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  [摘要] 目的:探讨骨膜蛋白在鼻息肉发病过程中的作用及可能机制。方法:收集30例CRSwNP患者鼻息

肉组织和18例正常对照组的鼻黏膜,免疫组织化学和免疫印迹技术检测骨膜蛋白在各组鼻黏膜中的表达情况;
荧光定量PCR法检测各组鼻黏膜组织中骨膜蛋白和IL-5mRNA表达水平;比较嗜酸粒细胞性和非嗜酸粒细胞

性鼻息肉中骨膜蛋白 mRNA的表达差异。结果:骨膜蛋白主要表达于鼻黏膜上皮下区域,鼻息肉组织中骨膜蛋

白阳性细胞数显著高于正常对照组(P<0.01);骨膜蛋白 mRNA表达水平和蛋白表达水平在嗜酸粒细胞性鼻息

肉组织中明显高于非嗜酸粒细胞性鼻息肉组织和正常对照组(均P<0.01);鼻息肉组织中骨膜蛋白 mRNA和

IL-5mRNA表达水平呈正相关(r=0.7315,P<0.01)。结论:鼻息肉组织中高表达的骨膜蛋白可能通过趋化和

活化嗜酸粒细胞参与鼻息肉的形成过程。
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Abstract Objective:Toinvestigatetheclinicalsignificanceandexpressionofperiostininchronicrhinosinus-
itiswithnasalpolyps(CRSwNP).Method:Inthisstudy,wecollected30CRSwNPpatients'nasalpolyps(NPs)

and18controlsubjects'normalnasalmucosaofuncinateprocess.TheexpressionsofperiostinandIL-5wereex-
aminedusingimmunohistochemistricstaining,immunostainingand/orquantitativeRT-PCRandtheeosinophil
infiltrationwereevaluatedaswell.Result:Periostinwasmainlyexpressedinthesubdermalareaofnasalmucosa.
Thenumberofperiostinpositivecellsinnasalpolypswassignificantlyhigherthanthatinnormalcontrol
group(P<0.01).ThemRNAandproteinexpressionsofperiostininNPsweresignificantlyhigherthanthatof
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thecontrolnasalmucosa(allP<0.01).TheexpressionofpriostinmRNAwerepositivelycorrelatedwithIL-5ex-
pressioninNPs(r=0.7315,P<0.01).Conclusion:Ourfindingsindicateperiostinmayparticipateintheforma-
tionofnasalpolypsbymeansofchemostaxisandactivationofeosinophils.

Keywords periostin;nasalpolyp;sinusitis;eosinophil;IL-5

  慢性鼻窦炎伴鼻息肉(chronicrhinosinusitis
withnasalpolyp,CRSwNP)表现为局部Th2细胞

因子(如IL-5)表达增高和嗜酸粒细胞浸润的鼻腔

鼻窦慢性炎症。目前,根据鼻息肉的炎症类型可以

分为嗜酸粒细胞性鼻息肉(eosinophilicchronicrh-
inosinusitiswithnasalpolyps,ECRSwNP)和非嗜

酸粒细胞性鼻息肉(non-eosinophilicchronicrhinosi-
nusitiswithnasalpolyps,non-ECRSwNP)〔1-2〕。尽管

许多研究试图解释鼻息肉的致病机制,但不同类型

鼻息肉的具体分子机制仍未得到很好的阐明〔3〕。
骨膜蛋白是一种细胞外基质蛋白,在气道慢性

炎症的发病过程中发挥重要作用〔4-5〕。研究表明,
IL-4和IL-13可以诱导成纤维细胞产生骨膜蛋白,
后者与细胞表面的黏附分子相互作用,促进组织的

形成或重塑〔6-7〕。对于支气管哮喘患者,支气管黏

膜中高水平的骨膜蛋白与患者对皮质醇类药物的

低反应程度有很强的相关性〔8〕。此外,有研究表

明,骨膜蛋白可以加速嗜酸粒细胞在炎症部位的聚

集和激活,进而促进局部炎症的发生和发展〔9〕。因

此,本研究旨在探索骨膜蛋白在不同嗜酸细胞类型

鼻息肉中的表达情况,期望进一步阐明鼻息肉的发

生和发展过程。
1 资料与方法

1.1 临床资料

收集2016-2018年在襄阳市第一人民医院耳

鼻咽喉科就诊的30例CRSwNP患者(鼻息肉组),
男17例,女13例;年龄(36.3±4.4)岁;其中7例

合并支气管哮喘。所有患者均符合CRSwNP的诊

断标准〔1〕,并接受了鼻内镜手术;手术前4周内均

未接受抗生素、糖皮质激素或免疫抑制药物治疗。
剔除有急性感染、真菌性鼻窦炎、囊性纤维化和后

鼻孔息肉患者。根据单个高倍镜视野下嗜酸粒细

胞的数目〔10〕,将鼻息肉分为 ECRSwNP16例和

non-ECRSwNP14例。收集单纯鼻中隔偏曲患者

偏曲对侧的代偿性肥大钩突黏膜作为正常对照组

(18例)。本项研究通过了医院伦理委员会的批

准,并且每位患者均签署了知情同意书。
1.2 组织样本处理

每个样本均分为3份以进行后续实验。①仔

细剪碎组织样本,浸没于RNA储存液中,4℃过夜

后,-80℃保存,后续qRT-PCR实验;②取新鲜鼻

黏膜组织浸没于4%多聚甲醛中,4℃保存,后续免

疫组织化学染色;③新鲜鼻黏膜组织置于-80℃保

存,后续 Westernblot实验。

1.3 免疫组织化学染色

本次实验采用EnVision法染色。石蜡切片经

烤片,脱蜡,水化,阻断内源性过氧化物酶,抗原修

复,山羊血清封闭后加一抗,4℃湿盒过夜。PBS洗

涤后,加二抗室温孵育30min,PBS洗涤3次。
DAB溶液显色5min,水洗,苏木精复染10s,脱水

干燥,中性树胶封片。
1.4 qRT-PCR

运用TRIzol法抽提总RNA,使用 Takara公

司逆转录试剂盒,按步骤进行逆转录反应,获得

cDNA。SYBR法进行骨膜蛋白和IL-5荧光定量

PCR 检测,骨膜蛋白上游引物序列:CTCATA
GTCGTA TCA GGG GTCG;下游引物序列:
AGCCTCATTACTCGGTGCAAA。IL-5上

游引物序列:TGCTGA TAGCCA ATG AGA
CTCTG;下游引物序列:TTTCCACAG TAC
CCCCTTGC。使用Takara荧光定量PCR试剂

盒,根据步骤于7500ABIPRISM机器上进行荧光

定量 PCR 检测。反应条件为42℃ 5min,95℃
10s,循环1次;95℃5s,60℃34s,循环40次。
以β-actin作为内部参考酶,用2-△△Ct 法计算基因

的相对表达量。
1.5 免疫印迹检测

鼻组织总蛋白以加入Cocktail蛋白酶抑制剂

(美国Sigma公司)的RIPA蛋白裂解液试剂盒(中
国碧云天公司)提取后,采用BCA法检测蛋白浓

度。电泳时每孔上样量为10μg,行SDS-PAGE电

泳后,将蛋白转膜至0.45mmPVDF膜上;以含

5%脱脂奶粉TBST液室温摇床封闭1h后,TBST
洗膜3次;在浓度为1∶1000的骨膜蛋白一抗液中

4℃孵育过夜;TBST洗膜3次后,以1∶1000浓度

的二抗液室温下孵育1h;TBST再次洗膜3次,滴
加ECL发光液(美国 Millipore公司),在Bio-Rad
凝胶成像仪上检测发光信号;采用ImageLab软件

分析蛋白条带灰度值。依据GAPDH为内部参考

酶,分析不同样本之间蛋白表达差异。
1.6 统计分析

采用SPSS17.0,用Kruskal-WallisH 检验和

非参数 Mann-WhitneyU 检验进行统计学分析。
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 免疫组织化学染色结果

正常对照组中骨膜蛋白主要表达于黏膜上皮

下区域的细胞外基质,阳性细胞呈现典型的褐色染
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色;鼻息肉组中骨膜蛋白阳性细胞数显著增高

(P<0.01),提示鼻息肉组中骨膜蛋白的表达强度

显著高于正常对照组。见图1。
2.2 mRNA检测结果

鼻息肉组骨膜蛋白mRNA的表达水平显著高

于正常对照组(P<0.01),见图2。ECRSwNP的

骨膜蛋白 mRNA和蛋白表达水平显著高于non-
ECRSwNP(P<0.01),见图3、4。

2.3 鼻息肉组织中骨膜蛋白和IL-5mRNA表达

的相关性

同时检测鼻息肉组织中骨膜蛋白 mRNA 和

IL-5mRNA的表达水平并进行相关分析,结果发

现,鼻息肉组织中骨膜蛋白mRNA表达水平和IL-
5mRNA表达水平存在显著正相关(r=0.7315,
P<0.01)。见图5。

1a:正常对照组;1b:鼻息肉组;1c:正常对照组和鼻息肉组骨膜蛋白阳性细胞计数。
图1 正常对照组和鼻息肉组骨膜蛋白的免疫组织化学染色结果

图2 鼻息肉组和正常对照组骨膜蛋白的mRNA表达结果; 图3 不同亚型鼻息肉组织中骨膜蛋白的mRNA表达结

果; 图4 不同亚型鼻息肉组织中骨膜蛋白的蛋白表达结果

图5 鼻息肉组织中骨膜蛋白和IL-5mRNA表达的相关性

3 讨论

CRSwNP是一种上气道慢性炎症性疾病,以
Th2反应增强、嗜酸粒细胞浸润和组织水肿为特

点〔1-2〕。国际上,根据息肉组织中嗜酸粒细胞浸润程

度将鼻息肉分为 ECRSwNP和non-ECRSwNP〔2〕。
不同组织类型的鼻息肉选用的治疗策略不同。目

前,糖皮质激素通常作为临床一线治疗药物,但临

床实践中患者对糖皮质激素的反应程度个体差异

很大,往往不能取得很好的治疗效果〔11-12〕。因此,
阐明鼻息肉的致病机制,选取有价值的药物治疗靶

点,对建立精准治疗策略具有重要临床意义。
本研究中,我们首先检测了骨膜蛋白在鼻息肉

组织的定位情况,通过免疫组织化学检测证实,骨
膜蛋白主要聚集于黏膜上皮下区域,沉积于此处的

骨膜蛋白与细胞外基质成分如Ⅰ型胶原蛋白、纤维

连接蛋白和细胞粘合素C相互作用形成网状结构,
可能有助于嗜酸粒细胞的迁移〔9,13〕。通过蛋白和

基因检测,我们发现鼻息肉组织中骨膜蛋白表达较

正常对照组显著增强,mRNA表达也显著增高,证
实骨膜蛋白在鼻息肉发病中发挥了一定作用。
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骨膜蛋白作为一种细胞外基质蛋白,在过敏性

炎症过程中具有重要的促炎作用。其沉积于炎症

部位,通过细胞外基质激活免疫细胞甚至非免疫细

胞,进一步放大炎症信号〔14〕。有研究证明,炎症病

灶中的IL-4和IL-13可以促进成纤维细胞产生骨

膜蛋白,后者进一步激活炎症信号通路〔6〕。近年国

内学者报道,骨膜蛋白可以促进嗜酸粒细胞在炎症

部位的聚集,产生更强的炎症反应,在过敏性炎症

疾病过程中具有明显的 Th2反应增强的特点〔9〕。
为了评估骨膜蛋白是否在鼻息肉嗜酸性炎症中发

挥作用,我 们 将 鼻 息 肉 分 为 ECRSwNP和 non-
ECRSwNP进行比较,结果发现,ECRSwNP骨膜

蛋白mRNA水平相较于non-ECRSwNP和正常对

照组明显升高,初步证实了以嗜酸粒细胞浸润为主

要特点的ECRSwNP与骨膜蛋白的表达具有一定

相关性。结合其他研究报道,骨膜蛋白可以促进嗜

酸粒细胞在炎症部位的聚集,并作用于嗜酸粒细胞

而参与鼻息肉的发病过程。
众所周知,嗜酸粒细胞可以通过合成IL-5进

行自我活化和抗凋亡过程,IL-5是诱导嗜酸粒细胞

活化的重要细胞因子。为了验证上述假设,我们进

一步检测了鼻息肉组织中IL-5mRNA与骨膜蛋白

mRNA的表达,并进行了相关分析。结果证实,鼻
息肉组织中骨膜蛋白mRNA除了与嗜酸粒细胞浸

润相关外,还与IL-5mRNA表达存在正相关,进一

步证实了骨膜蛋白可能与嗜酸粒细胞存在相互作

用,通过趋化和活化嗜酸粒细胞合成IL-5等促进

鼻息肉组织炎症的发展。有研究指出,哮喘患者血

清中骨膜蛋白含量与机体外周血嗜酸粒细胞数量、
阿司匹林不耐受程度有很强的相关性,进而推测骨

膜蛋白 高 度 参 与 了 嗜 酸 粒 细 胞 为 主 的 炎 症 反

应〔15-16〕。结合本研究所得结果,我们认为鼻息肉中

高表达的骨膜蛋白参与了息肉的形成与发展,在不

同组织类型中骨膜蛋白的差异性表达预示着需要

采用针对性、个性化的治疗方案〔17〕,从而提升鼻息

肉的治疗水平,达到精准治疗的目标。
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