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二甲双胍对低级别非侵袭性膀胱肿瘤细胞增殖的影响 *
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(上海交通大学附属第一人民医院泌尿外科 上海 201600 )

摘要 目的：初步探讨降糖药物二甲双胍对膀胱肿瘤细胞 253J的作用及其相关作用机制。方法：采用 Cell Counting Kit-8（CCK-8）

试剂盒分析二甲双胍对膀胱肿瘤细胞增殖的影响。应用流式细胞仪检测二甲双胍对细胞周期及凋亡的影响。并通过免疫印迹方

法检测相关蛋白确定可能参与其中的信号分子。结果：在各时间点（24小时，48小时，72小时）二甲双胍处理组与对照组相比膀胱

肿瘤细胞的增殖受到明显抑制（P<0.01或 P<0.05)；与对照组比较，二甲双胍处理组 G0/G1期细胞比例上升，S期细胞比例下降

（P<0.01或 P<0.05)；免疫蛋白印迹发现，二甲双胍处理组中的磷酸化 AMP激活的蛋白激酶（AMP-activated protein kinase,AMPK）
表达升高，同时细胞周期蛋白 D1(cyclin D1)的表达下降(P<0.01或 P<0.05)。结论：体外实验中二甲双胍能够明显抑制膀胱肿瘤细

胞的增殖，通过下调 cyclin D1的表达诱导细胞周期停滞于 G0/G1期。这些结果表明二甲双胍可能成为治疗膀胱癌的潜在药物。
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Effects of Metformin on the Proliferation of Noninvasive Low-grade Bladder
Cancer Cells*

To evaluate the effects of metformin on human bladder cancer cell line 253J and its underlying

mechanisms. Cell Counting Kit-8 (CCK-8) was used to investigate the effects of metformin on 253J cells growth. Flow
cytometry was used to evaluate the cell cycle changes after metformin treatment. The possible signaling molecules involved in this

process were determined by immunoblot analysis of various proteins. In 24 h, 48 h, and 72 h, the proliferation of bladder cancer

cells was significantly inhibited compared with that in control group (P <0.01 or P <0.05); Compared with control group, a significant

increase was observed in the percentage of cells in the G0/G1 phases. In parallel, there was a reduction in the percentage of cells in the S

and G2/M phases (P <0.01 or P <0.05). Western blot analysis found that the expression of phosphorylated AMP-activated protein kinase

(AMP-activated protein kinase, AMPK) increased, while the expression of cyclin D1 decreased in metformin-treated group.(P <0.01 or P

<0.05). Metformin can induce G0/G1 cell cycle arrest and inhibit 253J cells proliferation in vitro, suggesting that metformin

may be a potential therapeutic drug for the treatment of human bladder cancer.
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前言

膀胱癌是最常见的泌尿系统肿瘤，同时也是美国成年男性

因癌症致死的重要原因之一[1]。约 70 %的膀胱癌患者病变局限

于粘膜及粘膜下层，但其中 50 %-70 %的患者会复发，且 10 %

-20 %的患者会侵犯固有肌层。多数膀胱癌对顺铂联合化疗药

物敏感，但其应用受限于患者年龄、健康状态、基础疾病、肾脏

功能等因素，且 5年生存率仅有 26 %[2，3]。目前膀胱癌的治疗方

案因其较低的安全性并不让人满意，一种新的具有较少毒副作

用的治疗药物迫在眉睫。

二甲双胍是临床上广泛应用的双胍类降糖药物，主要用于

治疗 2型糖尿病。它可以提高葡萄糖利用率，减少肝葡萄糖生

产和游离脂肪酸的利用率，增加胰岛素敏感性。但本药无刺激

胰岛素分泌作用，对正常人无明显降血糖作用，2型糖尿病患

者单用本药时一般不引起低血糖，引起乳酸性酸中毒的危险性

小，较为安全。流行病学研究显示，与其他降糖药物相比，二甲

双胍确实能够降低 2型糖尿病患者的肿瘤发生率及肿瘤相关

病死率[4]。最近的一些研究也显示，二甲双胍同样抑制膀胱癌细

胞系 T24和 5637的增殖[5]，但是在低级别膀胱肿瘤方面，对于

非侵袭性膀胱癌细胞系中的研究还较少。目前最新报告显示，

对于非肌层浸润膀胱癌患者的临床资料随访，发现同时患有糖

尿病的膀胱肿瘤患者使用二甲双胍可减低肿瘤复发的风险[6]。
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图 1二甲双胍抑制膀胱肿瘤细胞的增殖

Fig. 1 Metformin inhibits the proliferation of bladder cancer cells

但是具体机制仍不清楚。

因此，本实验采用低级别非侵袭性膀胱肿瘤细胞系 235J

作为研究对象，观察二甲双胍对低级别非侵袭性膀胱肿瘤细胞

系 235J增殖的影响作用并初步探讨其相关的分子作用机制，

希望为临床中常见的低级别非侵袭性膀胱肿瘤的治疗带来一

些帮助。

1 材料与方法

1.1 材料

膀胱肿瘤细胞 253J来自上海交通大学附属第一人民医院

泌尿外科。RPMI1640 培养基，胎牛血清购自 Gibco 公司；
CCK-8试剂盒来自日本同仁化学研究所；二甲双胍试剂、抗
AMPK、cyclin D1抗体来自 Abcam公司，抗 pAMPK来自 Cell

Signaling Technology (CST)。其他试剂均国产。
1.2 方法
1.2.1 细胞增殖检测 采用 CCK-8试剂盒对 253J 细胞增殖
进行检测。取对数期细胞接种于 96孔板(2× 103细胞 /孔)，每

孔 100 滋L新鲜培养基，每组设 6个复孔，置于培养箱 24小时

使其贴壁。细胞贴壁后，吸取培养基 PBS液冲洗后，每孔各加

入新鲜培养基稀释后的二甲双胍 100 滋L，浓度分别为 0.1、0.5、
1、5、10 mM。药物作用 24、48和 72小时，PBS液冲洗，每孔加

入 100 滋L培养基和 10 滋LCCK-8溶液，37℃孵育 2小时。使用

酶标仪检测在 450 nm波长处的吸光度值（OD值）。将未经二

甲双胍处理的 253J细胞设为对照组，同时以无细胞的培养基

为空白对照组。各组减去空白对照 OD值后计算细胞增殖抑制

率 =（1-实验组 OD值 /对照组 OD值）× 100 %。
1.2.2 流式细胞术检测细胞周期 采用流式细胞术分析二甲

双胍对 253J细胞周期的影响。将细胞培养于六孔板（4× 104细

胞 /孔）以不同浓度二甲双胍（0、5 mM）处理 48小时。胰蛋白酶

消化收集处理后细胞，预冷 PBS洗涤 2次，以 70 %冰乙醇重悬

后过夜。上机分析前，PBS洗涤细胞，用含 50 滋g/mL碘化丙锭，

0.1 %Triton X-100和 50 滋g/mL RNA酶的 PBS重悬，室温下孵

育 30分钟，尼龙网过滤。采用 FACSCalibur流式细胞分析仪上
机检测，ModFit软件进行分析。
1.2.3 蛋白提取与蛋白印记分析 253J细胞接种于六孔板加
入新鲜 RPMI1640培养基培养 12小时后，更换为含不同浓度

二甲双胍 (0、5 mM) 培养基处理 48小时。收集 253J细胞，用
PBS洗涤 3次，在冰上用 100 mL含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

裂解缓冲液裂解细胞。收集细胞裂解物，10303× g下离心 15

分钟。使用 BCA蛋白测定法测定蛋白质浓度。各样品总蛋白在
8 %-10 %SDS-PAGE凝胶进行电泳并转移到硝酸纤维素膜上。

使用 5 %脱脂奶粉溶于含有 0.1 %Tween 20 的 Tris 缓冲液

（TBST）室温下封闭 1 小时，加一抗（AMPK、pAMPK、cyclin

D1）孵育，4℃过夜。TBST冲洗后，加辣根过氧化物标记过的二

抗室温下孵育 1小时，然后用 ECL化学发光系统进行检测。
1.3 统计学分析

结果用均数± 标准差（mean± SD）表示。各组之间采用 t

检验或方差分析，采用 SPSS 统计学软件进行统计分析，以
P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 二甲双胍抑制膀胱肿瘤细胞的增殖
为了确定二甲双胍是否会影响人类膀胱癌细胞的增殖。在

体外实验中，我们分析了药物对膀胱癌细胞系 253J的作用。细

胞生长于含 10 %胎牛血清的 RPMI1640培养基中，以不同药

物浓度处理 24、48和 72小时后，通过 CCK-8检测细胞增殖抑

制情况。实验结果表明，二甲双胍处理组与对照组比较细胞增

殖均受到明显抑制（*P<0.05或 **P<0.01）。如图 1A所示，各浓

度 (0.1、0.5、1、5、10 mM) 增殖抑制率分别为 (14.20± 5.36)%、
(23.44± 8.33)%、(33.27± 9.27)%、(46.00± 6.28)%和 (65.19±

7.69)%。这些结果表明，二甲双胍通过时间和剂量依赖的方式

抑制膀胱癌细胞的增殖。

2.2 二甲双胍诱导膀胱肿瘤细胞出现 G0/G1周期阻滞

通过流式细胞仪进一步检测二甲双胍对细胞周期进程的

影响。以不同浓度二甲双胍（0、5 mM）处理 253J细胞 48小时

后检测细胞周期变化。如图 2所示，与对照组（图 2A）相比，二

甲双胍处理过的细胞（图 2B）中，G0/G1 期的细胞比例由
(58.72± 1.96) %上升至(71.82± 2.86) %（P<0.01）。与此相反，S

期细胞比例由 (36.72± 5.23) %下降至 (22.63± 2.07) %（P<0.

05）。这些结果表明二甲双胍诱导膀胱癌细胞出现 G0/G1细胞
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图 2二甲双胍阻滞细胞周期于 G0/G1期

Fig. 2 Metformin blocks the cell cycle in G0/G1 phases

注：A：对照组；B：二甲双胍处理组。

Note: A: Control group; B:Metformin-treated group.

图 3蛋白分析印迹分析周期相关蛋白

Fig. 3 Western blot analysis of related cell cycle proteins

注：与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。

Note: *P<0.05, **P<0.01, compared with control group.

周期阻滞。

2.3 二甲双胍激活膀胱癌细胞中的 AMPK并下调 cyclin D1蛋
白的表达

为了探讨二甲双胍抑制膀胱癌细胞增殖的潜在机制，我们

利用蛋白印迹方法检测相关蛋白的表达情况。以往实验表明，

二甲双胍可激活多种肿瘤细胞的 AMPK来抑制其增殖[5，17]。于

是，我们检测二甲双胍处理过的 253J细胞是否也出现 AMPK

的激活。与此同时，对细胞周期中 G0/G1期的关键蛋白 cyclin

D1进行检测。如图 3所示，与对照组相比较，5 mM二甲双胍处

理过的细胞其 pAMPK表达升高（*P<0.05），并且 cyclin D1 蛋

白表达下调 (**P<0.01)。

3 讨论

二甲双胍是一种用于治疗 2型糖尿病的口服药物，具有高

效低毒副作用的优势。在本次体外实验中，采用低级别膀胱肿

瘤细胞系 253J，以此观察二甲双胍对低级别非侵袭型膀胱肿瘤

的影响。我们发现了二甲双胍在对低级别膀胱肿瘤细胞系 235J

的抑增殖作用且具有浓度和时间依赖性。这些结果表明二甲双

胍对膀胱癌具有抗肿瘤作用。

流行病学研究显示，二甲双胍可以降低肿瘤发生危险及相

关病死率[4]，实验证明在体内、体外二甲双胍对多种肿瘤具有抑

制其细胞增殖的作用，如卵巢癌[7]、前列腺癌[8]、胃癌 [9]、肝癌[10]

等。在前列腺癌和胰腺癌细胞中，二甲双胍通过下调 cyclin D1

的表达将细胞周期阻滞于 G0/G1期，从而抑制肿瘤细胞的增

殖[8，11]。在低级别膀胱肿瘤中，cyclin D1的表达下调对于二甲双
胍发挥抗肿瘤效应可能也是必需的。有报告指出，cyclin D1基

因（CCND1）在多种肿瘤中包括膀胱肿瘤存在表达增强和 /或

过表达的现象[12，13]。cyclin D1的过表达通常出现在低级别高分

化的膀胱癌组织中，且与浅表型膀胱癌的早期复发相关[14，15]。我

们的研究发现，二甲双胍可通过下调 cyclin D1的表达使细胞

周期阻滞于 G0/G1期，进而抑制低级别非侵袭性膀胱癌细胞
的增殖。因此，cyclin D1表达的下调可能成为二甲双胍治疗膀

胱癌尤其是低级别膀胱肿瘤中重要的分子靶点之一。

我们的研究还发现，二甲双胍激活了 253J 细胞中的
AMPK。AMPK是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶，作为细胞能量传

感器在真核细胞中起着维持能量平衡的作用。当面临细胞能量

水平降低和 AMP/ATP比率升高的情况下，AMPK可被激活而

抑制细胞增殖和生物合成。AMPK途径的失活可能在肿瘤细胞

的异常增殖中发挥重要作用，研究者已经发现 AMPK在乳腺
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癌中存在功能障碍[16]。因此，AMPK的激活也成为抗癌治疗的

新兴策略。研究者已经证实，在乳腺癌细胞中，二甲双胍正是通

过 AMPK的激活来发挥抗增殖作用的，采用 RNA干扰技术沉

默 AMPK（琢1 亚基）或应用 AMPK 抑制剂可以解除二甲双胍
诱导的抗增殖作用 [17]。研究者证实在膀胱肿瘤细胞系 T24和
5637中，二甲双胍可激活 AMPK抑制雷帕霉素靶蛋白活性从

而抑制肿瘤细胞增殖[5]。我们的实验也发现，二甲双胍可以激活

253J细胞中的 AMPK。AMPK可以直接抑制雷帕霉素靶蛋白

活性，激活 P53，促进脂肪酸合成从而发挥其抗增殖效应。但也

有研究者发现二甲双胍在 AMPK沉默的卵巢癌细胞中亦可发

挥抗增殖作用 [7]。在前列腺癌细胞中二甲双胍亦可在不激活

AMPK的情况下，抑制雷帕霉素靶蛋白活性发挥抗肿瘤效应
[18]。这种差异可能是由于细胞种类的不同产生的，具体原因需

要进一步研究。

尽管存在有相当数量的侵袭性膀胱肿瘤细胞系，但临床中

诊断的膀胱癌类型大多数都属于低级别，非侵袭性肿瘤。因此，

本实验中我们了采用低级别非侵袭性肿瘤细胞 -253J。经基因

分析鉴定，253J细胞属于低级别，非肌层侵袭性膀胱肿瘤细胞

系，并且其基因表达谱与肿瘤病人的长期生存率相关[19，20]。

总之，对于低级别非侵袭性膀胱肿瘤细胞，二甲双胍可诱

导 253J细胞停滞于 G0/G1期并抑制其增殖。由于临床中多数

膀胱癌都属于低级别非侵袭性肿瘤，因此这些结果可能更加具

有临床价值。同时，由于 cyclin D1与浅表型膀胱癌的早期复发

具有一定相关性，我们将在未来的工作中对低级别膀胱癌的预

防等做进一步的研究。
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