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尿激酶对人血管内皮细胞 MMP一9表达的影响及机制 

张树堂，李光勤 

(重庆医科大学附属第一医院神经内科 重庆医科大学基础医学研究所，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨尿激酶对人血管内皮细胞基质金属蛋白酶9(Matrixmetalloproteinase 9，MMP一9)表达的影响及机制。方法： 

将正常条件下培养的人脐静脉血管内皮细胞分为 5组：第 1组为空白对照，第 2组加入尿激酶，第 3、4、5组在加人尿激酶前分 

别加入 MEK抑制剂 PD98059、NF—K B抑制剂 PDTC、AP一1抑制剂 Curcumin。分别用 RT—PCR和激光共聚焦技术检测细胞 

MMP一9mRNA和蛋白表达量的变化。结果 ：第 2组 MMP一9mRNA和蛋白表达量较第 1组显著升高 ，其余 3组较第 2组显著降 

低。结论：尿激酶上调人血管内皮细胞 MMP一9表达，其机制与 Ras—Raf-MEK1／2一ERK1／2信号转导途径以及 NF—K B和 AP一1 

有关。 

【关键词】血管内皮细胞；尿激酶；基质金属蛋白酶9 

【中国图书分类法分类号】Q786；Q593+．5 【文献标识码】A 【收稿日期】2008—09—22 

The effect of urokinase on the expression of MMP-9 in human endothelial celI 

and its mechanism 

ZHANG Shu—tang，et 

(Department ofNeurology，￡k First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of urokinase on the expression of Matrix metalloproteinase 9(MMP一9)in human 

endothelial cell and its mechanism．Methods：The human umbilical vein endothelial cell cultured in norma1 condition were divided into 

five groups：the first group was blank control，the second group was given urokinase，the third，fourth and fifth groups were treated with 

MEK inhibitor PD98059，NF-K B inhibitor PDTC，and AP-1 inhibitor Curcumin，respectively before urokinase was added in．The 

expression of MMP一9 mRNA and protein in all the groups were detected by RT-PCR and Laser-Confocus respectively．Results：The 

mRNA and protein expression of MMP一9 in the second group were increased obviously，as compared with the first group．Compared with 

the second group，the mRNA and protein expression of MMP一9 in the third，fourth，and fifth groups were decreased significantly． 

Conclusion：Urokinase can upregulate the MMP-9 mRNA and protein expression of human endothelial cel1．The mechanism is related to 

the Ras-Raf-MEK1／2-ERK1／2 signal transduction pathway．also to NF—K B and AP一1． 
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目前 ，国际上普遍认可的溶栓药物主要有两种一 

tPA和尿激酶。其中tPA在国外应用较多，而我国主 

要的溶栓药物是尿激酶。有关 tPA对基质金属蛋白 

酶 9(Matrix metalloproteinase 9，MMP一9)表达的影响 

及机制已比较明确 ，但未见尿激酶对 MMP一9表达的 

影响的分子生物学机制的研究。本研究通过离体人 

血管内皮细胞培养，观察尿激酶对 MMP一9表达的影 

响，并探讨其可能的机制。 
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1 材料与方法 

1．1 主要 试剂 

尿激酶(丽珠集团丽珠制药厂 )，PD98059(Ceil Signaling 

Technology公 司 )，PDTC(Sigma公 司 )，Curcumin(Alexis公 

司)。RNAiso Plus、RT—PCR试剂盒(宝生物_T程有限公 司 

(TaKaRa))，人 MMP一9、GAPDH引物亦由该公司合成。小鼠 

抗人 MMP一9单克隆抗体(Santa Cruz公司)。FITC标记山羊 

抗小鼠IgG(~L京中杉金桥生物技术有限公司)。 

1．2 细胞培养 

人脐静脉内皮细胞细胞生长于含 10％胎牛血清的 RP— 

MI1 640培养液中，于37 oC、5％CO 、饱和湿度条件下培养。 
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l _3 细 胞 分 组 及 处 理

将正 常条件下 培养 的人 脐静脉血 管 内皮细胞 分 为 5 组 ， 第

1 组 为空 白对照 ， 第 2 组 加入 尿激酶 。 第 3 、 4 组 在加入 尿激酶前

1 h 分别加入 M E K 抑制剂 P D 9 8 0 5 9 、 N F — K B 抑制 剂 P D T c ， 第

5 组 在加入 尿激酶前 0 ． 5 h 加入 A P _ 1 抑 制剂 C u m u m i n 。

1 ． 4 M M P 一 9 m R N A 检 i贝4

采用 半定 量 R T — P c R 方 法 进 行 检测 。 具 体 步 骤 ：在 加 入

尿 激 酶 后 6 h ， 严 格 按 R N A ．s n P l u s 试 剂 说 明 书 分 别提 取 5 组

细胞 总 R N A 。 取 5 组 细 胞 总 R N A 进 行 琼脂 糖 凝 胶 电泳 并 用

紫外 分 光 光 度 法 定 量 ， 然 后 分 别取 4 0 0 n g 总 R N A 进 行 逆 转

录反应合成 c D N A 。 以 G A P D H 为 内参 照 ， 分 别取 10 斗 l 模板

进 行 P C R 反 应 。 人 M M P _ 9 基 因 扩 增 引 物 碱 基 序 列 ：5
’

一 G G C r r A G A T C A
‘

ITr C C T C A G T G C 一 3
’

a n d 5
’

一 C A C A G T A G T C —

G C C G T A G A A G G 一 3
’

( a m p l i n e d l e n 尊h ， 3 0 0 b a s e p a i r s ) ， G A P D H

弓l 物 碱 基 序 列 ：5
’

一 G c — C A A G G T c A T C C A T G A c A A C 一 3
’

a n d

5
’

一 G T C C A C C A C C C T G
‘

I
’

r G C T G T A 一 3
’

( a m p l i f i e d l e n 蹲h ， 4 9 8

b a s e p a i r s ) 。 M M P 一 9 的 反 应 条 件 为 预 变 性 9 5 。C 5 m i n ；9 4 ℃

3 0 s ， 5 6 ℃ 3 0 s ， 7 2 ℃ l m i n ， 3 0 个 循 环 后 7 2 ℃ 延 伸 1 0 m i n 。

G A P D H 的退 火 温 度为 5 8 ℃ ， 其余反 应 条件 与 M M P 一 9 完全 一

致 。 结果检测 ：2 ％ 琼脂糖凝 胶 电泳 ， 8 5 V 电压 ， G 0 1d V i e w 染 色 。

1 ． 5 M M P 一 9 蛋 白 检 羽4

采用 激 光 共 聚 焦 成像 方 法 。 在 加 入 尿 激 酶 后 4 8 h ， 将 5

组 细 胞 按 如 下 步 骤 进 行 处 理 ： ( 1 ) 固 定 ：① 弃 去 板 内 液 体 ，

0 ． 0 1 m o l ／L P B s 轻轻 洗 3 次 ， 每 次 3 m i n 。 ② 冷 的 4 ％ 多 聚 甲醛

固定 1 5 m i n 。 ③ P B s 洗 3 次 ， 3 m in ／次 ， 吸水 纸 吸 干 液 体 。 ( 2 )

用 0 ． 5 ％ T r i t o n X — 1 0 0 透 化 处 理 15 m i n ；P B S 洗 3 次 ， 3 m i n ／

次 ， 吸 水 纸 吸 干 。 ( 3 ) 封 闭 ：加 入 山 羊 血 清 2 0 斗 l ， 3 7 ℃ ， 2 0

I 囊- 蛳 蝴 _ 蝴 I
”

桫 _ ‰ ㈣ ‰ l

I

m i n ；P B s 洗 3 次 ， 3 m i n ／次 。 ( 4 )将盖 玻 片移 到 载玻 片上 ， 在湿

盒 内操 作 。 ( 5 )每 张盖 玻 片加 2 0 ¨ l 用 P B s 以 l ： 5 0 比 例稀

释 的小 鼠抗 人 M M P 一 9 单 克 隆抗 体 ， 3 7 qC 过 夜 ；P B s 洗 3 次 ， 3

1／次 。 ( 6 )加 F TrI、c 标 记 山 羊 抗 小 鼠 I g G 2 0 ¨ 1 于 盖 玻 片

3 7 ℃ ， 1 ． 5 h ( 避 光操作 ) ；P B s 洗 3 次 ， 3 m i n ／次 。 ( 7 )去 离 子 水

洗 2 次 ， 1 m i n ／次 ， 消 除非 特 异性 荧光 。 ( 8 ) 10 ¨ l 甘 油 加 1 0

汕 l P B s ， 兑 成 5 0 ％ 甘 油 封 片 。 ( 9 )立 即进 行激 光 共聚焦 镜检 。

1 ． 6 统 计 学分 析

数 据 以 ；± s 表 示 ， 采 用 E x c e l 进 行 均 值 、 标 准 差 分 析 、 t
’

检 验 。

2 结 果

2 ． 1 各 组 细 胞 M M P 一 9 m R N A 表 达 的 琼 脂 糖 凝 胶

电 泳 结 果 ( 图 I )

2 ． 2 各 组 细 胞 M M P 一 9 蛋 白 表 达 的 激 光 共 聚 焦 成 像

结 果 ( 图 2 ～ 6 )

2 ．3 各 组 细 胞 M M P 一 9 m R N A 表 达 的 变 化

第 2 组 M M P 一 9 m R N A 表 达 量 较 第 1 组 显 著 升

高 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 其 余 3 组 较 第 2 组 显 著 降 低 ( 尸< 0 ． 0 1 ) 。

见 表 1 。

2 ． 4 各 组 细 胞 M M P 一 9 蛋 白 表 达 的 变 化

第 2 组 M M P 一 9 蛋 白表 达 量 较 第 l 组 显 著 升 高

( P < 0 ． 0 1 ) ， 其 余 3 组 较 第 2 组 显 著 降低 ( P < 0 ． 0 1 ) 。 见

表 2 。

M ． D N A M a r k 。 r ；1 ． 空 白 对 照 ；2 ． u P A ；3 ． u P 一 图 2 空 白对 照 组 M M P 一 9 蛋 白表 达 图 3 u P A 组 M M P 一 9 蛋 白表 达

A + P D 9 8 0 5 9 ；4 ． u P A + P D T C ；5 ． u P A + C I l r c u m i n ：

图 1 各 组 细 胞 M M P 一 9 m R N A 表 达

图 4 u P A + P D 9 8 0 5 9 组 M M P 一 9 蛋 白表 达 图 5 u P A + P D T C 组 M M P 一 9 蛋 白表 达 图 6 u P A + C u r c u m i n 组 M M P 一 9 蛋 白表达
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a：空白对照组与 uPA组比较 ；b：uPA+PD980 59组与 uPA组比较 ；C：uPA+PDTC组与 uPA组 比较；d：uPA+Curcumin组与 

uPA组比较(以下标识符所代表的含义相同) 

表 2 各组细胞 MMP一9蛋白表达的比较 

a：空白对照组与 uPA组比较 ；b：uPA+PD980 59组与 uPA组比较 ；c：uPA+PDTC组与 uPA组 比较；d：uPA+Curcumin组与 

uPA组比较(以下标识符所代表的含义相同) 

3 讨 论 

基质金属蛋白酶(Matrixmetalloproteinases，MMPs) 

是一组锌离子依赖性内肽酶，包括多个结构相似、 

能够消化降解基质和基底膜的酶 ，目前已确定的 

MMPs达 20种以上。细胞外基质(Extracellular ma— 

trix，ECM)是细胞之问的物质 ，由多种蛋 白质和非蛋 

白成分组成 ，构成细胞生活的微环境 ，具有支持 、连 

结、营养和防御的作用。他们处在不断代谢、更新、 

降解 、重塑的动态平衡中，这种平衡的失调与体内 

多种病理过程密切相关⋯。MMPs是细胞外基质降解 

过程中必不可少的酶．几乎能降解细胞外基质的所 

有成分 。在正常稳定状态组织 中 MMPs表达量极 

少，而在炎性细胞因子、激素、生长因子刺激下和细 

胞转化过程其表达明显上调。此过程涉及人体多种 

生理及病理过 程 ，如炎症 、胚胎发生 、血管形成 、肿 

瘤侵袭转移等。MMP一2和 MMP一9与脑血管疾病的 

病理生理机制密切相关，它们主要降解Ⅳ和V型胶 

原、弹性蛋白、明胶及层粘连蛋白等。 

MMP一9在缺血后引起基膜下细胞外基质成分 

蛋白水解伴随血管通透性增加及血管完整性丧失， 

最终血脑屏障破坏导致出血及水肿，国内外的研究 

均证实缺血性卒 中溶栓后脑 出血 的发生与 MMP一9 

增高有关。2003年，Wang等[21通过体外实验发现 tPA 

可促进血管内皮细胞表达 MMP一9。2005年 ，国外学 

者发现尿激酶可增加动脉 MMP一2及 MMP一9的含 

量和活性口1。本实验采用半定 量 RT—PCR和激光共 

聚焦分别检测 MMP一9 mRNA和蛋 白含量 的变化 ， 

结果显示其含量在加入尿激酶后明显升高，说明尿 

激酶在体外可促进人血管内皮细胞表达 MMP一9。但 

尿激酶促进人血管内皮细胞 MMP一9表达的机制尚 

不清楚 。 

丝裂 原活化蛋 白激酶 (Mitogen—actived protein 

rinase，MAPK)途径是介导细胞反应的重要信号系 

统 ，普遍存在于包括酵母和哺乳动物 在内的多种生 

物细胞 中 ，参与 了细胞生长 、发育 、分化 、凋亡等多 

种生 理过 程 。哺乳 动物 细胞 中 了解 得最 清楚 的 

MAPK是细胞外信号调节蛋 白激酶(Extracellular 

regulated protein kinases，ERK1／2)，它的信号传递途 

径为典型的三级酶促级联反应 ，是调节细胞生长、发 

育及分化的信号网络的核心。在 ERK1／2的传递途 

径中Ras作为上游激活蛋白，Raf作为 MAPK激酶 

的激酶，ERK激酶(MEK1／2)作为MAPK激酶，ERK1／ 

2为 MAPK，即 Ras-Raf-MEKI／2-ERK1／2途径。MEKl／ 

2不仅仅是 ERK的激活物，还可能是 ERK在胞浆中 

的锚定器。当信号通路无活性时，它就将 ERK固定 

在胞浆中，而细胞受到刺激后，活化的ERK与MEK 

解离并二聚体化，转移到胞核或其它活化位点，再进 
一 步磷酸化下游底物。 
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ERK1／2是将信号从细胞表面受体传导至细胞 

核的关键。磷酸化激活的ERK1／2由胞质转位到核 

内，进而介导 Elk一1、活化转录因子(Activated trans． 

ferfactor，ATF)、核 因子 NF—KB、激活 蛋 白一1(Acti— 

vator protein一1，AP一1)、C—fos和 c—Jun等转 录调节 

因子的活化，促进某些基因的转录与表达。参与细 

胞增殖与分化、细胞形态维持、细胞骨架的构建、细 

胞凋亡和细胞的恶变等多种生物学反应。前期研究 

表明．在MMP一9启动子区存在 AP一1、NF—KB、Ets一1、 

GC和RCE等多种转录因子结合位点[4]。在这些转 

录因子结合位点之中，其中某些位点可能受 ERK调 

控 ，但 ERK到底通过哪些转录因子发挥调控作用 

仍未明了。1998年，HuaTang[ 等在牛主动脉内皮细 

胞培养中发现：尿激酶可与其细胞表面受体(uPAR) 

结合并激活局部粘着斑激酶和 ERK1／2，从而在细 

胞信号转导中发挥作用。本研究结果显示，加入 

MEK抑制剂 PD98059阻断 MEK对 ERK1／2的激活 

后 ．细胞 MMP一9 mRNA和蛋 白含量较单纯加入尿 

激酶时明显降低。说明尿激酶促进人血管内皮细胞 

表达 MMP一9与其细胞表面受体(uPAR)、局部粘着 

斑激酶以及 Ras—Raf-MEK1／2一ERK1／2信号转导途 

径有关。 

NF—KB是哺乳动物 Rel蛋白家族成员，属 DNA 

结合蛋白，具有结合某些基因启动子 KB序列并启动 

靶基因转录的功能。它是一种调控多种细胞基因的 

快反应转录因子。主要存在于胞浆，细胞静息时极 

少有核表达，多数细胞中以p50和 p65亚基的二聚 

体存在，由与其紧密结合的抑制蛋白IKB抑制其活 

性。当活化 因子磷酸化 IKB后 ，释放出 NF—KB并使 

其活化转位到核中增强靶基因的表达。NF—KB是细 

胞分裂和生存的关键调节因子，参与调控细胞周 

期、细胞增殖和细胞分化。已有研究发现 NF—KB参 

与 MMP一9表达的正调控过程[61：在 MMP一9基因启 

动子的⋯561 550区域存在 NF—KB的结合位点，当 

NF—KB活化后 ，促进 MMP一9转录，进而引起 MMP一 

9表达增加 。本研究结果显示，加入 NF—KB抑制剂 

PDTC后，细胞 MMP一9 mRNA和蛋白含量较单纯加 

入尿激酶时明显降低。说明尿激酶促进人血管内皮 

细胞表达 MMP一9与核转录因子NF—KB有关。 

AP一1是指一类能与许多基因上的 AP一1位点 

佛波酯应答元件结合，而在细胞中发挥多种重要作 

用的蛋白质家族因子阎。它是一类二聚体的转录调 

控因子．主要由Jun和Fos两大类蛋白质因子家族组 

成。Jun和 Fos是通过多种亮氨酸残基之间的疏水 

作用即一种“亮氨酸拉链”(1ucine zipper)结构结合 

在一起的，其作用范围十分广泛。作为反式作用因 

子，它们能直接或间接地识别或结合在同一顺式作 

用元件 8—12 bp核心序列上，参与调控靶基因转录效 

率，从而在基因转录调控中有重要作用[91。同大多数 

转录因子一样 ，AP一1的 DNA结合结构域和转录激 

活结构域在物理构象上是分离 的。而转录激活结构 

域会受到不同信号传导通路的调控。许多不同基因 

的调节区域都存在 AP一1的结合位点，MMP一9基因 

就是其中之一。本研究结果显示，加入AP一1抑制剂 

Curcumin后，细胞 MMP一9 mRNA和蛋白含量较单 

纯加入尿激酶时明显降低。说明尿激酶促进人血管 

内皮细胞表达 MMP一9与 AP一1有关。 

综上所述，尿激酶在体外可促进人血管内皮细 

胞表达MMP一9。其发生机制可能为：尿激酶与其细 

胞表面受体(uPAR)结合并激活局部粘着斑激酶， 

继而激活Ras—Raf-MEK1／2一ERK1／2信号转导途径， 

激活的 ERK1／2进一步活化 NF—KB和 AP一1，最终导 

致MMP一9 mRNA转录增强和蛋白表达增高。 
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