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摘  要 : 膜型 1 基质金属蛋白酶 (Membrane type-1 matrix metalloproteinase, MT1-MMP, MMP14) 在肿瘤的发

生发展及转移中起着重要作用，是肿瘤潜在理想的药物靶标。为了获得 MT1-MMP 结合肽，我们首先采用生

物信息学方法分析 MMPs 序列，获得 MT1-MMP 差异大且特异的序列。以此为正义肽靶标，设计反义肽库，

然后通过分子对接、分子动力学模拟以及体外细胞实验等多种方法，进行靶向 MT1-MMP 反义肽的筛选与活

性研究。多序列比对确定了位于 MT1-MMP 环区的特异序列 AYIREGHE (简称 MT1-loop)，并构建 1 536 条反

义肽。经两轮虚拟筛选，选取打分位于前五的反义肽用于后续研究。该五条反义肽与 MT1-MMP 存在较强的

相互作用且能很好地对接于正义肽区域。进一步分析其与 MMPs 其他家族成员 (MMP1-3, MMP7-13, MMP14 

HPX, MMP16) 的亲和力，发现反义肽 FVTFPYIR 对 MT1-MMP 具有更强的特异性。分子动力学模拟表明，反

义肽 FVTFPYIR 可能是通过影响受体 MT1-MMP 的构象稳定性，进而影响其功能活性。体外细胞实验初步确

定反义肽 FVTFPYIR 可选择性地抑制表达 MT1-MMP 的人成骨肉瘤细胞 MG63 和乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的

增殖。本研究为抗肿瘤反义肽先导药物的研发提供了一种新的思路与途径。 

关键词 : 膜型 1 基质金属蛋白酶  (MT1-MMP，MMP14)，反义肽，分子对接，分子动力学模拟  
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Virtual screening and molecular simulations of antisense 
peptides targeting MT1-MMP 

Li Zeng, Bowen Tan, Yalan Yang, Jinyi Qiu, Lili Xiong, and Canquan Mao 

Laboratory of Molecular Evolution and Applied Biology, School of Life Science and Engineering, Southwest Jiaotong University, 
Chengdu 610031, Sichuan, China 

Abstract:  Membrane type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP or MMP14) plays the pivotal role in tumor 
development and metastasis, so it is a promising drug target in malignancy. To acquire MT1-MMP specific binding 
peptides, we first analyzed MMPs sequences to find the divergent and specific sequence of MT1-MMP by 
bioinformatics approach, then set the specific sequence as the sense peptide target and designed antisense peptide 
library. Finally, by means of molecular docking, molecular dynamics simulation and in vitro cell assays, we screened 
the antisense peptide library against MT1-MMP and further studied the obtained specific peptides. Here, we 
identified the divergent and specific sequence of AYIREGHE (Named MT1-loop) located in MT1-MMP loop by 
multiple sequence alignment and established the antisense peptides library with capacity of 1 536 sequences. After 
two rounds of virtual screening, we obtained five antisense peptides with Rerankscores in the top for further 
screening. They all interacted with MT1-MMP, and docked well at the active site composed of MT1-loop sequence. 
Analysis of the affinities of these five antisense peptides to other MMPs (MMP1-3, MMP7-13, MMP14 HPX, 
MMP16) revealed that the peptide FVTFPYIR was more specific to MT1-MMP. Molecular dynamics simulation 
showed that the peptide FVTFPYIR might affect the stability of MT1-MMP and thus have effects on its activities. 
Meanwhile, the peptide FVTFPYIR could specifically inhibit the growth of MG63 and MDA-MB-231 tumor cells 
both of which expressed MT1-MMP. The work provides a new insight and way for the development of antitumor lead 
peptides targeting MT1-MMP. 

Keywords:  membrane type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP, MMP14), antisense peptide, molecular docking, 
molecular dynamics simulation 

基质金属蛋白酶 (Matrix metalloproteinases, 

MMPs) 属于锌离子依赖性內肽酶家族成员，参

与体内多种生理和病理过程。研究显示，MMPs

的过量表达在肿瘤的浸润、转移和新生血管形

成中起着重要的作用，与癌细胞的转化、生长

和信号传递等密切相关。作为 MMPs 家族的重

要成员之一，MT1-MMP能够直接或间接降解细

胞外基质中的多种成分如纤连蛋白、层粘蛋白、

Ⅰ型和Ⅱ型胶原[1]，并调控许多细胞粘附和信号

受体功能。它在多种肿瘤细胞中高度表达，促

进肿瘤细胞在体内外迁移、浸润和转移，同时

MT1-MMP的表达对肿瘤细胞在 3D胶原基质中

生长至关重要的。MT1-MMP 具有 MMPs 成员

的典型结构：前肽结构区、催化结构域、铰链

结构域和血红素样结构域 (HPX)[2-3]，同时具有

跨膜区、胞质尾端以及 furin蛋白识别等位点。

其中催化结构域是 MT1-MMP 致癌特性最重要

的区域[4]，被认为是恶性肿瘤适宜的药物靶点而

成为国内外研究的热点[5-6]。随着 HPX[4,7-10]、跨

膜胞质区[11]等其他区域作用功能的逐渐阐明，

MT1-MMP在整个肿瘤发生、发展中的重要作用

被更加确定。 
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反义肽即 DNA 反义链编码的多肽，如同

DNA 正义链和反义链那样，其与正义肽也存在

相互作用。目前有 Mekler-Idlis (M-I) 配对理论、

AHBs (反义同源盒) 理论和分子识别理论对其

作用原理和机制进行了较为详细的描述[12]，其

相互作用主要是疏水性、静电引力、氢键。反

义肽和正义肽之间特殊的作用模式，已被用于

多个领域，如 Jackson等用血管紧张素Ⅱ的反义

肽证实了反义肽的药物功能。作为一种新型多

肽先导药物来源，反义肽在生物医药等领域具

有重要的研发前景。 

国内外有大量的 MMPs 抑制剂  (Matrix 

metalloproteinase inhibitors, MMPIs) 研究报道，

但大部分的MMPIs被扼杀在Ⅱ、Ⅲ临床阶段[13]，

其主要原因是 MMPs 家族序列同源性高、功能

区域三级结构相似，所研发的 MMPIs广谱作用

而缺乏选择性，以致特异性低和毒副作用大。

筛选和获得高选择性的MMPIs已成为该领域研

发的关键。本研究以MT1-MMP膜表面蛋白为对

象，采用生物信息学与基于反义肽理论的虚拟筛

选技术，筛选与发现分子靶向MT1-MMP特异区

域的结合肽，期望为靶向MT1-MMP抗肿瘤反义

肽先导药物的研发提供一种新的思路与途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料及数据来源 
MMPs 蛋白序列下载自 NCBI 蛋白数据库 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/)，MMPs三

维结构下载自 PDB数据库 (http://www.rcsb.org/ 

pdb/home/home.do)，蛋白序列及三维结构信息

见表 1；人成骨肉瘤 MG63、乳腺癌 MCF7为本

实验室保存，人乳腺癌 MDA-MB-231 和

MDA-MB-453 细胞为成都医学院公共卫生系余

小平教授惠赠；FITC标记和不标记的多肽由上

海强耀生物科技有限公司合成 (纯度 99%)；细

胞培养基 DMEM粉末和胎牛血清购自 Gibco公

司；MTT购自 Amresco公司；其他试剂均购自

成都试剂公司，化学试剂为分析纯。 

 
表 1  MMPs 三维结构信息 
Table 1  Three-dimensional structure information of MMPs  

MMPs Accession No. PDB ID MMPs Accession No. PDB ID 

MMP1 EAW67031.1 3SHI MMP15 NP_002419.1  

MMP2 EAW82827.1 1QIB MMP16 AAH75005.1 1RM8 

MMP3 EAW67032.1 4G9L MMP17 AAH40507.2  

MMP7 EAW67023.1 2Y6D MMP19 AAH50368.1  

MMP8 EAW67027.1 3TT4 MMP20 NP_004762.2  

MMP9 EAW75776.1 1L6J MMP21 NP_671724.1  

MMP10 NP_002416.1 1Q3A MMP23 NP_008914.1  

MMP11 NP_005931.2 1HV5 MMP24 NP_006681.1  

MMP12 EAW67033.1 4H76 MMP25 NP_071913.1  

MMP13 NP_002418.1 2OW9 MMP26 NP_068573.2  

MT1-MMP/MMP14 NP_004986.1 
1BQM(CAT) 
3C7X(HPX) 

MMP27 AAQ89112.1  

MMP28 NP_077278.1  
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1.2  序列分析与反义肽设计 
在 NCBI 数据库中下载所有人类 MMPs  

(MMP1-3、MMP7-17、MMP19-21、MMP23-28) 

等 23种已知的蛋白质序列，利用 Clustal X 1.81

软件进行序列比对及多重序列比对，获得与

MMPs其他家族成员差异性大、MT1-MMP特异

的多肽序列。以该特异序列为正义肽，根据

Meker-Idlis (M-I) 理论，设计相应的反义肽，运

用 Discovery Studio (DS) 2.0 软件中的 Protein 

Modeling 模块构建反义肽的三维结构，采用

CHARM力场进行结构优化。 

1.3  虚拟筛选 
为获得 MT1-MMP 特异性结合的反义肽，

利用 DS2.0中的 Libdock模块和 Molegro Virtual 

Docker (MVD) 分子对接软件进行两轮筛选。 

Libdock初筛以 MT1-MMP催化域为受体，以构

建的反义肽库为配体，正义肽为对接中心，半径

16.5 Å，每次保留 10 个构象，配体构象产生方

法为 best，Hotspots 为 150，其他参数默认，对

接结果以 Libdockscore 排序。第二轮采用 MVD

重筛，使用半柔性对接，对接算法采用 MolDock 

Optimizer，每个配体运行 10 次，每次最大迭代

5 000步，对接结果以 Rerankscore排序。 

1.4  反义肽与其他 MMPs 成员分子对接 
为 了 确 定 虚 拟 筛 选 获 得 的 反 义 肽 对

MT1-MMP的特异性，以经上述两轮筛选获得的

反义肽为配体，利用 MVD 软件对 PDB 数据库

中包括 MT1-MMP的 HPX结构域在内的已解析

三维结构的 MMPs 成员进行分子对接研究，对

接方法参照 1.3。 

1.5  空载体与复合物的分子动力学模拟 
分子动力学模拟和结果处理分别采用

NAMD 和 VMD1.9.1 软件。蛋白质-反义肽溶质

化采用边长为 70 nm的立方体，加入 0.15 mmol/L

的 NaCl。先限制蛋白及反义肽，进行能量最小

化 (10 000步，步长 2 fs) 和能量平衡 (200 000步，

步长 2 fs)，然后允许蛋白、反义肽和水分子同时

运动，再进行能量最小化 (10 000步，步长 2 fs) 和

能量平衡 (2 500 000步，步长 2 fs)。分子动力

学模拟采用 CHARM力场，使用恒温 310 K和常

压 1×105 Pa。 

1.6  体外肿瘤细胞活力测定 
MG63、MDA-MB-231、MCF7、MDA-MB-453

细胞复苏，常规培养，以 5×103个细胞/孔的浓度

铺于 96 孔板中培养过夜，加入不同浓度的合成

肽 (0.1、1、10、100 µg/mL，n=6) 继续培养，

24 h后多肽换液一次，48 h后进行细胞形态学观

察与 MTT测定，方法参照文献[14]进行。 

1.7  合成肽体外细胞亲和力测定 
选用MDA-MB-231和 MCF7细胞，以 5×103

个细胞/孔的浓度铺于 96孔板中培养过夜，加入

不同浓度的 FITC标记的多肽 (0.1、1、10、50、

100 µg/mL，n=5) 继续培养，24 h后荧光观察后

换多肽液一次，48 h再进行观察。 

2  结果与分析 

2.1  MT1-MMP 特异的多重序列分析及反义肽

设计 
对 23 种已知的人 MMPs 家族成员进行多重序

列比对。根据比对结果，以MT1-MMP为研究对象，

选取与其他MMPs家族成员序列差异性相对较大的

AYIREGHE (简称MT1-loop) 作为MT1-MMP的特

异序列 (图 1)，该序列位于MT1-MMP的催化结构

域。以此为正义肽，运用 Meker-Idlis (M-I) 理论，

设计反义肽，共获得 1 536条反义肽 (表 2)。 
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图 1  Clustal X 多序列比对人 MMPs 序列 
Fig. 1  Clustal X multiple alignment of human MMPs 
sequences. 

2.2  虚拟筛选及反义肽与 MMPs 的分子对接 
Libdock 对接打分具有速度快和能够并行运 

算等特点，广泛用于大规模的分子对接模拟与快

速筛选；MVD则可根据配体准确预测大分子蛋白

的活性位点，是一款精确的半柔性分子对接软件，

适合于二次筛选或精筛。经过 Libdock 第一轮筛

选，共获得 96条LibDockScore高于 200的反义肽，

再将其进行 MVD 第二轮筛选，Rerankscore 分值

前 5位的反义肽分别为 FVTFPYIR、LVSFPYVR、

FVTFSYVG、FMAFSYVS和 FVTLPYVR，后者对

接结果和参数见图 2和表 3。 
 

表 2  基于 Meker-Idlis (M-I) 理论设计反义肽 
Table 2  Design of antisense peptides based on 
Meker-Idlis (M-I) theory 

MT1-loop 
(N→C) 

A Y I R E G H E

Antisense 
peptides 
(C→N) 

C V Y P F S V F

R I D S L A M L

G  N   T   

S     P   
 

 

 
图 2  反义肽与 MT1-MMP 分子对接图 
Fig. 2  Molecular docking of the antisense peptides to the catalytic domain of MT1-MMP. Antisense peptides: stick 
model; MT1-MMP: wireframe model; green line: hydrogen bond. 
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表 3  反义肽与 MT1-MMP 催化域的对接参数 
Table 3  Parameters of molecular docking of antisense peptides to the catalytic domain of MT1-MMP 

Ligand Rerankscore 
(kJ/mol) 

MolDockScore 
(kJ/mol) 

Affinity
(kJ/mol)

Interaction
(kJ/mol) 

Electro
(kJ/mol)

H Bond
(kJ/mol) Targeting residues 

FVTFPYIR –102.39 –136.39 –7.53 –189.29 –3.83 –4.56
129-130,165-176,178,180- 
182,186-187,207-209,212, 
214 

LVSFPYVR –99.64 –150.20 –9.45 –168.25 0 –12.02 167-178,187,207-209,212, 
214 

FVTFSYVG –97.68 –128.94 –13.88 –182.10 1.20 –12.88
129,166-169,173-176,178, 
180,186-188,208-209,212, 
214 

FMAFSYVS –97.35 –145.55 –14.78 –206.31 0 –9.18 119,121,129,167-169,173- 
178,180,187,206-212, 

FVTLPYVR –95.90 –139.47 –12.39 –160.67 0 4 119,129,167-178,180,186- 
187,206-210,212, 214 

 
以反义肽 FVTFPYIR 与 MT1-MMP 催化域

对接结果为例，图 3 展示两者间的相互作用方

式。首先，反义肽的 Phe4与 MT1-MMP的 Gln129、

Arg8与MT1-MMP的 Arg168及 Glu169形成 3个稳

定的氢键  (图 3A)；另一方面，反义肽位于

Ala165、Ile167、Gly170 和 Phe180 等氨基酸形成的

疏水腔中，两者之间存在较强的疏水作用 (图 3B)；

同时，该反义肽与受体间存在着较强的静电作用

力 (表 3，图 3C)。综合分析，FVTFPYIR 与

MT1-MMP结合的主要驱动力是疏水作用力、氢

键以及静电作用力。 

与其他 MMPs 家族成员的分子对接结果表

明，相对于其他 4 条反义肽，多肽 FVTFPYIR

特异性更好。除 MMP13外，FVTFPYIR与其余

的 MMPs 家 族 成 员 的 对 接 能 量 均 高 于

MT1-MMP (表 4)。 

 

 
 

图 3  MT1-MMP 与 FVTFPYIR 间的相互作用 
Fig. 3  The interactions between MT1-MMP and FVTFPYIR. (A) Hydrogen bond interactions. Green line is hydrogen bond. 
(B) Hydrophobic interactions. The green area indicates the hydrophobic, whereas the orange area indicates the hydrophilic. (C) 
Electrostatic interactions. The blue area indicates positive electrostatic, whereas the red area indicates the negative electrostatic. 
The purple arrow indicates electrostatic interactions. FVTFPYIR: stick model; MT1-MMP: wireframe model. 
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表 4  反义肽与 MMPs 家族成员分子对接的 Rerankscores 值 (kJ/mol) 
Table 4  Rerankscores of molecular docking of antisense peptides to family members of MMPs (kJ/mol) 

Protein FVTFPYIR LVSFPYVR FVTFSYVG FMAFSYV FVTLPYVR 

MMP1 –38.34 –2.98 –60.87 –35.43 –71.34 

MMP2 –77.21 –96.46 –92.51 –74.62 –100.60* 

MMP3 161.88 3.59 –93.36 59.36 8.95 

MMP7 –64.89 –64.01 –67.40 –11.92 –95.84 

MMP8 1.42 –105.30* –104.79 2.37 –51.23 

MMP9 –81.01 –115.86* –121.16* –110.27* –104.06* 

MMP10 –92.63 –86.12 –107.08* –111.25* –84.77 

MMP11 –89.26 –82.35 –115.83 –45.72 –74.89 

MMP12 15.12 –89.33 –88.82 –33.66 –68.62 

MMP14 (HPX) –82.05 –28.83 –79.10 –74.88 –84.13 

MMP13 –113.08* –85.53 –93.92 –108.14* –97.65* 

MMP16 –82.26 –68.57 –115.95* –1.07 –66.63 

* indicates the rerankscore was better than those docking to the catalytic of MT1-MMP. 
 
 
 

2.3  反义肽与 MT1-MMP 的分子动力学模拟 
为深入了解所确定的反义肽与 MT1-MMP

的作用模式，对每个复合物体系进行了 5 ns 的

常规分子动力学模拟，用均方根偏差  (Root 

mean square deviation，RMSD) 评价体系的稳定

性。图 4 显示动力学模拟过程中 MT1-MMP 和

反义肽主链骨架的 RMSD 的变化情况，起初  

0.5 ns，蛋白内部结构优化主链的 RMSD上升较

快。首先模拟 MT1-MMP在水溶质中的稳定性，

结果显示在 1.7 ns后就达到平衡状态，RMSD约   

0.35 nm (图 4A)。而在 MT1-MMP-FVTFPYIR复

合物中，MT1-MMP 的 RMSD 呈上升趋势，配

体约在 3.5 ns达到平衡状态 (图 4B)，这说明配

体能够引起 MT1-MMP 的不稳定，推测

MT1-MMP的功能活性受到影响。在其他模拟过

程中发现，反义肽 LVSFPYVR、FVTFSYVG能

稳定 MT1-MMP 其 RMSD 均在 0.25 nm左右，

而反义肽自身的 RMSD 波动较大 (图 4C–E)；

FVTLPYVR、FMAFSYVS体系在 2 ns后均达到

稳定 (图 4F)。 

2.4  反义肽对肿瘤细胞活力的抑制及亲和力 
为了确认虚拟筛选获得的反义肽是否对肿

瘤细胞真实有效，综合分子对接和分子动力模拟

结果，选取反义肽 FVTFPYIR 作为体外细胞实

验的候选肽。实验结果表明，用该反义肽作用肿

瘤细胞 48 h后，加药组 MG63细胞密度明显低

于对照组 (图 5)，MDA-MB-231 也有着相似的

变化，而 MDA-MB-453和 MCF7差异不明显， 
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图4  MD模拟过程中MT1-MMP及反义肽主链骨架的RMSD值 
Fig. 4  RMSD of MT1-MMP and antisense peptides backbone during MD simulations. (A) MT1-MMP without 
ligand. (B) The RMSD of MT1-MMP and FVTFPYIR in complex. (C) The RMSD of MT1-MMP and LVSFPYVR in 
complex. (D) The RMSD of MT1-MMP and FVTFSYVG in complex. (E) The RMSD of MT1-MMP and 
FMAFSYVS in complex. (F) The RMSD of MT1-MMP and FVTLPYVR in complex. 

 
 

 
 

图 5  倒置显微镜下 MG63 细胞形态的变化 (100×) 
Fig. 5  Changes of MG63 cell morphology by inverted 
microscope (100×). 

且MDA-MB-453实验组较对照组有相逆的趋势 

(后三者图未显示)；MTT测定显示，MG63细胞

增殖受到明显抑制，随着多肽浓度的增大，抑

制作用也增强，呈剂量依赖关系 (图 6A)，同样反

义肽也能抑制MDA-MB-231细胞的增殖 (图 6B)；

与之不同的是，反义肽对 MCF7 细胞活力几乎

无剂量依赖抑制作用，对 MDA-MB-453细胞在

低剂量下促进其生长，高剂量下抑制其生长 (结

果未显示)。 

MDA-MB-231和 MCF7 细胞亲和力测定结

果显示，培养 24 h后，100 µg/mL的反义肽共

培养的 MDA-MB-231细胞检测到荧光信号；而

培养 48 h后，100 µg/mL和 50 µg/mL的反义肽

共培养的 MDA-MB-231 细胞均检测到荧光信

号，浓度越大，荧光信号越强 (图 7)。但无论培

养 24 h还是 48 h，MCF7细胞均检测不到荧光。 
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图 6  FVTFPYIR 对肿瘤细胞活力的影响 
Fig. 6  Effects of FVTFPYIR on tumor cells viability. 
(A) MG63. (B) MDA-MB-231. 
 
 
 

 
 
图 7  FVTFPYIR 与 MDA-MB-231 细胞亲和力检测

结果 (200×) 
Fig. 7  The affinity of FVTFPYIR to MDA-MB-231 
cell (200×). 

3  讨论 

MMPs 家族成员具有高度的同源性，加之

MMPs各成员对机体作用不一，导致靶向 MMPs

抗肿瘤抑制剂研发十分困难。因此，寻找合适

的 MMPs 家族成员以及序列及功能差异性大的

区域作为其药物筛选的靶标是解决此问题的关

键。MT1-MMP 作为 MMPs 家族的重要成员，

参与 proMMP2的激活，直接或间接降解细胞外

基质中的多种组分。一方面它是细胞表面膜蛋

白，可以克服靶向胞内蛋白药物需要进入细胞

的难点，同时其被认为是 MMPs 家族中与肿瘤

关系最密切的酶[15]，因此，MT1-MMP是 MMPs

家族中最理想的抗肿瘤药物筛选靶蛋白之一[4]。

不仅如此，在 MT1-MMP 的催化域上存在一段

独特的序列 MT-loop (aa.163–170)，有研究表明，

MT-loop对 proMMP2有效激活是不可缺少的。

综合考虑以上因素，我们选取 MT1-MMP 的特

有序列MT1-loop为靶标进行反义肽库的虚拟筛

选与研究。与国内房学讯实验室[6]开展的靶向

MT1-MMP loop区 (aa.160–174)的噬菌体随机肽

库筛选不同的是，本研究在多重序列比对分析

的基础上，确定和选取的 MT1-loop区序列更短

既利于正义肽的选择和反义肽库的设计，差异

性又更强。以 MT1-loop作为研究靶标，有望获

得 MT1-MMP 特异性的抑制剂和先导药物，同

时因为MT1-loop位于MT1-MMP三维结构的表

面，更利于药物作用的直接发挥。 

多肽药物具有与靶蛋白结构相容性高、能

有效破坏蛋白-蛋白作用界面以及分子量小等优

点，加上近年在药物修饰、给药途径以及膜渗

透等领域的突破，使得多肽药物又引起了极大

的关注[16]，2012年 FDA批准了 6个多肽药物上
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市便是很好的说明。自 2005年始，本实验室致

力于靶向 MT1-MMP 的多肽抑制剂筛选与研究

并取得了一定的成效[10,13-14,17]。本研究运用反义

肽原理设计靶向 MT1-loop的反义肽库，依次采

用 Libdock 和 MVD 分子对接软件进行虚拟筛

选。综合两种软件的对接结果，获得高效可靠

的目标反义多肽，最终选取了综合排名前五位

的反义肽进一步的研究分析。首先从理论上考

察其专一性，即采用分子模拟与对接分析反义

肽与已解析三维结构的 MMPs 的作用特性，由

于在 PDB数据库中已解析的大多数MMPs三维

结构并非全长，又基于正义肽位于 MT1-MMP

的催化域中，因此在选择 MMPs 三维结构时也

主要将相应的催化域作为研究对象，其中

MMP20三维结构太大，没有对其进行研究。结

果显示 FVTFPYIR 特异性最好。其次通过动力

学模拟研究复合物体系的稳定性，为此进行 5 ns

的常规动力学模拟。在分子动力学模拟过程中，

小分子配体在模拟起初阶段 RMSD 上升较快，

表明小分子比较灵活，在结合位点附近略显波动，

并能周期性形成氢键进而使结合更加稳定[18]；而

后很快在 0.15 nm左右波动 (除 LVSFPYVR外)，

受体蛋白同样在起始阶段 RMSD上升较快，这主

要是蛋白内部结构优化造成[19]，在 0.25 nm 和 

0.35 nm后我们也发现有两条多肽的 RMSD值发

生突变 (图 4C，D)，极有可能碳骨架发生断裂，

不宜作为候选药物。令人欣喜的是，反义肽

FVTFPYIR 与受体结合后，能在影响受体构象稳

定的同时而保持自身的稳定。 

早有研究表明 VEGF-C 反义肽可抑制骨肉

瘤细胞的增殖、侵袭转移能力以及抑制肿瘤组

织 VECFR-3阳性血管的形成，发挥抗骨肉瘤作

用[20]。因此在以上工作的基础上，我们也初步

探究了本研究筛选获得的反义肽对肿瘤细胞增

殖的影响。依据反义肽的特异性和动力学模拟

结 果 ， 我 们 合 成 了 评 价 最 优 的 反 义 肽

FVTFPYIR，同时选取MT1-MMP表达的MG63、

MDA-MB-231 细胞和不表达的乳腺癌细胞

MDA-MB-453、MCF7作为实验对象，结果表明

该反义肽对 MG6 和 MDA-MB-231 细胞有很好

的抑制作用，而对 MDA-MB-453细胞几乎是促

进生长，对 MCF7 细胞活力几乎无剂量依赖抑

制作用。有研究报道，人工合成的十九肽[21]或

者通过噬菌体文库筛选得到的短肽[22]能够促进

轴突的生长，从另一角度佐证了我们合成的多

肽在较低浓度下促进乳腺癌MDA-MB-453细胞

生长的可能性。结合 4 种细胞的实验结果，我

们推测这很可能与细胞是否表达 MT1-MMP 有

关，该结论也与动力学模拟结果相得益彰。进

一步的细胞亲和力测定结果也证明了反义肽对

MT1-MMP表达的 MDA-MB-231细胞的靶向结

合能力。当然，更可靠的结论将有待于在

MT1-MMP蛋白表达、酶蛋白活性以及信号转导

等水平的检测与分析来进一步确认。 

综上所述，本研究通过生物信息与计算机

辅助药物设计的方法筛选与获得了 5 条能与

MT1-MMP有效对接的反义肽，体外实验初步确

认反义肽 FVTFPYIR对 MG63和MDA-MB-231

细胞增殖有一定的抑制作用以及对后者的亲和

力。进一步的多肽体外作用研究尚在进行中。

本研究也为靶向 MT1-MMP 抗肿瘤反义肽先导

药物的研发提供了一种新的思路与途径。 
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