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［摘要］　目的　探讨二甲双胍对甲状腺乳头状癌 ＴＰＣ１细胞凋亡的影响及其机制。方法
用不同浓度（０ｍｍｏｌ／Ｌ、１ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ）二甲双胍分别处理
ＴＰＣ１细胞２４ｈ。采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测细胞增殖能力；采用 ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ流
式细胞术检测不同浓度二甲双胍对ＴＰＣ１细胞凋亡的影响，同时在４０ｍｍｏｌ／Ｌ组加入腺苷酸活化
蛋白激酶（ＡＭＰＫ）抑制剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ，观察其对ＴＰＣ１细胞凋亡的影响；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
磷酸化 ＡＭＰＫ（ｐＡＭＰＫ）及 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表达。结果　与 ０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，１ｍｍｏｌ／Ｌ及
５ｍｍｏｌ／Ｌ组的ＴＰＣ１细胞增殖能力无明显改变（Ｐ＞０．０５）；而１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ二
甲双胍均可明显抑制ＴＰＣ１细胞的增殖能力，且呈剂量依赖性（Ｐ＜０．０５）。与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，不
同浓度二甲双胍均可明显增加ＴＰＣ１细胞凋亡率（Ｐ＜０．００１）；而加入ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后，４０ｍｍｏｌ／Ｌ组
ＴＰＣ１细胞凋亡率较前明显下降（Ｐ＜０．００１）。与 ０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，１ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、
１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ组ｐＡＭＰＫ、Ｃａｓｐａｓｅ９表达量增加。结论　二甲双胍可诱导甲状
腺乳头状癌ＴＰＣ１细胞凋亡，且二甲双胍诱导 ＴＰＣ１细胞凋亡的过程可能与激活 ＡＭＰＫ通路有
关，可能由Ｃａｓｐａｓｅ９介导。
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　　甲状腺乳头状癌（ＰＴＣ）好发于儿童和中青年女
性，是甲状腺癌最常见的病理类型，其分化程度高、恶

性程度低，患者的１０年生存率在９０％以上［１］。近年

来ＰＴＣ的发病率在全球范围内呈逐年增长趋势［２］。

虽然常规抗肿瘤治疗对其有较好的疗效，但在肿瘤术

后的内分泌药物治疗过程中，患者仍需面临如亚临床

甲状腺功能亢进症、骨质疏松、心律失常等药物不良反

应，严重影响患者的生活质量［３］。因此，能从现有药

物中寻找出一种不良反应少且能改善 ＰＴＣ患者预后
的药物具有重要意义。二甲双胍作为临床一线降糖药

物，其安全性和有效性已得到充分肯定。近年来有研

究表明，二甲双胍具有抗肿瘤效应［４］。关于二甲双胍

对ＰＴＣ细胞的影响，目前为数不多的研究主要集中在
其对ＰＴＣ细胞增殖的抑制作用，且发现其抑制程度呈
剂量时间依赖性［５６］。而关于二甲双胍对 ＰＴＣ细胞
凋亡的影响，目前研究较少。本研究拟以体外培养的

甲状腺乳头状癌ＴＰＣ１细胞为研究模型，并从分子水
平探讨二甲双胍对ＴＰＣ１细胞凋亡的影响及其可能机
制，以期为今后二甲双胍治疗ＰＴＣ提供新的理论依据。

材料与方法

１．材料：人ＰＴＣ细胞系 ＴＰＣ１细胞购自武汉大学
细胞库；二甲双胍、培养液 ＲＰＭＩ１６４０购自 Ｇｉｂｃｏ公
司；四季青胎牛血清（ＦＢＳ）、青链霉素混合液（稀释
１００倍）、胰蛋白酶、ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂
盒购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ）购自上海浩然生物技术有限公司；
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ购自Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；磷酸化腺苷酸活化蛋白
激酶（ｐＡＭＰＫ）、Ｃａｓｐａｓｅ９、ＧＡＰＤＨ单克隆抗体均购
自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ公司；过氧化物酶标记的山羊抗兔和
ＥＣＬ化学发光试剂盒购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；其他试剂
和耗材均为国产。

２．方法
（１）细胞培养：选取人 ＰＴＣ细胞系 ＴＰＣ１细胞培

养于含１０％ ＦＢＳ和１％青链霉素混合液的ＲＰＭＩ１６４０
培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，０．２５％胰
蛋白酶消化传代，取对数生长期细胞进行实验。

（２）ＭＴＴ法检测细胞增殖能力：取对数生长期细
胞，按２×１０３个／孔接种于９６孔板，每孔２００μｌ，培养
２４ｈ待细胞贴壁后，各孔分别加入０ｍｍｏｌ／Ｌ、１ｍｍｏｌ／Ｌ、
５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍
的培养液，每组设６个平行孔，继续培养２４ｈ，每孔加
入２０μｌＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）溶液，孵育４ｈ，吸去上清液，每孔
加入１５０μｌＤＭＳＯ轻微震荡１５ｍｉｎ至深紫色结晶全
部消失。用酶标仪测定４９０ｎｍ波长处各孔的吸光度

（ＯＤ）值，以ＯＤ４９０表示细胞增殖能力。每组实验重复
３次，取平均值。

（３）ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ流式细胞术检测细胞凋
亡：取生长状态良好的细胞，用胰蛋白酶消化后制成浓

度为５×１０４个／ｍｌ的细胞悬液，每孔２ｍｌ接种于６孔
板，培养２４ｈ后换成含０ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、
２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍的培养基，２４ｈ后用
ＰＢＳ洗涤３次，加入１００μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ孵育液
（１∶１００），避光室温孵育１５ｍｉｎ后加入４００μｌ孵育液
终止反应后经流式细胞仪检测细胞凋亡情况。同时在

二甲双胍４０ｍｍｏｌ／Ｌ组加入２０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＭＰＫ抑制
剂ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ，２４ｈ后再用上述方法检测细胞凋亡情
况。每组实验重复３次，取平均值。

（４）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｐＡＭＰＫ及 Ｃａｓｐａｓｅ９蛋
白表达：用裂解液收集不同浓度二甲双胍处理２４ｈ后
的细胞蛋白，每孔取５０μｇ蛋白１００℃煮沸８ｍｉｎ变性
后上样，用１０％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离蛋白，然后转移至硝酸纤维素膜上，用５％
脱脂奶粉室温下封闭 １ｈ，一抗 ｐＡＭＰＫ（１∶１０００）、
Ｃａｓｐａｓｅ９（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）室温孵育１ｈ
后４℃孵育过夜，漂洗，二抗使用山羊抗兔（１∶５０００）
孵育２ｈ。蛋白条带用增强化学发光（ＥＣＬ）化学发光
剂显色１ｍｉｎ后进行曝光显影。每组实验重复３次，
取平均值。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分
析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差
分析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．不同浓度二甲双胍对ＴＰＣ１细胞增殖能力的影
响：与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，１ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ组 ＴＰＣ１
细胞增殖能力无明显改变（Ｐ＞０．０５）；而１０ｍｍｏｌ／Ｌ、
２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍均可明显抑制细胞的
增殖活性，且随着二甲双胍浓度增加，其对ＴＰＣ１细胞
增殖的抑制作用增强，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见图１。
　　２．不同浓度二甲双胍及加入 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后对
ＴＰＣ１细胞凋亡的影响：与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，５ｍｍｏｌ／Ｌ、
１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ组细胞凋亡率均明
显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。４０ｍｍｏｌ／Ｌ
二甲双胍使ＴＰＣ１细胞凋亡率从７．６％上升至４９．４％，
而在加入２０μｍｏｌ／ＬＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后，ＴＰＣ１细胞凋亡
率下降至２３．０％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。见
图２、３。
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注：与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．００１

图１　不同浓度二甲双胍对ＴＰＣ１细胞增殖能力的影响

注：左下象限为正常细胞，左上象限为坏死细胞，右下象限

为早期凋亡细胞，右上象限为晚期凋亡细胞；Ａ：０ｍｍｏｌ／Ｌ；

Ｂ：５ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：１０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｄ：２０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｅ：４０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｆ：

４０ｍｍｏｌ／Ｌ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ

图２　流式细胞术检测不同浓度二甲双胍组及加入

ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后的ＴＰＣ１细胞凋亡情况

注：与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，ａＰ＜０．００１；与４０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，
ｂＰ＜０．００１

图３　不同浓度二甲双胍及加入ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ后对ＴＰＣ１细

胞凋亡的影响

　　３．不同浓度二甲双胍对 ＴＰＣ１细胞 ｐＡＭＰＫ及
Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，
与０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，１ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、
２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ组ｐＡＭＰＫ及Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表
达量增加。见图４。

注：１：０ｍｍｏｌ／Ｌ组；２：１ｍｍｏｌ／Ｌ组；３：５ｍｍｏｌ／Ｌ组；

４：１０ｍｍｏｌ／Ｌ组；５：２０ｍｍｏｌ／Ｌ组；６：４０ｍｍｏｌ／Ｌ组

图４　不同浓度二甲双胍对ＴＰＣ１细胞ｐＡＭＰＫ及Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白

表达的影响

讨　　论

目前临床上针对 ＰＴＣ患者的治疗通常采用手术
切除及术后促甲状腺激素（ＴＳＨ）抑制治疗或放射性碘
治疗［７］，虽然常规治疗有较好的临床疗效，但不良反

应也较多，严重影响 ＰＴＣ患者的生活质量［３］。因此，

寻找一种既能改善ＰＴＣ患者预后，又能减少药物不良
反应的新治疗方法颇为重要。

二甲双胍是一种亲脂性双胍，由于其安全性和有

效性，是临床上常用的一线降糖药物。其经典的降糖

途径是通过激活 ＡＭＰＫ，将体内的合成代谢转换为分
解代谢，从而抑制肝糖原异生、增加外周组织对胰岛素

的敏感性等，最终达到降低血糖的目的。近年来，有研

究表明二甲双胍还具有降低肿瘤发生风险和肿瘤死亡

率及改善肿瘤预后的作用［８９］。目前已有研究表明，二

甲双胍主要通过以下途径发挥抗肿瘤作用：（１）二甲
双胍抑制肿瘤细胞线粒体代谢，使腺嘌呤核糖核苷酸

（ＡＭＰ）产生增多、ＡＭＰ／三磷酸腺苷（ＡＴＰ）比值增加，
进而激活ＡＭＰＫ，抑制其下游效应分子雷帕霉素靶蛋
白（ｍＴＯＲ）的活性，最终导致肿瘤细胞生长受限［１０］。

（２）二甲双胍通过下调细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）
的表达，使得肿瘤细胞 Ｇ１／Ｓ期的进展受限，从而诱导
细胞周期阻滞及细胞调亡［１１］。（３）二甲双胍还能抑制
肿瘤细胞的“瓦伯格效应”，通过影响肿瘤细胞的能量

代谢而诱导细胞凋亡［１２］。（４）二甲双胍通过增加外周
组织对胰岛素的敏感性，降低血胰岛素和胰岛素样生

长因子１（ＩＧＦ１）含量，从而抑制胰岛素／ＩＧＦ１的促细
胞增殖作用，间接发挥抗肿瘤效应［１３］。

目前相关报道主要集中于二甲双胍对 ＰＴＣ细胞
增殖的作用。Ｃｈｏ等［５］在二甲双胍抑制 ＰＴＣ细胞株
ＢＣＰＡＰ细胞增殖的研究中发现，ＢＣＰＡＰ细胞生长受抑
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制与二甲双胍激活 ＡＭＰＫ通路有关，且抑制程度依赖
于二甲双胍的浓度及作用时间。董丽儒等［６］在二甲

双胍作用于ＰＴＣ裸鼠移植瘤的实验中发现，二甲双胍
可抑制ＰＴＣ细胞生长。本实验以体外培养的 ＰＴＣ细
胞（ＴＰＣ１）为研究模型，采用 ＭＴＴ法检测不同浓度二
甲双胍培养２４ｈ后ＴＰＣ１细胞增殖能力的变化，结果
显示，１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍可不
同程度地有效抑制ＴＰＣ１细胞增殖，且呈剂量依赖性。
本结果与上述研究结果一致，提示二甲双胍是抑制

ＴＰＣ１细胞增殖的影响因素。
本研究结果显示，在同一作用时间内，不同浓度二

甲双胍均可有效诱导 ＴＰＣ１细胞凋亡；经４０ｍｍｏｌ／Ｌ
二甲双胍处理后，ＴＰＣ１细胞的凋亡率明显增加，表明
二甲双胍除了能抑制 ＴＰＣ１细胞增殖外，还能诱导细
胞凋亡。关于二甲双胍诱导 ＴＰＣ１细胞凋亡的机制，
有研究结果表明，ＡＭＰＫ通路亦是二甲双胍发挥抗肿
瘤作用的主要途径［１０］。ＡＭＰＫ作为真核生物细胞能
量感受器，主要功能为维持细胞的能量代谢平衡。机

体内能量平衡失调会出现如肥胖、２型糖尿病，甚至肿
瘤等一系列疾病［１４］。ＡＭＰＫ在控制能量稳态方面具
有关键作用，有望成为预防和（或）治疗多种代谢性疾

病及部分恶性肿瘤的有效药物靶点。鉴于 ＡＭＰＫ的
这种特异性，我们采用 ＡＭＰＫ抑制剂 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ对
４０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组 ＴＰＣ１细胞处理２４ｈ后，再次
行ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ流式细胞术检测发现，该组
ＴＰＣ１细胞凋亡率明显下降。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结
果显示，ＴＰＣ１细胞经不同浓度二甲双胍作用后，其
ｐＡＭＰＫ的表达量增加，提示二甲双胍可激活 ＡＭＰＫ，
二甲双胍诱导 ＴＰＣ１细胞凋亡可能与其激活 ＡＭＰＫ
通路有关，与既往研究结果一致［５］，提示 ＡＭＰＫ通路
是二甲双胍抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡的

共同途径。本实验未对二甲双胍激活 ＡＭＰＫ的具体
信号转导通路进行深入研究，有待进一步探讨。此外，

二甲双胍诱导ＴＰＣ１细胞凋亡是否还存在其他途径，
尚有待进一步研究。

在哺乳动物中存在两条凋亡途径，包括内源性或

线粒体应激诱导途径，及外源性或受体诱导途径，这两

条凋亡途径均通过 Ｃａｓｐａｓｅ实现细胞结构的物理溶
解［１５］。其中Ｃａｓｐａｓｅ９作为目前研究最多的细胞凋亡
启动子，是参与包括化疗、应激和辐射等在内的多种刺

激反应的内源性关键分子［１５］。在整个生命周期中，

Ｃａｓｐａｓｅ９通过不断清除不可修复的细胞，达到维持细
胞内稳态的目的。目前 Ｃａｓｐａｓｅ９已成为多种与凋亡
相关疾病的重要治疗靶点［１５］。关于Ｃａｓｐａｓｅ９介导二

甲双胍诱导肿瘤细胞凋亡的过程在骨髓瘤中已有相关

报道［１６］，但在ＰＴＣ中的研究较少。本实验结果显示，
ＴＰＣ１细胞经不同浓度二甲双胍处理后，其 Ｃａｓｐａｓｅ９
表达量增加，提示二甲双胍诱导 ＴＰＣ１细胞凋亡可能
由Ｃａｓｐａｓｅ９介导。但其介导的具体机制及是否与二
甲双胍激活ＡＭＰＫ通路有关，有待进一步研究。

综上所述，二甲双胍对ＴＰＣ１细胞的影响，除了抑
制细胞增殖外，还能诱导细胞凋亡。二甲双胍诱导

ＴＰＣ１细胞凋亡的过程可能与其激活 ＡＭＰＫ通路有
关，可能由Ｃａｓｐａｓｅ９介导。本研究证实，二甲双胍除
降糖作用外，还具有良好的抗 ＰＴＣ作用，为今后 ＰＴＣ
的治疗提供了新思路，但尚需大量的动物实验和临床

试验来验证。
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