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Abstract 
Objective: The effect of antitumor growth of recombinant cardiac troponin fusion protein com-
posed of subunit I and artificial peptide, called CIS, was examined in this study. Methods: The CIS’s 
effect on the expressing of human vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) was examined 
using Western blot assay in vitro, and matrix metallopeptidase 9 was studied with purified recom-
binant CIS protein. The effect of tumors growth treated with CIS was performed using several in 
vivo nude mice xenograft models. Results: There was an evident reduction on VEGF-A, MMP-9 
when the human hepatocellular carcinoma cells MHCC97H were treated with purified CIS fusion 
protein, which was also shown in dose-dependent manner compared to the untreated control 
group. A significant inhibition of tumor growth rate was achieved in CIS treated nude mice com-
pared to untreated control mice in 8 or 6 different nude mice xenograft models. Conclusions: The 
fusion protein CIS has shown the inhibitive effect on the tumor growth in our in vivo nude mice 
models, which could be mediated by the mechanism of CIS’s effect on the inhibition of VEGF-A, 
MMP-9. This work has built the foundation for the in-depth investigations on the CIS’s pharma-
ceutical application targeting the anti-tumor therapy. 
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摘  要 

目的：研究基因重组心肌肌钙蛋白I 与人工短肽融合蛋白(CIS)对肿瘤生长的抑制作用。方法：用Western 
Blot法观察对人肝癌细胞MHCC97H的VEGF-A和VEGF-C、MMP-9的影响。用3种人肿瘤异位可移植瘤模

型观察CIS在裸鼠体内对肿瘤生长的抑制作用。结果：CIS对MHCC97H细胞，CIS 200 µg/ml，48 h，对

VEGF-A表达较肿瘤模型组显著减少，抑制率为23.8%。DDP 2 µg/ml，48 h，对VEGF-A表抑制率为25.8%。

CIS 200 µg/ml，48 h，对MMP-9表达较肿瘤模型组减少显著，抑制率为18.1%，DDP 2 µg/ml，48 h，
对MMP-9表达比较肿瘤模型组抑制率为12.6%。CIS H组和DDP组对VEGF-C表达抑制作用较弱。荷瘤鼠

体内皮下移植瘤模型实验显示CIS (10 mg/kg，SC)处理组肿瘤生长缓慢，瘤体明显小于模型对照组，对

人肝癌HCC9204肿瘤瘤重抑制率为54.13%，对人可移植性乳腺癌BCaP-37肿瘤瘤重抑制率为53.88%，

对人可移植性结肠癌HCT116肿瘤瘤重抑制率为41.12%。结论：基因重组心肌肌钙I与人工短肽融合蛋

白CIS对人肝癌细胞MHCC97H VEGF-A和MMP-9表达具有抑制作用。在体内，CIS融合蛋白可有效的抑制

人可移植肿瘤细胞的生长，CIS抗肿瘤效应与抑制肿瘤组织中血管内皮生长因子的表达和人基质金属蛋白

酶-9的表达有关。 
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1. 引言 

当今，恶性肿瘤虽然已进入多学科交叉的综合治疗时代，可化学方案的实施依然是恶性肿瘤最重要

治疗手段，随着抗癌新药与新化疗方案的临床运用给恶性肿瘤患者带来了治疗受益，使临床缓解率有明

显提高。但是，抗癌药物给患者带来治疗受益同时，也给患者带来了严重的不良反应。与传统的放、化

疗比较，肿瘤血管抑制剂主要针对已经启动的肿瘤新生血管，其直接作用运动的及增殖活跃的毛细血管

内皮细胞，胃肠道反应、肝肾功能损害小。寻找新型抗肿瘤血管生成药物是当前肿瘤治疗研究的热点。

实验研究证明，在无血管状态下的恶性肿瘤生长直径很少超过 1 毫米。由此可见，肿瘤诱导新生血管是

其增殖与远端转移的重要生物学行为[1] [2]。肿瘤诱导的新生血管与正常血管比较，在构筑上有很大差异，

表现为不成熟，缺乏神经、肌肉和淋巴引流，因而，可成为药物干预治疗的最佳靶位。肌组织中的 76 KDa 
的肌肌钙蛋白三聚体(Tn)，主要参与调节肌肉收缩。它由三种亚基组成，分别是肌钙蛋白 I(TnI, 21KDa)、
肌钙蛋白 T (TnT, 37 KDa)和肌钙蛋白 C (TnC, 18 KDa)。Moses 等于 1999 年首次从软骨组织中纯化提取

出肌钙蛋白 I，并利用基因重组的人 TnI 在体外证实其具有抑制人脐静脉血管内皮细胞(HUVEC)增生的作

用，文献报道人 TnI 在鸡胚绒毛尿囊膜和小鼠角膜新生血管生成实验模型中具有抑制新生血管生成作用
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[3] [4]，重组人 TnC 对小鼠移植瘤具有显著抑制作用[5]，人 TnI 与 bFGF 受体结合抑制血管内皮细胞增

生[6]，转染的 Morris 肝癌细胞过量表达人 TnI 可减少 HUVEC 细胞的增殖率，诱导 HUVEC 细胞凋亡，

抑制肿瘤细胞生长[7]。本工作用 CIS 是常州博闻迪医药科技有限公司克隆重组以人心肌组织肌钙蛋白为

母板，以人工短肽为融合序列合成的融合蛋白，在体外大肠杆菌中高效表达纯化后制备成冻存液。开展

CIS 对肿瘤细胞生长的作用和裸鼠接种人移植瘤抑制实验及其可能作用机理研究，为进一步研究抗癌药

效提供基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

1) 试剂与药品：RPMI-1640 培养基，胎牛血清，胰蛋白酶购自 Hyclone 公司。注射用顺铂(冻干型，

Cisplatin for Injection)，规格 20 mg/瓶，国药准字 H20023461，生产日期 2014 年 9 月，有效期至 2016 年

9 月。紫素(紫杉醇注射液 Paclitaxel injection)，规格 5 ml: 30 mg 北京协和药厂产品，批准文号国药准字

H10980069，规格 30 mg/5 ml/瓶，生产日期 2015 年 3 月，有效期至 2017 年 2 月。基因重组心肌肌钙蛋

白 I 融合蛋白液(CIS) 4 mg/ml，SDS-PAGE 法检测蛋白质纯度为 96%，溶剂为 20 mM PBS (150 mM NaCl), 
pH 7.4 的缓冲液，−80℃冰箱保存。VEGF-A，VEGF-C，MMP-9 抗体，BCA 蛋白定量试剂盒，山羊抗小

鼠 IgG，山羊抗兔 IgG，β-actin 鼠单抗由德元国际提供。 
2) 细胞：MHCC97H 肝癌细胞，人可移植性肝癌 HCC9204 细胞株，人可移植性乳腺癌 BCaP-37 细

胞株，人可移植性结肠癌 HCT116 细胞株由北京中国医学科学院肿瘤研究所提供。 
3) 动物：Balb/C 裸鼠，雄，16~18 g，SPF 级动物，中国食品药品检定研究院提供，实验动物质量合

格证号 SCXK(京)2014-0013。 

2.2. 方法 

1) 人心肌肌钙蛋白 I 融合蛋白(CIS)体外表达纯化 
本实验研究制品由常州博闻迪医药科技有限公司提供，是以心肌肌钙蛋白 I 亚基为母板，以人工短

肽为融合序列而合成的融合蛋白(CIS)，构建于 PET21a 载体中，原核表达产物 29 KDa 的蛋白，SDS-PAGE
法检测蛋白质纯度为 96%，溶剂为 20 mM PBS (150 mM NaCl), pH 7.4 的缓冲液。 

2) Western Blot 法检测基因重组心肌肌钙蛋白 I 融合蛋白对人肝癌细胞 MHCC97H VEGF-A、

VEGF-C、MMP-9 的影响 
取对数生长期 MHCC97H 肝癌细胞分为 4 组，肝癌模型对照、阳性药顺铂(2 µg/ml 培养液，作用 48

小时)、CIS 低剂量(100 µg/ml 培养液，作用 48 小时)、CIS 高剂量(200 µg/ml 培养液，作用 48 小时)。分

别收集各瓶上清液和细胞，离心 10 分钟，3000 转，分别保存沉淀进行细胞蛋白抽提，BCA 法蛋白定量，

SDS-PAGE 电泳，转膜，洗膜，二抗孵育，显色后紫外灯下观察结果。采用凝胶图像分析系统对电泳条

带分析。 
3) CIS 对人肝癌细胞株 HCC9204 裸鼠移植瘤抑制作用 
将裸鼠皮下接种传代生长良好肿瘤制备瘤细胞液，每只鼠右前腋下皮下接种 6 × 106 细胞，然后随机

分为 4 组，每组 8 只。皮下注射给药，CIC816 给药高剂量为 10 mg/kg，低剂量 5 mg/kg，实验组每日上

下午固定时间各皮下注射给药一次，每日 2 次给药，2 次给药时间间隔 4~6 小时，连续共 12 天，实验开

始后每 4 日用卡尺测皮下瘤长径和短径。阳性对照药紫素动物腹腔注射给药，每周给药 3 次，隔天 1 次，

25 mg/kg 体重。实验组末次给药后 24 小时处死动物，称体重后完整剥离瘤结并称瘤重，计算肿瘤抑制率

并绘肿瘤生长曲线。 
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肿瘤抑制率 = CIS 实验组瘤体组织重量/PBS 对照组瘤体组织重量 × 100%。 
肿瘤体积 = (长径 × 短径 2)/2，以时间为横轴，肿瘤体积为纵轴，绘制肿瘤生长曲线。 
4) CIS 对人乳腺癌细胞株 BCaP-37 裸鼠移植瘤抑制作用 
取已在裸鼠体内传代生长良好人可移植性乳腺癌 BCaP-37 细胞肿瘤结节，无菌操作制成瘤细胞液，

接种于裸鼠腋窝皮下，步骤同实验(3)。 
5) CIS 对人结肠癌细胞株 HCT116 裸鼠移植瘤抑制作用 
取已在裸鼠体内传代生长良好人可移植性 HCT116 肿瘤结节，无菌操作制成瘤细胞液，接种于裸鼠

腋窝皮下，步骤同实验(3)。 

2.3. 统计方法 

实验结果用 Office Excel 软件进行统计学分析。所有数据以 x  ± s 表示，组间比较采用 t 检验，实验

组肿瘤抑制率与对照组相比较，p < 0.05 具有统计学意义，p < 0.01(*) 具有显著统计学意义。  

3. 结果 

1) Western blot 法检测 CIS 对 MHCC97H 肝癌细胞 VEGF-A 和 VEGF-C、MMP-9 表达 
用含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解溶液裂解收集的细胞，经 BCA 蛋白质浓度测定试剂盒进行蛋白质定

量。等量的细胞总蛋白(20 μg/泳道)上样进行 12% SDS-PAGE 电泳，显色后紫外灯下观察结果。采用凝胶

图像分析系统，对电泳条带进行密度扫描后进行灰度分析。DDP 组 VEGF-A 表达较肿瘤模型组明显减少,
抑制率为 25.8%。CIS L 组 VEGF-A 抑制率为 17.2%，CIS H 组 VEGF-A 表达较肿瘤模型组显著减少，抑

制率为 23.8%。β-Actin 表达在各组中无明显差异。DDP 组 MMP-9 抑制率为 12.6%。CIS L 组 MMP-9 抑

制率为 13.2%，CIS H 组 MMP-9 表达较肿瘤模型组减少显著，抑制率为 18.1%。DDP 组 VEGF-C 抑制率

为 9.2%。CIS H 组 VEGF-C 表达抑制率为 7.3%，结果见图 1。 
 

 
Figure 1. Expression of VEGF-A, MMP-9 and VEGF-C in hepatocellular carcinoma cell line MHCC97H by Western blot. 
(a) Expression of VEGF-A protein in each group was detected by Western blot; (b) Expression of MMP-9 protein in each 
group was detected by Western blot; (c) Expression of VEGF-C protein in each group was detected by Western blot. Lane 
1,2: model control group; 3,4: DDP group; 5,6: CIS L group; 7,8: CIS H group 
图 1. Western blot 法检测 CIS 对 MHCC97H 肝癌细胞 VEGF-A、MMP-9 和 VEGF-C 表达。(a) Western blot 检测各组

中 VEGF-A 蛋白的表达；(b) Western blot 检测各组中 MMP-9 蛋白的表达；(c) Western blot 检测各组中 VEGF-C 蛋白

的表达。泳道 1，2：模型对照组；泳道 3，4：DDP 组；泳道 5，6：CIS L 组；泳道 7，8：CIS H 组 
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光学倒置显微镜下观察可见：肝癌模型对照组细胞生长旺盛，细胞密集。DDP 组肿瘤细胞明显减少。

CIS L 组较肿瘤模型组也明显减少，CIS H 组较肿瘤模型组显著减少。结果见图 2。 
2) CIS 对人肝癌细胞株 HCC9204 裸鼠移植瘤抑制作用 
基因重组 CIS 液对裸鼠接种人肝癌 HCC9204 体内给药具有抑制作用，皮下注射(10 mg/kg和 5 mg/kg，

SC × 24)肿瘤抑制率分别为 54.13%和 35.86%，统计学比较，差异显著(P < 0.01，10 g/kg SC × 24)，对照

药紫素(25 mg/kg，ip × 6)肿瘤抑制率为 72.28%，实验结果见表 1、图 3(a)和图 3(b)。 
3) CIS 对人乳腺癌细胞株 BCaP-37 裸鼠移植瘤抑制作用 
基因重组 CIS 液对人乳腺癌 BCaP-37 裸鼠体内给药具有抑制作用，皮下注射(10 mg/kg 和 5 mg/kg，

SC × 24)肿瘤抑制率分别为 53.88%和 26.52%，统计学比较，差异显著(P < 0.001，10 g/kg SC × 24)，对照

药紫素(25 mg/kg，ip × 6)肿瘤抑制率为 73.62%，实验结果见表 2、图 4(a)和图 4(b)。 
4) CIS 对人结肠癌细胞株 HCT116 裸鼠移植瘤抑制作用 
CIS 液对裸鼠接种人结肠癌 HCT116 体内给药具有抑制作用，皮下注射(10 mg/kg 和 5 mg/kg，SC × 24)

肿瘤抑制率分别为 41.12%和 32.02%，统计学比较，差异显著(P < 0.01，10 mg/kg SC × 24)，对照药注射

用顺铂(5 mg/kg，ip × 6)肿瘤抑制率为 49.78%，实验结果见表 3、图 5(a)和图 5(b)。 
 

 
Figure 2. Effect of CIS on human hepatocellular carcinoma cell line MHCC97H in 48 hours scale bars represent 100 µm. (a) 
hepatocellular carcinoma cell line MHCC97H Control; (b) DDP 2 µg/ml for 48 h; (c) CIS 100 µg/ml for 48 h; (d) CIS 200 
µg/ml for 48 h 
图 2. CIS 对人肝癌细胞株 MHCC97H 细胞作用 48 小时后观察。(a)肝癌对照；(b) DDP，2 µg/ml，作用 48 小时；(c) CIS，
100 µg/ml 作用 48 小时；(d) CIS，200 µg/ml 作用 48 小时 
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(a)                                                      (b) 

Figure 3. (a) Tumor survival time after administration of CIS on nude mice bearing HCC9204 tumor (day); (b) Inhibition of 
CIS on transplanted human hepatoma HCC9204 cells in nude mice model 
图 3. (a) CIS 液对裸鼠接种人可移植性肝癌 HCC9204 抑制作用；(b) CIS 液对裸鼠接种人可移植性肝癌 HCC9204 抑

制作用 
 

   
(a)                                                       (b) 

Figure 4. (a) Tumor survival time after administration of CIS on nude mice bearing BCaP-37 tumor (day); (b) Inhibition of 
CIS on transplanted human BCaP-37 cancer cells in nude mice model 
图 4. (a) CIS 液对裸鼠接种人可移植性乳腺癌 BCaP-37 抑制作用；(b) CIS 液对裸鼠接种人可移植性乳腺癌 BCaP-37
抑制作用 
 
Table 1. Inhibition of CIS on transplanted human hepatoma HCC9204 cells in nude mice model 
表 1. CIS 对裸鼠移植人可移植性肝癌 HCC9204 抑制作用 

组别 剂量 动物数 给药方式 体重(实验前/实验结束) 瘤重 肿瘤抑制率 P 

Groups Dose (mg/kg) Number  
of mice (n) 

Mode of  
administration 

Body weight ( x  ± s, g) Tumor weight 
( x  ± s, g) 

Inhibition  
of rate (%)  

Before exp. After exp. 

Control N.S. 10 mL 8 BID PO × 24 18.5 ± 0.5 21.0 ± 1.0 1.14 ± 0.29   

Taxol 25 8 Tiw ip × 6 18.2 ± 0.8 19.6 ± 1.0 0.32 ± 0.10 72.28 *<0.001 

CIS 5 8 BID SC × 24 18.5 ± 0.6 20.5 ± 0.7 0.73 ± 0.24 35.86 <0.05 

CIS 10 8 BID SC × 24 18.0 ± 0.8 20.7 ± 1.1 0.52 ± 0.10 54.13 <0.01 

注：*：与对照组比较；NS：无菌 0.9%氯化钠注射液；BID：每日 2 次；Tiw：每周 3 次隔日 1 次 
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(a)                                                      (b) 

Figure 5. (a) Tumor survival time after administration of CIS on nude mice bearing HCT116 tumor (day); (b) Inhibition of 
CIS on transplanted human colonic carcinoma HCT116 in nude mice 
图 5. (a) CIS 液对裸鼠接种人可移植性结肠癌 HCT116 抑制作用；(b) CIS 液对裸鼠接种人可移植性结肠癌 HCT116
抑制作用 
 
Table 2. Inhibition of CIS on transplanted human breast cancer BCaP-37 in nude mice model 
表 2. CIS 对裸鼠移植人可移植性乳腺癌 BCaP-37 抑制作用 

组别 剂量 动物数 给药方式 体重(实验前/实验结束) 瘤重 肿瘤抑制率 P 

Groups Dose (mg/kg) Number  
of mice (n) 

Mode of  
administration 

Body weight ( x  ± s, g) Tumor weight 
( x  ± s, g) 

Inhibition  
of rate (%)  

Before exp. After exp. 

Control N.S. 10 mL 8 BID PO × 24 19.2 ± 0.8 21.6 ± 1.0 0.89 ± 0.32   

Taxol 25 8 Tiw ip × 6 18.5 ± 0.8 20.4 ± 0.9 0.23 ± 0.08 73.62 *<0.001 

CIS 5 8 BID SC × 24 19.2 ± 1.1 21.1 ± 1.5 0.65 ± 0.22 26.52 >0.05 

CIS 10 8 BID SC × 24 18.8 ± 1.2 20.8 ± 1.0 0.41 ± 0.12 53.88 <0.01 

注：*：与对照组比较；NS：无菌 0.9%氯化钠注射液；BID：每日 2 次；Tiw：每周 3 次隔日 1 次 
 
Table 3. Inhibition of CIS on transplanted human colonic carcinoma HCT116 in nude mice 
表 3. CIS 对裸鼠移植人可移植性结肠癌 HCT116 抑制作用 

组别 剂量 动物数 给药方式 体重(实验前/实验结束) 瘤重 肿瘤抑制率 P 

Groups Dose (mg/kg) Number  
of mice (n) 

Mode of  
administration 

Body weight ( x  ± s, g) Tumor weight 
( x  ± s, g) 

Inhibition  
of rate (%)  

Before exp. After exp. 

Control N.S. 10 mL 6 BID PO × 24 19.6 ± 1.1 21.6 ± 1.7 1.14 ± 0.36   

DDP 5 6 Tiw ip × 6 18.6 ± 1.3 21.2 ± 1.4 0.57 ± 0.22 49.78 *<0.001 

CIS 5 6 BID SC × 24 19.1 ± 1.1 22.2 ± 1.7 0.78 ± 0.39 33.02 <0.05 

CIS 10 6 BID SC × 24 19.4 ± 1.9 22.6 ± 1.3 0.67 ± 0.30 41.12 <0.01 

注：*：与对照组比较；NS：无菌 0.9%氯化钠注射液；BID：每日 2 次；Tiw：每周 3 次隔日 1 次 

4. 讨论 

新血管生成在肿瘤的发生、发展过程中扮演重要的角色，可以为恶性肿瘤增殖提供必需的营养物质。

抗肿瘤血管生成药物可针对以上各环节而起作用，抑制新生血管生成，切断肿瘤的营养供应以阻断肿瘤

的生长和转移已成为防治肿瘤的新策略。多篇文献报道[8] [9] [10] [11]，重组人肌钙蛋白 I 和鲨鱼软骨提取
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的肌钙蛋白I具有抑制人血管内皮细胞增生、抑制新生血管生成、 抑制骨肉瘤细胞生长作用[12] [13] [14] [15] 
[16]。我们研究工作显示，重组人心肌肌钙蛋白 I 对裸鼠人移植瘤具有抗肿瘤作用。CIS 是利用基因工程技

术，以人心肌肌钙蛋白 I 为母板合成含有人心肌肌钙蛋白 C 的部分序列融合蛋白 CIS，进行体外表达，纯

化制备。实验表明对人肝癌 HCC9204 裸鼠移植瘤、人可移植性乳腺癌 BCaP-37 裸鼠移植瘤、人结肠癌

HCT116 裸鼠移植瘤显示 54%~41%抑制率，体外对人肝癌细胞 MHCC97H 与血管生成有关的 VEGF-A 和

VEGF-C、MMP-9 显示一定的抑制作用，提示 CIS 有潜在应用前景，CIS 抑制裸鼠移植瘤细胞的体内生长，

对血管内皮细胞生长因子和金属蛋白酶-9 具有抑制作用，为研究 CIS 融合蛋白的抗肿瘤应用提供基础。 
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