
Journal of Inner Mongolia Medical University Aug. 2023 Vol. 45 No.4

二甲双胍通过调节PPARγ介导的脂肪酸代谢抑制
结直肠癌的肿瘤转移

（深圳市龙华区中心医院 药学部，广东 深圳 518100）

【摘 要】目的 探讨二甲双胍（MET）通过调节过氧化物酶体增殖物激活受体γ（PPARγ）介导的脂肪酸代谢

抑制结直肠癌（CRC）的肿瘤转移。方法 人CRC细胞系LoVo用75和150 μM的MET处理细胞48 h，作为MET

低剂量组和MET高剂量组，溶媒水作为对照组。对于拯救实验，MET+GW9662组细胞用PPARγ拮抗剂GW9662

持续处理24 h，再用150 μM MET处理48 h。通过试剂盒测定游离脂肪酸（FFA）、ATP和NADPH水平，和克隆形

成试验、伤口愈合试验、Transwell 侵袭试验检测细胞存活、迁移和侵袭。免疫印迹分析 MET 对 FAO 相关蛋白

（CPT1A、PPARα、PPARγ）表达影响。通过皮下移植LoVo细胞建立了一个皮下异种移植小鼠模型，以进一步评估

MET对CRC细胞体内生长的影响。结果 与对照组相比，MET低剂量组和MET高剂量组中FFA、ATP和NADPH

水平显著降低，差异有统计学意义（P <0.05），而NADP+NADPH比率显著增加，差异有统计学意义（P <0.05）。MET

低剂量组和MET高剂量组的细胞克隆数、迁移率和侵袭细胞数显著低于对照组，差异有统计学意义（P <0.05）。在经

MET处理的LoVo细胞中，PPARγ在蛋白水平上的表达有强烈的上调，差异有统计学意义（P <0.05）。ELISA分析显

示，与对照组相比，高剂量组LoVo细胞中PPARγ DNA结合活性增加，差异有统计学意义（P <0.05）。与MET组

相比，MET+GW9662组细胞克隆数（32.5±3.0 vs. 94.6±4.2）、迁移（39.5±4.2% vs. 77.5±3.3%）、侵袭（113.5±11.4

vs. 249.8±23.6）显著增加，差异有统计学意义（P <0.05）。体内分析显示，与对照组相比，MET组显著抑制肿瘤生

长（P <0.001），并且肿瘤组织中 PPARγ蛋白表达显著增加，差异有统计学意义（P <0.05）。结论 MET 通过调节

PPARγ介导的脂肪酸代谢抑制CRC的肿瘤转移。
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）作为全球常

见的恶性肿瘤之一，在发病率和病死率方面排名第

二和第三[1]。近年来，CRC的发病率逐年增加，尤其

是在50岁以下的年轻人中[1]。因此，进一步揭示

CRC发生发展的发病机制和关键因素变得越来越

重要。能量代谢的重新编程被认为是癌症的标

志[2]。研究表明[3]，脂质代谢的改变与CRC的发生有

关。一项代谢组学图谱分析显示，可能存在活性脂

肪酸 β-氧化促进CRC的发展[4]。最近的研究强调

了脂肪酸氧化（fatty acid oxidation，FAO）在提供三磷

酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）、烟酰胺腺嘌呤

二 核 苷 酸 磷 酸（nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate，NADPH）和癌细胞中其他重要合成代谢

物质方面的关键作用[5]。过氧化物酶体增殖物激活

受 体（peroxisome proliferator- activated receptors，

PPARs）是 FAO 最重要的调节因子，由三种亚型

PPARα、PPARβ/δ和PPARγ组成。其中，PPARγ调

节基因表达和与脂质代谢相关的生物过程，对调节

FAO至关重要[6]。二甲双胍（metformin，MET）作为

治疗2型糖尿病的一线药物，近年来研究发现其具

有抗肿瘤的功效[7]。值得注意的是，脂肪酸转运到

线粒体进行后续β-氧化的部分过程存在MET的抑

制位点[7]。然而，目前尚不清楚MET是否通过调节

脂肪酸代谢参与CRC的迁移和侵袭。在本研究中，

我们探讨了MET在体外和体内对LoVo结肠癌细胞

的作用，并讨论了PPARγ介导的脂肪酸代谢是否与

MET作用机制有关。

1 材料与方法

1.1 CRC细胞系

人CRC细胞系LoVo购自中国科学院上海生物
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科学研究所。LoVo细胞维持在补充有10%胎牛血

清（FBS）的RPMI-1640培养基（美国Gibco公司）中，

培养在37 ℃的湿润环境中。

1.2 MET治疗的MTT分析

将3000个LoVo细胞移液到96孔板中生长24 h，

然后用不同浓度MET（美国Sigma-Aldrich公司，0 μM、

25 μM、50 μM、75 μM、100 μM、150 μM和200 μM，

在纯水中稀释）处理24 h、48 h、72 h。在每个孔中加

入20 μL MTT后，在37 ℃下孵育4 h，弃培养基并将

沉淀物溶解在150 μL DMSO中，通过酶标仪（美国

Molecular Devices公司）检测490 nm处的吸光度。

对于拯救实验中PPARγ拮抗剂的预处理，LoVo

细胞首先孵育24 h，然后用PPARγ拮抗剂GW9662

（美国Sigma-Aldrich公司，终浓度为40 μM，在DMSO

中稀释），持续处理24 h。接下来，将细胞用150 μM
MET再处理48 h，然后收集细胞用于以下实验。

1.3 游离脂肪酸、ATP和NADPH测定

通过游离脂肪酸定量试剂盒（美国Sigma-Al-

drich公司）测定细胞的游离脂肪酸（free fatty acid，

FFA）水平。分别使用ATP测定试剂盒（上海Beyo-

time公司）和NADP/NADPH定量比色试剂盒[安诺

伦（北京）生物科技有限公司]测定细胞的ATP和

NADPH水平。

1.4 气相色谱-火焰离子化检测脂肪酸

细胞样品分别用5%浓硫酸甲醇和0.2%丁基化

羟基甲苯甲醇在冰水浴中超声15 min进行匀浆。

混合后，在90~95 ℃的恒温水浴中提取1.5 h，冷却

至室温，加入饱和NaCl和正己烷涡旋1min。然后进行

以下步骤：在4 ℃和3500 rpm下离心5 min，将上清液

转移到新的离心管中，并与十九烷酸甲酯涡旋10 s。

然后用Agilent DB-225毛细管柱（10 m × 0.1 mm内

径，0.1 m膜厚度）在7890A GC-5975C FID气相色谱

仪（美国安捷伦公司）上鉴定和定量脂肪酸。载气

为氦气。柱的初始温度设定为50℃，然后以30℃/ min

的速率升至205 ℃，保持1 min，再次升至230 ℃，然

后保持恒温。入口和FID温度为250 ℃，分流比为

1∶15。

1.5 细胞克隆存活试验

将总共800个LoVo细胞/孔加到六孔板中，生长

7~10 d以形成集落。除去培养基，用4%多聚甲醛溶

液固定细胞，然后用结晶紫染色30 min，接着照相和

计数。

1.6 伤口愈合试验

细胞在六孔板中培养，用尖刮和PBS洗涤。加

入含有不同浓度的MET的培养基，通过显微镜在

0 h和48 h拍摄结果。对迁移率进行统计分析。

1.7 Transwell分析

将 200 μL 无血清培养基（含 1 × 105 LoVo 细

胞）接种在预涂ECM基质凝胶溶液的上部Transwell

室（美国Corning公司）中，在下部室中含有10% FBS

的600 μL培养基以诱导细胞迁移。在37 ℃下孵育

24 h后，用棉签擦去上室中的非跨膜细胞，用PBS轻

轻冲洗Transwell室并用4%多聚甲醛固定30 min，用

1%结晶紫染色膜底部的细胞，然后通过显微镜对侵

袭的细胞进行拍照和计数。

1.8 蛋白质分析

LoVo 细胞或肿瘤组织在包括蛋白酶抑制剂

（Sigma-Aldrich）和磷酸酶抑制剂的RIPA缓冲液中

被裂解并在冰上超声处理约 30 min。然后在

12000×g下离心10~15 min后，收集上清液。蛋白

质用7.5%~12.5%的SDS/PAGE凝胶分离，并转移到

PVDF膜（美国Millipore公司）上，然后用5%的无脂

牛奶（美国BD Biosciences公司）阻断，将膜与针对

CPT1A（1∶1000）、PPARα（1∶500）、PPARγ（1∶1000）

和GAPDH（1∶2000，均购自英国Abcam公司）一抗在

4 ℃下孵育过夜。在室温下将印迹在辣根过氧化物

酶偶联的兔IgG（1∶5000；美国Proteintech公司）二抗

中孵育2 h。通过ECL试剂盒[安诺伦（北京）生物科

技有限公司]的化学发光试剂对膜进行显影并用

VersaDoc 4000MP系统（美国Bio-Rad公司）可视化。

1.9 酶联免疫吸附试验

根据制造商的说明，使用PPARγ转录因子检测

试剂盒（美国 Thermo Scientific 公司）独立检测

PPARγ DNA结合活性。使用核和细胞质提取试剂

从LoVo细胞中制备核部分。然后，根据说明书进行

一级和二级抗体的耦合。用酶标仪检测450 nm处

的吸光度。

1.10 小鼠异种移植研究

BALB/c裸鼠（雄性；年龄范围4~6周）购自上海

SLAC实验动物有限公司。将小鼠饲养在标准的无

病原体环境中。将 BALB/c 裸鼠皮下注射悬浮在

200 μL磷酸盐缓冲盐水中的5×106个 LoVo细胞，

12 d后，将具有大约3 mm × 3 mm肿瘤的小鼠按随

机数表法分配到对照组和MET组（每组6只小鼠），

并开始治疗。对照组每隔一天腹膜内注射载体和

MET组每隔一天腹膜内MET（200 mg/kg）[8]，连续治

疗42 d。定期监测小鼠，用数字游标卡尺测量皮下

肿瘤，计算肿瘤体积：肿瘤体积（mm3）= 0.5 ×长×
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宽 2。治疗后6周，对小鼠实施安乐死并收集肿瘤。

用4%多聚甲醛固定肿瘤，用于进一步的苏木精-伊

红（H&E）染色和蛋白质分析。

1.11 数据处理

通过SPSS 18.0软件进行所有的统计学分析。

所有数据均以平均值±标准差（x±s）表示。细胞研

究的结果至少重复了3次，而动物实验每组至少有

6个重复。单向方差分析（ANOVA）和双尾 t检验

用于评估亚组间差异的统计学意义。检验水准为

α＝0.05，P < 0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 MET抑制FAO，减少CRC细胞的增殖

用不同浓度（分别为0 μM、25 μM、50 μM、75 μM、

100 μM、150 μM、200 μM）的 MET 处理 LoVo 细胞

24 h、48 h、72 h，发现MET可以以剂量依赖性方式

抑制LoVo细胞的活力（见图1A）。基于MTT测定，

在以下实验中，用75 μM和150 μM的MET处理细

胞48 h，作为MET低剂量组和MET高剂量组，溶媒

水作为对照组。MET 治疗增加了 LoVo 细胞中的

FFA水平（见图1B）。与对照组相比，MET低剂量组

和MET高剂量组中ATP和NADPH水平显著降低，

差异有统计学意义（P < 0.05）（见图 1C、D），而

NADP+/NADPH比率显著增加，差异有统计学意义

（P < 0.05）（见图 1E）。克隆形成存活试验显示，

MET低剂量组和MET高剂量组的细胞克隆数显著

低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）（见图1F）。

通过气相色谱-火焰离子化检测器（GC-FID）与脂

肪酸标准品进行比较，在经MET处理的LoVo细胞

中对脂肪酸组成进行定量分析（见表1）。三组的

脂肪酸变化存在显著差异，与对照组相比，MET高剂

量组C16∶0、C18∶0、C18∶2n6t、C20∶2和C20∶3n3显著

增加，差异有统计学意义（P<0.05），和C12∶0和C20∶

4n6显著降低，差异有统计学意义（P <0.05）。

2.2 MET抑制LoVo细胞迁移、侵袭

通过伤口愈合和Transwell迁移试验检测细胞

迁移、侵袭。孵育48 h后，在LoVo细胞中计算伤口

愈合的迁移率（见图2A），发现MET低剂量组（50.2±

5.5%）和MET高剂量组（37.4±4.2%）的迁移率显著

低于对照组（68.5±6.2%），差异有统计学意义（P<0.05）。

Transwell 侵袭试验表明（见图2B），MET低剂量组

（213.8±22.7）和MET高剂量组（107.5±10.8）的侵

袭细胞数显著低于对照组（326.3±34.6），差异有统

计学意义（P < 0.05）。

2.3 PPARγ拮抗剂挽救了 MET 诱导的细胞克隆

数、迁移和侵袭

接下来，研究考察了MET是否改变了LoVo细

胞中FAO相关蛋白表达。我们没有观察到CPT1A、

PPARα在蛋白质水平上的显著变化。在经MET处

理的LoVo细胞中，PPARγ在蛋白水平上的表达有

强烈的上调（见图3A）。ELISA分析显示，与对照组

相比，高剂量组LoVo细胞中PPARγ DNA结合活性

增加（见图3B）。为了进一步确认MET是否通过PPARγ
抑制细胞克隆、迁移、侵袭，我们采用PPARγ拮抗剂

F

A B

C D E

图1 MET抑制FAO减少LoVo细胞的增殖
A、使用MTT测定不同浓度MET处理的细胞的存活力；B、

MET导致LoVo细胞中的FFA水平升高；C-E、LoVo细胞中ATP(C)、
NADPH(D) 和NADP+/NADPH比值(E)；F、通过克隆形成试验检测
MET对细胞存活的影响。与对照组相比，*P <0.05、***P <0.001。

组别

对照组
MET低剂量组
MET高剂量组

F
P

脂肪酸（μg/mg细胞）
C12∶0

0.22±0.02
0.06±0.01**

0.05±0.01**

8.742
＜0.001

C16∶0
15.42±0.84
17.73±1.56
23.46±1.13*

3.716
0.036

C18∶0
14.06±0.77
18.51±1.22
24.82±1.15*

3.809
0.033

C18∶2n6t
0.58±0.05
0.96±0.11
1.28±0.10*

3.506
0.038

C20∶0
0.41±0.03
0.82±0.08*

1.04±0.12**

7.536
＜0.001

C20∶3n3
0.72±0.04
0.93±0.15
1.13±0.10*

3.277
0.041

C20∶4n6
1.82±0.11
1.44±0.09*

1.35±0.08*

5.462
0.001

表1 通过GC-FID检测脂肪酸含量的变化（x±s）
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GW9662 阻断了 PPARγ 活性。与 MET 组相比，

MET+GW9662组细胞克隆数（32.5±3.0 vs. 94.6±

4.2）、迁 移（39.5± 4.2% vs. 77.5 ± 3.3%）、侵 袭

（113.5±11.4 vs. 249.8±23.6）显著增加，差异有统

计学意义（P < 0.05）（见图3C-E）。

2.4 MET抑制CRC细胞的体内生长

通过皮下移植LoVo细胞建立了一个皮下异种

移植小鼠模型，以进一步评估MET对CRC细胞体内

生长的影响。结果表明，与对照组相比，MET组显著

抑制肿瘤生长，差异有统计学意义（P <0.05）（见图

4A）。H&E染色观察肿瘤切片的组织学变化。对照

组肿瘤组织结构清晰，细胞排列整齐，出现核裂变。

相反，在MET组中明显检测到组织结构和细胞排列紊

乱以及核固缩（见图4B）。此外，免疫印迹显示，MET

组肿瘤组织中PPARγ蛋白表达较对照组显著增加，

差异有统计学意义（P < 0.05）（见图4C）。

3 讨论

重新编程能量代谢被认为是癌症的标志[2]。

Ganapathy等[9]指出，癌细胞转向有氧糖酵解而不是

氧化磷酸化来维持能量供应。然而，最近的研究表

明[4，5]，其他底物如谷氨酰胺和脂肪酸对癌细胞存活

也至关重要。乳腺癌表现出葡萄糖利用率低和脂

肪酸摄取率高[10]。此外，B细胞淋巴瘤和恶性神经

胶质瘤的生长和存活高度依赖FAO[11]。目前还不清

楚FAO是否参与了CRC的发展。相关代谢组学分

析和研究[5]表明，脂肪酸代谢失调有望用于CRC的

治疗和诊断。因此，在此基础上，我们假设FAO与

CRC密切相关。MET是FAO的抑制剂，长期以来被

开发用于治疗心脏病和糖尿病[8]。相关研究[12]报告

称，MET对CPT1A表达有影响。然而，在本研究中，

我们没有在CRC细胞中发现CPT1A在蛋白水平的

表达有显著变化，这可能是因为酶活性抑制，而不

是 MET 的转录调节。尽管最近一些研究确定了

MET的脱靶效应[13]，但我们仍然可以在研究中观察

到MET对FAO的抑制作用，包括MET组细胞中FFA

水平增加以及ATP、NADPH水平降低。此外，MET

A

B

图2 MET抑制LoVo细胞迁移、侵袭
A、通过伤口愈合试验检测MET对细胞迁移的影响；B、通

过Transwell侵袭试验检测MET对细胞侵袭的影响。

图3 PPARγ拮抗剂GW9662挽救了MET诱导的细胞克隆数、
迁移和侵袭

A、免疫印迹分析 MET 对 FAO 相关蛋白（CPT1A、PPARα、
PPARγ）表达影响；B、ELISA分析PPARγ DNA结合活性；C、通过
克隆形成试验检测GW9662挽救MET对细胞存活的影响；D、通
过伤口愈合试验检测GW9662挽救MET对细胞迁移的影响；E、
通过Transwell侵袭试验检测GW9662挽救MET对细胞侵袭的影
响。与对照组相比，*P <0.05、**P <0.01。

图4 MET抑制CRC细胞的体内生长（n = 6）
A、BALB/c裸鼠皮下注射LoVo细胞，使其生长6周。然后

每隔一天腹膜内注射MET和载体。6周后，从小鼠身上解剖
肿瘤组织（左）和肿瘤生长曲线（右）；B、H&E染色的肿瘤组织
的组织学检查；C、免疫印迹分析MET对PPARγ表达的代表性图
像（左）和定量分析（右）。与对照组相比，*P <0.05、***P <0.001。
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可以抑制长链脂肪酸转运到线粒体进行β-氧化，从

而增加长链脂肪酸的水平。我们还观察到C12∶0显

著降低，这可能是长链FAO抑制的补偿性结果。

研究[14]表明，抑制FAO通过减少ATP可以抑制

肿瘤细胞增殖。Panina等[14]报告称，对CPT1A进行

药物抑制可能会损害急性髓性白血病的细胞增

殖。我们的结果表明，MET通过抑制FAO可以抑制

LoVo细胞在体外和体内的生长、转移。此外，研究

报告[15]称，FAO激活是肿瘤细胞产生耐药性的重要

机制。Galicia等[15]报告称，慢性淋巴细胞白血病的

伊布替尼耐药细胞对FAO表现出代谢重构，通过抑

制 FAO 可以使耐药细胞重新敏感。化疗药物是

CRC的重要辅助治疗方法，但是CRC的5年复发率

仍然较高[1]。因此，MET与化疗药物组合可能有助

于改善CRC患者预后。然而，本研究还没有检测

MET与化疗药物组合对CRC细胞的抑制作用，我们

拟在未来的研究中对二者合用效果进行考察。

代谢核转录因子PPARγ在CRC的细胞脂质和

葡萄糖代谢中起着关键作用，并介导CRC中的几种

抗肿瘤机制[16]。PPARγ被认为是一种肿瘤抑制因

子，可作为CRC惰性亚群的标志。一些研究发现，

在癌症恶病质的过程中，内脏脂肪组织中PPARγ的

mRNA和蛋白水平显著降低，证明脂质代谢中PPARγ
信号通路的紊乱加重了恶病质的发展[17]。此外，最

近的数据显示[18，19]，PPARγ在荷瘤小鼠骨骼肌中的

表达水平显著降低，表明它参与了肌肉萎缩的过

程。在这项研究中，我们注意到在经MET处理的

LoVo 细胞中，PPARγ上调。此外，在用MET 处理

LoVo细胞后，PPARγ的蛋白水平上调，并且PPARγ
的DNA结合活性也显著增加。因此，我们用PPARγ
拮抗剂GW9662预处理细胞，发现GW9662可以挽

救由MET诱导的细胞克隆数、迁移和侵袭抑制。我

们认为MET通过介导PPARγ上调可作为CRC防治

的一个有希望的药物。

总之，我们的结果表明，MET抑制FAO可以通

过PPARγ介导的脂肪酸代谢途径抑制CRC细胞增

殖、迁移和侵袭。
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