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槟榔提取液诱发大鼠
口腔粘膜下纤维性变的实验研究

Ê . 肥大细胞对胶原代谢的影响
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摘要　借助组织化学、生化分析和透射电镜方法,探讨肥大细胞对水溶性槟榔提取液诱发的大鼠口腔粘膜下纤维

性变 (O SF)的胶原代谢的影响。结果发现:在O SF 发生过程中,肥大细胞与成纤维细胞关系密切,其数量明显增多,

与同期对照组比较具有显著性差异,且随刺激时间延长而逐渐增加; 模型组颊粘膜胶原纤维大量堆积,组织羟脯氨

酸含量明显高于同期对照组,且随刺激时间延长而升高; 各时期模型组肥大细胞计数与组织羟脯氨酸含量均呈高

度正相关;血清总羟脯氨酸含量各期各组间无显著性差异。提示:槟榔某些水溶性成份可能通过激发肥大细胞增殖

与活化,干扰组织胶原代谢而诱发O SF。
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　　近来,许多研究发现在速发性变态反应中起重

要作用的肥大细胞 (m ast cell,M C)与某些组织纤

维化疾病关系密切 1～ 3。自从Bhat 等 4 (1977)发现

口腔粘膜下纤维性变 (o ra l subm ucou s fib ro sis,

O SF )病变组织中M C 大量聚集以来,M C 在O SF

发生中的体内作用机制的研究,国内外均未见详细

报道。本文用组织化学、生化分析及透射电镜等手

段探讨M C 对水溶性槟榔提取液 (aqueou s areca

nu t ex tracts,AAN E)诱发的大鼠O SF 的胶原代谢

的影响。

1　材料和方法

标本来源与采集见参考文献 5 。

M C 计数: 常规连续切片 3张 (5 Λm ) ,脱蜡至水, 015%

甲苯胺蓝浸染 15 m in,水洗, 015%冰醋酸分化直至胞核及

颗粒清晰,稍水洗,吹干,透明封固。在高倍镜下 (400倍) ,

用每网格面积为 0125×10- 2mm 2 的接目镜测微器测量,算

出每单位面积内的M C 数。

超微结构观察: 将固定组织取出,修块, PBS漂洗, 10%

锇酸后固定, 双蒸水浸洗, 015%醋酸铀浸染, 丙酮分级脱

水, Epon 812包埋,修块定位,L KB 超薄切片机切片 (700～

900∼ ) ,捞片,柠檬酸铅复染, H 2600透射电镜下观察。

组织总羟脯氨酸 (hydroxyp ro line, H yP)含量测定: 参

照文献 6 进行,血清总H yP 含量测定:参照文献 6 进行。

统计学处理: 计量资料以均数加减标准差表示,行 t检

验;M C 计数与组织H yP 含量关系行相关性分析, Α= 0105。

2　结　　果

2. 1　M C 计数结果

M C 在模型组明显增加,与正常对照组及溶剂

对照组比较具有极显著性差异,且随刺激时间延长

而增加;M C 呈多种形态,如圆、卵圆、带状,与间质

中其它细胞成份特别是成纤维细胞 (f ib rob last,

FB )关系密切 (见表 1)。
表 1　M C计数结果 (xθ±s,个ömm 2)

组别 12周 16周 22周 28周

A 组
(n= 5) 13. 00±3. 12 12. 20±2. 86 13. 80±2. 59 12. 60±2. 88

C 组
(n= 8) 13. 50±3. 51 14. 38±3. 81 14. 25±3. 49 14. 00±3. 70

B 组
(n= 8)

25. 75±
6. 29# #
△△

33. 75±
7. 42# #
△△

41. 25±
7. 40# #
△△

39. 16±
8. 37# #
△△

注: # # 　B 与A : P < 0. 001　△△　B 与C: P < 01001
3 　B 组后、前期比较 P < 0105

2. 2　透射电镜观察结果

与正常组及溶剂组相比,模型组组织中M C 明

显增多; M C 胞质中充满明、暗及明暗嵌合 3 种颗

粒;M C 与 FB 关系密切,可见胞膜融合现象, FB 胞
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质内可见M C 颗粒; 在M C 与 FB 之间, 可见大量

排列紊乱的胶原纤维 (参考文献 5 插图 2, 3)。

2. 3　组织H yP 含量测定结果

与正常对照组及溶剂对照组比较,模型组组织

H yP 含量均明显增加。具有显著性差异,且随刺激

时间延长逐渐升高,停止刺激 6 周后, H yP 含量未

明显回落 (见表 2)。
表 2　组织HyP含量测定结果 (xθ±s, Λgöm g)

组别 12周 16周 22周 28周

A 组
(n= 5) 83. 00±6. 15 83. 54±7. 66 83. 52±9. 18 84. 19±8. 21

C 组
(n= 8) 84. 80±8. 24 85. 80±7. 97 86. 87±9. 83 83. 04±7. 55

B 组
(n= 8)

105. 90±
18. 70#
△

135. 80±
26. 31# #
△△

178. 45±
34. 65# #
△△

169. 75±
37. 78# #
△△

# B 与A : P < 0. 05　△B 与C: P < 0105　# # B 与A : P < 0101
　△△B 与C: P < 0101　3 B 组后期与前期 P < 0105

2. 4　血清总H yP 测定结果

血清总 H yP 含量各期各组间无显著性差异

(表 3)。
表 3　血清总 HyP含量测定结果 (xθ±s,mm olöL )

组别 12周 16周 22周 28周

A 组
(n= 5) 0. 177±0. 015 0. 176±0. 016 0. 179±0. 015 0. 176±0. 014

C 组
(n= 8) 0. 178±0. 015 0. 181±0. 013 0. 185±0. 014 0. 182±0. 013

B 组
(n= 8) 0. 181±0. 016 0. 184±0. 018 0. 188±0. 017 0. 186±0. 014

各期各组间比较 P > 0. 05

2. 5　不同时期模型组组织H yP 含量与M C 计数

相关分析

各期模型组组织H yP 含量与M C 计数均呈正

相关。 12 周时 r= 01968, P < 01001, 16 周时, r=

01942, P < 01001, 22 周时 r= 01899, P < 0101, 28

周时 r= 01921, P < 0101。

3　讨　　论

H yP 是胶原蛋白的重要组份。目前所知,除胶

原外, 仅有 3 种蛋白质即血清中补体 C lq、弹性蛋

白、乙酰胆碱脂酶的尾部含有极少量的H yP 8 ,因

此,测定组织H yP 含量可以间接反映胶原的含量。

在正常情况下,胶原代谢处于动态平衡中,当其异

常增生时,分解速度比合成速度慢,但较正常速度

快,胶原分解出的游离H yP 或含有H yP 的多肽片

段,不能被机体再利用而在肝脏中分解和 (或)从尿

中排出。因此,测定血尿中的H yP 含量可以间接反

映胶原的降解水平 9 。本研究结果显示: 模型组动

物组织 H yP 均显著高于溶剂对照组及正常对照

组,且随刺激时间延长而增加,说明组织中胶原大

量堆积; 而血清中 H yP 含量未明显升高, 说明

AAN E 可能抑制组织胶原的降解, 另外也可能是

由于口腔粘膜局部胶原降解量虽然增加,但不足以

影响整体胶原代谢水平。

在O SF 病理切片中, 可见大量炎症细胞浸润

(特别在早期阶段) ,推测在O SF 发生发展过程中

起作用。以往认为: 槟榔有效成份可能通过激发淋

巴细胞释放致纤维化淋巴因子如白细胞介素 1 刺

激 FB 增殖与胶原合成 9～ 11。1977年,Bhat等 4 发

现O SF 病损中M C 密度明显增加,推测其在O SF

发生发展中起作用。本研究亦发现,受AAN E 刺激

后大鼠颊粘膜组织中M C 大量聚集,并且其数量与

组织H yP 含量呈高度正相关。由于M C 数量增加

在其它许多器官硬化性疾病中亦可见到,因此,关

于M C 致纤维化作用的机理已成为各家学者关注

的热门课题。1992年, H eard 等 2 证实M C 能引起

培养中的 FB 失去接触性抑制而增殖,并可增强其

对胶原和糖蛋白的合成与分泌,使之在细胞外基质

中大量堆积。本研究进一步发现:在AAN E 诱发的

O SF 样病损中,M C 多呈活化状态且与 FB 关系密

切,在超微结构上表现为: 利用伸长扭曲的胞突相

互接触; 细胞间面对面靠近; 细胞局部接触或融合;

M C 颗粒进入 FB 胞体内。有研究指出:M C 脱颗粒

或转颗粒可释放大量组织胺、肝素、过敏性嗜酸性

粒细胞聚化因子 (ECF2A )、中性粒细胞趋化因子、

慢反应物质 (SR S2A )、血小板活化因子、前列腺素、

促血栓素等 12 ,推测与O SF 病损中大量炎症细胞

浸润、组织水肿、胶原变性、血管闭塞或扩张、白血

栓形成等有关,但确切机制尚待进一步探索。
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Exper im en ta l Study on Aqueous Areca Nut Extracts Induc ing

Ora l Subm ucous F ibros is in Ra ts
Ê . Effection of M a st Cells on Collagen M etabol ism

H uang Shenggao, L ing T ianyou, W u H an jiang, et a l

D ep a rtm en t of S tom a tology , the S econd C lin ica l Colleg e, H unan M ed ica l U n iversity

Abstract
T he effect ion of m ast cells (M C) on co llagen m etabo lism of o ral subm ucous fib ro sis (O SF) induced by aqueous areca nu t

ex tracts (AAN E) in rats w as studied by transm ission electron m icro scope, h istochem ical and b iochem ical analyses. T he re2
su lts revealed that there w as a clo se relat ionsh ip betw een M C and fib rob lats (FB) in the pathogensis of O SF; M C w h ich ap2
peared in the buccal m uco sa in the model group s increased sign ifican tly and becam e mo re act ive in the function. A great deal

of co llagen compacted in the buccal m uco sa in the model group s. T he con ten ts of t issue hydroxp ro line (H yp ) in the model

group s w ere obviously h igher than tho se in the con tro l group s. M o reover, the longer the t im e of irrita t ion con tinued, the

h igher the con ten ts w ere. T he num ber of M C had a h igher po sit ive co rrela t ion w ith the con ten ts of t issue H yp at the sam e

tim e. To tal serum H yp had no sign ifican t difference among all the group s and any stages. T he resu lts indicated that som e

aqueous componen ts of areca nu ts m igh t distu rb co llagen m etabo lism by accum ulat ion and activat ion of M C.

Key words:　o ral subm ucous fib ro sis　　m ast cell　　co llagen m etabo lism

(上接第 93页)

flamm ation, accum ulat ion and diso rder of co llagen fib re in jux ta2ep ithelia l region, along w ith concom itan t m uscle degenera2
t ion. T he lesions didn’t reverse obviously them selves after the au tho rs stopped using AAN E. H istomo rpho logic changes

didn’t appear in any an im al of the con tro l group s. T he resu lts indicated that the typ ical and stab le O SF an im almodelw ere in2
duced rap idly by subm ucousa in ject ing and su rface pain t ing AAN E.

Key words:　o ral subm ucous fib ro sis　　aqueous areca nu t ex tracts　　h istomo rpho logy
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