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Abstract
AIM: To investigate the influence on the 
gene expression of membrane-type 1 matrix 
metalloproteinase (MT1-MMP) and invasiveness 
of human gastric carcinoma cell line BGC823 by 
antisense RNA. 

METHODS: The eukaryotic expression vector 
carrying MT1-MMP antisense RNA was con-
structed with recombinant technology and then 
transfected into human gastric cancer cell line 
BGC823. The changes of MT1-MMP mRNA ex-

pression, cell proliferation, activation of gelatin-
ase A and cell invasion ability were examined by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR), MTT assay, zymography and Tran-
swell invasion assay, respectively. 

RESULTS: The eukaryotic expression vector 
(named pasMMP14) containing MT1-MMP an-
tisense RNA was successfully constructed and 
transfected into BGC823 cells. The expression 
of MT1-MMP mRNA was down-regulated with 
an inhibitory rate of 36%, in comparison with 
that in negative control group. At the 48th hour 
after transfection with pasMMP14, the activity 
of gelatinase A was dramatically inhibited. Af-
ter 72 hours, cell proliferation was significantly 
decreased as compared with that in pcDNA3.0 
group and normal control group (t = 2.358, P 
< 0.01; t = 2.727, P < 0.01). Transwell invasion 
assay showed that the invasive property was 
greatly suppressed in pasMMP14-transfected 
group as compared with that in pcDNA3.0 
group and normal control group (t = 5.744, P < 
0.01; t = 5.695, P < 0.01). 

CONCLUSION: Antisense RNA can evidently 
inhibit the gene expression of MT1-MMP and 
invasiveness of gastric cancer cells, suggesting 
that MT1-MMP gene may be a molecular target 
of anti-invasion therapy for gastric cancer. 

Key Words: Membrane type-1 matrix metallopro-
teinase; Antisense RNA; Human gastric carcinoma 
cell; Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion; MTT assay; Zymography; Transwell invasion 
assay
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摘要
目的: 膜研究膜型-1基质金属蛋白酶(MT1-
MMP)反义RNA对人胃癌细胞BGC823靶基因

®

■背景资料
膜 型 1 - 基 质 金
属蛋白酶 (MT1-
M M P ) 与肿瘤侵
袭转移关系密切, 
他的基因高表达
促进胃癌侵袭与
转移, 其主要作用
是激活明胶酶A, 
同时还直接降解
细胞外基质、调
节黏附分子和促
进肿瘤新生血管
的形成.
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表达和侵袭特性的影响.  

方法: 利用基因重组技术构建人MT1-MMP
反义R N A真核表达载体 ,  转染人胃癌细胞
BGC823, 应用RT-PCR、MTT、明胶酶谱
和 体 外 侵 袭 实 验 等 方 法 观 察 人 胃 癌 细 胞
BGC823转染前后, MT1-MMP mRNA表达水
平、细胞生长、明教酶A活性及细胞体外侵
袭能力等指标的变化． 

结果: 成功构建了M T1-M M P反义R N A真
核表达载体pasMMP14, 将其转染胃癌细胞
BGC823后, 与阴性对照组相比, 实验组MT1-
MMP mRNA表达水平降低, 抑制率为36%. 转
染48 h, 明教酶A的活化受到了明显抑制. 转染
72 h, 细胞增殖明显受抑(t  = 2.358, P <0.01 vs  
空白组; t  = 2.727 P <0.01 vs  阴性组). 实验组的
穿膜细胞数明显低于空白对照组和阴性对照
组(t  = 5.744, P <0.01; t  = 5.695, P <0.01). 

结论:  反义R N A对人胃癌细胞M T1-M M P
基因表达和侵袭能力具有明显的抑制作用, 
MT1-MMP基因可作为胃癌抗侵袭治疗的分
子靶点．

关键词: 膜型1-基质金属蛋白酶; 反义RNA; 人胃

癌细胞; 逆转录-聚合酶链反应; MTT法; 明胶酶谱; 

体外侵袭实验
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0  引言

肿瘤侵袭与转移是一个多步骤、多环节的过

程, 涉及肿瘤细胞与宿主之间复杂的相互作用, 
多种基因及其产物参与这一过程的调控, 而细

胞外基质和基底膜的降解是其中的关键环节. 
MT1-MMP是第一个鉴定出的膜型基质金属蛋

白酶, 其功能是激活明胶酶A, 促进明胶酶A对基

底膜成分如Ⅳ型胶原和层黏连蛋白的降解, 且
其自身也发挥降解细胞外基质的作用[1-2]. 目前

的研究表明, MT1-MMP在胃癌组织中的高表达

促进了胃癌的直接侵袭和远处转移[3-4], 我们先

前的研究也得出了类似的结论[5-6]. 本实验通过

构建抑制MT1-MMP表达的反义RNA真核表达

载体, 脂质体导入人胃癌细胞系BGC823, 研究

其对胃癌细胞MT1-MMP基因表达和侵袭能力

的影响, 探讨MT1-MMP基因可否成为胃癌抗侵

袭治疗的分子靶点.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞BGC823由本实验室保存; 
真核表达载体pcDNA3.0购于Invitrogen; Eco RⅠ
和Bam HⅠ限制性内切酶购于TaKaRa公司; RT-
PCR试剂盒购于Invitrgen公司; DMEM、胎牛血

清购于美国Gibco公司; 脂质体Lipofectmine2000
购于Invi t rogen公司; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)
购于Sigma公司; YM-30离心超滤管30KD购

于Millipore公司; Transwell细胞培养小室购于

Costar公司; Matrigel胶购于美国BD公司; 引物序

列由上海生工生物技术有限公司合成. 
1.2 方法 
1.2.1 pasMMP14反义载体的构建 Trizol试剂抽

提细胞总RNA, 操作按说明书进行. 取1 μg RNA
反转录合成cDNA. 以MT1-MMP的cDNA全长

为模板, 参考文献中的引物F1: 5'CCGGAATTC
AAGTTCAGTGCCTACCGAAG3' F2: 5'CGCGG
ATCCCTTGTCTGGAACACCACATC3' (5'端含

有Eco RⅠ, Bam HⅠ酶切位点)扩增407 bp MT1-
MMP cDNA片段[7]. 目的片段经琼脂糖凝胶电泳

鉴定并回收后, Eco RⅠ, Bam HⅠ双酶切, 反向连

接到pcDNA3.0真核表达载体上, 转化JM109感
受态. 对菌落PCR鉴定的阳性克隆进行双酶切和

测序鉴定. 
1.2.2 细胞培养与转染 胃癌细胞用含100 mL/L
胎牛血清的D M E M培养基在37℃ ,  50 m L/L 
C O 2条件下培养 .  待细胞长至对数生长期

且 8 0 %融合时 ,  分别将载体 p c D N A 3 . 0和
反义载体p a s M M P 1 4转染细胞 .  操作按照

Lipofectmine2000试剂的说明书进行转染. 
1.2.3 RT-PCR检测MT1-MMP mRNA的表达 
在6孔板中每孔接种4×105细胞, 培养24 h. 取
2 μg载体pcDNA3.0和反义载体pasMMP14转
染细胞. 转染48 h后, TRIzol试剂提取细胞总

RNA, 步骤按说明书. RNA沉淀于1 g/L DEPC
处理水中 ,  紫外分光光度计测定浓度 .  42℃
恒温6 0  m i n进行逆转录反应后 ,  7 0℃加热

15 m i n,  灭活逆转录酶活性 .  M T1-M M P引
物: 5'CTTTTCCATCCCCTGACATACC 3'(上
游), 5'CTGACTGAGCAACGAAGACCCT 
3 ' ( 下 游 ) ;  内 参 β - a c t i n 的 引 物 : 
5'GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3'(上游), 
5'GAAGATGGTGATGGGATTTC 3'(下游). 
PCR条件均为: 94℃, 5 min; 94℃, 30 s; 60℃, 

■研发前沿
通 过 构 建 反 义
RNA载体来抑制
肿瘤MT1-MMP
基因表达并进而
抑制肿瘤的侵袭
性仅在卵巢癌研
究中有报道, 但未
见在胃癌研究的
报道.
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30 s; 72℃, 30 s(共30个循环); 72℃, 10 min. 
pcDNA3.0、paMMP14中MT1-MMP的扩增产物

经10 g/L琼脂糖凝胶电泳和凝胶分析系统观察

并照像. 
1.2.4 明胶酶谱法分析明胶酶A的活性 将生长状

态良好的细胞, 分散后制成单细胞悬液, 按每孔

1×105个细胞的密度接种于24孔细胞培养板中, 
培养12 h. 弃去培养液, PBS洗2次后, 换成1mL
无血清培养液继续培养, 12 h后转染. 分别收集

转染后0, 12, 24, 36, 48 h的条件细胞培养液. 取1 
mL此条件培养液用蛋白浓缩柱浓缩至约20 μL, 
与2×SDS样品缓冲液等体积混合. 上样50 μg于
100 g/L聚丙烯酰胺凝胶(含1 g/L明胶)在4℃、恒

压120 V条件下电泳后, 凝胶置TritonX-100中漂

洗30 min, 浸入反应缓冲液(50 mmol/L Tris-HCl, 
Ph8.0; 50 mmol/L NaCl, 10 mmol/L CaCl2)37℃
孵育18 h, 5 g/L考马斯亮蓝R250染色、脱色至

蓝色背景下显现出清晰的白色条带为止, 在光

密度扫描下扫描摄片.
1.2.5 MTT比色法测定细胞生长曲线 将生长状

态良好的细胞, 分散后制成单细胞悬液, 按每孔

4×103个细胞的密度接种于96孔细胞培养板中, 
培养24 h后转染pasMMP14反义载体. 分别于不

同时间点每孔加入20 μL 新配制的MTT(0.5 g/L). 
于37℃继续孵育4 h后, 弃去MTT液, 加入150 μL 
DMSO混合均匀, 用酶联免疫检测仪测定各孔在

492 nm波长的A值, 并计算平均值.  
1.2.6 细胞体外侵袭能力检测 将24孔板中的

Transwell小室预冷至4℃. 取出Transwell培养

板(膜孔径8.0 μm)在下室加入500 μL无血清

NIH3T3细胞培养上清作趋化因子, Transwell杯

底部加入50 μL无血清DMEM稀释的Matrigel, 
37℃、30 min条件下风干, 使之在微孔滤膜上

重组为基底膜结构. 上室加入正常细胞、转染

pcDNA3.0及pasMMP14细胞的细胞悬液, 细胞

数量为1×105 mL, 50 mL/L CO2, 37℃条件下, 培
养24 h后轻轻拭去杯底部Matrigel和未浸润的细

胞, 950 mL/L乙醇固定30 min, 结晶紫染色, 光
镜下观察并随机选取4个视野, 计数穿膜细胞数

并取其平均值, 以穿膜细胞的相对数目代表侵 
袭力.

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS11.0软件进行t检验统计分析, P <0.05具有

显著性差异. 

2  结果

2.1 pasMMP14重组质粒的构建及酶切、测序鉴

定 应用RT-PCR技术以BGC823细胞的cDNA为

模板, 以含Eco RⅠBam HⅠ酶切位点的引物扩

增出407 bp MT1-MMP片段. 目的片段经琼脂糖

凝胶电泳鉴定并回收后, Eco RⅠBam HⅠ双酶

切, 反向连接到pcDNA3.0真核表达载体上, 转化

JM109感受态, 得到阳性克隆(pasMMP14反义载

体的构建流程如图1). 对菌落PCR鉴定的阳性克

隆进行双酶切(图2)和测序鉴定. 结果表明, 成功

构建了pasMMP14反义载体.
2.2 pasMMP14的转染对BGC823细胞MT1-MMP
的影响 采用半定量RT-PCR技术检测MT1-MMP
和内参β-actin的mRNA的表达水平(图3). 结果

显示, 与阴性对照组相比, 实验组的细胞MT1-
MMP的mRNA表达明显受抑, 抑制率为36%. 
2.3 pasMMP14的转染对BGC823细胞明胶酶A

■创新盘点
成功构建真核表
达 的 反 义 R N A
载 体 ,  转 染 胃 癌
细 胞 ,  通 过 抑 制
MT1-MMP基因
表达, 使明胶酶A
活化受到抑制, 细
胞增殖受抑, 最后
细胞侵袭性受到
抑 制 .  即 采 用 反
向遗传学方法进
一步阐明了MT1-
M M P 与 胃 癌 侵
袭和转移的关系, 
同时为后续的以
MT1-MMP为靶
标进行胃癌的基
因治疗奠定了良
好的实验基础.

    Total RNA

    5'                               Poly A 3'

              Aamify                oligd(T) primer First strand
          cDNA                  synthesis by RT
         by PCR
           

             MT1-MMP cDNA 407 bp
  

  restriction
endonucleases

T4 Ligase

  restriction
endonucleases

pcDNA3

pcDNA3

pasMMP14

P CMV

Amp

SV40

Neo

P CMV

Amp

SV40

Neo

P CMV

Amp

SV40

Neo

↓

↓

↓

↓

←

图  1  pasMMP14反义载体的构
建流程.
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■同行评价
业已证实 ,  MT1-
MMP是胃癌侵袭
转移过程中的关
键因素 ,  但MT1-
M M P 反 义 R N A
对胃癌细胞侵袭
的影响尚不清楚. 
该文应用基因重
组技术、细胞转
染、RT- P C R、

MTT、明胶酶谱
等诸多先进的分
子生物学方法研
究发现, 反义RNA
对胃癌细胞MT1-
MMP基因表达和
侵袭具有显著的
抑制作用. 该研究
结论对于探讨从
基因水平治疗胃
癌提供了新的思
路和依据, 具有很
好的学术价值和
一定的临床意义.

活性的影响 进行以明胶为底物的zymography分
析, 结果显示, 在转染48 h的时候, pasMMP14的
转染抑制了BGC823细胞中明胶酶A的活化(图
4), 表明这种抑制作用是存在时间依赖性的. 
2.4 pasMMP14的转染对BGC823细胞生长的影

响 MTT比色法检测结果显示(表1), 与空白组和

阴性对照组相比, 在转染后72 h时实验组细胞的

生长得到明显抑制(t  = 2.358, P <0.01; t  = 2.727 
P <0.01). 空白组和阴性对照组相比较没有显著

差异(P >0.05). 
2.5 pasMMP14的转染对BGC823细胞侵袭能力

的影响 如果图5所示, 通过计数转染前后穿过

人工基底膜的细胞数并进行比较后, 发现实验

组穿过人工基底膜的细胞数明显减少(89±8.4), 
与空白对照组(140±15.6)和阴性对照组(130±
11.7)比较具有显著差异(t  = 5.744, P <0.01; t  = 
5.695, P <0.01)．而阴性对照组和实验组比较无

显著差异(P >0.05)．

3  讨论

现已知的膜型基质金属蛋白酶(membrane-type 
matrix metalloproteinase, MT-MMP)有6种, MT1-
MMP是1994年Sato et al [8]首次克隆鉴定的MT-
MMP家族第一个成员, 该基因定位于14q11,全
长大于10 kb, 由10个外显子和9个内含子组成, 
编码582个氨基酸[9]. 目前, 被认为是基质金属蛋

白酶家族中与肿瘤侵袭转移关系最密切的酶[1-2]. 
探讨MT1-MMP与胃癌侵袭与转移机制的关系

成为近年来研究热点之一, 目前的研究可以得

出如下结论: MT1-MMP基因及蛋白的高表达促

进胃癌的局部侵袭和远处转移[3-6], 且与明胶酶A
的活性密切相关, 他主要是作为明胶酶A的激活

物, 促进明胶酶A活化而发挥降解基底膜作用, 
同时本身也参与细胞外基质的降解, 调节黏附

分子的作用和促进肿瘤新生血管的生成[1-2,10-12].
反义RNA是一种能与靶基因mRNA特异互

补结合, 并抑制靶基因功能的小片段RNA. 自

从1980年代初发现反义RNA以来, 他被作为一

种调控特定基因表达的手段, 进行了广泛的研

究. 近年来, 反义技术被广泛应用于肿瘤基因的

研究中. 通过构建反义RNA表达载体封闭肿瘤

相关癌基因或细胞因子表达, 抑制肿瘤生长的

反义基因治疗方案已进入临床实验阶段[13]. 有
关MT1-MMP反义RNA用于胃癌的侵袭研究尚

未见报道, 为了寻找胃癌基因治疗的理想方案, 
本实验中将MT1-MMP基因反义片段以定向克

     0 h         12 h         24 h        36 h        48 h

图  4  明胶酶谱法分析BGC823细胞转染后不同时间明胶酶
A活性的变化. 

         A                          B

MT1-MMP

β-actin

图  3  半定量RT-PCR方法检测BGC823细胞转染48 h后
MT1-MMP mRNA的表达. A: 阴性对照组; B: 实验组. 

     1        2         3         4         5 图  2  pasMMP14 
重 组 质 粒 的 构
建 .  1 :  重 组 质 粒

p a s M M P 1 4 ;  2 : 

Eco RⅠBam HⅠ

双酶切pcDNA3.0; 

3: Eco RⅠBam H

Ⅰ双酶切MMP14

目的片段; 4: EcoR

ⅠB a m H Ⅰ 双 酶

切 p a s M M P 1 4 ; 

5: DL2000 DNA 

Marker. 

表  1  pasMMP14的转染对BGC823细胞生长的影响(means±SD)

     
分组

                                                                           A492                                

                                 12 h	     24 h	           48 h	               72 h

空白对照组      0.17±0.01    0.24±0.01    0.60±0.01    0.70±0.02

阴性对照组      0.12±0.01    0.24±0.01    0.46±0.03    0.66±0.02

实验组             0.15±0.01    0.24±0.02    0.42±0.0      0.57±0.03bd

bP<0.01 vs  空白对照组; dP<0.01 vs  阴性对照组.
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隆策略插入pcDNA3.0真核表达载体, 成功构建

了pasMMP14反义真核表达载体. 我们观察到

反义载体转染胃癌细胞BGC823后, MT1-MMP 
mRNA的表达受到了抑制, 细胞转染后72 h其增

殖能力显著降低, 同时发现明胶酶A的活化也

受到了抑制, BGC823细胞的体外侵袭力也明显

降低. 综合本研究结果可以看出, MT1-MMP反
义核酸抑制了胃癌细胞BGC823中MT1-MMP 
mRNA的表达, 进而抑制了细胞体外侵袭, 即
MT1-MMP基因可以作为胃癌抗侵袭治疗的分

子靶点, 而MT1-MMP反义RNA将来有可能成为

一种新的、有效的抗肿瘤侵袭与转移药物. 同
时加深了我们对于胃癌侵袭转移调控机制的理

解和认识, 我们推测, 在MT1-MMP-明胶酶A-基

底膜这一生物反应体系中, MT1-MMP既是明胶

酶A活化的启动因素, 同时又是明胶酶A活性的

控制因素, 二者同步发挥着促进胃癌侵袭与转

移的作用.
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图  5  结晶紫染色观察反义载体pasMMP14对BGC823细胞
侵袭能力的影响. A: 空白对照组; B: 阴性对照组; C: 实验组. 


