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金属蛋白酶及其抑制因子与肝癌侵袭及转移

手l、 i且越 李慧芳· 访十 )L. 

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 200031) 

("上海大学生命科学学院生物工程系 上海 201 800) 

金属蛋白酶 (metalloproteinases ， MMPs) 

是一组先由细胞分泌，嗣后又在细胞外获得活

性的钵离子依赖性酶，它们彼此问具有同源性，

但其底物不同。它们维系着细胞外基质(ECM )

的平衡[口，在肝癌细胞的侵袭和转移的过程中，

起着一定的作用 ;还作为一种内源性的细胞表

面蛋白酶 (shedding proteinase) ，移转某些细胞

因子及细胞因子受体的功能，金属蛋白酶抑制

因子 (tissue inhibitor of metalloproteinases , 

TIMPs)则是金属蛋白酶的拮抗剂，属糖蛋白，

对肝癌的转移有抑制作用 ，它们不间断地接受

某些因子如白介素-6 的调节 。

一、 MMPs 成员及其作用

MMPs 主要是洛解组织的 ECM ，有利于

肿癌细胞的侵袭和转移.迄今为止，所知道的

MMPs 有 g 间质胶原 酶 (interstitial collage-

nase , MMP- l) 、 72kD lv 型胶原酶 (72-kD colla

genase IV , MMP-2) 、 基质溶解素- 1

(stromelysin-l ， MMP-3) 、软骨酸性金属蛋白

酶 (cartilage acid metalloproteinase , MMP-

6) (2) 、小金属蛋白酶 (matrilysin ， MMP-7) 、多

形核中性核白细胞胶原酶 (polymorphonuclear

nelltrophilic lellkocytes metalloproteinase , 

MMP-8)[J)92kD IV 型胶原酶 (92kDa type IV 

collagenase = gelatinase B , MMP-9) 、基质溶解

素-2(stromelysin 2 ， MMP-I0i‘]、基质溶解素-

3 (stromelysin3 , MMP- ll) 、 巨嗜细胞金属蛋白

酶 (macrophage m etalloelas tase , MMP-12) 、人
E 型胶原酶 (human collagenase 3 ， MMP- 13) 、

膜 I 型基质金属蛋丁丢白酶 (membrane type-l 

matrix metalloproteinase , MMP-14) ( 5 ) 、膜 N 型

基质金属蛋白酶 (membrane type-4 matrix 

metalloprote inase , MMP-I7)和多肤基质金属

蛋白酶(polypeptide ma trix metalloproteinase , 
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1 999 年

MMP-1 9)[气 但是， 研究得比较清楚的还是

MMP-1 、MMP-2 和 MMP-3.

MMPs 大多以非活性形式由细胞分泌，嗣

后经水解后获得酶活性，它们的氨基酸序列具

,r 
'也、

有同源性，不同的金属蛋白酶能水解不同类型

的底物，如:胶原蛋白、层粘连蛋白、纤维粘连蛋

白、弹力蛋白和蛋白多腊的核心蛋白等[门，见表

杂学物生胞细122 

MMPs 的底物选择性表 1

核心蛋白弹力蛋白明胶
胶原蛋白类型

金属蛋白
rifj类型

LN FN 
X K VI V N E E 

+++++ +++++ + 
+ 

+ 
+ + 

+ 
+ 
+ 

+ + + MMP-1 
MMP-2 
MMP-3 
MMP-7 
MMP-9 
MMP-1 0 

十+ + + + 

+ + + + 
+ + + 

因，该组合基因已经测序，克隆、并定位 CX 染色

体 pll 区，在人是 Xp1 1. 23-Xp1 1. 4)阳。因此，

正常情况下，TIMP- 1 在体内与 MMPs 保持一

种平稳状态，一旦失衡，机体就有可能出现关节

炎、动脉粥样硬化及肿宿细胞转移。

1990 年，有人分别从人 A2058 黑色素瘤细

胞及牛主动脉上皮细胞中分离、纯化出 TIMP-

2 ，并克隆了其编码基因 [IOJ 。该蛋白由 194 个氨

基酸残基和 6 个二硫健组成，其 37 %的序列完

全与 TIMP-1 相同， 65.6 %与 TIMP-1 同源 ，其

中包括 12 个半脱氨酸残基。 TIMP-2 能选择性

地以 1 : 1 的共价键形式与能溶解胶原和明胶

72kDa IV 型胶原酶形成复合物。但与 TIMP-1

不同的是， TIMP- 2 不 但能结合活性的

72kDaIV 型胶原酶，还能结合非活性状态的

72kDaIV 型胶原酶原;此外， TIMP-2 可以终止

金属蛋白酶家族的所有成员的水解活性。进一

步发现， TIMP- 2 与无 活性或激活形式的

72kDaIV 型胶原酶形成的复合物时，如果局部

的 IV 型胶原酶分子数量大大超过 TIMP ，即使

复合物不解离，也有可能重现活性从而使 IV

型胶原降解，但此时如将该复合物再结合上一

个 TIMP-2 分子，则可导致酶活性的完全抑制。

注 : FN ，层粘连蛋白 ，LN ，纤维粘连蛋白.

MMP-1 是一种最早在 Ito 细胞分泌物中

发现的问质性胶原酶，其酶原系由细胞合成井

以 52kD 和 55kD 两种分子量形式分泌出来，以

前者为多，后者为前者的精基化产物。 MMP-2

与 MMP-1 相似，不同的是其非糖基化形式的

酶原分子量为 67kD，而和精基化形式的为

90kD . MMP-3 的酶原发现于Ito 细胞、枯否细

胞和窦内细胞，其非糖基化形式和掂基化形式

的分子量分别为 60kD 和 57kD ，可被蛋白酶或

有机隶激活C础 。

二、 TIMPs 性质及其作用

TIMPs 是一类由细胞分泌的糖蛋白性质

的酶，由于能有效地抑制 MMPs 对 ECM 作用

而得名。目 前已发现至少有 4 种，它们是

TIMP-1 、 TIMP- 2 、 TIMP-3 和 TIMP-4 。

TIMP- 1 是一种最先在兔骨中后来又在体

外间叶细胞中发现的由多种细胞分泌的糖蛋

白，含有 1 84 个氨基酸和 6 个二硫键，分子量为

28.5kD 。 有人发现，编码 TIMP-1 的基因可以

与编码金属蛋白酶(如间质胶原酶、基质洁解素

和 92kDaIV 型胶原酶等)酶原的基因形成基
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还有人证明 TIMP- 2 的 C-末端不参与 TIMP-2

抑制 MMPs 活性的功能。

1991 年，从鸡胚纤维母细胞中分离出一个

分子量为 21kDa 的 TIMP ，命名为 ChIMP-3 ，

有人认为也就是 TIMP-3 ，其氨基酸序列与

TIMP-1 和TlMP-2 的同源性分别为 28%和

42%[11)，有人证明 人的 TIMP-3 的基因与

ChIMP-3 、 TIMP- 1 和 TIMP-2 间的同源性分

别为 89% 、 39%和 46 % 。但与 TIMP-1 和

TIMP-2 不同的是，人的 TIMP-3 只存在于"不

溶性"的 ECM 中。它可以阻碍转化细胞的增殖

及转化表型的表达。又有人从鼠纤维母细胞分

离出一种新的由 212 个氨基酸组成的 TIMP-

3 ，命名为 mTIMP-3 ，其基因定位于 10 号染色

体，与 ChIMP-3 有 80 %的同源性。 Sun 等将

mTIMP-3 的基因转入小鼠]B6 肿癌细胞中，

发现它不但在该细胞中高表达，而且该转基因

细胞在体外侵袭实验中穿透基质膜的能力大大

下降，接种裸鼠后未发现转移ML

TIMP-4 是在 19 96 年首先由 Greene 等克

隆出来的，其与 TIMP- 1 、 TIMP-2 和 TIMP- 3

同源性分别是 38% 、 48%和 45%[13J。其重组

TIMP-4 对 MMP-1 、 MMP-2 、 MMP-3 、 MMP-7

和 MMP-9 的半数细胞抑制指数OC50)分别为

19 、 3 、 45 、 8 和 83nmol /L ，是一种较强的 MMP

抑制剂，也是 ECM 重要的稳定剂。川有人发现

TIMP-4 和 TIMP- 2 能以同样的方式结合于明

胶酶原上的一种血红素蛋白类似结构的

COOH-末端，该结合 十分牢固，以致于用

1mol/L NaCI 或 1 0%的硫酸二甲醋都无法分

离，然而 TIMP-1 就没有这样的结合方式。巧。

还有人将 TIMP-4 的全长 cDNA 转入 MDA

MB-435 人乳腺癌细胞，发现该转基因细胞能

表达 TIMP-4 mRN A ，并具备抗 MMP 活性，接

种于裸鼠后淋巴转移灶体积小于对照组的 4-

10 倍。

三、 MMPs 及 TIMPs

和肝癌 的关系

1. MMPs 促进肝癌浸润和转移

早先，Mas川e 在研究人成纤维细胞，黑色

素癌细胞，MG-63 骨肉癌细胞和肝癌细胞的实

验过程中，发现肝癌细胞能分泌相当数量的分

子量为 85kD 的明胶酶，随着分泌时间的延长，

细胞体积也随之增大【l飞在临床上同样发现，

30 名肝癌病人的肝细胞中，活性形式的明胶酶

和问质溶解素的分泌量与肝癌细胞的侵袭和转

移能力显著相关，且在 22 名病人上发现 MMP-

1 mRNA 的表达增强[17J。种 种现象表明:

MMPs 在肝癌的浸润和转移中有明显的促进

作用。

2. TlMPs 抑制肝癌浸润和转移

有两种 MMPs 酶的抑制剂 已经从人肝癌

细胞中分离出来:一种分子量为 21kD，据免疫

学方法分析确定是 TIMPs 家族之一;另一种分

子量为 24kD ， N 末端氨基酸分析确定就是

TIMP-2 ，能抑制转移因子，基质素， 72kD 明胶

酶和胶原酶的活性。 TIMP-2 不仅能抑制有关

金属蛋白酶的活性，而且还影响酶原的活化。一

些实验还表明 TIMP-2 能抑制肿癌细胞侵袭人

工趋化小室 (chemotaxis chamber ) 内的基质凝

胶膜 (matrigel) ，也能抑制体内 MMP 活性，阻

碍肝癌细胞穿透细胞基质膜[凶。从而表明:

TIMPs 对肝癌细胞的转移有明显的抑制作用。

3. 某些细胞因子调节 MMPs 和 TlMP-l

对肝癌细胞生长和转移的作用

还有人报告，制癌素 M (oncostatin M , 

OM) ， IL-6 ，白血病抑制因 子 ( Ieukemia in

hibitory factor ， LIF)和 IL- 1a 等都能增加肺组

织，成纤维细胞 TIMP-I RNA 表达，OM 还能

增加 H2981 和 H2pG2 肝 癌 细 胞的 TIMP-1

mRNA 的表达，从而抑制了 MMP 活性[19J 。

Vollmer 等发现:原来镶嵌于细胞膜上的一些

细胞因子及细胞因子受体可以由于某种内源性

亲膜金属蛋白酶的作用从细胞膜不同位点上将

放出来，这些脱洁分子 (shed mol ec u les)将具有

新的生物学功能，此时，内源性亲膜金属蛋白酶

的作用宛如一种内源性脱蔼生物分子的蛋白
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酶。例如:从粘质沙雷氏菌所分离到的金属蛋白

酶能作用于人单核细胞使其表面上的 sIL-6R

快速脱落，脱落的 sIL-6R 如与其他细胞结合，

可增加该种细胞对 IL-6 的敏感性UO]. 此种脱

落作用只能被一种特异的抑制剂即 TAPI(注

1)所抑制。用能产生金属蛋白酶的金黄色葡萄

球菌、绿服杆菌和单核细胞增多性李司成氏菌

等细菌的培养液可重复上述实验结果.

有证据表明:肝癌细胞能分泌相当数量的

分子量为 85kD 的明胶酶[叫:活性形式的明胶

酶和间质溶解素 (matrilysin) 的分泌量与肝癌

细胞的临床侵袭和转移能力显著相关 z肝癌患

者 MMP-l mRNA 的表达增强[11J 。粘质沙雷氏

菌释放的金属蛋白酶能使原来对 IL-6 不敏感

的人肝癌细胞变得敏感【叫。对人细胞上清液中

新合成的肝珠蛋白 mRNA 进行定量检测，发现

通过粘质沙雷氏菌金属蛋白酶而释放出的

sIL-6R 能抑制生物活性，使对 IL-6 敏感的人

肝癌细胞变成不敏感川。又用 IL-6 刺撒原代

培养的肝细胞，使细胞的 TIMP-l mRNA 表达

增加，从而确定 MMPs 及其抑制因子 TIMP-l

是经炎症因子调节，并在肝细胞中合成 ，由 IL-

6 上调后，表达于人 HepG2 肝癌细胞中【zzJ 。

四、结 五
口

、

吁
，
，

总而言之，在肝癌细胞生长及其转移的过

程中 .MMPs 起着促进作用，而 TIMP-l 的作

用是抑制，这两种作用受 IL-6 等细胞因子调

节。

注1. TAPI: [N- { D. L- [2-(hydroxyaminoca

rbonyl) methyl J-4-methylpentanoyl } L-3-( 2' napht

hyl )-alanyl-L-alanine. 2-aminoethyl amideJ 

摘 要

金属蛋白酶是一组先由细胞分泌，嗣后又

在细胞外获得活性的怦离子依赖性酶，它们彼

此间具有同惊性，但其底物不同.它们维系着细

胞外基质的平衡;在肝癌细胞的侵袭和转移的

过程中，起着一定的作用;还作为一种内源性的

细胞表面蛋白脱蔼酶，移转某些细胞因子及细

胞因子受体的功能。金属蛋白酶抑制因子则是

金属蛋白酶的拮抗剂，属糖蛋白，对肝癌的转移

有抑制作用，它们不断地接受某些因子如白介

素-6 的调节。
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理论探索

现代细胞生物学与中医学说

一-Bcl-2 家族与中医肾本质关系探讨A

张登海凌昌全 刘颖· 叶志斌.纯一支.. .:rL 克涛..

〈第二军医大学长海医院 上海 200433 .上海中医药大学 上海 200032 

..第二军医大学长征医院 上海 200003) 

编者按 2 国际土有"理论生物学"杂志，发农生物学J'L.论方面的探索性义章，包括提出 新的思论，新的设怒.国内

尚木有此类期刊，为此，我们开辟"理论探索"专栏，尝试发表一岳相应的文章.

本期发农-J!， 第二军医大学和土二争 中医药大学联合著名的文章 ， 该文专起探索 丁 &1- 2 基 因和中医"肾"的关

系.中、西医的差别 ， 涉及志&才义明的基本差别.以往从生J'L.学、衅击1) 学来解 f手中医J'L.论的文章曾发农过不少，但

获得中、&医~双方都认可的却不 J. 由 于中医对于根治顽疾、解除病人必苦等方面有着不可替代的作用，在国内

外长盛不哀，体现丁我中华文明灿烂尤坪，是住得探索的一个文化宝库.本文作者不仅发表设怒，还将连一步设计

实验来加以检验 。 这就走何以我们把它选择为本栏目 首J!，义章的原因.欢i皂大家 ，提出意见 。

目前普遍认为 ， Bc1 -2 家族是与细胞调亡 (apopto

sis)关系密切的基因家族.所以，有关 &1-2 家族的研

究，也都是围绕细胞调亡进行的.但是我们依据 &1-2

基因剔除 (knock ou t ) 小鼠出现典型的中医"肾虚"表

现[卜.] ，并结合其他资料 ，在 1997 年就提出了"&1- 2 家

族可能是中医肾本质相关基因"的假说川，吁吁在中医

肾本质研究中充分关注 &1-2 家族.由于该假说涉及到

中医学说一个重要概念即肾的物质基础问题，并且可

能为古老的中医理论和现代医学统一找到一个突破

口，因而受到中医界的重视.如在 1998 年举行的上海

市中青年专家分子生物学和中医理论研讨会上，与会

专家对此展开了热烈讨论. 此后在上海有关专家申请

卫生部重点课题项目时，也将该内容纳入研究范畴.自

我们提出假说后两年来，有关 &1-2 研究的新成果对这

一假说提供了更有力的支持 . 为此，本文结合 &1- 2 家

族最新研究进展，进一步论述 &1-2 与中医肾的关系 .

一、 DcI-2 家族简介

&1-2 基因 (B-cel1 leukemia / lymphoma-2 gene)是

从人滤泡淋巴瘤细胞基因异常转位研究中发现的 [5 . . ] ，

这种转位使该基因由原先位于 18 号染色体上而转位

到 14 号染色体上，和免疫球蛋臼重链基因并置，在后

者启动子作用下过度表达，导致淋巴细胞过度存活，加

上某些基因(如 c-myc) 的协同作用，细胞癌变率增

加[飞所以，&1- 2 基因在最初阶段是作为一种癌基因

加以研究的。此后，Hockenbery 等川在 Nature 杂志上

撰文率先指出，BcI- 2 的主要作用是抑制细胞调亡，由

此开启了 &1-2 基因作为洞亡相关基因的研究时代.在

&1-2 与冽亡关系研究中，人们至少有两个发现川 g 一

是存在一个 Bc1- 2 家族 ，并且该家族不限于哺乳动物 ，

而是在生物界广泛存在，二是 &1-2 家族中的成分众

多，且这些成分就功能而言，可以分为互相拮抗的两大

类，一类与 &1-2 功能基本相似 ， 如 &1-xL ， Al , Mc1 

等 ，一类与 &1- 2 作用相反，如 Bc1-xS 、Bad 、 Bak 、 Bik

等.但是，近年来， &1-2 家族功能研究中有了新的发

现，如 &1-2 家族对细胞周期进展有调节作用，是一种

周期进展调节成分f川，] ，有促进神经细胞再生能力，并

且该作用和原先发现的影响凋亡作用之间没有关

系[，气总之，随着研究的深入，至少从 3 个方面提示我

们 Bc1 -2 家族是一个值得高度重视的基因家族:一是它

的广泛存在，二是该家族成分众多(一个基因具有的功

血本文受国家博士后基金资助.
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