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皱纹盘鲍 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１基因 ｃＤＮＡ的克隆及原核表达
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［摘要］ 利用同源克隆方法和 ｃＤＮＡ 末端快速扩增 （ＲＡＣＥ） 技术， 从皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ）
肌肉组织中克隆得到基质金属蛋白酶－１ 基因 （Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１） ｃＤＮＡ 全长序列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＫＲ５３７２９１）。
结果表明， Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ ｃＤＮＡ 全长 ２１３６ ｂｐ， 其中 ＯＲＦ 长度为 １５５１ ｂｐ， 编码区含有 ５１６ 个氨基酸残基， 预测其

分子质量为 ５８􀆰 ９４ ｋｕ， 理论等电点为 ５􀆰 ９９。 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 具有 ＭＭＰｓ 家族典型的 Ｎ－端前肽区、 催化区、 铰链区

和 Ｃ－端类血红素结合区。 利用 ＳＯＰＭＡ 和 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 软件对该基因编码蛋白质高级结构进行了预测分析。
氨基酸序列相似性结果显示， Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 不仅与多种生物ＭＭＰ－１ 基因具有序列相似性， 且与某些软体动物和

虫类的 ＭＭＰ－１４ 及ＭＭＰ－１９ 也具有序列相似性。 多序列比对结果显示，Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 与红螺鲍、 杂色鲍、 美洲牡

蛎的ＭＭＰ－１ 相似性分别为９５􀆰 ２９％、 ８２􀆰 ３５％、 ３８􀆰 ８５％。 随后， 构建了表达载体 ｐＥＴ２８ａ－ｃａｔＭＭＰ－１， 利用大肠

杆菌原核表达系统， 在大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中成功对该蛋白质催化区进行异源表达。
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０　 引言
基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ） 是一类金属离子依赖型内肽酶， 其作为降解

细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 的主要酶类， 能够参与生物体多种生理和病理过程。 大多数

ＭＭＰｓ 在机体组织中活性不高， 但受炎症反应、 生长因子、 激素等因素调控， 其活性可被激发。 此

外， ＭＭＰｓ 的活性也受其内源性抑制剂 ＴＩＭＰ 调控［１］。 ＭＭＰｓ 是一个蛋白酶家族， 根据其成员的底物

专一性、 序列相似性、 结构域组成及分布位置， 可分为明胶酶 （ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ） 、 胶原酶 （ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ） 、
基质溶解素 （ｓｔｒｏｍｅｌｙｓｉｎｓ）、 膜型基质金属蛋白酶 （ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｔｙｐｅ ＭＭＰｓ， ＭＴ－ＭＭＰｓ） 以及其他类型

ＭＭＰｓ［２］。 基质金属蛋白酶－１ （ＭＭＰ－１） 属于金属蛋白酶家族中的胶原酶， 几乎能降解 ＥＣＭ 的所有成

分， 广泛参与机体的多种生理过程。
皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 别名鲍、 石决明、 盘大鲍等， 是原始腹足目鲍螺科鲍螺属的一

种， 肉质肥美， 营养价值高， 为海产品中的珍品， 也是我国重要的海水养殖经济物种。 但近年来， 由

于养殖水体水质下降， 养殖品种的退化， 导致人工养殖鲍抗病力低， 从而造成了巨大的经济损失。 因

此， 对病原体的免疫防治是鲍鱼养殖业中的关键环节之一［３］。 鲍鱼主要依靠先天性免疫抵御病害，
即依靠血细胞的吞噬作用和血淋巴中各种非特异性免疫活性因子的复杂作用来实现机体对外来物的防

御［４］。 Ｗａｎｇ 等的研究［５］指出， 杂色鲍在外源细菌刺激后， 血细胞中 ３ 种 ＭＭＰｓ 的相对表达量显著上

升。 可见 ＭＭＰｓ 在鲍鱼的免疫应答过程中发挥一定作用。 Ｏｒｎｅｌｌａ 等［６］ 从转录水平分析细菌感染红螺

鲍前后血细胞中相关蛋白质的变化情况后， 发现 ＭＭＰ－１ 参与了红螺鲍早期免疫应答， 很有可能是通

过对 ＩＶ 型胶原蛋白的分解作用发挥其生物学功能。 关于水产动物 ＭＭＰｓ 的研究， 在鱼类方面已有较

多报道［７］， 但在贝类方面则鲜有报道， 其在免疫应答过程中的作用机理的研究也不够深入。 本研究

通过同源克隆方法和 ＲＡＣＥ 技术， 得到了皱纹盘鲍基质金属蛋白酶－１ 基因（Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１） 的全长ｃＤＮＡ
序列， 并对其进行了序列分析、 序列相似性比对、 理化参数及高级结构预测， 进一步构建了大肠杆菌

表达载体， 成功对该重组蛋白进行异源表达。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与试剂

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

鲜活皱纹盘鲍， 购于福建省厦门市集美菜市场， 即杀后迅速取其肌肉组织进行总 ＲＮＡ 提取。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

总 ＲＮＡ 提取试剂购自 Ｒｏｃｈｅ； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试剂盒、 ＲＡＣＥ 试剂盒 （５′ －
Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ＴＡＰ、 ３′－Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ）、 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 ｐＭＤ１８－
Ｔ 载体、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、 限制性内切酶 Ｎｄｅ Ｉ、 ＥｃｏＲ Ｉ 等均购自宝生物 （大连）
有限公司； 质粒小提试剂盒和 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ 纯化回收试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司；
大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ ／ ＢＬ２１、 原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ 为本实验室保存； 镍离子 （Ｎｉ２ ＋ ） 亲和层析离心柱采

用赛默飞世尔科技公司 （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ） 产品。
１􀆰 ２　 引物设计及合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中报道的相关物种 ＭＭＰ－１ 的基因序列， 即： 红螺鲍 Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｒｕｆｅｓｃｅｎｓ， ＡＩＺ０３３７５􀆰 １；
杂色鲍 Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ，ＡＢＹ８７４１７􀆰 １ ； 美洲牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｖｉｒｇｉｎｉｃａ，ＡＪＺ７３１７１􀆰 １ ， 利用 Ｐｒｉｍｅｒ
５􀆰 ０ 软件设计兼并引物并对其进行评价， 最终确定正向引物 ＭＭＰ－Ｆ 和反向引物 ＭＭＰ－Ｒ 进行皱纹盘

鲍 ＭＭＰ－１ ＯＲＦ 部分基因片段扩增及测序， 并以该基因片段为基础设计用于 ３′ ＲＡＣＥ 的特异性正向引

物 ＭＭＰ－３Ｆ１、 ＭＭＰ－３Ｆ２ 及用于 ５′ ＲＡＣＥ 的特异性反向引物 ＭＭＰ－５Ｒ１、 ＭＭＰ－５Ｒ２。 根据 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１
ｃＤＮＡ 全序列设计催化区表达引物， 并在正反向引物 ５′端加入 Ｎｄｅ Ｉ、 ＥｃｏＲ Ｉ 酶切位点。 引物序列如
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表 １ 所示。 所有引物均由铂尚生物技术 （上海） 有限公司合成。

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂ． １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称 Ｎａｍｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′） 用途 Ｕｓｅ

ＭＭＰ－Ｆ ＡＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＴＡＡＴＧＡＡＧＴＡ ＯＲＦ 部分基因片段扩增 Ｐａｒｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＲＦ

ＭＭＰ－Ｒ ＴＴＡＣＴＧＧＡＧＧＡＡＧＣＴＡＧＧＡＡ ＯＲＦ 部分基因片段扩增 Ｐａｒｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＲＦ

ＭＭＰ－３Ｆ１ ＣＧＣＣＡＴＴＧＴＣＡＣＡＧＣＴＴＣ ３′ＲＡＣＥ ｏｕｔｅｒ
ＭＭＰ－３Ｆ２ ＧＧＡＴＧＴＣＧＡＡＴＧＴＧＴＧＴＧＣ ３′ＲＡＣＥ ｉｎｎｅｒ
ＭＭＰ－５Ｒ１ ＧＴＡＣＣＧＧＡＡＧＧＣＧＴＡＴＧＴＧ ５′ＲＡＣＥ ｏｕｔｅｒ
ＭＭＰ－５Ｒ２ ＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＧＴＧＧＧＴＧ ５′ＲＡＣＥ ｉｎｎｅｒ
ＭＭＰ－ｅＦ ＣＡＴＡＴＧ∗ＡＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＴＡＡＴＧＡＡＧＴＡ 催化区原核表达 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｒｅａ

ＭＭＰ－ｅＲ ＧＡＡＴＴＣ∗ＴＴＡＴＧＧＧＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＴＡ 催化区原核表达 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｒｅａ

　 　 说明： 下划线为限制性内切酶识别位点。
Ｎｏｔｅｓ： ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．

１􀆰 ３　 皱纹盘鲍肌肉组织总 ＲＮＡ 提取及第一链 ｃＤＮＡ 合成

利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取皱纹盘鲍肌肉总 ＲＮＡ， 并测定 ＲＮＡ 浓度及纯度。 按 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ 合成试剂盒说明书操作合成第一链 ｃＤＮＡ， 按 ＲＡＣＥ 试剂盒说明书操作合成 ３′ ／ ５′ＲＡＣＥ－ｒｅａｄｙ
ｃＤＮＡ， 置于 － ２０ ℃冰箱保存备用。
１􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增及 ＲＡＣＥ 扩增

采用上述 ｃＤＮＡ 为模板， ＭＭＰ－Ｆ、 ＭＭＰ－Ｒ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应采用 ２５􀆰 ０ μＬ 体系：
ｄｄＨ２Ｏ １７􀆰 ２ μＬ， １０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ， ｄＮＴＰｓ ２􀆰 ０ μＬ， 正反向引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １􀆰 ０ μＬ， 模板

ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ， ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ３ μＬ。 反应条件： ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ； ５９ ℃退火

３０ ｓ； ７２ ℃延伸 ６０ ｓ； ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ， ４ ℃保存。
ＲＡＣＥ 扩增采用巢式－末端快速扩增 （ｎｅｓｔｅｄ－ＲＡＣＥ） 方法。 以 ３′ ／ ５′ ＲＡＣＥ－ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ 作为第一

轮 ＰＣＲ 模板， 使用特异性外部引物 （ＭＭＰ－３Ｆ１ ／ ＭＭＰ－５Ｒ１） 和接头引物进行 ＰＣＲ 扩增； 再以第一次

扩增产物作为模板， 使用特异性内部引物 （ＭＭＰ－３Ｆ２ ／ ＭＭＰ－５Ｒ２） 与接头引物进行第二轮 ＰＣＲ 扩

增。 两轮 ＰＣＲ 均采用上述相同反应体系和条件。
将以上 ＰＣＲ 扩增产物用质量分数 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳分离后纯化回收， 将回收产物与 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体

连接， 转化到大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞中， 挑取阳性克隆送往上海立菲生物技术有限公司进行测序。
１􀆰 ５　 生物信息学分析

应用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件进行开放阅读框 （ＯＲＦ） 分析并将其翻译为相应的氨基酸序列； 利用 ＮＣＢＩ
（美国国家生物技术信息中心数据库） 在线 ＣＤＤ 分析软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／
ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ． ｃｇｉ）对 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 蛋白质保守结构域进行预测。 用 ＮＣＢＩ 中 ＢＬＡＳＴ 工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃ⁃
ｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）进行序列比对和相似性分析； 用 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｙｈｉｔｓ． ｉｓｂ⁃ｓｉｂ． ｃｈ ／ ｃｇｉ⁃
ｂｉｎ ／ ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）分析蛋白质关键氨基酸位点； 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）工具对

该蛋白质的理化性质进行预测和分析； 采用 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）进
行信号肽预测； 通过 ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．
ｈｔｍｌ）和 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）在线预测 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 蛋白质二级和三级结

构； 利用 ＰｙＭＯＬ 软件对模型进行相关分析及显示； 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行多序列比对。
１􀆰 ６　 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 表达载体的构建

构建 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 催化区克隆载体 ｐＭＤ１８Ｔ－ｃａｔＭＭＰ－１， 将测序正确的质粒及 ｐＥＴ－２８ａ 质粒分别
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用 Ｎｄｅ Ｉ、 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切处理， 用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将目的基因片段与载体酶切产物于 １６ ℃连接 １８ ｈ，
转化到大肠杆菌 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞中， 构建重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｃａｔＭＭＰ－１。
１􀆰 ７　 重组 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 的诱导表达及纯化

将测序验证正确的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｃａｔＭＭＰ－１ 转化到大肠杆 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中， 挑取阳性重组子

接种至 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含卡那霉素终质量浓度为 ２５ ｍｇ ／ Ｌ） 中， ３７ ℃摇床振荡培养至 ＯＤ６００值

为 ０􀆰 ６ 左右， 加入终浓度 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） 诱导表达 ３􀆰 ５ ｈ， ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 鉴定诱导表达结果。 将上述鉴定的阳性菌接种于 １００ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含卡那霉素终质量浓

度为 ２５ ｍｇ ／ Ｌ） 中， 大量诱导表达。 收集菌体重悬于 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， 含 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ）， 超声波破菌， ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集沉淀。 将沉淀用含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ （ｐＨ ＝８􀆰 ０， 含 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ） 的缓冲液重悬， 静置过夜， １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集上

清液。 参照说明书， 用 ＨｉｓＰｕｒＴＭ Ｎｉ－ＮＴＡ Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎｓ 纯化重组蛋白。
１􀆰 ８　 重组蛋白的复性及活性检测

重组蛋白的复性采用透析复性的方法： 将 １􀆰 ７ 中制备的洗脱样品装入截留分子质量为 ３ ｋｕ 的透

析袋中， 将透析袋置于 １００ 倍体积含 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， 含 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ） 缓冲液中透析， 每 ５ ｈ 更换透析液， 同时缓慢降低透析液中尿素浓度 （６→４→２→１→０ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素）。 取出透析袋中的样品， 在 ４ ℃、 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ２０ ｍｉｎ， 上清液部分即为复性后的重

组蛋白。
重组蛋白的活性检测采用明胶酶谱法： 制备 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶时， 将 ０􀆰 ５ ｍＬ 去离子水替换成等体

积 ８ ｇ ／ Ｌ 明胶溶液； 电泳结束后用质量分数 ２􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００ 充分洗涤凝胶， 除去 ＳＤＳ 使蛋白酶复

性； 将凝胶置于孵育液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ， ｐＨ ＝８􀆰 ０， 含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２） 中 ３７ ℃孵育 １６ ｈ 后用

考马斯亮蓝染色， 脱色完成后， 能够降解明胶的蛋白酶呈现透明亮带。

２　 结果

bp

M 1 2 3

2000
1000
750500
250
100

说明 ：M-DNA marker DL2000；
泳道 1-中间基因片段； 泳道 2-
5′-RACE 扩增基因片段；泳道 3-
3′-RACE 扩增基因片段。
Notes：lane M-DL2000 marker;lane 1-
PCR product of partial ORF;lane 2 -
PCR product of 5′-RACE;lane 3-PCR
product of 3′-RACE.

图 1 Hdh-MMP-1 基因
PCR 扩增产物

Fig.1 The PCR products of
Hdh-MMP-1

２􀆰 １　 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ ｃＤＮＡ 的克隆

提取皱纹盘鲍肌肉组织总 ＲＮＡ， 测其质量浓度为 ８７９􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ， Ａ２６０ ／
Ａ２８０ ＝ ２􀆰 ０７， Ａ２６０ ／ Ａ２３０ ＝ ２􀆰 １２， 表明该 ＲＮＡ 符合要求， 可用于后续实验。
通过相应 ＰＣＲ 扩增， 获得皱纹盘鲍 ＭＭＰ－１ 编码区部分基因片段、 ３′－
ＲＡＣＥ 扩增基因片段和 ５′－ＲＡＣＥ 扩增基因片段 （见图 １）。 将克隆得到的

编码区基因片段和非编码区基因片段进行拼接， 最终获得 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１
基因 ｃＤＮＡ 全序列。 该 ｃＤＮＡ 全长 ２１３６ ｂｐ， 包括 ５′非编码区 （５′ＵＴＲ）
６７ ｂｐ， ３′非编码区 ＵＴＲ （３′ＵＴＲ） ５１９ ｂｐ， 开放阅读框 （ＯＲＦ） １５５１ ｂｐ，
编码 ５１６ 个氨基酸残基 （见图 ２）。 该基因序列已登录 ＧｅｎＢａｎｋ， 登录号

为 ＫＲ５３７２９１。
２􀆰 ２　 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 序列分析

利用 ＮＣＢＩ 在线 ＣＤＤ 分析软件对 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 蛋白质的结构域进行

预测 （见图 ２）。 结果显示， 该蛋白质包含 Ｎ－端前肽区 （ ｐｒｏｄｏｍａｉｎ）、
催化区 （ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｄｏｍａｉｎ） 和 Ｃ－端类血红素结合区 （ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ ｄｏｍａｉｎ）
３ 个结构域， 为典型的 ＭＭＰ 蛋白质结构。 氨基酸序列分析结果表明，
Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 含有 ＭＭＰｓ 两个保守结构片段， 即位于前肽区的半胱氨酸

开关和位于催化区的催化活性中心 ＨＥＸＧＨＸＸＧＸＸＨ 序列 （见图 ３）。 此

外， 铰链区 （ｈｉｎｇｅ ｒｅｇｉｏｎ） 是催化区与类血红素结合区之间的连接肽

段； 类血红素结合区包含 ４ 个类似的 β 折叠， 形成一种四叶片螺旋桨式
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结构 （ｆｏｕｒ⁃ｂｌａｄｅｄ β⁃ｐｒｏｐｅｌｌｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ） ［８］。 经 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 软件分析， 该氨基酸序列无信号肽。

图 2 Hdh-MMP-1 蛋白质结构域预测

Fig.2 Predicted conserved protein domains of Hdh-MMP-1

1 75 150 225 300 375 450 516

图 3 Hdh-MMP-1 基因序列及推导的氨基酸序列

Fig.3 Nucleotide and deduced amino acid sequence of Hdh-MMP-1
说明：催化区用单下划线表示；类血红素结合区用双下划线表示；黑底所示序列为催化活性中心；灰底所示序列为半胱氨
酸开关；方框所示为加尾信号。
Notes：the underlined sequence is catalytic domin;the double underlined sequence is hemopexin domain;the sequence in black background is
catalytic site sequence; the sequence in grey background is cysteine switch; the putative polyadenylation signal is boxed.

２􀆰 ３　 蛋白质理化参数及高级结构预测

２􀆰 ３􀆰 １　 理化性质分析

根据 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测结果， Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 蛋白质的分子质量为 ５８􀆰 ９４ ｋｕ， 理论等电点为 ５􀆰 ９９。 基

因编码的 ５１６ 个氨基酸中， 带有正电荷的碱性氨基酸精氨酸 （Ａｒｇ） 和赖氨酸 （Ｌｙｓ） 共 ５４ 个， 带有

负电荷的酸性氨基酸天冬氨酸 （Ａｓｐ） 和谷氨酸 （Ｇｌｕ） 共 ６３ 个。 该蛋白质的不稳定系数和疏水值分

别为 ２６􀆰 １７ 和 － ０􀆰 ７１７， 是一种稳定的亲水性蛋白质。
２􀆰 ３􀆰 ２　 高级结构预测

一般认为， 驱动蛋白质折叠的主要动力是疏水效应。 蛋白质主链的折叠产生由氢键维系的蛋白质

的二级结构， 并由此进一步折叠成球形。 常见的二级结构元件有 α 螺旋、 β 折叠 （延伸链）、 β 转角

和无规则卷曲等。 用 ＳＯＰＭＡ 对 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 二级结构进行预测， 结果表明， Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 蛋白质主要

由 ４ 种二级结构元件组成， 其中 α 螺旋结构占 ２３􀆰 ８４％ ， β 转角结构占 １２􀆰 ４０％ ， 延伸链占 ２３􀆰 ４５％ ，
无规则卷曲占 ４０􀆰 ３１％ 。
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蛋白质结构的复杂性和功能的多样性主要体现在球状蛋白质， 每种球状蛋白质都有其独特的三级

结构。 本研究利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 对 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 进行同源建模， 选取 ＰＤＢ 数据库中与目的蛋白序列

一致性高于 ３０％的人 ＭＭＰ－１ （ＰＤＢ： １ＳＵ３） （见图 ４ａ） 作为建模模板， 模拟了 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 的三级

结构 （见图 ４ｂ）， 并用 ＰｙＭＯＬ 软件对模型进行相关分析。 其中， 催化区主要由 α 螺旋结构和无规则

卷曲组成， 类血红素结合区主要由 β 转角和无规则卷曲组成。 图 ４ｃ 所示为 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 催化结构域

中催化活性中心１９９ＨＥＦＧＨＡＬＧＬＧＨ２０９和半胱氨酸开关６１ＰＲＣＧＦＲＤ６７空间位置。 其中， Ｈ１９９、 Ｈ２０３ 和

Ｈ２０９ 为 ３ 个与 Ｚｎ２ ＋ 形成配位键的组氨酸残基， Ｃ６３ 为半胱氨酸开关中的半胱氨酸残基， 见图 ４ｄ。

b) Hdh-MMP-1 三级结构预测
The predicted tertiary structure of Hdh-MMP-1

a) 人 MMP-1 三级结构
The tertiary structure of human MMP-1

c) Hdh-MMP-1 半胱氨酸开关和催化活性中
心空间位置（红色部分为催化活性中心，黄色
部分所示为半胱氨酸开关）
Relative position of cysteine switchand catalytic active
site in Hdh-MMP-1（The catalytic active site is shown
in red;the cysteine switch is shown in yellow）

d) 半胱氨酸开关中半胱氨酸残基(C63)与催
化活性中心 3 个关键组氨酸残基 (H199、
H203、H209)的相对空间位置
The relative position of cysteine residue (C63) in cys
teine switchand three critical histidine residues (H199、
H203、H209) in catalytic site

图 4 Hdh-MMP-1 的三级结构预测

Fig.4 The predicted tertiary structure of Hdh-MMP-1

N-端 N-terminal

C-端 C-terminal

催化区

N-端 N-terminal

C-端 C-terminal

前肽区 Propeptide region

类血红素结合区 Heme binding domain

Catalytic domain

２􀆰 ４　 序列相似性分析

通过 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 工具进行 ＤＮＡ 序列相似性搜索， 结果表明， 该序列与红螺鲍、 杂色鲍等鲍类

ＭＭＰ－１ 基因有序列相似性。 此外， 将克隆得到的基因片段翻译成氨基酸进行 ＢＬＡＳＴ 后发现该蛋白质

与某些软体动物和虫类的 ＭＭＰ－１４ 及 ＭＭＰ－１９ 也具有序列相似性。
利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对不同物种 ＭＭＰ－１ 氨基酸序列进行比对 （见图 ５）， 结果表明 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１

与红螺鲍 ＭＭＰ－１ （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｒｕｆｅｓｃｅｎｓ， ＡＩＺ０３３７５􀆰 １） 一致性为 ９５􀆰 ２９％ ， 与杂色鲍 ＭＭＰ－１ （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉ⁃
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ， ＡＢＹ８７４１７􀆰 １） 一致性为 ８２􀆰 ３５％ ， 与美洲牡蛎 ＭＭＰ－１ （Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｖｉｒｇｉｎｉｃａ， ＡＪＺ７３１７１􀆰 １）
一致性为 ３８􀆰 ８５％ 。 在几种无脊椎软体动物中， ＭＭＰ－１ 在催化结构域相对保守。
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图 5 Hdh-MMP-1 与其他软体动物 MMP-1 的多序列比对

Fig.5 Amino acid sequence alignment of MMP-1 from abalone and other mollusks
说明：虚线方框所示为前肽区半胱氨酸开关 PRCGXXD；实线方框所示为催化区催化活性中心 HEXGHXXGXXH。
Notes：the cysteine switch PRCGXXD in prodomain is shown by dotted box;the catalytic active site sequence HEXGHXXGXXH is shown by solid box.

Haliotis discus hannai
Haliotis rufescens
Crassostrea virginica
Haliotis diversicolor

Haliotis discus hannai
Haliotis rufescens
Crassostrea virginica
Haliotis diversicolor

Haliotis discus hannai
Haliotis rufescens
Crassostrea virginica
Haliotis diversicolor
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Crassostrea virginica
Haliotis diversicolor
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Haliotis discus hannai
Haliotis rufescens
Crassostrea virginica
Haliotis diversicolor
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M 1 2 3 4 5
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图 6 重组 Hdh-MMP-1 蛋白质的 SDS-PAGE 分析

Fig.6 SDS-PAGE analysis of recombinant Hdh-MMP-1
说明：M—标准蛋白；泳道 1—pET-28a 空载诱导全菌；泳道 2 —
pET28a-catMMP-1 未诱导全菌； 泳道 3—pET28a-catMMP-1
诱导表达全菌；泳道 4—超声上清液；泳道 5—纯化的重组蛋白。
Notes：lane M—protein marker;lane 1— pET28a induced by IPTG;lane 2
—pET28a-catMMP-1 without in duction of IPTG; lane 3—pET28a-cat鄄
MMP-1 induced by IPTG;lane 4—supernatant of bacterial lysates;lane
5—purified recombinant protein.

２􀆰 ５　 重组蛋白表达及纯化

将测序验证正确的原核表达质粒转入大肠杆

菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 加入 ＩＰＴＧ 诱导表

达。 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测， 含重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｃａｔ⁃
ＭＭＰ－１ 的大肠杆菌 ＢＬ２１ 在 ２６ ｋｕ 左右有明显蛋

白质表达， 表达形式为包涵体。 而含空载体

ｐＥＴ－２８ａ和未诱导 ｐＥＴ２８ａ－ｃａｔＭＭＰ－１ 均无该蛋白

质表达 （见图 ６）。
将成功表达的重组菌接种于 １００ ｍＬ ＬＢ 液

体培养基扩大培养， 诱导后离心收集菌体， 超

声破碎细菌， 收集超声沉淀， 用含 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素

的缓冲液重悬， 静置过夜后离心取上清液。 用

Ｎｉ２ ＋ 亲和层析柱纯化重组蛋白， 透析除去尿素

及咪唑可得到高度纯化的重组蛋白 （见图 ６）。
但明胶酶谱检测结果显示， 该重组蛋白不具有

降解明胶的活性， 推测可能是由于透析复性过

程中重组蛋白未能正确折叠或是该蛋白质序列

·７２３·
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中存在糖基化位点， 而大肠杆菌原核表达系统无法对外源蛋白进行翻译后修饰， 导致蛋白质无法正确

折叠从而没有酶活性。

３　 讨论
生物体内多种生理过程如发育、 内稳态的维持和组织修复等， 都与 ＥＣＭ 的精确重构密切相关。

ＥＣＭ 由蛋白聚糖和纤维蛋白如胶原蛋白等组成， 其中胶原蛋白是其含量最丰富的组分。 除提供机械

支持外， ＥＣＭ 也参与生物信号由胞外向胞内的传递， 从而影响多种细胞内应答。 同时， ＥＣＭ 也会响

应各种胞内信号而不断改变， 主要包括相关组分的合成、 积累和降解过程［９］。 ＥＣＭ 对大多数蛋白酶

稳定， 但在基质金属蛋白酶 （ＭＭＰｓ） 的作用下可发生降解。
作为降解 ＥＣＭ 的主要酶类， ＭＭＰｓ 在生物体内有着极重要的作用。 有研究证实， 由 ＭＭＰｓ 介导

的胶原蛋白和弹性蛋白的降解主要发生在发育、 损伤修复和多数炎症性疾病中［１０ － １１］。 但目前对该蛋

白酶的研究重点还是其参与人体某些病理过程如肿瘤细胞凋亡、 转移、 血管生成等方面的作用机制。
在前期研究中， 笔者已从鲤鱼 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） 和刺参 （Ｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃａｓ） 中克隆得到了 ＭＭＰ－２
（明胶酶 Ａ） 基因。 对鲤鱼 ＭＭＰ－２ 的催化区进行了异源表达， 并对其降解胶原蛋白的特性进行了研

究［１２］。 本研究结果显示， Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 包含 Ｎ－端前肽区、 催化区、 铰链区和 Ｃ－端类血红素结合区等

典型的 ＭＭＰｓ 蛋白质结构。 其中， 半胱氨酸开关中的半胱氨酸残基 （Ｃ） 能与 Ｚｎ２ ＋ 形成分子内复合物

（图 ４ｃ， 图 ４ｄ）， 阻碍活性位点与 Ｚｎ２ ＋ 的结合从而使蛋白酶丧失生物学活性， 故半胱氨酸开关与

ＭＭＰｓ 酶原的激活直接相关［１３］。 催化中心 ＨＥＸＧＨＸＸＧＸＸＨ 中的 ３ 个组氨酸残基 （Ｈ） 可与 Ｚｎ２ ＋ 配体

形成配位键， 是其发挥生物学活性所必需的关键氨基酸［１４］。 催化区与类血红素结合区之间的铰链区，
其柔韧性可使两个区域分别向不同朝向运动。 类血红素结合区与底物识别有关， 此外， 由类血红素结

合区引导的蛋白质间相互作用对于 ＭＭＰｓ 自身的激活、 定位和降解过程具有重要作用［１５］。 基质金属

蛋白酶家族具有相似的结构域和功能位点， 同种类 ＭＭＰｓ 保守性较高， 不同种类 ＭＭＰｓ 在某些区域和

位点也具有很高的保守性。 在本研究中， ＢＬＡＳＴ 结果表明， Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 蛋白质与某些软体动物和虫

类的其他类型 ＭＭＰｓ 具有序列相似性， 也间接证明了这一点［１６］。
将 Ｈｄｈ－ＭＭＰ－１ 基因催化区插入原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ， 成功构建表达质粒 ｐＥＴ２８ａ－ｃａｔＭＭＰ－１，

并转化大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 细胞， 经 ＩＰＴＧ 诱导后高效表达分子质量约为 ２６ ｋｕ 的重组蛋白。 但该

条带与预测的分子质量 １８􀆰 ６６ ｋｕ 相差较大， 扣除载体和酶切位点 ４ ｋｕ 左右， 仍有一定偏差。 推测可

能是由于 Ｈｉｓ 标签中连续 ６ 个碱性氨基酸组氨酸带有较强正电荷， 从而影响了蛋白质在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 中

的迁移率， 导致蛋白质表观分子质量偏大［１７］。
重组蛋白在大肠杆菌中的高水平表达常常导致包涵体的形成。 虽然包涵体中富含重组蛋白， 且易

于分离纯化， 但其复性率一般都很低。 通过降低重组菌的诱导温度， 在培养基中添加促溶物等方法可

减少包涵体的形成； 也可以用变性剂溶解包涵体蛋白质后用稀释、 透析、 渗滤等方法去除变性剂， 使

蛋白质折叠复性［１８ － １９］。 本研究采用 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素溶解包涵体蛋白质， 并采用透析法去除变性剂进行

复性。 但明胶酶谱结果显示重组蛋白不具有降解明胶的生物活性， 推测有可能是由于本研究所用复性

条件不适宜于重组蛋白的正确折叠， 也可能是由于该蛋白质因含有糖基化位点而使大肠杆菌原核表达

系统无法对外源蛋白进行翻译后修饰。 为获得有生物活性的蛋白酶， 笔者拟更换表达载体， 实现重组

蛋白的可溶表达或采用酵母真核表达系统对其进行表达。
尽管 ＭＭＰｓ 在人体内参与的大量生理及病理过程已有很多报道， 但其在鲍鱼体内的生理功能尚不

明确。 今后可利用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分别从基因和蛋白质水平上研究该蛋白酶转录水平变化

规律及其在生物体内的存在形式， 还可研究胶原酶和明胶酶在鲍鱼胶原蛋白降解过程中的协同作用等，
进一步阐明 ＭＭＰｓ 基因结构与功能关系、 体内表达的变化规律及其参与非特异性免疫应答的机制。
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