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联合检测Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４在前列腺癌中的表达及其在预后评估中的价值
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　　［摘要］　目的　通过联合检测 α甲酰基辅酶 Ａ消旋酶（Ｐ５０４ｓ）和紧密连接蛋白４（Ｃｌａｕｄｉｎ４）在
不同危险因素等级前列腺癌中的表达，探讨 Ｐ５０４ｓ和 Ｃｌａｕｄｉｎ４表达在前列腺癌预后评估中的价值。
方法　选取我院病理组织库２０１３年１月至２０１５年７月的前列腺手术或穿刺标本共１５４例，按照病理
诊断分为前列腺癌组８４例，年龄５２～８３（７０．９±７．３）岁；前列腺增生组７０例，年龄５１～８５（６８．２±７．４）岁。
对２组标本组织采用组织芯片技术，构建组织芯片，ＳＰ法检测Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白的表达，并与前
列腺癌预后进行相关性对比分析。结果　Ｐ５０４ｓ和 Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺增生组织中的阳性表达率
明显低于前列腺癌组织（Ｐ

!

０．０１）。Ｐ５０４ｓ蛋白在不同Ｇｌｅａｓｏｎ评分前列腺癌组间阳性表达率没有明显
差异；在不同分期前列腺癌组间的阳性表达率亦未见明显差异。而 Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺癌 Ｇｌｅａｓｏｎ
评分≤６分和≥７分的阳性表达率分别为６０．９８％和７４．４２％，两者间比较差异有统计学意义 （Ｐ!

０．０５）；
在前列腺癌分期≤Ｔ２ａ期和≥Ｔ２ｂ期的阳性表达率分别为５５．２６％和７８．２６％，两者间比较差异有统计
学意义（Ｐ

!

０．０１）。结论　Ｐ５０４ｓ和 Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白的异常表达可能与前列腺癌的发生和进展相关，
Ｃｌａｕｄｉｎ４在危险等级越高的前列腺癌中的表达越高，联合检测可进一步提高前列腺癌的检出并对预后
进行评估。
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　　前列腺癌为全世界特别是欧美国家中老年男性常
见的恶性肿瘤和主要死亡原因之一［１］。有资料统计，

前列腺癌已被列为我国２１世纪发病率增长较快的肿
瘤之一［２］。目前，除前列腺特异抗原（ｐｒｏｓｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＳＡ）外的多种肿瘤检测标记物，包括融合基
因ＴＭＰＲＳＳ２ＥＲＧ、ＰＳＡ异构体（［２］ｐｒｏＰＳＡ）、长链非
编码 ＲＮＡＭＡＬＡＴ１片段［ＭＡＬＡＴ１ｄｅｒｉｖｅｄ（ＭＤ）
ｍｉｎｉＲＮＡ］等被应用于前列腺癌的早期诊断并开始商
业推广［３－６］。但是，上述标记物的敏感性和特异性仍

有待提高，尤其是临床上存在部分低 ＰＳＡ前列腺癌的
患者，给早期诊断带来一定的困难，而且临床中判定前

列腺癌患者预后危险因素之间关系的肿瘤标记物研究

较少。有研究发现α甲酰基辅酶Ａ消旋酶（Ｐ５０４ｓ）和
紧密连接蛋白４（Ｃｌａｕｄｉｎ４）的异常表达与多种肿瘤的
发生和进展有关。在临床中亦有一些机构将Ｐ５０４ｓ表
达的检测应用于前列腺癌诊断中，但是 Ｃｌａｕｄｉｎ４的表
达与前列腺癌的关系少有研究［７－８］，且两者和前列腺癌

的发生和进展究竟有何联系目前尚不清楚。本研究通

过组织芯片技术检测Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在不同危
险因素等级前列腺癌中的表达并进行分析，探讨联合检

测Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白的表达，进一步提高前列腺
癌的检出，并分析其表达与前列腺癌预后的相关性。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　选取我院病理组织库２０１３年１月至２０１５年７月
的前列腺手术或穿刺标本。所有患者临床和病理资料

完整，取标本前均未接受内分泌治疗、放疗及化疗，未

合并其他肿瘤性疾病，术前均检测了 ＰＳＡ值并做了盆
腔ＭＲＩ检查及临床分期。筛选出符合条件的患者共
１５４例，其中前列腺癌患者８４例，年龄５２～８３（７０．９±
７．３）岁；前列腺增生患者 ７０例，年龄 ５１～８５（６８．２±
７．４）岁。前列腺癌根据Ｇｌｅａｓｏｎ评分系统，评分≤６分
的４１例，≥７分的４３例；临床分期按照２０１７年ＡＪＣＣ的
ＴＮＭ分期系统：分期≤Ｔ２ａ期３８例，分期≥Ｔ２ｂ期４６例。
１．２　方法
　　标本经１０％甲醛溶液固定后，石蜡包埋，３μｍ厚

组织连续切片，制成芯片的所有组织。采用微阵列仪

在空白受体蜡块相应位置打孔（直径 ０．１ｃｍ，间距
０．１ｃｍ，深度０．２～０．３ｃｍ）。采用组织芯片制作仪，在
供体蜡块对应位置采集前列腺组织切片（直径１．５ｍｍ，
采样长度０．８ｃｍ），并置于空白受体蜡块对应小孔中，
记录各组织样本所在微阵。构建６×１０点阵的组织芯
片６个，３个用于免疫组化染色，３个用于阴性对照，固
定于多聚赖氨酸载玻片上，烤片 ６ｈ，制作完成。
ＭｉｎｉＣｏｒｅ组织芯片制作仪、石蜡切片机购自英国
Ｍｉｔｏｇｅｎ公司。采用Ｃｌａｕｄｉｎ４兔抗人多抗、Ｐ５０４ｓ兔抗
人多抗（购自北京博奥森生物技术有限公司），ＳＰ及
ＤＡＢ试剂盒（购自 ＣＳＴ生物有限公司）。严格按试剂
盒说明书进行免疫组化染色实验。依次加入一抗，孵

育完成后加入二抗继续孵育，各步骤间均以０．１％ＰＢＳ
洗５ｍｉｎ×３次。ＤＡＢ显色，脱水透明，中性树胶封片，显
微镜下观察。以抗体稀释液代替一抗作为阴性对照。

１．３　结果判断
　　由２位有经验的病理科医师对染色结果参照免疫
组化表达分级法进行双盲判断。在４００倍光学显微镜
下每张切片随机观察１０个视野，按阳性细胞所占细胞
数量百分比进行分级，分为４级：阴性 （－）；阳性细胞
数占比１％～１０％为弱阳性（＋），占比 １１％～５０％为中
等阳性（＋＋），占比＞５０％为强阳性（＋＋＋）。
１．４　分组标准
　　前列腺癌Ｇｌｅａｓｏｎ评分系统是目前国际通用的病
理分级。将前列腺癌组织分为主要分级区和次要分级

区，每区的分值为 １～５分。Ｇｌｅａｓｏｎ评分（总分）＝主
要分级区Ｇｌｅａｓｏｎ分值＋次要分级区 Ｇｌｅａｓｏｎ分值，其
范围为２～１０分。前列腺癌临床分期可以通过前列腺
指肛检查（ＤＲＥ）、ＭＲＩ、骨扫描以及淋巴结切除来明
确，目前国际上最新的为２０１７年 ＡＪＣＣ第８版的前列
腺癌ＴＮＭ分期系统。临床上根据血清 ＰＳＡ、Ｇｌｅａｓｏｎ
评分和临床分期将前列腺癌分为低、中、高危 ３个等
级［８］，其中低危患者和中、高危患者在治疗方法的选

择和预后评估方面都有着截然不同的区别。本研究将

前列腺癌患者根据 Ｇｌｅａｓｏｎ评分≤６分和≥７分以及
前列腺癌分期≤Ｔ２ａ期和≥Ｔ２ｂ期进行分组并分析
（表１）。
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表１　前列腺癌危险因素等级分级标准
分级标准 低危 中危 高危

ＰＳＡ／ｎｇ·ｍＬ－１ ＜１０ １０～２０ ＞２０
Ｇｌｅａｓｏｎ评分 ≤６ ７ ≥８
临床分期 ≤Ｔ２ａ Ｔ２ｂ ≥Ｔ２ｃ

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，不同组间率的比较采
用χ２检验，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多个不同组间数据
比较采用秩和检验并采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关检验行
相关性分析。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺癌组织中的表达
　　Ｐ５０４ｓ蛋白主要表达定位于细胞质内，阳性表达
为有黄色至棕黄色（或棕褐色）颗粒着色，Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋
白主要表达在细胞膜上，阳性染色为细胞膜出现棕黄

色颗粒（图１）。

!
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图１　免疫组化检测前列腺癌组织中Ｐ５０４ｓ（Ａ）、Ｃｌａｕｄｉｎ４
（Ｂ）蛋白的表达　（ＳＰ×２００）

２．２　Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４在前列腺增生和前列腺癌组
织中的表达

　　Ｐ５０４ｓ、Ｃｌａｕｄｉｎ４在前列腺增生组织中的阳性表
达率均显著低于前列腺癌组织（Ｐ

!

０．０１，表２）。
２．３　Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺癌不同危险等

级患者组织中的表达

　　Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白表达在前列腺癌Ｇｌｅａｓｏｎ评分≤６分
和≥７分两组之间的阳性表达率比较有明显差异（Ｐ!

０．０５），在前列腺癌分期≤Ｔ２ａ期和≥Ｔ２ｂ期两组之间
的阳性表达比较亦有明显差异（Ｐ＜０．０１）。Ｐ５０４ｓ蛋
白在前列腺癌 Ｇｌｅａｓｏｎ评分≤６分和≥７分两组之间
的阳性表达率没有明显差异，在前列腺癌分期≤Ｔ２ａ
期和≥Ｔ２ｂ期中阳性表达也未见明显差异（表３、４）。

表２　Ｐ５０４ｓ和 Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺增生与前列腺癌
组织中的表达 （例，％）

Ｐ５０４ｓ Ｃｌａｕｄｉｎ４
组别 ｎ

－ ＋
阳性表

达率
－ ＋

阳性表

达率
前列腺癌 ８４ １３ ７１ ８４．５２ ２７ ５７ ６７．８６
前列腺增生 ７０ ６５ ５ ７．１４ ５９ １１ １５．７１
χ２值 ６１．０４ ３８．９３
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

表３　Ｐ５０４ｓ和 Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺癌不同 Ｇｌｅａｓｏｎ
评分患者组织中的表达 （例，％）

Ｐ５０４ｓ Ｃｌａｕｄｉｎ４
Ｇｌｅａｓｏｎ
评分

ｎ
－ ＋ 阳性表

达率
－ ＋ 阳性表

达率

≤６分 ４１ ５ ３６ ８７．８０ １６ ２５ ６０．９８
≥７分 ４３ ８ ３５ ８１．４０ １１ ３２ ７４．４２
χ２值 ０．６３５ ４．２５
Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５

表４　Ｐ５０４ｓ和 Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺癌不同临床分期
患者组织中的表达 （例，％）

Ｐ５０４ｓ Ｃｌａｕｄｉｎ４
临床分期 ｎ

－ ＋ 阳性表

达率
－ ＋ 阳性表

达率

≤Ｔ２ａ期 ３８ ６ ３２ ８４．２１ １７ ２１ ５５．２６
≥Ｔ２ｂ期 ４６ ７ ３９ ８４．７８ １０ ３６ ７８．２６
χ２值 ０．４１７ １３．３６
Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０１

３　讨论

　　前列腺癌的病理诊断大多依靠肿瘤组织特异性及
细胞生物学的特异性，虽然有 Ｇｌｅａｓｏｎ评分系统等工
具，但有时单凭光镜下诊断会缺乏足够依据，特别是对

于穿刺活检等样本较少的病理标本进行明确诊断，难

度更大［９］。Ｐ５０４ｓ是一种胞质蛋白，主要存在于过氧
化物酶和线粒体上，其基因定位于染色体 ５ｐ１３，参与
脂肪酸衍生物和脂肪酸的β氧化过程［１０］，是一种具有

高度敏感性的前列腺癌阳性标记物［１１］。本研究结果

显示其在前列腺癌中的阳性表达率高达 ８４．５２％，表
明Ｐ５０４ｓ可以作为前列腺癌高度敏感的标记物，为前
列腺癌与良性前列腺增生的鉴别诊断提供参考，进一

步提高临床上部分低 ＰＳＡ患者前列腺癌诊断的检出
率。但研究结果未发现表达强度和 Ｇｌｅａｓｏｎ评分以及
临床分期等不同前列腺癌危险因素之间存在相关性。

　　前列腺癌的发生和进展与基因调节的细胞异常增
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殖和凋亡功能散失有关。细胞间连接结构和功能的改

变后，肿瘤细胞更易于脱离原发灶，穿过细胞间隙进入

血管或淋巴管，引起肿瘤细胞的扩散和转移。Ｃｌａｕｄｉｎｓ
蛋白家族是构成紧密连接的重要组成部分，参与维持

细胞极化等细胞信号的传导。Ｃｌａｕｄｉｎｓ在多种上皮来
源的恶性肿瘤中存在异常表达，并且与这些肿瘤发生

和发展以及生存率有关，例如 Ｃｌａｕｄｉｎ３和 Ｃｌａｕｄｉｎ４
在卵巢癌、膀胱癌、胰腺癌中呈现高表达［１２－１４］。本研

究证实Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在前列腺癌组织中表达明显增
高［１５］，且通过将Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白在不同Ｇｌｅａｓｏｎ评分和
临床分期等组间的阳性表达情况进行比较，发现在

Ｇｌｅａｓｏｎ评分≥７分及临床分期≥Ｔ２ｂ期患者中，
Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白阳性表达率有明显升高，提示 Ｃｌａｕｄｉｎ４
蛋白可能与临床上前列腺癌疾病进展和异常分化相

关，检测结果对前列腺组织标本进行辅助鉴别和明确

诊断的同时，对患者的预后评估等方面有重要的意义。

　　本研究结果表明：联合检测Ｐ５０４ｓ和Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋
白的表达，可提高前列腺癌尤其是较复杂的前列腺标

本诊断的敏感性，为前列腺癌与良性前列腺增生的鉴

别诊断提供进一步参考；而且，Ｃｌａｕｄｉｎ４蛋白表达可
能和前列腺癌疾病进展和异常分化密切相关，对相应

患者进行预后评估可起到重要的作用。但是 Ｃｌａｕｄｉｎ
４在前列腺癌发生和进展中的具体作用机制以及如何
参与前列腺癌的发生和进展，并与晚期前列腺癌转移

复发之间有无确切关系等，尚需后续进一步研究探明。
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