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RASSF1A和 TIP30在大肠癌中的表达及临床意义

郝英豪，赵 晶，王天阳，张国建，张小艳，王凤安

（河北医科大学第二附属医院肛肠外科，河北石家庄 050000）

［摘要］目的 探讨 RASSF1A和 TIP30在大肠癌的发生、恶性转化、侵袭和转移的作用和临床意义．方法

应用免疫组织化学法检测大肠正常组织、大肠癌组织和大肠癌旁组织中 RASSF1A和 TIP30蛋白表达．综合分析

它们与患者的年龄、性别、分化程度、淋巴结转移等临床病理因素相关性．采用 Spearman 等级相关分析

RASSF1A和 TIP30的相关性．结果 在大肠正常组织、癌旁组织和癌组织中 RASSF1A阳性率分别为 90%、72%、

16%，TIP30阳性率分别是 95%、70%、13%，在大肠癌中 RASSF1A和 TIP30的表达与淋巴结转移、浸润深度、

分化程度有关（ ＜0.05）．Spearman等级相关分析 RASSF1A和 TIP30的表达呈正相关（ ＝0.292， ＜0.05）．结

论 RASSF1A和 TIP30与大肠癌的发生、恶性转化、侵袭和转移的作用有关，可能作为大肠癌的早期诊断和预后

判断的一种新的潜在的分子标志物，对大肠癌患者早期诊断，评价恶性程度，指导临床治疗，判断预后具有一定

临床意义．
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RASSF1A and TIP30 Expression in Colorectal Cancer and Its
Clinical Significance
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［Abstract］ Objective To investigate the expression of RASSF1A and TIP30 in colorectal cancer and

evaluate the clinical significance in tumorigenesis，malignant transformation，invasion and metastasis．Methods

The expression of RASSF1A and TIP30 was detected by immunohistochemistry method in normal colorectal tissues，

colorectal carcinoma and adjacent tissues of colorectal carcinoma．The correlation between their expression and the

clinicopathological data of patients，including age，gender，the degree of differentiation，lymph node metastasis，

was comprehensively analyzed．The correlation between RASSF1A and TIP30 was analyzed by spearman’s rank

correlation．Results The positive rates of RASSF1A in normal colorectal tissues， adjacent tissues of colorectal

carcinoma，colorectal carcinoma were 90%，72% and 16%，respectively，and TIP30 were 95%，70% and 13%，

respectively．The expression of RASSF1A and TIP30 were related to lymph node metastasis， depth of invasion

and degree of tumor differentiation（ ＜0.05）．Spearman rank correlation analysis showed that positive correlation

was showed between RASSF1A and TIP30 （ ＝0.292， ＜0.05）．Conclusions The expression of RASSF1A

and TIP30 are ralated to colorectal tumorigenesis，malignant transformation，invasion and metastasis，and may be

as new potential molecular markers for early colorectal tumorigenesis diagnosis and prognosis，and have a certain

clinical significance for early diagnosis，evaluation of the degree of malignancy，clinical treatment and prognosis of

patients with colorectal tumorigenesis.
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RASSF1A 是 RASSF1 基因家族 （至少 6 种）

中目前研究最广泛的基因之一．RASSF1A基因的

不同程度的甲基化导致表达降低或缺失与人类的实
体肿瘤密切相关．TIP30，是一种 30 kD 的 Tat

（Transactivatorof transcription） 结合蛋白 （Tat－

Interactive Protain），又称 HTATIP2（HIV-1 Tat

inter-active protein 2），其作为人类免疫缺陷病毒

（Human immunodeficiency virus，HIV）转录的辅助

因子可以和 Tat 相互结合特异性地提高 HIV 增

殖[1]，CC3是一种与肿瘤转移抑制相关的基因[2]，其

与 TIP30为同一蛋白．TIP30基因是一个新的抑癌

基因，具有促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤血管生成

和肿瘤浸润与转移等作用．分析比较 RASSF1A和

TIP30基因在正常大肠组织和大肠癌患者大肠癌旁

组织及癌组织的表达差异，探讨其在大肠癌的发

生、恶性转化、侵袭和转移的作用，为大肠癌患者

早期诊断，评价恶性程度，指导临床治疗，判断预

后提供新的标记物．

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集河北医科大学第二附属医院 2010年 3月

至 2011年 3月经病理证实的大肠癌患者标本 50例

（均有完整的随访资料），取患者大肠癌组织、癌旁

组织（距癌组织≤5 cm）．20例正常大肠组织（为

外伤需手术切除的正常大肠组织）．在 50例大肠癌

标本中：男 31例，女 19例，年龄 36～78岁，平

均 53.68岁；有淋巴结转移 22例，无转移 28例；

达浆膜层 20例，未达浆膜层 30例．根据 1989年

WHO 肿瘤组织学分类：高中分化 38例，低分化

12例．所有入选病例皆未进行过放、化疗，无长

期服用非甾体抗炎药，皮质激素类药物史．每例标

本均经切片后 HE染色镜检测再次复查认定．

1.2 主要试剂

鼠抗人 TIP30单克隆抗体和鼠抗人 RASSF1A

单克隆抗体（美国 SANTA CRUZ公司），SP试剂

盒（北京博奥森公司），DAB法显色试剂盒（北京

中杉金桥生物技术有限公司）．

1.3 标本制备

所有标本经 10%甲醛溶液固定，常规脱水，

石蜡包埋，连续 4 滋m切片．

1.4 方法

采用免疫组织化学 SP法（链酶卵白素 -过氧

化酶法）按试剂盒说明操作，阴性对照用 PBS液

代替，1抗作为空白对照．1 抗 RASSF1A，TIP30

的工作浓度均为 1:200.

1.5 结果判定

所有切片采用盲法由两位病理科医师独立阅
片．RASSF1A定位于细胞浆．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： 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．染色强度评分：不着色

为 0分；淡黄色为 1分，棕黄色为 2分；棕褐色为

3分．半定量分析和染色强度评分相加之和： 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．TIP30定位于细胞浆．阳性细胞

染色百分比＞30%者判为阳性，＜30%者为阴性[3].

1.6 统计学处理

应用 SPSS 统计软件包进行统计分析，

RASSF1A和 TIP30的表达与临床病理因素之间的

关系采用χ2检验．RASSF1A和 TIP30的相关性采

用 Spearman等级相关分析， ＜0.05为差异有统计

学意义．

2 结果

2.1 RASSF1A 和 TIP30/CC3在大肠正常组织、

大肠癌旁和腺癌组织中的表达

免疫组织化学结果：RASSF1A阳性染色位于

细胞浆，染色呈棕黄色．有的胞质内呈弥漫性均质

性阳性，细胞核不着色（见图 1）；TIP30蛋白主要

表达于细胞质，阳性染色亦为棕黄色颗粒或团块

（见图 2）．RASSF1A和 TIP30在癌组织中的表达

阳性率分别低于大肠正常组织和大肠癌旁组织（见

表 1）．

2.2 RASSF1A和 TIP30与大肠癌临床病理因素

的相关性

RASSF1A和 TIP30 的阳性表达与患者的发病

年龄和性别均无关（ ＞0.05），而与淋巴结转移、

浸润深度、分化程度存在明显的相关性：无淋巴结

转移、浸润深度未及浆膜、分化程度较高者

RASSF1A和 TIP30的阳性表达率高；反之，则表

达率低，差异有统计学意义（＜0.05），见表 2．

2.3 RASSF1A和 TIP30在大肠癌表达中的相关

性

在 50例大肠癌中发现：RASSF1A-TIP30－18

例；RASSF1A+TIP30- 17例；RASSF1A-TIP30＋3

例；RASSF1A+TIP30+ 12 例．Spearman 等级相关



与无淋巴结转移比较，▲ ＜0.05；与未侵及浆膜比较，
△ ＜0.05 ；与高中分化比较，* ＜0.05.

因 素 n RASSF1A（+） TIP30（+）

年龄（岁）

≤50 22 7（31.8） 8（36.4）

＞50 28 10（39.3） 9（32.1）

性别

男 31 4（12.9） 5（16.1）

女 19 2（10.5） 4（21.1）

淋巴结转移

无 28 21（75） 20（71.4）

有 22 6（27.3）▲ 7（31.8）▲

浸润深度

未及浆膜 30 20（66.7） 18（60）

侵及浆膜 20 5（25）△ 5（25）△

分化程度

高中 38 26（68.4） 24（63.2）

低 12 4（33.3）* 2（16.7）*

表 2 RASSF1A 和 TIP30与大肠癌临床病理因素的相关

性［n（％）］
Tab. 2 The correlation between clinicopathological

factors and expression of RASSF1A and

TIP30［n（％）］

与正常大肠组织，△ ＜0.05；与大肠癌旁组织，▲ ＜

0.05.

部 位 n RASSF1A TIP30

大肠正常组织 20 18（90） 19（95）

大肠癌旁组织 50 36（72）△ 35（70）△

大肠癌组织 50 8（16）▲ 6（13）▲

表 1 RASSF1A和 TIP30 在大肠正常组织、大肠癌旁和

腺癌组织中的表达

Tab. 1 Expression of RASSFI1A and TIP30 in normal

tissues，carinoma and adjaicent tissues
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大肠癌组织（×100）

大肠正常组织（×400）

图 1 RASSF1A在大肠正常组织和大肠癌组织中表达的免
疫组织化学

Fig. 1 The expression of RASSF1A in normal tissues
and carcinoma of large intestine by
immunohistochemistry

大肠癌组织（×100）

大肠正常组织（×400）

图 2 TIP30在大肠正常组织和大肠癌组织中表达的免疫组
织化学

Fig. 2 The expression of TIP30 in normal tissues and
carcinoma of large intestine by
immunohistochemistry

分析表明：RASSF1A 和 TIP30 成正相关 （ ＝

0.292， ＝0.04）．

3 讨论

RASSF1A阳性表达主要分布于腺体黏膜层细

胞，黏膜下层亦可见到阳性细胞，着色集中于细胞

浆，表现为棕黄色颗粒，颗粒粗大不规则．本研究

显示：RASSF1A表达在大肠正常黏膜上皮细胞的

胞浆中，与文献报道相同；在癌旁组织中，

RASSF1A阳性细胞棕黄色颗粒细小，主要位于黏

膜浅层；在大肠癌组织中，则呈弥漫性表达．本研

究结果说明，RASSF1A 的表达在正常大肠黏膜、

大肠癌旁组织和大肠癌组织中存在差异，其原因很
可能是由于病变的不同，RASSF1A 启动子超甲基
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化，使抗原的表位充分暴露的结果．

目前研究认为 DNA甲基化是除杂合性缺失与

碱基突变之外导致基因表达异常的第三大原因[4]．

基因组的正常甲基化对维持细胞、组织、器官的

正常功能是必须的．但发生异常甲基化，则会形
成细胞内的无序状态从而促进肿瘤的发生[5]．在小

细胞肺癌 （small cell lung cancer， SCLC） 细胞系

中启动子区 CpG岛的高甲基化导致 RASSF1A基因

约 100%表达失活[6]．Dammann等[6]用去甲基化试剂

5- 氮杂 -2’脱氧胞苷处理 A549 细胞株后，

RASSF1A可重新表达．Xu等[7]研究发现结直肠癌

31种基因启动子 CpG岛的甲基化状态中有 17种

基因的甲基化与其早期发生有关．Wagner 等 [8]发

现，结直肠癌细胞系及原发性结直肠癌中存在的

RASSF1A甲基化．这些结果提示 RASSF1A的表达

失活部分是由 RASSF1A启动子区 CpG岛的高甲基

化所引起．根据 Knudson的二次打击学说，对于

RASSF1A而言，第一次打击很可能是其启动子区

的高甲基化而引起的表观遗传学改变，然后第二

次打击（基因突变和杂合性丢失） 可能使其发生

肿瘤．此外 RASSF1A在凋亡的信号转导、微管稳

定性和细胞周期循环方面有潜在的作用 [9]．
RASSF1A可以抑制 Cyclin D1的积聚，使细胞周期

停滞在 G1/S期[10]．从而抑制肿瘤细胞的生长．

本研究显示，RASSF1A 在正常大肠黏膜、大

肠癌旁组织和大肠癌组织的阳性表达率分别为

90%、72%、16%，表达呈现下调趋势，均有统计

学意义 （ ＜0.05）．这与文献报道相一致 [11]．

RASSF1A从正常大肠黏膜、大肠癌旁组织到大肠

癌组织阳性表达减少这一趋势说明 RASSF1A可能

参与了大肠癌的发生及恶性转化．RASSF1A的阳

性表达与分化程度成正比，与文献报道不一致[12]，

这可能由于研究例数较少所致．RASSF1A与浸润

深度、淋巴结转移呈明显的负相关，说明

RASSF1A的下调表达促进了肿瘤的侵袭、转移．

据此，我们推测 RASSF1A可能作为大肠癌的早期

诊断和预后判断的一种新的潜在的标记物，TIP30

基因（Tat interacting protein 30）是由 Shtivelman等[2]

发现的一个新的抑癌基因．TIP30可以促进肿瘤细
胞凋亡、抑制肿瘤细胞生长[1，13]和新生血管生成[14]，

以及抑制骨桥蛋白形成[15]等，从而抑制肿瘤的浸润

与转移．在多种肿瘤的研究中发现， TIP30表达有

明显下调的趋势．在肝癌中，TIP30在癌旁和癌组

织中都能检测到表达[16]，但在癌组织中的表达明显

降低．在乳腺癌中 TIP30的表达与 HER-2/neu 原

癌基因的表达呈正相关，且 TIP30基因的表达与乳

腺癌的肿瘤分级、大小、及有无转移无关．在腺样

囊性癌中，TIP30表达缺失，而在正常涎腺组织中

高表达[17，18]．在肠癌中，肠癌的发生与 TIP30的表

达水平下降或缺失有关，并和抑癌基因 p53有密切
的关系[19]．本实验结果显示，TIP30阳性染色位于

细胞浆，在正常大肠黏膜、癌旁组织、癌组织中的

表达率分别为 95%、70%和 13%，呈现下调表达趋

势，但在正常大肠组织、癌旁组织中的表达差异无

统计学意义（ ＞0.05），提示 TIP30参与了大肠癌

的发生，可能是鉴别大肠肿瘤较好的分子生物学

标志物之一．本实验 TIP30与大肠癌临床病理因素

相关性的研究显示，TIP30阳性表达分化程度成正

相关，而与浸润深度，淋巴结转移，呈负相关．这

与文献报道一致[20]．提示 TIP30可能参与细胞的分

化，影响细胞恶性程度促进肿瘤的侵袭、转移并与

临床分期密切相关．据此，笔者推测 TIP30可能作

为判断大肠癌预后的一个潜在分子标志物．

本 研 究 Spearman 等 级 相 关 分 析 表 明 ，

RASSF1A和 TIP30在大肠癌表达呈明显的正相关

（ ＝0.292， ＜0.05），提示联合检测 RASSF1A和

TIP30的表达能更客观的反映大肠癌的恶性程度
总之，RASSF1A和 TIP30可能是具有较高敏

感性的肠上皮特异性标志物，在大肠癌的发生过程

中起着重要作用．通过联合检测 RASSF1A 和

TIP30有助于鉴别良、恶性大肠肿瘤和指导临床治

疗与判断患者的预后．
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