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"摘要#
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目的
!

观察二甲双胍对骨肉瘤
=;)'

细胞的迁移侵袭能力的影响&方法
!

以骨肉瘤
=;)'

细胞株为研究对象!二

甲双胍处理后分别采用
@JE,+LDHH

小室法检测细胞迁移和侵袭能力的变化!采用明胶酶谱实验检测基质金属蛋白酶
1

"

==:.1

$和

==:.(

的活性!采用
JDEH.@#FD:89

法检测细胞中埃兹蛋白"

U\J#,

$

F94?

的表达!采用
D̂+@DJ,MH"@

检测
U\J#,

蛋白的表达#

7#.

K

"IDG@EF#,D1%%%

转染
U\J#,

质粒到细胞中观察其对二甲双胍诱导的细胞迁移侵袭抑制及对下游信号通路的影响&结果
!

二甲

双胍可显著抑制
=;)'

细胞的迁移和侵袭!并降低
==:.1

和
==:.(

的酶活性&用药
0/C

后!

=;)'

细胞内
U\J#,

的
F94?

和

蛋白水平均明显下降!且上调
U\J#,

可减弱二甲双胍诱导的骨肉瘤细胞迁移和侵袭抑制及二甲双胍诱导的
=?:_

(

UJR

信号通路

抑制&结论
!

二甲双胍可抑制
=;)'

细胞的迁移和侵袭能力!可能是通过下调
U\J#,

和
=?:_

(

UJR

信号通路而实现&

"关键词#

!

二甲双胍#骨肉瘤#细胞运动#肿瘤浸润#埃兹蛋白#
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UJR

信号通路
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骨肉瘤是最常见的原发性骨肿瘤#其特征是具有高度恶性

的倾向#能迅速破坏周围的组织#并发生转移'

$

(

)当骨肉瘤复

发或发生转移时预后极差'

1

(

)尽管目前疗效确切的临床化疗

药物不断涌现#如大剂量甲氨蝶呤*多柔比星*顺铂和异环磷酰

胺等#但化疗药物较大的毒副作用及逐渐出现的耐药性成为制

约其发展的主要问题#而应用血管内皮抑素*端粒酶靶向治疗

等较新的方法治疗骨肉瘤的临床研究目前尚处于起步阶段#其

有效性和安全性尚需大量临床资料证实'

'.0

(

)因此#亟待寻找

一种安全*有效的药物来延缓骨肉瘤进展#提高骨肉瘤患者生

存率)二甲双胍作为一种临床上使用多年的常见降糖药#其安

全性已经得到了充分验证)近来#相关研究表明二甲双胍在一

定程度上具有抗肿瘤作用'

2.-

(

#基于此#本实验拟研究二甲双胍

对骨肉瘤
=;)'

细胞迁移和侵袭的影响并探讨其作用机制以

期明确其在骨肉瘤治疗的可能性)埃兹蛋白$

U\J#,

&是
U9=

家族中重要的成员#它最初是在研究鸡小肠黏膜细胞刷状缘微

绒毛的细胞骨架的主要成分时被首次发现)

U\J#,

作为外层细

胞骨架为真核细胞质膜结构提供支持作用)

U\J#,

是一个相对

分子质量为
/1W$%

' 的磷酸化蛋白质#由
N#HH#,.1

基因编码表

达)研究显示#

U\J#,

在多种肿瘤的转移中发挥着重要的作

用'

/.$$

(

)

U\J#,

作为一个同时与间叶和上皮来源的多种恶性肿

瘤转移高度相关的蛋白#正越来越引起人们的重视)目前的研

究表明二甲双胍可通过不同的机制抑制多种不同的肿瘤#如二

甲双胍可通过靶向
>@E@'

抑制三阴性乳腺癌细胞的生长并诱

导细胞的凋亡#还可通过下调
F#94?+

减弱胰腺癌干细胞的

功能从而抑制胰腺癌细胞的增殖和侵袭转移能力'

2.)

(

)为明确

二甲双胍抑制骨肉瘤细胞迁移和侵袭能力的分子机制#本研究

观察
U\J#,

在二甲双胍处理前后的变化#并探讨其是否为二甲

双胍的关键靶点)
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材料与方法
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材料
!

人骨肉瘤细胞株
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购于中国科学院上海细
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重庆医学
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2
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作者简介$苏小桃$
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&#副主任医师#副教授#硕士研究生#主要从事骨肿瘤与

脊柱相关疾病诊治的研究)

!

#

!

通讯作者#

3DH

!

$/1-'0'221%

%

U.FE#H

!

+CD,

B

#,

<B

#,

<

$$$'

#

$1)&G"F

)



胞库)

9:=6$)0%

培养液*胎牛血清购于美国
;#MG"

公司#二

甲双胍购于
>#

<

FE.?H!J#GC

公司#

U\J#,

抗体和
EG@#,

抗体购于

EMGEF

公司#

?R@

抗体#

K

.?R@

$

>DJ0-'

&抗体#

UJR$

"

1

抗体#

K

.

UJR$

"

1

$

3CJ1%1

"

3

B

J1%0

&抗体#辣根过氧化物酶标记的二抗购

于
8DHH+#

<

,EH#,

<

公司#

U\J#,

质粒购于
J̀#

<

D,D

公司#

7#

K

".

IDG@EF#,D1%%%

购于
#,N#@J"

<

D,

公司#

@JE,+LDHH

小室购于
G"J.

,#,

<

公司#基质胶购于
O[

公司#

@J#\"H

购于
#,N#@J"

<

D,

公司#

93.:89

试剂盒购于
5DJFD,@E+

公司#

Y

:89

试剂盒购于
@ERE.

JE

公司)

O8?

蛋白定量试剂盒#

96:?

裂解液#

:=>5

#上样缓

冲液均购于碧云天公司)明胶酶谱试剂盒购于
;U4=U[

公

司)蛋白
=EJRDJ

购于
O#".9E!

公司#

:c[5

膜购于
=#HH#

K

"JD

公司#

U87

发光液购于
:#DJGDO#"@DGC,"H"

<B

公司#胶片购于

_"!ER

公司)青霉素*硫酸链霉素购于北京鼎国生物技术有限

公司)
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方法

>&?&>

!

细胞培养
!

=;)'

细胞接种于含
$%S

胎牛血清#

$%%

i

"

F7

青霉素#

$%%

&

<

"

F7

链霉素的
9:=6$)0%

培养液中#置

于
'-e

#

2S8̀

1

及饱和湿度条件的培养箱中培养)

>&?&?

!

实验分组
!

于
)

孔细胞培养板每孔接种
1W$%

2 个

=;)'

细胞#单层培养至细胞覆盖率为
/%S

左右)细胞分为

实验组和对照组)对照组!不加药%实验组!加入二甲双胍#使

其终浓度为
$%FF"H

"

7

#培养
0/C

后收集细胞进行后续实验)

浓度选取理由!查阅多篇文献发现二甲双胍抑制多种肿瘤侵袭

迁移效果较明显时浓度均为
$%

"

'%FF"H

"

7

#故采纳了最低的

整倍数浓度
$%FF"H

"

7

'

)

#

$1.$'

(

)

>&?&@

!

实时荧光定量
:89

!

=;)'

细胞接种于
)

孔板#加入

或不加入
$%FF"H

"

7

二甲双胍培养
0/C

后#收集细胞)

3J#\"H

试剂法提取总
94?

#按照
93.:89

试剂盒说明书进行逆转录

反应)每组取
2%,

<

G[4?

#用
>]O9:JDF#QUQ3E

Y$

_#@

试

剂盒进行实时荧光定量
:89

反应)

U\J#,

的正向和反向引物

分别是
2g.?8; 383 ;?; ??38?? 8?? ;8.'g

#

2g.338

38838?3?;3883;8?;.'g

%

;?:[P

的正向和反向引

物分别是
2g.3;88?838?;??;?83;3;;.'g

#

2g.;;?

3;8?;;;?3;?3;3383.'g

)每孔反应体积为
1%

&

7

#

每组
'

个重复孔)

:89

扩增条件!

(2e

预变性
2F#,

#

(2e

变

性
'%+

#

22e

退火
'%+

#

-1e

延伸
1%+

#共计
'2

个循环#

-1e

再延伸
$%F#,

)反应在
9"GCD7#

<

CG

B

GHDJ0/%

系统进行#结果

处理用
#

8@

值法)

>&?&I

!

D̂+@DJ,MH"@

检测
!

=;)'

细胞接种于
)

孔板#加入或

不加入
$%FF"H

"

7

二甲双胍培养
0/C

后#收集细胞#

:O>

洗

$

次#加入
96:?

$含蛋白酶抑制剂&裂解细胞#冰上放置
'%

F#,

#超声断裂
[4?

#低温离心取上清于另一
U:

管)二喹啉

甲酸$

O8?

&法测定蛋白浓度#取
0%

&

<

总蛋白变性后
$%%

"

$'%

c

恒压电泳约
(%F#,

#

1%%F?

恒流转膜约
$1%F#,

)

2S

牛奶

摇床室温封闭
$C

#一抗室温摇床孵育
$C

后
0e

过夜)

:O>3

洗
'

次#二抗室温摇床孵育
$C

)

:O>3

洗
1

次#

:O>

洗
$

次#

曝光)

>&?&J

!

细胞侵袭和迁移实验
!

细胞侵袭实验!

=;)'

细胞种

板#加入
$%FF"H

"

7

二甲双胍培养
0/C

#将存活的骨肉瘤细胞

种入已铺好
=E@J#

<

DH

基质胶的
3JE,LDHH

小室上层#行无血清

培养
')C

#吸去孔中培养基#用
:O>

洗
1

次#

0S

多聚甲醛固定

'%F#,

#稍微晾干后用结晶紫染色
1%F#,

#用棉签擦去上室面

上的细胞#

:O>

洗
'

次#取出小室#晾干#镜下拍照)

$%%

倍显

微镜下计数上下左右中
2

个随机不同视野的穿膜细胞数#取均

值)实验重复
'

次)细胞迁移实验!方法同侵袭实验#只是
@J.

E,+LDHH

上室不用基质胶处理#观察时间为
10C

)

>&?&L

!

明胶酶谱实验
!

=;)'

细胞加入
$%FF"H

"

7

二甲双胍

处理
0/C

后#每孔加入
$F7

无血清培养基继续培养
10C

#收

集上清液#将上清液移入离心管中
1%%%J

"

F#,

#

0e

离心
$%

F#,

#上清液用
?F#G",iH@JE.$28D,@J#IA

<

EH5#H@DJ[DN#GDGD+

浓

缩#测定蛋白浓度于
T/%e

储存备用)配置
/S

分离胶和
2S

浓缩胶$胶中均含
$S

明胶&#取
'%

&

<

蛋白与上样缓冲液$非还

原型&混合#不加热)

0e

电泳#

/%c

约
$&2C

)电泳结束后#将

凝胶用去离子水洗两次后#用
$WMAIIDJ?

震荡洗脱
1

次#每次

'%F#,

)将凝胶置于孵育液
MAIIDJO

中
'-e

温箱中孵育
01C

)

用考马斯亮蓝染色液染色
1C

#脱色液$冰醋酸
d

甲醇
d

去离子

水
a2d-d//

&震荡脱色
1C

后#显示出基质金属蛋白酶
1

$

FE.

@J#QFD@EHH"

K

J"@D#,E+D.1

#

==:.1

&约
-1W$%

' 和
==:.(

约

(1W$%

' 为位于蓝色背景上的白色透亮带#扫描仪扫描图片

备用)

>&@

!

统计学处理
!

采用
;JE

K

C:E!:J#+F2&%

软件对数据进

行分析#计量资料用
DV5

表示#采用
7

检验#以
!

$

%&%2

为有

统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

二甲双胍抑制骨肉瘤
=;)'

细胞体外的迁移和侵袭能

力
!

当用二甲双胍
$%FF"H

"

7

处理
=;)'

细胞
0/C

后细胞的

迁移和侵袭能力明显减弱$图
$

&#迁移从$

$-$&-%V)&)%

&个"

视野减少到$

2%&'%V0&'%

&个"视野#侵袭从$

$2(&'%V'&2%

&

个"视野减少到$

0)&%%V0&0%

&个"视野#处理前*后比较差异有

统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
1

)

图
$

!!

3JE,+LDHH

迁移与侵袭实验结果&

W1%%

'

'%)

重庆医学
1%$)

年
1
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#与对照组相比)

图
1

!!

二甲双胍抑制
=;)'

细胞的迁移和侵袭能力比较

?&?

!

二甲双胍抑制
==:1

和
==:.(

的酶活性
!

对照组细

胞的上清液均可降解明胶#表现出
-1W$%

' 和
(1W$%

' 位置的

透明条带%而实验组的细胞上清液降解明胶的能力显著下降#

表现为明胶上的消化条带减弱$图
'

&#结果提示二甲双胍可以

降低
==:.1

和
==:.(

的酶活性)

图
'

!!

二甲双胍抑制
==:.1

和
==:.(

的酶活性

?&@

!

二甲双胍抑制
=;)'

细胞中
U\J#,

的表达
!

二甲双胍可

显著 降 低
=;)'

细 胞 中
U\J#,

基 因 的
F94?

表 达#从

$

$%%&%%V2&1%

&

S

降到$

'%&1%V$&-%

&

S

$图
0?

&)

D̂+@DJ,

MH"@

结果亦显示#

$%FF"H

"

7

二甲双胍处理细胞
0/C

可明显

下调
U\J#,

蛋白的表达#见图
0O

)

!!

?

!

U\J#,

的
F94?

水平#

E

!

!

$

%&%$

#与对照组相比%

O

!

U\J#,

蛋

白水平)

图
0

!!

二甲双胍下调
U\J#,

的
F94?

和蛋白水平

?&I

!

二甲双胍抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭依赖于
U\J#,

的

下调
!

侵袭实验结果显示#上调
U\J#,

可使
=;)'

细胞的迁移

和侵袭能力均明显增强#迁移从$

$-2&%%V/&-%

&个"视野增加

到$

'%%&%%V2&/%

&个"视野#侵袭从$

$2'&-%V'&2%

&个"视野增

加到$

1(%&%%V2&1%

&个"视野)而上调
U\J#,

还可降低二甲双

胍对
=;)'

细胞迁移和侵袭的抑制作用#高表达
U\J#,

后#迁

移从$

2%&%%V(&/%

&个"视野恢复到$

((&'%V2&/%

&个"视野#侵

袭从$

0'&-%V'&%%

&个"视野恢复到$

(%&'%V)&$%

&个"视野#结

果均有统计学意义$

!
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&#见图
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二甲双胍通过下调
U\J#,

减弱
=?:_

"

UJR

信号通路
!

二甲双胍能下调
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细胞中
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UJR

的总蛋白水平#但
K

.UJR

的降低可因过表达
U\J#,

而有所

减少#却不会因过表达
NDG@"J

而有所变化$图
-?

&)而经二甲

双胍处理
=;.)'

细胞后
?R@

的磷酸化水平和总蛋白水平均未

发生明显的改变$图
-O

&)

!!

E

!

!

$

%&%$

#与同组未加
U\J#,

比较%

M

!

!

$

%&%$

#与对照组比较)

图
)

!!

两组骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能力比较

!!

?

!二甲双胍对
=?:_

"

UJR

信号通路的影响及过表达
U\J#,

对此

信号通路的影响%

O

!二甲双胍对
?R@

"

F3̀ 9

信号通路的影响)

图
-

!!

二甲双胍通过下调
U\J#,

减弱
=?:_

+

UJR

信号通路

@

!

讨
!!

论

骨肉瘤常见于儿童和青少年#具有早期远处转移和高度局

部复发倾向)尽管近年来在外科手术以及新辅助化疗上取得

了很大进展#但病死率仍很高#其主要原因之一是骨肉瘤易复

发转移'

$0.$2

(

)目前临床治疗骨肉瘤的药物主要是化疗药物#

如大剂量甲氨蝶呤*多柔比星*顺铂和异环磷酰胺等#多毒副作

用大且易产生耐药性'

'.0

#

$)

(

)因此#寻找一种新的安全*有效的

药物对提高骨肉瘤患者生存具有非常重要的意义)

二甲双胍是一种临床上常用的降血糖药物#近年来人们发

现其对多种恶性肿瘤的生长具有抑制作用#可能成为治疗肿瘤

的辅助药物#但其作用机制尚不完全清楚'

2.-

(

)本研究首次发

现二甲双胍对骨肉瘤细胞的迁移和侵袭具有抑制作用#并探讨

了它的作用机制)

3JE,+LDHH

小室实验结果表明二甲双胍处理

骨肉瘤
=;)'

细胞后细胞的穿膜能力降低#迁移和侵袭能力

减弱)

==:.1

和
==:.(

的活性是与肿瘤侵袭转移能力密切

相关的指标#明胶酶谱实验结果提示二甲双胍降低了
==:.1

和
==:.(

的酶活性#即骨肉瘤细胞降解细胞外基质的过程受

到了抑制#骨肉瘤的侵袭转移能力减弱)已知
U\J#,

蛋白在多

种人类肿瘤的转移中发挥了重要作用'

/.$$

(

)

5"H#"

等'

$-

(研究表

明#

U\J#,

蛋白是在一项骨肉瘤配对分析研究中鉴定出来的与

骨发病相关的
$)

种蛋白中的一种)在本研究中发现二甲双胍

可以下调
U\J#,

的表达#并且高表达
U\J#,

可以降低二甲双胍

对骨肉瘤细胞的迁移侵袭抑制#这很可能是因为二甲双胍通过

下调
U\J#,

的表达从而抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭)此外#

还发现二甲双胍可以通过抑制
U\J#,

表达间接下调
=?:_

"

UJR

信号通路#导致骨肉瘤细胞的迁移和侵袭受到抑制)虽然

有研究认为
U\J#,

蛋白能够调节
?R@

信号'

$/

(

#但本研究发现二

甲双胍处理骨肉瘤细胞后
?R@

通路的活化没有发生明显的改

变#这与以前对胰腺癌细胞的研究相一致'

$(

(

)因此#本研究认

为二甲双胍抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭可能是通过下调

U\J#,

和
=?:_

"

UJR

信号通路而实现)作为一种肿瘤抑制药

物#二甲双胍抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能力是通过下调

U\J#,

的表达#继而抑制
=?:_

"

UJR

信号通路的激活#即通过

二甲双胍
.U\J#,.UJR

轴)

二甲双胍抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能力为骨肉瘤的

治疗提供了一个新策略#也为增加骨肉瘤的化疗敏感性提供了

一个新方法)二甲双胍通过下调
U\J#,

的表达从而抑制骨肉

瘤细胞的迁移和侵袭#也提示了
U\J#,

作为骨肉瘤潜在治疗靶

点的可能性)

综上所述#本研究的完成为二甲双胍用于临床治疗骨肉瘤

患者奠定了理论基础#提供了临床转化方面的有力依据#对于

获得新的骨肉瘤治疗靶点*克服骨肉瘤临床药物耐受也具有重

要意义)目前骨肉瘤动物模型中二甲双胍的抗肿瘤作用尚不

清楚#二甲双胍的抗骨肉瘤作用是否还有其他的分子机制参与

也尚不明确#有待进一步深入探讨研究)
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