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二甲双胍对体外子宫内膜癌细胞COX-2、VEGF和PTEN表达的影响
贺天虎，邓娟，雷慧，曹云桂

上海市嘉定区妇幼保健院妇科，上海 201821

【摘要】 目的 探讨二甲双胍在体外对人子宫内膜癌细胞环氧合酶-2 (COX-2)、血管内皮生长因子(VEGF)和
张力蛋白同源第10号染色体缺失的磷酸酶(PTEN)蛋白表达的影响。方法 按照二甲双胍干预药物浓度的不同，

将细胞实验分为实验组(0.01 mmol/L组，0.1 mmol/L组，1 mmol/L组，10 mmol/L组)和对照组(0 mmol/L组)，分别干

预4种人子宫内膜癌 Ishikawa、RL-952、HEC-1A和KLE细胞相同时间后，采用ELISA法检测内膜癌细胞中COX-2
和VEGF表达的变化，Western blotting法检测内膜癌细胞中PTEN蛋白的表达情况。结果 Ishikawa和RL-952细
胞中4个实验组相对于对照组COX-2和VEGF的表达均随着二甲双胍浓度的增加呈明显下降趋势，差异均有统计

学意义(P<0.05)；HEC-1A和KLE细胞中4个实验组相对于对照组COX-2的表达均随着二甲双胍浓度的增加呈下

降趋势，但是仅有HEC-1A细胞中 10 mmol/L组差异有统计学意义(P<0.05)，其余实验组差异均无统计学意义(P>
0.05)；HEC-1A和KLE细胞中4个实验组相对于对照组VEGF的表达均随着二甲双胍浓度的增加呈明显下降趋势，

差异有统计学意义(P<0.05)；Western blotting法检测显示二甲双胍能够促进子宫内膜癌 Ishikawa细胞中PTEN蛋

白的表达，差异有统计学意义(P<0.05)，而对RL-952、HEC-1A和KLE细胞中 PTEN蛋白的表达无影响(P>0.05)。
结论 二甲双胍可能通过抑制子宫内膜癌细胞中COX-2与VEGF的表达来实现其部分的抗肿瘤作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of metformin on the expression of cyclooxygenase-2
(COX-2), vascular endothelial growth factor (VEGF) and phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten
(PTEN) in human endometrial carcinoma cells in vitro. Methods According to the different concentrations of metfor-
min intervention drugs, the cell experiments were divided into experimental group (0.01 mmol/L group, 0.1 mmol/L
group, 1 mmol/L group, 10 mmol/L group) and control group (0 mmol/L group). After the intervention of Ishikawa,
RL-952, HEC-1A, and KLE cells of four kinds of human endometrial carcinoma for the same time, and the expression
of COX-2 and VEGF in endometrial cancer cells was detected by ELISA. Expression of PTEN protein in endometrial
cancer cells was detected by Western blotting. Results Compared with the control group, the expression levels of
COX-2 and VEGF in the four experimental groups in the Ishikawa and RL-952 cell groups decreased significantly with
the increase of metformin concentration, and the differences were statistically significant (P<0.05). Compared with the
control group, the expression of COX-2 in the 4 experimental groups in the HEC-1A and the KLE cell group decreased
with the increase of metformin concentration, but only the HEC-1A cell group had a statistically significant difference in
the 10 mmol/L group (P<0.05), and there was no significant difference in other groups (P>0.05). In the HEC-1A and
KLE cell, the expression of VEGF in the four experimental groups (compared with the control group) decreased signifi-
cantly with the increase of metformin concentration, and the differences were statistically significant (P<0.05). Western
blotting showed that metformin could promote the expression of PTEN protein in endometrial cancer Ishikawa cells, and
the difference was statistically significant (P<0.05), but had no effect on the expression of PTEN in RL-952, HEC-1A
and KLE cells (P>0.05). Conclusion Metformin partially achieves anti-tumor effects by inhibiting the expression of
COX-2 and VEGF in endometrial cancer cells.
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子宫内膜癌(endometrial carcinoma，EC)是女性生
殖系统最常见的恶性肿瘤之一，近年来其发病率呈上

升趋势，而且其在发达地区的发病率已经和宫颈癌趋
平[1]。大量的流行病学研究提示二甲双胍能够降低 2
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型糖尿病患者发生癌症风险和癌症相关的死亡率[2-3]，
随后许多的基础实验研究[4-5]进一步证实二甲双胍对

人体很多组织来源的肿瘤细胞增殖和迁徙具有显著
的抑制作用。在妇科肿瘤方面，也有多项基础研究显
示二甲双胍能够抑制子宫内膜癌细胞的增殖，并降低

其侵袭转移的能力[6-7]，认为其有希望成为一种新的抗
肿瘤辅助药物，作用机制可能与其抑制哺乳动物雷帕
霉素靶点(mTOR)通路的活性有关，但是其更详细的抗

肿瘤分子机制有待进一步探究。有研究提示二甲双
胍辅助治疗有助于将子宫内膜非典型增生逆转为正
常子宫内膜组织，并减少与内膜癌发生发展有关的细
胞增殖生物标志物，以及可能提高子宫内膜癌的总体

生存率 [8]。近些年研究发现，环氧合酶-2 (cyclooxy-
genase 2，COX-2)及血管内皮生长因子(vascular endo-
thelial growth factor，VEGF)与子宫内膜癌的发生发

展、肿瘤新生血管的形成以及肿瘤的转移有密切关
系，并且COX-2的抑制剂有可能成为肿瘤治疗新的靶
点 [9]。此外，研究报道在子宫内膜癌的患者中经常

出现张力蛋白同源第 10 号染色体缺失的磷酸酶
(PTEN)等基因的改变，但是 PTEN基因突变的意义
仍然不是非常清楚 [10]，有待进一步的研究。

为了进一步探究二甲双胍的抗肿瘤作用机制，本
研究拟从细胞实验入手，通过检测不同浓度的二甲双
胍对 4种子宫内膜癌细胞COX-2、VEGF及 PTEN表
达的影响，深入探讨其可能的抗肿瘤作用机制，并为

二甲双胍能够成为一种新的抗肿瘤辅助药物提供相
应的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材 料 人子宫内膜癌 Ishikawa 细胞系、
RL95-2细胞系和HEC-1A细胞系、KLE细胞系分别购
自中国江苏凯基生物技术股份有限公司、中国南京科

佰生物科技有限公司和中科院上海生命科学研究院
细胞资源中心。二甲双胍购自美国西格玛奥德里奇
(Sigma-Aldrich)公司，人COX2-ELISA检测试剂盒、人

VEGF-ELISA检测试剂盒分别购自购自英国Abcam
生物技术有限公司(AB267646)和中国江苏凯基生物
技术股份有限公司(KGEHC108-1)，PTEN Rabbit anti-
body购自英国Abcam生物技术有限公司(AB267787)，
不完全 RMPI-1640培养基、D/F12培养基和McCoy's
培养基及Western blotting其余试剂均购自中国江苏凯
基生物技术股份有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和分组药物干预 4种人子宫内膜
癌细胞系分别按照要求常规培养于特定培养液中，培养

箱设定条件：恒温37℃、CO2浓度5%、饱和湿度。按照二
甲双胍干预药物浓度的不同，将细胞实验分为实验组
(0.01 mmol/L组，0.1 mmol/L组，1 mmol/L组，10 mmol/L
组)和对照组(0 mmol/L组)，其中对照组以等体积的磷酸

缓冲盐溶液(PBS)代替二甲双胍对细胞进行干预。

1.2.2 EILA法检测COX-2和VEGF的表达 收
集处于对数生长期的 4种人子宫内膜癌细胞后按照

3×105/孔的标准接种于细胞培养板，每组设置 3个复
孔。培养一定时间后用不同浓度的二甲双胍干预实
验细胞，24 h后收集相应孔的细胞培养上清液待检

测。酶标包被板分别按照实验设计孔加样后置 37℃
温育 90 min。揭掉封板模，洗板后依次加入提前 1 h
内配制的生物素标记抗体稀释液，封板后置于 37℃
温育 60 min。洗板，加辣根过氧化物酶(HRP)标记亲
和素工作液，置于 37℃温育 30 min。洗板，加底物显
色液显色。肉眼可见标准品变蓝色后加入终止液。
15 min内用酶标仪调零后在 450 nm波长处依次测量

各孔的吸光度(OD值)并以此计算蛋白浓度。
1.2.3 Western Blotting印迹法检测 PTEN 的表

达 收集处于对数生长期的 4种人子宫内膜癌细胞

后按照 3×105/孔的标准接种于细胞培养板，每组设置
3个复孔。培养一定时间后用不同浓度的二甲双胍干
预实验细胞，24 h后收集贴壁培养细胞并提取细胞总

蛋白待检测。应用BCA蛋白测定试剂盒计算蛋白含
量并制作标准曲线。按照十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰
胺凝胶电泳(SDS-PAGE)凝胶配置试剂盒的要求配置

凝胶后依次加样并电泳分离蛋白。按照“三明治”结
构进行转膜，PVDF膜封闭后予抗体孵育和免疫反
应。ECL试剂按比例混匀后滴加至PVDF膜表面后室
温静置，保鲜膜包裹PVDF膜，用化学发光成像分析仪

曝光，然后进行目的条带的灰度值分析。
1.3 统计学方法 应用SPSS23.0统计软件进行

数据分析。所有计量数据均以均数±标准差(x-±s)表
示，多组均数比较用单因素方差分析，组内两两比较
采用配对 t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 二甲双胍对子宫内膜癌细胞COX-2和VEGF
表达的影响 不同浓度的二甲双胍干预子宫内膜癌
Ishikawa、RL-952、HEC-1A和KLE细胞 24 h后，ELI-
SA法检测发现子宫内膜癌 Ishikawa和RL-952细胞组
中 4个实验组相对于对照组COX-2和VEGF的表达
随着二甲双胍浓度的增加均呈下降趋势，差异有统计
学意义(P<0.05)；HEC-1A和KLE细胞组中4个实验组
相对于对照组COX-2的表达随着二甲双胍浓度的增
加呈下降趋势，但是仅有HEC-1A细胞组中10 mmol/L
组差异有统计学意义(P<0.05)，其余实验组差异无统
计学意义(P>0.05)；HEC-1A和KLE细胞组中4个实验
组相对于对照组VEGF的表达随着二甲双胍浓度的增
加均呈明显下降趋势，差异有统计学意义(P<0.05)，见
表1和表2。

2.2 二甲双胍对子宫内膜癌细胞 PTEN蛋白表

达的影响 不同浓度的二甲双胍干预子宫内膜癌

Ishikawa、RL-952、HEC-1A和KLE细胞24 h后，West-
ern Blotting检测发现二甲双胍可以促进 Ishikawa细胞
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中PTEN蛋白的表达，而且促进作用呈剂量依赖性，差

异有统计学意义(P<0.05)，而其对RL-952、HEC-1A和

KLE细胞中PTEN蛋白的表达无显著影响，差异无统

计学意义(P>0.05)，见图1。

3 讨论

近年来的研究普遍认为恶性肿瘤细胞的局部浸

润和远处转移是实体肿瘤进展过程的关键。而其中

COX-2是肿瘤血管生成和肿瘤生长的重要介质，并且

肿瘤组织中COX-2蛋白的含量与VEGF的阳性表达

密切相关，并认为COX-2的抑制剂有望成为肿瘤治疗

的新靶点[11]。在妇科恶性肿瘤方面，也有研究发现异

常血管生成在子宫内膜癌的进展和转移过程中起重

要作用，提示血清COX-2的水平可能是子宫内膜癌早

期诊断和预测预后的潜在指标。同时研究也证实，

COX-2的表达是子宫内膜癌患者独立的临床病理因

素和影响预后因素[12]，COX-2的抑制剂可能在子宫内

膜癌患者的预防和治疗中发挥重要作用[13-14]。

本研究发现 4 种子宫内膜癌细胞 (Ishikawa、
RL-952、HEC-1A 和 KLE 细胞)中均存在 COX-2 和

VEGF的高表达，而且二甲双胍能够抑制内膜癌细胞

中COX-2和VEGF的表达。COX-2在人体子宫内膜

癌组织中的表达率相较于正常子宫内膜组织明显增

强[15-16]，并且子宫内膜组织中COX-2的表达率随着子

宫内膜从良性病变-非典型增生-恶性病变的进展呈

阶梯性升高趋势[17]，提示COX-2抑制剂可能有助于阻

止子宫内膜良性病变向侵袭性子宫内膜癌的进展。

也有研究发现子宫内膜癌组织学分级程度与侵袭性

参数和COX-2的表达率也密切相关[18]。同时，COX-2
与肿瘤组织中微血管密度(MVD)也存在密切关系。

多项研究[19-20]发现在人体子宫内膜癌组织中COX-2和
VEGF的表达有非常显著的相关性，COX-2的表达增

强伴有VEGF蛋白水平的明显升高、MVD的增加以及

促进肿瘤生长。另有研究指出人体子宫内膜癌中

VEGF、COX-2的表达强度与子宫内膜癌的病理分级

呈正相关[21]，而且COX-2的高表达对促进VEGF的表

图1 二甲双胍对子宫内膜癌细胞PTEN蛋白表达的影响

Figure 1 Effect of metformin on PTEN protein expression in
endometrial cancer cells

表2 二甲双胍对人子宫内膜癌细胞VEGF表达的影响(x-±s)
Table 2 Effect of metformin on VEGF expression in human endometrial

cancer cells (x-±s)

细胞系种类

Ishikawa细胞

RL95-2细胞

HEC-1A细胞

KLE细胞

二甲双胍浓度

分组( mmol/L)
对照组

0.01
0.1
1
10
对照组

0.01
0.1
1
10
对照组

0.01
0.1
1
10
对照组

0.01
0.1
1
10

VEGF (ng/mL)

59.84±1.26
54.06±0.73a

50.23±0.64a

44.87±0.29a

40.96±0.40a

36.80±1.25
33.21±0.83a

31.04±1.22a

29.09±0.24a

27.66±1.22a

69.19±0.85
66.34±0.29a

62.79±1.76a

61.72±0.74a

57.02±1.05a

28.18±0.66
25.37±0.61a

23.86±1.69a

20.06±1.11a

18.21±0.57a

F/t值

298.406
6.864
11.760
20.032
24.723
36.615
4.140
5.699
10.493
9.056
58.015
5.468
5.664
11.426
15.566
46.578
5.407
4.138
10.863
19.800

P值

0.001
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.014
0.005
0.007
0.001
0.001
0.005
0.005
0.001
0.001
0.001
0.006
0.014
0.001
0.001

注：不同浓度二甲双胍组与对照组比较，aP<0.05。
Note: Compared with the control group, aP<0.05.

表1 二甲双胍对人子宫内膜癌细胞COX-2表达的影响(x-±s)
Table 1 Effect of metformin on COX-2 expression in human

endometrial cancer cells (x-±s)
细胞系种类

Ishikawa细胞

RL95-2细胞

HEC-1A细胞

KLE细胞

二甲双胍浓度分组

( mmol/L)
对照组

0.01
0.1
1
10
对照组

0.01
0.1
1
10
对照组

0.01
0.1
1
10
对照组

0.01
0.1
1
10

COX-2 (ng/mL)

9.13±1.03
7.61±0.99
6.91±0.37a

5.84±0.89a

5.61±0.97a

7.76±0.41
7.48±0.58
6.52±0.18a

6.53±0.37a

5.66±0.53a

3.92±0.27
3.62±0.53
3.50±0.47
3.12±0.48
2.88±0.22a

5.58±1.26
4.99±0.14
4.86±0.50
4.72±1.10
4.46±0.38

F/t值

7.841
1.832
3.498
4.182
4.302
11.119
0.638
4.768
3.883
5.408
3.025
0.878
1.356
2.542
5.187
0.805
0.802
0.921
0.889
1.467

P值

0.004
0.141
0.025
0.014
0.013
0.001
0.532
0.009
0.018
0.006
0.071
0.430
0.246
0.064
0.007
0.549
0.468
0.409
0.424
0.216

注：不同浓度二甲双胍组与对照组比较，aP<0.05。
Note: Compared with the control group, aP<0.05.
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达有显著作用[13，22]。本研究还发现随着二甲双胍干预

浓度的增加，子宫内膜癌细胞中COX-2和VEGF的表

达均呈下降趋势，且差异有统计学意义(P<0.05)，提示

COX-2和VEGF的表达具有密切相关性。此外，本研

究发现子宫内膜癌 Ishikawa细胞中PTEN蛋白表达较

弱，而其余 3种子宫内膜癌细胞(RL-952、HEC-1A和

KLE)则高表达PTEN，这与李小毛等[23]的研究结果基

本一致。Iglesias等 [24]的研究也证实HEC-1A细胞高

表达PTEN蛋白，而 Ishikawa细胞的PTEN蛋白表达缺

失，这也与本研究的结果相同。而且，本研究还发现，

随着二甲双胍干预浓度的增加，Ishikawa细胞中PTEN
蛋白的表达也呈增强趋势，而其对RL-952、HEC-1A
和KLE细胞中PTEN蛋白的表达则无显著影响。

众所周知，细胞内信号通路并非单独发挥作用，

而是相互影响形成复杂的信号网络共同协调人体的

各种生理功能。多种生长因子与其受体结合通过

PI3K/Akt等信号通路发挥作用的同时也与其他生长

因子受体途径存在着相互联系。既往有研究表明二

甲双胍可以显著增加子宫内膜 Ishikawa和HEC-1A
细胞中 p-Akt蛋白的表达，而对Akt的表达几乎无影

响 [25]，认为二甲双胍调节PI3K/Akt通路的活性可能是

其发挥抗肿瘤能力的作用机制之一。同时，试验证实

通过PI3K/Akt通路可以激活核因子κB (nuclear factor
kappa-B，NF-κB)和增加子宫内膜癌细胞中 COX-2
和 VEGF的表达 [26]。此外，也有研究认为人体子宫

内膜癌中表皮生长因子受体 -2 (HER2)可能通过

PI3K/Akt 信 号 通 路 来 诱 导 子 宫 内 膜 癌 细 胞 中

COX-2的表达 [27]。本研究发现二甲双胍能够显著抑

制子宫内膜癌细胞中COX-2和VEGF的表达，提示这

可能是其发挥抗肿瘤作用的靶蛋白之一。结合以上

研究推测二甲双胍可能通过抑制PI3K/Akt信号通路

下调子宫内膜癌细胞中 COX-2的表达，进而导致

VEGF表达的降低，最终抑制内膜癌细胞的生长和转

移，推测这可能是二甲双胍抗肿瘤的作用机制之一。

PTEN是抑癌基因，该基因的突变是多种癌症进

展过程的环节之一。尽管研究发现PI3K/Akt通路中

PTEN的突变是子宫内膜癌中最常见的突变，但是

PTEN基因突变在内膜癌中的意义仍不是非常清楚。

有研究认为PTEN基因失活是子宫内膜样腺癌的主要

驱动因素[28]，小鼠模型显示 PTEN的两个等位基因的

缺失对于复杂非典型增生(CAH)的发展是必要的和充

分的，PI3K/Akt通路突变或错配修复缺陷对进展为癌

是必需的，PTEN蛋白低表达可能参与了子宫内膜癌

的发生和发展 [29-30]。PTEN突变与子宫内膜癌(EC)患
者的预后良好相关，并且与肿瘤微环境中的免疫浸润

细胞有关，这些发现表明PTEN可能是EC的一个潜在

的预测和治疗靶点[31]。研究认为HOX转录反义基因

间RNA (HOTAIR)通过抑制PTEN激活PI3K/Akt通路

促进子宫内膜癌的进程 [32]。同时，也有研究提示

PTEN基因缺陷的子宫内膜样腺癌细胞对单独的聚腺

苷二磷酸核糖聚合酶(PARP)抑制剂不敏感，而对复合

型PI3K抑制剂表现出更高的敏感性[33]。而本研究中

Ishikawa细胞中 PTEN蛋白的表达较弱，同时二甲双

胍能够促进 Ishikawa细胞中 PTEN蛋白的表达，提示

在子宫内膜样腺癌中二甲双胍可能通过促进PTEN的

表达进而降低PI3K/Akt通路的活性，最终抑制内膜样

腺癌细胞的生长和转移。但是，其余 3种子宫内膜癌

细胞(RL-952、HEC-1A和KLE)中高表达PTEN，而且

二甲双胍对其PTEN的表达无影响。因此，推测二甲

双胍促进 PTEN缺失子宫内膜癌细胞中 PTEN的表

达，进而抑制PI3K/Akt通路的活性可能是其中重要的

抗肿瘤途经之一。

综上所述，二甲双胍可能通过抑制子宫内膜癌细

胞中COX-2与VEGF的表达来实现其部分的抗肿瘤

作用，推测其作用可能与 PI3K/Akt信号通路密切相

关。希望本研究结果能够为二甲双胍的抗肿瘤作用

提供一定的试验依据。为了得到更详细明确的依据

及结论，有必要开展进一步基础研究及前瞻性临床对

照试验，以了解二甲双胍辅助治疗子宫内膜癌前病变

及内膜癌患者的影响。
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