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基质金属蛋白酶一2／9及其组织抑制剂比例失衡在

高氧所致急性肺损伤中的作用

张向峰朱光发刘双Hussein D．Foda

【摘要】 目的 探讨基质金属蛋白酶一2／9(MMP一2／9)及其组织抑制剂(TIMP一1／2)在高氧所致急性肺

损伤(ALI)发病过程中的作用。方法将54只小鼠置于含体积分数大于98％氧气的密闭室中，以18只呼吸

正常空气的小鼠作为对照组。分别于暴露24、48和72 h活杀各组小鼠，取肺组织标本，测定肺湿／干重(W／D)

比值、支气管肺泡灌洗液(BALF)中蛋白含量及胸腔积液。以评价肺损伤程度。用逆转录一聚合酶链反应

(RT—PCR)测定肺组织MMP一2／9和TIMP一1／2的mRNA表达；用酶联免疫吸附法(ELLSA)测定BALF中

MMP一2／9及TIMPl／2的蛋白含量。结果高氧能引起ALI，各实验组的肺W／D比值、BALF中蛋白浓度及

胸腔积液均明显高于对照组(P<O．05或P<O．01)。RT—PCR结果显示，高氧组肺组织MMP一2／9及TIMP一1

的mRNA表达均较对照组明显增高(P<0．05或P<0．01)，TIMP一2 mRNA表达无明显变化；MMP一2／

TIMP一2的mRNA比值在高氧组中均明显升高(P均<o．01)。ELlSA结果显示，高氧组BALF中MMP一219

和TlMP一1蛋白含量较对照组明显升高(P<0．05或P<0．01)，而TIMP一2蛋白含量同样无明显变化；

MMP一2／TIMP一2的蛋白比值在高氧组中也明显升高(P均<o．01)。结论 高氧能引起ALI伴MMP一2／9和

TIMP．1的表达增高，而MMP一2／TIMP一2平衡失调导致细胞外基质降解在其发生过程中起重要作用。

【关键词】高浓度氧}肺损伤，急性}基质金属蛋白酶I 基质金属蛋白酶组织抑制剂

The role of disequilibrium of expression of matrix metalloproteinase—Z／9 and their tissue inhibitors in

pathogenesis of hyperoxia—induced acute lung injury in mice zH ANG Xiang—feng’，ZHU Guang一＆，
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by Capital Medical University,Beijing 100029，China

[Abstract] Objective To investigate the role of matrix metalloproteinase一2／9(MMP-2／9)and their

tissue inhibitors(TIMP一1／2)in pathogenesis of acute lung injury(ALI)induced by hyperoxia．Methods

Seventy—two C57BL／6 mice were randomly divided into normal control group，hyperoxia for 24 hours group，

hyperoxia for 48 hours group，and hyperoxia for 72 hours group，with 18 mice in each group．The mice in

hyperoxia groups were exposed to>98 oA oxygen in sealed cages。and the normal control group were placed

outside of the cage to breathe room air．At the end of the exposure time the animals were euthanized，the

right lung was removed and phosphate buffer solution(PBS)was used to lavage the lung through the

endotracheal catheter．The wet／dry weight ratio，broncho—alveolar lavage fluid(BALF)protein content and

the volume of pleural fluid were measured，the severity of lung injury was assessed‘the expression of

MMP一2／9 and TIMP一1／2 mRNA in lung tissue at 24，48 and 72 hours of hyperoxia were assessed by reverse

transcript—polymerase chain reaction(RT-PCR)；the amount of MMP-2／9 and TIMP-I／2 protein in lung

tissue were measured by enzyme—linked immunosorbent assay(ELlSA)．Results Hyperoxia caused ALl as

evidenced by the increase in lung wet／dry weight ratio，BALF protein content and the volume of pleural fluid

as compared with the normal control group(P<0．05 or P<0．01)．RT—PCR study showed increased

expression of MMP一2／9 and TIMP一1 mRNA in lung tissues(P<O．05 or P<0．01)，and ELISA assay also

demonstrated upregulation of MMP一2／9 and an increase in TIMP一1 amount in BALF compared with their

normal control group(P<O．05 or P<0．01)．The ratios of both MMP一2 mRNA／TIMP一2 mRNA and

MMP一2 protein／TIMP一2 protein were all increased in hyperoxia groups as compared with their normal

control group(all P<0．01)．Conclusion Hyperoxia causes ALI in mice，and disturbance of MMP·2／

TlMP一2 balance plays an important role in the development of hyperoxia—induced ALI in mice．

[Key words]hyperoxia， acute lung injury； matrix metalloproteinase；tissue inhibitor of matrix

metalloproteinase
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长时间暴露于高浓度氧可导致弥漫性肺泡损害

和间质水肿，上皮细胞对保持肺泡毛细血管屏障的

完整发挥关键性作用，屏障一旦受损会立即引起液

体渗出。对高氧环境下大鼠形态学的研究显示，血管

内皮系统首先受损，然后是上皮细胞，内皮细胞和肺

泡上皮细胞的死亡是高氧所致肺损伤的一个重要特

征[1引。基质金属蛋白酶(MMPs)是一组以降解细胞

外基质(ECM)为主要功能的一组酶类，MMP一2由

包括气道上皮细胞及血管内皮细胞在内的许多细胞

分泌，MMP一9由中性粒细胞、肺泡巨噬细胞及激活

的结缔组织细胞等炎性细胞所分泌，它们通过降解

细胞基底膜的主要组分Iv型胶原，从而在细胞外基

底膜的转复中发挥重要作用【2]。在体内MMPs与其

组织抑制剂(TIMPs)保持平衡，并对维持ECM的

结构完整及功能正常具有重要作用[3]。研究已证实

MMPs在高氧所致急性肺损伤(ALl)的发病机制中

发挥着重要作用[4。5]，Piedboeuf等卟1的实验也证实

TIMP一1在高氧环境下表达增高。本研究中通过观

察高氧所致ALI与MMP一2／9和TIMP一1的关系，

探讨其在ALl发病过程中的作用。

1材料与方法

1．1实验动物分组及模型制备：8～12周龄、体重

15～20 g的C57BL／6小鼠72只，雌雄不限，按随机

数字表法分为对照组(N组)、高氧24 h组(01组)、

高氧48 h组(02组)、高氧72 h组(03组)4组，每

组18只。各吸氧实验组动物被置于Plexiglas氧气

室，内置氧浓度仪持续监测室内氧浓度，保证室内氧

气的体积分数大于98％，动物自由进食及饮水；N

组动物被置于氧气室外正常呼吸空气。于暴露时间

终末点以过量苯巴比妥处死动物后取材进行实验。

1．2肺损伤的评价：肺损伤严重程度参照文献E7]

标准判定。①测定肺湿／干重(W／D)比值：实验结束

后立即摘除右肺称湿重，然后置于70℃烤箱烘干后

称干重。②支气管肺泡灌洗液(BALF)中蛋白浓度

测定：处死小鼠后立即行气管插管，用1 ml磷酸盐

缓冲液(PBS)行支气管肺泡灌洗，共3次，离心取上

清液测定蛋白浓度。③收集胸腔积液：仔细打开胸膜

腔，用毛细吸管吸取胸腔积液。

1．3组织切片制备：用体积分数为10％的中性甲

醛水溶液灌注鼠肺，持续20 min后摘除并置于

10％中性甲醛水溶液中固定12 h，常规脱水、石蜡

包埋，制成5 btm厚的组织切片，苏木素一伊红(HE)

染色，观察组织病理学改变。

1．4逆转录～聚合酶链反应(RT—PCR)测定肺组织

MMP一2／9、TIMP一1／2的mRNA表达：取50 mg肺

组织，TRIzol提取总RNA，逆转录为相应eDNA。

MMP一2引物序列：上游引物5'-CACCATCGCC

CATCATCAAGT一37，下游引物5'-TGGATTCGA

GAAAAGCGCAGCGG一3’，产物片段大小399 bp；

MMP一9引物序列：上游引物51_GCTTTCGGCT

GCAGCTCTGCTG一3’，下游引物5’一GAGGCCTT

TGAAGGTTTGGAAT一3’，产物片段大小305 bp。

TIMP一1引物序列：上游引物5'-GCTAAAAGGA

TTCAAGGCTGTGGG一37，下游引物5'-AAAGCT

CTTTGCTGAGCAGGGC一3’，产物片段大小210 bp；

TIMP一2引物序列：上游引物57一TGCGGGGTCT

CGCTGGACGTT一3’，下游引物5’一CGGTTGGC

CTTAGGGTTCAGGGGG一37，产物片段大小

150 bp。p肌动蛋白(p-aetin)引物序列：上游引物5’一

GTGGGCCGCTCTAGGCACCA一37，下游引物57一

CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGG G一3’，产物

片段大小244 bp。PCR反应体系为25出，循环参

数：35个循环，96℃30 s，60℃30 S，72℃45 S，最

后72℃10 min。取10弘l PCR产物于质量分数为

1．5％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析系统(Alpha

Image)进行密度扫描分析，测定扩增条带的积分吸

光度(A)值，用内参照pactin修正比较各组表达水

平的差异。
一

1．5 BALF中MMP一2／9、TIMPI／2的蛋白含量测

定：用酶联免疫吸附法(ELISA)，操作按试剂盒说明

书进行，根据A值及标准曲线求出MMP一2／9和

TIMP一1／2的含量。

1．6统计学处理：数据以均数士标准差(z土s)表

示，采用GB—STAT V 8．0统计软件进行单因素方

差分析和q检验，P<O．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1长时间吸入高浓度氧引起ALl：随高氧暴露时

间延长，各实验组肺W／D比值均较N组显著升高；

02组和03组BALF中蛋白含量均显著高于N组，

差异均有统计学意义(P<o．05或P<0．01)。N组

小鼠几乎无胸腔积液；各实验组小鼠于高氧暴露后

胸腔积液量均显著增加(P均<0．01，表1)。光镜下

观察，高氧暴露48 h及72 h肺组织呈现严重的结

构毁损，肺泡塌陷及肺间质水肿(彩色插页图1)。

2．2肺组织MMP—z／9、TIMP一1／2的mRNA表达

(图2；表2)：RT—PCR结果显示，MMP一2 mRNA表

达在高氧暴露24 h后明显增加，48 h和72 h持续

在高水平(P均<0．01)；而MMP一9 mRNA表达直
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至高氧暴露72 h后才较N组明显增加(P<0．05)。

TIMP一1 mRNA表达在高氧暴露48 h和72 h明显

增加(P<O．05和P<O．01)；各组TIMP一2 mRNA

表达差异无统计学意义。

裹1高氧暴露对小鼠肺W／D比值、BALF中蛋白含量

和胸腔积液的影响(；士5)

注z与N组比较，。P<0．05，6P<O．01

2．3 肺组织MMP一2／TIMP一2和MMP一9／TIMP一1

的tuRNA比值变化(表2)：MMP一2／TIMP一2的

mRNA比值在高氧暴露24 h后明显增加，持续至

72 h，与N组比较差异均有统计学意义(尸均<

0．01)；而MMP一9／TIMP-1的mRNA比值在高氧

暴露后无明显变化。

2．4 BALF中MMP—z／9、TIMP一1／2的蛋白含量

及其比值变化(表3)：自高氧暴露24 h后MMP一2

蛋白含量均明显增加(P<0．05或P<0．01)；而

MMP-9蛋白含量直至高氧暴露72 h才较N组明

显增加(尸<o．05)。TIMP-1蛋白含量在高氧暴露

48 h和72 h明显增加(P<0．05和P<0．01)；而

TIMP一2蛋白含量在高氧暴露后无明显变化。

MMP一2／TIMP一2蛋白比值在高氧暴露48 h和72 h

明显增加(P均<0．01)；而MMP一9／TIMP一1蛋白

比值在高氧暴露后无明显变化。

3讨论

高氧可以导致ALI，早期无肺组织形态学破坏，

但随后进入炎症期，出现形态学改变的同时伴有大

量炎性细胞渗出，其中主要为中性粒细胞，当它们激

活后，可以释放包括MMPs在内的许多炎症介质。

实验证实，蛋白溶解酶类，尤其是那些参与ECM破

坏及重建的酶类，是ALl中导致细胞和间质病理改

变的重要致病因子，MMP一2和MMP一9是降解细胞
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1：Marker；Z、3：N组；4、5：01组16、7：02组；8、9；03组

圈2 RT—PCR检测各组小鼠肺组织MMP—z／9、

TIMP一]／z的mRNA表达

衰2各组小鼠肺组织MMPs和TIMPs的mRNA表达及其比值比较。士5)

组别动物数 MMP-。三RNA MMP一9：RNA
T1MP一1 mRNA TIMP一2 mRNA MMP·2／T1MP一2 MMP一9／T1MP一1

(A值) (A值) (A值) (A值) mRNA比值 mRNA比值

N组 18 0．32士0．07 0．37±0．11 0．54士0．14 0．97士0．08 o．29士0．08 0．68士0．15

01组 18 0．88士0．21‘0．40士0．10 0．74士0．15 1．09士0．17 0．81士0．16b 0．56士0．08

02组 18 0．9Z土0．19b 0．37士0．18 0．90士0．134 1．05士0．23 0．87士0．17b 0．52士0．12

03组 18 0．80士0．25“0．72士0．21‘ 1．10士0．186 0．99士0．13 0．84士0．21b 0．65士0．16

注：与N组比较，‘P<O．05，bp<O．01
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表3各组小鼠BALF中MMPs和TIMPs的蛋白表达及其比值比较(；士s)

注l与N组比较，‘P<O．05，“P<0．01

基底膜的主要组分Ⅳ型胶原的重要酶类E4,73。

本研究证实，持续吸人大于98％的氧可导致明

显增加的肺W／D比值、BALF中总蛋白浓度及出

现大量胸腔积液为特征的肺损伤；组织学研究亦发

现，肺组织呈现严重的结构毁损、肺泡塌陷及间质水

肿。肺损伤在高氧暴露24 h后开始出现，并随暴露

时间延长而逐渐加重；同时肺组织MMP一2／9和

TIMP一1的mRNA表达及BALF中MMP—z／9和

TIMP一1的蛋白含量在高氧暴露后均明显增加，表

现为高氧组肺组织MMP一2 mRNA水平及BALF

中MMP一2蛋白含量明显升高，TIMP一2升高不明

显，因而MMP一2／TIMP一2的mRNA及蛋白比值均

明显升高；高氧组肺组织MMP一9、TIMP-1 mRNA

水平及BALF中MMP一9、TIMP一1蛋白含量均明显

增加，但无论是肺组织MMP一9／TIMP一1 mRNA

比值，还是BALF中MMP一9／TIMP一1蛋白比值与

N组比较差异均无统计学意义。因此，高氧暴露后

肺组织和BALF中MMP一2／TIMP一2 mRNA比值

及BALF中MMP一2／TlMP一2蛋白比值增加及二者

的比例失衡在氧化剂所致肺损伤中可能是导致肺组

织结构毁损、上皮通透性增加及肺间质水肿的重要

致病因素。
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《麻醉相关并发症处理手册》出版

《麻醉相关并发症处理手册》为大32开本，定价38元，由《中国医药科技》出版社出版发行。

本书由广州军区广州总医院全军临床麻醉中心屠伟峰教授，南方医科大学附属珠江医院麻醉科徐世元教授共同主编，南

京军区南京总医院全军普通外科研究所黎介寿院士和南京军区南京总医院麻醉科李德馨教授作序言。《麻醉相关并发症处理

手册》一书已由《中国医药科技》出版社于2008年4月正式出版发行了。

《麻醉相关并发症处理手册》以围麻醉期经常遇到或很少遇到但危害很严重的并发症为主，并包括外科因素和病人因素

所致且需麻醉医生直接介入处理的并发症，结合在l临床实践中遇到的病例和积累的经验，撰写成书。主要内容包括重要脏器、

麻醉相关操作和监护、内稳态、容量治疗、术后镇痛等并发症，以及麻醉相关药物不良反应的预防和处理。部分章节附有操作

流程图·力求紧贴临床、内容新颖、简明扼要、条理分明，以取得一册在手，并发症查找快速方便、处置直观的效果。

其特点是以实用为主，叙述简明扼要，以手册的形式编写。其内容丰富，不但叙述麻醉引起的并发症，同时也涵盖了一些

与手术有关的并发症，有着围手术处理学的内容。因此，这本书不但可供麻醉医师阅读，有关手术科室的医师也值得一读，对

减少有关的手术并发症甚有帮助。也适合医学院校临床医学系、麻醉医学系师生或从事麻醉或相关学科的医务工作者参考和

使用。希望这本书能发挥它的作用。有利于减少麻醉与相关的手术并发症，促进手术患者的康复。

本书全国新华书店、医药书店有售，也可与中国医药科技出版社读者服务部(北京市海淀区文慧园北路甲22号，邮编：

100082)联系邮购，电话：010—62236938；也可与广州军区广州总医院麻醉科屠伟蜂教授(广州市流花路111号，邮编：510010)

联系邮购，电话：020—36653504。

(屠伟峰孙丰年供稿)
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