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［摘要］　目的：探讨环氧化酶２（ＣＯＸ２）在肝衰竭损伤肝组织中的表达。方法：ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为正常对照组（ｎ＝６）和

肝衰竭组（ｎ＝２４），前者以生理盐水２００μｌ腹腔注射，后者采用内毒素（ＬＰＳ）１０μｇ／ｋｇ和Ｄ氨基半乳糖（ＤＧａｌ）９００ｍｇ／ｋｇ联

合腹腔注射，对照组在注射后８ｈ、肝衰竭组在注射后不同时点（２、４、６、８ｈ）检测血浆谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）、

白介素１０（ＩＬ１０）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、细胞黏附分子１（ＩＣＡＭ１）；处死动物，以原位灌注消化法分离肝Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞后，

半定量ＲＴＰＣＲ检测其中ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的表达。结果：与对照组相比，肝衰竭组血浆ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１水

平均显著升高（Ｐ＜０．０５），且随损伤时间的延长而逐渐升高（Ｐ＜０．００１）；ＣＯＸ２ｍＲＮＡ仅在肝衰竭组表达，表达量随肝损伤时

间延长也逐渐增高（Ｐ＜０．００１）。结论：ＣＯＸ２在损伤肝组织中大量表达，且表达量随肝损伤程度而升高，提示其可能参与了

ＬＰＳ／ＤＧａｌ诱导的肝衰竭模型肝损伤过程。
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Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｊｉａｎｇｘｍ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　肝衰竭是各种病因导致的肝细胞广泛变性、坏死，肝功

能严重损害的临床综合征，病情重、预后差，其发病机制尚不

十分清楚。内毒素血症与细胞因子在肝衰竭发生发展中起

重要作用。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激多种细胞

合成花生四烯酸（ＡＡ）代谢产物前列腺素（ＰＧ）Ｅ２、ＰＧＦ２α、

血栓素Ａ２（ＴＸＡ２），参与单核巨噬细胞系统介导的细胞毒性

作用，而此过程依赖于 ＰＧ 合成的限速酶即环氧化酶２
（ＣＯＸ２）［１］。本实验应用ＬＰＳ联合Ｄ氨基半乳糖（Ｄｇａｌａｃ

ｔｏｓａｍｉｎｅ，ＤＧａｌ）复制肝衰竭模型，来观察ＣＯＸ２在肝衰竭

模型中的表达。

１　材料和方法

１．１　动物　选用雄性ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，体质量约２０ｇ，

由中国科学院上海医学实验动物中心提供，８～１２周龄。实

验室内室温２０℃喂养２周后进行实验，实验前禁食１２ｈ，禁

水４ｈ。

１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０完全培养液（Ｇｉｂｃｏ，美国），原

位灌注消化液：５％ｃｏｌｌａｎｇｅｎａｓｅ（Ｓｉｇｍａ，美国）、Ｐｅｒｃｏｌｌ梯度

离心液（广州威佳科技有限公司），ＤＧａｌ（重庆医科大学生

物工程研究室），ＬＰＳ（Ｅ．ｃｏｌｉＯ５５：Ｂ５，Ｓｉｇｍａ，美国），小鼠

ＩＬ１０、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（上海晶美生物科技

工程公司），ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。引物由上海生工生物

工程服务有限公司合成。βａｃｔｉｎ：上游５′ＧＧＣＡＴＧＧＧＴ

ＣＡＧＡＡＧ ＧＡＴ ＴＣＣ３′，下游：５′ＡＴＧ ＴＣＡ ＣＧＣ ＡＣＧ

ＡＴＴＴＣＣＣＧＣ３′，产物５００ｂｐ；ＣＯＸ２：上游：５′ＡＣＡＣＴＣ

ＴＡＴＣＡＣＴＧＧＣＡＣＣＣ３′，下游：５′ＧＡＡＧＧＧＡＣＡＣＣＣ

ＣＴＴＣＡＣＡＴ３′，产物５８０ｂｐ。

１．３　动物分组　３０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分成正常对照组和肝衰

竭组。正常对照组６只，腹腔注射生理盐水２００μｌ，８ｈ后处

死动物；肝衰竭组２４只，腹腔注入ＤＧａｌ／ＬＰＳ（ＤＧａｌ９００

ｍｇ／ｋｇ，ＬＰＳ１０μｇ／ｋｇ），分别在注射后２、４、６、８ｈ处死动物

（每时点６只）。所有动物在处死后进行心脏采血和分离

Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞。小鼠实验期间均正常饮食和饮水。

１．４　生化检测　上述各组动物处死后的心脏血标本－２０℃
保存。ＡＬＴ、ＡＳＴ用Ｏｌｙｍｐｕｓ２７００自动生化仪检测。

１．５　肝脏病理变化　肝组织标本用１０％甲醛固定，石蜡包

埋，３μｍ厚连续切片并进行 ＨＥ染色。

１．６　肝脏Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞分离、纯化、鉴定　原位灌注法获得

肝非实质细胞悬液后，Ｐｅｒｃｏｌｌ梯度液ＳＰＳ液按梯度液与细

胞悬液（２～３）∶１的比例铺层，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，获

得富含Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞的肝非实质细胞。将细胞移入试管中，

以培养液制成细胞悬液，加入２４孔培养板孔内培养（５％ＣＯ２
恒温箱内、３７℃），用不含小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，调

整细胞密度为１．５×１０６／ｍｌ，接种于培养孔中，孵育３０～６０

ｍｉｎ后取出，洗去非贴壁细胞，获得纯化的小鼠肝Ｋｕｐｆｆｅｒ细

胞，消化下贴壁的Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞，离心洗涤，最终获得的细胞

团块悬浮在２ｍｌＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，计数获得的细

胞量，以锥虫蓝染色检测细胞活性。作免疫细胞化学染色并

采用印度墨汁吞噬试验，在荧光显微镜下对Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞进

行鉴定。结果显示 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞纯度９５．５％，活性细胞占

９４．８％。

１．７　ＲＴＰＣＲ　将Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞调整细胞密度为１０６／管，每

管按步骤分别加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ，０．２ｍｌ氯仿，０．５ｍｌ异丙

醇，１ｍｌ７５％乙醇，孵育，提取总ＲＮＡ。然后取总ＲＮＡ３．０

μｇ，分别加Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１０１μｌ，５×ＲＴＰＣＲ缓冲液４μｌ，Ｒａｓｉｎ

１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μｌ，逆转录酶 ＭＭＬＶ（２００Ｕ／μｌ）

１μｌ，补充经ＤＥＰＣ处理的ｄｄＨ２Ｏ至２０μｌ，混匀后３７℃６０

ｍｉｎ。取逆转录产物５μｌ，加１０×Ｔａｑ酶缓冲液５μｌ，ｄＮＴＰｓ

１μｌ，上下游引物各１μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μｌ，Ｔａｑ酶０．３
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μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μｌ。ＰＣＲ反应的条件是：９５℃变性５

ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５６℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，循环３０次，然后，７２℃

７ｍｉｎ。取５μｌＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶进行电泳观察

结果。用ＰＤＱｕｅｓｔＴＭ（ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）分析ＰＣＲ产物

的灰度，半定量分析ＣＯＸ２ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎ灰度比值。

１．８　血浆ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１的检测　各小鼠采ＥＤＴＡ
抗凝血，离心，留血浆－２０℃保存备用。分别用ＥＬＩＳＡ试剂

盒按说明书操作检测。

１．９　统计学处理　数据处理用ＳＰＳＳ１０．０软件。所有数据

用珚ｘ±ｓ表示，多样本均数比较用单因素方差分析。

２　结　果

２．１　小鼠肝衰竭模型建立的评估　在造模后２ｈ发现部分

肝窦充血，少量炎症细胞浸润，肝组织结构仍完整，４～６ｈ有

少量肝细胞凋亡，片状坏死、炎症细胞浸润，８ｈ见大量肝细

胞凋亡、片状坏死，肝窦严重充血和坏死，无肝小叶结构，

肝细胞组织模糊，有凋亡小体及弥漫性炎细胞浸润。造模后

ＡＬＴ、ＡＳＴ明显升高（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　肝衰竭组各时点小鼠ＡＬＴ、ＡＳＴ的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ

正常对照 ４０．６±１０．２ ５１．３±６．３
肝衰竭 ２ｈ １５９．２±２８．１ ３５３．７±２２．３

４ｈ ４３９．２±２０．７ ５３２．５±７３．２

６ｈ ９７８．０±１００．７ １１７２．３±７０．２

８ｈ ４８４９．５±２３２．３ ４５２０．５±２６０．７

　Ｐ＜０．０５与正常对照组比较

２．２　肝损伤情况　本研究检测促炎因子ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１和

抗炎因子ＩＬ１０来评价肝损伤情况，发现在肝衰竭组中促炎

因子ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１和抗炎因子ＩＬ１０的４个时点比较的

Ｆ值分别为８４．１、１０３．５、７４．３（Ｐ＜０．００１），说明随时间的延

长它们逐渐增高（表２），而此时肝损伤程度逐渐加重。

表２　肝衰竭组各时点ＣＯＸ２的表达和ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１０的变化
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组别 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎ
ＴＮＦα

（ρＢ／ｐｇ·ｍｌ－１）
ＩＣＡＭ１

（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１）
ＩＬ１０

（ρＢ／ｐｇ·ｍｌ－１）

正常对照 ０ 　５８．６±１０．２ １６７．２±２２．５ ２２．４±３．０
肝衰竭 ２ｈ ０．４６±０．０３ ３２０．５±８６．６ ２２０．５±２６．４ ２９．２±４．５

４ｈ ０．５３±０．０３ ４８２．２±５２．９ ３７５．６±３４．７ ３３．４±５．８

６ｈ ０．６７±０．０２ ６５０．３±９５．１ ４６８．６±４３．７ ３９．２±６．７

８ｈ ０．８５±０．０８ １０５６．０±１３２．５ ６５６．３±６２．３ ８９．８±１２．６

　Ｐ＜０．０５与正常对照组比较

２．３　ＣＯＸ２的表达变化　正常对照组ＣＯＸ２ｍＲＮＡ不表

达，而肝衰竭组ＣＯＸ２ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎ的灰度值随时间的延

长而增加，２、４、６、８ｈ４个时点比较的Ｆ 值为８２．７（Ｐ＜
０．００１），说明ＣＯＸ２的表达逐步升高（表２）。

３　讨　论

　　ＣＯＸ２是一种诱导酶，在细胞外网状结构和细胞核边缘

起作用，通过催化前列腺素和其他花生四烯酸代谢产物的生

物合成，参与炎症反应。ＣＯＸ２基因启动子中含有 ＮＦκＢ、

ＡＰ１等转录因子结合位点［２］。ＣＯＸ２的表达可被ＬＰＳ，白

介素１（ＩＬ１）、肿瘤坏死因子 （ＴＮＦα）、丝裂原、癌基因、血

清、表皮生长因子（ＥＧＦ）、转移生长因子（ＴＧＦ）、血小板激活

因子（ＰＡＦ）、内皮素（ＥＴ）等诱导。

　　ＴＮＦα是一种主要由单核巨噬细胞产生的细胞因子，能

导致肝细胞凋亡，引起炎症细胞浸润、肝细胞损伤、坏死。

ＩＣＡＭ１广泛分布于淋巴结和扁桃体血管内皮细胞、白细胞、

巨噬细胞等表面。内毒素可通过诱导产生ＴＮＦα和ＩＬ１而

上调肝细胞和内皮细胞上ＩＣＡＭ１的表达，导致白细胞黏

附，增高血管阻力，造成肝微循环障碍，影响肝细胞的营养与

氧供，造成休克和急性肝衰竭。ＩＬ１０是一种单链糖蛋白，能

参与抑制细胞合成炎性因子、集落刺激因子等主要负反馈调

节机制，广谱抑制单核巨噬细胞炎性介质ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８、

ＴＮＦα的合成及表达。实验发现在ＬＰＳ／ＤＧａｌ诱导的肝衰

竭模型中，作为促炎因子的ＴＮＦα最先升高，而后促炎因子

ＩＣＡＭ１和抑炎因子ＩＬ１０也逐步升高，这是机体的一种应

答反应，细胞因子之间的不平衡在肝衰竭的发生发展中起了

很重要的作用。

　　ＤＧａｌ是一种氨基糖，在肝内通过半乳糖途径代谢，可以
消耗半乳糖代谢途径的中间产物尿二苷磷酸，进而抑制尿嘧

啶核苷的代谢，抑制保护性蛋白的合成。利用在肝脏ＤＧａｌ
致敏的基础上模拟内毒素血症的原理，我们成功复制了肝衰

竭模型。ＬＰＳ在不同剂量及不同时间均不同程度引起 ＮＦ

κＢ的活化［３］，从而进一步诱生大量的 ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６、

ＰＧｓ、氧自由基等细胞炎症因子的释放，放大其毒性作用。而

ＬＰＳ、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ１均能诱导ＣＯＸ２的活化，后者又

能导致大量的ＰＧ和其他 ＡＡ代谢产物的生物合成，加速加

重炎症反应的发生发展，这些细胞因子彼此之间形成一个独

特的细胞因子和化学介质网络，通过协同作用导致肝细胞坏

死。ＬＰＳ刺激多种细胞合成 ＡＡ代谢产物参与单核巨噬细

胞系统介导的细胞毒作用，具体的细胞机制尚不清楚。文

献［４，５］认为：ＬＰＳ结合肝巨噬细胞ＣＤ１４受体，导致有丝分裂

原激活的蛋白激肽酶（ＭＡＰｋｉｎａｓｅ）活化及细胞溶质的磷脂

酶Ａ２（ｃｙｔｏｓｏｌｉｃｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ，ｃＰＬＡ２）磷酸化；同时，ＬＰＳ活

化ＮＦκＢ、ＡＰ１等转录因子，致ｃＰＬＡ２ 表达并且激活ＣＯＸ２
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表达；磷酸化的ｃＰＬＡ２ 致细胞的ｃＰＬＡ２（ｃｅｌｌｕｌａｒｃＰＬＡ２）活

化，引起磷脂释放为 ＡＡ；ｃＰＬＡ２ 耦合 ＣＯＸ２，后者耦合

ＰＧＤ２合成酶，导致ＰＤＧ２合成。

　　Ｖｉｃｔｏｒｏｖ等［６］证实ＬＰＳ可刺激大鼠 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞合成

ＣＯＸ２，促进ＰＧｓ释放。本实验观察到，正常对照组Ｋｕｐｆｆｅｒ
细胞不表达 ＣＯＸ２ ｍＲＮＡ。在肝衰竭组，ＬＰＳ 能上调

Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和血浆 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１、ＩＬ１０
水平，且随时间的延长而增强，说明ＣＯＸ２参与了肝衰竭的

发生发展过程。有文献认为ＣＯＸ２与肝癌、肝纤维化也有密

切的关系［７，８］。因此，进一步探讨ＣＯＸ２作为肝脏疾病治疗

的一个靶点可能有积极的意义。
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