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中国地鼠口腔颊囊黏膜癌变过程凋亡相关基因
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 的表达
庞文彪＃，李莉红＃，皇甫冰，刘茂林，张锐虎，宋国华∗

（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　 探讨凋亡相关基因 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 在中国地鼠口腔正常黏膜、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其意义。 方法　 采用免疫组织化学法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测正常中国地鼠口

腔黏膜上皮、单纯增生上皮、异常增生上皮和鳞癌组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达。 结

果　 在口腔黏膜癌变过程中，鳞癌组织中抑制凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 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）；异常增生上皮 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ 表达均明显高于正常组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但随着增生程度的

加重，ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ 表达明显降低（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 相关性分析显示，鳞癌组织中 Ｂｃｌ⁃２ 与 Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 呈负相关（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果表明，与正常组织相比，鳞癌组织中 Ｂｃｌ⁃２ 高表达，而 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ 的 ｍＲＮＡ 表达显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 本实验在中国地鼠鳞癌组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ
表达降低而 Ｂｃｌ⁃２ 表达上升，揭示了 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 表达与口腔鳞癌的发生、发展密切相关，可以为

口腔颊囊黏膜癌的基因治疗提供一些线索或并为评价 ＯＳＣＣ 的生物学特征及预后提供参考。
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　 　 在我国，鳞状细胞癌在口腔颌面部的恶性肿瘤

中占 ８０％ 以上，５ 年的生存率约为 ６０％ ，并且发病

率呈逐年上升趋势［１］。 随着人们生活习惯的不断

改变，口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）在人群中的发病情

况由原来男女构成比约为 ２∶ １转变为女性患者的增

长速度大于男性［１］。 在美国，每年约 ３０ ０００ 口腔癌

的新发病例中，有 ９０％的口腔癌患者为口腔鳞状细

胞癌［２］。 目前，国内的口腔医疗与卫教虽已将进入

发达国家之林，但遗憾的是大部分主要进行手术切

除，这不仅使患者在日常生活存在许多不便，同时外

形的改变造成患者心理上也存在一些疾病。 相关学

者针对口腔鳞状细胞癌的发病机制作了很多研究，
但是具体机制还不太明确。

研究表明，肿瘤的形成是细胞增殖的调控与细

胞凋亡发生紊乱的结果，细胞凋亡状态及其调控基

因的异常参与了肿瘤的发生发展［３，４］。 细胞凋亡即

细胞程序性死亡，是细胞在基因与多种因子共同调

控作用下发生的正常生理过程，细胞凋亡调控程序

障碍会打乱机体细胞增殖与细胞凋亡的动态平衡，
引起细胞的过度增殖，导致肿瘤的发生。 口腔鳞状

细胞癌的发生发展与口腔黏膜上皮细胞的增殖 ／凋
亡失衡有关。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 是调

控细胞凋亡过程中的关键蛋白，在许多恶性肿瘤中

的研究较多，而在口腔癌中的联合研究比较少见。
本文采用免疫组化、ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测中国地鼠正常口

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 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 的表

达情况，并观察其与细胞凋亡及四基因之间的关系，
为 ＯＳＣＣ 的发生机制研究提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

清洁级中国地鼠 ６０ 只，８ ～ １０ 周龄，雄性，由山

西医科大学实验动物中心提供【ＳＣＸＫ（晋）２０１５ －
０００１】。 动物实验在屏障环境【 ＳＹＸＫ（晋） ２０１５ －
０００１】下进行，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，实验严格按照

山西医科大学实验动物管理委员会的要求进行操

作。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

兔抗人、大鼠、小鼠、兔 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 多

克隆抗体，兔抗大鼠、小鼠 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 多克隆抗体，
ＳＡＢＣ 免疫组化染色试剂盒，ＤＡＢ 显色试剂盒和

３０％ Ｈ２Ｏ２，均购自武汉博士德生物公司；Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂、反转录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒，均购自宝

生物工程大连有限公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 口腔癌前病变和鳞癌动物模型制备

随机将 ６０ 只雄性中国地鼠分为三个组，分别为

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 进行以下实验操

作：①模型组：用小头棉签在中国地鼠双侧颊囊涂擦

０􀆰 ５％ ＤＭＢＡ 丙酮液，用洗耳球吹干并禁食禁水 ２
ｈ；②溶剂对照组：单涂丙酮液，涂抹方法同模型组；
③空白对照组：不做任何处理。

持续 １５ 周，同时按 ＷＨＯ 标准的 １２ 项分级记

录判定［５］颊囊病理改变，最终成功建模。 实验过程

中遵循“３Ｒ”原则，实验结束后，采用符合实验动物

福利的处死方法进行处理。
１􀆰 ２􀆰 ２　 免疫组织化学法检测颊囊组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达

根据病理鉴定后的结果，应用免疫组织化学法

检测挑选出的口腔正常黏膜组织、上皮单纯增生组

织、上皮异常增生组织及鳞癌组织。 按 ＳＡＢＣ 试剂

盒给的说明书进行具体操作：载玻片防脱片剂处理；
切片常规脱蜡至水；３０％ Ｈ２Ｏ２１ 份 ＋ 蒸馏水 １０ 份

混合，室温 ５ ～ １０ ｍｉｎ 以灭活内源性酶，蒸馏水洗 ３

４６２



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ６ 月第 ２５ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ􀆰 ２５􀆰 Ｎｏ􀆰 ３

次；热修复抗原；５％ＢＳＡ 封闭；一抗、二抗处理；ＤＡＢ
室温显色；苏木素轻度复染、脱水、透明、封片。 显微

镜下观察免疫组织化学切片 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达情况，细胞质和 ／或细胞膜和 ／或
细胞核呈棕黄色、棕褐色或弥漫性着色的为阳性细

胞。 每组选定 ３ 个重复，采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ（ ＩＰＰ）
图像分析软件进行半定量分析，随机选取每张切片

不同的 ５ 个视野，在高倍镜（ × ２００）下观察，测定每

个视野下阳性反应的平均光密度值，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，反映组织内蛋白含量

越多。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法 测 定 颊 囊 组 织 中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达

取 １５ 周颊囊冻存组织中口腔鳞癌组织（模型

组）和正常组织 （正常组）， Ｔｒｉｚｏｌ 法常规提取总

ＲＮＡ，用核酸浓度检测计和酶标仪测定 ＲＮＡ 浓度和

纯度（Ａ２６０ ／ ２８０ 比值）。 若 Ａ２６０ ／ ２８０ ≥１􀆰 ８，说明 ＲＮＡ 达

到实验纯度要求，能够继续进行后续实验。 按照逆

转录试剂盒操作程序，以总 ＲＮＡ 为模板，逆转录为

ｃＤＮＡ。 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 引物设计软件设计上下

游引物，由软件 Ｏｌｉｇｏ ６ 评估引物，并在 ＮＣＢＩ 官方网

站对引物进行 Ｂｌａｓｔ 特异性检验，全部引物在华大基

因公司合成，引物序列见表 １。 应用 ＡＢＩ ７３００ 型荧

光定量 ＰＣＲ 仪进行 ＰＣＲ 扩增，扩增反应体系为 ２０
μＬ：２ × ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＩＩ １０ μＬ；５０ × ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０􀆰 ４ μＬ；上游引物 ０􀆰 ８ μＬ（浓度 １０
μｍｏｌ ／ ｍＬ）；下游引物 ０􀆰 ８ μＬ（浓度 １０ μｍｏｌ ／ ｍＬ）；
ｃＤＮＡ 溶液 ２ μＬ；灭菌蒸馏水（ｄＨ２Ｏ）６ μＬ。 扩增程

序为：９５℃预变性 ３０ ｓ，（９５℃ ５ ｓ，６０℃ ３１ ｓ） × ４０
个循环，每个样本同时做三个重复。

β⁃Ａｃｔｉｎ 基因作为内参对照，实验结果采用 ２ －△△ＣＴ进

行数据的相对定量分析。
表 １　 实时定量 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
基因名称

Ｇｅｎｅ Ｎａｍｅｓ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｂａｘ Ｆ：５’⁃ＣＴＣＡＡＧＧＣＣＣＴＧＴＧＣＡＣＴＡＡＡ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＣＣＧＧＡＧＧＡＡＧＴＣＣＡＧＴＧＴ⁃３’

Ｂｃｌ⁃２ Ｆ：５’⁃ＧＧＡＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＴＧＡＧＣＡＧＣＧＴＣＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡ⁃３’

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｆ：５’⁃ＡＧＧＣＣＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＡＴＧＣＴＴ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＴＧＡＣＣＣＧＴＣＣＣＴＴＧＡＡＴＴＴＣ⁃３’

ｃａｓｐａｓｅ⁃９ Ｆ：５’⁃ＧＡＧＡＧＡＣＡＴＧＣＡＧＡＴＡＴＧＧＣＡＴＡＣＡ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＣＡＧＡＡＧＴＴＣＡＣＧＴＴＧＴＴＧＡＴＧＡＴＧ⁃３’

β⁃Ａｃｔｉｎ Ｆ：５’⁃ＣＴＧＡＧＣＣＡＧＡＴＧＣＴＧＴＣＣＣＡＴＡ⁃３’
Ｒ：５’⁃ＧＡＣＡＣＣＡＴＣＣＡＡＧＧＴＣＴＣＧＡＴＧＴＡ⁃３’

１􀆰 ３　 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。 多样本均数之间比

较采用单因素方差分析法 （ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）和 ＬＳＤ
⁃ｔ 检测，相关性分析运用 Ｐｅａｒｓｏｎ 积差相关分析，以 α
＝０􀆰 ０５，Ｐ ＜０􀆰 ０５ 时为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 病理鉴定结果

分别于第 ６、９、１２、１５ 周将模型组和空白对照组

随机处死 ６ 只，溶剂对照组随机处死 ３ 只，在实验开

始，６ 周内中国地鼠的形态呈相对稳定状态，改变不

明显；在 ９ 周以后逐渐出现不典型增生，并逐渐严

重；建模 １２ 周时，出现 ２ 只患有原位癌及鳞癌的中

国地鼠，占 １３􀆰 ３％ ；建模 １５ 周时患有原位癌及鳞癌

的中国地鼠达到 ６ 只，占 ４０％ 。 空白对照组、溶剂

对照组与模型组标本病理鉴定结果见表 ２。

表 ２　 各组标本病理鉴定结果

Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

正常口腔黏膜
Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ

上皮单纯增生
Ｓｉｍｐｌｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ

上皮异常增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ

原位癌及鳞癌
Ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｓｉｔｕ ａｎｄ

ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ

合计
Ｔｏｔａｌ

６ 周组 ６ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ １１ ４ ０ ０ １５
９ 周组 ９ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ９ １ ５ ０ １５

１２ 周组 １２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ７ ２ ４ ２ １５
１５ 周组 １５ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ ８ １ ０ ６ １５

合计 Ｔｏｔａｌ ３５ ８ ９ ８ ６０

２􀆰 ２　 免疫组织化学检测中国地鼠口腔颊黏膜癌变

各阶段的蛋白表达

２􀆰 ２􀆰 １　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白表达

免疫组织化学结果显示 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 阳

性染色表达于细胞胞膜及胞质，表现为黄色、棕黄或

棕褐色颗粒（见图 １）。 在正常口腔黏膜中 ｃａｓｐａｓｅ⁃

５６２



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ６ 月第 ２５ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ􀆰 ２５􀆰 Ｎｏ􀆰 ３

３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达程度较均一，可见中等阳性反应，
主要为基底细胞和棘细胞层底部或极少量表层细胞

的胞质着色，及角化层着色，偶见基底上细胞或表层

细胞胞核着色。 上皮单纯增生 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９
的阳性表达较正常黏膜组织轻度增加，差异无显著

性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 随着上皮异常增生程度的加剧，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 阳性表达逐渐增强，在重度上皮

异常增生组织中表达最强，染色最深呈棕褐色，阳性

细胞弥漫遍布上皮全层。 在鳞状细胞癌组织中，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性表达明显减少，表现为弱阳性染色，
染色较浅呈淡黄色且不规则的分布在癌细胞的细胞

质中。 从正常口腔黏膜到异常增生， ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表达呈增加趋势，其 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的平均光

密度明显高于鳞癌组织，ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性表达显著低

于正常组、上皮单纯增加和上皮异常增生组（Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 经单因素方差分析 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在

正常口腔黏膜、上皮单纯增生组织、上皮异常增生组

织及鳞癌组织中的表达差异有显著性（Ｆ ＝ １４９􀆰 １６，
Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；Ｆ ＝ ２０６􀆰 ４８，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 除正

常口腔黏膜与上皮异常增生之间，其他各组之间差

异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 多重比较分析

两组之间差异有显著性（见表 ３ 和图 ２）。
表 ３　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在口腔黏膜癌变各阶段 Ａ 值比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

蛋白名
Ｐｒｏｔｅｉｎ

正常口腔黏膜
Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ

上皮单纯增生
Ｓｉｍｐｌｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ

上皮异常增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ

原位癌及鳞癌
Ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｓｉｔｕ ａｎｄ

ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ０􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ２８ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆ ０􀆰 １８ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆★

ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 ０１∗∗∗ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆★

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。 （下表同）
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． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

免疫组织化学实验观察，Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白阳性染

色表现为不同程度的棕黄色或棕褐色颗粒状着色，
Ｂａｘ 阳性物质主要见于细胞质内，阳性细胞呈弥漫

性分布，少数见散在分布（见图 １），Ｂｃｌ⁃２ 阳性物质

主要见于胞核和 ／或胞质，细胞轮廓较为清晰。 经单

因素方差分析，Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 组间比较差异均有显著性

（Ｆ ＝ ７２􀆰 ０９６，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；Ｆ ＝ ６３􀆰 ４３９，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 正

常口腔黏膜 Ｂａｘ 表达程度较均一，为局限于基底层

与角化层细胞的棕黄色中阳性表达，Ｂｃｌ⁃２ 仅在基底

层有少量阳性细胞，表现为黄色或棕色颗粒。 从上

皮单纯增生到异常增生，相对于正常组，Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２
阳性表达均有所增强，Ｂａｘ 阳性细胞几乎遍布角质

层以下的上皮各层但染色强度无明显改变，总体增

幅较小，单纯增生与异常增生之间差异无显著性（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）；异常增生组织中 Ｂｃｌ⁃２ 阳性表达和着色强

度明显增加，与正常组和单纯增生组相比差异有显

著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 鳞癌组织中，Ｂａｘ 阳性表达明显

下降，细胞着色较淡呈浅黄色，为弱阳性表达。 Ｂｃｌ⁃
２ 阳性细胞在鳞癌组表达最强，呈弥漫性表达于胞

核及胞质， 着色呈现异质性，表现为棕色或棕褐色

颗粒。 鳞癌组 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 阳性表达与正常组、单纯

增生组、鳞癌组相比差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）
（表 ４、图 ２）。

２􀆰 ２􀆰 ３　 四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 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 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，ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 与 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在口腔异常增生组织

（ｒ ＝ ０􀆰 ９０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、鳞癌组织（ ｒ ＝ ０􀆰 ８９，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
中存在明显的相关性，结果具有统计学意义；Ｂａｘ 与

Ｂｃｌ⁃２ 在鳞癌组织中表达呈负相关（ ｒ ＝ ⁃０􀆰 ９２，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；鳞癌组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 的表达与

Ｂａｘ 呈正相关，与 Ｂｃｌ⁃２ 呈负相关。 四个基因在鳞癌

组织中两两之间均存在相关关系（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定中国地鼠颊囊组织中

ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达

为了明确凋亡相关因子在口腔癌中的表达情

况，我们进一步利用以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
检测了两组地鼠颊囊组织中凋亡相关因子 ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、 ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达水平。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 实验结果显示：与正常组织相比，地鼠颊囊鳞

癌组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ 的 ｍＲＮＡ 表达显

著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｂｃｌ⁃２ 在鳞癌组织中高表达，在
正常组织中低表达，差异有显著性（ ｔ ＝ ５􀆰 ５０，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（见表 ５ 和图 ３）。
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表 ４　 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 在口腔黏膜癌变各阶段 Ａ 值比较（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ａ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

蛋白名
Ｐｒｏｔｅｉｎ

正常口腔黏膜
Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ

上皮单纯增生
Ｓｉｍｐｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｅ

上皮异常增生
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ

原位癌及鳞癌
Ｃｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｓｉｔｕ ａｎｄ

ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ

Ｂａｘ ０􀆰 ２４ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０２∗∗∗ ０􀆰 ３１ ± ０􀆰 ０２∗∗∗ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０１∗∗∗☆★

Ｂｃｌ⁃２ ０􀆰 １９ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 ００∗∗∗☆ ０􀆰 ２９ ± ０􀆰 ０２∗∗∗☆●

注：Ｎｏｒｍａｌ：对照组；ＳＨ：单纯增生组；ＥＤ：异常增生组；ＳＣＣ：鳞癌组。

图 １　 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 的免疫组化结果（ＩＨＣ × ２００，ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ｎｏｒｍａｌ：ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ＳＨ：ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ；

ＥＤ：ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｄｙｓｐｌａｓｉａ ｇｒｏｕｐ；ＳＣＣ：ｔｈｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３，ｃａｓｐａｓｅ⁃９，Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ
ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ． （Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

表 ５　 颊囊组织中 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 表达量（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ５　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３，
ｃａｓｐａｓｅ⁃９，Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｕｃｈ ｔｉｓｓｕｅｓ

基因名
Ｇｅｎｅｓ

正常口腔黏膜
Ｎｏｒｍａｌ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ

原位癌及鳞癌
Ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｓｉｔｕ ａｎｄ

ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ０５ ０􀆰 ２７ ± ０􀆰 １０∗∗∗

ｃａｓｐａｓｅ⁃９ １􀆰 ０４ ± ０􀆰 ３７ ０􀆰 ４４ ± ０􀆰 ０６∗∗

Ｂａｘ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２６ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 １１∗∗

Ｂｃｌ⁃２ １􀆰 ０１ ± ０􀆰 ２０ ２􀆰 ０９ ± ０􀆰 ２７∗∗

３　 讨论

近年来，大量学者关于人类恶性肿瘤的研究不

仅局限于分子层面而且已经深入到基因水平。 恶性

肿瘤的发生发展是一个复杂且多因素引起的过程，
其最主要的原因就是恶性肿瘤细胞的无限增殖与细

胞凋亡障碍，即细胞增殖与细胞凋亡失衡所引起的。
细胞凋亡是一种重要的自稳机制， 对多细胞动

物机体的正常发育和自身稳定具有极其重要的作

用， 细胞凋亡失衡与许多疾病尤其是与肿瘤的发生

发展有关［６］。 细胞凋亡在肿瘤发生发展过程中主

要起负调控作用， 可以阻遏肿瘤细胞迅速生长。 根

据目前对细胞凋亡调控机制的认识， 可将与细胞凋

亡相关的基因大致分为促凋亡基因和抗凋亡基因两

大类。 当细胞促凋亡基因活性受抑制和 ／或抗凋亡

基因被激活， 使该细胞不能凋亡而长期存活， 再加

上癌基因异常高表达和 ／或肿瘤抑制基因活性受抑

制， 最终可能导致细胞癌变和肿瘤形成［７］。 与其他
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注：Ａ：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 ２　 口腔黏膜癌变各阶段 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达

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． ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３，ｃａｓｐａｓｅ⁃９，Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

注：Ａ：与对照组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 口腔黏膜癌变各阶段 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达

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

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃａｓｐａｓｅ⁃９，
Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

肿瘤一样，口腔癌作为头颈部较常见的肿瘤之一，其
发生发展也与细胞凋亡失衡有关。 ＯＳＣＣ 综合治疗

效果不佳且预后较差，在过去三十年里，虽然在临床

诊断及治疗上取得很大进步，但其 ５ 年生存率并没

得到很好改善［８，９］。 因此，从细胞凋亡方面研究口

腔癌的发生发展具有重要意义。
严格控制细胞凋亡过程的众多基因在种属之间

非常保守，如 Ｂｃｌ⁃２ 家族、 ｃａｓｐａｓｅ 家族、癌基因 Ｃ⁃
ｍｙｃ、抑癌基因 ｐ５３ 等［１０］。 研究发现，Ｂｃｌ⁃２ 家族是

一类在细胞凋亡信号途径中发挥重要作用的蛋白

质［１１］，Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 分别是 Ｂｃｌ⁃２ 家族中最有代表性

的抑制凋亡和促进凋亡基因，在肿瘤细胞凋亡中具

有重要的调控作用［１２］，当 Ｂｃｌ⁃２ 表达量增多时，Ｂｃｌ⁃
２ ／ Ｂａｘ 异源二聚体的数量相应增加，通过抑制线粒

体内细胞色素 Ｃ 的释放来抑制细胞凋亡；而当 Ｂａｘ
表达量较高时，Ｂａｘ ／ Ｂａｘ 同源二聚体数量增加，此同

源二聚体与增加线粒体膜上的通道结合使其通透性

增加，促进细胞色素 Ｃ 释放，从而激活 ｃａｓｐａｓｅ 成员

的一系列反应而促使生物细胞凋亡［１３］。 ｃａｓｐａｓｅ 家

族是细胞凋亡过程中极其重要的一组蛋白酶，无活

性的 ｃａｓｐａｓｅ 酶原被不同信号分子激活裂解维持细

胞生存的蛋白，从而导致细胞凋亡［１４］。 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和
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ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 是 ｃａｓｐａｓｅ 家族中的关键效应酶，ｃａｓｐａｓｅ⁃９
位于内源性传导通路的起始部分，是重要的凋亡启

动因子。 细胞色素 Ｃ 在 ｄＡＴＰ 条件下与 Ａｐａｆ⁃１（凋
亡因子 １）结合形成多聚体，激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃９，进而激

活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３，导致细胞凋亡［１５］。
本研究中，当上皮出现异常增生时，Ｂａｘ 的表达

达到最强，提示机体试图通过 Ｂａｘ ／ Ｂａｘ 表达加强来

促进异常增生细胞凋亡，进而拮抗细胞的增殖；随组

织学分级的增加，Ｂｃｌ⁃２ 表达水平越来越高，Ｂａｘ 的

表达越来越低，Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比例逐级加剧，癌细胞的

凋亡受抑制，癌细胞积累加强，促使了肿瘤的形成。
许多研究发现 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在乳腺癌、结
直肠癌、胃癌等肿瘤中表达量明显降低［１６ － １８］。 本实

验中，ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在口腔鳞癌组织中的蛋

白和 ｍＲＮＡ 表达均明显下降，与口腔正常黏膜相

比，差异有显著性 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），呈正相关，提示

ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 在 ＯＳＣＣ 的发生发展中起协同

作用，其机制可能为促进细胞凋亡。 还有相关研究

指出，Ｂａｘ 蛋白作为线粒体膜上离子通道的组成成

分，上调可使 Ｃｙｔ⁃Ｃ 可穿过线粒体膜，激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃９
蛋白， 进一步激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白， 导致细胞凋

亡［１９］，提示我们 Ｂａｘ 减少 Ｂｃｌ⁃２ 含量增多可能会抑

制 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 蛋白活性进而抑制 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白活

性，引起肿瘤发生。 我们进一步分析显示，鳞癌组织

中 Ｂｃｌ⁃２ 含量确实增加而 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ
降低，提示 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 基因在口

腔黏膜癌发病过程中，参与细胞凋亡与癌变，与口腔

鳞癌的发生、发展密切相关，为口腔癌的发生、发病

机制，及临床治疗及预后判断提供理论依据。
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