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肝纤维化不同证型与基质金属蛋白酶

及其抑制因子表达的关系
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［摘 要］ 目的 观察肝纤维化不同证型与基质金属蛋白酶（ MMPs）及其抑制因子的关系。 方法 清洁级雄性SD 大鼠140只，依
随机数字表法分为4组：正常对照组20只、单纯肝纤维化组30只、肝纤维化肝郁脾虚证组、肝纤维化气虚血瘀证组各45只。 各模型
组先用四氯化碳注射法复制肝硬化疾病模型，然后肝郁脾虚证组附加夹尾和大黄灌胃法、气虚血瘀证组附加游泳疲劳法，并以相应
药物干预。采用免疫组化法测定肝组织基质金属蛋白酶2（ MMP-2） 、基质金属蛋白酶9（ MMP-9）和金属蛋白酶抑制剂2（ T IMP-2）水
平。 结果 各模型组肝组织中MMP-2、MMP-9和T IMP-2均较正常组明显升高（ P＜0.01或P＜0.05） ，以气虚血瘀组最为明显。
结论 基质金属蛋白酶及其抑制因子与肝纤维化密切相关，在不同中医证型中表达有差异，可作为肝纤维化中医辨证分型及疗效
评价的指标之一。
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ABSTRACT  Objective  T o observe the different expressions of matrix metalloproteinases （ MMPs ） and inhibitory factor in
different T CM syndromes of liver fibrosis．Methods T he140male SD rats w ere randomized into4groups：20in normal control
group，30in simple liver fibrosis group，45in liver fibrosis liver stagnation and spleen deficiency group，and45in liver fibrosis qi
deficiency and blood stasis group．All rats of model groups w ere treated by CCl4to establish the liver fibrosis models first，and the
rats of liver stagnation and spleen deficiency group w ere treated by stimulating tails w ith forceps and gastric infusion of rhubarb
decoction，and the rats of qi deficiency and blood stasis group w ere treated by the method of sw imming-fat igue．T hen each group
w as intervened by the relevant medicine．After treatment，the M atrix M etalloproteinases-2（ MMP-2） ，Matrix M etalloproteinases-
9 （ MMP-9） and T issue Inhibitors of M etalloprotienas-2（ T IMP-2） of liver w ere examined．Results T he MMP-2，MMP-9and
T IMP-2of model groups w ere significantly higher than those of the control group （ P＜0．01or P＜0．05） ，and the increase of those
of qi deficiency and blood stasis group w ere most obvious．Conclusion T he MMPs and inhibitory factor closely relate w ith liver
fibrosis，their expression in different T CM syndromes is different，serving as one of indexes for differentiation of T CM syndromes
and evaluating therapeutic effect．
Key Words Liver fibrosis；MMPs；T IMPs；Liver stagnation and spleen deficiency，Qi deficiency and blood stasis
  肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理学基础，其
主要原因在于肝损伤期间细胞外基质 （ Extracellular
Matrix，ECM ）的沉积和降解间的动态平衡被打破，而
细胞外基质的特异性降解酶是基质金属蛋白酶

（ MMPs） 。 研究表明MMPs 随着肝纤维化进展呈动态
变化，其活性可被组织金属蛋白酶抑制物（ T IMPs） 抑
制［1］。中医药对肝纤维化的治疗取得了较好的效果，但
其作用的机制、靶点尚有待进一步研究，因此本实验通
过研究基因蛋白的表达与肝纤维化的肝脏损害和炎

症，及肝纤维化中医辨证分型的关系，为中医药阻止或

逆转肝纤维化向肝硬化的发展提供实验依据。
1 材料与方法
1.1 动物及分组

清洁级雄性SD 大鼠140只，体重（200±20） g。 由
浙江中医药大学实验动物中心提供，动物生产许可证：
SCXK （ 沪）2003-0003；动物实验条件合格证：SYXK
（浙）2003-0003。依随机数字表法分为4组：正常对照组
（20只） 、单纯肝纤维化组（30只） 、肝纤维化肝郁脾虚
证组（45只，以下简称“肝郁脾虚组”） 、肝纤维化气虚
血瘀证组（45只，以下简称“气虚血瘀组”） 。
1.2 主要药品及试剂

四氯化碳 （ CCl4，上海凌峰化学试剂有限公司生
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产，批号：050322） ，临用时与橄榄油按4∶6比例配制
成混合溶液；橄榄油（ 国药集团化学试剂有限公司生
产，批号：F20040614） ；大黄（ 购自浙江中医药大学第
二门诊部） 制粉，水浴浓缩为2g／ml，4℃冷藏备用；逍
遥丸 （ 杭州胡庆余堂药业有限公司生产，批号：
20050101） ；扶正化瘀胶囊（上海黄海制药有限责任公
司生产，批号：20050501） ；兔抗人、兔、小鼠、大鼠基质
金属蛋白酶2（ MMP-2） 多克隆抗体（1∶50） ，兔抗人、
小鼠、大鼠基质金属蛋白酶2（ MMP-9） 多克隆抗体（1
∶70） ，兔抗人、兔、小鼠、大鼠组织金属蛋白酶抑制剂
2（ T IMP-2）多克隆抗体 （1∶60，均购自博士德公司；
二抗 （ 编号：PV-6000，品名：PicT ureTM，美国 Zymed
公司） 。
1.3 主要仪器

隔水式电热恒温培养箱 （ PYX-DHS-35×40，上
海） ，组织切片机（ Leitz1512型，上海） ，偏光摄像显微
镜（ Leica DMLB，德国） ，彩色病理分析系统（ HPIAS-
1000型，武汉） 。
1.4 动物模型制备
1.4.1 单纯肝纤维化模型的建立［2］ 将CCl4与橄榄
油按4∶6比例配成40％油剂。按每100g 体重0.3ml剂
量皮下注射，每周2次。6周后据随机抽取大鼠10只处
死，取肝组织行病理观察，按实验动物肝纤维化组织学
Ⅵ级标准进行肝纤维化程度评判［3］，示模型制备成功。
治疗期间继续使用CCl4维持至实验结束。
1.4.2 中医病证结合模型的建立 在单纯肝纤维化
造模的基础上，肝郁脾虚证组第4周始加用慢性夹尾
激怒加高浓度大黄灌胃法造模，共2周，至出现肝郁脾
虚的证候群［4］；气虚血瘀组除用CCl4造模不变外，第4
周始加用游泳疲劳试验，共2周［5，6］。6周后各组鼠处死
10只，其余各组大鼠造模法（包括病证结合造模法） 不
变的情况下，予相应药物及生理盐水干预。
1.5 药物干预

药物用生理盐水溶解，肝郁脾虚证治疗组按
0.95g／kg 体重灌服逍遥丸，气虚血瘀证治疗组按
0.48g／kg 体重灌服扶正化瘀胶囊，正常对照组和单纯
模型组全部以生理盐水2ml灌胃，以上干预均为每天1
次，连续3周。
1.6 标本的采集和处理

干预结束后处死全部大鼠，处死前禁食12h，采用
1％戊巴比妥按35mg／kg 注射麻醉，四肢固定于手术台
上。 剪开腹腔，取大鼠肝脏右叶，立即用10％中性磷酸
缓冲液 （ PBS ） 甲醛液中固定24h，余组织液氮冷冻
备份。

1.7 检测指标
采用免疫组化法观察各组大鼠肝组织 MMP-2、

MMP-9和 T IMP-2蛋白表达情况，并进行组间比较。
以已知的阳性切片作阳性对照，以PBS 作为一抗作阴
性对照。 细胞浆表达者以细胞浆呈棕黄色或棕褐色为
阳性细胞。 蛋白表达的定量结果用HPIAS-1000型高
清晰度彩色病理图文报告分析系统在低倍镜下计算阳

性面积百分比（ ％） ，每张切片随机选取5个视野，求平
均值。
1.8 统计学方法

采用 SPSS11.5统计分析软件处理。 计量资料以
（ x±s） 表示，当方差齐时采用（ One-Way ANOVA ） 单
因素方差分析 S-N-K 检验，当方差不齐时采用
Dunnett’s T3检验。
2 结果
2.1 中药干预前各组间MMP-2、MMP-9、T IMP-2阳
性面积率比较

表1结合病理图像分析显示，MMP-2在正常大鼠
肝脏呈低水平表达，表达定位于肝细胞浆和肝窦旁细
胞。 MMP-2在各模型组表达强烈，阳性信号呈现为棕
褐色颗粒状，主要表达在肝细胞浆、肝窦和纤维间隔
中。 各模型组的MMP-2表达较正常对照组明显增强
（ P＜0.05） ；与单纯肝纤维化组、肝郁脾虚组比较，气
虚血瘀组表达最强烈（ P＜0.05） ，尤其是在纤维间隔
的表达；肝郁脾虚组和单纯肝纤维化组的表达面积相
似（ P＞0.05） 。 MMP-9在正常大鼠肝脏呈低水平表
达，表达定位于肝细胞浆和肝窦旁细胞。肝纤维化组大
鼠肝组织中MMP-9表达在肝细胞浆、肝窦和纤维间隔
中。 各模型组MMP-9表达较正常对照组明显增强（ P
＜0.01） ；其中气虚血瘀组MMP-9水平升高最明显，与
单纯肝纤维化组、肝郁脾虚组比较，差异有统计学意义
（ P＜0.05或P＜0.01） 。 单纯肝纤维化组与肝郁脾虚
组比较差异无统计学意义（ P＞0.05） 。T IMP-2在正常
大鼠肝脏呈低水平表达，表达定位于肝细胞浆和肝窦
旁细胞。 肝纤维化模型大鼠肝组织中T IMP-2的阳性
反应位于窦壁细胞、肝细胞的胞浆，未见细胞核着色。
各模型组的T IMP-2表达较正常对照组明显增
表1 药物干预前（造模6周时）各组大鼠MMP-2、MMP-9、

  T IMP-2阳性面积率比较（ ％，x±s）
组别 鼠数

MMP-2阳性
面积率

MMP-9阳性
面积率

T IMP-2阳性
面积率

正常对照组 101.97±0.64 1.54±0.61 2.39±0.76
单纯肝纤维化组106.97±1.95△* 5.70±1.57△** 5.28±1.18△*
肝郁脾虚组 107.25±2.01△* 5.83±2.77△* 5.45±1.22△**
气虚血瘀组 109.54±1.56△ 8.59±1.32△ 7.5±1.78△

  注：与气虚血瘀组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与正常对照组比
较，△P＜0.01
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表2 药物干预后（造模9周时）各组间MMP-2、MMP-9、T IMP-2阳性面积率比较（ ％，x±s）
组别 鼠数 MMP-2阳性面积率 MMP-9阳性面积率 T IMP-2阳性面积率

正常对照组 10 2.35±0.86 1.82±0.81 2.64±0.95
单纯肝纤维化组 15 12.26±1.07△ 7.54±1.45△ 8.17±1.21△
肝郁脾虚对照组 13 10.96±2.89△ 7.27±1.21△ 8.44±1.81△
肝郁脾虚治疗组 10 7.09±1.66△▲ 5.56±0.83△▲ 5.83±1.90△▲
气虚血瘀对照组 12 14.76±6.02△ 10.55±2.58△ 11.48±4.16△
气虚血瘀治疗组 12 9.55±3.2△* 6.98±1.58△* 7.68±2.08△*

  注：与气虚血瘀对照组比较，*P＜0.01；与正常对照组比较，△P＜0.01；与肝郁脾虚对照组比较，▲P＜0.05
强（ P＜0.01） ，其中气虚血瘀组T IMP-2水平升高最明
显，与单纯肝纤维化组、肝郁脾虚组比较，差异有统计
学意义（ P＜0.05或P＜0.01） 。 单纯肝纤维化组与肝
郁脾虚组比较差异无统计学意义（ P＞0.05） 。
2.2 中药干预后各组间MMP-2、MMP-9、T IMP-2阳
性面积率的比较

表2结合病理图像分析显示，随着肝纤维化的发
展，各模型组MMP-2的阳性着色逐渐加强，至肝纤维
化中晚期着色区域最广，着色最深；两个治疗组MMP-
2、MMP-9、T IMP-2阳性面积率较阴性对照组都有明
显下降（ P＜0.05或P＜0.01） 。各模型组MMP-9的表
达持续增高。各模型组T IMP-2的表达持续增高，并保
持高水平直至实验结束。
3 讨论

肝纤维化的形成实质上是肝脏的创伤愈合反应的

结果，其特征是细胞外基质合成和降解失衡的结果［7］。
MMPs 是一组锌离子依赖酶，几乎能降解除多糖以外
的所有ECM 成分，并能使其他MMPs 激活，形成瀑布
效应［8］。MMP-2、MMP-9主要参与基底膜型胶原的代
谢，降解正常肝窦基底膜，破坏肝脏细胞生存的内环
境，有利于肝星状细胞 （ hepaticstellatecell，HSC） 激
活，与肝纤维化的发生发展紧密相关。

MMP-2是肝组织内Ⅳ型胶原酶，主要参与基底
膜Ⅳ型胶原的代谢。肝纤维化时，肝内增生的胶原蛋白
主要为Ⅰ型、Ⅲ型胶原，Ⅳ型胶原的增生沉积并不占主
要地位，但其主要表达于肝血窦基底膜，其过度沉积可
使肝血窦毛细血管化，致肝血流和结构改变，影响肝内
外物质交换，从而加剧肝脏病变［9］。 本研究结果显示，
MMP-2在正常大鼠肝脏呈低水平表达，各模型组的
MMP-2表达较正常对照组均明显增强，以气虚血瘀
组增强最显著，且随着肝纤维化的发展，MMP-2的表
达逐渐增高，与肝纤维化程度一致，说明MMP-2促进
肝纤维化的发生、发展。 本研究表明，正常大鼠肝组织
MMP-2表达率极低，气虚血瘀组MMP-2表达较单纯
肝纤维化组及肝郁脾虚组显著升高。

MMP-9在肝脏的主要细胞来源是Kupffer 细胞，

MMP-9的表达随Kupffer 细胞的激活而显著增加，它
能被纤溶酶和基质降解素激活。 MMP-9以酶原形式
存在，激活后才能发挥作用，其活性的调节有多种因
素，包括酶原基因表达与调控，酶原的合成与激活以及
抑制因子的作用等。 MMP-9通过降解正常的肝窦基
底膜，破坏肝脏细胞生存的内环境，致使HSC 激活，活
化的HSC 合成间质性胶原增多，从而导致肝纤维化的
Ⅰ型、Ⅲ型胶原特别是 I 型胶原大量沉积，诱发和促进
肝纤维化［10，11］。 本实验结果显示，MMP-9在正常大鼠
肝脏呈低水平表达，表达定位于肝细胞浆和肝窦旁细
胞。 各模型组的MMP-9表达较正常对照组均明显增
强，其中以气虚血瘀组增强最显著，且随着肝纤维化的
进展，各模型组MMP-9的表达持续增高。 理论上随着
MMP-9浓度的上升，Ⅰ型胶原的降解增加，肝纤维化
程度应该减轻，但是与实际结果相反。所以，我们认为，
在肝纤维化过程中MMP-9主要起促进、加重而非逆
转肝纤维化作用。

实验中我们发现，气虚血瘀组MMP-9的表达明
显增加，且随着造模时间的延长，MMP-9的表达亦明
显上升，经中药干预后，气虚血瘀治疗组与肝郁脾虚治
疗组中大鼠肝组织MMP-9的表达较其对照组明显降
低。 结果表明，中药的干预对MMP-9的表达产生一定
影响，为中医证型的客观化和中医治疗本病的疗效评
价提供一定的实验依据。

在慢性肝病和肝纤维化的动物模型中，T IMP-1
和T IMP-2的表达都显著增高。 在肝纤维化发生发展
过程中T IMPs 通过抑制MMPs 活性而发挥重要作用，
T IMP-2对 MMP-2、MMP-9显示出较强的抑制活
性［12］，T IMP-2／MMP-2系统对Ⅳ型胶原的增生沉积
和降解起着重要的调节作用［13］。 实验观察到模型大鼠
T IMP-2在肌成纤维细胞中大量表达，并在慢性阶段
持续性增高。 各模型组大鼠肝脏中肌成纤维细胞有
T IMP-2蛋白的高表达，分布在肝细胞胞浆中，未见细
胞核表达，提示在肝纤维化中，肌成纤维细胞是T IMP-
2表达的主要细胞。实验结果表明，正常大鼠肝组织也
表达水平较低的 T IMP-2，肝纤维化各模型组大鼠
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T IMP-2的表达阳性率明显高于正常对照组，表明
T IMP-2参与肝纤维化的发生和发展。实验结果显示，
各模型组的 T IMP-2表达较正常对照组均明显增强，
其中以气虚血瘀组增强最显著，且随着肝纤维化的进
展，各模型组T IMP-2的表达持续增高，并保持在较高
水平。 表明T IMP-2在肝纤维化发生发展中起重要作
用。

综上所述，MMP-2和 T IMP-2在对ECM 的降解
上作用相反，但实验观察到二者的表达并非完全相反，
故认为肝纤维化的发生发展，乃至肝硬化的形成原因
之一可能是MMP-2和T IMP-2变化的综合结果。有报
道，血清中MMP-2和T IMP-2的浓度与肝组织中二者
的表达情况有明显的相关性，故检测血清中MMP-2
和T IMP-2的浓度可以作为肝纤维化的诊断指标［14］。
本实验仅对常见证型作了相关指标的分析，对指导临
床还有一定距离。 因此我们设想对不施加干预因素的
疾病模型上，观察并检测疾病模型是否具备中医证的
特点，以更深层次探讨证候的演变过程。
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虚湿困、湿热困脾、脾虚肝旺、脾肾阳虚、痰浊蒙窍、瘀
阻脑窍、胆热痰扰7类证型。绝大多数发作性睡病患者
具有脾虚的表现，其中以脾虚湿困证为主要证型（53
例） 。 脾为后天之本，脾虚则中气不足，清阳不升，清明
之府失于清阳之荣，故发为嗜睡。其余证型分别为湿热
困脾（9例） 、脾虚肝旺（8例） 、脾肾阳虚（4例） 、痰浊蒙
窍（6例） 、瘀阻脑窍（4例） 、胆热痰扰（5例） 。结果提示
本病病机较为复杂，既有脾肾不足，尤以脾虚为主的本
虚基础，又存在湿热痰瘀内生，从而推动病情发展。

本研究以临床症状、舌象、脉象入手，观察与分析
其证候学特点及证类分布特征，为中医药防治方案提
供依据。 对证候学演变过程的动态观察和观察指标的
进一步量化有待在今后的工作中完善。
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