
人 Ⅰ型基质金属蛋白酶基因真核表达重组质粒的构建

　　收稿日期:2001-08-01

　　基金项目:教育部高校博士学科点科研基金资助项目(1996056904)

　　作者简介:彭　慧(1973-),男 ,湖北武汉人 ,硕士 ,医师.

彭　慧 , 汪　谦 , 黄洁夫

(中山医科大学附属第一医院肝胆外科 , 广东 广州　510080)

摘　要:【目的】构建人Ⅰ型基质金属蛋白酶基因(MMP1)真核表达重组质粒 ,并进行序列分析。【方法】用逆转录聚

合酶链反应扩增人Ⅰ型基质金属胶原酶 cDNA , 获得目的基因片段(1 407 bp)连接至 pcDNA3载体 , 并转化大肠杆菌 DH5α,筛

选阳性克隆并鉴定 , 并对片断全长进行 DNA 序列测定。【结果】所克隆人Ⅰ型基质金属胶原酶 cDNA , 含全长 MMP1 编码区 ,

与 GeneBank 公布序列比较 ,仅 1 318 位的胞苷酸 C 突变为腺苷酸 A。并成功构建了含有 MMP1 的真核表达质粒 pcDNA3-

MM P1。【结论】以逆转录聚合酶链反应方法成功构建了人 Ⅰ 型基质金属胶原酶 cDNA 克隆 , 并获得该基因真核表达质粒

pcDNA3-MMP1 , 从而为下一步抗肝纤维化基因治疗研究提供物质基础。
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Construction of Eukaryotic expression Recombinant Plasmid

with Human Matrix Metalloproteinase Ⅰ Gene
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o f Medical Sciences , Guangzhou 510080 , China)

Abstract:【Object ive】To construct expression recombinant plasmid and to analyze the sequence of human

matrix metalloproteinase Ⅰ gene (MMP 1).【Methods】The full human MMP 1 cDNA was amplified by re-

verse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR).The obtained fragment of 1 407 bp w as inserted into

pcDNA3 vector and transformed into E .Coli DH5αand positive clone w as selected.Also the automat ic DNA se-

quencer sequenced the full fragment.【Results】A full human MMP 1 fragment w as obtained , and a base substi-

tution(C to A)of coding region at the posi tion 1 318 w as compared with the GeneBank informat ion.Eukaryotic

expression recombinant plasmid w ith MMP 1 fragment was successfully const ructed.【Conclusion】The human

MMP 1 cDNA clone is const ructed by RT-PCR , and recombinant plasmid pcDNA3-MMP1 is successfully con-

st ructed;It may provide a basis fo r further anti-liver fibrosis gene therapy.
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　　近年来 ,随着基质金属蛋白酶(matrix metallo-

proteinases , MMPs)家族的研究进展 , MMPs 作为

降解细胞外基质(ext ra cellular matrix , ECM)水解

蛋白酶类 ,在肝纤维化发生发展过程中关键作用日

益受到重视。其中 Ⅰ型基质金属蛋白酶(MMP1)

作为 MMPs重要一员 ,它参与 Ⅰ型和 Ⅲ基质胶原

的分解 ,与肝纤维化形成尤为密切[ 1 , 2] 。我们利用

逆转录聚合酶链反应方法从一名中国汉族人肝组

织中成功克隆人 Ⅰ型基质金属胶原酶 cDNA ,进行

了序列测定 ,随即构建了 pcDNA3-MMP1 真核表

达重组质粒 。本文拟对这一部分工作进行阶段性

的总结。
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1　材料与方法

1.1　标本来源　来自广东省汉族 45岁女性肝血

管瘤患者 ,手术中切除肿瘤旁正常肝脏组织 10 g ,

迅速投入液氮中冻存 。

1.2　试　剂　Trizol Reagent RNA 提取试剂盒 ,

AMV 逆转录酶购自 Gibco-BRL 公司 。 cDNA 第一

链合成试剂盒 ,Expend TM High Fideli ty PCR Sys-

tem 购自 Boehringer Mammheim 公司。限制性内

切酶 Xho Ⅰ 、 Hin d Ⅲ , T4DNA 连接酶均购自

Promega公司 。DNA 凝胶回收试剂盒购自上海生

工(Sangon)公司 。Qiagen plasmid mini kit 高纯质

粒提取试剂盒购自德国 Qiagen 公司 。高效真核表

达载体质粒 pcDNA3由中山医科大学分子实验中

心朱振 宇教 授惠 赠 , 大肠 杆菌 DH5α购 自

Boehringer M ammheim 公司 。其它试剂均为进口

分装或国产分析纯

1.3　方　法

1.3.1　引物设计与合成　根据已报道的 MMP1

cDNA GeneBank 序列[ 3] 资料设计合成一对引物 ,

在P1引入 Hin d Ⅲ酶切位点 、起始密码子;在 P2

引入 Xho Ⅰ酶切位点 、TGA 终止子 。引物由上海

生工(Sangon)公司合成 。P1 5′ggc aag ct t atg cac

agc t tt cct cca ct 3′;P2 5′ggc ctc gag tca at t t tt cct

g ca gt t g 3′。

1.3.2　肝组织总 RNA制备　参照 Trizol Reagent

RNA 提取试剂盒一步法提取人肝脏组织总 RNA 。

将 100 mg 肝组织匀浆移入 EP 管。加 TRIzol试剂

1 mL ,混匀吹打 ,置室温 5 min 。加氯仿 0.2 mL ,

摇振 15 s ,置室温 3 min。4 ℃离心(Beckman CS-

15R), 12 000×g ,15 min 去上层水相 ,移至另一 EP

管中加入 0.5 mL 异丙醇 ,置室温10 min。4℃离心 ,

12 000×g ,10 min ,加入体积分数 75%乙醇 1 mL洗

涤沉淀。4 ℃离心 ,7 500×g , 5 min 弃上清。真空

干燥后 ,沉淀重悬于无 Rnase 水中 , -70 ℃备用 。

1.3.3　逆转录和PCR扩增　①逆转录:取2μg 人

肝细胞总 RNA , 1.25 mmol/ L dNTPs 6μL ,1.6μg

的Oligo(dT),2 μL 10×RT 缓冲液 ,AMV 逆转录

酶200 IU ,加双蒸水至总体积为20μL。37 ℃保温

反应 1 h后 ,于 95 ℃水浴加热 5 min以终止反应。

②PCR扩增:从上面反应中逆转录得到的 20 μL

cDNA ,加入 2 IU 的 Taq 聚合酶 , P1和 P2的引物

(0.2 μmol/L), 10 μL 10×PCR缓冲液 ,加双蒸水

使总体积为 100 μL。表覆 50 μL 石蜡油。利用

PE480型 PCR扩增仪进行扩增 ,反应条件为 94 ℃

变性 50 s , 55 ℃退火 60 s , 72 ℃延伸反应 2 min。

30个循环后 ,于 72 ℃温育 7 min , 4 ℃冷却终止反

应。特异性扩增产物用 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳分

析。

1.3.4　PCR反应产物纯化[ 4] 　吸弃上层石蜡油 ,

加等体积酚氯仿抽提 1次 ,再氯仿抽提 1 次 ,加入

1/10体积 3 mol/L 醋酸钠后 ,用 2倍体积无水乙醇

-20 ℃沉淀 10 min , 12 000 r/min 离心 10 min ,体

积分数为 70%乙醇洗涤沉淀。干燥后溶于一定体

积的无菌 ddH2O中 ,保存-20 ℃备用 。

1.3.5　构建 pcDNA3-MMP1 重组体及鉴定[ 5] 　

低熔点琼脂糖凝胶电泳分离扩增片段 ,用 DNA 凝

胶回收试剂盒回收 MMP 1片段 。Xho Ⅰ 、Hind Ⅲ

双酶切 pcDNA3 质粒 , 及 MMP 1片断(已含 Xho

Ⅰ 、Hind Ⅲ酶切位点),在 T4DNA连接酶作用下

将 MMP 1与 pcDNA3载体连接成重组体 。将重组

体转化经 CaCl2 处理感受态大肠杆菌 DH5α,铺在

含氨苄 LB平板 ,37 ℃培养过夜 。随机挑选氨苄抗

性菌落 ,小量扩增碱变性法快速抽提质粒 DNA 。

电泳初筛检出阳性克隆 ,用 PCR法 , Xho Ⅰ 、Hind

Ⅲ双酶切鉴定。最后获得正向插入阳性重组体

pcDNA3-MMP1。

1.3.6　pcDNA3-MMP1 重组体中插入 MMP1 片

断序列测定　Qiagen plasmid mini kit 高纯质粒提

取试剂盒抽提重组质粒 pcDNA3-MMP1。以 pcD-

NA3 多克隆位点两端通用引物 T7 , SP6为测序引

物 ,中间合成测序引物 P3。采用 Sanger 双脱氧末

端终止法进行正反向测序 , 使用 PERKIN E-

LIMER公司 BigDyeTM Terminator Cycle Sequenc-

ing Ready Reaction Ki t试剂盒进行序列模板反应 ,

在 ABI PRISM TM 377 DNA Sequencer 全自动

DNA序列分析仪上进行 MMP 1全序列分析。

2　结　果

2.1　MMP1 cDNA的 RT-PCR

RT-PCR扩增产物在 10 g/L 琼脂糖凝胶上电

泳 ,紫外灯下见一清晰的特异扩增带 ,与标准 DNA

分子对照 ,大小与理论预期(1.4 kb)相符(图 1)。

2.2　pcDNA3-MMP1重组体的鉴定

重组质粒 pcDNA3-MMP1用 Xho Ⅰ 、Hind Ⅲ
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双酶切后产生 2 条带 ,大小分别为 5.4 kb 和 1.4

kb ,提示获得正向插入阳性克隆。PCR 扩增也显

示出特异扩增条带(1 407 bp),证明该重组子确为

含有 MMP1片段的重组克隆(图 2)。

图 1　MMP1 cDNA 的 RT-PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳

Fig.1　MMP1 cDNA RT-PCR product was electrophorised

in agrose gel

1:PCR Marker (λDNA/ EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ 21 227 , 5 148 ,

4 973 , 4 268 , 3 530 , 2 027 , 1 904 , 1 584 , 1 375 , 947 , 831 , 564 , 125);

2:MMP 1 cDNA RT-PCR product;3:ddH2O

图 2　重组质粒 pcDNA3-MMP1 的双酶切与 PCR 鉴定

Fig.2　Rcombinant plasmid pcDNA3-MMP1 was verified

with restriction endonuclease enzyme analysis and

PCR technique

M:PCR Marker (λDNA/ EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ 21 227 , 5 148 ,

4 973 , 4 268 , 3 530 , 2 027 , 1 904 , 1 584 , 1 375 , 947 , 831 , 564 , 125),

1:pcDNA3-MM P1 was digested w ith XhoⅠ 、 Hind Ⅲ;2:Rcombi-

nant plasmid pcDNA3-M MP1 PCR product;3:MMP 1 RT-PCR

p roduct;4:pcDNA3 w as digested with X ho Ⅰ 、Hind Ⅲ

2.3　MMP1全序列测定分析

MMP 1的序列分析结果与 GeneBank 上公布

序列基本相同 ,同源性达 99%。仅 1 318位的胞苷

酸C 突变为腺苷酸 A ,导致编码脯氨酸的密码子

CCU 改变为编码组氨酸的 CAU 。

3　讨　论

肝纤维化过程中 , 胶原纤维等细胞外基质

(ECM)的合成与降解是一个复杂的过程。肝内基

质金属蛋白酶作为降解肝内 ECM 主要酶系 ,从而

直接参与调节 ECM 合成与降解的动态平衡 ,与肝

纤维化发生 、发展及形成关系密切[ 2] 。

人Ⅰ型基质金属胶原酶(MMP1),又称间质

胶原酶 ,是第一个被定性的基质金属蛋白酶 ,多种

器官 、组织都有 MMP1 存在 , 肝组织内 MMP1 主

要来源于 I to 细胞 、(KC)细胞 、成纤维细胞 、肝细

胞。它参与 Ⅰ型和 Ⅲ基质胶原的分解。人成纤维

细胞间质胶原酶基因 , 已成功被克隆 、测序。

MMP1表达及活性明显下降 ,是肝纤维化时 ECM

内胶原病理性沉积的重要原因之一 ,致使胶原纤维

降解明显下降而沉积加速 ,从而加速肝纤维化的进

程[ 2 ,6] 。我们克隆获得的中国人 Ⅰ型基质金属胶

原酶基因 cDNA 全长 1 469 bp , 含有全长的人

MMP 1编码区。与早先文献[ 2]报道 MMP1 cD-

NA序列相比有如下特点:①组织来源上:本组为

人正常肝组织扩增出 MMP1 cDNA ,文献报道来源

于人脑转移瘤细胞;②技术方法上:我们采用逆转

录聚合酶链反应扩增出目的基因 ,文献报道则使用

构建 cDNA文库方法 ,技术较为复杂;③序列比较

上:与报道序列比较 ,本组同源性达 99%。仅 1

318位的 C 被A 代替 ,导致编码脯氨酸改为编码组

氨酸 。由于测序中进行正反向多次测定 ,结果可信

度高。另外 PCR 过程中采用了具有校正功能的

Taq酶(Expend
TM
High Fidelity PCR System 含有

PwoDNA聚合酶[ 7] ,除具有 5′-3′聚合酶活性 ,还具

有 3′-5′核苷酸外切酶的校正活性),可以认为此变

异来源于 MMP 1 在不同人种中多态性的表现。

pcDNA3质粒含有人类巨细胞病毒(CMV)的高效

启动子和增强子 ,是一种外源基因在哺乳动物细胞

中高效表达的理想载体。此次成功构建 pcDNA3-

MMP1重组质粒 ,为了进一步研究 MMP1在真核

系统中表达 ,探讨其能否作为逆转肝纤维化有效治

疗基因 ,也为后期肝纤维化基因导入治疗研究提供

物质基础 。
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与脉络膜 ,视网膜脉络膜的炎症并非继发于虹膜睫

状体炎 ,从而提出内毒素诱导的葡萄膜炎模型可作

为人类全葡萄膜炎动物模型的观点。我们用伤寒

杆菌内毒素诱导出了严重的葡萄膜炎 ,组织学表现

为视网膜中大量的炎症细胞浸润 ,这一结果有力支

持上述观点。

以往研究发现 ,不同种属动物对内毒素的敏感

性不同 。人们已经成功地在 Lewis 大鼠 、FVB/N

小鼠上诱发出葡萄膜炎 ,但却难在 Brown Norway 、

Fischer大鼠诱发临床显著的葡萄模炎
[ 2]
。目前 ,

国外大多数作者采用 Lew is大鼠作为研究对象。

目前 ,国内尚无法得到敏感的 Lewis大鼠 ,我们根

据现有的条件对两种大鼠进行了研究。最初我们

每只用 100 ～ 300 μg 的大肠杆菌内毒素 ,均未能在

SD与Wistar 大鼠上诱发临床可见的葡萄膜炎 ,而

绿脓杆菌内毒素在 SD 大鼠上的诱发率仅为 3/6 ,

且不能在Wistar中诱发。考虑到不同内毒素致病

力的差异 ,我们又改用了伤寒杆菌内毒素 ,发现这

种内毒素在 SD 大鼠可诱导出临床可见的葡萄膜

炎 ,成功率达 100%。这为我们进行葡萄膜炎发病

机制 、预防和治疗的研究提供了良好而稳定的动物

模型。我们用伤寒杆菌内毒素诱导的葡萄膜炎有

以下特点:其发生 、发展过程中的临床表现与文献

报道的在 Lew is大鼠上诱发的模型基本相符 ,但表

现似乎更重 ,于 24 h不仅发生前房积脓 ,还发生了

严重的后房积脓;后房积脓 、瞳孔闭锁及纤维素渗

出的发生率几达 100%;房水蛋白浓度明显增高;

组织受累广泛 ,虹膜 、睫状体 、玻璃体 、视网膜 、视乳

头以及脉络膜均发生了严重的炎症反应 ,出现全葡

萄膜炎的表现。

总之 ,SD大鼠伤寒杆菌内毒素双足底注射能

诱发全葡萄膜炎 ,可为研究人类全葡萄膜炎发病机

制 ,及其预防 、治疗等提供良好的动物模型。
(本文图 1 ,图 2见插页 3)
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