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　　摘　要：　目的　通过观察紧密连接 （ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）蛋白在声带白斑伴咽喉反流（ｌａｒｙｎｇｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ，
ＬＰＲ）患者声带黏膜表达的差异，探讨其与声带黏膜屏障损伤的相关性。方法　将因声带白斑行手术治疗且资料
完整的２６例患者按２４ｈ双通道测酸结果分ＬＰＲ组和非ＬＰＲ组，两组各１３例。术中分别采集声带黏膜标本。ＨＥ
染色观察声带组织病理学的变化、透射电镜检测声带黏膜紧密连接的形态学、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白Ｃｌａｕ
ｄｉｎ１与ＺＯ１的表达。结果　ＨＥ染色发现ＬＰＲ组声带黏膜炎症细胞浸润较多，上皮结构完整性较差；电镜下观察
到ＬＰＲ组紧密连接附近的电子致密物质明显较少，紧密连接形态学明显改变。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ示ＬＰＲ组Ｃｌａｕｄｉｎ１和
ＺＯ１两种蛋白表达减少（Ｐ＜０．０５）。利用免疫荧光检测发现，ＬＰＲ组的紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ１和ＺＯ１在细胞浆
内表达明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论　咽喉反流物可以导致紧密连接结构破坏，相关蛋白功能表达异常，细胞间连接
结构遭到破坏，细胞间隙扩大，声带黏膜上皮的通透性增高，可能是声带白斑黏膜损伤的重要机制。
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ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｓｐａｃｅｓｄｉｌａｔａｔｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆｖｏｃａｌｍｕｃｏｓａｌｂａｒｒｉｅｒｄａｍａｇｅｉｎｖｏｃａｌｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｗｉｔｈＬＰＲ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｖｏｃａｌｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａ；Ｌａｒｙｎｇｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ；Ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

［ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１７，２３（６）：５４１－５４５］

　　声带白斑 （ｖｏｃａｌｆｏｌｄｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａ）称喉白斑，
是声带任何部位黏膜表面存有的白色斑块状隆起或

角状突起样病变，是声带黏膜上皮由于生长或成熟

异常及过度角化而引起的一种癌前病变，有一定的

恶变倾向［１２］。咽喉反流（ｌａｒｙｎｇｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｒｅｆｌｕｘ，
ＬＰＲ）会加重声带黏膜的慢性炎症状态，但其对声带
白斑发展的作用途径仍不清楚，作用内在机制方面

的研究缺乏［３］。为此，本文将探讨紧密连接 （ｔｉｇｈｔ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）蛋白介导的炎症反应与声带白斑之黏
膜损伤的关系，为声带白斑的治疗提供理论依据和

新的靶点。

１　材料与方法

１．１　病例资料
所有病例均来 源于２０１５年６月 ～２０１６年６月

在我科诊断为声带白斑且收入住院接受喉内镜手术

治疗的患者。这些患者术前均行２４ｈ双通道测酸检
查，并依据其结果分为ＬＰＲ组和非ＬＰＲ组。留取手
术中切除的声带黏膜作为检测标本。共收集资料完

整的患者２６例，其中男性１４例，女性１２例，年龄３８
～５５岁，平均（４２．１６±７．０５）岁。ＬＰＲ组和非ＬＰＲ组
病例数均为１３例。手术切除的新鲜组织标本，部分
立即戊二醛固定，部分立即置于４％多聚甲醛溶液固
定，常规石蜡包埋，所有标本行ＨＥ染色，作病理组织
学诊断。

１．２　双通道测酸
采用ＭＭＳＵＰＳ２０２０ＯＲＩＯＮⅡ型双通道测酸仪

２４ｈ监测完成，使用 ＭＭＳＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎＤｉａｇｎｏｓｔｉｃ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ计算分析患者的咽喉反流情况。

咽喉反流检查的监测指标界定方法：①咽喉部
ｐＨ值＜４．０；②咽喉部 ｐＨ值的下降不能早于远端
电极ｐＨ值的下降，其最低值亦不低于远端的 ｐＨ
值；③咽喉部感受器的ｐＨ值下降是快速的；④感受
器ｐＨ值的下降不是在进食或吞咽时发生。咽喉反
流阳性的判断标准：按照 Ｊｏｈｎｓｏｎ和 ＤｅＭｅｅｓｔｅｒ确定
的标准［４５］，２４ｈ内咽喉部记录的反流次数不小于
６．９次或反流面积指数（ｒｅｆｌｕｘａｒｅａｉｎｄｅｘ，ＲＡＩ）不小
于６．３。计算２４ｈＤｅＭｅｅｓｔｅｒ积分，积分 ＞１４．７２考

虑存在咽喉反流。

１．３　切除声带病变ＨＥ染色、观察组织病理学的变化
除留取部分行电镜形态学检测外，所有切除的

声带病变标本均经石蜡包埋、切片行常规 ＨＥ染色，
光镜下观察比较各标本的病理学变化。

１．４　透射电镜检测声带黏膜紧密连接的形态学
标本取出后即刻置于戊二醛固定液中固定，４℃

保存。置于３％的冷戊二醛溶液中固定２ｈ，１％锇
酸再固定１ｈ，丙酮梯度脱水，环氧丙烷置换，Ｅｐｏｎ
８１２树脂包埋，超薄切片机切片，醋酸铀－柠檬酸铅
双重电子染色，ＪＥＭ１２００透射电镜观察并照像。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ１、ＺＯ
１蛋白的表达

将术中所得组织称重、剪碎，加入裂解液中制成

匀浆，离心，收集上清液，用裂解缓冲液稀释至相同

的浓度，取等量上样缓冲液于试管中，于９５～１００℃
中水浴５ｍｉｎ后冰上冷却上样，电泳后转膜，湿电转
移，按约０．１ｍｌ／ｃｍ２的量加入封闭液和 Ｃｌａｕｄｉｎ１／
ＺＯ１一抗 （１∶５００）。摇床摇荡孵育（４℃，过夜）。
ＰＢＳＴ漂洗滤膜４次，每次１０ｍｉｎ。将膜与 ＨＲＰ结
合的二抗（辣根过氧化酶标记抗体，二抗用封闭液

稀释）（１∶５０００）室温下摇荡孵育１ｈ，然后用ＰＢＳＴ
充分冲洗滤膜，漂洗 ４次，每次 １０ｍｉｎ。按
０．１ｍｌ／ｃｍ２显影液计算用量，将显影液加于 ＰＶＤＦ
膜上，室温放置１ｍｉｎ。在暗室中迅速将膜蛋白贴在
Ｘ光胶片上曝光，洗片机中显影、洗像。注意调整曝
光时间，直至出现最佳条带。

图像分析及数据处理：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果采用自
动凝胶成像系统 ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅｒ５５００Ｖ２．０３软件进
行扫描和记录，用 ＦｌｕｏｒＣｈｅｎ２．０软件进行定量分
析测得 ＩＤＶ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅ）值，用 ＳＰＳＳ
２３．０统计分析软件对实验数据进行统计和分析，样
本均数间的比较用方差分析和 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，
数据以 珋ｘ±ｓ表示；Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

１．６　免疫荧光检测紧密连接蛋白表达的改变
声带标本包埋后，液氮速冻，制作冰冻切片；将已

经切好的冰冻切片取出，－２０℃丙酮溶液固定
１０ｍｉｎ，室温下晾干１５ｍｉｎ；进行非特异性抗原的封
·２４５·
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闭，按 １∶１００稀释的 Ｃｌａｕｄｉｎ１或 ＺＯ１一抗，滴加
１ＸＰＢＳ液按１∶２００稀释的ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８－ａｎｔｉｒａｔ
ＩｇＧ，滴加浓度为５μｇ／ｍｌＤＡＰＩ工作液染核，盖玻
片封片；激光扫描共聚焦显微镜下观察并拍照。

２　结果

２．１　ＨＥ染色结果
ＨＥ染色、光镜检测结果显示，ＬＰＲ组及非 ＬＰＲ

组黏膜都有炎症细胞浸润、局部可见上皮结构破坏。

与ＬＰＲ组（图１）相比，非ＬＰＲ组（图２）黏膜炎症细
胞浸润较轻、上皮结构较完整。

图１　ＬＰＲ组标本显示黏膜固有层及黏膜下层大量炎症细
胞浸润，血管扩张、充血，纤维组织增生明显　（ＨＥ×２００）

图２　非ＬＰＲ组黏膜及黏膜下层见少许慢性炎细胞浸润，上
皮结构完整，纤维组织轻度增生　（ＨＥ×２００）

２．２　透射电镜观察结果
ＬＰＲ组声带黏膜透射电镜观察显示细胞核、细

胞膜等结构基本完整，但存在细胞间隙水肿、增宽，

部分细胞间隙增宽明显，细胞间桥粒减少甚至消失

等超微结构改变。声带黏膜的紧密连接形态学改变

如图３所示，ＬＰＲ组声带黏膜紧密连接表现为以电
子致密物质减少为特征；与 ＬＰＲ组相比，电镜下观
察到非ＬＰＲ组紧密连接附近的电子致密物质明显
较多。

图３　ＬＰＲ组细胞间连接及桥粒电子密度降低，提示细胞连
接结构受损　ａ：ＬＰＲ组；ｂ：非 ＬＰＲ组（↑为紧密连接结构，
△为桥粒结构）

２．３　声带黏膜紧密连接蛋白表达情况的评估结果
免疫荧光检测发现：与 ＬＰＲ组相比，随声带黏

膜上皮细胞数量的增加，非ＬＰＲ组的紧密连接蛋白
Ｃｌａｕｄｉｎ１和 ＺＯ１在声带黏膜上皮细胞浆内表达明
显增多（图４）。
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图４　声带紧密连接蛋白表达检测比较（免疫荧光×４００）　
ａ：ＬＰＲ组Ｃｌａｕｄｉｎ１表达；ｂ：非ＬＰＲ组Ｃｌａｕｄｉｎ１表达；ｃ：ＬＰＲ
组ＺＯ１表达；ｄ：非 ＬＰＲ组 ＺＯ１表达（蓝色为细胞核，红色
为紧密连接蛋白）

２．４　声带黏膜紧密连接蛋白的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察两组间声带黏膜紧密连接蛋

白（Ｃｌａｕｄｉｎ１和 ＺＯ１）的差异，结果如图 ５所示。
非ＬＰＲ组 Ｃｌａｕｄｉｎ１和 ＺＯ１两种蛋白的表达明显
高于ＬＰＲ组（Ｐ＜０．０５）（图６）。

３　讨论

声带白斑 （喉白斑）是声带黏膜上皮由于生长

异常或成熟异常及过度角化引起的喉炎症改变，与

刺激因素长期持续作用于声带上皮有关，这些刺激

·３４５·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２３卷　

!"#

! "

!"#

!

$%&'()*+,

-.+,

!+&/0)*

图５　紧密连接蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
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图６　紧密连接蛋白表达差异

因素包括吸烟、饮酒、病毒感染、吸入刺激性物质、声

损伤及胃酸反流等［６９］。自由基、细胞因子等微环

境中的炎症介质在上述刺激因素长期作用下，可诱

导ＤＮＡ甲基化、抑癌基因的点突变和翻译后修饰等
变化［１０］，引起细胞信号传导通路的关键分子发生改

变，破坏正常细胞内环境的稳定性，最终导致病变的

发生和进展［１１］。有研究表明咽喉反流可能是导致

声带白斑的一种重要协同因素［１２］。

ＬＰＲ是胃食管反流使胃内容物逆流至食管上括
约肌以上包括咽、喉等部位导致的症候群。咽（鼻

咽、口咽和喉咽）及喉部黏膜比较薄弱，缺少胃、食

管的多层屏障及黏膜组织的抗酸能力，对反流物中

的胃酸、胃蛋白酶、胆汁酸以及胰酶等的化学刺激适

应性差，在充满化学刺激的环境中咽喉部黏膜易发

生病变，加重声带黏膜的慢性炎症状态，但其对声带

白斑发展的作用途径仍不清楚。可能与咽喉反流物

长期刺激声带黏膜，加重声带黏膜的炎症状态有

关［１３］。在我们的研究中，ＨＥ染色组织病理学检查
发现：与不伴 ＬＰＲ的声带白斑患者相比，伴有 ＬＰＲ
患者的声带黏膜组织中炎性细胞数量更多、浸润范

围更广，黏膜结构的破坏更加明显、存在显著的组织

增生甚至异型增生。咽喉反流物可以加重声带黏膜

的炎症已经成为共识，但其内在联系、作用途径及机

制目前仍存有争议，成为进一步探讨研究的重点。

声带上皮为复层鳞状上皮，声带黏膜屏障保持

完整是维持声带基本形态及功能的基础。细胞间黏

附力降低或丧失导致细胞连接的破坏、与炎症的浸

润相关已被广泛认同。黏附带、缝隙连接、桥粒和紧

密连接（ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＴＪ）是至今已发现的四种黏附
结构连接形式［１４］。紧密连接的主要作用体现为封

闭细胞间隙、维持细胞黏附性、极性和通透性及辅助

信号传递蛋白调节细胞增殖分化等［１５］。紧密连接

是一种重要的细胞间连接形式，是多种跨膜蛋白与

外周蛋白相互作用构成的复杂蛋白质体系，其结构

和功能受多种信号调控。紧密连接同时也是上皮机

械屏障最重要的构成结构，主要由 ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白、
ｃｌａｕｄｉｎ蛋白、胞质紧密黏连蛋白（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ，
ＺＯｓ）、连接黏附分子（ｊｕｎｃｔｉｏｎａｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，
ＪＡＭｓ）等结构蛋白和各类连接蛋白共同组成［１６］。

紧密连接复合物的解离或缺失与上皮细胞屏障结构

破坏、功能损伤有关［１７］。Ｏｃｃｌｕｄｉｎ是紧密连接的重
要结构成分，彼此间相互作用，亦可与 ＺＯｓ发生联
系，然后间接与肌动蛋白和 ＪＡＭｓ相互作用，构成上
皮完整的紧密连接［１８］。免疫电镜显示，ｏｃｃｌｕｄｉｎ定
位于紧密连接，不仅通过细胞外结构域在相邻细胞

间以“拉链”的方式结合，进而严密封闭细胞旁间

隙；还可通过与该区域其他紧密连接蛋白结合，参与

紧密连接的信号调节［１９］。Ｃｌａｕｄｉｎ在相邻细胞间以
“拉链”状相互结合产生细胞旁封闭。Ｃｌａｕｄｉｎ是紧
密连接的主要功能蛋白，对维持上皮细胞屏障以及

紧密连接的完整性具有重要作用。因此当细菌、病

毒、炎症介质、过敏原及基因突变等原因引起 Ｃｌａｕ
ｄｉｎ及与其结合的蛋白结构改变，使紧密连接破坏，
屏障功能受损，组织渗透性提高，可导致多种疾病的

发生。本研究应用免疫荧光检测发现与 ＬＰＲ组相
比，随声带黏膜上皮细胞数量的增加，非 ＬＰＲ组的
紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ１和ＺＯ１在声带黏膜上皮细
胞内表达明显增加。

声带白斑的术后复发是临床棘手问题，复发率

据报道可以达到４６％［１２］。近些年来，射频、低温等

离子以及激光等新技术在声带白斑手术中广泛应

用，但术后随访结果显示其术后复发率并无明显降

低［９］。为了降低声带白斑术后复发率，减少、避免

和控制引发声带白斑的危险因素就显得尤为重要，

其中ＬＰＲ作为可能导致声带白斑复发一个重要因
素成为研究的热点。既往有学者发现［２０］，大部分声

带白斑合并反流性喉炎的患者在反流性喉炎治愈

后，声带白斑可消失，嗓音有不同程度的改善，且可

·４４５·
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以明显减少白斑的复发。综上所述，ＬＰＲ引起的慢
性刺激使声带组织渗透性提高，破坏了正常细胞内

环境的稳定性加重声带病变。其中紧密连接相关蛋

白表达下降致使声带黏膜上皮屏障损伤从而促进声

带白斑发生、发展。如何促进声带黏膜结构恢复和

功能改善，ＬＰＲ相关炎症诱导声带白斑病变发生、发
展的分子机制及其关键分子对整个网络调控的规律

有待进一步研究和探索。
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ｉｚａｔｉｏｎｏｆｖｏｃａｌｆｏｌｄｌｅｓｉｏｎｓ：ｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａａｎｄｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｌａ

ｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ，２０１２，１２２（２）：３３６－３４２．

［１１］潘兆虎，王霞，陈银冰，等．Ｓｕｒｖｉｖｉｎ和Ｃａｓｐａｓｅ３在喉白斑中

的表达及意义［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外科杂志，２００８，１４

（３）：１８５－１８７．

［１２］李湘平，黄柞峰，吴婷，等．咽喉反流在声带白斑及早期声带

癌发病中的初步观察［Ｊ］．中华耳鼻咽喉头颈外科杂志，

２０１４，４９（５）：３６２－３６７．

［１３］ＬｅｗｉｎＪＳ，ＧｉｌｌｅｎｗａｔｅｒＡＭ，ＧａｒｒｅｔｔＪＤ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｌａｒｙｎｇｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｒｅｆｌｕｘｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｒｅｍａｌｉｇｎａｎｔｏｒｅａｒｌｙｃａｒ

ｃｉｎｏｍａｓｏｆｔｈｅｌａｒｙｎｘ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２００３，９７（４）：１０１０－１０１４．

［１４］ＣｌａｒｋｅＨ，ＳｏｌｅｒＡＰ，ＭｕｌｌｉｎＪＭ．ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣａｃｔｉｖａｔｉｏｎｌｅａｄｓ

ｔｏｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｏｃｃｌｕｄｉｎａｎｄｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎ

ｃｒｅａｓｅｉｎＬＬＣＰＫ１ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２０００，

１１３（Ｐｔ１８）：３１８７－３１９６．

［１５］ＭａｎｄｅｌＩ，ＰａｐｅｒｎａＴ，ＧｌａｓｓＭａｒｍｏｒＬ，ｅｔａｌ．Ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏ

ｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｉｎｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅ

ｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１２，１６（４）：７６５－７７５．

［１６］赵海君，钱易，崔毓桂，等．紧密连接的结构与功能［Ｊ］．国

际生殖健康／计划生育杂志，２０１３，３２（５）：３８４－３８６．

［１７］李秋霞，罗茂林，李茹柳，等．紧密连接蛋白 ＺＯ１研究概述

［Ｊ］．广州中医药大学学报，２００７，２４（６）：５２３－５２６．

［１８］邱江锋，张志奇，吴志勇．Ｃｌａｕｄｉｎ在胃肠道肿瘤发生发展中

的作用［Ｊ］．现代肿瘤医学，２０１０，１８（３）：５９１－５９３．

［１９］邵瑞颖，石莎，李森林．紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎｓ与胃癌关系的

研究进展［Ｊ］．胃肠病学和肝病学杂志，２０１５，２４（１０）：１１７１

－１１７４．

［２０］苏芳，谢景华．雷贝拉唑治疗声带白斑２１例临床观察［Ｊ］．广

州医药，２０１３，４４（６）：４６－４７．

（收稿日期：２０１７－０９－０７）
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