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Abstract
AIM: To assay the content differences of 
hemorphins between hepatocellular carcinoma 
(HCC) and normal liver tissues, and to explore 
the role of hemorphins in HCC.

METHODS: The tissue samples were obtained 
from 12 patients with HCC, and peptides were 
isolated by mild acid elution from the surfaces 
of hepatocarcinoma and normal hepatic cells. 
The mixtures of peptides were analyzed by high 
performance liquid chromatography (HPLC) 
and mass spectrometer (MS). A differential com-
parison was made on the fractions of peptides 
between HCC and normal liver cells to screen 
some tumor-specific peptides. Finally, human 
hepatocarcinoma cell line HLE was treated with 
different concentrations of the obtained peptides 

(0, 10-7, 10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12 mol/L), and the 
growth and apoptosis of HLE cells were de-
tected by MTT assay and flow cytometry (FCM), 
respectively.

RESULTS: An opioid peptide Leu-Val-Val 
(LVV)-hemorphin-6 with Mr1160.76 was identi-
fied on the surfaces of HCC cells in 7 patients. 
LVV-hemorphin-6 inhibited the growth of HLE 
cells at different concentrations, especially at 10-7 
and 10-8 mol/L (24 h: 10-7 vs 10-8: P = 0.044, 10-8 vs 
10-9: P = 0.047; 48 h: 10-7 vs 10-8: P = 0.031, 10-8 vs 
10-9: P = 0.040). Meanwhile, LVV-hemorphin-6 
induced apoptosis of HLE cells and the apop-
tosis rates were 0.38% ± 0.09%, 20.23% ± 1.25%, 
12.64% ± 2.15%, 1.65% ± 0.34%, when 0, 10-7, 10-8, 
10-9 mol/L LVV-hemorphin-6 were used, re-
spectively. However, naloxone could inhibit the 
above effect and the apoptosis rates were 0.41% 
± 0.11%, 1.23% ± 0.45%, 0.98% ± 0.55%, 1.34% ± 
0.43%, when the corresponding concentrations 
were used. The apoptosis rates were signifi-
cantly different between the two groups (P < 0.05) 
as 10-7 and 10-8 mol/L LVV-hemorphin-6 were 
used.

CONCLUSION: LVV-hemorphin-6 may be a 
product in the pathophysiological process of 
hepatocellular carcinoma, and it has suppressive 
effects on HCC cells by activating opiate recep-
tors.
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摘要
目的: 分析肝癌组织与正常肝组织中血衍吗
啡素类肽含量的差异并探究其意义. 

方法: 肝癌患者12例, 利用弱酸洗涤法从肝癌
细胞和肝细胞表面提取肽段, 然后用高压液
相(HPLC)和质谱分析这些肽段并进行差异比

®

■背景资料
由于每种组织都
包含一系列特定
蛋白, 这些蛋白完
成功能后被蛋白
裂 解 酶 降 解 ,  从
而产生一大族肽, 
这类肽被定义为
“组织特异性肽
池”. 组织特异性
肽池中各种肽的
含量和组成是组
织状态的重要特
征, 机体的病变常
常可以导致组织
特异性肽池的变
化. 血红蛋白的降
解产物, 如血衍吗
啡素, 是肽池重要
的组成部分, 目前
相关的研究尚不
多见, 且主要集中
于神经系统和内
分泌领域 .  LVV-
血衍吗啡素-6, 是
本文在对HCC细
胞表面的抗原表
位进行鉴定时, 无
意中发现的, 虽然
本实验通过体外
试 验 ,  对 该 肽 与
HCC细胞的作用
机制进行了初步
探讨, 但对其尚缺
乏全面深入的了
解, 特别该肽是在
体内的作用机制
方面.
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较, 筛选肿瘤特异性肽段. 用这些肽段(0, 10-7, 
10-8, 10-9, 10-10, 10-11, 10-12 mol/L)处理人肝癌细
胞株HLE, 采用MTT法、流式细胞仪法观察
其对肝癌细胞的生长、细胞凋亡的影响. 

结果: 从7例患者的肝癌细胞表面成功检测出
一条天然的类阿片肽——Leu-Val-Val(LVV)-
血衍吗啡素-6(M r1160.76). 不同浓度LVV-血
衍吗啡素-6均对HLE细胞有抑制作用, 并且
当浓度为10-7和10-8 mol/L时有显著意义(24 h: 
10-7 vs  10-8: P  = 0.044, 10-8 vs  10-9: P  = 0.047; 
48 h: 10-7 vs  10-8: P  = 0.031, 10-8 vs  10-9: P  = 
0.040). 同时, LVV-血衍吗啡素-6可诱导HLE
细胞发生凋亡(浓度为0, 10-7, 10-8, 10-9 mol/L
时的凋亡率分别为0.38%±0.09%, 20.23%±

1.25%, 12.64%±2.15%, 1.65%±0.34%), 而
阿片受体阻断剂naloxone能够逆转这种抑制
效应(以上对应浓度时凋亡率分别为0.41%±

0.11%, 1.23%±0.45%, 0.98%±0.55%, 1.34%
±0.43%). 两组在LVV-血衍吗啡素-6浓度为
10-7和10-8 mol/L时有显著差异(P <0.05).

结论: LVV-血衍吗啡素-6为肝癌细胞的病理
产物, 可激活阿片受体对肝癌细胞产生抑制
作用.

关键词: 血衍吗啡素; 肝细胞癌; 组织特异性肽池; 

细胞凋亡
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0  引言

阿片类物质有着多种生物学活性 ,  他们对细

胞的生长和死亡有着重要影响[1]. 血衍吗啡素

(hemorphins)是近年发现的一个具有阿片样活性

的肽家族, 他们的序列结构相近, 都是由血红蛋

白降解产生. 该家族中, 具有生物活性的最小肽

段是Tyr-Pro-Trp-Thr(hemorphin-4), 他是人类血

红蛋白β链的残余片段. 家族的其他成员均是以

这段序列为核心, 向C端和/或N端增加氨基酸而

成[2-5]. 组织蛋白酶(cathepsin)等是其主要生成酶. 
在正常情况下血衍吗啡类肽的分布具有组织特

异性, 即不同组织中血衍吗啡素类肽的种类和

含量均不同[2-3]. 肿瘤、炎症等病变可以引起组

织或细胞状态发生改变, 导致组织中蛋白降解

片段的种类和含量的改变[2-3,6-7], 血衍吗啡素类

肽的含量也会发生变化. 因此, 组织中血衍吗啡

素类肽的变化常常可以反应出机体的某些病变. 
已有证据提示血衍吗啡素类肽可能与肿瘤

的病理生理过程存在某种关联, 实验发现在肺

癌、嗜铬细胞瘤等肿瘤组织中hemorphin-7含量

增高[4,8]. 有学者甚至认为血清中hemorphin-7的
水平可以作为判断乳癌预后的一项指标[6]. 多数

学者认为血衍吗啡素的增高与肿瘤组织中组织

蛋白酶的活性和含量增加有关[4,9]. 但血衍吗啡

素类肽在肿瘤中的作用机制尚不明确. 我们分

析肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)组织与正

常肝组织中血衍吗啡素类肽含量的差异, 并探

讨其意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 柠檬酸、Na2HPO4和NaOH购自北京

化学公司. 色谱级三氟乙酸、乙睛购自Sigma
公司. 超滤离心管(Centriplus YM-3型)购自美国

Millipore公司. C-18 Spe-Pak柱(经典型)购自美

国Waters公司. 噻唑蓝(MTT)、碘化吡啶(PI)、
纳洛酮(naloxone)系美国Sigma公司产品. RPMI 
1640为G i b c o公司产品. 人肝癌细胞株H L E, 
HepG2购自中国科学院上海细胞所. 人工合成

肽LVVYPWTQR购自北京华大科技公司. 男性

肝癌患者12例, 分别切取肿瘤组织和等量周围

无瘤肝组织(<30 g 4例, 30-50 g 7例, >100 g 1
例). 切下的组织立即用0℃ PBS冲洗. 使用机械

法分离肿瘤细胞和肝细胞: 组织用剪刀绞碎, 然
后在金属网上轻轻研磨, 500 r/min×5 min离心3
次, 共获得肿瘤细胞1×109-6×109和肝细胞1×
109-8×109.
1.2 方法 用弱酸洗涤法从肿瘤和肝细胞表面

提取结合肽, 肽混合液分别用反相HPLC系统

(安捷伦, HP1100型)进行分馏. 样品注入C18柱
(4.6 mm×150 mm, Waters), 进行梯度洗脱, B液
为0-1000 g/L乙睛, A液为1 g/L三氟乙酸, 梯度设

置如下: 0 to 0 B 10 min, 0 to 600 g/L B 60 min, 
600 g/L to 1000 g/L B 10 min, 1000 g/L to 
1000 g/L B 10 min, 流速1 mL/min. 紫外检测215, 
254 and 280 nm. 每分钟收集一个馏分, 冻干, 
-20℃保存. 将肿瘤细胞和肝细胞的色谱图进行

比较, 挑选肿瘤特异的峰段. 将含有肿瘤特异峰

段的馏分, 注入带有电喷雾离子源的Micromass 
Q-TOF型串联质谱仪(Waters)中. 质谱仪的扫描

范围500-15 000, 用于测定每个样品中肽段的分

子质量和质荷比. 为了对天然肽进行MS测序, 每
个肽段的撞击诱导解离(CID)的质谱结果都按单

■应用要点
对血衍吗啡素及
组织特异性肽池
进行深入的研究
将有助于更好地
了解机体与肿瘤
间 的 相 互 作 用 , 
并有可能为我们
提供新的肿瘤诊
断、治疗途径.
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电荷的离子形式记录. 肽段的序列对比利用互

联网上的序列查询软件(NCBI-Blast)进行. 
1.2.1 MTT比色试验 人肝癌HLE细胞株在37℃, 
50 mL/L CO2条件下, 用含100 mL/L胎牛血清和

青霉素、链霉素各100 kU/L的RPMI 1640液培

养2-3 d, 取对数生长期细胞用于实验. 将肝癌

细胞稀释成1×107/L, 以每孔200 μL接种于4块
96孔板, 分为实验组、纳洛酮组, 每组设5个复

孔. 培养24 h后更换培养液, 实验组加入不同浓

度的合成LVV-血衍吗啡素-6; 纳洛酮组先加入

10-7 mol/L纳洛酮与细胞培养1 h, 再加入不同浓

度的合成LVV-血衍吗啡素-6; 对照组不加药. 分
别于加药后24, 48 h, 加入MTT 20 μL, 继续培养

4 h, 加入DMSO 150 μL震荡溶解10 min, 用酶联

免疫检测仪测定每孔吸光度值(A值), 代表活细

胞数量. 
1.2.2 流式细胞仪检测 将肝癌细胞接种于12孔
板, 分为对照组和实验组, 每组设5个复孔. 实
验组加入合成LVV-血衍吗啡素-6, 浓度分别为

10-7 mol/L, 10-8 mol/L, 10-9 mol/L, 纳洛酮组和

对照组同前. 培养48 h后, 收集细胞, 用PBS洗2

遍, 700 mL/L预冷乙醇固定, 4℃过夜. 用PBS洗
涤, 调整细胞浓度为109/L, 加入RNase和PI, 避光

30 min, 用流式细胞仪进行细胞凋亡测定.
统计学处理 结果以均数±标准差(mean± 

SD)表示, 采用SPSS软件进行分析, 相关变量采

用t检验. P <0.05为差异有显著性标准.

2  结果

2.1 HPLC馏分的差异比较 弱酸洗涤法从细胞

表面分离所得肽混合物分别用带有C18柱的反

相HPLC进行分馏, 用215, 254, 280 nm进行紫外

监测. HCC的HPLC色谱图与相应的肝细胞色谱

图进行比对, 一些肿瘤特异性峰段被发现. 这一

现象提示, 在组织特异性肽池内发生了一些肿

瘤诱导的改变. 我们发现, 在12例HCC患者的样

品中, 有7例在34-35时段内出现一特异性峰段

(图1). 
2.2 LVV-血衍吗啡素-6的鉴定 对上述肿瘤细胞

特异峰段进行质谱分析, 有一条质量相同的肽

段被检出, 而且仅出现于HCC样品中, 在肝细胞

的相应峰段中没有发现. 这条肽经质谱测序为

图 1 HCC细胞HPLC分馏图谱, 箭头标记的峰段位于34.8附近, 包含肽LVVYPWTQR. A: 患者a肝癌细胞HPLC分馏图谱; B: 患

者b肝癌细胞HPLC分馏图谱. 
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■同行评价
本研究证明HCC
细胞存在LVV-血
衍 吗 啡 素 - 6 ,  并
且发现LVV-血衍
吗啡 -6体外可抑
制人肝癌细胞株
HLE生长, 诱导其
调亡, 并证明此抑
制作用通过阿片
受体介导, 研究具
有创新性与科学
性.
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LVVYPWTQR(M r 1160.76或[M+2H]2+的m/z为
581.38). 经序列对比证实他源自β-血红蛋白, 并
与LVV-血衍吗啡素-6完全吻合(图2).
2.3 LV V-血衍吗啡素-6对肝癌细胞H L E的生

长抑制  分别用不同浓度的LV V-血衍吗啡素

-6(10-12-10-7 mol/L)作用肝癌细胞HLE, 结果表明

LVV-血衍吗啡素-6对肝癌细胞有抑制作用. 该
作用与浓度密切相关, 当培养基中LVV-血衍吗

啡素-6浓度大于10-8 mol/L时, 能产生明显的抑制

表 1 LVV-血衍吗啡素-6对人肝癌细胞HLE生长的影响(A 值, mean±SD, n  = 5)

     
浓度                               24 h                                              48 h

(mol/L)                  实验组        naloxone组          实验组     naloxone组

(1)0               1.110±0.231          1.212±0.232          1.212±0.212          1.224±0.230

(2)10-7          0.638±0225a          0.911±0.205          0.598±0211a          0.861±0.247

(3)10-8          0.714±0.198a         0.908±0.233          0.688±0.267a         0.890±0.211

(4)10-9          0.857±0.301          0.898±0.222          0.841±0.255          0.915±0.291

(5)10-10         0.879±0.213          0.864±0.231          0.941±0.198          0.914±0.221

(6)10-11         0.874±0.301          0.926±0.251          0.823±0.316          0.962±0.253

(7)10-12         0.884±0.261          0.952±0.314          0.891±0.321          0.889±0.356

aP<0.05 vs  naloxone组.
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图 2 肝癌细胞HPLC馏分34的质谱图, 该馏分包含峰36.587(图1). A: 在质谱图中发现一个M/z为581.38的[M+2H]2+离子(箭

头); B: M/z为581.38[M+2H]2+的离子的质谱测序图. 

效应[实验组24 h (2) vs (3), P = 0.044; (3) vs (4), 
P = 0.047; 48 h (2) vs (3), P = 0.031; (3) vs (4), P = 
0.040]. 但阿片受体阻断剂naloxone能够逆转这

种抑制效应(表1).
2.4 LVV-血衍吗啡素-6对人肝癌细胞HLE凋亡的

影响 用流式细胞仪分析, 用不同浓度的LVV-血
衍吗啡素-6作用肝癌细胞HLE后, 凋亡率随浓度

的增加而逐渐上升, 表明随着LVV-血衍吗啡素

-6浓度的增大, 凋亡细胞也明显增多[实验组(2) 
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 vs (3), P = 0.035; (3) vs (4), P = 0.044]. 但nalox-
one能够明显减少细胞的凋亡率(表2). 

3  讨论

目前尚未见到有关HCC与血衍吗啡素的研究报

道, 但大量研究表明, 在HCC组织中cathepsin D
表达量普遍增高[10-11], 该酶主要生成血衍吗啡素

-6, 血衍吗啡素-7等类似肽[12], 故可以推断LVV-
血衍吗啡素-6及其类似肽在H C C组织中含量

增加是具有普遍性的. 本结果也证实了上述推

断. 血衍吗啡素在肿瘤组织中的作用目前尚不

明确. 有学者认为, 血衍吗啡素可能通过抑制血

管紧张素转换酶, 而增加肿瘤组织的血流量, 促
进肿瘤生长[4]. 另有研究表明, 血衍吗啡素是具

有阿片样活性的, 而许多肿瘤细胞都高密度表

达阿片受体[2-3], 那么在HCC组织中, 血衍吗啡素

是否会通过阿片受体介导而发挥其相应活性? 
这就首先需要明确HCC细胞表面是否结合有血

衍吗啡素(阿片受体均位于细胞膜的表面). 因
此本实验没有象以往实验那样只是检测组织中

血衍吗啡素的含量, 而是先将肝癌组织和癌旁

肝组织进行处理, 分离纯化出HCC细胞和肝细

胞, 利用弱酸洗涤法[13-14]提取细胞表面所有的

结合肽, 然后利用HPLC和MS进行纯化和筛选. 
结果我们在HCC细胞表面分离、鉴定出天然肽

LVVYPWTQR(LVV-血衍吗啡素-6), 而在对照的

肝细胞表面却没有发现, 从而证明HCC细胞表

面确实结合有LVV-血衍吗啡素-6. 在随后的实

验中我们发现, LVV-血衍吗啡-6能够在体外抑

制人肝癌细胞株HLE的生长, 诱导其凋亡, 这两

种作用均表现出一定的剂量依赖性, 而阿片受

体阻断剂naloxone能够逆转这种抑制效应, 从而

证实LVV-血衍吗啡-6对HCC细胞的抑制作用是

通过阿片受体介导. 
许多实验证明, 内外源性阿片类物质可以抑

制肿瘤细胞的增生, 并其诱导凋亡[15-17]. 阿片类

物质的抗肿瘤作用主要通过阿片受体(μ, δ, κ)途
径介导, 并可与其他膜受体系统(如生长抑素受

体、肾上腺素能受体)交叉作用[18-19]. 近来研究

提示阿片类物质的抗肿瘤机制与抑制转录因子

NF-κB和激活转录因子AP-1有关, NF-κB活性的

降低与AP-1的活化可以诱导凋亡和抑制肿瘤坏

死因子-α(TNF-α)基因的表达[20-21]. 阿片类物质

的抗肿瘤作用在体内研究也得以证实[22], 尽管机

制尚未完全明确, 但阿片肽系统在细胞癌变过

程中所起的作用已日益受到人们的重视[23-25]. 

表 2 各浓度LVV-血衍吗啡素-6作用HLE细胞48 h后的
凋亡率(mean±SD, %, n  = 5)

     
浓度(mol/L) naloxone组         实验组

(1)0                 0.41±0.11     0.38±0.09

(2)10-7                 1.23±0.45   20.23±1.25a

(3)10-8                 0.98±0.55   12.64±2.15a

(4)10-9                 1.34±0.43     1.65±0.34

aP<0.05 vs  naloxone组.

本实验不但首次从HCC细胞表面分离出血

衍吗啡素类肽, 而且还证实其对HCC细胞具有

一定的抑制作用, 提示血衍吗啡素, 这一类天然

的内源性阿片肽可能在肿瘤治疗方面所具有潜

在的应用价值, 对该领域进行深入的探索和研

究将有助于我们更好地了解机体与肿瘤间的相

互作用. 
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