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二甲双胍抑制Ｆｏｘｐ３的表达诱导乳腺癌细胞凋亡

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　　摘　要：目的　研究二甲双胍对于人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖与调亡的效应，并探讨Ｆｏｘｐ３在其中的作用。方法　分别以二

甲双胍（５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ）干预人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７４８ｈ后，采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率；Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３２５８染色和流式细胞仪分析细胞凋亡；实时（ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＰＣＲ检测Ｆｏｘｐ３和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

Ｆｏｘｐ３蛋白的表达。结果　与对照组（未经二甲双胍处理）相比，二甲双胍作用 ＭＣＦ７细胞４８ｈ后，对细胞增殖有明显抑制作用

（犘＜０．０５）；并可明显诱导 ＭＣＦ７细胞凋亡，早期凋亡率分别为３．７６％、８．９６％和１８．６７％；经二甲双胍处理后，ＭＣＦ７细胞中

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平显著上调（犘＜０．０５），而Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ和Ｆｏｘｐ３蛋白表达水平降低（犘＜０．０５）。结论　二甲双胍有抑

制 ＭＣＦ７增殖并诱导其凋亡的作用，其机制可能与Ｆｏｘｐ３表达下调有关。
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　　近年来研究发现，用于２型糖尿病治疗的一线药物二甲双

胍不仅能有效降低血糖和改善胰岛素抵抗，甚至还能降低糖尿

病患者肿瘤的发病率和病死率［１］。据报道，从临床病例的回顾

性研究［２］与体内体外实验［３４］的结果来看，二甲双胍具有抑制

乳腺癌的效应，有应用于临床抗肿瘤的前景。叉头／翼状螺旋

转录因子（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｆｏｘｐ３）曾被认为高度特异

性表达于 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ 调节性 Ｔ 细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，

Ｔｒｅｇ）。但在２００７年 Ｈｉｎｚ等
［５］首次报道，人胰腺癌细胞同样

存在Ｆｏｘｐ３表达，随后人乳腺癌、前列腺癌、肺癌、肝癌、胃癌

以及黑色素瘤等也相继被检测出有Ｆｏｘｐ３表达
［６８］。Ｋａｒａｎｉ

ｋａｓ等
［９］体外分别检测了２５种癌细胞株中Ｆｏｘｐ３表达，结果

所有细胞株中均有不同水平的Ｆｏｘｐ３表达，并以乳腺癌细胞

株 ＭＣＦ７中表达水平最高，提示Ｆｏｘｐ３可能与多种肿瘤的发

生发展有关，特别是与乳腺癌的关系更为密切。而二甲双胍是

否能通过调节Ｆｏｘｐ３的表达以诱导乳腺癌细胞凋亡，目前国

内外尚未见有报道。因此，本研究观察了二甲双胍对人乳腺癌

细胞株 ＭＣＦ７体外增殖、细胞凋亡的影响，并初步探讨其与

Ｆｏｘｐ３相关的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７购自中科院上海细胞库。

细胞培养用 ＲＰＭＩ１６４０培养基、双抗及胎牛血清购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司。二甲双胍、噻唑蓝（ＭＴＴ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

Ｈｏｅｃｈｓｔ染色试剂盒、蛋白裂解液、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自

江苏碧云天生物技术研究所。绿色荧光蛋白标记的膜连蛋白

（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）流式细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生

物科技发展有限公司。Ｔｒｉｚｏｌ购自美国Ｔａｋａｒａ公司。逆转录

试剂盒和ＳＹＲＢ实时（ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＰＣＲ试剂盒购自加拿大Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司。ＰＣＲ引物由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。ＰＶＤＦ

膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。小鼠抗人Ｆｏｘｐ３抗体购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。小鼠抗人βａｃｔｉｎ抗体、辣根过氧化物酶山羊

抗小鼠ＩｇＧ购自北京中衫金桥生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　在５％ ＣＯ２、３７℃的无菌条件下，ＭＣＦ７

细胞常规培养于含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、０．１

ｍｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液中。细胞培养至７０％～

８０％融合时，用０．２５％胰酶消化传代继续培养。

１．２．２　ＭＴＴ 法检测细胞增殖抑制率　取对数生长期的

ＭＣＦ７细胞以４×１０３／孔的细胞数接种于９６孔培养板中，在

３７℃条件下继续培养２４ｈ。实验分别设对照组、二甲双胍干

预组（５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ），每组设６个复孔。
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培养４８ｈ后每孔加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），再继续孵育４

ｈ。每孔内加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），避光震荡１０

ｍｉｎ，用酶标仪检测光密度犗犇４９０值，并以公式：抑制率 ＝（对照

组犗犇４９０－二甲双胍组犗犇４９０）／对照组犗犇４９０×１００％，计算出

各组的细胞增殖抑制率。

１．２．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡　取对数生长期的

细胞以３×１０５／孔细胞数接种于６孔培养板中，细胞贴壁生长

２４ｈ。实验设置对照组（未经二甲双胍处理）、二甲双胍干预组

（二甲双胍５ｍｍｏｌ／Ｌ组、二甲双胍１０ｍｍｏｌ／Ｌ组、二甲双胍２０

ｍｍｏｌ／Ｌ组）。培养４８ｈ后以ＰＢＳ洗涤细胞，固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ

洗涤细胞，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液染色５ｍｉｎ，通过荧光倒置显

微镜观察细胞凋亡情况。每张切片取１０个高倍视野，计数

１００个细胞，以其中凋亡细胞占的百分比作为细胞凋亡率。

１．２．４　流式细胞仪检测细胞凋亡　取对数生长期细胞以３×

１０５／孔细胞数接种于６孔培养板中，每组设３个复孔。培养４８

ｈ后分别收集各组细胞于ＥＰ管中，ＰＢＳ洗涤２次，分别以５

μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染料和５μＬ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，

ＰＩ）染料避光染色１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。

１．２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｆｏｘｐ３和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达

水平　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞的总ＲＮＡ。取２μｇＲＮＡ

逆转录成ｃＤＮＡ，再以ｃＤＮＡ 为模板用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测

Ｆｏｘｐ３和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ 表达水平，以βａｃｔｉｎ为内参照。

Ｆｏｘｐ３引物：上游：５′ＧＡＡＡＣＡＧＣＡＣＡＴＴＣＣＣＡＧＡＧＴ

ＴＣ３′；下游：５′ＡＴＧＧＣＣＣＡＧＣＧＧＡＴＧＡＧ３′。ｃａｓｐａｓｅ３

引物：上游：５′ＴＧＣＴＡＴＴＧＴＧＡＧＧＣＧＧＴＴＧＴ３′；下游：

５′ＧＣＡＧＧＧＣＴＣＧＣＴＡＡＣＴＣＣ３′。βａｃｔｉｎ引物：上游：５′

ＧＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴＧ ＡＡＧＴ３′；下游：５′ＧＧＧ ＡＴＡ

ＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴ３′。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｆｏｘｐ３蛋白的表达　提取蛋白质

后以ＢＣＡ法测定其总蛋白含量。分别取各组４０μｇ总蛋白上

样，随后将蛋白转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂奶粉

封闭后，加入抗Ｆｏｘｐ３抗体（１：１０００）或βａｃｔｉｎ抗体（１：１０００）

４℃孵育过夜，二抗（１：４０００）室温孵育２ｈ，采用ＥＣＬ发光液

发光，Ｘ线片压片、显影、定影。βａｃｔｉｎ为内参照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理，计量资

料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，计数资料以率

表示，组间比较采用χ
２ 分析以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞增殖的影响　ＭＴＴ结果显示，

二甲双胍各浓度组作用４８ｈ后，其对 ＭＣＦ７细胞增殖具有抑

制效应，与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），并呈现

剂量依赖性，见表１。

２．２　二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞凋亡的影响　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染

色结果显示，对照组细胞数量较多，呈均一蓝色。经二甲双胍处

理后，细胞数量减少，而细胞核呈致密浓染或呈碎块状的凋亡细

胞增多，见图１。流式细胞仪凋亡分析结果显示，对照组早期凋

亡率为０．６６％，而二甲双胍５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ

各组处理可明显诱导 ＭＣＦ７细胞凋亡，早期凋亡率分别升高到

３．７６％，８．９６％和１８．６７％，呈现剂量依赖性，见图２。

２．３　二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞ｃａｓｐａｓｅ３和Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表

达水平的影响　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示，二甲双胍各浓度组

作用４８ｈ后，ＭＣＦ７细胞的ｃａｓｐａｓｅ３基因表达水平上调，与

对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），并呈现剂量依赖

性（图３Ｂ）；与其相反，ＭＣＦ７细胞的Ｆｏｘｐ３基因表达水平下

调，与对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），并呈现剂量

依赖性（图３Ｃ）。

表１　　不同浓度二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞的生长抑制作用

组别 犗犇４９０值 抑制率（％）

对照组 ０．６６±０．０５ ０

二甲双胍５ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．５７±０．０８ａ １３．９０

二甲双胍１０ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．５４±０．０８ａ １８．７９

二甲双胍０ｍｍｏｌ／Ｌ组 ０．４８±０．０６ａ ２８．１６

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ、Ｃ、Ｄ：分别为二甲双胍５ｍｍｏｌ／Ｌ组、１０ｍｍｏｌ／Ｌ组、２０ｍｍｏｌ／Ｌ组。

图１　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察二甲双胍干预后的 ＭＣＦ７细胞凋亡（×２００）

　　Ａ：对照组；Ｂ、Ｃ、Ｄ：分别为二甲双胍５ｍｍｏｌ／Ｌ组，１０ｍｍｏｌ／Ｌ组，２０ｍｍｏｌ／Ｌ组。

图２　　流式细胞仪分析二甲双胍干预后的 ＭＣＦ７细胞凋亡率
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　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。Ａ：扩增Ｆｏｘｐ３、ｃａｓｐａｓｅ３和βａｃｔｉｎ基

因的溶解曲线；Ｂ：ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达分析图；Ｃ：Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达

分析图。

图３　　二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞Ｆｏｘｐ３和ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ

表达水平的影响

２．４　二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞Ｆｏｘｐ３蛋白表达水平的影响　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，二甲双胍（５ｍｍｏｌ／Ｌ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ、２０

ｍｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ后，ＭＣＦ７细胞的Ｆｏｘｐ３蛋白表达水平下

调，与对照组相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。但是二甲

双胍１０ｍｍｏｌ／Ｌ组和二甲双胍２０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较，细胞的

Ｆｏｘｐ３蛋白表达水平差异无统计学意义，见图４。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：Ｆｏｘｐ３蛋白相

对表达量分析图。

图４　　二甲双胍对 ＭＣＦ７细胞Ｆｏｘｐ３蛋白表达水平的影响

３　讨　　论

作为一线降糖药，二甲双胍治疗糖尿病的机制与抑制肝脏

的糖异生，促进肌肉和脂肪组织对葡萄糖的摄取，改善机体对

胰岛素的敏感性有关［１０］。而近年来关于二甲双胍抗肿瘤效应

及其机制的研究却已形成新热点。临床研究显示［２］，对于乳腺

癌患者，不管是否伴有糖尿病，如同时接受二甲双胍和全身化

疗，其化疗有效性将显著提高。而动物实验结果也指出，二甲

双胍与阿霉素联合用于治疗乳腺癌的异位移植衳鼠模型，可抑

制肿瘤生成，预防复发［３］。而作为体外实验，本研究结果显示，

经不同浓度二甲双胍处理后，乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的生长抑制

率和凋亡率均随着药物浓度的增加而升高；同时作为细胞凋亡

执行者的ｃａｓｐａｓｅ３基因表达水平呈剂量依赖性上调，提示二

甲双胍具有抑制乳腺癌增殖与诱导细胞凋亡的作用，可为二甲

双胍应用于乳腺癌治疗提供一定的实验依据。为进一步探讨

二甲双胍抗肿瘤效应的机制，本实验同时检测了二甲双胍作用

后 ＭＣＦ７细胞中Ｆｏｘｐ３基因和蛋白的表达情况，结果表明二

甲双胍可下调Ｆｏｘｐ３基因和蛋白的表达，提示Ｆｏｘｐ３可能参

与二甲双胍诱导癌细胞凋亡的过程。

二甲双胍抗肿瘤作用的最关键机制之一是激活腺苷酸活

化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）。ＡＭＰＫ

是真核细胞内与细胞能量代谢有关的激酶，其可抑制其下游的

磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白质

丝氨酸苏氨酸激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｒｉｎｅｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）信号

通路［１１］，进而下调Ｆｏｘｐ３
［１２］和细胞核因子κＢ（ＮＦκＢ）

［１３］的表

达，最终抑制肿瘤生长，促进肿瘤凋亡，同时在癌细胞中阻断

ＮＦκＢ信号通路则也可使Ｆｏｘｐ３的表达下调
［１４］。因此，我们

推测以上信号网络可能为Ｆｏｘｐ３参与二甲双胍诱导癌细胞凋

亡的机制之一。本实验发现二甲双胍作用４８ｈ后，ＭＣＦ７细

胞的Ｆｏｘｐ３基因表达水平下调呈现剂量依赖性。而１０ｍｍｏｌ／

Ｌ二甲双胍组和２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组间，Ｆｏｘｐ３蛋白表达差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。分析原因，这可能与观察时间不

长，蛋白质表达还不够充分有关。

Ｆｏｘｐ３曾被认为高度特异性表达于ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ，与

Ｔｒｅｇ在胸腺的成熟发育和功能维持均具有十分重要意义
［１５］。

但自２００７年开始，Ｆｏｘｐ３逐渐被证实于人胰腺癌、人乳腺癌、

肺癌、肝癌、前列腺癌等多种癌细胞中表达，使得人们对Ｆｏｘｐ３

的研究逐渐从ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ转移到肿瘤方面
［１６］。进一步

功能分析证明，Ｆｏｘｐ３作为转录阻遏物，可靶点作用于活化Ｔ

细胞核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ，ＮＦＡＴ）／催化

蛋白位点，通过调节细胞内多种信号途径，在转录水平调控细

胞周期以及潜在肿瘤发生［１７１８］。但关于Ｆｏｘｐ３与肿瘤发生的

关系，目前还存在一定的争议。一方面，有学者认为Ｆｏｘｐ３可

促进肿瘤生长，在癌细胞中Ｆｏｘｐ３的高表达往往预示着病情

的恶化程度更高，可能与其逃逸免疫应答有关［７］。另一方面，

也有学者认为Ｆｏｘｐ３为抑癌基因，由于其在癌细胞中表达降

低，而无法抑制肿瘤的生长和转移［１９］。分析其可能原因为

Ｆｏｘｐ３作为ＮＦＡＴ和ＮＦκＢ的协同抑制因子而抑制两者转录

活性，从而调控相关基因表达，例如ＩＬ２、ＣＬＡ４和ＣＤ２５。鉴

于将野生型的Ｆｏｘｐ３ｃＤＮＡ转导入乳腺癌细胞中后，可表现出

癌细胞生长抑制的效应［２０］，作者推测，在乳腺癌等肿瘤中检测

到异常表达增高的是否为突变型的Ｆｏｘｐ３基因和蛋白，从而

发挥促进癌细胞生长的效果，这仍需进一步的研究和探讨。

综上所述，二甲双胍对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的增殖有抑制

作用，并诱导其凋亡，其机制可能与Ｆｏｘｐ３的基因和蛋白表达

下调有关。这为二甲双胍在乳腺癌治疗方面的临床应用提供

一定的理论研究基础。
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