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骨肉瘤中 RASSF1A基因的甲基化状态研究
牛军涛 褚尤彪 蒋继亮 李 颖 范广丽
（中国人民解放军第四五四医院骨科 江苏南京 210002）

摘要 目的：分析骨肉瘤组织中 RASSF1A基因甲基化状况。方法：运用甲基化特异性 PCR(MSP)分别检测 44例骨肉瘤组织及相
应的癌旁组织中 RASSF1A基因启动子甲基化状态并分析其临床病理意义。结果：骨肉瘤组织中 RASSF1A基因异常甲基化率
(61.4%)显著高于癌旁正常骨组织中 RASSF1A基因的异常甲基化率(20.5%)，二者之间差异具有统计学意义(P<0.05)。RASSF1A
基因异常甲基化导致组织中 RASSF1A基因 mRNA和蛋白表达水平均显著降低。另外，RASSF1A基因异常甲基化和肿瘤组织分
化程度及全身有无转移情况有相关性(P值分别为 0.022和 0.016)，而与患者年龄、性别、肿瘤位置及大小等临床特征无关(P值分
别为 0.6944, 0.977, 0.786和 0.831)。结论：RASSF1A基因启动子高甲基化可能是导致其在骨肉瘤中表达水平降低的分子机制之
一，有望成为骨肉瘤早期辅助诊断的一个重要分子标志物。
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ABSTRACT Objective: To investigate the methylation status of RASSF1A gene in human osteosarcomas. Methods: Methyla-

tion-specific PCR (MSP) was used to detect the status of promoter hypermethylation of RASSF1A gene in 44 osteosarcoma and corre-
sponding non-tumor bone tissues and the clinicopathological significance in human osteosarcoma was analyzed. Results: The methylation
ratio of RASSF1A gene in osteosarcoma tissues (61.4％) was obviously higher than that in non-tumor bone tissues (20.5%, P<0.05). The
abberant methylation of RASSF1A gene induced the decreased expression of RASSF1A mRNA and protein in osteosarcoma or non-tu-
mor bone tissues. Additionally, the methylation of RASSF1A gene was significantly associated with tumor differentiation and metastasis
(P=0.022 and 0.016, respectively), but it had not associated with age, sex, tumor location and size of osteosarcoma patients (P=0.6944,
0.977, 0.786 and 0.831, respectively). Conclusion: The methylation of RASSF1A gene may contribute to the decreased RASSF1A gene
expression, and detection of RASSF1A promoter methylation might be an important molecular marker for the earlier auxiliary diagnosis
of osteosarcoma.
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前言

骨肉瘤是原发性恶性骨肿瘤中最常见的一种类型，好发于
青少年和年轻成人，约占儿童肿瘤的 5%[1]。尽管在早期诊断和
综合治疗上获得了很大进步，但是骨肉瘤患者的五年生存率仍
然只能达到 60-70％左右。骨肉瘤的发生是一个多因素和多阶
段的过程，其表型变化是癌基因激活和抑癌基因失活共同导致
的结果[2]。近年来，大量的文献已经表明：除了遗传学改变因素，
基因启动子区甲基化状态的改变是导致人类许多恶性肿瘤包
括骨肉瘤中抑癌基因失活的一个重要因素[3]。RAS相关区域家
族 1A基因 (Ras association domain family 1A gene, RASSF1A)
是从人体 3号染色体短臂克隆出来的一种新型肿瘤抑癌基因，
其参与了细胞凋亡信号的转导、微管的稳定作用和有丝分裂的

进程，与多种肿瘤的发生发展密切相关[4]。RASSF1A基因在正
常组织中广泛表达，但在肺癌、膀胱癌、骨肉瘤等多种恶性肿瘤
中均呈现表达降低或者缺失，机制可能和基因缺失、突变及 5'
端启动子区域的 CpG岛甲基化等相关[5]。大量文献表明：在宫
颈癌、乳腺癌、肝细胞癌等多种肿瘤组织中可以检测到
RASSF1A基因启动子区的高甲基化状态[6-8]，但是其在骨肉瘤
组织中的甲基化状态及临床意义并不是很清楚，也未见有相关
文献进行报道。本实验收集了 44例骨肉瘤组织及其癌旁正常
骨组织，采用甲基化特异性 PCR (methylated-specific PCR，
MSP)方法结合 RT-PCR 及 Western Blot 检 RASSF1A基因启
动子甲基化状态以及 mRNA和蛋白水平的表达情况，以探讨
该基因在骨肉瘤中低表达的可能机制及其临床病理意义。

1 材料与方法

1.1 研究对象
骨肉瘤患者均为 2002年 5月～2008 年 4 月间首次入院

病例，所有患者均签署了知情同意书，全部患者术前均未经化
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疗和放疗处理。切除的新鲜骨肉瘤和相应的瘤旁骨组织标本分
别是 44例，所有病例均有组织病理学诊断依据，按照国际抗癌
联盟(UICC)标准进行 TNM 分期，组织标本保存于液氮或者
-80℃冰箱备用。
1.2 主要试剂

甲基化试剂氢醌和亚硫酸氢钠为美国 Sigma 公司产品；
Wizard DNA 纯化试剂盒为美国 Promega 公司产品；甲基化
PCR 扩增试剂盒为日本 Takara 公司产品；DNA 聚合酶及
DNA 分子量 Marker 购自 Takara 公司；一抗体为羊抗人
RASSF1A单克隆抗体(dilution 1:50, Santa cruz公司)购自南京
优宁维公司；其余试剂均为国产分析纯。
1.3 基因组 DNA的提取及亚硫酸盐修饰

DNA提取按照《分子克隆》常规方法将组织标本进行蛋白
酶 K消化、酚 /氯仿抽提。然后经紫外分光光度计定量，DNA
纯度在 1.7～1.8，抽提后 DNA保存在 -20℃冰箱备用。基因组
DNA的亚硫酸盐修饰按修饰试剂盒说明将基因组 DNA进行
甲基化修饰，修饰后的 DNA于 -20℃贮存备用，所用甲基化修
饰试剂盒购于上海博升生物科技有限公司。
1.4 甲基化特异性 PCR分析 RASSF1A基因甲基化

参照文献分别设计针对 RASSF1A基因启动子区非甲基
化和甲基化引物 [1]。非甲基化特异性引物：上游 5'-TTTG-
GTTGGAGTGTGTTAATGTG-3'，下游 5'-AACCCCGCGAAC-
TAAAAACGA-3'，扩增产物 105bp；甲基化特异性引物：上游
5'-GTGTTAACGCGTTGCGTATC-3'， 下 游 5'-AACCCCGC-
GAACTAAAAACGA-3'，扩增产物 93bp。PCR 反应体系为
25μl，包括：10×PCR缓冲液，1.5 mmol/L MgCL2，10 mmol/L
dNTP，0.5 mmol/L上下游引物，1U Taq DNA聚合酶，甲基化或
非甲基化特异性上下游引物 10μmol/L各 1.0μL，模板 DNA
5μL。 PCR 反应条件：95℃预变性 5 min；95℃ 40s，60℃
45s，72℃ 45s，共 35个循环；72℃延伸 10 min。以已做出甲基化
阳性组织作为阳性对照，正常人外周血淋巴细胞 DNA做阴性
对照。取 5μL PCR反应产物于 1.5％琼脂糖凝胶上电泳，自动
电泳凝胶成像分析系统扫描分析。
1.5 RT-PCR检测

按 Trizol试剂说明书提取总 RNA (购自美国 Invitrogen公
司)，并参照逆转录试剂盒(Reverse Transcription System A3500，

美国 Promega公司)说明书的比例加样，将 RNA逆转录成 cD-
NA。RASSF1A 基因根据 GeneBank 数据库 (NG_007182)中
RASSF1A基因 cDNA序列合成，上游引物：5'-CTT TTACCT-
GCCCAAGGATGC-3'；下游引物：5'-CAC CTCCCCAGAGTCA-
TTTTCC-3'，扩增片断大小为 265bp；内参 GAPDH上游引物：
5'-TTAGCACCCCTGGCCAA-G-3'；下游引物：5'-CTTACTC-
CTTGGAGGCCAT-3'，扩增片断大小为 492bp。PCR反应条件：
94℃ 变性 3 min，94℃ 30s，58℃ 30s，72℃ 45s，循环 35 次，
72℃延伸 10 min。取 5μL PCR反应产物于 1.5％琼脂糖凝胶
上电泳，自动电泳凝胶成像分析系统扫描分析。
1.6 Western Blot检测

取冻存的骨肉瘤组织和癌旁骨组织各 200mg按组织和蛋
白裂解液 1：5 加入 1mL 裂解液 (0.1mol/L NaCl，0.01mol/L
Tris-HCl pH 7.6；0.001 mol/L EDTA，1 mg/L Leuptin，100 mg/L
PMSF)，匀浆器匀浆提取总蛋白，BCA法蛋白定量。取 100μg
总蛋白变性 10 min后，以聚丙烯酰胺凝胶电泳，蛋白电泳分离
后经电转移槽转移至 PVDF膜，50g/L脱脂奶粉室温封闭 1h。
PVDF膜置于 1：50稀释的一抗 (羊抗人 RASSF1A单克隆抗
体，SantaCruz 公司产品 ) 稀释液中，4℃过夜，TBST 洗膜 30
min，再置于 1：4500稀释的二抗 (抗羊 IgG-HRP，北京中杉金桥
生物公司产品)稀释液中，37℃孵育 1h，TBST 洗膜 45 min 后
加入 ECL发光剂显影曝光。
1.7 统计学分析

所有数据均在 SPSS13.0软件包中进行分析，各组间的差
异用卡方检验进行分析，相关性分析采用 Spearman分析，P<0.
05被认为具有统计学差别意义。

2 结果

2.1 骨肉瘤组织中 RASSF1A基因的异常甲基化检测
本研究中全部 44例骨肉瘤和癌旁骨组织均成功地进行了

RASSF1A基因的 MSP分析，其甲基化状态有三种情况：完全
甲基化、部分甲基化及非甲基化(图 1)。44例骨肉瘤组织中有
27例(61.4%)可以检测到 RASSF1A基因的异常甲基化，而 44
例癌旁骨组织中仅有 9例(20.5%)检测到 RASSF1A基因的异
常甲基化，可以判断骨肉瘤组织中 RASSF1A基因启动子的异
常甲基化频率显著高于癌旁骨组织(P<0.05)。

图 1 MSP分析组织中 RASSF1A基因的甲基化状况。U:未甲基化特异性引物扩增; M:甲基化特异性引物扩增. Pos:阳性对照组织; Neg:阴性对

照为水. N：正常骨组织；T：骨肿瘤组织。
Fig. 1 MSP analysis of methylation status of RASSF1A gene in tissues. U: Non methylation-specific PCR; M: Methylation-specific PCR. N: non-tumor

bone tissues; T: osteosarcoma tissues.
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2.2 骨肉瘤组织中 RASSF1A基因 mRNA及蛋白表达的检测
为了分析 RASSF1A基因甲基化的作用，我们分别运用

RT-PCR和 Western Blot 试验从 mRNA和蛋白水平分析骨肉
瘤及癌旁组织中 RASSF1A基因的表达情况(图 2)。结果表明：
RASSF1A基因的完全或者部分甲基化可以诱导骨肉瘤或者癌

旁组织中 RASSF1A基因 mRNA和蛋白表达呈现不表达或者
低表达状态，而在 RASSF1A 基因呈现非甲基化的组织中
RASSF1A基因无论是 mRNA还是蛋白水平均呈现高表达状
态。因此，RASSF1A基因启动子的甲基化可能是骨肉瘤组织中
RASSF1A基因表达失活的一个重要分子机制。

图 2 骨肉瘤和癌旁骨组织中 RASSF1A基因的表达。A: RT-PCR检测 mRNA表达; B: Western Blot检测蛋白表达。N:癌旁组织; T:骨肉瘤组织;

GAPDH:内参照
Fig.2 Analysis of RASSF1A expression in osteosarcoma and corresponding non-tumor tissues. A: RT-PCR analysis of mRNA expression;

B: Western Blot analysis of protein expression. N: Non-tumor bone tissues; T: Osteosarconoma tissues. GAPDH: internal control

2.3 骨肉瘤组织中 RASSF1A基因甲基化的临床病理学意义
为了进一步明确 RASSF1A基因甲基化在骨肉瘤中的临

床病理意义，我们分析了 44例骨肿瘤患者的临床病理特征与
RASSF1A甲基化状态之间的关系 (表 1)。统计学分析结果显
示：RASSF1A基因在分化程度差的骨肉瘤组织中的甲基化率
为 42.1%，而在分化程度好或者中等的骨肉瘤组织中的甲基化

率则为 76.0%，二者具有显著统计学差别(P=0.022)。另外，有转
移的骨肉瘤组织中 RASSF1A基因甲基化率(78.3%)显著高于
其在不伴有转移的骨肉瘤组织中的甲基化率 (42.9％；P=0.
016)。但是 RASSF1A基因甲基化率则与骨肉瘤患者的性别、年
龄、肿瘤大小及位置无显著相关性 (P值分别为 0.944, 0.977,
0.786和 0.831)。

临床病理特征
(Clinicopathological factors)

RASSF1A基因甲基化状态
(Status of RASSFI1 methylation) P值

(P-value)甲基化例数(%)

Methylation (%)
未甲基化例数(%)

Unmethylation (%)

性别 (Gender) 0.944

男性 (male) 14(60.9) 9(39.1)

女性 (Female) 13(61.9) 8(38.1)

年龄(岁) Age (years) 0.977

≤20 11(61.1) 7(38.9)

＞20 16(61.5) 10(38.5)

肿瘤大小(tumor size) (cm3) 0.786

≤50 18(60.0) 12(40.0)

＞50 9(64.3) 5(35.6)

肿瘤位置 (Tumor location) 0.831

胫 /股骨 (Tibia/femur) 15(22.9) 10(77.1)

其它 (Elsewhere) 12(54.5) 7(45.5)

肿瘤分化 (Differentiation) 0.022*

好 /中等 (Well/Moderate) 19(76.0) 6(24.0)

坏 (Bad) 8(42.1) 11(57.9)

转移情况 (Metastasis) 0.016*

有 (Yes) 18(78.3) 5(21.7)

无 (No) 9(42.9) 12(57.1)

表 1 RASSF1A甲基化与骨肉瘤患者临床病理特征的关系
Table 1 Association between RASSF1A methylation and clinicopathological factors of osteosarcoma patients (*P<0.05)
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3 讨论

DNA 甲基化是指生物体在 DNA 甲基转移酶 (DNA
methyltransferase, DMT)的催化下，以 s-腺苷甲硫氨酸(SAM)为
甲基供体，将甲基转移到特定的碱基上的过程。DNA甲基化是
表遗传学作用的主要形式，因此逐渐成为后基因时代生命科学
领域研究的热点[9]。近年来，大量的研究表明：DNA甲基化状态
的改变尤成为肿瘤相关基因功能失活的一个重要分子机制，被
认为是肿瘤发生的一个早期事件，这种变化包括基因组整体甲
基化水平降低和 CpG岛局部甲基化水平的异常升高，从而导
致基因组的不稳定(如染色体的不稳定、可移动遗传因子的激
活、原癌基因的表达)和抑癌基因的不表达。若抑癌基因中有活
性的等位基因失活，则发生癌症的机率提高，例如：胰岛素样生
长因子 -2(IGF-2)基因印记丢失导致多种肿瘤，如Wilm's瘤[10,11]。
因此，DNA紊乱的甲基化状态检测已成为肿瘤发生分子机制
研究领域的一个热点。但是目前国内外对骨肉瘤的 DNA甲基
化研究并不很多，DNA的高甲基化在骨肉瘤发生分子机制中
的作用仍不清楚，因此本课题的研究有助于进一步探索表观遗
传学与骨肉瘤发生发展过程之间的关系。

RASSF1A基因是新近从 3p21.3 克隆出来的候选抑癌基
因，其 cDNA全长 1873 bp，共含有 6个外显子，编码含 340个
氨基酸的阅读框架，产物分子量为 38. 8 kDa大小的可溶性胞
浆蛋白[12]。该基因在多种正常人体组织中呈现高表达，其调控
的靶基因具有包括调控基因转录、细胞周期及凋亡，细胞黏附
及信号转导等多种生理功能[13]。但是，RASSF1A基因在多种人
类肿瘤组织中被发现呈现表达失或者低表达状态[14]，其中国内
学者刘之川等发现 RASSF1A在骨肉瘤组织中的缺失率达到
43.33%而在骨软骨瘤和正常骨组织中的表达率达到 100％，同
时他们还发现 RASSF1A基因的表达与肿瘤的 Enneking分期
及是否发生远处转移密切相关[15]。其他研究小组也得出了类型
的研究结果，因此 RASSF1A基因表达缺失可能是骨肉瘤发生
的一个早期事件[16,17]。DNA甲基化可能是 RASSF1A基因表达
异常或者失活的一个重要途径，已有多篇文献报道了
RASSF1A基因甲基化与人类肿瘤之间的关系，其中包括：乳腺
癌、胶质瘤、宫颈癌等多种实体肿瘤[18-20]。研究表明：RASSF1A
基因启动子区的异常甲基化可能在多种肿瘤的发生发展过程
中发挥着重要的作用，是癌变的一个重要的分子机制[21,22]。但是
RASSF1A基因在骨肉瘤组织中的甲基化状态仍不清楚，目前
国内外未见有详细报道，因此本课题拟深入探讨 RASSF1A基
因在骨肉瘤及癌旁组织中的甲基化状态，并分析其甲基化对该
基因在组织中表达水平的影响及其与患者临床病理特征之间
的关系，为深刻揭示骨肉瘤发生的分子机制开辟新的思路。

本课题组前期通过运用 MSP方法对 44例临床明确诊断
的骨肉瘤及癌旁骨组织 RASSF1A基因的甲基化状态进行了
检测和分析，结果表明 RASSF1A基因骨肉瘤组织中的甲基化
率 (61.4%) 显著高于其在癌旁正常骨组织中的甲基化率
(20.5%)，说明了 RASSF1A基因异常甲基化在骨肉瘤组织中具
有肿瘤特异性，可能在骨肉瘤发生的早期过程中发挥着重要的
作用。因此，对 RASSF1A基因的异常甲基化检测将对骨肉瘤
的早期诊断具有重要的参考价值。同时我们还分析了 RASSF

1A基因异常甲基化对该基因表达的影响进行了分析，分别运
用 RT-PCR 和 Western Blot 方法从基因转录和翻译水平检测
了骨肉瘤和癌旁骨组织中 RASSF1A基因的表达情况，结果发
现 RASSF1A基因发生完全或者部分甲基化的骨肉瘤或者癌
旁组织中其 mRNA和蛋白表达水平均显著降低，也进一步表
明了 RASSF1A基因的异常甲基化可能是骨肉瘤组织中该基
因表达失活或者缺失的一个重要分子机制。另外，我们还发现：
RASSF1A基因的异常甲基化与骨肉瘤患者的肿瘤分化程度和
全身有无转移密切相关，即肿瘤分化程度越差的组织其甲基化
比例越高，伴有转移的组织其甲基化比例也越高，但与病人的
其他临床病理特征比如年龄、性别、肿瘤部位和大小等无显著
性相关。鉴于本研究中骨肉瘤组织的样本量比较小，还有待于
大样本量进一步分析和验证。

总之，甲基化调控机制可能是 RASSF1A基因的重要调控
途径之一，RASSF1A基因的异常甲基化引起其表达的缺失与
骨肉瘤的发生、发展密切相关，从而为进一步探讨骨肉瘤的发
生机制并为骨肉瘤的临床治疗选择靶点提供了重要的实验依
据。
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