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二甲双胍对食管鳞状细胞癌细胞的体内外抑制作用及机制 Δ
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摘 要 目的 基于低氧诱导因子1α（HIF-1α）/白细胞介素8（IL-8）信号通路探讨二甲双胍对食管鳞状细胞癌（ESCC）细胞的体内

外抑制作用及机制。方法 将人食管鳞癌细胞TE1分为空白组，二甲双胍低、中、高浓度组（0.5、1、2 mmol/L），IDF-11774（HIF-1α
抑制剂）组（20 μmol/L）和二甲双胍高浓度+HIF-1α激活剂二甲基乙二酰氨基乙酸（DMOG）组（2 mmol/L 二甲双胍和 10 μmol/L 

DMOG）。处理24 h后，检测细胞增殖[以5-乙炔基-2′脱氧尿嘧啶核苷（EdU）阳性率和光密度（OD450值）计]、凋亡、侵袭、迁移情况

以及细胞中增殖细胞核抗原（PCNA）、Bcl-2相互作用的细胞死亡介质（Bim）、迁移侵袭增强因子 1（MIEN1）、基质金属蛋白酶 9

（MMP-9） mRNA表达和HIF-1α、IL-8蛋白表达。构建裸鼠移植瘤模型。将30只裸鼠随机分为空白组，二甲双胍低、中、高剂量组

（灌胃62.5、125、250 mg/kg二甲双胍并腹腔注射等体积生理盐水），IDF-11774组（灌胃50 mg/kg IDF-11774并腹腔注射等体积生

理盐水）和二甲双胍高剂量+DMOG组（灌胃250 mg/kg二甲双胍并腹腔注射250 mg/kg DMOG），每组5只。每天给药1次，持续4

周后，检测小鼠瘤体质量、体积及肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白表达。结果 二甲双胍可呈浓度/剂量依赖性地降低/减少TE1细胞

的EdU阳性率、OD450值、侵袭数、划痕愈合率以及细胞中PCNA mRNA、MIEN1 mRNA、MMP-9 mRNA、HIF-1α蛋白、IL-8蛋白表

达水平和移植瘤瘤体质量、体积及肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白表达水平（P＜0.05），升高细胞凋亡率和细胞中Bim mRNA表达水

平（P＜0.05）；IDF-11774组对应指标变化趋势与二甲双胍组一致，而 DMOG 能显著减弱高浓度/剂量二甲双胍的上述作用（P＜

0.05）。结论 二甲双胍可抑制TE1细胞增殖、侵袭、迁移及裸鼠体内移植瘤生长，诱导细胞凋亡；其机制可能与抑制HIF-1α/IL-8信

号通路有关。
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The in vitro and in vivo inhibitory effects of metformin on esophageal squamous cell carcinoma cells
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the in vitro and in vivo inhibitory effects and mechanism of metformin on the malignant 

biological behavior of esophageal squamous cell carcinoma （ESCC） cells by the hypoxia inducible factor-1α （HIF-1α）/interleukin-8 

（IL-8） signaling pathway. METHODS Human ESCC TE1 cells were assigned into blank group， metformin low-， medium-， and 

high-dose groups （0.5， 1， 2 mmol/L）， IDF-11774 （HIF-1α inhibitor） group （20 μmol/L）， and high-dose metformin+HIF-1α 

activator dimethyloxalylglycine （DMOG） group. After 24 h treatment， cell proliferation [measured by the positive rate of 5-ethynyl-

2′-deoxyuridine （EdU） and optical density at 450 nm （OD450 value）]， apoptosis， invasion and migration as well as mRNA 

expressions of proliferating cell nuclear antigen （PCNA）， Bcl-2 interacting mediator of cell death （Bim）， migration and invasion 

enhancer 1 （MIEN1）， and matrix metalloproteinase-9 （MMP-9）， and protein expressions of HIF-1α and IL-8 in the cells were 

detected. The xenograft tumor model of nude mice was established. Thirty nude mice were randomly divided into blank group， 

metformin low-， medium-， and high-dose groups （i.g. administration of metformin 62.5， 125， 250 mg/kg+i.p. administration of 

equal volume of normal saline）， IDF-11774 group （i.g. administration of 50 mg/kg IDF-11774+i.p. administration of equal volume 

of normal saline） and high-dose metformin+DMOG group （i. g. administration of metformin 250 mg/kg+i. p. administration of 

DMOG 250  mg/kg）， with 5 mice in each group. They were given relevant medicine， once a day， for 4 consecutive weeks； the 

mass and volume of the tumor and protein expressions of HIF-1α and IL-8 in the tumor tissue were determined. RESULTS The 

EdU positive rate， OD450 value， cell invasion number， scratch healing rate， mRNA expressions of PCNA， MIEN1 and MMP-9， 

protein expressions of HIF-1α and IL-8， as well as the mass and volume of transplanted tumors and protein expressions of HIF-1α 

and IL-8 in tumor tissues were decreased by metformin in 

concentration/dose-dependent manner （P＜0.05）. Additionally， 

metformin increased the apoptosis rate and mRNA expression 

of Bim in cells （P＜0.05）. The trend of changes in 

corresponding indicators in the IDF-11774 group was 

consistent with that in the metformin groups， whereas DMOG 
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could significantly attenuate the aforementioned effects of high-concentration/high-dose metformin （P＜0.05）. CONCLUSIONS 
Metformin can inhibit the proliferation， invasion， migration of TE1 cells， and tumor growth of nude mice， and induce cell 

apoptosis， the mechanism of which may be related to the inhibition of HIF-1α/IL-8 signaling pathway.

KEYWORDS metformin； esophageal squamous cell carcinoma； HIF-1α/IL-8 signaling pathway； invasion； proliferation； 

migration； apoptosis

食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carci‐

noma，ESCC）是一种常见的食管癌，其临床症状包括吞

咽困难、疼痛、反流和体重减轻，严重降低了患者的生活

质量[1]。尽管随着科学的发展，ESCC的治疗取得了很大

进步，但ESCC患者的低生存率仍然是一个亟待解决的

问题[2]。相关证据表明，ESCC细胞不受控制地增殖、转

移是ESCC进展的主要原因[3]，且手术、放化疗和免疫治

疗这些目前常用治疗手段仍存在创伤大、毒副作用明

显、治疗响应率有限等问题。因此，寻找新的有效的药

物抑制ESCC细胞增殖、转移具有重要意义。二甲双胍

是一种广泛使用的抗糖尿病药物，且已成为包括ESCC

在内的多种癌症的潜在治疗剂[4]。已有研究报道，二甲

双胍可抑制食管癌细胞侵袭和迁移[5]，但具体机制尚不

完全明确。相关研究显示，低氧诱导因子 1α（hypoxia-

inducible factor-1α，HIF-1α）/白细胞介素 8（interleukin-

8，IL-8）信号通路的激活可促进食管癌的恶性进展[6]，且

二甲双胍能够有效降低食管低级别上皮内瘤变患者瘤

变组织中 HIF-1α蛋白水平[7]。但二甲双胍是否可通过

调控HIF-1α/IL-8信号通路来影响ESCC细胞的增殖、凋

亡、侵袭、迁移尚不清楚。为此，本研究拟从HIF-1α/IL-8

信号通路角度出发，探究二甲双胍对ESCC细胞的体内

外抑制作用及机制，以期为ESCC的治疗提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括BX53型荧光显微镜（日

本 Olympus 公司）、Multiskan FC 型酶标仪[赛默飞世尔

科技（中国）有限公司]、FACS Celesta型流式细胞仪（美

国 BD 公司）、QuantStudio 5型荧光定量 PCR 仪（美国

ABI 公司）、Mini-PROTEAN Tetra 型蛋白电泳仪（美国

Bio-Rad 公司）、Tanon 5200型化学发光成像仪（上海天

能科技有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

二甲双胍片（批号20231101，规格0.5 g）购自中美上

海施贵宝制药有限公司；HIF-1α抑制剂 IDF-11774对照

品、HIF-1α激活剂二甲基乙二酰氨基乙酸（dimethyloxalyl-

glycine，DMOG）对照品（批号分别为 HY-111387、HY-

15893，纯度分别为99.30%、99.69%）均购自美国MCE公

司；CCK-8试剂盒（批号20231009）购自上海泽叶生物科

技有限公司；5-乙炔基-2′脱氧尿嘧啶核苷（EdU）染色试

剂盒（批号 C01503）购自上海东寰生物科技有限公司；

Annexin Ⅴ-FITC细胞凋亡试剂盒（批号BC1050）购自湖

北百奥斯生物科技有限公司；兔源HIF-1α、甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）、IL-8一抗及山羊抗兔 IgG二抗均购

自英国Abcam公司。

1.3　细胞与动物

人食管鳞癌细胞TE1购自通派（上海）生物科技有

限公司。

5～6周龄SPF级BALB/c雄性裸鼠由武汉贝赛模式

生物科技有限公司提供[生产许可证号为 SCXK（鄂）

2022-0029]，共 30只，体重 18～20 g。所有BALB/c裸鼠

均在特定的无病原体条件下饲养，适应性饲养 5 d后进

行实验。本动物实验获得武汉贝赛模式生物科技有限

公司实验动物福利与伦理管理委员会批准[编号：BSMS

动（福）第2024-03-251A号]。

2　方法

2.1　细胞实验

2.1.1　细胞培养

使用含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养基在

37 ℃、5%CO2条件下培养TE1细胞，每 2～3 d更换 1次

培养基。

2.1.2　细胞分组、给药

将 TE1细胞分为空白组，二甲双胍低、中、高浓度

组，IDF-11774组，二甲双胍高浓度+DMOG 组，每组设

置6个复孔。空白组细胞正常培养；二甲双胍低、中、高

浓度组细胞分别用 0.5、1、2 mmol/L 二甲双胍处理 24 

h[5]；IDF-11774 组细胞用 20 μmol/L IDF-11774 处理 24 

h[8]；二甲双胍高浓度+DMOG组细胞用2 mmol/L二甲双

胍和10 μmol/L DMOG处理24 h[9]。

2.1.3　TE1细胞增殖检测

（1）EdU 染色法检测：将 TE1细胞接种于 6孔板中

（5×105个/孔），按“2.1.2”项下方法分组、给药后，每孔加

入 100 μL EdU 溶液，孵育 2 h；以 4%多聚甲醛固定 15 

min，再以0.5% Triton X-100孵育10 min，最后用4′，6-二

氨基-2-苯基吲哚染色 20 min。使用荧光显微镜观察细

胞图像（阳性染色呈红色荧光），并计算TE1细胞EdU阳

性率。EdU阳性率（%）＝EdU阳性细胞数/总细胞数×

100%。

（2）CCK-8法检测：将 TE1细胞接种于 96孔板中

（1×104个/孔），按“2.1.2”项下方法分组、给药后，各孔加

入10 μL CCK-8溶液，孵育1.5 h。使用酶标仪测定各孔
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在450 nm处的光密度（即OD450值），OD450值越大说明细

胞增殖活性越强。

2.1.4　TE1细胞凋亡检测

采用流式细胞术检测。取 TE1细胞按“2.1.2”项下

方法分组、给药后，用不含EDTA的胰酶消化2 min，加入

含血清培养基终止消化，以1 000 r/min离心 5 min，收集

细胞。将收集的 TE1细胞（5×105个）用磷酸盐缓冲液

（PBS）洗涤2次后重悬于500 μL结合缓冲液中，向细胞

悬液中加入5 μL Annexin Ⅴ-FITC和5 μL碘化丙啶（PI）

并避光孵育15 min，然后上机检测细胞凋亡情况。

2.1.5　TE1细胞侵袭检测

采用Transwell小室法检测。取TE1细胞按“2.1.2”

项下方法分组、给药后，将200 μL不含胎牛血清的细胞

悬液（5×105个/mL）置于基质胶包被的Transwell小室的

上室中，向小室的下室加入 500 μL 含胎牛血清的培养

基，在 37 ℃、5%CO2培养箱中孵育 24 h后，用棉签轻轻

擦去上室中未侵袭的细胞，用 PBS漂洗 3次。以 4%多

聚甲醛固定 30 min，以 0.1%结晶紫染色 20 min。采用

Image J软件计数侵袭的细胞数。

2.1.6　TE1细胞迁移检测

采用划痕实验法检测。取 TE1细胞按“2.1.2”项下

方法分组、给药后，分别将各组TE1细胞接种于6孔板中

（1×105个/孔），连续孵育至单层细胞均匀分布于板底。

用移液器尖端在细胞表面制造划痕。用PBS冲洗细胞

数次以去除所有漂浮细胞，并用不含胎牛血清的培养基

孵育细胞，分别于 0、24 h时观察划痕。使用 Image J软

件分析划痕宽度，并计算划痕愈合率[划痕愈合率（%）＝

（0 h时划痕宽度－24 h时划痕宽度）/0 h时划痕宽度×

100%]。

2.1.7　TE1细胞中增殖、凋亡、迁移和侵袭相关基因

mRNA表达检测

采用荧光定量PCR法检测细胞中增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、Bcl-2相互作

用的细胞死亡介质（Bcl-2 interacting mediator of cell 

death，Bim）、迁移侵袭增强因子 1（migration and inva‐

sion enhancer 1，MIEN1）、基质金属蛋白酶 9（matrix me‐

talloproteinase-9，MMP-9） mRNA 表达。取 TE1细胞按

“2.1.2”项下方法分组、给药后，采用TRIzol试剂分别提

取各组细胞中总RNA，进行浓度和纯度检测后，取 1 μg 

RNA逆转录合成 cDNA，并以 cDNA为模板进行荧光定

量 PCR 反应。PCR 反应条件为：95 ℃预变性 10 min；

95 ℃变性 10 s，62 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 20 s，共循环

40次。PCR反应体系为：cDNA模板2 μL，正、反向引物

各 1 μL，SYBR Green Mix 10 μL，去 离 子 水 6 μL。

GAPDH 的正向引物序列为 5′-TCATTTCCTGGTATG- 

ACA-3′，反向引物序列为 5′-GTCTTACTCCTTGGAG- 

GCC-3′，扩增产物大小为 218 bp；PCNA的正向引物序

列为 5′-AAGGCTTCGACACATACCGC-3′，反向引物

序列为 5′-AGCTGTACTCCTGTTCTGGGA-3′，扩增产

物大小为 181 bp；Bim 的正向引物序列为 5′-TGTTCA- 

TCACCACACAGCAG-3′，反向引物序列为 5′-GCAG- 

GATTTTGTGTAAGAAT-3′，扩增产物大小为 160 bp；

MIEN1的正向引物序列为 5′-CTGTCATTCCACTCCT- 

CTAG-3′，反向引物序列为 5′-GCGTCATCCTGTGAC- 

TGCAC-3′，扩增产物大小为 162 bp；MMP-9的正向引

物序列为 5′-GCCGGGAACGTATCTGGAAA-3′，反向

引物序列为 5′-GGTTGTGGAAACTCACACGC-3′，扩

增产物大小为 165 bp。上述引物均由广州基迪奥生物

科技有限公司设计并合成。以 GAPDH 为内参，采用

2－ΔΔCt法计算各目的基因的相对表达量。

2.1.8　TE1细胞中HIF-1α、IL-8蛋白表达检测

采用Western blot法检测。取TE1细胞按“2.1.2”项

下方法分组、给药后，采用RIPA缓冲液提取各组细胞中

的总蛋白，通过BCA法对总蛋白进行定量。将蛋白进

行高温变性后，取 45 μg上样进行 10% SDS-PAGE分离

（电压 100 V，时间 1 h），然后转移（电流 300 mA，时间 2 

h）到 PVDF 膜上，以 5%脱脂牛奶阻断膜 1 h；加入 HIF-

1α（稀释比例1∶3 000）、GAPDH（稀释比例1∶4 000）、IL-

8（稀释比例 1∶2 000）一抗，在 4 °C下孵育 24 h；加入二

抗（稀释比例 1∶4 000），在室温下孵育 1.5 h。利用增强

的化学发光试剂显影以可视化免疫反应条带，采用化学

发光成像仪捕获蛋白质信号，采用 Image J软件测量和

分 析 蛋 白 条 带 灰 度 值 ，以 目 的 蛋 白 与 内 参 蛋 白

（GAPDH）条带灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.2　荷瘤小鼠实验

将TE1细胞悬液通过皮下注射接种到BALB/c裸鼠

右外侧腋窝区（5×106个/只），每日观察肿瘤生长情况。

当瘤体体积长至约 100 mm3时，表明裸鼠移植瘤模型构

建成功[10]。本研究共30只裸鼠建模成功。将这30只裸

鼠随机分为空白组，二甲双胍低、中、高剂量组，IDF-

11774组和二甲双胍高剂量+DMOG组，每组5只。二甲

双胍低、中、高剂量组裸鼠分别灌胃62.5、125、250 mg/kg

二甲双胍，并腹腔注射等体积的生理盐水[10]；IDF-11774

组裸鼠灌胃 50 mg/kg IDF-11774，并腹腔注射等体积的

生理盐水[11]；二甲双胍高剂量+DMOG 组裸鼠灌胃 250 

mg/kg二甲双胍，并腹腔注射 250 mg/kg DMOG[12]；空白

组裸鼠灌胃并腹腔注射等体积的生理盐水，每天1次，持

续4周。4周后处死裸鼠，收集移植瘤瘤体，称定瘤体质

量，采用游标卡尺测量瘤体的长径（L）和短径（W），按公

式计算肿瘤体积：肿瘤体积＝L×W2/2。采用 Western 

blot法检测肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白的表达（具体操

作同“2.1.8”项下）。
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2.3　统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0软件对数据进行统计分

析。实验数据以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，进一步组间两两比较采用SNK-q检验。检验水准

α＝0.05。

3　结果

3.1　细胞实验结果

3.1.1　TE1细胞增殖实验结果

与空白组比较，二甲双胍低、中、高浓度组和 IDF-

11774组 TE1细胞的 EdU 阳性率、OD450值均显著降低

（P＜0.05），且二甲双胍的作用具有浓度依赖性（P＜

0.05）；与二甲双胍高浓度组比较，二甲双胍高浓度

+DMOG组TE1细胞的EdU阳性率、OD450值均显著升高

（P＜0.05）。结果见图1、表1。

3.1.2　TE1细胞凋亡实验结果

与空白组比较，二甲双胍低、中、高浓度组和 IDF-

11774组TE1细胞的凋亡率均显著升高（P＜0.05），且二

甲双胍的作用具有浓度依赖性（P＜0.05）；与二甲双胍

高浓度组比较，二甲双胍高浓度+DMOG组TE1细胞的

凋亡率显著降低（P＜0.05）。结果见图2、表2。

3.1.3　TE1细胞侵袭实验结果

与空白组比较，二甲双胍低、中、高浓度组和 IDF-

11774组TE1细胞的侵袭数均显著减少（P＜0.05），且二

甲双胍的作用具有浓度依赖性（P＜0.05）；与二甲双胍

高浓度组比较，二甲双胍高浓度+DMOG组TE1细胞的

侵袭数显著增加（P＜0.05）。结果见表2、图3。

A.空白组 B.二甲双胍低浓度组 C.二甲双胍中浓度组

D.二甲双胍高浓度组 E. IDF-11774组 F.二甲双胍高浓度+ 
DMOG组

图1　各组TE1细胞增殖检测的EdU染色结果

表1　各组 TE1细胞的 EdU 阳性率、OD450值比较（x±s，

n＝6）

组别
空白组
二甲双胍低浓度组
二甲双胍中浓度组
二甲双胍高浓度组
IDF-11774组
二甲双胍高浓度+DMOG组

EdU阳性率/%
34.67±1.83

29.88±1.94a

21.56±1.03ab

11.83±0.62abc

14.78±0.73a

20.58±1.14d

OD450值
1.19±0.11

1.00±0.09a

0.81±0.08ab

0.43±0.03abc

0.50±0.04a

0.85±0.08d

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与二甲双胍低浓度组比较，P＜0.05；

c：与二甲双胍中浓度组比较，P＜0.05；d：与二甲双胍高浓度组比较，

P＜0.05。
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F.二甲双胍高浓度+ DMOG组

图2　各组TE1细胞凋亡检测的流式细胞图

表2　各组TE1细胞的凋亡率、侵袭数、划痕愈合率比较

（x±s，n＝6）

组别
空白组
二甲双胍低浓度组
二甲双胍中浓度组
二甲双胍高浓度组
IDF-11774组
二甲双胍高浓度+DMOG组

细胞凋亡率/%
4.93±0.26

10.76±0.54a

18.96±1.01ab

30.54±1.59abc

26.77±1.43a

20.11±1.08d

细胞侵袭数/个
85.56±4.86

73.44±3.67a

58.69±3.01ab

31.72±1.64abc

35.73±1.84a

60.61±3.12d

划痕愈合率/%
43.57±2.21

37.78±1.87a

29.68±1.51ab

11.54±0.62abc

13.86±0.73a

27.56±1.34d

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与二甲双胍低浓度组比较，P＜0.05；

c：与二甲双胍中浓度组比较，P＜0.05；d：与二甲双胍高浓度组比较，

P＜0.05。

A.空白组 B.二甲双胍低浓度组 C.二甲双胍中浓度组

D.二甲双胍高浓度组 E. IDF-11774组 F.二甲双胍高浓度+ 
DMOG组

图3　各组TE1细胞侵袭能力检测的Transwell染色结果
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3.1.4　TE1细胞迁移实验结果

与空白组比较，二甲双胍低、中、高浓度组和 IDF-

11774组TE1细胞的划痕愈合率均显著降低（P＜0.05），

且二甲双胍的作用具有浓度依赖性（P＜0.05）；与二甲

双胍高浓度组比较，二甲双胍高浓度+DMOG组TE1细

胞的划痕愈合率显著升高（P＜0.05）。 结果见表

2、图4。

3.1.5　TE1细胞中 PCNA、Bim、MIEN1、MMP-9 mRNA

表达检测结果

与空白组比较，二甲双胍低、中、高浓度组和 IDF-

11774组 TE1细胞中 PCNA、MIEN1、MMP-9 mRNA 相

对表达量均显著降低（P＜0.05），Bim mRNA 相对表达

量均显著升高（P＜0.05），且二甲双胍的作用具有浓度

依赖性（P＜0.05）；与二甲双胍高浓度组比较，二甲双胍

高浓度+DMOG 组 TE1细胞中 PCNA、MIEN1、MMP-9 

mRNA 相对表达量均显著升高（P＜0.05），Bim mRNA

相对表达量显著降低（P＜0.05）。结果见表3。

3.1.6　TE1细胞中HIF-1α、IL-8蛋白表达检测结果

与空白组比较，二甲双胍低、中、高浓度组和 IDF-

11774组TE1细胞中HIF-1α、IL-8蛋白表达水平均显著

降低（P＜0.05），且二甲双胍的作用具有浓度依赖性

（P＜0.05）；与二甲双胍高浓度组比较，二甲双胍高浓

度+DMOG组TE1细胞中HIF-1α、IL-8蛋白表达水平均

显著升高（P＜0.05）。结果见图5、表4。

3.2　动物实验结果

3.2.1　裸鼠体内移植瘤生长情况

与空白组比较，二甲双胍低、中、高剂量组和 IDF-

11774组裸鼠瘤体体积及质量均显著减小/降低（P＜

0.05），且二甲双胍的作用具有剂量依赖性（P＜0.05）；与

二甲双胍高剂量组比较，二甲双胍高剂量+DMOG组裸

鼠瘤体体积及质量均显著增大/升高（P＜0.05）。结果见

图6、表5。

HIF-1α

IL-8

GAPDH

120 kDa

10 kDa

36 kDa

A B C D E F

A：空白组；B：二甲双胍低浓度组；C：二甲双胍中浓度组；D：二甲

双胍高浓度组；E：IDF-11774组；F：二甲双胍高浓度+DMOG组。

图5　各组TE1细胞中HIF-1α、IL-8蛋白表达的电泳图

表4　各组 TE1细胞中 HIF-1α、IL-8蛋白表达水平比较

（x±s，n＝6）

组别
空白组
二甲双胍低浓度组
二甲双胍中浓度组
二甲双胍高浓度组
IDF-11774组
二甲双胍高浓度+DMOG组

HIF-1α/GAPDH

1.96±0.18

1.57±0.14a

1.18±0.12ab

0.67±0.06abc

0.71±0.07a

1.09±0.10d

IL-8/GAPDH

1.12±0.11

0.86±0.08a

0.53±0.04ab

0.18±0.01abc

0.22±0.02a

0.54±0.05d

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与二甲双胍低浓度组比较，P＜0.05；

c：与二甲双胍中浓度组比较，P＜0.05；d：与二甲双胍高浓度组比较，

P＜0.05。

空白组

二甲双胍低剂量组

二甲双胍中剂量组

二甲双胍高剂量组

IDF-11774组

二甲双胍高剂量+DMOG组

图6　各组裸鼠体内移植瘤生长情况

A.空白组 B.二甲双胍低浓度组 C.二甲双胍中浓度组

D.二甲双胍高浓度组 E. IDF-11774组 F.二甲双胍高浓度+ 
DMOG组
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 h

0 
h

24
 h

图4　各组TE1细胞迁移能力检测的划痕结果

表3　各 组 TE1 细 胞 中 PCNA、Bim、MIEN1、MMP-9 

mRNA表达水平比较（x±s，n＝6）

组别
空白组
二甲双胍低浓度组
二甲双胍中浓度组
二甲双胍高浓度组
IDF-11774组
二甲双胍高浓度+DMOG组

PCNA mRNA

1.00±0.00

0.86±0.07a

0.43±0.04ab

0.25±0.02abc

0.30±0.03a

0.45±0.04d

Bim mRNA

1.00±0.00

1.32±0.11a

1.79±0.13ab

2.38±0.21abc

2.23±0.19a

1.86±0.17d

MIEN1 mRNA

1.00±0.00

0.81±0.09a

0.59±0.06ab

0.28±0.02abc

0.34±0.03a

0.55±0.06d

MMP-9 mRNA

1.00±0.00

0.78±0.08a

0.52±0.04ab

0.11±0.01abc

0.17±0.01a

0.46±0.04d

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与二甲双胍低浓度组比较，P＜0.05；

c：与二甲双胍中浓度组比较，P＜0.05；d：与二甲双胍高浓度组比较，

P＜0.05。
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3.2.2　瘤裸鼠肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白表达情况

与空白组比较，二甲双胍低、中、高剂量组和 IDF-

11774组移植瘤裸鼠肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白表达

水平均显著降低（P＜0.05），且二甲双胍的作用具有剂

量依赖性（P＜0.05）；与二甲双胍高剂量组比较，二甲双

胍高剂量+DMOG组移植瘤裸鼠肿瘤组织中HIF-1α、IL-

8 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。结果见图

7、表6。

4　讨论
ESCC 是一种在世界范围内高度普遍且致命的疾

病。目前，ESCC的主要治疗方法为手术、化疗和放疗。

有研究报道，化疗药物治疗ESCC存在一定的局限性，且

副作用严重[13―14]。二甲双胍作为一种治疗2型糖尿病的

经典药物，除具有降血糖作用外，还具有抗癌等功效[15]。

已有研究报道，二甲双胍可抑制食管癌细胞的增殖、迁

移和侵袭[16]，抑制结直肠癌细胞的生长[17]，减弱胃癌细胞

增殖能力[18]。以上研究表明，二甲双胍可对消化道肿瘤

发挥抗癌作用。本研究结果与上述研究结果基本一致，

即低、中、高浓度/剂量的二甲双胍均可抑制TE1细胞的

增殖、侵袭、迁移及裸鼠体内移植瘤生长，诱导细胞凋

亡，且二甲双胍的作用具有浓度/剂量依赖性。

研究指出，PCNA 是一种滑动夹蛋白，可协调细胞

DNA复制，增强其增殖能力[19]；MIEN1过表达是多种癌

症的特征，并可促进癌细胞迁移和侵袭[20]；MMP-9可通

过降解细胞外基质的方式增强细胞的侵袭及迁移能

力[21]；Bim属于执行凋亡途径的关键蛋白之一[22]。本研

究结果显示，低、中、高浓度的二甲双胍均可下调TE1细

胞中 PCNA、MIEN1、MMP-9 mRNA 表达 ，上调 Bim 

mRNA表达，且具有浓度依赖性。这从分子水平上证实

了二甲双胍的抗ESCC作用。

HIF-1α可以刺激各种细胞因子和趋化因子的表达，

IL-8是一种具有致瘤特性的趋化因子，HIF-1α可通过激

活 IL-8促进肿瘤进展[23]。相关研究显示，HIF-1α/IL-8信

号通路的激活促进了肝癌细胞的侵袭及迁移行为[24]。

本研究结果显示，与空白组比较，IDF-11774组TE1细胞

中HIF-1α和 IL-8蛋白表达水平、EdU阳性率、OD450值、

细胞侵袭数、划痕愈合率及 PCNA、MIEN1、MMP-9 

mRNA 相对表达量均显著降低/减少，细胞凋亡率及

Bim mRNA相对表达量均显著升高；移植瘤裸鼠体内瘤

体体积、质量及肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白表达水平

均显著减小/降低。该结果表明，IDF-11774处理后TE1

细胞的增殖、侵袭、迁移能力减弱，凋亡能力增强，裸鼠

体内移植瘤生长缓慢。由于 IDF-11774为 HIF-1α抑制

剂，该结果也提示，HIF-1α/IL-8信号通路的抑制减缓了

ESCC的进展。此外，低、中、高浓度/剂量的二甲双胍均

可下调TE1细胞/肿瘤组织中HIF-1α、IL-8蛋白表达，遂

笔者推测二甲双胍可能通过抑制HIF-1α/IL-8信号通路

发挥抗 ESCC 的作用。为了验证上述推测，本研究用

HIF-1α激活剂 DMOG 设计了回复实验，结果显示，

DMOG减弱了高浓度/剂量二甲双胍对TE1细胞恶性生

物学行为及裸鼠体内移植瘤生长的抑制作用，证实了二

甲双胍可能通过抑制 HIF-1α/IL-8 信号通路来抑制

ESCC进展。

综上所述，二甲双胍可减缓TE1细胞增殖、侵袭、迁

移及裸鼠体内移植瘤生长，促进细胞凋亡，该机制可能

与抑制HIF-1α/IL-8信号通路有关。本研究证实了二甲

双胍在体内外实验中均具有抗ESCC作用，为临床治疗

提供了重要依据，但仍存在以下局限性：（1）未通过染色

质免疫共沉淀技术等进一步验证HIF-1α对 IL-8启动子

的直接调控作用；（2）缺乏 IL-8过表达或外源添加的挽

救实验；（3）二甲双胍的作用机制可能还涉及其他通路；

（4）未分析临床样本中HIF-1α/IL-8表达与预后的关系；

（5）本研究仅基于TE1细胞展开，需在其他ESCC细胞系

中验证。这些不足将为后续研究提供方向。

表5　各组裸鼠体内瘤体体积及质量比较（x±s，n＝5）

组别
空白组
二甲双胍低剂量组
二甲双胍中剂量组
二甲双胍高剂量组
IDF-11774组
二甲双胍高剂量+DMOG组

瘤体体积/mm3

827.16±43.32

666.67±32.55a

506.17±26.14ab

234.57±12.03abc

271.60±14.06a

481.48±25.08d

瘤体质量/g

0.67±0.06

0.54±0.04a

0.41±0.03ab

0.19±0.01abc

0.22±0.02a

0.39±0.03d

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与二甲双胍低剂量组比较，P＜0.05；

c：与二甲双胍中剂量组比较，P＜0.05；d：与二甲双胍高剂量组比较，

P＜0.05。

HIF-1α

IL-8

GAPDH

120 kDa

10 kDa

36 kDa

A B C D E F

A：空白组；B：二甲双胍低剂量组；C：二甲双胍中剂量组；D：二甲

双胍高剂量组；E：IDF-11774组；F：二甲双胍高剂量+DMOG组。

图7　各组移植瘤裸鼠肿瘤组织中 HIF-1α、IL-8蛋白表

达的电泳图

表6　各组移植瘤裸鼠肿瘤组织中 HIF-1α、IL-8蛋白表

达水平比较（x±s，n＝5）

组别
空白组
二甲双胍低剂量组
二甲双胍中剂量组
二甲双胍高剂量组
IDF-11774组
二甲双胍高剂量+DMOG组

HIF-1α/GAPDH

1.76±0.19

1.58±0.16a

1.23±0.14ab

0.75±0.08abc

0.79±0.08a

1.01±0.11d

IL-8/GAPDH

0.96±0.10

0.81±0.08a

0.45±0.05ab

0.16±0.01abc

0.23±0.03a

0.59±0.06d

a：与空白组比较，P＜0.05；b：与二甲双胍低剂量组比较，P＜0.05；

c：与二甲双胍中剂量组比较，P＜0.05；d：与二甲双胍高剂量组比较，

P＜0.05。
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