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Abstract
AIM: To explore the therapeutic effects of a new 
selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor 
PC407 on rat ulcerative colitis induced by 
2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) and 
its possible mechanism. 

METHODS: A rat colitis model was induced 
by TNBS and ethonal enema. The rats were 
randomly divided into 5 groups: normal group, 
model control group, celecoxib group (18 mg/
kg) and PC407 groups (9, 18mg/kg). Celecoxib 

and PC407 were administered intragastrically 
once per day for 6 days and the loose stool were 
recorded. All the rats were anesthetized to sepa-
rate colon, thymus gland and spleen on the 7th 
day. The body weights of experimental rats be-
fore anesthesia were documented and the mac-
roscopic and histological changes of the colon 
were observed. The effects in treatment groups 
were evaluated by loose stool rate, colon index, 
ulcer ratio, thymus index and spleen index. 
The protein products of COX-2, tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) in mucosa were analyzed by 
immunohistochemistry. 

RESULTS: In comparison with that in model 
control group, the body weight was increased 
significantly in 18 mg/kg-PC407 group (258.9 
g vs 223.6 g, P < 0.05), but the loose stool rate 
was decreased markedly (30% vs 80 %, P < 0.01); 
moreover, 18 mg/kg PC407 significantly ame-
liorated the lesions and pathological changes in 
colon caused by TNBS, improved the indexes 
such as colon index (5.03 ± 1.26 mg/g vs 7.60 ± 
2.07 mg/g, P < 0.01), ulcer ratio (24.69% ± 2.83% 
vs 36.13% ± 9.64%, P < 0.01), thymus index (1.96 
± 0.48 mg/g vs 1.08 ± 0.32 mg/g, P < 0.01) and 
spleen index (2.85 ± 0.33 mg/g vs 3.87 ± 0.96 mg/g, 
P < 0.01), and down-regulated the colonic muco-
sal expression of COX-2 (30.6% ± 7.0% vs 67.4% ± 
1.2%, P < 0.01) and TNF-α (19.5% ± 3.0% vs 52% ± 
4.7%, P < 0.01). PC407 at a dose of 9 mg/kg also 
could improve the above indexes, but the effects 
were less than PC407 at 18 mg/kg.

CONCLUSION: PC407 has significant therapeu-
tic effects on TNBS-induced colitis in rats, and 
the mechanism may relate to its regulation on 
COX-2 and TNF-α expression. 
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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
(UC)是一种慢性
特发性炎症反应. 
作为UC的首选治
疗药物, 氨基水杨
酸类药物因其对
环氧合酶 (COX)
的非选择性抑制
而产生不良反应, 
新型非甾体抗炎
药(NSAID)的应
用正在探索之中.
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摘要
目的: 观察新型选择性环氧合酶-2抑制剂PC407
对2,4,6-三硝基苯磺酸(2,4,6-trinitrobenzene 
sulfonic acid, TNBS)诱导的大鼠溃疡性结肠炎
的疗效并探讨其机制. 

方法: 应用TNBS/乙醇灌肠复制大鼠溃疡性
结肠炎模型. 实验设正常对照组、模型对照
组、塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)和PC407
治疗组(9, 18 mg/kg), ig 给药, 每天1次, 共6 d, 
观察稀便出现情况. 实验第7天, 麻醉大鼠, 分
离大鼠结肠、脾脏、胸腺, 观察各组实验动
物体质量变化及结肠组织病理学改变, 选用稀
便率、结肠指数、溃疡比、胸腺指数和脾脏
指数作为衡量治疗效果的指标. 采用免疫组
织化学方法检测结肠黏膜环氧合酶-2(COX-2)
和肿瘤坏死因子α(tumor necrosis factor-alpha, 
TNF-α)的变化.  
 
结果: 与模型组相比, 18 mg/kg PC407治疗可
明显阻止结肠炎大鼠的体质量下降(258.9 g 
vs  223.6 g, P <0.05), 降低稀便发生率(30% vs  
80 %, P <0.01), 改善大鼠结肠组织损伤及病理
学改变, 包括降低结肠指数(5.03±1.26 mg/g 
vs  7.60±2.07 mg/g, P <0.01)及溃疡比(24.69%
±2.83% vs  36.13%±9.64%, P <0.01); 同时, 
PC407治疗可对抗结肠炎症引起的胸腺萎缩
(1.96±0.48 mg/g vs  1.08±0.32 mg/g, P <0.01)
和脾脏肿大(2.85±0.33 mg/g vs  3.87±0.96 
mg/g, P <0.01), 显著降低结肠炎大鼠结肠黏膜
COX-2和TNF-α的阳性表达率(30.6%±7.0% 
vs  67.4%±1.2%, 19.5%±3.0% vs  52%±4.7%, 
P <0.01). 9 mg/kg PC407也可以改善以上指数, 
只是作用没有18 mg/kg明显. 

结论: PC407对TNBS/乙醇诱导的大鼠溃疡性
结肠炎治疗作用良好, 其机制可能通过下调
COX-2及TNF-α的表达, 从而缓解结肠炎症. 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种主
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要累及结肠和直肠的慢性特发性炎症反应, 属
于炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)
的一种 [1].  诸多研究证实U C以自身免疫系统

和内环境因素相互作用的严重失调为主要表

现[2-3]. 目前, UC的药物治疗首选氨基水杨酸类

药物, 对新型非甾体抗炎药(non-steroidal anti-
inflammatory drugs, NSAID)的应用正在探索之

中. 此类药物通过抑制环氧合酶(cyclooxygenase, 
COX)来减少前列腺素的合成, 缓解肠道炎症反

应[4]. 然而氨基水杨酸类药物对COX-1和COX-2
没有选择性, 因抑制COX-1依赖途径产生的前列

腺素, 而引发上消化道不良反应(如肠缩窄、穿

孔和出血等), 这已成为限制其使用的主要危险

因素[5]. 选择性COX-2抑制剂(如塞来昔布、罗

非昔布等)通过选择性地抑制炎症期间高表达的

COX-2缓解炎症反应, 已引起越来越多的关注. 
将选择性COX-2抑制剂引入UC的治疗不仅可以

缓解疼痛和炎症反应, 同时亦降低药物引起的

消化道不良反应, 但是不同化学类型的COX-2
抑制剂对于结肠炎治疗显示的作用不同, 不同

抑制强度的选择性COX-2抑制剂的安全性尚待

进一步研究[6-7]. 本实验室首次合成以1, 5-二芳

基吡唑为母环的选择性COX-2抑制剂, 实验表明

4-[5-萘基-3-(三氟甲基)-1-氢-吡唑-1-基]苯磺酰

胺, 即PC407, 其IC50.COX-1/IC50.COX-2为14.4, 是塞来

昔布的2倍[8-9]. 本实验用PC407 ig治疗TNBS/乙
醇诱导的大鼠溃疡性结肠炎, 观察其治疗作用, 
初步探讨其药理作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 二级SD大鼠购自中国人民解放军第四

军医大学实验动物中心;  PC407由本实验室自行

合成, 白色晶体, 分子质量为418, HPLC测定纯度

为97.5%[10]; 塞来昔布和TNBS购于Sigma公司; 兔
抗大鼠COX-2多克隆抗体购于Abcom公司; 兔抗

大鼠TNF-α亲和纯化抗体、即用型SABC免疫组

化试剂盒和DAB显色试剂盒购于博士德生物工

程有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 模型复制及动物分组: 二级♂SD大鼠50只
(230-250 g), 随机分为5组, 每组10只, 即正常对

照组、模型对照组、塞来昔布阳性对照组(18 
mg/kg)和PC407治疗组(9, 18 mg/kg); PC407的
给药剂量由塞来昔布推荐人用量(100-200 mg/d)
折算. 各组大鼠造模前禁食24 h, 正常饮水, 造模

时(除正常对照组)乙醚麻醉大鼠, 用TNBS和400 
mL/L乙醇灌肠, 复制实验性结肠炎模型[11], 造模

www.wjgnet.com

■研发前沿
UC被世界卫生组
织列为现代难治
病之一, 其病因探
寻和治疗药物发
掘一直是研究热
点.
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6 h后, 分别ig给予生理盐水、塞来昔布和PC407, 
每天1次, 持续6 d.  
1.2.2 大体与组织学观察记录: 实验前后分别称

量各组实验大鼠的体质量, 每天观察稀便情况. 
给药第7天, 称质量后乙醚麻醉大鼠至死; 打开

腹腔从肛门向上截取8 cm结肠, 在冰浴中沿肠系

膜缘剪开肠腔, 漂洗内容物, 结肠称质量后, 在
冰浴中用透明薄膜画出溃疡面积, 以8 cm结肠质

量(mg)比麻醉致死前大鼠体质量(g)为结肠指数, 
以8 cm结肠溃疡面积占8 cm结肠总面积的比率

为溃疡比(%)进行统计; 肉眼观察结肠外观及肠

黏膜的改变,  40 g/L甲醛固定结肠病变部位, 石
蜡包埋, 切片, HE染色. 同时取大鼠脾脏、胸腺

称量质量, 以大鼠脾脏或胸腺质量(mg)比麻醉致

死前大鼠体质量(g)为脾脏或胸腺指数进行统计.  
1.2.3 免疫组织化学染色: 运用SABC法进行免

疫组化染色. 收集各组石蜡切片常规脱蜡至水, 
浸于3 mL/L H2O2液中30 min, 去除内源性过氧

化物酶; 再置于组织抗原修复液中, 微波加热至

沸腾2次, 静置至室温后滴加5% BSA封闭液20 
min, 分别滴加兔抗大鼠COX-2、TNF-α一抗(均
按1∶200稀释), 4℃过夜; 再滴加生物素化的羊

抗兔IgG室温孵育20 min, 加SABC复合物室温孵

育20 min, 最后用DAB法微镜下观察显色, 时间

控制在30 s-2 min, 以上各步骤之间用0.01 mol/L 
PBS(pH7.4)充分漂洗. 切片经苏木素复染, 盐酸

酒精分化后梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 中性树

胶封片. 以PBS代替一抗作为阴性对照. COX-2
以细胞质染色为主, 细胞膜可有少量染色, 阳
性判断标准为该位置出现黄色或棕黄色颗粒. 
TNF-α阳性表达为细胞质内呈现棕黄色颗粒. 采
用计算机图像系统分析摄片, 光镜(×400)下每

张切片各取5个视野, 分别计数各视野组织阳性

细胞率(阳性细胞/视野内细胞总数×100%), 结
果以mean±SD表示. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS10.0统计软处理, 两组间比较采用t检验. 

2  结果

2.1 PC407对结肠炎大鼠一般状态的影响 模型对

照组大鼠第1天即出现不成形稀便, 大便次数增

多, 第2-3天伴有黏液, 症状持续至给药结束; 塞
来昔布阳性对照组(18 mg/kg)大鼠第1天即出现

不成形稀便, 第5-6天绝大部分大鼠稀便症状消

失; PC407治疗组(9, 18 mg/kg)大鼠第1天即出现

不成形稀便, 第2-3天稀便症状逐渐消失, 第4-5
天完全消失, 此现象显示PC407和塞来昔布能降

低结肠炎大鼠稀便发生率(表1). 实验前各组大

鼠体质量无显著性差异, TNBS/乙醇诱导大鼠溃

疡性结肠炎后, 模型对照组大鼠的体质量较正

常对照组明显下降(P <0.01, 图1); 而PC407治疗

组(18 mg/kg)可明显阻止结肠炎大鼠的体质量下

降(P <0.05, 图1) . 
2.2 PC407对大鼠结肠炎的治疗作用 模型对照

组大鼠肠壁增厚、皱褶消失并出现大面积坏死, 
肠黏膜广泛充血、水肿并多处可见明显的溃疡

灶; 塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)肠壁轻度增

厚、皱褶部分消失并出现小面积坏死, 多处可

表  1  PC407对溃疡性结肠炎大鼠的治疗作用 (n  = 10, mean±SD)

     
分组	          剂量(mg/kg)     稀便率(%)	     结肠指数(mg/g)	      溃疡比(%)            脾脏指数(mg/g)           胸腺指数(mg/g)

正常组		                       0	        4.95±0.53	      0	                   3.45±1.12	    2.07±0.68

模型组		                      80a	        7.60±2.07b	    36.13±9.64b	   3.87±0.96a	    1.08±0.32b

塞来昔布治疗组	 18	    60c                5.38±3.11d         28.15±5.98c            3.74±1.18                1.87±1.11d

PC407治疗组	   9	    50c	        5.26±1.08d 	    30.78±7.26c	   3.52±1.25c               1.63±0.87d

                                 18	    30d	        5.03±1.26d	    24.69±2.83d	   2.85±0.33d	    1.96±0.48d

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs 模型组.
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图  1  PC407对溃疡性结肠炎大鼠体质量的影响(n  = 10, 
mean±SD). aP<0.05 vs  模型组; bP<0.01 vs  正常组.

■相关报道
对COX-2生理、

病 理 作 用 及 选
择性COX-2抑制
剂更为广泛和深
入 的 研 究 发 现 , 
COX-2在炎症的
不同阶段扮演的
角色不同, 且不同
结构类型的选择
性COX-2抑制剂
对于溃疡性结肠
炎的治疗显示的
作用不同.
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见肠黏膜充血、水肿, 溃疡面积较模型组有所

缩小(P <0.05); PC407治疗组(18 mg/kg)大鼠结肠

病变明显减轻, 肠壁无明显增厚, 皱褶正常, 肠
黏膜无明显充血, 仅局部可见水肿和极小面积

坏死, 溃疡面积较模型对照组和塞来昔布阳性

对照组有显著性缩小(P <0.01); PC407治疗组(9 
mg/kg)与塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)对大鼠

TNBS/乙醇造成的结肠组织大体损伤恢复程度

较为一致, 未在图中显示; 正常对照组肠黏膜未

见病变(表1, 图2). 与模型组相比, 塞来昔布阳性

对照组(18 mg/kg)和PC407治疗组(9, 18 mg/kg)
均可对抗实验性溃疡性结肠炎引起胸腺萎缩

(P <0.01, 表1), 但仅PC407治疗组(9, 18 mg/kg)
可对抗溃疡性结肠炎引起的脾脏肿大 ,  且18 
mg/kg PC407治疗组效果更为显著(P <0.01, 表1). 

2.3 组织学改变 结肠病变组织HE染色结果显

示, 模型对照组大鼠黏膜上皮细胞广泛缺失, 腺
体大多不完整, 杯状细胞严重变形, 黏膜及黏膜

下层炎性细胞广泛浸润, 呈典型炎症改变; 塞来

昔布阳性对照组(18 mg/kg)大鼠结肠黏膜部分

缺失, 腺体部分不完整, 杯状细胞中度变形, 黏
膜及黏膜下层有炎性细胞浸润; PC407治疗组治

疗组(18 mg/kg)大鼠结肠黏膜缺失少见, 极小部

分腺体不完整, 杯状细胞形态大多恢复正常, 黏
膜及黏膜下层炎症细胞浸润程度较轻, 整体炎

症程度较模型对照组和塞来昔布阳性对照组(18 
mg/kg)明显减轻(图3); PC407治疗组(9 mg/kg)与
塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)HE染色结果评

价程度较为一致, 故未在图中显示. 
2.4 溃疡性结肠炎大鼠肠黏膜COX-2和TNF-α的

图  2  PC407治疗溃疡性结肠炎大鼠的结肠大体照片. A: 正常组; B: 模型组; C: 塞来昔布治疗组(18 mg/kg); Ｄ: PC407治疗

组(18 mg/kg).
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图  3  PC407治疗溃疡性结肠炎大鼠的结肠病理组织(HE染色×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 塞来昔布治疗组(18 mg/kg); 

Ｄ: PC407治疗组(18 mg/kg).
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表达 与正常对照组比较, 模型对照组大鼠肠黏

膜COX-2、TNF-α的阳性表达率均升高(P <0.01, 
表2, 图4), 差异具有统计学意义; 与模型对照

组比较, 塞来昔布阳性对照组(18 mg/kg)可降

低大鼠肠黏膜C O X-2、T N F-α的阳性表达率

(P <0.05, 表2, 图4); PC407治疗组(9 mg/kg)降低

大鼠肠黏膜COX-2阳性表达率(P <0.05), 但与塞

来昔布阳性对照组(18 mg/kg)相当; PC407治疗

组(9, 18mg/kg)对大鼠肠黏膜TNF-α的阳性表达

率降低效果更为明显(P <0.05; P <0.01, 表2, 图4). 
PC407治疗组(9 mg/kg)与塞来昔布阳性对照组

(18 mg/kg)阳性表达率比较无显著性差异, 故未

在图中显示. 

3  讨论

U C被世界卫生组织列为现代难治病之一, 其
病因探寻和治疗药物发掘一直是研究热点. 遗
传、环境、饮食、心理等多种因素都可以引发

图  4  溃疡性结肠炎大鼠肠黏膜COX-2和TNF-α的表达(SABC×200). A, B, C, D依次为COX-2正常组, 模型组, 塞来昔布

治疗组(18 mg/kg)和PC407治疗组(18 mg/kg); A1, B1, C1, D1依次为TNF-α正常组, 模型组, 塞来昔布治疗组(18 mg/kg)和

PC407治疗组(18 mg/kg).
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■应用要点
PC407对TNBS/乙
醇诱导的大鼠溃
疡性结肠炎治疗
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制可能通过下调
COX-2及TNF-α
的表达, 从而缓解
结肠炎症.
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UC, 这些因素可能触发一个连续的慢性免疫过

程, 中性粒细胞、巨噬细胞、T和B淋巴细胞等

参与了此过程, 这些效应细胞释放的抗体、细

胞因子(如TNF-α, IL-1等)和炎症介质(如前列

腺素, 白三烯等)引起组织破坏和炎性病变[12-13]. 
COX是花生四烯酸转化为前列腺素代谢过程中

的关键酶, 越来越多的证据显示, COX-2与UC
的发病密切相关. COX-2为诱生型酶, 在静息状

态下不表达, 有研究表明, 炎症结肠黏膜上皮细

胞及结肠固有层单核炎性细胞大量表达COX-2, 
并且在炎症活动期结肠固有层和肌间神经丛中

COX-2 mRNA表达水平明显高于非活动期[14-15]. 
目前, UC的临床治疗药物主要有三类, 即非

甾体抗炎类药物(5-氨基水杨酸, 柳氮磺胺吡啶

等)、肾上腺皮质激素类药物(泼尼松龙, 地塞米

松等)和免疫抑制剂(6-巯基嘌呤, 氨甲喋呤等), 
他们各自引发的不良反应都限制其作为长期有

效治愈UC的首选药物, 其中, 应用最为广泛的氨

基水杨酸类药物就是因其对COX的非选择性抑

制而产生了严重的上、下消化道不良反应. 因此, 
基于近年来对UC发病机制的进一步研究[16]和现

有UC治疗药物的安全性评估[17], 选择性COX-2抑
制剂开始应用于UC的治疗. 我们合成了一系列1, 
5-二芳基吡唑类选择性COX-2抑制剂并对其抗

炎活性进行筛选, 得到对COX-2选择性优于塞来

昔布而不良反应极低的PC407[8-9], 并首次用于实

验性UC的治疗. 
关于已上市的吡唑类选择性C O X - 2抑

制剂治疗实验性U C的报道一致性不高 [18], 如
Cuzzocrea et al [19]的研究结果显示塞来昔布可以

通过降低COX-2下游炎性介质的水平减轻UC
大鼠的黏膜损伤和炎症程度; 而Reuter et al [20]用

3种不同抑制程度的选择性COX-2抑制剂(包括

塞来昔布)进行为期1 wk的大鼠UC的治疗, 结果

3种药物均不同程度加重了炎症相关的结肠黏

膜损伤. 诸多上述类型的报道[21-22]引起人们对

选择性COX-2抑制剂治疗UC安全性的质疑. 造
成这种不一致性的原因有二点: 一是后续研究

发现过度抑制前列腺素合成会削弱其保护结肠

黏膜的作用[23-25], 二是不同研究中选择性COX-2
抑制剂的IC50.COX-1/IC50.COX-2和给药剂量大不相

同. 因此, 我们参考文献及塞来昔布治疗人用量

(100-200 mg/d)进行折算以确定PC407的给药剂

量. 实验结果表明, PC407(18 mg/kg)对TNBS/乙
醇诱导的UC疗效显著, PC407(9 mg/kg)与塞来

昔布(18 mg/kg)治疗效果相当, 提示其对COX-2
的选择性抑制是有效治疗UC的基础, 且在治疗

剂量范围未引起UC大鼠结肠黏膜损伤加重的不

良反应. 
细胞因子失衡是UC产生肠道非特异性炎

症的关键环节 [26],  诸多细胞因子可同时或相

继、直接或间接作用于靶细胞, 形成细胞因子

网络, 在UC的组织破坏及炎症反应中起着重要

作用, 其中与UC关系密切的促炎细胞因子主要

有TNF-α[27-28]. 研究表明, 炎症状态时巨噬细胞

COX-2表达呈强阳性, 抑制COX-2表达可以调节

巨噬细胞吞噬功能, 同时影响巨噬细胞对TNF-α
等细胞因子的有害刺激的应答反应[29-30]. 我们的

研究显示PC407(9, 18 mg/kg)能显著降低大鼠UC
模型促炎细胞因子TNF-α的含量, 表明其能抑制

促炎细胞因子的分泌, 调节免疫反应, 从而控制

肠道炎症反应, 这可能是其治疗UC的机制之一. 
我们将进一步研究PC407治疗UC的作用机制, 解
释其对COX-2作用网络调控的可能方式. 
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