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母体铅暴露对仔鼠肾脏中 MMP-2、MMP-9 mRNA 表达的

影响 
 

李宁，李丽，崔灿，张平安，乔明武，赵秋艳，宋莲军 

（河南农业大学食品科学技术学院，河南郑州 450002） 
摘要：为了探讨母体铅暴露对仔鼠肾脏中 MMP-2、MMP-9 mRNA 表达的影响。采用自由饮水模式建立铅暴露动物模型，将 40

只雌性小鼠自妊娠第 1 d 开始经饮水染铅(1.0 g/L、5.0 g/L 和 10.0 g/L，对照组饮蒸馏水)至仔鼠出生后 21 d，分别测定其血液和肾脏组

织中铅的含量，然后取其肾脏组织，通过实时荧光定量 PCR (Real-time PCR)的方法检测 MMP-2 和 MMP-9 mRNA 的表达情况。21 d

仔鼠血液中铅水平均明显高于对照组(p<0.05)；低、中和高剂量铅暴露组仔鼠肾脏组织中 MMP-2 mRNA 的表达明显高于对照组

(p<0.05)，铅暴露组仔鼠肾脏组织中MMP-2 mRNA的表达与对照组相比差异不显著(p>0.05)。与对照组相比，染毒组仔鼠肾脏内MMP-9 

mRNA 的表达明显高于对照组，且随染毒剂量增加，表达量增加，差异具有统计学意义(p<0.05)母体铅暴露使铅在仔鼠体内蓄积，可

能通过增强仔鼠肾脏中 MMP-2 和 MMP-9 mRNA 的表达进而造成肾脏损伤，引起神经毒性。 
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Abstract: To explore the effect of maternal lead exposure on matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9 mRNA expression in the 

kidney of mouse offspring, an animal model was established using lead-contaminated drinking water. A total of 40 female mice were given free 

access to water containing lead acetate solutions at dosages of either 1.0 g/L, 5.0 g/L, or 10.0 g/L from day 1 of pregnancy to postnatal day 21. A 

control group was given distilled water. The contents of lead in blood and kidneys were measured, and the kidney tissues were collected to detect 

the expression of MMP-2 and MMP-9 mRNAs by real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (real-time PCR). The results 

showed that compared with the control group, the lead levels in the blood and kidneys of 21-day-old mouse pups in the lead-treated groups were 

significantly higher (p<0.05). Real-time PCR showed that the expression of MMP-2 mRNA in the kidneys of low, medium, and high lead 

exposure groups was higher than that of the control group (p<0.05), but no significant differences were found between the expression of MMP-2 

mRNA in the kidneys of the lead exposure group and those of the control group (p>0.05). The MMP-9 mRNA expression in kidneys from the 

lead-exposed groups was significantly higher than that of the control group; the expression level increased with increasing dose, and the 

difference was statistically significant (p<0.05). Maternal lead exposure could induce lead accumulation in the mouse offspring, and kidney 

damage and neurotoxicity could be caused, most likely due to the enhancement of MMP-2 and MMP-9 mRNA expression in the kidneys of the 

offspring. 
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铅是一种重金属毒物，近年来，对铅中毒深入研

究的大量资料表明，铅通过呼吸系统、神经系统和肾 
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功能等方面对动物机体健康造成不利影响[1,2]。肾脏是

铅的毒性作用重要靶器官之一，铅在极低浓度便可对

人体多个系统产生毒害。铅中毒可引起肾脏损害，导

致肾脏疾病的发展可分为三个阶段，早期以肾小管功

能障碍为主，表现为间质性肾炎。中期可能会出现肾

小管发生萎缩，肾小球的滤过率低和间质发生纤维化

的特征，主要特点为慢性肾功能衰竭。在早期，肾小
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管发生功能改变具有可逆性，但可能非常快地发展成

不可逆性的肾小管出现萎缩，而且预后情况也不良[3]。 
基质金属蛋白酶类(MMPs)是调节细胞外基质

(Extracellular matrixc，ECM)的最重要的酶系[3]，占细

胞外基质降解酶总活性的70%以上。目前MMPs主要

分为间质胶原酶类（包括MMP-1和MMP-2等），Ⅳ型

胶原酶/明胶酶类（包括MMP-2和MMP-9等），基质分

解素（包括MMP-3和MMP-10），能降解弹性纤维、纤

维连接蛋白、层粘连蛋白等基质糖蛋白和蛋白多糖的

核心蛋白。MMP-2和MMP-9是分子质量分别为72 ku
和92 ku中性蛋白酶，是基质金属蛋白酶家族的主要成

员，对纤维连接蛋白、胶原Ⅳ和胶原Ⅴ有重要作用[5]。

MMP-9的蛋白组成包括信号肽域、前肽域、催化域、

锌离子结合位点、纤维粘连蛋白样功能域和IV型胶原

样功能域，其中Ⅳ型胶原样功能域为MMP-9所特有。

Ⅳ型胶原是粥样斑块基底膜和纤维的重要组成部分，

MMP-9可以高效降解Ⅳ型胶原[8]，在血管重生、炎症

反应以及动脉粥样病变形成过程中起关键作用。在生

理条件下MMP-9的活性受到严格调控，以酶原形式从

细胞内分泌到细胞外后经一系列酶解过程被激活，但

在血管或组织重构过程中活性明显上调[9]。近年来研

究表明，MMP-9能够参与细胞外基质的降解。在仔鼠

肾脏发育过程中，周围的间质细胞中有MMP-9基因的

表达，而环境中的铅暴露也会对人体的肾脏有不同程

度的损伤[4]。 
铅暴露是否会影响肾脏中MMP-2和MMP-9 

mRNA的表达，这方面的文献报道还不完善，为了深

入研究有助于我们对其相关疾病发生的分子机制有更

深层次了解，本研究通过运用Real-time PCR技术检测

小鼠肾脏组织中MMP-2和MMP9 mRNA表达水平，进

而分析铅暴露对肾脏中MMP-2和MMP9 mRNA的表

达的影响，并其探讨在铅诱导的肾脏毒性机制中的作

用，为预后判断提供有价值的分子生物学指标和临床

制定合理有效的综合治疗方案提供可靠的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

LabCycler PCR 仪（德国 SensoQuest 公司）；

MDF-382E(N)型-80 ℃超低温冰箱（日本Sanyo公司）；

Milli-Q synthesis纯水仪（美国Millipore公司）；高压蒸

汽灭菌锅（HVE-50型）、101-2BS型电热鼓风干燥箱（天

津市华北实验仪器有限公司）；DK-8D型电热恒温水

槽（上海精宏实验设备有限公司）；UV 1601型紫外分

光光度仪（日本岛津公司）；高速冷冻离心机（德国

5404AO906412型）；LabCyclerPCR仪（德国SensoQuest
公司）；Real-time PCR扩增仪（Mx3000PTM型）、MDS-6
型微波消解仪（上海新仪微波化学科技有限公司）；

TAS-990火焰原子吸收光谱仪（北京普析通用仪器有

限责任公司）；乙酸铅（天津市风船化学试剂科技有限

公司）；反转录试剂盒（郑州中原昕泰生物技术有限公

司）；异丙醇（天津市风船化学试剂科技有限公司）；

引物（北京天一辉远生物科技有限公司）；Real- 
timePCR试剂盒（郑州中原昕泰生物技术有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  动物和处理 
昆明 SPF 级雌小鼠 40 只，雄小鼠 20 只(河南省动

物实验中心)，合格证号：（SCXK(豫)2010-0002），温

度 18 ℃~22 ℃，湿度 55%~60%，每天 18:00 以 2:1 雌

雄合笼，次日 8:00 检查阴栓，不确定者做阴道涂片，

发现精子为受孕第 0 d。将孕鼠随机分为 4 组，每组

10 只，分笼饲养。染毒组自怀孕 1 d 起直至仔鼠出生

21 d 分别给予 1 g/L（L 组）、5 g/L（M 组）、10 g/L（H
组）乙酸铅水溶液，对照组（C 组）饮用不含铅的蒸

馏水。每组 10 只仔鼠，其中每窝取 1~2 只进行实验，

于出生后第 21 d 解剖仔鼠取出全脑及肾脏等组织，放

入液氮中，转存到-80 ℃冰箱冻存备用，仔鼠全血冻

存到-20 ℃冰箱以备后用。 
1.2.2  仔鼠血液和肾脏组织中铅含量的测定 

在仔鼠出生后的第 21 d，将其头剪断，用针管吸

取身体和头部的血液，打入高压灭菌过的 EP 管中，

把仔鼠的身体放在冰盒上解剖取出肾脏，用 TAS-990
火焰原子吸收光谱仪测定经消化后血液和肾脏组织中

铅的含量[6]。 
1.2.3  RNA 浓度与 Real-time PCR 反应体系 

取 50~100 mg 对照组和低、中、高剂量染毒组肾

脏组织分别置于已标编号匀浆器中，加入 1 mL Trizol
裂解液充分匀浆，室温静置 5 min。将匀浆完成后的

组织倒入 EP 管中，加入 0.2 mL 氯仿，振荡 15 s，静

置 2 min，然后 4 ℃转速 12000 r 离心 15 min，取上清。

往清液中加入 0.5 mL 异丙醇，室温静置 10 min。然后

4 ℃，转速 12000 r 离心 10 min，弃上清。然后每管加

入 1 mL、75%乙醇，洗涤沉淀。4 ℃转速 7500 r 离心

5 min，弃上清。加入适量的 DEPC 水溶解，将提取的

RNA 稀释 50 倍，即可测浓度。取 1 μg 所提取的 RNA
于紫外分光光度计下测量它的浓度和 OD260/OD280 比

值，OD260/OD280比值维持在1.8~2.1之间，提取的RNA
浓度较纯，可用于反转录。根据反转录质量要求最低

为 2 μg，算出反转录所需要加的 RNA 体积。 
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本实验所用小鼠的 MMP-2 和 MMP-9 的 mRNA
序列以及 β-actin 的基因序列，委托北京天一辉远生物

科技有限公司设计并合成，MMP-2(118 bp)上游

5′-ATCCCTGATAACCTGGATGC-3′，下游 5′-TTCC 
AAACTTCACGCTCTTG-3′，MMP-9（99 bp）上游

5′-TCTTCTGGCGTGTGAGTTTC-3′,下游 5′-ACTGCA 
GGAGGTCGTAGGTC-3′，β-actin 上游(218 bp)5′-CT 
GTCCCTGTATGCCTCTG-3′下游 5′-ATGTCACGCA 
CGATTTCC-3′。按照试剂盒说明书中要求配制 70 μL
体系的 PCR 反应液：2×SYBR Premixture 35 μL，
MMP-9 上游 1.4 μL，MMP-9 下游 1.4 μL，cDNA 3.5 
μL，ROX 1.4 μL，灭菌蒸馏水 27.3 μL，将上述所需

试剂从-20 ℃冰箱中取出解冻，完全解冻后用适宜移

液枪反复抽送从而使试剂充分混匀，离心过后按照上

述顺序依次加入，完成之后手持摇晃以使反应体系混

合均匀，离心。按照 25 μL 分装到已标号的 EP 管中，

每个样品重复两次。然后 4 ℃，转速 12000 r 离心 30 s。
然后在荧光定量 PCR 仪上进行扩增，以最小 Ct 值和

最高荧光值为标准,分别对循环条件、退火温度、引物

浓度进行优化。经多次试验得到最优实验条件，最终

对引物稀释 10 倍，最适退火温度为 65 ℃，采用三步

法 Real-Time PCR，反应参数为：95 ℃起始模板变性

2 min；95 ℃模板变性 30 s；65 ℃退火 30 s；72 ℃延

伸 40 s，40 个循环。数据读取由荧光定量 PCR 仪自

动完成。反应结束后，保存数据、溶解曲线及扩增曲

线，便于实验结果分析。按照上述方法在同样条件下

使用 β-actin 配制反应液进行实验。 
1.2.4  仔鼠肾脏组织中 MMP-2 和 MMP-9 
mRNA 的表达 

采用 2-∆∆Ct 法计算目的基因在不同染毒组间的相

对表达量[8]，计算方法如下：∆Ct=Ct 目的基因-Ct 内

参基因，对照组∆Ct 的平均值记作∆Ct 对照平均，

∆∆Ct=∆Ct 样品-∆Ct 对照平均，而 2-∆∆Ct即为各组仔鼠

肾脏组织中 MMP-2 mRNA 的相对表达量。 

2  统计学分析 

用SPSS 18.0统计软件对统计学分析所有数据进

行处理。结果以均数±标准差(⎯x±s)表示，用单因素方

差分析对变量进行分析。检验显著性水平α=0.05。 

3  结果与讨论 

3.1  21日龄仔鼠血液和肾脏中铅浓度的结果 

表 1 可知，与对照组相比铅暴露组仔鼠血铅和肾

脏铅水平明显增高，且差异具有统计学意义(p<0.05)；

在染毒剂量之间，随着染毒剂量增加，无论血铅或者

肾脏铅水平呈现出递增趋势且差异具有统计学意义

(p<0.05)；血铅水平增长幅度与对照组相比较高，其它

各染毒剂量组都依次类比都比较平缓；肾脏铅 H 组与

M 组增长水平与 M 组与 L 组相比更高。导致这种现

象的原因可能是仔鼠出生后身体在刚发育时期，身体

的各项机能或者是器官都比较脆弱，其中肾脏功能就

不是很强，肾脏作为身体毒素的主要排泄器官，在这

个时期排泄毒素能力弱，当毒素进入到仔鼠体内之后

无法排除完全，同时仔鼠在进入半断乳时期后，也就

是仔鼠出生 21 d，该阶段仔鼠会不仅从母乳中吸收毒

素铅，还会从饮用水中吸取一部分铅，这样就导致铅

浓度比以往时候增高，且染毒量越高，毒素排除不及

时，毒素铅的积累也会越来越高。肾脏铅浓度的升高

可能是血脑屏障和毒素代谢功能不完善造成的，原理

和血铅水平升高一样，入大于出，长期积累所引起的。 
表1 各组仔鼠血液和肾脏组织中铅含量比较 

Table 1 Comparison of the lead content in blood and kidneys of 

young mice in each group (⎯x±s) 

剂量/(g/L) 血铅含量/(μg/L) 肾脏铅含量/(ng/g)

C 20.37±0.33a 237.82±0.88a 

L 205.87±0.07a 425.95±1.10a 

M 391.64±0.49a 511.52±0.73a 

H 542.37±0.26a 721.36±10.36a 

F 1510299.26 1860.24 
P 0.000 <0.001 

注：ANOVA与对照组比较，ap<0.05(C、L、M和H分别代

表对照组、1.0、5.0和10.0 g/L剂量组)。 

3.2  母 体 铅 暴 露 对 21 日 龄 仔 鼠 肾 脏 中

MMP-2、MMP-9 mRNA 的表达情况 

通过 Real-time PCR 三步法对内参基因和目的基

因扩增，得到各组仔鼠 MMP-2、MMP-9 和 β-actin 基

因的扩增曲线和熔解曲线，熔解曲线即是反映基因片

段 DNA 双链在扩增过程中的具体过程，随着温度升

高 DNA 的双螺旋结构降解程度的曲线。扩增曲线是

通过荧光信号对基因扩增过程进行检测。如图 1、2
和 3 所示。MMP-2 的基因熔解曲线有且只有一个最高

峰，扩增产物特异性较好，无引物二聚体和非特异性

扩增。荧光吸收图谱的 S 形曲线形状完好，荧光定量

动力学曲线基线平整，指数区斜率较大且比较平滑，

扩增曲线比较理想。图 2 中 MMP-9 mRNA 整个扩增

过程在温度范围 79~83 ℃内出现一个主峰。对照组总

荧光强度在29.52和30.19循环出现激增；染毒组1 g/L
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总荧光强度在 30.20 和 30.25 循环出现激增；染毒组 5 
g/L 总荧光强度在 31.30 和 31.21 循环出现激增；染毒

组 10 g/L 总荧光强度在 32.62 和 31.62 循环出现激增。 

 
图1 MMP-2 mRNA熔解曲线和扩增曲线 

Fig.1 Dissociation curve and amplification curve of MMP-2 

mRNA 

 

 
图2 MMP-9 mRNA熔解曲线和扩增曲线 

Fig.2 Dissociation curve and amplification curve of MMP-9 

mRNA 

 
图3 β-actin mRNA熔解曲线和扩增曲线 

Fig.3 Dissociation curve and amplification curve of β-actin 

mRNA expression 

图 3 中 β-actin 的熔解曲线有一主峰，但是主峰前

有杂峰出现可能原因：有引物二聚体干扰、引物浓度

不佳等。扩增曲线结果显示荧光吸收图谱的 S 形曲线

形状完好，荧光定量动力学曲线基线平整，指数区斜

率较大且比较平滑，扩增曲线较理想。 
表2 各组仔鼠肾脏组织中MMP-2、MMP-9 mRNA表达水平 

Table 2 MMP-2 and MMP-9 mRNA expression levels in the 

mouse kidney tissue of each group (⎯x±s) 

组别 数量 MMP-2mRNA MMP-9mRNA 

C 10 0.37±1.44 0.00±0.00a 

L 10 1.00±0.66 0.07±0.09 a 

M 10 1.01±1.17 0.12±0.13a 

H 10 2.00±1.30 0.95±1.20a 

F  2.38 2.87 
P  0.02 0.02 

注：ANOVA分析都与对照组比较，ap<0.05(C、L、M和H

分别代表对照组、1.0、5.0和10.0 g/L剂量组)。 
表 2 结果显示，在 PCR 扩增过程中，各组仔鼠

MMP-2 的 mRNA 表达量不尽相同，高剂量铅暴露组

的 mRNA 的表达量最高，基因表达总体差异显著，有

统计学意义。而中剂量组与高剂量组比较，差异具有

统计学意义，高剂量组与对照组相比,差异较显著，具

有统计学意义。与对照组相比铅暴露组仔鼠 MMP-9 
mRNA 表达量明显增高 ,且差异具有统计学意义
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(p<0.05)，在染毒剂量组之间随着染毒剂量增加，

MMP-9 mRNA 表达量呈现递增趋势且差异具有统计

学意义(p<0.05)，铅暴露 MMP-9 mRNA 表达量增长幅

度与对照组相比较高，其它各染毒剂量组都依次类比

较平缓，导致这种现象的原因可能是仔鼠出生后身体

在发育时期初期，身体各项机能不太完善，其中肾脏

功能较弱，肾脏作为身体毒素主要代谢器官，在此阶

段排泄毒素能力弱，当毒素进入仔鼠体内后无法完全

排掉，同时仔鼠在进入半断乳时期后不仅从母乳中吸

收毒素铅，还会从饮用水中吸取一部分铅，这样会导

致铅浓度比以往增高，且染毒量越高，毒素排除不及

时，毒素铅的积累也会越来越高。 

4  结论 

4.1  肾脏是人体进行新陈代谢的重要器官，MMP-2
是参与 ECM 降解的一种重要的 MMPs，研究表明，

多种肾脏疾病形成过程中都有 ECM 的堆积。近年来

研究发现 ECM 增多有两方面原因，一是 ECM 成分生

成过多，二是 ECM 降解减少，表现为局部调控系统

中 ECM 降解酶表达减少、活性降低以及降解酶的抑

制物表达增加及活性增强，MMP-2 表达升高参与了

ECM 堆积导致基底膜增厚的过程。有研究发现 MMPs
与肾小球的损害有关，MMP-2 定位于肾小球，由结缔

组织细胞分泌，主要参与Ⅳ型胶原的降解，而Ⅳ型胶

原为糖尿病肾病中基底膜增厚与系膜基质聚集的主要

成分，因此 MMP-2 的平衡态可能与糖尿病肾病密切

相关[9]。本研究结果显示，随着母体孕哺期饮用铅水

浓度的升高，仔鼠体内的血铅含量也随之升高，与此

同时，MMP-2 的 mRNA 表达量也与对照组有一定的

变化，且高剂量铅暴露组的基因表达量最高。所以，

铅对仔鼠肾脏内 MMP-2 的基因表达有调控作用，同

时也会对肾脏正常的生理功能造成影响。 
4.2  Ⅳ型胶原纤维是肾小球基底膜（BGM）和肾小

管基底膜的主要组成部分，MMPs一般在局部组织中

发挥作用，并且受局部细胞和外来细胞分泌的细胞因

子、局部维环境的调节，正常情况分泌入血比较少，

但是在病理情况下，如各种慢性肾小球肾炎，各种细

胞外基质成份的堆积，肾小球的内皮细胞、肾小管上

皮细胞代偿分泌MMPs能力会增加，并且血液中MMPs
的浓度也会随之升高。随着染毒组肾皮质增厚和肾小

球的增大，毛细血管扩张充血，病变的程度也随染毒

剂量的升高而加重。其中低剂量组可见肾小管上皮细

胞轻度浑浊肿胀，颗粒样变，近些年来，重金属的慢

性肾损害问题被广泛关注，体内的铅大部分累积在肾

脏近曲小管，浓缩沉积于近曲小管上皮细胞的铅可干

扰肾细胞的代谢，导致结构和功能发生改变[9]。 
4.3  结论指出，随着母体孕哺期饮用铅水浓度的升

高，仔鼠体内的血铅含量也随之升高，与此同时，

MMP-2 的 mRNA 表达量也与空白对照组有一定的变

化，且高剂量铅暴露组的基因表达量最高。所以铅对

仔鼠肾脏内 MMP-2 的基因表达有调控作用，同时也

会对肾脏正常的生理功能造成影响。低、中、高三个

铅暴露组仔鼠的肾脏中 MMP-9 mRNA 的表达量与对

照组相比都明显增高，且随染毒剂量增加，表达量呈

递增趋势，具有统计学意义，可以认为母体铅暴露会

引起仔鼠肾脏内 MMP-9 mRNA 的表达异常，可能造

成肾脏损伤，并呈现一定的剂量效应关系。 
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