿瘤坏死因子 (TN F2Α) , DM F, N 2(242叠氮苯

甲酸基)琥珀亚酰胺, 均购自Sigm a 公司。7821 磁力

搅拌器 (江苏金坛) ; H Y25 调速多用振荡器 (江苏金

坛) ; 超速冷冻离心机 (M ik ro22R , BECKM AN 公

司 ) ; 紫 外 光 谱 仪 ( 日 本 岛 津 SH IM AD ZU

UV 2450 ) ; 冷 冻 干 燥 仪 ( 25SL ) (美 国 V IR T IS

COM PAN Y IN C. ) ; XL 230ESEM 型扫描电子显微

镜 (荷兰菲利浦公司) ;W Q F2300 型傅立叶变红外光

谱仪 (北京第二光学仪器厂) ; SPM 23000 原子力显

微镜 (北京本原)。

2. 2　光活性TNF-Α的制备与检测[6 ]

在冰浴搅拌下, 将 TN F2Α( 5Λg, 2. 94× 10- 7

mm o l) 加入N 2(42叠氮苯甲酸基) 琥珀酰亚胺 (7. 65

Λg, 2. 94×10- 5mm o l) 的二甲基甲酰胺DM FöPBS

(pH 7. 4) (4∶1, 2 m l) 溶液中, 4℃, 48 h 反应。合成

结束后, 用超过滤膜 (M ilipo re M o lecu t II, 5KD a)

纯化叠氮苯基衍生的TN F2Α, 冷冻干燥。对TN F2Α
(对照)和光合TN F 作 IR 分析。

2. 3　光固定化

光固定化反应如图 1 所示。将蛋白质以各种浓

度 (011～ 017 ngöw ell)加入24 孔组织培养聚苯乙烯

(PSt)基板A 上。另一基板B 同A 处理, 冰冻干燥后,

在紫外灯 (15 w )下2 cm 处照射 (A 板5 m in)B 板10

m in ) , 利用叠氮基十分活泼的特点, 将蛋白质固定

在PSt 材料上。光固定化后用PBS (- ) (pH 714)溶液

反复洗涤基板, 直至漏出 PBS (- ) 溶液紫外吸收为

零。

图1　紫外光辐射光化学反应图解

F ig 1　Schematic diagram of photochem ical reaction upon UV light

2. 4　聚苯乙烯基板上TNF-Α的定量

采用分光光度法测定PBS (- ) 洗涤液中所含未

固定化TN F 的量, 计算聚苯乙烯基板每孔实际固定

的TN F 的量。

2. 5　聚苯乙烯基板上TNF-Α形态

用扫描电子显微镜 (SEM ) 和原子力显微镜

(A FM )观察光固定化TN F 的形态。

3　结果与讨论

3. 1　TNF-Α的红外光谱图
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图2、3 分别为光合反应前和反应后的TN F2Α红

外光谱图。TN F2Α的分子量17 KD , 由157 个氨基酸

残基组成。其中的自由氨基可以和活化的羧酸基发

生亲核取代反应, 形成酰胺键, 从而使 TN F2Α链被

叠氮基团修饰。由于芳香叠氮化合物和赖氨酸的反

应活性很高, 与其它氨基酸的反应活性却很低, 所以

修饰位点都在赖氨酸的氮基上。从图3 可以看出, 在

2 126159 cm - 1 出现了叠氮基的吸收峰, 这表明

TN F2Α已经被叠氮基团修饰, 通过合成我们得到带

有叠氮基团的光活性肿瘤坏死因子。

图2　光反应前TNF 的红外吸收光谱

F ig 2　IR spectra of TNF before photo-reaction

图3　光反应后TNF 的红外吸收光谱

F ig 3　IR spectra of TNF-Αaf ter photo-reaction

3. 2　聚苯乙烯基板上TNF-Α的定量

芳香叠氮基团是改性高分子材料的光化学固定

法所使用的一种光活性基团, 经辐照发生不可逆光

解, 产生氮气和活性十分高的氮烯中间物。这种中间

物具有加入到C—C 双键的能力, 能形成氮杂环丙

烷系物质, 而且可以直接插入到C—H 键形成仲胺。

无论那种形式, 均能导致目的分子共价键合到高分

子材料表面。

　　将合成的光活性TN F2Α以各种含量加入到 24

孔聚苯乙烯培养板, 经干燥、紫外光照射、缓冲液振

荡洗涤, 紫外光谱仪检测洗涤液中的蛋白质。参照

TN F2Α的点样量, 计算固定化TN F2Α的量。比较紫

外辐照 5 m in 和 10 m in 种植TN F2Α和固定TN F2Α
的关系, 如图4 所示。图4 显示了TN F2Α的固定化量

随着初始添加TN F2Α量的增加而增加。在低于0136

ngöw ell 情况下, 5 m in 和10 m in 两种紫外照射时间

的光固定效果接近一致。

　　因此, 可以分析认为低浓度时, TN F2Α与PSt 基

板反应充分, 固定效果较好。在高于0. 36 ngöw ell 浓

度下, 5 m in、10 m in 紫外照射的固化作用不同。 10

m in 照射下, TN F2Α固定化量继续随种植浓度增加

而增加。但种植浓度超过0165 ngöw ell 时, 固定量增

幅变小并趋于稳定。而5 m in 照射下, 固定量与种植

量关系不稳定, 这说明对较高种植浓度, 采用 5 m in

照射, 由于照射时间短可能会造成光合反应不充分,

影响光固定化的效果。

3. 3　扫描电镜观察光固定化TNF-Α的形态

光化学固定法大大降低了目的涂层试剂在医用

图4　固定TNF-Α与种植TNF-Α量的关系

F ig 4　Relation between amoun t of TNF-Α in feed and immobil ized

TNF

(T im e: a. 5m in ; b. 10m in)

高分子材料表面产生的无序交联, 且提高了分子材

料的表面性能而不影响材料的本体性质[ 5 ]。在本实

验中, 紫外光的能量引发活性TN F2Α分子和聚苯乙

烯基板 (以及TN F2Α分子之间)的交联反应。

图5 (a)为扫描电子显微镜下观察到聚苯乙烯膜

表面, 图5 (b)、(c)为光固定化TN F2Α后聚苯乙烯膜

表面, 如图可知, TN F2Α经固定化后, 在聚苯乙烯表

面形成一层分布均匀的蛋白质层, 表明通过共价键

合, 线形高分子TN F2Α在聚苯乙烯材料表面处于相

对有序的状态。

3. 4　用原子力显微镜观察光固定化TNF-Α的形态

图6 是原子力显微镜下PSt 的表面。可以见到
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(a) 聚苯乙烯表面; (b) 固定化肿瘤坏死因子 (×300) ; (c) 固定化肿瘤坏死因子 (×6 000)

F ig 5　SEM images of PSt f ilm surface and TNF-Α graf t surface

(a) po lystyrene surface; (b) immobilized TN F (×300) ; (c) immobilized TN F (×6 000)

没有处理的 PSt 表面是相对平滑的表面, 粗糙度大

约20～ 30 nm。接枝TN F2Α的PSt 表面覆盖了接枝

聚合物, 粗糙度大约200～ 300 nm。

图6　原子力显微镜下的PSt 膜平面及接枝的TNF-Α

F ig 6　ATM images of PSt surface and TNF-Α graf t surface

4　结　论

42叠氮基苯甲酸被修饰到TN F2Α的多肽链后,

TN F2Α获得了光反应性。光固定化量随种植浓度增

加而增加, 浓度达到 0165 ngöw ell 时固定化量趋于

稳定。随种植浓度增加, 延长紫外照射时间能达到较

好固定效果。SEM 和A FM 检测表明, TN F2Α经固

定化后, 在聚苯乙烯表面形成有序状态。
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