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摘要 : R ASs FI A 基因是新近发现的新型候选抑癌基因
,

其正常表达能够抑制肿瘤的发生
。

启动子区域 C p G 岛异常甲基化可以 导

致其失活
,

并在乳腺癌的发生
、

发展起着重要作用
。

R A ssFIA 的甲基化状态检测具有重要的临床意义
,

有望为乳赚癌的早期诊

断
、

疗效监测
、

预后y.j 断提供新的参考指标
,

而逆转 RA sS FIA 的甲塞化则可能为乳腺癌治疗提供新的方向
。
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0 引言

孙
, 相关区域家族 IA (R

a s a ss o e ia tio n d o m a in fa m ily l

A
,

R A ssFI A ) 是 2 00 0 年发现的一种新型候选抑癌基因(tu -

m o r s u p p r e ss o r g e n e ,

T sG )
。

近年来的大量 研究表明
,

R A SSF IA 的失活在肺癌
、

乳腺癌
、

胃肠道肿瘤等多种实体瘤的

发生
、

发展中起着重要作用
。

木文就 R A ssFI A 基因在乳腺癌

中的最新研究进展综述如下
。

RA SSFI 基因的发现及其结构

3 号染色体短臂 (
sh o rt a

二
o f 。h ro m o so m

e 3
,

3p )的缺

失是肺癌发生中最常见的早期分子遗传学改变
,

其中比较明

确的缺失区域包括 3p i Z
,

3 p 14
,

3 p Z z 和 3p 2 4 一2 5 ‘, , 。 已有不少

研究11 一”发现在肺癌细胞株和肿瘤组织中 3p 21
.

3 区域的纯和性

丢失(h o m o z y g o u s d e le tio n )
。

由于 3 p2 1
.

3 区域等位基因缺失

(
a Uel ic 10 5 :

)的现象并非仅仅局限于肺癌
,

提示这一区域可能

含有抑癌基因
,

对多种肿瘤的发生都能起到抑制作用
。

1 9 9 8 年

Se ki d 。 等 141 通过对肺癌及乳腺癌细胞株的研究
,

首次确定

3 p 21
.

3 上最重要的缺失以域局限于一段长 12 0k b 的最小缺失
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区域(m in im a l d e le tio n re gi o n )
。

2 0 0 0 年 n a m m a n n 等, ,使用

酵毋双杂交筛选(tw
。一 hyb ri d s cr ee n) 的方法克隆出了一个新

的基因
,

其互补 D N A (e o m p le m
e n t D N A

, e D N A )与上述最

小缺失区域的序列相吻合
。

由于其转录木编码的蛋自多肤 C

端与小鼠Ra
: 效应蛋自 N or e l 有高度同源性

,

因此将其命名

为 Ra
s

相关区域家族 1 (R
a s A ss o e ia tio n D o m

a in Fa
m i一y z

,

R A ssFz )
。

同年Le rm
a n 等I6j对 3p 2 1

.

3 1犬域上一段长 6 3 0k b 的

肺癌纯和性 丢失片段进行了较为系统的研究
,

井在上述最小缺

失区域内分离出了 8 个候选抑癌基因
,

其中也包括 R A ssF I
。

R A ssF I全长 7
.

6k b
,

内含 s 个外显子 (la
、

lp
、

Za p
、

2 丫
、

3一 6)
,

因所使用的启动子及剪接方式的不同
,

目前已发现 7 种

不同的转录木 (R A ssF IA州G )
,

其中 R A ssFI A
、

C
、

F 是二种主

要的形式 15 一8 ]
。

R A ssF IA 的
e D N A 全长 1 8 73 b p

.

含有 6 个

外显子
,

即 la
、

Z a p
、

3 一 6
,

其开放阅读框架 (o p e n re a d in g

fra m e ,

o RF ) 编码 3 40 个氨基酸残基
,

产物分子址 为 38

8 00D
。

该产物的 C 端为Ra
:

相关区域 (R
a : a ss o e ia tio n d o 一

m ai n ,

R A )
,

由外显子 3 一 6 所编码
。

N 端与富含半胧氨酸的甘

油二醋 /佛波醋结合区高度同源
,

也被称作蛋自激酶 c 保守区

l(p ro te in kin a se c e o n serv
e d r e

gi o n l
,

C l )”, 。 现有的 7 种不

同转录木的基木信息如表 1 所示
。

2 R A S SFI A 失活在乳腺癌发生中的作用

D a m m
a n n 等 l9J应用逆转录聚合酶链反应 (

r e v e rse tr a n 一

s e ri p tio n 一 p o lym
e ra s e e ha in r e a e tio n ,

R T 一P c R ) 分 析 了

M C F7
、

MD A M B 1 5 7
、

M D AMB 2 3 1
、

T 4 7D 和 Z R 7 5 一 l 等 s 种
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乳腺癌细胞株中 R A ss FI A 基因的表达情况
,

结果发现所有这 理上述细胞株
,

4 天后可以观察到 R A ssFI A 的重新表达
,

提示

5 种细胞株中 R A ssFI A 都几乎不表达
。

而在对乳腺癌组织的 异常甲基化是乳腺癌中 R A ss FI A 失活的重要机制
。

分析中
.

肿瘤组织中 R A ssFI A 的表达水平也较正常乳腺组织 B ur bee 等 1101 的研究也取得了类似的结果和结论
。

他们发现

低 3 一 10 倍
。

这一结果提示
,

R A SsFI A 基因的正常表达能够抑 R A sSFI A 在正常乳腺上皮细胞中 10 0 %表达
,

而在 60 % (ls /

制乳腺癌的发生
。

2 5) 的 H T B 和 H C C 系列乳腺癌细胞株中则表达缺失
。

进一步

他们同时分析了 R A ssFI A 在乳腺癌细胞株中的失活机 的 R A ssFI A 甲基化分析发现乳腺癌组织和细胞株中分别存

制
。

通过甲基化特异性聚合酶链反应 (m
e thyl a ti o n s p e e i6 c 在 4 9叭 (29 239 )和 64 0/0 (24 / 2 2 )的异常甲基化

,

并且 似ssF IA

P c R
,

MsP )分析
,

发现 5 种细胞株中 R A ssFI A 基因均发生 的异常甲基化与其表达缺失之间存在显著相关性
。

可见
,

异常

了启动子区域 c p G 岛的异常甲基化
,

而突变分析则未发现 甲基化导致的 R A ssFI A 基因失活在乳腺癌的发生中起着重

R A ssFI A 基因的突变
。

应用适当浓度的甲基化抑制剂 5一氮 要作用
。

杂一 2
’ 一脱氧胞什(5 一

a z a 一2
’一 d e o材e y tiain e ,

s一A z a 一 e aR )处

表 1 RA SS FI 基因七种转录本的蓦本信息

T able l B as ie in fo rm
a tio n o fthe sev en tra n se riPts o fR A SS Flge n e

转录木 外显子
O R F 编码的

氨基酸残基数目
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3 乳腺癌中 R A SSFIA 异常甲基化检测的临床意义

3
.

1 R A SSFI A 异常甲基化检测在乳腺癌诊断中的价值

乳腺癌组织中较高频率的 R A ssFI A 异常甲基化为乳腺

癌的临床诊断提供了新的思路
。

手术标木中 R A ssFI A 异常甲

基化的分析固然可能成为乳腺癌诊断的辅助手段
,

但是血清及

乳头分泌物中R A ssFI A 异常甲基化的检测对于乳腺癌的诊

断显然具有更重要的意义
。

D ul ai m i 等‘川对照研究了 34 例乳腺癌患者手术标木及术

前血清 D N A 中 R A ssFI A 异常甲基化的情况
,

结果发现 22

例(65 % )手术标木中存在 R A ssFI A 异常甲基化
,

其中 19 例

(56 % )同时存在血清 D N A 的 R A ssFI A 异常甲基化
,

而手术

标木中 R A ss曰A 未甲基化的病例其血清 D N A 也都未发生

R A ssF IA 异常甲基化
,

两者之间存在显著相关性
。

而在乳腺

良性病变及健康正常对照中均未检测到 R A S SFI A 异常甲基

化
。

由于血清 D N A 中存在着较高频率的 R A S SFI A 异常甲基

化
,

井且与肿瘤组织的异常甲基化相关性显著
,

可以通过检测

血清 D N A 中 R A ssFI A 的异常甲基化来协助乳腺癌的临床

诊断
。

除了游离 D N A 之外
,

外周血循环 D N A 还存在于血细胞

表面
,

通过 PB S 洗涤可以获得这一部分循环 D N A 用于基因

甲基化检测
。

Ry k o v a ‘, , ,和 skv o rt s o v a ‘, , ,等正是采用这一方法
,

研究了乳腺癌患者循环 D N A 中基因的异常甲基化
,

结果发现

细胞表面结合的 D N A 比游离 D N A 在甲基化检测方面具有

更高的阳性率
,

其中后者的研究中 R A ssF IA 甲基化的检出率

可以由 15 %提高到“%
。

乳头分泌物的检查是非侵袭性的
,

由于其中含有乳腺 上皮

细胞
,

故也有可能应用于基因甲基化的检测
。

基于这一 考虑
,

x ra s se n ste in 等‘川尝试了在 2 2 例乳腺分泌物标木中检测一 组

抑癌基因的异常甲基化
,

结果发现导管癌患者的乳腺分泌物中

可以检测到 R A S SF IA 等基因的甲基化
,

这为临床乳腺癌

R A S SF IA 甲基化的检测提供了新的思路
,

但仍需更大样木的

研究证实
。

P u 等l1S ]联合检测了乳腺癌细针穿刺活检标木中 R A R 日2
、

R A ssF IA 和
e ye lin n Z 等 3 个基 I月的异常甲篆化

,

jt与相应

肿瘤组织进行了对照研究
。

结果表明
,

3 种基因甲基化的联合

检测阳性率高达 % %
,

显著高于任一基因的单独检测
,

并日
.

穿

刺标木的检测与手术标木结果高度一致
。

这一研究 一 方而提不

细针穿刺活检用于基因甲基化检测的可行性
.

另一 方而也提

示
,

多种基因甲基化的联合检测可以提高阳性率
,

有助于乳腺

癌的临床诊断
。

H on
o ri oll ,1等发现

,

在乳腺导管原位癌中也存在着一定程

度的 R A ssF IA 异常甲基化
,

但是在正常组织中则不存在
,

提

示 R A S SFI A 异常甲基化是乳腺癌发生中的一个早期事件
。

U 诫: 1171 等则发现
.

在乳腺 良性肿瘤中也可以检测到一定比例

的 R A ssF IA 甲基化
,

但是乳腺癌高风险患者 (根据 G ail 模吧

界定 ) 的阳性率显著高于中低风险患者
。

这些研究均提小
,



R A ssF IA 的甲基化检测有助于乳腺癌的早期诊断
。

3
.

2 RA SSFI A 异常甲基化与乳腺癌临床特点之间的关系

许多学者在分析乳腺癌 R A SSFI A 异常甲基化状态的同

时研究了 R A ssF IA 甲基化频率与临床特点之间的关系
,

但是

结果报道并不尽相同
,

可能与样木含量差异有一定关系
。

c h e n 等四发现 R A ssFI A 甲基化频率在不同年龄
、

组织

分型
、

临床分期的患者之间均无显著差异
,

并且与雌激素受体

(
e s tro g e n re c e p to r ,

E R )和孕激素受体(p
ro g e ste r o n e r e e e p -

to
r ,

E R )的表达也无明显相关性
。
Fac “ e r等11 , 比较了浸润性小

叶癌
、

浸润性导管癌及相应原位癌的 R A ssFI A 甲基化阳性

率
.

发现并无统计学差异
。

Meh r ot ra 等I20j 比较了不同年龄
、

不

同种族以及 E R / P R 表达差异组之间 R A S S FIA 的甲基化频

率
,

结果较为复杂
。

在 E R + / PR +组和 E R 一 / PR 一
、

S0 岁以上

组
,

黑人和白人患者 R A ssFI A 甲基化阳性率无显著差异
,

但

在 E R 一 / P R 一 、

50 岁以下组
,

黑人患者的 R A ssF IA 甲基化阳

性率显著高于白人患者 ; 而在 S0 岁以上组及 50 岁以下白人

组
,

E R + / P R + 者均比 E R 一/ P R 一者 R A SSFI A 甲基化阳性率

高
,

但 50 岁以下黑人组中两者则无显著差别
。

M e hro tra 等1211

在其另一研究中发现
,

在乳腺癌的远处转移组织中
,

R A ssFI A

甲基化阳性率比原发肿瘤组织高
,

其中肺转移组织的阳性率高

达 10 0 %
.

与原发组织间存在显著差异
。

3
.

3 RA SSFI A 异常甲基化检测及甲基化抑制剂在乳腺癌治疗

方面的价值

Fi e gl l22) 等通过监测术前及术后辅助化疗过程 中血清

R A ssFIA 甲基化状态
,

并通过与临床康复状况的比较
,

指出

R A ssFI A 甲基化检测可以为临床辅助化疗提供疗效判断依

据
。

在他莫昔芬(ta m 。石fe n) 治疗过程中
,

如果血清 D N A 的

R A ssFIA 甲基化状态被逆转
,

提示治疗有效 ; 而如果甲基化状

态持续或者新发
,

则提示耐药
。

RA ss FI A 基因启动子 c p G 岛过度甲基化后其核背酸序

列并没有发生变化
,

逆转其甲基化状态就有可能使基因恢复表

达
,

这也为乳腺癌的治疗提供了新的思路
。

5 一A za 一c d R 是一

种特异性 D N A 甲基转移酶抑制剂
,

主要通过与 D N A 甲基转

移酶共价结合使其失活
,

能部分去除肿瘤细胞的甲基化
,

重新

激活甲基化的基因
。

前文已经叙述到 D a m m an n 等191 使用甲基

化抑制剂 5 一A za 一C d R 处理 R A S SFI A 表达缺失的乳腺癌细

胞株后可以观察到 R A ssFIA 的重新表达
,

提示甲基化抑制剂

可望成为乳腺癌治疗的新选择
,

Su z u ki 四 等利用 R N A 干扰技术下调 D N A 甲基化酶 1

(n N A m
e thyltr a n s. r a se z

,

D N M T r )的表达之后
,

发现乳腺

癌细胞株 H c c l, 5 4 中 R A ssFI A 启动子甲基化程度降低了

80 % 以上
,

并且可以观察到 R A ssFI A 的重新表达
。

这一研究

也证实
,

抑制或逆转基因的异常甲基化
,

有望成为乳腺癌药物

治疗的新方向
。

3
.

4 R A SSF! A 异常甲基化作为乳腺癌预后判断的价值

M ull er 等困
·

2Sj研究了基因异常甲基化与乳腺癌患者预后

之间的关系
,

指出 R A ssFIA 基因的甲基化可以作为乳腺癌的

一个独立的预后判断因素
。

他们对多个样木的分析均表明
,

血

清 R A ssFI A 异常甲基化阳性的患者预后较差 ;与其他基因的

联合分析则表明
,

R A ssF IA 和 /或 A Pc 异常甲基化的患者预

后最差
。

上述研究提示
,

血清 R A S SFI A 甲基化的检测可以为

乳腺癌的预后判断提供依据
。

4 R A SSFI A 可能的抑癌机制

R A ssFI A 作为候选抑癌基因的具体作川机制尚未完全明

确
,

目前的观点主要包括对细胞增殖的抑制和对凋亡的促进两

个方面
。

sh iv ak u m ar 等四发现
,

R A ssF IA 的正常表达可以将细胞

周期被阻断在 G l/ s期
。

该阻断作用是通过 R b 基因家族的细

胞周期检测点(e ell e y e le e h e e k p o in t )机制实现的
,

而内源性

c yc li n D l 的累积可以使细胞避开该检测点的作用而促进细

胞增殖
。

R A sSFI A 则可以在翻泽控制水平抑制 Cyc lin D l的

累积而阻断细胞周期
,

抑制细胞增殖
。

Li u 等I1n 的研究表明
,

R A ssFI A 是一种微管结合蛋自
,

能够调节有丝分裂的过程
。

在

有丝分裂间期它可以与微管结合
,

对其解聚具有很强的保护作

用
,

而在分裂期可修饰纺锤体和中心粒
。

R o n g 等’圳也指出
.

R A sSF IA 能调节微管的稳定性
,

井可以诱导细胞周期于 G 2/

M 期中止
。

n a
m m a n n 等 ”, 指 {I}

,

R a : 相关区域的存在以及其与

N or el 的高度同源性提示
,

R A ssFI A 可能在 Ra
: 传导通路或

相关通路中起着重要作用
,

可能与细胞生长的负调节有关
。

o rti z 等网研究发现
.

R A S SF IA 能与 R a : 效应蛋自 N o r e l 以

其非同源区域结合形成异源二聚体
,

再通过 N or el 与 R a 。或

R a s

相似的 G T P 酶(R a s 一lik e G T Pa se )相互作用
.

介导相关效

应 而发挥抑癌作用
。

助
o kh la te h e v 等 冈 发现

,

N o re l 和

R A ssF IA 能与凋亡前蛋白激酶 M sT I相互作用
,

介导 R a : 调

节的凋亡通路
。

具体的作用机制””可能是 N or . 1 和 R A ss FI A

能抑制磷酸化
,

从而抑制M sT I 的自我活化
。

5 结语

R A ssFIA 基因的正常表达能够抑制肿瘤的发生
。

启动子

c p G 岛异常甲基化是其失活的主要机制
,

在乳腺癌的发生
、

发

展中起着重要作用
。

R A S SFI A 异常甲基化的检测具有重要的

临床意义
,

有望成为乳腺癌诊断
、

治疗
、

预后判断的重要辅助手

段
。

逆转 R A ssFI A 的甲基化状态可能成为乳腺癌治疗的新方

向
。

总之
,

R A ssFI A 基因有着较为光明的临床应用前景
,

但是

其具体作用机制尚有待进一步研究
。
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