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非小细胞肺癌 R A SsF IA 基因甲基化及下游基因表达
’
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摘要 目的
:

研究非小细胞肺癌 RA SS FI 人基因启动子甲基化及下游基因表达情况
。

方法 : 留取 58 例非小细胞肺癌患者手术标本

及正常肺组 织
,

甲基化特异性 PC R 分析队Ss FI A 基因启 动子 甲基化情况
,

同时 N o rt he m b lot 分析 SM 22
、

SP A R C
、

S D H B 和 CC
-

N O 3 等 4 种 R A SSFI A 下游基因的表达情况
。

结果 : 58 例非小细胞肺癌中 R A SSFI A 基因启动子甲基化 阳性率为 34
.

5 %
,

甲基化

与各临床参数之间无显著相关性
,

SM 22 和 SP A R C 在 RA SSF IA 甲基化组表达明显下调
。

结论
:
原发性非小细胞肺癌中存在着较

高比例 的 R A SSFI A 启动子过度甲墓化
,

并与下游葱因 SM 22 和 SPA R C 的表达下调密切相关
,

提示 R ASSFI A 在非小细胞肺癌

的发生中起着多种作用
。
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前言

肺癌现已是主要的致残和致死的原因
,

过去对肺癌的研究

主要局限于分析基因点突变
、

小片段缺失
、

插人等方式造成的

原癌基因的激活和抑癌基因的功能丧失
。

近期研究表明
.

甲基

化状态的改变与肿瘤发生的关系极大
,

是造成基因功能改变的

又一重要机制
。

基因的异常甲基化还可通过 5 一A z A 一c d R 等

药物将其逆转
。

因此更深人地研究基因甲基化可能为肺癌的防

治提供一条新的思路
。

R a :

相关区域家族 IA (R A ssFI A )基因

是 2 0 0 0 年从 3 号染色体短臂克隆出来的新型候选基因
。

科学

家们很早发现肺癌患者 3 号染色体短臂上存在多个位点的杂

质性丢失 (Lo
ss o f h e te r o z g o s ity

,

L o H )I
,

,

, l。 除肺癌外
,

在其

它多种肿瘤中也存在 R A FFs1 A 的过度甲基化
,

包括脑肿瘤
、

卵巢癌
、

乳腺癌
、

食管癌
、

膀胧癌
、

前列腺癌
、

鼻烟癌
、 ‘

肾癌等

队刀。

R A ssFI A 可以通过抑制
c

yc li n D l的聚积而诱导细胞周

期中断’8j
,

也可以通过抑制 A Pc 一 c d cZ 。调控
。ycli n 的稳定性

和有丝分裂的进程 ‘18j
.

因此在肿瘤细胞周期调控中起着重要作

用
。

R A F Fs zA 还 可以 调控包括 sM 2 2
、

sPA R e
、

s n H B 不11

C C N D 3 在内的“ 种基因
,

提示它是一种多功能的墓因‘, , 。

木研究主要检测 58 例非小细胞肺癌中的 R A ssFIA 甲基

化情况
,

并进一步分析 R A S SFI A 下游基因的表达情况
。

材料和方法

1
.

1 组织

5 8 例原发性非小细胞肺癌患者均于我院心胸外科接受手

术治疗
,

留取癌组织和相应正常肺组织标木
。

58 例患者中有 42

例腺癌
,

14 例鳞癌
,

以及 2 例腺鳞癌
。

参照文献111 ]提取 D N A 和

R N A
。

1
.

2 甲基化分析

用 e p G e n o m
e D N A M o d i6 e a tio n 儿t (In te r g e n ,

P u r -

ch as e ,

N Y )修饰已提取的 D N A
,

分别川甲基化特异性引物和

甲基化非特异性引物进行 Pc R 扩增
,

扩增产物行 3 %琼脂糖

电泳
。

引物设计参照文献气

1
.
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参照文献,,刀进行 N o

汕
e m b一o t 分析

。

取 1 0卜9 R N A 行甲

醛一

l0. %琼脂糖电泳
,

电泳结果转印至 H yb o n d 一N + 尼龙膜

(A m a rsh am Ph a

rm
a e ia B io te e h

,

B u e

恤
g ha

m
,

U K )
。

探针由

逆转录 p e R (r
e v e rs e tr a n se d p ti o n Pe R

,

R T 一Pe R )获得
,

序

列 (Se n se / A n 6 一 se n se )为
:
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/ 5
’一

T C T C T G T G A A T T C C C T C T T A 一 3
’

SP A R C : 5
’一A C T T C T T T G C C A C A A A G T G C ~ 3

‘
/ 5

护一

G T A C T T G T C A T T G T C C A G G T 一3
‘

S D H B : 5
护一A C A G C T C C C C G T A T C A A G A A 一3

‘

/ 5
’一

G A G T C AA T CA T C CA G C G A T A

CC N D 3 : 5
‘ 一A T C A A G C C G C A C A T G C G G A A G 一 3

’

/

5
护一 G C A AA G G T A T A A T C T G T A G C 一 3

’

sM 2 2
,

sp A R e
,

sn H B
,

e e N D 3 和 p一a e d n 的转录水平

采 用 Im a g in g a n a lyz e r (B A s ta ti o n ,

F切IFILM
,

T o冲。 ,

J
a p a n )分析

,

其中日一
a e t in 作为对照

。

1
.

4 统计分析

统计方法包括 Fish e r
·

s 。x a e t te st
、

st u d e n t
’

5 t te st 和 x , -

te st .

P < 0
.

0 5 时有统计学意义
。

’
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图 1 RA SSFI A 甲基化分析
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表 1 RA S SFIA 甲基化与临床参数之间的相关性分析

T a ble 1 Co

rre la tio n a一飞a lysis be rwe e n R A SSFIA m ethyla tio n sra tus

an d e】in ie alfa e to rs

甲基化情况

(+ ) (一 ) P

合 i十 2 0 3 8合i十

年龄(平均
,

岁 )

性别

6 3
.
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.

4 0
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7 2 a

0
.

7 8 b
,山‘62

j.1
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.
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病理分型

男

女

( 2 0

2 0

腺癌

鳞癌

腺鳞癌

高分化

中分化

低分化

1 / n 期

12

1 6 0
.

5 3 e

分化程度 l2

2 0

0
.

3 9 C

临床分期 0
.

5 4 b

m w 4 12

.

Stu d en t
, 5 t te st

b
Fisll er

,s e x ae t te st

‘ x Z一 test
-

2 结果

2
.

1 甲基化及其与临床病理的关系

2 0 例(34 .5 % )癌组织中发生了 R A ssFI A 启动子区域的

甲基化
。

非甲基化条带在所有标木中均有显示
.

而甲基化条带

在正常标木中均无显示
。

(图 1 )甲基化情况与对应临床参数之

间的关系如表 1 所示
,

各参数不同组之间无统计学差异
。

2
.

2 R A SSFI A 下游基因表达水平

随机选取了 8 例甲基化和 8 例非甲基化的病例
,

分析

R Ass FI A 下游基因的表达情况
。

SM22 和 SPA R C 在甲基化

组的表达较非甲基化组分别降低 60 % 和 5 0%
,

差异显著
。

S D H B 和 c c N O 3 的表达情况也显示出了类似趋势
,

但尚无

统计学差异
。

3 讨论

木研究检测 了 58 例非小细胞肺癌患者肿瘤组织 中

R A ssF IA 基因启动子过度甲基化情况
,

结果表明甲基化阳性率

为 34
.

5叭(2 0 2 5 5 )
,

与文献报道的 3 0 一40 0,0 队
,

七致
。

许多研究提示 R A SSFI A 基因多种肿瘤的发生
、

发展中起

重要作用
,

但 是其具 体作用还 未完全 明确
。

有人 发现

R A FFS IA 可以调控包括 SM 2 2
、

SP A R C
、

S D H B 和 C CN D 3

在内的 6 6 种基因
,

木研究中分析了 8 例甲基化和 8 例非甲基

化的病例中 R A ssFI A 下游这 4 个基因的表达情况
。

SM 22 和

sPA R c 在甲基化组的表达较非甲基化组显著降低
,

提示这它

们可能是 R A ssFI A 的靶基因
。

sPA R c 在包括肺癌
、

乳腺癌
、

结肠癌
、

食管癌
、

神经母细胞瘤多种实体瘤的发生中起着重要作

用lI. 一”。 有研究表明
,

在胰腺癌中 sP A R c 的表达缺失与 C p G

岛过度甲基化有关l13j
。

还有研究提示 sPA R C 编码的蛋自具有

多种功能
.

可以调节细胞钻附和细胞生长tI7. ’”。

而我们的研究表

提示
,

SPA R C 在非小细胞肺癌的产生种起着抑制作川
,

但这仍

需要进一步研究证实
。

总之
,

非小细胞肺癌中存在着较高比例的 R A SS FI A 启动

子过度甲基化
,

并与下游基因 SM22 和 SPA RC 的表达下调密

切相关
,

提示 R ASSFI A 在非小细胞肺癌的发生巾起着多种作

川
。

尽管 R A SSFIA 等抑癌基因的失活是肺癌发生
、

发展中的

重要事件
,

但是其具体机制尚有待进一步研究证实
。
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刘红艳(上接第 16 页 )

置同时引入氢键受体基团有利于增加化合物的活性
,

表 1 中的

1一 13 号化合物在 3
’

和 4
’

位置都同时接有气O H
”

基团
.

它们的

活性均高于其它化合物
。

4 结论

采用 C oM FA 和 C o MsI A 方法建立的 3 D
一

QSA R 模型不仅

具有 良好估计能力而且对外部样木具有良好的预测能力
。

Co M FA 和 C o M SI A 模型的只维等值线图直观地解释了化合物

的构效关系
,

对于黄酮类醛糖还原酶抑制剂来说
,

在化合物的

3 号位适合引人电负性强的基团
、

氢键给体基团和疏水性强的

基团
,

在 3
’

和 4
’

位置适合引人氢键受体基团和电负性强的基

团
,

这些结论为进一步结构优化提供了重要依据
。
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