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Abstract
AIM: To determine correlations between 
macrophage metalloelastase (MME), microvessel 
angiogenesis and cyclooxygenase-2 (COX-2) 
expression in the angiogenesis of colon cancer.

METHODS: A cDNA fragment coding for do-
mainsⅠand Ⅱ of MME was transfected into 
MME deficient murine CT-26 colon cancer cells. 
The enzymatic activity of recombinant MME 
was confirmed by cleavage of native substrate 
in vitro. An orthotopic implantation model was 
established using MME-transfected and control 
cells. Tumor samples were subjected to Western 
blot to detect expressions of MME and COX-2. 
Microvessel counting was used to assess angio-
genesis of murine colon tumors�.

RESULTS: Primary tumors with volumes and 
microvessel formation carrying pcDNA3.1-

transfected and nontransfected cells were larger 
than that in the group implanted with MME-
transfected (1151.07 ± 35.91 mm3 and 1201.13 ± 
42.15 mm3 vs 384.83 ± 4.76 mm3, P < 0.001; 21.87 
± 0.47 and 22.56 ± 0.71 vs 8.48 ± 0.53, P < 0.001, 
respectively). The expression of COX-2 protein 
was significantly lower in the MME-transfected 
group than that in the controls by Western blot 
analysis (2.766 ± 1.22 vs 5.77 ± 1.08 and 5.84 ± 0.95, 
P < 0.01, respectively).

CONCLUSION: The MME gene when transfect-
ed into murine colon cancer cells can effectively 
suppress the growth of orthotopic tumors by 
inhibiting vascularity and COX-2 expression.
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摘要
目的: 探讨巨噬细胞金属弹力酶(MME)对小
鼠原位结肠癌生长、微血管生成及环氧合酶
-2(COX-2)表达的影响. 

方 法 :  扩 增 编 码 M M E 基 因 结 构 域 Ⅰ 和
Ⅱ的c D N A片段 ,  构建真核细胞表达载体
pcDNA3.1-MME并转染小鼠CT-26结肠癌细
胞. 建立MME转染组及对照组小鼠原位结肠
癌种植模型, 观察重组MME对结肠癌生长的
影响, 采用Western blot方法检测肿瘤组织中
的COX-2表达和微血管密度(MVD). 

结果: 4 wk后, 小鼠原位结肠癌的平均体积和
微血管密度, 空质粒转染组小鼠和未转染组
显著高于MME转染组(1151.07±35.91 mm3, 
1201.13±42.15 mm3 vs  384.83±4.76 mm3, 
P <0.001; 21.87±0.47, 22.56±0.71 vs  8.48±

®

■背景资料
结肠癌是最为常
见的消化道恶性
肿瘤之一, 易于发
生 肝 转 移 ,  预 后
差, 迄今尚无令人
满意的生物学治
疗措施. 在绝大多
数实体肿瘤中有
聚集浸润的巨噬
细胞, 这类细胞可
以特异性地表达
巨噬细胞金属弹
力酶(MME), 是巨
噬细胞穿透基底
膜和浸润肿瘤组
织必不可少的一
种活性产物. 近年
来的研究显示, 与
其他MMPs不同 , 
MME具有独特的
抗肿瘤生长转移
的作用. 在所有的
MMPs中, MME诱
导生成血管抑素
(angiostatin)的能
力最强 .  MME在
肿瘤浸润性巨噬
细胞抗肿瘤血管
生成活性中具有
重要作用, 值得进
一步研究其独特
的抗肿瘤效应及
机制. 
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0.53, P <0.001). COX-2蛋白水平在MME转染
组中均显著低于对照组(2.766±1.22 vs  5.77±
1.08, 5.84±0.95, P <0.01).

结论: 转染入小鼠结肠癌细胞的MME基因通
过抑制新生血管的生成和COX-2表达, 从而起
到抑制原位结肠癌生长的作用.

关键词: 巨噬细胞金属弹力酶; 基因克隆; 结肠癌; 

环氧合酶-2; 动物模型
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0  引言

巨噬细胞金属弹力酶(macrophage metalloelas-
tase, MME)是基质金属蛋白酶(matrix metallo-
proteinase, MMP)家族成员之一, 也称MMP-12. 
与其他MMPs成员不同, MME可以分解纤溶酶

原, 产生具有抑制血管内皮细胞增殖作用的血

管抑素(angiostatin), 进而抑制体内肿瘤细胞的

生长, 在抗肿瘤血管生成中具有重要作用[1-6]. 国
外研究发现, MME可抑制结肠癌生长, 并与结肠

癌的临床病理特征关系密切[7-8]. 然而, 尚未见到

在结肠原位移植瘤中探讨MME抗肿瘤活性的报

道. 环氧合酶是催化花生四烯酸转化为前列腺

素的限速酶, 可分成在许多正常组织中恒定表

达的原生性COX-1和在炎症组织中增强表达的

诱生性COX-2. 特异性COX-2抑制剂的抑制肿瘤

效果更优于非选择性非甾体抗炎药, 提示COX-2
与消化肿瘤的发生、发展密切相关[9-10]. 因而, 
COX-2蛋白表达状况与胃肠道肿瘤的关系备受

关注. 为了探讨MME在结肠原位移植瘤生长和

微血管生成过程中所起的作用, 以及与COX-2
表达的关系, 我们选择无MME基因表达的小鼠

CT-26结肠癌细胞作为研究对象[7], 将MME基因

转染CT-26细胞, 建立结肠癌小鼠原位移植模型, 
以期探讨MME的抗肿瘤活性及其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 pUC9-MME全长cDNA及pcDNA3.1(+)
质粒由美国俄亥俄州辛辛那提大学医学院董钟

云博士惠赠; XL1-blue、DH5α菌株及CT-26结肠

癌细胞株由安徽医科大学病原微生物教研室提

供; pGEM-T载体、T4DNA连接酶、TaqDNA聚

合酶、DNA纯化试剂盒、Bam HⅠ内切酶、Xba

Ⅰ内切酶均购自Promega公司; 引物合成及G418
由上海生工生物工程技术服务有限公司提供; 
DMEM培养基购自Gibco公司; 6周龄♀BALB/C
小鼠80只购自上海西普尔 -必凯实验动物有

限公司[动物合格证号: SCXK(沪)2003-0002]; 
M M P-12羊抗鼠多克隆抗体、C O X-2羊抗鼠

多克隆抗体及羊抗鼠CD34多克隆抗体均购自

Santa Cruz公司; 免疫组化SP试剂盒购自福州迈

新公司.
1.2 方法 构建及鉴定pcDNA3.1-MME重组质粒

的具体方法参见以前的研究报道[11]. 
1.2.1 细胞培养与转染 CT-26细胞用含100 mL/L
胎牛血清的DMEM及抗生素在37℃、50 mL/L 
CO2条件下培养. 将指数生长期CT-26细胞(5×
105)于转染前1 d接种于6孔培养板中, 以含100 
mL/L胎牛血清的DMEM培养. 采用磷酸钙共沉

淀法转染细胞[12]. 转染后再用含800 mg/L G418
的选择性培养基进行稳定转染克隆的筛选, 挑
取单个稳定转染克隆于含200 mg/L G418的培养

基中继续培养, 用于下一步实验. 
1.2.2 免疫细胞化学染色 采用SP法. 让细胞爬于

盖玻片上生长过夜, 取出爬有CT-26细胞的盖玻

片, 用预冷的PBS冲洗3次, 再用冰预冷的丙酮固

定10 min, 置-20℃保存, 用于免疫细胞化学染色. 
1∶100稀释MMP-12羊抗鼠多克隆抗体, 免疫细

胞化学染色步骤按SP法试剂盒操作说明书进行, 
DAB显色(棕黄色). CT-26细胞质呈明显的棕黄

色判定为MME阳性表达. 
1.2.3 CT-26细胞裂解上清和原位结肠癌组织中

COX-2表达的Western blot分析 实验细胞分为3
组, 分别为MME转染组和对照组(空质粒转染组

及未转染组). 各组培养的CT-26细胞于检测前48 
h换用不含胎牛血清的DMEM培养, 留取细胞裂

解上清. 取大约-80℃冻存的结肠癌组织200 mg, 
剪碎后置于1 mL冰预冷的TBS缓冲液中融化, 
然后匀浆5 min, 4℃ 14 000 r/min离心20 min, 留
取上清. 将含有大约40 μg总蛋白的各组样品与

等体积的2×SDS-PAGE上样缓冲液混合, 煮沸

5 min. Western blot按常规方法进行[1], DAB显色, 
标准分子量蛋白用氨基黑10B染色. 
1.2.4 重组蛋白酶活性鉴定 首先, 采用超声波破

碎细胞法, 分别裂解转染及非转染的3组细胞, 
再与不含变性剂的上样缓冲液混合, 不煮沸. 再
采用明胶酶谱法[1]进行酶活性鉴定. 
1.2.5 原位移植结肠癌模型建立 用1.25 g/L胰蛋

白酶溶液收获处于指数生长期的转染及非转染

■研发前沿
M M E 在 疾 病 发
展过程中的作用
还处于探索研究
阶 段 .  虽 然 对 于
MME的研究报道
已不少 ,  但MME
对肿瘤生长、转
移及预后意义的
研究结果还存在
分歧, 仍有待于大
量的基础实验研
究加以论证, 还需
要更深入地研究
MME在肿瘤等疾
病中的确切作用
机制(可能不止一
种作用机制) .  因
此 ,  通过对MME
在多种疾病中作
用机制的进一步
深 入 研 究 ,  可 以
预期不久的将来
MME可能成为治
疗包括肿瘤在内
的多种疾病的靶
分子, 为进一步开
展基因治疗打下
理论基础. 
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CT-26细胞, 吹打成单细胞悬液, 用Hank's平衡盐

溶液(HBSS)洗涤并重悬. 用台盼蓝(trypan blue)
清除试验鉴定, 具有90%以上活力的单细胞悬液

用于下一步实验. 对照组(各15只)及MME转染

组小鼠(15只)用30 mg/kg戊巴比妥钠ip麻醉, 固
定后在下腹中线做一切口, 暴露盲肠. 将CT-26
细胞(1×109/L HBSS)注射到盲肠穹窿部肠壁内, 
950 mL/L乙醇轻擦注射部位, 关闭切口. 4 wk后
处死或随时处死濒死的荷瘤小鼠, 留取肿瘤标

本. 濒死小鼠的标本仍计为有效标本. 原发肿瘤

体积用公式(宽度2×长度)/2计算, 同时称瘤体重

量. 瘤组织常规石蜡包埋, 另外一部分在液氮中

速冻后, -80℃保存, 留做Western blot检测, 方法

见上. 
1.2.6 免疫组织化学染色检测MVD、MME和

COX-2表达 采用SP法. 羊抗鼠CD34多克隆抗体

稀释150倍, 羊抗鼠MME多克隆抗体稀释100倍, 
羊抗鼠COX-2多克隆抗体稀释100倍. 免疫组化

步骤按SP法试剂盒操作说明书进行, DAB显色

(棕黄色). MVD计数按文献[13]报道进行.
统计学处理 肿瘤体积和MVD值采用t检验, 

数据以mean±SD表示; 分类变量统计采用c2检

验. 所有统计分析均在SPSS12.0统计软件上完成.

2  结果

2.1 真核表达载体的构建及鉴定 PCR扩增产生

一编码MME结构域Ⅰ和Ⅱ的840 bp的cDNA片

段. 该片段与载体pGEM-T连接后, 经DNA序列

分析, 与GenBank中小鼠MME cDNA序列完全

一致. p G E M-T-M M E及p c D N A3.1-M M E的
Bam HⅠ和XbaⅠ双酶切鉴定结果见图1. 
2.2 稳定转染的小鼠CT-26结肠癌细胞中MME表

达的鉴定 pcDNA3.1(+)-MME转染CT-26细胞的

免疫细胞化学染色呈阳性反应, 细胞胞质呈棕质呈棕呈棕

黄色(图2). 
2.3 重组MME蛋白酶活性鉴定 pcDNA3.1-MME
转染的CT-26细胞裂解后, 经明胶酶谱电泳, 可
以清楚地看见一条大小约22 ku的明胶分解透亮

条带(图3), 与成熟的有酶活性的MME分子量大

小一致(结构域Ⅱ). 
2.4 MME对小鼠原位结肠癌生长的影响 采用细

胞悬液进行结肠癌模型的建立, 共造模67只, 22
只未见明显肿瘤生长, 成瘤率为67.16%(45/67). 
未转染组小鼠7/15(46.7%)于种植后4 wk内因衰

竭而濒死, 空载体转染组小鼠有9/15(60.0%)于
种植后4 wk内因衰竭而濒死, 而MME转染组小

鼠仅有4/15(26.7%)濒死. MME转染组结肠癌平

均瘤重为2.35±0.24 g, 空质粒转染组及未转染

组平均瘤重分别为8.08±0.79 g和8.76±0.92 g 
(P <0.01). pcDNA3.1空质粒转染组瘤体大小平均

为1151.07±35.91 mm3; 未转染组瘤体大小平均

为1201.13±42.15 mm3; pcDNA3.1-MME转染组

瘤体大小平均为384.83±4.76 mm3. MME转染

组结肠癌体积明显小于空质粒转染组及未转染

组(P <0.001), 而两对照组之间差异无显著性(P  = 
0.374). MME转染组结肠癌平均体积明显小于空

■创新盘点
虽然国外有研究
发 现 M M E 表 达
与结肠癌细胞生
长转移呈负相关, 
MME可以通过产
生血管抑素的作
用机制而抑制结
肠癌生长 ,  然而 , 
迄今尚未见到有
关巨噬细胞特异
性MME原位种植
肿瘤模型建立的
报 道 ,  也 未 见 有
关MME对原位移
植肿瘤生长影响
及与肿瘤模型中
COX-2表达关系
的文献报道.

1            2            3            4

21 227 bp
5140 bp
3530 bp

2027 bp

947 bp
831 bp

图  1  真核表达载体pcDNA3.1-MME的PCR鉴定和双酶切鉴
定结果. 1: Lambda DNA/EcoRⅠ+HindⅢ digest marker; 2: 

Bam HⅠ和Xba Ⅰ双酶切pGEM-T-MME的产物(大约分别

为3.0 kb和830 bp); 3: Bam HⅠ和Xba Ⅰ双酶切pcDNA3.1-

MME的产物(大约分别为5.4 kb和830 bp); 4: pcDNA3.1-

MME的PCR鉴定产物.

A

B

图  2  各组CT-26细胞的免疫细胞化学染色(×200). A: 

pcDNA3.1-MME稳定转染细胞; B: 未转染组CT-26细胞.
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质粒转染组及未转染组(P <0.001), 而两对照组

之间差异无显著性(P = 0.374, 图4). 
2 .5 M M E对原位结肠癌组织中M V D的影响 
MME转染组MVD值(8.48±0.53)明显低于pcD-
NA3.1空质粒转染组(21.87±0.47)和未转染组

(22.56±0.71) (P <0.001). 两对照组之间相比差异

■应用要点
本研究显示MME
具有抑制原位结
肠 癌 生 长 转 移
的 作 用 ,  并 且 在
小 鼠 原 位 结 肠
癌模型中探讨了
MME与COX-2表
达 的 关 系 ,  证 实
M M E 可 能 具 有
抑制COX-2表达
的作用 ,  MME和
COX-2都与结肠
癌血管生成密切
相关, 为阻断肿瘤
血管生成的靶向
基因治疗提供了
实验依据.

图  4  MME抑制小鼠结肠原位种植肿瘤的生长. A: MME转

染组; B: pcDNA3.1空质粒转染组; C: 未转染组; 黑箭头指示

为原发肿瘤灶, 黄箭头指示为肿瘤腹膜转移灶.

图  3  明胶酶谱电泳. 1: pcDNA3.1-MME稳定转染细胞; 2: 

pcDNA3.1空质粒转染细胞; 3: 未转染细胞. 每孔上样40 mg

总蛋白.

1                     2                     3

22 ku

A

B

C

图  5  三组原位结肠癌组织中MVD计数结果比较(SP法×
200). A: MME转染组; B: 空质粒转染组; C: 未转染组.

A

B

C

→

→

→

→

无显著性(P  = 0.423). MME转染组MVD值明显

低于对照组(P <0.001), 两对照组之间相比差异

无显著性(P = 0.423, 图5). MME转染组肿瘤组织

中, 棕黄色染色见于大片肿瘤细胞胞质中; 空载质中; 空载中; 空载

体转染组和未转染组肿瘤基质中可见MME蛋白

表达, 而肿瘤细胞中未见棕黄色染色. 3组肿瘤

组织中COX-2的免疫组化染色结果见图6. 
2.6 MME对COX-2表达的影响 对CT-26细胞裂

解上清和肿瘤组织进行Western blot检测发现, 3
组均可见一条分子量大约为72 ku的免疫印迹条

带. 计算机图像分析软件测定MME转染组细胞

培养上清条带的平均密度为2.54±0.64, 而空载

体转染组和未转染组COX-2条带的平均密度分

别为5.77±1.08和5.84±0.95; MME转染组肿瘤

组织中条带的平均密度为2.76±0.66, 而空载体

转染组和未转染组COX-2条带的平均密度分别

为7.31±1.22和6.42±1.03(P <0.01, 图7).
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3  讨论

实质性肿瘤的生长和转移离不开丰富的血管网

提供营养成分, 而肿瘤中的血管生成是受内源

性血管生成刺激物(例如VEGF等)和内源性血

管生成抑制物(例如血管抑素、内皮抑素等)双
重调控的, 他们之间的平衡决定了肿瘤内血管

生成的状况[14-16], 近些年抗肿瘤血管生成研究

成为抗肿瘤研究的热点之一. 与MMPs其他家族

成员的促进肿瘤浸润和转移作用不同, MMP-12 
(M M E)具有很强的分解纤溶酶原而产生血管

抑素(angiostatin)的作用, 这种作用在Lewis肺
癌小鼠皮下移植模型及体外实验中都得到证 
实[1-2]. 另外, 肿瘤细胞分泌的粒细胞-巨噬细胞

集落刺激因子(GM-CSF)可以引起巨噬细胞大

量分泌MME, 从而产生更多的血管抑素, 抑制

肿瘤生长和转移[17-18]. 目前, 对于MMP-12的研

■同行评价
本文通过构建真
核细胞表达载体
pcDNA3.1-MME, 
并把鼠结肠癌细
胞的MME基因转
入小鼠CT-26结肠
癌细胞系, 探讨了
MME基因对新生
血管生成的抑制
作用, 为阻断肿瘤
血管生成的靶向
基因治疗提供了
实验依据.

图  7  Western blot检测CT-26细胞裂解上清和原位结肠癌
组织中COX-2的表达. A: CT-26细胞裂解上清中COX-2的

表达: 1: 空载体转染组; 2: 未转染组; 3: MME转染组; B: 原

位结肠癌组织中COX-2的表达: 1: 空载体转染组; 2: 未转染

组; 3: MME转染组. 每孔上样40 μg总蛋白.

A

B

C

图  6  三组原位结肠癌组织中COX-2的免疫组化染色结果
(SP×200). A: MME转染组; B: pcDNA3.1空质粒转染组; C: 

未转染组.

A           1                     2                    3

COX-2

COX-2

B

究逐渐增多, 但研究显示, 他在不同部位肿瘤及

不同疾病的发展过程中扮演不同的角色[19-27]. 在
研究人巨噬细胞金属弹力酶(human macrophage 
metalloelastase, HME)生物学作用中发现, 肝细

胞癌患者HME的表达与肝癌组织中血管抑素

的产生和肿瘤血管网的丰富程度密切相关 [28]. 
HME过表达结肠癌患者其肿瘤浸润深度、淋巴

管及血管浸润程度均好于HME阴性表达者[8]. 以
上这些研究都证实MME通过产生血管抑素而在

抗肿瘤和抗血管生成方面起着重要作用. 然而, 
尚未见有关MME对原位移植肿瘤生长影响及与

肿瘤模型中COX-2表达关系的文献报道. 因而本

研究对深入研究MME在结肠癌生长、转移过程

中的生物学作用及机制具有重要意义. 
在本项研究中, 我们首先成功构建了真核

细胞表达载体pcDNA3.1-MME, 证实这种真核

表达载体可稳定转染至小鼠CT-26细胞, 其成熟

的重组MME蛋白(结构域Ⅱ)具有酶活性. 在随

后进行的小鼠原位结肠癌动物研究发现, 高水

平表达的MME具有明显的抑制原位结肠癌生长

的作用, 同时, MME表达与结肠癌组织中MVD
值密切相关. 本研究的结果进一步证实了, MME
具有重要的抗肿瘤血管生成作用, 这可能是通

过分解循环血液中的纤溶酶原, 生成血管抑素, 
从而抑制了肿瘤血管内皮细胞增殖而起作用的. 
这些研究结果与国外报道的小鼠黑素瘤皮下

移植模型研究[29]和小鼠结肠癌皮下移植模型研 
究[7]的结果相似. 但本项研究在结肠原位移植瘤

模型中探讨了MME的抗肿瘤作用. 与皮下移植

瘤模型研究比较, 结肠原位种植肿瘤模型的实

验结果可以从“土壤”和“种子”学说的角度, 
更清晰地探讨MME抑制结肠癌生长转移的体内
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作用机制. 
肿瘤组织中平均微血管密度(MVD)是衡量

肿瘤血管生成的重要指标, 在目前难以测定血

管抑素的情况下, 检测肿瘤MVD值, 可以间接反

映MME的作用机制. COX-2与肿瘤血管生成密

切相关, COX-2作为一种刺激因子在肿瘤发生中

能促进肿瘤血管生长, 为肿瘤生长和转移提供

必需的营养[30-31]. 本项研究发现, 在MME转染组

中, 不仅原位结肠癌组织中MVD明显降低, 而且

COX-2的表达亦明显下降, 提示MME也可能具

有调节COX-2表达和生成的作用, 其作用机制

尚待进一步探讨. 总之, 我们研究显示,  MME和
COX-2与结肠癌血管生成密切相关, 为阻断肿瘤

血管生成的靶向基因治疗提供了实验依据. 
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