
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年3月28日; 15(9): 947-952
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

环氧合酶-2和基质金属蛋白酶-2在大鼠非酒精性脂肪肝
炎中的作用

刘晓珺, 沈 滨, 杜雅菊

刘晓珺, 哈尔滨医科大学附属第二医院急诊内科 黑龙江省
哈尔滨市 150086
沈滨, 哈尔滨医科大学附属第二医院普外二科 黑龙江省哈
尔滨市 150086
杜雅菊, 哈尔滨医科大学附属第二医院消化内科 黑龙江省
哈尔滨市 150086
刘晓珺, 主治医师, 主要从事肝病的研究.
通�����讯����作者��: 杜雅菊, 150086, 黑龙江省哈尔滨市, 哈尔滨医科大
学附属第二临床医院消化内科. duyaju@medmail.com
收稿日期�� ������������� ������ ����������: ������������� ������ ����������2006-11-11   接受日期�� ����������: ����������2006-12-18

Role of cyclooxygenase-2 and 
matrix metalloproteinase-2 in 
nonalcoholic steatohepatitis of 
rats 

Xiao-Jun Liu, Bin Shen, Ya-Ju Du

Xiao-Jun Liu, Department of Emergency, the Second Affili-
ated Hospital of Harbin Medical University, Harbin 150086, 
Heilongjiang Province, China
Bin Shen, Department of General Surgery, the Second 
Affiliated Hospital of Harbin Medical University, Harbin 
150086, Heilongjiang Province, China
Ya-Ju Du, Department of Gastroenterology, the Second 
Affiliated Hospital of Harbin Medical University, Harbin 
150086, Heilongjiang Province, China
Correspondence to: Ya-Ju Du, Department of Gastroen-
terology, the Second Affiliated Hospital of Harbin Medical 
University, Harbin 150086, Heilongjiang Province, 
China. duyaju@medmail.com
Received: 2006-11-11    Accepted: 2006-12-18 

Abstract
AIM: To  observe the roles of cyclooxygenase-2 
(COX-2) and matrix metal loproteinase-2 
(MMP-2) in the pathogenesis and development 
of rats with nonalcoholic steatohepatitis (NASH).

METHODS: Thirty Wistar rats were randomly 
divided into model group (n = 24) and control 
group (n = 6), treated with high-fat diet (100 g/L 
lard, 20 g/L cholesterol, 5 g/L sodium cholate 
and 875 g/L basal forage) and basal forage, re-
spectively. Eight rats in the model group and 2 
rats in the control group were killed randomly 
in the 12th, 16th and 24th week, respectively, and 
two pieces of liver tissues were obtained. One 
was fixed in 40 g/L formaldehyde solution and 

stained for the sake of histopathological observa-
tion and the other was stored in -80℃ refrigera-
tor after being quickly frozen by liquid nitrogen 
in order to extract RNA and detect the relative 
amount of COX-2 mRNA and MMP-2 mRNA in 
liver tissues by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR)�.

RESULTS: COX-2 mRNA was expressed in the 
model group in a time-dependent manner, but 
it was not detected in liver tissues of the control 
group. The relative amount of COX-2 mRNA ex-
pression in the 24th week was significantly high-
er than that in the 12th and 16th week (1.035 ± 0.040 
vs 0.533 ± 0.059, 0.699 ± 0.062, P < 0.05). There 
was no obvious difference in the relative amount 
of MMP-2 mRNA expression between the model 
group and the control group in the 12th week. 
However, the relative amount of MMP-2 mRNA 
expression in the 16th and 24th week in the model 
group was markedly higher than that in the 12th 
week (0.952 ± 0.124, 0.726 ± 0.064 vs 0.454 ± 0.061, 
P < 0.05), and the difference was also observed 
between the 16th and 24th week (P < 0.05). Cor-
relation was detected between the expression of 
COX-2 mRNA and MMP-2 mRNA in liver tis-
sues of NASH rats (r = 0.794, P < 0.05).

CONCLUSION: COX-2 and MMP-2 mRNA are 
highly expressed in liver tissues of NASH rats, 
which may take part in the pathogenesis and de-
velopment of NASH.
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摘要
目的: 探讨环氧合酶-2(c y c l o o x y g e n a s e, 
C O X - 2 ) 和 基 质 金 属 蛋 白 酶 - 2 ( m a t r i x 
metalloproteinase, MMP-2)在非酒精性脂肪性

www.wjgnet.com

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)是发
展为肝纤维化的
前提条件, 如不能
及时阻止炎症、

坏 死 进 展 ,  将 最
终导致肝纤维化
和 肝 硬 化 .  环 氧
合酶 -2 (COX-2)
和基质金属蛋白
酶-2(MMP-2)在
多种组织炎症损
伤、纤维化形成
的病理过程中起
作 用 .  因 此 检 测
肝 组 织 C O X - 2 , 
MMP-2 mRNA的
表达, 探讨COX-2
和 M M P - 2 在
N A S H的发生、

发展过程的作用
具有一定的理论
价值. 



肝炎(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)的发
生、发展过程的作用. 

方法: 取30只Wistar大鼠随机分成2组: 模型组
24只饲以高脂饲料(100 g/L猪油、20 g/L胆固
醇、5 g/L胆酸钠、875 g/L基础饲料)和正常
对照组6只以基础饲料饲养. 分别于实验第12, 
16, 24周随机处死模型组大鼠8只和正常对照
组2只, 取肝组织用于HE染色和RNA提取, 应
用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测肝组织
COX-2 mRNA和MMP-2 mRNA的相对含量. 

结果: 正常对照组肝组织COX-2 mRNA无
表达; 模型组均表达, 并且随着造模时间延
长COX-2 mRNA表达增强, 造模第24周肝组
织COX-2 mRNA表达明显高于第12, 16周
(1.035±0.040 vs  0.699±0.062, 0.533±0.059, 
P <0.05); MMP-2 mRNA相对表达量在造模第
12周与正常组相比无明显升高, 而造模第16, 
24周, 显著高于第12周(0.952±0.124, 0.726±
0.064 vs  0.454±0.061, P <0.05), 造模第24周和
第16周之间亦有差别(P <0.05); NASH大鼠肝
组织COX-2 mRNA和MMP-2 mRNA表达有相
关性(r  = 0.794, P <0.05).

结论:  N A S H大鼠肝组织中高表达C O X-2 
mRNA和MMP-2 mRNA, 他们可能共同参与
了NASH的形成、发展过程.

关键词: 环氧合酶-2; 基质金属蛋白酶-2; 逆转录
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0  引言

近年来大量研究表明 ,  非酒精性脂肪肝病

(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)的发

生、发展伴随着物质代谢紊乱及肝细胞坏死、

炎变和纤维化的形成. 而非酒精性脂肪性肝炎

(nonalcoholic steatohepatitis, NASH)是发展为肝

纤维化的前提条件[1], 如不能及时阻止炎症、坏

死进展, 将最终导致肝纤维化和肝硬化. 环氧合

酶-2(cyclooxygenase, COX-2)和基质金属蛋白

酶-2(matrix metalloproteinase, MMP-2)在多种组

织炎症损伤、纤维化形成的病理过程中起作用. 
我们通过建立大鼠NASH模型, 应用RT-PCR方
法检测肝组织COX-2, MMP-2 mRNA的表达, 探
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讨COX-2和MMP-2在NASH的发生、发展过程

的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠30只, 体质量150±10 g, 
由哈尔滨医科大学附属第二医院动物中心提供. 
冰冻高速离心机, PTC-100热循环仪, GE-100电
泳仪, 全自动凝胶成像系统, 紫外分光光度计. 
胆固醇、胆酸钠购自北京奥博星生物技术有限

公司; 猪油自备; TRLzol试剂购于Gibco BRL公
司; 三氯甲烷, 异丙醇分别由北京化工厂和天津

市凯通化学试剂公司提供; dNTP, DNA Marker
购自宝生物工程有限公司; M-MLV Reve r se 
Transcriptase, Taq DNA聚合酶为Pramega产品; 
COX-2和MMP-2引物由上海生工合成, 甘油三

酯测定试剂盒、胆固醇测定试剂盒、ALT检测

试剂盒、AST检测试剂盒由北京中生生化试剂

有限公司提供.
1.2 方法 
1.2.1 实验动物及分组 30只Wistar大鼠正常喂养

1 wk后, 随机分成2组: 模型组24只, 饲以高脂饲

料(100 g/L猪油、20 g/L胆固醇、5 g/L胆酸钠、

875 g/L基础饲料)和正常对照组6只, 以基础饲料

饲养, 2组大鼠均自由饮水, 分别于实验第12, 16, 
24周随机处死模型组大鼠8只和正常对照组2
只. 动物处死前隔夜禁食水, 以100 g/L水合氯醛

腹腔麻醉, 取肝右叶中部2小块肝组织, 一块用

40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 切片, HE染色; 
另一块液氮速冻后存于-80℃冰箱, 用于RNA提

取.
1.2.2 肝脏病理学观察 肝脏石蜡切片HE染色观

察肝细胞脂肪变性、炎症及坏死情况.
1.2.3 总RNA提取 从液氮中取100 mg肝组织在

冰上碾磨成细粉末, 加入1 mL TRIzol试剂, 按说

明书提取总RNA. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳显示

28S和18S亚基; 紫外分光光度计测定总RNA含

量及纯度, A 260/A 280比值为1.8-2.0, 说明提取RNA
质量较好.
1.2.4 cDNA合成 反应体系: 5×Buffer 5 μL, 
dNTP (2.5 mmol/L) 5 μL, 下游引物(10 pmol/L) 
1 μL, M-MLV(反转录酶) 1 μL, 总RNA 2 μg, 焦
碳酸二乙酯(diethypyrocarbonate, DEPC)水补足

总体系25 μL; 反应参数: 42℃ 30 min.
1.2 .5  P C R扩增  根据G e n B a n k引物设计为 : 
COX-2上游: 5'-CCATGTCAAAACCGTGGTGA
ATG-3'(197-219),下游: 5'-ATGGGAGTTGGGC
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AGTCATCAG-3'(549-570), 扩增片段长度为374 
bp; MMP-2上游: 5'-CCATGTGTCTTCCCCTTC
AC-3'(1515-1534), 下游: 5'-CGATGCCATCAAA
GACAATG-3'(1895-1915), 扩增片段长度为442 
bp; 设置β-actin为阳性参照, 引物序列: 上游: 5'-
AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3', 下游: 
5'-TCATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3', 扩增片段

长度是241 bp; 同时设水为阴性对照. COX-2及
β-actin PCR反应体系: 10×Buffer 2.5 mL, dNTP 
(2.5 mmol/L) 2 mL, MgCl2 (25 mmol/L) 1.5 mL, 
上、下游引物(10 pmol/L)各0.75 mL, Taq DNA
聚合酶0.5 mL, cDNA 2 mL, 水补足体系至25 mL; 
反应参数: 95℃预变性5 m in; 94℃ 45 s, 61℃ 
45 s, 72℃ 60 s, 32个循环; 72℃ 7 min. MMP-2 
PCR反应体系: 10×Buffer 2.5 mL, dNTP (2.5 
mmol/L) 2 mL, MgCl2 (25 mmol/L) 1.8 mL, 上、

下游引物(10 pmol/L)各1 mL, Taq DNA聚合酶

0.5 mL, cDNA 2 mL, 水补足体系至25 mL; 反应

参数: 95℃预变性5 min; 94℃ 45 s, 58℃ 60 s, 
72℃ 60 s, 32个循环; 72℃ 7 min. 产物于20 g/L
琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色(10 mg/L)后, 通
过凝胶成像系统对目的电泳条带进行光密度扫

描, 与b-act in形成条带进行比较, 表示COX-2, 
MMP-2 mRNA的相对表达水平.

统计学处理 所有数据以均数±标准差表

示, 并进行方差分析及q检验.

2  结果

实验动物无1例死亡, 正常组大鼠, 毛有光泽、

体质量逐渐增长、反应灵敏、活跃. 高脂组大

鼠体质量增加明显, 但16 wk后出现体毛无光

泽、发黄, 精神萎靡, 懒动, 进食量减少, 体质量

增长缓慢.
2.1 肝组织学改变 肉眼观, 正常组大鼠肝脏外观

呈红褐色, 形状规则, 表面光滑; 模型组大鼠肝

脏体积增大, 外形饱满, 呈土黄色, 表面有弥漫

性细颗粒样隆起, 切面油腻, 质地较脆. 镜下所

见, 正常组大鼠肝组织结构完整、清晰, 肝小叶

结构正常, 肝细胞排列成肝索, 在中央静脉周围

呈放射状分布, 细胞呈多边形; 造模12 wk出现单

纯性脂肪肝, 肝细胞体积增大, 脂肪变以大泡性

为主, 细胞核被挤向一边, 弥漫累及整个肝小叶; 
16 wk及24 wk肝细胞脂肪变基础上出现气球样

变、胞质疏松化, 小叶内炎症细胞浸润, 部分可

见散在点状坏死(图1).
2.2 TG, TC, ALT及AST含量变化 大鼠血清甘

油三酯(TG)在造模12 wk就出现增长, 第16周和

第24周显著高于第12周(P <0.05); 血清胆固醇

(TC)、ALT及AST在造模第12周较正常对照组

没有明显变化, 而造模第16周和第24周则明显

升高(P <0.05)(表1).
2 .3 C O X-2 m R N A表达  正常对照组肝组织

COX-2 mRNA无表达; 模型组均表达, 造模第

图  1  肝组织学改变(HE×400). A: 正常组; B: 造模第12周; C: 造模第16周; D: 造模第24周.
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12周大鼠肝脏组织COX-2 mRNA表达的相对

量是0.533, 造模第16周和第24周肝组织COX-2 
mRNA的相对表达量显著高于第12周(P <0.05, 
表2, 图2).
2.4 MMP-2 mRNA表达 正常对照组MMP-2 
mRNA表达相对量为0.41, 造模第12周大鼠肝脏

组织MMP-2 mRNA相对表达量无明显升高; 造
模16 wk和24 wk大鼠肝脏组织MMP-2 mRNA表

达的相对量显著高于第12周(P <0.05); 造模第24
周和第16周之间亦有差别(P <0.05)(表2, 图3).
2.5 COX-2与MMP-2表达的相关性 随着造模

时间延长, NASH的形成, 大鼠肝组织COX-2 
mRNA表达增强, MMP-2 mRNA表达亦增多, 具
有相关性(r  = 0.794,  P <0.05).

3  讨论

COX是合成前列腺素(prostaglandins, PGs)的关

键酶, COX有3种同工酶. COX-2是经刺激迅速

产生的诱导酶, 正常情况下, COX-2在多数组织

不表达或低表达, 而在炎症、肿瘤等病理状态

下起重要作用, 其表达上调出现于许多疾病过

程中[2-3]. 近年的研究表明, COX-2与急慢性肝

损伤的发病密切相关[4-6]. 大量实验证明COX-2
在酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)时
阳性表达[7-10]. 还有研究显示, COX-2在慢性乙

型肝炎中随着肝脏炎症活动程度的加重而表达

相应增加[11-12]. 本实验中正常对照组大鼠肝组

织结构正常, RT-PCR检测未见COX-2 mRNA表

达, 与Okamoto et al [13]结论一致; 观察发现, 在造

模第12周, 单纯性脂肪肝形成阶段已有COX-2 
mRNA表达, 并且随着造模时间延长, NASH形

成和发展, 肝脏组织COX-2 mRNA表达亦增强.
在NASH患者中, 内毒素或内源性酒精可使

库普弗细胞被激活[14]. 诸多研究显示库普弗细

胞在许多不同类型的肝损害的发病过程中起作

用[15-16]. 库普弗细胞是COX-2 mRNA的主要来源, 
Mohammed et al [17]通过免疫组化的方法发现, 在
有炎性细胞浸润的肝组织中, 除了有COX-1表

表  1  大鼠血清TG, TC, AST, ALT含量(mean±SD)

     
分组                            n                 TG(mmol/L)                  TC(mmol/L)                   ALT(nkat/L)                   AST(nkat/L)                 

对照组	                 6	 0.59±0.12	  1.39±0.11	 50.83±11.83	  89.17±13.83

模型组(12 wk)	 8	 1.13±0.36a	  1.60±0.16 	 53.38±11.13 	  87.00±10.50 

模型组(16 wk)	 8	 1.87±0.17c	  2.08±0.30c	 90.75± 9.75c          144.00±24.25c

模型组(24 wk)	 8	2 .33±0.41ce	  2.90±0.54ce          123.63±23.13ce        188.50±33.00ce

aP<0.05 vs 对照组; cP<0.05 vs 模型组(12 wk); eP<0.05 vs 模型组(16 wk).

表  2  COX-2和MMP-2 mRNA相对表达量(mean±SD)

     
分组                         n             COX-2	    MMP-2                 

对照组                   6     0	                  0.41±0.21

模型组(12 wk)       8     0.533±0.059      0.454±0.061

模型组(16 wk)       8     0.699±0.062a     0.726±0.064a

模型组(24 wk)       8     1.035±0.040ac    0.952±0.124ac

aP<0.05 vs  模型组(12 wk); cP<0.05 vs 模型组(16 wk).

图  2  COX-2 PCR扩增条带. 1: Maker; 2-5: 造模第24, 16, 

12周和正常对照组.

图  3  MMP-2 PCR扩增条带. 1: Maker; 2-5: 造模第24, 16, 

12周和正常对照组.
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达外, COX-2表达明显升高, 而正常对照组库普

弗细胞只表达COX-1. Enomoto et al [18]证明, 在
ALD中, 库普弗细胞被激活, 表达COX-2增高, 
其产物PGE2水平升高; 灭活库普弗细胞后, PGE2

水平下降, 可以减轻乙醇诱导的肝脂肪变性. 在
NASH患者中, 内毒素刺激多种细胞合成花生四

烯酸(AA), 成为诱导COX-2的主要因素之一. 脂
质过氧化物可以诱导COX-2基因表达, 反应性

氧中间介质可参与炎性因子刺激引起的COX-2
表达的诱导. Yu et al [19]在PPAR-α(-/-)的脂肪肝

鼠模型中发现COX-2表达增加, 同时有NF-kB
的激活和TNF-α, 白介素-6(IL-6), 细胞间黏附分

子-1(ICAM-1)等细胞因子的表达增加, 得出结

论, PPAR-α禁止炎症反应, 改善NASH炎症程度

是通过抑制COX-2活性而实现的. 研究显示, 高
表达的COX-2使炎症介质PGE2和TXB2等生成

增加, 促进炎症细胞浸润; 同时还可通过调节

NF-kB释放多种炎症介质, 如TNF-α、白介素-8 
(IL-8)、ICAM-1、E选择素(E-selectin)等[20-21]. 这
些炎症介质又可进一步激活COX-2的表达, 形成

一种正反馈环路, 扩大炎症反应, 延长炎症过程, 
最终造成更严重的肝损害. 

MMPs是细胞外基质大分子降解的主要酶

类, 在损伤组织的修复和重建过程中起着重要

作用[22]. MMP-2是MMPs家族中的主要成员之

一, 又称明胶酶A. MMP-2主要降解基底膜成份, 
启动和加重肝纤维化, 并在肝纤维化过程中持

续升高[23]. 大量的动物实验和临床研究已经验

证在急慢性肝损伤的肝组织修复、肝纤维化形

成过程中有MMP-2的高表达[24-26]. 我们在造模第

12周, 病理显示为单纯性脂肪肝, 肝组织MMP-2 
mRNA相对含量增高, 但与正常对照组没有明显

差别; 于造模第16, 24周, 肝组织MMP-2 mRNA
相对含量显著高于正常对照组, 并且第24周与

第16周之间亦有差别. MMP-2的表达增加可能

与炎症坏死的肝细胞, 尤其是库普弗细胞释放

的多种细胞因子调节有关[27], 如胰岛素样生长

因子、血小板衍生生长因子等可以激活肝星型

细胞, 上调MMP-2酶原的表达; TNF-α可以激活

转录因子NF-kB, 后者跨膜激活p53, 间接诱导

MMP-2的转录.
C a l l e j a s e t a l [28]报道, 用致炎细胞因子

(proinflammatory cytokines)、内毒素和肝细胞生

长因子(hepatocyte growth factor, HGF)处理原代

培养的胎肝细胞, 促进COX-2的表达和大量PGs
的合成的同时, MMP-2, 9的活性形式可以释放

到细胞外介质, 而使用COX-2抑制剂可以抑制这

一过程, 这说明COX-2及其PGs产物可以促进生

长因子、炎性介质刺激的胎肝细胞释放MMPs. 
Nunez et al [29]观察了32例抗-HCV(+)和10例抗

-HCV(-)患者肝活检组织, 证实在抗-HCV(+)患
者肝组织中COX-2, MMP-2和MMP-9的表达是

显著增高的, 并且促进了肝纤维化的发生、发

展. 在我们的实验中, 高脂饮食第16, 24周的大

鼠形成NASH, 大鼠肝组织COX-2 mRNA表达增

强, MMP-2 mRNA表达亦增多, 二者有明显的相

关性(P <0.05). COX-2及其产物PGE2、PGI2相互

作用, 可以刺激肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)增生, 应用选择性COX-2抑制剂SC-236, 可
以增加HSC凋亡, 诱导PPAR-γ的表达和激活, 使
肝纤维化得到改善[30]. 大多数学者通过HSC分离

培养的研究表明, HSC特别是激活的HSC是肝内

MMP-2的主要来源. 而激活的MMP-2又能够降

解HSC周围的基底膜的正常基质成分如Ⅳ型胶

原、层黏连蛋白等, 改变细胞的微环境, 进一步

刺激HSC活化, 增殖、转化成肌成纤维细胞样细

胞, 促进包括Ⅰ, Ⅲ型胶原纤维在内的ECM形成, 
而Ⅰ型胶原沉积在过度状态或已转化的HSC周
围, 使模型基质金属蛋白酶Ⅰ表达增加, 后者刺

激MMP-2酶原的激活和上调MMP-2的表达, 继
续降解窦周基质, 促进未转化的HSC活化, 各种

细胞因子释放, 促进ECM分泌增多, 造成恶性循

环, 最终导致纤维化的形成与发展. 
我们通过实验证实, 在NASH大鼠肝组织中

有COX-2 mRNA和MMP-2 mRNA的高表达, 并
且二者的表达呈现明显的相关性, 推测他们共

同参与了NASH的形成、发展过程, 这为NASH
的防治提供了新的靶点. 
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