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Abstract
A I M :  T o e v a l u a t e t h e s i g n i f i c a n c e o f 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1) and its 
β I type receptor (TGF-β R1) in the pathogenesis 
of gastric carcinoma. 

METHODS: TGF-β1 and TGF-β R1 were detect-
ed by immunohistochemistry in and real-time 
PCR (RT-PCR) 50 cases of gastric carcinoma, 19 
cases of atrophic gastritis and 18 cases of normal 
gastric mucosa. 

RESULTS: Immunohistochemistry demonstrat-
ed that the positive expression rates of TGF-β1 
and TGF-β R1 were significantly higher in gas-
tric carcinoma (80.0% and 75.0%) than in normal 
gastric mucosa (33.3 % and 27.8%) and atrophic 
gastritis (36.8 % and 36.8%) (P < 0.01). The lower 
the differentiation of gastric carcinoma was, the 
higher the expression of TGF-β1 and TGF-β R1 
was (r = 35.58, P < 0.01). Furthermore, the ex-
pression of TGF-β1 and TGF-β R1 mRNA was 
significantly higher in gastric carcinoma than 
in normal gastric mucosa and atrophic gastritis 
(TGF-β1: 4.20 ± 0.51 vs 9.15 ± 2.12, 8.22 ± 1.81; 
TGF-β R1: 1.28 ± 0.48 vs 5.55 ± 1.48,  4.19 ± 0.95).  

CONCLUSION: High expression of TGF-β1 and 
TGF-β R1 is correlated with the development, 
biologic behavior and prognosis of gastric carci-
noma. 
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growth factor-β1; Transforming growth factor β I 
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摘要
目的: 探讨TGF-β1和TGF-β R1蛋白及其前体
mRNA的表达与胃癌发生发展的关系.  

方法: 采用免疫组化和实时PCR(rea l-t ime 
PCR)方法, 对胃癌50例、萎缩性胃炎19例和
正常胃黏膜18例的TGF-β1和TGF-β R1蛋白及
其前体mRNA的表达进行检测.   

结果: 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1蛋白表
达明显增强, 其阳性率(80.0%和75.0%)明显高
于正常胃黏膜组(33.3%和27.8%)及萎缩性胃
炎组(36.8%和36.8%), 差异有显著性(P <0.01). 
胃癌组织的分化程度越低, TGF-β1、TGF-β 
R1蛋白表达的阳性率越高(r  = 35.58, P <0.01). 
同样 ,  胃癌组织中T G F-β1和T G F-β R1前

®

■背景资料
胃 癌 是 最 常 见
的 恶 性 肿 瘤 之
一 .  最 近 研 究 发
现 ,  转 化 生 长 因
子-β(TGF-β)家族
的分泌紊乱及其
传导通路的中断
与肿瘤的发生发
展关系密切, 与恶
性肿瘤的发展及
转移有重要影响. 

■同行评议者
吴健雄, 教授, 中
国医学科学院中
国协和医科大肿
瘤研究所肿瘤医
院腹部外科
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体 m R N A 的 表 达 明 显 高 于 萎 缩 性 胃 炎 组
(TGF-β1: 4.20±0.51 vs  9.15±2.12, 8.22±
1.81; TGF-β R1: 1.28±0.48 vs  5.55±1.48,  
4.19±0.95).  

结论: TGF-β1和TGF-β R1的高表达与胃癌的
发生发展、生物学行为和预后可能有关. 

关键词: 胃肿瘤; 转化生长因子-β1; 转化生长因子

受体-β1; 免疫组化; 实时聚合酶链式反应
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一. 据统计, 中国胃

癌患者的死亡率占全部恶性肿瘤的首位. 与其

他恶性肿瘤一样, 胃癌的发生机制不明. 最近

研究发现, 转化生长因子-β(transforming growth 
factor β, TGF-β)家族的分泌紊乱及其传导通路

的中断与肿瘤的发生发展关系密切. 在TGF-β家
族中, 人类有TGF-β1、TGF-β2和TGF-β3三种形

态存在, 三者的生物学作用相似, 其中TGF-β1含
量最高且具有代表性. TGF-β1是一多功能细胞

生长因子, 为DPC4基因的信号传递蛋白, 他通

过与其受体(如TGF-β R1)结合能抑制多种细胞

的增殖、分化并促进细胞间质的形成[1-2]. 已证

实TGF-β1、TGF-β R1表达与恶性肿瘤生物学

行为和预后有密切关系[3-8]. DPC4基因为抑癌基

因, 其蛋白产物Smad4对恶性肿瘤的发生发展及

转移有重要影响[9]. 因此, 我们采取免疫组织化

学和分子生物学方法, 对胃癌组织中TGF-β1、
TGF-β R1蛋白及其前体mRNA的表达进行了检

测, 以了解胃癌组织细胞中TGF-β1和TGF-β R1
的表达状况, 探讨其生物学意义.

1  材料和方法

1.1 材料 收集青岛大学医学院附属医院病理科

和聊城市人民医院病理科新鲜标本87例, 其中

胃癌50例, 萎缩性胃炎19例, 正常胃黏膜18例. 
50例胃癌中, 男36例, 女14例, 年龄37-69岁. 取材

后立即放入液氮中备用. 病理诊断全部经2名以

上高年资病理医师按WHO肿瘤国际组织学分类

标准复查.
1.2 方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: 切片脱蜡至水洗, 滴加

30 mL/L过氧化氢20 min以抑制内源性过氧化物

酶; 0.01 mol/L PBS冲洗, 正常羊血清封闭非特异

性抗原20 min, 倾去后滴加TGF-β1一抗(1∶100, 
美国Sigma公司), 4℃湿盒内孵育过夜, 0.01 mol/
L PBS洗5min 3次, 滴加二抗(生物素标记)室温

30 min, 经0.01 mol/L PBS冲洗后滴加SABC(室
温20 min), DAB显色液显色3-10 min, 自来水终

止, 苏木精复染, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 封
片观察. 采用PBS液代替一抗作阴性对照, 已知

阳性标本作阳性对照. TGF-β1和TGF-β R1免疫

阳性细胞的结果判定以组织细胞中出现棕色或

棕褐色颗粒为准, 每张切片随机观察5个视野, 
每个视野观察100个细胞, 共计数500个细胞中

染色阳性的细胞数, 根据阳性细胞的多少分为

Ⅰ级(< 30%), Ⅱ级(30%-70%)和Ⅲ级(>70%).
1.2.2 总RNA的提取和单链cDNA合成: 取组织

标本50-100 mg, 加入TRIzol(Invitrogen公司产

品)1 mL, 冰冷状态下匀浆. 按每毫升TRIzol试剂

添加氯仿0.2 mL, 振摇15 s, 室温下放置2-3 min, 
12 000 g离心15 min(4℃), 保留上层水相. 按每

毫升TRIzol加异丙醇0.5 mL, 混匀, 室温放置10 
min, 12 000 g离心10 min(4℃), 弃上清留沉淀. 用
750 mL/L的乙醇1 mL漂洗RNA沉淀, 7500 g离
心5 min(4℃). 用无RNA酶水重溶RNA, 紫外分

光光度计测A值, A 260/280比值为1.9-2.2取总RNA 3 
µL(1g/L), 引物Oligo-d(T16)1 µL(10 nmol/L), 10
×RT缓冲液2 µL, dNTPs 2.5 mmol/L 4 µL, Rnase
抑制剂1 µL, AMV逆转录酶1 µL(Invitrogen公司

产品), 至反应总体积为20 µL. 反应条件: 42℃ 1 
h; 95℃ 5 min. 
1.2.3 实时PCR(Real Time PCR)实验: 实时动态

定量PCR采用5700型定量PCR仪(PE公司产品) 
对各种mRNA起始拷贝进行分析[10]. 以看家基

因GAPDH设为内参, 分别取正常对照组、萎缩

性胃炎和胃癌组织, 提取总RNA, 并反转录为单

链cDNA(ss-cNDA), 各取ss-cDNA产物1 µL作为

待测样品. 所有的待测样品均一式两份, 分别对

TGF-β1、TGF-β R1和GAPDH进行扩增(引物

见表1), 扩增反应用SYBR GreenⅠ定量PCR试
剂盒(日本东洋坊公司)和5700型定量PCR仪完

成, 扩增条件: 95℃ 1 min预变性, 然后按95℃ 30 
s, 54℃ 15 s, 72℃ 15 s, 共做40个循环. 最后按照

94℃ 0 s, 55℃ 15 s, 94℃ 0 s作熔解曲线, 温度变

化速度为0.1℃/s. 反应结束后, 由电脑自动分析

计算出定量结果. 将不含ss-cDNA模板的PCR反
应体系设为阴性对照. 

■研发前沿
据统计中国胃癌
患者的死亡率占
全部恶性肿瘤的
首位. 与其他恶性
肿瘤一样, 胃癌的
发生机制不明. 最
近研究发现, 转化
生长因子 -β与肿
瘤的发生发展关
系 密 切 .  研 究 热
点在于探讨胃癌
组织中TGF-β1、
TGF-β R1蛋白及
其前体mRNA在
胃癌组织表达及
其生物学意义. 



www.wjgnet.com

858                            ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志     2008年3月18日    第16卷   第8期

统计学处理 数据均用mean±SD表示, 多
组间率的比较采用RxC列联表卡方检验. 实时

PCR结果分析用△Ct值表示[11], 即△Ct = CtTGF-
CtGAPDH, χ2检验进行两两组间比较, P <0.05为
差异有显著统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1蛋白的表

达 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1蛋白阳性表

达率显著高于正常胃组织(图1A-B)和萎缩性胃

炎组(图1C-D)(P <0.01, 表2-3), 但萎缩性胃炎与

正常对照组无显著差异(P >0.05). 棕黄色颗粒

物质分布于胞核、胞质和间质中. 阳性细胞多

见于癌巢坏死区的周边, 有时密集成团, 部分

黏液腺癌的阳性物质弥漫分布于间质或腺体

的腔膜面或腺腔中(图1E-F). 低分化胃癌组织

TGF-β1, TGF-β R1阳性表达率高于高/中分化

组(9/10, 9/10  vs   2/13, 3/13; 16/27, 16/27), 差
异均有显著性(P <0.05). 27例TGF-β1阳性组织

中, TGF-β R1阳性22例; 23例TGF-β1阴性组织

中TGF-β R1阴性18例, 两者表达阳性率呈正相

关(P <0.05).
2.2 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的

表达 与正常对照组和萎缩性胃炎组相比, 胃癌

组织中TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达明显

增加(P <0.05); 但萎缩性胃炎组与正常组相比

TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达无显著改变

(P >0.01, 表3, 图2). 

3  讨论

恶性肿瘤在体内发生发展是一个错综复杂的过

程, 受到多种相关基因的调控. 多种肿瘤组织

TGF表达增高, 并参与肿瘤增殖、分化及凋亡等

病理生理过程[12-16]. TGF-β是一族结构和功能密

切相关的活性多肽, TGF-β1是这一家族的主要

成员. TGF-β1是多类细胞增殖抑制剂, 广泛参与

细胞的分化、增殖、形态改变、黏附、转移、

细胞外基质产生及凋亡等[17-20].  
在体外TGF-β1可通过阻止细胞从G1→S期,

对上皮起源细胞有明显的生长抑制作用[14], 恶
性肿瘤中常有TGF-β1表达降低或缺失[21]. 近年, 
国内外学者发现TGF-β1和TGF-β R1的表达与

肝癌、肠癌的生长、转移、浸润及其预后有着

较密切关系[22-23]. 阳性表达者TGF-β1表达增多, 
肿瘤生长慢、不易转移和浸润, 预后良好. 本组

资料也显示, 组织学分级Ⅰ级、癌细胞浸润未

■相关报道
近 年 ,  国 内 外 学
者发现TGF-β1和
TGF-β R1的表达
与肝癌、肠癌的
生长、转移、侵
润及其预后有着
密 切 关 系 .  阳 性
表达者TGF-β1表
达增多, 肿瘤生长
慢、不易转移和
侵润, 预后良好. 

表 3 胃癌组织中TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达

     
分组                      n         △CtTGF-β1-GAPDH △CtTGF-β R1-GAPDH

正常胃黏膜       18        8.22±1.81b    4.19±0.95b

萎缩性胃炎       19        9.15±2.12b    5.55±1.48b

胃癌          50        4.20±0.51    1.28±0.48

bP<0.01 vs  胃癌.

表 1 扩增人TGF-β1和 TGF-β R1前体mRNA的引物

     
寡核苷酸                                                                  序列

TGF-β1.for

TGF-β1.rev

TGF-β R1.for

TGF-β R1.rev

Oligo-dT16 anchor primer

GAPDH.for

GAPDH.rev

5'-CACCCGCGTGCTAATGG-3'

5'-ATGCTGTGTGTACTCTGCTTGAACT-3'

5'-ACCTTCTGATCCATCCGTT-3'

5'-CGCAAAGCTGTCAGCCTAG-3'

5'-GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T)16-3

5'- AGCTGAACGGGAAGCTCAC-3'

5'-GCTGTTGAAGTCAGAGGAGAC-3'

表 2 胃癌组织中TGF-β1蛋白的表达

     
分组

                                  TGF-β1                                                 TGF-β R1

                               n      Ⅰ        Ⅱ          III        阳性率(%)        Ⅰ         Ⅱ   III      阳性率(%)

正常胃黏膜        18      5 1          0         33.3             4         1   0         27.8

萎缩性胃炎        19      4 3          0         36.8             5         2   0         36.8

胃癌                   50    10       19        11         80.0a            8       18   9         75.0a

aP<0.05 vs  胃癌.
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■应用要点
胃癌组织细胞中
TGF-β1和TGF-β 
R1的表达的研究
为临床胃癌早期
诊断和预后判断
提供的有价值的
实验依据. 

至深肌层和无淋巴结转移的胃癌其TGF-β1和
TGF-β R1阳性率明显高于组织学分级Ⅲ级(癌
细胞浸润至深肌层或浆膜层和淋巴结转移)的胃

癌, 提示 TGF-β1和TGF-β R1可能在抑制胃癌生

长、转移和浸润方面有重要作用. 
TGF-β信号转导通路的机制是[12]: TGF-β 

配体与膜受体(最常见的是Ⅰ和Ⅱ型)结合后 , 

形成Ⅰ和Ⅱ型两种受体异聚体, 该异聚体可以

活化(磷酸化)下游的Smad2、Smad3蛋白, 进
而与S m a d4结合形成转录复合物进入细胞核

内, 调节靶基因的转录, 发挥抑制生长效应. 因
此, TGF-β和Smad4是TGF-β转导通路中起瓶颈

作用的关键因子. 但依细胞类型和生理环境不

同, TGF-β1可以表现出促进和抑制两方面的作

用. Yanagihara et al [24]研究表明, TGF-β1在体外

能抑制胃癌细胞株HSC-39和HSC-43的增殖, 并
诱导其凋亡; 本研究结果显示, TGF-β1蛋白在

肿瘤中高表达, 且随着胃癌分化程度降低而升

高, 其说明TGF-β1在肿瘤恶性转化及增殖中可

能起一定作用, 这与Naef et al [25]的研究结果一致. 
另外, TGF-β1在肿瘤中高表达的原因还可能由 
于胃癌组织细胞失去了对TGF-β1的敏感性[26], 导
致TGF-β1的反馈性表达升高; 而升高的TGF-β1
表达失去TGF-β1抑制肿瘤生长的作用, 却没有

丧失对NK, LAK等免疫细胞的抑制作用[27-29], 因
此TGF-β1高表达可能是促进肿瘤细胞发生免疫

逃逸的原因之一. 有研究发现[30], TGF-β1可以明

显诱导原代培养的小鼠肝细胞发生凋亡, 在经

TGF-β1处理的正常小鼠肝细胞中凋亡阳性率

为55%, 而未经TGF-β1处理的细胞样本中阳性

率仅为20%; Saito et al [31] 研究发现TGF-β1在胃

癌组织中的表达明显与血管内皮生长因子呈正

比, 提示TGF-β1可能与肿瘤血管生成也有一定 
关系. 

Hirayama et al [32]报告, 早期穿透型胃癌组织

中即有TGF和TGF-β受体的高表达, 并认为与此

型胃癌较强的生长浸润能力有关. Mahara et al [33]

报道, 多种从硬癌类型的胃癌组织建立的细胞

株(如Kato-Ⅲ)TGF-β1分泌明显增高, 并促进肿

瘤细胞的增生及大量胶原间质的沉积. TGF-β1
为DPC4基因的信号传递蛋白, Smad4的分子结

图 1 胃黏膜组织TGF-β1
和TGF-β R1的表达. A-B: 

正常胃黏膜组织TGF-β1和

TGF-β R1的表达(SABC×

400); C-D: 萎缩性胃炎组

织TGF-β1和TGF-β R1的

表达(SABC×600); E-F: 胃

癌组织TGF-β1和TGF-β 
R1的表达(SABC×100). 

A B C

D E F

图 2 胃癌组织TGF-β1和TGF-β R1 mRNA的表达. 1: 正常胃

黏膜; 2: 胃癌; 3: 萎缩性胃炎. 

69 bp

197 bp

1               2                 3

1               2                 3

126 bp

197 bp

TGF-β1

GAPDH

TGF-β R1
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构及其作用类似于TGF-β1, 两者在恶性肿瘤的

表达存在正相关关系. 本研究表明, 肿瘤组织

TGF-β1和TGF-β R1蛋白及其前体mRNA的表达

均明显高于正常对照组和萎缩性胃炎组, 结果

提示, TGF-β1和TGF-β R1的表达可能与胃癌的

发生和发展有关. 另外本研究还发现, 低分化胃

癌组织中TGF-β1和TGF-β R1的阳性表达率明显

高于高或中度分化组, 提示, TGF-β1和TGF-β R1
的表达可能也与组织的分化程度有关. 虽然伴

中、重度肠腺化生的萎缩性胃炎组织中TGF-β1
和TGF-β R1的表达略高于正常胃组织, 但差异

无显著性. 因此TGF-β1和TGF-β R1能否作为判

断癌前病变的指标需要更多的病例及随访观察

来证明.
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世界华人消化杂志数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1000-1500 kg, 3.5±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分之一的精

密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应考虑到个

体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位数, 故应写

成3.6±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 故平均数也应补

到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 如恰等于5, 则前

一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例如23.48, 若不要

小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 7408-94书写. 如

1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒起至1985年6月

25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至1985年6月15日止, 

写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据分母来定:分母≤

100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉伯数字, 每3位间

空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿位伯数字不移行! (常务副总编辑: 张海宁 2008-03-18)


