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Abstract
AIM: To investigate the effects of metformin, a 
widely used antihyperglycemic agent, on cell 
proliferation, apoptosis and migration in human 
gastric cancer cell line AGS, and to examine 
whether there are synergistic effects between 
metformin and 5-fluorouracil (5-FU).

METHODS: AGS cells were treated with metfor-
min alone or in combination with 5-FU. Methyl 
thiazolyl tetrazolium (MTT) assay was used to 
detect cell relative viability at 24, 48 and 72 h 
after treatment. Apoptosis and mitochondrial 
membrane potential were examined by flow 
cytometry (FCM) at 48 h. Cell migration at 72 h 
was determined by scratch assay. The expres-
sion of cyclin D1, Bcl-2, MMP-2, MMP-9 and Bax 
mRNAs in AGS cells at 24 h was detected by RT-
PCR. 

RESULTS: Metformin significantly inhibited 
cell proliferation in a dose- and time-dependent 
manner (24, 48 and 72 h: F = 99.32, 127.30 and 
235.72, respectively; all P < 0.01). After metfor-
min treatment, mitochondrial membrane po-
tential decreased (t = 12.43, P < 0.01), apoptosis 
rate increased (t = 8.32, P < 0.01), and average 
migration velocity was reduced (12, 24 and 48 h: 
t = 9.13, 13.77 and 14.21, respectively; all P < 0.01) 
in AGS cells. The expression of cyclin D1, Bcl-2, 
MMP-2 and MMP-9 mRNAs was down-regulat-
ed, while that of Bax mRNA was up-regulated 
after metformin treatment. Metformin treatment 
enhanced 5-FU-mediated cell growth inhibition 
(24 h: t = 2.97, P < 0.05; 48 h, t = 4.61, P < 0.01; 72 h: 
t = 6.02, P < 0.01). 

CONCLUSION: Metformin can inhibit cell pro-
liferation and migration and promote apoptosis 
in human gastric cancer cell line AGS. Metfor-
min and 5-FU have a synergistic anti-prolifera-
tion effect in AGS cells. 
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tion; Migration; Apoptosis; Drug synergism
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摘要
目的: 研究应用安全性较好的二甲双胍对胃
癌细胞的抑制作用, 初步探讨可能机制.

方法: 以二甲双胍联合或不联合5-氟尿嘧啶
干预AGS细胞作为实验组, 无药物组作对照. 
干预24、48、72 h应用MTT检测细胞增殖, 干
预48 h流式细胞术检测凋亡、线粒体膜电位, 
72 h通过细胞划痕实验反映迁移能力改变, 药
物作用24 h抽提细胞RNA以RT-PCR检测相关
基因转录改变. 

结果: AGS细胞相对活力明显降低(24、48、72 
h: F  = 99.32, 127.30, 235.72, 均P<0.01), 并具有
浓度-时间依赖性, 联合应用5-氟尿嘧啶显示协
同作用(24 h: t  = 2.97, P<0.05; 48、72 h: t  = 4.61, 

®

■背景资料
胃癌是对人类健
康危害极大的疾
病 ,  临 床 上 化 疗
药物效果不佳、

不 良 反 应 大 .  近
来糖尿病与肿瘤
关系的研究逐渐
将人们的目光引
向降糖药物二甲
双 胍 .  二 甲 双 胍
的抑制肿瘤作用
在部分肿瘤类型
少量临床前研究, 
但在消化系尤其
胃癌方面尚未见
有报道.

■同行评议者
王振宁, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院肿瘤外科
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6.02, 均P <0.01). 线粒体膜电位下降(t  = 12.43, 
P<0.01), 凋亡增加(t  = 8.32, P<0.01), 平均迁移
速率明显减慢(12、24、48 h: t  = 9.13, 13.77, 
14.21, 均P<0.01), cyclin D1、Bcl-2、MMP-2、
MMP-9 mRNA均减少, Bax增加.

结论:  二甲双胍能够抑制A G S胃癌细胞增
殖、迁移, 促进凋亡, 与5-氟尿嘧啶联合应用
具有协同抑制作用.
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0  引言

近年来, 关于药物治疗糖尿病引发肿瘤发生的

研究逐渐将人们的目光引向降糖药物二甲双

胍[1,2]. 二甲双胍在乳腺癌、前列腺癌等肿瘤的

临床前研究可见报道, 但在消化系尤其胃癌方

面, 尚未见有报道[3,4]. 本研究通过检测二甲双胍

干预人AGS胃癌细胞后其生长、凋亡、侵袭能

力的改变、相关基因转录以及与化疗药物联合

用药的效果, 初步探讨可能机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 AGS胃癌细胞为上海交通大学瑞金医

院内科实验室保存. RPMI 1640培养液、胎牛

血清、青链霉素、胰酶购自Gibco公司. 二甲双

胍、3-(4, 59二甲基噻唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑

溴盐(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)购自Sigma公
司. AnnexinⅤ-FITC流式细胞凋亡检测试剂盒购

自Becton Dickinson公司. TRIzol、逆转录试剂盒

购自TaKaRa公司. PCR试剂盒购自天根生化科

技(北京)有限公司. PCR引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成. 酶联免疫检测仪为

Thermo公司产品. 流式细胞仪为Becton Dickinson
公司产品. 凝胶成像系统为BIO-RAD公司产品. 
流式细胞术检测结果用CELLQUET软件分析, 细
胞划痕实验结果用ImagePro软件分析.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及药物干预: AGS细胞在37 ℃, 50 
mL/L CO2的饱和湿度无菌培养箱常规培养于含

100 mL/L胎牛血清, 100 kU/L青霉素、100 mg/L
链霉素的RPMI 1640培养液中. 一定浓度的二甲

双胍在每次实验前即时配制.
1.2.2 相对生存能力分析: 处于对数生长期的细

胞以每孔8×103/200 µL接种于96孔板, 设对照

组和实验组, 每组8复孔, 周边余孔以无菌PBS
封闭. 培养24 h后, 每孔换以含不同浓度(0、
5、10、12.5、17.5、20 mmol/L)二甲双胍的培

养基, 其中0 mmol/L组为对照组, 其余均为实

验组. 分别继续培养24、48、72 h, 每孔加入5 
g/L MTT 20 µL, 37℃孵育4 h, 弃去液体, 每孔加

DMSO 150 µL, 避光振荡20 min使结晶充分溶

解. 酶联免疫检测仪570 nm波长测定吸光度(A )
值, 以不加细胞的培养基孔调零. 细胞相对存

活率 = (实验孔A 570-调零孔A 570)/(对照孔A 570-调
零孔A 570)×100%. 联合用药实验设无药物对照

组、单用二甲双胍组、单用5-氟尿嘧啶(40 mg/
L)组、两药联合应用组, 以MTT分析.
1.2.3 细胞凋亡及线粒体膜电位检测: 细胞以每

孔3×105/2 mL接种于6孔板, 每组设3复孔. 培养

24 h后再以二甲双胍作用48 h, 用不含EDTA的

0.25%胰酶消化并收集细胞于流式管, 离心弃上

清, 每管加结合缓冲液100 µL重悬, 加Annexin
Ⅴ-FITC 5 µL避光10 min, 加碘化丙啶, 之后以

结合缓冲液补足500 µL, 流式细胞仪检测细胞凋

亡. 线粒体膜电位检测方法为将消化所得细胞

经PBS洗涤离心, 加10 µL罗达明-123(10 mg/L), 
37 ℃避光孵育20 min, PBS洗涤两次, 上流式细

胞仪检测.
1.2.4 侵袭能力分析: 细胞划痕实验将细胞以每

孔2×105/2 mL接种于6孔板, 每组3复孔, 为提供

显微镜下参照, 事先在每孔底部水平方向画5条
平行线. 24 h后, 加含或不含二甲双胍完全培养

基继续培养72 h, 各组细胞均达到80%-90%融合, 
换无血清培养液饥饿过夜使细胞同步化, 以200 
µL移液器枪头在每孔中央纵向划一直线, 无菌

PBS轻柔洗涤2次, 加无血清培养基培养. 分别在

划痕后0、12、24、48 h显微镜下观察划痕处的

细胞生长状况并拍照.
1.2.5 RT-PCR检测相关基因转录: 二甲双胍干

预24 h后以TRIzol法提取各组细胞总RNA, 取
1 µg逆转录成cDNA, 进行RCR反应, 控制反

应循环数勿使反应进入平台期 .  以甘油醛-3-
磷酸脱氢酶(G A P D H)作为内参 .  G A P D H引

物: 上游: GCACCGTCAAGGCTGAGAAC, 下游: 
ATGGTGGTGAAGACGCCAGT; 周期蛋白D1(cyclin 
D1)引物: 上游: TCTACACCGACAACTCCATCC, 
下游: TGTGAGGCGGTAGTAGGACAG; B

■相关报道
AMPK作为细胞
能量平衡方面的
重 要 分 子 ,  其 参
与 对 肿 瘤 的 调
控 作 用 被 发 现 . 
可 能 通 过 抑 制
m TO R途径起到
抗肿瘤作用. 

■研发前沿
临床安全性较高
的常用药以及食
品提取物抗肿瘤
作用逐渐受到重
视. 二甲双胍作为
AMPK的激活剂, 
其在肿瘤治疗方
面的应用及相关
机制逐渐成为研
究热点. 
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细胞淋巴瘤 /白血病 - 2 ( B c l - 2 )引物 :  上游 : 
G AT G G C A A AT G A C C A G C A G A, 下游 : 
GCAGGATAGCAGCACAGGAT; B细胞淋

巴瘤 /白血病 - 2相关 x蛋白 ( B a x )引物 :  上
游A G G AT C G A G C A G G G C G A AT G, 下游

GCTCCCGGAGGAAGTCCAAT; 基质金属蛋

白酶2(matrix metalloproteinase 2, MMP-2)引物: 
上游CCGTCGCCCATCATCAAGTTCC, 下游

GCACGAGCAAAGGCATCATCCA; 基质金属

蛋白酶9(matrix metalloproteinase 9, MMP-9)引
物: 上游TCCCTGGAGACCTGAGAACC, 下游

CGGCAAGTCTTCCGAGTAGTTT.
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 应

用SPSS13.0统计软件, 进行单因素方差分析、t
检验, 按α = 0.05的检验水准, P <0.05为差异具有

统计学意义.

2  结果

2.1 二甲双胍能抑制AGS细胞增殖 MTT分析显

示, 12、24、48 h对照组吸光度低于实验组, 差
异具统计学意义(F  = 99.32, 127.30, 235.72, 均

P<0.01), 提示二甲双胍可以明显抑制AGS细胞生

长, 且随药物浓度和作用时间延长抑制效果更加

明显. 达到50%抑制率的药物浓度在10 mmol/L
左右, 之后实验均在此浓度进行(表1, 图1).
2.2 二甲双胍与5-FU联合用药显示协同效应 实
验组中联合用药组比单用二甲双胍组、单用

5-FU组抑制增殖作用更加明显, 差异具统计学意

义(联合用药组24 h: t  = 3.74, 48 h: t  = 6.06, 72 h: 
t = 12.94, 均P<0.01 vs  单用二甲双胍组; 联合用

药组24 h: t = 2.97, P<0.05, 48 h: t  = 4.61, P<0.01, 
72 h: t = 6.02, P<0.01 vs  单用5-FU组). 不同浓度

二甲双胍与5-FU合用, 抑制率具有差异, 尤其较

高浓度(15 mmol/L)与较低浓度(5 mmol/L)之间, 
但随着时间延长差异逐渐变小(24 h: F  = 10.01, 
P <0.01; 48 h: F  = 5.41, P <0.05; 72 h: F  = 3.40, 
P>0.05, 表2).
2.3 二甲双胍促进AGS细胞凋亡, 降低线粒体膜

电位 AGS细胞经二甲双胍作用后早期凋亡(t = 
6.57, P <0.05)、晚期凋亡(t = 5.58, P <0.01)、总

凋亡(t = 8.32, P <0.01)比例均明显上升, 并呈现

明显低线粒体膜电位(高荧光强度)状态(380.61
±52.25 vs  5.49±0.89, t = 12.43, P <0.01). 提示二

甲双胍具有通过影响线粒体膜电位促进AGS胃
癌细胞凋亡作用(表3).
2.4 二甲双胍抑制AGS细胞迁移 实验组的12、
24、48 h平均迁移速率均明显小于对照组(t = 
9.13, 13.77, 14.21, 均P <0.01), 对照组48 h后部分

视野划痕得到“愈合”(表4, 图2).
2.5 二甲双胍影响相关基因转录 二甲双胍作用

表  3  二甲双胍对AGS细胞凋亡影响 (%, mean±SD)

     
分组                   早期凋亡          晚期凋亡             总凋亡

对照组            0.18±0.04      0.05±0.02      0.23±0.32

二甲双胍组    6.45±1.65a   25.56±7.92b   32.01±6.62b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

表  1  AGS细胞经二甲双胍作用后MTT结果 (A 570, mean±SD)

     
分组	            0 mmol/L               5 mmol/L              10 mmol/L            12.5 mmol/L            17.5 mmol/L           20 mmol/L

24 h 0.80±0.02 0.72±0.03b 0.67±0.02b 0.65±0.03b 0.60±0.02b 0.53±0.01b

48 h 1.01±0.10 0.81±0.09b 0.76±0.04b 0.70±0.03b 0.63±0.05b 0.56±0.07b

72 h 1.50±0.15 0.85±0.04b 0.75±0.05b 0.70±0.04b 0.63±0.05b 0.52±0.03b

bP<0.01 vs  对照组.

表  2  AGS细胞经不同浓度二甲双胍与5-FU联合用药MTT结果 (A 570, mean±SD)

     
分组	            C                           M(10)                            F                         M(10)+F                    M(5)+F                    M(15)+F

24 h	   0.98±0.08           0.86±0.05b            0.93±0.09           0.80±0.03c           0.92±0.10           0.71±0.07

48 h	   1.60±0.07           1.02±0.03b            0.99±0.04           0.84±0.06d           0.89±0.05           0.78±0.03

72 h	   2.10±0.11           1.08±0.04b            0.83±0.06           0.54±0.09d           0.60±0.07           0.45±0.11

C: 对照组; F: 5-FU(40 mg/L); M(5): 二甲双胍浓度5 mmol/L; M(10): 二甲双胍浓度10 mmol/L; M(15): 二甲双胍浓度15 mmol/L. 
bP<0.01 vs  M(10)+F组; cP<0.05, dP<0.01 vs  F组.

■应用要点
本研究发现胃癌
细胞经二甲双胍
作 用 后 ,  细 胞 增
殖、迁移受到明
显 抑 制 ,  凋 亡 增
加, 并与5-氟尿嘧
啶联合用药能显
示协同作用, 在临
床上有可能为联
合化疗治疗胃癌
提供新的补充途
径, 降低常用化疗
药物剂量, 减轻不
良反应.

■创新盘点
本研究将临床上
已经广泛使用的
降糖药物二甲双
胍应用于胃癌细
胞 ,  观 察 对 胃 癌
细胞生长、侵袭
的 抑 制 作 用 ,  并
且探讨了与胃癌
常用化疗药物5-
氟尿嘧啶的联合
用 药 效 果 ,  有 望
为胃癌治疗提供
新的思路. 
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后, 与对照组相比, cyclin D1、Bcl-2、MMP-2、
MMP-9的量均明显减少, Bax量增加. 与前述增

殖、迁移抑制、促进凋亡结果相符(图3).

3  讨论

细胞恶性增殖、永生化、转移都是肿瘤发生发

展中最基本也是不可避免的问题, 二甲双胍是

否能对胃癌细胞的这些变化具有抑制作用也

成为其抗肿瘤效应的关键. 于是实验从细胞增

殖、凋亡、迁移等方面着手设计, 观察药物干

预后改变, 并检测相关基因转录的变化以期探

索可能作用机制. 从结果来看, AGS胃癌细胞经

二甲双胍作用后, 细胞增殖、迁移受到明显抑

制, 凋亡增加. RT-PCR检测的5个相关基因中, 
cyclin D1是细胞周期调控中的重要分子, 结果显

示其量减少, 使得细胞不能进行有效增殖[5]. 这
与Ben等[4]的研究发现相符. Bcl-2基因家族与细

胞凋亡密切相关, 家族成员中包括对凋亡有抑

制作用的比如Bcl-2, 也有促进凋亡的比如Bax. 
本实验中Bcl-2减少, 而Bax增加, 两种变化均指

向了促进细胞凋亡进行的方向. 另外, 肿瘤转移

也是影响肿瘤预后的极大因素, 80%-90%的胃

癌患者发现有转移[6]. MMP家族中的MMP-2、
MMP-9是肿瘤发生转移非常关键的分子[7]. 二甲

双胍下调了MMP-2、MMP-9, 从而有效地抑制

了细胞迁移. 除此之外, 胃癌是临床上治疗相当

棘手的一种疾病, 因为其不仅对一般化疗药物

不敏感, 并且胃癌常用化疗药物如5-FU不良反

应相当严重. 二甲双胍作为一种临床广泛应用

的安全药物, 如果能增强胃癌细胞对常用化疗

药物敏感性, 将提供一个潜在的新治疗途径. 于
是本实验联合应用5-FU与二甲双胍, 结果显示

具有协同作用, 为临床联合用药治疗胃癌拓展

了一条可参考的思路.
近来, 临床常用药以及食品提取物抗肿瘤作

用逐渐受到重视[8,9]. 二甲双胍作为安全有效的降

糖药物, 其降血糖机制被认为与激活腺苷酸活化

蛋白激酶(AMP-activated protein kinase, AMPK)
有关[10,11]. AMPK虽是细胞能量平衡方面的重要

分子, 但最近研究发现他还参与对肿瘤细胞的

调控[12-14]. AMPK能够磷酸化哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR), 
并通过mTOR下游分子使cyclin D1、MMP-9等
与肿瘤发生、发展相关的分子表达增加[15,16]. 作

表  4  二甲双胍对AGS细胞平均迁移速率影响

     
                           	 对照组                       二甲双胍组

平均距离(µm)   

    0 h	      2 104.07±107.88          2 431.81±239.32

    12 h	      1 815.42±94.21            2 322.44±217.42

    24 h	      1 445.28±94.22            2 249.05±220.56

    48 h	      1 138.36±122.00          2 047.03±173.08

平均速率(µm/s) 

    12 h                 6.68±0.60                     2.53±0.51b

    24 h                 6.47±0.50                     2.12±0.23b

    48 h                 5.59±0.10                     2.23±0.40b

bP<0.01 vs  对照组.

图  1  二甲双胍作用后AGS细胞凋亡
的改变. A: 对照组; B: 二甲双胍组.
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图  2  二甲双胍作用后AGS细胞划痕实验结果.
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图  3  二甲双胍作用后AGS细胞相关基因RT-PCR结果.

■名词解释
腺苷酸活化蛋白
激酶(AMPK): 是
一种在细胞内行
使能量代谢调节
的 蛋 白 激 酶 .  是
一种三聚体, 催化
亚基α, 调节亚基
γ, β亚基为连接α
与 γ亚基的桥梁 . 
AMPK在糖尿病
及肥胖症等代谢
性疾病中发挥重
要作用. 近来发现
AMPK与衰老、

神经系统的能量
代谢调控、肿瘤
调控等方面也密
切相关.
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为AMPK的激活剂, 二甲双胍的抗肿瘤效应已

被少量研究证实, 比如Zakikhani等[17]和Dowling
等 [18]分别证明二甲双胍能抑制乳腺细胞生长, 
Jiralerspong等[19]发现二甲双胍能提高糖尿病乳

腺癌患者对新辅助化疗的反应性. 这些研究主要

局限于乳腺癌等肿瘤类型, 对于消化系肿瘤研究

较少. 本实验用二甲双胍干预AGS胃癌细胞, 试
图探究安全、经济的临床常用药物二甲双胍能

否为胃癌这类对化疗普遍不敏感的实体性消化

系统肿瘤提供新的治疗可能性.
二甲双胍应用于AGS胃癌细胞能够发挥抗

肿瘤效应, 并且作为一种安全性较好的药物, 很
值得进一步探索在肿瘤治疗方面的应用, 期待

更多深入的基础及临床研究, 为胃癌以至其他

肿瘤治疗开辟更安全有效的途径[20].
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■同行评价
本研究设计尚可, 
内容新颖, 有一定
参考价值.


