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　　摘　要：目的　建立金黄地鼠颊黏膜鳞癌动物模型，观察其生物学特性。方法　４０只采用０．０５％４硝基喹啉１氧化物

（４ＮＱＯ）涂抹颊黏膜，１０只采用自来水涂抹颊黏膜。苏木精伊红（ＨＥ）、转录因子蛋白（Ｆｏｘｍ１）免疫组织化学观察第８、１２周组

织标本。有限稀释法体外传代培养颊黏膜组织标本，观察平板克隆形成率，检测单克隆细胞内细胞角蛋白（ＣＫ）和波形蛋白

（Ｖｉｍ）表达，染色体分析确定细胞核型。结果　第１２周时２６（８４．６％）只颊黏膜病理为原位癌，ＨＥ染色、Ｆｏｘｍ１免疫组织化学结

果表明，符合鳞癌细胞基本特征，ＣＫ和Ｖｉｍ免疫组织化学阳性率约为９６．０％，染色体为四倍体核型。结论　４ＮＱＯ涂抹诱发金

黄地鼠颊黏膜癌变，建立金黄地鼠颊黏膜鳞癌动物模型。
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　　口腔鳞癌是口腔颌面部恶性肿瘤最多见的一类，本课题组

采用水溶性致癌剂，４硝基喹啉１氧化物（４ｎｉｔｒｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ１

ｏｘｉｄｅ，４ＮＱＯ）涂擦诱发金黄地鼠颊黏膜鳞癌，通过检测细胞角

蛋白、波形蛋白等与肿瘤密切相关的蛋白表达，研究金黄地鼠

颊癌的诱发情况。角蛋白的是一种常用的肿瘤免疫组织化学

标记物，阳性表达见于癌，间皮瘤等［１］，多种上皮源性肿瘤均可

表达波形蛋白，且与肿瘤细胞的分化、侵袭和转移密切相关［２］。

本文通过诱发金黄地鼠颊黏膜鳞癌旨在寻找更简便、更接近人

类自然生癌过程的建模方法，为基础和临床研究提供较理想的

口腔鳞癌动物模型。

１　材料与方法

１．１　动物与主要试剂　金黄地鼠５０只（南京医科大学提供）；

细胞角蛋白（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ，ＣＫ）单克隆抗体（克隆 ＡＥ１／ＡＥ３）和

波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ，Ｖｉｍ）单克隆抗体，购自 ＤＡＫＯ 公司；

４ＮＱＯ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＣｙｃｌｅＴｅｓｔｔｍｐｌｕｓＤＮＡ试剂盒购自美

国 ＢＤ 公司，转录因子蛋白质 （ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ Ｍ１，

Ｆｏｘｍ１）抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　方法

１．２．１　造模及标本采集　５０只金黄地鼠，４０只采用０．０５％

化学致癌剂４ＮＱＯ涂抹金黄地鼠颊黏膜为实验组，１０只采用

自来水涂抹颊黏膜为对照组。分别于第８周处死实验组１０

只、对照组５只。第１２周处死实验组３０只、对照组５只，无菌

条件下切取涂抹处颊黏膜组织块，１０％中性甲醛固定，苏木精

伊红（ＨＥ）染色、Ｆｏｘｍ１免疫组织化学观察第８、１２周组织标

本肿瘤诱发情况。

１．２．２　有限稀释法筛选单克隆肿瘤细胞
［３］
　将第１２周组织

标本用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗数次，去除成纤维细胞，制备

成单细胞悬液。将上述细胞悬液移入２４孔板内，１毫升／孔，

连续传代培养。培养细胞８０％汇合后，收集细胞，用培养液稀

释细胞密度至５～１０个／毫升，以每孔２００μＬ接种于９６孔板，

２４ｈ后标记含有单个细胞的孔。第４天开始对单克隆细胞形

成的细胞集落继续培养；培养条件为含１０％胎牛血清的 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液，３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱。

１．２．３　疫组织化学法　将细胞悬浮液置于培养板中，使盖玻
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片完全浸在培养液中，当细胞生长至覆盖培养板底部２／３面积

时，用盖片镊轻轻取出盖玻片，ＰＢＳ轻轻漂洗，４℃预冷１０％中

性甲醛固定４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次。０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜

１０ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２ 孵育３０ｍｉｎ。室温下ＰＢＳ洗涤后，吸净水

分，加一抗，孵育２ｈ。ＰＢＳ洗涤后，吸净水分，滴加 Ｅｎｖｉ

ｓｉｏｎＴＭ二抗，孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后，加ＤＡＢ于盖玻片细胞

上，显色室温静置５～１０ｍｉｎ，自来水洗涤，ＨＥ淡染，梯度酒精

脱水，树脂封片，镜下观察，照相。

１．２．４　４６代细胞分裂中期的染色体核型分析　取指数分裂

期细胞加入秋水仙素，终浓度为０．０３μｇ／ｍＬ，温箱培养过夜，

轻轻吹打分裂象细胞，移入１０ｍＬ离心管，经０．０８ｍｏｌ／ＬＫＣｌ

低渗２次，每次３０ｍｉｎ；用固定液（醋酸∶甲醇＝１∶３）预固定

３次后，加入１ｍＬ固定液轻吹打均匀，将细胞悬液滴于预冷载

玻片，室温干燥，新 Ｇｉｅｍｓａ液染色２０ｍｉｎ，冲洗，干燥，封片。

油镜下观察分散良好的染色体，并拍照［４］。

２　结　　果

２．１　模型外观观察　对照组金黄地鼠颊黏膜呈粉红色富有弹

性，无白斑样改变，黏膜下可见清晰血管，为正常金黄地鼠颊黏

膜外观。实验组金黄地鼠第８周９（９０．０％）只金黄地鼠颊黏

膜呈大小不等的片状、均匀浅白色样改变，略高出黏膜表面；表

面粗糙，第１２周２６（８４．６％）只金黄地鼠颊黏膜白色斑块中间

夹杂数个２～４ｍｍ大小不等红色斑块区，表面较粗糙，高出正

常黏膜表面，见图１。

２．２　组织切片的细胞形态学观察　药物涂抹８周后，细胞细

胞核质比例增加，上皮钉突伸长呈点滴状，颊黏膜不典型增生；

药物涂抹１２周颊鳞癌形成，可见细胞有核分裂象和异常核分

裂（图２）。Ｆｏｘｍ１免疫组织化学结果显示，正常黏膜（图３Ａ）；

第８周颊黏膜标本，细胞异型性和细胞间黏聚力显著降低，基

底细胞极性消失，细胞核仁增大、浓染（图３Ｂ）；第１２周颊黏膜

标本，Ｆｏｘｍ１表达明显增强，核浆比例增大，有丝分裂象增加，

上皮层次紊乱，细胞异型性明显，为原位癌（图３Ｃ）。

　　箭头：颊癌。

图１　　４ＮＱＯ诱发１２周的金黄地鼠颊黏膜鳞癌动物模型

　　Ａ：正常金黄地鼠颊黏膜组织；Ｂ：涂药８周后金黄地鼠颊黏膜组织；Ｃ：涂药１２周后金黄地鼠颊黏膜组织。

图２　　４ＮＱＯ诱到金黄地鼠颊黏膜组织（ＨＥ，×１００）

　　Ａ：正常金黄地鼠颊黏膜组织；Ｂ：涂药８周后金黄地鼠颊黏膜组织；Ｃ：涂药１２周后金黄地鼠颊黏膜组织。

图３　　４ＮＱＯ诱到金黄地鼠颊黏膜组织（Ｆｏｘｍ１免疫组织化学染色，×１００）

２．３　平板单克隆鳞癌肿瘤细胞的形成　经体外纯化和有限稀

释法培养，含有单细胞的９６孔培养板中，５ｄ后可见含４～１０

个细胞不等的细胞团，大部分细胞团在生长至１０ｄ后，开始老

化死亡；至１８ｄ时，３块９６孔板共有４个孔有细胞集落形成；

将此４孔中的细胞分别转移至１２孔板中培养；２６ｄ时再将细

胞分别转移至６孔板中培养。其中一孔形态为多角形的细胞，

经连续传代培养，最后得到单克隆来源的鳞癌细胞［５］，见图４。

２．４　单克隆鳞癌细胞中ＣＫ、Ｖｉｍ的表达　ＣＫ、Ｖｉｍ阳性染色

为胞浆棕褐色颗粒，Ｖｉｍ阳性反应物主要分布于细胞核膜、核

仁和突起的末梢；ＣＫ阳性反应物质定位于胞质，但以细胞周
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边部明显，均呈现棕黄色。结果显示细胞ＣＫ、Ｖｉｍ阳性率为

９６．０％以上，见图５。

２．５　单克隆鳞癌细胞染色体核型分析　第４６代细胞染色体

计数结果都为四倍体核型，染色体众数为８４条，见图６。

图４　　平板细胞单克隆形成图（×２００）

　　Ａ：ＣＫ；Ｂ：Ｖｉｍ。

图５　　单克隆鳞癌细胞中ＣＫ、Ｖｉｍ蛋白表达

（免疫组织化学染色×１００）

图６　　第４６代单克隆鳞癌细胞染色体核型（×５００）

３　讨　　论

颊黏膜鳞癌的产生多要经历由正常上皮→异常增生→癌

变的变化过程［６］。４ＮＱＯ是水溶性喹啉衍生物，是一种很强的

水溶性前体致癌剂，属芳香胺杂环化合物，以共价键的方式与

靶器官细胞ＤＮＡ结合，并破坏染色体的结构，最终导致癌发

生［７］。口腔鳞状细胞癌占头颈部恶性肿瘤的８０％以上，由于

地域、生活习惯等不同，不同地区的发病率有一定的差异［８］。

本研究目的是水溶性诱癌剂４ＮＱＯ对金黄地鼠颊黏膜复层鳞

状上皮的诱变作用，确定其致癌的情况，以获得易建立、重复性

好、稳定且与人颊癌发生相似的动物模型。动物肿瘤模型，密

切模仿人类口腔癌是最重要的除了有效的化学预防提供线索，

在阐明肿瘤转化的机制［９］。本研究并对肿瘤组织的生物学特

性进行研究，该鳞癌模型生长缓慢、潜伏期较长，致癌过程和组

织病理学特征与人口腔癌相似，方法简便，靶器官代表性强，为

口腔鳞癌的发生机制研究和防治药物筛选提供了较理想的动

物模型。为下一步地研究提供条件支持。

用４ＮＱＯ涂檫８周时，金黄地鼠颊黏膜病变以中度至重

度异常增生为主，黏膜上皮异常增生的比例高，ＨＥ染色、

Ｆｏｘｍ１免疫组织化学显示上皮由数层不规则细胞组成，表现

为增生的细胞，大小不一，形态多样，细胞核大而浓染，核质比

例增大。用４ＮＱＯ涂檫１２周时，呈条索状和小团状，多为高

分化，上皮层次紊乱，细胞异型性明显，细胞核浓染，核浆比例

增大，有丝分裂象增加，为原位癌［１０］。与人类口腔黏膜上皮癌

变病理变化过程极其相似，而且具有相似的生长特性和生物学

行为［１１］。

细胞置于体外培养时，因环境的改变细胞分化的表达形式

也发生了与原体内时不同的变化，如在体内胶原蛋白只是成纤

维细胞和骨细胞的主要产物，体外培养的细胞，不仅成纤维细

胞能产生胶原，在一定条件下，上皮细胞、神经细胞、甚至一些

肿瘤细胞也能产生胶原。这可能部分解释单一纯化的金黄地

鼠颊癌细胞Ｖｉｍ染色为阳性的原因。ＣＫ和 Ｖｉｍ的表达升高

与肿瘤的分化和转移有关，在评估高危人群中角蛋白在口腔黏

膜表达的监测有实用性［１２］。本颊癌细胞免疫组织化学结果显

示ＣＫ和Ｖｉｍ阳性率为９６．０％以上，提示细胞存在着“上皮

间叶变”。

肿瘤细胞大多失去正常的二倍体核型，成为多倍体、异倍

体或其他形式的变化，健康金黄地鼠细胞的二倍体核型染色体

数为４２条。Ｋｅｕｃｈｉ等
［１３］建立的金黄地鼠舌癌细胞系染色体

众数ＲＳＣ３Ｐ为８３、７８。本颊癌细胞来源于同一个肿瘤细胞，

第２１、６５代各分析２００个细胞，染色体均为８４条，遗传性状稳

定。本研究中第４６代细胞染色体计数结果都为四倍体核型，

染色体众数为８４条。

动物模型对于研究人类各种疾病的发生、发展规律和防治

疾病的机制等是极为重要的手段和工具。目前颊黏膜的发病

机制不明，因此临床诊断治疗效果差。金黄地鼠颊囊处无腺

体，无淋巴引流通道，异种组织植入不发生排斥，是一种免疫豁

免区，为较理想的诱癌部位［１４］。利用金黄地鼠颊鳞癌动物模

型对颊鳞癌进行各种基础和临床研究，探索其发生、发展规律，

开发新的治疗方法和药物，将对颊鳞癌防治水平的提高起到重

要的推动作用。该模型会随着颊鳞癌的实验性治疗和基础研

究的日益深入而不断改进并完善。
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本实验结果显示，ＥｓＡ可抑制了ＩＬ１β诱导的ｒＧＭＣ增

殖，可能机制是ＥｓＡ激活并促进了ｒＧＭＣ的Ｐ２７表达，使其抑

制了ＣＤＫ磷酸激酶活性，从而降低了ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物活

性，同时也下调了ＣＤＫ２的表达，减少了ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ２复合物

的生成，进而延缓了细胞周期的进程及抑制了细胞的生长，抑

制了ＧＭＣ的炎症，减缓了其硬化，改善了肾脏的病理表现，改

善了系膜细胞增殖性肾小球疾病的病情，说明了ＥｓＡ在系膜

增殖性肾脏病中具有一定的应用前景，为临床运用ＥｓＡ提供

了一定的实验基础和理论依据。ＥｓＡ在体外作用和经体内生

物转化对细胞的作用是否同等，有待于今后进一步研究。
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ｏｒａｌｐｒｅｃａｎｃｅｒｓａｎｄｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ，２００６，１１６

（１０）：１８４２１８４５．

［１２］聂敏海，钟利，曾光明．细胞角蛋白 ＣＫ１９在口腔黏膜癌

变过程中的变化［Ｊ］．中华口腔医学杂志，２００２，３７（３）：

１８７１９１．

［１３］ＴａｋｅｕｃｈｉＳ，ＮａｋａｎｉｓｈｉＨ，ＹｏｓｈｉｄａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｓｑｕａｍｏｕｓａｎｄｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｓｐｉｎｄｌｅｃａｒ

ｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｉｎｇｍｅｔａｓｔａｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｒｏｍａ

４ｎｉｔｒｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅＮＯｘｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｔｏｎｇｕｅｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎａ

Ｆ３４４ｒａｔ［Ｊ］．ＪｐｎＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，９１（１２）：１２１１１２２１．

［１４］李金荣，何荣根．口腔颁面部肿瘤基础研究新进展［Ｍ］．

武汉：湖北科学技术出版社，２００２：９８．

（收稿日期：２０１３０１２１　修回日期：２０１３０４１２）
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