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　　【摘要】　目的　研究宫颈脱落细胞ＲＡＳ相关区域家族１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）基因启动子甲基化在宫颈癌中的临床

意义。方法　应用甲基化特异性聚合酶链反应检测宫颈癌患者和健康女性宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲

基化，分析与病理因素间的关系。结果　宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化率为６４．０％，高于

健康女性的１．３％（犘＜０．０５）。宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化率在宫颈癌不同组织学分级、肿瘤最大

径、淋巴结转移、器官转移、Ｆｉｇｏ分期患者间的差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ

基因启动子甲基化与宫颈癌病理因素密切相关，可作为宫颈癌病情判断和预后评估的标志物。
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　　ＲＡＳ相关区域家族１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）可增强丝氨酸苏氨酸

激酶 ＭｓｔＩ活化，抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１积聚而促进细胞死亡受体信号

传导通路，与肿瘤发生、发展及转归密切相关［１２］。ＲＡＳＳＦ１Ａ

基因在宫颈癌组织中呈高甲基化状态，可作为宫颈癌分子诊断

和预后评估的标志物［３４］，但仅可用于术后组织标本检测，临床

应用受限。本研究采用甲基化特异性聚合酶链反应（ＭＳＰ）检

测宫颈癌患者和健康女性宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动

子甲基化状态，研究宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化在宫

颈癌中的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年１月至２０１２年６月经手术治疗的７５

例初治宫颈癌患者，年龄３５～８０岁，平均５０．５岁，包括鳞状细

胞癌５６例、腺癌１２例、腺鳞癌７例，根据２００９年国际妇产科

联盟（Ｆｉｇｏ）宫颈癌分期标准，分为Ⅰ期１５例、Ⅱ期３５例、Ⅲ期

１７例、Ⅳ期８例。同期体健健康女性７５例纳入对照组，年龄

３４～８０岁，平均５０．４岁。年龄分布组间比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。

１．２　方法　由临床医生采集宫颈脱落细胞标本，以ＤＮＡ提

取试剂盒（北京天根）提取细胞ＤＮＡ，经甲基化修饰试剂盒（北

京天漠）处理后，进行 ＭＳＰ检测。采用 ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ

Ｖ１．０设计 ＭＳＰ引物，引序列见表１，由大连宝生物工程有限

公司合成。ＭＳＰ反应体系为２５μＬ，反应条件为９５℃１０ｍｉｎ，

９５℃１ｍｉｎ、６５℃３０ｓ、７２℃３０ｓ循环３５次，７２℃１０ｍｉｎ，扩

增产物经琼脂糖凝胶电泳后检测。

表１　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因 ＭＳＰ引物序列（５′→３′）

引物 正向 反向

甲基化引物（Ｍ） ＡＧＡＡＡＴＡＣＧＧＧＴＡＴＴＴＴＣＧＣ ＴＣＧＣＴＡＡＣＴＴＴＡＡＡＣＧＣＴＡＡＣＡ

非甲基化引物（Ｕ） ＴＴＴＡＧＡＡＡＴＡＴＧＧＧＴＡＴＴＴＴＴＧＴ ＡＣＴＴＣＡＣＴＡＡＣＴＴＴＡＡＡＣＡＣＴＡＡＣＡ

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行数据分析。计数

资料以百分率表示，组间比较采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确检验

法；显著性检验水准为α＝０．０５，犘＜０．０５为比较差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化检测结果　宫颈癌患者宫

·８１５１· 检验医学与临床２０１３年６月第１０卷第１２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１２



颈脱落细胞 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化率为６４．０％（４８／

７５），健康女性为甲基化率为１．３％（１／７５），宫颈癌患者甲基化

率高于健康女性（犘＜０．０５）。

２．２　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化与病理因素的关系　不同

年龄和病理类型宫颈癌患者ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化率

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），但不同组织学分级、肿瘤

最大径、淋巴结转移、器官转移、Ｆｉｇｏ分期患者比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子

　　　甲基化与病理因素的关系

病理因素 狀 甲基化率［狀（％）］ χ
２ 犘

年龄（岁） ＜５０ ３５ ２２（６２．９） ０．００２ ０．９６２

≥５０ ４０ ２６（６５．０）

病理组织类型 鳞状细胞癌 ５６ ３６（６４．３） ０．１５２ ０．９７２

腺癌 １２ ８（６６．７）

腺鳞癌 ７ ５（７１．４）

组织学分级 Ⅰ ４０ １９（４７．５） ６．７７５ ０．０３４

Ⅱ ２６ １７（６５．４）

Ⅲ １４ １２（８５．７）

肿瘤最大径（ｃｍ） ≤４ ５０ ２７（５４．０） ５．２７３ ０．０２２

＞４ ２５ ２１（８４．０）

淋巴结转移 有 ３０ ２６（８６．７） ９．５７０ ０．００２

无 ４５ ２２（４８．９）

器官转移 有 ８ ８（１００．０）  ０．０４５

无 ６７ ４０（５９．７）

Ｆｉｇｏ分期 Ⅰ期 １５ ７（４６．７） １３．１９１ ０．００４

Ⅱ期 ３５ １８（５１．４）

Ⅲ期 １７ １５（８８．２）

Ⅳ期 ８ ８（１００．０）

３　讨　　论

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因位于３号染色体短臂中的抑癌基因，可抑

制ＣｙｃｌｉｎＤ１积聚而促进细胞死亡受体信号传导通路，与肿瘤

发生、发展及转归密切相关［５］。ＲＡＳＳＦ１Ａ基因在结肠癌、胃

癌等消化系统肿瘤中呈高甲基化状态，甲基化导致基因发生表

观遗传学改变，通过阻遏转录因子与启动子结合，抑制或下调

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达水平，使其失去对细胞周期的调控作用，最终

导致细胞癌变［６８］。崔华英等［３］研究结果表明，宫颈癌组织

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化率高达７３．８％，认为ＲＡＳＳＦ１Ａ

基因启动子甲基化可作为宫颈癌的分子诊断和预后评估的生

物标志物。本研究中，宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基

因启动子甲基化率为６４．０％，高于健康女性，与宫颈癌组织检

测结果相比，甲基化率稍低，但宫颈脱落细胞检测可在术前进

行，使其具有更好的预测性。

甲基化是表观遗传学最重要的转录前调控机制，可引起染

色体及ＤＮＡ空间构象发生改变，主动或被动阻遏转录因子结

合到转录起始点而调控基因表达［９］。基因启动子甲基化与肿

瘤发生、病情进展及预后紧密相关，可作为肿瘤的基因水平生

物学标志物，比蛋白质类肿瘤标志物具有更高的灵敏度及特异

性［１０］。本研究中，宫颈癌患者宫颈脱落细胞 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因

启动子甲基化率在不同年龄和病理类型患者间的差异无统计

学差异（犘＞０．０５），但在不同组织学分级、肿瘤最大径、淋巴结

转移、器官转移、Ｆｉｇｏ分期患者间的差异具有统计学意义（犘＜

０．０５），组织学分级高、肿瘤最大径大、有淋巴结转移及器官转

移、Ｆｉｇｏ分期晚的患者宫颈脱落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲

基化率高于组织学分级低、肿瘤最大径小、无淋巴结转移及器

官转移、Ｆｉｇｏ分期早的患者，说明与宫颈癌组织类似，宫颈脱

落细胞ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化与宫颈癌患者病情及预

后密切相关，可作为分子诊断及病情预后评估的标志物。
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ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｗｉｔｈｅｍｅｒｇｉｎｇｌｉｎｋｓｔｏｃａｎｃｅｒｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２０１０，４２５（２）：３０３３１１．

［３］ 崔华英，周栩茹，韩庆，等．宫颈癌ＲＡＳ相关区域家族１Ａ

基因启动子甲基化检测及临床意义研究［Ｊ］．中国全科医

学，２０１１，１４（１４）：１５２９１５３１，１５３４．

［４］ 乔玉环，王琳，刘红彦，等．宫颈鳞癌组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ基

因甲基化状态及其临床意义［Ｊ］．中国癌症杂志，２０１０，２０

（８）：６１１６１４．

［５］ ＲｉｃｈｔｅｒＡＭ，ＰｆｅｉｆｅｒＧＰ，ＤａｍｍａｎｎＲＨ．ＴｈｅＲＡＳＳＦｐｒｏ

ｔｅｉｎｓｉｎｃａｎｃｅｒ：ｆｒｏｍ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｉｌｅｎｃｉｎｇｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ ＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００９，１７９６

（２）：１１４１２８．

［６］ＦｅｒｎａｎｄｅｓＭＳ，ＣａｒｎｅｉｒｏＦ，ＯｌｉｖｅｉｒａＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

ａｎｄＲＡＳＳＦｆａｍｉｌｙＡｓｐｅｃｉａｌｅｍｐｈａｓｉｓｏｎＲＡＳＳＦ１Ａ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

Ｃａｎｃｅｒ，２０１３，１３２（２）：２５１２５８．

［７］ ＰａｉｋｏｓＤ，ＳｔｒａｖｏｒａｖｄｉＰ，ＶｏｙａｔｚｉＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＣｐＧｉｓｌａｎｄｓｏｆｔｈｅｐ１６ＩＮＫ４Ａ，ＲＡＳＳＦ

１Ａａｎｄｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｅｃａｎｃｅｒｍｅｄｉｃａｌｓｃｉｅｎｃｅ，

２００９，３（２）：１３１１３５．

［８］ ｖａｎｄｅｒＷｅｙｄｅｎＬ，ＡｄａｍｓＤＪ．ＴｈｅＲａｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｄｏ

ｍａｉｎｆａｍｉｌｙ（ＲＡＳＳＦ）ｍｅｍｂｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｏｌｅｉｎｈｕｍａｎ

ｔｕｍｏｕｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ，２００７，１７７６

（１）：５８８５．

［９］ ＣｌａｒｋｅＭＡ，ＷｅｎｔｚｅｎｓｅｎＮ，ＭｉｒａｂｅｌｌｏＬ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎ

ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒ

ｆｏｒｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＥｐｉｄｅｍｉｏｌＢｉｏｍａｒｋｅｒｓ

Ｐｒｅｖ，２０１２，２１（１２）：２１２５２１３７．

［１０］ＬｉＬ，ＣｈｏｉＪＹ，ＬｅｅＫＭ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｐｅｒｉｐｈ

ｅｒａｌｂｌｏｏｄ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｃａｎｃｅｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｐｉ

ｄｅｍｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪＥｐｉｄｅｍｉｏｌ，２０１２，２２（５）：３８４３９４．

（收稿日期：２０１２１２２１　修回日期：２０１３０２１２）

·９１５１·检验医学与临床２０１３年６月第１０卷第１２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１２




