
论著·临床研究  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2023.05.009
网络首发 https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20221020.1623.009.html(2022-10-20)

RASAL2基因高甲基化与宫颈鳞癌患者放化疗敏感性的研究*

刘金辉1,方亚妮1,刘 孜2,李 翡3△

(1.陕西中医药大学医学技术学院,陕西咸阳
 

712046;2.西安交通大学第一附属医院肿瘤放疗科,
西安

 

710061;3.陕西中医药大学妇科教研室,陕西咸阳
 

712046)

  [摘要] 目的 探讨RASAL2基因甲基化水平与宫颈鳞癌患者放化疗敏感性的关系。方法 收集2017
年9月至2019年9月在西安交通大学第一附属医院接受同步放化疗(CCRT)治疗60例宫颈鳞癌患者肿瘤组

织标本和10例正常宫颈组织。患者依据临床应答情况进行分类,其中完全缓解(CR)患者归为敏感组,部分缓

解(PR)、疾病稳定(SD)和疾病进展(PD)患者归为耐受组。基于定量PCR和 Western
 

blot分别检测RASAL2
基因启动子区甲基化状态和蛋白表达水平,并分析RASAL2基因甲基化和表达水平与患者临床数据的关联

性。结果 与正常组织比较,宫颈癌组织RASAL2基因甲基化水平明显升高(0.317±0.029
 

vs.
 

0.174±
0.078,P=0.020),耐受组高于敏感组(0.400±0.040

 

vs.
 

0.244±0.036,P=0.003)。敏感组(0.184±0.014)
和耐受组(0.131±0.010)RASAL2基因表达水平均低于正常组(0.307±0.048),差异有统计学意义(P<
0.05)。宫颈癌组织RASAL2基因表达水平与RASAL2甲基化程度呈负相关(r=-0.665)。RASAL2基因甲

基化水平与患者肿瘤分化程度存在关联性,且高甲基化可作为预测患者CCRT不良应答的标志物。结论 RAS-
AL2基因高甲基化状态与宫颈鳞癌患者的临床应答密切相关。
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  [Abstract] Objective To

 

elucidate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

methylation
 

level
 

of
 

RASAL2
 

gene
 

and
 

tumor
 

response
 

to
 

chemo-radiotherapy
 

in
 

cervical
 

squamous
 

cell
 

carcinoma.Methods Specimens
 

from
 

60
 

pa-
tients

 

with
 

squamous
 

cervical
 

cancer
 

treated
 

with
 

concurrent
 

chemoradiation
 

(CCRT)
 

and
 

10
 

normal
 

cervical
 

tissues
 

from
 

September
 

2017
 

to
 

September
 

2019
 

at
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Xi’an
 

Jiaotong
 

University
 

were
 

collected.Patients
 

were
 

classified
 

according
 

to
 

the
 

clinical
 

response,with
 

patients
 

in
 

complete
 

remission
 

(CR)
 

classified
 

as
 

the
 

sensitive
 

group,patients
 

in
 

partial
 

remission
 

(PR),stable
 

disease
 

(SD),and
 

progressive
 

disease
 

(PD)
 

classified
 

as
 

the
 

resistant
 

group.The
 

methylation
 

status
 

of
 

the
 

RASAL2
 

gene
 

promoter
 

region
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

based
 

on
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot,respectively,and
 

the
 

correlation
 

between
 

methylation
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

RASAL2
 

and
 

clinicopathological
 

parameters
 

was
 

as-
sessed.Results High

 

methylation
 

of
 

RASAL2
 

was
 

observed
 

in
 

tumor
 

samples
 

compared
 

to
 

normal
 

cervical
 

samples
 

(0.317±0.029
 

vs.
 

0.174±0.078,P=0.020),and
 

higher
 

methylation
 

level
 

was
 

observed
 

preferen-
tially

 

in
 

chemoradiotherapy
 

resistant
 

samples
 

compared
 

to
 

those
 

chemoradiotherapy
 

sensitive
 

ones
 

(0.400±
0.040

 

vs.
 

0.244±0.036,P=0.003).The
 

expression
 

levels
 

of
 

RASAL2
 

in
 

the
 

sensitive
 

group
 

(0.184±
0.014)

 

and
 

the
 

resistant
 

group
 

(0.131±0.010)
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

(0.307±0.048),
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with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

RASAL2
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

methylation
 

status
 

of
 

RASAL2
 

(r=-0.665).The
 

methylation
 

status
 

of
 

RASAL2
 

was
 

associated
 

with
 

histologic
 

grade
 

and
 

hypermethylation
 

of
 

RASAL2
 

retained
 

an
 

independent
 

fac-
tor

 

in
 

predicting
 

adverse
 

response
 

to
 

chemoradiotherapy.Conclusion The
 

hypermethylation
 

of
 

RASAL2
 

in
 

cervical
 

carcinoma
 

is
 

closely
 

associated
 

with
 

clinical
 

response
 

in
 

patients.
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  宫颈癌是全球范围常见的女性恶性肿瘤之一,按
照病理类型主要分为鳞状细胞癌和腺细胞癌两种,前
者占80%以上[1-2]。临床通常将ⅠB2~ⅣA期的宫颈

癌统称为局部晚期宫颈癌(locally
 

advanced
 

cervical
 

cancer,LACC)。目前,顺铂联合放疗的同步放化疗

(concurrent
 

chemo-radiotherapy,CCRT)是LACC患

者的主要治疗手段[3]。虽然CCRT明显改善了患者

的总体生存情况,并降低了肿瘤复发率[4],但仍有部

分患者无法从治疗中受益,急需进一步阐明其分子

机制[5]。
类RAS基因激活物2(ras

 

protein
 

activator
 

like
 

2,RASAL2)基因编码的产物为一种RAS-GTPase激

活蛋白,催化RAS-GTP水解为RAS-GDP,进而抑制

Ras基因活性[6]。研究显示,RASAL2基因在 Lu-
minal

 

B型乳腺癌发挥抑癌基因作用[7-8],但在部分三

阴性乳腺癌中则是扮演着致癌基因的角色[9]。此外,

RASAL2基因启动子区在肝细胞癌组织中普遍呈超

低甲基化状态,而下调该基因可明显抑制肝癌细胞生

长和侵袭[10]。这些有争议的结果表明,RASAL2基

因在恶性肿瘤的发生、发展中扮演着不同的角色[11]。

RAS基因突变存在于多种类型恶性肿瘤中,但在宫颈

鳞癌中发生率很低[12]。然而也有研究证实,K-RAS
及H-RAS基因在宫颈癌组织中的表达水平明显高于

正常宫颈组织,且参与了肿瘤的发生和转移[13],表明

RAS基因在宫颈鳞癌中可能依赖其他机制激活,而并

非依赖于获得性突变。因此,探索 RASAL2基因在

宫颈鳞癌中的状态,有助于进一步阐明宫颈鳞癌发生

发展的机制,并为其临床治疗提供潜在的靶点。
本文研究了RASAL2基因在宫颈鳞癌组织及正

常宫颈组织中的甲基化和表达水平,发现在宫颈鳞癌

组织中,RASAL2基因呈现为异常高甲基化和表达下

调状态,同时,RASAL2基因甲基化状态与肿瘤细胞

分化程度及患者对CCRT的应答呈相关性,现报道

如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2017年9月至2019年9月西安交通大学第

一附属医院接受CCRT治疗的60例宫颈鳞癌患者标

本。纳入标准:(1)经组织病理学确诊为宫颈鳞癌;
(2)保存有足够的活检组织标本;(3)随访时间≥1年。
排除标准:(1)活检取标本前已接受化疗、放疗等治

疗;(2)同时患有≥2种恶性肿瘤。收集同期就诊的

10例卵巢癌患者的正常宫颈组织,经组织病理学检测

确定未发生病变。本研究经西安交通大学第一附属

医院伦理委员会审批通过,患者均签署知情通知书。

1.2 方法

1.2.1 分组

60例宫颈鳞癌患者均接受CCRT,其中放疗包括

外放射治疗(external
 

beam
 

radiation
 

therapy,EBRT)
和随后进行的近距离局部高剂量腔内放射治疗(high-
dose

 

rate
 

intracavitary
 

brachytherapy,HDR-ICBT)。

EBRT实施于整个盆腔,总照射剂量为50
 

Gy,每周进

行5次,每次2
 

Gy,共25~28次。HDR-ICBT照射剂

量在25
 

Gy左右,每周进行2次,共4~5次。进行

EBRT的患者同时接受顺铂治疗,剂量为25
 

mg/m2,
静脉滴注给药,每周1次,化疗5个周期。患者治疗

前后均进行妇科检查,B超或CT检测,治疗周期结束

后根据实体瘤治疗应答评价标准(response
 

evalua-
tion

 

criteria
 

in
 

solid
 

tumors,RECIST)[14]
 

评估临床应

答情况,分为完全缓解(complete
 

response,CR)、部分

缓解(partial
 

response,PR)、疾 病 稳 定(stable
 

dis-
ease,SD)和疾病进展(progressive

 

disease,PD),其中

CR患者归为敏感组,PR、SD和PD患者归为耐受组。

1.2.2 主要试剂

DNA提取试剂盒 QIAmp
 

DNA
 

mini试剂盒和

重亚硫酸盐处理试剂盒EpiTect
 

Bisulfite
 

Kit
 

购自美

国Qiagen公司,甲基化和表达引物购自上海生工生

物工程有限公司,ResoLight染料购自瑞士Roche公

司,HiTaq
 

HS聚合酶购自深圳菲鹏生物科技有限公

司,组织蛋白质裂解液(C500028)购自上海生工生物

工程有限公司,兔抗人RASAL2抗体(ab121578)购
自英国Abcam公司。

1.2.3 DNA提取和重亚硫酸盐处理

采用 QIAmp
 

DNA
 

mini试 剂 盒 提 取 和 纯 化

DNA,实验步骤按说明书进行,标本统一洗脱体积为

40
 

μL。DNA经NanoDrop2000定量后,Tris-乙二胺
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四乙酸(EDTA)缓冲液统一稀释至100
 

ng/μL。进行

甲基化特异性定量 检 测(quantitative
 

methylation-
specific

 

PCR,qMSP)反应前对基因组DNA进行重亚

硫酸盐处理。重亚硫酸盐可使未发生甲基化的C脱

氨形成U,而对发生甲基化的C不起作用。因此,针
对CpG设计的甲基化特异性引物,相应的碱基序列

仍为C。本研究采用EpiTect
 

Bisulfite
 

试剂盒对待测

标本DNA进行重亚硫酸盐处理,各标本的DNA转

化起始量均为1
 

μg。

1.2.4 qMSP
qMSP通过在基础PCR反应体系中加入双链核

酸染料实现。采用相对定量方式分析RASAL2基因

甲基化程度,选取胶原Ⅱα1(collagen
 

type
 

Ⅱ
 

Alpha
 

1,COL2A1)作为内参基因,其扩增引物针对该基因非

CpG位点序列设计。qMSP过程采用25
 

μL反应体

系,每个反应体系中加入0.25
 

μL
 

ResoLight染料,

0.5
 

U
 

HiTaq
 

HS聚合酶,引物250
 

nmol/L及20
 

ng
重亚硫酸氢盐处理过的DNA。所有qMSP反应均在

ABI
 

ViiATM7实时PCR平台上进行。反应程序:95
 

℃变性10
 

min;随后运行40个循环扩增程序;95
 

℃
变性15

 

s,Tm退火20
 

s,72
 

℃延伸20
 

s。反应完成

后,根据ViiATM7软件给出的Ct值对RASAL2基

因进行甲基化相对定量分析。使用2—ΔΔCt 计算RAS-
AL2基因相对甲基化率,其中ΔCt指同一标本RAS-
AL2基因Ct与内参基因Ct的差值。如果样品内部

控制反应失败,则弃用该标本数据。

1.2.5 蛋白提取和定量

提取标本总蛋白,使用 NanoDrop2000进行定

量。蛋白标本上样量为50
 

μg,使用10%十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-poly-
acrylamide

 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)进 行 电

泳;转膜后使用5%脱脂奶粉封闭2
 

h,加入RASAL2
一抗(1∶500)和GAPDH(1∶2

 

000)一抗于4
 

℃孵育

过夜,洗膜后使用二抗(1∶3
 

000)于室温孵育4
 

h。基

于Syngene化学发光成像系统拍照并依据Image
 

J进

行灰度分析,进行RASAL2蛋白定量。

1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism7.0和SPSS17.0软件进行

数据分析,计量资料以x±s表示,计数资料以频数或

百分率表示,比较采用χ2 检验,相关性分析采用

Spearman分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 患者临床信息

60例患者均可评价疗效,其中敏感组(CR)32
例、耐受组(PR

 

21例、PD
 

7例)28例,两组年龄、肿瘤

大小、病理类型、国际妇产科学会(Federation
 

Interna-
tional

 

of
 

Gynecology
 

and
 

Obstetrics,FIGO)分 期

(2009年标准)等一般资料比较,差异无统计学意义

(P>0.05),具有可比性,见表1。
表1  两组一般资料比较[n(%)]

项目
耐受组

(n=28)

敏感组

(n=32)
χ2 P

年龄 0.350 0.554

 ≤55岁 17(60.7) 17(53.1)

 >55岁 11(39.3) 15(46.9)

肿瘤大小
 

0.006 0.941

 ≤4
 

cm 19(67.9) 22(68.8)

 >4
 

cm 9(32.1) 10(31.2)

组织学分级 0.179 0.673

 中高分化 16(57.1) 20(62.5)

 低分化 12(42.9) 12(37.5)

淋巴结转移 0.122 0.726

 N0 11(39.3) 14(43.8)

 N1 17(60.7) 18(56.2)

FIGO分期 0.234 0.628

 Ⅱ期 14(50.0) 14(43.8)

 Ⅲ期 14(50.0) 18(56.2)

HPV感染情况 0.009 0.923

 阳性 27(96.4) 31(96.9)

 阴性 1(3.6) 1(3.1)

2.2 宫颈癌组织及正常宫颈组织RASAL2基因甲

基化状态

qMSP结果显示,宫颈癌组织RASAL2基因甲基

化水平 较 正 常 组 织 明 显 升 高(0.317±0.029
 

vs.
 

0.174±0.078,P =0.020),耐 受 组 高 于 敏 感 组

(0.400±0.040
 

vs.
 

0.244±0.036,P=0.003),见
图1。

2.3 宫颈癌组织和正常宫颈组织RASAL2基因的

表达水平

敏感组(0.184±0.014)和 耐 受 组(0.131±
0.010)RASAL2 基 因 表 达 水 平 均 低 于 正 常 组

(0.307±0.048),且耐受组低于敏感组,差异有统计

学意义(P=0.006)。相关性分析显示,宫颈癌组织

RASAL2基因表达水平与RASAL2甲基化程度呈负

相关(r=-0.665,P<0.001),见图2。

2.4 RASAL2基因甲基化与宫颈癌患者临床病理特

征的关系

中高分化肿瘤组织RASAL2基因甲基化水平低

于低 分 化 肿 瘤 组 织 RASAL2 基 因 甲 基 化 水 平
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(0.023±0.003
 

vs.
 

0.045±0.005),差异有统计学意

义(P<0.05),见图3。

  A:宫颈癌组织和正常宫颈组织比较;B:敏感组、耐受组和正常宫

颈组织比较;a:P<0.05。

图1  宫颈癌组织及正常宫颈组织RASAL2基因

甲基化状态

  A:敏感组、耐受组和正常宫颈组织RASAL2基因表达情况比较;

B:宫颈癌组织 RASAL2基因表达水平与 RASAL2甲基化程度相关

性;a:P<0.05。

图2  宫颈癌和正常组织RASAL2基因表达情况

2.5 RASAL2基因甲基化与宫颈癌患者CCRT敏

感性的关联分析

单因素logistic回归分析结果显示,RASAL2基

因甲基化水平可作为预测宫颈癌患者CCRT敏感性

的因子(P<0.05),RASAL2基因高甲基化患者的临

床应答率明显低于该基因低甲基化患者,见表2。

  a:P<0.001。

图3  RASAL2基因高甲基化与晚期宫颈癌细胞

分化程度相关

表2  单因素logistics回归分析结果

项目 OR(95%CI) P

年龄 1.022(0.966,1.080) 0.448

肿瘤大小 0.606(0.167,2.201) 0.447

组织学分级 1.276(0.196,8.288) 0.799

淋巴结转移 0.637(0.227,1.792) 0.393

FIGO分期 1.064(0.532,2.126) 0.861

甲基化状态 0.690(0.536,0.889) 0.004

3 讨  论

启动子区高甲基化是基因沉默的重要机制,是宫

颈癌中常见的分子事件[15],但目前甲基化分子标志物

与宫颈癌患者临床应答的相关研究进展缓慢。YE
等[16]进行的一项研究表明,TP73蛋白水平与宫颈癌

患者的放疗敏感性呈现出相关性,表现为TP73基因

表达水平高的患者对放疗更为敏感。该项研究进一

步证实,TP73基因启动子区甲基化水平与该蛋白表

达水平呈负相关,且去甲基化试剂处理可使宫颈癌细

胞系TP73基因表达明显上调,表明高甲基化是引起

该基因沉默的原因。另一项研究发现,FANCF基因

启动子高甲基化在宫颈癌细胞中十分普遍,且高甲基

化使得细胞对多种可造成DNA损伤的药物异常敏

感[17]。而最近的一项研究表明,FANCF基因去甲基

化会引起卵巢癌细胞对顺铂的不敏感[18]。由此可推

测,FANCF基因启动子高甲基化可增强宫颈癌细胞

对顺铂的敏感性,但仍需进一步证实。此外,细胞凋

亡信号通路DAPK及FAS基因甲基化水平被证实与

宫颈癌患者接受CCRT的敏感性明显相关[19]。本研

究分析了60例宫颈鳞癌患者的RASAL2基因甲基

化和表达情况,以及这些变化与患者临床病理特征、
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临床应答的关联性,证实RASAL2基因甲基化可作

为预测患者CCRT敏感性的标志物。

RASAL2基因启动子甲基化和表达缺失在Lu-
minal

 

B型乳腺癌普遍存在,而正常功能的RASAL2
基因可有效抑制该类肿瘤的发生和转移[7-8]。然而,
在肝细胞癌组织中,RASAL2基因启动子却呈现为低

甲基化状态,且RASAL2基因缺失可有效抑制癌细

胞的生长和侵袭能力[10]。基于qMSP实验结果,证实

肿瘤标本中RASAL2基因甲基化水平较正常宫颈组

织明显上调,且甲基化程度在低分化肿瘤细胞中最

高。此外,在肿瘤标本中检测到 RASAL2基因表达

的缺失,且与甲基化水平呈负相关。这些结果证实,

RASAL2基因转录沉默与异常启动子甲基化有关,且
后者参与了宫颈癌的发生、发展。另外,在部分正常

组织中也检测到了RASAL2基因甲基化的存在,虽
然不能排除一些组织标本被邻近的肿瘤细胞污染的

可能性,但既往的研究表明,导致这种情况产生的原

因很可能是“正常组织”实际已产生了癌前病变[20]。
而深入解决这个问题,需要更大样本量开展研究。

值得注意的是,耐受组RASAL2基因甲基化水

平明显高于敏感组,且RASAL2基因高甲基化可作

为独立预测患者不良应答的因子。结合其他研究成

果,有理由认为RASAL2基因在宫颈鳞癌细胞中发

挥着抑制 RAS基因活性的生物学功能。低甲基化

时,正常表达的RASAL2基因可有效抑制宫颈癌细

胞的RAS基因活性,进而一定程度上抑制了肿瘤细

胞的迁移、侵袭和克隆形成能力;相应地,高甲基化诱

导的RASAL2基因表达缺失会失去对Ras基因的抑

制作用,给肿瘤细胞的生长和增殖提供环境,进而为

放化疗后残存的肿瘤细胞带来生存和种群再生的优

势,临床表现为患者对CCRT不敏感。RASAL2基

因影响宫颈癌患者CCRT敏感性的具体分子机制有

待进一步阐明。
综上所述,RASAL2基因异常甲基化和低表达在

宫颈癌发生、发展过程中起着重要作用。与遗传改变

不同,表观遗传改变是可逆的,这使得它成为一个有

吸引力的治疗目标,后续研究需要阐明RASAL2基

因去甲基化在宫颈癌临床治疗中的可行性。
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