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抗人NRP-1单克隆抗体对肝癌HepG2细胞株的生长抑制作用及机制
初探

谈文娟，高春玲*，颜江华，程小峰，张蓓蓓，王笑良

[摘 要] 目的研究抗人神经纤毛蛋白-1（Neuropilin1，NRP-1）单克隆抗体对肝癌HepG2细胞的生长抑制作用及其机制。方

法 小鼠腹水法制备抗NRP-1单克隆抗体（NRP-1 mAb）并用 rProteinA亲和柱纯化抗体，间接 ELISA检测抗体的滴度水平。

Western blot检测NRP-1 mAb对HepG2细胞的特异性，细胞免疫荧光和流式细胞术检测NRP-1蛋白在肝癌细胞株HepG2上的

表达，MTT法检测NRP-1 mAb对HepG2的生长抑制作用，Western blot检测ERK1/2、P-ERK1/2、Akt、P-Akt蛋白的表达水平。

结果 SDS-PAGE和间接ELISA检测纯化的NRP-1 mAb纯度为95%以上，效价为1×10-6；Western blot检测结果显示NRP-1 mAb可
与HepG2细胞膜上的NRP-1蛋白特异性结合。细胞免疫荧光染色结果显示NRP-1定位于HepG2细胞膜，流式细胞术结果显示

NRP-1蛋白在HepG2细胞上表达水平较高；MTT法检测结果显示NRP-1 mAb对HepG2细胞有生长抑制作用。Western blot检
测到在不同浓度NRP-1 mAb作用下，HepG2细胞裂解液 P-ERK1/2、P-Akt蛋白的条带信号逐渐减弱。结论 纯化的NRP-1
mAb能抑制HepG2细胞的生长，其抑制作用是通过EGF和HGF信号通路实现的。
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[Abstract] The aim of the experimental is to investigate the inhibitory effect of anti-human nerve cilia protein
1 (Neuropilin-1, NRP-1) monoclonal antibody (NRP-1 mAb) on hepatocellular carcinoma cell line HepG2 and its
mechanism in vitro. Anti-human NRP-1 monoclonal antibody (NRP-1 mAb) was prepared from mouse ascites and
purified by rProteinA affinity column assay. The titer of antibody was determined using indirect ELISA assay; the
characteristic of NRP-1 mAb binding to NRP-1 was determined using Western blotting; the expression of NRP-1
protein in hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was determined using immunofluorescence assay and flow
cytometry assay. Growth inhibition of HepG2 cells treated with different concentrations of NRP-1 mAb was
determined using MTT assay, while Western blotting was used to detect the expression levels of ERK1/2, P-ERK1/
2, Akt and P-Akt proteins. The results of SDS-PAGE and indirect ELISA showed that the purity of purified NRP-1
mAb was more than 95% and the titer was 1×10-6. Western blotting analysis suggested that NRP-1 mAb could bind
specifically to NRP-1 on HepG2 cell; immunofluorescence staining showed that NRP-1 was located in the
membrane of HepG2 cells. Flow cytometry analysis showed that the expression level of NRP-1 on HepG2 cell was
relatively high. Western blotting analysis suggested that P-ERK1/2 and P-Akt expression levels were
down-regulated after having incubated HepG2 cells with different concentrations of NRP-1 mAb. In conclusion,

NRP-1 mAb could inhibit the growth of HepG2 cells
(P<0.05), and its inhibitory effect is achieved by
reducing the P-ERK1/2 and P-Akt expression.
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人神经纤毛蛋白-1（Neuropilin-1，NRP-1）是一

种Ⅰ型跨膜糖蛋白，它既是 Semaphorin3（Sema3）受

体，在神经细胞导向、轴突生长方面发挥调节作用[1]，

也是血管内皮细胞生长因子（vascular endothelial
growth factor，VEGF）的共受体，在多种内皮细胞或肿

瘤细胞上表达，可促进VEGFR-2介导的VEGF的功

能，包括内皮细胞的活化、增殖、迁移以及血管生成[2]。

NRP-1蛋白的结构有胞内区、跨膜区和胞外区

3部分组成，其中胞外区又有 3个不同结构域，分别

称为 a1/a2，b1/b2和 c[3] 。a1/a2结构域与 b1/b2结构

域是NRP-1与配体（Sema3A）结合的位点, b1b2 结

构域是与 VEGF165 结合所必需的结构域[4]。近膜的

c结构域与NRP-1传导其配体的信号密切相关[5]。

有研究表明NRP-1也可不依赖VEGF促进内皮

细胞信号转导[6]。NRP-1还能与成纤维细胞生长因

子家族、上皮细胞生长因子（EGF）[7]、肝细胞生长因

子（HGF）[8]、血小板源性生长因子-B（PDGF-B）[9]以

及转化生长因子β1信号通路 [10]相互作用。NRP-1
广泛分布在人体正常组织中，呈低表达，而在多种肿

瘤细胞中高表达如乳腺癌、结肠癌、前列腺癌等[11]。

目前研究发现NRP-1与人类多种肿瘤的新生血管生

成、肿瘤的生长、迁移及凋亡、疾病的预后密切相关。

因此，抗NRP-1治疗被认为是一种有潜力的肿瘤治

疗靶点。

实验中使用的分泌抗NRP1/b1b2单克隆抗体的

杂交瘤细胞来自厦门大学医学院抗癌研究中心。该

实验室利用基因工程技术克隆与表达了NRP1/b1b2
蛋白，并利用细胞融合杂交瘤技术建立了能稳定分

泌抗NRP1/b1b2单克隆抗体的杂交瘤细胞株[12]。通

过研究NRP-1 mAb对肝癌HepG2细胞株的生长抑

制作用及其机制的初步探讨，可为NRP-1 mAb应用

于临床肝癌的治疗提供理论依据和新的治疗方向。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂 HepG2肝癌细胞株来自厦门大学

器官移植研究所；抗人NRP-1杂交瘤细胞来自厦门

大学抗癌研究中心；6～8周龄雌性Balb/c小鼠由厦

门大学医学院实验动物中心提供；DMEM 购自

Gibco BRL公司；胎牛血清购自PAN Bio Tech公司；

0.25%胰蛋白酶/EDTA购自 Sigma公司；；四氮唑蓝

（MTT），DMSO购自上海生工；羊抗鼠 FITC标记二

抗，ERK1/2、P-ERK1/2、Akt、P-Akt 购自 Abcam 公

司；Enhanced chemilu-minescence（ECL）购自上海生

工生物工程公司；荧光染液DAPI购自Roche公司，

细胞裂解液RAPI购自Millipore公司；PVDF膜购自

Bio-Rad公司。

1.2 细胞培养 人肝癌 HepG2 细胞株常规培养于

DMEM完全培养液内（含 10%胎牛血清、100 μg/ml
青霉素和100 μg/ml链霉素），置于37 ℃、5%CO2及饱

和湿度的细胞孵育箱中培养。

1.3 抗体的制备与纯化

1.3.1 抗体的制备 1）选取 6～8周龄的雌性Balb/c
鼠杂交 F1代，腹腔接种液体石蜡，0.5 ml/只。2）用

基础DMEM培养基稀释后的杂交瘤细胞，7 d后每只

小鼠腹腔接种 5×105个杂交瘤细胞。3）每天观察小

鼠腹水产生情况，如腹部明显膨大，即脱臼处死小鼠，

并用注射器吸取腹水。4）腹水 4 ℃、10 000 r/min离
心 30 min后，吸取中间层澄清的腹水于另一离心管

（除去细胞成分和其他的沉淀物），冻存于-20 ℃
备用。

1.3.2 抗体的纯化 1）将收集的腹水在 4 ℃解冻，

用 Buffer A 液稀释 10 倍后，用高速离心管配平，

10 000 r/min 离心 30 min，收集上清。2）装柱：转移

树脂到柱子，待完全沉淀后，ddH2O充分洗涤以除尽

基质中的乙醇和空气。3）平衡：以 10倍柱体积的

pH=9.0的 Buffer A洗涤以平衡柱子，调整柱为 pH
9.0。4）上样：将稀释好的腹水加入 rProteinA，使腹水

与其充分结合，控制流速，收集上样流出液回收，于

4 ℃保存。5）洗涤：以10倍柱体积的pH=9.0的Buffer
A洗涤层析柱，以洗脱未与 rProteinA结合的蛋白，至

流出液检出无蛋白为止。6）洗脱：用 pH=3.0 的

Buffer B进行洗脱，收集洗脱液于EP管中4 ℃保存；

洗涤直至检出无蛋白。7）调整pH：收集洗脱液，每个

EP管约3 ml洗脱液中加入1 mol/L的 Tris-HCl 缓冲

液约250 μl调整 pH 至7.0。
1.3.3 抗体纯度及效价的鉴定 采用BCA法检测纯

化后抗体的浓度，并用 SDS-PAGE凝胶电泳进行纯

度测定，用间接 ELISA 法检测抗体的滴度，即用

NRP-1/b1b2融合蛋白以 5 μg/ml的质量浓度包被，

每孔100 μl，4 ℃孵育过夜。用正常小鼠血清做阴性

对照。

1.3.4 Western blot检测NRP-1 mAb对HepG2细胞

的特异性 常规培养 HepG2和 BGC823细胞 24 h，
BGC823高表达 NRP-1 蛋白 [12]，吸去培养基，用预

冷的 PBS洗涤 3次，每皿加入1 ml PBS，用细胞刮刮

几次，收集于1.5 ml EP管中，1 000 r/min离心5 min，
弃上清，再向每个EP管中加入60 μl的RAPI裂解液

和PMSF混合液置于冰上裂解45 min，每隔10 min涡
旋 1次。于 4 ℃、13 200 r/min离心 15 min，小心吸取
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上清，即为蛋白样品。BCA法测蛋白质量浓度。10%
SDS-PAGE电泳分离蛋白，将胶置于转膜液 15 V，

1 h，蛋白转到PVDF膜上。加入NRP-1 mAb，4 ℃摇

床低速孵育过夜，TBST洗涤3次，每次15 min。加入

羊抗鼠HRP标记的二抗，孵育1 h，TBST洗涤3次，每

次15 min，加ECL液反应3 min，暗室曝光显影。

1.4 细胞免疫荧光分析 NRP-1在HepG2上的表

达 1）将盖玻片泡酸过夜，清洗干净后浸泡于无水

乙醇中，用三蒸水冲洗 3遍，烘干后高压灭菌，高压

后取出置60 ℃烘箱中过夜。2）将盖玻片置于6孔板

中，取对数期生长良好的细胞于盖玻片上贴壁生

长，12 h后用4 ℃预冷的PBS冲洗3次，加入4%多聚

甲醛固定 30 min。3）吸掉固定液，PBS洗 3遍，每

次 3 min。4）在6孔板中加入1∶100稀释的抗体或等

体积的 PBS，37 ℃孵育 1 h。5）弃掉一抗溶液，用

PBS洗3遍，每次3 min。在培养板上加1∶50稀释羊

抗鼠 IgG荧光（TRITC）标记二抗，37 ℃避光孵育1 h，
弃掉荧光二抗，用 PBS洗 3次，每次 3 min。6）加入

0.5 ml DAPI染色液，室温染色 5 min，弃掉染色液。

7）滴一滴甘油于载玻片上，盖上贴有细胞的盖玻片，

荧光共聚焦扫描显微镜下观察并拍片。

1.5 流式细胞术检测HepG2细胞上 NRP-1的表

达 常规培养HepG2细胞24 h，PBS洗涤离心3次，收

集于 2个EP管，每个EP管细胞数目约为 1×106个。

2）每个EP管加 4%多聚甲醛 1 ml，室温固定 30 min,
PBS洗涤离心3次（1 200 r/min，5 min）。3）每个EP管

分别加入 1 ml小鼠 IgG和 NRP-1 mAb，质量浓度均

为 5 μg/ml，37 ℃反应 1 h，PBS 洗涤离心 3次。4）每

个 EP管加入 100 μl 1∶50 稀释的羊抗鼠FITC-IgG，
37 ℃反应1 h。每个EP管分别加900 μl PBS混悬细

胞，上机操作。5）实验数据分析用FlowJo7.6。
1.6 MTT法检测NRP-1 mAb对HepG2的细胞毒

性效应 取对数期HepG2细胞，用0.25%EDTA-胰酶

消化，制成单细胞悬液加入 96孔培养板中，每孔加

入 100 μl，使细胞数终为 3×103/ml。5%CO2、37 ℃
孵育24 h后，加入0、0.025、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4 mg/ml
的NRP-1 mAb，每孔 200 μl，继续培养 24 h、48 h和

72 h，各设 4 个复孔。PBS 作为空白对照。每孔

加 5 mg/ml MTT溶液 20 μl。继续避光孵育 4 h。弃

掉上清，每孔加150μlDMSO，置摇床上低速振荡10min，
在酶联免疫检测仪上570 nm处测定各孔光吸收值，

实验重复3次，取其平均值。计算细胞抑制率：抑制

率=（对照组值-实验组值）/对照组值×100%。

1.7 Western blotting 检测 Akt、P-Akt、ERK1/2、

P-ERK1/2蛋白的表达 取对数期HepG2细胞，用

0.25%EDTA-胰酶消化，制成单细胞悬液加入6孔培

养板中，每孔加入 2 ml，使终细胞数为 3×105/ml。
5%CO2，37 ℃孵育 24 h后，倒掉培养基，实验组加入

NRP-1 mAb，使终质量浓度为0.1、0.2、0.3、0.4 mg/ml，
对照组加入DMEM培养液，继续培养 48 h。吸掉培

养液，用预冷的PBS洗涤3次，每皿加入1 ml PBS，用
细胞刮刮几次，收集于1.5 ml EP管中，1 000 r/min离
心 5 min，弃上清，再向每个 EP 管中加入 60 μl 的
RAPI裂解液和 PMSF混合液置于冰上裂解 45 min，
每隔10 min涡旋1次。于4℃、13 200 r/min离心15min，
小心吸取上清，即为蛋白样品。BCA法检测蛋白质量

浓度。12%SDS-PAGE电泳分离蛋白，将胶置于转

膜液15 V、1 h，蛋白转到PVDF膜上。加入相应一抗，

4 ℃摇床低速孵育过夜，TBST洗涤3次，每次15 min。
加入HRP标记的二抗，孵育 1 h，TBST洗涤 3次，每

次15 min，加ECL液反应3 min，暗室曝光显影。

1.8 统计学分析 采用 SPSS Statistic 17.0软件进行

统计分析，数据用均数±标准差表示，组间均数比较

应用 t检验或者单因素方差分析，P<0.05认为差异有

统计学意义，P>0.05 认为差异无统计学意义。

2 结果

2.1 抗体的制备与纯化 从Balb/c杂交F1代小鼠腹

腔收集的腹水，经 rProteinA亲和层析柱纯化后，进

行 12%SDS-PAGE电泳检测分析，如图 1所示，泳道

1～4 分别为 Marker、BSA、腹水、纯化后的抗体。

SDS-PAGE 凝胶电泳扫描鉴定其纯度为 95%以上

（图1）。抗体在相对分子质量约为50 000和25 000处
出现2个条带，分别相当于NRP-1 mAb抗体重链和轻

链的相对分子质量，结果显示通过纯化后，得到较高
纯度的抗体。BCA法测定抗体质量浓度为2 mg/ml。

图1 SDS-PAGE检测NRP-1单克隆抗体的纯度

Fig 1 SDS-PAGE analysis of the purity of NRP-1 mAb
2.2 抗体滴度的测定 用间接ELISA方法检测抗体
滴度，结果如图 2所示，随着抗体浓度下降，OD490 nm
读数逐渐下降，纯化后抗体的效价为 1×10-6。同时
也表明NRP-1 mAb能与NRP-1/b1b2融合蛋白特异

性结合。
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Blue) NRP-1 mAb; Red) Ascites; Green) Negative control.
图2 间接ELISA法测定抗体的效价

Fig 2 The titer of antibody determined by indirect ELISA
method

2.3 Western blot检测NRP-1 mAb对HepG2细胞

的特异性 Western blot检测结果如图3所示，第1和
2泳道在相对分子质量100 000和130 000左右分别

有一条带，说明NRP-1 mAb能够很好地结合细胞中

的全长 NRP1 蛋白（相对分子质量 130 000左右），

可能也与可溶性的 NRP1蛋白或者 NRP1 异构体

(相对分子质量 100 000左右)相结合。第 3泳道在

约 39 000有一条带，这与NRP-1/b1b2融合蛋白的理

论相对分子质量相接近。

图3 Western blotting分析NRP-1 mAb识别HepG2细胞中

NRP-1蛋白的特异性

Fig 3 Western blotting analysis for the binding specificity of
the NRP-1 mAb to NRP-1 protein in HepG2 cell

2.4 细胞免疫荧光分析 NRP-1在HepG2上的表

达 免疫荧光共聚焦显微镜结果图 4显示当使用

488 nm做激发光检测DAPI的荧光时，可见HepG2
细胞的细胞核带蓝色荧光；当使用550 nm做激发光

检测TRITC的荧光时，对照组检测不到红色荧光，而

加入NRP-1 mAb的HepG2细胞膜上可看到红色荧

光，2种荧光叠加，融合图像显示，对照组的细胞膜

上未出现红色荧光，而加了NRP-1 mAb组的红色荧

光主要分布在细胞膜上。结果表明，NRP-1主要分

布在 HepG2 细胞膜上，并且 NRP-1 mAb 可以与

HepG2细胞上的NRP-1蛋白特异性结合。

图4 细胞免疫荧光分析NRP-1在HepG2细胞上的表达(×200)
Fig 4 Immunofluorescence analysis of NRP-1 localization on HepG2 cells (×200)

2.5 流式细胞术分析 NRP-1 在 HepG2 上的表

达 流式细胞术检测HepG2细胞膜上NRP-1的表

达水平，检测结果如图 5显示，孵育NRP-1 mAb后

细胞的荧光强度（蓝色曲线）大于空白对照组（红色

曲线），与小鼠 IgG相比，NRP-1蛋白在HepG2细胞

膜上表达水平较高。

2.6 普通显微镜法观察细胞形态变化 普通光学显

微镜观察NRP-1 mAb作用 48 h后对HepG2细胞形

态学影响，结果显示，空白对照组细胞贴壁性良好，

多数呈梭形，轮廓清晰，生长旺盛。当用不同浓度的

NRP-1 mAb作用后，HepG2细胞形态逐渐变得不规

则，细胞出现皱缩、变圆、脱落、细胞增殖受到抑制，

并随着NRP-1 mAb浓度增高，作用时间延长，细胞

数量逐渐减少，细胞之间连接消失，可见细胞大量碎
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片，如图6所示。

图5 流式检测HepG2细胞膜上NRP-1的表达

Fig 5 Flow cytometry analysis for the expression of NRP-1 in
HepG2 cells

a) Control；b) 0.025 mg/ml NRP-1 mAb; c) 0.05 mg/ml NRP-1
mAb; d) 0.1 mg/ml NRP-1 mAb; e) 0.2 mg/ml NRP-1 mAb; f) 0.3 mg/ml
NRP-1 mAb.
图6 NRP-1 mAb作用HepG2细胞48 h后的形态学变化和

增殖情况(×400)
Fig 6 The morphological changes and proliferation of HepG2
cells treated with different concentrations of NRP-1 mAb for 48

hours (×400)
2.7 MTT法检测NRP-1 mAb对HepG2的细胞毒

性效应 MTT法测细胞增殖，统计结果如图 7所示，

结果表明NRP-1 mAb对HepG2细胞的生长有抑制

作用，并随着作用时间和药物浓度的增加而增加，呈

一定时间和剂量依赖性。

NRP-1 mAb inhibites the growth of HepG2 cells in a time and dose
dependence manner. *P<0.05, compared to the controls.
图7 MTT法检测不同浓度NRP-1 mAb对HepG2细胞增殖

抑制作用

Fig 7 Inhibitory effects of anti-NRP-1 mAb on HepG2 cell
proliferation detected by MTT assay

2.8 Western blot 检测 AKT、P-AKT、ERK1/2、
P-ERK1/2蛋白的表达 将不加抗体的DMEM作为

对照组，0.1、0.2、0.3、0.4 mg/ml的NRP-1 mAb作为

实验组，培养HepG2细胞48 h后，提取细胞蛋白，通

过Western blot检测 Akt、P-Akt、ERK1/2、P-ERK1/2
的表达。检测结果显示P-Akt、P-ERK1/2条带的信

号随着NRP-1 mAb质量浓度的增加而增强，并呈负

相关，见图 8。以上结果证明 NRP-1 mAb 是通过

EGF/EGFR、HGF/c-Met信号通路来抑制肝癌细胞的

增殖，并且其抑制作用呈剂量依赖性。

The levels of P-Akt and P-ERK1/2 proteins were significantly
decreased, as compared with control group. 1-5) respectively represent
the 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/ml concentration of NRP-1 mAb.
图8 Western blot检测Akt、P-Akt、ERK1/2、P-ERK1/2蛋白

的表达

Fig 8 The expression of Akt, P-Akt, ERK1/2, and P-ERK1/2
proteins in HepG2 cells treated with NRP-1 mAb detected by

Western blotting
3 讨论

肝癌是最常见的人类恶性肿瘤之一，肝癌的发

病率和死亡率均较高。肝癌中以肝细胞肝癌最常

见，起病隐匿，早期临床症状不明显，确诊时多进入

中晚期阶段，且容易发生转移。肝癌对放化疗均不

敏感，目前最有效的方法之一是肝癌根治性切除术，

但只有少数人适合根治性切除术。由于缺乏特异的
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治疗方法，中晚期肝癌患者预后较差，死亡率高。因

此寻求一种新的肝癌治疗方法迫在眉睫。

Berge等 [11]研究表明NRP-1表达在人类健康的

肝内皮细胞和肝癌组织中，而不表达于正常肝细胞

中，并且肝癌细胞NRP-1 的表达水平的增加与原发

性肝癌的发生显著相关，拮抗NRP-1可抑制小鼠肝

癌肿瘤的生长，并减少肿瘤血管的生成。Li等[13]研

究发现胃癌组织中高表达NRP-1,其表达与临床分

期、肿瘤分化程度及病理类型相关。拮抗NRP-1可
上调P27，并下调 cyclinE和细胞周期蛋白依赖性激

酶 2诱导细胞周期阻滞在G1/S期，从而抑制胃癌细

胞增殖。拮抗NRP-1也可通过抑制 FAK的磷酸化

降低胃癌细胞的迁移能力。下调NRP-1可抑制细

胞增殖和肿瘤血管生成、抑制肿瘤发生、肿瘤的生长

以及肺转移。

NRP-1可与表皮细胞生长因子受体（EGFR）相

互作用并促进信号通路下游分子表皮细胞因子对肿

瘤细胞的刺激作用[7]。目前研究证明拮抗NRP-1可
降低配体诱导的EGFR的活化，表现为EGFR信号通

路的 2个下游分子MEK和 ERK磷酸化的降低 [14]。

NRP-1也参与肝细胞生长因子（HGF）活化诱导的信

号转导和引起肿瘤细胞的细胞反应[15],表现为HGF/
c-Met通路导致的PI3K/Akt信号通路的活化。研究

表明用特异性拮抗 NRP-1 的 NRP-1shRNA 作用

BGC803细胞后可抑制其增殖，其作用机制是拮抗

NRP-1 后可抑制 VEGF/VEGFR、EGF/EGFR、HGF/
c-Met通路的激活。拮抗NRP-1抑制肿瘤细胞增长

的细胞信号通路图见图9。

图9 NRP-1 mAb抑制肿瘤细胞增殖的细胞信号通路

Fig 9 The signaling pathway of NRP-1 mAb inhibiting tumor
cell proliferation

本实验中制备并纯化出较高纯度和效价的抗

NRP-1单克隆抗体。细胞免疫荧光共聚焦和流式细

胞术结果显示，NRP-1蛋白主要分布在HepG2肝癌

细胞膜上，NRP-1 mAb能特异性的结合HepG2细胞

膜上的NRP-1蛋白。MTT结果显示，NRP-1 mAb对
HepG2肝癌细胞有生长抑制作用，并随着NRP-1 mAb
浓度的增加抑制作用更加明显。Western blotting结果

显示，随着NRP-1 mAb浓度增加，P-Akt、P-Erk1/2
蛋白条带信号逐渐减弱，表明NRP-1 mAb对HepG2
的生长抑制作用是通过减少EGF/EGFR、HGF/c-Met
信号通路的活化实现的，并且其抑制增殖作用呈剂

量依赖性。

Zeng等 [16]通过实验证明靶向抗NRP-1 mAb可

抑制MCF7乳腺癌细胞的增殖，还可通过减少a5β1整

合素-NRP-1复合物的形成，抑制FAK/p130cas信号

通路的活化，从而使细胞黏附受到抑制。因此，提示

抗NRP-1 mAb能抑制肿瘤细胞的迁移，降低恶性肿

瘤的侵袭潜能。综上所述，抗NRP-1可作为一种抗

肿瘤治疗的新靶点。全面认识NRP-1在肿瘤细胞

内信号转导中的作用及相关分子机制的意义重大，

并运用不同方式阻断其信号通路以抑制肿瘤细胞的

增殖，迁移、凋亡及肿瘤血管的新生也是今后研究的

热点。本实验只研究了NRP-1 mAb对HepG2肝癌细

胞的影响，并未涉及其他肝癌细胞系，NRP-1 mAb是
否也能抑制其他肝癌细胞的增殖有待进一步探究。

近年来，肿瘤血管靶向药物已经成为一种有效

的抗肿瘤治疗策略，也是一个有价值的治疗肝癌的

方法。目前靶向VEGF药物改善生存期的作用不明

显,因此，探求一种新分子靶点并通过抗血管生成治

疗提高肝癌疗效是很有必要的。目前有研究表明

NRP-1能够调节血管形成和改变血管通透性[17]，拮

抗NRP-1可抑制NRP-1/VEGF-A165相互作用，阻止

转基因小鼠肝癌的血管重塑和肿瘤生长[14]。提示抗

NRP-1或许可使肿瘤血管正常化，改善组织乏氧，提

高放射治疗敏感性。但抗NRP-1的抗血管生成作

用机制尚不清楚，以及抗NRP-1能否与放射治疗联

合应用提高肿瘤治疗效果尚不可知，为此我们将在

后续研究中对抗NRP-1的抗血管生成机制及其与

放射治疗联合应用的可行性及其作用机制进行深入

探究。
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