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人胎盘绒毛癌简称绒癌-是发生于胎盘外层绒毛

膜上皮细胞的一种高度恶性的妇科肿瘤,二甲双胍

是一种常用的口服降糖药-常用于
)

型糖尿病和妊娠

期糖尿病的血糖控制(

&

)

,有临床研究表明-二甲双胍

可以抑制多种肿瘤的生长-是潜在治疗肿瘤的新型药

物(
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)

,使用二甲双胍为降糖药治疗糖尿病的妇女-

其患肿瘤的概率要低于其他妇女,目前-二甲双胍抑

制绒癌细胞生长的机制还处于初步探索阶段(

.

)

,因

此-本研究拟初步探讨二甲双胍对绒癌细胞系
W1$

凋亡信号通路的作用方式和机制-探寻肿瘤治疗的新

靶标和新药物,
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人胎盘绒毛癌细胞系
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公司*+细胞活性

和增殖检测试剂盒
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脱氧核苷酰基转移酶介导性
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切口末端标记试
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肌动蛋白'
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*和凋亡调节蛋白'
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*抗体'美国
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公司*,

B+C

"

细胞培养
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青链霉素的
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培养基

培养,细胞接种于
6),

细胞培养瓶中-放置于
,?

二

氧化碳浓度的饱和湿度培养箱-待细胞密度为
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右时进行传代,
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药物最佳处理浓度筛选
"

选用生长旺盛的
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细胞消化重悬后计数-将密度调整为
&-

. 个"
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,将

细胞接种于
*3

孔板中-每孔加入
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X

细胞悬液-

拍打混匀后放入培养箱中继续培养
&)H

,根据前期

预实验结果将
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X

的二甲双胍溶

液分别加入
*3

孔板中-以未处理组为对照-每组设立

3

个复孔,二甲双胍处理
).H

以后换液并加入
%%"C

>

检测试剂
47^

孵育
&H

-使用酶标仪测定各孔的吸

光度值
4N

.*-

-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,
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'正常对照组
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二甲双胍处理组
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,选取接近
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抑制率的药物浓度为最佳处理

浓度以进行后续干预实验,
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检测
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取对数期
W1$

细胞-

)_&-

.

个"孔接种于放有细胞爬片的
).

孔板中-按照前面实

验确定的
V%
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浓度处理
).H

,按照
6e0ZX

试剂盒

说明书进行染色-封片后使用激光共聚焦显微镜照

相-每组选取
>

个视野统计阳性细胞率,阳性细胞

率
c

阳性细胞总数"细胞总数
_&--?
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二甲双胍处理细胞
).H

后-采

用离心柱法提取各组细胞
$01

-吸光度法测定浓度

后使用逆转录试剂盒合成
Q/01

备用,采用
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法检测
%9B

J

9B<C4
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和
9̀O

的
K$01

表达

水平-并以
51(/d

为内参,将对照组
K$01

的表

达量设为
&

-根据
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%E计算实验组
K$01

量的变

化,定量
(%$

的引物见表
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各基因的引物序列

基因 上"下游 引物序列 产物长度'
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%9B

J

9B<C4

上游引物
,aC65%616 6565155%556656C4a &4-

下游引物
,aC5%1555%6%5%611%6%%C4a

Q̀GC)

上游引物
,aC%165656551515%56%11C4a >&

下游引物
,aC5%%5566%15561%6%156%1C4a

9̀O

上游引物
,aC%%%15155%5555666%1C4a &3.

下游引物
,aC%16%%6%65%15%6%%1656C4a

51(/d

上游引物
,aC%155155%1665%6516516C4a &4>

下游引物
,aC51155%65555%6%1666C4a
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试剂盒对总蛋白定量-每
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*室温
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后化学发光法显色-使用
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软件分析各条带的灰度值,

B+M

"

统计学处理
"

采用
8(88&4+-

统计软件分析数

据-符合正态分布的计量资料以
O[C

表示-多组间比

较采用单因素方差分析-进一步两两比较采用
80"C

9

检验,计数资料以百分率'

?

*表示-组间比较用
"

)

分析,以
H

&

-+-,

表示差异有统计学意义,
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人胎盘绒毛癌细胞
W1$

最佳抑制浓度
"

使用
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和
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X

的二甲双胍溶液处理
W1$

细胞
).H

-

%%"C>

法检测细胞抑制率发现-各浓度二

甲双胍对
W1$

细胞均有一定程度的抑制作用-

,KKDG

"

X

时抑制率最低-

>-KKDG

"

X

时抑制率最高

且表现为剂量依耐效应'图
&

*,当二甲双胍浓度为

.-KKDG

"

X

时细胞细胞抑制率为'

,4+>[>+)

*

?

-最

接近
,-?

-故在后续实验中选取
.-KKDG

"

X

为处理

浓度,

图
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不同浓度二甲双胍对
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C+C

"

二甲双胍诱导
W1$

细胞发生凋亡
"

根据前期

最佳药物浓度筛选结果-使用
.-KKDG

"

X

的二甲双胍

溶液处理
W1$

细胞
).H

,

6e0ZX

染色结果显示'图

)

*-二甲双胍处理可以诱使
W1$

细胞发生凋亡-其凋

亡率为'

.*+)[&-+>

*

?

-而未处理组的凋亡率为

'

3+.[,+)

*

?

-两组差异具有统计学意义'

H

&

-+-&

*,

结果表明-二甲双胍可以促进
W1$

细胞晚期凋亡的

发生,

""

注!

1

为对照组正常
W1$

细胞+

`

为二甲双胍处理后的
W1$

细胞+

%

为两组细胞凋亡率统计结果+与对照组比较-

!!

H

&

-+-&

图
)

""

6e0ZX

法检测二甲双胍对
W1$

细胞凋亡的影响

C+D

"

二甲双胍调控凋亡相关基因表达
"

二甲双胍作

用
).H

后-使用荧光定量
(%$

检测细胞凋亡相关基

因的
K$01

变化水平发现 '图
4

*-促凋亡基因

%9B

J

9B<C4

和
9̀O

相对于对照组细胞表达增加-抗凋

亡基因
Q̀GC)

表达降低,二甲双胍处理组和对照组的

K$01

相对表达量比较-差异有统计学意义'

H

&

-+-&

*,
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注!与对照组比较-

!!

H

&
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图
4
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二甲双胍对凋亡相关基因
K$01

的调控

C+E

"

二甲双胍调控凋亡相关蛋白表达
"

二甲双胍处

理可以增强
J

C1Y("

-降低
1Y("

和
K6#$

的表

达-提示其通过激活
1Y("

的磷酸化水平进而抑制

K6#$

的蛋白表达'图
.

*+检测细胞凋亡相关基因的

蛋白表达水平发现-二甲双胍可以降低抗凋亡因子

Q̀GC)

的蛋白水平-同时上调
9̀O

和
%9B

J

9B<C4

蛋白表

达,通过分析蛋白条带的灰度值计算
Q̀GC)

"

9̀O

比

值-发现
Q̀GC)

"

9̀O

比值下调,提示其可能是引发

W1$

细胞凋亡的潜在因素,

""

注!

1

为
]<BE<=:FGDE

图+

`

为
1Y("

.

J

C1Y("

.

%9B

J

9B<C4

.

Q̀GC)

和
9̀O

的蛋白半定量分析结果+

%

为
Q̀GC)

和
9̀O

蛋白相对表达量比+与对照

组比较-

!

H

&

-+-,

图
.
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二甲双胍对凋亡相关蛋白的调控

D

"

讨
""

论
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作为临床上常用的降糖药-二甲双胍疗效确切.

不良反应小,近年来随着临床应用多样性研究的不

断深入-发现其可以抑制多种肿瘤细胞的生长-是潜

在的肿瘤治疗药物(

,C7

)

,

"#

等(

>

)对
434

例糖尿病合

并子宫内膜癌患者进行的回顾性研究发现-服用二甲

双胍患者的病死率比未使用二甲双胍治疗的患者低,

有研究表明-二甲双胍对卵巢癌.宫颈癌和子宫内膜

癌等常见妇科肿瘤细胞有非常显著的抑制作用(

*C&-

)

,

目前的研究表明二甲双胍主要通过以下两种方

式抑制肿瘤!'

&

*调控
%9B

J

9B<C4

.

Q̀GC)

及
9̀O

等凋亡

相关蛋白的表达-从而促使肿瘤细胞凋亡(

&&C&)

)

+'

)

*激

活
1Y("

"

K6#$

通路-减少
16(

合成-影响能量代

谢和蛋白翻译-或者下调细胞周期蛋白
/&

从而将肿

瘤细胞阻滞于
5

-

"

5

&

期抑制其生长(

&4

)

,

K6#$

是一种保守的丝"苏氨酸蛋白激酶-其在

细胞的增殖.生长.凋亡和血管生成过程中发挥着重

要作用,

1Y("

通过磷酸化激活后可以对
K6#$

起

负调控-从而引起
K6#$

下游如翻译起始因子
.Z

结

合蛋白'

.ZC̀(B

*和核糖体
83

激酶'

83"B

*等翻译过

程相关分子失活-进而抑制肿瘤细胞蛋白的合成+同

时
K6#$

也能够抑制在大多数肿瘤细胞中都过度激

活的
(V4"C("̀

"

1UE

信号通路-最终抑制肿瘤细胞的

生长和增殖(

&.C&,

)

,

#

&3>

#

国际检验医学杂志
)-&>

年
.

月第
4*

卷第
7

期
"

V:EWX9FY<L

!

1

J

=AG)-&>

!

!DG+4*

!

0D+7



细胞凋亡是一个动态平衡的过程-其受到促凋亡

蛋白和抗凋亡蛋白的共同作用,

Q̀GC)

和
9̀O

是
Q̀GC)

家族的重要成员-当促凋亡蛋白如
9̀O

表达上升或者

抗凋亡
Q̀GC)

的降低时-细胞开启凋亡进程,

Q̀GC)

和

9̀O

的动态平衡是调节细胞凋亡的重要指标-通常使

用二者的比值来衡量细胞的凋亡水平变化(

&3C&>

)

,

%9B

J

9B<C4

是线粒体介导的细胞凋亡通路中的关键蛋

白-其功能是促进细胞增殖并抑制细胞发生凋亡,本

研究发现-使用二甲双胍处理绒癌细胞
W1$

后

%9B

J

9B<C4

.

9̀O

蛋白表达增加而
Q̀GC)

蛋白表达下降-

Q̀GC)

"

9̀O

比值下降-其比例下调后可以破坏线粒体

外膜完整性-阻碍细胞色素
%

的释放-从而激活凋亡

途径最终效应因子
%9B

J

9B<C4

,

%9B

J

9B<C4

激活后可

降解
/01

损伤修复酶-同时激活核酸内切酶-引起细

胞凋亡(

&*

)

,

综上所述-本研究证实二甲双胍可以诱导人绒毛

膜癌细胞系
W1$

发生凋亡-其可能是通过激活

1Y("

抑制
K6#$

下游等和蛋白翻译-细胞增殖的

关键分子+开启
%9B

J

9B<C4

.

Q̀GC)

"

9̀O

等引发线粒体

凋亡的重要分子的共同作用来实现的,此结果有望

为进一步临床治疗绒癌提供新的治疗思路与治疗

方法,
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