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基于 PI3K/AKT/mTOR信号通路探讨二甲双胍
对结肠癌 HCT116细胞的作用 *
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摘要 目的：研究二甲双胍通过磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B(Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路对结肠癌

HCT116细胞的作用。方法：体外培养结肠癌 HCT116细胞，分别加入二甲双胍(20，40，80 滋mol/L)处理 HCT116细胞 48 h，另设对

照组。MTT法检测各组细胞增殖能力。Transwell实验检测各组细胞侵袭能力的变化。Annexin-FITC/PI双染法分别检测各组处理

48 h后细胞凋亡情况。免疫印迹法检测 48 h后 PI3K/Akt/mTOR通路蛋白表达水平。结果：相比于对照组，二甲双胍 20，40，80

滋mol/L各处理组对 HCT116细胞的增殖具有明显的抑制作用，且呈浓度依赖效应，差异具有统计学意义(P＜0.05)。与对照组比

较，二甲双胍 20，40，80 滋mol/L各处理组细胞凋亡率明显较高，且呈浓度依赖效应，差异具有统计学意义(P＜0.05)。相比于对照

组，二甲双胍 20，40，80 滋mol/L各处理组 HCT116细胞侵袭能力明显减弱，且呈浓度依赖效应，差异具有统计学意义(P <0.05)。与
对照组比较，二甲双胍 20，40，80 滋mol/L各处理组 Bax蛋白表达水平明显升高，而 Bcl-2、p-Akt及 p-mTOR蛋白表达水平明显降

低，且呈浓度依赖效应，差异具有统计学意义(P＜0.05)。结论：二甲双胍在体外可抑制人结肠癌 HCT-116细胞的增殖，促进其凋

亡，抑制其侵袭能力，其抗肿瘤机制可能与抑制 PI3K/Akt/mTOR信号通路激活相关。

关键词：二甲双胍；结肠癌；增殖；凋亡；磷脂酰肌醇 3激酶 /蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

中图分类号：R-33；R735.35 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2022）03-413-05

Explore the Effect of Metformin on Colon Cancer HCT116 Cells Based
on PI3K-AKT-mTOR Signaling Pathway*

To study the effect of metformin on colon cancer HCT-116 cells through the phosphatidylinositol 3-kinase

(PI3K)-protein kinase B (Akt)-mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway. Colon cancer HCT116 cells were

cultured in vitro, and metformin (20, 40, 80 滋mol/L) was added to treat HCT-116 cells for 48 hours, and a control group was set up. MTT

method was used to detect the proliferation ability of cells in each group. Transwell experiment detects the changes of cell invasion ability

in each group. The Annexin-FITC/PI double staining method was used to detect the apoptosis of each group at 48 hours after treatment.

Western blotting was used to detect the protein expression level of PI3K/Akt/mTOR pathway after 48 hours. Compared with the

control group, the metformin 20, 40, and 80 滋mol/L treatment groups had a significant inhibitory effect on the proliferation of HCT-116

cells, and showed concentration-dependent effect, with statistical significance (P＜0.05). Compared with the control group, the apoptotic

rate of the metformin 20, 40, 80 滋mol/L treatment groups were significantly higher, and showed concentration-dependent effect, with sta-
tistical significance(P＜0.05). Compared with the control group, the invasion ability of HCT116 cells in metformin 20, 40 and 80 滋mol/L
treatment groups was significantly decreased, and showed concentration-dependent effect, with statistical significance (P＜0.05). Com-

pared with the control group, the expression levels of Bax protein in metformin 20, 40 and 80 滋mol/L treatment groups were significantly
increased, while the expression levels of Bcl-2, p-Akt and p-mTOR protein were significantly decreased, and showed concentration-de-

pendent effect, with statistical significance (P＜0.05). Metformin can inhibit the proliferation, apoptosis and invasion of hu-

man colon cancer HCT-116 cells in vitro, and its anti-tumor mechanism may be related to the inhibition of PI3K/Akt/mTOR signaling

pathway activation.
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前言

结肠癌是常见的胃肠道恶性肿瘤，是第四大肿瘤相关死亡

的病因，全世界每年死亡例数达 90万例[1]。结肠癌早期临床症

状不典型，多数患者发现时已处于中晚期，即使经放化疗等治

疗后，患者的长期生存预后仍不佳[2]。二甲双胍是 AMP激酶

（AMP kinase，AMPK）的激活剂，主要用于治疗 2型糖尿病 [3]。

具体而言，二甲双胍通过激活肝细胞中的 AMPK信号传导抑

制肝脏中的糖异生，抑制葡萄糖产生发挥降糖作用[4]。近年来研

究表明，二甲双胍在各种类型的癌症中均发挥抗肿瘤作用，例

如乳腺癌[5]、甲状腺癌[6]和前列腺癌[7]。有学者在结肠癌研究中

发现，结肠癌中存在磷脂酰肌醇 3 激酶（Phosphatidylinositol

3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B(Protein kinase B，Akt)/哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（(mammalian target of rapamycin, mTOR，mTOR）

信号通路激活的现象，并且该通路具有成为结肠癌治疗靶点的

潜力 [8]。此外，研究发现，二甲双胍可能通过抑制

PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活，抑制肿瘤的恶性进展[9]。但

结肠癌中二甲双胍抑制细胞增殖、阻止细胞侵袭和促细胞凋亡

的机制尚未得到充分研究。本研究通过观察二甲双胍对结肠癌

HCT116细胞的增殖、凋亡和侵袭的影响，初步研究二甲双胍

对结肠癌的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂与仪器

人结肠癌 HCT116细胞株购自北京协和细胞库。二甲双胍

购自北京索莱宝科技有限公司。RPMI-1640培养基，胎牛血清

购自美国 Gibco公司，MTT增殖检测试剂盒购自美国 Promega

公司。AnnexinⅤ-FITC/PI凋亡检测试剂盒购自美国 BD公司。

兔单克隆 Bax抗体，兔单克隆 Bcl-2抗体，兔单克隆 p-AKT，兔

单克隆 p-mTOR 抗体以及内参蛋白茁-actin 抗体均购自美国
abcam公司。Transwell小室购自美国康宁公司。Matrigel胶购

自美国 BD公司。Varioskan Flash酶标仪购自美国赛默飞世尔

公司。蛋白Marker、ECL发光试剂、RIPA细胞裂解液、PMSF及

DMSO购自北京索莱宝科技有限公司。FACS Caliber流式细胞

仪购自美国 BD公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HCT116 细胞在含 10%胎牛血清的

RMPI-1640细胞培养基进行细胞培养，37℃、5% CO2细胞培养

箱。将细胞密度达到 80%～90%且处于对数生长期的细胞进行

传代，进行后续实验。

1.2.2 细胞凋亡检测 将 HCT116细胞用 0.25%的胰蛋白酶

消化，细胞计数后调整密度为 1× 105/mL，将细胞接种到 6孔

板，继续培养 24 h。将细胞分为二甲双胍组和对照组，二甲双胍

组根据加入药物浓度不同分为 20 滋mol/L组、40 滋mol/L组、
80 滋mol/L组，处理 48 h后，0.25%胰酶消化细胞，PBS磷酸盐

缓冲液洗涤，冲洗 3次，离心弃上清，取 100 滋L加入 5 滋L FITC
Annexin和 10 滋L的 PI置于细胞悬液中，混匀后 4℃下避光染

色 10 min，加入 490 滋L结合缓冲液，避光静置 1 h。上流式细胞

仪检测。

1.2.3 细胞增殖能力检测 MTT法检测不同浓度和时间二甲

双胍对 HCT116细胞增殖能力的影响。胰酶消化 HCT116细

胞，调整细胞浓度为 1× 104/mL，向 96孔板每孔加入 100 滋L细
胞悬液，37℃温箱孵育至细胞贴壁。根据二甲双胍加入浓度不

同分为 20 滋mol/L组、40 滋mol/L组、80 滋mol/L组和对照组。分
别在加药 12 h、24 h、48 h后，加入 0.5% MTT试剂 20 滋L，温箱
孵育 4 h，加入 DMSO 150 滋L充分溶解, 10 min后测量各孔吸

光度值（OD），结果取各复孔平均值。

1.2.4 细胞侵袭能力检测 Transwell实验检测不同浓度二甲

双胍对 HCT116细胞侵袭能力影响。将基质胶与培养基以 1：8

的比例稀释，包被 Transwell小室的上室面，37℃ 条件下静置

1 h。Transwell下室中加 500 滋L含有 20%胎牛血清的培养基，

上室中加 200 滋L密度 1× 105/mL的细胞悬液。细胞培养箱中

培养 12 h，24 h和 48 h后，甲醇固定，加 0.3%结晶紫染色 15

min，磷酸盐缓冲液洗涤 3次，再用棉球擦去小室上表面细胞，

显微镜下观察。随机取 5个视野，计数细胞，结果取平均值。

1.2.5 凋亡相关蛋白以及 PI3K/AKT/mTOR信号通路相关蛋白

表 达 检 测 免 疫 印 迹 法 检 测 凋 亡 相 关 蛋 白 以 及

PI3K/AKT/mTOR信号通路相关蛋白表达，向细胞中加入含

1%蛋白酶抑制剂的 RIPA细胞裂解液进行裂解，冰上裂解 30

min，BCA法蛋白定量。取 50 滋g蛋白裂解液，恒压 80V进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳，恒流 300 mA 湿转法转膜 90 min，5%的

BSA室温封闭 2 h。加一抗(Bax、Bcl-2、p-AKT、p-mTOR稀释比

为 1：1000，茁-actin稀释比 1：2000) 4℃孵育 16 h，TBST洗膜三

次，每次 5 min，二抗室温孵育 2 h，TBST洗膜三次，每次 5

min，使用 ECL显影。利用 Image J软件对蛋白条带进行灰度分

析。

1.3 统计学方法

采用 SPSS20.0 统计软件进行数据分析。计量资料以均

数± 标准差表示，多组间比较采用 F检验，组间两两比较采用

LSD-t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 二甲双胍对 HCT116细胞增殖能力的影响

与对照组比较可见二甲双胍在 12 h，24 h及 48 h均能够

抑制 HCT116细胞的增殖（P<0.05）。浓度越高，HCT116细胞增
殖能力越弱，二甲双胍对 HCT116细胞增殖能力的抑制具有浓

度依赖性（P<0.05），见表 1。

2.2 二甲双胍对 HCT116细胞凋亡的影响

不同浓度二甲双胍处理 HCT116细胞 48 h后，结果对照

组、20 滋mol/L、40 滋mol/L、80 滋mol/L 组细胞凋亡率分别为
(2.61%± 0.53%)、(15.17%± 1.19%)、(29.37%± 1.36% )和(35.0%

± 1.67%)，二甲双胍浓度越高，HCT116细胞凋亡率越高，差异

具有统计学意义（F=11.236，P=0.000）。见图 1。

2.3 二甲双胍对 HCT116细胞侵袭能力的影响

相比于对照组，20 滋mol/L组、40 滋mol/L 组和 80 滋mol/L
组 HCT116细胞侵袭能力明显减弱(P<0.05)，并且二甲双胍浓
度越高，HCT116细胞侵袭能力减弱更为明显，具有浓度依赖

性(P<0.05)。见表 2。

2.4 二甲双胍对 HCT116 细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2 及

PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白的影响
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3 讨论

结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，目前结肠癌的治疗

以根治手术为主，但部分患者术后仍会出现复发或转移的现

象，最终导致患者死亡[10,11]。化学治疗是晚期结肠癌患者的主要

治疗方案，但患者化疗过程中可出现毒副反应或耐药性的形

成，进而影响结肠癌患者的生活质量和生存预后[12]。因此，寻找

毒副作用小并且治疗效果良好的抗结肠癌药物是目前研究的

热点。

近年来研究发现，糖尿病能够增加癌症、心血管及肾脏疾

病等疾病风险，而二甲双胍作为治疗 2型糖尿病的临床一线治

疗药物，除具有降低血糖的药理作用外，还可保护肾脏、心血

Note: Compared with control group, *P<0.05. Compared with 20 滋mol/L group, #P<0.05. Compared with 40 滋mol/L group, +P<0.05.

不同浓度二甲双胍（20、40、80 滋mol/L）处理 HCT116细胞

48 h后，结果 Bax蛋白表达水平明显升高，而 Bcl-2、p-Akt及

p-mTOR蛋白表达水平明显降低，差异具有统计学意义 (P＜

0.05)，并且 Bax、Bci-2、p-Akt及 p-mTOR蛋白表达水平变化具

有浓度依耐性(P<0.05)。见表 3，图 2。

Note: Compared with control group, *P<0.05. Compared with 20滋mol/L group, #P<0.05. Compared with 40滋mol/L group, +P<0.05.

表 1 二甲双胍对 HCT116细胞增殖能力的影响（x± s，OD）
Table 1 Effect of metformin on proliferation of HCT116 cells（x± s, OD）

Groups 12h 24h 48 h

Control group 0.94± 0.12 1.06± 0.21 1.13± 0.30

20滋mol/L 0.73± 0.10* 0.82± 0.27* 0.81± 0.25*

40滋mol/L 0.65± 0.11*# 0.72± 0.22*# 0.78± 0.19*#

80滋mol/L 0.55± 0.17*#+ 0.63± 0.23*#+ 0.64± 0.19*#+

图 1 二甲双胍不同浓度对 HCT116细胞凋亡细胞率的影响（%）

Fig.1 Effect of different concentrations of metformin on apoptosis rate of HCT116 cells（%）

Note: Compared with control group, *P<0.05. Compared with 20滋mol/L group, #P<0.05. Compared with 40 滋mol/L group, +P<0.05.

表 2 二甲双胍对 HCT116细胞侵袭能力的影响（x± s，个）
Table 2 Effect of metformin on invasion ability of HCT116 cells（x± s, n）

Groups
Number of transmembrane cells

12 h 24 h 48 h

Control group 68.1± 11.05 105.11± 21.12 172.13± 20.44

20 滋mol/L 51.2± 13.16* 78.10± 16.35* 112.67± 18.70*

40 滋mol/L 34.29± 10.23*# 69.61± 17.27*# 86.75± 17.13*#

80 滋mol/L 15.44± 5.09*#+ 32.33± 12.31*#+ 40.20± 12.14*#+

表 3 二甲双胍对 HCT116细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2及 PI3K/Akt/mTOR信号通路相关蛋白的影响（x± s）
Table 3 Effects of metformin on apoptosis related proteins Bax, Bcl-2 and PI3K/Akt/mTOR signaling pathway related proteins of HCT116 cells（x± s）

Groups Bax Bcl-2 p-Akt p-mTOR

Control group 0.34± 0.12 2.87± 0.45 2.14± 0.25 1.21± 0.24

20 滋mol/L 0.56± 0.14* 1.86± 0.40* 1.38± 0.21* 1.02± 0.13*

40 滋mol/L 0.72± 0.15*# 1.46± 0.32*# 0.85± 0.16*# 0.83± 0.15*#

80 滋mol/L 1.23± 0.22*#+ 1.01± 0.14*#+ 0.67± 0.14*#+ 0.65± 0.16*#+
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图 2 HCT116细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2及 PI3K/Akt/mTOR信号

通路相关蛋白表达图

Fig.2 Expression of apoptosis related proteins Bax, Bcl-2 and

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway related proteins of HCT116 cells

管，以及减少老年痴呆的发病率和死亡率[13-15]。有学者报道，二

甲双胍能够通过抑制肿瘤相关炎细胞的浸润，抑制肿瘤的恶性

进展，在乳腺癌[16]、前列腺癌[17]等癌症中均具有广泛的抗癌能

力。二甲双胍能够通过激活 AMP依赖的蛋白激酶，诱导肿瘤细

胞发生 G0/G1周期停滞、诱导肿瘤细胞凋亡，抑制癌细胞的增

殖[18]。此外，研究证实，二甲双胍能通过改变肿瘤的免疫微环

境，增强肿瘤杀伤性 T淋巴细胞的肿瘤杀伤功能，抑制肿瘤细

胞增殖、迁移 [19]。尚有研究报道，二甲双胍通过抑制

PI3K/AKT/mTOR通路激活，减少肿瘤化疗治疗过程中的肿瘤

耐药性的形成，有利于辅助化疗提高治疗效果[20]。目前有关二

甲双胍抑制结肠癌的研究报道较少，本研究探讨二甲双胍作用

于 HCT116细胞的影响及作用机制，以期为其临床应用提供一

定依据。

本研究结果，20、40、80 滋mol/L二甲双胍作用于结肠癌细
胞后，细胞增殖能力显著减弱，而细胞凋亡率显著升高，并且具

有浓度依赖性，结果表明二甲双胍能够体外抑制结肠癌

HCT116细胞的增殖，促进其凋亡，进而抑制肿瘤的进展。二甲

双胍能抑制 mTOR信号通路的信号传导，肿瘤细胞发生 G1期

阻滞，抑制肿瘤细胞的恶性增殖[21]。此外，二甲双胍对肿瘤的抑

制作用是通过多条信号通路共同作用的结果。细胞凋亡由促凋

亡基因如 Bax和抗凋亡基因 Bcl-2等共同调控。目前研究发现

的与肿瘤凋亡密切相关的基因包括 Bcl-2、Caspases家族等，其

中 Bcl-2家族（Bcl-2，Bax等）介导线粒体凋亡过程。Bax能够通

过调节细胞线粒体膜的通透性，释放细胞色素 C，激活半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶级联反应，发挥促进肿瘤细胞凋亡的生物学

作用[22]。Bcl-2能够降低线粒体膜的通透性，阻止细胞色素 C的

释放，抑制肿瘤细胞的凋亡[23]。本研究中，40、80 滋mol/L二甲双
胍作用于结肠癌细胞后，Bax表达显著升高，而 Bcl-2的表达显

著降低，提示二甲双胍能够通过增加促凋亡蛋白 Bax的表达，

降低抗凋亡蛋白表达，促进细胞凋亡。

肿瘤的发生发展是一个多阶段多步骤的过程，涉及原癌基

因的激活，抑癌基因的失活，同时涉及 PI3K/AKT/mTOR、丝裂

原活化的蛋白激酶及 Hippo途径等多种信号通路的过度激活，

促进肿瘤的恶性进展[24-26]。PI3K是定位于细胞质的脂类激酶，

能够催化磷酯酰肌醇的磷酸化激活。AKT又称蛋白激酶 B，是

一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，磷酸化活化的 AKT具有促进

细胞增殖、抗凋亡的作用。mTOR也是 PI3K信号通路下游分

子。PI3K/Akt/mTOR信号通路激活与结肠癌的发生发展有着密

切联系。研究表明，结肠癌中存在 PI3K/Akt/mTOR信号通路过

度激活的现象，并通过抑制细胞凋亡，促进肿瘤细胞 G2/M期进

行，促进肿瘤的恶性增殖 [27]。在体外或动物体内实验抑制

PI3K/Akt/mTOR信号通路后，能够有效抑制肿瘤细胞的增殖，

促进肿瘤凋亡[28]。本研究结果显示，不同浓度二甲双胍用于结

肠癌 HCT116细胞后，肿瘤细胞的侵袭能力显著减弱，并且呈

浓度依赖性。既往研究表明，PI3K/AKT/mTOR信号通路激活

后，能够促进下游缺氧诱导因子 1琢的表达，进而促进肿瘤细胞
的侵袭和迁移 [29,30]。因此，本研究中，二甲双胍可能通过抑制

PI3K/AKT/mTOR信号通路的激活，进而减弱结肠癌 HCT116

细胞的侵袭能力。

综上所述，二甲双胍能体外抑制结肠癌 HCT116细胞的增

殖和侵袭，诱导 HCT116细胞凋亡，其机制可能与二甲双胍抑

制 HCT116细胞 PI3K/Akt/mTOR信号通路激活有关，值得深

入研究探索。
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