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［摘要］　目的：观察塞来昔布（ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ，ＣＸＢ）对常染色体显性遗传性多囊肾病（ａｕｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｋｉｄｎｅｙ

ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤＰＫＤ）模型 Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠肾囊肿生长的作用，探讨其可能的作用机制。方法：３周龄杂合（ｃｙ／＋）Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大

鼠随机分成３组（ｎ＝１９）：小剂量（３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、大剂量（１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ＣＸＢ作用组及空白对照组。大鼠饲养至１６
周龄，称取体质量（ＴＢＷ）及双肾质量（２Ｋ），计算２Ｋ／ＴＢＷ；取肾组织行 ＨＥ染色及特殊染色，观察肾间质炎细胞浸润程度，测

定囊肿指数、纤维化指数；采用免疫荧光共聚焦扫描法检测肾组织环氧化酶（ＣＯＸ）２、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）共染的荧光斑

表达丰度，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测肾组织ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ蛋白表达量。结果：小剂量ＣＸＢ作用组大鼠２Ｋ／ＴＢＷ低于空白对

照组，差异有统计学意义［（１．１０±０．００９）％ｖｓ（１．３３±０．０２）％，Ｐ＜０．０５］。与空白对照组相比，小剂量、大剂量ＣＸＢ作用组
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ＣＸＢ作用组大鼠肾组织ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ共染的荧光斑强度较空白对照组明显减弱，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与空白对
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ＰＣＮＡ表达量明显降低［（０．７６３±０．０５１）、（０．９２５±０．０４２）ｖｓ（０．９８８±０．０３１），Ｐ＜０．０５］。结论：３、１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１塞来昔

布可能通过抑制ＣＯＸ２活性，减轻炎细胞浸润而发挥抑制 Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠肾囊肿生长的作用。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１０）：１１４０１１４４］

　　常染色体显性遗传性多囊肾病（ａｕｔｏｓｏｍａｌ
ｄｏｍｉｎａｎｔｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤＰＫＤ）是最
常见的肾脏遗传性疾病，发病率约为１／１０００～
１／４００，主要病理特征为双肾广泛囊肿形成，囊肿进
行性长大，最终破坏肾脏的结构和功能［１］。感染在

ＡＤＰＫＤ疾病进展中起着至关重要的作用：囊肿生长
过程中，囊肿上皮细胞分泌大量炎症因子，这些炎症
因子又促进囊肿增殖，最终导致肾小管间质炎细胞
浸润、纤维化［２７］。

　　我们的前期研究［８］发现特异性环氧合酶２
（ＣＯＸ２）抑制剂———塞来昔布（ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ，ＣＸＢ）体外
能有效抑制囊肿衬里上皮细胞增殖，抑制作用与其
部分阻断 ＭＡＰＫ信号转导通路有关。本研究在前
期研究的基础上进一步探讨ＣＸＢ对在体 ＡＤＰＫＤ
模型大鼠肾囊肿增殖的影响，并探讨其可能的作用
机制。

１　材料和方法

１．１　 主要材料及试剂 　 兔抗大鼠 ＣＯＸ２（ｓｃ

７９５１）、小鼠抗大鼠 ＰＣＮＡ（ｓｃ２５２８０）均为 Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司产品，异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记山羊抗

兔ＩｇＧ和罗丹明（ＴＲＩＴＣ）标记山羊抗兔ＩｇＧ分别

为Ｄａｋｏ公司和上海康成生物有限公司产品，辣根过

氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）羊抗兔和

ＨＲＰ兔抗小鼠二抗为北京中山生物技术有限公司

产品。

１．２　动物分组及处理　Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠于２００３年

从美国 ＭａｙｏＣｌｉｎｉｃ医学院引进，第二军医大学ＳＰＦ
级动物实验中心饲养、繁殖。选取５７只杂合（ｃｙ／

＋）第４代雄性、３周龄、体质量约（６８．５±１６．６）ｇ大

鼠，随机分为３组（ｎ＝１９）进行实验，每只分笼饲养。

根据预实验结果，平均每只大鼠每日摄入１０％体质

量的饲料，拟给药剂量为０、３、１０ｍｇ／ｋｇ，因此按０、

３０、１００ｍｇ／ｋｇ的比例与饲料均匀搅拌、混合，制成

对照组、小剂量ＣＸＢ作用组和大剂量ＣＸＢ作用组３
种饲料组，６０Ｃｏ辐照２４ｈ以达到灭菌消毒作用。进

ＳＰＦ级动物中心时紫外线消毒３０ｍｉｎ，褪去外包装

袋。每只每天给料量相等，进行实验。ＣＸＢ为美国

Ｐｆｉｚｅｒ公司产品，按照后续给药中塞来昔布的含量分

为空白对照组（０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、小剂量ＣＸＢ（３

ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）和大剂量 ＣＸＢ（１０ｍｇ·ｋｇ－１·

ｄ－１）作用组。喂食１３周后注射戊巴比妥（４０ｍｇ／

ｋｇ）麻醉大鼠，取出双肾，去除肾脏包膜，分析天平称

取肾质量、体质量，计算双肾质量／体质量（２Ｋ／

ＴＢＷ），甲醛溶液固定肾组织，乙醇系列脱水并包

埋，进行３μｍ厚的连续切片，清洁玻片作常规 ＨＥ
染色和特染染色。－８０℃冻存肾组织，涂多聚赖氨

酸玻片作冰冻切片。正常３周龄雄性ＳＤ大鼠１９只

（第二军医大学实验动物中心），体质量（６３．１±

１０．３）ｇ。

１．３　肾组织病理学观察及分析　取组织切片行

ＨＥ、ＰＡＳ和 Ｍａｓｓｏｎ染色。分别采用 ＨＥ染色和

ＰＡＳ染色切片分析囊肿指数（ｃｙｓｔｉｎｄｅｘ）和炎细胞

浸润程度；采用 Ｍａｓｓｏｎ染色切片分析纤维化指数

（ｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｄｅｘ）［９］。囊肿指数：ＩＤＡ２０００图文分析

软件测定 ＨＥ染色切片每个视野囊肿腔所占面积

百分比；纤维化指数：ＩＤＡ２０００图文分析 Ｍａｓｓｏｎ
染色切片上每个视野中被染成蓝绿色的胶原纤维占

肾实质的面积百分比。肾脏间质炎细胞浸润评分：

ＰＡＳ染色切片中０分为没有浸润，１分为局灶轻度

浸润，２分为局灶中度浸润，３分为弥漫轻度浸润，４
分为弥漫中重度浸润。每组随机取５只大鼠肾脏切

片各观察２０个视野，计算平均值。

１．４　免疫荧光共聚焦扫描法检测肾组织ＣＯＸ２、增

殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）荧光表达丰度　冰丙酮固定

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３次，ＰＢＳ稀释兔抗大鼠

ＣＯＸ２和小鼠抗大鼠 ＰＣＮＡ 一抗至适当终浓度

１２００，分别滴加抗体稀释液于组织切片上，阴性对

照滴加ＰＢＳ，置于湿盒中，４℃孵育过夜。ＰＢＳ冲洗

３ｍｉｎ×３次，以 ＰＢＳ１３０稀释 ＦＩＴＣ山羊抗兔

ＩｇＧ，滴加于组织切片上，室温下避光孵育２０ｍｉｎ，
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ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３次，滴加１２０稀释的ＴＲＩＴＣ
山羊抗兔ＩｇＧ，室温下避光孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３

ｍｉｎ×３次，缓冲甘油封片，于激光共聚焦显微镜

（Ｌｅｉｃａ）下观察荧光斑强度，ＣＯＸ２染色阳性为绿色

光斑，ＰＣＮＡ阳性为红色光斑，两者共染为橙色。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测肾组织ＣＯＸ２和ＰＣＮＡ
蛋白表达　从液氮罐中取出短暂冻存的肾组织标

本，称质量１００ｍｇ肾组织剪碎，加入１ｍｌ预冷的

ＲＩＰＡ缓冲液，置冰上充分匀浆，４℃，１４０００×ｇ离

心２０ｍｉｎ，上清即为组织总蛋白，ＢＣＡ蛋白测定试

剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公司产品）测定每组蛋白浓度，取

６０μｇ总蛋白行丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ，分

离胶浓度１２％），１００Ｖ电转２ｈ至硝酸纤维素膜，

５％脱脂奶粉封闭１ｈ，分别加入兔抗大鼠 ＣＯＸ２
（１２００），小鼠抗大鼠ＰＣＮＡ（１１０００）４℃孵育过

夜，洗膜，分别加入ＨＲＰ羊抗兔二抗和ＨＲＰ兔抗小

鼠二抗（１２０００），室温轻摇２ｈ，洗膜，加入ＥＣＬ反

应液，暗室显色５ｍｉｎ，压片３ｍｉｎ，显影，定影后将胶

片扫描，蛋白条带的光密度（Ｄ）值采用ＳｍａｒｔＶｉｅｗ

ＡｎａｌｙｓｉｓＰｒｏｇｒａｍ测定。在同一张膜上测定 ＧＡＰ

ＤＨ（上海康成）蛋白表达作为参照。每组实验至少

重复３次。

１．６　统计学处理　采用ＳＡＳ６．１２统计软件，计量

资料以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验、方差分析和相关分

析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　一般情况　实验过程中各组大鼠均无死亡，摄

食和摄水量均无统计学差异。小剂量ＣＸＢ作用组

大鼠２Ｋ／ＴＢＷ低于空白对照组，差异有统计学意义

［（１．１０±０．００９）％ｖｓ（１．３３±０．０２）％，Ｐ＜０．０５］；

大 剂 量 ＣＸＢ 作 用 组 ２Ｋ／ＴＢＷ 为 （１．２２１±

０．４５２）％，低于空白对照组，但差异无统计学意义

（Ｐ＝０．０８）。

２．２　肾脏病理改变程度　结果（图１、表１）表明：与

空白对照组相比，小剂量、大剂量ＣＸＢ作用组大鼠

多囊肾囊腔缩小，肾间质炎细胞浸润程度减轻，肾囊

肿指数、纤维化指数明显降低（Ｐ＜０．０５）。

图１　各组大鼠肾脏组织病理学改变
Ｆｉｇ１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆＨａｎ：ＳＰＲＤｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（ＨＥ，Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ）；×２００（ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇ）
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表１　各组大鼠肾囊肿的增殖指标

Ｔａｂ１　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｉｎｒｅｎａｌｃｙｃｔｓｏｆ

Ｈａｎ：ＳＰＲＤｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１９，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｙｓｔ
ｉｎｄｅｘ

Ｆｉｂｒｏｓｉｓ
ｉｎｄｅｘ

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓ
ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎ
ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉｕｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６４．８±６．７１ １６．３±４．１６ ３．７±０．３３
ＣＸＢ
　Ｌｏｗｄｏｓｅ ４２．９±６．５６ １１．２±２．６３ ２．６±０．２６

　Ｈｉｇｈｄｏｓｅ ４７．１±７．２８ １０．１±３．３０  ２．８±０．３１

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　 大鼠肾组织 ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ 免疫荧光染
色　结果（图２）表明：空白对照组髓质出现ＣＯＸ２、

ＰＣＮＡ共染橙色区域；小剂量、大剂量ＣＸＢ作用组

ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ共染区域主要分布于肾小管周围，间
质也有少量分布。ＩＤＡ２０００图文分析软件随机采
集各组５个视野，分析光密度值，统计结果显示：小
剂量组（０．３２６±０．０１１）和大剂量组（０．４０９±０．００８）
的荧光强度均较空白对照组（０．８１４±０．０１２）显著减
弱，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组大鼠肾组织ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ共表达免疫荧光染色

Ｆｉｇ２　ＣＯＸ２ａｎｄＰＣＮＡｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆＨａｎ：ＳＰＲＤｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＬｏｗｄｏｓｅＣＸＢｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＨｉｇｈｄｏｓｅＣＸＢｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０００

２．４　大鼠肾组织ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ蛋白的表达　结

果（表２、图３）表明：ＣＯＸ２在正常大鼠肾组织仅微

量表达，空白对照组大鼠高表达，小剂量、大剂量

ＣＸＢ作用组 ＣＯＸ２表达显著下调（Ｐ＜０．０５）；

ＰＣＮＡ在正常大鼠肾组织仅微量表达，空白对照组

显著高表达，小剂量、大剂量ＣＸＢ作用组ＰＣＮＡ表

达显著下调（Ｐ＜０．０５）。

表２　大鼠肾组织ＣＯＸ２、ＰＣＮＡ蛋白的表达

Ｔａｂ２　ＣＯＸ２ａｎｄＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ
（ｎ＝１９，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣＯＸ２ ＰＣＮＡ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０．１０６±０．０１４ ０．５５３±０．０４４
Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．８１４±０．０１２ ０．９８８±０．０３１

ＬｏｗｄｏｓｅＣＸＢ ０．３２６±０．０１１△ ０．７６３±０．０５１△

ＨｉｇｈｄｏｓｅＣＸＢ ０．４０９±０．００８△ ０．９２５±０．０４２△

Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＢｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测各组大鼠肾组织ＣＯＸ２（Ａ）、ＰＣＮＡ（Ｂ）蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＣＯＸ２（Ａ）ａｎｄＰＣＮＡ（Ｂ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

３　讨　论

　　本研究发现１６周龄杂合子大鼠肾脏体积较同周
龄正常大鼠增大，肾脏满布大小不一的囊肿，表面粗
糙呈沙砾状，髓质所占比例增高，皮质受挤压；１６周龄
小剂量组２Ｋ／ＴＢＷ显著低于空白对照组（Ｐ＜０．０５），

说明小剂量ＣＸＢ有抑制囊肿增殖，阻止肾脏体积增
大的作用，大剂量ＣＸＢ作用组２Ｋ／ＴＢＷ也低于空白
对照组，但差异无统计学意义，可能与样本数偏低有
关。

　　囊肿指数是从动物个体微观角度分析肾囊肿增
殖的可靠指标。本研究发现，小剂量和大剂量ＣＸＢ
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作用组多囊肾囊腔较空白对照组缩小，肾囊肿指数
明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。纤维化
指数和间质炎细胞浸润均是评价肾间质炎性变和硬

化的有效指标。本研究发现小剂量和大剂量ＣＸＢ
作用组间质炎细胞浸润和纤维化程度减轻，与空白
对照组差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　　ＣＯＸ２在正常肾组织中表达有限，只有在炎症
刺激下，如：细菌脂多糖、ＩＬ１、促肿瘤剂、癌基因及
生长因子和细胞因子的诱导下，其表达才急剧增加，
变化程度达１０～８０倍不等［１０１２］。本研究应用免疫
荧光共聚焦扫描法检测肾组织ＣＯＸ２和ＰＣＮＡ共
染区域的分布情况，结果发现 Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠在肾
囊肿发展、长大的过程中存在炎症刺激，ＣＯＸ２在
肾髓质区域高表达，同时ＣＯＸ２高表达又促进了囊
肿的增殖。

　　ＣＯＸ２抑制剂发挥抗肿瘤作用主要依赖两条
途径：ＣＯＸ２途径及非ＣＯＸ２途径［１３］。我们的前
期体外研究［８，１４１５］发现，ＣＸＢ可能通过减少ＶＥＧＦ、

ＥＧＦ表达，部分阻断 ＭＡＰＫ信号转导通路，从而抑
制囊肿衬里上皮细胞增殖，诱导细胞凋亡，证实

ＣＸＢ可通过不依赖于ＣＯＸ２途径抑制类肿瘤生长
特性的ＡＤＰＫＤ囊肿增殖。而本研究体内实验结果
表明ＣＯＸ２特异性抑制剂ＣＸＢ小剂量和大剂量组

ＣＯＸ２和ＰＣＮＡ共染主要分布在 Ｈａｎ：ＳＰＲＤ大鼠
肾小管周围，间质也有少量分布，荧光强度较对照组
减弱。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明３、１０ｍｇ·ｋｇ－１·

ｄ－１的ＣＸＢ抑制ＣＯＸ２下调ＰＣＮＡ的表达，说明囊
肿增殖受抑制［１６］。结果证实ＣＸＢ体内发挥抗多囊
肾囊肿增殖可能是通过ＣＯＸ２途径。体内外研究
结果证实ＣＯＸ２特异性抑制剂ＣＸＢ具有抑制类肿
瘤生长特性的 ＡＤＰＫＤ囊肿增殖的作用，该作用的
实现主要依赖于ＣＯＸ２及非ＣＯＸ２途径，具体机
制有待进一步探讨。

　　综上所述，ＣＸＢ可能通过抑制ＣＯＸ２途径，下
调炎症因子的表达，从而减轻炎细胞浸润，阻止囊肿
增殖和间质纤维化，最终保护肾功能。

　　（志谢　本研究病理学方面的内容得到北京医
科大学肾脏病研究所刘刚教授及第二军医大学电镜

室汤莹老师的支持和帮助，在此一并表示感谢！）
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