
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.20 OCT.2021

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2021.20.003

脂联素抑制子宫内膜癌 HEC-1B细胞增殖、迁移及侵袭的
作用及机制研究 *

程丽宪 1 杨蝉联 1 林纳荣 1 祝姗姗 2 刘煌辉 1 林泓羽 1 陈晓瑜 1

江佩颖 1 张 敏 1 江天琪 1

（1厦门医学院机能与临床转化福建省高校重点实验室 福建厦门 361023；2厦门医学院药学系 福建厦门 361023）

摘要 目的：探讨脂联素（APN）对子宫内膜癌 HEC-1B细胞增殖、迁移及侵袭的抑制作用及分子机制。方法：分别采用磺酰罗丹明

B(SRB)实验、细胞迁移(Transwell)实验和划痕实验检测子宫内膜癌细胞 HEC-1B的增殖、迁移和侵袭能力。采用蛋白免疫印迹

（Western blot）法检测腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)信号通路相关蛋白、AdipoR1、AdipoR2、cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达水平。结

果：与对照组相比，APN组 HEC-1B细胞增殖、迁移及侵袭功能明显下降（P<0.05）。与对照组相比，APN组 p-AMPK/AMPK比值

明显提高，而 p-mTOR/mTOR和 p-4EBP1/4EBP1比值明显下降（P<0.05）。与对照组相比，APN组 cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达

水平明显下降（P<0.05）。APN组和对照组的 AdipoR1、AdipoR2蛋白表达水平比较无统计学差异（P>0.05）。结论：APN能够激活
AMPK信号通路并下调 cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达，进而抑制子宫内膜癌细胞的增殖、迁移和侵袭功能。
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Study on the Effect and Mechanism of Adiponectin on the Proliferation,
Migration and Invasion of HEC-1B Cells in Endometrial Carcinoma*

To investigate the inhibitory effect of adiponectin (APN) on the proliferation, migration and invasion of en-

dometrial carcinoma HEC-1B cells and its molecular mechanism. The proliferation, migration and invasion of endometrial can-

cer cells HEC-1B were detected by sulfonyl rhodamine B (SRB) experiment and the cell migration (Transwell) experiment and scratch

tests, respectively. Western blot was used to detect the expression levels of adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK)

signaling pathway related proteins, AdipoR1, AdipoR2, cyclinD1 and cyclinE2. Compared with the control group, the prolifera-

tion, migration and invasion of HEC-1B cells in APN group were significantly decreased (P<0.05). Compared with the control group, the
p-AMPK/AMPK ratio in the APN group was significantly increased, while the p-MTOR/mTOR and p-4EBp1 /4EBP1 ratios were signifi-

cantly decreased (P<0.05). Compared with the control group, the protein expression levels of cyclinD1 and cyclinE2 in the APN group

were significantly decreased (P<0.05). There was no significant difference in the expression of AdipoR1 and AdipoR2 between APN

group and control group(P>0.05). APN can activate AMPK signaling pathway and down-regulate the expression of cyclinD1

and cyclinE2 proteins, thereby inhibiting the proliferation, migration and invasion of endometrial cancer cells.
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前言

子宫内膜癌是临床上常见的妇科生殖道恶性肿瘤，在女性

生殖道肿瘤中占比 30%左右，其发病率和死亡率逐年增长，对

女性的生命健康造成严重影响 [1]。已有研究报道显示脂联素

(Adiponectin, APN)对胰岛素具有一定增敏作用，并且能够抑制

子宫内膜癌的发生和发展[2]。APN主要由脂肪细胞分泌产生，

是一种多肽型激素蛋白，参与细胞内脂质代谢和糖代谢等过
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程，与恶性肿瘤的发生密切相关 [3,4]。腺苷酸活化蛋白激酶

(Adenosine Monophosphate Activated Protein Kinase,AMPK)信

号通路是细胞内关键的代谢调节通路，其在蛋白质代谢、线粒

体稳态、糖代谢和脂质代谢中均起到重要调节作用[5,6]。本研究

检测 APN对子宫内膜癌 HEC-1B细胞增殖、迁移及侵袭的影

响以及 AMPK信号通路相关蛋白的表达情况，旨在探讨 APN

对子宫内膜癌发生发展的抑制作用及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系与试剂

人子宫内膜癌 HEC-1B细胞购自南京科佰生物科技有限

公司培养基采用 DMEM培养基（美国赛默飞世尔生物技术有

限公司，货号：10567014），加入胎牛血清至终浓度 10%。

p-AMPK（货号 ab109402）、AMPK（货号 ab32047）、p-mTOR（货

号 ab109268）、mTOR （货 号 ab134903）、p-4EBP1 （货 号

ab75767）、4EBP1（货号 ab32024）、AdipoR1（货号 ab126611）、

AdipoR2（货号 ab77612）、cyclinD1（货号 ab16663）和 cyclinE2

（货号 ab40890）抗体均购自美国 Abcam生物技术有限公司。二

喹啉甲酸 (bicinchoninic acid,BCA) 蛋白定量试剂盒 (货号

ab102536 购自美国 Abcam 生物技术有限公司。细胞裂解液

(Radio Immunoprecipitation Assay,RIPA)(货号 RP05-100) 购自

上海曼博生物医药科技有限公司。人重组 APN（货号：

SRP6257）和 AMPK抑制剂（货号：171260）购自美国 sigma 生

物科技有限公司。

1.2 细胞分组及处理

细胞分为对照组、APN组、抑制剂组和 APN+抑制剂组，

其中对照组加入 DMEM培养基进行培养。APN组在对照组基

础上加入 20 滋g/mL的 APN，室温处理 30 min后更换完全培养

基。抑制剂组在对照组基础上加入 10 nmol/L的 AMPK抑制

剂，室温处理 30 min后更换完全培养基。APN+抑制剂组在对

照组基础上加入 20 滋g/mL的 APN和 10 nmol/L的 AMPK抑

制剂，室温处理 30 min后更换完全培养基。

1.3 磺酰罗丹明 B(Sulforhodamine B，SRB)实验检测细胞增殖

能力

将 5× 103个处理后的细胞铺种于 96孔板中，每组 3个复

孔，于细胞处理后 2d做如下处理：将培养基吸尽，加入 100 滋L
的 10%三氯醋酸并于 37℃固定 30 min。弃去 10%三氯醋酸后

使用 PBS缓冲液冲洗 3遍，等孔内干燥后加入 SRB溶液孵育

20 min，弃去 SRB，并加入 100 滋L的 1%醋酸溶液冲洗 3 遍。

等孔内干燥后加入 200 滋L的 10mM的 Tris碱溶液室温溶解

10 min，使用酶标仪于 530 nm波长处检测每孔的吸光度值，以

吸光度值作为纵坐标做图。

1.4 细胞迁移(Transwell)实验检测细胞的迁移能力

细胞计数 5× 106个并将细胞铺种于 Transwell小室中，每

组 3个复孔。于细胞处理后 2d，准备 24孔板并于孔内加入 1mL

的 10%结晶紫溶液，将各组的 Transwell小室上层为侵袭的细

胞使用棉签刮去干净后置于结晶紫溶液中反应 30 min，取出

Transwell小室并用 PBS缓冲液冲洗 3遍，室温干燥。每孔中加

入 500 滋L的 30%的醋酸，室温溶解 10 min，混合均匀后于 570

nm波长处检测每孔的吸光度值。

1.5 划痕实验检测 HEC-1B细胞侵袭能力

将 HEC-1B细胞铺种于 6孔板中，等细胞密度达到 100%

融合度，将培养基吸走并加入 PBS缓冲液冲洗细胞 3次，每次

1 mL。用 10 滋L枪头于 6孔板中央划一竖线，用 1 mL的 PBS

缓冲液冲洗 1次，吸去 PBS后加入 2 mL的 DMEM培养基继

续培养。于 0 h和 24 h在倒置显微镜中观察并拍照，细胞侵袭

率（%）=（0 h划痕宽度 -24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度× 100%。

1.6 蛋白免疫印迹（Western blot）法检测蛋白质的表达水平

收集 5× 106个细胞，5000 g离心 5 min后留取沉淀，加入

100 滋L的 RIPA细胞裂解液，震荡混匀使细胞完全重悬。于冰

上裂解 30 min，裂解完全后，12000× g离心 15 min，留取上清

液并转移至洁净离心管中。通过蛋白定量检测试剂盒检测蛋白

质浓度，每孔蛋白的上样量为 5 滋g，采用十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰胺凝胶电泳 (Sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel

electrophoresis，SDS-PAGE)进行检测。100 V电泳 10 min后将

电压调整为 120V，继续电泳 30 min。将聚偏氟乙烯

(polyvinylidene fluoride membrane, PVDF)膜置于甲醇中浸泡

1 min使 PVDF膜活化，采用湿转法进行蛋白印迹，转膜时间为

30 min。随后使用 5%BSA封闭 PVDF膜，室温孵育 30 min。将

5%BSA回收并置换成 PBS-吐温 20洗涤剂(PBS-tween20，PB-

ST)，PBST冲洗 3次，每次 10 min。将 PVDF膜置于一抗内，4℃

孵育过夜。次日，将一抗回收并置换成 PBST，PBST冲洗 3次，

每次 10min。将 PBSY弃去并置换成二抗溶液，室温孵育 30min。

孵育结束后弃去二抗溶液并置换成 PBST，PBST冲洗 3次，每

次 10 min，化学发光检测蛋白表达情况。以 GAPDH作为内参

蛋白，各蛋白相对表达量 =目的蛋白表达量 /GAPDH蛋白表

达量。

1.7 统计学分析

统计软件使用 SPSS24.0，cyclinD1和 cyclinE2蛋白的相对

表达量等计量资料以均值± 标准差的方式表示，两组间显著性

分析采用独立样本 t检验。采用 Graphpad软件绘制细胞生长

曲线以及柱状图，P<0.05则表示各组间差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组细胞增殖能力比较

APN组细胞增殖能力明显低于对照组，组间差异具有统

计学意义（P<0.05）。抑制剂组以及 APN+抑制剂组细胞增殖能

力与对照组相比，组间差异无统计学意义（P>0.05）。见图 1。

2.2 各组细胞迁移能力比较

APN组细胞迁移能力明显低于对照组，组间差异具有统

计学意义（P<0.05）。抑制剂组以及 APN+抑制剂组细胞迁移能

力与对照组相比，组间差异无统计学意义（P>0.05）。见图 2。

2.3 各组细胞侵袭能力比较

APN组细胞侵袭能力明显低于对照组，组间差异具有统

计学意义（P<0.05）。抑制剂组以及 APN+抑制剂组细胞侵袭能

力与对照组相比，组间差异无统计学意义（P>0.05）。见图 3。

2.4 各组 AMPK信号通路相关蛋白表达水平比较

APN 组 p-AMPK/AMPK 比值明显高于对照组，而

p-mTOR/mTOR和 p-4EBP1/4EBP1比值明显低于对照组，组间

差异具有统计学意义（P<0.05）。抑制剂组以及 APN+抑制剂组

p-AMPK/AMPK、p-mTOR/mTOR和 p-4EBP1/4EBP1比值与对
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图 1 各组细胞增殖能力比较

Fig. 1 Comparison of cell proliferation ability of each group

Note: Compared with control group, **P<0.05.

图 2 各组细胞迁移能力比较

Fig.2 Comparison of cell migration ability of each group

Note: Compared with control group, **P<0.05.

图 3 各组细胞侵袭能力比较

Fig.3 Comparison of invasion ability of cells in each group

Note: Compared with control group, **P<0.05.

照组相比，组间差异无统计学意义（P>0.05）。见图 4。

2.5 各组 AdipoR1、AdipoR2、cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达水

平比较

APN组 cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达水平明显低于对照

组，组间差异具有统计学意义（P<0.05）。APN组和对照组的

AdipoR1、AdipoR2蛋白表达水平比较，组间差异无统计学意义

（P>0.05）。抑制剂组以及 APN+抑制剂组 AdipoR1、AdipoR2、

cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达水平与对照组相比，组间差异无

统计学意义（P>0.05）。见图 5。

3 讨论

APN是一种脂肪因子且在脂肪组织中特异性表达，其通

过与细胞膜上的 APN受体蛋白结合发挥调节作用[7,8]。近年来

的研究发现 APN是一种肿瘤抑制因子，APN参与多种恶性肿

瘤的发生和发展，比如子宫内膜癌 [9,10]、结直肠癌 [11,12]和乳腺

癌[13,14]等。子宫内膜癌的发病率在中国女性生殖道恶性肿瘤中

排名第二，对子宫内膜癌诊断、治疗以及发病因素的研究是目

前的研究重点[15,16]。

APN作为抑癌因子，能够抑制肿瘤进展，已有研究报道显

示在肿瘤分期较高的子宫内膜癌当中 APN受体的表达水平明

显下降[17]。本研究发现 APN能够明显抑制子宫内膜癌细胞的

增殖、迁移和侵袭功能，而 APN和 AMPK抑制剂同时处理子

图 4 各组 AMPK信号通路相关蛋白表达水平比较

Fig.4 Comparison of AMPK signaling pathway related protein expression

levels in each group

Note: Compared with control group, **P<0.05.

图 5 各组 AdipoR1、AdipoR2、cyclinD1和 cyclinE2蛋白表达水平比较

Fig.5 Comparison of expression levels of AdipoR1, AdipoR2, cyclinD1

and cyclinE2 proteins in each group

Note: Compared with control group, **P<0.05.
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宫内膜癌细胞后肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭功能恢复至正常

水平，实验结果表明 APN能够抑制子宫内膜癌细胞的增殖、迁

移和侵袭功能，并且其功能依赖于 AMPK信号通路的活化。进

一步通过 Western blot检测 AMPK信号通路相关蛋白的表达

也证实 ANP能够激活 AMPK信号通路。目前对于 ANP激活

AMPK信号通路的分子机制仍然缺乏了解，已有研究报道显示

ANP能够诱导 LKB1 蛋白表达，LKB1 作为 AMPK信号通路

的上游分子，其表达水平上调能够激活 AMPK信号通路[18]。

APN对子宫内膜癌细胞增殖、迁移和侵袭功能的抑制一方面

可能是由于 APN能够激活 AMPK信号通路，进而抑制子宫内

膜癌的进展，另一方面可能是由于 APN刺激下能够抑制子宫

内膜癌细胞内多种信号通路的活化，进而导致子宫内膜癌的生

长和转移抑制[19,20]，例如在胰腺癌中的研究发现 APN能够抑制

茁-catenin信号通路，进而抑制胰腺癌细胞生长[21]。AdipoR1和

AdipoR2蛋白作为 APN受体，是 APN的直接作用靶点[22,23]。进

一步实验结果显示 APN不影响 AdipoR1、AdipoR2蛋白表达，

说明 APN对子宫内膜癌细胞的调节作用并不是通过上调 Adi-

poR1 和 AdipoR2 蛋白表达实现的，APN 更多是通过与 Adi-

poR1和 AdipoR2两种受体蛋白结合，进而活化胞内信号通路，

从而影响子宫内膜癌细胞的增殖和迁移等过程。卵巢癌中的研

究结果显示 APN与 AdipoR1和 AdipoR2蛋白结合，进而抑制

卵巢癌细胞增殖以及 IGF-1信号通路的活化 [24]。cyclinD1和

cyclinE2是细胞周期调节蛋白，是 G1/S细胞周期检查点的重

要调节蛋白 [25,26]。本研究发现 APN处理后子宫内膜癌细胞中

cyclinD1和 cyclinE2表达水平明显下调，实验结果表明 APN

能够诱导子宫内膜癌细胞发生细胞周期阻滞，导致细胞分裂障

碍，分析其原因可能是由于 ANP能够激活 AMPK信号通路，

进而抑制 cyclinD1和 cyclinE2表达。黑色素瘤中的研究显示

AMPK信号通路的活化能够引起黑色素瘤细胞发生细胞周期

阻滞[27]。其次，ANP也可能通过抑制其它细胞周期相关信号通

路的活化来抑制 cyclinD1和 cyclinE2表达，如卵巢癌中的研究

显示抑制 STAT3信号通路会抑制卵巢癌细胞的细胞周期进程

并诱导肿瘤细胞发生凋亡[28]。

综上所述，APN 能够激活 AMPK 信号通路并下调 cy-

clinD1和 cyclinE2蛋白表达，进而抑制子宫内膜癌细胞的增

殖、迁移和侵袭功能。
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