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帕瑞昔布对肝部分切除术老年大鼠海马
炎症反应的影响

马競 王菲菲 彭勉

  【摘要】 目的 研究帕瑞昔布对肝部分切除术老年大鼠海马炎症反应的影响。方法 选择

SPF级雄性SD大鼠70只,20月龄,体重500~600g,随机分为三组:对照组(C组,n=10),手术组(S
组,n=30)及帕瑞昔布组(P组,n=30)。采用肝部分切除术建立手术创伤导致海马炎症反应模型。

P组大鼠在异氟醚麻醉下行肝部分切除术,并于术前1h腹腔注射帕瑞昔布10mg/kg,术后每日腹

腔注射帕瑞昔布2mg/kg直至处死。S组大鼠在异氟醚麻醉下行肝部分切除术,术前1h腹腔注射

与P组等量的生理盐水。C组腹腔注射与以上各组等量的生理盐水。干预后第1、3、7天处死大鼠,

取海马组织,采用实时定量PCR法检测环氧合酶-2(COX-2)mRNA的表达量,Westernblot法检测

COX-2、半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3)的蛋白表达量,ELISA法检测前列腺素E2(PGE2)的含量。结

果 干预后第1、3天S组和P组COX-2mRNA及蛋白表达、PGE2含量、caspase-3蛋白表达明显高

于C组(P<0.05或P<0.01),但P组明显低于S组(P<0.05或P<0.01)。干预后第7天三组大

鼠COX-2mRNA及蛋白表达、PGE2含量、caspase-3蛋白表达差异无统计学意义。结论 肝部分切

除术可导致海马炎症反应,帕瑞昔布可显著抑制此种炎症反应,其机制可能与下调海马 COX-2
mRNA和蛋白表达、PGE2含量和caspase-3蛋白表达有关。
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【Abstract】 Objective Toinvestigatetheeffectofparecoxibonhippocompalinflammationfol-
lowingpartialhepatectomyinagedrats.TheeffectsofselectiveCOX-2inhibitor(parecoxib)onhipp-
ocampalinflammationwerealsoevaluated.Methods Seventymalerats,aged20months,weighing
500-600g,wererandomlydividedintothreegroups:control(n=10),surgery(n=30),andpare-
coxib(n=30).Controlanimalsreceivedsterilesalinetocontrolfortheeffectsofinjectionstress.Rats
inthesurgerygroupreceivedpartialhepatectomyunderisofluraneanesthesiaandsterilesalineinjec-
tion.Ratsintheparecoxibgroupreceivedsurgeryandanesthesiasimilartosurgerygrouprats,and
parecoxibtreatment.Onpostanestheticday1,3and7,animalswereeuthanizedtoassessthehipp-
ocampalCOX-2 expression,PGE2 production and caspase-3 expression.Results Surgery
significantlyincreasedtheexpressionofCOX-2mRNAandproteinexpression,PGE2productionand
caspase-3proteinexpressiononday1postoperatively(P<0.01),untilday3(P<0.05)compared
tocontrolgroup.ParecoxibtreatmentgroupsignificantlysuppressedCOX-2mRNAandproteinex-
pression,PGE2productionandcaspase-3proteinexpressiononpostoperativeday1andday3(P<
0.05orP<0.01),incomparisonwiththesurgerygroup.Therewasnosignificantdifference
betweencontrolgroupandothergroupsoftheexpressionofCOX-2mRNAandproteinexpression,
PGE2productionandcaspase-3proteinexpressiononday7.Conclusion Partialhepatectomyinduces
ashort-termhippocampalinflammatoryresponseintherats.Parecoxibsuppressedthehippocampal
inflammationviathedown-regulationofCOX-2mRNAandprotein,PGE2andcaspase-3proteinin
ratsfollowingpartialhepatectomy.
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  POCD是老年患者术后常见的中枢神经系统并

发症,多表现为焦虑,精神错乱,学习和记忆功能减

退。有研究表明,POCD与中枢炎症反应有关[2]。
而环氧合酶-2(COX-2)抑制剂在一定程度上可抑制
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中枢炎症反应[3]。目前,关于COX-2对中枢炎症反

应的影响及可能的机制尚不清楚。本研究拟评价

帕瑞昔布对肝部分切除术大鼠海马组织中COX-2、

caspase-3表达及PGE2含量的变化,以探讨COX-2
抑制剂在中枢炎症反应病理生理过程中的作用及

可能的机制。

材料与方法

实验动物与分组 SPF级雄性SD大鼠70只,20
月龄,体重500~600g,由华中科技大学同济医学院

动物实验中心提供,随机分为三组:对照组(C组),手
术组(S组)及帕瑞昔布组(P组)。采用肝部分切除术

建立手术创伤导致海马炎症的动物模型。

P组大鼠在异氟醚麻醉下行肝部分切除术,并
于术前1h腹腔注射帕瑞昔布10mg/kg,术后每日

腹腔注射帕瑞昔布2mg/kg直至处死。S组大鼠在

异氟醚麻醉下行肝部分切除术,术前1h腹腔注射

与P组等量的生理盐水。C组腹腔注射与以上各组

等量的生理盐水。各组于干预后第1、3、7天每个时

点各取10只大鼠麻醉下断头取脑,在冰盘上分离出

海马组织,迅速冻存于-70℃冰箱以备后续检测。
实时定量PCR法检测大鼠海马组织中COX-2

mRNA的表达量。采用 Westernblot法检测大鼠

海马 组 织 中 COX-2,caspase-3 的 蛋 白 表 达 量。

ELISA法检测大鼠海马组织中PGE2的含量。

RT-PCR法检测大鼠海马COX-2mRNA的表

达 提取总RNA,并在逆转录酶的作用下合成cD-
NA;cDNA保存于-20℃备用。根据GeneBank中

大鼠COX-2的cDNA序列,采用Primer软件,设计

引物扩增编码基因序列。引物由Invitrogen公司合

成,内参照采用β-actin。引物序列如下,COX-2:5'-
CCTTGAACACGGACTTGCTC-3'(上游引物),5'-
AGGTTTCAGGGAGAAGCGTT-3'(下 游 引 物),

181bp。β-actin:5'-CGTTGACATCCGTAAAGA-
CCTC-3'(上游引物),5'-TAGGAGCCAGGGCAG-
TAATCT-3'(下游引物),110bp。PCR完成以后,
在ABIPrismSDS2.0软件上进行自动分析,查看

基因扩增的情况,导出相应循环域值(Ct);采用

2-ΔΔCt法,以2-ΔΔCt值作为目的基因COX-2的相对

表达量。

Westernblot法检测大鼠海马组织中COX-2、

caspase-3的蛋白表达量 采用考马斯亮蓝法测定

待测组织总蛋白浓度。按总体积25μl、终浓度5×
RSB、含50μg蛋白混合样品,不足体积以1×PBS

补充,余下步骤按试剂盒说明操作。凝胶成像系统

分析每条带的整合密度值,用与内参照β-actin的灰

度值的比值表示COX-2,caspase-3的表达水平。

ELISA法检测PGE2的含量 ELISA操作步

骤均严格按照所购买试剂盒(上海信然生物技术有

限公司)说明书进行。所购买的试剂盒采用双抗体

一步夹心法ELISA。往预先包被PGE2抗体的包

被微孔中,依次加入标本、标准品、标记的检测抗

体,经过温育并彻底洗涤。用底物显色,在过氧化

物酶的催化下转化成蓝色,并在酸的作用下转化成

最终的黄色。颜色的深浅和样品中的PGE2呈正相

关。用酶标仪在450nm 波长下测定吸光度(OD
值),先作出标准曲线,然后再计算出样品浓度。

统计分析 采用SPSS20.0软件进行统计学

分析。正态分布的计量资料以均数±标准差(x±
s)来表示,组间比较采用单因素方差分析,两两比较

采用Tukey法。P<0.05为差异有统计学意义。

结  果

干预后第1、3天S组COX-2mRNA和蛋白表

达明显高于C组(P<0.05或P<0.01),并于干预

后第7天恢复正常。干预后第1天 P组 COX-2
mRNA和蛋白表达明显高于C组(P<0.05或P<
0.01),于干预后第3天恢复正常。干预后第1、3天

P组COX-2mRNA和蛋白表达明显低于S组(P<
0.05或P<0.01)(图1,2)。

注:与C组比较,aP<0.01,bP<0.05;与S组比较,cP<0.05

图1 大鼠海马不同时点COX-2mRNA表达的比较

干预后第1、3天S组和P组PGE2含量明显高

于C组(P<0.05或P<0.01)。干预后第1、3天P
组PGE2含量明显 低 于 S组(P<0.05或 P<
0.01)。干预后第7天各组大鼠PGE2含量差异无

统计学意义(图3)。
干预后第1、3天S组和P组caspase-3蛋白表

达明显高于C组(P<0.05或P<0.01)。干预后

第1、3天P组caspase-3蛋白表达明显低于S组(P
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注:与C组比较,aP<0.01,bP<0.05;与S组比较,cP<0.05

图2 大鼠海马不同时点COX-2蛋白表达的比较

注:与C组比较aP<0.01,bP<0.05;与S组比较,cP<0.05

图3 大鼠海马不同时点PGE2含量的比较

<0.05或 P<0.01)。干 预 后 第7天 各 组 大 鼠

caspase-3蛋白表达差异无统计学意义(图4)。

注:与C组比较,aP<0.01,bP<0.05;与S组比较,cP<0.05

图4 大鼠海马不同时点caspase-3蛋白表达的比较

讨  论

在动物模型中,IL-1β和其上游标记物 TNF-α
可介导海马炎症反应,破坏记忆和学习功能可能与

认知功能障碍相关[2]。

COX是前列腺素合成的限速酶,也是非甾体抗

炎药(NSAIDs)主要的作用靶点。COX-2是中枢神

经系统炎症反应的重要介质,许多神经系统疾病的

病理过程中的炎症及神经元凋亡与中枢COX-2表

达上调有关[4]。有证据显示,在各种神经系统疾病,
包括脑卒中,老年痴呆症,癫痫等,COX-2的上调表

现得尤为突出[5]。已证实,在癫痫模型中脑组织诱

导型COX-2的表达可导致神经细胞的损伤,从而促

进癫痫的发生[6]。据报道,一种具有高度选择性的

COX-2抑制剂的运用对癫痫有显著的治疗作用[3]。
综上所述,COX-2不仅是中枢炎症反应的重要标志

物之一,且其高表达可促进神经细胞损伤的发生,
使用COX-2抑制剂对神经细胞损伤有治疗作用。
但COX-2上调所致神经损伤的机制尚不清楚。据

报道,在癫痫模型中神经细胞COX-2表达上调,与
之相应的带来PGE2的含量增多,而COX-2抑制剂

的运用可以预防海马神经元细胞的迟发型凋亡,而
在运用COX-2抑制剂的动物实验组别中PGE2的

浓度明显下降[7]。因此,可以推测,COX-2的反应

产物PGE2可能直接诱导海马神经元细胞的凋亡。

caspase在神经细胞的凋亡中发挥着至关重要的作

用。海马组织中caspase-3的激活可导致神经元细

胞的凋亡[8]。一项研究发现,PGE2的含量增多可

对海马神经元产生直接毒性作用并伴随着海马组

织中caspase-3激活[9,10]。帕瑞昔布是目前临床上

广泛应用的特异性COX-2抑制剂之一。动物腹腔

注射帕瑞昔布后,药物可迅速吸收入血,并能快速

通过血脑屏障发挥其药理学作用。本研究采用肝

部分切除术建立手术创伤导致海马炎症反应的模

型,并观察围术期使用特异性COX-2抑制剂帕瑞昔

布对海马炎症反应的影响。
肝部分切除术是一种研究海马炎症反应发生

机制及病理变化的有效动物模型。近期研究发现,
肝部分切除术后急性期(一般为术后7d内)和一定

的时间范围内(术后30d),动物海马发生与认知功

能减退相应的炎症反应。在海马组织中可检测到

炎症因子如TNF-α,IL-1β等表达显著上调的炎症

表现,并有相应的形态学证据证明海马炎症反应的

存在[11]。
本研究显示,术后第1、3天大鼠海马COX-2的

mRNA和蛋白表达,PGE2含量,caspase-3的蛋白

表达均有不同程度的上调,且药物干预即帕瑞昔布

的应用可显著下调COX-2在基因水平和蛋白质水

平上的表达并通过调控其下游因子从而达到减轻

海马炎症反应的作用。随时间推移,各组大鼠海马

COX-2的mRNA和蛋白的表达趋于恢复正常。表
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明肝部分切除术后海马COX-2mRNA表达和蛋白

表达在没有药物干预的情况下在术后第1天达到高

峰,于术后第7天恢复。而帕瑞昔布干预后于术后

第3天或者更早的时间恢复。
此外,本研究还显示大鼠海马COX-2mRNA

和蛋白表达表达水平在运用帕瑞昔布干预后于术

后第3天或者更早的时间恢复,而 PGE2含量,

caspase-3的蛋白表达则在术后第3天并未恢复正

常。他们 之 间 存 在 着 一 个 时 间 上 的 延 迟,显 示

PGE2、caspase-3可能是COX-2的下游因子。
综上所述,肝部分切除术可导致海马炎症反

应,帕瑞昔布可显著抑制此种炎症反应,其机制可

能与下调海马 COX-2mRNA 和蛋白表达,降低

PGE2含量和caspase-3蛋白表达有关。
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