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(54)发明名称

新型肽及其应用

(57)摘要

本发明涉及由SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列组

成的肽或其药学上可接受的盐及其应用。根据本

发明，能够有效预防或治疗癌症。
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1.由SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列组成的肽或其药学上可接受的盐。

2.一种用于治疗或预防癌症的药物组合物，其中，该药物组合物包含权利要求1所述的

肽或其药学上可接受的盐。

3.根据权利要求2所述的药物组合物，其中，所述癌症的治疗或预防通过抑制选自癌细

胞的侵袭和转移中的至少一种来实现。

4.权利要求1所述的肽或其药学上可接受的盐在制造用于治疗或预防癌症的药物中的

应用，其中，所述癌症选自甲状腺癌、黑素瘤和乳腺癌组成的组。

5.根据权利要求4所述的应用，其中，所述癌症的治疗或预防通过抑制选自癌细胞的侵

袭和转移中的至少一种来实现。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 107787325 B

2



新型肽及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种新型肽，更具体地，涉及一种新型肽及其应用。

背景技术

[0002] 癌症(或肿瘤)是由活体组织中不可控的细胞增殖引起。癌细胞侵袭周围组织或扩

散到其他器官，常常导致死亡。

[0003] 治疗此类癌症的方法包括手术、放射疗法、化学疗法、免疫疗法等，表现出抗癌效

果的肽也正在研究中(国际专利申请公开WO  2007/133033  A1号)。

[0004] 引文列表

[0005] 专利文献

[0006] (专利文献1)国际专利申请公开WO  2007/133033  A1号，2007年11月22日，摘要

发明内容

[0007] 由此，本发明是考虑到现有技术中出现的上述问题而做出的，本发明旨在提供一

种新型肽。

[0008] 另外，本发明旨在提供该肽的新用途。

[0009] 以上未提及的附加技术问题本领域技术人员根据以下描述容易理解。

[0010] 本发明提供由SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列组成的氨基酸序列(QLHLD)的肽，或其药

学上可接受的盐。

[0011] 上述氨基酸序列中，Q表示谷氨酰胺(Gln)，L表示亮氨酸(Leu)，H表示组氨酸

(His)，D表示天冬氨酸(Asp)。

[0012] 构成上述肽的氨基酸包括L‑、D‑和DL‑形式，所有这些均被引入到本发明中。此外，

显而易见的是，Asp可以被解释为具有包括天冬氨酸(aspartic  acid)以及天冬氨酸盐

(aspartate)作为氨基酸的含义。

[0013] 所述肽包括其变体，所述变体中本发明的肽结构的一部分通过天然突变或人工突

变改变，而不改变其主要活性。

[0014] 上述药学上可接受的盐的实例可以包括盐酸盐、硫酸盐、磷酸盐、乙酸盐、柠檬酸

盐、酒石酸盐、琥珀酸盐、乳酸盐、马来酸盐、富马酸盐、草酸盐、甲磺酸盐和对甲苯磺酸盐。

[0015] 此外，本发明提供了本发明的肽或其药学上可接受的盐的医疗应用，优选用于抗

癌应用，更优选用于预防或治疗癌症。在此，术语“治疗”概括地指减少或减轻与癌症有关的

症状，术语“预防”用作概括意义，包括从疾病发作前的无症状阶段抑制疾病进展。

[0016] 癌症可以为转移性癌症。

[0017] 在本发明中，通过抑制选自癌细胞的侵袭和转移中的至少一种，可以表现出抗癌

效果。

[0018] 因此，本发明提供了包含本发明的肽或其药学上可接受的盐的用于抗癌的组合

物。此外，本发明提供了用于治疗或预防癌症的组合物，所述组合物包含本发明的肽或其药
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学上可接受的盐。癌症的治疗或预防可以通过抑制选自癌细胞的侵袭和转移中的至少一种

来实现。该组合物可以为药物组合物。

[0019] 该药物组合物含有本发明的肽或其药学上可接受的盐作为活性成分。

[0020] 此外，上述药物组合物还包含药学上可接受的添加剂，因此上述药物组合物可以

由本发明的肽或其药学上可接受的盐和上述添加剂组成。

[0021] 本发明的肽可以通过通常用于肽化学领域的方法来制备。例如，可以通过

Schroder和Lubke“The  Peptides”Vol.1，Academic  Press，New  York(1965)所公开的方法，

或通过例如溶液合成或固相合成的方法。

[0022] 形成肽键的方法的实例可以包括酰基叠氮法、酰基卤化法、酰基咪唑法、碳化二亚

胺法、膦法、酸酐法、混合酸酐法、氧化还原法和使用伍德沃德氏试剂K。

[0023] 在缩合反应之前，可以保护不参与反应的羧基、氨基等，并且参与缩合反应的羧基

可以通过本领域已知的方法活化。

[0024] 用于保护羧基的官能团的实例可以包括形成酯的基团，例如甲基、叔丁基、芳基、

五氟苯基、苄基、对甲氧基苄基和甲氧基乙氧基甲基。

[0025] 用于保护氨基的官能团的实例可以包括三苯甲基羰基、芳氧基羰基、环己氧基羰

基，三氯乙氧基羰基、苄氧基羰基、叔丁氧基羰基和/或9‑芴基甲氧基羰基。

[0026] 羧基的活性形式的实例可以包括：混合酸酐、叠氮化物、酰氯和活性酯[与醇(例如

五氯苯酚、2,4‑二硝基苯酚、氰甲基醇、对硝基苯酚、N‑羟基‑5‑降冰片烯‑2,3‑二羧基酰亚

胺、N‑羟基琥珀酰亚胺、N‑羟基邻苯二酰胺、或1‑羟基苯并三唑)的酯]。

[0027] 可用于形成肽键的缩合反应中的溶剂可以包括：苯、甲苯、己烷、丙酮、硝基甲烷、

环己烷、乙醚、氯仿、二氯甲烷、乙酸乙酯、N、N‑二甲基甲酰胺、二甲亚砜、吡啶、二恶烷、四氢

呋喃、水、甲醇和乙醇，它们可以单独使用或组合使用。

[0028] 反应温度约为‑70～100℃，优选‑30～30℃。

[0029] 从肽中除去保护基的脱保护反应可以根据保护基的种类使用能够除去保护基而

不影响肽键的酸化合物、碱化合物或过渡金属进行。

[0030] 脱保护反应可以通过使用例如氯化氢、溴化氢、氟化氢、乙酸、甲磺酸、三氟甲磺

酸、三氟乙酸、三甲基氯硅烷、或它们的混合物的酸处理进行。

[0031] 当通过酸处理进行脱保护反应时，可以通过加入例如茴香醚、苯酚或苯甲硫醚的

助剂促进脱保护反应。

[0032] 可选地，脱保护反应可以通过使用例如氨、二乙胺、肼、吗啉、N‑甲基吡咯烷、哌啶、

碳酸钠、或它们的混合物的碱处理进行。

[0033] 可选地，脱保护反应可以通过使用例如锌、汞、钯/氢等的过渡金属处理进行。

[0034] 反应完成后，可以使用典型的纯化方法如提取、层分离、固体沉淀、重结晶或柱层

析等纯化肽。

[0035] 此外，本发明的肽可以使用典型的处理来转化为其变体或其药学上可接受的盐。

[0036] 本发明的肽可以使用自动肽合成仪合成，或者可以通过基因工程生产。例如，通过

基因工程生产编码包含融合伴侣和本发明的肽的融合蛋白的融合基因，然后用于转化宿主

微生物，由此使融合蛋白在宿主微生物中表达，然后使用蛋白水解酶或化合物将本发明的

肽从融合蛋白中裂解或分离，从而产生期望的肽。
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[0037] 上述肽或其药学上可接受的盐以200‑500mg/天，优选267‑400mg/天的量肠胃外给

药。上述给药的肽或其药学上可接受的盐可以用于成年人(约60kg)。口服给药时，量相当于

肠胃外给药量的2‑5倍。本发明的肽可以主要通过肠胃外途径给药，例如局部注射、静脉内

或皮下注射、脑内或脊柱内给药、或者鼻内或直肠内给药。某些情况下，也可以口服给药。

[0038] 本发明的肽或组合物可以与药学上可接受的添加剂一起配制成注射剂、栓剂、粉

剂、滴鼻剂、颗粒剂或片剂的形式。

[0039] 药学上可接受的添加剂可以根据本领域技术人员公知的多种因素来应用，包括例

如特定的生物活性物质，其浓度、稳定性和预期的生物利用度；待治疗的病症和疾病或与之

相关的状况；待治疗的个体，其年龄、身材和一般健康状况；以及组合物给药途径，例如鼻

腔、口腔、眼睛、局部、皮肤和肌肉途径，但是本发明不限于此。除了口服给药途径之外，用于

给药生物活性物质的药学上可接受的添加剂还可以包括D5W(5％葡萄糖水溶液)、含量为5

体积％以内的右旋糖(dextrose)和生理盐的水溶液。对于局部病灶内注射，可以使用任何

可注射水凝胶(hydrogel)来增强治疗效果并延长持续时间。药学上可接受的添加剂可以含

有用于改善活性组分稳定性的附加组分，例如防腐剂和抗氧化剂等。本发明的肽或组合物

可以通过在相关领域中的适当方法来生产，例如优选通过Remington 's  Pharmaceutical 

Science，Mack  Publishing  Company，Easton  PA(最新版)中公开的方法配制以适合于每种

疾病或组分。

[0040] 本发明的肽可以保存在生理盐水中，也可以在添加甘露醇或山梨糖醇后在安瓿中

冷冻干燥，也可以在生理盐水中溶解后给药。

[0041] 此外，本发明提供了一种治疗或预防癌症的方法，该方法包括将本发明的肽或其

药学上可接受的盐给药至需要给药的包括人在内的哺乳动物。此外，本发明提供了本发明

的肽或其药学上可接受的盐在制造抗癌药物中的应用，并且优选用于制造用于治疗或预防

癌症的药物。上述癌症的治疗或预防可以通过抑制选自癌细胞的侵袭和转移中的至少一种

来实现。上述给药的肽或其药学上可接受的盐可以是有效量的肽或其药学上可接受的盐。

[0042] 除非另外提及，根据本发明的肽或其药学上可接受的盐、应用、组合物和方法描述

的事项，只要它们不相互矛盾，在相同的范围内彼此适用。

[0043] 根据本发明，可以有效治疗或预防癌症。

附图说明

[0044] 图1是表示本发明一个实施方式的对癌细胞侵袭效果的图；

[0045] 图2是表示本发明一个实施方式的对癌细胞转移效果的图；

[0046] 图3和4是表示本发明的一个实施方式的抗癌效果的图。

具体实施方式

[0047] 通过以下实施例和制备例可以更好地理解本发明，这些实施例和制备例仅仅是为

了举例说明而不能解释为限制本发明。

[0048] 术语“抗癌”是指治疗或预防癌症的能力，特别是可以通过抑制选自癌细胞的侵袭

和转移中的至少一种来显示抗癌效果。

[0049] 以下实施例中使用的试剂是可商购的最好的产品，除非另有说明，购自Sigma‑
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Aldrich。

[0050] <实施例1>肽的制备

[0051] 由SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列组成的肽(QLHLD：SEQ  ID  NO：1)由韩国AnyGen  Co.,

Ltd .制备。具体地，通过使用Fmoc(9‑芴基甲氧基羰基)的化学性质的固相法合成。更具体

地，将肽的C‑末端与0.55mmol/g固体树脂(Wang  resin；Sigma‑Aldrich)偶联。用O‑苯并三

唑‑N,N,N',N'‑四甲基‑脲‑六氟磷酸盐(HBTU)进行Fmoc‑Phe‑OH氨基酸的偶联。用叔丁基和

叔丁氧羰基保护氨基酸侧链。在室温下使用含有比例为95：5(v/v)的三氟乙酸和水的混合

溶液进行3小时的脱保护和树脂分离。用二乙醚反复洗涤粗肽，真空干燥，然后使用岛津

Shimadzu  5μm  Shimpak  ODS  C18柱(20×250mm)通过反相高效液相色谱(RP‑HPLC)纯化粗

肽。通过使用Shimpak  5μm  ODS  C18柱(4.6×250mm)的分析型RP‑HPLC鉴定纯化的肽。使用

基质辅助激光解吸电离(MALDI)‑质谱仪(Axima  CFR，Kratos  Analytical，Manchester，UK)

测量合成的肽的分子量。

[0052] <实施例2>对癌细胞侵袭的抑制效果评价

[0053] 实验评价实施例1的肽对癌细胞的侵袭是否抑制。具体地，为了评价实施例1的肽

抑制癌细胞侵袭的效果，进行了Transwell侵袭实验。用培养基{RPMI  1640培养基(Welgene 

Inc .，韩国)}将生长因子减少基质胶(Growth  factor  reduced  Matrigel，BD 

Biosciences，Franklin  Lakes，NJ，USA)以1:1稀释，并将其70μl加入到Transwell小室的上

室(Corning  cat#3422，Tewksbury  MA，USA)，然后在37℃的CO2培养箱中进行1小时的包被

工序。向下室中加入500μl含有10％胎牛血清(FBS，Cellgro  cat#35‑015‑CV，USA)的培养基

{RPMI  1640培养基(Welgene  Inc .，韩国)}，然后向实验组加入10ng/ml的TGF‑beta1

(PromoKine，德国)。将包被的上室安装到下室，并将100μl含有0.5％FBS和20000个SNU‑790

甲状腺癌细胞(韩国细胞系库)的RPMI  1640培养基添加到上室。用同样的方式制备阴性对

照组和两个实验组。用实施例1的肽以40μM和100μM的量处理对应的实验组，阴性对照组不

用实施例1的肽处理。此外，除了不添加TGF‑beta1(转化生长因子β1)外，以与阴性对照组相

同的方式制备对照组。

[0054] 实验组、对照组和阴性对照组在37℃的CO2培养箱中培养2天。培养完成后，使用棉

签将在上室内剩余的细胞完全除去。用DPBS(Dulbeco's  Phosphate‑Buffered  Saline)洗

涤附着于上室外表面的细胞5分钟，在‑20℃在100％甲醇中固定5分钟，然后用Mayer's苏木

素溶液(Sigma‑Aldrich)染色15分钟，再用自来水清洗5分钟，在100％乙醇中固定5分钟，然

后用曙红Y溶液染色15分钟。最后用100％乙醇进行清洗，将附着有细胞的膜用刮刀切断，放

置在载玻片上，用显微镜观察。对随机选择的四个区域进行拍照，并对这些区域中的细胞数

量进行计数、取平均值和绘图。图1是显示上述结果的图，以各组为x轴、侵袭细胞的数量为y

轴绘制。如图1所示，由TGF‑beta1增加的癌细胞的侵袭被实施例1的肽浓度依赖性地抑制。

[0055] 因此，本发明的肽在抑制癌细胞侵袭方面是有效的，由此表现出抗癌效果。

[0056] <实施例3>癌细胞体内转移抑制效果的评价

[0057] 通过实验评价癌细胞的转移是否受到实施例1的肽的抑制。具体地，为了评价实施

例1的肽对癌细胞的转移的抑制效果，使用4T1小鼠乳腺癌细胞(ATCC  CRL‑2539，USA)的肺

转移模型进行实验。将实施例1的肽注射到雌性BALB/c小鼠(SPF，SLC/日本)尾部的尾静脉

中。实验组根据注射浓度分为三组；低浓度{40μg/头}、中浓度{80μg/头}和高浓度{120μg/
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头}。阴性对照组进行与实验组相同的处理，不同的是不给药实施例1的肽。在第一次给药后

的第二天，将4T1细胞(1.5×104个细胞/头)注射到小鼠尾部尾静脉中。1小时后，二次给药

实施例1的肽。从第二次给药日到最终给药日，一周三次(星期一、星期三和星期五)进行三

周肽的给药。每周测量两次小鼠的体重，在注射癌细胞后第21天进行尸体解剖。切除肺组

织，用Bouin's溶液染色并固定，然后计数转移性肿瘤结节的数量。另外，除了不注射实施例

1的肽和4T1细胞以外，将与实验组相同的方式处理的组(正常组)作为对照组。结果如图2所

示。图2以各组为x轴、肿瘤结节的数量为y轴绘制。由此，n表示各组中个体的数量，P表示显

著性概率。如图2所示，在以中浓度和高浓度给药实施例1的肽的实验组中，肿瘤结节的数量

显著减少(P<0.001)。特别是在中浓度给药的实验组中，癌转移的抑制效果最高。

[0058] 因此，本发明的肽在抑制癌细胞的转移方面是有效的，从而表现出抗癌效果。

[0059] <实施例4>抗癌效果的评价I

[0060] 通过实验评价实施例1的肽的抗癌效果。具体地，为了评价实施例1的肽对患有癌

症的存活个体的效果，使用与实施例3相同的方法制作的动物模型来测定存活率。

[0061] 除了尸体解剖和随后的处理以外，按照与实施例3中的相同方式制备阴性对照组

和实验组。为了测量存活率，观察和记录每组的存活率。结果如图3所示。在表示存活率的图

3中，x轴表示自给药结束后的天数，y轴表示存活率(％)。另外，n表示各组中个体的数量。如

图3所示，在以中浓度和高浓度给药实施例1的肽的实验组中，甚至在阴性对照组死亡后仍

有一些个体存活。特别是在中浓度给药的实验组中，存活率最高。

[0062] 因此，可以发现本发明的肽显示抗癌效果。

[0063] <实施例5>抗癌效果的评价II

[0064] 通过实验评价实施例1的肽的抗癌效果。具体地，为了评价实施例1的肽对患有癌

症的存活个体的效果，使用B16‑BL6小鼠黑素瘤细胞的动物模型测定存活率(韩国细胞系

库，韩国)。

[0065] 将B16‑BL6细胞{1x105细胞/头}皮下注射入7周龄雄性C57BL/6J小鼠(Orientbio 

Inc.，韩国)。一周后，腹腔内给药实施例1的肽。实验组根据注射浓度分为三组；低浓度{40μ

g/头}、中浓度{80μg/头}和高浓度{120μg/头}。阴性对照组进行与实验组相同的处理，不同

的是不给药实施例1的肽。从第一次给药日开始，每周重复给药两次，持续两周，然后每周一

次，再给药四周，总共给药八次。为了测量存活率，观察和记录每组的存活率。结果如图4所

示。图4中示出了存活率，x轴表示自注射癌细胞以来的天数，y轴表示存活率(％)。此外，n表

示每组中个体的数量，P表示显著性概率。如图4所示，给药了实施例1的肽的实验组中，甚至

在阴性对照组死亡后仍有一些个体存活。特别是在中浓度给药的实验组中，存活率最高。

[0066] 因此，可以发现本发明的肽显示出抗癌效果。

[0067] <制备例1>

[0068] 制备注射剂型

[0069] 将按照实施例1相同的方法制备的500mg肽溶解在生理盐水中得到10ml溶液。将该

溶液装入注射用安瓿中，得到注射用剂型。

[0070] 工业应用

[0071] 本发明能够有效治疗或预防癌症，因此可在工业上适用。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 因首生物科学有限公司

[0003] <120> 新型肽及其应用

[0004] <130>  P48969KRO

[0005] <150>  KR  10‑2015‑0104332

[0006] <151>  2015‑07‑23

[0007] <160>  1

[0008] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0009] <210>  1

[0010] <211>  5

[0011] <212>  PRT

[0012] <213>  Artificial  Sequence

[0013] <400>  1

[0014] Gln  Leu  His  Leu  Asp

[0015] 1               5
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图1

图2
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