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摘要 ：目的    探索不同浓度二甲双胍对人胰腺癌 Panc-1 细胞增殖、细胞周期和凋亡的影响及其可

能的分子机制。方法  用不同浓度的二甲双胍处理人胰腺癌 Panc-1 细胞后，采用 MTT 法检测其对癌细

胞增殖能力的影响，流式细胞术检测其对细胞凋亡和细胞周期的影响，Western blot 观察 PTEN、p-Akt

（Ser473）、mTOR 蛋白表达水平的变化。结果  干预 48 h 时，不同浓度二甲双胍（0.5、2.0 和 8.0 mmol）

对细胞生长的抑制率依次为（7.20±5.92）%、（18.35±4.77）% 和（33.45±4.10）% ；72 h 时对细胞生长

的抑制率分别为（24.81±4.04）%、（53.42±4.18）% 和（61.36±2.00）%。该抑制作用随着药物浓度增加

和干预时间延长而增强，呈药物浓度依赖性和时间依赖性。流式细胞术检测结果显示，二甲双胍干预 48 h

时，8.0 mmol 组 G1 期细胞比例与对照组和 0.5 mmol 组比较，差异有统计学意义（P <0.05），8.0 mmol 组低

于对照组和 0.5 mmol 组 ；G2/M 期细胞比例与对照组和 0.5 mmol 组比较，差异有统计学意义（P <0.05），

8.0 mmol 组高于对照组和 0.5 mmol 组。二甲双胍作用 48 h 时 8.0 mmol 组细胞的中晚期凋亡率为（12.64± 

2.74）%，与对照组（7.01±1.14）% 和 0.5 mmol 组（6.19±0.32）% 比较，差异有统计学意义（P <0.05），

8.0 mmol 组高于对照组和 0.5 mmol 组。Western blot 检测结果显示二甲双胍作用 48 h 时，2.0 mmol 组和

8.0 mmol 组与对照组和 0.5 mmol 组比较，PTEN 蛋白表达量差异有统计学意义（P <0.05），2.0 mmol 组和

8.0 mmol 组升高，而 p-Akt（Ser473）和 mTOR 的表达水平降低。结论  二甲双胍能抑制人胰腺癌 Panc-1 细

胞的增殖能力，引起 G2/M 细胞周期阻滞，同时诱导胰腺癌细胞的凋亡，其可能的机制是通过激活 PTEN 的表

达，抑制 PI3K/Akt/mTOR 通路。
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Influence of Metformin on proliferation, cell cycle and apoptosis 
in human pancreatic adenocarcinoma cells and mechanisms*
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Metformin on proliferation, cell cycle and apoptosis of 
pancreatic adenocarcinoma Panc-1 cells in vitro, and appraise the possible mechanism.  Methods  Panc-1 cells 
were treated with 0.5, 2.0 and 8.0 mmol Metformin in vitro. Cell proliferation was measured by MTT assay. Cell 
apoptosis and cell cycle distribution were detected by flow cytometery. The expression of PTEN, p-Akt (Ser473) 
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二甲双胍是临床上用于治疗 2 型糖尿病的一种

安全有效的药物，它通过减少糖异生，促进外周组织

对糖的摄取和利用，从而在机体内发挥降低血糖的作

用 [1]。近来有研究 [2-4] 已证实二甲双胍可以抑制胃癌、

乳腺癌及肺癌等癌细胞的增殖，具有抗肿瘤的作用。

本研究探索不同浓度二甲双胍对人胰腺癌 Panc-1 细

胞株的作用，观察其对癌细胞生长、凋亡及细胞周期

的影响，并进一步探讨二甲双胍在胰腺癌细胞中的抗

肿瘤作用的分子机制。

1    材料与方法

1.1    细胞株和试剂

人胰腺癌 Panc-1 细胞株购自中国科学院上海

生命科学院细胞所（由江苏大学基础医学研究所保

存），细胞培养用胎牛血清、RPMI1640 培养基及双抗

（链霉素、青霉素）购自美国 Gibco 公司，二甲双胍、

MTT 购自美国 Sigma 公司，DMSO 购自美国 Sigma 公司，

Annexin V-FITC 流式细胞凋亡检测试剂盒为南京凯

基生物科技公司产品，兔抗 PTEN、p-Akt、雷帕霉素

靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）、actin

抗体购自美国 Santa Cruze 公司，碘化丙啶（propidium 

iodide，PI）购自美国 Sigma 公司。酶联免疫检测仪

为美国 Thermo 公司产品，流式细胞仪为美国 Becton 

Dickinson 公司产品。

1.2    细胞培养和二甲双胍干预

人胰腺癌 Panc-1 细胞培养于 37℃，5% 二氧化

碳 CO2 的无菌、湿润环境中，常规培养于含 10% 胎

牛血清、100 ng/ml 链霉素、100 u/ml 青霉素的 RPMI 

1640 培养基中。将处于对数生长期的 Panc-1 细胞消

化收集，按细胞量 5×103 个 / 孔于 96 孔板中均匀种

板或 3×105 个 / 孔接种于 6 孔板中。实验分为 4 组，

分别是对照组、二甲双胍 0.5 mmol 组、2.0 mmol 组

和 8.0 mmol 组。细胞接种 24 和 48 h 后，各组分别更

换含有二甲双胍的细胞培养基，药物终浓度分别为

0.5、2.0 和 8.0 mmol，对照组的培养基中加入体积相

同的 PBS。

1.3    MTT 法测定细胞存活率

处于对数生长期的人胰腺癌 Panc-1 细胞均匀接

种于 96 孔板中，每组设置 6 个复孔。二甲双胍作用

24、48 和 72 h 后，每孔加入 10μl、5 mg/ml 的 MTT

试剂后培育 4 h，移液器谨慎吸出每孔培养液，再加入

DMSO 150μl，于避光条件下轻微震荡 5 ～ 8 min 使结

晶完全溶解，吸光度（A）值由酶联免疫检测仪检出，

设定检测波长为 570 nm，以不含细胞的全细胞培养液

孔调零。根据 A 值计算细胞存活率，细胞存活率 =（实

验孔 A570- 调零孔 A570）/（对照孔 A570- 调零孔

A570）×100%。

1.4    流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期

将处于对数生长期的 Panc-1 细胞消化收集，均

匀接种于 6 孔板中，每组设置 3 个复孔。二甲双胍处

理 48 h 后将各组细胞收集，并以预冷 PBS 洗涤细胞 2

次，加入预冷 70% 乙醇固定，4℃环境下过夜。加入

浓 度 100μg/ml 的 RNase 10μl， 浓 度 50μg/ml 的 PI

缓冲液 300μl，4℃环境中避光条件下孵育 15 min，用

and mTOR were dected by Western blot.  Results  After 48 h, the inhibition rates of Metformin at dosage of 0.5, 2.0 
and 8.0 mmol were (7.20 ± 5.92)%, (18.35 ± 4.77)% and (33.45 ± 4.10)%, respectively. After 72 h, the inhibition 
rates of Metformin at dosage of 0.5, 2.0 and 8.0 mmol were (24.81 ± 4.04)%, (53.42 ± 4.18)% and (61.36 ± 2.00)%, 
respectively. The proliferation of Panc-1 cells was inhibited by Metformin in a dose- and time-dependent manner. 
After 48 h, the percentage of G1 phase cells in the 8.0 mmol Metformin group was significantly lower than that in 
the controlled group and the 0.5 mmol Metformin group (P < 0.05). The percentage of G2/M phase cells in the 8.0 
mmol Metformin group was remarkably higher than that in the other groups (P < 0.05). After 48 h, the percentage 
of cells in the middle and late stages of apoptosis was increased from (7.01 ± 1.14)% in the controlled group and 
(6.19 ± 0.32)% in the 0.5 mmol Metformin group to (12.64 ± 2.74)% in the 8.0 mmol Metformin group (P < 0.05). 
After 48 h, compared with the controlled group and the 0.5 mmol Metformin group, the expression of PTEN was 
activated and the expressions of p-Akt (Ser473) and mTOR were reduced in the 2.0 and 8.0 mmol Metformin groups 
(P < 0.05).  Conclusions  Metformin can suppress the proliferation of human pancreatic adenocarcinoma Panc-
1 cells, cause G2/M phase checkpoint arrest and induce cell apoptosis in vitro at moderate to high dosage. The 
mechanism may be inhibition of the PI3K/Akt/mTOR pathway by activating the expression of PTEN.

Keywords:  Metformin; pancreatic neoplasm; proliferation; cell cycle; apoptosis; PTEN; PI3K/Akt/mTOR
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流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期。

1.5    Western blot 检测 PTEN、p-Akt、mTOR 蛋
白的表达

用 RIPA 裂解液常规提取细胞总蛋白，100℃加

热 10 min，高速离心 5 min，-20℃保存待用。12% 

SDS-PAGE 凝胶电泳，湿转法转至 PVDF 膜上 ｡ 室温

条件下 5% 脱脂奶粉封闭 1.5 h，一抗（PTEN、p-Akt、

mTOR、actin），4℃孵育过夜，加入 HRP 标记的二抗

室温孵育 1 ～ 2 h，用 ECL 发光试剂检测显影，图像

用灰度分析软件处理分析 ｡

1.6    统计学方法

应用 SPSS17.0 软件进行统计学分析，数据用均

数 ± 标准差（x±s）表示，两两比较采用 LSD-t 检验，

多组比较采用单因素方差分析﹐ P <0.05 为差异有统

计学意义。

2    结果

2.1    二甲双胍抑制人胰腺癌 Panc-1 细胞的生长

二甲双胍处理 24 h 时，细胞存活率仅 8.0 mmol

组与其他各组比较差异有统计学意义（P  <0.05），其

他各组之间的比较差异无统计学意义（P  >0.05）。干

预 48 h 时，0.5、2.0 和 8.0 mmol 组细胞生长抑制率分

别为（7.20±5.92）%、（18.35±4.77）% 和（33.45± 

4.10）% ；干预 72 h 时各组细胞生长的抑制率分别为

（24.81±4.04）%、（53.42±4.18）% 和（61.36±2.00）%，

二甲双胍处理癌细胞 48 和 72 h 后，与对照组比较，

二甲双胍 0.5、2.0 和 8.0 mmol 组细胞生长抑制率均差

异有统计学意义（P <0.05）﹐且随着二甲双胍药物浓

度的增加或干预时间的延长，其对 Panc-1 细胞的抑

制作用逐渐增强。见图 1。

2.2    二甲双胍对胰腺癌 Panc-1 细胞凋亡的影响

二甲双胍干预 48 h 后，2.0 mmol 组与 8.0 mmol

组癌细胞的早期凋亡与中晚期凋亡的比例呈现增高

趋势，但各组之间早期细胞凋亡率比较，差异无统计

学意义（P  >0.05）。与对照组比较，仅 8.0 mmol 组中

晚期细胞凋亡率的差异有统计学意义（P  <0.05）。与

0.5 mmol 组比较，8.0 mmol 组的中晚期细胞凋亡率差

异有统计学意义（P <0.05），凋亡率增加。见图 2。

2.3    二甲双胍对胰腺癌 Panc-1 细胞周期的影响

二甲双胍干预 48 h 时，8.0 mmol 组 G1 期细胞所

占比例与对照组和 0.5 mmol 组比较，差异有统计学意

义（P <0.05），8.0 mmol 组低于对照组和 0.5 mmol 组 ；

8.0 mmol 组 G2/M 期细胞所占比例与其他各组比较，差

异有统计学意义（P <0.05），8.0 mmol 组高于其他各组，

表明在胰腺癌 Panc-1 细胞中，二甲双胍干预能够使

细胞周期阻滞于 G2/M 期。见图 3。

2.4    二甲双胍对 PTEN、p-Akt、mTOR 蛋白的
影响

二甲双胍干预 48 h 时，2.0 mmol 组和 8.0 mmol

徐萍，等 ：二甲双胍对人胰腺癌细胞增殖、细胞周期和凋亡的影响及机制
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图 2    二甲双胍对胰腺癌 Panc-1 细胞凋亡的影响
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图 3    不同浓度的二甲双胍干预 48 h 后对 

胰腺癌 Panc-1 细胞周期的影响
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72 h 后，细胞的生长情况均受到抑制，且随着二甲双

胍药物浓度的递增或药物干预时间的增加，其对胰腺

癌 Panc-1 细胞的生长抑制逐渐增强。这表明二甲双

胍能够较有效地抑制胰腺癌细胞的生长。

二甲双胍同样可通过激活 AMPK 途径下调 mTOR

信号来诱发细胞凋亡，QUEIROZ 等 [6] 和 HAN 等 [7] 分

别证实了二甲双胍对乳腺癌细胞和胃癌细胞的促凋亡

作用。WANG 等 [8] 用二甲双胍处理 4 种胰腺癌细胞株，

发现呈现剂量依赖效应的促凋亡趋势。本研究发现，

二甲双胍干预 48 h 后，细胞早期及中晚期凋亡比例均

呈增高趋势。8.0 mmol 组的细胞凋亡率与 0.5 mmol 组

比较，差异有统计学意义，这提示二甲双胍对胰腺癌

细胞的促凋亡作用有可能存在时间及剂量依赖。

本研究发现二甲双胍 8.0 mmol 组 G1 期细胞所占

比例降低，G2/M 期细胞所占比例升高，提示 G2/M 期细

胞周期阻滞。这与 BEN 等 [9] 提出二甲双胍联合 2- 脱

氧葡萄糖可以使前列腺癌细胞周期阻滞于 G2/M 期结

果相一致。但也有学者发现，二甲双胍可以使细胞阻

滞在 G0/G1 期 [10]，并假设二甲双胍可能通过肿瘤抑制

激酶 LKB1 使得磷酸化 AMPK 增加，活化后的 AMPK

通过上调 P53-P21 轴和抑制 mTOR 途经使得细胞周

期阻滞于 G0/G1 期 [11]。二甲双胍对不同细胞株的周期

阻滞时期不同，仍需深入研究阐明。

KARNEVI 等 [12] 发现正常血糖浓度下，二甲双胍

能够激活胰腺癌细胞的 AMPK Thr172，抑制其下游

PI3K/Akt/mTOR 信号通路。本研究发现二甲双胍作用

48 h 后，mTOR 和 p-Akt（Ser473）表达水平下降，说

明二甲双胍抑制了这一细胞生长通路。本研究还发现

二甲双胍作用 48 h 后，PTEN 表达增高。PTEN 作为

一种新发现的抑癌基因，在细胞生长、增殖、凋亡等

过程中具有重要作用。正常机体中，抑癌基因 PTEN

拮抗磷酸肌醇激酶 PI3K 的作用，从而抑制调控细胞

增殖和存活的重要信号分子—蛋白激酶 Akt 的磷酸

化，对 Akt 的活化起负性调控作用，从而使 Akt 的活

性维持在正常范围 [13]。KIM 等 [14] 发现，在血管平滑肌

细胞中，AMPK 能启动 PTEN 的表达。这一研究提示，

二甲双胍具有抗肿瘤作用的分子机制有可能为其激活

AMPK 的表达，从而启动 PTEN，继而抑制下游信号转

导通路 PI3K/Akt/mTOR。

上述实验初步探明二甲双胍能够抑制胰腺癌细

胞的生长，阻滞细胞周期，并促进凋亡，并可能存在

时间及剂量依赖性，其机制是通过激活 PTEN 的表达，

组中 PTEN 表达水平与对照组和 0.5 mmol 组比较，差

异有统计学意义（P <0.05），PTEN 表达水平升高，而

p-Akt（Ser473）和 mTOR 表达水平降低。见图 4。

† 与对照组和 0.5 mmol 组比较，P <0.05

图 4    不同浓度的二甲双胍干预 48 h 后对 

PTEN、p-Akt、mTOR 的影响
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3    讨论

胰腺癌是一种恶性度高，病情进展快的消化道恶

性肿瘤，2 型糖尿病与其的关系目前尚未完全阐明。

一方面，胰腺癌可以导致 2 型糖尿病，另一方面，2 型

糖尿病也是少数胰腺癌患者的早期临床表现之一。近

期研究 [5] 揭示降糖药物二甲双胍的使用可以减少糖尿

病患者发生胰腺癌的可能，引起了人们对二甲双胍的

抗肿瘤机制的研究兴趣。

二甲双胍作为一种安全有效的降糖药物，其降血

糖的机制被认为与激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-

activated protein kinase，AMPK）有关。AMPK 信号通路 

的激活可能调控某些肿瘤细胞增殖和凋亡过程。有学

者用二甲双胍干预卵巢癌细胞，结果发现细胞的增殖

活性降低，AMPK 信号通路被活化，磷酸化的 AMPK

表达增加，进而抑制其下游的 mTOR 信号分子的表达，

导致与增殖相关的蛋白分子合成受抑制。QUEIROZ

等 [6] 证实依赖于 AMPK 信号通路的二甲双胍在乳腺

癌细胞中同样有抑制增殖的作用。本研究发现，用不

同浓度的二甲双胍作用于胰腺癌 Panc-1 细胞 48 及
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抑制 PI3K/Akt/mTOR 通路。需注意的是，目前关于二

甲双胍与肿瘤生长的相关性的体外实验中，所使用的

二甲双胍的药物浓度（0.5 ～ 8.0 mmol）均高于其作

为降糖药物所需的血药浓度。但是，有研究认为二甲

双胍在外周组织中聚集浓度数倍高于其血液中的浓

度，从而提示二甲双胍用于人体肿瘤治疗中，有可能

达到足够有效的抗肿瘤药物浓度。二甲双胍抗肿瘤效

应中涉及到的靶点（PTEN、Akt、mTOR 等）及其相

关通路的变化也为胰腺癌的分子靶向治疗提供了新的

研究方向。
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