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二甲双胍抑制ＩＬ６诱导的ＬＮＣａＰ增殖及上皮间质转化
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　　［摘要］　目的　初步探讨二甲双胍抑制前列腺癌发展的作用。方法　 使用慢病毒感染构建 ＩＬ６过表达细胞株
ＬＮＣａＰＩＬ６（ＩＬ６过表达病毒转染）和ＬＮＣａＰｃｔｒ（空病毒转染），运用激光共聚焦扫描确定转染效果，ＥＬＩＳＡ检测 ＬＮＣａＰ、
ＬＮＣａＰＩＬ６和ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞 ＩＬ６分泌水平，倒置显微镜观察细胞形态。实验分为 ＬＮＣａＰｃｔｒ组、ＬＮＣａＰＩＬ６组、ＬＮＣａＰ
ｃｔｒ＋二甲双胍组和ＬＮＣａＰＩＬ６＋二甲双胍组，ＭＴＴ技术检测相对细胞数量，流式细胞技术检测二甲双胍对细胞周期的影
响。实验分为ＬＮＣａＰＩＬ６和ＬＮＣａＰＩＬ６＋二甲双胍组，运用细胞迁移实验检测两组细胞迁移速度，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
两组细胞ＴＷＩＳＴ和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达水平。结果　 激光共聚焦扫描和 ＥＬＩＳＡ检测证明 ＩＬ６过表达细胞株 ＬＮＣａＰＩＬ６构
建成功，ＬＮＣａＰＩＬ６细胞ＩＬ６分泌水平约为ＬＮＣａＰｃｔｒ的５０００倍。ＭＴＴ实验显示第５天ＬＮＣａＰＩＬ６相对细胞数量约为
ＬＮＣａＰｃｔｒ的１．４倍，处理组的ＬＮＣａＰＩＬ６相对细胞数量约为 ＬＮＣａＰｃｔｒ的１．６倍；流式细胞仪检测显示二甲双胍阻滞
ＬＮＣａＰ的细胞周期为Ｓ期。细胞形态学观察和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实ＩＬ６诱导ＬＮＣａＰ发生上皮间质转化，细胞迁移实验
显示二甲双胍可抑制 ＬＮＣａＰＩＬ６细胞的迁移，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一步证实二甲双胍降低 ＬＮＣａＰＩＬ６ＴＷＩＳＴ表达及升高
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达。结论　 二甲双胍能够抑制ＩＬ６诱导的ＬＮＣａＰ细胞的上皮间质转化。
　　［关键词］　 前列腺癌；二甲双胍；上皮间质转化；ＬＮＣａＰ
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　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是前列腺癌进展的重要机制之一。新近研究表
明ＩＬ６在前列腺癌的进展中起重要作用［１］。二甲双

胍是治疗２型糖尿病常用的药物之一，具有潜在的抗
癌作用，流行病学研究显示服用二甲双胍的糖尿病患

者患癌风险低于未服药者，服用二甲双胍的癌症患者

预后也好于未服用者［２］。二甲双胍被证明在体外能

杀死多种癌细胞［３－４］。本研究通过构建 ＩＬ６过表达
前列腺癌 ＬＮＣａＰ细胞株（ＩＬ６过表达病毒转染，ＬＮ
ＣａＰＩＬ６），检测ＩＬ６对ＬＮＣａＰ增殖的调节作用，结合
细胞形态学观察和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，证实 ＩＬ６诱导
ＬＮＣａＰ上皮间质转化作用。用２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处
理ＬＮＣａＰｃｔｒ和 ＬＮＣａＰＩＬ６，检测二甲双胍是否逆转
ＩＬ６诱导的 ＬＮＣａＰ的增殖优势和上皮间质转化，探
索二甲双胍抗前列腺癌的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清、胰酶、ＰＢＳ均购自ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，慢病毒（ｐＳＢ３８８ＩＬ６过表达慢病毒和 ｐＳＢ３３对照病毒）购
自上海生博医学生物工程科技有限公司，ＴＷＩＳＴ多抗购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ＥＣａｄｈｅｒｉｎ购自 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司，ＥＬＩＳＡ试剂盒
（ＣＨＥ０００９）购自北京四正柏生物科技有限公司，凝胶配置试剂
盒（ＫＰＧ１１３）和ＭＴＴ试剂盒（ＫＧＡ３１１）购自凯基公司。
１．２　ＬＮＣａＰ细胞培养
　　ＬＮＣａＰ细胞株由第三军医大学西南医院中心实验室提供，
用含１０％（体积分数）胎牛血清的１６４０培养基培养，孵箱培养
条件为３７℃、５％ ＣＯ２。
１．３　ＩＬ６过表达慢病毒感染实验
　　取处于对数期生长的ＬＮＣａＰ细胞，培养瓶中细胞饱和度＞
８０％，胰酶消化后进行活细胞计数，调整细胞数为１×１０５／ｍＬ，
以２×１０４／孔接种到２４孔板。实验分为３组：ＩＬ６过表达病毒
组、对照病毒组、正常组。ＩＬ６过表达病毒和对照病毒滴度分
别为５．３４×１０８、１．２２×１０９ＴＵ／ｍＬ，以 ＭＯＩ值为２０计算，每孔
加入的病毒数量为４×１０５ＴＵ。感染８ｈ后，弃上清，更换为新
鲜培养基，４００μＬ／孔，于第３天观察绿色荧光表达情况，出现
绿色荧光表达后加入含２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的 ＲＰＭＩ１６４０完全
培养基对阳性细胞进行纯化筛选，以１μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的完全
培养基维持培养。将细胞依次转移到６孔板和培养瓶进行传
代扩增并冻存细胞株。

１．４　ＥＬＩＳＡ鉴定ＩＬ６过表达ＬＮＣａＰ细胞株
　　取处于对数期生长的 ＬＮＣａＰＩＬ６、ＬＮＣａＰｃｔｒ和 ＬＮＣａＰ细

胞，胰酶消化后进行活细胞计数，调整细胞数为１×１０５／ｍＬ，将
细胞以５×１０４／孔接种于２４孔板，每种细胞设３个复孔。次日
更换新鲜培养基，４００μＬ／孔，第３天收集上清做 ＥＬＩＳＡ分析。
标准品的稀释和加样：加入１．０ｍＬ稀释液至冻干标准品中，待
彻底溶解后，震荡混匀；准备７个干净的ＥＰ管，第１个ＥＰ管加
入７５０μＬ的稀释液，其余加入５００μＬ稀释液。取溶解后的标
准品２５０μＬ加入１号ＥＰ管内，混匀后从１号取５００μＬ加入
２号管，混匀后再从２号管取５００μＬ加入第３个ＥＰ管，依此方
法对标准品进行梯度稀释，使 ＥＰ管内标准品浓度依次为２５０、
１２５、６２．５、３１．２５、１５．６２５、７．８、３．９ｐｇ／ｍＬ。加样：实验组设３个
复孔，另设１个空白孔，加入１００μＬ样品和标准品至反应孔内
３７℃，９０ｍｉｎ；加入生物素化抗体工作液 １００μＬ／孔，３７℃，
６０ｍｉｎ；加入酶结合物工作液１００μＬ／孔，３７℃，３０ｍｉｎ加入显
色剂１００μＬ／孔，３７℃，１０ｍｉｎ；加入终止液１００μＬ／孔，混匀，测
Ｄ（４５０）值。标准品和样品的检测结果运用 Ｅｘｃｅｌ２００３软件得
出标准曲线和公式，并计算样品中ＩＬ６的浓度。

１．５　ＭＴＴ细胞增殖分析
　　实验分组：ＬＮＣａＰｃｔｒ组、ＬＮＣａＰＩＬ６组、ＬＮＣａＰｃｔｒ＋
２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组和 ＬＮＣａＰＩＬ６＋２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组。
取处于对数期生长的 ＬＮＣａＰＩＬ６和 ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞，胰酶消化
后进行活细胞计数，调整细胞数为５×１０４／ｍＬ，按５０００／孔接种
到４个９６孔板，每组设６个复孔，用１０％ ＦＢＳ１６４０培养基进
行培养，于接种后的第１、３、５天进行ＭＴＴ实验。

１．６　流式细胞检测细胞周期
　　取处于对数期生长的 ＬＮＣａＰＩＬ６和 ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞，胰酶
消化后制成细胞悬液并进行活细胞计数，以３×１０５／孔接种于
６孔板，２４ｈ后更换新鲜完全培养基并给实验组细胞培养基中
加入２ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍共培养４８ｈ，ＰＢＳ洗涤细胞２遍，加
入胰酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，弃上清，加入 ＰＢＳ洗涤
１次，离心，弃上清，加入３００μＬＰＢＳ重悬细胞，加入７００μＬ无
水乙醇固定，４℃过夜，于次日进行流式细胞仪检测。

１．７　细胞划痕修复实验
　　取处于对数期生长的 ＬＮＣａＰＩＬ６和 ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞，按
３×１０５／孔接种于６孔板，待细胞汇合率达到９０％即进行实验。
用１０μＬ规格枪头于６孔板正中划一横线使细胞脱落，用 ＰＢＳ
缓冲液洗去脱落细胞，加入含 １％活性炭过滤的胎牛血清
（ＣＳＦＢＳ）培养基 １ｍＬ／孔，实验组培养基中加入终浓度为
２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍，对照组培养基中加入等体积的 ＰＢＳ，分别
于划痕后０、２４、４８ｈ于倒置显微镜下观察细胞迁移情况并采图。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取处于对数期生长的 ＬＮＣａＰＩＬ６和 ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞，胰酶
消化后制成细胞悬液并进行活细胞计数，以３×１０５／孔接种于
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６孔板，４８ｈ后取出用预冷的 ＰＢＳ洗３遍，加入细胞裂解液提
取细胞总蛋白。ＬＮＣａＰＩＬ６在接种 ２４ｈ后换液并加入
２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍处理４８ｈ，提取总蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＷＩＳＴ表达水平的变化。

１．９　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，组间比较采
用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　ＬＮＣａＰ细胞转染后ＩＬ６表达的检测
　　慢病毒感染成功后，用ＥＬＩＳＡ和荧光显微镜检测目的基因
的表达（图１）。构建的慢病毒基因组中均带有绿色荧光蛋白
基因，ＬＮＣａＰｃｔｒ和ＬＮＣａＰＩＬ６均带有较强的绿色荧光，表明慢
病毒基因组在宿主细胞中稳定表达。ＬＮＣａＰＩＬ６组ＩＬ６表达量
为（５８０２±１２８．０９）ｐｇ／ｍＬ，ＬＮＣａＰｃｔｒ组为（１．１４±０．１９）ｐｇ／ｍＬ，
ＬＮＣａＰ组为（１．９８±０．８４）ｐｇ／ｍＬ。
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$

Ａ～Ｂ：ＬＮＣａＰＩＬ６组；Ｃ～Ｄ：ＬＮＣａＰｃｔｒ组
图１　荧光显微镜（Ａ、Ｃ）与ＥＬＩＳＡ（Ｂ～Ｄ）观察ＬＮＣａＰ细胞转染后

ＩＬ６的表达

２．２　二甲双胍对 ＬＮＣａＰｃｔｒ及 ＬＮＣａＰＩＬ６细胞增殖
及迁移的影响

　　ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞形态规则，排列紧密，呈鹅卵石状或星状；
而ＬＮＣａＰＩＬ６细胞呈纺锤状和长梭形，细胞排列散乱，说明
ＩＬ６有诱导ＬＮＣａＰ细胞上皮间质转化倾向。ＭＴＴ细胞增殖实
验结果显示 ＬＮＣａＰＩＬ６表现出较为明显的快于 ＬＮＣａＰｃｔｒ细
胞的生长优势；而在含有２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍的完全培养基培
养条件下，ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞和 ＬＮＣａＰＩＬ６细胞的增殖均受到一
定程度的抑制，但 ＬＮＣａＰＩＬ６细胞受抑制的程度小于ＬＮＣａＰ
ｃｔｒ细胞（图２）。细胞划痕修复实验显示在划痕后４８ｈ，ＬＮＣａＰ
ＩＬ６细胞缺口已接近愈合状态，而对照划痕缺口仍比较明显
（图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＮＣａＰｃｔｒ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＮＣａＰＩＬ６组比较
图２　ＭＴＴ法检测二甲双胍对ＬＮＣａＰｃｔｒ和ＬＮＣａＰＩＬ６增殖的变化
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１：ＬＮＣａＰＩＬ６对照起始；２：ＬＮＣａＰＩＬ６＋２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组起
始；３：ＬＮＣａＰＩＬ６对照４８ｈ；４：ＬＮＣａＰＩＬ６＋２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组
４８ｈ
图３　划痕实验检测二甲双胍对ＬＮＣａＰＩＬ６细胞迁移的影响

２．３　二甲双胍对ＬＮＣａＰ细胞周期的影响
　　二甲双胍处理组Ｓ期细胞比例明显高于对照组，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　二甲双胍对ＬＮＣａＰｃｔｒ和ＬＮＣａＰＩＬ６细胞周期的影响
［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别　　 Ｇ１ Ｓ Ｇ２
ＬＮＣａＰｃｔｒ组 ６８．２３±０．８０ １５．８７±０．６４ １５．９０±１．４０
ＬＮＣａＰｃｔｒ＋２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组 ５４．１６±０．７８ ３２．９７±１．２６ａ １２．８７±０．９７
ＬＮＣａＰＩＬ６组 ６２．９３±０．５９ ２２．３３±２．９７ １４．７４±２．４３
ＬＮＣａＰＩＬ６＋２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组 ５９．２５±１．０７ ３１．５６±０．９４ａ ９．１９±１．８５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＮＣａＰｃｔｒ组和ＬＮＣａＰＩＬ６组比较

２．４　二甲双胍对ＬＮＣａＰＩＬ６ＴＷＩＳＴ和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋
白表达的影响

　　ＬＮＣａＰｃｔｒ组 ＴＷＩＳＴ和 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对比值分别为
（０．１３±０．０１）和（０．５１±０．０５），ＬＮＣａＰＩＬ６组分别为（０．４３±
０．０２）和（０．１９±０．０２）。两组间ＴＷＩＳＴ和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。加入二甲双胍处理的 ＬＮＣａＰＩＬ６
细胞ＴＷＩＳＴ和 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ相对比值分别为（０．３１±０．０３）和
（０．７４±０．０６），未加二甲双胍处理的 ＬＮＣａＰＩＬ６细胞 ＴＷＩＳＴ
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和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ相对比值分别为（０．６７±０．０４）和（０．２３±０．０２），
二甲双胍处理组ＴＷＩＳＴ表达水平低于对照组，而ＥＣａｄｈｅｒｉｎ高
于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
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１：ＬＮＣａＰｃｔｒ组；２：ＬＮＣａＰＩＬ６组；３：ＬＮＣａＰＩＬ６组；４：ＬＮＣａＰＩＬ６＋
２ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＴＷＩＳＴ和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达

３　讨论

　　本实验证明治疗２型糖尿病的药物二甲双胍可明
显抑制前列腺癌细胞株ＬＮＣａＰ的增殖，并逆转ＩＬ６诱
导的ＬＮＣａＰ细胞上皮间质转化过程。上皮间质转化
是指上皮细胞的表型向间质细胞转变，其过程伴随

ＥＭＴ转录因子的激活，ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达缺失和细胞极
性转换。在肿瘤细胞中发生 ＥＭＴ的细胞由于细胞间
连接的缺失而更容易迁移。人类的 ＴＷＩＳＴ是一种重
要的ＥＭＴ调节基因［５］，ＴＷＩＳＴ高表达与癌症的抗凋
亡、耐药和血管生成有关［６］。ＴＷＩＳＴ高表达引起
ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达下降，使癌症患者更容易发生转移［７］。

本实验通过对ＬＮＣａＰ细胞进行慢病毒感染，获得 ＩＬ６
过表达的 ＬＮＣａＰＩＬ６稳定细胞株。ＭＴＴ实验显示在
细胞培养第５天，ＬＮＣａＰＩＬ６的相对数量约为ＬＮＣａＰ
ｃｔｒ的１．４倍，说明自分泌的ＩＬ６能够明显促进ＬＮＣａＰ
细胞的增殖；２ｍｍｏｌ／Ｌ的二甲双胍能够显著抑制
ＬＮＣａＰｃｔｒ和ＬＮＣａＰＩＬ６的增殖，但对二者的抑制程
度不一，ＭＴＴ第３天和第５天结果显示ＬＮＣａＰＩＬ６对
二甲双胍的抵抗性大于ＬＮＣａＰｃｔｒ，其机制可能与ＩＬ６
的生长促进作用有关。流式细胞仪检测显示二甲双胍

处理后的ＬＮＣａＰｃｔｒ和ＬＮＣａＰＩＬ６的Ｓ期细胞比例增
多，表明二甲双胍阻滞ＬＮＣａＰ的细胞周期为 Ｓ期。细
胞形态观察显示以１０％的 ＣＳＦＢＳ维持培养４８ｈ后，
ＬＮＣａＰＩＬ６细胞呈纺锤状和长梭形，细胞排列散乱，
而ＬＮＣａＰｃｔｒ细胞形态规则，排列紧密，呈鹅卵石状或
星状，说明ＩＬ６可诱导ＬＮＣａＰ细胞向间质细胞的表型
转变；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示 ＬＮＣａＰＩＬ６的 ＴＷＩＳＴ水
平显著高于 ＬＮＣａＰｃｔｒ，而 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达水平低于
ＬＮＣａＰｃｔｒ，表明自分泌的 ＩＬ６能够诱导 ＬＮＣａＰ上皮
间质转化。新近研究发现 ＩＬ６能够提高 ＴＷＩＳＴ蛋白
的稳定性引起头颈部癌细胞的迁移能力增强［８］，本实

验结论与之相符。细胞迁移实验表明二甲双胍能够抑

制ＬＮＣａＰＩＬ６细胞的迁移，同时 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显

示二甲双胍处理的 ＬＮＣａＰＩＬ６细胞的 ＴＷＩＳＴ蛋白水
平下降，ＥＣａｄｈｅｒｉｎ水平上调，说明二甲双胍通过抑制
ＴＷＩＳＴ表达而降低 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达水平，从而实现对
ＩＬ６过表达诱导的ＬＮＣａＰ细胞上皮间质转化的逆转。
　　研究显示，二甲双胍能够激活 ＭＡＰＫ而引起下游
靶基因ｍＴＯＲ的抑制，从而达到抑制肿瘤细胞生长的
目的［９－１０］。本研究表明ＩＬ６过表达细胞株ＬＮＣａＰＩＬ６
细胞株ＴＷＩＳＴ表达明显高于 ＬＮＣａＰｃｔｒ，这与 ＩＬ６调
节癌细胞的增殖、黏附、分化和抗凋亡有关［１１］。二甲

双胍对 ＴＷＩＳＴ表达有显著的抑制作用，我们推测
ＴＷＩＳＴ也可能是ＭＡＰＫ下游基因，二甲双胍经ＭＡＰＫ／
ＴＷＩＳＴ途径，对前列腺癌细胞上皮间质转化进行控
制，抑制前列腺癌细胞的转移。本研究尚未进行

ＭＡＰＫ相关检测，需要进一步研究证实 ＭＡＰＫ对
ＴＷＩＳＴ是否存在调控。
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