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鼻息肉患者前列腺素 E2受体的表达及意义 *
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摘要 目的：研究 EP受体在慢性鼻 -鼻窦炎伴鼻息肉（chronic rhinosinusitis with nasal polyps，CRSwNP）中的表达及意义。方法：收

集 20例嗜酸粒细胞性 CRSwNP (eosinophilic CRSwNP，ECRSwNP )、20例非嗜酸粒细胞性 CRSwNP（noneosinophilic CRSwNP，

non-ECRSwNP)患者息肉和 14例正常对照组鼻腔钩突黏膜。免疫组织化学和Western blot技术检测各组鼻组织中四种 EP受体亚

型蛋白的表达；对连续切片行免疫组化染色，检测 EP受体与活化的嗜酸粒细胞之间的关系；用 Real-time PCR检测各组 EP受体

和 IL-5/IL-13 mRNA的表达水平。结果：EP受体主要表达于鼻黏膜上皮、腺体和上皮下炎症细胞，EP1受体选择性表达于上皮下

炎症细胞。与对照组和 non-ECRSwNP相比较，ECRSwNP组中 EP1 mRNA和蛋白表达均上调，而三组间 EP2、EP3和 EP4受体的

表达无明显差异。连续切片免疫组化染色示，EP1阳性的嗜酸粒细胞占 EP1阳性总细胞数的 50%。息肉组织 EP1 mRNA与 IL-5

（r=0.55; P <0.001）、IL-13（r=0.69; P<0.001）mRNA的表达水平呈正相关。结论：ECRSwNP中 EP1的表达上调与大量的嗜酸粒细胞

等浸润有关。EP1受体可能通过趋化和活化嗜酸粒细胞参与 ECRSwNP组织炎症的发生和发展。
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Clinical Significance and Expression of Prostaglandin E2 Receptor
in Chronic Rhinosinusitis with Nasal Polyps*

To investigate clinical significance and expression of the four EP receptor subtypes, EP1, EP2, EP3 and EP4

receptors in chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP) patients. Nasal biopsies were obtained from 14 controls, 20

eosinophilic chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP) and 20 noneosinophilic CRSwNP patients. Immunostaining and western

blot were used to examine protein expression of EP receptors. Immunohistochemical staining of consecutive serial sections was conduct-

ed between EP receptor and eosinophil cationic protein (ECP). mRNA expression of EP, IL-5 and IL-13 were examined by means of

quantitative RT-PCR. EP receptors were expressed mainly on epithelium, glands and infiltrating inflammatory cells in nasal tis-

sue. EP1 receptor is selectively expressed in subepithelial inflammatory cells. Compared with the controls and non-ECRSwNP group, the

mRNA and protein expressions of EP1 were up-regulated in the ECRSwNP group, but there was no significant difference in the expres-

sion of EP2, EP3 and EP4 receptors among the three groups. Immunohistochemical staining of serial sections showed that EP1-positive

eosinophils accounted for 50% of the total EP1-positive cells. EP1 mRNA in polyp tissue was positively correlated with IL-5 (r=0.55;

P<0.001) and IL-13 (r=0.69; P<0.001) mRNA expression levels. The up-regulation of EP1 expression in ECRSwNP maybe

associated with excessive infiltrations of eosinophils and other inflammatory cells. EP1 receptor may participate in the occurrence and de-

velopment of ECRSwNP tissue inflammation through chemotaxis and activation of eosinophils.
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前言

慢性鼻 -鼻窦炎伴鼻息肉（chronic rhinosinusitis with nasal

polyps，CRSwNP）是一种常见的鼻腔鼻窦慢性炎性疾病，以局

部 Th2细胞因子（如 IL-5、IL-13）表达增高、嗜酸粒细胞浸润和

组织水肿为特点。根据嗜酸粒细胞浸润程度，CRSwNP可分为

嗜酸粒细胞性鼻息肉 (eosinophilic chronic rhinosinusitis with

nasal polyps，ECRSwNP) 和 非 嗜 酸 粒 细 胞 性 鼻 息 肉
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（noneosinophilic chronic rhinosinusitis with nasal polyps，non-E-

CRSwNP)[1]。截止目前，不同类型CRSwNP的发病机制仍未阐明。

研究表明多种炎症细胞的活化，不同种类细胞因子和炎症

介质 的释 放 参 与 CRSwNP 的 发 病 [2]。前 列腺 素 E2

（Prostaglandin E2，PGE2）是体内重要的炎症介质之一，其发挥

抗炎或促炎作用依赖于相偶联的四种 EP受体，即 EP1、EP2、

EP3和 EP4。研究发现，EP受体参与阿司匹林不耐受三联征

（Samter's triad）的发病[3]。然而，我国 CRS患者中 Samter's triad

比例仅占 0.57 %[4]，且阿司匹林敏感型与阿司匹林耐受型鼻息

肉的发病机制截然不同[5]。因此，本研究拟比较 EP1、EP2、EP3

和 EP4受体在国人阿司匹林耐受的不同类型 CRSwNP（non-E-

CRSwNP和 ECRSwNP）中的表达，并探讨 EP受体在 CRSwNP

发病机制中的作用。

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集 2014-2017年间华中科技大学附属同济医院耳鼻咽

喉头颈外科 40例住院 CRSwNP患者。CRSwNP的诊断标准遵

循 EPOS 2020[1]。吸烟、哮喘、囊性纤维化、真菌性鼻窦炎、后鼻

孔息肉、原发性纤毛不动综合症、阿司匹林不耐受均被剔除。所

有患者术前 3月全身停用糖皮质激素、NSAIDs、抗白三烯类药

等药物，术前 1月停用鼻喷药物。40例患者接受鼻内镜手术，

术中收集鼻腔息肉组织。依据显微镜高倍视野下息肉组织中嗜

酸粒细胞占总炎症细胞的百分比（＞10 %归为 ECRSwNP组）[6]，

将 40例 CRSwNP分为 non-ECRSwNP组 20例（男 13例，女 7

例，平均 35.0± 5.4 岁）和 ECRSwNP 组 20 例（男 11 例，女 9

例，平均 33.5± 7.8岁）。取 14例因鼻外伤、鼻窦囊肿行手术的

患者钩突黏膜作为正常对照组（男 8例，女 6 例，平均 35.5±

8.2岁）。本研究经华中科技大学同济医学院医学伦理委员会支

持和批准，并获得所有实验对象的知情同意。

1.2 标本处理

收集组织标本分割为两部分：一部分立即置于 10 %的中

性甲醛中固定 6-8小时后进行脱水和石蜡包埋，用于免疫组化

实验；另一部分（约 2小块）液氮速冻后置于 -80℃冰箱保存，

留作 RNA和蛋白检测。

1.3 免疫组织化学染色

采用免疫组化 S-ABC法检测组织标本中 EP受体四个亚

型的组织表达。将 4 滋m厚的石蜡切片脱蜡复水,柠檬酸缓冲

液行抗原修复，然后用 3 %双氧水孵育 15 min阻断内源性过氧

化物酶。5 %的 BSA封闭 40分钟后加一抗（以同型血清代替一

抗作阴性对照），4℃孵育过夜。1× PBS洗涤后，用 S-ABC试剂

盒（Boster，武汉，中国）进行检测，DAB显色后苏木素复染，酒

精脱水二甲苯透明后，中性树胶封片。棕黄色染色代表阳性。

对 ECRSwNP息肉组织进行连续切片免疫组化染色（步骤

同上），检测 EP1和嗜酸粒细胞阳离子蛋白（eosinophil cationic

protein，ECP），分析 EP1受体与嗜酸粒细胞之间的关系。依据

Shi[7]的方法，随机取 5个高倍镜下对阳性细胞进行计数，分别

统计 EP1受体阳性的嗜酸粒细胞（EP1+ECP+）占总嗜酸粒细

胞（ECP+）的比例和占总 EP1+细胞数的比例。

1.4 Real-time PCR

取冻存组织样本冰上 Trizol法提取 RNA，TAKARA047A

试剂盒两步法逆转录获得 cDNA，总体积为 20 滋L的反应系统
包括 10 滋L SYBR Premix Ex Taq 预混液，8.2 滋L RNase-free

水，1 滋L cDNA和 0.4 滋L的每种引物（10 滋M）。EP1引物上游

序列：GGT GTC GTG CAT CTG CTG GA；下游序列：CAA

GAG GCG AAG CAG TTG GC。EP2 引物上游序列：AGA

CGG ACC ACC TCA TTC TC；下游序列：GAT GGC AAA

GAC CCA AGG。EP3 引物上游序列：CCC GCC TCA ACC

ACT CCT A；下游序列：CAC CGA TCC GCA ATC CTC。EP4

引物上游序列：AAC TTG ATG GCT GCG AAG ACC TAC；下

游序列：TTC TAA TAT CTG GGC CTC TGC TGT G; GAPDH

引物上游序列：AGA AGG CTG GGG CTC ATT TG；下游序

列：AGG GGC CAT CCA CAG TCT TC。IL-5引物上游序列：

CCCACAAGTGCATTGGTGAA；下游序列：CCTCAGAGTCT-

CATTGGCTATCAG。 IL-13 引 物 上 游 序 列 ：CCTCATG-

GCGCTTTTGTTGAC；下游序列：TCTGGTTCTGGGTGAT-

GTTGA。采用 TAKARA420A 试剂盒依照标准步骤于美国

ABI StepOnePlus机器进行 Real-time PCR试验：95 ℃下初始

变性 2 min，然后在 95℃下变性 10 s，60℃退火 10 s，72℃延

伸 15 s，循环 40次。以 GAPDH为内参，用 2-△ △ Ct法计算基因的

相对表达量。

1.5 Western blot检测

使用Western blot技术检测 EP受体 4个亚型。鼻组织匀

浆用 RIPA裂解液（含 2 % cocktail和 1 % PMSF）提取总蛋白。

BCA法进行蛋白浓度测定。取丰度为 50 滋g的经煮沸变性后
的蛋白，行 SDS-PAGE电泳，蛋白湿转法转至 0.45 滋m PVDF

膜。5 %脱脂牛奶封闭 PVDF膜上非特异性结合，将膜置于孵育

盒后加入约 5 %脱脂牛奶稀释后的一抗（EP1-1:1000，EP2-1:

1200，EP3-1:1500，EP4-1:500），4℃冰箱孵育过夜。用 TBST缓

冲液洗膜 4次，每次 7 min；用 TBST按 1：3000倍稀释二抗，室

温下孵育 60 min；洗膜 4次。将 ECL显影液(美国 Thermo公

司)均匀滴加到膜上，避光作用约 2 min后用 Gene snap凝胶成

像仪曝光。用 GeneTools软件分析凝胶条带灰度值，将每个条

带灰度值减去背景灰度值，分析不同样本间蛋白表达差异。

1.6 统计学方法

所有连续变量以中位数和四分位间距或以箱式图表示，箱

子中心分别代表中位数和四分位间距。三组间的比较首先采用

Kruskal-Wallis H检验进行组内分析，然后再利用 Mann-Whit-

ney U双尾检验进行两两比较判定组间差异，采用 Spearman检

验作相关性分析。使用 Graphpad Prism 和 SPSS 17.0 软件在

Windows7系统下进行统计学分析。P值 <0.05认为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 免疫组织化学染色

对照组钩突黏膜和 non-ECRSwNP、ECRSwNP 组息肉组

织中四种 EP受体均有表达，且组织定位相似（图 1）。EP1仅表

达于上皮下，EP2、EP3和 EP4均表达于黏膜上皮和腺体上皮。

相较于对照组正常钩突黏膜，两组息肉组织中 EP1、EP2 和

EP3还可表达于上皮下层浸润的炎症细胞。EP4受体的表达定

位在三组间一致。
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2.2 三组间 EP受体 mRNA和蛋白表达量的比较

比较三组间 EP受体 mRNA和蛋白表达结果如图 2所示，

与对照组和 non-ECRSwNP组相比较，ECRSwNP中 EP1受体

mRNA和蛋白表达均上调，而三组间 EP2、EP3和 EP4受体的

表达无显著差异。

2.3 EP1受体和嗜酸粒细胞的关系

免疫组化染色示 EP1受体主要表达于上皮下层浸润的炎

症细胞，利用连续切片免疫组化进一步了解 ECRSwNP组活化

的嗜酸粒细胞和 EP1阳性细胞之间的关系如图 3。数据显示，

ECRSwNP中 EP1阳性的嗜酸粒细胞占 EP1阳性细胞数的 50

%（42~54 %），EP1阳性的嗜酸粒细胞占所有活化的嗜酸粒细

胞的 47 %（40~53 %）。

2.4 EP1受体和 IL-5、IL-13 mRNA表达的相关性

检测息肉组织中 EP1 mRNA 和 Th2细胞因子 IL-5、IL-13

mRNA的表达水平并作相关性分析，结果表明 EP1 mRNA的

表达水平与 IL-5（r=0.55; P<0.001）和 IL-13（r=0.69; P<0.001）表
达水平呈正相关（图 4）。

3 讨论

研究证实，在大多数欧美国家，白种 CRSwNP患者表现为

Th2反应占主导的嗜酸粒细胞性炎症反应，我国超过半数的

CRSwNP患者表现为非嗜酸粒细胞性炎症[1,6]。CRSwNP病情顽

固，无论是药物还是手术治疗后复发率较高[8]，因此阐明不同类

型 CRSwNP的发病机制，研发靶向药物对 CRSwNP进行精准

分类治疗具有重要的临床意义。

文献报道白种人的 EP1-EP4受体既表达于鼻息肉上皮、腺

体，还表达于上皮下层中浸润的炎症细胞[9]。本研究发现国人鼻

息肉组织中 EP2、EP3 受体定位与白种人相一致，但 EP1 和

EP4受体定位不同于白人，国人 EP1仅选择性表达于上皮下炎

症细胞，EP4仅表达于鼻腔黏膜上皮和腺体。来自结肠的研究

同样发现 EP4受体选择性分布于黏膜上皮和腺体，提示 EP4

在介导粘液分泌和上皮细胞损伤后修复中发挥作用[10]。国人与

白种人 EP受体定位不一致可能源于种族、地理和环境差异。这

种分布差异是否与亚洲和欧美 CRSwNP患者之间截然不同的

免疫机制有关，且每个受体亚型的功能如何，尚需进一步研究。

通过蛋白和基因检测，本研究发现 ECRSwNP四个受体亚

型中EP1受体表达较 non-ECRSwNP和对照组明显增加，与前

期报道一致[11]。由于息肉发生于鼻道窦口复合体处，为了消除

因实验组和对照组间取材部位不一致对实验结果产生的影响，

本研究选取钩突黏膜作为正常对照更具有同源性。本实验结果

进一步证实了相比于 non-ECRSwNP和对照组，EP1受体在 E-

CRSwNP表达增高，提示 EP1可能在该类型疾病的发生发展

中发挥重要作用。EP受体通过激活特异性的下游信号通路发

挥作用 [12]。EP2、EP4受体通过激活腺苷酸环化酶增加细胞内

cAMP浓度，介导 PGE2的抑制效应。相反，EP1受体通过提高

胞内钙离子水平，EP3 通过降低细胞内 cAMP浓度，均介导

PGE2的兴奋效应[12]。在炎症反应中，具体表现为抑制或促进炎

症细胞的迁移或炎症介质的释放。鼻腔黏膜上皮细胞、血管内

图 1 免疫组织化学染色示 EP受体在 ECRSwNP组织中的表达定位，放大倍数× 200

Fig.1 Distributions of EP receptor expression in ECRSwNP tissues, original magnification × 200

图 2三组间 EP1、EP2、EP3和 EP4受体 mRNA（a）和 EP1受体蛋白（b）

的表达比较

Fig.2 (a) Comparison of EP mRNA expression among different groups.

(b) Comparison of EP1 protein expression among different groups.

Note: (a) n=14, **P<0.01, compared with the control and non-ECRSwNP
groups. (b) n=10, *P<0.05. compared with the control and

non-ECRSwNP groups.
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皮细胞、成纤维细胞以及上皮下浸润的炎症细胞可合成并分泌

多种细胞因子、趋化因子和粘附分子等参与 CRSwNP的发病，

促炎介质的过量产生使得组织中的炎症反应越来越重，并引起

组织胶原减少、假囊肿形成和间质水肿等组织重塑表现[13]。此

外，炎症介质亦可趋化不同的炎症细胞迁移至鼻腔鼻窦黏膜进

一步加重炎症，进而释放更多的炎症介质，并形成瀑布效应[13]。

国外学者发现，与正常对照相比，阿司匹林耐受型和敏感型鼻

息肉活检组织中 EP2受体的表达较低，并且在阿司匹林敏感型

患者中表达最低[14,15]。嗜酸性粒细胞中的 EP2受体激活后弱化

嗜酸性粒细胞的迁移，并对嗜酸性粒细胞的聚和脱颗粒产生抑

制作用[16]，表明息肉炎症反应加重与起介导 PGE2的抑制效应

的 EP2受体的表达降低有关。与 EP2等其它受体相比，既往对

EP1的研究报道较少，哪种 G蛋白参与耦连并介导何种效应仍

不清楚。EP1通路的第二个信使是 Ca2+，其动员模式依据所研

究的细胞类型而存在差异。有研究表明 EP1通过增加细胞内

Ca2+水平，通常发挥激活炎性细胞的功能[17]。本研究阿司匹林

耐受型 ECRSwNP患者中 EP1受体表达增强，主要表达于上皮

下浸润的炎症细胞。EP1受体的过表达会导致息肉组织中嗜酸

粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞、肥大细胞等炎症细胞释放更多的

促炎介质，如 IL-4、IL-5、IL-13 和CCL11 等进一步促进 ECR-

SwNP中嗜酸粒细胞的募集和活化[18]。

CRSwNP的固有免疫应答包含如 2型先天性淋巴样细胞、

肥大细胞、嗜酸粒细胞等多种细胞，ECRSwNP特征为 Th2极

化的嗜酸粒细胞性炎症，在免疫应答中这些细胞大量表达

IL-5、IL-13等 Th2细胞因子[19]。为了验证上述假说，本研究进一

步分析 EP1受体表达与嗜酸粒细胞的活化和 Th2类细胞因子

表达水平的相关性。ECP是嗜酸粒细胞的活化指标，与 non-E-

CRSwNP和对照组相比，ECRSwNP组织中 ECP表达上调，嗜

酸粒细胞活化浸润更加明显[20]。本实验对连续切片行免疫组化

染色发现，EP1受体阳性表达的细胞中 50 %为活化的嗜酸粒

细胞，且活化的嗜酸粒细胞近半数 EP1表达阳性。该结果解释

了 ECRSwNP较 non-ECRSwNP组织中 EP1表达增强，其原因

与 ECRSwNP具有更加显著的嗜酸粒细胞浸润有关。更重要的

是，EP1受体定位与活化的嗜酸粒细胞密切相关，提示 EP1受

体可能参与嗜酸粒细胞的聚集和活化过程。IL-5、IL-13属重要

的 Th2类细胞因子，影响嗜酸粒细胞的生物学活性。研究证明，

IL-5不仅诱导前体细胞的增殖和分化，还能有效刺激嗜酸粒细

胞活化、存活，具有促 ECRSwNP生长的关键作用；IL-13诱导

图 3 连续切片免疫组化染色显示 ECP阳性细胞 (a)和 EP1阳性细胞 (b)的关系

Fig.3 Immunohistochemical staining of consecutive serial sections between EP1 receptor and ECP

Note: Arrows of the same color represent the same cell, original magnification × 400. ECP, Eosinophil cationic protein.

图 4 鼻息肉组织中 EP1受体和 IL-5、IL-13 mRNA表达水平的相关性

Fig.4 Correlations of mRNA expression levels between EP1 and IL-5/IL-13 in polyp tissue
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[28] Lau YC, Xiong Q, Blann AD, et al. Relationship between renal func-

tion and circulating microparticles, soluble P-selectin and E-selectin

levels in atrial fibrillation [J]. J Thrombosis Thrombolysis, 2017, 43

(1): 18-23

[29] Li L, Liu M, Zhang T, et al. Indomethacin down-regulating HMGB1

and TNF-琢 to prevent pancreatitis after endoscopic retrograde cholan-

giopancreatography[J].Scandinavian J Gastroenterology, 2019, 54(6):

1-7

[30] Abdolahi M, Tafakhori A, Togha M, et al. The synergistic effects of

ω -3 fatty acids and nano-curcumin supplementation on tumor necro-

sis factor (TNF)-琢 gene expression and serum level in migraine pa-

tients[J]. Immunogenetics, 2017, 69(6): 1-8

[31] 王荣,李慧,秦建宁.银杏叶滴丸联合单硝酸异山梨酯注射液对老

年冠心病患者心肌酶谱及血清 BNP水平的影响 [J]. 海南医学,

2019, 30(18): 2350-2353

血管细胞粘附分子表达，有效促进嗜酸粒细胞迁移和聚集[19]。

本研究 ECRSwNP患者 EP1 mRNA与 IL-5、IL-13 mRNA的表

达存在正相关。EP1表达增加与 ECRSwNP中表现出的 Th2极

化有关，进一步表明 EP1受体可能通过趋化和活化嗜酸粒细胞

等炎症细胞合成 IL-5、IL-13等炎症因子，促进鼻息肉组织炎症

的发生和发展。

CRSwNP对患者的生活质量和社会经济造成沉重的负担，

传统药物疗效不能使患者满意。目前针对 PGE2的非甾体抗炎

药或 COX-2阻断剂由于前列腺素的广泛抑制而导致多种不良

反应。后期应用 EP1受体特异性拮抗剂或激动剂进行体内和体

外实验，深入研究 EP受体在 ECRSwNP炎症机制中的具体作

用，有望作为一种新的有前途的靶点药物被研发。
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