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Abstract
AIM: To eva luate the e f fec t o f a matr ix 
metalloproteinase (MMP) inhibitor, phenan-
throline, on colonic inflammation in experi-
mental colitis induced by trinitrobenzene 
sulfonic acid (TNBS) in rats. 

METHODS: A rat model of experimental colitis 
was induced by administration of TNBS. Ani-
mals were divided into 3 groups, treated with 
1, 10-phenanthroline (20 mg/kg per day), sul-
phasalazine, and double distilled water (1 mL, 
control group), respectively. All the animals 
were killed after 7 days. Myeloperoxidase (MPO) 
activity was assessed; the mRNA expression of 
MMP-1, MMP-2, MMP-3 and tissue inhibitor of 
matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1) in colon tis-
sues were detected by semi-quantitative reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). Meanwhile, MMP-3 and TIMP-1 proteins 
expression were analyzed by immunohisto-
chemistry. 

RESULTS: The absorbency value of MPO in 
the SASP group or phenanthroline group was 
significantly lower than that in the control group 
(0.25 ± 0.15, 0.16 ± 0.09 vs 0.48 ± 0.34, P = 0.025, 
0.004). The expression levels of MMP-1, MMP-2 
and MMP-3 mRNA had no markedly difference 
between the SASP group (0.19 ± 0.11, 0.35 ± 0.21, 
0.25 ± 0.16) and phenanthroline group (0.33 ± 
0.19, 0.29 ± 0.16, 0.22 ± 0.17); however, they were 
lower than those in the control group (0.45 ± 0.23, 
0.53 ± 0.17, 0.62 ± 0.15; P = 0.002, 0.020, 0.000). 
There was no significant difference in TIMP-1 
mRNA and protein among the three groups. 
However, the expression of MMP-3 protein in 
the SASP group or phenanthroline group was 
lower than that in the control group (2971.3 ± 
1036.5, 2507.7 ± 1101.0 vs 7812.8 ± 4761.6, P = 
0.000). 

CONCLUSION: Phenanthroline may treat 
TNBS-induced colitis in rats by down-regulating 
MPO activity and MMP-1, MMP-2 and MMP-3 
expression, but it has no effect on TIMP-1 ex-
pression.  
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tion-polymerase chain reaction

Miao YL, Duan LP, Huang HL. Therapeutic effect of 
phenanthroline on trinitrobenzene sulfonic acid-induced 
colitis in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(14): 
1499-1506

摘要
目的: 研究MMP抑制剂二氮杂菲防治三硝基
苯磺酸(trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)肠
炎的作用. 

方法: T N B S建立慢性结肠炎大鼠模型, 并
将其分为3组: 治疗组给药1,10-二氮杂菲; 对
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■背景资料
炎症性肠病(IBD)
包括溃疡性结肠
炎(UC)和克罗恩
病 (CD) ,  为非特
异性肠道炎症, 其
病 程 迁 延 ,  治 疗
困难. 最近研究提
示 I B D炎症组织
中M M P s的表达
水 平 增 加 ,  而 且
M M P I 治疗一些
胃肠道疾病有一
定疗效 ;  Medina 
et  al 采用二氮杂
菲治疗三硝基苯
磺酸(TNBS)和右
旋葡聚糖磷酸钠
(DSS)的急性结肠
炎动物模型也取
得良效, 只是对肠
道慢性黏膜炎症
的治疗尚无报道. 

■同行评议者
房静远 ,  教授 ,上
海交通大学医学
院附属仁济医院
消化内科, 上海市
消化疾病研究所



照组给SASP; 空白对照组给予双蒸水1 mL. 
7 d后, 处死大鼠, 测定中性粒细胞髓过氧化
物酶(myeloperoxidase, MPO)活性; RT-PCR
检测肠道组织MMP-1, MMP-2, MMP-3和
TIMP-1 mRNA的表达; 免疫组织化学方法检
测MMP-3和TIMP-1蛋白质的表达. 

结果: SASP组和二氮杂菲组MPO的A值明显
低于对照组(0.25±0.15, 0.16±0.09 vs  0.48 
±0.34, P  = 0.025, 0.004), MMP-1, MMP-2及
MMP-3表达在SASP组(0.19±0.11, 0.35±
0.21, 0.25±0.16)和二氮杂菲组(0.33±0.19, 
0.29±0.16, 0.22±0.17)无明显差异, 与对照组
(0.45±0.23, 0.53±0.17, 0.62±0.15)相比明显
偏低(P  = 0.002, 0.020, 0.000). 3组之间TIMP-1 
mRAN及蛋白表达均无差异. MMP-3在SASP
组和二氮杂菲组的蛋白表达量均较对照组低
(2971.3±1036.5, 2507.7±1101.0 vs  7812.8±
4761.6, P  = 0.000). 

结论: 二氮杂菲治疗大鼠T N B S肠炎后, 肠
道损伤积分、MPO以及MMP-1, MMP-2和
MMP-3的mRNA的表达均明显下降, 但不影
响TIMP-1的表达.

关键词: 三硝基苯磺酸; 实验性结肠炎; 二氮杂菲; 

基质金属蛋白酶; 免疫组织化学; 逆转录-聚合酶
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)包
括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和克罗恩

病(Crohn's disease, CD), 为非特异性肠道炎症, 
其病程迁延, 治疗困难. 传统内科治疗主要包括

柳氮磺胺吡啶(salicylazosulfapyridine, SASP)和
糖皮质激素. 前者仅适用轻、中度患者; 后者

如全身使用时间过长副作用较大, 而且疗效不

足80%. 随着对发病机制的深入研究, 新型生物

制剂层出不穷, 包括各种细胞促炎因子的拮抗

剂: 抗TNF-α抗体, 抗炎细胞因子拟似剂如重组

IL-10, 其他类型的抗炎制剂如抗黏附分子抗体

等[1-2]. 但迄今为止除抗TNF-α抗体外, 其他制剂

尚未常规用于临床, 而且价格昂贵, 远期疗效及

其副作用尚需大宗病例观察研究. 由此很有必

要进一步探索更有效、安全、廉价的新型制剂. 
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二氮杂菲(1, 10-Phenanthroline, C12H8N2·H2O)
是一个锌离子螯合剂 ,  可抑制基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinase, MMP)的DNA合 
成 [3]及其活性 [4], 该药以前主要用来抗肿瘤 [5], 
现体外用作MMP的抑制剂[6]. MMP能降解细

胞外基质 ,  细胞因子可刺激基质中免疫细胞

分泌和激活M M P[7-11], M M P的过度分泌及活

性增加将导致基质降解和组织破坏 ;  而组织

金属蛋白酶抑制剂(tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinases, TIMPs)则是MMP的天然抑

制剂[12]. 所以在一些炎症性疾病中, 基质金属蛋

白酶抑制剂(matrix metalloproteinase inhibitor, 
MMPI)已经能有效防止组织破坏, 最近研究提

示, IBD炎症组织中MMP的表达水平增加[13-15], 
而且MMPI治疗一些胃肠道疾病有一定疗效[16]; 
Lefort et al [17]采用二氮杂菲治疗三硝基苯磺酸

(trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)和右旋葡聚

糖磷酸钠(dextran sulphate sodium, DSS)的急性

结肠炎动物模型也取得良效, 只是对肠道慢性

炎症的治疗尚无报道. 我们采用TNBS二次致炎

法, 建立急、慢性结肠炎共存的动物模型后, 再
检测MMP抑制剂二氮杂菲防治TNBS肠炎的作

用, 并与经典抗炎药物SASP相比较, 希望能为

IBD的治疗提供新的思路和途径.

1  材料和方法

1.1 材料 TNBS为Sigma公司产品; SASP为上海三

维制药有限公司生产; TRIzol试剂, 上海华舜生

物工程有限公司; 二氮杂菲, Sigma, USA; MMP-3
小鼠抗大鼠mAb, Neomarker USA; TIMP-1小鼠

抗大鼠mAb, Neomarker USA; 十六烷基三甲基

溴化铵(hexadecyltrimethyl ammonium bromide, 
HTAB), 山东济宁市化工研究所; 邻联二茴香胺

(O-dianisidine dihydrochloride), Merck, USA; 大
鼠MMP和TIMP-1的引物, 上海基康公司合成; 紫
外分光光度计Lambda Bio 40, PerkinElmer, USA. 
♀、未育、健康的Wistar大鼠, 体质量200 g左右, 
购自本校实验动物中心. 在诱发结肠炎前24 h大
鼠一般情况及进食、活动、大便质地如常. 饲料

为消毒的标准颗粒, 饮水为过滤自来水.
1.2 方法 按Medina et al [18]和Gordon et al [19]的

细胞免疫方法进行, 以乙醇为肠黏膜屏障破坏

物, TNBS为半抗原. 乙醚麻醉后, TNBS 30 mg
溶于500 mL/L的乙醇中(共0.85 mL), 用硅胶管

(d  = 2 mm)插入8 cm灌肠, 复制大鼠结肠炎的动

物模型. 3 wk后再次从肠道注入TNBS 10 mg+
生理盐水0.25 mL后, 将动物分3组: 治疗组(n  = 
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■研发前沿
炎 症 性 肠 病
(IBD)的传统内
科 治 疗 主 要 包
括SASP、糖皮
质激素. 前者仅
适 用 轻、中 度
患者; 后者如全
身 使 用 时 间 过
长副作用较大 , 
而 且 疗 效 不 足
80%. 
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12): 二氮杂菲溶于双蒸水, 浓度为3 g/L; 再ig 20 
mg/kg[17], 共7 d; 对照组(n  = 12), 将SASP以50 
mg/kg[20]溶于双蒸水1 mL中ig, 1次/d, 共7 d; 空白

对照组(n  = 12), 双蒸水1 mL ig 1次/d, 共7 d. 观
察大鼠体质量及大便质地. 治疗7 d后断颈处死

大鼠, 取下结肠, 沿系膜对侧纵行剖开仔细观察

肠道病变; 再将病变明显处甲醛固定, 石蜡包埋, 
HE染色, 光镜下观察. 行评分(表1-2)[17].
1.2.1 中性粒细胞髓过氧化物酶(myeloperoxi-dase, 
MPO)活性测定: PBS冲洗组织后, 取100 mg+PBS 
1 mL, 4℃电动匀浆30 s. 4℃, 10 500 g离心10 min, 
弃上层油脂及血红蛋白层. 沉淀加入1 mL 5 g/L 
HTAB-EDTA-PBS(5 mmol/L)混匀, 吹打呈胶状. 
4℃, 10 500 g离心10 min. 上清液100 μL+ 200 
μL HTAB-EDTA-PBS+1.25 g/L o'-dianisidine 
dihydrochloride 100 μL+0.5 mL/L H2O2 100 μL(4 
mmol/L)混匀, 37℃振荡培养15 min. 10 g/L叠氮

钠(NaN3)100 μL终止反应. 460 nm比色测吸光度

值(A ). 
1.2.2 免疫组织化学检测MMP-3和TIMP-1的

表达: 采用标准链亲和素-生物素-过氧化物酶

(streptavidin-biotin immunoperoxidase, SP)法, 大
鼠的石腊包埋组织切片→二甲苯、梯度酒精处

理→30 mL/L H2O2室温处理20 min→高压锅修

复→50 mL/L正常血清处理(37℃, 20 min)→加抗

MMP-3(1∶100)和抗TIMP-1(1∶100)一抗, 37℃ 
60 min, 4℃过夜→PBS洗5 min, 2次→加Biotin-
二抗37℃, 40 min→PBS洗5 min, 2次→加SP(1∶
200)37℃ 30 min→PBS洗5 min, 3次→DAB显色, 
显微镜下观察适时终止→苏木素复染→盐酸酒

精30 s→氨水中30 s→梯度酒精脱水→二甲苯透

明, 加拿大胶封片→阳性信号评价:  MMP-3和
TIMP-1的阳性均为细胞质中棕黄色着色, 以炎

性细胞的胞质表达为主. PBS代替一抗作为空白

对照, 对照未见着色, 胎盘为阳性对照. 阳性细

胞评价, 利用计算机软件Image-ProPlus检测其积

分吸A , 对其显色强度和面积进行综合评估. 
1.2.3 肠组织MMP和TIMP的检测: -70℃取出标

本, 每份加入TRIzol 0.2 mL, 剪碎组织, 移液器抽

打5次, 空针抽打5-20次, 再加入TRIzol 0.8 mL, 
室温静置10 min→加氯仿200 μL, 颠倒混匀, 静
置10 min, 4℃ 12 000 g , 离心10 min; 水相移入1.5 
mL离心管→加异丙醇500 μL, 振荡混匀, 室温静

置10 min→4℃离心12 000 g , 5 min, 弃上清→加

750 mL/L乙醇1 mL, 振荡混匀, 4℃ 9800 g , 离心

5 min弃上清; 通风厨中静置15 min, 使RNA干燥, 
加DEPC处理水50 μL, 56℃水浴10 min使RNA

溶解, 全速短暂离心, 得RNA. RNA的质量鉴定

和电泳同第一部分. RT-PCR(一步法):引物序列

如表3所示. 引物设计、合成及扩增条件分别参

照文献: MMP-1参考文献[21]; MMP-2、TIMP-1
和GAPDH参照文献[22]; MMP-3参照文献[16]
进行. RT-PCR检测肠道组织MMP-1, MMP-2, 
MMP-3和TIMP-1的方法和条件同第一部分. 

统计学处理 采用GLM(Generalized linear 
model)模块进行随机分组设计方差分析, 3组两

两比较采用最小显著差(LSD)法. 两组比较采用

成组t检验. 所有统计分析均在SPSS11.0中实现. 
检验水准定为0.05.

2  结果

2.1 大鼠体质量和大便质地 在未给予治疗的3 
wk内, 大鼠主要在第1周内出现腹泻, 大便为黄第1周内出现腹泻, 大便为黄1周内出现腹泻, 大便为黄周内出现腹泻, 大便为黄内出现腹泻, 大便为黄

色稀便, 或肛周体毛被稀便沾染. 给药后第1周第1周1周周
体质量明显降低(3组P  = 0.001, 0.001, 0.000). 第第
2周体质量开始增加, 腹泻症状开始好转. 第3周周体质量开始增加, 腹泻症状开始好转. 第3周体质量开始增加, 腹泻症状开始好转. 第3周第3周3周周
后, 大便正常, 体质量逐渐恢复正常. 第4周再第4周再4周再周再再

次给予TNBS灌肠后, 对照组直到处死前, 仍有

腹泻; 而二氮杂菲组和SASP组出现腹泻, 持续

3 d, 以后逐渐恢复正常. 第4周结束时, SASP组第4周结束时, SASP组4周结束时, SASP组周结束时, SASP组结束时, SASP组
和二氮杂菲组体质量均较对照组高(P  = 0.008, 
0.039).
2.2 大鼠肠道炎症的大体和组织学积分 对照组

肠道可见肠壁充血、水肿明显. 对系膜缘剖开

后见黏膜充血、水肿、糜烂及溃疡(图1A)形成, 
几乎所有大鼠均有肠壁增厚. 少数腹腔粘连, 肠
道近端扩张. 光镜下病变主要位于黏膜和黏膜

下层, 少数出现在肌层、甚至是全层炎症, 以中

性粒细胞、浆细胞、淋巴细胞浸润为主黏膜和

黏膜下层有单核细胞和巨噬细胞的浸润, 甚至

溃疡形成(图1B-C).
对照组肠道损伤积分包括大体积分和组织

学积分6.83±1.53; 460 nm比色测得的MPO的A
值为0.48±0.34. 而SASP组和二氮杂菲组肉眼观

察仍隐约可见红斑, 肠道无明显充血、水肿、

糜烂和溃疡(图2A-B). 显微镜下可见黏膜及黏

膜下层的炎症明显减轻(图3A-B)肠道损伤积分

分别为3.58±2.61和3.92±2.31, 均低于对照组

(6.83±1.53, P  = 0.002, 0.004); MPO的A值分别

为0.25±0.15和0.16±0.09, 均明显低于对照组

(0.48 ±0.34, P  = 0.025, 0.004).
2.3 大鼠肠黏膜MMP-3和TIMP-1的表达 MMP-3
和TIMP-1的阳性均为棕黄色, 定位于细胞质, 主
要在肠黏膜固有层及黏膜下层的浆细胞、中性

■相关报道
S y k e s  e t  a l 用
M a r i m a s t a t 和
SASP治疗TNBS
诱 导 的 I B D 动
物 ,  结 果 显 示 : 
M a r i m a s t a t 和
S A S P 都 能 有 效
地防止肠道的损
伤 及 炎 症 ,  并 降
低肠道炎症的积
分 ,  他 们 的 疗 效
并 无 差 异 .  只 是
在 降 低 M P O 活
性及TNF-α方面, 
SASP更为有效. 
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粒细胞、单核细胞及巨噬细胞表达(图4A-F). 
MMP-3在SASP组和二氮杂菲组的表达量均较

对照组低(P  = 0.000); 3组之间TIMP-1的A值无

明显差异(P  = 0.871, 表5). 
2.4 大鼠肠道MMP和TIMP-1 mRNA的表达 
S A S P组和二氮杂菲组的M M P-1, M M P-2及
MMP-3表达并无明显差异(P  = 0.078, 0.381, 
0.653); 与对照组相比明显偏低(SASP组 vs  对照

组P  = 0.002, 0.020, 0.000; 二氮杂菲组 vs 对照组

P  = 0.030, 0.003, 0.000). 3组的TIMP-1表达无差

异(P  = 0.471, 图5A-D, 表6).

3  讨论

既往的T N B S动物模型常常采用一次性刺激, 
第1周为急性炎症, 给药后1-3 wk内有慢性炎 
症[23-24], 没有缓解后复发这一临床表现. 我们采

用TNBS/乙醇(30 mg/0.25 mL)建立TNBS结肠炎

动物模型, 3 wk后再以不加黏膜屏障破坏物(乙
醇)的小剂量TNBS(10 mg)二次刺激. 结果动物

出现腹泻、血便、体质量减轻等症状; 病理改

表  1  大鼠肠道大体形态损伤评分标准

     
观察指标	                                                                        积分

粘连                          无	                                   0

                                 轻度	                                   1

                                 涉及数个肠攀	                   2

狭窄                          无	                                   0

                                 轻	                                   2

                                 重, 近端肠管扩张	                   3

溃疡                          无	                                   0

                                 线性, <1 cm 	                   1

                                 2个线性,  <1 cm	                   2

                                 多发, 或有1个>1 cm	   3

肠壁厚度                   <1 mm	                                   0

                                 1-3 mm	                                   1

                                 >3 mm	                                   2

总分	                                                                  10

表  2  大鼠肠道组织学损伤评分标准

      
观察指标	                                                                        积分

溃疡                                   无	                                   0

                                          小<3 mm	                   1 

                                          大>3 mm	                   2

炎症                                   无	                                   0

                                          轻	                                   1

                                          中	                                   2

                                          重	                                   3

累及肠壁的范围                未累及	                   0

                                          黏膜下	                   1

                                          肌层	                   2

                                          浆膜	                   3

纤维化                               无	                                   0

                                          轻	                                   1

                                          重	                                   2

总分	                                                                  10

A B C

图  1  对照组大鼠肠道炎症. A: 大体; B: HE(×200); C: HE(×50).

A B

图  2  治疗组大鼠肠黏膜未见明显的充血、水肿、糜烂及溃疡. A: SASP; B: 二氮杂菲.

■创新盘点
本 研 究 拟 采 用
T N B S 二 次 致 炎
法, 建立急、慢性
结肠炎共存的动
物模型后, 再检测
M M P s 抑制剂二
氮杂菲防治TNBS
肠 炎 的 作 用 ,  并
与经典抗炎药物
SASP相比较, 希
望能为 I B D 的治
疗提供新的思路
和途径.
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■名词解释
二 氮 杂 菲 :  是 一
个锌离子螯合剂, 
可抑制基质金属
蛋白酶(MMPs)的
DNA合成及其活
性, 该药以前主要
用来抗肿瘤,现体
外用作M M P s的
抑制剂.

变有肠壁充血、水肿, 糜烂及溃疡, 甚至伴有肠

壁的增厚和狭窄, 糜烂、溃疡、纤维结缔组织

增生和血管增生等, 肠壁炎症以中性粒细胞、

浆细胞、淋巴细胞浸润为主, 其中黏膜及黏膜

下层有单核细胞和巨噬细胞的浸润, 炎症损伤

积分明显增高; 炎症标志物MPO(MPO是评价炎

症程度的指标, 其活性反应了中性粒细胞的浸润

数目和活性)也明显增高. 以上结果表明, (1)采用

二次刺激法, 使大鼠在慢性结肠炎的基础上再次

出现急性结肠炎的表现, 具有急、慢性结肠炎共

存的特点; (2)炎症慢性化后, 再次接触相同抗原, 
仍可使病情复发; (3)复发时的抗原剂量小于首

A B

图  3  治疗组大鼠肠壁炎症明显减轻(HE×100). A: SASP; B: 二氮杂菲.

A B

C D

E F

图  4  大鼠肠壁炎性细胞MMP-3和TIMP-1表达. A: 对照组MMP-3(×100); B: 对照组TIMP-1(×200); C: SASP组MMP-3(×

200); D: SASP组TIMP-1(×200); E: 二氮杂菲MMP-3(×200); F: 二氮杂菲组TIMP-1(×200). 
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次抗原量; (4)肠黏膜屏障被乙醇首次破坏后无

法恢复完整, 已处于允许抗原进入的通透状态, 
所以二次刺激不需要乙醇. 大鼠急、慢性结肠炎

共存的动物模型, 类似慢性复发性炎症, 更接近

人类IBD的临床表现, 即发作-缓解-复发的模式. 
故该模型在组织病理学方面与人类IBD亦有相

似之处, 可作为进一步研究IBD的手段. 
最近有研究显示, MMP参与了肠道的损伤

和重建, 直接证据是在人的胎肠培养模型中, 商

■同行评价
本文立题较明确, 
方法实用, 结果较
可靠, 是一篇较有
意义的论文. 

陆有丝分裂原(pokeweed mitogen, PWM)刺激胎

肠的T淋巴细胞产生MMP, 损伤和破坏肠道黏

膜组织, 表现为上皮脱落及绒毛消失; 利用人工

合成的MMPI CT1399可有效防治PWM所致的

肠黏膜损伤及炎症[25]. 随后几个研究组分别利

用RT-PCR, Western杂交和原位杂交都证实IBD
炎症组织中有MMP的高表达[13-15], 与本研究中

第1部分的结果相似. 位于成纤维细胞和巨噬细

胞的MMP-1和MMP-3, 其作用尤为突出, 他们被

促炎症细胞因子, 如TNF-α, NF-κB, 促炎症的白

介素等激活后损伤与破坏肠道黏膜组织. Chang  
et al [26]的免疫组化证实, MMP的表达在黏膜损伤

的区域明显高于正常黏膜区; 最近的酶谱法也显

示活动性炎症组织有丰富的MMP表达[15]; IBD炎

症肠黏膜中, MMP-1和MMP-3 mRNA的高表达

已是公认的事实[14]. 所有这些提示炎症肠黏膜

MMP的表达及其酶活性均明显增高, 由此推测

利用MMPI治疗IBD可能有效. 
二氮杂菲是一种Zn离子螯合剂, 其主要作

用为与MMP的催化结构域结合而抑制MMP的
活性. 有研究显示, 如果二氮杂菲的剂量超过

20 mg/kg, 重复给药, 将会出现对小鼠的神经毒 
性[27]. 所以我们采用单剂量20 mg/kg, 防止不

良反应; 同时利用二氮杂菲治疗大鼠肠炎模型

后, 利用RT-PCR的方法证实他能明显地降低

MMP-1, MMP-2和MMP-3的mRNA的表达, 而
不影响T I M P-1的表达; 免疫组化证实 ,  这些

MMP的表达主要位于黏膜及黏膜下层的炎性

细胞胞质内, 如单核细胞、巨噬细胞和浆细胞

等. 二氮杂菲治疗后M M P表达明显低于对照

组, 而TIMP-1的表达在3组之间并无明显差异

(P >0.05). 结果提示, 二氮杂菲能够有效地抑制

MMP的表达及其酶活性, 以上与Chen et al [28]

一致. 二氮杂菲治疗T N B S的肠炎模型后, 肠
道损伤的面积和炎症程度, 均明显低于对照组

(P <0.05), 疗效与SASP相近. 但二氮杂菲治疗后, 
其MPO值与SASP组比较无差异, 与对照组有显

著性差异(P <0.05). 而此前Lefort et al [17]的结论

是, 二氮杂菲治疗TNBS实验性结肠炎模型后, 
并不影响MPO的活性, 与我们的结果不符. 推测

其原因可能有: (1)尽管二氮杂菲疗效的发挥可

能并非直接抑制炎症介质的释放和炎性细胞的

浸润, 而是抑制了炎症的病变组织重构而起作 
用[7-10], 但是其有助于黏膜屏障的修复, 防止黏膜

的继发性损伤和感染, 有利于肠道炎症的消退; 
(2)我们采用TNBS二次致炎法建立的动物模型

                   对照组             二氮杂菲  SASP
M      2      3     4      5       6      7      8

500 bp
251 bp

500 bp 580 bp

                   对照组               二氮杂菲 SASP
1      2      3      4     5      6      7       8

                  对照组      二氮杂菲   SASP
1            2          3        4            5

500 bp

216 bp

      对照组          二氮杂菲         SASP GAPDH
1       2      3      4      5      6     7       8

500 bp 343 bp

A

B

C

D

图  5  MMP和TIMP-1 mRNA在肠黏膜的表达. A: MMP-1;   

B: MMP-2; C: MMP-3; D: TIMP-1. 
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为慢性炎症基础上的急性炎症, 具有急、慢性

炎症共存的特点, 符合人类IBD的发病特点; 而
Medina et al的TNBS模型是7 d内的急性炎症模

型, 所以标本的来源有别. 
如前所述, 二氮杂菲是一种抑制MMP活性

的锌离子螯合剂, 所以有防止肠道黏膜损伤的

作用, 但最近Sykes et al [29]用硫酸锌溶液灌肠治

疗大鼠的实验性肠炎, 发现其有明显的抗炎作

用. 这可能是因为二氮杂菲是锌离子螯合剂, 其
治疗肠道炎症的机制是抑制了MMP的活性而起

作用; 而锌离子之所以能够治疗实验性肠炎是

因为他具有抑制细菌, 维持上皮组织的正常修

复及胶原合成等作用, 二者的作用机制不同. 另
外TNF-α阻止剂、糖皮质激素和转化生长因子

(TGF-β)对炎症性肠病的治疗有效, 很大程度上

也是因为他们能在基因水平抑制MMP表达, 阻
断了MMP激活的信号传导通路. 已明确糖皮质

激素能通过与AP-1位点结合抑制胶原酶基因的

表达; 而TGF-β可作用于鼠基质溶素transin启动

子的上游序列而发挥抑制作用. 
迄今已有几个研究组开始利用MMPI治疗

IBD的实验研究. 最早是Di Sebastiano et al [20]

用marimastat和SASP治疗TNBS诱导的IBD动

物. 结果显示, marimastat和SASP都能有效地防

止肠道的损伤及炎症, 并降低肠道炎症的积分, 
他们的疗效并无差异. 只是在降低MPO活性及

TNF-α方面, SASP更为有效; 此后朱峰 et al [30]用

BB-94治疗TNBS致大鼠的结肠炎模型. 结果显

示, BB-94能明显降低结肠炎的炎症积分, 同时

MPO也明显低于对照组, 其疗效与剂量呈正相

关; 同年Lefort et al [17]用二氮杂菲治疗TNBS和
DSS诱导的结肠炎, 疗效显著, 但对MPO和花生

四烯酸的释放无影响. 目前MMPI已经用于治疗

肿瘤患者, 部分药品进入Ⅲ期临床试验阶段; 而
对IBD的治疗仍处于体外试验及动物试验阶段.  

总之, 二氮杂菲治疗大鼠TNBS肠炎使肠道

损伤积分、MPO以及 MMP-1, MMP-2和MMP-3
的 mRNA的表达均明显下降, 但不影响TIMP-1
的表达 ,  以上提示二氮杂菲能够有效地抑制

MMP的表达及其酶活性、治疗大鼠TNBS结肠

炎. 相信随着对MMPI研究的不断深入和拓展, 
将有可能为IBD的治疗开辟新途径.
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