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摘   要：将丝瓜籽核糖体失活蛋白 luffin-α 与肿瘤靶向肽 NGR 融合，制备 luffin-α-NGR 重组蛋

白，并检测其对肿瘤细胞与血管生成的抑制活性。通过引物设计及 PCR 扩增获得 luffin-α-NGR 融

合基因，与 pGEX-6p-1 载体连接后获得 pGEX-6p-1/luffin-α-NGR 重组质粒，质粒转入大肠杆菌

(Escherichia coli) BL21 中表达，以 GST 亲和层析法分离纯化目的蛋白。MTT 比色法、Transwell

迁移实验以及鸡胚尿囊膜实验  (CAM) 检测其活性。结果表明，成功获得全长为 849 bp 的

luffin-α-NGR 融合基因，目标蛋白在 16 ℃、0.5 mmol/L IPTG 诱导 16 h 后获得最佳表达，经

SDS-PAGE 和 Western blotting 分析，GST 融合蛋白分子量为 56.6 kDa，与预期一致。重组蛋白经

GST 亲和层析、蛋白酶精准酶切去除标签后，利用 MTT 法验证其对 HepG2 和 MDA-MB-231 细胞

的抑制效果显著优于 luffin-α。Transwell 迁移实验和 CAM 实验证实重组蛋白 luffin-α-NGR 对肿瘤

细胞迁移和血管生成具有明显的抑制作用。本研究成功地制备了重组蛋白 luffin-α-NGR，并证实该

重组蛋白对肿瘤细胞具有良好的抑制活性，为后续重组靶向蛋白药物的开发奠定基础。 

关键词：丝瓜；核糖体失活蛋白； luffin-α；抗肿瘤；靶向肽  
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Preparation of a recombinant tumor-targeting ribosome 
inactivating protein luffin-α-NGR and evaluation of its 
antitumor activity 

ZHOU Zheyue, JIANG Xinyi, ZHANG Hongrui, HUANG Zhiguang, ZOU Rui,  
LOU Qiuwen, WANG Yu, ZHU Zhenhong 
 

College of Life Sciences, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, Zhejiang, China 

Abstract: Loofah seeds ribosome inactivating protein luffin-α was fused with a tumor-targeting peptide 

NGR to create a recombinant protein, and its inhibitory activity on tumor cells and angiogenesis were 

assessed. luffin-α-NGR fusion gene was obtained by PCR amplification. The fusion gene was ligated 

with pGEX-6p-1 vector to create a recombinant plasmid pGEX-6p-1/luffin-α-NGR. The plasmid was 

transformed into E. coli BL21, and the target protein was isolated and purified by GST affinity 

chromatography. The luffin-α-NGR fusion gene with a full length of 849 bp was successfully obtained, 

and the optimal soluble expression of the target protein was achieved under the conditions of 16 ,℃   

0.5 mmol/L IPTG after 16 h induction. SDS-PAGE and Western blotting confirmed the recombinant 

protein has an expected molecular weight of 56.6 kDa. Subsequently, the recombinant protein was 

de-tagged by precision protease digestion. The inhibitory effects of the recombinant protein on liver 

tumor cells HepG2 and breast cancer cells MDA-MB-231 were significantly stronger than that of 

luffin-α. The Transwell and CAM experiment proved that the recombinant protein luffin-α-NGR also 

had a significant inhibitory effect on tumor cells migration and neovascularization. The inhibitory 

activity on tumor cells and angiogenesis of the recombinant luffin-α-NGR protein lays a foundation for 

the development of subsequent recombinant tumor-targeting drugs. 

Keywords: loofah; ribosome inactivating protein; luffin-α; anti-tumor; targeting peptide 

 
 
 

丝瓜为常见的药食同源代表，近年来其活

性成分和药用价值一直受到国内外学者的重

视。目前已从丝瓜属植物中发现了多种药用成

分，如从丝瓜籽中分离的Ⅰ型核糖体失活蛋白

(ribosome inactivating protein, RIPs) luffin-α、

luffin-β 等，该蛋白能通过与核糖体 rRNA 分子

相互作用而阻断蛋白质合成，是一种高效的细

胞毒素[1-2]。研究表明，luffin-α 对肿瘤细胞有明

显的抑制作用[3]，可以作为一种具有发展潜力

的抗癌药物。然而 luffin-α 蛋白缺乏肿瘤靶向

性，毒副作用较强[4]，因此开展 luffin-α 蛋白的

肿瘤靶向性研究具有广阔的应用前景。有学者

经噬菌体展示技术发现一类可以特异性识别并

结合肿瘤细胞或肿瘤血管的肽——肿瘤靶向肽[5]，

它可以在体内靶向肿瘤，可以特异性地输送抗

癌药物等物质抵达肿瘤组织[6]，其中含有 NGR 

(Asn-Gly-Arg) 基序的肽是合适的肿瘤靶向肽

之一[7]。NGR 肽可被 CD13/氨基肽酶 N(APN) 

受体亚型识别[8]，而这些亚型在肿瘤新生血管

系统中选择性过表达[9-11]。已经有实验证明，利
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用 NGR 肽的靶向作用，可以将病毒载体、放射

性示踪剂等运输到肿瘤组织的新生血管处[12-14]。

本实验目的就是构建重组靶向蛋白 luffin-α- 

NGR，并初步研究其靶向抗肿瘤生物活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
1.1.1  菌株、细胞及质粒 

pGEX2T/luffin-α 质粒由本实验室构建并保

存；pGEX-6p-1 质粒、BL21、人肝癌细胞 HepG2、

人乳腺癌细胞 MDA-MB-231 均由本实验室  

保存。 

1.1.2  主要试剂 

质粒抽提试剂盒购自 Axygen 公司；GST 填

料 (谷胱甘肽琼脂糖)、氨苄青霉素 (ampicillin, 

Amp)、噻唑蓝 (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- 

diphenyl tetrazolium bromide, MTT)、异丙基- 

β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷  (isopropyl-β-D- 

thiogalactopyranoside, IPTG)、十二烷基硫酸钠

(sodium dodecyl sulfate, SDS) 和蛋白质定量

检测试剂盒购自生工生物工程 (上海) 有限公

司；胰蛋白酶、青链霉素购自吉诺生物医药技

术有限公司；DMEM 培养液、L-15 培养液购

自 HyClone 公司；谷胱甘肽硫转移酶 (glutathione 

S-transferase, GST) 单克隆抗体、辣根过氧化

物酶标记山羊抗小鼠 IgG (H+L)、蛋白 marker

购自上海碧云天生物技术有限公司；8 日龄  

白壳种蛋购自杭州华杰禽业有限公司；KOD

酶、限制性内切酶等购自 TaKaRa 公司，顺    

铂  (cisplatin, CDDP) 购自上海源叶生物有限

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  luffin-α-NGR基因的获取 

根据 NGR 氨基酸序列 (Gly-Cys-Asn-Gly-Arg- 

Cys)，依照大肠杆菌偏好密码子设计其 DNA 序

列：5′-GGCTGCAATGGTCGTTGC-3′，将其设

计在下游引物中 (表 1)。PCR 反应扩增融合基

因，反应体系如下：10×PCR 缓冲液 2.5 μL，

MgSO4 1.5 μL，2 mmol/L dNTPs 2.5 μL，引物-F 

0.5 μL，引物-R 0.5 μL，含 luffin-α基因的质粒

0.5 μL，KOD 酶 1 μL，ddH2O 16 μL，总计 25 μL。

反应条件如下：94 ℃预变性 3 min；98  11 s℃ ，

59  45 s℃ ，68  45 s℃ ，3 个循环；98  11 s℃ ，

57 ℃ 34 s，68  45 s℃ ，28 个循环；68  10 min℃ ，

4  10 min℃ ；取 7 μL 产物经琼脂糖凝胶电泳验

证后，20 ℃保存。 

1.2.2  pGEX-6p-1/luffin-α-NGR 质粒的构建 

首先将 luffin-α-NGR 基因和载体双酶切，

反应体系如下：ddH2O 7 μL，10×缓冲液 K 2 μL，

PCR产物 (或载体) 8 μL，BamH  1 μLⅠ ，EcoR  Ⅰ

1 μL，总计 20 μL。双酶切产物经电泳鉴定并割

胶回收，20 ℃保存。接着将载体和基因连接，

连接体系如下：高效连接酶 Ligation high Ver 2  

5 μL，PCR 产物酶切液 4 μL，载体 1 μL，总计

10 μL，16 ℃反应 30 min。连接产物转化 BL21

大肠杆菌感受态细胞，涂布在有 Amp 抗性的

LB 平板上，37 ℃倒置培养过夜。挑选少量菌

落至 10 μL ddH2O 中，然后取 0.5 μL 菌液作为

模板进行 PCR 鉴定 (PCR 方法同 1.2.1)，选取

PCR 阳性克隆进行测序验证。 
 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Names Primer sequences (5′→3′) 

LUF-NGR-F CGGGATCCAAGAGATTTACAGTGCTAATTCTCGCC 

LUF-NGR-R CGGAATTCTCAGCAACGACCATTGCAGCCGTGTTTTGCAGAAACATCCTC 
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1.2.3  重组蛋白 luffin-α-NGR 可溶性表达的最

适条件摸索 

为了获得大量的可溶性重组蛋白 luffin-α- 

NGR，利用单因素试验，通过改变 IPTG 诱导

剂的浓度、最适起始诱导 OD600 值、诱导温   

度和诱导时间并进行 SDS-PAGE 分析，最后挑

选出最优的诱导表达条件组合。具体分组如表

2 所示。 

1.2.4  重组蛋白的大量表达及亲和纯化 

将 2 mL 种子液转接至 200 mL LB 培养液

中 (含 Amp)，37 ℃、240 r/min 培养 2 h。添加

IPTG 至终浓度为 0.5 mmol/L，然后 16 ℃、   

180 r/min 继续培养 16 h。以 4 ℃、5 000 r/min

条件下离心 10 min 收集沉淀，10 mL PBS 清洗后

重悬。重悬液在冰上超声破碎 (功率 60%，超声    

2 s，间歇 2 s，共 20 min)。将超声后的菌液以      

12 000 r/min 离心 10 min，上清液通过 0.45 μm

滤膜过滤。取 400 μL GST 填料装柱，5 mL PBS

缓冲液平衡柱子。上清与填料混合，冰浴轻轻振

荡 45 min。按 10 mg GST 标签蛋白使用 150 μL 

prescission protease (PP) 酶，用 1×酶切缓冲液

稀释 PP 酶至与树脂体积相同，将稀释液加入到

纯化柱中，于 4 ℃柱上酶切 15–16 h。然后用 1

倍柱体积的 1×酶切缓冲液洗涤柱子，重复 3 次

并收集洗涤液。对洗涤液进行超滤浓缩，使用

二喹啉甲酸 (bicinchoninic acid, BCA) 蛋白质

定量试剂盒测定蛋白浓度，于80 ℃冻存。 

1.2.5  蛋白电泳及 Western blotting 鉴定 

首先将蛋白转移至硝酸纤维素膜，然后置

入用 5%脱脂奶粉，水平摇床上封闭 2 h。加入

1︰1 000 稀释的抗 GST 小鼠多克隆抗体，4 ℃

孵 育 过 夜 。 1×TBST 缓 冲 液  (tris buffered 

saline-tween 20, TBST) 洗涤 10 min，共 3 次，

与稀释的辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠

IgG 孵育 2 h，TBST 洗膜。使用 ECL 试剂盒孵

育膜，蛋白条带使用 Tanon-2500 拍照记录。 

1.2.6  MTT 法测定重组蛋白对 HepG2 、

MDA-MD-231 细胞的抑制效果 

将对数期生长的 HepG2 细胞、 MDA- 

MB-231 细胞按 1×104个/mL 的细胞数接种于 96

孔板中 (100 μL/孔 )，然后置于培养箱中培养  

24 h。从80 ℃冰箱取出纯化后的重组蛋白，与

培养液混合稀释成特定浓度的药液。待细胞贴

壁后，分别按 400.00、200.00、100.00、50.00、

25.00、12.50、6.25 μg/mL 的浓度对 HepG2 细

胞和 MDA-MB-231 细胞进行梯度给药，设    

6 个复孔，其中对照组只加培养液。同时再设

置相同浓度的阳性抗肿瘤药物—顺铂作为对

照。将 HepG2 细胞、MDA-MB-231 细胞置于

5% CO2、37 ℃培养箱中继续培养 48 h。终止培

养时，每孔加入 20 μL MTT (5 mg/mL) 溶液，

培养箱中再孵育 4 h，然后吸除 MTT 溶液，加入   

150 μL DMSO 溶液，避光振荡数分钟后，490 nm

处检测吸光度，计算细胞生长抑制率。 

 
表 2  不同诱导条件的分组 
Table 2  Different induction conditions 
Groups Lanes 

1 2 3 4 5 6 

(A) Temperature ( )℃  10.0 16.0 20.0 25.0 37.0 16.0 (none-IPTG)

(B) Time (h) 8.0 12.0 16.0 16.0 (none-IPTG) / / 

(C) OD600 0.8 0.7 0.6 0.5 0.6 (none-IPTG) / 

(D) IPTG (mmol/L) 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 
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1.2.7  Transwell 迁移实验验证重组蛋白对

HepG2 细胞迁移的抑制效果 

取对数生长期的 HepG2 细胞，胰酶消化离

心，将细胞浓度调整至 5.0×104 个/mL 的密度；

取 24 孔板，向下室内分别加入 600 μL 含 10%

血清的培养液，以及用 10%血清的培养液配制

的 100、200 μg/mL 的 luffin-α-NGR 与 luffin-α

蛋白。上室加入 100 μL 细胞悬液，保证小室膜

与培养液之间无气泡；置于 37 ℃、CO2 培养箱

培养 24 h。24 h 后将小室取出，弃去孔中培养

基，PBS 溶液漂洗 3 次，加入 600 μL 甲醇固定

20 min；30 min 后弃去孔中固定液，PBS 溶液

漂洗 3 次并吸弃干净，将小室置于已加入 600 μL

结晶紫染液的培养孔中，染色 30 min；PBS 溶

液漂洗 3 次，尽量使背景干净；在倒置显微镜

100 倍镜下随机选择 5 个视野拍照，并用 Image 

Pro Plus 6.0 软件进行细胞计数，分析处理   

数据。 

1.2.8  鸡胚绒毛尿囊膜实验(CAM)验证重组蛋

白对新生血管的抑制作用 

选择 8 日龄白壳种蛋，表面消毒置于培养

箱 3 d。用 75%乙醇消毒将鸡胚随机分为 3 组：

空白对照组、luffin-α-NGR 组和 luffin-α 组。消

毒后，于气室和毛细血管稀疏区开一个小孔，

撕去内壳膜，形成假气室。无菌封口膜封贴假

气室，继续培养鸡胚，24 h 后撕开封口膜，加

入无菌硅胶环，密封假气室，稳定 24 h。将重

组蛋白 luffin-α-NGR、luffin-α 蛋白加入硅胶环

内。48 h 后揭开鸡胚小窗上的透明胶带，在每

一颗蛋上加入 2.5 mL 固定液 (丙酮︰甲醇=1︰

1) 室温固定 20 min。拍照观察：用体视显微镜

观察血管生长情况，抑制效果的计算公式如下：

I=B 给药后/A 给药后–B 给药前/A 给药前。 

1.2.9  统计学分析处理方法 

利用 GraphPad Prism 8 软件进行统计学分

析，对各活性实验结果鉴定均采用 t 检验。方

法：建立数据集，新建对应的分析，选择“列”，

选择“t 检验(和非参数检验)”，得到 P 值。 

2  结果与分析 

2.1  luffin-α-NGR基因的扩增 
PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成

像仪下发现一条大小约为 850 bp 明亮条带 (图

1)，与目的基因 (849 bp) 大小基本吻合。 

2.2  pGEX-6p-1/luffin-α-NGR 重组质粒双

酶切鉴定 
将 pGEX-6p-1/luffin-α-NGR 重组质粒用

BamHⅠ、EcoRⅠ进行双酶切，经琼脂糖凝胶

电泳、割胶回收后，发现酶切后的基因大小正

确 (图 2)。将双酶切验证正确后的菌液送至浙

江尚亚生物技术公司测序验证，结果显示序列

100%正确。 

2.3  重组蛋白诱导表达条件摸索 
电泳结果如图 3，A 可见第二泳道温度为

16 ℃时诱导的可溶性重组蛋白量较多；B 可见

第三泳道诱导时间为 16 h 时，诱导的重组蛋白

量较理想；C 可见第三泳道 OD600=0.6 时诱导的

重组蛋白量较多；D 可见第一泳道 IPTG 浓度为

0.5 mmol/L 时诱导的重组蛋白量最多。因此较

优的表达条件为：16 ℃、0.5 mmol/L IPTG、起

始诱导 OD600 为 0.6，诱导时间为 16 h。 
 

 
 

图 1  PCR 扩增 luffin-α-NGR基因 
Figure 1  Amplification of the luffin-α-NGR gene. 
M: DNA marker; 1: PCR amplified products of 
luffin-α-NGR. 
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图 2  pGEX-6p-1/luffin-α-NGR质粒双酶切 
Figure 2  Double digestion of the luffin-α-NGR 
plasmid. M1: DNA marker (1 kb); M2: DNA marker 
(2 000 bp); 1: double digests of recombinant 
plasmid. 

2.4  重组蛋白 luffin-α-NGR 的 SDS-PAGE

电泳及 Western blotting 鉴定 
SDS-PAGE 后，一抗采用抗 GST 小鼠多克

隆抗体，二抗采用 HRP-羊抗鼠 IgG，ECL 试剂

反应并显色。结果表明在 56.6 kDa 位置处有一

条明显的条带 (图 4)。 

2.5  MTT 法测定重组蛋白 luffin-α-NGR

对肿瘤细胞生长的抑制效果 
将重组的 luffin-、luffin-α-NGR 两种蛋白

与抗肿瘤阳性对照药物 CDDP 分别作用 HepG2

和 MDA-MD-231 两种细胞后，对细胞生长抑制

率如图 5 所示。实验表明，重组蛋白 luffin-α- 

NGR 组对 HepG2 和 MDA-MB-231 两种细胞抑

制作用效果整体明显优于 luffin-α 蛋白组和 

 

 
 

图 3  不同诱导条件下的重组蛋白表达量 
Figure 3  Expression of recombinant protein under different induction conditions. (A) Optimization of the 
induction temperature; M: protein marker; 1–5: the inductions temperatures were 10 ℃, 16 ℃, 20 ℃, 25 ℃, 

37 ℃ respectively. 6: uninduced control. (B) Optimization of the induction time; M: protein marker; 1–3: the 
inductions of duration were 8, 12, 16 hours respectively; 4: uninduced control. (C) Optimization of the initial 
optical density; M: protein marker; 1–4: the OD600 values were 0.8, 0.7, 0.6, 0.5 respectively; 5: uninduced 
control. (D) Optimization of the inducer concentrations. M: protein marker; 1–6: IPTG concentrations were 
0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0 mmol/L. 
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图 4  重组蛋白 SDS-PAGE 电泳 (A) 及 Western blotting 鉴定 (B) 
Figure 4  SDS-PAGE electrophoresis and Western blotting identification of recombinant protein. (A) M: 
protein marker; 1: supernatant of recombinant expression strain. (B) Identification of recombinant protein 
luffin-α-NGR by Western blotting. 

 

 
 

图 5  重组蛋白和顺铂对 HepG2、MDA-MD-231 细胞生长的抑制作用 
Figure 5  Inhibition of the two recombinant proteins and CDDP on the growth of both HepG2 cells and 
MDA-MB-231 cells. (A) Inhibition line chart of HepG2. (B) The control group of HepG2 cells (×100). (C) 
HepG2 cells after treatment (×100) (luffin-α-NGR/24 h). (D) Inhibition line chart of MDA-MB-231. (E) The 
control group of MDA-MB-231 cells (×100). (F) MDA-MB-231 cells after treatment (×100) 
(luffin-α-NGR/24 h). *: P<0.05; **: P<0.01. 
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顺铂组。随着蛋白浓度的增加，细胞存活率显

著下降，呈现一定的浓度-依赖趋势。 

HepG2 组 luffin-α-NGR 的 IC50为 64.48 μg/mL，

比重组 luffin-α 提高了 1.87 倍；MDA-MB-231

组 IC50 显示，重组 luffin-α-NGR 为 99.60 μg/mL，

比 luffin-α组约提高了 1.71 倍 (表 3)。说明 luffin-α

融合靶向肽后，对肿瘤细胞的抑制作用明显提高。 

2.6  Transwell 迁移实验验证重组蛋白

luffin-α-NGR 对肿瘤细胞迁移的抑制效果 
如图 6A 所示，重组蛋白 luffin-α-NGR 组

细 胞 迁 移 透 过 小 室 膜 的 数 量 要 明 显 少 于

luffin-α 蛋白组和 control 组(不给药组)，且不同

浓度之间 luffin-α-NGR 组与 luffin-α 组存在差

异。高浓度 (200 μg/mL) 组与低浓度 (100 μg/mL)

组相比，高浓度组细胞穿过小孔的数目显著减

少，说明随着浓度的升高，细胞穿过小孔的数

目也随之减少，有浓度-依赖趋势。这些结果表

明重组蛋白 luffin-α-NGR 有抑制肝癌细胞

HepG2 迁移穿过小室薄膜的能力。 

2.7  鸡胚尿囊膜实验 (CAM) 验证重组蛋

白 luffin-α-NGR 对新生血管的抑制作用 
使 用 CAM 模 型 研 究 了 重 组 蛋 白

luffin-α-NGR 对新血管形成的抑制作用，结果

如图 7A 所示。Control 组 (不给药组) CAM 中

的一级、二级血管和微血管各级分支层次分明，

脉络清晰，呈叶脉状均匀分布，形成放射状密

集血管网。luffin-α 组与 luffin-α-NGR 组血管密

度均有降低，血管结构模糊，排列稍显紊乱，

未见明显的微血管分支及毛细血管。Image Pro 

Plus 6.0 软件分析结果如图 7B 所示，与对照组相 

 
表 3  重组 luffin-α-NGR 和 luffin-α 以及顺铂对两种肿瘤细胞抑制作用的 IC50 值 
Table 3  The IC50 value of inhibition on two tumor cells by recombinant luffin-α-NGR and luffin-α as well 
as CDDP 
Cells Luffin-α (μg/mL) Luffin-α-NGR (μg/mL) CDDP (μg/mL) 

HepG2 120.80  64.48 56.67 

MDA-MB-231 170.80 99.60 135.30 

 

 
 

图 6  重组蛋白 luffin-α-NGR 对 HepG2 细胞迁移的抑制作用 
Figure 6  Inhibition of recombinant protein luffin-α-NGR on the migration of HepG2 cells. (A) Transwell 
method detects the effect of two proteins on the migration of HepG2 cells (×100). (B) Analysis of the 
inhibition rate of luffin-α and luffin-α-NGR on the migration of HepG2 cells. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 7  重组蛋白 luffin-α-NGR 对鸡胚绒毛尿囊膜血管新生的抑制作用 
Figure 7  Inhibition of recombinant protein luffin-α-NGR on angiogenesis of chick chorioallantoic 
membrane. (A) Intuitive pictures. (B) Analysis of the inhibition rate of luffin-α and luffin-α-NGR on 
angiogenesis. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

比，luffin-α 组与 luffin-α-NGR 组均对血管生成

有抑制作用。与 luffin-α 组相比，重组蛋白

luffin-α-NGR 对血管生成的抑制作用更加显著，

实验结果表明重组蛋白 luffin-α-NGR 在抑制新

血管形成方面更为有效。 

3  讨论 

目前恶性肿瘤已经成为威胁人民生命健康

的“头号杀手”。众多研究者们致力开发更有效

的靶向药物来抑制肿瘤的发生发展。RIPs 是目

前颇有前景的抗肿瘤药物，例如蓖麻毒素[15]、

天花粉蛋白、苦瓜籽 MAP30 蛋白等[16]，但这

类植物蛋白对肿瘤细胞的靶向性不强，毒副作

用大。如何提高其抗肿瘤的靶向性，减少毒副

作用，是限制其进入临床应用的关键。肿瘤靶

向肽作为一种新的肿瘤靶向载体，具有相对分

子质量小、特异性高、制备简单、低免疫源性

的优势[17]，NGR (Asn-Gly-Arg) 是通过噬菌体

展示文库中筛选出来的能够和肿瘤新生血管特

异结合的三肽 motif，它可以与肿瘤血管表面高

表达的氨肽酶N(APN)/CD13分子特异地结合[18]。

NGR多肽可以将多种药物分子和病毒载体靶向

运输到肿瘤[19]或者进行血管再生的组织中。目

前，针对 NGR 肽的结构和功能以及其在肿瘤靶

向治疗中的相关研究已经取得不错的进展[20]。

大量实验证明，靶向性药物对其所针对的各个

靶点所产生的抑瘤效果有协同效应，并且可以

将针对不同靶点的不同的多肽序列与抗肿瘤蛋

白基因相结合[21-22]，将显著提高抗肿瘤蛋白抑

瘤活性进而来减少和修复对正常组织细胞产生

的不良效果，能体现出更高的选择性、更好的

抗肿瘤效果以及对正常组织细胞更低的毒副作

用[23]。 

本实验通过基因工程技术获得重组融合蛋

白 luffin-α-NGR，同时摸索其可溶性表达的最

佳条件为：起始诱导 OD600 为 0.6 、 IPTG      

为 0.5 mmol/L、16 ℃和共诱导 16 h。本实验以人

肝癌细胞 HepG2、人乳腺癌细胞 MDA-MB-231

作为实验对象，是由于其细胞表面生物标志物

CD13 过表达[9-11]，从而使 NGR 肽可轻易地与

其特异性结合。观察重组 luffin-α-NGR 对这两

种肿瘤细胞的抑制作用。在 MTT 实验中，重组

蛋白 luffin-α-NGR 较 luffin-α 和 CDDP 表现出

更强的抑制效果，且呈浓度剂量依赖性。

Transwell 实验验证了重组蛋白 luffin-α-NGR 和

luffin-α 可以抑制 HepG2 细胞的纵向迁移能力，
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重组蛋白 luffin-α-NGR 的抑制效果明显强于

luffin-α。鸡胚尿囊膜实验 (CAM) 表明同样表

明重组蛋白 Luffin-α-NGR 在对新生血管抑制作

用方面更为显著。 

另外刘洋等[24]将细胞穿膜肽与 RIPs 连接

后，能有效引导重组蛋白穿膜而进入细胞内，

大大提高了对肿瘤细胞的抑制作用，但穿膜肽

无导向性[25]。与穿膜肽相比，肿瘤导向肽只是

作为“生物导弹”将 RIPs 导向肿瘤细胞部位，但

并不能穿过细胞膜，所以抑制作用不如穿膜肽

明显。后期实验可以将这两种肽结合起来，达

到既能导向肿瘤靶部位，又能引导 RIPs 穿过细

胞膜，这样将大大提高对肿瘤细胞的杀伤作用，

为未来开发靶向强、毒副作用小的抗肿瘤药物

提供思路。 
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