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　　[摘要]　目的:分析不同病理类型的慢性鼻窦炎伴鼻息肉(chronicrhinosinusitiswithnasalpolyps,CRSw-
NP)患者的鼻息肉组织中神经前体细胞表达发育下调蛋白8(Neuralprecursorcell-expresseddevelopmentally
downregulated8,NEDD8)表达水平差异。方法:使用在北京同仁医院耳鼻咽喉头颈外科因慢性鼻窦炎行鼻内镜

手术的患者标本。利用苏木精-伊红染色检测鼻息肉组织中的嗜酸性粒细胞数量,并根据鼻息肉组织中嗜酸性粒

细胞的数量对 CRSwNP患者进行分组,采用免疫组织化学法检测分析鼻息肉组织中的 NEDD8蛋白表达水平。
结果:嗜酸性粒细胞型慢性鼻窦炎伴鼻息肉患者鼻息肉中 NEDD8蛋白表达水平显著高于非嗜酸性粒细胞型慢

性鼻窦炎伴鼻息肉患者(P<0.05)。NEDD8蛋白表达水平和鼻息肉组织中嗜酸性粒细胞数量呈显著正相关

(r=0.79,P=0.02)。结论:不同病理类型的CRSwNP患者 NEDD8蛋白表达存在差异。
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Abstract　Objective:Toanalyzethedifferentialexpressionofneuralprecursorcell-expresseddevelopmentally
downregulated8(NEDD8)proteininnasalpolyptissuesofpatientswithdifferentpathologicaltypesofchronicrhi-
norhinosinusitiswithnasalpolyps(CRSwNP).Methods:Allspecimenswereobtainedfromthespecimenlibraryof
BeijingTongrenHospital,andwereallpatientswhounderwentnasalendoscopicsurgeryforchronicrhinosinusitis
inBeijingTongrenHospital.Hematoxylin-eosinstaining(HE)wasusedtodetectthenumberofeosinophilsinna-
salpolyps,andCRSwNPpatientsweregroupedaccordingtothenumberofeosinophilsinnasalpolyps,immuno-
histochemistrywasusedtodetectandanalyzetheexpressionlevelofNEDD8proteininnasalpolyps.Results:The
expressionlevelofNEDD8proteininnasalpolypsofpatientswitheosinophilicchronicrhinorhinosinusitiswithna-
salpolypswassignificantlyhigherthanthatofpatientswithnon-eosinophilicchronicrhinosinusitisandnasalpol-
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yps(P<0.05).Inaddition,therewasasignificantpositivecorrelationbetweentheexpressionlevelofNEDD8
proteinandthenumberofeosinophilsinnasalpolyptissue(r=0.79,P=0.02).Conclusion:Therearediffer-
encesintheexpressionofNEDD8proteininpatientswithchronicrhinosinusitisandnasalpolypsofdifferentpath-
ologicaltypes.

Keywords　neuralprecursorcell-expresseddevelopmentallydownregulated8;rhinosinusitis;nasalpolyps;

eosinophils

　　慢性鼻窦炎伴鼻息肉(chronicrhinorhinosi-
nusitiswithnasalpolyps,CRSwNP)是一种以炎性

细胞浸润和组织水肿为主要症状的慢性异质性疾

病,鼻堵、嗅觉减退及头痛是其常见临床症状且症

状持续12周以上,也是颅内并发症、精神疾病等疾

病的诱因之一,严重影响了患者的生活质量甚至生

命安全[1-3]。根据鼻息肉组织中炎性细胞浸润水平

差异,CRSwNP被划分为嗜酸性粒细胞型(eosino-
philicchronicrhinorhinosinusitiswithnasalpol-
yps,ECRSwNP)和非嗜酸性粒细胞型(non-eosin-
ophilicchronicrhinorhinosinusitiswithnasalpol-
yps,nonECRSwNP),其中组织嗜酸性粒细胞百分

比 超 过 54.5% 时 ECRSwNP 复 发 率 高

达99.0%[1,4-5],提示 ECRSwNP和nonECRSwNP
可能在疾病的发生、发展机制上有差异。

神经前体细胞表达发育下调蛋白 8(neural
precursorcell-expressed developmentally down-
regulated8,NEDD8)是一种泛素样蛋白,可激活

E3连接酶家族,即cullin-RING 连接酶,在成人组

织中广泛表达[6]。NEDD8特异性共价连接到底物

蛋白上的过程称为 Neddylation修饰,是一种新型

的蛋白质翻译后修饰,广泛参与先天免疫和适应性

免疫,在多种炎症性疾病中至关重要[6-8]。已有研

究显示,NEDD8过表达以及随后的 Neddylation
修饰可驱动多种炎症、自身免疫性疾病及癌症的发

展。例如 NEDD8在鼻咽癌组织中的表达升高与

鼻咽癌患者的预后较差有关,敲低 NEDD8表达能

够抑制耐药性[9]。Neddylation修饰通路在炎症反

应期间调节 T细胞、B细胞、巨噬细胞和内皮细胞

的功能中起着关键作用,Neddylation化抑制剂可

用作潜在的抗炎剂[10-13]。但是,目前 NEDD8蛋白

在CRSwNP中的作用尚不清楚,NEDD8蛋白在

CRSwNP中的表达有待研究。本研究旨在探究

NEDD8蛋白在不同病理类型慢性鼻窦炎伴鼻息肉

患者鼻息肉组织中的表达与差异。
1　材料与方法

1.1　标本收集

本研究所使用的 CRSwNP患者标本,来自我

院标本库,均为因 CRSwNP就诊于我院行鼻内镜

手术治疗的患者,鼻息肉的诊断标准依据欧洲慢性

鼻窦炎及鼻息肉共识(EuropeanPositionPaperon
Rhinorhinosinusitis and Nasal Polyps 2020,
EPOS2020)[1]。纳入标准:18~70岁患者;双侧鼻

息肉,息肉Davos总评分>4;入组前未使用皮质醇

激素或抗生素治疗。排除标准:单侧病变;真菌性

鼻窦炎;患免疫系统疾病等。本研究中用于免疫组

织化学染色的标本为8例未经激素等药物治疗的

CRSwNP患者鼻息肉石蜡组织,年龄46~57岁,
平均(51.5±3.0)岁。所有受试者均签署知情同

意书,获知其组织将被保存并用于科学研究。
1.2　免疫组织化学检测鼻息肉组织 NEDD8蛋白

表达

免疫组织化学方法按照以前研究报道的方法

进行[14]:将术后获得的鼻息肉组织使用生理盐水

迅速冲洗后立即置于10%甲醛溶液固定24h,然
后进行石蜡包埋。将石蜡包埋后的组织进行连续

切片,厚度5μm,再经过脱蜡至水、抗原修复(高压

热修复)、3% H2O2 阻断内源性过氧化物酶活性、
3% 山 羊 血 清 阻 断 非 特 异 性 结 合、一 抗 孵 育

(NEDD8抗体,稀释浓度1︰75)、二抗孵育、DAB
显色、苏木素复染、脱水、封片,完成鼻息肉组织中

NEDD8蛋白表达水平的免疫组织化学检测。
1.3　鼻息肉组织病理分型

鼻息肉组织经固定、脱水、透明、石蜡包埋后进

行常规苏木精-伊红(hematoxylin-eosinstaining,
HE)染色封片过程,使用 OlympusBX51显微镜观

察成 像。高 倍 (×400)显 微 镜 下 (Highpower
field,HPF)随机选取5个不连续视野对鼻息肉组

织中的嗜酸性粒细胞个数进行计数,取5个视野平

均值作为该样本的嗜酸性粒细胞个数。CRSwNP
鼻息肉组织分型标准参照Lou等[15]基于临床结果

得到的分界标准,即当鼻息肉组织中5个高倍视野

的平均嗜酸性粒细胞个数>55或占比>27%时,
纳入ECRSwNP组;当鼻息肉组织中5个高倍视野

平均嗜酸性粒细胞个数≤55或占比≤27%时,则
纳入nonECRSwNP组。
1.4　统计学处理

使用ImageProPlus6.0软件评估NEDD8蛋

白阳性染色的积分光密度(integratedopticalden-
sities,IOD)值[16-17],每个组织取5个不连续视野进

行IOD值评估并取平均值,IOD 值越大代表目的

蛋白 NEDD8表达水平越高。进行差异分析时,正
态分布数据使用不成对的双尾Studentt检验,非
正态数据使用 Mann-Whitney检验,P<0.05为差

异有统计学意义。平均嗜酸性粒细胞个数(EOS
number)和平均 NEDD8IOD经log10处理后使用
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Spearman秩 相 关 系 数 分 析 研 究 变 量 之 间 的

相关性。
2　结果

2.1　CRSwNP患者病理分型

本研 究 根 据 HE 组 织 病 理 学 检 查 结 果,将

CRSwNP患者分为 ECRSwNP组(4例)和nonE-
CRSwNP组(4例)。ECRSwNP组每例患者的息

肉组织中平均嗜酸性粒细胞个数分别为233.6、
87.8、140.2、87.2,ECRSwNP组鼻息肉组织嗜酸

性粒细胞计数为(137.2±59.7),大于55个/HPF。
nonECRSwNP组每例患者的息肉组织中平均嗜酸

性粒细胞个数 分 别 为 3.8、8.8、3.8、6.4,nonE-
CRSwNP组鼻息肉组织嗜酸性粒细胞计数为(5.7
±2.1),少于55个/HPF,见图1。2组比较,嗜酸

性粒细胞计数差异有统计学意义 (P <0.05),
见图2。

a:大量嗜酸性粒细胞浸润的 ECRSwNP患者鼻息肉

组织;b:少见嗜酸性粒细胞浸润的nonECRSwNP患

者鼻息肉组织。
图1　CRSwNP患者的鼻息肉组织病理检测(苏木精-

伊红染色×400)

图2　2组鼻息肉组织嗜酸性粒细胞计数柱状图

2.2　不同病理类型 CRSwNP 患者鼻息肉组织

NEDD8蛋白表达差异

对免疫组织化学染色结果进行半定量分析,比
较2组间 NEDD8蛋白表达水平差异,NEDD8蛋

白阳性染色的IOD值越大代表组织中 NEDD8蛋

白表达水平越高,结果显示 ECRSwNP组 NEDD8
蛋白表达水平显著高于nonECRSwNP组,差异有

统计学意义(P<0.05),见图3。

a:ECRSwNP组鼻息肉组织 NEDD8蛋白的表达与分

布;b:nonECRSwNP组鼻息肉组织 NEDD8蛋白的表

达与分布;c:免疫组织化学染色检测 NEDD8阳性的

IOD比较,柱状图以■X±S 表示。
图3　CRSwNP患者鼻息肉组织 NEDD8蛋白免疫组

织化学染色

2.3　CRSwNP患者 NEDD8蛋白表达水平与嗜酸

性粒细胞计数的相关性

为了解鼻息肉组织中 NEDD8蛋白表达水平

(IODvalueofNEDD8)和嗜酸性粒细胞个数(Eos
number)之 间 的 关 系,本 研 究 对 鼻 息 肉 组 织 中

NEDD8蛋白表达水平和嗜酸性粒细胞个数进行了

Spearman相关性分析,结果显示 NEDD8蛋白表

达水平和鼻息肉组织中嗜酸性粒细胞数量呈显著

正相关(r=0.79,P=0.02),见图4。

图4　CRSwNP患者鼻息肉组织中 NEDD8蛋白平均

IOD与平均嗜酸性粒细胞个数的Spearman相

关性分析

3　讨论

作为一种常见的慢性异质性疾病,慢性鼻窦炎

典型的生理特征是持续的炎症反应和异常的组织

重塑[18-19]。重塑是组织损伤后修复重建的关键过
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程,而异常重塑过程就会导致病理性组织状态[19]。
CRSwNP患者的鼻黏膜由于受到外环境持续的环

境刺激与内环境持续炎症浸润而受损,局部组织进

行修复时发生了异常重塑过程,最终造成了病理性

组织状态,例如黏液纤毛系统受损、上皮屏障完整

性和通透性破坏、黏膜下纤维蛋白沉积及细胞外基

质(extracellular matrix,ECM)异 常 降 解 等[20]。
ECM 蛋白在基质-金属蛋白酶(matrixmetallopro-
teinase,MMP)的作用下会发生降解,所以 MMP
的异常表达会使ECM 中的蛋白异常降解,造成间

质组织疏松及组织水肿等[21-22]。另外,MMPs还可

以通过调节细胞因子和趋化因子的活性参与免疫

细胞的募集和激活,这些免疫细胞会进一步释放

MMPs和炎症细胞因子,造成炎症和组织损伤的循

环[23]。研究显示 MMPs在 CRS中的表达水平普

遍上调,但 是 调 控 MMP 表 达 的 上 游 机 制 尚 不

清楚。
Th2型炎症主导的鼻息肉具有特殊的重塑特

征和临床难治的特点。既有研究显示,Th2型细胞

因子参与了部分 MMP的表达调控。例如,Th2型

细胞因子IL-13能够促进IL-19的产生,而IL-19
通过ERK(extracellularregulatedproteinkinases)
和 NF-κB(Nuclearfactorkappa-B)信号通路可以

上调 MMP-9的表达[24]。Th2细胞因子IL-4、IL-
13可以通过 ERK 和 STAT6(signaltransducer
andactivatoroftranscription6)信号通路促进上

皮细胞的骨膜蛋白表达,进而诱导成纤维细胞和上

皮细胞的 MMPs表达[25]。同时,骨膜蛋白还可以

通过整合素结合激活上皮细胞胸腺基质淋巴细胞

生成素(thymicstromallymphopoietin,TSLP)分
泌,上皮来源的 TSLP再激活肥大细胞产生IL-5,
并通过树突状细胞诱导 Th2炎症,形成正反馈的

炎症网络[26]。
NEDD8作为泛素样蛋白,在体内广泛参与蛋

白降解或蛋白生物活性调控过程,越来越多的研究

显示其在调节炎症性疾病中发挥关键作用。例如,
NEDD8在类风湿性关节炎患者的滑膜中显著上

调[27],敲低 NEDD8可以大大减少呼吸道合胞病毒

感染细胞的IL-1β表达水平,沉默巨噬细胞和上皮

细胞中的NEDD8可减少IL-1β分泌等[28]。NF-κB
家族包括主要负责炎症反应和细胞存活的异二聚

体转录因子,在没有胞外信号传导的情况下,NF-
κB位于细胞质中并被IκB家族成员抑制。既往研

究发现,NEDD8蛋白可以通过降解 NF-κB等通路

中炎症因子介导的磷酸化IκB激酶等,进而激活炎

症相 关 信 号 通 路[29-30],上 调 TNF-α、IL-6、IL-8、
MMP-1、MMP-2、MMP-3、MMP-9和 MMP-13等

表达水平[31-34],从而参与 ECM 异常降解与组织

重塑[21]。

MMP是一组锌依赖性酶,在 ECM 重塑和降

解其成分中发挥关键作用,从而诱发持续性组织创

伤和异常重塑[35-36]。CRSwNP的特征是鼻窦黏膜

明显水肿,伴有炎症募集和局部组织降解[1]。既往

研究发现,在 ECRSwNP中有较高水平的 MMP-1
表 达,而 且 MMP-1 mRNA 表 达 水 平 只 在

ECRSwNP 中 上 调[37],说 明 NEDD8 可 能 在

MMP-1 分 泌 增 加 中 发 挥 作 用,尤 其 是 在

ECRSwNP 中,提 示 NEDD8 蛋 白 可 能 在

ECRSwNP的组织降解和重塑中发挥重要作用。
本研究免疫组织化学结果显示,NEDD8 蛋白在

ECRSwNP 组 中 的 表 达 水 平 显 著 高 于 nonE-
CRSwNP组。相关性分析结果显示,鼻息肉组织

中 NEDD8蛋白表达水平与嗜酸性粒细胞数量呈

显著正相关,提示 NEDD8可能与嗜酸性粒细胞的

招募有关。ECRSwNP以 Th2型炎症为主,nonE-
CRSwNP以非 Th2型炎症为主,另外 ECRSwNP
患者鼻息肉组织中的嗜酸性粒细胞数量显著高于

nonECRSwNP,嗜酸性粒细胞会促进 Th2细胞的

募集 和 功 能,提 示 Th2 细 胞 因 子 可 能 介 导 了

NEDD8招募嗜酸性粒细胞的过程,也提示 NEDD8
有作为CRSwNP预后生物标志物的潜力。
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