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1 9 9 7年 ,  Z o u等
首 次 从 H e L a 细
胞系其胞浆内提
取 和 克 隆 出 凋
亡 蛋 白 酶 活 化
因子-1(apoptotic 
protease activating 
factor-1, Apaf-1)
的cDNA, 并证实
Apaf-1与之前在
线虫体内发现的
凋亡基因CED-4
是 同 源 类 似 物 , 
是一种抑癌基因. 
在多种肿瘤中其
表 达 降 低 或 缺
失, 这与Apaf-1 基
因启动子甲基化
和12q22-23区域
杂合性丢失等原
因密切相关 .  检
测Apaf-1表达可
作为判断肿瘤浸
润、转移及预后
的新生物学指标, 
也可作为肿瘤治
疗的靶因子.
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Abstract
Apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1) 
functions as a core apoptosis factor in the 
mitochondrial apoptosis pathway. Apaf-1 
promoter methylation and loss of heterozygosity 
are the main causes of cancer, and lower expression 
of Apaf-1 is closely related to malignant tumors. 
Apaf-1 expression deletion and methylation 

can be used as markers for deeper tumor 
invasion, frequent lymph node metastasis, tumor 
differentiation and poor prognosis. Apaf-1 can be 
used as a molecular target for anticancer therapy 
and prognosis prediction. Further research on 
Apaf-1 will contribute to the development of 
effective anti-tumor drugs. In this paper, we will 
review the biochemical structure and function 
of Apaf-1, Apaf-1 signal transduction pathway, 
expression of Apaf-1 in a variety of tumors, 
as well as its role in tumor occurrence, drug 
resistance and treatment.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
凋亡蛋白酶活化因子-1(apoptotic protease 
activating factor-1, Apaf-1)作为细胞凋亡的核
心因子, 在线粒体凋亡途径中起着极其关键
的作用. Apaf-1 启动子甲基化和杂合性缺失
是肿瘤发生的最主要因素, Apaf-1表达下调
与多种恶性肿瘤的发生发展密切相关, 其表
达情况可作为肿瘤浸润深度、淋巴结转移及
肿瘤分化不良等预后不佳的标志物, Apaf-1
也可作为抗癌治疗和判断预后的靶分子. 对
其深入研究将有助于对抗肿瘤药物的研制. 
本文就Apaf-1的生化结构和功能、信号转导
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■研发前沿
诱发肿瘤的因素
多种多样 ,  肿瘤
的发生不仅是细
胞增殖和分化异
常引起 ,  细胞凋
亡状态及其调控
基因的异常也可
参与肿瘤的发生
发展, Apaf-1基因
启动子甲基化和
12q22-23区域杂
合性丢失是调控
Apaf-1 基因表达
的主要因素 ,  也
是当今研究的热
点课题, Apaf-1甲
基化的产生及相
关影响因子的研
究是热点中的重
点 .  治疗方面的
侧重点集中在基
因耐药性的机制
和化疗药物的作
用机制 ,  对机制
的深入研究利于
临床抗肿瘤药物
的制备和应用.

通路以及近年来关于Apaf-1在多种肿瘤中的
表达、肿瘤的发生机制及其在肿瘤的耐药
与治疗中的作用等方面的最新研究进展作
一综述. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 凋亡蛋白酶活化因子-1(apopto t ic 
protease activating factor-1)作为核苷酸结合寡

聚化结构域家族(N O D)成员之一 ,  通过诱发

Caspase级联反应参与线粒体介导的细胞凋亡

途径, 并在其中发挥核心作用. 对其表达的检测

有助于判断肿瘤的发生发展及预后情况.
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0  引言

肿瘤的发生发展、转移与细胞凋亡缺陷相关[1]. 
凋亡蛋白酶活化因子-1(apoptot ic protease 
activating factor-1, Apaf-1)是核苷酸结合寡聚

化结构域家族(NOD)成员之一. Apaf-1是一种

抑癌基因且被认为是细胞凋亡的核心因子. 其
参与线粒体介导的细胞凋亡途径, 影响胚胎发

育, 并与多种肿瘤的发生、化疗耐药性及预后

密切相关. 1997年, Zou等[2]在体外建立的HeLa
细胞系研究细胞凋亡时, 首次从其胞浆内提取

和克隆出Apaf-1的cDNA, 并证实Apaf-1与之

前在线虫体内发现的凋亡基因CED-4是同源

类似物. 随后, Soengas等[3]通过对转移性黑色

素瘤的研究证实Apaf-1是一种抑癌基因. 本
文就Apaf-1与肿瘤细胞凋亡的研究进展作一

综述. 

1  Apaf-1的结构及分布

人类A p a f-1 基因位于染色体13q23, 可编码

1194个氨基酸, 蛋白分子质量约为130 kDa, 
表达于细胞质中. Apaf-1是一个多功能结构域

衔接蛋白, 由3个主要结构组成: N-末端为半

胱氨酸蛋白酶寡集域(CARD)、核苷酸结合

寡聚化结构域(NOD)和C-末端12-13WD40重
复结构域. 其中, CARD提供与proCaspase9的
结合位点, NOD提供一个核苷酸结合位点可

导致其自身寡聚化促进凋亡体形成, C-末端

WD40重复结构域作为细胞色素c(cytochrome 
c, Cyt c)的结合位点并可使分子锁定在其抑

制构象中[4,5]. Apaf-1亚型形成是选择性拼接

的结果, 可以在N-末端的CARD和ATPase域
间插入11个氨基酸或在C-末端第5个和第6
个WD40重复域间插入一个WD40重复结构. 
Apaf-1LN的插入区是在CARD和ATPase域间, 
而Apaf-1XL在N-末端和C-末端均有插入[6,7]. 
经RT-PCR检测, 在正常骨髓、结肠及脾组织

中Apaf-1LN和Apaf-1XL表达量基本一致, 而
在脑、胃、肾及骨骼肌中Apaf-1XL的表达量

较高[8]. 在人类胚胎、脑、心脏、胸腺、肺、

胃肠道、肝、脾、胰、肾、卵巢、睾丸、骨

骼肌及外周血白细胞等多种组织器官均有

Apaf-1分布[2]. 

2  Apaf-1的信号转导通路

当细胞受到放射、氧化应激、DNA损伤等损

伤性因子刺激时便会启动Apaf-1所在的线粒体

凋亡途径. 线粒体膜间腔内所含有的Cyt c和线

粒体源性Caspase的第二激活因子(SMAC)释放

并通过BAX和BAK蛋白在线粒体外膜上形成

的孔道进入细胞质, Cyt c可与胞质中Apaf-1的
C-末端WD40重复结构域结合形成Apaf-1/Cyt c
复合物, 该复合物可增强Apaf-1与ATP/dATP结
合力, Apaf-1/Cyt c复合物与ATP/dATP结合后可

诱导Apaf-1寡聚化形成七聚体[4,9], 使得CARD
暴露并结合proCaspase9形成凋亡复合体, 激活

Caspase9[10,11], 进而活化Caspase3并通过级联反

应激活下游成分诱导细胞凋亡发生[12], Apaf-1
可认为是凋亡体的核心因子. 其中分枝盐桥可

能会促进Cyt c和Apaf-1 WD域之间蛋白构象的

变化, 介导复合体的形成[13]. 此外, Ohsawa等[14]

研究结果表明, Apaf-1/Caspase9信号调节通路

还参与嗅觉神经系统轴突延伸、突触形成及

神经元的成熟. 

3  Apaf-1和肿瘤

3.1 Apaf-1在肿瘤中的表达 Apaf-1在多种组

织器官中均有分布, Paik等[15]对正常肠黏膜和

腺瘤组织中的Apaf-1进行免疫染色后无一例

外均出现阳性结果, 而77.5%(410例/529例)原
发性大肠腺癌和88.2%(67例/76例)的转移癌

中均缺失Apaf-1表达. 在胃癌的研究中, Wang
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■相关报道
Wa n g 等 采 用 半
定量PCR和甲基
化特异性PCR法
检测Apaf-1 基因
在 胃 癌 中 的 表
达 ,  结果癌组织
较 癌 旁 组 织 表
达明显降底 ,  并
分 析 了 杂 合 丢
失 的 5 个 多 态 位
点 D 1 2 S 3 4 6 、
D 1 2 S 1 7 0 6 、
D 1 2 S 3 2 7 、
D 1 2 S 1 6 5 7 和
D12S393,  杂合
性 丢 失 的 检 出
率分别为33%、
8%、58%、12%
和42%, 其中50%
杂合性丢失出现
在2个位点, 17%
杂合性丢失出现
在3个位点, 提示
Apaf-1 基因的杂
合性丢失与其在
胃癌中的表达降
低有关. 另外, 胃
癌组织中Apaf-1
基因启动子甲基
化率为49%,  癌
旁 组 织 为 2 3 % , 
提示Apaf-1 基因
启动子甲基化和
12q22-23区域杂
合性丢失是调控
Apaf-1 基因表达
的主要因素.

等[16]研究发现, 胃癌组织中Apaf-1基因的表

达明显低于癌旁正常组织标本. 在腹膜转移

组胃癌原发灶中, Apaf-1的表达较无腹膜转移

组低, 且腹膜转移组中腹膜转移灶的Apaf-1
表达较原发灶减少 [17]. 研究人员在对非小细

胞肺癌的研究[18-20]中也发现, Apaf-1水平降低

可以增加其发生率, 对Apaf-1进行核定位可

提高5年生存率及有利于癌的早期诊断[21]. 此
外, 黑色素瘤、白血病及宫颈癌中的Apaf-1表
达均降低[22]. 在评估垂体腺瘤时, Tanase等[1]提

出Apaf-1与其他重要的凋亡因子(如p53)一样

是良好的肿瘤标志物. 总之, Apaf-1表达缺失

可见于多种肿瘤, 且与肿瘤的侵袭和远处转

移相关, 与肿瘤分期和分级无相关性. Apaf-1
的表达还可能作为判断肿瘤术后是否发生转

移的新生物学指标.
3.2 Apaf-1与肿瘤发生的调控机制

3.2.1 Apaf-1 基因启动子甲基化和杂合性缺失: 
Apaf-1基因作为一种抑癌基因, 很少发生变

异, 但启动子甲基化和杂合性缺失是其发生变

异的主要原因[23]. Wang等[16]对杂合性丢失的

5个多态位点进行分析, 得出Apaf-1基因启动

子甲基化和12q22-23区域杂合性丢失是调控

Apaf-1基因表达的主要因素. Sinha等[24]提出, 
EZH2可能是使DNA甲基转移酶甲基化及“沉

默”靶基因的上游基因. 肿瘤组织中p53基因

突变失活, 对EZH2基因启动区的抑制作用消失, 
高表达的EZH2作用下游Apaf-1基因发生启动

子区高甲基化而失活[25]. 马洪亮等[26]采用甲基

化特异性PCR(methylation specific PCR, MSP)
法对贲门腺癌(gastric cardiac adenocarcinoma, 
GCA)组织和癌旁组织中的Apaf-1甲基化状态

进行检测, 发现癌组织比癌旁组织中的甲基化

率显著增高, 且Ⅲ-Ⅳ期明显高于Ⅰ-Ⅱ期, 且
与组织学分化程度无关. 同时应用免疫组学法

检测GCA组织及癌旁组织中Apaf-1和EZH2蛋
白的表达后发现癌组织中Apaf-1蛋白的表达

率显著低于癌旁组织, 与Apaf-1甲基化有关. 
可见, Apaf-1的表达会受上游EZH2基因调控

的影响. 此外, Ahmad等[27]应用MSP检测肾细

胞癌Apaf-1基因甲基化状态, 发现在Apaf-1癌
组织中的甲基化率显著高于正常组织(41.3% 
vs  14.8%, P <0.001), Apaf-1基因甲基化使肾细

胞癌的风险增加了近4倍(OR = 4.056, 95%CI: 
2.495-6.595), A p a f-1 基因甲基化率也会随

Fuhrman分级程度而增高. 肾透明细胞癌和膀

胱癌中均可观察到Apaf-1甲基化水平在肿瘤

组织中显著增高[28-30]. 膀胱癌中Apaf-1的甲基

化率与肿瘤分级分期的增加而升高[31]. 在大肠

癌的研究中, Umetani等[32]提出, 大肠癌的发生

与Apaf-1位于12q23等位基因失衡有关, 在转

移癌组织中也有相同的表现, 但在腺瘤组织却

未发现, 其中mRNA在相应失衡的等位基因中

的表达也显著下降. 此外, 在皮肤黑色素瘤、

胶质母细胞瘤、急性白血病和喉鳞状细胞癌

中Apaf-1基因的表达均是降低的, 这与甲基化

沉默有关[23,33,34], 其中恶性黑色素瘤和急性髓

细胞性白血病Apaf-1表达缺失及其甲基化与

抵抗化疗药物有关 [22]. 在结肠癌、卵巢癌和

恶性黑色素瘤均有12q22-23 Apaf-1基因杂合

性缺失[35-37]. 目前对Apaf-1引起肿瘤发生机制

的研究大多集中在启动子甲基化方面, 但具

体机制仍不十分明确, 需要进一步深入细致

的研究.
3.2.2 miR-23a/Apaf-1调节轴: Yong等[38]通

过荧光素酶检测法对Apaf-1 mRNA 3'-UTR
的miR-23a假定靶位点进行检测, 并采用RT-
PCR和蛋白质印迹法(Western blot)对结直肠

癌细胞株(SW480、SW620)及临床样本组织

中的Apaf-1和miR-23a表达水平进行检测. 结
果显示, SW480、SW620中的miR-23a表达

受抑制后细胞活力将显著降低并会促进细胞

凋亡, 临床样本组织中m i R-23a上调会降低

Apaf-1表达, 癌组织中Apaf-1表达较癌旁组织

中表达降低, Ⅰ-Ⅱ期结肠癌中Apaf-1表达较

Ⅲ-Ⅳ期高. Apaf-1表达的增高通常伴有miR-
23a的抑制和下游的Caspase3、7的活化[39]. 可
见miR-23a对Apaf-1的表达存在有调控作用, 
过度表达的反义miR-23会上调5-氟尿嘧啶引

起线粒体途径的细胞凋亡 [40]. 在脑胶质细胞

瘤的研究[41]中也可见相同的结果. 由此可知, 
Apaf-1低表达会诱导转移癌的发生, 而miR-
23a/Apaf-1调节轴在治疗结直肠癌和判断预后

方面存在潜在应用.
3.2.3 其他相关调控机制: Sun等[42]在对喉鳞

状细胞癌细胞株H e p-2中m i R-221的机制及

功能研究时发现, m i R-221受到抑制后可引

起的Apaf-1蛋白表达水平的升高, 从而激活

Caspase3、8和9的凋亡途径, miR-221可能

被用来作为喉癌治疗的新靶点. Pa thak等[43]

贾明旭, 等. 凋亡蛋白酶活化因子-1与肿瘤相关性的研究进展
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■创新盘点
本 文 在 概 括
Apaf-1 基因基础
的 结 构 、 分 布
和 信 号 通 路 外 , 
还 总 结 概 括 了
Apaf-1在多种临
床常见肿瘤中的
表达、发生机制
及其在肿瘤的耐
药与治疗中的作
用等方面的最新
研究进展 ,  侧重
总结了Apaf-1与
肿瘤发生的调控
机制 ,  为进一步
探索肿瘤发生发
展机制提供参考
方向.

对美国白种人女性的单核苷酸多态性(s ingle 
nucleotide polymorphism, SNPs)与非小细胞

癌(non-small cell carcinoma, NSCLC)关系的

调查研究发现, NSCLC发生与Apaf-1 SNP 
r s1007573密切的相关性, A p a f-1 基因激活

Caspase9的裂解后诱发线粒体凋亡途径的发

生. 在生殖细胞肿瘤的研究中, Behjati等[44]为

了明确Apaf-1在生殖细胞肿瘤的生化功能, 对
精原细胞中Apaf-1、未分化标志物Oct-3/4和
细胞增殖标志物K i-67检测后发现其表达明

显高于非精原细胞. 精原细胞瘤和胚胎性癌

(embryonal carcinoma, EC)为多能干细胞, 其分

化程度越低Apaf-1蛋白表达越高, 而体细胞畸

胎瘤的Apaf-1蛋白表达极, 卵黄囊瘤(YST)和
绒毛膜癌(CC)中Apaf-1蛋白表达介于二者之

间. 应用siRNA法表明, 下调NEC8(胚胎性癌)
和NEC14(混合癌)中的Apaf-1将会降低Ki-67
和Oct-3/4的表达. Apaf-1下调后三个胚层的分

化标记在中、外胚层明显增加. NEC14中会见

到增加的Ki-67, 而Oct-3/4在Apaf-1下调后表达

会明显下降. 应用WST-1试剂检测细胞增殖率

提示Apaf-1基因与细胞增殖和表面附着能力

相关, 表明Apaf-1基因参与未分化、高增殖细

胞状态. Apaf-1作用于细胞增殖、分化的分子

学机制有待被揭示, 过表达或下调胚胎干细胞

的Apaf-1将有助于揭示这一机制.
3.3 Apaf-1在肿瘤的耐药与治疗中的作用 通
过对上皮性卵巢癌耐药的研究发现 ,  绝大

多数原发性卵巢肿瘤和耐药卵巢细胞系中

Apaf-1活性均偏低, Apaf-1功能失调可能与

该肿瘤的耐药表型有关. Ta n等 [45]通过制备

卵巢癌细胞胞浆提取物来检测内源性Apaf-1
的功能, 结果发现耐药卵巢癌细胞系中Apaf-1
与proCaspase9结合受损并且对顺铂诱导细胞

凋亡存在耐药性, 证实蛋白翻译后修饰会导

致Apaf-1功能被破坏, 卵巢癌中的Apaf-1基因

受损. 曲古抑菌素A(trichostatin A, TSA)可直

接作用Apaf-1增高其表达活性, 提高Apaf-1与
proCaspase9的结合力, 增强卵巢癌细胞对顺

铂的敏感性. 在对肿瘤化疗治疗中, 天然植物

产品日益得到重视, 许多三萜皂苷已被用作

预防和治疗癌症的药物, 其中α-常春藤素已

被证明对多种类型的癌细胞具有细胞毒作用, 
Cheng等[46]对乳腺癌的研究得到, α-常春藤素

可诱导的线粒体膜电位和Cyt c释放Apaf-1到

细胞质的间隙去极化, 从而促进Caspase3和
Caspase9的激活, 达到抑癌作用. 在对胃癌的

治疗研究中, Sun等[47]提出冬凌草甲素诱导细

胞凋亡高度依赖线粒体途径与Apaf-1等的差

异性表达相关. 冬凌草甲素作为一种非常重要

的抗肿瘤制剂可以抑制胃癌细胞的增殖[48], 从
而达到抑制肿瘤生长、扩散的目的. 此外, 临
床上应用三氧化二砷(As2O3)治疗膀胱癌, 是通

过As2O3抑癌基因Apaf-1的表达上调[49], 进而通

过线粒体凋亡途径, 激活Caspase通路来激活抑

癌作用[50]. 目前, 用Apaf-1作为肿瘤治疗靶点

的研究日益得到重视, 也可为临床肿瘤治疗提

供新的用药方案.

4  展望

最近研究[51]报道, RSK激酶(ribosomal S6 kinase)
可以直接磷酸化Apaf-1上的两个位点, 这是一

种新的凋亡调控模式. 小衔接蛋白14-3-3ε作用

位于Apaf-1的NBD域S268位点后可使C-末端构

象变化, 阻碍Cyt c与Apaf-1的结合从而无法启

动Caspase级联反应, 阻止了细胞凋亡的发生. 丙
氨酸引起S268变异后减少了14-3-3ε与Apaf-1间
的相互作用, 可恢复Cyt c与Apaf-1的结合力, 即
便RSK激酶活性很高也无法阻止二者的结合, 
这为促进线粒体凋亡途径激活抑制肿瘤发生提

供了新的思路. 

5  结论

Apaf-1作为近年发现的凋亡核心因子, 其可能

参与多种肿瘤浸润和淋巴结转移, 是肿瘤分化

不良及危险因素评估的指标, 并可作为术前放

疗的预后指标. 上调Apaf-1可促进肿瘤的预后, 
故Apaf-1可作为抗癌治疗和判断预后的靶分

子, 通过对Apaf-1进行更多更深入的基础和临

床研究将有助于制备有效的抗肿瘤药物. 
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