
胶原蛋白酶2,9检测试剂盒(明胶酶谱法)
产品货号：BA2483

产品规格：750次

产品简介：

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)以无活性的酶原形式分泌，活化后能降解细胞外基质的胶原

蛋白，又称胶原酶。胶原酶通过影响细胞外基质参与胚胎发育、形态发生、组织重塑等过程，并参与炎症、肿瘤、

心血管、神经等许多疾病过程。血浆和组织中的MMP-2、MMP-9参与各种生理与病理过程，其在临床诊断和治

疗中的意义日益受到重视。

本试剂盒采用凝胶反相酶谱法(zymography)检测MMP-2、MMP-9活性及其无活性前体酶原谱系。Zymography
是一种广为使用的、基于SDS-PAGE电泳和反相凝胶染色的蛋白酶检测方法，其灵敏度可达1nM，高于ELISA方
法，其基本原理和程序是：制备加有胶原酶底物的SDS-PAGE凝胶，含蛋白酶的样品在此凝胶中进行电泳，电泳

结束后取出凝胶与酶反应缓冲液孵育，凝胶染色与脱色。凝胶中由于含底物蛋白而被深染，形成深色背景，但在

有蛋白酶条带的位置，蛋白酶降解凝胶中的底物蛋白，因而不被染色而形成透亮区域，从而能同时指示MMP-2、
MMP-9及其前体酶原的大小位置(酶谱)及活性。

本试剂盒提供MMP-2、MMP-9特异蛋白底物及酶学反应缓冲液，可检测少至0.1~0.5μl血液中的MMP-2、
MMP-9酶谱及活性，检测灵敏度约为1nM。试剂盒可进行50次标准小胶检测，如果小胶加样孔为10~15个，则总

计可检测500~750个样品。

适用: 检测组织细胞MMP-2、MMP-9酶学活性及其前体酶原酶谱。

试剂盒组分：

试剂名称 规格 保存要求 备注

2 × SDS-PAGE non-reducing buffer 1.5ml -20℃
10×Substrate G 50ml -20℃
10×Buffer A 50ml 2-8℃ 使用时用蒸馏水稀释

10×Buffer B 50ml 2-8℃ 使用时用蒸馏水稀释

SDS-PAGE凝胶蛋白质

考马斯亮蓝染色液
100ml 2-8℃，避光 见附录

操作步骤：

1. 制备含MMP底物蛋白的SDS-PAGE凝胶：推荐分离胶浓度为8%。按照标准程序制备SDS-PAGE凝胶。

将10×substrate G融化，90ºC加热5分钟，分别在浓缩胶和分离胶中额外加入10×substrate G并使之稀释10倍，

混匀后加入过硫酸铵和TEMED，等待凝胶聚合。

2. 待测样品1:1稀释于2×SDS-PAGE non-reducing buffer (用完后可自行配制：4% SDS, 100mM Tris-Cl pH6.8, 20%
glycerol, 0.02% bromophenol blue)，混合后直接上样。切勿加热变性，并且仅使用不加还原剂的上样缓冲液。

可通过预试验确定加样量，使用普通蛋白预染Marker即可。

3. 阳性对照(可选步骤)：可取人、小鼠、大鼠或兔100μl全血与100μl 2× SDS-PAGE non-reducing buffer等体积混

合，取5-15μl上样。阳性对照也可使用用户熟悉易得的组织细胞样品来制备。

4. 低电流恒流电泳，每一块小胶电流为20mA。溴酚蓝跑出凝胶前沿时结束电泳。

5. 洗涤凝胶：取出凝胶，去除浓缩胶，放入容器内。可先用适量蒸馏水冲洗凝胶，然后加入10ml 1× Buffer A(用
蒸馏水稀释)，室温漂洗凝胶2 ×30min，中间换液。



6. 孵育：倒掉Buffer A。加入10ml 1× Buffer B(蒸馏水稀释)，室温或37ºC孵育1~5小时。阳性对照或者血中的

MMP通常37ºC孵育1小时即可显示。如MMP活性低，应延长孵育时间为10小时或过夜。

7. 显色：倒掉Buffer B，加入SDS-PAGE凝胶蛋白质考马斯亮蓝染色液（操作步骤见SDS-PAGE凝胶蛋白质考马

斯亮蓝染色液说明书）。凝胶的大部分区域被深染，在有MMP条带的位置不被染色而形成透亮区域。透明

区域的位置和范围指示MMP-2、MMP-9的大小位置(酶谱)及活性。

8. MMP透明条带的大小、位置和酶谱的图例。注意因为样品未还原和加热变性，条带位置并不对应推算的蛋

白分子量。下图1，正常血浆样品阳性对照可能出现的反相显示的透明条带位置：66kDa (MMP-2)，72kDa
(proMMP-2)，87kDa (MMP-9)，92kDa (proMMP-9)，注意血浆中只有很少量的激活状态的66kDa的MMP2，
增加上样量在ProMMP2下面隐约可见(最右侧泳道)。

如下图2，不同于正常血浆MMP酶谱，每种组织样品(如牙周膜韧带组织)都具有自己特定的MMP活性酶

谱，部分proMMP9(92kDa)可能会结合一个25kDa微球蛋白形成MMP9复合物，条带位置约125-130kDa，
其二聚体条带大约在215-225kDa位置(图中并未显现)，多聚体条带位置240kDa，严格说他们都是MMP9
复合体，但也有人称其为proMMP-9。注意在这种组织中active MMP9活性低，但active MMP2活性高，

与血浆MMP活性酶谱形成了鲜明的对比。

9. 条带扫描：将凝胶放在扫描仪上扫描。虽然MMP条带透明，但凝胶背景并非真正全黑。解决办法：可

用非透射光扫描，或用软件图像处理程序调整背景显示为灰度显示，并尽量设置为黑色。MMP条带则

为白色，这种背景黑条带白的格式是英文论文中最常见的格式。

说明：

10mM能够EDTA完全抑制MMP活性。凝胶干燥：可使用聚丙烯酰胺凝胶干胶装置室温快速干燥凝胶，

作为永久记录保留。

附录：SDS-PAGE凝胶蛋白质考马斯亮蓝染色液说明书

常规考马斯亮蓝SDS-PAGE凝胶蛋白质染色是实验室常用的凝胶染色方法。银染方法虽然灵敏度高，但

所需试剂复杂并且有毒有害，操作步骤繁琐，难以控制获得好的染色效果。

染色步骤：

1. 此染色液即为工作液，使用时直接将聚丙烯酰胺凝胶放在培养皿中以考马斯亮蓝染色液覆盖凝胶，并

缓慢摇动2h；
2. 倾去染色液，用脱色液冲洗凝胶；

3. 以脱色液覆盖凝胶，缓慢摇动2h，倾去脱色液，再加入新脱色液进行脱色，直至出现透亮区域，此透

亮区域为MMP条带的位置。（通常此过程需要2～4h，也可脱色过夜至出现清晰透亮条带和干净的背景）；



4. 对凝胶进行分析和照相，凝胶可放置在7％的乙酸中保存。也可用凝胶干胶装置对凝胶进行处理后保存。

安全性：含有甲醇，无特殊毒性，按一般化学品操作规程处理。

说明：

1. 染色液配方：0.5g考马斯亮蓝R250+300ml甲醇+100ml冰乙酸，定容至1000ml，混合1h后用Whatman1号
滤纸过滤，室温可无限期保存；

2. 脱色液配方：冰醋酸:甲醇:水＝7:5:88（V:V:V）；

3. 保存液：7％冰醋酸；

4. 凝胶染色之后，染色液可以回收利用，装入新容器内，室温或4 ºC保存，可反复使用2-4次。


