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金属蛋白酶９在隐球菌性脑膜炎小鼠模型脑组织中的表达
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［摘要］　目的：观察基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）在鼠脑组织中的表达并探讨其意义。方法：雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠行股静脉插

管后实验各组分别注入新生隐球菌菌悬液以及菌悬液加抑肽酶，８ｈ后应用免疫组织化学技术检测 ＭＭＰ９在小鼠脑组织中

的表达情况；同时观测小鼠脑组织匀浆后菌落计数（ＣＦＵ），并与免疫组织化学结果进行对照分析。结果：注入新生隐球菌菌悬

液小鼠脑组织中的 ＭＭＰ９显著升高，与正常对照组比较，有显著统计学差异（Ｐ＜０．０１）；菌悬液加抑肽酶小鼠脑组织中

ＭＭＰ９与正常对照组比较无明显统计学差异（Ｐ＞０．０５）；ＭＭＰ９的染色强度与小鼠脑组织中的菌体负荷量正相关。结论：

隐球菌性脑膜炎小鼠脑组织中存在 ＭＭＰ９过表达，ＭＭＰ９可能导致血脑屏障开放程度提高。
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　　金属蛋白家族（ＭＭＰｓ）被认在中枢神经系统炎
症反应过程中是增加血脑屏障（ＢＢＢ）开放的重要因
素。目前研究表明机体产生的血清丝氨酸蛋白酶能
够诱导激活血管内皮细胞中 ＭＭＰ导致基底膜的降
解［１］。新生隐球菌如何穿越ＢＢＢ引起中枢神经系
统致病的机制一直不甚清楚。笔者前期实验已证
实，新生隐球菌在培养过程中分泌物胞外蛋白水解

酶也含有丝氨酸蛋白酶成分，而且与菌株的毒力相
关［２４］。本研究探究在隐球菌脑膜炎小鼠模型中

ＭＭＰ９的表达情况，及胞外蛋白水解酶和（或）丝氨
酸蛋白酶等对ＢＢＢ通透性的影响作用。

１　材料和方法

１．１　材料　血清型为Ｂ型新生隐球菌标准菌株，



第７期．徐赤宇，等．金属蛋白酶９在隐球菌性脑膜炎小鼠模型脑组织中的表达 ·７７９　　 ·

ＣＺＢＬＳ４９系前期实验［２３］已证实丝氨酸蛋白酶表达

最高的菌株（比利时热带病研究所赠送），菌悬液浓
度至１×１０７ＣＦＵ／ｍｌ。

１．２　动物　购买Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周龄７８只，
雌性，体质量１８～２２ｇ（中国科学院实验动物中心提
供，ＳＰＦ级）。

１．３　仪器和试剂　倒置相差显微镜（日本ＯＬＹＭ
ＰＵＳ公司）、Ｌｅｉｃａ２０３５切片机（德国）、酶联免疫检
测仪（ＢｉｏＲａｄ公司）、ＣＭ１９００恒温冰冻切片机（德
国Ｌｅｉｔｚ）、抑肽酶（Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ，Ｓｉｇｍａ公司）、基质金
属蛋白酶９抗体（ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｒａｔＭＭＰ９，Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ
公司）。

１．４　新生隐球菌感染小鼠模型的建立　Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠随机分成３组，正常对照组６只，实验组和抑制
剂对照组均３６只。实验组用乙醚麻醉后，将小鼠固
定，切开右下肢内侧皮肤，行右股静脉插管，连于加
入肝素的生理盐水注射器防止血液凝固，然后经右
股静脉缓慢推５×１０６／ｍｌ菌悬液０．２ｍｌ；抑制剂组
经右股静脉缓慢推加入０．８ｍＵ抑肽酶的５×１０６／

ｍｌ菌悬液０．２ｍｌ；正常对照组经右股静脉缓慢推生
理盐水１ｍｌ。

１．５　检测方法　ＭＭＰ９的检测采用免疫组化ＳＰ
法。按过氧化物酶标记的链霉素亲和素（ＳＰ）染色
试剂盒步骤进行。正常组的５０％分别做免疫组化
和细菌培养和计数，其他组随机各取１０只在８ｈ后
用１００ｍｌ０．９％氯化钠灌注取全脑，制备全脑组织
恒温冰冻箱连续切片，用免疫组织细胞化学技术检
测 ＭＭＰ９在各组脑组织中分布情况。

１．６　结果判定　参照文献［５］ＭＭＰ９以细胞质出现
棕黄色颗粒为阳性细胞。染色强度按染色弱但明显
强于阴性对照者为１分，染色清晰者为２分，染色强
者为３分；阳性细胞占总细胞数的１０％～５０％者为

２分，５１％～８０％者为３分，＞８０％者为４分。上述
两项评分相加，不管其染色强度，只要阳性细胞数＜
１０％者为（－），弱阳性表达（＋）为３分，阳性表达
（）为４～５分，强阳性表达（）为６～７分。

１．７　菌落形成单位的观察　其余的５２只小鼠分别
在０．５、１、３、６ｈ时用５００ｍｌ０．９％氯化钠整体灌注
取全脑，分别取各组小鼠的脑组织０．５ｇ置组织研
磨器中，加入１ｍｌ生理盐水匀浆，倾入并均匀涂布
于沙堡培养基（ＳＤＡ）中培养，４ｄ后计数菌落形成单
位（ＣＦＵ）。观察 ＭＭＰ９的染色强度与小鼠脑组织
中的菌体负荷量是否相关。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件进
行χ

２检验和Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。

２　结　果

２．１　ＭＭＰ９在各组脑组织和正常脑组织中的表
达　正常对照Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脑组织未见任何阳性信
号。实验组表达增强，阳性信号主要分布于脑组织
锥体细胞和小胶质细胞质，呈现棕黄色颗粒或块状，
围绕胞核分布，局限胞质内；微血管壁周围，呈现棕
黄色颗粒或块状（图１Ａ）。抑制剂对照组表达减弱，
阳性信号主要分布于脑组织中微血管壁，少量见于
脑组织内，呈现棕黄色颗粒或块状（图１Ｂ）；实验组
阳性表达率及阳性表达强度与对照组比较差异均有

统计学意义（χ
２＝５１．３２，Ｐ＜０．０１）。

图１　实验组（Ａ）和对照组（Ｂ）ＭＭＰ９高表达

Ｆｉｇ１　ＨｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｂ）

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇ，ＤＡＢ
Ａ：Ｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｓｓｔｒｏｎｇａｎｄｄｉｆｆｕｓｅｄ；Ｂ：Ｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｉｓｍｏｄｅｒａｔｅ

ａｎｄｄｉｆｆｕｓｅｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　不同时相点ＣＦＵ 结果　无论实验组和对照
组，小鼠脑组织匀浆后培养都产生了ＣＦＵ。但是实
验组各个时间点的ＣＦＵ明显比对照组多（表１）。

２．３　脑组织中 ＭＭＰ９表达和ＣＦＵ的相关分析　
经Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析发现，只有实验组脑组织
中 ＭＭＰ９与小鼠脑组织匀浆后培养产生的ＣＦＵ
呈正相关（ｒ＝０．９８２７，Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　研究表明 ＭＭＰｓ参与中枢神经系统炎症反应
过程中的ＢＢＢ和血神经屏障（ｂｌｏｏｄｎｅｒｖｅｂａｒｒｉｅｒ，

ＢＮＢ）的开放［６］。ＭＭＰ是一组含Ｚｎ２＋、几乎能降解
除多糖以外的全部细胞外基质（ＥＣＭ）的蛋白酶，至
今共发现１６种 ＭＭＰ，构成 ＭＭＰｓ超家族。一种

ＭＭＰ激活后可使别的 ＭＭＰｓ激活，形成瀑布效应，
其中ＭＭＰ９与ＢＢＢ通透性关系最密切 。因为
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表１　在不同干预因素下脑组织带菌量比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｌｏｎｙｃｏｕｎｔｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝１２０，珚ｘ±ｓ，×１０３ＣＦＵ）

Ｇｒｏｕｐ ０．５ｈ １ｈ ３ｈ ６ｈ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ２２７．０７±１９６．８９ ２６１．７３±２２５．８２ ４６８．９３±２４３．１４△△ ４３０．０７±２３８．０４△

Ｃｏｎｔｒｏｌ １７４．９３±１５４．２２ ２４６．３３±２１７．２７ ３６０．０７±２１５．５５ ４０５．０７±２２５．６４

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０．５ｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ１ｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

ＭＭＰ９是明胶酶的代表酶，主要底物包括明胶，胶
原Ⅳ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ、Ⅺ，弹性蛋白，微纤维蛋白，层粘连
蛋白，骨连蛋白。脑微血管基底膜的主要成分为胶
原Ⅳ型、层粘连蛋白、微纤维蛋白，因此 ＭＭＰ９的
激活可导致基底膜的降解［１］。Ｌｅｉｂ等［６］通过大鼠细

菌性脑膜炎模型的研究发现 ＭＭＰｓ参与了神经系
统感染。当注入脑膜炎球菌后２０ｈ编码 ＭＭＰ３、

７、８、９的 ｍＲＮＡ表达较对照组明显升高，而 ＭＭＰ
２的表达下调。Ｌｅｐｐｅｒｔ等［７］通过细菌性脑膜炎的

临床研究认为ＣＳＦ中有较高水平 ＭＭＰ９的患者都
出现了听力损害和继发性癫 等神经功能缺失。研
究表明机体产生的血清丝氨酸蛋白酶能够诱导激活

血管内皮细胞中 ＭＭＰ导致基底膜的降解［１］。推测
丝氨酸蛋白酶上调了主要 ＭＭＰ的表达，导致构成

ＢＢＢ成分降解，从而提高了ＢＢＢ的通透性。

　　实验中观察到当通过股静脉插管注入新生隐球
菌悬液８ｈ后，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脑组织冰冻切片证实

ＭＭＰ９蛋白在脑组织中表达明显增高；加入抑制剂
组的 ＭＭＰ９蛋白表达降低减弱。同时根据脑组织
匀浆后培养发现真菌的ＣＦＵ在不同组有明显的差
异，在相同时间段 ＭＭＰ９的染色强度与小鼠脑组
织中的菌体负荷量密切正相关。根据实验结果推测
出可能新生隐球菌通过激活 ＭＭＰ９蛋白等金属蛋
白酶，引起构成ＢＢＢ的基底膜成分的降解和破坏，
进而引起ＢＢＢ通透性的增加。

　　因此，我们推论新生隐球菌可能通过自身分泌
的胞外蛋白酶类和（或）丝氨酸蛋白酶来激活 ＭＭＰ
９，形成瀑布效应，其他相应的金属蛋白酶也被激活，
进而迅速降解脑组织中构成ＢＢＢ的脑微血管内皮
细胞的细胞外基质，脑组织中存在 ＭＭＰ９的阳性
表达与ＢＢＢ开放程度有密切关系。抑制 ＭＭＰｓ已

经被选择作为治疗各种肺部感染性疾病的方法［８］。
因此针对新生隐球菌性脑膜炎的致病机制和今后展

望性治疗措施，能否通过抑制隐球菌胞外蛋白水解
酶和（或）丝氨酸蛋白酶的分泌，调控金属蛋白酶的
表达来治疗隐球菌性脑膜炎，尚待进一步研究。
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