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摘要 目的 研究不同浓度的二甲双胍丁酸盐( MFB) 作用

不同时间后对人肺腺癌细胞 A549 增殖、凋亡与迁移能力的

影响。方法 用梯度浓度( 0、0. 5、1、2、4、8 mmol /L) 的 MFB
对离体培养的 A549 细胞进行处理，在作用 24、48 h 后，用

MTT 法检测 MFB 对 A549 细胞增殖的抑制率; 干预 24、48 h
后用流式细胞术分析 A549 细胞的凋亡率。用划痕实验分析

MFB 对 A549 细胞株迁移能力的影响。结果 MTT 实验表

明，MFB 对 A549 细胞的增殖具有抑制作用，并且在一定浓

度范围内呈现出浓度和时间依赖性( P ＜ 0. 05) 。流式细胞术

检测结果显示: 实验组细胞凋亡率大于对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ，

具有一定的时间和浓度依赖性 ( P ＜ 0. 05 ) 。划痕实验结果

显示实验组细胞迁移率小于对照组，高浓度用药组细胞迁移

率小于低浓度用药组( P ＜ 0. 05) ，且药物作用 48 h 后细胞迁

移率 ＜ 24 h( P ＜ 0. 05 ) 。结论 MFB 在体外能够抑制人肺

腺癌 A549 细胞的增殖和迁移，促进其凋亡，其强度可能与

其浓度和作用时间有关。
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双胍类衍生物二甲双胍是广泛用于Ⅱ型糖尿病

的降糖药物，主要通过抑制肝糖原产生和增加肌糖

原吸收调节体内血糖的平衡。2005 年 Evans et al［1］

关于二甲双胍可降低糖尿病患者肿瘤发病率的报道

具有里程碑的意义。陆续有流行病学调查显示二甲

双胍的治疗可以减少多种癌症如乳腺癌、前列腺癌、
结肠癌、胰腺癌和肺癌的发病率［2 － 3］。最近的回顾

性研究和 Meta 分析报道在服用二甲双胍的患者中

癌症的发生率降低了 31%［4］。目前，许多学者关注

其抗癌作用，提出二甲双胍或者相关的双胍类可能

具有 抗 肿 瘤 活 性［5］。尽 管 流 行 病 学 和 临 床 前 研

究［6］显示二甲双胍具有抗肿瘤效果，但是只有高浓

度的二甲双胍才具有抗肿瘤活性，然而目前还不确

认高浓度是否具有副作用，因此有人提出对二甲双

胍衍生物进行设计、合成并检测［7］。近来有研究［8］

表明二甲双胍衍生物二甲双胍丁酸盐 ( metformin
butyrate，MFB) ，激活腺苷酸活化蛋白激酶 ( adeno-
sine monophosphate activated protein kinase，AMPK) ，

抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白( mTOＲ) ，使细胞周

期停滞在 S 和 G2 /M 期的效果更强。MFB 具有较

强的抗肿瘤活性［8］。虽然二甲双胍在肿瘤中应用

已有研究，但是二甲双胍衍生物 MFB 对肺腺癌细胞

的影 响 鲜 有 报 道。该 研 究 旨 在 探 讨 不 同 浓 度 的

MFB 作用不同时间后对 A549 细胞增殖、凋亡和迁

移能力的影响，从而为肺癌患者的治疗提供帮助。

1 材料与方法

1． 1 主 要 试 剂 与 仪 器 MFB、四 甲 基 偶 氮 唑 盐

( MTT) 和二甲基亚砜 ( DMSO ) 购自美国 Sigma 公

司; 胎牛血清购自杭州四季青生物有限公司; ＲPMI-
1640 培养基购自美国 HyClone 公司; 流式试剂盒购

自上海贝博公司; 胰酶购自上海碧云天生物技术有

限公司。CO2 细胞培养箱购自德国 Heraeus 公司;

ELX800UV 酶标仪购自美国 Bio-Tek 公司; 流式细胞

仪购自美国 Beckman 公司; 超净工作台购自苏州安

泰空气技术有限公司; 电热恒温水浴锅购自上海天

平仪器厂。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 人肺腺癌细胞株 A549 细胞由

中国科学技术大学惠赠，用含 10%的胎牛血清在 37
℃、5% CO2 培养箱内常规传代培养。细胞生长到

80%时弃去原有培养基，PBS 冲洗，胰酶消化，显微

镜下观察当细胞回缩变圆时终止消化，用移液器吹

打，待细胞分散成单个细胞时离心，重悬，1 ∶ 3 传

代。当细胞处于对数生长期时用于实验。
1． 2． 2 MTT 法检测 MFB 对肺腺癌细胞 A549 增殖

·171·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Feb; 53( 2)



的影响 复苏的细胞传 3 代之后处于对数生长期

时，用胰酶消化后加培养基终止消化，4 ℃时 800 r /
min 下离心 5 min。弃上清液，加培养基重悬，细胞

计数，调整细胞浓度，每孔加 100 μl 使细胞最终以 3
× 104 个 /ml 的密度接种到 96 孔板，边缘 用 无 菌

PBS 填充，放于 37 ℃、5% CO2 孵箱过夜。实验组

加入浓度梯度的 MFB( 0. 5、1、2、4、8 mmol /L) ，对照

组加入等体积的培养基，每组有 6 个复孔。作用

24、48 h 后每孔加入 20 μl 的 MTT 溶液，继续培养 4
h，终止培养，小心吸去孔内培养液。每孔加入 150
μl 的 DMSO，在摇床上低速震荡 10 min，酶标仪 490
nm 处测量各孔的吸光值。计算 MFB 对细胞增殖的

抑制率，抑制率 ( % ) =［1 － 实验组吸光度 ( optical
delnsity，OD) 值］/对照组 OD 值 × 100%，实验重复 3
次。
1． 2． 3 流式细胞术检测 MFB 对 A549 细胞凋亡的

影响 将处于对数生长期的 A549 细胞 ( 1 × 105 /
ml) 接种于 6 孔板，培养 24 h 后弃去孔内的培养基，

实验组加入用培养基稀释的不同浓度 MFB( 0. 5、1、
2、4、8 mmol /L) ，对照组加入等体积培养基，置于 37
℃、5% CO2 培养箱培养，分别于加药 24、48 h 后，用

胰酶和预冷的 PBS 消化、离心 ( 800 r /min 离心 4
min) 、洗涤、收集细胞，按试剂盒说明书操作: 向流

式管中加入 5 μl AnnexinV，FITC 结合物，再加入 5
μl 的 PI，室温下避光培养 15 min。加入 400 μl 的

Annexin V Binding buffer，1 h 内在流式仪上检测凋

亡情况。实验重复 3 次。
1． 2． 4 划痕实验测 MFB 对 A549 细胞迁移能力的

影响 复苏的细胞传 3 代之后处于对数生长期时，

接种于 6 孔板 ( 接种前用记号笔在背面均匀化横

线，间隔 0. 5 ～ 1 cm，每孔至少穿过 5 条线) ，待细胞

贴壁长满时用蓝色枪头画垂直于 6 孔板背面平行线

的直线，枪头尽量垂直。去除培养基，加 PBS 清洗 3

～ 5 次，去除划下的细胞，加无血清的培养基，在显

微镜下拍照，为 0 h 的划痕宽度，弃去培养基，加入

用培养基稀释的药物，使其浓度为 2、4、8 mmol /L，

对照组加入等体积的培养基，于 24 h 在显微镜下观

察拍照。然后用 Image-pro plus 6. 0 软件计算划痕

的宽度，则细胞迁移的距离 = 0 h 距离 － 24 h 距离。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示，多组均数间的比较采用单

因素方差分析，两两比较用 SNK-q 法，t 检验用于两

组均数间比较。P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MFB 对 A549 细胞增殖的影响 A549 细胞在

浓度梯度的 MFB 干预后，MTT 法测量的 OD 值如图

1，细胞生长抑制率如表 1。比较 5 个浓度的实验组

与对照组抑制率，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
单因素方差分析显示在同一时间段，随着 MFB 浓度

的增加，MFB 对 A549 细胞增殖的抑制率增加，差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，双因素方差分析结果显

图 1 MTT 法检测 MFB 对 A549 细胞增殖的影响

与 24 h 比较: * P ＜ 0. 05

表 1 不同浓度的 MFB 分别干预 A549 细胞 24、48 h 后对其增殖的影响

组别
OD490 值

24 h 48 h
抑制率( % )

24 h 48 h
对照( 0 mmol /L ) 0． 940 ± 0． 020 0． 940 ± 0． 025 6． 4 ± 22． 3 6． 5 ± 2． 8
实验( mmol /L)

0． 5 0． 872 ± 0． 021 0． 804 ± 0． 072 13． 8 ± 2． 5* 21． 0 ± 8． 0*

1． 0 0． 790 ± 0． 025 0． 723 ± 0． 030 22． 4 ± 3． 1* # 29． 6 ± 8． 1* #▼

2． 0 0． 717 ± 0． 030 0． 635 ± 0． 050 30． 2 ± 3． 8＊△ 39． 3 ± 6． 4＊△▼

4． 0 0． 642 ± 0． 050 0． 542 ± 0． 054 38． 1 ± 6． 0＊▲ 48． 9 ± 7． 0＊▲▼

8． 0 0． 544 ± 0． 025 0． 456 ± 0． 022 48． 6 ± 5． 6* ▽ 58． 0 ± 3． 8* ▽▼

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 0. 5 mmol /L 比较: #P ＜ 0. 05; 与 1. 0 mmol /L 比较: △P ＜ 0. 05; 与 2. 0 mmol /L 比较: ▲P ＜ 0. 05; 与 4 mmol /L 比

较: ▽ P ＜ 0. 05; 与 24 h 比较: ▼ P ＜ 0. 05
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示在同一给药浓度下，MFB 对 A549 细胞的增殖抑

制率 48 h 高于 24 h，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
24 h 时，线性趋势检验 F = 84． 83，P ＜ 0. 05; 48 h 时，

线性趋势检验 F = 102． 52，P ＜ 0. 05。综上可以得

出，MFB 对 A549 细胞的增殖抑制作用具有一定的

浓度依赖性且 48 h 的作用强度大于 24 h。
2． 2 MFB 对 A549 细胞凋亡的影响 流式细胞术

结果显示，不同浓度的 MFB 干预 24 h 细胞凋亡率

分 别 为 15. 87%、22. 79%、27. 91%、30. 77%、
40. 65%。48 h 后 凋 亡 率 为 22. 54%、22. 93%、
29. 73%、49. 82%、50. 49 %。对 照 组 为 0%、
10. 45%。实验组凋亡率高于对照组，并且相同浓度

的 MFB 48 h 的凋亡率高于 24 h。此外还显示，MFB
对 A549 细胞的促凋亡主要表现在晚期。各实验组

与对照组相比差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，不

同浓度的 MFB 干预组间差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。见图 2、3。
2． 3 MFB 对 A549 细胞迁移力的影响 对照组细

胞迁移的距离为 ( 58. 37 ± 2. 55) μm，实验组( 2、4、
8 mmol /L ) 迁 移 的 距 离 分 别 为 ( 52. 47 ± 6. 21 ) 、
( 31. 87 ± 4. 65 ) 、( 21. 53 ± 4. 57 ) μm，不 同 浓 度

MFB 作用于细胞后细胞的迁移能力不同，实验组迁

移的距离小于对照组，高浓度干预组细胞的迁移距

离小于低浓度组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。
见图 4。

3 讨论

众所周知，癌症威胁人类健康，肺癌是全球范围

内癌症相关死亡的主要原因之一，占世界范围内癌

症死亡的 31%，尽管诊断和治疗方法的完善，5 年生

存率仍低于 15%［6］。复发、转移、耐药、毒副反应至

今仍是治疗的难点，此外，一些治疗方法虽然效果相

对较好，但是价格昂贵，给患者带来较重的经济负

担。因此，寻找新的性价比高的治疗药物迫在眉睫。
小分子化学药物对于肿瘤靶向治疗和个体化治疗具

有重要意义。然而，小分子新药的开发，从基础实验

研究到临床试验到最终应用到临床实践，无疑是一

个漫长的过程，需要消耗大量的时间、精力和成本。
大多数药物从实验室研发到证实其有效性和安全性

至少需要 5 年时间［9］。较之开发新药，挖掘传统非

肿瘤药物的抗肿瘤功能可能是一个捷径［5，10］。二甲

双胍因治疗糖尿病而被熟知，最近，细胞实验和动物

研究［11 － 12］均表明二甲双胍还具有抗癌作用。但是

其衍生物 MFB 的研究较少，其抗癌作用仅在乳腺癌

中得到验证［8］。在肺癌中的研究目前未见报道。
从本研究的上述结果可以显示低浓度的MFB可以

图 2 流式细胞术检测 MFB 作用 24 h 后对 A549 细胞凋亡的影响

A: 对照组; B ～ F: MFB 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mmol /L
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图 3 流式细胞术检测 MFB 作用 48 h 后对 A549 细胞凋亡的影响

A: 对照组; B ～ F: MFB 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、8. 0 mmol /L

图 4 MFB 对 A549 细胞迁移力的影响 × 100

A: 对照组; B ～ D: MFB 2、4、8 mmol /L; 1: 0 h; 2: 24 h

明显抑制 A549 细胞的增殖、迁移，促进凋亡，且作

用强度存在 MFB 的浓度依赖性。本课题组前期研

究［13］显示高浓度的葡萄糖可以促进肺腺癌细胞的

增殖、迁移。已有研究［6］显示尽管二甲双胍可以抑

制肺腺癌细胞的生长，但只有高浓度时有效果，但此

时浓度之高已超出人体耐受范围，因此有研究［8］提

出，可以对二甲双胍结构进行改造以达到使人体可

以耐受的程度。MFB 的抗肿瘤作用主要通过激活

LKB1 /AMPK 途径、诱导细胞周期抑制和 ( 或者) 凋

亡、抑制蛋白质的合成这三条途径抑制肿瘤的生长。
目前二甲双胍主要通过激活 AMPK、通过调节 E 钙

粘素和基质金属蛋白酶 9、基质金属蛋白酶 2、血管

内皮生长因子的表达来抑制人癌细胞的迁移和侵袭

等［14 － 17］，因此可能对肺腺癌细胞具有较好的效果。
目前的研究显示 MFB 可以有效抑制 A549 细胞的增

长，促进凋亡，抑制迁移。然而本实验只局限于一种

细胞，在动物水平和临床上的应用还有待于进一步

验证。
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Effects of metformin butyrate on the proliferation，apoptosis and
mobility of the A549 of the human lung adenocarcinoma

Chen Qingqing，Shu Jun，Xie Qingshu，et al
( Dept of Ｒespiratory Medicine，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the effects of different concentrations of metforminbutyrate ( MFB) on the prolifera-
tion，apoptosis and mobility of the human lung adenocarcinoma ( A549) after different time of intervention． Meth-
ods A549 cells cultered in vitro were treated with MFB at a gradient concentration ( 0，0. 5，1，2，4，8 mmol /
L) ，and after 24 h and 48 h，the MFB＇s inhibition rate on the A549 cell proliferation was detected by MTT． The
apoptosis rate of A549 cells was analyzed by using a fluid cell instrument after 24 h and 48 h． The effect of MFB on
the mobility of A549 cell lines was analyzed with scratch test． Ｒesults The MFB experiment showeded that MFB
had a inhibitory effect on the proliferation of 549 cells with a dose and time dependent manner( P ＜ 0. 05) ． The ex-
perimental results showed that the apoptosis rate of the experimental group was greater than that of the control group
( P ＜ 0. 05) ，which had a certain time and concentration dependence ( P ＜ 0. 05) ． The experimental results of the
scratches showed that the experimental group cell migration rate was less than the control group，high concentration
treatment group cell migration rate was less than the low concentration treatment group ( P ＜ 0. 05) ，and drug ac-
tion after 48 h cell migration rate was less than 24 h ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion MFB can inhibit the proliferation
and migration of human pulmonary adenocarcinoma A549 cells in vitro and promote apoptosis，and its intensity may
be related to its concentration and time．
Key words metformin butyrate; lung adenocarcinoma; proliferation; apoptosis; migration

·571·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Feb; 53( 2)


