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[摘  要]  目的：探讨精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸（RGD）修饰对肿瘤抑素19肽（T-19）抗肝癌活性的影响，比较分析T-19及RGD修

饰的T-19（RGD-T-19）对肝癌SK-Hep-1细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响。方法：用Fmoc固相法合成T-19及RGD-T-19，用高效液

相色谱仪和质谱进行分离、鉴定。常规培养SK-Hep-1细胞，用0、50、100、150、200、250 mg/mL的T-19及RGD-T-19分别处理细胞，

分为0 mg/mL（对照）组、50 mg/mL组、100 mg/mL组、150 mg/mL组、200 mg/mL组、250 mg/mL组。CCK-8法、克隆形成实验、划痕愈

合实验和Tanswell小室实验、WB法和qPCR法分别检测SK-Hep-1细胞的增殖、迁移、侵袭能力，以及环氧合酶-2（COX-2）、基质金

属蛋白酶-2（MMP-2）、MMP-9、组织基质金属蛋白酶抑制剂-1（TIMP-1）、TIMP-2蛋白和MMP-1、MMP-2 mRNA的表达。结果：经
质谱鉴定，用Fmoc固相法合成的T-19及RGD-T-19纯度高。T-19和RGD-T-19均能显著抑制SK-Hep-1细胞的增殖、迁移、侵袭能

力，抑制COX-2蛋白、MMP-2和MMP-9蛋白及mRNA的表达、促进TIMP-1、TIMP-2 蛋白的表达（P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001），

RGD-T-19的抑制或促进效应均明显强于T-19（均P < 0.05）。结论：利用Fmoc固相法合成了纯度高、活性好的T-19及RGD-T-19，

两种肽均能抑制SK-Hep-1细胞增殖、侵袭和迁移能力，RGD-T-19作用明显强于T-19。
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[Abstract]  Objective: To analyze the effects of arginine-glycine-aspartic acid (RGD) modification on anti-hepatocarcinoma activity of 

tumstatin peptide 19 (T-19) and to comparatively analyze the effects of tumor suppressor peptide 19 (T-19) and RGD modified-T-19 

(RGD-T-19) on the proliferation, invasion, migration of on liver cancer SK-Hep-1 cells. Methods: T-19 and RGD-T-19 were 

synthesized by Fmoc solid-phase method and separated and identified using high-performance liquid chromatography and mass 

spectrometry. SK-Hep-1 cells were routinely cultured and treated with 0, 50, 100, 150, 200, and 250 mg/mL of T-19 and RGD-T-19, 

respectively. The cells were divided into control group (0 mg/mL), 50 mg/mL group, 100 mg/mL group, 150 mg/mL group, 200 mg/mL 

group, and 250 mg/mL group. CCK-8 assay and clone formation test were used to detect the effects of T-19 and RGD-T-19 on the 

viability and proliferation of SK-hep-1 cells. The invasion and migration of SK-Hep-1 cells were observed by scratch and Transwell 

test. The mRNA expression of cellular matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 was detected by qPCR. The protein expression of 

COX-2, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, and TIMP-2 was detected by Western blot. Results: The synthesized T-19 and RGD-T-19 were 

identified to be of high purity by mass spectroscopy. Both T-19 and RGD-T-19 significantly inhibited the proliferation, migration, and 

invasion abilities of SK-Hep-1 cells, suppressed the protein expression of COX-2 and both the mRNA and protein expression of MMP-2, 

and MMP-9, but promoted the protein expression of TIMP-1 and TIMP-2 (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001). Notably, the inhibitory or 

promoting effects of RGD-T-19 were significantly stronger than those of T-19 (P < 0.05). Conclusion: T-19 and RGD-T-19 synthesized 
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by Fmoc solid-phase method were highly pure and eligible. Both T-19 and RGD-T-19 can inhibit the proliferation, invasion, and 

migration of SK-Hep-1 cells, with better effects of RGD-T-19 than T-19.

[Key words]  tumstatin; RGD sequence; liver cancer; SK-Hep-1 cell; proliferation; invasion; migration
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据世界卫生组织（WHO）统计，肝细胞癌的发病

率和病死率分别位居恶性肿瘤的第6位和第3位 [1-2]，

治疗方式包括手术治疗、放疗、化疗和生物治疗等[3]。

手术切除是肝癌治疗的重要手段，但因肝癌的临床

表现隐匿，大约 70%的患者在就诊时已处于中晚期

不能进行手术治疗，同时手术治疗还存在术后易转

移和复发的风险。放疗和化疗存在着特异性差和不

良反应多等问题。目前，研发具有高效低毒、广谱性

和高选择性的肿瘤抑制肽成为肿瘤生物治疗的新热

点[4-6]，其中针对肿瘤细胞的特异性表型分子或特异

性细胞受体，设计优化的肿瘤靶向肽，是近年来医学

科研领域的重要发现之一。精氨酸-甘氨酸-天冬氨

酸（Arg-Gly-Asp, RGD）是1997年通过噬菌体筛选技

术分离获得的第一个肿瘤靶向肽，自分离以来，RGD

修饰成为肿瘤靶向治疗的研究热点[7]。肿瘤抑素是

胶原蛋白Ⅳα3链非胶原区域的多肽片段，靠近C端

的第185～203位氨基酸残基之间的区域称为肿瘤抑

素 19肽（tumstatin peptide 19, T-19）[8]，通过基因工程

技术合成肽虽然具有质量高、疗效强、有天然活性等

优点，但同时具有产量低、不易纯化、操作复杂且合

成技术受表达限制等缺点。相比于基因工程合成

肽，Fmoc固相法具有合成方便、快速、容易实现自动

化和实验条件要求不高、技术趋于成熟等优点，成为

许多实验室进行常规多肽固相合成的首选方法[9]。

本研究利用Fmoc固相法合成T-19并进行C端RGD

修饰，制备了T-19和RGD-T-19两种肽；同时采用常

见的 N 端乙酰化（acetylation, Ac）和 C 端酰胺化

（amidation, amide）合成方式，使合成肽更接近于天然

蛋白模拟物，提高了靶向性和稳定性。课题组前期

研究证明了T-19具有抑制肝癌HepG2细胞增殖的作

用[10]，本研究选择肝癌SK-Hep-1细胞为实验材料，分

析比较RGD修饰后T-19对SK-Hep-1细胞增殖、迁移

和侵袭能力的影响及机制，为肝癌的临床治疗提供

理论指导。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人肝癌细胞SK-Hep-1购自中国医学科学院基础

医学研究所基础医学细胞中心，用含 10%胎牛血清

DMEM-H 培养液在 37 ℃、5% CO2 培养箱中常规

培养。

茚三酮购自上海麦克林生化科技股份有限公司，

乙腈购自迪马科技公司，异丙醇和乙醚购自天津市科

密欧化学试剂有限公司，芴甲氧羰基-L-丙氨酰-L-丙氨

酸（fluorenylmethyloxycarbonyl -L- alanyl -L- alanine，

Fmoc-AA）购自吉尔生化（上海）有限公司，Rink amide 

MBHA树脂购自天津南开合成科技有限公司，N,N-二

甲基甲酰胺（N,N-dimethylformamide, DMF）购自天津

天泰精细化学品有限公司，1-羟基苯并三唑（1-

hydroxybenzotriazole , HOBT）、O-苯并三氮唑-四甲基

脲六氟磷酸酯（O-benzotriazole-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate, HBTU）均购自上海阿拉丁试剂有

限公司，N,N-二异丙基乙胺（N,N-diisopropylethylamine, 

DIEA）购自上海麦克林生化科技股份有限公司，苯酚、

吡啶、哌啶、三异丙基硅烷（triisopropylsilane, TIS）均购

自北京化工厂，二氯甲烷（dichloromethane, DCM）购自

天津市科密欧化学试剂有限公司 ，三氟乙酸

（trifluoroacetic acid, TFA）购自山东豪顺化工有限公司。

胎牛血清、DMEM-H 培养基均购自美国Gibco公司，

CCK-8检测试剂盒购自北京索莱宝生物科技有限公司，

Transwell小室、Matrigel基质胶均购自美国Corning公

司，兔抗 β-actin、COX-2、MMP-2、MMP-9、TIMP-1、

TIMP-2抗体均购自美国CST公司，辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔IgG购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

ECL显色液购自北京博奥森技术有限公司，PCR逆转

录试剂盒、PCR荧光定量试剂盒均购自宝生物工程（大

连）有限公司，Prime ScriptTM RT Reagent Kit with gDNA 

Eraser （Perfect Real Time）试剂盒、TB Green® Premix Ex 

TaqTMⅡ（Tli RNase H Plus）均购自日本TaKaRa公司，

TRIzol试剂购自南京碧云天生物技术有限公司。

1.2  T-19及RGD-T-19的设计、合成与纯化

1.2.1  T-19及RGD-T-19的设计

采用Fmoc固相法合成T-19。以T-19（氨基酸序

列：A-S-P-F-L-E-C-H-G-R-G-T-C-N-Y-Y-S-N-S）为母

肽，在其C端添加RGD序列获得RGD-T-19，末端序

列为Ac和 amide，获得肽的分子序列。T-19（Ac-A-S-

P-F-L-E-C-H-G-R-G-T-C-N-Y-Y-S-N-S-amide）、RGD-

T-19（Ac-A-S-P-F-L-E-C-H-G-R-G-T-C-N-Y-Y-S-N-S-

R-G-D-amide）。

1.2.2  多肽合成溶液的配制及合成过程

多肽合成过程中需要的溶液及配制方法见表1。

Fmoc固相法合成T-19及RGD-T-19的过程如下。

①树脂溶胀：称取0.25 g树脂置于含3.0 mL无水

DCM的多肽合成管中浸泡过夜，充分溶胀。
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②树脂Fmoc基脱保护：减压抽滤掉DCM，加入

8.0 mL 脱保护液，室温振荡剪切 30 mim，依次用

DCM、异丙醇、DMF洗2～3次，每次2 min。

③氨基酸的活化：称取250 mg Fmoc-AA，加入活

化试剂A、B各1.6 mL，加入0.22 mL DIEA，室温下活

化10 min。

④氨基酸的偶联：将活化的氨基酸加入合成管，

加入 1.5 mL DMF和 6 mL DCM，室温振荡反应 2 h，

具体反应时间视氨基酸数量而定。待反应完毕后，

减压抽滤去除反应溶液，依次用DMF、异丙醇、DCM

清洗树脂2～3次。

⑤茚三酮检测：取少量树脂于离心管中，依次加

入检测试剂A、B、C各 1滴，100 ℃加热 5 min。若树

脂呈黄色透亮状，表明反应完全，可以进行下步操

作；若树脂呈蓝色，表明反应不完全，重新活化氨基

酸，连接直至反应完全。

⑥氨基酸Fmoc基脱保护：方法同②。

⑦重复③～⑥：完成多肽上所有氨基酸的连接。

⑧乙酰化：最后一个氨基酸连到树脂以后，脱去

Fmoc保护，进行Ac反应，加入0.5 mL乙酸酐和 0.8 mL 

DIEA，室温振荡反应 20 min，清洗 3次，茚三酮检测

合格后，依次用DCM、DMF、甲醇清洗树脂 2～3次，

真空干燥1 h。

⑨合成肽剪切：向合成管中加入 12.0 mL 剪切

液，振荡 4 h。用冰浴的无水乙醚萃取沉淀，离心收

集，50%乙腈（acetonitrile, ACN）溶解多肽沉淀，真空

干燥获粗品合成肽。

表1    多肽合成溶液的配制方法

溶  液

脱保护溶液

活化试剂A

活化试剂B

检测试剂A

检测试剂B

检测试剂C

剪切液

配制方法

配制含20%哌啶的DMF保护液（哌啶∶DMF = 1∶4体积比）100 mL，混匀

0.45 mol/L HBTU溶液：称取8.535 g HBTU溶于50 mLDMF溶液中，混匀

0.35 mol/L HOBT溶液：称取2.36 g HOBT溶于50 mL DMF溶液中，混匀

称取5.0 g茚三酮，加入100 mL无水乙醇溶液中溶解

称取100.0 g苯酚，加入25 mL无水乙醇并置于70 ℃水浴锅中溶解 

量取98 mL吡啶，加入2 mL 0.001 mol/L的KCN溶液混合均匀

TFA∶TIS∶H2O = 95∶5∶5（体积比）

1.2.3  T-19及RGD-T-19的纯化及鉴定

将冷冻干燥得到的 T-19和RGD-T-19多肽粗品

粉末用流动相A溶解，用 0.22 μm孔径的滤膜过滤。

通过高效液相色谱仪和Hypersil C8柱进行纯化，流

动相A为蒸馏水（含0.1% TFA）、流动相B为ACN（含

0.1% TFA），流速为1.0 mL/min，保持柱温25 °C，收集

合并洗脱峰，冷冻干燥后进行质谱鉴定。

1.3  CCK-8 法和细胞克隆形成实验检测 T-19 和

RGD-T-19对细胞增殖能力的影响

CCK-8法检测 SK-Hep-1细胞增殖活性：取对数

生长期细胞，将其密度调整为1 × 104个/mL，按 100 mL/

孔接种于 96 孔板，培养 24 h。各孔中加入 T-19 及

RGD-T-19（浓度分别为0、50、100、150、200、250 mg/mL，

每个浓度设 3个复孔），0 mg/mL为对照。分别培养

24、48 h后弃去含肽培养基，每孔加100 mL无血清的

DMEM-H培养基，10 mL CCK-8试剂，继续培养 2 h。

用酶标仪测定450 nm处各孔的光密度（D）值，以D值

代表细胞增殖活力，绘制其生长曲线并计算 IC50。

细胞克隆形成实验：实验分为T-19组和RGD-T-19

组。取对数生长期的SK-Hep-1细胞，按5 × 105个/孔

接种于 6孔板，每孔加含 10%胎牛血清DMEM-H培

养液 2.0 mL，24 h 后常规处理，并分别加入 T-19 及

RGD-T-19（浓度均为 150 mg/mL，0 mg/mL 为对照），

每组设3个复孔。24 h后，弃去含肽培养基，消化、收

集细胞各组细胞，调整细胞密度，以1 × 103个/孔接种

于相应的6孔板，其后常规培养细胞，2周后分别用无

水甲醇固定 10 min，用 0.5%结晶紫染色 8 min；弃染

色液，冲洗后于室温晾干拍照，用 Image J软件计算克

隆形成数。

1.4  划痕愈合实验检测各组 SK-Hep-1细胞的迁移

能力

取对数生长期的SK-Hep-1细胞，按6 × 105个/孔接

种于12孔板中，形成单细胞层时，用20 mL无菌移液器

吸头做垂直直线划痕，PBS 洗涤后，镜下观察并拍照

（0 h）。然后按 1.3 节 CCK-8 法中的方法处理细胞，

培养24 h时观察、拍照。依据公式“迁移率 = （0 h的划

痕面积 - 24 h的划痕面积）/0 h的划痕面积 × 100%”计

算细胞迁移率。

1.5  Transwell实验检测SK-Hep-1细胞的侵袭能力

将 50 mg/L Matrigel 基质胶和无血清 DMEM-H

培养液按1∶8混匀，取50 mL铺于Transwell小室的上

室，4 ℃过夜风干。按 1.3 CCK-8法中的方法处理细

胞，将各组细胞密度调整为 5 × 105个/mL，向各小室

的上室中加 200 mL细胞悬液，在下室中加入 600 mL
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含 20%胎牛血清的DMEM-H培养液，培养 24 h后弃

培养液，用棉签擦去上室中的细胞，洗涤，加 200 mL

甲醇固定 60 min。弃甲醇，加入 100 mL结晶紫染色

液处理 8 min，晾干，镜下计数并拍照。依据公式“细

胞侵袭率 = （对照组穿膜细胞数 - 实验组穿膜细胞

数）/对照组穿膜细胞数 × 100%”计算细胞侵袭率。

1.6  WB法检测各组SK-Hep-1细胞中迁移和侵袭相

关蛋白质的表达

常规培养SK-Hep-1细胞24 h，按1.3节CCK-8法

中的方法处理细胞，培养24 h后收集并裂解SK-Hep-1

细胞，离心10 min收集上清液并检测蛋白含量，按

30 μg/孔进行SDS-PAGE，转膜后用5%脱脂牛奶室温

封闭 2 h，加入抗 β -actin、COX-2、MMP-2、MMP-9、

TIMP-1和TIMP-2抗体稀释液（均为 1∶1 000），4 ℃

处理过夜，洗膜后加入1∶5 000的辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗室温处理 3.5 h，ECL曝光胶片后用

Image J软件进行分析。

1.7  qPCR 法检测各组 SK-Hep-1 细胞中 MMP-2、

MMP-9 mRNA的表达

用TRIzol试剂提取各组SK-Hep-1细胞总RNA，

用Prime ScriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser试

剂盒去除基因组 DNA，进行逆转录反应，用 TB 

Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ（Tli RNase H Plus）试剂盒

进行 qPCR 检测。MMP-2 上游引物为 5'-CCTGCA 

AGTTTCCATTCCGC-3'，下 游 引 物 为 5'-AACAGT 

GGACATGGCGGTC-3'；MMP-9 上游引物为 5'-CGC 

AGACATCGTCATCCAGT-3'，下游引物为 5'-AAC 

CGAGTTGAACCACGAC-3'。β-actin 上 游 引 物 为

5'-CCTTCCTTCCTGGGCATGG-3' ，下 游 引 物 为

5'-GATCTTCATTGTGCTGGGTGC-3'。PCR 反应条

件： 95 ℃ 10 min，95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s、72℃ 30 s，共

40个循环。采用2-ΔΔCt法计算目的基因的相对含量。

1.8  统计学处理

所有实验均独立重复 3 次。实验数据均使用

GraphPad Prism8.0软件进行分析处理，呈正态分布的

计量数据以 x̄ ± s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，两组间比较采用 t检验。以 P< 0.05或P < 0.01

表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  T-19及RGD-T-19的纯化与鉴定

通过高效液相色谱对合成肽进行分离纯化，T-19

的纯度为 96.94%，出峰时间为 8.075 min（图 1A）；

RGD-T-19的纯度为 95.06%，出峰时间为 10.317 min

（图1B）。合成肽的质谱鉴定结果见图1C、D，多肽的

质荷比（mass to charge ratio, m / z）及分子量见表2。

T-19的理论分子量为2 106.25，质谱鉴定后分子量计

算值为 2 105.30（图 1C）；RGD-T-19的理论分子量为

2 475.62，质谱鉴定后分子量计算值为2 474.85（图

1D），误差在允许范围内，表明合成的多肽无误。

 A：色谱检测T-19的出峰图；B：色谱检测RGD-T-19的出峰图；C：T-19的质谱图；D：RGD-T-19的质谱图。

图1    色谱检测T-19和RGD-T-19的出峰图和质谱图
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表2  多肽的质荷比及分子量

多肽

T-19 

RGD-T-19

m / z

1051.65/（+2） 700.80/（+3） 

1238.40/（+2） 825.95/（+3） 

分子量计算值

2 105.30

2 474.85

理论分子量

2 106.25

2 475.62

括号中的数字表示电荷数

2.2  T-19和RGD-T-19均可显著抑制SK-Hep-1细胞

的增殖活性，后者作用更强

CCK-8法检测结果（图2A）显示，与对照组比较，

不同浓度的T-19和RGD-T-19均能明显抑制SK-Hep-1

细胞的增殖活力（P < 0.05或P < 0.01）。应用线性回

归分析计算两者抑制SK-Hep-1细胞生长的IC50，T-19作

用24 和48 h的IC50分别为200.0 μg/mL和181.3 μg/mL；

RGD-T-19作用 24和 48 h的 IC50分别为 150.0 μg/mL

和 99.1 μg/mL。克隆形成实验检测结果（图 2B）显

示，与对照组比较，T-19组和RGD-T-19组 SK-Hep-1

细胞形成克隆数均明显减少（P < 0.05或P < 0.01）。

与T-19组比较，RGD-T-19 组 SK-Hep-1 细胞形成克

隆数明显减少（P < 0.05）。实验结果说明，T-19和

RGD-T-19均能显著抑制SK-Hep-1细胞的增殖能力，

RGD修饰的T-19的效果更好。

2.3  T-19和RGD-T-19均可显著抑制SK-Hep-1细胞

的迁移和侵袭能力，后者作用更强

划痕愈合实验检测结果（图 3A）显示，与对照

组相比，T-19 和 RGD-T-19 组 SK-Hep-1 细胞的迁

移率均明显下降（P < 0.05 或 P < 0.01），且呈浓

度依赖性（P < 0.05），RGD-T-19比T-19的作用均更强

（均P < 0.05）。Transwell小室实验检测结果（图3B）显

示，与对照组相比，T-19和RGD-T-19组SK-Hep-1细胞侵

袭率均明显下降（P < 0.05或P < 0.01或P < 0.001），且呈浓

度依赖性（P < 0.05），RGD-T-19比T-19 的作用均更强

（均P < 0.05）。实验结果表明，T-19 和 RGD-T-19

均可显著抑制 SK-Hep-1 细胞的迁移和侵袭能力，

RGD-T-19比T-19的作用更为明显。

A、B：CCK-8 法（A）和细胞克隆形成实验（B）分别检测T-19及RGD-T-19对SK-Hep-1细胞增殖活性和细胞克隆形成能力的影响。

与对照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01；与T-19组相比，△P < 0.05，△△P < 0.01。

图2    T-19及RGD-T-19对SK-Hep-1细胞增殖的影响

2.4  T-19及RGD-T-19均能明显抑制SK-Hep-1细胞

中COX-2、MMP-2、MMP-9和促进TIMP-1和TIMP-2

蛋白的表达

WB法检测结果（图4A、B）显示，与对照组比较，

不同浓度T-19和RGD-T-19处理的SK-Hep-1细胞中

COX-2、MMP-2、MMP-9明显降低（P < 0.05或P < 0.01），

且呈现浓度依赖性趋势（P < 0.05），而TIMP-1、TIMP-2

的表达却明显升高（P < 0.05或P < 0.01），并且呈现

浓度依赖性趋势（P < 0.05）；与T-19组相比，RGD-T-19

组SK-Hep-1细胞中上述各种蛋白表达的变化更为显

著（P < 0.05）。实验结果表明，T-19和RGD-T-19能剂

量依赖性地抑制 SK-Hep-1 细胞中 COX-2、MMP-2、

MMP-9的表达，促进TIMP-1和TIMP-2的表达，这种

作用RGD-T-19比T-19更为明显。

2.5  T-19及RGD-T-19均能明显抑制SK-Hep-1细胞

中MMP-2和MMP-9 mRNA的表达

qPCR 法检测结果（图 5）显示，与对照组比较，

150 mg/mL的T-19和RGD-T-19处理 24 h的SK-Hep-1

细胞中 MMP-2 和 MMP-9 mRNA 表达均显著下降

（P < 0.05或 P < 0.01）；与 T-19 组比较，RGD-T-9组

SK-Hep-1 细胞中 MMP-2 和 MMP-9 mRNA 下降得

均更为显著（均 P < 0.05）。实验结果说明，T-19

及 RGD-T-19 可显著抑制 MMP-2 和 MMP-9 mRNA

的表达，RGD-T-19的作用更为显著。

3  讨  论

肿瘤抑制肽具有高效低毒、抗原性低且不易出

现耐药等特点，被研究者广泛关注，但半衰期短、稳

定性差等限制了其临床应用。为了提高肿瘤抑制肽

的靶向性和稳定性，“靶点”修饰一直以来都是研究
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A：划痕愈合实验检测T-19和RGD-T-19对SK-Hep-1细胞迁移能力的影响（ × 50）；B：Transwell小室实验检测T-19和RGD-T-19对SK-

Hep-1细胞侵袭能力的影响（ × 100）。与对照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；与T-19组相比，△P < 0.05；与100 μg/mL相比，
▲P < 0.05；与150 μg/mL相比，∇P < 0.05；与200 μg/mL相比，▼P < 0.05。

图3    T-19及RGD-T-19对SK-Hep-1细胞迁移和侵袭能力的影响

A、B：WB法检测T-19和RGD-T-19处理后SK-Hep-1细胞中COX-2、MMP-2和MMP-9（A）和TIMP-1和TIMP-2（B）的表达。与对

照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01；与T-19组相比，△P < 0.05；与100 μg/mL相比，▲P < 0.05；与150 μg/mL相比，∇P < 0.05；与200 μg/mL

相比，▼P < 0.05。

图4    T-19和RGD-T-19对SK-Hep-1细胞迁移和侵袭相关蛋白表达的影响
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与对照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01；与T-19组相比，△P < 0.05。

图5    T-19和RGD-T-19对SK-Hep-1细胞MMP-2、

MMP-9 mRNA表达的影响

者们关注的热点[11-12]。最理想的修饰效果是增加肽的

水溶性和稳定性、延长其在体内半衰期、提高杀伤活

性，但对正常细胞无伤害。通常按照修饰物以及修

饰位点的不同分为C端酰胺化、N端乙酰化、N-糖基

化或O-糖基化及RGD修饰等。

RGD修饰是将RGD连接到肽的C端，经RGD修

饰的肽与细胞的黏附性增强，有利于肿瘤靶向治疗。

RGD肽是组织再生和治疗及器官置换的合适靶点，

适于药物靶向输送，目前RGD配体广泛应用于国内

外生物医学研究中[13-14]。细胞外基质（ECM）中的纤

维粘连蛋白、层粘连蛋白以及血液中的黏附蛋白等

含有 RGD 序列，属于 RGD 蛋白。RGD 蛋白通过

RGD序列与细胞表面的整合素受体识别和结合，将

胞外的信息通过整合素传到细胞内，调控细胞的增

殖、分化、黏附和凋亡等活动[15-16]。

贾麒钰等[17]报道，RGD修饰整合素靶向肽，可以

增加其细胞黏附力，有效抑制大鼠破骨细胞的活化。

杨阳等[18]通过制备一种RGD环肽修饰、Zn2+掺杂并负

载双硫仑的树枝状介孔硅纳米颗粒，初步研究其对

结直肠癌CT26细胞产生强烈的靶向细胞毒性。LI

等[19] 对抗血管生成的 metargidin 肽（antiangiogenic 

metargidin peptide, AMEP）进行RGD修饰后发现，修

饰后的AMEP抑制黑色素瘤细胞血管生成作用明显

加强。

为了提高T-19抗肿瘤活性，本研究对T-19进行

RGD 修饰，将 RGD 序列连接到 T-19 的 C 端，探讨

RGD修饰后的T-19对SK-Hep-1细胞增殖、侵袭和转

移能力的影响是否发生变化。CCK-8法、克隆形成

实验、Transwell 小室实验、划痕实验检测结果表明，

T-19和RGD-19均以剂量依赖性方式抑制SK-Hep-1

细胞的增殖、迁移和侵袭能力，RGD-19的作用明显

强于T-19。T-19是通过非RGD依赖方式抑制细胞增

殖，相对来说靶向性低、药物用量大；而RGD-T-19除

上述作用方式外，可能通过RGD识别细胞表面的整

合素分子，增加了与细胞的靶向性和亲和力，故 IC50

均低于T-19。

血管生成因子、黏附因子、基质分解酶等诸多因

素参与肿瘤的侵袭和迁移过程[20]。肿瘤细胞与细胞

外基质中层粘连蛋白、纤维粘连蛋白等大分子物质

黏附后被激活，合成并分泌各种基质分解酶，破坏基

底膜和ECM形成的天然保护屏障，然后肿瘤细胞从

瘤体脱落，随血液或淋巴循环向远处扩散转移[21]。在

各种分解酶中，环氧合酶（cyclooxygenase, COX）和

MMP的作用备受重视。花生四烯酸是合成前列腺素

的原料，COX 是催化反应的关键酶。COX 分为

COX-1（结构型）和COX-2（诱导型）两大类[22]。其中

COX-2在机体正常状态下极少表达，在多种癌细胞

中高表达，在肿瘤组织中COX-2的表达与整合素水

平呈正相关[23-24]。COX-2可能通过整合素信号通路

影响下游MMP-2、MMP-9的表达，进而调控肿瘤细

胞的黏附、侵袭和转移[25-26]。ECM中含有RGD蛋白，

经RGD靶向结合细胞表面的整合素参与调节细胞增

殖、分化等过程。肝癌等肿瘤细胞表面多种整合素

表达增加[27-29]，含有 RGD 序列的小分子多肽会和

ECM中的RGD蛋白竞争与整合素的结合，产生去整

合素效应[30]，通过阻断整合素信号通路，抑制肿瘤细

胞的增殖、侵袭和转移。

研究[31]发现，MMP-2和MMP-9的表达量与肿瘤

恶性度和转移能力呈正相关。组织基质金属蛋白酶

抑制剂（tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP）与 

MMP的作用相反，高表达时能够阻止癌细胞的侵袭

转移。本研究发现，随着T-19和RGD-T-19以剂量依

赖性方式抑制 SK-Hep-1 细胞中 COX-2、MMP-2、

MMP-9 的表达，而且以同样的方式促进 TIMP-1、

TIMP-2蛋白的表达，RGD-T-19作用明显强于T-19。

本研究的 qPCR法检测结果与WB法检测结果基本

一致。

基于上述研究，RGD修饰后 T-19 作用增强的原

因可能是RGD与 SK-Hep-1细胞表面某种整合素结

合，产生去整合素效应，阻断了经整合素信号通路向

下游的信号传递，故COX-2的活化减少，进一步抑制

了下游 MMP-2 和 MMP-9 的活化，上调 TIMP-1、

TIMP-2 蛋白表达，抑制了 SK-Hep-1 细胞的侵袭和

迁移。
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