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  摘 要:目的 探讨Ras鸟苷酸释放蛋白1(RASGRP1)、垂体同源框1(PITX1)、消皮素D(GSDMD)在皮

肤黑色素瘤中的表达及诊断价值。方法 选取2013年1月至2019年12月在该院诊治的72例皮肤黑色素瘤

患者为研究组,对其癌组织、癌旁组织标本进行免疫组化染色,同时选取同期在该院进行整形手术的皮肤正常

者40例为对照组。对待测标本中RASGRP1、PITX1、GSDMD表达进行检测,对比、分析RASGRP1、PITX1、
GSDMD在不同临床 特 征 皮 肤 黑 色 素 瘤 中 的 表 达,探 讨 三 者 间 的 相 关 性 及 对 皮 肤 黑 色 素 瘤 的 诊 断 价 值。
结果 与对照组比较,研究组癌组织中RASGRP1、PITX1表达降低,GSDMD表达升高,差异均有统计学意义

(P<0.05)。RASGRP1、PITX1、GSDMD的表达与皮肤黑色素瘤患者性别、年龄无关(P>0.05),与肿瘤最大

径、浸润深度、分化程度、淋巴结转移、其他部位转移、预后情况、临床分期有关(P<0.05),且肿瘤最大径≥2
 

cm、ClarkⅢ~Ⅴ期、低分化、淋巴结转移、其他部位转移、预后不良、Ⅳ期皮肤黑色素瘤患者RASGRP1、PITX1
表达较低,GSDMD表达较高(P<0.05)。Pearson相关分析显示,RASGRP1与PITX1呈正相关(r=0.523,
P=0.001),RASGRP1与GSDMD呈 负 相 关(r=-0.612,P=0.001),PITX1与 GSDMD呈 负 相 关(r=
-0.569,P=0.001)。RASGRP1、PITX1、GSDMD联合检测对皮肤黑色素瘤的诊断价值优于单项检测(P<
0.05)。结论 RASGRP1、PITX1在皮肤黑色素瘤组织中低表达,GSDMD呈高表达,RASGRP1、PITX1、GS-
DMD可作为皮肤黑色素瘤的检测指标。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expressions
 

and
 

diagnostic
 

value
 

of
 

Ras
 

guanylate
 

releasing
 

protein
 

1
(RASGRP1),pituitary

 

homeobox
 

1
 

(PITX1)
 

and
 

gasdermin
 

D
 

(GSDMD)
 

in
 

skin
 

melanoma.Methods A
 

to-
tal

 

of
 

72
 

patients
 

with
 

skin
 

melanoma
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2013
 

to
 

December
 

2019
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

group.The
 

immunohistochemical
 

staining
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

samples
 

of
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues,meanwhile
 

40
 

patients
 

with
 

normal
 

skin
 

undergoing
 

plastic
 

surgery
 

in
 

this
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expressions
 

of
 

RASGRP1,PITX1
 

and
 

GSDMD
 

in
 

the
 

samples
 

under
 

test
 

were
 

detected.The
 

expressions
 

of
 

RASGRP1,PITX1
 

and
 

GSDMD
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

different
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

skin
 

melanoma
 

and
 

analyzed
 

to
 

investigate
 

the
 

correla-
tion

 

among
 

the
 

three
 

and
 

their
 

diagnostic
 

value
 

for
 

skin
 

melanoma.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expressions
 

of
 

RASGRP1
 

and
 

PITX1
 

in
 

the
 

cancer
 

tissue
 

of
 

the
 

study
 

group
 

were
 

decreased,the
 

ex-
pression

 

of
 

GSDMD
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expres-
sions

 

of
 

RSGRP1,PITX1
 

and
 

GSDMD
 

had
 

no
 

relation
 

with
 

the
 

gender
 

and
 

age
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

skin
 

mela-
noma

 

(P>0.05),but
 

had
 

the
 

relation
 

with
 

the
 

maximum
 

tumor
 

diameter,invasion
 

depth,degree
 

of
 

differenti-
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ation,lymph
 

node
 

metastasis,metastasis
 

to
 

other
 

sites,prognosis
 

and
 

clinical
 

stage
 

(P<0.05).The
 

expres-
sions

 

of
 

RASGRP1
 

and
 

PITX1
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

the
 

maximum
 

tumor
 

diameter
 

≥2
 

cm,stage
 

of
 

Clark
 

Ⅲ-
Ⅴ,low

 

differentiation,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

metastasis
 

to
 

other
 

sites,poor
 

prognosis
 

and
 

stage
 

Ⅳ
 

skin
 

melanoma
 

were
 

lower
 

and
 

the
 

GSDMD
 

expression
 

was
 

higher
 

(P<0.05).The
 

Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

RASGRP1
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

PITX1
 

(r=0.523,P=0.001),RASGRP1
 

was
 

nega-
tively

 

correlated
 

with
 

GSDMD
 

(r=-0.612,P=0.001),PITX1
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

GSDMD
 

(R=
-0.569,P=0.001).The

 

diagnostic
 

value
 

of
 

RASGRP1,PITX1
 

and
 

GSDMD
 

combined
 

detection
 

was
 

better
 

than
 

that
 

of
 

single
 

detection
 

(P<0.05).Conclusion RASGRP1
 

and
 

PITX1
 

are
 

lowly
 

expressed
 

in
 

the
 

tissues
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

skin
 

melanoma,while
 

GSDMD
 

is
 

highly
 

expressed.RASGRP1,PITX1
 

and
 

GSDMD
 

could
 

be
 

used
 

as
 

the
 

detection
 

indicators
 

in
 

skin
 

melanoma.
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words:Ras
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1; pituitary
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D; skin
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  皮肤黑色素瘤是一种皮肤黑色素细胞来源的高度

恶性肿瘤,其多发于足跖、手指、下肢、会阴部和脚指甲

下等部位,发展迅速、预后差、病死率较高[1]。皮肤黑色

素瘤患者早期可出现淋巴结、肝、肺、脑等转移,后期治

疗较棘手。其中侵袭、转移是导致患者死亡的主要原

因[2]。Ras鸟苷酸释放蛋白1(RASGRP1)在乳腺癌

中阳性表达降低,且对乳腺癌细胞增殖、迁移具有一

定影响;垂体同源框1(PITX1)在肺腺癌组织中的水

平变化与患者的TNM 分期、淋巴结转移情况和肿瘤

大小显著相关;消皮素D(GSDMD)表达与上皮性卵

巢癌患者淋巴结转移及不良预后发生密切相关,为不

良预后的独立危险因素[3-5]。既往研究显示,GSDMD
低表达是上皮性卵巢癌患者不良预后发生的独立危

险因素[3-5]。目前临床上关于RASGRP1、PITX1、GS-
DMD三者联合检测在皮肤黑色素瘤中的报道较少,
故本文进行了相关研究,旨在探讨以上指标在皮肤黑

色素瘤中的表达及相关性,现将结果报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2013年1月至2019年12月于

本院就诊的72例皮肤黑色素瘤患者纳入研究组,包
括男38例、女34例,年龄30~78岁、平均(56.84±
20.23)岁。其中有淋巴结转移31例,无淋巴结转移

41例;浸润程度:ClarkⅠ~Ⅱ期(浅浸润)44例,Clark
Ⅲ~Ⅴ期(深浸润)28例;临床分期:Ⅰ~Ⅱ期44例,
Ⅲ期18例,Ⅳ期10例。选取同期在本院进行整形手

术的皮肤正常者40例为对照组。按照美国癌症分期

联合会制定的第7版TNM分期系统对皮肤黑色素瘤

病理结果进行分期[6]。所有研究对象及家属均知情

同意本研究,且本研究符合《赫尔辛基宣言》伦理学

要求。
纳入标准:研究组患者符合《中国黑色素瘤规范

化病理诊断专家共识(2017年版)》[7]中皮肤黑色素瘤

诊断标准;所有患者术前未进行放化疗及靶向治疗;
病历资料完整;所有标本均经病理科组织病理学确

诊;预计寿命超过3个月。对照组所取标本经病理组

织学确诊为良性痣,无恶变。排除标准:严重营养不

良、患有精神疾病或合并恶性肿瘤者;心、肝、肺、肾等

脏器严重疾病者;妊娠期或哺乳期女性。
1.2 方法

1.2.1 标本采集 取研究组患者6
 

μm厚度癌组织、
癌旁组织标本以及对照组良性痣组织进行固定、石蜡

包埋、连 续 切 片 处 理,脱 蜡、水 化 后 清 洗 3 次,
3分钟/次,之后使用95

 

℃枸橼酸盐缓冲液(pH6.0)
加热,30

 

min后取出冷却,磷酸盐缓冲液(PBS)清洗。
滴加0.3%过氧化氢阻断剂、4%脱脂奶粉,恒温孵育

30
 

min,添加一抗CD63蛋白的兔单克隆抗体,4
 

℃孵

育过夜,滴加二抗GB,再次孵育30
 

min,再与抗生物

素蛋白-生物素-过氧化物酶复合物孵育30
 

min,使用

PBS清洗,3,3-二氨基联苯胺(DAB)溶液显色处理

8
 

min,苏木精染核,反蓝、脱水处理后封片。
1.2.2 免疫组化法检测 将准备好的切片放置

60
 

℃烤箱,烤片2
 

h,使用二甲苯反复脱蜡3次,
10分钟/次,梯度乙醇水化,用蒸馏水冲洗5

 

min。将

切片放置于塑料染色架上,放入0.01
 

mol/L
 

pH
 

6.0
枸橼酸组织抗原缓冲液中,加热15~20

 

min,冷却。
蒸馏水冲玻片洗2次,PBS冲洗3次,3分钟/次。组

织切片滴加过氧化物酶阻断剂,恒温孵育10
 

min,
PBS冲洗3次,每次3

 

min。去除PBS,滴加1滴一

抗,放入4
 

冰箱保存;次日取出放置30
 

min,PBS冲洗

3次,3分钟/次。除去PBS,切片滴加50
 

μL
 

MaxVi-
sionTM 试剂,恒温孵育15

 

min,PBS冲洗3次,3分

钟/次。除去 PBS,切片滴加 DAB显色试剂显色。
3~5

 

min后 冲 洗 终 止 显 色。苏 木 精 复 染 细 胞 核

1
 

min,冲洗、反蓝。梯度乙醇脱水,二甲苯透明10
 

min,风干,封片。
1.2.3 反 转 录 PCR(RT-PCR)检 测 RASGRP1、
PITX1、GSDMD表达 提取细胞总RNA并对纯度、
水平进行检测,反转录处理,反应条件:预变性95

 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

20
 

s,56
 

℃
 

20
 

s;72
 

℃
 

1
 

min,40个循环;
72

 

℃终末延伸6
 

min,Ct值(2-ΔΔCt)法表示 RAS-
GRP1、PITX1、GSDMD相对表达量。各引物序列:
RASGRP上游引物5'-TCCTTCTGTGTGATGGA-
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CAAAGAC-3',RASGRP 下 游 引 物 5'-CTGTGG-
GAGCTACTGGGTTCTT-3';PITX1 上 游 引 物 5'-
GGCTACTCCTACAACAACTGGG-3',PITX1下游

引物5'-AACATGGACTGCGACGACA-3';GSDMD
上游引物5'-GGACCCTAACACCTGGCAGACT-3',
GSDMD 下 游 引 物 5'-TTGTGGGTGCGCGTGA

 

CTT-3';内参磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)上游引物

5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3',下游引物5'-
CAAAGTTGTCATGGATGHACC-3'。
1.2.4 随访 

 

对研究组研究对象进行1年随访,通
过住院复查、电话询问等方式获得患者客观生存情况

及皮肤黑色素瘤切除后有无复发、增大。入选病例随

访至病例死亡或截至2020年12月。随访结束后,根
据研究组患者死亡情况评估预后情况,其中预后良好

(非死亡)39例、预后不良(死亡)33例。
1.3 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行处

理和分析。应用Kolmogorov-Smirnov检验判断数据

是否符合正态分布,符合正态分布的计量资料以x±
s表示,多组间比较采用F 检验,两组间比较采用独

立样本t检验;RASGRP1、PITX1、GSDMD之间的相

关性采用Pearson相关进行分析;采用受试者工作特

征(ROC)曲线分析RASGRP1、PITX1、GSDMD对皮

肤黑色素瘤的诊断价值。P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 RASGRP1、PITX1、GSDMD在不同组织中的表

达 如表1所示,与对照组相比,研究组癌组织及癌

旁组织中RASGRP1、PITX1表达降低,GSDMD表达

升高,差异有统计学意义(P<0.05)。与癌旁组织相

比,癌组织中 RASGRP1、PITX1表达降低,GSDMD
表达升高,差异有统计学意义(P<0.05)。

表1  RASGRP1、PITX1、GSDMD在不同

   组织中的表达(x±s)

组别 n RASGRP1 PITX1 GSDMD

对照组 40 3.56±0.26 3.17±0.35 0.43±0.10

研究组

 癌旁组织 72 2.98±0.46a 2.86±0.55a 0.56±0.11a

 癌组织 72 1.02±0.11ab 0.43±0.05ab 1.04±0.17ab

F 7.340 3.218 6.186

P 0.001 0.002 0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与癌旁组织比较,bP<0.05。

2.2 RASGRP1、PITX1、GSDMD与皮肤黑色素瘤患

者病理特征的相关性分析 如表2所示,RASGRP1、
PITX1、GSDMD的表达与皮肤黑色素瘤患者性别、年
龄无关(P>0.05),与肿瘤最大径、浸润深度、分化程

度、淋巴结转移、其他部位转移、预后情况、临床分期

有关(P<0.05),且肿瘤最大径≥2
 

cm、ClarkⅢ~Ⅴ
期、低分化、淋巴结转移、其他部位转移、预后不良、Ⅳ
期皮肤黑色素瘤患者 RASGRP1、PITX1表达较低,
GSDMD表达较高(P<0.05)。
2.3 RASGRP1、PITX1、GSDMD之间的相关性分

析 如图1所示,Pearson相关分析结果显示,RAS-
GRP1与PITX1呈正相关(r=0.523,P=0.001),
RASGRP1与 GSDMD呈负相关(r=-0.612,P=
0.001),PITX1与 GSDMD呈负相关(r=-0.569,
P=0.001)。
2.4 RASGRP1、PITX1、GSDMD单项及联合检测对

皮肤黑色素瘤的诊断价值 如表3、图2所示,RAS-
GRP1、PITX1、GSDMD联合检测对皮肤黑色素瘤的

诊断价值优于单项检测,差异有统计学意义(P<
0.05)。

表2  RASGRP1、PITX1、GSDMD与皮肤黑色素瘤患者病理特征的相关性分析(x±s)

项目 n RASGRP1 t/F P PITX1 t/F P GSDMD t/F P

性别 0.902 0.370 1.060 0.293 0.999 0.321

 男 38 1.49±0.15 2.19±0.22 1.98±0.23

 女 34 1.52±0.13 2.13±0.26 2.03±0.19

年龄(岁) 1.245 0.217 0.488 0.627 0.361 0.719

 <60 40 1.09±0.11 2.34±0.25 2.11±0.22

 ≥60 32 1.12±0.09 2.31±0.27 2.09±0.25

肿瘤最大径(cm) 23.800 0.001 8.640 0.001 6.445 0.001

 <2 37 1.43±0.15 2.45±0.26 1.99±0.21

 ≥2 35 0.75±0.08 1.97±0.21 2.34±0.25

浸润深度 13.080 0.001 10.210 0.001 8.219 0.001

 ClarkⅠ~Ⅱ期 44 1.48±0.15 2.38±0.24 1.85±0.19

 ClarkⅢ~Ⅴ期 28 1.05±0.11 1.86±0.19 2.26±0.23
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表2  RASGRP1、PITX1、GSDMD与皮肤黑色素瘤患者病理特征的相关性分析(x±s)

项目 n RASGRP1 t/F P PITX1 t/F P GSDMD t/F P

分化程度 3.345 0.001 5.682 0.001 78.240 0.001

 高 46 1.39±0.15 2.46±0.25 1.73±0.18

 中 17 1.13±0.13 2.11±0.21 2.04±0.21

 低 9 0.96±0.08 1.94±0.18 2.53±0.26

淋巴结转移 14.260 0.001 9.167 0.001 8.490 0.001

 无 41 1.56±0.17 2.67±0.28 1.87±0.19

 有 31 1.06±0.11 2.13±0.22 2.31±0.25

其他部位转移 11.200 0.001 8.950 0.001 8.658 0.001

 无 45 1.46±0.18 2.59±0.27 1.93±0.18

 有 27 1.03±0.11 2.08±0.21 2.37±0.25

预后情况 21.690 0.001 10.540 0.001 9.075 0.001

 良好 39 1.69±0.17 2.51±0.26 1.85±0.19

 不良 33 0.99±0.08 1.95±0.19 2.31±0.24

临床分期 12.069 0.001 6.698 0.001 5.901 0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 44 1.78±0.19 2.58±0.27 1.65±0.18

 Ⅲ期 18 1.34±0.15 2.16±0.22 2.01±0.19

 Ⅳ期 10 0.92±0.09 1.73±0.18 2.34±0.25

  注:A为RASGRP1与PITX1的相关性;B为RASGRP1与GSDMD的相关性;C为PITX1与GSDMD相关性。

图1  RASGRP1、PITX1、GSDMD之间关系的散点图

表3  RASGRP1、PITX1、GSDMD单项及联合检测对皮肤黑色素瘤的诊断价值

项目 曲线下面积 95%CI P 标准误 灵敏度(%) 特异度(%) 准确度(%)

RASGRP1 0.742 0.604~0.881 0.003 0.071 78.46 83.49 81.36

PITX1 0.774 0.641~0.908 0.001 0.068 80.46 81.26 79.63

GSDMD 0.739 0.602~0.877 0.004 0.070 76.13 85.91 77.21

3项联合 0.861 0.757~0.965 0.001 0.053 86.49 75.12 88.63

图2  RASGRP1、PITX1、GSDMD诊断皮肤

黑色素瘤的ROC曲线

3 讨  论

临床研究显示,MAPK/ERK信号通路在黑色素

瘤的发生、发展中起着重要作用,可通过遗传和表观

遗传事件重新激活 MAPK信号,是肿瘤获得靶向治

疗耐药性的主要机制。RASGRP1是 Ras鸟嘌呤核

苷酸交换因子的重要成员之一,可通过将T细胞受体

与Ras-促丝裂原-激活的蛋白激酶信号通路偶联,调
控细胞的增殖和存活,将GDP交换为GTP进而促进

Ras活化,进一步活 化 RAF1-MEK1/2-ERK1/2途

径[7-9]。RASGRP1与Ras信号通路蛋白在大肠癌、非
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小细胞肺癌中表达异常,可作为药物抗癌的重要靶

点。RASGRP1通过参与细胞新陈代谢及清除损伤基

因的外源性化合物,抑制和缓解DNA损伤和癌变,可
为研究肿瘤发生、发展机制提供重要线索[10]。本研究

中皮肤黑色素瘤组织中RASGRP1表达低于良性痣

组织、癌旁组织,说明RASGRP1在皮肤黑色素瘤中

呈低表达,且随着肿瘤最大径增大、浸润程度加深、分
化程度加剧、淋巴结转移、其他部位转移、预后不良、
临床分 期 加 剧,其 表 达 逐 渐 降 低。其 原 因 可 能 是

RASGRP1为 Ras的促凋亡作用因子,可通过调控

Ras蛋白信号转导、T细胞受体信号通路影响皮肤黑

色素瘤的发生、发展。

PITX1属于抑癌基因,可通过直接结合启动子进

而抑制端粒酶发挥作用,研究显示,PITX1在人黑色

素瘤细胞株中呈低表达,是人类皮肤肿瘤的预后指

标[11]。PITX1是同源盒基因家族主要成员之一,在
人体组织以及肿瘤的发生、发展中起关键作用。有研

究发现,PITX1在非小细胞肺癌组织中表达水平明显

升高,且高于正常组织[12];PITX1在胃癌组织中呈低

表达且与胃癌患者不良预后密切相关[13],但关于

PITX1在皮肤黑色素瘤中报道较少。既往研究显示,

PITX1在人子宫颈鳞状细胞癌、胃癌、子宫内膜癌中

表达异常,可作为新兴的生物标志物,并且可作为人

子宫颈鳞状细胞癌化学药物治疗敏感性的生物标志

物[14]。在本研究中,PITX1在黑色素瘤组织中表达

明显低于癌旁组织,且随着肿瘤最大径增大、浸润程

度加深、分化程度加剧、淋巴结转移、其他部位转移、
预后不良、临床分期加剧,其表达逐渐降低。其原因

可能为PITX1可通过RASAL1影响RAS途径,抑制

致瘤性发展。RASAL1是RAS-GAP基因家族成员

(控制 Ras蛋白活性的是 GTP酶激活蛋白),抑制

RAS/MAKP途径的激活有助于抑制人黑色素瘤细胞

的增殖。

GSDMD是 Gsdermin家族主要成员之一,是细

胞凋亡过程中的效应蛋白,在食管鳞癌中,高表达

GSDMD可介导并激活半胱氨酸蛋白酶-3(caspase-3)
依赖的细胞凋亡,导致食管鳞癌患者病情进展受到抑

制,可作为放化疗替代治疗手段[15]。有研究显示,

GSDMD表达与上皮性卵巢癌患者淋巴结转移及患者

不良预后密切相关,为不良预后的独立危险因素;GS-
DMD是细胞凋亡的关键蛋白酶,是细胞凋亡过程中

炎性半胱氨酸蛋白酶的共同效应蛋白,受炎性半胱氨

酸蛋白酶刺激,释放一些炎症因子,进而激活T细胞

介导的抗肿瘤免疫反应[16-18]。在本研究中,GSDMD
在黑色素瘤组织中表达明显高于癌旁组织、良性痣组

织,提示其在皮肤黑色素瘤中呈高表达。GSDMD随

着肿瘤最大径增大、浸润程度加深、分化程度加剧、淋
巴结转移、其他部位转移、预后不良、临床分期加剧,
其表达增加。其原因可能为高表达GSDMD可能与

其诱导细胞凋亡的能力减弱有关。
综上所述,本研究结果显示,RASGRP1、PITX1

在皮肤黑色素瘤中低表达,GSDMD在皮肤黑色素瘤

中高表达。RASGRP1、PITX1、GSDMD两两之间呈

线性相关且与病理特征有着明显关联,随着肿瘤最大

径增大、浸润程度加深、分化程度加剧、淋巴结转移、
其他部位转移、预后不良、临床分期加剧,RASGRP1、

PITX1表达越低,GSDMD表达越高。此外,本研究

存在样本量小、病例来源局限等不足,研究结果仍需

大样本、多中心试验验证。
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