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APRIL, XIAP及 caspase-9在肝癌中的表达及意义 *
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摘要 目的：探讨增殖诱导配体 APRIL，X染色体连锁凋亡抑制蛋白 XIAP及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 caspase-9在人肝癌组织中

的表达及意义。方法：采用实时荧光定量逆转录 -聚合酶链反应（reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR）方法，分

别检测 62例肝癌患者的肝癌组织、癌旁组织及 30例正常人的肝脏组织中 APRIL, XIAP和 caspase-9的表达。对比分析 APRIL,

XIAP和 caspase-9的表达与肝癌临床病理参数的关系。结果：在肝癌组织中，APRIL和 XIAP的表达明显高于其在癌旁组织及正

常肝脏组织中的表达(P<0.05)；caspase-9的表达则明显低于癌旁组织以及正常肝脏组织(P<0.05)；在癌旁组织和正常肝脏组织中，
APRIL, XIAP和 caspase-9的表达无显著差异(P>0.05)。APRIL和 XIAP在肝癌组织中的表达与甲胎蛋白、肿瘤组织学分级、临床

病理 TNM分级有关(P<0.05)。结论：APRIL, XIAP和 caspase-9在肝癌组织中的表达与肝癌临床病理特征密切相关，不仅是检测

肝癌的重要生物学标志，也是潜在的肝癌治疗靶点。
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Expression and Significance of the APRIL, XIAP and caspase-9
on Hepatocellular Carcinoma*

To investigate the expression and significance of APRIL, XIAP and caspase-9 in hepatocellular carcinoma
(HCC). The reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to detect the expression levels of APRIL,

XIAP and caspase-9 in HCC. The liver cancer and its adjacent tissues of 62 patients with hepatocellular carcinoma, and the normal tissues

of 30 healthy people were detected respectively. The correlations of APRIL, XIAP and caspase-9 expressions with the clinicopathological

features were compared and analyzed. In the liver cancer tissues, the expression levels of APRIL and XIAP were significantly

higher than those of the adjacent tissues and the normal tissues (P<0.05), while the expression levels of caspase-9 was significantly lower
than those of the adjacent tissues and the normal tissues (P<0.05); There was no statistically significant difference about the expression

levels of APRIL, XIAP and caspase-9 between the adjacent tissues and the normal tissues (P>0.05). There is a close relationship among

the expression levels of APRIL, XIAP, caspase-9 and the alpha fetoprotein level, the histological differentiation and the tumor node meta-

stasis classification (P<0.05). The expressions of APRIL, XIAP and caspase-9 in HCC are closely relative to the clinicopath-

ologic features of HCC which could be the potential markers for HCC and the target for the treatment of HCC.
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前言

肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是指发生于肝脏的恶

性肿瘤，包括原发性肝癌和转移性肝癌两种，我们通常所说的

肝癌多是原发性肝癌[1]。原发性肝癌是临床上最常见的恶性肿

瘤之一。根据最新统计，全世界每年新发肝癌患者约六十万，居

恶性肿瘤的第五位[2]。肿瘤的发生不仅与细胞的异常增殖和分

化有关，也与细胞凋亡异常密切相关[3]。研究证实，细胞凋亡是

肿瘤发生的重要机制之一[4]。目前，肿瘤领域研究的热点是细胞

凋亡过程中起关键作用的基因和蛋白 [5,6]。APRIL, XIAP 和
caspase-9是近年来发现的凋亡调控相关因子，在多种实体肿瘤

组织和肿瘤细胞中呈差异性表达[7-10]。我们采用实时荧光定量

逆转录 -聚合酶链反应 (RT-PCR)，通过测定 APRIL, XIAP和
caspase-9在肝癌组织中的表达，探讨其与肝癌的发生和发展的

关系，为临床诊断和治疗提供理论依据。具体实验内容如下：

1 材料与方法
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1.1 材料
收集我院 2010年 10月至 2012年 8月收治并采取手术治

疗的 62例肝癌患者的肝癌组织样本。所有患者经病理学证实均
符合 2001年实行的肝癌的临床诊断标准和临床分期。本组研究
对象中，男性 46例，女性 16例；年龄分布在 32-68岁，平均年龄
45岁；肿瘤直径 5.8-13.5 cm；病灶 1-3个；其中单发 44例，多发
18例；AFP平均值为 826.76± 182.46 ng/ml。所有患者术前均未
行放化疗或射频消融治疗。切取规则肝叶或肝段及距离肿瘤边

缘 2 cm处的癌旁肝脏组织与 30例正常肝脏组织进行对比。
1.2 主要试剂及仪器

RNA 提取试剂盒(RNAisoTMPlus)、逆转录聚合酶链反应
(RT-PCR)试剂盒均购于 Takara公司。APRIL, XIAP, caspase-9

及 U6 引物序列由上海阅微基因技术有限公司设计；ABI
PRISM 7900实时荧光定量 PCR仪购自 ABI公司。
1.3 RT-PCR检测 APRIL, XIAP和 caspase-9表达
1.3.1 RNA的提取 将组织置于液态氮中研磨成粉，每 100 mg

组织加入 1 ml Trizol试剂匀浆，匀浆后经氯仿抽提，异丙醇法

浓缩 RNA。NanoDrop誖 ND-1000测定 RNA浓度并评估纯度，
Agilent 2100 Bioanalyzer检测 RNA分子完整性。
1.3.2 cDNA的合成 按照试剂盒的说明进行操作。构建 25 滋L

反应体系：5× RT buffer 5 滋L，dNTP (10 滋M/滋L) 2.5 滋L, RNasin
(20 U/滋L) 2 滋L，Total RNA 8 滋g，Random Primer (0.1ug/滋L)
1滋L，MMLV 反转录酶 (5U/ul) 6 滋L，Nucleasr-Free Water 3.2

滋L。42℃反转录 50 min，95℃ 5 min灭活反转录酶。
1.3.3 Realtime PCR反应 以 U6为内参基因，采用 20 滋L的反
应体系：RT product 1 滋L，2× Master Mix 10 滋L, 10uM 的 PCR

特异引物 F 1 滋L，10 uM的 PCR特异引物 R 1 滋L，Nucleasr-Fr-

ee Water 7 滋L。反应条件如下：6℃ 4 min，然后三步反应：94℃
30S，58℃ 30s，72℃ 30s，进行 40个循环，于每个循环的第三步
即：72℃ 30s收集荧光信号。数据采用 2-驻驻CT法(CT值定义为
每个反应管内的荧光信号到达设定阈值时所经历的循环数)分
析 APRIL, XIAP和 caspase-9表达的相对变化。
1.4 统计学方法

采用 SPSS 13.0统计软件进行统计学处理，计量资料采用
均数± 标准差(x± s)表示，定量数据采用独立样本 t检验，单因
素方差分析比较各组数据的组间差异。以 P<0.05为差异具有
统计学意义。

2 结果

2.1 APRIL, XIAP和 caspase-9在肝癌组织、癌旁组织及正常肝
组织中的表达

以 U6 为内参基因，RT-PCR 结果显示：肝癌组织中，
APRIL和 XIAP的表达水平分别为(3.64± 1.07)和(2.35± 0.69)；
癌旁组织中，APRIL和 XIAP的相对表达水平分别为 (0.79±
0.23)和(0.64± 0.17)；正常肝组织中，APRIL和 XIAP的相对表
达水平分别为(0.70± 0.19)和(0.59± 0.15)。APRIL和 XIAP在肝
癌组织中的表达明显高于其在癌旁组织及正常肝脏组织中的

表达水平，差异显著有统计学意义(P<0.05)。肝癌组织中，casp-
ase-9的表达水平为 (0.51± 0.14)；癌旁组织和正常肝组织中，
caspase-9的表达水平为(1.78± 0.31)和(1.85± 0.35)。aspase-9在
肝癌组织中的表达则明显低于其在癌旁组织及正常肝脏组织

中的表达水平，差异显著有统计学意义(P<0.05)。APRIL, XIAP

和 caspase-9在癌旁组织和正常肝脏组织中的表达水平比较，

差异无显著意义(P>0.05)。

表 1 APRIL, XIAP和 caspase-9在不同病理特征患者肝癌组织中的表达

Table 1 Expressions of APRIL, XIAP and caspase-9 in hepatocellular carcinoma tissues of patients with different pathological features

Pathological parameters Cases(n) APRIL P XIAP P caspase-9 P

Sex
Male

Female

<50

≥ 50

≤ 5 cm

>5 cm

High

Middle or lower

Yes

No

AFP<20

AFP≥ 20

I

II

III

Yes

No

46

16

33

29

35

27

36

26

21

41

12

50

20

28

14

10

52

3.72± 1.12

3.57± 1.06

3.68± 1.07

3.59± 1.10

3.54± 1.11

3.78± 1.16

2.59± 0.69

4.98± 1.36

3.81± 1.16

3.56± 1.03

2.48± 0.51

4.34± 0.96

2.78± 0.48

3.44± 1.05

4.36± 1.13

3.86± 1.27

3.60± 0.95

>0.05
2.36± 0.70

2.32± 0.75

2.37± 0.71

2.33± 0.72

2.28± 0.67

2.41± 0.77

1.53± 0.42

3.48± 0.77

2.44± 0.73

2.31± 0.71

1.37± 0.40

2.57± 0.76

1.66± 0.58

2.51± 0.75

3.39± 0.82

2.47± 0.89

2.32± 0.55

>0.05
0.52± 0.15

0.49± 0.17

0.51± 0.16

0.53± 0.17

0.50± 0.16

0.52± 0.18

0.65± 0.19

0.32± 0.15

0.48± 0.16

0.53± 0.15

0.77± 0.21

0.45± 0.15

0.39± 0.18

0.50± 0.19

0.68± 0.22

0.46± 0.21

0.52± 0.16

>0.05

Age >0.05 >0.05 >0.05

Tumor Size >0.05 >0.05 >0.05

Differentiation <0.05 <0.05 <0.05

Cirrhosis >0.05 >0.05 >0.05

AFP levels

( ng/mL)
<0.05 <0.05 <0.05

TNM

stages
<0.05 <0.05 <0.05

Cancer

Embolus
>0.05 >0.05 >0.05
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2.2 APRIL, XIAP和 caspase-9的表达与 HCC临床病理特征间
的关系

根据 HCC临床病理特征进行分组，研究 APRIL, XIAP和
caspase-9的表达与 HCC临床病理特征间的关系。相关性分析
表明，肝癌组织中 APRIL, XIAP和 caspase-9的表达与甲胎蛋
白、肿瘤组织学分级、临床病理 TNM分级有关(P<0.05)，而与
年龄、性别、肿瘤大小肝硬化和癌栓无关(P>0.05)(表 1)。

3 讨论

细胞凋亡是一切生物胚胎发生和人类发育过程中细胞清

除的正常途径[11]。研究表明，肿瘤的发生与细胞凋亡调控通路

的紊乱和凋亡因子的异常表达有关 [12]。细胞凋亡对肿瘤的发

生、发展及治疗具有重要的意义[13]。

增殖诱导配体 (a proliferation． inducing ligand, APRIL)是
肿瘤坏死因子(TNF)家族的成员之一，人 APRIL基因定位于染
色体 17p13.1[14]。APRIL凭借自分泌或旁分泌两种方式，以干扰
凋亡信号通路或调控相关抗凋亡基因的表达来促进肿瘤细胞

的增殖和抗凋亡[16]。APRIL在多种恶性肿瘤组织中呈高表达，
而在正常组织中仅有少量表达[15]。

X染色体连锁凋亡抑制蛋白(X-linked inhibitor of apoptosis
protein, XIAP) 是凋亡抑制蛋白 (inhibitor of apoptosis protein
IAPs)家族的重要成员之一，基因定位于 Xq2[17]。XIAP特殊的
BIR结构可与 Caspase结合并抑制其活性，促进肿瘤的发生和
发展[18]。XIAP在多种肿瘤组织和细胞中呈高表达[10]。

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -9 (caspase-9)是内源性凋亡通
路中最关键的蛋白酶。caspase-9通过水解天冬氨酸残基 C末
端的肽键(P1残基)，激活下游的 caspases酶或分解细胞内相关
的底物蛋白，改变细胞结构和代谢，引起细胞凋亡[19]。caspase-9
在多种实体肿瘤组织中失表达或呈低表达[11, 20]。

我们通过研究发现，肝癌组织中 APRIL和 XIAP的表达明
显高于癌旁组织及正常肝脏组织，aspase-9在肝癌组织中的表
达则明显低于癌旁组织及正常肝脏组织，APRIL，XIAP和 casp-
ase-9在癌旁组织和正常肝脏组织中的表达水平比较无明显差
异。HCC临床病理因素分析显示，APRIL，XIAP和 caspase-9在
肝癌组织中的表达与甲胎蛋白、肿瘤组织学分级、临床病理

TNM分级有关。实验结果提示我们，APRIL, XIAP和 caspase-9
可作为检测肝癌的重要生物学标志，也可对肿瘤恶性程度进行

评估。此外，对 APRIL，XIAP和 caspase-9依赖的细胞凋亡相关
肿瘤和疾病进行深入研究，可作为肿瘤治疗的新靶点，为基因

治疗提供新的途径。
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