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[摘要] 目的 探讨复发性阿弗他溃疡（RAU）患者溃疡期和间隙期唾液表皮生长因子（EGF）质量浓度的变化以及

病损区表皮生长因子受体（EGFR）的表达有无缺陷。方法 选择27例在溃疡期和间隙期均成功获取唾液样本的轻

型RAU患者作为RAU1组，采集33例正常人的唾液样本作为对照1组，采用酶联免疫吸附法检测两组唾液样本中

EGF质量浓度。另外选择31例轻型RAU溃疡期患者在溃疡基底部剪取小块组织样本作为RAU2组，采集35例无RAU

者的正常黏膜组织作为对照2组，采用荧光定量逆转录聚合酶链反应检测两组组织样本内EGFR的RNA表达情况。

结果 RAU1组溃疡期患者唾液EGF质量浓度高于RAU1组间隙期和对照1组，而间隙期EGF质量浓度低于对照1组

（P<0.05）。RAU1组和对照1组唾液EGF质量浓度在不同性别间差别不大，与年龄也没有相关性（P>0.05）。RAU2组

EGFR的RNA表达强度高于对照2组，两组间有统计学差异（P<0.05）。结论 RAU患者口腔溃疡的复发性可能与间

隙期唾液EGF质量浓度减少有关；口腔溃疡的自愈性可能与溃疡期唾液EGF质量浓度增加和溃疡区EGFR表达增加

有关。
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[Abstract] Objective To examine the change of epidermal growth factor（EGF）concentration in saliva of recurrent

aphthous ulcer（RAU） patients during the ulcerous and interval period and epidermal growth factor receptor（EGFR）

in ulcer biopsy samples. Methods EGF data of the samples, which were 27 saliva samples from RAU gained not

only in the ulcerous period but also in interval period and 33 ones from normal persons, were acquired through en-

zyme linked immunosorbent assay（ELISA） and EGF standard curve. EGFR- RNA date of RAU biopsies, which were

31 biopsy samples from RAU got during the ulcerous period and 35 ones from normal persons, were surveyed by

QF- RT- PCR. All RAU samples were obtained under the same level, which were the whole patients were minor

aphthous ulcers and their ulcers occurred not over the first four days. All patients and normal persons were selected

seriously under the rule of physical situations without any other diseases and histories of using medicines. Results

The EGF concentration of saliva in RAU group at ulcer occurrence was higher than that in the interval period and

the normal control with a significant test（F=3.24, P<0.05）. The EGF concentration of saliva in RAU group during

the interval period was lower than that in the control, which was significant on statistics（t =2.73, P <0.05）. The

EGFR- RNA in RAU group at ulcer occurrence was higher than the normal control with a significant test （t=3.15,

P<0.05）. Conclusion It was suggested that the ulcer occasion of RAU patients could be related with the decreas-

ing of EGF in saliva during interval period, and that the ulcer self- cure of RAU patients would be contributed to

the increasing of EGF in saliva and EGFR in ulcer tissues

during ulcer occurrence.

[Key words] recurrent aphthous ulcer； epidermal growth

factor； epidermal growth factor receptor

·临床研究·
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复发性阿弗他溃疡（recurrent aphthous ulcer，

RAU）是口腔常见病，至今病因不明，治疗效果不

佳。无论何种致病因素，最终都导致口腔黏膜上皮

局部完整性丧失及溃疡面缓慢修复（比正常人口腔

黏膜创伤后溃疡的自愈速度慢），并且这种情形交

替进行。口腔黏膜上皮的完整性受许多因素的影

响，本研究从表皮生长因子（epidermal growth factor，

EGF）及 其 受 体（epidermal growth factor receptor，

EGFR）着手，分析RAU患者口腔黏膜上皮修复过程

中的异常现象。唾液中EGF主要来源于颌下腺和腮

腺，可促进细胞的生长和趋化[1]。EGFR分布于基底

细胞层，其余上皮层表达阴性。EGF与EGFR结合后

对细胞的作用表现为：1）促进上皮细胞增殖、分化

和迁移；2）促进血管生成；3）增加物质的转运与糖代

谢；4）增加前列腺素的合成与释放[2]。本研究的目的

是探讨RAU患者溃疡期和间隙期的唾液EGF质量浓

度的变化，以及溃疡病损区EGFR的表达是否有缺

陷。

1 材料和方法

1.1 研究对象的选择

RAU1组（唾液组）：选择2000年7月—2001年6

月在四川大学华西口腔医院黏膜病科确诊的轻型

RAU患者30例为病变组；其中27例在溃疡愈合后复

诊。27例患者中男性14例，女性13例；年龄为27～

46岁，平均35岁。对照1组：同期在四川大学华西

口腔医院工作人员及就诊患者家属中选择健康自愿

者33例，男性15例，女性18例；年龄23～52岁，平

均38岁。RAU2组（组织活检组）：选择2001年7月—

2001年10月在四川大学华西口腔医院黏膜病科确诊

的轻型RAU患者31例为病变组，其中男性19例，女

性12例；年龄32～48岁，平均36岁。对照2组：同期

于四川大学华西口腔医院选择在门诊就诊的因拔牙

或门诊小手术患者35例，其中男性21例，女性14

例；年龄22～37岁，平均34岁。RAU1组和2组均要

求临床确诊为轻型RAU，病变状况没有明显差别，

口腔中出现溃疡不超过4 d，未使用全身药物及局部

药物；对照1组和2组要求无复发性口腔溃疡病史。

4组研究对象均要求无糖尿病、尿毒症、甲状腺功

能亢进、急慢性涎腺炎或涎腺结石、牙周病、干燥

综合征等疾病，无其他口腔黏膜病，无头颈部放疗

史，未使用过交感神经抑制药物和皮质激素等药物

治疗。

1.2 样本采集

1.2.1 唾液样本采集 采用静态吸引法采集RAU1

组和对照1组唾液，于上午9—10时在四川大学华西

口腔医院黏膜病科进行。受试者取坐位，头端正，

不要有吞咽动作，让唾液自然蓄积于口底，防止痰

液污染。用一次性空针抽取1 mL唾液装入已消毒的

EP管，于- 20 ℃冰箱中保存。

1.2.2 组织样本采集 RAU2组在经患者及家属同

意后，在溃疡基底用质量浓度2%利多卡因局部浸润

麻醉，于溃疡边缘用眼科剪剪取约0.1 cm×0.2 cm上

皮组织，塑料袋密封编号，放入液氮中保存备用。

对照2组同样在经患者及家属同意后，在拔牙或手

术时剪取0.1 cm×0.2 cm正常黏膜上皮组织，塑料袋

密封编号，放入液氮中保存备用。

1.3 试验方法

RAU1组患者确诊后（溃疡期）先采集唾液样

本，于间隙期复诊时再次采集唾液样本。采用酶联

免 疫 吸 附 法（enzyme linked immunosorbent assay，

ELISA）检测RAU1组和对照1组唾液样本中EGF质

量浓度。采用荧光定量逆转录聚合酶链反应（fluo-

rescent quantitation reverse transcription polymerase

chain reac- tion，FQ- RT- PCR）检测RAU2组和对照2

组组织样本中EGFR- RNA的表达情况。所有试验在

四川大学华西口腔医学院黏膜实验室与华西医学院

基因检测实验室进行。

1.3.1 ELISA法检测EGF质量浓度 1）主要仪器与

试剂：EGF ELISA试剂盒，内含标准EGF液、多克

隆抗体、染色液、终止液、酶等（Chemicon公司，美

国）；微量反应板（R﹠D公司，美国）；HTS700型紫

外荧光高效分析仪（PE公司，美国）。2）检测方法：

将标准EGF液与未知EGF质量浓度的唾液标本分别

与兔抗人EGF多克隆抗体发生特异性结合，加入酶

标底物，出现颜色反应。测出所有标本的光密度

（op- tical density，OD）值，由标准质量浓度的EGF

与其OD值做标准曲线，因为颜色的深浅与EGF质量

浓度成正比，所以通过标准曲线可测出唾液标本的

EGF质量浓度。

1.3.2 FQ- RT- PCR检测EGFR- RNA的表达 1）实验

流程：常规提取活检组织块的总RNA，用荧光分光

光度计测定组织块总RNA质量浓度为80 μg/mL，然

后通过EGFR- RNA的引物荧光标记进行FQ- RT- PCR

分析，测定组织块总RNA中EGFR- RNA的相对含量

（拷贝数）。2）主要仪器及试剂：小量组织/细胞总

RNA抽提试剂盒（上海华舜生物工程有限公司）；RT-

PCR试剂盒（Roche公司，美国）；紫外荧光分光光度

计（日本岛津公司）；94型电泳仪（Bio- Rad公司，美

国）；FQ- RT- PCR仪（Roche公司，美国）。3）引物设

计：EGFR- RNA的PCR特异性引物设计参见参考文

献[3]，由成都天泰公司提供。F- Primer 113 120 bp
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和R- Primer 113 820 bp；5′端引物序列为5′- CTA-

TGAGATGGAGGAAGACG- 3′，3′端引物序列为5′-

CAGAGGAGGAGTATGTGTGA- 3′。4）循环程序设定：

首先55 ℃孵育10 min，95 ℃ 30 s；然后变性95 ℃

6 s，退火55 ℃ 10 s，延伸72 ℃ 15 s，共45个循环。

再孵育40 ℃ 30 s，95 ℃ 10 s，65 ℃ 10 s，95 ℃

10 s。扩增产物根据荧光显示强度，与FQ- RT- PCR

仪电脑设定的最大信号进行对照，用该设备的电脑

软件计算待测标本EGFR- RNA的相对含量（拷贝

数）。5）阴性对照为反应体系不加cDNA模板。

1.4 统计分析

采用SPPS 9.0统计软件进行统计学分析，两组

间比较采用独立样本t检验，三组间比较采用方差分

析，检验水准为双侧α=0.05。

2 结果

RAU1组溃疡期、间隙期和对照1组唾液EGF质

量浓度检测结果见表1。经统计学检验，RAU1组溃

疡期患者唾液EGF质量浓度高于间隙期和对照1组，

有统计学差异（F=3.24，P<0.05）；而RAU1组间隙期

唾液EGF质量浓度低于对照1组（t=2.73，P<0.05）。

在EGF质量浓度与性别的关系上，RAU1组溃疡期和

间隙期男性与女性的唾液EGF质量浓度无统计学差

异（P>0.05）；对照1组男性与女性的唾液EGF质量浓

度也无统计学差异（P>0.05）。在EGF质量浓度与年

龄的关系上，RAU1组和对照1组唾液EGF质量浓度

与年龄均无相关性，相关系数分别为r=0.03，P=

0.33；r=0.02，P=0.11。

表 1 RAU1组和对照1组唾液EGF质量浓度检测结果( ng/mL)

Tab 1 EGF in salvia of RAU and control group( ng/mL)

性别
RAU1组溃疡期 RAU1组间隙期 对照1组

x±s 范围 x±s 范围 x±s 范围

男性 5.63±1.41 2.89～7.66 2.69±0.61 1.84～4.97 2.96±0.74 2.71～3.44

女性 5.74±1.52 3.01～8.64 2.81±0.57 1.73～4.88 3.10±0.63 2.47～4.29

合计 5.71±0.82 2.89～8.64 2.77±0.63 1.73～4.97 3.49±0.66 2.71～4.29

RAU2组与对照2组的EGFR检测结果分别见图1

和图2。

图 1 RAU2组和对照2组EGFR- RNA进入循环状况图

Fig 1 The EGFR- RNA copy numbers of RAU and control group

during FQ- RT- PCR circles

图 2 RAU2组和对照2组EGFR- RNA实际测定峰值图

Fig 2 The EGFR- RNA test numbers of RAU and control group

during FQ- RT- PCR circles

图1显示RAU2组起始模板量高，拷贝数大；图

2表明RAU2组峰值高，起始模板量大。RAU2组

EGFR- RNA的相对平均含量为3.097，对照2组为

1.965，两组间有统计学差异（t=3.15，P<0.05），RAU

2组EGFR- RNA表达强度高于对照2组。

3 讨论

本研究结果表明，RAU1组溃疡期患者唾液EGF

质量浓度高于对照1组（P<0.05），可能是人体对溃疡

存在时的应答反应，这与RAU能自愈但比正常黏膜

受创伤后自愈速度慢的现象相吻合。Wright等 [4]认

为，消化道任何溃疡形成后都能诱导干细胞形成新

的EGF分泌体系，分泌大量的EGF，刺激细胞增殖、

再生，促进溃疡愈合。RAU患者出现溃疡后，可能

在一些炎性介质刺激或者不明因素作用下引起神经

体液的调节反应，促使颌下腺及其他腺体大量分泌

EGF [5]，但在什么环节上推动RAU的愈合尚未明确。

RAU1组间隙期患者唾液EGF质量浓度低于对照

1组，笔者推测RAU的发生与唾液EGF质量浓度降低

有关，与其他学者关于胃溃疡与体液EGF质量浓度

相关的结论类似[6]。唾液中EGF对胃黏膜有保护作

用，颌下腺摘除后胃腔内的EGF减少，虽然不会发

生自发性溃疡，但黏膜对损伤的敏感性增加，容易

遭受攻击因子的破坏而形成溃疡；胃腔内给予外源

性EGF后，可预防实验性胃溃疡的发生或者促进胃
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溃疡的愈合。胃溃疡患者在溃疡活动期间，唾液中

EGF质量浓度明显低下，胃液中EGF质量浓度也较慢

性胃炎患者明显降低，提示唾液EGF质量浓度低下可

能是消化性溃疡患者易感性增加的原因之一。对RAU

患者进行胃镜检查，发现胃、十二指肠存在与口腔溃

疡相似的散在小溃疡；也有报道RAU患者发病前有口

干、唾液量减少的症状[7]。唾液中EGF主要来源于腮

腺与颌下腺，头颈部肿瘤放疗后患者口腔黏膜容易出

现口腔溃疡，可能与唾液减少或者EGF减少有关[8]。

从口腔黏膜上皮细胞层的生长趋向来看，口腔黏

膜上皮层次的稳定性取决于基底细胞层增殖分化的

速度与角化细胞层脱落的速度相等，当前者变慢和/

或后者变快时都会导致口腔黏膜上皮变薄，抵抗力降

低，易于发生溃疡。唾液EGF质量浓度升高时，黏膜修

复能力加快；降低时基底细胞层增殖分化的速度变

慢，溃疡愈合减慢。本研究结果显示RAU患者间隙期

唾液EGF质量浓度低于正常人，这提示EGF与口腔溃

疡复发性之间存在相关性，但是RAU患者病程长短是

否与唾液中EGF质量浓度高低有关，尚待进一步研

究。由于影响口腔黏膜上皮生长的因素很多，除EGF

外，还有成纤维细胞生长因子b、转化生长因子β、表皮

内五肽等，因此还需深入探讨。

本实验结果表明，RAU患者间隙期唾液EGF质量

浓度虽然低于正常人，但在临床实践中恰当使用免疫

调节剂、免疫增强剂或免疫抑制剂均能有效减少RAU

的发作频率，那么免疫系统是否也参与了EGF的生成

呢？虽然有关EGF生成的具体机制还不明确，但是目

前可以肯定的是巨噬细胞及其他淋巴细胞和角化细

胞都可以内分泌EGF，并与颌下腺和腮腺外分泌EGF

并行不悖。另外EGF也可以影响人类白细胞抗原Ⅱ的

表达，后者的表达紊乱与免疫失控有关。笔者推测，免

疫制剂可双向调节免疫细胞的活性，可能使EGF的内

分泌达到恰当的水平，弥补了唾液EGF的不足，间接

缩短了RAU病程和减少溃疡的复发。

口腔中EGFR存在于黏膜上皮和黏膜下结缔组织

中。目前认为，一种生长因子可以对应一种或者多种

受体，一种受体也可以对应一种或多种生长因子，相

互间有不同的亲和力和选择性[9]。目前有关

这方面的研究虽然很多，但具体机制仍不明朗。有学

者在动物实验中发现，EGFR在消化道溃疡愈合期上

皮细胞中的表达高于正常对照组[10]。本实验中

RAU2组EGFR表达强度高于对照2组，且有统计学意

义（P<0.05），推测可能是由于EGFR大量表达有助于

EGF与EGFR大量结合，同时EGFR与转化生长因子α

等细胞因子的结合增加，加快细胞的分裂与增殖，加

快血管形成，从而有利于溃疡愈合。本研究表明轻型

RAU患者尚无EGFR表达缺陷。

综上所述，RAU患者口腔溃疡的复发性可能与间

隙期唾液EGF质量浓度减少有关；口腔溃疡的自愈性

可能与溃疡期唾液EGF质量浓度增加和溃疡区EGFR

表达增加有关。
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