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Abstract
AIM: To study the role of matrix metalloprotein-
ases and tissue inhibitor of metalloproteinases 
type-1 in alcoholic liver fibrosis (ALF) in rats by 
dynamically monitoring their expression in ALF.

METHODS: SD rats were randomly divided into 
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基质金属蛋白酶纤溶系统在大鼠酒精性肝纤维化形成中
的作用

陈珺明, 田淑霞, 邢练军, 郑培永, 季 光

®

■背景资料
酒 精 性 肝 纤 维
化(alcohol liver 
fibrosis, ALF)在
肝硬化的病因构
成比从1999年的
10.8%上升到2003
年的24.0%. 如何
有效地预防和治
疗酒精性肝病, 是
国民经济和社会
发展中亟待解决
的问题. 现代研究
表明肝纤维化是
可以逆转的. 

three groups: a control group, a CCl4 group and 
an experimental group. The experiment group 
was intragastrically given a mixture (560 mL/L 
alcohol, 10 mL/kg; corn oil 2 mL/kg; pyrazole 
25 mg/kg) once a day and an intraperitoneal in-
jection of 0.3 mL/kg 25% CCl4 solution (in olive 
oil) twice a week. The CCl4 group received an 
intraperitoneal injection of CCl4 solution and was 
intragastrically given equal volume of normal 
saline (12 mL/kg per day). The control group 
was given equal volume of normal saline both 
intraperitoneally and intragastrically. The rats 
were anaesthetized and killed 4, 8, 10 and 12 
wk after modeling. Serum levels of alanine ami-
notransferase and aspartate amino-transferase 
were measured. Pathological changes in liver 
tissues were observed. The expression of matrix 
metalloproteinases2 (MMP2), MMP9 and type-1 
tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP-1) 
was detected by Western blot and real-time PCR. 

RESULTS: Compared to the control group, the 
CCl4 group showed no significant changes in 
body weight, liver weight, liver/body weight 
ratio and serum transaminase levels, but the 
experimental group had significantly decreased 
body weight and significantly increased liver 
weight, liver/body weight ratio and serum 
transaminases. In the experimental group, with 
the increase in the severity of liver fibrosis, 
MMP2, MMP9 and TIMP-1 levels were gradual-
ly elevated, and expression of TIMP-1 increased 
more obviously than that of MMP2 and MMP9. 

CONCLUSION: MMP2, MMP9 and TIMP-1 may 
play an important role in the pathogenesis of 
ALF in rats. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
基 质 金 属 蛋 白
酶(matrix metal-
l o p r o t e i n a s e s , 
MMPs)可以调解
细胞外基质 ( e x -
tracellular matrix, 
ECM)的含量, 而
在ALF中此类研
究尚未见报道.

type-1 in the development of alcoholic liver fibrosis in rats. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2013; 21(17): 1595-1601  URL: 
http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1595.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i17.1595

摘要
目的: 通过动态观察基质金属蛋白酶(matrix 
metalloproteinases, MMPs)和其抑制物1型金
属蛋白酶组织抑制剂(type-1 tissue inhibitor of 
metalloproteinases, TIMP-1)大鼠酒精性肝纤
维化(alcohol liver fibrosis, ALF)形成中的变化, 
探讨在ALF形成中MMPs纤溶途径的作用.

方法: ♂SD大鼠随机分为空白组、四氯化碳
(CCl4)组和造模组. 造模组采用56度二锅头
酒、玉米油、吡唑混合物灌胃联合腹腔注
射CCl4橄榄油溶液(CCl4∶橄榄油 = 1∶3)的
方法造模型. 分别于第4、8、10、12周处死
大鼠, 观察大鼠肝功能变化, 肝组织病理学改
变. 采用蛋白印迹法、荧光定量PCR法检测
MMP2、MMP9和TIMP-1蛋白和mRNA表达
的动态变化.

结果: 与同期空白组大鼠相比, CCl4组大鼠体
质量、肝质量、肝体比及肝功能均无明显变
化(P >0.05), 而模型组大鼠体质量明显降低; 
肝质量、肝体比明显增加, 转氨酶显著升高, 
肝纤维化程度明显加重, 空白组和CCl4组大
鼠肝组织MMP-2、MMP-9、TIMP-1蛋白及
mRNA表达之间无显著性差异, 而模型组大
鼠肝组织MMP-2、MMP-9、TIMP-1蛋白及
mRNA表达显著高于空白组(P <0.01)随着肝纤
维化的形成, MMP-2、MMP-9和TIMP-1的表
达均逐渐增强, TIMP-1的表达明显强于相应
的MMP-2或MMP-9.

结论: TIMP-1过多增长, MMP-2及MMP-9的生
成相对不足, 促进了ALF的形成. 抑制TIMP-1
的过度表达, 或者增加MMP-2及MMP-9的表
达可能是治疗ALF的重要途径之一.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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金属蛋白酶9; 1型金属蛋白酶组织抑制剂

核心提示: 在酒精性肝纤维化(a l c o h o l l i v e r 
fibrosis, ALF)形成过程中, 1型金属蛋白酶组织抑

制剂(type-1 tissue inhibitor of metalloproteinases, 
T I M P-1)过多增长 ,  基质金属蛋白酶(m a t r i x 
metalloproteinases, MMPs)-2及MMP-9相对不足, 
MMPs与TIMPs之间的平衡被破坏, 肝细胞微环

境稳态失衡, 导致细胞外基质(extracellular matrix)
过多沉积的是ALF形成的重要机制, 抑制TIMP-1
的过度表达, 或者增加MMP-2及MMP-9的表达可

能是治疗ALF的重要途径之一. 
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0  引言

肝纤维化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修复

过程中的代偿反应, 以肝内细胞外基质(extracel-
lular matrix, ECM)过度沉积, 结缔组织增生为病

理特征, 是各种慢性肝病最后发展为肝硬化的

必经阶段, 因此积极控制肝纤维化进展具有重

要的临床意义. 基质金属蛋白酶(matrix metal-
loproteinases, MMPs)主要功能是降解ECM成

分. 而1型金属蛋白酶组织抑制剂(type-1 tissue 
inhibitor of metalloproteinases, TIMP-1)是组织中

MMPs的主要内源性抑制因子. MMPs与TIMPs
在肝脏中维持一种动态平衡的状态是肝脏保持

正常功能的基础之一. 正常情况下, 当有过量的

ECM产生时, 会被MMPs降解, 同时TIMP-1又适

当抑制着MMPs的活性, 不至于损伤正常肝脏组

织. 一旦有各种致病因子打破这种动态平衡, 则
可导致MMPs活性受到影响, 造成ECM堆积, 最
终发生肝纤维化. 但这一机制在酒精性肝纤维

化(alcohol liver fibrosis, ALF)中的作用尚无报道. 
本研究通过体内实验, 观察MMPs纤溶途径在

ALF的动态变化. 探讨MMPs纤溶途径在ALF形
成中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♂SD大鼠(上海中医药大学龙

华医院实验动物中心)150只, 体质量260 g±20 
g, 许可证号: SCXK(沪)2007-0005, 分笼饲养, 
室温15 ℃-25 ℃, 自由饮水, 普通饲料喂养. HE
及Masson染液(上海虹桥乐翔医用试剂有限公

司); TRIzol、逆转录(reverse transcription, RT)
试剂盒(美国Invitrogen公司); DNA Marker(上
海申能博彩生物科技有限公司); SYBR Green 
Supermix(日本东洋公司); 兔抗大鼠MMP2单克

隆抗体试剂盒、兔抗大鼠MMP-9单克隆抗体

试剂盒、羊抗大鼠TIMP-1单克隆抗体试剂盒

(Santa Cruz Biotechnology INC); UV-2102C分光
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■相关报道
季光等对酒精性
肝病进行了多年
研究, 并用中药进
行干预, 收到了不
错的效果.

MMP: 基质金属蛋白酶; TIMP-1: 抑制物1型金属蛋白酶组织抑

制剂.

光度计(Uniqem公司); 凝胶成像系统(上海四星

生物技术有限公司); 实时荧光聚合酶链式反应

ABI7300型检测仪(美国ABI公司); 引物由上海

英骏生物科技有限公司合成, 序列见表1. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组及处理: 大鼠随机分为空白组

10只, CCl4组10只, 其余130只为造模组. 造模

参考文献方法[1], 10 mL/(kg·d)56度二锅头酒、

2 mL/(kg·d)玉米油、25 mg/(kg·d)吡唑混合物灌

胃, 1次/d; 第2周起按0.3 mL/(kg·d)剂量予腹腔注

射微量CCl4橄榄油溶液(CCl4∶橄榄油 = 1∶3), 
2次/wk. CCl4组予与模型组等量的CCl4橄榄油

溶液腹腔注射, 并以等体积生理盐水灌胃. 空白

组予与造模组等体积生理盐水腹腔注射和灌胃. 
第4、8、10、12周以盐酸氯胺酮腹腔注射麻醉, 
腹主动脉采血后处死动物, 常规留取血清. 摘取

肝脏称质量后, 于肝右叶切取肝组织2块, 4%甲

醛溶液固定, 用于观察肝脏病理学变化. 
1.2.2 指标检测: (1)ALF大鼠造模过程中肝功能

变化: 赖氏法检测大鼠血清丙氨酸氨基转移酶和

门冬氨酸氨基转移酶活性, 均采用7170S型自动

检测仪检测; (2)病理学检测: HE染色, 观察肝组

织病理损害情况. Masson染色后行肝纤维化程

度评分, 评分标准参照文献[2], 汇管区纤维组织

无增生为“-”; 增生后面积占肝小叶1/3以下为

“+”; 占肝小叶1/3-2/3为“++”; 占肝小叶2/3
以上为“+++”. 每个“+”记1分, 每个标本记

总分. 积分越高, 表明肝脏纤维化程度及病理损

害越重; (3)Western blot法: 100 mg肝组织置于1 
mL RIPA裂解液4 ℃匀浆, 12000 g离心取上清测

定总蛋白含量. 取30 μg总蛋白进行8%-10% SDS-
PAGE凝胶电泳. 经硝酸纤维素膜转移后, 丽春红

染色观察转膜效率. 50 g/L脱脂牛奶中封闭, 分别

加入特异性兔抗大鼠MMP-2、MMP-9或TIMP-1
单克隆抗体(1∶1000稀释)、鼠抗鼠GAPDH单克

隆抗体及辣根过氧化物酶标记的抗兔、抗鼠多

克隆抗体(1∶5000稀释)进行免疫反应, 用凝胶

图像处理系统分析目标; (4)Real-Time PCR法: 肝
组织100 mg, 匀浆后用TRIzol抽提总RNA并测定

含量及纯度. 用RT试剂盒进行实时PCR反应. 反
应体系为25 μL: cDNA和上下游引物各0.5 μL, 
SYBS green supermix 12.5 μL, 去离子水11 μL. 循
环条件: 95 ℃预变性3 min, 95 ℃变性30 s, 62 ℃
退火45 s, 72 ℃延伸45 s, 60次循环, 55 ℃ 10 min. 
实时数据采用仪器自带软件ABI Prism 7300 SDS 
Software分析, 计算出MMP-2、MMP-9和TIMP-1 
mRNA的相对表达量. 

统计学处理 应用SPSS18.0软件进行分析, 
各组计量资料以mean±SD表示, 用单因素方差

分析, 两两比较用LSD-t法, 等级资料采用Krus-
kall-Wallis法检验. 检验水准a = 0.05. 

2  结果

2.1 ALF大鼠造模第12周体质量、肝质量、肝体

比变化 与空白组大鼠相比, CCl4组大鼠体质量

无明显变化(P >0.05), 而模型组体质量明显降低

(P<0.05); 肝质量、肝体比明显增加(P<0.05)(表2). 
2.2 ALF大鼠肝组织病理的变化 HE染色显示, 空
白组和CCl4组大鼠肝小叶结构完整, 肝细胞放射

状排列, 无变性、坏死和炎细胞浸润. Masson染
色显示肝小叶中央静脉外少量绿染胶原纤维分

布, 汇管区管壁偶尔有少许细小的绿染胶原纤

维包围. 与空白组比较, 模型组大鼠肝小叶形成

弥漫性以大泡为主的混合性脂肪变, 肝细胞坏

死增多, 小叶各带可见不同程度的点状坏死及

Mallory小体形成, 可见较多量多核细胞、淋巴

细胞及单核细胞浸润. 肝小叶中央静脉外及汇

管区周围有大量绿染胶原纤维包绕, 部分包绕

肝小叶, 但无假小叶形成, 窦周亦有明显的纤维

组织增生. 对大鼠肝纤维化进行评分(Masson染
色, 表3, 图1, 图2). 

2013-06-18|Volume 21|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  MMP-2 、MMP-9 、TIMP-1 和GAPDH引物序列

     基因名称                                引物序列

MMP-2 Forward: 5'-ACTCCCACTTTGATGACGAC-3'
Reverse: 5'-GAAGAGGAAAGGGAACTTGC-3'

MMP-9 Forward: 5'-GCACAGTGAGTGTGGCTGG-3'
Reverse: 5'-GGTGGATATGAGGGTGATGG-3'

TIMP-1 Forward: 5'-CCTCAGAAGTCAACCAGACC-3'
Reverse: 5'-CTCCGACCTGTGGAAGTATC-3'

表  2  酒精性肝纤维化大鼠体质量、肝质量、肝体比的
变化(mean±SD)

     分组  n      体质量(g)    肝质量(g)  肝体比(%)

空白组 10 501.38±31.259 12.39±1.01 2.47±0.15

CCl4组 10 468.50±36.93 11.51±1.64 2.45±0.29

造模组 11 437.91±53.93b 14.82±1.36b 3.42±0.48b

bP<0.01 vs  空白组.
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■创新盘点
部分肺、肾纤维
化 研 究 报 告 中 , 
M M P s 在纤维化
形 成 后 逐 渐 下
降, 而其抑制因子
迅 速 升 高 .  而 在
本研究中发现在
肝纤维化形成后
M M P s 及其抑制
因子均继续升高, 
只是抑制因子升
高更快.

2.3 ALF大鼠肝功能变化 与同期空白组相比, 
CCl4组肝功能无明显差异(P>0.05), ALF组大鼠转

氨酶第10、12周显著升高(P<0.05, P<0.01)(表4). 
2.4 ALF大鼠MMPs迁溶途径的动态变化Western 
blot检测 空白组和CCl4组大鼠肝组织MMP-2、
MMP-9、TIMP-1蛋白表达之间无显著性差异

(P>0.05). 模型组大鼠肝组织MMP-2、MMP-9、
TIMP-1蛋白表达显著高于空白组(P <0.01), 三者

均同步升高, 三者升高幅度之间无明显差异(图3). 
2.5 ALF大鼠MMPs迁溶途径的动态变化Real-time 
PCR检测 空白组和CCl4组大鼠肝组织MMP-2、
MMP-9、TIMP-1蛋白表达之间无显著性差异

(P>0.0.5). 模型组大鼠肝组织MMP-2、MMP-9、
T I M P-1蛋白表达显著高于空白组(P <0.01), 
TIMP-1升幅高于MMP-2及MMP-9(图4). 

3  讨论

酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是慢性

肝病的常见形式之一. ALD具体的致病机制不

2013-06-18|Volume 21|Issue 17|WCJD|www.wjgnet.com
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图  1  HE染色检测各组大鼠肝组织病理改变(光学显微镜, ×200). A: 空白组; B: CCl4组; C: 造模4 wk; D: 造模8 wk; E: 造模

10 wk; F: 造模12 wk.
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图  2  Masson三色染色检测各组大鼠肝组织病理改变(光学显微镜, ×200). A: 空白组; B: CCl4组; C: 造模4 wk; D: 造模8 

wk; E: 造模10 wk; F: 造模12 wk.

表  3  酒精性肝纤维化大鼠纤维化程度的变化

     
分组

                         肝纤维化程度

- + ++ +++

CCl4组 7 3  0   0

模型组 0 3  5   4 c2 = 24.9113, P<0.01
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详, 大部分学者认为可能主要与细胞死亡、组

织损伤有关[3-5]. 过量饮酒是世界公认的致病、

致残、致死原因之一[6,7]. ALD包括轻症ALD、

酒精性脂肪肝、酒精性肝炎、ALF和酒精性肝

硬化5种类型[8]. ALF是肝脏对慢性损伤的一种

修复反应, 其进一步发展可引起肝小叶改建、

假小叶和结节形成, 进入酒精性肝硬化[9]. 肝纤

维化为一动态病理过程, 属可逆性病变[10,11]. 因
此, 明确肝纤维化的发病机制, 阻断、抑制或逆

转肝纤维化是成为临床治疗ALD的一个十分重

要的靶点[12-14]. 本实验在参考以前各种造模方法

和大量前期实验的基础上, 采用复合因素制作

ALF大鼠模型, 本研究结果提示: 采用微量CCl4

对照, 与空白组无论是肝质量、体质量、肝功

能、肝纤维化评分以及在MMP-2、MMP-9和
TIMP-1均无明显差异, 充分说明虽然CCl4可诱

导大鼠肝纤维化形成, 但在本实验中仅起协同

作用[15,16]. 模型组大鼠肝纤维化程度明显升高. 
模型组ALT和AST升高明显, 说明乙醇对肝细胞

造成损伤, 符合ALF的临床表现. 由上可见, 复合

因素制备ALF模型具有造模周期缩短、乙醇给

予量可控、肝脏病理改变稳定、该模型不失为

一种简便、快捷的ALF模型. 肝纤维化的病理特

征是ECM的堆积, 破坏肝的组织结构和损坏肝

功能[17]. 肝纤维化发生这一过程的最终结果既是

ECM合成过多, 更大程度上尤其后期是由于降

解的减少引起的[18,19]. MMPs和TIMPs二者参与了

肝纤维化形成和降解恢复的全过程[20,21]. MMPs
家族主要功能是降解ECM成分, 肝纤维化时, 在
ECM降解中起关键作用的MMPs为MMP-2、
MMP-9、MMP-1、MMP-3[22-25]. 较多的研究认

为MMP-2在纤维化阶段升高, 而在肝硬化和肝

纤维化恢复期逐渐降低. 朱跃科等[26]研究发现, 
MMP-2从基因水平、蛋白水平及酶活性在肝

纤维化的形成过程中均增高. MMP-2的表达与

酶活性在肝纤维化逆转过程中逐渐降低, 说明

MMP-2与肝纤维化的发生发展密切相关. Leroy
等[27]发现MMP-9在慢性丙型肝炎患者血清中

MMP-9的水平与纤维化分期呈明显负相关, 即
随着疾病的进展其水平逐渐降低. 激活的MMPs
主要被特异的TIMPs所抑制, 他是组织中MMP
的主要内源性抑制因子. 目前已发现的TIMP肝
内主要存在TIMP-1和TIMP-2[28], MMPs与TIMPs
在肝脏中维持一种平衡统一的状态, 当有过量

的ECM产生时, 会被MMPs降解, 同时TIMPs又
适当抑制着MMPs的活性, 不至于损伤正常肝脏

组织. 一旦有各种致病因子打破这种统一, 从而

导致肝纤维化的发生、发展. 在肝纤维化发展

过程中, TIMP-1的表达增强, 增加了胶原纤维的

积累并促进肝纤维化的发展, 是肝纤维化形成

■应用要点
抑制TIMP-1的过
度表达或者增加
MMP-2及MMP-9
的 表 达 ,  调 解
MMPs与TIMPs之
间的平衡, 可能是
治疗ALF的重要途
径之一.
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图  3  Western blot检测酒精性肝纤维化大鼠MMPs纤溶途
径的动态变化. A: 空白组; B: CCl4组; C: 造模4 wk; D: 造模

8 wk; E: 造模10 wk; F: 造模12 wk. MMP: 基质金属蛋白酶; 

TIMP-1: 抑制物1型金属蛋白酶组织抑制剂.
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图  4  Real-time PCR检测酒精性肝纤维化大鼠基质金属蛋
白酶的动态变化. MMP: 基质金属蛋白酶; TIMP-1: 抑制物

1型金属蛋白酶组织抑制剂.
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表  4  酒精性肝纤维化大鼠肝功能变化 (mean±SD, U/L)

     分组            ALT           AST

空白组   33.90±9.81 119.57±28.63

CCl4组   27.58±3.03 116.90±20.47

模型组 138.34±43.35b 257.41±162.31b

bP<0.01 vs  空白组. ALT: 丙氨酸转氨酶; AST: 谷草转氨酶.



1600               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2013年6月18日   第21卷   第17期 

的重要因素[29]. Yoshiji等[30,31]、通过TIMP-1转基

因小鼠模型研究证实, 在CCl4肝损伤时, TIMP-1
转基因小鼠过度表达TIMP-1, 肝纤维化发展比

野生型小鼠更快, 范围更广, 但在无损伤原因

时, TIMP-1转基因小鼠过度表达TIMR-1但无肝

纤维化, 表明肝纤维化发展是ECM对肝损伤的

反应性合成增加与TIMP-1介导的ECM降解减

少的共同结果. 相反, 用MMP-9的突变蛋白作为

TIMP-1的清除剂, 也可因为增加基质的吸收而

使纤维化减轻[32]. 在本研究中发现, 随着肝纤维

化的进展, MMP-2、MMP-9及TIMP-1均同时升

高, TIMP-1的升高幅度超过MMP-2及MMP-9, 
提示在ALF的形成中, MMPs与TIMPs之间的平

衡被打破, 导致ECM的过多沉积并促进了ALF
的发生与发展. 

总之, 在ALF形成过程中, TIMP-1过多增长, 
MMP-2及MMP-9相对不足, MMPs与TIMPs之
间的平衡被破坏, 肝细胞微环境稳态失衡, 导致

ECM过多沉积的是ALF形成的重要机制, 抑制

TIMP-1的过度表达, 或者增加MMP-2及MMP-9
的表达可能是治疗ALF的重要途径之一. 
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