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重组肽rLj-RGD4对小鼠黑色素瘤B16细胞活性的影响
  王一迪  时春风  勾  萌  宁淑香  王继红*  

(辽宁师范大学生命科学学院, 大连 116029)

摘要      该研究在前期重组日本七鳃鳗RGD3毒素蛋白(recombinant Lampetra japonica RGD3, 
rLj-RGD3)工作基础上, 设计并人工合成分子克隆, 获得去纯化标签的rLj-RGD4。该论文采用小鼠

黑色素瘤(B16)为肿瘤细胞模型, 对rLj-RGD4是否抑制B16细胞增殖、迁移、浸润与凋亡进行了研

究。研究结果表明, 采用不同浓度的rLj-RGD4经MTT方法检测发现, rLj-RGD4对B16细胞的增殖有

抑制作用, IC50为9.6 μmol/L; 使用Transwell法和细胞划痕实验结果证实, rLj-RGD4对B16细胞的迁

移和浸润都具有抑制作用, 且呈剂量依赖方式; B16细胞经鬼笔环肽-FITC染色结果显示, rLj-RGD4
肽对B16细胞骨架发生破坏; Hoechst 33258法和TUNEL-FITC法结果显示, rLj-RGD4可诱导B16细
胞发生凋亡; 运用Western blot对其诱导B16细胞发生凋亡的作用机制研究结果显示, 随着rLj-RGD4
浓度的增加cleaved-caspase-8和cleaved-caspase-3的水平显著增加, B淋巴细胞瘤-2(B cell lymphoma/
leukaemia-2, Bcl-2)基因水平量显著减少。由此可见, rLj-RGD4具有显著促B16细胞凋亡的作用, 具
有抑制增殖与侵袭的功能, 有可能成为一个具有抗肿瘤作用的候选药物。
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Effect of Recombinant Peptide rLj-RGD4 on the Activity of 
Murine Melanoma B16 Cells
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Abstract       In the present study, we cloned to obtain the rLj-RGD4 peptide, based on the privous work on rLj-
RGD3 peptide. We used mouse melanoma as tumor cell model to study whether rLj-RGD4 inhibits B16 cell proliferation, 
migration, invasion and apoptosis. The results showed that rLj-RGD4 could inhibit the proliferation of B16 cells by 
MTT assay with an IC50 of 9.6 μmol/L. The results from Transwell method and cell scratch test confirmed that rLj-RGD4 
on B16 cell migration and invasion were inhibited in a dose-dependent manner. B16 cells by phalloidin-FITC staining 
showed that rLj-RGD4 peptide on B16 cytoskeleton damage. The results of Hoechst 33258 and TUNEL-FITC showed 
that rLj-RGD4 peptide could induce apoptosis of B16 cells; The results showed that the level of cleaved-caspase-8 and 
cleaved-caspase-3 were significantly increased and the level of Bcl-2 was significantly decreased with the increase of rLj-
RGD4 peptide concentration. Thus, rLj-RGD4 peptide has a significant role in promoting apoptosis of B16 cells, with its 
anti-proliferation and invasion function, may become a candidate of drugs anti-tumor. 
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黑色素瘤是常见的恶性肿瘤, 其因侵袭性转移而

恶性程度高[1-2]。在过去的30年, 全球黑色素瘤发病率

呈上升趋势, 2015年在美国有73 870个新病例被诊断, 
其中9 940人死于黑色素瘤[3]。黑色素瘤患者出现高

转移率和高复发率, 而大多数早期患者通过手术切除

可治疗, 一旦转移, 5年生存率仅16%。因此, 预防转移

是治疗黑色素瘤的关键[4-5]。近几年研究发现, 患黑色

素瘤的女性生存率比男性生存率高出38%, 主要表现

为转移率低和复发期延迟[6-8]。引起肿瘤细胞侵袭和

转移的关键环节是肿瘤细胞与其细胞外基质的黏附, 
而作为细胞黏附分子家族重要成员之一的整合蛋白, 
与细胞外基质蛋白质配体间相互作用的识别位点是

精氨酸–甘氨酸–天冬氨酸(Arg-Gly-Asp, RGD)模体

(motif), 因此, 在肿瘤细胞与细胞外基质以及肿瘤细

胞之间的黏附中RGD起了至关重要的作用[9]。

RGD广泛存在于生物体内, 其中细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)和血液中的黏附蛋白是人

体中最常见的含RGD序列的蛋白质。RGD是一种动

物毒素蛋白, 通过毒腺或唾液腺分泌的活性物质, 具
有抗血栓和抗肿瘤两大典型生物活性[10]。早期阶段, 
白娟等[11]和张丕桥等[12]研究发现, rLj-RGD3肽能抑

制体外培养的Hela细胞和人肝癌HepG2细胞增殖, 
并导致细胞发生凋亡。但由于其分子量稍大, 在生

物制药应用中可能存在免疫原性的潜在风险。因此, 
本课题组以rLj-RGD3野生型缺失突变体小肽为对

象设计含有4个RGD序列、分子量仅为6.27 kDa的基

因重组肽, 简称rLj-RGD4。本文研究了rLj-RGD4对
B16细胞增值、迁移、浸润与凋亡的作用, 分析这种

新的人工合成基因所表达的RGD肽的抗肿瘤能力。

1   材料与方法
1.1   材料、设备

B16细胞保存于七鳃鳗研究中心; 细胞凋亡-Hoechst
染色试剂盒、TUNEL细胞凋亡试剂盒和四甲基偶氮

咪唑(MTT)均购于碧云天生物技术有限公司; 鬼笔环

肽购于美国Sigma公司; Transwell细胞培养板、96孔
板、24孔板、细胞培养瓶等均购于美国康宁公司; 
共聚焦荧光显微镜、Carl Zeizz、超净台、细胞培养

箱均购于Thermo Scientifc公司; Fluor ChemQ成像仪、

Protein Sample、倒置显微镜均购于日本Nikon公司。

1.2   去纯化标签的Lj-RGD4肽的获取

Lj-RGD4基因设计以Lj-RGD3为原型, 在保留

原有3个RGD模体的基础上, 通过基因缺失突变和

突变后序列连接, 形成了第4个RGD的碱基序列。对

设计后的基因序列进行全序列基因合成[由宝生物

工程(大连)有限公司完成]。在人工合成的Lj-RGD4
基因基础上设计引物进行PCR, 在序列5′端引入

Nde I酶切位点, 在序列3′端引入终止密码子和Hind 
III酶切位点, 经过双酶切法将上述PCR产物连接到

pET23b载体上。经鉴定筛选出阳性重组子pET23b-
RGD4(Tag-)并转化入E. coli DH5α克隆菌。对重组

菌进行37 °C培养, 终浓度为1 mmol/L IPTG诱导蛋

白质的合成, 以可溶性蛋白质的方法提取rLj-RGD4, 
经组氨酸亲和层析柱纯化。通过Tricine-SDS PAGE
鉴定rLj-RGD4的表达情况。

1.3   MTT法检测rLj-RGD4对B16细胞增殖的影响

  将B16细胞接种于96孔板中, 培养24 h, 按梯度

浓度加入rLj-RGD4作用24 h, 加入细胞培养液体积

10%的MTT溶液, 继续培养4 h, 吸出培养液, 加入等

量的DMSO, 至摇床低速震荡10 min, 在492 nm测吸

光值。抑制率=(空白组均值–处理组均值)/空白组均

值×100%。

1.4   B16细胞划痕实验

采用划痕实验检测rLj-RGD4对B16细胞迁移的

影响。取6孔板, 每孔加入约5×105细胞, 其数量以过

夜铺满为佳, 隔日用移液器头垂直于孔中心划出约

500 μm宽的“伤痕”, 用PBS清洗细胞3次, 加入无血

清培养液稀释不同浓度的rLj-RGD4, 每隔一段时间

观察两侧细胞向中间迁移的情况并拍照。

1.5   B16细胞的迁移和浸润实验

采用Corning Costar公司的Transwell细胞培养

板观察上室细胞向下室迁移的趋化性运动, 上室中

分别加入浓度不等的rLj-RGD4与B16细胞悬液, 以
PBS为对照, bFGF为趋化剂, 在Olympus相差显微镜

下观察并拍照, 记录迁移细胞个数。

采用美国BD公司生产的人工基底膜基质

(Matrigel)及Transwell模仿体内环境观察细胞浸润

能力, 同样在Olympus相差显微镜下观察并拍照, 记
录浸润细胞个数。

1.6   B16细胞的Hoechst 33258和TUNEL染色检

测细胞凋亡, FITC-phalloidn染色检测细胞骨架 
B16细胞接种于铺有爬片的细胞培养板中培养, 

加入不同浓度的rLj-RGD4作用24 h, 将细胞固定, 染
色, 封片, 在共聚焦荧光显微镜下观察并拍照。
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1.7   Western blot检测细胞中相关蛋白质水平

将细胞接种6孔板中, 生长24 h后, 加入不同浓

度的rLj-RGD4(0、4.8、9.6、14.4  μmol/L)作用24 h, 
然后收集细胞, 用含PMSF的RIPA裂解液裂解, 取上

清进行蛋白质定量, 然后用12%的SDS聚丙烯酰胺

凝胶电泳(SDA-PAGE)将样品分离, 电转至PVDF膜, 
用TBST配置5%的脱脂奶粉封闭2 h, 加入1000 1׃稀
释的Bcl-2、胱冬肽酶-3(caspase-3)和胱冬肽酶-8抗
体, 4 °C孵育过夜, 取出PVDF膜, 用PBST室温洗3次, 
每次10 min, 加入二抗室温孵育2 h, 洗膜3次, 每次

10 min; 在暗室里按1׃l的比例混合发光底物A、B液, 
取出膜放入多色荧光成像仪; 保存图片并用Quantity 
One分析软件对图像灰度进行分析。

1.8   统计学分析

运用软件SPSS 16.0进行数据统计, 统计结果表

示方法为均数±标准差(x
_
±s), 采用t检验对组间均数

进行比较。P<0.05表示组间差异显著; P<0.01表示

组间差异极显著。

2   结果
2.1   rLj-RGD4基因的人工合成

本部分实验由宝生物工程(大连)有限公司完

成, 合成序列与提供序列一致, 测序结果如图1所
示。

2.2   rLj-RGD4的纯化鉴定

如图2所示, 经组氨酸亲和层析纯化, 获得可溶

性rLj-RGD4。经SDS-PAGE鉴定, 在37 °C、 IPTG诱

导2 h能获得纯度为95%的rLj-RGD4, rLj-RGD4分子

量为6.27 kDa。获得纯化的rLj-RGD4, 为下一步生

物活性研究奠定了基础。

图1   Lj-RGD4合成基因测序结果

Fig.1   The DNA sequence of Lj-RGD4 synthetic gene
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图2   通过SDS-PAGE电泳鉴定rLj-RGD4
Fig.2   Identify of rLj-RGD4 by SDS-PAGE  
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图3   MTT法检测重组肽rLj-RGD4对B16
细胞增殖的抑制作用

Fig.3   The inhibitory effect of rLj-RGD4 on the 
proliferation of B16 cells by MTT 
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12 h; I-L: B16 cells were exposed to rLj-RGD4 (0, 4.8, 9.6, 14.4 μmol/L) for 24 h; M: data statistics; **P<0.01 compared with 0 h, 0 μmol/L rLj-RGD4 
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图4   细胞划痕实验检测rLj-RGD4对B16细胞迁移的影响

Fig.4   Cell wound scratch assays of rLj-RGD4 effects on B16 cell migration

2.3   重组肽rLj-RGD4对B16细胞增殖的抑制作用

MTT法检测显示, 重组肽rLj-RGD4抑制B16细
胞增殖。待B16细胞生长并汇合至80%~90%时, 加
入不同浓度重组肽rLj-RGD4培养24 h, 抑制细胞增

殖的作用随着rLj-RGD4浓度的增加而增强, 呈现浓

度依赖性, B16细胞IC50为9.6 μmol/L, 抑制率检测结

果如图3所示。

2.4   划痕实验检测rLj-RGD4肽对B16细胞迁移

的抑制作用

划痕实验结果表明, 共培养0、12、24 h后, 与
对照组比较, 不同浓度的rLj-RGD4 3组细胞迁移受

到抑制, 抑制作用与时间成正比(图4)。此结果提示,  
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rLj-RGD4对B16细胞迁移有明显的抑制作用。

2.5   重组肽rLj-RGD4抑制B16细胞的迁移和侵袭

Transwell侵袭小室实验, 以碱性成纤维细胞生

长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)为趋化

剂, 观察rLj-RGD4经过24 h对B16细胞的作用, 各处

理组细胞取6个视野观察细胞迁移情况及数目, 随
着rLj-RGD4肽浓度的增加, 进入微孔膜中的细胞

数量明显下降(图5)。结果表明, rLj-RGD4可明显

抑制B16细胞的迁移, 利用人工基底膜Matrigel和
Transwell模仿体内环境研究细胞的浸润行为, rLj-
RGD4经过36 h对B16细胞的作用, 能明显抑制以

bFGF为趋化剂的B16细胞穿透Matrigel的浸润行为

(图6), 实验结果表明, rLj-RGD4可明显抑制B16细胞

浸润。

2.6   rLj-RGD4对B16细胞凋亡的诱导

该研究分别采用Hoechst 33258法和TUNEL法
检测B16细胞的凋亡。Hoechst 33258为低细胞毒性

蓝色荧光染料, 与DNA的A-T键结合。由于凋亡的

细胞核或细胞质致密浓缩, 所以荧光显微镜下可见

浓染的发出亮蓝色的致密颗粒块状荧光。TUNEL
法是一种分子生物学与形态学相结合的方法, 对完

整的某个凋亡细胞核或凋亡小体进行原位染色, 能
准确地反映细胞凋亡最典型的生物化学和形态特

征。

Hoechst 33258法实验显示, 随rLj-RGD4浓度

增加, 在荧光共聚焦显微镜下, 实验组与对照组相

比较, 细胞核荧光强度增强, 凋亡的细胞数量也

随剂量增加而增加, 并可见凋亡小体(图7)。采用

TUNEL法观察到, 对照组仅有少量暗淡的绿色荧

光, 而加入rLj-RGD4的爬片细胞出现了呈剂量依赖

方式的强烈绿色荧光, 且荧光强度随剂量增强而增

强(图8)。
2.7   rLj-RGD4对B16细胞骨架的破坏作用

鬼笔环肽(phalloidin)也称做鬼笔鹅膏素, 是一

A: 各处理组细胞迁移情况代表性结果; B: 各处理组细胞迁移数统计, **P<0.01, 与对照组[bFGF(+)+0 μmol/L rLj-RGD4]比较。

A: the representative results of migrated cells from each experimental group; B: the migration numbers of each experimental group, **P<0.01 vs 
control [bFGF(+)+0 μmol/L rLj-RGD4] group.

图5   重组肽rLj-RGD4对B16细胞迁移的影响 
Fig.5   Effect of the recombinant peptide rLj-RGD4 on the migration of B16 cells
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A: 各处理组细胞浸润情况代表性结果; B: 各处理组细胞迁移数统计, **P<0.01, 与对照组[bFGF(+)+0 μmol/L rLj-RGD4]比较。

A: the representative results of infiltrating cells from each experimental group; B: the migration numbers of each experimental group, **P<0.01 vs 
control [bFGF(+)+0 μmol/L rLj-RGD4] group.

图6   重组肽rLj-RGD4对B16细胞浸润的影响

Fig.6   Effect of the recombinant peptide rLj-RGD4 on the invasion of B16 cells
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A: 0 μmol/L rLj-RGD4对照组; B: 4.8 μmol/L rLj-RGD4实验组; C: 9.6 μmol/L rLj-RGD4实验组; D: 14.4 μmol/L rLj-RGD4实验组。

A: 0 μmol/L rLj-RGD4 group; B: 4.8 μmol/L rLj-RGD4 group; C: 9.6 μmol/L rLj-RGD4 group; D: 14.4 μmol/L rLj-RGD4 group.
图7   Hoechst 33258法结果检测重组肽rLj-RGD4对B16细胞凋亡的影响

Fig.7   Hoechst 33258 staining shows the effect of the recombinant peptide rLj-RGD4 on the apoptosis of B16 cells
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种有剧毒的生物碱, 其来源于一种毒性菇类, 是环

状七肽。Phalloidin只与聚合的微丝(microfilament, 
MF)–纤维状肌动蛋白(fibros actin, F-actin)结合, 而
不与肌动蛋白单体分子–球状肌动蛋白(globular 
actin, G-actin)结合。

本研究利用FITC荧光标记的鬼笔环肽对B16
细胞进行染色, 在荧光共聚焦显微镜下观察经梯度

浓度rLj-RGD4处理的细胞骨架微丝相对于PBS对
照组的变化。结果表明, 随着rLj-RGD4浓度增加, 
B16细胞的微丝遭到破坏、细胞变圆、细胞伪足消

失(图9)。

A: 0 μmol/L rLj-RGD4对照组; B: 4.8 μmol/L rLj-RGD4实验组; C: 9.6 μmol/L rLj-RGD4实验组; D: 14.4 μmol/L rLj-RGD4实验组。

A: 0 μmol/L rLj-RGD4 group; B: 4.8 μmol/L rLj-RGD4 group; C: 9.6 μmol/L rLj-RGD4 group; D: 14.4 μmol/L rLj-RGD4 group.
图8   TUNEL法检测梯度浓度rLj-RGD4对B16细胞凋亡的影响

Fig.8   TUNEL staining shows the effect of rLj-RGD4 on the apoptosis of B16 cells
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A: 0 μmol/L rLj-RGD4对照组; B: 4.8 μmol/L rLj-RGD4实验组; C: 9.6 μmol/L rLj-RGD4实验组; D: 14.4 μmol/L rLj-RGD4实验组。

A: 0 μmol/L rLj-RGD4 group; B: 4.8 μmol/L rLj-RGD4 group; C: 9.6 μmol/L rLj-RGD4 group; D: 14.4 μmol/L rLj-RGD4 group.
图9   FITC荧光标记的鬼笔环肽染色检测rLj-RGD4对B16细胞骨架的影响

Fig.9   Phalloidin staining shows the effect of rLj-RGD4 on the cytoskeleton of B16 cells
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2.8   rLj-RGD4对B16细胞凋亡通路中胱冬肽

酶-3、胱冬肽酶-8和Bcl-2的影响

胱冬肽酶是一组存在于细胞质中的结构相似

的蛋白酶, 其酶活性中心含有Cys残基, 具有特异性

水解靶蛋白Asp残基形成的肽键的功能, 继而可以

致使细胞发生凋亡。其中, 诱发细胞凋亡的起始者

是胱冬肽酶-2、胱冬肽酶-8、胱冬肽酶-9、胱冬肽

酶-10、胱冬肽酶-11[13], 诱发细胞凋亡的执行者是胱

冬肽酶-3、胱冬肽酶-6和胱冬肽酶-7。胱冬肽酶-8作
为凋亡起始者, 当细胞发生凋亡时, 胱冬肽酶-8酶原

在复合物中通过自身切割而被激活, 进而切割执行
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者胱冬肽酶-3酶原, 产生有活性的胱冬肽酶-3, 继而对

相应的胞质胞核底物进行裂解, 最终导致细胞发生程

序性死亡[14-16]。Bcl-2是细胞凋亡机制研究中最被重

视的癌基因之一, 其具有抑制细胞发生凋亡的功能。

胱冬肽酶-8主要位于线粒体, Bcl-2家族位于线粒体外

膜, 活化的caspase-8还通过切割Bcl-2家族成员(BH3 
interacting death agonist, Bid)将凋亡信号传递到线粒

体, 引发凋亡的内源途径, 使凋亡信号进一步扩大。

研究结果显示, 梯度浓度的rLj-RGD4肽可激活

胱冬肽酶-3、胱冬肽酶-8酶原, 而且随着rLj-RGD4
浓度增加,  胱冬肽酶-3、胱冬肽酶-8的蛋白质水平

增加(图10), 这说明前述rLj-RGD4对B16细胞凋亡的

诱导是以胱冬肽酶-3为执行者的。rLj-RGD4能够

呈剂量依赖性地抑制B16细胞Bcl-2蛋白质水平, 其
4.8 μmol/L低浓度抑制率为53.37%, 9.6 μmol/L中等

浓度抑制率为86.70%, 14.4 μmol/L高浓度抑制率为

93.30%(图11)。

3   讨论
肿瘤是一类严重威胁人类健康的多发病和常

见病, 为寻找最安全有效的抗肿瘤药物, 科研工作者

在不断努力着。1984年, Pierschbacher等[17]首次确定

了RGD序列为人纤连蛋白(fibronectin, FN)与其受体

的结合位点, 并且在另外5种蛋白质中也发现了RGD
序列。RGD肽在抗血管新生、抗肿瘤治疗中的应

用已成为研究热点[9]。源自各种蝮蛇蛇毒的RGD/
赖氨酸–甘氨酸–天冬氨酸(Lys-Gly-Asp, KGD)去整

合蛋白是一类低分子质量含有富含半胱氨酸的蛋

白质。Hsu等[18]发现了一种新的含RGD的去整合蛋

白(a novel RGD-containing disintegrin, TMV-7), 正在

开发为更安全的抗血栓形成剂, 且具有最小的副作

用。Trifavin是一种来自竹叶青蛇毒含的有RGD序

列的去整合蛋白, Trigramin抑制人黑素瘤细胞黏附

和扩散到纤连蛋白和纤维蛋白原上[19], 抑制B16F10
黑素瘤细胞的肺部定植[20]。与此同时, Shao等[21]通

过对裸鼠体内人喉癌Hep-2细胞的治疗, 验证了rLj-
RGD4的抗肿瘤功能。RGD在癌症诊断成像也具有

很重要的作用, 经常作为用于肿瘤SPECT或PET成
像的放射性示踪剂。Eo等[22]通过镓(Ga)标记RGD肽

衍生物研究血管生成成像, 临床诊断发现, 乳腺癌、

A: Western blot检测胱冬肽酶-3和胱冬肽酶-8蛋白质水平; B: 蛋白质灰度分析。***P<0.001, 与cleaved-caspase-8 0 μmol/L rLj-RGD4组比较; 
###P<0.001, 与cleaved-caspase-3 0 μmol/L rLj-RGD4组比较。

A: the determination of caspase-3 and caspase-8 protein levels by Western blot; B: relative protein levels of caspase-3 and caspase-8 analysed by 
densitometry. ***P<0.001 vs cleaved-caspase-8 0 μmol/L rLj-RGD4 group; ###P<0.001 vs cleaved-caspase-3 0 μmol/L rLj-RGD4 group.

图10   rLj-RGD4对B16细胞胱冬肽酶-3、胱冬肽酶-8水平及激活的影响

Fig.10   rLj-RGD4 influced the Caspase-3, Caspase-8 levels and their activation in B16 cells 
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神经胶质瘤、肺癌属于恶性疾病, 而心肌梗死、动

脉粥样硬化属非恶性。贾莹莹等[23]通过采用FITC标
记HYNIC-RGD对人胰腺癌、肝癌、肠癌和子宫颈

癌细胞结合, 检测RGD序列多肽与不同肿瘤细胞结

合特性研究。

本文主要采用人工合成重组肽rLj-RGD4对B16
细胞进行生物学分析。经MTT法、Transwell法和细

胞划痕实验结果表明, 不同浓度的rLj-RGD4对B16
细胞的生长起到抑制作用, 抑制的效果随着作用时

间和浓度的增加而增强。并通过Hoechst 33258法、

TUNEL-FITC法结果分析发现, B16细胞的细胞膜通

透性增加, 凋亡的细胞体积缩小, 细胞凋亡时DNA
发生断裂。经鬼笔环肽-FITC染色结果显示, 随着

rLj-RGD4剂量的加大, rLj-RGD4对B16细胞的微丝

网络和伪足都起到了破坏作用, 进而能够抑制肿瘤

细胞的增殖、黏附、迁移和浸润。胱冬肽酶-8和胱

冬肽酶-3在胱冬肽酶级联反应中分别在起始者和执

行者上处于核心地位, 是细胞凋亡发生的关键步骤

及一切凋亡信号传导的共同通路[24]。Weatern blot结
果显示, rLj-RGD4诱导B16细胞凋亡是通过激活胱

冬肽酶-8来实现的, 并且胱冬肽酶-8通过调节Bcl-2
基因从而激活细胞凋亡的内源途径, 使凋亡信号进

一步扩大。本文也曾用流式检测B16细胞的凋亡情
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A: the determination of Bcl-2 protein levels by Western blot; B: relative protein levels of Bcl-2 analysed by densitometry. ***P<0.001 vs 0 μmol/L rLj-
RGD4 group.

图11   rLj-RGD4对B16细胞Bcl-2水平的影响

Fig.11   rLj-RGD4 influced the Bcl-2 levels in B16 cells

况, 但由于B16细胞消化过程中, 难以成为单个细胞

而是呈细胞团的情况, 所以不适合用流式的方法来

检测。综合以上实验结果, 我们得出, 人工合成基因

重组肽rLj-RGD4能抑制B16细胞的增值、凋亡、迁

移、浸润行为, 相信通过进一步研究, 有可能成为一

个具有抗肿瘤作用的候选药物。
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