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钾离子通道Ｋｖ３．４在大鼠颊黏膜癌变中的表达研究
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　　摘　要：目的　检测Ｋｖ３．４蛋白和Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ在大鼠颊黏膜癌变过程中的表达水平。方法　采用免疫组织化学（ＳＰ）法

及ＲＴＰＣＲ技术检测４ＮＱＯ诱导的５８只ＳＤ大鼠颊黏膜癌变各阶段组织中Ｋｖ３．４蛋白和Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ的表达。结果　随上皮

异常增生程度的增加，Ｋｖ３．４蛋白和Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ表达逐渐增加，在口腔鳞状细胞癌中呈强阳性表达。结论　在大鼠颊黏膜癌

变过程中，Ｋｖ３．４蛋白和Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ呈现出相似的一致性增高的趋势。
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　　癌的发生、发展和细胞的增殖与凋亡密切相关，而细胞的

增殖与凋亡与细胞微环境关系密切，钾离子通道几乎分布于所

有生物的细胞膜上，在微环境中发挥了极大的作用［１３］。电压

门控钾离子通道 Ｋｖ３．４是分布最广的一类离子通道，研究发

现Ｋｖ３．４与包括口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ

ｍａ，ＯＳＣＣ）在内的人体多部位肿瘤有关
［４９］，本实验采用免疫

组织化学（ＳＰ）法和ＲＴＰＣＲ技术检测Ｋｖ３．４在ＳＤ大鼠颊黏

膜癌变各阶段组织中的表达情况，旨在探讨Ｋｖ３．４在ＳＤ大鼠

口腔黏膜癌变发生、发展中的意义，为ＯＳＣＣ的诊疗提供新的

理论基础，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　采用泸州医学院医学实验动物中心提供的７周龄

雄性ＳＤ大鼠５８只，分为实验组４８只，对照组１０只。两组大

鼠常规饲料喂养，实验组饮用４亚基硝氧喹啉（４ｎｉｔｒｏｑｕｉｎｏ

ｌｉｎｅ１ｏｘｉｄｅ，４ＮＱＯ）溶液（４０ｐｐｍ）诱导癌变，分别于第９、１２、

１８、２２周分批处死，对照组饮灭菌水，第２２周处死，分别取口

腔颊黏膜组织。组织分为两部分，一部分液氮速冻，－８０℃低

温冰箱冷藏备用；另一部分用４％中性甲醛固定。有经验的病

理医师对切片进行 ＨＥ染色确定诊断，根据诊断结果进行分

组：正常黏膜组１６例；轻、中、重度上皮异常增生组分别为１１、

１２及１０例；ＯＳＣＣ组９例。

１．２　主要试剂　兔抗鼠 Ｋｖ３．４抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，美国），

ＳＰ９０００免疫组织化学试剂盒及ＤＡＢ显色试剂盒（中杉金桥，

北京），ＲＮＡ提取试剂盒及ＰＣＲ反应试剂盒（天根生化，北

京），逆转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，上海）。

１．３　方法

１．３．１　ＳＰ法染色　ＳＰ法按试剂盒说明书进行染色。用口腔

扁平苔藓切片作为阳性对照，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗做

阴性对照。以细胞膜或细胞质出现棕黄色染色颗粒为阳性，在

显微镜下（×２００）每个切片选择５个视野进行观察，按染色强

度分为无着色（０分），弱染色（１分），染色清楚（２分），强染色

（３分）。阳性细胞数的判定：阳性细胞数小于１０％（０分），

１１％～２５％（１分），２６％～４９％（２分），大于或等于５０％（３

分）。评分标准参照文献［４］进行判定：染色结果综合染色强度

和阳性细胞数进行半定量分析后进行分级评分。按照积分分

为，阴性（－）：０～１分；弱阳性（＋）：２分；中度阳性（＋＋）：３～

４分；强阳性（＋＋＋）：５～６分。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ技术　采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂一步法提取组织总

ＲＮＡ逆转录后进行ＰＣＲ检测。引物设计：Ｋｖ３．４（Ｆ：５′ＴＣＣ

ＡＴＴＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＧＣＣ３′；Ｒ：５′ＣＣＡＣＴＣＡＡＴＣＣＣ

ＡＣＣＴＣＣ３′），扩增长度２８４ｂｐ；βａｃｔｉｎ（Ｆ：５′ＧＴＴＣＡＡＣＧＧ

ＣＡＣＡＧＴＣＡＡ３′；Ｒ：５′ＧＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴ

３′），扩增长度３１０ｂｐ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖电泳，用凝胶

成像分析系统以 Ｋｖ３．４和βａｃｔｉｎ条带灰度值的比值作为
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Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ的相对表达水平。实验重复５次取平均值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，病理

分级组间表达差异分别采用非参数检验中的多样本秩和检验

（ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＴｅｓｔ）和两样本秩和检验（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ

Ｔｅｓｔ）进行分析。总体比较采用χ
２ 趋势检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｋｖ３．４蛋白表达检测　Ｋｖ３．４蛋白在正常颊黏膜中少量

表达，而在颊癌组织中呈明显过度表达（图１～８）。经趋势检

验在正常口腔黏膜，上皮异常增生，ＯＳＣＣ组织中 Ｋｖ３．４呈逐

渐升高的趋势。两两比较发现，正常黏膜组与异常增生组表达

差异有统计学意义（犣＝－２．７１６，犘＝０．００７），正常黏膜组与

ＯＳＣＣ组差异有统计学意义（犣＝－３．３９４，犘＜０．００１），异常增

生组与ＯＳＣＣ组差异有统计学意义（犣＝－２．７２８，犘＝０．００６）。

轻、中、重度上皮异常增生各组中Ｋｖ３．４蛋白表达差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见表１。

图１　　Ｋｖ３．４在正常颊黏膜中的表达（×２００）；图２　　Ｋｖ３．４在轻度上皮异常增生中的表达（×２００）；图３　　Ｋｖ３．４在中度上

皮异常增生中的表达（×２００）；图４　　Ｋｖ３．４在重度上皮异常增生中的表达（×２００）

图５　　Ｋｖ３．４在腺泡中的表达（×２００）；图６　　Ｋｖ３．４在颊癌中的表达（×２００）；图７　　Ｋｖ３．４阴性对照（×２００）；图８　　

Ｋｖ３．４阳性对照（×２００）

表１　　Ｋｖ３．４蛋白在ＳＤ大鼠正常黏膜组织和癌变

　　各阶段组织中的表达比较（狀）

组别 狀
Ｋｖ３．４的表达

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
χ
２
趋势

正常黏膜组 １６ ６ ６ ３ １ １６．２０２

轻度上皮异常增生组 １１ １ ３ ５ ２

中度上皮异常增生组 １２ １ ３ ４ ４

重度上皮异常增生组 １０ １ １ ３ ５

ＯＳＣＣ组 ９ ０ ０ １ ８

　　Ａ１、Ａ２：ＯＳＣＣ组 Ｋｖ３．４；Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６：正常黏膜、重、中、轻度

上皮异常增生Ｋｖ３．４；Ｂ１、Ｂ２：ＯＳＣＣ组βａｃｔｉｎ；Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５、Ｂ６：正常黏

膜、重、中、轻度上皮异常增生βａｃｔｉｎ；Ｍ１：标准分子量参照物 Ｍａｒｋｅｒ

（６００ｂｐ）。

图９　　Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ分组半定量ＲＴＰＣＲ产物凝胶电泳条带

２．２　Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ表达检测　正常黏膜组与异常增生组相

比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；异常增生组与 ＯＳＣＣ组相

比，差异有统计学意义（狋＝１２．７１１６，犘＜０．０５）；正常黏膜组与

ＯＳＣＣ组比，差异有统计学意义（狋＝３６．１８９３，犘＜０．０５）。轻、

中、重度异常增生之间两两比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），但经趋势检验组间Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ增多的趋势，结果见

表２。

表２　　正常黏膜组、异常增生组、ＯＳＣＣ组Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ

　　　　表达水平（狓±狊）

组别 狀 Ｋｖ３．４表达水平

正常黏膜组 １６ ０．５６２±０．０２３

轻度上皮异常增生组 １１ ０．６８３±０．０５９

中度上皮异常增生组 １２ ０．７０４±０．０４３

重度上皮异常增生组 １０ ０．７１６±０．０３３

ＯＳＣＣ组 ９ ０．８６５±０．０１３

３　讨　　论

ＯＳＣＣ多是由口腔黏膜癌前病变发展而来，癌前病变的发

生、发展又与口腔上皮细胞所在微环境密切相关，参与细胞内

液浓度调节和动作电位极化／复极化的离子通道对微环境的影

响极为显著，其中，钾离子通道中的电压门控通道Ｋｖ３．４是所

有通道中研究最广的一种［９１１］。

电门控钾离子通道 Ｋｖ３．４是分布最广的一类离子通道，

研究发现Ｋｖ３．４与人体多部位肿瘤有关。Ｍｅｎｅｎｄｅｚ等
［１２］对
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头颈部鳞状细胞癌的研究中发现Ｋｖ３．４蛋白和Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ

在咽喉癌和鼻咽癌的组织中高表达，同时在喉黏膜异常增生和

癌前病变组织中观测到了Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ的阳性表达，但在癌

旁组织中未发现Ｋｖ３．４蛋白的阳性表达。伍宝琴等
［１３］发现，

Ｋｖ３．４蛋白在正常口腔黏膜、口腔扁平苔藓、ＯＳＣＣ中的表达

逐渐升高，推测Ｋｖ３．４可能是导致口腔黏膜上皮细胞异常增

殖的因素。而Ｃｈａｎｇ等
［４］对 ＯＳＣＣ细胞系的研究中发现，在

ＯＳＣＣ细胞中存在 Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ的增高。本实验结果显示，

在大鼠颊黏膜组织中Ｋｖ３．４的阳性染色颗粒主要分布在上皮

细胞的细胞膜、细胞质，极少量表达于细胞核，并且随着颊黏膜

上皮异常增生程度的增加而表达增多。这与上述其他学者的

研究结果基本一致。因此，笔者推测 Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ表达增高

可能是促进鳞状细胞癌恶性演变的基因改变之一。

本实验研究了Ｋｖ３．４在大鼠口腔黏膜癌变过程各阶段组

织中的表达，Ｋｖ３．４通道蛋白和 Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ在表达上具有

一致性，都随颊黏膜异常增生程度增高而呈现一种动态进行性

增强的趋势。ｍＲＮＡ增高可能源于ＤＮＡ损伤后的修复过程，

ＤＮＡ损伤有多种形式如点突变、缺失、插入、倒位、转位、双链

断裂等，同样与其对应的修复方式也有多种如直接修复、ＳＯＳ

修复、重组修复、适应性修复、链断裂修复，链交联修复等［１４］。

从ＤＮＡ转录为 ｍＲＮＡ再翻译为蛋白质是一连续的动态过

程，其中的任何过程的细微差异都可能引起蛋白质的表现不

同，进而导致表型不同。在本实验中 Ｋｖ３．４蛋白和 Ｋｖ３．４

ｍＲＮＡ呈现出相似的一致性增高的趋势，可以推论在本实验

的ＳＤ大鼠口腔黏膜癌变模型中ＤＮＡ产生了某种损伤或损伤

后的修复，直接引起Ｋｖ３．４ｍＲＮＡ增高，进而在翻译过程中使

Ｋｖ３．４蛋白水平产生变化，也正是因为 Ｋｖ３．４蛋白水平的变

化在本实验模型体内发生了相应的不同程度的生物学性状的

改变，表现为临床上即为不同类型的上皮异常增生。故而笔者

猜想在颊黏膜异常增生到 ＯＳＣＣ的演变过程中，钾离子通道

Ｋｖ３．４可能促进或直接引导了ＯＳＣＣ的发生、发展，继而推测

如果对钾离子通道 Ｋｖ３．４的功能进行干预，可能会抑制病变

进展，甚至进而阻断ＯＳＣＣ的发生。
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