
重庆医科大学学报2005年第30卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical University 2005 Vol 30№．1) 

文章编号：0253—3626(2005)01—0071 04 

特异性 COX一2抑制剂对小鼠狼疮性肾炎 CD14+表达 

及 TNF— 、IL一6的影响 

钟 清 ，甘 华 ，肖 刚 

(重庆医科大学临床学院肾内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨特异性COX一2抑制剂对MRLApr自发狼疮小鼠的CD14 表达及TNF a、IL 6的影响。方法：用特异 

性环氧化酶一2(COX一2)抑制剂(Rofecoxib10·kg ·d )治疗 12周龄雌性MRLApr自发狼疮小鼠，并与未1二预组对照 12 

周后用放射免疫方法检测小鼠血清和尿中肿瘤坏死因子(Tumor necrosis factor—a，TNF—a)、白细胞介素 6(Interlcukin一6， 

IL一6)及尿血栓索 B2(TXB2)的变化；并观察小鼠尿蛋白、血肌酐、肾组织病理改变及 CDI4 细胞数的变化 结果：治疗 12周 

后，治疗组与对照组比较，小鼠血清和尿 中 TNF a、IL 6水平降低 (P<0．05)；24h尿蛋 白排泄量、血肌酐水平及肾组织 

CD14 细胞数差异均有显著性意义(P<0．05)；肾小球基底膜(GBM)增厚程度差异有显著性意义 (P<0．05)：结论：特异性 

COX一2抑制剂治疗MRLApr自发狼疮小鼠，可能通过抑制单核／巨噬细胞在肾组织中的浸润，降低血清和尿中TNF a、IL 

一 6水平，从而减轻了 MRLApr小鼠肾损害，对 LN有较好的治疗作用。 
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Influence of specific cyclOOxygenase一2 inhibitor on TNF—oc，IL一6 and 

expression CD14 positive cel Is in lupus MRL／Ipr mice 

ZHONG Qing，et al 

(Department ofNephrology，College ofClinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the underlying molecular mechanisms of specific cyclooxygenase 2 inhibitor(Rofec()x h)and to eval— 

uate its efficacy on MRLApr mice．Methods：12一week female MRLApr mice were given Rofecoxib(10mg·kg ‘·d ‘)for 12 weeks
． 

Suppressive effect of the drugs on serunl and urinary levels of tum or necrosis factor—a(TNF—a)，interleukin 6(IL 6)and u rinarv 

TXB2 level were determined by using radio—immunological assay．Changes in proteinuria，serunl creatinine，pathokgy of hidney and 

the expression of CD14 in renal tissues were observed．Results：Compared with the ones in the control group．mice treated with Rc)fe— 

coxib had lower levels of proteinuria(P<0．01)．serunl creatinine(P<0．01)，urinary TXB2(P<0．01)，TNF a and IL一6(P<0
． 

05)and the thickness of glomerular base membrane((iBM)(P<0．05)．The num ber of CD14 expression of the bx)sitive cells in renal 

tissue significantly decreased．Conclusion：TNF—a and IL一6 may take part in immune pathogenesis of lupus nephritis(LN)．Serum 

and urinary levels of TNF—a，IL 6 may be useful indicators for monitoring disease degree of renal damage in LN
． Rofec()xib mav 

have a significant effect on inhibiting the production of INF—a，IL 6 in the monocytes／macrophages ce11s
． Rofecoxib mav dccr( sc 

the levels of serllln and urinary TNF a，IL一6 and ameliorate renal injuries in lupus MRLApr mice．The specific cyclooxygenase一2 

inhibitor has a renoprotective effect on MRL lpr／qpr mice． 

【Key words】Specific cyclooxygenase一2 inhibitor；Tumor necrosis factor a；Interleukin一6；Lupus nephriti 

系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus． 

SLE)是一种侵犯多系统的自身免疫性、严重危害人 

类健康的疾病，常伴肾脏受累即狼疮性肾炎(Lupus 

作者介绍：钟 清(1964 )，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 

nephritis，LN)。SLE的发病与免疫功能紊乱有父， 

尤其是细胞因子在发病和病变进展过程中的作用倍 

受关注。文献报道，SLE患者血中可溶性 CI)14 与 

疾病活动指数，ANA滴度呈显 著正相关一1，表明 

CD14 细胞参与了 LN的发生。特异性 COX一2抑 

制剂对狼疮性肾炎 CD14 表达及 TNF—a、IL一6 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2005年第30卷第 1期 (Journal of C~ngqing MedicaI~iversity 2005 Vol 30№ 1) 

的影响尚未见报道，我们应用特异性 COX一2抑制 

剂治疗 MRLApr自发狼疮小 鼠，通过对血清和尿 

T F—a，IL一6水平、24h尿蛋白排泄量、肾功能、肾 

组织光镜、电镜及免疫组化检测 CD14 表达，旨在 

探讨特异性 COX一2抑制剂对狼疮性肾炎的作用机 

理 。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物分组及治疗 

~ LApr自发狼疮小鼠(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特异性 COX 2抑制剂(Ro一 

~coxib)组 6只，予含 Ro~ xib(1Omg·kg ·d )的 0．5％羧 

甲基纤维素水灌胃 12周。②无干预对照组 6只，予同体积 

的 0．5％羧甲基纤维素水灌 胃12周。 

1．2 尿蛋白及血清肌酐测定 

采用代谢笼准确测量动物 24h尿量，用考马斯亮蓝法测 

定尿蛋白排泄量。尿蛋 白总量 >3mg~4h为蛋 白尿。实验 

开始和结束时于各鼠眶后静脉丛采血，血清置一20℃保存， 

采用 Jaffe法测血清肌酐水平。 

1．3 血清和尿 TNF a、IL一6及尿 TXt32的测定 

实验结束后，采用放射免疫法测定治疗组和对照组血清 

和尿中TN'F a、IL一6及尿 TXt32浓度(试剂盒由解放军总 

医院科技开发中心放免所提供)，严格按照说明书操作，并由 

专门实验室和专职工作人员进行检测。 

1．4 肾组织电镜及 CD14 细胞数检查 

于实验终点，处死动物后取肾组织戊二醛固定标本送透 

射电镜检查。采用微波免疫组织化学染色。石蜡切片脱蜡， 

0．3％H202封闭，0．3％的 TritonX一100消化 45rain。置 0． 

Olmol~ pH 6．0柠檬酸盐缓冲液中行微波修复抗原(低中档 

火15~n；加入抗原修复液 I号(博士德公司)37℃修复 

15rain；山羊血清封闭。依次加入 1：200小鼠抗人 CD14多 

克隆抗体(邦定泰克，抗单核／巨噬细胞)、生物素标记的抗兔 

IgG和辣根过氧化酶标记的卵蛋白 生物素(博士德公司) 

孵育 37℃孵育 15rain。切片经 DAB显色；脱水 、透明、封片。 

显微镜下观察。 

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。CD14 的定量 

分析：每个标本按顺序选取 5～10个肾小球视野、5～10个 

肾问质视野，选用彩色系统定标，以直径大于4脚 的目标作 

为 CD14 细胞 ，计数每个肾小球及单位 面积肾间质 CD14 

细胞数(即单核／巨噬细胞数)。采用会达组织细胞分析图文 

报告系统计算 电镜 片 (×12000倍 )肾小球基底膜 的厚度 

(mm)，每张电镜片随机选择 10个包含基底膜的视野，取平 

均值间接反映该切片标本 GBM 的厚度： 

1．7 统计方 法 

结果以均数 ±标准差( ±S)表示，两组资料 比较采用 f 

检验；多组资料比较采用方差分析；小鼠尿蛋白排泄量 与尿 

TXI32的关系采用直线相关回归分析，由 S8．0软件包完 

成 

2 结 果 

2．1 24h尿蛋 白定量及血肌酐测定结果 

实验开始时两组小鼠尿蛋白排泄量及血肌酐水 

平差异无显著性(P>0．05)。实验结束后 ，Rofecox— 

ib组小鼠尿蛋白排泄量减少、血肌酐水平明显降低， 

与对照组比较差异有显著性(P<0．05)见表 1。 

表 1 两组尿蛋白、血肌酐比较 (j±5) 

与对照组比较： P<O．05， P<O．01 

2．2 血清和尿 中TNF—a、IL一6及尿 TXI32测定 

结果 

Rofecoxib组小鼠血清和尿中 TNF—a、IL一6 

及尿TXI32水平明显降低，与对照组比较，差异有显 

著性(P<0．05)见表 2。 

表 2 两组血清和尿细胞因子及尿 TXt32水平变化( ±S) 

项 目 对照组 Rof~oxib组 

血清TNY—a( ) 1．28±0．51 0．73±0．28 

尿TNF a(ng／m1) 12．50±5．27 6．57±3．73 

血清 IL一6(pg／ll11) 40．51±16．93 21．18±11．96 

尿 IL一6(pg／~)4937．O0±1749．O0 2879．40±1412．O0 

尿YX132(pg／~) 1829．80±777．57 1204．5±992．25 

与对照组 比较： P<0．05 

表 3 两组肾组织电镜及 CD 14细胞数 目的变化(j±S) 

注 ：与对旦{!组 比较 ， P<0．05：～ P<0．O1 

2．3 MRLApr小鼠肾组织电镜及 CD14 细胞数检 

查 

Rofecoxib组小鼠肾组织透射电镜下可见基底 

膜增厚、足突广泛融合减轻，少量电子致密物沉积。 

与对照组比较差异有显著性(P<0．05)。免疫组化 

分析结果示：Rofecoxib组，MRLApr小鼠肾小球和 
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镜下可见基底膜增厚 、足突广泛融合减轻 ，少量电子 

致密物沉积。MRL／lpr小 鼠尿蛋白排泄量明显减 

少，肾功能较稳定。 

TNF—a是由单核／巨噬细胞产生的细胞因子， 

被认为是重要的炎症介质 ，主要通过①介导炎症细 

胞在炎症部位聚集；②与细胞之间相互作用引起组 

织损伤酶的释放、激活炎症细胞产生细胞毒效应；③ 

刺激单核细胞等产生 TNF—a，加重炎症反应；④激 

活 T、B淋巴细胞进一步产生抗体，导致疾病的发生 

和发展。TNF—a参与了细胞免疫介导的肾小球损 

伤_4 J，活动期狼疮性肾炎患者血清和尿中 TNF—a 

水平显著升高_5l5。单核细胞 、T和 B淋巴细胞受病 

毒抗原或其它抗原的慢性刺激后 町产生 IL一6。IL 
一 6与 TNF—a等细胞因子一起参 与了 LN免疫应 

答的全过程及肾组织局部的炎症反应。上述病理生 

理过程中，单核／巨噬细胞发挥重要作用，抑制单核／ 

巨噬细胞的增殖可能减轻肾组织的病理过程。本研 

究发现，MRL／lpr自发狼疮小鼠肾组织 CD14 表达 

明显增高，血清和尿中 TNF—a、IL 6水平增加。 

应用 Rofecoxib治疗后 ，MRL／lpr自发狼疮小 鼠血 

清和尿中TNF—a、IL一6水平下降，从而减轻了肾 

脏损害。此外，文献报道 6，特异性 COX 2抑制剂 

还可明显抑制 T淋巴细胞的活化 、增殖及其细胞因 

子的表达，减少 IL一2和 TNF 7的产生。推测特 

异性 COX一2抑制剂可能通过抑制单核／巨噬细胞 

的活化、增殖，减少 IL 6、TNF a的产生，表明特 

异性 CO X 2抑制剂具有免疫调节作用。 

综上所述，尿TXBe水平与肾脏损害程度有关， 

RofecoxIb抑制了单核／巨噬细胞在肾组织 的浸润， 

抑制细胞因子的生成，减轻免疫球蛋白 IgG沉积于 

肾小球基底膜而引起的病理损害，改善足突广泛融 

合，减少电子致密物沉积。从而减轻 COX一2介导 

的对 MRL／lpr小鼠肾组织的病理损伤，达到减少小 

鼠尿蛋白，稳定肾功能的目的。表明特异性 COX一 

2抑制剂对小鼠狼疮性肾炎具有较好的治疗作用。 
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