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摘   要 目的：探讨二甲双胍对人肝胆管癌细胞的增殖、凋亡和细胞周期的影响及机制。

方 法： 将 人 肝 胆 管 癌 RBE 细 胞 分 别 用 二 甲 双 胍、Compound C（AMPK 抑 制 剂 ）、 二 甲 双 胍 + 

Compound C 处理，以未处理的 RBE 细胞作为空白对照，分别用 MTT 法检测细胞增殖、流式细胞仪

检测细胞凋亡和细胞周期、Western blot 检测细胞 AMPK/mTOR 通路蛋白的表达。

结果：与空白对照组比较，二甲双胍作用后的 RBE 细胞存活率降低；细胞凋亡率升高；G0/G1 期比

例增加，而 S 期比例减少；磷酸化 AMPK（p-AMPK）蛋白表达上调，而磷酸化 mTOR（p-mTOR）

蛋白表达明显下调，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。二甲双胍与 Compound C 联合作用 RBE 细

胞后，二甲双胍的上述作用均被取消，各项指标与空白对照组差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

单独的 Compound C 作用 RBE 细胞后，各项指标未见明显改变，与空白对照组差异均无统计学意义（均

P>0.05）。

结论：二甲双胍能抑制人胆管癌 RBE 细胞的增殖、促进凋亡和细胞周期阻滞，该作用可能其与激活

AMPK 从而抑制 mTOR 下游效应分子有关。                        [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(8):1072-1076]
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of metformin on cell proliferation, apoptosis and cell cycle in human 
cholangiocarcinoma cells and the mechanism.

Methods: Human cholangiocarcinoma RBE cells were exposed to metformin, Compound C (AMPK inhibitor) 

or metformin plus Compound C respectively, using the untreated RBE cells as blank control. The cell proliferation 

was determined by MTT assay, apoptosis and cell cycle were measured by flow cytometry, and the expressions of 

proteins associated with AMPK/mTOR signaling pathway were detected by Western blot analysis, respectively.

Results: In RBE cells treated with metformin compared with blank control, the survival rate was decreased, 

apoptosis rate was increased, the ratio of G0/G1 cells was increased while ratio of S cells was decreased, and 

the phosphorylated AMPK (p-AMPK) level was increased while the phosphorylated mTOR (p-mTOR) was 
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近 年 来， 众 多 临 床 研 究 发 现， 二 甲 双 胍 可 降

低糖尿病患者多种肿瘤的发生率 [1-3]，基础研究也

表明二甲双胍可抑制肿瘤细胞的增殖 [4]，缩小荷瘤

裸鼠肿瘤体积 [5]，然而，二甲双胍对胆管癌的生长

增殖是否有相似的作用尚未见报道。本实验通过研

究二甲双胍对胆管癌细胞增殖、凋亡、细胞周期以

及信号通路相关蛋白表达的影响，探讨二甲双胍抗

肿瘤的分子生物学机制。

1　材料与方法

1.1  材料

Compound C（AMPK 抑 制 剂） 和 二 甲 双 胍 均

由美国 Sigma Aldrich 公司生产；人肝胆管癌细胞

RBE 购 自 中 国 科 学 院 上 海 细 胞 库；RPMI 1640 细

胞培养液、MTT 试剂、十二烷基硫酸钠（SDS）、

苯甲基磺酰氟（PMSF）和碘化丙啶（PI）均购自

北 京 鼎 国 公 司； 兔 抗 人 AMPK 抗 体， 兔 抗 人 磷 酸

化 AMPK（p-AMPK） 抗 体， 兔 抗 人 mTOR 抗 体

兔 抗 人 磷 酸 化 mTOR（p-mTOR） 抗 体 均 由 Assay 

Biotech 公 司 生 产； 羊 抗 兔 二 抗 和 羊 抗 鼠 二 抗 由

Jackson 公司生产；Annexin V-FITC 细胞凋亡检测

试剂盒购于南京凯基生物技术有限公司；新生牛血

清为杭州四季青产品。

1.2  方法

1.2.1  二甲双胍实验浓度筛选　人肝胆管癌细胞株

RBE 培养于含 10% 新生牛血清的 RPMI-1640 培养

基中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养，2~3 d 传一

代。选取 5 个浓度梯度（0、5、10、20、30 mmol/L）

的二甲双胍处理细胞，MTT 法检测细胞存活率（具

体步骤见 1.2.3），根据结果选择存活率在 50% 左

右的二甲双胍浓度进行下面的分组实验。

1.2.2  实 验 分 组　 将 BE 细 胞 分 别 用 二 甲 双 胍、

Compound C（20 μmol/L）、二甲双胍 +Compound C

处理，以未处理的 RBE 细胞作为空白对照组。

1.2.3  MTT 检测细胞存活率　 以 5×103/ 孔 接 种

细胞于 96 孔板中，每组设置 6 个复孔，根据要求

加入不同药物，24、48、72 h 后，加入 MTT 溶液，

4 h 后终止培养，加入 DMSO，震荡 10 min，测量

吸光值。细胞存活率计算方法：细胞存活率 =（实

验组 OD 值 - 空白孔 OD 值）/（空白对照组 OD 值 -

空白孔 OD 值）×100%。

1.2.4  流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡　 按 照 Annexin 

V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒的说明进行操作。

1.2.5  流式细胞术检测细胞周期　收集细胞，离

心去上清液，加入 70% 预冷乙醇，4 ℃固定 18 h，

离 心 去 上 清 液， 加 入 RNA 酶（50 μg/mL）10 μL

每 孔 和 碘 化 丙 啶（50 μg/mL）300 μL 每 孔， 震 荡

混匀，室温避光 30 min，流式细胞仪检测。

1.2.6  Western blot 检测蛋白表达量　收集细胞，

加 入 适 量 的 细 胞 裂 解 液，Bradford 法 测 定 蛋 白 样

品 浓 度， 蛋 白 样 品 经 SDS-PAGE 电 泳 后 进 行 转

膜， 封 闭， 孵 育 一 抗， 二 抗， 按 ECL 试 剂 盒 说 明

书 进 行 显 色， 显 影， 定 影。 应 用 IPP 6.0 软 件 对

Western blot 结果进行灰度扫描和分析。

1.3  统计学处理

使用 SPSS 13.0 统计软件进行数据处理，实验

数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，单因素方差分

析比较各组间差异；P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  二甲双胍实验浓度筛选

MTT 检 测 结 果 显 示，随 着 二甲双 胍 浓 度的 增

decreased, and all differences had statistical significance (all P<0.05). The above effects exerted by metformin 

were all abolished by the combination treatment of Compound C, and the differences in all tested indexes had no 

statistical significance compared with blank control group (all P>0.05). All the indexes in RBE cells treated with 

Compound C alone had no statistical significance compared with blank control group (all P<0.05).

Conclusion: Metformin can inhibit cell growth and promote apoptosis and cell cycle arrest in human 

cholangiocarcinoma RBE cells, and the mechanism may be associated with its activating AMPK and thereby 

suppressing mTOR downstream effector molecules.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(8):1072-1076]
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大，胆管癌 RBE 细胞的存活率呈下降趋势（图 1），

20 mmol/L 二甲双胍组在作用 48 h 和 72 h 存活率

均 在 50% 左 右，故 选 择 20 mmol/L 二 甲 双 胍 浓 度

进行后续实验。
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图 1　二甲双胍对胆管癌细胞存活率的影响 
Figure 1　Effect of metformin on survival rate of cholangio-

carcinoma cells 

2.2  二甲双胍抑制 RBE 细胞增殖

MTT 测定结果显示，20 mmol/L 二甲双胍处理

胆管癌 RBE 细胞后，细胞存活率较空白对照组明

显下降（P<0.05），并呈一定时间依赖趋势；二甲

双胍被 Compound C 所取消，二甲双胍 +Compound 

C 组细胞的存活率与空白对照组的差异无统计学意

义（P>0.05）；单独的 Compound C 对胆管癌 RBE

细胞的存活率无明显影响，与空白对照组比较，差

异无统计学意义（P>0.05）（图 2）。

图 2　各组胆管癌细胞存活率比较
Figure 2　Comparison of the survival rates among groups of 

cholangiocarcinoma cells
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2.3  二甲双胍对胆管癌 RBE 细胞周期的影响

流 式 细 胞 术 细 胞 周 期 分 析 结 果 显 示，二 甲 双

胍处理后 G0/G1 期细胞数量明显增多，S 期细胞数

量明显减少，与空白对照组比较，差异有统计学意

义（均 P<0.05），而 G2 期细胞数量无明显变化。

二 甲 双 胍 +Compound C 组 中，G0/G1 期 细 胞 较 二

甲双胍组明显减少，S 期细胞较二甲双胍组明显增

多，与 二 甲 双 胍 组 比 较，差 异 有 统 计 学 意 义（ 均

P<0.05），而 与 空 白 对 照 组 的 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）。 单 独 的 Compound C 对 胆 管 癌 RBE

细胞的细胞周期无明显影响，与空白对照组的差异

无统计学意义（P>0.05）（表 1）。

表 1　各组胆管癌细胞细胞周期情况（%）
Table 1　Distributions of cell cycle on each group of cholangio-

carcinoma cells (%)
组别 G0/G1 期 S 期 G2 期

空白对照组 26.24±3.59 67.08±6.38 6.68±8.50
二甲双胍组 71.30±2.701) 25.30±2.101) 3.39±3.99
Compound C 组 38.02±5.74 54.61±6.02 7.37±4.24
二甲双胍 +
　Compound C 组

39.95±6.602) 46.56±2.002) 13.48±4.61

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与二甲双胍组比较，
P<0.05 

Note: 1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. 
metformin treatment group

2.4  二甲双胍对胆管癌 RBE 细胞凋亡率的影响

流式细胞术分析结果显示，二甲双胍组细胞早

期凋亡率明显增加，与空白对照组的差异有统计学

意 义（P<0.05）， 而 二 甲 双 胍 +Compound C 组 与

空白对照组之间早期凋亡率无明显差异（P>0.05），

单独 Compound C 对细胞凋亡无明显影响，与空白

对照组的差异无统计学意义（P>0.05）（表 2）。

表 2　各组胆管癌细胞早期凋亡率比较（%）
Table 2　Comparison of early apoptosis rates among groups of 

cholangiocarcinoma cells (%)
　　组别 凋亡率
空白对照组 0.93±0.52
二甲双胍组 6.43±0.551)

Compound C 组 1.35±0.18
二甲双胍 +Compound C 组 1.74±0.422)

注：1）与空白对照组比较，P<0.05；2）与二甲双胍组比较，
P<0.05 

Note:1) P<0.05 vs. blank control group; 2) P<0.05 vs. 
metformin treatment group

2.5  二甲双胍对胆管癌 RBE 细胞内蛋白表达的

影响

Western blot 检 测 AMPK、p-AMPK、mTOR

和 p-mTOR 的 表 达，结 果 显 示，二 甲 双 胍 处 理 细

胞 后， 细 胞 内 p-AMPK 表 达 明 显 上 调，p-mTOR

表 达 水 平 明 显 下 调（ 均 P<0.05）； 二 甲 双 胍
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+Compound C 组 p-AMPK 的 表 达 量 较 二 甲 双 胍 组

相明显降低， p-mTOR 的表达量明显上调，差异有

统 计 学 意 义（ 均 P<0.05），但 各 蛋 白 的 表 达 量 与

空白对照组的差异均无统计学意义（均 P>0.05）；

Compound C 组各蛋白的表达量与空白对照组的差

异均无统计学意义（均 P>0.05）（图 3）。

3　讨　论

手 术 切 除 是 目 前 最 主 要 的 治 疗 胆 管 癌 方 法，

但 是， 在 现 有 的 条 件 下， 手 术 病 死 率 仍 然 很 高，

且 许 多 胆 管 癌 患 者 发 现 时 已 是 晚 期， 无 法 进 行 手

术 切 除。 同 时， 胆 管 癌 对 化 疗 极 不 敏 感，5-FU、

吉西他滨等是最常用的化疗药物，一些研究 [6-7] 显

示辅助化疗并不会对胆管癌患者生存率产生影响。

近年来，大量临床研究发现，使用二甲双胍治疗的

糖尿病患者，其肿瘤发生率和癌症致死率均明显降

低 [8]。体外研究发现二甲双胍对乳腺癌、前列腺癌、

卵巢癌、结直肠癌、喉癌等多种肿瘤均有生长抑制

作用 [9-13]。

本课题研究表明二甲双胍可抑制胆管癌 RBE

细 胞 的 增 殖 和 诱 导 细 胞 凋 亡， 促 进 p-AMPK 表 达

增 加 和 p-mTOR 表 达 下 降， 而 Compound C 作 为

AMPK 的抑制剂，Compound C 可以阻断二甲双胍

上述作用。以往研究 [14-15] 显示 mTOR 在肿瘤细胞

的 增 殖、 迁 移、 血 管 生 成 等 方 面 都 发 挥 重 要 的 调

控作用，多种肿瘤细胞中，mTOR 信号通路均不同

程度活化，而 AMPK 激活后可通过 TSC2（tuberous 

sclerosis complex 2） 抑 制 mTOR 的 活 性 [16-17]。

这 提 示， 二 甲 双 胍 可 能 通 过 激 活 AMPK 继 而 抑 制

mTOR 信号通路活化，最后抑制胆管癌 RBE 细胞

生长。

胆管癌细胞中 PI3K/Akt/mTOR 信号通路处于

活 化 状 态 [18]，Wang 等 [19] 研 究 显 示 肝 内 胆 管 癌 患

者 mTOR 活 性 明 显 增 高，Chung 等 [20] 分 析 了 221

例肝外胆管癌患者中与预后相关蛋白的表达情况，

结 果 表 明， 胆 管 癌 患 者 中 磷 酸 化 的 Akt 和 mTOR

均显著增加。体外细胞培养发现雷帕霉素可以通过

抑制 mTOR 信号通路抑制胆管癌细胞系的增殖 [21]。

因 此， 靶 向 mTOR 及 其 相 关 信 号 通 路 可 能 是 重 要

的潜在治疗胆管癌的化疗方法。
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