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在肿瘤微环境中，血管新生因子是由肿瘤细

胞或其他细胞产生的信号分子，在肿瘤血管的生

成中发挥调节作用；血管增生是由于血管增生刺

激因子和抑制因子这两种正负调节因素平衡紊乱

血管抑制因子在前列腺癌及前列腺增生组织中的表达及意义
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摘 要：【目的】探讨前列腺增生（BPH）和前列腺癌（PCa）组织中血管增生抑制因子，如视网膜色素上皮

细胞源因子（PEDF）、血管抑素（angiostatin）、内皮抑素 endostatin的表达情况及其血管依赖性生长的分子机制。

【方法】收集正常前列腺、前列腺增生和前列腺癌组织标本， RT- PCR技术检测样品中 PEDF、angiostatin、

endostatin 的 mRNA表达量，Western blot技术检测样品中 PEDF蛋白的表达量。【结果】和正常前列腺组织相

比，PEDF表达量在 BPH中无明显变化（P >0.05），在前列腺癌中普遍显著下降（P< 0.05）；良性前列腺增生组

织中 endostatin表达量较正常前列腺组织显著升高（P< 0.05），前列腺癌比正常前列腺显著升高（P< 0.05），而

且前列腺癌组织较良性前列腺增生进一步显著增高（P< 0.05）；三种组织中均未检测到 angiostatin的表达。【结

论】良性前列腺增生及前列腺癌组织抑制因子表达变化可能和其血管依赖性生长相关；PEDF可能是前列腺

组织最主要的血管增生内源性抑制因子。
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Abstract:【Objective】 To evaluate the expression of angiogenic inhibitors such as pigment epithelium-derived

factor（PEDF）, angiostatin, and endostatin in benign prostate hyperplasia (BPH) and prostate cancer (PCa) and to

discuss the molecular mechanism of angiogenic- dependent growth in BPH and prostate cancer.【Methods】Reverse

transcriptase- polymerase chain reaction (RT- PCR) was used for detecting PEDF, angiostatin, and endostatin mRNA

levels in the specimens from normal prostate (n = 5), BPH (n = 5), and prostate cancer (n = 5) tissues. Western blot

analysis was used for detecting PEDF protein levels in the specimens.【Results】mRNA level of PEDF decreased in

PCa tissues (P< 0.05) compared with normal prostate tissues. There was no significant difference between normal

and BPH tissues (P >0.05). mRNA level of endostatin was higher in BPH tissues than in the normal tissues (P<

0.05), and even higher in PCa tissues (P< 0.05). It was also higher in PCa tissues than in the BPH tissues (P<

0.05). Angiostatin mRNA level was not detected in all tissues. 【Conclusions】 The expression of angiogenic

inhibitors in the BPH and PCa tissues may be correlated with their angiogenic- dependent growth, and PEDF may

be the most dominent anti- angiogenic inhibitor in prostate tissues.
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的结果［1，2］。血管增生抑制因子，例如色素上皮细

胞 源 因 子 （pigment epithelium-derived factor，

PEDF）、血管抑素（angiostatin）和内皮抑素

（endostatin）血管能强烈抑制血管新生并进而抑制

肿瘤的生长［3，4］，但它们在前列腺癌及前列腺增生

组织中表达情况及其意义尚未明确。为此，本研究

采用 RT- PCR 和 Western blot 技术检测和半定量

分析了它们在前列腺癌及良性前列腺增生组织中

表达情况，旨在初步探讨良性前列腺增生及前列

腺癌血管依赖性增生的分子机制。

1 材料与方法

1.1 组织标本及来源

青年男子正常前列腺组织 5 例，BPH 标本 5

例。BPH临床诊断依据包括 IPSS评分、前列腺体

积和尿流动力学检查，病理诊断并排除前列腺癌

（prostate cancer，PCa）。前列腺癌 5例，均来自前列

腺穿刺活检和根治性前列腺切除标本并经病理诊

断证实。

1.2 方 法

1.2.1 RNA 提取及逆转录 取组织标本 100 mg，

Trizol 一步法提取总 RNA ，溶于 DEPC 水，紫外

分光光度计测 A260及 A280值。总 RNA定量后用于

cDNA 合成。cDNA 合成( 50 μL 反应体系) : 取 3

μg总 RNA ，加随机引物 Random Hexamers(500

mg/L，Promega 公司) 2 μL 、加 DEPC 处理水至终

体积 25 μL，85 ℃温浴 10 min ，冰上冷却后再加

10 μL 5 ×逆转录酶 (M- MLV) buffer、 2.5 μL

dNTPs ( 10 mmol/ L )、0.5 μL RNA酶抑制剂(30 U/

μL)、1 μL M- MLV (200 U/μL ，Promega 公司)，37

℃孵育 1.5 h，95 ℃灭活 5 min后- 20 ℃保存；所得

逆转录产物用于 PCR 扩增。

1.2.2 PCR 扩增 PEDF、endostatin、angiostatin 和

β- actin 基因的 PCR 扩增 (50 μL反应体系)，取 2

μL逆转录产物，加 4 μL MgCl2（25 mmol/ L），5 μL

10 ×buffer ，1 μL dNTPs( 10 mmol/ L ) ，2 μL 引物

(50 μmol/L)，0.5 μL Taq 酶，双蒸水补至终体积 50

μL。根据 GenBank 数据库中基因序列，经计算机

辅助设计，使用 Primer Premier 5.0 软件设计 4对

引物。①PEDF： sense primer，5′AAA TCC AGC

TTT GTG GCA CCT C 3′， 位于 exon6；antisense

primer，5′ACG GTC TTC AGT TCT CGG TCT A

3′， 位于 exon7，扩增片段长度为 473 bp；②

endostatin：sense primer，5′CCG TGC CCA TCG

TCA ACC TCA A 3′， 位 于 exon41，antisense

primer，5′ACG ATG TAG GCG TGA TGG CAG C

3′，位于 exon43，扩增片段长度为 310 bp；③

angiostatin(plasminogen K1- 4)：sense primer，5′TAT

CGC GGG AAT GTG GCT GTT AC 3′， antisense

primer，5′TTG TCA GGC CAG CAT TTG GGT AG

3′，该引物分别设计在 K3和 K4上，中间包含有 3

个（H、I、J）内含子，sense primer 序列在外显子 8；

antisense primer序列在外显子 9和 10上，扩增片

段长度为 421 bp；④内参照β- actin: sense primer，

5′TCA TCA CCA TTG GCA ATG AG 3′， 位于

exon4，antisense primer：5′CAC TGT GTT GGC GTA

CAG GT 3′位于 exon5，从 RNA模板扩增的产物长

155 bp，从 DNA模板扩增产物长 250 bp。反应条件

为 94 ℃变性 45 s，55 ℃退火 45 s ，72 ℃延伸 60 s，

共 35 个循环；72 ℃延伸 300 s。反应完成后取 5

μL PCR 产物，进行 15 g/L琼脂糖凝胶电泳。溴乙

锭染色后于紫外透射仪上观察电泳结果。采用

GeneGenius凝胶图像分析系统摄取图片和获取荧

光光密度值，GeneTool软件进行浓度的定量分析。

1.2.3 Western blot 检测 PEDF 蛋白表达量变化

取手术后鉴定过的组织块，称量后加入细胞裂解

液 (50 mmol/L Tris·HCl, 体积分数 1% Triton X-

100, 5 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L EDTA, 100 mmol/

L NaCl, 1 mmol/L DTT 和蛋白酶抑制剂)，匀浆、超

声破碎后，将组织匀浆液加热变性，高速离心后取

上清液，DC法测量蛋白质浓度。在 Bio- Rad垂直

电泳仪中灌注质量分数 12%分离胶和质量分数

5%浓缩胶，加入不同组样本，稳压 120 V电泳 90

min，然后在转膜仪上将凝胶上的蛋白转移到

PVDF膜上，稳压 100 V转移 60 min，取出膜后用

7%脱脂牛奶封闭 60 min，加入 PEDF一抗（兔抗

人，Cell Signaling，1:1000）4 ℃过夜，次日加入抗兔

二抗孵育 2 h，ECL化学发光剂作用后在暗室中曝

光、显影、定影、观察结果，β- actin为内参照。

1.3 统计学方法

采用 t检验，检验水准，取α=0.05。

2 结 果

2.1 PEDF 的表达变化

PEDF 在良性前列腺增生（benign prostate

hyperplasia，BPH）组织中 mRNA表达量虽较正常
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图 1 正常前列腺、良性前列腺增生和前列腺癌组织中

PEDF 的 mRNA表达量

Fig.1 The expression of PEDF mRNA in normal

prostate, BPH, and PCa tissues

mRNA was measured by RT- PCR and showed by agarose gel

electrophoresis. BPH: benign prostate hyperplasia; PCa: prostate

cancer; *: Compared with normal, P< 0.05

前列腺组织高，但无显著性意义（P >0.05）。前列腺

癌组织中 PEDF的 mRNA表达量均比正常前列腺

和 BPH要低，与正常前列腺组织相比，P< 0.05，表

达量具有显著性差别，与前列腺增生组织相比，无

显著性意义（P >0.05，图 1）。Western blot显示，以

β- actin为内参照，PEDF蛋白表达量在三种组织中

表达量依次降低（图 2）。

2.2 Endostatin 的表达变化

Endostatin在正常前列腺、BPH和前列腺癌组

织中均有表达，并且 mRNA表达量依次增高（图

3），三者间 P< 0.05，表达量有显著性差别。

2.3 Angiostatin 的表达

三种组织中均未见 angiostatin mRNA的表达。

3 讨 论

血管增生在人类各种实体瘤的生长和发展中

起着重要作用。肿瘤病理研究表明，肿瘤的生长是

血管依赖性的。采用免疫组织化学技术显示，良性

前列腺增生（BPH）和前列腺癌（PCa）中微血管密

度（MVD）显著升高，表明其发生与血管增生密切

相关，是血管依赖性的。在这两种病变过程中，血

管增生起着关键作用，血管增生的强弱影响着

BPH和 PCa的发生与发展。

PEDF作为天然的血管新生抑制剂在两个激

素敏感器官前列腺和胰腺中起着关键作用［5］。

PEDF缺失，上皮细胞增生，两个器官血管增生显

著增加。在前列腺癌组织中 PEDF的表达量下降，

可能与 PEDF 的表达对缺氧和雄激素敏感有关，

对血管增生的抑制作用降低，有利于血管依赖性

的前列腺癌的发展。用重组 PEDF处理上皮细胞

和前列腺癌上皮细胞可触发它们的凋亡［3］。这些

结果均显示，PEDF是前列腺血管增生的关键调节

因子，PEDF可稳定或抑制前列腺癌的血管增生。

Wilm’s肿瘤的生长可被 PEDF直接抑制［6］；Zhang

等［7］研究显示 PEDF基因被核酶转基因高友除后

的内皮细胞和肺癌细胞其生长得更快，内皮细胞

在 PEDF 表达丧失后形成微血管的能力增强；

Sidle 等 ［8］ 用免疫组化技术检测淋巴瘤组织中

VEGF与 PEDF的表达量，发现 PEDF染色较少，而

VEGF染色增多，而且淋巴管瘤反复发作样本要无

复发样本的 PEDF活性更低；而本实验也观察到了

前列腺癌中 PEDF 表达显著降低的现象，提示

图 2 正常前列腺、良性前列腺增生和前列腺癌组织中

PEDF 蛋白的表达量

Fig.2 The expression of PEDF protein in normal

prostate, BPH and PCa tissues.

Protein was measured by Western blot analysis. BPH: benign

prostate hyperplasia; PCa: prostate cancer

图 3 正常前列腺、良性前列腺增生和前列腺癌组织中

endostatin 的 mRNA表达量

Fig.3 The expression of endostatin mRNA in normal

prostate, BPH, and PCa tissues.

mRNA was measured by RT- PCR and showed by agarose gel

electrophoresis. BPH: benign prostate hyperplasia; PCa: prostate

cancer; *: Compared with normal, P< 0.05；#：Compared with BPH,

P< 0.05

※

※

#

103Mr

中山大学学报(医学科学版) 第 27卷128



[1]

[2]

PEDF可能是前列腺组织最主要的血管增生内源性

抑制因子，PEDF具有治疗前列腺癌的潜在临床价

值。

本研究观察到前列腺癌组织中 endostatin

mRNA水平表达升高。Andrew等[9］报道肾癌患者血

清中 endostatin平均水平也比正常人要高，而且肾

癌患者血清中 endostatin与 VEGF成正相关关系。

肿瘤组织或血清 endostatin表达水平增高的机制可

能是由于：在多种肿瘤组织中，VEGF表达升高，促

进肿瘤组织中多种胶原酶表达上调[10]，而 endostatin
是ⅩⅧ型胶原 C端的一个水解片段，胶原酶表达增

多可以促进 endostatin 生成增多。肿瘤组织自身

endostatin表达上调对肿瘤患者的意义尚不明确，

endostatin等血管增生抑制因子这种代偿性增高是

否反过来拮抗刺激因子 VEGF等的作用，以恢复或

部分纠正血管增生的平衡失调值得进一步探讨。

本研究在正常前列腺、前列腺癌及良性增生组

织中均未检测到 angiostatin mRNA的表达。国外研

究报道［11］也表明，肿瘤细胞内无 angiostatin mRNA
表达，但却能检测到 angiostatin蛋白的存在。Migita
等［12］研究前列腺癌中 angiostatin 的生成和定位时

报道，前列腺癌细胞裂解上清液与外源纯化的

angiostatin的前体蛋白人纤溶酶原（plasminogen）共

育时能产生 angiostatin片段，无外源性纤溶酶原不

能产生 angiostatin片段。免疫组化技术在前列腺癌

萎缩腺体及血管内血清中检测到纤溶酶原，而在前

列腺肿瘤细胞中却检测不到。肿瘤细胞表达一种组

织蛋白酶 cathepsin D ［13］ 以及基质金属蛋白酶

（metalloproteinase- 2）［11］，能水解 plasminogen生成

angiostatin。以上结果显示肿瘤细胞自身因产生

angiostatin前体蛋白的 plasminogen基因不表达，所

以肿瘤细胞内不能检测到 angiostatin的 mRNA表

达；但肿瘤细胞可通过分泌基质金属蛋白酶等将结

合在细胞表面的纤溶酶原水解成 angiostatin，并通

过胞吞或其他机制将水解产物 angiostain转运至胞

浆内，因而可在肿瘤细胞内检测到 angiostatin蛋白

的存在。肿瘤细胞内吞 angiostain是否具有抗肿瘤

作用尚待明确。
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