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摘要：目的　研究乳腺癌及癌旁组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ的表达情况，并探讨其与临床、病理资料的相关性。方法　收集６０例乳腺癌
及相应癌旁组织，通过免疫组化染色检测ＲＡＳＳＦ１Ａ的表达情况；统计６０例临床病例的各项临床、病理资料，并分析其相关性。
结果　ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌组织中的表达阳性率为３５％（２１／６０），而在癌旁组织中８６．７％（５２／６０），癌旁组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ的表
达明显高于乳腺癌组织（Ｐ＜０．０５）；ＲＡＳＳＦ１Ａ的表达与淋巴结转移有无、组织学分级、脉管侵犯、人类表皮生长因子受体２
（ＨＥＲ２）、Ｋｉ６７表达有关；ＴＭＮ分期中的Ⅰ期、Ⅱ期以及部分ⅢＡ期（Ｔ３Ｎ１ＭＯ）患者ＲＡＳＳＦ１Ａ表达４８．４％（１５／３１）高于Ⅲ期
（除Ｔ３Ｎ１ＭＯ外）患者２０．７％（６／２９）（χ２＝５．０５３，Ｐ＝０．０２５）。结论　相较于癌旁组织，乳腺癌组织中存在 ＲＡＳＳＦ１Ａ表达缺
失的情况，其缺失表达与和淋巴结转移有无、组织学分级、脉管侵犯、ＨＥＲ２、Ｋｉ６７、ＴＭＮ分期密切相关。
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　　乳腺癌是全球女性中最常见的恶性肿瘤之一，
也是女性癌症死亡的首要原因。全球癌症数据显

示，２０１２年新发乳腺癌病例约１７０万，死亡病例约
５２万，新增病例和死亡病例分别占据全球女性癌症
的２５％和１５％［１］。在中国情况同样严重，２０１６年
全国肿瘤登记中心最新发布数据显示，乳腺癌发病

率和病死率分别占女性恶性肿瘤第 １位和第 ６
位［２］。乳腺癌病因相当复杂，与遗传因素、激素、免

疫及各种环境因素有关。随着人们对乳腺癌发病

相关基因和分子机制认识的加深，许多引起细胞增

殖或抑制凋亡的分子已经成为肿瘤治疗的新靶

点［３］，其中有些可能成为推测乳腺癌患者预后的候

选标志物［４］。自被发现以来，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因已经被
广泛研究。多项研究表明，ＲＡＳＳＦ１Ａ几乎在全身正
常组织器官中均表达，而在多种实体肿瘤中存在表

达缺失［５］。本文旨在研究 ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌以及
癌旁组织中的表达情况，并分析其临床意义，探讨

其在乳腺癌发生发展中的作用。

１　资料与方法
１．１　临床标本　收集安徽医科大学第二附属医院
普外科２０１５年３月—２０１６年３月经病理确诊的６０
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例乳腺癌患者的癌组织及相应癌旁组织。其中女

性５９例，男性 １例，年龄 ３４～７４岁，中位年龄 ４８
岁。所有患者术前均未进行新辅助化疗或放疗。

标本离体后即用福尔马林浸泡固定备用。本研究

经医院医学伦理委员会批准，患者均签署知情同

意书。

１．２　临床和病理资料　根据所取标本对应住院
号，在患者病历档案中提取所需各项临床、病理及

影像资料，包括患者性别、年龄、肿瘤最大直径、淋

巴结转移情况、肿瘤组织学分级、脉管侵犯情况、雌

激素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）、人类表皮生长因
子受体２（ＨＥＲ２）、Ｋｉ６７、ＴＭＮ分期等资料。
１．３　试剂材料　ＲＡＳＳＦ１Ａ单克隆抗体（Ｃａｔ＃
ａｂ２３９５０Ａｂｃａｍ）购自Ａｂｃａｍ公司；免疫组化检测试
剂盒购自北京中山金桥生物技术有限公司；石蜡切

片制作所需材料试剂由安徽医科大学病理教研室

提供。

１．４　制作石蜡切片、免疫组化染色及判定　将
“１．１”项目中所固定好的标本经脱水、透明、浸蜡、
包埋、切片、贴片制成石蜡切片。按照试剂说明书

进行染色步骤，并应用已知阳性切片作为阳性对

照，用磷酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对照。

ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白定位于胞质内，以棕色、棕褐色、
黄色颗粒为阳性表达。结果判定标准，选取不重复

的５个视野，按染色强度及阳性细胞所占的百分比
综合计分。染色强度：无色计为１分，黄色为２分，
棕褐色为３分；阳性细胞数：小于等于总数的１０％
计为１分；在＞１０％～５０％之间计为２分；＞５０％计
为３分。染色强度得分与阳性细胞数得分相乘，１
分计为阴性“－”；２～４分计阳性“＋”；≥ ６分计为
强阳性“＋＋＋”。
１．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
处理分析，数据采用 χ２检验、Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法等
进行分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌及癌旁组织表达情况　
ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白定位于细胞质内，以棕色、黄色、棕
褐色颗粒沉淀为阳性表达（见图 １）。经观察分
析，在６０例乳腺癌组织中，有 ２１例呈阳性表达，
而在 ６０例 癌 旁 组 织 中 ５２例 呈 阳 性 表 达。
ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白在癌旁组织表达阳性率高于癌组织
（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌组织中表达与相关临床
病理资料相关性分析　所收集６０例乳腺癌临床标
本中，有 ２１例 ＲＡＳＳＦ１Ａ表达阳性。经分析，
ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白的表达情况与性别、年龄、肿瘤最大
直径、ＥＲ、ＰＲ状态无相关性（Ｐ＞０．０５），而与有无
淋巴结转移、组织学分级、脉管侵犯、ＨＥＲ２、Ｋｉ６７
有相关性（Ｐ＜０．０５）。其中无淋巴结转移者
ＲＡＳＳＦ１Ａ表达阳性率为６０．０％（１２／２０），有淋巴结
转移者ＲＡＳＳＦ１Ａ表达阳性率为２２．５％（９／４０）；组
织学分级Ⅰ级者表达阳性率为７２．７％（８／１１），组织
学分级Ⅱ级者表达阳性率为３５．５％（１１／３１），组织
学分级Ⅲ级者表达阳性率为１１．１％（２／１８）；有脉管
侵犯者表达阳性率为１８．２％（４／２２），无脉管侵犯侵
犯者表达阳性率为４４．７％（１７／３８）；ＨＥＲ２扩增者
阳性表达率为１６．７％（５／３０），ＨＥＲ２未扩增者阳性
表达率为５６％（１４／２５）。Ｋｉ６７表达≤１４％者阳性
表达率为５４．１７％（１３／２４），Ｋｉ６７表达 ＞１４％者阳
性表达率为２２．２％（８／３６）。其中 ＨＥＲ２状态检测
首先经安徽医科大学第二附属医院病理科应用免

疫组织化学染色方法检测，评分“０”或者“１＋”的为
ＨＥＲ２阴性；评分“２＋”者为交界性，需要进一步检
测；评分“３＋”为ＨＥＲ２阳性。所收集６０例临床病
例中，ＨＥＲ２评分为“２＋”的患者有５例未选择进
一步做ＦＩＳＨ检测。相关统计结果见表１。
２．３　ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌组织中表达与ＴＭＮ分期
相关性分析　经过提取病案资料分析，ＴＭＮ分期

　　注：Ａ．乳腺癌组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白表达阴性；Ｂ．癌旁组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白表达阳性；Ｃ．乳腺癌组织中 ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白表达阳性；Ｄ．癌旁

组织中ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白表达阴性。

图１　免疫组化检测ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌及癌旁组织表达情况（×２００）
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表１　６０例患者临床病理资料的相关性分析

项目
ＲＡＳＳＦ１Ａ

（＋）

ＲＡＳＳＦ１Ａ

（－）
χ２值 Ｐ值

性别 ０．０００ ＞０．９９

　男 １ １

　女 ２０ ３８

年龄／岁 ０．１１０ ０．７４０

　≤５０ １２ ２４

　＞５０ ９ １５

肿瘤最大直／ｃｍ １．０７１ ０．５８５

　≤２ ７ ９

　＞２～５ １１ ２１

　＞５ ３ ９

有无淋巴结转移 ８．２４１ ０．００４

　无 １２ ８

　有 ９ ３１

淋巴结转移数目／个 ０．４３６ ０．０８７

　１～３ ５ １４

　４～９ ３ １３

　≥１０ １ ４

组织学分级 １１．４０１ ０．００３

　Ⅰ级 ８ ３

　Ⅱ级 １１ ２０

　Ⅲ级 ２ １６

脉管侵犯 ４．１３９ ０．０３８

　有 ４ １８

　无 １７ ２１

ＥＲ ０．１７０ ０．６８１

　阳性 １３ ２２

　阴性 ８ １７

ＰＲ ０．２８０ ０．５９７

　阳性 １２ ２５

　阴性 ９ １４

ＨＥＲ２ ９．３３０ ０．００２

　阳性 ５ ２５

　阴性 １４ １１

Ｋｉ６７表达 ６．５４９ ０．０１１

　≤１４％ １３ １１

　＞１４％ ８ ２８

　　注：各组织学分级之间采用χ２检验的多重比较。

为局 部 早 期 （Ⅰ 期、Ⅱ 期 以 及 部 分 Ⅲ Ａ 期
（Ｔ３Ｎ１ＭＯ））的患者有３１例，其中ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白阳
性表达率为４８．４％（１５／３１）。ＴＭＮ分期为局部晚
期［Ⅲ期（除Ｔ３Ｎ１ＭＯ外）、Ⅳ期］的患者有２９例，其
中ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白阳性表达率为２０．７％（６／２９），乳
腺癌局部早期患者中 ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白阳性表达率高
于局部晚期患者，差异有统计学意义（χ２＝５．０５３，
Ｐ＝０．０２５）。
３　讨论

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因是 ２０００年 Ｄａｍｍａｎｎ等［６］在研

究肺癌时通过酵母双杂交筛选法首次发现其位于

人类３号染色体短棒２区第１条带第２亚带（３ｐ２１．
３）上。ＲＡＳＳＦ１Ａ基因是 ＲＡＳＳＦ中的一员。ＲＡＳＳＦ
包含了 １０个成员，分别是 ＲＡＳＳＦ１～１０［７］。其中
ＲＡＳＳＦ１～６拥有 Ｃ端 Ｒａｓ相关区域，而 ＲＡＳＳＦ７１０
则包含了 Ｎ端 Ｒａｓ相关区域［８］。其中，ＲＡＳＳＦ１基
因包含８个外显子（１α、１β、２αβ、２γ、３、４、５和６）。
通过不同启动子利用和可变剪接，ＲＡＳＳＦ１基因在
人体中可以产生７种转录本（ＲＡＳＳＦ１ＡＧ），目前研
究最多的是ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＲＡＳＳＦ１Ｃ。ＲＡＳＳＦ１Ａ由外
显子１α、２αβ、３、４、５、６编码，其中外显子３、４、５、６
编码 Ｒａｓ相关区域［５，７］。ＲＡＳＳＦ１Ａ的 ｃＤＮＡ全长
１８７３ｂｐ，其包含的开放阅读框架（ＯＲＦ）编码一个分
子量为３８．８ｋＤ含有３４０个氨基酸的蛋白多肽［６］。

ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白含有多个重要的区域，从 Ｎ端到 Ｃ
端分别为ＳＨ３结合区域、Ｃ１／ＤＡＧ结合域即蛋白激
酶Ｃ保守区１、ＡＴＭ激酶磷酸化位点、Ｒａｓ相关区域
和一个 ＳＡＲＡＨ序列［９］。多项研究发现，ＲＡＳＳＦ１Ａ
所包含的几个特定区域可能对其作为抑癌基因具

有重要作用［１０１３］。

研究发现ＲＡＳＳＦ１Ａ在多种人体肿瘤中存在表
达缺失，而其表达缺失的主要原因是启动子ＣＰＧ岛
甲基化［１４１７］。作为一种抑癌基因，其缺失表达与肿

瘤的发生、发展密切相关［１８］。本研究中，通过对乳

腺癌及癌旁组织中 ＲＡＳＳＦ１Ａ表达量的检测发现，
乳腺癌组织中的ＲＡＳＳＦ１Ａ表达阳性率为３５％（２１／
６０），而在癌旁组织中表达阳性率８６．７％（５２／６０），
癌旁组织中 ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白的表达阳性率明显高于
癌组织（Ｐ＜０．０５），也证实ＲＡＳＳＦ１Ａ的缺失表达可
能参与肿瘤的发生过程。

有关 ＲＡＳＳＦ１Ａ的研究非常广泛，但有关其抑
癌具体机制目前尚未完全明确。目前主要观点认

为有促进凋亡、调节细胞周期以及促进微管稳定性

三种作用机制及途径［９］。Ｄａｍｍａｎｎ等［６］首次发现

ＲＡＳＳＦ１Ａ时，便 指 出 使 肺 癌 细 胞 重 新 表 达
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ＲＡＳＳＦ１Ａ基因可抑制其集落形成、非锚定生长以及
裸鼠成瘤的能力。研究发现，ＲＡＳＳＦ１Ａ的过表达能
够促进细胞凋亡、细胞周期停滞和降低肿瘤细胞的

致瘤性［１９］。除了发现ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白在癌组织和癌
旁组织表达差异有统计学意义，本研究也发现，在

乳腺癌组织中 ＲＡＳＳＦ１Ａ表达和有无淋巴结转移、
组织学分级、有无脉管侵犯、ＨＥＲ２状态、Ｋｉ６７有
相关性（Ｐ＜０．０５）。并且，ＴＭＮ分期为早期［Ⅰ期、
Ⅱ期以及部分ⅢＡ期（Ｔ３Ｎ１ＭＯ）］的患者 ＲＡＳＳＦ１Ａ
蛋白阳性表达率为４８．４％（１５／３１）。ＴＭＮ分期为
晚期［Ⅲ期（除 Ｔ３Ｎ１ＭＯ外）、Ⅳ期］ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白
阳性表达率为２０．７％（６／２９）（Ｐ＜０．０５）。这也是
提示着，ＲＡＳＳＦ１Ａ在乳腺癌的发展过程中可能有重
要作用。

综上所述，本研究进一步证实了 ＲＡＳＳＦ１Ａ作
为一种候选抑癌基因的可行性。其在乳腺癌组织

中低表达，而在癌旁组织高表达。有关临床、病理

及影像资料与 ＲＡＳＳＦ１Ａ表达的相关性分析提示，
ＲＡＳＳＦ１Ａ可以作为一种潜在的乳腺癌临床预后判
断指标。
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