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摘　要：基质金属蛋白酶是降解细胞外基质的重要酶类。在正常生理状态下，基质金属蛋白酶参与新生血

管的形成及伤口的愈合；在病理状态下它参与组织重构、恶性肿瘤转移等病理进程。通过对基质金属蛋白

酶检测，可以深度了解其性质及致病机理，并进一步了解病症的恶化程度，从而进行及时检测治疗。现根

据基质金属蛋白酶的功能及特性，对基质金属蛋白酶活性和表达两大方面的检测技术进行了综述，为研究

人员选择合适的基质金属蛋白酶检测技术提供参考。
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Research progress in matrix metalloproteinases detecting technology
MA Wen-Qing, CUI Xiao-Hui, AN Li-Guo, YIN Miao*

(The Key Laboratory of Animal Resistant Biology of Shandong, College of Life Science, 
Shandong Normal University, Jinan 250014, China)

Abstract: Matrix metalloproteinases (MMPs) are important enzymes, which can degrade extracellular matrix. 
MMPs participate in the formation of new blood vessels and the healing of wound under the normal physiological 
condition, and participate in the tissue reconstruction, malignant tumor metastasis and other pathological process. 
Researchers can understand the nature and the pathogenic mechanism deeply by means of MMPs detection, and get 
further known about the deteriorated condition, so as to detect and treat diseases in time. According to the functions 
and features of MMPs, the detecting technology from the two aspects of the MMPs activity and expression were 
summarized in this article. It will provide the reference for the researchers to choose the appropriate matrix 
metalloproteinases detecting technology.
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基质金属蛋白酶 (matrix metalloprotease, MMPs)
是一类活性依赖于锌离子和钙离子的蛋白水解酶，

其主要的生理作用是降解细胞外基质 (extracellular 
matrix, ECM)。MMPs 几乎能降解细胞外基质的所

有成分，如胶原、明胶、黏性蛋白、纤维黏连蛋白、

蛋白多糖等。MMPs 主要由巨噬细胞、中性粒细胞、

平滑肌细胞、内皮细胞等产生。在多数细胞中，

MMPs 不在细胞内储存，当有外来特定信号刺激这

些细胞时，MMPs合成增加并立即分泌到ECM中去；

但在巨噬细胞和中性粒细胞中，MMPs 可以合成并

储存于胞质中，并通过调节型的外排途径完成胞外

分泌。MMPs 是自然进化中高度保守的一类酶，广

泛分布于植物、脊椎动物、无脊椎动物中。MMPs
在生理状态下参与胚胎形成、新生血管的形成及伤

口的愈合 [1]。现已发现 26 种 MMPs (MMP-1~26)，
称为 MMP 家族。根据作用底物以及片断同源性等

特性，将 MMPs 分为 6 类：第一类为胶原酶，包括

MMP-1、MMP-8、MMP-13，其作用底物主要为纤

维类胶原，即 I、II、III 型胶原，不能降解明胶和

IV 型胶原；第二类为明胶酶，包括 MMP-2 和
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MMP-9，主要水解变性胶原及基膜的主要成分 IV
型胶原；第三类为基质降解素，包括 MMP-3、
MMP-7、MMP-10，其中 MMP-3 和 MMP-10 能作

用于蛋白聚糖、层黏连蛋白、纤维黏连蛋白、Ⅲ型

和Ⅳ型胶原及明胶。MMP-7 能作用于明胶和层黏

连蛋白；第四类为膜型基质金属蛋白酶，包括

MMP-14、MMP-15、MMP-16、MMP-17、MMP-
24、MMP-25，膜型基质金属蛋白酶定位在肿瘤细

胞及其基质成纤维细胞的细胞膜上，可降解 I、II、
III 型胶原和纤维黏连蛋白。膜型基质金属蛋白酶的

表达受刀豆蛋白、癌基因等调节；第五类为基质溶

解酶，包括基质溶解因子 1 (MMP-7) 和基质溶解因

子 2 (MMP-26)，其中 MMP-7 可以降解Ⅳ型胶原、

纤维黏连蛋白和明胶等；第六类是 furin 活化的

MMP 和其他分泌型 MMP[2-3]。在正常生理状态下，

组织中 MMPs 表达量极少。而在涉及人体多种生理

和病理过程中，如炎症、胚胎发生、血管形成及肿

瘤侵袭转移时，组织中的 MMPs 的表达量上升，如

在肿瘤侵袭转移过程中，主要是通过 MMPs 破坏基

质的降解平衡，从而促进肿瘤细胞突破基底膜和细

胞外基质构成的组织屏障，进而侵袭周围组织。鉴

于 MMPs 在生理和病理进程中起着关键性的作用，

对于基质金属蛋白酶检测技术的研究开发是十分必

要的。因此，本文根据基质金属蛋白酶的功能及特

性，对基质金属蛋白酶的检测技术进行了综述。

1　基质金属蛋白酶活性的检测方法 

在某些病理状态下，如肿瘤转移过程中，

MMPs，尤其是 MMP-2 和 MMP-9 等胞外分泌型酶

类的活性升高，可以通过降解胞外基质中的 IV 型

胶原蛋白起到易于肿瘤细胞转移的作用。因此，对

MMPs 活性的检测有助于了解肿瘤细胞的恶化程

度，便于肿瘤的检测和治疗。目前常见的酶活检测

方法有：荧光明胶酶检测法、明胶酶谱法、DQ 明

胶原位酶谱分析、高效液相色谱法、肽链修饰的荧

光探针技术以及荧光分子断层成像技术。

1.1　荧光明胶酶检测法 
荧光明胶酶检测法是由 MolecularProbes 公司于

2001 年推出的方法，是用荧光胶体偶联物代替普通

明胶而建立起来的一种方法。主要是针对于具有明

胶酶活性的 MMP-2 和 MMP-9 的检测，其主要检测

要点是：(1) 获得含明胶酶的样本；(2) 含胶原酶的

样本与荧光胶体偶联物 DQ - 明胶共孵育，样本中的

明胶酶分解荧光明胶，释放荧光肽，荧光的增加量

与样本中明胶酶的活性成正比，利用荧光光度计结

合标准曲线即可定量确定明胶酶的量。Liu 等 [4] 用

荧光明胶降解法证明了胞外分泌复合物对于基质金

属蛋白酶的分泌是十分必要的，胞外分泌复合物的

组分 Exo70 可促进 MMPs 的分泌。该方法将明胶酶

的活性与化学发光技术巧妙结合，具有高敏快速方

便和直观等优点，适合多种形式样本的分析，特别

是适合明胶酶活性抑制剂的高通量筛选，但缺点在

于试剂盒费用高，且操作过程中仍然需要组织匀浆

或血清分离等过程，还无法进行组织定位观察。

1.2　明胶酶谱法 
明胶酶谱法是一种基于非还原 SDS-PAGE 电

泳和反相凝胶染色的 MMPs 检测方法 [5]。主要原理

是：(1) 含明胶酶的样本首先上样进行非还原 SDS-
PAGE 电泳，利用 MMPs 与阴离子去垢剂 SDS 结合，

形成蛋白质 -SDS 复合物，使待测蛋白质带上相同

的负电荷，其量大大超过蛋白质分子原有的电荷量，

因而掩盖了不同种类蛋白质间原有的电荷差别，此

时蛋白质分子在凝胶中的迁移率取决于其相对分子

质量大小 ( 小相对分子质量的蛋白质在凝胶中的迁

移率要大于大相对分子质量的蛋白质 )。(2) 非还原

SDS-PAGE 电泳后，将相对分子质量不同的 MMPs
及与 MMPs 结合的组织抑制剂同时分离，再利用含

非离子型表面活性剂 (Triton X-100) 的洗脱液洗脱去

除 SDS，在这一过程中引发了明胶酶酶原蛋白的体

外活化。由于显影缓冲液内含有对氨基苯汞乙酸盐

(paminophenylmercuric acetate, PAMA)，PAMA 可以

除掉酶原中的一个相对分子质量约为 104 的小肽，

将无活性的前体酶转变为有活性的酶，从而降解凝

胶中相应部位的明胶 [6]。(3) 然后经过短暂漂洗后

将凝胶放入孵育液中进行孵育，这时明胶酶分解凝

胶中的底物明胶。(4) 最后进行显色脱色后可见蓝

色背景下的白色条带。明胶酶谱法可用于检测血浆

细胞培养上清液及组织中的 MMP-2 和 MMP-9 的

活性，但传统的检测方法存在一定的缺陷，实验周

期长、孵育液含剧毒药品。李炳蔚等 [7] 对明胶酶谱

法进行了优化，结果显示，凝胶孵育时间由 42 h 缩

短为 17 h 不影响酶谱法检测结果。将漂洗步骤省略

并且所配洗脱液仅使用 2.5% Triton X-100，孵育液

中 NaN3 及 NaCl 去除，电泳步骤中把去离子水更

换为蒸馏水，联合改变以上三个条件不影响实验结

果。血浆样品反复冻融多达 6 次也不影响酶谱法检

测结果。孵育液 pH 值在 7.2~8.8 范围内均可用于酶

谱法。 
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1.3　DQ明胶原位酶谱分析

以上几种明胶酶的检测方法，不能实现既检测

酶的活性又能对其进行定位。而 DQ 明胶原位酶谱

分析的方法可以兼顾这两个方面。DQ 原位酶谱法是

采用 DQ 明胶作为底物固化于组织切片上，这种 DQ
明胶带有异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate, 
FITC) 标记，两分子的荧光载体通过酰胺键结合，

使荧光集团淬灭，不能发出荧光，当明胶被降解时，

荧光载体之间的结合被打断，暴露出荧光集团，发

出绿色荧光，从而使明胶酶在组织原位显示，可以

显示明胶酶活性的分布。DQ 明胶原位酶谱分析法

的应用可以在组织中明确真正发挥作用的明胶酶的

存在部位。 
1.4　高效液相色谱法 

高效液相色谱法 (high performance liquid chro-
matogrhy, HPLC) 是在经典液相色谱法 ( 柱层析、薄

层层析或纸层析 ) 的基础上，引入了气相色谱法的

理论和技术，以高压输送流动相，采用高效固定相

及较高灵敏度检测器发展而成的现代液相色谱分析

方法。HPLC 在多个领域是作为物质分离的重要工

具，也适用于 MMPs 活性的检测。Ma 等
[8] 利用

HPLC 进行 MMP-9 活性的测定，其基本原理是：

以荧光基团和荧光淬灭基团标记的多肽作为底物，

MMP-9 可以将底物催化水解，水解的产物一个有

强荧光活性，一个没有荧光活性，经 HPLC 分离后，

用荧光检测器测定荧光强度，如果 MMPs 没有水解

多肽链，则检测出的荧光活性微弱。最后用外标法

定量求得样品中 MMP-9 的活性，也可以用紫外基

团标记的多肽作为底物，经 HPLC 分离后采用紫外

检测器进行检测，如果能够设计一种内标物，建立

以内标法测定酶活性 HPLC 检测方法，那么就有望

实现生物体内 MMP-9 活性的测定。 
1.5　肽链修饰的荧光探针技术

肽链修饰的荧光探针技术一般适用于一种蛋白

酶的检测，在本文中综述了一种可以同时检测两种

蛋白酶的新方法，该方法有望用于评价细胞癌变程

度。明胶酶谱法及酵素免疫分析法广泛应用于

MMP 活性的测定 [9]，但是难以实现活细胞中 MMP
活性的实时监测及原位成像分析。肽链修饰的荧光

探针技术将荧光法和激光扫描共聚焦显微镜技术结

合起来，能够实现活细胞和组织内活性物质“实时、

可视、定量”的高灵敏度检测，不仅可作原位实时

动态检测，具有实验过程快速，样品处理简便，数

据全面等优点，还能显示单个细胞的荧光强度变化，

将检测提高到单细胞水平。肽链修饰的荧光探针主

要可以分为 3 类：酶活性荧光成像探针、靶向探针

和交联成像探针 [10] 。酶活性荧光成像探针在初始

时为荧光淬灭状态，当酶催化水解后会发出较强荧

光，因此，可通过荧光强度反映酶活的高低。此类

探针主要包括基于多肽的荧光探针、荧光团修饰的

肽探针、可降解的聚合物蛋白酶探针以及具有分支

的聚合物蛋白酶探针等类型 [11-12]。其中基于多肽的

荧光探针是研究最广的酶活性成像探针，已广泛应

用于 Caspase 系列和 MMPs 系列蛋白酶的检测 [13]，

如 Cy5 与 NIR820 所组成的供受体对 MMP-7 的检

测 [14]。此类成像探针的底物是基于荧光共振能量转

移 (fluorescence resonance energy transfer, FRET) 的

原理设计。所谓 FRET 是指当两种不同的荧光生色

团离得较近 (1~10 nm)，且其中一种生色团 ( 供体，

donor) 的发射谱与另一种生色团 ( 受体，acceptor)
的激发谱有相当程度的重叠，当供体被激发时，受

体会因供体激发能的转移而被激发 [15]。FRET 作为

一种方便、快捷、灵敏的光学手段广泛应用于化学

分析、生物结构研究等领域，特别是应用于蛋白质

水解酶活性的测定效果显著 [16]。当供体发射的荧光

与受体淬灭剂的吸收光谱重叠，并且供受体对在几

个原子直径范围以内时，FRET 现象发生。当酶切

肽链使得供受体对远离，供体荧光恢复，由此实现

实时检测酶切情况及酶的活性 [17-20]。利用 FRET 原

理设计合成肽链荧光探针是设计蛋白酶成像探针的

主要方法，一般适用于一种蛋白酶的检测。而刘媛

媛 [21] 提出了一种可以同时检测两种蛋白酶的新方

法，即基于 FRET 原理，建立纳米金 - 肽 - 铕螯合物 -
香豆素复合体系检测 MMP-2 和 MMP-7 酶活性。纳

米金具有高消光系数，在纳米金 - 肽 - 铕螯合物 -
香豆素构成的双 FRET 供受体对中起到荧光淬灭作

用。基质金属蛋白酶水解肽链使其断裂导致 FRET
现象消失，纳米金淬灭铕螯合物的荧光和香豆素的

荧光随之得到恢复，据此实现两种基质金属蛋白酶

的测定。MMP-7 的底物为 Gly-Val-Pro-Leu-Ser-Leu-
Thr-Met-Gly，MMP-2 的 底 物 为 Gly-Pro-Leu-Gly-
Val-Arg-Gly。所设计探针的肽链为 Gly-Val-Pro-
Leu-Ser-Leu-Thr-Met-Gly-Cys-Gly-Gly-Cys-Gly-Pro-
Leu-Gly-Val-Arg-Gly。探针的工作原理如图 1 所示。

这种新型荧光探针具有高灵敏度、高特异性，实时

反映细胞内基质金属蛋白酶活性表达及原位成像。

1.6　荧光分子断层成像技术 
荧光分子断层成像 (fluorescence molecular tomo- 
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高的敏感性和特异性。由于是在封闭的体系中完成

扩增并进行实时测定，大大降低了污染的可能性且

无需在扩增后进行操作，而且 PCR 扩增过程中能

实时监控 PCR 扩增情况，可以及时调整反应参数；

但是 qPCR 只能定量 mRNA 水平，而由于转录后有

许多调节因素，mRNA 水平不能确切反应出细胞中

产生的蛋白质水平。所以，要想准确而全面地了解

机体的表达水平，除了分析 mRNA 的水平外，还

需要免疫组织化学和生物化学实验的数据。 
2.2　免疫印迹分析法 

免疫印迹 (Western blot) 具有 SDS-PAGE 的高

分辨力和固相免疫测定的高特异性和敏感性，现已

成为蛋白质分析的一种常规技术。Western blot 分析

法常用于鉴定某种蛋白质，并能对蛋白质进行定性

和半定量分析。结合化学发光检测，可以同时比较

多个样品中同种蛋白质表达量的差异
[23-25]。Western 

blot 分析法，特异性强，灵敏度高，选择合适内参

可以准确定量，结果可靠，但是成本较高，需要购

买 MMPs 抗体、内参抗体以及二抗，同时，检测费

时费力，且一次检测的通量有限。 
2.3　免疫组化技术

免疫组化是指带显色剂标记的特异性抗体，在

组织细胞原位通过抗原抗体反应和组织化学的呈色

反应，对相应抗原进行定性、定位、定量测定的一

项实验技术，包括荧光抗体技术、免疫酶染法和胶

体金技术。免疫组化分析是迄今原位检测组织蛋白

最直观应用最广的方法，在检测基质金属蛋白酶的

试验中，它不仅可以提供各种肿瘤间、各种因子间

半定量的比较数据，更重要的是能像 DQ 明胶原位

酶谱法一样做到组织定位，从而能够从形态学上反

映 MMPs 的表达规律。Jia 等
[26] 和田鲲等 [27] 均利

用免疫组化技术实现了在转染后的血管平滑肌细胞

中、涎腺肿瘤中 MMP-2 和 MMP-9 表达定位的检测。

由于在实验过程中主观因素干扰较多导致实验稳定

性较差，因此，不能准确定量比较，从而限制了该

项技术的普遍应用。 
2.4　酶联免疫吸附技术 

酶联免疫吸附技术 (ELISA) 是将酶标记在抗体 / 
抗原分子上，形成酶标抗体 / 酶标抗原，称为酶结

合物。在抗原与抗体反应形成复合物之后，该酶结

合物作用于加入的底物使之呈色，根据颜色的有无

和深浅，定位或定量抗体 / 抗原。ELISA 分析法综

合了 Western blot 分析法特异性强、灵敏度高和可

定量的优点，同时兼有操作简单，获得结果快，检

肽链一端通过C基与香豆素连接，肽链的另一端通过N基与

铕螯合物标记。利用肽链中间半胱氨酸提供的巯基与纳米

金连接，形成双FRET体系，香豆素和铕螯合物的荧光分别

被纳米金淬灭。当MMP-2和MMP-7出现时，分别将肽链中

的Gly-Val和Ser-Leu水解，释放出Val-Arg-Gly-香豆素和铕螯

合物-Gly-Val-Pro-Leu-Ser，香豆素和铕螯合物的荧光恢复，

据此实现MMP-2和MMP-7的检测。 
图1　纳米金-肽-铕螯合物-香豆素的化学结构及其基

于FRET机制的工作原理示意图

graphy, FMT) 利用已在生物学和医学研究中大量使

用的、具有特异性的荧光分子探针来标记特定分子

或细胞，以这些分子或细胞作为成像源，在体内观

测生物体内细胞与分子水平的变化，通过图像重建

提供目标物在生物体内的分布等信息。它具有灵敏

度较高、快捷简便、费用低、相对高通量等诸多优点。

近几年来，荧光分子断层成像发展迅速，在生物学

领域得以关注，成为研究 MMPs 活性的新技术。荧

光分子断层成像技术对于 MMPs 检测的范围包括：

MMP-2、MMP-3、MMP-7、MMP-9、MMP-12 和

MMP-13。Rawashdeh 等 [22] 通过利用荧光分子断层

成像技术检测裸鼠体内 MMPs 的活性影像，研究皮

肤鳞状细胞癌异种移植的侵袭行为以及植入体新血

管形成的状况。

2　基质金属蛋白酶表达的定性、定量分析 

在基质金属蛋白酶表达的定性、定量分析中最

常用的检测技术包括：实时荧光定量 PCR 技术、

免疫印迹分析法、免疫组化技术、酶联免疫吸附技

术、组织芯片技术。除了这些传统的检测技术外，

于 2014 年，又出现了初步应用于 MMPs 检测的乳

胶凝集法这一新型检测技术。 
2.1　实时荧光定量PCR技术 

实时荧光定量 PCR (quantitative real time PCR, 
qPCR) 作为检测基质金属蛋白酶最常用的方法之

一，其优点在于操作简便、快速高效，而且具有很
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测成本低等特点，使测定达到很高的灵敏度和稳定

性，尤其适合大批量样本中 MMPs 的检测，以及靶

向明胶酶的药物抑制剂的高通量筛选，为免疫测试

中常用的手段，也适用于检测荧光标记后的生物分

子是否在免疫反应中仍保持其原有的生物活性。顾

少菊等 [28] 采用 ELISA 的方法检测眼镜蛇毒 C 组分

对白血病细胞中 MMP-2 和 MMP-9 表达活性的影

响，结果显示：经过蛇毒 C 组分处理后的白血病细

胞中的 MMP-2 和 MMP-9 的表达均下降，并且随

着处理时间的加长，MMP-2 和 MMP-9 表达活性明

显下降。

2.5　组织芯片技术 
组织芯片是将数十至上千个小组织整齐地排

放在同一张载玻片上的微缩组织切片，1998 年由

Kononen 等 [29] 提出，是近年来基因芯片技术的发

展和延伸，属于一种特殊芯片技术。它是将数十个，

甚至数千个不同个体的临床组织标本按照预先设计

的顺序集成在一张固相载体所形成的组织微阵列。

组织芯片技术可以与 DNA、RNA、蛋白质、抗体

等技术相结合，与传统的病理学技术、组织化学及

免疫组化技术相结合，在基因、基因转录和相关表

达产物生物学功能 3 个水平上进行研究。组织芯片

可用于组织中的 DNA、RNA 和蛋白质的定位分析

和检测 [30]。检测 MMPs 的传统方法包括酶联免疫

吸附法、放射免疫分析法、荧光免疫测定法等，这

些方法操作繁杂、费时，并可能有核素污染。组织

芯片在同一张玻片上进行，实验条件在最大程度上

保持一致，实验误差减小，可比性强，准确性高；

一次实验可以获得大量结果，还具有并行性、高通

量、微型化和自动化等优点。李洪涛等 [31] 通过进

行组织芯片免疫组化染色与传统免疫组化染色乳腺

癌细胞中 MMPs 阳性率的比较，结果表明：组织芯

片免疫组化在乳腺癌相关指标检测中与传统免疫组

化无明显区别，具有与传统方法同样的敏感性和准

确性，组织芯片免疫组化的方法在乳腺癌相关指标

检测中可一次对多个样本进行多指标检测，大大节

省了人力、物力和财力，值得进一步推广使用。组

织芯片技术不仅仅可用于乳腺癌中 MMPs 的检测，

也可广泛应用于针对宫颈癌、胃癌、非小细胞肺癌、

大肠癌、胆囊癌、肺癌以及骨性关节炎患者关节液

和血清中基质金属蛋白酶的检测也主要应用于组织

中 MMP-2、MMP-9 及 MMP-13 的检测。 
2.6　乳胶凝集法 

乳胶凝集法是以乳胶颗粒作为载体的一种间接

凝集试验，即吸附可溶性抗原于其表面，特异性抗

体与之结合后，可产生凝集反应。乳胶是聚苯乙烯

聚合的高分子乳状液，对蛋白质、核酸等高分子物

质具有良好吸附性能，可用作载体吸附某些抗原 ( 抗
体 ) 来测定相应的抗体 ( 或抗原 )。本法具有快速简

便、保存方便、比较准确等优点，但在基质金属蛋

白酶的检测中却没有得到推广应用。博米乐等
[32]

利用乳胶凝集法检测 MMP-3 申请了专利，通过将

负载有单克隆抗体 14B1 的乳胶粒子和负载有单克

隆抗体 3D3 的乳胶粒子与血液待测样品接触产生凝

集作为信号检测血液待测样品中的人 MMP-3。乳

胶凝集法相比 ELISA 法检测 MMPs 更为迅速。

3　结论与展望 

基质金属蛋白酶检测技术的研究开发对于病理

进程研究具有重要的意义。随着科学技术的发展，

基质金属蛋白酶的检测方法也将不断地更新，现在

最常用的这几种检测方法也各有优劣，有时多种技

术的综合应用能够更加准确地进行基质金属蛋白酶

的检测，也可以根据检测的目的、实验室条件选择

检测方法。目前人们更是期待研究开发出快捷、精

确、高通量的基质金属蛋白酶检测技术，从而了解

疾病的恶化程度，做到对相关疾病的预防、诊断和

治疗，也为治疗相关疾病药物的研发提供了方向。
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