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【摘要】  目的　利用4-硝基喹啉-1-氧化物（4-nitroquinoline 1-oxide, 4-NQO）诱导的小鼠口腔鳞状细胞癌（oral
squamous cell carcinoma, OSCC）模型，系统解析尿激酶型纤溶酶原激活剂（urokinase-type plasminogen activator, uPA）在癌

变进程中的动态变化。方法　将65只5周龄的野生型C57BL/6小鼠随机分为2组，其中50只为 4-NQO组，每日以100 μg/mL
4-NQO 喂养，另15只为对照组以无菌水喂养。分别于12、16、20、22、24周随机称取10只4-NQO组小鼠与3只对照组小鼠并

处死，采舌样本进行HE染色初步判断OSCC的形成，并进行免疫荧光染色与实时荧光定量PCR检测OSCC形成过程中舌体

组织中的uPA动态表达水平。结果　给药16周起，4-NQO组小鼠体质量开始低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），且
随给药时间延长，体质量下降越为明显。4-NQO组的舌体组织病理变化呈现出明显的时间依赖性进展：给药12周开始出

现增生与轻度不典型增生，给药第22周出现中度与重度不典型增生和癌，在给药22周时癌变率为25%，24周时升至70%。

免疫荧光染色及qPCR结果显示，随OSCC疾病进程，组织中uPA表达明显上调（P<0.000 1）。结论　本研究不仅证实了4-
NQO诱导的OSCC模型呈现典型渐进特征，更揭示了uPA在肿瘤侵袭中的变化，为早期诊断及精准治疗策略的制定奠定了

理论基础，同时对于提升患者预后具有重要的潜在临床价值和研究意义。
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[Abstract]   Objective　To  systematically  characterizes  the  temporal  changes  in  urokinase-type  plasminogen
activator  (uPA)  over  the  course  of  neoplastic  progression  using  a  mouse  oral  squamous  cell  carcinoma  (OSCC)  model
induced  by  4-nitroquinoline-1-oxide  (4-NQO). Methods　A  total  of  65  wild-type  C57BL/6  mice  of  5  weeks  old  were
randomly assigned to two groups, a 4-NQO group (n = 50), which received daily administration of 100 μg/mL 4-NQO in
drinking water, and a control group (n = 15), which received sterile water. At 12, 16, 20, 22, and 24 weeks, 10 mice from
the  4-NQO group  and  3  from the  control  group  were  randomly  selected,  weighed,  and  sacrificed.  Tongue  tissues  were
collected  for  hematoxylin-eosin  (HE)  staining  to  preliminarily  assess  OSCC development,  and for  immunofluorescence
staining and quantitative real-time PCR to evaluate dynamic uPA expression in tongue tissues during OSCC progression.
Results　After 16 weeks of exposure, 4-NQO-treated mice exhibited significantly lower body mass compared with that of
the controls (P < 0.05) and the weight loss became increasingly more pronounced over time. Histopathological changes in
tongue tissues progressed in a clearly time-dependent manner—hyperplasia and mild dysplasia emerged at week 12, while
moderate-to-severe  dysplasia  and  carcinoma  were  observed  by  week  22,  yielding  a  tumorigenic  rate  of  25%,  which
escalated  to  70% by  week  24.  Immunofluorescence  and  qPCR  analyses  demonstrated  a  pronounced,  progressive  up-
regulation  of  uPA  expression  in  lesional  tissues  as  OSCC  progressed  (P < 0.000 1). Conclusion　This  study  not  only
confirmed the  uniqueness  of  the  4-NQO model  in  OSCC research,  but  also  revealed the  changes  in  uPA during tumor
invasion. These findings provide a theoretical foundation for the development of early diagnosis and precision treatment
strategies, holding significant potential clinical value and research importance for improving patient prognosis.

[Key words]　　Oral squamous cell carcinoma　　4-nitroquinoline 1-oxide　　Urokinase-type plasminogen
activator

口腔癌是全球第六大恶性肿瘤，特指发生于口唇、颊

黏膜、牙龈、舌、腭及颌面部皮肤等部位的鳞状上皮来源

的恶性肿瘤。其中约90%在组织结构上属于口腔鳞状细

胞癌（oral squamous cell carcinoma, OSCC）[1]，OSCC也是

头颈部鳞癌（head and neck squamous cell carcinoma,

HNSCC）最常见的类型[2]。根据2020年全球癌症观察站

（Global Cancer Observatory, GCO）数据显示，全球共报告
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377 713例OSCC病例，呈现出亚洲聚集性且中老年男性更

容易受到该病的侵袭[1]。OSCC不仅具有局部侵袭性强的

特征，更容易发生颈部淋巴结的转移[3]。尽管治疗手段不

断取得进步，包括手术，放疗化疗等联合方案，但患者的

生存率仍仅有50%[1]。此外，治疗后残疾的发生率极高，

包括吞咽困难、畸形和味觉失常，进而影响患者的预后[4-5]。

因此，为了开发更有效的OSCC治疗方法，更深入地了解

OSCC的形成以及在形成过程中相关因子的变化情况对

于制定新型治疗策略至关重要。

在OSCC的恶性进展过程中，从正常的黏膜上皮到癌

前病变（主要包括黏膜白斑、扁平苔藓等）到恶性肿瘤，涉

及基因突变、蛋白质异常表达和信号通路失调等多种变

化 [ 6 ]。其中尿激酶型纤溶酶原激活剂（urokinase-type

plasminogen activator, uPA）为代表的蛋白酶系统，通过

AP-1依赖的转录机制进行调控[7-9]。uPA是一种丝氨酸蛋

白水解酶，是外源性纤溶途径的激活剂，在生理和病理条

件下通过酶促反应参与细胞迁移和组织修复，介导细胞

外基质（extracellular matrix, ECM）蛋白的水解，裂解Ⅳ型

胶原，激活纤溶酶原为纤溶酶，直接降解细胞外基质和基

底膜，参与正常和病理组织的清除[10]。uPA可以通过直接

上调VEGF信号或释放储存在ECM中的信号分子，激活与

细胞增殖和迁移相关的信号通路，发挥诱导血管生成的

作用[11]。此外，临床研究证实，uPA高水平表达与OSCC淋

巴结转移率升高及复发风险增加相关[10]，提示其可能成

为潜在的肿瘤检测或治疗的生物标志物。因此，uPA在

OSCC临床诊断中的价值值得进一步研究。

基于前期实验表明，由健康个体到癌前病变再向

OSCC恶性转化的患者唾液及组织切片样本中的uPA表

达呈现逐渐升高的趋势[12]。但由于样本量有限，uPA作为

生物标志物的潜在价值需要进行进一步验证。因此本研

究引入4-NQO自然饮水诱导小鼠自发成瘤模型，通过监

测uPA在OSCC形成过程中的变化，系统评估其作为早期

诊断标志物及治疗靶点的可行性，从而为后续转化研究

奠定理论基础。

 1     材料与方法

 1.1    实验动物

SPF级C57BL/6品系5周龄雌鼠购自江苏集萃药康生

物科技股份有限公司，并饲养于四川大学华西口腔医学

院口腔疾病模型研究中心，动物饲养条件为恒温（20～

26 ℃），湿度30%～70%，明暗周期为12 h/12 h。

 1.2    主要试剂

4-硝基喹啉-N-氧化物（4-NQO）（sigma），丙二醇（麦

克林），磷酸缓冲盐溶液 （P B S），P r i m e S T A R  M a x

Premix（2×）、Premix Taq（TaKaRa Taq Version 2.0 plus

dye）、5×PrimeScript RT Master Mix（TaKaRa），TRIzol

（invitrogen），4%多聚甲醛，uPA（proteintech）。

 1.3    OSCC小鼠动物模型的建立

将240 mg的4-NQO溶解在48 mL丙二醇中，通过超声

使其完全溶解，制备成5 mg/mL的母液，4 ℃冰箱备用。

在使用时，取母液加入无菌水稀释成100 μg/mL的4-

NQO用于喂养小鼠。将购买的 65只SPF C57雌鼠，随机

分为2组，其中50只为 4-NQO组，每日以100 μg/mL 4-

NQO 喂养，另15只为对照组以无菌水喂养。分别于12、

16、20、22、24周时随机取10只 4-NQO组小鼠与3只对照

组小鼠称重并处死，采舌样本进行后续实验。所有实验

均按照动物保护机构和动物伦理委员会的批准进行，批

件号为：WCHSIRB-D-2021-366。

 1.4    HE染色

将采集的舌组织样本一分为二，其中一半放入体积

分数为4%的多聚甲醛中固定48 h。固定后的组织经脱水

后进行石蜡包埋，随后切成5 μm厚的切片。切片经二甲

苯脱蜡后，采用苏木素-伊红（HE）常规染色法进行染色，

并在显微镜下观察舌上皮组织的病理变化，用于组织病

理学分析。

 1.5    免疫荧光染色

将石蜡样本切为3 μm脱蜡后进行免疫荧光染色：使

用EDTA antigen retrieving buffer进行抗原修复后，滴加可

覆盖组织的内源性过氧化氢酶阻断剂，常温避光孵育

10 min，孵育uPA（1∶100）一抗稀释液28 ℃避光振荡孵育

20 min，PBS洗涤3次（2 min/次），二抗28 ℃避光振荡孵育

20 min，PBS洗涤3次（2 min/次），进行TSA显色反应与抗

体洗脱，在使用DAPI对细胞核进行染色后，采用中性树

脂进行封片处理。将切片置于多通道荧光扫描仪下观察

并采集图像，后续使用ImageJ对图像进行平均荧光强度

分析。

 1.6    实时荧光定量PCR（RT-qPCR）

将取下的另一半舌样本置于－80 ℃，再取二分之一

磨成匀浆后用Trizol法提取其RNA，反转录为cDNA后用

于荧光定量检测模板。

用荧光定量试剂盒推荐的20 μL反应体系，反应程序

为：95 ℃预变性30 s，95 ℃变性5 s，60 ℃退火30 s，60 ℃延

伸1 min，共40个循环，延伸结束后收集荧光信号。熔解

曲线的反应程序为：先升温至95 ℃，在降至60 ℃后，再以

0.5 ℃/s 递增升温至95 ℃。引物由擎科生物合成，序列见

表1，检查熔解曲线以确保特异性。以GAPDH作为内参
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基因，使用2－ΔΔCt方法计算各个基因表达情况。

 1.7    统计学方法

所有实验均独立重复至少 3次 ，实验数据通过

GraphPad Prism 8.0软件进行分析和绘图。两组间的比较

采用非配对双尾Student's t检验，两组以上的比较采用

One-way ANOVA检验，并采用Tukey's多重比较进行两两

比较分析，P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    4-NQO饮水诱导OSCC小鼠模型的动态进展

4-NQO组与对照组在给药初期（5～12周）的精神状

态与体质量差异均无统计学意义，随着4-NQO给药时间

增长，小鼠体质量急剧下降，给药16周起，4-NQO组体质

量低于对照组（P<0.05），且随给药时间延长，体质量下降

越为明显，见图1。并伴随脊柱弯曲、毛发蓬松等异常体

态，而对照组则始终维持健康状态，精神良好。
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图 1  4-NQO组与对照组小鼠体质量变化

Fig 1  The changes in body mass of mice in the 4-NQO group and the
control group

* P < 0.05, **** P < 0.000 1, vs, control group.
 

解剖学观察（图2）显示，对照组小鼠舌体在整个实验

过程中始终呈现粉红色，弹性良好且舌乳头分布均匀，4-

NQO组在第12周时可见舌体表面轻微皱褶，但舌体红润，

第16周舌黏膜开始出现白色斑块，判断为癌前病变标志，

一例样本可见约2 mm花椰菜样增生，20周后，舌乳头大

面积消失，出现白色疣状、花椰菜样、颗粒状增生，白色

片状的斑点斑块，第22～24周时舌表面粗糙程度加剧，多

数样本出现大小不一并高出舌面的隆起性增生。

 2.2    组织病理学分期与4-NQO暴露时长的关联

4-NQO组的舌体组织病理变化呈现出明显的时间

依赖性进展（图3）：在给药12周前均为正常上皮细胞

（normal, NOR），给药12周开始出现增生（hyperplasia,

HYP）与轻度不典型增生（mild dysplasia, DYS），给药第

22周出现中度与重度不典型增生（moderate to severe

dysplasia, CIS）和癌（carcinoma, CAR），在给药22周时癌变

率为25%，24周时升至70%。
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图 3  4-NQO暴露时长与病变发生率（n=10）

Fig 3  The occurrence of lesion associated with the duration of 4-NQO

exposure (n = 10) 

 2.3    uPA蛋白在不同OSCC病理阶段的表达特征

对平均荧光强度分析（图4）显示，OSCC组织中的

uPA表达量与正常组织相比增加（P<0.001），且恶性程度

越高，uPA的表达量越多。

 2.4    不同病变组织中的uPA mRNA表达水平

qPCR检测进一步验证uPA表达上调趋势，如图5所

示，与正常组织相比，癌变组织中uPA mRNA水平升高

 

表 1    RT-qPCR引物

Table 1    Primers for RT-qPCR 

Gene Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’)

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

uPA AGCCATCCAGGTCCATAC ATAAGCGGTCCTCCAGAAT
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图 2  4-NQO喂养小鼠舌部病变

Fig 2  Tongue lesions in 4-NQO-fed mice

A, 4-NQO group; B, control group.
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20倍（P<0.000 1），且恶性程度越高，uPA mRNA的表达量

越多。

 3     讨论

HNSCC诱发因素主要为人乳头瘤病毒（HPV）、吸烟

和酗酒[13]。本研究选择4-NQO诱导的小鼠口腔癌模型，

源于其能够精准模拟人类OSCC的多阶段进展特征，从癌

前病变到浸润性癌的病理演变与患者临床进程高度一

致[14]，这为解析OSCC微环境动态变化提供了独特研究

窗口。

虽然体外研究因操作简便、成本低廉等优势被广泛

应用于初步探索，但其无法完全模拟肿瘤微环境的复杂

性，导致药物响应预测存在偏差。因此，建立能够反映

OSCC完整生物学特征的动物模型至关重要。目前用于

研究OSCC的动物模型包括小鼠、大鼠、仓鼠和犬猫[15]，

其中因小鼠3年寿命满足长期致癌研究，可构建转基因模

型，使其成为最常用的动物模型。常规用于研究OSCC的

三种方法包括移植、基因工程或使用化学致癌物。尽管

异种移植和同基因模型具有肿瘤均质性，但在免疫缺陷

小鼠身上进行T细胞在肿瘤进展中的作用无法研究[16]。

相比之下，4-NQO化学诱导模型能够完整保留上皮-间质

互作、血管新生及免疫细胞浸润等关键微环境特征[17]，使

其成为机制研究的黄金标准。

在口腔化学诱导剂中〔如20-甲基胆蒽（20MC）、9,10-

二甲基-1,2-苯并蒽（DMBA）等〕，4-NQO因其独特的机制

成为首选。其他致癌物缺乏引发致瘤反应的效力，或导

致组织损伤，从而阻碍了OSCC的研究[18]。4-NQO的基因

毒性主要通过嘌呤加合物诱导DNA突变 [ 1 9 ]。此外，4-

NQO使细胞产生氧化应激反应，通过激活p53和hRas突变

并抑制p16表达，模拟烟草致癌效应[20-22]。更重要的是，4-

NQO诱导的癌变过程是在其正常微环境中发生的，完整

保留了免疫微环境的空间异质性，其病变进展的时序特

征（增生→不典型增生→癌变）与患者组织变化高度吻合[23]。
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图 4  uPA在4-NQO诱导OSCC不同病理阶段中的荧光表达

Fig 4  Fluorescence expression of uPA in 4-NQO-induced OSCC at different pathological stages

MFI: mean fluorescence intensity. n = 5. * P < 0.05, *** P < 0.001.
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图 5  uPA mRNA在OSCC进展中的动态表达

Fig 5  Dynamic expression of uPA mRNA during OSCC progression

n = 5. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.000 1.
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有研究表明，该模型在转基因小鼠中可加速OSCC发展进

程，为免疫治疗评估提供理想平台[24]。

在4NQO诱导形成OSCC的小鼠模型中，舌头病变已

被证明从增生到不典型增生到乳头状瘤再到侵袭性鳞状

细胞癌[25]。本研究与其得到的癌变过程相一致，但约存

在10%的个体在16周时提前癌变，基于此，建议实验采样

时间应小于4-NQO喂养后16周，而终点观察需延长至

24周以上，以平衡模型稳定性与个体差异风险。

uPA系统是一个普遍存在的蛋白水解酶系统，由

uPA、其各自的uPA受体（uPAR）和两种uPA与uPAR相关

的抑制剂 （P A I ‐ 1和P A I ‐ 2）组成，共同重塑组织基

膜[26-27]。其在多种癌症（如肺癌[28]、乳腺癌[29]、卵巢癌[30]、

直肠癌[31]）中促进肿瘤迁移与肿瘤微环境调节已得到了

广泛的证实。尤其是在食管鳞状细胞癌中，uPA的高表

达与肿瘤侵袭深度，淋巴结转移呈正相关[32]。此外，相关

研究表明，uPA可能参与肿瘤血管生成[33]，这可为原发肿

瘤的生长提供营养，并允许肿瘤转移。本研究发现在

OSCC生长的过程中，uPA的表达随着病理分级升高而递

增，这与OSCC患者癌组织与癌旁正常组织中uPA表达的

检测结果相一致。由于动物饲养的局限性，本研究未能

获取生存数据，但既往研究显示uPA高表达的患者3年生

存率低于阴性表达患者[10]，提示其作为预后标志物的潜

在价值。此外，uPA是广谱蛋白酶纤溶酶的主要激活剂

之一，它可以导致其他蛋白酶（如MMPs）的进一步激

活[34]，已有研究表明，肿瘤微环境中的可溶性因子，例如

TGF-β1、PAI-1和uPA，可以潜在地影响细胞迁移和侵

袭[35]。因此后续需通过条件性基因敲除等手段，深入解

析uPA在OSCC微环境中的调控网络，为临床药物的研究

提供重要的理论指导。

综上所述，本研究采用4-NQO诱导小鼠模拟OSCC自

发形成，阐明了4-NQO诱导的小鼠舌体病变呈现典型渐

进特征（增生→癌变），并揭示了uPA在OSCC形成过程中

的动态变化，有望将uPA开发成为检测和治疗OSCC的潜

在靶点。

* * *
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