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二甲双胍对人绒毛膜癌细胞凋亡的影响
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!

要"目的
!

观察二甲双胍对人绒毛膜癌细胞凋亡的影响和可能的作用机制&方法
!

选用人绒毛膜癌细胞系
VZ!A$

!分为

对照组和二甲双胍组"终浓度为
9

'

&)

'

')

'

7)--BD

(

"

%处理
7;G

后!使用流式细胞术和免疫荧光检测细胞凋亡情况!分别采用实

时荧光定量聚合酶链反应"

#0\

%和免疫蛋白印迹检测凋亡相关基因半胱天冬酶
A$

"

0M,

C

M,.A$

%'

6HDA'

和凋亡调节蛋白"

6M/

%的

-\Y1

及蛋白变化趋势&结果
!

和对照组相比!二甲双胍组的
VZ!A$

细胞早晚期凋亡率显著上升!同时
0M,

C

M,.A$

和
6M/

的
-\A

Y1

及蛋白表达水平显著增加!但
6HDA'

的
-\Y1

和蛋白表达显著降低&结论
!

二甲双胍可以通过
0M,

C

M,.A$

及
6HDA'

(

6M/

通路

诱导
VZ!A$

细胞发生凋亡&

关键词"人绒毛膜癌细胞$
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二甲双胍$
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细胞凋亡
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绒毛膜癌是一种较为罕见的妇产科肿瘤#其来源于滋养层

细胞具有高度的增殖力和侵袭性*绒癌通常继发于葡萄胎'流

产或分娩后的育龄期妇女#偶发于儿童或男性*目前的治疗手

段主要采取
9A

氟尿嘧啶等化疗为主的方法#尽量保留患者的

子宫和卵巢*二甲双胍是常用的糖尿病降糖药#也可以用于妊

娠期糖尿病%近期有研究发现#二甲双胍可以抑制宫颈癌'食管

癌'肝癌'乳腺癌等多种肿瘤细胞的生长和发展#是潜在治疗肿

瘤的新型药物(

&A9

)

*目前#二甲双胍对绒癌细胞的抑制能力和

机制尚不清楚#因此本研究拟以人绒癌细胞系
VZ!A$

为模型#

初步探讨二甲双胍处理对
VZ!A$

细胞凋亡的影响和可能的作

用机制#为其临床应用奠定理论基础*

A

!

材料与方法

A(A

!

材料来源
!

人绒毛膜癌细胞株
VZ!A$

购于上海细胞所%

胎牛血清$杭州四季清公司&%

TWZW

培养基$美国
!?NHB

公

司&%二甲双胍$美国
*?

O

-M

公司&%流式细胞凋亡检测试剂盒

$北京凯基公司&#细胞增殖和活性检测试剂盒$

00_A;

&和末端

脱氧核苷酰基转移酶介导性
Ie3#

切口末端标记试剂盒

$

3eYZ"

&$碧云天公司&#半胱天冬酶
A$

$

0M,

C

M,.A$

&'

%

A

肌动蛋

白$

%

AMHF?@

&'

6HDA'

和凋亡调节蛋白$

6M/

&抗体$美国
1NHM-

公

司&*

A(B

!

细胞培养
!

VZ!A$

细胞株使用含
&)8

胎牛血清的

TWZW

培养基培养#培养基中分别加入
&))e

"

-"

的青链霉

素*置于
$2f

'

98

的
0U

'

浓度湿度饱和的
0U

'

培养箱中#当

细胞密度达到
;)8

"

:)8

时进行传代*

A(C

!

细胞分组及药物浓度筛选
!

取对数生长期的
VZ!A$

细

胞消化重悬后接种于
:=

孔板中#接种密度为
$)))

细胞"孔*

培养过夜后#分别用终浓度为
9

'

&)

'

')

'

7)--BD

"

"

的二甲双

胍处理$二甲双胍组&#每组设
=

个复孔并以未处理组为对照

组*处理
7;G

后吸去孔中培养基#加入预混有
00_A;

溶液的

培养基继续培养
'G

#酶标仪
7:)@-

波长下测定各孔的吸光度

值$

UT

7:)

&#并减去空白孔的读数以消除本底#计算药物对细胞

增殖的抑制率*抑制率
`

$对照组
UT

7:)

<

二甲双胍组

UT

7:)

&"对照组
UT

7:)

j&))8

*选取接近
9)8

抑制率的药物

浓度进行下面的干预实验*

A(D

!

3eYZ"

!

取对数生长期的
VZ!A$

细胞#以每孔
'j&)

7

接种于预先放置有
&H-j&H-

玻璃片的
'7

孔板中#按照二甲

双胍组干预培养
7;G

*

78

的多聚甲醛固定
&9-?@

#

#6*

洗涤

后使用
)(&8

的
3E?FB@hA&))

冰上孵育
'-?@

#加入
9)

#

"

的

3eYZ"

检测液
$2 f

避光孵育
=)-?@

#

T1#5

染色
$)-?@

#

#6*

洗涤后抗淬灭封片剂封片后使用激光共聚焦显微镜照相#

每组随机取
;

个视野统计平均阳性细胞数*

A(E

!

流式细胞检测凋亡
!

收集处理完成的二甲双胍组和对照

组细胞#按照膜联蛋白$

1@@./?@X

"

#5

&凋亡检测试剂盒说明书

进行染色*离心去上清液后加入
9))

#

"

的固定液重悬细胞#

随后加入
1@@./?@X

和
#5

染液各
9

#

"

#混匀后避光反应
&)

-?@

后上机进行流式检测*

+

);'$

+

国际检验医学杂志
')&=

年
&'

月第
$2

卷第
'$

期
!
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!

T.H.-N.E(')&=

!

XBD($2

!

YB('$



A(G

!

实时定量荧光聚合酶链反应$

#0\

&

!

取处理完成的二甲

双胍组和对照组细胞#胰酶消化后去上清液加入
9))

#

"

裂解

液#采用离心柱法提取细胞总
\Y1

*随后根据反转录试剂盒

说明合成
HTY1

#采用
*

+

N.EA

O

E..@

法检测
0M,

C

M,.A$

'

6HDA'

和

6M/

的
-\Y1

表达水平#并用
%

AMHF?@

为内参*实时荧光定量

#0\

的引物见表
&

*

表
&

!!

实时荧光
#0\

各基因的引物序列

基因 上"下游 引物序列 产物长度

0M,

C

M,.A$

上游引物
9bA3!03133!3!1!!0!!33!3A$b &$)N

C

下游引物
9bA!01!!!030!03110300A$b

6HDA'

上游引物
9bA013!3!3!!1!1!0!3011A$b ;&N

C

下游引物
9bA!00!!3301!!310301!301A$b

6M/

上游引物
9bA0001!1!!0!!!!33301A$b &=7N

C

下游引物
9bA01300303!01!030013!3A$b

%

AMHF?@

上游引物
9bA!!013003010003!11!3A$b '$;N

C

下游引物
9bA!!!131!0101!003!!13A$b

A(J

!

免疫印迹试验
!

二甲双胍处理细胞
7;G

后#胰酶消化离

心弃上清液#加入适量的细胞裂解液裂解细胞#冰上振荡
2

-?@

再用超声破碎仪低档处理
9-?@

#

7f

#

&9)))E

"

-?@

离心

&)-?@

获取上清液中的总蛋白*

601

试剂盒对总蛋白定量#

蛋白上样量为
7)

#

O

#

*T*

电泳后转膜#一抗
7f

过夜二抗室温

&G

后化学发光法显色#并使用
%JM@F?F

+

U@.

软件分析各条带

的灰度值*

A(S

!

统计学处理
!

采用
*#**&$()

统计软件分析数据#计量

资料以
M]C

表示#组间比较采用单因素方差分析*计数资料

以百分率表示#组间比较用
!

' 检验*以
H

&

)()9

为差异有统

计学意义*

B

!

结
!!

果

B(A

!

二甲双胍抑制
VZ!A$

细胞的最佳药物浓度
!

00_A;

结

果显示#

9

'

&)

'

')

'

7)--BD

"

"

浓度的二甲双胍处理均对
160

细胞的增殖有抑制作用*并且在
9

'

&)

'

')

'

7)--BD

"

"

浓度时

表现为剂量依耐性#抑制率随着药物浓度的增加而依次递增#

见图
&

*

')--BD

"

"

二甲双胍对
VZ!A$

的抑制率为
7=(&)8

#

而
7)--BD

"

"

的抑制率为
9;(:;8

超过
9)8

#表明
')--BD

"

"

的二甲双胍是
VZ!A$

细胞的最佳药物浓度*

图
&

!!

不同浓度二甲双胍对
VZ!A$

细胞的抑制率

B(B

!

二甲双胍促进
VZ!A$

细胞凋亡
!

二甲双胍作用
7;G

后#

流式细胞检测细胞早期凋亡的比率为
'9(;=8

#而对照组仅为

7($'8

#差异有统计学意义$

H

&

)()9

&*

3eYZ"

实验显示#二

甲双胍组中平均每视野阳性细胞数$

&:())]7(;=

&高于对照组

$

$(;$]'(;'

&#差异有统计学意义$

H

&

)()9

&*结果表明#二

甲双胍可以同时促进
VZ!A$

细胞的早"晚期凋亡发生*

B(C

!

二甲双胍对细胞凋亡相关基因的影响
!

二甲双胍作用

7;G

后#使用荧光定量
#0\

检测细胞凋亡相关基因的
-\Y1

变化水平发现#二甲双胍处理后促凋亡基因
0M,

C

M,.A$

和
6M/

表达增加#同时下调抗凋亡基因
6HDA'

#和对照组相比差异有统

计学意义$

H

&

)()9

&*见图
'

*

!!

注!

1

为正常
VZ!A$

细胞%

6

为二甲双胍处理后的
VZ!A$

细胞%

0

为两组细胞凋亡数统计结果*

图
'

!!

3eYZ"

法检测二甲双胍对
VZ!A$

细胞凋亡的影响

图
$

!!

二甲双胍对凋亡相关基因
-\Y1

表达水平的影响

!!

注!

1

为
a.,F.E@NBDF

图%

6

为
0M,

C

M,.A$

#

6HDA'

和
6M/

蛋白相对表

达量分析%

0

为
6HDA'

和
6M/

蛋白相对表达量比*

图
7

!!

二甲双胍对凋亡相关蛋白表达水平的影响

B(D

!

二甲双胍对细胞凋亡相关蛋白的影响
!

二甲双胍处理

VZ!A$

细胞后通过检测细胞凋亡相关基因的蛋白表达水平发

现其和
-\Y1

变化程度类似#二甲双胍可以降低抗凋亡因子

+

&;'$

+

国际检验医学杂志
')&=

年
&'

月第
$2

卷第
'$

期
!

5@FV"MNW.I

!

T.H.-N.E(')&=

!

XBD($2

!

YB('$



6HDA'

的蛋白表达同时上调
6M/

和
0M,

C

M,.A$

#并且导致
6HDA'

"

6M/

比值上调#和对照组相比差异有统计学意义$

H

&

)()9

&*

见图
$

'

7

*

C

!

讨
!!

论

!!

二甲双胍疗效确切#不良反应小#是临床上常用的降糖药*

有流行病学研究发现长期使用二甲双胍控制血糖的肿瘤患者

的生存率要高于未服用患者#提示其对肿瘤可能有一定的治疗

作用*有研究者对
&)$):

例
'

型糖尿病患者随访调查发现#

合并肿瘤的患者中使用二甲双胍的病死率要明显低于使用胰

岛素和磺脲类药物的患者(

=

)

*近年来#越来越多的实验证实其

对肿瘤细胞的周期'代谢'增殖都有抑制作用#可能是潜在的肿

瘤治疗药物(

2

)

*

细胞凋亡受到促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白两大类蛋白的共

同调节#是一个动态平衡的过程*

6HDA'

家族在线粒体介导的

细胞凋亡中起关键作用#该家族包括
6HDA'

'

6HDA/D

和
6HDAQ

等

抗凋亡蛋白以及
6M/

'

6MS

和
6?I

等促凋亡蛋白(

;A&)

)

*

6HDA'

"

6M/

是衡量细胞凋亡程度的重要指标#通常在恶性肿瘤细胞中

6HDA'

高表达而
6M/

低表达#两者的比值较高(

&&A&$

)

*本研究发

现二甲双胍处理绒癌细胞
VZ!A$

后#具有抗凋亡功能的
6HDA'

受到抑制而能够促进细胞凋亡的
6M/

则表达增加#

6HDA'

"

6M/

比值下降和未处理组相比差异有统计学意义*有报道指出二

甲双胍可以通过
1W#_

和
-3U\

等信号通路#动态调节
6HDA

'

和
6M/

的表达水平从而参与调控肿瘤细胞的凋亡(

&7

)

#这将

在本实验的后续研究中展开*

经过二甲双胍处理的
VZ!A$

细胞早晚期凋亡率上升#并

且凋亡相关蛋白
0M,

C

M,.A$

升高*当细胞启动凋亡进程后#激

活
0M,

C

M,.A$

参与多种凋亡发生途径促使细胞凋亡发生*

0M,

C

M,.A$

可以抑制
6HDA'

的功能#而
6HDA'

"

6M/

比率下调#结

合细胞水平上早"晚期凋亡率的增加#提示二甲双胍是通过抑

制抗凋亡基因
6HDA'

'上调促凋亡基因
6M/

及
0M,

C

M,.A$

#从而

激活线粒体凋亡途径#促使
VZ!A$

细胞发生凋亡(

&9A&;

)

*

本研究采用人绒毛膜癌细胞系
VZ!A$

为对象#探讨了二

甲双胍对
VZ!A$

细胞凋亡的影响及作用机制*通过药物抑制

率实验发现二甲双胍的最佳作用浓度#并且使用流式细胞术和

3eYZ"

实验从两方面证实#二甲双胍处理
7;G

可以显著提高

绒癌细胞的早"晚期凋亡率#其可能是上调
0M,

C

M,.A$

和
6M/

同时抑制
6HDA'

以促进肿瘤细胞凋亡的发生*

但是#本实验所采用的二甲双胍浓度显著高于其作为降糖

药时的血药浓度#其作为肿瘤治疗药物的应用还需要大量严谨

的临床前研究来加以证明*
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