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■背景资料
APPL1作为一种
细胞内转接蛋白, 
广泛存在于人体
的各个组织, 他不
仅是与糖脂代谢
相关通路上的关
键分子, 而且可能
参与细胞增殖与
凋亡相关的多个
通路. 已有报道其
可能参与了多种
肿 瘤 的 发 生 ,  但
APPL1蛋白及其
mRNA在结肠癌
中的表达情况却
鲜有报道. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
expression of adaptor protein containing PH 
domain, PTB domain and leucine zipper motif 
1(APPL1) and clinicopathological parameters of 
colorectal cancer. 

METHODS: Expression of APPL1 protein and 
mRNA in 35 surgical specimens of colorectal 
carcinoma (CRC) and 27 normal colorectal tissue 
specimens was detected by immunohistochem-
istry and reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR), respectively.

RESULTS: The expression of APPL1 in CRC was 
significantly higher than that in normal mucosa. 

APPL1 expression was correlated with histologi-
cal differentiation, lymph node metastasis and 
TNM stage (all P < 0.05), but not with sex, age, or 
tumor size (all P > 0.05) in patients with CRC.

CONCLUSION: The expression of APPL1 pro-
tein is increased in CRC. APPL1 protein expres-
sion is closely related with tumor differentia-
tion, lymph node metastasis and TNM stage in 
patients with colorectal cancer. APPL1 may be a 
novel therapeutic target for CRC.

Key Words: APPL1; Colorectal cancer; Immunohis-
tochemistry; RT-PCR
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摘要

目的: 研究APPL1蛋白在人结直肠癌组织中的
表达情况与临床病理参数的关系.

方法: 收集35例新鲜结直肠癌及27例正常直
肠黏膜组织, 采用免疫组织化学SP法和RT-
PCR法检测APPL1在结直肠癌组织及正常直
肠黏膜组织中的表达. 采用半定量积分分级对
该蛋白的表达强弱进行评分.

结果: 免疫组织化学和RT-P C R结果显示 , 
APPL1蛋白在结直肠癌组织以及正常直肠黏
膜组织中普遍表达, 但该蛋白和相应的mRNA
在癌组织中的表达高于对照组(P <0.05). 在35
例结直肠癌组织中, APPL1表达与分化程度、

淋巴结转移、TNM分期相关(P <0.05), 与性
别、年龄、肿瘤大小、组织学类型无明显相
关(P >0.05).

结论: APPL1蛋白在结直肠癌组织中的表达上
调, 且该蛋白表达与患者肿瘤的分化程度、淋
巴结转移情况以及TNM分期有关. APPL1有
可能成为结直肠癌治疗的一个新靶点.

关键词: APPL1; 结直肠癌; 免疫组织化学; 逆转录
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■研发前沿
目 前 ,  脂 联 素 与
结直肠癌的关系
已成为国内外研
究 的 热 点 ,  和 该
分子相关的信号
转导通路研究成
为肿瘤学研究的
热点. APPL1作为
与脂联素受体结
合的第1个信号转
导 蛋 白 ,  越 加 受
到研究者关注.

聚合酶链式反应
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0  引言

结直肠癌发生发展是一个多基因改变和多阶

段致癌的复杂过程 ,  信号转导异常在此过程

中占主要地位 ,  针对胞内信号转导蛋白进行

靶向治疗已经成为抗癌治疗的一个重要方法. 
APPL1(Adaptor protein containing PH domain, 
PTB domain and leucine zipper motif)又称APPL, 
DIP13a, 是1999年Mitsuuchi等[1]应用酵母双杂交

技术发现与AKT2相互作用的一种细胞内转接

蛋白, 他利用不同的结构域与其他多种蛋白分子

结合, 如DCC、AR、FSHR、AKT2、Rab5a、脂

联素受体(AdipoR1 and AdipoR2)等, 将细胞外信号

转导到细胞内, 具有重要的细胞内功能[2-6]. 研究发

现, APPL1在结肠癌[2]、前列腺癌[3]、卵巢癌[5]等

细胞株中的表达与肿瘤细胞的生长、凋亡密切

相关, 但在不同的细胞株中APPL1发挥的作用不

十分一致, 是促癌因子还是抑癌因子存在争议. 
目前尚无实验证实APPL1在人结直肠癌组织中

的表达情况以及APPL1与结直肠癌发生发展的

相关性. 本研究通过分析APPL1蛋白在结直肠

癌中表达情况与结直肠癌临床病理参数的关系, 
初步探讨其在结直肠癌发生发展中的作用以及

可能作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集郑州大学第一附属医院2011-03/12
期间手术切除、经病理证实为结直肠癌的标本

35例, 其中结肠癌18例, 直肠癌17例; 男25例, 女
10例, 平均年龄57.8岁±11.9岁(39岁-82岁); 组
织学类型: 管状腺癌27例、乳头状腺癌3例、黏

液腺癌3例、印戒细胞癌2例; 分化程度: 高分化

4例、中分化23例、低分化8例; TNM分期: Ⅰ期

8例、Ⅱ期22例、Ⅲ期5例、Ⅳ期0例; 淋巴结转

移7例, 无淋巴结转移28例; 术前未经过放、化

疗; 选取27例痔疮患者的正常大肠黏膜组织标

本作为正常对照, 平均年龄42.0岁±8.7岁(26-57
岁). 所有标本一分为二, 一组经4%甲醛液固

定、石蜡包埋, 5 µm连续切片用于免疫组织化

学, 另一组于术后30 min内取出立即投入液氮中

用于RT-PCR. 兔抗人APPL1多克隆抗体购自BBI
公司; SP免疫组织化学试剂盒购于Invitrogen公

司; DAB显色试剂盒购自北京中衫公司; RNA柱

式抽提试剂盒购自BBI公司; 逆转录试剂盒来自

Fermentas公司. 
1.2 方法 
1.2.1 引物设计及序列: APPL1(350 bp): 上游

5'-CATCCAGAAAGAAACAACACCA-3'; 下游

5'-CATTAAGGTATCCAGCCTTTCG-3'; β-actin 
(205 bp): 上游5'-TGACGTGGACATCCG-
CAAAG-3'; 下游5'-CTGGAAGGTGGACAGC-
GAGG-3'. 引物由上海生工生物工程有限公司设

计合成. 
1.2.2 免疫组织化学染色: 常规脱蜡和水化后

PBS洗片; 滴加3%H2O2在每张切片上, 室温静置

10 min后PBS洗涤; 抗原修复10 min; PBS洗片后

滴加APPL1抗体40 µL(1∶100), 4 ℃过夜; 第2天
PBS洗片后滴加二抗(1∶1 500)40 µL, 37 ℃1 h, 
PBS洗片, DAB显色, 自来水冲洗10 min, 苏木素

复染10 s; 常规洗片、脱水、透明、封片, 进行

镜检. 每次染色同时设置阴性对照片子(以PBS
代替一抗). 
1.2.3 结果判断: APPL1阳性表达为细胞浆染色, 
即胞浆内出现棕黄色颗粒. 结果判读采用半定

量积分分级, 积分 = 染色细胞比例×染色强度. 
染色细胞比例: <5%阴性, 0分; 6-20%弱阳性, 1
分; 21-50%阳性, 2分; >50%强阳性, 3分; 染色强

度: 无色, 阴性0分; 淡黄色, 弱阳性1分; 棕黄色, 
阳性2分; 棕褐色, 强阳性3分; 2种计分相乘, 0分
阴性, 1-3分弱阳性, 4-6阳性, 7-9强阳性. 
1.2.4 总RNA提取: 采用RNA动物组织柱式一

步提取法, 提取大肠癌组织及正常组织细胞内

的总RNA; 取3 µL RNA在Nanovue检测仪上测

量R N A样本在波长260/280处的吸光度值(以
1.8-2.0之间最佳)及RNA的浓度. 
1.2.5 逆转录反应: 应用Fermentas逆转录试剂

盒, 20 µL体系: 总RNA 1 µg, Oligo-dT 1 µL, 5×
Reaction Buffer 4 µL, RiboLockTM-RNase Inhibi-
tor 1 µL, 10 mM dNTP Mix 2 µL, RevertAidTM 
M-MuLV Reverse Transcriptase 1 µL, 加Nuclease-
free Water至20 µL. 反应条件: 65 ℃ 5 min, 42 ℃ 
60 min, 70 ℃ 5 min. 逆转录cDNA于-20 ℃保存

备用. 
1.2.6 聚合酶链式反应: 取逆转录产物cDNA行

PCR反应, 应用Fermentas RT-PCR试剂盒, 50 µL
体系: DreamTaqTM Green PCR Master Mix(2×) 
25 µL, Forward primer 1 µL, Reverse primer 1 µL, 
cDNA 2 µL, 加Nuclease-free Water至50 µL. 反
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■相关报道
S c h e n c k 等 发 现
APPL1可以和Akt
结合增加其对底
物的敏感性, 促进
细 胞 存 活 ,  下 调
APPL1, 细胞凋亡
数量增加; Lee等
发现APPL1参与
脂联素受体介导
的通过Src/Ras激
活ERK1/2促进细
胞增殖的过程; 下
调APPL1, 脂联素
受体诱导ERK1/2
活化程度降低.

应参数: 引物94 ℃预变性3 min, 94 ℃变性30 s; 
62 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s(β-actin 94 ℃ 30 s, 
76 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s), 进行35个循环, 于72 ℃延

伸5 min. 
1.2.7 PCR产物鉴定: 取APPL1和β-actin的PCR
扩增产物各5 µL行1.5%琼脂糖凝胶电泳, 100 V 
30-40 min, 在紫外光下自显影, 用Gel ProAna-
lyzer软件进行密度半定量分析. 目的基因条带

积分吸光度值与内参的比值即为APPL1mRNA
的相对表达量. 

统计学处理 所有数据均采用SPSS17.0统计

软件包完成, 2组及3组等级定性资料的分析, 用
秩和检验; 计量资料的检测结果以mean±SD表

示, 两组间m RNA的比较采用独立样本t检验, 若
不符合方差齐性或正态性, 则按照非参数检验

(Kruskal-Wallis test). P <0.05认为差异有统计学

意义, P <0.01认为有极显著性差异. 

2  结果

2.1 免疫组织化学结果 APPL1蛋白在所有结直

肠癌腺体细胞以及正常直肠腺体细胞中均有表

达, 主要定位于细胞质, 呈淡黄色、棕黄色、棕

褐色颗粒状(表1, 2, 图1). 35例结直肠癌组织中

APPL1蛋白阳性表达率(包括阳性和强阳性)是
88.7%(30/35), 20例正常直肠黏膜组织中APPL1
蛋白阳性表达率是51.8%(14/27), 两者差异有统

表  1  免疫组织化学法检测APPL1在不同组织中的表达

     
分组  n

                        阳性(%)
      P

   +     ++    +++

结直肠癌组织 35   5(14.3)b 21(60.0)b 9(28.7)b 0.002

正常组织 27 13(48.1) 11(40.7) 3(11.1)

bP<0.01, Z  = -3.065 vs  正常组织.

A B C

D E F

G H

图  1  免疫组织化学法检测APPL1在不同组织中的表达. A-C: 结直肠癌组织中可见棕色染色, 为阳性染色(×400), A-弱阳性, 

B-阳性, C-强阳性; D-F: 正常组织中可见棕色染色, 为阳性染色(×400), D-弱阳性, E-阳性, F-强阳性; G: 结直肠癌组织

阴性对照(×200); H: 正常组织阴性对照, 未见棕色染色(×200).
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■创新盘点
本实验首次证实
了APPL1蛋白和
mRNA在结直肠
癌组织以及正常
肠黏膜组织中的
表达情况, 为进一
步深入研究结直
肠癌的发病机制
提供实验依据, 为
结直肠癌的分子
靶向治疗提高可
能的作用靶点.

计学意义(P <0.01). 
2.2 APPL1表达与结直肠癌临床病理参数的关系 
APPL1蛋白与结直肠癌的分化程度(Z  = 12.991, 
P  = 0.002)、淋巴结转移情况(Z  = -2.264, P  = 
0.024)及临床TNM分期(Z  = -2.264, P  = 0.024)相
关, 与性别、年龄、肿瘤大小、组织学类型无

关(P >0.05, 表3). 
2.3 RT-PCR结果 APPL1 m RNA在35例结直肠癌

组织以及27例正常直肠黏膜组织中阳性表达率

均为100%, 且在癌组织中的表达水平高于正常

直肠黏膜组织, 差异具有统计学意义(t  = -2.157, 
P  = 0.035, 表2, 图2). 

3  讨论

在结直肠癌治疗中针对细胞信号的靶向治疗是

一个重要方面. 胞内信号蛋白将信号传递到细

胞核内的级联通讯网络蛋白产生生物效应, 包
括细胞增殖、凋亡以及血管生成, 当这些蛋白

发生突变时信号通路失调, 导致细胞发生变化. 
因此, 抑制胞内信号蛋白的靶向治疗可以作用

于多重靶点, 提高结直肠癌的疗效. 2006年Mao
等[6]发现APPL1是脂联素通路上与脂联素受体

特异性结合的第1个信号转导分子, 他不仅是与

糖脂代谢相关通路上的关键分子, 包括胰岛素

通路、脂联素通路、胰岛素与脂联素交互通路, 
而且可能参与细胞增殖与凋亡相关的多个通路, 
包括AMPK、PI3K-AKT以及EGFR通路等. 因
此本实验通过对结直肠癌组织中APPL1蛋白及

mRNA的表达进行检测, 初步探讨其与临床病理

参数的关系, 为进一步深入研究结直肠癌的发病

机制提供实验依据, 为结直肠癌的诊断、治疗以

及分子靶向药物的应用提供新的思路. 
RT-PCR结果示, 在结直肠癌组织和正常直

肠黏膜组织中APPL1 mRNA表达水平差异具有

统计学意义, 这表明APPL1在结直肠癌中的表达

差异在转录水平上. 免疫组织化学结果示, 在人

所有结直肠癌细胞以及正常黏膜细胞中APPL1

蛋白均有表达, 并且在癌组织中表达高于正常

直肠黏膜组织. 进一步比较APPL1蛋白表达水平

与结直肠癌临床病理参数的关系发现, APPL1表
达高低与肿瘤分化程度、淋巴结转移、TNM分

期相关. 上述结果提示APPL1可能与结直肠癌恶

性程度、转移以及预后密切相关. 
目前关于APPL1基因的研究还相对较少, 而

其与结直肠癌的相关研究尚无报道. 既往研究

发现, 磷脂酰肌醇激酶3-激酶(PI3K)激活蛋白激

酶B(Akt)(PI3K/Akt)途径信号传导通路在结直

肠癌发生发展中发挥重要作用, 他可以诱导肿

瘤细胞增殖[7]、调节细胞生长周期[8]、促进血

管形成[9]以及促进结直肠癌的侵袭和转移[10]. 徐
怡顺等[11]证实, 在结直肠癌组织中, PI3K、Akt
表达阳性率明显高于癌旁组织; Schenck等[12]证

实: APPL1可以和Akt结合增加其对底物的敏感

性, 促进细胞存活, 下调APPL1, 细胞凋亡数量

增加; 因此, 结合本实验结果我们推测结直肠癌

中过表达的APPL1可能与过表达的Akt蛋白相互

作用, 通过PI3K/Akt途径促进肿瘤细胞增殖. 近
年来脂联素(Adiponectin, 脂肪细胞分泌的一种

生物活性因子)与结直肠癌的关系已成为国内外

研究的热点. 研究发现, 脂联素在结直肠癌患者

循环血液中表达明显低于正常人[13], 并且与结

直肠癌的发生发展密切相关, 因此可能成为治

疗结直肠癌新的靶点[14]. 脂联素通过调控脂联

素受体表达抑制细胞增殖[15]或者通过某些信号

分子抑制肿瘤血管生成[16]. APPL1是与脂联素

受体结合的信号转导蛋白, 他参与脂联素对腺

苷酸激活蛋白激酶(AMPK)和丝裂原活化蛋白

激酶(MAPK)信号通路的调节[6,17]. MAPK/ERK
信号转导通路是细胞内重要的促增殖和抗凋亡

通路, 在细胞的增殖、分化和凋亡中起着重要

表  2  RT-PCR法检测结直肠癌组织及正常组织中APPL1 
mRNA的表达

     分组      平均T/P  n       t值        P 值

结直肠癌组织 0.928±0.252a 35

正常组织 0.795±0.227 27 -2.157 0.035

T/P(灰度值): 目的条带/β-actin; 结直肠癌组织灰度值/正常组织

灰度值, aP = 0.035<0.05 vs  正常组.
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图  2  RT-PCR及灰度值分析结直肠癌组织及正常组织中
APPL1 mRNA的表达. A: RT-PCR检测. 1, 3, 5, 7, 9: 癌组织; 

2, 4, 6, 8, 10: 正常组织; B: 灰度值分析.
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作用[18]. Lee等[19]发现APPL1参与脂联素受体通

过Src/Ras激活ERK1/2促进细胞增殖过程; 下调

APPL1, 脂联素受体诱导ERK1/2活化程度降低; 
Williams等[20]证实脂联素受体在结直肠癌组织

中表达明显高于正常直肠黏膜组织, 脂联素可

能通过调节脂联素受体数量发挥抑癌作用; 徐
怡顺等[11]证实: ERK1/2在结直肠癌组织中表达

明显高于癌旁组织; Baba等[21]证实: ERK1/2在激

活状态下AMPK抑制肿瘤生成作用消失; 因此, 
结合以上研究提示, 在结直肠癌组织中过表达

APPL1可能通过与过表达的脂联素受体通过某

种机制相互作用, 激活ERK1/2抑制AMPK磷酸

化从而促进肿瘤细胞增殖. 最近, Guo等[22]发现

表皮生长因子受体(EGFR)在结直肠癌中表达水

平高于正常肠黏膜组织, Lee等[23]发现, 过表达的

APPL1蛋白可以增强EGFR在细胞内的稳定性, 
延缓EGFR蛋白在胞内降解, 从而促进细胞增殖. 
因此, 结合本实验结果推测结直肠癌中EGF激活

EGFR信号通路后, 过表达的APPL1蛋白可能通

过提高EGFR胞内的蛋白表达水平, 刺激结直肠

癌细胞的生长与增殖. 

总之, 本实验首次证实了APPL1 mRNA以

及蛋白水平在人结直肠癌组织及正常直肠黏膜

组织中的表达情况, 研究结果初步证实APPL1
蛋白与结直肠癌的发生发展相关, 他可能通过

PI3K/Akt、AMPK-ERK、Ras-ERK、EGFR等
通路在结直肠癌的发生发展中发挥潜在的致癌

作用, 可能成为治疗结直肠癌的新靶点, 具体机

制有待进一步研究. 
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