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重组蛋白rLj-112对人非小细胞肺癌A549细胞增殖、

迁移和凋亡的影响及其机制研究
郑媛媛  王继红*  李庆伟*

(辽宁师范大学生命科学学院, 大连 116029)

摘要      该文研究了重组蛋白rLj-112对人非小细胞肺癌A549细胞增殖、迁移和凋亡的影响及

其作用机制。采用MTT(四甲基偶氮唑蓝)法检测rLj-112对人非小细胞肺癌A549细胞增殖的影响, 
采用Transwell方法检测rLj-112对A549细胞迁移和侵袭的影响, Hoechst和吉姆萨染色的方法检测

rLj-112对A549细胞凋亡的影响; 采用Western blot法检测rLj-112对A549细胞信号通路相关蛋白质水

平的影响。结果表明, rLj-112能够抑制A549细胞的增殖, 半抑制浓度IC50值为1.64 μmol/L; rLj-112
能抑制A549细胞的迁移和侵袭并呈剂量依赖性; rLj-112能诱导A549细胞的凋亡; rLj-112处理过的

细胞cleaved-caspase3蛋白质和cleaved-PARP蛋白质水平升高, 证明rLj-112通过caspase3/PARP途径

执行对A549细胞的凋亡的诱导, p-AKT、p-PI3K和p-Erk1/2的水平下降, 提示rLj-112的作用方式与

PI3K/AKT相关信号通路有关。
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The Effects and Mechanism Studies of Recombinant Protein 
rLj-112 on Proliferation, Migration and Apoptosis of Human 

Non-small Cell Lung Cancer A549 Cells

Zheng Yuanyuan, Wang Jihong*, Li Qingwei*
(School of Life Sciences, Liaoning Normal University, Daliang 116029, China)

Abstract       We studied the ability of rLj-112 protein from the Lamprey Japanica on anti-tumor of A549 
cells and its regulatory mechanism in this study. We used MTT assay to detect cell proliferation. Giemsa staining 
assay and Hoechst 33258 staining were employed to examine cell apoptosis of A549 cells after Lj-112 treated. 
Western blot was used to examine cell apoptosis related signal proteins. It was found that after treated with rLj-
112, the proliferation of A549 cells was inhibited and IC50 value was 1.64 μmol/L. The inhibition effect is in a dose-
dependent manner. The migration assay showed that after treated with different concentrations of rLj-112 proteins 
the inhibition effect was in a dose-dependent manner. The same situation occurred in the invasion test. The Hoechst 
33258 staining experiment showed rLj-112 could induce the apoptosis of A549 cell. The Western blot analysis 

研究论文



郑媛媛等: 重组蛋白rLj-112对人非小细胞肺癌A549细胞增殖、迁移和凋亡的影响及其机制研究 1529

showed that cleaved-caspase3 protein and cleaved-PARP protein were improved in A549 cells treated with rLj-
112 and demonstrated that rLj-112 induced apoptosis of A549 cells through caspase3/PARP pathway. The levels of 
p-AKT, p-PI3K and p-Erk1/2 were decreased in the rLj-112 treated A549 cells, demonstrated that rLj-112 reduced 
AKT/PI3K pathway in A549 cells.

Keywords       non-small cell lung cancer; proliferation; cell migration and invasion; cell apoptosis

国内每年约有60万人被诊断为肺癌患者, 而
肺癌的易转移、手术切除困难和愈后差等特征使

其成为最具有致死性的癌症之一, 占癌症死亡人

数的15%左右, 而非小细胞肺癌(non-small cell lung 
cancer, NSCLC)患者占所有肺癌患者的80%[1]。常规

的化疗仍然是肺癌治疗的方式之一, 但癌细胞耐药

性的快速发展及其副作用, 使开发新治疗手段成为

解决这一致命疾病的迫切需求。过去十年中, 基于

蛋白质类的抗癌治疗剂在医药市场中表现出巨大的

潜力[2]。

RGD(Arg-Gly-Asp)是由特定的三个氨基酸组

成的模体, 是细胞表面整合素识别并结合重要位点。

部分RGD肽通过靶向结合肿瘤细胞表面的高表达

的整合素, 成为了一类潜在的抗肿瘤、抗血管新生、

抗血栓的治疗药物[3]。富组氨酸糖蛋白(histidine rich 
glycoprotein, HRG)是一种发现于脊椎动物血浆中的

糖蛋白, 具有多结构域的特点, 包含一个N-端结构

域、两个半胱氨酸蛋白酶抑制剂样(cystatin C like)
结构域、一个富组氨酸(histine-rich region, HRR)结
构域、两个富脯氨酸(proline-rich region, PRR)结构

域和一个C-端结构域[4]。由于其结构域的多样性, 
HRG能够结合多种配体包括血红素、Zn2+、原肌球

蛋白、纤溶酶原、纤溶酶、纤维蛋白原、血小板反

应蛋白、IgG、FcγR、C1q、肝素和硫酸乙酰肝素

(heparan sulphate, HS)等[5]。作为衔接蛋白, HRG涉

及多种功能的调剂, 如血管生成、凝血、纤维蛋白

溶解、细胞趋化性、免疫应答、细胞凋亡、细胞黏

附、细胞迁移、细胞生长和细胞增殖[6]。有研究报

道, 从血浆中纯化的兔HRG的HRR/PRR结构域能够

抑制内皮细胞增殖和基质胶塞的血管形成[7]。

rLj-RGD3是从七鳃鳗口腔腺cDNA文库基因

中克隆并进行基因构建表达得到一种重组RGD毒

素蛋白。经过序列比对分析, rLj-RGD3不仅含有

RGD特征模体, 还含有高比例的组氨酸, 与HRG具

有40%左右的同源性。基于rLj-RGD3设计的重组蛋

白rLj-112是将RGD模体全部去掉的突变型, 经序列

比对发现, 其与鮸鱼的富组氨酸糖蛋白的相似性高

达60%[8]。之前的研究发现, rLj-112与HRG相似, 具
有抑制血管新生和Hela细胞的生物学活性及抑制白

色念珠菌的功能[9-10]。因此推断, rLj-112能够与生长

因子结合, 并影响其相关信号通路, 对肿瘤细胞产生

影响。本文通过首次研究rLj-112对人非小细胞肺癌

A549细胞的增殖、迁移和侵袭、凋亡的影响以及

对caspase凋亡执行信号通路以及磷脂酰肌醇-3激酶

(phosphoinositide-3 kinase, PI3K)/丝氨酸–苏氨酸蛋

白激酶(serine/threonine kinase, Akt)信号通路相关蛋

白质水平的影响, 为深入研究rLj-112的抗肺癌作用

提供依据。

1   材料与方法
1.1   材料  

人非小细胞肺癌细胞株A549购于中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。

组氨酸亲和层析柱(His·Bind Column)购自Nova-
gen公司; RPMI-1640培养基、100 U/mL青霉素和100 
μg/mL链霉素、0.02% EDTA+0.25%胰蛋白酶购自

Gibco公司; 碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast 
growth factor, bFGF)购自PEPROTECH ECLTD公司; 
细胞凋亡-Hoechst染色试剂盒购自碧云天生物科技

有限公司; Transwell细胞培养板购自Corning公司; 
caspase3、cleaved-caspase3、cleaved-PARP购自Cell 
Signaling Technology公司; HRP标记山羊抗兔二抗购

自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2   rLj-112蛋白质的获得与鉴定

实验室保有质粒pET23b-Lj-112, 通过CaCl2法转

化至表达菌E.coli BL21内, 对转化菌进行IPTG低温

诱导表达后, 经过离心、破碎、收集上清和组氨酸

亲和层析得到纯化重组蛋白rLj-112。用Tricine-SDS 
PAGE[11]鉴定rLj-112蛋白质的表达情况。

1.3   细胞培养

人非小细胞肺癌细胞A549培养于含100 U/mL
青霉素、100 μg/mL链霉素和10%胎牛血清的RPMI-
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1640培养液中, 37 °C、5% CO2细胞培养箱中常规培

养。

1.4   对人非小细胞肺癌细胞A549增殖的影响

对数生长期的人A549细胞以2×105/孔的浓度接

种于96孔板中, 每组4个复孔, 细胞贴壁后加入不同梯

度浓度的rLj-112或PBS, 24 h后加入MTT(0.5 mg/mL), 
继续培养4 h, 吸出上清, 向每孔中加入二甲基亚砜

(DMSO)(150 μL/孔), 震荡10 min, 至蓝紫色结晶完

全溶解。用酶标仪测定592 nm波长下各孔吸光度(D)
值。细胞增殖抑制率=(对照孔D值–加药孔D值)/对
照孔D值×100%。

1.5   对人非小细胞肺癌细胞A549迁移和侵袭的

影响

迁移实验: A549细胞经饥饿处理后与不同浓

度rLj-112(1.0、1.5、2.0 μmol/L)蛋白或PBS孵育后

加入Transwell上室, 下室加入已添加bFGF的完全培

养基。培养6 h后, 擦去上层未迁移细胞, 加入4%多

聚甲醛固定, 染色, 制片, 显微镜下拍照。侵袭实验: 
Transwell上室加入Matrigel基质胶包被, 后续步骤与

迁移实验相同[12]。

1.6   对人非小细胞肺癌细胞A549凋亡的诱导

将对数期的A549细胞接种于6孔板中的细胞爬

片上, 对照组中加入PBS, 实验组中加入终浓度1.0、
1.5、2.0 μmol/L的rLj-112处理, 12 h后吸去培养液, 
PBS洗2次, 加入4%多聚甲醛固定, PBS洗2次, 瑞氏–
吉姆萨染色法(Wright-Giemsa stain)染色, 显微镜下

观察细胞形态并拍照[13]。另一组相同条件固定处理

后的A549细胞用Hoechst 33258对核进行染色, 封片

后在荧光显微镜下观察并拍照。

1.7   Western blot检测相关蛋白质水平

将对数生长期的A549细胞以2×105/孔的密度

接种于6孔板中。每组分别加入不同浓度的rLj-112, 
刺激24 h后裂解细胞并提取总蛋白, 通过BCA法测

定蛋白质浓度。将蛋白质样品进行SDS电泳后转移

至硝酸纤维素膜, 用5%脱脂牛奶于37 °C封闭1 h后, 
分别放入不同一抗孵育液中, 4 °C孵育过夜。第2 d
用PBST洗涤后, 再用辣根过氧化物酶标记的二抗室

温孵育2 h, ECL显色发光, 对实验结果进行定量分

析。

1.8   统计学分析

对实验数据采用SPSS 22.0软件, 进行单因素方

差分析, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   成功获得目的蛋白rLj-112

通过组氨酸亲和层析得到纯度大于95%的重组

蛋白rLj-112(图1), 相对分子量为12.5 kDa左右, 通过

BCA法测定蛋白质浓度为1 mg/mL。
2.2   rLj-112对A549细胞增殖的影响

与对照组相比, rLj-112对A549细胞的增殖有明显

的抑制作用, 抑制率随浓度的增加而增大, 呈剂量依

赖性的特点, 其半抑制浓度IC50为1.64 μmol/L(图2)。
2.3   rLj-112对A549细胞迁移与侵袭的影响

Transwell小室检测rLj-112对A549细胞迁移和侵

袭的影响。实验结果显示, 与对照组相比, rLj-112处
理组的细胞迁移数目明显减少, 抑制效果随浓度增加

而增大, 右侧为抑制率统计结果, 加入rLj-112浓度为

1.0、1.5、2.0 μmol/L时对A549细胞迁移的抑制率分别

为26.8%±2.5%、44.4%±3.6%、73.2%±3.0%(图3E)。                                                                                                                                             
      与对照组相比, rLj-112处理组的细胞侵袭数目明

显减少, 抑制效果随浓度增加而增大, 右侧为抑制率

统计结果, 抑制率随浓度增大而增大, 加入rLj-112浓
度为1.0、1.5、2.0 μmol/L时对A549细胞侵袭的抑制

率分别为32.2%±2.2%、62.3%±3.0%、71.3%±3.5% 
(图4E)。
2.4   rLj-112对A549细胞的凋亡作用

经Giemsa染色后光学显微镜下观察, 与对照组

相比, rLj-112(1.0、1.5、2.0 μmol/L)处理后的A549
细胞呈现出典型的凋亡形态: 细胞数量变少, 细胞

1: marker; 2: 纯化蛋白质rLj-112。
1: marker; 2: purified protein rLj-112.

图1   纯化蛋白质rLj-112的Tricine-SDS-PAGE电泳鉴定

Fig.1  Identification of purified protein rLj-112 by
Tricine-SDS-PAGE

1 2

rLj-112

40 kDa

15 kDa

10 kDa

4.6 kDa

25 kDa
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体积变小, 细胞核表现出固缩和颜色加深, 内容物外

泄; 并且随浓度增加, 现象更为明显(图5)。 
细胞发生凋亡后, 染色质固缩, Hoechst 33258

染色后, 凋亡的细胞吸收Hoechst的能力增强, 与对

照组相比, 处理组的细胞荧光强度高(图6)。此结果

说明, rLj-112诱导了A549细胞的凋亡。

2.5   rLj-112对A549细胞caspase3/PARP蛋白质水

平的影响

Caspase3是重要的凋亡执行蛋白, caspase3的
活化引发下游凋亡PARP进而引发细胞凋亡, 不同

浓度rLj-112蛋白处理后的A549细胞中的cleaved-
caspase3和cleaved-PARP的表达量上调, 并且浓度越

大, 上调程度越大(图7)。相对地, 生长因子信号通

路下游的p-AKT、p-PI3K和p-Erk1/2表达量下降, 随
rLj-112的作用浓度增大, 下调程度越大(图8)。

3   讨论
蛋白质类抗癌药物作为新的癌症治疗手段表

现出巨大的发展潜力, 是由于它们具有高特异性、

低内毒性等特点。蛋白质类抗癌药物包括抗体类
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图2   rLj-112对A549细胞增殖的抑制作用 

Fig.2   Inhibition of A549 cell proliferation by rLj-112 protein 

A: 对照组; B~D: 1.0、1.5、2.0 μmol/L rLj-112作用于A549细胞迁移; E: rLj-112对A549细胞迁移的抑制率。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与
对照组相比较。

A: control group; B-D: effects of 1.0, 1.5, 2.0 μmol/L rLj-112 on migration of A549 cells; E: migration inhibition rate of rLj-112 on A549 cells. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with control group.

图3   rLj-112对A549细胞迁移的抑制作用

Fig.3   Inhibition of A549 cell migration by rLj-112 protein
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A: control group;  B-D: effects of 1.0, 1.5, 2.0 μmol/L rLj-112 on invasion of A549 cells; E: invasion inhibition rate of rLj-112 on A549 cells. 
*P<0.05, ***P<0.001 compared with control group.

图4   rLj-112对A549细胞侵袭的抑制作用

Fig.4   Inhibition of A549 cell invasion by rLj-112 protein

图5   rLj-112处理的A549细胞的瑞氏–吉姆萨染色

Fig.5    Wright-Giemsa staining of A549 cell treated with rLj-112
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图6    rLj-112处理的A549细胞后的Hoechst 33258染色

Fig.6    Hoechst 33258 staining of A549 cell treated with rLj-112
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曲妥珠单抗、利妥昔单抗、西妥昔单抗、贝伐单抗。

除此之外, 还包括一类小分子肽类, 通过阻断或抑

癌症治疗药物, 通过特异性结合受体、阻断相关信

号通路抑制肿瘤细胞增殖达到治疗癌症的目的, 如
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制细胞内相关信号通路或者抑制血管新生等方式

抑制肿瘤, 包括天然源抗癌短肽和生物合成的抗癌

短肽[14]。

抑制肿瘤细胞增殖和促进其凋亡是治疗肿瘤

的手段之一。远端转移是恶性肿瘤的显著特征, 在
肿瘤疾病的发展和恶化中起着尤为关键的作用。肿

瘤转移涉及癌细胞的迁移、侵袭、基质降解和黏附

等一系列相关的病理活动[15]。体内环境中, 肿瘤细

胞穿过细胞外基质后才进一步进入其他组织或循环

系统, 进而向身体其他位置转移。而体外试验中, 把
肿瘤细胞对基底膜的侵袭能力作为影响肿瘤侵袭的

判断标准。本研究结果显示, rLj-112能够在体外抑

制肺癌细胞A549的增殖迁移和凋亡。

 HRG是一种含量丰富的血浆蛋白, 同时也是

一种通过与多种配体结合调节多种受体与配体间相

互作用的衔接蛋白, 在包括免疫调节、细胞黏附、

血管生成和血栓形成多种过程中都有重要的作用。

Zhang等[16]的实验发现, HRG过表达能够抑制肝癌细

胞系的增殖、集落形成和肿瘤生长。HRG外源性给

药也能够抑制体内肿瘤血管的生成和诱导血管内

皮细胞的凋亡[16]。HRG通过与多种配体的相互作用, 
具有影响凝血、抑制血管生成、调节细胞与外基质

黏附等作用。此外, HRG能够通过靶向抑制VEGF
信号通路抑制肿瘤的生长。HRGP330的作用机制

涉及抑制整合素连接酶(integrin linked kinase, ILK)
与黏着斑激酶(focal adhesion kinase, FAK)的磷酸

化, 从而抑制细胞的黏附功能; 通过抑制内皮细胞

因子诱导的FAK的酪氨酸磷酸化, 抑制细胞的运动; 
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对黏着斑介导的黏附功能的抑制涉及到αvβ3整合素

相关功能[17]。近年来, 在多种肿瘤治疗药物研究方

面有大量关于PI3K/AKT和MAPK信号通路的研究, 
酪氨酸激酶活化PI3K进而活化AKT, 活化的AKT可
以通过磷酸化多种底物影响多种细胞进程, 如细胞

周期、生长、分化、细胞凋亡、血管生成和迁移[18]。

研究表明, HRG结构中的富组氨酸结构域作为重要

的功能执行区域, 通过结合包括VEGF、EGF、FGF
等生长因子在内的多种配体, 从而影响肿瘤细胞相

关的细胞信号通路, 抑制肿瘤细胞增殖[19]。HRG与

配体结合的机制十分复杂, 包括对多种细胞表面生

长因子受体参与的信号途径的影响。因此推测, 与
HRG的富组氨酸结构域具有相似性的rLj-112可能

通过结合细胞表面生长因子VEGF、EGF、FGF多
种配体, 从而抑制肿瘤细胞增殖、迁移, 可能涉及

多种信号通路的影响。EGFR和VEGFR在多种肿

瘤中的激活导致MAPK和AKT信号通路的激活, 所
以PI3K/AKT信号通路是多种生长因子受体信号通

路重要的下游通路[20]。通过检测其磷酸化水平变

化, 说明rLj-112可能通过影响细胞表面生长因子

受体磷酸化水平影响肿瘤细胞增殖和迁移。此外, 
caspase家族作为重要的凋亡执行蛋白, 对其活化程

度检测证明了rLj-112在体外促进肺癌细胞A549的
凋亡。

综上, rLj-112对人肺癌细胞A549的增殖、迁

移和侵袭有较强的抑制作用并能促进其发生凋

亡, 促进凋亡执行蛋白caspase3/PARP的剪切, 抑制

PI3K/AKT信号通路的磷酸化, 但其作用靶点和更

为详尽的机制还需进一步研究。本研究结果为rLj-
112成为一种候选肿瘤治疗的候选药物提供了理论

基础。
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