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(1． 华北理工大学附属医院普通外科,河北 唐山　 063000; 2． 华北理工大学医学实验研究中心,河北 唐山　 063000)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究二甲双胍联合顺铂对 HCT-8 人类结肠癌细胞凋亡的影响及其可能机制。 方法 　 将

HCT-8 人类结肠癌细胞分成二甲双胍组(MET)、顺铂组(DDP)、二甲双胍联合顺铂组(MET+DDP)、空白对照组

(CK)4 组,MTT 实验观察 4 组细胞于 24 h、48 h、72 h 时的增殖能力;流式细胞术观察各组细胞 48 h 的凋亡比例;
Western blotting 观察各组细胞 48 h 时凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax、caspase-3(激活型)以及 AKT / GSK-3â 通路蛋白的表

达水平。 结果　 该实验中 MET+DDP 组的细胞增殖能力弱于其它三组(P<0． 05);细胞凋亡比例高于其它三组(P<
0． 05);Bax、caspase-3(激活型)表达量高于其它组群,Bcl-2、P-AKT、P-GSK-3â 表达量低于其它组群,AKT、GSK-3â
在 4 组中表达量相对恒定(P>0． 05)。 结论　 二甲双胍、顺铂可能通过下调 AKT / GSK-3â 信号通路,改变 Bcl-2 家族

蛋白的表达活性从而促进 HCT-8 人类结肠癌细胞的凋亡,并促进 p-caspase-3 剪切转化为 caspase-3(激活型);二甲

双胍与顺铂可协同发挥促 HCT-8 人类结肠癌细胞凋亡的作用。
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metformin in combination with cisplatin

YU Jingkun1, LI Mingzhi1, SUI Zhenyang1, ZHANG Qi1, TIAN Wei2, HU Kun1, YANG Guanghua1,
ZHANG Guozhi1, WANG Changyou1∗

(1． Department of General Surgery, Affiliated Hospital of North China University of Science and Technology,
Tangshan, Hebei,063000, China. 2． Medical research center,North China University of Science and Technology,

Tangshan, Hebei, 063000, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 To investigate the effects and mechanisms of action of metformin combined with cisplatin
on the apoptosis in human colon cancer HCT-8 cells. Methods　 Human colon cancer HCT- 8 cells were divided into four
groups: metformin group (MET), cisplatin group (DDP), metformin combined with cisplatin group (MET+DDP),and
blank control group (CK). The proliferative ability of HCT-8 cells was determined by an MTT experiment at 24,48 and 72
h. The apoptosis rate was determined by flow cytometry at 48 h. Western blotting was used to reveal the expression of
apoptosis-related proteins such as bcl-2, Bax and caspase-3 (activated),as well as proteins of the AKT / GSK-3β pathway



at 48 h. Results　 The cell proliferative ability in the MET+DDP group was weaker than that of the other three groups (P<
0． 05). Moreover, its apoptosis rate was higher than those of the other three groups (P<0． 05). The expressions of Bax and
caspase-3 (activated) was higher than that of the other groups, the expression of Bcl-2, p-AKT and p-GSK-3β was lower
than that of the other groups, and the expression of AKT and Gsk-3 was relatively consistent among the four groups.
Conclusions　 Metformin and cisplatin in combination can reduce the activity of the AKT / GSK-3β signaling pathway, and
change the expression of Bcl-2 family proteins,to promote the apoptosis of human colon cancer HCT-8 cells. They also
promote the p-caspase-3 conversion to caspase-3 p-caspase-3 conversion to caspase-3 (activated), metformin and cisplatin
can thus play a role in promoting the apoptosis of HCT-8 human colon cancer cells.

【Keywords】　 human colon cancer HCT-8 cell; metformin; apoptosis; AKT / GSK-3β signaling pathways

　 　 结肠癌是最常见的胃肠道恶性肿瘤之一,在我

国,其发病率及死亡率均高于世界水平,无数患者

饱受结肠癌病痛的折磨[1]。 目前,我国治疗结肠癌

的主要方式包括外科手术切除及以其为基础的综

合治疗、化学药物治疗、放射治疗、新辅助放化疗

等;但我国结直肠癌患者术后 5 年生存期依然徘徊

在 60%左右。 二甲双胍(metformin)是临床上常用

的降糖药物,但有相关病例对照研究资料表明,二
甲双胍的使用与恶性肿瘤发生风险的下降具有一

定相关性,二甲双胍使用时间的延长及使用次数的

增加,可使恶性肿瘤的发病风险降低[2-3]。 凋亡是

细胞生长增殖过程中重要的调节方式,在肿瘤细胞

的发生、发展及死亡过程中发挥着重要作用。 该实

验研究二甲双胍联合顺铂对 HCT-8 人类结肠癌细

胞的影响,并探究其机制,为二甲双胍优化化疗方

案提供实验依据及理论基础。

1　 材料和方法

1． 1　 实验材料

HCT-8 人类结肠癌细胞获赠于华北理工大学医

学实验研究中心分子诊断实验室。
1． 2　 主要试剂与仪器

DMEM 完全培养基(赛默飞世尔[苏州]仪器有

限公司);四季青胎牛血清(浙江天杭生物公司);青
链霉素混合液、胰蛋白酶(美国 Gibco);盐酸二甲双

胍(北京索莱宝科技有限公司);顺铂注射液(江苏

豪森药业股份有限公司);MTT 试剂盒、 caspase-3
(激活型)抗体、HRP 标记山羊抗小鼠 /兔 IgG(H+
L)(上海碧云天生物技术研究所);96 孔板、6 孔板

(德国 Eppendorfna);显微镜 (日本 Nikon Eclipse
TS100);酶标仪、显影仪、电泳转膜相关器材(上海

Bio-Rad 公司);Bcl-2、Bax、Akt、p-Akt、Gsk-3、p-Gsk-
3 抗体( Cell Signaling);GAPDH 抗体(天徳悦[北

京]生物科技有限责任公司);流式细胞仪及 FITC

偶联 Annexin V 凋亡检测试剂盒 I (美国 BD 公

司)等。
1． 3　 实验方法

1． 3． 1　 细胞培养

用含 10%胎牛血清、1%青链霉素混合液、约 90%
DMEM 完全培养基的细胞培养液培养 HCT-8人类结肠

癌细胞,并置于 37℃恒温、95%O2、5%CO2 空气孵箱中

(相对湿度为95%)。 细胞生长密度达80%以上时,可1
∶2或 1 ∶3传代(传代时间约为 2~3 d),HCT-8 细胞呈单

层贴壁生长,待形成致密单层细胞时,可利用胰酶

消化,取状态良好的对数生长期细胞进行实验。
1． 3． 2　 MTT 实验检测细胞增殖能力

将 HCT-8 人类结肠癌细胞均匀地播种在 96 孔

板中(每孔约 104 个细胞),待细胞完全贴壁后,分别

用含有不同浓度盐酸二甲双胍(0、0． 5、1． 0、1． 5、
2． 0、2． 5、3． 0、3． 5、4． 0、4． 5 mg / mL)、不同浓度顺铂

(0、5、10、15、20、25、30、35、40、45 μg / mL)的细胞培

养液培养;培养 24、48、72 h 后移除细胞培养液,磷
酸盐缓冲液(PBS)冲洗两次。 每孔加入了 100 μL
的的单纯细胞培养液及 10 μL 浓度为 5 mg / mL 的

MTT 试剂;将 96 孔板置于恒温箱内孵化,待紫蓝色

结晶完全形成后移除细胞培养液,然后加入 100 μL
的二甲基亚砜溶液(DMSO),轻轻晃动使结晶完全

溶解,并用酶标仪测定各孔在 490 nm 波长下的吸光

值。 注意设置空白对照组。
根据 MTT 剂量依赖性实验结果,1． 50 mg / mL

盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂对 HCT-8 细胞具有

抑制作用,且在有效抑制范围内,便于调控,因此可

采用 1． 50 mg / mL 盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂作

为后续实验的药物浓度,设置二甲双胍组(MET)、
顺铂组(DDP)、二甲双胍联合顺铂组(MET+DDP)、
空白对照组 ( CK) 4 组,继续行 MTT 实验,观察

HCT-8细胞 24、48、72 h 的增殖能力,并判断两种药

物的协同作用。
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药物协同作用效能用协同指 数 ( combined
index,CI) 来表示,采用金正均法 (概率相加法)
计算:

EA+B =EA+EB-EA×EB

其中 EA 代表 A 药单独作用时的效应;EB 是 B
药单独作用时的效应;EA+B是 A 药与 B 药联合作用

时的效应,为联合用药效应的期望值。
Q=EA+B÷(EA+EB-EA×EB)
Q 值的意义:0． 85-1． 15 为效应单纯相加;1． 15

-20 为效应增强;>20 为效应显著增强;0． 85-0． 55
为效应拮抗;<0． 55 为相应明显拮抗(协同作用:两
种以上药物联合应用时,如各药物的作用方向一致

为协同作用;反之成为拮抗作用;当 Q 值≥0． 85 时,
即两种药物具有协同作用)。
1． 3． 3　 流式细胞术检测细胞凋亡比例

将 HCT-8 人类结肠癌细胞均匀地播种在 6 孔

板中并培养,密度达 70% ~ 80%时分别给予含 1． 5
mg / mL 盐酸二甲双胍 (MET 组)、20 μg / mL 顺铂

(DDP 组)、1． 5 mg / mL 盐酸二甲双胍及 20 μg / mL
顺铂(MET+DDP 组)、不含药物(CK 组)的细胞培

养液 2 mL 继续培养, 48 h 后移除细胞培养液,各组

均收集约 106 个细胞于 5 mL 试管内;试管内加入

400 μL 的 1X Binding Buffer 及 5 μL FITC Annexin
V,室温孵化 15 min 后加入 5 μL PI,在流式细胞仪

中检测各组细胞的凋亡比例,并计算联合用药的协

同指数。
1． 3． 4　 Western blotting 观察 HCT-8 人类结肠癌细

胞 Bcl-2、Bax、caspase-3(激活型)以及 AKT / GSK-3
通路蛋白的表达水平

将 HCT-8 人类结肠癌细胞同上分组并培养,48
h 后用预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次,每孔内加入 100
μL 含有 1%PMSF 的组织细胞裂解液,冰上裂解 30
min 后刮下细胞并在预冷的低温高速离心机中离心

15 min(14000 r / min),收集上清液。 BCA 法测定蛋

白浓度并变性,依次制备 8%SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳,湿转转膜将蛋白转到硝酸纤维素膜( PVDF
膜)上,室温下封闭液(5% 脱脂奶粉、0． 02 mmol / L
Tris-HCL、0． 5 mmol / L NaCl、0． 1% 吐温 20、pH 7． 5)
封闭 2 h,TBST(0． 02 mmol / L Tris-HCL、0． 5 mmol / L
NaCl、0． 1% 吐温 20、pH 7． 5)洗膜 3 次后,4℃敷一

抗过夜,TBST 洗膜 3 次后加入二抗孵化 2 h,TBST
洗净二抗,加入显影剂在显影仪内显影,以 GAPDH
为内参蛋白,在内参平齐的前提下,观察各组细胞

中各蛋白的表达。
1． 4　 统计学方法

每组 实 验 重 复 3 次, 实 验 数 据 使 用 SPSS
Statistic 17． 0 软件进行统计分析。 计量资料以平均

数±标准差(■x±s)表示,资料数据采用单因素方差分

析或重复测量方差分析,进一步两两比较采用 LSD-
t 检验。 P<0． 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2． 1　 MTT 检测细胞增殖能力

2． 1． 1　 盐酸二甲双胍及顺铂对 HCT-8 人类结肠癌

细胞增殖能力、相对增殖能力的影响

在不同浓度盐酸二甲双胍作用下,24 h 时

HCT-8人类结肠癌细胞在盐酸二甲双胍浓度下约 0
~ 2． 00 mg / mL 范围内,出现细胞增殖强于无药物

干预(可能由于药物诱发细胞应激性增殖),药物

浓度高于 2 mg / mL 时,HCT-8 细胞增殖能力随药

物浓度升高而逐渐递减;48、72 h 时,在盐酸二甲

双胍浓度为 0 ~ 4． 50 mg / mL 范围内,HCT-8 细胞的

增殖能力总体上与药物浓度呈负相关关系,随着

盐酸二甲双胍药物浓度的增高,细胞增殖能力随

之递减(图 1)。 在不同浓度顺铂作用下,24 h 时

HCT-8 细胞的增殖能力与顺铂药物浓度呈负相

关;48、72 h 时 HCT-8 细胞增殖能力均在一定浓度

范围内随顺铂浓度增高而降低,48 h 顺铂浓度约

高于 30 μg / mL、72 h 顺铂浓度约高于 15 μg / mL
时,HCT-8 细胞增殖能力不随顺铂浓度增高而发

生明显改变(图 2)。 在盐酸二甲双胍及顺铂作用

下,HCT-8 细胞的相对增殖能力随着作用时间的

延长(相对增殖能力 = 某一时间内实验组的细胞

增殖能力 /同时刻对照组的细胞增殖能力×100%;
相对增殖能力可反映细胞增殖受抑制程度),总体

上表现为递减趋势(图 1、图 2)。
MTT 检测 HCT-8 人类结肠癌细胞在 1． 50 mg / mL

盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂及联合作用 24、48、
72 h 时的细胞增殖能力;如表 1,盐酸二甲双胍组

(MET)、顺铂组(DDP)及联合用药组(MET+DDP)
的细胞增殖能力要弱于空白对照组(CK),联合用药

组(MET+DDP)的细胞增殖能力明显低于其它 3 组

(P< 0． 05)。 药物协同指数(CI) Q 值在药物作用

24、48、72 h 时均大于 0． 85,提示 MET+DDP 的联合

抗 HCT-8 细胞增殖能力的作用强于 MET 组、
DDP 组。
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图 1　 盐酸二甲双胍对 HCT-8 人类结肠癌细胞增殖

能力及相对增殖能力的影响

Figure 1　 The effect of metformin hydrochloride on
proliferation and relative proliferation ability of

human colon cancer HCT-8 cells

　 　 1． 5 mg / mL 盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂及联

合用药作用于 HCT-8 人类结肠癌细胞 48 h 时(图
3),对照组的 HCT-8 细胞体积较小,排布密集,形态

较为规整,可见分裂核;顺铂组较对照组细胞体积

增大明显,多核细胞比例增多;二甲双胍组较对照

组,细胞体积增大,胞质空泡化明显;联合用药组细

胞既体积增大明显,胞质又出现空泡化。
2． 2　 1． 5 mg / mL 盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂及

联合用药对 HCT-8人类结肠癌细胞凋亡的影响

DDP 组、MET 组、MET+DDP 组、CK 组四组的

总 凋 亡 比 例 分 别 是 ( 19． 7267 ± 0． 2043 )%、
(16． 2567 ± 1． 3258 )%、 ( 33． 7567 ± 0． 7182 )%、
(10． 3667 ± 0． 1301)%;本实验中,当 1． 5 mg / mL
盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂及联合用药作用于

HCT-8 人类结肠癌细胞 48 h 时(图 4),均可引起

HCT-8 细胞的总凋亡比例上升(对比 CK 组,并具

有统计学差异,P<0． 05);MET+DDP 组 HCT-8 细

胞的总凋亡比例最高,且均强于 MET 组、DDP 组

及 CK 组,P<0． 05。 MRT+DDP 组促 HCT-8 细胞凋

亡的协同指数为 1． 0299 > 0． 85,提示 1． 5 mg / mL
盐酸二甲双胍与 20 μg / mL 顺铂对促进 HCT-8 细

胞具有协同作用。

图 2　 顺铂对 HCT-8 人类结肠癌细胞增殖

能力及相对增殖能力的影响

Figure 2　 The effect of cisplatin on proliferation and relative
proliferation ability of human colon cancer HCT-8 cells

2． 3　 Western blotting 检测药物作用 48 h 时相关

蛋白的表达活性

2． 3． 1　 1． 5 mg / mL 盐酸二甲双胍、20μg / mL 顺铂

及联合用药影响 HCT-8 人类结肠癌细胞凋亡相关

蛋白 Bcl-2、Bax 的表达

Bcl-2 的活性在 CK、MET、DDP、MET+DDP 4 组

内依次为 ( 1． 0383 ± 0． 1496)、 ( 0． 8422 ± 0． 1228)、
(0． 6507±0． 1493)、(0． 4629±0． 1315),4 组间彼此

存在统计学差异,且呈递减趋势,P<0． 05;而 Bax 的

活性在 CK、MET、DDP、MET +DDP 4 组内依次为

(0． 5714± 0． 1226)、 ( 0． 7379 ± 0． 1108)、 ( 0． 9001 ±
0． 1008)、(1． 1355±0． 1302),4 组间也彼此存在统

计学差异,且呈递增趋势,P<0． 05;Bax / Bcl-2 值在

CK、MET、DDP、MET+DDP 4 组内分别是(0． 6398±
0． 1988)、 ( 0． 8887 ± 0． 1505)、 ( 1． 2557 ± 0． 1943)、
(1． 9982±0． 3168),依次递增,并具有统计学意义,P
<0． 05(图 5)。
2． 3． 2　 1． 5 mg / mL 盐酸二甲双胍、20μg / mL 顺铂

及联合用药影响 HCT-8 人类结肠癌细胞凋亡相关

蛋白 caspase-3(激活型)的表达
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表 1　 盐酸二甲双胍联合顺铂对 HCT-8 人类结肠癌细胞增殖能力的影响(OD 值)(■x±s)
Table 1　 The effect of metformin hydrochloride combined with cisplatin on the proliferation capacity of

human colon cancer HCT-8 cells (OD value)
组别
Groups 24 h 48 h 72 h

顺铂组 DDP 0． 46767±0． 03931#※& 0． 63367±0． 02350#※& 0． 51333±0． 01901#※&

二甲双胍组 MET 0． 58650±0． 06759∗※& 0． 83300±0． 08464∗※& 1． 08800±0． 10378∗※&

二甲双胍+顺铂组 MET+DDP 0． 40183±0． 04577∗#& 0． 50267±0． 05020∗#& 0． 32200±0． 00625∗#&

对照组 CK 0． 79950±0． 03731∗#※ 1． 12433±0． 05393∗#※ 1． 56033±0． 17242∗#※

药物协同指数 CI(Q) 0． 8713 0． 9571 1． 0309

注:与 DDP 组相比,∗P<0． 05;与 MET 组相比,#P<0． 05;与 MET+DDP 组相比,※P<0． 05;与 CK 组相比,&P<0． 05。
Note: Compared with the DDP group,∗ P < 0． 05. Compared with the MET group, #P < 0． 05. Compared with the MET+DDP group,※ P < 0． 05.
Compared with the CK group,& P < 0． 05.

注:DDP、MET、MET+DDP、CK 四组给予相应处理 48 h 后各组细胞的形态学改变。

图 3　 DDP、MET、MET+DDP、CK 各组 HCT-8 细胞于培养 48 h 的细胞观察(×200)
Note. The morphological changes of HCT-8 cell in the DDP, MET, MET+DDP and CK groups were given corresponding treatment for 48 h.

Figure 3　 Observation of the HCT-8 cells in DDP, MET, MET+DDP and CK groups after 48 h

注:DDP、MET、MET+DDP、CK 四组相比较,∗P<0． 05。

图 4　 盐酸二甲双胍联合顺铂作用于 HCT-8 人类结肠癌细胞 48 h 时对其凋亡的影响

Note. Compared with the four groups of DDP, MET, MET+DDP and CK, ∗P< 0． 05.

Figure 4　 Effect of metformin hydrochloride combined with cisplatin on apoptosis in the HCT-8 human
colon cancer cells at 48 h after treatment.

　 　 药物作用 48 h 时,caspase-3(激活型)的表达在

CK、MET、DDP、MET+DDP 4 组内分别是(0． 5701±
0． 0535)、 ( 0． 7288 ± 0． 0855)、 ( 0． 8302 ± 0． 0506)、

(0． 9347±0． 0902),且 caspase-3(激活型)的表达呈

依次递增的趋势,并具有统计学意义,P<0． 05(图
6),提示在 MET+DDP 组 HCT-8 细胞中无凋亡促进
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活性的 p-caspase-3 进行蛋白剪切形成具有促凋亡

活性的 caspase-3(激活型)的比例增高。
2． 3． 3　 1． 5 mg / mL 盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂

及联合用药影响 HCT-8 人类结肠癌细胞 AKT / GSK-

3β 通路蛋白的表达

AKT / GSK-3β 通路蛋白在 CK、MET、DDP、MET
+DDP 各组内的活性如图 7 所示,AKT、GSK-3β 在 4
组内表达活性无明显差异,P>0． 05;p-AKT、p-GSK-

注: DDP、MET、MET+DDP 及 CK 四组相比较,∗P<0． 05,# P<0． 05,& P<0． 05。

图 5　 DDP、MET、MET+DDP、CK 各组 HCT-8 人类结肠癌细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2、Bax 的表达活性

Note. Compared with the four groups of DDP, MET, MET+DDP and CK, ∗ P < 0． 05,# P<0． 05,&P<0． 05.

Figure 5　 Expression of Bcl-2 and Bax of HCT-8 human colon cancer cells in the DDP, MET, MET+DDP and CK groups

注: DDP、MET、MET+DDP 及 CK 四组相比较,∗P<0． 05。

图 6　 DDP、MET、MET+DDP、CK 各组 HCT-8 人类结肠癌细胞凋亡相关蛋白 caspase-3(激活型)的表达活性

Note. Compared with the four groups of DDP, MET, MET+DDP and CK, ∗P < 0． 05.

Figure 6　 Expression of caspase-3 (activated) in the human colon cancer HCT-8 cells of the DDP, MET, MET+DDP and CK groups

注: DDP、MET、MET+DDP 及 CK 四组相比较,∗P<0． 05,# P<0． 05。

图 7　 DDP、MET、MET+DDP、CK 各组 HCT-8 人类结肠癌细胞 AKT / GSK-3β 通路蛋白的表达活性

Note. Compared with the four groups of DDP, MET, MET+DDP and CK, ∗ P<0． 05,# P<0． 05.

Figure 7　 Protein expression of AKT / GSK-3β signaling pathways in the human colon
cancer HCT-8 cells in the DDP, MET, MET+DDP and CK groups
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3β 在 CK、MET、DDP、MET+DDP 4 组内分别表达为

(1． 0928± 0． 1182)、 ( 0． 8350 ± 0． 0579)、 ( 0． 7247 ±
0． 0500)、(0． 6021 ± 0． 0447) 及(1． 0167 ± 0． 0669)、
(0． 8467± 0． 1017)、 ( 0． 6899 ± 0． 0680)、 ( 0． 5551 ±
0． 0710),且均表现为依次递减趋势,并具有统计学

意义(P<0． 05)。

3　 讨论

结肠癌是我国第 6 大高发恶性肿瘤,在癌症死

亡患者中排第 5 位[4];主要是由长期不合理饮食、
肠道慢性病恶变、遗传等因素引起,近年来逐渐趋

于青少年发展[5-6],相关研究指出肥胖患者及糖尿

病患者结肠癌的发病风险会高于正常人[7-9]。 铂类

药物(platinum drugs)是治疗结肠癌的重要化疗药

物,具有较高的抗肿瘤效能,诸多基础实验及临床

研究已证明单用或联合应用铂类药物均有明显的

抗肿瘤作用[10-13]。 顺铂( cisplatin、DDP)是第一代

铂类药物,属于细胞周期非特异性药物,可通过抑

制细胞核分裂使癌细胞生长周期受抑制[14],但胞质

受影响较小,因此可出现胞体增大现象。 实验中顺

铂可明显降低 HCT-8 人类结肠癌细胞的增殖能力,
并存在剂量及时间依赖性。 但顺铂也有明显的不

良反应,如恶心、呕吐等消化道反应及肾毒性、神经

毒性、骨髓抑制、过敏反应、心肺功能异常等,减少

顺铂用药可减少不良反应的发生或减轻不良反应

的程度[15];另外,随着顺铂等铂类药物的使用,肿瘤

细胞耐药性也会逐渐增强[16]。 因此联合用药、减少

顺铂的使用成为现代医学研究的重点之一。 二甲

双胍是临床上的一线降糖药物。 随着对其研究的

不断深入,部分学者提出二甲双胍具有降低肿瘤发

生风险的作用[17-19];有实验表明二甲双胍可能通过

促进胞内脂类物质代谢、调节机体内分泌水平、抑
制血小板亢进及降低血液高凝状态等途径,抑制肿

瘤细胞的发生、发展[20];在一定药物范围内,随着盐

酸二甲双胍浓度的增高及作用时间的增加,HCT-8
人类结肠癌细胞的增殖能力也随之降低,表明二甲

双胍可抑制 HCT-8 细胞的生长、增殖,并存在剂量、
时间依赖性(图 1)。 且二甲双胍与顺铂具有一定的

协同效果,二者联合用药时,HCT-8 细胞的增殖能力

均明显弱于单药使用,提示二甲双胍可减少化疗药

物的使用剂量,优化化疗方案。
凋亡是细胞生长增殖过程中重要的调节方式,

可主动清除衰老、破损、具有异常功能及潜在危险

的细胞,如有癌变危险且自身又无法修复逆转的细

胞等[21]。 胞质空泡化是细胞凋亡的重要表现形式,
二甲双胍可使 HCT-8 人类结肠癌细胞出现胞质空

泡化,可见二甲双胍具有促进 HCT-8 细胞凋亡的潜

能[22]。 流式细胞术检测结果(图 4)提示,1． 50 mg /
mL 盐酸二甲双胍、20 μg / mL 顺铂及联合用药可增

强 HCT-8 细胞的凋亡,并且联合用药引起 HCT-8 细

胞的凋亡比例明显高于单药使用。 细胞凋亡的调

控信号通路主要分为外在信号通路(细胞表面死亡

受体途 径 ) 及 内 在 信 号 通 路 ( 线 粒 体 凋 亡 通

路) [22-23]。 Bcl-2 家族蛋白是调控细胞凋亡的关键

因子,主要调控内在凋亡途径,作用靶点是线粒

体[24]。 Bcl-2 是 Bcl-2 家族中典型的抗凋亡蛋白,而
Bax 是促凋亡蛋白,二者协同发挥作用,通过改变线

粒体外膜的通透性、改变线粒体形态、影响膜间隙

蛋白释放及 caspase 级联活化等途径影响细胞凋亡

过程[25]。 HCT-8 细胞在二甲双胍、顺铂作用下,促
凋亡蛋白 Bax 活性明显增高,抑凋亡蛋白 Bcl-2 活

性降低,Bax / Bcl-2 值明显增高,表明二甲双胍及顺

铂均可通过调控线粒体凋亡途径促进 HCT-8 细胞

的凋亡,且二者联合作用时,Bax / Bcl-2 值较单药作

用结果均明显增高,说明联合用药可能调控线粒体

凋亡途径作用更强。
天冬氨酸特异性蛋白酶(caspases)是另一组与

细胞凋亡密切相关的蛋白酶家族,在细胞凋亡最终

途径的调控中具有关键作用[26]。 caspase-3(激活

型)是重要的凋亡效应因子,是凋亡的执行蛋白、凋
亡关键的蛋白酶[27];正常细胞中的 caspase-3 是以

无活性的 p-caspase-3 存在的,在一定条件下, p-
caspase-3 可通过蛋白剪切形成具有活性的 caspase-
3(激活型),从而诱发级联放大效应,促进细胞凋

亡。 在 MET、DDP、MET+DDP 组中,HCT-8 人类结

肠癌细胞的 caspase-3(激活型)活性均高于 CK 组,
且 MET+DDP 组的 caspase-3(激活型)活性也高于

其他各组,再次说明二甲双胍与顺铂具有协同促

HCT-8 细胞凋亡作用。 丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶

(AKT)是细胞内重要的通路蛋白,可广泛参与细胞

的生理病理过程,其活性表达形式 p-AKT(磷酸化

AKT)可以通过促进丝氨酸 /苏氨酸残基底物磷酸化

从而发挥促进细胞增殖、抑制凋亡作用[28-29];糖原

合成激酶-3β(GSK-3β)是 AKT 的直接作用底物之

一,p-AKT 可以与 GSK-3β 直接结合,改变其 Ser9 位

点结构,使 GSK-3β 发生磷酸化修饰,从而抑制
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GSK-3β 活性[30]。 盐酸二甲双胍、顺铂分别作用于

HCT-8 人类结肠癌细胞后,肿瘤细胞内 AKT、GSK-
3β 活性相对恒定不变,p-AKT、p-GSK-3β 活性明显

降低,说明二甲双胍及顺铂均可能通过抑制 AKT /
GSK-3β 信号通路实现促凋亡作用;当盐酸二甲双

胍联合顺铂作用于 HCT-8 细胞时,p-AKT、p-GSK-3β
的活性较单药作用减弱,表明联合用药可协同加强

对 AKT / GSK-3β 信号通路的抑制作用。
综上,二甲双胍、顺铂可能通过调控 AKT / GSK-

3β / Bcl-2 家族蛋白通路促进 HCT-8 人类结肠癌细

胞的凋亡,并促进 p-caspase-3 转化为 caspase-3(激
活型);二甲双胍与顺铂对 HCT-8 细胞凋亡具有协

同作用,联合用药促凋亡作用强于单药作用。
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