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LMTK2基因沉默抑制人上皮性卵巢癌细胞生长和转移的作用机制 *
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摘要 目的：探讨狐猴酪氨酸激酶 2（LMTK2）基因沉默对人上皮性卵巢癌(EOC)细胞生长和转移的抑制作用及其可能的机制。方

法：通过 RT-qPCR和Western-blot检测了人正常卵巢上皮细胞 IOSE80和人上皮性卵巢癌细胞系（SKOV3、ES2、OVCAR-3和

HEY）中 LMTK2的表达，使用 Lipofectamine 3000转染试剂将 LMTK2的短发夹 RNA（shRNA）、阴性对照 shRNA、LMTK2过表

达重组 pcDNA3.1质粒或阴性对照质粒转染到 SKOV3细胞中，并分为 LMTK2-shRNA组、NC-shRNA组、LMTK2-pcDNA3.1组

或 NC-pcDNA3.1 组。另外，使用 PI3K/Akt抑制剂 LY294002 处理 SKOV3 细胞 1 h。通过 CCK-8法测定细胞增殖，Annexin

V-FITC/PI染色法测定细胞凋亡，划痕实验评价细胞迁移，Transwell实验评价细胞侵袭。对 BALB/c雌性裸鼠皮下注射转染

NC-shRNA或 LMTK2-shRNA的 SKOV3细胞建立体内移植瘤模型，并记录接种 28 d内的肿瘤体积。结果：与人正常卵巢上皮细

胞 IOSE80相比，卵巢癌细胞系（SKOV3、ES2、OVCAR-3和 HEY）中 LMTK2的 mRNA和蛋白表达水平均显著升高，其中SKOV3

的 LMTK2 mRNA和蛋白表达水平最高（P<0.05）。与 NC-shRNA组相比，LMTK2-shRNA组 SKOV3细胞活力、相对迁移面积、侵

袭细胞数均显著降低，而细胞凋亡率显著升高（P<0.05）。此外，与 NC-shRNA组相比，LMTK2-shRNA组 SKOV3细胞中 Bax的蛋

白表达水平显著升高，而 Bcl-2、MMP2、MMP9、p-Akt的蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。LY294002处理逆转了上调 LMTK2对

SKOV3细胞生长和转移的影响（P<0.05）。在接种第 21天和 28天时，与 NC-shRNA组相比，LMTK2-shRNA组裸鼠的肿瘤体积显

著降低（P<0.05）。结论：LMTK2基因沉默通过抑制 PI3K/Akt信号通路降低了人上皮性卵巢癌细胞的生长和转移能力。
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The Mechanism of Silencing LMTK2 Gene on the Growth and Metastasis
of Ovarian Cancer Cells*

The aim of this study is to reveal the role of lemur tyrosine kinase 2 (LMTK2) in the growth and metastasis

of ovarian cancer cells. The expression of LMTK2 in human normal ovarian epithelial cells IOSE80 and ovarian cancer cell

lines (SKOV3, ES2, OVCAR-3 and HEY) were detected by RT-qPCR and Western blot. Short hairpin RNA (shRNA), negative control

shRNA, LMTK2 overexpression recombinant pcDNA3.1 plasmid or negative control plasmid were transfected into SKOV3 cells by

Lipofectamine 3000 transfection reagent, and were divided into LMTK2 shRNA group, NC- shRNA group, LMTK2-pcDNA3.1 group or

NC-pcDNA3.1group. In addition, SKOV3 cells were treated with PI3K/Akt inhibitor LY294002 for 1 h. Cell proliferation was measured

by CCK-8 method, cell apoptosis was measured by Annexin V-FITC/PI staining method, cell migration was evaluated by wound healing

experiment, and cell invasion was evaluated by Transwell experiment. SKOV3 cells transfected with NC-shRNA or LMTK2-shRNA

were subcutaneously injected into female BALB/c nude mice to establish an in vivo transplantation tumor model, and the tumor volume

within 28 days of inoculation was recorded. Compared with human normal ovarian epithelial cells IOSE80, the mRNA and pro-

tein expression levels of LMTK2 in ovarian cancer cell lines (SKOV3, ES2, OVCAR-3 and HEY) were significantly increased, of which

the LMTK2 mRNA and protein expression levels in SKOV3 were the highest (P<0.05). Compared with NC-shRNA group, the SKOV3

cell viability, relative migration area and number of invaded cells in LMTK2-shRNA group were significantly reduced, while the apoptosis

rate was significantly increased (P<0.05). In addition, compared with NC-shRNA group, the protein expression level of Bax in SKOV3

cells in LMTK2-shRNA group was significantly increased, while the protein expression levels of Bcl-2, MMP2, MMP9, and p-Akt were
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significantly reduced (P<0.05). LY294002 treatment reversed the effect of up-regulation of LMTK2 on the growth and metastasis of

SKOV3 cells(P<0.05). On the 21st and 28th day of inoculation, compared with the NC-shRNA group, the tumor volume of nude mice in

the LMTK2-shRNA group was significantly reduced (P<0.05). Silencing LMTK2 reduces the growth and metastasis ability

of ovarian cancer cells by inhibiting the PI3K/Akt signaling pathway.

Ovarian cancer; Lemur tyrosine kinase 2; Cell proliferation; Metastasis; PI3K/Akt signaling pathway

前言

卵巢癌是女性生殖系统常见的三大恶性肿瘤之一，其死亡

率占据妇科恶性肿瘤首位，严重威胁妇女的身体健康[1]。目前对

其缺乏有效的预防和早期检测手段，特别是上皮性卵巢癌

（Epithelial ovarian cancer，EOC），70%-80%的患者被发现时已

处于中晚期，五年存活率仅仅只有 20%-40%，造成这种结果的

主要原因是其分子机制尚不明确[2]。卵巢癌发生过程中的癌细

胞生长和运动性失控受到多种基因的调节，因此，癌 /抗癌基

因的筛选和鉴定对于卵巢癌的分子靶向治疗具有重要意义[3-5]。

狐猴酪氨酸激酶 2（Lemur tyrosine kinase 2，LMTK2），也称为丝

氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 KPI-2，属于蛋白激酶和酪氨酸激酶家

族[6]。已发表的数据显示，LMTK2调控多种关键的细胞事件，包

括细胞内转运、神经生长因子信号转导、细胞凋亡等，LMTK2

的表达和功能异常与神经退行性变、癌症和不孕不育等人类疾

病有关[6-10]。最近的研究显示，LMTK2在卵巢癌组织中高表达，

并且可能是预测患者生存期的潜在生物标志物[11]。然而，尚不

清楚 LMTK2是否参与人 EOC的发生发展。因此，本研究旨在

揭示 LMTK2基因对人 EOC细胞生物学功能的调控作用和可

能的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人正常卵巢上皮细胞 IOSE80 和人上皮性卵巢癌细胞

（SKOV3、ES2、OVCAR-3 和 HEY）均购自美国 ATCC。Mc-

Coy's 5A培养基购自美国 Sigma公司；高糖 DMEM培养基、

RPMI 1640培养基购自美国 GIBCO公司；Lipofectamine 3000

转染试剂购自美国 Invitrogen公司；裂解缓冲液、CCK-8试剂

盒、Annexin V-FITC/PI 试剂盒购自碧云天生物技术研究所；

Matrigel购自美国 BD Biosciences公司；Transwell小室购自美

国 Minipore 公司；RNeasy Mini kit 购自美国 Qiagen 公司；

High-Capacity RNA-to-cDNA Kit、PowerUp SYBR Green Master

Mix购自美国 Applied Biosystems公司；BCA蛋白质测定试剂

盒购自美国 Pierce 公司；PVDF 膜、Pierce ECL Plus Western

Blotting Substrate 购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

PI3K/Akt 抑 制 剂 LY294002、LMTK2、Bax、Bcl-2、MMP2、

MMP9、Akt、p-Akt、GAPDH、辣根过氧化物酶标记的 IgG二抗

购自英国 Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 SKOV3和 ES2细胞在添加 10%胎牛血清（FBS）

和 2.2 g/L NaHCO3的 McCoy's 5A培养基中培养，OVCAR-3

和 HEY 细胞在添加有 10% FBS 和 2 mM 的 L- 谷氨酰胺的

RPMI 1640培养基中培养，IOSE80细胞在添加 10% FBS的高

糖 DMEM培养基中培养，培养条件均为 37℃和 5% CO2。

1.2.2 细胞转染 将 LMTK2的短发夹 RNA（shRNA）序列插

入 pLKO.1质粒中生成 LMTK2-shRNA 重组质粒。携带乱序

shRNA 的 pLKO.1 质粒用作 shRNA 阴性对照（NC-shRNA

组）。将 LMTK2的 cDNA亚克隆到 pcDNA3.1质粒中，构建成

LMTK2过表达重组质粒（LMTK2-pcDNA3.1组）。携带乱序

cDNA的 pcDNA3.1 质粒用作阴性对照（NC-pcDNA3.1组）。

LMTK2-shRNA 和 NC-shRNA 以 及 LMTK2-pcDNA3.1 和

NC-pcDNA3.1均由上海吉凯基因化学技术有限公司合成。按

照说明书使用 Lipofectamine 3000转染试剂对 SKOV3细胞进

行转染。转染 48 h后，通过 RT-qPCR和Western blot检测转染

细胞中 LMTK2的表达。

1.2.3 PI3K/Akt抑制剂 LY294002处理 使用 0.5%二甲基亚

砜（DMSO）将 PI3K/Akt抑制剂 LY294002进行稀释。细胞转染

48 h后，分别使用 50 滋M的 LY294002或 0.5% DMSO孵育细

胞 1 h，然后进行后续实验。

1.2.4 细胞分组 本研究中细胞实验分为两部分内容，第一部

分为 LMTK2功能验证，细胞共分为对照组（Control，未转染的

细胞）、NC-shRNA组和 LMTK2-shRNA组，探讨沉默 LMTK2

对 SKOV3细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响。第二部分为

PI3K/Akt 信号通路验证，细胞共分为 NC-pcDNA3.1+DMSO

组 、NC-pcDNA3.1+LY294002 组 、LMTK2-pcDNA3.1+DMSO

组和 LMTK2-pcDNA3.1+LY294002组，然后验证 LMTK2是否

通过 PI3K/Akt信号通路调节 SKOV3细胞增殖、凋亡、迁移和

侵袭。细胞实验中，裸鼠分为 NC-shRNA组和 LMTK2-shRNA

组，两组裸鼠分别皮下接种相应的 SKOV3细胞。

1.2.5 CCK-8检测细胞增殖 SKOV3细胞接种到 96孔板中，

并在转染前过夜培养。转染 48 h及 LY294002孵育 1 h后，向

细胞中加入 10 mL/孔的 CCK-8试剂，并在 37℃下孵育 2 h。通

Bio-Tek过酶标仪检测 450 nm处的光密度值（OD）。

1.2.6 Annexin V-FITC/PI 检测细胞凋亡 使用 Annexin

V-FITC/ PI试剂盒检测细胞凋亡。转染 48 h及 LY294002孵育

1 h后，用 PBS清洗细胞，然后将 1× 105 SKOV3细胞重悬在

500 滋L结合缓冲液中，缓冲液中添加 10 滋L Annexin V-FITC

和 5 滋L碘化丙啶（PI），在黑暗中孵育 20 min后，通过流式细胞

仪检测细胞凋亡。

1.2.7 划痕实验检测细胞迁移 转染 48 h及 LY294002孵育

1 h后，将 SKOV3细胞接种在 6孔板中，细胞达到 90%汇合后，

使用 20 滋L移液器尖头将细胞划出伤口，然后继续培养 48 h，

使用培养液洗去未粘附的细胞，拍照并计算伤口愈合程度。

1.2.8 Transwell实验检测细胞侵袭 转染 48 h 及 LY294002

孵育 1h后，将 SKOV3细胞（5× 104个细胞 /孔）再悬浮到 200mL
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无胎牛血清的培养基中，然后接种到预涂有 Matrigel的 Tran-

swell上室中。同时，下室内加入含 15%胎牛血清的培养基。细

胞在 37℃孵育 24 h，用棉签拭除未侵袭的细胞。用甲醇固定侵

袭细胞，0.1%结晶紫染色。倒置显微镜计数染色的侵袭细胞数。

1.2.9 体内移植瘤实验 采用 SPF级 6周龄雌性 BALB/c裸

鼠进行体内移植瘤实验，裸鼠体重 20-25 g，饲养条件为 25℃、

55%相对湿度、12 h光暗循环照明，不限制饮食。将裸鼠随机分

为 NC-shRNA组和 LMTK2-shRNA组，每组 6只。转染 48 h

后，将 1× 107个转染 NC-shRNA和 LMTK2-shRNA的 SKOV3

细胞用 100 滋L无菌 PBS稀释，分别皮下注射于每只小鼠右侧

背部。每 7 d用卡尺测量肿瘤大小。肿瘤体积计算公式：0.5× 长

度× 宽度 2。

1.2.10 RNA提取和 RT-qPCR 使用 RNeasy Mini kit分离总

RNA，并使用 High-Capacity RNA-to-cDNA Kit按照制造商的

方案转化为互补 DNA（cDNA）。通过使用 PowerUp SYBR

Green Master Mix和 ABI 7500型定量 PCR仪进行 RT-qPCR。

基因扩增程序如下：50℃ 2 min，95℃ 2 min，95℃ 15 s和 60℃

1 min，40个循环。序列如下：LMTK2：5'-CCGAACACAAAC-

AGCAGAGA-3' (F)，5'-GCCTCCCAGACATACTCGAA-3'（R）;

甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（GAPDH）：5'-CCATCTTCCAGGAGC

GAGATC3'（F），5'GCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3'（R）。GAPDH

用作内部对照。

1.2.11 Western blot检测蛋白表达水平 通过用蛋白酶抑制

剂混合物在放射免疫沉淀测定裂解缓冲液中裂解细胞或组织

来提取总蛋白。通过离心收集上清液，并使用 Pierce BCA蛋白

质测定试剂盒测量蛋白质浓度。将等量的蛋白质加载到

SDS-PAGE上并通过电泳分离。将分离的蛋白质转移到 PVDF

膜上，并将膜在室温下用 5%脱脂乳孵育 1 h以阻断非特异性

结合。然后，将膜与 LMTK2（1:2000）、Bax（1:1000）、Bcl-2

（1:1000）、MMP2（1:3000）、MMP9（1:3000）、Akt（1:500）、p-Akt

（1:500）和 GAPDH（1:1000）一抗在 4℃孵育过夜，然后将膜在

室温下用辣根过氧化物酶标记的 IgG二抗（1:1000）孵育 1 h。

使用 Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate 通过增强的化

学发光方法显影。通过 Image-Pro Plus 6.0软件计算目标条带的

灰度值。GAPDH作为内部对照。

1.3 统计分析

使用 SPSS21.0软件包进行数据分析。本研究中所有数据均

符合正态分布，数据用平均值± 标准差表示，组间差异通过 t检

验或单因素方差分析确定。P<0.05时表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 沉默 LMTK2抑制了卵巢癌细胞增殖

与人正常卵巢上皮细胞 IOSE80 相比，卵巢癌细胞系

（SKOV3、ES2、OVCAR-3和 HEY）中 LMTK2的 mRNA 和蛋

白表达水平均显著升高，其中 SKOV3的 LMTK2 mRNA和蛋

白表达水平最高（P<0.05）。因此，后续实验选用了 SKOV3细

胞。与 Control 组和 NC-shRNA 组相比，LMTK2-shRNA 组

SKOV3细胞中 LMTK2 的 mRNA 和蛋白表达水平显著降低

（P<0.05）。CCK-8法检测结果显示，培养 48 h和 72 h后，与

Control组和 NC-shRNA组相比，LMTK2-shRNA组 SKOV3细

胞活力显著降低（P<0.05）。见图 1。

2.2 沉默 LMTK2促进了卵巢癌细胞凋亡

Annexin V-FITC/PI染色及流式细胞术检测结果显示，与

Control 组、NC-shRNA 组相比，LMTK2-shRNA 组 SKOV3 细

胞凋亡率显著升高（P<0.05）。Western-blot检测结果显示，与

Control 组和 NC-shRNA 组相比，LMTK2-shRNA 组 Bax 的蛋

白表达水平显著升高，而 Bcl-2的蛋白表达水平显著降低（P<0.
05）。见图 2。

2.3 沉默 LMTK2抑制了卵巢癌细胞迁移和侵袭

划痕实验检测结果显示，与 Control组、NC-shRNA组相

比，LMTK2-shRNA组 SKOV3细胞的相对迁移面积显著降低

（P<0.05）。Transwell实验结果显示，与 Control组和 NC-shRNA

组相比，LMTK2-shRNA组 SKOV3细胞的侵袭细胞数量显著

减少（P<0.05）。Western blot检测结果显示，与 Control组和

NC-shRNA 组相比，LMTK2-shRNA 组 MMP2 和 MMP9 蛋白

表达水平显著降低（P<0.05）。见图 3。

2.4 沉默 LMTK2抑制了卵巢癌细胞中 PI3K/Akt信号通路

Western blot检测结果显示，与 Control组和 NC-shRNA组

相比，LMTK2-shRNA 组 p-Akt 蛋白表达水平显著降低

（P<0.05），而 Akt蛋白表达水平无显著性差异（P>0.05）。见图 4。

2.5 LMTK2通过抑制 PI3K/Akt信号通路调控卵巢癌细胞生长

和转移能力

RT-qPCR和Western-blot检测结果显示，与 Control组和

NC-pcDNA3.1 组相比，LMTK2-pcDNA3.1 组 LMTK2 的 mR-

NA和蛋白表达水平显著升高（P<0.05），见图 5。

与 NC-pcDN A3.1+DMSO 组 相 比 ，LMTK2-pcDNA3.

1+DMSO组的细胞活力、相对迁移面积、侵袭细胞数显著升高，

而细胞凋亡率显著降低 （P<0.05）。与 LMTK2-pcDNA3.

1+DMSO 组相比，LMTK2-pcDNA3.1+LY294002 组的细胞活

力、相对迁移面积、侵袭细胞数显著降低，而细胞凋亡率显著升

高 （P<0.05）。 与 NC-pcDNA3.1+DMSO 组 相 比 ，LMTK2-

pcDNA3.1+DMSO组的 p-Akt的蛋白表达水平显著升高（P<0.
05）。与 LMTK2-pcDNA3.1+DMSO 组相比，LMTK2-pcDNA3.

1+LY294002 组的 p-Akt的蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。
见图 6。

2.6 沉默 LMTK2抑制了体内移植瘤的生长

对 裸 鼠 接 种 转 染 NC-shRNA 或 LMTK2-shRNA 的

SKOV3 细胞后，在接种第 21天和 28 天时，与 NC-shRNA 组

相比，LMTK2-shRNA组裸鼠的肿瘤体积显著降低（P<0.05）。
见图7。

3 讨论

LMTK2具有多种生物学功能。据报道，LMTK2可通过与

蛋白磷酸酶 1催化亚基 琢（PP1A）结合，并在 Thr320磷酸化

PP1A，导致 PP1A失活[12]。LMTK2通过调节 PP1A和糖原合酶

激酶 -3茁 (GSK-3茁)来控制 Smad2信号传导[13]。LMTK2是神经

生长因子 (NGF) 诱导的神经元分化的负调节因子，并在

NGF-TrkA信号传导中起作用[14]。LMTK2在体内跨膜运输中起

关键作用 [15]。LMTK2基因敲除可导致小鼠生殖细胞成熟缺

陷[16]。另外，多项研究显示，LMTK2在某些癌症中发生突变[17]。

LMTK2在前列腺癌中上调，并作为雄激素受体活性的负调节

因子[18]。最近有学者报道 LMTK2在卵巢癌组织中高表达，并且
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图 1 沉默 LMTK2对 SKOV3细胞增殖的影响

Fig. 1 The effect of silencing LMTK2 on the proliferation of SKOV3 cells

Note: A and B: mRNA and protein expression levels of LMTK2 in different cell lines, compared with IOSE80, *P<0.05; C and D: transfection of

LMTK2-shRNA down-regulated the mRNA and protein expression of LMTK2, compared with Control group and NC-shRNA group, *P<0.05;
E: CCK-8 method to detect cell proliferation, compared with Control group and NC-shRNA group, *P<0.05.

图 2 沉默 LMTK2对 SKOV3细胞凋亡的影响

Fig. 2 The effect of silencing LMTK2 on SKOV3 cell apoptosis

Note: A and B: Annexin V-FITC/PI staining to detect cell apoptosis; C: Western blot to detect the protein expression level of Bax and Bcl-2;

compared with Control group and NC-shRNA group, *P<0.05.
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图 3 沉默 LMTK2对 SKOV3细胞迁移和侵袭的影响

Fig. 3 The effect of silencing LMTK2 on the migration and invasion of SKOV3 cells

Note: A and B: Wound healing test to detect cell migration ability (× 50); C and D: Transwell test to detect cell invasion ability (× 400);

E: Western blot to detect the protein expression level of MMP2 and MMP9; compared with Control group and NC-shRNA group, *P<0.05.

图 4 Western blot检测沉默 LMTK2对 SKOV3细胞中 Akt磷酸化的影响

Fig. 4 The effect of silencing LMTK2 on Akt phosphorylation in SKOV3 cells detected by Western blot

Note: compared with Control group and NC-shRNA group, *P<0.05.

可能是预测患者生存期的潜在生物标志物[11]。在本研究中，与

人正常卵巢上皮细胞 IOSE80相比，人上皮性卵巢癌细胞系

（SKOV3、ES2、OVCAR-3和 HEY）中 LMTK2的 mRNA 和蛋

白表达水平均升高，与该研究结果一致。提示 LMTK2可能参

与卵巢癌的发生发展，然而，LMTK2在卵巢癌中确切的功能尚

不清楚。
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图 5 转染 LMTK2-pcDNA3.1上调了 SKOV3细胞中 LMTK2的表达

Fig. 5 Transfection of LMTK2-pcDNA3.1 up-regulated the expression of LMTK2 in SKOV3 cells

Note:A:RelativeexpressionofLMTK2mRNA;B:RelativeexpressionofLMTK2protein; comparedwithControl groupandNC-pcDNA3.1group,*P<0.05.

为了考察 LMTK2是否影响卵巢癌的恶性行为，本研究对

高表达 LMTK2 的 SKOV3 细胞系转染了 LMTK2-shRNA，并

验证了 LMTK2 的敲低效率。结果显示，沉默 LMTK2 后，

SKOV3细胞的增殖能力降低，而凋亡水平增加，并且 Bax的蛋

白表达水平升高，而 Bcl-2的蛋白表达水平降低。已知 Bcl-2家

族成员调节细胞凋亡，Bcl-2具有抗凋亡作用，Bax具有促凋亡

作用[19]。Bax蛋白可与 Bcl-2形成异二聚体，并抑制 Bcl-2的功

能，因此，Bax/Bcl-2的比例是决定细胞凋亡的关键因素[20,21]。其

他文献报道，LMTK2通过调节 BCL2家族成员的表达从而调

节细胞对凋亡的敏感性，在人乳腺癌上皮细胞和大肠癌细胞

中，沉默 LMTK2以 GSK-3茁和 PP1A依赖的方式降低抗凋亡

蛋白 BCL2的表达[22]。因此，本研究结果说明 LMTK2可能通过

影响 Bax/Bcl-2的比例从而调控卵巢癌细胞的生长。

另外，本研究结果也显示，沉默 LMTK2 后，SKOV3 细胞

的迁移能力和侵袭能力也显著降低，并且降低了细胞中MMP2

和MMP9蛋白的表达。MMP-2和 MMP-9是基质金属蛋白酶

(MMPs)家族的成员，是调节肿瘤转移的细胞外基质降解酶[23]。

此外，MMP-2和MMP-9可通过促进血管内皮生长因子的表达

来促进血管生成，从而增加肿瘤细胞的转移性[24,25]。因此，这些

研究表明，LMTK2 的异常高表达可能通过上调 MMP-2 和

MMP-9来促进卵巢癌细胞的转移能力。

目前，少量文献报道了 LMTK2调节癌症发生发展的相关

机制。Zhang等人报道，沉默 LMTK2通过抑制 NF-资B的活化
来抑制结肠癌细胞的增殖。在未受刺激的条件下，LMTK2通过

抑制 p65在 Ser468处的磷酸化来调节 NF-资B。从机制上讲，
LMTK2 磷酸化 PP1A 可以阻止 PP1A 去磷酸化 p-GSK-3茁
(Ser9)，p-GSK-3茁(Ser9)不能在 Ser468位磷酸化 p65，从而维持

了 NF-资B 的基础活性。LMTK2 还可调节 TNF-琢 激活的
NF-资B。沉默 LMTK2抑制 TNF-琢诱导的 IKK茁磷酸化、I资B琢

降解和 NF-资B活化。动物实验中，沉默 LMTK2抑制结肠癌细

胞异种移植瘤生长 [12]。Zhao等人报道，LMTK2 在肝细胞癌

（HCC）组织和细胞系中高表达，LMTK2高表达的患者的生存

时间较短。沉默 LMTK2抑制了 HCC细胞的增殖和侵袭，而

LMTK2过表达对 HCC细胞增殖和侵袭具有促进作用。沉默

LMTK2会降低 GSK-3茁的磷酸化和活性 茁-catenin的表达，从
而抑制Wnt/茁-catenin信号传导。在体内异种移植肿瘤模型中，
沉默 LMTK2 延 缓 了 HCC 细 胞的 肿 瘤 生 长 ， 这 与

Wnt/茁-catenin 信号传导的下调有关 [26]。为了进一步揭示

LMTK2在卵巢癌发生发展中的作用，本研究考察了磷脂酰肌

醇 3-激酶的调节(PI3K)/蛋白激酶 B(Akt)信号通路。本研究发

现，沉默 LMTK2 抑制了上皮性卵巢癌 SKOV3 细胞中

PI3K/Akt 信号通路的活化，上调 LMTK2 的表达则激活了

PI3K/Akt信号通路。然而，使用 PI3K/Akt抑制剂 LY294002处

理细胞后，逆转了 LMTK2对 SKOV3细胞生长和转移能力的

影响。已知 PI3K/Akt信号通路是一条参与调节细胞增殖、转移

等多种功能的信号通路。Akt是 PI3K的下游靶蛋白，Akt的磷

酸化与肿瘤发生密切相关。Akt磷酸化后，通过激活其下游靶

点如 GSK-3茁和 NF-资B等转录因子来调节肿瘤细胞的恶性行
为[27,28]。BCL2家族成员受到 PI3K/Akt信号通路的调控，从而调

节细胞凋亡[29]。另外，PI3K/Akt信号通路的活化可促进 MMP2

和MMP9的蛋白表达，从而降解多种细胞外基质成分并促进

癌细胞的迁移和侵袭 [30,31]。结合本研究结果及前人文献可知，

LMTK2对人上皮性卵巢癌细胞生长和转移的影响部分是通过

调节 PI3K/Akt信号通路及其下游靶点来实现的。

综上所述，本研究表明，沉默 LMTK2通过抑制 PI3K/Akt

信号通路降低了人上皮性卵巢癌细胞的生长和转移能力，

LMTK2可能是一种新型上皮性卵巢癌诊断和治疗分子靶标。
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图 6 PI3K/Akt抑制剂 LY294002逆转了上调 LMTK2对卵巢癌细胞生长和转移能力的影响

Fig. 6 PI3K/Akt inhibitor LY294002 reversed the effect of up-regulation of LMTK2 on the growth and metastasis of ovarian cancer cells

Note: A: CCK-8 method to detect cell proliferation; B and C: Annexin V-FITC/PI staining to detect cell apoptosis; D and E: wound healing test to detect

cell migration ability (× 50); F and G: Transwell experiment to detect cell invasion ability (× 400); H and I: Western blot to detect the protein expression

of Akt and p-Akt; compared with NC-pcDNA3.1+DMSO group, *P<0.05; compared with NC-pcDNA3.1+LY294002 group, #P<0.05;
compared LMTK2-pcDNA3.1+DMSO group, &P<0.05.
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