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摘 要"$目的% 探讨二甲双胍对肺癌
&'%(

细胞增殖&迁移&侵袭能力&乳酸生成的影响' $方
法% 应用

&**+,-*./01

和
&01

等标记" 流式细胞仪对肺癌
&'%(

细胞凋亡及周期特异性的检
测" 运用

234052

的方法检测
567867+!9

&

567867+!(

活化情况 (

:33

检测细胞增殖活力 )

3;6*7<+==

体外迁移实验检测细胞体外迁移和侵袭能力)并检测乳酸生成情况( $结果% 二甲
双胍诱导的细胞凋亡主要在细胞周期的

>

)

期发生( 采用二甲双胍凋亡诱导"对照组未做处
理"结果显示观察组的
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*的表达值
显著高于对照组!
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"
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结果显示"第
EF

二甲双胍组体外迁移细胞数
!

!CD("BC'D

*明显增加 )二甲双胍组细胞活力 !

'!C9(G"'A(DG

*下降 )二甲双胍组乳酸生成
!

#!A$("#AB9

* 明显降低( $结论% 二甲双胍诱导的细胞凋亡与肺癌
&'%(

细胞的细胞周期相
关"存在

>

#

期细胞周期阻滞的周期特异性"且此过程中发生了
H67867+

活化"抑制细胞活性
及迁移侵袭能力"降低乳酸的生成"促进肿瘤细胞凋亡(

主题词"二甲双胍)肺肿瘤)
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细胞)细胞凋亡)细胞周期
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肺癌发病率和病死率均呈持续上升趋势" 肿瘤

在局部呈侵袭性生长并易发生转移" 其中肺转移为

其死亡的主要原因$

)

"

!

%

( 细胞的存活和凋亡是生命的

矛盾统一现象" 肿瘤的生长和凋亡都不能用细胞的

周期和凋亡理论进行单独的完整解释" 肿瘤是一类

细胞增殖异常的病变" 在这一过程中细胞的增殖和

凋亡的调控通路受到了破坏( 二甲双胍!

?+RQL;?-*

*

是
!

型糖尿病患者口服的一线类降糖药物" 通过降

低外周组织对胰岛素的抵抗来抑制肝糖异生$
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甲双胍己经作为潜在的抗癌药物成为研究的热点!

二甲双胍对多种癌细胞株有明显的肿瘤抑制效应!

在多种不同类型的肿瘤中有抗癌作用! 但目前其对

肺癌
<=%>

细胞株是否有抑制作用尚有待进一步研

究"

%

#

$ 本项目的研究总体方案思路为通过体外试验!

深入探讨二甲双胍促进肺癌
<=%>

细胞凋亡的效应

及其分子机制% 然后从整体水平验证研究二甲双胍

抑制肺癌
<=%>

生长的信号机制! 为二甲双胍治疗

肺癌
<=%>

提供理论依据! 为将其开发作为抗肺癌

<=%>

的新的治疗药物提供数据支持$

8

材料与方法

!"!

主要试剂!细胞与仪器

试剂!肺癌
<=%>

细胞株中国科学院细胞库!含

血清的完全培养基及不含血清培养基&美国
?@A.3

公司'!

B.C

试剂盒&上海硕盟生物'!异硫氰酸荧光

素标记的膜联蛋白&武汉博士德'!

DEE

试剂盒&北

京中杉金桥生物技术有限公司'!

E)+*2F1,, !%

孔培

养板 &美国
.')*0*5

公司'!

8G4H

! 培养皿(

>I

孔板

&美国
.')*0*5

公司'!含
JKE<

的胰酶&美国
?@A.3

公司'!凋亡相关基因
A+L

&美国
M+*N+ .)(O

公司'$

仪器) 细胞培养超净台
P

苏州净化
Q

! 培养箱
P

美国

R(1(1 262N1H2Q

!倒置相差显微镜
P

日本奥林巴斯
Q

!高

转速冷冻离心机
P

德国
A0'-(51MN)+N'2Q

!

S$G!T%!

冰

箱
P

日本松下
Q

!高压消毒箱
P

美国
E(NN*+(1)Q

!

U<.M')N

流式细胞仪&美国
AK

公司'!

B.C

仪
P

澳大利亚
C'"

N')"51*1Q

$

!"#

细胞培养与传代

人肺癌
<=%>

细胞培养于含
8GV

胎牛血清及双

抗的
KDJD

培养基中! 置于
=V.3

!

(

WX!

孵箱中传

代培养$ 当细胞密度达到
%#8G

I 以上时进行传代!清

洗培养基后! 用含
G:G!V JKE<

的胰蛋白酶进行细

胞消化!倒置显微镜观察细胞回缩即终止消化!加入

同体积的有血清培养基! 吹打!

8G GGG )YH0*

离心
=

H0*

!弃上清!取细胞悬液!计数后接种到新的培养瓶

中$ 本研究的所有实验均重复
W

次$

!"$

细胞处理

待细胞贴壁生长至
%#8"

I

! 当细胞处于对数生

长期时予二甲双胍凋亡相关基因
A+L

刺激
8% /

后

进行细胞收集!加入
NB<

刺激
Z!=8

细胞!对照组未

加
NB<

刺激!然后加入
A+L

&

8!:=!5YH,

'的刺激
!%/

后收集细胞$

!"% CESB.C

"半定量逆转录聚合酶链反应#方法

取人肺癌
<=%>

细胞定量
8GGH5

!提取总
C;<

$

取
!!5

总
C;<

行逆转录
4K;<

! 取
!G!,

作为反应

体系$

B.C

反应由逆转录产物
!!,

以及
8$2 C;<

和

4+2[+21"W

(

4+2[+21">

的引物共同组成$反应过程按照

标准的
CESB.C

进行) 首先预变性的反应条件为

>=!

(

=H0*

!接着进行梯度变性反应!

>%!

(

WG2

!

IG!

(

WG2

!

X!!

(

IG2

!

X!!

(

XH0*

递减! 共进行
WG

次的循

环$ 然后对所得到的
B.C

产物进行琼脂糖凝胶电

泳! 通过拍摄电泳图像对所得到的电泳结果进行凝

胶成像分析系统分析$ 内参选择
8$2 C;<

作为参

照!同样完成以上
B.C

系统的成像!对得到的半定

量结果进行对比分析! 通过量化的吸光度积分值进

行分析&

<

值'$

!"&

流式细胞仪检测细胞凋亡及细胞的凋亡周期

采用
<**1L0* 9YB@

的方法进行凋亡的检测!细

胞离心去除培养基之后冷却至
%!

!进行细胞洗涤!

调整浓度至
8GIYH,

!取
8GG!,

的细胞悬液加入
<*"

*1L0* 9"U@E.

和
B@

!避光
8=H0*

之后进行流式检测$

采用
<B@

的方法检测细胞的凋亡周期!对收集

的细胞加入
<**1L0* 9"U@E.

! 室温避光
WGH0*

以后

用
\(--1)

进行洗涤
!

次! 加入不换甲醇的甲醛
8H,

进行细胞固定!

\(--1)

洗涤
!

次! 加入
B@

染色剂!静

置
8/

之后进行流式细胞的检测$

.64,0*2YK;<

双标流式细胞仪分析人肺癌
<=%>

细胞的周期特异性!对收集的细胞采用乙醇固定过夜!

将固定后的细胞用
BAM

冲洗
!

次!用
E)0N'*]"8GG

处

理
=H0* !

次!用
BAM

清洗
!

次!用
AM<

稀释抗体!

%!

过夜! 第
!^

加用羊抗鼠
@5?

! 室温静置
!GH0*

!

BAM

洗涤之后! 加入
B@

和
C*+21<

进行
K;<

染色!

进行流式细胞检测$

!"' DEE

法检测细胞活力

将细胞接种于
>I

孔板 ! 当细胞汇合度达到

=GV

时!给予二甲双胍
8G!,

!二甲双胍
;.

$

%$/

后!

加入
!G!, =H5YH, DEE

! 继续培养
%/

后吸弃培养

液! 每孔加入
8=G!, KDM3

! 震荡使结晶物充分溶

解!于酶标仪
=IG*H

处测
3K

值!细胞相对活力&

V

'

_

&实验组
3KY

对照组
3K

值'

#8GGV

$

!"( E)+*2F1,,

体外迁移体系

于种板前
8^

!血清饥饿
8!/

!常规消化(离心收

W!%
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集细胞!用低血清
&'('

培养液"含
")!* +,-

#混

悬成密度为
.!/"

.

012

的单细胞悬液$将
345678922

培

养池放入
!%

孔培养板中!上室内加入
/::!2

细胞悬

液 "约
.!/:

% 细胞%! 下室内加入
.::!2

含
/:*+,-

的
&'('

培养液$ 置于
.* ;<

!

!

=>"

孵箱培养
!%?

后!

@,-

洗
!

次!用棉球小心擦去上室内细胞!

%*

多

聚甲醛固定
!:A=:1B6

!

@,-

洗
!

次!

:)/*

结晶紫染

色
=:1B6

!

@,-

洗
!

次!去掉多余染料!显微镜下观

察拍照$ 棉签吸掉多余水分!用
/*

十二烷基硫酸钠

"

-&-

%

.::!2

溶解细胞
=:1B6

$ 完全溶解后!取
/::!2

细胞裂解液! 放入
CD

孔板细胞培养板中!

.>:61

酶

标仪测定吸光值$

!"#

乳酸生成检测

运用酶联免疫吸附法 "

(EF-G

法% 对细胞培养

!%?

后培养基中的乳酸含量进行测定 "深圳晶美有

限公司%!由我院检验科完成$

!"$

统计学处理

所有采集的数据应用
-@--!#):

统计软件进行

分析!其中对符合正态分布资料的数据采用"

!#7

%表

示! 应用
'566H8?BI69J K

检

验进行两两数据之间比较 !

@$:):.

为差异有统计学意义$

!

结 果

%"!

细胞凋亡情况

对 数 生 长 的 肺 癌
G.%C

细胞加入二甲双胍诱导
!%?

!

凋亡细胞增加了
D)$*

! 加入

I@G

刺激的肺癌
G.%C

细胞再

加入二甲双胍诱导
!%?

!凋亡

增加至
/.)!*

!加入
I@G

刺激

对人肺癌
G.%C

细胞凋亡影

响较只加入二甲双胍诱导的

凋亡效果更明显 ! 见
+BLM49

/

!

+BLM49 !

$

%"%

鉴定加入
&'(

的肺癌

()*$

细胞进入细胞周期

检测肺癌
G.%C

细胞加

入
I@G

刺激后细胞增殖的情

况!结果显示!处于静止期的

肺癌
G.%C

细胞加入
I@G

以后进入细胞周期出现了

N

!

A'

期的细胞!如
+BLM49 =

$

%"+

细胞周期特异性

二甲双胍诱导肺癌
G.%C

细胞发生在
N

#

期!二

甲双胍诱导
I@G

刺激的肺癌
G.%C

细胞!细胞周期发

生在
N

#

期!对照组未加
I@G

没有明显的凋亡发生$

%"* ;JO2B6(0&PG

双标流式细胞术对细胞周期的分析

肺癌
G.%C

细胞处在
N

:

期!

I@G

刺激之后出现

在
N

:

&早
0

晚
N

#

&

-

!

&

N

!

&

'

期!加入二甲双胍诱导之后

;JO2B6(

表达下降!细胞阻滞存在
N

#

期$

%")

肺癌
G.%C

细胞中
O57Q579%=

!

O57Q579%C 1RPG

表达情况

观察组采用二甲双胍诱导!对照组未做处理!观

察凋亡相关基因
O57Q579%=

&

O57Q579%C 1RPG

的表

达! 结果显示观察组的
O57Q579%=

&

O57Q579%C 1RPG

的表达值显著高于对照组! 且差异均具有统计学意

义"

@$:):.

%$ 随着作用时间延长!观察组细胞凋亡指

数逐渐升高! 与对照组比较差异有统计学意义"

@

均
S:):.

%$ 见
35T29 #A!

!

+BLM49 %

$
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657& 78 <1&870<-:!-:=/41= 5/:.

49:410 ()*$

,-./01 % 231 4155 9676&7;-; ;49&&10

657& 78 <1&870<-:!-:=/41= &'(!

;&-</59&1= 5/:. 49:410 ()*$

#:

:

#:

#

#:

!

#:

=

#:

%

#:

%

#:

=

#:

!

#:

#

#:

:

#:

:

#:

#

#:

!

#:

=

#:

%

#:

%

#:

=

#:

!

#:

#

#:

:

.::U #' #).'

+E!%GVV+E!%G

.""U /' /).'

+E!%GVV+E!%G

;
W
M
6
I

!."

!""

/."

/""

."

"

/."

/""

."

"

;
W
M
6
I

=!.



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
%

期
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!"#

二甲双胍对肺癌
IE%G

细胞活力的影响

与
;.

组 !

G>:%$J!$:FCJ

" 比较# 二甲双胍组

!

E!:DGJ!E:GFJ

" 中肺癌
IE%G

细胞活力显著降低#

差异有统计学意义!

?">:>E

"$

!"$

肺癌
IE%G

细胞体外迁移能力

K)+*2L1,,

体外迁移实验结果显示#经二甲双胍

干预之后肺癌
IE%G

细胞体外迁移的能力明显降低

!

?">:>E

"$ 第
CM

#对照组体外迁移细胞数目明显高

于二甲双胍组!

?">:>E

"#见
K+N,1 D

$

!"%

乳酸生成的影响

OPQRI

法对乳酸含量进行测定# 二甲双胍组乳

酸生成明显降低!

?">:>E

"#见
K+N,1 %

$

D

讨 论

近半个世纪来#发达国家特别是工业发达国家#

肺癌发病率和病死率均呈持续上升趋势# 随着我国

逐渐步入老龄人口社会以及工业化进程加快# 肺癌

的发病率和死亡率还将持续上升$该

病预后较差#目前主要的治疗方法是

手术及全身化疗的综合治疗方法#但

是还是存在复发和转移的可能%

E

&

$ 由

于肺癌发病隐匿#进展很快#很多患

者就诊时已达晚期# 同时目前还缺乏肺癌
IE%G

的

诊断和治疗靶标# 因此寻找生物学靶标对于疾病的

诊治至关重要$本研究探求肺癌的侵袭机制#寻找靶

点基因与疾病的相关性# 对其的治疗和预后判断提

供一定的指导价值%

FS$

&

$

肿瘤的发生发展是一个复杂的过程# 肿瘤细胞

的生存凋亡与细胞周期有关# 细胞周期具有高度的

保守性#凋亡不会对正常机体需要的细胞产生威胁#

能够对不必要的细胞产生精确的生理调控# 凋亡与

细胞增殖之间有着潜在相关性# 很多与增殖关系密

切的癌基因与细胞凋亡密切相关$ 随着对细胞凋亡

认识的深入# 临床研究发现肿瘤的预后与组织药物

反应明显相关# 提示了化疗在肺癌
IE%G

治疗中的

重要作用#而肺癌
IE%G

的治疗在近
D>

年的时间里

进入了平台期#患者的长期生存率并没有明显提高#

且有部分患者对目前使用的药物不敏感#探索新的'

有效的化疗药物显得尤为重要$ 细胞的凋亡具有周

期性的特征# 往往凋亡的发生是细胞被阻滞在细胞

周期的其中一个时相当中# 绝大多数的肿瘤化疗是

采用该理论诱导细胞在特定的周期内发生凋亡#以

杀伤肿瘤细胞%

GS##

&

$

肺癌
IE%G

细胞在人体炎症和外伤的时候会急

剧增殖# 当人体的炎症病灶消退以后其状态又趋向

稳定%

#!

&

$ 我们在体外对肺癌
IE%G

细胞株进行培养#

在未经刺激的情况下#细胞处于
<

>

期的状态#当细

胞被二甲双胍诱导之后#发生凋亡的细胞较少#细胞

不进入细胞周期# 而在此基础上采用人骨肿瘤中组

织型纤溶酶原激活剂
A?I

可以激活肺癌
IE%G

细胞

进入细胞周期#促使细胞增殖#细胞进入了
R

'

<

!

T@

期#细胞凋亡率明显增加%

8D

#

8%

&

$ 可见细胞凋亡的发生

只有在进入到细胞中期之后才被检测到$ 这也与临
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床放化疗的治疗作用有一定的相似之处! 放化疗对

细胞产生打击!使细胞进入细胞周期!细胞的凋亡率

远高于静止期的肿瘤细胞"

#&

#

$

细胞的凋亡是否具有周期特异性! 我们通过

'()

的方法进行检测二甲双胍诱导的细胞凋亡情

况! 在凋亡的早期细胞凋亡出现伴随着膜外翻的现

象!

'()

的方法就是利用
'**+,-*.

与此现象的相结

合!通过细胞核染色!对凋亡周期特异性进行判断!

结果显示! 二甲双胍诱导的细胞凋亡与周期特异性

的凋亡主要发生在细胞周期的
/

0

期$细胞的周期蛋

白是一类在细胞周期中特异性表达的蛋白质! 可以

通过刺激细胞周期的依赖性蛋白激酶使细胞有特异

性周期表现! 周期蛋白最大的特点是时相性!

12!

34-*5678'

双标流式细胞术对细胞周期的分析主要

是将细胞
1234-*5

的表达与细胞处的位置结合分

析!可以得到细胞的详细周期信息"

09

#

$

1234-*5

完全

在
/

0

期合成!

/

"

期不会出现
1234-*5

! 其中以晚
/

0

期表达最强 !

1234-*5

可以完全将
/

"

%

/

0

很好的分

开! 根据本实验结果可见二甲双胍诱导的细胞凋亡

对肺癌
'&%:

细胞
1234-*5

的表达是下降的!细胞在

/

0

期被阻滞! 此过程也伴随着凋亡相关蛋白
3;<!

=;<+!>

%

3;<=;<+!:

的高表达及活化&同时
?@;*<A+44

结

果显示!第
>B

二甲双胍组体外迁移能力明显加强&二

甲双胍组细胞活力下降&二甲双胍干预后可明显降低

乳酸生成!说明细胞的糖代谢受到了一定抑制$

综上所述! 肺癌
'&%:

细胞在静止期并没有启

动周期进程!进入周期后细胞凋亡才会变得敏感!二

甲双胍诱导凋亡与肺癌
'&%:

细胞的周期有密切关

系! 可抑制细胞活性及迁移侵袭能力! 降低乳酸生

成!参与细胞凋亡!在特定的时相中!这样也对细胞

凋亡和周期特异性做了一个很好的解释! 从一方面

说明了凋亡的周期性$ 细胞凋亡在恶性肿瘤中具有

重要作用! 本研究对二甲双胍诱导凋亡做了探索性

的研究! 对肿瘤的诱导凋亡和治疗来说有着一定的

临床指导意义$
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