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薛爱英 , 冯国兴 , 朱长春 , 等 . 组织基质金属蛋白酶抑制剂-2 的表达纯化及活性鉴定 . 生物工程学报 , 2020, 36(12): 

2868–2876. 
Xue AY, Feng GX, Zhu CC, et al. Prokaryotic expression, purification and characterization of tissue inhibitor of 
metalloproteinase-2. Chin J Biotech, 2020, 36(12): 2868–2876. 

摘  要: 组织基质金属蛋白酶抑制剂-2 (TIMP-2) 抑制肿瘤迁移及侵袭。文中以人 TIMP-2 为研究对象，探索人

TIMP-2 蛋白的原核表达特征，并进行纯化及活性鉴定。以人肺癌 A549 细胞的总 RNA 反转录得到的 cDNA 为模

板，克隆人 TIMP-2 基因，构建 pET28a 重组表达载体；经酶切检测和测序分析的重组表达载体 pET28a-TIMP-2

转入大肠杆菌 Escherichia coli BL21(DE3) 中，利用异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG) 诱导表达，并对表达条件

进行优化。经镍亲和柱纯化后，用 Western blotting 法鉴定融合蛋白 His-TIMP-2，并用明胶酶谱法检测融合蛋白

的活性。研究发现融合蛋白 His-TIMP-2 在 E. coli BL21(DE3) 中以包涵体的形式存在；在一定范围内，IPTG 浓

度对 His-TIMP-2 的表达量没有显著影响；而在该表达系统中，诱导温度和时间是关键参数，His-TIMP-2 的表达

量随诱导温度升高而增加；纯化并复性后的融合蛋白 His-TIMP-2 能有效抑制人肺癌 A549 细胞表达的基质金属蛋

白酶的活性。具有活性的融合蛋白的获得为后续深入研究人 TIMP-2 的功能及机制奠定基础，并对肿瘤治疗具有

重要意义。 

关键词: 基质金属蛋白酶抑制剂 -2，重组表达载体，包涵体，纯化，基质金属蛋白酶  
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Abstract:  Tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2) inhibits tumor migration and invasion. Obtaining TIMP-2 

protein is conducive to a comprehensive and in-depth study of its function and mechanism in tumorigenesis and development. 

We collected human TIMP-2 protein through prokaryotic expression in vitro. We expressed, purified and characterized human 

TIMP-2 protein. First, the human TIMP-2 gene was cloned from the cDNA obtained by reverse transcription of total RNA of 
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human lung cancer A549 cells, and constructed to pET28a vector. The recombinant plasmid pET28a-TIMP-2 was transformed 

into Escherichia coli BL21(DE3) after restriction endonuclease digestion and sequencing analysis. The expression of TIMP-2 

protein was induced by isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG), and the expression conditions were optimized. After 

purification by nickel affinity column, the fusion protein His-TIMP-2 was identified by Western blotting method and its 

biological activity was detected by gelatin zymography. The fusion protein His-TIMP-2 existed in the form of inclusion body 

in E. coli. In a certain range, the concentration of IPTG had no significant effect on the expression amount of His-TIMP-2. But 

in this expression system, induction temperature and time were the key parameters, and the expression amount of His-TIMP-2 

in E. coli increased with the increase of induction temperature. The purified and refolded fusion protein could effectively 

inhibit the activity of matrix metalloproteinases expressed by human lung cancer A549 cells. The acquisition of active fusion 

protein lays a foundation for further study of the function and mechanism of human TIMP-2, and is of great significance for 

tumor therapy. 

Keywords:  tissue inhibitor of metalloproteinase-2, recombinant expression vector, inclusion body, purification, matrix 

metalloproteinase 

 

组织基质金属蛋白酶抑制剂-2 (Tissue inhibitor 

of metalloproteinases-2，TIMP-2) 是基质金属蛋白

酶 (MMPs) 的内源性抑制剂[1]，在哺乳动物正常

组织间隙中广泛表达，相对分子量约为 22 kDa[1-3]。

哺乳动物 TIMP 家族有 4 个成员，在结构上均具

有两个结构域，即由 125 个氨基酸构成的 N 端和

由 65 个氨基酸构成的 C 端；单独的 N 端即可有

效地抑制 MMPs 的活性[4-8]。TIMP-2 和 MMPs 特

异性结合[2]，抑制 MMPs 的催化活性，从而减少

细胞外基质的降解，降低肿瘤的侵袭活性和转移

能力[5,9]。近年来研究表明，TIMP-2 以不依赖抑

制 MMPs 活性的方式发挥作用，减少内皮细胞增

殖和迁移[3,5]、减少血管生成[7]，以及通过改变肿

瘤微环境抑制肿瘤生长[2]。因此，TIMP-2 在肿瘤

发生发展中的作用及机制的研究越来越受到关

注。临床研究表明，蛋白 TIMP-2 在某些器官损

伤诊断、肿瘤早期及预后诊断中可作为一个参考

指标[10-12]。此外，Castellano 等[13]发现脐带血血

浆中的 TIMP-2 通过提高海马神经元的可塑性和

活性，改善衰老小鼠学习记忆与空间探索能力，

表明 TIMP-2 可能具有抗脑衰老功能，这为治疗

中枢神经系统退行性疾病 (如记忆减退、阿尔茨

海默病等) 提供新思路。 

从较多的临床病理中发现，TIMP-2 在人肿瘤 

(如食管癌、胃癌等[14]) 组织和血清中的表达水平

较低，可能是增强的肿瘤侵袭导致[2]；相反，增

加 TIMP-2 的表达水平，肿瘤生长受到抑制，且

化疗敏感性增强[15-16]。TIMP-2 抑制肿瘤生长和减

少血管生成等功能已被发现，而且对 TIMP-2 在

生物体内的作用及相关机制的深入研究也在不断

进行。TIMP-2 在大肠杆菌中能高效表达[17]，但对

TIMP-2 在胞内的具体存在形式没有研究，融合蛋

白在胞内以溶解或包涵体的形式存在，或者两种

形式均存在；而且，融合蛋白的表达条件及纯化

后的活性鉴定均有待研究。因此，本文通过构建

含有人 TIMP-2 基因的原核表达载体，在大肠杆

菌中诱导表达，进而获得融合蛋白 His-TIMP-2，

并 优 化 诱 导 表 达 条 件 ， 纯 化 及 复 性 后 验 证

His-TIMP-2 的活性，为后期深入研究 TIMP-2 的

作用及机制提供支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

人肺癌 A549 细胞，大肠杆菌 Escherichia coli 

DH5α、E. coli BL21(DE3) 菌株和原核表达载体

pET28a (卡那霉素抗性) 均由本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂 

高保真 DNA 聚合酶、反转录试剂盒、T4 DNA

连接酶、卡那霉素、还原型谷胱甘肽、氧化型谷
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胱甘肽、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG)、细

菌培养用胰蛋白胨和酵母提取物购自 Solarbio 公

司；限制性内切酶 (NheⅠ/XhoⅠ) 和质粒提取试

剂盒购自 TransGen Biotech 公司；TIMP-2 小鼠单

克隆抗体购于 Abacam 公司，HRP 标记的羊抗鼠

二抗购于 Proteintech 公司；明胶酶谱检测试剂盒

购 自 南 京 信 帆 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 色 谱 柱

HisTrap™ HP 购于 Cytiva 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  人 TIMP-2 基因的克隆及载体 pET28a 的

双酶切 

根据 GenBank 提供的人 TIMP-2 基因序列 

(GenBank 登录号：NM_003255) 以及原核表达载

体 pET28a 上的多克隆位点，设计并合成引物，

上游引物 5′端和下游引物 5′端分别加入 NheⅠ和

XhoⅠ酶切位点，引物序列见表 1。 

采用 Trizol 法提取人肺癌 A549 细胞的总

RNA，反转录获得 cDNA。以 cDNA 为模板，克

隆人 TIMP-2 基因。用 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定克

隆产物，切胶回收人 TIMP-2 基因片段。同时，

在 37 ℃条件下用限制性内切酶 NheⅠ和 XhoⅠ双

酶切处理表达载体 pET28a，得到线性化载体，同

样经电泳鉴定后，切胶回收待用。 

1.2.2  原核表达载体的构建 

用 T4 DNA 连接酶将回收的人 TIMP-2 基因片

段与线性化表达载体 pET28a 在 4 ℃条件下过夜连

接，得到的连接产物转化 E. coli DH5α，然后涂于

含卡那霉素的 LB 平板上，37 ℃培养过夜。挑选菌

落，即含重组表达载体 pET28a-TIMP-2，扩大培养

后提取质粒，进行双酶切处理，用琼脂糖凝胶电泳

分析检测；同时对菌液进行测序分析，测序结果与

GenBank 提供的人 TIMP-2 的基因序列进行比对。 

1.2.3  TIMP-2 蛋白的诱导表达 

1) 将测序比对正确的重组质粒 pET28a- 

TIMP-2转化于E. coli BL21(DE3) 感受态细胞中，

37 ℃培养。待长出单菌落后，挑选并接种到含卡

那霉素的 LB 液体培养基中，在 37 ℃摇床中振荡

培养，转速为 180 r/min；12 h 后将菌液扩大培养，

扩大比例为 1︰100；当菌液的 OD600 为 0.7–0.8

时，加入 IPTG 诱导 His-TIMP-2 蛋白表达。 

取 1 mL 诱导表达后的菌液，离心弃上清，

用无菌水重悬菌体，加入电泳上样缓冲液混匀，然

后 100 ℃煮沸 5 min，对全菌蛋白进行 SDS-PAGE

分析，鉴定融合蛋白的存在，其中分离胶浓度   

为 12%。 

2) 表达产物存在形式：取 1 mL 诱导表达的

菌液，离心弃上清；用 PE 缓冲液 (20 mmol/L 

NaH2PO4-K2HPO4，1 mmol/L EDTA，pH 7.2) 重

悬菌体，超声破菌。4 ℃离心 15 min，转速为    

12 000 r/min，利用 SDS-PAGE 检测离心后得到的

上清和沉淀，分析 His-TIMP-2 蛋白在大肠杆菌中

的存在形式。 

3) 诱导条件筛选：向 37 ℃条件下培养的菌

液 (OD600 为 0.7–0.8) 中，加 IPTG 溶液，使其终

浓度分别为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.5、2.0 mmol/L，

继续培养 4 h，取 1 mL 菌液进行电泳，分析 IPTG

浓度对 His-TIMP-2 蛋白表达含量的影响。 

向菌液中加入终浓度为 1.0 mmol/L 的 IPTG

溶液，分别于 30 ℃、37 ℃、42 ℃条件下诱导，

每个温度下分别于诱导 2、4、6、8、10 h 后取 1 mL

菌液进行电泳，分析诱导温度、诱导时间对

His-TIMP-2 蛋白表达含量的影响。 

 
表 1  引物序列 
Table 1  The primer sequences 

Primer name Sequence (5′–3′) Restriction enzyme 

TIMP-2-F CTAGCTAGCATGGGCGCCGCGGCCCGC NheⅠ 

TIMP-2-R CCGCTCGAGTTATGGGTCCTCGATGTCG XhoⅠ 

The single underlined sequences indicate restriction enzyme sites. 
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1.2.4  TIMP-2 蛋白的纯化及复性 

包涵体的提取：经分析 His-TIMP-2 蛋白基本

都存在于包涵体中，因此需从包涵体中分离纯化

该蛋白。在上述得到的优化条件下诱导表达蛋白，

然后破碎菌体，离心收集沉淀，向其中加入      

2 mol/L 尿素，待沉淀完全溶解后静置 30 min，离

心弃上清；依次用 Triton X-EDTA 溶液  (0.5% 

Triton X-100，10 mmol/L EDTA)、PE 缓冲液重悬

沉淀，离心弃上清。再用 TE 缓冲液 (20 mmol/L 

Tris-HCl，1 mmol/L EDTA，pH 8.0) 重悬沉淀，

离心弃上清；重复 3 次，得到包涵体。 

包涵体的溶解：向包涵体中加入变性缓冲液 

(50 mmol/L Tris-HCl，8 mol/L 尿素，2 mmol/L 

DTT，pH 8.0)，50 ℃加热 2 h，使包涵体溶解变

性，离心收集上清[18]。 

纯化：色谱柱 HisTrap™ HP 经平衡缓冲液  

(20 mmol/L Tris-HCl，0.1 mol/L NaCl，2 mol/L 尿

素，20 mmol/L 咪唑，pH 8.0) 冲洗平衡后，进样

蛋白溶液，然后用平衡缓冲液冲洗。最后用缓冲液 

(20 mmol/L Tris-HCl，0.1 mol/L NaCl，2 mol/L 尿

素，0.5 mol/L 咪唑，pH 8.0) 洗脱吸附的蛋白，

并收集。 

复性：将纯化的蛋白缓慢加入到含还原型和

氧化型谷胱甘肽的复性缓冲液  (50 mmol/L 

Tris-HCl，0.8 mol/L 尿素，pH 8.8) 中，His-TIMP-2

蛋白的终浓度不超过 10 µg/mL；同时，在室温下

缓慢搅拌，4 ℃静置过夜。浓缩蛋白溶液，再用

缓冲液 (50 mmol/L NaH2PO4-NaOH，pH 6.0) 透

析 16 h，然后 35 ℃孵育 45 min。最后离心除去沉

淀物，得到复性的 His-TIMP-2 蛋白。 

1.2.5  融合蛋白的鉴定及活性检测 

1) Western blotting 鉴定：以未诱导的菌液超

声破碎后的总蛋白作为对照。向对照蛋白和复性

的融合蛋白 His-TIMP-2 中分别加入电泳上样缓冲

液，加热处理。选用鼠源抗 TIMP-2 抗体 (一抗)

及 HRP 标记的羊抗鼠二抗，用 Western blotting 免

疫学法对复性的融合蛋白 His-TIMP-2 进行鉴定。 

2) 活性检测：采用明胶酶谱法[9]检测复性后

融合蛋白 His-TIMP-2 的活性。将生长状态良好的

人肺癌 A549 细胞清洗后，加入不含血清的培养

基 DMEM 培养。24 h 后收集培养基，用 10 kDa

超滤离心管浓缩样品。取 25 μL 浓缩的细胞上清，

向其中加入 25 μL 复性后的融合蛋白 His-TIMP-2，

得到混合样品。取相同体积浓缩的细胞上清和

混合样品，分别加入等体积的 2×非还原型电泳

上样缓冲液，加热处理。按说用书进行明胶酶谱

实验。 

明胶酶谱中条带的亮度和面积可半定量表征明

胶酶的活性[19]，由软件分析图像中条带的密度值，

并以活性明胶酶的比活表示明胶酶的含量。其中， 

密度值=条带面积×(条带灰度−背景灰度)。 

比活=条带密度值÷蛋白浓度。 

比活单位为 mL/mg。 

根据明胶酶谱结果，分析复性后融合蛋白对

A549 细胞表达的 MMPs 的抑制能力。 

本 研 究 中 所 有 电 泳 凝 胶 成 像 和 Western 

blotting 成像均用 BIO-RAD 化学发光凝胶成像仪

完成。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因的克隆及表达载体的构建 

从人肺癌 A549 细胞株中提取的总 RNA 反转

录得到的 cDNA，经 PCR 反应克隆得到目的基因

TIMP-2，在琼脂糖凝胶电泳图谱中约 665 bp 处有

一条明显的条带 (图 1A)，与目的基因大小一致。

重组质粒经双酶切得到的产物，琼脂糖凝胶电泳

分析的结果如图 1B 所示，在约 665 bp 处有明显

条带，为目的基因，表明成功构建重组表达载体

pET28a-TIMP-2 。 鉴 定 为 重 组 表 达 载 体

pET28a-TIMP-2 阳性的菌液经测序分析，证明

pET28a-TIMP-2 中 人 TIMP-2 的 基 因 序 列 与

GenBank 提供的序列 (NM-003255) 一致。 
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图 1  pET28a-TIMP-2 重组质粒的构建 
Fig. 1  Construction of recombinant expression plasmid 
of pET28a-TIMP-2. (A) PCR amplification of TIMP-2 
gene. M: marker; 1: amplification of the gene TIMP-2. 
(B) Double enzyme digestion of pET28a-TIMP-2 
plasmid. 1: pET28a-TIMP-2 recombinant plasmid; 2: 
pET28a- TIMP-2 was digested by restriction enzymes of 
Nhe  and Ⅰ XhoⅠ; M: marker. 

 

2.2  融合蛋白的表达 

诱导表达的菌体处理后，用 SDS-PAGE 鉴定，

结 果 如 图 2A 所 示 。 与 不 含 重 组 表 达 载 体

pET28a-TIMP-2 的菌体及未加诱导剂 IPTG 的菌

体的总蛋白相比，在诱导表达菌体的蛋白泳道中，

约 23 kDa处出现一条明显的蛋白条带。本研究中，

TIMP-2蛋白与载体 pET28a上的 His标签蛋白融合

表达，其分子量分别为 22 kDa 和 0.8 kDa 左右，与

SDS-PAGE 结果显示的融合蛋白分子量约 23 kDa

一致。这表明融合蛋白被成功诱导表达。 

对融合蛋白在大肠杆菌中存在形式的分析结

果如图 2B 所示，菌液破碎后离心，在上清中基

本不含融合蛋白 His-TIMP-2，说明蛋白表达后以

不溶的包涵体形式存在。这一现象主要是因为

TIMP-2 结构中含有 6 个二硫键[7]，融合蛋白在大

肠杆菌中表达时，巯基间不能在还原性细胞液中

形成二硫键，导致蛋白错误折叠，形成包涵体[20]。 

2.3  融合蛋白诱导表达条件的优化 

在添加诱导剂 IPTG 时，融合蛋白成功表达，

从图 2A 和图 3 中均能直观地看出，图 3 表示 IPTG

浓度对大肠杆菌中 His-TIMP-2 表达含量的影响。

分析电泳结果，不同 IPTG 浓度下融合蛋白

His-TIMP-2 表达含量的结果见表 2，发现 IPTG

浓度对大肠杆菌表达融合蛋白的影响较小，可能 

 
 

图 2  SDS-PAGE 检测融合蛋白的表达及其存在形式 
Fig. 2  Detection of fusion protein expression and its 
existing form by SDS-PAGE. (A) Detection of induced 
fusion protein His-TIMP-2 by SDS-PAGE. 1: the total 
protein in control E. coli BL21(DE3) without 
pET28a-TIMP-2 recombinant plasmid; 2: the total 
protein without IPTG induction in E. coli transformed by 
recombinant plasmid pET28a-TIMP-2; 3: the total 
protein induced by IPTG in E. coli transformed by 
recombinant plasmid pET28a-TIMP-2; M: protein marker. 
(B) SDS-PAGE analysis of existence form of His-TIMP-2 
in E. coli transformed by recombinant plasmid 
pET28a-TIMP-2. After induction by IPTG, E. coli was 
broken by ultrasound and then centrifuged to collect the 
supernatant and precipitate. 1: the total protein in broken 
E. coli; 2: the supernatant; 3: the precipitate. 
 
是因为大肠杆菌高效表达融合蛋白，0.2–2 mmol/L

范围内的 IPTG 均能有效诱导融合蛋白表达。因

此，选择常用的 IPTG 诱导浓度为 1 mmol/L，研

究诱导温度和诱导时间对大肠杆菌中融合蛋白

His-TIMP-2 表达含量的影响。 

大肠杆菌中融合蛋白的表达含量均采用

SDS-PAGE 分析，不同诱导温度、不同诱导时间

下融合蛋白 His-TIMP-2 的表达含量见表 3。分析
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比较发现，在特定温度下，融合蛋白含量随诱导

时间的增加而增加，例如 37 ℃时，融合蛋白含量

从 0 增加到 20.7%。在诱导时间相同时，融合蛋

白含量随诱导温度升高而呈增加的趋势，例如诱

导 4 h，温度从 30 ℃升至 42 ℃时，融合蛋白含

量从 10.3%增加到 23.3%。而且，随着诱导温度

的升高，融合蛋白含量达到最大值所需时间缩

短，在 30 ℃时，融合蛋白含量的增加趋势在研

究范围内未出现平台；37 ℃时，融合蛋白含量在

诱导 8 h 后基本不变；42 ℃时，融合蛋白含量在

诱导 4 h 后基本达到最大值。因此，在 His-TIMP-2 

 

 
 
图 3  SDS-PAGE 分析 37 ℃诱导时 IPTG 浓度对融合

蛋白 His-TIMP-2 诱导表达的影响 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis for the effect of IPTG 
concentration on the expression amount of His-TIMP-2 
in E. coli induced at 37 °C. 1: 0 mmol/L IPTG;         
2: 0.2 mmol/L IPTG; 3: 0.4 mmol/L IPTG; 4: 0.6 mmol/L 
IPTG; 5: 0.8 mmol/L IPTG; 6: 1.0 mmol/L IPTG;      
7: 1.5 mmol/L IPTG; 8: 2.0 mmol/L IPTG. 

 
表 2  37 ℃时不同浓度 ITPG 诱导的大肠杆菌中融合

蛋白 His-TIMP-2 的表达含量 
Table 2  The amount of His-TIMP-2 in E. coli 
induced by different concentrations of ITPG at 37 °C 

IPTG concentration (mmol/L) His-TIMP-2 amount (%)

0 0 

0.2 12.9 

0.4 11.3 

0.6 12.4 

0.8 14.3 

1.0 14.8 

1.5 14.1 

2.0 12.5 

The experiment was done three times and the results 
presented the same trend. 
 

表 3  1.0 mmol/L IPTG 时不同诱导温度和时间下大

肠杆菌中融合蛋白 His-TIMP-2 表达含量 
Table 3  The amount of His-TIMP-2 in E. coli 
induced by 1.0 mmol/L IPTG 

Temperature (°C)
His-TIMP-2 amount (%) 

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h

30 0 7.3 10.3 12.2 14.8 16.6

37 0 8.2 16.0 17.9 20.2 20.7

42 0 10.7 23.3 24.4 21.4 22.3

The experiment was done three times and the results 
presented the same trend. 

 
的原核表达中，诱导温度和时间是关键因素。根

据上述结果，融合蛋白 His-TIMP-2 诱导表达的最

适条件为 37 ℃诱导 8 h 或 42 ℃诱导 4 h。 

2.4  融合蛋白的纯化 

利用 HisTrap™ HP 亲和色谱柱纯化融合蛋白

His-TIMP-2，杂质蛋白不能吸附在色谱柱上，形

成穿透峰；吸附蛋白用高浓度咪唑竞争洗脱，结

果如图 4A 所示。在洗脱峰后，紫外基线较高，

是因为洗脱液中含高浓度咪唑，而咪唑在 280 nm

处有吸收。收集穿透峰和洗脱峰，进行电泳分析 

(图 4B)，穿透峰中不含融合蛋白，洗脱峰中融合

蛋白的纯度为 94%，进而得到融合蛋白His-TIMP-2

一步纯化后的收率为 88%，说明 HisTrap™ HP 色

谱柱能有效纯化融合蛋白 His-TIMP-2。 

2.5  复性后融合蛋白的鉴定与活性分析 

纯 化 的 融 合 蛋 白 经 复 性 后 ， 用 Western 

blotting 法分析，结果如图 5A 所示，在约 23 kDa

处有特异性蛋白条带，而未诱导的细菌总蛋白中

没有 His-TIMP-2 蛋白条带，验证了复性后的融合

蛋白；而且复性得到的融合蛋白收率为 35%，与

文献中稀释法复性的有关结果相当[20]。 

复性后融合蛋白 (浓度为 0.15 mg/mL) 活性

通过明胶酶谱法检测。在加有明胶的聚丙烯酰胺

凝胶中进行 SDS-PAGE，电泳结束后用酶反应缓

冲液孵育凝胶，然后染色、脱色。凝胶中含底物

明胶而被染色，形成深色背景；而在有明胶 
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图 4  大肠杆菌中融合蛋白的纯化及其电泳分析 
Fig. 4  Purification and SDS-PAGE analysis of fusion 
protein in E. coli. (A) Purification of His-TIMP-2 from 
the inclusion body produced by E. coli. Dissolved 
inclusion body of 5 mL was injected into the affinity 
column at a flow rate of 1.0 mL/min. After washing with 
15 mL equilibration buffer, bound proteins were eluted 
with the elution buffer. The fractions of the detected 
peaks, flow-through (FT) peak and elution (E) peak, were 
collected to further analysis. (B) SDS-PAGE analysis for 
His-TIMP-2 purification. 1: dissolved inclusion body;   
2: FT fraction; 3: elution fraction; M: molecular weight 
marker. 

 
酶条带的位置处，底物被降解，因而不被染色，

形成透亮区域。人肺癌 A549 细胞表达的 MMP-2 

(明胶酶 A) 能分解明胶，如图 5B 所示，在 MMP-2

相应位置处 (约 72 kDa) 呈现透亮条带；用明胶

酶谱法定量分析，A549 上清液浓缩得到的样品中

MMP-2 的比活为 (1 797 559.43±83 821.86) mL/mg。

加入复性的融合蛋白后，未出现明显的透亮条带，

表明融合蛋白能有效抑制基质金属蛋白酶的 

 
 
图 5  Western blotting 鉴定融合蛋白及明胶酶谱法分

析融合蛋白的活性 
Fig. 5  Identification of fusion protein by Western 
blotting and biological activity analysis of fusion protein 
by gelatin zymography. (A) Identification of His-TIMP-2 
by Western blotting. The total protein without IPTG 
induction in E. coli transformed by recombinant plasmid 
pET28a-TIMP-2 was used as control. (B) Zymography of 
MMP-2 activity. 1: concentrated supernatant of A549 cell 
culture medium without bovine serum albumin;       
2: mixture of the concentrated supernatant of A549 cell 
culture medium and the refolded His-TIMP-2 at a volume 
ratio of 1:1. 
 

活性，使明胶未被降解。因此，复性的融合蛋白

具有抑制 MMP-2 活性的能力。 

人 TIMP-2 能抑制多种 MMPs 的活性[21]，明

胶酶谱法可对 MMP-2 (明胶酶 A) 和 MMP-9 (明

胶酶 B) 两种酶进行活性鉴定，但是本研究中

MMP-2 处条带比较明显，MMP-9 处 (92 kDa) 没

有出现明显条带。在明胶酶谱中，条带强弱与酶

活性成正比，可能是样品中 MMP-9 含量较少，

导致未检出明显的 MMP-9 条带。 

3  讨论 

与 TIMP 家族其他成员蛋白相比，人 TIMP-2

在大多数正常成人的组织间隙内表达量较大，以

抑制或独立于抑制 MMPs 活性的方式发挥抑制肿

瘤生长等作用[2,5,7]。研究发现，人 TIMP-2 表达后
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不进行糖基化修饰 [21]，该特点使体外表达的人

TIMP-2 的状态更接近体内的天然状态，进而使体

外研究人 TIMP-2 的功能及机理更有意义。因此，

本研究借助广泛使用的原核系统对人 TIMP-2 进

行体外表达，并优化诱导表达条件。 

IPTG 是一种非常有效的诱导剂，但有一定潜

在毒性，且价格昂贵。本研究中，0.2–2 mmol/L

浓度范围内的 IPTG 均能有效诱导融合蛋白表达；

且增大 IPTG 浓度，融合蛋白 His-TIMP-2 的表达

含量没有显著变化，文献中亦有类似报道[22]。因

此，融合蛋白 His-TIMP-2 在较低浓度 IPTG 诱导

下就有高效表达，而且低浓度 IPTG 产生较低毒

性，并能节省成本。 

诱导温度和诱导时间是影响融合蛋白表达的

关键因素。在一定范围内，随诱导温度的升高和

诱导时间的增长，融合蛋白 His-TIMP-2 的表达含

量增大，这与 E. coli BL21(DE3) 表达外源蛋白的

相关研究一致[23]。本研究中融合蛋白 His-TIMP-2

诱导表达的最适温度和时间为 37 ℃诱导 8 h 或

42 ℃诱导 4 h。 

研究发现融合蛋白 His-TIMP-2 在大肠杆菌

中以包涵体的形式存在，这与蛋白本身存在 6 个

二硫键有关 [7]。经一步亲和纯化，得到高纯度 

(94%) 融合蛋白 His-TIMP-2。初步采用最简单的

稀释法对融合蛋白进行复性，得到的复性蛋白能

有效抑制 MMP-2 的催化活性。后期将深入探索

不同的复性方法，如添加剂 (低浓度脲等) 辅助

复性、色谱柱复性等，或多种复性方法联合使用，

来提高蛋白的复性收率。此外，研究采用明胶酶

谱法半定量分析人肺癌 A549 细胞表达的 MMP-2

的比活，初步测定复性后融合蛋白对 MMP-2 的

抑制能力。该方法测定的酶种类及酶比活的精确

度有限，后续将采用更精确的方法测定融合蛋白

对不同 MMPs 的抑制能力，并与天然 TIMP-2 及

重组 TIMP-2 蛋白比较，进一步分析融合蛋白

His-TIMP-2 的活性。 

本研究深入揭示人 TIMP-2 蛋白在原核系统

中的表达特征，为研究蛋白的高效表达、纯化及

复性提供数据支持，并为后期体内外研究人

TIMP-2 的功能及机制奠定基础，对提高肿瘤治疗

效果具有重要意义。 
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