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摘要  目的：探究一种阳离子两亲性多肽 KLA 对卵巢癌细胞系的治疗作用及其相关机制，以期为后续抗癌药

物的研发提供新的思路。方法：合成 KLA 后，在不同浓度下分别与正常细胞、肿瘤细胞和肿瘤耐药细胞共培养，并

与相同质量浓度顺铂处理下的细胞进行细胞活力比较；用流式细胞仪分别测得 KLA 处理下耐药细胞的凋亡水平、

活性氧水平及细胞周期；对线粒体进行 JC⁃1 染色，探究 KLA 对线粒体膜电位的影响。结果：KLA 处理红细胞溶血

率趋近于 0；KLA 对 SKOV3、SKOV3/DDP、MRC ⁃ 5 细胞的半数抑制浓度（IC50）分别为 21. 99, 15. 33, 166. 2 
μg⋅mL-1，顺铂对 SKOV3、SKOV3/DDP、MRC⁃5 细胞的 IC50 分别为 15. 24, 43. 85, 85. 62 μg⋅mL-1；KLA 处理后

SKOV3 细胞凋亡水平由 7. 7% 提高到了 27. 3%，SKOV3/DDP 细胞由 4. 2% 提高到了 51. 1%，A2780 细胞的凋亡

水平由 5. 0% 提高到 14. 7%，A2780/DDP 细胞凋亡水平由 6. 0% 提高到 46. 8%；KLA 对 SKOV3、SKOV3/DDP 细

胞周期无显著影响；在 JC ⁃1 染色中，KLA 降低了 SKOV3 和 SKOV3/DDP 细胞内线粒体膜电位；KLA 提高了

SKOV3 和 SKOV3/DDP 细胞内 ROS 的水平。结论：KLA 多肽能够通过损伤线粒体膜电位、增加细胞内活性氧水

平等方式，引发胞内氧化应激，促进细胞凋亡，且对肿瘤耐药细胞具有更强作用。
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Abstract

Objective:: To investigate the therapeutic effects and mechanisms of a cationic amphiphilic pep⁃
tide KLA on ovarian cancer cell lines and to provide new insights for the development of anticancer 
drugs.  Methods:: KLA was synthesized and co⁃cultured with normal cells, tumor cells, and drug⁃resis⁃
tant tumor cells at various concentrations.  Cell viability was compared with cells treated with cisplatin 
at the same concentration.  Flow cytometry was used to measure the apoptosis levels, reactive oxygen 
species (ROS) levels, and cell cycle of drug⁃resistant cells treated with KLA.  JC⁃1 staining was used 
to examine the effects of KLA on mitochondrial membrane potential.  Results:: The hemolysis rate of 
erythrocytes treated with KLA was nearly 0.  The half maximal inhibitory concentration (IC50) values 
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of KLA for SKOV3, SKOV3/DDP, and MRC⁃5 cells were 21. 99, 15. 33, and 166. 2 μg⋅mL-1, re⁃
spectively, whereas the IC50 values of cisplatin for SKOV3, SKOV3/DDP, and MRC ⁃ 5 cells were 
15. 24, 43. 85, and 85. 62 μg ⋅ mL-1, respectively.  KLA treatment increased the apoptosis level in 
SKOV3 cells from 7. 7% to 27. 3%, in SKOV3/DDP cells from 4. 2% to 51. 1%, in A2780 cells 
from 5. 0% to 14. 7%, and in A2780/DDP cells from 6. 0% to 46. 8%.  KLA had no significant ef⁃
fect on the cell cycle of SKOV3 and SKOV3/DDP cells.  JC⁃1 staining showed that KLA reduced the 
mitochondrial membrane potential in SKOV3 and SKOV3/DDP cells.  KLA increased ROS levels in 
SKOV3 and SKOV3/DDP cells.  Conclusion:: KLA peptide can induce oxidative stress, promote 
apoptosis by damaging mitochondrial membrane potential, and increase intracellular ROS levels, with 
a stronger effect on drug⁃resistant tumor cells.
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卵巢癌是最常见的女性生殖器官恶性肿瘤之

一，在所有妇科恶性肿瘤中死亡率最高［1］。卵巢癌

起病隐匿，约 75% 的卵巢癌患者确诊时已属晚

期［2］。此外，卵巢癌易复发，即使手术后完全切除可

见病灶的患者仍有 50%~70% 复发，且易对铂类、

紫杉醇等化疗药物产生抗药性，最终导致多数患者

因肿瘤耐药而死亡［3］。因此，化疗耐药已成为提高

卵巢癌治愈率的关键制约因素。

近年来，多肽因其结构设计自由、低免疫原性

及良好的生物相容性等众多优势，在生物医学研究

中获得了许多关注，尤其是药物治疗方面有着广阔

的应用前景［4］。多肽中有一类具有抗癌活性的小分

子量多肽，在肿瘤检测与治疗中，发挥的作用不容

小觑［5］。具体来说，抗癌肽的抗癌作用可以通过多

种机制实现：多肽结合其预期靶点的直接杀伤作

用、多肽与化疗药物或放射性核素结合用于靶向癌

细胞。多肽可以通过多种机制诱导细胞死亡，包括

膜破坏和随后的坏死、凋亡、抑制肿瘤血管生成、免

疫调节、破坏细胞信号通路、调节细胞周期、影响

DNA 修复通路或细胞死亡通路等［6⁃7］。

以（KLAKLAK）2序列为特征的 KLA 阳离子多

肽是由 McLaughlin 和他的同事们［8］从蜂毒素中提

取其具有抗菌活性的主要成分蜂毒素多肽开发的。

由于序列中的赖氨酸单元，KLA 多肽携带正电荷；

加之膜磷脂的烷基链能够与 KLA 多肽的亮氨酸和

丙氨酸单元发生疏水相互作用，使多肽与质膜结合

形成 α 螺旋构象，导致质膜穿孔，同时也具备了抗癌

活性［9⁃10］。本研究依据抗癌肽中的 KLA 设计了具有

Ac⁃D（KLAKKLAKKLAK）⁃NH2 序列的 KLA 肽变

体，探究其对卵巢癌耐药细胞的治疗效果及抗肿瘤

的作用机制，以期为临床利用 KLA 多肽治疗复发耐

药卵巢癌提供新思路。

1 材料与方法

1. 1　 KLA 的制备与合成   在 KLA 抗菌肽的基础

上，将 L 型氨基酸替换为 D 型氨基酸，并在 N 端乙酰

化修饰，C 端酰胺化修饰保护，序列为 Ac⁃D（KLAK⁃
KLAKKLAK）⁃NH2，多肽均由上海生工合成。

1. 2　溶血实验   取健康家兔血液，除去纤维蛋白

原，形成脱纤血液。加入 0. 9% 氯化钠溶液约 10 倍

量，摇匀，离心，除去上清液，并洗涤 3 次，至上清液

不显红色为止。将所得红细胞用 0. 9% 氯化钠溶液

制成 4% 的混悬液。以预实验中各细胞系的半数抑

制浓度（half maximal inhibitory concentration，IC50）

为基准，设置 KLA 不同浓度梯度为实验组，1 个

PBS 对照组，1 个去离子水阳性对照组。每孔加入

红细胞混悬液 100 μL，放至恒温箱中孵育 2 h，观察

溶血现象。离心后，取不同浓度实验组和对照组的

上层清液于 96 孔板中，每孔 100 μL，通过测定上清

层光密度（OD572）来评估溶血情况。溶血量计算为

溶血总量的百分比。

1. 3　细胞培养   卵巢癌细胞系 A2780、SKOV3 均

来自中国典型培养物保藏中心（China Center for 
Type Culture Collection，CCTCC）。使用含体积分

数 10% 胎牛血清与 l%双抗的 DMEM⁃1640 培养基

培养 A2780 细胞。通过向上述培养基中添加浓度

为 2 mg⋅mL-1 的顺铂溶液，对 A2780 处理 12 周，构

建 A2780/DDP 细胞。使用含体积分数 10% 胎牛血

清与 l%双抗的 McCoy's 5a 培养基培养 SKOV3 细

胞，SKOV3/DDP 细胞筛选方法同 A2780/DDP 细

胞。将细胞置于 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养。

1. 4　 SKOV3、SKOV3/DDP、MRC⁃5 对 KLA 药 物

敏感性的检测   将处于生长对数期的细胞接种于

96 孔板，培养 24 h。设计不同 KLA 浓度作为实验
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组，并设置 PBS 对照组和空白组，药物处理后继续

孵 育 24 h。 加 入 CCK ⁃ 8 试 剂（Beyotime，货 号 ：

C0038），2 h 后用酶标仪检测 OD 值，计算细胞增殖

抑制率，分析各组细胞药物 IC50。

1. 5　细胞凋亡检测   使用 Annexin Ⅴ ⁃FITC 试剂

盒（Multi Science，货号：AP101）检测细胞凋亡水

平。将细胞接种于 6 孔板后，培养 24 h。加入 2 mL
质量浓度为 20 μg⋅mL-1 的 KLA 溶液，孵育 8 h。去

除培养基，消化并洗涤后得到细胞悬液。用双蒸水

稀 释 5×Binding Buffer 为 1× 工 作 液 ，取 500 μL 
1×Binding Buffer 重悬细胞。每管加入 5 μL An⁃
nexin Ⅴ ⁃FITC 和 5 μL PI 染色液，轻柔涡旋混匀。

室温避光孵育 5 min。流式细胞仪检测细胞凋亡水

平。

1. 6　 细 胞 周 期 检 测   使用细胞周期检测试剂盒

（Solarbio，货号：CA1510）检测细胞周期情况。将细

胞接种于 6 孔板，培养 24 h。待细胞贴壁后，将正常

培养基替换为无血清 1640培养基，同步 20 h，使得所

有细胞都进入相同的细胞周期时期；将培养基替换

为正常含血清培养基，继续培养 24 h。将 2 mL 20 
μg⋅mL-1的顺铂及 KLA 分别加入 6孔板，与细胞共培

养 8 h。消化并洗涤细胞，收集细胞至 5 mL 离心管

中，离心。去除上清液，PBS 清洗细胞 1 次，再次离

心；去除 PBS，用预冷的 75% 乙醇溶液重悬细胞沉

淀，4 ℃固定过夜；4 ℃离心去除乙醇，PBS 清洗 3 次，

离心。去除上清液，每管加入 100 μL RNaseA 溶液，

37 ℃水浴 30 min。每管加入 400 μL PI 溶液，4 ℃避

光孵育 30 min。使用流式细胞仪检测细胞周期情

况。

1. 7　 线 粒 体 JC⁃1 染 色   使用线粒体膜电位检测

试剂盒（JC⁃1，Beyotime，货号：C2006）检测线粒体

膜电位变化。将细胞接种于 6 孔板，培养 24 h。将

2 mL 5 μg⋅mL-1 KLA 加入 6 孔板中，与细胞共培养

8 h。去除培养基 ，用 PBS 清洗 1 次。每孔加入

1 mL 10 μg⋅mL-1 JC⁃1 染色 30 min。PBS 洗涤 3 次。

用倒置荧光显微镜观察细胞。

1. 8　 活 性 氧 检 测   将 细 胞 接 种 于 6 孔 板 ，培 养

24 h。将 2 mL 5 μg⋅mL-1 KLA 加入 6 孔板中，与细

胞共培养 8 h。去除培养基，用 PBS 清洗 1 次。每孔

加入 1 mL 10 μmol⋅L-1 DCFH⁃DA 孵育 20 min。用

无血清培养基洗涤细胞 3 次。使用倒置荧光显微镜

进行观察。弃去培养基，胰酶消化细胞。离心弃去

上清，PBS 洗涤 2 次。用 1 mL 无血清培养基重悬细

胞，使用流式细胞仪检测细胞内活性氧水平。

1. 9　统计学分析　应用 Graphpad 9. 0 软件进行数

据分析并绘制柱状图。计量数据采用均数±标准

差表示，多组样本间均数比较采用单因素方差分析

（One⁃way ANOVA），两两比较采用 LSD ⁃ t 检验。

以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1　 KLA 的 免 疫 原 性   合成 KLA 结构如图 1 所

示。检验 KLA 的体外溶血活性：所有实验组均无肉

眼可见的溶血现象；各实验组溶血率均趋近于 0。

2. 2　KLA 有效降低肿瘤细胞活力   选取传统化疗

药物顺铂作为对照，在细胞水平上评估 KLA 的抗肿

瘤作用。根据细胞活力，利用 GraphPad Prism 软件

分析 IC50，如图 2A、B 所示，KLA 对 SKOV3 细胞的

IC50约为 21. 99 μg⋅mL-1，顺铂对 SKOV3 细胞的 IC50

为 15. 24 μg ⋅ mL-1；KLA 对 SKOV3/DDP 细 胞 的

IC50为 15. 33 μg⋅mL-1，顺铂对 SKOV3/DDP 细胞的

IC50约为 43. 85 μg⋅mL-1。

使用人胚肺成纤维细胞 MRC⁃5 作为正常细胞

对照，结果如图 2C 所示。分析可得，KLA 对 MRC⁃

5 细胞的 IC50为 166. 2 μg⋅mL-1，而顺铂对 MRC⁃5 细

胞的 IC50约为 85. 62 μg⋅mL-1。

2. 3　 KLA 促 进 肿 瘤 耐 药 细 胞 凋 亡   两亲性 KLA
多肽序列可以通过在细胞膜上形成具有 α 螺旋构象

的孔而表现出穿透肽的活性，并以依赖或不依赖于

caspase 的 方 式 诱 导 细 胞 死 亡 ，因 此 进 一 步 探 究

KLA 能否促进肿瘤细胞凋亡。

对用 5 μg⋅mL-1浓度的KLA处理后的SKOV3和

SKOV3/DDP细胞分别进行凋亡检测，结果如图 3所

示。无论是 SKOV3细胞还是 SKOV3/DDP细胞，经

图 1　KLA 阳离子多肽[Ac⁃D（KLAKKLAKKLAK）⁃NH2]的结构式
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过KLA处理后都显著提高了凋亡水平（P<0. 05）。其

中 SKOV3 细胞凋亡水平由 7. 7% 提高到了 27. 3%，

SKOV3/DDP细胞则由 4. 2%提高到了 51. 1%。

加用人卵巢癌细胞 A2780 细胞系及其顺铂耐

药株即 A2780/DDP 细胞，用 0. 625 μg⋅mL-1浓度的

KLA 处理细胞，结果如图 3C、3D 所示：A2780 细胞

的凋亡水平由 5. 0% 提高到 14. 7%，A2780/DDP 细

胞凋亡水平由 6. 0% 提高到 46. 8%。

2. 4　 KLA 杀伤肿瘤细胞的机制   检测 KLA 和顺

铂对细胞周期的影响，用 20 μg⋅mL-1 KLA 和顺铂

处理 SKOV3 和 SKOV3/DDP 细胞 24 h，与 PBS 阴

性对照组的结果对比。如图 4A 所示，其中仅顺铂

组 SKOV3 细胞 S 期细胞占比为 46. 6%，G2 期细胞

仅 为 8. 88%，分 别 高 于 对 照 组 S 期 细 胞 占 比

（36. 6%）和低于对照组 G2期细胞占比（26. 4%）；其

余实验组与对照组相比无显著差异。

KLA 可能通过诱导线粒体膜的去极化引起细

胞 凋 亡［11］ 。 用 JC ⁃ 1 荧 光 探 针 对 SKOV3 和

SKOV3/DDP 细胞线粒体进行检测。如图 4B 所

示，对照组显示出弱的绿色荧光和极强的红色荧

光 。 经 5 μg ⋅ mL-1 KLA 处 理 后 的 SKOV3 和

SKOV3/DDP 细胞荧光特征相似，均为绿色荧光强

度强于红色荧光；从敏感株和耐药株的结果对比来

看 ，经 KLA 处理后 ，SKOV3 组的红色荧光强于

SKOV3/DDP 组。

同时，为了评估氧化应激在 KLA 介导的细胞死

亡中的作用，我们深入探究了活性氧水平在此过程

中的变化。如图 4C 所示，SKOV3 细胞及 SKOV3/
DDP 细胞经过 5 μg⋅mL-1 KLA 处理后，绿色荧光均

有增强。采用流式细胞仪检测 KLA 处理组与 PBS
对照组细胞内 ROS 含量，如图 4D 所示，KLA 的确

提高了 SKOV3 和 SKOV3/DDP 细胞内 ROS 的水

平 ，但 在 SKOV3/DDP 细 胞 组 中 更 为 显 著

（P<0. 05）。

图 2　KLA 对细胞活力的影响

A~C.分别显示使用不同浓度的顺铂/KLA 处理 SKOV3、SKOV3/DDP、MRC⁃5 细胞 24 h 后的细胞活力；*P<0.05，**P<0.01，
****P<0.000 1，ns：无统计学意义

图 3　KLA 对细胞凋亡的影响

A~D. 分别显示经 KLA 处理后 SKOV3、SKOV3/DDP、A2780、A2780/DDP 细胞的凋亡情况。SKOV3、SKOV3/DDP 细胞使用 5 μg⋅
mL-1 KLA 处理，A2780、A2780/DDP 细胞使用 0.625 μg⋅mL-1 KLA 处理
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图 4　KLA 杀伤肿瘤细胞机制的探究

A. 经 KLA 及顺铂处理后细胞周期变化；B. 经 KLA 处理后细胞 JC⁃1 染色情况；C. 经 KLA 处理后细胞活性氧染色情况；D. 经 KLA 处理

后细胞活性氧含量的变化，红色区域为 PBS 阴性（空白）对照组，蓝色区域为 KLA 处理组
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3 讨论

KLA 阳离子多肽自从被发现以来，由于其结构

简单、设计多样化、体内可降解等众多优势，在生物医

学领域有着广阔的发展前景，被广泛应用于肿瘤检测

与成像、药物递送及调节免疫等方向。本篇研究侧重

讨论研究了 KLA 多肽在对抗肿瘤耐药性方面的优

势。KLA 由重复的氨基酸序列单元 KLAKLAK 组

成，通过靶向线粒体膜，它能够选择性地诱导癌细胞

凋亡，这使其成为有潜力的肿瘤耐药治疗候选分子。

KLA 的体外溶血活性实验证明其在所测试的

浓度范围内对家兔红细胞无明显溶血活性。这一

结果对于后续的抗癌药物研发具有重要意义，因为

低溶血活性意味着 KLA 在体内应用时对正常细胞

的损伤较小，具有较高的安全性和生物兼容性。

在 KLA 对细胞活力的影响实验中，总的来说，

经 KLA 和顺铂处理后，SKOV3、SKOV3/DDP 的细

胞活力均受到有效抑制，并且呈剂量依赖性下降。

其中，在低浓度药物处理下，KLA 对 SKOV3 细胞的

杀伤作用不及顺铂。然而随着浓度升高到 40 μg⋅
mL-1及以上，不同于顺铂组在细胞活力达到约 30%
时便不再下降，KLA 处理组的 SKOV3 细胞活力急

剧下降，在浓度为 80 μg ⋅mL-1 时细胞几乎全部死

亡。对于 SKOV3/DDP 细胞而言，KLA 在较低浓

度下的杀伤作用明显强于顺铂。低浓度的顺铂对

SKOV3/DDP 细胞几乎没有杀伤作用，KLA 在 80 
μg⋅mL-1 下能将其完全杀灭，而顺铂需要达到 160 
μg⋅mL-1才能完全杀灭 SKOV3/DDP 细胞。由此我

们认为，在治疗早期未产生耐药性的卵巢癌时，低

浓度下使用常规化疗药物可能取得更好的抗肿瘤

效果。然而，在处理肿瘤耐药细胞时，KLA 凭借其

卓越的疗效、低 IC50的优势，以及与其他抗肿瘤药物

结合开发新型纳米递送平台的潜力，显示出明显的

优越性。奇怪的是，在相同较低浓度的 KLA 与顺铂

处理后，KLA 显示出对 SKOV3/DDP 细胞更强的

杀伤性，对 SKOV3 细胞的杀伤性则弱于顺铂。此

外，从 KLA 和顺铂对 MRC⁃5 细胞活力的影响可以

得出，KLA 对正常细胞的杀伤作用弱于顺铂。这对

临床应用而言是一个可接受的生物毒性水平。

进一步探究 KLA 对肿瘤细胞凋亡的影响，可知

KLA 不仅能够显著提高细胞的凋亡水平，而且从顺

铂敏感株和耐药株实验结果的差异来看，KLA 对提

高顺铂耐药肿瘤细胞凋亡水平的作用是强于对顺

铂敏感细胞的，这与我们之前的研究结果一致，

KLA 对于肿瘤耐药细胞的作用效果更为显著。

KLA 对肿瘤细胞系耐药株的作用强于传统化

疗药物，这可能与细胞内部产生耐药性相关，而这

种耐药机制不影响 KLA 发挥作用。顺铂作为化疗

药主要与细胞内的 DNA 相互作用发生反应，导致

DNA 链出现断裂、交联等损伤，干扰肿瘤细胞的

DNA 合成和修复过程，最终在特定的周期阶段停

滞，从而阻止其增殖［12］。而我们的实验结果也印证

了顺铂主要将细胞阻滞在 S 期，即 DNA 合成期，但

KLA 并不通过影响细胞周期来实现杀灭肿瘤细胞

的目的，这也提示肿瘤细胞产生顺铂耐药性不影响

KLA 发挥作用。我们可以根据细胞周期的结果推

测，KLA 作用的主要靶点不在细胞核内的 DNA。

先前的研究［13］表明，KLA 多肽是一种凋亡诱导

肽，能够通过诱导线粒体膜的去极化引起细胞凋亡。

线粒体跨膜电位可以有效指示线粒体功能是否正

常［14］。通常认为，线粒体膜电位的下降与线粒体功

能障碍有关。我们从细胞质中 J⁃单体绿色荧光（受损

线粒体）的增加和 J⁃聚集体红色荧光（正常线粒体）的

同时减少来评估线粒体跨膜电位的丧失，这表明线

粒体功能发生障碍。实验证实，诱导线粒体膜去极

化、干扰线粒体正常功能是 KLA 促进肿瘤细胞凋亡

的机制之一。活性氧（ROS）是诱导细胞发生氧化应

激的重要因素［15］。经 KLA 处理后胞内活性氧水平

的提高，提示 KLA 还可能通过诱导细胞的氧化应

激，促进细胞凋亡，实现对肿瘤细胞的杀伤效果。

针对 KLA 对肿瘤顺铂耐药株作用强于顺铂敏

感株的现象，我们提出了几个可能的解释：首先，肿

瘤细胞产生耐药性后，细胞膜的通透性和膜电位发

生变化，可能使 KLA 更容易进入细胞发挥作用；其

次，KLA 作为多肽进入细胞后，可能被胞内的酶降

解，而肿瘤细胞在产生耐药性的过程中，外排化疗

药物的相关蛋白表达增加，可能同时导致 KLA 的水

解酶表达下降，从而减少 KLA 的失活；最后，敏感株

和耐药株的线粒体数目和稳定性可能具有差别，这

也可能导致 KLA 作用效果的不同。

尽管 KLA 在抗肿瘤耐药性方面显示出显著优

势，其临床应用仍面临一些挑战。KLA 的穿透力

差、稳定性差、细胞毒性和低生物利用度等问题限

制了其应用。因此，未来的研究应重点关注以下几

个方面：通过设计更高效的递送系统或修饰 KLA 分

子结构，增强其对肿瘤细胞的特异性和靶向性；通

过优化 KLA 的剂量和给药方式，减少其对正常组织

的毒性；还可开发新型纳米载体或其他递送平台，
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提高 KLA 在体内的稳定性和运输效率。

总之，通过进一步的研究和优化，KLA 有望在

临床上发挥重要作用，为抗癌药物的研发提供新的

思路和方法。
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