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Abstract
AIM: To investigate the expression of Ras pro-
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RAS蛋白激酶类似物-1和细胞外信号调节激酶在胃癌中
的表达及其临床意义

赵艳春, 陈 洪, 孙 林, 邱 梅, 陈旭东

®

■背景资料
胃癌的发生发展
涉及到多个基因
的改变和多阶段
的过程, 但具体发
病机制目前尚未
完 全 明 确 .  目 前
已明确RAS 基因
家族活性异常增
高是人类恶性肿
瘤形成的关键因
素之一, 围绕RAS
基因及其信号传
导通路的研究一
直是分子肿瘤学
的研究热点. Ras
蛋白激活物类似
物-1(Ras protein 
activator like 1, 
RASAL1 )是近年
新发现的基因,研
究发现功能失活
与部分肿瘤的发
生发展有关, 被认
为是候选的抑癌
基因. 

tein activator like 1 (RASAL1) and extracellular 
regulated protein kinase (ERK) in gastric cancer 
and to analyze their association with clinico-
pathological features of gastric cancer. 

METHODS: The expression of RASAL1, ERK 
and phosphorylated ERK (p-ERK) was detected 
by immunohistochemistry in 60 gastric cancer 
tissue specimens and matched tumor-adjacent 
tissue specimens. The association of RASAL1 
and ERK expression with clinicopathologic char-
acteristics of gastric cancer was then analyzed. 

RESULTS: RASAL1 expression was weak or un-
detectable in gastric cancer but strong in tumor-
adjacent tissue (mean rank score: 35.84 vs 85.16, 
P < 0.01). No significant difference was observed 
in ERK expression between gastric cancer and 
tumor-adjacent tissue (mean rank score: 60.68 vs 
60.33, P > 0.05). The expression level of p-ERK 
in gastric cancer was significantly higher than 
that in tumor-adjacent tissue (mean rank score: 
84.93 vs 36.07, P < 0.0001). Besides, decreased ex-
pression of RASAL1 and over-activation of ERK 
were significantly correlated with tumor size, 
stage, depth of invasion, grade and lymph node 
metastasis (all P < 0.05).

CONCLUSION: Low expression of RASAL1 and 
high expression of p-ERK may be involved in 
the development and progression of gastric can-
cer. RASAL1 promotes gastric cancer occurrence 
and development possibly by regulating the ac-
tivation of ERK. 

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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■研发前沿
RASAL1 基因编
码 的 蛋 白 属 于
RAS GAP1家族, 
可负性调控RAS
蛋 白 的 活 性 ,  继
而参与调控Ras/
R a f / M E K / E R K
信 号 通 路 .  目 前
已 有 研 究 发 现
RASAL1在胃癌
组织中表达异常, 
但其与胃癌组织
中Ras/Raf/MEK/
ERK信号通路失
调的关系尚无确
切证据.

2 1 ( 2 8 ) :  2 9 2 9 - 2 9 3 6   U R L :  h t t p : / / w w w . w j g n e t .
com/1009-3079/21/2929.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i28.2929 

摘要
目的: 研究观察胃癌及癌旁组织中Ras蛋白
激酶类似物-1(Ras protein activator like 1, 
RASAL1)和细胞外信号调节激酶(extracellular 
regulated protein kinases, ERK)的表达情况, 并
分析其与胃癌临床病理特征的关系. 

方法: 采用免疫组织化学方法检测60例胃癌
组织及其对应癌旁组织中RASAL1、ERK以
及磷酸化ERK(p-ERK)的表达水平, 并结合胃
癌临床病理资料进行分析. 

结果: RASAL1在胃癌组织中呈弱表达或者无
表达, 而在癌旁组织中呈强阳性表达, 两组间
表达差异有统计学意义(秩均数分别为35.84
和85.16, P <0.001). ERK在胃癌和癌旁组织中
表达无明显差异(秩均数分别为60.68和60.33, 
P >0.05). p-ERK在胃癌组织中的水平明显高于
癌旁组织中的水平, 两组间表达差异有统计学
意义(秩均数分别为84.93和36.07, P <0.001), 且
RASAL1的表达下降、p-ERK的过度表达与
肿瘤大小、分期、浸润深度、分化程度及淋
巴结转移明显相关(均P <0.05).

结论: RASAL1低表达和p-ERK过度表达可能
与胃癌的发生、发展有关, 而RASAL1可能通
过调控ERK的活化, 使之成为p-ERK, 促进胃
癌发生及进展. 

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文研究发现胃癌组织中R a s蛋白

激活物类似物-1(Ras protein activator l ike 1, 
RASAL1)呈低表达, 而p-ERK呈高表达,并与临床

病理特点相关, 提示RASAL1可能通过参与调节

Ras/Raf/MEK/ERK信号传导通路的活性而抑制

胃癌的发生发展. 本研究结果将有助于加深理解

胃癌发生发展的分子机制, 为胃癌的分子诊断、

靶向治疗提供新思路. 
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0  引言

胃癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 据统计

在我国胃癌死亡率居于各种癌症死亡率的首 
位[1]. 胃癌的发生发展涉及到多基因的改变和多

阶段的过程, 但具体发病机制目前尚未完全明

确. 近年来, Ras/Raf/MEK/细胞外信号激酶(ex-
tracellular regulated protein kinases, ERK)信号通

路失调与多种肿瘤的发生发展的关系引起较多

关注[2]. ERK是Ras/Raf/MEK/ERK信号传导通路

中的关键激酶, 研究表明ERK参与了细胞外信

号传递至细胞核的过程, 与细胞的增殖、分化

有关, 并参与肿瘤的发生发展[2]. Ras蛋白激活物

类似物-1(Ras protein activator like 1, RASAL1 )
是近年新发现的一个基因, 其编码蛋白可激活

Ras GTP酶, 使与Ras P21蛋白结合的GTP转变

为GDP, 进而导致Ras P21蛋白失活, 起到调节

丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)信号通路活性的作用, 从而参与

细胞的增殖、分化及凋亡[3,4]. 已有较多研究报

道发现RASAL1以及ERK的表达失调参与肿瘤

发生发展[2,4,5]. 本研究以胃癌组织及其相应癌旁

组织为研究对象, 采用免疫组织化学的方法检

测RASAL1、ERK以及p-ERK的表达水平, 并分

析其与胃癌发生及进展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌组织及癌旁组织取自2012-04/2012-
12在我院及盐城市第一人民医院确诊为原发性

胃癌并行胃癌根治术患者的手术标本(n  = 60). 
收集所有病例的病理资料和临床资料, 包括年

龄、性别、肿瘤大小、分化程度、浸润深度、

淋巴结转移及TNM分期等情况. 其中男性44例, 
女性16例; 最小年龄49岁, 最大79岁, 平均年龄

65.78岁; 有淋巴结转移的患者48例, 无淋巴结

转移的患者12例; TNM分期1、2期患者26例, 
3、4期患者34例. 所有病例术前未进行任何放

疗、化疗及生物靶向治疗. 癌旁标本取自距离

胃癌组织边缘5 cm以上的组织, 标本获得后即

以40 g/L甲醛固定24 h, 然后取材并以梯度酒精

脱水, 再以10%硬脂酸石蜡(65 ℃)透明浸蜡处理

8 h, 石蜡包埋; 组织块4 μm厚度组织切片, 载玻

片多聚-L-赖氨酸预处理, 捞片后置入烤箱58 ℃
-60 ℃ 60 min使切片紧密粘附. ERK、p-ERK及

RASAL1一抗购自英国Abcam公司, 为羊抗人多

克隆抗体, 使用浓度为1∶200. 二抗为兔抗羊单
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■相关报道
杨晓薇等发现胃
癌 组 织 中R A S -
AL1 基因的表达
在mRNA水平和
蛋白水平均下调, 
表达水平与胃癌
的恶性程度有一
定 关 系 .  夏 挺 松
等检测胃癌组织
中RASAL1的表
达可反映肿瘤大
小、分化程度、
浸润深度及有无
淋巴结转移, 提示
RASAL1 基因的
低表达与胃癌的
发生及进展有密
切关系.

克隆IgG-HRP, 购自南京巴傲得生物科技有限 
公司. 
1.2 方法  利用免疫组织化学法(二步法)检测

RASAL1、ERK及p-ERK在胃癌组织和癌旁

组织的表达水平. 病理组织蜡块经4 μm连续切

片、二甲苯脱蜡、将切片浸入0.01 mol/L柠檬

酸盐抗原修复缓冲液(pH 6.0)内, 微波炉加热至

沸腾后断电, 循环2-3次达到抗原修复目的, 分别

做抗RASAL1、ERK及p-ERK免疫组织化学染

色. 染色方法按免疫组织化学染色试剂盒(Vec-
tor Labs, USA)说明书步骤进行. 在光镜下观察, 
以细胞浆或(和)细胞核内出现棕黄色颗粒为阳

性. 将细胞染色强度和阳性细胞百分数分为4级, 
阳性细胞数<5%记为0分、5%-29%记为1分、

30%-75%为2分、>75%为3分. 根据黄色的深浅

将无显色评为0分、淡黄色评为1分、桔黄色评

为2分、棕黄色评为3分. 将每张切片的染色程

度与染色细胞百分率得分相乘作为最后得分. 
0-1分为阴性(-), 2-3分为弱阳性(+), 4-6分为中等

阳性(++), >6分为强阳性(+++). 所有染色切片由

两位高级职称病理医师独立重复阅片. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析. 计数资料采用频数描述原始数据. 该资料为

单向有序R*C资料, 采用非参数秩和检验比较组

间差异. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃癌组织中RASAL1、ERK、p-ERK的表

达情况 胃癌组织和癌旁组织经HE染色后, 作抗

RASAL1、抗ERK以及p-ERK免疫组织化学染

色, 统计其表达情况. 结果显示, RASAL1在胃癌

组织中呈弱表达或者无表达, 而在癌旁组织中

呈强阳性表达; 胃癌组中RASAL1阳性率明显低

于癌旁组织中的阳性率, 差异具有统计学意义

(P <0.001). 而p-ERK在胃癌组织中的表达水平

明显高于癌旁组织中的水平(P <0.001). ERK在

胃癌组织与癌旁组织中的表达水平无明显差异

(P >0.05)(表1, 图1). 
2.2 胃癌组织中RASAL1、ERK、p-ERK表达与

临床病理特征的关系 统计结果表明, RASAL1、
E R K、p-E R K的表达与年龄、性别均无明显

相关(P >0.05). 胃癌组织中RASAL1的表达和

肿瘤大小(P <0.01)、分化程度(P <0.05)、浸润

深度(P <0.001)、淋巴结转移(P <0.05)、分期

(P <0.001)明显相关, 在肿瘤体积大、分化程度

低、浸润程度深、有淋巴结转移及TNM分期晚

的病例中, RASAL1呈低表达. p-ERK的表达也

和肿瘤大小(P <0.05)、分化程度(P <0.01)、浸润

深度(P <0.001)、淋巴结转移(P <0.05)、TNM分

期(P <0.001)明显相关, 在肿瘤体积大、分化程

度低、浸润深、有淋巴结转移及TNM分期晚

的病例中, p-ERK呈高表达. 而胃癌组织中ERK
的表达与肿瘤大小、浸润深度、淋巴结转移、

TNM分期等无明显相关(P >0.05)(表2-4). 

3  讨论

本研究通过免疫组织化学方法检测了60例胃

癌及其相应癌旁组织中R A S A L1、E R K以及

p-ERK蛋白水平, 发现RASAL1、p-ERK蛋白在

胃癌及癌组织中表达有明显的差异, 且两者蛋

白表达水平和胃癌的进展相关, ERK在胃癌及癌

旁组织中表达无明显差异.
肿瘤的发生发展是一个涉及到多基因的改

变和多阶段的过程. 原癌基因及抑癌基因不可

逆的积累突变并失调是肿瘤发生的一个重要的

分子机制[6]. 其中ras基因是研究十分广泛的原癌

基因, 编码Ras蛋白[7], 而ras基因突变、过量表达

和多种肿瘤的发生发展密切相关[8-13]. 当Ras蛋
白持续活化时, 其能持续激活下游的Raf/MEK/
ERK信号传导通路, 造成细胞生长失控、无限

制增殖, 进而引起肿瘤的发生[14-17]. 有研究表明

Ras蛋白的活性可受Ras蛋白活性调节因子, 如

2013-10-08|Volume 21|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  癌组织及癌旁组织的RASAL1、ERK、p-ERK的差异性分析 (n )

                  表达水平
秩均数       Z 值, P 值

 -  + ++ +++

Ras蛋白激活物类似物-1 癌组织 25 28   7   0 35.84 -8.060, <0.001

癌旁组织   1   8 30 21 85.16

细胞外信号激酶 癌组织   1 10 29 20 60.68 -0.060, 0.952

癌旁组织   2   8 31 19 60.33

磷酸化细胞外信号激酶 癌组织   2   8 24 26 84.93 -7.966, <0.001

癌旁组织 34 17   9   0 36.07
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■创新盘点
本 文 同 时 检 测
胃 癌 组 织 和 癌
旁 组 织 标 本 中
RASAL1及其下
游信号分子ERK
和p-ERK的表达
情 况 ,  结 果 发 现
RASAL1和p-ERK
在胃癌组织和癌
旁组织中的表达
有显著差异. 作者
从细胞外信号调
节通路的角度分
析这两种差异的
内在联系, 及其在
胃癌的发生发展
中的意义.
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Ras-GTP酶活化蛋白(GTPase activating protein, 
GAP)调控. Ras GAPs具有GTP酶活性, 能够通

过水解作用使Ras蛋白失活. 在ras基因没有突

变的情况下, Ras GAPs的功能缺失同样可以使

Ras蛋白的过度活化, 进而促进肿瘤的形成和发

展[4,18-19]. RASAL1作为Ras GAPs可以通过水解

■应用要点
本文发现胃癌组
织中RASAL1呈
低表达, 而p-ERK
呈高表达, 并与胃
癌的临床病理特
点密切相关, 该研
究结果为胃癌的
分子靶向治疗提
供了潜在新靶点.

2013-10-08|Volume 21|Issue 28|WCJD|www.wjgnet.com

K L

图  1  胃癌组织和癌旁组织中RASAL1、ERK、p-ERK的表达情况. A: 癌旁组织, 距癌组织边缘5 cm以上, 下同(HE染色×40); 

B: 癌旁组织RASAL1免疫组织化学(×100), >75%的细胞在细胞浆和细胞膜有棕黄色颗粒沉着, 着色深, 计分为强阳性; C: 胃

癌组织, HE染色(×100), 中分化腺癌, 癌细胞呈腺管状排列, 腺管大小不一, 癌细胞核浆比例失调, 细胞核深染, 有核仁, 可见

核分裂像; D: 胃癌组织的RASAL1免疫组织化学(×100), 中分化胃腺癌, 可见＜75%的细胞在细胞浆和细胞膜有黄色颗粒沉

着, 呈淡黄色, 计分为弱阳性; E: 低分化胃癌组织的HE染色(×100), 低分化腺癌, 癌细胞弥漫分布, 不呈腺管状排列, 细胞核

深染, 核浆比失调, 核分裂像多见; F: 低分化胃癌组织的RASAL1免疫组织化学(×100), 基本不着色, 计分为阴性; G: 癌旁组

织RASAL1免疫组织化学(×100), ＜75%的细胞在细胞浆有黄色染色, 呈淡黄色, 计分为弱阳性; H: 癌旁组织的p-ERK免疫

组织化学(×100), 基本不着色, 计分为阴性; I: 中分化胃癌组织的ERK免疫组织化学(×100), ＞75%的癌细胞在细胞浆、细胞

核和细胞膜有棕黄色颗粒沉着, 着色深, 计分为强阳性; J: 中分化胃癌组织的p-ERK免疫组织化学(×100), 30%-75%的癌细

胞在细胞浆、细胞核和细胞膜有棕黄色颗粒沉着, 着色深, 计分为中阳性; K: 低分化胃癌组织的HE染色(×100), 低分化胃腺

癌, 癌细胞弥漫分布, 不呈腺管状排列, 细胞核深染, 核浆比失调, 核分裂像多见; L: 低分化胃癌组织的p-ERK免疫组织化学

(×100),  癌细胞弥漫分布, 不呈腺管状排列, 核深染上浮, 形态大小不一, 几乎全部细胞在细胞浆、细胞核和细胞膜有棕黄

色颗粒沉着, 着色深, 计分为强阳性.

表  2  胃癌组织中RASAL1表达与临床病理资料的相关性

     表达水平
秩均数 Z 值, P 值

- + ++

性别 -0.368, 0.713

  男 19 20 5 30.05

  女   6   8 2 31.75

年龄(岁) -0.635, 0.525

  ≥60 19 20 7 31.22

  <60   6   8 0 28.14

肿瘤大小(cm) -3.517, <0.001

  <4   6 18 6 37.70

  ≥4 19 10 1 23.30

浸润深度 -4.115, <0.001

  黏膜层和黏膜下层   4 15 7 40.13

  肌层和浆膜层 21 13 0 23.13

分化程度 -2.460, 0.014

  低分化及印戒细胞癌 12   5 1 22.81

  中高分化 13 23 6 33.80

淋巴结转移 -2.900, 0.004

  无   2   5 5 42.38

  有 23 23 2 27.53

TNM分期 -4.115, <0.001

  1、2期   4 15 7 40.13

  3、4期 21 13 0 23.13
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表  3  胃癌组织中p-ERK表达与临床病理资料的相关性

                    表达水平
秩均数 Z 值, P 值

- + ++ +++

性别 -0.344, 0.731

  男 1 8 19  16 30.07

  女 0 2 10    4 31.69

年龄(岁) -0.057, 0.955

  ≥60 1 8 22  15 30.57

  <60 0 2   7    5 30.29

肿瘤大小(cm) -3.106, 0.002

  <4 0 4 18    8 24.03

  ≥4 1 6 11  12 36.97

浸润深度 -3.684, <0.001

  黏膜层和黏膜下层 0 5 14    7 21.73

  肌层和浆膜层 1 5 15  13 37.21

分化程度 -2.883, 0.004

  低分化及印戒细胞癌 1 3   8    6 39.67

  中高分化 0 7 21  14 26.57

淋巴结转移 -2.442, 0.015

  无 0 4   5    3 20.33

  有 1 6 24  17 33.04

TNM分期  -3.684, <0.001

  1、2期 0 5 14    7 21.73

  3、4期 1 5 15  13 37.21

表  4  胃癌组织中ERK表达与临床病理资料的相关性

              表达水平
秩均数 Z 值, P 值

- + ++ +++

性别 -0.239, 0.813

  男 1 6 19 18 30.80

  女 1 2   5   8 29.69

年龄(岁) -0.390, 0.697

  ≥60 2 7 16 21 30.05

  <60 0 1   8   5 31.96

肿瘤大小(cm) -0.273, 0.785

  <4 2 7 13   8 29.93

  ≥4 0 1 11 18 31.07

浸润深度 -0.698, 0.485

  黏膜层和黏膜下层 2 8 10   6 28.85

  肌层和浆膜层 0 0 14 20 31.76

分化程度 -0.307, 0.759

  低分化及印戒细胞癌 0 1   4 13 29.53

  中高分化 2 7 20 13 30.92

淋巴结转移 -1.176, 0.240

  无 1 5   3   3 25.63

  有 1 3 21 23 31.72

TNM分期 -0.698, 0.485

  1、2期 2 8 10   6 28.85

  3、4期 0 0 14 20 31.76
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Ras GTP使Ras蛋白失活而发挥肿瘤生长抑制作

用[3,20]. 已有研究表明, RASAL1在结直肠癌、肝

癌等多种肿瘤中表达下调, 被认为是候选抑癌

基因[21,22]. 本课题组既往研究及相关文献也表明

RASAL1基因在胃癌细胞株及胃癌组织中表达

降低、RASAL1基因可能参与了胃癌的发生发

展[22,23-25]. 在本研究中, 我们发现RASAL1蛋白在

肿瘤体积大、分化程度低、浸润程度深、有淋

巴结转移及TNM分期晚的胃癌病例中RASAL1
呈现为低表达, 表明胃癌组织的RASAL1表达和

临床病理特征有着明显的相关性.
ERK是MAPK家族中的重要成员, 通过Ras/

Raf/MEK/ERK通路磷酸化激活. 活化的ERK(即
p-ERK)转移至细胞核内, 可激活下游多种转录

因子, 诱导细胞分裂增殖[26]. 大量的研究表明

ERK过度活化在细胞恶性转化及演进中起重要

作用[27-29]. 本研究发现ERK在胃癌组织中的表达

与其在癌旁组织中的表达无明显差异, p-ERK和

胃癌可能更为相关. 进一步研究也发现, p-ERK
的表达和胃癌的临床病例特征有明显的相关性, 
在肿瘤体积大、分化程度低、浸润程度深、有

淋巴结转移及TNM分期晚的病例中p-ERK呈现

高表达. 我们推测, 可能由于RASAL1的表达降

低导致RAS蛋白活性异常上调, 持续激活Ras/
Raf/MEK/ERK信号传导通路, 从而使ERK持续

活化为p-ERK, 进而调控细胞异常增殖, 血管生

成等, 但具体的调控机制尚有待进一步的研究.
本实验提示胃癌组织中RASAL1低表达和

p-ERK过度表达可能与胃癌发生、发展有关. 进
一步深入研究RASAL1与ERK信号通路的调控

机制可能为胃癌的早期诊断、预后判断以及分

子靶向治疗提供实验依据.
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