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基质金属蛋白酶一2及其抑制物一2在高氧致慢性肺疾病

新生大鼠肺组织中的动态变化及意义

刘雪雁 薛辛东

【摘要】 目的 探讨基质金属蛋白酶一2(MMP一2)及其抑制物一2(TIMP一2)mRNA和蛋白在高氧致慢性

肺疾病(CLD)新生大鼠肺组织中的动态表达规律以及在CLD发生中的作用和意义。方法 足月新生大鼠出

生后12 h内分别持续吸入o．90～o．95的高氧或空气，于1、3、7、14和21 d取肺组织进行苏木素一伊红(HE)

染色，辐射状肺泡计数(RAC)；用免疫组化和逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法分别检测肺组织MMP一2

和TIMP一2的蛋白及mRNA表达。结果病理观察高氧组早期炎症反应，7 d出现肺泡发育阻滞，最终纤维

化；在7 d时高氧组RAC值较空气组降低(P<o．05)，14 d和21 d的差异更为显著(P均<o．01)；在高氧暴

露3 d时，MMP一2的蛋白和mRNA表达均较空气组增强(P<o．05和尸<o．01)，14 d时MMP一2蛋白表达减

弱(尸<o．05)，而mRNA水平两组间差异无统计学意义；TIMP一2的蛋白和mRNA表达在两组中各时间点比

较差异均无统计学意义。结论 高氧暴露后，肺组织中MMP一2／TIMP一2表达失衡，使细胞外基质降解异常，

可能是高氧致肺早期炎性损伤和最终肺间质纤维化及发育障碍的机制之一。
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The changes and effects of metalIoproteinase一2 and tissue inhibitors of metalloproteinase一1 protein and
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【Abstract】 objective To investigate the dynamic changes and the effects of metalloproteinase一2

(MMP一2)and tissue inhibitors of metalloproteinase一2(TIMP一2)mRNA in lungs of neonatal rats after

inhaling high concentration of oxygen． Methods Full—term newborn rats were continuously exposed to

oxygen(O．90—O．95)or room air (O．2102)within 12 hours after birth． Lung histological study with

hematoxylin—eosin staining(HE)and radical alveolar counts(RAC)were performed，the changes in MMP一2

and TIMP一2 protein and mRNA expression were measured by；immunohistochemistry and reverse

transcription—polymerase chain reaction(RT—PCR)on 1，3，7，14 and 21 days in hyperoxia groups and air

inhalation controls．Results Compared with air inhalation controIs，infIammation response was seen in earIy

stage， the arrest of lung development was evident after 7 days of oxygen exposure， finally resulting in

interstitial fibrosis；RAC began to decrease from 7 days in hyperoxia rats compared to air inhalation controls

(P<0．05)，more so on 14 days and 21 days(both P<O．01)；MMP一2 protein and mRNA expression were

higher on 3 days(尸<0．05 and．P<O．01)，and protein decreased on 14 days(P<O．05)，while mRNA didn 7t

chan窟e；the expression of TIMP一2 protein and mRNA showed no change all the time． ConcIusion With

prolonged hyperoxia， the balance of MMP一2／TIMP一2 can not be maintained． Collagen breakdown is

disturbed，which may lead to lung inflammatory injury in early stage and then conagen deposition in lung

interstitium and lung development is arrested resulting in chronic lung disease．

【Key words】 neonatal rat； hyperoxia； chronic lung disease； metalloproteinase一2； tissue

inhibitors of metaUoproteinase一2

随着机械通气的广泛开展、早产儿管理技术的

日益提高及肺表面活性物质的普遍应用，早产儿，尤

其是超低出生体重儿的存活率有了明显提高。但随

之而来，因长时间吸入高氧或机械通气而导致的慢
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性肺疾病(chronic lung disease，CLD)却成为当今

小儿致残的主要疾病之一。CLD是以肺发育受阻和

肺间质纤维化为主要病理改变，细胞外基质(extra—

cellular matrix，ECM)及其重塑在其中具有重要作

用口1。基质金属蛋白酶(MMPs)是一组蛋白水解酶，

主要功能是降解ECM的多种蛋白成分，涉及发育、

组织炎症和肺损伤等过程。本研究中采用高氧致新

生大鼠CLD模型，通过免疫组化、逆转录一聚合酶链

反应(RT—PCR)方法检测肺组织MMP一2及其抑制
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物(TIMP一2)的蛋白和mRNA表达，探讨MMP一2／

TIMP一2降解系统在高氧致新生大鼠CLD不同时

期中的作用和意义。

1材料与方法

1．1 动物模型制备：出生12 h内的Wistar大鼠，

每窝鼠仔按吸入氧浓度(FiO。)的不同随机分为空气

对照组和高氧实验组。高氧组Fio。o．90～o．95，持

续21 d；空气组置于同一室内空气中(FiO。0．21)，

饲养条件与高氧组相同。

1．2标本采集：于实验后1、3、7、14和21 d分别从

两组中取5只大鼠，腹腔注射体积分数为10％的水

合氯醛(300 mg／kg)麻醉。开胸取左肺，用体积分数

为4％的多聚甲醛固定，石蜡包埋，常规制备4弘m

厚的肺组织切片，苏木素一伊红(HE)染色和免疫组

化染色；右肺用冷生理盐水冲洗，一80℃保存待检。

1．3肺组织病理改变及辐射状肺泡计数(RAC)：

RAC指呼吸性细支气管中心至最近纤维隔(或胸

膜)垂直线上的肺泡数目。3。于100倍光镜下观察

HE染色切片，每张切片计数10次，取平均值，用于

评估肺发育程度。

1．4 用免疫组化技术检测肺组织中MMP一2和

TIMP一2的蛋白表达：切片常规脱蜡后，用质量分数

为3％的过氧化氢溶液封闭过氧化物酶，微波修复，

山羊血清封闭，分别滴加MMP一2和TIMP一2的兔

抗大鼠IgG(浓度1：150和1：100)，生物素标记的

山羊抗兔的IgG及链酶素一亲和素一抗生物素蛋白一

过氧化物酶(SABC)，3，3 7一二氨基联苯胺(DAB)显

色。阴性对照除了用磷酸盐缓冲液(PBS)替代一抗

外，所有步骤相同。以细胞质中有棕黄色颗粒沉着为

阳性细胞。MMP一2和TIMP一2的兔抗大鼠IgG、即

用型SABC及DAB显色剂均购自武汉博士德生物

制品公司。每个时间点各组选取5张切片，每张选取

5个视野，固定窗口面积，用图像分析系统测定样品

的平均灰度值，值越低说明蛋白表达信号越强。

1．5 RT—PCR检测肺组织中MMP一2和TIMP一2

的mRNA表达：①总RNA提取：按照TRIzol总

RNA提取试剂(美国Promega公司)说明书要求进

行操作。②逆转录合成互补DNA(cDNA)第一链。

③PcR扩增：在25弘l反应体系中，分别加入cDNA、

焦碳酸二乙酯(DEPC)水、10×Buffer缓冲液、三磷

酸脱氧核糖核苷(dNTPs)各2．5 mmol／L，Taq

DNA聚合酶(5 U／弘1)，MMP一2引物扩增片断长度

为307 bp，上游5 7一TCA ACG GTC GGG AAT

ACA一37，下游5’一CCC ACA GTG GAC ATA
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GCG一37；TIMP一2引物扩增片断长度为265 bp，上

游57一CCA AAG CAG TGA GCG AGA A一3 7，下游

5’一GTG TCC CAG GGC ACA ATA A一37。MMP一2

扩增条件：94℃3 min，94℃45 s，52℃1 min，

72℃1 min，30个循环后72℃7 min；TIMP一2扩

增条件：94℃3 min，94℃45 s，52℃1 min，72℃

1 min，28个循环后72℃7 min。④产物分析：扩增

产物经质量分数为2％的琼脂糖凝胶电泳，溴化乙

锭染色，紫外线灯下观察并拍照，用美国Kodak 1D

型凝胶成像系统及分析系统进行电泳条带分析。以

目标产物与B咱ctin的吸光度(A)值比值来表示

mRNA表达水平。

1．6统计学分析：用SPSS 10．o统计软件分析，数

据用均数±标准差(z士s)表示，两样本均数比较用

f检验，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肺组织病理学改变：空气组1 d时肺组织在呼

吸性细支气管和终末囊泡壁出现小而浅的原始肺

泡，形态不规则，肺泡间隔较厚；高氧组在高氧暴露

1 d后与空气组无明显差异。空气组3 d时终末气腔

减少，数量渐增多，肺泡间隔渐薄；高氧组可见小血

管扩张、充血，肺泡腔内或间隔少量出血，以中性粒

细胞为主的渗出、间质内细胞增多。空气组7 d时肺

泡形态较规则，大小较均匀；高氧组7 d时仍可见肺

出血、水肿，炎性细胞浸润，间质细胞增加，并出现终

末气腔扩张、小肺泡数量减少、肺泡分隔减少等。空

气组14 d和21 d时仍呈进行性肺泡化(彩色插页

图1)；高氧组间质细胞明显增多，间隔增宽，小灶或

多灶状实变，肺组织正常结构破坏，且终末气腔扩张

更为明显，小肺泡数量更少(彩色插页图2)。

2．2肺RAC值的动态变化(表1)：空气组RAC值

随着日龄而呈逐渐增加趋势，7 d和14 d较前一时

间点增高明显(P<o．05和P<o．01)，21 d时增高

减慢；高氧暴露后RAC先呈增高趋势，7 d时已开

始逐渐下降，但各时间点与前一时间点比较差异均

无统计学意义(P均>o．05)。7 d后两组间比较差

异有统计学意义(P<O．05或P<0．01)。

裹1高氧与空气组大鼠肺RAC值的

动态变化(；士s，咒=10) 个

组别 1 d 3 d 7 d 14 d 2l d

高氧组 4．44士O．88 5．72士1．64 5．37士1．58。 4．14士1．548 4．1l士1．058

注：与本组前一时间点比较，8P<o．05，6尸<o．01，与空气组同

期比较，cP<0．05，oP<O．01
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2．3肺组织MMP一2和TIMP一2的蛋白表达变化

(表2，彩色插页图3～6)：MMP一2在空气组肺组织

中的表达部位主要在气道上皮细胞、肺泡上皮细胞、

基底膜和血管内皮细胞，肺泡巨噬细胞也有弱阳性

表达，其表达呈逐渐增高趋势(P<o．05或P<

O．01)；在高氧暴露3 d时MMP一2的表达较空气组

增强(P<O．05)，14 d则减弱(P<O．05)。TIMP一2

在间质细胞、基底膜、血管内皮细胞、肺泡巨噬细胞、

气道上皮细胞和肺泡上皮细胞均有表达，以气道上

皮细胞及其基底膜的表达更强。TIMP一2在空气组

随日龄增加无明显变化，与高氧组比较差异无统计

学意义(P均>O．05)。

2．4 肺组织MMP一2和TIMP一2的mRNA表达变

化(表3)：MMP一2 mRNA在空气组随日龄呈增加

趋势(P<O．05或P<0．01)；高氧组3 d和7 d大鼠

肺组织MMP一2 mRNA表达均较空气组明显增加

(P均<O．01)，14 d后两组比较差异无统计学意义

(P均>0．05)。TIMP一2 mRNA表达在空气组各时

间点无明显变化，且与高氧组比较差异亦无统计学

意义(P均>O．05)。

3讨论

CLD是早产儿的主要肺部远期合并症，发病率

有增高趋势，但其病因和发病机制未完全阐明，目前

仍无有效的监控和防治手段。研究认为，CLD的病

因包括发育不成熟、氧中毒、高气压或容量伤、感染

等多种因素，但最终结局是成纤维细胞增生、ECM

沉积、肺组织纤维化03。我们在动态观察高氧持续作

用新生大鼠后的肺组织病理学改变时发现，早期有

出血、水肿，炎性细胞渗出等炎症改变，随高氧暴露

时间的延长，后期出现肺间隔增宽、间质增生、肺组

织纤维化。另外，正常新生鼠肺发育是由形态不规

整、体积大、数目少的简单囊泡转化成体积小、数目

多、规整肺泡的过程，RAC作为评价肺泡发育程度

的重要指标，在正常新生鼠肺中呈逐渐增加趋势；而

高氧暴露中的新生大鼠7 d时已出现了RAC减少，

随高氧暴露时间的延长，RAC值较同期空气组大鼠

显著降低，说明肺泡化降低，肺发育受到阻滞。这与

近年来国外学者提出的肺发育停滞是CLD的新特

征n’相吻合。

肺内ECM的成分主要包括胶原蛋白、弹性蛋

白、蛋白聚糖及糖蛋白等，是肺损伤后修复中呼吸道

及肺上皮结构重建所必需的。近年来，胶原等ECM

重塑在肺纤维化形成中的作用已成为研究热点，

MMPs是一组Zn2+、Ca2+依赖性的蛋白水解酶家

族，主要功能是在正常的重塑和修复过程中降解基

底膜和间质胶原、纤维连接蛋白和各种蛋白多糖等

ECM成分。MMPs及TIMPs调节的ECM降解减

少可能是肺纤维化发生的重要因素“3。在成人原发

性肺纤维化(IPF)和博莱霉素诱导的大鼠肺纤维化

模型中都发现MMP一9和TIMP一1的失衡与纤维化

的发生发展相关∞3。有学者通过给早产的狒狒高氧

和机械通气制备CLD模型，发现MMP一9／TIMP一1

增加，推测与CLD的肺部炎症反应和水肿有关邙3。

MMP一2降解基底膜的主要结构成分Ⅳ型胶原等，其

蛋白水解活性则受其特异性抑制剂TIMP一2的调

节，在肺泡基底膜降解和重塑方面也发挥重要作用。

国内学者发现，高氧暴露7 d可引起2周龄大鼠肺

组织中MMP～2 mRNA表达的增加∽3。也有一项动

物实验证实，高氧能引起8～12周龄小鼠急性肺损

伤，伴MMP一2和MMP一9的mRNA和蛋白表达增

表2高氧与空气组肺组织MMP一2和TIMP一2的蛋白表达变化(；土s，”一5) 灰度值

注：与本组前一时间点比较，aP<o．05，“P<0．01}与空气组同期比较，oP<o．01
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高@3，从而推测MMPs通过降解ECM，在高氧所致

急性肺损伤过程中发挥重要作用。但这些研究多集

中在肺囊泡分化已近完成的鼠，并不能完全代表处

于囊泡期的早产儿肺发育状态。

Danan等。3动态检测了新生儿出生后支气管提

取液中明胶酶的变化，发现出生时MMP一2总活性

逐渐降低，与CLD的发生密切相关。由于临床上标

本收集困难，因而研究多局限于急性炎症阶段，在

此，我们利用新生大鼠持续暴露于高氧中进行动态

观察，发现高氧暴露3 d后MMP一2 mRNA和蛋白

在肺组织中的表达增强，可能与其降解大量ECM

成分，如Ⅳ型胶原弹性蛋白，致基底膜破坏，肺通透

性增加，炎性细胞浸润有关；14 d MMP一2蛋白表达

减弱，胶原等ECM成分降解障碍，引起肺间质纤维

化等结构重塑，但此时mRNA的表达与其蛋白表达

并不完全一致，提示高氧引起的转录水平调节在此

时并非起主要作用；而高氧暴露后TIMP一2 mRNA

和蛋白在新生大鼠肺组织中的表达并无明显改变。

Mel6ndez等n∞在一项高氧诱导肺损伤的实验中发

现，成年豚鼠暴露在纯氧24 h和72 h并没有引起

TIMP一2 mRNA表达的改变，说明TIMP一2的表达

具有高度保守性，较少受体内外因素影响，我们的结

果与此一致。由此可见，MMP一2／TIMP一2在高氧肺

损伤急性炎症期到慢性增生期不同阶段可能起着不

同的作用。

ECM对于肺细胞的分化成熟和肺毛细血管的

正常排列和分化是必需的。近年研究表明，MMPs、

TIMPs可能通过介导ECM重塑而促进ECM成熟

和调控细胞的增殖、分化、迁移等，在肺发育中起重

要作用n¨。有研究发现，MMP一2可以诱导肺泡上皮

细胞的迁移以及肺分支形态的发生，对肺发育起至

关重要的调控作用。MMP一2基因敲除小鼠的肺中，

其分支形态学和肺泡化的发生均降低n扣。本实验发

现，MMP一2和TIMP一2在肺组织中均有表达，表明

它们均参与正常肺组织ECM代谢。MMP一2在空气

组3 d和7 d的mRNA和蛋白表达逐渐增加，即随

着肺发育表现出表达的逐渐增加趋势；高氧14 d

时，MMP一2表达的降低与肺发育障碍的病理特征

相吻合，与RAC值改变趋势一致，因而推测高氧后

期MMP一2表达降低与CLD肺发育障碍的发生也

有一定关系。

总之，高氧暴露后MMP一2／TIMP一2表达失衡，

导致ECM重塑紊乱，可能是促进早期肺炎症损伤

以及最终肺纤维化和发育受阻的重要因素。
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