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【摘要】 目的 观察基质金属蛋白酶9(matrix metalloproteinase-9，MMP-9)和基质金属蛋白酶抑制

剂一I(tissue metalloproteinase inhibitor-I，TIMP—1)在类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis，RA)滑膜组织

及滑膜下组织的阳性表达，探讨其在RA发病中的相互作用。方法 应用免疫组织化学ABC法检测

MMP-9和1’IMP一1在65例RA患者组织中的表达情况，比较其在滑膜和滑膜下组织中的分布特点。结

果 RA组MMP一9，TIMp-1表达的阳性率(60．00％和73．85％)高于骨性关节炎(osteoarthritis，OA)组

(10．00％和30．00％)及大致正常滑膜组(O．00％和O．00％)(均P<O．05)。MMP一9以及1rIMP-i在RA的滑

膜被覆细胞中表达的阳性率(69．23％和60．00％)高于滑膜下组织(53．85％和35．38％)(均P<0．05)。镜下

可见MMP一9及rrIMP-l阳性细胞表达产物呈棕色细颗粒状．位于细胞浆及细胞膜。且MMP-9与11IMP-

1之间表达有显著的相关性(‘=0．783，丹0．001)。结论MMP-9和11MP-1在RA组织中的表达均明显

升高，且两者表达的阳性率具有显著相关性，从而证实其在RA的发病机制中有一定的关联作用。

【关键词】关节炎，类风湿；基质金属蛋白酶9；金属蛋白酶l组织抑制剂；免疫组织化学

Research of the MM【P一9 and TIMP—l in the pathogenests of rheumatoid arthriKs
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【Abstract】Objective To detect the expression of the MMP-9 and T1MP-1 in the lining cell of syn—
ovium and subsynovial tissue of rheumatoid arthritis and to evaluate the role they play in the mechanism of RA．

Methods The expression of the MMP一9 and TIMP—1 were detected by ABC immunohistochemistry in the tis．

sue of 65 rbeumatoid arthritis ca8es．and to compare their distribution feature in synovium and subsynovial tis．

sue．Results The expressed positive rates of MMP一9 and TIMP—l in RA group f60．00％and 73．85％)were

higher than in OA groupO 0．oo％and 30．00％)and approximate normal synovium group(o．00％and O．00％)(all

P<0．05)．The expressed positive rates of MMP一9 and TIMP—l in Fining cell of RA(69．23％and 60．00％)were

higher than in the subsynovial tissue of RA f53．85％and 35．38％)(all P<0．05)．The brown granules were ob．

served by microscopy．which were the expression product of MMP一9 and TIMP一1 in the synovium and subsyn—

ovial tissue of RA．and there was significant correlation between MMP一9 and T1MP—l(L=0．783。P-0．001)．

Conclusion The expression of MMP一9 and 3"IMP—l are all positive in tissue of RA and there is significant
correlation．Thereby．this proves that they have certain association in the pathogenesis of rheumatoid arthritis．

【Key words】 Arthritis，rheumatoid；Matrix metalloproteinase 9；Tissue inhibitor of metalloproteinase-
l；Inununohistochemistry

类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是一

种以关节滑膜炎为特征的慢性全身性自身免疫性疾

病，晚期由于关节软骨及骨的破坏而导致关节畸形

和功能障碍。该疾病在我国的发病率约0．34％～

0．36％t1I。迄今，该病发病机制未能完全阐明。

随着分子生物学和基因研究的深入，证实基质

金属蛋白酶类(matrix metalloproteinases，MMPs)及基

质金属蛋白酶抑制剂(tissue metalloproteinase in-

hibitors，TIMPs)在组织塑型，细胞外基质(extracel—

lularmatrix，ECM)逆转过程中起重要作用，发现其参

与RA的发病，并成为近年来RA研究中的热点之

一。

目前，对来源于巨噬细胞、中性粒细胞、成纤维

细胞及各种结缔组织细胞的基质金属蛋白酶类中的
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明胶酶MMP一9及TIMP—l在RA发病中作用的研

究报道并不多见，为此，本研究采用免疫组织化学方

法检测RA中MMP-9以及TIMP一1的表达，以探讨

其在RA发病机制中的作用，为临床RA的诊断、治

疗提供一种新的思路。

1资料与方法

1．1标本来源选取天津市天津医院2004年1月

至2006年10月经病理学确诊的RA患者手术切除

标本65例。其中女性43例，男性22例；年龄12-71

岁。发病部位：膝关节51例，髋关节4例，肘关节3

例，踝关节5例，腕关节2例。另外选取10例骨性关

节炎(osteoarthritis，OA)和7例大致正常滑膜组织

(半月板损伤3 d之内手术标本)为对照组，年龄11～

35岁。

1．2实验方法及试剂5／xm石蜡切片，常规脱蜡、

入水、微波抗原修复后，采用免疫组织化学ABC法

及DAB显色。兔抗人MMP一9多克隆抗体(ZA-

0336)、兔抗人TIMP—l多克隆抗体(ZA一0429)由美

国Zeta公司生产；VECTASTAIN兔ABC Kit(PK-

4001)由美国Vecta公司生产，DAB显色试剂盒

(zu一9032)，以上均购自北京中杉金桥生物技术有

限公司。

1．3结果判断MMP一9以及，11IMP—l的阳性产物

呈棕色细颗粒状，主要定位于细胞浆，少许细胞膜亦

可出现棕色颗粒可判定为阳性细胞。每例随机选取

10个高倍视野，计数每个视野网格测微尺内阳性细

胞个数，10个视野阳性细胞总数110得出每例阳性

细胞均数，其中，<10为阴性；l 1-25为(+)；26-50为

(++)；I>51为(+++)。用上述方法，还对RA组中的

滑膜被覆细胞和滑膜下组织中的阳性细胞进行计

数，标准同上。

1．4统计学处理采用SPsS“．5统计软件。组间比

较采用成组设计两样本比较的秩和检验。评价

MMP一9以及TIMP一1之间阳性率表达的相关性采

用Spearman等级相关检验。

2结果

2．1 MMP一9及TIMP—l在RA组、OA组与大致正

常滑膜组中表达的阳性率比较 由表l、表2可见，

RA组MMP-9，TIMP一1表达的阳性率高于OA组与

大致正常滑膜组(均P<0．05)。

2．2 MMP一9以及TIMP—l在RA的滑膜被覆细胞

与滑膜下组织中表达的阳性率比较 由表3、表4

可见，MMP-9以及TIMP一1在RA滑膜被覆细胞中

表达的阳性率高于滑膜下组织(均P<0．05)。

表l MMP-9在RA、OA和大致正常滑膜组织中表达的比较

注：’RA组与OA组比较；1认组与大致正常滑膜组织组比较

表2 r11MP．1在RA、OA和大致正常滑膜组织中表达的比较

注：’RA组与OA组比较；-fLA组与大致正常滑膜组织组比较

表3 MMP-．9在RA的滑膜被覆细胞

和滑膜下组织中表达的比较

2．3 MMP一9及，11MP—l在RA组、OA组和大致正

常滑膜组中的表达MMP一9及T1MP—l阳性细胞

在镜下可见其表达产物呈棕色细颗粒状，轮廓清晰，

MMP一9主要定位于RA滑膜被覆细胞以及滑膜下

组织的细胞浆，部分细胞的胞膜出现棕色颗粒；在
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OA滑膜被覆细胞胞浆可出现棕色颗粒，血管内皮

胞浆可出现棕色颗粒；大致正常组织的滑膜被覆细

胞胞浆及滑膜下组织的细胞浆均未见棕色颗粒(图

l一2)。11MP-1主要定位于RA滑膜被覆细胞以及滑

膜下组织的细胞浆，部分细胞的胞膜出现棕色颗粒；

在OA滑膜被覆细胞胞浆可出现棕色颗粒；大致正

常组织的滑膜偶见设覆细胞胞浆可出现棕色颗粒，

绝大多数大致正常组织的滑膜被覆细胞胞浆及滑膜

下组织的细胞浆未见棕色颗粒(图3-4)。
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挲嚣；．．00。囊堂翟
图3 RATIMP一1×400

注：滑膜被覆细胞胞浆中可见TIMP—l的阳性表达

2．4 MMP-9与及TIMP-1之间阳性率表达的相关

性MMP一9与TIMP一1之问阳性率表达有显著的

相关性(‘=0．783，腭0 001，表5)。
3讨论

RA是一种以关节滑膜炎为特征的慢性全身性

蒙鹾溪瓣)；
婺

·一i·

图4 RATIMP一1 x100

注：滑膜乳头被覆细胞以及滑膜下组织中均一口见TIMI，一】的|；lJ性

袁达

表5 MMP-9与'lIMP—l表达结果的相关性

自身免疫性疾病，病理特点早期为慢性滑膜增生，滑

膜水肿和纤维蛋白沉积，随后出现滑膜被覆细胞的

增生和肥大，并伴有A型滑膜细胞和滑膜下层的巨

噬细胞局部增生”I。在RA的早期，可出现以血管增

生，炎性细胞浸润为特征的肉芽组织即血管翳的形

成。晚期由于关节软骨及骨的破坏而导致关节畸形

和功能障碍。该病的发病原因，一般认为与环境、细

胞、病毒、遗传、性激素以及精神状态等因素密切相

关目。由于其可致患者受损关节产生不可逆的破坏和

功能障碍，故而深入研究其发病机制非常重要。

MMPs是降解ECM的一种重要的蛋白酶，

TIMPs是近年来发现的MMPs的天然抑制剂，TIMPs

与MMPs的失衡在RA的发病过程中起重要作用”l。

3．1 MMP8与RA RA以慢性滑膜增生为特点，表

现为滑膜被覆细胞增生，炎性细胞浸润以及滑膜下

层血管生成，进而导致关节组织包括肌腱、关节囊、

软骨和骨进行性和不可逆性破坏和功能障碍。这是

由于结缔组织的细胞间质降解以至溶解的结果。实

际上，后者是一个间质成分被水解蛋白酶消化的过

程。MMPs为可降解细胞外基质的内肽酶，其可降解

关节骨与软骨中的胶原、蛋白多糖及其他的基质大

分子，从而促进血管翳对软骨的侵袭。血管翳为RA

早期增生的滑膜组织向关节软骨面生长并侵蚀关节

软骨所形成的。故而滑膜中的成纤维样细胞来源的

MMPs是导致关节病理损伤的重要因素”I。据报道滑

膜的过度生长引发致炎细胞因子及MMPs的产生Ⅻ。

群
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MMP-9是明胶酶，可以降解ECM中的I型、Ⅳ

型、V型及X型胶原和纤维结合素、层粘连蛋白及蛋

白多糖，而这些成分也是关节软骨的重要组成成分，

所以理论上MMP一9在RA发病机制中可能发挥一

定的作用。2000年，Yamanaka等用通过试验发现RA

患者的滑液以及外周血中的MMP一2、MMP一9水平

均要高于正常对照组。Uchibori等|81对关节炎的模型

小鼠的研究也证实MMP一2、MMP一9在关节炎的发

病中起一定作用。2004年、Giannelli等[91通过测定

RA患者的血清中的MMP一2、MMP一9的水平从而证

实其与RA的发病相关。同年，Lu等【lOl就RA患者破

坏的关节的局部滑膜细胞MMP一2、MMP一9的表达

增加，从而进一步证实了两者在骨侵蚀中的作用，并

提出可将MMP一2、MMP一9作为RA患者有无骨关

节破坏的预测指标。本研究采用免疫组化方法对病

理学确诊的RA的滑膜组织进行MMP一9的表达分

析，结果显示，MMP一9表达的阳性率高于OA组与

大致正常滑膜组(均尸<0．05)，且MMP一9在RA滑

膜被覆细胞和滑膜下组织中的表达有差异(P=

0．014)，MMP一9在RA滑膜被覆细胞的阳性表达率

为69．23％，而MMP一9在RA的滑膜下组织中的阳

性表达率为53．85％。滑膜被覆细胞的胞浆可见

MMP一9的棕色颗粒沉着，定位清晰。滑膜下组织中

浸润的炎性细胞中得以表达，包括淋巴细胞、巨噬细

胞、浆细胞等细胞的胞膜中均可见到棕色颗粒沉着。

另外，还可见成纤维细胞、血管内皮细胞的胞浆着

色。从而证实MMP-9与RA发病机制有关，与上述

文献报道相一致。

3．2，rIMPs与RA TIMPs为MMPs的天然抑制剂，

它们与MMPs结合形成复合物，从而抑制有活性或

无活性的MMPs，通过对MMPs的抑制在正常细胞

外基质改建和各种病理过程中发挥作用。迄今发现

有4种TIMP，它们在多个环节抑制MMP的活性，亦

可抑制新生血管形成的作用。

TIMP一1是相对分子质量为29x103的N一乙酰

糖基化蛋白，由巨噬细胞、角质生成细胞、成纤维细

胞、平滑肌细胞和内皮细胞合成。TIMP一1能抑制绝

大多数的MMP，可与MMP-9前体及有活性的

MMP_1、3、9形成高度亲和的、非共价键结合的复合

物，主要与MMP-I、MMP一3结合形成l：l的化学复

合物，此外它还可以与明胶酶原B特异性结合使其

失活⋯1。Hegemann等112．141研究发现：TIMP一1由巨噬

细胞和结缔组织细胞合成并分泌，广泛存在于组织

和体液中，并能被多种细胞因子所诱导，在巨噬细胞

分泌的IL-1、TNF—Ot等细胞因子刺激下，并在被血

浆激肽释放酶、纤溶酶或组织蛋白酶G等的作用

下，转化为具有活性的MMP一3的协同刺激下，并激

活滑膜被覆细胞分泌的胶原蛋白酶原，引发MMPs

家族其他成员的活化，进而使得滑膜被覆细胞和滑

膜下层细胞同时合成rrIMP—l。本研究结果显示，

TIMP-1表达的阳性率高于OA组与大致正常滑膜

组(均P<0．05)，且TIMP一1在RA滑膜被覆细胞和

滑膜下组织中的表达有差异(胜0．022)，TIMP—l在
RA滑膜被覆细胞的阳性表达率为60．00％，而

TIMP—l在RA的滑膜下组织中的阳性表达率为

35．38％。且TIMP—l主要定位于RA滑膜被覆细胞

以及滑膜下组织的的细胞浆，部分细胞的胞膜出现

棕色颗粒；在OA滑膜被覆细胞胞浆可出现棕色颗

粒；大致正常组织的滑膜偶见被覆细胞胞浆可出现

棕色颗粒，绝大多数大致正常组织的滑膜被覆细胞

胞浆及滑膜下组织的细胞浆未见棕色颗粒。这些和

Hegemann的研究较一致。

另外，本研究结果还提示MMP-9和1'IMP—l的

阳性表达有显著相关性(P-O．001)，由巨噬细胞、成

纤维细胞、内皮细胞合成的TIMP一1，能通过与

MMP-9前体形成高度亲和力、非共价键结合的复合

物，从而可以特异性的抑制MMP一9，在RA中

MMP一9的水平升高时，作为其特异性抑制剂的

TIMP—l为抑制MMP一9对ECM的降解，水平随即

也升高，从而力求达到阻止ECM的降解，进一步证

实它们在RA的发病机制中有一定的关联作用。
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《检验与临床诊断丛书》荣获“十一五”国家重点图书

暨《中国血细胞诊断学》新闻(书)发布会报道

中国医师协会检验医师分会网站

2009年11月20日，武汉的天气虽然有些微寒，但在东

方大酒店内却洋溢着温暖的气息。

至此。自2006年5月开始出版，预计于2010年共计30

本即将全部出版完成的，由中国医师协会检验医师分会组织

编写，<中华检验医学杂志》主编、解放军总医院丛玉隆教授

担任总主编，全国近30家三级甲等医院检验医学专家担任

分册主编，共计500名相应领域知名检验专家和临床专家参

与编写，人民军医出版社总投资150万元(5万元，本)的《检

验与临床诊断丛书》荣获“十一五”国家重点图书暨《中国血

细胞诊断学》新闻(书)发布会在热烈的气氛中成功举行。人

民军医出版社曾星副社长致欢迎词，解放军总医院蒙玉河政

委到会祝贺并为获奖主编、分册主编颁发奖杯、证书，丛玉隆

教授介绍了《检验与临床诊断丛书》、《中国血细胞诊断学》的

撰写意义及出版的相关情况。来自全国各地的检验医学知名

专家、学者以及多家媒体记者参加了新闻发布会。

。十一五”期间(2006～2010年)国家重点图书出版规划是

新闻出版总署和图书出版界贯彻落实科学发展观、建设社会

主义和谐文化、进一步实施精品战略、繁荣出版事业的重点

文化出版工程。<检验与临床诊断丛书>(30本)列入“十一五”

国家重点图书出版规划项目，这是检验医学界和出版界可喜

可贺的大事。该套丛书的撰写特点是：全面、创新、务实，力求

贴近临床；作者阵容强大，医院层次很高；写作角度独特，涵

盖热门学科。宗旨是：以检验为主线，以临床为目标，以疾病

为中心，将读者定位于检验科医生、临床医生和患者。价格、

篇幅适中，并且可以分册购买，具有较高的实用价值和科学

价值。这套综合检验医学和临床医学的系列丛书，无论作者

人数还是医院层次，无论涉及学科还是疾病种类，规模都是

空前的，在医学界该系列丛书出版的影响力大、意义深远。

另外，在本次新闻(书)发布会中推出的，由著名检验医

学专家丛玉隆教授、李顺义教授、卢兴国教授等历时3年主

编的中国系列大型著作《中国血细胞诊断学》日前由人民军

医出版社出版发行。该书以细胞形态技术为主线，以疾病诊

断治疗为目标，以检验临床结合为中心，以服务人类健康为

目的，全面阐述了经典的血细胞形态学诊断方法和技术，详

尽地介绍了分子生物学、分子(细胞)遗传学及免疫学新理

论、新技术在细胞形态诊断学中的应用，并与临床诊断结合，

将疾病的基础理论、临床知识、检验医学等相关知识有机结

合起来。全书近百万字，彩图千余幅，分为上(下接第53页)
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