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肾癌组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因的异常甲基化
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［摘要］　目的：观察肾癌组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因启动子甲基化状态，探讨二者在肾癌发生中的可能作用。方法：采用

甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）技术检测２６例肾癌组织和相应癌旁组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因启动子甲基化状态，分析二者检

测结果。结果：肾癌组织中１７例（６５．４％）ＲＡＳＳＦ１Ａ基因异常甲基化表达，相应癌旁组织中无ＲＡＳＳＦ１Ａ基因异常甲基化表

达；１１例（４２．３％）肾癌组织中ＢＬＵ基因高甲基化，相应癌周组织中未发现ＢＬＵ基因高甲基化。结论：肾癌组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ
和ＢＬＵ基因启动子高度甲基化，表明ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因甲基化可能与肾癌的发生相关。
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　　近年来在肺癌、乳腺癌、肾癌等实体肿瘤中都发

现染色体３ｐ２１等位基因缺失频繁，推测该区域可能

存在一个或多个肿瘤抑制基因（ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ

ｇｅｎｅ，ＴＳＧ）［１３］。２００２年，该染色体区域内至少１０
个候选抑癌基因（ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＳＥＭＡ３Ｂ、ＢＬＵ等）被

先后确定［４］。越来越多的研究发现肿瘤抑制基因在
肿瘤中表现出启动子异常甲基化改变。ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因是新近发现的一种候选肿瘤抑制基因，ＢＬＵ位
于染色体３ｐ２１．３上１２０ｋｂ肺癌最小纯合缺失区
内，在多种肿瘤组织中启动子高甲基化［５］。

　　肾癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，在其
发生及进展过程中与多种基因异常表达相关。本研
究通过检测肾癌组织ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因的甲
基化状态，探讨二者在肾癌发生和发展中可能的作
用机制。

１　材料和方法

１．１　临床资料　取手术切除肾癌组织及癌旁组织
标本２６例，男１９例，女７例，年龄３９～７３岁，平均
（５５±４）岁。标本来源于同济大学附属第十人民医
院和兰州大学第二医院，均经病理确诊。细胞类型

２１例以透明细胞为主，５例为透明细胞和颗粒细胞
混合型癌。Ｒｏｂｓｏｎ分期为：Ⅰ期１３例，Ⅱ期９例，

Ⅲ期３例，Ⅳ期１例。相应癌旁组织取自距癌组织２
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ｃｍ以上，病理学检查确定无癌细胞累及。所有标本
于术后液氮速冻－８０℃保存。

１．２　肾癌组织ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因甲基化状态
的检测

１．２．１　组织 ＤＮＡ 抽提　采用 ＷｉｚａｒｄＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＰｕｒｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）以Ｃｈａｏｔｒｏｐ
ｓｉｌｉｃａ法抽提ＤＮＡ，紫外分光光度仪定量。

１．２．２　甲基化特异性ＰＣＲ　ＤＮＡ亚硫酸氢盐修
饰：采用基因组 ＤＮＡ 修饰试剂盒（Ｓｅｒｅｌｏｇｉｃａｌ公
司），按说明书操作步骤进行。

　　ＰＣＲ扩增：取１μｇＤＮＡ按说明书操作步骤进
行修饰。以修饰后 ＤＮＡ作为模板，利用甲基化和
非甲基化特异性引物进行热启动ＰＣＲ扩增。反应
体系２５μｌ。ＲＡＳＳＦ１Ａ 甲基化上游引物：５′ＧＧＧ
ＴＴＴＴＧＣＧＡＧＡＧＣＧＣＧ３′，下游引物：５′ＧＣＴ
ＡＡＣＡＡＡＣＧＣＧＡＡＣＣＧ３′；未甲基化上游引物：

５′ＧＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＡＧＴＧＴＧＴＴＴＡＧ３′，下
游引物：５′ＧＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＡＧＴＧＴＧＴＴＴＡ
Ｇ３′。退火温度分别为６４℃和６１℃，产物长度均为

１６９ｂｐ。引物由上海生工生物工程有限公司合成。

ＢＬＵ甲基化上游引物：５′ＴＴＣＧＴＧ ＧＧＴ ＴＡＴ
ＡＧＴＴＣＧＡＧＡＡＡＧＣＧ３′，下游引物：５′ＡＡＣ
ＧＡＡＴＴＡＡＣＣＧＣＧＣＣＴＡＣＧＣ３′，未甲基化上
游引物：５′ＴＴＴＧＴＧＧＧＴＴＡＴＡＧＴＴＴＧＡＧＡ
ＡＡＧＴＧ３′，下游引物：５′ＡＡＣＡＡＡＴＴＡＡＣＣ
ＡＣＡＣＣＴＡＣＡＣ３′。退火温度分别为７２～６６℃
和６６～６０℃。产物长度均为１５７ｂｐ。所有引物均
由上海生工生物工程有限公司合成。

　　取１０μｌＭＳＰ扩增产物进行２％的琼脂糖凝胶

电泳，紫外灯下观察结果，ＧＩＳ凝胶图像处理系统分
析结果。凝胶电泳结果显示基因异常甲基化的部分

ＭＳＰ产物由上海申能博彩生物科技有限公司测序。

１．３　统计学处理　采用χ
２检验或四格表精确检验。

２　结　果

２．１　肾癌组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的甲基化　２６例
肾癌组织中，ＲＡＳＳＦ１Ａ 基因异常甲基化 １７ 例
（６５．４％），癌旁组织中无异常甲基化改变（图１）。
测序结果与预期一致（图２）。

２．２　肾癌组织中ＢＬＵ的甲基化　２６例肾癌组织
中１１例（４２．３％）ＢＬＵ出现基因启动子异常甲基化
（图３），相应癌周正常组织中未发现该基因异常甲
基化改变。克隆测序结果与预期一致（图４）。

图１　肾癌组织及癌旁组织中

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因 ＭＳＰ结果
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图２　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因异常甲基化 ＭＳＰ产物的测序结果

Ｆｉｇ２　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＳＰｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒｍｏｄｉｆｉｅｄＤＮＡ
Ｔｈｅｒｅｄｓｈｏｒｔｌｉｎｅｓｒｅｆｅｒｔｏｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｉｓｌｅｔｓ．１６ＣｐＧｉｓｌｅｔｓｉｓｉｎｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
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图３　肾癌组织及癌周正常组织ＢＬＵ基因 ＭＳＰ结果

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＬＵｇｅｎｅｉｎｒｅｎａｌ
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３　讨　论

　　２０００年Ｄａｍｍａｎｎ等［６］在染色体３ｐ２１．３区域
首次克隆出ＲＡＳ相关区域家族１基因（ＲＡＳＳＦ１基
因），由于其核苷酸序列的羧基端与小鼠 ＲＡＳ效应
蛋白 Ｎｏｒｅ１高度同源而得名。ＲＡＳＳＦ１Ａ为该基因
的一种常见转录本，ｃＤＮＡ全长１８７３ｂｐ，含一个开
放阅读框架，编码含３４０个氨基酸的蛋白多肽，相对
分子质量为３８８００。分子羧基端含有一个ＲＡＳ相
关区域和一个毛细血管扩张性共济失调症突变蛋白

（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｅｄ，ＡＴＭ）磷酸化位点，
氨基端含有一个二酰甘油结合区域。已有研究［６８］

图４　ＢＬＵ基因异常甲基化 ＭＳＰ产物的测序结果

Ｆｉｇ４　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆａｂｎｏｒｍａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＢＬＵｇｅｎｅ
Ｔｈｅｒｅｄｓｈｏｒｔｌｉｎｅｓｒｅｆｅｒｔｏｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｉｓｌｅｔｓ．Ａ：ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｇｒａｐｈｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＢＬＵｇｅｎｅ；Ｂ：Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｇｒａｐｈ

ｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｎｕｌｌｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＢＬＵｇｅｎｅ

发现ＲＡＳＳＦ１Ａ分子直接参与细胞周期的调控，体
内外 抑 制 细 胞 生 长，并 参 与 诱 导 细 胞 凋 亡。

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因已被确认为一种候选肿瘤抑制基
因，在多种肿瘤组织和癌细胞中均发现 ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因频繁转录失活［６，９１０］，而在正常组织和细胞中均
完全表达，其失活机制主要有基因启动子异常甲基
化和等位缺失两方面，点突变率极低，且基因甲基化
与转录抑制明显相关。

　　ＢＬＵ基因于２０００年由Ｌｅｒｍａｎ等［１１］发现，编
码含有４４０个氨基酸的蛋白质。ＢＬＵ蛋白含有一
个ＤＮＡ结合功能域———ＭＹＮＤ功能域，该功能域
同样位于ＡＭＬ／ＥＴＯ、ＢＳ６９等蛋白内，这些蛋白分
别在转录抑制、肿瘤细胞生长抑制以及细胞周期调
控等方面发挥作用。完整的 ＭＹＮＤ功能域对这些
蛋白功能的发挥是必需的，推测ＢＬＵ分子可能具有
与其他同源蛋白类似的细胞生长负调控功能，并参
与了重要的转录调节途径［５］。ＢＬＵ基因最初被鉴

定为一种候选的肺癌抑制基因，在肺癌细胞系中频
繁发生转录下调或缺失［１１］。进一步研究［５，１２］表明，

ＢＬＵ基因在多种肿瘤中或细胞系中存在启动子区
域高度甲基化，转录下调或缺失，推测ＢＬＵ基因可
能是多种肿瘤的候选ＴＳＧ。

　　ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因甲基化在肾癌中表达
的研究较少，特别是ＢＬＵ基因。Ｄｒｅｉｊｅｒｉｎｋ等［１３］对

４３例肾细胞癌中 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化的
研究中发现其高度甲基化率为９１％，体外研究发现
其能抑制非贴壁型细胞生长，认为其可能是肾癌抑
制基因。Ａｇａｔｈａｎｇｇｅｌｏｕ等［５］对肾癌细胞系的研究

发现５０％ （３／６）的细胞系中ＢＬＵ基因高度甲基化，
转录表达明显降低或缺失，给予甲基化抑制剂后表
达恢 复。本 研 究 检 测 了 ２６ 例 肾 癌 癌 组 织 中

ＲＡＳＳＦ１Ａ 和 ＢＬＵ 基因甲基化表达，结果表明，

ＲＡＳＳＦ１Ａ高甲基化异常表达率为６５．４％，ＢＬＵ高
甲基化表达率为４２．３％。结果提示在肾癌的发生
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过程中，多种基因甲基化异常参与了其病理过程。

　　在以往对ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因甲基化在膀
胱肿瘤的研究中展示出ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因在
膀胱肿瘤中呈高甲基化改变，提示其与膀胱肿瘤的
发生相关，但两者均与膀胱肿瘤临床病理参数无相
关性［１４１５］。本研究结果表明，在肾癌的发生过程中，

ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因的高甲基化参与其中，癌组
织中两者高甲基化，而在其相应癌周组织中，均无甲
基化的异常表达，但由于本研究样本数量相对较少，
难以评估ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因高甲基化与肾癌
临床病理参数的相关性。结合二者在膀胱肿瘤中的
变化，推测两者可能是肾癌发生过程中的早期事件，
对于其是否参与了肾癌发生的早期细胞转变的某一

过程仍须进一步研究。

　　ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ 基因对机体影响的具体机
制目前仍不清楚。ＲＡＳＳＦ１Ａ分子与 ＲＡＳ效应蛋
白Ｎｏｒｅｌ具高度同源性，二者形成一种异型二聚体，
推测ＲＡＳＳＦ１Ａ分子可能是一种新的ＲＡＳ效应分
子，参与ＲＡＳ介导的信号转导途径。而对ＢＬＵ基
因甲基化具体机制的相关研究相对较少。Ｈｅｓｓｏｎ
等［１６］发现位于染色体３ｐ２１．３区域的ＲＡＳＳＦ１Ａ基
因和ＢＬＵ基因在黑素瘤细胞系和癌组织中均表现
出启动子高度甲基化和基因转录失活，但是两基因
甲基化间并无明显相关性，由此推测ＢＬＵ基因异常
甲基化是一独立事件，并非染色体３ｐ２１．３区域甲基
化的结果。

　　总之，ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＢＬＵ基因启动子异常甲基
化可能与肾癌的发生相关，具体的作用机制仍需进
一步的研究探讨。
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