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沙尘暴ＰＭ２．５对小鼠心肌基质金属蛋白酶表达

的影响

王立君　韩俊先　华永芬　王晨晨　李星辉　谢萍

　　【摘要】　目的：分析不同浓度沙尘暴ＰＭ２．５对小鼠心肌细胞中基质金属蛋白酶

（ＭＭＰ）及基质金属蛋白酶抑制剂（ＴＩＭＰ）表达的影响。　方法：将３６只ＡｐｏＥ基因敲

除小鼠随机分为对照组、ＰＭ２．５低剂量暴露组、ＰＭ２．５中剂量暴露组和ＰＭ２．５高剂量暴露

组，每组９只，分别给予每组不同浓度ＰＭ２．５暴露处理，暴露浓度由低到高分别为

１．６ｍｇ／Ｌ、８．０ｍｇ／Ｌ、４０．０ｍｇ／Ｌ，共２０周。取小鼠心肌组织，采用实时聚合酶链反应和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平。　结果：

小鼠心肌细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达水平随小鼠ＰＭ２．５暴露浓度的增加呈现升高趋

势（犘均＜０．０５），ＴＩＭＰ的表达水平随小鼠ＰＭ２．５暴露浓度的增加呈现下降趋势（犘均＜

０．０５）。　结论：在ＰＭ２．５暴露环境中，小鼠心肌细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达水平增

加，ＴＩＭＰ的表达水平降低。
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　　大气颗粒污染物与心血管系统疾病的相关性

近年来受到关注。ＰＭ２．５是粒径≤２．５μｍ的颗粒和

液滴，是常见的大气污染物。流行病学研究发现，

ＰＭ２．５水平与心血管疾病死亡有一定联系
［１］。ＰＭ２．５

会引起炎性反应并加速动脉粥样硬化，影响血管功

能，引发心血管疾病。基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）为含

锌内肽酶家族，可以调节血管细胞外基质（ＥＣＭ）的

降解，参与动脉硬化斑块产生和破裂［２３］。ＭＭＰ２

和ＭＭＰ９为降解弹性胶原的主要成分，与平滑肌

细胞迁移和增殖密切相关，可促进动脉硬化发生发

展［４］。基质金属蛋白酶抑制剂（ＴＩＭＰ）是体内

ＭＭＰ的天然特异性抑制剂，它可通过共价键与

ＭＭＰ结合，并与 ＭＭＰ共同维持ＥＣＭ 的动态平

衡。ＥＣＭ动态平衡的破坏可促进动脉粥样硬化斑

块的形成和破裂［５７］。本研究旨在建立沙尘暴

ＰＭ２．５暴露模型，探讨ＰＭ２．５对 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及

ＴＩＭＰ表达水平的影响。

１　材料与方法

１．１　ＰＭ２．５收集及ＰＭ２．５溶液的配制

２０１８年４月沙尘暴频发，在河西走廊非工业区

使用ＥＯＭ１４０５Ｄ双通道颗粒物监测仪采集沙尘颗

粒，ＰＭ２．５来自系统可更换的ＴＥＯＭ滤膜。将滤膜

裁剪成１ｃｍ×３ｃｍ小片，放入超纯水中，超声下震

荡处理０．５ｈ，共３次。震荡液经纱布过滤，所得滤

液在冷冻后进行真空干燥处理，获得ＰＭ２．５粉末，置

入－２０℃冰箱保存。使用无菌生理盐水配制ＰＭ２．５

溶液，配制时精确称量ＰＭ２．５粉末量，超声处理

１５ｍｉｎ进行混匀。

１．２　沙尘暴ＰＭ２．５暴露模型的建立

将３６只雄性６周龄ＡｐｏＥ基因敲除小鼠随机

分为对照组、ＰＭ２．５低剂量暴露组、ＰＭ２．５中剂量暴

露组、ＰＭ２．５高剂量暴露组，测量小鼠心率、体质量、

体温等指标。１０％水合氯醛麻醉小鼠，仰卧位固

定，消毒处理后在颈前正中切口，切口长度约１ｃｍ，

组织分离后暴露气管，刺入针头后滴入ＰＭ２．５溶液，

ＰＭ２．５低、中、高剂量暴露组的ＰＭ２．５溶液浓度分别

为１．６、８．０、４０．０ｍｇ／Ｌ，滴入量为０．１５ｍＬ／１００ｇ，

对照组注入生理盐水，注入量为０．１５ｍＬ／１００ｇ，每

日滴注１次。饲养２０周后脱颈椎处死小鼠，获取心

脏组织，－８０℃低温保存。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ

的蛋白表达水平

ＲＩＰＡ缓冲液裂解蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓度。

蛋白经十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）后，转移至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）上，５％

脱脂乳室温封闭２ｈ，ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ一抗

４℃孵育过夜，二抗室温孵育２ｈ，ＥＣＬ染色后，于

凝胶成像仪中成像。通过ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行

灰度值分析，计算蛋白相对表达水平。

１．４　实时聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９和ＴＩＭＰ的ｍＲＮＡ表达水平

Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＲＮＡ，紫外分析仪检测ＲＮＡ浓

度。将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ后，进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

荧光定量ＲＴＰＣＲ。ＭＭＰ２引物序列：上游５′Ｃ

ＡＡＣＧＧＴＣＧＧＧＡＡＴＡＣＡＧＣＡ３′，下游５′ＴＧＧＴ

ＡＡＡＣＡＡＧＧＣＴＴＣＡＴＧＧＧ３′。ＭＭＰ９ 引物序

列：上游５′ＴＧＧＴＣＴＴＧＧＡＡＣＡＧＧＡＧＣＡＡＡ３′，

下 游 ５′ＡＣＡＴＴＣＡＧＴＧＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＴ３′。

ＴＩＭＰ引物序列：上游５′ＣＴＧＧＣＡＴＣＴＧＧＣＡＴＣ

ＣＴＣＴＴ３′，下游５′ＧＧＧＡＡＣＣＣＡＴＧＡＡＴＴＴＡＧ

ＣＣＣ３′。ＰＣＲ反应条件：９５℃初始变性５ｍｉｎ，

６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共４０个循环。２ΔΔＣｔ

法计算目的基因的相对表达水平。

１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行统计学分析，

计量资料采用均数±标准差表示，组间差异比较采

用方差分析，两两比较采用ＬＳＤ检验，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠心肌细胞ＭＭＰ２的表达水平比较

４组ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均有统

计学差异（犘均＜０．０５）。两组间比较，ＰＭ２．５低剂量

暴露组ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显高

于对照组，ＰＭ２．５中剂量暴露组 ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ

及蛋白表达水平明显高于ＰＭ２．５低剂量暴露组，

ＰＭ２．５高剂量暴露组ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ及蛋白表达

水平明显高于ＰＭ２．５中剂量暴露组（犘均＜０．０５），

见表１。

２．２　各组小鼠心肌细胞ＭＭＰ９的表达水平比较

４组ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均有统

计学差异（犘均＜０．０５）。两组间比较，ＰＭ２．５低剂量

暴露组ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显高

于对照组，ＰＭ２．５中剂量暴露组 ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ

及蛋白表达水平明显高于ＰＭ２．５低剂量暴露组，

ＰＭ２．５高剂量暴露组ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ及蛋白表达

水平明显高于ＰＭ２．５中剂量暴露组（犘均＜０．０５），
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见表２。

２．３　各组小鼠心肌细胞ＴＩＭＰ的表达水平比较

４组ＴＩＭＰ的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均有统

计学差异（犘均＜０．０５）。两组间比较，ＰＭ２．５低剂量

暴露组ＴＩＭＰ的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显低于

ＰＭ２．５对照组，ＰＭ２．５中剂量暴露组ＴＩＭＰ的ｍＲＮＡ

及蛋白表达水平明显低于ＰＭ２．５低剂量暴露组，

ＰＭ２．５高剂量暴露组ＴＩＭＰ的ｍＲＮＡ及蛋白表达

水平明显低于ＰＭ２．５中剂量暴露组（犘均＜０．０５）。

见表３。

表１　各组小鼠心肌细胞犕犕犘２的表达水平比较

组别 ＭＭＰ２蛋白表达水平 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达水平

对照组 １．０３３±０．３１１ １．００２±０．０７７

ＰＭ２．５低剂量暴露组 ２．１０５±０．２０１（１） １．３４１±０．１０７（１）

ＰＭ２．５中剂量暴露组 ２．６５５±０．２１５（１）（２） １．８５１±０．０７８（１）（２）

ＰＭ２．５高剂量暴露组 ３．０６８±０．０８５（１）（２）（３） ２．１２５±０．１５５（１）（２）（３）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０５；与ＰＭ２．５低剂量暴露组比较，
（２）犘＜０．０５；与ＰＭ２．５中剂量暴露组比较，

（３）犘＜０．０５

表２　各组小鼠心肌细胞犕犕犘９的表达水平比较

组别 ＭＭＰ９蛋白表达水平 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达水平

对照组 １．０００±０．３４０ １．００１±０．０４６

ＰＭ２．５低剂量暴露组 １．８９７±０．２６５（１） １．４７３±０．１３３（１）

ＰＭ２．５中剂量暴露组 ２．４１２±０．１４９（１）（２） ２．０１０±０．１６０（１）（２）

ＰＭ２．５高剂量暴露组 ２．９７２±０．２１９（１）（２）（３） ２．３１２±０．１９４（１）（２）（３）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０５；与ＰＭ２．５低剂量暴露组比较，
（２）犘＜０．０５；与ＰＭ２．５中剂量暴露组比较，

（３）犘＜０．０５

表３　各组小鼠心肌细胞犜犐犕犘的表达水平比较

组别 ＴＩＭＰ蛋白表达水平 ＴＩＭＰｍＲＮＡ表达水平

对照组 １．０９０±０．０７３ １．００２±０．０７５

ＰＭ２．５低剂量暴露组 ０．８１２±０．１９０（１） ０．８５５±０．０６９（１）

ＰＭ２．５中剂量暴露组 ０．５２７±０．０６７（１）（２） ０．７２７±０．０４３（１）（２）

ＰＭ２．５高剂量暴露组 ０．２５４±０．０４８（１）（２）（３） ０．５４９±０．０６０（１）（２）（３）

　　注：与对照组比较，（１）犘＜０．０５；与ＰＭ２．５低剂量暴露组比较，
（２）犘＜０．０５；与ＰＭ２．５中剂量暴露组比较，

（３）犘＜０．０５

３　讨论

近年来，大气颗粒物污染有所加重，威胁人类

健康。统计研究发现，在沙尘暴高发时期，受沙尘

暴影响区域医院心血管疾病就诊人数大幅度增加，

死亡率也明显升高［８］。大气颗粒物污染的相关研究

主要针对呼吸系统毒性方面，较少针对心血管系统。

长期高浓度ＰＭ２．５暴露易引发血管内皮细胞损

伤［９］，而内皮细胞损伤与动脉粥样硬化密切相关。

血管内皮屏障相关的功能物质为ＥＣＭ，ＥＣＭ代谢

平衡的打破会导致血管重构，显著增加动脉粥样硬

化风险。ＭＭＰ可通过特殊类型的连接蛋白结合

ＥＣＭ，进而降解ＥＣＭ，在动脉粥样硬化的发生发展

中发挥作用［１０］。ＴＩＭＰ属于 ＭＭＰ的特异性抑制

剂，可通过氨基端功能区的半胱氨酸残基结合活化

的 ＭＭＰ，形成 ＭＭＰＴＩＭＰ 复合体，从而阻断

ＭＭＰ与底物的结合
［１１］。ＭＭＰ与内源性抑制剂相

互协同，调节细胞活化、增殖、迁移、凋亡、血管生成

以及心肌ＥＣＭ的动态平衡
［１２１３］。研究表明，小鼠

血管内膜损伤时，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９表达水平升

高［１４１５］，提示ＭＭＰ可促进内膜增厚并加速血管平

滑肌细胞迁移。在 ＭＭＰ９缺失时，小鼠内膜细胞

的生成也会出现异常或延迟。

ＭＭＰ及其抑制剂ＴＩＭＰ是反映动脉粥样硬化

进程的重要标志物，本研究主要分析暴露于不同浓

度ＰＭ２．５时，ＭＭＰ及ＴＩＭＰ表达的变化情况，以阐

述ＥＣＭ失衡对动脉粥样硬化疾病发生发展的影响

及机制。结果显示，暴露于ＰＭ２．５的小鼠心肌细胞

中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达水平高于正常小鼠，

ＴＩＭＰ的表达水平低于正常小鼠，且 ＭＭＰ２、

ＭＭＰ９的表达水平随小鼠ＰＭ２．５暴露浓度的增高
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呈上升趋势，ＴＩＭＰ的表达水平随小鼠ＰＭ２．５暴露

浓度的增高呈下降趋势。研究结果提示暴露于

ＰＭ２．５可以促进小鼠心肌细胞中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９

的表达，沙尘颗粒物浓度越高，小鼠动脉粥样硬化

程度可能越重。

动脉粥样硬化是长期复杂的病变过程，影响因

素较多。在甘肃河西走廊等沙尘暴高发地区进行

冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠心病）防治时，可以

在减少大气颗粒物控制环境污染的同时，分析患者

的ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及ＴＩＭＰ表达水平，以深入探

讨与 ＥＣＭ 动态平衡破坏相关的冠心病的发病

机制。
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