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　　[摘要]　目的:研究伴鼻息肉的慢性鼻窦炎(chronicrhinosinusitiswithnasalpolyps,CRSwNP)患者鼻息肉

中15-羟基前列腺素脱氢酶(15-hydroxyprostaglandindehydrogenase,HPGD)的表达水平及其调控机制。方法:
应用免疫荧光观察鼻息肉组织中 HPGD表达的细胞类型,应用 Western-Blot对鼻息肉组织中 HPGD表达进行半

定量分析。观察人源重组高迁移率家族蛋白1(highmobilitygroupbox-1,HMGB1)对人原代鼻黏膜上皮细胞中

HPGD表达的作用,并利用晚期糖基化终末产物受体(receptorforadvancedglycationendproducts,RAGE)中和

抗体观察能否阻断 HMGB1对 HPGD的诱导作用。结果:各型CRSwNP患者中的 HPGD表达水平增高,且定位

于CD68阳性细胞及上皮细胞。人源重组 HMGB1可刺激人原代鼻黏膜上皮细胞中 HPGD表达增高,且呈时间

依赖性,同时在12h可观察到 MEK的磷酸化水平增高及RAGE表达增高,但在24hMEK磷酸化水平及RAGE
表达趋于正常。利用 RAGE中和抗体可部分阻断人源重组 HMGB1对人原代鼻黏膜上皮细胞中 HPGD的诱导

作用。结论:CRSwNP中 HPGD表达增高,且主要定位于巨噬细胞及上皮细胞。HMGB1通过 RAGE-MEK 信

号通路调控 HPGD表达,这可能为今后调控CRSwNP中PGE2 水平提供了一个新的靶点。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheexpressionlevelandregulatory mechanism of15-hydroxypros-
taglandindehydrogenase(HPGD)inchronicrhinosinusitiswithnasalpolyps(CRSwNP).Methods:Theexpression
patternandlevelofHPGDinCRSwNPandcontrolwasobservedusingimmunofluorescence,andwesternblotwas
usedforanalysisofHPGDexpressioninnasalpolyptissues.Theeffectofrecombinanthumanhighmobilitygroup
box-1(HMGB1)onHPGDexpressioninprimaryhumannasalepithelialcellswasobserved,andthepotential
blockingeffectofRAGEneutralizingantibodyonHMGB1-inducedHPGDexpressionwasinvestigated.Results:

TheexpressionofHPGDwaselevatedinCRSwNPpatientscomparedtothecontrol,whiletheproteinmainlylo-
calizedatCD68-positivecellsandepithelialcells.RecombinanthumanHMGB1stimulatedanincreaseinHPGD
expressioninprimaryhumannasalmucosalepithelialcellsatatime-dependentmanner.Additionally,increased
phosphorylationlevelsofMEKandelevatedRAGEexpressionwerealsoobservedat12hours,butdecreasedat24
hoursaftertheincubationofHMGB1.TheincreaseintheexpressionofHPGDinducedbyHMGB1inprimary
humannasalepithelialcellswaspartlyinhibitedwithRAGEneutralizingantibody.Conclusion:ElevatedHPGD
expressionisobservedinCRSwNP,predominantlyinmacrophagesandepithelialcells.HMGB1regulatesHPGD
expressionthroughtheRAGE-MEKsignalingpathway,potentiallyprovidinganewtargetforfutureregulationof
PGE2levelsinCRSwNP.
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　　慢性鼻-鼻窦炎(chronicrhinosinusitis,CRS)
是一种发病时间超过3个月,伴有鼻塞、流涕、面部

疼痛及嗅觉丧失等症状的上呼吸道疾病[1],根据是

否伴有鼻息肉可分为伴鼻息肉的 CRS(CRSwith
nasalpolyps,CRSwNP)及 不 伴 鼻 息 肉 的 CRS
(CRSwithoutnasalpolyps,CRSsNP)。流行病学

调查提示我国 CRSwNP发病率为1.1%[2]。尽管

功能性鼻内镜手术治疗效果明确,但鼻息肉患者复

发率高[3],常常需要再次手术,因此明确鼻息肉发

病机制将有助于降低鼻息肉的复发率,减轻患者负

担。CRSwNP其病理特征为黏膜炎症、炎性细胞

浸润和异常上皮重塑。CRSwNP被认为与其他气

道疾病有关,如哮喘、阿司匹林不耐受和鼻炎。然

而,CRSwNP的发病机制尚不完全清楚。许多机

制参与CRSwNP的发生,例如上皮细胞屏障缺陷、
病原菌清除障碍、宿主免疫系统缺陷。最近,脂质

介质在鼻息肉尤其是阿司匹林不耐受哮喘相关息

肉发病机制中的作用受到关注。
前列腺素E2(prostoglandinE2,PGE2)是花生

四烯酸的代谢产物,具有多种生理作用,在气道疾

病中发挥促炎和抗炎作用[4]。研究表明鼻息肉组

织中PGE2 水平降低[5]。组织中的 PGE2 浓度同

时受合成酶和代谢酶的调节。鼻息肉中 PGE2 的

合成酶如环氧合酶2的作用已被研究,并被认为与

鼻息肉的发病机制有关[6]。此外,PGE2 的受体,即
前列腺素受体1~4也得到了关注,前列腺素受体2
表达降低可能导致 PGE2 在阿司匹林不耐受患者

鼻息肉中发挥的抗炎作用减弱[7]。近期研究发现

PGE2 水平较低的CRSwNP患者手术次数更多[8]。
然而,PGE2 失活酶在鼻息肉中的表达模式尚缺乏

研究。PGE2 失活涉及2个主要步骤:前列腺素转

运蛋白从质膜摄取和15-羟基前列腺素脱氢酶(15-
hydroxyprostaglandindehydrogenase,HPGD)分

解代谢[9]。HPGD是一种参与 PGE2 分解代谢的

关键酶,并可灭活。通过催化前列腺素的15-羟基

转化为酮基,HPGD 可显著降低 PGE2 的生物活

性。PGE2 水平降低可能是由于 HPGD表达上调

所致。尽管 HPGD在几乎所有细胞类型中广泛表

达,但在包括肺、肾和子宫在内的多种组织中发现

其高活性[10]。然而,HPGD 在鼻黏膜及鼻息肉组

织中的表达仍缺乏研究。
因此,我们推测 HPGD在鼻息肉中表达上调,

促炎因子高迁移率族蛋白1(highmobilitygroup
box-1,HMGB1)可通过晚期糖基化终末产物受体

(Receptorforadvancedglycationendproducts,
RAGE)调控 HPGD的表达。
1　资料与方法

1.1　一般资料

回顾性分析就诊于我科患者资料,其中对照组

9例,男7例,女2例,年龄18~42岁,平均(28.89
±7.50)岁;非嗜酸性粒细胞CRSwNP组18例,男
11例,女 7 例,年 龄 18~58 岁,平 均 (42.06±
11.29)岁;嗜酸性粒细胞性CRSwNP组13例,男7
例,女6例,年龄20~58岁,平均(41.54±12.08)
岁。CRSwNP的诊断依据 EPOS2020指南,基于

病史、临床检查、鼻内镜检查和CT结果进行诊断。
随机选择并计数1个高倍视野后,当高倍视野中

(×400)计数的嗜酸性粒细胞数超过10时,CRSw-
NP定义为嗜酸性粒细胞型 CRSwNP。对照组包

括因解剖异常而接受颅底手术或鼻内手术的患者,
这些患者无 CRS的临床或影像学检查。排除标

准:免疫缺陷、凝血障碍、真菌性鼻-鼻窦炎、术前

2周内使用抗生素、抗组胺药、吸入性全身性或局

部皮质类固醇或其他免疫调节药物、孕妇或哺乳期

妇女。本研究经华中科技大学同济医学院协和医

院伦理委员会批准,并根据《赫尔辛基宣言》获得所

有参与者的书面知情同意。
1.2　形态学及免疫荧光

手术中收集鼻息肉患者息肉组织及对照组患

者的中鼻甲黏膜组织,组织在4%多聚甲醛中固定

1d并包埋。制备5μm 切片,二甲苯脱蜡后梯度

脱水,行苏木精-伊红染色以计数组织中嗜酸性粒

细胞。在免疫荧光实验中,完成脱水后将切片在

3%过氧化氢溶液中封闭10min,并用 PBS清洗。
以 TRIS-EDTA缓冲液(pH9.0)中进行热抗原修

复。自然冷却后,用山羊血清封闭切片30min。将

封闭的切片与抗 HPGD(1︰200稀释,abcam,美
国)、抗 CD68(1 ︰ 200 稀 释,abcam,美 国)、抗

RAGE(1︰200,RDsystem,美国)孵育4℃过夜。
冲洗后,将切片与荧光二抗室温孵育1h。洗涤

4次后,将载玻片与 DAPI进行细胞核染色。使用

共聚焦激光扫描显微镜(Nikon-A1-Si,NikonCor-
poration)采集图像。为了进行数据量化,随机选择

5个高倍视野并计数(×400)HPGD阳性细胞数。
1.3　细胞培养及处理

利用不同类型鼻息肉临床标本原代培养鼻黏

膜上皮细胞,鼻息肉标本于含有 DNA 酶及链霉素

蛋白酶的DMEM/F12培养液中过夜消化,消化后

的皮片种于预铺有胎盘胶原包被的transwell培养

板 上,利 用 PneumaCult-Ex Plus Medium 培

养2d,上皮细胞扩增至70%~80%后进行实验。
用100μg/mL人重组 HMGB1(R&Dsystem,美
国)刺激培养的人原代鼻黏膜上皮细胞,并选取12
h与24h为时间点。对于中和实验,在上述培养

条件中加入100μg/mLRAGE 中和抗体(R&D
system,美国)。
1.4　Western-Blot结果

从CRSwNP组织和对照组织及培养细胞中提
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取总蛋白,然后用BCA蛋白测定试剂盒检测浓度。
将等量的蛋白质加载到10%十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶上,然后转至PVDF膜上。PVDF膜用

NcmBlot封闭缓冲液(P30500,NCM Biotech,中

国)在室温下封闭15min,然后在4℃下与含有以

下抗 体 的 一 抗 孵 育 过 夜:抗 HPGD、抗 磷 酸 化

MEK、抗 MEK、抗RAGE和抗GAPDH,以上抗体

稀释比例均为1︰1000。孵育结束后TBST洗膜

3次,与 HRP标记二抗(1︰3000)室温孵育1h,
TBST洗膜3次,增强化学发光检测显色。采用

ImageJ软件比较目的蛋白与内参蛋白β-actin以及

GAPDH 含量的灰度比值,评价目的蛋白的相对表

达量。
1.5　统计学处理

统计 分 析 通 过 GraphPadPrism Version9
(GraphPadSoftware,美国)进行分析。所有数据

均以■X±S 表示,采用配对t检验来比较差异,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　嗜酸性粒细胞增多型及非嗜酸性粒细胞增多

型CRSwNP组织中 HPGD表达与对照组比较

CRSwNP组织中 HPGD表达较正常组织明显

增多且主要与 CD68阳性细胞共表达(图1a)。高

倍镜视野(×400)下各组计数分别为对照组为

(6.50±1.65),非嗜酸性粒细胞增多型组 CRSw-
NP为(26.6±2.12),嗜酸性粒细胞增多型CRSw-
NP组为(17.3±3.01)。2组 CRSwNP较对照组

HPGD阳性细胞数量明显增高(P<0.01),见图

1b。免疫荧光中 HPGD 表达于上皮细胞,但基本

不表达于杯状细胞(MUC5AC阳性细胞)、中性粒

细胞(MPO阳性细胞)(图1c);Western-Blot结果

证实 NP组织中 HPGD表达较对照组明显增高。
2.2　鼻息肉组织中 M1、M2型巨噬细胞均表达

HPGD,HPGD与RAGE共表达

为进一步明确 HPGD在巨噬细胞中的表达情

况,我们分别以CD86以及CD206分别标记了 M1
型及 M2型巨噬细胞,发现 M1型及 M2型巨噬细

胞均表达 HPGD,提示 HPGD在鼻息肉巨噬细胞

中广泛表达(图2a)。同时为明确 HMGB1潜在的

调控机制,免疫荧光染色示鼻息肉组织中 RAGE
与 HPGD共表达,且 HPGD阳性细胞中RAGE表

达增高(图2b)。
2.3　人重组 HMGB1可激活原代鼻黏膜上皮细胞

细胞中RAGE-MEK信号并诱导 HPGD表达

在人重组 HMGB1作用12h后,原代鼻黏膜

上皮细胞中RAGE的表达显著增高,并且 MEK磷

酸化水平显著增高,HPGD 表达显著增高;作用

24h后RAGE表达较12h轻度降低,差异无统计

学意义,MEK 磷酸化水平较12h降低,与未刺激

前类似,HPGD表达较12h轻度升高,差异无统计

学意义(图3a)。应用 RAGE 中和抗体与人重组

HMGB1共 同 孵 育 24h 后,中 和 组 较 刺 激 组

HPGD表达减低,差异有统计学意义(P<0.05),
见图3b。

a:CRSwNP组织中 HPGD表达较正常组织明显增多(绿色)且高表达于上皮细胞以及巨噬细胞;b:嗜酸性粒细胞增多

型CRSwNP及非嗜酸性粒细胞增多型 CRSwNP计数高于对照组(P<0.05);c:Western-Blot结果证实 NP组织中

HPGD表达较对照组明显增高。
图1　CRSwNP中HPGD表达增高
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a:CRSwNP组织中 M1巨噬细胞(CD68、CD86阳性细胞)及 M2型巨噬细胞(CD68、CD206阳性细胞)均表达 HPGD;

b:RAGE与 HPGD共表达。
图2　CRSwNP中各型巨噬细胞均表达HPGD表达增高且与RAGE共表达

a:人重组 HMGB1100μg/mL作用12h后,人原代鼻黏膜上皮细胞中 RAGE、HPGD表达增高,MEK 磷酸化水平增

高,作用24h后,RAGE表达稍减低、HPGD表达稍增高、MEK 磷酸化水平降低;b:应用 RAGE中和抗体与人重组

HMGB1共作用于人原代鼻黏膜上皮细胞24h后,阻断组 HPGD相较于刺激组表达减低,差异有统计学意义。
图3　人重组HMGB1诱导原代鼻黏膜上皮细胞中HPGD表达
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3　讨论

本研究观察了鼻息肉组织中 HPGD的表达模

式以及可能的调控机制。与对照组中鼻甲比较,鼻
息肉中 HPGD的表达显著升高,并且 HPGD主要

位于 CD68阳性细胞,即巨噬细胞,同时也表达于

上皮细胞,进一步定位发现无论是 M1型还是 M2
型巨噬细胞,均可见 HPGD 的高表达。结果表明

鼻息肉中 HPGD表达增高与巨噬细胞相关。研究

表明,与CRSsNP和对照组鼻腔黏膜比较,鼻息肉

组织中巨噬细胞浸润增多[11]。与此相一致的是,
本研究也发现鼻息肉组织中有大量 CD68阳性细

胞浸润。巨噬细胞是一种具有不同功能的先天免

疫细胞,功能包括对病原体的初始防御;协调适应

性免疫反应;炎性组织修复等。对于鼻息肉来源巨

噬细胞的研究发现其对金黄色葡萄球菌的吞噬能

力受损,这可能与 CRSwNP的发生有关[12],而其

潜在机制仍不清楚。据报道 HPGD表达增高可抑

制巨噬细胞的吞噬活性,应用 HPGD 抑制剂作用

于 MDA-MB-231和 THP-1细胞增强了该2种细

胞的吞噬功能[13]。据此我们推断 HPGD上调可能

导致鼻息肉组织中巨噬细胞吞噬能力下降,造成了

金黄色葡萄球菌等病原体不能及时清除,导致鼻息

肉的发生。
除调节吞噬功能外,HPGD被认为是参与前列

腺素灭活以减轻炎症反应的关键酶[14],可通过降

解癌细胞分泌的 PGE2 以减轻 PGE2 的促肿瘤增

殖作用并诱导癌细胞分化[15]。而与肿瘤组织不同

的是,PGE2 在鼻息肉中可能发挥了抗炎作用,例如

抗纤维化[16]、抑制嗜酸性粒细胞趋化[17],减少肥大

细胞脱颗粒以及抑制2型固有淋巴细胞分泌2型

细胞因子[18-19]。研究发现鼻息肉组织中 PGE2 浓

度降低[20]。尽管鼻息肉中PGE2 合成酶 COX2 的

表达下调可能导致PGE2 的降低的一个重要因素,
但与对照组比较,降解酶 HPGD 表达的增加也可

能导致PGE2 浓度降低。此外,HPGD还可以降解

包括消退素在内的促炎症消退介质[21],而消退素

已被证明可以抑制感染性和过敏性气道疾病,包括

哮喘、急性肺损伤和肺炎[22-23],因此 HPGD增高还

可能影响消退素的功能,促进鼻息肉的发生发展。
为进一步探究 HPGD 在鼻息肉中的调控机

制,我们观察了促炎因子 HMGB1对 HPGD 的调

控作用。HMGB1 在鼻息肉中的作用已得到研

究[24-25]。在 鼻 息 肉 浸 润 的 炎 症 细 胞 中 发 现

HMGB1表达增加和细胞质转位。因此,HMGB1
可能在CRSwNP发生过程当中由炎性细胞主动释

放或由死亡细胞被动释放进入鼻黏膜组织,参与

CRSwNP中巨噬细胞 HPGD调控。同巨噬细胞一

样,本研究证明 HMGB1刺激可以诱导人原代鼻黏

膜 上 皮 细 胞 中 HPGD 上 调。 为 进 一 步 明 确

HMGB1对 HPGD的调控机制,通过阻断 HMGB1
受体RAGE以验证其是否通过该通路促进 HPGD
表达。RAGE是一种多配体细胞表面受体,存在于

多种细胞类型中[26]。RAGE 可以与 HMGB1结

合,然后激活 MAPK信号传导[27]。本研究发现巨

噬细胞中 HPGD与 RAGE共定位,提示 HMGB1
可能 通 过 RAGE 受 体 诱 导 HPGD 表 达 增 加。
MAPK信号通路参与 HPGD表达的调节,证明与

HMGB1一起孵育可诱导人原代鼻黏膜上皮细胞

中的RAGE表达以及 MEK的磷酸化。此外,应用

RAGE中和抗体阻断可降低人原代鼻黏膜上皮细

胞中 HMGB1诱导的 HPGD的表达。综合以上结

果,HMGB1诱导的 HPGD上调是由 RAGE-MEK
信号介导的。

综上所述,CRSwNP中 HPGD表达增高,且定

位于巨噬细胞及上皮细胞。HMGB1通过 RAGE-
MEK信号通路调控 HPGD表达,这可能为今后调

控CRSwNP中PGE2 水平提供了一个新的靶点。
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