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·实验研究·

雷公藤甲素对实验性肺动脉高压肺脏
基质金属蛋白酶 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的影响

魏丽１，刘童２，刘斌１，王献民１，赵亮１，周同甫１

（１．四川大学华西第二附属医院儿科，四川 成都　６１００４１；２．成都市第一人民医院心内科，四川 成都　６１００１６）

　　［摘　要］　目的　雷公藤甲素能缓解实验性大鼠肺动脉高压，该实验观察雷公藤甲素对肺动脉高压血管重构
模型的影响并探讨与基质金属蛋白酶的关系。方法　６０只ＳＤ大鼠随机分为６组：①正常对照组；②模型组；③连
续治疗组；④连续治疗组的安慰剂对照组；⑤延迟治疗组；⑥延迟治疗组的安慰剂对照组。术后５周通过心导管术
测得血液动力学指标，并用弹力纤维染色观察肺小动脉的病理学变化。用免疫组织化学染色显示ＭＭＰ２和ＭＭＰ９
在肺血管上的阳性分布和半定量，荧光定量 ＰＣＲ（ＦＳＰＣＲ）行肺组织 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的定量。结果　平均肺动脉
压（ｍＰＡＰ）为３８．１０±１．２０ｖｓ１６．７０±１．１６ｍｍＨｇ和心室重量变化［ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）％］为（６２．４５±５．２８）％ ｖｓ
（２２．７６±３．０１）％及血管阻塞积分（ＶＯＳ）１．７３６±０．０８０ｖｓ０．０００±０．０００，②组较①组明显增高（Ｐ＜０．０１）；ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９的表达量在肺血管壁（ＭＭＰ２为 １．４８±０．３５ｖｓ０．００±０．００；ＭＭＰ９１．９５±０．２２ｖｓ０．００±０．００）和肺组织
（ＭＭＰ２０．８５±０．６７ｖｓ５．５０±０．６７．ＭＭＰ９０．８５±０．６７ｖｓ４．９５±０．６９）均显示②组较①组明显增高（Ｐ＜０．０５）；雷
公藤甲素连续治疗组和延迟治疗组各指标均较模型组和各自的安慰剂组减低，且连续治疗效果更好（ｍＰＡＰ
２０．８０±１．０３ｖｓ２６．２０±１．０３ｍｍＨｇ，Ｐ＜０．０５）。结论　 雷公藤甲素能延缓大鼠左肺切除加野百合碱注射诱导
的肺动脉高压和右心室肥厚，并能抑制新生内膜形成，可能与抑制ＭＭＰｓ的活性增高有关。
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　　传统医学应用雷公藤治疗很多难治性疾病，临
床上广泛应用于自身免疫疾病，其中类风湿性关节

炎和强直性脊柱炎为最佳适应证。雷公藤甲素

（ＴＬ）是雷公藤总甙中主要的有效成份。虽然目前
国内尚无将其提取物 ＴＬ用于肺高压症的研究报
道，但国外 Ｆａｕｌ等［１］用大鼠加野百合碱注射所致

肺高压模型进行研究，已发现 ＴＬ在一定程度上逆
转大鼠的肺高压和肺血管重构。已有不少研究证明

实验性肺动脉高压进展与胶原酶活性的增加同步，

主要与明胶酶Ａ（ＭＭＰ２）和明胶酶Ｂ（ＭＭＰ９）有关。
鉴于ＴＬ治疗疾病机制已有对基质金属蛋白酶影响
的相关报道［２］，并且 Ｖａｓｚａｒ等［３］研究发现 ＴＬ治疗
实验性大鼠肺动脉高压与组织的肥大细胞蛋白酶、

胶原酶Ａ、组织蛋白酶 Ｄ和醛缩酶等有关，但 ＴＬ对
肺动脉高压影响机制是否与基质金属蛋白酶ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９有关尚不明了。故本研究将从基质金属
蛋白酶 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９着手，探讨 ＴＬ对肺动脉高
压的治疗作用机制。

１　材料和方法

１．１　分组
雄性ＳＤ大鼠（３５０～４００ｇ）６０只，随机分为６

组：①正常对照组；②模型组；③连续治疗组；④连续
治疗组的安慰剂对照组；⑤延迟治疗组；⑥延迟治疗
组的安慰剂对照组。每组各１０只动物，各组平均体
重差别无统计学意义。

１．２　试剂
雷公藤甲素（福建医学科学研究所）纯度为

９９．９％，ＭＭＰ２和ＭＭＰ９小鼠抗大鼠多克隆抗体（武
汉博士德），特异性引物由上海生物工程有限公司

合成。

１．３　模型制备
方法参照Ｆａｕｌ［１］：大鼠于腹腔注射１０％水合氯

醛（０．０４ｍＬ／ｋｇ）麻醉，用直径２ｍｍ导管直视下气
管插管，用ＨＸ２００型动物呼吸机维持通气（潮气量
３ｍＬ，吸呼比１∶２，呼吸频率６０次／ｍｉｎ）。沿左侧第
５肋间隙切开胸壁和胸膜腔，结扎肺动脉、静脉和支

气管后切除左肺，用少量生理盐水冲洗残端，逐层关

闭胸壁，待动物对刺激有反应后拔管。动物术后吸

氧２４ｈ，以后则常氧直到处死。手术后１周于动物
项背部皮下注射野百合碱［４］（ＭＣＴ，Ｓｉｇｍａ公司）
６０ｍｇ／ｋｇ。仅正常组未作手术及 ＭＣＴ注射。所有
动物均自由饮水和摄食，术后５周（３５ｄ）测压取标
本后处死。

１．４　药物干预
①组：未行任何处理常规饲养３５ｄ。②组：除左

肺切除加ＭＣＴ外不予任何药物干预。③组：从肺切
除术后第５天到第３５天用雷公藤甲素０．２５ｍｇ／ｋｇ
腹腔内注射，隔天１次；④组：大鼠从肺切除术后第５
天到第３５天用等量溶剂（２％丙二醇，５ｍＬ／ｋｇ）腹
腔内注射，隔天１次。⑤组：从肺切除术后第２１天
到第３５天用雷公藤甲素０．２０ｍｇ／ｋｇ腹腔内注射，
每天１次；⑥组：大鼠从肺切除术后第２１到第３５天
用等量溶剂腹腔内注射，每天１次。除１组外其余
组动物术后第７天均已注射ＭＣＴ６０ｍｇ／ｋｇ。
１．５　动物测压和标本收集

手术５周后（ＭＣＴ注射后４周），经右侧颈外静
脉插管至肺动脉，肝素化后用 ＰＭ８０００型婴儿有创
心电监护仪检测平均肺动脉压（ｍＰＡＰ）。测压后处
死动物，分离右下肺组织后用生理盐水冲洗肺动脉，

切取部分右下肺组织液氮速冻以待测ｍＲＮＡ。余下
肺组织分离后用１０％中性福尔马林在２０ｃｍＨ２Ｏ压
力下经气管缓慢注入肺内［５］，使肺膜平滑膨胀，

５ｍｉｎ后将剩余右肺组织浸泡于１０％中性福尔马林
液中固定４８ｈ，常规石蜡包埋，５μｍ厚连续切片。
取出心脏，去掉心房及大血管，游离右心室（ＲＶ）和
左心室加室间隔（ＬＶ＋Ｓ），洗去血液，用滤纸吸去表
面水分，分别称重，并计算ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）％。
１．６　新生内膜的形态学观察

光镜弹力纤维染色切片，每张切片随机观察２５
根管径在１５～１００μｍ的肺小动脉。在内弹力板内
侧、内皮细胞外侧部分即为新生内膜。根据新生内

膜所致血管阻塞计分：无新生内膜形成为０分；管腔
阻塞不超过 ５０％为 １分；管腔阻塞超过 ５０％为 ２
分，结果累加以均数±标准差表示。
·０８４·
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１．７　基质金属蛋白酶表达的检测
１．７．１　ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的免疫组化检测　　ＬｓＡＢ
法染色后，用４００倍光镜下观察阳性细胞的分布。
每份标本随机观察２０根管径在１５～１５０μｍ的肺小
动脉，将染色强度计分：０分为无色，棕色较浅者计
为１，棕色较深者计为２。将阳性范围（阳性所占组
织的面积比例）分为０，１，２，３，无表达者计为０，表
达范围０％～１０％ 者计为１，１０％ ～５０％ 者计为
２，＞５０％者计为３。将强度与范围相乘，得到０，
１，２，３，４，６，再将结果为０，１的计为０（－，阴性），
２，３计为１（＋，阳性），４，６计为２（＋ ＋，强阳
性），积分以均数 ±标准差表示结果并比较。对上
述半定量方法行观察者内和观察者间的一致性检

查，其Ｋａｐｐａ值均大于０．７５，说明具有可以接受的
可重复性和观察者间一致性。

１．７．２　ＭＭＰ２，ＭＭＰ９的荧光定量 ＰＣＲ　　取冰冻
肺组织，用Ｔｒｉｚｏｌ法提取其总ＲＮＡ，以其中的 ｍＲＮＡ
作为模板，采用特异性引物，ＭＭＰ２上游引物：５′
ＧＡＧＴＴＧＧＣＡＧＴＧＣＡＡＴＡＣＣＴ３′ＭＭＰ２下游引物：
５′ＣＣＡＡＡＧＡＡＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＴＴＣＴ３′扩增片段长：
１０４ｂｐ，ＭＭＰ９上游引物：５′ＣＴＴＣＧＡＧＧＧＣＣＡＣＴＣ
ＣＴＡＣＴ３′ＭＭＰ９上游引物：５′ＣＡＧＴＧＡＣＧＴＣＧ
ＧＣＴＣＧＡＧＴ３′，扩增片段长：１２９ｂｐ，管家基因ＧＡＰ
ＤＨ上游引物：５′ＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴ３′，下
游引物：５′ＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴ３′，扩增片
段长１４１ｂｐ。利用逆转录酶反转录成 ｃＤＮＡ，再行
常规ＰＣＲ，经适当浓度琼脂糖凝胶电泳成像分析，
目的条带清晰且没有杂带，说明引物设计合成无误，

最后进行荧光定量 ＰＣＲ。在测定目的基因的同时
测定某一内源性管家基因（内参），以内参为比较标

准，折算出各样本靶基因的相对内参的校正数量关

系ΔＣｔ，ΔΔＣｔ＝［ＣｔＧＩ（待测样品）－ＣｔＧＡＰＤＨ（待
测样品）］－［ＣｔＧＩ（校正样品）－ＣｔＧＡＰＤＨ（校正
样品）］。ＧＩ是目的基因，校正样品是任何被选做代
表１倍目的基因表达量的样品。所以，２△△Ｃｔ表示的
是实验组目的基因的表达相对于对照组的变化倍

数，以ΔΔＣｔ为单位进行统计学处理。由于ΔΔＣｔ代
表基因表达量的负指数，因而数值越小表示基因表

达量越大。

１．８　统计学处理
数据以ｘ±ｓ标准差表示，进行方差分析和 ｑ检

验，Ｐ＜０．０５有统计学意义，应用 ＳＰＳＳ１１．５软件包
进行统计处理。

２　结果

２．１　肺动脉高压动物模型的建立及雷公藤甲素干
预的效果

由表１可以看出：本文采用左肺切除加ＭＣＴ成
功地建立了严重肺动脉高压的大鼠模型。模型组动

物的肺动脉压（ｍＰＡＰ）明显增高，右心室明显肥厚，
ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）比值增大。在内弹力板内侧、内皮细
胞外侧部分可见新生内膜形成，造成显著肺小动脉

内径缩小，甚至整个血管完全堵塞，符合梗阻性肺

动脉高压的形态学特征。而采用雷公藤甲素干预，

不论是连续治疗组和延迟治疗组各指标均较模型组

和各自的安慰剂组减低（Ｐ＜０．０５），说明雷公藤甲
素针对该模型所致肺动脉高压、右心室肥厚和新生

内膜形成用连续和延迟两种干预方案均有明显效

用；两治疗组间比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５），结
果显示连续治疗组比延迟治疗组干预效果更明显。

两安慰剂组与模型组相比则差别无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。

　表１　各组ｍＰＡＰ，ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ），ＶＯＳ的比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｍＰＡＰ（ｍｍＨｇ） ＲＶ／（ＬＶ＋Ｓ）（％） ＶＯＳ

①组 １６．７０±１．１６． ２２．７６±３．０１ ０．０００±０．０００．

②组 ３８．１０±１．２０ａ ６２．４５±５．２８ａ． １．７３６±０．０８０ａ．

③组 ２０．８０±１．０３ｂ ４５．６０±７．８９ｂ １．０００±０．０７２ｂ

④组 ３７．３０±１．４９ ６２．０８±５．５６ １．７１２±０．０７５

⑤组 ２６．２０±１．０３ｃ ５５．１５±３．３２ｃ １．２８８±０．１１３ｃ

⑥组 ３８．００±１．１５ ６２．７２±５．３０ １．７２８±０．０７０

　　注：各组资料进行方差分析，各项指标组间比较：ａ与①组比较
Ｐ＜０．０１，ｂ与④组比较 Ｐ＜０．０５，ｃ与⑥组比较 Ｐ＜０．０５

２．２　雷公藤甲素对肺动脉高压动物模型肺组织基
质金属蛋白酶ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的影响

肺组织基质金属蛋白酶的检测表明，肺动脉高

压动物模型ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９有明显增高，其组织分
布以肺小动脉血管壁最为突出（表２，３）。

ＭＭＰ２，ＭＭＰ９的免疫组化染色阳性为细胞浆呈
黄色或棕黄色，可见肺间质和肺血管壁上均有阳性

表达（血管壁则主要分布在内膜和外膜及壁周边，

中膜也有少量表达）。计数肺血管壁上的阳性表

达，正常组血管壁几乎未见表达，模型组表达明显增

加（Ｐ＜０．０５）。基质金属蛋白酶 ｍＲＮＡ的荧光定
量 ＰＣＲ检测结果显示模型组肺组织 ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９表达显著增高，结果与肺组织 ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９的免疫组化染色结果基本一致。
·１８４·
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经雷公藤甲素干预，两治疗组 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
免疫组化染色阳性表达量较模型组和两安慰剂组降

低，差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
表达量在两治疗组之间差别无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。两治疗组ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的 ｍＲＮＡ的荧光
定量ＰＣＲ亦出现一致的变化趋势。

　　表２　各组肺小动脉血管壁 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９免疫组
化染色积分的比较 （ｘ±ｓ）

组别 ＭＭＰ２ ＭＭＰ９

①组 ０．００±０．００ ０．００±０．００
②组 １．４８±０．３５ａ １．９５±０．２２ａ

③组 ０．４８±０．２０ｂ ０．８２±０．１０ｂ

④组 １．５４±０．３２ １．９０±０．１６
⑤组 ０．５０±０．２４ｃ ０．９４±０．０７ｃ

⑥组 １．４４±０．４１ １．９６±０．２０

　　各组资料进行方差分析，各项指标组间比较：ａ与①组比较 Ｐ＜
０．０５，ｂ与④组比较 Ｐ＜０．０５，ｃ与⑥组比较 Ｐ＜０．０５

　　表３　各组 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的 ｍＲＮＡ的荧光定量
ＰＣＲ检测结果比较 （ｘ±ｓ）

组别 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ△△Ｃｔ ＭＭＰ９ｍＲＮＡ相对△△Ｃｔ

①组 ５．５０±０．６７ ４．９５±０．６９
②组 ０．８５±０．６７ａ ０．８５±０．６７ａ

③组 ４．６０±０．５７ｂ ４．００±０．５３ｂ

④组 ０．７５±０．６３ ０．９０±０．５７
⑤组 ３．５０±０．４７ｃ ２．９０±０．３９ｃ

⑥组 ０．６８±０．５１ ０．７７±０．５２

　　各组资料进行方差分析，各项指标组间比较：ａ与①组比较 Ｐ＜
０．０５；ｂ与④组比较 Ｐ＜０．０５；ｃ与⑥组比较 Ｐ＜０．０５

３　讨论

各种病因的肺动脉高压症最终发生相似的肺动

脉重构，主要包括肺小动脉中膜平滑肌的增殖、肥

厚、新生内膜形成，外膜增生肥厚，末梢小动脉的肌

化和小动脉数量的减少，以及细胞外基质（ＥＣＭ）的
重构，如基质沉着的增加。目前认识到，除了细胞成

分的重构外，ＥＣＭ的重构在肺动脉高压发病机制中
所起的作用不容忽略。各种肺动脉高压发病早期出

现小动脉内弹力板的脆裂，可能让各种促增殖因子

进入血管壁，进而研究发现各种基质蛋白酶的上调、

激活和生长因子的释放密切相关，某些中间产物例

如韧粘素Ｃ（ＴＮＣ）又反过来调节／放大平滑肌细胞
的增殖。Ｃｏｗａｎ等［６］用动物实验证明，丝氨酸弹力

蛋白酶（ＳＥ）抑制剂和ＭＭＰ抑制剂可以诱导肺血管
疾病进行性地发生退行性变，换言之可以有效的逆

转慢性肺动脉高压的血管重构过程。此项成果被誉

为“开始阐明肺动脉高压血管重构的病理生理机

制，治疗肺动脉高压的创新思路”。

基质金属蛋白酶及其抑制物（ＭＭＰｓ／ＴＩＭＰ）的
异常表达或失衡在肺动脉高压血管重构中的作用日

渐受到重视，除动物模型研究外，最近在人类原发性

肺动脉高压也得到验证［７］。低氧和野百合碱实验

性肺动脉高压的研究证明肺高压进展与胶原酶活性

的增加同步，主要是 ＭＭＰ２，而 ＭＭＰ９在两模型中
几乎无变化。ＭＭＰ２主要在上皮细胞，内皮细胞，成
纤维细胞表达；ＭＭＰ９主要在炎症细胞表达。体循
环的研究提示 ＭＭＰ２不论腔内压力高低都可因血
管或基质重构而激活，而 ＭＭＰ９表达增加在高压力
基础上与血管扩张相一致，所以，ＭＭＰ２，ＭＭＰ９在血
管重构中作用不一样［８］。肺动脉高压有多种炎性

细胞的参与［９］，在本模型既有右肺血流量倍增使肺

血管压力上升，也有 ＭＣＴ诱导的炎症反应，其中巨
噬细胞和肥大细胞在肺动脉高压形成过程中产生了

多种生长因子可调节基质蛋白的合成［１０］，因此

ＭＭＰ２和ＭＭＰ９表达在本模型均增加可能与此有
关。我们观察到在雷公藤甲素干预治疗使肺动脉高

压血管重构被阻抑的同时出现 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表
达的回降，强烈提示 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９活性增高在肺
动脉高压血管重构的发病机制中可能起到重要作

用。

雷公藤甲素主要通过抑制 ＡＰ１和 ＮＦκＢ活性
抑制ＭＭＰｓ表达，且在多种情况下都可影响 ＭＭＰｓ。
治疗风湿性关节炎可能通过抑制 ＩＬ１α诱导产生的
ｐｒｏＭＭＰ１，３以及脂多糖（ＬＰＳ）诱导产生的 ｐｒｏＭ
ＭＰ１，３并刺激 ＩＬ１处理的滑液纤维原细胞 ＴＩＭＰ
上调［１１］；在软骨细胞雷公藤甲素还部分或完全抑制

ＴＮＦα，ＩＬ１和ＩＬ１７诱导的ＭＭＰ３，１３的ｍＲＮＡ和
蛋白的表达［１２］；雷公藤甲素在角膜成纤维细胞还呈

剂量和时间依赖性抑制 ＩＬ１β诱导的 ＭＭＰ１，２，
３，９的表达［１３］。由于雷公藤甲素主要作用机制与

抑制了 ＮＦκＢ，ＴＮＦα，ＩＬ１，ＴＧＦβ和激活干扰素
（ＩＦＮ）γ等因子有关。而 ＴＮＦα，ＩＬ１都是 ＭＭＰ９
的上调因素；ＬＰＳ和 ＴＧＦβ是 ＭＭＰ２的上调因素，
（ＩＦＮ）γ是ＭＭＰ２下调因素。以上研究资料强烈提
示雷公藤甲素可通过影响多种细胞因子下调ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９的活性。据此我们设想雷公藤甲素抑制
模型肺血管重构、延缓或逆转肺动脉高压的形成的

机制也可能与该药物对ＭＭＰｓ的下调作用有关。
本试验通过肺组织石蜡切片 ＭＭＰ２，ＭＭＰ９免

疫组化定位半定量和肺组织实时荧光定量 ＰＣＲ法
测定结果显示模型组 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达量较正
常组增加（定位主要在肺间质和肺血管壁上），雷公

藤甲素两治疗组可使 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达量均降
·２８４·
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低（Ｐ＜０．０５），两治疗组与正常组之间差别有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），两治疗组之间差别无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。这与Ｖａｓｚａｒ等［３］通过肺切除加野百

合碱模型探讨雷公藤甲素治疗肺高压的作用机制

时，在ｍＲＮＡ水平提示 ＭＭＰ２在术后第３５天同正
常比增加了４倍，用雷公藤甲素治疗可使之降低的
结果一致。本试验模型组大鼠右肺的肺血管血流量

大压力高，因此激活 ＭＭＰ９并影响基质重构是一种
可能的解释。同时 Ｖａｓｚａｒ等［３］实验结果显示了雷

公藤甲素下调纤维蛋白溶酶原激活抑制因子 ＰＡＩ１
并对间充质溶解素也有所影响，而血浆纤溶酶是已

知的生理性ＭＭＰｓ激活因子，这可能是雷公藤甲素
调节基质金属蛋白酶活性的另一可能的途径，其具

体的分子机制则有待进一步探讨。
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欢迎订阅《中国小儿急救医学》杂志

《中国小儿急救医学》（原刊名小儿急救医学）是中华人民共和国卫生部主管，中华医学会和中国医科大

学主办的中华医学会系列杂志之一，是国内儿科领域中唯一一本反映危重症急救方面的国家级专业学术期

刊。为中国科技论文统计源期刊，中国科技类核心期刊，美国《化学文摘》和俄罗斯《文摘杂志》来源期刊。

本刊设有专题讨论、论著、经验交流、综述、讲座、儿科急诊室、教学查房、继续教育园地、临床病例（理）讨论、

短篇报道等栏目。

《中国小儿急救医学》杂志主要读者对象为全国各级医院的儿科医生，尤其是 ＰＩＣＵ、ＮＩＣＵ或急诊室的
儿科医生。本刊为双月刊，双月２０日出版，国内外公开发行，刊号为ＣＮ１１５４５４／Ｒ，ＩＳＳＮ１６７３４９１２。每期定
价８元，全年４８元。通过邮局发行，邮发代号８７２。欢迎广大读者订阅。漏订者可汇款至《中国小儿急救医
学》杂志编辑部，联系地址：沈阳市和平区三好街３６号，邮编：１１０００４。汇款时，请写清收件人的姓名、详细地
址、邮编及所订杂志的期号和册数，不另寄邮费。电话：０２４８３９５６５５３，０２４２３９２６２９２。传真：０２４２３９２６２９５。
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