
· 678 ·

Journal of Clinical Urology，Sep 2006，Vol 2 1，No 9

TSP一1在前列腺癌中的表达及临床意义

张辉¨ 丁森泰1 刘莹2 吕家驹1

[摘要] 目的：探讨前列腺癌中肿瘤血管生成与凝血酶敏感蛋白一1(TSP一1)表达的相关性。方法：采用免疫

组织化学方法检测22例前列腺癌中微血管密度(MVD)值和TSP 1的表达，采用RT—PCR检测7例前列腺癌组

织中TSP-1 mRNA的表达。结果：前列腺癌中TSP一1阳性表达率为72．7％(16／22)，绝大多数表达位于肿瘤细

胞的胞质中，少数表达位于肿瘤细胞外基质。．在22例前列腺癌组织中，平均MVD为71．21±31．14／100倍视

野，具有TSP一1强表达的肿瘤组织中MVD值较高。7例前列腺癌组织均表达TSP-1 mRNA，TSP 1 mRNA在前

列腺癌的各期肿瘤组织呈高水平表达。TSP一1的免疫活性与微血管密度间呈显著地相关性(r一0．54，P一0．

009)。结论：TSP一1在前列腺癌组织中呈高表达，与前列腺癌的血管生成相关，可能有促进前列腺癌血管生长的

作用。
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Abstract Objective：To investigate the expression of thrombospondin一1(TSP 1)in prostate cancer and its

relation to the angiogenesis．Methods：The expression of TSP一1 and microvessel density(MVD)were studied in 22

prostate cancer patients by using immunohistochemical technology，and reversetranscriptase polymerase chain re

action analysis for TSp-1 mRNA in 7 cases prostate cancer tissues．Results：Positive expression of TSP 1 protein

detected in 16(72．7％)of the 22 cases．Most positive staining for TSP一1 were seen in the cytoplasm of the cancer

cells，some were in the extracellular matrix．The mean MVD in 22 prostate cancer cases was 71．21±31．14 yes

sels per 100 high field of vision．Using RT—PCR analysis，we observed high levels of TSP 1 mRNA expression in

7 prostate cancer．Tumors with a high expression of TSP一1 showed a high MVD and the correlation between TSP一

1 immunopositivity and microvessel density was highly significant(r一0．54，P=0．009)．Conclusions：The TSP一1

is strongly expressed in most prostate cancer and were associated with neovascularization．TSP一1 is likely to con—

tribute to the extensive neovascularization．
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肿瘤新生血管生成对实体瘤的生物学行为和

转移潜能起重要作用，血管生成与肿瘤的进展和预

后密切相关。血管生成有赖于诱导和抑制血管生

成的许多分子之间的平衡。本文采用免疫组织化

学方法检测22例前列腺癌组织标本的凝血酶敏感

蛋白一1(Thrombospondin一1，TSP一1)的表达，并计数

微血管密度(Microvessel density，MVD)，分析

TSP一1与前列腺癌微血管密度之间的关系。

1资料与方法

1．1临床资料

22例标本为我院1999年10月～2004年5月

收住院的前列腺癌患者标本，其中前列腺癌根治术

标本9例，余均为前列腺穿刺病理标本。本组病例

1山东大学山东省立医院泌尿外科(济南，250021)
2山东省立医院病理科

’现在山东省立医院器官移植中心

均为男性，年龄51～77岁，平均65．74-6．9岁。按

照UICCl997年分期：工期2例(T，N。M。2例)，1I

期7例(T。N。M。6例，T。N。M。1例)，III期3例

(T。N，M。3例)，IV期10例(T。N，M，4例，T。N，M，

6例)。

1．2研究材料

采用即用型免疫组织化学染色SABC试剂盒

(武汉博士德生物技术公司)，兔抗人CD34多克隆

抗体(北京中杉生物技术公司，Santa Cruz公司产

品)，鼠抗人TSP一1单克隆抗体(福建迈新生物技术

公司，Neomarker公司产品)，DAB显色剂(北京中

杉生物技术公司)。免疫组织化学采用SABC法，

按照SABC试剂盒说明书进行，其中CD34、TSP一1

的工作浓度均为1：100。

Trizol试剂购自上海生工生物工程公司，引物

由上海博亚生物技术有限公司合成。RT-PCR试
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剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司，琼脂糖购自

北京晶美生物有限公司。Biometra Thermo cycler

PCR扩增仪、数字图像分析仪一2200由美国A卜

pha Innotech Corporation公司生产，低温高速离心

机由美国Heraeus公司生产。TSP一1引物序列：P1

为5，_ACCGCATTCCAGAGTCTGGC一3’，P2为

5
7

ATGGGGACGTCCAACTCAGC-3 7；t?-actin引

物序列：P1为5LGTGGGGCGCCCCAGGCACCA一

37，P2为5 7一CTCCTTAATGTCACGCACGATT—

TC一3 7。

1．3结果判定

TSP一1以胞质染成棕黄色的肿瘤细胞为阳性

细胞。阴性(一)：未见阳性细胞；弱阳性(+)：阳性

细胞数占肿瘤细胞数的10％以下；阳性(++)：阳

性细胞数占肿瘤细胞数的10％～50％；强阳性(+

++)：阳性细胞数占肿瘤细胞数的50％以上。为

了便于统计分析，将阴性和弱阳性者定义为阴性

组，将阳性和强阳性者定义为阳性组。MVD按照

Takahashi等¨3报道的方法进行，先用40倍光镜扫

视整个切片，寻找血管最密集区，即“热点”。血管

密集区一般位于肿瘤浸润前缘，也可位于肿瘤组织

的任何部位。然后在100倍视野下计数微血管数

量。每张切片计数3个视野，取3个视野的平均值

为该切片的微血管密度。微血管的判断标准为染

成棕黄色的血管内皮细胞或血管内皮细胞簇。

1．4 RNA提取和RT—PCR反应

7例组织标本(其中T。N。M。1例，T。N。M。4

例，T3N1M。1例，T。N，M11例)经Trizol试剂按常

规提取总RNA，再经氯仿抽提纯化，异丙醇沉淀，

70％乙醇洗涤，溶于0．1％DEPC水中，储存于一

80℃冰箱中备用。按照RT—PCR试剂盒步骤说明

进行，RT体系如下：10 mmol／L dNTP混合物1

弘l，l U／pl RNA酶抑制剂0．5 F1，0．5 g／L OligodT

通用引物1肛l，AMV逆转录酶1肛l，5×逆转录缓

冲液4 F1，RNA模板4肚1，ddH208．5 F1，总体积共

20肚l。逆转录反应条件：30℃反应1 min，42℃反应

30 rain，99℃反应5 min，5℃反应5 min。PCR反应

体系：DNA模板2“l，10 mmol／LdNTP混合物0．5

肛l，10×PCR缓冲液2．5肛1，25 mmol／L MgCl2 1

弘l，P1P2弓I物(12．5 pmol／each)1弘1，10 U／／ATaq

酶0．125／,1，ddH2018 F1，总体积共25“l。PCR反

应条件：94℃预变性5 min，94℃变性1 min，57℃退

火1 min，72℃延伸1 min，共循环30次，72℃延伸

10 min。PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳，EB

染色后，用数字图像分析仪一2200成像鉴定TSP一1

扩增产物为493 bp，G—actin内参照为500 bp。

1．5统计学处理

采用SPSS 10．0统计软件进行统计处理，对计
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数资料两因素间差异的比较采用Y2及Fisher精确

检验，对计量资料的比较采用t检验及单因素方差

分析。以P d0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1前列腺癌的微血管计数

22例前列腺癌中，微血管内皮细胞被CD34抗

体染色后，可见问质微血管的分布呈异质性，在肿

瘤组织浸润边缘较密集，其平均微血管密度为每

100倍视野下71．21±31．14个，其中8例有淋巴结

转移者明显高于8例无淋巴结转移者(81．85±21．

63：52．194-25．15，P一0．024)；而10例有远处转

移者MVD明显高于12例无远处转移者(88．74±

28．47：56．6±26．0，P一0．012)(表1，图1)。

表1 MVD与淋巴结转移、远处转移及TSP-1表达的关系

2．2 TSP一1的表达及其与淋巴结转移和远处转移

的关系

在22例前列腺癌标本中，TSP一1表达阳性率

为72．7％(16／22)，而且大多数TSP一1染色表达于

肿瘤细胞的胞质中(图2)，但也有一小部分表达于

肿瘤细胞外基质中(图3)。本组研究结果显示

TSP一1的表达与前列腺癌临床分期、病理分级、有

无淋巴结转移和远处转移之间均无相关性(表2)。

7侈!【前列腺癌组织标本进行RT—PCR反应，7

例组织标本均可以观察到493 bp大小的PCR产物

片段，其分布于前列腺癌的各期组织中(图4)。说

明TSP一1 mRNA在前列腺癌组织中呈高水平表

达。

2．3 TSP一1与MVD的关系

在22例前列腺癌中，肿瘤组织中MVD高表

达组的TSP一1表达率为100％，而MVD低表达组

的TSP一1表达率为45．45％。经统计学处理，具有

TSP一1高表达的肿瘤组织中，MVD也呈高表达。

TSP一1和MVD之间呈显著的正相关(r一0．54，P

一0．009)(图5)。

3讨论

新生血管的生成在实体肿瘤生长、浸润和转移
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表2 TSP一1的表达与前列腺癌分期的关系

项目例数—丢蒙等P值
分期

I期

Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅳ期

淋巴结转移

有

无

远处转移

有

无

MVD+

同

低

“MVD以均值71．21为界分为高表达和低表达两组

图1 CD34在前列腺癌组织中的表达(×100)

图2 TSP-I在前列腺癌细胞胞质中的表达(×250)

中起重要作用。血管生成因子_在新生血管生成的

调控中是非常重要的，因为他们能给肿瘤的治疗提

供新的机会。TSP一1在血管生成过程中显示出重

要作用，但目前TSP一1是肿瘤新生血管生成的抑制

剂还是促进剂尚存在争议。在本组研究中，我们探

讨TSP一1在前列腺癌组织中的分布和表达，同时分

析TSP一1与反映肿瘤血管生成活跃程度的指标

!旦竺!竺璺!竺!竺!!竺!!皇!望!竺!旦g!：兰竺望!QQ!!∑竺!!!!型旦旦

图3 TSP-I在前列腺癌细胞外基质中的表达(×250)

1、3：前列腺癌组织TSP一1 mRNA的阳性表达；2、4：内

参照B—actin的表达；M：DNA Marker

图4 TSP一1 mRNA在前列腺癌中的表达

125．OO

100．oo

星75 00

50．00

25．OO

0

图5 TSP一1和MVD之间的相关性

MVD问的关系以及它们与前列腺癌淋巴结转移及

远处转移之问的关系。

TSP一1是一种相对分子质量为450 000的多功

能细胞外基质糖蛋白，属于TSP家族成员之一。

在多种肿瘤的生长、转移及血管生成过程中起重要

的调控作用。并具有判断肿瘤恶性程度的意义。本

组研究中，TSP一1的阳性表达率为72．7％，并通过

RT—PCR分析TSP一1存在于前列腺癌各期的肿瘤

组织中，说明前列腺癌肿瘤细胞产生TSP一1。22例

前列腺癌中，TSP一1染色大多数分布于肿瘤细胞的

胞质中，有少部分分布于细胞外基质，这与文献报
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道相一致。有学者报道TSP 1在甲状腺癌∞3、乳腺

癌H3、前列腺癌∞3肿瘤组织中分布于该肿瘤的胞质

中，而也有一些报道显示TSP一1表达于胰腺癌邙3、

结肠癌凹3肿瘤组织的细胞外基质组织中。因此，

TSP 1在肿瘤组织中的表达模式可能是依据器官

及组织类型的不同而不同。

本组研究发现前列腺癌组织中TSP 1与MVD

的表达存在着显著相关性，在TSP一1高表达的肿瘤

组织中，MVD的表达同时也升高，并呈明显的正相

关。Rice等哺r、Miyanaga等凹’报告在乳腺癌、直肠

癌中，TSP一1的表达与肿瘤组织中MVD的表达呈

显著负相关。但Zhang等n∞报告在胃癌中，TSP一1

的表达与MVD呈正相关；Kasper等邙3也报道在胰

腺癌中，TSP 1的表达与MVD呈正相关。这些研

究与本组研究的结果相一致。以上这些发现提示，

TSP一1在肿瘤血管生成中的作用可能依赖于肿瘤

的类型和内环境模式，但是在许多学者的研究中显

示TSP一1在肿瘤血管中的作用呈现浓度依赖性，即

在低浓度表达的组织中，其抑制肿瘤组织血管生

成，而在高浓度表达的组织中则促进新生血管生

成n¨。Taraboletti等n23通过研究证实了TSP一1分

子在蛋白酶水解后释放出25 000、140 000两个作

用相反的小分子片断，与肝素结合的25 000片断是

TSP 1的血管生成活性区，而140 000片断仍保留

着抑制血管生成的作用n”，解释了TSP 1在肿瘤

血管生成过程中所起的不同作用。

总之，TSP一1在前列腺癌组织中呈高表达，且

与前列腺癌组织的新生血管生成呈显著的相关性；

TSP一1的高表达可能参与前列腺癌组织中血管生

成的调节，促进肿瘤血管的生成，参与肿瘤血管基

因的表达。
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