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慢性高原病（Chronic Mountain Sickness，CMS）又称蒙

赫病，是长期暴露于高海拔地区所导致的一种临床综合征。

全球有超过 1.4 亿人生活在海拔 2500 m 以上地区，其中

5％～10％有患CMS的风险［1-2］。CMS可造成多器官损伤，

心、肝、肺、脑等氧耗量较多的脏器受累较重，严重者可因血

管栓塞而猝死［3］。CMS在血液系统中表现为红细胞增多，但

无 JAK2 V617F基因突变，与真性红细胞增多不同［4］。有研

究显示，CMS患者骨髓微血管密度增加［5］，但目前未有CMS

患者肝脏及心脏微血管密度（MVD）的相关研究。

基质金属蛋白酶9（MMP-9）为Ⅳ型胶原水解酶，广泛分

布在肝脏及心脏中［6-7］，最典型的生物学功能是参与血管生

成，与微血管增生、损伤密切相关［8］。既往研究显示，慢性间

歇低氧可导致大鼠的骨髓组织微血管增生及MMP-9表达量

升高［9］。本研究旨在探讨CMS大鼠模型肝脏及心脏MMP-9

的表达情况以及与MVD的关系。

对象与方法

1. 动物、试剂及仪器：雄性 SD 大鼠，清洁级 6～7 周龄

（180～200 g），购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

大鼠MMP-9 ELISA试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公

司；BCA蛋白浓度试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公

司；MMP-9、CD34 单 克 隆 抗 体 购 于 美 国 Abcam 公 司 ；

SP-9002小鼠SP试剂盒及DAB显色试剂盒购于北京中杉金

桥生物技术有限公司；全自动血细胞分析仪购于深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司；全自动酶标分析仪购于美国

BIO-RAD 公司。

2. 大鼠模型制备：根据靳国恩等［10］方法制备大鼠模型，

造模成功标准：HGB＞210 g/L，红细胞比容（Hct）＞65％，肺

动脉压（PAP）＞30 mmHg（1 mmHg＝0.133 kPa）。将 SD 大

鼠从北京（海拔 41 m）运至甘肃天水（海拔 1100 m），适应性

喂养 1周。将大鼠分为 2组：实验组（CMS组）20只，运至青

海省果洛藏族自治州玛多县（海拔4300 m），对照组20只，继

续饲于甘肃天水（海拔1100 m），饲养30 d后，测定HGB、Hct

及PAP判定是否造模成功，PAP数据由Powerlab系统采集分

析。实验方案经过青海大学医学院伦理委员会批准，动物处

理措施均按照《实验动物管理条例（GB14923-2010）》执行。

3. 取材：以 20％乌拉坦（0.5 ml/100 g体重）腹腔麻醉大

鼠，抽取腹主动脉血进行血常规检测；取靠近肝脏血管的肝

脏组织及左心室心肌组织，用于ELISA法检测及免疫组化

检测。

4. ELISA 法检测大鼠肝脏及心肌组织 MMP-9 表达水

平：肝脏、心脏组织标本分别与生理盐水按照 1∶9体积比例

放入EP管中，匀浆后离心取上清液。BCA法分别测两组大

鼠肝脏、心肌组织匀浆总蛋白含量，ELISA 法分别测定肝

脏、心肌组织的MMP-9表达水平。按照试剂盒说明书进行

操作，实验设2个复孔。

5. 免疫组化检测大鼠肝脏及心肌组织 MMP-9 水平及

MVD：肝脏及心肌组织标本经4％多聚甲醛固定、包埋、切片

后，按照试剂盒说明书进行免疫组化。以CD34表达水平表

示MVD，每张切片于 400倍镜下随机取 5个视野拍照后，应

用 Image Pro Plus6.0分析图像，结果用平均吸光度表示。

6. 统计学处理：采用SPSS 26.0统计软件完成。对于正

态分布计量资料采用均数±标准差表示，两组间均数比较采

用独立样本 t检验，相关性分析采用Pearson相关分析，检验

水准α＝0.05。

结 果

1. 大鼠一般资料的结果：大鼠的HGB、Hct、PLT及PAP

差异均有统计学意义（P＜0.05），WBC及体重差异无统计学

意义（P＞0.05）（表1）。
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2. ELISA 法检测 MMP-9 表达水平：CMS 组肝脏组织

匀浆 MMP-9 表达水平为（118.73±3.60）ng/ml，高于对照组

的（91.27±3.26）ng/ml，差异有统计学意义（t＝25.293，

P＜0.001）；CMS 组心肌组织匀浆 MMP- 9 表达水平为

（111.16±3.50）ng/ml，高于对照组的（82.03±3.78）ng/ml，差异

有统计学意义（t＝25.277，P＜0.001）。

3. 免疫组化结果：CMS组肝脏组织中MMP-9表达水平

为 0.23±0.01，高于对照组的 0.21±0.01，差异有统计学意义

（t＝3.112，P＝0.036），与此同时，CMS 组肝脏组织中 CD34

表达水平为0.26±0.01，高于对照组0.22±0.01，差异有统计学

意义（t＝4.579，P＝0.010）；CMS组心肌组织中MMP-9表达

水平为0.22±0.02，高于对照组0.19±0.01，差异有统计学意义

（t＝2.954，P＝0.042），与此同时，CMS 组肝脏组织中 CD34

表达水平为0.22±0.02，高于对照组0.18±0.01，差异有统计学

意义（t＝3.055，P＝0.038）。

4. 相关性分析：在CMS组中，用ELISA法测得的肝脏、

心肌组织MMP-9与HGB均呈正相关（r＝0.962，P＜0.001）、

（r＝0.989，P＜0.001）；用免疫组化法测得的肝脏、心肌组

织 MMP-9 的表达量与 HGB 也均呈正相关（r＝0.993，

P＜0.001）、（r＝0.990，P＜0.001），肝脏、心肌组织MMP-9表

达水平与CD34表达水平均呈正相关（r＝0.998，P＜0.001）、

（r＝0.980，P＜0.001）。

讨 论

MMP-9是MMP中分子量最大的酶，由中性粒细胞、血

管内皮细胞、平滑肌细胞等分泌，可水解的底物为Ⅳ型胶原，

在心脏和血管生成中发挥关键作用［11］。肝脏作为体内最大

的代谢器官，在糖代谢、氨基酸代谢、脂类代谢等生存所必需

的各种物质代谢中起着重要作用［12］。在低氧条件下肝脏生

物学功能会受到影响，出现脂质代谢紊乱、氧化应激障碍

等［13］。慢性高原缺氧可刺激骨髓造血系统使红细胞数量增

加，血液黏度增加，增加了血液循环过程的阻力，心脏做功量

增加。心肌细胞本身耗氧量大，当身体在低氧条件下重新建

立稳态时，心肌能量代谢和生理功能会受到影响。心肌不能

像骨骼肌一样维持无氧代谢，平衡氧气需求与可用性对心脏

功能和生存至关重要。心肌细胞肌丝溶解伴断裂，线粒体肿

胀，数量增加，线粒体嵴突断裂、囊泡化等明显损伤［14］。当氧

气供应减少时，ATP生成减少影响着能量的生成、储备及利

用，心脏收缩功能障碍，并且这种时间延长可导致细胞凋亡

和坏死［15］。慢性低氧条件下，肺动脉血压的形成导致右心室

肥大及心室重塑，右心室壁厚度增加，缺氧时间继续延长，血

液泵送至全身循环的阻力增加，左室后负荷增加，最后导致

左心室肥大，心脏重量增加，严重时可发展为心力衰竭［16］。

MVD是组织血管生成的重要衡量指标。CD34是血管

内皮细胞的特异性标志物，因其具有不与淋巴细胞和基质细

胞发生交叉反应的特点，并且比CD31和VWF更为敏感和

特异。因此，在微血管染色方面，比CD31和VWF更准确。

CD34可以在大鼠组织血管内皮细胞表达，可用于检测早期

新生MVD的形成［17］，因此，本研究我们以CD34表达水平反

映 MVD。结果显示 CMS 模型大鼠肝脏及心肌组织的

MMP- 9 含量及 CD34 表达均高于对照组。低氧条件下

MMP-9表达增多，使得细胞线粒体凋亡途径受到抑制，Bcl-2

家族、Cyt-C等凋亡相关因子释放减少细胞凋亡减少，血管生

成增加，这是缺氧时细胞的代偿性反应［18］。低氧状态下，在

氧化应激作用下，肝脏脂质代谢受到影响，增加了肝脏组织

的 MVD。在本研究中，CMS 组大鼠肝脏组织的 MMP-9 含

量高于对照组，且与CD34呈正相关，MMP-9最重要的作用

便是血管生成，血管生成是一种对缺氧的生理反应，MVD的

增加可能是缓解缺氧状态的部分代偿过程［5］。相比较平原

环境下饲养的大鼠，CMS组大鼠心肌组织的MMP-9表达含

量及CD34升高。心肌细胞受损可影响心肌线粒体糖酵解

和氧化磷酸化的过程，使得MVD升高［19-20］。CMS引起的多

器官损伤类似于其他缺氧缺血损伤造成的多器官损伤，一方

面低氧本来可使氧化应激物的水平升高，另一方面氧化应激

过程与炎症过程存在密切联系，可激活许多复杂的通路和相

关蛋白，如 IL-6-JAK2/STAT3-MMP-9通路，高表达的MMP-9

参与微血管的形成最终促使MMP-9的升高［21］。CMS本质

上是一种在全球高海拔地区人群中流行的适应不良的临床

综合征，高海拔生活适应不良的主要指标是红细胞过度产

生［22］，高海拔环境下MMP-9的增加与HGB增加有关，红细

胞生成和血管生成的调节本身是对缺氧的一种适应，低氧可

刺激骨髓造血系统，造成红细胞计数升高，MMP-9通过对基

底膜的降解作用参与血管生成，并可导致组织MVD增加。

本研究证实了在 CMS 大鼠模型中，肝脏及心脏的

MMP-9及MVD均增加，为阐明CMS发病机制和病理生理

过程提供重要资料。CMS引起肝脏及心肌组织MMP-9和

表1 慢性高原病（CMS）模型大鼠与对照组一般资料比较(x±s）

分组

CMS组

对照组

t值

P值

鼠数

20

20

HGB（g/L）

225.65±9.57

120.55±6.77

40.076

＜0.001

Hct（％）

68.55±2.50

39.35±3.05

33.113

＜0.001

WBC（×109/L）

5.65±1.13

6.05±1.23

-1.058

0.297

PLT（×109/L）

659.0±44.9

809.0±36.2

-11.611

＜0.001

PAP（mmHg）

68.0±3.99

28.2±3.29

34.450

＜0.001

体重（g）

248.20±14.98

247.00±14.46

0.269

0.790

注：Hct：红细胞比容；PAP：肺动脉压，1 mmHg＝0.133 kPa
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MVD增加的具体机制仍需要进一步研究。
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