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二甲双胍对人胰腺癌细胞迁移的抑制作用

唐曦平, 唐国都, 方春芸

®

■背景资料
胰腺癌具有侵袭
性强、恶性程度
高、发展快、预
后差的特点, 手术
切除率低, 临床治
疗棘手. 新近研究
表明降糖药二甲
双胍可抑制多种
肿瘤细胞的生长, 
近年二甲双胍与
胰腺癌的相关研
究也日益受到关
注, 但对于二甲双
胍与胰腺癌细胞
迁移的研究存在
空白.  
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Abstract
AIM: To investigate the effect of metformin on 
cell migration in human pancreatic cell line 
Bxpc-3, and to explore the possible mechanism 
involved. 

METHODS: Cultured Bxpc-3 cells were treated 
with metformin as trial group or without met-
formin as control group. Survival rate of Bxpc-3 
cells was determined by methyl thiazolyl tetra-
zolium (MTT) assay. Scratch assay was used to 
detect cell migration. Expression of MMP2 and 
MMP-9 mRNAs was determined by RT-PCR. 
The contents of MMP-2 and MMP-9 proteins 
in culture supernatants were determined by 
ELISA.

RESULTS: Compared to control cells, met-
formin decreased the proliferation of Bxpc-3 

cells in a dose- and time-dependent manner (F 
= 8.991, 124, 114.61, all P < 0.01), reduced the 
rate of wound closure (t = 7.683, 9.013, 10.471, 
all P < 0.01), and down-regulated the protein 
and mRNA expression of MMP-2 and MMP-9 
(mRNA: t = 16.563, 28.494, both P < 0.01; protein: 
t = 9.428, 13.542, both P < 0.01).

CONCLUSION: Metformin can inhibit the pro-
liferation and migration of Bxpc-3 cells by inhib-
iting the activity of MMP-2 and MMP-9.

Key Words: Metformin; Human pancreatic cell line 
Bxpc-3; Migration 
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摘要

目的: 研究二甲双胍对胰腺癌细胞迁移的影
响, 并初步探讨可能机制.

方法: 体外培养人胰腺癌细胞株Bxpc-3, 予
二甲双胍进行干预作为实验组(M组), 无药
物组作为对照组(C组). MTT检测二甲双胍对
Bxpc-3细胞存活率的影响, 细胞划痕实验检
测划痕愈合率, RT-PCR检测MMP-2、MMP-9 
m R N A的表达, E l i s a检测细胞培养上清液
MMP-2、MMP-9蛋白的分泌量.

结果: 与对照组相比, MTT结果示二甲双胍
可以抑制人胰腺癌细胞株Bxpc-3的增殖, 并
呈时间-浓度依赖性(F  = 8.991, 124, 114.61, 
P <0.01); 划痕实验示二甲双胍干预组12、
24、48 h与对照组相比划痕愈合率显著下降
(t  = 7.683, 9.013, 10.471, P <0.01); RT-PCR示
二甲双胍干预组MMP-2、MMP-9 mRNA的表
达显著降低(t  = 16.563, 28.494, P <0.01); Elisa
示二甲双胍干预组MMP-2、MMP-9蛋白分泌
明显下降(t  = 9.428, 13.542, P <0.01).

结论: 二甲双胍能显著抑制人胰腺癌细胞株
Bxpc-3的增殖及迁移, 其主要机制可能与抑制
MMP-2、MMP-9活性有关.

■同行评议者
于聪慧, 教授, 中
国人民解放军北
京军区总医院肝
胆外科
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■研发前沿
目前体外实验研
究发现二甲双胍
能抑制胰腺癌细
胞增殖和诱导凋
亡 ,  但 对 于 二 甲
双胍与胰腺癌细
胞迁移的研究空
白 ,  且 其 机 制 也
不十分明确.
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0  引言

胰腺癌起病隐匿, 早期诊断困难, 出现症状时多

已发生转移, 这也是影响其预后的重要因素. 因
此, 本实验从细胞迁移着手, 通过研究二甲双胍

对人胰腺癌细胞株Bxpc-3迁移能力及相关基因

转录、蛋白含量的影响, 初步探讨二甲双胍抑

制胰腺癌细胞体外迁移能力的可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株Bxpc-3购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心; 二甲双

胍粉末购自Sigma公司; RPMI 1640培养液、胎

牛血清、青链霉素、胰酶购自Gibcol公司; 二甲

基亚砜(DMSO)、噻唑蓝(MTT)购自Amresco公
司; TRIzol、逆转录试剂盒购自Fermenta公司; 
RT-PCR Taq酶购自Omiga公司; DNA Marker购
自天根生化科技有限公司; 人MMP-2、MMP-9 
Elisa试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司; 
PCR引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成; 酶联免疫检测仪、PCR仪为美国Thermo
公司产品; 凝胶成像系统为BIO-RAD公司产品; 
细胞划痕实验结果用Image Pro软件分析. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及药物干预: Bxpc-3细胞以含

100 mL/L胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L
链霉素的RPMI l640培养液于37 ℃、50 mL/L 
CO2的饱和湿度无菌培养箱中培养. 每次实验前

即时以PBS配制成一定浓度的二甲双胍. 
1.2.2 MTT检测细胞抑制率: 消化收集对数生长

期细胞后进行细胞计数, 并调整细胞浓度为2.5
×104个/mL, 按每孔200 μL接种于96孔板, 周边

余孔以无菌PBS封闭, 置37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱培养24 h贴壁后轻轻吸去上清液, 加入含不

同浓度二甲双胍(0、5、10、15、20、25 mmol/L)
的培养基, 每组设6复孔, 同时设不含药物的正

常对照孔, 等体积的DMSO溶剂对照孔和空白对

照空孔, 继续培养24、48、72 h, 每孔加入5 g/L
MTT 20 μL, 37 ℃孵育4 h, 弃去液体, 每孔加

DMSO 150 μL, 震荡混匀, 在酶联免疫检测仪上

以570 nm波长测定各孔吸光度(A )值. 以实验组

和对照组A值减去空白对照组A值为实际A值. 细

胞相对存活率 = (实验孔A值-调零孔A值)/(对照

孔A值-调零孔A值)×100%. 同样实验重复3次. 
取50%抑制率的药物浓度进行以下干预实验. 
1.2.3 细胞划痕实验: 取对数生长期细胞, 以每孔

3×105/2 mL接种于6孔板, 分对照组及实验组, 
每组设3复孔. 在培养板每孔底部水平方向画5条
平行线进行显微镜下参照, 培养48 h后以200 μL
移液器枪头在每孔中央纵向划一直线, PBS洗涤

2次, 加入含或不含20 mmol/L二甲双胍培养基作

用0、12、24、48 h后, 在显微镜下观察划痕处

细胞生长状况并拍照. 
1.2.4 RT-PCR检测MMP-2、MMP-9 mRNA表

达的变化: 实验组以20 mmol/L二甲双胍培养

基作用48 h, 采用TRIzol抽提法提取实验组及

对照组细胞总RNA, 逆转录成cDNA, 流程参照

试剂盒说明进行. PCR反应条件: 94 ℃ 5 min; 
94 ℃ 40 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 35个循环; 
72 ℃ 7 min. 内参β-actin引物: 上游TGACGTG-
GACATCCGCAAAG, 下游CTGGAAGGTGGA-
CAGCGAGG, 产物长度205 bp; 基质金属蛋白

酶-2(MMP-2)引物: 上游CCGTCGCCCATCAT-
CAAGTTCC, 下游GCACGAGCAAAGGCAT-
CATCCA, 产物长度350 bp; 基质金属蛋白酶-9
(MMP-9)引物: 上游CTTCCCTGGAGACCT-
GAGAAC, 下游CCAAACTGGATGACGAT-
GTCT, 产物长度423 bp. 以凝胶成像系统分析相

关基因表达. 
1.2.5 E L I S A检测细胞培养上清液M M P-2、
MMP-9的蛋白分泌量: 以20 mmol/L二甲双胍

培养基作用48 h为实验组, 收集对照组与实验

组细胞的培养上清液, 离心去除细胞碎片, 按照

ELISA试剂盒的操作说明对细胞培养上清液进

行检测, 在酶联免疫检测仪上测490 nm波长的

A值. 通过标准品的浓度及A值, 绘制标准曲线, 
根据样品的A值在该曲线上查出相应MMP-2、
MMP-9的含量. 

统计学处理 采用SPSS18.0统计软件, 所得

数据以mean±SD表示, 组间比较采用单因素方

差分析、t检验, P <0.05为差异, 有统计学意义. 

2  结果

2.1 二甲双胍抑制Bxpc-3细胞生长 MTT结果示

二甲双胍具有显著抑制人胰腺癌Bxpc-3细胞增殖

的作用, 且呈明显浓度-时间依赖性, 差异具有统

计学意义(F = 8.991、124、114.61, 均P<0.01, 表1).  
2.2 二甲双胍抑制Bxpc-3细胞迁移 二甲双胍组
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■相关报道
Currie等研究发现
服用二甲双胍的
糖尿病患者较不
服用二甲双胍者
胰腺癌危险率明
显降低. 体外实验
研究发现二甲双
胍能抑制胰腺癌
细胞增殖和诱导
凋亡. 

作用12、24、48 h后, 划痕愈合率均显著低于

对照组, 对照组48 h后部分视野划痕得到完全愈

合. 对照组与二甲双胍干预12、24、48 h相比划

痕愈合率分别为: 20.468%±1.399% vs  14.530%
±0.657%(t  = 7.683, P <0.01);  48.920%±

0.962% vs  32.270%±3.567%(t  = 9.013, P <0.01); 
91.013%±8.087% vs  45.138%±3.372%(t  = 
10.471, P <0.01, 图1). 
2.3 二甲双胍对Bxpc-3细胞MMP-2、MMP-9 
mRNA转录的影响 与对照组相比, 二甲双胍干

预后的MMP-2、MMP-9 mRNA表达均明显减

少, 对照组与实验组MMP-2 mRNA相对表达

量分别为0.416±0.023、0.210±0.020, 差异具

有统计学意义(t  = 16.563, P <0.01); 对照组与

实验组MMP-9 mRNA相对含量分别为0.588±
0.020、0.274±0.018, 差异具有统计学意义(t  = 
28.494, P <0.01, 图2).
2.4 二甲双胍对Bxpc-3细胞MMP-2、MMP-9蛋

白分泌量的影响 对照组与实验组MMP-9含量

分别为120.135 ng/L±9.565 ng/L、60.492 ng/L
±5.369 ng/L, 差异具有统计学意义(t  = 13.542, 

P <0.01); 对照组与实验组MMP-2含量分别为

125.66 ng/L±14.153 ng/L、75.337 ng/L±8.886 ng/L, 
差异具有统计学意义(t  = 9.428, P <0.01, 图3). 

3  讨论

胰腺癌是一种死亡率很高的疾病, 1年生存率低

于10%[1], 近年来发病率呈明显上升趋势, 在美

国导致死亡的恶性肿瘤中排第4位, 具有侵袭性

强、恶性程度高、发展快、预后差的特点. 其
早期诊断困难, 大多数患者就诊时已属中晚期, 
40%已发生远处转移[2], 因此一般手术切除率不

高且目前化疗效果尚不理想, 临床治疗非常棘

手. 因此, 控制胰腺癌的转移率、降低肿瘤侵袭

表  1  不同浓度二甲双胍干预Bxpc-3 MTT结果 (A 值, mean±SD)

     分组     0 mmol/L     5 mmol/L     10 mmol/L    15 mmol/L    20 mmol/L     25 mmol/L

24 h 0.336±0.038 0.308±0.027b 0.291±0.021b 0.282±0.015b 0.275±0.013b 0.254±0.015b

48 h 0.416±0.033 0.268±0.023b 0.248±0.024b 0.214±0.017b 0.180±0.012b 0.135±0.010b

72 h 0.710±0.096 0.465±0.035b 0.337±0.032b 0.261±0.028b 0.212±0.018b 0.164±0.013b

bP<0.01 vs  对照组.

48 h

对照组 二甲双胍组

24 h

12 h

0 h

图  1  对照组与二甲双胍干预组划痕实验结果. 

图  2  二甲双胍干预Bxpc-3细胞后MMP-2、MMP-9 RT-
PCR结果. 

200 bp β-actin

500 bp
400 bp

300 bp

Marker M C M C
MMP-9 MMP-2
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■应用要点
从细胞水平研究
二甲双胍对胰腺
癌迁移及侵袭的
干预作用, 探讨二
甲双胍抑制胰腺
癌细胞迁移的可
能机制, 将可能为
胰腺癌提供新的
治疗手段奠定理
论基础, 具有较高
的理论价值和应
用前景.

性、提高生存率是目前胰腺癌治疗研究的目标. 
而近年对于抗肿瘤作用的研究较为关注于相对

安全性高的临床常用药及食品提取物[3,4]. 美国

临床肿瘤学会2011年会议[5]支持了胰腺癌与糖

尿病具有密切关系. 二甲双胍是治疗糖尿病的

一线药物, 但新近研究[6]表明其可抑制多种肿瘤

细胞的生长, 并且联合化疗药物可显著增强肿

瘤细胞对化疗药物的敏感性. 近年二甲双胍与

消化系肿瘤的相关研究成为热点, 体内、体外

实验研究[7-9]证实二甲双胍能显著抑制胃癌、结

肠癌细胞的增殖及诱导凋亡. 二甲双胍与胰腺

癌的临床研究也日益受到关注, Li等[10]、Currie
等[11]研究发现服用二甲双胍的糖尿病患者较不

服用二甲双胍者患胰腺癌危险率明显降低. 目
前体外实验研究发现二甲双胍能抑制胰腺癌细

胞增殖和诱导凋亡[12], 但对于二甲双胍与胰腺癌

细胞迁移的研究空白, 且其机制也不十分明确. 
因此本实验应用相对安全的口服降糖药二甲双

胍干预人胰腺癌细胞Bxpc-3, 探讨其对人胰腺癌

细胞迁移的抑制作用. 我们的实验表明在划痕

实验中, 二甲双胍干预组划痕愈合率较对照组

明显下降, 这提示了二甲双胍可能有较好的抑

制胰腺癌转移的作用. 
细胞外基质的蜕变是肿瘤发生浸润与转移

的重要环节, 其降解主要依靠蛋白水解酶, 包括

丝氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶、天门氡氨酸

蛋白酶和MMPs. 其中MMPs几乎能降解细胞外

基质的所有成分, 其过度表达和激化与癌症的

浸润与转移密切相关. MMPs是一类锌依赖性

的蛋白水解酶家族, 其中与消化系肿瘤侵袭和

转移关系最密切的主要是MMP-2、MMP-9[13-16]. 
因此我们测定了MMP-2、MMP-9的表达(包括

mRNA和蛋白表达). 我们的实验结果表明: 二
甲双胍能下调Bxpc-3细胞MMP-2、MMP-9的
mRNA表达, 因为MMP-2、MMP-9属分泌型蛋白

水解酶, 故我们又应用Elisa法检测细胞培养上清

液MMP-2、MMP-9的含量, 结果显示二甲双胍

干预组MMP-2、MMP-9含量较对照组明显减少, 
这提示了二甲双胍抑制人胰腺癌细胞迁移的能

力可能与下调MMP-2、MMP-9含量有关. 
总之, 我们的实验结果表明: 二甲双胍能抑

制人胰腺癌细胞株Bxpc-3的迁移, 作用机制可能

与下调MMP-2、MMP-9含量有关. 因此, 作为一

种安全性较好的药物, 很值得进一步开展二甲

双胍治疗胰腺癌作用机制的相关研究, 为治疗

胰腺癌及降低糖尿病患者胰腺癌发生率提供理

论依据. 
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图  3  对照组与二甲双胍组MMP-9和MMP-2含量. A: 

MMP-9; B: MMP-2. bP<0.01.
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■同行评价
本文对二甲双胍
抑制胰腺癌细胞
迁移的研究较直
观 ,  实 验 方 法 使
用较巧妙.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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