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塞来昔布灌肠对溃疡性结肠炎小鼠肠黏膜异型增生的防治作用

孙　荔，孙　涛
安徽医科大学海军临床学院，北京　100048

摘要：目的  探讨不同浓度塞来昔布灌肠对溃疡性结肠炎小鼠肠黏膜异型增生的防治作用，并分析其可能的作用机制。

方法  60 只 C57BL/6 雄性小鼠随机分为 6 组 ( 每组 10 只 ) ：塞来昔布高、中、低剂量组 (A、B、C 组 )、美沙拉秦组 (D 组 )、

模型组 (E 组 )、空白组 (F 组 )。氧化偶氮甲烷 / 葡聚糖硫酸钠 (AOM/DSS) 复合法制备实验模型，建模第 5 天，A、B、C 组

分别给予 1.5 mg/ml、1.0 mg/ml、0.5 mg/ml 剂量的塞来昔布灌肠，D 组给予美沙拉秦灌肠液灌肠，E 组给予同等剂量 0.9%

氯化钠注射液灌肠。治疗 23 d 后处死小鼠，肉眼观察结肠组织变化，镜下观察结肠病理改变及免疫组化 COX-2、CDX-2、

BCL-2 的表达，Elisa 法检测血清细胞因子水平。结果  肉眼观察 A、B 组较 E 组结肠表面光滑，血管纹理清晰，C、D 组结

肠表面欠光滑，粪便较成型 ；HE 染色 A、B 两组黏膜较完整，腺体排列整齐，C 组以浅表溃疡为主，D 组偶有淋巴细胞浸

润，E 组以慢性炎症伴轻 - 中度异型增生为主 ；各治疗组血清细胞因子 IL-6、TNF-α 的含量较 E 组均有下降，其中 A、B

组 TNF-α 下降明显 (P ＜ 0.05) ；免疫组化检测 COX-2 显示 A、B 组评分明显低于 C、D、E 组，BCL-2 显示 A、B、D 组

评分较 C、E 组低，CDX-2 显示 A、B、C、D 组评分较 E 组评分明显升高 (P ＜ 0.05)。结论  塞来昔布灌肠具有防治溃疡

性结肠炎小鼠肠黏膜异型增生的作用，其中以高、中剂量效果明显 ；机制可能与下调 COX-2、BCL-2 的表达，减少 IL-6、

TNF-α 等炎性因子的生成有关。
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Prevention and treatment effects of celecoxib via coloclysis in mice with ulcerative colitis 
associated intestinal mucosa dysplasia
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Abstract: Objective  To compare the prevention and treatment effects of different concentrations of celecoxib via coloclysis in 
mice with ulcerative colitis associated intestinal mucosa dysplasia and analyze the possible mechanism. Methods  Sixty C57BL/6 
male mice were randomly divided into six groups (n=10): the high (A), middle (B), low (C) doses of celecoxib groups, mesalazine 
group (D), model group (E), blank group (F). Azoxymethane / Dextran sulfate sodium (AOM/DSS) combined technique was used 
to establish the experimental mouse mode. After modeling for five days, the mice were treated accordingly: mice in experimental 
group A, B, C were given the high, medium and low doses of celecoxib (1.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL) via coloclysis, mice 
in group D were given mesalazine via coloclysis, mice in group E were given the same dose of 0.9% sodium chloride injection via 
coloclysis. The mice were sacrificed at day 23 after treatment, the changes of colon tissue were observed with naked eyes, and the 
differences of colon pathological changes and expression of immunohistochemistry COX-2, CDX-2, BCL-2 were assayed under 
microscope. Meanwhile, the levels of serum cytokines were detected by Elisa. Results  Visually, compared with group E, the colon 
surface of group A and B were smoother and the vascular texture were clearer. In group C and D, the colon surface was less smooth, 
while the stool was relatively forming. HE staining showed that there were more complete mucosa, neater glands in group A and B. 
However, the major types of group C was superficial ulcer, group D was causally with lymphocyte infiltration, group E was mainly 
chronic inflammation associated with light to moderate hyperplasia. The serum inflammatory cytokines IL-6, TNF-α content of 
each treatment group declined significantly (P ＜ 0.05), the result of immunohistochemical detection showed that COX-2 scores of 
group A and B were significantly lower than group C, D, E, BCL-2 scores of group A, B, D were significantly lower than group C, E, 
CDX-2 scores of group A, B, C, D was significantly higher than group E (P ＜ 0.05). Conclusion  Celecoxib via coloclysis has the 
effect on prevention and treatment of ulcerative colitis associated intestinal mucosa dysplasia and the effect of middle and high dose 
is obvious, meanwhile, the mechanism may be related with a down-regulation in the expression of COX-2, BCL-2, and the reduction 
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of production of inflammatory factors IL-6, TNF-α.
Keywords: celecoxib; ulcerative colitis; precancerous lesions; mice

  溃 疡 性 结 肠 炎 (ulcerative colitis，UC) 相 关 肠

黏膜上皮异型增生已明确为结直肠癌 (colorectal 

cancer，CRC) 的癌前病变之一。随着 UC 癌变率及

危险程度的不断升高 [1]，对肠黏膜上皮异型增生的

防治的研究也显得尤为重要。目前研究的针对预

防 UC 癌前病变的化学药物中，较为明确的为美沙

拉秦 [2-3]。同时，研究发现肿瘤的发生，特别是消

化道肿瘤的发生与环氧化物酶 2(COX-2) 的高表达

有关 [4]，塞来昔布作为一种 COX-2 的抑制剂，对

包括结直肠癌在内的多种肿瘤的发生及发展具有

干扰作用 [5-7]。然而塞来昔布经口服可能存在肝、

肾功能异常、心血管不良事件等风险，尤其在老

年患者中。因此本研究使用不同浓度的塞来昔布

干预 UC 癌变前肠黏膜上皮异型增生状态，同时经

过与阳性预防药物美沙拉秦比较，简要探讨不同

浓度的塞来昔布灌肠对 UC 癌变过程中肠黏膜上皮

异型增生的作用及可能作用机制，为塞来昔布临

床应用于 UC 癌变的早期防治提供实验及理论上的

依据。

材料和方法

1 实 验 药 物　 塞 来 昔 布 (celecoxib， 国 药 准 字

J20120063) 由 Pfizer Pharmaceuticals LLC 公司生产，

辉瑞制药有限公司进口分包装，海军总医院药房提

供，本品呈白色粉末状 ；美沙拉秦灌肠液 ( 批准文

号 ：H20100253)，由 Dr.Falk Pharma GmbH 企业生

产，海军总医院药房提供，本品为乳白色至淡棕

色均匀混悬状液体 ；氧化偶氮甲烷 (azoxymethane，

AOM) ：美国 Sigam 公司，货号 A5486。葡聚糖硫酸

钠 (dextran sulfate sodium salt，DSS，分子量 36 000 ~

50 000) ：美 国 MP 生 物 公 司， 货 号 160110 ；

COX-2、CDX-2、BCL-2 抗体 ：北京中山金桥生

物科技有限公司 ；小鼠 IL-6、TNF-αELISA 试剂

盒 ：武汉博士德生物工程有限公司，货号 EK0411、

EK0527 等。

2 实验动物　4 ~ 5 周龄 C57BL/6 雄性小鼠 60 只，

SPF 级，体质量 16 ~ 18g，购于北京斯贝福实验动

物科技有限公司 [ 许可证号 SCXK( 京 )2011-0004]，

饲养于中国人民解放军第 304 医院 SPF 级动物实

验室。实验前，所有小鼠处于室温 (24 ~ 25℃ )，

相对湿度 40% ~ 60%，自然光照周期条件下分笼

适应性喂养 1 周，期间给予 SPF 级标准动物饲料，

自由饮水。

3 实验模型的建立及分组处理　60 只 C57BL/6 雄

性小鼠随机分为 6 组，每组 10 只 ：A 组为塞来昔

布高剂量组 (1.5 mg/ml)，B 组为塞来昔布中剂量组

(1.0 mg/ml)，C 组为塞来昔布低剂量组 (0.5 mg/ml)，

D 组为美沙拉秦组，E 组为模型组，F 组为空白组。

除 F 组外，其他各组均按照 Neufert 等 [8] 的 AOM/

DSS 标准方案建立 UC 相关 CRC 模型 ：给予小剂

量 AOM(10 mg/kg) 单次腹腔注射，1 周后给予 2% 

DSS 7 d，正常饮水，14 d 为 1 个循环，共 3 个循

环进行喂养。在腹腔注射第 5 天，A、B、C 组分

别给予 1.5 mg/ml、1.0 mg/ml、0.5 mg/ml 剂量的塞

来昔布灌肠 [5]，D 组给予美沙拉秦灌肠液灌肠，E

组给予同等剂量 0.9% 氯化钠注射液灌肠。每次灌

肠药量为 0.1 ml/10 g[3]，每天灌肠 1 次，持续时间

为 23 d( 建模后第 4 周末 )。

4 标本采集　全部小鼠于实验第 4 周末处死。乙

醚麻醉后眼球取血收集血液，静置 0.5 h 后 3 000 r/

min 离心 5 min，取血清，-20℃冻存，用于血液学

检查。小鼠取血后脱颈处死，迅速剖取回盲瓣至

肛门处全部结肠及脾脏，取组织严重处置于 10%

甲醛溶液中固定，用于 HE 染色、免疫组化检查等。

5 检测　1) 小鼠状态及组织学观察 ：各组小鼠毛

发颜色、精神活动、体质量变化、粪便性状、粪

便隐血或便血、死亡等情况。小鼠全结肠观察 ：

结肠大体形态及有无病变，判断病变程度及其

与周围组织有无粘连，并对结肠损伤情况进行

评分，同时观察脾脏大小、颜色、形态等改变 [9]。

小鼠结肠病理组织学观察 ：将固定好的小鼠结肠

组织进行 HE 染色，盲法读片，根据结肠标准评

分 [10] 及异型增生评价标准 [11]，观察结肠组织形

态学变化。

6 酶 联 法 检 测 小 鼠 血 清 IL-6、TNF-α 水 平

　-20℃保存的小鼠血清，置于常温下解冻 0.5 h，

按 ELISA 试剂盒产品使用说明书，采用酶联免疫

双抗夹心法，在预包被的 96 孔板上经过单抗包被 -

抗原 - 酶标二抗 - 底物显色等步骤通过酶标仪在

450 nm 测定 OD 值，绘制标准曲线，测定小鼠血

清 IL-6、TNF-α 浓度。

7 免疫组化检测 COX-2、CDX-2、BCL-2 表达　

将包埋小鼠结肠组织进行切片，采用 SP 法经过脱

蜡、水化、抗原修护、滴加一抗、滴加二抗、显
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色、固封等步骤在光镜下随机选取 5 个高倍镜

视 野， 观 察 结 肠 组 织 COX-2、CDX-2、BCL-2

检测结果，用染色强度与细胞阳性率评分的乘积

进行评分 [12]。

8 统计学分析　采用 SPSS19.0 统计软件进行数据

分析及处理。定量资料以 -x±s 表示，使用 ANOVA

对多组样本均值间进行方差分析，方差齐性者使

用 LSD 法两两比较，方差不齐者使用 Tamhane 方

法处理数据 ；定性资料采用 χ2 检验。检验水准

α=0.05，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1 小鼠状态变化　实验过程中 F 组小鼠精神状况

好，反应灵敏，毛色黑亮光泽，饮食、粪便均正常，

体质量随喂养时间正常增加。E 组在第 2 周喂养 2% 

DSS 溶液 2 ~ 3 d 时出现精神萎靡、反应迟钝、毛

色暗淡、脱毛、食欲缺乏等症状，3 ~ 4 d 后开始

出现体质量下降，4 ~ 5 d 时体质量下降明显，粪

便呈细条状软便，质稀，伴有黏液、血便。其他

各治疗组 (A ~ D 组 ) 小鼠较上述症状均有所好转，

体质量较 E 组丢失较少，血便次数也明显减少，

且 A、B 组体质量较 E 组也明显减少。实验过程中，

E 组死亡 3 只，C 组及 D 组各死亡 2 只。体质量变

化如图 1。

2 肉眼结肠形态　肉眼可见 F 组结肠黏膜光滑，

血管纹理清晰，无充血、水肿、溃疡等变化，肠腔

内粪便性状正常，脾脏鲜红，大小正常 ；E 组肠壁

增厚，血管纹理不清，结肠黏膜苍白，具有不平感，

部分小鼠结肠可见散在、少量微小平坦隆起，近

端结肠偶伴有微量充血、水肿改变，肠腔内粪便

不成形，粗细不等，偶伴有黄白色黏液，脾脏暗

红色，体积明显增大 ；其他各治疗组以上症状较 E

组均有所改善，其中 C 组、D 组结肠表面欠光滑，

但无充血、水肿，粪便粗细较均匀，无黄白色黏液。

A 组与 B 组小鼠结肠光滑，血管纹理清新，肠腔

内粪便较其他组粗细均匀，无黄白黏液。肉眼损

伤评分见表 1。

图 1　各小组实验前后体质量变化
Fig. 1　Weight changes of mice in each group before and after 

experiment

图 2　小鼠结肠组织病理改变 (HE×200)     A：高剂量塞来昔布组；B：中剂量塞来昔布组；C：低剂量塞来昔布组；D：美沙拉秦组；E：模型
组；F：正常对照组

Fig. 2　Pathological-changes in colon of mice (HE staining×200)      A: high dose group of celecoxib; B: middle dose group of celecoxib;
  C: low dose group of celecoxib; D: Mesalazine group; E: model group; F: blank group
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3 镜下病理形态　镜下可见 F 组黏膜上皮完整，

腺体排列整齐，结构完整，为正常结肠黏膜。E

组黏膜上皮脱落，腺体大小不等，排列紊乱，腺

体开口较大，或呈倒三角形，周围炎症细胞浸润，

部分腺体内出现异常增生细胞，伴有多处浅表及

深溃疡形成，呈现慢性炎症改变伴轻 - 中度异型

增生。其他各组较模型组均有改善。其中 C 组及

D 组黏膜较完整，腺体排列较整齐，但 D 组伴有

淋巴细胞浸润，无明显溃疡形成，C 组少量炎性细

胞浸润，伴有浅表溃疡形成。A 组及 B 组黏膜较

完整，腺体排列整齐，无明显炎性细胞浸润、溃

疡形成。损伤评分见表 1，病理表现见图 2。

4 血清 IL-6、TNF-α 表达　Elisa 检测结果显示，

E 组较 F 组表达升高 (P ＜ 0.05)。与 E 组比较，各

治疗组 IL-6、TNF-α 含量均下降，其中各治疗组

间 IL-6 下降差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)，A、B

组 TNF-α 与其他各治疗组相比，下降差异有统计

学意义 (P ＜ 0.05)。见表 2。

5 免疫组化检测 COX-2、CDX-2、BCL-2 表达　

1)COX-2 ：E 组较 F 组 COX-2 显色明显加深，表

达量明显增多 (P ＜ 0.05)。与 E 组相比，各治疗组

COX-2 显色及表达均有不同程度下降，A、B 组与

C、D 组差异有统计学意义 (P ＜ 0.05)。2)BCL-2 ：

E 组显色较深，表达量较多，F 组表达多为阴性或

少有表达，两者差异有统计学意义 (P ＜ 0.05)。与

E 组相比，C 组表达减少但无统计学意义 (P ＞ 0.05)，

A、B、D 组表达下降且与 E 组差异均有统计学意

义 (P ＜ 0.05)，此三组之间差异无统计学意义 (P ＞

0.05)。3)CDX-2 ：与 F 组 比 较，E 组 CDX-2 染 色

较浅，表达明显减少。与 E 组比较，其他各治疗

组 CDX-2 的表达均有增加 (P ＜ 0.05)，但各治疗

组中 CDX-2 表达差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)。

免疫组化结果及评分见图 3、表 3。

表 1　小鼠肉眼及电镜下黏膜损伤评分
Tab. 1　Mucosal injury score of mice under naked eyes and 

microscope in each group (-x±s)

Group Naked eye Microscope

A (n=10) 0.40±0.52a 0.30±0.48a

B (n=10) 0.60±0.52b 0.40±0.52b

C (n=8) 2.88±0.83c 2.25±0.89c

D (n=8) 2.25±1.28d 0.88±0.64d

E (n=7) 6.29±0.76 4.29±1.11

F (n=10) 0 0

Mucosal injury score of mice with naked eyes: aP ＜ 0.05, vs group C, E;
bP ＜ 0.05, vs group C, E; Mucosal injury score of mice under microscope:
eP ＜ 0.05, vs all other groups; aP ＞ 0.05, vs group B, D; bP ＜ 0.05, vs
group C

表 2　各组小鼠血清细胞因子含量
Tab. 2　Serum cytokine levels of mice in each group (-x±s, 

pg/ml)

Group IL-6 TNF-α

A (n=10) 40.60±4.99a 14.46±2.20a

B (n=10) 45.20±4.02b 11.00±1.20b

C (n=8) 31.96±2.71c 98.84±2.02c

D (n=8) 52.42±3.62d 88.88±2.40d

E (n=7) 93.44±4.64e 225.66±6.30e

F (n=10) 42.20±2.62 106.80±3.00

IL-6: aP ＜ 0.05, vs group E; TNF-α: aP ＞ 0.05, vs group B; bP ＜ 0.05,
vs group C, D

表 3　各组小鼠结肠黏膜免疫组化评分
Tab. 3　Immunohistochemical score of mice in each group  

(-x±s)

Group COX-2 BCL-2 CDX-2

A (n=10) 1.40±0.52a 0.90±0.74a 4.00±1.25a

B (n=10) 1.50±0.53b 1.00±0.82b 3.90±0.88b

C (n=8) 2.50±0.93c 2.75±1.04c 4.13±1.25c

D (n=8) 2.63±0.74d 1.25±0.89d 4.00±0.93d

E (n=7) 5.43±1.99e 3.26±0.76e 2.57±0.79e

F (n=10) 2.10±0.74 0 6.10±1.79

COX-2: aP ＜ 0.05, vs group C, E; bP ＜ 0.05, vs group C; BCL-2: aP ＜ 0.05,
vs group C; CDX-2: aP ＜ 0.05, vs group E

讨　论

  UC 相关肠黏膜上皮异型增生使 UC 在 35 年内

发生癌变风险的可能性增加至 30%[13-14]，这可能

与 DNA 的甲基化、染色体及微卫星的不稳定、炎

性因子反复刺激等有关 [15]。塞来昔布作为具有干

扰肿瘤发生发展的非甾体抗炎药，具有胃肠道不

良反应小、防止肠下垂等优点 [16-17]。本实验研究

显示，各治疗组病理结果较 E 组均有不同程度改

善，且 A、B 组效果明显，这表明高、中剂量塞

来昔布灌肠效果较低剂量明显。然而在检测血清

细胞炎性因子观察药物全身效果时显示 A、B 组

IL-6、TNF-α 浓度虽然均有降低，但各治疗组

中 IL-6 下降无明显差异，而 A、B 组 TNF-α 下

降明显，C 组 TNF-α 浓度趋近于 F 组浓度。由于

IL-6 主要反映全身炎症，且能抑制 TNF-α 表达，

而 TNF-α 与炎症、增生、肿瘤等损伤均相关且能

促进 IL-6 的表达，因此我们推测可能是该药物的

高剂量使用加大了两者相互调节作用。COX-2 浓

度与结直肠上皮的异型增生及肿瘤的发生、分化、

浸润及转移有密切关系 [18]。BCL-2 与抑制细胞凋

亡有关，在正常肠道组织中不表达或少量表达 [19]。

CDX-2 是消化系统中正常肠道上皮特异性表达的

产物，其浓度与黏膜的异型增生及肿瘤的发生呈
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图 3　镜下各组小鼠结肠组织免疫组化表达 (免疫组化×400)
Fig. 3　Expression of immunohistochemical in colon of mice (immunohistochemical staining×400)
  A: high dose group of celecoxib; B: middle dose group of celecoxib; C: low dose group of celecoxib; D: Mesalazine group; 

E: model group; F: blank group
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明显负相关，且有报道显示，其与肠道 BCL-2 表

达也有相互作用 [20]。本研究结果显示，COX-2 中

A、B 组评分较 E 组明显降低，同时低于 C、D 组，

BCL-2 表达评分中 A、B、D 组评分明显低于 C、E 组，

两者均可支持病理学结果。而 CDX-2 治疗组间无

明显差异，结果与病理改变稍有不同，但我们不

能排除这是由于药物特性及肠道上皮特异性表达

相互影响或其作用使 CDX-2 的表达在该损伤中表

达不明显。

  综上，塞来昔布经灌肠可达到防治 UC 相关肠

黏膜上皮异型增生的作用，在改善轻 - 中度异型

增生中以高、中浓度塞来昔布效果明显。其机制

可能与下调 COX-2、BCL-2 的表达，减少 IL-6、

TNF-α 等炎性因子生成有关 [21-23]。同时，我们也

不能排除该机制与药物对免疫功能的调节以及对

CDX-2 的调控有关 [24-26]。在 UC 发展至异型增生

过程中，塞来昔布是否可以与美沙拉秦联合使用，

以及治疗时机、标准等均需要在后续研究中探讨。
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