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摘 要 自行设计了抗肿瘤转移多肽 ]三聚!肽（!J），人工合成了!J的基因片段，构建了!J的表达质粒 :Q<FE2>F!J，在大肠
杆菌 ^N!"（5QJ）:).>I中表达。在用 UG<Z诱导 "_%=后可见明显的 E2>F!J融合蛋白的表达，表达产物约占细胞总蛋白的 #‘，占
细胞总不溶性蛋白的 "$‘。每升 :Q<FE2>F!Ja^N!"（5QJ）:).>I细菌培养液用金属螯合琼脂糖凝胶 P^ \\分离后可回收纯度为

K!_!‘的!J产物约 !$6B。所表达出的!J肽对人肝癌细胞株 I[[HF&&!"细胞及人肝癌高转移细胞株 EHHN[P细胞与纤连蛋
白（D278(C01;2C，\+）粘附具有特异的抑制作用，呈现剂量效应相关关系和时间效应相关关系，抑制作用强于!肽（!"）、J倍浓度
的!"（J b!"）和 Z/Z5I。研究结果表明：:Q<FE2>F!Ja^N!"（5QJ）:).>I是!J适合的表达系统；表达的!J肽具有特异的抗肿瘤细
胞粘附作用。
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肿瘤细胞及血管内皮细胞表面的粘附分子均与

转移复发密切关联［8］。许多抑制粘附的方法是直接

作用于细胞粘附分子或它们的配体。近年来，对于

抑制肿瘤粘附的合成多肽的研究很多，大多涉及从

主要的基质蛋白如纤连蛋白、胶原蛋白和纤维蛋白

原的共有保守序列来的 %$&三肽；源自基底膜层粘
蛋白的 LM$’%五肽；来自纤连蛋白核心序列的抗粘
附肽 HM<&N 等［7］。这些短肽的半衰期短，易于酶
解，发挥抗复发转移作用剂量大，因而应用受到了限

制。为了延长多肽的半衰期，人们进而设计了合成

肽的多聚体和衍生物。其中，合成肽的重复序列对

肿瘤细胞侵袭和转移的抑制作用比非重复肽强，而

且重复的次数越多，抗肿瘤转移作用越强［7 O P］。

整合蛋白是各种细胞与细胞外基质相互作用的

重要媒介，其表达情况与细胞的迁移能力关系密切。

整合蛋白是由"、!两个亚基在细胞表面以非共价键
连接的异二聚体，其与配体的识别需要"亚基和!
亚基的共同参与。刘银坤等［Q，=］根据整合蛋白!亚
基及部分"亚基 F端的保守序列设计了抗粘附!肽
（&<LL<3&<’L’3R，!8），并且用化学合成的方法合
成了!8，发现其能阻断肿瘤细胞与基质、肿瘤细胞
间、肿瘤细胞与内皮细胞、肿瘤细胞与淋巴细胞间的

相互作用及对高转移的人肝癌裸鼠模型 <4M&7S 肝
癌切除术后肝内转移和肺转移也具有强大的抑制作

用［6 O 8S］。本研究在此基础上，为了增加抗酶解性，延

长半衰期，增加抗转移活性，设计了 A个!肽的重复
序 列（ &<LL<3&<’L’3R$$&<LL<3&<’L’3R$$&<
LL<3&<’L’3R，!A），尝试在大肠杆菌表达系统中表
达，并观察了表达产物的抗肿瘤细胞与基质粘附的作

用，以期为抗肿瘤转移药物的生产探索新的途径。

) 材料与方法

)*) 材料

!A的基因片段由生工生物工程公司合成，其序
列为：QT5!!" #$$ $U@ 4@$ @U@ @U@ 4@$ U@$ $U@
4@$ U$4 @U@ U$4 U@$ UUU $$4 $$4 $U4 4@$
@U4 @U4 @@U U@$ $U4 4@$ @4@ @U@ @4@ U@$ UU$

$$@ $$@ $U@ @@U @U4 @U@ @@$ U@$ $U@ @@$ @44
@U4 @44 U@$ UUU $#$ !"!5AT，两端分别是限制
酶%&’;#和()*#的酶切位点，克隆在 ,V425@ 质
粒中。,H@5;1: 表达载体及大肠杆菌 @WX8SET和
J<78（&HA）,.G:’均购自深圳市源动力生物技术开发
公司。X4%引物：由生工生物工程公司合成，分别包
含 %&’;# 和 +),# 酶 切 位 点（引 物 8：QT5
$U4!!"#$$$U@4@$@U@@U@4@$U@$5AT；引物 7：QT5
$U44U!$#"!$@@@4U@$$U$@U$$U4UUU@445AT）。
&FU序列测定：由博亚生物公司完成。金属螯合琼
脂糖凝胶 =J EE为北京本元正阳基因技术股份有限
公司产品。质谱分析由复旦大学蛋白质组学研究中

心完成。!8（&<LL<3&<’L’3R）、$%$&’ 和无关肽
（3R$$&<LL<3&<’）：由上海生工生物工程公司合
成。人肝癌细胞株 ’33456678 及人肝癌高转移细
胞株 ;44<3=由复旦大学肝癌研究所保存。高粘附
Y=孔板：-(:)!0 产品，商品 M&：AQYS。EF，3@@ 均为
’192!公司产品。
)*+ 方法
)*+*) ,H@5;1:5!A 重组质粒的构建：以 ,V425@5!A
为模板，X4%扩增!A基因片段，X4%产物及 ,H@5;1:
质粒载体分别用 %&’;#和 +),#酶切，用 Z1!9+"
凝胶回收试剂盒回收。@P&FU 连接酶连接构建
,H@5;1:5!A 重组质粒，转化大肠杆菌 @WX8SE[。X4%
筛选阳性菌落，进行序列测定。

)*+*+ ,H@5;1:5!A 重组质粒的表达：将 ,H@5;1: 质
粒和 ,H@5;1:5!A 重组质粒分别转化大肠杆菌 J<78
（&HA）,.G:’，接种于表达培养板，A6\过夜。分别挑
取 ,H@5;1:IJ<78（ &HA）,.G:’ 和 ,H@5;1:5!AIJ<78
（&HA）,.G:’单菌落，接种于 7S2< <JU（含 S]7^葡萄
糖，氨苄青霉素 87S$9I2<）中，AS\，_S0I21" 培养
88*，-.=SS 为 S]Q 左右。加入 MX@$ 至 8SS$9I2<，
8=S0I21"，A6\诱导 8]Q*。取 82< 菌液离心收集菌
体。其余菌液离心收集菌体，重悬于冷 8 ‘ XJ’中，
超声破菌，P\，87SSS0I21"离心，分别将菌体及上清
和沉淀用 @01:5@01-1"+系统电泳观察表达情况。
)*+*, ;1:5!A 表达产物的分离纯化及鉴定：挑取
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!"#$%&’$!()*+,-（."(）!/0’1单菌落接种进 ,23+ +*
（ 4 5/678’9 2:,; 4 <3! -,2"5)3+）中，=2>)3&?，(2@
培养至 !"A22约为 2:B，取 ,23+ 入 =223+ +*（ 4
5/678’9 2:,; 4 <3! -,2"5)3+）中，(B@，-=2>)3&? ,
C (D至 !"A22 E 2:A 时加 FG#H -22"5)3+，(2@诱导

,D。离心收集菌体，重悬于 -23+ 洗涤缓冲液
（,2338/)+ #>&’$%I/ !%J:K， 2:B38/)+ LMI/， -2;
H/079>8/，A38/)+ H6M?&N&63 %I/ ）中，再加入 GO1P至
-338/)+。冰上超声破碎细菌。Q@，-B222 >)3&? 离
心 -B3&?，将上清加入金属螯合琼脂糖凝胶 A* PP层
析柱中，用 B 倍柱床体积的洗脱液（,2338/)+ #>&’$
%I/ !%J:K，2:B38/)+ LMI/，-2; H/079>8/，A38/)+
H6M?&N&63 %I/，A2 338/)+ &3&NMR8/9）洗柱，收集洗脱
液。经透析后离心收集沉淀，-B; #>&7&?9 1.1$G<H"
分析回收的 %&’$!(的量及纯度。并进一步将 %&’$!(
作质谱分析其正确性。

!"#"$ !(对肝癌细胞株与细胞外基质蛋白粘附能
力的影响：用 PL包被细胞培养板，取 -22"+细胞（-
S -2B C B S -2B )3+）加入包被好的 KA 孔板中。将 Q
种多肽（!(、!-、HTH.1 和无关肽）分别稀释成
,2"38/)+，Q2"38/)+，-22"38/)+和 ,22"38/)+，每孔加入
-22"+，终浓度分别为 -2"38/)+，,2"38/)+，B2"38/)+和
-22"38/)+。另外，将!- 肽稀释成 A2"38/)+、-,2"38/)
+、(22"38/)+和 A22"38/)+，作为 (倍浓度!-对照（( S

!-），加入细胞中的终浓度分别为：(2"38/)+、A2"38/)+、
-B2"38/)+和 (22"38/)+。同时设空白组（,22"+ 细胞
培养液）及对照组（加入 -22"+ 细胞及 -22"+ 培养
液），每组设 B复孔。(J@，B;IU,培养 (D后洗去未

粘附细胞，O##法检测 KA孔板上细胞浓度。观察多
肽对细胞与基质粘附影响的剂量关系。

将此 Q种多肽分别稀释成 ,22"38/)+，与细胞同
时加入到 KA 孔高粘附板中，每孔加入 -22"+，终浓
度为 -22"38/)+。另外将!-肽稀释成 A22"38/)+，加
入细胞后终浓度为 (22"38/)+，作为 ( 倍浓度的!-
对照（( S!-）。同时设空白组及对照组，每组设 B复
孔。(J@，B;IU,分别培养 2:B、-、-:B、,和 (D后洗
去未粘附细胞，O##法检测 KA孔板上细胞浓度，观
察多肽对细胞与基质粘附影响的时间关系。

!"#"% 结果的统计分析：诱导表达后，将细菌的上
清和沉淀做 -B; #>&7&?9 1.1$G<H"，用 H9/$!>8分析

!(的表达情况。!(分离纯化后经 -B; #>&7&?9 1.1$
G<H"，用 H9/$!>8分析回收的 %&’$!(的量及纯度。

!(与细胞作用后，对细胞与 PL粘附抑制率的

计算：

细胞粘附抑制率 E（对照组 !" 平均值 V多肽
组 !" 平均值）)（对照组 !" 平均值 V空白组 !" 平
均值）S -22;

!(在不同作用浓度或作用时间下对细胞的抑
制作用，采用线性相关（/&?9> 78>>9/MW&8?）分析，并计算
相关系数 >（789XX&7&9?W 8X 78>>9/MW&8?）。显著性水平为
2:2B。统计软件为 1<1 =:,（1<1 F?’W&W6W9 F?7Y，IM>0，
LI，Z1<）。

图 - %&’$!(表达情况的 #>&’$#>&7&?9 1.1$G<H"分析
P&5Y- #>&’$#>&7&?9 1.1$G<H" M?M/0’&’ 8X WD9 9[!>9’’&8?

8X %&’$!( X6’&8? !>8W9&?
-：!9!W&N9 38/976/M> \9&5DW’ 3M>]9>’；,：WD9 W8WM/ 79// !>8W9&?’ 8X !"#$

%&’)*+,-（."(）!/0’1；(：WD9 W8WM/ 79// !>8W9&?’ 8X !"#$%&’$!()*+,-
（."(）!/0’1；Q：WD9 ’8/6^/9 !>8W9&?’ 8X !"#$%&’)*+,-（."(）!/0’1；B：

WD9 ’8/6^/9 !>8W9&?’ 8X !"#$%&’$!()*+,-（."(）!/0’1；A：WD9 &?’8/6^/9

!>8W9&?’ 8X !"#$%&’)*+,-（."(）!/0’1；J：WD9 &?’8/6^/9 !>8W9&?’ 8X !"#$

%&’$!()*+,-（."(）!/0’1Y

# 结果

#"! &’()*+,)!-重组质粒的表达及表达产物的分
离纯化和鉴定

!"#$%&’$!(的表达产物为 J:,]. 的 %&’$!(融合
蛋白，其序列为：OH11%%%%%%11H+_GTH1.+‘‘+O
.+1‘1OaHH.+‘‘+O.+1‘1OaHH.+‘‘+O.+1‘1O
a<1。从 -B;#>&’$#>&7&?9系统电泳结果来看（图 -），
!"#$%&’$!()*+,-（."(）!/0’1 在诱导 -:BD 后可见明
显的 %&’$!(融合蛋白的表达，表达产物是以包涵体
形式存在的。表达量约占细胞总蛋白的 Q;，占细
胞总不溶性蛋白的 -2;。表达产物用金属螯合琼
脂糖凝胶 A* PP层析柱回收，经透析后离心收集沉
淀，做 -B; #>&7&?9 1.1$G<H"分析。可见纯化后的
J:,].的 %&’$!(条带，用 H9/$!>8分析纯度为 K,:,;
（图 ,）。将此 %&’$!(表达产物进一步做质谱分析证
明表达产物序列正确。每升 !"#$%&’$!()*+,-（."(）
!/0’1细菌培养液可得!(表达产物约 ,235。

2AB #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 ,22B，_8/:,-，L8:Q



图 ! 分离纯化后的!"#$%&表达产物的
’(%&#)(%*%+, -.-#/012分析

3%45! ’(%&#)(%*%+, -.-#/012 67 )8,!"#$%& 79&%6+ :(6),%+
:9(%7%,; <= )8, >,)?@#*8,@?)%+4 &,:86(?&, AB 33

!"! 不同浓度的多肽对人肝癌高转移细胞株
#$$%&’细胞和人肝癌细胞株 (&&$)**!+细胞与
,-粘附的抑制作用
多肽与细胞共培养 "8后，不同浓度的各种多肽

对 $CCDEA细胞和 -EEC#FF!G细胞与 3H粘附的抑
制率如表 G 和表 !。从表中结果可以看出，除无关
肽外，其余各种多肽对细胞的粘附抑制率随着浓度

的升高而逐步增高，呈现出剂量效应的线性趋势。

经线性相关分析，!" 组、" I!G 组和 1J1.- 组的 :
值均小于 KLKM，具有统计学意义；!G 对 $CCDEA 细
胞的粘附抑制作用与剂量之间接近显著性水平（:
值为 KLKMN）。另外还可以看出，!"肽对 $CCDEA细
胞和 -EEC#FF!G细胞与 3H粘附的抑制作用大于!G
肽、1J1.-及三倍浓度的!G。

表 + 不同浓度的多肽对 #$$%&’细胞与 ,-粘附作用的影响

./012 + .32 244256 74 82869:2; 7< #$$%&’ 5211; /:32;97<
67 ,- /6 :9442=2<6 57<52<6=/697<;

/,:)%;,&
0;8,&%6+ %+8%<%)%6+ (?),（O）

GK !K MK GKK">6@PD
( :

!" GGLQ !GLF "FLM AALN KLRR KLKKG

!G GG NLM GMLA !K KLQF KLKMN
" I!G RLQ GALN !FLQ "FLF KLRA KLKG
1J1.- GGLG GQL! !"L" NRL! KLRQ KLKKN

H,4?)%S, C6+)(6@ K KL!M GLGG KLGQ! KL"G KLAG

表 ! 不同浓度的多肽对 (&&$)**!+细胞与 ,-粘附作用的影响
./012 ! .32 244256 74 82869:2; 7< (&&$)**!+ 5211;

/:32;97< 67 ,- /6 :9442=2<6 57<52<6=/697<;

/,:)%;,&
0;8,&%6+ %+8%<%)%6+ (?),（O）

GK !K MK GKK">6@PD
( :

!" G!LG !QLN NNL" NFLR KLQQ KLKNR

!G NLG GL!G G" GFLM KLRM KLKGM
" I!G FLR G!LF !GL" !QLA KLRM KLKG
1J1.- MLG G!L! GFLA !"LA KLRN KLKGR

H,4?)%S, C6+)(6@ "LNQ K KLGGG KLGQ! #KL"G KLAG

!"> 各种多肽作用后不同时间对 #$$%&’细胞和
(&&$)**!+细胞与 ,-粘附的抑制作用
与 $CCDEA 细胞作用后 KLM8、G8、GLM8、!8 和

"8，各种多肽对细胞与 3H粘附的抑制率分别为：!"：
!!LQO、!AL"!O、"GLMO、N"LG"O和 AALNO；!G：KO、
"LRNO、GKLQMO、GFLGNO 和 !RO；" I!G：NLAO、
GGLGGO、!"LAO、!RL"O和 "FLFO；1J1.-：GGLGQO、
GKLMGO、GRL"NO、!ALRMO和 NRL!O；无关肽：KO、

RLQFO、"LMAO、"L"NO和 KLGQ!O（图 "）。

图 " 各种多肽作用后不同时间对 $CCDEA细胞
与 3H粘附的影响

3%45" ’8, ,77,*) 67 :,:)%;,& 6+ $CCDEA *,@@& ?;8,&%6+ )6
3H ?) ;%77,(,+) )%>,

与 -EEC#FF!G细胞作用后 KLM8、G8、GLM8、!8和
"8，各种多肽对细胞与 3H粘附的抑制率分别为：!"：
GMLA"O、GALFO、!"LKQO、"NL"AO 和 NFLRO；!G：
KO、FLFQO、QLMRO、GGLRRO、和 GFLMO；" I!G：
"L""O、RLAO、GNLRO、!!L!O 和 !QLAO；1J1.-：
ALNNO、GGLGQO、GRLGQO、!!LRNO和 !"LAO；无关
肽：GLRGO、KO、KO、KLGG!O和 KLGFNO（图 N）。

图 N 各种多肽作用不同时间后对 -EECFF!G细胞
与 3H粘附作用的影响

3%45N ’8, ,77,*) 67 :,:)%;,& 6+ -EEC#FF!G *,@@& ?;8,&%6+
)6 3H ?) ;%77,(,+) )%>,

在与细胞共培养不同时间，!" 肽、!G 肽、" I!G
肽和 1J1.-对 $CCDEA细胞及 -EEC#FF!G细胞与
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!"的粘附都表现出了抑制作用，且随着作用时间的
延长，对细胞的粘附抑制作用越明显，呈现时间#效
应相关关系（$ % &’&(）。粘附抑制作用的强度依次
为：!)肽 * ) +!,肽 * -.-/0 *!,肽。无关肽对细
胞与 !" 的粘附无影响（$ * &’&(）。各种多肽对
122345细胞与 !"粘附的抑制作用强于对 0442#
667,细胞与 !"粘附的抑制作用。

! 讨论
肿瘤细胞的高转移特性与肿瘤细胞的高粘附特

性有关。阻断肿瘤细胞的粘附可能是预防肿瘤转移

和复发的最佳途径。许多的研究表明，人工合成的

一些能被细胞粘附分子特异识别、结合的短肽及其

衍生物如重复序列能抑制多种肿瘤细胞的粘附和转

移［,,，,7］。刘银坤等［(，5］根据整合蛋白!亚基及部分"
亚基 "端的保守序列设计了抗粘附!肽，发现其能
阻断肿瘤细胞的粘附，并具有对高转移的人肝癌裸

鼠模型 328/7&肝癌切除术后肝内转移和肺转移有
强大抑制作用［6 9 ,&］。在此基础上，为了延长多肽的

半衰期，增加抗转移效果，我们设计了!肽的 )个重
复序列#!)，并构建!)表达质粒，采用大肠杆菌表达
系统表达。表达产物为 1:;#!)融合蛋白包涵体。!)
多肽的结构简单，没有复杂的高级结构，因此对于复

性的要求就比较低。包涵体变性后用金属鳌合琼脂

糖层析纯化，利用!)的疏水性，透析掉变性剂就可
以得到很纯的!)多肽，得率也比较高。每升培养液
中可以得到约 7&<=纯度为 >7’7?的!)产物。因此
$@A#1:; 表达系统是高效表达!) 的合适的表达系
统。

用 !"作为细胞外基质成分，研究!)对肿瘤细
胞与 !"粘附的影响。结果发现，所表达出的!)对
肿瘤细胞与 !"粘附具有特异的抑制作用，呈现剂
量效应相关关系和时间效应相关关系。其抑制细胞

粘附作用的强度大于!, 肽、) 倍浓度的!, 肽和
-.-/0。

!肽可能通过两种途径抑制了肿瘤细胞与 !"
的粘附：一是!肽与含有 .-/序列的所有的基质蛋
白结合，竞争性地占据了整合蛋白的结合位点；另

外，由于!肽来源于整合蛋白所有!亚基和部分"
亚基的保守序列，所以!肽也能和整合蛋白结合，从
而抑制整合蛋白的粘附活性。!) 的粘附抑制作用
强于!,，可能是由于重复序列肽有较多的与细胞结
合位点，能更有效地与配体结合。

基因工程药物是新药开发的重要发展方向，目

前我国的基因工程制药已初具规模，但是绝大多数

药物均为仿制，因此发展具有自主知识产权的基因

工程新药尤为迫切和重要。用 $@A#1:;表达载体高
效表达出了!)，分离纯化容易。这一载体是适合!)
的表达的。表达出的!)具有抑制肿瘤细胞与基质
粘附的作用，可能成为抗肿瘤转移的新的手段。为

抗肿瘤转移药物的研制提供了新的思路。
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