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Abstract
AIM: To investigate the methylation status of the 
suppressor gene RASSF1A promoter in gastric 
carcinoma and benign gastric disease, and its 
clinicopathological significance. 

METHODS: Methylation status of the RASSF1A 
promoter was detected by methylation specific-
polymerase chain reaction (MS-PCR) in 32 
patients with gastric carcinoma, adjacent non-
carcinomatous gastric tissues, and 46 patients 
with benign gastric disease.

RESULTS: The frequency of RASSF1A promot-
er methylation in gastric carcinoma was  62.5% 
(20/32), and in adjacent non-carcinomatous gas-
tric tissues, it was 3.1% (1/32), while in chronic 
shallow gastritis and chronic atrophic gastritis, it 
was 3.3% (1/30) and 37.5% (6/16), respectively.  
The rates of RASSF1A promoter methylation in 
gastric carcinoma and adjacent non-carcinoma-
tous gastric tissues were significantly correlated 
(P < 0.01). Methylation of RASSF1A promoter in 
gastric carcinoma had no relationship with dif-
ferentiation grade, lymph node metastasis and 
tumor size.

CONCLUSION: Methylation of RASSF1A pro-
moter in gastric carcinoma may be an important 
molecular change and contribute to the develop-
ment of gastric carcinoma.
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摘要
目的: 探讨抑癌基因RASSF1A启动子在胃癌
组织及胃良性病变中甲基化的发生情况及与
临床特征的关系.

方法: 采用甲基化特异性聚合酶链反应(MS-
PCR)方法检测32例胃癌组织及32例相应的癌
旁组织, 以及46例胃良性病变中RASSF1A基
因甲基化发生情况.

结果: 在32例胃癌DNA标本中, RASSF1A基
因甲基化发生率为62.5%(20/32). 而在32例癌
旁组织中, 只有1例存在甲基化, 占3.1%(1/32), 
二者之间比较差异有统计学意义(P <0.05). 在
胃良性病变, 浅表性胃炎和萎缩性胃炎中甲基
化发生频率分别为3.3%和37.5%. RASSF1A基
因甲基化发生率与胃癌分化程度、肿瘤大小
及淋巴结转移之间无显著相关性.

结论: RASSF1A基因启动子区甲基化在胃癌
的发生发展中起重要作用.
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0  引言

胃癌是全世界最常见的肿瘤, 我国是胃癌高发

区. 对胃癌的发生发展的研究一直是学者们关

®

■背景资料
RASSF1是一种新
型候选抑癌基因, 
RASSF1A基因是
人类肿瘤中经常
失活的抑癌基因, 
研究发现基因启
动子区域的异常
甲基化是其失活
的主要机制之一. 
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注的焦点. RASSF1(ras-association domain family 
1)即ras相关区域家族1基因, 是2000 a从肺癌细

胞株3号染色体短臂克隆的新型候选抑癌基因[1, 2]. 
它有多种不同mRNA剪接体, RASSF1A是其中主

要的一种. 研究发现, RASSF1A基因在正常组

织中广泛表达, 而在肿瘤组织中表达经常缺失, 
RASSF1A基因是人类肿瘤中经常失活的抑癌基

因[3]. 随着表观遗传学研究的发展, 发现基因启

动子区域的异常甲基化是抑癌基因失活的主要

机制之一. 我们采用巢式甲基化特异性逆转录

聚合酶链反应法, 观察RASSF1A在胃癌及胃良

性病变中甲基化发生情况及与临床特征的关系, 
为胃癌早期诊断提供有价值的依据.

1  材料和方法

1.1 材料  2004-06/2005-06手术切除胃癌组织及

相应的癌旁组织各32例. 2004-06/2005-06间胃镜

下活检标本46例, 包括浅表性胃炎30例, 萎缩性

胃炎16例. 离体后迅速放入液氮中冻存, 后转入

-80℃冰箱保存备用. 所有患者术前均未经放化

疗. 高分化腺癌12例, 中分化腺癌9例, 低分化腺

癌11例. 有淋巴结转移25例, 无淋巴结转移7例, 
全部病例均经两位病理科医生确诊. 根据美国

Medlin国立图书馆基因库检索基因全序列, 电脑

软件Primer 5.0版自行设计, RASSF1A测定甲基

化(m)和非甲基化(u)程度引物由北京三博远志生

物技术有限公司Primer合成. RT-PCR试剂盒购于

TaKaRa大连宝生物. PCR反应体系购于上海生工

生物技术服务有限公司.
1.2 方法 组织标本约0.1 g剪碎, 置于DNA裂解

液中, 按照DNA试剂盒说明提取基因组DNA,  
U V-1201型(日本)紫外分光光度计测定D N A
浓度, 浓度A 260约等于1.6, -20℃保存备用. 取
5 μg DNA(10 μL)加3 mmol/L的NaOH 15.5 μL, 
再加超纯水24.5 μL, 37℃放置15 min. 向碱变

性的DNA中加入新鲜配制的3 mmol/L亚硫酸

氢钠(NaHSO3 pH5.0)280 μL和10 mmol/L氢醌

(C6H6O2)15 μL, 以矿物油2滴覆盖液面, 50℃
保温放置16-20 h. 利用Wizard DNA纯化试剂

盒纯化修饰后的DNA. 加入3 mmol/LNaOH 
5.5 μ L, 室温下放置10-20 m i n脱硫 .  加入6 
mmol/L 乙酸氨(NH4AC)40 μL, 再加预冷的无

水乙醇沉淀DNA, 以超纯水30 μL溶解, -20℃
过夜. RASSF1A甲基化特异性聚合酶链反应

(M S-P C R)共设计了2对引物 ,  分别用来扩增

RASSF1A基因启动子5' CpG位点处于m状态

和u状态的等位基因. RASSF1A-m-F 5'-GTG

TTAACGCGTTGCGTATC-3'; RASSF1A-m-R 
5'-AACCCCGCGAACTAAAAACGA-3', 扩增长

度128 bp, RASSF1A-u-F 5'-TTTGGTTGGAGTG
TGTTAATGTG-3'; RASSF1A-u-R 5'-CAAACCC
CACAAACTAAAAACAAA-3', 扩增长度109 bp. 
PCR反应体积25 μL. 取DNA-Na 5 μL, dd.H2O 
13.3 μL, 10×buffer 2.5 μL, dNTPs(2.5 mmol/L)2 
μL, Tag酶0.2 μL, 分别取RASSF1A-m上下游引

物、RASSF1A-u上下游引物各1 μL. 反应条件

为: 95℃预变性5 min, 95℃变性60 s, 55℃ 60 s, 
74℃延伸2 min, 共30个循环, 最后一个循环74℃
补延伸5 min. 取上述PCR产物15 μL经20 g/L琼
脂糖凝胶电泳鉴定. 电泳成像拍照并用Kodak 
3.5专用软件进行图象分析. 随机选取2例胃癌标

本, RASSF1A基因甲基化和未甲基化PCR产物, 
送北京三博远志生物技术有限公司测序仪测序

分析. 
统计学处理 采用卡方检验, 检验水准为: 双

侧α = 0.05, 结果用SPSS9.0统计软件处理.

2  结果

2.1 胃癌RASSF1A甲基化发生率 在胃癌全部32
例标本中, 有20例(62.5%)发生了RASSF1A基因

启动子区甲基化, 其中, 少数为纯甲基化, 大部

分为甲基化和非甲基化并存, 即部分甲基化, 而
在32例癌旁组织中, 存在RASSF1A基因启动子

区甲基化的只有1例(3.1%). 在胃良性病变中, 浅
表性胃炎甲基化发生率3.3%低, 而萎缩性胃炎

甲基化发生率37.5%高, 胃癌甲基化发生率与癌

旁组织及浅表性胃炎发生率比较差异有显著性

(P <0.05), 其余各组之间比较差异无显著性(图1, 
图2). 在RASSF1A甲基化胃癌标本中, 其基因启

动子CpG岛的16个CpG位点有14个发生了甲基

化, 而未甲基化胃癌标本中, CpG岛的胞嘧啶(C)
全部转变成尿嘧啶(T).
2.2 RASSF1A甲基化与病理分型及临床特征的

关系 在病理分型之间高分化、中分化胃癌组织

RASSF1A基因启动子区甲基化发生率低于低分

化胃癌, 分别为33.3%, 55.6%, 63.6%, 但各类型

标本中甲基化发生率各组间比较差异无显著意

义(P >0.05). 胃癌中有淋巴结转移组甲基化发生

率为64%(16/25), 无淋巴结转移组甲基化发生率

42.8%(3/7), 两组之间比较差异无显著性. 

3  讨论

RASSF1基因是一种抑癌基因, 全长1873 bp, 包

■创新盘点
本文检测RASSF1
A 在 胃 癌 及 胃 良
性病变中甲基化
发生率, 比较良性
病变与恶性病变
甲基化发生不同
情况, 为临床诊断
治疗提供依据.
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含2个启动子及6个外显子, 在其启动子区域存

在16个CpG位点. RASSF1基因由于使用了不

同的剪接和启动子, 形成3个主要的转录本, 即: 
RASSF1A, RASSF1B, RASSF1C. RASSF1A作为

一种肿瘤抑制基因, 其功能失活将导致对肿瘤

的抑制作用丧失. 现已发现在肺癌、乳腺癌、

胰腺癌、胃癌等多种肿瘤组织中有RASSF1A基

因频繁转录失活[4-5]. 现已明确, RASSF1A在多种

肿瘤中表达失活的机制是由于其启动子区CpG
岛的特异性高甲基化所致. 并可见到DNA甲基

化转移酶Ⅰ的异常增高. 由此可见, 高甲基化介

导抑癌基因表达沉寂, 在肿瘤的发生中起到重

要作用[6]. 非癌组织中的RASSF1A基因未见或

仅见极低频率的甲基化. RASSF1A基因启动子

区发生高甲基化的比率在胃癌中是35%-60%, 
在原发性非小细胞肺癌、乳腺癌中的比率分

别是72%-78%, 49%-61%[7-8]. RASSF1A的失活

还可由于突变引起, 但突变率小于10%. 失活的

RASSF1A可经甲基化抑制剂5-氮-2脱氧胞苷

(5-aza-dC)处理后重新活化[9]. 这给临床治疗提

供了理论依据.
目前国外有许多RASSF1A甲基化状态的

报道. Kang et al [10]应用特异性PCR检查方法, 检
测了268例胃组织标本中R A S S F1A甲基化程

度, 其中包括急性胃炎、慢性胃炎, 肠上皮化生

(IM), 胃癌(GC)等. 结果发现, RASSF1A高甲基

化发生在胃癌中, 而在其它病变, 如胃腺瘤、肠

上皮化生及慢性胃炎中该基因的甲基化率极低
[11]. 另一些研究应用甲基化特异性PCR检查方

法检测胃肠上皮化生与甲基化发生率状态关

系的结果也证实了这一点[12-13]. 我们采用巢式

MSP法, 使扩增倍数更高,灵敏度更高, 对胃癌

组织及胃良性病变中RASSF1A启动子存在甲

基化状态进行检测. 结果发现, 在32例胃癌组织

中, 有62.5%(20/32)的标本中存在RASSF1A基因

启动子区甲基化, 而癌旁胃组织, 存在甲基化的

比率只有3.1%, 二者之间比较差异有显著意义

(P <0.05). 表明RASSF1A启动子区甲基化参与

了胃癌的发生发展. 在胃良性病变中, 浅表性胃

炎甲基化发生率低3.3%, 而萎缩性胃炎甲基化

程度略高为37.5%, 但二者之间比较差异无显著

性, 可能因为病例少的原因. 胃癌甲基化发生率

与癌旁组织及浅表性胃炎发生率比较差异有显

著性(P <0.01). 在胃癌病理组织分化中高分化、

中分化胃癌RASSF1A甲基化发生率低于低分化

胃癌, 但各组之间比较差异无显著性. 本研究表

明胃癌中有淋巴结转移和无淋巴结转移组甲基

化发生率者分别为64%(16/25)和42.8%(3/7), 两
组之间比较差异无显著性. 说明RASSF1A甲基

化与病理分化程度及淋巴结转移无明显相关性.  
本实验PCR产物测序结果显示, RASSF1A甲基

化胃癌标本中基因启动子区CpG岛的16个CpG
位点有14个发生了甲基化, 而未甲基化胃癌标

本中, CpG岛的胞嘧啶(C)全部转变成尿嘧啶(T). 
说明在胃癌组织中, RASSF1A基因启动子区确

实存在CpG位点被甲基化现象. 与文献研究结果

一致[14-15]. 
根据已被广泛证实的启动子区域的D N A

甲基化胞嘧啶的密度和基因转录活性的相互关

系[16], 可以认为启动子区域CpG位点甲基化是

RASSF1A失活的主要机制, 在胃癌的发生过程

中发挥主要作用.  
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■同行评价
本文研究了RAS-
SF1A在胃癌的发
生发展中起重要
作用是由于其基
因启动子区甲基
化, 立题新颖, 方
法 成 熟 ,  数 据 可
信, 对临床指导有
重要意义.
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