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基质金属蛋白酶活性在3种肺疾病中的比较
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摘要:探究基质金属蛋白酶(MMPs)在慢性阻塞性肺病(COPD)、哮喘和肺癌患者中的表达和活性的差异。采用明

胶酶谱法来检测COPD、哮喘和肺癌患者血清中 MMP表达和活性,其中作图和数据分析都是采用 GraphPad

Prismsoftware。结果发现,COPD患者表达 MMP-9的水平与哮喘患者相比较高(P<0.05),比肺癌患者相比表达

水平更高(P<0.0001),但是 MMP-2在3种病人中表达无明显差异。COPD和哮喘患者表达Pro-MMP-9的概率

大于肺癌患者。在COPD、哮喘和肺癌患者中,MMPs酶活性表达存在差异。
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Abstract:Toexploretheserumlevelsofmatrixmetalloproteinase(MMPs)inthepatientswithchronicob-
structivepulmonarydisease(COPD),asthmaandlungcarcinomawerecompared.Gelatinzymography
wasusedtodetectthegelatinolyticactivityinserumofthepatientswithCOPD,asthmaandlungcarcino-
ma;GraphPadPrismsoftwarewasusedforphotographyandstatisticanalysis.TheserumlevelsofMMP-
9inthepatientswithCOPDweresignificantlyhigherthanasthmatics(P<0.05)andlungcarcinoma(P
<0.0001).However,therewerenosignificantdifferencesobservedamongthesethreepatient’sgroups
intheexpressionlevelofMMP-2inserums.TheprobabilityofPro-MMP-9expressioninthepatientswith
COPDandasthmaappearedmorefrequentlythanthepatientswithlungcarcinoma.Therearesignificant
serumleveldifferencesofMMP-9expressionbetweenpatientswithCOPD,asthmaandlungcarcinoma.
Keywords:matrixmetalloproteinase(MMP);asthma;chronicobstructivepulmonarydisease;lungcarcino-
ma

肺是呼气和气体交换的唯一器官,因此肺功能和结构的完整性是非常重要的。哮喘和慢性阻塞性肺病

(COPD)都是呼吸道慢性炎症,并且在疾病的发展过程中伴随着呼吸道病理变化[1]。流行病学发现在哮喘
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患者和COPD患者中,1s用力呼气容积(FEV1)均会有所下降。肺又是原发性恶性肿瘤经常发生的部位,严
重危害人类的健康。这些病理过程都与细胞外基质(ECM)有关,ECM 通过参与组织重塑从而影响组织的

完整性,进而损伤正常的肺功能[2]。在肺部多种生理和病理过程中,基质金属蛋白酶(MMPs)参与ECM 的

降解和重塑。ECM并不仅仅为器官、组织和细胞提供一个屏障保护,同时也积极参与到细胞的重要活动,例
如细胞增殖或细胞周期停滞,运动性或不运动性,细胞存活或凋亡。

MMPs是一种需要依靠Zn2+和Ca2+的酶,该家族至少包括17个成员,可共同作用降解构成细胞外基

质的蛋白[3]。他们都有着重要的序列同源性和多区域结构,但是根据所需底物的不同,大致可以分为4个主

要的类别,其中 MMP-9和 MMP-2属于明胶蛋白酶。这些酶的活化是通过切除氨基末端一个10kD的结构

域[4]。在这些 MMPs中,明胶A(MMP-2)和明胶B(MMP-9)可以通过降解基底膜IV型胶原和其他基质蛋

白,从而在组织重塑和修复中起着重要作用。这两种酶在催化结构域中都有和明胶结合的位点。但是在某

些特定的情况下,MMP的表达以及激活会产生失调,导致病理状态,例如癌症侵袭和转移,关节炎,自身性

免疫疾病,动脉瘤和心力衰竭等[5]。肿瘤组织的基质重塑主要是由 MMP造成,并且该过程对于实体瘤的进

程是至关重要的。
目前研究表明,在哮喘病人和COPD病人的支气管灌洗液中可以检测到 MMP-9,并且这些 MMP-9是

由肺泡巨噬细胞释放的[6-7]。与正常人对比,哮喘病人和COPD病人痰液中含有高浓度的 MMP-9和金属蛋

白酶组织抑制物(TissueInhibitorofMetalloproteinase,TIMP)[8]。并且,在哮喘患者中发现TIMP-1的水

平与FEV1呈正相关,FEV1的数值越小,TIMP表达水平越低[2]。另有研究表明在肺腺癌中不仅总的

MMP-2和 MMP-9的表达水平升高,其活化结构较正常人而言增加了10~20倍。在原发性肺癌患者的血

液中,MMP-9和TIMP-1的水平也比较高[9]。
但是目前有关 MMPs的研究主要是关于单一肺疾病中的表达,而我们研究的焦点在于比较 MMPs在

三种不同肺疾病中表达的差异。通过使用明胶酶谱法来评估COPD患者、哮喘患者以及肺癌患者血清中

MMP-9和 MMP-2的表达和活性不同。明胶酶谱法是一种可识别 MMP-2/9,并且给出有关他们活化状态

信息的灵敏度很高的方法。

1 实验部分

1.1 试 剂

明胶gelatin(sigma),甘氨酸glycine(sigma),其余试剂均购自阿拉丁。

1.2 样本收集

从常州市第二人民医院收集血液样品(所用样品的收集都遵照临床样品采用的规范,经患者本人的同

意,并且得到常州大学医学伦理学会的批准),其中,哮喘患者38例,COPD患者38例以及肺癌患者40例。
哮喘、COPD患者都是按照美国胸科协会的标准来划定。哮喘患者有着反复咳嗽、气喘、以及由非特异性有

关的支气管高反应性引起的呼吸困难等临床病史。诊断哮喘的方法有两种:①支气管舒张实验阳性(支气管

扩张药物在检查之前停用,短效β2受体激动剂大于等于4h,长效β2受体激动剂大于等于15h),吸入沙丁胺

醇200~400mg后,在10~15min后FVE1的增加大于12%并且绝对值增加大于200mL;②支气管激发试

验阳性,在标准剂量的乙酰胆碱和组胺治疗后,FEV1下降超过20%,或者在过度通气、高渗盐水和甘露醇使

用后FEV1大于等于15%。COPD患者有着现在或过去吸烟史,并且伴随着咳嗽,运动过后呼吸困难以及

有无痰液产生的病史。COPD患者吸入支气管舒张剂以后,基于FEV1/FVC小于70%(持续性气流受阻),

COPD气流受限严重程度分级如下:FEV1大于80%预计值为轻度;FEV1在50%(含)~80%预计值为中

度;FEV1在30%(含)~50%预计值为重度;FEV1小于30%预计值为极重度。肺癌患者在胸部X线检查

时,可通过透视或正侧位X线胸片发现胸部阴影。

1.3 血清制备

抽取哮喘患者、COPD患者以及肺癌患者2mL空腹血于抗凝管中,静置于4℃,4000r/min高速离心机

·84·



第2期 蒋媛,等:基质金属蛋白酶活性在3种肺疾病中的比较

离心15min,取其上层血清,500μL/管,-80℃冻存待用。

1.4 MMPs酶活性测定

按照文献[10]报道的方法来进行实验。样品上样量是根据血清总蛋白含量而决定的,样品稀释度经过

优化试验,用PBS8倍稀释,然后与等体积的2倍浓度的样品SDS-PAGE非还原缓冲液(0.5mol/LTris,

glycerol,10%SDS,0.1%bromophenolblue)混匀。用8%分离胶,其中含有1mg/mL明胶,100V电泳跑

胶直到蓝色前方染料到达底部。然后使用2.5%TritonX-100洗脱液,于室温,置摇床60r/min,洗脱3次,

20min/次。胶在含有50mmol/LTris,0.2mol/LNaCl,5mmol/LCaCl2,0.02% TritonX-100的孵育液

中,37℃孵育过夜。第2d,0.5%考马斯亮蓝R-250染色30min,再用V(甲醇)∶V(乙酸)∶V(水)=5∶1∶4的洗

脱液洗脱,直到蓝色的背景上出现清晰的白色条带。使用Bio-Rad凝胶成像仪拍摄照片,ImageLab软件对

其进行半定量分析。

1.5 统计分析

使用GraphPadPrism软件作图,各组别间的比较采用 Mann-Whitneynonparametrictest,P<0.05视

为有统计学差异。

2 结果与讨论

2.1 血清中Pro-MMP-9和 MMP-9活性
                           

 
 
 
 
 
 
 
 
                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 表1 各类患者血清中 MMP-2/9表达活性的概率

COPD Asthma Carcinoma

Pro-MMP-9(92kD) 32/38 29/38 19/40

MMP-9(85kD) 38/38 38/38 40/40

Pro-MMP-2(72kD) 0/38 0/38 0/40

MMP-2(65kD) 38/38 38/38 40/40

  说明:该表为显示条带的阳性结果统计,其中阴性结果
为明胶酶谱法中不显示条带。

  根据明胶酶谱法结果,将 MMP-2/9活性表达的概

率归纳在表1,表明Pro-MMP-9在COPD患者和哮喘

患者出现的概率大于其在肺癌患者出现的概率。由于

条件的限制,没有采集到正常人的血样,但是根据文献

报道,正常人血液和痰液中 MMP-9的表达量很低,与
患者比较有明显的差距[8,11]。在老鼠哮喘模型实验中,
哮喘模型组老鼠的肺组织 MMP-9水平明显高于正常

组[12]。这是由于COPD和哮喘都是炎症性疾病,在正常的情况下,肺部的细胞一般不表达 MMPs,除了内

皮组织表达正常水平的MMP-2。但是在感染和炎症的情况疾病中,支气管上皮细胞,克氏细胞,肺泡Ⅱ型上

皮细胞,平滑肌细胞和成纤维细胞会表达 MMP-9[2]。并且,白细胞的浸润又是产生 MMPs的重要来源之

一,中性细胞和嗜酸性细胞可以既定表达MMP-9,然而巨噬细胞、肥大细胞和淋巴细胞在炎症的情况下也可

产生大量的 MMP-9。

图1 明胶酶谱法分析病人血清中明胶酶活性

从表1中可以发现,所有的患者都表达 MMP-9,但是从图1明胶酶谱法中发现其表达水平有所差异。
图2的数据显示,总体而言COPD患者和哮喘患者表达 MMP-9的水平都比肺癌患者高;COPD患者 MMP-
9酶活性的表达与哮喘患者比较其表达水平较高(P<0.05),与肺癌患者相比其表达水平明显增加(P<
0.0001)。这一部分可能是由于收集的肺癌患者接受过化疗或其他类似的治疗。研究表明,肺癌[13]、宫颈

癌[14]、胃癌[15]等患者在化疗前后,血液中 MMP-9的表达有明显变化,化疗后 MMP-9水平比化疗前明显下

降。另外的研究发现,在COPD患者和哮喘患者的痰液和血液中 MMP-9/TIMP的比例下降[16],在肺癌患

者血液中 MMP-9/TIMP-1的比例增加[17]。癌细胞表达 MMP-9也许和其状态有关,微环境中过量的
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图2 MMP-9酶活性分析

MMPs会加速ECM降解,从而使癌细胞得以活动或凋

亡。近期的细胞学实验研究表明,激活的肺癌细胞分泌

高水平的 MMP-9,有助于ECM降解并促使肺癌细胞脱

离原有基质而迁移,在新的环境中又可以重新增长

繁殖。

2.2 血清中Pro-MMP-2和 MMP-2活性

根据表1和图1可以发现,COPD患者和哮喘患者

以及肺癌患者在明胶酶谱法中都没有检测到Pro-MMP-
2,并且三类病人表达 MMP-2的水平无明显的差异。这

是由于 MMP-2主要由一些结缔组织分泌,并不受炎症

和癌症的影响。最近的研究表明,Mautino等人发现哮

喘患者的肺泡灌洗液中 MMP-2的表达水平是正常人的

20倍左右[18]。哮喘患者气道重塑的最主要的一个特点是气道平滑肌细胞的大量增殖,而 MMP-2被认为是

促进平滑肌细胞增殖的重要因子之一[19]。利用明胶酶谱法检测到Pro-MMP-2的概率与Pro-MMP-9的概

率相比,明显小了很多,这是由于,与分泌MMP-9的细胞相比,分泌MMP-2的细胞大多数是结缔组织,并不

受炎症或肿瘤环境的影响[20]。

3 结 论

本实验采用明胶酶谱法来检测病人血液中明胶酶活性,是由于这个方法灵敏度高且并不需要依靠特定

的抗体与酶结合。该方法更是可以检测到明胶酶的前体和活化形式。实验结果表明,MMP在哮喘、COPD
以及肺癌患者都有表达,但是 MMP-9在肺癌患者中的活性表达明显低于哮喘和COPD患者,MMP-2无明

显变化。尽管过去的研究都在分别讨论 MMPs在肺疾病中的表达,但本研究表明了在哮喘、COPD病人以

及肺癌患者之间 MMP-9的表达是有着差异的。也许由于 MMP-9相关的免疫细胞在哮喘和COPD的炎症

环境中更活跃而使 MMP-9有更高的表达,而肿瘤微环境和哮喘和COPD疾病的微环境的不同导致了

MMP-9相关细胞在表达上产生差异。这需要进一步的探讨。
总之,明胶 MMP-9的活性可能通过降解反常的蛋白沉积和促进炎症细胞的募集和间质细胞的增殖来

改变ECM,也可以通过改变ECM的成分从而改变肺癌细胞的状态。但是,MMPs及其抑制剂在COPD、哮
喘和肺癌中降解、重塑ECM以及接下来一系列肺功能恶化的机制还不是很明确,需要进一步的研究。
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