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COX-2在对乙酰氨基酚致大鼠药物性肝
损伤中的作用

伍百贺1,2，詹俊1，陈美竹3，张蕾1（1.中山大学附属第二医院 消化科，广州 510120；2. 中山大学附属

第五医院 消化科，珠海 519000；3.中山大学附属第五医院，珠海 519000）

摘要：目的 探讨COX-2在对乙酰氨基酚致大鼠药物性肝损伤中的作用。方法 选择40只SD大鼠随机

分成对照组、塞来昔布对照组（A组）、对乙酰氨基酚组（B组）、对乙酰氨基酚＋塞来昔布组（C
组），每组10只。单次给药，24小时后采集血液测定ALT、AST、ALP、TBA等生化指标，之后处死

大鼠，取其肝脏组织行病理学检查，应用免疫组织化学染色方法检测COX-2的表达。结果 B组肝损伤

明显，C组肝损伤较B组严重。对照组大鼠肝脏组织未见COX-2的阳性表达；B组有7例COX-2表达呈

阳性，阳性率为70.0%；C组仅有1例COX-2表达呈阳性，阳性率为11.1%。结论 COX-2在对乙酰氨基

酚所致大鼠急性肝损伤肝组织中表达明显升高，阻断COX-2后，肝损伤加重。COX-2表达增高可能是

机体对抗对乙酰氨基酚所致大鼠急性肝损伤的一种保护性机制。
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Abstract: Objective To investigate the role of COX-2 in acetaminophen-induced liver injury in rats. Methods 
Total of 40 male SD rats were randomly divided into 4 groups: control group, celecoxib treated group (group 
A), acetaminophen treated group (group B), and acetaminophen combined with celecoxib treated group 
(group C). Each group was comprised of 10 rats and each rat was given a single dose of appropriate drug. 
After 24 hours, blood was collected to perform a serum biochemical test of liver function, and liver tissue 
was harvested for pathological examination and COX-2 expression. Results There was obvious liver damage 
in group B, and liver injury of group C was aggravated by COX-2 inhibition than group B. There was no 
expression of COX-2 in hepatic tissue in control group. Positive COX-2 expression  were observed in 7 rats 
of group B, with the rate of 70.0% and only one rat in group C, with the rate of 11.1%. Conclusions Intensity 
of COX-2 expression increased in group B and liver damage were aggravated after COX-2 blocking-up in 
the presence of COX-2-selective inhibitors. Induction of COX-2 expression may be a protective mechanism 
against acute liver injury induced by acetaminophen.
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药物性肝损伤（drug induced liver injury，

DILI）是指由药物本身和（或）其代谢产物引起

的肝脏损害。据文献报道，药物性肝损害约占药

物不良反应的7%、住院黄疸患者的2%以及30%的

暴发性肝衰竭，且发病率持续上升，其中急性肝

损伤是药物性肝病最常见的发病形式，约占报告

病例数的90%以上[1,2]。国际医学科学组织理事会



6 ●论著 ● 《中国肝脏病杂志（电子版）》2011 年 第 3 卷 第 4 期

（CIOMS）[3]将急性药物性肝损伤分为3型，①肝

细胞损伤型：ALT ＞ 2 ULN或R ≥ 2 ULN或R ≥ 2 ULN或R  5（R = ALT为

正常值的倍数/ALP为正常值的倍数）；②胆汁淤

积型：ALP ＞ 2 ULN或R ≤ 2；③混合型：ALT

和ALP均＞ 2 ULN且2 ＜ R ＜ 5。已有相关文献报

道，确定对乙酰氨基酚可致肝损伤及其引起药物

性肝损伤表现出急性肝细胞型肝损伤的临床特点[4]。

环氧合酶-2（Cyclooxygenase-2，COX-2）又称前

列腺素合成酶, 是前列腺素合成过程中的限速酶，

正常情况下在大部分组织中不表达或极低表达，

在细胞受到各种刺激的情况下可诱导表达，在炎

症及组织损伤、肿瘤的发生发展过程中表达增加[5-7]，

而目前COX-2在药物性肝损伤中的表达及作用则

知之较少。塞来昔布是选择性COX-2抑制剂，能

阻断花生四烯酸转化为PGD2、PGI2和TXA2等。

本研究应用对乙酰氨基酚复制急性肝细胞型肝损

伤的动物模型，通过测定COX-2在阻断前后肝组

织中的表达状况，结合肝脏生物化学及病理学检

查，探讨COX-2在药物性肝损伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物、试剂、仪器  SPF级SD大鼠40只，

体重180～230 g，由中山大学实验动物中心提供。

对乙酰氨基酚由广州白云山光华制药股份有限公

司提供，塞来昔布胶囊购自辉瑞制药有限公司；

羊抗鼠COX-2多克隆抗体购自美国Santa Cruz公

司，Envision免疫组化试剂盒购自福州迈新生物技

术开发公司。

1.2 模型制备与标本收集  选择40只SD大鼠随机

分为A、B、C及对照组，每组10只。对照组给予

自由进食饮水；A组给予20 mg/kg的塞来昔布灌

胃；B组给予3 g/kg的对乙酰氨基酚溶液（40 ℃生

理盐水配制）灌胃；C组给予3 g/kg对乙酰氨基酚

溶液灌胃，同时给予20 mg/kg塞来昔布灌胃。各组

均为单次给药，24小时后取血分离血清并处死大

鼠，取肝组织于福尔马林中固定、组织修切、石

蜡包埋、常规切片。

1.3 肝脏生化指标测定  取血分离血清，用全

自动生化分析仪测定血清丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、天门冬氨酸氨基转移酶（AST）、碱性

磷酸酶（ALP）、总胆汁酸（TBA）。以对照组

的ALP、ALT平均数为正常值，计算B组R值，R = 

ALT正常值的倍数/ALP为正常值的倍数。

1.4 肝脏组织病理学检查  HE染色观察肝脏形态

学改变。

1.5 COX-2表达的检测  肝组织石蜡切片常规脱蜡

水化，经微波抗原修复，3% H2O2阻断内源性过

氧化物酶活性，滴加一抗（COX-2工作浓度为1︰

100），阴性对照以PBS代替一抗，37 ℃孵育1小

时，滴加Envision复合物（即用型），室温孵育30

分钟，DAB显色，苏木素复染，中性树胶封片。

文献[5]提示COX-2免疫组化阳性反应为黄-棕褐色

颗粒，主要定位于胞浆，综合阳性细胞所占的比

率及染色强度，采用双盲法观察切片，半定量积

分法判断结果。

1.6 判定标准  ①阳性细胞数≤  5%为0分，

6%～25%为1分，26%～50%为2分，51%～75%为

3分，＞ 75%为4分；②阳性强度：无色为0分，淡

黄色为1分，黄色为2分，棕黄色为3分。将①、②

两者积分相乘，0分为阴性（－），1～4分为弱阳

性（＋），5～8分为阳性（＋＋），9～12分为强

阳性（＋＋＋）。由两位病理科专业医师独立评

分，若两位医师结果相差3分则重新判定。

1.6 统计学处理  应用SPSS 11.5统计软件，计量

资料两组间比较采用t检验，多组间比较用方差分

析，方差齐时两两比较用LSD-t检验，方差不齐用

Games-Howell；计数资料采用χ2检验或Fisher确切

概率法检验。P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠肝功能相关检测结果  实验过程

中，C组有1只大鼠因灌胃误入气管死亡，其余大

鼠均存活。A组大鼠血清ALT、AST、ALP、TBA

水平与对照组比较，差异无统计学意义。B组上述

指标均较对照组显著升高，其中ALT ＞ 3 ULN，

而 ALP ＜ 2 ULN，R ＝ 2.62 ± 0.37；阻断COX-2后，C

组ALT、AST等较B组明显升高，P ＜ 0.05，见表1。

2.2 各组大鼠肝脏组织病理学检查结果  A组及

对照组的大鼠肝组织完好，肝索呈放射状排列整

齐，肝细胞形态正常。B组可见肝实质细胞点状坏
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死，个别可见灶性坏死，肝索排列紊乱，部分肝

细胞肿胀，小叶内和汇管区有较多炎性细胞浸润。C

组病理改变与B组大致类似，但肝细胞水肿明显。

2.3 COX-2在各组大鼠中的表达情况  对照组及A

组大鼠肝脏未见COX-2的阳性表达；COX-2在B组

大鼠肝组织中表达较对照组明显升高，P ＜ 0.01；

使用COX-2抑制剂后，C组大鼠肝组织中COX-2表

达较B组明显降低，P ＜ 0.05，见表2。COX-2阳

性表达呈黄-棕黄色，主要定位于细胞浆中，多见

于肝小叶中央静脉周围的肝细胞，见图1、2、3。

3 讨论

由于目前药物性肝损伤尚无特异性诊断指

标，且大多缺乏肝脏组织学检查的证据，肝功能

的监测主要依赖肝脏生化指标的检测[3]，而AST、

ALT的升高主要反映肝实质细胞的损害[8]。本实验

结果显示，B组血清ALT、AST活性明显高于对照

组，提示对乙酰氨基酚过量可引起肝细胞的炎性

反应及肝细胞破坏。其中ALT ＞ 3 ULN、ALP ＜

2 ULN符合急性肝细胞型肝损伤的临床分类，其病

理学检查亦符合急性肝细胞型肝损伤的病理表现[9]，提

示成功复制了急性肝细胞型肝损伤的动物模型。

药物性肝损伤的确切发病机制尚不清楚，其

发生涉及细胞器损伤、细胞凋亡、细胞坏死、离

子平衡破坏及一系列免疫反应激活过程，各种机

制之间并非独立存在，而是相互之间有着密切的

联系。目前认为过量对乙酰氨基酚引起肝损伤的

机制可能与其在代谢过程中形成大量的N-乙酰-

对苯醌亚胺（NAPQI）耗竭谷胱甘肽导致肝实质

细胞的坏死和凋亡，激活巨噬细胞等炎性细胞释

放潜在具有破坏作用的炎性调节因子，如NO、

表 1 大鼠肝功能相关检测结果（x- ± - ± - s）

ALT（U/L） AST（U/L） ALP（U/L） TBA（μmol/L）

     A组（n = 10）   27.20 ± 4.96a  121.60 ± 26.76a  108.00 ± 26.80a  10.66 ± 4.27a

     B组（n = 10）    97.30 ± 14.69b  319.50 ± 50.93b  171.00 ± 26.97b  15.77 ± 3.39b

    C组（n = 9）   115.11 ± 15.13bc  392.33 ± 38.35bc  253.67 ± 49.73bc  23.97 ± 5.65bc

 对照组（n = 10）  25.30 ± 4.47 114.70 ± 28.43 115.50 ± 21.32 11.99 ± 3.50

注：a与对照组相比较P与对照组相比较P与对照组相比较  ＞ 0.05；P ＞ 0.05；P b与对照组相比较P与对照组相比较P与对照组相比较  ＜ 0.05；P ＜ 0.05；P  c与B组相比较P与B组相比较P与B组相比较  ＜ 0.05 P ＜ 0.05 P

表 2 COX-2在各组大鼠中的表达情况

COX-2表达强度（例）
阳性例数 阳性率（%）

－  ＋    ＋＋ ＋＋＋

   A组（n = 10） 10 0 0 0 0 0

   B组（n = 10） 3 4 3 0 7 70.0a

  C组（n = 9） 8 1 0 0 1  11.1bc

对照组（n = 10）    10    0    0    0    0    0

注：a与对照组比较，P ＜ 0.01；P ＜ 0.01；P b与对照组比较，P ＞ 0.05；P ＞ 0.05；P c与B组比较，P ＜ 0.05P ＜ 0.05P

图 1 COX-2在对照组大鼠中的表达

（Envision染色法，呈阴性，200×）

图 2 COX-2在B组大鼠中的表达

（Envision染色法，呈阳性，200×）

图 3 COX-2在C组大鼠中的表达

（Envision染色法，呈弱阳性，200×）
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TNF-α及超氧化物阴离子等有关[10]。

COX-2是一种诱导酶，在正常情况下表达非

常有限，而在细胞受到各种刺激的情况下可诱导

表达，如脂多糖、细胞内毒素、干扰素、TNF-α、

IL-l、上皮生长因子、血小板源性生长因子等可刺

激COX-2的产生[6]。本实验发现，正常大鼠肝组织

中COX-2呈不表达或极低表达，而在B组大鼠肝组

织中表达明显升高，阳性率为70%（P ＜ 0.01），

提示在对乙酰氨基酚所致的急性肝损伤过程中，

血清转氨酶水平增高，肝组织的炎性改变可刺

激COX-2表达并具有一定影响。而有关肝损伤中

COX-2的活化究竟是保护作用还是加重损伤尚存

在争议。Bhave等[11]研究发现，在CCl4诱导的急

性肝损伤大鼠模型中，使用选择性COX-2抑制剂

后，肝损伤加重、病死率增加，认为急性肝损伤

后诱导COX-2表达，可能是机体对抗损伤的一种

保护性机制。Mayoral等[12]发现，含有LIVhCOX-2

融合基因的转基因小鼠在内毒素（LPS）/D-氨基

半乳糖（D-Gal）及刀豆蛋白A（Con A）诱导的急

性肝损伤模型中，COX-2表达增高，其衍生的PGs

可降低LPS/D-Galn或Con A致肝损伤的敏感性，在

肝损伤后表达更高水平的抗凋亡蛋白如Bcl-2，以及

部分涉及细胞存活的蛋白如Akt、AMP激酶等，减

少细胞坏死。亦有学者认为，在大鼠酒精性肝病模

型中，COX-2表达的下调可使肝脏炎症减轻[13]。

本实验发现，在对乙酰氨基酚诱导的急性肝

损伤模型中，COX-2表达明显升高，使用选择性

COX-2抑制剂后，C组COX-2表达较B组明显减低

（阳性率为11.1%，P ＜ 0.05），其血清ALT、

AST、ALP、TBA等指标较B组明显增高（P ＜

0.05），即肝损伤加重，提示COX-2表达增高可

能是机体对抗对乙酰氨基酚所致急性肝损伤的一

种保护性机制，与Bhave等[14]报道COX-2在对乙

酰氨基酚诱导的急性肝损伤模型中的作用一致。

COX-2衍生的PGs可能是对乙酰氨基酚致肝损伤

后重要的内源性应激信号，在肝损伤中具有保护

作用，COX-2及其衍生物可能通过降低对乙酰氨

基酚致肝损伤的敏感性、抑制细胞凋亡坏死等途

径，对肝脏起保护作用。
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