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吸烟口腔白斑患者粘膜脱落细胞和外周血淋巴细胞 DNA 损伤关系的研
究

孙 　正1 , 李 　宁2
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摘要 :目的与方法 :本文对 54 例口腔白斑患者 (均为吸烟者) 进行了口腔脱落粘膜细胞微核和外周血淋巴细胞微核及染色体

畸变率检测。结果 :吸烟的口腔白斑患者口腔脱落粘膜细胞微核细胞率和外周血淋巴细胞微核细胞率及染色体畸变率均显

著高于正常人 ,且口腔白斑病损区的脱落粘膜细胞微核细胞率的变化与口腔白斑病变程度相关 ,正常区粘膜脱落细胞微核细

胞率的高低与外周血淋巴细胞微核细胞率呈正相关。结论 :结果表明 ,口腔白斑病损区脱落粘膜细胞微核细胞率可反映组织

病变程度 ,用口腔脱落粘膜细胞微核细胞率替代外周血淋巴细胞微核反映机体接触致癌物水平更简便易行。
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细胞 rasp21荧光指数 ,从而降低了细胞发生恶化的能

力 ,故可减轻肿瘤的发生、发展。

3 　最近一些研究证实 ,许多肿瘤原发病灶和转移部

位的细胞及其周围临近细胞除尿激酶型纤溶酶原激

活剂 (U PA)及其受体 upAR 的表达水平增高外 ,同时

肿瘤细胞还产生抑制 U PA 活力的 PAI - 1 以调节肿

瘤细胞浸润和转移的能力 8 。有人发现乳腺癌组织

中 PAI - 1 活性明显高于正常和良性组织且 PAI - 1

含量高的病人存活期短 ,表明组织中 PAI - 1 水平亦

是一重要预后指标 9 。本研究中发现刺五加组大鼠

血清和组织中 PAI - 1 含量均明显低于 3′- MeDAB

组 ( P < 0 . 05 和 P < 0 . 01) ,提示刺五加在改善实验性

肝癌的预后方面也起着一定的作用。

参考文献 :
1 　吴秉纯 ,刘瑞梅 ,郭秀芳 ,等 1 刺五加药理作用的研究 J . 中医

药学报 ,1985 , 2 :29 - 32.

2 　张乃哲 ,赵会军 ,付琳杰 ,等 1 刺五加多糖及谷胱甘肽硫转移酶

对大鼠实验性肝癌防治的研究J 1 天津医药 ,1995 ,23 (2) :77 -

81.

3 　Mannervik B , Guthenberg C. Glutathione transferase ( human pla2

centa) J , Methods Enzymli , 1981 , 77 :28 - 29.

4 　左连富 ,刘洪详 ,林元珠 ,等 1 乳腺癌流式细胞光度分析 J . 中

华病理学杂志 , 1988 ,17 (1) :42 - 451

5 　左连富 ,周道安 ,齐凤英 ,等 1 定量分析 P53基因产物的表达 J 1

中华物理医学杂志 ,1994 , 16 (2) :78 - 811

6 　Higashi T , Fukui R , sekiyama M , et al. Decreased induction of

rglutamy transferase activity by 32methyl242dimethy2

laminoazobenzere in the liver of rats given careinogeneontaining diet

for several generationsJ . J pn Cancer Res , 1986 , 77 (2) : 139 -

114.

7 　Harada M , Dosaka2Akita H , Miyamoto H , et al. Prognostie signif2

icance of the expression of ras oneogene product in nonsmall cell

lung cancer J . Cancer , 1992 , 69 :72 - 75.

8 　Janicke F , Schmitt M , Pache L , et al. Urokinase ( uPA) and its

inhibitor PAI - 1 are strong and independent prognostic factors in

node2negative beast cancer J . B reast Cancer Res Treat , 1993 ;24 :

195 - 208.

9 　Grondanl2Hansen J , Christensen TJ , Rosenquist C , et al. High

levels of urokinase2type plasminpogen activator and its inhibitor

PAI - 1 in cytosolie extracts of breast carcinoma are associated with

poor prognosisJ . Cancer Res , 1993 ; 53 :2513 - 2521.

—201—

收稿日期 :1999 - 01 - 10 ;修订日期 :1999 - 10 - 3
作者简介 :孙正 ,女 ,天津人 ,硕士 ,副教授 ,副主任医师 ,从事口腔癌前病变标志物及化学预防效果的研究。



STUDIES ON D NA DAMAGE OF ORAL MUCOSA CELLS AND PERIPHERAL
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Abstract : Purpose and Methods : The incidence of micronucleated cells in exfoliated oral mucosa cells and the in2
cidence of micronucleated cells and chromosome aberration in peripheral blood lymphocytes of 54 smoking oral

leukoplakia patients were examined. Results : The results showed that the incidence of micronucleated cells in

exfoliated oral mucosa cells , the incidence of micronucleated cells and chromosome aberration in peripheral blood

lymphocytes of smoking oral leukoplakia patients were significantly higher than those of healthy persons ; the in2
cidence of micronucleated cells in exfoliated oral mucosa cells of lesion mucosa had a positive correlation with the

degrees of oral lesions , and the incidence of micronucleated cells in exfoliated oral mucosa cells of normal mucosa

had a positive correlation with the incidence of micronucleated cells in peripheral blood lymphocytes. Conclu2
sion : It is concluted that the incidence of micronucleated cells in exfoliated oral mucosa cells of lesion mucosa

may reflect the degrees of oral lesions , and it is simple and economical to use the incidence of micronucleated cells

in exfoliated oral mucosa cells of normal mucosa to substitute peripheral blood lymphocytes in reflecting DNA

damage levels of body exposure to carcinogens.

Key words :Oral leukoplakia ; micronuclei ; chromosome aberration

　　口腔癌位于世界恶性肿瘤的第六位 ,在一些发展

中国家发病率可达 25 % ,其病因 75 %归因于吸烟和

饮酒 1 ,2 。口腔白斑是 WHO 公认的口腔癌的癌前

病变 ,其癌变率为 7～15 % ,非均质型白斑可达 15～

40 %3 ,4 。因此 ,阻断口腔粘膜白斑的发展和恶变是

预防口腔癌的重要措施。癌症的人群干预试验研究

如果以癌发生率作为观察终点 ,所需样本量大、周期

长、费用高 ,因而可行性较小。故近年来中外学者均

提供用癌发生过程中的生物学标志物代替癌发生率

作为中间观察终点。口腔脱落粘膜细胞微核是近年

来国外在口腔癌化学预防研究中常用的中间生物标

志物 ,其高低可反映口腔癌前病损癌变的危险性。国

外 Stich 等 5 研究报道 ,在印度咀嚼烟叶的口腔白斑

患者 ,其口腔脱落粘膜细胞微核细胞率 (微核细胞率

以下简称微核)和外周血淋巴细胞微核增高 ,但国内

这方面的研究未见报道。本文对 54 例吸烟的口腔白

斑患者口腔脱落粘膜细胞微核进行了检测 ,同时对其

外周血淋巴细胞微核和染色体畸变率进行了分析。

材料与方法

1 　试验对象

选择在口腔医院就诊经临床和病理检查诊断为

口腔白斑的患者 54 例 ,年龄为 34～78 岁 ,男女比例

为 42∶12 ,均为吸烟患者 ,平均吸烟包年数为 2115 年

(吸烟包年数 = 吸烟年数 ×吸烟包数/ 天) ,其中单纯

增生性白斑 35 例 ,异常增生性白斑 19 例。同时选取

20 名不吸烟的非口腔白斑患者作为正常对照。

2 　试验方法

211 　脱落粘膜细胞微核的检测

用竹制刮板刮取口腔白斑病损区和正常区脱落

粘膜细胞 ,均匀涂于载玻片上 ,正常区取自试验对象

右侧颊粘膜 ,每人每处病损区和正常区涂片两张。空

气自然干燥 ;用甲醇 :冰醋酸固定 15min ,进行 Feugen

染色 ;切片在室温下于 1mol/ L 盐酸中作用 1min ,放

入 56 ℃1 mol/ L 盐酸中作用 10min ,再于室温 1 mol/

L 盐酸中作用 1min ; 置 Schiff 氏碱染液中室温下作

用 90min ; 用 1 %偏重亚硫酸钾水洗三次 ,每次 2min ;

用 1 %的亮绿染 45 秒 ,结果细胞核染成红色 ,细胞浆

染色绿色。每张涂片计数 1000 个细胞 ,取平均值作

为其微核率 ,以千分率表示。微核判定标准为与主核
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分离 ,在同一个平面 ,与主核染色一致 ,小于主核 1/ 3

～1/ 5 ,无折光性。

212 　外周血淋巴细胞微核的检测 6

取肝素抗凝血 0. 3ml ,加入 5ml 含有 10 %胎牛血

清、2mgPHA 的 RPM I 1640 培养液中 ,于 37 ℃培养

72 小时后 ,离心 ,去上清液 ,加 0. 053mol/ L KCI 溶液

4ml 后 ,立即加生理盐水 1ml ,混匀、离心 ,去上清 ,加

入甲醇 :冰醋酸 (15∶1) 的固定液 5ml ,混匀后立即离

心 ,弃上清 ,反复固定两次 ,留约 0. 5ml 液体进行滴

片。玻片经 Giemsa 染色 ,在 ×100 倍油镜下阅片 ,每

片计数 1000 个细胞 ,记录其微核细胞数 ,微核率以每

1000 个外周血淋巴细胞微核数表示。微核判定标准

同口腔脱落粘膜细胞微核。

213 　外周血淋巴细胞染色体的检测 7

取肝素抗凝血 0. 3ml ,加入 5ml 含 10 %小牛血清

和 2mg PHA 的 RPM I 1640 培养液中 ,于 37 ℃培养

66h ,加 20μg/ ml 的秋水仙素 20μl ,使终浓度为 0.

08μg/ ml ,继续培养 1. 5h 后 ,离心去上清液 ,加 0.

075mol/ L 的 KCI 6ml 在 37 ℃水浴中低渗 20min ,用

甲醇 :冰醋酸 (3∶1) 固定液反复固定 3 次后 ,进行滴

片。在油镜下计数 100 个分散良好的处于中期分裂

相的淋巴细胞中的染色体畸变数 ,分析染色体畸变类

型。染色体畸变率以每 100 个中期相淋巴细胞中的

染色体畸变数表示。

同时对 20 名正常人用同样方法进行口腔脱落粘

膜细胞微核率、外周血淋巴细胞微核率和染色体畸变

率检测作为正常对照。用泊松分布统计分析。

结 　果

表 1 　口腔粘膜正常区和白斑区脱落细胞微核率

分组 例数
微核细胞率 ( �x ±s)

正常区 ( ‰) 白斑区 ( ‰)

正常人 20 1. 40 ±0. 60
单纯增生白斑 35 4. 91 ±1. 79a 10. 08 ±3. 76a ,c 3 3 3

异常增生白斑 19 5. 94 ±1. 34a 14. 80 ±5. 28a ,b ,c 3 3 3

a : 示与正常人比较　b : 示与单纯增生白斑比较　c : 示正常区与病损

区比较　3 3 3 : P < 0. 01

表 2 　口腔白斑患者外周血淋巴细胞微核率和染色

体畸变率 ( �x ±s)

分组 例数
外周围血淋巴细胞

微核率 ( ‰) 染色体畸变率 ( %)

正常人 20 　　0. 90 ±0. 70 　　0. 70 ±0. 59
单纯增生白斑 35 4. 80 ±1. 38a 2. 70 ±0. 91a

异常增生白斑 19 5. 10 ±1. 37a 3. 63 ±1. 12a

a : 示与正常人比较　P < 0. 01

表 3 　正常区脱落细胞和外周血淋巴细胞微核率的

相关分析

组 　别 例数
正常区脱落细胞微核

细胞率 ( ‰)

淋巴细胞微核

细胞率 ( ‰)

相关系数

r

正常健康人 20 1. 40 ±0. 60

口腔白斑 54 5. 27 ±1. 34 4. 9 ±1. 34 0. 91

　　经泊松分布检验 , P < 0. 01

由表 1 可见 ,吸烟白斑患者无论是病损区还是正

常区口腔脱落粘膜细胞微核均高于正常不吸烟者 ,同

一个患者病损区微核又高于正常区。异常增生性口

腔白斑病损区的口腔脱落粘膜细胞微核高于单纯增

生性口腔白斑。

由表 2 可见 ,吸烟白斑患者外周血淋巴细胞微核

率和染色体畸变率均显著高于正常不吸烟者。异常

增生性白斑患者外周血淋巴细胞微核细胞率、染色体

畸变率尽管高于单纯增生性白斑 ,但均无显著性差

异。

由表 3 可见 ,口腔白斑患者正常区粘膜脱落细胞

微核与外周血淋巴细胞微核显著相关。

讨 　论

微核是组织细胞染色体断裂后形成的断片 ,其频

率的高低反映组织 DNA 损伤的程度 ,并随着接触致

癌物程度而变化 8 。外周血淋巴细胞微核细胞率、

染色体畸变率用于反映机体接触致癌物水平早已广

泛用于研究中 ,其 DNA 损伤的程度可反映组织癌变

情况 9 。口腔脱落粘膜细胞微核是近年来发展起来

的用于反映机体接触致癌物水平和口腔癌化学预防

研究的中间终点标志物。口腔脱落粘膜细胞微核在

基底细胞形成后 ,移行到表层 ,并在脱落粘膜细胞中

检测到 ,微核率的高低与口腔癌的危险性呈正相关。

香烟中含有大量致癌物、促癌物和大量的自由

基 ,是机体广泛接触的致癌物之一 10 ,许多研究报

道 ,香烟可引起机体 DNA 损伤 ,导致外周血淋巴细

胞微核、姐妹染色单体互换和染色体畸变率增高 11 ,

但对口腔粘膜组织 DNA 损伤研究较少。Desai 等研

究报道 ,在印度咀嚼烟叶患口腔白斑的患者其口腔脱

落粘膜细胞微核率可达 12. 8 ‰,外周血微核率可达

3. 7 ‰12 。本研究结果 ,白斑患者无论是病损区还是

正常区口腔脱落粘膜细胞微核形成增高 ,且异常增生

性白斑病损区的口腔脱落粘膜细胞微核 (14. 8 ‰) 高

于单纯增生性白斑 (10. 08 ‰) 。外周血微核细胞率、

染色体畸变率高于正常人 ,且患者病损区脱落粘膜细
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香菇多糖胶囊抗突变作用的实验研究

陈冠敏 ,林升清 ,黄宗锈 ,陈纫雄 ,何 　玲 ,姜瑞钗
(福建省卫生防疫站 ,福建 　福州 　350001)

摘要 :目的与方法 :本文采用 Ames 试验及活体小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验方法 ,对香菇多糖胶囊进行抗突变试验 ,结

果 :香菇多糖胶囊各剂量组在加与不加 S9 的条件下 ,均能抑制由 2 - 氨基芴等阳性物引起的 TA98、TA100 回变菌落数的增

加 ;抑制由环磷酰胺引起的小鼠微核率的增加 ,抑制率在 45. 32 % - 64. 72 %。结论 :香菇多糖胶囊具有一定的抗突变作用。

关键词 :香菇多糖 ;抗突变作用 ;Ames试验 ;微核试验

中图分类号 :R155 ; R96512 　　　文献标识码 :A

STUDY ON THE ANTIMUTAGENICITY OF L ENTINAN

胞微核与外周血淋巴细胞微核显著相关。由此可见 ,

口腔白斑病损区脱落粘膜细胞微核细胞率的高低与

组织病变程度相关 ,可反映组织病变程度 ,由于其取

材无损伤性 ,患者易接受 ,因此 ,可作为动态观察和预

测白斑发生癌变和化学预防效果评价的中间标志物 ,

证明用口腔粘膜细胞微核代替外周血淋巴细胞微核

反映机体接触致癌物水平是可行的 ,而且更简便易

行。

本研究结果进一步证明香烟的致癌物引起口腔

粘膜组织 DNA 损伤是诱发口腔癌前病变和口腔癌

及机体其它组织癌症的一个重要因素。吸烟者口腔

白斑脱落粘膜细胞微核增高 ,同时伴随外周血微核与

染色体畸变率增高 ,因此 ,我们上述指标均可作为口

腔白斑追踪观察和口腔癌化学预防效果的观察指标。
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