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摘 要: 糖尿病足溃疡创面上的炎性因子含量明显增加,诱导炎性细胞产生基质金属蛋白酶类(MMPs)及基质金属蛋

白酶类组织抑制因子(TIMPs)。MMPs是一族锌离子依赖性内源性蛋白水解酶,以水解细胞外基质(ECM)和基底膜为

主要功能,其中 MMP-2参与了细胞外基质动态平衡的调控,在水解细胞外基质的作用中最为突出。TIMP-2作为

MMP-2的一种特异性抑制剂,在组织中它可以随着 MMP-2的表达而表达,很少受细胞因子的诱导和影响。转化生长

因子β1(TGF-β1)是一种多功能的蛋白多肽,增加基质合成,阻止已合成的ECM 降解,亦可以对 MMPs和TIMPs进行

调控。三者在细胞外基质的水解和重塑过程中起非常重要作用,它们的表达控制和定时释放与糖尿病足溃疡愈合直接

相关。
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  糖尿病足是糖尿病患者最严重及最常见的并发症

之一,有50%糖尿病患者在病程中都会发生糖尿病足

感染,严重影响患者生活质量及最终寿命[1-2],也给糖

尿病患者家庭及社会带来昂贵的医疗负担[3],本文通

过对基质金属蛋白酶2(MMP-2)、金属蛋白酶组织抑

制因子2(TIMP-2)和转化生长因子β1(TGF-β1)在糖

尿病足溃疡创面愈合过程中的动态变化及其内在机制

等进行综述,为糖尿病足溃疡基因的治疗提供基础研

究思路与帮助,以降低糖尿病足发病率及致残率。

1 溃疡创面愈合的病理生理过程

创面愈合包括三个阶段:炎症期、增生期和重塑

期,并 且 按 照 此 顺 序 有 序 进 行,其 中 细 胞 外 基 质

(ECM)、表皮细胞和局部蛋白水解酶及其抑制剂等局

部环境的内因子相互作用的结果决定正常创面愈

合[4]。而急性创面的愈合阶段,需要完成基质重塑过

程、伤口恢复等,在此过程中,要求多种ECM 成分参

与其中,产生新鲜组织,形成新生血管,创面的角质细

胞移行等,基质金属蛋白酶类(matrixmetalloprotein-
ases,MMPs)通过调控细胞外基质的正常可控性代谢

来调控此复杂有序的生理修复,在创面愈合修得中起

着重要作用。创伤早期阶段为炎性浸润时期,创面位

置会汇集多种炎性细胞分泌 MMPs,实现细胞的修复;
增生期,创伤部位的多种修复细胞,分泌出 MMPs促

进了上皮细胞的产生,进而形成新生组织;重塑 MMPs
主要参与调控胶原的合成与分解的动态平衡,收缩伤

口面积促进瘢痕重塑。当出现急性损伤,组织会即刻

启动凝血作用,由血小板发挥诱导作用启动炎症反应,
逐步完成创面愈合过程。由于慢性伤口中持续存在组

织损伤,伤口在长时间内存在细菌污染,遭受外来物质

的刺激以及局部缺血等因素下,引发感染、缺氧和(或)
营养不良,最终延长创面愈合时间。慢性伤口中最常

见的例子就是糖尿病足溃疡,糖尿病足的病理生理是

复杂的,其中由糖尿病引发的周围神经病变和血管病

变是最基础的病变。在溃疡形成后,伤口内存在大面

积细菌繁殖,创面小动脉周围的炎症反应及炎性细胞

聚集,炎性细胞发生浸润,创面中出现 MMPs表达超

标,分泌出大量的 MMPs,而其抑制因子TIMPs及转

化生长因子TGF-β表达降低[5]。生长因子与基质遭

到 MMPs的作用出现降解,MMPs水解基底膜中纤维

蛋白、肌腱、软骨等诸多底物,从而促进细胞的迁移和

组织更新。

2 MMP-2结构及功能

MMP家族是一种活性依赖于锌离子内切蛋白水

解酶家族,于20世纪70年代被Gross和Lapiere在研

究蝌蚪尾巴异变的过程中发现的,可以从大量植物细

胞中发现 MMPs的身影,同时广泛分布于脊椎与无脊

椎动物细胞体内,来源广泛,既可来自基质细胞,也可

来自炎症细胞等,目前已分离鉴别出26个成员。按作

用底物的不同 MMP可分为6大类:①胶原酶:包括

MMP-1、MMP-8、MMP-13,其主要水解底物主要是

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原的纤维类胶原;②明胶酶:包括明胶酶

A(MMP-2)、明胶酶B(MMP-9),主要作用于胶原及基
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底膜的主要成分IV型胶原和明胶,最近还发现能降解

蛋白聚糖、弹性蛋白;③间充质溶解素,包括 MMP-3、

MMP-10、MMP-11,可作用于蛋白聚糖、层黏连蛋白、
纤维黏连蛋白、Ⅲ型和Ⅳ型胶原及明胶;④膜型MMP:
包括 MMP-14、MMP-15、MMP-16、MMP-17、MMP-
24、MMP-25可降解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原和纤维黏连蛋白;

⑤基质溶解素:MMP-7、MMP-26;⑥其它类型 MMP-
12、MMP-19、MMP23等。MMPs成员在发挥各自功

效的时期内受到大量因素的作用。各个成员大小不

同,且底物不同,但它们都能用于降解细胞外基质,均
可破坏基底膜。MMPs在许多生理及病理过程中发挥

其重要作用,如缺血缺氧损伤、炎症反应、新血管形成、
组织纤维化和肿瘤的侵袭及转移等都与其表达、活化

密不可分。它们作用在降解重塑ECM 的整个阶段,
其表达控制和定时释放直接影响伤口最后的愈合效

果[6]。而其成员之一的 MMP-2在降解ECM 的作用

中最为突出,直接参与了ECM 动态平衡的调控,所以

MMP-2的活性程度及表达水平直接影响伤口愈合结

果。

MMP-2由Liotta等[7]于1977年在研究高度转移

的鼠肿瘤移植培养液中首次发现。对人类染色体进行

研究,发现该基因存在于16q21,它的组成中包括内含

子与外显子数量分别是12和13,总长度与分子量分别

是27kb、72KD。MMP-2属于明胶酶类的Ⅳ型胶原,
能够降解动脉壁基底膜的主要成分,故又称其为Ⅳ型

胶原酶的基质金属蛋白酶。MMP-2可以由多种细胞

分析得到,例如内皮细胞、成纤维细胞等,分泌过程中

该物质仍属于前酶原的形式,当 MMP-2被顺利激活

之后,就能被用于细胞外基质的降解中,该物质可以稳

定表达在伤口的愈合阶段。对于慢性溃疡而言,由于

长时间内存在机体炎性,所以炎性因子数量大大增加,
导致了一系列炎症细胞对该物质的分泌作用。

3 TIMP-2结构及功能

基质金属蛋白酶抑制因子(Tissueinhibitorof
metalloproteinase,TIMPs)是一种具有多种生物活性

的因子家族,更是 MMPs的特异性抑制因子,组成结

构中含有1个或1个以上金属离子性。已知的TIMPs
有4 种[8],分 别 是 TIMP-1,TIMP-2,TIMP-3,和

TIMP-4。其中 TIMP-1、TIMP-2、TIMP-4是水溶性

的,而TIMP-3是非水溶性的。可依靠成纤维、上皮、
内皮等多种细胞制取 TIMPs,该物质为分泌型糖蛋

白,保持较低分子量,可以在各大组织细胞与体液内发

现该物质的存在。
从结构上看,TIMPs含有12个半胱氨酸残基,各

个基团借助于二硫键进行重组,得到三级结构。在深

入研究的基础上,我们发现无论是哪种TIMP,其N端

及C端序列都可参与 MMP的抑制或非抑制作用,发
挥各种独特的功能。目前研究发现TIMPs主要通过

以下途径抑制 MMPs:①TIMPs通过阻止酶原的活化

而抑制 MMPs活性;②直接抑制组织中已经活化的

MMPs。并且多种物质的生物学活性都受到 TIMPs
的影响,例如前文阐述的抑制 MMPs之外,TIMPs还

与 MMPs的活性有关,可用于调节细胞增生及活性,
参与 诱 导 血 管 生 成 与 凋 亡 等[9]。亦 有 研 究 发 现

TIMPs表达增多则导致会导致ECM的过度积累最终

导致纤维化结局,提示TIMPs在ECM 转换中具有双

重的作用[10]。
多项研究证明TIMP-2在组织中有抑制ECM 蛋

白分解的作用,相关数据支持TIMP-2在骨折愈合、瘢
痕疙瘩、肝脏、肾脏、Dupuytren’s挛缩和心脏组织中

保护ECM 免 受 蛋 白 质 分 解 的 作 用。例 如,在 Du-
puytren挛缩症患者的手部关节内,TIMP-2和 MMP-
2之间的平衡受到破坏,TIMP-2表达过度,提示过度

表达的TIMP-2引起ECM 过度沉积导致关节固定屈

曲挛缩畸形[11]。TIMP-2具有多种生物活性的因子,
能通过多种途径特异性抑制 MMP-2,并直接参与调节

细胞增生及新生血管形成等,然而,TIMP-2表达结果

直接影响ECM的降解及积累,TIMP-2平衡表达在伤

口愈合过程中亦起到举足轻重的作用。

4 MMP-2、TIMP-2与细胞外基质

研究证实蛋白酶水解在创伤愈合的过程中起重要

的作用,其中 MMPs在愈合伤口过程中起核心调节作

用。MMPs/TIMPs系统和ECM 的重塑有着不可分

割的联系。MMP-2被认为在降解ECM 中起重要作

用,TIMP-2具有抑制组织中ECM 蛋白水解作用[10],
然而TIMP-2过度表达,打破了TIMP-2和 MMP-2之

间的平衡则会增加 ECM 病理积聚,导致伤口挛缩

(Dupuytren 挛 缩 症)[11],在 缺 乏 TIMP-2 的 小 鼠

(TimP-2小鼠)诱发心肌梗死后,发现心肌组织胶原密

度低,结构紊乱,这种心肌重塑是由于 MMP-14活性

增加,由此推断 TIMP-2通过抑制 MMP-14[12]调节

ECM蛋白水解,既可以认为TIMP-2除了能直接抑制

MMP-2活性外,在某些情况下也可以通过与 MMP-14
结合激活 MMP-2[13]。TakawaleA等[14]通过研究发

现,TIMP-4可用于细胞外基质凝集的调节作用,该作

用是借助于 MMP-14活性的抑制与调控炎症反应实

现的。在伤口愈合的整个过程中,MMP-2性征表达最

为平稳,而出现创伤后的2~4d才是 MMP-9表达的

突出阶段。即便伤口已经完全闭合,也不影响 MMP-2
和 MMP-9在表达,纵观伤口愈合的整个时期,深入研

究愈合关键过程中两个物质的表达,研究发现,MMP-
9对于伤口愈合并不是必须的,即便该物质出现在基
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质重塑等多个阶段。而 MMP-2发挥了分离角质细胞

的作用,提高角质细胞迁移方面起关键作用,是伤口愈

合过程中所必需的 MMPs。

5 MMP-2、TIMP-2与糖尿病足溃疡愈合

对于慢性溃疡而言,组织损伤持续存在,所以创面

部位炎性因子数量较多,由此诱发“中性粒细胞、成纤

维细胞”等多种细胞发生 MMPs与TIMPs的分泌作

用[15]。MMPs属于内源性蛋白水解酶的范畴,该酶物

质存在较强锌离子依赖性,主要参与ECM 和基底膜

的降解反应,对于ECM 而言,无论是其降解还是重

塑,MMPs都发挥了重要作用,伤口能够取得怎样的愈

合效果,就取决于该物质的表达。然而,由于生物体内

含有 MMPs的 影 响 因 子,所 以 ECM 降 解 效 果 与

MMPs并 不 存 在 必 然 关 系,由 此 可 见 TIMPs是

MMPs的内源性特异性抑制因子,其主要功能是通过

对 MMPs的抑制调节,主要表现在调节正常ECM 代

谢合成及其各种病理过程中发挥重要作用。
在慢性静脉溃疡,渗出液中检测出较高浓度的明

胶酶(MMP-2和 MMP-9)及低水平的TIMPs[16],在糖

尿病溃疡,因为长时间的创面炎症伴随蛋白水解,导致

了慢性迁延状态的产生继而导致糖尿病溃疡创面不能

很好的恢复,与正常创伤的恢复相比较,压力性溃疡表

现出以下特点:高表达 MMP-2,低表达TIMP-2,提示

糖尿病足溃疡伴感染患者 MMP-2、TIMP-2水平均发

生了变化,随着感染细菌种的增加、溃疡级别的升高,

MMP-2水平升高,而且 MMP-2/TIMP-2的比例显著

升高[17]。
对于ECM的降解来说,MMP-2发挥了最关键的

作用,该物质能够调节ECM 达到动态平衡状态,影响

着细胞的各个阶段。TIMP-2属于 MMP-2特异性抑

制剂因子,当组织中 MMP-2发生表达改变时,该物质

也随之被表达出来,其他细胞因子很难影响该物质的

诱导作用。叶林[18]等采用ELISA法测定20例糖尿

病溃疡并感染患者,10例糖尿病非感染手术患者及10
例非糖尿病非感染手术患者创面渗液样本中 MMP-2
和TIMP-2的浓度,结果表明糖尿病足溃疡并感染患

者的 MMP-2浓度、MMP-2/TIMP-2比值均高于糖尿

病 非 感 染 手 术 患 者 及 非 糖 尿 病 非 感 染 手 术 患 者;

TIMP-2组间比较结果则相反。提示长时间内存在炎

症反应会导致炎症因子的加剧,然后推动各类细胞对

MMPs物质的分泌作用,这些细胞包括成纤维细胞、中
性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等。过度表达的 MMPs
可以降解多种对创伤修复必不可少的生长因子、受体

和基质蛋白等,从而使创面愈合受阻。LobmannR[19]

等通过对基质金属蛋白酶及其抑制剂在糖尿病和非糖

尿病患者创面中的表达研究中显示,MMPs及TIMPs

在糖尿病足溃疡创面及非糖尿病足溃疡创面中存在显

著区别,与非糖尿病足溃疡创面比较,创面物质浓度数

据表明,MMP-1、MMP-2、MMP-8、MMP-9浓度增加

倍数分别是65倍、3倍、2倍、14倍,其中 MMP-1及

MMP-2活性增加6倍,而TIMP-2的表达比非糖尿病

患者减少了2倍。由此推测 MMPs与TIMPs在慢性

创 面 中 表 达 的 失 衡 是 导 致 创 面 愈 合 障 碍 的 原 因,

MMPs与 TIMPs物质浓度的变化,会给创面造成影

响,进而形成蛋白水解的加剧,这一环境下大量创面出

现基质水解作用,进而导致患者的伤口愈合失败。正

常组织内这两种物质相互协调,呈现平衡状态,而出现

症状时,即便两者的表达都有所增加,但TIMP-2表达

的程度不足以抑制 MMP-2活性时,即打破两者之间

的平衡状态,使得 MMP-2的活性进一步扩大增强,使
其对细胞基质及基底膜的水解破坏作用进一步增强,
大量炎症细胞侵袭基底膜,促使创面炎症形成,亦使慢

性溃疡经久不愈。

6 糖 尿 病 足 溃 疡 创 面 恢 复 过 程 中,TGF-β1 对

MMPs、TIMPs调控发挥的影响

研究发现哺乳动物的 TGF-β主要来自于免疫细

胞,例如血小板、巨噬细胞等,该物质属于细胞因子范

畴,内部含有三种异构体,分别是TGF-β1、TGF-β2和

TGF-β3,在同源性与生物学活性上来说,此三者保持

较大相似性。细胞的多个阶段都有此三者的参与,可
用于辅助合场细胞外基质,也参与基质的降解反应,推
动组织纤维化进程。WeberCE等[20]研究显示正常皮

肤组织的成纤维细胞仅表达极少量的TGF-β1受体,
而在热力烧伤创面属于慢性溃疡愈合过程,其肉芽组

织中检测出较高表达TGFβR-Ⅱ和TGFβR-Ⅰ。TGF-

β具有强烈的创面趋化作用[21],组织创伤后,内因子迅

速激活TGF-β,被激活后的TGF-β可吸引大量的中性

粒细胞、单核细胞、成纤维细胞、T细胞及间质干细胞,
慢性溃疡创面愈合结局与TGF-β的活性表达有密切

关系。而且对于 TGF-β1这一异构体而言,还能作用

于TIMPs物质,进而抑制 MMPs的表达,造成胶原代

谢紊乱,促使胶原纤维大量增加,由此出现纤维化。
目前的研究认为TGF-β调节ECM成分的合成和

降解的生物学效应部分通过调节 MMPs/TIMPs的表

达而实现。其中的 TGF-β1是一种多功能的蛋白多

肽,其在合成初期是一个分子量较大的无活性的前体

分子,在受到各种刺激后转化为有活性的TGF-β1。主

要表现在ECM 上的作用是推动基质合成,阻止已经

完成合成作用的ECM 降解,通过阻止纤溶酶原激活

酶和胶原蛋白酶的作用,抑制了 MMPs的同时,促成

了TIMPs。
糖尿病创面难以愈合的主要原因为修复不足,既
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往研究证实在伤口愈合过程中随着TGF-β1合成及释

放数量的增加,新生血管及肉芽进一步生成增多从而

达到创面最终愈合。李福伦等[22]以大鼠为实验样本,
开展正常创面与糖尿病模型创面肉芽组织的差异性研

究,实验发现,TGF-β1与TGF-β3的表达随着时间的

推移发生变化,受伤之后的3~11d内,对于生理盐水

组而言,糖尿病创面组的 TGF-β1、TGF-β3表达量保

持在较低水平,而在正常创面组,TGF-β1的表达则较

为显著,TGF-β3的表达随着时间的增加呈现下降趋

势,在TGF-β的表达上,正常组略高。通过以上实验

发现,TGF-β的表达水平过低可能是糖尿病性创面难

以愈合的原因。张学全等[23]通过复方落地生根膏在

伤口愈合效果上的研究,发现相比于对照组,实验组愈

合所需时间明显减少,而且发现TGF-β1表达水平随

着伤口愈合呈抛物线样变化,治疗早期由于炎症反应

存在而持续增高,在治疗中期TGF-β1表达到峰值水

平,之后随着溃疡创面炎症消退、瘢痕组织形成而逐渐

下降,而 MMP表达水平也呈动态变化。在形成肉芽

组织,恢复创面的过程中,TGF-β起到重要作用,可以

有效地促进创面愈合及新血管再生[24],创面组织的抗

张强度在TGF-β的作用下进一步增强,但是过度表达

必然引起创口过度机化而表现出瘢痕增生[25],为此需

要一系列调节因子对冲 TGF-β过 度 机 化 功 能,而

MMPs在基质愈合重塑中便担负这样作用,其在伤口

愈合过程中是重要的调节蛋白之一,主要通过影响肉

芽组织形成强度及促进伤口收缩等影响愈合的效果。

TGF-β1在组织创伤后被迅速激活,被激活后的

TGF-β1,通过阻止纤溶酶原激活酶和胶原蛋白酶的作

用,抑 制 MMPs同 时 促 成 TIMPs。最 后 通 过 调 节

MMPs/TIMPs的表达而实现调节ECM 的合成和降

解。TGF-β可以有效地促进创面愈合及新血管再生,
但是过度表达亦可引起创口过度纤维化而表现瘢痕增

生结局,此时 MMPs可作为调节因子对冲TGF-β1过

度纤维化的功能,由此可见慢性溃疡创面愈合结局与

TGF-β、MMPs及TIMPs的活性表达有密切关系。
综上所述,MMP-2、TIMP-2和TGF-β1是具有多

种生物学活性的因子,其表达的活性直接影响伤口愈

合的效果,研究其在糖尿病足溃疡中的表达变化及作

用可为临床治疗糖尿病足溃疡提供基础研究,未来有

望通过调节 MMP-2、TIMP-2和TGF-β1的水平为糖

尿病足溃疡的防治开辟一条新途径。
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