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Abstract
AIM: To investigate whether celecoxib, a selec-
tive cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, pro-
tects from carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
liver fibrosis in rats.

METHODS: Fifty male SD rats were randomly 
divided into six groups. Group A (n = 10) was 
subcutaneously injected with 50% 1 mL/kg CCl4 
olive oil solution, twice per week, to induce he-
patic fibrosis and intragastrically given saline. 
Groups B (n = 10), C (n = 10) and D (n = 10) were 
also subjected to induction of hepatic fibrosis 
and intragastrically given celecoxib 15 mg/kg 
once daily from day 1, week 3, and week 5 after 
CCl4 injection. Group E (n = 5) was subcutane-
ously injected with equal volume of olive oil 

and intragastrically given the same dose of cele-
coxib, while group F (n = 5) was subcutaneously 
injected with equal volume of olive oil and in-
tragastrically given saline. The treatment lasted 
for 8 weeks. At the end of the experiment, blood 
samples were collected to measure serum ALT, 
HA and LN levels, while hepatic tissue samples 
were taken to evaluate the degree of liver fi-
brosis by HE staining and to detect the expres-
sion of type I collagen, alpha SMA, COX-1, and 
COX-2 by immunohistochemistry.

RESULTS: Compared to group F, significant 
hepatic fibrosis was observed in group A (P < 
0.01). Compared to group A, liver fibrosis was 
significantly reduced (P < 0.01), serum ALT, HA 
and LN levels significantly decreased (100.4 U/L 
± 8.7 U/L vs 287.8 U/L ± 9.6 U/L, 189.6 μg/L ± 
83.0 μg/L vs 382.6 μg/L ± 136.0 μg/L, 71.4 μg/L 
± 4.6 μg/L vs 108.7 μg/L ± 9.8 μg/L, all P < 0.01), 
and the areas positive for type I collagen, alpha 
SMA, and COX-2 were reduced (all P < 0.01). 
The above parameters showed significant dif-
ferences among groups B, C and D (all P < 0.05). 
No significant differences were observed in 
the above parameters between groups E and F. 
COX-1-positive area showed no significant dif-
ference among each group.

CONCLUSION: COX-2 plays an important role 
in liver fibrogenesis. Celecoxib can reduce or 
prevent liver fibrosis in a time-dependent man-
ner probably by inhibiting hepatic stellate cell 
activation and inflammation.
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摘要
目的: 探讨选择性COX-2抑制剂塞莱昔布对
CCl4诱导的大鼠肝纤维化的作用.

方法: 5-6周龄的♂SD大鼠50只, 随机分为6
组. A组(肝纤维化模型组): 10只, 50% CCl4橄

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病向肝硬
化、肝癌发展所
共有的病理改变
和必经途径, 因而
在我国抗肝纤维
化治疗尤为重要. 
近年来发现在肝
纤维化及肝硬化
组织中COX-2的
表达是明显升高
的, 而正常肝组织
表达甚微 .  因此 , 
推测COX-2可能
在肝纤维化形成
过程中起关键作
用, 选择性COX-2
抑制剂塞莱昔布
可 能 有 抗 肝 纤
维 化 的 作 用 .  但
COX-2抑制剂塞
莱昔布抗肝纤维
化生成的具体分
子机制还不十分
清楚.

■同行评议者
吴俊华, 副主任医
师, 南京大学医学
院功能评价中心
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榄油溶液1 mL/kg, 每周2次皮下注射, 同时给
予生理盐水灌胃; B组(早期治疗组): 10只, 造
模同时给予塞莱昔布15 mg/kg溶于生理盐水
中灌胃, 每天1次; C组(中期治疗组): 10只, 造
模同时给予生理盐水灌胃, 第3周起改为塞莱
昔布灌胃; D组(晚期治疗组): 10只, 造模同时
给予生理盐水灌胃, 第5周起改为塞莱昔布灌
胃; E组: 5只, 给予相同体积的橄榄油皮下注
射, 同时给予相同剂量的塞莱昔布灌胃; F组: 
5只, 给予相同体积的橄榄油皮下注射和生理
盐水中灌胃. 上述处置共8 wk. 实验结束后腹
主动脉取血, 取肝组织, 检测血清谷丙转氨酶
(ALT)、透明质酸(HA)、层粘连蛋白(LN)水
平; 病理组织学HE染色及Masson染色观察肝
纤维化严重程度并评分, 免疫组织化学方法检
测肝组织Ⅰ胶原、α-SMA、COX-1、COX-2
的表达.

结果: A组与F组相比, 可见显著的肝纤维化
改变(P <0.01); 与A组相比, B组病理染色可见
肝纤维化程度明显减轻(P <0.01), 血清ALT、
HA、LN水平明显降低(100.4 U/L±8.7 U/L vs  
287.8 U/L±9.6 U/L, 189.6 μg/L±83.0 μg/L vs  
382.6 μg/L±136.0 μg/L, 71.4 μg/L±4.6 μg/L 
vs  108.7 μg/L±9.8 μg/L, 均P <0.01), 免疫组织
化学示Ⅰ型原、α-SMA、COX-2阳性表达面
积减少(P <0.01); B组、C组、D组间两两比较, 
各项指标差异有统计学意义(P <0.05); E组与F
组比较无显著性差异; COX-1阳性表达各组间
无显著性差异.

结论: COX-2在肝纤维化的形成过程中发挥重
要作用; 选择性COX-2抑制剂塞莱昔布具有抗
肝纤维的作用, 并呈时间依赖性, 越早给药效
果越好, 其机制可能是抑制肝星状细胞的活化
和炎症反应.
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化、肝癌发展

所共有的病理改变和必经途径, 因而在我国抗

肝纤维化治疗尤为重要. 肝纤维化形成实质是

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)的生成超

过肝脏的降解能力导致过多的ECM在肝脏的沉

积[1]. 目前认为活化的肝星状细胞(hepatic stel-
late cell, HSC)是肝纤维化ECM的主要来源. 抑
制HSC活化是治疗肝纤维化的关键之一[1,2]. 近
年来发现在肝纤维化及肝硬化组织中环氧合

酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)的表达是明显

升高的, 而正常肝组织表达甚微[3-5]. 因此, 推测

COX-2可能在肝纤维化形成过程中起关键作用, 
选择性COX-2抑制剂可能有抗肝纤维化的作用. 
为了进一步探讨COX-2在肝纤维化形成过程中

的作用及其对HSC活化的影响与机制, 我们采

取CCl4诱导大鼠肝纤维化形成, 同时给予选择

性的COX-2抑制剂塞莱昔布(celecoxib)进行干

预研究.

1  材料和方法

1.1 材料 CCl4由沈阳化学试剂厂生产; 选择性

C O X-2抑制剂塞莱昔布美国辉瑞公司生产 ; 
透明质酸(hyaluronic acid, HA)、层粘连蛋白

(laminin, LN)放免试剂盒由上海海军医学研究

所提供; Ⅰ、Ⅲ型胶原、α-SMA免疫组织化学

试剂盒购自武汉博士德公司; COX-1、COX-2多
克隆抗体购自美国Santa Cruz公司. 
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 5-6周龄的♂SD大鼠(中国医

科大学实验动物中心提供)50只, 质量180-240 g, 
按昼夜时程, 在室温及稳定湿度条件下, 用平衡

饲料喂养1 wk后, 随机分为6组, 给予以下处理. 
A组: 10只, 50% CCl4橄榄油溶液1 mL/kg, 每周2
次皮下注射, 同时给予生理盐水灌胃, 每天1次; 
B组: 10只, 50% CCl4橄榄油皮下注射同时给予

塞莱昔布15 mg/kg[6]溶于生理盐水中灌胃, 每天

1次; C组: 10只, 50% CCl4橄榄油溶液皮下注射

同时给予生理盐水灌胃, 第3周改为塞莱昔布灌

胃; D组: 10只, 50% CCl4橄榄油溶液皮下注射同

时给予生理盐水灌胃, 第5周改为塞莱昔布灌胃; 
E组: 5只, 给予相同体积的橄榄油皮下注射同时

给予塞莱昔布灌胃; F组: 5只, 给予相同体积的

橄榄油皮下注射和生理盐水中灌胃, 共8 wk. 大
鼠正常进食和饮水, 每周称量体质量以调整给

药剂量. 实验结束后, 禁食24 h, 用10%水合氯醛

(5 mL/kg)腹腔注射麻醉, 腹主动脉取血, 分离血

清, -20 ℃保存; 用锋利的手术刀于肝脏中叶取1
块肝组织, 置于40 g/L甲醛中. 
1.2.2 肝脏组织病理学检测: 取肝中叶组织一

块, 用40 g/L甲醛溶液固定, 石蜡包埋, 3 μm厚

切片, 常规HE及Masson染色, 肝纤维化分期按

Scheuer's分期系统[4], 肝组织炎症与纤维化程度

■研发前沿
COX-2抑制剂塞
莱昔布抗肝纤维
化生成的具体分
子机制是国内外
研究的热点, 存在
广泛争议, 以动物
实验和体外实验
居多, 其具体分子
机制已经成为研
究热点.
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由有经验的病理医生进行评分. 
1.2.3 血清学检测: 谷丙转氨酶(ALT)检测用自动

生物化学分析仪进行; HA、LN检测采用放射免

疫分析法进行. 
1.2.4 α-SMA、Ⅰ型胶原、COX-1、COX-2免疫

组织化学及半定量分析: 采用肝组织常规脱石

蜡水化; 自来水冲洗; 3%过氧化氢溶液浸泡20 
min, 去除内源性过氧化物酶; PBS液(pH7.4)冲
洗3次, 每次3-5 min; 40%火力微波修复抗原10 
min, 自然冷却至40 ℃; PBS液冲洗; 加一抗(抗大

鼠Ⅰ型胶原、α-SMA、COX-1、COX-2抗体, 1
∶160稀释), 置37 ℃温箱2 h; PBS液冲洗; 加羊

抗大鼠IgG-HRP, 37 ℃孵育20 min; PBS液冲洗; 
加配制的DAB溶液, 显色后封片. 另外以结肠癌

作阳性对照, 阳性表达在细胞的胞质中, 一抗用

PBS液代替以作阴性对照. 阳性细胞表达半定量

分析: 用病理图像分析仪进行分析, 每张切片选

取四周及中央5个区域, 取该区域中阳性反应最

多的视野, 10倍物镜下测定阳性反应面积比(阳
性面积/肝组织面积×100%), 取平均值. 

统计学处理 数据用mean±SD表示, 用SPSS 
11.0统计分析软件进行分析, 各组间均数比较用

方差分析, P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝脏组织病理学检测 大鼠肝组织HE染色及

Masson染色, A组与F组相比, A组可见明显的肝

硬化组织学改变, 汇管区结缔组织增多, 形成粗

大的纤维间隔并且与邻近的汇管区和中央静脉

区相连, 正常肝小叶结构完全破坏, 有再生结节

和假小叶形成, 形成典型的肝硬化病理改变(图
1A); 与A组相比, B组肝纤维化程度明显减轻, 
COX-2抑制剂B组大鼠肝组织可见少量肝纤维

化形成, 呈明显脂肪变性、碎片样坏死伴有少

量炎症细胞浸润(图1B), 与A组比较有显著差异

(P <0.01). C组和D组可见汇管区扩大, 纤维增多, 

■相关报道
Cheng等的体外细
胞培养研究表明, 
选择性COX-2抑
制剂NS-398能抑
制HSC的活化, 进
而减少活化产物
胶原的产生.

A B

C D

E F

图  1  大鼠肝脏HE染色(×100). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.
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小的纤维间隔形成, 大部分标本汇管-汇管、汇

管-中央静脉区纤维间隔的延伸以至连接, 正常

肝小叶结构部分毁损(图1C, D). E组和F组可见

正常的肝组织结构, 肝小叶结构清楚, 肝细胞索

排列整齐、规则, 无纤维化(评分为0), 两组间比

较没有明显差异(P >0.05, 图1E, F); 总之, 与A组

相比, B组能减轻肝纤维化程度, 越早给药纤维

化程度越低(表1). 
2.2 血清学检测 A组、B组、C组、D组的ALT、
HA、LN水平均较E组、F组升高, B组的ALT、
H A、L N指标明显低于A组 ,  差异有显著性

(P <0.01); B组、C组、D组之间的ALT、HA、

L N指标进行两两比较, 各组间差异有显著性

(P <0.05), 提示越早给药纤维化程度越低, 其作

用呈时间依赖性, E组与F组比较未见显著差异, 
提示塞莱昔布对肝脏无明显损害(表1). 
2.3 α-SMA、Ⅰ型胶原、COX-1、COX-2免疫

组织化学及半定量分析 E组, F组可见血管壁

少量α-S M A阳性表达, E组与F组之间无显著

差异(P >0.05), A组α-SMA阳性表达细胞明显

增多, 胞质呈棕黄色, 有的细胞有2-3个较长突

起, 主要分布于门静脉, 汇管区, 纤维间隔和邻

近肝窦, 与E组、F组比较有显著差异(P <0.01); 
B组汇管区, 纤维间隔和邻近肝窦阳性表达面

积显著减少, 胞质阳性染色显著减轻, 与A组

比较, 差异有显著统计学意义(P <0.01). C组、

D组与A组比较, 胞质阳性染色略有减轻, 差异

有统计学意义(P <0.05, 图2); B组、C组、D组

各组间差异有统计学意义(P <0.05, 表2). Ⅰ型

胶原阳性表达面积变化与α -S M A结果是一

致的, 且随着给药时间的延长, 肝纤维化的抑

制作用越明显 ,  呈时间依赖性(表2, 图3). 在
E组及F组大鼠肝组织中C O X-2无表达, 在肝

纤维化模型组中大量表达, B组COX-2阳性表

达面积明显少于A组(P <0.01),  B组、C组、

D组C O X-2阳性表达各组间比较有明显差异

■创新盘点
本 实 验 从 血 清
学 ,  病 理 组 织 学
和免疫组织化学
方 面 全 面 检 测
了 肝 纤 维 化 相
关 指 标 和 Ⅰ 胶
原 、 α - S M A 、
COX-1、COX-2
表达, 并且组间进
行 多 重 比 较 ,  为
COX-2抑制剂塞
莱昔布具有抗肝
纤维化作用提供
重要理论依据.

A B

C D

E F

图  2  大鼠肝脏α-SMA免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.
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(P <0.05, 表2, 图4); 各组均有少量C O X-1阳
性表达 ,  但各组间C O X-1阳性表达无显著性

差异(P >0.05, 图5).

3  讨论

COX是前列腺素类(prostaglandins, PGs)物质在

体内合成的限速酶. COX在体内有两种同工酶: 
即COX-1和COX-2, 两者的氨基酸序列有61%
的同源性, 一级结构的差异引起二、三级结构

的不同, 从而影响两种酶的活性和功能. 其中

COX-1为结构酶, 在生理状态下表达于绝大多

数组织和器官, 主要参与正常生理过程, 如保护

胃黏膜、扩张肾血管等; COX-2是可诱导的酶, 
在正常组织或器官中不表达或极少量表达, 但
在病理状态下很多因素如细胞因子、内毒素

及致癌物可诱导其高表达[7,8], 催化花生四烯酸

合成PGs, 如血栓素2(thromboxane 2, TXA2)、
PGD2、PGE2、PGF2、PGI2等参与炎症反应, 
近年来发现在各种慢性炎症疾病中COX-2的表

达明显升高[9]. 国外研究证实[10-12]: COX-1在正常

肝组织和肝纤维化组织中均有少量表达; COX-2
在正常肝组织中无表达, 在肝纤维化组织中却

显著高表达, 合成大量PGE2, 进一步激活HSC, 
产生大量ECM促进肝硬化的形成; COX-2在肝

组织中高表达与炎症和纤维化水平呈显著的正

相关; 高表达的COX-2引起TXA2合成增加, 导
致肝脏局部微循环对缩血管物质反应性增高, 
是肝硬化门脉高压形成的重要因素, 可见COX-2
通过多种途径导致肝硬化极其并发症的产生. 
此外[13], 在肝硬化的基础上, COX-2通过提高炎

症坏死反应、促进细胞增殖和血管生成、抑制

凋亡而促进肝癌的发生. 总之, 在肝纤维化、肝

硬化、肝癌的发生、发展过程中起作用的是

COX-2, 而非COX-1. 本研究结果提示, COX-2
在肝纤维化的形成过程中表达增加, 选择性抑

制剂塞莱昔布具有减轻或阻止肝纤维生成的作

用, 且随着给药时间的延长, 肝纤维化的抑制作

用越明显. 因此, COX-2介导的信号途径可能具

有重要的促肝纤维化形成的作用. 即往研究证

实[14,15]: 非选择性COX抑制剂可以抑制HSC的激

活, 从而阻止肝纤维化的发生, 但同时导致胃溃

疡、出血、肾功能损害等严重不良反应, 这主

要是由于COX-1被抑制所致; Yamamoto等[10]证

实, 单独使用选择性COX-2抑制剂即可达到显著

的抗肝纤维化和降低门脉压力作用, 且无上述

不良反应产生. 可见, 选择性COX-2抑制剂是一

种有前途的抗肝纤维化、抑制肝硬化和肝癌发

生的药物. 

■应用要点
本实验为肝纤维
化的临床治疗提
供了心得思路和
可靠的理论依据, 
如何下调肝组织
COX-2的基因表
达或抑制COX-2
的活性可能是重
要的抗肝纤维化
策略之一. 如果应
用于临床, 必将给
我国这样一个肝
炎、肝硬化、肝
癌大国带来广泛
的社会效益和经
济效益.

表  1  不同组别间肝纤维化评分、血清ALT、HA、LN测定结果比较 (mean±SD)

     
分组   n Scheuer's评分     ALT(U/L)        HA(μg/L)           LN(μg/L)

A组 10 3.90±0.20d 287.8±9.6d    382.6±136.0d      108.7±9.8d

B组 10 1.28±0.20df 100.4±8.7df    189.6±83.0df        71.4±4.6df

C组 10 2.45±0.30ad 150.7±6.9ad    234.6±75.0ad        80.3±7.2ad

D组 10 3.21±0.20ad 200.8±7.5ad    308.8±102.0ad        90.7±5.6ad

E组   5 0.00±0.00   28.3±5.9    115.7±28.0        50.4±5.6

F组   5 0.00±0.00   27.9±5.9    114.9±25.0        51.2±6.7

aP<0.05 vs  B组; dP<0.01 vs  E、F组; fP<0.01 vs  A组.

表  2  不同组别a-SMA、Ⅰ、Ⅲ胶原、COX-1、COX-2阳性面积百分比测定结果 (mean±SD, %)

     
分组   n   α-SMA Ⅰ型胶原 COX-1 COX-2

A组 10 8.4±1.2d 12.6±0.6d 8.4±0.8 75.8±3.4d

B组 10 2.5±0.6df   3.7±0.4df 8.7±0.9 15.7±2.8df

C组 10 4.6±0.8ad   7.5±0.6ad 8.8±0.7 34.9±4.6ad

D组 10 6.3±1.0ad   9.3±0.8ad 8.2±1.0 57.8±5.7ad

E组   5 0.0±0.0   0.0±0.0 8.9±0.4   0.0±0.0           

F组   5 0.0±0.0   0.0±0.0 8.5±0.3   0.0±0.0

aP<0.05 vs  B组; dP<0.01 vs  E、F组; fP<0.01 vs  A组.
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目前已经明确HSC是肝脏纤维生成过程中

ECM的主要来源, HSC要产生ECM必须经历活

化的过程, HSC的活化是肝纤维化形成过程中的

中心事件[1]. 如何通过有效的药物抑制HSC活化, 
一直是抗肝纤维化治疗的关键环节[1,2]. 本实验

在利用CCl4诱导的肝硬化大鼠模型时, 给予高度

选择性的COX-2抑制剂塞莱昔布(每日15 mg/kg)
可在体内抑制α-SMA的表达, 后者是HSC活化

的标志物, 说明COX-2具有促进HSC活化的作

用. 另外, 选择性COX-2抑制剂具有抗血管生成

作用[16], 从理论上推测选择性COX-2抑制剂有减

轻肝窦毛细血管化的作用. Cheng等[17]在体外细

胞培养研究表明, 选择性COX-2抑制剂NS-398
能抑制HSC的活化, 进而减少活化产物胶原的

产生, 涂传涛等[18]研究选择性COX-2抑制剂能改

善肝硬化门脉高压. 日本学者利用其他肝硬化

动物模型的体内研究, 也同样证实COX-2具有活

性HSC的作用[10]. 但是也有研究认为COX-2抑制

剂对肝纤维化可能有促进作用[6,19], 对于COX-2
抑制剂对肝纤维化的作用影响当前尚存在争议, 
然而我们及其他学者研究证实: COX-2抑制剂具

有抗肝纤维化作用[20-26]. 但COX-2抑制剂抗肝纤

维化生成的具体分子机制还不十分清楚. 
转化生长因子β1(transforming growth factor 

β1, TGF-β1)是目前研究最深入的与肝脏疾病密

切相关的细胞因子. 现已证明, TGF-β1在肝纤

维化的发生中占有重要地位. 其促肝纤维化的

机制包括: 诱导肝细胞凋亡, 抑制肝细胞再生,
并影响其功能; 活化HSC, 增加ECM合成和抑制

ECM降解; 调节ECM受体的表达, 增加了细胞与

基质的黏附, 有利于ECM在肝内沉积, 促进了肝

纤维化乃至肝硬化形成. 国外研究结果证实[27], 
TGF-β1随炎症和纤维化进展而呈逐渐升高趋

势, 其升高与肝病的严重程度一致. 目前, 国内

外已将TGF-β1作为一种客观、无创的肝纤维化

指标用于临床. 近来研究表明[28], TGF-β1在促进

A B

C D

E F

图  3  大鼠肝脏Ⅰ型胶原免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.

■同行评价
本文选题恰当, 内
容详实, 有一定的
临床参考意义.
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COX-2表达中发挥着重要的作用, 他是通过促进

IL-1和TNF-α的转录而间接促进COX-2表达的, 
由此可见, COX-2是TGF-β1下游的肝纤维化调

控因子. 针对TGF-β1在肝纤维化发生中的重要

作用, 有人提出通过拮抗其活性来进行抗纤维

化治疗, 但是, TGF-β1作用的靶细胞种类多、效

果复杂, 因此完全阻断其表达或活性的后果是

难以预料的. 例如, 去除TGF-β1基因的小鼠因失

去对炎症过程的抑制而在出生后很快死于全身

性炎症[29]. 而通过抑制TGF-β1下游的肝纤维化

调控因子COX-2活性, 可能是更特异、更有效、

更安全的抗肝纤维化手段. 
消化系炎症、溃疡、肿瘤和肝纤维化是中

国致残、致死的常见疾病, COX-2在其中均有

较高表达, 且与其发生发展密切相关, 合理阻遏

COX-2的合成, 减少以上疾病的发生率, 已成为

现阶段研究的热点. 总之, 本研究进一步证实

COX-2在肝纤维化形成过程中具有重要作用,
应用COX-2抑制剂塞莱昔布能够抑制HSC活化, 
降低血清中ALT、HA、LN水平, 减少Ⅰ型胶

A B C

图  5  大鼠肝脏COX-1免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: F组.

图  4  大鼠肝脏COX-2免疫组织化学(×200). A: A组; B: B组; C: C组; D: D组; E: E组; F: F组.
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原形成及α-SMA表达, 延缓或减轻肝纤维化的

发生发展, 越早给药效果越好. 如何下调肝组织

COX-2的基因表达或抑制COX-2的活性可能是

重要的抗肝纤维化策略之一. 

志谢: 感谢周卓、马颖及马铁同志在本实验中

给予的大力帮助.
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