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2-脱氧葡萄糖联合二甲双胍抗人肝癌HepG2细胞作用及与AMPK、mTOR
相关性研究

林 鹤，于 娜，常 宁，杨冬华，杨金玲，任利翔*，邢立国*

沈阳化工研究院有限公司 安评中心，辽宁 沈阳 110021

摘 要：目的 考察 2-脱氧葡萄糖（2-DG）联合二甲双胍（Met）协同抗人肝癌HepG2细胞作用并探索其机制。方法 刃天

青法测定2-DG及Met单独及联合应用对HepG2细胞的生长抑制作用，利用金氏公式计算联合用药Q值；利用高内涵细胞成

像系统考察单独及联合用药对细胞线粒体膜电位及活性氧产生的影响；Western blotting检测Cleave-Caspase 3、p-AMPK及

p-mTOR的蛋白变化；考察AMPK及mTOR抑制剂对联合用药后细胞生长抑制作用的影响。结果 2-DG、Met单独应用的

IC50值分别为 2.45及 16.35 mmol/L，联合用药对细胞生长抑制具有协同作用，Q值均大于 1.15；联合用药能显著降低细胞内

线粒体膜电位及 p-mTOR蛋白表达，显著增加细胞内活性氧产生及 Cleave-Caspase3、p-AMPK蛋白表达；抑制 AMPK或

mTOR能显著增加联合用药对细胞的生长抑制作用（P＜0.05、0.01）。结论 2-DG联合Met具有协同抑制HepG2细胞增殖

作用，其机制与降低细胞线粒体膜电位，促进活性氧产生、细胞凋亡，以及非AMPK依赖性的抑制mTOR活化有关。
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Effect of 2 - deoxyglucose combined with metformin on human hepatocellular

carcinoma HepG2 cells and its correlation with AMPK and mTOR

LIN He, YU Na, CHANG Ning, YANG Donghua, YANG Jinling, REN Lixiang, XING Liguo

Evaluation Center, Shenyang Chemical Research Institute Co., Ltd., Liaoning 110021, China

Abstract: Objective To investigate whether 2 - deoxyglucose (2-DG) combined with metformin (Met) has synergistic antitumor

effect on HepG2 cells, and explore the underling mechanisms. Methods The cell growth inhibitory ratio of HepG2 cells treated by

2-DG, Met, and the combination was determined by the resin azure method, and the synergistic antitumor effects of the combined

application was also examined by calculating the Q values of Jin's formula; Mitochondrial membrane potential and reactive oxygen

species generation were detected by high conformation cell imaging system; The expression level of Cleave-Caspase 3, p-AMPK,

and p-mTOR were examined by Western blotting; The cell growth inhibitory ratio was detected by the resin azure method after

AMPK and mTOR inhibitors administrating. Results The IC50 values of 2-DG and Met alone in HepG2 cells were 2.45 mmol/L

and 16.35 mmol/L, respectively. Combined application has synergistic antitumor effects, and the Q values of Jin's formula was more

than 1.15. Combined application significantly reduced mitochondrial membrane potential and increased intracellular reactive oxygen

species production and Cleave-Caspase3 expression. Combined application significantly increased the expression of P-AMPK,

decreased the expression of p-mTOR. Moreover, inhibiting AMPK and mTOR by the inhibitors significantly enhanced the cell

growth inhibitory effect of combination group (P < 0.05 and 0.01). Conclusion 2-DG combined with Met has synergistic antitumor

effect on HepG2 cells. The underlying mechanism is related to decreasing mitochondrial membrane potential, promoting reactive

oxygen production and apoptosis, and non-AMPK dependent inhibition of mTOR activation.
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肝癌是目前世界范围内第 6大常见癌症，近年

来发病率呈现上升趋势［1］。研究发现，在肝癌中同

样存在着沃伯格效应（Warburg effect），即有氧条件

下，细胞主要通过糖酵解方式产生ATP，而不是通过
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氧化磷酸化。但当糖酵解过程被抑制时，细胞又可

重新启动氧化磷酸化产生ATP［2-3］。因此，同时阻断

两种产能方式有望成为新的肿瘤治疗途径。

2-脱氧葡萄糖（2-deoxyglucose，2-DG）是一种葡

萄糖类似物，可通过与葡萄糖竞争性结合己糖激

酶（HK）抑 制 细 胞 的 糖 酵 解 过 程［4］。 二 甲 双

胍（metformin，Met）是临床治疗 II型糖尿病的药物，

近年来研究发现，其抑制细胞内线粒体呼吸链复合

体 I，使细胞内的 ATP 合成减少，AMPK 活化，抑制

mTOR细胞增殖信号通路［5-6］。因此，基于肿瘤细胞

的能量代谢特点及 2-DG、Met的作用机制，2-DG联

合Met已被用于抗肿瘤研究。然而，2-DG联合Met对人

肝癌HepG2细胞是否具有协同抗肿瘤作用、AMPK及

mTOR在此过程中发挥怎样的作用需要进一步研究。

1 材料

1.1 细胞系

人肝癌 HepG2细胞，购自中科院上海细胞库，

接种于含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培养基中，

37 ℃、含 5%二氧化碳的培养箱中培养，实验中使用

对数生长期的细胞。

1.2 药物及主要试剂

2-DG（货号C1624064），购自阿拉丁试剂公司；

二甲双胍（货号 P1201167），购自 Adamask-beta 公

司；RPMI-1640（货号 27117002），购自美国 corning

公司；胎牛血清（货号 NR02953），购自上海双洳生

物科技有限公司；刃天青（货号H1629141），购自阿

拉丁试剂；Mitotracker线粒体深红色荧光探针（货号

40743ES50），购自上海翊圣生物科技有限公司；活

性氧检测试剂盒（货号 S0033）、SDS-PAGE 凝胶配

制试剂盒（货号 P0012A），购自碧云天生物技术；

Rapamycin（ 货 号 S1039）、Compound C（ 货 号

S7840），购自 Selleck；Cleave-Caspase 3 抗体（货号

9661）、P-AMPK抗体（货号 2535）、P-mTOR抗体（货

号 2971）及 β - actin 抗体（货号 4970），购自 Cell

Signaling Technology。

1.3 主要仪器

离心机，购自上海安亭科学仪器厂；生物安全

柜，购自海尔集团；CO2培养箱，购自美国纽埃尔；

IX71 型倒置显微镜，购自日本 OLYMPUS；Synergy

HT酶标仪，购自美国博腾；Cell Insight CX7细胞高

内涵筛选系统，购自美国赛默飞世尔科技公司。

2 方法

2.1 刃天青法检测细胞活力

细胞以 3 000/孔的密度接种于 96 孔板，CO2培

养箱常规培养 24 h后，弃去上清，分别加入 2-DG（0、

0.25、0.50、1.00、2.00 mmol / L）、Met（0、2、4、8、16

mmol/L）、2-DG（0.25、0.50、1.00 mmol/L）+Met（0、3

mmol/L），对照组加入等体积溶剂，继续培养 72 h。

细胞培养结束后，弃上清，每孔加入 100 μL的刃天

青染色液（1 mg/mL，完全培养基 1∶9稀释），37 ℃反

应 3 h。反应结束后，震荡混匀，酶标仪 535 nm 激

发，595 nm测定吸光度（A）值，并计算生长抑制率，

采用Graphpad 6.02计算半数抑制浓度（IC50）值。

生长抑制率＝1－A 给药/A 对照

2.2 联合应用Q值计算

金氏公式是用统计学原理去判断、评价合并用

药疗效的工具，可作为定性判断的依据，其计算公

式如下：

Q＝Ea+b/（Ea+Eb－Ea×Eb）

Ea和Eb为单独用药时的抑制率，Ea+b为联合用药抑制率。

Q值小于 0.85认为具有拮抗作用，大于 0.85小于 1.15时认为

具有相加作用，大于1.15时认为具有协同作用。

2.3 高内涵检测线粒体膜电位及活性氧

细胞以 3 000/孔的密度接种于 96 孔板，CO2培

养箱常规培养 24 h后，弃去上清，分别加入 2-DG（1

mmol/L）、Met（3 mmol/L）、2-DG（1 mmol/L）+Met（3

mmol/L），对照组加入等体积溶剂，继续培养 72 h。

药物处理结束后，100 μL PBS洗涤各孔 2次。按照

试剂盒说明书对荧光探针进行稀释后，各孔加入含

有相应染料的染色液 100 μL。37 ℃培养箱孵育 20

min，孵育结束后 100 μL PBS 洗涤 1 次。各孔加入

100 μL PBS，按照试剂盒说明书上的激发波长进行

激发后检测。每组检查 3个重复孔，每孔检查 9个

视野，应用仪器自带软件对平均荧光强度进行分析。

2.4 蛋白质免疫印迹

细胞以 4.8×104/孔的密度接种于 6孔板，CO2培

养箱常规培养 24 h后，弃去上清，培养结束后，分别

加入 2-DG（1 mmol /L）、Met（3 mmol /L）、2-DG（1

mmol/L）+Met（3 mmol/L），对照组加入等体积溶剂，

继续培养 72 h，进行 Cleave-Caspase 3、P-AMPK、P-

mTOR 蛋白表达检测。收集药物处理的 HepG2 细

胞，加入细胞裂解液裂解细胞。对裂解液进行蛋白

浓度测定及变性处理后，制备SDS-PAGE凝胶，每个

泳道加入 20 μg蛋白样品后开始电泳，积层胶时电

压 60 V，分离胶时电压 120 V。电泳结束后，100 mA

转膜转移 2 h。转移结束后，剪下所要检测的蛋白条

带，5%脱脂牛奶中封闭处理 2 h。封闭完成后，将条

带转移至含有 1∶1 000倍稀释的抗体溶液中 4 ℃封

闭过夜。一抗孵育结束后，PBST洗涤条带 3次，将
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条带转入辣根过氧化物酶标记的第二抗体溶液中，

室温孵育 2 h。孵育结束后，PBST洗涤 3次，凝胶成

像系统进行成像并保存图片。采用Image J软件对条带

进行灰度扫描，以β-actin为内参，计算相对表达量。

2.5 AMPK 抑制剂 Com C、mTOR 的抑制剂 RAP

对细胞活力的影响

细胞以 3 000/孔的密度接种于 96 孔板，CO2培

养箱常规培养 24 h 后，弃去上清，①分别加入 2-

DG（1 mmol/L）、Met（3 mmol/L）、Com C（1 μmol/L）、2-

DG（1 mmol/L）+Met（3 mmol/L）、2-DG（1 mmol/L）+

Met（3 mmol/L）+Com C（1 μmol/L），对照组加入

等体积溶剂 ，继续培养 72 h。②分别加入 2-

DG（1 mmol/L）、Met（3 mmol/L）、Rap（0.2 μmol/L）、

2-DG（1 mmol/L）+Met（3 mmol/L）、2-DG（1 mmol/

L）+Met（3 mmol/L）+Rap（1 μmol/L），对照组加入等

体积溶剂，继续培养 72 h。细胞培养结束后，刃天青

法检测细胞活力，方法同“2.1”项。

2.6 数据处理

计量结果均以¯x ±s表示，采用SPSS 22.0单因素方

差分析（One-wayANOVA）对组间差异进行比较。

3 结果

3.1 对细胞生长抑制率的影响

如图 1 所示，作用 72 h 后，2-DG 及 Met 可浓度

相关性的抑制HepG2细胞生长，其中 2-DG的 IC50值

为 2.45 mmol/L（图 1A），Met的 IC50值为 16.35 mmol/

L（图 1B）。因联合用药涉及两种药物，无法计算

IC50值，采用金氏公式Q值来衡量效果。由图 1C可

知，联合用药后可显著的增加对细胞生长抑制作用，

与同浓度 2-DG组比较差异显著（P＜0.05）。各组Q

值均大于 1.15，具有协同抗肿瘤作用（表 1）。为了

体现联合应用的效果，采用较低生长抑制作用下的

2-DG（1 mmol/L）及Met（3 mmol/L）进行后续研究。

与同浓度2-DG组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs 2-DG group at same concentration

图1 2-DG（A）、Met（B）、2-DG＋Met（C）组细胞生长抑制率曲线（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Fig. 1 Cell growth inhibitory ratio curve of 2-DG (A)，Met (B) and 2-DG + Met (C) groups ( x
    

    
   ±s，，n = 3)

3.2 对凋亡相关指标的影响

3.2.1 对线粒体膜电位 细胞线粒体膜电位降低

可诱导活性氧大量产生，是诱发细胞发生凋亡的重

要因素。Met可选择性的作用于线粒体呼吸链复合

体Ⅰ，对线粒体膜电位、活性氧进行了检测。高内

涵检测结果发现，用药后可以降低细胞内Mitotraker

的荧光强度，其中 2-DG+Met组与对照组比较显著

差异（P＜0.01）。结果见图2。

3.2.2 对活性氧的影响 与对照组比较，给药后细

胞内 DCF-DA 的荧光强度增加，其中 Met、2-DG+

Met 组差异显著（P＜0.05、0.01），结果见图 3。结

合“3.2.1”项结果说明，联合用药后可降低细胞内线

粒体膜电位，同时增加活性氧的产生。

3.2.3 对 Cleace-Caspase 3 蛋白表达的影响 通过

Western Blotting对细胞内活化形式的凋亡执行蛋白

Cleave-Caspase 3水平进行了考察，结果显示，与对

照组比较，给药后细胞内凋亡执行蛋白 Cleave -

Caspase 3的表达增加，其中Met、2-DG+Met组差异

显著（P＜0.05、0.01），2-DG+Met组作用更强，说明

联合用药能促进细胞凋亡的发生。结果见图4。
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表1 联合应用Q值统计表（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Table 1 Q value summary table ( x
    

    
   ±s，n = 3)

2-DG/

（mmol∙L−1）

0.25

0.50

1.00

Ea

0.022 9±0.031 0

0.106 7±0.046 1

0.254 5±0.076 1

Met/

（mmol∙L−1）

3

3

3

Eb

0.184 1±0.064 3

0.184 1±0.064 3

0.184 1±0.064 3

2-DG+Met/

（mmol∙L−1）

0.25+3

0.50+3

1.00+3

Ea+b

0.582 9±0.071 0

0.670 2±0.074 0

0.817 8±0.058 8

Q值

2.874

2.305

1.865

A B C
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3.3 对P-AMPK及P-mTOR的影响

3.3.1 Western Blotting 检测细胞内 P-AMPK、P-

mTOR 蛋白表达 细胞内 AMPK 及 mTOR 通过磷

酸化后可转化为活性形式的 p-AMPK 及 p-mTOR。

通过Western Blotting对细胞内 p-AMPK及 p-mTOR

的表达情况进行考察，结果发现，用药后增加细胞

图3 DCFH-DA染色检测活性氧

Fig. 3 Detection of reactive oxygen species by DCFH-DA staining

图2 Mitotraker染色检测线粒体膜电位

Fig. 2 Detection of mitochondrial membrane potential by Mitotraker staining
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内 p-AMPK的表达水平，同时降低 p-mTOR的表达

水平，与对照组比较，Met、2-DG+Met 组差异显

著（P＜0.05、0.01），其中 2-DG+Met组作用更强。结

果表明，2-DG与Met联合应用后能使细胞内能量感

受器AMPK活化，同时抑制调控细胞生长与增殖的

关键性蛋白激酶mTOR的活化。结果见图5。

3.3.2 AMPK抑制剂 Com C、mTOR的抑制剂 RAP

对细胞生长的影响 加入 AMPK抑制剂 Com C及

mTOR的抑制剂RAP后，考察AMPK及mTOR在此

过程中发挥怎样的作用。结果发现，在加入无毒剂

量的Com C抑制AMPK活化后，与 2-DG+Met组比

较能显著增加对细胞的生长抑制率（P＜0.05）。同

时在加入无毒剂量的 mTOR抑制剂 RAP进一步抑

制mTOR后，与 2-DG+Met组比较也能明显的增加

对细胞的生长抑制作用（P＜0.05）。结果表明，联合

用药后造成 AMPK 活化在该过程中可能起到细胞

保护作用，而联合用药后抑制mTOR的活化对细胞

生长具有抑制作用。结果见图6。

4 讨论

本研究通过 2-DG 联合 Met 作用于人肝癌

HepG2 细胞，考察二者的协同抗肿瘤作用，同时对

AMPK及mTOR进行了考察。结果发现，2-DG联合

Met可以降低细胞线粒体膜电位，增加细胞内活性

氧的产生，诱导细胞发生凋亡，发挥协同抗肿瘤作

用。说明在HepG2细胞中，针对肿瘤细胞的能量代

谢特点，利用糖酵解过程中己糖激酶的竞争性抑制

剂 2-DG抑制肿瘤细胞过度依赖的糖酵解的产能方

式，同时联合氧化磷酸化过程中复合体 I的抑制剂

Met防止氧化磷酸化的产能方式重启，具有可行性。

进一步研究发现，2-DG联合Met应用可使细胞
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图5 Western blotting检测p-AMPK、p-mTOR的蛋白表达（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Fig. 5 Western blotting detection of protein expression of p-AMPK and p-mTOR ( x
    

    
   ±s，，n = 3)

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group

图4 Western Blotting检测凋亡执行蛋白Cleave-Caspase3

的表达（x ±s，n = 3）

Fig. 4 Western Blotting was used to detect expression of

apoptotic protein Cleave-Caspase 3 ( x
    

    
   ±s，，n = 3)
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内 AMPK 活化成 p-AMPK，同时抑制细胞内 mTOR

的活化。而加入AMPK及mTOR抑制剂后，均能增

强联合用药对细胞的生长抑制作用。大量文献报

道，p - AMPK 可以抑制 mTOR 的活化，进而抑制

mTOR信号通路调节的细胞增殖［7］。然而在本研究

中，在加入抑制剂抑制 AMPK的活化后，并未降低

2-DG 联合 Met 引起的细胞生长抑制作用，而抑制

mTOR活化后，能进一步增加联合应用对细胞的生

长抑制作用。Adem［8］及 Isaam［9］等研究发现，在

KC67细胞及 LNCap细胞中，可通过 AMPK非依赖

性的方式抑制mTOR的活化。因此，我们推测联合

应用引起的mTOR活化抑制为AMPK非依赖性的。

而 AMPK 的活化可能是由于联合用药后细胞

内 AMP/ATP 比值升高引起的，活化的 AMPK 可通

过促进细胞内能量代谢相关酶的表达来对抗这种

不利条件［10］，从而发挥细胞保护作用。加入AMPK

抑制剂后会增强联合用药对肿瘤细胞的抑制作用。

糖酵解抑制剂2-DG联合氧化磷酸化抑制剂Met具

有协同抗人肝癌HepG2细胞的作用，其机制与降低细胞

线粒体膜电位，促进活性氧产生、细胞凋亡，以及非

AMPK依赖性的抑制mTOR活化有关。
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图6 抑制AMPK（A）、mTOR（B）考察对联合应用生长抑制率的影响（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Fig. 6 Effect of inhibition of AMPK (A) or mTOR (B) on growth inhibition rate of combined application ( x
    

    
   ±s，，n = 3)
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