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基于FRET技术MMP-9生物传感器的构建及鉴定
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摘要      为了构建包含有增强青色荧光蛋白-MMP-9-黄色荧光蛋白(ECFP-MMP-9-YPet)融合

蛋白的真核表达质粒MMP-9生物传感器, 利用原有质粒Src biosensor和通用载体pMD-18T, 通过基

因工程的方法构建ECFP-MMP-9-YPet生物传感器并进行鉴定, 转染293T细胞24 h后观察转染效率, 
然后加MMP-3刺激293T细胞, 运用荧光共振能量转移(flurorescence resonance energy transfer, FRET)
技术在荧光显微镜下观察MMP-9生物传感器的荧光共振能量转移现象。PCR和双酶切鉴定显示, 
ECFP-MMP-9-YPet生物传感器构建成功, 293T细胞转染效率约40%。用免疫荧光法检测MMP-9生
物传感器融合蛋白在293T细胞表面膜表达, 用MMP-3刺激转染细胞可以检测到FRET现象。结果

表明, 基于FRET构建的MMP-9生物传感器可以敏感而准确地监测活细胞中MMP-9的表达情况。
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Construction and Identification of FRET-based MMP-9 Biosensor
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Abstract       The objective is to construct the eukaryotic expression vector matrix metalloproteinase-9 (MMP-
9) biosensor, which was composed of the fusion protein enhanced cyan fluorescent protein-MMP-9-yellow fluores-
cent protein variant (ECFP-MMP-9-YPet). By the template Src-biosensor and the intermediate vector pMD-18T, 
ECFP-MMP-9-YPet biosensor was constructed by genetic engineering and identified. The MMP-9 biosensor was 
transfected into the 293T cells. The efficiency of transfection was observed at 24 h after transfection. The MMP-9 
biosensor was observed by inversion fluorescence microscope based flurorescence resonance energy transfer (FRET). 
MMP-9 biosensor vector was confirmed by the fragment of PCR and double restriction endonuclease digestion. The 
efficiency of transfection was nearly 40%. The results by immunofluorescence detection showed that MMP-9 biosensor 
fusion protein expressed in the 293T cells membrane and the FRET of MMP-9 biosensor in the transfected cell was 
observed after stimulation with MMP-3. The MMP-9 biosensor can monitor the MMP-9 activation sensitively and 
reliably in living cells.
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骨关节炎(osteoarthritis, OA)是最常见的关节疾

病, 其主要特征是关节软骨退化、软骨下骨反应性

增生、关节功能障碍。OA病变的主要机制之一是

蛋白酶对软骨的降解, 其中基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases, MMPs)[1-2]、尿激酶型纤溶酶原

激活物(urokinase type plasminogen activator, uPA)[3]

对软骨的降解作用最为显著。MMPs涉及到正常组

织的发育与再塑型、胚胎种植、骨骼塑型、创伤修

复及肿瘤的侵袭和转移等生理病理过程[4]。MMP-9
也被称为明胶酶B, 是由毛细血管内皮细胞、中性粒

细胞、巨噬细胞等间质细胞分泌的一种糖基化蛋白

酶、参与成纤维细胞、内皮细胞、基质角质细胞和

上皮细胞的核迁移。它可以使I、II、III型胶原明胶

降解变性, 也能切割IV、V、VII、XI型胶原[5]。研

究表明, 人血清和关节液中MMP-9水平与骨关节炎

病情严重程度正相关[6]; 同时, MMP-9在血清和关节

液中的水平有显著相关性[7]。而MMP-9通过何种途

径调控软骨组织的降解及其在体内的表达受到何种

信号通路的调控都需要深入研究。

荧光能量共振转移(flurorescence resonance energy 
transfer, FRET)是距离很近(小于10 nm)的两个荧光

分子间产生的一种能量转移现象。当供体和受体荧

光分子的距离在10 nm以内时, 供体受到激发, 会通

过偶极子之间的相互作用将能量以无放射性的方式

转移, 称为FRET现象[8]。FRET是通过荧光供体与荧

光受体之间的能量转移效率来测量荧光供体与荧光

受体之间的距离的光谱技术[9]。FRET能够在不损伤

活细胞的前提下研究蛋白质之间的相互作用。本研

究采用基因工程方法[10]构建MMP-9的生物传感器, 
运用FRET技术实时动态观察MMP-9在活细胞生理

状态中的时空信息, 为研究MMP-9在OA病变中信号

转导通路上的作用提供新的方法。

1   材料与方法
1.1   细胞、主要试剂及仪器  

人胚肾上皮293T细胞、大肠杆菌菌株DH5α由本

室保存。Src生物传感器质粒由美国霍普金斯大学曹

旭教授惠赠。pMD-18T Fast Ligation Kit、Pfu聚合酶

无内毒素质粒大提试剂盒购自TaKaRa公司。DNA聚

合酶、核酸相对分子质量Marker、限制性核酸内切酶、

T4连接酶购自天根生化科技有限公司。Lipofectamine 
2000、DMEM、胎牛血清购自Invitrogen公司。倒置

荧光显微镜型号为Zeiss Axiovert 200M(Zeiss公司)。
1.2   MMP-9底物引物的设计合成

根据MMP-9的碱基基因序列, 用Primer Premier 
6.0软件设计并加入合适的酶切位点和保护碱基, 引
物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。P1: 
5′-ACA TGC ATG CAT AAG GGC CCC CGC AGC 
CTG AGC GGC AAG GGC GGC AGC GGC GGC 
ACC ATG TCT AAA GGT GAA GAA TTA TTC-3′, 
P2: 5′-GAA TTC TTA CTA TTT GTA CAA TTC ATT 
C-3′。单下划线表示酶切位点Sph I和EcoR I, 双下划

线表示MMP-9底物(MMP-9-substrate), 虚线表示起

连接作用的无意义的DNA序列。

1.3   MMP-9生物传感器载体的构建

以Src-pcDNA3.1质粒为载体, 克隆出包含有上下

游片段的MMP-9的基因全长序列。PCR反应(20 μL
体系): 20 μmol/L的引物P1和P2各0.15 μL, DNA模板

1 μL, 10 mmol/L dNTPs 0.2 μL, 5 mol/L Taq酶0.2 μL, 
10×buffer 2 μL, 去离子水16.3 μL。反应条件为: 95 °C
预变性5 min; 95 °C变性30 s, 55 °C退火30 s, 72 °C延
伸45 s, 循环35次; 最后再72 °C延伸10 min。把通用

载体pMD-18T和Src生物传感器载体进行Hind III/
EcoR I双酶切处理, 得到酶切产物ECFP-substrate-
YPet, 将之插入pMD-18T的相应位点, 获得Src-pMD-
18T中间重组子(约5 Kb); 再将Src-pMD-18T与MMP-
9-substrate-linker-YPet用Sph I/EcoR I双酶切处理, 将
MMP-9-substrate-linker-YPet插入相应位点 , 得到

MMP-9-pMD-18T中间重组子(约4.67 Kb); 最后, 通
过双酶切(Hind III/EcoR I)处理MMP-9-pMD-18T, 将
ECFP-MMP-9-YPet片段插入pcDNA3.1载体上, 获得

MMP-9生物传感器(MMP-9 biosensor)载体(约6.9 Kb)。
MMP-9生物传感器构建的技术路线图见图1。
1.4   细胞培养和细胞转染

293T细胞培养在37 °C、含5% CO2的培养箱

中, DMEM培养基中加入10% FBS。在转染前约

24 h把293T细胞用0.25%胰蛋白酶充分消化后铺入

Petri培养皿中, 每皿约3×104细胞, 共12皿。当细胞

生长覆盖Petri培养皿达到50%~70%时, 把7 μL Li-
pofectamine 2000和3 μg MMP-9生物传感器载体转

染入细胞, 继续培养24 h后用倒置荧光显微镜Zeiss 
Axiovert 200M观察。

1.5   荧光成像及FRET检测

用倒置荧光显微镜Zeiss Axiovert 200M上的
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100×油镜观察蛋白质表达情况。青色荧光蛋白(cyan 
fluorescence protein, CFP)滤光片观察供体通道, 黄
色荧光蛋白(yellow fluorescent protein, YFP)滤光片

观察受体通道, 青色荧光蛋白–黄色荧光蛋白–荧光

能量共振转移(CFP-YFP-FRET)滤光片观察能量共

振转移通道。通过检测, 只有青色荧光蛋白(CFP)
增强表达的细胞, 算出供体的校正因子A(correction 
factor A); 通过检测, 只有黄色荧光蛋白(YFP)的增

强表达细胞, 算出受体的校正因子B; 再用MetaFlour 
FRET 4.6软件计算供体受体的串色常数, 得到校正

后的FRET[9-10]。先用CFP通道滤光片选定待测细胞, 
再用FRET通道滤光片拍摄细胞。圈定待测细胞若

干感兴趣区域, 同时选定背景区域去除背景噪点。

设置采图50张, 每隔1 min采图1张。分别采集CFP、
YFP和FRET三个通道的图片; 将供体校正因子A和

受体校正因子B输入MetaFlour FRET 4.6软件自带的

校正公式, 计算出校正FRET。计算FRET效率=YFP
值/CFP值。细胞分为对照组(n=6)和实验组(n=6),  

确认CFP、YFP和YFP/CFP三条基线基本平稳时, 实
验组加入2 ng/mL MMP-3, 对照组加入PBS液, 实时

动态观察FRET变化。

2   结果
2.1   MMP-9生物传感器载体的构建及鉴定

利用高保真PCR扩增, 以引物P1和P2得到含酶

切位点和保护碱基的MMP-9-substrate-linker-YPet 
PCR产物。利用pMD-18T为中间载体, 改造Src生
物传感器质粒, 依次获得了中间重组子Src-pMD-
18T、MMP-9-pMD-18T, 最后获得ECFP-MMP-9- 
YPet-pcDNA3.1(MMP-9 biosensor)重组质粒, 主要部

分结构见图2。PCR鉴定: ECFP-MMP-9-YPet全长

775 bp(图3); 双酶切鉴定: pcDNA3.1载体约3.9 Kb, 
ECFP-MMP-9-YPet 775 bp(图4)。同时, 测序验证。

2.2   MMP-9生物传感器的表达

把转染MMP-9生物传感器载体质粒的293T细
胞用430 nm激光激发, 用515 nm的绿色荧光蛋白
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图1   构建MMP-9生物传感器载体的技术路线图

Fig.1   Technology roadmap of constructing MMP-9 biosensor
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(green fluorescent protein, GFP)通道观察发现, 细胞

发出明显的绿色荧光, 分布均匀, 整体细胞转染率约

40%(图5)。在CFP通道中观察到青色荧光, 在YFP通
道中观察到黄色荧光, 而在FRET通道中没观察到黄

色荧光, 没有发生FRET现象(图6)。

1: MMP-9生物传感器质粒PCR结果; M: DNA相对分子质量标记。

1: MMP-9 biosensor vector PCR prodution; M: DNA marker.
图3   MMP-9生物传感器载体PCR鉴定结果

Fig.3   Identification of MMP-9 biosensor vector by PCR
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1: MMP-9生物传感器载体Hind III和EcoR I双酶切; M: DNA相对分

子质量标记。

1: MMP-9 biosensor vector by double restriction enzymes digestion 
Hind III and EcoR I; M: DNA marker.

图4   用双酶切鉴定MMP-9生物传感器载体的结果

Fig.4   Identification of MMP-9 biosensor by double 
restriction enzyme digestion

A: 荧光图像; B: 明场图像。

A: fluorescence image; B: bright field image.
图5   MMP-9生物传感器在293T细胞中的表达情况

Fig.5   MMP-9 biosensor expression situation in 293T cells

(A) (B)

50 µm 50 µm

A: CFP通道荧光图像; B: YFP通道荧光图像; C: FRET通道荧光图像。

A: image of CFP channel; B: image of YFP channel; C: image of FRET channel.
图6   MMP-9生物传感器在293T细胞中的FRET现象

Fig.6   FRET image of MMP-9 biosensor expression in 293T cells

(A) (B) (C)

5 µm 5 µm 5 µm

CMV: CMV启动子; CFP: 增强青色荧光蛋白; YFP: 黄色荧光蛋白; 
Linker: 一段无义DNA序列。

CMV: CMV promoter; ECFP: enhanced cyan fluorescent protein; YPet: 
yellow fluorescent protein; Linker: a nonsense DNA sequence.

图2   MMP-9生物传感器载体主要部分结构示意图

Fig.2   Domain structure of MMP-9 biosensor

Linker

Hind III

CMV CFP MMP-9 YFP

Sph I EcoR I
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2.3   MMP-3刺激MMP-9的FRET现象

为了实时动态观察MMP-3处理前后MMP-9生物

传感器融合蛋白产生的FRET现象的变化, 本研究采

用MMP-9生物传感器载体转染293T细胞, 细胞分为

实验组(n=6)和对照组(n=6)。实验组中加入MMP-3 
(2 ng/mL), 对照组加入PBS。记录时间内, 对照组CFP
和YFP荧光强度在处理前后均无明显变化; 实验组加

入MMP-3大约17 min后, 观察到胞核中FRET先开始

降低, 胞质和胞核中FRET在30 min时降到最低, 随后

逐渐恢复, 约在37 min时恢复至MMP-3刺激前水平(图
7)。通过FRET原理, 实时动态分析实验组和对照组

YFP和CPF的荧光变化比率, 证实MMP-9在MMP-3诱
导下被激活并发生了空间构象的改变(图8)。

3   讨论
本研究利用原有质粒Src生物传感器和通用载

体pMD-18T, 通过基因工程的方法构建真核表达质

粒MMP-9生物传感器 并通过PCR和双酶切鉴定质

粒构建成功。我们又将MMP-9生物传感器载体转染

293T细胞, 在荧光显微镜下观察, 转染效率高达40%, 
并观察到了融合蛋白的表达。用MMP-3刺激转染细

胞, 在17 min时开始出现胞核中FRET先开始降低, 在
30 min时胞质和胞核中FRET降到最低, 随后逐渐恢

复, 约在37 min时恢复至MMP-3刺激前水平。

已有研究表明, MMPs在骨关节炎软骨组织

降解过程中起着关键作用, 在OA患者的关节液中

MMP-9水平明显升高[11]。MMP-9是鉴别OA的重

要的实验室指标[12], 传统实验方法采用RT-PCR或
Western blot等来观测细胞蛋白质表达, 弊端在于破

坏了细胞, 而且不能动态观测蛋白质的时空变化信

息。为了研究细胞信号转导通路, 在生理状态的活

细胞中动态观察MMP-9的时空变化信息, 我们构建

A: MMP-3刺激组; B: PBS组。标尺=10 μm。

A: MMP-3 group; B: PBS group. Bars=10 μm.
图7   加入MMP-3与293-T细胞共孵育后三个通道的荧光图像

Fig.7    The three channel images of 293-T cells after incubation with MMP-3
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图8   用计算机分析转染MMP-9的单个293T细胞在MMP-3刺激下的FRET现象

Fig.8   Computerized analysis of FRET in a single 293T cell transfected with MMP-9 biosensor after the 
incubation with the ligand of MMP-3

了MMP-9生物传感器。生物传感器作为荧光蛋白

表达的载体, 是一种可用于活细胞的探针[13]。近年

来, FRET现象被广泛应用到生物传感器的构建中

来, 用于研究细胞信号分子的转导和细胞中环境的

变化。Lim等[14]分别构建了MMP-12和MMP-13两
种FRET探针用来观察活体动物中MMP-12和MMP-
13的活性。陈召等[15]所构建的生物传感器是人的转

化生长因子β的I型受体(type I transforming growth 
factor β receptor, TβRI)基因片段与ECFP、YFP荧光

蛋白的融合表达载体, 来实时定位监测转化生长因

子βTGFβ)在活细胞内的信号转导过程。Liao等[16]基

于FRET构建了FAK和Src两种生物传感器, 定位于

人间充质干细胞胞膜, 发现在人间充质干细胞分化

过程中FAK和Src分别由不同的分化诱导因子调控。

这类生物传感器的特点是具有活性的特异性蛋白酶

不可逆地切割了含有蛋白酶底物序列的小肽, 生物

传感器的FRET效率在此过程中会明显减小, 所以这

类生物传感器显示出高灵敏性和高特异性; 而且生

物传感器内FRET的效率与蛋白酶活性呈现负相关, 
可以直接从FRET效率的变化来监测蛋白酶在细胞

凋亡中活性的变化。文献报道, MMP-3是MMP-9的
内源性激活剂[17-18]。我们前期的研究表明, MMP-9
在受到MMP-3的激活后会产生级联放大作用, 从而

强烈地促进软骨降解。通过检测FRET现象就可以

得到MMP-9被激活的时空变化信息[19-20]。

MMP-9生物传感器载体的成功构建为我们深

入研究骨性关节炎的发病机制、实现骨性关节炎的

靶点治疗提供了可能。今后, 我们将应用MMP-9生

物传感器做进一步实验, 通过观察胞内MMP-9生物

传感器的FRET现象, 研究MMP-9被磷酸化的时空变

化信息, 认识这一信号转导通路所涉及的多种病理

生理过程, 进一步揭示OA的病因学。
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