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Abstract
AIM: To establish fluorescent in situ zymography 
for gelatinase activity of liver and observe the 
feature of gelatinase activity in liver tissues with 
fibrosis and acute injury. 

METHODS: Hepatic fibrosis of rats was induced 
by administration of dimethylnitrosamine 
(DMN) intraperitoneally and acute liver injury 
of mice by injection of GalN and lipopolysaccha-
ride (LPS) intraperitoneally. Gelatin substrate of 
green fluorescence was mounted on cryostat sec-
tions of liver tissues from the above two models, 
incubated for 8-24 h, and then the nuclei were 
counterstained with Hoechst. The green fluo-

rescence of gelatinase and blue fluorescence of 
nuclei were observed under fluorescence micro-
scope, and the images were overlapped. 

RESULTS: Fluorescent in situ zymography for 
gelatinase activity was established successfully. 
With this method, a low level of gelatinase activ-
ity was detected in the sinus hepaticus of normal 
liver sections; however, it was enhanced in the 
sinus hepaticus of liver sections with fibrosis and 
acute injury. Gelatinase activity in the fibrous 
septum of liver fibrosis sections was strong.   

CONCLUSION: Flourescent in situ zymography 
is sensitive, directviewing and convenient in the 
detection of gelatinase activity level and posi-
tion and of great significance for the studies on 
pathology and pharmacology of liver.  
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摘要
目的: 建立荧光原位明胶酶谱法, 观察纤维化
和急性损伤肝组织明胶酶活性表达特点. 

方法: 复制二甲基亚硝胺大鼠肝纤维化模型
与N-乙酰半乳糖胺/脂多糖急性肝损伤模型, 
取其肝组织冰冻切片, 将绿色荧光明胶底物附
着于肝组织冰冻切片上, 置于酶反应缓冲液中
避光孵育8-24 h; 再以Hoechst液复染细胞核, 
在荧光显微镜下分别以蓝光激发拍摄明胶酶
绿色荧光和紫光激发拍摄细胞核蓝色荧光, 并
将图像重叠.   

结果: 成功建立荧光原位明胶酶谱法. 正常大
鼠肝组织仅在肝窦周围少量明胶酶表达, 纤
维化及急性肝损伤肝组织肝窦处明胶酶活性
增强, 纤维化肝组织纤维间隔处明胶酶活性也 
较强. 

结论: 荧光原位明胶酶谱法具有灵敏, 直观, 
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■背景资料
M M P s是参与细
胞外基质降解的
主要酶家族, 根据
其功能特点和底
物特异性, 分为间
质性胶原酶、基
底膜性胶原酶、

溶基质素、膜型
基质金属蛋白酶
和金属弹力蛋白
酶5大类. 明胶酶
是其中重要的一
类 ,  他 主 要 有 两
种 形 式 ,  一 种 被
糖 化 ,  分 子 量 为
92 kDa,  命名为
M M P - 9 ; 另 一 种
非 糖 化 ,  分 子 量
为72 kDa, 被称为
MMP-2. MMP-2/9
主要参与Ⅳ型胶
原、明胶和Ⅴ型
胶原等的降解代
谢, 在组织炎症、

纤维化与肿瘤转
移等诸多病理过
程中发挥重要作
用, 因此对明胶酶
活性进行分析具
有重要意义. 组织
明胶酶活性检测
方法有很多种, 其
中明胶酶谱法最
为常用.

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
分子医学中心



简便的优点, 可较好分析肝组织明胶酶活性水
平与表达位置, 对研究肝脏病理与药理具有重
要意义.
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0  引言

明胶酶, 亦称Ⅳ型胶原酶[1]、基膜性胶原酶[2]等, 
属于基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, 
MMPs)的一种, 即MMP-2/9, 主要参与Ⅳ型胶

原、明胶和Ⅴ型胶原等的降解代谢, 在组织炎

症、纤维化与肿瘤转移等诸多病理过程中发挥

重要作用[2-7]. 因而分析明胶酶的功能变化即其

活性水平, 对于诸多疾病的病理机制、药物作

用机制等的研究具有重要意义. 组织明胶酶活

性测定有多种方法, 近期我们利用荧光标记的

明胶底物, 改良酶底物反应方法, 成功原位检测

肝组织明胶酶表达位置与活性水平, 用于急性

肝损伤与肝纤维化的病理研究.

1  材料和方法

1.1 材料 E n z C h e k明胶酶检测试剂盒, 购自

Molecular Probes公司. 包括: DQ-明胶(dye-
quenched-gelatin)(1 mg×5支), 10×反应液(50 
mL, 含0.5 mol/L Tris-HCl, 1.5 mol/L NaCl, 50 
mmol/L CaCl2, 2 mmol/L Sodium azide, pH7.6), 
Ⅳ型胶原酶(500 U). NaCl, 分析纯; KCl, 分析纯; 
KH2PO4, 分析纯;  Na2HPO4·12H2O, 分析纯; 琼脂

糖凝胶, 均购自上海国药集团. Hoechst染色液, 
购自Beyotime公司. 荧光显微镜为Olympus公司

生产. 
1.2 方法 
1.2.1 配制溶液: PBS缓冲液由NaCl 40.9 g,  KCl 
1.0 g, KH2PO4 1.35 g, Na2HPO4·12H2O 14.35 g, 
ddH2O定容至5000 mL, pH: 7.3-7.4; 1×反应液: 
取10×反应液2 mL, 加18 mL ddH2O配制成20 
mL, 充分混匀; 1 mg/mL DQ-明胶: 1 mg DQ明胶

溶解于1 mL H2O中, 充分混匀, 配制成1 mg/mL
浓度的DQ-明胶. 
1.2.2 制模: (1)肝纤维化模型: Wistar♂大鼠16
只, SPF级, 体质量160±10 g, 中科院上海实验动

物中心提供, 饲养于上海中医药大学实验动物

中心. 随机分为正常组(8只), 模型组(8只). 采取

1608                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R           世界华人消化杂志     2008年5月28日    第16卷   第15期

ip DMN 10 μg/kg, 隔天1次, 连续4 wk, 共14次. 
正常组注射等量生理盐水. (2)急性肝损伤模型: 
BABL/c♂小鼠20只, SPF级, 体质量22-24 g, 购
自中国人民解放军第二医科大学, 饲养于上海

中医药大学实验动物中心, 自由饮食. 随机分成

正常组(10只), 模型组(10只). 参照文献[8], 以N-
乙酰半乳糖胺(N-acetylgalactosamine, GalN)900 
mg/kg和脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)10 μg/
kg小鼠体质量的剂量, ip模型组小鼠, 诱导急性

肝损伤. 正常组ip以等量生理盐水. 6 h后处死小

鼠, 留取肝组织标本. 
1.2.3 明胶酶活性测定: (1)制备肝组织冰冻切片, 
厚度大约为6-8 μm. (2)称取1 g琼脂糖加入100 
mL PBS中, 微波炉加热至琼脂糖充分溶解, 4℃
放置备用. (3)使用前将10 g/L琼脂糖液置于恒温

水浴箱中100℃温浴至液体析出, 吸取琼脂糖析

出液于Eppendorf管中, 将1 kg/L DQ-明胶按1∶
10的比例溶解于10 g/L琼脂糖析出液中, 充分混

匀. (4)每片肝组织切片滴加50 μL DQ-明胶/琼脂

糖混合液, 4℃避光凝胶5 min. (5)将组织切片置

于1×反应液中, 37℃避光孵育8-24 h(根据拍摄

时荧光强弱调整孵育时间). (6)PBS充分洗涤, 5 
min×3次. (7)每片组织切片滴加50 μL Hoechst
复染细胞核, 室温避光静置10 min, PBS洗涤, 5 
min×3次. (8)荧光显微镜下进行检测, 蓝色光激

发拍摄明胶绿色荧光, 紫色光激发拍摄细胞核

蓝色荧光, DP Controller软件拍摄. 以10 g/L琼脂

糖液代替DQ-明胶/琼脂糖混合液作阴性对照[9]. 

2  结果

2.1 正常肝组织明胶酶活性表达的拍摄与特点 
蓝光激发后拍下绿色明胶荧光; 换成紫光激发, 
同一视野拍摄蓝色染核荧光, 将两张图片重叠, 
即可见肝组织明胶酶活性表达. 图1A依稀可见

组织结构, 大部分为本底自发荧光, 较为黯淡, 
明胶荧光呈较亮点状, 经重叠后的图1C可见本

底自发荧光部分已被图1B中的细胞核覆盖, 只
可见在肝窦部位表达的明胶荧光, 活性较微弱. 
图1D-F为阴性对照, 未见任何绿色荧光, 可见此

方法特异性强. 
2.2 纤维化与急性肝损伤肝组织的明胶酶活性

表达特点 正常大鼠仅少量散在荧光, 即肝窦周

围少量活性明胶酶表达(图2A). 肝纤维化大鼠肝

组织可见胶原纤维增生并形成纤维间隔, 绿色

荧光布满整个纤维间隔, 与正常肝组织比较, 肝
窦部位明胶酶活性增强, 荧光连成片状(图2B). 
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■相关报道
1 9 9 4 年 K l e i n e r  
et al建立的明胶酶
谱法是一种基于
SDS-PAGE电泳
和反相凝胶染色
的蛋白酶检测方
法 ,  其原理在于 : 
含明胶酶的样本
可分解凝胶中的
底物明胶, 电泳后
进行显色、脱色
后可见蓝色背景
下的白色条带. 
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急性肝损伤小鼠肝组织的明胶酶也可见肝窦部

位明胶酶活性增强, 但肝组织结构破坏, 荧光部

分连接成片(图2C). 
2.3 常见问题及原因 实验中我们曾经为了更好

的凸现明胶酶的荧光亮度, 试想增加切片的厚

度, 但虽然有较好的荧光, 却由于组织过厚, 显微

镜下观察出现双层组织而影响拍摄观察(图3A). 
此外, 滴加Hoechst染细胞核后, 如果荧光显微镜

下拍摄时间过长, 或其他原因放置时间过长, 荧

光已经淬灭, 拍摄的核出现弥散(图3B). 

3  讨论

MMPs是一族参与细胞外基质降解的主要水解

蛋白酶[10-11], 目前已发现25个成员, 根据其功能

特点和底物特异性, 分为间质性胶原酶、基底

膜性胶原酶、溶基质素、膜型基质金属蛋白

酶和金属弹力蛋白酶5大类[12-13]. 自1962年发现

MMPs以来, 其生理病理意义得到广泛研究, 目

图  1  正常大鼠肝组织荧光原位明胶酶谱图(×200). A: 蓝色光激发后, 拍摄的明胶酶活性荧光; B: 紫色光激发后, 拍摄的核

染荧光; C: 明胶酶活性检测(图A)与核检测图片(图B)重叠后; D: 阴性对照明胶酶活性荧光; E: 阴性对照核染荧光; F: 图D和

图E重叠后. 

A B C

D E F

A B C

图  2  大鼠肝组织荧光原位明胶酶谱图(×100). A: 正常大鼠; B: 肝纤维化大鼠; C: 急性肝损伤小鼠.

A B

图  3  常见问题图例. A: 切片过厚; B: 荧光淬灭, 核弥散.

■应用要点
荧光原位明胶酶
普法具有灵敏, 直
观 ,  简便的优点 , 
可较好分析肝组
织明胶酶活性水
平与表达位置. 
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前认为其在生长发育、环境诱导与疾病原因引

起的组织生理适应与病理变化中均发挥重要作

用[14]. 基底膜性胶原酶包括明胶酶A(MMP-2或
称72 kDa Ⅳ型胶原酶)和明胶酶B(MMP-9或称

92 kDa Ⅳ型胶原酶)[15], 其作为MMPs的一类, 可
降解Ⅳ型胶原等基底膜成分, 在肝脏炎症、纤

维化、免疫、肿瘤转移等过程中均发挥着重要

作用[5,16-19]. 在炎性损伤时, 基底膜破坏, 肝组织

的稳态微环境破坏, 导致肝细胞凋亡[20]、肝星状

细胞活化[21]、肿瘤细胞转移等诸多病理变化, 有
研究表明, MMP-2/9活性与肿瘤预后明显相关, 
我们也发现MMP-2/9活性增加与肝细胞凋亡、

肝纤维化发生显著相关. 
目前明胶酶活性检测方法包括明胶酶谱

法、荧光明胶酶谱法、原位明胶酶谱法, 其中

明胶酶谱法最为常用[22-24]. 1994年Kleiner et al [25]

建立的明胶酶谱法是一种基于SDS-PAGE电泳

和反相凝胶染色的蛋白酶检测方法, 其原理在

于: 含明胶酶的样本可分解凝胶中的底物明胶, 
电泳后进行显色、脱色后可见蓝色背景下的

白色条带; 其具有以下特点: 半定量分析MMPs
活性, 可区分酶原和活化型酶两种形式. 而后

Molecular Probes公司2001年推出EnzChek荧
光明胶酶检测试剂盒, 用荧光胶体耦连物代替

普通明胶, 明胶酶分解荧光明胶, 释放荧光肽, 
荧光的增加与明胶酶的活性成正比. 该方法比

普通明胶酶谱法更为方便和直观, 但缺点在于

要经组织匀浆或血清分离等过程, 容易导致蛋

白降解及部分酶活性丢失; 无法进行组织定位

观察[26]. 
MMP-2/9活性定位检测具有重要意义. 肝组

织结构复杂, 具有多个功能结构区域, 如肝窦、

肝小叶等[27], 病变时常有不同部位的病理变化, 
如出现纤维间隔与假小叶等[28]. 因此观察特定部

位的MMP-2/9活性变化及其组织结构破坏, 对于

肝脏病理机制与药效作用研究等均具有重要意

义[29-30]. 而原位酶谱法在冰冻组织切片上进行酶

谱分析, 可组织定位, 既综合了上述两种方法的

优点, 又克服了形态定位缺乏之不足. 实验中我

们取荧光明胶酶谱法的直观与原位明胶酶谱法

的定位优点, 将这两种方法相结合并进行改良, 
利用荧光明胶底物, 成功进行荧光原位明胶酶

谱法检测, 组织切片上各部位明胶酶的活性一

目了然, 对研究肝脏组织病理等有重要意义. 该
方法具有灵敏, 直观, 简便的特点, 但需要注意

组织放血或冲洗干净, 冰冻切片应低温保存; 制

片厚薄适中、琼脂糖胶的浓度一定要适当, 过
稀无法粘住在切片上, 过稠则粘得太牢, 妨碍显

微镜下观察. 孵育时注意避光, Hoechst显色后注

意避光, 尽快拍摄. 同时实验时需要设立阴性对

照, 防止假阳性. 注意复染与图像重叠等, 以便

清晰的显示组织结构. 
此外, 本实验发现, 正常大鼠仅少量散在荧

光, 即肝窦周围少量活性明胶酶表达. 肝纤维化

大鼠肝组织可见胶原纤维增生并形成纤维间

隔, 绿色荧光布满整个纤维间隔, 与正常肝组织

比较, 肝窦部位明胶酶活性增强, 荧光连成片状. 
急性肝损伤小鼠肝组织的明胶酶也可见肝窦部

位明胶酶活性增强, 但肝组织结构破坏, 荧光部

分连接成片. 即不同的肝脏病变其明胶酶活性

与组织病变等具有不同的特点. 
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