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论著

内皮抑素 30肽对 HepG2细胞黏附、
侵袭能力影响的机制研究鄢

郭红艳，刘秀财，李淑艳
（齐齐哈尔医学院 生物化学教研室，黑龙江 齐齐哈尔 161006）

摘要：目的 探讨 RGD修饰的人内皮抑素 30肽对HepG2细胞黏附、侵袭的影响及作用机制。方法 人工

合成人内皮抑素 1～30位氨基酸（30肽，序列 25～31由 RGIRGAD改为 RGDRGD）所对应的核苷酸序列，连

接到质粒 pTYB2中，再转化至大肠埃希菌 BL21（DE3）中表达，同法合成人内皮抑素 1～27位氨基酸构成的 27

肽作为对照。细胞黏附实验及 Transwell实验分别检测 30肽和 27肽对 HepG2细胞黏附能力和侵袭能力的影

响，同时筛选与侵袭作用相关的整合素；免疫荧光检测 30肽和 27肽对αvβ3整合素的聚集作用，流式细胞仪

检测 30肽和 27肽对 HepG2细胞表面相应整合素表达的影响；逆转录 -聚合酶链反应（RT-PCR）及Western

blot检测 30肽和 27肽对 HepG2细胞 TIMP1和 TIMP2 mRNA和蛋白质表达量的影响。结果 30肽能明显

抑制 HepG2细胞黏附、侵袭，对侵袭作用的影响与整合素αvβ3相关，同时，30肽能上调 HepG2细胞中

TIMP1和 TIMP2 mRNA及蛋白质的表达，30肽加αvβ3抗体后，上述作用明显增强。结论 30肽可能是通

过整合素αvβ3发挥其抗肿瘤侵袭转移作用，可以成为临床上肝癌的辅助化疗药物发挥作用。
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Endostatin 30 peptide inhibit the cell adhesion
and invasion of HepG2 cells鄢

Hong-yan Guo, Xiu-cai Liu, Shu-yan Li
(Department of Biochemistry, Qiqihar Medical University, Qiqihar, Heilongjiang 161006, China)

Abstract: Objective To study the influence of human endostatin 30 peptide modified RGD on the cell adhesion
and invasion of HepG2 cells and the mechanism. Methods The nucleotide sequence encoding amino acids 1-30 of
endostatin (peptide 30, with amino acids 25-31 mutated from RGIRGAD to RGDRGD) was artificially synthesized
and cloned into the plasmid pTYB2 and expressed in E. coli (DE3), Similarly, peptide 27, corresponding to amino
acids 1-27 of endostatin, was produced as a control. The cell adhesion assay and transwell was used to inspect the
influence of cell adhesion and invasion activity of HepG2 caused by 30 peptide and 27 peptide, respectively. Mean原
while, integrin associate with invasion was screened out; The aggregation of integrin 琢v茁3 was detected using by im原
munofluorescence The expression of integrin on the HepG2 cell surface was measured by flow cytometry in order to
test the effect of 30 peptide and 27 peptide. The expression of mRNA and protein was tested by RT-PCR and West原
ern blot, including TIMP1 and TIMP2. Results The cell adhesion and invasion of HepG2 was inhibited obviously by
30 peptide, and it's influence of invasive effect on HepG2 associate with integrin 琢v茁3. At the same time, the mR原
NA and protein expression of TIMP1 and TIMP2 were down-regulated by 30 peptide. Above function enhanced ob原
viously after 琢v茁3 antibody joined to 30 peptide. Conclusions 30 peptide can give full play to its anti-transferance
for tumor through integrin 琢v茁3, 30 peptide may help chemotherapeutics to play their function of anti-hepatoma in
the clinical treatment.
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内皮抑素是 O'Reilly等 [1]发现的一种内源性血

管生成抑制剂，由胶原蛋白ΧⅧ羧基端的 184个氨

基酸残基组成，研究发现其具有抑制肿瘤生长、改

善肺纤维化等作用，且与其他多种疾病相关 [2-3]，因

此，内皮抑素日益受到研究者的关注和重视。

已有研究证实，内皮抑素活性区主要在 N端的

1～27个 Aa上[4]，因此，本课题组构建并表达了人内

皮抑素 1～30 位氨基酸（30 肽，序列 25～31 由

RGIRGAD改为 RGDRGD）所对应的核苷酸序列，前

期研究证明，30肽具有更强的抑制肿瘤细胞增殖和

转移的能力[5]，本文拟在前期工作的基础上，进一步

研究 30肽抑制肿瘤侵袭与转移的作用机制。本文以

人 HepG2细胞为实验材料，探讨经过 RGD修饰的

30肽通过与何种整合素特异性结合调节肿瘤转移

相关基因的表达，进而影响肿瘤细胞的转移，为 30

肽用于临床治疗肿瘤提供理论指导和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

RPMI1640 细胞培养基（Gibco）、新生牛血清

（PAA）、胰酶（DIFCO）购买于美国 Invitrogen 公司，

人工基底膜 Matrigel（E1270）购买于美国 sigma公

司，antibody（anti-α5、anti-β1、anti-β3、anti-αvβ3、

anti-TIMP1、anti-TIMP2、anti β-actin）以及二抗购

自美国 Santa Cruz 公司，Transwell 小室购自美国

Corning Costar 公司，R NA 提取试剂盒购于美国

Promega 公司，DRR019A 逆转录 - 聚合酶链反应

（reverse transcription-polymerase chain reaction，

RT-PCR）试剂盒购自日本 TaKaRa 公司；研究所用

30肽和 27肽是课题组分别从构建的 30肽和 27肽

基因工程菌中提取纯化，并通过葡聚糖凝胶 G15层

析去除 DTT、Tricine-SDS-PAGE鉴定。

1.2 细胞培养

人肝癌细胞株 HepG2（本室保存）用含 10 %胎

牛血清的 RPMI 1640 培养基，5%二氧化碳 CO2 的

37℃环境培养，细胞在 60%～70%融合时进行相关

实验。

1.3 实验方法

1.3.1 30 肽对 HepG2 细胞黏附能力的影响实验

实验参考文献 [6]的方法，设立对照组、27 肽组和 30

肽组。在 96孔培养板孔中预先铺 2μg人工基底膜

（matrigel），加 2％BSA 20μL/孔，置于 22℃1h，PBS

冲洗。HepG2 细胞用 0、20、40、60、80 和 100μg/ml

的 27肽和 30肽预孵育 24 h，5×104个细胞 /孔，置

于37℃ 90 min。用 PBS冲洗掉未黏附的细胞，加入

MTT 20μl/ 孔，37℃孵育 4 h，弃去 MTT，加入

100μl/孔 DMSO，用酶标仪在 570 nm测定吸光度

值，计算各组的相对黏附率，每组设 3个平行对照，

实验在不同时间进行 3次。

1.3.2 30肽对 HepG2细胞侵袭能力的影响及相关

整合素筛选实验 实验参考 Liu等[7]人的方法。在

Transwell小室的内表面涂 5μg Matrigel，置于 37℃

干燥后形成一个基质屏障层。设立对照组、27肽处

理组和 30肽处理组，其中对照组细胞未经肽处理，

27肽组和 30肽组细胞分别经 45μg/ml的 27肽和

30肽处理 24 h。用胰酶消化细胞后，将细胞悬液加

到 Transwell 小室中，每小室 100μl，细胞数均为

1×105 个。在 24 孔培养板内加入含 20％FBS 的

RPMI1640培养液，每孔 500μl。将小室浸于 24孔

板的条件培养基中，37℃，5％二氧化碳 CO2培养箱

内孵育 24 h。吸弃上室中的溶液，用棉签轻轻擦去小

室内侧壁未转膜的细胞，用 0.1%结晶紫染小室膜

20 min，晾干，在 100倍显微镜下计数侵袭细胞数，

拍照保存。每膜计数上下左右中 5个不同视野的穿

膜细胞数，计算平均值。同时，以单加 30肽为对照，

同时向 4 个小室中对应加入抗 α5、β1、β3、

αvβ3整合素抗体（终浓度为 50μg/ml）。检测 30

肽分别加入 α5、β1、β3、αvβ3整合素抗体后对

HepG2细胞侵袭能力的影响。每组设 3个平行孔，

不同时间进行 3次。

1.3.3 流式细胞术分析 30肽对细胞表面αvβ3整

合素表达水平的影响 参考 Chen等[8]人的方法。设

立对照组、27肽组和 30肽组。其中对照组细胞未经

肽处理，27肽组和 30肽组细胞分别经 45μg/ml的

27肽和 30肽处理 24 h，HepG2细胞生长到融合状

态后用 0.25%胰酶消化，用 PBS洗涤后制成单细胞

悬液，与荧光标记的抗αvβ3抗体一抗 37℃孵育

30 min，用 PBS冲洗后，按 1×105个细胞 /管分装，

与 FITC 标记的二抗在 37℃避光孵育 30 min，用

PBS冲洗，FACSCalibur流式细胞仪检测，实验在不

同时间进行 3次。

1.3.4 免疫荧光检测 30肽对细胞表面αvβ3整合

素聚集作用的影响 设立对照组、27 肽组和 30 肽

组。取对数生长期 HepG2细胞，5×105个细胞 /孔

接种 24孔培养板，孵育 24 h，给药组分别加入终浓
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1）与对照组比较， <0.05；2）与 27肽组比较， <0.05

图 1 30肽对 HepG2细胞黏附能力的影响
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基因名称 退火温度 /℃

TIMP1 58

TIMP2 58

β-actin 50

引物序列 长度 /bp

F：5'-CTTCCACAGGTCCCACAACC-3'； R：5'-CAGCCCTGGCTCCCGAGGC-3' 304

F：5'-GAGCACCACCCAGAAGAAGAG-3'；R：5'-CCAGGAAGGGATGTCAGAGC-3' 339

F：5'-TCATGCCATCCTGCGTCTG-3'； R：5'-GCATCGGAACCGCTCAT-3′ 256

附表 引物序列、产物长度和退火温度

度为 45μg/ml的 27肽和 30肽，对照组加入相同体

积 PBS，继续培养 24 h，PBS冲洗 2次，4%多聚甲醛

固定 20 min，5%BSA封闭 30 min，每孔加入αvβ3

一抗，置于 4℃湿盒内过夜，PBS 振洗 3 次，每孔加

入 FITC 标记的二抗，37℃ 1 h，PBS 冲洗 3 次，置

于荧光显微镜下观察并拍照, 实验在不同时间进行

3次。

1.3.5 RT-PCR 检测 30 肽对 TIMP1 和 TIMP2

mRNA表达的影响 用 RT-PCR 方法检测金属蛋

白酶组织抑制剂 （tissue inhibitor of metallopro-

teinases，TIMP）家族 TIMP1 和 TIMP2 mRNA 在 30

肽及 27肽作用下的变化，终浓度为 45μg/ml的 30

肽和 27 肽分别作用 HepG2 细胞 0、12、24 及 48 h

后，提取总 RNA，逆转录合成 cDNA，PCR引物序列

见附表，PCR 反应条件如下：94℃预变性 2 min，

94℃变性 30s，退火 30 s，72℃延伸 60 s，循环次数为

35 循环（β-actin 为 30循环）；扩增产物经 1.5%琼

脂糖凝胶电泳，紫外线下凝胶置于成像系统下进行

拍照，记录。

另外分别用 45μg/ml 的 30 肽、45μg/ml 的

αvβ3 抗体和 45μg/ml 的 30 肽 +45μg/ml 的

αvβ3抗体作用于 HepG2细胞 24 h，后续处理同

上，分别检测细胞中 TIMP1 和 TIMP2 mRNA，以上

实验重复 3次。

1.3.6 Western blot检测 30肽对 TIMP1和 TIMP2

表达的影响 用 Western blot 方法检测 TIMP1 和

TIMP2蛋白在 30肽及 27肽作用下表达的变化。终

浓度为 45μg/ml 的 30 肽和 27 肽分别作用 HepG2

细胞 0、12、24及 48 h后，分别收集细胞（800 rpm，5

min）提取蛋白，检测细胞总蛋白浓度。取 50μg蛋白

进行 SDS-PAGE凝胶电泳，转膜，封闭液中室温封

闭 2 h，加入相应稀释倍数的一抗，4℃孵育过夜，洗

膜后，加入 1∶5 000的 HRP标记的二抗室温孵育 2

h，采用化学发光法（ECL）曝光胶片，冲洗显色检测

相应的蛋白条带，GPS8000型凝胶成像分析系统扫

描分析蛋白条带。

另外设立30肽组、αvβ3抗体组和 30肽 +αvβ3

抗体组，各组中分别用 45μg/ml的 30肽、45μg/ml

的 αvβ3 抗体和 45μg/ml 的 30 肽 +45μg/ml 的

αvβ3抗体作用于 HepG2细胞 24 h，后续处理同

上，分别检测细胞中 TIMP1和 TIMP2蛋白，实验重

复 3次。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 19.0软件进行统计学分析，数据采

用单因素方差分析，检验进行组间比较，实验结果

以均数±标准差（x±s）表示， <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 30肽对 HepG2细胞黏附能力的抑制作用

与对照组及 27 肽组相比，30 肽组浓度在

40~100μg/ml 时，能显著抑制 HepG2 细胞的黏附

（ <0.05）（见图 1）。

2.2 30肽对 HepG2细胞侵袭能力的抑制作用

体外侵袭实验检测 30肽对细胞侵袭能力的影

响，从图 2A、B可见，3组细胞的穿膜细胞数分别是

（205.6±20.13）、（132.9±13.55）和（71.25±9.45），肽

处理组的穿膜细胞数均低于对照组，30肽组穿膜细

胞数显著低于 27 肽组；30 肽加入 α5、β1、β3 及

αvβ3 整合素抗体后，穿膜细胞数分别为（80±
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A B C

A：对照组；B：30肽组；C：27肽组

图 3 流式细胞仪检测 30肽对 HepG2细胞表面αvβ3整合素表达水平的影响

200

160

120

80

40

0
100 101 102 103 104

200

160

120

80

40

0
100 101 102 103 104

200

160

120

80

40

0
100 101 102 103 104

αvβ3: FITC-Control
Marker % Gated

All 100.00
M1: 88.09

αvβ3: FITC-peptide 30
Marker % Gated

All 100.00
M1: 88.84

αvβ3: FITC-peptide 27
Marker % Gated

All 100.00
M1: 88.30

1）与对照组比较， <0.05；2）与 27肽组比较， <0.05；3）与 30肽组比较， <0.05；A：肽处理 HepG2细胞 transwell实验（×100）；B：30肽对

HepG2细胞侵袭能力的影响；C：30肽 +整合素处理 HepG2细胞 transwell实验（×100）；D：30肽 +整合素对 HepG2细胞侵袭能力的影响

图 2 30肽对 HepG2细胞侵袭能力的抑制作用
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C

8.02）、（79.17±8.12）、（82.5±8.19）和（39.99±4.35）。

可见只有加入αvβ3抗体后，30肽对 HepG2细胞

的侵袭能力得到进一步抑制，其余抗体对 HepG2细

胞的侵袭能力无明显影响（见图 2C、D）。

2.3 30肽对细胞表面αvβ3整合素表达的影响

流式细胞仪检测结果显示：对照组、27肽组和

30 肽组细胞表面 avβ3 表达量变化无统计学意义

（见图 3）。
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1）与 27肽组比较， <0.05；2）与 30肽组比较， <0.05；3）与αvβ3组比较， <0.05；A：RT-PCR检测肽处理 HepG2细胞 TIMP1 mRNA；B：

30肽对 HepG2细胞 TIMP1 mRNA表达影响；C：RT-PCR检测肽处理 HepG2细胞 TIMP2 mRNA；D：30肽对 HepG2细胞 TIMP2 mRNA表达影

响；E：RT-PCR检测肽及整合素处理 HepG2细胞；F：30肽 +整合素对 HepG2细胞 TIMP2 mRNA表达影响

图 5 30肽对 HepG2细胞 TIMP1和 TIMP2 mRNA表达的影响及整合素的作用
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A：对照组；B：30肽组；C：27肽组

图 4 30肽对 HepG2细胞表面αvβ3整合素的聚集作用（×400）

2.4 30肽对αvβ3整合素的聚集作用

免疫荧光结果显示：与对照组及 27肽组比较，

30肽处理组 HepG2细胞表面αvβ3明显聚集成簇

（见图 4）。

2.5 RT-PCR检测 和 基因的表达

如图 5A-D， 和 的 mRNA 表达量

随着 27肽和 30肽作用时间的延长而上调，30肽处

理组在 24 h开始上调 和 mRNA的表
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1）与 27肽组比较， <0.05；2）与 30肽组比较； <0.05；3）与αvβ3组比较， <0.05；A：肽处理 HepG2细胞 TIMP1蛋白质表达；B：30肽对

HepG2细胞 TIMP1蛋白质表达的影响；C：肽处理 HepG2细胞 TIMP2蛋白质表达；D：30肽对 HepG2细胞 TIMP2蛋白质表达的影响；E：肽及整

合素处理 HepG2细胞；F：30肽 +整合素对 HepG2细胞 TIMP1、TIMP2蛋白表达影响

图 6 30肽对 HepG2细胞 TIMP1和 TIMP2蛋白表达的影响及整合素的作用

达（ <0.05）；图 5E-F中，与 30肽组和αvβ3抗体

组比较，30 肽 +αvβ3 抗体组明显上调 和

mRNA表达量。

2.6 Western blot检测 TIMP1和 TIMP2的表达

图 6A-D中，反向 TIMP1和 TIMP2的表达量随

着 27肽和 30肽作用时间的延长而上调，与 27肽处

理组比较，30 肽处理组在 24 h开始上调 TIMP1 和

TIMP2蛋白的表达（ <0.05）。图 6E-F中，与 30肽

组和 αvβ3 抗体组相比，30 肽 +αvβ3 抗体组明

显上调 和 蛋白的表达量。

3 讨论

肿瘤转移是一个复杂的过程，黏附是肿瘤细胞

侵袭的起始步骤，高侵袭的肿瘤细胞与基底膜成分

的异质性黏附能力通常增高，而肿瘤细胞间的同质

性黏附能力则会下降[9]，上述特征有利于肿瘤细胞与

肿瘤母体分离，并侵犯基底膜等正常组织。通过黏附

实验检测 30肽对肿瘤细胞与基底膜成分黏附能力

的影响，结果表明，与 27 肽相比，30 肽从 40μg/ml

开始，明显抑制 HepG2细胞与 matrigel的黏附，并呈

剂量依赖性。

基底膜侵袭实验能较好地反映肿瘤细胞的侵袭

能力，使用 matrigel等基质成分模拟体内基底膜进

行体外侵袭实验结果证明：与 27肽组比较，30肽具

有明显降低 HepG2细胞侵袭能力的作用。30肽只
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比 27肽多出一个 RGDRGD序列，30肽抑制肿瘤细

胞黏附、侵袭能力强于 27 肽，必定与其中的

RGDRGD 序 列 相 关 。 RGD 序 列 是 指 包 含

Arg-Gly-Asp 3肽的序列，细胞外基质中的蛋白质借

助其中的 RGD序列识别并结合不同亚型的整合素，

将细胞外信息传入细胞内，引发一系列病理生理变

化，调节肿瘤细胞黏附，影响肿瘤细胞的增殖、转移

及凋亡。

整合素在体内大多数细胞表面广泛表达，在多

种生命活动中发挥关键作用[10]，与肿瘤等疾病密切

相关[11]，具有 RGD序列的小分子多肽会和细胞外基

质蛋白质竞争与整合素的结合，产生去整合素效应。

在侵袭实验中，分别加入α5、β1、β3及αvβ3整

合素抗体，筛选 30肽识别并结合的整合素亚型，结

果加入αvβ3抗体能进一步抑制细胞的侵袭能力，

而其他抗体都对 30肽的活性无明显影响。

在肿瘤转移过程中，肿瘤细胞侵袭基底膜是重

要环节，基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinases，

MMPs）被认为是该过程中主要的蛋白水解酶，是反

映肿瘤侵袭能力的重要指标，其与多种疾病密切相

关，本课题前期工作证明了 30肽能下调肿瘤细胞

和 基因的表达及 和 的

活性[5]。TIMP与 MMP作用拮抗，是反映肿瘤侵袭能

力的重要指标，近年来有关 MMP和 TIMP的研究越

发引起重视 [12-13]，本研究中 30 肽引起 MMP的特异

性抑制剂 TIMP1和 TIMP2的表达上调，且在实验中

加入 αvβ3 整合素抗体明显增强 30 肽对

和 基因表达的调控作用。

流式细胞术检测，30 肽没有改变细胞表面

αvβ3整合素的表达；免疫荧光实验的结果中观察

到了肿瘤细胞表面αvβ3整合素聚集成簇现象，因

此考虑 30肽不是通过改变整合素的表达量，而是引

起细胞表面整合素αvβ3聚集成簇，使 30肽借助

其 RGD序列提高了对整合素αvβ3受体的结合率

和选择性，产生了去整合素效应，削减了整合素介导

的对肿瘤转移的影响。

综上所述，RGD 序列修饰的内皮抑素 30 肽不

仅能显著抑制肿瘤组织新生血管的生成，抑制肿瘤

细胞的生长与增殖，还能有效地抑制 HepG2的侵袭

与转移。30肽抑制肿瘤细胞侵袭、转移的能力明显

大于内皮抑素 27 肽，其机制可能是 30 肽通过

RGDRGD序列与αvβ3整合素结合，上调 TIMP1、

TIMP2的表达，进而降低肿瘤细胞降解细胞外基质

的能力，抑制肿瘤细胞的体外黏附、侵袭和迁移能

力。这些结果为以后 30肽辅助化疗药物应用于肿瘤

的治疗提供了理论依据。
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