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［摘　要］目的：探讨胃肠道间质瘤中ＴＧＦβ１、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ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测９３例 ＧＩＳＴ标本中 ＴＧＦβ１、ｕＰＡｍＲＮＡ和蛋白水平表达。结果：
ＴＧＦβ１、ｕＰＡｍＲＮＡ及蛋白在ＧＩＳＴ组织中呈现高表达，ＴＧＦβ１、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＜００５），二者呈现正相关（ｒ＝０３５６，Ｐ＜００５）。结论：ＧＩＳＴ中 ＴＧＦβ１、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；
ＴＧＦβ；ｕＰＡ
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［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌｔｕｍｏｒｓ；ＲＴＰＣＲ；ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ；ＴＧＦβ；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，ＴＧＦβ１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 ＲＴＰＣＲ
和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法对９３例ＧＩＳＴ标本中ＴＧＦβ１、

ｕＰＡｍＲＮＡ水平以及蛋白表达进行检测，探讨
ＴＧＦβ１、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

１１　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５４３岁。肿瘤发生于胃
４６例（４９５％）、十二指肠２１例（２２６％）、结直肠
１０例（１０８％）、食管７例（７５％）、胃肠道外９例
（９７％，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。

１３　方法
１．３．１　ＲＴＰＣＲ　检测 ｕＰＡ、ＴＧＦβ１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１５ｍｌ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
ｅｒ５０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，ＴＧＦβ１、ｕＰＡ
产物带所测得的灰度值与内对照βａｃｔｉｎ产物带的
灰度值进行比较，最后ＴＧＦβ１、ｕＰＡ产物的表达水
平以与βａｃｔｉｎ内对照比值的形式来表达。

表１　ＴＧＦβ１、ｕＰＡ的ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴＧＦβ１ａｎｄｕＰＡ

引物 上游序列 下游序列 产物长度 循环数

ｕＰＡ ５′ＣＣＡＴＣＴＡＣＡＧＧＡＧＧＣＡＣＣＧ３′ ５′ＧＣＣＡＡＡＣＴＧＧＧＧＡＴＣＧＴＴＡＴ３′ ３４７ｂｐ ３２
ＴＧＦβ１ ５′ＣＴＧＣＴＧＴＧＧＣＴＡＣＴＧＧＴＧＣ３′ ５′ＣＡＴＡＧＡＴＴＴＣＧＴＴＧＴＧＧＧＴＴＴＣ３′ ３２２ｂｐ ３２
βａｃｔｉｎ ５′ＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡ３′ ５′ＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧ３′ ４７２ｂｐ ３２

１３２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法　检测 ｕＰＡ、ＴＧＦβ１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 Ｏｄｉａｎｉｄｉｎｅ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。

１４　统计学分析
每组实验重复 ３～４次，实验结果应用 ＳＰＳＳ

１３０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＜
００５为差异显著性标准。

２　实验结果

２１　ｕＰＡ及ＴＧＦβ１的ｍＲＮＡ水平及蛋白表达

使用设计的引物（表１）进行 ＲＴＰＣＲ实验分

析，结果显示，在９３例ＧＩＳＴ中，ｕＰＡ、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ
的表达与年龄、性别及组织学类型无显著关系（Ｐ
＞００５）。ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ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＜
００５），ｕＰＡｍＲＮＡ的表达与肿瘤侵袭转移、ＮＩＨ分
级显著相关（Ｐ＜００５），与黏膜受侵无关（Ｐ＞
００５）。各指标与临床病理特征之间的关系见表
２。ｕＰＡ、ＴＧＦβ１蛋白表达水平与 ｍＲＮＡ水平基本
一致，见图２。
２２　相关性分析

将ｕＰＡ的光密度值与ＴＧＦβ１光密度值进行相
关性分析，两者存在正相关（ｒ＝０３５６，Ｐ＜００５）。

３　讨论

转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅ
ｔａ１，ＴＧＦβ１）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．ＴＧＦβ１，Ｃ．βａｃｔｉｎ；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；ＭＭａｒｋｅｒ。

图１　ｕＰＡ、ＴＧＦβ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、ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的
表达与临床病理特征的关系

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｕＰＡ
ａｎｄＴＧＦβ１ｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓ

临床病理指标 ｎ ｕＰＡ ＴＧＦβ１
性别

男 ４８ ０７２７９±００８０７（１） ０６３８７±００７９０（１）

女 ４５ ０７２５７±００８６８（２） ０６２２１±００７７３（１）

年龄（岁）

≥５５ ５２ ０７０７７±００９１７（１） ０６１２２±００７３１（４）

＜５５ ４１ ０７１１５±００９８２（１） ０６３４９±００７１２（１）

组织学类型

上皮样 ２１ ０７１７６±００７９３（１） ０６２３１±００７７５（１）

梭形 ５４ ０７０１７±００８４０（２） ０６０２２±００９１１（１）

混合型 １８ ０７２６４±００７９１（１） ０６３７１±０１０２２（１）

肿瘤侵袭转移

无 ６３ ０６２９２±００６９１（１） ０３４２８±００４７１（４）

有 ３０ ０７５０８±００８２２（１）（５）０７５１７±００４５３（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 ０５５５９±００８８２（３）（５）０３４５９±００５５０（１）（８）

低危 １５ ０６４４１±００７００（１）（５）０４８７９±００５３２（１）（６）

中危 ２８ ０７０６１±００８４２（１）（７）０６０２２±００７２１（１）（８）

高危 ４６ ０７４８１±００８９１（１）（５）０７３３５±００８７９（１）（６）

黏膜受侵

无 ６０ ０５９８９±００８３９（１） ０３８２７±００３７９（２）

有 ２６ ０７１４２±００８５１（１） ０７２００±００９６１（２）（６）

注：与肿瘤旁对照组织相比，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１；组间
比较，（３）Ｐ＜００５；（３）Ｐ＜００１。

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ＴＧＦβ１蛋白的表达

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｕＰＡ，ＴＧＦβ１
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 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ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 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ高表达，ＴＧＦβ１
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ＴＧＦβ１抑癌作用的敏感性，ＴＧＦβ１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 ＴＧＦβ１蛋白呈现高
表达，并且ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达与ＮＩＨ分级、肿瘤
侵袭转移、黏膜受侵密切相关（Ｐ＜００５），与患者
年龄、性别及组织学类型无关（Ｐ＞００５）。研究还
发现，ＧＩＳＴ中ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达水平与ＧＩＳＴ的
恶性表现有关，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ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）ＴＧＦβ１作为一
种运动因子，促进肿瘤细胞的运动和迁移；（３）
ＴＧＦβ１刺激 ＶＥＧＦ高表达，间接影响肿瘤中的血
管生成；（４）ＴＧＦβ１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（ｕｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅ
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６５
ｋｂ，编码分子量为５３ｋＤ的蛋白酶。ｕＰＡ以一种非

９７１

　２期 赵　滢等　胃肠道间质瘤中ＴＧＦβ１、ｕＰＡ的表达及其意义



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＜００５），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＜００５），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＜００５）。
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＞００５）。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，ＴＧＦβ１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，
ＴＧＦβ１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，ＴＧＦβ１
与ｕＰＡｍＲＮＡ的表达呈现正相关（ｒ＝０３５６，Ｐ＝
００２８），两者相互促进，共同导致了 ＧＩＳＴ的发生
发展及侵袭转移。ＴＧＦβ１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 ＴＧＦβ１
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，ＴＧＦβ１
和ｕＰＡ有可能成为ＧＩＳＴ诊断和治疗的监测指标。
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