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［摘　要］目的：探讨胃肠道间质瘤中ＴＧＦβ１、ｕＰＡ的表达及其在胃肠道间质瘤（ＧＩＳＴ）发生及发展中的作用。
方法：应用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测９３例 ＧＩＳＴ标本中 ＴＧＦβ１、ｕＰＡｍＲＮＡ和蛋白水平表达。结果：
ＴＧＦβ１、ｕＰＡｍＲＮＡ及蛋白在ＧＩＳＴ组织中呈现高表达，ＴＧＦβ１、ｕＰＡｍＲＮＡ及蛋白变化与ＮＩＨ分级、肿瘤侵袭转
移及黏膜受侵密切相关（Ｐ＜００５），二者呈现正相关（ｒ＝０３５６，Ｐ＜００５）。结论：ＧＩＳＴ中 ＴＧＦβ１、ｕＰＡｍＲＮＡ
及蛋白均呈现高表达，并且可能在ＧＩＳＴ发生发展中起重要作用。

［关键词］胃肠道间质瘤；反转录聚合酶链反应；免疫印迹法；转化生长因子β１；尿激酶型纤溶酶原激活物；
ＴＧＦβ；ｕＰＡ
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［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌｔｕｍｏｒｓ；ＲＴＰＣＲ；ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ；ＴＧＦβ；ｕＰＡ

　　肿瘤的侵袭、转移是一个复杂多步骤的肿瘤细
胞与宿主细胞及基质间相互作用的过程，侵袭和转

移的程度是影响预后的主要因素，但目前仍然不清

楚胃肠道间质瘤（Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌｔｕｍｏｒ，
ＧＩＳＴ）发生发展和浸润转移的具体分子机制［１］。

研究发现，ＴＧＦβ１信号通路及 ｕＰＡ表达与肿瘤的
浸润转移有关，并介导多种转移相关基因表达调

控［２］。１９９６年１月 ～２０１０年１０月，采用 ＲＴＰＣＲ
和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法对９３例ＧＩＳＴ标本中ＴＧＦβ１、

ｕＰＡｍＲＮＡ水平以及蛋白表达进行检测，探讨
ＴＧＦβ１、ｕＰＡ之间的关系，及其与 ＧＩＳＴ侵袭转移
的关系，以此揭示其在 ＧＩＳＴ发生发展过程中的作
用。

１　材料与方法

１１　材料
选择临床病理资料完整、手术切除、病理证实
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的ＧＩＳＴ新鲜组织标本９３例。男性４８例、女性４５
例，年龄１１～７３岁、平均５４３岁。肿瘤发生于胃
４６例（４９５％）、十二指肠２１例（２２６％）、结直肠
１０例（１０８％）、食管７例（７５％）、胃肠道外９例
（９７％，其中网膜４例、肠系膜３例、后腹膜２例）。
１．２　ＧＩＳＴ的诊断标准　常规形态符合 ＧＩＳＴ诊断
要点，免疫组化ＣＤ１１７阳性确诊；或者常规形态符
合ＧＩＳＴ诊断要点，ＣＤ１１７阴性而 ＣＤ３４阳性确诊，
或者 ＣＤ１１７及 ＣＤ３４阴性，并且平滑肌肌动蛋白
（ＳＭＡ）、结蛋白（Ｄｅｓｍｉｎ）、神经脊突细胞抗原（Ｓ
１００）蛋白也均阴性，排除平滑肌源性和神经源性
肿瘤，病理组织形态符合 ＧＩＳＴ而纳入本研究。依
据Ｆｌｅｔｃｈｅｒ等提出的ＧＩＳＴ生物学行为分级标准进
行分级（ＮＩＨ分级），分为Ⅰ级、Ⅱ级、Ⅲ级和Ⅳ
级［３］。另取肿瘤旁组织作为对照，肿瘤旁组织标

本经病理检查未受肿瘤侵及。

１３　方法
１．３．１　ＲＴＰＣＲ　检测 ｕＰＡ、ＴＧＦβ１在 ＧＩＳＴ组织
及对照组织的 ｍＲＮＡ水平。按照常规步骤进行操

作：脱蜡和脱水，修整石蜡块，充分暴露组织，切取

５μｍ厚切片，收集１００ｍｇ组织，分置于１５ｍｌ离
心管中；提取总ＲＮＡ然后进行总量的检测，提取的
ＲＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳，观察 １８Ｓ与 ２８Ｓ条
带，以条带清晰且２８Ｓ亮度约为１８Ｓ的二倍为最
佳标准；同时测量 ＯＤ值，计算 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比
值，逆转录酶介导的 ｃＤＮＡ的合成。ＰＣＲ反应体
系：采用 ＰＣＲ反应体系来检测各目的基因的表达
情况。ＰＣＲ反应条件为９５℃变性 １ｍｉｎ，５２～
５７℃退火２ｍｉｎ，７２℃延伸１０ｍｉｎ。所有的标本
都经过３次重复检测，所检测目的基因 ｕＰＡ、ＴＧＦ
β１的引物序列以及各目的基因 ＰＣＲ反映体系所
用的循环数目见表１。引物设计采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉ
ｅｒ５０进行。每次操作均经过３次重复，将ＰＣＲ产
物采用电泳的方法进行分离，ＵＶＰ凝胶成像分析
系统扫描测定 ＰＣＲ产物条带的密度，ＴＧＦβ１、ｕＰＡ
产物带所测得的灰度值与内对照βａｃｔｉｎ产物带的
灰度值进行比较，最后ＴＧＦβ１、ｕＰＡ产物的表达水
平以与βａｃｔｉｎ内对照比值的形式来表达。

表１　ＴＧＦβ１、ｕＰＡ的ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴＧＦβ１ａｎｄｕＰＡ

引物 上游序列 下游序列 产物长度 循环数

ｕＰＡ ５′ＣＣＡＴＣＴＡＣＡＧＧＡＧＧＣＡＣＣＧ３′ ５′ＧＣＣＡＡＡＣＴＧＧＧＧＡＴＣＧＴＴＡＴ３′ ３４７ｂｐ ３２
ＴＧＦβ１ ５′ＣＴＧＣＴＧＴＧＧＣＴＡＣＴＧＧＴＧＣ３′ ５′ＣＡＴＡＧＡＴＴＴＣＧＴＴＧＴＧＧＧＴＴＴＣ３′ ３２２ｂｐ ３２
βａｃｔｉｎ ５′ＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡ３′ ５′ＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧ３′ ４７２ｂｐ ３２

１３２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法　检测 ｕＰＡ、ＴＧＦβ１在
ＧＩＳＴ组织及对照组织的表达。采用常规方法进行
操作，蛋白裂解、定量，根据蛋白浓度，将标本样品

蛋白稀释成相同浓度，进行电泳、转印、一抗二抗孵

育，最后加入碱性磷酸酶底物 Ｏｄｉａｎｉｄｉｎｅ及 β
ｎａｐｈｔｈｙｌａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔｅ，经显色液显色１５ｍｉｎ。采
用ＵＶＰ扫描仪扫描成像，用 ＵＶＰ凝胶分析系统计
算曲线面积得到灰度值。

１４　统计学分析
每组实验重复 ３～４次，实验结果应用 ＳＰＳＳ

１３０统计软件进行分析，组间比较采用单因素方
差分析，相关性研究采用 ｓｐｅｒａｍａｎ相关分析，Ｐ＜
００５为差异显著性标准。

２　实验结果

２１　ｕＰＡ及ＴＧＦβ１的ｍＲＮＡ水平及蛋白表达

使用设计的引物（表１）进行 ＲＴＰＣＲ实验分

析，结果显示，在９３例ＧＩＳＴ中，ｕＰＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ
的表达与年龄、性别及组织学类型无显著关系（Ｐ
＞００５）。ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达与肿瘤侵袭转移、
ＮＩＨ分级（图 １）及黏膜受侵有显著相关（Ｐ＜
００５），ｕＰＡｍＲＮＡ的表达与肿瘤侵袭转移、ＮＩＨ分
级显著相关（Ｐ＜００５），与黏膜受侵无关（Ｐ＞
００５）。各指标与临床病理特征之间的关系见表
２。ｕＰＡ、ＴＧＦβ１蛋白表达水平与 ｍＲＮＡ水平基本
一致，见图２。
２２　相关性分析

将ｕＰＡ的光密度值与ＴＧＦβ１光密度值进行相
关性分析，两者存在正相关（ｒ＝０３５６，Ｐ＜００５）。

３　讨论

转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅ
ｔａ１，ＴＧＦβ１）为２５ｋＤ的二聚体多肽，主要在内皮
细胞、血细胞、结缔组织细胞和上皮细胞中表
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Ａ．ｕＰＡ，Ｂ．ＴＧＦβ１，Ｃ．βａｃｔｉｎ；１肿瘤旁组织；２极低度

侵袭危险性；３低度侵袭危险性；４中度侵袭
危险性；５高度侵袭危险性；ＭＭａｒｋｅｒ。

图１　ｕＰＡ、ＴＧＦβ在ＧＩＳＴ组织及
对照组织中ｍＲＮＡ水平的表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｕＰＡｍＲＮＡｉｎ
ＧＩＳＴｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

表２　ＧＩＳＴ中ｕＰＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的
表达与临床病理特征的关系

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｕＰＡ
ａｎｄＴＧＦβ１ｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓ

临床病理指标 ｎ ｕＰＡ ＴＧＦβ１
性别

男 ４８ ０７２７９±００８０７（１） ０６３８７±００７９０（１）

女 ４５ ０７２５７±００８６８（２） ０６２２１±００７７３（１）

年龄（岁）

≥５５ ５２ ０７０７７±００９１７（１） ０６１２２±００７３１（４）

＜５５ ４１ ０７１１５±００９８２（１） ０６３４９±００７１２（１）

组织学类型

上皮样 ２１ ０７１７６±００７９３（１） ０６２３１±００７７５（１）

梭形 ５４ ０７０１７±００８４０（２） ０６０２２±００９１１（１）

混合型 １８ ０７２６４±００７９１（１） ０６３７１±０１０２２（１）

肿瘤侵袭转移

无 ６３ ０６２９２±００６９１（１） ０３４２８±００４７１（４）

有 ３０ ０７５０８±００８２２（１）（５）０７５１７±００４５３（１）（６）

肿瘤旁组织 ９３ ０．４３０２±０．０６４５　 ０．１９２８±０．０２８９　
肿瘤组织ＮＩＨ分级
ＮＩＨ超低危 ４ ０５５５９±００８８２（３）（５）０３４５９±００５５０（１）（８）

低危 １５ ０６４４１±００７００（１）（５）０４８７９±００５３２（１）（６）

中危 ２８ ０７０６１±００８４２（１）（７）０６０２２±００７２１（１）（８）

高危 ４６ ０７４８１±００８９１（１）（５）０７３３５±００８７９（１）（６）

黏膜受侵

无 ６０ ０５９８９±００８３９（１） ０３８２７±００３７９（２）

有 ２６ ０７１４２±００８５１（１） ０７２００±００９６１（２）（６）

注：与肿瘤旁对照组织相比，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１；组间
比较，（３）Ｐ＜００５；（３）Ｐ＜００１。

１肿瘤旁组织；２极低度侵袭危险性；３低度侵袭危险性；
４中度侵袭危险性；５高度侵袭危险性。

图２　ＧＩＳＴ中ｕＰＡ和ＴＧＦβ１蛋白的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｕＰＡ，ＴＧＦβ１
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＧＩＳＴ

达［４］，它具有刺激肿瘤血管生成、侵袭、转移，对宿

主免疫抑制以及使肿瘤生长加速等多种作用［５］。

Ｍｃｅａｃｈｅｒｎ等通过对胰腺癌细胞株４Ｔ１细胞的研
究发现，高表达的 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ促进了肿瘤的侵
袭和转移。Ｎｅａｆ和Ｃａｒｄｉｌｌｏ［６］也分别发现在胃癌和
结肠癌组织中发现 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ高表达，ＴＧＦβ１
在许多恶性肿瘤的发生发展过程中发挥双重作用，

在肿瘤发展早期具有抑制肿瘤细胞增殖的作用，能

抑制细胞的增生使细胞停留在 Ｇ１期，诱导细胞凋
亡，稳定染色体；在肿瘤发展后期，肿瘤细胞失去了

对ＴＧＦβ１抑癌作用的敏感性，ＴＧＦβ１通过上皮间
质化转变的过程发生形态学改变和增强侵润性。

本研究发现，在 ＧＩＳＴ组织中 ＴＧＦβ１蛋白呈现高
表达，并且ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达与ＮＩＨ分级、肿瘤
侵袭转移、黏膜受侵密切相关（Ｐ＜００５），与患者
年龄、性别及组织学类型无关（Ｐ＞００５）。研究还
发现，ＧＩＳＴ中ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达水平与ＧＩＳＴ的
恶性表现有关，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达水平高的病灶具
有较强的纵深浸润和广泛转移的倾向和能力，其生

物学行为更恶，预后也更差，其机制可能有以下方

面。（１）通过上调细胞黏附分子 ＣＤ４４和整合素
β１的表达，促进细胞因子的分泌，促进蛋白水解酶
的分泌，增强其侵袭转移能力；（２）ＴＧＦβ１作为一
种运动因子，促进肿瘤细胞的运动和迁移；（３）
ＴＧＦβ１刺激 ＶＥＧＦ高表达，间接影响肿瘤中的血
管生成；（４）ＴＧＦβ１直接刺激肿瘤的血管生成，使
瘤体内的自然杀伤细胞处于低活性状态，从而有利

于肿瘤的迅速增殖［７～９］。

尿激酶型纤溶酶原激活剂（ｕｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅ
ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）是由 Ａｓｔｅｄｔ等［１０］首先

发现，其基因定位于１０号染色体长臂上，长度６５
ｋｂ，编码分子量为５３ｋＤ的蛋白酶。ｕＰＡ以一种非
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活化的形式从肿瘤细胞中释放出来，与细胞表面的

受体（ｕＰＡＲ）结合后转化为活化的 ｕＰＡ，能降解细
胞外基质中纤维连接蛋白、层黏蛋白和胶原等成

分，在肿瘤的浸润和和转移过程中起重要作用［１１］。

本研究发现，ＧＩＳＴ组织中ｕＰＡｍＲＮＡ呈高表达，近
肿瘤旁组织表达较弱，而有侵袭转移的 ＧＩＳＴ中
ｕＰＡｍＲＮＡ阳性表达率显著增高（Ｐ＜００５），提示
ｕＰＡｍＲＮＡ表达可作为判断ＧＩＳＴ侵袭和转移的指
标，此结果与观察到的 ｕＰＡ蛋白表达结果具有良
好的相关性。从表２中可见，随ＮＩＨ分级ｕＰＡｍＲ
ＮＡ表达增强（Ｐ＜００５），在正常组织中弱表达，肿
瘤侵袭转移组较不转移组明显升高（Ｐ＜００５）。
表明ｕＰＡ与ＧＩＳＴ的进展有关，在具有浸润能力的
恶性肿瘤细胞中常常表现为高表达，是预后差的一

个指标；ｕＰＡ与黏膜受侵、年龄、性别、组织学类型
不相关（Ｐ＞００５）。本研究结果与国内外其他学
者的研究结果一致，提示 ｕＰＡ可作为辅助判断肿
瘤侵袭转移潜能的分子生物学指标［１２］。

近年来研究发现，ＴＧＦβ１信号通路参与胃癌、
肺癌、前列腺癌及乳腺癌等细胞 ｕＰＡ的表达调控，
ＴＧＦβ１能以剂量和时间依赖的方式上调 ｕＰＡｍＲ
ＮＡ和蛋白的表达，这与本研究结果一致，ＴＧＦβ１
与ｕＰＡｍＲＮＡ的表达呈现正相关（ｒ＝０３５６，Ｐ＝
００２８），两者相互促进，共同导致了 ＧＩＳＴ的发生
发展及侵袭转移。ＴＧＦβ１信号通路通过上调 ｕＰＡ
的表达促进ＧＩＳＴ的恶性进展及侵袭转移，但其确
切机制有待进一步研究，本实验结果可为 ＴＧＦβ１
信号转导通路作为ＧＩＳＴ治疗的靶点提供相应的实
验依据，也为 ＧＩＳＴ预后的评估提供依据，ＴＧＦβ１
和ｕＰＡ有可能成为ＧＩＳＴ诊断和治疗的监测指标。
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