
重庆医科大学学报 21106年第31卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．1 J 一 63 一 

文章编号：0253—3626(2006)01-0063-03 

特异性环氧化酶一2抑制剂对狼疮小鼠肾组织 

PAI一1表达的影响 

钟 清，甘 华，肖 刚 

(重庆医科大学附属第一医院肾内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨特异性环氧化酶(COX)一2抑制剂(Rofecoxib)对 MRL／lpr自发狼疮小鼠肾脏纤溶酶原激活物抑制剂 一1 

(PAl一1)表达的影响。方法：12w龄雌性 MRL／lpr自发狼疮小鼠予以 Rofecoxib[10mg／(kg·d)]灌胃治疗 ，12w后观察 Rofecoxib 

对小鼠尿蛋白、血肌酐的影响。放免法测定血清血管紧张素 II、尿 TXB 、尿 6一Ket—F1 的水平 ；用免疫组化方法观察小鼠肾组 

织 PAl一1的表达及肾组织病变程度，并与对照组比较。结果：治疗 12w后，治疗组与对照组相比：尿蛋白排泄量 、肌酐水平、血管 

紧张素II及尿TXB：水平均有明显下降，差异有显著性；肾组织细胞外基质的沉积明显减少及肾组织 PAl一1的表达降低(P< 

0．05)；尿 6-Ket—F1 Ot差异无显著性 (P>0．05)。结论：特异性 COX一2抑制剂可以抑制 MRL／lpr自发狼疮小鼠肾组织 PAI一1的 

表达，降低尿蛋白，减少细胞外基质的沉积，从而减轻肾小球硬化，对狼疮性肾炎肾损害具有良好的治疗作用。 
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Influence of specific CycIOO×ygenaSe一2 inhibitor on the expression 

of plasminogen activator inhibitor type一1 in lupus MRL／Ipr mice． 

ZH0NG Qing,et al 

(Department ofNephrology,the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of specific cyclooxygenase-2 inhibitor(Rofecoxib)on the expression of plasminogen activator 

inhibitor type一1 in MRL／lpr mice．Methods：12-week female MRL／lpr mice were given Rofecoxib[1Omg／(kg·d)] fnr 12 weeks． 

Changes in proteinuria，SeFllm creatinine and pathology in renal were observed．Suppressive effect of the drugs on an giotensin II and uri— 

nary thromboxane B2 and 6-Keton—prostaglandin—Fl were determined by using radi0一immun0l0 cal assay
． Immun0lhist0l0 cal analysis 

was used to examine the expression of PAI一1 in renal tissue．Results： Compared with the ones in the control group
． mice treated with 

Rofecoxib had lower levels of proteinuria，serum creatinine，serum angiotensin II，urinary thromboxanc B2(尸<0．05)．The PAI一1 ex— 

pression and deposition of extracellular matrix in renal tissue significantly decreased(P<0．05)．The level of 6-Keton—prostaglandin—FI 

was not significantly different(P>0．05)．Conclusion：Rofecoxib may decrease proteinuria and ameliorate progressive glomerular sclero— 

sis by inhibiting partly the expression of PAI一1 by decreasing the deposition of extracellular matrix and accelerating its degradation
． Th e 

specific cyclooxygenase-2 inhibitor has a renoprotective effect on MRL—lpr／lpr mice． 

【Key words】specific cyclooxygenase一2 inhibitor；plasminogen activator inhibitor type一1：lupus nephritis 

肾脏中前列腺素(prostaglandin，PG)的合成非 

常活跃，PG在多方面调节肾脏的生理功能，诸如肾 

脏血流动力学、肾素分泌和肾小管钠水重吸收。环 

氧化酶 (COX)是 PG合成的限速酶，已知 COX有 

两个同功酶，COX一1催化生成的PG主要调节正常 

组织细胞的生理功能，维持 自身代谢的稳定 ； 

作者介绍：钟 清(1964一 )，女，硕士，副主任医师， 

主要研究方向：自身免疫性疾病的发病机理及防治。 

COX一2在生理条件下低表达，在 LN小鼠的肾内表 

达增高，COX一2的代谢产物 TXA2的产生也增多[1】。 

人类各型狼疮性肾炎肾小球中纤溶酶原激活物抑 

制剂 I(I-type plasminogen activator ibhibitor．PAI一1) 

均过度表达，且 PAI一1的表达与病变肾小球内细胞 

增生呈正相关 ，PAI一1在狼疮性肾炎的发生发展过 

程中可能起着重要作用 [21。血管紧张素 II(an— 

giotensin II，Ang II)通过刺激血管活性物质和细胞 

因子的产生 ，使细胞外基质 (extracellular matrix． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 64 一 重庆医科大学学报 2006年第 31卷第 1期 (JOurnal of Chongqing Medical University 2OO6·Vol·31 No·1) 

ECM)进行性积聚，并通过直接或间接上调 PAI-1 

的表达，抑制 ECM的降解。阻断肾素 一血管紧张素 

系统(renin-angiotensin system，RAS)能延缓肾脏病 

的进展，部分是由PAI一1的表达减少及活性受抑所 

致。我们用 自发狼疮小鼠观察了选择性 COX一2抑 

制剂 Rofecoxib对 MRL／lpr小鼠狼疮性肾炎 PAl—l 

表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物分组及治疗 

MRIJlpr小鼠(12只，雌性 ，3月龄 )购 自中国科学院上 

海实验动物中心，体重 20～30g，随机分成两组 ，每组6只，饲 

以普通饲料。其中①空白对照组 6只，予同体积的 0．5％羧甲 

基纤维素水灌胃 12w。②Rofecoxib组 6只，予含 Rofecoxib 

[10mg／(kg·d)]的 0．5％羧甲基纤维素水灌 胃12w。 

1．2 尿蛋白、血清肌酐、血管紧张素 II(AngII)、尿 6一酮前列 

腺素 F (6一Ket—F． )、尿血栓烷 B：(TXB：)的测定 

采用代谢笼准确测量动物 24h尿量，用马斯亮蓝法测定 

尿蛋白排泄量，尿蛋白总量 >3mg／24h为蛋白尿。实验结束时 

于各小鼠眶后静脉丛采血，血清置 一20％保存，采用 Jaffe法 

测定血清肌酐 、放射免疫法测定 AngII、尿 6-Ket—F 尿 

TXB：水平 (试剂盒由解放军总医院科技开发中心放免所提 

供 )。 

l-3 肾组织常规病理分析 

于实验终点 ，处死动物后取肾组织 ，2％的福尔马林 固 

定、脱水、石蜡包埋、制备 3 m切片，经 PAS、HE、PAM染色， 

进行光镜。 

l、4 肾组织 PAI—l蛋 白检 测 

免疫组化 (ABC法 )：羊抗小 鼠PAI—l(博士德公司产 

品 )为 I抗，生物素标记的羊抗兔 IgG为Ⅱ抗 ，ABC法检测 

Rofecoxib组 、对照组肾组织 PAI—l蛋白的表达 。切片经 DAB 

显色，PAI—l表达部位呈棕黄色。 

1．5 计算机图像分析 

应用北航医学病理图象定量分析系统，通过光学显微镜 

放大 400倍摄取图像 ，输入图像分析系统内。肾小球系膜基 

质增生半定量分析取 PAS染色切片，每张化切观察 5～l0个 

正切肾小球，计数肾小球系膜区面积占整个肾小球面积的百 

分比。每张组化切片随机选取 l0个视野 ，结果以阳性 目标总 

面积 ／统计场总面积 (面密度值 )表示。 

1．6 统计方法 

结果以均数 ±标准差(x~s)表示 ，计量资料比较采用 t 

检验，由SAS软件完成。 

2 结 果 

2．1 24h尿蛋 白排泄量 、血肌 酐、AnglI、尿 6-Ket— 

F⋯ 尿 TXB2及 6一Ket—F1 测定结果 

实验结束后，Rofecoxib组小鼠尿蛋白排泄量、 

血肌酐水平、AngII、尿 TXB 水平明显低于对照组 ， 

两组比较差异有显著性 (P<0．05)；Rofecoxib组小 

鼠尿 6一Ke卜F， 水平与对照组 比较差异无显著性 

(P>0．05)见表 1。 

表 1尿蛋白、血肌酐、AngII、TXB：及 6-ket—F． 比较( ±s) 

注：与对照组比较 ： P<0．05，} P<0．0l 

2．2 肾组织病理检查 

实验结束后 ，Rofecoxib组小鼠肾小球 ECM面 

积与肾小球面积的比值明显减少，与对照组比较差 

异有显著性 (P<0．01)见表 2、图 1。 

2．3 MRL／lpr小鼠肾组织 PAl一1蛋白检测结果 

免疫组织化学分析显示 ，对照组小鼠肾小球和 

肾间质 PAI一1表达呈强阳性反应；Rofecoxib组小鼠 

肾小球和肾间质 PAI一1表达呈弱阳性反应，两组比 

较差异有显著性 (P<0．05)见表 2、图2。 

表 2 肾组织病理改变及 PAI—l面密度值比较(一+s) 

注：与对照组比较：}P<0、05，}}P<0．0l 

3 讨 论 

本研究结果发现，应用 Rofecoxib后，其缩血管 

前列腺素 TXA 的代谢产物 TXB 明显减少，狼疮小 

鼠24h尿蛋白排泄量下降，肾功能有所改善。本实 

验还发现 Rofecoxib组和对照组小鼠扩血管前列腺 

素 PGI 的代谢产物 6-Ket—F， 没有变化，提示选择 

性 COX一2抑制剂仅仅拮抗 COX一2诱导的病理性 

PGS的产生，不影响生理性 PGS的功能。在培养的 
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治疗要高，这表明二者之间可能产生协同作用 ，更 

进一步地诱导细胞凋亡。 

细胞凋亡是生命科学的研究热点之一，广泛存 

在于生理及病理过程中。细胞凋亡与增殖的失衡是 

肿瘤发生、发展的重要原因，而诱导肿瘤细胞凋亡 

已成为治疗恶性肿瘤的一个重要研究方向。射频治 

疗兔肝癌模型中诱导细胞凋亡是其治疗的一个重 

要机制l81。在本实验结果表明 RFA治疗后除造成组 

织变性、坏死 、崩解 、液化、炎性细胞浸润等病理现 

象外，还可以大量诱导肿瘤细胞的凋亡 。其发生的 

部位主要是肿瘤的周边区域。通过对比实验研究 ， 

RFA的确能诱导肝癌细胞大量凋亡，而肿瘤经射频 

治疗后形成坏死区的大小并不是评价射频直接治 

疗效果的唯一指标。 

增殖细胞核抗原是一种核蛋白，它参与 DNA 

的合成和修复l91，仅在增殖的细胞中表达，为评价细 

胞增殖活性的重要指标之一。较高的 PCNA LI预示 

着较高的肿瘤细胞增殖活性及较高的肿瘤组织侵 

犯特性l】01。本研究应用免疫组化 SABC法检测肝癌 

中 PCNA的表达，结果显示经射频联合表阿霉素治 

疗组的肝癌细胞凋亡指数明显高于单纯射频组和 

单纯药物注射组 ，癌细胞增殖指数下降 ；细胞凋亡 

与增值呈明显负相关。从而说明射频消融联合表阿 

霉素治疗肝癌可以明显诱导肝癌细胞凋亡，同时抑 

制癌细胞增殖。 

总之，本实验通过射频联合化疗药物局部治疗 

肝癌显示这种治疗方式较单纯治疗的效果更理想， 

有望进一步推动l临床的应用。关于射频联合化疗药 

物治疗如何诱导凋亡相关基因的表达，尚有待于分 
· —卜 一—·+_一—·+_一—·+_一—·卜 一+ 一十 一+ 一+ 一+ 一+ 一+ 一+ -+ 一+ 一+ 一+ 。+ 一+ ．+ 。+ 。+  

(上接第65页 ) 

制 RAS系统；部分是由于抑制 PAI一1蛋白质的表 

达，减少 ECM的分泌并促进其降解，从而减轻进行 

性肾小球硬化的发生与发展。 
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