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海洋生物技术                                                               

日本七鳃鳗 Arg-Gly-Asp 毒素蛋白 Lj-RGD3 野生型与

RGD 全缺失突变体 Lj-112 的抗血管新生作用 

王继红 1,2*，张亚前 1,2*，吕莉 3，刘欣 1,2，李庆伟 1,2 
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2 辽宁省生物技术与分子药物研发重点实验室，大连 116029 
3 大连医科大学药学院药理教研室，大连 116044 

摘  要: 七鳃鳗 Arg-Gly-Asp (RGD) 毒素肽 Lj-RGD3 与富含组氨酸糖蛋白 HRG 具有序列同源性，而 RGD 毒素蛋白及

HRG 都具有抑制血管新生的活性，但作用靶点不同。为研究 Lj-RGD3 结构与功能的关系，对野生型 Lj-RGD3 及其 RGD

全缺失突变体 Lj-112 进行了抗血管新生功能研究。将 3 个 RGD 模体的全缺失突变体基因 Lj-112 全序列合成后构建于

pET-23b 载体，对野生型 Lj-RGD3 及突变体 Lj-112 蛋白进行 IPTG 诱导表达，重组蛋白经组氨酸亲和层析纯化；采用

MTT 法测定野生型和突变体蛋白对人脐静脉内皮细胞 ECV304 细胞增殖的抑制作用；采用 Transwell 细胞培养板及人工

基质膜 Matrigel 模仿体内环境研究 rLj-RGD3 与 rLj-112 对 ECV304 细胞迁移及浸润的抑制作用；运用鸡绒毛尿囊膜 

(CAM) 模型检测 rLj-RGD3 与 rLj-112 对血管新生的抑制作用；ELISA 法检测两种蛋白对整合素连接激酶 ILK-1 表达的

影响。经组氨酸亲和层析获得了分子量约为 15 kDa 的 rLj-RGD3及 rLj-112 纯化蛋白。MTT 实验表明，rLj-RGD3 与 rLj-112

均以剂量依赖方式抑制 bFGF 诱导的 ECV304 细胞增殖，rLj-RGD3 的 IC50 为 0.889 μmol/L，rLj-112 的 IC50 为 0.160 μmol/L。

迁移及浸润结果表明，Lj-RGD3 与 Lj-112 均能抑制 ECV304 细胞的迁移，抑制率分别为 50％和 63％；而以 bFGF 为趋

化剂的 ECV304 细胞穿透 Matrigel 的浸润行为均明显受到抑制，且 Lj-112 的抑制功能强于 Lj-RGD3。CAM 血管新生实

验结果表明，rLj-RGD3 与 rLj-112 均能抑制 CAM 的血管新生，且同等剂量条件下 rLj-112 的作用强于 rLj-RGD3。ILK-1

的 ELISA 实验结果表明，rLj-RGD3 与 rLj-112 均能下调 ECV304 细胞 ILK-1 的表达。野生型 rLj-RGD3 与其 RGD 全缺

失突变体蛋白 rLj-112 均具有抑制血管新生功能，且突变体 Lj-112 的活性高于野生型 Lj-RGD3，这说明 Lj-112 为 HRG

功能蛋白，而野生型 Lj-RGD 毒素蛋白与 HRG 序列的同源性并未使白其抗血管新生功能得到协同加强，二者的抗血管

新生功能涉及了不同的信号通路。 

关键词 : 日本七鳃鳗，RGD 毒素蛋白，富含组氨酸糖蛋白，突变体，血管新生 
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Anti-angiogenic activities of Lj-RGD3 toxin protein from  
Lampetra japonica and its mutation protein Lj-112 without  
RGD motifs 
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Abstract:  Arg-Gly-Asp (RGD)-toxin protein Lj-RGD3 of Lampetra japonica shares homologous with a Histidine-rich 
glycoprotein (HRG), and both RGD-toxin protein and HRG have antiangiogenic activities with different targets. To study the 
relationship between the function and the structure of Lj-RGD3, we studied the anti-angiogenic characteristics of both 
Lj-RGD3 and the mutation named Lj-112 of which three RGD motifs of Lj-RGD3 were deleted. We synthesized the gene of 
Lj-112, constructed it to the plasmid pET23b, and expressed the recombinant proteins in Escherichia coli BL21. Both 
recombinant proteins with the C-terminal his-tag were 15 kDa soluble proteins. Then we purified rLj-RGD3 and rLj-112 using 
the His-Bind affinity chromatography. To examine the effect of both proteins on bFGF-induced proliferation of ECV304 cell, 
we carried out the 3-(4,5)-dimethylthiahiazo (-z-y1)-3,5-di-phenytetrazoliumromide (MTT) assays. For cell migration and 
invasion assays, we used Transwell containing insert filter and Matrigel to imitate the in vivo environment. To examine 
whether both proteins were capable of interrupting the angiogenesis in vivo, we used the chick chicken embryonic 
chorioallantoic membrane (CAM) as an angiogenesis model. We used Integrin-linked kinase1 (ILK1) ELISA method to study 
functionary mechanisms of rLj-RGD3 and rLj-112. Both rLj-RGD3 and rLj-112 inhibited bFGF-induced proliferation of 
ECV304 cells in a dose-dependent manner with IC50 at 0.889 μmol/L and 0.160 μmol/L, respectively. The results of migration 
and invasion assays revealed that both rLj-RGD3 and rLj-112 showed significant inhibition on bFGF induced migration and 
invasion of ECV304; and rLj-112 was more active than rLj-RGD3. The result of CAM angiogenesis assay demonstrated that 
both proteins inhibited the angiogenesis in chick CAM, and rLj-112 was more active than rLj-RGD3. ELISA assay of ILK1 
showed that both rLj-RGD3 and rLj-112 down-regulated ILK1 expression of ECV304 cell. The fact of rLj-112 was more active 
than rLj-RGD3 on anti-angiogenesis indicate that rLj-112 was likely with histidine-rich glycoprotein (HRG), and the factor of 
sequence homologous between rLj-RGD3 and HRG cannot enhance antiangiogenic activities of rLj-RGD3, the signal pathway 
of anti-angiogenesis of rLj-RGD3 and rLj-112 are differently. 

Keywords:  Lampetra japonica, RGD-toxin proteins, histidine-rich glycoprotein (HRG), mutation, angiogenesis 

七 鳃 鳗 Lampetra japonica 属 圆 口 纲

Cyclostomata、七鳃鳗目、七鳃鳗科、七鳃鳗属，是

迄今发现的最古老的无颌脊椎动物 [1]。其为海洋洄

游性鱼类，成体在海洋中用吸盘附在其他鱼体上吸

食血肉而营半寄生生活。由于日本七鳃鳗可使被其

所吸附的鱼血流不止，所以可以断定七鳃鳗口腔腺分

泌物中具有抗凝血成分，其基因为独有的特化基因。

鉴于此，本课题组从前期研究工作中发现了一条存

在于七鳃鳗口腔腺的含有 3 个 RGD (Arg-Gly-Asp) 

模体的毒素蛋白 Lj-RGD3[2]。 

RGD 毒素蛋白为一类含 RGD (Arg-Gly-Asp) 

模体的来源于吸血或有毒生物唾液腺的分泌蛋白，

其可凭借蛋白质一级结构上特有的 RGD 分子序列

而成为细胞外基质与细胞整合素间结合的强效竞

争性拮抗剂，进而通过封闭整合素细胞信号转导通

路而起到抑制血小板聚集、抑制血管新生和抗肿瘤

细胞增殖等作用。迄今为止已发现有 4 个不同物种

来源的 RGD 毒素蛋白家族，这 4 大家族分别来源

于蛇毒、吸血动物水蛭、蜱类及七鳃鳗唾液腺分泌

物[2-9]。来源于七鳃鳗口腔腺的 Lj-RGD3 蛋白是本
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课题组发现的世界上第 4 大类 RGD 毒素蛋白 

(GenBank Accession No. ACS71748.1)。前期实验证

明，rLj-RGD3 具有抗血管新生、抗肿瘤增殖及抗血

小板聚集的功能，且这些功能皆以细胞表面表达的

整合素为靶点，这说明 Lj-RGD3 是一种典型的 RGD

毒素蛋白[2,10]。 

一级结构的分析与比对结果表明，Lj-RGD3 除

具有 RGD 毒素蛋白的 RGD 模体特征外，其在一级

结 构 上 与 富 含 组 氨 酸 糖 蛋 白  (Histidine-rich 

glycoprotein，HRG) 有同源性。富含组氨酸糖蛋白

为发现于脊椎动物血液中的血浆糖蛋白，由肝脏合

成并释放入血。其具有 4 个结构域：N 端的 N1-结

构域、N2-结构域、C 末端-Domain 及富含组氨酸结

构域。其中的富含组氨酸结构域能同时与众多配体

结合而行使多种功能，比如：抗血管新生，可溶性

免疫复合物抑制，加强巨噬细胞对凋亡细胞的清除，

抗菌等生物学活性[11]。 

鉴于 HRG 也具有抗血管新生活性，本文对

Lj-RGD3 进行了 3 个 RGD 模体的全缺失突变 (命名

为 Lj-112)，对作为 RGD 毒素肽的野生型 Lj-RGD3

与作为类 HRG 的突变体 Lj-112 的抗血管新生活性

进行了比较，以确定 Lj-RGD3 结构与功能的关系。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 
野生型成体七鳃鳗 Lampetra japonica 采自于中

国黑龙江流域。 

ECV304 (人脐静脉内皮细胞) 细胞购自武汉大

学；pET23b 空质粒及 pET23b-RGD3 重组质粒为本

实验室保存；质粒提取试剂盒、IPTG 购自购自宝生

物大连公司；组氨酸亲和层析柱 (His·Bind Column) 

购自 Novagen 公司；胎牛血清购自德国 PAA 公司；

碱性成纤维细胞生长因子  (Basicfibroblast growth 

factor，bFGF) 购自 PEPROTECH INC；四甲基偶氮

咪唑 (MTT)、细胞裂解液购自碧云天公司；ELISA

试剂盒和 Matrigel 均购自美国 BD 公司；96 孔板、

Transwell 细胞培养板购自 Corning Costar 公司；6

日龄鸡胚购自大连韩伟养鸡场。 

1.2  生物信息学分析 
采用 ExPASy 系统软件对蛋白的氨基酸组成和

等电点进行分析，采用 UniProt blastp 检索程序对蛋

白进行序列比对。 

1.3  目的基因的合成 
野生型 Lj-RGD3 基因含有大量重复序列，无法

进行基因的定点突变，故采用全基因序列合成方法。 

Lj-RGD3 3 个 RGD 模体的全缺失突变基因由大连宝

生物公司合成，合成后基因以 NdeⅠ和 HindⅢ为酶

切位点构建至 pET23b 载体。 

1.4  重组质粒转化 
提取突变体阳性克隆质粒 pET23b-112，CaCl2

法 [12] 转 化 至 表 达 菌 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 

BL21 中。  

1.5  蛋白的诱导表达及纯化鉴定 
对转化后阳性菌进行 30 ℃过夜的异丙基 -β- 

D-硫代吡喃半乳糖苷 (IPTG) 诱导表达，收集菌体

经超声破碎及离心后，提取上清，采用 Novagen

公司的组氨酸亲和层析柱对其进行纯化，以含甘

油的 Tricine-SDS-PAGE[13]电泳法进行蛋白质纯度

鉴定。  

1.6  rLj-RGD3 野生型与突变体蛋白 rLj-112 之间

部分生物学活性的比较 
1.6.1  MTT 法检测蛋白对细胞增殖的影响 

将 ECV304 细胞接种于 96 孔板中，加入终浓度

为 30 pg/L 的 bFGF 诱导细胞增殖 24 h 后，加入不同

浓度的野生型 Lj-RGD3 与突变体 Lj-112 蛋白继续培

养 24 h，MTT 法测定波长为 490 nm 下的光吸收值。 

1.6.2  鸡绒毛尿囊膜 (CAM) 实验 

采用 6 日龄鸡胚，bFGF 诱导 24 h 后，以 30 μL

浓度为 0.2 g/L 的野生型 rLj-RGD3、突变体 rLj-112

蛋 白 作 用 于 鸡 胚 ， 同 时 以 30 μL 的 七 鳃 鳗

rLj-GRIM19 (0.2 g/L)、PBS、洗脱液为阴性对照，
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24 h 后观察血管的生长情况。 

1.6.3  细胞迁移实验 

采用 Corning Costar 公司的 Transwell (8.0 µm 

pore size，polycarbonate filter，多聚碳酸盐膜) 细胞

培养板来比较以 bFGF 为趋化剂，各蛋白及对照组

试剂对上室内 ECV304 细胞向下室迁移的影响。对

迁移到 Transwell下表面的细胞以 Olympus 显微镜观

察，每个样片随机选取 4 个视野拍照并计数(计数软

件为 Dotcounter)，将数据进行数学统计。 

1.6.4  细胞浸润实验 

将人工基质膜 Matrigel 铺在 Transwell 的膜上，

利用 Matrigel 和 Transwell 模仿体内环境，同样以

bFGF为趋化剂来检测两种蛋白对 ECV304细胞浸润

的影响。其余操作与细胞迁移实验相同。 

1.6.5  酶联免疫分析  (ELISA) 法检测两种蛋白对

整合素连接激酶 ILK-1 表达的影响 

在 ECV304 细胞中加入终浓度为 30 pg/L 的

bFGF诱导 24 h后，加入同等剂量的野生型 rLj-RGD3

及突变体 rLj-112，继续培养 24 h，裂解细胞，

10 000×g 离心 3 min，取上清。按照试剂盒说明书采

用 ELISA 法检测蛋白对 ILK-1 表达的影响。 

1.7  统计方法   
应用 SPSS13.0统计软件采用方差分析对结果进

行统计分析。 

2  结果 

2.1  野生型 Lj-RGD3的序列比对及突变体 Lj-112
的 cDNA 序列合成 

Lj-RGD3 由 118 个氨基酸组成[10]，其一级结构

含有 17 个组氨酸、17 个精氨酸和 20 个苏氨酸，

ExPASy 软件预测理论等电点为 10.01，属碱性蛋

白。运用 UniProt blastp 程序对野生型 Lj-RGD3 进

行序列比对，结果表明，Lj-RGD3 与马来丝虫

Brugia malayi 的富含组氨酸糖蛋白 HRG 有 40％序

列一致性，与马来丝虫的 TCRβ 具有 45％的序列一

致性 (图 1)。 

由于 HRG 蛋白具有抗血管新生作用，本文对 3

个 RGD 模体全缺失后的 Lj-RGD3 基因进行了序列

合成 (由于含有大量重复序列，无法直接做定点突

变)，合成序列克隆至 pET23b 载体 (图 2~3)。突变

体命名为 Lj-112。 

2.2  基因重组蛋白 rLj-RGD3、rLj-112 的 IPTG
诱导表达、纯化及鉴定 

Tricine 的 SDS-PAGE 鉴定结果显示，亲和层析

后获得了可溶性的 rLj-RGD3 和 rLj-112 纯化蛋白，

二者纯度都在 95％以上，分子量为 15 kDa 左右，这

为进一步的生物学活性研究奠定了基础。由于

rLj-RGD3 和 rLj-112 都为碱性蛋白质，故其电泳行

为受所带电荷影响而比预期位置滞后 (图 4)。 

 

Lj-RGD3  MSTFINGTQE -VDAICHKQN Y-PMGTETQG DTRGDTRTHT ETTQAEARTHA ETHGDTRGDT 

HRG      MIT-HTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHS HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT 

TCRβ     HFT-HTHIHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT 

  

Lj-RGD3  RRHTWRHTRR HTDTHGHTRR HKLRHEHTQR HTGARGDARR HGHNKHLHRM SAAVSECVGE 

HRG      HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTHTHTHT HTHTIRENRK CLHQGKIIQP  

TCRβ     HTHTHTHTQR YGHTETNIHI RTHRHTRTCN RHTHTRKYTH VGA 

图 1  Lj-RGD3 的 UniProt blastp 序列比对结果 
Fig. 1  Results of Lj-RGD3 NCBI blasting. HRGP: Histidine-rich glycoprotein, Brugia malayi (nematode worm); TCR β: T-cell 
receptor beta chain ANA 11, Brugia malayi (nematode worm). Identical residues are highlighted in grey. 
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1 atgtcaacgttcatcaacggaacccaggaagtggatgccatttgt 

 M  S  T  F  I  N  G  T  Q  E  V  D  A  I  C 

46 cataagcagaattatcccatgggtacggagacacagggagacaca 

 H  K  Q  N  Y  P  M  G  T  E  T  Q  G  D  T 

91 cgtggagacacacggacacacacggagacacaagctgaggcacgg 

 R  G  D  T  R  T  H  T  E  T  Q  A  E  A  R 

136 acacacgcagagacgcacggagacacacgtggagacacacggaga 

 T  H  A  E  T  H  G  D  T  R  G  D  T  R  R 

181 cacacgtggagacacacgcggagacacacggacacacacggacac 

 H  T  W  R  H  T  R  R  H  T  D  T  H  G  H 

226 acacggagacacaagctgaggcacgaacacacgcagagacacacg 

 T  R  R  H  K  L  R  H  E  H  T  Q  R  H  T 

271 ggggcccgcggagacgcacggagacacggacacaacaaacattta 

 G  A  R  G  D  A  R  R  H  G  H  N  K  H  L 

316 cacagaatgagtgcagcggtgagtgaatgtgttggggagtga 357 

 H  R  M  S  A  A  V  S  E  C  V  G  E * 

图 2  野生型 Lj-RGD3 的 cDNA 及其推导的氨基酸序列 
Fig. 2  cDNA and deduced amino acid sequence of Lj-RGD3. 
 

1 tcaacgttcatcaacggaacccaggaagtggatgccatttgt 

 S  T  F  I  N  G  T  Q  E  V  D  A  I  C 

46 cataagcagaattatcccatgggtacggagacacagggagacaca 

 H  K  Q  N  Y  P  M  G  T  E  T  Q  G  D  T 

91 acacggacacacacggagacacaagctgaggcacgg 

 T  R  T  H  T  E  T  Q  A  E  A  R 

127 acacacgcagagacgcacggagacacaacacggaga 

 T  H  A  E  T  H  G  D  T  T  R  R  

163 cacacgtggagacacacgcggagacacacggacacacacggacac 

 H  T  W  R  H  T  R  R  H  T  D  T  H  G  H 

198 acacggagacacaagctgaggcacgaacacacgcagagacacacg 

 T  R  R  H  K  L  R  H  E  H  T  Q  R  H  T 

243 ggggccgcacggagacacggacacaacaaacattta 

 G  A  A  R  R  H  G  H  N  K  H  L  

279 cacagaatgagtgcagcggtgagtgaatgtgttggggag 318 

 H  R  M  S  A  A  V  S  E  C  V  G  E 

图 3  突变体 Lj-112 的 cDNA 及其推导的氨基酸序列 
Fig. 3  cDNA and deduced amino acid sequence of Lj-112. 

 

图 4  Tricine SDS-PAGE 分析经亲和层析纯化的均质蛋白 
Fig. 4  Tricine SDS-PAGE of the homogeneous protein 
purified by affinity chromatography. 1: mutation protein Lj-112; 
2: Lj-RGD3 toxin protein; 3: SpectraTM multicolor low range 
protein ladder. 
 

2.3  野生型 rLj-RGD3与突变体 rLj-112抗血管新

生活性比较 
2.3.1  对 bFGF 诱导的 ECV304 细胞增殖的抑制

作用  

MTT 结果显示，野生型 rLj-RGD3 与突变体蛋

白 rLj-112 对 bFGF 诱导的 ECV304 的细胞增殖都呈

剂量依赖性抑制，rLj-RGD3 的半剂量效应 (Median 

infective dose，IC50) 为 0.889 μmol/L，突变体 rLj-112

的 IC50 为 0.160 μmol/L。结果表明，rLj-112 对血管

内皮细胞 ECV304 增殖的抑制强度约为野生型

rLj-RGD3 的 6 倍 (图 5)。 

2.3.2  对 bFGF 诱导的鸡绒毛尿囊膜 (CAM) 血管

新生的抑制作用 

肿瘤的生长和转移与血管生成有密切的关系，

鸡胚对抑制血管生成的药物比较敏感，是研究血管

新生和抗血管形成的最佳体内模型之一。CAM 血管

新生实验结果显示，加入 30 μL 同等体积的 PBS、

七鳃鳗 rLj-GRIM19 (6 μg)、蛋白纯化洗脱液的对照

组血管新生旺盛，对血管新生无抑制作用；而加入

30 μL (6 μg) 同等剂量的 rLj-RGD3 和 rLj-112 组的

CAM 血管新生都遭到破坏，且突变体蛋白 rLj-112

对 CAM 血管新生的抑制作用强于野生型 rLj-RGD3 

(图 6)。 

2.3.3  ECV304 细胞的迁移实验 

血管新生高度依赖于内皮细胞的的迁移，以

bFGF 作为趋化剂，比较野生型 rLj-RGD3 及突变体

蛋白 rLj-112 对 ECV304 细胞迁移的影响。结果表 
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图 5  野生型 rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 对 ECV304 细胞增殖的抑制作用 
Fig. 5  Inhibition on ECV304 cells proliferation by rLj-RGD3 and rLj-112. 

 

图 6  野生型 rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 对血管新生的抑制作用 
Fig. 6  rLj-RGD3 and rLj-112 to inhibit bFGF-induced angiogenesis in chick CAM assays. A window was opened on the egg shell 
and a methylcellulose disc containing 200 ng bFGF was implanted on CAMs of 6-days-old chick embryos. After 24 h of bFGF 
induction, 30 μL of PBS (A), 30 μL (6 μg) of rLj-GRIM19 (B), 30 μL of elution buffer (C), 30 μL (6 μg) of rLj-112 (D), 30 μL (6 μg) 
of rLj-RGD3(E) was applied to the embryos. 24 h later, CAM tissues were photographed with digital camera. The circles show the 
position of methylcellulose disc and the arrows show the discontinuous vessels. 
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明，与对照组相比，同等剂量  (16 μg) 的野生型

rLj-RGD3 和突变体蛋白 rLj-112 均可抑制 ECV304

细胞的迁移，其迁移抑制率分别为 50％和 63％，突

变体 rLj-112 对 ECV304 细胞迁移的抑制作用强于野

生型 rLj-RGD3。阴性对照组小牛血清白蛋白 BSA

及蛋白纯化洗脱液则对 ECV304 细胞的迁移无影响 

(图 7~8)。 

2.3.4  ECV304 细胞的浸润实验 

浸润同样是血管新生的一个重要步骤，血管内

皮细胞只有在穿透细胞外基质的情况下，才得以出

芽的方式形成新的血管。利用人工基质膜 matrigel

和 Transwell 模仿体内环境，可以有效地研究细胞的

浸润行为。结果显示，PBS、BSA 及洗脱缓冲液对

照组对 ECV304 细胞的浸润无抑制作用，而野生型

rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 后均可抑制 ECV304 细

胞的浸润，且 rLj-112 的作用较强 (图 9~10)。 

2.3.5  ELISA 法测定两种蛋白对 ILK-1 表达的影响 

与只加入 PBS 的对照组相比，rLj-RGD3 野生

型与突变体蛋白 rLj-112 均可抑制 bFGF 诱导的

ECV304 ILK-1 的表达，且效果随抑制剂浓度增高

而加强。相比之下，同剂量的 rLj-112 对 ILK 表达

的抑制效果强于 rLj-RGD3。BSA 及蛋白纯化洗脱

液则对整合素连接激酶  (ILK-1) 表达无抑制作用 

(图 11)。 

 

图 7  野生型 rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 抑制 ECV304
细胞向 bFGF 迁移 
Fig. 7  Inhibitory effects of rLj-RGD3 and rLj-112 on ECV304 
cells migration towards bFGF. **P<0.01 versus PBS alone, n=8. 

 

图 8  野生型 rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 对 ECV304 细

胞向 bFGF 迁移的影响 (Olympus 光学显微镜拍照，400×) 
Fig. 8  Inhibitory effects of rLj-RGD3 and rLj-112 on Ecv304 
cells migration towards bFGF (Olympus light microscopy, 
400×). ECV304 cells were treated with PBS (A), rLj-RGD3 (B) 
or rLj-112 (C) for 30 min, and then placed in the upper chamber 
of Transwell. bFGF (30 pg/L) was present as a chemoattractant 
which was added to the lower chamber. After 16 h incubation, 
cells were fixed in 4% paraformaldehyde. After removal of the 
nomigrated cells, the cells that migrated to the underside of 
filter membrane were photographed (400×) under Olympus light 
microscope. 

 

图 9  野生型 rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 抑制 ECV304
细胞的浸润 
Fig. 9  Inhibition of rLj-RGD3 and rLj-112 on ECV304 cells 
invasion through Matrigel. **P<0.01 versus PBS alone, n=8. 



王继红等: 日本七鳃鳗 Arg-Gly-Asp 毒素蛋白 Lj-RGD3 野生型与 RGD 全缺失突变体 Lj-112 的抗血管新生作用 1435 

 

Journals.im.ac.cn 

 

图 10  野生型 rLj-RGD3 与突变体蛋白 rLj-112 对 ECV304 细胞浸润行为的影响 (Olympus 光学显微镜拍照，400×) 
Fig. 10  Inhibitory effects of rLj-RGD3 and rLj-112 on ECV304 cells invasion through Matrigel (Olympus light microscopy, 400×). 
ECV304 cells were treated with PBS (A), rLj-RGD3 (B) or rLj-112 (C) for 30 min, and then placed in the upper chamber of 
containing filer membrane which has been coated with Matrigel. bFGF (30 pg/L) was present as a chemoattractant which was added 
to the lower chamber. After 16 h incubation, cells were fixed in 4% paraformaldehyde. After removal of the nomigrated cells, the 
cells that migrated to the underside of filter membrane were photographed (400×) under Olympus light microscope. 
 

 

图 11  野生型 rLj-RGD3 与突变体 rLj-112 对 ECV304
中整合素连接激酶 ILK-1 表达的影响 
Fig. 11  Effects of ILK-1 expression on ECV304 cells by 
rLj-RGD3 and rLj-112. The black one is at presence of PBS, 
1.2 μg of rLj-RGD3 or rLj-112 with ECV304 cells; the light one 
is at presence of PBS, 4.4 μg of rLj-RGD3 or rLj-112 with 
ECV304 cells. * P<0.05 versus PBS alone, n=3. 

3  讨论 

日本七鳃鳗成体营寄生生活，为吸血动物。其

头部鳃下肌中有一对口腔腺，能分泌大量蛋白质。

本实验室前期工作表明，七鳃鳗口腔腺天然分泌蛋

白混合物及 160 kDa 的 BGSP-1 具有纤维蛋白原水

解活性，具抗凝功能[13-14]。此外，口腔腺分泌蛋白

提取物还具有抑制神经元细胞兴奋性功能[14]。对于

吸血动物而言，宿主的凝血和对被吸食的痛感是寄

生生活的障碍，而上述研究结果解释了七鳃鳗营寄

生生活习性的生理基础。随着七鳃鳗口腔腺 cDNA

文库的建立，本实验室又发现了一条具有抗血小板

聚集功能的 Lj-RGD3 蛋白[2]，这说明七鳃鳗抗凝血

功能涉及不只一种蛋白。 

日本七鳃鳗野生型 Lj-RGD3 是含有 3 个 RGD

模体的 RGD 毒素蛋白。迄今为止已发现有 4 个不同

物种来源的 RGD 毒素蛋白家族，这 4 大家族分别来

源于蛇毒、吸血动物水蛭、蜱类及七鳃鳗唾液腺分

泌物[2]。来源于蛇毒的 RGD 毒素蛋白也叫去整合

素，是被研究得最为透彻也是最大的一族，依蛇种

来源不同种类可达数十种[9,15-17]；来源于水蛭唾液腺

的 RGD 毒素蛋白到目前为止只发现 2 类：decorsin

及 ornatin[5-6]；来源于蜱类的 RGD 毒素蛋白也有 2

种：variabilin 及 savignygrin[7-8]；来源于七鳃鳗口

腔腺的 Lj-RGD3 蛋白是本课题组发现的第 4 大类

RGD 毒素蛋白[2]。由 Lj-RGD3 一级结构分析可以看

出，来自于蛇毒这一物种的去整合素之间同源性较

高 (60％以上)，而物种间的 RGD 模体毒素除具有

RGD 模体和多对半胱氨酸的共性外，在一级结构上

没有同源性[2]。 

本实验室前期工作表明，rLj-RGD3 具有抗血管

新生、抗肿瘤增殖及抗血小板聚集的功能，且这些

功能皆以细胞表面表达的整合素为靶点，这说明

Lj-RGD3 是一种典型的 RGD 毒素蛋白[2,10]。生物信
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息学分析表明，Lj-RGD3 在一级结构上除了与其他

物种的 RGD毒素肽一级序列有 RGD模体的共性外，

同样与之没有同源性。然而，运用 UniProt blastp 进

行序列比对后发现，Lj-RGD3 因富含组氨酸而与马

来丝虫 Brugia malayi 的富含组氨酸糖蛋白 HRG 有

40％序列一致性，与马来丝虫的 TCRβ 具有 45％的

序列一致性。由于前期证实 Lj-RGD3 具抗血管新生

功能，故本文测重于 Lj-RGD3 突变后的类 HRG 功

能研究。有关其 TCRβ 的功能将另文报道。 

富含组氨酸糖蛋白为发现于脊椎动物血液中的

血浆糖蛋白，由肝脏合成并释放入血。其具有 4 个

结构域： N 端的 2 个半胱氨酸蛋白酶抑制剂 

(Cystatin) 结构域、C 末端结构域及中心富含组氨酸

结构域。这其中的富含组氨酸结构域可与众多配体

结合而行使多种功能，比如：抗血管新生、可溶性

免疫复合物抑制、加强巨噬细胞对凋亡细胞的清除、

抗菌等生物学活性。HRG 配体包括 Zn2+、原肌球蛋

白、肝素和硫酸肝素、血纤维蛋白溶酶原、血纤维

蛋白溶酶、纤维蛋白原、凝血酶感蛋白、IgG、FcgR

及补体等。正是由于 HRG 有如此众多配体，致使

HRG 可以与相当宽范围的细胞结合，这包括：内皮

细胞、成纤维细胞、T 细胞、巨噬细胞、红血球、

血小板、类单核细胞株及坏死细胞[11]。 

富含组氨酸的糖蛋白 (HRG) 可以有效地抑制

血管新生，Vanwilddemeersch 等[18]研究表明，HRG

是通过其蛋白水解后释出来的 His-rich 结构域行使

其血管新生抑制剂功能的。而来源于 His-rich 结构

域的一个 35 个氨基酸残基的合成肽 HRGP330 和一

个 26 个氨基酸残基的合成肽 HRGP335 在体内与体

外 均 具 有 血 管 新 生 抑 制 活 性 。 HRGP330 和

HRGP335 是通过与血管内皮细胞表面的肝素/硫酸

肝素结合而行使抗血管新生功能。Juarez 等报道

HRGP 以 His-rich 结构域依赖方式抑制血管内皮细

胞的管形成和增殖，HRGP335 有抗内皮细胞趋化

的作用[19]。 

Lj-RGD3 一级结构富含组氨酸残基，与 HRG 有

同源性。将野生型的 RGD3 的 3 个 RGD 全部突变形

成的突变体 Lj-112 可以说是一种类富含组氨酸糖蛋

白。本文对 RGD 模体全缺失突变体 Lj-112 的抗血

管新生活性进行了研究。正常的 RGD 毒素蛋白进行

RGD 模体缺失后，应该失去抗血管新生活性，而本

文得到的研究结果表明，含组氨酸的 RGD 全缺失突

变体 Lj-112 的抗血管新生功能却更加强大，其抑制

ECV304 细胞增殖、迁移、浸润和 CAM 血管新生的

功能均强于野生型 Lj-RGD3，这表明 Lj-112 是以类

HRG 的形式行使的抗血管新生功能。尽管两种蛋白

对整合素连接激酶 ILK-1 的表达均有下调作用，但

可以推测 Lj-RGD3 与 Lj-112 是以不同机制行使功能

的。本实验室前期工作表明 Lj-RGD3 是以整合素为

作用靶点的；而由于已有研究证实 HRG 可通过结合

肝素/硫酸肝素位点阻止 bFGF 的信号转导从而下调

ILK 的表达[20-21]，所以可以推测 Lj-112 有可能是以

ECV304 细胞表面的肝素/硫酸肝素为靶点，这有待

于进一步证实。本研究还表明，Lj-RGD3 在 RGD

模体存在的情况下，是优先与 Integrin 结合的，其

与 HRG 同源的特性在 RGD 模体存在的条件下，并

未使野生型 Lj-RGD3 抗血管新生功能得到协同增

强。而七鳃鳗的 Lj-RGD3 则可能会通过 mRNA 剪切

或蛋白翻译后剪切去掉 RGD 模体后，以截然不同的

方式行使功能，七鳃鳗 cDNA 数据库中存在的大量

HRG 序列有可能是这种推测的证据，这还有待于进

一步研究。 

血管生成在胚胎血管形成、伤口愈合和器官的

再生中都起到关键的作用，而肿瘤的增长和迁移依

赖于血管新生，内皮细胞的浸润和迁移可以调节肿

瘤的增殖[22]。抑制肿瘤的血管新生是治疗癌症的重

要手段。野生型 Lj-RGD3 与突变体蛋白 Lj-112 对

血管新生均具有抑制作用，突变体蛋白 Lj-112 显示

出了比野生型 Lj-RGD3 更有效的抑制作用，而且二

者的作用靶点并不一致，这为以 Lj-RGD3 为原型的

抗肿瘤药物研发提供了多种可能，具有广阔的应用

前景。 
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