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紫杉醇联合二甲双胍对人乳腺癌细胞 MCF-7生长的抑制作用的研究
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摘 要:目的 探讨紫杉醇联合二甲双胍对人乳腺癌细胞 MCF-7生长的抑制作用。方法 将人乳腺癌细胞 MCF-7分

为对照组、紫杉醇组、联合组。紫杉醇组采用紫杉醇预处理,联合组采用二甲双胍联合紫杉醇进行预处理。CCK-8实验

检测不同药物浓度及作用时间对 MCF-7细胞生长的抑制效果。划痕实验检测各组乳腺癌细胞迁移距离。Transwell实

验检测各组乳腺癌细胞迁移、侵袭情况。结果 CCK-8实验检测结果显示,紫杉醇组、联合组不同药物浓度和作用时间

的细胞生长抑制率均明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。联合组不同药物浓度和作用时间的细胞生长抑

制率均明显高于紫杉醇组,差异有统计学意义(P<0.05)。划痕实验检测结果显示,紫杉醇组、联合组的细胞迁移距离

均明显少于对照组,联合组的细胞迁移距离明显少于紫杉醇组,差异有统计学意义(P<0.05)。Transwell实验检测结

果显示,紫杉醇组和联合组穿过小室膜和基底膜的细胞数量均明显少于对照组,联合组穿过小室膜和基底膜的细胞数量

均明显低于紫杉醇组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 二甲双胍能够加强紫杉醇对乳腺癌细胞 MCF-7生长、迁

移、侵袭的抑制作用。
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Studyontheinhibitioneffectofpaclitaxelcombinedwithmetformin
onthegrowthofhumanbreastcancercellsMCF-7
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  Abstract: Objective Toexploretheinhibitioneffectofpaclitaxelcombinedwithmetforminonthe
growthofhumanbreastcancercellsMCF-7. Methods HumanbreastcancercellsMCF-7weredividedintoa
controlgroup,apaclitaxelgroupandacombinationgroup.Thepaclitaxelgroupwaspretreatedwithpaclitax-
el,whilethecombinationgroupwaspretreatedwithmetformincombinedwithpaclitaxel.CCK-8assaywas
usedtodetecttheinhibitioneffectofdifferentdrugconcentrationsandtimeonthegrowthofMCF-7cells.The
migrationdistanceofbreastcancercellsineachgroupwasdeterminedbythescratchtest.Transwellassaywas
usedtodetectthemigrationandinvasionofbreastcancercellsineachgroup. Results CCK-8testresults
showedthatthecellgrowthinhibitionratesofpaclitaxelgroupandcombinationgroupatdifferentdrugconcen-
trationandtimeweresignificantlyhigherthanthatofthecontrolgroup,andthedifferencewasstatisticallysig-
nificant(P<0.05).Thecellgrowthinhibitionrateofthecombinationgroupatdifferentdrugconcentration
andtimewassignificantlyhigherthanthatofthepaclitaxelgroup,andthedifferencewasstatisticallysignifi-
cant(P<0.05).Theresultsofscratchtestshowedthatthecellmigrationdistanceinboththepaclitaxel
groupandthecombinationgroupwassignificantlyshorterthanthatinthecontrolgroup,andthecellmigration
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distanceinthecombinationgroupwassignificantlyshorterthanthatinthepaclitaxelgroup,withstatistically
significantdifferences(P<0.05).Transwelltestresultsshowedthatthenumberofcellspassingthroughthe
compartmentmembraneandbasementmembranesinthepaclitaxelgroupandthecombinationgroupwassig-
nificantlylessthanthatinthecontrolgroup,andthenumberofcellspassingthroughthecompartmentmem-
braneandbasementmembranesinthecombinationgroupwassignificantlylessthanthatinthepaclitaxel
group,withstatisticallysignificantdifferences(P<0.05). Conclusion Metformincanenhancetheinhibito-
ryeffectofpaclitaxelonthegrowth,migrationandinvasionofbreastcancercellsMCF-7.
  Keywords: metformin;paclitaxel;breastneoplasms;MCF-7

  研究发现[1],90%以上肿瘤患者的死亡都不同程

度地与抗肿瘤药物的多药耐药有关,但具体发生机制

尚未完全清楚。紫杉醇是一种可以抑制多种肿瘤的一

线肿瘤化疗药物,可以通过抑制肿瘤细胞的迁移和侵

袭过程,发挥杀伤癌细胞的作用,但在临床应用过程中

耐药情况经常发生,这也是导致肿瘤细胞发生转移,癌
症预后较差的主要原因之一[2]。二甲双胍的抗肿瘤效

果首次发现在糖尿病的临床治疗中,后续的研究发

现[3],二甲双胍不仅可以有效治疗糖尿病,还可以降低

糖尿病患者发生肿瘤的风险。有研究发现[4],患有糖

尿病的癌症患者在化疗期间联用二甲双胍,缓解率明

显升高。实验动物学的相关研究也发现[5],二甲双胍

能够增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。本研究将二

甲双胍联合紫杉醇用于对人乳腺癌细胞 MCF-7的生

物学行为的研究中,旨在为乳腺癌的临床治疗方案的

选择提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料 人乳腺癌细胞系 MCF-7购于中国科学院

细胞库(上海)。MEM 培养基、胎牛血清均购于 Hy-
Clone公司;紫杉醇、二甲双胍购于Sigma公司;结晶

紫购于南京凯基试剂有限公司;Transwell小室购于

美国Corning公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 以含10%胎牛血清的培养基在

37℃、5%的CO2 的培养箱中常规培养人乳腺癌细胞

系(MCF-7),再用2.5%的胰蛋白酶每2d进行消化及

传代,取对数增殖期细胞用于实验。MCF-7细胞:取
对数增殖期细胞(1~1.5)×106 个分板,接种于6孔

板中,置于37℃、5%CO2 的培养箱中培养至细胞汇合

度为60%~70%,再将细胞分为3组:对照组、紫杉醇

组、联合组。

1.2.2 CCK-8实验 收集对数期的 MCF-7细胞,离
心后弃去上清,加入适量10%培养基,吹打混匀。取

20μl单细胞悬液置于500μlEP管中,加入60μl台

盼蓝,吹打混匀后进行计数。以3×103~5×103 个细

胞/毫升接种于96孔培养板,每孔培养基100μl,培养

12h后,将不同浓度梯度的二甲双胍、紫杉醇分别加

入二甲双胍组、紫杉醇组,每孔加入含CCK的培养基,

1~4h后检测OD值,计算二甲双胍和紫杉醇的IC50。
之后选择适宜浓度的二甲双胍、紫杉醇按照不同处理

时间进行CCK-8实验。分别观察不同浓度梯度的二

甲双胍、紫杉醇对 MCF-7细胞生长抑制率的作用,以
及相应的药物不同处理时间对 MCF-7细胞生长抑制

率的作用。实验重复进行3次。前期预实验中,分别

观察了10μmol/L、100μmol/L浓度二甲双胍及紫杉

醇浓度对乳腺癌细胞的生物学作用,因此本文中在10
~100μmol/L浓度之间设置了二甲双胍及紫杉醇的

浓度梯度。

1.2.3 划痕实验 将不同分组加入药物后的 MCF-7
细胞接种于12孔板中,待细胞长满后,用移液枪头垂

直于12孔板,每孔划2~3条平行线。培养后倒置显

微镜下拍照观察细胞迁移情况,使用Image-ProPlus
软件检测细胞迁移距离。实验重复进行3次。

1.2.4 Transwell实验 迁移实验:将不同分组加入

药物后的 MCF-7细胞进行消化离心,计数,24孔板内

加入 MEM培养基,Transwell小室内加入无血清细

胞悬液,培养12h后观察穿过小室的细胞数量,甲醇

固定,结晶紫染色,显微镜下拍照计数。实验重复进行

3次。侵袭实验:将Transwell小室用基质包被,在按

照迁移实验的方法进行实验。实验重复进行3次。

1.3 统计学方法 实验数据应用SPSS22.0软件分

析,正态计量资料用(췍x±s)表示,两样本均数比较采用

独立样本t检验,多个样本均数间比较采用单因素方

差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK-8实验检测不同药物浓度作用下的 MCF-7
细胞生长抑制率 在药物作用时间均为12h的情况

下,紫杉醇组伴随药物浓度的增加,MCF-7细胞生长

抑制率呈显著升高趋势(F=-23.236,P <0.001);
联合组在紫杉醇药物浓度为20μmol/L的条件下,伴
随二甲双胍浓度的增加,MCF-7细胞生长抑制率呈显

著升高趋势(F=-20.036,P <0.001)。紫杉醇组、
联合组不同药物浓度亚组的细胞生长抑制率均明显高

于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。联合组不
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同药物浓度亚组的细胞生长抑制率均明显高于20

μmol/L紫杉醇组,差异有统计学意义(P <0.05)。
见表1、图1。

表1 不同浓度药物作用下的 MCF-7细胞

生长抑制率比较

组别
作用
时间
/h

细胞生长

抑制率/%

对照组 - 0.00±1.12
紫杉醇组

 10μmol/L紫杉醇 12 34.29±3.45a

 20μmol/L紫杉醇 12 55.34±5.56a

 40μmol/L紫杉醇 12 60.31±6.06a

 60μmol/L紫杉醇 12 60.47±6.07a

 80μmol/L紫杉醇 12 62.45±6.27a

 100μmol/L紫杉醇 12 66.33±6.16a

联合组

 10μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 12 59.32±5.96ab

 20μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 12 65.34±6.56ab

 40μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 12 68.75±6.90ab

 60μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 12 70.33±7.06ab

 80μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 12 74.21±7.45ab

 100μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 12 74.35±7.46ab

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。每组n=3。与对照组

比较,a:P<0.05;与20μmol/L紫杉醇组比较,b:P<0.05

图1 不同浓度药物作用下 MCF-7细胞生长抑制率

2.2 CCK-8实验检测不同药物作用时间对 MCF-7
细胞生长抑制率的影响 在相同药物浓度的情况下,
紫杉醇组伴随药物作用时间的增加,MCF-7细胞生长

抑制率呈显著升高趋势(F=-32.114,P <0.001);
联合组在伴随药物作用时间的增加,MCF-7细胞生长

抑制率呈显著升高趋势(F=-30.477,P <0.001)。
紫杉醇组、联合组不同药物作用时间亚组的细胞生长

抑制率均明显高于对照组,差异有统计学意义(P <
0.05)。联合组不同药物作用时间亚组的细胞生长抑

制率均明显高于20μmol/L紫杉醇组,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表2、图2。

表2 不同药物作用时间的 MCF-7细胞

生长抑制率比较

组别
作用
时间
/h

细胞生长

抑制率/%

对照组 - 0.00±1.32
紫杉醇组

 20μmol/L紫杉醇 24 64.29±6.45a

 20μmol/L紫杉醇 48 75.34±7.56a

 20μmol/L紫杉醇 72 80.31±8.06a
联合组

 20μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 24 69.32±6.96ab

 20μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 48 79.34±7.96ab

 20μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇 72 86.75±8.75ab

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。每组n=3。与对照组

比较,a:P<0.05;与20μmol/L紫杉醇组比较,b:P<0.05

图2 不同药物作用时间的 MCF-7细胞生长抑制率

2.3 划痕实验检测乳腺癌细胞迁移距离 划痕实验

检测结果显示,在不同作用时间的情况下,3组间乳腺

癌细胞 MCF-7的迁移距离存在统计学差异(P <
0.05)。紫杉 醇 组、联 合 组 分 别 在 药 物 浓 度 为 20

μmol/L紫杉醇、20μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫

杉醇的条件下,作用24h、48h时的细胞迁移距离均

明显少于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。联

合组在作用24h、48h时的细胞迁移距离均明显少于

紫杉醇组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3、图

3。

表3 不同药物作用时间的 MCF-7细胞迁移距离 单位:μm

组别 n
细胞迁移距离

24h 48h

对照组 3 34.34±3.46 43.65±4.35
紫杉醇组 3 12.56±1.26a 12.31±1.21a

联合组 3 6.85±0.71ab 4.47±0.47ab

F 26.236 32.321
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。与对照组比较,a:P
<0.05;与紫杉醇组比较,b:P<0.05
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图3 划痕实验检测 MCF-7迁移情况

2.4 Transwell实验检测乳腺癌细胞迁移、侵袭情况

 紫杉醇组、联合组分别在药物浓度为20μmol/L紫

杉醇、20μmol/L二甲双胍+20μmol/L紫杉醇的条

件下,作用12h后,3组间穿过小室膜和基底膜的细

胞数量差异有统计学意义(P <0.05)。进一步分析

结果显示,紫杉醇组和联合组穿过小室膜和基底膜的

细胞数量均明显低于对照组,差异有统计学意义(P
<0.05)。联合组穿过小室膜和基底膜的细胞数量均

明显低于紫杉醇组,差异有统计学意义(P <0.05)。
见表4、图4。

 表4 不同组别 MCF-7细胞迁移、侵袭数量比较 单位:个

组别 n
穿过小室膜

的细胞数量

穿过基底膜

的细胞数量

对照组 3 115.6±11.5 98.5±9.8
紫杉醇组 3 48.6±4.8a 44.2±4.4a

联合组 3 25.6±2.5ab 26.6±2.6ab

F 29.565 37.455
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。与对照组比较,a:P
<0.05;与紫杉醇组比较,b:P<0.05

图4 Transwell实验检测 MCF-7迁移、侵袭情况

3 讨论

乳腺癌为临床常见的恶性肿瘤,进展期可出现癌

细胞的侵袭和转移能力明显增强、上皮间质转化、肿瘤

异质性等改变,导致癌细胞对抗癌药物的敏感性降

低[6]。紫杉醇在乳腺癌的治疗中能够明显抑制乳腺癌

细胞的生物学活性,但也可能由于多药耐药的发生导

致化疗失败[7]。因此,如何提高抗癌药物治疗乳腺癌

的效果,降低癌细胞对化疗药物的耐药性,增加癌细胞

对药物的敏感性是学者们面临的重要课题。研究发

现,二甲双胍可通过调节糖脂代谢、血浆黏度、血中炎

性因子等机制影响多种疾病的发生发展,还可增强多

种肿瘤对化疗药物的敏感性,如子宫内膜癌、上皮性卵

巢癌、结直肠癌、宫颈癌等[8-12]。本研究将二甲双胍联

合紫杉醇应用于人乳腺癌细胞的相关研究中,探索两

种药物相结合的情况下,MCF-7细胞的生物学活性。

CCK-8实验检测了不同药物浓度及作用时间下

MCF-7细胞生长抑制率的作用情况。首先将不同浓

度的紫杉醇作用于 MCF-7细胞,在相同的作用时间

下,紫杉醇的药物浓度越高,MCF-7细胞生长抑制率

越高,说明紫杉醇能够明显抑制 MCF-7细胞的生长。
联合组分别将不同浓度的二甲双胍与紫杉醇进行联合

使用,共同作用于 MCF-7细胞,结果发现,伴随二甲双

胍浓度的增加,MCF-7细胞生长抑制率呈明显升高趋

势。说明二甲双胍联合紫杉醇对 MCF-7细胞的生长

同样具有明显的抑制作用。进一步分析发现,联合组

对 MCF-7细胞的生长抑制率均明显高于紫杉醇组,说
明紫杉醇与二甲双胍联合使用增加了药物对乳腺癌细

胞生长的抑制作用。不同药物作用时间下 MCF-7细

胞生长抑制率的研究结果也提示,伴随药物作用时间

的延长,紫杉醇组、联合组的细胞生长抑制率均呈显著

升高趋势,说明乳腺癌细胞的生长对药物具有时间依

赖性。在相同的作用时间条件下,联合二甲双胍的联

合组对 MCF-7细胞的生长抑制率均明显高于紫杉醇

组。进一步证实了二甲双胍联合紫杉醇能够增强药物

对乳腺癌细胞的生长抑制作用。
划痕实验检测结果发现,紫杉醇组、联合组在药物

作用一定时间的情况下,MCF-7细胞的迁移距离明显

短于对照组,说明药物限制了乳腺癌细胞的迁移。进

一步分析结果发现,联合组的 MCF-7细胞的迁移距离

明显短于紫杉醇组,说明二甲双胍联合紫杉醇对乳腺

癌细胞迁移的限制作用强于紫杉醇。Transwell实验

对乳腺癌细胞迁移、侵袭情况的检测结果同样显示,经
过紫杉醇或联合二甲双胍处理过的乳腺癌细胞,穿过

Transwell小室膜和基底膜的细胞数量明显少于对照

组,说明药物能够抑制乳腺癌细胞的侵袭和迁移。联

合组穿过小室膜和基底膜的 MCF-7细胞数量明显少

于紫杉醇组,说明二甲双胍联合紫杉醇作用于乳腺癌

细胞后,抑制其侵袭和迁移的作用明显强于紫杉醇组。
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综上所述,本研究结果证实二甲双胍能够加强紫

杉醇对乳腺癌细胞的生长、迁移、侵袭的抑制作用,这
为临床治疗乳腺癌的策略提供了参考。在今后的研究

中,将探讨不同的乳腺癌细胞系对二甲双胍的敏感性,
以及二甲双胍抑制乳腺癌的机制。
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