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［摘 要］ 目的：研究二甲双胍（metformin，Met）联合培美曲塞（pemetrexed，Pem）对人肺腺癌A549细胞株的增殖及凋亡的影

响。方法：不同浓度Met（0、2.5、5.0、10.0、20.0、40.0 mmol/L）、Pem（0、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 μmol/L）48 h下处理A549细胞，CCK⁃8
法检测细胞增殖率并确定Met及Pem的半抑制浓度（IC50）；Met（IC50）及Pem（IC50）单用或联用，不同时间（24、36、48 h）下处理

A549细胞，CCK⁃8法检测细胞增殖率；流式细胞术检测细胞凋亡率；Western blot 检测Bcl⁃2、Bax、Mcl⁃1、Noxa蛋白表达。结果：

①不同浓度Met及Pem对A549 细胞均有增殖抑制作用，呈剂量依赖性（P＜0.05）；②Met+Pem组作用A549细胞增殖抑制率优

于单药组（P＜0.05），呈时间依赖性（P＜0.05）；③Met+Pem组作用 A549细胞的凋亡率（30.6 ± 0.4）%优于Met组凋亡率（13.3 ±
0.3）%和Pem组凋亡率（12.9 ± 0.1）%（P＜0.05）；④与单药组相比，Met+Pem组明显下调Bcl⁃2、Mcl⁃1蛋白表达，上调Bax、Noxa
蛋白表达（P＜0.05）。结论：Met联合Pem可抑制A549细胞增殖、诱导凋亡，其效果优于单药，机制可能与下调Bcl⁃2、Mcl⁃1蛋
白，上调Bax、Noxa蛋白的表达有关。
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Effects of metformin combined with pemetrexed on proliferation and apoptosis of human
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［Abstract］ Objective：This study aims to invesigate the effects of metformin combined pemetrexed on proliferation and apoptosis of
human lung adenocarcinoma A549 cells. Methods：The A549 cells were treated with different doses of metformin（0，2.5，5.0，10.0，
20.0，40.0 mmol/L）and pemetrexed（0，0.5，1.0，2.0，4.0，8.0 μmol/L）for 48 h，CCK8 assay to assess the antiproliferative of the
differently treated A549 cell lines and detect the half maximal inhibitory concentration（IC50）of metformin and pemetrexed；The A549
cells were treated with metformin at IC50，pemetrexed at IC50，and metformin combined pemetrexed to assess the antiproliferative of the
differently treated A549 cell lines by the CCK8 assay；The apoptosis of A549 cells was detected by the flow cytometry；The protein
expressions of Bcl⁃2，Bax，Mcl⁃1 and Noxa were detected by Western blot. Results：The proliferation of A549 cells was inhibited by
metformin and pemetrexed monotherapy in a dose⁃dependent manner compared with the control groups（P < 0.05）；The combination of
metformin and pemetrexed induced higher percentage of cell proliferation than that of metformin and pemetrexed used alone（P < 0.05）
in a time⁃dependent manner（P < 0.05）；Apoptosis rate of metformin combining pemetrexed［（30.6 ± 0.4）%］was significantly higher
than that of metformin［（13.3 ± 0.3）%］and pemetrexed［（12.9 ± 0.1）%］group，respectively（P < 0.05），The combination of metformin
and pemetrexed down regulated the protein expression of Bcl ⁃ 2 and Mcl ⁃ 1，up ⁃ regulated the protein expression of Bax and Noxa
compared with metformin and pemetrexed monotherapy. Conclusion：metformin combined with pemetrexed can inhibit in vitro human
lung adenocarcinoma A549 cells proliferation and apoptosis，the mechanism may be connected with down⁃regulation of Bcl⁃2 and Mcl⁃
1，up⁃regulation of Bax and Noxa expression.
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肺癌是严重危害人类健康的疾病，在世界范围

内其发病率和病死率均己跃居至癌症的首位，非小

细胞肺癌占所有肺癌的 85%。近年来随着靶向治

疗的推广，非小细胞肺癌患者的生存期有所延长，

但对于无表皮生长因子受体（epidermal growth fac⁃
tor receptor，EGFR）敏感突变以及不能经受手术的

ⅢB~Ⅳ期的患者仍需要接受传统的放化疗［1］。培美

曲塞（pemetrexed，Pem）是一种抗叶酸代谢物，常与

铂类药物联合使用作为非小细胞肺癌的一线化疗

方案。二甲双胍（metformin，Met）为双胍类的降糖

药，其抗肿瘤效应使得它可以作为一种新药，与其

他治疗方式结合从而起到治疗增效的作用。本研

究通过 Met 与 Pem 联合干预体外培养的肺腺癌

A549细胞株，检测其细胞增殖抑制、细胞凋亡作用

以及对Bcl⁃2、Bax、Mcl⁃1、Noxa蛋白表达的影响，探

讨Met联合Pem方案的可行性及机制，为临床上优

化肺癌的化疗提供有效方案及理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

人肺腺癌 A549 细胞（西南医科大学实验室赠

送）；Pem（纯度99%）、Met（纯度99%）（礼来公司，美

国）；RPMI⁃1640 培养基、Cell Counting Kit⁃8（CCK⁃8）
试剂盒、DMEM/F⁃12 培养基、Annexin V⁃FITC细胞

凋亡检测试剂盒、SDS⁃PAGE 凝胶配置试剂盒、BCA
蛋白定量试剂盒（武汉碧云天）；Bcl⁃2抗体、Bax抗
体、Mcl⁃1抗体、Noxa抗体（Abcam公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 CCK⁃8 法检测不同浓度 Met 及 Pem 对肺癌

A549细胞增殖抑制作用

收集对数生长期的 A549 细胞，接种到96 孔板，

培养 24 h后，用不同浓度的Met（2.5、5.0、10.0、20.0、
40.0 mmol/L）及Pem（0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 μmol/L）处

理 A549细胞株，培养48 h取出，每个浓度样本设5个
重复，每孔加 10 μL CCK⁃8 溶液，孵育4 h，酶标仪测

定450 nm 吸光度值用于后续实验。

1.2.2 CCK⁃8法检测Met、Pem及两药联合对A549
细胞的增殖抑制率

选取对数生长期的 A549 细胞接种于 96 孔板，

分为Control组（无药干预组）、Met组（8.759 mmol/L）、
Pem组（1.426 μmol/L）和Met+Pem组（8.759 mmol/L+
1.426 μmol/L），每组设 5个重复，分别培养 24、36、
48 h取出，CCK⁃8法（同上）检测不同组增殖抑制

率。细胞增殖抑制率=（对照组-实验组）/（对照组-

空白组）×100%。

1.2.3 Annixin⁃Ⅴ/PI双染流式法检测细胞凋亡率

取对数生长期的A549细胞，接种于 6孔板，培

养 48 h 后，分组同上，48 h 后用流式细胞仪检测

Control组、Met组、Pem组和Met+Pem组对细胞凋亡

率的影响，操作步骤按照试剂盒说明进行，实验独

立重复 3次。

1.2.4 Western blot法检测蛋白的表达

A549 细胞接种于 6孔板中，分组同上，每组设

3个复孔，48 h后提取总蛋白，在聚丙烯酰胺凝胶中

电泳，将蛋白转膜至 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉溶液

封闭后，加入一抗（Bcl⁃2、Bax、Mcl⁃1、Noxa、GAP⁃
DH）。4 ℃孵育过夜；TBST 漂洗后与二抗反应，室

温孵育 30 min；TBST 漂洗，加入发光液后显影、定

影、拍照，实验重复3次。

1.3 统计学方法

用 SPSS17.0 统计软件对数据进行分析，数据以

均数±标准差（x ± s）表示，各组之间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较用 LSD-t 检验，P ≤ 0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CCK⁃8 法检测不同浓度 Met 及 Pem 对肺癌

A549细胞增殖抑制作用

48 h条件下，随Met（0、2.5、5.0、10.0、20.0、40.0
mmol/L）及Pem（0、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 μmol/L）浓度

增加，A549细胞增殖抑制率增加，呈剂量依赖性，差

异具有统计学意义（P均<0.05）。并由此将Met联用

浓度的半数抑制浓度（IC50）定为 8.759 mmol/L，Pem
联用浓度的 IC50定为1.426 μmol/L（图1）。

与Control组比较，*P均＜0.05（n=5）。
图1 CCK⁃8检测Met及Pem对A549增殖的影响

Figure 1 Effect of Met and Pem on proliferation of hu⁃
man lung adenocarcinoma A549 cells detected
by CCK⁃8
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与Control 组比较，*P＜0.05；与Met组比较，#P＜0.05；与Pem组比较，△P＜0.05（n=3）。
图3 Met及Pem对A549细胞凋亡的影响

Figure 3 Effect of Met and Pem on apoptosis of A549 cells

2.2 CCK⁃8法检测Met联合 Pem对肺癌A549细胞

增殖抑制作用

Met联合Pem处理A549细胞，在不同时间点下

（24、36、48 h）与Control组相比，Met组、Pem组、Met+
Pem组均能抑制体外培养的人肺腺癌A549 细胞增

殖（P均＜0.05），随着时间的延长，抑制作用明显增

加（P均＜0.05）；而Met+Pem组A549细胞增殖抑制

作用较单药组（Met组及 Pem组）明显增强（P均＜

0.05，图2）。
2.3 Met联合Pem对A549细胞凋亡的影响

Met联合Pem处理A549细胞，干预48 h后凋亡率

分别为：Control组（3.7 ± 0.2）%、Met组（13.3 ± 0.3）%、

Pem组（12.9 ± 0.1）%、Met+Pem组（30.6 ± 0.4）%。与

Control组相比，Met组、Pem组、Met+Pem组细胞凋亡

率更高（P均＜0.05），Met+Pem组A549细胞凋亡率较

Met组及Pem组明显上升（P均＜0.05，图3）。
2.4 Western blot法检测Met联合Pem对A549 细胞

Bcl⁃2、Bax、Noxa、Mcl⁃1表达的影响

Met联合 Pem处理A549细胞，干预 48 h后Met
组Bcl⁃2表达量（0.383 ± 0.030）、Mcl⁃1表达量（0.213
± 0.029），较Control组下降（P均<0.05），Bax表达量

（0.402 ± 0.072）、Noxa 表达量（0.309 ± 0.041），较

Control 组升高（P 均<0.05）；Pem 组 Bcl ⁃ 2 表达量

（0.397 ± 0.031）、Mcl⁃1 表达量（0.349 ± 0.027），较

Control 组下降（P 均 <0.05），Bax 表达量（0.402 ±
0.044）、Noxa表达量（0.283 ± 0.068），较Control组升

高（P均<0.05）；Met+Pem 组 Bcl⁃2 表达量（0.159 ±
0.030）、Mcl⁃1表达量（0.087 ± 0.007），较单药组下降

（P均<0.05），Bax表达量（0.662 ± 0.034）、Noxa表达

量（0.569 ± 0.042），较单药组升高（P均<0.05，图4）。
3 讨 论

Met为双胍类的降糖药物，近年来研究发现，

Met有抑制肿瘤细胞增殖的作用［2］，其可联合相关药
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Figure 2 Comparison of the inhibition rate of human
lung adenocarcinoma A549 cells in each group
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A：Western blot检测各组细胞Bcl⁃2和Bax蛋白表达情况；B：Western blot检测各组细胞Noxa和Mcl⁃1蛋白表达情况；与Control组比较，*P <
0.05；与Met组比较，#P < 0.05；与Pem组比较，△P < 0.05，n=3。

图4 Western blot法检测相关蛋白表达水平

Figure 4 Expressions of the related proteins detected by Western blot

物增强肿瘤细胞对放化疗、靶向治疗的敏感性［3-5］。

Pem作为一种新型化疗药物，广泛应用于非小细胞

肺癌的一线治疗，然而与多西他赛等其他化疗药物

相比，并没有改善肺腺癌患者治疗有效率及总生存

期，因此迫切需要新的策略提高Pem的疗效。

与单用一种药物比较，联合使用两种药物可增

强药物疗效，克服长期单用一种药物所引起的耐

药。一项研究发现，Met在 0~50 mmol/L浓度、不同

作用时间（24、48、72 h），对A549细胞产生显著的抑

制增殖作用，抑制率呈浓度⁃时间依赖性［6］。此外，

Hatakeyama等［7］研究中发现，Pem作用于A549细胞

的浓度范围为 0~25.6 μmol/L，同时其可明显抑制

A549细胞的增殖。本实验选取不同浓度的Met及
Pem作用于A549细胞后发现，随着浓度增加，不同

浓度Met及Pem对细胞增殖的抑制作用均增强，联

合两种药物之后，表现出更强的抑制肿瘤细胞增殖

能力，证实了Met联合Pem作用于A549细胞具有相

加作用，且本研究结果与Yan 等［1］的研究结果一致。

凋亡是细胞在基因组的调控下发生的程序性

死亡的过程，肿瘤细胞在相关药物作用下，有关代

谢通路或信号转导通路被抑制，进而启动细胞的调

亡［8］。有研究证实［9］，Met可抑制A549细胞的凋亡，

并将细胞周期阻滞在G0/G1，Pem可通过内源性凋亡

途径引起A549细胞的凋亡［10］。本实验发现，Met及
Pem能使A549细胞产生明显的凋亡诱导效应，而

Met和Pem的联合使A549细胞凋亡率最高，且本研

究结果与上述研究者研究结果一致。这预示着两药

联合效应可能是通过增强凋亡诱导效应来实现的。

Bcl⁃2、Mcl⁃1与Bax、Noxa是Bcl⁃2家族中重要的

抗凋亡与促凋亡因子，与肿瘤细胞凋亡密切相关。近

年来有研究显示：药物引起 Bcl⁃2/Bax信号通路的

激活可使非小细胞肺癌细胞凋亡，改善肿瘤治疗

效应［11］，另外Noxa表达的增加、Mcl⁃1 的表达水平

的下降，均可以提高肿瘤细胞对化疗的敏感性［12-13］，

本研究检测了不同干预条件下细胞凋亡相关蛋白

的表达，发现单用Met或Pem可使Bcl⁃2、Mcl⁃1蛋白

的表达水平下调，Bax、Noxa蛋白表达水平上调，而

两药联合使用时，作用更为明显。因此，推测联合

用药作用于A549细胞协同效应可能与细胞凋亡相

关途径有关，但其具体机制仍需要进一步深入研

究。目前研究认为，Met可以通过抑制 PI3k/AKT/
MTOR通路间接发挥抗肿瘤的作用［14］，而PI3k/AKT/
MTOR通路的抑制可下调 Mcl⁃1 表达增强肿瘤细胞

对化疗药物的敏感性［15］；Met可通过激活AMPK途径

上调P53，Noxa和Bax是P53转录因子的靶点［16-17］；同

时，Wu等［9］研究发现Met可以启动内质网应激，上

调Noxa蛋白表达。另外有研究显示：Pem可通过阻

断 AICART，从而抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路［18］。

Zhao 等［19］研究发现 Pem联合化疗药物可激活内质

网应激反应，引起Noxa表达上调，Mcl⁃1的表达降

低，从而诱导肿瘤细胞凋亡。综上所述，Met与Pem
联合作用的机制有可能是通过抑制共同的通路

PI3k/AKT/mTOR或激活内质网应激途径引起非小

细胞肺癌的凋亡。
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