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　　[摘要]　目的:良性前列腺增生(BPH)是一种临床进展性疾病,本研究观察了富半胱氨酸61(CYR61)、血管

内皮生长因子-C(VEGF-C)、IL-6、细胞色素 C(cytochromec)、凋亡蛋白caspase-3及细胞核增殖指数 Ki-67在

BPH 组织中的表达,并分析与BPH 临床进展危险因素之间的相关性,探讨预测 BPH 临床进展的分子标志物。
方法:收集BPH 患者前列腺标本288例,记录所有患者的年龄、前列腺体积、血清PSA水平及国际前列腺症状评

分(IPSS)。明确前列腺组织中BPH 病理学改变后将所有标本制作为BPH 组织芯片。采用免疫组化 ABC法对

CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3和 Ki-67的表达水平进行检测,并对不同分子标记物与BPH 临床

进展危险因素之间的相关性进行分析。利用免疫荧光双染技术检测 BPH 组织中 CYR61和 VEGF-C的同步表

达和定位。结果:288例BPH 标本中CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3和 Ki-67的阳性表达例数分

别为198例、221例、135例、76例、109例和102例,其阳性表达率分别为68.8%、76.7%、46.9%、26.4%、37.8%
和35.4%。CYR61和 VEGF-C表达与患者年龄、前列腺体积、血清PSA水平呈正相关(P<0.05)。cytochrome
c和caspase-3表达与前列腺体积呈负相关(P<0.05)。CYR61和 VEGF-C的免疫荧光双染结果证实了BPH 组

织中CYR61和 VEGF-C的同步表达。结论:CYR61和 VEGF-C的高表达对 BPH 的临床进展可能具有预测

作用。
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Abstract　Objective:Thepathogenesisanddevelopmentofbenignprostatichyperplasia(BPH)havebeen
widelystudied.ThisstudyaimedtoinvestigatethepossibleroleofCYR61,vascularendothelialgrowthfactor-C
(VEGF-C),interleukin-6(IL-6),cytochromec,caspase-3andKi-67intheclinicalprogressionofBPH.Method:

Alltissuespecimensfrom288BPHcaseswhounderwenttransurethralresectionoftheprostate(TURP)were
processedandtransferredtotissuemicroarrays.Patients'age,prostatevolume,serumprostatespecificantigen
(PSA)levelandinternationalprostatesymptomscore(IPSS)ofBPHcaseswerecollectedbeforesurgery.The
expressionofCYR61,VEGF-C,IL-6,cytochromec,caspase-3andKi-67wereexaminedbyimmunohistologic
ABCmethodinBPHspecimens,andpossiblecorrelationbetweendifferentbiomarkersandtheriskfactorsofBPH
clinicalprogressionwasalsoanalyzed.Theco-localizationofCYR61withVEGF-Cproteinwasobservedbydoub-
le-labelimmunofluorescence.Result:ThepositiveexpressionofCYR61,VEGF-C,IL-6,cytochromec,caspase-
3andKi-67inBPHcaseswere68.8% (198/288),76.7% (221/288),46.9% (135/288),26.4% (76/288),

37.8% (109/288)and35.4% (102/288),respectively.TheexpressionofbothCYR61andVEGF-Cwereposi-
tivelycorrelatedwithpatients'age,prostatevolume,serumPSAlevel(P<0.05).Furthermore,cytochromec
andcaspase-3expressionwerenegativelycorrelatedwithprostatevolume(P<0.05).Double-labelimmunoflures-
cencestainingrevealedtheco-localizationofCYR61andVEGF-CinBPHtissues,especiallyinBPHstromalcells.
Conclusion:CYR61andVEGF-CexpressionmayserveasbiomarkersforthepredictionofBPHclinicalprogres-
sion.

Keywords　CYR61;VEGF-C;clinicalprogressionriskfactors;benignprostatichyperplasia;tissuemicroar-
raytechnique
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　　良性前列腺增生(benignprostatichyperplasia,
BPH)是泌尿外科常见的疾病之一。随着年龄增

加,BPH 患者的下尿路症状会逐渐加重,并出现反

复血尿、泌尿系感染和膀胱结石等并发症,引起生

活质量降低甚至出现肾功能衰竭危及生命〔1〕。血

管新生、慢性炎症、雄激素信号通路调节及细胞增

殖和凋亡失衡共同作用导致了前列腺间质和上皮

组织中细胞增殖水平提高和数量增多〔2~4〕。
富半胱氨酸61(cysteine-rich61,CYR61)可促

进内皮细胞增殖,是导致病理性血管增生的重要因

子〔5〕,血管内皮细胞生长因子C(vascularendothe-
lialgrowthfactor-C,VEGF-C)被证明能够促进间

质组织中血管生成和细胞增殖,对促进 BPH 发生

也具有重要作用〔6〕。IL-6是参与炎症反应过程的

重要因子。前列腺间质和上皮组织细胞中IL-6高

表达可 以 激 活 细 胞 的 增 殖 活 性〔7〕。凋 亡 蛋 白

caspase-3和细胞增殖指数Ki-67在BPH 组织中的

表达水平能够分别反映前列腺细胞凋亡、增殖的状

态〔8,9〕。细胞色素 C(cytochromec)是细胞内线粒

体凋亡途径的代表蛋白,然而 BPH 组织中cyto-
chromec的表达仍未见报道〔10〕。

本研究利用组织芯片高效、一致性的特点,对
BPH 组织中 CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、
caspase-3和 Ki-67的表达水平进行检测,分析其与

BPH 临床进展危险因素之间的相关性,发现对

BPH 临床进展具有预测价值的分子标记物。通过

免疫荧光双染技术检测 BPH 组织中 CYR61和

VEGF-C的共同表达和定位,进一步阐明 BPH 临

床进展的分子病理学机制。

1　资料与方法

1.1　临床资料

本研究收集2013年3月~2017年1月我院接

受经尿道前列腺切除术(TURP)的BPH 组织标本

288例。根据患者的年龄,将所有 BPH 患者的组

织标本分为4组(50~60岁、>60~70岁、>70~
80岁和>80岁),每组72例。BPH 临床进展危险

因素[年龄、前列腺体积、血清 PSA 水平和国际前

列腺症状评分(IPSS)]的临床数据进行统一记录。
所有BPH 组织标本切片由病理科医师苏木精-伊

红(HE)染色并阅片。经病理学诊断,所有标本均

存在前列腺间质和上皮组织良性增生的病理学改

变,并且不存在前列腺癌和前列腺上皮内瘤变的病

理学改变。
1.2　组织芯片制备

288例BPH 组织样本的供体蜡块均为10%甲

醛固定,常规组织处理并石蜡包埋,根据病理诊断

结果标记组织靶点。准备大小为35mm×20mm
的受体蜡块。利用组织芯片制作仪(BeecherIn-

strument公 司 )来 制 作 组 织 芯 片,取 样 针 直

径2mm,组织芯间距1.5mm,每个组织芯片为12
×8点组织列阵,含96个位点,一次制备3张,共
288个组织位点。将制作完成的组织芯片蜡块由

经验丰富的病理科医师以切片厚度4μm 连续切

片。制作完备的组织芯片 HE染色并由病理科医

师阅片,明确前列腺组织内间质和上皮组织良性增

生的病理学特征。
1.3　免疫组织化学染色

利用avidin-biotincomplex(ABC)染色法,检
测组 织 芯 片 中 BPH 间 质 和 上 皮 细 胞 CYR61、
VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3 和 Ki-67
(SantaCruzBiotechnology,CA,USA)阳性染色的

表达与定位。一抗稀释浓度分别为 Rabbitpoly-
clonalanti-CYR61(1：100)、VEGF-C(1：50)、IL-
6(1：50)、cytochromec(1：100),caspase-3(1：
50)和 Ki-67(1：100)。阴性对照染色采用平衡盐

液代替第一抗体,染色步骤同前。分别以细胞核或

胞浆中出现明显的棕黄色颗粒为阳性,在光学显微

镜下观察 CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、
caspase-3和Ki-67在BPH 间质和上皮组织中的表

达。光学显微镜下随机选取每个组织芯点上5个高

倍视野(×400)并计算其中阳性细胞的比例,阳性细

胞比例≥10%时即认定为分子标记物表达为阳性。
1.4　免疫荧光双重染色

利用免疫荧光双重染色法检测前列腺组织中

CYR61和 VEGF-C 的同步表达和定位。CYR61
和 VEGF-C第一抗体同免疫组化,第二抗体分别

为标示 AlexaFlour-488conjugate(1：200dilu-
tion,Molecular probes,Eugene,USA)、Alexa
Flour-350conjugate(1：200dilution,Molecular
probes,Eugene,USA)荧光标记的二抗。应用含有

碘化丙啶(PI)的(SigmaChemicalCo.St.Louis,
USA)的封片剂封片后在 BX51荧光显微镜(O-
lympus,Tokyo,Japan)下观察并记录结果。
1.5　统计学方法

采用SPSS17.0统计软件进行统计学处理,所
有数据均以■x±s表示,并对数据进行正态分布检

验。对于服从双变量正态分布的数据,采用Pear-
son相关系数对BPH临床进展危险因素与分子标记

物 CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3、
Ki-67表达水平之间的相关性进行分析;对于不服

从双变量正态分布的数据,则采用Spearman秩相

关系数来分析二者的相关性。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结果

2.1　一般资料

288例 BPH 患者的年龄为53~82岁,平均
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(68.2± 10.3)岁;患者的前列腺体积为40.5~
169.3ml,平 均 (69.33 ± 39.65)ml;患 者 血 清

PSA 为 1.38~20.18 ng/ml,平 均 (7.58 ±
7.15)ng/ml;患者IPSS评分为12~35分,平均

(25.23±6.16)分。
2.2　分子标记物在BPH 组织中的表达情况

CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3
和 Ki-67在BPH 间质和上皮组织的免疫组化染色

情况 见 图 1。所 有 BPH 组 织 标 本 中,CYR61、
VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3 和 Ki-67
阳性 表 达 率 分 别 为 68.8% (198/288)、76.7%
(221/288)、46.9% (135/288)、26.4% (76/288)、
37.8%(109/288)和35.4%(102/288)。不同分子

标记物BPH 患者阳性表达例数在不同BPH 临床

进展危险因素中的分布情况见表1。
2.3　BPH 临床进展危险因素与分子标记物表达

之间的相关性分析

Pearson相关系数统计学结果表明 (表 2),
CYR61、VEGF-C蛋白的表达水平与 BPH 患者的

年龄、前 列 腺 体 积 呈 正 相 关 (P <0.05),cyto-

chromec、caspase-3蛋白的表达水平与前列腺体积

呈负相关(P<0.05),与患者年龄无相关性(P>
0.05)。

Spearman 秩 相 关 系 数 统 计 学 结 果 表 明,
CYR61、VEGF-C蛋白的表达水平与 BPH 患者血

清PSA水平呈正相关(P<0.05),与IPSS评分无

相关性(P>0.05)。cytochromec、caspase-3蛋白

的表达水平与血清PSA 水平、IPSS评分无相关性

(P> 0.05)。然 而,IL-6 和 Ki-67 蛋 白 表 达 与

BPH 临床进展危险因素之间均无相关性 (P >
0.05)。
2.4　CYR61和VEGF-C在BPH 组织中的免疫荧

光染色

结合PI荧光染色的细胞核,分别利用 Alexa
Flour-488和 AlexaFlour-380荧光标记的抗体对

CYR61和 VEGF-C进行染色。激光共聚焦显微镜

下的观察结果显示,在BPH 组织中,特别是间质细

胞的胞浆中可以观察到 CYR61和 VEGF-C的同

步表达。见图2。

A:CYR61阳性表达的细胞为胞浆着色,BPH 间质组织和上皮组织可见 CYR61分布;B:VEGF-C阳性表达的细胞为胞浆着

色,BPH 间质组织和上皮组织可见 VEGF-C分布;C:IL-6阳性表达的细胞为胞浆着色,BPH 上皮组织中可见IL-6分布,间
质组织中分布较少;D:cytochromec阳性表达的细胞为胞浆着色,BPH 间质组织和上皮组织中可见cytochromec分布;E:

caspase-3阳性表达的细胞为胞浆着色,BPH 间质组织和上皮组织中可见caspase-3分布;F:Ki-67阳性表达的细胞为细胞核

着色,BPH 上皮组织中可见 Ki-67分布,间质组织中 Ki-67分布极少见。
图1　CYR61、VEGF-C、IL-6、cytochromec、caspase-3和Ki-67在BPH组织中的免疫组化染色情况(×200)
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表1　BPH临床进展危险因素中分子标记物阳性表达在BPH患者中的分布 例(%)

项目 例数 CYR61 VEGF-C IL-6 cytochromec caspase-3 Ki-67
年龄/岁

　50~60 72 36(50.0) 45(62.5) 24(33.3) 49(54.2) 60(83.3) 21(29.2)
　>60~70 72 45(62.5) 54(75.0) 21(29.2) 30(41.7) 51(70.8) 24(33.3)
　>70~80 72 54(75.0) 57(79.2) 27(37.5) 24(33.3) 33(45.8) 21(29.2)
　>80 72 63(87.5) 66(91.7) 18(25.0) 9(12.5) 18(25.0) 18(25.0)
前列腺体积/ml
　<50 27 15(55.6) 12(44.4) 9(33.3) 18(66.7) 21(77.8) 6(22.2)
　50~70 126 69(54.8) 75(59.5) 39(30.9) 36(28.6) 87(69.0) 39(30.9)
　>70 135 114(84.4) 105(77.8) 42(31.1) 48(35.6) 54(40.0) 39(30.9)
血清PSA/(ng·ml-1)
　<4 249 165(66.3) 186(74.7) 78(31.3) 93(37.3) 144(57.8) 63(25.3)
　4~10 30 24(80.0) 27(90.0) 9(30.0) 6(20.0) 15(50.0) 15(50.0)
　>10 9 9(100) 9(100) 3(33.3) 3(33.3) 3(33.3) 6(66.7)
IPSS评分/分

　0~7 15 9(60.0) 12(80.0) 6(40.0) 6(40.0) 3(20.0) 9(60.0)
　8~19 45 27(60.0) 33(73.3) 18(40.0) 15(33.3) 21(46.7) 24(53.3)
　20~35 228 162(71.1) 177(77.6) 66(28.9) 81(35.5) 138(60.5) 51(22.4)

表2　BPH临床进展危险因素与分子标记物之间的相关性

项目 CYR61 VEGF-C IL-6 cytochromec caspase-3 Ki-67
年龄 0.32 0.29 0.15 -0.12 -0.17 0.16
前列腺体积 0.26 0.27 0.11 -0.29 -0.27 0.17
血清PSA 0.32 0.32 0.14 -0.11 -0.10 0.10
IPSS评分 0.17 0.11 0.15 -0.13 -0.12 0.11

A:PI荧光染色的细胞核为红色;B:CYR61免疫荧光染色为绿色;C:VEGF-C免疫荧光染色为蓝色;D:BPH 组织间质和上

皮细胞中CYR61的绿色荧光和 VEGF-C的蓝色荧光叠加后产生了青色的荧光。
图2　BPH组织中CYR61和VEGF-C的免疫荧光双重染色(×100)

3　讨论

BPH 患者年龄、前列腺体积、血清 PSA 水平

和IPSS评分被认为是BPH 临床进展的主要危险

因素,药物和经尿道前列腺手术等治疗方式能够抑

制 BPH 临 床 进 展,缓 解 下 尿 路 症 状 进 一 步 加

重〔11〕,但能够预测BPH 临床进展的分子标记物仍

未见报道。本研究表明,BPH 组织中 CYR61和

VEGF-C的表达与患者的年龄、前列腺体积和血清

PSA水平呈正相关。cytochromec和caspase-3表

达与前列腺体积呈负相关。增龄是BPH 临床进展

的最 重 要 危 险 因 素,以 往 的 研 究 中 CYR61 和

VEGF-C蛋白表达与BPH 临床进展的相关性仍不

十分清楚。本次结果表明 CYR61和 VEGF-C表

达水平随患者年龄增加而增高。
前列腺间质组织中细胞增殖和血管新生是

BPH 发生的主要病理学特征。CYR61激活PI3K/
AKT信号通路,进而引起 VEGF表达增高,促进

血管内皮细胞增殖〔5〕。VEGF-C是 VEGF蛋白家

族的亚型之一,其主要作用是促进间质组织中血管

内皮细胞和成纤维细胞增殖活跃〔6〕。研究证实前

列腺组织中VEGF-C表达水平增高与血清PSA水

平提 高 密 切 相 关〔12〕。BPH 组 织 中 CYR61 和

VEGF-C高表达说明间质细胞增殖和血管新生在

BPH 临床进展中具有重要作用,CYR61和 VEGF-
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C可以作为进展预测的因子。
BPH 形成过程中上皮细胞内CYR61mRNA、

VEGF mRNA 被 激 活 可 以 引 起 上 皮 细 胞 中

CYR61蛋白、VEGF-C蛋白的高表达,通过自分泌

和旁分泌的方式发挥促进细胞增殖和血管新生的

作用〔5〕。本次研究结果均证实CYR61和 VEGF-C
蛋白在BPH 间质和上皮细胞中的表达,免疫荧光

双重染色的结果进一步证实BPH 组织,特别是间

质细 胞 中 存 在 CYR61 和 VEGF-C 的 共 表 达。
BPH 组织中CYR61可能对 VEGF-CmRNA和蛋

白水平具有调控作用,引起前列腺血管内皮细胞的

增殖活跃而导致BPH 发生、临床进展。
细胞增殖和凋亡失衡对前列腺组织中细胞积

累至关重要。本研究中,反映细胞增殖水平的 Ki-
67只在上皮细胞中表达,而在间质细胞中 Ki-67表

达几乎不存在。这可能是因为BPH 的形成可能需

要经历数十年的时间。在此过程中前列腺间质细

胞的增殖具有非连续性、缓慢增殖的特性,然而上

皮细胞属于分泌性细胞,具有细胞周期半衰期短、
代谢快的特点。细胞凋亡水平降低使导致BPH 发

生的重要机制,严重影响了患者的生存质量〔13〕,但
凋亡因子表达水平与BPH 临床进展危险因素之间

的相关性目前仍不十分清楚。本研究发现,cyto-
chromec和caspase-3表达与前列腺体积呈负相

关,这一结果表明细胞凋亡减少对前列腺体积增大

和BPH 临床进展具有显著的影响。
炎症对BPH 发生发展的促进作用是通过增加

炎性细胞、前列腺细胞内炎性因子的合成和分泌来

实现的。前列腺间质和上皮细胞核内存在编码IL-
6蛋白的基因序列,在外界炎性刺激作用下,IL-6
在间质和上皮细胞中的表达上调,通过自分泌和旁

分泌的方式促进细胞增殖,是引起 BPH 发生的重

要机制〔14〕。本研究证实了BPH 组织中IL-6表达

与BPH 临床进展危险因素之间无相关性。此外,
由于本研究纳入的研究对象中-重度下尿路症状较

为明显,具有较高的IPSS评分,是引起分子标记物

表达与IPSS之间的相关性不显著的主要原因,在
今后研究中需要纳入更多不同等级IPSS评分的

BPH 患者。
综上所述,CYR61和 VEGF-C通过调节前列

腺间质细胞增殖以及新生血管在促进BPH 临床进

展中具有重要作用。本研究结果提示,CYR61和

VEGF-C可以作为预测BPH临床进展的分子标记物。
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