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【摘* 要】目的：探讨哮喘豚鼠模型中基质金属蛋白酶
（OOTF）及其组织抑制因子（.KOT）在哮喘气道重构发病中的
作用- 方法：重复雾化吸人卵蛋白建立豚鼠哮喘气道重构模
型- 实验分为对照组、哮喘激发 (，’ 和 , =[组- 免疫组化方
法结合显微图像分析检测 OOT#&，.KOT#! 的表达- 半定量
TJE检测 OOT#& 及 .KOT#!2ELX 水平- 结果：! 哮喘各组
动物均出现管壁增厚、平滑肌增生等气道重构的特征性改变-

" 哮喘豚鼠 OOT#& 的 2ELX 表达：哮喘 ( =[ 组为（"- )$ \
"- ")），哮喘 ’ =[组为（"- %( \ "- ")）；哮喘 , =[组为（"- (, \
"- "(）；对照组为（"- $! \ "- "(）；哮喘各组与对照组组间比较
差异有统计学意义（4 ] "- ")）- 哮喘豚鼠 .KOT#! 的 2ELX水
平：哮喘 ( =[ 组为（"- +’ \ "- "(）；哮喘 ’ =[ 组为（"- ,+ \
"- ")）；哮喘 , =[ 组为（"- &% \ "- ")）；对照组为（"- $" \
"- "$）；哮喘各组与对照组组间比较差异有统计学意义（4 ]
"- ")）- # 免疫组化的结果和 E.#TJE 的结果一致- $ 在哮
喘各时段组中，OOT#& 的表达增高自第 ( =[ 时明显变缓，而
.KOT#! 仍持续增高，导致 OOT#& ^ .KOT#! 比例下降- 结论：
哮喘的气道重构与 OOT#& 和 .KOT#! 的表达密切相关，而二
者的比例可能反映气道重构的严重程度-
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IJ 引言
气道重构是气道反复炎症损伤与修复的结果，是

造成哮喘患者不可逆气道阻塞的病理生理基础，主要

表现为细胞外基质（ /SDC3</00:03C 23DC4S，1JO）的沉
积、基底膜增厚、气道平滑肌增生和肥厚等改变- 其
中 1JO在气道壁沉积过多是引起气道壁纤维化和气
流阻塞的主要原因之一［!］- 正常 1JO的合成与降解
处于一个动态平衡之中，基质金属蛋白酶#&（23DC4S
2/D300@BC@D/463F/F，OOT#&）与基质金属蛋白酶抑制因
子#!（ D4FF:/ 46>4U4D@C @7 2/D300@BC@D/463F/，.KOT#!）平
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衡是维持 !"# 内环境稳定的决定因素［$］% 本实验通
过复制豚鼠哮喘模型，利用免疫组化和 &’()"& 方法
测量不同阶段哮喘豚鼠模型肺中 ##)(* 及’+#)(,含
量变化，并了解 ##)- . ’+#)在哮喘发病中的作用%

!" 材料和方法
!% !" 材料" 卵蛋白、结合生物素的羊抗兔 +/0血清、
12"复合物均购自美国 34/56 公司；兔抗 ’+#)(, 抗
体、兔抗 ##)(* 抗体购自武汉博士德公司；’7489: 试
剂购自美国 +;<4=79/>;公司；!"# 酶购自日本 )795>/6
公司；##)(* 和 ’+#)(, 上下游引物由北京奥科公司
合成；?@$ 型超声雾化吸入器购自上海合力医疗器械
厂；)’"(,@@ 型 )"& 仪为美国 249(&6A 公司产品；雄
性豚鼠 B$ 只，体质量 $@@ C $D@ /，由第四军医大学试
验动物中心提供%
!% #" 方法
,% $% ,E 动物分组及模型制备E 实验动物随机分为对
照组和哮喘 ?，F 和 G HI 组，每组 G 只% 各哮喘组于
第 , 日腹腔注射卵蛋白（含等量氢氧化铝凝胶）@% ,
5/，, HI后雾化吸人 ,@ / . J 浓度的卵蛋白溶液激发
哮喘，隔日 , 次，每次 $@ 54;，根据分组分别激发 ?，F
和 G HI% 第 , 次激发后豚鼠即开始喘息，表现为呼吸
加深加快，肋间隙凹陷，哮喘发作严重者可出现窒息；

喘息后即将动物移出瓶外，喘息可持续 B@ 54;，甚至
更长；对照组同样于第 , 日腹腔注射生理盐水 @% *
5/，, HI后将动物置于半封闭玻璃罩内雾化吸人生
理盐水约 $@ 54;，隔日 , 次，雾化吸入生理盐水 G HI%
,% $% $E 动物模型肺组织取材、固定、切片E 各组模型
于末次激发 ?G K 后以戊巴比妥钠腹腔注射（?@ 5/ .
I/）麻醉豚鼠，开胸留取豚鼠左肺置于液氮中速冻，
L M@N保存备用，经肺动脉灌注 ,@@ 5J生理盐水，继
以新配制的 ?@ / . J 多聚甲醛 )2-（@% , 59: . J，OP
M% ?）F@@ 5J持续灌注 *@ 54;，并将右肺取下后固定
$? K，入 $@@ / . J 蔗糖 Q含氟 )2 溶液中，?N过夜至
标本下沉，R"’包埋，恒冷箱切片机连续切片（厚 ,D
!5），L $@N保存备用%
,% $% BE 免疫组化染色E 肺组织切片贴于载玻片上，
室温干燥 B@ 54;后，以 @% @, 59: . J S)23（OP M% ?）浸
洗，经 G@@ 5J . J 甲醇 Q B@ 5J . J P$R$ 封闭 ,D 54;，
S)23浸洗 B 次 T ,@ 54;，切片入兔抗 ##)(* 血清
（,U,@@）室温孵育 $? K% S)23 浸洗 B 次 T ,@ 54;，入
结合生物素的羊抗兔 +/0 血清（, UD@@），室温孵育 $
K，S)23浸洗 B 次 T ,@ 54;，入 12" 复合物（, UD@@）
室温孵育 $ K，葡萄糖氧化酶(V12(硫酸镍胺法显色%
显色反应终止后，常规脱水，中性树胶封片% 同样方

法利用兔抗 ’+#)(, 染色切片% 每张切片在显微镜下
随机选取 D 个支气管，以棕黄色颗粒在胞质的沉积为
阳性% 图像分析各支气管细胞染色的平均密度以代
表 ##)(*，’+#)(, 的表达强度%
,% $% ?E #)(* 及 ’+#)(, 半定量 )"&E 用 ’7489: 试剂
提取备用肺组织总 &W1；合成 XVW1；半定量 )"& 反
应体系：!"# 酶 BB% B? ;I6=，2YZZ>7 $ !J，[W’)（,@
!59: . J）, !J，##)(* 上游引物（D\(11001’00’"(
’1"’00"1"1(B\）,@ !59: . J，@% D !J，##)(* 下游
引物（D\(01101’011’00111’1"0"(B\，,@ !59: .
J，）@% D !J，模板 , !J，总反应体积 $@ !J% 反应条
件：*?N , 54;；DFN ?D -；M$N , 54;，BD 个循环%
’+#)(, 引物：上游 D\(1"10"’’’"’0"11"’"0(B\，
下游 D\("’1’100’"’’’1"01100""B\，)"&产物长
度为 BF? AO；条件：*GN，变性 ,@ 54;，然后再 *?N变
性 , 54;，F, N退火 D@ -，M$ N延伸 , 54;，共 BD 个循
环，最后，M$N延伸 ,@ 54;% )"& 产物经琼脂糖凝胶
电泳后采用凝胶成像分析系统读取其灰度值%
统计学处理：各组间数据以 $ % & 表示，采用

3)33,,% @ 统计软件进行统计分析，采用 RW!(]1^
1WR_1分析，组间两两比较采用 3WS(# 检验，’ ‘
@% @D为差异有统计学意义%

#" 结果
#% !" 哮喘动物模型的制作" 本实验中对照组豚鼠每
次雾化吸人生理盐水均未见动物发生哮喘；各哮喘组

第 , 次雾化吸人卵蛋白溶液可见哮喘发作，约激发 B
次可见明显哮喘发作，哮喘发作重者甚至可窒息

致死%
#% #" 组织病理学改变" 各组豚鼠肺组织冰冻切片光
镜下见：哮喘各组细支气管上皮变性，细胞脱落，支气

管黏膜皱襞增多，肺泡隔增厚明显，并随着激发时间

的增长逐渐增厚，在哮喘 G HI 组表现最为明显% 对
照组豚鼠肺组织支气管及肺泡结构正常（图 ,）%
#$ %" &&’() 及 *+&’(! 在豚鼠模型肺组织的表达
" 结果显示，哮喘各组与对照组比较差异有统计学意
义（’ ( @% @D），其中 ##)(* 的表达 F HI 组高于 ? HI
组和 G HI组（’ ( @% @D），? HI组和 G HI 组相比差异
无统计学意义（’ a @% @D）% 在 ’+#)(, 的表达中，
G HI组均高于 F HI组和 ? HI 组（’ ‘ @% @,），F HI 组
则高于 ? HI组（’ ‘ @% @,），而##)(* . ’+#)(, 则随着
哮喘激发时间的加长也明显下降（表 ,）%
#$ ," 豚鼠模型肺组织中 &&’() 和 *+&’(! -./0
的表达水平 " 由表 $ 可见，##)(* 的表达哮喘各组
均高于正常对照组（’ ‘ @% @,），F HI 组高于 ? HI 组
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和 ! "#组（! $ %& %’），( "# 组和 ! "# 组相比差异无
统计学意义（! )%& %*）& 在 +,-./’ 的表达中，哮喘各
组高于对照组（! $%& %’），! "#组高于 0 "# 组和 ( "#
组（! $%& %*），0 "#组则高于 ( "#组（! $%& %’）&

1：对照组；2：激发 ( "#组；3：激发 0 "#组；4：激发 ! "#组&

图 ’5 各组豚鼠气道的 67染色结果5 8 9%%

表 ’ 5 各组豚鼠支气管 --./:，+,-./’ 免疫组化结果及
--./: ; +,-./’ 比值变化 （" # !，$ % &）

组别 --./: +,-./’ --./: ; +,-./’

对照 (’& * < =& ’ >:& 9 < 0& % ’& %0 < %& ’’

( "# 0’& 0 < *& (? *(& : < *& * ’& ’9 < %& ’9

0 "# =%& % < *& ( !%& ! < (& : %& != < %& %*

! "# *:& ! < >& : :%& 9 < >& :@ %& 00 < %& %*

?! $ %& %*，@! $ %& %’ ’&对照&

表 95 各组豚鼠支气管 --./:，+,-./’ ABC1 表达及 --./
: ; +,-./’ 比值变化 （" # !，$ % &）

组别 --./: +,-./’ --./: ; +,-./’

对照 %& 9’ < %& %( %& 9% < %& %9 ’& %9 < %& ’%

( "# %& *9 < %& %*? %& >0 < %& %( ’& (9 < %& ’9

0 "# %& =( < %& %* %& !> < %& %* %& :’ < %& %0

! "# %& (! < %& %( %& := < %& %*@ %& (: < %& %(

?! $ %& %*，@! $ %& %’ ’&对照&

!" 讨论
长期以来，人们认为气道重建的发生是在慢性炎

症基础上逐渐进展的［>］& --.D是调节 73- 代谢的

主要限速酶，并在组织细胞的分化、维持正常组织结

构、细胞信号转导、血管形成、创伤的愈合、炎症反应

等多种生理病理过程中发挥重要作用& 所有的 --.D

中，--./: 和哮喘关系最密切［(］& --./: 能降解多

种 73-成分，+,-./’ 是 --./: 的特异性抑制剂& 在

健康个体，--./: 和 +,-./’ 以 ’E’ 的比例共同释放&

而在哮喘发作时痰液中测得 --./: ; +,-./’ 比值增

高［*］，表明在哮喘气道重构过程中，--.D ; +,-.表达

失衡可能起到更为重要作用& 本实验观察发现，各哮

喘组均存在气道重建，并且随着激发时间加长，豚鼠

支气管平滑肌厚度增厚，气道重建的表现更加明显&

哮喘发作时，--./: 升高，降解 73-，有利于炎症细

胞迁移至炎症部分，同时 --./: 降解的基质片断具

有对炎症细胞的趋化作用，促进炎症的进一步发展；

当 --./: 过度表达的同时，+,-./’ 也随之升高以具

有抑制 --./: 的作用，并抑制 73- 的降解，而

+,-./’ 的相对于 --./: 的过度升高，最终导致

--.D ; +,-.D 比例平衡失调，细胞外基质代谢紊乱，

促进气道重建的发生和发展& 而在这个过程中，

--./: 和 +,-./’ 之间变化决定气道重建的具体过

程& --./: ; +,-./’ 比例可以作为一种显示哮喘气道

组织破坏和修复之间平衡的标志［0］& 目前的研究结

合本试验的结果，都证实该联系的存在& 由此可见，

--./: 及 +,-./’ 在不同时期的过度表达以及二者

表达的比例失衡，是支气管哮喘气道炎症与重构的重

要机制之一，过度的 --.D表达与 73- 的降解有关，

而 +,-.D的过度上调，可能导致组织的异常修复& 本

实验结果提示采取措施抑制 --./: 的过度表达，调

节 --./: ; +,-./’ 的平衡是防治哮喘气道重构的新

策略&
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颅内静脉窦血栓形成 !"例的诊断与治疗
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!# 临床资料# &’’&"’+ X &’’N",’，我科收治颅内静脉窦血栓形
成（C484Q820 Y4</E9 9?<E9 3I8/HQ/9?9，JZ6）患者 ,U（男 U，女
,’）例% 年龄 ,& [ N+（平均 )U% +）岁% 病程 & ; [ &% N 2% 其中感
染性 + 例，头部外伤 ) 例，贫血及消耗性疾病 & 例，服用激素
等药物 , 例，产后 , 例，骨髓增生性疾病 , 例，原因不明 ) 例%
急性发病（ \ U ;）+ 例，亚急性发病（U [ )’ ;）N 例，慢性发病
（ ] )’ ;）+ 例% 最为常见的症状为头痛，多位于额颞部或全头
部，,U 例均有% 视力下降、视物不清 ,’ 例，癫痫发作 ( 例，肢
体无力、麻木 ) 例，意识障碍 ) 例% 查体见 ,, 例有视乳头边界
不清，,’ 例视力明显下降伴眼底出血，( 例见继发性视神经萎
缩% 局灶神经系统体征 + 例，脑膜刺激征 ( 例% 全部病例行腰
穿检查 , [ ) 次，J5^ 压力增高，初压 ] &&% + HH.1（, HH.1 _
’% ,)) F72）者 ,’ 例，,N% ’ [ &&% + HH.1 者 U 例，CB9 蛋白含量
不同程度增高 * 例，白细胞数多正常% J6 检查 N 例有阳性发
现，脑内有出血或梗死病灶者 ) 例，局限或弥漫性脑水肿 &
例% =@K检查 ,’ 例有异常存在，除证实上述 J6 表现外，其中
+ 例显示主要静脉窦部分或全部阶段性流空消失，代之以高
信号% ,U 例中 ,& 例磁共振脑静脉成像（=@Z）检查，,, 例显
示静脉窦显影缺失，静脉窦狭窄，管腔不规则及闭塞% ,) 例作
股动脉穿刺全脑血管造影（O5A），每例患者均见一处或多处
静脉窦狭窄、充盈缺损和显影不良% 静脉期延长达 + 9 以上%
闭塞部位累及上矢状窦 ,, 例，横窦 ,’ 例，乙状窦 ( 例，海绵
窦、直窦及大脑深静脉各 , 例% 除常规治疗外，对于急性或亚
急性起病者采取早期抗凝、溶栓或介入治疗 # 例，对于病程较
长，颅内压药物控制不理想者行分流手术 ( 例，, 例视力减退
明显的行视神经鞘减压术% ,( 例患者随访 , [ & 2，每半年 ,

次，并行腰穿、眼底、=@Z和（或）O5A检查% * 例治愈（颅内压
转为正常，不遗留神经功能障碍），( 例症状有不同程度缓解
或视力不再下降，& 例无明显变化%

$# 讨论# JZ6多见亚急性发病，影象学检查在该病诊断中尤
为重要，=@K及 =@Z对颅内静脉窦闭塞可做出明确诊断［,］，
=@K可以清晰地显示脑实质内病变和受累静脉窦流空信号的
消失，=@Z能够直接显示静脉窦血栓形成的范围及程度［&］%
本组中其阳性率为 #&‘ % O5A 一直以来被看作是诊断的“金
标准”，其价值还在于检查的同时可以进行介入局部溶栓治

疗% 对于该病的诊断我们认为可依据以下几个方面：! 颅内
压增高的临床征象；" 视力障碍或其它神经系统局灶体征；
# 腰穿 J5^ 压力 ] ,N% ’ HH.1，检测成分正常；$ O5A 或
=@Z发现静脉窦阻塞，颅内无占位性病变%

JZ6是脑血液循环的流出道闭塞所导致的脑血流动力学
障碍［)］% 近年来，对于急性闭塞引起的颅高压，多采用再通静
脉窦方法% 本组对于已经确诊的急性和亚急性患者首先给予
抗凝治疗，有效者仅为 ) 例；对于抗凝治疗效果不明显的 * 例
患者行血管内介入治疗，采用经颈动脉或颈静脉接触性溶栓

和机械性破栓等治疗方法% 结果 + 例患者的闭塞静脉窦获得
再通，术后积极治疗原发病和抗凝治疗 + H/，平均随访 ,&
H/，无一例血栓再形成% 其他 & 例患者因病程相对较长，静脉
窦难以再通，但治疗后原有症状亦得到不同程度缓解% 对于
病程较长、血栓已机化的患者，溶栓和介入治疗多不理想，治

疗的关键在于降低颅内压和保护视力% 分流术被认为是理想
的治疗方法，适当时机采取分流术不仅缓解颅压，更防止了视

力的下降% 本组 ( 例行分流术治疗，术后颅高压症状缓解明
显% , 例视力急剧下降患者采取视神经鞘开窗减压术后视力
恢复达 ’% N 以上% 大多数患者经手术治疗后症状有不同程度
的缓解，但是长期效果仍不肯定% 对该病的处理，关键在于早
期诊断和治疗%
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