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%%!摘要"%目的%探讨小鼠口腔癌不同时期淋巴结和骨髓的血管内皮生长因子"!"#$$表达情况#及其微环

境对口腔癌淋巴道转移的影响& 方法%选入 2'只 )周龄雄性健康E8:FG>小鼠#将其随机分为.'E'H'-'"组#

每组 0 只& 采用 26硝基喹啉6(6氧化物"26+IJ$饮水法构建小鼠口腔癌淋巴道转移模型& 其中.组为正常小

鼠%E组小鼠舌部黏膜尚未出现病理改变#但已经存在 26+IJ药物影响%H组小鼠舌部黏膜已经出现异常增生

表现#但未形成癌症%-组小鼠已经形成舌癌#但尚未发生转移%"组小鼠口腔癌已经形成#并伴有下颌淋巴结

转移& 采用免疫组化法及液相芯片法检测不同组小鼠淋巴结和骨髓 !"#$的表达情况#并进行比较& 观察

.'E'H'-组的淋巴结'骨髓微环境对人舌鳞状细胞癌细胞系",.,细胞$!"#$表达的影响& 结果%!"#$免

疫组化染色结果显示 1 组淋巴结均可见!"#$表达#胞浆染色阳性%但不同视野下#同一骨髓切片差异较大#

难以进行分析& 液相芯片法检测结果显示#对于淋巴结组织#.组!"#$表达水平显著高于H组和-组"!K

'L'1$#"组显著高于H组"!K'L'1$#其余组间比较差异无统计学意义"!M'L'1$& 对于骨髓组织#.组和E组

!"#$表达水平显著高于H组'-组和"组"!K'L'1$#其余组间比较差异无统计学意义"!M'L'1$& 1 组小鼠

骨髓组织的!"#$表达水平均显著高于淋巴结组织"!K'L'1$& 共培养实验结果显示#在 .组'E组和 H组

时期的淋巴结和骨髓微环境中#,.,细胞在 &2 N3& C 时段内的 !"#$表达呈上升趋势& 而在 -组时期淋巴

结微环境中#,.,细胞在 &2 N3& C时段内的!"#$的表达呈下降趋势#但在-组时期骨髓微环境中#,.,细胞

在 &2 N3& C时段内的 !"#$的表达呈上升趋势& 结论%淋巴结及骨髓微环境可能会影响播散肿瘤细胞

!"#$的表达#从而实现口腔癌淋巴道转移靶向性&
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%%口腔鳞状细胞癌是上皮来源口腔恶性肿瘤#主

要发生淋巴道转移(()

& 肿瘤转移的一个关键步骤是

循环肿瘤细胞进入二级或较远的器官部位#成为播散

肿瘤细胞"B9QQS79D8WSB WA7?V>S::#-RH$

(&)

& -RH能

否在远处器官定植'生长成瘤的影响因素很多(/#2)

&

血管内皮生长因子"Y8Q>A:8VSDB?WCS:98:ZV?[WC X8>W?V#

!"#$$是一种分泌性生长因子#其主要作用是促进血

管生成#与肿瘤的发展及转移密切相关#其在口腔癌

发生'发展中的作用已有较多研究(1#))

& 但是#关于口

腔癌发展过程中淋巴结和骨髓内的!"#$表达及其与

-RH的相互作用尚无研究& 在前期研究(3#0)中#本课题

组成功使用 26硝基喹啉6(6氧化物"26D9WV?<A9D?:9DS6(6

?T9BS#26+IJ$饮水法构建了 E8:FG>小鼠口腔癌颌

下淋巴结转移模型#该模型可以获取口腔癌发生'发

展及转移过程中不同时期的颌下淋巴结'骨髓进行

研究#且小鼠间个体差异小#可连续观测#结果的可

靠性及精确度较高& 因此#在前期研究基础上#本研

究旨在观察口腔癌发展各阶段中骨髓'淋巴结微环

境及癌细胞的 !"#$表达情况#探讨其在口腔癌淋

巴道转移靶向性的相互作用&

D<材料与方法

DED<动物来源与建模<选入 2' 只 ) 周龄雄性健康

E8:FG>小鼠"购于北京维通利华实验动物技术有限

公司$构建小鼠口腔癌淋巴道转移模型#将其随机分

为.'E'H'-'"组#每组 0 只& 建模方法(3#0)

!用纯水

将 26+IJ"购自 ,9Z78#美国$配置成 (a浓度#2 b

冰箱保存& .组小鼠将自来水置于塑料瓶中#自由

饮用& EN"组小鼠将配制好的 26+IJ溶液以自来

水稀释成 &'' 7ZG_浓度置于避光饮水瓶内#自由饮

用#后改喂自来水& E组小鼠饮用混有 26+IJ溶液

的自来水 0 周后改喂单纯自来水#该时期小鼠舌部

黏膜尚未出现病理改变#但已经存在 26+IJ药物影

响& H组小鼠饮用混有 26+IJ溶液的自来水 &' 周

后处死#该时期小鼠舌部黏膜已经出现异常增生表

现#但未形成癌症& -组小鼠饮用混有 26+IJ溶液

的自来水 &' 周后改喂单纯自来水 2 N0 周#该时期

小鼠已经形成舌癌#但尚未发生转移& "组小鼠饮

用混有 26+IJ溶液的自来水 &' 周后改喂单纯自来

水 0 N(& 周#该时期小鼠口腔癌已经形成#并伴有下

颌淋巴结转移&

DEF<标本的获取方法与检测

(L&L(%标本的获取方法%"($c"染色与免疫组化

染色的标本获取!颈椎脱臼法处死小鼠#切取小鼠舌

体组织及双侧下颌下淋巴结#以福尔马林溶液进行
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固定& 取双侧股骨#清洗去净肌肉及软骨组织#剪去

股骨两端#应用注射器抽取 ( 7:生理盐水#冲洗股

骨骨髓至"-R.抗凝管#上下颠倒几次后充分摇匀#

置于冰盒内运回实验室保存备用& "&$液相芯片法

的标本获取!颈椎脱臼法处死小鼠#取小鼠颌下淋巴

结#放入 -̀ "̀ 培养液中剪碎研磨#过滤获得单细

胞悬液#作为淋巴结微环境样本& 应用注射器抽取

培养液冲出股骨骨髓#作为骨髓微环境样本&

(L&L&%c"染色与免疫组化染色法检测小鼠口腔

癌分期%分别收集 1 组小鼠的舌体组织及颌下淋巴

结组织#常规脱水包埋#连续 1

!

7切片#)' b烤片

/ C& 舌体组织切片进行常规 c"染色#光学显微镜

下观察各组病理学特点& 颌下淋巴结组织切片行

e8D6Hf免疫组化染色#柠檬酸盐缓冲液高压修复抗

原#/a c

&

J

&

封闭处理#2 b下 e8D6Hf一抗"兔抗

鼠多克隆抗体#博士德$孵育过夜#滴加二抗#室温

下孵育 /' 79D#二氨基联苯胺 " B9879D?FSD 9̂B9DS#

-.E$显色& 采用已知 e8D6Hf抗体阳性组织作为

阳性对照#以磷酸缓冲盐溶液" UC?QUC8WSFAXXSVQ86

:9DS#eE,$代替一抗作为阴性对照&

(L&L/%免疫组化法检测 !"#$表达%收集 1 组小

鼠的颌下淋巴结组织#常规脱水包埋#连续 1

!

7切

片#)' b烤片 / C& 滴 ( 滴骨髓溶液至载玻片#将骨

髓溶液向载玻片的另一端方向推动涂抹#直至骨髓

铺完成膜#室温下晾干#2a多聚甲醛固定#制作骨髓

涂片& 免疫组织化学染色采用常规 ,e法& 淋巴结

组织石蜡切片脱蜡复水#柠檬酸盐缓冲液高压修复抗

原& 骨髓涂片 'L1a RV9W?D *6(''室温下孵育 (' 79D&

淋巴结组织切片及骨髓涂片均用 c

&

J

&

阻断内源性

过氧化物酶& 滴加 !"#$一抗"兔单克隆抗体#浓

度!(g2''#.F>87$#2 b孵育过夜& 滴加二抗#室温

下孵育 /' 79D#滴加 -.E显色#镜下观察并控制显

色时间& 以已知!"#$抗体阳性组织作为阳性对照#

eE,代替一抗作为阴性对照& 结果判定标准(4)

!!"#$

表达于胞浆#以胞浆中出现明显的棕黄色染色为阳

性表达&

(L&L2%共培养模型建立%使用 'L2

!

7孔径聚碳酸

酯膜的RV8DQ[S::小室#置于 &2 孔板中& 提前 ( B 将

人舌鳞状细胞癌细胞系",., 细胞#购自南京科佰生

物科技有限公司$种入下室中#细胞密度 1 h('

2

G7:&

将取得的 .'E'H'-各组淋巴结或骨髓微环境样本

放入上室中进行共培养#作为实验组& 将淋巴结或

骨髓微环境置于上室中#下室不加入 ,., 细胞#仅

有培养基作为对照组& 均在共培养 ' C'&2 C'20 C'

3& C 后#收集微环境上清液#将上清液置入液氮中

迅速冷冻#并保存于50' b超低温冰箱& 共培养模

型目的是模拟检测 !"#$的表达对骨髓'淋巴结中

-RH影响#而"组已形成转移癌#意味着-RH已增殖

成瘤#因此未构建"组共培养模型& 由于每组仅取

得 ( 例样本#未行重复实验&

(L&L1%液相芯片法检测 !"#$表达%按照 !"#$

液相芯片试剂盒"RCSV7?]DY9WV?ZSD#美国$操作& 取

4) 孔板#每孔加 1'

!

:预混微球#平放在磁性分离板

上 & 79D后弃上清液#然后每孔加入 (L&L2 中的骨

髓'淋巴结'共培养样本及标准品各 1'

!

:#室温下振

荡反应 /' 79D#于 2 b静置过夜& 弃上清液#每孔加

入 ( h检测抗体混合液 &1

!

:#室温震荡反应 /' 79D#

最后每孔加入 ,.6e"1'

!

:& 将 4) 孔板从磁性分离

板上取出#室温震荡反应 /' 79D#洗板后上机& 采用

E9?6e:ST&'' 检测系统检测样本的荧光强度#根据标

准品的荧光强度计算各样本细胞因子浓度& 判定方

法!采用五参数非线性回归的方式拟合标准曲线#计

算出浓度值&

DEG<统计学方法<应用 ,e,,&2L' 统计软件进行数

据分析#不符合正态分布的计量资料以中位数"下

四分位数#上四分位数$( "̀e

&1

#e

31

$)表示#组间比

较采用秩和检验& !K'L'1 为差异有统计学意义&

F<结果

FED<各组小鼠舌部 c"染色及颌下淋巴结 e8D6Hf

免疫组化染色结果%c"染色结果显示#.组'E组小

鼠舌部未见病理改变%H组可见上皮钉突明显增长#

细胞呈多形性#出现有丝分裂%-组'"组细胞呈团块

样排列#中心部分可见角化珠& .'E'H'-组颌下淋

巴结e8D6Hf免疫组化染色呈阴性%"组可见淋巴结

转移灶内成片分布的e8D6Hf阳性染色细胞#着色深#

提示小鼠已发生口腔癌颌下淋巴结转移& 见图 (&

FEF<各组小鼠骨髓中 !"#$表达情况%!"#$免

疫组化染色结果显示#阳性染色细胞于胞浆内着色#

同一张玻片不同视野即可见阳性染色的细胞表达情

况有明显差异& 骨髓涂片上骨髓细胞散在且分布稀

疏#且由于不同视野下细胞数量及阳性表达细胞差

距较大#因此难以进行评估分析& 见图 &&

FEG<各组小鼠颌下淋巴结中!"#$表达情况%!"#$

免疫组化染色结果显示#1 组淋巴结均可见 !"#$

表达#胞浆染色阳性& .组呈聚集分布%E组少许散

在的点状分布%H组阳性染色细胞较多#开始聚集%

-组可见大量阳性染色细胞聚集%"组阳性染色的

细胞呈大块片状聚集& 见图 /&
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图 (%各组小鼠舌部c"染色及颌下淋巴结e8D6Hf免疫组化染色所见! h&''"

"

!"#$阳性染色的细胞数量少#着色浅%

#

阳性染色的细胞数量多且着色深

图 &%同一切片不同视野下!"#$在小鼠口腔癌骨髓中的表达所见!免疫组化染色# h2''"

黑色箭头所指为阳性染色

图 /%各组小鼠颌下淋巴结!"#$免疫组化结果图! h&''"

FEH<各组小鼠骨髓和淋巴结的!"#$表达比较%液

相芯片法检测结果显示#对于淋巴结组织#.组!"#$

表达水平显著高于 H组和 -组"!K'L'1$#"组显

著高于H组"!K'L'1$#其余组间比较差异无统计学

意义"!M'L'1$& 对于骨髓组织#.组和 E组 !"#$

表达水平显著高于H组'-组和"组"!K'L'1$#其

余组间比较差异无统计学意义"!M'L'1$& 1 组小

鼠骨髓组织的!"#$表达水平均显著高于淋巴结组

织"!K'L'1$& 见表 (&

表(%各组小鼠骨髓和淋巴结的!"#$表达比较$ !̀e

&1

#e

31

"#UZG7:%

组%别 例数 淋巴结 骨髓 J !

.组 0 &3L0'"(0L((#/2L20$ )2L13"1'L'1#3)L(&$% 5&L3/4 'L'')

E组 0 ()L1)"('L//#/&L/'$ 1)L03"24L24#)(L(4$% 5&L110 'L'((

H组 0

('L&/"0L/(#(/L()$

8

/(L''"&'L'3#1'L13$

8F

5&L)(( 'L''4

-组 0

(&L)3"4L4(#(1L22$

8

/1L4&"&1L4(#21L(1$

8F

5&L00& 'L''2

"组 0

()L(/"(2L'(#(4L)2$

>

/)L02"&1L03#2/L20$

8F

5(L4)2 'L'24

) 5 ((L(0/ (1L(&) 5 5

! 5 'L'&1 'L''2 5 5

%注!与.组比较#

8

!K'L'1%与 E组比较#

F

!K'L'1%与 H组比较#

>

!K'L'1

FEI<各组小鼠 ,., 细胞在不同时期淋巴结及骨髓

微环境中各时间点!"#$的表达情况%共培养实验

结果显示#在.组'E组和 H组时期的淋巴结和骨

髓微环境中#,.,细胞在 &2 N3& C 时段内的 !"#$

表达呈上升趋势& 而在 -组时期淋巴结微环境中#

,.,细胞在 &2 N3& C 时段内的 !"#$的表达呈下

降趋势#但在 -组时期骨髓微环境中#,., 细胞在

&2 N3& C时段内的!"#$的表达呈上升趋势& 见表 &&

表 &%各组小鼠 ,.,细胞在不同时期淋巴结及骨髓微环境中

% %各时间点!"#$的表达情况!UZG7:"

时%点
. E H -

淋巴结 骨髓 淋巴结 骨髓 淋巴结 骨髓 淋巴结 骨髓

' C )/L22) /23L(4) 'L(41 2&L/)( /1L//) ('2L3/' (1L(/' 22L((4

&2 C ((/L0(/ (00L202 3L1(1 1'L1)/ &)L02& 44L313 //L03& (11L('(

20 C ()&L2&( (&2L)20 (1L3(1 32L13/ /1L4&' (/)L')3 &1L/30 (43L1)'

3& C /1&L2)1 24(L&)1 &/L4(2 4/L/(2 11L1/4 (1&L(3( (2L&1( &&4L233

G<讨论

GED<,>C[?D ŜD等((')的研究表明#骨髓涂片检查不
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能如实反映骨髓情况& 本实验的骨髓涂片免疫组化

结果也显示#在不同高倍镜视野下#阳性染色的细胞

表达差异较大& 且受实验者操作的影响#不同涂片

间的误差也较大#导致其免疫组织化学法检测结果

不可靠& .ZA9VVS6#C9Q?

((()认为肿瘤休眠可分为免疫

休眠'细胞休眠以及血管休眠& 本课题组的前期研

究((&)发现#不同微环境对肿瘤细胞有着不同作用#

可影响肿瘤细胞的增殖与休眠#最终被动形成淋巴

道转移的靶向性& f8̂SV?AD98D 和 _8[:SV

((/)的研究

表明#血管休眠机制是指通过抑制内皮细胞增殖和

血管生长的因素#导致肿瘤细胞缺氧和营养剥夺而

使肿瘤细胞进入休眠状态& 血管生成是肿瘤生长和

进展的标志#肿瘤的生长和转移具有血管依赖性&

另一方面#本课题组在研究过程中发现免疫介导的休

眠参与了口腔癌淋巴结转移靶向性的形成& 在口腔

癌发生'发展直至转移的过程中#小鼠骨髓内H-2

i

G

H-0

i

R细胞比值呈上升趋势%而在淋巴结内#转移

癌期H-2

i

GH-0

i

R细胞比值下降#免疫失衡#造成

机体识别和杀伤肿瘤细胞的能力下降& 这种骨髓及

淋巴结微环境中免疫状态的差异#是使骨髓内 -RH

保持休眠状态#而淋巴结内 -RH增殖的原因之一&

,C9?̂8[8等((2)研究发现骨髓中的造血干细胞可以分泌

生长停滞特异性蛋白 )"ZV?[WC 8VVSQWQUS>9X9>UV?WS9D )#

#.,)$'骨形成蛋白 2"F?DS7?VUC?ZSDSW9>UV?WS9D 2#

È e2$'骨形成蛋白 3"F?DS7?VUC?ZSDSW9>UV?WS9D 3#

È e3$'转化生长因子
$

&

"WV8DQX?V79DZZV?[WC X8>W?V

$

&

#

R#$

$

&

$等#通过细胞休眠机制#可抑制骨髓内 -RH

增殖成瘤&

GEF< ÀVVS::等((1)认为在微环境改变时#-RH被+唤

醒,#从而在该微环境被动时发生了转移& +9QC9B8等(())

的研究表明#肿瘤的发生'发展依赖于新生血管的生

成#肿瘤细胞可通过合成和分泌血管生成因子调节

肿瘤组织的血管生成& !"#$不仅可作用于血管内

皮细胞上的受体诱导血管形成#间接促进肿瘤细胞

的生长#而且还可通过作用于肿瘤细胞上的受体#直

接促进肿瘤生长& !"#$作为特异内皮细胞的有丝

分裂素#是主要的血管生成因子#可增加血管通透性#

促进肿瘤血管形成& 本实验结果显示#经成瘤干预

0 周小鼠的淋巴结组织的 !"#$的表达水平先出现

降低#但随着病情的进展#!"#$的表达水平又逐渐

上升#并在转移期达到最高水平& !"#$是肿瘤血

管发生过程中的主要正性调控因子#通过促血管生

成作用#参与肿瘤的发展过程& 且由于淋巴结内免疫

失衡#缺乏骨髓内存在的造血干细胞等因素#未能分

泌相关抑制因子#因而未能抑制 -RH增殖& !"#$

在淋巴结组织的表达上升#促进血管生成#增加淋巴

结转移发生的风险&

GEG<_S>C6̀8V8DB8等((3)的研究表明 !"#$能够增

加血管通透性#导致血浆蛋白和纤维蛋白及液体经

血管外渗而引起细胞外基质改变#有效促进血管和

新基质形成#为肿瘤侵袭及转移提供基础& 本实验

结果显示#.组和 E组骨髓组织的 !"#$表达水平

显著高于H组'-组和 "组& 骨髓组织 !"#$的表

达降低可能是免疫功能增强及其他细胞因子共同作

用的结果& 而当 !"#$在骨髓内的表达下降#血管

生成受到抑制#使骨髓内 -RH处于血管休眠状态#

未能形成骨髓转移& 尽管本研究液相芯片的结果显

示#小鼠骨髓组织的 !"#$表达水平显著高于淋巴

结组织#但是由于淋巴结内免疫失衡#且缺乏骨髓内

存在的造血干细胞#未能分泌相关抑制因子#故未能

形成-RH免疫休眠及细胞休眠#因而不能抑制-RH

增殖#并通过 !"#$表达上升#血管生成增加而成

瘤& 而骨髓组织可通过免疫'细胞及血管休眠的协

同作用使-RH处于休眠状态#抑制增殖成瘤& 这与

临床上口腔癌多为淋巴结转移#很少发生骨髓转移

的现象相一致&

GEH<由于本课题组的前期研究((0)发现在中重度异

常增生时期#-RH已经进入骨髓和淋巴结中#由此

推测从该时期始#-RH可能已经对组织微环境造成

影响& 在肿瘤发展及转移时期#-RH数目增多#也

是恶性程度不断上升的细胞累积过程((4)

& 本研究

中共培养实验的结果显示#除 -组时期骨髓微环境

中 ,.,细胞在 &2 N3& C 时段内的 !"#$的表达呈

下降趋势外#在其余组别时期的骨髓或淋巴结微环

境均促进了 ,.,细胞在 &2 N3& C 时段内 !"#$的

表达& 考虑为由于 -组时期骨髓组织中其他细胞

因子的影响#抑制了 !"#$的分泌#导致其表达下

降#这可能也是口腔癌较少骨髓转移的原因之一#有

待进一步开展研究验证& 由于在转移癌形成之前#

微环境内仅有散在分布的 -RH#其可能仅影响细胞

周围微环境中 !"#$的表达#而对于整个淋巴结或

骨髓微环境影响作用较小& 随着-RH累积增多#当

其对!"#$的促进作用超过了微环境中其他因素抑

制其表达的能力#!"#$则表达升高#从而促进 -RH

团块血管生成(&'#&()

& -RH增殖和!"#$表达形成了

相互促进的机制& 本研究结果显示#无论是组织检

测还是共培养#.组的!"#$表达均高于E组'H组

和-组#这可能是由于 26+IJ药物对小鼠机体早期

*42*

%%中国临床新医学%&'&( 年%( 月%第 (2 卷%第 ( 期



影响所造成#当机体适应了药物的影响#!"#$逐渐

随疾病进展持续升高&

综上所述#骨髓和淋巴结组织微环境可与 -RH

相互影响#共同作用#这可能是口腔癌淋巴道转移的

靶向性的机制之一&
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