
·基础研究·

全反式维甲酸逆转家兔颊黏膜癌前病变实验研究

徐志彬１，赵　鹏
２，高　扬

１，王士杰１，吴明利１△

（１．河北医科大学第四医院内镜科，河北石家庄０５００１１；２．河北联合大学附属医院普外科，河北唐山０６３０００）

　　摘　要：目的　评价全反式维甲酸逆转兔颊黏膜鳞状上皮癌前病变的效果。方法　在已制备的兔鳞状上皮癌前病变模型上，

贴附全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）药膜，分别采用病理组织学、免疫组织化学及流式细胞术观察病理变化、癌基因及抑癌基因蛋白的表

达，以及细胞的凋亡及增殖情况。结果　１２周后，对照组１６只家兔中２只逆转，６只病情稳定，８只恶化；ＡＴＲＡ组１６只家兔中７

只逆转，７只稳定，２只恶化；免疫组织化学显示，随ＡＴＲＡ逆转实验进行，增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、Ｂｃｌ２蛋白表达下降，Ｐ５３蛋

白表达上升，凋亡率上升，增殖指数降低。结论　ＡＴＲＡ有望成为有效的颊黏膜鳞状上皮癌前病变阻断药物。
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　　以往研究发现，人鳞状细胞癌的发生、发展是一个多步骤、

多阶段、多基因参与的复杂过程，鳞状上皮细胞由异型增生到

癌变需要较长的时间。目前，干预治疗异型增生（癌前病变）方

法较多，包括口服药物的防治、微创手术治疗等。但已有的药

物预防及治疗鳞状上皮癌前病变收效甚微，多在一段时间后还

需再次微创甚至手术治疗。全反式维甲酸（ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎ

ｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）不仅能够在细胞水平上诱导多种实体肿瘤细

胞的分化［１２］，抑制肿瘤细胞的增殖［３５］，还可以调控细胞凋亡

相关基因诱导肿瘤细胞凋亡。然而，关于此类报道多建立在癌

细胞株的研究上［６８］。本实验应用 ＡＴＲＡ对家兔颊黏膜癌前

病变进行逆转研究，探讨其对活体动物癌前病变的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　实验动物：实验家兔３２只，８～１２周龄，体质量

（４．００±０．２５）ｋｇ，由河北省实验动物中心提供。实验试剂：二

甲基苯并蒽（９，１０ｄｉｍｅｔｈｙｌ，２ｂｅｎｚａｎｔｈｒａｃｅｎｅ，ＤＭＢＡ）购自瑞

士Ｆｌｕｋａ公司；ＡＴＲＡ购自重庆华邦制药有限公司；Ｂｃｌ２兔抗

兔多克隆抗体、Ｐ５３兔抗兔多克隆抗体、增殖细胞核抗原（ＰＣ

ＮＡ）鼠抗兔多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公司。

１．２　方法

１．２．１　实验分组和方法　将ＤＭＢＡ诱癌实验家兔３２只分为

对照组１６只，贴敷空白膜；ＡＴＲＡ组１６只，ＡＴＲＡ药膜每０．５

ｃｍ２ 含０．５ｍｇＡＴＲＡ，每次贴１片，隔天１次，３次／周，共１２

周，第１２周实验结束时处死所有动物获取两侧颊黏膜做组织

病理检查、免疫组织化学染色及流式细胞分析。

１．２．２　观察指标　病理诊断按１９８７年１２月全国实验肿瘤专

题座谈会标准：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：阳性对照为阳性乳腺癌组织，阴

性对照采用ＰＢＳ代替一抗。随机选取１０个高倍视野，至少计

数约１０００个细胞，Ｐ５３蛋白表达主要位于细胞核，Ｂｃｌ２蛋白

表达位于细胞质和（或）细胞核膜上，ＰＣＮＡ蛋白的表达定位于

细胞核。染色棕黄，可见明显颗粒，阳性细胞数２５％～５０％视

为表达弱阳性（＋），５１％～７５％为表达中度阳性（＋＋），＞

７５％为表达强阳性（＋＋＋）；染色较淡，未见明显颗粒，或阳性

细胞数小于２５％视为表达阴性。用流式细胞仪碘化丙啶（ＰＩ）

染色法计算细胞增殖：应用ＤＮＡ细胞周期计算软件，计算出

ＤＮＡ组方图各时相分布的百分比，以增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ

ｉｎｄｅｘ，ＰＩ）表示细胞的增殖活性，计算公式为：

ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２Ｍ）×１００％　　　　（１）
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细胞凋亡计算方法：凋亡率（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ＡＲ）以亚Ｇ０／

Ｇ１ 期峰作为细胞凋亡峰估计凋亡情况，计算公式为：

ＡＲ％＝（凋亡细胞总数／检测细胞总数）×１００％　　 （２）

１．２．３　逆转判定标准　（１）不典型增生等级降低为好转，不变为

稳定，升高为进展；（２）蛋白检出阳性率减小１个或１个以上等级

为降低，等级无变化为不变，增加１个或１个以上等级为升高。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对实验数据进行

分析，计数资料用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法或χ
２ 检验，计量资料采用

方差分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　组织病理学　ＡＴＲＡ组１２周后，病变黏膜光泽和弹性

有所恢复，组织学结果为好转７只（４３．７５％）、稳定 ７只

（４３．７５％）、进展２只（１２．５％），其中，好转７只中４只不典型

增生消失，转为正常或接近正常，与对照组比较，效果明显

（犘＜０．０５），见表１。

２．２　免疫组织化学结果　ＡＴＲＡ组１２周后，１１只家兔ＰＣ

ＮＡ蛋白出现明显降低，４只无变化，１只上升，与对照组比较

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而Ｐ５３蛋白、Ｂｃｌ２蛋白两组比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２、图１。

表１　　两组家兔颊黏膜癌前病变１２周后病理结果比较

组别 狀 好转 稳定 进展

对照组 １６ ２（１２．５０） ６（３７．５０） ８（５０．００）

ＡＴＲＡ组 １６ ７（４３．７５） ７（４３．７５） ２（１２．５０）

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

表２　　两组家兔颊黏膜癌前病变１２周后免疫组织

　　　化学结果比较

组别 狀
ＰＣＮＡ

下降 稳定 上升

Ｐ５３

下降 稳定 上升

Ｂｃｌ２

下降 稳定 上升

对照组 １６ ２ １１ ３ ３ １１ ２ ２ ８ ６

ＡＴＲＡ组 １６ １１ ４ １ １ １０ ５ ６ ７ ３

犘 ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

　　Ａ：ｍＤ组织中Ｐ５３蛋白的阴性表达；Ｂ：ＭＤ组织中Ｐ５３蛋白的阳性表达；Ｃ：ｍＤ组织中Ｂｃｌ２蛋白的阳性表达；Ｄ：ＭＤ组织中ＰＣＮＡ蛋白的阳

性表达。

图１　　家兔口腔颊黏膜Ｐ５３、Ｂｃｌ２、ＰＣＮＡ蛋白表达（免疫组织化学×２００）

２．３　流式细胞检测结果比较　逆转实验前、后细胞增殖指数

之差，ＡＴＲＡ组与对照组比较，明显降低（犘＜０．０１）；凋亡率之

差与对照组比较，明显增加（犘＜０．０１），见表３。

表３　　两组家兔颊黏膜癌前病变１２周后流式细胞

　　　检测结果比较（狓±狊）

组别 狀 ＰＩ１２ＰＩ０（％） ＡＲ１２ＡＲ０（％）

对照组 １６ ８．８７４±５．０４１ ２．２２７±１．４１６

ＡＴＲＡ组 １６ －１１．３３８±５．３８２ ７．６３３±３．４２１

　　ＡＲ１２：第１２周时凋亡率；ＡＲ０：实验初始时的凋亡率；ＰＩ１２：第１２

周时增殖指数；ＰＩ０：实验初始增殖指数；：犘＜０．０１，与对照组比较。

３　讨　　论

国内外多位作者报道ＡＴＲＡ对多种肿瘤细胞均有诱导分

化、抑制生长的作用。人们一直在探讨 ＡＴＲＡ的作用机制，

Ｙｕ等
［９］应用流式细胞术检测发现，ＡＴＲＡ能使髓性白血病细

胞（ＭＬ１）Ｃ０／Ｇ１期细胞比例上升，Ｓ期比例下降，细胞增殖受

到抑制。肿瘤细胞去分化的一个重要特征就是Ｇ１→Ｓ控制点

失常，进人Ｓ期的细胞异常增多。实验表明 ＡＴＲＡ在诱导肿

瘤细胞分化过程中均出现细胞周期的 Ｇ１ 期停滞，因此，这种

Ｇ１ 期停滞可以作为 ＡＴＲＡ 诱导分化的判断指标。崔建华

等［１０］通过流式细胞仪测定结果发现，ＡＴＲＡ可明显改变视黄

酸受体（ＲｅｔｉｎｏｉｃＡｃｉｄＲｅｃｅｐｔｏｒβ，ＲＡＲβ）高表达的胃癌细胞株

ＭＫＮ４５细胞的细胞周期分布状况，停滞于 Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞

明显增多，Ｓ期和 Ｍ期的细胞相应减少，说明ＡＴＲＡ可通过高

表达的ＲＡＲβ受体使 ＭＫＮ４５细胞发生Ｇ１ 期停滞，阻止细胞

进入ＤＮＡ合成的Ｓ期和有丝分裂 Ｍ期，从而抑制细胞增殖和

诱导细胞分化，增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）是一种稳定的细胞周

期相关核蛋白，可作为 ＤＮＡ 聚合酶ｓ的辅因子，直接参加

ＤＮＡ合成，在ＤＮＡ合成和细胞增殖调控中起重要作用。本

组实验结果表明，实验前后 ＡＴＲＡ可有效抑制细胞的增殖，

ＰＣＮＡ蛋白表达率明显下降，增殖指数随之明显下降，与对照

组比较，差异有统计学意义。

恶性肿瘤的发生是一个长期的、多阶段的、多基因改变累

积的过程，细胞凋亡相关基因的改变也参与了这一过程，基因

水平上诱导凋亡基因（如ｐ５３，ｂａｘ等）的失活以及抑制凋亡基

因（如ｂｃｌ２，ｓｕｒｖｉｖｉｎ等）的过度表达是恶性肿瘤发生的一个重

要原因。ＡＴＲＡ诱导肿瘤细胞凋亡机制可能是通过对细胞凋

亡有关基因的调控实现。ｐ５３基因是调节细胞凋亡的一个重

要基因，野生型ｐ５３能促进细胞凋亡，诱导细胞周期停止在Ｇ０

期，还能上调ｂａｘ和（或）下调ｂｃｌ２水平。杨成梁等
［１１］应用

ＡＴＲＡ对食管癌细胞系ＥＣ１０９研究中发现，ＡＴＲＡ具有抑制

食管癌细胞株ＥＣ１０９生长作用，经流式细胞检测，ＡＴＲＡ处理

组ｐ５３基因表达上调，ｂｃｌ２基因表达下调。孙正等
［１２］报道应

用ＤＭＢＡ诱发的金黄地鼠口腔颊黏膜癌前病变模型，再采用

维胺酸逆转治疗，有明显阻断效果。崔儒涛等［１３］用 ＡＴＲＡ治

疗Ｎ甲基Ｎ硝基Ｎ亚硝基胍（ＭＮＮＧ）建立的大鼠胃黏膜异

型增生模型，治疗组癌变发生率明显降低，凋亡指数明显高于

造模组，同时检测到Ｂｃｌ２蛋白表达治疗组明显低于造模组。

本组采用ＡＴＲＡ对已诱导出的家兔口腔颊黏膜鳞状上皮癌前

病变进行阻断逆转治疗，其治疗效果明显，Ⅱ（下转第１４９８页）
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３　讨　　论

本研究采用ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法测定家兔血浆样品中洛索洛

芬钠浓度及其在肌肉样品中的浓度，采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），

以质谱多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）扫描

方式进行定量分析，血浆中的内源性物质不干扰待测物的测

定。在文献［７９］的基础上，采用乙腈对血浆样品进行蛋白沉

淀处理，并同时采用了冰醋酸对样品溶液进行酸化，提高了目

标化合物和内标的溶解度，简化了样品前处理过程，方法学考

察结果表明实验中的体内药物分析方法具有快速、准确、灵敏

度高的特点。

目前，国外上市的洛索洛芬钠经皮给药系统包括巴布剂和

凝胶制剂［１０１１］。有文献报道采用１４Ｃ标记的方法并应用大鼠

模型对洛索洛芬钠巴布剂进行了药动学考察，未见对洛索洛芬

钠凝胶制剂的相关在体动物的药动学研究［１２］。在易得的实验

条件下，本文成功地采用家兔模型首次对洛索洛芬钠凝胶制剂

进行了初步的经皮系统吸收和局部肌肉蓄积研究，获得了完整

的血浆药时曲线。通过对两种来源制剂的系统和局部暴露进

行的差异性比较，证明了在研的洛索洛芬钠凝胶与相应上市产

品在动物模型上表现出一致的内在质量，从药物安全性和有效

性两方面为在研制剂的进一步临床研究提供了有益参考。
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级不典型增生部分可逆转至Ⅰ级不典型增生，Ⅲ级不典型增生

部分可逆转至Ⅱ级不典型增生，与对照组比较差异有统计学意

义，病变组织细胞凋亡增加，增殖减弱，免疫组化及流式细胞检

测结果均显示ｐ５３基因及ｂｃｌ２基因表达蛋白的相应变化，提

示ＡＴＲＡ逆转治疗食管癌前病变可能是通过凋亡基因的调控

而实现，其对于鳞状上皮癌前病变的治疗作用较为明确。

总之，ＡＴＲＡ不仅对肿瘤细胞有明显的抑制作用，而且对

鳞状上皮癌前病变也有一定的逆转作用，局部应用 ＡＴＲＡ也

是一种较理想的给药途径，有望成为鳞状上皮癌前病变局部治

疗的新型有效药物。
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