基质金属蛋白酶-9在急性胰腺炎相关性肺损伤中表达的研究
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[摘要]   目的  探讨基质金属蛋白酶-9在急性胰腺炎相关性肺损伤中的表达及其临床意义。方法  SD大鼠腹腔注射L-精氨酸制备急性坏死型胰腺炎（ANP）模型。透射电镜下观察肺脏组织超微结构改变；采用免疫组化法分析MMP-9在大鼠肺脏、胰腺组织中的表达及定位。对ANP死亡患者尸检的肺脏和胰腺标本蜡块进行HE染色和免疫组化分析。结果 透射电镜观察ANP大鼠肺泡基底膜水肿、坏死、断裂，肺脏间质水肿、坏死、大量粒细胞浸润，毛细血管内皮水肿、坏死、断裂；免疫组化结果显示肺间质、基底膜及间质浸润的炎症细胞和胰腺间质、基底膜均MMP-9表达阳性。ANP尸检标本胰腺和肺脏组织有明显的坏死和结构破坏，且MMP9表达阳性。结论 MMP-9在ANP大鼠和死亡患者胰腺和肺脏组织表达均阳性，MMP-9可能在APALI的发病过程中起着重要作用。
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Expression of matrix metalloproteinase-9 in acute pancreas associated lung injury
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      [Abstract]  Objective  To investigate the expression and clinical signficance of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in acute pancreas associated lung injury (APALI). Methods Acute nerotizing pancreatitis(ANP) was induced in SD rats by intraperitoneal injection of L-argimne and the consequent pulmonary injury was characterized. The morphological changes of lung were observed under transmission electron microscope. The expression and location of MMP-9 protein in ANP pancreas and lung were detected by immunohistochemisty. MMP-9 was examined by immunohistochemistry and histochemis- try in tissue removed at necropsy of ANP. Results  Electron microscopy was more helpful and revealed a dramatic and widespread injury to the alveolar capillaries. Alveolar capillary endothelial cells have the features of acute injury; blebbing and separation from the basement membrane are present, and areas of focal necrosis with disruption of the cell membrane were seen. Marked interstitial edema is present with inflammatory cells, particularly neutrophils.MMP-9 was highly expressed in pulmonary interstitial,basement membrane，interstitial infiltration of inflammatory cells, and,to a lesser degree,in pancreatic mesenchymal and basement membrane.MMP-9 was positive in pancreas and lung tissue removed at necropsy of ANP, while negative in control. Conclusions: These findings suggest an important role for MMP-9 in APALI.
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急性胰腺炎（acute pancreatitis，AP）是消化科常见危重症之一，急性坏死性胰腺炎（acute nerotizing pancreatitis，ANP）的死亡率达到15～25％[1]，其中60%的死亡原因与急性胰腺炎相关性肺损伤（APALI）的病理过程密切相关。那么如何控制APALI，降低ARDS的发生，是摆在我们面前的紧迫任务。本部分实验在大鼠ANP模型和ANP死亡患者尸检标本的基础上，通过对ANP及APALI相关指标的检测，探讨MMP与APALI的发病之间的关系。

1 材料与方法

1.1 标本来源  健康雄性SD大鼠42只，体重180(220克，清洁级，第二军医大学动物实验中心提供。适应性饲养一周后开始实验。实验前12h禁食，自由饮水。长海医院病理科提供的8份ANP死亡患者的肺脏和胰腺尸检标本蜡块为实验组，6份非胰腺炎死亡、无肺脏原发病的尸检报告肺脏、胰腺正常的尸检标本蜡块为对照组。

1.2 主要试剂与设备  伊文思蓝（Evans Blue，EB）、L-Arginine购自美国Sigma公司；苏木精、曙红、明胶和TritonX-100购自华美生物技术公司；MPO检测试剂盒，南京建成生物工程研究所；小鼠抗大鼠MMP-9单克隆抗体、小鼠抗人MMP-9单克隆抗体为美国Oncogene产品，EnVisionTM+Sysytem，Peroxidase（DAB）试剂盒（DAKO公司，U.S.A）；MMP抑制剂BB-94（Batimastat）, 英国British Biotech公司（馈赠）。Flours Mutimager 图像分析仪。激光共聚焦扫描显微镜、透射电镜（Leica，德国），第二军医大学细胞生物学教研室。

1.3 动物模型制备  健康雄性SD大鼠42只，随机分为2组：正常对照组(CON组), n=6；ANP组，n=36，所有大鼠腹腔注射L-精氨酸（250mg/100g体重），间隔1h，以制备大鼠ANP模型。大鼠于胰腺炎诱导后12h处死，胰腺和肺脏组织常规石蜡包埋、切片。部分肺脏放入电镜固定液中，进行透射电镜观察。

1.4 实验方法  

1.4.1  病理学检查  采用苏木精和曙红（Hematoxylin and Eosin, HE）染色，肺脏、胰腺石蜡包埋组织切片进行HE染色，采用单盲法由专科医师在光镜下阅片，并参照Mayer和Rongione [2,3]等标准进行评分

1.4.2  肺组织的电镜观察 采用透射电镜观察。
1.4.3  肺脏、胰腺组织MMP-9免疫组化染色：肺脏、胰腺组织MMP9的染色流程采用IHN- Envision 法，一抗浓度为1：80，阴性对照：以PBS代替一抗。结果采用免疫组化分析软件进行分析：参数a表示测量窗内阳性强度均值，可客观反映免疫反应的强度；参数b表示测量窗内阳性面积，可客观反映免疫反应产物分布的数量；参数c表示测量窗内阳性比率，可客观反映阳性产物与阴性产物的相对比率；参数d表示测量窗内阳性面积比，可客观反映阳性产物面积占窗总面积的百分比。每张切片测量3次，取其均值。

1.4.4  统计学处理  采用统计软件SPSS13.0软件进行统计学分析。所得数据以±s表示，两组间采用t检验进行分析。

2  结果 

2.1  大鼠标本的结果

2.1.1  胰腺和肺脏的病理改变  光镜下CON组胰腺组织结构清晰，腺泡小叶完整，间质无渗出；ANP实验组见胰腺组织间质增宽，有核炎症细胞浸润，腺细胞坏死，可见核固缩及凋亡小体，片状脂肪坏死形成和出血，可见皂化斑。CON组肺组织结构清晰，肺泡壁完整，肺间质无渗出（见图1-A），ANP实验组见肺组织间质水肿，肺泡间隔增宽，有核炎症细胞浸润，肺泡内可见渗出、出血（见图1-B）。

透射电镜发现：CON组肺泡壁基底膜完整，毛细血管壁无损坏，肺脏间质无粒细胞浸润，肺泡内无渗出、出血（见图2-A、B）；ANP组，肺泡基底膜水肿、坏死、断裂，肺脏间质水肿、坏死、大量粒细胞浸润，毛细血管内皮水肿、坏死、断裂（见图2-C、D）。

2.1.2  肺脏、胰腺组织MMP-9免疫组化染色结果分析  CON组大鼠胰腺、肺脏组织切片免疫组化染色未见MMP-9表达。ANP组在急性炎症期可见胰腺组织间质、基底膜等处有MMP-9的表达，肺脏组织间质、肺脏基底膜以及间质浸润的有核炎症细胞都有MMP-9阳性表达（图3），免疫组化染色结果的软件分析统计表明（见表1），与CON组相比，ANP实验组肺脏、胰腺组织MMP-9表达强阳性（P<0.01）。

                表1 ANP组MMP-9表达的分析结果
	指标
	肺脏
	      胰腺

	a
	7.97±0.63
	5.78±1.16

	b
	2953.43±358.18
	2452.21±360.75

	c
	21.36±3.75
	19.93±4.20

	d
	0.66±0.34
	0.56±0.38


2.2 尸检标本的结果

2.2.1  胰腺肺脏标本HE染色结果：对照组无原发胰腺疾病，因为尸检距死亡时间的长短有不同程度的自溶现象，但腺泡结构轮廓仍可见，无组织坏死。实验组胰腺组织可见大片坏死，腺泡结构和小叶结构完全破坏。对照组肺组织结构清晰，肺泡壁完整，肺间质无渗出，部分区域间质增厚，肺泡萎陷，血管充血，为濒死前肺脏表现。实验组可见弥漫性肺间质水肿，并有较多的嗜中性白细胞和单核细胞浸润，肺泡萎陷，肺泡结构紊乱，肺泡壁破裂，肺间质及肺泡腔显著充血、水肿，间质增宽，并可见散在出血灶，肺泡腔和肺间质中有大量炎细胞浸润（见图4）。

2.2.2  胰腺肺脏标本MMP-9免疫组化染色结果分析：对照组胰腺组织肺脏组织无MMP-9的表达。实验组胰腺组织可见胰腺间质以及浸润的粒细胞都有MMP-9的表达，肺脏组织可见肺脏间质、肺泡基底膜以及浸润的粒细胞都有MMP-9的表达（见图5）。免疫组化染色结果的软件分析统计表明（见表2），与对照组相比，实验组肺脏胰腺组织MMP-9表达阳性（P<0.01）。
表2 实验组MMP-9表达的分析结果
	指标
	肺脏
	      胰腺

	a
	3.26±0.72
	2.08±0.56

	b
	1126.21±221.35
	998.86±225.36

	c
	9.15±3.05
	7.98±3.96

	d
	0.30±0.19
	0.18±0.13


3 讨  论

急性胰腺炎相关性肺损伤 ( acute pancreatitis associated lung in jury, APALI)是指由重症急性胰腺炎（acute nerotizing pancreatitis，ANP）为致病因素而导致的急性、 进行性缺氧性呼吸衰竭, 临床表现为呼吸窘迫和顽固性低氧血症综合征, 进一步发展即为急性呼吸窘迫综合征 (acute respiratory distress syndrome, ARDS) [4], 是ANP早期最常见、最严重的并发症。因此防治ARDS成为降低ANP早期死亡率的重要措施[5],而防治的关键时期在ARDS的早期即APALI阶段[6，7]。

近年来,通过对急性胰腺炎发病机制的研究证实,该病病情不断加重的核心机理是单核巨噬细胞、中性粒细胞、内皮细胞等的参与[8，9],使得胰腺炎在开始阶段就成为过度的全身炎症反应综合征（systemic inflammatory response syndrome，SIRS)。近年越来越多的研究表明，MMP-9 与急性炎症反应有着密切关系。在SIRS发生发展过程中，MMP-9主要通过与细胞因子的相互作用从而损伤血管内皮进而促进炎症细胞的迁移和局部浸润加剧炎症反应，可造成器官功能的损伤，严重时导致 MODS。因此如果能及时对APALI作出诊断与治疗,往往能够阻断病情发展,预防MODS 的发生。
APALI胶原裂解和增加的胶原降解产物羟脯氨酸含量与肺脏结构改变和肺泡毛细血管渗透性密切相关，因为肺泡基底膜富含胶原IV，所以推测基质金属蛋白酶可能参与了这一病理生理过程，这一推测已被急性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome, ARDS)患者支气管肺泡灌洗液的基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinase, MMP)相关研究所证实[10]。本部分实验成功复制了APALI大鼠模型，研究发现正常大鼠肺组织切片免疫组化染色未见MMP-9表达；L-精氨酸诱导的ANP模型，大鼠肺脏间质、肺脏基底膜以及间质浸润的有核炎症细胞都有MMP-9阳性表达。另外本实验还采用ANP死亡患者和对照组患者（指非胰腺疾病死亡、无原发肺脏病变尸检报告肺脏胰腺正常的患者）的尸检标本，对两组胰腺和肺脏组织进行了HE染色和MMP-9免疫组化研究，结果发现对照组胰腺和肺脏除了少许尸检标本正常范围内的自溶和萎陷之外无其它表现，胰腺、肺脏MMP-9免疫组化染色阴性；而ANP死亡患者胰腺大片坏死，肺脏间质增宽、渗出、出血，胰腺和肺脏有MMP-9的表达。以上证据均提示MMP-9可能参与了APALI的发病。Keck等[11-13]研究也证实了这一点，并且通过免疫组化双重染色显示了中性粒细胞与MMP-9的共定位现象；给予MMP抑制剂的体内体外试验可见MMP释放减少及相关的病理生理改变明显改善，从而认为中性粒细胞的激活具有释放MMP-9的作用。

本人有关APALI实验系统观察并检测急性胰腺炎相关肺损伤的相关指标，如淀粉酶、组织MPO水平（反应组织嗜中性白细胞浸润情况）、肺脏组织渗透性检测、明胶酶谱MMP-9活性分析及MMP-9蛋白含量的测定，结果显示，在AP的发生发展过程中，由于各种炎性因子的刺激，炎性细胞的过度表达，引起MMP-9的大量释放，其进一步刺激炎性细胞的分化，成为SIRS的一个重要诱发途径，同时参与AP时肺组织损伤和修复失衡，引起肺损伤和ARDS，增加AP的死亡率。大量研究[10-13]表明MMP-9在AP中因炎性细胞的激活而大量释放，与病情的严重程度有明显相关性，同时MMP-9的检测方法简单，因此血清MMP-9可望作为AP是否发生ANP及出现多脏器损害的诊断及预测指标，在临床上起到指导作用；而且如何阻止MMP-9的活性表达，减少APALI，也是摆在我们面前的重大课题，随着MMP-9及其抑制剂[12]的研究深入，将成为AP治疗的新途径。
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图1-A CON组大鼠正常肺脏病理切片HE染色（×200）





图1-B ANP组大鼠肺脏组织12h肺脏病理组织学变化（×200）





图2-B. CON组肺脏完整毛细血管壁（8000×）





图2-A. CON组肺脏完整基底膜（4000×）





图2-D. ANP组肺脏毛细血管壁


水肿、断裂（8000×）





图2-C. ANP组肺脏基底膜


空泡变性（9000×）














  图3  ANP组12h大鼠肺脏组织MMP-9免疫组化染色结果（200×）





 图4  实验组肺脏组织HE染色图片（200×）





 图5 实验组肺脏MMP-9免疫组化染色图片（200×）









5

