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[摘要] 目的 探讨二甲双胍对子宫内膜癌细胞系 Ishikawa细胞增殖、凋亡和细胞周期的影响。方法 

以不同浓度及时间二甲双胍作用 Ishikawa细胞 ，采用四甲基偶氮唑蓝比色法和流式细胞仪检测细胞增殖、凋 

亡和细胞周期。结果 二甲双胍抑制子宫内膜癌细胞增殖，并与作用时间浓度相关。流式细胞仪检测提示二 

甲双胍作用下细胞中G。／G 期细胞比例增加，S期细胞比例降低。结论 二甲双胍能抑制子宫内膜癌 Ishika— 

wa细胞增殖，使细胞生长周期停滞。 
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Effect of mefformin on proliferation and apoptosis of human endometrial carcinona ceils SONG Hong—lin，LI- 

ANG Shao-feng．Department ofComecology and Oncology，Guangxi Cancer Hospital，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To investigate the effect of mefformin on proliferation，cell cycle distribution and ap— 

optosis of human endometrial carcinoma cell lines in vitro．Methods The effects of mefformin on proliferation，cell 

cycle distribution and apoptosis of Ishikawa cell lines were measured by MTr assay and fluorescence—activated cell 

sorting technique．Results Metformin potently inhibited growth in a dose—dependent manner in Ishikawa cell lines in 

a dose．and time．dependent fashion．Flow eytometric analysis showed that meffomain increased the number of cells in 

Go／G1 and reduced the percentage of cells in S phase．Conclusion Mefformin is a potent inhibitor of cell prolifera— 

tion in endometrial cancer cell lines． 

[Key words] Endometrial carcinoma； Metformin； Cell proliferation； Cell apoptosis 

子宫内膜癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，发病 

机理尚未明了。肥胖和糖尿病是子宫内膜癌发病的 

高危因素，其共同的病理生理基础是高胰岛素血症 

及胰岛素抵抗。近年来研究发现，2型糖尿病的一 
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线治疗药物二甲双胍，可纠正患者体内胰岛素抵抗 

状态，进而影响子宫内膜癌的发生和发展 ]。为 

了探讨二甲双胍在子宫内膜癌发生发展中的作用， 

本实验以体外培养的人子宫内膜癌 Ishikawa细胞为 

研究对象，观察不同浓度二甲双胍对子宫内膜癌细 

胞增殖及凋亡的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 人子宫内膜癌 Ishikawa细胞株 

由广西医科大学附属肿瘤医院实验基础部妇瘤实验 

室冻存。二甲双胍及四甲基偶氮唑盐(MTr)购 自 

美国Sigma公司。无支原体胎牛血清购自恒因公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养及处理 人子宫内膜癌 Ishikawa 

细胞常规培养于含 10％胎牛血清的 RPMI一1640培 

养基中，以5％ CO：、37℃培养箱培养，2—3 d更换 

培养液一次，直至细胞铺满率达90％左右，用胰酶 

消化传代至10 em 的培养瓶中。 

1．2．2 MTr法细胞增殖率测定 将对数生长期的 

Ishikawa细胞按每孔 1 X 10 个细胞数接种于96孑L 

板。5％ CO 、37℃培养箱培养 24 h至细胞贴壁。 

各孑L分别按分组加入二 甲双胍，使终浓度分别为 

0．5、1、5、10 mmol／L。对照组以同体积的磷酸盐缓 

冲液(PBS)代替二甲双胍。每组设 6个复孔，加药 

后各组细胞分别培养24 h、48 h、72 h终止反应。终 

止反应后，各组细胞每孔加入 MTr溶液20 l，37℃ 

孵育 4 h，小心吸弃上清，每孔加入二甲[基]亚砜 

(DMSO)150 l，平板摇床摇匀使甲瓒充分溶解后将 

所有溶液移至另一孔板；选择 492 rim波长，酶联免 

疫检测仪测定各孔的吸光值，并记录结果 D 。细 

胞增殖率= 篆 三 ×，。。％。 
1．2．3 流式细胞仪检测细胞生长周期变化 将 

Ishikawa细胞以2 X 10 ／孔接种于6孔板，按0．5、1、 

5、10 mmol／L浓度分别予二甲双胍干预48 h后终止 

反应，每组设3个复孔。终止培养后，各组细胞分别 

用0．25％胰酶消化，PBS洗涤细胞 2次后，加入 1 ml 

预冷的70％乙醇，4 qC固定过夜。次 日将细胞取出 

再次用 PBS洗涤2次，用 PBS配成细胞浓度 10。／ml 

的细胞悬液，轻吹打混匀后以每毫升细胞悬液1 rnl碘 

化丙啶(FI)的比例加人PI液，4℃下避光孵育30 min； 

300目筛网过滤后上机检测。 

1．2．4 流式细胞仪检测细胞凋亡情况 将 Ishikawa 

细胞以2 X lO5／：~L接种于6孔板，按Q 5,1、5、lO mmol／L 

浓度的二甲双胍干预48 h后终止反应，每组设 3个 

复孔。终止培养后 ，分别取各细胞悬液 1×10 个至 

1．5 rnl EP管中，随后加入 1 Ixl的Annexin V—PE和7- 

AAD染液，上下轻轻吹打混匀，室温，避光反应15 min 

后加入400 l的1×binding buffer悬浮细胞，在 1 h 

内上机进行流式检测各组细胞的凋亡率。 

1．3 统计学方法 应用 SPSS1 1．5统计软件进行数 

据分析，计量资料以均数 ±标准差( ± )表示，两样 

本均数比较采用 t检验，多样本均数比较采用单因 

素方差分析，不同培养时间比较采用随机区组设计 

方差分析，以P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 二甲双胍对人子宫内膜癌 Ishikawa细胞增殖 

率的影响 不同浓度二甲双胍抑制人子宫内膜癌 

Ishikawa细胞增殖，随着二甲双胍浓度的增加及作 

用时间的延长，细胞增殖的抑制率有增加的趋势，在 

10 mmol／L浓度的二甲双胍抑制细胞增殖作用最 

强。见表 1。 

表 1 二甲双胍对子宫内膜癌 Ishikawa细胞 

增值率的影响[％，(i±s)] 

组 别 24 h 48 h 72 h 

对照组 15O 100．00±O．00 100．00±n 00 100．00±n 00 

0．5 mmol／L组 150 96．32±1．21 95．24±O．86 92．08±1．07 

1 mmol／L组 150 uJ 90．35±4．52 87．68±4 56 8cL 54±5．o7 

5 mmol／L组 150 65．35±3．87 60．78±4．05 54．58±3．46 

1Ommol／L组 15O 58．74±Z78 42．57±3．12 30．41±2 34 

注：F组问=121．47，P组问<0．01；F时间=149．9，P时间<0．01；与对 

照组相比， P<0．05 

2．2 二甲双胍作用后 Ishikawa细胞周期的变化 

不同浓度的二甲双胍作用于 Ishikawa细胞 48 h后， 

停滞于 G。／G 期的细胞明显增多，s期的比例明显 

减少，并呈剂量依赖性。见表2。 

表2 二甲双胍使用后 Ishikawa细胞周期的变化[％，( ±s)] 

组 别 Go／G1 s G2／N 

注：与对照组相比， P<0．05；与对照组 比较，① =14．14，P< 

0．01；与对照组 比较，②t=19．16，P<0．01；与对照组比较，③t= 

14．36，P<O．01；与对照组比较，④ =18．62，P<0．01 
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2．3 二甲双胍作用后 Ishikawa细胞凋亡的情况 

实验组不同浓度(0．5，1，5，10 mmol／L)的二甲双胍 

作用于 Ishikawa细胞 48 h后，凋亡率[％，( ±s)] 

分另4为 (9．51±1．21)、(9．88±0．96)、(1O．02± 

1．43)、(10．21-4-0．67)，与对照组(9．45±1．07)相 

比差异均无统计学意义(F=1．077，P>0．05)。 

3 讨论 

3．1 高胰岛素血症及胰岛素抵抗的代谢综合征是 

子宫内膜癌发病的高危因素。近年来有研究认为二 

甲双胍能降低糖尿病患者子宫内膜癌的发生率及病 

死率，其机制可能与二甲双胍可以降低体内高胰岛 

素血症及改善胰岛素抵抗的状态相关 ，4 J。二甲双 

胍可以激活静息状态下蛋白激酶 (activated protein 

kinase，AMPK)。AMPK属丝氨酸／苏氨酸蛋 白激 

酶，在真核细胞生物中广泛存在，AMPK能量信号传 

导通路通过 AMP／ATP比值调节机体的能量代谢， 

维持能量的供求平衡，预期能改善代谢综合征。有 

研究认为二甲双胍的抗肿瘤途径是通过激活 AMPK 

能量代谢传导通路，进而抑制哺乳动物雷帕霉素蛋 

白(mammalian target of rapamycin，mTOR)而实现其 

抗肿瘤的作用 ，o J。 

3．2 本研究结果提示二甲双胍具有抑制子宫内膜 

癌 Ishikawa细胞生长的作用，并呈剂量依赖性，这也 

支持了上述观点。在其他的一些肿瘤，包括乳腺癌、 

前列腺癌、结肠癌及卵巢癌细胞系的研究中，研究者 

们也得到了相似的结果【 。同时，本研究发现较 

高浓度的二甲双胍(>5mmoL／L)可使 Ishikawa细胞 

周期停滞在 G。／G 期 ，s期的比例明显减少，且与对 

照组相比差异有显著性。这也与 Cantrell等报道的 

研究结果相同 。其可能的机理与二甲双胍激活 

了AMPK，进而抑制了 mTOR有关。研究表明，使用 

mTOR阻滞剂的子宫内膜癌、卵巢癌及宫颈癌细胞 

株都出现了 G 期停滞现象  ̈挖]。另外，本研究发 

现不同浓度的二甲双胍有促进细胞凋亡的趋势，但 

差异无统计学意义(P>0．05)。Alimova等H 报道 

二 甲双胍对乳腺癌及结肠癌 细胞 凋亡无影 响。 

Buzzai等 认为二甲双胍对 P53缺失的细胞株有 

诱导凋亡的作用。所以，有关二甲双胍对子宫内膜 

癌细胞凋亡的作用尚需进一步研究探讨。 

3．3 二甲双胍是一种便宜且安全的药物，因其具有 

抗肿瘤的生物学活性，日渐受到人们的关注。子宫 

内膜癌与体内的高胰岛素血症有关，二甲双胍能改 

善此生理状态，并在体外实验中证实能抑制子宫内 

膜癌细胞的生长，其抗肿瘤的机制仍有待进一步研 
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究。我们认为二甲双胍可望成为一种应用于子宫内 

膜癌预防及治疗的新型抗癌药。 
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