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AMIGO2通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促进鼻咽癌细胞的增殖

叶旺忠 a，许元基 a，叶韵斌 b，黄心怡 a，刘枋 b，李洁羽 b，林智忠 a，柏朋刚 a，陈传本 a（福建医科大学附属肿瘤医院暨

福建省肿瘤医院 a. 放疗科；b. 肿瘤免疫学研究室，福建 福州 350014）

[摘 要] 目的：探讨 Ig 样结构域 2 黏附分子（adhesion molecule with Ig like domain 2，AMIGO2）在鼻咽癌（nasopharyngeal

carcinoma，NPC）细胞增殖中的作用及其机制。方法: 选用2017年9月至11月福建省肿瘤医院收集的10例NPC组织和10例正常鼻

咽黏膜上皮组织标本，以及NPC细胞系CNE-1、CNE-2、SUNE-1、6-10B、C666-1和人永生化鼻咽黏膜上皮细胞株NP69，用qPCR法

检测NPC组织和细胞中AMIGO2 mRNA的表达。构建慢病毒载体干扰AMIGO2表达，用 qPCR法验证其干扰效率；用CCK-8

法、克隆形成及流式细胞术检测干扰AMIGO2表达对NPC细胞增殖、克隆形成和凋亡的影响，用 Western blotting 检测干扰

AMIGO2 表达对 NPC 细胞增殖及 PI3K/AKT/mTOR 信号通路相关标志蛋白表达的影响。结果: AMIGO2在NPC组织和

CNE-2和SUNE-1细胞中高表达（均P<0.01）。慢病毒AMIGO2感染后，CNE-2和SUNE-1细胞的AMIGO2干扰效率均达50%以

上。干扰AMIGO2表达，显著降低CNE-2和SUNE-1细胞增殖及克隆形成能力（均P<0.01）、明显提高细胞的凋亡率（均P<0.01）；

降低 SUNE-1 细胞中PI3K、AKT和mTOR磷酸化蛋白的表达水平（均P<0.01）、下调survivin 和 PCNA 蛋白的表达水平（均P<0.01）。

结论：AMIGO2通过激活PI3K/AKT/mTOR 信号通路促进 NPC 细胞增殖并抑制其凋亡，提示 AMIGO2 可能是 NPC 治疗的潜

在靶点。
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AMIGO2 promotes proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells by activating
the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway
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[Abstract] Objective: To explore the role of adhesion molecule with Ig like domain 2 (AMIGO2) in the proliferation of nasopharyn‐

geal carcinoma (NPC) cells and its mechanisms. Methods: A total of 10 NPC tissue samples and 10 normal nasopharyngeal epithelial

tissue samples collected at Fujian Cancer Hospital during September 2017 and November 2017 were used for this study; in addition,

NPC cell lines (CNE-1, CNE-2, SUNE-1, 6-10B, C666-1) and human immobilized nasopharyngeal epithelial cell line NP69 were also

collected. The relative expression of AMIGO2 mRNA in above mentioned tissues and cell lines was detected by qPCR. Lentivirus vectors

were constructed to interfere AMIGO2 mRNA expression, and qPCR was used to verify its interference efficiency. CCK-8 method,

Clonal formation and Flow cytometry were performed to evaluate the effect of AMIGO2 interference on proliferation, clone formation

and apoptosis of NPC cells. The influence of AMIGO2 interference on PI3K/AKT/mTOR signaling pathway and proliferation related

molecular markers in NPC cells was assessed by Western blotting. Results: The results of qPCR showed that AMIGO2 was highly

expressed in NPC tissues, CNE-2, and SUNE-1 cells (all P<0.01). The interference efficiency of AMIGO2 in CNE-2 and SUNE-1 cells

could reach over 50%. The interfering of AMIGO2 expression significantly inhibited the proliferation and clone formation of CNE-2

and SUNE-1 cells (all P<0.01), promoted cell apoptosis (all P<0.01), reduced the phosphorylated protein expression levels of PI3K,

AKT and mTOR in SUNE-1 cells (all P<0.01), as well as down-regulated the protein expressions of survivin and PCNA (all P<0.01).

Conclusion: AMIGO2 may promote the proliferation as well as inhibit apoptosis of NPC cells by activating the PI3K/AKT/mTOR
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signaling pathway, suggesting that AMIGO2 may be a potential target for NPC therapy.

[Key words] adhesion molecule with Ig like domain 2 (AMIGO2); nasopharyngeal carcinoma (NPC); SUNE-1 cell; CNE-2 cell;

proliferation; apoptosis; signaling pathway
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是中国

南方地区常见的头颈部恶性肿瘤之一，每年发病率

高达25~30人/10万人，对家庭和社会影响重大[1]。随

着影像学的进步、调强放射治疗的广泛应用和放化

疗的联合使用，NPC患者 5年总生存率可达 80%左

右[2]，但也有 20%~30%患者会发生局部复发或远处

转移[3]，其中局部复发仍是NPC治疗中的攻坚难题，

如何进一步减少局部复发成为目前 NPC 防治的重

点。因此深入研究NPC发病的机制、探索其中关键

的治疗靶点，对 NPC 的筛查和诊治具有重要意义。

Ig 样结构域 2 黏附分子（adhesion molecule with Ig

like domain 2，AMIGO2）为 AMIGO 家族中的一员，

是一种含6个氨基酸重复序列的穿膜黏蛋白[4]。目前

AMIGO2的作用机制尚不清楚，其在视网膜细胞树

突发育中起重要作用[5]；AMIGO2基因突变有可能导致

第一、二腮弓综合征[6]。RABENAN等[7]认为，AMIGO2

高表达可提高胃腺癌细胞黏附能力，降解细胞外基质

和破坏基底膜，从而促使胃癌的发生发展。此外，

AMIGO2蛋白高表达与前列腺癌[8-9]、口腔癌[10]、宫颈

癌[10]和肝癌[11]的发生发展密切相关，其可能是一个潜

在的肿瘤治疗靶点。然而，AMIGO2 基因在 NPC

中的作用及其机制尚未见文献报道。利用Ualcan数

据库(http://ualcan.path.uab.edu)[12]对TCGA数据进行

挖掘发现AMIGO2在头颈部鳞癌中表达较高，且高

表达者预后较差。鼻咽癌属于头颈部肿瘤中的一

种，且以鳞癌为主，但该数据库中无鼻咽癌的数据，

因此本研究通过检测NPC组织和细胞系中AMIGO2

mRNA表达水平，观察AMIGO2对NPC细胞增殖和

凋亡的影响，为揭示NPC的发病机制和开发潜在治

疗新靶点提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞系及主要试剂

收集2017年9月至11月福建省肿瘤医院收治的

10例NPC患者的癌组织和 10例健康供者的正常鼻

咽黏膜上皮组织标本，所有新鲜组织均保存在液氮

罐中。10例NPC患者中，男性7例、女性3例，中位年

龄为 52.5岁，其中Ⅱ期 1例、Ⅲ期 4例、Ⅳa期 5例（按

照NPC第八版UICC/AJCC分期标准）。所有组织标

本采集前均告知并签署知情同意书，研究方案得到

福建省肿瘤医院伦理委员会批准（项目伦理号为：

SQ2018-030-01）。

人 NPC 细胞系 CNE-1、CNE-2、SUNE-1、6-10B、

C666-1和人永生化鼻咽黏膜上皮细胞株 NP69 保存

于福建省肿瘤医院肿瘤放射生物研究室。所有

NPC 细胞均在含 10% 胎牛血清和 1% 双抗（青霉

素 /链霉素）的 RPMI 1640 培养基中常规培养，

0.25%胰蛋白酶消化传代。在添加牛脑垂体提取物

的角质形成细胞 /无血清培养基中培养 NP69

细胞。

RPMI 1640培养液购自美国HyClone公司，RNA

提取试剂 TRIzol、胎牛血清与 NP69 细胞的培养基

（Invitrogen）购自美国 Gibco 公司，RNA 逆转录试剂

盒Transcriptor First Strand cDNA（4896866001-SR）与

实时荧光定量 PCR（qPCR）试剂盒 LightCycler 480

SYBR Green I Master（4707516001-SR）购 自 美 国

ROCHE 有限公司 ，Annexin V PE Apop Dtec Kit

（559763）购自美国BD公司，CCK-8细胞增殖检测试

剂盒（HY-K0301）购自美国MCE公司，鼠抗人AMIGO2

多克隆抗体购自 Santa Cruz Biotechnology 公司，

PCNA、survivin、GAPDH 多克隆抗体购自 Abcam 公

司，兔抗人 P-PI3K、PI3K、P-AKT、AKT、P-mTOR、

mTOR 多克隆抗体和辣根过氧化物酶（horseradish

peroxidase，HRP）标记的山羊抗兔 IgG 和山羊抗鼠

IgG 抗 体 均 购 自 美 国 Cell Signaling Technology

公司。

1.2 携 sh-AMIGO2慢病毒的构建与对NPC细胞的

感染

以AMIGO2基因为模版，设计RNA干扰靶点序

列：AATTTCACTGTAAGCAGAT。扩增后连接到

GV115空载体中，构建目的基因RNA干扰慢病毒载

体，阳性克隆经测序验证正确后，进行高纯度目的基

因质粒抽提，以获得质量合格的目的基因质粒。将

构建好的目的基因质粒和慢病毒辅助质粒共转染

293T细胞，收集慢病毒上清液，经过病毒浓缩与纯

化，获得高质量的浓缩慢病毒。取细胞状态良好、处

于对数生长期的CNE-2、SUNE-1细胞，接种于6孔板

中，按照 2×105个细胞/孔接种并培养，确保加入病毒

进行感染时细菌铺板量达 15%~30%。在对照组

（sh-Ctrl组）与实验组（sh-AMIGO2组）中各加入 4 μl

病毒滴度为 5×108 TU/ml的浓缩慢病毒，经过嘌呤霉

素抗性筛选 2 d后，予以扩增。最后，在荧光显微镜

下（×100）观察感染后的细胞状态及感染效率，并通

过qPCR法检测AMIGO2的敲降效率。

1.3 qPCR检测NPC组织和细胞中AMIGO2 mRNA

表达水平

用 TRIzol 法抽提 NPC 组织和细胞中总 RNA。

然后用Transcriptor First Strand cDNA试剂盒将RNA

逆转录为cDNA。最后，采用qPCR法检测组织和细胞

中AMIGO2 mRNA 表达水平。引物序列：AMIGO2

F 为 5'-CCTGGGAACCTTTTCAGACTG-3'，R 为 5'-

GCAAACGATACTGGAATCCACT-3'；GAPDH F 为

5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'，R 为 5'-CAC

CCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'。引物由中国 Gene

Chem公司设计。PCR反应条件：95 ℃预变性3 min；

95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s，共

35个循环。采用 2-△△ct法分析数据，以GAPDH为内

参照计算目的基因mRNA的相对表达水平。

1.4 CCK-8法检测NPC细胞的增殖能力

将 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的 NPC 细胞分别

以每孔1.5×103个细胞的密度接种到96孔板，每组设

置3个复孔，在5%CO2、37 °C下孵育24、48、72、和96

h。随后，向每个孔中加入10 μl CCK-8溶液孵育2 h。

经2~5 min充分振荡后，上酶标仪检测波长在450 nm

处的光密度（D）值。D值与活细胞数量成正比，由此

可以检测细胞的增殖能力。

1.5 克隆形成实验检测NPC细胞的克隆形成能力

将 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的 NPC 细胞分别

以每孔 1×103个细胞的密度接种到 6孔板，每组有 3

个复孔。培养 2周后，细胞集落在 PBS中洗涤 2次，

用4%多聚甲醇固定20 min，弃固定液，用1%结晶紫

乙醇溶液孵育30 min进行染色，PBS清洗后倒置拍照

并统计克隆形成数量。

1.6 流式细胞术检测NPC细胞的凋亡率

分别消化、收集 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的

NPC 细胞，加入 4 ℃预冷的适量 PBS 液中清洗

2 次，加入适量 1×结合缓冲液使细胞密度控制在约

1×106个/ml。取 100 μl 细胞悬液于另一EP 管中，各

加入 5 μ l PE Annexin V 和 7-AAD，室温下避光孵育

15 min后，加入400 μl 1×结合缓冲液，上机检测细胞的

凋亡情况。

1.7 Western blotting（WB）检测 NPC 细胞中 PI3K/

AKT/mTOR信号通路和细胞增殖相关蛋白的表达

消化 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的 SUNE-1 细

胞，经预冷PBS液洗涤2次，弃去PBS，加入适量预冷

的 1×RIPA缓冲液及蛋白酶抑制剂，冰上裂解 15 min

后离心，取上清液用BCA法测定蛋白浓度。每个上

样孔上样量控制在30 μg蛋白，经10% SDS-PAGE、转

膜，5%脱脂牛奶内室温封闭 l h，加入 1︰5 000稀释

的AMIGO2 和均以 1︰1 000稀释的PCNA、survivin、

P-PI3K、PI3K、P-AKT、AKT、P-mTOR、mTOR多克隆

抗体，4 ℃孵育过夜。次日漂洗后，加入HRP标记的

山羊抗鼠 IgG和山羊抗兔 IgG（1︰3 000），孵育1 h后，

加入ECL发光剂曝光、显影。经凝胶成像仪成像后，

用 Image J软件分析蛋白条带的灰度值，以GAPDH

为内参计算目的蛋白的相对表水平。

1.8 统计学处理

1.4~1.8实验均重复3次。用SPSS 22.0统计软件

对实验数据进行统计分析，用Graph Pad Prism 8绘图

软件绘图。正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组间

均数比较采用独立样本 t检验；用Mann-Whitney U检

验分析AMIGO2 mRNA在NPC组织与正常鼻咽组织

中是否存在表达差异。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 AMIGO2 mRNA在NPC组织和细胞系中的表达

qPCR法检测结果表明，AMIGO2在10例NPC组

织中表达水平显著高于正常鼻黏膜组织（Z=-3.704，

P<0.01；图1A）。与NP69细胞比较，AMIGO2 mRNA在

CNE-1、6-10B及C666-1细胞中相对低表达（t=11.920、

12.230、14.280，均P<0.01），而在CNE-2和SUNE-1细

胞中相对高表达（t=10.21、8.695，均 P<0.01；图 1B），

因此选择CNE-2和 SUNE-1细胞进行后续的功能实

验及机制探讨。

2.2 成功构建AMIGO2敲降的CNE-2和SUNE-1细

胞系

用RNAi干扰技术，将慢病毒sh-Ctrl和sh-AMIGO2

分别感染CNE-2和SUNE-1细胞，72 h后荧光显微镜

下观察 sh-Ctrl组和 sh-AMIGO2组的慢病毒阳性感染

率均达95%以上（图2A）。qPCR检测结果（图2B）显

示，CNE-2和SUNE-1细胞的AMIGO2干扰效率均达

50%以上，sh-AMIGO2组细胞中AMIGO2 mRNA的表

达水平显著低于sh-Ctrl组（t=9.279、7.223，均 P<0.01）。

实验结果表明，慢病毒感染成功。

2.3 AMIGO2干扰后NPC细胞的增殖能力显著降低

克隆形成实验结果（图 2C）显示，AMIGO2干扰

后，sh-AMIGO2 组 CNE-2 和 SUNE-1 细胞的克隆形

成率均显著低于sh-Ctrl组（t=20.390、9.459，均P<0.01）。

CCK-8实验结果（图 2D）显示，AMIGO2 干扰后，

sh-AMIGO2组CNE-2和SUNE-1细胞的增殖能力显

著低于 sh-Ctrl组（t=12.470、27.650，均P<0.01）。实验

结果表明，AMIGO2干扰后显著降低NPC细胞的增

殖能力。

2.4 AMIGO2干扰后NPC细胞的凋亡率显著升高

流式细胞术检测结果（图 2E）显示，sh-AMIGO2
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1.3 qPCR检测NPC组织和细胞中AMIGO2 mRNA

表达水平

用 TRIzol 法抽提 NPC 组织和细胞中总 RNA。

然后用Transcriptor First Strand cDNA试剂盒将RNA

逆转录为cDNA。最后，采用qPCR法检测组织和细胞

中AMIGO2 mRNA 表达水平。引物序列：AMIGO2

F 为 5'-CCTGGGAACCTTTTCAGACTG-3'，R 为 5'-

GCAAACGATACTGGAATCCACT-3'；GAPDH F 为

5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'，R 为 5'-CAC

CCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'。引物由中国 Gene

Chem公司设计。PCR反应条件：95 ℃预变性3 min；

95 ℃变性 30 s, 60 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s，共

35个循环。采用 2-△△ct法分析数据，以GAPDH为内

参照计算目的基因mRNA的相对表达水平。

1.4 CCK-8法检测NPC细胞的增殖能力

将 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的 NPC 细胞分别

以每孔1.5×103个细胞的密度接种到96孔板，每组设

置3个复孔，在5%CO2、37 °C下孵育24、48、72、和96

h。随后，向每个孔中加入10 μl CCK-8溶液孵育2 h。

经2~5 min充分振荡后，上酶标仪检测波长在450 nm

处的光密度（D）值。D值与活细胞数量成正比，由此

可以检测细胞的增殖能力。

1.5 克隆形成实验检测NPC细胞的克隆形成能力

将 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的 NPC 细胞分别

以每孔 1×103个细胞的密度接种到 6孔板，每组有 3

个复孔。培养 2周后，细胞集落在 PBS中洗涤 2次，

用4%多聚甲醇固定20 min，弃固定液，用1%结晶紫

乙醇溶液孵育30 min进行染色，PBS清洗后倒置拍照

并统计克隆形成数量。

1.6 流式细胞术检测NPC细胞的凋亡率

分别消化、收集 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的

NPC 细胞，加入 4 ℃预冷的适量 PBS 液中清洗

2 次，加入适量 1×结合缓冲液使细胞密度控制在约

1×106个/ml。取 100 μl 细胞悬液于另一EP 管中，各

加入 5 μ l PE Annexin V 和 7-AAD，室温下避光孵育

15 min后，加入400 μl 1×结合缓冲液，上机检测细胞的

凋亡情况。

1.7 Western blotting（WB）检测 NPC 细胞中 PI3K/

AKT/mTOR信号通路和细胞增殖相关蛋白的表达

消化 sh-Ctrl 组和 sh-AMIGO2 组的 SUNE-1 细

胞，经预冷PBS液洗涤2次，弃去PBS，加入适量预冷

的 1×RIPA缓冲液及蛋白酶抑制剂，冰上裂解 15 min

后离心，取上清液用BCA法测定蛋白浓度。每个上

样孔上样量控制在30 μg蛋白，经10% SDS-PAGE、转

膜，5%脱脂牛奶内室温封闭 l h，加入 1︰5 000稀释

的AMIGO2 和均以 1︰1 000稀释的PCNA、survivin、

P-PI3K、PI3K、P-AKT、AKT、P-mTOR、mTOR多克隆

抗体，4 ℃孵育过夜。次日漂洗后，加入HRP标记的

山羊抗鼠 IgG和山羊抗兔 IgG（1︰3 000），孵育1 h后，

加入ECL发光剂曝光、显影。经凝胶成像仪成像后，

用 Image J软件分析蛋白条带的灰度值，以GAPDH

为内参计算目的蛋白的相对表水平。

1.8 统计学处理

1.4~1.8实验均重复3次。用SPSS 22.0统计软件

对实验数据进行统计分析，用Graph Pad Prism 8绘图

软件绘图。正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组间

均数比较采用独立样本 t检验；用Mann-Whitney U检

验分析AMIGO2 mRNA在NPC组织与正常鼻咽组织

中是否存在表达差异。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 AMIGO2 mRNA在NPC组织和细胞系中的表达

qPCR法检测结果表明，AMIGO2在10例NPC组

织中表达水平显著高于正常鼻黏膜组织（Z=-3.704，

P<0.01；图1A）。与NP69细胞比较，AMIGO2 mRNA在

CNE-1、6-10B及C666-1细胞中相对低表达（t=11.920、

12.230、14.280，均P<0.01），而在CNE-2和SUNE-1细

胞中相对高表达（t=10.21、8.695，均 P<0.01；图 1B），

因此选择CNE-2和 SUNE-1细胞进行后续的功能实

验及机制探讨。

2.2 成功构建AMIGO2敲降的CNE-2和SUNE-1细

胞系

用RNAi干扰技术，将慢病毒sh-Ctrl和sh-AMIGO2

分别感染CNE-2和SUNE-1细胞，72 h后荧光显微镜

下观察 sh-Ctrl组和 sh-AMIGO2组的慢病毒阳性感染

率均达95%以上（图2A）。qPCR检测结果（图2B）显

示，CNE-2和SUNE-1细胞的AMIGO2干扰效率均达

50%以上，sh-AMIGO2组细胞中AMIGO2 mRNA的表

达水平显著低于sh-Ctrl组（t=9.279、7.223，均 P<0.01）。

实验结果表明，慢病毒感染成功。

2.3 AMIGO2干扰后NPC细胞的增殖能力显著降低

克隆形成实验结果（图 2C）显示，AMIGO2干扰

后，sh-AMIGO2 组 CNE-2 和 SUNE-1 细胞的克隆形

成率均显著低于sh-Ctrl组（t=20.390、9.459，均P<0.01）。

CCK-8实验结果（图 2D）显示，AMIGO2 干扰后，

sh-AMIGO2组CNE-2和SUNE-1细胞的增殖能力显

著低于 sh-Ctrl组（t=12.470、27.650，均P<0.01）。实验

结果表明，AMIGO2干扰后显著降低NPC细胞的增

殖能力。

2.4 AMIGO2干扰后NPC细胞的凋亡率显著升高

流式细胞术检测结果（图 2E）显示，sh-AMIGO2
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组CNE-2和 SUNE-1 细胞的凋亡率显著高于 sh-Ctrl

组（t=9.716、5.097，均 P<0.01）。结果表明，AMIGO2

干扰后促进NPC细胞的凋亡。

**P<0.01 vs Normal tissues or NP69 cells

图1 AMIGO2 mRNA在NPC组织（A）和细胞系（B）中的表达水平

Fig.1 Expression of AMIGO2 mRNA in NPC tissues (A) and cell lines (B)

2.5 AMIGO2干扰对 PI3K/AKT/mTOR信号通路和

细胞增殖相关蛋白的影响

WB检测结果显示，AMIGO2干扰后，SUNE-1细

胞中PCNA和 survivin蛋白表达水平明显低于 sh-Ctrl

组（t=9.589、9.844，均P<0.01；图3A）；SUNE-1细胞中

PI3K、AKT和mTOR的磷酸化蛋白水平降低（t=7.213、

9.136、7.721，均 P<0.01），而 PI3K、AKT、mTOR 蛋白

无明显变化（t=0.292、2.669、0.830，均P>0.05；图3B）。

实验结果提示，AMIGO2可激活PI3K/AKT/mTOR信

号通路和促进PCNA蛋白表达。

3 讨 论

AMIGO2是近年来报道较少的致癌基因，作为

一种细胞穿膜黏附分子，该基因在 2003年被首次报

道在中枢神经系统中表达，它能促进小脑颗粒神经

元依赖性去极化的存活[13-14]。另有报道黑色素瘤组

织和细胞中的AMIGO2表达上调，AMIGO2通过与

蛋白酪氨酸激酶7（protein tyrosine kinase 7，PTK7）相

互作用促进黑色素瘤细胞增殖，沉默AMIGO2后使

黑色素瘤细胞G1/S停滞，随后发生凋亡[15]。相继有

研究[7-11]报道，AMIGO2在胃癌、前列腺癌、口腔癌、宫

颈癌和肝癌的发生发展中起重要的作用，提示AMIGO2

可能是肿瘤的潜在治疗靶点之一。但是，AMIGO2

是否能在NPC中发挥作用尚未知晓。故本研究探讨

了AMIGO2对NPC细胞增殖作用及其作用机制。研

究结果表明，AMIGO2 mRNA在NPC组织中均高表

达；干扰AMIGO2后，能抑制NPC细胞增殖并促进其

凋亡，并能抑制NPC细胞PI3K/AKT/mTOR信号通路

的活化。这提示了 AMIGO2 在 NPC 中发挥促癌作

用，并通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促进NPC

细胞增殖并抑制其凋亡。

有研究表明AMIGO2不仅在胃癌和肝癌患者中

高表达，且AMIGO2蛋白高表达患者均较AMIGO2

蛋白低表达患者预后差，可作为一个分子预测预后

标志物[7，11]。基于此，本研究进一步通过 qPCR法比

较AMIGO2基因在NPC组织和正常鼻咽组织中的相

对表达水平，发现AMIGO2 mRNA也在NPC组织中高

表达。结果提示，AMIGO2高表达可能与NPC的发生

发展密切相关，但其与患者预后的相关性有待于后

续研究进一步予以证实。

其次，本研究利用 RNAi 技术干扰 NPC 细胞系

CNE-2和SUNE-1中的AMIGO2的表达，探讨AMIGO2

对NPC细胞增殖的影响。细胞增殖和凋亡是肿瘤细

胞恶性生物学行为的重要特征[16]。本研究通过细胞

克隆形成、CCK-8及流式细胞术及WB法验证AMIGO2

对增殖相关标志分子的影响，结果表明干扰AMIGO2后

可抑制NPC细胞的增殖并促进其凋亡，并抑制PCNA和

survivin蛋白的表达，提示AMIGO2在NPC的发生发

展中发挥了至关重要的作用，其可促进NPC细胞的

恶性生物学行为，进一步验证了AMIGO2在NPC中作

为促癌基因的假设。

最后，本研究进一步探讨AMIGO2促进NPC细

胞增殖的可能作用机制。LI等研究[17]表明，AMIGO2

过表达抑制了293T细胞中NF-κB的转录活性，Th细

胞中AMIGO2的缺失促进了AKT的磷酸化，但抑制

了糖原合成酶激酶-3β（glycogen-synthase kinase 3β,

GSK-3β）的磷酸化，促进了NF-κB和活化T细胞核因

子 1（nuclear factor of activated T cells 1，NFAT1）的核

转运。然而有研究[18]表明，AMIGO2缺失可通过调节

3-磷脂酰肌醇依赖的蛋白激酶-1（3-phosphoinositide-
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dependent kinase 1，PDK1）/PTEN/AKT途径导致心肌

细胞凋亡增多、增殖降低、血管生成减少。PARK等

研究也表明，AMIGO2作为细胞膜锚定蛋白，可直接

与PDK1蛋白相互作用，从而激活AKT信号通路，促

进内皮细胞的运动、黏附、迁移和血管生成，揭示了

AMIGO2在肿瘤发生发展中的可能作用机制[19]。而

PI3K/AKT/mTOR通路在多种肿瘤中均有激活，该信

号通路被认为是肿瘤治疗的一个有效靶点，它作为

一个汇聚点，可调控细胞增殖、存活、迁移和代谢等

功能[20-21]，控制着多种有助于肿瘤发生发展的生物学

过程[22]，如杜趁香等[23]研究表明过表达miR-141-3p通

过靶向下调PTEN并激活PI3K/AKT信号通路促进卵

巢癌A2780细胞的恶性生物学行为。LI等[24]研究也

表明，SPEN通过激活 PI3K/AKT/c-JUN来调节miR-

4652-3P/HIPK2轴，进而激活EMT信号，促进鼻咽癌

转移。本研究结果也表明，干扰AMIGO2 后可降低

PI3K、AKT和mTOR的磷酸化蛋白水平，提示AMIGO2

可通过活化PI3K/AKT/mTOR信号通路、促进NPC细

胞的增殖。

*P<0.05, **P<0.01 vs sh-Ctrl group

A:The cells infected by lentivirus were observed under fluorescence microscope (×100); B: Interference efficiency of AMIGO2 in NPC

cells was detected by qPCR; C: The clonogenesis ability of cells detected by clonal formation assay; D: CCK-8 assay was used to

detect the proliferation ability of cells; E: Flow cytometry was used to determine the apoptosis rate of cells

图2 干扰AMIGO2表达对CNE-2和SUNE-1细胞增殖和凋亡的影响

Fig.2 Effect of interfering AMIGO2 expression on proliferation and apoptosis of CNE-2 and SUNE-1 cells
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*P<0.05, **P<0.01 vs sh-Ctrl group

A: The protein expressions of survivin and PCNA in SUNE-1 cells were detected by WB;

B: PI3K, AKT, mTOR and their phosphorylated proteins were expressed in SUNE-1 cells

图3 AMIGO2对NPC细胞增殖及PI3K/AKT/mTOR信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effects of AMIGO2 on proliferation of NPC cells and expression of proteins related to PI3K/AKT/mTOR signaling pathway

然而，本研究尚存一些不足：（1）本研究使用的NPC

组织与正常组织的样本数量较小，尚需进一步扩大病

例数以验证AMIGO2在NPC 组织中的高表达；（2）尚

需进一步通过体内裸鼠皮下成瘤实验验证AMIGO2

对NPC细胞的增殖作用；（3）AMIGO2在鼻咽组织中是

否通过与PDK1相互作用，进而促进PI3K/AKT/mTOR

信号通路的活化，有待后续实验予以证实。

综上所述，AMIGO2在NPC组织中高表达，其通

过活化 PI3K/AKT/mTOR信号通路而促进NPC细胞

增殖并抑制其凋亡，实验结果为AMIGO2作为NPC

的潜在治疗新靶点提供了参考依据。
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