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Abstract
AIM: To detect the expression of RASSF1A and 
CyclinA2 in intrahepatic cholangiocarcinoma 
(ICC) and to analyze their relationship with the 
biological behavior of ICC. 

METHODS: Thirty ICC specimens and 18 
tumor-adjacent tissue specimens were collected 
from January 2010 to September 2011 in Depart-
ment of Hepatobiliary Surgery, Union Hospital, 
Tongji Medical College, Huazhong University 
of Science and Technology. The expression of 
RASSF1A and CyclinA2 in these specimens was 
detected by immunohistochemistry. The rela-
tionship between the expression of RASSF1A 
and CyclinA2 and clinicopathologic parameters 
of ICC was then analyzed.
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RASSF1A与CyclinA2在肝内胆管细胞癌中的表达与相关性

吴军卫, 李 潼, 李锦锦, 孟元普, 柴新群

®

■背景资料
RASSF1A 是一个
新型的抑癌基因, 
是属于 R A S S F 1
家族(Ras associa-
tion domain fam-
ily 1)(RASSF1A-
RASSF1H)的一
个亚型, 位于染色
体3p21.3区域, 编
码由340个氨基酸
组成的蛋白质. 最
先因其在人肺癌
中常有纯合型缺
失而被发现并被
Dammann等克隆
出来. 其失活可以
导致多种恶性肿
瘤的发生, 其失活
方式有突变、杂
合性缺失、纯合
型缺失及启动子
甲基化, 其中以启
动子甲基化最为
常见 .  RASSF1A
作为抑癌基因,可
通过多种不同的
途径如促进细胞
凋亡、调节染色
体和微管的稳定
性和调控细胞周
期等发挥作用. 

RESULTS: The positive rate of expression of 
RASSF1A in ICC was significantly lower than 
that in tumor-adjacent tissue (36.67% vs 83.33%, 
P < 0.05), while the positive rate of expression of 
Cyclin A2 in ICC was significantly higher than 
that in tumor-adjacent tissue (73.33% vs 11.11%, 
P < 0.05). There was a negative correlation be-
tween the expression of RASSF1A and that of 
Cyclin A2 in ICC (P < 0.01, r = 0.54).

CONCLUSION: RASSF1A and CyclinA2 may be 
involved in the occurrence and development of 
ICC. Inactivation of RASSF1A may contribute 
to the invasion and metastasis of ICC. CyclinA2 
may play a significant role in the tumor inhibi-
tion mechanism mediated by RASSF1A.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨RASSF1A与CyclinA2在肝内胆管
细胞癌(intrahepatic cholangiocarcinoma, ICC)
的表达情况、与临床生物学行为的关系及二
者的相关性. 

方法: 收集2010-01/2011-09华中科技大学同济
医学院附属协和医院肝胆外科中心手术切除
的30例ICC组织与18例癌旁组织, 利用免疫组
织化学两步法, 检测RASSF1A与CyclinA2分
别在上述组织中的表达, 并分析其表达的意义
及相关性. 

结果: RASSF1A在ICC组织中的表达明显低于
癌旁组织中的表达, 其在ICC组织中阳性表达
率为36.67%(11/30), 在癌旁组织中阳性表达率
为83.33%(15/18)(P <0.05); CyclinA2在ICC组
织中的表达明显高于癌旁组织中的表达, 其在
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ICC组织中阳性表达率为73.33%(22/30), 在癌
旁组织中阳性表达率为11.11%(2/18)(P <0.05); 
RASSF1A失活与CyclinA2高表达在ICC的发
生过程具有相关性(P <0.01, r  = 0.54). 

结论: RASSF1A基因与CyclinA2蛋白可能参
与ICC的发生发展过程, RASSF1A基因失活可
能参与ICC的浸润转移过程, 且二者的作用机
制可能存在一定的相关性. 

© 2013年版权归Baishideng所有.

关键词: RASSF1A; 细胞周期蛋白A2; 肝内胆管细

胞癌; 免疫组织化学

核心提示: 本研究表明RASSF1A的失活参与了

肝内胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocarcinoma, 
ICC)的发生, 其作用机制可能与细胞周期蛋白

A2(CyclinA2)有紧密的相关性. 而且发现RASSF1A
失活的ICC患者更易发生淋巴结的转移,  临床分期

也较晚, 可能预示着预后不良. 
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0  引言

肝内胆管细胞癌(intrahepatic cholangiocarci-
noma, ICC)是指发生于二级胆管以上的末梢侧

肝内小胆管的胆管细胞癌, 起源于肝内胆管上

皮细胞, 约占胆管细胞癌的5%-20%[1]. 与肝细胞

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)相比, ICC更
容易发生早期淋巴结转移与术后复发[2]. 但是其

与肝门胆管癌(hilar cholangiocarcinoma)相比也有

不同[3], 肝门胆管癌比ICC更容易侵犯周围神经

及淋巴结[1]. 近30年来, 在全世界范围内, 有数据

表明: ICC的发病率和死亡率呈不断上升趋势[4,5]. 
RASSF1A是一个新型的抑癌基因, 其失活可以

导致多种恶性肿瘤的发生, 其失活方式以启动

子甲基化最为常见. RASSF1A作为抑癌基因, 可
通过多种不同的途径发挥作用, 包括促进细胞

凋亡、调节染色体和微管的稳定性和调控细胞

周期等. 本文主要探讨RASSF1A基因与细胞周

期蛋白A2(CyclinA2)在ICC组织与癌旁组织中的

表达与临床意义, 并分析RASSF1A发挥抑癌作

用是否同CyclinA2具有相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集华中科技大学同济医学附属协和

医院肝胆外科2010-01/2011-09手术切除的ICC
标本30例及癌旁组织18例, 所有标本的患者术

前均未经过化疗和其他抗肿瘤治疗. 其中男性

15例, 女性15例; 有血管癌栓者5例, 无癌栓者25
例; 高、中分化胆管细胞癌20例, 低分化胆管

细胞癌10例; 有淋巴结转移者11例, 无淋巴结转

移者19例; 周围脏器转移者6例, 无转移者24例; 
Nathan分期[6]Ⅰ期、Ⅱ期17例, Ⅲ期、Ⅳ期13例. 
所有组织均经脱水、石蜡包埋、4 μm连续切

片后进行实验. RASSF1A兔抗人多克隆抗体、

CyclinA2兔抗人多克隆抗体均购自北京博奥森

生物公司, 即用型SV两步法试剂盒、DAB显色

液均购自武汉博士德公司. 
1.2 方法 采用SV(Super Vision)免疫组织化学两

步法的方法分别检测ICC组织和癌旁组织中的

RASSF1A和CyclinA2的表达, 具体步骤严格按

照说明书上进行. 兔抗人RASSF1A一抗及Cy-
clinA2一抗的工作浓度均为1∶100, RASSF1A
和CyclinA2均用已知的正常乳腺组织阳性切片

作为阳性对照; 用0.01 mol/L PBS(pH7.4)代替

RASSF1A和CyclinA2的一抗做阴性对照. 判断

标准: RASSF1A染色阳性主要定位于细胞质, 
CyclinA2染色阳性主要定位于细胞核. 用Mat-
tern积分法[7]染色指数评定染色结果: 阳性细胞

百分率: 每例标本中, 随机选择10个含有阳性细

胞的高倍视野(×400), 每个视野计数100个肿瘤

细胞, 取染色阳性细胞数的平均值计算阳性细

胞百分率. 无阳性细胞定为0; 阳性细胞≤25%
定为1; 阳性细胞≤50%定为2; 阳性细胞>50%定

为3. 染色强度: 阴性定为0; 浅黄色定为1; 深黄

色定为2; 棕黄色定为3. 以染色强度和阳性细胞

百分率之和为染色指数, 0为最小值, 6为最大值. 
染色阳性定为阳性表达指数>3, 染色阴性定为

阳性表达指数≤3. 
统计学处理 所有数据采用SPSS15.0进行统

计学分析, 两组组间率的比较用χ2
检验, 相关性

比较用配对χ2
检验, 看其是否具有一致性, 按α = 

0.05检验标准, P <0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 RASSF1A在ICC组织和癌旁组织中的表达

RASSF1A蛋白定位处染色呈棕黄或棕褐色, 主
要表达于细胞质中, 细胞核中也有少量表达(图
1A, B). 在18例癌旁组织中, RASSF1A阳性表达

■研发前沿
在 I C C 发 生 发 展
过程中, 有许多分
子机制参与其中, 
但分子生物学研
究并未能完全解
释其发生发展浸
润转移的过程, 故
立足于每种细胞
因子的体内或体
外的研究, 仍有助
于去揭示这些细
胞 因 子 在 I C C 发
生发展中的作用, 
并为今后临床上
基因治疗提供新
的思路.
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率为83.33%(15/18); 在30例ICC组织中, 其阳性

表达率为36.67%(11/30), 二者结果比较差异具

有统计学意义(P <0.05, 表1).
2.2 RASSF1A在ICC组织中的表达与其临床生

物学行为的关系 在30例ICC患者中, RASSF1A
的表达与年龄、性别、CA199水平、有无血管

癌栓等无相关性(P >0.05). 而与有无周围脏器转

移、胆管癌分化程度、有无淋巴结转移、Na-
than分期有关(P <0.05, 表2).
2.3 CyclinA2在ICC中的表达 CyclinA2蛋白定位

处染色呈棕黄或棕褐色, 主要表达于细胞核中, 
细胞质也有少量分布(图1C). 在30例ICC组织中, 
CyclinA2阳性表达率为73.33%(22/30); 在18例癌

旁组织中, 其阳性率为11.11%(2/18), 二者结果比

较差异具有统计学意义(P <0.01)(表3).
2.4 RASSF1A与CyclinA2在ICC中表达的相关性 
在30例ICC组织中, RASSF1A失活与CyclinA2高
表达的有18例, RASSF1A表达阳性与CyclinA2表
达阴性有7例(表4). 经配对χ2

检验, 两者比较χ2 = 
12.139, P <0.01(表4), 表明RASSF1A失活和Cyc-
linA2高表达在ICC中表达情况一致, 其相关性有

统计学意义. 且r = 0.54, 其值>0.5, 表明RASSF1A
发挥抑癌作用的过程可能同紧密CyclinA2相关. 

3  讨论

2000年, Dammann等[8]利用酵母双杂交筛选方

法, 在染色体3p21.3区域克隆出一种新型的Ras
因子-RASSF1A. 他属于RASSF1家族(Ras asso-

表  1  RASSF1A在肝内胆管细胞癌组织和癌旁组织中的表达

     组织类型 n 阳性(n ) 阴性(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

肝内胆管癌 30 11 19 36.67

癌旁组织 18 15   3 83.33 9.869 0.002

表  2  RASSF1A的表达与肝内胆管细胞癌组织的临床病理特征的关系

     病理资料 n 阳性(n ) 阴性(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

年龄(岁) 0.287 >0.05

  ＜60 20   8 12 40.00

  ≥60 10   3   7 30.00

性别 1.292 >0.05

  男 15   7   8 46.67 

  女 15   4 11 26.67 

CA199(U/mL) 0.578 >0.05

  ＜100 19   6 13 31.58

  ≥100 11   5   6 45.45

周围脏器转移 4.342 <0.05

  有   6   0   6   0.00

  无 24 11 13 45.83

胆管癌分化程度 4.593 <0.05

  高中分化 20 10 10 50.00

  低分化 10   1   9 10.00

有无淋巴结  5.687 <0.05

  有 11   1 10   9.09

  无 19 10   9 52.63

有无血管癌栓 0.781 >0.05

  有   5   1   4 20.00

  无 25 10 15 40.00

Nathan分期 4.474 <0.05

  Ⅰ-Ⅱ期 17   9   8 52.94

  Ⅲ-Ⅳ期 13   2 11 15.38

■相关报道
国内外对RASS-
F1A作用研究多
集中在肺癌与泌
尿 系 统 的 肿 瘤 , 
对肝外胆管细胞
癌 也 有 报 道 ,  但
对其在肝内胆管
细胞癌的表达及
作用机制则少见
报道.
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■应用要点
本 研 究 表 明 I C C
患 者 R A S S F 1 A
存在较高的失活
率 ,  RASSF1A失
活 或 低 表 达 的
I C C 组 织 多 伴 有
CyclinA2的高表
达, 二者表达可能
存在负相关, 表明
二者存在某种调
节机制, 这给以后
I C C 的 基 因 治 疗
提供了一个新的
靶点.

ciation domain family 1)(RASSF1A-RASSF1H)的
一个亚型, 其cDNA全长1873 bp, 编码由340个氨

基酸组成的蛋白质, 其表达蛋白的N'末端与一个

富含半胱氨酸的甘油二脂/佛波酯(DAG)结合区

高度同源, 即蛋白激酶C的保守域1, RASSF1A表

达多肽链的氨基酸的第125到138位可能是ATM
的磷酸化位点. 很多实验都表明RASSF1A的过

量表达可以促进细胞凋亡、细胞周期停滞和减

少癌细胞的发生. RASSF1A的减少会导致细胞

周期失去控制, 增强基因的不稳定性, 增强细胞

的移动性, 抵抗K-ras和肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)诱导的细胞凋亡[9-14]. 目
前已有研究者证实RASSF1A失活参与了多种人

类肿瘤如肺癌[15,16]、胃癌[17]、贲门癌与食管癌
[18]、膀胱癌[19]、肾癌[20]、肝细胞癌[21]、宫颈癌

与子宫内膜癌[22]等的发生, 但是目前国内外对

RASSF1A与肝内胆管细胞癌关系的研究较少. 
在人体内CyclinA2主要表达于人体的胚胎

细胞和性腺生殖细胞(如精原细胞、精母细胞

等)[23], 也常见于人类肿瘤[24,25], 在DNA合成以及

细胞周期G1-S期与G2-M期的转换过程中起重要

作用[11]. RASSF1A是否通过CyclinA2发挥抑癌

作用一直是研究的热点, 但是其机制也存在诸

多争议. Fenton等[26]研究表明RASSF1A可以通

过与转录因子p120E4F相互作用而影响G1期的

过渡. p120E4F可以通过下调CyclinA2的转录,  
导致细胞周期停滞在G1期

[27]. RASSF1A可以加

强p120E4F抑制CyclinA2的能力并与p120E4F协
同诱导细胞周期的停滞[12]. 所以若RASSF1A失

活其抑制CyclinA2的能力减弱,  则CyclinA2会
显著增多, 进而促进DNA的合成以及加速细胞

有丝分裂的进程. 但是有研究表明RASSF1A也

可以控制细胞分裂停滞在G2-M期. 2004年Song
等[28]报道了RASSF1A通过细胞周期相关蛋白

Cdc20抑制后期促进复合物(anaphase-promoting 
complex, APC),  诱导细胞停滞在G2向M期过渡

的前中期. Cdc20可以绑定和激活大分子APC的
泛素连接酶, 继而促进细胞周期蛋白CyclinA2和
B的泛素化和降解. 与RASSF1A作用后, Cdc20
激活APC泛素连接酶的作用被抑制, 因此APC不
能降解CyclinA2和B, 稳定的CyclinA2和B会阻

止细胞分裂的进行. 失活的RASSF1A导致细胞

分裂的加速. 由此可以看出RASSF1A在CyclinA2
的调节中的角色是极其复杂的, Fenton等[26]的实

验发现RASSF1A的作用是减少CyclinA2蛋白的

水平, 但是Song等[28]的实验却表明他可以稳定

乃至增加CyclinA2蛋白的水平. 这种矛盾的现象

有待于我们进一步研究去证实其发挥作用的真

表  3  CyclinA2在肝内胆管细胞癌组织和癌旁组织中的表达

     组织类型 n 阳性(n ) 阴性(n ) 阳性率(%) χ2值 P 值

肝内胆管癌 30 22   8 73.33

癌旁组织 18   2 16 11.11 17.422 0.000

表  4  RASSF1A和CyclinA2在肝内胆管细胞癌中表达比较 (n)

     
RASSF1A失活

CyclinA2高表达
  合计(n ) χ2值 P 值

是(n ) 否(n )

是(n) 18 1 19

否(n ) 4 7 11

合计(n ) 22 8 30 12.139 0.000 

CBA

图  1  RASSF1A和CyclinA2的表达(×400). A: RASSF1A在ICC组织中的阳性表达; B: RASSF1A在癌旁组织中的阳性表达; C: 

CyclinA2在ICC组织中的阳性表达. ICC: 肝内胆管细胞癌.
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正机制,  本实验的目的之一就是探求RASSF1A
同CyclinA2是否存在关联, 亦或是二者是相互独

立的因素. 
RASSF1A蛋白还是一种微管结合蛋白, 可

以通过微管相关蛋白(microtubule-associated 
proteins, MAPs)与微管相互作用. 有研究表明

RASSF1A可以通过调控微管蛋白的动力使其

可以控制细胞的运动性和侵袭性. Dallol等[29]通

过研究非小细胞肺癌发现过量表达RASSF1A可

以抑制癌细胞的迁移,  改变癌细胞的形态. 通过

研究敲除RASSF1A基因的鼠胚胎成纤维细胞

(mouse embryonic fibroblasts, MEFs)及HeLa细
胞的特性, 发现上述类型细胞与细胞之间的粘

附力被弱化, 且细胞的变形能力增强, 这与微管

分枝扩展增多和张力纤维肌动蛋白的形成有关. 
因此, 上述实验表明RASSF1A功能的缺失可能

在肿瘤的发生、发展阶段都起作用. 
2002年Wong等[30]第一次发现13例肝外胆

管癌(extrahepatic cholangiocarcinoma, ECC)中
RASSF1A失活的概率为69%, 而且发现RASS-
F1A失活与ECC的发生、发展存在很大的相关

性. Kim等[31]发现RASSF1A启动子甲基化的概

率在E C C中高于其癌前病变胆管上皮内瘤变

(P <0.05), 在正常胆管上皮、胆管上皮内瘤变、

ECC中,  其甲基化的概率是逐渐增加的. 
国内Chen等[32]采用RT-PCR方法发现RASS-

F1A基因与ECC的淋巴结转移、TNM分期相关, 
也与其分化程度存在相关性. 他们用DNA甲基

转移酶抑制剂5-氮-2-脱氧胞苷(5-Aza-CdR)对人

胆管癌细胞株QBC-939进行干预后, 发现5-Aza-
CdR能够诱导已经甲基化的RASSF1A基因启动

子区域去甲基化, 并通过该机制诱导RASSF1A
基因在人胆管癌细胞系QBC-939中重新表达, 这
也充分说明了RASSF1A基因与ECC的发生存在

很大相关性. 这也为胆管癌的基因治疗开辟一

个新的方向, 因为在胆管癌中, RASSF1A基因是

完整的, 因为甲基化而休眠, 如果通过对其启动

子进行脱甲基化使其重新表达, 这将是一个新

的肿瘤治疗方法. 
以上研究结果表明, RASSF1A作为一种新

型抑癌基因, 其失活与癌症的发生、发展有着

必然联系, 与ECC的发生、发展、治疗、预后

也息息相关. 但是RASSSF1A怎样通过相关机制

调控CyclinA2的表达来调节细胞周期的进程还

存在争议; RASSF1A失活与人非小细胞肺癌侵

袭性增强有关, 但是其与ICC的侵袭力是否相关

尚未见报道; RASSF1A失活与ECC的发生、发

展、预后相关已被国内外许多研究证实, 但是

其与ICC的关系却罕见报道. 本实验旨在通过研

究RASSF1A的失活是否与ICC的发生相关, 若存

在相关性其表达与CyclinA2的表达在ICC中是

否有关联, 且其失活是否也与ICC侵袭力增强、

分期较晚、预后较差相关. 
本实验的研究结果表明RASSF1A在ICC

和癌旁组织中的阳性表达率分别为36.67%、

83.33%, 在癌旁组织中的表达率明显高于癌组

织, 其差异具有显著性意义(P <0.05); CyclinA2在
ICC和癌旁组织的阳性表达率分别为73.33%、

11.11%, 在ICC组织中的表达强于癌旁组织, 其
差异同样具有显著性(P <0.05); 而且二者在ICC
的表达紧密相关(P <0.01, r  = 0.54). 由此可以得

出RASSF1A在ICC中的失活率为63.33%, 其在

ICC中的表达减弱或消失, 而且发现RASSF1A
失活或低表达的ICC组织中常伴有CyclinA2的
高表达, 可以推测, 二者之间可能存在抑制表达

的机制, RASSF1A发挥抑癌作用的机制可能与

CyclinA2增多有关, 这与Fenton等[26]的研究结果

相一致. 
我们还发现RASSF1A蛋白的表达水平与年

龄、性别、CA199水平及有无血管浸润无关, 与
肿瘤分化程度、有无周围脏器转移、有无淋巴

结转移、Nathan分期有关. 低分化、有淋巴结转

移、有周围脏器转移、Nathan分期晚的ICC患

者, 其RASSF1A的失活率较高, 提示RASSF1A的

表达失活可能与ICC的分化低、侵袭力强及预后

较差相关, 这与相关文献报道的结果相一致, 这
在以后可能会作为判断胆管癌预后的一个指标. 

总之, 在ICC患者中RASSF1A低表达与Cyc-
linA2的高表达同ICC的发生发展相关; RASSF1A的
失活可能参与了ICC的浸润转移过程. 进一步的研

究需要证实RASSF1A与CyclinA2的作用机制, 如何

利用RASSF1A启动子去甲基化的方法使RASSF1A
在人体内重新表达, 从而发挥其抑癌作用, 抑制肿

瘤的转移和复发, 并有望为ICC的基因治疗提供一

个新的研究方向或靶点. 
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