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消化系疾病舌苔变化的凋亡相关基因分子机理研究
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摘要 目的：检测消化系疾病常见舌苔舌上皮细胞凋亡情况及凋亡相关基因 TGF-β3与 Fas mRNA 和蛋白产物，探讨舌苔厚
度变化与舌上皮细胞凋亡、凋亡相关基因表达的关系。 方法：运用末端脱氧核苷酸转移酶介导的脱氧尿嘧啶核苷三磷酸缺口
末端标记（ T UNEL ）技术、原位杂交、免疫组化和图像分析技术。 结果：与正常薄苔比较，剥苔 Fas基因过度表达伴随细胞凋亡
增多，而厚苔 TGF-β3基因低表达伴随细胞凋亡减少。 舌苔上皮细胞中促凋基因 Fas、TGF-β3表达水平变化趋势与细胞凋亡
水平变化趋势一致。 结论：凋亡相关基因 Fas、TGF-β3表达水平的变化可能是影响舌苔上皮细胞凋亡并导致舌苔厚度变化的
重要原因。
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Study on Molecular Mechanisms of Apoptosis┐Related Genes for Changes of Tongue Fur Thickness in the Disease of Digestive
System
Wu Zhengzhi，Li M ing，Zhang Yongfeng，et al．
（ Shenz hen Clinical I nstitute of I ntegrated Chinese M edicine and W estern M edicine，Shenz hen518035）
Objective：T o study on relation of changes of tongue fur thickness w ith apoptosis of tongue epithelium and apoptosis-related gene
TGF-β3expressions．Methods：T erminal deoxynucleotide transferase-mediated d-UTP nick-end labeling （ T UNEL ） technique，in
situs hybridization，immunohistochemical technique and image analysis method were used in the study．Results：As compared w ith
the normal tongue fur，an over-expression of Fas gene in theexfoliative fur of the tongue w as accompanied w ith increase of apopto-
sis，while a low er expression of TGF-β3in the thick fur w as accompanied w ith decrease of apoptosis．Changes of Fas，TGF-β3
gene expression level had a same tendency w ith that of apoptosis level．Conclusion：Changes of expression level of Fas and TGF-β
3genes are possibly important cause influencing apoptosis of the epithelium of tongue fur and leading to the change of thickness of
tongue fur．
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  舌苔变化是中西医结合临床诊疗的重要客观依
据。 有关舌苔变化机理的研究虽已深入到亚细胞水
平［1～4］，但在基因水平的研究尚属罕见。 近年来，随着
对细胞凋亡研究的深入，发现正常表皮细胞依靠生长、
分化、凋亡处于相对平衡的状态而维持生理功能［5］。而
与正常表皮同属复层扁平上皮的舌苔其变化是否与舌

苔上皮细胞凋亡程度有关，以及不同类型舌苔其凋亡
相关基因表达变化规律的研究目前国内外尚少见报

道。 中医学认为，舌苔乃胃气熏蒸而成，与脾胃关系密
切。为此，本课题运用末端脱氧核苷酸转移酶介导的脱
氧尿嘧啶核苷三磷酸 （ d － UTP ） 缺口末端标记
（ TUNEL）技术检测消化系疾病舌苔上皮细胞凋亡情
况，运用原位核酸分子杂交、免疫组织化学技术对凋亡
相关基因 Fas、TGF-β3在正常及消化系疾病病理舌苔
上皮细胞中的 mRNA 转录水平及蛋白产物进行测
定，以期从基因分子水平探讨舌苔形成的机理。

1 材料与方法
1.1 标本来源：76例病理舌苔受检者均系深圳市第
二人民医院门诊及住院的消化系疾病患者，其中溃疡
性结肠炎15例，消化道恶性肿瘤13例，习惯性便秘
13例，消化性溃疡15例，慢性胃炎14例，肠息肉6
例；正常组选择无全身各系统器质性病变，并排除近月
内舌、口、鼻、咽等局部病变，舌质淡红、舌苔薄白而润
者。 根据《中医诊断学》舌诊标准选择舌苔［6］，分为4
组：（1）正常薄白苔组12例，其中男6例，女6例，平均
年龄（43.50±14.13） 岁；（2） 病理薄苔组30例，男14
例，女16例，平均年龄（48.17±13.95） 岁；（3） 厚苔组
30例，男17例，女13例，平均年龄 （47.87±12.84）
岁；（4）剥苔组16例，男7例，女9例，平均年龄（48.06
±19.52）岁。 经统计学分析，各组性别、年龄分布差异
无显著性。

每个观察对象用经高温高压消毒的丝瓜络用力刮

取舌背中部（花剥苔者取无舌苔覆盖部位） 舌苔，装于
有预冷生理盐水［含0.1％二乙基焦碳酸酯（ DEPC） ］
的10ml具塞离心管中，洗涤、涂片后－70℃密闭保存
备用。
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1.2 主要试剂：抗 Fas蛋白多克隆抗体为美国 Onco-
gene公司产品，第二抗体 Envision＋、抗体稀释液购自
美国 DAKO 公司，TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒、
Fas、TGF-β3原位杂交检测试剂盒、抗 TGF-β3多克
隆抗体为武汉博士德公司产品，DEPC 购自华美生物
工程公司，多聚-L-赖氨酸为 Sigma公司产品，其余试
剂均为国产分析纯试剂。
1.3 方法
1.3.1 TUNEL 法：所有标本涂片用4％多聚甲醛固
定15分钟，PBS 洗涤3分钟×2次，ddH2O 洗涤3分
钟×2次；3％H2O2 浸泡30分钟，ddH2O 洗涤5分
钟×3次；涂片加标记缓冲液湿润后，加标记液37℃标
记2小时，TBS 洗涤5分钟×3次；加封闭液封闭30
分钟；加生物素化抗地高辛抗体，37℃孵育30分钟，
TBS 洗涤5分钟×3次；加 SABC，37℃孵育60分钟，
TBS 洗涤5分钟×4次；DAB显色。 阳性反应为细胞
核中有棕黄色颗粒，阴性对照（以标记缓冲液代替标记
液）为细胞核中无棕黄色颗粒。
1.3.2 原位杂交方法：所有标本涂片用4％多聚甲醛
固定15分钟，ddH2O 充分洗涤；0.5％H2O2／甲醇溶液
浸泡30分钟，ddH2O 洗涤5分钟×3次；胃蛋白酶
37℃消化3分钟，PBS 洗涤5分钟×3次，ddH2O 洗涤
1次；40℃预杂交4小时；40℃杂交17小时；用37℃水
温的2×SSC洗涤5分钟×2次，0.5×SSC 洗涤15分
钟×1次，0.2×SSC 洗涤15分钟×2次；再进行地高
辛－过氧化物酶显色反应。阳性杂交信号为棕黄色，阴
性对照（用预杂交液代替杂交液）为无色。
1.3.3 免疫组化方法：采用 LDP 法。所有标本涂片以
冷丙酮固定15分钟，ddH2O 充分洗涤；0.5％H2O2／甲
醇溶液浸泡30分钟，PBS 洗涤5分钟×3次；加 TGF-
β3多抗后，4℃孵育17小时，PBS 洗涤5分钟×3次，
加 Envision＋ 37℃孵育40分钟，PBS 洗涤5分钟×3
次；DAB显色。 阳性反应信号为棕黄色，阴性对照（以
PBS 代替一抗）为无色。
1.3.4 图像定量分析和统计学处理：采用 CMIAS 真
彩色病理图像分析系统，在光镜下（ ×400）每张涂片随
机选取5个视野，对 TUNEL 法结果以平均每100个

细胞中所含凋亡细胞数作为凋亡指数（ AI） ；对原位杂
交和免疫组化涂片，测定每张涂片的阳性细胞率（ ％）
和阳性单位（ PU 值） 。 数据以平均数±标准差（ x±s）
表示。 结果中阳性细胞率的比较均先经过平方根反正
弦变换（ sin－1 p ）后采用方差分析、q检验（ Newman-
Keuls法） 。PU 值的比较直接进行方差分析、q检验。阳
性率的比较采用χ2检验。
2 结果
2.1 TUNEL 法结果：表1示，正常薄苔、病理薄苔、
剥苔、厚苔的脱落细胞中均可检测到凋亡细胞。与正常
薄苔比较，剥苔AI升高（ P＜0.05） ，而厚苔AI降低（ P
＜0.05） 。 此外，病理薄苔与厚苔、剥苔间 AI差异有显
著性（均 P＜0.05） ，厚苔与剥苔间差异亦有显著性（ P
＜0.01） 。 各组舌苔中以剥苔 AI最高，其余依次为正
常薄苔、病理薄苔、厚苔。
表14组患者不同厚度舌苔舌上皮细胞 AI 值比较（ ％，x±s）
组 别 例数  AI
正常薄苔组 12 2.28±1.57
病理薄苔组 30 2.27±1.45
厚苔组 30 1.10±0.67*△
剥苔组 16 3.99±1.93*△▲

  与正常薄苔组比较，*P＜0.05；与病理薄苔组比较，△P＜0.05；
与厚苔组比较，▲P＜0.01
2.2 TGF-β3原位杂交和免疫组化检测结果：TGF-β
3mRNA 和蛋白在舌苔脱落细胞除完全角化细胞外
的各层部分都可见阳性着色，但以颗粒层最明显。表2
示，与正常薄苔比较，厚苔与剥苔 TGF-β3阳性细胞
率均显著下降，差异有显著性（ P＜0.05或 P＜0.01） 。
此外，病理薄苔与厚苔之间、厚苔与剥苔之间阳性细胞
率差异均有显著性（ P＜0.05） ，病理薄苔与剥苔间差
异亦有显著性 （ P ＜0.01） 。 PU 值各组间差异无显
著性。

在病理薄苔组或厚苔组内部，不同颜色（黄、白）舌
苔间 TGF-β3mRNA 和蛋白阳性细胞率、PU 值差异
均无显著性。
2.3 Fas原位杂交和免疫组化检测结果：表3示，Fas
mRNA 和蛋白都只在部分观察对象舌苔脱落细胞中
有微弱阳性表达，并且两个水平的表达情况一致。 经

表2 4组患者舌苔上皮细胞 TGF-β3原位杂交和免疫组化图像分析结果（ x±s）
组别 例数

原位杂交
阳性细胞率（ ％） PU 值 

免疫组化
阳性细胞率（ ％） PU 值 

正常薄苔组
病理薄苔组
厚苔组
剥苔组

12
30
30
16

13.75±3.08
14.73±3.89
9.45±3.72*△
5.27±2.18**△△▲

9.36±2.45
9.03±2.13
7.92±2.28
8.06±1.42

13.62±3.82
13.45±4.84
9.83±2.70*△
5.62±2.64**△△▲

9.49±1.90
9.31±1.75
8.07±1.83
8.85±2.33

  与正常薄苔组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与病理薄苔组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01；与厚苔组比较，▲P＜0.05
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表3 4组患者不同厚度舌苔舌上皮细胞 Fas表达水平比较（例）
组别 例数 阳性 阴性

正常薄苔组 12 1* 11
病理薄苔组 30 4* 26
厚苔组 30 3* 27
剥苔组 16 7 9

  与剥苔组比较，*P＜0.05
χ2 检验，剥苔组 Fas 阳性率高于其他各组 （ 均 P ＜
0.05） 。

在病理薄苔组或厚苔组内部，经四格表资料的精
确概率法计算，不同颜色 （ 黄、白） 舌苔间 Fas mRNA
和蛋白阳性细胞率和 PU 值差异均无显著性。
3 讨论

中医学认为，舌为脾胃之外候，舌苔系胃气熏蒸而
成，舌苔的变化与消化系统生理病理关系最为密切。本
研究探讨了消化系统常见舌苔形成和变化的基因分子

机理。研究表明，舌黏膜上皮系构成舌苔的主体。细胞
凋亡是由基因控制的细胞主动死亡过程，参与机体许
多生理、病理过程，如胚胎发育、免疫调节、衰老过程、
肿瘤发生等［7］。在正常表皮中，上皮角质形成细胞通过
调节其增殖、分化、凋亡的过程来维持表皮结构的动态
平衡［8］。对于同属于复层扁平上皮的舌黏膜上皮，本研
究用 TUNEL 技术证实了舌上皮细胞在增殖、分化的
同时，有一部分细胞发生了细胞凋亡。舌苔的厚度与舌
上皮细胞的增殖、分化及凋亡之间的平衡密切相关。当
舌上皮细胞增殖与分化、凋亡处于相对平衡状态时，舌
苔表现为薄苔。而当细胞增殖占优势，细胞凋亡和分化
相对占劣势时，舌上皮细胞增多，舌苔即变厚；反之则
出现剥苔。我们临床上常见到的痰湿患者，其特征性的
体征之一即为舌苔厚腻，根据中医辨证给予化湿药后
1～2天厚腻苔则开始消退。化湿药物及其他多类中药
是如何影响舌苔消长的，其中是否涉及到凋亡调控机
制改变，都值得进一步研究。

细胞凋亡的调控是多种基因综合作用的结果，在
上皮细胞中 Fas、TGF-β3等基因均起促进凋亡的作
用［9，10］。本研究首次从 mRNA 和蛋白质两个水平探讨
了 Fas、TGF-β3基因在舌苔上皮细胞凋亡中的变化规
律。 我们发现，与正常薄苔比较，剥苔 Fas基因过度表
达伴随细胞凋亡增多，而厚苔 TGF-β3基因低表达伴
随细胞凋亡减少。 舌苔上皮细胞中促凋基因 Fas、
TGF-β3表达水平变化趋势与细胞凋亡水平变化趋势
一致。结果提示，凋亡相关基因 Fas、TGF-β3表达水平
的变化可能是影响舌苔上皮细胞凋亡并导致舌苔厚度

变化的重要原因。 深入研究凋亡相关基因在常见舌苔
舌上皮细胞中的表达规律，对阐明舌苔形成的基因水
平的物质基础和机理具有重要意义。

非消化系疾病与消化系统疾病之间、以及消化系
疾病病种之间舌苔细胞凋亡特点及其相关基因表达差

异与变化规律均值得进一步深入研究。
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