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［摘 要］ 目的：观察过表达或敲低人脂联素受体1（AdipoR1）对肺癌细胞PC9增殖和迁移的影响，阐明AdipoR1对肺癌的调

控作用。方法：逆转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）检测AdipoR1在PC9细胞及正常人支气管上皮细胞HBEC中的表达量；利用分

子克隆的方法构建AdipoR1过表达和 shRNA干扰载体，转染至 PC9细胞中并采用RT⁃PCR和Western blot方法检测AdipoR1
的表达情况。运用CCK8方法和划痕愈合实验检测AdipoR1激动剂AdipoRon、AdipoR1过表达及AdipoR1敲低对PC9细胞的增

殖和迁移活性的影响。结果：RT⁃PCR结果显示AdipoR1在PC9细胞中的表达量明显降低（P < 0.05）。RT⁃PCR和Western blot
结果显示AdipoR1过表达的PC9细胞中AdipoR1 mRNA和蛋白的表达量明显高于空载体细胞（P均<0.05），AdipoR1干扰组Ad⁃
ipoR1表达量明显低于阴性对照细胞（P均<0.05）。CCK8和划痕愈合实验结果显示，在24 h和48 h时，与溶剂对照组相比，Adi⁃
poRon能显著降低PC9细胞的增殖和划痕愈合率，过表达AdipoR1的PC9细胞增殖和划痕愈合率明显低于空载体细胞，而Adi⁃
poR1敲低能明显促进PC9细胞的增殖和划痕愈合率（P均<0.05）。结论：AdipoR1激动剂AdipoRon或AdipoR1过表达能抑制肺

癌细胞PC9的增殖和迁移活性，而AdipoR1敲低则能明显促进肺癌细胞PC9的增殖和迁移。
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［Abstract］ Objective：To observe the effects of human adiponectin receptor（AdipoR1）gene overexpression and knockdown on PC9
cells proliferation and migration，and to clarify the regulatory effect of AdipoR1 on lung cancer. Methods：The expression levels of
AdipoR1 in PC9 cells and control HBEC were deteceted by RT⁃PCR. The overexpression vector and shRNA interference vector of
AdipoR1 were established by molecular clone method and transfected into PC9 cells，the expression levels of AdipoR1 mRNA and
protein were detected by RT⁃PCR and Western blot. CCK8 method and scratch healing experiment were used to detect the effect of
AdipoR1 agonist AdipoRon，AdipoR1 overexpression，and AdipoR1 knockdown on proliferation and migration ability of PC9 cells.
Results：RT⁃PCR results showed that the expression of AdipoR1 was decreased in PC9 cells（P < 0.05）. RT⁃PCR and Western blot
results showed that mRNA and protein expression levels of AdipoR1 were up ⁃ regulated in AdipoR1 overexpressed PC9 cells（P <
0.05），and down ⁃ regulated in AdipoR1 knockdown PC9 cells（P < 0.05）. CCK8 and scratch healing results showed that the
proliferation and healing percentage of PC9 cells treated by AdipoRon for 24 or 48 h were significantly decreased when compared with
the vehicle group（all P< 0.05）. The proliferation and healing percentage were also significantly lower in AdipoR1 overexpression PC9
cells and higher in AdipoR1 knockdown PC9 cells than theircontrols after cultured for 24 or 48 h（all P < 0.05）. Conclusion：AdipoR1
agonist AdipoRon，AdipoR1 overexpression can inhibit the proliferation and migration ability of lung cancer PC9 cells，while AdipoR1
knockdown can increase the proliferation and migration ability of lung cancer PC9 cells.
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肺癌是世界范围内的一种具有较高患病率和

致死率的恶性肿瘤［1］。肺癌的发生和发展是遗传和

环境因素共同作用的结果；在细胞水平表现为细胞

生长和增殖的不可控性；基因水平的表现则为大量

促癌基因的过度表达和抑癌基因的表达抑制。脂

联素是一种由脂肪细胞分泌的多功能激素蛋白，具

有抗糖尿病和胰岛素增敏等作用［2］，脂联素的生物

活性由脂联素受体1（AdipoR1）和脂联素受体2（Ad⁃
ipoR2）所介导［3-4］，AdipoR1和AdipoR2在很多器官、

组织和细胞中表达［5-6］。大量研究表明脂联素具有

抗肿瘤作用，血液循环中脂联素的含量与患癌风险

之间存在负相关性［7］。最近研究报道肺癌患者血液

中脂联素水平较正常人明显降低［8- 9］；AdipoR1和

AdipoR2在肺癌组织和细胞中表达［9］，脂联素能抑制

肺癌A549细胞的增殖［10-11］，并通过AdipoR1和Adi⁃
poR2对非小细胞肺癌细胞的侵袭和迁移产生抑制

作用［12］，然而脂联素受体在肺腺癌细胞PC9增殖和

迁移中的作用目前尚不清楚。本研究首先检测了

AdipoR1和AdipoR2基因在肺腺癌细胞和正常细胞

中的表达量。然后利用基因工程克隆技术，构建了

AdipoR1基因的真核表达和 shRNA干扰载体，并通

过细胞增殖和细胞划痕愈合实验评价AdipoR1小分

子激动剂AdipoRon对细胞增殖和迁移能力的调节

作用，以及 AdipoR1 过表达或 shRNA 干扰介导的

AdipoR1敲低对细胞增殖和迁移能力的影响。此研

究进一步完善了脂联素/脂联素受体信号系统在肺

癌发展中的作用，同时为以AdipoR1为靶点的抗癌

药物设计提供了理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

人肺癌细胞系 PC9和正常人支气管上皮细胞

HBEC购自美国模式培养物集存库（American Type
Culture Collection，ATCC）。真核表达载体pcDNA3.1
质粒（Invitrogen Life Technologies公司，美国）；大肠

埃希菌DH5α、限制性内切酶及 T4 DNA连接酶（大

连宝生物工程有限公司）；aceTaq Master Mix PCR试

剂盒、HiScript Q RT Super Mix反转录试剂盒及 2×
Phanta HS Master Mix高保真PCR试剂盒（南京诺唯

赞生物科技有限公司）；凝胶回收试剂盒、小量质粒

提取试剂盒、总RNA提取试剂盒及内毒素质粒抽提

试剂盒（Omega 公司，美国）；脂质体 Lipofectamine
2000（上海 Invitrogen 生命技术公司）；胎牛血清、

DMEM培养基（Hyclone公司，美国）；AdipoR1和β⁃

actin 抗体（Santa Cruz 公司，美国）；CCK8 试剂盒

（ENZO公司，美国）；AdipoRon（AdipoGen 公司，美

国）；PVDF膜、EasyBlot ECL化学发光显色试剂（Mil⁃
lipore公司，德国）；HRP⁃羊抗鼠及HRP⁃羊抗兔二抗

（Cell Signaling Technology公司，美国）；引物DNA合

成和载体DNA测序均由上海生工生物工程股份有

限公司承担。

1.2 方法

1.2.1 AdipoR1和AdipoR2基因表达水平检测

收取 PC9、HBEC细胞或相关转染质粒处理后

的PC9细胞，用总RNA提取试剂盒，按照说明书提

取总 RNA，-80 ℃保存备用。按照反转录试剂盒

HiScript Q RT Super Mix说明书进行 cDNA的合成，

用aceTaq Master Mix PCR试剂盒检测相关基因表达

水平，以GAPDH作为内参基因。PCR条件为：95 ℃
10 s；95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，72 ℃ 10 min，
30个循环。引物序列如下：AdipoR1上游引物 5′⁃
AATTCCTGAGCGCTTCTTTCCT ⁃ 3′，下游引物 5′ ⁃
CATAGAAGTGGACAAAGGCTGC ⁃ 3′。AdipoR2 上

游引物5′⁃TGCAGCCATTATAGTCTCCCAG⁃3′，下游引

物5′⁃GAATGATTCCACTCAGGCCTAG⁃3′。GAPDH
上游引物 5′⁃CTCCTCCTGTTCGACAGTCAGC⁃3′，下
游引物 5′ ⁃ CCCAATACGACCAAATCCGTT ⁃ 3′。用

Image J 对条带进行灰度分析，计算基因的相对表

达量。

1.2.2 pcDNA3.1⁃AdipoR1真核表达载体构建

根据GenBank 已发表的AdipoR1基因保守序列

（NM_001290553.1），利用 Premier 5.0 引物设计软件

进行引物设计，酶切位点分别为HindⅢ和XhoⅠ（下

划线标出）。引物序列如下：上游引物，5′⁃GCGTGG⁃
CAAGCTTATGTCTTCCCACAAAGGATCTGTGGTG ⁃
3′ ；下 游 引 物 ，5′ ⁃ GTCATGCTCGAGTCAGAGA⁃
AGGGTGTATCAGTACAGC⁃3′。

以制备的 cDNA为模板，利用Phanta HS Master
Mix高保真 PCR试剂盒，按照说明书加样。PCR反

应程序如下：94 ℃，5 min；94 ℃，30 s，56 ℃，30 s，
72 ℃，30 s，30个循环；72 ℃，10 min；4 ℃保存。通过

琼脂糖凝胶电泳验证PCR片段大小，琼脂糖凝胶回

收试剂盒将扩增产物回收后，空质粒pcDNA3.1及扩

增出来的AdipoR1基因片段同时用HindⅢ和XhoⅠ
进行双酶切，然后将酶切产物用 T4连接酶进行连

接。将连接后的反应产物转化DH5α感受态细胞，转

化菌液均匀涂布于LB 固体培养基上（含50 μg/mL的

Ampicillin），37 ℃倒置过夜培养。次日挑取生长的
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单个菌落放入LB培养液（含50 μg/mL的Ampicillin）
中进行培养，然后用 PCR方法进行阳性克隆鉴定，

并提取质粒进行双酶切鉴定和DNA序列测定。

1.2.3 AdipoR1 shRNA载体构建

本载体由上海吉玛制药技术有限公司构建，基

本步骤如下：将 AdipoR1 shRNA 序列：5′ ⁃GACT⁃
GGGACTCTTCAGAAA ⁃ 3′以及阴性对照序列 5′ ⁃
AGCGGACTAAGTCCATTGC⁃3′通过BbsⅠ和BamHⅠ
酶切位点按照 1.2.2中的方法构建到 pGPU6/Neo载
体中，并经DNA测序确认插入序列的准确性。

1.2.4 细胞培养及转染

肺癌细胞 PC9用含有 10% 胎牛血清的DMEM
培养基，于 37 ℃、5% CO2的环境中培养。收集处于

对数生长期的细胞，使细胞浓度达到 1×105个/mL，
按2 mL/孔将细胞铺于细胞培养板中，待次日细胞密

度达到 80％~90％时相关基因载体按照脂质体

转染试剂盒说明书进行转染。

1.2.5 Western blot实验

收集到的细胞用含1% PMSF的RIPA裂解液进

行裂解，然后加入5×上样缓冲液，沸水煮10 min，然
后用12% 或15% SDS⁃PAGE 胶进行分离，并转移到

PVDF 膜上，膜用 TBST buffer（20 mmol/L Tris⁃HCl，
pH 7.4，150 mmol/L NaCl，0.1% Tween⁃20）配制的5%
脱脂奶粉溶液封闭 1 h，然后加入AdipoR1抗体 4 ℃
孵育过夜，TBST洗涤后，加入HRP标记二抗室温孵

育 1 h，最后用ECL 发光试剂盒显色。用 Image J 对

条带进行灰度分析，计算蛋白的相对表达量。

1.2.6 CCK8法检测细胞增殖

将PC9细胞密度调整为1×105个/mL，接种于96
孔板中，每孔接种100 μL，每组设6个平行复孔。将

pcDNA3.1、pcDNA3.1⁃AdipoR1或 shRNA对照载体、

AdipoR1 shRNA 分别转染细胞，或用含 AdipoRon
（50 μmol/L）DMEM培养液处理细胞，于24和48 h后
在避光条件下每孔加入10 μL CCK8反应液，在细胞

培养箱内，37 ℃温度下继续避光反应 2 h。用酶标

仪在 450 nm处测定各孔的吸光度值，以仅加培养液

的空白孔调零。以吸光度值反映细胞的增殖活性，

并以0 h吸光度值为基准检测其他时间点的相对吸

光度值，反映细胞的相对增殖活性。

1.2.7 细胞划痕愈合实验

PC9细胞悬液种于6孔板，待细胞长至成单层状

时，将pcDNA3.1、pcDNA3.1⁃AdipoR1或 shRNA对照

载体、AdipoR1 shRNA转染细胞，用移液器枪头在细

胞板的底面上进行直线划痕，PBS冲洗3次，然后加

入无血清的DMEM培养液继续进行细胞培养，并分

别于 0、24及 48 h时用倒置显微镜观察细胞划痕愈

合状况，并进行拍照，测量划痕宽度，用细胞划痕愈

合的百分比［（0 h划痕宽度-24 h划痕宽度或48 h划
痕宽度）/0 h划痕宽度×100%］代表细胞运动能力的

强弱。PC9细胞划痕后用含AdipoRon（50 μmol/L）
DMEM培养液处理细胞，观察AdipoRon对PC9细胞

增殖和迁移活性的影响。

1.3 统计学方法

实验数据采用Graphpad Prism 7.0统计软件进

行统计分析并制图。用Shapiro⁃Wilk检验验证各组

或各时间点基因表达量、细胞增殖及迁移数值的正

态分布情况。以均数±标准差（x ± s）表示，两组间比

较采用成组 t检验。两种细胞系在不同时间点的增

殖和迁移差异比较用双因素方差分析，各时间点两

两比较采用Turkey检验。P ≤ 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 AdipoR1和AdipoR2在肺癌细胞中的表达

PCR产物凝胶电泳结果显示，与HBEC细胞相

比，AdipoR1基因在 PC9细胞中的表达量明显降低

（0.49 ± 0.03 vs. 1.00 ± 0.07，t=6.18，P < 0.01），而

AdipoR2基因在 2种细胞中的表达量没有明显变化

（0.89 ± 0.08 vs. 1.00 ± 0.08，t=1.17，P > 0.05，图

1A~C）。Western blot结果显示，与HBEC细胞相比，

AdipoR1蛋白在 PC9细胞中的表达量也明显降低

（0.44 ± 0.06 vs. 1.00 ± 0.08，t=5.33，P < 0.01，图1D）。
2.2 AdipoR1基因扩增和真核表达载体酶切鉴定

AdipoR1基因PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳结

果显示，得到约 1 128 bp的AdipoR1特异基因片段

（图2A）。真核表达载体pcDNA3.1⁃AdipoR1经双酶

切后分别产生约1 128 bp和5 400 bp的2个片段（图

2B）。最后，通过测序，并与GenBank中序列进行比

对确定重组质粒 pcDNA3.1中插入了AdipoR1基因

的完整开放阅读框（ORF）片段。

2.3 AdipoR1过表达或敲低的PC9细胞中AdipoR1
表达水平

PCR产物凝胶电泳结果显示，pcDNA3.1⁃Adi⁃
poR1转染细胞（过表达组）中AdipoR1基因mRNA
的表达量明显高于 pcDNA3.1转染细胞（空载组）

（3.01 ± 0.16 vs. 1.00 ± 0.05，t=11.62，P < 0.01，图

3A）。Western blot结果显示：AdipoR1蛋白水平在

过表达组细胞中的表达量明显高于空载组细胞
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A：AdipoR1和AdipoR2 基因PCR产物凝胶电泳图；B：AdipoR1基因表达统计图；C：AdipoR2 基因表达统计图；D：AdipoR1蛋白表达West⁃
ern blot图及相对表达量统计图。两组比较，*P < 0.01（n=4）。

图1 AdipoR1和AdipoR2在HEBC和PC9细胞系中的表达水平分析

Figure 1 Analysis of expression levels of AdipoR1和AdipoR2 in HEBC and PC9 cell lines
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（2.03 ± 0.10 vs. 1.00 ± 0.07，t=8.40，P < 0.01，图3B），

在AdipoR1 shRNA处理的敲低组中AdipoR1的表达

量明显低于阴性对照组（0.31 ± 0.04 vs. 1.00 ± 0.10，
P < 0.01，图3C）。
2.4 AdipoR1激动剂AdipoRon 对 PC9细胞增殖和

迁移活性的影响

与溶剂对照组相比，AdipoRon对PC9细胞的增

殖活性有明显影响，并且在不同时间点的作用明显

不同。进一步分析显示，0 h时AdipoRon处理组PC9
细胞的吸光度相对值与对照组没有显著性差异（P >
0.05）。但是在24 h和48 h时，AdipoRon处理组细胞

的吸光度值比对照组显著降低（P < 0.01，图4A）。
与溶剂对照组相比，AdipoRon对PC9细胞的迁

移活性有明显影响，并且在不同时间点的作用明显

不同。进一步分析显示，在 24 h和 48 h时，Adipo⁃
Ron处理组细胞的愈合率比对照组明显降低（P <
0.05，P < 0.01，图4B）。
2.5 AdipoR1 过表达及 shRNA 干扰敲低 AdipoR1
对PC9细胞增殖和迁移活性的影响

与转染空载体的对照组相比，AdipoR1的过表

达对细胞增殖活性的作用有明显影响，并且在不同

时间点的作用明显不同。进一步分析显示，在24 h和
48 h，AdipoR1过表达细胞的吸光度相对值比对照组

显著降低（P < 0.01，图 5A），且AdipoR1过表达细胞

的愈合率也比对照组明显降低（P < 0.05，P < 0.01，
图5B）。

与阴性对照组相比，AdipoR1敲低对细胞增殖

活性的作用有明显影响，并且在不同时间点的作用

明显不同。在 24 h和 48 h，AdipoR1敲低细胞的吸

光度值比对照组显著增加（P < 0.05，P < 0.01，图
5C）。与阴性对照组相比，敲低AdipoR1对细胞划

痕愈合能力的作用有明显影响，在 24 h和 48 h均

明显增加（P < 0.01，P < 0.05，图5D）。
3 讨 论

最近研究表明脂肪不仅是一种储存脂滴的惰

性组织，还是一种能产生多种生物活性激素的强大

的内分泌器官，其在机体免疫、稳态及炎症反应中

发挥重要作用［13-14］。在这些激素中，脂联素是脂肪

组织分泌量较大的一种，其在体内具有抗炎、抗糖

尿病、有氧运动保护等广泛的机体保护作用。恶性

A：AdipoR1 基因 PCR 产物凝胶电泳图（1：PCR产物；M：DNA
Marker）；B：AdipoR1 原核表达载体 pcDNA3.1⁃AdipoR1 双酶切鉴定

凝胶电泳图（1：酶切产物；M：DNA Marker）。
图 2 AdipoR1基因PCR产物和AdipoR1真核表达载体酶

切产物凝胶电泳图

Figure 2 Gel electrophoresis pictures of AdipoR1 PCR
products and enzyme⁃digested products of Adi⁃
poR1 eukaryotic expression vector
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A：CCK8法检测不同时间点AdipoRon对细胞增殖的影响；B：不同时间点AdipoRon对细胞划痕愈合的影响（×100）。两组比较，*P < 0.05，
**P < 0.01，n=6。

图4 CCK8法和细胞划痕愈合实验检测AdipoRon对 PC9细胞增殖和迁移活性的抑制作用

Figure 4 Inhibitory effects of AdipoRon on the proliferation and migration activity of PC9 cell were detected by CCK8 as⁃
say and cell scratch healing test

肿瘤是由体细胞突变并逃避机体的监控系统而导

致的癌基因激活或抑癌基因失活从而使细胞异常

增殖、分化而产生的。有研究报道脂联素具有抗肿

瘤作用，并且血液中脂联素的含量与癌症的发病有

A：AdipoR1过表达细胞中AdipoR1基因的PCR产物凝胶电泳图和相对表达量统计图；B：Western blot检测AdipoR1过表达细胞中AdipoR1
蛋白表达水平；C：Western blot检测AdipoR1敲低细胞中AdipoR1蛋白表达水平。两组比较，*P < 0.01（n=6）。

图3 AdipoR1过表达或敲低后PC9细胞中AdipoR1 mRNA和蛋白的表达水平

Figure 3 Expression levels of AdipoR1 mRNA and protein in PC9 cell after AdipoR1 over⁃expression or knockdown
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A、B：CCK8法检测不同时间点过表达（A）或敲低（B）AdipoR1对细胞增殖的影响；C、D：不同时间点过表达（C）或敲低（D）AdipoR1对细胞

划痕愈合的影响。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，n=6。
图5 CCK8法和划痕愈合实验检测过表达AdipoR1或敲低AdipoR1对PC9细胞增殖和迁移活性的影响

Figure 5 Effects of AdipoR1 over⁃expression or knockdown on the proliferation and migration activity of PC9 cell were de⁃
tected by CCK8 assay and scratch healing test
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着密切联系［7，15］。

有文献报道脂联素在肺癌患者血液中的含量

没有显著性变化［16］，但是最近也有很多临床研究文

献一致报道脂联素在肺癌患者血液中的含量明显

降低［8-9，17］，说明脂联素与肺癌之间的关系还存在争

议，需进一步研究，但是脂联素对肺癌细胞增殖的

抑制作用是毋庸置疑的［10-11］。脂联素作为一种激

素，其发挥生物功能是通过其受体实现的，目前研

究较多的受体为AdipoR1和AdipoR2［5］。这两种受

体的分布及与脂联素的亲和力不同，其所介导的信

号通路也不同［18］。文献报道脂联素能激活ERK1/2和
AKT通路而抑制肺癌细胞A549的增殖和促进细胞

凋亡［19］。还有文章报道脂联素能通过降低CREB的

表达而发挥抑制A549细胞增殖的作用［11］。因此脂联

素发挥抗癌作用的机制比较复杂，还需进一步深入

研究。本研究发现AdipoR1在肺腺癌PC9细胞中的

表达量显著降低，说明肺癌发生时脂联素信号系统

是减弱的，与肺癌患者血液中脂联素含量降低一

致。此外文献报道AdipoR1的小分子激活物Adipo⁃
Ron具有抑制胰腺癌细胞增殖的作用［20-21］。Adipo⁃
Ron作为第一种有活性的口服药物，其在肥胖、糖尿

病等的临床治疗中发挥重要作用，本研究结果显示

AdipoRon能显著抑制PC9细胞增殖和迁移活性，具

有抗肿瘤作用，同时过表达AdipoR1能显著抑制肺

癌细胞 PC9的增殖和迁移活性，而敲低AdipoR1则

能明显促进肺癌细胞PC9的增殖和迁移活性，但是

其具体作用机制还需进一步研究。此外有文献报

道脂联素能上调AdipoR1和AdipoR2的表达，并通

过AdipoR1和AdipoR2抑制非小细胞肺癌细胞的迁

移和侵袭［12］，这与我们在肺腺癌上的结果基本一

致，说明脂联素和其受体都在肺癌的发病和治疗中

发挥重要作用。

综上所述，本研究构建了AdipoR1的真核过表

达载体，建立了 AdipoR1 过表达的肺癌 PC9 细胞

系，并进一步证明AdipoR1的小分子化合物激动剂

AdipoRon 能显著抑制 PC9细胞增殖和迁移活性。

同时过表达AdipoR1能抑制PC9细胞增殖和迁移活

性，而AdipoR1敲低能促进肺癌细胞 PC9的增殖和

迁移能力。因此，本研究为探究肺癌的致病机制和

靶向治疗提供新的理论依据。
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胃肠转流术本身不能促进 IGF⁃1的释放，可能胃肠

转流术后的某些机制使血糖水平有所改善，促使肝

脏对 IGF⁃1的合成和释放。

综上所述，胃肠转流术可以有效治疗大鼠糖尿

病，且随着转流大鼠小肠长度的增加，治疗作用更

加明显，这可能与胃肠转流术升高GLP⁃1和 IGF⁃1
的合成分泌，促进胰岛素分泌具有密切关系。
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