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摘     要             背景与目的：胰腺癌恶性程度高、预后差，亟需寻找新的分子治疗靶点。肌动蛋白丝相关蛋白 1 相似

蛋白 2 （AFAP1L2） 在多种肿瘤中发挥促癌作用，但其在胰腺癌中的功能及分子机制尚未明确。本研究

旨在探讨 AFAP1L2 在胰腺癌中的表达特征及其对肿瘤增殖与转移的调控机制。

方法：基于生物信息学分析及 Western blot 检测 AFAP1L2 在胰腺癌组织与细胞中的表达，并分析其与患

者预后的关系。通过 shRNA 沉默 AFAP1L2 表达，采用 CCK-8、克隆形成、Transwell 及划痕实验评估细

胞增殖、侵袭与迁移能力；Western blot 检测上皮-间充质转化及 RAS/ERK 信号通路相关蛋白变化；构

建裸鼠皮下移植瘤模型验证体内作用。通过 RAS-GTP 检测及免疫共沉淀实验探讨其分子机制。

结果：AFAP1L2 在胰腺癌组织及细胞中高表达，且与患者生存期呈负相关。沉默 AFAP1L2 明显抑制胰

腺癌细胞增殖、侵袭和迁移能力，并抑制裸鼠移植瘤生长。机制研究表明，AFAP1L2 可与 RASA1 结合

并抑制其 GTP 酶激活活性，导致 RAS-GTP 水平升高，激活 RAS/ERK 信号通路；而沉默 AFAP1L2 可恢复

RASA1 对 RAS 的负调控作用，降低 ERK、MEK 磷酸化水平，从而抑制肿瘤进展。

结论：AFAP1L2 通过结合并抑制 RASA1 活性，激活 RAS/ERK 信号通路，促进胰腺癌细胞增殖与转移，

具有潜在分子治疗靶点价值。
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reported to promote tumor progression in multiple cancers; however, its role in pancreatic cancer remains 

unclear. This study aimed to investigate the expression profile and functional mechanism of AFAP1L2 in 

pancreatic cancer.

Methods: Bioinformatics analysis and Western blot were used to evaluate AFAP1L2 expression in 

pancreatic cancer tissues and cells, and its association with patient survival was analyzed. AFAP1L2 was 

silenced by shRNA, and cell proliferation, invasion, and migration were assessed using CCK-8, colony 

formation, Transwell, and wound healing assays. EMT markers and RAS/ERK pathway-related proteins 

were detected by Western blot. A nude mouse xenograft model was established to validate in vivo effects. 

RAS-GTP levels and co-immunoprecipitation assays were performed to explore the underlying 

mechanism.

Results: AFAP1L2 was highly expressed in pancreatic cancer tissues and cells and was negatively 

correlated with patient survival. Silencing AFAP1L2 significantly inhibited cell proliferation, invasion, 

and migration in vitro and suppressed tumor growth in vivo. Mechanistically, AFAP1L2 interacted with 

RASA1 and inhibited its GTPase-activating activity, leading to increased RAS-GTP levels and activation 

of the RAS/ERK pathway. Knockdown of AFAP1L2 restored RASA1-mediated negative regulation of 

RAS, decreased ERK and MEK phosphorylation, and attenuated malignant progression.

Conclusion: AFAP1L2 promotes proliferation and metastasis of pancreatic cancer cells by activating the 

RAS/ERK signaling pathway through inhibition of RASA1, suggesting its potential as a therapeutic 

target.
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胰 腺 癌 是 全 球 范 围 内 导 致 癌 症 相 关 死 亡 的 主

要原因之一[1]。在我国，胰腺癌的发病率在所有恶

性肿瘤中排第 10 位，病死率排第 5 位[2]。大部分胰

腺 癌 患 者 在 就 诊 时 已 经 达 到 肿 瘤 的 晚 期 阶 段 ， 甚

至 出 现 远 处 转 移 ， 手 术 治 疗 的 机 会 少 ， 并 且 胰 腺

癌 对 化 疗 和 放 疗 的 敏 感 性 较 差[3]。 因 此 ， 寻 找 新

的 、 有 效 的 治 疗 胰 腺 癌 的 分 子 靶 点 是 目 前 临 床 上

亟待解 决 的 关 键 问 题 。 肌 动 蛋 白 丝 相 关 蛋 白 1 相

似 蛋 白 2 （actin filament associated protein 1-like 2，

AFAP1L2） 是一种 AFAP 肌动蛋白丝相关蛋白家族

接头蛋白，参与细胞增殖、存活和基因表达[4]。多

项 研 究 发 现 ， AFAP1L2 在 甲 状 腺 癌 、 胃 癌 等 肿 瘤

中 发 挥 促 癌 基 因 的 角 色 ， 通 过 促 进 细 胞 的 增 殖 、

迁移等调控肿瘤进展[5-6]。同样，笔者团队前期研

究[7] 发现，AFAP1L2 的表达增加可以促进胰腺癌细

胞 的 增 殖 。 因 此 ， AFAP1L2 可 能 作 为 治 疗 胰 腺 癌

的潜在的分子靶点。

RAS/ERK 信 号 通 路 通 过 调 节 细 胞 周 期 、 细 胞

增 殖 、 分 化 、 侵 袭 迁 移 以 及 血 管 生 成 等 生 物 学 过

程在胰腺癌进展中发挥关键作用[8]。RAS/ERK 信号

通路又被称为 MAPK 信号级联反应，RAS 受到信号

转 导 刺 激 从 非 活 性 RAS-GDP 转 变 为 活 性 RAS-GTP

形 式 ， 活 化 的 RAS 与 RAF 结 合 ， 进 一 步 磷 酸 化 激

活 MEK 和 ERK， 驱 动 细 胞 增 殖 和 存 活[9-11]。 因 此 ，

针 对 该 通 路 上 的 不 同 的 节 点 进 行 靶 向 治 疗 可 以 达

到 肿 瘤 抑 制 作 用 。 目 前 关 于 AFAP1L2 在 胰 腺 癌 中

的 作 用 及 机 制 研 究 较 少 ， 本 研 究 探 索 AFAP1L2 在

胰 腺 癌 细 胞 增 殖 、 转 移 过 程 中 扮 演 的 角 色 及 对

RAS/ERK 信 号 通 路 的 调 控 机 制 ， 为 临 床 上 胰 腺 癌

的靶向治疗提供新的理论基础。

1     材料与方法 

1.1 细胞培养　

人 胰 腺 癌 细 胞 系 PANC-1、 CFPAC、 BxPC-3、

SW1990 和 E6C7 胰腺上皮细胞均购买自中国科学院

上 海 细 胞 库 ， 根 据 细 胞 特 性 分 别 选 用 DMEM 培 养

基 以 及 RPMI 1640 培 养 基 （含 10% 胎 牛 血 清 、 1%

青霉素-链霉素），并置于 5% CO2、37 ℃的条件下

培养。培养基均购买自 Gibco 公司。
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1.2 shRNA沉默AFAP1L2基因表达　

从 基 因 公 司 （ 吉 凯 基 因 ） 购 买 包 被 好

shAFAP1L2 的慢病毒，将 1×104 个细胞种到 6 孔板

里。16~24 h 后加入 40 μL 的转染增强试剂和 20 μL

病毒 （MOI=10）。培养 12~18 h 后更换 2 mL 新鲜培

养 液 ， 继 续 培 养 48~72 h。 加 入 2 μg/mL 的 嘌 呤 霉

素处理 3~5 d 进行细胞筛选。使用 Western blot 检测

进行转染效率的鉴定。

1.3 Western blot检测蛋白的表达　

使用 RIPA 细胞裂解液 （含有蛋白酶抑制剂和

磷 酸 酶 抑 制 剂 ， 均 购 自 碧 云 天 公 司） 裂 解 细 胞 后

超声破碎细胞，4 ℃条件下 14 000×g 离心 10 min。取

上 清 液 后 使 用 BCA 试 剂 盒 （购 自 碧 云 天） 检 测 蛋

白浓度。将 SDS-PAGE 凝胶放入电泳槽中，加入电

泳 液 和 蛋 白 样 本 ， 80 V 条 件 下 电 泳 至 分 子 量 标 记

（Marker） 分离，130 V 电泳至溴酚蓝见底。将电泳

好的 SDS-PAGE 凝胶和 NC 膜放入电转槽中，200 mA

的恒定电流在冰上进行转膜 1~2 h，脱脂牛奶封闭

1 h， 加 入 一 抗 （anti-AFAP1L2 Ab 1∶1 000、 anti-

ERK Ab 1∶1 000、 anti-P-ERK Ab 1∶1 000、 anti-

MEK Ab 1∶1 000、 anti-P-MEK Ab 1∶1 000、 anti-E-

cadherin Ab 1∶1 000、 anti-vimentin Ab 1∶1 000 购 买

自 CST 公司；anti-GAPDH Ab 1∶2 000、anti-β-actin Ab 

1∶2 000 购自武汉三鹰公司） 4 ℃过夜。第 2 天使 用

PBST 洗 膜 后 加 入 山 羊 抗 兔 二 抗 （1∶2 000， 购 自

Abcam 公 司）， 避 光 孵 育 1 h 后 通 过 ECL 工 作 液

显影。

1.4 CCK-8检测细胞活力　

将 1 000 个细胞加到 96 孔板里，并在每个孔里

加 200 μL 的 细 胞 培 养 液 。 每 组 细 胞 分 别 培 养 2、

4、6 d。到达各组的实验时间后，吸净培养液，添

加 100 μL 的新的培养液和 10 μL 的 CCK-8 （购自碧

云天）。避光，37 ℃的条件下分别孵育 1、2、3 h。在

450 nm 的条件下检测细胞的吸光度。使用 GraphPad

软件进行数据分析。

1.5 Transwell和划痕实验检测细胞侵袭、迁移能力

将 细 胞 种 于 Transwell 小 室 中 ， 小 室 内 加 入 不

含血清的培养液，小室外加入含有血清的培养液，

培养 24 h 后，使用甲醇固定细胞 30 min，结晶紫染

色 后 将 基 底 膜 切 下 ， 置 于 载 玻 片 上 ， 中 性 树 胶 封

片 ， 在 高 倍 镜 下 观 察 并 拍 照 。 其 次 ， 将 细 胞 种 在

6 孔板中，待细胞长满后更换无血清培养基，使用

移液枪在瓶底划数条直线，培养 12 h 后观察划痕面积。

1.6 克隆实验检测胰腺癌细胞的增殖情况

以 50、 100、 200 个 细 胞 的 梯 度 密 度 将 胰 腺 癌

细胞接种在 6 孔板中，使细胞分散均匀，培养 15 d

后显微镜下观察细胞集落形成情况。

1.7 活化RAS pulldown检测试剂盒检测RAS-GTP

水平

活 化 RAS pulldown 检 测 试 剂 盒 购 买 自 Thermo 

Fisher Scientific。 在 培 养 皿 中 加 入 0.5 mL 裂 解 缓 冲

液后冰上孵育 5 min。收集 4 ℃条件下裂解液 16 000×g

离 心 5 min 后 收 集 上 清 液 。 加 入 10 μL pH 8.0 的

0.5 mol/L EDTA， 加 入 5 μL 的 10 mmol/L GTPγS 或

者 5 μL 的 100 mmol/L GDP ， 30 ℃ 孵 育 15 min 后加

入 32 μL 的 1 mol/L MgCl2。旋转谷胱甘肽树脂瓶以

彻底重悬琼脂糖珠，将 100 μL 的 50% 树脂浆液加

入带收集管的离心杯中，6 000×g 离心 30 s。弃上

清，加入 400 μL 缓冲液，6 000×g 离心 30 s 后弃上

清。将 80 μg GST-Raf1-RBD 加入到含有谷胱甘肽树

脂的离心杯中。将 700 μL 的细胞裂解物转移到离

心 杯 中 ， 涡 旋 振 荡 后 4 ℃ 轻 轻 摇 动 孵 育 1 h 。

6 000×g 离 心 30 s。 加 入 400 μL 缓 冲 液 ， 6 000×g

离 心 30 s， 重 复 2 次 。 将 β - 巯 基 乙 醇 与 2×SDS 样

品缓冲液以 1∶20 混合。向树脂中加入 50 μL 2×还

原样品缓冲液，6 000×g 离心 2 min 后去掉离心杯。

将 洗 脱 的 样 品 在 100 ℃ 加 热 5 min 后 进 行 Western 

blot 分析。

1.8 HE 染色观察肿瘤组织结构变化和细胞病变

情况

将 肿 瘤 组 织 石 蜡 切 片 分 梯 度 浸 到 二 甲 苯 、 不

同 浓 度 的 乙 醇 中 浸 泡 进 行 脱 蜡 。 将 切 片 放 到 苏 木

素中染色 5 min，使用蒸馏水洗 5 min。用含 1% 盐

酸的乙醇溶液分化切片数秒。再使用 0.6% 氨水浸

泡切片 1 min 后用自来水洗切片 5 min。将经过苏木

素染色后的切片放到伊红中染色约 1~3 min。将染

色 好 的 切 片 分 别 放 到 不 同 浓 度 的 乙 醇 、 二 甲 苯 中

进 行 梯 度 脱 水 ， 然 后 使 用 中 性 树 胶 封 片 。 显 微 镜

镜检，图像采集分析。

1.9 Ki-67免疫组化检测细胞的增殖　

石 蜡 切 片 常 规 脱 水 ， 蒸 馏 水 冲 洗 3 次 ，

3%H2O2 室温孵育 10 min，灭活内源性过氧化物酶，

PBS 漂洗 5 min×3 次，用枸橼酸钠进行高压抗原修

复 5 min， PBS 漂 洗 5 min×3 次 ， 滴 加 10% 山 羊 血

清 孵 育 30 min 。 封 闭 非 特 异 性 抗 原 ， PBS 漂 洗

5 min×3 次，加入一抗稀释液，4 ℃过夜。PBS 漂
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洗 5 min×3 次，滴加二抗室温孵育 30 min，PBS 漂

洗 5 min×3 次。滴加辣根酶标记的工作液室温孵育

30 min， PBS 漂 洗 5 min×3 次 。 DAB 显 色 ， 苏 木 素

复 染 ， 0.1% 盐 酸 分 化 ， 反 蓝 ， 常 规 脱 水 透 明 ， 中

性树胶封固。PBS 取代一抗做阴性对照。

1.10 免疫共沉淀实验

裂 解 胰 腺 癌 细 胞 ， 加 入 特 异 性 抗 体 （Anti-

AFAP1L2）、同型 IgG 抗体 （等量） 4 ℃旋转孵育过

夜。加入预处理好的 Protein A/G 磁珠 4 ℃旋转孵育

2~4 h， 形 成 “ 磁 珠 - 抗 体 - 靶 蛋 白 - 互 作 蛋 白 ” 复

合物。低速离心弃上清，用预冷的 PBS 缓冲液重悬

磁 珠 ， 轻 柔 旋 转 洗 涤 5 min。 重 复 洗 涤 3~4 次 后 吸

尽 残 留 液 体 。 加 入 适 量 2×SDS 样 品 缓 冲 液 ， 95~

100 ℃加热 5~10 min。离心取上清进行 Western Blot

检测。

1.11 裸鼠皮下移植瘤模型构建　

选 择 5~6 周 龄 的 雄 性 BALB/c 裸 鼠 并 随 机 分 为

两 组 （n=6） 。 将 1×106 个 BxPC-3 或 BxPC-3/

AFAP1L2-shRNA 细胞注射在裸鼠背部的右下侧。皮

下 种 瘤 成 功 后 ， 每 天 使 用 游 标 卡 尺 检 测 肿 瘤 的 大

小 ， 肿 瘤 大 小 计 算 公 式 为 ： V= （L×W2） ×0.5。

V 代表肿瘤的体积，L 是长度，W 是宽度。当对照组

中的肿瘤达到 1 000 mm3 时，裸鼠吸入异氟烷麻醉

后 颈 椎 脱 臼 安 乐 死 裸 鼠 ， 随 后 切 除 肿 瘤 。 并 称 量

每 个 肿 瘤 的 质 量 。 然 后 将 每 个 肿 瘤 分 为 两 半 。 将

其 中 的 一 半 固 定 在 10% 浓 度 的 福 尔 马 林 中 进 行 肿

瘤 组 织 的 石 蜡 包 埋 和 免 疫 组 化 实 验 。 另 一 半 快 速

冷 冻 并 保 存 在 液 氮 中 ， 进 行 后 续 的 Western blot 等

实 验 。 本 研 究 的 动 物 实 验 已 经 过 广 东 医 科 大 学 动

物伦理委员会批准 （GDY2302514）。

1.12 统计学处理　

数 据 表 示 为 平 均 值 ± 标 准 差 （x̄ ± s）。 通 过

SPSS 19.0 软件统计数据，两组间数据比较使用 t 检

验 ， 多 组 间 数 据 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 配 合

Tukey 事后检验进行。P<0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 AFAP1L2 在胰腺癌中的表达及其与患者预后、

胰腺癌细胞功能的关系

GEPIA 数 据 库 分 析 发 现 AFAP1L2 在 胰 腺 癌 组

织中高表达 （图 1A），并且高表达 AFAP1L2 的胰腺

癌患者生存期明显降低 （图 1B）。Western blot 检测

结 果 显 示 ， AFAP1L2 在 PANC-1、 CFPAC、 BxPC-3、

SW1990 人胰腺癌细胞中的表达均较 E6C7 胰腺上皮

细 胞 升 高 ， 并 且 AFAP1L2 在 PANC-1 和 BxPC-3 这

两 种 细 胞 株 中 表 达 最 高 （图 2A）。 因 此 ， 选 用

PANC-1 和 BxPC-3 进 行 后 续 实 验 。 CCK-8 实 验 检 测

到分别在 PANC-1 和 BxPC-3 中沉默 AFAP1L2 的表达

后 （图 2B），胰腺癌细胞的活性明显降低 （图 2C）。

克 隆 实 验 可 见 沉 默 AFAP1L2 后 ， 胰 腺 癌 细 胞 的 增

殖明显受到抑制 （图 2D）。
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图1　AFAP1L2 在胰腺癌细胞中的表达及其与患者预后的关系  A：GEPIA 数据库分析正常胰腺组织和胰腺癌组织中

AFAP1L2 的表达情况；B：GEPIA 数据库展示不同 AFAP1L2 表达水平胰腺癌患者的总生存曲线

Figure 1　Expression of AFAP1L2 in pancreatic cancer and its association with patient prognosis  A: AFAP1L2 expression in 

normal pancreatic tissues and pancreatic cancer tissues based on GEPIA database; B: Overall survival curves of pancreatic 

cancer patients with different AFAP1L2 expression levels
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2.2 AFAP1L2 与 胰 腺 癌 细 胞 上 皮 - 间 充 质 转 化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT）及

侵袭和转移的关系　

EMT 是恶性肿瘤发生转移和侵袭的重要原因，

其明显特征是 E-cadherin 蛋白的丢失，和 vimentin 蛋

白表达的增加[12]。Western blot 实验结果可见，沉默

AFAP1L2 的 表 达 后 ， 胰 腺 癌 细 胞 中 E-cadherin 的 表

达 增 加 ， vimentin 的 表 达 降 低 （ 图 3A）。 说 明

AFAP1L2 可以促进胰腺癌细胞的转移。Transwell 和

划 痕 实 验 显 示 ， AFAP1L2 敲 除 后 抑 制 了 胰 腺 癌 细

胞的侵袭和迁移 （图 3B-C）。
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图2　沉默 AFAP1L2 后胰腺癌细胞的增殖情况  A：不同胰腺癌细胞和胰腺上皮细胞中 AFAP1L2 的表达情况；B：沉默

AFAP1L2 后 BxPC-3 和 PANC-1 细胞中 AFAP1L2 表达；C：沉默 AFAP1L2 对 BxPC-3 和 PANC-1 细胞活性的影响；D：沉

默 AFAP1L2 对 BxPC-3 和 PANC-1 细胞增殖的影响

Figure 2　Effects of AFAP1L2 knockdown on proliferation of pancreatic cancer cells  A: Expression of AFAP1L2 in pancreatic 

cancer cell lines and normal pancreatic epithelial cells; B: AFAP1L2 expression in BxPC-3 and PANC-1 cells after 

knockdown; C: Effect of AFAP1L2 knockdown on cell viability; D: Effect of AFAP1L2 knockdown on cell proliferation
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2.3 AFAP1L2与胰腺癌细胞中RAS/ERK信号通路

的关系

Western blot 检测结果显示，沉默 AFAP1L2 后，

胰 腺 癌 细 胞 中 P-ERK 及 P-MEK 的 水 平 明 显 降 低 ，

ERK 和 MEK 的水平没有明显变化 （图 4），说明沉

默 AFAP1L2 的 表 达 抑 制 了 RAS/ERK 信 号 通 路 中

ERK 及 MEK 的活性。

2.4 AFAP1L2对胰腺癌细胞体内生长的影响　

将 正 常 BxPC-3 细 胞 和 沉 默 AFAP1L2 质 粒 转 染

的 BxPC-3 细 胞 分 别 注 射 到 裸 鼠 背 部 皮 下 ， 构 建 裸

鼠 皮 下 移 植 瘤 模 型 。 经 过 1 个 月 后 ， BxPC-3/

AFAP1L2-shRNA 组肿瘤的体积明显小于对照组，肿

瘤的质量同样明显减少 （图 5A）。肿瘤组织的 HE

染 色 和 Ki-67 免 疫 组 化 可 见 BxPC-3/AFAP1L2-

shRNA 组 中 肿 瘤 细 胞 明 显 坏 死 ， 增 殖 受 到 抑 制

（ 图 5B）。 Western blot 检 测 结 果 显 示 ， BxPC-3/

AFAP1L2-shRNA 组中 P-ERK、P-MEK、vimentin 的水

平下降，E-cadherin 的表达水平增加 （图 6），说明

沉 默 AFAP1L2 在 体 内 同 样 抑 制 了 RAS/ERK 信 号 通

路 ， 并 且 抑 制 胰 腺 癌 细 胞 的 生 长 和 EMT， 这 与 细

胞实验结果一致。 
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Figure 3　Effects of AFAP1L2 knockdown on EMT, invasion, and migration of pancreatic cancer cells  A: Expression of EMT-

related proteins detected by Western blot; B: Cell invasion assessed by Transwell assay; C: Cell migration assessed by 

wound healing assay  
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Figure 4　Effects of AFAP1L2 knockdown on RAS/ERK signaling pathway-related proteins in pancreatic cancer cells
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Figure 5　Effects of AFAP1L2 on growth of pancreatic cancer xenografts  A: Tumor volume and weight of xenografts; B: Ki-67 

immunohistochemistry and HE staining of tumor tissues
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2.5 AFAP1L2调控RAS/ERK通路的机制　

RAS p21 蛋 白 激 活 因 子 1 （RAS p21 protein 

activator1， RASA1） 是 一 种 内 源 性 的 RAS-GTP 酶 激

活 蛋 白 （RAS-GTPase-activating protein， RAS-GAP），

可以加速 RAS-GTP 的水解使 RAS 处于非激活状态，

进 而 抑 制 RAS/ERK 通 路 [13] 。 本 研 究 结 果 表 明 沉

默 AFAP1L2 的 表 达 后 ， RAS-GTP 的 水 平 明 显 降 低

（图 7A）；单独沉默 RASA1 可以增加 RAS-GTP 的水

平 ， 然 而 当 同 时 沉 默 RASA1 和 AFAP1L2 时 ， RAS-

GTP 的水平未发生明显变化 （图 7B），说明 RAS 的

活 性 受 RASA1 调 控 ， 而 AFAP1L2 不 直 接 调 控 RAS

活 性 ； 沉 默 AFAP1L2 降 低 RAS 活 性 的 效 应 依 赖 于

RASA1 的 存 在 。 由 于 AFAP1L2 是 一 种 接 头 蛋 白 ，

通过与靶蛋白相互结合发挥作用[4]。通过免疫共沉

淀 实 验 发 现 ， AFAP1L2 可 以 与 RASA1 特 异 性 结 合

（图 7C）。以 上 结 果 说 明 AFAP1L2 通 过 与 RASA1 特

异性结合并抑制其水解酶的活性，从而激活 RAS/

ERK 信号通路。
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Figure 6　Expression of RAS/ERK pathway and EMT-related proteins in pancreatic cancer xenografts
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3     讨　论 

胰 腺 癌 是 一 种 恶 性 程 度 高 、 预 后 差 的 消 化 系

统 恶 性 肿 瘤 ， 约 90% 为 胰 腺 导 管 癌[14]。 胰 腺 癌 早

期 症 状 不 明 显 ， 诊 断 时 即 为 晚 期 ， 高 达 85% 的 胰

腺 癌 患 者 不 适 合 进 行 根 治 性 手 术[15]， 即 使 符 合 肿

瘤组织切除条件的早期癌症患者 5 年生存率也不足

31%[16]。目前治疗胰腺癌最好的辅助化疗方案包括

FOLFIRINOX 方案和白蛋白结合型紫杉醇联合吉西

他 滨 治 疗 ， 但 该 方 案 患 者 的 生 存 效 益 不 明 显 ， 且

毒 性 较 大[17]。 此 外 ， 多 种 靶 向 药 物 （如 西 妥 昔 单

抗 、 贝 伐 单 抗 、 阿 西 替 尼 等） 及 厄 洛 替 尼 联 合 吉

西他滨方案，均未显著改善患者总生存期或显示出

明确的临床获益[18-19]。因此，寻找新的分子靶点对

于临床上治疗胰腺癌具有十分重大的意义。

AFAP1L2 是 一 种 细 胞 质 接 头 蛋 白 ， 其 N 端 和

C 端 包 含 多 个 蛋 白 质 - 蛋 白 质 、 蛋 白 质 - 脂 质 互 作

的 功 能 序 列 ， 介 导 信 号 转 导 和 级 联 反 应 ， 参 与 调

控细胞周期和基因表达[4]。AFAP1L2 与多种肿瘤恶

性进展有关，有研究[5] 报道，AFAP1L2 能够促进甲

状 腺 癌 肿 瘤 细 胞 增 殖 、 迁 移 、 抑 制 癌 细 胞 死 亡 。

AFAP1L2 高 表 达 胃 癌 患 者 生 存 率 显 著 降 低 ， 复 发

率升高，同时反映患者对化疗的敏感性[20]。此外，

AFAP1L 可能作为预测晚期肺癌患者生存结局的重

要 预 后 工 具[21]。 在 早 期 的 研 究 中 发 现 AFAP1L2 可

能作为治疗胰腺癌的潜在分子靶点[7]，但其具体作

用 机 制 尚 未 明 确 。 值 得 注 意 的 是 ， 本 研 究 显 示

AFAP1L2 在 胰 腺 癌 细 胞 中 高 表 达 ， 并 且 生 存 曲 线

分析发现 AFAP1L2 的表达与患者生存时间负相关，

说 明 AFAP1L2 可 能 作 为 促 癌 基 因 在 胰 腺 癌 细 胞 中

发 挥 作 用 。 功 能 实 验 证 实 ， 沉 默 AFAP1L2 的 表 达

后 可 抑 制 胰 腺 癌 细 胞 的 增 殖 与 侵 袭 、 转 移 能 力 。

此外，在体内沉默 AFAP1L2 显著抑制肿瘤生长。

研 究 发 现 ， RAS/ERK 信 号 通 路 通 过 调 节 细 胞

周 期 、 细 胞 增 殖 、 分 化 、 侵 袭 迁 移 、 血 管 生 成 和

肿 瘤 耐 药 等 过 程 在 胰 腺 癌 进 展 中 发 挥 关 键 作

用[8, 22-23]。 Frank 等[24] 发 现 ， 利 用 变 构 抑 制 剂 RMC-

4550 联合 LY3214996 体外处理胰腺癌细胞能够抑制

RAS 上游 SHP2 和下游 ERK 的表达，严重干扰 RAS/

ERK 信 号 通 路 水 平 ， 进 而 促 进 胰 腺 癌 细 胞 凋 亡 ，

达到协同抗肿瘤作用。Sugito 等[25] 利用化学方法修

饰 miRNA 得 到 的 MIR143#12， 通 过 抑 制 RAS、 Akt

和 ERK 整 个 RAS 信 号 网 络 以 抑 制 胰 腺 癌 和 结 直 肠

癌 细 胞 增 殖 ， 从 而 发 挥 抗 肿 瘤 作 用 。 基 于 以 往 研

究 ， 笔 者 对 AFAP1L2 调 控 胰 腺 癌 增 殖 、 迁 移 的 作

用 机 制 进 行 了 探 究 。 与 以 往 研 究 一 致 ， 本 研 究 数

据 显 示 ， 在 体 内 和 体 外 实 验 中 沉 默 AFAP1L2 的 表

达 后 ， RAS/ERK 通 路 相 关 蛋 白 ERK、 MEK 的 磷 酸

化 水 平 均 明 显 降 低 ， 这 提 示 AFAP1L2 可 能 通 过 激

活 RAS/ERK 信号通路促进胰腺癌进展。

RASA1 是 RasGAP 家 族 成 员 之 一 ， 通 过 促 进

RAS-GTP 水解为 RAS-GDP 来负调控 RAS/ERK 通路，
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图7　AFAP1L2 调控 RAS/ERK 通路的机制分析  A：沉默 AFAP1L2 后胰腺癌细胞中 RASA1 和 RAS-GTP 的水平变化；B：分

别沉默 AFAP1L2 以及 RASA1 后检测 RAS-GTP 的水平变化；C：免疫共沉淀实验分析 AFAP1L2 与 RASA1 的关系

Figure 7　Mechanism of AFAP1L2 regulation of the RAS/ERK signaling pathway  A: Changes in RASA1 and RAS-GTP levels 

after AFAP1L2 knockdown; B: RAS-GTP levels after knockdown of AFAP1L2 and/or RASA1; C: Interaction between 

AFAP1L2 and RASA1 detected by co-immunoprecipitation  
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从而导致 RAS 失活[26-28]。通过实验，笔者发现沉默

RASA1 可 以 增 加 RAS-GTP 水 平 。 与 此 同 时 ， 沉 默

AFP1L2 后 ， RAS-GTP 的 水 平 下 降 ， 提 示 沉 默

AFAP1L2 可 促 进 RASA1 对 RAS 的 负 调 控 作 用 。 有

趣 的 是 ， 沉 默 AFAP1L2 无 法 逆 转 敲 低 RASA1 对

RAS-GTP 的水平的促进作用，表明 AFAP1L2 可能间

接 作 用 于 RAS 蛋 白 ， 其 中 需 要 RASA1 作 为 “ 桥

梁”。基于先前研究中提出 AFAP1L2 可以与其他蛋

白 相 互 结 合 调 控 细 胞 增 殖 和 存 活[29]， 本 研 究 通 过

免 疫 共 沉 淀 实 验 证 实 了 AFAP1L2 可 以 与 RASA1 特

异性结合。因此推测在正常生理情况下，AFAP1L2

通 过 与 RASA1 相 互 作 用 ， 阻 碍 了 RASA1 对 RAS 的

GTP 酶活性的调控。当 AFAP1L2 被沉默后，这种抑

制 作 用 被 解 除 ， 使 得 细 胞 内 既 有 的 RASA1 蛋 白 能

够 充 分 发 挥 其 催 化 潜 能 ， 显 著 加 速 RAS-GTP 向

RAS-GDP 的 水 解 转 化 ， 从 而 导 致 活 性 RAS-GTP 水

平的急剧下降，最终造成 RAS 信号通路的失活。

目 前 为 止 ， AFAP1L2 与 RASA1 的 结 合 位 点 仍

不 清 楚 。 通 过 文 献 发 现 RASA1 的 SH2 结 合 域 可 以

与含有 YXXP （Y 代表酪氨酸，X 代表任意氨基酸，

P 代 表 脯 氨 酸） SH2 结 合 序 列 的 蛋 白 特 异 性 结

合[30]。 通 过 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心 数 据 库 进

行 氨 基 酸 序 列 分 析 显 示 ， AFAP1L2 蛋 白 第 161~

164 位 氨 基 酸 残 基 构 成 YQWP 序 列 ， 符 合 潜 在 的

SH2 结合基序特征[31-32]。因此，笔者推测 AFAP1L2

可 能 通 过 其 161~164 （YQWP） SH2 结 合 序 列 与

RASA1 的 SH2 结合域特异性结合，这一关键的蛋白

互 作 界 面 可 能 成 为 开 发 干 预 胰 腺 癌 进 展 的 潜 在 药

物 靶 点 。 其 次 ， 鉴 于 AFAP1L2 位 于 RAS 上 游 并 通

过 抑 制 负 调 控 因 子 RASA1 来 激 活 通 路 ， 靶 向

AFAP1L2 可 能 与 现 有 的 MEK 或 ERK 抑 制 剂 产 生 协

同效应。这些推测需要在后续实验进一步验证。

综 上 所 述 ， AFAP1L2 可 特 异 性 结 合 RASA1，

导 致 RAS-GTP 向 RAS-GDP 的 转 化 受 抑 制 ， 进 而 激

活 RAS/ERK 信 号 通 路 促 进 胰 腺 癌 细 胞 的 增 殖 和 转

移，发挥促癌基因作用。
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