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率为 80％。药敏结果与远期化疗效果之 间的关 系 

尚在进一步研究中。 

3 讨 论 

临床上如何更好地选择抗癌药物和制定疗效较 

高的化疗方案是一个亟待解决 的临床难题⋯1。由 

于晚期头颈肿瘤无论手术和放疗采用单一或综合的 

治疗方法 ，其疗效均不佳 ，局部失败率可达 25％～ 

50％，远处转移率达 l0％～20％_2 J。因此，积极探 

索在手术 +放疗 的基础上合理地采用化疗，尤其是 

寻求一种简便易行 、准确可靠的实体瘤化疗药物敏 

感性预测方法，实行个体化治疗 ，对于改善头颈肿瘤 

晚期病人的治疗现状 ，提高临床疗效是十分重要的。 

多年来 ，人们不断在寻找一种简便易行 、准确可靠的 

化疗药物敏感性预测方法 ，致今发展为体内和体外 

两大系列十多种药敏试验 ，并且 ，逐步从动物体内转 

向体外 ，从昂贵 、费时转向简便 、快速。核仁组成区 

(Nucleolar Organize Regions，NORs)是细胞核糖体 

基因转录合成核糖体 RNA的场所_3 J，AgNOR计数 

的变化可反映细胞的增殖活性_4 J。很多研究观察 

到化疗药物治疗后 ，瘤细胞中 AgNOR平 均计数减 

少，可作为预测肿瘤化疗效果的参考指标l 5l5。由于 

AgNOR作为核仁组成区及其 rDNA转录活动的标 

志，直接反映了细胞基因转录活性的改变，因此，可 

以准确 、灵敏地反映抗癌药物对肿瘤作 用的变化。 

AgNOR技术与 目前公认的 M1vr法有较 好的相关 

性 ，两 种方法 总 的符 合率 为 94．5％_6 J，但是 ，融 一 

NOR检测方法无新鲜肿瘤组织 中非肿瘤细胞 的干 

扰，是与 M1vr等方法不同的显著特点l J。此外 ， 

本方法试剂价格便 宜、技术操作 简便 、实验周期较 

短 ，因而，具有价廉 、简易 、省时的特点。 

本研究根据喉癌和鼻咽癌的生物学及组织病理 

学特点 ，应用简便易行的单纯机械分离法分离新鲜 

肿瘤组织 ，获得了高存活率的单细胞悬液，实验的成 

功率高。我们观察到，喉癌和鼻咽癌的药物敏感性 

有较大异质性 ，敏感性最高 的药物也存在对其不敏 

感的个体(15／51例对 DDP不敏感 )，敏感性最低的 

药物也存在对其较为敏感的个体 (14／5l例对 MMC 

较敏感 )，结果表明，不 同的个体对同一种药物和不 

同的药物对同一个体的敏感性均不同，因此，进行肿 

瘤药敏检测，实行喉癌和鼻咽癌个体化治疗非常必 

要。治疗头颈部恶性肿瘤的药物甚多，几乎包括各 

种抗癌药。本实验所测得的敏感药物顺序大致与临 

床结果符合，其敏感性较好的药物如 DDP、VCR、5 
一 FU、PYM 等是 目前头颈肿瘤化疗 中的首选药物。 

经 AgNOR技术测得的喉癌和鼻咽癌的药物敏感顺 

序不完全一致 ，且鼻咽癌的敏感性显著高于喉癌(P 

<0．05)，这提示化疗在鼻咽癌的综合治疗 中具有非 

常重要的作用 。本组 l0例患者作了化疗 ，药敏结果 

与体内疗效的符合率达 80％，初步显示 AgNOR技 

术与临床的相关性较好 。由于样本数少，本研究的 

预测结果与临床疗效的关系有待深入研究。 
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塞来昔布抑制慢性支气管炎大鼠 

气道粘蛋白高分泌的实验研究 

黄 勇 ，杨肇亨 ，周向东 ，刘维会 ，段绪伟 

(1．第三军医大学大坪医院呼吸内科 ，重庆 400042；2．重庆医科大学第二临床学院肺科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨塞来昔布抑制慢性支气管炎大鼠气道粘蛋白高分泌的作用。方法：Wistar大鼠气管内注人 0．1％脂多糖 

200 复制模型 ，采用图象分析 、ELISA等方法检测病理学改变 、支气管肺泡灌洗液(BALF)中粘蛋 白量的变化。结果：注入脂 

多糖 3周后 出现慢性支气管炎的病理学表现，包括杯状 细胞增生 、粘膜下腺体增生肥大 ，分泌细胞 内及 BALF中粘蛋白量增 

加 ；塞来昔布可以显著减少每 lmm气管上皮中杯状细胞数 目、上皮及腺体细胞粘蛋 白面积 ％与未分泌指数 、BALF中粘蛋白 

含量。结论 ：塞来昔布通过特异性地抑制环氧化酶 2的活性 ，可以减少慢性支气管炎大 鼠气管上皮杯状细胞增生，也可抑制杯 

状细胞和粘液腺体粘蛋白的合成分泌亢进。 

【关键词】塞来昔布；慢性支气管炎；粘蛋白 
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A study on inhibition of celecoxib on the hypersecretiOn Of 

airway mucin in chronic bronchitis rats 

H UANG Yong，et al 

(Department ofRespiratory Diseases，Daping Hospital，The Third Military Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the inhibition of celecoxib on the hypersecretion of airway mucins in the chronic bronchitis rats． 

Methods：Rat chronic bronchitis modd was established by intratracheal instillation of 0．1％ lipopolysaccharide 200~1．W ith image 

analysis and ELISA，the changes of patholcgy and mucins in bronchoalveolar lavage fluid(BALF)were observed．Results：The rats 

shared many features of chronic bronchitis after instillation，including goblet cells hyperpl~ia，submucosal glands hyperplasia and hy— 

pertmphy，mucins overabundance of secretory cells and BALF．Celecoxib could remarkably decrease the number of goblet cells per 

lmm epithelium ，mucizas area％ an d pre— secretion index of glands an d epithelia，mucins in BALF．Condusion：Through inhibiting 

specifically cyclooxygenase 2，celecoxib could decrease goblet cells hyperplasia，inhibit excessive mudn synthesis an d secretion in goblet 

cells and mucus glands of chronic bronchitis rats． 

【Key words】Celecoxib；Chronic bronchitis；Mucin 

花生四烯酸在环氧化酶作用下生成的前列腺素 

和血栓素是慢性支气管炎病理生理过程中重要的炎 

症介质。 目前认为环氧化酶 1作为细胞功能的一部 

分 ，呈基础结构性表达 ，而环氧化酶 2的 mRNA和 

蛋白水平在炎症过程中，受细胞因子诱导而明显增 

加。塞来昔布是环氧化酶 2特异性抑制剂 ，在维持 

其抗炎 、解热、镇痛作用的同时，又避免了传统非 甾 

体类消炎药的诸多副作用，具有良好的安全性和耐 

受性_1』。本 实 验 利 用 气 管 内 滴 人 脂 多 糖 复 制 

作者介绍 ：黄 勇(1970一 )，男，硕士，主治医师、讲师， 

主要研 究 方向 ：慢 性 阻塞性肺 疾病 。 

大鼠慢性支气管炎模 型，探讨了塞来昔布抑制气道 

粘蛋白高分泌的作用。 

1 材料和方法 

1．1 动 物模 型制 作 

体重200--250g健康雄性 Wistar大鼠28只，随机分为： 

(1)正常对照组(c组)：7只，不做任何干预；(2)慢性支气管 

炎组 (B组 )：7只 ，1％戊 巴比妥钠 30mg／kg体重腹腔注射麻 

醉后 ，用静脉留置针 经声门插 入气管 内，注入 0．1％脂多糖 

(大肠杆 菌血 清型 Olll：134，Sigma公 司)200>1，饲养 3周[2 ； 

(3)塞来昔布组(s组)：7只，从注入脂多糖第 8天起，每天给 
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予塞来昔布 (法玛西亚公司)20mg／kg体重灌 胃，连续 14天； 

(4)生理盐水组(N组)，除改用生理盐水0．4ml灌胃外，余同 

塞来昔布组 。 

1．2 标本采集 

大 鼠麻 醉后 暴露 气 管，甲状软 骨 下插 管，4℃ 无 钙镁 

Hank’S液 10m1分 2次灌 洗 ，回收 的 支气 管 肺 泡 灌洗 液 

(BALF)应大于 5ml；取 50 加 950~13％醋酸混匀，细胞计数 

板计数两次，取均值 ；其余 BALF 1000r／min，离心 10min，上 

清液 一70℃保存 ；少许 Hank’S液与沉淀物混匀后涂片 ，瑞 氏 

染色行分类计数。开胸暴露心脏，生理盐水经左心室一主动 

脉 弓冲洗血管床后 ，4％多聚甲醛 一0．1mol／L磷酸缓冲液血 

管及气管内灌注 固定，30min后取出气管支气管及 肺组 织， 

相 同固定液 4℃继续 固定 24h，常规脱水 ，石蜡包埋 ，分别行 

HE染色 、阿辛蓝 一过碘酸雪夫氏染 色(AB—PAS)及抗生物 

素蛋白 一生物素 一过氧化物酶复合体法 RTEU小 鼠抗 大鼠 

气道粘蛋 白单克隆抗体 (美 国 Ski Randell教授惠赠)免疫组 

织化学染色。 

1．3 图象分析 

采用重庆大学 ICI"研究 所 Tiger 920细 胞图象分析 系 

统 。每张 HE 染色切片随机测定 3处腺体厚度 、相应气管壁 

厚度 ，AB—PAS染色切片测定 3mm长气管上皮 中杯状细胞 

数 E1，RTEll免疫组化染色切片测定 3处腺体及 5个高倍镜 

视野中杯状细胞阳性染色 的平均吸光度、粘蛋 白面积 ％(阳 

性染色面积与腺体细胞面积或气管上皮面积之比)。 

1．4 粘蛋 白含 量 测 定 

BALF室温复融 ，100~1／-4L包被酶标板 ，40℃过夜 ，稀释 

液室温孵 育 lh，100~1 1：500稀 释的 RTEll单 抗 37℃ 孵育 

lh，100 1：1000稀释 的 卜Ⅱ 标记 羊抗 小 鼠 IgG室温密封 

孵育 3h，100~1底物溶液 37℃避光显色 15min，加入终止液 

50t~l终止反应 ，用底物溶液校正零点，于 492nm处 测吸光度 

作为粘蛋白相对含量，取 2孔相同待测品的均值。 

1．5 统计 方法 

应用 SPSS统计软件进行 t检验 ，P<0．05为有显著性 

差异 ，P<0．01为有极显著性差异。 

2 结 果 

2．1 病理组织学及 BALF细胞学改变 

慢性支气管炎大鼠气管、支气管上皮脱落 ，纤毛 

缺失、倒伏 ，杯状细胞增生、分泌亢进；粘膜下粘液腺 

增生肥大，浆液腺粘液化生；气管壁增厚 ，粘膜层 、粘 

膜下层、肌层见淋巴细胞 、浆细胞及少量 中性粒细胞 

浸润，支气管平滑肌增厚 ；肺泡扩张，肺泡壁变薄、断 

裂。支气管肺泡灌洗液中细胞总数 、中性粒细胞％ 

极显著地增加 ，肺泡巨噬细胞 ％极显著降低。塞来 

昔布灌胃 14天后，上皮损害减轻 ，炎症细胞浸润减 

少 ，BALF的中性粒细胞 ％显著降低；生理盐水组病 

理组织学特征与 BALF细胞计数与分类均未发生明 

显变化(图 l--4，表 1)。 

2．2 分泌细胞增 生肥 大水平 

与对照组 比较 ，慢性支气管炎组气管壁极显著 

增厚 、每 lmm上皮中杯状细胞数 、腺体厚度／气管壁 

厚度 (Reid指数)极显著增加。塞来昔布可以抑制 

杯状细胞增生，但对气管壁厚度和 Reid指数无显著 

的减低作用(表 2)。 

图 1 慢性支气 管炎大鼠气管上皮受损、腺体增生肥大、 

炎症细胞浸润 (×200) HE 染色 

图 2 慢性支气管炎大鼠气管上皮杯状细胞增生、粘蛋 白 

表达水平增加(×200) RTE11染色(ABC法) 

图 3 慢性支气管炎大鼠气管粘膜下腺体粘蛋白 

表达水平增加 (×200J RTE11染色(AUC法J 
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图 4 塞来昔布组气管上皮杯状细胞增生减弱、上皮及粘膜 

下腺体粘蛋白表达水平降低 (×200) 

RTE11染色(ABC法 ) 

2．3 分 泌细胞合 成及分泌 亢进 程度 

2．3．1 粘蛋白表达水平 各组分泌细胞免疫组化 

染色阳性处(粘蛋 白)的平均吸光度没有明显改变 ， 

但慢性支气管炎组上皮和腺体细胞粘蛋白面积 ％均 

极显著增加 ，未分泌指数 (平均吸光度与粘蛋 白面 

积 ％的乘积 )也极显著增加。塞来昔布组织粘蛋 白 

面积％、未分泌指数均较慢性支气管炎组明显降低 

(图 2～4，表 3)。 

对照组 (0．206±0．027)比较，慢性 支气管炎 组 

BALF的吸光度极显著增加 (0．535±0．098，P< 

0．01)，塞来昔布组较慢性支气管炎组极显著降低 

(0．414±0．063，P<0．05)，生理盐水组无明显变化 

(0．541±0．099，P>0．05)。 

3 讨 论 

上皮杯状细胞和粘膜下腺体合成分泌的粘蛋 白 

是决定呼吸系统粘液的粘附性 、粘滞性 、弹性的主要 

因素。慢性支气管炎发生发展过程中，分泌细胞增 

生 、肥大，粘液及粘蛋 白分泌亢进 ，气道内潴留的粘 

液损害了粘液纤毛清除功能及局部防御机制，加重 

了气道阻塞和细菌感染 ，可导致气体交换异常，使病 

情进一步恶化【3l。 

本实验采用气道 内一次性 注入 0．1％脂 多糖 

200~1的方法 ，3周后大鼠即表现出慢性支气管炎的 

病理学特征。除了杯状细胞增生 ，粘膜下腺体增生 

肥大外 ，慢性支气管大鼠 BALF中粘蛋白含量也明 

显增加 ，同时分泌细胞 内尚未分泌的粘蛋 白仍高于 

正常对照组 ，提示合成的亢进程度大于分泌的亢进 ， 
2·3-2 支气管肺泡灌洗液中粘蛋白相对含量 与 证实了模型的高分泌特征

。 

表 1 BAIF细胞计数与分类( ±S) 

注 ：与 C组 比较 ：一 P<0．Ol 与 B组 比较 ： P<0．05 

表 2 气管壁及分泌细胞增生肥大水平(x±S) 

组别 气管上皮 腺体细胞 

粘蛋 白面积 ％ 未分泌指数 粘蛋白面积％ 未分泌指数 

注：与 C组比较 ：一 P<0．01 与 B组 比较 ：／"P<O．05； P<O．01 
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PGE1、PGFa、PGF2a、TXA2均 可 分 别 通 过 

cAMP、cGMP、Ca2 、甘油二酯等，刺激人、动物气管 

支气管，及培养 的细胞株粘蛋 白的合成分泌。环氧 

化酶抑制剂吲哚美辛 、氟联苯丙酸等则可以抑制香 

烟烟雾 、卵蛋白激发所导致的大 鼠气道上皮杯状细 

胞增生 ，促进肺内气道上皮表型的恢复。吲哚美辛 、 

阿司匹林 、血栓素拮抗剂 PT& 及 SQ29548能抑制 

花生四烯酸 、15一羟花生四烯酸、半胱氨酸 白三烯 、 

血小板活化因子对粘蛋 白分 泌的刺激作用 ，以及 

TXA2类似物 、半胱氨酸 白三烯 引起的大 鼠气管粘 

液分泌 、凝胶层增厚【 。 

塞来昔布主要用于骨关节炎和类风湿性关节 

炎，及其他抗炎镇痛治疗 ，极少用于呼吸系统疾病。 

Dicpinigaitis等的研究表明其对稳定期哮喘患者的 

肺功能、气道反应性、咳嗽反射的敏感度均没有显著 

的影响 J，目前 尚无气道高分泌方面 的研究报道。 

本实验证实了塞来昔布可以明显抑制慢性支气管炎 

大鼠气管上皮杯状细胞增生 ，与烟熏等模型的结果 

相一 致，可 能是 由于前 列腺 素 的合 成 及其 增 加 

cAMP的作用被抑制所致，这也是杯状细胞增生的 

一 个主要机制 ’6 J。由于塞来昔布特异性地抑制 了 

环氧化酶 2的活性 ，前列腺素和血栓素合成减少 ，对 

粘蛋白合成分泌的刺激作用减弱 ，因此整个气道 内 

粘蛋白的分泌量及气管上皮和粘膜下腺体细胞内尚 

未分泌粘蛋白均有明显减少。 

此前曾报道慢性支气管炎 、弥漫性泛细支气管 

炎患者应用吲哚美辛 、TXA2合成酶抑制剂 OKY一 

046后痰量减少 ，主要由于血管通透性降低所致 ，提 

示环氧化酶途径抑制剂减少水分分泌的作用似乎更 

占优势 J。而且传统非 甾体类 消炎药抑制了环氧 

化酶途径 ，可导致脂氧化酶代谢增强，故药物本身也 

能促进高分泌 ，这就是阿司匹林哮喘患者粘液释放 

增加 ，吲哚美辛促进致敏豚鼠激发后粘蛋白分泌增 

高的主要机制。而新近研究发现阿司匹林哮喘主要 

是与环氧化酶 1途径被抑制有关，环氧化酶 2抑制 

剂对该类患者甚至可能是有益 的【8l。本实验也未 

发现塞来昔布有增加粘蛋白分泌的作用。随着对环 

氧化酶在炎症中作用机制的深人研究 ，环氧化酶 2 

抑制剂的应用将得到更大的拓展，具体的临床研究 

也会不断地深人进行。 
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