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MMP一1 3与 TIMP一1表达变化及其 

在 COPD大鼠肺结构改建中的作用 

陈 涛 ，吴亚梅 

(重庆医科大学临床学院啼科，晕庆 400016) 

【摘 要】目的：观察胶原酶 MMP一13及其抑制冈子 _rIMP一1在COIq)大鼠模型怖的表达情况，探、’『它f『】 ()1 1)发 巾 

的作用。方法：将 10周龄 Wistar大鼠随饥分为x,LN,组、模型组，通过气道内注入 LPS接合烟薰32火的，J‘浊建 ●．【、()I I)大鼠 

模型，测定肺功能后，取肺组织石蜡切片 HE染色观察肺组织病碑改变，半定量 R1、_I)(、R榆测肺组 MMI一 13 f1I TIMP— 

lmRNA的表达情况。结果：1、同对照组比较，模型组大鼠肺表现类似于人的 (、()l I)病理学改变和~,bsJj能 变 ：、 宅h}I“ 
一

PCR检测肺组织中 MMP一13、 FIMI一 1nLRNA，发现模型组均较对照组升高(P<0．01或 J <0 O01) 结沦：(’()I I)大鼠支 

气管和肺组织表达 MMP一13和 I'IMP一1mRNA增多，二者州表达不平衡，参与了(’oI，I)怖结构改变的过 
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Study on the effct of MMP一 1 3 and its tissue inhibitors． 

metal Ioproteinase——1 on the rat of OOPD model 

(?HEN T．o，et al 

(Department ofPulmonary Diseases，(~ollege ，̈('linical Medic’ine，Chongqing Medi~al ，z t,et：sit3，) 

【Abstract】0 ， ：To investigate the expressioI1()f the coilage11ases MMI 一13 and its inhil)it()r．tix~uc inl1il)it()r 1mtall()1)roteiI1a e 

一

1(TIMP一1)in the rat lung of the experimental m(~els of COPI)．Meth~1．s：Male Wistar rats(10 weeks()f are)wcrc dixrided into 

two groups-- mcxtel and conlrol groups． I'he rat of m(xlel group WCI-C 、 ell intralracheal litx)ix)ly~ccharide(I
．I )．and then animals 

were exlxxsed lO cigarelle snloke )r 32 days．The lung function"WaS measured，and pathological changes were al )(,I)~rved I'ranscrip— 

tional levels of MMI 一13 and TIMP一1 mRNA extracted from the hmgs were assessed bv sentiquantitati、tc r 、，crse transcripti()l】 

polymera~~e chain reaction(R F—PCR)Results：(1)In(、()PI)model group．the pathok)gical changes of ht‘(1】 hi aim hmg ti Ll ．the 

changes of lung funclion were similar to th()se()f the【、()I I)patients
． (2)T nLRNA expre~,4on()f MMI'一1 3Ⅲ1(1 II MP 1 i!l(、()I I) 

model group were significantly increased compared with those in control group(P<0．0I or P<0 O0I)( (，，，ill⋯7：【’()I n ch - 

terized by chronic obstruction of expi ratory flow affection peripheral airways
，a．~sociated with chronic broncl ； Il1(t u1)ll、， n1F1．I() 

gether with fibr~xds and tissue damage，and inflanmmfion of the small airw'ays M MP一13 and FIMI)一I I11i I1I 1)l _、r imlx)rt IllI I1)l}、 in 

chronic airway inflanmmtion and rem(xleling of(、()I I)．They nlay c(mtribute to the I)r(wex~of palh()gel t、 i 
、 2illd de＼t 1()1)l1 1l()f 

COPD． 

【Key words】Chronic obstruclive 1)ulmonary disea e；Rat；Coilagena c ； ri uc inhibit()r()f n1 a110I)r()l ina 一I：I (、n1(xt 1 

关于慢性阻塞性肺疾病(COPD)的发病机制学 

说众多，现普遍认为蛋白酶一抗蛋白酶系统失衡在 

其中起重要作用 细胞外基质(Extral celle r n1em— 

berma，ECM)是维持组织和器官结构的基础 ，肺 

内ECM的降解和沉积失衡是导致气道壁结构异常 

作者介绍：陈 涛(I973， 

主要研 究方向 

)，女 ．住 院 医师，硕士 

慢性 阻塞性肺疾病 

构建 、肺实质破坏及间质增生的 要原冈 E(、M在 

气道壁过度沉积是引起气道壁纤维fkfl~j主要味冈之 
～

，而 ECM过度降解则敛肺泡结 破坏，帅气忡形 

成 、 ()％肺实质胶原网络 IfI l、ln 胶 陶成一 

胶啄酶是降解 ECM 主要 成分一 一1、⋯ 咬 主 

要水解酶；体内抑制胶 酶活一 的 ’卜要冈子 是组织 

金属蛋白酶抑制剂 一l(TIME—1) ，在怖气道改 

建过程中 TIMP—l和胶原酶的表达和活性改变， 
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可能导致 ECM 的降解和沉积失衡 ，促进 COPD的 

形成和发展。本实验通过检测 COPD大 鼠支气管 

肺组织中胶原酶 一3(MMP 13)和 TIMP 1的基 

因转录水平，以探讨 MMP一13和 TIMP 1是否参 

与 COPD肺结构改建。 

1 材料与方法 

1．1 材料与仪器 

1．1．1 材料 10周龄二级雄性 Wistar大鼠体重 160±20g， 

重庆医科 大学动物 中心提供。脂多糖(Lilx)Ix)lyscaacharide， 

LPS叭11—134，Sigma公司)；山城牌过滤 嘴香烟：每支含焦 

油 15rag，烟气烟碱 1．4mg(重庆 卷烟 厂出 品)；逆转 录酶 

(MoMLV—RT)：200U／『』l(MBI)；TRI )L总 RNA提取试剂 

(上海生工)。 

1．1．2 PCR引物 由上海博雅生物技术公司合成引物。 

TIM_P—l：5’一GCC AT(；GAG AGC (TC TGT ( 一3’，5’ 

一 (二(二A CGC AGG CAA AGT GA"I、CG一3’，扩增片段长度 

270bp；M MP一 13：5’一TAC CTA CAC T( CAA AAG CC 

一 3’，5’一ATG TCA TAC CCA 1vI、C AGG GCC一3’，扩增片 

段长度 334bp：内参 照 GAPDH：5’一GAC ATC AAG AAG 

GTG GTG AA(；C一3．5’一TGT C r T(；-A GAG CAA TGC 

CAG C一3’，扩增片段 188bp。 

1．1．3 仪器 热循环 PCR仪(PTC一200)、水平电泳槽 、凝 

胶成像系统 Quantity—one分析软 件(BIO—RAD，美国)； 

DYY一11 10型电泳仪(北京六一仪器厂) 

1．2 方法 

1．2．1 建立 COPD大鼠模型 实验动物随机分为正常对照 

组，模型组。参照宋一平等人的方法一 ，取模型组大鼠，分别 

于第 1、15天给予 1()％乌拉坦(1Oml／kg)腹腔 内注 入麻醉 

后，暴露喉头，以静脉穿刺针带针芯(长 7cm，内径 ()．1c137．)替 

代气管插管行气管插管，向气道内注入生理盐水溶解的LPS 

(200ttg／100ul／只)，其余时间每天两次，间隔 6h将大鼠置于 

30cm×40cm×60cm(72L)密闭玻璃染毒箱中，注入 5％左右 

浓度烟雾使大鼠被动吸烟，持续 30min后将大鼠移出，其余 

时间正常喂养，共 32天。 

1．2．2 肺功能测定 测前称体重，l()％乌拉坦 10ml／kg腹 

腔内注射麻醉后，行气管 V形切口、插入气管导管(以静脉 

穿刺针替代，插入后立即拔出针芯)，应用小动物肺功能检测 

分析系统，记录大鼠8个自主呼吸周期，获得气道压力P，容 

积变化 V，相应计算得到呼吸相气道阻力 Re、吸气相气道阻 

力 Ri 快速向大鼠气道内注入 6ml空气造成大鼠被动深呼 

吸，即刻测定 FVC，FEV( (相应于人的 FEv1)。测定怖功 

能后，腹 腔静 脉 放 血处死 后，立 即开胸 ，留取 右 中肺 约 

100mg，一70℃保存备用。右下肺横贯取材放入 10％的甲醛 

溶液中固定，脱水，二甲苯透明，石腊包埋 5,urn切片。 

1．2．3 病理学检查 光镜检查和形态学定量分析：右下肺 

组织石腊包埋切片，HE染色。将 HE染色病理切片置于图 

像分析仪显微镜下，在放大 100倍的条件下，进行图像冻结、 

存盘并用图象分析软件进行分析。支气管上皮层面积、管壁 

平滑肌层面积测量：测量标本中所有的支气管，为排除斜切 

的支气管，凡长径与短径比大于 2者舍去不测；肺泡测量 ：每 

张切片分别随机选取无折叠的区域，100倍光镜下取 3个视 

野，测定怖泡面积，计数怖泡个数。 

1．2．4 RT—PCR 取 100mg左右 一70℃保存的右中叶肺 

组织，TRI )l 试剂提取总 mRNA，电泳；模板 cDNA的合成 ： 

应用逆转录的方法，按 MBI公司逆转录试剂盒说明操作 ；反 

应体系(20t,1)：RNA 3td，Oligo(dt)18(0．5t,tg／f,d)l l，5×逆转 

录缓 冲液 41,1，dNTP(10mmol／L)2t,J，RNA抑 制酶 0．514， 

M1)MLV—RT(200U 1)lul，ddH2O8．5ttl；逆转录条件 ：70℃ 

反应 5min，37℃5min，42℃60min，70℃10min，1个循环 ，冰上 

瞬时冷却 ，一20℃保存 cDNA。 

1 2 5 目的基 因的扩增 (PCR) 以 GAPDH 为内参照= 

PCR反应体系(25t,-1)：cDNA4．Oul，lO×缓 冲液 2．5t l，引物 

(5tmaol／g)：正义链 2．5td、反义链 2．5／d，MgCl2(25nunol／L) 

1．5ul，Taq (2．5u 1)0．5td，dNTP(25nunol／L)0．5t．d， 

ddH2O11．Oul。反应条件 ：MMP一13、TIMI 一1：95℃预变性 

4min，94℃变性 50s，57℃(TIMP一1为 59℃)退火 50s，72℃ 

延伸 50s，35个循环：GAPDH：95℃预 变性 4rain，94c【、变性 

50s，56℃退火 40s，72℃延伸 30s，30个循环 

1．2．6 琼脂糖凝胶电泳及图象分析 2％琼脂糖凝胶电泳 

紫外光透射下观察，扫胶仪上扫胶摄像 ，进行图象分析，以相 

应的 GAPDH为内参照物，表达强度用二者的平均灰度面积 

比值表示。 

1．3 统计学处理 

所有数据均 ±S表示，采用两组IhJ比较 f检验，以P< 

0．05为差异有统计学显著性标准 ，应用 SPSS 10．0统 计软件 

进行统计分析。 

2 结 果 

2．1 实验大鼠的肺功能检测 

从表中可见模型组 FEVo 3／FVC~／o较对照组显 

著下降(P<0．001)，Re和 Ri较对照组显著增加(P 

分别<0．05，<0．001)。 

2．2 病理学观察 

2．2．1 光镜下病理学观察 H 切片发现对照组 

大鼠肺细支气管及肺泡结构、分布正常。模型组大 

鼠支气管粘膜增厚、脱落，基底细胞排列紊乱，上皮 

层 、平滑肌层增厚，肺泡结构紊乱，肺泡管 、肺泡囊及 

肺泡扩大，肺泡壁断裂，可见部分肺泡融合成肺大泡， 
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一  
对照组 模型组 

圈 ! 两组肺组织鲒揭{ 

uIu<l 1 1 ， 

G,MPDH ■IP 】{ TLIP 

圈 3 两组大鼠肺组织 MMI Ij和 

FIMI’ II N、的表谜 

观1．、ul中 型忡 t肿形成 帅闸厩埔 ．疑 毒1̈!怛 

浸洞 土要I=I，中性牲灿 和卅 纠胞 

2 2 2 悔 积 泡数和半均肺泡山I帆 矾 

l可见与对照组 轻 横型趱 、̂鼠平均肺泡心积．哲 

一 而龇 r师泡 戢减少 ￡气管竹纾此较无 

莘异，瞧}cl】 有iii比12； 静小于 Ⅲ“ 的外问小 

气逍．悭型组轾对照 歧层 识和半滑叭J基⋯识 

增加 

㈣ n、It检 删 

列 虮H=较 雠型州 生 舒帅 ̈ 1M1 

表 I 各组大鼠肺功能 

I ： <¨ll、、 』 -I}t!lI【 

表 单位面积肺泡越和平均肺泡面积 

竺- 
刊岍州 II nI】 7I忙 q j I i 4 砷 

沌rIu 1 ⋯ 47 III Jl "4=ll j q̂ 

最 支气管管内面积、上应层面积 平滑肌层面积 

带 上而 

删’ 毯 f 作1⋯邶【 『J 』 ‘̈  ̈： 

I． 

_二I 

任 一 0 

巡 
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表4 肺 MMI I3，TIMI 1mRN．＼表达 

(灰度面积比值 5 

3 讨 论 

COPD是指具有气流阻塞特 F的慢性支气管炎 

或肺气肿。气流阻塞呈进行性发 ，部分有 可逆 

性 ：肺功能检测中，一秒钟用力呼吸容干!J(FEV。) 

与用力肺活量(FV(、)比值足榆删有尤气流阻塞的敏 

感指标，如有下降即nr诊断有气流m寒 Re反映小 

气道阻力 本实验采用 l P 造成 道损伤．随即迫 

使大鼠被动吸烟后，发现 (’()I I J组人鼠细支 管有 

慢性增生性炎症特 ，拿层细史气僻炎降低 r气道 

的顺应性，气道』 皮 F纤维化干I】 滑肌增厚的结陶 

改变影响气道收缩 ，致不口『逆 VI-：气流阻塞 、气道阻力 

增加 ；同时肺气肿形成致肺弹性州缩力下降，使得肺 

通气功能下降。 卜j对照组比较．馍 组 FEV ／ 

FVC比值下降有 蔷性差异 ，说明仔 阻塞 通气 

功能障碍，气道阻力坨其是 I之c 酱 rE增加，提示小 

气道阻力明显升高：因此在结构改变和功能 、 改变 

两方 面表 明 COI I)疾 病模 复 制 成功，町用 于 

COPD的相关研究 、 

现已公认即使在稳定期，(’()PI)患 肺Ij、J仍有 

炎性细胞活化，炎症因子及篮白酶分泌，长期眨复的 

炎症持续损伤支 己管和肺泡结沟，t；t 卜(、M _f乏复破 

坏、修复和改建，ECM 合成 ．j降 衡导致气道重 

塑和怖气肿的形成 ： 胶原降 垃疾病进程小组织 

不可逆性破坏的火键步骤 胶原酶址分解f{IJ成组织 

网状结构的基础的 1_、m型胶原的=}： 蛋白嗨类，其 

中MMP一13首先 自人乳腺璃细胞 【{l1兜隆出来，在 

巨噬细胞 、浆细胞 、关节炎软骨细咆等也有表达 ， 

在噬齿类动物体 内作用类似于 人的间质胶原酶 

MMP—l，主要水解H1型间质胶原、 底膜 分和明 

胶：本 实 验 发 现 在 COl I) 大 限 lf1 MMP 

13mRNA水平增 ，这同 R小·『 NX4 ／＼发现 患有 

COPD的马的气道 l J叟细胞培养 清液 及 BAI F 

中，MMP—l3的含 邗活性增JJ『1fli俯；卜11fJlJ_f止f『J还 

发现 MMP一13酶活性同 T 4胶 降解量 正相 

关一 。但有研究愉测 COPD患 怖组织，胶原酶 

MMP一1、MMP 8蛋h表达增力I1， MMP 13无 

菩增加 在 (、()PI)组大鼠 MMI 13mRNA增 

加．提示胶原酶 ～3住 ()I I)发 中 _lJ 能参 1’肺组 

织的破坏 

TIMPs是I』、J源性抑制 MMI s； 的一绀多功 

能因子家族，主要通过以 1：1的 尔比和 MMPs结 

合形成 MMP—TIMt 复合体，以I；I【断 MMt 和底物 

结合，形成 阔节 MMPs的内，卜 系统 、MMPs和 

TIMt 问的平衡状态是维持 E(、M I㈠ 状态所必须 

的， 平衡被打破．则导致病理状怎m现 ：MMP ／ 

I'IMt 比值增加将促进组织破坏． 之则致组织纤 

维化 ⋯ ：其 中 TIMP一1不fI 【IJ‘币IJ儿乎 所有 的 

MMPs家族成员形成复合物以抑制 MMPs活化，并 

[J『灭活活性酶， FIMP 1表达失常将敛基质成分合 

成和降解失衡，引起组织结构蕈新 建 实验结果 

示伴随 MMP一13转求增强，(、()I I)组大鼠支气 

管肺组织 FIMt 1mRNA水平 增离，提示烟雾中 

的仃害物质刺激激活 MMPs的⋯ TIMP 1反馈 

_f牛增多 国内对 COPI)患者行痫川 ：愉查发现肺间 

质巾 I、ll1型胶原增多，以 1 胶 增JJn为主  ̈

冉研究表H月 I'IMIL I吖促进成2T-flkTlt Jf{包、平滑肌细 

胞等多种实质细f{包增牛 ， 此拊洲 FIMP一1可 

能和 部怖问质增牛、半滑JJJL~',J J-'f1' 仃 ，从而致平 

滑肌层增厚，间质增生 奉 验 提示在 (、()I I) 

大鼠支 (管肺组织中 MMI 一13／I、IMP 1可能存 

失衡．从而参与 _r支气管和忡 结构重建 
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白(Fibronectin，FN)、层粘连蛋 白(Laminin，LN)和 

Ⅳ型胶原(Type IVCollagen)J~l 。MUC1是一种 工 

型跨膜糖蛋白，主要分布在乳腺 、卵巢等器官的腺上 

皮细胞的管腔或腺腔面，呈顶端表达，极性分布 j。 

肿瘤细胞膜上的 MUC1通过表达增多而干预整合 

素、钙粘连素 的表达，影 响Ⅳ型胶原 酶的分 泌， 

MUC1亦可通过在细胞表面的过度表达减少细胞 

一 细胞、细胞一细胞外基质的粘附使肿瘤细胞易于 

从原发位脱离_6 J，从而更利于肿瘤细胞的转移。 

苯甲基一a—N一乙酰半乳糖胺是抗细胞跨膜 

糖蛋 白 MUC1糖基化 的药物，一种糖基化抑 制 

剂[ 。免疫细胞化学结果证明苯甲基 一a—N一乙 

酰半乳糖胺降低 I、 A—MB一231细胞表面蛋白 

MUC1的表达。本实验选择 Matrigel作为粘附基 

质，粘附实验结果表明，苯甲基 一a—N～乙酰半乳 

糖胺对高转移的细胞株 MDA—MB一231表现了明 

显的粘附抑制作用，从而可以使肿瘤细胞与继发灶 

的细胞外基质的粘附能力降低 ，而瘤细胞的粘附性 

与转移过程密切相关。苯甲基 一a—N一乙酰半乳 

糖胺可使乳腺癌细胞 MDA—MB一231的粘附性降 

低，其作用机制与抑制MUC1蛋白的表达相关。苯 

甲基 一a—N一乙酰半乳糖胺可能通过降低 MUC1 

的表达水平，调节肿瘤细胞与基质细胞及血管内皮 

细胞之间的相互作用，从而抑制肿瘤细胞的粘附侵 

牛窜斗窜斗窜牛 斗窜牛辜牛窜牛辜斗窜斗窜斗窜 

(上接第733页) 

[6] M．G Cosoc piqueras．Disease of the airways in chronic ob— 

structive pulmonary disease[J]．Eur Respir J，2001；18(supply 

34)：41s一49s． 

[7] Cx)ker ML，Zellner儿 ，Crumbley AJ，et a1．Defects in ma— 

trix metalloproteinase inhibitory stoichiometry and selective 

MMP induction in patients with nonisehemic or ischemic dilated 

cardiomyopathy[J]．Ann N Y Acad Sci，1999；878：559—562． 

【8] Raulo SM，Sorsa TA，Kiili MT，et a1 Evaluation of colla— 

genase activity，matrix metalloproteinase一8，and matrix metal— 

loproteinase——13 in horses with chronic obstructive pulmonary 

disease[J]．Am J Vet Res，200l；62(7)：l 142—1148． 

袭转移过程。 

综上所述，苯甲基 一a—N一乙酰半乳糖胺可能 

通过抑制 MUC1表达影响转移级联反应的粘附和 

侵袭转移过程，证实糖基化程度与肿瘤侵袭转移能 

力密切相关，这为肿瘤转移机制的研究提供了思路。 
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