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二甲双胍对人肝细胞癌ＳＭＭＣ７７２１增殖的抑制作用
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　　［摘要］　目的　检测二甲双胍作用下肝细胞癌ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖和凋亡情况，并初步探讨了其中的机制。
方法　以不同浓度（０．２、１、２、５ｍｍｏｌ／Ｌ）二甲双胍处理ＳＭＭＣ７７２１，用ＣＣＫ８法检测其对细胞增殖的影响，Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２
ＤＮＡ染色检测细胞凋亡，实时定量ＰＣＲ法检测Ｂｃｌ２和ＢｉｄｍＲＮＡ的表达情况。结果　二甲双胍处理４８ｈ和９６ｈ后，人肝
细胞癌ＳＭＭＣ７７２１细胞的增殖明显受到抑制（Ｐ＜０．０５），以２ｍｍｏｌ／Ｌ和５ｍｍｏｌ／Ｌ组最为明显（Ｐ＜０．０１），并呈时间和剂量

依赖性。Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２染色发现，１ｍｍｏｌ／Ｌ和５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的二甲双胍可促进细胞凋亡，细胞凋亡率与对照组相比差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。二甲双胍处理后，ＳＭＭＣ７７２１细胞内抗凋亡分子Ｂｃｌ２表达下降（Ｐ＜０．０１），促凋亡分子Ｂｉｄ表达升

高（Ｐ＜０．０５）。结论　二甲双胍能抑制人肝细胞癌ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖，促进细胞凋亡，其机制可能与细胞内抗细胞凋亡分
子Ｂｃｌ２表达下降及促凋亡分子Ｂｉｄ表达升高有关。
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　　二甲双胍为双胍类口服降糖药，能有效降低血糖水平而

不致低血糖发生，因而临床上被广泛应用于２型糖尿病的药

物治疗。随着研究的不断深入，发现二甲双胍可能同时具有

抑制肿瘤生长的作用，其抗肿瘤作用越来越受到重视。本研

究通过二甲双胍处理人肝细胞癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１，观察其

对肝癌细胞增殖和凋亡的影响，并通过检测细胞凋亡相关基

因Ｂｃｌ２和Ｂｉｄ的表达水平改变，初步探讨二甲双胍对肝细

胞癌作用的分子机制。

１　材料和方法

１．１　材料　人肝细胞癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１购自中国科学院

细胞库。细胞培养用胎牛血清和ＤＭＥＭ培养基购自奥地利

ＰＡＡ公司。二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ）和 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２购自美国

Ｓｉｇｍａ公司。荧光显微镜为日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司ＩＸ７０型。ＴＲ

Ｉｚｏｌ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＣＣＫ８、ＲＮＡ逆转录试剂盒及

ＳＹＲＢＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒均购自大连宝生物公司。ＰＣＲ用

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ仪为美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司７３００型。

１．２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　取对数生长期细胞，胰蛋白

酶消化后，用含１０％胎牛血清的完全培养液配制成单细胞悬

液，调整细胞密度为２×１０４／ｍｌ接种于９６孔板，每孔２００μｌ，

在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度环境下常规培养，２４ｈ后弃上清

液，加入含有０、０．２、１、２、５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍的完全培养液，

分别于４８、９６ｈ检测。检测时每孔加入２０μｌＣＣＫ８液，孵

箱内常规培养１ｈ，以不加细胞空白孔为对照，用酶标仪检测

４５０ｎｍ处的光密度值。

１．３　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２染色检测细胞凋亡　取对数生期的细胞

以５×１０５／ｍｌ的密度接种于６孔培养板中，细胞贴壁２４ｈ
后，弃上清，各组分别加入终浓度为０、１、５ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双

胍，孵育９６ｈ后以ＰＢＳ清洗细胞，固定液固定５ｍｉｎ，ＤＮＡ
结合荧光染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色１０ｍｉｎ后，通过荧光显微

镜对细胞核形态观察拍照，以区分均质的正常细胞核及染色

质浓缩的凋亡细胞核。在４００倍镜下，每组细胞计数２０个

视野内的细胞总数和凋亡细胞数，然后计算平均凋亡率。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｂｃｌ２和Ｂｉｄ表达水平　二甲双胍

干预细胞９６ｈ后，ＴＲＩｚｏｌ法提取各组细胞的总ＲＮＡ。将抽

取的ＲＮＡ取２μｇ经逆转录成ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ产物为模

板，用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测Ｂｃｌ２和ＢｉｄｍＲＮＡ表达。Ｂｃｌ

２引物：上游：５′ＧＡＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧＴＧＧ３′；

下游：５′ＣＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＡＣＴＣＡＧＴＣＡ３′；产物长度

为１２４ｂｐ，退火温度为６０℃。Ｂｉｄ引物：上游：５′ＣＣＴＡＣＣ

ＣＴＡＧＡＧ ＡＣＡ ＴＧＧ ＡＧＡ ＡＧ３′；下游：５′ＴＴＴ ＣＴＧ

ＧＣＴＡＡＧＣＴＣＣＴＣＡＣＧ３′；产物长度为１６６ｂｐ，退火温

度为 ６０℃。βａｃｔｉｎ引物：上游：５′ＣＡＴ ＧＴＡ ＣＧＴ ＴＧＣ

ＴＡＴＣＣＡ ＧＧＣ３′；下游：５′ＣＴＣＣＴＴ ＡＡＴ ＧＴＣ ＡＣＧ

ＣＡＣＧＡＴ３′；产物长度为２５０ｂｐ，退火温度为６０℃。Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ扩增条件为：９５℃３０ｓ；９５℃１５ｓ，６０℃３５ｓ，７２℃

４０ｓ，共４０个循环，实验重复３次。以βａｃｔｉｎ作为内参照，

以ＡＢＩＰＲＩＳＭ７３００ＳＤＳ软件分析结果，目的基因的相对表

达量为２－ΔΔＣＴ，以对照组目的基因 ｍＲＮＡ的均数为１，计算

其他各组目的基因ｍＲＮＡ的相对表达量。

２　结　果

２．１　二甲双胍对ＳＭＭＣ７７２１细胞增殖的影响　ＣＣＫ８检测
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结果显示，二甲双胍干预４８ｈ和９６ｈ后，２ｍｍｏｌ／Ｌ和５

ｍｍｏｌ／Ｌ组ＳＭＭＣ７７２１细胞的生长均受到抑制，与对照组相

比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；随着二甲双胍作用时间

的延长，其对ＳＭＭＣ７７２１细胞的抑制作用更加明显，表现出

明显的时间和剂量依赖性（表１）。

表１　不同浓度的二甲双胍处理４８ｈ和９６ｈ后对ＳＭＭＣ７７２１细胞生长的抑制率
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

分组
二甲双胍处理４８ｈ

光密度 抑制率 （％）
二甲双胍处理９６ｈ

光密度 抑制率 （％）
对照组 ０．６１±０．０１ 　　－ １．７７±０．０７ 　　－
二甲双胍组ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

　　０．２ ０．６１±０．０１ ０．４±１．２ １．７５±０．０９ １．２±２．５

　　１ ０．５７±０．０１ 　７±２．２ １．２９±０．０４ ２７±２．２

　　２ ０．５６±０．０１ ７．４±０．６ １．１０±０．０４ ３８±２．１

　　５ ０．４８±０．０１ ２２±０．２ ０．８５±０．０３ ５２±１．７

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与对照组相比

２．２　二甲双胍对ＳＭＭＣ７７２１细胞凋亡的影响　不同浓度

的二甲双胍处理ＳＭＭＣ７７２１细胞９６ｈ后，用 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２
对细胞进行染色。在荧光显微镜下观察，正常细胞的细胞核

呈正常的蓝色，而凋亡细胞的细胞核会呈致密浓染，或呈碎

块状致密浓染（图１）。结果显示，二甲双胍作用９６ｈ后，１

ｍｍｏｌ／Ｌ组和５ｍｍｏｌ／Ｌ组细胞中凋亡率均明显升高（分别为

１．９４％±０．２１％和３．７３％±０．４８％），与对照组（０．８９％±

０．３３％）相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

图１　不同浓度的二甲双胍处理９６ｈ后ＳＭＭＣ７７２１细胞的Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２ＤＮＡ染色

Ａ：对照组；Ｂ：１ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组；Ｃ：５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　二甲双胍对ＳＭＭＣ７７２１细胞Ｂｃｌ２和ＢｉｄｍＲＮＡ表达

水平的影响　不同浓度的二甲双胍处理ＳＭＭＣ７７２１细胞９６

ｈ后，用ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ的方法检测相关凋亡分子的 ｍＲＮＡ
表达水平。与对照组相比，二甲双胍 １ ｍｍｏｌ／Ｌ 组和 ５

ｍｍｏｌ／Ｌ处理组细胞促凋亡相关的ＢｉｄｍＲＮＡ的表达水平升

高，分别为对照组的（１．２０±０．０１）倍和（１．２３±０．０４）倍（Ｐ＜

０．０５），抗凋亡相关的Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达水平降低，分别为

对照组的（０．３２±０．０３）倍和（０．３８±０．０５）倍（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　二甲双胍在机体内主要通过激活 ＡＭＰＫ通路抑制肝脏

的糖异生，同时通过促进肌肉和脂肪组织对葡萄糖的摄取及

无氧酵解，改善机体胰岛素的敏感性，从而降低血糖［１］。进

一步研究发现，作为一种丝／苏氨酸蛋白激酶，ＡＭＰＫ的活化

还能够激活ｐ５３ｐ２１ｗａｆ１途径，导致细胞发生Ｇ１ 期阻滞［２］。同

时，ＡＴＰ降低也可激活ＡＭＰＫ，ＡＭＰＫ又通过负调控ｍＴＯＲ
信号途径抑制细胞的生长［３］。因此，二甲双胍的抗肿瘤作用

逐渐受到重视［４］。多项临床研究［５７］表明，２型糖尿病患者服

用二甲双胍能够降低结肠癌、胰腺癌、肝细胞癌等多种肿瘤

的发生率。体外实验和动物实验的研究也表明，二甲双胍对

多种肿瘤具有抑制增殖和促进凋亡的作用。本研究同样发

现，二甲双胍能抑制肝细胞癌ＳＭＭＣ７７２１的增殖，促进肝癌

细胞凋亡，从体外实验水平证实了二甲双胍对肝细胞癌的生

长具有抑制作用。

　　研究表明，糖尿病是肝细胞癌发生的危险因素之一［８］，

而且二甲双胍治疗能降低糖尿病患者肝细胞癌的发生率，对

肝细胞癌的进展也有保护作用［７］。本研究通过对肝细胞癌

细胞系ＳＭＭＣ７７２１的体外实验观察，发现二甲双胍能显著

抑制肝细胞癌的增殖，这可能与二甲双胍促进促凋亡基因、

抑制抗凋亡基因的表达导致的细胞凋亡增加有关。

　　肿瘤的发生与肿瘤细胞的过度增殖和凋亡减少有关。

细胞凋亡是一个多基因调控的复杂过程，受到抑制细胞凋亡

的基因和促进细胞凋亡的基因的共同调控。Ｂｃｌ２家族基因

是调控细胞凋亡的重要基因，根据在细胞凋亡中的作用分为

两大类，一类是抑制细胞凋亡（Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｗ、ＢｃｌｘＬ、Ｍｃｌ１

等），另一类为促进细胞凋亡（Ｂｉｄ、Ｂａｘ、ＢｃｌｘＳ和Ｂａｄ等）［９］。

本研究发现，１ｍｍｏｌ／Ｌ和５ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍能抑制抗凋
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亡的Ｂｃｌ２的表达，促进促凋亡的Ｂｉｄ的表达，提示细胞内的

凋亡调控平衡改变，促进细胞发生凋亡，与 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２

ＤＮＡ染色观察到的二甲双胍处理组（１ｍｍｏｌ／Ｌ和５ｍｍｏｌ／

Ｌ）凋亡细胞比例增加一致。

　　本研究结合临床研究提示，二甲双胍有可能在肝细胞癌

的治疗中发挥着一定的作用。然而，由于二甲双胍的作用机

制在不同的细胞系中不尽相同，不同组织来源的细胞对二甲

双胍的敏感性也不同，仍需对二甲双胍抗肿瘤作用的细胞和

分子机制进行进一步的深入研究。
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·消　息·

“全军心理卫生研究中心”在第二军医大学卫勤系正式挂牌成立

　　２０１０年１１月１１日上午，“全军心理卫生研究中心”成立授牌仪式在第二军医大学卫勤系第一会议室隆重举行。总后卫生

部陈新年副部长、防疫局主皓局长，学校刘振全校长、王延军副校长、训练部方国恩部长等总部、学校首长和领导亲临现场，“中

心”全体成员、相关专家代表、全军兼职心理医生班人员、研究生等参加了授牌仪式。

　　授牌仪式由训练部方国恩部长主持。会上，总后卫生部防疫局主皓局长宣读了《关于在第二军医大学成立全军心理卫生

研究中心的通知》，总后卫生部陈新年副部长亲自为“全军心理卫生研究中心”成立授牌。刘振全校长代表校党委作讲话，讲话

中简单介绍了近年来我校心理学科发展情况和取得成绩，对总后长期以来对心理学科给予的关心和支持表示感谢，表示今后

将进一步加强对心理卫生工作的组织领导，加大经费投入和政策倾斜力度，加快我校心理学科发展步伐。他希望“中心”成立

后，能充分把握机遇，针对部队心理卫生工作实际，瞄准学科发展前沿，开展高水平科学研究，早出、多出高质量科研成果。

　　最后，总后卫生部陈新年副部长作了重要指示。陈副部长充分肯定了我校近年来在心理卫生工作方面所作出的努力和取

得成绩，并就今后如何进一步加强工作提出了几点希望：一是心理卫生工作非常重要，军委领导十分重视，要切实以“中心”成

立为契机，积极加快心理学科发展；二是要发挥好第二军医大学人才高地优势，为全军心理卫生培养更多高素质心理专业人

才；三是要加强心理卫生工作基础研究，突出方法学研究，紧紧围绕部队战斗力生成，努力提高部队官兵心理健康水平。

　　近年来，卫勤系心理学教研室积极整合野战内科学、神经生物学、军事航海学、生理学、卫生勤务学、精神卫生学，形成心理

学科群，从多个方面开展军事心理研究，取得了多项研究成果，承担了国家“８６３”、“９７３”、科技部支撑计划重点项目、国家自然

科学基金重大项目等多项课题。已在基层部队建立了７个官兵心理研教训基地。２００４年以来，先后组织了３４０余人次心理

学专业人员深入全军９５个基层单位开展工作，累计授课２０９场、开展心理测评４万余人次、实施心理服务１２万余人次，在军内

享有较高声誉和影响。此次依托卫勤系心理学教研室成立“全军心理卫生研究中心”，必将有力推动我校心理学科发展，为全

军心理卫生工作提供更多、更优质的服务。


