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二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞 CNE-1增殖的影响 *
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摘要 目的：探讨二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞 CNE-1增殖的影响。方法：分别给予鼻咽癌细胞 CNE-1二甲双胍(5

mM)、2Gy放射线照射、二甲双胍(5 mM)联合 2Gy放射线照射处理后，采用MTT实验、克隆形成实验检测和比较其细胞增殖抑制

率和克隆形成抑制率。结果：MTT实验结果显示：与二甲双胍组或 2Gy放射线照射组相比，二甲双胍联合放射线照射组细胞增殖

抑制率显著升高，差异具有统计学意义(P<0.05)；克隆形成实验结果显示，与二甲双胍组或 2Gy放射线照射组相比，二甲双胍联合

放射线照射组细胞克隆形成抑制率显著升高，差异具有统计学意义(P<0.05)。结论：二甲双胍联合放射线照射能够有效的抑制鼻

咽癌细胞 CNE-1的增殖。
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Effects of Metformin combined with Radiation Exposure on the Proliferation
of Nasopharyngeal Carcinoma Cells CNE-1*

To explore the effect of metformin combined with radiation exposure on the proliferation of nasopharyngeal

carcinoma cells CNE-1. CNE-1 cell was treated with metformin (5 mM), 2Gy radiation exposure, metformin (5 mM) combined

with 2Gy radiation exposure, respectively. MTT and clone formation assays were used to detect the cell proliferation inhibition rate and

clone formation inhibition rate. MTT assay showed that compared with metformin or 2Gy radiation exposure, the cell prolifera-

tion inhibition rate of metformin combined with radiation exposure was significantly increased (P<0.05). The clone formation assay

showed that compared with metformin or 2Gy radiation exposure, the cell clone formation inhibition rate of metformin combined with ra-

diation exposure was significantly increased(P<0.05). Metformin combined with radiation exposure could effectively inhibit

the proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells CNE-1.
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前言

鼻咽癌是头颈部恶性肿瘤之一，全球约有百分之八十的的

鼻咽癌发生在我国广东、广西、湖南和东南亚地区[1]。由于鼻咽

癌发病隐匿，早期症状不明显，很多患者就诊时已到中晚期，临

床治疗效果较差[2]。目前，放射治疗是鼻咽癌的主要治疗手段，

放疗同时结合化疗或手术能有效的提高鼻咽癌患者预后。遗憾

的是，放射治疗后鼻咽癌仍有约三分之一的患者出现局部复

发，而且很多初始治疗患者存在放射治疗抵抗，这些都是鼻咽

癌治疗中面临的难题[3]。寻找到增加放射治疗敏感性的治疗策

略对鼻咽癌的临床治疗有重要意义。

二甲双胍是一种传统的降糖药物，主要用于 2型糖尿病的

治疗，现已发现二甲双胍可通过 AMPK/mTOR信号通路抑制

肿瘤细胞的生长[4]，且多项临床试验报道二甲双胍可以降低多

种肿瘤的发生风险[5,6]。也有实验研究显示二甲双胍可以增加乳

腺癌内分泌治疗药物他莫西芬的疗效[7]。那么，二甲双胍是否能

够在肿瘤放射治疗中发挥作用，尤其是增加放射治疗敏感性，

目前尚不完全清楚。因此，本研究以鼻咽癌细胞为研究对象，观

察二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞增殖的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要试剂和仪器

鼻咽癌 CNE-1细胞系源自于中科院上海细胞库，由陆军

军医大学附属新桥医院实验中心保存。CNE-1细胞使用 RP-

MI1640培养液 (含 10%胎牛血清) 在 37℃、5% CO2孵箱内培

养。二甲双胍(1,1-dimethylbiguanide hydrochloride)、MTT(3-(4,5-

二甲基噻唑 -2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐)及 Giemsa染液均购于

Sigma 公司。直线加速器购自德国 Siemens 公司，型号为
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Primus。

1.2 放射线照射处理

将正常生长的鼻咽癌 CNE-1细胞进行直线加速器单剂量

2Gy照射，剂量率为 266 ccGy/min，细胞距照射源 100 cm，同时

保证细胞培养液深度为 0.5 cm。

1.3 MTT实验

将正常生长的鼻咽癌 CNE-1细胞传代后接种于 96孔细

胞培养板，每孔细胞数为 2× 103个，培养过夜待细胞贴壁正常

生长后，分别给予不同浓度的二甲双胍(0、1、5、10和 20 mM)处

理，于第 1、2、3和 4天检测细胞增殖情况。另外，同样将细胞接

种于 96孔板贴壁生长后，给予二甲双胍(5 mM)、2Gy放射线照

射和二甲双胍(5 mM)联合 2Gy放射线照射处理，于 2天后检

测细胞增殖情况。将MTT配置浓度为 5 mg/mL，每孔加入 20

滋L后继续培养 4 h，之后弃培养液，每孔加入 150 滋L的 DM-

SO，在酶标仪上振荡约 5 min，490 nm检测吸光度(OD)值，绘制

细胞生长曲线。每组 3复孔，并重复 3次。

1.4 克隆形成实验

将正常生长的鼻咽癌 CNE-1 细胞传代后接种于 6 孔板

中，每孔细胞数为 1× 103个，培养过夜后分别给予二甲双胍(5

mM)、2 Gy放射线照射和二甲双胍(5 mM)联合 2 Gy放射线照

射处理，照射后静置培养 14天，每隔 3天更换 1次含二甲双胍

的培养液，直至培养皿中出现肉眼可见的细胞克隆。弃掉培养

皿中的培养液，用 PBS将死亡细胞碎片轻轻冲洗干净，每个培

养皿中加入 20%的甲醇进行固定约 15-20 min，再用 PBS清洗

后加入 Giemsa染液染色约 30-40 min，用自来水慢慢冲洗染

液，冲洗干净后室温干燥后拍照计数并计算克隆形成抑制率。

1.5 统计学方法

采用 SPSS17.0 统计软件进行数据分析。计量资料以均

数± 标准差表示，采用 t检验进行比较，以 P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 二甲双胍对鼻咽癌细胞 CNE-1细胞增殖的抑制影响

将不同浓度的二甲双胍(0、1、5、10和 20 mM)处理鼻咽癌

细胞 CNE-1不同时间(0、1、2、3和 4天)，MTT检测细胞增殖情

况，如图 1所示，随着作用时间的延长，CNE-1细胞 OD490值

升高变缓；随着作用浓度的升高，CNE-1细胞 OD490值显著降

低，提示二甲双胍能够抑制鼻咽癌细胞 CNE-1的增殖。

2.2 二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞 CNE-1细胞增殖

的影响

如图 2所示，二甲双胍单药组 CNE-1细胞增殖抑制率为

38.0± 2.9%，2Gy 放射线照射组细胞增殖抑制率为 46.3±

4.9%，二甲双胍联合放射线照射组细胞增殖抑制率为 75.7±

4.4%。与二甲双胍单药组相比，联合组细胞增殖抑制率明显增

高，差异具有统计学意义(P<0.05)；与 2Gy放射线照射组相比，

联合组细胞增殖抑制率明显增高，差异具有统计学意义(#P<0.05)。

2.3 二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞 CNE-1细胞克隆

形成的影响

如图 3 所示，二甲双胍单药组细胞克隆形成抑制率为

50.0± 3.1%，2Gy放射线照射组细胞克隆形成抑制率为 61.0±

2.9%，二甲双胍联合放射线照射组细胞克隆形成抑制率为

92.7± 2.3%。与二甲双胍单药组相比，联合组细胞克隆形成抑

制率明显增高，具有统计学差异(P<0.05)；与 2Gy放射线照射组

相比，联合组细胞克隆形成抑制率明显增高，具有统计学差异

(#P<0.05)。

3 讨论

放射治疗是目前鼻咽癌治疗的主要手段，大部分鼻咽癌患

者对放射治疗敏感，早期鼻咽癌患者在经过手术、放疗、化疗后

疾病能接近治愈，即使是晚期鼻咽癌患者通过放射治疗也能将

病情较好的控制[8-12]。尽管如此，放射治疗后鼻咽癌仍有约三分

之一的患者出现局部复发，而且很多初始治疗患者存在放射治

疗抵抗[11,13-15]。因此，研究鼻咽癌放射治疗抵抗机制和增敏策略

图 1 MTT检测二甲双胍对鼻咽癌细胞 CNE-1增殖的抑制作用

Fig.1 The inhibitory effect of metformin on the proliferation of

nasopharyngeal carcinoma cells CNE-1 detected by MTT

图 2 MTT检测二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞 CNE-1增殖的

抑制作用

Fig.2 The inhibitory effect of metformin and radiation exposure on the

proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells CNE-1 detected by MTT

图 3 克隆形成实验检测二甲双胍联合放射线照射对鼻咽癌细胞

CNE-1克隆形成的抑制作用

Fig.3 The inhibitory effect of metformin and radiation exposure on the

cell clone formation of nasopharyngeal carcinoma cells CNE-1

840· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.5 MAR.2018

有着重要的意义。

二甲双胍被广泛用于 2型糖尿病的治疗，可以降低胰岛素

抵抗和糖尿病相关死亡事件的发生[16]。研究显示 2型糖尿病不

仅可以增加肿瘤发生风险，而且增加肿瘤相关死亡率[17-19]。这种

肿瘤风险的增加可能源于胰岛素样生长因子(IGF)信号通路的

激活[20]。因此，通过二甲双胍逆转这些信号通路的活化、抑制肿

瘤的发生是一种有意义的抗肿瘤策略。目前，对于二甲双胍的

抗肿瘤作用和机制有越来越多的研究，现已证实二甲双胍能够

通过激活 AMPK、抑制 mTOR/p70S6信号通路进而抑制肿瘤细

胞的生长[17-19]；通过降低肿瘤干细胞干性从而抑制肿瘤的演进。

此外，二甲双胍可以显著下调干细胞转录因子 KLF5表达，而

KLF5过表达可以部分阻止二甲双胍对三阴性乳腺癌干细胞的

抑制，体内成瘤实验发现在三阴性乳腺癌细胞系中敲低 KLF5

可显著降低体内成瘤，表明二甲双胍部分通过下调 KLF5抑制

三阴性乳腺癌干细胞 [21]。二甲双胍也可以通过调节肿瘤相关

microRNA的表达间接影响肿瘤相关蛋白的表达，最终抑制肿

瘤发生[22-25]。不仅如此，二甲双胍还能够协同他莫西芬、阿霉素

等药物有效的抑制乳腺癌细胞增殖、促进凋亡发生[7,26]。实验研

究显示二甲双胍能够提高小鼠肿瘤模型的肿瘤氧合并提高放

疗的敏感性[27]；二甲双胍也通过 DNA修复机制增加肺癌细胞

对放疗的敏感性[28]。

在本研究中，鼻咽癌细胞增殖率随着二甲双胍浓度的增加

逐渐降低，提示二甲双胍能够抑制鼻咽癌细胞的增殖。当较低

浓度的二甲双胍与放射线照射联合使用时，鼻咽癌细胞的增殖

和克隆形成能力明显受到了抑制，细胞增殖抑制率达到约

75.7%，细胞克隆形成抑制率达到 93%，这说明二甲双胍能够增

加鼻咽癌细胞对放射线照射的敏感性，二甲双胍联合放射线治

疗有效的造成肿瘤细胞的杀伤可能作为临床治疗鼻咽癌的一

种新的模式。CNE-1细胞为高分化鼻咽癌细胞系，该细胞分化

程度较高，对放射治疗不敏感。本研究之所以选择该细胞为研

究对象，主要是模拟临床上对放射治疗不敏感的鼻咽癌患者，

这些患者对放疗敏感性差，并不能很好的从放疗中获益。而二

甲双胍可能会让这部分对放疗不敏感的患者变得敏感，提高临

床治愈能力。目前研究表明放射治疗抵抗的发生主要由肿瘤缺

氧、DNA修复机制失衡、细胞代谢相关信号的异常等等所致
[29,30]，而二甲双胍可能在调节这些细胞事件中发挥作用，最终逆

转放射抵抗。

综上所述，二甲双胍联合放射线照射能够有效的抑制鼻咽

癌细胞 CNE-1的增殖，可能对鼻咽癌细胞放射线治疗起到一

定的增敏作用，这种联合方式有望成为临床逆转鼻咽癌放射治

疗抵抗的一种新模式。
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