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摘要 目的：探究光学相干弹性成像（Optical coherence elastography，OCE）在大鼠实验性口腔癌早期诊断中的应用价值。方法：选取健康雄性Wistar大鼠23只，随机划分为模型组（n=15）与对照组（n=8）。分别于实验第0、8、16、24周，运用OCE系统在体测定并计算两组大鼠腭部黏膜的杨氏模量；以病理结果为金标准，通过比对杨氏模量值差异并构建受试者工作特征（Receiver operating characteristic，ROC）曲线，评估OCE的诊断效能。结果：模型组大鼠腭部黏膜成功复现了从正常、不典型增生至浸润性鳞状细胞癌的动态演变轨迹。OCE定量检测结果揭示，模型组黏膜的杨氏模量值随病变进展呈现出阶梯式的增高，从基线至第24周癌变递进式增加，高于同期的对照组（P＜0.001）。ROC曲线分析表明，杨氏模量诊断口腔癌的ROC面积达0.924[95%置信区间（Confidence interval, CI）:0.868—0.981] ，其诊断敏感度达到0.938，特异度为0.775。结论：OCE技术能够无创、实时、高分辨率地定量表征实验性口腔癌变过程中的组织生物力学特性演变，在口腔癌的早期无创诊断与筛查中具有良好的应用前景。
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Application of optical coherence elastography in early diagnosis of experimental oral cancer in rats#
Wan Qian1*, Li Qun2, Tang Zhen3△
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Abstract Objective: To explore the application value of optical coherence elastography (OCE) in the early diagnosis of experimental oral cancer in rats. Methods: Twenty-three healthy male Wistar rats were randomly divided into a model group (n=15) and a control group (n=8). At weeks 0, 8, 16, and 24 of the experiment, the Young's modulus of the palatal mucosa in both groups was measured and calculated in vivo using the OCE system. Using pathological findings as the gold standard, the diagnostic efficacy of OCE was evaluated by comparing differences in Young's modulus values and constructing receiver operating characteristic (ROC) curves.Results: The model group rats successfully reproduced the dynamic progression trajectory of oral mucosal lesions from normal to atypical hyperplasia to invasive squamous cell carcinoma. Quantitative OCE analysis revealed that the Young's modulus values of the model group mucosa exhibited a stepwise increase with disease progression, progressively rising from baseline to week 24 and remaining significantly higher than the control group during the same period (P<0.001). ROC curve analysis indicated that the area under the ROC curve for diagnosing oral cancer using Young's modulus reached 0.924 (95% CI: 0.868–0.981), with a diagnostic sensitivity of 0.938 and specificity of 0.775.Conclusions: OCE technology can quantitatively characterize the evolution of tissue biomechanical properties in the process of experimental oral carcinogenesis in a non-invasive, real-time and high-resolution manner, and has a good application prospect in the early non-invasive diagnosis and screening of oral cancer.
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口腔癌作为头颈部最常见的恶性肿瘤之一，其居高不下的发病率与死亡率已构成一项严峻的公共卫生挑战[1]。尽管现有的手术、放化疗等治疗手段日趋成熟，但超过三分之二的患者在初诊时病情已发展至晚期，导致其5年总体生存率依然较低[2]。
目前，组织病理学检查虽仍是口腔癌诊断的“金标准”，但其操作的侵入性、较长的检查周期以及取样代表性不足等问题，使其难以被用作高危人群的大规模早期筛查工具[3]。已有研究揭示，组织在癌变过程中，其生物力学特性常会发生改变[4]。弹性成像技术通过无创地量化并可视化组织硬度，已在乳腺癌、肝癌等实体肿瘤的诊断中证明了其临床价值[5]。然而，传统的超声或磁共振弹性成像技术，其空间分辨率通常停留在毫米级别，这让其在分辨口腔黏膜等组织的微小早期病变并不理想。光学相干层析成像（Optical coherence tomography，OCT）具有高分辨率、无创、实时的特点，应用于口腔硬组织的光学测定[6]。光学相干弹性成像（Optical coherence elastography，OCE）融合了OCT的功能性优势，更能以纳米级的精度捕捉组织在微小激励下的力学响应，从而精准地评估其硬度，使其在探测口腔黏膜等表浅组织的微观结构与力学变化上具备独特优势[7]。目前，OCE在口腔癌诊断领域的应用仍处于起步阶段，尤其缺乏在动态癌变模型中对其诊断效能的系统性验证。
为此，本研究将OCE技术应用于4-硝基喹啉-1-氧化物（4-Nitroquinoline 1-oxide，4-NQO）诱导的大鼠实验性口腔癌模型，旨在为OCE成为一种新型的口腔癌早期无创诊断工具提供一定的实验依据。

1资料与方法
1.1实验动物与伦理
本研究严格遵循实验动物福利伦理原则，所有方案均获南昌大学附属口腔医院伦理委员会批准。实验选用23只SPF级健康雄性Wistar大鼠作为研究对象，购自南昌大学实验动物中心。所有大鼠均在标准动物房[温度(22±2)℃，湿度(50±10)%]内饲养，自由饮食，经1周适应期后开始实验。
1.2主要试剂与仪器
4-NQO购于Sigma-Aldrich公司；戊巴比妥钠购于国药集团；相关固定液及染液试剂盒均购于武汉赛维尔生物科技有限公司。自主搭建的OCE系统用于成像；病理切片与观察则使用奥林巴斯公司的设备。
1.3动物分组与口腔癌模型建立
所有Wistar大鼠通过随机数字表法分为模型组（n=15）和对照组（n=8）。模型组大鼠的腭部口腔癌模型通过4-NQO化学诱导法建立。具体操作为：在模型组大鼠硬腭中部标记约1 cm²的区域，每周3次使用微量移液器将4-NQO溶液（约0.03 mL/只）均匀涂抹于该区域。为确保药物吸收，涂药后禁食水2小时。对照组大鼠不作任何处理。
1.4检测方法
1.4.1一般情况与肉眼观察
自实验第0周起，每周记录所有大鼠的体重、精神状态，并在轻度麻醉下观察和拍摄腭部标记区域的黏膜变化，重点关注颜色、质地、光滑度，以及是否存在充血、白斑、糜烂、溃疡或新生物。
1.4.2 OCE成像检测
在实验第0、8、16、24周对两组大鼠进行在体OCE检测。（1）动物准备：大鼠经戊巴比妥钠（40 mg·kg-1）腹腔注射麻醉后，俯卧位固定于实验台，使用开口器暴露并稳定口腔。用生理盐水棉签清洁腭部黏膜。（2）图像采集：使用自主搭建的高分辨率OCE系统（中心波长850 nm，轴向分辨率约1.5μm，横向分辨率约3μm）进行采集。将扫描探头垂直对准标记区域中心，轻触黏膜表面，进行1.0 mm×0.5 mm范围的三维扫描。每个标记区域内选取5个位点，每点重复扫描3次，选取质量最佳的数据用于分析。
1.4.3组织病理学检查
在第8、12、24周的OCE检测后，对指定数量的大鼠（模型组5只，对照组2只）通过腹腔注射过量戊巴比妥钠实施安乐死。（1）标本获取与固定：迅速切取硬腭标记区域的全层组织，并立即置于4%多聚甲醛溶液中固定24~48小时。（2）切片与染色：固定后的标本经脱水、透明、包埋后，制成4 μm厚的石蜡切片，并进行常规的苏木素-伊红染色。（3）镜下观察：由病理科医师在显微镜下观察切片并进行评估。
1.5观察指标
1.5.1病理学指标
在双盲条件下，由两位经验丰富的病理科医师根据上皮层次、细胞异型性、核浆比、角化及基底膜完整性等特征，将病变分为正常黏膜、不典型增生及鳞状细胞癌。
1.5.2 OCE指标
（1）定性指标：分析OCE图像中的组织层次、边界、基底膜反光带及信号散射均匀性等特征。
（2）定量指标：通过后处理软件计算目标区域的杨氏模量（E）值（kPa），作为评估组织硬度的核心指标。
1.5.3诊断效能评估
以病理诊断为金标准，通过受试者工作特征（Receiver operating characteristic，ROC）曲线评估杨氏模量的诊断效能。
1.6统计学方法
数据采用SPSS 22.0进行分析。计量资料以均数±标准差（XSD）表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用t检验。P＜0.05表示差异具有统计学意义。
2结果
2.1两组大鼠一般情况与形态学表现
实验期间，对照组大鼠生长状态良好，腭部黏膜始终保持粉红、光滑、湿润，无充血、糜烂或新生物。相比之下，模型组大鼠自第8周起，体重增长开始放缓，腭部黏膜出现充血、粗糙。到第12周，大部分模型组大鼠腭部出现界限尚清的灰白色硬斑，部分伴有糜烂。至第24周，病灶多进展为结节状隆起，质地坚硬，表面溃烂，易出血，呈现出典型的口腔癌肉眼特征。
2.2各组口腔黏膜病理学特征
对照组大鼠在实验第8、16及24周的组织病理学检查均为正常复层鳞状上皮。模型组大鼠的病理改变则呈现出清晰的、随时间演进的癌变过程：（1）第8周：病变主要为上皮单纯性增生及轻度不典型增生。（2）第16周：病变进展至中-重度不典型增生，细胞排列紊乱，出现显著异型性，但基底膜仍基本完整。（3）第24周：所有送检的5只大鼠腭部组织均诊断为浸润性鳞状细胞癌，镜下可见大量异型癌细胞突破基底膜，呈巢状或条索状浸润至下方组织。
2.3各组大鼠腭部黏膜杨氏模量的比较
在实验开始时（第0周），两组大鼠的杨氏模量基线水平无明显差异（P＞0.05）。如表1所示，对照组的杨氏模量在整个实验周期中保持稳定。与此不同，模型组的杨氏模量随着诱癌时间的延长和病理等级的加重，表现出随病程进展而显著增高的趋势，从第8周至第24周，杨氏模量值逐级升高（15.41→26.84→52.31 kPa），呈现阶梯式变化。从第8周开始，模型组的杨氏模量值显著高于对照组（P＜0.001），且此差异随时间推移愈发显著（P＜<0.001）。
表1各组大鼠不同时间点腭部黏膜杨氏模量（E）值比较（XSD）
	组别
	例n
	第0周（kPa）
	第8周（kPa）
	第16周（kPa）
	第24周（kPa）

	对照组
	8
	8.53±1.32
	8.81±1.47
	8.64±1.29
	8.92±1.41

	模型组
	15
	8.71±1.43
	15.41±2.14*&
	26.84±3.52*△&
	52.31±6.77*△#&


注：与第0周比较，*P＜<0.001；与第8周比较，△P＜<0.001；与第16周比较，#P＜<0.001；与对照组同时间点比较，&P＜<0.001。
2.4杨氏模量对口腔癌的诊断效能分析
以第24周确诊为鳞癌的样本为阳性病例，其余所有样本为阴性对照，ROC曲线分析表明，杨氏模量在诊断口腔癌方面表现出较高的准确性，其AUC值为0.924（95%CI:0.868—0.981），见表2、图1。
表2杨氏模量对大鼠口腔癌的诊断效能
	指标
	AUC
	敏感度
	特异度
	准确性
	阳性预测值
	阴性预测值

	数值
	0.924
	0.938
	0.9775
	0.847
	0.769
	0.949


[image: 诊断ROC]
图1杨氏模量诊断大鼠口腔癌的ROC曲线

3讨论
口腔癌的早期诊断是改善患者预后的核心环节，然而临床上长期依赖有创的组织病理学活检，限制了其在早期筛查中的广泛应用。寻找无创、精准的早期诊断新方法是该领域亟待突破的难题。已有大量研究证实，组织在癌变过程中其生物力学特性会发生显著改变，通常表现为硬度增加，这为无创诊断提供了新的靶点[8]。本研究将高分辨率的OCE技术应用于4-NQO诱导的大鼠实验性口腔癌模型，成功实现了对口腔黏膜癌变过程的动态、无创及定量化监测。本研究结果证实，杨氏模量作为核心定量指标，能够灵敏地反映组织从正常到癌变的硬度阶梯式增高，并展现出极高的诊断效能。组织硬度的增加并非一个从“正常”到“癌”的突变，而是一个与组织学恶变程度同步的连续变化过程。数据显示，正常黏膜的杨氏模量稳定在约8.92 kPa，发展至轻度不典型增生时，硬度已出现可被检测到的增长，在中-重度不典型增生阶段进一步增高，最终在形成浸润性癌时达到峰值，这种量化的“生物力学分级”能力正是OCE技术的核心优势[9]。在临床上，对于一块外观可疑的黏膜白斑，传统视诊和常规影像难以判断其内部的异型性程度，而相比之下，OCE则有望通过测量其硬度值，无创地初步判断其处于单纯增生还是高度不典型增生阶段，从而为临床决策提供全新的客观依据。
将OCE与常规弹性成像技术相比，超声弹性成像虽应用广泛，但其毫米级的空间分辨率，使其在精确评估厚度仅数百微米的口腔黏膜内部力学变化时存在局限[10]。OCE的微米级分辨率则使其能够敏锐地探测到由早期上皮细胞异型性增生和基底膜结构紊乱引起的微观力学改变[11]。本研究中高达0.924的AUC值，以及表现出的高敏感度（0.938）和准确性（0.847），其根本原因就在于这种高分辨率对早期病灶的精准识别能力。然而，将这项在动物模型中表现优异的技术应用于临床，仍需克服一些挑战。4-NQO诱导的大鼠口腔癌模型虽能很好地模拟人类口腔癌的多阶段发展过程，但它与复杂的人类致癌因素、遗传背景及免疫微环境仍存在差异[12]。因此，本研究中确定的杨氏模量绝对值与诊断阈值能否直接推广至临床人群，尚需谨慎，其有效性有待人体研究的最终确认。同时本研究是在麻醉固定的理想实验条件下完成的，与真实的临床环境有较大的差异，在清醒患者的口腔内进行检测，将面临来自患者吞咽、呼吸等生理活动的干扰，以及唾液对光学信号的衰减等实际问题[13]。且本研究建立了生物力学与组织病理学之间的关联，但未能深入探究驱动硬度变化的分子生物学机制，例如胶原蛋白沉积比例、成纤维细胞活化状态等，对癌变力学本质的探索仍显不足[14,15]。
综上所述，本研究通过建立大鼠实验性口腔癌模型，成功证明了OCE技术能够无创、定量地监测口腔黏膜在癌变过程中的生物力学特性变化。研究结果显示，组织的杨氏模量值与病理学恶性程度呈正相关，可作为区分正常、癌前病变及癌组织的可靠影像学标志物。
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