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二甲双胍联合塞来昔布对胰腺癌细胞增殖及 Caspase-3活性的影响 *
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摘要 目的：探讨二甲双胍和塞来昔布单独或联合应用对胰腺癌细胞增殖和 Caspase-3活性的影响。方法：体外培养人胰腺癌 Bx-

PC-3和 AsPC-1细胞，用四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测不同浓度二甲双胍和塞来细胞对胰腺癌细胞存活率的影响。联合实验分 4

组：对照组、二甲双胍组(MET，15 mmol/L)、塞来昔布组(CEL，100 滋mmol/L)，二甲双胍和塞来昔布联合组 (MET 15 mmol/L+

CEL100 滋mmol/L)，孵育 48 h，用MTT检测细胞存活率，用 Caspase-3比色测定试剂盒测定 Caspase-3活性。结果：二甲双胍和塞

来昔布单药均可以时间和剂量依赖性方式降低胰腺癌 BxPC-3和 AsPC-1细胞的生存率。两种细胞系的各加药组细胞存活率与对

照组比较差异均存在统计学意义(P<0.01)，联合实验组的细胞存活率明显低于单独用药组(P<0.01)。二甲双胍和塞来昔布单药处

理的胰腺癌 BxPC-3和 AsPC-1细胞 Caspase-3活性均显著高于对照组 (P<0.01)，二甲双胍和塞来昔布联合实验组 Caspase-3活性

均明显高于单药处理组和对照组(P<0.01)，但二甲双胍组和塞来昔布组之间的 Caspase-3活性比较差异无统计学意义(P>0.05)。结

论：二甲双胍和塞来昔布联合作用可协同抑制胰腺癌细胞的增殖，并通过激活 Caspase-3活性促进胰腺癌细胞的凋亡，其联合应

用可能成为胰腺癌药物治疗的有效策略。
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The Effects of Metformin Combined with Celecoxib on the Proliferation and
Caspase-3 Activity in Pancreatic Cancer Cells*

To study the effects of metformin and celecoxib alone or in combination on the cell viability and Caspase-3

activity in the pancreatic cancer BxPC3 and AsPC-1 cells. Pancreatic cancer cell line BxPC-3 and AsPC-1 were cultured and

treated with different concentrations of metformin or celecoxib for 24, 48 and 72 h, the cell viability was then measured and calculated by

the MTT assay. In the combination experiments, each cell line was divided into 4 groups: the untreated control group, metformin group

alone (treated with 15 mmol/L metformin), celecoxib group alone (treated with 100 滋mmol/L celecoxib), the combination group(met-

formin 15 mmol/L+ celecoxib 100 滋mmol/L ). After treated for 48 h, MTT assay was used for the detection of viability and Caspase-3

activity. The viability of BxPC-3 and AsPC-1 cell were inhibited by metformin or celecoxib in a time- and dose-dependent man-

ner. Compared with the untreated control group, the cell viability of all the drug treated groups were significantly decreased, while the

Caspase-3 enzyme activity were increased in both BxPC-3 and AsPC-1 cells (P<0.01). Compared to the untreated control or individual

drug, the combination of metformin and celecoxib significantly decreased cell viability and increased caspase-3 enzyme activity of both

cells (P<0.01). There were no significant different in caspase-3 enzyme activity between metformin group and celecoxib group(P>0.05).

Combination of metformin and celecoxib could synergistically inhibite the cell proliferation and increased caspase-3 enzyme

activity, thus induced apoptosis in the pancreatic cancer cell, which indicated that combination of metformin and celecoxib might be a

promising remedy in treatment of pancreatic cancer.
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前言
胰腺癌是极具侵袭和转移潜能的恶性肿瘤，在在西方国家

肿瘤引起的死亡中居第 4位，5年生存率不足 5%。手术是目前
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治疗胰腺癌的有效途径，然而 80%的患者在就诊时已经失去手

术机会，即使早期行根治性切除其 5年生存率不足 24%。对于

局部侵袭和转移的非手术患者，放疗和化疗是常用的治疗方

法，由于胰腺癌对放、化疗的不敏感性及其毒副作用而限制其

临床效果，目前胰腺癌患者中位生存时间 <6个月[1-3]。因此，寻

找有效、毒副作用小的辅助药物是目前亟待解决的问题。

二甲双胍是一种胰岛素增敏剂，被广泛用于 2型糖尿病的

一线治疗。近年来研究显示二甲双胍可明显降低乳腺癌、前列

腺癌、胰腺癌、肝细胞癌等的发生率，并可抑制肿瘤的增殖、侵

袭、转移和促进肿瘤细胞凋亡[3-7]。环氧化酶 -2(COX-2)是前列腺

类物质合成的限速酶，研究表明其高表达与胰腺癌和其他肿瘤

的侵袭和转移密切相关 [8,9]。选择性 COX-2抑制剂塞来昔布

(Celecoxib)是临床上常用的非甾体类抗炎药(NSAIDs)，近年

来，其对多种肿瘤细胞的抗肿瘤效应引起学者的广泛关注，其

抗肿瘤机制主要包括诱导细胞凋亡、调节细胞周期和抗血管生

成[10,11]。本研究旨在探讨二甲双胍和塞来昔布单独或联合应用

对胰腺癌细胞增殖和凋亡效应因子半胱天冬氨酸蛋白酶 3

(Caspase-3)活性的影响，以期为胰腺癌的有效治疗策略提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人胰腺癌细胞株 BxPC-3、AsPC-1由新疆军区总医院动物

实验科保存。二甲双胍购自 Sigma公司；塞来昔布购自美国辉

瑞公司，胎牛血清和高糖 DMEM培养基购自 Gibco公司；二甲

基亚砜(DMSO)和四甲基偶氮唑盐(MTT)购自美国 Sigma 公

司；Caspase-3比色测定试剂盒购自 Biovision公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞系和细胞培养 BxPC-3、AsPC-1 在含有 5% CO2

37℃，95%湿度培养箱中培养。培养液为含 10%胎牛血清和双

抗(100 U/mL链霉素和 100 U/mL青霉素)的 DMEM高糖培养

基。当细胞融合 90%时，用 0.25%胰酶消化传代，取对数生长期

的细胞进行实验。

1.2.2 细胞用二甲双胍和塞来昔布药液配置 二甲双胍用高

糖 DMEM稀释为(5、10、15、20、25)mmol/L浓度，塞来昔布稀释

为(20、40、80、100、120)滋mol/L浓度，针式过滤后，4℃保存。
1.2.3 分别用 MTT 法检测二甲双胍和塞来昔布对 BxPC-3、

AsPC-1细胞的存活率 两种细胞接种于 96孔板中 (5× 103/

孔)。贴壁 24 h后，分别加入含有不同浓度二甲双胍(5、10、15、

20、25mmol/L)和不同浓度塞来昔布(20、40、80、100、120滋mol/L)，
孵育 24 h、48 h、72 h，分别加入 MTT，再孵育 4 h，以空白孔调

零，弃去孔内液体，每孔加入二甲基亚砜 150 滋L，震荡摇匀，在
酶标仪 490 nm波长处检测各孔吸光度值(absorbance, A值)，细

胞相对存活率 =(A实验孔 -A调零孔)/ (A对照孔 -A调零孔)×

100%。重复 3次实验。

1.2.4 二甲双胍和塞来昔布联合作用对胰腺癌细胞的存活率的

影响 BxPC-3、AsPC-1细胞细胞接种于 96 孔板中 (5× 103/

孔)。贴壁 24h后,实验分 4组并加入不同的药物：对照组(未加

药物)、二甲双胍组 (MET, 15 mmol/L)、塞来昔布组(CEL,100

滋mol/L)，联合组 (MET 15 mmol/L+ CEL100 滋mol/L),孵育 48

h，分别加入MTT，在酶标仪 490 nm波长处检测各孔吸光度值

(A值)，计算细胞相对存活率，方法同上，重复 3次实验。

1.2.5 二甲双胍和塞来昔布联合作用对胰腺癌细胞 Caspase-3

活性的影响 BxPC-3、AsPC-1细胞细胞接种于 6孔板中(1×

106/孔)，培养 24小时，实验分同上 4组，加入不同浓度药物：对

照组(0)、二甲双胍组(MET, 15 mmol/L)、塞来昔布组(CEL,100

滋mol/L)，联合组(MET 15 mmol/L+ CEL100 滋mol/L)，加药后作
用 48 h，收集细胞,用 PBS冲洗，离心 2次.参照说明书方法应

用 Caspase-3 比色测定试剂盒测定，用酶标免疫测定仪(Bio

Rad, USA)测定波长 405 nm下的吸光度值来反映 Caspase-3活

性，实验重复 3次。

1.3 统计学分析

使用 SPSS23.0统计软件处理数据，计量资料以均数± 标

准差(x± s)表示，采用单因素方差分析和 t检验分析组间和组

内差异，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度二甲双胍和塞来昔布对胰腺癌 BxPC-3 和

AsPC-1细胞增殖的影响

二甲双胍和塞来昔布对胰腺癌 BxPC-3和 AsPC-1细胞增

殖的影响均呈时间和剂量依赖性(图 1-4)。在二甲双胍实验中，

15 mmol/L浓度的二甲双胍分别作用于 BxPC-3细胞 24、48、72

h，其细胞相对存活率分别为(82.76± 3.79)%，(51.48± 3.76)%，

(39.58± 4.86)%，呈现时间依赖性，各个时间点之间的细胞相对

存活率差异具有显著性 (其中 24 h小时与 48 h、72h比较 P<0.

01，48 h和 72h比较 P<0.05)，见图 1。不同浓度的二甲双胍(5、

10、15、20、25 mmol/L)分别作用于 AsPC-1细胞 48 h，细胞存活

率分别为 (81.43± 3.96)%、(72.38± 4.76)%、(56.41± 3.19)%、

(44.79± 3.14)%、(38.44± 5.12)%，呈现明显的浓度依赖性，其中

相邻浓度间的 10 mmol/L 与 15 mmol/L，15 mmol/L 与 20

mmol/L之间的细胞相对存活率差异具有显著性(P<0.05)，见图

2。在本组实验中，15 mmol/L浓度的二甲双胍作用于 BxPC-3

细胞和 AsPC-1细胞 48h的细胞存活率均接近 IC50值，因而选

15 mmol/L浓度的二甲双胍作用 48 h用于以下的联合实验。

在塞来昔布实验中，100 滋mol/L浓度的塞来昔布分别作用
于 BxPC-3 细胞 24、48 和 72 h，其细胞相对存活率分别为

(60.43± 4.18)%、(50.36± 4.23)%、(43.18± 4.26)%，呈现时间依

赖性，其中 24 h 小时与 48 h、72 h 差异具有显著性(P<0.05,

P<0.01)，48 h和 72h之间差异无显著性(P>0.05)，见图 3。不同

浓度的二甲双胍(5、10、15、20、25 mmol/L)作用于 AsPC-1细胞

48 h，细胞相对存活率分别为(95.86± 3.78)%、(85.44± 3.17)%、

(73.46± 5.18)%、(60.48± 3.22)%、(45.77± 4.89)%，呈现明显的

浓度依赖性，各个相邻浓度组之间的细胞相对存活率差异均具

有显著性(P<0.05)，见图 4。在此实验中，100 滋mol/L浓度的塞
来昔布作用于 BxPC-3和 AsPC-1细胞 48h的细胞存活率较接

近 IC50值，因而选 100 滋mol/L浓度的塞来昔布作用 48h用于

以下的联合实验。

2.2 二甲双胍和塞来昔布单独或联合作用对胰腺癌细胞增殖

的影响

BxPC-3、AsPC-1 细胞在对照组的细胞相对存活率为

100%；二甲双胍组分别为(51.48± 3.76)%和(56.41± 3.19)%；塞

来昔布组分别为(50.36± 4.23)%和(60.48± 3.22)%；联合组分别

为(31.23± 4.75)%和(36.42± 3.96)%。塞来昔布组、二甲双胍组

BxPC-3、AsPC-1细胞的存活率较对照组均显著降低(P<0.05)，
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图 5 两种药物单独或联合作用下的细胞存活率

Fig.5 The viability

图 6 两种药物单独或联合作用下的细胞 Caspase-3活性

Fig.6 The Caspase-3 activity of pancreatic cancer cell with MET and CEL

alone or combination

图 3 BxPC-3在不同浓度塞来昔布作用下的细胞存活曲线

Fig.3 The survival curve of BxPC-3 cell treated with different

concentrations of Celecoxib

图 4 AsPC-1在不同浓度塞来昔布作用下的细胞存活曲线

Fig.4 The survival curve of AsPC-1 cell treated with different

concentrations of Celecoxib

但二甲双胍组和塞来昔布组之间的细胞存活率比较差异无统

计学意义(P>0.05)。联合实验组细胞存活率显著低于二甲双胍

和塞来昔布单药处理组(P<0.01)，见图 5。

图 1 BxPC-3在不同浓度二甲双胍作用下的细胞存活曲线

Fig.1 The survival curve of BxPC-3 cell treated with different

concentrations of metformin

图 2 AsPC-1在不同浓度二甲双胍作用下的细胞存活曲线

Fig.2 The survival curve of AsPC-1 cell treated with different

concentrations of metformin

2.3 二甲双胍和塞来昔布单独或联合作用对胰腺癌细胞 Cas-

pase-3活性的影响

BxPC-3、AsPC-1 细胞在对照组 Caspase-3 活性分别为

0.0091 ± 0.0003 和 0.0084 ± 0.0005；二甲双胍组分别为

0.0437 ± 0.0035 和 0.0401 ± 0.0047；塞来昔布组分别为

0.0498± 0.0056 和 0.0456± 0.0041；联合组分别为 0.0754±

0.0049和 0.0719± 0.0058。塞来昔布组、二甲双胍组 BxPC-3、

AsPC-1 细胞的 Caspase-3活性较对照组均显著升高(P<0.05)，

但二甲双胍组和塞来昔布组之间的 Caspase-3活性比较差异无

统计学意义(P>0.05)。联合实验组细胞 Caspase-3活性显著高于

二甲双胍和塞来昔布单药处理组(P<0.01)，见图 6。

*: Significantly different compared to control groups（P<0.05）, #: Significantly different compared to MET or CEL alone groups(P<0.01)
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3 讨论

二甲双胍和塞来昔布均为临床常用药物，近年来因二者的

抗肿瘤效应而成为研究的热点。较常规化疗药物相比，二者的

毒副作用小，因而在临床上作为抗肿瘤药物或放、化疗药物的

辅助用药均具有潜在的应用价值，二者联合应用是否更具优势

尚未见文献报道。本研究结果显示二甲双胍和塞来昔布分别作

用于胰腺癌 BxPC-3细胞和 AsPC-1细胞后，均可呈时间和剂

量依赖性抑制胰腺癌细胞的增殖。将接近 IC50值浓度的 15

mmol/L浓度的二甲双胍和 100 滋mol/L塞来昔布单独或联合
作用于胰腺癌细胞 48 h，结果显示联合作用组细胞的存活率均

明显低于对照组和单独组，Caspase-3活性明显高于对照组和

单独组，因而提示二甲双胍和塞来昔布联合应用较二者单独应

用可明显抑制胰腺癌细胞增殖，促进胰腺癌细胞凋亡。

二甲双胍抑制肿瘤细胞增殖、诱导细胞凋亡的机制尚未阐

明。Shi Y等[1]研究发现二甲双胍作用于胰腺癌 CFPAC 1细胞

和裸鼠移植瘤后可抑制细胞和瘤体生长，凋亡相关基因 Bcl

xL、Survivin 和 Cyclin D1 的表达下调，Bax 和 Caspase 3 的表

达上调，由此认为二甲双胍的抗肿瘤效应的机制在于诱导细胞

凋亡和抑制细胞增殖。Yue W等[12]将二甲双胍和阿司匹林联合

作用于胰腺癌 PANC-1和 BxPC-3细胞，发现二者可明显抑制

mTOR和 STAT3磷酸化，Caspase-3活性增加和 PARP裂解提

示可诱导细胞凋亡，并明显下调抗凋亡蛋白 Mcl-1和 Bcl-2，上

调促凋亡蛋白 Bim和 Puma，其下调 Mcl-1和 Bcl-2不依赖于

AMPK或 STAT3通路，但部分通过 mTOR信号通路，因而认

为二甲双胍和阿司匹林联合作用诱导胰腺癌细胞凋亡主要通

过抑制抗凋亡蛋白Mcl-1和 Bcl-2来实现。Zhu HQ等[13]研究显

示二甲双胍可通过抑制细胞增殖和通过影响 AMPK、Cyclin

D1和 Caspase-3来诱导细胞凋亡，从而增加吉西他滨和顺铂对

胆管癌细胞生长抑制的功效。李鹏等[7]研究发现二甲双胍抑制

胰腺癌细胞的增殖和凋亡主要通过抑制 COX-2、Bcl-2和 Sur-

vivin的 mRNA来实现的。

塞来昔布可诱导多种肿瘤细胞凋亡。Lu Y等[14]研究发现塞

来昔布在低浓度时诱导急性白血病 HL-60细胞凋亡，在高浓度

时可致细胞坏死，塞来昔布通过上调凋亡相关蛋白裂解 Cas-

pase-3和 PARP来诱导细胞凋亡，并通过抑制溶酶体功能来抑

制肿瘤细胞的自体吞噬。Zhao YQ等[15]研究提示塞来昔布对人

喉鳞状细胞癌细胞系(Hep-2细胞)具有抗增殖和促凋亡作用，

细胞凋亡伴随着与人类端粒酶逆转录酶 (hTERT)mRNA直接

相关的端粒酶活性下降，并上调 Bax/Bcl-2比值。Liu M等[16]研

究发现塞来昔布作用于胃癌细胞后，p-Akt蛋白表达下降，Cas-

pase-8和 Caspase-9 mRNA表达上升，认为塞来昔布在体外通

过 16PI3K/Akt通路诱导胃癌细胞凋亡和自体吞噬，而且通过

线粒体和死亡受体通路诱导胃癌细胞凋亡。Gallouet AS等[17]研

究表明，塞来昔布抑制非何杰金淋巴瘤(NHL)细胞增殖并通过

非 COX-2依赖方式减慢细胞周期和减少存活蛋白如 Mcl-1的

表达来促进非何杰金淋巴瘤 B细胞的凋亡。刘江伟等[18]研究发

现联合应用 COX-2抑制剂塞来昔布和 Survivin反义寡核苷酸

可明显抑制胰腺癌 BxPC-3细胞增殖，诱导细胞凋亡，并提高

Caspase-3活性，塞来昔布诱导胰腺癌 BxPC-3细胞凋亡主要通

过 Survivin和Mcl-1途径，而非 Bcl-2途径。本课题组前期研究

表明二甲双胍也可通过抑制 COX-2来发挥抗肿瘤效应[7]，因塞

来昔布本身可抑制 COX-2表达，在本研究中二甲双胍和塞来

昔布联合作用发挥更明显的抗肿瘤效应，可能部分通过共同抑

制 COX-2的表达来实现。

Caspase-3是 Caspase家族中关键的凋亡执行者，其表达异

常在多种肿瘤的发生、发展中发挥重要作用，目前已知的细胞

凋亡的发生主要通过三个途径：外在或死亡受体通路( I型)、内

在的或线粒体通路(II型)和内质网通路，在 I型通路，肿瘤坏死

因子受体超家族(TNFRSF)的表面死亡受体被其固有死亡配体

(TNFSF)激活后启动凋亡，产生死亡信号、pro-caspase-8 裂解，

激活 Caspase-8，然后激活 Caspase-3。在 II型通路，细胞因子如

IL-1、IL-6和氧自由基可启动凋亡，线粒体释放细胞色素 c，从

而激活 Caspase-3。无论内在和外在的两种凋亡通路都激活

Caspase-3，并导致细胞死亡。Caspase-3裂解 DNA断裂因子琢
亚基(DFFA)，又名 Caspase激活 DNA酶抑制因子(ICAD)，导致

凋亡过程中 DNA的裂解[19,20]。因而认为检测 Caspase-3活性是

判定细胞凋亡的一种独特、直接和敏感的方法[21]。本研究中，二

甲双胍和塞来昔布均能增加胰腺癌细胞的 Caspase-3活性，二

者联合应用后 Caspase-3活性升高更加明显，表明二者联合应

用可发挥协同促进凋亡作用。

总之，二甲双胍和塞来昔布联合作用可协同抑制胰腺癌细

胞增殖，并可能通过激活 Caspase-3活性促进胰腺癌细胞凋亡，

因二者为临床常用药物，且毒副作用小，其联合应用可能成为

治疗胰腺癌药物的有效策略。
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