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  摘 要:目的 探讨天疱疮患者基质金属蛋白酶(MMP)-2、MMP-9、MMP-13表达与病情活动度的关系。
方法 选取2021年1月至2023年1月在该院皮肤科就诊的60例天疱疮患者作为研究组,另招募同期于该院

行健康体检的60例健康志愿者作为对照组。比较两组血清 MMP-2、MMP-9、MMP-13水平和外周血单个核细

胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达差异,分析天疱疮患者外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与

临床特征的关系。根据天疱疮患者病情活动度分为急性发作期组(n=22)、慢性活动期组(n=23)、稳定期组

(n=15),比较3组外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达、病情活动度评分,以及三项指标与病情

活动度的相关性,并绘制受试者工作特征(ROC)曲线进行分析。结果 研究组血清 MMP-2、MMP-9、MMP-13
水平及外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达均高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。重度

患者外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达高于中度、轻度患者,差异有统计学意义(P<0.05)。
急性发作期组单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达、病情活动度评分高于慢性活动期组,差异有统计学

意义(P<0.05)。外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与病情活动度呈正相关(rMMP-2=0.545、

rMMP-9=0.592、rMMP-13=0.580,P<0.05)。ROC曲线分析显示,与外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-
13表达单项诊断效能比较,三项联合的诊断效能更优。结论 天疱疮患者外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-
9、MMP-13表达与病情活动度有关,此三项指标可作为诊断天疱疮病情活动度的参考指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase
 

(MMP)-2,MMP-9,MMP-13
 

and
 

disease
 

activity
 

in
 

pemphigus
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

60
 

pemphigus
 

patients
 

treated
 

in
 

the
 

dermatology
 

department
 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2021
 

to
 

January
 

2023
 

were
 

select-
ed

 

as
 

the
 

study
 

group,and
 

another
 

60
 

healthy
 

volunteers
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

in
 

the
 

same
 

pe-
riod

 

were
 

recruited
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

serum
 

and
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

of
 

patients
 

with
 

pemphigus
 

was
 

analyzed.Pemphigus
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

acute
 

phase
 

group
 

(n=22),chronic
 

phase
 

group
 

(n=23)
 

and
 

stable
 

phase
 

group
 

(n=15)
 

according
 

to
 

their
 

disease
 

activi-
ty.The

 

expression
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

compared,as
 

well
 

as
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

three
 

indexes
 

and
 

disease
 

activity.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

plotted
 

for
 

analysis.Results The
 

levels
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

serum
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

in
 

severe
 

patients
 

were
 

higher
 

than
 

those
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in
 

moderate
 

and
 

mild
 

patients,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

and
 

disease
 

activity
 

scores
 

of
 

mononuclear
 

cells
 

in
 

acute
 

attack
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

chronic
 

attack
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

ex-
pression

 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

disease
 

activity
 

(rMMP-2=0.545,rMMP-9=0.592,rMMP-13=0.580,P<0.05).ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

single
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

expression
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells,the
 

three
 

combined
 

diagnostic
 

efficacy
 

was
 

better.Conclusion The
 

expression
 

of
 

MMP-2,MMP-9
 

and
 

MMP-13
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

of
 

pemphigus
 

patients
 

is
 

related
 

to
 

the
 

disease
 

activity,and
 

these
 

three
 

indicators
 

can
 

be
 

used
 

as
 

reference
 

indicators
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

pemphigus
 

disease
 

activity.
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  天疱疮属自身免疫性大疱性皮肤病,主要表现为

正常皮肤或黏膜出松弛性水疱,水疱易破溃形成糜

烂,组织病理表现为表皮内棘层松解,复发性较高,多
见于50~60岁,男女发病率相近[1-2]。有研究显示,
由于皮肤屏障功能障碍,皮肤表面渗出大量体液,增
加了皮肤感染风险,严重时可危及患者生命,因此早

期诊断尤为重要[3-4]。有研究报道,将血清抗桥粒芯

糖蛋白1(Dsg1)、桥粒芯糖蛋白3(Dsg3)的免疫球蛋

白G抗体作为诊断天疱疮的标志物,可明确反映出天

疱疮患者病情严重程度和活动度[5-7]。抗Dsg1、Dsg3
高滴度与天疱疮患者病情活动度呈正相关,但有研究

发现,即使患者症状缓解,血清抗Dsg1、Dsg3的免疫

球蛋白G抗体仍处于较高滴度,影响对患者病情活动

度的准确诊断[8-9]。随着临床对天疱疮的逐渐深入研

究发现,基质金属蛋白酶(MMP)可能参与此病的发

生,MMP属于锌钙依赖性家族肽链内切酶,在机体处

于正常状态下时,可控制基因转录水平和酶原活性,
经细胞吞噬调节机体处于相对稳定状态,一旦出现表

达异常则会引起多种疾病的发生[10-12]。基底膜是一

种由胶原、糖蛋白和类物质组成的细胞外实质结构,
与表皮下水疱形成相关,而包括 MMP-2、MMP-9、

MMP-13等在内的 MMP具有降解基底膜Ⅳ型胶原、
明胶等成分作用,而表皮与真皮的分离必然伴随细胞

基质降解,因此 MMP-2、MMP-9、MMP-13可能参与

天疱疮形成过程[13]。有研究报道,MMP-2、MMP-9、

MMP-13与天疱疮的发生有关[11]。但天疱疮患者

MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与病情活动度的相关

性研究鲜有报道,鉴于此,本研究以天疱疮患者为研

究对象,探讨天疱疮患者 MMP-2、MMP-9、MMP-13
表达与病情活动度的相关性,以期望对临床早期诊断

提供参考价值。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年1月至2023年1月在

本院皮肤科就诊的60例天疱疮患者作为研究组,另
招募同期于本院行健康体检的60例健康志愿者作为

对照组。研究组男性35例、女性25例,年龄24~67
岁,平均(43.53±5.52)岁,疾病类型:寻常型35例,
落叶型12例,增殖型4例,红斑型9例,病情严重程

度:轻度19例,中度26例,重度15例。对照组男性

38例、女性22例,年龄25~67岁,平均(43.62±
5.89)岁。两组基础资料比较差异无统计学意义(P>
0.05)。纳入标准:(1)天疱疮患者符合《临床皮肤病

学》[12]中相关诊断标准;(2)对照组各项检查均在正常

范围内,无皮肤病史。排除标准:(1)心、肝、肾功能不

全;(2)凝血、神经系统病变;(3)合并疥疮、真菌病等

其他皮肤病;(4)精神异常,沟通不利。本研究获得本

院伦理委员会批准(批准号:QBH20201209),所有研

究对象及家属均知情同意并签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 血清 MMP-2、MMP-9、MMP-13水平检测 
抽取所有研究对象入组后次日清晨空腹状态下3

 

mL
静脉血,分离血清,使用赛默飞 Varioskan

 

LUX酶标

仪利用酶联免疫吸附试验法测定。取血清,标记酶标

板,制备标准品,反应孔内依次加入血清、标准品各

100
 

μL,恒温环境下孵育120
 

min,清洗反应板,加入

MMP-2、MMP-9、MMP-13抗体工作稀释液、3,3',5,

5'-四甲基联苯胺溶液。45
 

min后终止反应,在波长

为450
 

nm处测定获得的吸光度,做标准曲线绘制,获
得血清 MMP-2、MMP-9、MMP-13水平。MMP-2试

剂盒及相关试剂均伊艾博(武汉)科技股份有限公司

提供。

1.2.2 外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-
13表达测定 抽取所有研究对象入组后次日清晨空

腹状态下4
 

mL静脉血,置于肝素抗凝管中,室温下加

入等体积的磷酸盐缓冲溶液稀释,混匀后加入等体积

的Ficoll淋巴细胞分离液,在4
 

℃、2
 

000
 

r/min下离

心30
 

min,收集上层血浆,吸取外周血单个核细胞,使
用伯乐CFX96荧光定量PCR(qPCR)仪测定 MMP-
2、MMP-9、MMP-13表达。具体步骤为使用 Trizol
试剂盒提取单个核细胞总RNA,鉴定RNA纯度合格
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后,使用Takara逆转录试剂盒行逆转录,以RNA模

板5.00
 

μL,RNA、内参 U6特异性茎环引物3.00
 

μL,脱氧核糖核苷酸0.15
 

μL,逆转录酶1.00
 

μL,逆
转录缓冲液1.50

 

μL,RNase抑制剂0.19
 

μL,无菌蒸

馏水4.16
 

μL作为逆转录体系做RNA逆转录获得

cDNA,之后行PCR反应。PCR反应体系:1.00
 

μL
正、反 向 引 物,2.00

 

μL
 

cDNA,10.00
 

μL
 

SYBR
 

Premix,6.00
 

μL双蒸水;扩增条件:95
 

℃预热30
 

s、
95

 

℃
 

15
 

s、60
 

℃
 

15
 

s、72
 

℃
 

15
 

s,40个循环,根据

获得的Ct值计算 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达,即
2-ΔΔCt法。基因查找及引物序列合成均由上海生工生

物工程技术服务有限公司完成,引物序列见表1。
表1  目的基因和内参基因引物

指标 序列(5'-3')
片段长度

(bp)

MMP-2 150

 正向 CTTCCAGGGATTCTTGTA

 反向 CCTTCTGAGTTCCCACCAA

MMP-9 146

 正向 TTTGACAGCGACAAGAAGTGG

 反向 TCAGTGAAGCGGTACATAGGG

MMP-13 148

 正向 TGACTATGCGTGGCTGGA

 反向 GGGAAGGGGCTAATGAACA

U6 147

 正向 CAGGAGGCATTGCTGATGAT

 反向 GAAGGCTGGGGCTCATT

1.2.3 病情活动度评价 天疱疮患者病情活动度根

据临床症状及是否行免疫抑制治疗评价,即急性发作

期:天疱疮患者皮肤和(或)黏膜有新发水疱或糜烂,
未行免疫抑制治疗;慢性活动期:天疱疮患者皮肤和

(或)黏膜处水疱或糜烂增多或长时间持续存在,已行

免疫抑制治疗;稳定期:天疱疮患者有超过6个月未

出现水疱,已行免疫抑制治疗。依照文献[13-14]对天

疱疮患者进行病情活动度评分,见表2。

1.3 指标观察 (1)比较两组血清 MMP-2、MMP-9、
MMP-13水平和外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、
MMP-13表达差异,分析天疱疮患者外周血单个核细

胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与临床特征的关

系。(2)根据1.2.3中病情活动度评价标准将天疱疮

患者分为急性发作期组(n=22)、慢性活动期组(n=
23)、稳定期组(n=15),比较3组外周血单个核细胞

MMP-2、MMP-9、MMP-13表达、病情活动度评分,以
及三项指标与病情活动度的相关性,并绘制受试者工

作特征(ROC)曲线进行分析。
表2  天疱疮患者病情活动度评分

得分(分) 活动性皮损 新发活动性皮损

0 无 无

1 <5个 BSA<10%

2 5~<10个 10%≤BSA<30%

3 ≥10个 30%≤BSA<50%

4 ≥10个 BSA≥50%

  注:BSA表示体表面积。

1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS22.0进行数

据分析。Kolmogorov-Smirnov法进行拟合优 度 检

验,Levene法进行方差齐性检验,计量资料以x±s
表示,两组间比较采用独立样本t检验,多组间比较

采用单因素方差分析,多组间两两对比采用LSD-t检

验。非正态分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,采
用非参数检验。计数资料以例数、百分率表示,行χ2

检验。采用Pearson相关性分析外周血单个核细胞

MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与天疱疮患者病情活

动度的相关性。采用ROC曲线分析外周血单个核细

胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达对急性发作期天疱

疮患者的诊断价值。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 研究组、对照组 MMP-2、MMP-9、MMP-13水平

及其表达比较 研究组血清 MMP-2、MMP-9、MMP-
13水平、外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-
13表达 均 高 于 对 照 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。见表3。

表3  研究组、对照组 MMP-2、MMP-9、MMP-13水平及其表达比较(x±s)

组别 n
血清(ng/mL)

MMP-2 MMP-9 MMP-13

外周血单个核细胞

MMP-2 MMP-9 MMP-13

对照组 60 16.75±2.31 1.07±0.23 10.21±1.43 1.87±0.21 0.98±0.12 1.23±0.25

研究组 60 39.94±5.64 9.23±1.14 16.35±2.09 3.23±0.57 2.35±0.37 2.86±0.54

t 29.470 54.350 18.780 17.340 27.280 21.220

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.2 天疱疮患者外周血单个核细胞 MMP-2、MMP- 9、MMP-13表达与临床特征的关系 天疱疮患者外
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周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与性

别、年龄、疾病类型无关(P>0.05),但与病情严重程

度有关(P<0.05);重 度 患 者 外 周 血 单 个 核 细 胞

MMP-2、MMP-9、MMP-13表达高于中度、轻度患者,
差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
2.3 各 组 外 周 血 单 个 核 细 胞 MMP-2、MMP-9、

MMP-13表达及病情活动度评分比较 急性发作期

组、慢性活动期组外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-
9、MMP-13表达、病情活动度评分高于稳定期组,急
性发作期组单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表

达、病情活动度评分高于慢性活动期组,差异有统计

学意义(P<0.05)。见表5。

表4  不同临床特征的天疱疮患者外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达情况比较(x±s)

临床特征 n MMP-2 t/F P MMP-9 t/F P MMP-13 t/F P

性别 1.049 0.299 1.292 0.201 0.828 0.411

 男 35 3.14±0.21 2.31±0.15 2.91±0.20

 女 25 3.20±0.23 2.25±0.21 2.87±0.16

年龄(岁) 0.659 0.512 1.030 0.307 1.241 0.220

 ≥50 26 3.21±0.26 2.38±0.25 2.90±0.23

 <50 34 3.25±0.21 2.30±0.33 2.99±0.31

疾病类型 2.208 0.097 0.648 0.452 1.115 0.307

 寻常型 35 3.26±0.34 2.33±0.27 2.79±0.24

 落叶型 12 3.12±0.38 2.36±0.24 2.84±0.27

 增殖型 4 3.20±0.25 2.37±0.24 2.85±0.21

 红斑型 9 3.22±0.31 2.35±0.28 2.76±0.19

病情严重程度 29.055 <0.001 26.715 <0.001 18.570 <0.001

 轻度 19 1.98±0.20 1.57±0.13 1.98±0.18

 中度 26 2.94±0.25 2.12±0.21 2.54±0.34

 重度 15 4.25±0.46 3.42±0.43 3.56±0.52

表5  各组外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达及病情活动度评分比较(x±s)

组别 n MMP-2 MMP-9 MMP-13 病情活动度评分(分)

急性发作期组 22 4.24±0.25ab 3.56±0.43ab 3.71±0.32ab 3.12±0.32ab

慢性活动期组 23 2.87±0.12a 2.45±0.21a 2.56±0.26a 2.43±0.45a

稳定期组 15 1.69±0.10 1.34±0.13 1.79±0.15 1.23±0.21

F 28.710 16.620 19.890 14.450

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与稳定期组比较,aP<0.05;与慢性活动期组比较,bP<0.05。

2.4 外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13
表达与病情活动度的相关性分析 外周血单个核细

胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达与病情活动度呈正

相关(rMMP-2=0.545、rMMP-9=0.592、rMMP-13=0.580,
P<0.05)。
2.5 外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13
表达诊断急性发作期天疱疮的效能分析 ROC曲线

分析 显 示,外 周 血 单 个 核 细 胞 MMP-2、MMP-9、
MMP-13表达诊断急性发作期天疱疮的曲线下面积

(AUC)分别为0.832、0.879、0.912。当 MMP-2表达

最佳 截 断 值 为3.65,MMP-9表 达 最 佳 截 断 值 为

2.76,MMP-13表达最佳截断值为2.88时可获得最

佳诊断灵敏度、特异度。与外周血单个核细胞 MMP-
2、MMP-9、MMP-13表达单项诊断效能比较,三项联

合诊断效能更优。见图1、表6。

图1  外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13
表达诊断急性发作期天疱疮的ROC曲线
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表6  外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达诊断急性发作期天疱疮的效能

项目 AUC 95%CI P 最佳截断值 灵敏度(%) 特异度(%)

MMP-2 0.832 0.756~0.896 <0.001 3.65 84.34 77.84

MMP-9 0.879 0.798~0.934 <0.001 2.76 86.73 79.95

MMP-13 0.912 0.854~0.957 <0.001 2.88 89.09 83.21

MMP-2+MMP-9+MMP-13 0.934 0.867~0.976 <0.001 — 92.50 85.34

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  天疱疮发病基础为表皮内棘层松解,以寻常型最

为常见,目前对于天疱疮的具体形成机制并不明确,
导致多数患者预后不良[15]。因此探讨天疱疮的发病

机制,寻找有效反映患者病情活动度的灵敏标志物对

治疗方案的选择和改善预后具有重要意义。
有研究发现,在天疱疮患者水疱形成部位 MMP-

9可直接或协同嗜酸性粒细胞释放的溶酶体酶来破坏

基底膜带,引起表皮真皮分离,从而导致表皮下水疱

形成[16-17]。本研究结果发现,研究组血清 MMP-9水

平、外周血单个核细胞 MMP-9表达均高于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05),此结果与CHO等[18]学

者研究结果中认为 MMP-9在天疱疮患者中高表达的

结果一致。
MMP-2在临床上又被称为白明胶酶 A,定位于

人染色体6q21上,在免疫学反应和炎症反应的刺激

下,MMP-2分泌量增加,处于高表达的 MMP-2可经

降解基底膜主要成分Ⅳ型胶原、明胶而导致表皮与真

皮在基底带分离,进而促进表皮下水疱形成[19]。既往

研究表明,MMP-13在临床上又被称为胶原酶Ⅲ,定
位于人类染色体11q22上,MMP-13能广泛降解基底

膜的多种成分[20]。本研究结果发现,研究组血清

MMP-2、MMP-13水平及外周血单个核细胞 MMP-2、
MMP-13表达均高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05);重度患者外周血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、
MMP-13表达高于中度、轻度患者,差异有统计学意

义(P<0.05),此结果提示 MMP-2、MMP-9、MMP-
13可能参与天疱疮的发生、发展,分析其原因可能与

在天疱疮发生时,在免疫学反应和炎症反应的刺激

下,MMP-2、MMP-9、MMP-13高表达,三者经降解Ⅳ
型胶原,破坏基底膜带,导致表皮真皮分离,最终促进

表皮下水疱形成相关。
既往研究发现,天疱疮的发生与血清抗 Dsg1、

Dsg3表达异常导致的细胞黏附力丧失及棘层细胞松

懈有关,但随着抗Dsg1、Dsg3在天疱疮诊断中的应用

发现,即使天疱疮患者处于缓解期,血清抗 Dsg1、
Dsg3的免疫球蛋白G抗体仍处于较高滴度,对其病

情活动度的诊断准确性较低[21-22]。本研究结果发现,
急性发作期组、慢性活动期组外周血单个核细胞

MMP-2、MMP-9、MMP-13表达高于稳定期组,急性

发作期组单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达

高于慢性活动期组,差异有统计学意义(P<0.05),此
结果提示着,急性活动期的天疱疮患者机体免疫学反

应、炎症反应较慢性活动期、稳定期的天疱疮患者更

强,在强免疫学反应、炎症反应的刺激下,MMP-2、

MMP-9、MMP-13高表达,加重基底膜带损伤,因此增

加病情活动度。本研究ROC曲线分析显示,与外周

血单个核细胞 MMP-2、MMP-9、MMP-13表达单项诊

断效能比较,三项联合诊断效能更优,提示着临床可

根据三项指标表达情况早期评估其病情活动度,以改

善患者预后。
综上所述,天疱疮患者外周血单个核细胞 MMP-

2、MMP-9、MMP-13表达与病情活动度有关,此三项

指标可能在天疱疮的发病机制中发挥着重要作用,可
作为诊断天疱疮病情活动度的参考指标。
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