
第２８卷第２期
２０２２年４月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ

Ｖｏｌ．２８Ｎｏ．２
Ａｐｒ．２０２２

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－１５２０．２０２２２１０６６ ·耳科疾病专栏·

ＣＯＸ２和 ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤中的表达及相关性研究

基金项目：泸州市科技计划项目［２０１７ＬＺＸＮＹＤＪ３４］。
第一作者简介：陈曦，女，在读硕士研究生。

通信作者：李雷激，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｌｅｉｊｉ０３０１＠１６３．ｃｏｍ

陈曦１，费静１，刘兰２，李雷激１

（１．西南医科大学附属医院 耳鼻咽喉头颈外科，四川 泸州　６４６０００；２．重庆医科大学附属大学城医院 耳鼻咽喉
科，重庆　４０４１００）

　　摘　要：　目的　检测中耳胆脂瘤中环氧化酶２（ＣＯＸ２）和磷酸酶与张力蛋白同源物（ＰＴＥＮ）的表达，探讨
ＣＯＸ２和ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤发病机制中的作用。方法　收集２０１８年５月—２０１９年４月就诊于西南医科大学附
属医院手术的中耳胆脂瘤标本３５例、中耳肉芽标本２０例，随机收集上述患者的外耳道正常皮肤１０例作为对照
组。应用免疫组化染色、免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测３组标本中ＣＯＸ２和ＰＴＥＮ的表达，运用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分
析检验ＣＯＸ２和 ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤表达的相关性。结果　ＣＯＸ２在中耳胆脂瘤组中的免疫及蛋白表达明显强
于中耳肉芽组及对照组，ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤组中的免疫及蛋白表达明显弱于中耳肉芽组及对照组，差异均具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），且中耳胆脂瘤组中ＣＯＸ２和 ＰＴＥＮ的表达呈负相关（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＯＸ２表达增加和
ＰＴＥＮ表达减少与中耳胆脂瘤的发病密切相关，二者可能通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路参与了中耳胆脂瘤的发生发展。
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　　中耳胆脂瘤是耳外科常见的疾病之一，是一种
良性的鳞状上皮角质化增生性病变。中耳胆脂瘤具

有类似肿瘤的侵袭性生长、破坏骨质、复发等特性。

关于中耳胆脂瘤的患病机制有多种学说，但仍不能

完全解释其具有的独特生物学特性。

ＣＯＸ２又称前列腺素过氧化物合成酶，是催化
花生四烯酸合成前列腺素的关键酶［１］，在大部分正

常组织中通常不存在或表达水平很低，在炎症和肿

瘤中呈高表达［２］，参与肿瘤细胞的分化、增殖及转

移，抑制细胞凋亡，促进肿瘤细胞生长和肿瘤血管形

成［３］。ＰＴＥＮ基因位于１０ｑ２３．３染色体上，是目前
发现的唯一具有磷酸酶活性的抑癌基因，编码具有

４０３个氨基酸的同名蛋白［４］。ＰＴＥＮ同时具有脂质
磷酸酶和蛋白磷酸酶双重活性，在抑制肿瘤细胞的

生长、迁移、侵袭、增殖、转移和凋亡具有重要作用。

目前ＣＯＸ２和ＰＴＥＮ的相关研究主要集中在恶性肿
瘤［５６］，在中耳胆脂瘤中的研究报道极少。

本研究通过免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ两种方法
来检测ＣＯＸ２和 ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤中的表达，探
讨二者在中耳胆脂瘤产生过程中所发挥的作用以及

二者的相关性。

１　材料与方法

１．１　标本采集
收集２０１８年５月—２０１９年４月于西南医科大

学附属医院耳鼻咽喉头颈外科手术并经病理诊断的

中耳胆脂瘤标本３５例，其中男２１例，女１４例；年龄
２３～６８岁，病程１～２４年；中耳肉芽标本２０例，男
９例，女１１例；年龄１７～７８岁，病程３个月至３５年。
随机收集上述患者的外耳道正常皮肤１０例作为对
照组，其中男６例，女４例；年龄３５～６９岁，病程２～
１８年。本实验患者签署知情同意书，并经医院伦理
委员会同意。

１．２　实验方法
１．２．１　免疫组化检测　将各组织石蜡块切片，二甲
苯脱离，梯度乙醇水化。依次经过高温抗原修复、消

除内源性过氧化物酶、山羊血清工作液封闭。加入

一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗３次，每次３ｍｉｎ。加
入二抗，３７℃条件下孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，每
次３ｍｉｎ。加辣根酶标记链霉卵白素反应液，３７℃
条件下孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次，每次３ｍｉｎ。室
温下ＤＢＡ显色 １５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗。苏木素复染
２ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗。最后依次脱水、透明、封片。显微

镜下观察并拍照。结果判读：以细胞浆内和／或细胞
核内出现棕黄色染色为阳性，染色结果判断标准以

华特波等［７］方法按染色强度和细胞阳性百分率两

项共同判断，随机选择５个高倍镜视野（４００×）计
分：①无染色计０分，淡黄色计１分，棕黄色计２分，
棕褐色计３分；②细胞阳性百分率＜５％计０分，５％
～２５％计１分，２５％ ～５０％计２分，＞５０％计３分，
两者之和：０分为阴性（－），１～２分为弱阳性（＋），
２～４分中等阳性（＋＋），５～６分为强阳性（＋＋
＋）。每张切片于４００倍高倍镜下随机选取５个阳
性染色区域，分别测定其平均光密度值，取平均值作

为标本测量的结果。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　向研磨成粉的组织中加
入裂解液，裂解组织３０ｍｉｎ，４℃下１２０００ｒｐｍ离心
１０ｍｉｎ，收集上清，使用ＢＣＡ法测定浓度。１００℃煮
１０ｍｉｎ使蛋白变性，－２０℃保存。配制１０％的分离
胶，５％的浓缩胶，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白（分离胶
１２０Ｖ电泳１ｈ，浓缩胶６０Ｖ电泳３０ｍｉｎ）。湿转的
方式使蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上。室温下５％的脱脂
奶粉封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。加入稀
释好的一抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜 ５次，每次
５ｍｉｎ。加入稀释好的二抗在室温下孵育１ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加入 ＥＣＬ发光液发光，拍
照、保存。用ＩｍａｇｅＪ软件处理图片，以目的条带与
内参（ＧＡＰＤＨ）条带灰度值比值表示目的蛋白的相
对表达量。

１．３　统计学分析
运用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对结果进行数据分

析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方
差分析进行组间差异比较，并进一步采用 ＬＳＤｔ和
ＳＮＫ检验进行组间两两比较。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ进行相
关性分析。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　免疫组化
ＣＯＸ２阳性表达主要定位于细胞浆内。ＣＯＸ２

在中耳胆脂瘤组染色呈强阳性染色，阳性细胞主要

位于基底层；ＣＯＸ２在中耳肉芽组呈强阳性表达，主
要分布在新生的毛细血管及周围浸润的炎性细胞；

ＣＯＸ２在对照组呈弱阳性表达。见图１。中耳胆脂
瘤组ＣＯＸ２的平均光密度表达量高于中耳肉芽组
及对照组，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；中耳
肉芽组中ＣＯＸ２的平均光密度表达量高于对照组，
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差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２。
ＰＴＥＮ阳性表达主要位于细胞核。ＰＴＥＮ在中

耳胆脂瘤组中呈弱阳性染色，阳性细胞主要位于

基底层；ＰＴＥＮ在中耳肉芽组中呈中等强度阳性染
色，阳性细胞散在分布在新生的毛细血管及周围

的炎性细胞中；ＰＴＥＮ在对照组中呈强阳性染色，
阳性细胞主要分布在上皮细胞的基底层和基底上

细胞层。见图３。中耳胆脂瘤组中 ＰＴＥＮ的平均光
密度表达量低于中耳肉芽组和对照组，差异具有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）；但中耳肉芽组中 ＰＴＥＮ的平
均光密度表达量与对照组无明显统计学差异

（Ｐ＞０．０５）。见图４。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
中耳胆脂瘤组 ＣＯＸ２表达高于中耳肉芽组和

对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；中耳肉芽
组ＣＯＸ２表达高于对照组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。中耳胆脂瘤组 ＰＴＥＮ表达低于中耳肉
芽组和对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１；
Ｐ＜０．００１）；但中耳肉芽组中ＰＴＥＮ表达与对照组无
明显统计学差异（Ｐ＞０．０５）。见图５。
２．３　ＣＯＸ２与 ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤组中的相关性
分析

通过Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析对以上数据分析，中
耳胆脂瘤组中ＣＯＸ２和ＰＴＥＮ的免疫及蛋白表达呈
显著负相关（Ｐ＜０．０５）。见图６、７。
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图１　各组中ＣＯＸ２免疫组化染色结果　１Ａ：ＣＯＸ２在中耳胆脂瘤中呈强阳性表达　（ＳＰ×４００）；１Ｂ：ＣＯＸ２在中耳肉芽中
呈中度阳性表达　（ＳＰ×４００）；１Ｃ：ＣＯＸ２在对照组呈弱阳性表达　（ＳＰ×４００）　　图２　各组中 ＣＯＸ２的平均光密度　
注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１；与中耳肉芽组比较，＃＃Ｐ＜０．０１。　　图３　各组中ＰＴＥＮ免疫组化染色结果　３Ａ：
ＰＴＥＮ在中耳胆脂瘤中呈弱阳性表达　（ＳＰ×４００）；３Ｂ：ＰＴＥＮ在中耳肉芽组呈中等强度阳性表达　（ＳＰ×４００）；３Ｃ：ＰＴＥＮ在
对照组呈强阳性表达　（ＳＰ×４００）　　图４　各组中ＰＴＥＮ的平均光密度　注：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；与中耳肉芽组比
较，＃＃Ｐ＜０．０１。　　图５　各组中ＣＯＸ２和ＰＴＥＮ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白检测结果　５Ａ：各组中 ＣＯＸ２和 ＰＴＥＮ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
条带，ＧＡＰＤＨ为内参；５Ｂ：各组中ＣＯＸ２的相对表达；５Ｃ：各组中 ＰＴＥＮ的相对表达　注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．００１；与中耳肉芽组比较，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１。

·９２·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２８卷　

!"#! !"$! !"%! !"&! !"'!

()*+

,-!".#/#"%'01

2
3
4
/
$

!".!

!"5!

!"'!

!"&!

!"%!

!"$!

6

$线性!

7

"

-!"8&!

图６　ＣＯＸ２与ＰＴＥＮ免疫组化结果相关性散点图
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图７　ＣＯＸ２与ＰＴＥＮＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果相关性散点图

３　讨论

中耳胆脂瘤侵袭性生长可破坏周围骨质，引起

如化脓性脑膜炎、乙状窦血栓性静脉炎、面瘫、迷路

炎等多种颅内外并发症，严重时可危及患者的生命。

但由于中耳胆脂瘤具体致病机制复杂，至今未明确。

近年研究方向主要集中在细胞增殖和细胞凋亡等方

面，此次也从以上方面入手，旨在通过相关途径的研

究进一步探讨中耳胆脂瘤的致病机制。

３．１　ＣＯＸ２与中耳胆脂瘤
ＣＯＸ２由癌症相关的成纤维细胞（ｃａｒｃｉｎｏｍａ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）释放，能促进癌细胞的
凋亡抵抗、增殖、血管生成、炎症、侵袭和转移［８］。

研究发现，ＣＯＸ２通过调节包括血管内皮生长因子
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）在内的多
种血管生长因子调控肿瘤新生血管的形成［９１０］，促

进肿瘤的生长。ＶＥＧＦ被广泛认为是血管生成的主
要诱导因子，在新生血管形成和促进血管通透性增

加中有重要作用。典型的肉芽组织主要由增生的成

纤维细胞、新生毛细血管和炎性细胞（白细胞）浸润

共同组成［１１］。本研究结果显示：在中耳肉芽组织中

ＣＯＸ２表达增加，且主要位于毛细血管及炎性细胞
中，提示ＣＯＸ２过表达可通过促进新生血管形成参
与中耳肉芽组织的形成。ＣＯＸ２的过表达能上调
Ｂｃｌ２蛋白的表达，Ｂｃｌ２蛋白能抑制Ｃａｓｐａｓｅ凋亡通
路，从而抑制细胞凋亡，促进肿瘤的生长［１２］。Ｊｅｏｎｇ
等［１３］研究发现，ＣＯＸ２可产生或诱导产生基质金属
蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ９，ＭＭＰ９），ＭＰＰ９
可以裂解多种细胞外基质［１４］，在癌细胞侵袭和肿瘤

转移中起着至关重要的作用。本研究结果显示，与

正常外耳道皮肤相比，ＣＯＸ２在中耳胆酯瘤中明显
高表达，提示 ＣＯＸ２高表达可能通过抑制细胞凋
亡、促进毛细血管的生成及骨质的破坏参与了中耳

胆脂瘤的发生、发展。

３．２　ＰＴＥＮ与中耳胆脂瘤
ＰＴＥＮ研究发现，ＰＴＥＮ低表达或表达缺失与多

种恶性肿瘤的发生、发展密切相关，如乳腺癌、结肠癌

和子宫内膜癌等［２，１５１６］。本研究结果显示相对于正常

外耳道皮肤，ＰＴＥＮ在胆脂瘤上皮中表达量明显降低，
提示ＰＴＥＮ的低表达可能在中耳胆脂瘤的发生发展
中发挥重要作用。刘东亮等［１７］研究发现，ＰＴＥＮ在中
耳胆脂瘤中的表达低于正常皮肤组织，考虑ＰＴＥＮ与
胆脂瘤上皮的高度增殖和抗凋亡密切相关。与本研

究不同，汪欣等［１８］发现，ＰＴＥＮ在胆脂瘤上皮与外耳
道皮肤的表达无显著差异，作者认为ＰＴＥＮ是维持胆
脂瘤上皮细胞正常生理状态而不是引起上皮细胞的

异常增殖。殷团芳等［１９］研究发现在胆脂瘤上皮和正

常外耳道皮肤中，ＰＴＥＮ阳性表达主要位于细胞核，且
与正常外耳道皮肤比较，胆脂瘤上皮中ＰＴＥＮ呈明显
低表达，本研究结果与其一致。

磷脂酰肌３激酶／丝氨酸苏氨酸激酶（ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ）信号通路是体内参与细胞凋亡相关的重要代
谢通路。ＰＴＥＮ是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的关键负性
调控因子，通过磷酸化 ３，４，５三磷酸磷脂酰肌醇
（ＰＩＰ３），降低细胞内ＰＩＰ３水平，抑制ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ异
常激活，阻断所有受Ａｋｔ信号调节的下游通路，从而
抑制细胞增殖和促进细胞凋亡［２０］。当 ＰＴＥＮ表达
降低，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路激活，从而增加 Ａｋｔ的表达，
Ａｋｔ通过多种途径使细胞凋亡因子失活与增加抗凋
亡蛋白的活性。有研究发现，沉默人角质形成细胞

的ＰＴＥＮ基因后，角质形成细胞将出现类似中耳胆

·０３·
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脂瘤样的异常增殖［２１］。本实验结果显示：与正常外

耳道皮肤相比，中耳胆脂瘤中 ＰＴＥＮ的表达明显降
低。我们推测在中耳胆脂瘤形成过程中，ＰＴＥＮ低
表达导致细胞异常增殖和抗凋亡，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ作为信
号通路参与了这一过程。

３．３　ＣＯＸ２与ＰＴＥＮ的相互作用
本研究显示在中耳胆脂瘤中ＣＯＸ２与ＰＴＥＮ表

达呈显著负相关，同样的结果也在子宫内膜癌、乳腺

癌中报道［２２］。目前尚无 ＣＯＸ２和 ＰＴＥＮ在中耳胆
脂瘤相关性的研究。Ｃｈａｎｇ等［２］发现，在结肠癌中

ＣＯＸ２过表达能靶向降低 ＰＴＥＮ的表达，而使用
ＣＯＸ２抑制剂后，ＰＴＥＮ表达显著升高，细胞凋亡率
增加，侵袭和增殖能力显著降低。研究发现在子宫

内膜癌细胞中，抑制 Ａｋｔ活性时，ＣＯＸ２表达下降，
上调Ａｋｔ活性时，ＣＯＸ２表达增加，提示Ａｋｔ可调节
ＣＯＸ２的表达［１６］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号可被 ＰＴＥＮ负调
控，而ＣＯＸ２是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的下游靶点信
号之一。推测在中耳胆脂瘤的形成过程中，ＰＴＥＮ
与ＣＯＸ２可能通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相互调控，
抑制胆脂瘤上皮细胞的凋亡，促进胆脂瘤上皮的增

殖和侵袭，从而导致中耳胆脂瘤的发生、发展。综

上，ＰＴＥＮ的低表达和 ＣＯＸ２的过表达与中耳胆脂
瘤的发病有密切关系。二者在中耳胆脂瘤中表达呈

负相关，可能通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相互调控，但
二者之间具体的调控机制，尚需我们进一步研究。
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