
爆炸伤创面愈合过程中MMP-9和TGF-β所起的作用和重量的变化  

    创面修复是一个复杂的病理过程，需要许多细胞因子和细胞外基质的参与。基质金属蛋白酶(MMP)是一组由结缔组织细胞分泌、参

与细胞外基质(ECM)降解的蛋白酶，其活性受金属蛋白酶抑制剂(TIMP)的抑制，二者涉及到正常组织的重塑、骨和创伤的愈合、肿瘤的

转移和许多疾病的发生。创伤修复的结果与胶原的合成、降解有密切联系。胶原合成、降解失衡是导致不完全修复的重要原因之一，而

目前有关创面修复过程中内源性MMP-9和转化生长因子-β(TGF-β)含量变化及其对创面修复影响的报道尚较少。本实验在构建大鼠爆炸

伤创面的动物模型基础上，观察了创面愈合过程中内源性MMP-9和TGF-β的变化，探讨创面愈合过程中两者的变化趋势以及相互关系，为

进一步探讨创面愈合机制和临床治疗提供依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  实验动物和分组  成年SD大鼠48只，体质量250~300 g，由南方医科大学南方医院动物实验中心提供，雌雄不拘。实验前

进行1 周饲养，实验前3 d连续测体温、脉搏、呼吸。经统计学分析，个体间无明显差异。将48只动物随机分为对照组和治疗组，每组

24只。对照组在爆炸伤致伤后创面给予生理盐水喷洒，治疗组致伤后给予创面喷洒TIMP(0.33 mg/ml)，2次/d，0.5 ml/次，分别在伤

后4、24、48 h和5、7、14、21、28 d取样。致伤后全部放入人工气候模拟舱内，湿热环境条件为：干球温度(Tdh)(35.30±0.54) 

℃，相对湿度(Rh)(71.64±4.72)%。 

    1.1.2  大鼠背部爆炸伤动物模型的制备  致伤装置爆炸源为电击起爆的8#瞬发纸质电雷管，内装0.9 g单质猛炸药黑索金，密度

1.20 g/cm3，柱装式，长54 mm，内径6.2 mm，外径8.6 mm，导线长2 m。雷管爆速6 726 m/s，爆压 33.7 GPa，爆热5 066 J/kg，

爆温4 000 ℃。致伤方法：40只大鼠均以20 g/L戊巴比妥钠(30 mg/kg)腹腔注射麻醉，背部脱毛备皮，麻醉后俯卧位固定于致伤架

上。将雷管置于距背部2 cm处，雷管长轴垂直于表面皮肤。以4.5 V直流电引爆雷管，造成背部软组织缺损性损伤，伤口大小平均为

(6.5±1.4)cm×(7.5±0.7)cm×(1.7±0.2)cm。 

    1.1.3  伤口液标本的采集  动物致伤后立即清创缝合，以体积分数0.03的过氧化氢与等渗盐水交替冲洗伤口，切除坏死组织，分

层缝合肌层、皮下和皮肤。在皮下层放置3~5个2 cm×3 cm×0.5 cm的聚乙烯醇(PVA)海绵。PVA海绵置入前经流水－漂洗过夜，煮沸30 

min消毒，置入时先浸入无菌等渗盐水中。于各时相点取出PVA海绵，同一时相组中，来自同一动物的PVA海绵每3个合为1个标本。离

心，取上清，-70 ℃保存。 

    1.2  方法 

    1.2.1  MMP-9的测定  MMP-9含量的测定应用明胶酶谱法[1][2][3]。明胶蛋白、1，10-phenanthroline、苯甲基磺酰氟

(PMSF)、N，N，N，，N，-四甲基乙二胺(TEMED)为Sigma公司产品；SDS、聚氧乙烯月桂醚(Brij-35)Ameresco产品；低分子量标准蛋

白质Marker由上海丽珠东风生物技术公司提供。 

    1.2.2  TGF-β测定  应用双抗体夹心法(ELISA)。TGF-βELISA试剂盒由美国Biosource生物试剂公司提供，灵敏度为15.6 

pg/ml，操作按说明书进行。每个标本检测2次，取其平均值。 

    1.3  统计学处理 

    使用SPSS11.0 for windows软件包进行统计学分析，不同时相点比较用单因素方差分析，组间均数比较采用t检验，两变量相关性

采用直线相关分析。 

    

2  结果 

    2.1  大鼠爆炸伤后伤口液中MMP-9含量的变化 

    对照组：在伤后4~24 h稳步上升，48 h达到高峰，以后维持在较高水平至第5天稍有回落，第14天时继续上升，第21天及第28天

MMP-9达到最高值。治疗组：创面给予TIMP处理后，伤口液中MMP-9含量均比同一时相点有所降低，尤其是以伤后第14、21、28天降低

最为明显(P<0.01)。 
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    2.2  创面伤口液中TGF-β含量的变化 

    伤后4 h即升高，24~48 h达峰值，之后水平有所下降，但仍维持在较高水平；伤后第7天再次出现一高峰值，以后逐渐下降；到第

28天时降为最低点，为高峰值的1/3。由此可见TGF-β的含量在创伤2周后始终维持在低水平。给予TIMP处理后，24 h时TGF-β即可见不

同程度的升高。随着时间的不同，升高的幅度逐渐增加。48 h、14 d、21 d、28 d 4个时间点两组比较有非常显著性差异(P<0.01)，

24 h、5 d两组比较有统计学差异(P<0.05)。 

    

3  讨论 

    正常情况下创面愈合和组织改建时，基质蛋白的合成和降解保持动态平衡，基质的降解受纤溶酶和MMP的调节。TGF-β一方面刺激基

质成分如纤维连接蛋白、胶原和基质蛋白多糖的表达，另一方面诱导TIMPs和纤溶酶原激活抑制因子的表达，从而导致细胞外基质的沉

积。所以TGF-β和MMP之间的平衡协调对创面的正常愈合和塑形至关重要[4][5]。 

    从本实验结果可以看出，TGF-β的第一个高峰为伤后48 h，伤后第7天出现第二高峰值。而MMP-9在伤后第48小时即升高，这与文献

的报道是一致的[6][7]。伤后第14天TGF-β水平逐渐下降，至伤后第28天水平最低；而MMP-9在伤后第14天水平明显升高，并持续表达

至第28天。这可能是由于机体抗热代偿能力耗竭，自身调节能力下降，创面内细菌大量繁殖，大量的金属蛋白酶释放，抵消了TGF-β水

平，降解了TGF-β的活性，使其含量在一定时间内随时间延长而逐渐降低。 

    正常组织内并不表达MMP-9，伤后48 h创面液MMP-9水平升高，这说明组织受伤后随着血液细胞成分迁移进入创面内。但是在慢性

创面中，活性过高的蛋白酶，过度分解了基质成分，并且降解了创面内的生长因子活性[8]，而低表达的生长因子无法正常地诱导基质

成分如纤维连接蛋白、胶原和基质蛋白多糖的表达及基质沉积，也无法诱导TIMPs和纤溶酶原激活抑制因子的表达，形成一种难以纠正

的恶性微环境，从而阻碍了创面的愈合。 

    在创伤早期，MMP-9和TGF-β均较早地介入创面的修复过程且有协同作用。一随着创面的逐渐愈合，MMP-9的表达降低。而在一些由

于感染或其他原因所致创面长期不愈合的创面中，MMP-9和TGF-β的作用相背而驰。本实验中，伤后第2~4周，MMP-9水平持续在高水平

表达，TGF-β水平却维持在低水平表达，这与Yager[9]的发现一致，提示由于过度的蛋白分解阻碍了溃疡的愈合。过度的MMPs活性可以

使创面局部组织内有效的生长因子及ECM成分降解，导致细胞迁移及ECM的形成不充分，这种MMPs蛋白分解作用相对过度的现象，可以解

释在缺乏适当的载体情况下, 多肽生长因子经常难以发挥促进慢性创面愈合的部分原因。 

    实验采用PVA海绵进行伤口液收集。PVA海绵组织相容性好，对伤口组织不会造成明显的刺激作用，对实验结果的影响较小[10]。

虽然影响创面愈合的原因很多，但从本实验可以看出，MMP-9活性升高，维持在高水平的MMP-9加速基质的分解，抑制生长因子的分泌和

活性，是造成创面愈合困难的一个不可忽视的因素；治疗组创面给予TIMP后，愈合时间明显缩短，从而说明在愈合延迟伤口中，降低

MMP-9活性、抑制其分泌、加速其分解，也是治疗难愈合创面的一个新的思路和尝试。 
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