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ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白在家兔颊黏膜癌变过程中的表达
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　　摘　要：目的　探讨肝细胞生长因子（ＨＧＦ）、ｃｍｅｔ蛋白在家兔口腔颊黏膜鳞状上皮细胞癌变过程中的表达。方法　将含有

致癌剂二甲基苯并蒽（ＤＭＢＡ）的溶液及药膜涂抹或贴附于家兔口腔颊黏膜后，应用ＤＭＢＡ１６周后，作病理组织学检查和免疫组

织化学检查。结果　口腔颊黏膜中、重度不典型增生发生率达６４．６％，不典型增生程度越重，ＨＧＦ及ｃｍｅｔ蛋白表达率越高，染

色越明显。结论　应用致癌剂ＤＭＢＡ可初步构建家兔口腔颊黏膜鳞状上皮癌前病变模型，在癌变过程中间质成纤维细胞分泌的

细胞因子可能起到重要的促进作用。

关键词：口腔黏膜；９，１０二甲基１，２苯并蒽；肝细胞生长因子；癌前病变；ｃｍｅｔ

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．１４．０１４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）１４１６０１０３

犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犎犌犉犪狀犱犮犿犲狋狆狉狅狋犲犻狀犻狀狉犪犫犫犻狋犫狌犮犮犪犾犿狌犮狅狊犪狆狉犲犮犪狀犮犲狉狅狌狊犾犲狊犻狅狀


犡狌犣犺犻犫犻狀１，犣犺犪狅犘犲狀犵
２，犌犪狅犢犪狀犵

１，犠犪狀犵犛犺犻犼犻犲
１，犠狌犕犻狀犵犾犻

１△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犈狀犱狅狊犮狅狆狔，犉狅狌狉狋犺犎狅狊狆犻狋犪犾，犎犲犫犲犻犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犻犼犻犪狕犺狌犪狀犵，犎犲犫犲犻０５００１１，

犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犌犲狀犲狉犪犾犛狌狉犵犲狉狔，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾，犎犲犫犲犻犝狀犻狋犲犱犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犜犪狀犵狊犺犪狀，犎犲犫犲犻０６３０００，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＨＧＦ）ａｎｄｃｍｅｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｓｑｕａｍｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ｏｆｏｒａｌｂｕｃｃａｌｍｕｃｏｓａｄｕｒｉｎｇｔｈｅｃａｎｃｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｄｒｕｇｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃａｇｅｎｔｄｉｍｅｔｈ

ｙｌｂｅｎｚａｎｔｈｒａｃｅｎｅ（ＤＭＢＡ）ｗｅｒｅａｔｔａｃｈｅｄｗｉｔｈｒａｂｂｉｔｏｒａｌｃａｖｉｔｙｃｈｅｅｋｍｕｃｏｓａ．１６ｗｅｅｋｓｌａｔｅｒ，ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｓｅｖｅｒｅａｔｙｐｉｃａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｒａｔｅｏｆｏｒａｌｂｕｃｃａｌｍｕｃｏｓａｒｅａｃｈｅｄ６４．６％．Ｔｈｅｍｏｒｅ

ｓｅｖｅｒｅｔｈｅａｔｙｐｉｃａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｗａｓ，ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｔｈｅＨＧＦａｎｄｃｍｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅａｎｄｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀

　ＴｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃａｇｅｎｔＤＭＢＡｃｏｕｌｄｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｆｏｒｍｔｈｅｓｑｕａｍｏｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｅｓｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｏｒａｌ

ｂｕｃｃａｌｍｕｃｏｓａ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｓｅｃｒｅｔｅｄｂｙｓｔｒｏｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｃａｎｃｅｒｏｇｅｎｅｓｉｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｕｃｃａｌｍｕｃｏｓａ；９，１０ｄｉｍｅｔｈｙｌ１，２ｂｅｎｚａｎｔｈｒａｃｅｎｅ；ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；ｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｅｓｉｏｎ；ｃｍｅｔ

　　肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）是一种

多功能的生长因子，由肝细胞及间质细胞产生，与上皮细胞表

面受体ｃｍｅｔ蛋白结合后，促进上皮细胞发生分散，增强细胞

的运动性，促进细胞的增殖、分化。近年研究表明，ＨＧＦ、ｃｍｅｔ

蛋白除参与调解细胞正常黏附、分化和迁移外，也参与细胞的

恶性转化，促进多种肿瘤细胞的增殖、转移，包括胃癌、乳腺癌、

卵巢癌、结肠癌、胰腺癌以及中枢神经系统肿瘤等。既往有研

究报道 ＨＧＦ、ｃｍｅｔ通路在病理类型为鳞状细胞癌的人鼻咽

癌［１］、食管癌［２］癌组织及转移淋巴结中高表达，与病变分期明

显相关，ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白可能在癌细胞增殖和侵袭转移过程

中起调节作用，ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白过度表达者，癌组织血管生成

能力显著增强、癌细胞增殖活跃，更易发生转移。学者们较多

的关注于癌变过程中上皮细胞的癌基因及抑癌基因的表达，而

对于鳞状上皮细胞癌变起始阶段，尤其是上皮下间质细胞对于

上皮细胞的癌变是否起到了助长作用的研究较少。本研究采

用免疫组织化学染色方法，观察 ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白通路在家兔

口腔颊黏膜鳞状上皮癌前病变的表达情况，以探讨间质细胞分

泌的细胞因子 ＨＧＦ对鳞状上皮细胞癌变的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　大耳白家兔６０只，购自河南华兴实验动物养殖

场，体质量１．５～２ｋｇ，８～１２周龄，雌雄各半。二甲基苯并蒽

（９，１０ｄｉｍｅｔｈｙｌ１，２ｂｅｎｚａｎｔｈｒａｃｅｎｅ，ＤＭＢＡ）为瑞士 Ｆｌｕｋａ公

司生产，ＤＭＢＡ药膜及ＤＭＢＡ丙酮溶液均由河北医科大学附

属第四医院制剂室配制。ＨＧＦ羊多克隆抗体购自北京中衫金

桥生物技术有限公司，ｃｍｅｔ蛋白兔抗兔多克隆抗体购自武汉

博士德公司，４℃冰箱保存。

１．２　方法

１．２．１　实验动物分组及方法　将实验动物随机分为３组，对

照组（狀＝１２），涂药组（狀＝２４），贴膜组（狀＝２４）。实验均在家兔

右侧颊黏膜实施，涂药和贴膜前均进行处理，由助手固定家兔

并暴露右侧颊黏膜，４％利多卡因表面浸润麻醉后，用细胞刷磨

刷涂药处黏膜，达到近出血程度以利于药物的吸收。涂药组用

自制涂药器涂抹０．５％ＤＭＢＡ丙酮溶液，每次０．１ｍＬ，隔天１

次，３次／周。贴膜组贴０．５ｃｍ２ＤＭＢＡ药膜，隔天１次，３次／

周，实验１６周。贴膜后用自制口腔固定器固定家兔口腔１０

ｍｉｎ，防止药膜移位。对照组不给任何处理。观察、记录家兔双

侧颊黏膜的色泽、粗糙度及黏膜完整性，第１６周取活体组织做

组织病理检查及免疫组织化学检查。

１．２．２　判定标准　病理诊断按１９８７年１２月全国实验肿瘤专

题座谈会标准［３］：根据细胞的异型程度及所累及上皮层的深度

将不典型增生分成３个级别，轻度不典型增生（ｍｉｌｄｄｙｓｐｌａｓｉａ，

ｍＤ）为受累范围不超过上皮下１／３层，中度不典型增生（ｍｏｄ

ｅｒａｔｅｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＭＤ）为不超过上皮下２／３层，重度不典型增生

（ｓｅｖｅｒｅｄｙｓｐｌａｓｉａ，ＳＤ）为超过２／３层受累，甚至全层，但未突破

基底膜。免疫组织化学标准：ＨＧＦ表达阳性细胞，细胞质染色

成棕黄色颗粒，ｃｍｅｔ蛋白的阳性表达以细胞质为主，根据表达

阳性细胞占全部病变细胞的百分比分级［４］，（－）为阳性细胞小

于或等于１０％或无；（＋）为阳性细胞占＞１０％～５０％；（＋＋）
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为阳性细胞占＞５０％～７５％；（＋＋＋）为阳性细胞大于７５％。

（－）者为阴性表达组，（＋）～（＋＋＋）者为阳性表达组。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理，采用

χ
２ 检验、ｆｉｓｈｅｒ精确检验、斯皮尔曼相关，以α＝０．０５为检验水

准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　组织病理学结果　涂药组：颊黏膜充血糜烂，附着白苔，８

周后黏膜粗糙，失去光泽和弹性，病理学为单纯性增生，１６周

时全组均出现不同程度不典型增生，中、重度不典型增生发生

率为５８．３％（１４／２４）。贴膜组：８周后黏膜混浊、无光泽。１６

周时出现黏膜白斑，中、重度不典型增生发生率为７０．８％（１７／

２４）。涂药组和贴膜组共发生中、重度不典型增生 ３１例

（６４．６％）。１６周时，涂药及贴膜组不典型增生发生率与对照

组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　　１６周时３组家兔颊黏膜病理结果比较［狀（％）］

组别 狀 正常组织 ｍＤ ＭＤ ＳＤ

对照组 １２１１（９１．７） １（８．３） ０（０．０） ０（０．０）

涂药组 ２４ １（４．２） ９（３７．５） ９（３７．５） ５（２０．８）

贴膜组 ２４ ０（０．０） ７（２９．２） １０（４１．７） ７（２９．２）

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　免疫组织化学检测结果　ＨＧＦ蛋白主要定位于细胞膜

和细胞质上，ｃｍｅｔ蛋白主要分布于细胞质中，在部分包膜中

也有表达，二者呈棕黄或棕色颗粒状。正常组织中 ＨＧＦ、

ｃｍｅｔ蛋白不表达或表达强度极弱；轻度不典型增生组织中，

ＨＧＦ表达阳性率为１７．６％（３／１７），ｃｍｅｔ蛋白表达阳性率为

２３．５％（４／１７）；中度不典型增生组织中 ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白阳性

表达，间质内也可见阳性染色，ＨＧＦ蛋白表达阳性率为２６．

３％（５／１９），ｃｍｅｔ蛋白表达阳性率为３１．６％（６／１９）；重度不典

型增生组织中 ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白阳性表达，间质内也可见阳性

染色，ＨＧＦ蛋白表达阳性率为４１．７％（５／１２），ｃｍｅｔ蛋白表达

阳性率为６６．７％（８／１２）（图１、２）。随着病变的加重，两种蛋白

的阳性表达率逐渐升高，ＨＧＦ蛋白在间质中也可见表达，染色

强度也加深。与正常组织比较，重度不典型增生组织中ｃｍｅｔ

蛋白表达差异有统计学意义（犘＜０．０５），而轻、中度不典型增

生组织中 ＨＧＦ、ｃｍｅｔ两种蛋白表达差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。ＨＧＦ、ｃｍｅｔ两种蛋白在鳞状上皮癌变过程中表达逐

渐升高，且呈正相关，见表２。

表２　　ＨＧＦ及ｃｍｅｔ蛋白在不同颊黏膜组织中的表达

分级 狀
ＨＧＦ蛋白

阳性 阴性
犘

ｃｍｅｔ蛋白

阳性 阴性
犘 狉

正常组织 １２ １ １１ － １ １１ － －

ｍＤ １７ ３ １４ ０．６２０ ４ １３ ０．３７０ ０．６８３

ＭＤ １９ ５ １４ ０．３６０ ６ １３ ０．２００ ０．７２９

ＳＤ １２ ５ ７ ０．１５０ ８ ４ ０．００９ ０．２３７

　　－：此项无数据。

　　Ａ：正常组织；Ｂ：中度不典型增生组织；Ｃ：重度不典型增生组织。

图１　　ＨＧＦ蛋白在不同颊黏膜组织中的表达 （免疫组化×２００）

　　Ａ：正常组织；Ｂ：轻度不典型增生组织；Ｃ：中度不典型增生组织。

图２　　ｃｍｅｔ蛋白在不同颊黏膜组织中的表达 （免疫组化×２００）
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３　讨　　论

ＤＭＢＡ是多环芳烃类致癌物，可与组织 ＤＮＡ形成加合

物，导致基因突变，引发细胞增殖和凋亡紊乱。既往实验表明，

ＤＭＢＡ可诱发多种动物组织器官发生癌变
［５７］。本实验结果

表明，随着实验的进展，涂药时间的延长，家兔颊黏膜不典型增

生程度加重，不典型增生发生率逐步增高；ＤＭＢＡ涂药、贴膜

两种给药方法在导致癌前病变的效果上无明显差异，贴膜法略

好于涂药法。ＤＭＢＡ诱癌过程中，实验预处理即刷试拟给药

处黏膜，在诱癌过程中可能起一定作用，（１）黏膜刷拭可破坏黏

膜屏障，致癌物容易进入细胞内；（２）黏膜刷拭可导致组织机械

损伤，刺激细胞增生，而增生的细胞，特别是细胞周期Ｓ期前的

细胞因其ＤＮＡ处于复制前准备阶段，易受到致癌物的攻击，

且ＤＮＡ的改变常可经细胞分裂传给子代细胞而被固定，细胞

表型发生改变，使诱癌成功。解京丰等［８］用０．５％ＤＭＢＡ丙酮

抹地鼠颊囊口中央，每周３次，共涂抹６周。随机活检，证实

５０％的动物致癌剂涂抹部位镜下表现为上皮轻度异常增生，停

止涂抹后，病变继续发展，约３个月后，１００％的病变发生癌变，

本组未能诱导出癌，可能与动物种类及作用部位差异较大

有关。

以往肿瘤的研究多集中于上皮细胞的恶变及浸润转移，而

对于间质细胞的研究较少，尤其是其在癌变的起始阶段的作

用。ＨＧＦ主要由间质细胞表达，是一种具有多种功能的细胞

因子，与特异性ｃｍｅｔ受体结合后能激活多种细胞内信号通

路，包括丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）、磷脂酰肌醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ）和Ｓｔａｔ３等通路，促进多种组织细胞增生分裂、促细胞

运动和促血管生成等。ＨＧＦ受体ｃｍｅｔ广泛存在于多种正常

组织细胞和体内、外恶性肿瘤细胞内，多位学者利用组织原位

杂交、ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹、ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹技术测定了ｃｍｅｔｍＲＮＡ

及其表达的定位、定量，发现肿瘤组织细胞内的表达量，明显高

于正常组织细胞［９１０］，尤其在肿瘤侵袭的边缘，其表达更为明

显。Ｎｔｏｕｌｉａ等
［１１］研究发现在上皮细胞中，ＨＧＦ显著增加它本

身及其特异受体ｃｍｅｔ的表达，体外实验表明，ｃｍｅｔ的配体

间质细胞产生的 ＨＧＦ可激ｃｍｅｔ蛋白的激酶活性，而且极微

量的 ＨＧＦ可激活ｃｍｅｔ蛋白酪氨酸激酶。由此可见，ＨＧＦ与

ｃｍｅｔ结合可形成 ＨＧＦｃｍｅｔ自分泌环信号通路。本实验发

现，正常家兔颊黏膜组织基本不表达 ＨＧＦ及ｃｍｅｔ，而随着病

变的进展，鳞状上皮由轻度不典型增生发展到中度不典型增

生，直至重度不典型增生过程中，ＨＧＦ及ｃｍｅｔ蛋白表达阳性

率均逐渐升高，二者呈正相关，同时 ＨＧＦ在间质中的表达随

病变进展，阳性率逐渐增高，染色强度加深，而ｃｍｅｔ在上皮中

的表达亦可见类似情形，本结果与庄小强等［１２］对胃组织的研

究一致，浅表性胃炎中ｃｍｅｔ基因表达率较低，随着从肠上皮

化生不典型增生癌变的演变，阳性表达率逐步升高。本研究

发现在癌前病变组织中 ＨＧＦ与ｃｍｅｔ蛋白表达呈正相关，提

示在癌前病变组织中，间质细胞分泌的细胞因子 ＨＧＦ与上皮

细胞ｃｍｅｔ蛋白的高表达密切相关，促进了细胞的增殖及异型

改变，ＨＧＦ、ｃｍｅｔ蛋白通路在肿瘤的早期阶段即对上皮细胞

的恶变起到了促进作用，而开发阻断 ＨＧＦ配体、ｃｍｅｔ受体的

药物为预防及治疗口腔癌、食管癌等鳞状上皮细胞癌变提供了

一新的思路。
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