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摘要 目的：探讨 ras-相关结构域家族（ras-association domain family，RASSF）10在非小细胞肺癌中的表达，分析其与非小细胞
肺癌临床病理特征和预后的关系。方法：采用 qRT-PCR和Western印迹检测 RASSF10 mRNA和蛋白的表达；甲基化特异性聚
合酶链式反应（MSP）检测 RASSF10启动子甲基化状态，采用免疫组化和酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测石蜡组织和血液中
RASSF10蛋白表达，Cox回归模型进行生存分析。结果：在非小细胞肺癌细胞株 SPCA-1中 RASSF10 mRNA及蛋白（z=21.38、
33.14，均 P约0.05）、在 NCI-H157中 RASSF10 mRNA及蛋白（z=56.73、56.34，均 P约0.05）均低于非肿瘤细胞株。MSP发现
RASSF10在 SPCA-1和 NCI-H157细胞株启动子区甲基化，用 5-氮杂-2忆-脱氧胞苷处理后，RASSF10在 SPCA-1和NCI-H157
细胞株中 mRNA和蛋白（t=18.14、56.13，均 P约0.05）的表达增加。RASSF10启动子甲基化状态与组织中和血清中RASSF10的
低表达密切相关（字2 =19.271、4.831，均 P<0.05）。预后多因素分析石蜡组织中 RASSF10表达（HR=0.508，P<0.05）和 N分期（HR=
1.839，P<0.001）为非小细胞肺癌患者预后独立因素，RASSF10表达与肿瘤直径（字2 =4.787，P约0.05）、气道内播散（字2 =15.618，P<
0.001）和 N分期（字2 =11.588，P约0.01）密切相关。结论：RASSF10在非小细胞肺癌中表达降低，与非小细胞肺癌肿瘤进展密切相
关，是非小细胞肺癌早期诊断及预后有价值的肿瘤标志物。
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Abstract Objective：To investigate the expression and methylation status of ras-association domain family（RASSF）10 and its corre原
lation with the clinicopathological characteristics and prognosis in non-small cell lung cancer. Methods：The expression of RASSF10
were detected by real-time quantitative reverse transcription PCR and Western blotting. Methylation-specific PCR（MSP）analysis was
utilized to detect the methylation status of the RASSF10 promoter. RASSF10 was analyzed by immunohistochemistry and enzyme-linked
Immunosorbent Assay（ELISA）. Overall survival was subjected to multivariate analysis by using Cox proportional hazard model. Re原
sults：The mRNA SPCA-1（z =21.38，P约0.05），NCI-H157（z =56.73，P约0.05）and protein expression levels SPCA-1（z =33.14，P约
0.01），NCI-H157（z=56.34，P约0.01）of RASSF10 in non-small cell lung cancer cell lines（SPCA-1和 NCI-H157）were lower than
those in non-tumor cell line. RASSF10 was methylated in SPCA-1 and NCI-H157 cell lines，after treatment with 5-aza-2忆-deoxycyti原
dine，RASSF10 expression was increased in the mRNA（t=18.14，P约0.05）and protein expression levels（t=56.13，P约0.05）cell lines
by MSP. The methylation status of the RASSF10 promoter was intimately and significantly correlated with RASSF10 expression in tumor
and blood（字2=19.271，4.831，both P<0.05）. The methylation status of the RASSF10 promoter and RASSF10 expression were associated
with the survival of patients with non-small cell lung cancer . The RASSF10 expression（HR=0.508，P<0.05）and lymph node
stage（HR=1.839，P<0.001）were identified as the an independent predictor of the overall survival. Size of tumor（字2=4.787，P<0.05），
intratracheal dissemination（字2=15.618，P<0.001）and lymph node stage（字2=11.588，P<0.01）were related with RASSF10 expression.
Conclusion：The expression of RASSF10 is low in non-small cell lung cancer. RASSF10 in tissues may be a valuable biomarker for the
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肺癌是我国常见的恶性肿瘤，其死亡率是各种

恶性肿瘤的首位[1]。我国肺癌患者以中、晚期居多[2]，

总体生存质量较差，因此早期诊断及治疗对于改善

非小细胞肺癌的预后具有重要意义。目前常见的肺

癌标志物（如癌胚抗原和细胞角蛋白 19）预测肿瘤
复发及生存敏感性和特异性均较差，不能完全满足

临床需求[3]。因此，在非小细胞肺癌中寻找新的早期

筛查及与预后相关的肿瘤标志物具有重要意义。

Ras基因突变在人类肿瘤的发生、发展中起重要作
用[4]，研究发现能够编码 Ras相关区域家族的基因，
称为 Ras相关区域家族（ras-association domain fami原
ly，RASSF），RASSF蛋白直接或间接作用于 Ras，调
节其相关的信号转导通路与肿瘤细胞的生长。Ras
结合域蛋白 10是 RASSF家族的成员，位于染色体
11p15.2[5]。RASSF10蛋白由 507个氨基酸组成。由于
启动子区甲基化，RASSF10 在多种肿瘤中呈低表
达[6-7]。RASSF10在细胞凋亡、黏附、细胞分裂、迁移
和炎症持续时间中发挥着重要作用，进而影响肿瘤

细胞的生长、侵袭和转移[8]。尽管研究发现 RASSF10
可调节多种分子通路影响肺癌肿瘤细胞生长[9]，然

而 RASSF10在非小细胞肺癌中与临床病理相关性
及预后价值中的研究较少。本研究分析了非小细胞

肺癌细胞株和肺癌组织中 RASSF10的表达，进一
步探讨 RASSF10与临床病理因素及预后之间的相
关性。

1 对象与方法

1.1 研究对象与实验材料 回顾性分析 2017年 2
月—2019年 12月于天津市肿瘤医院就诊的肺癌患
者。纳入标准：（1）接受根治性手术的经病理证实为
非小细胞肺癌。（2）肿瘤组织和外周静脉血液样本
立即冷冻在液氮中并在-80毅C下储存直至使用。（3）
诊断为玉a耀芋a期的患者。（4）所有患者均有完整的
随访记录。排除标准：（1）未行根治性手术患者。（2）
无完整随访资料及失访患者。根据纳入和排除标

准，本组共 115例非小细胞肺癌患者符合研究条件。
实验中使用的细胞株、试剂和设备如下：SPCA-

1、NCI-H157、A549 非小细胞肺癌细胞株、MRC-5
非肿瘤细胞株细胞（北京博乐生物科技有限公司）；

RPMI 1640培养基（Gibco BRL，Rockville，MD，USA）；
10%胎牛血清（FBS；Gibco，Carlsbad，CA，USA）；1%
青霉素链霉素（GiBCO-BRL）；PBS缓冲液；逆转录

试剂盒，qPCR试剂盒（Invitrogen，Carlsbad，CA，US原
A）；RASSF10 ELISA检测试剂盒（广州伟伯科技有
限公司）；10%山羊血清（中山生物技术）；兔抗人
RASSF10多克隆抗体（ab113105，Abcam）；5-aza-dC
（Sigma，Germany）；化学发光底物显影液（GenStar）；
荧光显微镜、多功能酶标仪（ThermoFisherScientific，
USA）；超净工作台（江苏通净净化设备有限公司）。
1.2 研究方法

1.2.1 qRT-PCR 用试剂盒从细胞系提取总 RNA，
用反转录系统将 1 滋L总 RNA反转录为 20 滋L cD原
NA（引物序列如表 1），应用以下 PCR循环条件：在
95毅C下变性 35 个循环 3 min；在 94毅C下退火 0.5
min；在 56毅C下拉伸 0.5 min；并在 72毅C下最终延伸
8 min。将 mRNA表达的相对定量标准化为 GAPDH
值（2-驻驻CT）。

1.2.2 Western印迹法 将细胞在 RIPA 裂解缓冲
液中均匀化 30 min，在 4益下离心（12 000 r/min），将
裂解液清除 15 min，用 10%十二烷基硫酸钠聚丙烯
酰胺凝胶电泳分离总蛋白提取物，电转移至 PVDF。
用 5%脱脂牛奶阻断非特异性结合位点 60 min后，
在 4益下与多克隆抗体 RASSF10 孵育隔夜。用
PBS-T洗涤膜 3 min，用辣根过氧化物酶（HRP）耦联
抗兔免疫球蛋白抗体在室温下孵育 60 min。然后用
PBS-T对膜进行 3次洗涤 10 min，用增强化学发光
系统观察免疫复合物。

1.2.3 甲基化特异性聚合酶链式反应（MSP） RAS-
SF10启动子 PCR扩增的甲基化特异性（M）和非甲
基化特异性（U）（引物序列见表 2）。MSP使用 Am原
pli Taq Gold进行，PCR反应体积为 25 滋L，循环参
数为 97毅C初始变性 5 min，95毅C变性 40 s，60毅C退
火 50 s，72毅C延伸 50 s。总共 25个循环，最终在 72毅C
下延伸 10 min。使用 2%琼脂糖凝胶检测 PCR扩增。
临床中根据 RASSF10甲基化状态，将所有患者分为
甲基化组及非甲基化组。

assessment of non-small cell lung cancer prognosis.
Key words non-small cell lung cancer；RASSF10；methylation；prognosis

基因名称 引物序列（5忆寅 3忆） 产物（bp）

AGGGTGAGGGTAGAAGAAGTA 168

GTTCTAGCTGCCATCAGTCCTT 143

AGAAGGCTGGGGCTCATTTG 135

AGGGGCCATCCACAGTCTTC 126

RASSF10 F

R

GAPDH F

R

表 1 PCR引物序列
Tab.1 PCR primer sequence
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1.2.4 5-氮杂-2忆-脱氧胞苷处理 用 10 滋m的 5-
aza-dC处理发现的甲基化的细胞株。每天更换培养
基并加入新鲜的 5-aza-dC进行处理 3 d。使用未处
理的细胞作为阴性对照（NC）。处理后，收获细胞株
进行 qRT-PCR和 Western免疫检测相关 mRNA和
蛋白的表达。

1.2.5 免疫组化检测及评价 石蜡包埋切片 4 滋m，
载玻片进行免疫组化分析。切片用二甲苯去污，再

经 100%、95%、90%、80%和 75%乙醇再水合。在
95益下进行 20 min的抗原回收处理，室温下用 3%
过氧化氢阻断内源过氧化物酶 15 min。切片在 PBS
中洗涤，用 10%山羊血清封闭 30 min，然后在 4益过
夜，用兔抗人 RASSF10 多克隆抗体在加湿室中孵
育。在使用 PBS洗涤之后，将切片与 HRP结合的二
抗体在室温下孵育 1 h。最后，用 20%苏木素对所有
玻片进行染色。滑块脱水并装在盖玻片上。对于阴

性对照，用 PBS代替一抗。根据显微镜下染色强度
和阳性细胞百分率对每个切片进行评分。阳性细胞

百分率和染色强度乘为评分。染色强度如下：0（无
染色），1（浅黄色），2（黄棕色）和 3（棕色）。阳性细胞
按阳性细胞百分比分级：0（无阳性肿瘤细胞）、1（约
10%阳性肿瘤细胞）、2（11%耀50%阳性肿瘤细胞）、3
（51%耀80%阳性肿瘤细胞）和 4（跃80%阳性肿瘤细
胞）[10]。根据石蜡组织中 RASSF10的表达，将所有患
者分为 RASSF10表达阳性（1耀12）和表达阴性。
1.2.6 酶联免疫吸附测定法（ELISA） 取血浆标

本，按说明书进行蛋白测定。每个样品做复孔，取平

均值。受试者工作特征（ROC）曲线判断 RASSF10表
达水平，将所有患者分为高水平组和低水平组。

1.3 统计学处理 组间差异采用秩和检验；相关

性分析采用卡方检验，预后生存分析采用 Kaplan-
Meier 进行单因素分析，Log-rank 比较组间差异；
Cox多因素分析确定预后独立因素，P约0.05为有统
计学意义，SPSS25.0统计软件包进行分析。
2 结果

2.1 RASSF10在细胞系中的表达 非小细胞肺癌

细胞株 SPCA-1（z =21.38，P约0.05）、NCI-H157（z =
56.73，P约0.05）和 A549（z=72.09，P跃0.05）中RASSF10
的 mRNA表达水平低于非肿瘤细胞株 MRC-5。非
小细胞肺癌细胞株 SPCA-1（z =33.14，P约0.01）、
NCI-H157（z =56.34，P约0.01）和 A549（z =52.37，P跃
0.05）中 RASSF10的蛋白表达水平低于非肿瘤细胞
株 MRC-5（图 1）。

1.5

1.0

0.5

0

*

*

RASSF10

GAPDH

1.5

1.0

0.5

0

*

*

图 1 RASSF10在肺癌细胞株及正常细胞株中的表达
Fig.1 Expression of RASSF10 in lung cancer cell lines and normal cell lines

注：A：qPCR检测 RASSF10在细胞株中 mRNA的相对表达；B：Western印迹检测 RASSF10在细胞株中蛋白的相对表达；与 MRC-5相比，
*P<0.05

2.2 MSP和 5-氮杂-2忆-脱氧胞苷处理后 RASSF10
甲基化水平 MSP检测不同非小细胞肺癌细胞株
（SPCA-1、NCI-H157、A549 和 MRC-5）中RASSF10
启动子的甲基化状态（甲基化和非甲基化），细胞株

SPCA-1和 NCI-H157中存在 RASSF10启动子甲基
化，而在 A549和非肿瘤细胞系 MRC-5中并未发现
RASSF10启动子甲基化。5-氮杂-2忆-脱氧胞苷处理
存在甲基化的非小细胞肺癌细胞株（SPCA-1 和

NCI-H157），与对照组相比，处理后的细胞株中
RASSF10 mRNA和蛋白质表达水平升高（t=18.14、
56.13，均 P约0.05），见图 2。
2.3 非小细胞肺癌患者 RASSF10表达和甲基化状
态的表达 免疫组化显示 RASSF10在细胞质内表
达（图 3），74例 RASSF10阳性表达，41例 RASSF10
阴性表达。

ELISA法检测血清中 RASSF10的平均表达水

表 2 甲基化引物序列

Tab.2 Methylation primer sequence

甲基化状态

M-F

M-R

U-F

U-R

引物序列（5忆寅 3忆）

GGGGTATTTTGGGTAGAGTTAGC

AAA CAAACTAAAAAACGACTACGAC

GGGGTATTGGGTAGAG TTAGAGTG

AACAA ACTAAAAAACACACTACAAC

产物（bp）

132

156

135

128

A B
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平，82例患者为高表达，33例患者为低表达。MSP
检测了患者 RASSF10启动子的甲基化状态，76 例
患者存在 RASSF10启动子甲基化，其余 39例患者
并未发现 RASSF10启动子甲基化。

免疫组化检测石蜡标本中 RASSF10的表达与
ELISA检测血清标本中 RASSF10的表达显著相关
（字2=15.798，P约0.001）；免疫组化检测石蜡标本中
RASSF10的表达与 MSP检测甲基化状态密切相关
（字2=19.271，P约0.001）；ELISA检测血清标本中RASSF10
的表达与 MSP检测甲基化状态密切相关（字2=4.831，
P约0.05）。
2.4 生存分析 单因素预后分析显示肿瘤直径

（字2 =6.060，P约0.05）、T 分期（字2=6.163，P约0.05）和 N
分期（字2=39.376，P约0.001）、RASSF10启动子甲基化
状态（字2 =13，426，P约0.001）、RASSF10 表达（字2 =
21.708，P约0.01）和血清 RASSF10水平（字2=7.079，P约
0.01）与非小细胞肺癌患者的生存率显著相关。Cox
多因素预后分析显示 RASSF10表达（HR=0.508，P约
0.05）和 N 分期（HR=1.839，P<0.001）为非小细胞
肺癌患者预后的独立因素（表 3）。RASSF10 阳性
表达预后较RASSF10 阴性预后差（字2=21，137，P<
0.001）（图 4）。

因素
5年生存
率（%）

单因素分析 多因素分析

字2 P HR P
性别 0.406 0.524
男 43.6
女 46.1

年龄（岁） 0.255 0.614
臆60 40.9
>60 48.8

吸烟状态 2.917 0.088
是 33.8
否 50.5

病理类型 2.637 0.268
鳞癌 49.5
腺癌 44.0
其他 33.3

气道内播散 11.532 0.001 0.917 0.383
是 54.9
否 19.1

肿瘤直径（cm） 6.060 0.014 1.061 0.863
臆3 53.1
>3 39.8

T分期 6.163 0.046 1.392 0.126
T1 49.3
T2 44.4
T3 31.2

N分期 39.376 <0.001 1.839 <0.001
N0 77.1
N1 64.2
N2 15.8

RASSF10表达（免疫组化） 21.708 <0.001 0.508 0.043
阴性 29.4
阳性 71.3

血液 RASSF10水平 7.079 0.008 0.917 0.777
高表达 60.3
低表达 38.2

RASSF10甲基化状态 13.426 <0.001 0.584 0.073
甲基化 32.1
非甲基化 68.5

表 3 非小细胞肺癌患者预后生存分析

Tab.3 Survival analysis of patients with non-small cell lung
cancer

MRC-5

SPCA-1

NCI-H157

A549

M U

A
1.5

1.0

0.5

0

NC
5-aza-dC treatment

SPCA-1 NCI-H157

B

SPCA-1

NCI-H157

GAPDH

NC 5-aza-dC

C
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2
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注：A：MSP检测非小细胞肺癌细胞株中 RASSF10甲基化状态（M：甲基化；U：非甲基化）；B：5-aza-dC处理后 qPCR检测非小细胞肺癌细
胞株（SPCA-1 和 NCI-H157）RASSF10 mRNA 表达；C：5-aza-dC 处理后 Western 印迹检测非小细胞肺癌细胞株（SPCA-1 和 NCI-H157）
RASSF10蛋白表达；*P<0.05

图 2 qPCR和Western印迹检测 RASSF10甲基化表达
Fig.2 Detection of RASSF10 methylation status by qPCR andWestern blotting

注：A：RASSF10阴性表达（10伊）；B：RASSF10阳性表达（40伊）

图 3 免疫组化检测 RASSF10在肺癌组织中的表达
Fig.3 Expression of RASSF10 in lung cancer tissue by

immunohistochemical
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2.5 RASSF10表达与临床病理因素之间的相关性
免疫组化分析不同 RASSF10表达与临床病理因素
（如性别、年龄、吸烟状况、组织学亚型、肿瘤大小、

T分期和 N分期）之间的相关性。结果发现，肿瘤直
径（字2=4.787，P约0.05）、气道内播散（字2=15.618，P<
0.001）和 N分期（字2=11.588，P约0.01）与 RASSF10的
表达密切有关（表 4）。

3 讨论

表观遗传机制与肿瘤的发生、发展密切相关，

DNA甲基化是常见的表观遗传学[10]。DNA甲基化是
指位于基因启动子中的富含 CpG的区域，在正常条
件下 CpG岛表现出非甲基化模式，启动子甲基化使
肿瘤抑制基因失活，甲基化是肿瘤启动和进展的重

要机制[11]。启动子区 CpG岛的甲基化可改变肿瘤相
关基因的表达水平，从而参与调节肿瘤细胞增殖、

凋亡和转移[12]。RASSF10含有一个 2 254 bp的 CpG
岛，在启动子中有 209个 CpG位点，前期研究中发
现 RASSF10在多种肿瘤中启动子区域存在甲基化，
RASSF10表达降低。Wang等[13]发现，与正常肝组织

相比，在肝癌组织中 RASSF10 mRNA和蛋白质水平
均下调，且低 RASSF10表达与启动子超甲基化有关。
Guo等[14]同样发现在结直肠癌中，RASSF10表达的
降低与 RASSP10启动子区甲基化显著相关。然而，
关于 RASSF10在非小细胞肺癌中表达的研究较少。
本研究发现，非小细胞肺癌细胞株中的 RASSF10
mRNA和蛋白质表达水平均低于非肿瘤细胞系。进
一步通过 MSP检测到 RASSF10在 SPCA-1和NCI-
H157细胞系中甲基化，而正常细胞系中 RASSF10
启动子区并未发现甲基化状态。用 DNA甲基化抑
制剂 5-氮杂-2忆-脱氧胞苷处理后，SPCA-1和 NCI-
H157中 RASSF10 mRNA和蛋白表达较前升高。表
明 RASSF10 启动子中 CpG 岛的甲基化可能导致
RASSF10在非小细胞中低表达，并且此种抑制作用
是可逆的，RASSF10可作为非小细胞肺癌治疗的新
靶点。

对于抑制基因，蛋白表达和启动子甲基化状态

已被认为是肿瘤的潜在预后标志物[15]。在 RASSF10
表达及启动子甲基化的预后价值方面，有学者报道，

RASSF10低表达与患者低生存率相关，RASSF10可
能是肿瘤预后的潜在生物标志物[16]。Deng等[17]证明

MSP甲基化 RASSF10启动子是胃癌患者生存的独
立预测因子，RASSF10启动子甲基化是最有效的潜
在预测因子。本研究发现 RASSF10启动子的甲基化
状态和 RASSF10的蛋白表达都与非小细胞肺癌患
者的生存相关。单因素分析发现 RASSF10启动子的
甲基化状态与患者预后密切相关，但多因素分析发

现 RASSF10启动子的甲基化状态并非非小细胞肺
癌预后的独立因素。然而，目前大多数研究主要集

中在组织石蜡标本中 RASSF10表达。对于肺癌患
者，组织标本的采集可能会增加并发症的风险[18]。血

液和血清样本是一种方便、微创、廉价的方法，适用

于人群筛查[9]。为了证实 RASSF10在血液或血清中

图 4 RASSF10表达（阴性/阳性）患者预后生存曲线
Fig.4 Survival curve of patients with non-small cell lung cancer

according to RASSF10 expression（negative or positive）
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表 4 RASSF10表达与临床病理因素相关性分析
Tab.4 Relationships between RASSF10 expression and

clinicopathological characteristics

因素
RASSF10表达

字2 P
阴性（n） 阳性（n）

性别 0.789 0.374
男 46 22
女 28 19

年龄（岁） 1.978 0.160
臆60 35 25
>60 39 16

吸烟状态 2.162 0.141
是 30 11
否 44 30

病理类型 1.270 0.530
鳞癌 18 14
腺癌 50 24
其他 6 3

气道内播散 15.618 <0.001
是 34 4
否 40 37

肿瘤直径（cm） 4.787 0.029
臆3 21 20
>3 53 21

T分期 4.258 0.119
T1 22 20
T2 37 14
T3 15 7

N分期 11.588 0.003
N0 29 22
N1 5 9
N2 40 10
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的表达是否可以取代组织中的表达来预测预后，在

本研究中选择了同时有血清和肿瘤样本的患者，结果

显示血清中的 RASSF10水平与组织中的 RASSF10
表达一致。单因素预后分析显示血清 RASSF10水
平，免疫组化 RASSF10表达与非小细胞肺癌患者的
生存率显著相关。然而，在采用 Cox多因素回归分
析后，免疫组化 RASSF10表达为患者预后独立因
素，尽管 ELISA检测血清样本中的 RASSF10与预
后相关，但预测效果不如免疫组化效果好。本研究

结果表明免疫组化 RASSF10的蛋白表达是临床预
测非小细胞肺癌预后的最佳生物标志物。

RASSF10与肿瘤细胞增殖、细胞凋亡、黏附、细
胞分裂、迁移和细胞的分化相关[19]。为了进一步探讨

RASSF10在非小细胞肺癌中与临床病理的相关性，
将不同 RASSF10表达与临床病理因素进行分析，结
果发现 RASSF10的表达与非小细胞肺癌的淋巴结
转移和肿瘤大小相关。RASSF10低表达与原发肿瘤
体积较大和淋巴结转移较多显著相关，提示

RASSF10可能与肿瘤的侵袭和转移相关。笔者认为
其可能机制是 RASSF10通过阻断 茁-连环蛋白及其
下游靶点的激活或通过激活 p53信号通路转导来
抑制肿瘤生长[7]。

本研究表明在非小细胞肺癌中 RASSF10启动
子甲基化导致 RASSF10低表达，RASSF10表达与非
小细胞肺癌肿瘤进展密切相关，免疫组化 RASSF10
表达在预测非小细胞肺癌预后中具有价值。
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