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Abstract
AIM: To explore the expression of CASP9 
i n c o l o n c a n c e r , a n d s i n g l e n u c l e o t i d e 
polymorphism (SNP) distribution of CASP9 gene 
in colon cancer patients and normal individuals.

METHODS: Reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used to detect the 
expression of CASP9 gene in 170 colon cancer 
patients and their corresponding normal colon 
tissues. We analyzed the genotype of rs1052576 
in CASP9 gene in 170 colon cancer patients and 

100 normal people by PCR-restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP). The SNP 
genotype frequency and allele frequency in 
patients and normal controls were analyzed by 
legally constituted authority statistical method.

RESULTS: In comparision with that in normal 
colon tissues, CASP9 gene expression was obvi-
ously down-regulated in 47% (80/170) colon 
cancer tissues (P < 0.05). The genotype and al-
lele frequencies of rs1052576 located at exon 5 of 
CASP9 gene had significant difference between 
the two groups, and the G allele frequency in 
colon cancer patients was higher than that in the 
healthy controls (χ2 = 9.99, P = 0.001). The gene-
type frequency of rs1052576 in cancer patients 
was associated with the histological differentia-
tion (χ2 = 15.8, P = 0.003).

CONCLUSION: CASP9 gene expression is 
down-regulated in colon cancer, and the G allele 
of rs1052576 in CASP9 gene is associated with 
the carcinogenesis of colon cancer. 

Key Words: Colon Cancer; CASP9  gene; Single nu-
cleotide polymorphism; Polymerase chain reaction
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摘要
目的: 探讨CASP9 基因在结肠癌中的表达及
其SNP多态位点在结肠癌患者和正常人中的
分布情况. 

方法: 应用RT-PCR方法检测170例结肠癌患
者及对应癌旁正常组织中CASP9 的表达情况; 
应用限制性片段长度多态性技术结合测序, 分
析结肠癌患者及100例正常人CASP9 基因2个
SNP位点基因型; 应用列联表法统计分析患
者组和对照组各SNP位点基因型及等位基因
频率. 

结果: 47%(80/170)的结肠癌组织CASP9 基因
表达明显下调, 与癌旁正常组织相比差异有
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■背景资料
凋亡和肿瘤的发
生 发 展 有 着 密
切 的 关 系 ,  也 是
肿瘤耐药和产生
化 、 放 疗 副 作
用 的 重 要 原 因 . 
CASP9 基因定位
于1p36.3-p36.1, 
CASP9 参与线粒
体介导的凋亡途
径.

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科



统计学意义(P <0.05). 位于CASP9 基因第5外
显子的SNP位点rs1052576的基因型频率和等
位基因频率在两组人群中的分布差异有统计
学意义; 患者组G等位基因频率明显高于对
照组(χ2 = 9.99, P  = 0.001); 基因型频率的分布
与结肠癌的组织分化程度有关(χ2 = 15.8, P  = 
0.003).

结论: CASP9基因在结肠癌中低表达, rs1052576
多态位点G等位基因和结肠癌的发生相关.

关键词: 结肠癌; CASP9 基因; 单核苷酸多态; 聚合
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0  引言

结肠癌是西方国家较常见的恶性肿瘤之一, 5年
总体生存率约为40%[1]. 近年来, 随着国内生活

水平的提高和生活习惯的改变, 我国结肠癌发

病率亦呈逐渐升高的趋势. 大量研究表明结肠

癌的发生、发展是多基因畸变的结果. 目前已

经发现很多和结肠癌发生相关的基因, 如RAS
基因家族、ERBB基因家族、Myc基因家族, p53
等[2-3]. 凋亡和肿瘤的发生发展有着密切的关系, 
也是肿瘤耐药和产生化疗、放疗副作用的重要

原因. CASP9基因定位于1p36.3-p36.1, CASP9
参与线粒体介导的凋亡途径[4-5]. r s1052576位
点位于CASP9基因第5外显子, 有研究表明该

位点的G等位基因与胃癌和非小细胞肺癌有 
关[6-7]. 为探讨CASP9基因与结肠癌的分子遗传

学联系, 我们研究CASP9基因在结肠癌中的表

达, 进一步分析了CASP9基因内已知单核苷酸

多态rs1052576位点在170个结肠癌患者及100个
正常人中的分布情况, 分析其与结肠癌遗传易

感性的关系.       

1  材料和方法

1.1 材料 中国医科大学附属第一医院2001-2007
年新鲜手术切除结肠癌组织标本170例, 患者术

前均未接受过放、化疗. 其中男96例, 女74例, 
年龄38-73岁. 根据组织学分化程度: 高分化22
例, 中分化100例, 低分化48例(黏液腺癌和印戒

细胞癌归入低分化癌); 有淋巴结转移64例, 无转

移106例; 有远处转移28例, 无转移142例; 临床 
Dukes分期: A期30例, B期66例, C期46例, D期28
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例. 癌旁结肠黏膜组织取自距肿瘤≥5 cm、外观

正常的结肠黏膜. 所有组织均经病理检查证实. 
1.2 方法 
1.2.1 半定量RT-PCR分析CASP9表达: 用TRIzol
试剂提取结肠癌组织和癌旁正常结肠黏膜组织

的总RNA. 用逆转录酶和O l ingo(dT)20引物合

成cDNA. 应用Primer3设计CASP9引物序列, 上
游引物为: 5'-TGT GTC GGT CGA GAA GAT 
TG-3', 下游引物为: 5'-CTG CTC AAA GAT GTC 
GTC CA-3', 扩增长度349 bp. 跨越cDNA865- 
1214位碱基序列. β-actin作为内对照, 上游引物

为: 5'-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3', 
下游引物为: 5'-CTC CTT AAT GTC ACG CAC 
GAT TTC-3', 扩增长度498 bp[4]. 两对引物加入

25 μL PCR反应体系中, PCR反应条件为94℃
变性45 s, 59℃复性45 s, 72℃延伸60 s, 共35个
循环. RT-PCR产物经15 g/L琼脂糖胶分离, 用
AlphaImage 2000自动成像仪(Alpha Innotech 
Corp., San Jose, CA)摄影, 用Fluorchem v2.0 
Stand Alone软件分析RT-PCR产量.
1.2.2 SNP的选取及引物设计: r s1052576位于

CASP9基因第5外显子. 在http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP数据库获取rs1052576的序列信息. 
明确两侧基因组序列及SNP是否引起酶切位点

改变. 应用Primer3软件设计引物(Sangon公司合

成). rs1052576引 物 序 列: CCT CCT GAG TAG 
CTG GGA TT/AAG GGT GTT TTG GAC ACA 
AG, 长度464 bp, 酶切后片段长度307 bp/157 
bp(Bst uⅠ). 应用常规饱和酚-氯仿法提取结肠癌

患者及正常人外周静脉血基因组DNA.
1.2.3 目的片段扩增和酶切鉴定: 反应液总体积25 
μL, 其中基因组DNA约40 ng, 10×反应缓冲液

(MgCl2 15 mmol/L)2.5 μL, dNTP(2.0 mmol/L)2.0 
μL, 上下游引物(20 μmol/L)各0.5 μL, Taq酶16.67 
nkat. 循环参数: rs1052576: 94℃变性8 min, 94℃ 
50 s、58℃ 50 s、72℃ 50 s 35个循环, 72℃延伸

5 min. 所有PCR产物均经20 g/L琼脂糖凝胶电泳

检测确认. Bst uⅠ酶切鉴定rs1052576基因型. 等
位基因为G时能被Bst uⅠ酶识别. 酶切反应体系

20 μL: 其中PCR产物8 μL, Bst uⅠ83.35 nkat, 10
×缓冲液2 μL. 37℃水浴过夜, 15 g/L琼脂糖凝

胶电泳鉴定基因型.
统计学处理  应用A r l e q u i n软件(h t t p://

anthropologie.unige.ch/arle-quin/methods.html)检
测病例组与对照组中的Hardy-weinberg平衡; 应
用SPSS10.0软件统计分析患者组和对照组中基

www.wjgnet.com

■相关报道
有研究表明, 在胃
癌、皮肤黑色素
瘤和白血病中都
发现了caspase-9
基因转录和翻译
水 平 的 下 调 ,  非
小 细 胞 肺 癌 中
CASP9 基因的单
核苷酸多态位点
rs1052576的等位
基因频率和基因
型频率的分布与
正常人群存在差
异.
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因型频率、等位基因频率, 以及CASP9基因表

达率是否存在差异.

2  结果

2.1结肠癌组织CASP9 基因表达 正常结肠黏膜

组织中均有CASP9的表达, 而47%(80/170)结肠

癌组织CASP9表达明显下调(图1), 与癌旁正常

组织相比差异有统计学意义. 分析CASP9基因

表达与结肠癌临床病理参数的关系(表1), 结果

表明其表达与患者年龄、性别、淋巴结转移、

远处转移以及Dukes分期无关, 而仅与结肠癌组

织学分化程度有关.
2.2 rs1052576酶切鉴定和统计分析 经Arlequin
软件分析, 对照组和患者组中2个SNP位点基因

型频率及等位基因频率均符合Hardy-weinberg
平衡(图2). 患者组及正常对照组SNP位点基因

型频率及等位基因频率有区别(P <0.01, 表2). 
rs1052576位点患者组G等位基因频率高于对照

组(c2 = 9.99, P <0.01); 患者组与对照组相比, 3种
基因型分布频率存在差异(c2 = 12.76, P <0.01), 
AA基因型频率降低, AG基因型频率增高. 进一

步分析rs1052576基因型频率与患者组织分化程

度有关(c2 = 15.8, P  = 0.003, 表3).

3  讨论

结直肠癌的发生、发展过程中涉及多种基因畸

变, 其确切机制至今仍不十分明确. 有研究认为

结直肠组织的恶性转化过程涉及多个途径, 如
细胞周期和凋亡相关途径、Wnt通路和PI3K/
Akt生存途径等[8-10]. 本实验研究了细胞周期和凋

亡途径中的相关基因CASP9在结肠癌和癌旁结

肠黏膜组织中的表达, 进一步分析了CASP9基
因内已知单核苷酸多态rs1052576位点在170个
结肠癌患者及100个正常人中的分布情况, 以探

讨其在结肠癌形成过程中的生物学意义. 
近年来发现恶性肿瘤的共同特征之一就

是细胞失控性生长. 细胞周期调控机制是一个

复杂的蛋白互控系统, 某些基因的畸变往往导

致细胞周期监控和驱动机制失控, 从而引起细

胞周期启动、运行和终止异常, 使细胞增殖增

加, 凋亡减少, 导致肿瘤形成. 对细胞凋亡的耐

受意味着肿瘤细胞逃避化疗药物治疗和免疫介

导破坏的一个潜在机制. 对于大多数抗肿瘤药

物, 细胞凋亡始于细胞色素C/Apaf-1/caspase-9
途径[11-12]. 失去激活细胞凋亡途径可以导致细胞

对多种化疗药物的耐受. 在dATP和ATP的作用

下, Apaf-1/细胞色素C复合物通过CARD-CARD
结构域相互作用与caspase-9前体结合, 从而激活

caspase-9, 即成熟caspase-9从凋亡小体中释放出

来[13-15]. 一旦与Apaf-1结合, caspase-9就会被细胞

色素C和dATP激活, 进一步激活caspase-3, 从而

引起细胞凋亡. caspase-3的激活依赖于caspase-9.  
CASP9基因定位于1p36.3-p36.1, 编码的蛋

表  1  CASP9 基因表达与结肠癌临床病理参数的关系 (n )

     
                                 CASP9 基因表达            
病理参数

	              下调    无明显改变        
c2	  P

性别	

    男	              44            52            0.13         0.7184

    女	              36            38		

组织学分级

    低分化	             16            32          17.71         0.0001

    中分化	             60            40		

    高分化	               4            18		

淋巴结转移	

    有	              27            37            0.97         0.3246

    无	              53            53		

远处转移	

    有	              10            18            1.73         0.1884

    无	              70            72		

Dukes分期	

    A	              16            14            1.98         0.5765

    B	              32            34		

    C	              22            24		

    D	              10            18		

图  1  CASP9基因RT-PCR结果. M: DL2000 DNA Ladder; 1, 3, 

5: 癌旁正常结肠黏膜组织; 2, 4, 6: 结肠癌组织. 

M      1       2      3      4       5       6

750 bp
500 bp

250 bp

b-actin

CASP9

1.09  0.42  0.98   0.43  0.65  0.20   
CASP9/b-actin(灰度)

M          GG        AA         AG

500 bp

250 bp

100 bp

464 bp

307 bp

157 bp

图  2  rs1052576 Bst uⅠ酶切不同基因型.

■创新盘点
本研究应用半定
量RT-PCR方法发
现在170例结肠癌
中有80例出现了
CASP9 基因表达
的明显下调, 进一
步分析rs1052576
基因型频率在结
肠癌患者中的分
布, 发现3种基因
型的分布与结肠
癌患者的性别、

淋巴结转移、远
处转移及临床分
期无关, 与肿瘤的
分化程度相关.
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白产物分子质量约为46 kDa, 广泛表达于人类

的正常组织, 如神经组织、肌肉组织、肝脏、

脾脏、胃和肺等[16]. 有研究表明,在胃癌、皮肤

黑色素瘤和白血病中都发现了caspase-9基因转

录和翻译水平的下调[17-18], 目前国内尚未有该

基因在结肠癌中的表达研究. 我们应用半定量

RT-PCR技术发现在170例结肠癌中有80例出现

了CASP9基因表达的明显下调, 而癌旁正常对

照结肠黏膜组织却未发现明显改变. 二者对比

差异有统计学意义, 提示凋亡基因CASP9基因

与结肠癌的发生相关. 分析CASP9表达与结肠

癌临床病理参数的关系, 发现其表达与患者年

龄、性别、淋巴结转移、远处转移以及Dukes
分期无关, 而仅与结肠癌组织学分化程度有关, 
提示CASP9异常表达可能是结肠癌发生中的一

个较晚期事件, 参与了结肠癌细胞的进一步恶

性分化. 

有研究表明 ,  在胃癌和非小细胞肺癌中

CASP9基因的单核苷酸多态位点rs1052576的
等位基因频率和基因型频率的分布与正常人

群存在差异, rs1052576位点的G等位基因肿瘤

的淋巴结转移有关[6-7]. 因此, 我们进一步研究

该单核苷酸多态在结肠癌中的分布情况, 利用

PCR-RFLP方法对170例结肠癌和100例正常人

进行了r s1052576位点的基因型分析, 结果发

现, rs1052576位点患者组G等位基因频率高于

对照组(c2 = 9.99, P <0.01); 患者组与对照组相

比, 3种基因型分布频率存在差异(c2 = 12.76, 
P <0.01), AA基因型频率降低, AG基因型频率增

高, 这和其他学者的研究结果一致. 进一步分析

rs1052576基因型频率在结肠癌患者中的分布, 
发现3种基因型的分布与结肠癌患者的性别、

淋巴结转移、远处转移及临床分期无关, 与肿

瘤的分化程度相关(c2 = 15.8, P <0.01). 结果提

示: rs1052576(Gln221Arg)位点位于CASP9基
因第5外显子, 编码的氨基酸位于CASc结构域. 
rs1052576位点的G等位基因与结肠癌的发生相

关, 可能是由于蛋白质的空间结构的不同, 影响

其在线粒体介导的凋亡caspase-3的激活, 进而阻

碍了正常的细胞凋亡过程, 引起结肠癌的发生. 
因此, 在结肠癌易感人群中筛查rs1052576位点

的G等位基因有利于结肠癌的早期诊断与预防. 

4      参考文献
1	 P o h l  C ,  H o m b a c h A ,  K r u i s  W .  C h r o n i c 

inflammatory bowel disease and cancer. Hepato-
gastroenterology 2000; 47: 57-70

2	 Yu KH, Wang WX, Ding YM, Li H, Wang ZS. 
Polymorphism of thymidylate synthase gene 
associated with its protein expression in human 
colon cancer. World J Gastroenterol 2008; 14: 617-621 

3	 Janssen A, Schiffmann S, Birod K, Maier TJ, Wobst 
I, Geisslinger G, Grösch S. p53 is important for 
the anti-proliferative effect of ibuprofen in colon 
carcinoma cells. Biochem Biophys Res Commun 2008; 
365: 698-703

4	 Soengas MS, Capodieci P, Polsky D, Mora J, Esteller 
M, Opitz-Araya X, McCombie R, Herman JG, 
Gerald WL, Lazebnik YA, Cordón-Cardó C, Lowe 
SW. Inactivation of the apoptosis effector Apaf-1 in 

■应用要点
在结肠癌易感人
群 中 筛 查 r s 1 0 5 
2576位点的G等
位基因有利于结
肠癌的早期诊断
与预防.

表  3  rs1052576基因型频率和结肠癌临床特征的关系 (n )
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表  2  结肠癌患者rs1052576SNP位点基因型频率和等位基因频率 n (%)
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■同行评价
本文探讨CASP9
基因的表达及其
SNP多肽位点在
结肠癌患者和正
常人中的分布情
况 ,  有一定新意 , 
研究对照设计合
理, 具有较好的临
床指导意义.
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世界华人消化杂志正文要求 

本刊讯 本刊正文标题层次为 0引言; 1 材料和方法, 1.1 材料, 1.2 方法; 2 结果; 3 讨论; 4 参考文献. 序号一律左

顶格写, 后空1格写标题; 2级标题后空1格接正文. 以下逐条陈述: (1)引言 应包括该研究的目的和该研究与其他

相关研究的关系. (2)材料和方法 应尽量简短, 但应让其他有经验的研究者能够重复该实验. 对新的方法应该详

细描述, 以前发表过的方法引用参考文献即可, 有关文献中或试剂手册中的方法的改进仅描述改进之处即可. 

(3)结果 实验结果应合理采用图表和文字表示, 在结果中应避免讨论. (4)讨论 要简明, 应集中对所得的结果做

出解释而不是重复叙述, 也不应是大量文献的回顾. 图表的数量要精选. 表应有表序和表题, 并有足够具有自明

性的信息, 使读者不查阅正文即可理解该表的内容. 表内每一栏均应有表头, 表内非公知通用缩写应在表注中

说明, 表格一律使用三线表(不用竖线), 在正文中该出现的地方应注出. 图应有图序、图题和图注, 以使其容易

被读者理解, 所有的图应在正文中该出现的地方注出. 同一个主题内容的彩色图、黑白图、线条图, 统一用一

个注解分别叙述. 如: 图1 萎缩性胃炎治疗前后病理变化．A: …; B: …; C: …; D: …; E: …; F: …; G: …. 曲线图

可按●、○、■、□、▲、△顺序使用标准的符号. 统计学显著性用: aP <0.05, bP <0.01(P >0.05不注). 如同一表

中另有一套P值, 则cP <0.05, dP <0.01; 第3套为eP <0.05, fP <0.01. P值后注明何种检验及其具体数字, 如P <0.01, t  = 

4.56 vs  对照组等, 注在表的左下方. 表内采用阿拉伯数字, 共同的计量单位符号应注在表的右上方, 表内个位

数、小数点、±、-应上下对齐.“空白”表示无此项或未测, “-”代表阴性未发现, 不能用同左、同上等. 

表图勿与正文内容重复. 表图的标目尽量用t /min, c /(mol/L), p /kPa, V /mL, t /℃表达. 黑白图请附黑白照片, 并

拷入光盘内; 彩色图请提供冲洗的彩色照片, 请不要提供计算机打印的照片. 彩色图片大小7.5 cm×4.5 cm, 

必须使用双面胶条黏 贴在正文内, 不能使用浆糊黏贴. (5)致谢 后加冒号, 排在讨论后及参考文献前, 左齐. 
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