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【摘要】 目的检测结直肠癌组织中RASSFlA基因启动子区CpG岛甲基化状况，分析其mRNA

表达缺失情况，探讨其与结直肠癌临床病理特征的关系。方法 采用甲基化特异性聚合酶链反应检测

3l份结直肠癌组织、29份正常肠黏膜组织的RASSFlA基因启动子区甲基化程度，统计分析该基因甲

基化程度与结直肠癌临床病理特征的关系；以RT—PCR检测各组中RASSFlAmRNA表达情况，统计分

析该基因表达水平与结直肠癌临床病理特征的关系。结果 结直肠癌组及对照组中RASSFlA基因启

动子区CpG岛甲基化发生率分别为67．7％和0．O％，两组间差异有统计学意义(P<0．01)；RASSFlA基因

启动子区CpG岛甲基化情况与结直肠癌患者的年龄、性别、肿瘤的分化程度、分期及有无淋巴结转移均

无关(P均>0．05)；RASSFlA mRNA在31份结直肠癌组织中有6份表达缺失(19．35％)，25份表达，在

29份对照组织中全部表达，两组间表达水平差异有统计学意义(P<0．01)；RASSFlAmRNA的表达水平

与患者性别、年龄、肿瘤的分化程度、分期及有无淋巴结转移均无关(P均>0．05)。结论结直肠癌组织

中RASSFlA基因启动子区CpG岛的高甲基化与结直肠癌发生关系密切，可能是结直肠癌早期发生中

的一个重要的分子机制，但与患者的年龄、性别及疾病的进展无关。
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【Abstract】 Objective To detect the RASSFlA gene CpG island methylation status in colorectal can—

cer，analyze the mRNA expression，and to investigate its relationship with clinicopathological features of col-

orectal cancer．Methods RASSFlA gene promoter area methylation status were detected by using methyla-
tion-specific polymerase chain reaction in 3 1 cases of colorectal cancer mucosa tissue，29 cases of normal mu—

cosa tissue．The relationship between methylafion and clinicopathological features was analyzed statistically．

RASSFlA mRNA expression in each group were detected by RT—PCR．The correlation between gene expres—

sion level with clinicopathological characteristics of colorectal cancer was analyzed statistically．Results The

positive rate of RASSFlA gene CpG island methylation was 67．7％in colorectal cancer group and 0．0％in cor-

responding control group，and the difference had statistical significance(P<0．01)．There were no correlation
between RASSFlA methylation rate and clinicopathological features including age，sex，degree of tumor dif-

ferentiation，staging and lymph node metastasis(Pall>0．05)．In 3 1 cases of colorectal cancer tissues，there

were 6 cases ofRASSFIA mRNA expression deletion(19．35％)，while in 29 cases ofcontrol tissue，RASSFlA

mRNA were all expressed．There was statistical significance in the difference of expression level between the

two groups(P<0．01)．There were no correlation between RASSFlA mRNA expression level and clinicopatho-

logical features including age，sex，degree of tumor differentiation，staging and lymph node metastasis(Pall>

0．05)．Conclusion The high methylation rate of RASSFlA in colorectal cancer indicates its closely relation—

ship with colorectal cancer occurrence，it may be an important molecular mechanism in early onset of colorec—

tal cancer．But there is no correlation with age，gender and progression of colorectal cancer．
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肿瘤的形成是一个多阶段多步骤的过程，涉及

众多癌基因和抑癌基因的异常表达⋯．阐明基因表

达调控机制是揭示肿瘤发生机制的关键。甲基化是

脊椎动物DNA表观遗传学修饰的唯一天然方式，具

有基因表达调控、发育调节、基因印迹和X染色体

失活等重要生物学功能。近年来，肿瘤发生发展的表

观遗传学机制。特别是DNA甲基化和组蛋白去乙酰

化与肿瘤发生发展关系的研究．已经成为肿瘤研究

领域的热点。

RASSFlA基因位于染色体3p21．3，是RAS相

关区域家族1(RAS—association domain family 1，

RASSFl)基因的一个重要转录本[2]。自2000年以

来．国内外众多学者对其生物学性状和其在多种肿

瘤中的表达情况、失活原因以及其抑癌机制等方面

进行了广泛的研究，确认了该基因失活与肿瘤发生

发展关系密切。进一步研究证实该基因可通过多种

途径抑制细胞生长、促进细胞衰老和凋亡，表明

RASSFlA具有抑癌基因的特性。

结直肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一，在

我国男、女性恶性肿瘤发病率排名中分别列第三位、

第二位。自2000年以来，结直肠癌的发病率和病死

率有不断上升趋势(以结肠癌上升为主)。近年来，结

直肠癌的表观遗传学研究-3。5。．主要集中于

AKAPl2、P16、DAPK等基因的研究，而对于

RASSFlA基因的研究报道很少。

本文研究旨在以癌旁及正常组织为对照，检测

结直肠癌组织中RASSFlA基因启动子区CpG岛甲

基化状况，以PCR—DNA测序验证检测的可靠性，分

析其启动子区甲基化后mRNA表达缺失情况，探讨

其与结直肠癌临床病理特征的关系．为结直肠癌的

表观遗传学研究提供理论和事实依据，为早期诊治、

复发监测、基因治疗结直肠癌提供一条新的思路。

1资料与方法

1．1临床资料结直肠癌标本取自31例结直肠癌

患者．为2007—2011年云南省肿瘤医院和玉溪市人

民医院外科接受结直肠癌手术患者，所有患者均有

明确的术后病理诊断。所有病例术前均未做过放、化

疗。其中，男18例，女13例，年龄3l～76岁，中位年

龄54岁；有淋巴结转移17例，无淋巴结转移14例；

低分化腺癌16例，中分化腺癌11例．高分化腺癌4

例；早期结直肠癌3例，进展期结直肠癌28例。对照

黏膜组织标本29份，其中28份为与结直肠癌标本

同期获得的远端(距癌组织5 cm以远)非肿瘤黏膜

组织(以下简称远端黏膜)；1份为升结肠炎性包块

手术标本中的正常结肠黏膜组织(以下简称正常黏

膜)。其中男16例，女13例，年龄33～75岁，中位年

龄52岁。

1．2方法

1．2．1基因组DNA的提取采用酚一氯仿抽提法提

取DNA。用日本UV一2450紫外分光光度计检测其

含量和纯度，OD260／OD280均在1．6～1．8之间，均值

1．74。

1．2．2基因组DNA的亚硫酸氢盐修饰(甲基化修

饰)采用Wiz—ard DNA Clean—up System试剂盒，

操作步骤按试剂盒说明书进行。

1．2．3设计引物 根据GenBank序列及相关参考

文献[6-8]，由上海生工生物工程有限公司合成。

1．2．4 甲基化特异性PCR(methylation specific PCR，

MSP) 按照Herman等：63提出的甲基化特异性PCR

方法，每份标本都分别用甲基化与非甲基化引物进

行扩增。其中，甲基化上游引物5"-GGGTITYGC．

GAGAGCGCG一3 7．下游引物5"-GCTAACAAACGC—

GAACCG一37，扩增目的片段长度为160 bp；非甲基

化上游引物5"-GG邢GTGAGAGTGTGl]盯AG一37，
下游引物5"-CACTAACAAACACAAACCAAAC一3 7，

扩增目的片段长度为171 bp。

1．2．5结果判定PCR产物经溴化乙啶琼脂糖凝胶

电泳分析，在凝胶成像分析仪上观察电泳结果。如甲

基化特异性引物扩增出目的条带．而非甲基化特异

性引物无条带扩出，视为纯合型甲基化；如两对引物

均扩增出目的条带，视为杂合型甲基化；以上两种类

型均视为甲基化阳性：如非甲基化特异性引物扩增

出目的条带，而甲基化特异性引物无条带扩出，视为

非甲基化。

1．2．6 DNA序列测定 随机选取2例结直肠癌

RASSFlA基因甲基化和非甲基化PCR产物．纯化

后进行测序验证(AB 13700测序仪，北京华大基因

公司深圳分公司)。

1．2．7组织总RNA的提取及cDNA合成组织总

RNA提取按照TRIZOL试剂盒操作说明书进行(Inv

itrogen公司)，用日本UV一2450紫外分光光度计检

测其含量和纯度，OD260／OD280均在1．7～2．0之间．

均值1．82。以提取的总RNA为模板．按照反转录试

剂盒说明书进行cDNA合成，所用反转录第一链

cDNA合成试剂盒为K 1622(Fearentas公司)。

1．2．8半定量RT—PCR检测mRNA基因表达使

用引物设计软件primer 5设计RASSFlA基因和内

对照基因GAPDH的RT—PCR引物序列，由上海生
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工生物工程技术有限公司合成。其中。RASSFlA

mRNA上游引物57一G，rrCYI'GGTGGTGGATGACC一

37．下游引物5"-CCTP—CAGGACAAAGCTCAGG一3 7，

扩增目的片段长度为342 bp：GAPDH上游引物5 7一

GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA一3’．下游引物57一

GAAGATGGTGATGGGArr】[’I’C一3 7，扩增目的片段长

度为260 bp。2％琼脂糖凝胶电泳检测，采用图像分

析系统进行积分吸光度测定，计算组织中RASSFlA

基因mRNA半定量表达值。

RASSFlA基因mRNA半定量表达值=RASSFlA积

分光吸收值／GAPDH积分光吸收值。

1．3统计学处理采用SPSS 15．0统计软件进行统

计学分析，以r检验分析组间RASSFlA基因甲基

化差别及与各临床病理特征之间的关系：RASSFlA

mRNA表达数据使用x-+s表示。组间比较进行两独

立样本t检验．以P<0．05为差异具有统计学意义。

2结果

2．1 甲基化检测结果3l例结直肠癌组织中有21

例出现甲基化条带，甲基化发生率67．7％(21／31)。

29例对照组织中均为非甲基化条带，甲基化发生率

0．0％。两组间甲基化发生率比较，差异有统计学意

义(矿=30．223，P<o．01)，见图1、2一
Tl fr! 门 T4

}lI)、1d11hl、II’mt()、l L 、1 L 、1 【 、I L

图l iI’i|J{．8勿jii封【I{一、S卜l·11 A

基因MSP反应产物琼脂糖凝胶电泳图

注：MP：甲基化阳性对照；H20：空白对照；M：甲基化条带；u：非甲

基化条带；Tl，T2，”，T4：结直肠癌组织

n1 n2 n3 n4

hll、1川一k cl、1l， l{、《l 、1 、1 I 、1 、1 I

图2刈照组RASSblIA基凶

MSP反应产物琼脂糖凝胶电泳图

注：MP：甲基化阳性对照；H20：空白对照；M：甲基化条带；U：非甲

基化条带：n1，n2，n3，n4：对照组织

2．2测序结果在RASSFlA基因甲基化结直肠癌

标本中，其基因启动子CpG岛的16个CpG位点均

发生了甲基化，即CpG位点的C仍然保持C，而未

甲基化结直肠癌标本中，CpG岛的C全部转变为T，

见图3．
● I l ● ● ● l

，I^、I《：(：“11 11 I．f(．‘11、Tf’(：f：(：11 f：f：f：(：T、1_(：(：’|’(1

拙盥△删龇刈
l ● I ● I l ●

r A AT(j T(：T T G T(；T A，rT(：T G TC C G GTATT C r11 G

础血．监她必
图3测序图：RASSFlA基因甲基化者

CpG岛中的C在未甲基化者均转变为T

注：A为甲基化标本测序图：B为未甲基化标本测序图

2．3 RASSFlA基因启动子区甲基化与结直肠癌临

床病理特征的关系 由表1可见，结直肠癌组织中，

RASSFlA基因启动子区甲基化与患者的性别、年

龄、肿瘤分化程度、分期以及有无淋巴结转移均无关

(P均>0．05)。

2．4 RASSFlA mRNA在结直肠癌组织及对照组织

中的表达RASSFlA mRNA在31例结直肠癌组织

中有6例表达缺失(19．35％)，25例表达，riOD为

0．6971_+0．2648．而在29例对照组织中全部表达，ri．

OD为1．1417_+0．2013．癌组织与对照组织比较．差异

有统计学意义(f=6．9986，P<0．01)，见图4。
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图4 m＼SS p1一、IIIII、^r{：

结直肠癌组织及对照组织中表达的凝胶电泳图

注：M为DNAmarker；1、3、5为癌组织；2、4、6为对照组织；7为空

白对照

2．5结直肠癌组织中RASSFlA mRNA表达水平与

肿瘤临床病理特征的关系 由表2可见．结直肠癌

组织中RASSFlA mRNA表达水平与患者的性别、年

龄、分化程度、肿瘤分期以及有无淋巴结转移均无关
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表1 RASSFlA基因启动子区甲基化与结直肠癌临床病理特征的分析[n(％)]

(P均>0．05)。

3讨论

RASSFlA在正常组织中几乎全部表达，而在多

种恶性肿瘤中表达明显降低或缺失。大量研究∞]表

明，RASSFlA在肿瘤中表达失活主要是由于其启动

子区CpG岛的高甲基化所致。DNA甲基化是具有可

逆性与遗传性的一种表观遗传学修饰方式。CpG岛

即CpG核苷酸集中的区域，其最显著的特征是保持

严格的非甲基化，一般位于第一外显子及启动子区．

当其发生甲基化，可通过多种机制抑制基因转录造

成基因表达缺失。RASSFlA未表达的肿瘤标本中未

发现其体细胞突变现象。由此可见，启动子区甲基化

也是RASSFlA基因在结直肠癌中失活的重要原因。

本文研究采用MSP技术检测结直肠癌组织中

RASSFlA基因启动子区CpG岛甲基化情况．结果

显示29例对照组标本均未发生RASSFlA基因启动

子区甲基化，该基因启动子区甲基化在结直肠癌组

发生率为67．7％，显著高于对照组(P<0．01)。

RASSFlA启动子区甲基化在结直肠癌中出现频率

之高，提示其在结直肠癌发生发展中起着一定的作

用。可能是参与结直肠癌形成的一个重要分子机制。

DNA甲基化的检测有多种方法，MSP是敏感性

特异性较好、操作又相对简便的CpG岛甲基化检测

方法[加]。根据胞嘧啶经亚硫酸氢盐处理后转变为胸

腺嘧啶、而甲基化的胞嘧啶不能转变为胸腺嘧啶的

原理，针对目的CpG岛设计甲基化和未甲基化特异

性引物，以敏感高效的DNA扩增方法PCR进行目

的CpG岛的扩增，然后对PCR产物进行鉴定来确
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定目的CpG岛是否发生甲基化。该方法经过不断的

改进，目前已成为一种快速、敏感、实用的基因甲基

化分析方法，其灵敏度高，特异性强．能同时检测多

个CpG位点的甲基化情况，是目前国际上比较通用

的CpG岛甲基化检测方法。

结直肠癌的发生是个渐进过程，在发展为恶性

肿瘤之前，常经历多年持续癌前病变。一些关于

RASSFlA基因甲基化在胃良性病变及癌前病变中

的研究[11-12]结果发现．RASSFlA甲基化现象在结直

肠癌中出现频繁，而在胃腺瘤、肠上皮化生及慢性胃

炎等癌前病变中出现很少。从本文研究RASSFlA基

因甲基化与临床病理特征相关性分析中发现，

RASSFlA基因启动子区甲基化率与患者年龄、性

别、肿瘤分化程度、分期及有无淋巴结转移无关，提

示RASSFlA甲基化可能只是结直肠癌早期发生发

展中的一个重要的分子机制，一旦早期形成后，并不

随其他I临床病理改变而发生大的变化。

DNA的甲基化可以改变染色质的结构，从而引

起不同的DNA结合蛋白的结合。启动子区CpG岛

的甲基化可引起甲基化CpG结合蛋白和转录抑制

物组蛋白已酞化酶等结合到CpG岛，从而阻断转录

因子结合到启动子上，抑制基因的表达。因此，目前

认为，启动子区的超甲基化、杂合性丢失及等位基因

缺失是RASSFlA失活的主要机制，而突变并不是很

常见。

为了探讨RASSFIA基因在结直肠癌组织中的

表达情况，本文研究采用RT—PCR法检测了31例

结直肠癌组织及29例正常大肠黏膜组织中该基因

的表达．结果表明。RASSFlA mRNA在31例结直肠

癌组织中有6例表达缺失(缺失率19．35％)，25例

表达，riOD为0．6971_+0．2648．而在29例对照组织中

全部表达，riOD为1．1417_+0．2013，癌组织与对照组

织比较差异有统计学意义(￡=6．9986，P<0．01)。这说

明RASSFlA表达缺失或下调是结直肠癌发生过程

中的一个常见事件，其启动子区甲基化与其表达缺

失明显相关．可能是导致其表达缺失或下调的主要

原因。然而。在对RASSFlA表达水平与结直肠癌患

者临床病理资料的关系研究中发现，其表达水平与

患者性别、年龄无关(P均>0．05)，同时，在肿瘤分化

程度、分期、有无淋巴结转移各组间差异也无统计学

意义(P均>0．05)，说明RASSFlA基因表达缺失可

能是结直肠癌早期发展中的一个分子事件，而与患

者性别年龄及疾病后期进展没有关系。

综上所述，RASSFlA基因启动子区高甲基化及

表达缺失与结直肠癌的发生密切相关，可能是结直

肠癌早期发展中的一个重要因素，但与患者性别年

龄及一些临床病理特征无明显关系。随着对

RASSFlA基因研究的深入，必将在肿瘤的发生机

制、分子水平监测以及基因治疗恶性肿瘤方面提供

新的参考依据。
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