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CAAP1抑制肝癌HepG2细胞凋亡而促进其增殖、迁移和侵袭

王一同 a，卢鸿健 a，孔艺璇 a，苏静慧 a，刘雨谭 a，张荣花 a，侯晓丽 a，章广玲 b（华北理工大学 a. 基础医学院，河北省

慢性疾病基础医学重点实验室；b. 临床医学院，河北 唐山 063210）

[摘 要] 目的：探讨CAAP1对肝癌HepG2细胞凋亡、增殖、迁移和侵袭的影响及其作用机制。方法：构建CAAP1过表达载

体 pcDNA3/CAAP1和敲降载体 pSilencer 2.1-U6 neo/shR-CAAP1，转染肝癌HepG2细胞后，qPCR和WB实验分别检测CAAP1

mRNA和蛋白的表达水平。实验分为过表达对照组（pcDNA3）、过表达组（pcDNA3/CAAP1）、敲降对照组（pSilencer 2.1-U6 neo，

pSilencer）和敲降组（pSilencer 2.1-U6 neo/shR-CAAP1，shR-CAAP1），流式细胞术检测各组细胞凋亡水平，WB 检测 cleaved

caspase 3蛋白表达水平，CCK-8实验检测各组细胞的增殖情况，克隆形成实验检测各组细胞的集落形成能力，划痕和Transwell小

室实验检测各组细胞迁移和侵袭能力。检索TCGA数据库，分析CAAP1对肝癌患者OS的影响。结果：成功构建CAAP1的过表

达载体 pcDNA3/CAAP1和敲降载体 shR-CAAP1，转染后 pcDNA3/CAAP1组和 shR-CAAP1组细胞中CAAP1mRNA及蛋白表达

水平均明显增高或降低（均P<0.05）。与pcDNA3组比较，pcDNA3/CAAP1组细胞凋亡率下降32%、cleaved caspase 3蛋白表达水

平显著降低（均P<0.05）；与pSilencer组比较，shR-CAAP1 组细胞凋亡率上升 73%，cleaved caspase 3 蛋白表达水平显著升高

（均P<0.05）。pcDNA3/CAAP1组细胞增殖显著增强（P<0.05），shR-CAAP1组细胞增殖显著降低（P<0.05）。pcDNA3/CAAP1组

细胞迁移数增加48%、细胞迁移距离增加59%、细胞侵袭数增加52%（均P<0.05），shR-CAAP1组细胞迁移数减少53%、细胞迁移

距离减少29%、细胞侵袭数减少45%（均P<0.05）。TCGA数据库数据分析显示，肝癌组织中CAAP1的高表达与肝癌患者OS呈负相

关（P<0.05）。结论：CAAP1能够抑制肝癌HepG2细胞凋亡从而促进其增殖、迁移和侵袭，其可能与肝癌的发生发展密切相关。
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CAAP1 inhibits apoptosis and promotes proliferation, migration and invasion of
hepatocellular carcinoma HepG2 cells

WANG Yitonga, LU Hongjiana, KONG Yixuana, SU Jinghuia, LIU Yutana, ZHANG Ronghuaa, HOU Xiaolia, ZHANG Guanglingb

(a. Hebei Provincial Key Laboratory for Chronic Diseases, School of Basic Medical Sciences; b. School of Clinical Medicine, North

China University of Science and Technology, Tangshan 063210, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To explore the effect of CAAP1 on apoptosis, proliferation, migration and invasion of hepatocellular carcinoma

(HCC) HepG2 cells and its mechanism. Methods: The pcDNA3/CAAP1 (CAAP1 over-expression) and pSilencer 2.1-U6 neo/shR-CAAP1

(CAAP1 knockdown) plasmids were constructed and transfected into HepG2 cells. The mRNA and protein levels of CAAP1 were

detected by qPCR and WB, respectively. The cells were divided into four groups, namely overexpression control group (pcDNA3),

CAAP1 over-expression group (pcDNA3/CAAP1), silence control group (pSilencer 2.1-U6 neo, pSilencer) and CAAP1 silence group

(pSilencer 2.1-U6 neo/shR-CAAP1, shR-CAAP1). Flow cytometry was used to analyze the apoptosis, and WB was used to detect the

protein expression of cleaved caspase 3 in each group. CCK-8 assay was used to detect the proliferation of HepG2 cells, Colony

formation assay was used to detect the clonogenesis, and Transwell assay and wound healing assay were used to detect the invasion and

migration abilities of HepG2 cells in each group. The effect of CAAP1 on overall survival (OS) of HCC patients was analyzed after

searching TCGA database. Results: PcDNA3/CAAP1 with CAAP1 over-expression and shR-CAAP1 with CAAP1 knockdown

were successfully constructed. It was confirmed that pcDNA3/CAAP1 could increase the mRNA and protein expressions of CAAP1,
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while shR-CAAP1 could decrease the mRNA and protein expressions of CAAP1 (all P<0.05). The cell apoptotic rate in pcDNA3/

CAAP1 group decreased by 32% as compared to pcDNA3 group, and the cleaved caspase 3 protein expression was significantly

decreased (all P<0.05); while the cell apoptotic rate in shR-CAAP1 group increased by 73% as compared to pSilencer group, and the

cleaved caspase 3 protein expression was significantly increased (all P<0.05). The cell proliferation in pcDNA3/CAAP1 group

significantly increased (P<0.05), while the cell proliferation in shR-CAAP1 group significantly decreased (P<0.05). The cell

migration number increased by 48%, the cell migration distance increased by 59% (P<0.05) and the cell invasion number increased by

52% in pcDNA3/CAAP1 group (all P<0.05). The cell migration number decreased by 53%, cell migration distance decreased by 29%

and cell invasion number decreased by 45% in shR-CAAP1 group (all P<0.05). TCGA database analysis showed that the high

expression of CAAP1 was negatively correlated with the OS of HCC patients (P<0.05). Conclusion: CAAP1 can promote the

proliferation, migration and invasion of HepG2 cells by inhibiting its apoptosis, and it may be closely related to the occurrence and

development of HCC.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）每年以

超过84万例的新发病例数居世界第六位、超过78万例

的死亡人数居世界第四位的最常见恶性肿瘤[1-5]。尽管

近年来许多学者专注于肝癌预防和治疗策略的研究，

包括患癌风险评估、手术切除、肝移植、综合治疗等，但

肝癌患者的5年生存率仍不超过20%，早期诊断率低和

复发风险高仍然是困扰治疗的重要问题[6-9]。肝癌涉及

多个基因的表达失调，其治疗是一个急需解决的临床

问题。因此，阐明肝癌的分子机制和确定新的分子靶

点对肝癌的治疗至关重要。

CAAP1 是一种广泛表达且进化高度保守的蛋

白，也称为C9orf82蛋白或caspase活性和凋亡抑制因

子 1，它能够调控拓扑异构酶Ⅱ（Topo Ⅱ）后对DNA

双链断裂（double strand break，DSB）修复的速度[10]，

DSB 通过放松缠绕的 DNA 来改变 DNA 拓扑结构。

通过生物信息学分析发现CAAP1启动子有MKL1的

结合位点（CArG box），MKL1可通过上调CAAP1的

表达进而促进胃癌细胞的自噬并抑制其凋亡，可能

是因为CAAP1作为抗凋亡蛋白下调caspase 3蛋白的

表达，抑制了细胞凋亡，但同时又可增强胃癌细胞的

自噬能力[11]。也有研究[12]指出，CAAP1上调在海马

细胞中起抗凋亡作用，CAAP1和其他基因的相互作

用调节海马细胞功能。但到目前为止，尚未发现

CAAP1对肝癌作用机制的研究。

本研究以肝癌细胞HepG2为研究对象，旨在探

讨CAAP1对肝癌细胞HepG2凋亡、增殖、迁移和侵

袭的作用，为肝癌的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人肝癌细胞系HepG2购自中国科学院上海细胞

库。质粒 pcDNA3、pSilencer 2.1-U6 neo由天津医科

大学生命科学中心实验室汤华教授惠赠。DMEM培

养基、青霉素链霉素双抗混合液、PBS 缓冲液、胰

酶（含 0.02%EDTA）购自美国 GIBCO 公司，TRIzol

reagent、LipofectamineTM2000 reagent、Opti-MEM细胞

培养基、qPCR试剂盒、DEPC水、琼脂糖、ECL显色试

剂盒购自美国 Invitrogen公司，胎牛血清购自美国BI

公司，二甲基亚砜购自美国Sigma公司，CCK-8试剂

盒、质粒小提中量试剂盒购自庄盟生物有限公司，逆

转录试剂盒购自上海生工生物工程有限公司，限制

性内切酶BamHⅠ、HindⅢ和XhoⅠ购自美国NEB公

司，HiScript ⅡQRT superMix试剂盒购自南京诺唯赞

生物科技有限公司，SDS-PAGE凝胶试剂盒、Tween-

20 试剂购自上海碧云天公司，兔源抗 CAAP1、

cleaved caspase 3、GAPDH 单克隆抗体购自美国

Abcam公司，HRP标记抗兔二抗购自美国KPL公司。

酶标仪、5% CO2 细胞培养箱、离心机购自美国

Thermo公司，WB电泳及转膜仪购自美国Bio Rad公

司，倒置显微镜购自日本奥林巴斯。

1.2 CAAP1过表达和敲降载体的构建

以BamHⅠ和XhoⅠ为限制性内切酶位点，将扩增

后的CAAP1序列连接到pcDNA3质粒中，构建过表达

质粒pcDNA3/CAAP1；以BamHⅠ和HindⅢ为限制性内

切酶位点，将扩增的CAAP1 shRNA连接到pSilencer 2.1-

U6 neo质粒载体中，构建CAAP1的敲降质粒pSilencer

2.1-U6 neo/shR-CAAP1（shR-CAAP1），然后鉴定重组

子。pSilencer 2.1-U6 neo质粒的5′测序用U6引物5′-

ATGGACTATCATATGCTTACCGTA。实验中所用到的

引物由通用生物系统（安徽）有限公司合成。引物序列

如下：CAAP1 上游引物为 5′-GCGGGATCCATGAC‐

GGGGAAAAAGTCCTCC-3′，CAAP1下游引物为 5′-

GCTCAGCTCGAGGGCTGGCTTTTTTATATCACC-3′；

CAAP1-shR 上 游 引 物 为 5′-GATCCAACCTGAAG

GTTTGGAATTAACTCGAGTTAATTCCAAACCTTCA

GGTTTTTTTGA-3′，CAAP1-shR下游引物为 5′-AGC

TTCAAAAAAACCTGAAGGTTTGGAATTAACTCGA

GTTAATTCCAACCTTCAGGTTG-3′。

1.3 细胞培养及CAAP1过表达或敲降质粒的转染

人肝癌细胞系HepG2接种于含有10%胎牛血清

（FBS）、100 U/mL 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的

DMEM培养基中，置于 37 ℃含 5% CO2的细胞培养

箱中培养。细胞培养至约 70% 汇合度时 ，用

LipofectamineTM 2000试剂介导CAAP1过表达或敲降

质粒转染肝癌细胞。实验分为四组：pcDNA3 对照

组、pcDNA3/CAAP1组、pSilencer组、shR-CAAP1组，

转染48 h后进行后续实验。

1.4 qPCR检测各组细胞中CAAP1 mRNA表达水平

TRIzol法提取各组细胞总RNA，用Oligo（dT）引

物对 cDNAs进行RT反应。采用SYBR Premix Ex-Taq

试剂进行PCR，各组分别按说明书配置好体系，反应

条件：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 12 s，58 ℃退火

40 s，72 ℃延伸30 s，45个循环，每组设3个重复。上

下游引物序列如下：β-actin 上游引物为 5′-CGTGA‐

CATTAAGGAGAAGCTG-3′，β -actin 下游引物为 5′-

CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC-3′；CAAP1 上游引

物 为 5′-GCCGTGGAATGTAAAGAAGTATG-3′ ，

CAAP1 下 游 引 物 为 5′-ATGACACAGTCAGGTC‐

CAGT-3′。按照 Comparative Delta Ct 相对定量方法

进行分析，CAAP1 mRNA的相对表达量=2–ΔΔCt，其中

ΔCt=Ct目的基因-Ct对照基因。

1.5 WB实验检测各组细胞中CAAP1蛋白的表达水平

将过表达质粒 pcDNA3/CAAP1 和敲降质粒

shR-CAAP1分别转染HepG2细胞，转染 48 h后收集

细胞，采用 RIPA 裂解缓冲液（1% Nonidet P-40、1%

Triton X-100、1 mmol/L MgCl2、0.1% SDS和10 mmol/L

Tris HCl，pH7.4）提取细胞总蛋白。然后取适量蛋白

样品与1×SDS上样缓冲液按体积比1∶5混匀，沸水中

煮 5 min 使蛋白变性。冷却后进行 10% SDS-PAGE

并将蛋白条带转移到聚偏二氟乙烯膜上，在5%脱脂

乳中封闭1 h。洗膜后，与稀释的抗体CAAP1（1∶500）、

cleaved caspase 3（1∶200）和GAPDH（1∶2 000）4 ℃过

夜孵育，然后用TBS-T洗膜 3次，在室温下与二抗

孵育 2 h。加入 ECL 显影液显影，放入 Gel-Pro凝

胶成像系统中曝光、拍照，使用 Image J软件获得每个

条带的积分灰度，并以 GAPDH 为内参校正各自的

强度。

1.6 流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况

各组HepG2细胞转染 48 h后收集，3 000×g离心

5 min，PBS 洗涤 2 次，加入 5 μ l Annexin Ⅴ-FITC和

5 μl PI暗染10 min。采用FITC信号检测仪和PI流式

细胞仪对细胞进行分析，每个样品至少分析1×105个

细胞，每组重复3次。

1.7 CCK-8法检测细胞增殖活性

将各组HepG2细胞接种于 96孔板中，接种量为

5×103个细胞/孔。分别于转染后0、24、48、72、96 h向

各孔内加入 10 μ l CCK-8 溶液。培养 3 h 后，在波

长 450 nm 处测量每孔的 D 值，以表示细胞增殖

活力。

1.8 集落形成实验检测细胞的克隆形成能力

转染48 h后，以每孔800个HepG2细胞的密度将

细胞接种于12孔板中。培养15 d后，用结晶紫染色，

计数 50个以上细胞的集落，将对照组的细胞集落数

标准化为“1”，计算实验组的相对细胞集落数。每组

实验重复3次。

1.9 划痕实验检测细胞的迁移能力

将HepG2细胞以8×104个/孔的密度接种于24孔

板中，用微量移液管尖端进行划痕处理，PBS冲洗细

胞 3次，然后加入新鲜培养基，24 h后通过显微照片

评估划痕间隙宽度，将对照组细胞的迁移距离标准

化为“1”，计算实验组的相对迁移距离。每组实验重

复3次。

1.10 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力

使用无基质凝胶或预铺基质凝胶的Transwell小

室进行细胞迁移和侵袭能力分析。HepG2细胞转染

48 h后，以 5×104个/孔或 1×105个/孔细胞的密度接种

至Transwell小室的上室，并加入 200 μl无血清培养

基。下室中加入含有20% FBS的培养基进行迁移试

验或加入含有30% FBS的培养基进行侵袭试验。培

养 48 h后，用棉签擦掉上室细胞，结晶紫染色，显微

镜计数，将对照组的迁移、侵袭细胞数标准化为“1”，

计算实验组的相对迁移、侵袭细胞数。每组试验重

复3次。

1.11 统计学处理

使用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，正

态分布的计量数据以均数±标准差表示，两组间比较

采用 t检验，组间比较采用单因素方差分析，检验水

准：α＝0.05，P<0.05被认为差异具有统计学意义[13]。

2 结 果

2.1 CAAP1过表达和敲降质粒构建成功

合成CAAP1的基因序列以及CAAP1的 shRNA

序列，分别通过BamHⅠ和XhoⅠ酶切或BamHⅠ和

HindⅢ酶切后连接到对应的载体质粒 pcDNA3 和

pSilencer2.1-U6neo中，构建过表达质粒pcDNA3/CAAP1

和敲降质粒 shR-CAAP1。扩增两个质粒后进行酶切

鉴定，酶切产物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳，图 1A所示

的第2、3、4泳道的酶切产物大小为1 050 bp，图1B中

第2、3、4泳道的酶切产物大小为300 bp，与测序结果

一致，质粒构建成功。
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1.3 细胞培养及CAAP1过表达或敲降质粒的转染

人肝癌细胞系HepG2接种于含有10%胎牛血清

（FBS）、100 U/mL 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的

DMEM培养基中，置于 37 ℃含 5% CO2的细胞培养

箱中培养。细胞培养至约 70% 汇合度时 ，用

LipofectamineTM 2000试剂介导CAAP1过表达或敲降

质粒转染肝癌细胞。实验分为四组：pcDNA3 对照

组、pcDNA3/CAAP1组、pSilencer组、shR-CAAP1组，

转染48 h后进行后续实验。

1.4 qPCR检测各组细胞中CAAP1 mRNA表达水平

TRIzol法提取各组细胞总RNA，用Oligo（dT）引

物对 cDNAs进行RT反应。采用SYBR Premix Ex-Taq

试剂进行PCR，各组分别按说明书配置好体系，反应

条件：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 12 s，58 ℃退火

40 s，72 ℃延伸30 s，45个循环，每组设3个重复。上

下游引物序列如下：β-actin 上游引物为 5′-CGTGA‐

CATTAAGGAGAAGCTG-3′，β -actin 下游引物为 5′-

CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC-3′；CAAP1 上游引

物 为 5′-GCCGTGGAATGTAAAGAAGTATG-3′ ，

CAAP1 下 游 引 物 为 5′-ATGACACAGTCAGGTC‐

CAGT-3′。按照 Comparative Delta Ct 相对定量方法

进行分析，CAAP1 mRNA的相对表达量=2–ΔΔCt，其中

ΔCt=Ct目的基因-Ct对照基因。

1.5 WB实验检测各组细胞中CAAP1蛋白的表达水平

将过表达质粒 pcDNA3/CAAP1 和敲降质粒

shR-CAAP1分别转染HepG2细胞，转染 48 h后收集

细胞，采用 RIPA 裂解缓冲液（1% Nonidet P-40、1%

Triton X-100、1 mmol/L MgCl2、0.1% SDS和10 mmol/L

Tris HCl，pH7.4）提取细胞总蛋白。然后取适量蛋白

样品与1×SDS上样缓冲液按体积比1∶5混匀，沸水中

煮 5 min 使蛋白变性。冷却后进行 10% SDS-PAGE

并将蛋白条带转移到聚偏二氟乙烯膜上，在5%脱脂

乳中封闭1 h。洗膜后，与稀释的抗体CAAP1（1∶500）、

cleaved caspase 3（1∶200）和GAPDH（1∶2 000）4 ℃过

夜孵育，然后用TBS-T洗膜 3次，在室温下与二抗

孵育 2 h。加入 ECL 显影液显影，放入 Gel-Pro凝

胶成像系统中曝光、拍照，使用 Image J软件获得每个

条带的积分灰度，并以 GAPDH 为内参校正各自的

强度。

1.6 流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况

各组HepG2细胞转染 48 h后收集，3 000×g离心

5 min，PBS 洗涤 2 次，加入 5 μ l Annexin Ⅴ-FITC和

5 μl PI暗染10 min。采用FITC信号检测仪和PI流式

细胞仪对细胞进行分析，每个样品至少分析1×105个

细胞，每组重复3次。

1.7 CCK-8法检测细胞增殖活性

将各组HepG2细胞接种于 96孔板中，接种量为

5×103个细胞/孔。分别于转染后0、24、48、72、96 h向

各孔内加入 10 μ l CCK-8 溶液。培养 3 h 后，在波

长 450 nm 处测量每孔的 D 值，以表示细胞增殖

活力。

1.8 集落形成实验检测细胞的克隆形成能力

转染48 h后，以每孔800个HepG2细胞的密度将

细胞接种于12孔板中。培养15 d后，用结晶紫染色，

计数 50个以上细胞的集落，将对照组的细胞集落数

标准化为“1”，计算实验组的相对细胞集落数。每组

实验重复3次。

1.9 划痕实验检测细胞的迁移能力

将HepG2细胞以8×104个/孔的密度接种于24孔

板中，用微量移液管尖端进行划痕处理，PBS冲洗细

胞 3次，然后加入新鲜培养基，24 h后通过显微照片

评估划痕间隙宽度，将对照组细胞的迁移距离标准

化为“1”，计算实验组的相对迁移距离。每组实验重

复3次。

1.10 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力

使用无基质凝胶或预铺基质凝胶的Transwell小

室进行细胞迁移和侵袭能力分析。HepG2细胞转染

48 h后，以 5×104个/孔或 1×105个/孔细胞的密度接种

至Transwell小室的上室，并加入 200 μl无血清培养

基。下室中加入含有20% FBS的培养基进行迁移试

验或加入含有30% FBS的培养基进行侵袭试验。培

养 48 h后，用棉签擦掉上室细胞，结晶紫染色，显微

镜计数，将对照组的迁移、侵袭细胞数标准化为“1”，

计算实验组的相对迁移、侵袭细胞数。每组试验重

复3次。

1.11 统计学处理

使用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，正

态分布的计量数据以均数±标准差表示，两组间比较

采用 t检验，组间比较采用单因素方差分析，检验水

准：α＝0.05，P<0.05被认为差异具有统计学意义[13]。

2 结 果

2.1 CAAP1过表达和敲降质粒构建成功

合成CAAP1的基因序列以及CAAP1的 shRNA

序列，分别通过BamHⅠ和XhoⅠ酶切或BamHⅠ和

HindⅢ酶切后连接到对应的载体质粒 pcDNA3 和

pSilencer2.1-U6neo中，构建过表达质粒pcDNA3/CAAP1

和敲降质粒 shR-CAAP1。扩增两个质粒后进行酶切

鉴定，酶切产物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳，图 1A所示

的第2、3、4泳道的酶切产物大小为1 050 bp，图1B中

第2、3、4泳道的酶切产物大小为300 bp，与测序结果

一致，质粒构建成功。
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A: Enzyme-digested products of pcDNA3-CAAP1 over-expression

plasmids after agarose gel electrophoresis; B: Enzyme-digested

products of shR-CAAP1 knockdown plasmids after agarose gel

electrophoresis; 1: DNA marker; 2,3,4: Sizes of enzyme-digested

products of plasmids

图1 CAAP1过表达和敲降载体酶切产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1 Enzyme-digested products of CAAP1 over-expression

and knockdown plasmids after agarose gel electrophoresis

2.2 CAAP1在转染后HepG2细胞中表达的变化

为了确定 pcDNA3/CAAP1 和 shR-CAAP1质粒在

HepG2细胞中的转染效率，将两种质粒分别转染到HepG2

细胞中，实验分为4组：过表达对照组为pcDNA3，过表

达组为pcDNA3/CAAP1，敲降对照组为pSilencer，敲降

组为shR-CAAP1。转染48 h后收集细胞，利用qPCR和

WB技术分别检测细胞中CAAP1 的 mRNA 和蛋白质

表达水平。结果（图2）显示CAAP1过表达和敲降效

果明显，与对照组相比，转染 pcDNA3/CAAP1 后

HepG2细胞中CAAP1 mRNA和蛋白的表达水平显著

升高（均P<0.05），而转染shR-CAAP1后，CAAP1 mRNA

和蛋白的表达水平显著下降（均P<0.05）。

2.3 CAAP1能够抑制肝癌细胞HepG2的凋亡

流式细胞术检测 CAAP1 对肝癌细胞凋亡的影

响，结果（图 3）显示过表达CAAP1可降低HepG2细

胞的凋亡率（P<0.05），而敲降CAAP1可增加细胞的

凋亡率（P<0.05）。Caspase 3的激活在凋亡信号中发

挥关键作用，利用 WB 检测 CAAP1 对肝癌细胞

HepG2中 cleaved caspase 3蛋白表达水平的影响，细

胞中过表达CAAP1后 cleaved caspase 3蛋白水平显

著减少（P<0.05），敲降CAAP1后 cleaved caspase 3蛋

白水平显著增加（P<0.05）。结果提示CAAP1能够抑

制肝癌细胞的凋亡。

* P<0.05 vs pcDNA3 group; △P<0.05 vs pSilencer group

A: Relative expression of CAAP1 mRNA was detected by qPCR; B, C: Relative expression of CAAP1 protein was detected by WB

图2 CAAP1在转染后HepG2细胞中表达的变化

Fig.2 Expression changes of CAAP1 in HepG2 cells after transfection

2.4 CAAP1能够促进肝癌细胞HepG2的增殖能力

CCK-8实验结果（图 4A、B）显示，在HepG2细

胞中转染 pcDNA3/CAAP1 或其对照 pcDNA3 以及

shR-CAAP1 或其对照 pSilencer 后，前者细胞增殖

能力明显增强（P<0.05），后者细胞的增殖能力显

著减弱（P<0.05）。细胞集落形成实验结果（图 4C、

5D）显示，与对照组相比，HepG2细胞CAAP1过表达

后其集落形成能力明显增强（P<0.05），而敲降

CAAP1后细胞的集落形成能力明显减弱（P<0.05）。

以上结果提示，CAAP1能够促进肝癌细胞HepG2的

增殖能力。

2.5 CAAP1能够促进肝癌细胞HepG2的迁移能力

通过划痕实验、Transwell实验检测CAAP1对肝

癌细胞迁移能力的影响。结果（图 5）显示，过表达

CAAP1后HepG2细胞的迁移距离和迁移细胞数量增

加（均P<0.05）；而敲降CAAP1后，HepG2细胞的迁移

距离和迁移数量减少（均 P<0.05）。结果提示，

CAAP1能够促进肝癌细胞HepG2的迁移能力。

2.6 CAAP1能够促进肝癌细胞HepG2的侵袭能力

通过Transwell实验检测CAAP1对肝癌细胞侵袭

能力的影响，结果（图6）显示，过表达CAAP1后HepG2

侵袭细胞的数量增加（P<0.05），而敲降CAAP1后HepG2

侵袭细胞的数量减少（P<0.05），结果提示CAAP1能够

促进肝癌细胞HepG2的侵袭能力。
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* P<0.05 vs pcDNA3 group; △P<0.05 vs pSilencer group

A, B: Apoptosis was detected by flow cytometry; C, D: Relative expression of cleaved caspase 3 protein was detected by WB

图3 CAAP1对HepG2细胞凋亡的影响

Fig.3 The effect of CAAP1 on apoptosis of HepG2 cells

*P<0.05 vs pcDNA3 group; △P<0.05 vs pSilencer group

A, B: Proliferation activity was detected by CCK-8 assay; C, D: Cell colony formation activity was detected by colony formation assay

图4 CAAP1对HepG2细胞增殖的影响

Fig.4 The effect of CAAP1 on the proliferation of HepG2 cells
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* P<0.05 vs pcDNA3 group; △P<0.05 vs pSilencer group

A, B: Migration activity was detected by scratch assay; C, D: Migration activity was detected by Transwell assay

图5 CAAP1对HepG2细胞迁移能力的影响（×100）

Fig.5 The effect of CAAP1 on the migration of HepG2 cells(×100)

* P<0.05 vs pcDNA3 group; △P<0.05 vs pSilencer group

图6 CAAP1对HepG2细胞侵袭能力的影响（×100）

Fig.6 The effect of CAAP1 on the invasion of HepG2 cells(×100)

2.7 CAAP1对肝癌患者OS的影响

通过TCGA数据库获取肝癌患者的基因表达数据，

分析肝癌患者组织中CAAP1与患者OS的相关性，结果

（图7）表明CAAP1高表达时OS较短（P<0.05）。

3 讨 论

CAAP1 在肿瘤组织中都有不同程度的表达失

调，其有几个保守的结构域，在物种间保守性较高。

CAAP1是一种核蛋白，是一个潜在的凋亡相关信号

转导因子，具有强大的抗凋亡功能[14-15]。研究[16]表明

敲低肺癌细胞和乳腺癌细胞中CAAP1表达后细胞的

凋亡增加。CAAP1发挥作用需要相互依赖的caspase

激活网络，caspase 3属于caspase家族，是促进细胞凋亡

的蛋白，与真核细胞凋亡密切相关，并参与细胞的生长

图7 CAAP1差异表达的肝癌患者的OS曲线

Fig.7 OS curve of HCC patients with differential CAAP1

expression level

和分化[17-19]。CHEN等[20]研究表明 lncRNA OGD-1006

可能通过靶向 miR-184-5p/CAAP1 途径作为 ceRNA
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抑制原发性脑微血管内皮细胞凋亡。ZHANG等[11]

研究表明，miR-5100可通过靶向CAAP1增强胃癌细

胞凋亡水平，抑制自噬的发生。因此抑制CAAP1的

表达可能通过促进肿瘤细胞凋亡而抑制肿瘤细胞的

增殖，但CAAP1在肝肿瘤中的相关研究还未见报道。

本研究采用肝癌细胞系HepG2为研究对象，成功

构建了CAAP1的过表达载体pcDNA3/CAAP1和敲降

载体 shR-CAAP1，首先通过脂质体将载体转染肝癌细

胞HepG2，应用qPCR和WB检测载体的转染效率。然

后通过流式细胞术、CCK-8实验、划痕实验、克隆形成

实验和Transwell实验检测细胞的凋亡、增殖、迁移和侵

袭。当HepG2细胞中CAAP1表达增加时，肝癌细胞的

凋亡受到抑制，细胞增殖、迁移和侵袭能力显著增强；

而当利用shRNA敲降细胞中CAAP1的表达时，肝癌细

胞凋亡受到促进，细胞增殖、迁移和侵袭能力受到抑制。

结果提示CAAP1可能通过抑制肝癌细胞凋亡而促进肝

癌细胞细胞增殖、迁移和侵袭，但CAAP1是否也对肝癌

细胞的自噬有影响还需进一步的深入研究。总之，CAAP1

在HCC中可能作为癌基因和潜在的生物标志物，本研

究为临床肝癌的治疗提供新的治疗靶点和实验依据。
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