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AFAP-1L2 对胰腺癌细胞侵袭及转移的影响及机制
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摘   要	 目的：探讨 AFAP-1L2 表达下调对胰腺癌细胞的影响及其机制。

方法：人胰腺癌 SW1990 细胞分别转染靶向 AFAP-1L2 的干扰质粒 siAFAP-1L2 和阴性对照 siRNA，以

未处理的 SW1990 细胞为空白对照，检测各组细胞的迁移与侵袭能力，以及肿瘤浸润相关分子的蛋白

与 mRNA 变化；免疫共沉淀法检测 AFAP-1L2 蛋白与 p85α 蛋白相互作用关系。

结果：与空白对照 SW1990 细胞比较，转染 siAFAP-1L2 下调 AFAP-1L2 后，SW1990 细胞的迁移与侵

袭能力明显降低，p85α 及 α-pAkt 表达降低，α-Akt 表达升高（均 P<0.05），MMP-9 与 E-cadherin

表达无变化（均 P>0.05）；转染阴性对照 siRNA 的 SW1990 细胞各项指标无明显变化（均 P>0.05）。

免疫共沉淀显示，胰腺癌 SW1990 细胞中 AFAP-1L2 蛋白与 p85α 蛋白存在相互作用。

结论：AFAP-1L2 可能通过与 p85α 相互作用调控 PI3K/Akt 通路，从而影响胰腺癌细胞的迁移及浸润，

下调 AFAP-1L2 表达能抑制胰腺癌细胞迁移与侵袭能力。
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Abstract	 Objective: To investigate the influence of AFAP-1L2 down-regulation on pancreatic cancer cells and its 

mechanism. 

Methods:  Human pancreatic cancer SW1990 cells were transfected with AFAP-1L2 targeting plasmids siAFAP-

1L2 or negative control siRNA sequences, using untreated SW1990 cells as blank control, and then the  migration 

and invasion ability, and the protein and mRNA levels of the molecules related to metastasis and invasion in 

each group of cells were detected. The interaction between AFAP-1L2 and p85α protein was tested by co-

immunoprecipitation assay.

Results: Compared with the blank control SW1990 cells, in SW1990 cells with down-regulated AFAP-1L2 

expression after siAFAP-1L2 transfection, the migration and invasion ability was decreased, expressions of p85α 

and α-pAkt were decreased, and α-Akt expression was increased (all P<0.05), while the expressions of MMP-9 and 
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胰 腺 癌 以 恶 性 度 高 、 预 后 差 为 特 点 ， 生 存

期 短 ， 病 死 率 高 ， 预 后 差 主 要 原 因 在 与 胰 腺 癌 早

期 转 移 及 侵 袭 性 生 长 的 恶 性 生 物 特 征 [ 1 ]。 调 控 恶

性 肿 瘤 细 胞 转 移 和 浸 润 的 分 子 机 制 及 细 胞 生 物 学

特 征 是 研 究 的 热 点 ， 通 路 蛋 白 及 对 通 路 调 控 的 机

制 是 目 前 研 究 的 主 要 方 向 ， P I 3 K / A k t 、 M M P s 及

c a d h e r i n 等 信 号 通 路 参 与 胰 腺 癌 细 胞 的 迁 移 及 浸

润 ， 以 通 路 蛋 白 调 控 基 因 为 靶 点 的 靶 向 治 疗 ， 也

是 恶 性 肿 瘤 治 疗 的 突 破 点 之 一 [ 2 - 3 ]。 胰 腺 癌 转 移

及 浸 润 行 为 是 多 基 因 参 与 的 过 程 ， 其 中 包 括 促 癌

基 因 的 激 活 及 抑 癌 基 因 缺 失 和 或 失 活 的 多 重 作

用 ， 导 致 肿 瘤 细 胞 繁 殖 力 、 运 动 性 、 粘 附 性 及 浸

润 性 增 强 。 靶 基 因 筛 选 和 治 疗 靶 点 选 择 可 能 成 为

未 来 胰 腺 癌 治 疗 提 高 生 存 率 的 主 要 方 法 。 A F A P -

1L2（actin filament-associated protein 1-like 2，

X B 1 3 0 ） 是 一 种 接 头 蛋 白 ， 有 研 究 [ 4 ]显 示 其 在 甲

状 腺 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 等 恶 性 肿 瘤 中 表 达 升 高 ， 与

这 些 肿 瘤 的 恶 性 行 为 具 有 相 关 性 。 在 胰 腺 癌 细 胞

中AFAP-1L2在蛋白及mRNA水平均有表达，并促

进 胰 腺 癌 细 胞 的 增 殖 ， 减 少 凋 亡 。 本 研 究 选 取 胰

腺 癌 S W 1 9 9 0 细 胞 ， 该 细 胞 来 源 于 人 胰 腺 腺 癌 脾

转移灶，采用小干扰RNA（small interfering RNA，

siRNA）干扰AFAP -1L2表达，观察干扰后胰腺癌

SW1990细胞的迁移及浸润能力变化，并探讨其机制。

1　材料与方法

1.1  材料 

人胰腺癌细胞系SW1990购自中科院上海细胞

库。采用1640培养基条件下的贴壁细胞培养法。

AFAP -1L2山羊抗人多克隆抗体（sc -138089）、

p 8 5 α （ 磷 脂 酰 肌 醇 3 激 酶 调 节 亚 基 p 8 5 α ） 山 羊

多 克 隆 抗 体 （ s c - 3 1 9 7 0 ） 、 α - A k t （ α 蛋 白 激

酶）鼠单克隆抗体（sc -377457）、α -pAkt（磷

酸化α蛋白激酶）鼠单克隆抗体（sc -52940）、

M M P - 9 （ 金 属 基 质 蛋 白 9 ） 鼠 单 克 隆 抗 体 （ s c -

2 1 7 3 3 ） 及 E - c a d h e r i n （ E - 钙 黏 蛋 白 ） 兔 多 克

隆 抗 体 （ s c - 7 8 7 0 ） 购 自 美 国 S a n t a  C r u z 公 司 。

D A B 显 色 试 剂 盒 购 自 大 连 宝 生 物 公 司 ， B C A 定

量 及 E C L 发 光 试 剂 盒 购 自 南 京 凯 基 生 物 公 司 。

TRIzo l、逆转录及扩增试剂盒购自日本Takara公

司 。 m i R N A 提 取 分 离 试 剂 盒 及 A / G - A g a r o s e 购 自

美国Sigma公司。All - in -One™  qPCR Mix试剂盒

购 自 美 国 G e n e C o p o e i a 公 司 。 M a t r i g e l 胶 购 自 美

国BD Biosc iences公司，Transwel l小室购自美国

Corning Costar公司。引物由北京生工生物工程有

限公司进行设计并合成，见表1。siAFAP -1L2及

s i R N A 对 照 质 粒 购 自 美 国 A d d g e n e 公 司 。 M G 1 3 2

购自美国SELLECK公司。

E-cadherin showed no significant change (both P>0.05); all the studied parameters in SW1990 cells transfected 

with negative control siRNA seqeunces had no obvious change (all P>0.05). Co-immunoprecipitation assay 

showed that there was interaction between AFAP-1L2 and p85α protein in SW1990 cells.

Conclusion: AFAP-1L2 may regulate PI3K/Akt pathway through interaction with p85α and thereby influence 

the migration and invasion of pancreatic cancer cells, and down-regulating AFAP-1L2 expression can decrease the 

migration and invasion ability of pancreatic cancer cells.

Key words	 Pancreatic Neoplasms; Actin Filament-Associated Protein 1-Like 2; Neoplasm Invasiveness

CLC number: R735.9

                                                                                                                                                                                                                                                                                   

表 1　qRT-PCR 引物序列
Table 1　Primer sequences for qRT-PCR 

　基因 　　　　　　　正义 　　　　　　　反义
AFAP-1L2 5'-CCGGACGTAACGACTGCATCCG-3' 5'-GCCCAGTTCGUUCGUGCCACG-3'
GADPH 5'-GCCGATCCGTAACGCTACGGCGC-3'   5'-CCGGACGTTCGACGGCTCCG-3'
p85α 5'-CGCTCTACCCACGGAGTGGG-3' 5'- ACGGTCCTTGCCCCCCGG-3'
α-Akt 5'-GGCTACCGTACTCCGTCACC-3' 5'-GCCCATGCGTGCACGGCGCGG-3'
α-pAkt 5'-GCTCCACTGGCCGGAACCTCGG-3' 5'- CGGACTCGGGCTACCGGCCGC-3'
MMP-9 5'-GCTCCACTGGCCGGAACCTCGG-3'    5'-CGGACTCGGGCTACCGGCCGC-3'
E-cadherin 5'-CCGTCCGGGCCTCGACCCGG-3' 5'-GGCCTCCGATCCCGCCTACGC-3'
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1.2  研究方法

1.2.1  Western blot 法　将 SW1990 细胞系细胞应

用 PBS 洗 涤 3 次 离 心 后 弃 上 清， 加 细 胞 裂 解 液 提

取各细胞株总蛋白，对样品进行 BCA 法蛋白定量，

60 μg 蛋白加上样缓冲剂上样后 12% 十二烷基磺酸

钠 - 聚丙烯酰胺进行凝胶电泳分离，转移至 PVDF

膜。 用 含 有 5% 脱 脂 奶 粉 的 TBST 缓 冲 液 室 温 条

件下封闭 1.5 h 后加一抗，4 ℃条件下孵育过夜。

TBST 溶液洗膜 3 次后加入二抗，37 ℃孵育 1 h 后

TBST 溶液清洗 3 次，采用化学发光凝胶显像仪进

行显像， QuantityOne 分析灰度值。

1.2.2  实 时 定 量 PCR（qRT-PCR） 法　 按 照

RNA 分离试剂盒和 TRIzol 试剂盒说明书的要求步

骤进行细胞株 RNA 的提取及纯化，按照逆转录和

扩 增 试 剂 盒 说 明 书 要 求 步 骤 进 行 逆 转 录 及 扩 增。

取 1.5 μL 样品 RNA 采用全波长紫外 / 可见光扫描

分光光度计进行总 RNA 纯度检测，结果显示 A260/

A280 为 1.8~2.0 为 纯 度 较 高， 无 DNA 及 蛋 白 质 等

污染。取 RNA 样品 1 μL 进行 1% 琼脂凝胶电泳检

测 RNA 完整性，结果显示 5 s、18 s 及 28 s RNA

条 带 均 完 整， 总 RNA 抽 取 完 整。RNA 纯 度 高 并

且抽取完整可进行进一步实验。以各组细胞 cDNA

作 为 模 板， 每 组 均 设 立 ３ 个 复 孔， 反 应 体 系：

2×All-in-One qPCR Mix 10 μL，45×Syber Green 

2  μ L ， P r i m e r  F  1  μ L ， P r i m e r  R  1  μ L ， c D N A  

2 μL，ddH2O 4 μL， 反 应 条 件：95 ℃ 2 min；95 ℃  

2 min；95 ℃ 20 s；60 ℃ 30 s； 75 ℃ 30 s（45 个

循环），采用 ΔΔCT 法比较不同组别基因表达差异。

1.2.3  siRNA 转 染　SW1990 细胞 系 分 为 3 组：

无 干 预 组（ 空 白 对 照 组 ）、siAFAP-1L2 转 染 组

（siAFAP-1L2 组） 及 siRNA 对 照 转 染 组（siRNA

对照组）。选取对数期生长并且 24 h 内融合高于

80% 的 细 胞 按 照 LipofectamineTM2000 说 明 书 步

骤 进 行 转 染， 转 染 48 h 后 采 用 Western blot 法 及

qRT-PCR 法 对 AFAP-1L2 蛋白 及 mRNA 表 达水 平

进行检测，评价转染效率。

1.2.4  Transwell 法 检 测 迁 移 和 侵 袭　 依 照

Transwell 试剂盒说明书步骤进行操作，检测转染

后 各 组 细 胞 的 迁 移 能 力 及 侵 袭 能 力。 显 微 镜 观 察

照 相 计 数， 每 孔 任 意 选 取 3 个 200 倍 视 野 拍 照，

对侵袭细胞数量百分比进行计数，计算其平均值。

细胞迁移步骤即在 Transwell 小室中不填加基质胶，

其他步骤同侵袭，每组实验重复 3 次，计算平均值

进行统计分析。

1.2.5  免 疫 共 沉 淀（IP）　 取 汇 合 度 达 80% 的

SW1990 细 胞， 进 行 细 胞 裂 解，BCA 检 测 蛋 白 浓

度，进行蛋白浓度定量，取 1 份蛋白备用为对照备

组，将剩余的蛋白加入 50% 蛋白 A/G- 琼脂糖珠，

4 ℃温度下振摇 2~3 h 后离心保留上清液。再次加

50% 蛋白 A/G- 琼脂糖珠，平均分为 2 组，一组加

入 IgG 抗 体 作 为 阴 性 对 照， 另 1 组 加 入 目 的 蛋 白

相应抗体（抗 AFAP-1L2 抗体或抗 p85α 抗体），

于 4 ℃温度下缓慢旋转孵育过夜。4 000 r/min 离

心 2 min， 保 留 30~50 μL 上 清 液， 其 余 弃 去 后 加

裂 解 液，4 ℃ 温 度 下 振 摇 10 min，4 500 r/min 离

心 2 min，弃去上清液，重复 3 次后针头吸进所有

上 清 液， 与 对 照 管 同 时 加 相 应 加 样 缓 冲 液， 变 性 

5 min，同时进行 Western blot 分析。Input：将蛋白

裂解液直接上样作为蛋白标志，IgG：蛋白裂解液与

兔免疫前血清 IgG 混合，作为免疫共沉淀对照组。

1.3  统计学处理

采用GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析及

作图，计量资料采用均数±标准差（x±s）表示，

二组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1 转染效率检测

Western blot显示，siAFAP-1L2组SW1990细

胞AFAP-1L2表达条带明显淡于siRNA对照组与空

白对照组 ，差异有统计学意义（F=9.360，P<0.05）

（ 图 1 A - B ） 。 q R T - P C R 显 示 ， s i A F A P - 1 L 2 组  

A F A P - 1 L 2  m R N A 表 达 明 显 低 于 s i R N A 对 照 组 与

空 白 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ F = 8 . 2 4 8 ，

P<0.05），转染效率约为60%~70%（图1C）。

2.2  siAFAP-1L2 转染后 SW1990 细胞迁移能力

Transwell检测显示，siAFAP-1L2组迁移细胞

数少于siRNA对照组与空白对照组，差异有统计学

意义（均P<0.05）（图2）。

2.3  siAFAP-1L2 转染后 SW1990 细胞侵袭能力

Transwell检测显示，siAFAP-1L2组侵袭细胞

数少于siRNA对照组与空白对照组，差异有统计学

意义（均P<0.05）（图3）。
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2.4  siAFAP-1L2 转染后转移及侵袭相关通路分

子的表达

Western blot显示，p85α蛋白在siAFAP-1L2

组 的 表 达 量 明 显 低 于 空 白 对 照 组 与 s i R N A 对 照 组

（F=6.579，P=0.031），siAFAP-1L2组α-Akt表

达量高于空白对照组与siRNA对照组（F=8.257，

P= 0 . 0 1 4 ） ， 而 α - p A k 表 达 量 低 于 空 白 对 照 组 与

siRNA对照组（F=6.002，P=0.041）；MMP -9在 

3组间差异无统计学意义（F=1.213，P=0.217），

E-cadherin在3组间差异无统计学意义（F=1.632，

P= 0 . 1 5 8 ） （ 图 4 A - B ） ； q R T - P C R 结 果 显 示 ，

p 8 5 α  m R N A 在 s i A F A P - 1 L 2 组 的 表 达 量 明 显

低 于 空 白 对 照 组 与 s i R N A 对 照 组 （ F = 9 . 7 3 2 ，

P=0.003），α -Akt  mRNA在siAFAP -1L2组的表

达量高于空白对照组与siRNA对照组（F=8.382，

P= 0 . 0 0 7 ） ，  而 α - p A k t  m R N A 表 达 量 低 于 空 白

对照组与siRNA对照组（F=7.539，P=0.017），

MMP-9 mRNA在3组间差异无统计学意义（F=2.393，

P=0.199），E-cadherin mRNA在3组间差异无统计学

意义（F=1.338，P=0.275）（图4C）。

30

20

10

0

蛋
白

相
对

表
达

量
空白对照组

siRNA 对照组

siAFAP-1L2 组

1.5

1.0

0.5

0.0

m
R

N
A

相
对

表
达

量

空白对照组

siRNA 对照组

siAFAP-1L2 组

A B C

图 1　转染效率的检测　　A，B：Western blot 检测 AFAP-1L2 蛋白表达；C：qRT-PCR 检测 AFAP-1L2 mRNA 表达
Figure 1　Transfection efficiency analysis　　A, B: Western blot detecting AFAP-1L2 protein expression; C: qRT-PCR detecting AFAP-1L2 
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图 2　Transwell 检测细胞迁移能力
Figure 2　Cell migration detected by Transwell assay
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图 3　Transwell 检测细胞侵袭能力
Figure 3　Cell invasion detected by Transwell assay
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2.5  AFAP-1L2 与 p85α 相互作用检测

免疫共沉淀后经Western blot显示，当抗体将

AFAP -1L2从SW1990细胞裂解液中拉出的同时，

p85α也被拉出，表现为在相应位置显示出灰黑色

蛋白条带；当抗体将p85α从SW1990细胞裂解液

拉的同时，AFAP-1L2也被拉出，表现为在相应位

置显示出灰黑色蛋白条带，提示胰腺癌SW1990细

胞中AFAP-1L2 与p85α有相互作用（图5）。

3　讨　论

胰 腺 癌 以 早 期 转 移 及 浸 润 为 主 要 的 恶 性 特

征 ， 由 于 转 移 出 现 早 ， 无 论 手 术 、 放 疗 或 化 疗 均

不 能 明 显 提 高 生 存 期 及 降 低 近 远 期 病 死 率 [ 5 ]。 胰

腺 癌 细 胞 的 迁 移 及 浸 润 过 程 是 多 基 因 和 多 因 素 共

同作用结果。AFAP-1L2也被称为XB130，其结构与

肌动蛋白丝相关蛋白（AFAP）相似，是一种新型

接头蛋白[6]。AFAP-1L2在甲状腺癌、食道癌及胃癌

等恶性肿瘤中具有促进肿瘤生长及转移等作用[7]。 

有 研 究 [ 4 ]认 为 发 现 ， A F A P - 1 L 2 在 胰 腺 导 管 腺 癌

组 织 中 为 高 表 达 ， 预 示 着 胰 腺 癌 的 不 良 预 后 ， 在

胰 腺 癌 细 胞 中 也 有 表 达 ， 参 与 肿 瘤 细 胞 增 殖 及

凋 亡 的 过 程 。 本 研 究 选 择 来 自 胰 腺 癌 脾 转 移 灶 的

SW1990细胞，观察AFAP-1L2表达干扰后SW1990

细 胞 迁 移 及 浸 润 行 为 的 变 化 ， 探 讨 其 机 制 。 有 研

究[8]显示，PI3K/Akt信号通路对胰腺癌的增殖及浸

润等恶性行为发挥重要作用，MMPs及钙黏附素家

族也在胰腺癌转移及浸润过程中扮演重要角色[3, 9]。

p85α是PI3K重要的亚单位，是PI3K/Akt信号通路

中的上游蛋白，p85α磷酸化激活该通路，影响肿

瘤细胞的增殖及浸润等恶性行为。Shiozaki等[10]研

究显示，AFAP-1L2自N'端以酪氨酸54为起点的序

列可以与磷酸化的p85α的N'端或C'的SH2区域结

合，发挥活性，Akt在Ser375位点的磷酸化是Akt

激活的主要标志。

本研究经Transwe l l检测显示，AFAP -1L2表

达下调后，SW1990细胞迁移及浸润能力均明显下

降，说明AFAP-1L2对胰腺癌细胞转移及浸润可能

有 促 进 作 用 。 进 一 步 对 机 制 研 究 中 显 示 ， A F A P -
1L2表达下调后， PI3K/Akt信号通路中，PI3K亚

单位p85α及α -pAkt蛋白表达量降低，α -Akt蛋

白表达量升高，p85α作为该通路的上游蛋白，在

AFAP-1L2下调后表达下降，进而引起其下游蛋白
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图 4　转移与侵袭相关分子的表达　　A，B：蛋白表达检测；C：mRNA 表达检测 
Figure 4　Expressions of the molecules related to metastasis and invasion　　A, B: Protein expressions; C: mRNA expressions
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α -Akt磷酸化降低，通路活性受到抑制。Lodyga

等[6]在胃癌中的研究也认为AFAP-1L2与p85α相互

关系密切，共同对PI3K/Akt信号通路进行调节，

从 而 影 响 肿 瘤 细 胞 的 浸 润 。 研 究 显 示 ， 基 质 金 属

蛋白中MMP-9及钙黏附素家族主要成员E-cadherin

蛋 白 表 达 量 无 变 化 ， A F A P - 1 L 2 对 胰 腺 癌 细 胞 转

移 及 浸 润 的 调 控 可 能 与 基 质 金 属 蛋 白 及 钙 黏 附 素

家 族 没 有 关 联 。 q R T - P C R 结 果 显 示 ， A F A P - 1 L 2

下调后，p85αmRNA及α -pAkt  mRNA表达量降

低，α -Akt  mRNA表达量升高， MMP -9  mRNA

及E-cadherin mRNA表达量无变化。AFAP-1L2对

PI3K/Akt信号通路的调控在mRNA水平可能已经发

生 ， 但 需 要 进 一 步 实 验 证 明 。 免 疫 共 沉 淀 显 示 ，

胰 腺 癌 S W 1 9 9 0 细 胞 中 A F A P -1 L 2 蛋 白 与 p 8 5 α 蛋

白 有 相 互 作 用 ， 进 一 步 说 明 二 者 可 能 形 成 复 合 体

形式对PI3K/Akt信号通路进行调控。Lodyga等 [11]

研 究 认 为 ， 肿 瘤 细 胞 在 诱 发 因 素 作 用 下 ， A F A P -
1L2会向细胞膜聚集，肿瘤细胞伪足形成增多，活

动 能 力 增 强 ， 从 而 突 破 血 管 基 底 膜 向 远 隔 器 官 移

动、黏附、种植及浸润生长，形成转移灶。Zheng

等 [12]也认为PI3K/Akt信号通路被抑制后，胰腺癌

细 胞 的 增 殖 凋 亡 等 活 性 减 弱 ， 肿 瘤 细 胞 对 厄 洛 替

尼 化 疗 的 敏 感 性 增 强 。 但 胰 腺 癌 的 发 生 及 发 展 过

程 中 有 多 种 信 号 通 路 参 与 ， 这 些 通 路 中 关 键 的 蛋

白调控受到多因素影响[13-14].本研究认为AFAP-1L2

从基因转录水平通过p85α相互作用对PI3K/Akt通

路即发挥调控作用。AFAP -1L2对cSrc及Rac等信

号 通 路 同 时 可 能 也 具 有 调 控 作 用 ， 对 恶 性 肿 瘤 细

胞迁移与浸润均具有促癌作用[15-16]。

本研究结论为下调AFAP-1L2表达胰腺癌细胞迁

移及浸润能力减弱，AFAP-1L2通过与p85α相互作用

调控PI3K/Akt通路影响胰腺癌细胞的迁移及浸润。
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