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二甲双胍下调谷胱甘肽 S 转移酶和拓扑异构酶 αⅡ 对 SiHa/cDDP 增殖的抑
制作用 
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摘  要：目的  探讨二甲双胍下调谷胱甘肽 S 转移酶（GSTpi）和拓扑异构酶 αⅡ （TopIIα）对顺铂（cDDP）耐药的宫颈癌

细胞系SiHa/cDDP增殖的抑制作用。方法  构建 SiHa/cDDP耐药细胞株并进行鉴定。CCK8法测定 cDDP对 SiHa和SiHa/cDDP
细胞的抑制率；绘制 SiHa、SiHa/cDDP 细胞的生长曲线，按 Patterson 公式计算 SiHa 和 SiHa/cDDP 细胞的群体倍增时间；观

察 cDDP 对 SiHa、SiHa/cDDP 细胞形态的影响；CCK8 法测定不同浓度二甲双胍对 SiHa 和 SiHa/cDDP 细胞的抑制率；细胞

迁移实验、Transwell细胞侵袭实验分别检测二甲双胍对 SiHa、SiHa/cDDP细胞侧向迁移能力及纵向迁移能力的影响；RT-qPCR
法检测 SiHa/cDDP细胞较 SiHa 细胞GSTpi、TopIIα mRNA的表达变化，以及二甲双胍对 SiHa/cDDP细胞作用后GSTpi、TopIIα 
mRNA 的表达变化。结果  cDDP 对 SiHa、SiHa/cDDP 细胞的抑制作用与 cDDP 的浓度正相关，相同浓度下对 SiHa/cDDP
细胞的抑制率明显低于对 SiHa 细胞的抑制率（P＜0.01）；SiHa、SiHa/cDDP 细胞的群体倍增时间分别为（30.69±0.58）、

（38.39±1.05）h，比较差异具有统计学意义（P＜0.001）；顺铂对 SiHa 细胞形态的影响较大，而对 SiHa/cDDP 细胞基本没

有影响；二甲双胍对 SiHa、SiHa/cDDP 细胞生长均有抑制作用，抑制率与二甲双胍浓度正相关，相同浓度下对 SiHa/cDDP
细胞的抑制率明显高于对 SiHa 细胞的抑制率（P＜0.01）；与 SiHa 细胞相比，二甲双胍能更明显抑制 SiHa/cDDP 细胞迁移

和侵袭（P＜0.01）；RT-qPCR 结果显示，与 SiHa 细胞相比，SiHa/cDDP 中 GSTpi、TopIIα mRNA 的表达明显升高（P＜0.01、
0.05），且二甲双胍能抑制 SiHa/cDDP 细胞中 GSTpi、TopIIαmRNA 的表达（P＜0.01）。结论  二甲双胍能通过下调 GSTpi、TopIIα
的表达抑制 SiHa/cDDP 的增殖、侵袭和迁移。 
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Inhibition of metformin on SiHa/cDDP cells proliferation by down-regulating 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of metformin on SiHa/cDDP cells proliferation by down-regulating GSTpi and TopIIα. 
Methods  SiHa/cDDP cells were constructed and authenticated. The inhibition rates of cDDP on SiHa and SiHa/cDDP cells were 
estimated by Cell Counting Kit-8 (CCK8) assay. Cell growth curve of SiHa and SiHa/cDDP cells was drawed, and population doubling 
time of SiHa and SiHa/cDDP cells was calculated by the manner of Patterson formula. The effects of cDDP on the morphology of SiHa 
and SiHa/cDDP cells were observed. The inhibition rates of metformin in different concentration on SiHa and SiHa/cDDP cells were 
estimated by CCK8 assay. The effects of metformin on SiHa and SiHa/cDDP cells were detected by wound healing assay to evaluate 
lateral migration, and by transwell assay to evaluate longitudinal migration, respectively. Changes of expression of GSTpi and TopIIα  
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mRNA in SiHa/cDDP cells compared with those in SiHa cells were detected by RT-qPCR, and changes of expression of GSTpi and 
TopIIα mRNA in SiHa/cDDP cells treated with metformin were detected. Results  The inhibition of cDDP on SiHa and SiHa/cDDP 
cells was positively correlated with the concentration of cDDP. The inhibition rate in SiHa/cDDP cells was significantly lower than that 
in SiHa cells (P < 0.01) under the same concentration of cDDP. The population doubling time of SiHa and SiHa/cDDP cells was 
(30.69 ± 0.58) h and (38.39 ± 1.05) h respectively, (P < 0.001). Cisplatin had a significant effect on the morphology of SiHa cells, but 
had few effects on SiHa/cDDP cells. Metformin inhibited the growth of both SiHa and SiHa/cDDP cells, with positively correlated with 
the concentration of merformin. The inhibition rate in SiHa/cDDP cells was significantly higher than that in SiHa cells (P < 0.01) under 
the same concentration of merformin. Compared with SiHa cells, metformin inhibited the migration and invasion of SiHa/cDDP cells 
more significantly (P < 0.01). RT-qPCR results showed that the expression of GSTpi, and TopIIα mRNA in SiHa/cDDP cells was 
significantly higher than that in SiHa cells (P < 0.01, 0.05), and metformin could inhibit mRNA expression of GSTpi, TopIIα in 
SiHa/cDDP cells (P < 0.01). Concousion  Metformin inhibits SiHa/cDDP cells proliferation, motility, and invasiveness by 
down-regulating expression levels of genes GSTpi and TopIIα. 
Key words: metformin; GSTpi; TopIIα; cisplatin resistant; cervical cancer 
 

宫颈癌是全世界女性 4 大常见癌症之一。据报

道，全球宫颈癌的死亡率有 85%是发生在发展中国

家[1]。在中国，宫颈癌发病率逐年升高，并有年轻

化的趋势[2]。故为宫颈癌患者寻找有效的治疗方法

和药物是迫切需求的。顺铂（cDDP）是 20 世纪 60
年代发现的一种铂类化合物，为目前临床治疗多种

癌症最有效的化疗药物之一。据统计，治疗包括宫

颈癌在内的多种癌症（如头颈癌、非小细胞肺癌、

胃癌、膀胱癌等）的一线化疗药物都优先使用顺铂。

然而，反复使用顺铂经常会引起肿瘤对药物的获得

性耐药[3]，这可能是导致很多癌症化疗失败的一个

重要原因[4]。所以，针对已经对顺铂产生耐药的宫

颈癌，如果能够找到一种新的、有效的、副作用少

的治疗或辅助治疗药物，将大大提升宫颈癌患者的

治疗效果，这对于降低宫颈癌的死亡率具有重要的

意义。 
二甲双胍是一种用于降低 2 型糖尿病患者血糖

水平的口服药物[5]。近年研究发现二甲双胍能够降

低 2 型糖尿病患者患癌的风险[6-7]，对乳腺癌细胞[8-9]、

肝癌细胞[10]生长均有抑制作用。还有研究发现，二

甲双胍对 p53 缺陷型结直肠癌患者具有放射增敏作

用[11]。通过激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）和

抑制哺乳动物雷帕霉素靶点（mTOR），二甲双胍对

乳腺癌细胞有杀伤和放射增敏作用，并优先杀死肿

瘤干细胞[12]。同时，本实验室前期的研究结果显示，

二甲双胍具有抑制宫颈癌侵袭的作用，在与奈非那

韦联合用药时发挥明显的抗肿瘤效应[13]；且可以破

坏 LncRNA MALAT1/miR-142-5p 海绵，抑制宫颈癌

细胞增殖[14]。基于这些研究结果，为了探讨二甲双

胍对顺铂耐药的宫颈癌细胞是否有抑制作用，本研

究首先构建了顺铂耐药的宫颈癌细胞系 SiHa/cDDP，
并以 SiHa 细胞作为对照细胞，检测了二甲双胍对两

株细胞的抑制作用及其侧向与纵向迁移能力的影

响，结果发现与 SiHa 细胞相比，二甲双胍可明显下

调耐药相关基因谷胱甘肽 S 转移酶（GSTpi）和拓

扑异构酶Ⅱα（TopIIɑ）mRNA 表达，抑制 SiHa/cDDP
细胞增殖、侵袭和迁移。本研究将为二甲双胍抑制

肿瘤耐药提供实验依据。 
1  材料 
1.1  细胞 

人宫颈鳞癌 SiHa 细胞系（HTB-35）来自美国

菌种保藏中心（ATCC）。 
1.2  试剂及仪器 

顺铂（2 mL∶10 mg，齐鲁制药有限公司，产

品批号 1A1A1605021A）；二甲双胍（0.5 g/片，中

美上海施贵宝制药，产品批号 AAL7649）；胎牛血

清 FBS（美国 Gibco 公司）；DMEM 培养基（美国

Gibco 公司）；CCK8 试剂（日本株式会社同仁化学

研究所）；Transwell 小室（8.0 μm，美国 Corning 公

司）；结晶紫（北京雷根生物技术有限公司）；RNA
抽提试剂盒 Quick-RNATM Miniprep Plus Kit（美国

Zymo Research 生物科技公司）；甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）、GSTpi、TopⅡα的 qPCR 引物[生工

生物工程（上海）股份有限公司]，序列：GAPDH
正义： CGACCACTTTGTCAAGCTCA ，反义：

CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT ； GSTpi 正 义 ：

CACTCAAAGCCTCCTGCCTA，反义：TGCTGGTC 
CTTCCCATAGAG；TopⅡα正义：GCTGGATCAGT 
GGCTGAAAT，反义：AATGGGCTGCAAGAGGTTTA。

美国 GE Amersham 酶标仪。 
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2  方法 
2.1  细胞培养 
2.1.1  SiHa 细胞的培养  采用含 10%（100 mL/L）
胎牛血清、100 U/L 青霉素、100 U/L 链霉素的

DMEM 培养基，将 SiHa 细胞置于 37 ℃、5% CO2

饱和湿度的细胞培养箱中培养，细胞培养 2～3 d 更

换培养基，待细胞生长至 80%左右时，予 0.25%（2.5 
g/L）胰酶消化、传代培养。 
2.1.2  SiHa/cDDP 耐药细胞株的构建与鉴定  采用

逐步提高培养基中顺铂浓度的方法进行 SiHa/cDDP
耐药细胞系的诱导培养。简而言之，SiHa 细胞先在

低浓度（0.5 μg/mL）的顺铂培养基中进行刺激培养，

待其稳定生长并传代后，提高一个顺铂的浓度等级

重复该过程，以此类推。参考文献报道[16-17]并根据

细胞生长情况适度调整，研究中使用的顺铂诱导浓

度依次为 0.5、0.8、1.0、1.5、2.0、3.0 μg/mL，每个

浓度的刺激时间约 4 周。获得能在含有 3.0 μg/mL
顺铂的培养基中稳定生长，并可传代及冻存的耐药

细胞系 SiHa/cDDP。诱导成功的 SiHa/cDDP 细胞在

2.1.1 项的基础上添加 3.0 μg/mL 的顺铂进行培养。 
2.2  顺铂对宫颈癌细胞的抑制作用 
2.2.1  顺铂对 SiHa 和 SiHa/cDDP 细胞的抑制率  取
对数生长期的 SiHa、SiHa/cDDP细胞以每孔含 4 000
个细胞的密度接种于 96 孔板中，设立 3 个复孔。培

养 24 h 后，更换培养基为含顺铂的 DMEM 完全培

养基，顺铂从最高浓度 25 μg/mL 开始，倍比稀释成

5 个梯度（通过预实验来确定浓度范围）：25.0、12.5、
6.25、3.13、1.56 μg/mL，和一组不含顺铂的空白对

照。培养 48 h 后，去除孔板中的培养基，加入含 10% 
CCK8 的 DMEM 完全培养基，每孔 100 μL。此时加

入一组无细胞，含 10% CCK8 的 DMEM 完全培养

基复孔作为吸光值的背景对照。继续培养 4 h 后，

于酶标仪上进行 450 nm 处吸光度（A）值的测定。

以空白对照细胞活率为 100%，计算抑制率。 
抑制率＝1−[（A 药物－A 背景）/（A 空白－A 背景）] 

2.2.2  倍增时间  取对数生长期 SiHa、SiHa/cDPP
细胞分别制成单细胞悬液，以每孔 1×104 个细胞接

种至 24 孔板，设置 3 个复孔，置于培养箱培养，分

别于培养 24、48、72、96、120、144、168 h 各取 3
孔细胞进行台酚蓝染色计活细胞数。以培养时间为横

坐标、活细胞数为纵坐标绘制两株细胞的生长曲线。

按照 Patterson 公式[15]计算细胞群体倍增时间（Td）。 
Td＝ΔT·lg2/lgNt/N0 

Nt为终末细胞数，N0为初始细胞数，ΔT 为 Nt～N0的时间。 

2.2.3  顺铂对宫颈癌细胞形态的影响  取对数生长

期的 SiHa、SiHa/cDDP 细胞经胰酶消化，收集细胞

并计数，各取 1×106 个细胞接种于 6 孔板内，两种

细胞均使用含 3.0 μg/mL 顺铂的培养基进行培养，

每两天换液，并置于倒置显微镜下观察，比较两种

细胞的形态、大小以及生长状态并拍照。 
2.3  二甲双胍对宫颈癌细胞的抑制作用 

按照 2.2.1 项下实验方法测定二甲双胍对宫颈

癌细胞的抑制率。二甲双胍从最高浓度 10.00 mmol/L
开始（通过预实验来确定浓度范围），倍比稀释设置

6 个梯度：10.00、5.00、2.50、1.25、0.63、0.31 mmol/L，
和一组不含二甲双胍的空白对照。 
2.4  二甲双胍对宫颈癌细胞侧向迁移的影响 

于 6 孔板的背面画两条平行的直线作为参考标

记，取对数生长期的 SiHa、SiHa/cDDP 细胞经胰酶

消化，收集细胞并计数，分别以每孔 1×106 个细胞

接种于 6 孔板内，常规培养 24 h 后见各组细胞达到

90%以上融合度，弃培养基，垂直于孔板背面的直

线划痕，间隔 0.5～1 cm 划 3～4 条平行线，PBS 清洗

脱落的细胞 2次，加入不同浓度的二甲双胍：0 mmol/L
（对照）、2.5、10 mmol/L，且含 1% BSA 的无血清

DMEM 培养基，将 6 孔板放于倒置显微镜下，每孔

至少选取 3 个视野观察划痕位置并拍照，做好标记；

再将细胞重新放回培养箱培养，48 h 后以同样的方法

在选取的视野处观察并拍照。并计算不同浓度二甲双

胍对宫颈癌细胞侧向迁移的迁移率和迁移抑制率。 
迁移率＝（D0 h－D48 h）/D0 h（D 为划痕宽度） 

迁移抑制率＝1－药物组迁移率/对照组迁移率 

2.5  二甲双胍对宫颈癌细胞纵向迁移的影响 
取对数生长期的 SiHa、SiHa/cDDP 细胞经胰酶

消化，收集细胞并计数，分别以每孔 1×106 个细胞

种于 6 孔板内，常规培养 24 h 后，弃培养基，分别

加入含不同浓度二甲双胍：0 mmol/L（对照）、2.5、
10 mmol/L 的 DMEM 完全培养基，继续培养 48 h
后备用。将 Matrigel 基质胶在冰浴条件下用冰浴的

无血清培养液稀释至 300 μg/L，每个 transwell 小室

加入 100 μL 稀释后的基质胶，于 37 ℃孵育 1 h 后，

将残留的培养液吸出；将二甲双胍处理培养 48 h 后

的 SiHa、SiHa/cDDP 细胞经胰酶消化，收集细胞后，

用含 1% FBS 的 DMEM 培养基重悬细胞并计数，调

整细胞浓度为 1×105/L，向 24 孔板中的 Transwell
小室内分别加入 200 μL 细胞悬液，加入 500 μL 含
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15% FBS 的 DMEM 培养基，将 24 孔板放置培养箱培

养 48 h；取出小室，弃培养液后，将小室置于含 95%
乙醇的 24 孔板中固定 30 min，0.1%结晶紫室温染色

20 min，用棉签刮去小室内的细胞和基质胶，清水冲

洗小室至水流没有颜色为止。在镜下观察并拍照，每

个小室随机取 3 个视野（100 倍）计数细胞；计算不

同浓度二甲双胍对宫颈癌细胞纵向迁移的抑制率。 
迁移抑制率＝1－药物组迁移细胞数/对照组迁移细胞数 

2.6  二甲双胍对 SiHa/cDDP 细胞 GSTpi 和 TopIIɑ
基因表达的影响 

取对数生长期的 SiHa、SiHa/cDDP 细胞经胰酶

消化，收集细胞并计数，分别以每孔 5×105 个细胞

接种于 6 孔板内，两种细胞分别设置一个对照组，

SiHa/cDDP 细胞设置两个药物组，置于培养箱培养。

在培养 24、48、72 h 时，弃培养基，对照组使用正

常培养基换液，两个药物组分别使用含2.5、10 mmol/L
二甲双胍的培养基进行换液。最后一次换液后继续

培养 24 h，胰酶消化并收集细胞，PBS 洗两遍后，

各取约 1×106 个细胞按 RNA 抽提试剂盒说明书对

细胞进行总 RNA 的抽提；取 1 μg 总 RNA 按反转

录试剂盒说明书合成 cDNA 第一链；以 cDNA 为模

板，GAPDH 为内参，分别对 GSTpi、TopIIα 基因

进行 qPCR 检测，反应条件为 94 ℃变性 30 s，60 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 20 s，进行 40 个循环。按下

列公式计算不同浓度二甲双胍对宫颈癌细胞

GSTpi、TopIIα基因水平表达的影响。 
mRNA Fold＝2n 

n＝−（ΔΔCt） 

ΔΔCt＝ΔCt（各组）－ΔCt（SiHa 对照组） 

ΔCt=Ct（GSTpi/TopIIα）－Ct（GAPDH） 

2.7  统计学分析 
使用 SPSS 19.0 统计分析软件对实验结果进行

统计分析，数据以⎯x±s 表示，组间差异比较采用非

配对 t 检验。 
3  结果 
3.1  顺铂对宫颈癌细胞的抑制作用 
3.1.1  抑制率  CCK8 结果显示，SiHa、SiHa/cDDP
细胞随着培养液中顺铂浓度的增加，所受抑制作用

也逐渐增强，呈现浓度相关性。与对照组比较，SiHa
细胞在顺铂为 1.56 μg/L 时，抑制率就有明显差异

（P＜0.05），而 SiHa/cDDP 细胞在顺铂为 12.5 μg/L
时才有明显差异；相同顺铂浓度下，SiHa/cDDP 细

胞受顺铂的抑制作用均明显低于 SiHa 细胞（P＜

0.01），不同浓度顺铂对 SiHa 和 SiHa/cDDP 细胞的

抑制率见表 1。 

表 1  不同浓度顺铂对 SiHa 和 SiHa/cDDP 细胞的抑制率 
（⎯x ± s，n = 3） 

Table 1  Inhibition rate of SiHa and SiHa/cDDP cells treated 
with different concentration of cDDP (⎯x ± s, n = 3 ) 

抑制率/% 
组别 剂量/(μg·L−1)

SiHa SiHa/cDDP 

对照 — 0 0 

cDDP  1.56 29.13±5.35∗ －0.83±1.17▲▲

  3.13  57.06±4.08∗∗   2.61±1.55▲▲

  6.25  78.47±2.15∗∗   1.46±0.98▲▲

 12.50   89.38±2.54∗∗∗    3.89±1.57∗▲▲

 25.00   97.08±0.64∗∗∗   18.46±1.48∗▲▲

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与同一剂量

下 SiHa 细胞比较：▲▲P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ▲▲P < 0.01  

vs SiHa cell in the same dosage 

3.1.2  倍增时间  SiHa、SiHa/cDDP 细胞的生长曲

线见图 1，根据 Patterson 公式计算得 SiHa、SiHa/ 
cDDP 细胞群体倍增时间分别为（30.69±0.58）、
（38.39±1.05）h，耐药细胞株 SiHa/cDDP 的生长速

度明显减慢（P＜0.001）。 

 

图 1  SiHa、SiHa/cDDP 细胞的生长曲线 
Fig. 1  Growth curves of SiHa and SiHa/cDDP cell lines 

3.2  顺铂对宫颈癌细胞形态的影响 
SiHa、SiHa/cDDP 细胞在含有 3 μg/L 顺铂的培

养基中培养，细胞形态见图 2。培养 2 d 时，SiHa
细胞较 SiHa/cDDP 细胞贴壁较好，数量更多，细胞

形状也更规则；培养 4 d 时，SiHa/cDDP 细胞的整

体状态反而比 SiHa 细胞更好，SiHa 细胞数量变少；

培养 6 d 时，SiHa 细胞已死亡大部分，个别存活的

细胞体积变大，出现带“触角”形状的细胞，而

SiHa/cDDP 长势更好。 
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图 2  顺铂对 SiHa、SiHa/cDDP 细胞形态的影响 

Fig. 2  Effects of cDDP on morphology of SiHa and SiHa/cDDP 
cell lines 

3.3  二甲双胍对宫颈癌细胞的抑制作用 
CCK8 结果显示，SiHa、SiHa/cDDP 细胞随着

培养液中二甲双胍浓度的增加，所受抑制作用也逐

渐增强，呈现浓度相关性，见表 2。与对照组比较，

SiHa 细胞在二甲双胍为 0.63 mmol/L 时，抑制率开

始有明显差异（P＜0.05），而 SiHa/cDDP 细胞在二

甲双胍为 0.31 mmol/L 时就有明显差异；不同二甲

双胍浓度下，SiHa/cDDP 细胞受二甲双胍的抑制作

用均明显高于 SiHa 细胞（P＜0.01）。结果表明

SiHa/cDDP 比 SiHa 对二甲双胍更加敏感。 

表 2  不同浓度二甲双胍对 SiHa 和 SiHa/cDDP 细胞的抑制

率（⎯x ± s，n = 3） 
Table 2  Inhibition rate of SiHa and SiHa/cDDP cells treated 

with different concentration of metformin (⎯x ± s, n = 3 ) 

抑制率/% 
组别 剂量/(mmol·L−1) 

SiHa SiHa/cDDP 

对照 — 0 0 

二甲双胍  0.31  1.13±0.66 20.20±0.89∗▲▲

  0.63  5.74±1.25∗ 26.19±3.17∗▲▲

  1.25 12.37±1.79∗  44.64±1.22∗∗▲▲

  2.50  22.62±1.18∗∗  50.90±3.30∗∗▲▲

  5.00  27.40±1.36∗∗  60.14±3.15∗∗▲▲

 10.00  39.19±4.47∗∗  73.50±2.33∗∗▲▲

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与同一剂量下 SiHa 细胞比

较：▲▲P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ▲▲P < 0.01 vs SiHa cell in 

the same dosage  

3.4  二甲双胍对宫颈癌细胞侧向迁移的影响 
迁移实验结果显示，相比于 0、48 h 后 SiHa 细

胞、SiHa/cDDP 细胞的对照组有明显的愈合，二甲双

胍 2.5、10 mmol/L 组的细胞愈合程度依次减弱；且

SiHa/cDDP 细胞的愈合能力均比 SiHa 细胞对应组

的要低，见图 3。定量分析结果显示，两株细胞愈

合能力（迁移率）随二甲双胍浓度增加而降低，与

各自的对照组相比，均有明显差异（P＜0.01）；迁

移抑制率的计算结果显示，SiHa/cDDP 细胞比 SiHa
细胞在 2.5、10 mmol/L 二甲双胍的作用下所受到的

抑制作用均更加明显（P＜0.01、0.05），见表 3。结

果表明 SiHa/cDDP 比 SiHa 对二甲双胍更加敏感。 

 

图 3  二甲双胍对 SiHa、SiHa/cDDP 细胞侧向迁移能力的

影响 
Fig. 3  Effects of metformin on lateral migration of SiHa and 

SiHa/cDDP cell lines 

3.5  二甲双胍对宫颈癌细胞纵向迁移的影响 
Transwell侵袭实验结果显示SiHa细胞、SiHa/cDDP

细胞在 2.5、10 mmol/L 二甲双胍的作用下，穿膜细

胞数逐渐减少，见图 4；定量分析显示，两株细胞

在 2.5、10 mmol/L 二甲双胍的作用下穿膜细胞数与

各组的对照组相比，均有明显差异（P＜0.01），见

表 4。侵袭抑制率的计算结果显示，SiHa/cDDP 细

胞比 SiHa 细胞在 2.5、10 mmol/L 二甲双胍的作用下

所受到的抑制作用均更加明显（P＜0.05），见表 4。 
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表 3  二甲双胍对宫颈癌细胞侧向迁移的影响（⎯x ± s，n = 3） 
Table 3  Effects of metformin on lateral migration of SiHa and SiHa/cDDP cell lines (⎯x ± s, n = 3 ) 

SiHa SiHa/cDDP 
组别 剂量/(mmol·L−1) 

迁移率/% 迁移抑制率/% 迁移率/% 迁移抑制率/% 

对照 — 41.24±2.98 0 19.64±1.27 0 

二甲双胍   2.5  23.47±1.41∗∗ 43.09±3.42   7.72±0.79∗∗  60.67±4.02▲▲ 

 10  16.69±0.24∗∗ 59.52±0.60   4.19±1.09∗∗ 78.68±5.53▲ 

与对照组比较： **P＜0.01；与同一剂量下 SiHa 细胞比较：▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05  ▲▲P < 0.01 vs SiHa cell in the same dosage 

图 4  二甲双胍对 SiHa、SiHa/cDDP 细胞侧向迁移能力的影响 

Fig. 4  Effects of metformin on lateral migration of SiHa and 
SiHa/cDDP cell lines 

3.6  二甲双胍对 SiHa/cDDP 细胞 GSTpi 和 TopIIα
基因表达的影响 

RT-qPCR 结果显示，相比于 SiHa 细胞，SiHa/ 
cDDP 细胞中 GSTpi mRNA 的表达明显升高（P＜
0.01）、TopIIα mRNA 的表达明显升高（P＜0.05）；
SiHa/cDDP 细胞经二甲双胍作用后，GSTpi、TopIIα 
mRNA的表达与SiHa/cDDP对照组相比均不同程度

地降低，10 mmol/L 二甲双胍处理组的降低水平均

有明显差异（P＜0.05）。二甲双胍对 SiHa/cDDP 细

胞 GSTpi 和 TopIIα基因表达的影响见表 5。 

表 4  二甲双胍对宫颈癌细胞纵向迁移的影响（⎯x ± s，n = 3） 
Table 4  Effects of metformin on longitudinal migration of SiHa and SiHa/cDDP cell lines (⎯x ± s, n = 3 ) 

SiHa SiHa/cDDP 
组别 剂量/(mmol·L−1) 

穿膜细胞数 侵袭抑制率/% 穿膜细胞数 侵袭抑制率/% 

对照 — 70.00±2.65 0 64.67±5.03 0 

二甲双胍   2.5  25.67±2.08∗∗ 63.33±0.03  17.00±2.00∗∗ 73.71±0.03▲ 

 10   9.00±1.00∗∗ 87.14±0.01   3.67±1.15∗∗ 94.33±0.02▲ 

与对照组比较： **P＜0.01；与同一剂量下 SiHa 细胞比较：▲P＜0.05 
**P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05 vs SiHa cell in the same dosage 

表 5  二甲双胍对 SiHa/cDDP 细胞 GSTpi 和 TopIIα基因表

达的影响（⎯x ± s，n = 3） 
Table 5  Effects of metformin on mRNA expression for GSTpi 

and TopIIα in SiHa/cDDP cells (⎯x ± s, n = 3 ) 

组别 剂量/(mmol·L−1) GSTpi TopIIα 

SiHa — 1.02±0.26 1.02±0.25

SiHa/cDDP — 17.21±5.08∗∗  5.31±1.69∗

二甲双胍   2.5 9.59±2.11 4.43±1.05

 10  6.89±1.29▲  2.25±0.35▲

与 SiHa 细胞比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 SiHa/cDDP 细胞比较：
▲P＜0.05 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs SiHa cell; ▲P < 0.05 vs SiHa/cDDP cell 

4  讨论 
宫颈癌是全球妇女中仅次于乳腺癌的常见恶性

肿瘤，其死亡率为妇女恶性肿瘤之首，其侵袭转移

是患者治疗失败和死亡的主要原因之一。同时，顺

铂耐药也是临床上宫颈癌在药物治疗过程中经常遇

到的难题。研究表明顺铂耐药机制涉及到多种因素，

包括药物摄取减少，药物外流增加，细胞内谷胱甘

肽（GSH）增加等[18]。针对其作用机制，有研究显

示可以通过药物干预来反转或抵抗顺铂耐药，如去

甲基化试剂 5-aza-CdR 通过抑制 DNA 甲基转移酶，

从而随着 DNA 的拓扑学变化协同增加了 cDDP 的

抗肿瘤作用[19]。二甲双胍对肿瘤细胞的干预作用[8-9]
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以及放射增敏作用[12]提示其可能对耐药细胞保持

着敏感性，那么二甲双胍对耐药的宫颈癌是否也保

持着敏感性值得探究。按常规的药物浓度梯度诱导

法[17]，本研究成功建立了宫颈癌细胞系 SiHa/cDDP，
为深入研究宫颈癌顺铂耐药机制和筛选耐药逆转剂

提供了实验材料。 
肿瘤细胞的群体倍增时间反映了细胞的增殖速

度。研究认为肿瘤细胞的增殖速度越快，对化疗越

敏感，反之，肿瘤细胞的增殖速度越慢，对化疗的

敏感性就越低[20]。本研究中，耐药细胞系SiHa/cDDP
较亲代细胞 SiHa，群体倍增时间延长，表示其对顺

铂的敏感性下降。那么耐药细胞对二甲双胍的敏感

性如何，本研究通过测定二甲双胍对 SiHa 细胞、

SiHa/cDDP 细胞作用 48 h 后发现，对 cDDP 耐药的

SiHa/cDDP 细胞，对二甲双胍并不耐药，而是比其

亲代细胞（SiHa）更加敏感。既然如此，本研究采

用了经典的划痕实验和侵袭实验来进一步探讨耐药

细胞 SiHa/cDDP 与其亲代细胞 SiHa 在二甲双胍的

作用下，其迁移能力和侵袭能力所受到的影响，结

果一致地表明，顺铂耐药细胞系 SiHa/cDDP 的侧向

迁移能力、纵向迁移能力受二甲双胍的影响均比其

亲代细胞 SiHa 更加明显，表明耐药细胞对二甲双胍

更加敏感。随后，从耐药相关基因的表达水平来分

析耐药细胞受二甲双胍的影响。 
GSTpi 催化 GSH 的巯基和多种体内外来源的

亲电化合物结合，形成极性较大的复合物，这些复

合物可以被多药耐药蛋白和 P-糖蛋白等泵出体外，

从而实现它的解毒作用。但同时，大多数化疗药物

也可被 GSTpi 催化和 GSH 结合形成 GSH-药物复合

物，同样易被上述多药耐药相关蛋白泵出体外，使

抗肿瘤药物在体内作用时间变短，不能有效发挥作

用，导致临床上发生严重的肿瘤细胞多药耐药（代

谢性耐药）[21]。2018 年发表的 1 篇报道表明，GSTpi
在宫颈癌细胞的调控和进展中起着至关重要的作

用，二者在宫颈癌肿瘤进展中均被上调，通过 NF-κB
和 MAP 激酶途径参与细胞维持、细胞存活和细胞

应激反应，当敲除 GSTpi 基因时，细胞的凋亡逃逸

受到抑制，肿瘤细胞的增殖明显减少，该研究认为

GSTpi 是治疗宫颈癌的新生物标志物和潜在治疗靶

点 [22]。本研究中，二甲双胍抑制宫颈癌细胞

SiHa/cDDP 增殖且下调 GSTpi，但其机制尚不明确，

还需要进行更深入的研究。 
TopIIα 蛋白在肿瘤的耐药中起到非常重要的作

用，它调节染色体的聚合与染色单体的分离，其表

达水平的变化与耐药性的发生有关[23]。本研究中，

TopIIα mRNA 在 SiHa/cDDP 细胞中的表达比在

SiHa 细胞的要高，表明 SiHa 细胞对顺铂耐药后，

TopIIα被上调，而当 SiHa/cDDP 细胞在受到二甲双

胍作用后，TopIIα mRNA 的表达下降，这与 SiHa
受顺铂作用的结果刚好相反，也解释了二甲双胍对

SiHa/cDDP 细胞比对 SiHa 更加敏感的原因。Kaplan
等[24]报道了 TopIIα、MSH 2 和 MLH 1 表达水平的

降低可能在乳腺癌对依托泊苷的化疗耐药发生中起

重要作用，这里是 TopIIα的降低与乳腺癌对依托泊

苷耐药的发生有关，与本研究中 TopIIα的降低与二

甲双胍对顺铂耐药性宫颈癌细胞逆耐药的结果似乎

是相反的，提示二甲双胍在不同肿瘤细胞中对不同

药物耐药机制的影响可能不同，或 TopIIα在不同肿

瘤细胞中对于不同药物耐药的变化不同，这些研究

都非常具有挑战性，需要进一步深入。 
综上所述，二甲双胍对顺铂耐药的宫颈癌细胞

SiHa/cDDP 比对其亲代细胞 SiHa 更加敏感，这为二

甲双胍治疗顺铂耐药的宫颈癌提供了实验依据。 
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