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  摘 要:目的 探讨脂联素(APN)对卵巢癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其与磷脂酰肌醇-3激酶

(PI3K)/蛋白激酶B(Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)信号通路的潜在关联。方法 选取 A2780和

SKOV3细胞系,采用实时荧光定量聚合酶链式反应(qPCR)方法检测脂联素受体1(ADIPOR1)mRNA表达。
通过细胞计数试剂盒(CCK-8)评估了APN对细胞增殖的影响,并结合划痕实验和Transwell评估细胞迁移及侵

袭能力。采用免疫印迹法(Western
 

Blot)检测了APN作用后不同时间点(0~60
 

min)及干预组(APN、LY294002、
APN+LY294002)中PI3K、Akt、mTOR及其磷酸化蛋白表达。结果 A2780和SKOV3细胞均具有AdipoR1

 

mRNA的表达。与对照组比较,APN显著增强了卵巢癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力(P<0.05)。在APN的

刺激下,A2780和SKOV3细胞中的磷酸化(p)-Akt和p-mTOR表达水平均呈显著上升趋势。A2780细胞在

第30分钟时达到p-Akt和p-mTOR表达的峰值,而SKOV3细胞则在第60分钟时达到最高水平。与APN组

相比,LY294002组 和 APN+LY294002组 中p-mTOR和p-Akt蛋 白 的 表 达 水 平 显 著 降 低(P<0.001)。
结论 APN通过激活PI3K/Akt/mTOR信号通路增强卵巢癌细胞增殖、迁移和侵袭行为,其效应可被PI3K
抑制剂逆转,为靶向干预卵巢癌进展提供了理论依据。
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DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2025.19.003 中图法分类号:R737.31
 

文章编号:1673-4130(2025)19-2319-07 文献标志码:A

Adiponectin
 

regulates
 

ovarian
 

cancer
 

cell
 

proliferation,migration,
and

 

invasion
 

via
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signaling
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

adiponectin
 

(APN)
 

on
 

the
 

proliferation,migration,and
 

invasion
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

potential
 

association
 

with
 

the
 

phosphatidylinositol
 

3-kinase(PI3K)/pro-
tein

 

kinase
 

B(Akt)/mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin(mTOR)
 

signaling
 

pathway.Methods A2780
 

and
 

SK-
OV3

 

cell
 

lines
 

were
 

selected.AdipoR1
 

mRNA
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR).The
 

CCK-8
 

assay
 

was
 

employed
 

to
 

evaluate
 

APN-induced
 

proliferation,while
 

scratch
 

wound
 

heal-
ing

 

and
 

Transwell
 

assays
 

were
 

conducted
 

to
 

assess
 

migration
 

and
 

invasion
 

capabilities.Western
 

blot
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K,Akt,mTOR,and
 

their
 

phosphorylated
 

forms
 

(p-
Akt,p-mTOR)

 

at
 

different
 

time
 

points
 

(0-60
 

min)
 

after
 

APN
 

treatment
 

and
 

across
 

intervention
 

groups
 

(APN,LY294002,APN+LY294002).Results Both
 

A2780
 

and
 

SKOV3
 

cells
 

expressed
 

AdipoR1
 

mRNA.
Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,APN
 

significantly
 

enhanced
 

the
 

proliferation,migration,and
 

invasion
 

of
 

o-
varian

 

cancer
 

cells
 

(P<0.05).Under
 

the
 

stimulation
 

of
 

APN,the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-mTOR
 

in
 

A2780
 

and
 

SKOV3
 

cells
 

showed
 

a
 

significant
 

upward
 

trend.The
 

peak
 

expression
 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-mTOR
 

in
 

A2780
 

cells
 

was
 

observed
 

at
 

30
 

minutes,while
 

in
 

SKOV3
 

cells,it
 

occurred
 

at
 

60
 

minutes.The
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

p-Akt
 

and
 

p-mTOR
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

LY294002
 

group
 

and
 

APN+LY294002
 

group
 

(P<0.001).Conclusion APN
 

enhances
 

the
 

proliferation,migration,and
 

invasion
 

behavior
 

of
 

ovarian
 

cancer
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cells
 

by
 

activating
 

the
 

PI3K/Akt/mTOR
 

signaling
 

pathway,and
 

its
 

effect
 

can
 

be
 

reversed
 

by
 

PI3K
 

inhibitors,

providing
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

targeted
 

intervention
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

progression.
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axis

  卵巢癌(OC)作为致死率最高的妇科恶性肿瘤,
其高转移特性导致约75%的 OC患者在确诊时已发

生腹 膜 或 远 处 器 官 转 移,患 者 5 年 生 存 率 仅 为

47%[1-2]。尽管肿瘤转移是 OC患者预后不良的主要

诱因,其分子调控机制尚未完全阐明。研究发现,
80%晚期OC病例伴随特征性的大网膜转移现象,提
示脂肪微环境可能通过分泌脂肪因子参与肿瘤进

展[3-5]。其中,脂联素(APN)作为脂肪组织特异性分

泌的多效性细胞因子,其分子结构包含独特的胶原样

结构域与球状功能域,在肿瘤中呈现显著的双向调控

效应:既可通过激活活化蛋白激酶(AMPK)信号通路

抑制子 宫 内 膜 癌 增 殖,又 能 经 酪 氨 酸 蛋 白 激 酶2
(JAK2)/信号转导和转录激活因子3(STAT3)信号

通路促进乳腺癌转移[6-10]。虽然脂联素受体1(ADI-
POR1)在 OC组织中呈显著高表达,但 APN对 OC
细胞恶性表型的调控作用仍存争议[6-7]。基于磷脂酰

肌醇-3激酶(PI3K)/蛋白激酶B(Akt)/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白(mTOR)信号通路在 OC恶性进展中的

核心调 控 作 用[11-15],本 研 究 创 新 性 地 提 出“APN-
PI3K/Akt/mTOR调控轴”假说,通过体外实验系统

评估APN对OC细胞增殖、迁移及侵袭的影响,结合

关键点蛋白磷酸化水平的动态监测,揭示 APN 与

PI3K/Akt/mTOR轴的潜在关联,为开发靶向脂肪代

谢的OC治疗策略提供新方向。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 OC细胞A2780和SKOV3均购自

苏州海星生物科技有限公司。
1.1.2 主要试剂 APN、PI3K抑制剂(LY294002)
购自美国 MCE公司;RPMI

 

1640培养基、胎牛血清、
0.25%胰蛋白酶(美国Gibco公司);CCK8细胞增殖

检测试剂盒(美国APE×BIO生物科技公司);Tran-
swell小室(英国Coring公司);磷酸酶抑制剂混合物、
BCA蛋白定量试剂盒(上海雅酶生物科技公司);引物

序列、逆转录试剂盒、PCR扩增试剂盒(生工生物工程

公司);磷酸化(p)-Akt、PI3K、mTOR、p-mTOR一抗

(英国 Abcam 公司);Akt一抗(美国 Cell
 

Signaling
 

Technology公司);HRP标记的羊抗兔IgG二抗(武
汉博士德生物公司);GAPDH内参(武汉赛维尔生物

技术公司)。
1.2 方法

1.2.1 分组 选用卵巢癌细胞株A2780和SKOV3,
每株细胞分为空白对照 组(NC 组)、APN 处 理 组

(APN 组)、LY294002 组、联 合 处 理 组 (APN+
LY294002组)。
1.2.2 细胞培养 细胞常规培养于RPMI-1640完

全培养基(含10%胎牛血清和1%青霉素-链霉素双抗

溶液),置于37
 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度的细胞培养箱

中。每2~3天更换新鲜培养基,当细胞汇合度达

80%~90%时进行传代和铺板。
1.2.3 实时荧光定量PCR(qPCR)检测AdipoR1的

 

转录水平 收集各组的细胞样本,依据试剂盒说明

书,提取各组细胞的总RNA。确定RNA样本的浓度

和纯度,将其逆转录为cDNA。在此过程中,选择

GAPDH作为内参基因。采用qPCR仪器进行PCR
扩增反应。采用2-ΔΔCT 法计算基因相对表达量,实验

设置3次独立生物学重复。GAPDH的引物序列为:
上游5'-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3',下游

5'-GGGGTCATTGATGGCAACAATA-3';AdipoR1 的

引 物 序 列 则 为:上 游 5'-TCCTGCCAGTAACAGG-
GAAG-3',下游5'-GGTTGGCGATTACCCGTTTG-3'。
1.2.4 CCK-8检测细胞增殖能力 选取处于对数生

长期的 A2780和SKOV3细胞,经胰酶消化处理后,
调节细胞密度至每孔2

 

000个,接种至96孔板中,每
个实验组设立3个重复孔。细胞贴壁12

 

h后更换含

梯度浓度APN(0.1、0.5、1、5
 

μg/mL)的完全培养基,
对照组为基础培养基。培养24

 

h后,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8试剂,37
 

℃避光孵育1
 

h。使用酶标仪于450
 

nm波长检测吸光度(A值)。
1.2.5 划痕实验检测细胞迁移能力 取对数生长期

细胞接种于6孔板,置于37
 

℃、5%
 

CO2 条件下培养

24
 

h至单层细胞汇合度达80%。使用200
 

μL移液器

枪头垂直于孔板底部,沿直尺匀速划出宽度一致的线

性划痕。随后用PBS洗涤3次,移除脱落细胞,更换

为含APN的无血清培养基。分别于划痕后0
 

h及24
 

h,通过倒置显微镜观察并采集细胞迁移图像。采用

ImageJ软件进行图像分析,通过测量划痕面积计算细

胞迁移率。
1.2.6 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力 
配置浓度为1.5×105 个细胞的悬液,将其注入上室;
同时,在下室中加入1640细胞培养液,并包含10%胎

牛血清。将Transwell小室置于37℃、含5%
 

CO2 的

细胞培养箱中进行恒温培养,培养时间为36~48
 

h。
培养结束后,去除培养基,用PBS洗涤小室3次,随后

用4%多聚甲醛固定20
 

min。接着,用0.1%结晶紫

溶液进行染色30
 

min,再次用PBS洗涤,并用湿润的
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棉签轻柔擦拭小室内部,确保多余染料被去除。最

后,观察并拍摄小室中的细胞状态,统计细胞数量。
在检测细胞侵袭能力时,需在加入细胞悬液前,预先

在Transwell小室内铺上一层 Matrigel基质胶,并等

待其凝固。接下来的操作步骤则与检测细胞迁移能

力的流程保持一致。于倒置显微镜下随机选取5个

区域拍照,通过ImageJ软件统计结晶紫阳性细胞数。
1.2.7 免疫印迹法(Western

 

blot)检测 向各组细

胞中分别加入RIPA裂解液、PMSF以及磷酸酶抑制

剂,以提取所需蛋白质。随后,使用BCA蛋白定量试

剂盒精确测定提取蛋白质的质量浓度。将蛋白质样

本与6×蛋白上样缓冲液充分混合,并在100℃下保

温10
 

min,使蛋白质发生变性。使用7.5%十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶进行电泳,实现蛋白质样本的

有效分离。分离后,将蛋白质转移到PVDF膜上,并
在5.0%的脱脂奶粉溶液中进行封闭处理1

 

h。分别

加入稀释(1∶1
 

000)的PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、p-
mTOR及GAPDH 抗体,在4

 

℃条件下孵育过夜。
洗涤后,使用稀释(1∶5

 

000)的二抗,在室温下孵育

1
 

h。最后,通过Image
 

J软件对条带进行量化分析。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件、Graph-
Pad

 

Prism
 

9.5及ImageJ图形软件进行数据分析。
计量资料以x±s表示。对于多组样本间的差异性分

析,本文选用了单因素方差分析(ANOVA)方法,采
用LSD-t检验进行两两样本间的具体比较。所有实

验均严格重复进行了3次。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 卵巢癌细胞中 ADIPOR1
 

mRNA 的 表 达 
qPCR检测显示,卵巢癌细胞系 A2780及SKOV3均

有ADIPOR1
 

mRNA表达。A2780
 

NC组和APN组

ADIPOR1表达水平分别为(1.01±0.16)和(1.76±
0.04),两组间的差异具有统计学意义(t=8.115,P=
0.001

 

3);SKOV3
 

NC组和 APN组 ADIPOR1表达

水平分别为(1.01±0.13)和(1.41±0.02),两组间的

差异具有统计学意义(t=5.445,P=0.005
 

5)。见

图1。

  注:与NC组比较,**P<0.01。

图1  卵巢癌细胞ADIPOR1的 mRNA转录水平

2.2 APN对卵巢癌细胞增殖能力的影响 CCK-8
实验显示,APN刺激显著增强卵巢癌细胞 A2780和

SKOV3增殖活性,且呈现剂量依赖性效应。当APN
浓度为1

 

μg/mL,A2780细胞的增殖能力为(0.5±
0.01),与NC组相比,差异有统计学意义(F=184.4,
P<0.001);SKOV3细胞的增殖能力为(0.16±
0.01),与 NC组相比,差异具有统计学意义(F=
61.95,P<0.001)。见图2。
2.3 APN对卵巢癌细胞迁移能力的影响 划痕实

验显示,APN刺激显著促进OC细胞迁移。A2780细

胞中NC组与APN组的细胞迁移率分别为(38.24±
3.67)%与(51.56±3.67)%。两组间的差异具有统

计学意义(t=12.02,P=0.000
 

3)。SKOV3细胞中

NC组与 APN 组 的 细 胞 迁 移 率 分 别 为(39.72±
2.12)%与(49.27±4.06)%,两组间的差异具有统计

学意义(t=36.38,P=0.022)。见图3。
 

Transwell迁移实验显示,APN 刺激显著促进

OC细胞迁移。A2780细胞中NC组与APN组的细

胞迁移数量分别为(1.00±1.00)个与(27.33±2.52)
个,两组间的差异具有统计学意义(t=16.84,P<
0.000

 

1)。SKOV3细胞中 NC组与 APN组的细胞

迁移数量分别为(250.67±17.04)个与(316.00±
13.75)个,两组间的差异具有统计学意义(t=5.169,
P=0.006

 

7)。见图3。
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  注:A为A2780细胞;B为SKOV3细胞;与NC组比较,***P<0.01,*****P<0.000
 

1。

图2  APN对卵巢癌细胞增殖能力的影响

  注:A为A2780;B为SKOV3;C为Transwell实验结果显示APN使卵巢癌细胞迁移能力增加;与NC组比较,*P<0.05,**P<0.01,***

P<0.01,****P<0.000
 

1。

图3  APN对卵巢癌细胞迁移能力的影响(×200)

2.4 APN对卵巢癌细胞侵袭能力的影响 Tran-
swell侵袭实验显示,APN刺激显著促进 OC细胞侵

袭。A2780细胞中NC组与APN组的细胞侵袭数量

分别为(347.67±13.65)个与(411.67±12.58)个,两
组间比较,差异有统计学意义(t=5.971,P=0.004)。

SKOV3细胞中 NC组与 APN组的细胞侵袭数量分

别为(349.67±13.50)个与(430.00±10.00)个,两组

间的差异具有统计学意义(t=8.281,P=0.001
 

2)。

见图4。

2.5 APN对PI3K/Akt/mTOR相关通路蛋白表达

的影响 Western
 

Blot检测显示,在时间梯度实验

中,与空白对照组0
 

min比较,A2780细胞在第30分

钟时p-mTOR和p-Akt蛋白磷酸化表达均显著升高

并达到峰值(P<0.01);而SKOV3细胞的磷酸化峰

值则出现在60
 

min,p-mTOR和p-Akt表达量较0
 

min组显著增加,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见图5。

2.6 APN联用LY294002对PI3K/Akt/mTOR相
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关通路蛋白表达的影响 Western
 

Blot实验显示,与
单用APN 组相比,LY294002单独处理组p-mTOR
和p-Akt蛋白磷酸化水平显著降低(P<0.05);而联

合处理组的抑制作用更为显著,两种蛋白的磷酸化表

达较 APN 组下降,差异有统计学意义(P<0.01)。
见图6。

  注:Transwell实验结果显示APN使卵巢癌细胞侵袭能力增加;与NC组比较,**P<0.01。

图4  APN对卵巢癌细胞侵袭能力的影响(×200)

  注:A为A2780;B为SKOV3;与第0分钟比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.000
 

1。

图5  APN不同作用时间相关通路蛋白磷酸化水平
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  注:A为A2780;B为SKOV3;与APN组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.000
 

1。

图6  APN联用PI3K抑制剂相关通路蛋白磷酸化水平

3 讨  论

本研究揭示,外源性 APN刺激可显著增强 OC
细胞的增殖、侵袭及迁移能力,其促癌效应与PI3K/
Akt/mTOR信号通路激活存在机制关联。这一发现

与既往研究形成互证:流行病学证据显示,升高的

APN水平与肝细胞癌发病风险呈正相关[15-16];在胃

癌临床样本中,APN过表达与高级别病理分期及低

分化状态显著相关。此外,APN的促癌效应具有组

织特异性———在结直肠癌中通过激活JAK3/STAT3
通路介导肿瘤进展,而在乳腺癌中则主要依赖 MAPK
信号级联反应[17-18]。本研究证实,相较于其他肿瘤类

型,APN在OC中特异性激活PI3K/Akt/mTOR轴,
可能与OC独特的腹腔转移微环境中脂肪细胞旁分

泌作用密切相关。这些发现系统阐释了APN通过多

维度信号网络调控肿瘤生物学行为的分子基础,为开

发组织特异性靶向治疗策略提供了重要依据。
OC作为女性生殖系统中最具侵袭性的恶性肿瘤

之一,其高病死率与癌细胞的远处转移和广泛扩散相

关。从分子机制层面来看,卵巢癌的转移过程受到多

重因素的调控:肿瘤微环境作为癌细胞转移的“土
壤”,其细胞组分、分子网络及细胞外基质共同构成了

复杂 的 调 控 网 络。在 遗 传 层 面,BRCA1/2、TP53、
PTEN等关键基因的突变和表达失调显著增强了癌

细胞的转移潜能。从信号转导角度来看,PI3K/Akt、
MAPK、Wnt/β-catenin等经典通路不仅参与肿瘤的

发生发展,更在转移过程中发挥重要调控功能,这为

开发靶向治疗策略提供了潜在切入点[19-20]。临床证

据显示在OC患者大网膜转移的腹水中APN浓度显

著高于原发灶,提示APN可能通过脂肪-肿瘤交互作

用促进 OC 转移[21]。本研究阐明 APN 通 过 激 活

PI3K/Akt/mTOR轴促进OC细胞侵袭,为脂肪源性

因子调控转移提供了直接证据。然而,APN的肿瘤

生物学效应存在组织异质性,有研究指出,APN在前

列腺癌、子宫内膜癌中中呈抗癌作用[22]。单细胞测序

数据显示OC转移灶中ADIPOR1+细胞比例显著高

于原发灶[23],提示APN受体时空动态表达可能决定

其促转移功能优势。
 

已有研究表明,APN通过促进OC细胞迁移和肿

瘤血管生成参与OC进展[24],但其具体作用机制尚待

深入阐明。近年来,PI3K/Akt/mTOR通路在卵巢癌

的发生中受到广泛关注,该通路在细胞增殖、迁移、凋
亡及细胞外基质降解等方面发挥关键作用。PI3K催

化生 成 的 磷 脂 酰 肌 醇-3,4,5-三 磷 酸(PIP3)通 过

PDK1依 赖 性 磷 酸 化 激 活 Akt(Thr308/Ser473位

点),进而诱导mTORC1复合体形成,促进Cyclin
 

D1
等细胞周期蛋白表达,加速G1/S期转换。Akt介导

的BAD蛋白Ser136位点磷酸化可抑制Bax/Bak寡

聚化,使caspase-9活化率降低。该通路通过磷酸化

激活己糖激酶HK2和ATP-柠檬酸裂解酶,显著增强

糖酵解通量和脂质合成[26-27]。mTORC1通过激活

NF-κB上调 MMP-9和VEGF-A,促进细胞外基质降

解和血管新生[28]。本研究揭示 APN通过特异性激

活Akt和mTOR磷酸化驱动 OC恶性进展,其效应

可被PI3K抑制剂逆转,证实该通路在APN促癌效应

中的核心地位。这一发现不仅初步验证了脂肪-肿瘤

交互理论,更为OC治疗提供了可干预的分子靶点。
然而,本研究仍存在一些局限性。首先,研究主

要集中于体外细胞实验,缺乏体内实验数据的支持;
其次,ADIPOR1是否直接介导APN对PI3K通路的

激活,需通过CRISPR敲除和Co-IP实验验证;最后,
APN在卵巢癌微环境中的作用及其与其他信号通路

的交互关系仍需进一步探索。基于以上发现和局限

性,未来研究应着重于:(1)建立动物模型以验证

APN在体内的促癌作用;(2)深入探讨 APN受体在
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信号传导中的具体机制;(3)研究APN与其他信号通

路的交互作用;(4)探索APN与其他微环境因子(如
外泌体、免疫细胞)的交互网络。这些研究将有助于

更全面地理解 APN在卵巢癌中的作用,并为开发新

的治疗策略提供理论依据。
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