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二甲双胍与胃癌细胞的增殖、迁移及上皮-间充质
转化之间的关系*

王文婷 胡杨志 张芡 胡志立 刘力 邓祖亮

(湘南学院附属医院,湖南
 

郴州
 

423000)

  【摘要】 目的 探讨二甲双胍在胃癌细胞的增殖、迁移及上皮间质转化之间的作用。方法 用不同浓度(0、10、20、

40
 

mmol/L)的二甲双胍处理胃癌细胞,将细胞分为对照组、二甲双胍处理组(10、20、40
 

mmol/L)。采用CCK8试剂检测不

同浓度二甲双胍处理的胃癌细胞的增殖活性。划痕实验及Transwell实验检测二甲双胍对胃癌细胞迁移和侵袭的影响。

采用 Western
 

blot
 

检测上皮-间充质转化(EMT)相关蛋白水平。结果 CCK8检测结果显示,与对照组比较,二甲双胍处

理组随浓度增加增殖活性显著降低,呈浓度依赖(F=22.65,P=0.0003)。划痕实验结果显示,与对照组比较,二甲双胍处

理组随浓度增加迁移率显著降低,呈浓度依赖(F=27.22,P<0.0001)。Western
 

blot结果显示,二甲双胍处理组E-cad-
herin蛋白水平均高于对照组(F=64.82,P<0.0001),vimentin蛋白水平均低于对照组(F=11.28,P=0.003)。结论 二

甲双胍能够抑制胃癌细胞增殖、迁移,其在胃癌转移中发挥抑制作用,可能与抑制上皮-间充质转化相关。
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  【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

metformin
 

on
 

the
 

proliferation,
 

migration
 

and
 

epithelial
 

mesenchymal
 

transition
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells.Methods Gastric
 

cancer
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

metformin
 

(0,10,
 

20,
 

40
 

mmol/L).
 

And
 

the
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

groups:
 

CN
 

group
 

and
 

metformin
 

treated
 

group
 

(10,
 

20,
 

40
 

mmol/L).
 

Cck8
 

reagent
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

GC
 

cells
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

metformin.
 

Scratch
 

test
 

and
 

Transwell
 

test
 

detect
 

the
 

influence
 

of
 

metformin
 

on
 

migration
 

in
 

GC
 

cells.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

EMT
 

(epithelial-mesenchymal
 

transition)
 

related
 

proteins
 

in
 

GC
 

cells.Results Compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group,
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

decreased
 

significantly
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

concentration
 

(F=22.
65).Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

migration
 

rate
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

decreased
 

significantly
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

concentration
 

(F=27.22,
 

P=0.0003),
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

protein
 

in
 

experimental
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,
 

and
 

vimentin
 

protein
 

expression
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(E-cadherin
 

protein:F=64.82,
 

P<0.0001;vimentin
 

protein:F=11.28,
 

P=0.003).Conclusion Metformin
 

inhibits
 

the
 

ability
 

of
 

migra-
tion

 

by
 

inhibiting
 

EMT
 

in
 

GC
 

cells.
【Key

 

words】 Metformin;Gastric
 

cancer
 

cells;Proliferation;Migration;Epithelial-mesenchymal
 

transition

  在世界范围常见肿瘤中胃癌患病率排名第四位, 致死率排名第二[1-2]。研究[3]显示,胃癌的5年生存
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率很低,转移是胃癌预后不良的主要原因之一。上

皮-间充质转化(Epithelial-mesenclymal
 

transforma-
tion,EMT)是肿瘤细胞转移的关键步骤。EMT在胃

癌的发生和发展过程中起着至关重要的作用。二甲

双胍,也称为1,1-二甲基双胍盐酸盐,是FDA批准临

床治疗2型糖尿病的药物;且二甲双胍能够调节细胞

能量代谢,与肿瘤的发病率和死亡率降低相关[4-5]。
研究[6-7]显示,在乳腺癌患者中辅助化疗联合二甲双

胍可以提高治疗的完全病理反应率。因此,本研究旨

在探讨二甲双胍在胃癌过程中的生物学功能,并试图

探讨其是否参与调节胃癌细胞的增殖、迁移及上皮-
间充质转化。
1 材料与方法

1.1 细胞培养与二甲双胍溶液配制 实验细胞选用

胃癌细胞系 AGS细胞,购自美国 ATCC。细胞培基

为含有10%胎牛血清及1%青链霉素混合液的高糖

DMEM培养基。培养条件:37℃,5%CO2 的恒温培

养箱。试验中处理细胞所用的二甲双胍购自中国碧

云天生物,在操作台上用PBS溶解成400
 

mmol/L保

存液,用无菌注射式过滤器过滤,分装-20℃保存。
用不同浓度(0、10、20、40

 

mmol/L)的二甲双胍处理

胃癌细胞,将细胞分为对照组、二甲双胍处理组(10、
20、40

 

mmol/L)。
1.2 细胞形态及增殖评估 取生长状态良好的胃癌

细胞按每孔1×106 个接种至6孔板中,用不同浓度二

甲双胍(0、10、20、40
 

mmol/L)处理24
 

h,弃去培养基

用PBS清洗2~3次。用结晶紫染色液对胃癌细胞进

行染色,处理30
 

min弃去染色液,用PBS清洗2~3
次后置于倒置显微镜下进行拍照,观察细胞在不同浓

度二甲双胍处理下的细胞密度和状态。用CCK-8试

剂盒(碧云天生物,中国)检测胃癌细胞增殖活性。取

生长状态良好的胃癌细胞,按1×103/孔的密度接种

于96孔板,在37℃下培养24
 

h后进行二甲双胍(10、
20、40

 

mmol/L)处理。处理24
 

h后,将CCK-8试剂

加入每个含有孔的细胞中,培养2
 

h,然后在450
 

nm
处测量吸光度。实验重复三次。
1.3 细胞迁移评估 采用划痕实验评价胃癌细胞迁

移能力。收集二甲双胍(0、10、20、40
 

mmol/L)处理

后的胃癌细胞并重新植入6孔板中。让细胞在37℃
下生长,直到100%融合,然后用移液管在细胞层上小

心地划出一道划痕。在划痕后0、24
 

h分别对细胞生

长状况进行显微镜拍照。
1.4 Western

 

blot检测蛋白水平 不同浓度二甲双

胍(10、20、40
 

mmol/L)处理后的胃癌细胞PBS清洗

2~3次,冰上用RIPA进行裂解得到总蛋白。处理后

的胃癌细胞在 RIPA 缓冲液中裂解后得到总蛋白。

用蛋白浓度监测仪imagequantlas
 

Q5000(美国夸威

尔)测定提取总蛋白的浓度。将相同量的蛋白质煮

沸,用SDS-PAGE方法溶解,然后转移到PVDF膜

上。用5%脱脂牛奶封闭PVDF膜1
 

h,然后用TBST
清洗3次,用一级抗体(1􀏑1000)在4℃下培养过夜。
在我们的研究中,免疫印迹用以下抗体进行:E-cad-
herin(英国abcam,1􀏑1000)、vimentin(英国abcam,
1􀏑1000)、GAPDH(abcam,英国,1􀏑1000)。然后用

TBST清洗PVDF膜3次,共30
 

min,辣根过氧化物

酶结合的二级抗体(1􀏑2000)孵育1
 

h。用TBST清

洗三次,每次10
 

min。用imagequantlas500(美国通

用电气公司)对薄膜进行化学发光检测,并用 NIH-
Image-J软件测量其条带密度。
1.5 统计学分析 采用SPSS22.0软件进行数据统

计分析,图表绘制采用GraphPad
 

Prism
 

5.0绘制。计

量资料用(􀭺x±s)表示,多组间差异性检验采用方差分

析法进行分析,然后两组间差异性检验采用Bonfer-
roni

 

t检验。P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 二甲双胍抑制胃癌细胞增殖活性 倒置显微镜

拍照显示,二甲双胍可以抑制胃癌细胞的密度逐渐降

低,且呈浓度依赖性(P<0.0001),见图1、表1。CCK8
检测细胞增殖活性结果显示,与对照组比较,二甲双

胍处理组随浓度增加增殖水平显著降低,呈浓度依赖

(F=27.22,P<0.0001),见图2。
2.2 二甲双胍抑制胃癌细胞的迁移 使用不同浓度

(10、20、40
 

mmol/L)的二甲双胍溶液处理胃癌细胞,
结果显示:二甲双胍处理的胃癌细胞的迁移显著减

慢,且呈浓度依赖性,浓度越大胃癌细胞的迁移越慢

(P<0.0001),见图3。

A B

C D

图1 不同浓度二甲双胍对胃癌细胞增殖的影响

Figure
 

1 The
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

metformin
 

on
 

prolifer-

ation
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
注:A.对照组;B~D分别10、20、40

 

mmol/L二甲双胍处理组
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表1 二甲双胍对胃癌细胞增殖的影响(􀭵x±s)

Table
 

1 Effect
 

of
 

metformin
 

on
 

proliferation
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells

组别 n 细胞计数(×105)

对照组 5 31.083±1.842

二甲双胍处理组(mmol/L)

 10 5 24.740±2.720

 20 5 15.267±5.231①

 40 5 9.816±0.852①

注:与对照组相比,①P<0.05

2.3 二甲双胍抑制胃癌细胞的上皮-间充质转换 
检测不同浓度二甲双胍处理胃癌细胞时,胃癌细胞的

E-cadherin和vimentin蛋白表达情况结果显示,二甲

双胍处理胃癌细胞,显著降低vimentin蛋白水平,增
加E-cadherin蛋白的表达水平,均呈浓度依赖性(均

P<0.01),见图4。提示二甲双胍可以抑制胃癌细胞的

上皮间质转换,对胃癌的进程可能有一定的抑制作用。

细
胞

增
殖

水
平
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0.0
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① ①

二甲双胍处理组(mmol/L)

图2 不同浓度二甲双胍对胃癌细胞增殖的影响

Figure
 

2 The
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

metformin
 

on
 

prolifer-

ation
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
注:与对照组相比,①P<0.05
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图3 不同浓度二甲双胍对胃癌细胞迁移的影响

Figure
 

3 The
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

metformin
 

on
 

the
 

migration
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
注:与对照组相比,①P<0.05

10� 20� 40

E-cadherin

vimentin

GAPDH

vi
m
en
tin

�蛋
白

表
达

水
平

1.5

1.0

0.5

0.0
10� 20� 40 E-

ca
dh
er
in

蛋
白

表
达

水
平

3

2

1

0
10� 20� 40

对照组

对照组

二甲双胍处理组(mmol/L)

对照组

① ①

二甲双胍处理组(mmol/L) 二甲双胍处理组(mmol/L)

图4 不同浓度二甲双胍对胃癌细胞E-cadherin和vimentin蛋白表达的影响
 

Figure
 

4 The
 

effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

metformin
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

and
 

vimentin
 

proteins
 

in
 

gastric
 

cancer
 

cells
注:与对照组相比,①P<0.05

3 讨论

在全世界范围内胃癌是一种致命的疾病,生存率

很低,每年新诊断的胃癌主要发生在亚洲和南美国

家[8]。在美国,至2020年有27000个新病例出现[9]。
在发展中国家,胃癌对人口的影响要严重得多。然

而,进展期和转移性胃癌的生存率非常低,攻克这项

疾病还很困难。
二甲双胍作为2型糖尿病的降糖药物已经使用

了很长时间,可以作为单一疗法或与其他降糖尿药物

联合使用[10]。1995年英国进行的一项具有里程碑意

义的前瞻性糖尿病研究(UKPDS)证实了二甲双胍对

心血管系统的长期益处[11]。近期,二甲双胍已用于各
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个方面的实验性研究,如生殖医学、肿瘤化疗、代谢性

疾病和神经退行性疾病。评估二甲双胍在肿瘤治疗

中的相关性研究,关于其抗肿瘤作用,人们提出了不

同的机制,包括激活单磷酸腺苷激酶、调节腺苷A1受

体、减少胰岛素/胰岛素生长因子,以及二甲双胍在抑

制内源性活性氧中的作用,此外其对DNA分子的损

伤是另一个重要的抗肿瘤机制。关于盐酸二甲双胍

抗肿瘤的研究[12]表明,二甲双胍一定程度上能够抑制

肺癌、乳腺癌及消化系统肿瘤的发生与发展。本研究

证实二甲双胍可能降低胃癌中胃癌细胞的增殖、侵袭

和迁移能力。
上皮-间充质转化(EMT)在包括胃癌在内的肿瘤

的发生、发展中起着重要作用。在EMT过程中,上皮

细胞的各种生化变化会导致细胞极性和迁移能力的

丧失,从而导致细胞形态的改变,促使静止的上皮细

胞向运动的间充质细胞转化,最终加强细胞的转

移[13]。据报道,EMT可导致多种肿瘤的病理迁移和

侵袭,其诱发的癌变是胃癌、颈部鳞状细胞癌和卵巢

癌等恶性肿瘤的常见原因[14]。EMT是胚胎发育和器

官发生过程中细胞重塑的关键过程,参与了肿瘤的发

生,并通过增强侵袭性和移动性赋予癌细胞转移特

性[15-16]。研究[17]发现,促进EMT过程的分子机制包

括调节特定细胞表面蛋白水平、细胞外基质降解酶和

改变某些转录因子的表达。我们检测了与EMT密切

相关的生物标记物E-cadherin和vimentin的表达水

平,结果显示二甲双胍可以显著降低胃癌细胞中E-
cadherin和vimentin蛋白水平,且呈浓度依赖性。近

年来,有研究[18]表明大蒜素与IL-33均能抑制胃癌细

胞间充质转化进而抑制胃癌细胞的侵袭与迁移。基

于以上结果,我们认为二甲双胍可能通过诱导EMT
促进胃癌的侵袭和迁移。

研究[19]发现,基质金属蛋白酶(MMPs)能降解上

皮 细 胞 重 要 标 志 物 E-cadherin。EMT 的 延 长 与

MMP-2活性和 MMP-9分泌水平有关,MMPs能够

通过PI3K/AKT通路影响E-cadherin表达调节在包

括胃癌在内的多种肿瘤中对EMT的作用[20]。此外,
据报道,Wnt/β-catenin信号通路在EMT中起着重要

作用。在EMT过程中,E-cadherin的丢失可能会异

常激活 Wnt/β-catenin信号通路,然后抑制β-catenin
的降解,进入细胞核促进 Myc等下游靶基因的表达,
最终促进肿瘤细胞的侵袭和迁移[21]。这与我们的研

究结果一致,
 

E-cadherin和vimentin的表达抑制影

响了胃癌细胞的侵袭和转移。

4 结论

本研究表明,二甲双胍能够抑制 GC细胞增殖、

迁移,其在胃癌转移中发挥抑制作用,可能与抑制

EMT相关,具体的作用通路还需进一步探索。
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