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ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化对早期乳腺癌的诊断及临床意义

于海静　连臻强△

（广东省妇幼保健院乳腺病中心，广州５１１４００）

　　摘　要　目的　探讨早期乳腺癌和乳腺良性疾病的乳管灌洗液细胞学涂片检查与ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化检
测敏感性及特异性的差异以及后者在早期乳腺癌中的诊断意义。方法　回顾性分析以乳头溢液为表现的已接
受手术治疗的乳腺良或恶性肿瘤患者４０例，术前均行乳管灌洗液细胞学涂片检查，并运用甲基化特异性 ＰＣＲ
方法对４０例患者的乳管灌洗液标本进行ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化的检测，分析对比两种检查方法的差异。结果　
乳管灌洗液的细胞学涂片检查对早期乳腺癌诊断的敏感性为２４％，特异性为９３．３％。ＲＡＳＳＦ１Ａ甲基化诊断早
期乳腺癌敏感性为８０％，特异性为８０％。相比细胞学检查ＲＡＳＳＦ１Ａ甲基化检测对以病理性乳头溢液为表现的
乳腺癌敏感性和特异性均较高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　应用甲基化荧光定量ＰＣＲ检测乳管灌洗
液标本ＲＡＳＳＦ１Ａ的甲基化可作为早期乳腺癌的术前诊断参考依据。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，也是导
致女性癌症死亡的主要原因［１］。乳头溢液为早期

乳腺癌、乳腺导管内乳头状瘤及乳腺炎症的常见临

床症状。然而，目前区分乳腺良恶性疾病的金标准

依然是组织病理学检测，而以影像学检查方法为主

的乳腺癌早期诊断技术，对于微小病灶诊断敏感性

和特异性仍有待提高。细胞学涂片的检查准确率

也存在局限性。因此，探索敏感性和特异性更高的

乳腺癌早期诊断方法有重要的临床研究意义。
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ＲＡＳＳＦ１Ａ因其在众多细胞通路中的多功能作
用 而 被 广 泛 研 究。Ａｇａｔｈａｎｇｇｅｌｏｕ等［２］ 提 出

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因调控细胞增殖、细胞完整性和细胞
死亡。近年来，针对 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化状态的
Ｍｅｔａ分析也越来越多，阐明了 ＲＡＳＳＦ１Ａ甲基化与
乳腺癌患者的淋巴结转移、三阴性表型、高复发风

险和较差生存率之间的显著相关性［３４］。同样，也

有研究者提出乳腺癌 ＲＡＳＳＦ１Ａ和 ＧＳＴＰ１甲基化
水平与正常癌旁组织相比存在显著性差异，与乳腺

癌的早期和晚期相关［５６］。然而，甲基化状态的

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因主要只在肿瘤组织中被描述，但未
曾利用乳管灌洗液标本研究以乳头溢液为表现的

早期乳腺良恶性疾病。本研究根据前期的研究基

础选择了与乳腺癌早期诊断相关的ＲＡＳＳＦ１Ａ基因
为研究对象，对乳管灌洗液标本进行甲基化特异性

定量ＰＣＲ检测，探讨乳管灌洗液 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲
基化的定量检测在乳腺癌早期诊断的潜在临床应

用价值。

１　资料与方法

１．１　资料
选取２０１６年６月至２０１８年６月于广东省妇

幼保健院乳腺科就诊，并以病理性乳头溢液为表现

的４０例患者。纳入的患者的乳头溢液表现均为自
发性、单管、血性或浆液性溢液。所有参与者都接

受了乳管镜检查。患者年龄２３～６１岁（中位年龄
３９岁，平均年龄３８岁）。患者均签署知情同意书，
本研究所有样本的使用均经广东省妇幼保健院伦

理委员会批准。

１．２　方法
１．２．１　乳管灌洗液标本收集　术前经乳管镜检查
后置入乳管灌洗导管，通过乳管导管反复注入生理

盐水，从而获得乳管灌洗液约１０ｍｌ。共收集４０例
患者的乳管灌洗液均两份，一份用于细胞学涂片检

查，一份用于ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化的定量检测。
１．２．２　细胞学涂片检查　当乳管镜观察到异常
时，收集进境到异常部位的灌洗液，进行细胞学评

价。细胞学涂片结果分为良性、轻度不典型、严重

不典型和恶性。细胞学检查阳性被定义为严重不

典型或恶性。

１．２．３　甲基化特异性定量 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅ
ｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）的检测　步骤：１）乳管灌洗液标本
ＤＮＡ提取。采用专用组织 ＤＮＡ提取试剂盒处理，

提取的 ＤＮＡ样本通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００检测浓度及
凝胶电泳质检后，置于 －２０℃保存。２）ＤＮＡ样本
的亚硫酸氢盐修饰。ＤＮＡ样本的亚硫酸氢盐修饰
采用甲基化检测试剂盒修饰，修饰后样品置于 －
２０℃保存、备用。３）甲基化特异性 ＰＣＲ检测。
ＤＮＡ甲基化特异性ＰＣＲ引物的设计：为了能够同
时扩增得到甲基化和非甲基化的目的序列，运用专

用的引物设计软件设计基因启动子区的甲基化引

物和非甲基化引物。使用ＰｒｏｍｅｇａＰＣＲ体系如下：
４μｌＧｏＴａｑ ＦｌｅｘｉＢｕｆｆｅｒ，２．４μｌＭｇＣｌ２ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（２５ｍＭ），０．４μｌＰＣＲＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＭｉｘ（１０ｍＭｅａｃｈ），
１μｌＰｒｉｍｅｒ（５μＭ），０．１μｌＧｏＴａｑ ＨｏｔＳｔａｒｔＰｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ（５ｕ／μｌ），５０ｎｇＴｅｍｐｌａｔｅ补水到 ２０μｌ反应
体积。ＰＣＲ反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；（９５℃３０ｓ－５３
℃３０ｓ－７２℃３０ｓ）Ｘ４５；７２℃ ５ｓ。

甲基化程度的判读：ＤＮＡ样品的甲基化程度
分值（ＭＳ）通过以下公式计算：ＭＳ＝１００／［１＋２
（ＣｑＭ－ＣｑＵ）］，其中ＣｑＭ和ＣｑＵ分别为检测甲基
化的ＣＧ探针和检测非甲基化的ＴＧ探针检测的Ｃｔ
值，平均Ｃｔ值＜４０为阳性。见图１。

注：ＡｃｔｂＣｔ＝２６．８，ＲＡＳＳＦ１ＡＣｔ＝３３．５伴乳头溢液的乳腺癌患

　 者ＲＡＳＳ１Ａ甲基化ＰＣＲ检测的Ｃｔ值小于４０，定义为阳性

图１　乳腺癌患者ＲＡＳＳ１Ａ甲基化
及Ａｃｔｂ内参与基因ＰＣＲ检测Ｃｔ值

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析。用

ＭｃＮｅｍａｒ检验分析两种检测方法的差异。以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　４０例患者病理诊断情况
在４０例患者的乳管镜检查中均发现异常隆起

新生物，其中包括单发或多发乳头状瘤性病变，其

三维体积至少占管腔体积的１／４。所有患者均接
受手术治疗，根据切除组织的病理学评价，结果分

为两大类：１）含有恶性肿瘤的导管（２０例 ＤＣＩＳ，４
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例ＤＣＩＳ合并浸润性导管癌及１例严重不典型增
生）；２）含有良性病变的导管（１３例导管内乳头状
瘤，２例轻度导管不典型增生）
２．２　细胞学涂片对比ＲＡＳＳＦ１Ａ甲基化检测结果

为了 确 定 细 胞 学 的 可 靠 性，并 将 其 与

ＲＡＳＳＦ１Ａ甲基化进行比较。在经病理组织学确诊
为乳腺癌的患者中，只有２４％通过细胞学涂片检
查确认为恶性，敏感性和特异性分别为２４％和９３．
３％（表１）。相比之下，使用ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化
作为生物标志物，８０％ 的患者（２０／２５）识别准确。
在乳管镜检查的前提下，提取乳管灌洗液进行

ＲＡＳＳ１ＦＡ基因ＭＳＰ检测，阳性预测值为８７．０％，
敏感性为 ８０％，特异性为 ８０％（表 ２）。经过 Ｍｃ
Ｎｅｍａｒ检验连续校正后得到χ２为４．３４１，Ｐ＜０．０５。
见表３。

表１　细胞学检测诊断试验分析（ｎ）

细胞学
术后病理（金标准）

阴性 阳性
合计

阴性 １４ １９ ３３

阳性 １ ６ ７

合计 １５ ２５ ４０

表２　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化ＰＣＲ检测诊断试验分析（ｎ）

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化
ＰＣＲ检测结果

术后病理（金标准）

阴性 阳性
合计

阴性 １２ ５ １７

阳性 ３ ２０ ２３

合计 １５ ２５ ４０

表３　４０例患者两种检测方法的对比结果（ｎ）

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化
ＰＣＲ检测结果

细胞学检测

阴性 阳性
合计

阴性 １７ ０ １７

阳性 １６ ７ ２３

合计 ３３ ７ ４０

３　讨论

乳头溢液是乳腺疾病常见的临床症状，病理性

乳头溢液常见于早期乳腺癌、乳腺导管内乳头状瘤

及乳腺炎症等疾病。然而，目前还没有一种术前检

查能够可靠地区分早期乳腺癌和乳腺良性疾病。

目前国内外研究显示，肿瘤相关基因的甲基化在乳

腺癌和乳腺良性组织及正常乳腺组织的表达有显

著性的差异［７８］。与其它分子生物标记物（如 ｍＲ

ＮＡ和蛋白质）相比，ＤＮＡ甲基化相对稳定，不容易
受外界条件的影响，另外ＤＮＡ甲基化可被 ＰＣＲ等
相关技术扩增，其检测仅需少量的标本［９］。这些

均有利于 ＤＮＡ甲基化检测在实际临床应用的开
展。异常的ＤＮＡ甲基化与乳腺癌的发生发展密切
相关，而且可发生在乳腺癌形成的起初阶段［１０１２］。

因此，ＤＮＡ的甲基化检测可应用于乳腺癌的早期
诊断，特异性的 ＤＮＡ甲基化指标有望成为乳腺癌
早期诊断的分子标记［１２］。目前，国内仍未见有关

乳管灌洗液ＤＮＡ甲基化检测的研究报道。本课题
组前期采用甲基化 ＣｐＧ岛富集分析（Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ
ＣｐＧＩｓｌａｎｄＲｅｃｏｖｅｒｙＡｓｓａｙ，ＭＩＲＡ）结合全基因组的
甲基化芯片分析早期乳腺癌组织和正常乳腺组织

之间差异甲基化位点，结果显示肿瘤相关的基因

（ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＦＯＸＣ１、ＴＷＩＳＴ等）在早期乳腺
癌组织和正常乳腺组织存的表达存在显著的差

异［７］。根据前期研究基础，结合国外文献，本研究

选择了可能与乳腺癌早期诊断相关且目前研究较

广泛的基因ＲＡＳＳＦ１Ａ为研究对象，探讨乳管灌洗
液ＤＮＡ甲基化的定量检测在乳腺癌早期诊断的潜
在临床应用价值。

国内外有关乳腺癌ＤＮＡ甲基化的诊断性研究
多采用患者的血清进行检测，尽管相关肿瘤基因的

甲基化指标在乳腺癌患者及对照组的表达具有差

异，但不同研究中的 ＤＮＡ甲基化量化指标变化较
大，且其敏感性和特异性仍有待进一步提高［１３１５］。

这可能由于不同研究的人群和检测方法存在差异，

另外肿瘤释放至血清的肿瘤相关基因的ＤＮＡ含量
极少，也是造成血清 ＤＮＡ甲基化检测不稳定的重
要原因。而大部分乳腺癌起源于乳腺导管系统，乳

管灌洗液含有乳腺导管的上皮细胞、富含游离的

ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白等，可作为分子标记物的检测样
本。因此，乳管溢液或乳管灌洗液的 ＤＮＡ甲基化
检测逐渐成为在乳腺癌早期诊断的研究热点。

我们研究了甲基化荧光定量ＰＣＲ检测乳管灌
洗液标本ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的甲基化定量检测可以提
高乳管镜对病理性乳头溢液患者早期乳腺癌的检

出率，结果表明，ＭＳＰ可以更有效的区分以病理性
乳头溢液为表现的乳腺良恶性疾病。根据本研究

的结果，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因 ＭＳＰ检测可能有助于精确
术前评估，并更好地完善术前准备，预测其早期乳

腺癌的可能性。此外，随着内镜消融工具的出现，

术前区分良恶性病变的能力将变得至关重要，因为

·７０３·
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从逻辑上讲，原位消融更适用于良性病变。与细胞

学涂片检查相比，ＲＡＳＳＦ１Ａ甲基化 ＰＣＲ检测的敏
感性和特异性均优于细胞学检查。而且，早期乳腺

癌和良性乳头状瘤的乳管灌洗液ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲
基化水平也有显著差异。

Ｋａｓｓｅｎｓｔｅｉｎ等［６］对２２例乳腺癌及其配对的正
常乳腺组织和乳管溢液标本进行 ＧＳＴＰ１、ＲＡＲｂｅ
ｔａ２、ｐ１６（ＩＮｋ４ａ）、ｐ１４（ＡＲＦ）、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＤＡＰｋｉ
ｎａｓｅ等基因的甲基化检测，结果显示正常乳腺组织
无相关基因甲基化表达，乳腺癌组织均具有１个或
以上的基因甲基化高表达，而与其相匹配的乳管溢

液中 ８２％可检测到相关基因的甲基化高表达。
Ｆａｃｋｌｅｒ等［７］对 ４９例患者的乳管溢液 进 行
ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＴＷＩＳＴ１和 ＨＩＮ基因甲基化检测，结果
显示乳管溢液的ＤＮＡ甲基化检测能较好区分良恶
性病变，敏感性达１００％，特异性为７２％，而传统细
胞学检查敏感性仅２９％。Ｔｗｅｌｖｅｓ等［１８］研究显示，

乳管灌洗液 ＤＮＡ甲基化可反映乳腺癌组织 ＤＮＡ
甲基化的程度，两者密切相关。最近 ｄｅＧｒｏｏｔ
等［１９］对乳腺癌患者和健康人的乳管灌洗液进行肿

瘤相关基因甲基化检测，结果显示乳管灌洗液中抑

癌基因的甲基化在乳腺癌和健康人的表达具有明

显差异，ＡＫＲ１Ｂ１，ＡＬＸ１，ＲＡＳＳＦ１Ａ和ＴＭ６ＳＦ１等基
因的甲基化指标可作为乳腺癌早期诊断的潜在分

子标记。以上研究显示，乳管灌洗液 ＤＮＡ甲基化
检测可进一步提高乳腺早期诊断的准确性，有望成

为一种新的乳腺癌早期诊断方法。虽然以上研究

均表明，在检测乳腺癌抑癌基因甲基化指标均选择

了多个基因构建的基因面板而非单个基因［２０］，而

本文值得注意的是，在保持８０％敏感性的情况下，
单基因比多基因组具有相近的特异性为８０％，这
表明使用更少的基因也可以产生更特异性的标记

板，从而减少诊断所需的时间和成本。

本文的不足是样本量偏小，可能影响两种检测

方法的一致性，其结果对临床实际应用的适用性有

待进一步探讨。

综上所述，我们证明了用甲基化 ＰＣＲ法测定
病理学乳头溢液患者乳管灌洗液样本的 ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因甲基化在鉴别早期乳腺癌和乳腺良性疾病中

是可行的。ＲＡＳＳＦ１Ａ的甲基化可以作为诊断以病
理性乳头溢液为表现的早期乳腺癌的潜在生物标

志物。应用甲基化荧光定量ＰＣＲ检测乳管灌洗液
标本ＲＡＳＳＦ１Ａ的甲基化可以作为早期乳腺癌的术
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