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ＥＧＦＲ，ＰＤＣＤ４，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ３，Ｓｍａｄ７ 在中国地鼠
口腔颊囊黏膜癌变过程中的表达研究
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（山西医科大学实验动物中心，实验动物与人类疾病动物模型山西省重点实验室，太原　 ０３０００１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ＥＧＦＲ，ＰＤＣＤ４，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ３，Ｓｍａｄ７ 在口腔正常黏膜、上皮单纯增生、上皮异常增生和

鳞状细胞癌组织中的表达及意义。 方法　 采用 ＥＬＩＳＡ 对中国地鼠口腔黏膜癌变过程中血清 ＥＧＦＲ，ＰＤＣＤ４ 水平进

行检测；采用免疫组织化学法检测正常口腔黏膜上皮，单纯增生上皮、异常增生上皮和鳞癌组织中 ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ３，
Ｓｍａｄ７ 的表达。 结果　 在口腔黏膜癌变过程中血清 ＥＧＦＲ 蛋白呈升高趋势，血清 ＰＤＣＤ４ 的表达呈降低趋势，呈负

相关。 鳞癌组织中 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ７ 表达明显高于口腔正常黏膜、上皮单纯增生、上皮异常增生（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），而
Ｓｍａｄ３ 作用减弱。 相关性分析显示，口腔异常增生上皮、口腔鳞癌组织中 ＴＧＦ⁃β１ 表达与 Ｓｍａｄ７ 呈正相关（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 ＥＧＦＲ，ＰＤＣＤ４，ＴＧＦ⁃β１，Ｓｍａｄ３，Ｓｍａｄ７ 表达与口腔鳞癌的生物学行为关系密切，本实验为研究口腔

鳞癌机理研究提供了理论依据，对口腔鳞癌的发展与预后有重要意义。
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　 　 口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＯＳＣＣ） 是一种常发生于舌、牙龈、颊部等部位的上

皮源性恶性肿瘤，与其它肿瘤相似是一种多因素调

节、多阶段发生和多基因参与的复杂性疾病。 近年

来，口腔鳞状细胞癌的发病率呈现逐年上升的趋

势，同时，癌症患者的发病年龄也逐渐年轻化［１］。
在我国，口腔鳞状细胞癌能够占到口腔癌的 ８０％以

上［２］。 肿块、结节、白色斑块、溃疡等是 ＯＳＣＣ 患者

中主要出现的症状［３］，给患者日常生活带来了许多

不便，同时对患者的心理健康造成了一定的伤害。
近些年以来，在口腔鳞状细胞癌的治疗方面虽然取

得了很大的突破，但是，口腔鳞状细胞癌的生存率

仍然低于 ５０％ ［４］，因此对其机制以及治疗的研究非

常重要。
研究表明，肿瘤的形成是肿瘤细胞凋亡和增殖

失去平衡的结果［５］，也是原癌基因与抑癌基因表达

异常的疾病。 表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）的高表达

和程序性细胞凋亡因子 ４（ＰＤＣＤ４）的低表达对肿瘤

的增殖、预后、转移具有重要意义，并与细胞凋亡行

为密切相关［６］。 ＴＧＦ ⁃β 信号通路的异常与肿瘤发

生、发展紧密相关，在许多肿瘤中已得到证实［７ － ９］。
Ｓｍａｄｓ 蛋白能使 ＴＧＦ ⁃β 信号从细胞外传递到细胞

核，Ｓｍａｄｓ 缺失使 ＴＧＦ ⁃β 信号传导通路中断引起肿

瘤发生［１０］。 本文将采用 ＥＬＩＳＡ、 免疫组化检测

ＥＧＲＦ、ＰＤＣＤ４、ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 在中国地鼠

正常口腔黏膜组织、单纯增生组织、异常增生组织

及口腔鳞状细胞癌组织中的表达情况，探讨其在口

腔鳞状细胞癌早期诊断和治疗中所起的重要作用，
为口腔癌的发展及靶向治疗的可能性、寻找新的更

好的肿瘤标志物提供实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

清洁级雄性中国地鼠 ６０ 只，８ ～ １０ 周龄，体重

２４ ～ ２６ ｇ，由山西医科大学实验动物中心提供

［ＳＣＸＫ（晋）２０１５ － ０００１］。 动物实验期间，动物饲

养于屏障环境［ ＳＹＸＫ（晋） ２０１５ － ０００１］，温度控

制在 ２５℃ 左右，相对湿度 ４０％ ～ ７０％ ，１２ ｈ ／ １２ ｈ

光暗循环条件下饲养，适应性饲养 １ 周后进行正

式实验，严格按照山西医科大学实验动物管理委

员会制定的操作规程来进行动物实验，并遵守国

际惯例。
１􀆰 ２　 主要试剂

兔抗人、大鼠、小鼠、兔 ＴＧＦ⁃β１ 多克隆抗体，兔
抗大鼠、小鼠 Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 多克隆抗体，ＳＡＢＣ 免疫

组化染色试剂盒，ＤＡＢ 显色试剂盒和 ３％ Ｈ２Ｏ２，均
购自武汉博士德生物公司；ＥＧＦＲ、ＰＤＣＤ４ ＥＬＩＳＡ 检

测试剂盒均购自武汉贝茵莱生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 口腔癌前病变和鳞癌动物模型制备

将 ６０ 只雄性中国地鼠随机分为三个组：模型组

（２４ 只）、溶剂对照组（１２ 只）、空白对照组（２４ 只）。
每周一、三、五上午 ９ ∶ ００ 将 ０􀆰 ５％ ＤＭＢＡ 丙酮液用

小头棉签涂擦在模型组中国地鼠双侧颊囊，洗耳球

吹干禁食禁水 ２ ｈ；溶剂对照组只涂丙酮液，涂抹方

式同模型组；空白对照组不做任何处理。 持续 １５
周，最终建模成功，建模过程将颊囊病理改变按

ＷＨＯ 标准的 １２ 项分级记录进行判定［１１］。 试验过

程中按实验动物使用的“３Ｒ”原则给以人道主义关

怀，实验处理结束后，采用符合实验动物福利的处

死方法进行处理，尽量缩短处死的时间减少对实验

动物的伤害。
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 酶联免疫吸附法测定所有标本血清中

ＥＧＦＲ、ＰＤＣＤ４ 的含量

空腹地鼠眼眶静脉丛采血，血清分离后 － ２０℃
低温冰箱冻存待检，试剂盒购自武汉贝茵莱生物科

技有限公司提供，均严格按说明书进行操作。 酶标

仪读取 ４５０ ｎｍ 处 ＯＤ 值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 免疫组织化学法检测颊囊组织中 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 蛋白的表达

根据病理鉴定结果挑选口腔正常黏膜组织、上
皮单纯增生组织、上皮异常增生组织及鳞癌组织用

于免疫组化检测。 按 ＳＡＢＣ 试剂盒说明书进行操

作，切片脱蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２ 灭活内源性酶，微波修

复抗原，５％ ＢＳＡ 封闭，一抗、二抗处理后，ＤＡＢ 显

色，苏木素轻度复染、脱水、透明、封片。 显微镜观
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察免疫组化切片 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 的蛋白表达

情况，阳性细胞以细胞浆和 ／或细胞膜和 ／或细胞核

呈棕黄色、棕褐色或弥漫性着色为准。 每组 ３ 个重

复，采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ（ ＩＰＰ）图像分析软件进行半

定量分析，每张切片随机选取 ５ 个完整而不重叠的

高倍镜视野（ × ２００），测定每个视野下阳性反应的

平均光密度，以每例 ５ 个视野的平均光密度的平均

值作为该例的测量值。 平均光密度值越高说明表

达越强，反映组织内含量越多。
１􀆰 ４　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行统计学分析，实验数

据均用均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 多组均数之间

比较采用单因素方差分析，方差分析中均数的两两

比较选用 ＬＳＤ 法，两组均数之间比较采用独立样本

的 ｔ 检验，相关性分析运用 Ｐｅａｒｓｏｎ 积差相关分析。
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 病理鉴定结果

空白对照组、溶剂对照组与模型组标本病理鉴

定结果如表 １ 所示。

２􀆰 ２　 ＥＬＩＳＡ 检测中国地鼠口腔颊囊黏膜癌变过程

中蛋白表达及统计分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＥＧＦＲ、ＰＤＣＤ４ 蛋白表达

中国地鼠血清 ＥＧＦＲ 在正常黏膜组织、单纯增

生组织、异常增生组织及鳞癌组织的组间比较差异

有显著性（Ｆ ＝ ２７􀆰 ５４，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （见表 ２，图 １）。
鳞癌组织表达明显升高，与正常黏膜组织、单纯增

生组织、异常增生组织比较差异有显著性 （Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 异常增生表达高于正常黏膜（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）、
单纯增生（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有显著性。 单纯增生表

达略高于正常黏膜，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 实

验结果表明，在口腔颊囊黏膜癌变过程中血清

ＥＧＦＲ 蛋白呈升高趋势。
经单因素方差分析，在正常口腔黏膜、单纯增

生、异常增生及鳞癌中血清 ＰＤＣＤ４ 的表达 ／浓度差

异有显著性（Ｆ ＝ ８７􀆰 ７５，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１） （如表 ２，图 １
所示）。 正常黏膜组 ＰＤＣＤ４ 水平显著高于单纯增

生、异常增生及鳞癌组，正常黏膜与单纯增生之间

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其余各组两两比较差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 实验结果显示，在口腔颊

囊黏膜癌变过程中血清 ＰＤＣＤ４ 的表达呈降低趋势。
表 １　 各组标本病理鉴定结果

Ｔａｂ． １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｐｅｃｉｍｅｎ
组织类型

Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ ｔｙｐｅ
６ 周组

６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ
９ 周组

９ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ
１２ 周组

１２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ
１５ 周组

１５ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ
合计
Ｔｏｔａｌ

正常口腔黏膜
Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ １１ ９ ７ ８ ３５

上皮单纯增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｐｕｒｅ ４ １ ２ １ ８

上皮异常增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ０ ５ ４ ０ ９

原位癌及鳞癌
Ｉｎｓｉｔｕ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ０ ０ ２ ６ ８

合计 Ｔｏｔａｌ １５ １５ １５ １５ ６０

表 ２　 口腔黏膜癌变各阶段血清 ＥＧＦＲ、ＰＤＣＤ４ 浓度比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＥＧＦＲ、ＰＤＣＤ４ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

组织类型
Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ ｔｙｐｅ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ＥＧＦＲ ／ ｎｇ ／ ｍＬ ＰＤＣＤ４ ／ ｐｇ ／ ｍＬ

正常口腔黏膜
Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ６ ０􀆰 ５７ ± ０． ０８ ２１９􀆰 ７２ ± １２． ７６

上皮单纯增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｐｕｒｅ ６ ０􀆰 ６５ ± ０． １２ ２０５􀆰 ３７ ± ７． ４５∗

上皮异常增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ６ ０􀆰 ７７ ± ０． ０４∗∗△ １８２􀆰 ７０ ± ６． ６７∗∗∗☆

原位癌及鳞癌
Ｉｎｓｉｔｕ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ６ ０􀆰 ９８ ± ０． ０７∗∗∗☆★ １３８􀆰 ９７ ± ８． ８１∗∗∗☆★

注：与对照组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； 与单纯增生组比较△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与异常增生组比较▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆Ｐ
＜ ０􀆰 ００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
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注：与对照组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； 与单纯增生组比较△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与异常增生组比较▲ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 １　 口腔黏膜癌变各阶段血清 ＥＧＦＲ、ＰＤＣＤ４ 的变化

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆

Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＥＧＦＲ ａｎｄ ＰＤＣＤ４ ｏｆ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

表 ３　 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 在口腔黏膜癌变各阶段 ＯＤ 值比较（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ３　 ＯＤ ｖａｌｕｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

组织类型
Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ ｔｙｐｅ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ７ Ｓｍａｄ３

正常口腔黏膜 Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ６ ０􀆰 １１ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１

上皮单纯增生 Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｐｕｒｅ ６ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０２∗∗∗ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０２∗∗∗

上皮异常增生 Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ６ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０２∗∗∗☆ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 ０２∗○

原位癌及鳞癌
Ｉｎｓｉｔｕ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ６ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆★ ０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０２∗∗∗☆★ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０２∗∗☆★

注：与对照组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； 与单纯增生组比较△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与异常增生组比较▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，●Ｐ
＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
☆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

２􀆰 ２􀆰 ２　 ＥＧＦＲ 和 ＰＤＣＤ４ 蛋白在口腔黏膜癌变过程

中表达相关性分析

为了了解 ＥＧＦＲ 和 ＰＤＣＤ４ 在口腔黏膜癌变过程

中的相关关系，进一步对 ＥＧＦＲ 和 ＰＤＣＤ４ 进行 Ｐｅａｒｓｏｎ
积差相关分析。 研究表明，ＥＧＦＲ 和 ＰＤＣＤ４ 在口腔异

常增生组织（ｒ ＝ －０􀆰 ７２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、颊囊黏膜鳞癌组

织（ｒ ＝ －０􀆰 ９２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）中的表达呈负相关，在单纯

增生组织中无明显相关（ｒ ＝ －０􀆰 ２２，Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 免疫组织化学检测肿瘤相关基因在中国地鼠

口腔颊囊黏膜癌变各阶段的蛋白表达

２􀆰 ３􀆰 １　 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 蛋白表达

免疫组化结果显示，ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 蛋

白阳性染色表现为不同程度的棕色或棕黄色颗粒

状着色，ＴＧＦ⁃β１ 阳性产物定位于上皮细胞的细胞浆

中，Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 阳性产物弥漫表达于细胞核与细

胞浆中。 ＴＧＦ⁃β１ 在中国地鼠正常口腔黏膜、单纯增

生组织、异常增生组织和鳞癌组织中均可见阳性表

达，呈逐渐上升趋势，组间比较差异有显著性（Ｆ ＝

１３５􀆰 ０８，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 在中国地鼠鳞癌组织中，
ＴＧＦ⁃β１ 主要定位于上皮基底层、癌巢中央，着色不

均匀（如图 ２ 所示），相对于少量均匀染色于上皮全

层的正常口腔黏膜差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
Ｓｍａｄ７ 在口腔鳞癌组织中呈强阳性表达，ＯＤ 值为

０􀆰 ３３ ± ０􀆰 ０２，与 Ｓｍａｄ３ 正好相反。 Ｓｍａｄ３ 阳性细胞

在正常口腔黏膜中表达最强，后缓慢下降，鳞癌组

织中呈弱阳性表达，二者相比差异显著，差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（如表 ３，图 ３ 所示）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 三种蛋白表达的相关性分析

实验结果显示口腔黏膜癌变过程中 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 均存在显著的变动趋势，我们猜想基

因之间可能存在着一定的关系，共同参与了肿瘤的

发生发展。 进一步的相关性分析揭示在鳞癌组织

中，ＴＧＦ⁃β１ 表达与 Ｓｍａｄ７ 呈正相关（ ｒ ＝ ０􀆰 ９６，Ｐ ＜
０􀆰 ０５），与 Ｓｍａｄ３ 表达呈负相关（ ｒ ＝ － ０􀆰 ６５，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 三个基因在鳞癌组织中存在相关关系（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。
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注：Ｎｏｒｍａｌ：对照组；ＳＨ：单纯增生组；ＥＤ：异常增生组；ＳＣＣ：鳞癌组。

图 ２　 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 的免疫组化结果（ＩＨＣ × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ｎｏｒｍａｌ：ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＳＨ：ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ；ＥＤ：ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ；ＳＣＣ：ｔｈｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ

注：与对照组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； 与单纯增生组比较
△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与异常增生组比较▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 口腔黏膜癌变各阶段 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ○Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，☆Ｐ ＜ ０􀆰 ００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ，
▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，●Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，★Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
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３　 讨论

口腔癌是头颈部较常见的肿瘤之一，综合治疗

效果和预后较差，五年生存率低，是目前困扰临床

工作者的难题之一，早期诊断和早期治疗是提高患

者生存率和生存质量的关键［１２］。
在肿瘤的发生和发展过程中，癌基因和抑癌基

因的变化一直是研究的重点，因为各种肿瘤中都基

本上能发现癌基因和抑癌基因的改变。 肿瘤启动

基因 ＥＧＦＲ 是一种重要的跨膜受体，是细胞传递过

程中的重要物质，与肿瘤的生长、浸润、转移和预后

等具有相关性［１３］。 ＥＧＦＲ 表达激活会导致正常细

胞增殖失控，有研究证实在多种实体肿瘤如肺癌、
乳腺癌、前列腺癌、肾癌、脑胶质细胞瘤等中存在高

表达或异常表达［１４］。 Ｃｈａｎ ＫＫ１ 等研究发现在口腔

癌中有 ＥＧＦＲ 过表达，认为其参与了口腔癌的发生

发展［１５］。 冯晓宇等通过酶联免疫吸附法测定了口

腔颌面部恶性肿瘤患者血清中 ＥＧＦＲ 的含量，与本

研究结果一致，均发现鳞癌组血清 ＥＧＦＲ 含量明显

高于正常组，提示 ＥＧＦＲ 与肿瘤增殖密切相关，对其

有促进作用［１６］。 但研究发现，ＥＧＦＲ 在参与肿瘤的

形成过程中并不是独立完成的，是与多种细胞因子

共同作用导致的。 本研究联合检测了血清 ＥＧＦＲ 和

ＰＤＣＤ４ 的表达水平，结果表明，二者呈负相关（ ｒ ＝
－０􀆰 ９２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＰＤＣＤ４ 基因是近年发现的一种

新的与细胞凋亡相关的抑癌基因，不仅调节细胞的

程序性死亡，而且通过抑制蛋白转录和翻译过程抑

制肿瘤细胞的生长，目前研究表明，多种肿瘤中均

存在 ＰＤＣＤ４ 表达的缺失或低表达［１７］。 我们猜想

ＥＧＦＲ 一方面促进肿瘤细胞增殖，另一方面通过抑

制 ＰＤＣＤ４ 的表达来抑制细胞凋亡，促进了肿瘤的形

成。 联合检测 ＥＧＦＲ 与 ＰＤＣＤ４ 可提高对口腔癌早

期诊断的灵敏度、特异性和准确性，具有一定辅助

诊断价值。
维持口腔黏膜上皮的正常结构依赖于口腔黏

膜细胞的丧失与更新的动态平衡，口腔癌产生过程

中，癌细胞过度增殖或细胞凋亡受阻，癌细胞不断

积累而产生癌症。 转化生长因子 ＴＧＦ⁃β１ 是一种多

功能细胞因子，参与细胞分化增殖、免疫调节、细胞

凋亡、肿瘤发生及侵袭转移等多种生物学效应［１８］。
许多研究表明：癌细胞可抵抗 ＴＧＦ ⁃β１ 的生长抑制，
同时出现 ＴＧＦ⁃β１ 表达水平的增高，并与肿瘤侵袭

转移有关［１９］。 Ｓｍａｄｓ 蛋白作为 ＴＧＦ⁃β 超家族信号

从膜受体到胞核的细胞内转导分子，一旦发生异常

时，阻止信号传导，导致肿瘤的发生［２０］。 正常生理

情况下，ＴＧＦ ⁃β１ 信号传导中，ＴＧＦ ⁃β１ 与受体结合，
形成二聚体，激活 ＴＧＦ ⁃β１，激活的 ＴＧＦ ⁃β１ 磷酸化

Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３，与 Ｓｍａｄ４ 结合转至细胞核内，
Ｓｍａｄ３ 基因对原癌基因 ｃ⁃ｍｙｃ 的转录和表达进行抑

制，上调 Ｐ１５ 和 Ｐ２１ 的表达，通过 Ｐ１５ 阻止 ＣＤＫ４
和 ＣＤＫ６ 与 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ 的结合，抑制周期素 Ｅ２ 以及

周期素依赖激酶 ２ 复合物的活性，从而抑制细胞周

期［２１，２２］。 而 Ｓｍａｄ７ 以负反馈调节因子形式竞争性

的与 ＴＧＦ ⁃β１ 结合，阻断 Ｓｍａｄ２ 和 Ｓｍａｄ３ 磷酸化，
未磷酸化的 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３ 不能与 Ｓｍａｄ４ 结合形成

异源复合物，不能转移到细胞核内调控靶基因的转

录， ＴＧＦ⁃β 超家族信号通路被阻断，失去生长抑制

的作用，最终导致肿瘤的发生、发展，可见 Ｓｍａｄ７ 表

达的紊乱，影响细胞对 ＴＧＦ⁃β１ 的应答，促进细胞的

恶性化进展［２３］。 所以 Ｓｍａｄ７ 具有维护 ＴＧＦ ⁃β１ 信

号通路平衡的作用。 本实验显示，口腔鳞癌组织中

ＴＧＦ ⁃β１ 表达明显高于口腔正常黏膜、单纯增生组

织、异常增生组织，统计学上有显著性差异，提示

ＴＧＦ ⁃β１ 的表达与口腔癌进展密切相关；在鳞癌组

织中 Ｓｍａｄ３ 蛋白的表达水平低于口腔黏膜、单纯增

生组织、异常增生组织，而 Ｓｍａｄ７ 在鳞癌组织中表

达升高，二者呈负相关。 Ｈｕａｎｇ ＧＷ 及其他学者研

究发现 Ｓｍａｄ７ 在皮肤癌、子宫内膜癌及甲状腺癌、
胃癌中呈现出高表达，Ｓｍａｄ３ 表达下调［２４ － ２６］。 以上

结论与本研究结果相似。 Ｓｍａｄ３ 基因、Ｓｍａｄ７ 基因

作为 Ｓｍａｄ 家族的重要成员，在口腔癌组织中的异

常表达都能促使 ＴＧＦ⁃β１ 失去抑制肿瘤细胞增殖的

生物学效应，促进了肿瘤的进程。
肿瘤分子遗传学研究表明，肿瘤的发生发展是

多种基因同时或先后协同作用的结果。 我们进一

步的分析显示，鳞癌组织中 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ７
基因之间均具有一定的相关性，提示共同参与了

ＯＳＣＣ 的发生发展，为口腔癌的发病机制研究提供

科学依据。
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ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ｃｏｃｈｒａｎｅ Ｄａｔａｂａｓｅ Ｓｙｓｔ Ｒｅｖ， ２０１５， （１２）：

ＣＤ０１０３４１．
［１６］ 　 冯晓宇， 邢汝东，鲁大鹏，等． 口腔颌面部恶性肿瘤患者血清

中 ＳＣＣＡ、Ｃｙｆｒａ２１⁃１、ＥＧＦＲ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ 含量的检测［Ｊ］ ． 北京口

腔医学， ２００９， １７ （６）： ３０９ － ３１３．
［１７］ 　 孔海丽， 刘传芳． ＰＤＣＤ４、ＴＧＦ⁃β１ 在急性髓系白血病患者骨

髓中的表达及意义［Ｄ］． 山东大学， ２０１１．
［１８］ 　 孙维克， 戚向敏． ＴＧＦ⁃β１ 在口腔扁平苔藓及鳞癌中的表达

［Ｊ］ ． 滨州医学院学报，２０１１，３４（６）：４１０ － ４１３．
［１９］ 　 蔡传宝， 陶学金， 朱声荣，等． ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ４ 和 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 在

口腔鳞癌中的表达和意义［ Ｊ］ ． 口腔医学研究， ２００７， ２３
（１）： １４ － １６．

［２０］ 　 王秀梅， 刘成敏， 张成仁，等． 信号传导通路与肿瘤关系的

研究［Ｊ］ ． 现代肿瘤医学， ２００９， １７（８）： １５６８ － １５７０．
［２１］ 　 Ｄｅｒｙｎｃｋ Ｒ， Ｚｈａｎｇ ＹＥ． Ｓｍａｄ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ Ｓｍａｄ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ ｆａｍｉｌｙ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２００３， ４２５
（６９５８）： ５７７ － ５８４．

［２２］ 　 Ｂａｕｇｈｎ ＬＢ，Ｄｉ Ｌｉｂｅｒｔｏ Ｍ，Ｎｉｅｓｖｉｚｋｙ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＣＤＫ２ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓｍａｄ２ ｄｉｓｒｕｐｔｓ ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｒｉ⁃ｍａｒｙ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｙｅｌｏｍａ ｃｅｌｌｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００９， １８２
（４）： １８１０ －１８１７．

［２３］ 　 Ｋｌｅｅｆｆ Ｊ， Ｉｓｈｉｗａｔａ Ｔ， Ｍａｒｕｙａｍａ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＴＧＦ⁃β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｓｍａｄ７ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｃｉｔｙ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ．
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， １９９９， １８（３９）： ５３６３ － ５３７２．

［２４］ 　 Ｈｕａｎｇ ＧＷ， Ｍｏ ＷＮ， Ｋｕａｎｇ ＧＱ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ１６，
ｎｍ２３⁃ＨＩ， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ＣＤ４４ ｇｅｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ［ Ｊ ］ ． Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ，
２００１， １１１（８）： １４６５ － １４７１．

［２５］ 　 范晓军， 赵瑞力， 胡俊兰． 喉鳞癌组织中 ＴＧＦ⁃β１、ＴβＲⅠ、
ＴβＲⅡ和 Ｓｍａｄ７ 表达及相关研究［Ｄ］． 河北医科大学， ２０１０．

［２６］ 　 马速佳， 周志强， 吴成稳等． 人体胃癌组织中 Ｓｍａｄ３ 基因与

Ｓｍａｄ７ 基因的相关性表达及其临床意义［ Ｊ］ ． 重庆医科大学

学报， ２０１４， ３９ （３）： ３７８ － ３８２．

〔收稿日期〕２０１６ － ０９ － ２７

０７ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ２７ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ５


