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  摘 要:目的 探讨环氧化酶(COX)-2、增殖细胞核抗原Ki-67在前列腺癌组织中的表达水平及其临床意

义。方法 选择该院2017年1月至2019年6月收治的前列腺癌患者67例为观察组,选取同期良性前列腺疾

病患者81例为对照组。分别采用免疫组织化学法、荧光定量PCR检测COX-2和Ki-67水平及mRNA相对表

达量;采用蛋白质印迹法分析2组前列腺组织标本中COX-2和 Ki-67蛋白表达灰度值差异。结果 观察组

COX-2阳性率为71.64%,Ki-67阳性率为67.16%,对照组分别为16.05%、11.11%,差异有统计学意义(χ2=
46.774,P<0.05;χ2=49.716,P<0.05)。观察组COX-2

 

mRNA相对表达量为1.68±0.51,Ki-67
 

mRNA相

对表达量为0.83±0.15,对照组依次为0.32±0.10、0.12±0.03,差异有统计学意义(t=23.476,P<0.05;t=
41.633,P<0.05)。观察组COX-2蛋白表达灰度值为0.76±0.15,Ki-67蛋白表达灰度值为0.58±0.14,均显

著高于对照组的0.27±0.05、0.16±0.03,差异有统计学意义(t=27.620,P<0.05;t=25.145,P<0.05)。

COX-2、Ki-67表达水平与前列腺癌患者临床T分期、淋巴结转移及血清前列腺特异抗原(PSA)水平关系密切

(P<0.05)。结论 COX-2和Ki-67过表达与前列腺癌的发生有关,二者可成为前列腺癌的诊断标志物和潜在

治疗靶点。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

cyclooxygenase
 

(COX)-2
 

and
 

proliferating
 

cell
 

nuclear
 

antigen
 

Ki-67
 

in
 

prostate
 

cancer.Methods Sixty-seven
  

patients
 

with
 

prostate
 

cancer
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

observation
 

group,and
 

81
 

patients
 

with
 

benign
 

prostate
 

disease
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.COX-2
 

and
 

Ki-67
 

levels
 

and
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

and
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

respectively,and
 

the
 

gray
 

value
 

difference
 

of
 

COX-2
 

and
 

Ki-67
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

West-
ern

 

blot.Results The
 

positive
 

rate
 

of
 

COX-2
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

71.64%,the
 

positive
 

rate
 

of
 

Ki-67
 

was
 

67.16%,and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

16.05%,11.11%,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(χ2=
46.774,P<0.05;χ2=49.716,P<0.05).COX-2

 

mRNA
 

relative
 

expression
 

was
 

1.68±0.51
 

in
 

the
 

observa-
tion

 

group,Ki-67
 

mRNA
 

relative
  

expression
 

was
 

0.83±0.15
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

0.32±0.10
 

and
 

0.12±
0.03

 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(t=23.476,P<0.05;t=41.633,P<
0.05).The

 

gray
 

values
 

of
 

COX-2
 

protein
 

and
 

Ki-67
 

protein
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

0.76±0.15
 

and
 

0.58±0.14,which
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group(0.27±0.05,0.16±0.03),the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(t=27.620,P<0.05;t=25.145,P<0.05).The
 

expression
 

of
 

COX-2
 

and
 

Ki-67
 

was
 

closely
 

related
 

to
 

clinical
 

T
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

serum
 

PSA
 

level
 

in
 

patients
 

with
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prostate
 

cancer
 

(P<0.05).Conclusion The
 

overexpression
 

of
 

COX-2
 

and
 

Ki-67
 

is
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

prostate
 

cancer,and
 

they
 

can
 

be
 

the
 

diagnostic
 

markers
 

and
 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

of
 

prostate
 

cancer.
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  前列腺癌是一种常见的男性恶性肿瘤,好发于老

年群体。随着我国人口老龄化程度加剧和饮食结构

的不断变化,我国前列腺癌发病率呈不断上升趋

势[1-2]。前列腺癌具有发病部位隐蔽、病因复杂及潜

伏期长等特点,目前治疗手段主要采用前列腺癌根治

术、化学药物、内分泌及放射治疗等,其中早期手术是

前列腺癌的根治手段,但通常确诊时已属中晚期,从
而失去了最佳手术治疗时机[3-5]。因此,寻求精确、有
效的诊断方法或分子标志物对前列腺癌进行早期筛

查和诊断意义重大。环氧化酶(COX)又称为前列腺

素H合成酶,参与机体的各种生理过程。临床研究报

道显示,COX-2与前列腺癌发生、发展密切相关[6]。
增殖细胞核抗原Ki-67是与细胞分泌及增殖有关的一

种核蛋白,其在多种恶性肿瘤中表达[7]。目前关于

COX-2和Ki-67在前列腺癌表达的相关报道较多,多
聚焦于良恶性前列腺肿瘤组织蛋白和 mRNA表达的

差异性。本研究则探究COX-2和Ki-67在前列腺癌

的表达及其与患者临床特征的相关性,旨在为临床诊

断鉴别提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择本院2017年1月至2019年6
月收治的前列腺癌患者67例作为观察组,年龄54~
76岁,平均年龄(65.17±5.46)岁;体质量56~73

 

kg,
平均体质量(62.78±5.25)kg;临床分期(T分期):≤
T2a期19例,T2b期17例,≥T2c期31例;前列腺特

异抗原(PSA)<10
 

ng/mL患者35例,10~20
 

ng/mL
患者21例,>20

 

ng/mL患者11例。另选择本院

2017年1月至2019年6月收治的良性前列腺疾病患

者81例 作 为 对 照 组,年 龄51~79岁,平 均 年 龄

(65.68±4.26)岁;体质量54~78
 

kg,平均体质量

(63.24±6.46)kg。2组年龄和体质量比较差异无统

计学意义(P>0.05)。所有研究对象均知情同意,并
签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂 主要仪器:光学显微镜(Leica公

司),CO2 培养箱(ThermoFisher公司),电泳仪(西安

浦得仪器设备有限公司),实时荧光定量PCR仪(长
春博盛量子科技有限公司)。主要试剂:兔抗人单克

隆抗体COX-2(北京中杉金桥生物技术开发有限公

司),兔抗人多克隆抗体 Ki-67(北京中杉金桥生物技

术开发有限公司),DAB显色剂(福州迈新生物试剂公

司),免疫组织化学SP试剂盒(福州迈新生物试剂

公司)。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学法检测COX-2和Ki-67表达 
所有标本经4%甲醛固定,进行常规石蜡包埋,连续切

片3~4
 

μm,采用二甲苯脱蜡梯度乙醇脱水。将切口

放于10
 

mm、250
 

mL的柠檬酸缓冲液(pH 值为6)
中,再将其放于高压锅(100

 

℃)中煮沸30
 

min修复抗

原,按照免疫组织化学SP试剂盒标准操作,DAB显

示,苏木精复染脱水,透明封固。结果判断:于高倍镜

下取5个不同视野,分别计数200个细胞中阳性细胞

数,每个标本阳性率取平均值计算。COX-2和 Ki-67
在细胞核和细胞质中表达情况分两个维度评分,(1)
着色程度:无色计0分,淡黄色计1分,棕黄色计2
分,褐色与黑色计3分;(2)阳性细胞计数:≤10%计1
分,11%~50%计2分,51%~75%计3分,≥76%计

4分。阳性细胞计数及着色程度评分相乘,所得结

果<3分为阴性(-),≥3分为阳性(+)。

1.3.2 实时荧光定量 PCR 检测 COX-2和 Ki-67
 

mRNA相对表达量 所有标本提取总RNA,提取方

法为经典的异硫氰酸胍法,严格依据总RNA抽提试

剂盒标准操作,彻底干燥,溶解于20
 

μL
 

DEPC
 

处理

水中。取11
 

μL总RNA用于cDNA的合成,严格参

照cDNA第一链合成试剂盒说明书进行操作,总反应

体系为20
 

μL,将得到的cDNA置于-70
 

℃条件下保

存待测。取2
 

μL用于实时荧光定量PCR扩增。对

COX-2和Ki-67
 

mRNA进行PCR反应条件的优化,
检测样本 COX-2和 Ki-67

 

mRNA 相对表达量,以
GAPDH

 

mRNA作为内参,用2-ΔΔCt 的相对定量法计

算COX-2和Ki-67
 

mRNA相对表达量。引物序列采

用Primer
 

Premier
 

6.0软件自行设计。见表1。
表1  引物序列

基因 引物位置 引物序列

COX-2 上游 5'-CTG
 

GCG
 

CTC
 

AGC
 

CAT
 

ACA
 

G-3'

下游 5'-CAC
 

CTC
 

GGT
 

TTT
 

GAC
 

ATG
 

GGT-3'

Ki-67 上游 5'-ACG
 

CCT
 

GGT
 

TAC
 

TAT
 

CAA
 

AAG
 

G-3'

下游 5'-CAG
 

ACC
 

CAT
 

TTA
 

CTT
 

GTG
 

TTG
 

GA-3'

1.3.3 蛋白质印迹法检测COX-2和 Ki-67蛋白表

达 所有标本加入细胞裂解液,匀浆裂解40
 

min,以
10

 

000
 

r/min离心5
 

min,收集上清液进行蛋白定量。
取30

 

μg总蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳(SDS-PAGE),加入预测蛋白COX-2和Ki-67
的抗体孵育1

 

h,再加入辣根过氧化物酶标记的IgG
二抗孵育1

 

h,化学发光、显影、定影,以β-actin蛋白作

为内参。

·1601·国际检验医学杂志2020年5月第41卷第9期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,May
 

2020,Vol.41,No.9



1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据分析,定量资料以x±s表示,2组间比较采用t检

验;计数资料以例数和率表示,2组和多组间比较采用

χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 2组 COX-2和 Ki-67阳性率比较 观察组

COX-2和Ki-67阳性率高于对照组(P<0.05)。见

表2。COX-2、Ki-67在前列腺增生、前列腺癌组织中

的表达情况见图1、2。
表2  2组COX-2和Ki-67阳性率比较[n(%)]

组别 n COX-2阳性 Ki-67阳性

观察组 67 48(71.64) 45(67.16)

对照组 81 13(16.05) 9(11.11)

χ2 46.774 49.716

P <0.05 <0.05

  注:A表示前列腺增生组织;B表示前列腺癌组织。注:白色箭头

表示COX-2阳性情况。

图1  COX-2病理组织表达情况(×200)

  注:A表示前列腺增生组织;B表示前列腺癌组织。注:白色箭头

表示Ki-67阳性情况。
 

图2  Ki-67病理组织表达情况(×200)

2.2 2组COX-2和Ki-67
 

mRNA相对表达量比较 
观察组COX-2和Ki-67

 

mRNA相对表达量高于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  2组COX-2和Ki-67

 

mRNA相对表达量比较(x±s)

组别 n COX-2
 

mRNA Ki-67
 

mRNA

观察组 67 1.68±0.51 0.83±0.15

对照组 81 0.32±0.10 0.12±0.03

t 23.476 41.633

P <0.05 <0.05

2.3 2组COX-2和 Ki-67蛋白表达比较 观察组

COX-2和Ki-67蛋白表达灰度值高于对照组,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表4、图3。
表4  2组COX-2和Ki-67蛋白表达灰度值比较(x±s)

组别 n COX-2蛋白 Ki-67蛋白

观察组 67 0.76±0.15 0.58±0.14

对照组 81 0.27±0.05 0.16±0.05

t 27.620 25.145

P <0.05 <0.05

  注:A表示β-actin;B表示COX-2;C表示Ki-67。

图3  COX-2和Ki-67蛋白表达图

2.4 COX-2和Ki-67表达与前列腺癌临床病理特征

的关系 COX-2、Ki-67阳性表达与临床T分期、淋巴

结转移及血清PSA 水平关系密切(P<0.05)。见

表5。
表5  COX-2和Ki-67阳性表达与前列腺癌

   病理特征的关系[n(%)]

病理特征 n
COX-2

阳性 阴性

Ki-67

阳性 阴性

年龄(岁)

 <60 30 21(70.0) 9(30.0) 20(66.7) 10(33.3)

 ≥60 37 27(73.0) 10(27.0) 25(67.6) 12(32.4)

χ2 0.072 0.070

P 0.788 0.791

肿瘤直径(cm)

 <1.5 21 15(71.4) 6(28.6) 16(76.2) 5(33.3)

 ≥1.5 46 31(67.4) 15(32.6) 29(63.0) 17(37.0)

χ2 0.109 1.130

P 0.741 0.288

临床T分期

 ≤T2a 19 10(52.6) 9(47.4) 7(36.8) 12(63.2)

 T2b 17 12(70.6) 5(29.4) 14(82.4) 3(17.6)

 ≥T2c 31 26(83.9) 5(16.1) 27(87.1) 4(12.9)

χ2 5.702 13.672

P 0.017
        

<0.001

淋巴结转移

 是 32 26(81.3) 6(18.7) 29(90.6) 3(9.4)

 否 35 22(62.9) 13(37.1) 16(45.7) 19(54.3)
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续表5  COX-2和Ki-67阳性表达与前列腺癌

   病理特征的关系[n(%)]

病理特征 n
COX-2

阳性 阴性

Ki-67

阳性 阴性

χ2 3.784 15.288

P 0.041 <0.001

PSA(ng/mL)

 <10 35 21(60.0) 14(40.0) 19(54.3) 16(45.7)

 10~20 21 16(76.2) 5(33.8) 19(90.5) 2(9.5)

 >20 11 11(100.0) 0(0.0) 10(90.9) 1(9.1)

χ2 6.352 4.818

P 0.012 0.028

3 讨  论

  前列腺癌具有典型的异质性,通常一些前列腺癌

早期症状较为隐秘,且疾病发展较慢;而部分发展较

为迅速,甚至出现骨及其他组织器官转移,严重者可

导致死亡[8-10]。因此,应寻找前列腺癌有效生物分子

标志,为临床诊断和治疗前列腺癌提供新思路[11-13]。

COX是花生四烯酸生物合成前列腺素过程中重

要的一种限速酶,有3种亚型,包括COX-1、COX-2和

COX-3,其中COX-2在大多数细胞中少量表达或不

表达,当 细 胞 受 促 癌 剂、促 炎 细 胞 因 子 等 刺 激 时,

COX-2表 达 升 高,且 参 与 肿 瘤、炎 症 的 形 成 和 发

展[14]。COX-2可通过抑制免疫功能、促进血管形成、
抑制细胞凋亡及促进细胞增殖等机制,参与肿瘤的发

生、发展[15]。近年来研究报道显示,COX-2在许多恶

性肿瘤及癌前病变中均呈高表达,如乳腺癌、淋巴瘤、
结直肠癌等,且其表达与恶性程度、分期及预后密切

相关[16]。临床研究报道显示,COX-2在前列腺癌中

高表达,能够促进前列腺癌细胞增殖,抑制前列腺癌

细胞凋亡,以及促进前列腺癌的转移浸润[17]。本研究

表明,观察组COX-2阳性率高于对照组,COX-2
 

mR-
NA相对表达量高于对照组,COX-2蛋白表达灰度值

高于对照组,提示前列腺癌组织中 COX-2高表达。
Ki-67是反映细胞增殖的一种核抗原,主要位于细胞

核,其半衰期较短。Ki-67作为一种与细胞分裂关系

紧密的核蛋白,其在多种恶性肿瘤中表达[18-19]。研究

报道显示,Ki-67在胃癌、乳腺癌、宫颈癌组织中表达

高于正常组织[20]。本文研究报道显示,前列腺癌组织

中Ki-67表达高于癌旁组织,说明前列腺癌组织中

Ki-67呈高表达。本研究结果表明,观察组 Ki-67阳

性率高于对照组,Ki-67
 

mRNA相对表达量高于对照

组,Ki-67蛋白表达灰度值高于对照组,提示前列腺癌

组织中Ki-67高表达。
此外,本研究分析了COX-2和Ki-67与前列腺癌

病理特征间的关系,从表5可以看出,COX-2及Ki-67

表达阳性均与临床T分期、淋巴结转移及PSA水平

密切相关。梅傲冰等[21]的研究证实,PSA水平与前

列腺癌临床分期和淋巴转移呈正相关。PSA是目前

前列腺癌诊断最为敏感的生物指标之一,由此推测

COX-2、Ki-67蛋白表达水平均与PSA 水平存在关

联。本文研究不足在于纳入研究样本量相对较少,缺
乏多中心、多样本深入研究,因此,还需在后续研究中

增加样本量和观察指标作多中心、多样本深入研究。
4 结  论

  COX-2和Ki-67过表达与前列腺癌的发生有关,
可能是前列腺癌的发病机制之一,且二者可成为前列

腺癌的诊断标志物和潜在治疗靶点。
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方法行之有效,是成本-效率的质控方法;同时,有些项

目高水平和低水平的性能水平不一致,以至于所选择

的质控规则不同,在当前技术水平条件下,同一项目

不同水平选择不同的质控规则需要强大的实验室信

息管理系统的支持,个性化质控规则的应用还需要进

一步研究。总之,测定项目选择质控方法不能随意决

定,要有一定的依据,在保证质量的前提下,具体结合

实验室条件,正确选择室内质控规则和每批质控测定

值个数。
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