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■背景资料
肝癌是常见的恶
性肿瘤 ,  居恶性
肿瘤相关性死因
第3位. 目前肝癌
的治疗方法为手
术、介入及放化
疗 ,  但效果均久
佳 .  二甲双胍是
一种临床上最常
用的降血糖药物, 
近年来其抗肿瘤
作用及减少肿瘤
相关性死亡引起
了研究者的关注.
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Abstract
AIM
To investigate the molecular mechanism of 
metformin induced apoptosis of HepG2 cells.

METHODS
HepG2 cells were treated with different 
concentrations (0-20 mmol/L) of metformin 
(MET) for 24 h or 10 mmol/L MET for 
different times (0-48 h), and the effect of MET 
on cell proliferation was measured by MTT 
assay. Annexin V-FITC/PI flow cytometry was 
used to determine the apoptosis rate. RT-PCR 
was used to analyze the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) in HepG2 
cells treated with MET.

RESULTS
MET had an obvious inhibitory effect on 
HepG2 cell proliferation. After treatment with 
0, 5, 10, 15, and 20 mmol/L MET for 24 h, the 
relative cell viability rates of HepG2 cells were 
100%, 80.56% ± 0.72%, 71.06% ± 0.70%, 64.73% 
± 0.35%, and 54.73% ± 0.40%, respectively, 
showing a dose-dependent manner. After 
treatment with 10 mmol/L MET for 0, 12, 24, 
36, and 48 h, the relative cell viability rates 
of HepG2 cells were 100%, 83.40% ± 0.70%, 
69.86% ± 0.45%, 60.40% ± 0.88%, and 50.70% ± 
0.45%, respectively, showing a time-dependent 
manner. Annexin V-FITC/PI flow cytometry 
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■研发前沿
本 研 究 发 现 , 
二 甲 双 胍 诱 导
H e p G 2 细 胞 凋
亡 可 能 与 血
管 内 皮 生 长
因 子 ( v a s c u l a r 
e n d o t h e l i a l 
g rowth  f ac to r, 
VEGF)有关 ,  提
示肝癌的发生及
发展与VEGF密
切相关 ,  为以后
研发新的药物提
供一定参考.

revealed that the apoptosis rates of HepG2 cell 
were increased after treatment with 0, 5, 10, 15, 
and 20 mmol/L MET for 24 h, and the apoptosis 
rates were 2.78% ± 0.68%, 9.33% ± 0.22%, 
17.13% ± 0.10%, 21.61% ± 0.20%, and 25.26% ± 
1.09%, respectively, showing a dose-dependent 
manner. The apoptosis rates of HepG2 cells 
were increased after treatment with 10 mmol/L 
for 0, 12, 24, 36, 48 h, and the apoptosis rates 
were 2.05% ± 0.04%, 8.10% ± 0.08%, 16.53% ± 
0.93%, 20.95% ± 0.16%, and 25.65% ± 0.44%, 
showing a time-dependent manner. The 
expression of VEGF decreased after treatment 
with different concentrations of MET for 24 h or 
10 mmol/L MET for different times, showing a 
dose- and time-dependent manner. 

CONCLUSION
MET can inhibit HepG2 cell proliferation via 
inducing apoptosis, which may involve the 
expression of VEGF. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
初步探讨二甲双胍(metformin, MET)诱导
人肝癌HepG2细胞凋亡的分子机制. 

方法
将不同浓度的MET(0-20 mmol/L)作用于
HepG2细胞24 h或10 mmol/LMET作用于
HepG2细胞不同时间(0-48 h), 采用MTT法
测定MET抑制细胞增殖效应. 将HepG2细胞
暴露于不同浓度的MET(0-20 mmol/L)作用
24 h或10 mmol/L MET不同时间(0-48 h), 
用Annexin V-FITC/PI流式双染来测定其细
胞凋亡率; 用RT-PCR检测不同浓度MET作用
于HepG2细胞或相同浓度作用于HepG2细胞
不同时间后血管内皮生长因子(v a s c u l a r 
endothe l ia l growth fac tor, VEGF)表达
的变化, 以了解MET诱导HepG2细胞凋亡与
VEGF的关系.

结果
MET对HepG2细胞生长有明显的抑制作用. 
不同浓度MET(0、5、10、15、20 mmol/L)
处理HepG2细胞24 h后, 其相对细胞活力
分别为100%、80.56%±0.72%、71.06%±

0.70%、64.73%±0.35%、54.73%±0.40%, 
呈现浓度依赖性; 10 mmol/L MET作用于
HepG2细胞0、12、24、36、48 h后, 其相
对相对细胞活力分别为100%、83.40%±

0.70%、69.86%±0.45%、60.40%±0.88%、

50.70%±0.45%, 呈现时间依赖性. 不同浓
度MET(0、5、10、15、20 mmol/L)处理
HepG2细胞24 h后, Annexin V-FITC/PI流式双
染提示细胞凋亡明显增加, 其凋亡率分别为
2.78%±0.68%、9.33%±0.22%、17.13%±

0.10%、21.61%±0.20%、25.26%±1.09%, 
呈现浓度依赖性; 10 mmol/LMET作用于
HepG2细胞12、24、36、48 h后, Annexin 
V-FITC/PI流式双染提示细胞凋亡明显增加, 
其凋亡率分别为2.05%±0.04%、8.10%±

0.08%、16.53%±0.93%、20.95%±0.16%、

25.65%±0.44%, 呈现时间依赖性. 随着MET
浓度的升高或作用时间延长, VEGF的表达均
减少, 呈现剂量或时间依赖性. 

结论
二甲双胍可以通过诱导HepG2细胞凋亡来
抑制其增殖, 其过程可能与抑制VEGF的表
达有关. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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生长因子

核心提要: 二甲双胍可以减少多种恶性肿瘤的

发生及肿瘤相关性死亡已得广泛证实. 本文通

过体外实验证实二甲双胍可以诱导HepG2细胞

凋亡, 对未来肝癌的治疗提供新思路.
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0  引言

肝癌的发病率居常见恶性肿瘤第5位, 居恶性

肿瘤相关死因第3位[1]. 在发达国家, 由于生活
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■相关报道
Zhang等通过大
量流行病学证实, 
与不服用二甲双
胍相比 ,  服用二
甲双胍可以减少
糖尿病患者发生
肝癌 ,  但机制不
明 .  本研究通过
体外实验 ,  拟进
一步揭示其可能
机制.

水平高及西方生活习惯, 酒精性及非酒精性脂

肪性肝病急剧增加, 使肝癌的发病率持续攀升; 
而在发展中国家, 则由于乙肝和丙肝病毒的感

染率较高, 肝癌的新发病例也持续增加, 其中

中国占一半以上. 肝癌的治疗主要分为手术治

疗、介入治疗、放射治疗、生物治疗、中医

中药治疗及综合治疗等[2]. 手术切除是早期肝

癌的唯一有效方法. 但早期肝癌往往没有明显

的症状, 而当患者出现症状就诊时大多数已经

丧失了手术治疗的机会. 因此, 寻找综合治疗

尤其是化学治疗的新方法显得十分重要.
近年来, 由于生活水平的提高, 肥胖、代

谢综合征及糖尿病等慢性病成为全世界的常

见病、多发病; 大量的流行病学调查表明, 糖
尿病不仅与血管病变的发展有关, 而且与多种

恶性肿瘤如胰腺癌、乳腺癌、肝癌、结直肠

癌发生密切相关[3-6]. 有趣的是, 流行病学与临

床观察显示二甲双胍降低多种肿瘤的发病率, 
改善合并2型糖尿病的肿瘤患者的预后并能

提高生存率[7]. 大量前瞻性及回顾性研究均证

实, 与不用二甲双胍的糖尿病患者比较, 用二

甲双胍治疗的糖尿病患者发生肝癌、肺癌、

胰腺癌等恶性肿瘤风险降低, 还发现二甲双胍

应用可减少多种恶性肿瘤死亡风险, 延长生存

时间, 改善预后; 另外, 在正常剂量范围内, 使
用时间越长及剂量越大, 肿瘤的发生率进一

步降低. 因此, 二甲双胍有望成为一个新的肿

瘤治疗药物或辅助抗肿瘤药物. 新近, 体外实

验也证实, 二甲双胍抑制多种肝癌细胞株如

HepG2、SMC-7721、Huh-7、Bel-7402等的增

殖, 甚至诱导其凋亡, 其机制却不完全清楚, 可
能与细胞周期阻滞、激活MAPK、抑制mTOR
通路等相关[8-10]. 肿瘤的主要特征是肿瘤细胞

的快速生长并伴有远处转移. 肿瘤的生长、侵

袭、转移与肿瘤的新生血管密切相关. 血管内

皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)是目前已知作用最强的血管生成诱导

因子, VEGF有抑制肿瘤细胞凋亡的作用[11]. 例
如VEGF可诱导抗凋亡蛋白Bcl-2的表达, 直接

抑制肿瘤细胞的凋亡, 同时增强肿瘤细胞对放

疗的耐受性及影响免疫功能. 肝癌是典型的富

血管肿瘤, 理论上通过抑制VEGF对抗肿瘤意

义重大. 大量的临床流行病学研究证实, 二甲

双胍可减少肝癌的发生及肝癌相关死亡. 我们

早期体外研究也证实, 二甲双胍可抑制HepG2

增殖, 但其机制仍不明确.
本研究通过观察不同浓度二甲双胍对肝

癌HepG2细胞凋亡、VEGF及相关凋亡蛋白

表达的影响, 初步探讨VEGF在二甲双胍诱导

HepG2细胞凋亡中的作用, 为其成为未来安全

有效的肝癌预防与治疗药物提供初步理论依

据, 为肝癌的防治及转移提供新思路.

1  材料和方法

1.1 材料  D M E M培养基(G I B C O公司 ,  美
国); 胎牛血清(BI生物有限公司); 二甲双胍

(metformin, Amerco公司); 0.25%胰蛋白酶(凯
基生物有限公司); Annexin V-FITC/PI凋亡检

测试剂盒(Yeasen, 美国); Zon Reagent TRIzol总
RNA提取试剂盒、HiFiScript cDNA第一链合

成试剂盒(CWBIO康为世纪).
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: HepG2细胞培养于含10%胎牛血

清的DMEM培养基(含青、链霉素各100 IU/L)
中, 3 d传代1次, 用0.25%的胰酶和0.01%EDTA
溶液消化后, 按一比三传代到25 cm2培养瓶中培

养, 单层培养和孵化于培养箱中, 在37 ℃、95%
湿度和50 mL/L CO2的条件下进行培养, 24 h后
进行各项预处理. MTT细胞存活力测定则传代

于96孔板中.
1.2.2 细胞存活率测定: 细胞按每孔5×103个细胞

在200 μL培养基中传代至96孔板中, 生长12 h后
弃原培养基, 不同浓度组分别加入0、5、10、
15、20 mmol/L MET培养基进行培养, 每孔

设6个复孔, 并设调零孔; 24 h后每孔分别加

入20 μL MTT(5 g/L), 继续孵育4 h后弃培养基, 
加入150 μL DMSO, 避光剧烈振荡5 min后, 用
酶标仪在492 nm处测吸光值; 不同时间组则分

别在培养12 h后弃原培养基后, 每孔设6个复

孔, 并设调零孔, 48 h组加入含10 mmol/L MET
培养基, 以后每隔12 h分别再次取1组加入后含

10 mmol/L MET培养基, 直至48 h后每孔分别

加入20 μL MTT(5 g/L), 继续孵育4 h后弃培养

基, 加入150 μL DMSO, 避光剧烈振荡5 min后, 
用酶标仪在492 nm处测吸光值, 相对细胞活力

计算为加药处理组的吸光值与未加药正常组

吸光值的比值. 
1.2.3 Annexin V-FITC/PI双染流式细胞仪检测

细胞凋亡率: 用Annexin V-FITC/PI双染流式细

胞仪测定细胞凋亡率, 分不同浓度MET作用
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■创新盘点
本文通过实验证
实了二甲双胍可
以诱导HepG2细
胞凋亡后 ,  再进
一步证实此过程
可能与VEGF的
表 达 减 少 有 关 , 
从而为以后的研
究提供方向.

24 h组及10 mmol/L处理不同时间组. 按要求对

细胞进行预处理后, 用0.25%的胰酶消化细胞

后收集细胞. 加入300 μL的1×Binding Buffer
悬浮细胞; 加入5 μL的Annexin V-FITC混匀

后, 避光, 室温孵育15 min; 上机前5 min再加入

5 μL的PI染色; 最后补加200 μL的1×Binding 
Buffer进行上机检测细胞凋亡率. 
1.2.4 荧光定量PCR测定VEGF相对表达量情

况: 从UCSC基因组数据库网站(http://genome.
ucsc.edu/index.html)检索VEGF基因序列, 引物

设计使用Primer 3.0在线软件, 并委托上海生

工公司合成(序列如下: VEGF正向引物序列: 
GCACATAGAGAGAATGAGCTTCC; 反向引

物序列: CTCCGCTCTGAACAAGGCT; β-actin
正向引物序列: ATCGTCCACCGTAAATGC; 
反向引物序列: TGAAGTGGTAGTCGGGTG). 
不同浓度MET(0、5、10、15、20 mmol/L)
与细胞孵育24 h或用10 mmol/L MET处理细

胞0-48 h. 在细胞被处理后, 经过以下步骤: 总
RNA的提取(Zon Reagent TRIzol总RNA提取试

剂盒)、cDNA的合成(HiFiScript cDNA试剂

盒)、用合成的cDNA进行荧光定量PCR. 荧
光定量PCR步骤: (1)向96孔板中加入反应混

合液10 μL、相应引物0.5 μL、cDNA 2 μL、
水7.5 μL; (2)每个反应在同一块反应板中至少

重复2次; (3)加样后, 在RT-PCR仪中按以下反应: 
95 ℃ 3 min、95 ℃ 10 s、50 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s、
40个循环. 反应完成后, 荧光定量PCR仪反应程

序将提供每个反应孔在同一“门槛”下的Ct值.
统计学处理 所有的实验均重复3次, 各

组数据均用m e a n±S D表示 ,  各组均数用

SPSS16.0软件进行非配对t检验或单因素方差

分析. P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 二甲双胍抑制HepG2细胞增殖 MET处理

HepG2细胞后, 细胞相对存活率明显下降, 并

且呈现剂量和时间依赖性. 从图1可以看出, 
0、5、10、15、20 mmol/L MET浓度组细胞

相对活力分别为100%、80.56%±0.72%、

71.06%±0.70%、64.73%±0.35%、54.73%
±0.40%(P <0.05); 从图1可以看出, 10 mmol/L 
MET处理细胞0、12、24、36、48 h后, 其细

胞相对活力分别为100%、83.40%±0.70%、

69.86%±0.45%、60.40%±0.88%、50.70%±

0.45%(P <0.05).
2.2 二甲双胍诱导HepG2细胞凋亡 不同浓度的

MET(0、5、10、15、20 mmol/L)处理HepG2
细胞24 h后, 随着MET浓度的升高, Annexin 
V-FITC/PI双染流式细胞仪检测细胞凋亡率

明显增加, 其凋亡率分别为2.78%±0.68%、

9.33%±0.22%、17.13%±0.10%、21.61%±

0.20%、25.26%±1.09%(P <0.05, 图2), 呈现剂

量依赖性; 用10 mmol/L MET处理HepG2细胞

不同的时间(0、12、24、36、48 h)后, Annexin 
V-FITC/PI双染流式细胞仪检测细胞凋亡率

明显增加, 其凋亡率分别为2.05%±0.04%、

8.10%±0.08%、16.53%±0.93%、20.95%±

0.16%、25.65%±0.44%(P <0.05, 图3), 呈现剂

量依赖性. 
2.3 二甲双胍对VEGF表达的影响 用荧光定量

PCR检测不同浓度MET处理HepG2细胞24 h
或10 mmol/LMET处理HepG2细胞不同时间后

VEGF相对表达量的变化. 图4表明, 经不同浓

度(0、5、10、15、20 mmol/L)MET处理HepG2
细胞24 h后, VEGF的相对表达量明显减少, 差别

有统计学意义(P<0.05); 图5表明, 用10 mmol/L 
MET处理HepG2细胞0-48 h后, VEGF的相对表

达量明显减少, 差别有统计学意义(P<0.05). 

3  讨论

二甲双胍作为一种非常有效的降血糖药物, 数
十年来广泛用于治疗2型糖尿病. 相对于其他

口服降糖药物及胰岛素而言, 二甲双胍具有服
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图  1  MTT测定二甲双胍作用HepG2细胞后细胞活力的变. A: 二甲双胍浓度; B: 二甲双胍作用时间.
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■应用要点
本研究通过体外
实验证实 ,  二甲
双胍诱导HepG2
细胞凋亡可能与
VEGF有关, 可能
为以后开发相关
肝癌治疗药物提
供理论参考.

用方便、没有低血糖的不良反应及不增加患

者体质量等特点. 近年来, 随着临床流行病学

研究的广泛兴起, 二甲双胍对多种恶性肿瘤患

者可能有一定的保护作用; 其表现为与不服

用二甲双胍患者相比, 服用二甲双胍可以减少

恶性肿瘤的发生率、延缓恶性肿瘤进展及转

移、减少恶性肿瘤相关性死亡或延长恶性肿

瘤患者的生命[12,13]. 流行病学调查显示, 使用
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图  2  二甲双胍诱导HepG2细胞凋亡呈现时间依赖性. HepG2细胞暴露于10 mmol/L二甲双胍处理不同时间后Annexin 

V-FITC/PI双染流式图. A: 0 h; B: 12 h; C: 24 h; D: 36 h; E: 48 h; F: 统计图.
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二甲双胍治疗的2型糖尿病患者发生恶性肿瘤

风险明显下降, 并对恶性肿瘤患者的预后有所

改善[14,15], 研究涉及有前列腺癌, 乳腺癌癌, 胰
腺癌, 卵巢癌, 肺癌, 胃癌及肝癌等[16-22]. 体外

实验研究也有证实, 二甲双胍可抑制多种恶

性肿瘤细胞株如MDA-MB-231[23]、ESCC[24]及

Huh7[25]的增殖甚至发生凋亡, 但对HepG2细
胞却鲜有报道. 本研究首先通过MTT法证实

MET抑制HepG2细胞增殖呈现剂量和时间依

赖性, 即表明MET对HepG2细胞具有增殖抑制

作用. 抑制细胞增殖作用可分为诱导细胞发生

坏死或凋亡, 凋亡细胞可表现为细胞膜磷脂酰

丝氨酸由脂膜内侧翻向外侧, 且这一变化早于

细胞皱缩、染色质浓缩、DNA片断化和细胞

膜的通透性增加等凋亡现象; 本研究中, 我们

为了证实抑制细胞增殖是否发生凋亡, 我们用

Annexin V-FITC/PI双染处理细胞后, 通过流式

细胞仪检测, 结果证实, 二甲双胍处理HepG2
细胞后, 凋亡率明显增加, 提示二甲双胍抑制

HepG2细胞增殖主要是通过诱导凋亡来实现.
VEGF是目前最强的促进血管生长的细

胞因子之一, 在许多恶性肿瘤的发生、进展、

转移及预后起重要作用[26,27]. 目前许多研究证

实, 肿瘤组织表达VEGF明显较正常组织高; 也
有研究证实, 肿瘤的转移患者表达较未转移患

者明显高[28]. 因此, 关于VEGF与肿瘤的关系成

为近年研究的热点. Ersoy等[29]发现, 二甲双胍

可以减少糖尿病患者血清VEGF水平, 提示二

甲双胍可能有一定抑制VEGF表达的作用. 同
时也有研究[30]发现, 二甲双胍可以增加VEGF
的降解来延缓糖尿病肾病的进展. 在胰腺癌

细胞中, 二甲双胍可以下调VEGF-B的表达来

增强白藜芦醇的抗肿瘤作用[31]; 提示二甲双胍

抗肿瘤作用可能与下调VEGF的表达有关. 而
我们的研究发现, MET处理后, HepG2细胞表

达VEGF减少, 提示VEGF可能参与MET诱导

HepG2细胞凋亡过程. 
总之, MET可以诱导HepG2细胞凋亡, 其

过程可能有抑制VEGF表达的参与, 但其详细

机制有待进一步研究.
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病、肝胆疾病、肝脏疾病、胰腺疾病、感染、内镜检查法、流行病学、遗传学、免疫学、微生物学, 以

及胃肠道运动对神经的影响、传送、生长因素和受体、营养肥胖、成像及高科技技术.

《世界华人消化杂志》的目标是出版高质量的胃肠病学和肝病学领域的专家评论及临床实践和基础

研究相结合具有实践意义的文章, 为内科学、外科学、感染病学、中医药学、肿瘤学、中西医结合学、

影像学、内镜学、介入治疗学、病理学、基础研究等医生和研究人员提供转换平台, 更新知识, 为患者康

复服务.
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