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COX一2在MCD饮食诱导的脂肪性肝纤维化中
的作用及与PPARa的关系

王世研1，高向东1，李宝琴2，贾彦红2
(1．中国药科大学生命科学与技术学院，江苏南京210009；2．河北医科大学第一医院，河北石家庄050031)

摘 要：探讨了COX．2在胆碱蛋氨酸缺乏(MCD)诱导的脂肪性肝纤维化模型中的表达变化以及与过氧

化物酶体增殖物激活受体a(PPARa)的相互作用．雄性野生型小鼠(C57BL／6N)或FPARa√一分别给予

MCD饮食，MCD对照饮食8或9周．第1治疗组给予MCD饮食51 d后加用选择性PPARa激动荆匹立尼

酸(Wy．14，643)5 d或12 d．第2治疗组给予MCD饮食7周后加用选择性COX-2抑制剂(塞来昔布)1或

2周．COX．2在MCD饮食诱导的脂肪性肝纤维化模型中被大量诱导表达，选择性PPARa激动剂(Wy．14，

643)的短期治疗显著降低COX．2表达和炎症因子TNF—a和IL．6以及重要致纤维化细胞因子TGF．81 mR．
NA表达量．选择性COX一2抑制剂塞来昔布的短期治疗可明显减少脂肪性肝纤维化野生型小鼠的脂肪病变

和炎症反应，降低血清ALT水平，但是塞来昔布对PPARa√一小鼠无效．因此，COX。2在脂肪性肝纤维化病

理进程中有十分重要的作用．选择性激动剂PPARa显著下调COX．2表达，而选择性COX．2抑制剂通过对

PPARa激活而改善脂肪性肝纤维化病变．
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Role of COX．2 in MCD Diet Induced Fibrosis and

Its Corelation with PPAR仅
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Abstract：We explored whether COX．2 can exert a proflammatory role and has a interaction with PPARain

MCD diet．induced fibrosis．Male wide．type mice(C57BL／6N background)or PPARa。一were fed MCD diet or

control diet for 8 weeks or 9 weeks．In mice fed MCD diet。expression of COX一2 mRNA and protein were ma8．
sively induced．Induction of COX一2 was completely prevented by 5-day or 12一day treatment of PPARd agonist

Wy．14，643．Wy一14，643 also significantly down—regulated expression of proinflammatory factors TNF-a and IL-

6 mRNA and important profibrogenic cytokine TGF．口1 mRNA．After one—week or two-week treatment of 8e．

1ective COX．2 inhibitor Celecoxib。serum ALT levels were significantly reduced and steatohepatitis were 1eSS 8e．

vere in wide-type mice but not in PPARa一7一mice．COX-2 plays a very important role in the progression of
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steatohepatitis and fibrosis．Activation of PPARa down—regulates the expression of COX一2 while treatment of

selective COX-2 inhibitor ameliorates fibrosising steatohepatitis via activating PPARa．

Key words：Cyelooxygenase；peroxisome proliferator activated receptor alpha；steatohepatitis；fibrosis；me—

thionine and choline deficient diet；Celecoxib

非酒精性脂肪肝病(NAFLD)是一种进展性肝疾病，其发展始于脂肪肝，经脂肪性肝炎，而后演变成肝纤

维化和肝硬化⋯．NAFLD的病理分子机制尚不完全清楚，也无有效治疗方法．目前，认为肝过度摄入脂肪和

氧化应激在NAFLD的病理发展过程中有十分重要的作用[1-2]．过度的脂肪堆积可直接内质网应激(ER)或

脂质过氧化引发氧化应激，激活炎症反应性通路中的关键因子c．jun氨基末端激酶(JNK)和核因子NF．

KB【3|．JNK和NF—JcB进而激发炎症反应，导致产生大量的前炎症因子TNF．a，IL一6等¨J．这些前炎症因子可

进一步扩大氧化应激反应【5 J．因此，这些因子在扩大炎症反应和肝损伤中起着重要作用．

环氧化酶(cox)是花生四烯酸转变成前列腺素H2的关键限速酶，而前列腺素H2是多种活性化合物

(如多种前列腺素，前列环素和血栓素)的前体化合物．在正常肝细胞中，COX一1呈组成性表达，而COX一2表

达量极低．COX一2可迅速被多种因子诱导表达，这些因子包括氧化应激、多种细胞因子等№J．近年来研究发
现，COX．2在肝硬化L7J、肝癌⋯8中表达上调．而COX．2在酒精性脂肪肝炎模型【9]，非酒精性脂肪性肝炎模

型【6 J和肝纤维化模型【1o'11 J中也有重要作用．但是，COX．2在MCD饮食诱导的脂肪性肝纤维化模型中的表

达和作用还未有研究报道．MCD引起的脂肪性肝炎模型最初由Shinozuka提出，在该模型中脂肪性肝炎发

展速度较快，3周左右可见明显的脂肪性肝炎病变，8周可见肝纤维化，其引起的病理病变与人类的非酒精性

脂肪性肝炎类似【1 2J．

过氧化物酶体增殖物激活受体a(PPARa)在肝脏的脂肪氧化，代谢和炎症反应中都有重要作用H 31．

PPARa可通过调节脂代谢相关重要基因如肝型脂肪酸结合蛋白、酰基辅酶A氧化酶和细胞色素P450等加

速肝脂肪摄取，促进脂肪氧化¨4-151．wy．14，643的短期治疗可大大逆转MCD饮食诱导的脂肪性肝炎和肝

纤维化【16|，但PPARa对脂肪性肝纤维化模型中COX．2及相关炎症因子的表达变化的影响还尚未被研究．

因此，在此研究中笔者将探讨COX-2在MCD饮食诱导的脂肪性肝纤维化模型中的作用以及与PPARa

之间的相互作用关系．

1 方法

1．1饮食和药物

MCD饮食和MCD对照饮食(MCD饮食加蛋氨酸(3 mg／g)和氯化胆碱(2 mg／g)购于美国(ICN，Auro．

ra，OH)．选择性PPARa激动剂Wy．14，643购于Chemsyn Laboratories，Lenexa，KS；选择性COX一2抑制剂
塞来昔布(Celecoxib)购于Searle&Co．(Caguas，Puerto Rico)．

1．2动物处理方法

选用雄性8～10周大的野生型(C57BL／6N)和PPARa√一C57BL／6N小鼠并分组如下：

实验一

野生型C57BL／6N小鼠随机分为5组．组1：MCD对照饮食8周；组2：MCD饮食8周；组3：MCD饮食

51 d后加用质量分数为0．1％的Wy．14，643 5 d(共8周)；组4：MCD饮食9周；组5：MCD饮食51 d后加用

质量分数为0．1％的Wy．14，643 12 d(共9周)．

实验二

野生型和PPARa√一C57BL／6N小鼠分别随机各分为6组．组I：MCD对照饮食8周；组I／：MCD饮食

8周；组Ⅲ：MCD饮食7周后加用质量分数为0．15％的塞来昔布1周(共8周)；组Ⅳ：MCD对照饮食9周

组；组V：MCD饮食9周；组Ⅵ：MCD饮食7周后加用质量分数为0．15％塞来昔布2周(共9周)。
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实验时间结束时，实验小鼠麻醉后心脏取血并处死，迅速切下肝脏，称重，并从肝叶切取2块1 cIn×

2 em大小肝组织，乙醇脱水后，放人体积分数为10％中性甲醛液固定，石蜡包埋，切片后用于苏木素．伊红染

色．血液标本取血清置于一80℃冰箱保存．其他肝脏组织迅速置于液氮中冻存备用．

1．3肝组织相关基因mRNA表达的测定

肝组织总RNA提取用TRIzol试剂盒(Invitrogen，Carlsbad，CA)一步提取法．使用SuperScript。oMⅢ反转

录酶试剂盒(Invitrogen)对5 ptg总RNA进行逆转录合成eDNA．COX．1和甘油醛一3．磷酸脱氢酶(GAPDH)

的PCR反应条件：94℃初始变性3 min，94℃模版变性20 S，55℃引物退火30 S，72℃引物延伸30 s，27个

循环后72℃延伸5 min．COX．2的PCR反应条件：94℃初始变性3 min，94℃模版变性20 S，57℃引物退火

30 s，72℃引物延伸30 S，30个循环后72℃延伸5 min．1．5％琼脂糖凝胶电泳分离PCR产物，溴化乙锭

(EB)溶液中染色，清水漂洗后置于紫外透射仪上观察电泳条带结果，并照相记录．使用SYBR Green(SYBR．

Green Master Mix，Applied Biosystems，Foster，CA)实时荧光定量方法测定TNF-a，IL一6，IL一1p和TGF．卢

mRNA表达水平．ABI Prism 7000型定量PCR仪(ABI PRISM@7700 Sequence Detection System，Applied

Biosystems)实施实时荧光定量PCR反应．其中，GAPDH mRNA作为内参．引物序列设计见表1．

表1肝组织炎症相关基因的引物序列

Tab．1 Primer sequence of the genes related with steatohepatitls

1．4 Western—blot免疫印迹法检测肝组织COX一2蛋白表达

将肝组织放人含蛋白酶抑制剂(Protease inhibitor cocktail，Roche，Indiapolis，IN)的CytoBusterTM蛋白抽

提试剂(Cytobuster protein extraction buffer，Novagen)中匀浆化，离心并取上清液，即得肝组织蛋白．通过

Bio-Rad蛋白测定剂盒(Bradford Protein Assay，Bio．rad，Hercules，CA，UsA)测定蛋白含量．取蛋白25 mg在

50 g／L的SDS一聚丙烯酰胺凝胶(SDSPAGE)积层胶和120 g／L分离胶电泳，电转移法将蛋白转移至聚偏二

氟乙烯膜(PVDF膜，Amersham Corporation，Louisville，KY)上，而后将膜浸入50 g／L脱脂奶粉溶液中1 h，

TBST液洗3遍后浸入含COX．1或COX．2抗体(稀释倍数1：1 000，Santa Cruz Biotechnology，Santa Cruz，
CA)或卢肌动蛋白抗体(p．actin)(稀释倍数1：5 000，Santa Cruz Bioteehnology)的TBST液中4℃过夜．与二
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抗孵育后，用增强化学发光法(ECL，Amersham Corporation，Louisville，KY)进行显影．口一actin作为内参．应用

激光光密度扫描仪读取X线胶片显示的特异蛋白信号相对积分吸光度值．通过图象分析系统分析比较

COX一2蛋白条带与内参蛋白的光密度值，取二者比值．

1．5肝组织病理学检查

HE切片光镜下评估肝脏脂肪变性程度和炎症活动情况．肝脏脂肪变性标准按肝小叶内含脂滴细胞数

占总细胞数的百分比，计分为0：0％；1：1％～25％；2：26％～50％；3：51％--75％；4：>75％．炎症活动情

况依次计分为0：无炎症反应；1：轻度炎症反应；2：中度炎症反应；3：重度炎症反应．

1．6血清ALT检测

使用分光光度法(Spectrophotometric assay kits，sigma)对血清ALT水平进行检测．

1．7统计方法

使用SPSSll．5软件(10．0版)进行统计学分析．记数资料用平均值±SE表示．2组之间的比较用独立T

检验，多于2组的组群比较用单因子变异分析(1-Way ANOVA)．统计学显著性用双侧检验P<0．05．

2 结果

2．1脂肪性肝纤维化过程中COX．2表达显著上调

长期给予MCD饮食(8到9周)可引起严重的脂肪性肝炎和渐进性的肝纤维化．MCD对照饮食组和

MCD饮食组(8周组和9周组)的COX．1 mRNA和蛋白表达没有变化(图1 A)．COX一2 mRNA在MCD对

照饮食组中表达量极低，而在MCD饮食组(8周组和9周组)中显著升高分别达13．5倍(P=0．045)和16．1

倍(P=0．012)(图1)．Westernblot结果显示，与mRNA结果趋势一致，COX．2蛋白表达量在长期给予MCD

饮食(8周和9周)后，相比于MCD对照饮食组明显上调(图2)．

组别

组别

A．COX一2 mRNA半定量PCR表达结果；B．COX-2 mRNA定量PCR表达结果

组l：对照组；组2：MCD饮食8周；组3：MCD饮食8周后加用5 d Wy-14，643；组4：MCD饮食9周；组5：MCD饮食9周后

加用12 d Wy-14，643．*P<0．05，组2 VS组1；6P<0．05，组4 VS组1；▲P<0．05，组5 VS组4．

图1 PPARa激动剂(Wy-14。643)显著下调脂肪性肝纤维化过程中COX-2 mRNA的诱导表达

Fig．1 PPARa agonist Wy-14-643 significantly down-regulated the expression of

COX-2 mRNA in MCD diet induced fibrosing steatohepatitis
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组别

A．COX．2蛋白表达结果；B．COX一2与J9一actin蛋白表达量相对值

组2：MCD饮食8周；组3：MCD饮食8周后加用5 d Wy-14，643；组4：MCD饮食9周；

组5：MCD饮食9周后加用12 d Wy-14，643．*P<0．05，组3 VS组2；6P<0．05，组5 VS组4

图2 PPARa激动剂(Wy．14，643)显著抑制脂肪性肝纤维化模型中COX-2蛋白的诱导表达

Fig．2 PPARa agonist Wy-14，643 significantly down-regulated the expression of

CoX-2 protein in MCD diet induced fibrosing steatohepatitis．

2．2选择性PPARa激动剂Wy一14，643下调COX一2和其他炎症相关因子

MCD饮食51 d加用质量分数为0．1％的Wy．14，643 5 d显著降低COX．2 mRNA和蛋白表达量

(P=0．055)，而MCD饮食51 d加用质量分数为0．1％的wy．14，643 12 d则COX一2 mRNA和蛋白表达恢

复到接近正常水平(图1，2)．荧光实时定量PCR结果表明，在MCD饮食诱导的脂肪性肝纤维化过程中，随

着COX一2的大量诱导表达，炎症因子TNF—a和IL一6以及重要致纤维化细胞因子TGF—pl的mRNA也显著

上调(图3)．尽管加用PPARa激动剂wv一14，643 5 d对这些细胞因子没有显著作用，但是，加用PPARa激

动剂wy．14，643 12 d可明显下调TNF．口和IL一6和TGF—fllmRNA表达水平(图3)．
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A．Wy-14，643对TNF—a的影响；B．Wy-14，643对IL6的影响；C．Wy-14，643对TGF-fll的影响

TNF-n的RT—PCR结果：*P<0．05，组2 vS组1，6P<0．05，组4 vs组1，‘P<0．05，组5 vs组4；

IL广6的RT—PCR结果：*P<0．05，组2 vs组1，6P<0．05，组4 vs组1，**P<0．01，组5 VS组4；

TGF-pl的RT-PCR结果：*P<0．05，组2 vS组1，6P<0．05,组4 vs组1，**P<0．01，组5 vs组4

圈3 PPARa激动剂Wy-14，643对肝纤维化小鼠TNF．n。IL6和TGF．口1 mRNA表达水平的影响

Fig．3 Effects PPAR伍agnist Wy-14。643 011 the mRNA expression of

TNF-a。IL6 and TGF-卢I in MCD diet induced fibrosing steatohepatitis

2．3选择性COX一2抑制剂(Celecoxib)改善肝脏损伤——通过PPARa依赖性途径

肝组织病理学检查结果显示，加用COX．2抑制剂Celecoxib 1周或2周可显著减低MCD’饮食诱导的肝

脏脂肪变性程度(图4 A)．加用Celecoxib 1周可显著抑制肝脏的炎症反应(图4 B)．与此相一致，血清，ALT

检测结果表明，加用COX一2抑制剂Celecoxib 1周组或2周组可显著降低MCD饮食诱导的野生型小鼠的肝

损伤(图4 C)，而在PPARa_／一小鼠中却没有见到这种保护作用(图4 D)．
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雄性野生型小鼠或PPARa√一小鼠分为以下6组：组I：8周对照组；组11：MCD饮食8周；组m：MCD饮食8周后加用1周

质量分数为0．15％Celecoxib；组IV：9周对照组；组V：MCD饮食9周；组Vl：MCD饮食9周后加用2周质量分数为

0．15％Celecoxib．A．野生型小鼠肝组织脂肪变性程度病理学评分．B．野生型小鼠肝组织炎症活动情况病理学评分．C．野生

型小鼠血清ALT水平测定．D．PPARa√一小鼠血清ALT水平测定．**P<0．01，组ⅡV5组I；66P<0．01，组V vs组

Ⅳ；*P<0．05，组Ill vS组II；6P<0．05，组Ⅵvs组V．

图4选择性COX．2抑制剂Celecoxib对野生型小鼠和PPARa-／一小鼠脂肪性肝纤维化病变和肝损伤的作用

Fig．4 Effects of selective CoX·2 inhibitor Celecoxib Oil liver histology

and liver damage in wild．type mice and PPARa一／一mice

3 讨论

在此研究中，发现长期给予小鼠MCD饮食引发肝脏脂肪性纤维化的过程中COX一2被大量诱导表达．
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已有研究发现，在人肝纤维化和肝硬化[7，17J和动物肝纤维化模型[9’18]中，COX．2在其病理过程中都有非常

重要的作用．在酒精诱导的大鼠肝损伤模型中发现，Kupffer细胞是COX-2的主要生产细胞，在肝损伤过程
中COX．2被大量诱导表达，并伴随着内毒素和TNF—a上调，脂质过氧化和血栓烷的合成【18J．选择性抑制
COX一2显著减轻四氯化碳【1刈或CDJAA(胆碱缺乏，L一氨基酸限制)饮食诱导的大鼠肝纤维化[10J．此外，相比

于野生型小鼠，内毒素诱发的肝细胞坏死在COX．2√一小鼠中明显减轻，尽管两种小鼠的TNF．a表达量一
样L1引．肝特异性COX．2转基因小鼠通过激活NF—xB，诱发炎症因子表达，招募炎性细胞而引发肝炎，而特异

性抑制COX．2可阻止这种致炎效应【2引．因此，综合本研究和其他研究结果提示COX．2参与肝脂肪肝纤维化
的病理过程并发挥着十分重要的作用．

研究中还发现，加用PPARa激动剂Wy一14，643 5或12 d可显著下调MCD饮食诱导的COX一2表达，并

明显抑制重要炎症因子TNF．a和IL．6和重要致纤维化细胞因子TGF．口1表达．已有研究显示，给予脂肪性

肝纤维化小鼠PPARa激动剂Wy-14，643 5或12 d，降低肝胶原蛋白al、基质金属蛋白酶抑制剂．1、．2和基质

金属蛋白酶一13表达，改善肝纤维化程度，减少肝甘油三酯和过氧化脂质的堆积，抑制炎症反应和炎症细胞

的募集【l引．因此，Wy．14，643逆转脂肪性肝纤维化的机理之一是通过抑制COX．2并进而抑制细胞因子

TNF—a，IL一6和TGF-p1来实现的．

PPARa激动剂wy．14，643在PPARa√一小鼠中无法抑制MCD饮食诱导的COX．2表达【6 J，因此，Wy．
14，643对COX．2的抑制作用是PPARa依赖性的．PPARa和COX一2相互作用关系在不同细胞种类和不同
刺激条件下而不同．可是，PPARa对COX-2的分子抑制机制仍不是十分清楚．COX-2启动子区域含多种转

录因子的应答元件，这些转录因子包括NF．KB、JNK通路的c．iun和环腺苷酸应答元件结合蛋白(CBP)【21J

等．GST融合蛋白沉降实验证明，PPARa与c-jun，NF．出成员p65和环腺苷酸应答元件结合蛋白(CBP)都有

直接的蛋白相互作用汪2I．PPARa很可能通过抑制这些因子对COX．2的刺激作用而抑制COX一2的诱导表
达．一个直接的证据就是，在人结肠癌细胞株SW620中PMA通过AP．1转录因子c—jun激活COX．2转录，
PPARa激动剂可直接抑制AP．1转录因子c．jun与COX-2启动子的结合而取消PMA的这种诱导作用【2 3|．

因此，在脂肪性肝纤维化过程中，PPARa可能至少部分通过抑制c．jun和NF一出而下调COX．2．
选择性COX．2抑制剂Celecoxib短期治疗显著改善野生型小鼠脂肪性肝纤维化病变(脂肪变性和炎症

反应)和肝损伤，但对PPARa√一一小鼠没有影响，因此，选择性COX一2抑制剂Celecoxib对肝脏的改善作用是
PPARa依赖性的．目前认为，非甾体抗炎药(NSAIDs)重要抗炎机理之一就是对PPAR家族的激活作用L241．

多种NSAIDs对PPARa有直接激活作用[25j．一些花生四烯酸代谢物也是强效的PPARa激动剂幢6l，COX

是花生四烯酸转变成前列腺素H2的关键限速酶，NSAIDs可通过COX．2改变花生四烯酸代谢途径而对
PPARa进行间接激活．因此，Celecoxib改善脂肪性肝纤维化可能是通过，激活内源性PPARa来实现的．

总之，COX．2是肝脂肪肝纤维化病理过程中的一个重要调节因子．选择性PPARa激动剂显著下调
COX．2表达从而改善MCD饮食诱导的肝脂肪肝纤维化，而选择性COX-2抑制剂通过激活内源性PPARa而

改善脂肪性肝纤维化病变．
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