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MMP-9-PEX 原核表达、纯化及其对

结肠癌细胞侵袭能力的影响

严春霞何俊琳刘学庆丁裕斌陈雪梅王应雄*

(重庆医科大学公共卫生学院遗传优生教研室， 重庆 400016)

摘要 用 RT-PCR 法扩增出基质金属蛋白酶 -9 (MMP-9) C 末端血红素结合蛋白样结构域

(PEX) ，克隆至表达载体 pET32a 中并转化至 E.coil BL21 (DE匀，经 IPTG诱导后在约为 42 kDa 处

发现有外源基因的表达，密度扫描显示表达蛋白含量占菌体总蛋白的 50% 左右。重组蛋白质

pET32aJPEX主要以色涵体形式表达，其在上清液中的含量极微。含8moνL尿素和 10 mmolιDTT 

的裂解缓冲液溶解的包涵体采用金属整合层析有效分离出目标蛋白，纯化后 pET32a1PEX 蛋白质

的纯度大于 90%。在 Transwell 实验中发现复性纯化后的重组蛋白质 pET32aJPEX 能抑制结肠癌细

胞的侵袭，且呈剂量依赖性。

关键词 基质金属蛋白酶 -9; 血红素结合蛋白样结构域:基因表达:细胞侵袭

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases , 

MMPs)是一类依赖 Zn2+ 的蛋白酶家族，能够水解各

种类型胶原、糖蛋白以及蛋白多糖等多种细胞外基

质，参与细胞勃附、迁移、增殖和分化等过程[1] 0 

血红素结合蛋白样结构域(hemopexin domain, PEX) 

是除了 MMP-7 ， MMP-23 和 MMP-26 以外所有

MMPs 在竣墓末端都含有的一个血红素结合蛋白样

结构域[2]，由体内提取的 PEX 是 MMPs 的内源性抑

制剂。 Roeb 等[3]证明重组子 MMP-9-PEX 可以抑制

MMP-9 的活性和阻止黑色素瘤细胞的侵袭，并证

明了 MMP-9-PEX 结构域与凝胶有高度的结合率。

目前对 PEX 的研究主要集中在肿瘤方面，它

主要通过抑制 MMPs 的活性来抑制血管发生、细胞

增殖和侵袭等。 但在胚胎着床和胚胎发育中的作用

未见报道。而在胚胎着床过程中 MMPs 同样起着非

常重要的作用。着床启动后，滋养层细胞通过一

些蛋白水解酶的作用，穿过子宫基底膜，进入基

质组织，完成着床过程。 MMPs 及其基质金属蛋白

酶组织抑制剂(tissue inhibitor of metalloproteinases, 

TIMPs)在着床过程的组织重建中发挥关键作用 [4.5]。

其中 MMP-2 和 MMP-9 被认为是滋养层细胞侵入的

分子标志，这与肿瘤侵袭有着惊人的相似机制，使

我们有理由相信 PEX在胚胎着床过程中很可能扮演

着重要的角色。因此，我们利用基因工程技术构

建了携带 MMP-弘PEX 基因的原核质粒(pET32al

PEX) .并成功表达出目的蛋白和得到高纯度的

pET32a/PEX 融合蛋白，同时，我们还对 pET32al

PEX 的功能作了初步研究，证实其能有效抑制结肠

癌细胞的侵袭。这为进一步探索 PEX 在胚胎着床中

的功能特性打下了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

pET32a 质粒、 E.coli DH5a 和 E. coli B121(DE3) 

由重庆医科大学肝炎研究所惠赠。结肠癌 lovo 细胞

株来源于重庆医科大学医学检验系. Transwell 购自

Costar 公司. Matrigel 购白 BD 公司。引物合成、

Trizol 试剂盒、琼脂糖购自上海生物工程公司，逆

转录酶购自 Promega. PCR 试剂盒和 T4DNA连接

酶购自 TaKaRa。限制性内切酶 HindIIl 购白 NEB 公

司、 EcoRI 购自 Fermentas 公司。质粒纯化抽提、

凝胶回收、 PCR产物纯化试剂盒为上海华瞬生物公

司产品。金属整合层析试剂盒购白 Novagen 公司，

其余试剂均为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 目的基因扩增 根据MMP-9C末端的编码

序列设计带有酶切位点的引物。 Pl: 5'-GAC GAA 
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718 ·研究论文·

ITC ATG AAT CCT TGC AAT GTG G-3'为上游引物

(斜体部分为 EcoRI 内切酶位点); P2: 5'-TGC AAG 

cπTGA GCA CTG CAG GAG GTC G-3'为下游引物

(斜体部分为 HindIlI 内切酶位点)。引物由上海生工

合成。

取孕 D7.5 天的小鼠子宫内膜组织(发现阴栓记

为 Dl 天，此时 MMP-9 表达量最高)，用 RT-PCR

扩增 H 的片段 PEX，该片段长度为 594 bpo PCR 

循环条件: 94 "C 5 min ，一个循环; 94 "C 35 s , 

63 "C 45 s , 72 "C 1 min , 30 个循环; 72 "C 10 

min，一个循环。反应产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳

鉴定后用 PCR 纯化试剂盒纯化。

1.2.2 重组质粒 pET32aJPEX 的构建和鉴定 用

EcoRI 和 HindIII 双酶切 PCR 扩增出的片段，回收

后的酶切产物与同样用量的 EcoRI 和 HindIII 双酶切

的表达载体(pET32a)在 T4DNA 连接酶作用下 16 "C 

连接过夜后，转化到 E.coli BL21 (DE坷的感受态细

胞中，挑选重组子，经盼/氯仿初筛选后，抽提

质粒作酶切鉴定，获得阳性克隆，命名 pET32al

PEX ，然后进行序列测定与分析。

1 .2 .3 含 PEX 的表达载体在 E.coil 中表达 将表

达质粒 pET32a1PEX 转化 E.coli BL21 (DE3)。挑单

菌落接种子2 ml LA (LB+ 100μglm1氨韦青霉素)培养

液中， 37 "C振摇过夜。次日，按 1 : 100 转种至

100 ml 新鲜的 LA 培养液中， 37 "C振摇培养 3-4 h 

至A酬=0.6 左右，加 IPTG 终浓度至 1 mmol/L.诱

导表达 4h。以 5000 r/min 离心菌液，沉淀菌体用

适量缓冲液彻底悬浮，进行 SDS-PAGE，考马斯亮

蓝染色，脱色后观察结果。 SDS-PAGE 凝胶进行扫

描检测蛋白质表达含量。

1.2.4 固定化金属婪合层析(lMAC)与纯化蛋白质的

复性 将制备好的包涵体悬浮于变性裂解缓冲液

中， 12 000 r/min 离心，取上清液加到用 10 倍体

积变性裂解缓冲液平衡过的 Ni-NTA 琼脂糖柱上，

然后用 5 倍柱体积的变性裂解缓冲液洗涤，最后用

不同浓度咪略的变性裂解缓冲液对目标蛋白进行特

异性梯度洗脱，收集洗脱液。取各管收集液进行

SDS-PAGE，以此结果分析蛋白质分布。

采用分步透析的方法，用含尿素的复性缓冲液

(100 mmol/L NaH2P04, 10 mmol/L Tris-HC1, 2 mmol/L 

还原型谷肮甘肤和 0.2 mmol/L氧化型谷脱甘肤)进行

透析，将尿素浓度从 8 mol/L 依次降低为 o mol/L , 

透析结束后，分别取适量样品，离心后通过 SDS

PAGE 观察复性结果。

1.2.5 Matrigel 细胞侵袭实验 用 Transwell 作为

侵袭小室，在 8μm 的聚碳酸醋膜上涂上 50μ11 mgl 

ml Matrigel，下室加 600μ1 含 10% 小牛胎儿血清的

DMEM培养基作为趋化剂。将 lovo 结肠癌细胞用无

血清的 DMEM稀释成 4 X 104 个 Imlo 分成 6 组，每

组细胞设 3 个平行孔，分别加 PBS 和不同浓度的重

组 PEX 蛋白(1 μg，lO μg， 20μg， 100μg 和 500μg)于

稀释好的细胞悬液中。充分混匀后，以每孔 250μl

加入上室。 37 "C 、 5 %C0 2 培养箱内温育 10 h 。

取出上室，滤膜用 90% 酒精常温固定 30min ， 0.1% 

结晶紫染色 10 min ，轻水漂净，用棉络轻轻擦掉

上层未迁移细胞，于 400 倍显微镜下计数 10 个视野

侵袭细胞数，求平均值。

2 结果

2.1 重组质粒 pET32a/PEX 的构建与鉴定

表达质粒 pET32a/PEX 的构建如图 l 所示。经

EcoRI 和 Hind皿双酶切得到约 5780 bp 和 594 bp 的

两条片断，双向测序的结果表明编码的核昔酸序列

与基因库所公布的 MMP-9 C 末端编码序列(即 PEX)

一致，没有发生碱基突变，表明己成功的构建了重

组质粒 pET32a/PEX 。

2.2 含 PEX 基因的表达及纯化

pET32a1PEX 重组质粒以 E.coli BL21 (DE3)为宿

主菌，经 IPTG 诱导后，由 SDS-PAGE 检测发现重

组外源基因的表达载体诱导后比不诱导的在 42 kDa 

处可见蛋白质明显增多，而且宿主菌和空载体菌株

Pl PEX genome DNA 

HindIll 
EcoRI 

-二画.

pET-32a(+) , 
5900 bp 

÷
J士

R o 
mhM AU n H 

ltl

,, 

pET-32a(+) 

1 HindIll 
t 一中飞

俨、、 EcoRl

( pET32a!PEX 飞
6464 bp 

图 1 重组质粒pET32a/PEX的构建
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kDa 

图 2 不同诱导时间的全菌电泳图

1 :蛋白质分子量标准; 2 : 上清液中纯化后的 pET32a/PEX 蛋白; 3: IPTG 诱导后的空质粒; 4: 未诱导空质粒; 5-8 不同诱导时间

(4-1 h)表达的 pET32a/PEX 质粒; 9: 未诱导 pET32a/PEX 质粒 。

诱导后与不诱导在 SDS-PAGE 上无区别，表明重组

的外源基因经 IPTG 诱导后有表达(图 2)，其分子质

量大小与预期理论值相符。通过蛋白质溶解性的分

析表明目的蛋白大都以包涵体形式存在，其在上清

液中的含量极微，密度扫描检测出目标蛋白质的表

达量约为 50%。然后分别对包涵体和上清液进行纯

化，通过 Ni-NTA 琼脂糖柱中镇离子与 His-Tag 的

整合使目标蛋白被特异性吸附，而后在咪略的特异

性洗脱下，在 SDS-PAGE上显示出分子质量大小相

符的单一条带(图 3)

2.3 目的蛋白复性

纯化后的包涵体经含尿素的复性液分步透析复

性后，重组蛋白质PETIPEX 的纯度大于 90%，接近

电泳纯，复性效果较好，可以直接用于后续实验。

2.4 重组 PET32aJPEX 蛋白对结肠癌细胞侵袭的

影晌

Matrigel 能够模拟细胞外基质， 是肿瘤细胞体

外侵袭的三维蛋白富集屏障。 Tanswell 实验结果表

明重组蛋白质pET32a1PEX能有效地抑制结肠癌细胞

的侵袭且呈剂量依赖性。重组蛋白质的浓度在

0-100μg/ml 之间时，随着所加入重组蛋白质浓度

的增高，对细胞侵袭的抑制能力也增加。重组质浓

度为 100 问Iml 达到最高峰，约 93% 的细胞侵袭受

到抑制，而当浓度升高到 500μg/ml 时抑制率有所

下降，为 76%(图的。横坐标为所加入重组蛋白质

pET32a1PEX 的浓度，纵坐标代表高倍镜下(X 400) 

每个视野所通过侵袭小室的细胞数。

3 讨论
PEX 是除了 MMP-7 ， MMP-23 和 MMP-26 以

外所有 MMPs在援基末端都含有的一个血红素结合

5 3 2 
a
u
2
ρ
o
 

DMH655 Utu-643 4 

42.0 kDa一

18.4 

25.0 

图 3 纯化后重组蛋白质的 SDS-PAGE 鉴定

1 :蛋白质分子量标准; 2: 未诱导; 3: IPTG 的诱导表达; 4: 纯

化后的上清液; 5 纯化后的包涵体。

80 

70 

60 

罢 50
辛 40
型 30
5寻 20

10 

O 
2 3 4 5 6 
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图4 重组蛋白质pET32a/P皿对lovo细胞体外侵袭能力的影响

1: 500μg/ml PBS; 2: 1μg/ml pET32a/PEX; 3: 10μg/ml pET32al 

PEX; 4: 20μg/ml pET32a/PEX; 5: 100μg/ml pET32a/PEX; 6: 500 

μg/ml pET32a/PEX 。

蛋白样结构域。研究人员币，7]描绘了猪的 MMP-1-

PEX，其 PEX 结构域是由 4个 p 折叠片组成的矮蹲

状圆柱体的空间结构。每个折叠片代表一个血红素

结合蛋白样模块， 是 4 片 P 螺旋桨结构中的一片，

由四股反平行的。折叠形成。

Brooks 等[8]发现 MMP-2 可通过C 端与整合素

αvß3 结合而激活自身催化活性，产生一分子质量为

29-32 kDa 的 PEX ， 该片段可阻断 MMP-2 与 αvß3

结合而抑制MMP-2对细胞外基质(extracellular matrix, 
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ECM)的降解和血管形成。 PEX 在体内的形成具有

血管发生的阶段依赖性，在血管发生的早期开始累

积，血管生成完成时达到最大量。由体内提取的

PEX 可与 MMP-2 竞争结合 αvß3' 从而抑制血管发

生，因而认为 PEX 是→内源性的 MMP-2 活化抑制

剂，具有抑制血管发生的作用。

近年来，许多研究发现抗血管发生的物质多是

体内→些蛋白质或酶原的水解片段或隐藏序列，如

血管抑素(angiostatin)是人纤溶酶原的 C 端片段，内

皮抑素(endostatin)是胶原蛋白 XVIII 的 C端片段，使

得 PEX 的抗血管发生作用也越来越受到人们的关

注。 Peifer 等[9J用慢病毒作为 PEX 的载体，研究它

在不同血管发生模塑中的作用，发现在体外用带有

PEX 片段的病毒转导人内皮细胞，可以抑制内皮细

胞的侵袭和毛细血管样结构的形成，并且不影响它

的趋化作用。 Bello 等[IOJ的研究也证明， MMP-2 通

过自身催化所降解下的片段(即 PEX)能够抑制胶质瘤

的血管发生、细胞增殖和迁移。有研究证明 PEX 在

血管的侵袭阶段开始累积，在成熟阶段达到最大

值，并在血管的侵袭阶段起到了负调节子的作用 [8J 。

pET 系统是目前最理想的利用大肠杆菌表达外

源基因的原核载体之→[IIJ。这种带有 His-Tag 的新

型融合表达系统，具有表达量高、可增加表达产物

·研究论文·

的稳定性和免疫原性，通过 Histidine 与金属离子的

整合便于表达产物的有效回收和纯化等特点。本研

究利用这一系统成功获得了重组蛋白质 pET32al

PEX，并对其功能特性作了初步研究，通过 Transwell

实验，我们证实了所获得的重组蛋白质 pET32al

PEX 能有效抑制结肠癌细胞的侵袭，并发现当

pET32a/PEX 的浓度为 100μg/ml 时，对结肠癌细胞

侵袭的抑制能力达最高峰(约 93%)，而当浓度升高

至 500μg/ml 时，抑制效率则有所下降(约 76%) 。

鉴于胚胎着床与肿瘤细胞侵袭有着十分相似的机

制，因此，本研究所获得的重组蛋白质 pET32al

PEX 为我们进一步研究 PEX 在胚胎着床中的作用打

下了重要的实验基础，也为不孕症和习惯性流产的

病因诊断及治疗提供→个全新的思路。
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Expression, Purification of the MMP-9-PEX in E.coil and 

Its Effect on Invasive Capacity of Colonic Cancer Cells 

Chun-Xia Yan, Jun-Lin He, Xue-Qing Liu, Yu- Bing Ding, Xue-Mei Chen, Ying-Xiong Wang* 
( Department 01 Heredity and Birth Health , The School 01 Public Health , Chongqing Universiη 01 

Medical Sciences, Chongqing, 400016, China) 

Abstract Matrix metalloproteinase 9 hemopexin domain (PEX) , which locates the C-terminal, was 

amplified by RT-PCR and was inserted into expression vector pET32a. The recombinant plasmid was induced by 

IPTG for 4 h and a 42 kDa recombinant protein was produced. Amount of the fusion protein pET32a/PEX expres

sion was 50% of total bacterial protein, mostly in form of inclusion, few in form of supernatant. Inclusion was 

dissolved in 8 mol/L urea and 10 mmollL DTT, carried out affinity purification under denaturing condition. The 

expressed 42 kDa fusion protein is confirmed by SDS啊PAGE. The pET32a/PEX expression vector was successfully 

constructed and highly expressed in E.coli. The purified pET32a1PEX protein can inhibitor the invasion of the 

colonic cancer cell in Transwell experiments and show a dose-dependent manner. 
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