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Abstract
AIM: To investigate the significance of Apaf-1 
and Caspase 9 expression in the carcinoma of 
large intestine.

METHODS: Real-time quantitative reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RQ-RT-
PCR) technique was established for detecting 
Apaf-1 and Caspase 9 mRNA expression in tis-
sues incised from 60 colorectal cancer patients 
examined by colonoscopy in the third hospital 
of Wuhan City.

RESULTS: Apaf-1 and Caspase 9 mRNA ex-
pression were significantly lower in colorectal 
cancer tissues than those in the normal tissues 
(0.561 ± 0.049 vs 0.947 ± 0.077, P < 0.01; 0.412 ± 
0.014 vs 0.922 ± 0.062, P < 0.01). The expression 
levels of Apaf-1 and Caspase 9 mRNA had no 
marked differences between the normal tissues 
and cancer-adjacent tissues.

CONCLUSION: Apaf-1 and Caspase 9 gene dys-

function maybe contribute to the development 
and progression of colorectal cancer.
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摘要
目的: 探讨Apaf-1和Caspase 9在大肠癌中的表
达和意义. 

方法: 选用武汉市第三医院消化内科结肠镜
切除的大肠腺癌组织60例,实时定量PCR方
法检测大肠癌患者标本中Apaf-1和Caspase 9 
mRNA的表达. 

结果: Apaf-1和Caspase 9基因在癌组织中表
达明显低于正常组织, 而在癌旁组织及正常
组织中表达相近 .  癌组织与癌旁组织相比 , 
Apaf-1与Caspase 9基因表达明显下调(0.561±
0.049 vs  0.947±0.077, 0.412±0.014 vs  0.922
±0.062, 均P <0.01).

结论: Apaf-1和Caspase 9可能在大肠癌的发
生和发展过程中起着重要作用.

关键词: Apaf-1; Caspase 9; 大肠肿瘤; 实时定量逆
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0  引言

大肠癌是常见的消化系恶性肿瘤, 占胃肠道肿

瘤的第2位. 多发部位60%集中在直肠和直肠

与乙状结肠交界处. 发病多在40岁以后, 男女

之比为2∶1. 目前业已发现很多与大肠癌发生

相关的基因, 如RAS基因家族、ERBB基因家

族、MYC基因家族、p53等[1-2]. 凋亡和肿瘤的

®

■背景资料
大肠癌是常见的
消化系恶性肿瘤. 
Apaf-1和Caspase 
9是c-Myc诱导肿
瘤细胞凋亡中p53
的 下 游 成 分 ,  参
与线粒体介导的
凋亡途径. 本文旨
在探讨Apaf-1和
Caspase 9基因在
大肠癌中的表达.
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樊 晓 明 ,  主 任 医
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金山医院消化科
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发生发展密切相关, 也是肿瘤耐药和化疗、放

疗发生副作用的重要原因[3]. 大肠癌细胞存在多

种凋亡基因异常. 人结合凋亡蛋白酶活化因子

-1(apoptosis protease activating factor-1, Apaf-1)
基因位于染色体12q23, Apaf-1和Caspase 9是
c-Myc诱导肿瘤细胞凋亡中p53的下游成分, 参
与线粒体介导的凋亡途径 [4-5].  本文旨在探讨

Apaf-1和Caspase 9基因在大肠癌中的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 选用武汉市第三医院消化内科结肠镜

切除的大肠腺癌组织60例, 标本的使用经伦理委

员会批准并经患者本人知情同意. 其中结肠癌42
例, 直肠癌18例, 男36例, 女24例, 年龄46-74(平
均57.2)岁. 癌组织经病理检测确认, 癌旁组织取

自距离癌肿5 cm的组织, 正常大肠黏膜取自距离

癌组织10 cm以上. TRIzol、M-MLV逆转录酶、

RNA酶抑制剂购自美国Promega公司, PCR引物

由北京博奥森生物技术有限公司合成. 实时定量

试剂master Mix为ToYoBo公司产品, 为subgreen
荧光染料. Stepone实时定量PCR仪购自Applied 
Biosystems公司, PCR扩增仪由BIO-RAD公司生

产, 高速低温离心机购自德国Sigma公司.
1.2 方法 
1.2.1 RNA提取: 按TRIzol试剂盒说明方法提取

组织总RNA. 加液氮将组织研碎, 加入TRIzol试
剂1 mL, 室温静置5 min; 加氯仿0.2 mL, 振荡15 
s, 静置2 min; 4℃, 12 000 r/min, 离心15 min, 取
上清; 加入0.5 mL异丙醇, 将管中液体轻轻混匀, 
室温静置10 min; 4℃, 12 000 r/min, 离心15 min, 
弃上清; 加入750 mL/L乙醇0.5 mL, 轻轻洗涤沉

淀; 4℃, 7500 r/min, 离心5 min, 弃上清; 晾干, 
加入适量的DEPC H2O(焦碳酸二乙酯水)溶解; 
-80℃冻存备用.
1.2.2 逆转录合成cDNA: 加入RNA 6 μL, Oligo 
(dT)2 μL, DEPC H2O 12 μL于PCR管, 70℃孵育5 
min, 短暂摇匀, 放置冰上. 加入5×Buffer缓冲液

10 μL, 10 mmol/L dNTP混合液2 μL, RNA酶抑

制剂1 μL, M-MLV逆转录酶2 μL, 加DEPC H2O 
15 μL, 混匀后置42℃孵育60 min. 升温至95℃, 5 
min后, 再5℃孵育5 min. -20℃冻存备用.
1.2.3 荧光定量RT-PCR: (1)按Apaf-1和Caspase 
9基因序列设计并合成引物: Apaf-1: Forward 
primer: 5'-ACA TTT CTC ACG ATG CTA CC-3', 
reverse primer: 5'-CAA TTC ATG AAG TGG 
CAA-3'; Caspase 9: Forward primer: 5'-GGC TGT 

CTA CGG CAC AGA TGG A-3', reverse primer: 
5'-CTG GCT CGG GGT TAC TGC CAG-3'. 
(2)RT-PCR: 采用subgreen荧光染料, 反应体系: 
Mix 5 μL, cDNA 1 μL, 上/下游引物(10 pmol/L)1 
μL, H2O 3 μL, 反应总体积为10 μL. 反应条件

为: 95℃预变性1 min, 95℃变性15 s, 60℃退火

45 s, 72℃延伸30 s, 扩增40个循环, 60℃延伸结

束时采集荧光信号, 并作溶解曲线检测引物特

异性. (3)选择β-actin作为内参照β-actin Forward 
primer: 5'-CTC ACG AAA CTG GAA TAA GC-3', 
β-actin reverse primer: 5'-AAG CCA CAC GTA 
CTA AAG GT-3'. PCR扩增反应体系与Apaf-1和
Caspase 9相同.

统计学处理 将各样本Ct值代入公式基因

表达量 = 2-ΔΔCt计算, 其中ΔΔCt = [目的基因的

平均Ct值(样本组)-管家基因的平均Ct值(样本

组)]-[目的基因的平均Ct值(校正组)-管家基因的

平均Ct值(校正组)]; 应用SPSS13.0统计软件进行

数据处理, 组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 Ct值 实时定量PCR仪检测荧光信号, 然后进

行计算. 当检测到目的基因的荧光信号出现指

数增长时, 仪器给出此时的Ct值, 即出现指数增

长的最低循环数, 他与此管中cDNA直接相关, 
因此用Ct值来反映此管中cDNA的数量. inner, 
Apaf-1和Caspase 9基因都出现指数增长, 并到

达平台期, 得到很好的扩增, 通过复孔取平均值, 
得到每个基因扩增时的Ct值(图1).
2.2 各组Apaf-1和Caspase 9 mRNA的表达结果 
通过2-ΔΔCt计算出Apaf-1和Caspase 9 mRNA在癌

组织相对正常组织的表达, 以及在癌旁组织相

对正常组织的表达, 由表1可看出, Apaf-1和Cas-

■研发前沿
既往的研究表明, 
在胃癌、黑色素
瘤、白血病等多
种肿瘤患者标本
中发现有Apaf-1
和Caspase 9表达
下调, 而目前尚未
见利用实时定量
逆转录聚合酶链
反应方法来检测
结肠癌组织中二
者的表达情况. 

图  1  Apaf-1和Caspase 9扩增曲线图.
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■创新盘点
应用荧光定量RT-
PCR方法同时检
测结肠癌组织中
Apaf-1和Caspase 
9基因, 检测手段
先进, 检测指标新
颖. 
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pase 9 mRNA在癌组织中表达分别为正常组织

的56.1%和41.2%, 在癌旁组织中表达分别为正

常组织的94.7%和92.2%. 在癌组织中, Apaf-1和
Caspase 9 mRNA表达低于癌旁组织, 差异具有

显著性(P <0.01, 表1).

3  讨论

大肠癌在北美、西欧、澳大利亚、新西兰等地

的发病率最高, 居内脏肿瘤前2位. 在我国, 随着

人民生活水平的提高, 饮食结构的改变, 其发病

率呈逐年上升趋势. 
大肠癌的发生、发展是一个多因素、多基

因作用的复杂过程. 而细胞的抗凋亡作用是肿

瘤发生的一个重要因素. 近年研究揭示, 细胞凋

亡是通过不同的通路实现的. 其中主要的两条

通路是Fas/TNFR1介导的死亡受体途径及线粒

体依赖途径. Apaf-1是线粒体依赖途径的关键蛋

白酶, 当细胞的凋亡刺激(如DNA损伤)启动凋亡

后, Bax蛋白由胞液转移至线粒体膜上, 在此构

建膜孔或裂隙. 细胞色素C从构建的孔隙中进入

胞液, 在dATP的协助下, Apaf-1的C端WD重复区, 
Apaf-1发生构象改变而活化, 活化的Apaf-1借助

N端的CARD结构域经同源作用与proCaspase 9
分子中的CARD结构域寡聚化, 形成凋亡小体

(apoptosome), 促使proCaspase 9自身活化, 活化

的Caspase 9激活下游的Caspase 2、3、6、7、8
和10, 切割特定的凋亡底物, 诱导细胞凋亡[6-9]. 

对细胞凋亡的耐受是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. 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[10-11], 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[12-14], 一旦与Apaf-1结合, 
Caspase 9就被细胞色素C和dATP激活, 进而激活

Caspase 3, 导致细胞凋亡. 
由此我们推断,  Apaf-1与Caspase 9的表达活

性降低, 可能参与了大肠癌发生发展过程, 也可能

是大肠癌治疗过程中出现耐药的影响因素之一. 
Apaf-1是一种分子质量为130 kDa的蛋白质, 

由3个结构域组成. 其氨基末端含有一个半胱

氨酸蛋白酶募集域(caspase recruitment domain, 
CARD), CED24同源域内包含一个保守的P环, 
长的羧基末端结构域则由12个WD240重复片

段组成. 人脑、心、肝、脾、肺、胰、肾、胸

腺、小肠、大肠、骨骼肌、卵巢、睾丸、外周

血白细胞及胚脑、肝、肺、肾等多种组织内均

有Apaf-1. 其中, Apaf-1在成人脾、外周血白细

胞和胚脑、肺、肾的表达最高, 与这些组织内

高水平的凋亡发生率相一致. 
Caspase 9基因广泛表达于人类的正常组织, 

如神经、肌肉、肝脏、脾脏、胃和肺等. 有研

究表明[15-16], 在胃癌、皮肤黑色素瘤和白血病中

都发现Caspase 9基因转录和翻译水平的下调. 
本文60例大肠癌中, Apaf-1和Caspase 9基因

在癌组织中表达明显低于正常组织, 而在癌旁

组织及正常组织中表达相近. 癌组织与癌旁组

织相比, Apaf-1与Caspase 9基因表达明显下调, 
二者差异有显著性, 提示Apaf-1与Caspase 9基因

与大肠癌的发生发展可能相关. 我们拟进一步

检测并分析不同病理类型、分化程度和预后的

大肠癌标本中Apaf-1与Caspase 9的表达, 为揭示

大肠癌的发病机制提供新的依据.
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外期刊中的最新文献, 包括世界华人消化杂志(http://www.wjgnet.com/1009-3079/index.jsp)和World Journal of 
Gastroenterology (http://www.wjgnet.com/1007-9327/index.jsp). 期刊: 序号, 作者(列出全体作者). 文题, 刊名, 年, 

卷, 起页-止页, PMID编号 ; 书籍: 序号, 作者(列出全部),书名, 卷次, 版次, 出版地, 出版社, 年, 起页-止页. (常务

副总编辑: 张海宁 2008-09-18)

■同行评价
本研究选题尚可, 
有一定可读性, 若
能Western blot进
一步检测Apaf-1
和Caspase 9蛋白
表达会更好.


