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上皮膜蛋白１在鼻咽癌组织中的表达特征

厦门大学附属福州市第二医院耳鼻咽喉头颈外科 (福州３５０００７) 　张　虹　张　春１　肖志勇

１　福建医科大学附属福建省肿瘤医院头颈放疗科

【摘　要】　目的　探讨上皮膜蛋白１ (EMP１)在鼻咽癌组织与正常鼻黏膜组织中的表达差异及其与疾病发展的关系.
方法　收集４０例鼻咽癌患者的癌组织 (实验组)与正常鼻黏膜组织 (对照组)各４０份标本,RTＧqPCR、免疫荧光染色和免

疫印记技术检测EMP１在两种组织中的表达情况;４０例鼻咽癌标本免疫印迹测定 EMP１灰度值与其对应的肿瘤分化程度、
临床分期进行二元线性回归分析.结果　与正常鼻黏膜上皮对比,鼻咽癌上皮细胞的 EMP１表达明显降低 (P＜０􀆰０５),肿

瘤细胞EMP１的表达与肿瘤分化程度呈正相关 (P＜０􀆰０５),与临床分期不存在线性关系 (P＞０􀆰０５).结论　EMP１在鼻咽

癌细胞和正常鼻黏膜细胞表达有差异,其值可能预示肿瘤分化程度.
【关键词】上皮膜蛋白１ (EMP１);鼻咽癌;紧密连接

【中图分类号】R７３９􀆰６３　 【文献标识码】A　 【文章编号】１００２Ｇ２６００(２０２１)０３Ｇ００１４Ｇ０５

Expressivefeaturesofepithelialmembraneprotein１innasopharyngealcarcinoma　　ZHANG Hong,ZHANG
Chun,XIAOZhiyong．DepartmentofOtorhinolaryngologyHeadandNeckSurgery,theAffiliatedFuzhouMunicipalSeＧ
condHospital,XiamenUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００７,China

【Abstract】　Objective　Toinvestigatetheexpressivedifferencesofepithelialmembraneprotein１(EMP１)betweennasoＧ
pharyngealcarcinomatissuesandnormalnasalmucosatissuesanditsrelationshipwithdiseasedevelopment．Methods　TheexＧ
pressionofEMP１in４０nasopharyngealcarcinomatissues(experimentalgroup)andnormalnasalmucosatissues(controlgroup)

weredetectedbyRTＧqPCR,immunofluorescencestainingandimmunoblotting．ThegrayvalueofEMP１wasdeterminedby
Westernblotin４０nasopharyngealcarcinomaspecimens,andthebinarylinearregressionanalysiswasperformedwithtumordifＧ
ferentiationdegreeandclinicalstage．Results　Comparedwithnormalnasalmucosaepitheliumcells,theexpressionofEMP１in
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nasopharyngealcarcinomaepithelialcellswassignificantlydecreased(P＜０􀆰０５)．TheexpressionofEMP１intumorcellswas
positivelycorrelatedwiththedegreeoftumordifferentiation(P＜０􀆰０５),buttherewasnosignificantlinearrelationshipbetween
EMP１expressionandclinicalstage(P＞０􀆰０５)．Conclusion　TheexpressionofEMP１innasopharyngealcarcinomacellsisdiＧ
fferentfromthatinnormalnasalmucosacells,whichmaypredictthedegreeoftumordifferentiations．

【Keywords】epithelialmembraneprotein１(EMP１);nasopharyngealcarcinoma;tightjunction

　　鼻咽癌是头颈部的好发肿瘤之一,其发病率有

明显的地区差异性.全球每年鼻咽癌的新发病例约

８万人,以欠发达国家或地区的发病率相对较高

(１􀆰４/１０万),尤其是东南亚 (４􀆰３/１０万)、东亚

(１􀆰８/１０万)等热带和亚热带国家或地区,而欧美

等发达国家或地区的发病率则相对较低 (０􀆰４/１０
万)[１].在我国,鼻咽癌发病以南方地区为主,两

广为甚,即使这部分人移民至北美依然发病率很

高[２].鼻咽癌的生存率不一,与肿瘤的临床分期相

关,Ⅳ期较低,３年生存率T１~４N３、T４N０~２分别为

８４􀆰１％、８９􀆰２％,５年生存率分别为７７％、７９􀆰７％[３].
上皮膜蛋白１ (EMP１)是一种跨膜糖蛋白,

又称为CLＧ４０、肿瘤相关膜蛋白 (TMP)、B４B[４].

EMP１由１５７个氨基酸组成,含有４个高度保守的

疏水跨膜结构域[５],是细胞间维持紧密连接的主要

蛋白之一,发挥细胞栅栏和屏障功能[６].本文围绕

EMP１在鼻咽癌细胞与正常鼻黏膜细胞的表达差

异,来探讨其与肿瘤分化、分期的关系.

１　材料与方法

１􀆰１　研究对象:本研究均已取得所有患者同意并

签署知情同意书.收集２０１８年１０月至２０２０年４
月在我科及福建省肿瘤医院头颈放疗科经鼻咽镜取

活检病理证实为鼻咽鳞状细胞癌的病例４０例入组

研究,男 ３４ 例,女 ６ 例,平 均 年 龄 (５３􀆰０７±
１４􀆰１８)岁,详细临床资料见表１.诊断标准、肿瘤

分化程度判定均以病理为准,临床分期参照 «常见

肿瘤 AJCC分期手册»(第８版).纳入标准:原发

性、病理证实为鼻咽癌患者.排除标准:转移癌、
鼻咽部除鳞状细胞癌以外的其他恶性肿瘤、既往病

史提供不详、不同意入组、伴发鼻腔鼻窦特异性感

染或其他肿瘤.
每位患者均钳取２处标本:一为鼻咽癌组织

(实验组,简称 NPC),病理证实为鼻咽鳞状细胞

癌;二为距离癌组织≥２cm 以上的鼻咽或鼻腔黏

膜组织 (对照组,简称 Normal),病理证实为正常

上皮组织.取好标本后,两种性质标本各分为３
份,一份 浸 没 于 RNA 储 存 夜 中,４ ℃ 过 夜 后,

－８０℃超低温冰箱中保存;一份以１０％中性缓冲

福尔马林固定,４℃保存;一份存放于液氮或－８０

℃超低温冰箱中保存.

表１　４０例鼻咽癌患者临床资料

例数 率/％

性别

　女 ６ １５􀆰０
　男 ３４ ８５􀆰０
年龄/岁

　＜２０ １ ２􀆰５
　２０~３０ ２ ５􀆰０
　３０~４０ ５ １２􀆰５
　＞４０ ３２ ８０􀆰０
分化

　中分化 １ ２􀆰５
　低分化 １０ ２５􀆰０
　未分化 ２９ ７２􀆰５
分期

　Ⅰ期 １ ２􀆰５
　Ⅱ期 ６ １５􀆰０
　Ⅲ期 １３ ３２􀆰５
　Ⅳa期 １７ ４２􀆰５
　Ⅳb期 ３ ７􀆰５

１􀆰２　RTＧqPCR检测EMP１的表达:采用 Trizol法

提取总 RNA,按照 SuperScriptⅢ 反转录试剂盒

(美国Invitrogen公司)说明,将１gRNA 反转录

成 cDNA, 产 物 置 于 － ２０ ℃ 保 存. 使 用

Sybrqpcrmix (美国Invitrogen公司)试剂盒检测

各基因 mRNA表达情况.扩增程序:９５℃５min,
(９５℃１０s,５８℃２０s,７２℃２０s)×４０个循环.
以肌动蛋白actin为内参对照,相对表达量 RQ＝
２－△Ct,每例样品重复３次,取平均值,并绘制扩增

曲线和溶解曲线.引物序列为:actin上游引物５′Ｇ
TCCTCCTGAGCGCAAGTACTCCＧ３′,下 游 引 物

５′ＧCATACTCCTGCTTGCTGATCCACＧ３′;EMP１
上游引物５′ＧCTACACTAGTCATTATGCGAAＧ３′,
下游引物５′ＧCAGATAGAGAACGCCGATＧ３′.

１􀆰３　免疫荧光染色检测细胞内EMP１表达:１０％
中性缓冲福尔马林固定鼻咽癌上皮细胞及正常鼻黏

膜上皮细胞,PBS缓冲液 (北京中杉金桥)冲洗,
山羊血清 (北京元亨)封闭.２种上皮细胞均用兔

抗人 EMP１多克隆一抗 (１∶１００,英国 Abcam 公

司)孵育过夜后,加入 FITC标记的山羊抗兔二抗

􀅰５１􀅰福建医药杂志２０２１年６月第４３卷第３期　FujianMedJ,June２０２１,Vol􀆰４３,No􀆰３



(１∶２００,英国 Abcam 公司).DAPI复染后甘油封

片,正置荧光显微镜 (LeicaDM３０００,德国)下观

察.应用ImageJ软件进行平均荧光强度分析,计

算公式为平均荧光强度 (Mean)＝该区域荧光强

度总和 (IOD)/该区域面积 (Area).

１􀆰４　免疫印迹检测EMP１表达:２组细胞经 RIPA
裂解液冰浴中以最大功率裂解３０s.４ ℃、１２０００
rpm 离心１５min,收集上清,采用BCA 法检测蛋

白浓度.每孔上样量为１０g行SDSＧPAGE电泳后,
将蛋白转膜至０􀆰２２mPVDF膜上,含５％脱脂奶粉

的 TBST室温摇床封闭１h;在兔抗人 EMP１多克

隆一抗 (１∶ １０００,英国 Abcam 公司)液中４ ℃
孵育过夜,TBST洗膜３次后,加入山羊抗兔二抗

(１∶４０００,英国 Abcam 公司)液室温下孵育１h,

TBST再次洗膜３次,ECL化学发光法、凝胶成像

系统分析蛋白条带灰度值.以βＧactin为内参,分

析不同样本之间目的蛋白表达差异.

１􀆰５　统计学方法:采用SPSS２７􀆰０统计软件进行

数据分析及绘图.各组样本数据均以均数±标准差

表示.两组间非正态分布计量资料比较采用 MannＧ
WhitneyU 检验;正态分布计量资料比较采用独立

样本t检验.４０例鼻咽癌标本 Westernblot测定

EMP１灰度值/内参蛋白灰度值与肿瘤分化程度、
临床分期进行线性回归预测及分析.以P＜０􀆰０５为

差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　鼻咽癌细胞与正常鼻黏膜细胞EMP１mRNA
表达:鼻 咽 癌 细 胞 (NPC)和 正 常 鼻 黏 膜 细 胞

(Normal)均存在EMP１mRNA的表达,正常鼻腔

黏膜细胞 mRNA 的相对表达量明显高于鼻咽癌细

胞 (P＜０􀆰０５),见图１.

图１　NPC和Normal中EMP１mRNA的表达水平

２􀆰２　免疫荧光染色检测鼻咽癌细胞与正常鼻腔黏

膜细胞内的EMP１分布:从免疫荧光图片分析,鼻

咽癌细胞单位面积下 EMP１的分布面积 (绿染部

分)明显少于正常鼻黏膜细胞;平均荧光强度对

比,鼻咽癌细胞组较正常鼻黏膜细胞组明显降低

(P＜０．０５),见图２、图３、表２.

　图２　NPC和Normal免疫荧光染色图片 (×１００、

×４００)

图３　NPC和Normal中EMP１平均荧光强度对比

表２　平均荧光强度

组别
例数

(n)

平均数

(Mean)

标准差

(SD)

正态检验

(P)
NPC ４０ ０􀆰１０１ ０􀆰０１９ ０􀆰２００
Normal ４０ ０􀆰１２９ ０􀆰０３２ ０􀆰２００

２􀆰３　Westernblot检测鼻咽癌细胞与正常鼻腔黏膜

细胞EMP１表达:鼻咽癌细胞与正常鼻黏膜细胞的

EMP１表达量统计数据见表３,EMP１/βＧactin比值

鼻咽癌细胞明显低于正常鼻黏膜细胞 (P＜０􀆰０５,
图４).

表３　EMP１/βＧactin

组别
例数

(n)

平均数

(Mean)

标准差

(SD)

正态检验

(P)
NPC ４０ ０􀆰６２５ ０􀆰２６５ ０􀆰２００
Normal ４０ ０􀆰８１０ ０􀆰３０１ ０􀆰２００
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图４　NPC和Normal中EMP１的表达水平

２􀆰４　４０例鼻咽癌 Westernblot灰度值与肿瘤分化

程度、临床分期线性回归分析:设置灰度值为因变

量 (Y),肿瘤分化程度 (X１)及临床分期 (X２)
为虚拟自变量,导入SPSS２７􀆰０进行线性回归分析

及散点图绘制,因变量X１ 与自变量Y 之间存在正

相关 (R＝０􀆰４９０,P＜０􀆰０５),因变量 X２ 与自变

量Y 之间不存在线性关系 (R＝０􀆰０５５,P＞０􀆰０５),
回归方程Y＝０􀆰５５０＋０􀆰２５１X１,说明肿瘤分化越

好,则癌细胞EMP１表达量越高,见图５、图６.

图５　肿瘤分化程度散点图

３　讨论

上皮膜蛋白家族 (EMPs)有３个成员,分别

为EMP１、EMP２和EMP３,化学结构上都有４段

跨膜结构,其 NＧ端和 CＧ端均位于胞浆内,形成２
个长度不等的胞外环和１个短的胞内环.EMPs由

生长阻滞特异性３ (GAS３)/外周髓鞘蛋白２２kDa
(PMP２２)基因家族编码,GAS３/PMP２２基因目前

已知至少编码７种蛋白:外周髓鞘蛋白 (PMP２２)、

EMP１、EMP２、EMP３、PMP２２相关的 P５３凋亡

效应 因 子 (PERP)、脑 膜 蛋 白 １ 和 膜 蛋 白 ２０

图６　回归标准化残差的正态PＧP图

(mp２０)[５].
近几年来,针对EMPs在不同肿瘤中的表达情

况及其介导的生物学效应,有很多不同的研究成

果,总结即分布不同,效应不一.EMP１广泛分布

于全身各器官、各组织的上皮细胞、内皮细胞,但

其分布有一定的器官、组织特异性,在食管、胃、
中枢和周围神经系统中含量较高[７Ｇ８].其对不同器

官、组织发生的上皮源性肿瘤具有促进或抑制的作

用.有研究表明,胃癌[９]、喉癌[１０]、舌癌[１１],肿

瘤细胞相较于非癌细胞EMP１表达明显下降,且其

与患者 预 后 呈 正 相 关.另 一 些 研 究 表 明,卵 巢

癌[１２]、膀胱癌[１３]、前列腺癌[１４],EMP１高表达与

肿瘤临床分期高、预后不良有关.
本项针对４０例鼻咽癌患者癌细胞与正常鼻黏

膜细胞的EMP１表达进行对比,总结出癌细胞明显

下降,由此探讨EMP１的作用机制.EMP１作为上

皮细胞膜上的跨膜疏水性糖蛋白,是上皮细胞间形

成紧密连接的重要组成蛋白之一,有研究在血脑屏

障得到证实[１５].紧密连接的主要功能在于屏障和

栅栏,前者维持上皮的完整性、严密性、极性,后

者维持细胞功能的选择性、通透性.呼吸道上皮充

当空气的导管,并对吸入的病原体、过敏原和其他

外来物质形成关键屏障.适当的屏障功能依赖于细

胞顶端紧密连接的形成和维持,其赋予选择性、通

透性并分离顶端和基底外侧膜域极性[６].上皮间质

转化 (EMT)是机体组织修复、慢性炎症、肿瘤

发生的重要生理病理机制.紧密连接充当上皮形

态、功能完整的守护使者,并是细胞内信号转导通

路的枢纽,其功能失调是 EMT的标志,上皮细胞

失去极性和黏附能力,并获得了移动的特性,通过
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细胞外基质迁移,具有侵入性,并最终成为间充质

干细胞[１６].有研究表明,SOS１ (一组调控细胞连

接形成的基因)和 Ras (一组癌基因家族)正是通

过EMP１来调节人体呼吸道紧密连接的形式,由此

可以介导某些疾病的发生,如慢性阻塞性肺部疾

病、支气管哮喘和肺癌[１７].
本项研究对４０例鼻咽癌标本 EMP１/内参蛋白

的比值与肿瘤的分化程度、临床分期进行回归预测

及分析,结果为前两者符合线性正相关,临床分期

的回归方程R＝０􀆰０５５,方差分析P＞０􀆰０５,不符

合线性关系,与 Li等[１０]对喉癌研究一致.分化程

度取决于肿瘤细胞的异型性,细胞形态越紊乱、极

性越丧失,则分化程度越低,上皮膜蛋白１含量也

越低.Sun等[９]对胃癌的研究表明,癌细胞 EMP１
表达与细胞分化、临床分期显著相关,针对本文有

可能增加样本量进一步验证.
癌症是人类医学进程中一大类亟需攻克的难

题,本文旨在探讨EMP１在鼻咽癌的表达及其与临

床的关系.在诊断方面,EMP１的减少或缺失往往

提示肿瘤分化差;治疗方面,目前靶向治疗是肿瘤

研究领域的热点,EMP１在不同组织器官中有不同

的表达,未来治疗方面设想在不同肿瘤作用不尽相

同[５],是否能开拓鼻咽癌的另一个治疗方向,值得

思考.
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