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摘要　目的：观察清肺消炎丸对ＣＯＰＤ大鼠肺组织中基质金属蛋白酶－９（ＭＭＰ－９）及基质金属蛋白酶组织抑制因子－１（ＴＩＭＰ
－１）表达的影响。方法：将３０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随机分为３组，正常对照组、ＣＯＰＤ模型组和清肺消炎丸组，除正常对照组外，采
用烟熏及内窥镜下气管滴入内毒素方法制作ＣＯＰＤ模型，造模成功后分别治疗７ｄ，观察各组肺组织中ＭＭＰ－９和ＴＩＭＰ－１表
达变化。结果：模型组大鼠肺组织 ＭＭＰ－９和 ＴＩＭＰ－１的表达与空白组相比明显增强（Ｐ＜００５），中药治疗组大鼠肺组织
ＭＭＰ－９和ＴＩＭＰ－１水平比模型组减低（Ｐ＜００５）。结论：清肺消炎丸具有抑制ＣＯＰＤ大鼠肺组织中 ＭＭＰ－９及 ＴＩＭＰ－１的
表达，改善ＭＭＰ－９／ＴＩＭＰ－１比例失衡，从而防治该病气道重塑的作用。
关键词　清肺消炎丸；慢性阻塞性肺疾病；急性发作期；ＭＭＰ－９；ＴＩＭＰ－１
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　　慢性阻塞性肺部疾病（ＣｈｒｏｎｉｃＯｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅＰｕｌｍｏ
ｎａｒｙＤｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）的病理以肺泡壁进行性破坏，肺泡
扩张为其特征性改变。大量实验研究证实，蛋白酶／抗
蛋白酶的失衡是其主要原因之一。近年来基质金属蛋

白酶（ＭＭＰ－９）及基质金属蛋白酶组织抑制因子
（ＴＩＭＰ－１）失衡渐渐受到重视。本实验拟通过观察清
肺消炎丸治疗对 ＣＯＰＤ大鼠肺组织中 ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ
－１表达的影响，探讨其干预 ＣＯＰＤ大鼠气道重构的
作用和机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级健康Ｗｉｓｔａｒ大鼠３０只，雄性，体
重２５０～３００ｇ，天津中医药大学实验动物中心提供。
１１２　药物　清肺消炎丸由天津中新药业达仁堂制

药厂生产。

１１３　试剂及仪器　内毒素（美国Ｓｉｇｍａ公司），大前
门牌过滤嘴香烟（上海卷烟厂生产），兔抗鼠 ＭＭＰ－９
和ＴＩＭＰ－１及ＳＡＢＣ免疫染色试剂盒、ＤＡＢ显色试剂
盒（棕黄色），均为武汉博士德生物工程有限公司生

产。ＯＬＹＭＰＵＳＣＸ—３１显微镜为日本 ＯＬＹＭＰＵＳ光学
仪器有限公司生产。ＪＶＣ数码相机为日本ＪＶＣ公司生
产。ＨＭＩＡＳ－２０００高清晰度彩色医学图文分析系统由
武汉千屏影像技术有限责任公司生产。

１２　方法
１２１　ＣＯＰＤ模型的建立　采用烟熏及内窥镜下气管
滴入内毒素造模法制造ＣＯＰＤ大鼠模型［１］。除正常对

照组呼吸正常空气外，其他各组大鼠每天上午在自制

的密闭箱内熏大前门牌香烟雾０５ｈ。在实验开始第
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１ｄ和第１４ｄ时，各组大鼠均用乙醚麻醉，除正常对照
组在硬式鼻腔镜引导下经声门缓慢滴入２００μＬ生理
盐水外，２００μＬ内毒素水溶液（１ｍｇ／ｍＬ），当日不予被
动吸烟。连续熏烟４周后，造成慢性阻塞性肺疾病模
型。

１２２　实验分组及给药　将 Ｗｉｓｔａｅｒ大鼠随机分为３
组，每组１０只。（１正常对照组：灌服生理盐水１ｍＬ／
１００ｇ，１次／ｄ，灌服７ｄ；（２模型对照组：灌服生理盐水
１ｍＬ／１００ｇ，１次／ｄ，灌服７ｄ；（３清肺消炎丸组：每天
灌服量１ｍＬ／１００ｇ，以含清肺消炎丸量为：１５６ｇ／ｋｇ，１
次／ｄ，灌服７ｄ。３组均在停止烟熏的第２ｄ开始灌药。
１２３　石蜡切片与免疫组化　灌药结束后的第２ｄ，
１０％水合氯醛腹腔麻醉后，取出肺组织并置于福尔马
林溶液中常规固定后，各大鼠肺组织行常规石蜡切片，

片厚５μｍ。各切片脱蜡至水，采用链霉菌抗生物素蛋
白－过氧化酶法（武汉博士德公司，ＳＰ即用型试剂盒）
在石蜡切片上测 ＭＭＰ－９和 ＴＩＭＰ－１的免疫组化表
达，一抗为１∶１００ＭＭＰ－９和ＴＩＭＰ－１多克隆抗体，二
抗为生物素山羊抗兔 ＩｇＧ，阴性对照标本除以 ＰＢＳ代
替一抗外，其他步骤与被测标本相同，ＤＡＢ室温显色，
阳性反应为胞质中出现棕黄色颗粒。

１２４　照相及图像分析　每只大鼠的免疫组化标本
随机选取５个视野；４００倍光镜下进行观察。用 ＪＶＣ
数码相机在４００倍下照相，用 ＨＭＩＡＳ－２０００高清晰度
彩色医学图文分析系统对各切片在４００倍下进行图像
分析，每张切片的周围随机选择５个计算机视野，测定
各组有ＭＭＰ－９和 ＴＩＭＰ－１阳性反应物质的光密度，
结果以均数±标准差表示。平均光密度反应某物质吸
收光的程度，被测结构颜色越深，平均光密度值则越

大。

１２５　统计学分析　全部数据用 ＳＰＳＳ１３０统计软
件处理，组间比较用方差分析，两两比较用ＬＳＤ检验。
２　结果
２１　大鼠肺组织基质金属蛋白酶 －９（ＭＭＰ－９）的检
测结果　ＭＭＰ－９在正常对照组，肺组织中仅见微量
的表达，在模型组肺组织中可见到强阳性表达。模型

组肺组织中的表达明显强于正常对照组，但清肺消炎

丸组明显弱于模型组，见图１。
２２　大鼠肺组织金属蛋白酶组织抑制因子 －１（ＴＩＭＰ
－１）检测结果　ＴＩＭＰ－１在正常对照组肺组织中仅见
微量的表达，在模型组的肺组织中可见到强阳性表达。

模型组肺组织中的表达明显强于正常对照组，但清肺

消炎丸组明显弱于模型组，见图２。

图１　３组大鼠肺组织中ＭＭＰ－９表达情况

图２　３组大鼠肺组织中ＴＩＭＰ－１表达情况

２３　３组大鼠肺组织 ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１阳性细胞的
平均吸光度值比较，见图３。

图３　大鼠肺组织ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１阳性细胞科均吸光度值
　　（注：与正常对照组比，Ｐ＜００５；与模型组比，△Ｐ＜００５）

３　讨论
由于遗传因素或炎症细胞和递质的作用，肺内源

性蛋白酶和抗蛋白酶失衡，构成肺泡壁的细胞外基质

（ＥＣＭ）受损是肺气肿性破坏的主要机制［２－４］。正常情

况下构成肺泡壁的细胞外基质（ＥＣＭ）处于合成与降
解的动态平衡，蛋白酶分泌增加和／或抗蛋白酶合成减
少均可致细胞外基质受损。ＭＭＰ－９和ＴＩＭＰ－１的动
态平衡，目前被认为是反映气道组织破坏与修复动态

平衡的标志［５－７］。ＣＯＰＤ患者由于炎症刺激促使的炎
性细胞的增加，产生蛋白酶增加，活性增强，当超过抗

蛋白酶的数量及活性时，引起弹性纤维的破坏，促使了

肺气肿的形成［８］。

基质金属蛋白酶类（ＭＭＰｓ）是一组由钙离子激活
的含锌离子的内肽酶家族，几乎能降解细胞外基质的

所有成份，其主要由巨噬细胞、中性粒细胞、内皮细胞

等合成与分泌。在炎症、创口愈合、肿瘤浸润等疾病过

程中有重要作用［９－１２］。ＭＭＰ－９即明胶酶 Ｂ，其主要
作用为降解弹力纤维、明胶、及Ⅳ、Ｖ型胶原。其参与
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ＣＯＰＤ的发病机制主要是通过破坏肺泡基质成分，使
肺泡结构破坏，形成肺气肿及参与气道重塑而导致气

流阻塞［１３］。Ｋａｎｇ等［１４］报道，肺实质 ＭＭＰ－９的表达
与吸烟有明显的相关性，并且其表达水平与 ＦＥＶ１呈
负相关。本实验发现 ＣＯＰＤ模型组大鼠肺组织中
ＭＭＰ－９的表达明显增强，证实了其参与了 ＣＯＰＤ的
发生和发展。

ＴＩＭＰｓ是 ＭＭＰｓ的内源性天然抑制因子，广泛分
布于组织和体液中，其主要作用为促进细胞外基质

（ＥＣＭ）沉积和抑制其降解，并类似生长因子可促进平
滑肌细胞、表皮细胞等增生。ＴＩＭＰ－１是所有亚类中
活性最强的，其特异性抑制ＭＭＰ－９活性，能被多种细
胞因子诱导产生［１４－１５］。Ｖｅｇｎｏｌ等［１６］在患者痰中发现

ＭＭＰ－９和 ＴＩＭＰ－１含量显著高于健康人，ＭＭＰ－９／
ＴＩＭＰ－１则低于正常人，且这一比值与第１秒用力呼
气容积呈正相关，表明 ＭＭＰ－９／ＴＩＭＰ－１失衡是引起
ＣＯＰＤ的一个重要机制之一。本实验结果显示 ＣＯＰＤ
模型组大鼠肺组织中 ＴＩＭＰ－１的蛋白表达也明显增
强，其可能是由于病理因素刺激下ＭＭＰ－９增多，使降
解细胞外基质增多，从而做出的反馈的应答，以避免组

织破坏过度。

我们在多年的临床实践中发现ＣＯＰＤ急性发作期
患者，以“痰热郁肺”之证多见，故拟用“清热宣肺平

喘”法，以达到“清痰热、宣肺气、平气喘”的作用。清

肺消炎丸由《伤寒论》中的麻杏石甘汤为基础化裁而

来，主要药物包括：麻黄，石膏，杏仁，地龙，牛蒡子，葶

苈子，牛黄，羚羊角等。方中麻黄宣肺平喘，被誉为“治

喘圣药”；石膏，牛黄，羚羊角清热化痰，其中石膏配麻

黄，清宣肺中郁热而起到平喘之功效；杏仁，牛蒡子宣

降肺气，协同麻黄以治咳喘；地龙平喘通络，诸药合用，

功效将至。

基于本实验的结果我们认为：在慢性阻塞性肺部

疾急性发作期，以ＴＩＭＰ－１相对增高而导致ＭＭＰ－９／
ＴＩＭＰ－１失衡为特征，进而引起以反馈性的细胞外基
质沉积和气道重塑为主的病理变化可能是该病发展过

程中的重要阶段，也是影响疾病转归的重要因素之一。

在清热宣肺平喘法指导下运用清肺消炎丸进行干预，

发现清肺消炎丸治疗后大鼠ＭＭＰ－９和ＴＩＭＰ－１的表
达均明显下降，且以抑制 ＴＩＭＰ－１的表达更为显著。
提示通过对ＭＭＰ－９和 ＴＩＭＰ－１的抑制，从而使肺脏
基质的降解减少，同时可以防止肺泡外基质过度增生，

减轻气道重塑，可能是该治法指导下用药干预 ＣＯＰＤ
的作用机制之一。
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