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二甲双胍诱导甲状腺乳头状癌ＢＣＰＡＰ细胞的凋亡＊
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　　［摘要］　目的：探讨二甲双胍对甲状腺乳头状癌ＢＣＰＡＰ细胞凋亡的影响及其机制。方法：ＭＴＴ实验分别
检测不同浓度（０ｍｍｏｌ／Ｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ）二甲双胍和２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍不同
时间点（０ｈ，４ｈ，８ｈ，１６ｈ，２４ｈ，４８ｈ）对ＰＴＣ细胞系ＢＣＰＡＰ细胞增殖的影响。流式细胞术检测二甲双胍对细胞
凋亡的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－１２蛋白的表达。结果：与０ｍｍｏｌ／Ｌ 对照组相比，

１ｍｍｏｌ／Ｌ至２０ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍可有效降低ＢＣＰＡＰ癌细胞的增殖活性（Ｐ＜０．０５）；２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处
理ＢＣＰＡＰ癌细胞４８ｈ后，可呈现明显细胞凋亡，且内质网应激相关蛋白ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和Ｃａｓｐａｓｅ－１２表达明显
增加（Ｐ＜０．０５）。而抑制剂组则可降低ＢＣＰＡＰ癌细胞的凋亡率和内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和

Ｃａｓｐａｓｅ－１２的表达（Ｐ＜０．０５）。结论：二甲双胍可以通过启动内质网应激有效参与诱导ＢＣＰＡＰ细胞凋亡。
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＊基金项目：河北省卫计委医学重点课题（Ｎｏ：２０１７０９２８）
１华北理工大学附属医院病理科（河北唐山，０６３０００）
２华北理工大学附属医院药剂科
通信作者：宋旭东，Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｏｎｇｘｄ２００２＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　甲状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｒｃｉｎｏ－
ｍａ，ＰＴＣ）是临床最常见的甲状腺恶性肿瘤，临床
首选手术切除，术后辅以碘１３１清灶治疗，但是碘
１３１清灶治疗会发生包括唾液腺及肝肾功能损伤
在内的不良反应和风险〔１〕。二甲双胍是治疗Ⅱ型
糖尿病的常规药物，近年来研究发现二甲双胍具有
抗肿瘤效果〔２－５〕。本实验通过探讨二甲双胍与
ＰＴＣ细胞ＢＣＰＡＰ凋亡的关系，以期为二甲双胍治
疗ＰＴＣ提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
二甲双胍购自上海生工生物工程公司；人

ＰＴＣ细胞系ＢＣＰＡＰ细胞株购自北京康碧泉生物
技术有限公司；Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ购自美国Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ公
司；噻唑蓝（ＭＴＴ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液、胎牛血清、胰酶、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）
购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＧＰＰ７８、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－１２、

β－ａｃｔｉｎ购自美国 Ａｂｃａｍ；１００×青／链霉素溶液购
自奥地利ＰＡＡ公司。其余试剂及耗材来自于华
北理工大学附属医院病理科。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＢＣＰＡＰ细胞贴壁培养于含
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１０％胎牛血清和１％的１００×青／链霉素溶液的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，于３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度
孵育箱中培养，０．０５％胰腺酶消化传代。二甲双胍
用ＤＭＳＯ溶解后保存，使用时用培养液稀释。对
照组为相同含量ＤＭＳＯ的培养液。

１．２．２　二甲双胍对ＢＣＰＡＰ细胞增殖的影响　取
对数生长期的ＢＣＰＡＰ细胞经胰酶消化后接种于
９６孔板，细胞接种浓度为１×１０５／ｍｌ，每孔加入
１００μｌ培养液过夜使细胞贴壁。２４ｈ后各孔分别
加入含０ｍｍｏｌ／Ｌ（对照）、１ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、

１０ ｍｍｏｌ／Ｌ、２０ ｍｍｏｌ／Ｌ 二 甲 双 胍 的 培 养 液
１００μｌ，继续培养４８ｈ。弃去培养液，每孔加入
２０μｌ的 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ），于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱
中继续培养４ｈ。吸弃上层液体，每孔加入１０％
ＳＤＳ　１５０μｌ，３７℃温箱孵育过夜。用酶标仪测定
４９０ｎｍ下各孔的吸光度值（ＯＤ值）。

２０ｍｍｏｌ／Ｌ组再次分为０ｈ、４ｈ、８ｈ、１６ｈ、

２４ｈ、４８ｈ组，弃去培养液，严格按照分组时间点每
孔加入 ＭＴＴ　２０μｌ（５ｍｇ／ｍｌ），于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中继续培养４ｈ。吸弃上层液体，每孔中加
入１０％ＳＤＳ　１５０μｌ，３７℃孵育过夜。用酶标仪测定
４９０ｎｍ下各孔的ＯＤ值。
细胞存活率（％）＝（实验组ＯＤ值／对照组ＯＤ

值）×１００％。

１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡　实验分为４
组：实 验 对 照 组 （Ｃｏｎ）、二 甲 双 胍 组 （Ｍｅｔ，

２０ｍｍｏｌ／Ｌ，４８ｈ）、二 甲 双 胍 ＋Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ组
（Ｍｅｔ＋Ｓａｌ）、二甲双胍＋ＤＭＳＯ组（Ｍｅｔ＋ＤＭ）。

Ｍｅｔ＋Ｓａｌ组同时给予１μｌ的５０μｍｏｌ／Ｌ的Ｓａｌｕ－
ｂｒｉｎａｌ共同作用，Ｍｅｔ＋ＤＭ 组加入等体积的ＤＭ－
ＳＯ。２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理ＢＣＰＡＰ细胞４８ｈ
后弃去培养液，用预冷的０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ清洗２
次。用０．０５％的胰蛋白酶３７℃消化５ｍｉｎ，用１ｍｌ
口径的吸管轻柔吹打至细胞脱壁，将细胞移入５ｍｌ
流式 管 １　０００　ｒ／ｍｉｎ，离 心 ５ ｍｉｎ 后 弃 上 清，
０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ重复清洗３次后弃上清，用１００μｌ
的培养液重悬细胞。各组均加入５μｌ　ＦＩＴＣ标记
的ＡｎｎｅｘｉｎＶ 和５μｌ　ＰＩ，混匀后室温避光孵育
１５ｍｉｎ加入培养液补足至５００μｌ，立即上流式细胞
仪进行检测。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测内质网应激相关蛋白表
达　收集２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８ｈ的Ｃｏｎ
组、Ｍｅｔ组、Ｍｅｔ＋Ｓａｌ组、Ｍｅｔ＋ＤＭ 组细胞提取总
蛋白。一抗ＧＲＰ７８（１∶５００），ＣＨＯＰ（１∶１　０００），

Ｃａｓｐａｓｅ－１２（１∶１　０００）和β－ａｃｔｉｎ（１∶１　０００）室温孵
育１ｈ后４℃孵育过夜。ＴＴＢＳ洗膜３次，每次
１０ｍｉｎ，加入用ＴＴＢＳ稀释的辣根过氧化物酶标记
的ＩｇＧ（按１∶５　０　０　０稀释），３　７℃孵育２ｈ。ＴＴＢＳ

洗膜３次，每次１５ｍｉｎ，ＥＣＬ反应１ｍｉｎ后，应用美
国ＵＶＰ公司ＬａｂＷｏｒｋｓ　４．５软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ条带
进行显影，以目的条带和β－ａｃｔｉｎ条带的积分光密
度值比值作为最终结果。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件进行统计学分

析。数据用珚ｘ±ｓ表示，各组均数的比较行单因素
方差分析（ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

２　结果
２．１　二甲双胍对ＢＣＰＡＰ细胞增殖的影响

ＭＴＴ法检测结果提示，与０ｍｍｏｌ／Ｌ对照组
相比，１ｍｍｏｌ／Ｌ至２０ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍作用于
ＢＣＰＡＰ细胞４８ｈ后，癌细胞增殖率明显降低（Ｐ＜
０．０５），且呈浓度依赖性（图１）。根据二甲双胍浓
度依赖性检测结果，将２０ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍作
用于癌细胞不同时间（０ｈ、４ｈ、８ｈ、１６ｈ、２４ｈ、

４８ｈ），采用 ＭＴＴ法观察其对癌细胞存活率的影
响，结果显示，与０ｍｍｏｌ／Ｌ对照组相比，２０ｍｍｏｌ／

Ｌ二甲双胍作用癌细胞１６ｈ后，细胞存活率明显
降低（Ｐ＜０．０５），而作用４ｈ、８ｈ组，癌细胞存活率
没有明显变化（Ｐ＞０．０５）（图２）。

与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较，１）Ｐ＜０．０５。
图１　不同浓度二甲双胍对ＢＣＰＡＰ细胞存活率的影响

２．２　二甲双胍对内质网应激通路的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果显示，与Ｃｏｎ组相比，

２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８ｈ后内质网应激相关
蛋白ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和Ｃａｓｐａｓｅ－１２表达明显增加
（Ｐ＜０．０５），而给予内质网应激抑制剂 Ｓａｌ后，
ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和Ｃａｓｐａｓｅ－１２表达明显减少（Ｐ＜
０．０５），Ｍｅｔ＋ＤＭ 组与 Ｍｅｔ组相比无显著差异（Ｐ
＞０．０５）。见图３。

２．３　二甲双胍对细胞凋亡的影响
流式细胞检测结果显示，与 Ｃｏｎ 组相比，

２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８ｈ后，癌细胞呈现明
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第１２期 董丽儒，等．二甲双胍诱导甲状腺乳头状癌ＢＣＰＡＰ细胞的凋亡

显凋亡，凋亡率为（３６．４６±１．５５）％（Ｐ＜０．０１），而
Ｍｅｔ＋Ｓａｌ组凋亡率则降至（１９．７３±２．３４）％（Ｐ＜
０．０１），Ｍｅｔ＋ＤＭ 组与 Ｍｅｔ组相比无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。见图４、５。

与０ｈ比较，１）Ｐ＜０．０５。
图２　二甲双胍作用不同时间对ＢＣＰＡＰ细胞存活率的影响

３　讨论
二甲双胍是治疗Ⅱ型糖尿病的常规药物，近年

来动物实验研究及临床研究发现单独应用或联合

应用二甲双胍均有显著的抗肿瘤效果，包括对乳腺
癌和前列腺癌等的治疗都取得了良好的效果〔３，５－６〕。
服用二甲双胍的分化型甲状腺癌大鼠能够显著减

小肿瘤体积，并延长无进展生存期，但机制尚不明
确，有文献报道二甲双胍很有可能通过抑制肿瘤细
胞生长和增加细胞凋亡来达到抑制肿瘤的效果〔７〕。
细胞死亡方式包括坏死和凋亡，凋亡是一种高

度管控的程序性诱导细胞死亡的方式。目前，关于
细胞凋亡的发生机制尚未充分阐明。内质网应激
通路是新近提出的可独立诱导细胞凋亡的途径，该
途径的核心内容是内质网应激〔８－９〕。大量研究表明

　　３ａ：ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和Ｃａｓｐａｓｅ－１２蛋白表达条带；３ｂ：
ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和Ｃａｓｐａｓｅ－１２蛋白表达情况。与Ｃｏｎ
比较，１）Ｐ＜０．０５；与 Ｍｅｔ比较，２）Ｐ＜０．０５。

　　 图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ方 法 检 测 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 和

Ｃａｓｐａｓｅ－１２在ＢＣＰＡＰ细胞的表达

内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ和Ｃａｓｐａｓｅ－
１２表达增加可诱导细胞凋亡，这些标志性蛋白是
内质网应激诱导细胞凋亡的重要媒介〔１０〕。由于内
质网应激常导致内质网内未折叠蛋白或错误折叠

蛋白的蓄积，所以常用参与未折叠蛋白反应的标志
性分子ＧＲＰ７８和内质网应激诱导凋亡的特异性指
标 ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－１２来提示内质网应激的发
生〔１１－１３〕。
本实验采用 ＭＴＴ法检测二甲双胍在不同浓

度和作用时间下对ＢＣＰＡＰ细胞活性的影响，结果

　　将所收集的细胞分为４个象限，每个象限内代表不同标记的不同状态的细胞：左下象限代表活细胞（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ－），
右下象限为早期凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋／ＰＩ－），右上象限为晚期凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋／ＰＩ＋），左上象限代表坏死细
胞（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ＋）。４ａ：Ｃｏｎ组，４ｂ：Ｍｅｔ组，４ｃ：Ｍｅｔ＋ＤＭ组，４ｄ：Ｍｅｔ＋Ｓａｌ组。

图４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＰＩ流式双标染色检测ＢＣＰＡＰ细胞的凋亡情况
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临床耳鼻咽喉头颈外科杂志 第３１卷

　　与Ｃｏｎ组比较，Ｍｅｔ组细胞凋亡率显著增加，而 Ｍｅｔ＋
Ｓａｌ组细胞凋亡率明显减少，Ｍｅｔ组和 Ｍｅｔ＋ＤＭ 组比
较无明显差异。与Ｃｏｎ组比较，１）Ｐ＜０．０５；与 Ｍｅｔ组
和 Ｍｅｔ＋ＤＭ组比较，２）Ｐ＜０．０５。
图５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＰＩ流式双标染色检测各组凋亡情况

显示１ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍作用４８ｈ即可显著降
低ＢＣＰＡＰ细胞的活性，并呈浓度依赖和时间依赖
性。该结果提示二甲双胍可以独立发挥对ＢＣＰＡＰ
细胞的损伤作用。与正常对照组相比，Ｍｅｔ组和
Ｍｅｔ＋ＤＭ 组内质网应激标志分子ＧＲＰ７８蛋白及
内质 网 应 激 诱 导 凋 亡 的 特 异 性 指 标 ＣＨＯＰ、

Ｃａｓｐａｓｅ－１２蛋白的表达均显著升高，而添加内质网
应激特异性抑制剂的 Ｍｅｔ＋Ｓａｌ组中上述三种蛋白
的表达则明显受到抑制。应用ＦＩＴＣ－Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ／

ＰＩ流式双标染色检测二甲双胍对ＢＣＰＡＰ细胞凋
亡的影响，发现２０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｅｔ作用ＢＣＰＡＰ细
胞４８ｈ后，细胞凋亡率显著高于对照组，而 Ｍｅｔ＋
Ｓａｌ组细胞凋亡率明显降低，Ｍｅｔ＋ＤＭ 组与 Ｍｅｔ
组相比无显著差异。

Ｓａｌｕｂｒｉｎａｌ是一种选择性ｅＩＦ２α去磷酸化抑制
剂，可以通过抑制内质网应激通路蛋白而阻断内质
网应激通路，进而阻断细胞凋亡〔１４〕。该结果提示二
甲双胍促细胞凋亡的作用机制可能与其启动内质

网应激通路有关。
总之，内质网应激标志蛋白的过表达及细胞凋

亡率的增加提示 Ｍｅｔ可能通过激活内质网应激在
ＰＴＣ的ＢＣＰＡＰ细胞凋亡过程中发挥重要促进作
用。
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