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　　［摘　要］　目的　探讨基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）在病毒性心肌炎（ＶＭＣ）小鼠发病过程中的动态变化及意
义。方法　以柯萨奇病毒 Ｂ３感染 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠建立 ＶＭＣ模型，腹腔注射０．１ｍＬ不含病毒的培养液的小鼠作为
对照组。造模后 ７ｄ、１４ｄ、２１ｄ、２８ｄ取心肌组织作石蜡切片，行苏木精伊红和 Ｍａｓｓｏｎ染色观察病理改变，免疫组
化（ＳＡＢＣ法）检测心肌 ＭＭＰ９及Ⅰ、Ⅲ型胶原表达。结果　模型组 ＭＭＰ９于 ７ｄ可见表达，１４ｄ达高峰
（Ｐ＜０．０５），各时间点 ＭＭＰ９表达均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ⅰ型胶原于 ２１ｄ表达上调，２８ｄ表达最高
（Ｐ＜０．０５），２１ｄ和２８ｄ表达高于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ⅲ 型胶原于２８ｄ表达上调并高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＭＭＰ９
与心肌病理积分呈正相关（ｒ＝０．８３２，Ｐ＜０．０５），与 Ⅰ 型胶原呈负相关（ｒ＝－０．７９１，Ｐ＜０．０５）。结论　ＶＭＣ小鼠
心肌 ＭＭＰ９在早期即表达增高；ＭＭＰ９可能通过介导 Ⅰ 型胶原的降解代谢而参与 ＶＭＣ的病理过程，是导致
ＶＭＣ胶原重构和心肌纤维化的重要因素之一。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（８）：６６９－６７３］
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ｒｅａｃｈｅｄａｐｅａｋｏｎｔｈｅ１４ｔｈｄａｙ，ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔａｌｌｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｔｈｅＶＭＣｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｎｔｈｅ２１ｓｔ
ｄａｙａｎｄｒｅａｃｈｅｄａｐｅａｋｏｎｔｈｅ２８ｔｈｄａｙ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅＩＩＩｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｔｈｅＶＭＣｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ２８ｔｈｄａｙ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｍｙｏｃａｒｄｉａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｓｃｏｒｅｓ（ｒ＝０．８３２，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｒ＝－０．７９１，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＭＭＰ９ｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｔｔｈｅｅａｒｌｙｓｔａｇｅｉｎＶＭＣｍｉｃｅ，ａｎｄ
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ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｆａｃｔｏｒｔｈａｔｌｅａｄｓｔｏｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｏｌｌａｇｅｎｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｍｙｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（８）：６６９－６７３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｖｉｒａｌｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ；Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ９；ＴｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ；ＴｙｐｅＩＩＩｃｏｌｌａｇｅｎ；Ｍｉｃｅ

　　病毒性心肌炎（ｖｉｒａｌｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭＣ）由嗜心
肌性病毒感染引起，可造成心肌组织实质性损伤，在

急性期可导致心律失常、充血性心衰及心脏性猝死，

且部分 ＶＭＣ有慢性化并向扩张型心肌病（ｄｉｌａｔｅｄ

·９６６·
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ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）转化的趋势［１３］。既往研究表

明 ＶＭＣ患者及动物研究中均可见心肌纤维化（ｍｙ
ｏｃａｒｄｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＭＦ）发生，认为心肌纤维化是 ＶＭＣ
的重要病理改变［４５］。所谓心肌纤维化是指心肌间

质中细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）尤其是
Ⅰ、Ⅲ 型胶原（占心肌胶原总量 ８５％ 以上）的代谢
紊乱及排列分布异常，而基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）作为降解基质的主要酶类
参与了多种心脏病胶原间质的病理改变［６］。ＭＭＰ９
属于 ＭＭＰｓ中的明胶酶类，能水解变性胶原及 Ⅰ
型胶原等［７］，其在心肌炎急性期即被炎症因子激

活，并伴随心肌坏死持续上调［８］，是与心肌损害密

切相关的一种酶类，但在 ＶＭＣ的发病过程中 ＭＭＰ
９是否参与了心肌胶原重构以及其与 Ⅰ、Ⅲ 型胶原
的关系如何，目前尚未见文献报道。本研究以 ＶＭＣ
小鼠为模型，通过免疫组化法检测 ＶＭＣ小鼠心肌
中 ＭＭＰ９、Ⅰ、Ⅲ 型胶原的表达情况，以期进一步了
解 ＶＭＣ心肌纤维化的发生机制，并为早期阻断或
逆转心肌纤维化寻找新的切入点。

１　材料与方法

１．１　实验动物及病毒
４周龄 ＢＡＬＢ／Ｃ健康纯种雄性小鼠８４只，体重

１２～１６ｇ，由中南大学湘雅医学院动物学部提供，饲
养于 ＳＰＦ环境中。嗜心性柯萨奇病毒 Ｂ３Ｎａｎｃｙ株
（ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｃｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ３，ＣＶＢ３）由上海第二医
科大学微生物教研室惠赠，储存于 －８０℃。
１．２　主要试剂

兔抗小鼠 ＭＭＰ９、Ⅰ 型胶原、Ⅲ 型胶原一抗均
购自美国 Ａｂｃａｍ公司；抗兔二抗、ＡＢＣ试剂盒、ＤＡＢ
试剂盒均购自美国 Ｖｅｃｔｏｒ公司。
１．３　动物分组

８４只 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠随机分为正常组（３２只）和
模型组（５２只）。模型组小鼠腹腔注射０．１ｍＬ１００
半数组织培养感染剂量（ＴＣＩＤ５０）的 ＣＶＢ３病毒悬
液建立 ＶＭＣ模型，正常组腹腔注射 ０．１ｍＬ不含病
毒的 Ｅａｇｌｅ′ｓ培养液作对照。全部小鼠常规饲养，全
程观察记录各组小鼠一般情况。

１．４　标本采集
病毒接种日定义为 ０ｄ，正常组和模型组均于

造模后 ７ｄ、１４ｄ、２１ｄ、２８ｄ各随机挑选８只小鼠断
颈处死，开胸摘取心脏并沿左室长轴切开，置于 ４％
多聚甲醛固定 ２４ｈ后再以 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ溶液清
洗，常规脱水、浸蜡、包埋、切片。

１．５　病理学检查及半定量分析
常规苏木精伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察心肌

病理改变，并参照 Ｒｅｚｋａｌｌａ等［９］方法半定量计算心

肌病理组织学积分，即每张切片随机取 ５个高倍视
野，计算每个视野中炎性细胞浸润及坏死区域面积

与整个视野面积之比，无病变计 ０分，病变面积
＜２５％ 计 １分，２５％ ～计 ２分，５０％ ～７５％ 计 ３
分，＞７５％ 计 ４分。
１．６　Ｍａｓｓｏｎ三色染色

切片脱蜡至水，双蒸水中 １０ｍｉｎ，Ｂｏｕｉｎ′ｓｆｌｕｉｄ
５６℃ １ｈ，Ｗｅｉｇｅｒｔ苏木素工作液（Ａ∶Ｂ＝１∶１）
２０ｍｉｎ，流水冲洗 ２０ｍｉｎ，加丽春红酸性品红液
５ｍｉｎ，双蒸水洗 １ｍｉｎ，加磷钼酸液 ８ｍｉｎ后倾去，
９５％ 酒精洗 １～２ｓ，加苯胺蓝液 ４～８ｍｉｎ，加 １％
冰醋酸洗 １ｍｉｎ，ＤＤＷ 中快速过 １次后自然晾干，
无水酒精脱水 ２次，每次 ５ｍｉｎ，二甲苯透明，中性
树胶封片。光镜下观察心肌胶原纤维染成蓝色，细

胞质、心肌纤维染成红色，细胞核染成蓝褐色。采用

ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０数码医学图像分析系统计算胶原容
积积分（ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ，ＣＶＦ），ＣＶＦ＝胶原
面积／全视野面积×１００。
１．７　免疫组化（ＡＢＣ法）检测 ＭＭＰ９、Ⅰ、Ⅲ型胶
原表达

石蜡切片脱蜡至水，抗原修复液 ８０℃孵育
２０ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２静置５ｍｉｎ，羊血清封闭１ｈ，滴加相
应一抗４℃ 过夜，滴加二抗室温孵育２ｈ，滴加 ＡＢＣ
室温孵育 ２ｈ，ＤＡＢ显色，封片。每张切片随机选取
５个高倍视野，采用 ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０数码医学图像分
析系统分别检测每个视野内 ＭＭＰ９、Ⅰ、Ⅲ 型胶原
阳性面积表达率。

１．８　统计学分析
应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析，数据

以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ检
验，多组间比较采用方差分析，相关分析采用直线相

关分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况
模型组小鼠于感染后第 ３天发病，表现为毛色

晦暗、皮温下降、耸毛、拱背、精神萎靡、活动减少，对

刺激反应淡漠或易激惹，拒食，全身痉挛；第５天开始
死亡，第７天死亡数量达高峰（６只）；之后症状逐渐
减轻，２２ｄ后无小鼠死亡；模型组共死亡小鼠 ２０只，
最后纳入实验研究的小鼠为 ３２只。正常组（３２只）
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无发病及死亡，全部纳入实验研究。

２．２　心肌组织病理学改变
ＨＥ染色显示：模型组小鼠感染后７ｄ心肌细胞

开始出现混浊肿胀和溶解坏死，炎性细胞呈灶状浸

润；１４ｄ心肌组织坏死加重，炎性细胞广泛浸润，间
质内胶原纤维排列紊乱；２１ｄ部分炎性细胞开始吸
收，心肌纤维排列紊乱；２８ｄ炎性细胞将近消失，心
肌间质及血管周围心肌纤维化明显；正常组心肌细

胞结构完整，未见炎性细胞浸润。见图 １Ａ，Ｂ。
Ｍａｓｓｏｎ染色显示：正常组和模型组７ｄ、１４ｄ心肌组
织及血管周围可见少量染成蓝色的纤维；模型组

２１ｄ纤维组织明显增多；模型组２８ｄ可见大量排列
紊乱的胶原纤维。见图 １Ｃ，Ｄ。模型组小鼠各时间
点病理积分（正常组小鼠各时间点病理积分均为 ０）
及各组小鼠各时间点胶原容积积分（ＣＶＦ）比较见
图 ２。

　　图１　两组小鼠心肌组织病理学检查　Ａ（ＨＥ，×２０）：正常组小鼠心肌组织，形态结构正常，未见炎性细胞；Ｂ（ＨＥ，
×２０）：模型组１４ｄ小鼠心肌组织，广泛变性坏死、崩解，心肌纤维断裂，心肌层内炎性细胞（由单核细胞和淋巴细胞为主）广泛浸润，

间质内胶原纤维排列紊乱，箭头所指为心肌间质浸润的炎症细胞；Ｃ（Ｍａｓｓｏｎ，×２０）：正常组小鼠心肌组织，心肌血管周围可见极少

量染成蓝色的纤维，心肌间质无明显纤维组织；Ｄ（Ｍａｓｓｏｎ，×２０）：模型组 ２８ｄ小鼠心肌病理改变，可见心肌组织内大量、成束被染

成蓝色的纤维，排列紊乱，箭头所指为血管周围及心肌间质堆积的胶原纤维。
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　　图２　小鼠各时间点心肌组织病理积分和ＣＶＦ　Ａ：模型组小鼠心肌不同时间点病理积分比较；Ｂ：两组小鼠心
肌各时间点ＣＶＦ比较。ａ：与同时间点正常组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同组７ｄ比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同组１４ｄ比较，Ｐ＜０．０５；

ｄ：与同组２１ｄ比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　心肌组织 ＭＭＰ９、Ⅰ 型胶原和Ⅲ 型胶原表
达

显微镜下观察到 ＭＭＰ９表达为棕黄色细颗粒，
正常组小鼠心肌可见少量 ＭＭＰ９表达，模型组小鼠
心肌各时间点均可见 ＭＭＰ９表达，以 １４ｄ最明显
（Ｆ＝１６．３５９，Ｐ＜０．０１）；显微镜下观察到 Ⅰ 型和
Ⅲ 型胶原为棕黄色细颗粒，正常组小鼠心肌间质内
可见少量Ⅰ 型和 Ⅲ 型胶原表达，模型组小鼠心肌
Ⅰ 型和 Ⅲ 型胶原主要定位在心肌间质，以 ２１ｄ、

２８ｄ表达明显，２８ｄ最高（Ⅰ 型胶原：Ｆ＝１０１．１６５，
Ｐ＜０．０１；Ⅲ 型胶原：Ｆ＝８３．０４９，Ｐ＜０．０１）。见图
３～４。
２．４　ＭＭＰ９与心肌病理积分及Ⅰ、Ⅲ 型胶原的相
关性分析

直线相关分析显示 ＶＭＣ小鼠心肌 ＭＭＰ９表
达与心肌病理积分呈正相关（ｒ＝０．８３２，Ｐ＜０．０５），
与Ⅰ型胶原表达呈负相关（ｒ＝－０．７９１，Ｐ＜０．０５），
与Ⅲ型胶原表达无相关性（ｒ＝－０．０６２，Ｐ＞０．０５）。

·１７６·
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　　图３　两组小鼠心肌２８ｄＭＭＰ９、Ⅰ型胶原和 Ⅲ 型胶原表达（免疫组化，×２０）　正常组小鼠心肌细胞和血管内皮细
胞内可见少量 ＭＭＰ９表达；模型组小鼠心肌炎性细胞、心肌细胞及血管内皮细胞胞质内可见大量 ＭＭＰ９表达；正常组小鼠心肌间

质内可见少量Ⅰ型胶原；模型组小鼠心肌间质内可见大量、成束的Ⅰ型胶原，排列紊乱；正常组小鼠心肌间质内可见极少量 Ⅲ 型胶

原；模型组小鼠心肌间质内可见大量 Ⅲ 型胶原，排列紊乱。棕黄色颗粒为阳性表达。
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　　图４　两组小鼠各时间点心肌ＭＭＰ９（图 Ａ）、Ⅰ 型胶
原（图 Ｂ）和Ⅲ 型胶原（图 Ｃ）阳性面积表达率（％）比较　
ａ：与同时间点正常组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同组７ｄ比较，Ｐ＜０．０５；
ｃ：与同组１４ｄ比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与同组２１ｄ比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

ＭＭＰｓ是一组能特异性降解 ＥＣＭ成分的锌钙
依赖性蛋白水解酶家族，其正常表达对于维持心肌

间质胶原合成与降解代谢的动态平衡具有重要的作

用［１０］。ＭＭＰ９属于其中的明胶酶类，主要作用底
物为明胶和蛋白聚糖，以及Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ 型胶原和
纤维连接蛋白、弹性蛋白。Ｍｅｎｇ等［１１］的研究显示

ＶＭＣ小鼠早期心肌 ＭＭＰ９活性较正常组明显升
高，认为其参与了心肌炎的病理过程，可能是导致心

功能异常和心肌胶原重构的因素之一。心肌间质胶

原主要是Ⅰ型和 Ⅲ 型胶原，其中Ⅰ型胶原约占
７５％，Ⅲ 型胶原约占 １１％，因此心肌纤维化主要是
Ⅰ、Ⅲ 型胶原代谢紊乱、堆积异常和比例失衡的
过程。

本研究显示，在 ＶＭＣ小鼠造模后 ７ｄ即可见
ＭＭＰ９表达，１４ｄ达高峰，且与心脏病理积分成正
相关，随着炎症加剧而增高，这与有关文献报道的炎

性因子是 ＭＭＰｓ的激活剂相符［１２］。Ⅰ、Ⅲ 型胶原
同样在 ＶＭＣ小鼠感染早期即可见表达，但两者的
表达高峰均出现在感染后 ２８ｄ，较 ＭＭＰ９有一定
的滞后，其原因可能是过度激活的 ＭＭＰ９使得胶原
的降解代谢增强，从而推迟了其表达高峰。

ＶＭＣ急性期，病毒直接溶解、损伤心肌细胞，并
刺激心肌成纤维细胞增殖，导致大量 Ｉ型胶原合成
·２７６·



第１３卷第８期
２０１１年８月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０１１

并填补心肌细胞缺失所留下的空隙，以维持心肌壁

的完整性，这即是修复性纤维化过程；但是另一方

面，炎症坏死刺激大量细胞因子如 ＩＬ１β、ＩＬ４、ＴＮＦ
α、ＴＧＦβｌ等的产生［１３１５］，同时由于 ＶＭＣ小鼠肾素
血管紧张素系统处于高浓度水平，心肌血管紧张素

Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）的产生显著增加［１６］，炎

症因子及 ＡｎｇⅡ 均可在转录水平上调 ＭＭＰ９使其
表达量增加，胶原降解增强，两方面作用的最终结果

就是胶原的合成和降解均处于高水平的动态变化之

中。ＭＭＰ９的表达在早期的过度活跃也可导致未
发生病变的正常心肌胶原过度降解并被缺乏连接结

构的纤维取代，造成胶原网络破坏和间质成分改变，

而随后的Ⅰ型胶原表达增强则更有可能是对早期过
度降解的一种代偿性反应，随着 ＭＭＰ９表达和活性
下降，抑制Ⅰ型胶原合成的作用减弱而刺激其增生
的因素却仍然存在，心肌重构开始朝着胶原堆积的

方向发展，使得整个 ＶＭＣ病理进程都处于胶原代
谢紊乱之中。同时本研究也观察到 ＭＭＰ９的表达
与Ⅰ型胶原的表达呈显著负相关，而与Ⅲ型胶原的
表达无相关性，说明 ＭＭＰ９在心肌胶原重构的作用
主要是通过介导Ⅰ型胶原降解代谢来实现的，Ⅲ 型
胶原的代谢则可能受其他因素影响。
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