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Abstract
AIM: To clone the Chinese gene of TIMP-1 and express
the fusion protein MBP-TIMP-1.

METHODS: The fragment of TIMP-1 gene from the liver tissue
of indigenous Hunan residents was amplified by RT-nest-PCR
and it was cloned, sequenced by gene recombinations
techniques. Fusion protein MBP-TIMP-1 was expressed in
E.coli, analysed by SDS-PAGE and Western blot and purified
by affinity chromatography.

RESULTS: The sequence of cloned Chinese TIMP-1 gene
was 624 bp. It is homologous with the reported other human
TIMP-1 gene sequence. Fusion protein MBP-TIMP-1 was
66 kd and is of the antigenicity of TIMP-1. The MBP-TIMP-1
was purified by affinity chromatography.

CONCLUSION: The Chinese gene of TIMP-1 was cloned
and MBP-TIMP-1 was expressed  and purified successfully
in vitro. It may be useful to the diagnosis of liver fibrosis.
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摘要

目的: 克隆和表达中国人金属基质蛋白酶组织抑制因子-1

(tissue inhibitor of metalloproteinases-1; TIMP-1)基因 获

得具有抗原性的人TIMP-1蛋白.

方法: 用RT-nest-PCR扩增TIMP-1编码区基因片段 用

基因重组技术构建含该片段的重组质粒并进行序列分析. 在

大肠杆菌E.coli中表达融合蛋白MBP-TIMP-1 用SDS-

PAGE和Western-blot对重组蛋白进行分析鉴定 并用亲

和层析试剂盒纯化融合蛋白MBP-TIMP-1.

结果:经核苷酸序列分析表明 本研究克隆的中国人

TIMP-1为624bp 与报道的国外TIMP-1基因序列同源.经

SDS-PAGE和Western blot表明 表达的融合蛋白MBP-

TIMP-1分子质量为66 Ku 具有TIMP-1的抗原性 并可

进行亲和层析纯化.

结论: 克隆了中国人TIMP-1基因 表达和纯化了具有免

疫原性的融合蛋白MBP-TIMP-1 他将对肝纤维化的诊

断有一定作用.
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0   引言

慢性肝病是我国常见病及多发病[1-3] 肝纤维化是各种

慢性肝病向肝纤维化发展的重要途径 其机制十分复

杂[4-6]. 目前的研究结果认为肝细胞外基质(extracellular

matrix; ECM)合成与降解的失衡 导致ECM在肝脏内过

度沉积是肝纤维化形成的主要机制[7-9]. ECM的代谢受基

质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases; MMP)及TIMP的

共同调节[10]. 在慢性肝病患者的血清中 TIMP-1的含

量随肝纤维化的进展而增加 认为TIMP上升是机体降

解胶元的能力下降 肝硬化形成的标志[11, 12]. 为了进一

步研究TIMP-1的临床应用价值 提高我国肝硬化的临

床诊断水平 我们利用基因工程技术 克隆 表达了中

国人TIMP-1基因 对其蛋白质进行抗原性分析 将为

进一步研究国产的血清TIMP-1诊断试剂盒奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  取自于我院外科肝叶切除术患者的肝组织

提取总RNA 经RT-nest-PCR扩增TIMP-1基因.  PCR

引物根据文献(Proc Natl Acad Sci USA  1986; 83: 2407)报



告的TIMP-1序列合成. 外引物为(+)5-CCA GAG AGA

CAC CAG AGA-3 (-)5-TGT GCA GGC TTC AGC TTC -3 ;

内引物为(+)5-TTA GGA TCC ACC ATG GCC CCC TTT

G-3 ; (-)5-ACG AAG CTT GAT TCA GGC TAT CTG G-3.

1.2 方法  应用TRIzol  Reagent RNA 分离液(GIBCO BRL)

提取肝组织总RNA 用MMLV逆转录酶(Promega)按试

盒要求合成cDNA 然后行Nest-PCR扩增TIMP-1基

因 PCR条件为:94 4 min 94 1 min 58 

1 min 72 1 min ×35 循环 72 5 min. 第

1次PCR与第2次PCR条件相同. PCR产物为648 bp

经纯化后与 PUC-T 质粒克隆载体(上海生工公司)连

接 转化于JM109大肠杆菌 经蓝/白筛选及质粒DNA

限制性内切酶片段分析获取含人TIMP-1基因片段的重

组质粒(PUC-TIMP-1) 对此重组质粒用ABI PRISM

(TM)377XL DNA Sequencer全自动测序仪(PE公司)进行

序列分析 并与已报道的人与动物TIMP-1的序列进

行比较. 用限制酶BamH1及Hind 从重组质粒PUC-

TIMP-1中切出TIMP-1基因片段 将其克隆于表达载

体PMAL-CRI 中麦芽糖结合蛋白(MBP)表达基因的下

游  转化入大肠杆菌  经前述筛选方法取得含TIMP-1

基因片段的重组表达质粒PAML-TIMP-1 (PT-1)及其基

因工程菌PMAL-TIMP-1/JM109 (PT-1/JM109) 将上

述基因工程菌PT-1/JM109 过夜增生 按1 50 的比

例接种于LB培养基500 ml 继续培养到A600为0.6时

加入 IPTG到终浓度为0.3 mmol/L 诱导表达4 h 收

集细菌 进性SDS-PAGE 和Western  blot 分析(一抗

为兔抗人TIMP-1IgG 抗体 二抗为羊抗兔 IgG 抗体

二者均购于武汉博士德生物试剂公司)以确定其抗原性.

最后用 I P T G 大量诱导增生的基因工程菌 P T - 1 /

JM109 收集细菌 菌体经超声波破碎后 用Amyrose

resin层析试剂盒 (new england biolabs USA)对表达的

融合蛋白进行亲和层析(按说明书进行) 纯化融合蛋

白MBP-TIMP-1.

2   结果

2.1 人TIMP-1基因片段的序列  我们克隆的人TIMP-1

基因片段 经DNA 序列分析 此克隆片段编码区序

列为624 bp(图 1). 与已报道的国外TIMP1基因相比较

长度相同 变异不明显; 但与鼠 羊的TIMP1基因相比

较 差异较大(表1).

表1  中国人TIMP-1基因片段核苷酸(nt)与推断氨基酸(aa)序列的比

较 (%)

人TIMP1[13]  人 TIMP1[14]       鼠 TIMP-1 [15]  羊 TIMP-1[16]

nt 99.35 99.67      72.81   80.86

aa 99.52 99.04      76.32   86.73

   1 atggcccccttt gagcccctggct tctggcatcctg ttgttgctgtgg  48

M  A  P  F   E  P  L  A   S  G  I  L   L  L  L  W

  49 ctgatagccccc agcagggcctgc acctgtgtccct ccccacccacag       96

L  I  A  P   S  R  A  C   T  C  V  P   P  H  P  Q

  97 acggccttctgc aattccgacctc gtcatcagggcc aagttcgtgggg 144

T  A  F  C   N  S  D  L   V  I  R  A   K  F  V  G

145 acaccagaagtc aaccagaccacc ttataccagcgt tatgagatcaag 192

T  P  E  V   N  Q  T  T   L  Y  Q  R   Y  E  I  K

193 atgaccaagatg tataaagggttc caagccttaggg gatgccgctgac 240

M  T  K  M   Y  K  G  F   Q  A  L  G   D  A  A  D

241 atccggttcgtc tacacccccgcc atggagagtgtc tgcggatacttc 288

I  R  F  V   Y  T  P  A   M  E  S  V   C  G  Y  F

289 cacaggtcccac aaccgcagcgag gagtttctcatt gctggaaaacta 336

H  R  S  H   N  R  S  E   E  F  L  I   A  G  K  L

337 caggatggactc ttgcacatcacc acctgcagtttc gtggctccctgg 384

Q  D  G  L   L  H  I  T   T  C  S  F   V  A  P  W

387 aacagcctgagc ttagctcagcgc cggggcttcacc aagacctacact 432

N  S  L  S   L  A  Q  R   R  G  F  T   K  T  Y  T

433 gttggctgtgag gaatgcacagtg tttccctgttta tccatcccctgg 480

V  G  C  E   E  C  T  V   F  P  C  L   S  I  P  T

481 aaactgcagagt ggcactcattgc ttgtggacggac cagctcctccaa 528

K  L  Q  S   G  T  H  C   L  W  T  D   Q  L  L  Q

529 ggctctgaaaag ggcttccagtcc cgtcaccttgcc tgcctgcctcgg 576

G  S  E  K   G  F  Q  S   R  H  L  A   C  L  P  R

577 gagccagggctg tgcacctggcag tccctgcggtcc cagatagcctga 624

E  P  G  L   C  T  W  Q   S  L  R  S   Q  I  A

图1  中国人TIMP-1基因片段的序列.

2.2 TIMP1 基因片段的体外表达  基因工程菌PT-1/

JM109 在 IPTG的诱导下在体外进行了表达 经SDS-

PAGE电泳后可以看到一条66 Ku的浓蛋白带 而在空

载质粒菌PMAL/JM109及单纯的JM109泳道均无此蛋

白带.此蛋白带为MBP (42 Ku)与 TIMP-1 (24 Ku)的融合

蛋白MBP-TIMP-1 大小约 66 Ku. 此结果与预期的相

符合. 在 PMAL/JM109 泳道上 可见42 Ku 的浓蛋白

带 此为MBP. 用Amyrose resin层析试剂盒对表达的融

合蛋白进行亲和层析 得到了纯化的融合蛋白MBP-

TIMP-1 (图 2). 为了进一步证明66 Ku蛋白含有TIMP-1

进行了Western blot 分析 结果表明66Ku蛋白能与兔

抗人TIMP-1IgG抗体起反应 形成浓显色带 而与MBP

无反应 在空载质粒菌PMAL/JM109及单纯的JM109泳

道均无显色带形成(图3).

1 PMAL/JM109; 2 纯化的融合蛋白MBP-TIMP-1; 3 PT-1/JM109; 4
JM109; 5 标准蛋白质分子量(94 Ku, 67 Ku, 43 Ku, 30 Ku, 18 Ku)
图 2  表达产物的SDS-PAGE分析.
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1  PT-1/JM109; 2  PMAL/JM109; 3  JM109 标准蛋白质分子质量(94 Ku,
67 Ku, 43 Ku, 30 Ku, 18 Ku)
图 3  表达产物的Western blot 分析.

3   讨论

肝纤维化是慢性肝病的主要发展过程 其机制比较复

杂 众多的细胞因子参与了肝纤维化和肝硬化形成过

程的调节[17-20] 但肝硬化形成最终与ECM 的降解失

衡 ECM在肝脏中沉积有关[21-24]. TIMP-1是调节肝内

ECM沉积的重要因素 主要通过抑制MMPs对ECM的

降解 使ECM在肝脏内沉积增加 也可通过抑制已活

化的星状细胞的细胞凋亡 使得星状细胞持续活化 加

剧了肝内的ECM形成和堆积 促进了肝硬化的形成[25, 26].

尽管Vaillant et al [27]未能观察到血清TIMP-1水平升高

与曼氏血吸虫病患者肝纤维化进展的相互关系 但很

多研究发现在肝炎肝硬化患者的TIMP-1的水平均明显

的高于无肝硬化的病毒性肝炎患者[28-30]. 王泰龄 et al [31]

发现与肝纤维化有关的血清标志 包括 型胶原 层连

蛋白 透明质酸和TIMP-1等与肝组织的炎症活动度和

肝纤维化呈正相关. 聂青和et al 应用致敏红细胞固相吸

附试验(solid-phase absorption to sensitized erythrocytes;

SPASE)检测了肝炎肝硬化患者血清中TIMP-1的阳性

率达73.6 % 明显高于急性(16.4 %)和慢性(33.3 %)肝

炎组. 在血清TIMP-1阳性的肝硬化患者的肝组织中的

TIMP-1表达的阳性率达100 %. 说明TIMP-1的阳性与

肝纤维化的进展有关 对肝硬化患者TIMP-1是一种非

常有诊断价值的指标[32, 33]. Walsh et al [34]研究了43例慢

性丙型肝炎患者肝组织病理学改变与血浆TIMP-1的相

互关系 发现TIMP-1水平的升高与肝组织炎症活动

度 包括肝细胞坏死 门区炎症细胞浸润和纤维化程度

呈正相关 指出血浆TIMP-1正常者可排除晚期肝病;

而血浆TIMP-1升高对慢性肝病的进展期具有较大的诊

断价值. Boeker et al [35]分析了不同血清肝纤维化标志的

意义 发现血清TIMP-1水平随慢性肝病的进展稳步

递升 对肝纤维化诊断的敏感性和特异性分别为67 %

和 88 % 对肝硬化诊断的敏感性近 100 % 特异性

也高达75 %; 认为TIMP-1对肝硬化的诊断价值大于其

他有       关的血清酶学和血清白蛋白的检测.

        由于TIMP-1对肝炎肝硬化的诊断价值得到了充分

的肯定 我们认为有必要克隆和表达 TIMP-1 基因

让其为我们对肝硬化患者诊断服务 提高肝硬化的临

床诊断水平. 为此我们用RT-nest-PCR方法扩增了中国

人TIMP-1基因序列 其长度为624 bp. 与国外报道的

TIMP-1 基因序列相比较 长度相等 核苷酸和氨基

酸序列的同源性分别为99.35 %和99.67 %. 提示不同人

种之间TIMP-1无明显差异. 与鼠 羊等动物的TIMP-1

基因序列相比较 其同源性分别为72.81 %和80.86 %

提示TIMP-1基因序列存在一定的种属差异性.

        我们将TIMP-1基因片段亚克隆到表达质粒PMAL-

CRI 表达MBP的基因下游 在体外用大肠杆菌JM109

经 IPTG诱导表达了融合蛋白MBP-TIMP-1 经 SDS-

PAGE分析 该蛋白分子量为66 KD 与预期的大小相

符. 用Amyrose resin层析试剂盒对该融合蛋白进行亲和

层析 得到了纯化的融合蛋白MBP-TIMP-1 (图 3). 为

了证明MBP-TIMP-1具有一定的诊断价值 我们用兔

抗人TIMP-1IgG抗体对此蛋白进行了Western blot分析

结果表明MBP-TIMP-1可与兔抗人TIMP-1IgG抗体起

反应 形成显色带 而单纯的MBP及大肠杆菌菌体蛋

白与兔抗人TIMP-1IgG抗体不起反应 无显色带形成

(图 4) 提示本研究表达的融合蛋白具有TIMP-1的抗

原活性.  研究结果表明本研究成功克隆了人TIMP-1基

因 表达和纯化了具有TIMP-1抗原活性的融合蛋白

TIMP-1 为进一步建立人TIMP-1诊断试剂盒奠定了

基础. 我们将进一步研究应用MBP-TIMP-1融合蛋白检

测TIMP-1的价值.
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