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　　RAS相关结构家族 RASSF基因 1 (RASassociation

domainfamilygene1, RASSF1)是近年来新发现的 RAS家族

相关基因, 该基因的一种转录本 RASSF1A被确认为是一种

候选肿瘤抑制基因, 其在多种实体肿瘤中表达异常 ,并参与

肿瘤的发生发展过程。 本文就 RASSF1基因的研究现状及

其常见转录本在人类癌症中的作用作一综述。

1　RASSF1的基因定位及其蛋白结构　

1.1　RASSF1的基因定位　3P染色体的等位缺失在肿瘤中

是经常发生的事件, 且出现较早 、频率较高, 尤其在肺癌中更

为常见, 因此推测该区域可能存在着某种抑癌基因。 Gazdar

等 [ 1]对肺癌进行等位基因缺失研究发现, 100%的小细胞肺

癌 (SCLC)细胞系 、 90%以上的非小细胞肺癌 (NSCLC)细胞

系和 90%以上的新鲜原发肺癌组织细胞, 都在 3P21-P22上

存在等位基因缺失。 Gazdar进一步对乳腺癌 、宫颈癌 、膀胱

癌 、肾癌和头颈部恶性肿瘤进行研究, 也获得同样的结果。

这些研究说明, 在 3P21-P22上必然存在有一个或一组与肿

瘤发生发展相关的抑癌基因并失活。 Sekido等 [ 2]对肺癌及

乳腺癌细胞系的研究中发现该缺失区域定位于 3P21.3的一

个 120 kb长的最小纯合缺失区内。 Dammann等 [ 3]用酵母双

杂交扫描法从该缺失区内分离出一段编码与人类 DNA错配

修复蛋白 XPA相互作用的候选蛋白的 cDNA片段, 该片段 C

末端核酸序列与鼠的 RAS效应蛋白 Norel和其同源蛋白

Maxp1有高度同源性,并将其命名为 RASSF1。 同年, Lerman

等 [ 4]构建了一个容量为 600 kb的黏性质粒重叠群 (cosmid

conig), 联合运用分子生物学和 Silico克隆技术, 对染色体

3P21.3上长度为 120 kb区域进行 “步查”,克隆出 8个基因:

CACNAD2、 PL6、 101F6、 NRRL2、 BLU、 RASSF1、 FUS1 和

HYAL2。

1.2　RASSF1基因的结构　RASSF1有 6个外显因子, 2个启

动子及关联 CPG岛。其中外显子 3、 4、 5、 6在转录时是共用

外显子, 编码 RAS相关结构域 (RA) [ 5] 。差异在于 5′端的等

1、等 2外显子, 根据在 mRNA的选择剪接, 区分为 1α、 1β 、

2αβ 、2γ亚外显子。不同的 5′端启动子和外显子选择剪接,

转录不同的 mRNA转录本并编码不同的蛋白。 RASSF1至少

有 7个转录本 (A～ G), 又以-A、-B和-C三个转录本最常见。

其中RASSF1A为 1α2αβ 3456, cDNA长度为 1 837bp,包含一

个 340氨基酸的 ORF(开放读码框架 ),编码蛋白的分子量为

38.8 kDa, 含 RAS相关结构域 、DAG结合结构域, 与富含半

胱氨酸的甘油二酯或佛波酯结合区高度同源 (也称为蛋白激

酶 C保守区域 1、C1)和 ATM磷酸化底物结合域 3部分 [ 6] 。

RASSF1B为 1β2αβ 3456, cDNA长度为 1 664 bp,只编码 RAS

相关结构域 [ 7] 。 RASSF1C为 2γ3456, 其 cDNA长度为

1 700 bp,编码含 270氨基酸分子量为 31.2 kDa的蛋白, 含

RAS相关结构域 、ATM磷酸化底物结合域两部分, 而没有蛋

白激酶 C保守区域 1(C1) 。

2　RASSF1基因不同转录本的表达水平及其生物学功能　

2.1　RASSF1基因不同转录本的表达水平　RASSF1基因不

同转录本的表达水平在不同类型的组织和细胞中不尽相同。

RASSF1A基因在正常组织中都有表达,但在肺癌 、乳腺癌 、卵

巢癌 、鼻咽癌 、肾癌等肿瘤中存在较高的表达缺失, 并且其表

达缺失的同时 很少伴有 RASSF1B基因的表 达缺失;

RASSF1B基因主要表达在造血系统的细胞中, 在肿瘤中的表

达缺失率不高, 并且其表达缺失的同时常伴有较高的

RASSF1A基因表达缺失;RASSF1C基因无论在正常组织还

是肿瘤组织中均有较好的表达 [ 8] 。 这就提示了转录本

RASSF1A基因可能是最重要的候选抑癌基因。

2.2　RASSF1基因的生物学功能　Ras是位于胞膜内侧的小

GTP酶, 传递来自细胞表面受体结合的增殖信号, Ras在 GTP

结合状态下是具有活性的,以此引起构型转换并暴露细胞质

内表位来介导与效应蛋白如 Raf激酶的相互反应。 Ras有

H-Ras、K-Ras和 N-Ras3个主要家族成员, 其中 K-Ras与

RASSF1反应最强, RASSF1作为 Ras效应蛋白家族的一员,

可直接与 Ras在 GTP依赖的方式下相连接, 也可经与 Nore1

的异二聚化和 Ras互相反应 [ 9] 。 激活的 RASSF1在抑制细

胞生长 、促进细胞凋亡等方面具有重要作用。目前认为一种

可能的机制是 RASSF1A蛋白通过抑制 Ras激活生长信号的

传递途径而发挥作用;另一种可能机制是 RASSF1A蛋白的

失活导致 Ras作用的失衡, 使其主要发挥促进生长的作

用 [ 9, 10] 。ATM蛋白是人共济失调———毛细血管扩张症突变

基因的编码蛋白,含有 PI3K激酶家族保守序列,参与细胞周

期调控 、有丝分裂中染色体重组 、端粒长度监测及 DNA损伤

细胞学反应 [ 11] 。 RASSF1A蛋白通过磷酸化 ATM蛋白的

PI3K位点, 使之活化来发挥抑制肿瘤的作用。 Shivakumar

等 [ 12]研究发现, RASSF1A蛋白可能是细胞周期蛋白 D1

(cyclinD1)的抑制蛋白。 cyclinD1对 RASSF1A蛋白的活性

非常敏感, 活化 RASSF1A蛋白能明显抑制 cyclinD1在细胞

内积聚, 使视网膜母细胞瘤蛋白 (Rb)去磷酸化, 从而抑制细

胞由 G1期进入 S期, 对细胞增殖起负性调节作用。 Song

等 [ 13]也发现, RASSF1A蛋白能调节细胞有丝分裂周期素的

稳定性和有丝分裂进展的时相。 RASSF1A蛋白在分裂间期

分布在细胞微管,在有丝分裂期分布在中心体和纺锤体, 并

最终通过细胞分化周期调控蛋白 20(cdc20)作用到促后期复
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合物 (APC)上, 抑制 APC磷酸化活性使细胞有丝分裂停滞在

中后期 [ 14] 。有研究表明, RASSF1C通过与激活的 Ras-GTP

相连接可以加强 RASSF1诱导的 293细胞系的凋亡,且激活

的 Ras可加强这种效应, 多结构骨架蛋白 CNK1可通过

RASSF1的介导与丝氨酸 /苏氨酸激酶 (MST1/2)相连接, 参

与 Ras介导的促凋亡信号途径, 尽管 RASSF1A和 RASSF1C

都能与 CNK1相反应, 但是只有 RASSF1A能扩大 CNK1诱导

的凋亡 [ 9, 15] 。错义突变的 RASSF1A与微管相关蛋白的作用

受到干扰, 不能阻止微管的解聚作用, 表明 RASSF1A在调控

微管和细胞动力学方面起作用。钙调蛋白依赖性钙离子泵

(PMCA4b)被认为在细胞信号传导中起作用, 其与 RASSF1

的结合可减少表皮生长因子 (EGF)依赖性 Erk的激活 [ 16] 。

由于 RASSF1B在正常组织和肿瘤组织中都表达, 目前普遍

认为 ASSF1B只编码 Ras相关结构域,以 GTP依赖的方式直

接与 Ha-Ras相结合,没有特殊的生物学功能 [ 10] 。

3　RASSF1A基因的甲基化和突变分析　

　　基因的异常主要包括基因改变和表遗传 (epigenetics)的

改变。基因改变是指基因结构的异常, 包括点突变 、基因缺

失 、基因移位和基因扩增等。表遗传改变主要指在 DNA分

子结构和基因产物不变的条件下,由于对特定元件或碱基的

修饰, 从而引起基因表达行为的改变。 DNA甲基化是表遗传

的一种重要方式。近年来, 越来越多的研究表明 DNA甲基

化是抑癌基因失活的一个重要机制。按照 Knudson[ 17]的理

论, “二次打击” (异常甲基化和等位缺失两方面 )使肿瘤抑

制基因完全失活, 才能启动癌变过程。 尽管 RASSF1A基因

的表达失活可以由突变和缺失造成, 但是在对肺癌 、乳腺癌 、

鼻咽癌等多种肿瘤中的 RASSF1A基因研究表明, 其表达失

活机制主要是由于其启动子区 CpG岛发生了特异性高甲基

化 [ 3, 10] 。 Kim等 [ 18]在原发性非小细胞肺癌的研究中指出,

RASSF1A基因的启动子区 CpG岛高甲基化有两种原因导

致:一种是 CIS反应元件可阻止甲基化中心的扩散, 从而防

止 CpG岛被甲基化,且有多个 SP1蛋白位于 CpG岛 5′和 3′

边缘也能防止其被甲基化, 而吸烟能够破坏 CIS反应元件,

也可以选择性地改变一些关键性转录因子如 SP1蛋白, 从而

造成甲基化扩散至 CpG岛而后者被甲基化,如果蛋白在功能

上或数量上有缺陷的话也易于被甲基化。 另一种因素是

DNA甲基转移酶可以增强 CpG岛高甲基化的敏感性, 而吸

烟可以使 DNA甲基转移酶活性增加而导致了 CpG岛高甲基

化。 Vos等 [ 6]用特异性甲基化寡核苷酸微阵列方法研究乳

腺正常组织 、原发肿瘤和肿瘤细胞系的 RASSF1A的启动子

区和第一个外显子区的 CpG岛甲基化情况,发现第一个外显

子区均有广泛的甲基化,而乳腺正常组织启动子区不被甲基

化, 原发肿瘤和肿瘤细胞系启动子区则有不同程度的甲基

化。进一步的功能分析表明, DNA的甲基化是从第一个外显

子区扩散到启动子区的。 RASSF1A基因的突变在人类肿瘤

中是很少发生的, 就能够查明的来说, 仅仅在 1例鼻咽癌中

报道过, 其 Ras相关区域第 277 位密码子发生了框移突

变 [ 19] 。在鼻咽癌 、肺癌和乳腺癌的研究中也发现了一些错

义突变和多态现象, 其大多位于 RASSF1A的功能区域, 三个

在 DAG结合区 ,四个在 ATM磷酸化区, 五个在 RA区, 但是

这些变化的重要意义还不完全明了 [ 10, 19, 20] 。 RASSF1A的细

胞内定位对于其功能相当重要,对于自然发生的错义突变的

研究将有助于对 RASSF1A的不同功能区域的进一步认识。

4　RASSF1A与肿瘤　

4.1　RASSF1与肺癌　Dammann等 [ 3]利用 HSO-3 基因组测

序法检测 RASSF1基因启动子 CpG位点的甲基化状态, 发现

40%的肺癌组织标本中 RASSF1A基因启动子 CpG位点完全

甲基化;而突变分析显示, RASSF1A基因突变低于 10%。同

时利用逆转录酶 -聚合酶链反应 (RT-PCR) 技术检测

RASSF1转录表达状态,发现 RASSF1C在所有肺癌细胞系和

正常细胞系中都完全表达, RASSF1A在所有正常细胞系中完

全表达, 而在肺癌细胞系中存在较高的表达头面缺失, 不表

达 RASSF1A的 A549肺癌细胞系经甲基化抑制剂处理后,

RASSF1A恢复表达。 RASSF1AcDNA转染 A549细胞系能明

显减少细胞克隆形成, 抑制非贴壁性细胞生长;而表达

RASSF1A的裸鼠移植肿瘤较对照组的肿瘤生长明显减慢,由

此推测 RASSF1A基因是一个候选肺癌抑制基因。邵康等 [ 8]

对 51例肺癌患者及癌旁正常组织中 RASSF1 3种不同转录

本的表达研究结果显示 RASSF1A在癌旁正常组织几乎全部

表达, 而相匹配的癌组织中 RASSF1A的表达缺失率为

54.9%,其结果与 Dammann等 [ 3]等在肺癌细胞系中的研究

结果一致, 进一步支持了该基因作为候选抑癌基因的诊断。

除了甲基化改变, 3P21.3等位缺失在肺癌发生最早 、也最频

繁。 Agathanggelou等 [ 18]研究发现, 77% ( 20/26) 3P21.3等位

缺失的小细胞性肺癌中 RASSF1A基因启动子完全甲基化,

未发现基因点突变, 由此看出 “二次打击 ”引起的 RASSF1A

基因失活在肺癌发生过程中起了重要作用。

4.2　RASSF1与消化系统肿瘤　Zhang等 [ 21]利用甲基化特

异 PCR(MSP)方法研究肝细胞癌中 RASSF1A基因启动子甲

基化状态, 发现正常对照组 RASSF1A基因启动子无异常甲

基化改变, 85% ( 70/82)的癌组织标本和 70% ( 7/10)癌周正

常组织中该基因启动子异常甲基化, 由此认为, RASSF1A基

因启动子甲基化是肝细胞癌发生的早期事件。 Byun等 [ 22]在

15种胃癌细胞系和 90个原发性胃癌组织中研究发现 60%

( 9/15)胃癌细胞系中没有 RASSF1A的表达, 45.6% ( 41/90)

胃癌组织中 RASSF1A表达缺失或异常。另外, RASSF1A的

表达缺失还与胃癌的分级和分期显著相关, 具有明显统计学

意义, 但与肿瘤的组织学类型关系不大。 Byun等 [ 22] , 利用

MSP分析得出在 RASSF1A表达缺失的 9个细胞系和 41个

胃癌组织中, 所有的细胞系和 95.1% ( 39/41)的胃癌组织中

都发现了甲基化, 指示出 RASSF1A的表达缺失主要是由于

RASSF1A基因启动子区域 CpG岛的高甲基化所致, 虽然其

间也涉及了基因的突变, 但并不是胃癌中 RASSF1A失活的

主要机制。 Van-Engeland等 [ 23]在散发性结肠癌中发现, 20%

( 45/222)肿瘤组织中 RASSF1A基因启动子甲基化, 该基因

启动子甲基化与 K-Ras突变呈显著负相关, 推测结肠癌中

RASSF1A失活可能导致原癌蛋白 Ras介导的信号转导途径

被激活。在胰腺癌中, Dammann等 [ 24]同样发现了 RASSF1A

基因甲基化与 K-Ras突变呈显著负相关, 这可能有助于对

RASSF1A生物学功能的了解。

4.3　RASSF1与乳腺癌　Dammann等 [ 25]研究发现,在 100%

乳腺癌细胞系和 62% ( 28/45)的原发性乳腺癌中 RASSF1A
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基因启动子 CpG位点高甲基化,且甲基化水平与转录表达缺

失显著相关, 而正常对照组 RASSF1A完全表达, 未发现基因

甲基化改变, 不表达 RASSF1A的细胞系用甲基化抑制剂处

理后 RASSF1A恢复表达。同时, Ⅰ级乳腺癌中 RASSF1A基

因启动子甲基化率为 100%,提示 RASSF1A启动子甲基化可

能是乳腺癌发生的早期事件。 Yan等 [ 26]利用甲基化特异寡

核苷酸微阵列技术研究发现, 乳腺癌中 RASSF1A基因 CpG

位点从第一个外显子到启动子区域均有异常甲基化改变,说

明 RASSF1A基因的表遗传学改变发生在乳腺癌形成的早期

阶段;RT-PCR显示基因转录抑制只与启动子甲基化相关,这

可能因为启动子区 CpG位点甲基化能破坏染色质构象,因而

使转录起始不稳定的结果。

4.4　RASSF1与其他肿瘤　Liu等 [ 27]在前列腺癌中发现肿

瘤组织 RASSF1A基因甲基化率高达 71%, 且甲基化水平与

肿瘤去分化和侵袭性行为显著正相关。 Chan等 [ 28]利用 MSP

方法发现, 47.5% ( 19/40)膀胱移行细胞癌 (TCC)的癌组织

标本中 RASSF1A基因启动子甲基化, 杂合性缺失分析显示,

57.9% ( 8/11)的 TCC组织存在 3P21.3杂合性缺失, 且杂合

性缺失与基因甲基化水平呈显著正相关。 Yu等 [ 29]在宫颈

癌中研究发现, 67% ( 8/12)RASSF1A基因异常甲基化的癌

组织同时存在 3P21.3位点杂合性缺失, 未发现基因点突变。

以上这些都说明了 RASSF1A基因失活主要是由于异常甲基

化和等位缺失所引起的。

5　展望　

　　RASSF1A基因是新近发现的一组基因家族,以其独特的

生物学活性吸引了大批研究者的关注, 特别是 RASSF1A的

研究。目前对该基因的研究主要集中在两个方面:( 1 )

RASSF1A基因生物学特性的研究;( 2)RASSF1A基因异常甲

基化与肿瘤形成的关系。虽然 RASSF1A的确切生物学活性

及其与肿瘤的关系还不很清楚, 但随着对 RASSF1A基因研

究的深入, 将会对其在肿瘤发生发展过程中的作用有一个更

全面 、更透彻的认识,并为肿瘤的基因治疗提供新的策略。
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　　在正畸治疗中, 支抗的控制是决定治疗效果的因素之

一。传统的支抗控制手段有口外弓 、颌间牵引 、横腭杆 、

Nance弓 、唇挡 、舌弓等,但它们存在不易控制 、舒适性较差 、

依赖患者合作等不足 ,无法达到没有支抗丧失的绝对支抗效

果, 这在一定程度上影响了矫治效果,延长了疗程。自 20世

纪 60年代 Branemark等提出的 “骨性结合”以来, 各种骨结

合种植体逐渐被用于提供正畸支抗。其中, 近几年才出现的

微型种植体支抗 (micro-implantanchorage, MIA), 体积小, 植

入部位灵活, 手术过程简单,创伤小, 可以提供 200 N以上的

支抗力 [ 1] 。随着人们对牙牙合面部美观及功能需求的日益提

高, 微型种植体支抗作为一种安全稳定有效的 “绝对支抗 ”,

加之其使用部位的灵活性,可以满足成年正畸患者以及需要

强支抗设计病例的治疗需求,在正畸临床中得到日益广泛的

应用。

1　微型种植体

　　目前使用的微型种植体支抗, 一般为钛或钛合金制成,

长度 2.0 ～ 14mm, 直径 1.0 ～ 2.0 mm可供选择, 可以承受

2 ～ 3 N的正畸力, 且持续时间能够满足正畸临床需要 [ 2, 3] 。

微型种植体大体上分为 3个部分, 即植入骨内部, 颈部和黏

膜外露部。新开发的微型种植体有 3种,分别用于上颌牙槽

骨 、下颌牙槽骨和腭骨。用于上颌牙槽骨的微型种植体埋入

骨内的下部结构长度有 6 mm和 8 mm两种, 突出牙龈的上

部结构长度为 1 mm;下颌用微型种植体的下部结构长4 mm,

上部结构长 2 mm;植于上颌硬腭部的微型种植体的下部结

构长 10mm, 上部为 1mm, 颈部的长度为 4 mm, 此部位与较

厚的腭部软组织接触 ,可以起到缓解炎症的作用 [ 4] 。

2　微型种植体的植入部位

　　微型种植体以其体积小的优势使其可以植入许多所希

望的部位, 包括牙根之间的区域而不损伤牙齿及其他组

织 [ 3] 。上颌骨一般可植在梨状孔下方的隆起 、上颌颊侧牙槽

骨 、上颌磨牙区腭侧的牙槽骨 、上颌结节 、腭中缝等部位, 下

颌主要种植部位有牙根间的牙槽骨 、下颌磨牙后垫区域 、下

颌骨体部及颏部 [ 4] 。 Park等 [ 5]证实, 在上颌第二前磨牙与第

一磨牙的牙根之间有较宽的间隙,在此处的牙槽骨植入微型

种植体是安全的,不会造成植入过程中及牙齿移动过程中对

牙根的损伤。

3　微型种植体的临床应用

3.1　前牙的内收　以往头帽口外弓是获得磨牙最强支抗的

常用方法, 但其支抗效果过分依赖于患者的合作 [ 1] 。传统的

内收前牙的方法又会使磨牙产生向前的移动 ,这样拔牙间隙

不能完全用于前牙的内收,从而影响疗效。微型种植体的使

用可以克服这些缺点。将其种植于上颌第一 、二前磨牙间,

并在尖牙与侧切牙之间置一牵引钩,微型种植体与牵引钩之

间进行弹性牵引,从而一次完成 6个前牙的内收。此方法的

最大优势在于支抗完全没有丧失, 除此之外, 用于支抗的磨

牙也可能由于种植体产生的后移力,使整个上颌牙弓向后移

动, 从而在一定程度上改善颜面外观。

3.2　竖直倾斜磨牙　当下颌磨牙近中阻生, 牙冠嵌于近中

牙齿牙冠的远中面时, 使用传统的矫治方法难度比较大。这

时可以将微型种植体植入磨牙后垫,开窗暴露牙冠并粘一舌

钮, 通过牵引力便可竖直磨牙。

另一种情况是当个别磨牙缺失时, 特别是第一磨牙的过

早缺失, 从而诱导远中的磨牙向近中倾斜, 这会给修复治疗

带来困难。我们可以将微型种植体植于上颌结节或磨牙后

垫处, 在倾斜的磨牙近中面粘一舌钮, 在微型种植体与舌钮

之间弹性牵引, 将倾斜的磨牙竖直。与传统的矫治方法即在

矫正弓丝上弯制 T型 、L型等各种曲相比, 微型种植体的应

用使操作难度大大降低,见效相对较快。

3.3　作为舌侧矫治治疗的支抗方式　常规的矫治方法大多

使用横腭弓, 此种矫治方法很难实现最大支抗, 且易使患者

在矫治过程中产生不适感。操作时可以在上颌第一 、第二磨

牙间的腭侧牙槽骨上植入微型种植体作为舌侧矫治器治疗
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