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Abstract
AIM: To investigate the expression of Ras 
association domain family 1A gene (RASSF1A) 
and CyclinD1 as well as their correlations in 
gastric mucosal lesions.

METHODS: We detected the expression of 
RASSF1A and CyclinD1 in tissue specimens of 
gastric cancer (n = 69), chronic superficial gas-
tritis (n = 45), chronic atrophic gastritis (n = 45), 
chronic gastritis accompanied with intestinal 
metaplasia (n = 45) and chronic gastritis accom-
panied with atypical hyperplasia (n = 47) using 

SP immunohistochemistry.

RESULTS: The positive rate of RASSF1A ex-
pression was significantly lower in gastric carci-
noma than that in chronic superficial gastritis (χ2 
= 10.4, P < 0.05); In the mucosa of precancerous 
lesions, the expression of RASSF1A protein was 
decreased gradually (χ2 = 28.7, P < 0.05), and 
obviously correlated with the degrees of tumor 
differentiation (P < 0.05). CyclinD1 protein was 
hardly expressed in chronic superficial gastritis, 
but its expression was significantly elevated in 
gastric cancer (84.1%). The expression of Cy-
clinD1 was increased gradually in the mucosa of 
precancerous lesions (χ2 = 11.9, P < 0.05), and it 
was markedly higher in gastric carcinoma than 
that in the other lesions (χ2 = 22.0, 19.6, 29.4; all 
P < 0.01). There was a negative correlation be-
tween the expression of RASSF1A and CyclinD1 
protein in gastric carcinoma (rs = -0.323, P < 0.05).

CONCLUSION: RASSF1A expression is down-
regulated while CyclinD1 expression is up-
regulated in gastric mucosa during the evolution 
process of chronic superficial gastritis→chronic 
atrophic gastritis→intestinal metaplasia→gastric 
dysplasia→gastric carcinoma. Combined detec-
tion of the two markers may help to study the 
mechanism of gastric cancer pathogenesis and 
development.
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摘要
目的: ��RASSF1A蛋白和CyclinD1在胃癌
及癌前病变组织中的表达及二者的关系. 

方 法 :  收 集 延 安 大 学 附 属 医 院 2 0 0 5 - 0 1 / 
2006-10行手术切除的69例胃癌患者临床病理

®

■背景资料
胃癌是发病率较
高的恶性肿瘤之
一 ,  他 的 发 生 发
展是一个多基因
多因素共同作用
的 复 杂 过 程 .  本
文通过探讨��
RASSF1A蛋白和
CyclinD1蛋白在
胃癌及癌前病变
组织中的表达及
二者的关系, 为�
�胃癌发生发展
机制提供一定科
学依据.

■同行评议者
汪思应, 教授, 安
徽医科大学实验
动 物 中 心 ;  戴 冬
秋, 教授, 中国医
科大学附属第一
医院肿瘤外科
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资料和切除标本的组织蜡块. 同时收集慢性浅
表性胃炎45例、慢性萎缩性胃炎45例、慢性
胃炎伴肠化生45例及慢性胃炎伴不典型增生
57例胃黏膜组织蜡块. 采用免疫组化SP法检
测胃癌及癌前病变胃黏膜组织中RASSF1A蛋
白和CyclinD1的表达. 

结果: 胃癌组织中RASSF1A表达的阳性率低
于其在慢性浅表性胃炎胃黏膜组织中的阳性
表达率(χ2 = 10.4, P <0.05); RASSF1A蛋白的在
胃癌癌前病变黏膜中阳性率表达逐渐降低(χ2 
= 28.7, P <0.05), 并且与胃癌组织分化程度有
关(P <0.05). 胃癌组织中CyclinD1表达的阳性
率为84.1%, 慢性浅表性胃炎黏膜组织中的几
乎不表达; CyclinD1在胃癌癌前病变黏膜中阳
性率表达逐渐升高(χ2 = 11.9, P <0.05); 胃癌组
与其他各组之间阳性率比较均存在显著性差
异(χ2 = 22.0, 19.6, 29.4, P <0.01); RASSF1A蛋
白和CyclinD1蛋白在胃癌中阳性表达率二者
呈负相关(r s = -0.323, P <0.05).

结论: 胃黏膜在从慢性浅表性胃炎→慢性萎
缩性胃炎→肠化生→不典型增生→胃癌这一
演化模式过程中, RASSF1A蛋白表达减弱, 
CyclinD1蛋白表达增强; 二者的联合检测, 对
��胃癌发生发展机制有一定科学意义.

关键词: Ras相关区域家族1A; 细胞周期素D1; 胃

癌; 免疫组化
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0  引言

Ras相关区域家族1A(Ras association domain 
family 1A gene, RASSF1A)是新近发现的候选抑

癌基因, 他的表达与肿瘤的发生、发展和预后

有密切的关系; 同时, 其与细胞周期素D1蛋白的

相关性也日益受到广大学者的关注; 为此, 我们

检测胃癌及癌前病变胃黏膜组织中RASSF1A
与C y c l i n D1的蛋白表达 ,  分析R A S S F1A与

CyclinD1在胃癌发生、发展中的作用及其两种

基因的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集延安大学附属医院2005-01/2006-10
行手术切除的69例胃癌患者的临床病理资料和

切除标本的组织蜡块, 所有病例系首次确诊未

进行放疗和化疗, 手术后均经病理证实. 其中高

分化腺癌13例; 中分化腺癌25例; 低分化腺癌31
例; 同时收集慢性浅表性胃炎(chronic superficial 
gastritis, CSG)45例、慢性萎缩性胃炎(chronic 
atrophic gastritis, CAG)45例、慢性胃炎伴肠化生

(imtesnal metaplasisa, IM)45例及慢性胃炎伴不典

型增生(gastric dysplasia, DYS)57例胃黏膜组织

蜡块. RASSF1A鼠抗人mAb(ab23950)购自英国

abcam公司, Cyclind1兔抗人抗体(RMA-0541)购
自福州迈新生物技术开发公司, 免疫组化S-P试
剂盒(SP-9002)购自北京中杉金桥生物技术有限

公司, 显微图像分析系统购于北京泰克仪器有限

公司.
1.2 方法 免疫组化染色采用S-P法, 阴性对照用

PBS液代替一抗作为空白对照, 阳性对照用预

实验已知的阳性为对照片. RASSF1A阳性表

达在细胞质出现棕黄色. CyclinD1阳性表达主

要在细胞核, 少量组织有胞质同时非特异性着

色. 表达强度判定标准如下: 每张切片随机取

10个高倍视野, 每个视野计100个细胞中的阳性

细胞数, 取均值, 以百分数表示阳性指数, 结果

进行半定量分析. 对阳性评分(0%-10%为0分, 
11%-25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3
分, 76%-100%为4分); 同时对染色强度进行评

分(不着色为0, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕
褐色为3分). 结果取两者相加之和, 0-1分(-), 2-3
分(±), 4-5分为(+), 6-7分为(++). 将(-)和(±)定
为阴性, (+) 和(++)定为阳性. 用显微图像分析系

统测定每张阳性片的染色平均光密度来半定量

表达, 即在每张切片随机选5个视野(400×), 测
量每张切片抗原阳性表达产物的平均光密度值, 
并分别取其平均值, 最后计算出来平均光密度

反映该切片的表达强度.
统计学处理 百分率的检验采用χ2检验及

F isher精确概率法, 各组染色光密度值采用t检
验, 相关性分析采用Spearmam等级相关分析, 所
有数据都使用统计学软件SPSS11.5进行处理, 
P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 RASSF1A和CyclinD1在胃黏膜病变中的表

达 RASSF1A蛋白在胃黏膜中主要表达于腺上

皮细胞胞质着色中, 表现为棕黄色颗粒, 颗粒粗

大不规则(图1). 在慢性浅表性胃炎中RASSF1A
表达最强, 表达率为86.7%(39/45); RASSF1A在

胃癌组织中阳性表达率为56.5%(39/69), 二者

■研发前沿
目前关于胃癌及
癌前病变的发展
变化备受关注, 也
是胃癌��领域
的热点, 有关二者
具体发展机制有
待于进一步阐明.
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阳性率比较有显著性差异(χ2 = 10.4, P <0.05). 
RASSF1A在其他胃黏膜病变中表达率见表1, 阳
性表达率随着胃黏膜病变程度加重而逐渐降低, 
各组阳性率经趋势检验有显著性意义(χ2 = 28.7, 
P <0.05); 慢性萎缩性胃炎组、肠上皮化生组和

不典型增生组分别与胃癌组织比较, 阳性率无

显著性意义(χ2 = 2.84; 1.45; 1.49; P >0.05). 
CyclinD1阳性染色位于细胞核, 表现为棕

黄色颗粒, 有时伴细胞质的非特异性染色. 在胃

黏膜从慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠

化生→非典型性增生→胃癌这一演化模式过程

中, 细胞核的染色逐渐增加, 随着胃癌的恶性程

度的增加, 癌细胞核的阳性染色也逐渐加深(图 
2); CyclinD1蛋白在各种黏膜中表达的阳性率如

表1, 经趋势检验, 各组CyclinD1蛋白阳性表达率

有增高趋势(χ2 = 11.9, P <0.05). CyclinD1在慢性

浅表性胃炎和慢性萎缩性胃炎之间及慢性萎缩

性胃炎与不典型增生之间的表达差异无显著性 
(P >0.05); 但胃癌与其他各组之间均存在显著性

差异(χ2 = 22.0; 19.6; 29.4; P <0.05).
2.2 RASSF1A和Cycl inD1在各组胃黏膜病变

中染色平均光密度 用显微图像分析系统测量

RASSF1A蛋白和CyclinD1在各种黏膜中的表达

强度进行定量分析, 用均数和标准误表示结果, 
各组染色平均光密度统计结果见表2. 在慢性浅

表性胃黏膜RASSF1A蛋白表达的平均光密度是

0.219±0.070; 在胃癌组RASSF1A蛋白表达的平

均光密度是0.102±0.030; 二者经t检验平均光密

度有显著性意义(F  = 25.61, P <0.05). RASSF1A
在不同胃黏膜病变中表达的平均光密度值, 从

■相关报道
国内外许多��
发现RASSF1A和
CyclinD1的异常
表达与胃癌的发
生发展密切相关, 
此二者基因的检
测有助于为胃癌
及癌前病变的发
生发展提供科学
意义. 

表  1  RASSF1A和CyclinD1在胃黏膜病变中表达情况

     
分组            		    n

              RASSF1A表达(n )        
阳性率(%)

          CyclinD1表达(n )
            阳性率(%)

				    阳性         阴性	  	       阳性           阴性

慢性浅表性胃炎		  45	  39	   6	8 6.67a	         0	         45	              0.00

慢性萎缩性胃炎		  45	  36	   9	8 0.00	         3	         42	              6.67

肠上皮化生		  45	  33	 12	 73.33	         6	         39	            13.33

不典型增生		  57	  39	 18	 68.42	       15	         42	            26.31

胃癌			   69	  39	 30	 56.52	       58	         11	            84.05b

aP<0.05 vs  胃癌组; bP<0.05 vs  其他各组.

A B C D

E F G H

图  1  RASSF1A在不同胃黏膜中阳性表达(S-P法×400). A: 在CSG中的表达; B: 在CAG中表达; C: 在IM中的表达; D: 在DYS

中的表达; E: 在高分化胃腺癌中表达; F: 在中分化胃腺癌中阳性表达; G: 在低分化胃腺癌中表达; H: 在CSG中胃黏膜阴性对照.
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慢性浅表性胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠化生→

不典型增生→胃癌是逐渐减弱的见表2, 各组之

间平均光密度均值比较有显著性差异(F  = 12.57, 
P <0.05). CyclinD1在胃黏膜病变中从慢性浅表

性胃炎→慢性萎缩性胃炎→肠化生→不典型增

生→胃癌表达的平均光密度是逐渐增强的见表

2, 各组之间平均光密度均值比较有显著性差异

(F  = 10.24, P <0.05); 胃癌组与其他各组之间平均

光密度均值比较有显著性意义(F  = 13.24, 12.57, 
5.56, P <0.05).
2.3 RASSF1A和CyclinD1在不同分化程度癌组

织的表达 RASSF1A蛋白阳性表达与癌组织分

化程度有关, 低分化组与高、中分化组相比较

有显著性意义(χ2 = 9.84, 8.74, P <0.05); CyclinD1
蛋白的阳性表达与癌组织分化程度无关, 低分

化组与高、中分化组相比较无显著性意义(P > 
0.05, 表3). 用显微图像分析系统测量RASSF1A
蛋白和Cycl inD1蛋白在不同分化程度胃癌组

织中的表达强度进行定量分析, 用均数和标准

误表示结果, 各分化组染色平均光密度统计结

果见表3. RASSF1A蛋白在高、中及低分化胃

癌中平均光密度逐渐降低, 低分化组与高、中

分化组相比较有显著性意义(F  = 6.382, 4.868, 
P <0.05). CyclinD1蛋白表达在高、中及低分化

胃癌中平均光密度逐渐升高, 低分化组与高、

中分化组相比较无显著性意义(F  = 0.039, 0.046, 
P >0.05).
2.4 RASSF1A与CyclinD1在胃癌表达的相互关

系 RASSF1A蛋白与CyclinD1蛋白在胃癌组织中

表达关系统计结果, 二者表达都为阳性26例, 都
为阴性5例; 经Spearmam相关性检验二者呈负相

关(r s = -0.323, P <0.05).

3  讨论

RASSF1A是Dammann et al [1]2000年克隆出的候

选抑癌基因, 在肺和乳腺的正常组织中均有表

达, 但在肺癌和乳腺癌的细胞株和术后标本中

有着很高的缺失率和甲基化. 其cDNA序列中

含有6个外显子, 共1873 bp核苷酸, 编码由340
个氨基酸组成, 分子质量为38.8 kDa的蛋白质. 
目前认为, RASSF1A蛋白可能是一种参与细胞

表  2  RASSF1A和CyclinD1在胃黏膜病变中染色平均光密
度比较 (mean±SD)

            分组                             n               RASSF1A	         CyclinD1

慢性浅表性胃炎      45        0.219±0.070c     0

慢性萎缩性胃炎      45        0.114±0.038      0.139±0.016

肠上皮化生             45        0.110±0.016      0.229±0.023

不典型增生             57        0.108±0.016      0.303±0.025

胃癌	               69        0.102±0.030      0.775±0.033a

aP<0.05 vs  其他各组; cP<0.05 vs  胃癌组.

■创新盘点
本文比较系统阐
释了RASSF1A蛋
白和CyclinD1蛋
白在胃癌及癌前
病变组织中的表
达, 并分析了二者
的相关性, 为胃癌
及癌前病变二者
具体发展机制提
供一定科学依据. 

图  2  CyclinD1不同胃黏膜中阳性表达(S-P法×400). A: 在CSG中的表达; B: 在CAG中表达; C: 在IM中的表达; D: 在DYS中

的表达; E: 在高分化胃腺癌中表达; F: 在中分化胃腺癌中阳性表达; G: 在低分化胃腺癌中表达; H: 在高分化胃腺癌胃黏膜阴性对照.

A B C D

E F G H
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周期调控的重要抑制蛋白, 其通过多种途径抑

制细胞生长、促进细胞凋亡和衰老. RASSF1A
蛋白表达缺失或降低可导致肿瘤的发生. 目前

其作用机制还不十分清楚 .  可能通过以下机

制发挥作用: (1)RASSF1A作为Ras蛋白的效应

器与凋亡前激酶M T S1结合促进细胞凋亡 [2];  
(2)RASSF1A可能通过与微管结合中心体和纺锤

体的功能, 进而调节微管的稳定性, RASSF1A还

能与CDC20结合抑制后期促进联合体(APC)来
调节有丝分裂的进展[3]; (3)RASSF1A可以抑制

CyclinD1的积聚, 使细胞周期停滞在G1/S期
[4]. 

研究表明, RASSF1A蛋白在几乎所有正常

组织呈高表达, 而在肺癌、乳腺癌、卵巢癌、

食管癌, 鼻咽癌、肝癌、胃癌、肾癌和头颈部

肿瘤组织中呈低表达或缺失, 且其蛋白表达的

阳性率与这些肿瘤的恶性程度、淋巴转移及临

床分期均呈负相关[2,5-8]. 本实验发现RASSF1A
蛋白在胃癌组织中表达阳性率56.8%, 较其他胃

黏膜组织表达低; 同时胃黏膜从慢性浅表性胃

炎→慢性萎缩性胃炎→肠化生→不典型增生→

胃癌这一演化模式过程中, RASSF1A蛋白的表

达逐渐降低; RASSF1A蛋白的阳性表达率与胃

癌组织分化程度有统计学意义, 此结果与国内

外文献[6,9-10]报道相似, 这说明在胃癌发生发

展过程中有RASSF1A基因缺失或改变, 应用免

疫组化技术测定胃癌中RASSF1A蛋白的表达情

况, 可对判断肿瘤的恶性程度及淋巴转移具有

重要的参考价值. 
细胞周期素D1为细胞周期相关癌基因, 可

激活CDK4/6的蛋白激酶活性, 促使细胞从G1期

顺利进入S期, 完成DNA复制. 细胞周期素D1
的过渡表达可使细胞持续增值, 从而导致细胞

失控性生长[11]. 在乳腺癌、食道癌、肺癌, 胃
癌及肝癌等多种肿瘤组织中都存在CyclinD1基
因扩增及蛋白过渡表达[12-13]. 本实验结果显示

Cycl inD1在胃癌中阳性率为84.1%, 显著高于

其他胃黏膜病变组织(P <0.05), 但与肿瘤分化

程度无关, 这提示CyclinD1表达异常可能是胃

癌发生发展过程中早期的分子事件. 目前认为, 
CyclinD1基因扩增与CyclinD1蛋白表达间有分

离现象[14]. 仅仅CyclinD1的过表达还不足引起多

数细胞发生转化, 需要其他的肿瘤原癌基因或

抑癌基因连续协同作用. 可见CyclinD1并不是转

化的唯一因子, 但他是维持转化细胞所必需. 
RASSF1A在体内和体外均抑制人类肿瘤

细胞的生长 ,  提示该基因为肿瘤抑制基因 [15], 
具有多种功能, 涉及信号转导、生长调节通路

和细胞增殖、完整及凋亡的调节. 本研究发现

RASSF1A蛋白和CyclinD1蛋白在胃癌中阳性表

达率二者呈负相关, 这提示RASSF1A表达的降

低和CyclinD1表达的升高, 这两基因表达的变

化发生在胃癌的发生发展期. Shivakumar et al [4]

将RASSF1A瞬时转染人不表达该基因的肺腺癌

细胞株H1299后发现, 细胞周期被阻断在G1/S期. 
认为RASSF1A从翻译水平上抑制了CyclinD1的
聚集即阻断了CyclinD1介导的细胞增殖旁路, 从
而阻止了细胞从G1向S期转变, 但CyclinD1或其

下游的G1/S期跃迁因子(如细胞周期蛋白A或E7)
的表达增多抑制RASSF1A诱导的细胞周期停

滞. 然而, 胃癌的发生是多基因参与, 多步骤发

展的过程, CyclinD1的表达也是多因素影响的结

果, 而且在胃癌发生过程中CyclinD1基因变异; 
各种影响因素的总和, 在整个肿瘤细胞生长增

殖调控网络中, RASSF1A基因对CyclinD1表达

的影响大小及其作用机制未完全阐明, 还有待

于通过其他更敏感的实验方法的证实.
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