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细胞因子对血管平滑肌细胞MM P-2
基因表达的诱导及其作用机制研究3
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摘要　为了探讨血管平滑肌细胞 (V SM C) 基质金属蛋白酶22 (MM P22) 基因的表达调控机制, 利用

N o rthern 印迹杂交和MM P22 活性酶图分析检查 bFGF、TN F2Α和 IL 21Β对V SM C MM P22 基因

表达的影响, 应用电泳迁移率改变实验 (EM SA )和CA T 分析对其作用机制进行研究Λ 结果证实, 3

种细胞因子均能显著诱导MM P22 基因表达, 其作用强度依次为 bFGF> TN F2Α> IL 21ΒΛ将MM P2
2 基因 5′侧翼- 619～ 19 bp 调控序列克隆进携带报告基因的重组质粒 pSV 02CA T 后, 经转染

V SM C 及CA T 分析显示, 在上述 3 种细胞因子的作用下, 该调控序列可激活 ca t 基因表达, 三者促

进 ca t 表达的活性与其诱导V SM C 表达MM P22 的结果相一致; EM SA 结果显示, 被 bFGF 和

TN F2Α刺激的V SM C 中产生与该基因调控区序列特异结合的转录调控因子Λ 提示细胞因子除可

激活V SM C 细胞周期调节基因表达外, 还可通过诱导MM P22 表达而发挥其对细胞外基质代谢的

调节作用及参与V SM C 迁移的启动过程; 细胞因子对V SM C MM P22 基因表达的诱导作用是通过

促进转录调控因子的合成或活化而实现的Λ
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Study on Express ion M echan ism s of MM P-2 Gene Induced by

Cytok ines in Va scular Sm ooth M uscle Cells

HAN M ei,W EN J in2kun
(D ep artm en t of B iochem istry , Institu te of B asic M ed icine, H ebei M ed ica l U niversity , S h ij iaz huang　050017, Ch ina)

Abstract　M atrix m eta llop ro teinase22 (MM P22) is a key enzym e fo r degrada t ion of ex tracellu la r
m atrix com ponen ts. To study on exp ression m echan ism s ofMM P22 gene induced by cytok ines, the
5′2f lank ing reg ion (- 679～ 19)of ra t MM P22 gene w as am p lif ica ted and then in serted in to pSV 02
CA T p lasm ids. T he act ivity of MM P22, level of MM P22 m RNA and specif ic t ran scrip t ion facto rs
in teract ion w ith cis2act ing elem en ts w ere ob served by zym ograph ic ana lysis, N o rthern b lo t t ing,
gel sh if t assay, repo rter gene assay and Sou thw estern b lo t t ing. T he resu lts ind ica ted tha t exp res2
sion and secret ion of MM P22 w ere sign if ican t ly enhanced by bFGF, TN F2Αand IL 21Β in vascu lar
sm oo th m u scle cells (V SM C). Sim ila r st im u la to ry effects w ere ob served by CA T assay in V SM C
tran sfected w ith the recom b inan t repo rter p lasm ids. T he CA T act ivit ies induced by bFGF, TN F2Α
and IL 21Βw ere 2. 18, 1. 78 and 1. 43 t im es as h igh as tha t of the con tro l, respect ively. Fu rther
study confirm ed tha t the nuclear ex tracts from V SM C stim u la ted w ith the cytok ines had b ind ing
act ivit ies to the - 679～ 19 bp reg ion of MM P22 gene. T he 76 kD andöo r 47 kD b inding facto rs
w ere detected by Sou thw estern b lo t. T he b ind ing act ivity of these tran scrip t ion facto rs w as co inci2



den t w ith the level of MM P22 exp ression in V SM C. T hese ob serva t ion s suggested tha t the tran2
scrip t ion facto r cou ld be act iva ted by the m itogen bFGF o r the inflamm ato ry TN F2Αand IL 21Β.
T he induct ion and b ind ing to cis2act ing elem en t of these facto rs m igh t p lay an im po rtan t ro le in
regu la t ion of MM P22 gene exp ression.
Key words　M atrix m eta llop ro teinase22 (MM P22) , Exp ression regu la t ion, V ascu lar sm oo th m u s2
cle cell, Cytok ine

　　血管平滑肌细胞 (V SM C) 增殖与迁移是动脉粥

样硬化和血管成形术后再狭窄等心血管病共同的发

病基础Λ已经证实, 血管受损部位多种细胞所释放的

生长因子和细胞因子对V SM C 增殖与迁移的诱导

作用取决于一系列细胞周期调节基因的协同激

活[ 1 ]Λ 近年发现, 细胞外基质降解也是V SM C 从中

膜向内膜迁移的必要条件之一[ 2 ]Λ我们前文报道, 降

解基底膜主要结构成分的基质金属蛋白酶22

(MM P22, 亦称 IV 型胶原酶或明胶酶A ) 在V SM C

增殖与迁移及胶原转换过程中发挥重要作用[ 3 ]Λ 然

而, 刺激细胞增殖与迁移的细胞因子和生长因子是

否也调节MM P22 表达以及它们调节MM P22 表达

的规律、特点及作用机制如何? 据此, 本文在以往研

究的基础上, 进一步观察 bFGF、TN F2Α和 IL 21Β对

V SM C MM P22 基因表达的影响并探讨其作用机

制Λ

1　材料与方法

111　材料

报告基因载体pSV 02CA T、pCM V Β和MM P22

cDNA 探针为本室保存; PCR 引物由上海生工生物

工程公司合成; T 4 DNA 连接酶为B io lab s 产品; 各

种限制性内切酶、T aq DNA 聚合酶购自华美生物工

程公司; 3H 2乙酰CoA 购自Am ersham 公司; bFGF、

TN F2Α和 IL 21Β系北京邦定生物工程公司产品; 其

它化学及生化试剂为进口或国产分析纯Λ
112　方法

11211　MM P22 基因 5′侧翼DNA 片段的制备: 按

文献[4 ]报道的大鼠MM P22 基因调控区DNA 序列

合成 PCR 引物, 正义链和反义链引物序列分别为

5′2T TCT GCT T T GGA CTCTCA T G23′, 5′2A GA C2
CAA TCGT GCCTCCA T 23′, 两引物之间的DNA 片

段长 700 bp (- 619～ 19) , 以大鼠基因组DNA 为模

板进行 PCR 扩增Λ 然后, 再以扩增产物为模板用中

间引物 5′2A GT TCT GGA T GCA CA C23′与正义链

引物配对再次 PCR , 以鉴定扩增产物的特异性Λ 将

700 bp PCR 产物末端平头化后, 直接克隆入 pSV 02
CA T 质粒的 E coR V 位点, 用 P st I 筛选出正向插

入的阳性克隆, 即重组的 pMM P2CA T 报告质粒Λ
11212　细胞转染和 CA T 活性检测: 采用磷酸钙2
DNA 共沉淀法将 25 Λg pMM P2CA T 质粒和 10 Λg

pCM V Β(内对照)转染传代培养的大鼠V SM C (3～ 5

代) Λ 24 h 后, 分别加入 bFGF (8 U öm l)、TN F2Α(3

000 U öm l)、和 IL 21Β(3 000 U öm l) , 继续培养 24 h,

收集细胞, 制备细胞提取液, 用液闪液扩散法进行

CA T 活性检测[ 5 ]Λ
11213　RNA 提取和 N o rthern 印迹杂交: V SM C

经上述三种细胞因子刺激 24 h 后, 提取总RNA , 取

20 Λg RNA 进行电泳分离, 并转移、固定至尼龙膜

上, 与 Α232P 标记的MM P22 cDNA 探针进行杂交Λ
11214　MM P22 活性测定: 按文献 [ 6 ] 进行Λ 取

bFGF、TN F2Α和 IL 21Β处理 24 h 的V SM C 培养液

各 20 Λl, 用含明胶的 SD S2PA GE 分离后, 依次进行

复性、保温、染色和脱色, 观察MM P22 对凝胶中所

含明胶的降解活性, 以明胶降解所形成的白色条带

亮度表示MM P22 活性Λ
11215 　核蛋白制备和电泳迁移率改变分析

(EM SA ) : 按文献[7 ]进行Λ 取 5～ 10 Λg 核蛋白, 与

3′末端标记的MM P22 基因 5′侧翼区DNA 片段结

合后, 进行电泳迁移率改变实验 (EM SA ) Λ
11216　Sou thw estern 印迹分析: 取 100 Λg 核蛋白

经 SD S2PA GE 分离后, 用电转移法印迹到N C 膜

上, 而后将N C 膜置于封闭液中 (10 mm o löL T ris2
HC l, pH 718, 50 mm o löL N aC l, 1 mm o löL ED TA ,

011% 脱脂奶粉, 100 Λgöm l 鲑精 DNA , 1×D en2
harts′) , 室温放置 1 h, 之后, 加入 3′末端标记的

MM P22 基因 5′侧翼DNA 片段, 室温反应 2 h; 用洗

膜液 (10 mm o löL T ris2HC l, pH 718, 012 m o löL N a2
C l, 1 mm o löL ED TA )于室温洗膜 20 m in, - 70℃放

射自显影Λ

2　结　　果

211　MM P-2 基因 5′侧翼区D NA 片段的合成及重

组表达载体的构建与鉴定

如 F ig. 1 所示, 第一次 PCR 扩增产物的长度为

700 bp , 该产物经B am H É 切割后产生 560 bp 和
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140 bp 两种片段, 与文献报道的长度一致[ 4 ]Λ以该产

物为模板, 用正义链引物与中间引物配对再次

PCR , 可扩出一 480 bp 的DNA 片段, 其大小与预期

的结果相同Λ 揭示该实验所得到的DNA 片段是

MM P22 基因 5′侧翼区的DNA 序列Λ 将 700 bp 片

段平端插入 pSV 02CA T 报告基因载体, 含正向插入

片段的重组质粒用 P st É 可切出一 400 bp 片段

(F ig. 1) Λ

F ig. 1　Construction and iden tification of pMM P2CA T

(A )Construction of pMM P2CA T; (B )M :M arker, 11pMM P2CA T öP stÉ ; 21T he first PCR p roducts; (C)M. M arker; 11T he

second PCR p roducts; 2. T he first PCR p roductsöB am H É

212　细胞因子对MM P-2 基因表达的影响

N o rthern 印迹杂交显示, V SM C 受 bFGF、

TN F2Α、IL 21Β刺激 24 h 后, 其MM P22 基因表达活

性均有不同程度的升高Λ 杂交信号经光密度扫描定

量, 在所观察的 3 种因素中, 以 bFGF 对MM P22 表

达的诱导作用最强, 其信号强度是对照组的 5116

倍, 同时加入地塞米松可解除 bFGF 的诱导作用;

IL 21Β的作用较弱, 仅是对照的 1153 倍, TN F2Α介

于二者之间 (F ig. 2) Λ

F ig. 3 是用含明胶 SD S2PA GE 对MM P22 活性

进行分析的结果Λ从图可见,MM P22 有 65 kD (活性

形式)和 72 kD (酶原)两种形式, 其中 65 kD 处的明

胶分解条带在各组之间无明显差异, 但是, 3 种细胞

因子明显提高 72 kD 的活性, 活化强度与m RNA 含

量变化相一致Λ
213　细胞因子对 pMM P-CAT 表达的影响

用含有MM P22 基因 5′侧翼区 DNA 片段的

pMM P2CA T 质粒转染V SM C, 检测在细胞因子作

F ig. 2　Effect of cytok ines on V SM C MM P22 exp ression

(A )N o rthern b lo t; (B)D ensitom etric scanning

1. Contro l; 2. TN F2Α; 3. IL 21Β; 4. bFGF+ D ex; 5. bFGF
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F ig. 3　Gelatin zymogram analysis of MM P22 in the condi2

t ioned m edia from V SM C

(A ) SD S2PA GE; (B)D ensitom etric scanning

11Contro l; 21bFGF; 3. bFGF + D ex; 4. TN F2Α; 51 IL 21Β;

61D ex

用下, 该调控区启动 ca t 基因表达的活性Λ 结果表

明, 在 bFGF、TN F2Α、IL 21Β刺激后, V SM C 所表达

的 CA T 活性分别比未受刺激的对照组升高 2118

(S. E ±0123)、1179 (S. E ±0120) 和 1143 (S. E ±

0116)倍, 说明这 3 种细胞因子对V SM C MM P22 表

达的诱导作用是通过增强转录因子与该基因顺式元

件的相互作用而实现的 (F ig. 4) Λ

F ig. 4　MM P22 gene p romo ter activity induced by cytok ines

214　细胞因子对MM P-2 基因转录因子的影响

以MM P22 基因 5′侧翼区- 619～ 19 bp DNA

片段为探针, 与被 bFGF、TN F2Α、IL 21Β处理 3 h 的

V SM C 核抽提物结合后进行 EM SA Λ放射自显影结

果显示, 来自 bFGF 和 TN F2Α诱导的V SM C 核提

取物可与探针结合形成一条明显的电泳滞后带, 前

者的信号强度高于后者, IL 21Β组的结合带不明显

(F ig. 5A ) Λ 竞争结合实验证实, 加入 100 倍过量的

非标记探针后, 滞后带消失, 表明探针与核蛋白的结

合具有特异性Λ 根据 Sou thw estern 印迹分析结果,

与探针特异结合的转录因子分子量约为 47 kD Λ 此

外, bFGF 还可诱导产生一分子量为 76 kD 的蛋白

因子 (F ig. 5B ) Λ

F ig. 5　A nalysis of trans2acting facto rs b inding to MM P22 gene cis2acting elem ent

(A ) EM SA ; (B) Southw estern b lo t

3　讨　　论

血管壁细胞外基质降解是V SM C 迁移与增殖

初期的重要步骤之一,MM P22 是降解血管壁细胞

外基质中主要结构成分Ì 型胶原的主要酶类Λ 已有

研究表明, 大鼠主动脉内皮剥脱后 3 d, 损伤部位的

V SM C 中MM P22 基因表达活性明显升高, 损伤 7 d

后, 才出现V SM C 从中膜向内膜迁移及其在新生内

膜中的增殖[ 3 ]Λ 血管损伤局部存在的内皮细胞、

V SM C、巨噬细胞和 T 淋巴细胞等所释放的各种细
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胞因子不仅刺激V SM C 增殖, 而且调节细胞外基质

的降解过程Λ 本文发现, 体外培养的 V SM C 被

bFGF 和 TN F2Α刺激 24 h 后,MM P22 基因表达水

平明显升高, 且其表达产物可向细胞外分泌Λ由此表

明, 细胞因子通过诱导MM P22 基因表达而行使其

对血管细胞外基质代谢的调节过程Λ 所观察的 3 种

细胞因子诱导MM P22 表达的强度依次为 bFGF >

TN F2Α> IL 21ΒΛ 地塞米松可解除 bFGF 对MM P22

的诱导作用, 这可能是其抑制V SM C 迁移与增殖的

作用机制之一Λ
将MM P22 基因 5′侧翼区DNA 片段 (- 679～

19, 长 700 bp ) 重组进 pSV 02CA T 质粒后转染

V SM C, 3 种细胞因子诱导 ca t 基因表达的作用虽然

与其诱导MM P22 表达的作用相一致, 但是, 与对照

相比, 前者所升高的幅度远不及后者, 提示细胞因子

除在转录水平上促进MM P22 表达外, 还有可能在

转录后及翻译水平调节MM P22 表达活性Λ 为在转

录水平上探讨细胞因子诱导MM P22 表达的分子机

制, 本文以MM P22 基因 5′侧翼区DNA 片段为探

针, 经 EM SA 显示, 在 bFGF 和 TN F2Α作用下,

V SM C 核内出现与探针相互作用的转录因子, 且

bFGF 的作用强于 TN F2Α, 与二者诱导V SM C 表达

MM P22 的结果相吻合ΛSou thw estern 分析证实, 被

bFGF 和 TN F2Α诱导产生或激活的转录因子分子

量为 47 kD , 除此之外, 前者还诱导产生一种分子量

为 76 kD 的核蛋白因子, 这可能是其对MM P22 表

达的诱导活性高于 TN F2Α的原因之一Λ根据本实验

所使用的MM P22 基因 5′侧翼区DNA 序列中含有

SP21、A P21、A P22 和 Χ2IR E 顺式作用元件及细胞因

子诱导产生的转录因子的分子量, 我们推测, 47 kD

的转录因子可能是原癌基因 c2jun 表达产物Λ 我们

用体外转录实验证实, 在V SM C 受 bFGF 刺激后 60

m in, c2jun 基因表现出较高的转录活性 (结果将另文

发表) Λc2jun 基因表达产物作为转录调控因子之一,

通过与MM P22 基因调控区中的A P21 位点结合而

激活其表达Λ关于 76 kD 的蛋白因子, 我们正在进一

步研究Λ 总之, 细胞因子对V SM C 的作用具有一箭

多靶的效应, 可同时影响细胞外基质代谢、V SM C

迁移和增殖等多个环节Λ
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