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小鼠变应性鼻炎发生、发展过程中MMP2和 

MMP9 mRNA的表达

王萌，顾兆伟，曹志伟

(中国医科大学附属盛京医院第二耳鼻咽喉科鼻科，沈阳 110004)

[摘　要] 目的：探究基质金属蛋白酶2(matrix metalloproteinase 2，MMP2)和MMP9 mRNA在小鼠变应性鼻炎

发生、发展过程中的表达，推测其作用及可能的机制。方法：序贯建立可模拟变应性鼻炎发生、

发展及恢复过程的动物模型，记录各个时间节点处小鼠行为学及症状学特点并检测MMP2和MMP9 

mRNA的表达。结果：致敏原激发后小鼠模型会出现打喷嚏、抓鼻等变应性鼻炎相关症状。当小

鼠模型症状最强烈时，MMP2和MMP9 mRNA的表达水平明显上升；随着致敏原激发时间的延长，

小鼠模型症状逐渐减轻，MMP2和MMP9 mRNA的表达水平逐渐下降。结论：在变应性鼻炎发生阶

段，MMP2和MMP9 mRNA表达水平的高低与变应性鼻炎症状的严重程度相关，并可能促进局部黏

膜中嗜酸性粒细胞数量的增加；在变应性鼻炎发展进程中，MMP2和MMP9 mRNA表达可能促进局

部黏膜的组织重构，修复鼻黏膜的正常组织结构。
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mRNA expressions of MMP2 and MMP9 during the 
occurrence and development of allergic rhinitis in mice 
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Abstract Objective: To investigate the mRNA expression of matrix metalloproteinase 2 (MMP2) and MMP9 during 

the occurrence and development of allergic rhinitis in mice, and to speculate its role and possible mechanisms. 

Methods: An animal model that can simulate the occurrence, development and recovery of allergic rhinitis was 

sequentially established. At each time node, the behavioral characteristics of animal models were recorded, and the 

expression levels of MMP2 mRNA and MMP9 mRNA were detected. Results: After activating the allergen, the 

mice showed symptoms of allergic rhinitis such as sneezing and scratching nose. The expression levels of MMP2 

mRNA and MMP9 mRNA were significantly increased when symptoms of the mice model were the strongest. 

With the prolongation of the sensitizing time, symptoms of mice were relieved gradually, and the expression 
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变应性鼻炎(al lergic rhintis，AR)是一种由辅

助性T细胞2(T helper cel  l，Th2)介导的对环境抗

原 的 免 疫 应 答 引 起 的 常 见 的 变 应 性 疾 病 ， 影 响

10%~20%的世界人口，并且全球发病率仍在逐年

上升 [1]。A R既受环境因素的影响，又受遗传因素

的影响 [2-3]。研究 [4-5]认为：Th1/Th2细胞亚群失衡

在AR免疫紊乱中起主要作用。暴露于过敏原的过

敏性个体鼻黏膜组织中的Th2细胞会分泌细胞因子

白细胞介素(interleukin，IL)-4、IL -5和IL -13，通

过介导B细胞分化产生浆细胞、分泌特异性免疫球

蛋白E(immunoglobulin E，IgE)等方式，促进黏膜

不良免疫反应的发生 [6-8]。在接下来的时间内，通

过肥大细胞、上皮细胞、树突状细胞、先天淋巴

细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞等细胞复杂

的相互作用，分泌大量趋化因子和细胞因子参与

到黏膜的免疫反应中[9-10]。此外，Th17细胞和调节

性T细胞(regulatory T cells，Treg)也被证明与AR的

发病有关[11-12]。

基质金属蛋白酶(matr i x  metal loproteinases，

M MPs)家族是一类分解细胞外基质组分的锌蛋白

酶。它们能够降解各种细胞外基质蛋白，也可以

处理许多生物活性分子 [13]。已知它们参与细胞表

面受体的裂解，凋亡配体的释放以及趋化因子、

细胞因子的失活 [ 1 4 ]。在呼吸系统疾病中，M M Ps
和其他底物，通过复杂的方式参与炎症和组织重

建，以及宿主对病原体的防御[15-16]。许多研究[17-23] 

证实：多种MMPs与哮喘中Th2介导的急性炎症有

关。在哮喘患者的痰和支气管肺泡灌洗液中发现

MMP1、MMP2、MMP3、MMP8和MMP9的表达增

加 [17-18]。在重症哮喘患者气道中，中性粒细胞 [ 1 9 ]

及其炎性介质趋化因子 C - X - C 基序配体 8 (C - X - C 
motif  chemokine l igand 8，CXCL8) [20]、中性粒细

胞 弹 性 蛋 白 酶 [ 2 1 ]和 M M P 9 [ 2 2 ]的 数 量 随 病 情 的 加

重而升高 [ 2 3 ]。然而，M M P 9在重度哮喘患者的支

气管肺泡灌洗液中的水平更高，而且免疫组织化

学染色证实，M M P 9在上皮下基膜(s u b e p i t h e l i a l 
basement membrane，SBM)中更多[22]。另有研究[24]

认为：MMP9可以促进呼吸道上皮的愈合及气道重

塑过程。有关M M P 2和M M P 9在A R局部鼻黏膜中

的表达及作用情况的研究较少。本研究通过逐步

延长变应性小鼠模型致敏时间，模拟AR的发生、

发展及恢复过程，并检测此过程中各个时间节点

MMP2和MMP9 mRNA的表达情况，结合小鼠行为

学及症状学特点，推测MMP2和MMP9在AR发生、

发展及恢复过程中的作用及其可能的机制。

1  材料与方法

1.1  动物

选取6~8周的雄性BALB/c小鼠32只，于无特定

病原体(specific pathogen free，SPF)级动物实验室中

饲养，饲养于12 h明暗周期交替，温度及湿度受控

的环境中，并可以随时获取食物及水。实验过程由

中国医科大学附属盛京医院医学伦理委员会审核通

过，参照美国国立卫生研究院(National Institutes of 
Health)的规定和指南，伦理号为2015PS221K。

1.2  建立模拟 AR 发生、发展过程的小鼠模型

将32只同批次小鼠分为8组，实验组与对照组

各4组，每组各4只。将25 μg卵清蛋白(ovalbumin，

OVA；grade V；美国Sigma公司)及1 mg氢氧化铝

(Solarbio，中国北京)溶解于0.1 mL磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline，PBS)中，分别于第0、7和

14天腹腔注射致敏小鼠，对照组均腹腔注射PBS。

小鼠全身致敏后，将500 μg OVA溶解于10 μL PBS
中，从第21天起滴鼻激发实验组小鼠 [22]。实验组

A、B、C、D组分别激发7、14、21和28 d后取材。

对照组A、B、C、D组均给予PBS滴鼻剂，与实验

组同时滴鼻并于同一时间取材。4组对照组之间差

异无统计学意义。小鼠建模过程见图1。

1.3  标本取材与处理

最后一次滴鼻后记录15 min内小鼠打喷嚏及抓

鼻的频率，观察结束后处死小鼠，暴露鼻腔后，

用小刮刀仔细取出全部的鼻腔及鼻窦黏膜，并立

即保存于液氮中。

levels of MMP2 mRNA and MMP9 mRNA were decreased gradually. Conclusion: The mRNA expression levels 

of MMP2 and MMP9 is related to the severity of allergic rhinitis symptoms at the onset of allergic rhinitis, and 

may promote the increase of eosinophils in local mucosa. During the development of allergic rhinitis, the mRNA 

expression of  MMP2 and MMP9 may promote the tissue reconstruction of local mucosa and restore the normal 

tissue structure of nasal mucosa.

Keywords allergic rhinitis; matrix metalloproteinase 2; matrix metalloproteinase 9; mice
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1.4  Real-time PCR 反应

用TRIzol试剂((Inv itrogen，美国加利福尼亚)
从鼻腔和鼻窦黏膜中提取总R NA。用反转录酶试

剂盒(Takara，中国大连)去除基因组DNA(g DNA)
后合成互补DNA(complementar y DNA，cDNA)。

使用罗氏LightCycler 480 II PCR仪(瑞士)进行反应。

反应条件为：预变性95 ℃，5 min；95 ℃，15 s，

PCR反应60 ℃，1 min，共40个循环；溶解曲线阶

段95 ℃，15 s；50℃，l min；95 ℃，30 s。扩增完

成后熔解曲线确定扩增的特异性，结果分析以 β -
肌动蛋白(β-actin)作为内参，用2−ΔΔCt计算目的基因

RNA的相对表达量。引物序列如表1所示。

1.5  统计学处理

使用SPSS 23.0统计学软件进行数据分析，并

用G raph Pad  Pr i sm 5软件作图。采用K ol m ogo rov-
Smirnov正态检验确定数据的正态分布。两组符合正

态分布的数据比较采用Student t检验，不符合正态

分布的2组数据比较采用Mann-W hitney检验。采用

one-way ANOVA/Tukey对方差齐的多组资料进行比

较，用Kruskal-Wallis/Dunn检验对方差不齐的多组

资料进行比较。P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  小鼠模型的症状随刺激时间的延长而逐渐减轻

为 评 价 A R 发 生 和 进 展 过 程 中 小 鼠 模 型 的

症 状 ， 观 察 者 在 末 次 刺 激 的 1 5  m i n 内 观 察 并 记

录 小 鼠 打 喷 嚏 ( 图 2 A ) 和 抓 鼻 ( 图 2 B) 的 次 数 。 通

过 统 计 学 分 析 发 现 ， 致 敏 原 刺 激 持 续 7  d 时 ，

即 A R 急 性 发 生 期 ( 实 验 组 A 组 ) ， 小 鼠 打 喷 嚏

及 抓 鼻的次数最多，分别为(6.25±0.96)次/15 min
和(5.75±0.96)次/15 min，明显高于PBS对照组的

(1.88±0.72)次/15 min(P<0.001)及(1.75±0.68)次/ 
15 min(P<0.001)；而随着致敏原刺激时间的延长，

小 鼠 打 喷 嚏 及 抓 鼻 的 次 数 也 出 现 逐 渐 下 降 的 趋

势。在刺激持续14 d时(实验组B组)，打喷嚏及抓

鼻的次数分别为(4.00±0.82)次/15 min(P<0.001)和

(4.25±0.50)次/15 min(P<0.001)；致敏原刺激21 d时

(实验组C组)，打喷嚏及抓鼻次数仍高于对照组，

为(2.25±0.50)次/15 min(P=0.340)和(2.50±0.58)次/ 
15 min( P = 0 . 0 5 9 ) ；而当刺激时间持续 2 8  d 时 ( 实

验 组 D 组 ) ， 打 喷 嚏 及 抓 鼻 的 次 数 恢 复 至 对 照

组 水 平 ， 为 ( 1 . 7 5 ± 0 . 9 6 ) 次 / 1 5  m i n ( P = 0 . 7 7 3 ) 和

(2.00±0.82)次/15 min(P=0.535)。

2.2  MMP2 mRNA 的表达随小鼠 AR 的发生、发展

而变化

利用real-time PCR方法检测经过致敏原鼻内激

发7、14、21和28 d时鼻黏膜组织中MMP2 mRNA
的 表 达 水 平 ， 模 拟 A R 发 生 、 发 展 及 恢 复 各 阶 段

M M P 2  m R N A 的变化轨迹。结果显示：实验组 A
组小鼠黏膜组织中M M P 2  m R N A相对表达水平为

图1 建模流程

Figure 1 Modeling flow diagram

A组阴性对照
(n=4)

A组 
(n=4)

0 d                     7 d                  14 d                   21 d                       28 d                        35 d                         42 d                         48 d

PBS腹腔注射                         OVA溶液腹腔注射                    PBS滴鼻                    OVA溶液滴鼻 

对照组(n=16)

实验组(n=16)

B组阴性对照
(n=4)

B组 
(n=4)

C组阴性对照
(n=4)

C组 
(n=4)

D组阴性对照
(n=4)

D组 
(n=4)

表1 Real-time PCR中所使用的引物序列

Table 1 Primer sequences used in real-time PCR

基因 引物序列

MMP2-F 5'-GCCAAGGTGGAAATCAGAGA-3'

MMP2-R 5'-GTTGAAGGAAACGAGCGAAG-3'

MMP9-F 5'-AGACGACATAGACGGCATCC-3'

MMP9-R 5'-TGGGACACATAGTGGGAGGT-3'

β-actin-F 5'-GCAGAAGGAGATTACTGCTCT-3'

β-actin-R 5'-GCTGATCCACATCTGCTGGAA-3'

F：正向引物；R：反向引物。

F: Forward primer; R: Reverse primer.
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图3 MMP2 mRNA在不同时间节点小鼠模型中的相对表达
水平
Figure 3 Relative expression levels of MMP2 mRNA in 
murine models at different time points
与对照组比较，*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。
Co m pared  w i t h  t h e  co nt ro l  g ro u p,  * P < 0 . 0 5 ;  * * P < 0 . 0 1 ; 
***P<0.001.
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图2 小鼠模型症状学评价

Figure 2 Symptom evaluation in murine models

(A)小鼠末次滴鼻后15 min内打喷嚏次数随致敏原刺激时间延长的变化曲线；(B)小鼠末次滴鼻后15 min内抓鼻次数随致敏

原刺激时间延长的变化曲线。32只小鼠均进行症状评价。与对照组比较， ***P<0.001.

(A) The change curve of the number of sneezes within 15 min after the last nasal drip in mice with the prolongation of allergen stimulation; 

(B) The change curve of the number of nasal scratches within 15 min after the last nasal drop in mice with the prolongation of allergen 

stimulation. Symptoms were assessed in 32 mice. Compared with the control group, ***P<0.001.
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3.96±0.32(P<0.001)；随着致敏物的持续性刺激，

M M P 2  m R N A 表达水平明显下降，实验组 B 组小

鼠 鼻 黏 膜 组 织 中 M M P 2  m R N A 相 对 表 达 水 平 为

2 . 9 1 ± 1 . 2 2，尚高于对照组( P < 0 . 0 5 )；实验组C组

小鼠鼻黏膜组织中M M P 2  m R N A相对表达水平为

0.50±0.04，已明显低于对照组水平(P<0.001)；实

验组D组小鼠鼻黏膜组织中MMP2 mRNA相对表达

水平为0.49±0.18(P<0.01)，仍低于对照组(图3)。

2.3  MMP9 mRNA 的表达随小鼠 AR 的发生、发展

而变化

利 用 r e a l - t i m e  P C R 方 法 检 测 M M P 家 族 中 另

一 明 星 分 子 M M P 9 在 所 模 拟 的 A R 发 生 、 发 展 各

个阶段中鼻黏膜组织中m R N A的表达水平。结果

显示：实验组 A 组小鼠黏膜组织中 M M P 9  m R N A
相对表达水平高于对照组(1.69±0.34；P<0.01)；

当 刺 激 时 间 持 续 至 1 4  d 时 ( 实 验 组 B 组 ) ， 小 鼠 鼻

黏 膜 组 织 中 M M P 9  m R N A 的 相 对 表 达 水 平 明 显

下 降 ( 0 . 1 1 ± 0 . 0 3 ； P < 0 . 0 0 1 ) ； 当 刺 激 时 间 达 到

2 1  d 时 ( 实验组 C 组 ) ， M M P 9  m R N A 的表达水平

较 前 明 显 上 升 ， 但 仍 低 于 对 照 组 ( 0 . 2 8 ± 0 . 0 6 ；
P<0.001)；实验组B组和实验组C组比较，差异有

统计学意义(P<0.01)；当刺激时间达到28 d时(实

验组D组)，M MP9 mR NA的相对表达水平仍明显

低于对照组(0.24±0.06；P<0.001)。实验组D组与

实验组 C 组 M M P 9  m R N A 的表达差异无统计学意

义(P=0.45，图4)。
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3  讨论

A R 黏 膜 局 部 的 变 化 是 一 个 复 杂 的 过 程 ， 是

多种免疫细胞及多种物质共同作用的结果。这些

免疫细胞的比例及功能、细胞因子水平的不断变

化 使 A R 小 鼠 鼻 黏 膜 局 部 发 生 形 态 学 及 症 状 学 的

变 化 [ 9 - 1 0 ]。 所以，通过动物模型模拟A R发生、发

展及恢复的动态过程，并检测这个过程中各种成

分的动态变化过程对于揭示AR黏膜局部免疫学反

应具有重要意义。

在 疾 病 的 发 生 阶 段 ， 即 A R 的 急 性 发 生 期 ，

MMP2和MMP9 mRNA的表达水平明显上升，而此

时小鼠模型AR的相关症状是最强烈的，说明在AR

的发生阶段，小鼠所表现出的强烈的过敏症状与

MMP2和MMP9 mRNA表达水平的上升有关。笔者

既往的研究发现：致敏原连续刺激达到7 d时，AR

的症状最严重，鼻黏膜组织的形态紊乱，结构排

列不规则，黏膜肥厚明显，嗜酸性粒细胞的数量

也最多；而随着致敏原刺激时间的延长，小鼠AR

的相关症状逐渐减轻，鼻黏膜的组织形态从紊乱

和肥厚的形态逐渐恢复正常，嗜酸性粒细胞的浸

润逐渐减少 [25]。本研究中观察到的症状学变化趋

势与M M P 2  m R N A的表达变化趋势相似。由此推

测，随着AR病程的逐渐发展，MMP2 mRNA的表

达逐渐下降，小鼠的症状逐渐减轻，局部黏膜组

织中嗜酸性粒细胞的数量也逐渐减少。MMP9的总

体变化趋势与小鼠模型症状学及M M P 2  m R N A的

表达类似，也与笔者既往研究中观察到的局部鼻

黏膜中嗜酸性粒细胞的变化趋势类似，说明MMP9 
mR NA的表达也与A R的症状变化相关。但值得注

意的是，当致敏原刺激持续21 d时，MMP9 mRNA
的表达较连续刺激1 4  d时明显上升，推测是由于

MMP9参与了鼻腔黏膜上皮组织的重构[26]，促进紊

乱的黏膜结构重新排列。

对于MMP2和MMP9能够促进嗜酸性粒细胞数

量增多、症状加重的作用，不同的研究者持有不

同的见解。一些学者[27]认为：MMP2和MMP9的表

达增加在变应性疾病发生的急性期可以明显促进

T h 2 细胞的分化和增殖，促进多种炎性细胞因子

的释放，起到促炎症反应的作用；但有一些研究

者[26]认为：MMP2和MMP9的表达增加可以促进呼

吸道上皮组织愈合，对于变应性疾病的发生、发

展起到保护性作用。Takahashi等 [28]的研究认为：

M M P 2不仅在变应性疾病的晚期起促进异常组织

重塑的作用，还能够在疾病早期通过促进巨噬细

胞向M1表型极化，对变应性哮喘起到保护作用。

Corr y等 [29]的研究认为：MMP2和MMP9能够促进

炎性细胞流向支气管肺泡，防止大量炎性细胞积

聚在肺实质中。虽然引起了比较强烈的症状，但

避免了免疫复合物的堆积，降低了窒息症状发生

的可能。

本研究关注了AR发生、发展及恢复全过程中

M M P 2 和 M M P 9 的变化轨迹，不仅推测了在疾病

的发生阶段 M M P 2 和 M M P 9 对鼻黏膜局部嗜酸性

粒细胞的影响，也探讨了其在黏膜组织重构过程

中的作用。Mor i等 [30]的研究主要关注致敏物刺激

30 min、6 h及12 h后黏膜发生速发相及迟发相变应

性反应时对嗜酸性粒细胞、肥大细胞的迁移及功

能的影响，发现MMP-2及MMP-9能够促进AR的发

生，促进嗜酸性粒细胞以及肥大细胞向AR患者的

鼻黏膜组织迁移。但本研究也具有明显的局限性：

在完善小鼠鼻黏膜蛋白水平实验过程中，受小鼠

鼻黏膜组织样本大小的局限，重复性受到很大影

响，无法得到可信的统计学阳性结论，故在后续的

研究中，需扩大单组样本量，多维度验证MMP2和

MMP9在变应性小鼠鼻黏膜组织中的表达情况。

综 上 所 述 ， 本 研 究 序 贯 建 立 了 可 模 拟 A R 发

生 、 发 展 及 恢 复 过 程 的 动 物 模 型 ， 检 测 了 A R 发

生、发展各个时间节点处MMP2和MMP9 mRNA的

表达，展现其变化轨迹；结合动物模型表现出的

行为学特点及既往研究结果，推测MMP2与MMP9 
mR NA在变应性鼻炎发生发展中的作用：在A R发

图4 MMP9 mRNA在不同时间点小鼠模型中的相对表达

水平

Figure 4 Relative expression levels of MMP9 mRNA in murine 

models at different time points

与对照组比较，**P<0.01，***P<0.001。

Compared with the control group, **P<0.01, ***P<0.001.
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生阶段，与AR的症状严重程度相关，并可能促进

局部黏膜中嗜酸性粒细胞数量的增加；在AR发展

进程中，可能促进局部黏膜的组织重构，修复鼻

黏膜的正常组织结构。
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