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Abstract. O������ �� � ����-����������� ���� ������ ��� ������-O������ �� � ����-����������� ���� ������ ��� ������-
����� ������, �u� �� p��� �� ��� ���p������ g�������� �� ���p��� 
����u�, �u�� �� ���p������� (���� ����� �� A��p30) ��� ��p���, 
����� ��� ���������� ���� ���� ���������-������� �������. 
R����� ��p���� �ugg����� ���� A��p30 �������� ��p���-����u-
����� ���� p������������ �� HEC-1A ��� RL95-2 ����������� 
������ ���� �����, ��� ���� ��� ���u� ��p���/A��p30 ����� p���� 
�� ��p������ ���� �� ����������� ������ ��v���p����. W� 
�xp����� ������� A��p30 ��u�� ��v���� ��� ��p���-���u��� 
���������� p������p� �� ��� SPEC-2 ����������� ������ ���� 
����. T�������p�� ��� A��p30 ����p���� (AdipoR1 ��� AdipoR2) 
��� ��p��� ����p��� (Ob-Rb) ���� �������� �� qu��������v� ����-
���� RT-PCR (qRT-PCR) �� ��x ����������� ������ ���� �����. 
L�p��� (1 µg/��) ��������� ����u����� SPEC-2 ���� p��������-
���� �� ���u���g ���� ����� ������ ��� �p�p�����, ����� A��p30 
(10 µg/��) ��������� ��������� ��� g����� �� SPEC-2 �����. 
I�p��������, A��p30 ��� ���� �� ������� ��p���-���u��� SPEC-2 
���� p������������. L�p��� p������� SPEC-2 ���� ��v����� �� � 
M����g�� ��������� �����, ����� A��p30 p����� �upp������ ��� 
��v����� ����u����� �� ��p���. T� ��v����g��� ��� �����u��� 
��������� u��������g ���� p���������, �� ��������� ��� 
AMPK ��� JAK/STAT3 ��g�����g p������� �� ������� �������g 
and cell immunofluorescence. Acrp30 reduced leptin-induced 
STAT3 p���p���������� ��� �u����� ������������� v�� ����v����� 
�� ��� MAPK p������. AG490 (JAK/STAT3 ���������) ���u��� 
MMP-2 ��� MMP-9 p������ ��v��� �� ����� ������� ���� ��p���, 
����� IL-6 (JAK/STAT3 ����u�����) ��� C��p�u�� C (AMPK 
���������) ���v���� MMP-2 ��� MMP-9 p������ ��v��� �� ����� 
������� ���� A��p30. I� �����u����, �� ������������ ���� 

A��p30 �������v��� ��v����� ��� ��v����� ����u����� �� ��p���, 
��� AMPK ��� JAK/STAT3 p������� �������� ��� ��v���v� 
p������p� �� SPEC-2 �����.

Introduction

O������ �� ��� �� ��� ����-����������� ���� ������� ��� ����-
������� ������ (1). T�� ������ ����� ����� ������� ���� 
����������� ������ �pp���� �� �� �x�����v� �xp��u�� �� 
v����u� �������v� �u�������� p���u��� �� ���p��� ����u� (2). 
E����g���, ���u��� ��� ���u���-���� g����� ������� (IGF�) ��� 
�����v�� �� �� ��v��v�� �� ����������� �u����g������ (3,4). 
I� �������� �� ����� �������, ���p��� ����u� p���u��� v����u� 
�������v� �u�������� ������ ���p������, ��� ���� p�������� 
�� ����� ��� ��p��� ��� ���p������� (A��p30). T�� �������� 
p���u����� �� ��p��� ��� A��p30 ��� ��� ������� �� ��� ��v��-
�p���� ��� p��g������� �� ���� �������-������� ������� 
����u���g ����������� ������ (5-7).

A��p30 �� � 30-�D� p������ ���� ��v���� ��������� ����v�����, 
including anti-diabetic, anti-inflammatory and anti-atherogenic 
�u�������, ��� ��� ����� �������� �� ��v� ����-�u��� ������� 
�� ��v���� ��p�� �� ������ (8). I� �� ��� ���� ��u����� p������ 
��������z�� �� ���p��� ����u�, ���� p����� �������������� 
���g��g ���� 2 �� 30 µg/�� (9), �u� �� p�����x������ ���u��� 
�� ������� ��� ��u� g�������� ��u�� �� �� ��g���v��� ���������� 
���� ���� ��� ���� (10). T�� ������ �� A��p30 �� �������� 
����ug� ��� ����� ����p����, A��p�R1 ��� A��p�R2. M��� 
�u��� ���� ����� ����u���g ����� ����v�� ���� ��� ���������u� 
���� �xp���� ���� ����p���� (11,12). I� ������ ������, A��p30 
��p��v����� p������� �u��� g����� ����ug� ������z����� �� 
����u�����g ����������� p��g������ �����, �����g ��� �u��� ����� 
���� �gg�����v� (13).

L�p��� �� ��� ����� ����, �� � 16-�D� p������, ��� ������-
������� �� ����� �� ��� ����� �� p�����v��� ������� �� ���� ��� 
���� �� ���� ���g�� ��� �� ��u� ��u�� �� �� ���v���� �� ������� 
(10). I� �������� �� ��� �u������ �� ��gu������ �� ����g� ������� 
(14), reproduction, immunity (15), and inflammation (16), leptin 
���� p���� �� ��p������ ���� �� ������ ��v���p���� (10). T�� 
�u������� �� ��p��� ��� �������� v�� ��� ��g�����g-���p����� 
���g ���� �� ��� ��p��� ����p��� (O�-R�), ����� �� �xp������ �� 
���� ����u�� ����u���g �u��� ���� ����� (17).

Acrp30 inhibits leptin-induced metastasis by downregulating 
the JAK/STAT3 pathway via AMPK activation in 
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A��u�u�����g �v������ ��v� �ugg����� ���� ��� L(��p���)/ 
A(A��p30) ����� �� p�����v��� ���������� ���� ��v���� ����g-
�������, ��� ����p�������� ���������� ���� �� ��������� ���� 
��� ����������� ������ ��v���p���� (18,19). T�� ������� �� 
��p��� ��� A��p30 ��v��� �� ����v��u���, ������ ���� ��� ��p��� �� 
A��p30 ��v��� �����, ��� �������� �u�� p�������g���� ����g�� 
�� ��� ��v���p���� �� ������ (20). I� ��������, ����� ��� 
�pp����g ���p������ ��� ���� ������gu���� ��� ����� p������ 
v�� �upp������g ��� �RNA �xp������� �� ��� ������p�����g 
����p���� �� MCF-7 ����� (8).

A g�����g �u���� �� �u��� ����g������� ��� �u��� 
��������� ��� ���������� ���� ��g� ��v��� �� ����v����� �� 
��g��� ������u���� ��� ����v����� �� ��������p���� (STAT�), v��� 
���qu����� STAT3 (21). P��v��u� ��u���� �ugg����� ���� ��p��� 
��������� STAT3 p���p����������, ����� �� �u�� p������� 
���� p������������ ��� �������� ���� �p�p����� ����ug� ������g 
�� ��� ���g�� g���� (22), ��� ��� �������� �u����� ������������� 
�� ����v� STAT3 �� MCF-7 ����� (23). T���� ��v� ���� ��� 
��������� ��g�����g p������� ���������� ��� A��p30, ��� �� 
����� �� ����ug� ��� ����v����� �� AM-����v���� p������ ������ 
(AMPK) (24). A��p30-��p������ p������������ �� ������ ������ 
����� �� �������� ����ug� ����u������ �� AMPK ����v��� �� 
p���p���������� �� T��172 (10,25,26). 

A����ug� ��� ����-p����������v� �u������ �� A��p30 ��� 
��� p��-p����������v� �u������ �� ��p��� ���� ��p����� �� ����� 
��u����, ����� ������� �� ���� ��v����� �� ��� ���� ���������. T��� 
��u�� ��� ����g��� �� ��v����g��� ��� ��p������� ���� A��p30 
��� ������� ��p���-���u��� ���� ��v����� �� �u��� ���� ������� 
������ ���� ����� ��� �� �xp���� ��� p�������� u��������g 
�����u��� ����������. W� ��v����g���� ��� ��v�� �����-���� 
������� ��p���-���u��� JAK/STAT3 p������� ��� ��� A��p30 
����v���� AMPK p������. T��� �����v����� ��� ���� �� ��� 
����g��� ���� ����-���p����� �����p� ��� �������-������� ������� 
�u�� �� ����������� ������.

Material and methods

Materials. R���������� �u��� A��p30, IL-6 ��� ��p��� ���� 
pu������� ���� P�p�� T��� (R���� H���, NJ, USA). C��p�u�� 
C ��� AG490 ���� pu������� ���� S�g��-A������ (S�. L�u��, 
MO, USA). T�� ����-STAT3, ����-p���p��-STAT3 (S��727), 
����-AMPKα, ����-p���p��-AMPKα (T��172), ����-MMP-2 
��� ����-MMP-9 ���������� ���������� ��� ������� ���� ��� 
immunofluorescence assays were obtained from Cell Signaling 
T�������g� (B�v����, MA, USA).

Cell culture. T�� I������� ���� ���� ��� �������� ���� ��� 
A������� T�p� Cu��u�� C��������� (M�������, VA, USA), ��� 
��� SPEC-2 ���� ���� ��� p�����v�� �� ��� G�������g� ��� 
Obstetrics Laboratory of Shanghai First People's Hospital. 
T�� SPEC-2 ���� ���� ��� ����v�� ���� � p�����-�������������� 
u������ ����u� p�p������ ��������� (USPC; ��p� II ������-
trial carcinoma). All cell lines were cultured in Dulbecco's 
modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% 
����� ��v��� ���u� (FBS) p�u� p��������� (100 U/��) ��� ����p-
������� (100 µg/ml) in a humidified incubator at 37˚C in 5% 
CO2 �����p����.

Proliferation assay. I������� ��� SPEC-2 ����� ���� ������ 
�� 96-���� p����� �� � ������� �� 5x103 �����/���� �� ���p���� 

����u�. A���� 24 � �� �u��u��, ��� ����u� ��� ��p����� ���� 
���u�-���� DMEM ��� ����v�� ��� � �u����� 16 � ������ ��� 
����� ���� �xp���� �� ����� ���u�-���� ����u� ���������g 
����������� �u��� A��p30 �� 0.1, 1, 10, ��� 20 µg/��, �u��� 
����������� ��p��� �� 0.01, 0.1, 1, 2 µg/��, �� ���� A��p30 ��� 
��p��� (10 ��� 1 µg/��, ���p����v���). A���� 24, 48, ��� 72 �, 
MTT (3-(4,5)-���������������z� (-z-�1)-3,5-��-p���������z���-
u�������) ���u���� (20 µ� �� 5 �g/�� �� PBS) ��� ����� �� ��� 
�u��u�� ��� 4 h at 37˚C, and then the formazan was dissolved 
�� ��� �������� �� �������� �u���x��� (DMSO). A��������� 
�� 570 �� ��� ����u��� �� ��������� ���� v��������. T�� ���� 
p������������ ����� ��� p�������� �� ����� ����� ����� �� ��� 
��p������ ����� ��� ���� ������������� ������.

Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR). T���� RNA ��� 
�x������� ���� ��� ����� ����� ��� ��������� ��������� �� u���g 
��� TRIz�� ���g��� (I�v����g��, C�������, CA, USA) ��������g 
�� ��� �����u������ p��v���� �� ��� ���u����u���. R�v���� ����-
����p���� ��� p�������� u���g 1 µg ����� RNA, �������g 20 µ� 
�DNA ��������g �� ��� p������� p��v���� ���� ��� F�������� 
���g��� ��� (T����� S���������, W������, MA, USA). T�� 
primers used for specific amplification of target genes (Table I) 
���� ��������z�� �� S��g�� B������ (S���g���, C����). T�� 
qRT-PCR ��� p�������� u���g ��� F�������� M�x���™ SYBR 
Green kit (Thermo Scientific) following the manufacturer's 
�����u������ �� � C������u� F�u��������� D������� (Op����� 2). 
The real-time qRT-PCR program was 95˚C for 5 ���, 35 ������ 
at 95˚C for 15 ���, ��� [A��p30 ����p��� 1 (AdipoR1), A��p30 
����p��� 2 (AdipoR2) ��� GAPDH] 58˚C/(Ob-Rb) 60˚C for 
45 sec and 72˚C for 30 ���. A�� ����-���� PCR �xp�������� ���� 
p�������� �� ���p������ ��� ���u��� p�������� �� � ���� v��u� ��� 
��� ������������� �� �RNA �xp������� ��v���. GAPDH ���v�� 
�� � ������g �������.

Cell immunofluorescence. C��� ����� ���� g���� �� p������ 
slides and treated with Acrp30, leptin or both before fixing 
���� ������� ��� 10 ���. T�� ����� ���� ���u����� ���� ��� 
p������ ����-p���p��-STAT3 �������� (1:50) ��� 1 � �� 
37˚C, followed by incubation with a fluorescent secondary 
�������� (1: 200) (I�v����g��) ��� 45 ���, ��� ���� ��������� 
���� H������ 33342 (1:2000). O���pu� BX51 ��������p� ��� 
used for cell immuno fluorescence analysis at magnification 

Table I. Sequences of primers used for amplification of target 
g����.

G��� P����� �u�������� ��qu����

Adipo R1 F: 5'-TTCTTCCTCATGGCTGTGATGT-3'
 R: 5'-AGTGGACAAAGGCTGCTGCCA-3'
Adipo R2 F: 5'-ATGAACGAGCCAACAGAAAACCGA-3'
 R: 5'-CGGTGTCCATGCAAGAGGAAGTCA-3'
Ob-Rb F: 5'-GTGAAGCCTGATCCACCATT-3'
 R: 5'-CCTCATACGAAGACCCAGGA-3'
GAPDH F: 5'-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3'
 R: 5'-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3'
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�� x1000. I��g�p�� P�u� �������� ��� u��� �� �����z� ��� 
fluorescence intensity.

Invasion assay. T�� ������� �� ����� �� ��g���� ����ug� M����g��-
������ ������� ��� ���������� u���g 24-���� T�������� ���� 
�u��u�� ��������. C���� ���� ������ �� � ������� �� 5x104 p�� 
���� ��� ������� ���� 10 µg/�� A��p30, 1 µg/�� ��p��� �� ���� 
��� ��� ��������� �����. C���� ���� ��� p��������� ����ug� ��� 
upp�� ������� ��� �������� �� ��� ������ ���� �� ��� �������� 
were fixed by methanol and stained with 5% crystal violet. 
A���� ��g�� ��������p� �x���������, ��� ����� ���� ��u��� ���� 
33% acetic acid. The OD values of the elution were read using 
� B��-R�� M����p���� ������ �� 590-�� ��v����g��.

Analysis of cell cycle and apoptosis. A���� SPEC-2 ����� ���� 
���u����� �� ���u�-���� ����u� �v����g��, ���� ���� ������� 
���� A��p30 (10 µg/��), ��p��� (1 µg/��) �� ���� ��� 48 �. 
Both floating and trypsinized adherent cells were collected 
��� ������ ���� PBS. F�� ���� ����� ��������, ��� ����� ���� 
fixed in 70% ethanol at 4˚C overnight. Before performing 
flow cytometry assays, the cells were washed with PBS twice 
��� ���u�p����� �� 1 �� PBS ���������g 0.1 �g RN��� 
(DN��� ����) ��� 30 ��� �� ���� ���p����u��. T�� ����� ���� 
���� ���u�p����� ���� PBS ���������g 10 �g/�� p��p���u� 
������ (PI; S�g��) ��� ���u����� ��� 15 ��� �� ��� ���� �� 
���� ���p����u��. T�� DNA ������� ��� �����z�� u���g � 
BD FACStar flow cytometer, and the percentages of different 
p����� �� ���� ����� ���� ���������� u���g � M��F�� p��g��� 
(BD B����������, S�� J���, CA, USA).

Ap�p����� ����� ���� �������� ���� �� A���x��-V-FITC ��� 
(BD B����������) ��� PI �������g. I� ���� �����, ���g�� p�����v� 
p�pu������� ��� ���������� ����� �p�p����� (A���x��-V p���-
��v�) �� �������� ����� (PI p�����v�), ������� ��u��� p�����v� 
(A���x��-V p�����v�/PI p�����v�) p�pu������� ��� ���������� �� 
�� �� ���� �p�p�����. T�� �������g ��� p�������� ��������g �� 
the manual of the manufacturer. Briefly, the cells were incubated 
�� ��� ������g �u���� ���������g A���x��-V-FITC ��� PI ��� 
15 ��� �� ���� ���p����u��. E���� ��� ���� �p�p����� ����� ���� 
quantified by flow cytometry.

Protein expression analysis. At 70-80% confluence, treated 
����� ���� ��������� ��� ����up��� �� ���-���� ���� ����� �u���� 
[Tris-Cl (pH 8.0) 50 mM, NaCl 150 mM, NaN 30.02%, SDS 
0.1%, NP-4 0.1%, NaTDC 0.5%, EDTA 1 mM] for protein 
�x��������. C��� ������� ���� �������ug�� �� 12,000 x g ��� 
10 min at 4˚C. Protein concentrations were determined using 
a BCA protein assay kit (Thermo Scientific). Equal amounts 
of proteins were separated by 10% SDS-polyacrylamide 
g�� �������p������� (SDS-PAGE) ��� ����������� �� p���v�-
�������� ��u����� ��������� (M����p���, B��������, USA). 
Membranes were blocked with 5% skimmed milk for 1 h and 
���u����� �v����g�� ���� ��� p������ ���������� (1:1000), 
�������� �� ���u������ ���� ��� �pp��p����� ��������� 
����������� p���x�����-���jug���� �������� (1:5000). S�g��� 
��������� ��� ���� p������ ��� p�������� u���g �� E������� 
C�����u���������� ���g��� (P����� E����, W������, USA).

Data analysis. A�� v��u�� ���� �xp������ �� ����� ± �������� 
deviation (SD) of three to five separate experiments. One-way 
ANOVA with Dunnett's post test was performed where appro-
priate using SPSS 17.0 software with significance accepted at 
P<0.05.

Results

Expression of AdipoR1, AdipoR2 and Ob-Rb in different 
endometrial carcinoma cell lines. P��v��u� ��u���� ��v� ����-
tified two types of Acrp30 receptors, AdipoR1 and AdipoR2 
�� HEC-1A ��� RL95-2 ����������� ��������� ���� �����, ��� 
O�-R� �� I������� ��� AN3CA ���� ����� (1). U���g qRT-PCR 
with oligonucleotide primers specific for transcripts of the 
�u��� ����� �� ����� ����� ����p����, �� ��u�� ���� ���� ���� 
��� �xp������ �� ��������� ����������� ��������� ���� ����� 
(F�g. 1).

Effects of Acrp30 and leptin on endometrial carcinoma cell 
proliferation. T�������� �� ��� �u��u��� I������� ��� SPEC-2 
����� ���� A��p30 ���u���� �� ����g�-��p������ �upp�����v� 
������� �� ���� p������������ �� ����� ��� ���� �����. A��p30 
significantly decreased the proliferation of Ishikawa cells and 
SPEC-2 cells by 41 and 43% at the concentration of 10 µg/��; 
and 47 and 49.5% at the concentration of 20 µg/��, ���p����v���, 
v���u� �������� �� ��� ��� �� 48 � �� ���u������ (�-����, P<0.05; 
F�g. 2A). T�� ����� A��p30 �������������� (1 µg/�� ��� 
0.1 µg/ml) were inefficient in inhibiting cell proliferation.

Leptin significantly increased the proliferation of Ishikawa 
cells and SPEC-2 cells by 96% and 92.5% at the concentration 
�� 1 µg/ml; and 109.5% and 103.5% at the concentration of 2 µg/
��, ���p����v���, v���u� �������� ����� 48 � �� �u���v����� (�-����, 

F�gu�� 1. Exp������� �� AdipoR1, AdipoR2 ��� Ob-Rb �� ��������� ������-
����� ��������� ���� �����. T���� RNA ��� �x������� ���� AN3CA, I�������, 
RL95-2, KLE, SPEC-2 ��� HEC-1B ���� ����� ��� �����z�� �� qRT-PCR �� 
��������� �� M�������� ��� �������. B��� ��� ��� ����� ± SD �������� ���� 
����� ����p������ �xp��������. A�� ���� ��� p�������� �� � ���� ���u����� 
������v� �� ��� AN3CA ���� ����.
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P<0.05; F�g. 2B). T�� ����� ��p��� �������������� (0.1 µg/�� 
��� 0.01 µg/ml) were inefficient in reducing cell proliferation.

I� ����� �� ��������� ��� ������ �� ���� ���p������ �� 
p������������ �� ����� �����, �� ��-������� ��� ��� ���� ����� 
���� A��p30 ��� ��p��� �� ��� �������������� �� 10 ��� 1 µg/��, 
���p����v���. W� ��u�� ���� A��p30 ��g���������� ��������� 
��p���-����u����� ���� p������������ �� 48 ��� 72 � �� I������� 
�����, ��� ������� ���u��� ���� ���� �����v�� �� SPEC-2 ����� 
(�-����, P<0.05; F�g. 2C ��� D).

Effects of Acrp30 and leptin on cell cycle and apoptosis in 
SPEC-2 cells. B���� �� ��� �����v����� ���� ���p����� �� 
SPEC-2 ����� �� A��p30 ��� ��p��� ��-��������� �� ��� p�����-
������� ������ ���� ������� �� ����� �� I������� �����, �� 
����u���� �u���qu��� �xp�������� ���� �� ��� ���� �gg�����v� 
SPEC-2 cells. SPEC-2 cells demonstrated significant changes 
�� �p�p����� ���p����� ��������g ��������� ���� 10 µg/�� 
A��p30, 1 µg/�� ��p��� �� ���� ��� 48 � �� ���u�-���� ����u�, 
as assessed by flow cytometry analysis (Fig. 3A). W� �����v�� � 
significant increase in the percentage (14.4%) (P<0.05) of early 
���g� �p�p����� ����� ������� ���� A��p30 �� ��v����� �� ��� 
A���x��-V �������g p�����v� p�������. I� ��������, �� �p�p����� 
rate (3.25%) (P<0.05) lower than untreated cells was observed 
�� SPEC-2 ������� ���� ��p��� �����, ��� ���� �p�p����� ���� ��� 
significantly elevated to 8.25% (P<0.05) in the presence of both 
���p������.

T� �u����� �xp���� ��� ����-p����������v� ������� �� A��p30 
��� p��-p����������v� ������� �� ��p���, �� �����z�� ��� 
changes in cell cycles by flow cytometry. Acrp30 increased 
the percentage of SPEC-2 cells in G1/G0-phase from 48.87% 

to 71.14% (P<0.05), and leptin decreased the percentage of 
SPEC-2 cells in G1/G0-phase from 48.77 to 45.65% (P<0.05). 
M��������, ��� p�������g� �� ����� �� G1/G0-p���� ��� 
reduced to 50.62% when co-treated with these two adipokines 
���p���� ���� ��p��� ��������� ����� (P<0.05). C���������� 
���� ����� ����g��, ��� p�������g� �� SPEC-2 ����� �� S-p���� 
was decreased from 46.93 to 14.21% (P<0.05) when treated with 
Acrp30, and increased from 46.93 to 53.51% (P<0.05) when 
������� ���� ��p���. C�-��������� ���� ����� ��� ���p������ 
��������� ��� p��p������ �� SPEC-2 ����� �� S-p���� ���� 46.93 
to 42.60% compared with control (P<0.05) (Fig. 3B).

Influence of Acrp30 and leptin on cell metastasis. T� ��������� 
��� ������ ������� �� ����� ��� ���p������ �� ��� ��v���v����� 
�� ����������� ������ �����, �� p�������� M����g�� ��v����� 
������ ���� SPEC-2 ����� (F�g. 4A). T�� ��v���v����� �� ����� 
cells was significantly reduced (66%) 48 � ����� ��������� ���� 
A��p30 ���p���� ���� u�������� �����, ����� �� ��� p������� 
(65%) after treatment with leptin. The invasive cells were 
effectively reduced (53%) by co-treatment with Acrp30 and 
��p��� ���� ���p���� �� ��p��� ��������� �����.

W� �������� ��� ��v��� �� ��� ��v�����-������� p�������, 
MMP-2 ��� MMP-9, �� ������� �������g. A� 48 � ����� ��p��� 
��������� �� SPEC-2 �����, ��� MMP-2 p������ ��v��� ���� 
2.26-���� ��g��� ������v� �� ��� ������� (F�g. 4B). C��v������, 
MMP-2 p������ ��v��� ���� ��g���������� ������gu����� 
�� A��p30 ��������� ����� 48 � �� ���u������. L�v��� �� 
MMP-9 �� SPEC-2 ����� ��-������� ���� ����� ��� ���p������ 
���� ����� ���� ����� �� ��p���-���� ������� �����. T�u�, ��� 
MMP-9 p������ �xp������� �x������� � p������ ������� �� ���� 

F�gu�� 2. E������ �� A��p30, ��p��� �� ���� ���p������ �� p������������ �� I������� ��� SPEC-2 �����. E���������� ��������� ����� ���� ���u�-��p��v�� 
�v����g�� ��� ���� �xp���� �� A��p30, ��p��� �� ���� ���p������ �� ��������� �������������� �� ��� ��������� ����� �� ���������. (A) MTT ����� �� SPEC-2 ��� 
I������� ����� ����� ���u������ ���� 0, 0.1, 1, 10 ��� 20 µg/�� A��p30 ��� 48 �. (B) MTT ����� �� SPEC-2 ��� I������� ����� ����� ���u������ ���� 0, 0.01, 
0.1, 1 ��� 2 µg/�� ��p��� ��� 48 �. (C) MTT ����� �� I������� ����� ����� ���u������ ���� 10 µg/�� A��p30, 1 µg/�� ��p��� �� ���� ��� 0, 24, 48 ��� 72 �. (D) 
MTT ����� �� SPEC-2 ����� ����� ���u������ ���� 10 µg/�� A��p30, 1 µg/�� ��p��� �� ���� ��� 0, 24, 48 ��� 72 �. B��� ��� ��� ����� ± SD �������� ���� ����� 
�������������� ��� ���� ���� ����, ���� 6 ��p������� ��� ���� ���� p����. *P<0.05 v���u� u�������� �������.
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�� MMP-2 ���� ��� SPEC-2 ����� ���� ������� ���� A��p30, 
��p��� �� ����.

Leptin-activated STAT3 phosphorylation and nuclear local-
ization are reversed by Acrp30. T� u��������� ��� p�������� 
�����u��� ���������� u��������g ��� ����-��v����� ������� 
�� A��p30 ��� p��-��v����� ������� �� ��p��� �� SPEC-2 �����, 
�� �v��u���� STAT3 ��g�����g �v���� ���u��� �� ��p��� (23). 
W� ��u�� ���� STAT3 ��u�� �� ������v���� �� A��p30 �����-
���� ������ 30 ��� �� SPEC-2 �����, ����� ��� �v����� �� 
��� �������� �� p���p��������� STAT3 (�� S��727) (F�g. 5A) 
�� � ����g�-��p������ ������ (F�g. 5B). C�-��������� ���� 
A��p30 ��������� ��� ��p���-���u��� p���p���������� �� STAT3 
(F�g. 5C).

A� � ��������p������ ��gu�����, STAT3 �u������ �� ��g��� 
��p������ up�� ��� ����u���� ������z�����. L�p��� ��������� 
��� �� ��� ������������� �� STAT3 ���� ��� ����p���� �� ��� 
�u���u�, ������� ����v���� (p���p���������) STAT3 ��� 
���u��� �� ��� �u���u� ���� ������� ���� A��p30. T�������� 
���� A��p30 p��v����� ��� ��p���-���u��� �u����� ������z����� 
�� STAT3 (F�g. 5C). T��� ���u�� ��������� ���� ��� �����v�� 
��v���v� ��������������� �� SPEC-2 ����� ��� �� �u����������� 
������u��� �� ��� STAT3 ��g�����g p������� ��gu����� �� 
A��p30 ��� ��p���.

Acrp30 inhibition of leptin-mediated invasion is regulated by 
AMPK and JAK/STAT3 signaling pathways. D�p���p���������� 
�� STAT3 ��������� ��� ������������� ����v���. T��������, �� ��� 
�xp����� ���� A��p30-����v���� AMPK ��u�� ����u���� ��� 
��p���p���������� �� STAT3, ���u����g �� ��������� ��v���v����� 

�� SPEC-2 �����. T� ���� ���� p����������, ��� ��v��� �� p���p����-
����� STAT3 ���� ����u��� �� ����� ���� v����u� ���������� �� 
����� �� F�g. 6A. As expected, Acrp30 significantly induced 
��� p���p���������� �� AMPK ��� ��������� ��� p���p������-
���� �� STAT3 �� ��� ���� ����. C��v������, C��p�u�� C, � 
�upp������ �� AMPK, ��������� ��� p���p���������� �� AMPK, 
�� ����� ����u����� ��� p���p���������� �� STAT3. T�� ��� ��v�� 
�� p���p��-AMPK ��� ��g� ��v�� �� p���p��-STAT3 ���u��� 
�� ��p��� ���� ��v����� �� A��p30 ��-���������. T�� p������ 
�xp������� ��v��� �� ����� AMPK ��� STAT3 ���� ��� ������� 
�� ��� ��������� ���������� �� SPEC-2 �����.

I� ����� �� ��������� ������� ���������� �� STAT3 ����v��� 
�� A��p30 ��� ��� ���� p������ ����������g ��� �����u���� 
��v�����, ��� ��v�����-������� p�������, MMP-2 ��� MMP-9, 
���� �������� �� SPEC-2 ����� ���� v����u� ���������� �� 
����� �� F�g. 6B. W� ��u�� ���� ��p��� ��� IL-6 (� ����-����� 
STAT3 ����v����) ���� ���� �� ����v��� STAT3 ��� ��v��u��� 
��������� MMP-2 ��� MMP-9 ��v��� �� SPEC-2 �����. H���v��, 
the levels of both proteins significantly decreased, accompanied 
�� ��� ��p���p���������� �� STAT3, ���� ������� ���� A��p30. 
T�������� ���� AG490 (� ����-����� STAT3 ���������) ���u���� 
�� � ������� ������ �� MMP-2 ��� MMP-9 �xp������� �� ���� 
��� A��p30 ��������� �� SPEC-2 �����. T��������, ��g� ��v��� 
�� p���p��-STAT3, MMP-2 ��� MMP-9 ���u��� �� ��p��� �� 
IL-6 could be significantly reversed by Acrp30 or AG490.

Discussion

E���������� ������ �� ��� ���� ������ g�������g���� ����g-
����� ��� ��� ��u��� ���� ������ ������ ����g ����� �� 

F�gu�� 3. F��� ��������� �������� �� ���� ����� ��� �p�p����� �� SPEC-2 ����� ����� ��������� ���� A��p30, ��p��� �� ���� ���p������. SPEC-2 ����� ���� 
���u����� ���� A��p30 (10 µg/��), ��p��� (1 µg/��) �� ���� ��� 48 � ����� ����g ���u�-����v�� �v����g��. A� ��� ��� �� ��� ���u������, ��� ����� ���� ��������� 
��� FACS ��������. (A) Ap�p����� �� SPEC-2 ����� �����z�� �� FACS ����� ��������� ����������. (B) C��� ����� �� SPEC-2 ����� �����z�� �� FACS ����� ��������� 
����������. V��u�� ����� ��� ����� ± SD. Exp�������� ���� ��p����� � �����u� �� 3 ����� ��� ���� ��������� �� �������. *P<0.05 v���u� u�������� �������.
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F�gu�� 4. A������� �� ��v���v����� �� SPEC-2 ����� ������� ���� A��p30, ��p��� �� ���� ���p������. (A) SPEC-2 ����� ���� ���u�-����v�� �v����g�� ��� ���� 
treated with 10 µg/ml Acrp30, 1 µg/ml leptin or a combination of leptin and Acrp30 for 48 h. Representative images of invaded cells are shown (magnification, 
x100), and OD values of permeated cells eluted in 33% acetic acid elution were compared. Experiments were repeated twice. (B) Protein expressions of MMP-2 
and MMP-9 in SPEC-2 cells treated as above were analyzed by western blotting using specific antibodies, and β-����� ��� �������� �� � ������g �������. R��u��� 
are representative of five separate experiments. *P<0.05 v���u� u�������� �������.

F�gu�� 5. L�p���-���u��� p���p���������� ��� �u����� ������z����� �� STAT3 ���� ��v����� �� A��p30. (A) SPEC-2 ����� ���� ���u�-����v�� �v����g�� ��� 
���� ������� ���� 10 µg/�� A��p30 ��� ��� ��������� ����. P���p��������� STAT3 ��v��� ���� �x������ �� ������� �������g. (B) P���p��������� STAT3 
��v��� ���� �x������ �� SPEC-2 ����� ������� ���� ��������� �������������� �� A��p30 ��� 1 �. (C) P���p��������� STAT3 ��v��� ���� �x������ �� SPEC-2 
����� ������� ���� A��p30, ��p��� �� ���� ��� 1 �. (D) C���� ���� ������� ���� 10 µg/�� A��p30, 1 µg/�� ��p��� �� ���� ��� 2 �, ��� ����g���u� ������z����� �� 
STAT3 was examined by fluorescence microscopy using an anti-phospho-STAT3 antibody. Images were quantified using Imagepro plus software. Results are 
representative of three to five separate experiments. *P<0.05 v���u� u�������� �������; **P<0.05 v���u� ��p��� ������� �����.
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��� U����� S�����. O������ �� � ����-����� ���� ������ ��� ����-
������� ������, ���� ��� ��v�� �� ���� ����������g ���� ��� ��g��� 
�� ������� (27). A����ug� ��� �����p� �� � ‘��p�������g����’ ����� 
���������g ��� ���� ��� ����������� ������ �� � ����-����p��� 
������, ���v���� ����g���u� �����g��� ��� ��� �u��� ����u�� ��� 
��� ����������� ����� ������� ������� ��� ����������� ������ 
���� (28-32). A��p30 ��� ��p���, ����� ��� ���� ���p�����-
�������� �������� ����gu����� �� �������, ��� �� ��v��v�� �� 
����������� ������ ��v���p���� (2,8).

R����� ��u���� ��p����� ���� ������� �� ���������� ���� ���� 
��p����p����������� ��� ��p����p�������, ����� �ugg���� 
���� �u��� ���� g����� ���u��� ���� ��� �������� ����u������ 
������� �� ��p��� ��� ����-p����������v� ����v��� �� A��p30 (1). 
P�����v� ������������ ������� ��� ������������� �� ����u�����g 
��p��� ��� ������ ���� ��v� ���� ��p����� ��� ������, ����� ��� 
p������� ������� (18,33,34), ��� �������� p����� ��p��� �xp���-
���� ��v��� ��� �����v�� �� p������� ���� ����������� ������ 
(35-37). I� ��������, ��v���� �����������p� �� A��p30 ��v��� 
��� ������ ���� ��v� ���� ��p����� ��� ������, ���������u� 
��� ����� ������ (2,18,38). A p��v��u� �������� ��u�� ��u�� 
���v���� L/A ������ �� p���-����p�u��� ����������� ������ 
patients, which were significantly associated with an increased 
���� �� ����������� ������, ��� ��� ������������ �������� ����� 
��ju����g ��� ������� ������� ��� ����� �����u����g ������� 
(2). T�� ������� �� ��p��� ��� A��p30 ��v��� �� ����v��u���, 
������ ���� ��� ��p��� �� A��p30 ��v��� �����, ��� �������� 
�u�� p�������g���� ����g�� �� ��� ��v���p���� �� ������ (20). 
L�p��� ��� A��p30 �pp��� �� �x��� ����g������� ����v����� �� 
downregulating expression of each other's receptor and corre-
�p�����g ��g�����g p������� (8,39).

A� A��p30 ��� ��p��� ���� ��v� ������� �� ������ ���� 
p������������ ��� ��� ������� �� ���� ��g�����g p������� 
�u�� �� AMPK ��� JAK/STAT3, �� ��������� ��� qu������ �� 
������� A��p30 ��� ���� ������� ������ ���� ��v����� ����u����� 
�� ��p��� ��� ��v����g���� ��� u��������g �����u��� ���������. 
A� ���� p��v��u� ��u���� ���� ����u���� �� ����� ����������� 
������ ���� �����, ���� �� p��v��� �v������ ���� A��p30 ���� 
��������� ��� p������������ �� ��� ����������� ������ SPEC-2 
�����. W� ��u�� ���� A��p30 ������ ��� ���������� ������� 
������� ��p���-�������� ��v����� ����� ��qu���� ������v����� 

�� ��� JAK/STAT3 ��g�����g p������ ����ug� ����v����� �� ��� 
AMPK p������.

Previous studies have confirmed that Acrp30 inhibits endo-
������� ������ ���� p������������ �� � ����- ��� ����-��p������ 
������ (1), ����� ��p��� ��������� p������������ �� ����������� 
(35, 40) ��� ���� ����� ������ ����� (41). A���v����� �� AMPK 
���� A��p30 ��������� ��� ������� p������������ �� ���� ��p�� 
�� ������ ����� ��� ���u�� �p�p����� (42), ����� ����v����� �� 
STAT3 �� ��������� ��� ��� ���� p����������v� ������ �� ��p��� �� 
����������� ��������� (43). S������ �� p��v��u� ��u����, �� 
��u�� ���� A��p30 ��u�� ����v���� AMPK ��� ������� ��p���-
����u����� SPEC-2 ���� p������������ �� �������� �� ���� ����� 
������ ��� �p�p����� ��v���.

C����� p��g������� �� � �u���-���p p������ ���� ��v��v�� 
��v����� �� ��� �������� �������� �� �u��� ����� ��� 
��g������ �� p����� ��� ���� � g�v�� p������ �u��� ���� 
������g �� ����������. P��v��u� �������� ��� ��u�� ���� 
A��p30 �upp������ ��� ���������� �� ������ ����� ����ug� 
AKT ������v����� �� ������ ������ ����� (5). A��p30 ��� 
���� ������gu���� KRT18 �RNA (� g��� ������� �� 
�u��� ����������), ����� ��p��� up��gu����� MUC1 (�� 
����-�������� �����u��) �� ������ ������ ����� �� ��gu���� 
�gg�����v����� �� �u��� ����� (44). L�p��� ��� p������ 
��v���v����� �� ������� ��� ������ �p�������� ����� �� v����u� 
���g�� �� ���p������ ��������������, ��� ��p���-���u��� 
��v����� �� ���p������ ������� �� p���������g���� ������-
���� �� JAK2 (AG490) �� 50 µM (45). A�����������, ��p��� 
��� ���gg�� ��v����� �� ECC ����������� ������ ����� v�� 
� p������ ��v��v��g ���� PI3K ��� JAK/STAT3 p�������, 
�� p���������g���� ���������� �� ����� p������� ��������� 
��p���-���u��� ��v���v����� (43).

I� ���� ��u��, �� ������������ ���� ��� ����������� �� 
SPEC-2 cell invasion by leptin could be significantly reversed 
���� A��p30 ���������. W��� �x������g p�������� ���������� 
��v��v�� �� ���� ��v����� p�������, �� �����v�� ���� p���p����-
����� STAT3 ��v��� ���� ����� ����� ������ 30 ��� ��������g 
A��p30 �� A��p30/��p��� ��������� �� SPEC-2 �����. L�p���-
���u��� �u����� ������������� �� STAT3 ��� ��g���������� 
��������� �� A��p30 �� SPEC-2 �����. T�� ��v����� ���������� 
��� STAT3 ��p���p���������� ������ �� A���p30 �g����� ��p��� 

F�gu�� 6. C��� ��g�����g ��v��v�� �� �pp����g ������� �� A��p30 ��� ��p��� �� SPEC-2 ��v�����. (A) SPEC-2 ����� ���� ���u�-����v�� �v����g�� ��� ���� ������� 
���� 10 µg/�� A��p30, 1 µg/�� ��p���, 5 µ���/� C��p�u�� C �� ��������� ������������ ��� 2 �, ��� ���� ��v��� �� p���p��������� STAT3 ��� AMPK ���� 
�x������ �� ���u������ ��������. (B) L�v��� �� p���p��������� STAT3 ��� MMP-2/MM-9 p������� ���� �������� �� SPEC-2 ����� ����� 48 � �� ��������� 
���� 10 µg/�� A��p30, 1 µg/�� ��p���, 20 �g/�� IL-6, 10 µ���/� AG490 �� ��������� ������������. B���� ��� ��p���������v� �� ����� ����p������ �xp��������. 
*P<0.05 v���u� u�������� �������.
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��u�� �� ��������� �� C��p�u�� C, �� AMPK ������v����, 
������������g ��� ��p������ ���� �� AMPK �� STAT3 ����-
v����� ��� ��v�����. I� ����� �� g��� �u����� ����g�� ���� ��� 
���������� ������� STAT3 ����v����� ��������� SPEC-2 
���� ��v�����, �� ��v����g���� ��� �xp�������� �� ��� ��v�����-
������� MMP2 ��� MMP-9 p�������. T���� ��� p������� ���� 
���� p�����v��� ���������� ���� STAT3 ����v����� ��� ��u�� 
�� ��������� �� AG490, � STAT3 p������ ���������, ��� 
��������� �� IL-6, � STAT3 p������ ����v����. T���� ���u��� 
��������� ���� MMP-2 ��� MMP-9 ��� �� ��� p�������� ���g�� 
p������� �� STAT3.

In summary, our study for the first time uncovered the 
�����u��� ���������� ���p������� ��� ��� A��p30 ���������� 
�� ��p���-���u��� ��v����� �� SPEC-2 ����������� ������ 
�����, �.�., v�� ������v����� �� ��� JAK2/STAT3 ��g�����g 
p������ �� ����v����g AMPK. H����, ��g����� ���� ����� 
in vitro studies, our findings support these two adipokines to 
�� �����u��� ��������� ������� ������� ��� ��� p��g������� 
�� ����������� ������. T��g����g ����� p������� ��� �� � 
�u������ �����p�u��� ������g� ��� ����������� ������ p��g���-
���� ���������� ���� ��� ����������� ������� �� ��p��� ��� 
A��p30.
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