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摘要 RASSF1A (Ras association domain family 1 isoform A)是定位于染色体 3p21.3区域的抑瘤基因，编码一个由 340个氨基
酸残基构成的微管相关蛋白．该基因在包括恶性黑色素瘤在内的多种肿瘤中因启动子高甲基化而表达沉默．本研究建立了

RASSF1A稳定表达的恶性黑色素瘤 A375细胞系，通过全基因组表达谱基因芯片分析 RASSF1A过表达对 A375细胞基因表
达谱的影响，发现 RASSF1A引起 184个基因表达上调，26个基因表达下调．通过 Realtime RT-PCR对部分差异表达基因进
行验证，结果表明与芯片筛选结果一致．RASSF1A影响的差异表达基因功能上归属于细胞生长与增殖、细胞周期、细胞凋
亡、细胞间黏附、信号传导等生物过程．采用 STRING 软件构建了 RASSF1A 影响的差异表达基因调控网络，结果表明
RASSF1A调控的差异表达基因构成一个高连接度的基因网络．其中，炎症细胞因子、转录因子位于网络中央．RASSF1A通
过影响炎症细胞因子与转录因子之间的表达，影响 A375细胞基因网络，调节黑色素瘤恶性生物学行为．
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基因调控网络(gene regulatory network)是指细
胞内(或特定一个基因组内)基因和基因之间的相互
作用关系所形成的网络，几乎所有的生命活动都是

受到基因网络的调控．孤立地研究单个基因及其表

达难以真实反映生命现象的内在规律．后基因组时

代，以系统的观点来研究高度复杂的生命现象是生

命科学研究的趋势．构建基于芯片数据的基因调控

网络，找到最能反映基因之间相互关系的网络表达

特征，具有十分重要的生物学意义．RASSF1A
(Ras association domain family 1 isoform A)是定位于
染色体 3p21.3 区域的抑瘤基因 [1-3]．研究发现，

RASSF1A具有促进细胞凋亡、诱导细胞周期 G1-S
期阻滞和诱导细胞衰老的功能[4-5]．本研究发现过

表达 RASSF1A抑制了恶性黑色素瘤 A375细胞生
长．全基因组表达谱芯片分析发现 RASSF1A引起
A375细胞 184个基因表达上调，26个基因表达下
调．生物信息学分析表明，RASSF1A影响的差异
表达基因主要与细胞死亡、细胞增殖、细胞周期、

细胞运动和炎症免疫应答等过程相关，主要涉及促

肾上皮质激素释放激素信号通路 (corticotropin
releasing hormone signaling)、TGF-茁等信号通路．
采用 STRING软件构建基于芯片数据的差异表达基
因网络，结果发现，RASSF1A影响的差异表达基
因相互关联，构成一个高连接度的基因调控网络,
由参与细胞死亡、细胞增殖、细胞周期、细胞运动

和免疫应答过程的子网络(sub-network)构成，其中
IL-6、c-Jun、c-Fos等炎症细胞因子、转录因子构
成网络节点．采用 RT-PCR 对 IL-6、c-Jun、c-Fos
组成的子网络及其靶基因 p21Waf1/Cip1进行检测．结
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Table 1 List of the sequences of primers used
in RT鄄PCR analysis

Genes Primers sequence
Annealing

temperature/℃

RASSF1A-F 5忆 GCAAGTTTGCACTCTTTGA 3忆 55

RASSF1A-R 5忆 TGCAGGATACGTAGGAAGTT 3忆
RASSF2-F 5忆 GGAGAGTGATATGAAGAGCG 3忆 55

RASSF2-R 5忆 AGGTCTTCAGATGCAAGAGA 3忆
CDC42EP3-F 5忆 GATAAAGGCAGCTAAAACGA 3忆 55

CDC42EP3-R 5忆 TGTGCAAGTGTTTTTCTTTG 3忆
TGFBI-F 5忆 CAACAGACCTCAGGAAAGAG 3忆 55

TGFBI-R 5忆 GGCTCACATCTCATTATGGT 3忆
DUSP1-F 5忆 GAAGGACATTTGGGCTGTGT 3忆 55

DUSP1-R 5忆 GCTCTTTGTCTGTTCTCGGG 3忆
RhoB-F 5忆 TTATTTAAGGGTGGTGATGG 3忆 55

RhoB-R 5忆 ACTTCTAGGACAGGCACAAA 3忆
LAMB1-F 5忆 TTCTCCAGTTGCTAGCTTTC 3忆 55

LAMB1-R 5忆 CATGATAAGGATCTTGGGAA 3忆
ITGB2-F 5忆 GGAAGTGTCAGGACTTTACG 3忆 60

ITGB2-R 5忆 AGCTGCTGACCTTGAACTT 3忆
JUN-F 5忆 TGTACCTGATGCTATGGTCA 3忆 55

JUN-R 5忆 CTTTTGTAAAATCTGCCACC 3忆
THBD-F 5忆 TACGGGAGACAACAACACCA 3忆 55

THBD-R 5忆 AAGTGGAACTCGCAGAGGAA 3忆
CCND2-F 5忆 GAAGAGGCTGCTTCTCTACA 3忆 55

CCND2-R 5忆 ACTTCCCTCTCCAAAACTTC 3忆
GPR37-F 5忆 AGGAGTCCTATGGAGCCTAC 3忆 55

GPR37-R 5忆 AAGGCAGAAGAAGATGATGA 3忆
MAGEA1-F 5忆 GGCCAAGCACCTCTTGTATC 3忆 55

MAGEA1-R 5忆 CAGCATTTCTGCCTTTGTGA 3忆
ICAM3-F 5忆 GGTACTTATCAGTGCCAAGC 3忆 55

ICAM3-R 5忆 CTCCCTAACATGGTAACTGC 3忆
IL6-F 5忆 GGCACTGGCAGAAAACAACC 3忆 55

IL6-R 5忆 TTTGTGGTTGGGTCAGGGGT 3忆
p21cip1-F 5忆 GCACTCAGAGGAGGCGCCAT

GTCA 3忆
55

p21cip1-R 5忆 GGGGCCCCGTGGGAAGGTAG

AG 3忆
GAPDH-F 5忆 AACGGATTTGGTCGTATTGG 3忆 55

GAPDH-R 5忆 TTGATTTTGGAGGGATCTCG 3忆

果显示 RASSF1A 引起 IL-6、 c-Jun、 c-Fos 和
p21Waf1/Cip1表达上调．该研究结果提示，RASSF1A
可能通过调节炎症细胞因子与转录因子的表达与相

互作用影响 A375细胞基因网络，从而抑制黑色素
瘤细胞生长．

1 材料与方法

1援1 细胞培养与转染

以人胎脑 cDNA 文库质粒为模板，PCR 扩增
人 RASSF1A 基因全长开放阅读框 (open reading
frame，ORF)，两端携带 EcoR吁和 EcoR玉酶切位
点，酶切后连接 pIRES.neo3 载体．重组质粒经
EcoR吁和 EcoR玉酶切，阳性克隆经测序证明
RASSF1A 基因正确插入．人恶性黑色素瘤细胞
A375 购自美国模式培养物集存库(American type
culture collection，ATCC)．细胞用含 15%胎牛血清
的 DMEM培养基, 5% CO2 , 37℃培养．pIRES.neo3
和 pIRES-RASSF1A 质粒采用 lipofactamin 2000 转
染 A375 细胞，200 mg/L G418 筛选 2 周，所有
G418抗性克隆消化后混合为池克隆扩大培养，用
于后续实验．

1援2 生长曲线测定

消化细胞制备单细胞悬液，细胞计数仪计数

细胞调整至 104/ml，接种 24孔板，每孔接种 1 ml，
5% CO2，37℃培养．每天消化细胞计数，设置 3
个复孔，计数细胞数，绘制生长曲线．

1援3 寡核苷酸芯片杂交

培养稳定转染细胞及对照细胞，采用 TRIzol
抽提总 RNA．每样品取 1～15 滋g 总 RNA，用
RNA free DNase 玉 (TAKARA 公司 )消化痕量
gDNA，以 T7-Oligo (dT) Promoter 引物逆转录为
cDNA．以 cDNA 为模板，在 T7 RNA Polymerase
和生物素标记核苷酸反应下，经体外转录合成生物

素标记 cRNA，纯化标记后 cRNA，与 Affymetrix
公司 Human Genome U133 Plus 2.0 Array 芯片杂
交．杂交后芯片清洗染色，采用 Affymetrix 公司
Scanner 3000 7G扫描信号．
1援4 定量 RT鄄PCR
分别提取空载体转染 A375 细胞和 RASSF1A

转染 A375细胞总 RNA(方法同 1.2)．用 RNA free
DNase玉(TAKARA 公司)消化痕量 gDNA，苯酚 /
氯仿抽提．取 2 滋g消化后的 RNA采用反转录试剂
盒(Promega 公司)制备 cDNA．采用 iQ5 Real-time
PCR detection systems(Bio-Rad公司)，SYBR Premix

DimerEraser (TAKARA 公 司 ) 进 行 实 时 定 量
RT-PCR扩增．对部分基因采用 RT-PCR凝胶电泳
检测．用于 PCR扩增的基因引物见表 1．

1援5 差异表达基因的生物信息学分析

通过 Ingenuity IPA Software分析差异表达基因
所属的功能分类．采用 STRING[6](http://string-db.org/)

353· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2014; 41 (4)

软件构建 RASSF1A影响的黑色素瘤细胞差异表达
基因调控网络．

2 结 果

2援1 RASSF1A稳定转染抑制黑色素瘤 A375细胞
生长

PCR 扩增人 RASSF1A 基因全长开放阅读框
(ORF)，两端携带 EcoR吁和 EcoR玉酶切位点．纯
化 PCR 产物和空白载体 pIRES.neo3 经 EcoR吁和
EcoR玉酶切，酶切产物回收，连接后转化大肠杆
菌 JM109，抽提质粒经 EcoR吁和 EcoR玉酶切鉴定
后阳性克隆送测序，获得 RASSF1A ORF正确插入
的载体．转染 A375细胞，200 mg/L G418 筛选 2
周后获得抗性克隆，将所有抗性克隆(>10个)消化
后混合为池克隆，扩大培养，抽提 RNA，逆转录
为 cDNA，RT-PCR 检测发现 RASSF1A 转染的
A375细胞扩增得到 RASSF1A基因片段，而空白
载体 pIRES.neo3 转染组无 RASSF1A 表达(图 1)，
结果表明 RASSF1A稳定细胞系构建成功．生长曲
线检测发现，稳定转染 RASSF1A基因后 A375细
胞生长速度减慢(图 1)．

2援2 RASSF1A表达引起A375细胞基因表达谱改变
抽提对照细胞与 RASSF1A 稳定转染细胞总

RNA，逆转录为 cDNA，体外转录制备生物素标记

的 cRNA 探针，与 Affymetrix 公司 的 Human
Genome U133 Plus 2.0 Array芯片杂交．杂交后芯
片清洗染色，采用 Affymetrix 公司 Scanner 3000
7G扫描信号．根据芯片位点杂交的信号强度，t检
验结合两倍差异的标准，确定差异表达基因．筛选

得到受 RASSF1A基因调控的差异表达基因共 210
个，其中上调 184个，下调 26个基因．我们选取
了部分表达上调的基因 (RASSF2、CDC42EP3、
TGFBI、DUSP1、RhoB、LAMB1、 ITGB2、 Jun)
以及下调基因 (CCND2、 GRP37、MAGEA1 和
ICAM3)进行 Realtime RT-PCR 验证，结果表明
RASSF2、 CDC42EP3、 TGFBI、 DUSP1、 RhoB、
LAMB1、ITGB2、Jun基因 mRNA在 RASSF1A稳
定表达 A375 细胞中表达上调，而 CCND2、
GRP37、 MAGEA1 和 ICAM3 基 因 mRNA 在

RASSF1A 稳定表达 A375细胞中较对照细胞下调
(图 2)．Realtime RT-PCR检测得到的基因表达趋势
与基因芯片检测结果基本一致，相关系数 r2 =
0.9534(图 3)，说明芯片结果如实反映了 RASSF1A
稳定转染前后 A375细胞基因表达的变化．

Fig. 1 Over鄄expression of RASSF1A suppress
the growth of A375 cells

The expression of RASSF1A was determined by RT-PCR analysis.

Tumor cell growth kinetics were determined by longitudinal cell counts

using a coulter particle analyzer. **P < 0.01. : Ctrl/A375; :

RF1A/A375.
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Fig. 2 Realtime RT鄄PCR analysis of differential
expressed genes modulated by RASSF1A

overexpression in A375 cells
Total cellular RNA was isolated from cultured cells using a Trizol

reagent. The RNA samples were then treated with DNase to remove

contaminated DNA and one microgram of these RNA samples was

reverse-transcribed into cDNA using M-MLV reverse transcriptase, in

accordance with the manufacturer's instructions. qPCR was then

performed using the SYBR Premix DimerEraser kit and iCycler iQ5

multi-color detection system. The primers used for PCR amplification

were described in Table 1. : IRES/A375; : RASSF1A /A375. 1:

RASSF2; 2: CDC42EP3; 3: TGFB1; 4: DUSP1; 5: RhoB; 6: LAMB1; 7:

ITGB2; 8: JUN; 9: THBD; 10: CCND2; 11: GRP37; 12: MAGEA1; 13:

ICAM3.

**
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Fig. 4 The top 7 functions and pathways of differential expressed genes revealed by IPA analysis

Fig. 3 Linear regression analysis and the coefficient
of variation between realtime RT鄄PCR

data and microarray data
Thirteen genes were selected for realtime RT-PCR. The "fold-change"

(Log2) of the RNA transcripts was calculated by using the RASSF1A

transfected versus the matched vector transfected for both PCR and

microarray data. Linear regression analysis was performed and the

coefficient of variation was calculated.

2援3 RASSF1A调控的 A375细胞差异表达基因的
功能分类

将所有差异表达基因输入 Ingenuity IPA
Software，分析受 RASSF1A影响的差异表达基因
所属的功能和通路．分析结果表明，差异表达基因

生物学功能主要与细胞死亡、细胞生长与增殖、细

胞发育、细胞运动、细胞周期调控、细胞免疫应答

和炎症等生物过程有关(图 4a)．受 RASSF1影响的
A375差异表达基因主要参与促肾上皮质激素释放

激 素 信 号 通 路 (corticotropin releasing hormone
signaling)、TGF-茁 信号通路(图 4b)．表 2 列举了
Ingenuity IPA分析得到的前 5条信号通路成员 (表 2).
其中有 84个差异表达基因参与细胞死亡调节，包
括 c-Jun、c-Fos、RhoB、MAP3K5(ASK1)等基因．
有 88个差异表达基因参与细胞生长与增殖调控，
39 个差异表达基因参与细胞周期进程． IL-6、
c-Jun、c-Fos等分子同时参与了细胞死亡、生长与
增殖、运动和细胞周期调控等多个生物学过程．

2援4 RASSF1A调控的 A375细胞差异表达基因调
控网络

通过基因芯片和 IPA 分析，我们获得了
RASSF1A 对 A375 细胞基因表达的影响及差异表
达基因的功能分类，然而，这些差异表达基因之间

是否存在内在联系仍未可知．STRING(search tool
for the retrieval of interacting genes/proteins)软件根
据基因组、高通量实验、共表达、已有知识等 4个
资源数据，生成蛋白质相互作用(包括直接和间接
作用)网络．我们将所有差异基因输入 STRING数
据库，在线分析差异基因构成的基因网络．结果发

现 RASSF1A影响的差异表达基因构成一个高连接
度的基因网络(图 5)．其中，转录因子位于该网络
的中央，与为数众多的差异表达基因存在功能互

作，构成网络节点．尤其是 RASSF1A转染后表达
上调的 EGR1、c-Fos、c-Jun转录因子位于整个网
络核心，与许多基因相关联(图 5)．而炎症细胞因
子，如 IL-6、IL-8等，则紧邻 c-Fos、c-Jun等核心
转录因子，并且与之存在互作(图 5)．
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2援5 RASSF1A调节 A375细胞以转录因子为节点
的细胞死亡基因网络

为了更细致地了解 RASSF1A影响的差异表达
基因功能上的关联，我们进一步将 IPA 分析获得
的细胞死亡相关差异表达基因输入 STRING数据
库，结果发现，这些细胞死亡相关基因构成一个基

因调控网络(图 6)，转录因子 EGR1、c-Fos、c-Jun
位于网络中央，而 TNFSF9、DLC1、STK4等已知
参与细胞凋亡的效应分子位于网络外围，炎性因子

IL-6、IL-8等则紧邻 Fos、Jun等转录因子，构成网
络节点之一．

2援6 RASSF1A调节 A375细胞以转录因子为节点
的细胞周期基因网络

将 IPA 分析获得的细胞周期相关基因输入
STRING数据库，结果发现，受 RASSF1A影响的
细胞周期相关基因也构成一个基因调控网络，转录

因子 EGR1、 c-Fos、 c-Jun 构成网络节点，而
CCND2、GAS1等细胞周期调节分子位于网络外

围．炎性细胞因子 IL-6、IL-8同样参与了细胞周期
调控网络，在网络当中紧邻转录因子 c-Fos、c-Jun
(图 7)．
2援7 RASSF1A调节的炎症因子 IL鄄6和转录因子
c鄄Jun相互作用网络及初步验证
我们发现炎症细胞因子 IL-6在 RASSF1A影响

的基因网络中居于中央，同时参与了细胞死亡与细

胞周期调控网络．进一步分析发现，IL-6与 19个
差异基因关联，其中包括转录因子 c-Jun、c-Fos、
ATF3、EGR1(图 8)．而转录因子 c-Jun 又与另外
38个差异表达基因相关联，构成一个小网络(图 9).
提示 RASSF1A 有可能通过促进 IL-6 表达，影响
c-Jun介导的信号通路，调节下游基因表达．随后，
采用 RT-PCR检测 IL-6、c-Jun、c-Fos和 p21Waf1/Cip1

mRNA 表达水平．结果显示, RASSF1A 稳定表达
上调 IL-6、c-Jun、c-Fos和 p21Waf1/Cip1 mRNA表达水
平(图 10)．

Associated pathways Genes in ingenuity network

Cell death SOCS3, CTGF, IFI16, MAP1B, NLRP1, IL6, KIAA0562, IL7R, NR4A3, STK4, HNRNPA1, PEG10, EGR2,

RHOB, GPR37, TNFSF9, TRIB2, BCHE, PAX2, HIPK2, KLF2, CLCA2 (includes EG:9635), IL8, GJA1, ATF3,

FOXP1, THBS1, EGR3, EGR4, HBEGF, IER3, CSF3, IL7, INHBA, FOSB, IGF2, CCND2, CD70, DUSP1,

DUSP19, BHLHE40, ST3GAL1, CFLAR, SIRPA, PMEPA1, FYN, ID2, GDF15, SAT1, RPS6, MAP3K5 (includes

EG:4217), NUAK2, ETV6, TRIB1, DUSP5, JUN, EDN1, MCAM, PLK2, GAS1, SERPINA1, VDR, COL18A1,

CD24, PTGER4, HEY1, TGFBI, EGR1, SMAD6, CDC42EP3, NFKBIZ, DLC1, ITGB2, FOS, LDLR, NR4A2,

NF1, CBS, RASSF2, NR4A1, TGFA, MEF2C, PTGS2, AMIGO2

Cellular growth and

proliferation

SOCS3, CTGF, IFI16, IL13RA2, IL6, SPRY4, IL7R, STK4, NR4A3, HNRNPA1, PEG10, EGR2, RHOB, RORA,

TNFSF9, LAMB1, PXDN, PAX2, HIPK2, KLF2, CLCA2 (includes EG:9635), IL8, PFKFB3, GJA1, ATF3, H19,

FOXP1, THBS1, EGR3, EGR4, HBEGF, IER3, CSF3, MAFF, IL7, INHBA, STC1, FOSB, IGF2, CCND2, DUSP1,

CD70, BHLHE40, CFLAR, EBI3, SIRPA, PMEPA1, FYN, ID2, GRB14, GDF15, SAT1, RPS6, ETV6, TRA2A,

TRIB1, DUSP5, JUN, PTPRJ, EDN1, PLK2, MCAM, GAS1, FABP4, SERPINA1, VDR, COL18A1, CD24, EED,

PTGER4, HEY1, SUZ12, TGFBI, EGR1, SMAD6, HNRNPD, DLC1, GRB10, FMN2, ITGB2, FOS, NR4A2,

LDLR, NF1, TBC1D8, NR4A1, TGFA, PTGS2
Cellular movement SOCS3, CTGF, IL13RA2, MAP1B, IL6, SPRY4, RHOB, TNFSF9, LAMB1, PAX2, MYO5B, HIPK2, KLF2, IL8,

GJA1, PODXL, ATF3, THBS1, HBEGF, CSF3, IL7, INHBA, STC1, IGF2, DUSP1, EBI3, SIRPA, FYN, ID2,

GDF15, MAP3K5 (includes EG:4217), NUAK2, ETV6, TRIB1, JUN, EDN1, PTPRJ, MCAM, NAV1, FABP4,

SERPINA1, VDR, COL18A1, CD24, PTGER4, HEY1, TGFBI, EGR1, NFKBIZ, DLC1, CXCL6, FOS, ITGB2,

LDLR, NR4A2, NF1, TGFA, PTGS2
Cell-mediated immune

response
SOCS3, FYN, ID2, IL13RA2, RPS6, IL6, IL7R, JUN, EGR2, RORA, CD24, KLF2, FOXP1, EGR3, THBS1,

EGR1, IER3, IL7, INHBA, FOS, ITGB2, IGF2, CD70, ST3GAL1, NR4A1, CFLAR, PTGS2, EBI3, SIRPA
Cell cycle FYN, ID2, IFI16, GDF15, RPS6, IL6, ETV6, NR4A3, JUN, EDN1, RHOB, PLK2, GAS1, HIPK2, IL8, ABHD5,

GJA1, H19, ATF3, THBS1, EGR1, HBEGF, IER3, CSF3, IL7, INHBA, GRB10, FOS, IGF2, CCND2, NR4A2,

CD70, DUSP1, BHLHE40, RASSF2, NR4A1, TGFA, SIK1, PTGS2

Table 2 The top 5 Associated Pathways affected by RASSF1A expression in A375 cells
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Fig. 8 Subnetwork centered by IL鄄6 from STRING
based on evidence from a variety of sources

Fig. 6 RASSF1A modulated cell death network
visualization on the STRING based on

evidence from a variety of sources

Fig. 5 Global view of RASSF1A modulated gene network
visualization on the STRING based on evidence

from a variety of sources

Fig. 7 RASSF1A modulated cell cycle network
visualization on the STRING based on

evidence from a variety of sources
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Fig. 9 Subnetwork centered by c鄄Jun from STRING
based on evidence from a variety of sources

3 讨 论

利用表达谱芯片大规模、高通量和平行处理的

优点，可以绘制一张反映正常、异常和受控条件下

所有基因表达的时空图，使人类的基因图从一维走

向多维．并且，通过生物信息学方法，对各基因的

表达进行比较和统计分析，确定不同基因在表达上

的相关性，从而找到未知基因的功能信息和已知基

因的未知功能，并阐明特定生物学行为中所包含的

分子机制[7-8]．本研究构建了稳定表达 RASSF1A基
因的黑色素瘤 A375 细胞系，发现稳定表达
RASSF1A 抑制了 A375细胞的生长．基因芯片筛
查发现，RASSF1A表达引起 A375细胞基因表达
谱改变，受其影响的差异表达基因存在广泛的相互

作用，构成一个基因调控网络，其中受 RASSF1A
影响的炎性细胞因子和转录因子构成基因调控网络

的节点．

RASSF1A是 2000年新发现的一个抑癌基因，
该基因定位于染色体 3p21区域[3]．RASSF1A蛋白
编码 340个氨基酸残基，分子质量约为 39 ku．该
基因广泛表达于人体各种组织和细胞，在多种实体

瘤组织和细胞系中因启动子高甲基化表达沉默[9]．

多项研究报道在恶性黑色素瘤组织和细胞系中，

RASSF1A基因启动子存在高甲基化修饰[10-16]．我们

前期研究表明，RASSF1A蛋白在恶性黑色素瘤组
织表达下调．在 A375细胞中转染 RASSF1A基因，
引起 A375 细胞周期 G1-S 期阻滞，促进细胞凋
亡[17]．为了系统阐明 RASSF1A 抑制 A375细胞的
分子机制，我们利用全基因组基因表达芯片构建了

RASSF1A 调控的 A375基因差异表达谱，结果表
明在 A375细胞中稳定表达 RASSF1A 基因，引起
184个表达上调，26个基因表达下调．生物信息学
分析表明，差异表达基因生物学功能主要与细胞的

死亡、生长与增殖、发育、运动、周期调控、免疫

应答和炎症等生物过程有关．

Chow等[18]采用基因芯片筛查 RASSF1A表达调
控的鼻咽癌 C666-1 细胞差异表达基因，发现
RASSF1A引起 27个基因表达上调，30个基因表
达下调．通过与我们的芯片结果相比较可以发现，

RASSF1A在不同细胞系之间调控的靶基因在功能
分类上比较接近，甚至具有相同的靶基因．例如

ATF3在 RASSF1A转染的鼻咽癌 C666-1细胞和恶
性黑色素瘤 A375细胞中都表达上调，而 GAS1在
RASSF1A转染的两种细胞都表达下调．我们也比
较了 RASSF1A表达调控的肺癌 A549细胞差异表
达基因[19]．DUSP1在 A375细胞和 A549细胞中都
受 RASSF1A表达上调．还有一些基因家族的不同
成员，在两种细胞内呈现相同的变化趋势，如

CCND3 在 RASSF1A 转染的 A549 细胞内表达下
调，CCND2则在 RASSF1A转染的 A375细胞中下
调，两者同属于 G1期细胞周期素 cyclin D家族成
员，参与细胞周期 G1-S期限制点的调控．通过比

Fig. 10 The expression of IL鄄6, c鄄Jun, c鄄Fos,
p21Waf1/Cip1 network assayed by RT鄄PCR

Total cellular RNA was isolated from cultured cells using a Trizol

reagent. The RNA samples were then treated with DNase to remove

contaminated DNA and one microgram of these RNA samples was

reverse-transcribed into cDNA using M-MLV reverse transcriptase, in

accordance with the manufacturer's instructions. The expression level of

IL-6, c-Jun, c-Fos, p21Waf1/Cip1 was determined by RT-PCR. The primers

used for PCR amplification were described in Table 1. 1: DL2000; 2:

IRES/A375; 3: RF1A/A375; 4: H2O.
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较在三种不同肿瘤细胞中调控的差异基因，可以发

现，RASSF1A调控的不同肿瘤细胞差异表达基因
在功能分类上比较接近，都涉及到细胞转录调控、

细胞信号转导、细胞骨架与黏附等生物学过程，表

明 RASSF1A基因在不同肿瘤细胞中都通过影响这
一类基因的表达参与调节细胞的转录、信号传导、

黏附等生物学过程．

基因调控网络以系统的观点从基因之间相互作

用的角度揭示复杂的生命现象，是功能基因组学研

究的重要内容．调控网络，涉及到的不再是个别的

基因产物或蛋白分子，也不再是单一的信号通路或

代谢途径，而是由众多的基因、非编码 RNA、蛋
白质和代谢小分子等各种生物分子元件作为“网络

节点”，彼此间通过复杂的相互作用形成多维的和

动态的“互联网”，调节细胞生物行为的走向．我

们运用 STRING 在线软件对 RASSF1A 调控的
A375差异表达基因进行基因网络分析，结果发现
RASSF1A 调控的 A375差异表达基因构成一个基
因网络，RASSF1A影响的差异表达炎症细胞因子
与转录因子位于网络的中央．

IL-6是一个多功能炎症细胞因子，具有抑制恶
性黑色素瘤细胞生长、增殖的作用[20-22]． IL-6的表
达主要通过转录水平进行调节[23]． IL-6启动子区域
存在多个转录因子结合位点，包括 AP-1、SP1、
NF-资B 等 [24-25]，其中 NF-资B 是最为关键的转录因
子 [25]．Tuyt 等 [23]研究发现在正常黑色素细胞中，

NF-资B依赖的 IL-6表达受 ERK1/2、JNK、c-Jun调
节．功能失活的 Raf和 JNK1引起 IL-6启动子活性
降低，而 c-Jun 可以与 NF-资B 协同作用，增强
NF-资B的转录活性，促进 IL-6表达．Vivi Ann 等
发现 IL-6上调 p21Waf1/Cip1表达诱导恶性黑色素瘤细

胞周期 G1-S期阻滞，IL-6上调 p21Waf1/Cip1表达是通

过激活转录因子 STAT3、STAT1结合至 p21Waf1/Cip1

启动子．在 IL-6抵抗的晚期黑色素瘤细胞中，IL-6
诱导 p21Waf1/Cip1表达和抑制细胞增殖的作用丧失．

在 IL-6抵抗的细胞中，尽管 IL-6可以激活转录因
子 STAT3、STAT1结合至 p21Waf1/Cip1启动子，却不

能诱导其表达增加，这说明晚期黑色素瘤细胞 IL-6
抵抗有着更为复杂的分子机制[20]．Jan-Jacob等[26]研

究发现， IL-6 处理可以引起 c-Jun、 c-Fos 与
STAT3结合形成复合物，共同结合于 IL-6靶基因
启动子区域的 IL-6反应元件(interleukin 6 response
element， IRE)，增强 STAT3 对 IL-6 靶基因的转
录．过表达 c-Jun、c-Fos 显著增强了 IL-6 对靶基

因的诱导作用；相反，缺失转录激活结构域或

DNA结合结构域的 c-Jun突变体则不能与 STAT3
相互作用 [26]．然而转移性恶性黑色素瘤组织中

c-Jun的 mRNA表达水平降低[27]．

在 肺 癌 细胞 中 过 表 达 RASSF1A， 上 调
p21Waf1/Cip1表达水平[5]．在本研究中，RASSF1A稳定
转染 A375细胞中 p21Waf1/Cip1较空载体转染细胞上调

1.79倍，由于差异小于 2倍，因而未纳入差异基因
调控网络．我们通过 RT-PCR检测了 IL-6、c-Jun、
c-Fos和 p21Waf1/Cip1基因mRNA表达水平，结果表明
转染 RASSF1A后均表达上调．我们注意到，在对
照细胞中 IL-6、c-Jun、c-Fos表达水平较低，尤其
是 IL-6和 c-Fos，在对照细胞中几乎没有表达，而
在转染 RASSF1A后表达显著增加．由此，我们推
测，RASSF1A 可能通过影响 IL-6、c-Jun、c-Fos
参与构成的基因调控网络调节 A375细胞增殖相关
基因表达． 受 RASSF1A 影响的 IL-6 与 c-Jun、
c-Fos 基因，有可能相互之间存在反馈调节．
RASSF1A通过调节这一个细胞因子 - 转录因子基
因网络，促进 p21Waf1/Cip1表达，发挥抑制黑色素瘤

A375细胞周期和增殖的作用．
综上所述，本研究采用基因芯片筛选

RASSF1A 调控的黑色素瘤 A375 差异表达基因，
通过 realtime RT-PCR对芯片结果进行验证．通过
Ingenuity IPA Software对差异表达基因进行功能分
类，结果发现 RASSF1A影响的差异表达基因主要
参与细胞的死亡、生长与增殖、发育、运动、周期

调控、免疫应答和炎症等生物学过程．RASSF1A
影响的差异表达基因构成一个复杂的基因调控网

络，炎症细胞因子 IL-6 与转录因子 c-Jun、c-Fos
等构成网络的节点，同时参与调控细胞死亡、细胞

周期等过程．本研究表明，RASSF1A通过调节炎
症细胞因子与转录因子的表达与相互作用，影响黑

色素瘤细胞基因调控网络．
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3) Hunan Provinvial Tumor Hospital and The Tumor Hospital A ffiliated to Xiongya School of Medicine,
Central South University, Changsha 410013, China)

Abstract Gene regulatory networks have an important role in every process of life, including cell differentiation,
metabolism, the cell cycle and signal transduction. The RASSF1A is a tumor suppressor gene involved in several
growth regulatory and pro-apoptotic pathways. In this study, we have used microarray technology to define
differences in the gene expression profiles subsequent to exogenous wild-type RASSF1A in melanoma A375 cells.
Gene expression changes were verified in a subset of genes using real time RT-PCR. Association of modulated
genes with biological functional groups identified several pathways affected by RASSF1A including cell death,
cellular growth and proliferation, and cellular development. GRN of modulated genes were identified using the
STRING. Pro-inflammatory factors and transcription factors locates in the center of RASSF1A modulated gene
regulatory networks. Our results suggested that RASSF1A might affect melanoma gene regulatory network via
modulating the expression and interaction between pro-inflammatory factors and transcription factors.
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