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新生血管特异性结合肽 GX1二聚体抑制大鼠视网膜微血管
内皮细胞血管生成的实验研究 *
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摘要目的：探讨新生血管特异性结合肽 GX1二聚体对视网膜新生血管生成的影响。方法：化学合成 GX1二聚体、GX1单体、对照

肽二聚体，通过 CCK-8实验、管状结构形成实验、迁移实验研究 GX1二聚体对大鼠视网膜内皮细胞(RMEC)增殖、微管形成、迁移

能力的影响，流式细胞学技术分析其对细胞周期分布和凋亡的影响。结果：CCK-8结果显示，与对照肽二聚体及阴性对照组相比，

100-200 滋M GX1二聚体及单体均可抑制 RMEC增殖(P<0.05)，且随着 GX1二聚体及单体浓度升高，抑制作用逐渐增强，呈剂量

依赖性；各浓度 GX1二聚体均较单体抑制作用增强，并有统计学差异(P<0.05)。管状结构形成实验、细胞损伤迁移实验结果显示与
对照肽二聚体及 PBS组相比，GX1二聚体及 GX1单体均可明显抑制视网膜内皮细胞管状结构的形成及迁移，且二聚体抑制作用

强于单体；对照肽二聚体仅有轻微的抑制视网膜内皮细胞管状结构形成的作用，对细胞迁移无明显抑制作用。流式细胞术分析显

示与对照肽及阴性对照组相比，GX1二聚体及 GX1单体均可诱导细胞凋亡(P<0.05)，且 GX1二聚体的诱导作用强于 GX1单体

(P<0.05)，而对细胞周期分布则无明显影响。结论：GX1二聚体和 GX1单体均可抑制视网膜新生血管内皮细胞增殖、微管形成、迁

移能力及诱导凋亡，且 GX1二聚体较 GX1单体作用增强。GX1二聚体有望代替单体成为糖尿病视网膜病变新生血管靶向治疗

小肽类药物。
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A study on the Inhibitory Effect of Neovasculature Homing Peptide
Dimeric GX1 on the Angiogenesis of the Rat Retinal Microvasculature

Endothelial Cells*

To evaluate the antiangiogenesis ability of dimeric GX1 to retinal angiogenesis. Dimeric GX1,

GX1 monomer and dimeric control peptides were synthesized. Antiangiogenesis of dimeric GX1 on rat retinal microvasculature

endothelial cells (RMEC) was analyzed by CCK-8 assay, migration assay, and tube formation assay. Flow cytometry assay was

performed to evaluate the effects of dimeric GX1 to RMEC cycle and apoptosis. CCK-8 assay showed that both dimeric GX1

and GX1 monomer compared to dimeric control peptides and PBS group had significant inhibitory effect on the proliferation of RMEC

(P<0.05) from 100 to 200 滋M in dose-dependent manner. Dimeric GX1 showed more significant inhibitory effect than GX1 monomer

(P<0.05). Tube formation assay and cell migration assay showed that both dimeric GX1 and GX1 monomer could inhibit tube formation
assay and cell migration of RMEC compared to dimeric control peptides and PBS group. Dimeric control peptides only showed slightly

inhibitory effect on tube formation of RMEC as well as no effect on cell migration. Flow cytometry assay also showed that both dimeric
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前言

糖尿病增殖性视网膜病变已成为成人首位致盲原因，其病

理改变以视网膜新生血管生成为主，传统治疗方案包括全视网

膜光凝和冷冻疗法，治疗后易复发，并有一定的视功能损害。血

管新生靶向治疗已成为防治糖尿病视网膜病变的重要策略[1-3]，

而寻找视网膜新生血管所特异性表达的分子成为其中的关键

环节[4]。研究显示肿瘤血管与视网膜新生血管具有某些共同表

达的分子，而这些这些共同表达的分子可成为糖尿病视网膜病

变抗新生血管生成的新靶点[3]。空军军医大学西京消化病医院

2004年利用噬菌体肽库展示技术 (乔治 P史密斯因该技术获

2018年诺贝尔化学奖)在荷胃癌移植瘤免疫抑制小鼠体内筛选

出能与人胃癌血管内皮细胞特异性结合的环状小肽 GX1(已获

国家专利)[5]，具有视网膜及肿瘤新生血管双重靶向[6-8]，并抑制

二者血管生成[6，9]，后经化学修饰合成 GX1二聚体，并证实其较

单体具有更优越的受体结合特异性、亲和力和活体内靶向

性 [10]。本研究通过观察 GX1二聚体对大鼠视网膜微血管内皮

细胞增殖、迁移、微管形成、周期、凋亡等生物学功能方面的影

响，探讨了 GX1二聚体对体外大鼠视网膜新生血管生成的作

用，以期为糖尿病视网膜病变的治疗提供新型靶向药物。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

大鼠视网膜微血管内皮细胞(RMEC)由空军军医大学西

京消化病医院肿瘤生物学国家重点实验室保存自武汉原生原

代生物医药科技有限公司。磷酸缓冲盐溶液(PBS)、0.25%胰酶

和胎牛血清均购自美国 HyClone公司，ECM培养基、内皮细

胞生长添加物(ECGS)购自美国 Sciencell生物制剂公司，GX1

二聚体、GX1单体、对照肽二聚体由上海吉尔生化生物公司

合成，Cell Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒购自日本株式会社同

仁化学研究所，MatrigelTM基底膜基质购自美国 BD 公司，光

学显微镜、流式细胞仪及全自动酶标仪(BIO-RAD550)购自美

国 bio-rad公司。

1.2 方法

1.2.1 GX1 二聚体及对照肽二聚体的合成 GX1 二聚体

(CGNSNPKSCKEKCGNSNPKSC)由依照 GX1的氨基酸序列，

通过 C1-C9、C13-C21 二硫键环化形成环肽。对照肽二聚体

(URP)2是将 GX1氨基酸序列随机重排，同时保留二硫键后合

成的 (CNKSPSGNCKEKCNKSPSGNC)。 GX1 单体 (CGN-

SNPKSC)通过 C1-C9二硫键环化形成环肽，均由上海吉尔生

化生物公司合成，肽纯度均＞95 %。合成肽经MS分析，确认其

氨基酸序列正确，纯度达标。将上述合成肽分别用无菌 PBS溶

解，配成 4 mmol/L溶液，分装，-20℃保存。

1.2.2 CCK-8法检测 GX1二聚体对 RMEC 增殖的影响 将

对数生长期的 RMEC接种于 96孔板，调整细胞浓度为 1.25×

104/mL，每孔 200 滋L，即 2.5× 103细胞 /孔，培养过夜。分别加

入 50 滋M、75 滋M、100 滋M、125 滋M、150 滋M、175 滋M、200 滋M
的 GX1二聚体、GX1单体、对照肽二聚体(URP)2和同体积的

PBS作为对照，于孵箱中继续培养 48h。加入CCK-8每孔 20滋L，
继续培养 4 h后用酶标仪检测 450 nm处 OD值。

1.2.3 RMEC管状结构形成检测 参照 Shtivelband[11]等人方

法，将 -20℃保存的 Matrigel置于 4℃冰箱过夜使其缓慢溶解，

并将实验中将要用到的 96孔板、EP管、枪头等放置于 4℃冰箱

过夜预冷。次日，准备冰盒，用无血清 ECM培养液将 Matrigel

稀释至 2.5 mg/mL，50 滋L/孔包被 96孔板 (整个过程在冰上操

作以防止铺胶过早凝固而不均匀)，37℃静置 30 min，自然凝

固。消化、离心、收集对数生长期的 RMEC，调整密度为 2.5× 104

细胞 /mL。将细胞接种于已经包被好的 96孔板，每孔 100 滋L
(约 2.5× 103细胞)，待细胞贴壁后，分别加入 175 滋MGX1二聚

体、GX1单体、(URP)2和 PBS。于孵箱中继续培养 48 h，倒置相

差显微镜下观察并拍照。

1.2.4 RMEC损伤修复试验 将对数期 RMEC细胞 (2500细

胞 /孔)接种于 24孔板。贴壁后用无菌枪头在孔内快速均匀划

过细胞，PBS清洗 3次后，换无血清 ECM培养基，同时加入

175 滋MGX1二聚体、GX1单体、(URP)2和 PBS。用无菌枪头在

孔内快速均匀划过细胞，继续培养 24 h、48 h。倒置显微镜下观

察划痕处细胞生长情况并拍照。

1.2.5 RMEC周期分布检测 RMEC培养至对数生长期后，分

别加浓度 175 滋MGX1二聚体、GXl单体、对照肽二聚体(URP)2

和 PBS，继续培养 48 h。消化、离心细胞后，小心吸弃上清，加入

72 %冷乙醇 2 mL后重悬细胞，4℃冰箱过夜。离心，小心吸弃上

清，PBS洗涤，用 RNA酶 37℃处理 30 min。加入 5 pg/mL的 PI

染液，避光 4℃放置 30 min。300目滤网过滤，用流式细胞仪检

测细胞周期分布。

1.2.6 RMEC凋亡检测 RMEC培养至对数生长期后，分别

加浓度 175 滋MGX1二聚体、GXl单体、对照肽二聚体(URP)2

和 PBS，继续培养 48 h。消化、离心细胞后，小心吸弃上清，将细

胞重悬于含 AnnexinV-FITC 和 0.5 滋g PI的 100 滋L结合缓冲
液 ( 10 滋M HEPES，pH7.4，0.15 M NaCl，5 mM KC1，1 mM

MgCl2，1 . 8 mM CaCl2)于暗室中继续室温孵育约 15 min。最

后加入 400 滋L结合缓冲液，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1.3 统计学分析

以上实验均重复三次以上，用 SPSS13.0统计学软件分析

实验数据，结果用平均值± 标准差表示，多组间均数比较采用

GX1 and GX1 monomer could induce RMEC apoptosis compared to dimeric control peptides and PBS group (P<0.05), but dimeric GX1
had stronger induction effect than GX1 monomer (P<0.05). In addition, there is no significant effect on cell cycle distribution was

observed. Dimeric GX1 owned more significant antiangiogenesis ability on RMEC than GX1 monomer. Dimeric GX1 was

more promising to be explored for effective antiangiogenesis targeting drug to diabetic retinopathy.

Diabetic retinopathy; Antiangiogenesis; Dimeric GX1; GX1 monomer
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图 2 GX1二聚体对 RMEC管状结构形成的影响(200× )

Fig.2 Detection the effect of dimeric GX1 on rRMEC tube formation(200× )

单因素方差分析，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有
统计学意义。

2 结果

2.1 GX1二聚体抑制 RMEC的增殖

如图 1 所示，与对照肽及阴性对照组相比，100-200 滋M
GX1二聚体、GX1单体均表现出明显的抑制 RMEC增殖的作

用 (P<0.05) (图 1A、B)，且随着 GX1二聚体及单体浓度升高抑

制作用逐渐增强，呈剂量依赖性(图 1C)。各个肽浓度 GX1二聚

体较单体均更显著抑制 RMEC的增殖(图 1B)(P<0.05)。
2.2 GX1二聚体抑制 RMEC的管状结构形成

如图 2A、2B所示，与 PBS组、对照肽二聚体组相比，GX1

二聚体及 GX1单体均可抑制 RMEC管状结构形成的趋势，具

有统计学差异(P<0.05)。且二聚体的抑制作用强于单体，并有统
计学差异(P<0.05)。

2.3 GX1二聚体抑制 RMEC的迁移

如图 3所示，与对照肽二聚体与对照组 PBS相比，GX1二

聚体、GX1单体均能抑制 RMEC的迁移，且 GX1二聚体的抑

制作用较 GX1显著。对照肽二聚体与对照组 PBS相比，在细胞

损伤后的迁移作用上无明显差别。

图 1 CCK-8法检测 GX1二聚体对 RMEC增殖的影响

Fig.1 Detection the effect of dimeric GX1 on RMEC proliferation by CCK-8 test

2.4 GX1二聚体对 RMEC凋亡的影响

如图 4A、4B所示，对照组 PBS、对照肽二聚体、GX1单体

及 GX1二聚体，作用细胞后凋亡率呈显著升高，%B4分别为：

3.9 %、4.9 %、6.6 %、11.1 %。图 4B示 GX1二聚体、GX1单体凋

亡率与对照肽二聚体及 PBS对照组相比，均具有统计学差异

(P<0.05)，且 GX1二聚体、GX1单体凋亡率相比仍有统计学差
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异(P<0.05)，提示 GX1 二聚体及 GX1单体可能通过诱导凋亡

发挥抑制作用，且 GX1二聚体的诱导作用强于 GX1单体。

2.5 GX1二聚体对 RMEC周期分布的影响

如图 5及表 1所示，GX1二聚体、GX1单体作用 RMEC细

胞后，各期细胞所占比例与对照肽二聚体、PBS组比较均无显

著差异，提示 GX1二聚体及 GX1单体对内皮细胞的抑制作

用，并非通过，或并非主要通过诱导细胞周期阻滞而发挥抑制

作用的。

图 3 GX1二聚体对 RMEC迁移能力的影响(0d:40× ;1d和 2d:200× )

Fig.3 Detection the effect of dimeric GX1 on RMEC migration(0d:40× ;1d and 2d:200× )

3 讨论

糖尿病视网膜病变是成人致盲的主要原因之一，其基本

病理改变是视网膜新生血管生成为主[12]。传统治疗方法如激

光光凝和冷冻疗法，均不能从根本上解决问题，甚至加重病

情，若术前已有严重的纤维血管增殖，术后可能发生收缩导致

视网膜玻璃体出血和视网膜脱离。基于以上现状，如何防止或

阻止视网膜新生血管生成，阻断增殖性病变发生或发展是亟

待解决的问题[12，13]。

近年来大量研究发现，多种细胞因子特别是缺氧刺激产生

的各种新生血管生长因子、粘附分子、转录调节因子等参与视

网膜新生血管的发生发展[14，15]。以这些视网膜新生血管所特异

性表达的分子为靶点的新生血管靶向治疗，既可提高血管抑制

治疗的疗效，又可降低血管抑制剂的全身性毒副作用，为糖尿

病视网膜病变治疗提供了新手段[4，16，17]，其中特异靶向到新生血

管的小肽类药物或单抗成为研究的热点[3，18]，而寻找视网膜新

生血管所特异性表达的分子成为研发此类药物的关键环节[4]。

研究发现，肿瘤血管所表达的某些特异性分子如整合素受体及

aminopeptidases 在糖尿病视网膜病变中亦有表达，靶向

琢v茁3/琢v茁5的小肽 RGD-4C可通过选择性激活视网膜内皮细

胞凋亡而抑制氧诱导的视网膜新生血管生成。而在肿瘤血管生

成中广泛研究的 VEGF及 VEGFR1可诱导视网膜新生血管生

成(RNV) [19]。靶向 VEGFR1mRNA、siRNA、ACEI类药培哚普利

(通过下调 VEGF/PEDF比率)，均可抑制视网膜新生血管生

成 [20]。贝伐单抗及雷珠单抗现均被美国 FDA批准用于增殖性

糖尿病视网膜病变治疗[21-23]，这说明视网膜新生血管与肿瘤血

管具有某些共同表达的分子，而这些共同表达的分子可成为糖

尿病视网膜病变抗新生血管生成的新靶点。

GX1是空军军医大学西京消化病医院发现的能与人胃癌

血管内皮细胞特异性结合的环状小肽[5]，并且 GX1还能与缺氧

诱导的小鼠视网膜新生血管特异性结合，并可抑制大鼠视网膜

血管内皮细胞增殖及管状结构形成能力，使管状结构数目减

少，分支减少，并导致内皮细胞凋亡[7]，但其与受体的亲和力尚

有待增强。有研究报道，多价聚合、位点修饰或螯合剂偶联可明

显提高受体与配体的亲和力，改善其体内药代动力学，有助于

受体介导肿瘤血管靶向药物的开发[24，25]；RGD二聚体、四聚体、

八聚体由于其属多聚体，分子量增大，较单聚体具有更高的受

体结合力及肿瘤滞留率，并随着其价态增高，与受体的亲和力

逐渐增强[26-28]。而我们前期研究也证实经化学修饰合成 GX1二

聚体、GEBP11三聚体与受体亲和力、体内靶向性及抗肿瘤血

管生成效应均较单体明显增强，有望代替单体成为新型抗新生

血管生成靶向诊断及治疗药物[5，29]。

为进一步探讨 GX1二聚体成为糖尿病视网膜病变新生血

管靶向治疗药物的可行性，本研究通过 GX1二聚体对大鼠视

网膜血管内皮细胞增殖、迁移、微管形成、细胞周期及凋亡等生

物学功能方面的影响，来研究 GX1二聚体对视网膜新生血管

生成功能的效应。CCK-8实验、管状结构形成实验结果显示，

GX1二聚体较 GX1单体，在各个肽浓度均表现出抑制作用增
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图 5 GX1二聚体对 RMEC周期分布的影响

Fig.5 Detection the effect of dimeric GX1 on RMEC cycle distribution

表 1 GX1二聚体对 RMEC的周期分布作用(n=12, x± SD)

Table 1 Detection the effect of dimeric GX1 on RMEC cycle distribution(n=12, x± SD)

Groups G1% G2% s% P value

(GX1)2 74.28± 1.21 6.1± 2.23 19.61± 2.43 NS

GX1 72.67± 1.33 7.71± 1.5 19.62± 1.72 NS

(URP)2 72.28± 0.76 12.31± 1.89 15.4± 1.55

PBS 75.33± 1.63 7.23± 1.71 17.44± 1.42

图 4 GX1二聚体对 RMEC凋亡的影响

Fig.4 Detection the effect of dimeric GX1 on RMEC apoptosis

（B1:Dead cell rate;B2:Late apoptosis rate;B3:Living cell rate;B4:Early

apoptosis rate）

强，且在一定浓度区间其抑制作用呈剂量依赖性，GX1二聚体

较GX1单体，抑制视网膜血管内皮细胞的微管形成能力增强。

流式细胞学分析显示，GX1二聚体及 GX1单体均可诱导视网

膜内皮细胞凋亡，且 GX1二聚体的诱导作用强于 GX1单体，

而对细胞周期分布则无明显影响，故从而推测 GX1二聚体可

能是通过诱导视网膜血管内皮细胞的凋亡来实现其抑制增殖、

管状结构形成等功能的。这与先前发现的 GX1单体对胃癌血

管内皮细胞周期分布和凋亡作用的影响特点相一致，而且二聚

体作用要明显强于单体，这受益于与其与受体亲和力较单体增

强[10]，这为进一步研发 GX1二聚体作为新型糖尿病视网膜病

变新生血管靶向治疗药物奠定了基础。此外，本课题组已成功

筛选到 GX1 的受体 - 转谷氨酰胺酶 -2 (transglutaminase-2，

TGM2)[30]。下一步我们将通过芯片筛选，结合受体，深入探讨

GX1二聚体具体作用机制，为研发其作为新型糖尿病视网膜病

变新生血管靶向治疗药物提供理论依据。

综上，本部分实验证实了 GX1二聚体可抑制视网膜血管

内皮细胞的增殖、管状生成，并诱导其凋亡，并强于 GX1单体。

GX1二聚体有望替代单体成为新型抗糖尿病视网膜病变新生

血管生成靶向治疗的小肽类药物。
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