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Abstact
AIM:To obtain the antagonistic peptides that have effect to
prevent metastasis of Hepatocellular Carcinoma(HCC).

METHODS:Nine pieces of high affinity peptides (AP-1-AP-9)
were obtained by pure HAb18G/CD147 antigen to panning
phage displayed random peptide library.MTT assay was used
to test toxicity of AP-1-AP-9 on human hepatocellular carcinoma
cell (HHCC); Gelatin zymogram was used to analyze the
effects of AP-1-AP-9 on activation and production of matrix
metalloproteinase (MMPs); Matrigel-boyden chamber
method was used to evaluate inhibitory abilities of AP-1-
AP-9 on tumor cell invasion and metastasis;Inhibitory effect
of AP-1-AP-9 on HHCC adhesion to extracellular matrix pro-
tein and fb cells were investigated. The influences of AP-1-
AP-9 on HHCC chemotaxis migration were also tested.

RESULTS:AP-1-AP-9 has no toxicity on HHCC; AP-1, AP-6
and AP-9 could inhibit production and activation of MMP-2;
the amounts of infiltrative cells in AP-1, 3, 6, 7, 8, 9 experimental
groups are significantly less than that in control group (P <0.05),
and inhibition rate was 78.22 %, 90.1 %, 62.83 %, 56.44 %,
68.32 %, 81.19 %, respectively;AP-1-AP-9 had no effects

on HHCC adhesion to matrigel and fibronectin (FN), whereas
AP-3 and AP-9 could inhibit HHCC adhesion to collagen Ⅳ
and laminin(LN),  AP-1, AP-6 and AP-9 could inhibit HHCC
adhesion to fb. AP-6 could inhibit chemotaxis migration of
HHCC with the inhibitory rate of 54 % without statistical
significance (P >0.05).

CONCLUSION:HAb18G/CD147 antagonistic peptides (AP-
1-AP-9) have inhibitory effects on many aspects or steps
associated with metastasis of HCC, which provides avenue
to explore medication for preventing metastasis of HCC.
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摘要
目的:筛选获得 HAb18G/CD147 高亲和性拮抗肽中具有体

外抗肝癌细胞转移作用的拮抗肽.

方法:对于采用HAb18G/CD147纯抗原筛选噬菌体随机12

肽库所获得的 9 条高亲和性的 12 肽(AP-1-AP-9).分别采

用:MTT法测定AP-1-AP-9的对肝癌细胞(HHCC)的直接

毒性;明胶酶谱法分析 AP1-AP-9 对基质金属蛋白酶

( M M P s ) 产生及其激活过程的影响; 重组细胞基底膜

(Matrigel)侵袭抑制实验测定 AP-1-9 对肝癌细胞(HHCC)

侵袭力的的影响；观察 AP-1-AP-9 对 HHCC 与细胞外

基质蛋白(Matrigel，FN，LN，Collogen Ⅳ)、HHCC

与间质细胞（成纤维细胞 fb）黏附能力；以及 AP1-9

对 HHCC 运动能力的影响.

结果:拮抗肽AP-1-AP-9对HHCC无明显细胞毒性作用；

AP-1，6，9 对 HHCC 刺激 fb 细胞产生 MMP-2 其激活过

程具有明显的抑制作用;AP-1，3，6，7，8，9 对 HHCC

侵袭力有明显的抑制作用(P <0.05),抑制率分别为 78.22 %,

90.1 %, 62.83 %, 56.44 %, 68.32 % 和 81.19 %;9 条拮抗肽

对 HHCC 与细胞外基质蛋白 Matrigel，FN 无明显的抑制

作用，但 AP-3，9 对 HHCC 与 Collogen Ⅳ，LN 的黏附有

抑制作用；AP-1，6，9 对 HHCC 与 fb 细胞之间的黏附有

抑制作用；AP-6可抑制HHCC的运动能力，抑制率54 %，

但统计学上差异无显著性(P >0.05).

结论:HAb18G/CD147 拮抗肽(AP-1-AP-9)对肝癌的侵袭

转移相关的多个环节有明显的抑制作用，为研究开发新的

抗肿瘤转移多肽药物开辟了新途径.
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0   引言

侵袭、转移行为是恶性肿瘤的本质特征.肿瘤的转移规
律极其复杂，涉及诸多因素，如蛋白水解酶；血管生成
因子；黏附因子，如整合素(integrin),选择素(selectin),钙
黏合素(E-cadherin)等；运动因子; 信号转导.在肿瘤的
侵袭、转移过程中，癌细胞诱导效应细胞分泌蛋白水
解酶，降解细胞外基质，其中基质金属蛋白酶(MMPs)
最为重要. HAb18 是我室用肝癌抗原免疫小鼠得到的特
异性单克隆抗体(mAb)[1]，我们用 HAb18mAb 从人肝癌
组织 cDNA 文库中筛选得到其相应抗原 HAb18G，查
询 GENEBANK 发现其基因序列与 CD147 分子序列一
致, 并经鉴定 HAb18 G 与 CD147 为同一分子,并在 此基
础上进行了大量研究[2-6]. CD147分子,又名EMMPRIN(细
胞外基质金属蛋白酶诱导因子)，最初源于人肺癌细胞
系 LX-1[7,8]，在肝癌组织中发现尚属首次，大量研究
表明HAb18G/CD147与其效应细胞(癌周成纤维细胞)结
合,诱导产生基质金属蛋白酶(MMPs)，使肿瘤组织中
MMPs 含量及活性显著提高,间质成分和血管基底膜的
胶原蛋白过度降解,癌细胞穿过基底膜及结缔组织屏障
不断侵袭扩散, 低转移细胞经转染HAb18G/CD147后侵
袭及转移能力增强[9,10]. 所以,筛选有效的 HAb18G/ CD147
拮抗肽,在高位阻断其引起效应细胞分泌 MMPs,是抗肿
瘤转移的新途径. 为此,我们采用HAb18G纯抗原筛选噬
菌体随机 12 肽文库获得了 9 条与 HAb18G/ CD147 分子
具有高度亲和力的多肽分子,为获得具有抗肿瘤转移作
用的拮抗肽采用细胞基底膜侵袭抑制实验、明胶酶谱、
抗运动、抗黏附等实验进行亲和肽的功能筛选,为进一步
研究与开发肽类抗肿瘤转移药物提供新的备选化合物.

1  材料和方法

1.1 材料   细胞系和试剂人肝癌细胞系 HHCC 购自中科
院上海细胞所细胞库；人胚胎皮肤成纤维细胞(fb)西京
医院烧伤科，韩军涛博士馈赠；Millicell  chamber 购自
Millipore 公司；Matrigel 胶、层粘连蛋白(LN)购自 BD
公司；纤维粘连蛋白(FN)、 Ⅳ型胶原(Col Ⅳ)、 DMEM
培养基购自 GIBCO 公司；四氮唑(MTT)、二甲基亚砜
(DMSO)购自华美公司. HAb18G/ CD147拮抗肽(APs)采用
固相合成法合成 9 条 HAb18G/ CD147 拮抗肽(AP1-9)，
成品经高效液色谱分析＞ 90 %，MALDI-TOF 质谱分
析分子质量符合理论值. Heraeus CO2 二氧化碳培养箱
(德国 Heraeus 公司)，酶标仪(Bio-Rad),图像分析仪(上
海复日科技有限公司)，96，24 孔板(Nunc,瑞典).
1.2 方法

1.2.1 细胞毒性实验  人肝癌细胞(HHCC)培养至对数期,
用 2.5 g/L 胰酶消化,以 8 × 104/ 孔 200 µl 的密度接种于
96 孔板中同时加入 20  µL (1 g/L)APs, 37 ℃孵育 2 h；
弃取培养液，加入 PBS200  µL/ 孔，吹打 3 遍，加入
MTT 40  µg/ 孔,37 ℃孵育 4 h. 弃取 MTT,加入 200  µ L
DMSO,酶标仪 570 nm 测定吸光度 A 值.

1.2.2 改良的明胶酶谱法[7]  人成纤维细胞(Fb)和人肝癌
细胞(HHCC)培养至对数期,用2.5 g/L 胰酶消化,以105/孔
的密度接种于 96 孔板中(Fb 细胞和 HHCC 细胞的体积
比为 1∶1,共 200  µ L), 完全 DMEM 培养 24 h. 弃去培养
上清,用 PBS 洗 2 次后,换无血清 DMEM 培养液培养 1 h,
再用 PBS 洗 2 次,加 300  µ L 无血清 DMEM 培养液共培
养20 h. 在培养后的5，10，15和20h收集无血清DMEM
培养细胞上清,低速离心(200 g)去除细胞碎片后，4 ℃
备用. 上清进行 SDS-PAGE 电泳,其中分离胶含 1 g·L-1

的明胶. 电泳结束后将凝胶置于洗脱液(25 mg·L-1 Triton
X-100,50 mmol·L-1 Tris-HCl,pH7.5,0.1mol·L-1 NaCl)室温
洗 2 次,45min/ 次,接着将凝胶置于孵育液(50 mmol·L-1

Tris-HCl, PH7.5, 10 mmol·L-1 CaCl2, 0.2 g·L-1 NaN3)
37 ℃孵育24 h以上,考马斯亮蓝染色,脱色液脱色,蓝色背
景上出现透亮带. 经图像分析系统读取条带面积和酶解
条带灰度,酶含量 = 条带面积×(条带灰度 - 背景灰度).
1.2.3 重组基底膜侵袭抑制实验  采用 Matrigel-Boyden
方法观察 Millicell 小室的滤膜保证其正常,将小室放入
灭菌的24孔板中;在Millicell小室内膜上加入Matrigel胶
(40  µL/ 膜),37 ℃ 1 h,超净台内吹干;在小室的外部 24
孔板内加入趋化剂 200 µL;用 2.5 g/L 胰酶消化 HHCC 和
fb 细胞, 离心洗涤 3 次, DMEM(含 1 g/L BCS) 悬起,1∶1
(各150 ul)加入上室,同时在上室加入拮抗肽20  µl(1 mg/ml),
在下室加入 200  µl 不完全 DMEM(含 0.1%BCS) ,37 ℃，
50 ML/L CO2 培养 20 h;取出小室,弃去培养液,用棉签擦
去上室中的细胞, 950 mL/L 酒精固定 15 min 后,取下滤
膜;固定后的滤膜HE染色,中性树胶封片,在40×光镜下
计数膜背面侵袭的细胞数,随机计数中间和四周共 5 个
视野,每细胞计数 3 份,求出其平均值，测验重复 3 次.
1.2.4拮抗肽抗HHCC与细胞外基质黏附实验   96孔板
中分别铺上 LN 或 FN 或 Matrigel 各 2 µg,室温干燥; 加入
20 g/L BSA 20 µL/ 孔，37 ℃孵育 1 h，PBS 冲洗;以
含1 g/L BCS的DMEM 悬浮HHCC细胞, 每孔加入HHCC
细胞 200 µL 及 10 µL (1 g/L)拮抗肽, 37 ℃孵育 2 h; 弃取
培养液,加入PBS 200 µL/孔,吹打3遍,加入MTT 40 µg/孔,
37 ℃孵育 4 h; 弃取 MTT，加入 DMSO 200 µL,酶标仪
570 nm 测定吸光度 A 值.
1.2.5 拮抗肽抗 HHCC 与人 fb 黏附实验  用 2.5 g/L 胰酶
消化生长至对数期的人成纤维细胞(fb),离心,不完全
DMEM 悬浮 fb 细胞(1 × 105), 96 孔板中,每孔加入 200 µL,
37 ℃,50 mL/L CO2 培养 24 h. 弃去 96 孔板中的培养液，
PBS洗二次,加入用2.5 g/L 胰酶消化后,不完全DMEM 悬
浮的 HHCC 细胞(1 × 105)，同时加入拮抗肽(10-80  µg).
分别在 1, 2, 3 h 各自复孔中,分别取出上清，并用 PBS
冲洗 3 次,合并提取液,离心,用 PBS100 µL 悬浮沉淀,血
球计数板计数,每样重复计数 3 次，取平均值.
1.2.6抗趋化运动实验  在小室下室面涂趋化剂FN10 µg,
室温干燥;上室加入 2 × 105 HHCC 细胞 300 µL,同时加
入(1g/L)拮抗肽20 µL,下室加入 1 g/L BCS 的DMEM300 µL.
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37 ℃,50ML/L CO2 培养 20 h;  取出小室,弃去培养液,用
棉签擦去上室中的细胞, 950 mL/L 酒精固定 15 min 后，
取下滤膜; 固定后的滤膜 HE 染色,中性树胶封片，在
40×光镜下计数膜背面穿过的细胞数,随机计数中间和
四周共 5个视野,每细胞计数 3份,求出其平均值,测验重
复 2 次.
        统计学处理  单因素方差分析.

2   结果

2.1 细胞毒性  各实验组与对照组之间差别无显著性
(P ＞0.05, 图1),表明APs对HHCC无明显的直接细胞毒性.

图 1  拮抗肽 AP-1-9 对 HHCC 细胞的毒性.

2.2 明胶酶谱 5-15 h动态明胶酶谱法中,AP-9对MMP-2和
MMP-9 的产生和激活有明显的抑制作用(图 2). 图 2 是
在不同时间点采样,进行的酶谱分析. 测定了给予 AP-9
后5,10,15 h时间段内明胶酶的变化.其中1,3,5条带分别
为给药组,2,4,6 条带为对照组. 从该图可发现给药组各
时间点明胶酶的含量均低于对照组各时间点,随着时间
的延长,明胶酶的量也在逐渐增加;另外随着时间的延长
酶原形式的 ProMMP-2,9 以及活性形式的 MMP-2,9 产
生均增加,15 h 达到最高.

图 2  AP-9 在 5 h,10 h 和 15 h 对明胶酶 MMP-2 和 MMP-9 产生的影响.

2.3重组基底膜侵袭抑制  HHCC单独培养组与HHCC+fb
共培养组相比较，穿膜细胞数明显少于后者(P <0.05),
HHCC 和 fb 共培养并加入 APs 的 9 个实验组的 AP-1,3,
6,7,8,9六条肽穿膜细胞数明显少于对照组(P <0.05 表1).
2.4 APs 对 HHCC 细胞与细胞外基质组分黏附的影响

APs 中的 AP-1,3,4,6,7,9 对 HHCC 与 Matrigel, FN 黏附无
明显的抑制作用,但AP-3,9能抑制HHCC与 CollogenⅣ,
LN 的黏附作用(图 3).

表 1  AP1-9 对 Millicell 小室中HHCC 与 fb共培养后HHCC 侵袭力的影响

分组 穿膜细胞数( sx ± )                    抑制率(%)

对照 20.2 ± 18.5          0

AP-1   4.4 ± 1.5   78.22a

AP-2    28 ± 6.9 -38.61

AP-3          2     90.1a

AP-4 12.2 ± 5.6    39.6

AP-5 23.2±4.7                                        -14.85

AP-6   7.6±4.9                                          62.38a

AP-7   8.8±4.7                                          56.44a

AP-8   6.4±2.2                                          68.32a

AP-9   3.8±2.1                                          81.19a

aP <0.05  vs  Control

图 3  APs 对 HHCC 细胞与细胞外基质组分黏附的影响.

2.5 APs 对 HHCC 与 fb 细胞之间黏附的影响  AP-1,AP-9
在 1，2，3 h，AP-6 在 2，3h 能明显抑制 HHCC 细
胞与 fb 细胞之间的黏附(图 4).

图 4  APs 对 HHCC 与 fb 细胞之间黏附的影响.

2.6 APs 对 HHCC 运动的影响  AP-6 可抑制 HHCC 的
运动(图 5),抑制率 54 %,但在统计学上差别无显著性.

图 5  APs 对 HHCC 运动能力的影响.
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3   讨论

CD147 分子是广泛表达于造血及非造血细胞系,分子质
量为 50-60 ku 的跨膜糖蛋白，属免疫球蛋白超家族
(IgSF)成员. 编码 CD147 的基因定位于人 19 号染色体
19p13.3[7], 人 CD147 分子曾有多种不同的命名，包括
TCSF/EMMPrin[13,14]，M6[11], Basigin[12]，Neurothelin[15,16].
如此多的命名也反映其在不同的组织中有不同的功能.
我们曾经用表达 HAb18G/CD147 的 CHO 细胞刺激人成
纤维细胞,证实成纤维细胞分泌MMPs的量大大增加，即
其具有 EMMPRIN 的功能. EMMPRIN，能够结合于内皮
细胞及纤维母细胞[17],因纯化的该蛋白可刺激人成纤维细
胞分泌基质金属蛋白酶(MMPs)而得名. 恶性肿瘤的转移
虽然极其复杂，但在其侵袭、转移演进过程中，癌细胞
必须首先具备降解细胞外结缔组织间质和血管基底膜这
些天然屏障的能力，这依赖于蛋白水解酶的作用.蛋白
水解酶主要包括四类，即:丝氨酸蛋白酶（如纤溶酶原激
活物 PAs)、半胱氨酸蛋白酶(如组织蛋白酶 B)以及天门
冬氨酸蛋白酶(如胃蛋白酶)和基质金属蛋白酶MMPs. 其
中基质金属蛋白酶最为重要，大量研究已表明，恶性
肿瘤组织中MMPs的含量及活性显著高于其周围正常组
织，且与肿瘤恶性表型密切正相关[18]，因而是肿瘤具
备高转移潜能的一个客观、良好的分子指标，已逐渐
成为近年来肿瘤侵袭、转移研究的热点.MMPs 在肿瘤
转移中的作用可概括为:破坏局部组织结构，促进肿瘤
生长；破坏基底膜屏障，利于肿瘤转移；通过对细
胞外基质的改建，促进肿瘤新生血管的形成.近来的文
献报道，CD147 分子不仅能刺激 MMPs 的产生，而且还
与 MMPs 在肿瘤细胞表面形成复合物，这种复合物的
形成相当于将 MMPs 浓缩在肿瘤细胞周围，有利于肿
瘤细胞周围基质的降解，使肿瘤细胞易于扩散和转移[19].
目前，抗间质降解多采用酶抑制剂，如天然酶抑制
剂 - 组织型金属蛋白酶抑制剂(TIMPs), 能够与 MMPs 结
合并抑制酶活性，但TIMPs在组织中含量极微且难于提
取，人工重组 TIMPs 是大分子蛋白质，存在降解和口
服吸收不良等问题.人工合成的拟肽类金属蛋白酶抑制
剂，如 Batimastat (BB-94)由于其给药方式的局限和生
物利用度低等原因，导致Ⅲ期临床实验的停止[20]. 目前
MMPs 的抑制剂(MMPIs)Marimastat 及其类似物现已进入
临床Ⅱ - Ⅳ期,均能不同程度的改善患者的生活质量[21] .
        目前关于肽类抗肿瘤转移抑制剂的研究主要有以下
几种:RGD(Arg-Gly-Asp)三肽,他通过结合和饱和细胞表
面的整合素、纤维粘连蛋白(FN)和层粘连蛋白(LN)结合
位点来抑制肿瘤的黏附、浸润和转移[22-25];RGDS (Arg-
Gly-Asp-Ser)四肽的类似物抑制肿瘤细胞黏附到 FN、
玻璃粘连蛋白(vitronectin,VN)和 RGDS 底物,从而抑制肿
瘤转移[26-28] ;YIGSR,是一合成 的LN的5肽,可以抑制肿瘤
细胞与内皮细胞的黏附及肿瘤细胞的侵袭能力[29-31]; 来自
Col IV 胶原的合成肽有二种，一种是来自 Col IV 胶原
α 1 链胶原结构域的 15 肽(IV-H1)，可以促进肿瘤细胞

的浸润、黏附和转移，但是抗 IV-H1 肽抗体可抑制肿
瘤细胞的黏附、运动和转移[32]. 另一种是来自 Col IV 胶
原α 3 链非胶原结构域(185-203)，可以抑制黑素瘤细
胞和成纤维肉瘤细胞的运动、膜结合的 MMP-2 的活
化、激活设计到黏附斑激酶(FAK)和 PI3 激酶的信号转
导通路[33,34] ;来自 FN 的合成肽通过抑制肿瘤细胞的运动
能力、整合素介导的黏附、VN 刺激的酪氨酸磷酸酶
包括 p125(FAK)和纽带蛋白以及整合素介导的信号转导
等多个环节，从而抑制肿瘤的转移[35,36] ;其他的一些肽
类抑制剂包括一些丝氨酸蛋白酶、基质金属蛋白酶抑
制剂等均可通过抑制肿瘤转移相关的几个环节来抑制肿
瘤的转移[37-40].
       在此基础上,我们采用HAb18G/CD147纯化抗原筛选
噬菌体随机 12 肽文库，得到了 9 条与抗原高度亲和的
12 肽，再通过体内外抗转移活性功能性筛选，欲获得
可以在高位阻断 HAb18G/CD147 诱导效应细胞分泌
MMPs，以期获得对肿瘤复发转移的治疗拮抗肽. 我们
筛选获得的拮抗肽AP-1-9荷瘤裸鼠体内实验结果表明:
A P s 具有抑制皮下移植瘤生长，防止肝内移植瘤播
散、转移和延长荷瘤裸鼠生存期的作用. APs 还对鸡胚
绒毛尿囊膜(CAM)和 Matrigel plug 小鼠体内血管生成具
有抑制作用. 经生物信息学分析与黏附、凋亡、血管
生成及信号转导相关蛋白高度同源.经激光共聚焦和流
式细胞仪证实HAb18G/CD147拮抗肽与肝癌细胞表面抗
原 HAb18G/CD147 有较高的亲和性. 我们经体外实验证
明，对肝癌细胞转移的抑制率可高达 90 %.通过细胞毒
性实验结果证明各组与对照组之间差别无显著性，这提
示该拮抗肽无直接的细胞毒性，其作用机制不是直接杀
伤或杀死癌细胞，进一步证实本实验的原理是阻断
MMPs 的产生. 此外，本实验中拮抗肽对肿瘤细胞与细
胞外基质之间的黏附无拮抗作用，而对肿瘤细胞与间
质细胞之间的黏附有拮抗作用，抗运动实验在统计学上差
别无显著性，该结果也进一步证实我们设计的靶点是正确
的，是通过特异的阻断MMPs 产生，进而抑制新生血管的
形成，从而抑制肿瘤的侵袭、转移，提高生命延长率.
        总之,HAb18G/CD147拮抗肽是从高位阻断效应细胞
分泌 MMPs，从而抑止肿瘤的浸润和转移，为肿瘤转
移的治疗提供了新的途径.
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