
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１４）１７１７８５０５ 论著

ＧＬＰ１受体激动剂艾塞那肽对肿瘤细胞增殖、迁移的影响
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　　［摘要］　目的　目的 通过体外细胞实验观察胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ１）受体激动剂艾塞那肽
对乳腺癌、结肠癌、胰腺癌３种肿瘤细胞增殖、迁移的影响。方法 　选取乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞、结肠癌ＨＣＴ１１６细胞、
胰腺癌ＨＳ７６６Ｔ细胞作为研究对象，每种细胞分为对照组、二甲双胍组、艾塞那肽组。利用 ＣＣＫ８分别检测３种肿瘤细胞
艾塞那肽干预７２ｈ后的增殖能力；利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法观察培养１２ｈ后３种肿瘤细胞的迁移能力。结果　 艾塞那肽组
与对照组相比，ＭＤＡＭＢ２３１细胞、ＨＣＴ１１６细胞的增殖受到明显抑制（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），而 ＨＳ７６６Ｔ细胞增殖无影响
（Ｐ＞０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外细胞迁移实验结果显示，艾塞那肽组与对照组相比，ＭＤＡＭＢ２３１细胞、ＨＣＴ１１６细胞迁移受
到明显抑制（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），但ＨＳ７６６Ｔ细胞迁移却显著增加（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＧＬＰ１受体激动剂艾塞那肽可以
抑制乳腺癌、结肠癌细胞的增殖与迁移，不影响胰腺癌细胞增殖，却促进其迁移，其对不同肿瘤细胞的影响具有差异性。

　　［关键词］　 艾塞那肽；乳腺肿瘤；结肠肿瘤；胰腺肿瘤；肿瘤细胞，培养的
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　　近年来，随着糖尿病合并肿瘤患者增多，其所选降
糖药对肿瘤的影响引起了广泛关注［１］。有研究发现

胰岛素可以通过 ＩＧＦ１受体促进细胞增殖，这可能导
致恶性肿瘤发生［２］；同时也有研究发现不同降糖药还

与某些特定肿瘤有关，如甘精胰岛素增加肝癌等恶性

肿瘤发生风险［３－４］，吡咯列酮增加膀胱癌发生风

险［５－６］，然而二甲双胍对子宫内膜癌、乳腺癌却有抑制

作用等［７－８］。

　　目前，胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，
ＧＬＰ１）受体激动剂艾塞那肽逐渐被广泛用于糖尿病
患者血糖控制，但其是否影响肿瘤发生和发展的临床

用药安全性也备受关注。有研究表明 ＧＬＰ１受体广
泛分布于多种组织，包括脑、心、肺、胃、肠、胰腺

等［９－１０］，激活该受体可以直接促进细胞增殖和提高细

胞生存能力［１１］。Ｓｉｍｏｎｓｅｎ等［１２］研究发现 ＧＬＰ１受体
激动剂能够对胃肠道施加类似生长因子的作用，ＧＬＰ１
受体的持续激活，可导致糖尿病患者结肠癌发生［１３］。

也有研究报道啮齿类动物使用艾塞那肽和利拉鲁肽可

诱发甲状腺Ｃ细胞增生及甲状腺癌［１４－１５］。且Ｍｅｔａ分
析证实ＧＬＰ１受体激动剂并不增加急性胰腺炎及胰
腺癌发生率［１６］。

　　鉴于研究ＧＬＰ１受体激动剂对肿瘤细胞的生物学
性状影响可能对指导糖尿病合并肿瘤患者用药有着重

要意义。我们选取了糖尿病合并肿瘤发生率最多的３
种肿瘤———乳腺癌、结肠癌、胰腺癌作为研究对象，其目

的是通过体外细胞实验观察ＧＬＰ１受体激动剂艾塞那肽
对人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、人结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６
和人胰腺癌细胞ＨＳ７６６Ｔ增殖与迁移能力的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料及试剂
　　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、人结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、人胰
腺癌细胞 ＨＳ７６６Ｔ购自中科院上海细胞库。胎牛血清购自
Ｇｉｂｃｏ公司，ＤＭＥＭ（高糖）培养基购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，０．２５％胰
酶、ＣＣＫ８购自碧云天公司，二甲双胍购自成都川力公司，艾塞

那肽购自阿斯利康公司。

１．２　细胞培养及传代
　　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、人结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、人胰
腺癌细胞ＨＳ７６６Ｔ培养于含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培
养基，在３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养，显微镜下观察细胞生
长至７０％～８０％时，常规用０．２５％胰酶消化传代。实验所用
细胞均处于对数生长期。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　实验分组（ｎ＝３）：①空白对照组，②二甲双胍组（２０ｍｍｏｌ／Ｌ），
③艾塞那肽组（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）。ＰＢＳ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍、
５０ｎｍｏｌ／Ｌ艾塞那肽按组别分别作用０、２４、４８、７２ｈ。按 ＣＣＫ８
试剂说明书操作，每组设３个复孔，同时再设３个复孔只加细
胞培养液以及ＣＣＫ８调零。以酶标仪测量波长４５０ｎｍ处光密
度值［Ｄ（４５０）］。实验重复３次，以Ｘ轴为时间、Ｙ轴为Ｄ（４５０）
值制作细胞增殖曲线。

１．４　细胞迁移功能检测
　　实验分组（ｎ＝３）：①空白对照组；②二甲双胍组（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）；
③艾塞那肽组（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）。使用含０．１％ＢＳＡ的无血清培养
基混悬、稀释，然后细胞计数，调整细胞数为１×１０５，分别吸取
１００μＬ细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，同时上室加入
ＰＢＳ、２０ｍｍｏｌ／Ｌ二甲双胍、５０ｎｍｏｌ／Ｌ艾塞那肽，下室中加入含
１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ高糖培养基。３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱培
养１２ｈ，取出上室，自然风干，多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ溶液
清洗２ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色，在光镜下（１００×）观察，随机选
取１０个视野的细胞进行计数，结果取均值。实验重复３次。

１．５　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，２组数据均值
比较采用独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　艾塞那肽对 ＭＤＡＭＢ２３１、ＨＣＴ１１６、ＨＳ７６６Ｔ细
胞增殖的影响

　　与对照组比较，艾塞那肽干预７２ｈ后，ＭＤＡＭＢ２３１细胞、
ＨＣＴ１１６细胞增殖受到明显抑制（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）；ＨＳ７６６Ｔ
细胞增殖不明显（Ｐ＞０．０５，图１）。二甲双胍组与对照组比较，
ＭＤＡＭＢ２３１细胞、ＨＳ７６６Ｔ细胞增殖受到明显抑制（Ｐ＜００１），
而ＨＣＴ１１６细胞增殖无影响（Ｐ＞０．０５）。
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Ａ：ＭＤＡＭＢ２３１细胞；Ｂ：ＨＣＴ１１６细胞；Ｃ：ＨＳ７６６Ｔ细胞　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　ＣＣＫ８法检测各组ＭＤＡＭＢ２３１、ＨＣＴ１１６、ＨＳ７６６Ｔ细胞增殖
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图２　结晶紫染色观察各组ＭＤＡＭＢ２３１、ＨＣＴ１１６、ＨＳ７６６Ｔ细胞迁移能力　（×１００）

２．２　艾塞那肽对 ＭＤＡＭＢ２３１、ＨＣＴ１１６、ＨＳ７６６Ｔ细
胞迁移功能的影响

　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外细胞迁移实验结果（图２、表１）显示，与对照

组比较，艾塞那肽抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁移能力（Ｐ＜

００１），对ＨＣＴ１１６细胞迁移能力也有抑制作用（Ｐ＜０．０５），并

增加ＨＳ７６６Ｔ细胞迁移能力（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，二甲

双胍组ＨＣＴ１１６细胞迁移能力被抑制（Ｐ＜００１），二甲双胍对

ＭＤＡＭＢ２３１细胞、ＨＳ７６６Ｔ细胞迁移能力无影响（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组ＭＤＡＭＢ２３１、ＨＣＴ１１６、ＨＳ７６６Ｔ细胞迁移数

（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＭＤＡＭＢ２３１ ＨＣＴ１１６ ＨＳ７６６Ｔ

对照组　　 ３６．４０±８．８２ ２６．２０±６．６８ １０２．３０±１０．６６

二甲双胍组 ２８．９０±７．８２ １３．２０±６．０９ａ １２６．７０±９．６２

艾塞那肽组 １８．１０±５．８２ａ ２１．２０±５．３５ａ １６５．４０±２１．６６ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

３　讨论

　　自１９１０年Ｍａｙｎａｒｄ提出糖尿病与肿瘤相关以来，
已经证实糖尿病与肿瘤具有高胰岛素血症、炎症细胞

因子、ＩＧＦ－１等共同生物学发病机制，与此同时，有大
量队列研究、观察性研究等临床流行病学研究已经证

实糖尿病能增加多种肿瘤发生率，尤其是乳腺癌、结肠

癌、胰腺癌［１７－１８］。然而，不同的降糖药可能通过降低

细胞周期蛋白表达、激活Ｐ５３基因诱导细胞凋亡、调控
肿瘤因子的表达等机制影响肿瘤细胞的发生与发展。

因此，随着糖尿病合并肿瘤的患者逐渐增多，这类患者

的降糖方案选择引起重视。作为２００５年上市的新降
糖药，ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽对肿瘤生物学性状相关
研究影响成为近年来大家关注的研究热点。

　　本实验发现二甲双胍可以显著抑制ＭＤＡＭＢ２３１
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细胞、ＨＳ７６６Ｔ细胞增殖，其对上述两种细胞迁移无影
响。而二甲双胍对 ＨＣＴ１１６细胞增殖虽无影响，却对
该细胞的迁移能力有抑制作用。ＢｅｎＳａｈｒａ等［１９］研究

发现二甲双胍可以通过激活 ＡＭＰＫ，抑制下游细胞周
期蛋白的表达，从而抑制细胞增殖。而Ｈｗａｎｇ等［２０］研

究证明二甲双胍抑制肿瘤细胞的转移可能是通过降低

ＭＭＰ９表达来实现。
　　我们实验发现 ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽干预７２ｈ
后可以显著抑制乳腺癌细胞以及结肠癌细胞增殖，但

是对于胰腺癌细胞增殖无明显影响。ＧＬＰ１激动剂主
要通过ＧＬＰ１受体发挥作用，Ｌｉｇｕｍｓｋｙ等［２１］研究发现

乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１具有选择性 ＧＬＰ１受体，
ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽可以通过激活 ｃＡＭＰ抑制乳腺
癌细胞增殖，同时艾塞那肽还可以激活 Ｐ３８。然而已
证实Ｐ３８参与抑制细胞增殖和促进细胞凋亡［２２］，正好

解释了艾塞那肽抑制乳腺癌细胞的增殖的现象。

Ｋｏｅｈｌｅｒ等［２３］研究证实小鼠来源结肠癌细胞 ＣＴ２６表
达有ＧＬＰ１受体，但结肠癌细胞 ＳＷ４８０、ＨＴ２９却没有
ＧＬＰ１受体表达，因此，艾塞那肽可以通过其受体抑制
ＧＳＫ３的合成，从而抑制 ＣＴ２６细胞增殖诱导其凋亡。
我们的实验推测其抑制结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６增殖可能
系激活 ＧＬＰ１受体起作用。Ｑｕｏｙｅｒ等［２４］研究显示

ＧＬＰ１激动剂激活 ＧＬＰ１受体后影响其下游 ＰＫＡ介
导的Ｅｒｋ１／２信号通路促进胰腺β细胞增殖，抑制其凋
亡，其长期使用对胰腺潜在致癌性已经引起大家关注。

Ｅｌａｓｈｏｆｆ等［１４］研究发现ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽相对其
他降糖药物可以增加无症状慢性胰腺炎风险，而慢性

胰腺炎可以导致细胞炎症因子、活性氧水平等改变，使

其成为胰腺癌的高危因素。Ｋｏｅｈｌｅｒ等［２５］体外实验研究

证实ＨＳ７６６Ｔ中有ＧＬＰ１受体表达，但ＧＬＰ１激动剂并
没有通过ＧＬＰ１受体调节胰腺肿瘤细胞增殖、凋亡。
　　近年来关于 ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽的体外实验
多局限于对肿瘤细胞增殖影响，其对肿瘤细胞迁移能

力影响却未证实，且机制不明确。我们实验发现 ＧＬＰ
１激动剂艾塞那肽抑制乳腺癌细胞、结肠癌细胞增殖
同时，并对其迁移能力也有显著抑制作用。艾塞那肽

虽然对胰腺癌细胞增殖没有明显影响，但我们却惊奇

发现其可以促进ＨＳ７６６Ｔ细胞迁移。然而，自从 Ｌｉｏｔｔａ
第一次报道以来，很多研究证明肿瘤细胞的侵袭迁移

必须突破细胞外基质，基质金属蛋白酶 ＭＭＰｓ是降解
细胞外基质最重要的蛋白水解酶之一，已有研究证实

ＭＭＰｓ家族中的ＭＭＰ２、ＭＭＰ９与结肠癌、胰腺癌等消
化系统肿瘤转移关系最为密切［２６－２８］。Ｒａｄｅｎｋｏｖｉｃ等［２９］

研究也认为ＭＭＰ２、ＭＭＰ９可以对乳腺癌的诊断提供
临床参考，并认为 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９阳性是乳腺癌患者
的独立预后因素。最近，Ｈｅｏ等［３０］研究证实发生乳腺

癌转移的患者ＭＭＰ２、ＭＭＰ９血清水平较没有乳腺癌
转移的患者血清水平高，这提示 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９可能
参与了乳腺癌转移。Ｌａｉ等［３１］研究认为增加 ＭＭＰ２
和 ＭＭＰ９表达水平可以增加肿瘤细胞迁移能力，
ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９除了提高肿瘤细胞迁移能力以外，
还能为肿瘤细胞的扩散生长创造必需的微环境。因

此，我们推测 ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽影响乳腺癌、结
肠癌、胰腺癌细胞迁移能力，可能通过调节 ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９表达水平实现。
　　综上所述，ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽可以抑制结肠
癌、乳腺癌细胞的增殖与迁移，虽不能促进胰腺癌细胞

增殖，但是可以促进其迁移。从目前结果可见 ＧＬＰ１
激动剂艾塞那肽可以用于糖尿病合并乳腺癌、结肠癌

患者，但不推荐糖尿病合并胰腺癌患者使用。我们推

测ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽可以影响肿瘤细胞的生物
学性状，且对不同肿瘤的影响具有差异性，但本实验只

是初步研究，还需要进一步研究 ＧＬＰ１激动剂艾塞那
肽影响上述肿瘤细胞增殖与迁移的机制，以期为明确

降糖药ＧＬＰ１激动剂艾塞那肽与肿瘤的关系提供更
多重要依据。总之，系统评价研究不同的降糖药物对

不同肿瘤细胞生物学性状的影响具有现实意义。
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