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 · 论著 ·

苯乙双胍联合己糖激酶抑制剂诱导三阴性乳腺癌细胞凋亡

叶琳岚，贺春晖，朱旭婷，李　霞 （江南大学附属医院药学部, 江苏 无锡 214122）

［摘要］　目的　 探讨降糖药物苯乙双胍联合己糖激酶抑制剂 2-脱氧葡萄糖（2-DG）对三阴性乳腺癌细胞 4T1 和 MDA-
MB-231 凋亡作用的影响。方法　苯乙双胍单独或联合 2-DG 处理 4T1 与 MDA-MB-231 细胞 48 h，用 SRB 法检测细胞的增

殖，流式细胞术检测细胞凋亡，试剂盒检测培养上清液中葡萄糖消耗量和乳酸含量，多功能化学发光仪检测线粒体呼吸链复

合物 I 活性，海马能量检测仪测定细胞线粒体耗氧量 (OCR)。结果　苯乙双胍组的 4T1 与 MDA-MB-231 细胞上清液己糖激

酶表达量（4.6±0.17，3.73±0.21），葡萄糖消耗量（356±31，397±42）μg/105 个细胞，乳酸浓度（5.59±0.52，7.83±0.78）μmol/L 均高于

空白组的已糖激酶表达量（1±0.15，1±0.12），葡萄糖消耗量（289±25，301±32）μg/105 个细胞，乳酸浓度（2.37±0.18，4.01±0.45）μmol/L
（P < 0.01）；苯乙双胍联用 2-DG 组的细胞存活率（64.63±2.28，51.97±2.29）% ，即使降低 90% 剂量，仍高于苯乙双胍组（86.70±
1.83，85.53±1.46）%（P<0.001），两药联用极大地促进了 4T1 与 MDA-MB-231 细胞的凋亡，此外，相比于苯乙双胍组（5.59±0.52，
7.83±0.78）μmol/L，苯乙双胍与 2-DG 联用组（3.46±0.37，5.18±0.62）μmol/L 细胞的乳酸产量也大大下降（P<0.01）；与苯乙双胍

或 2-DG 单药组相比，苯乙双胍联合 2-DG 组可显著抑制荷瘤小鼠体内肿瘤的生长速度（P<0.01）；苯乙双胍联合 2-DG 组荷

瘤小鼠中位生存时间 72.5 d，高于苯乙双胍组 57 d、2-DG 组 55.5 d（P<0.01），苯乙双胍联合 2-DG 可以延长荷瘤小鼠生存时

间。结论　己糖激酶抑制剂 2-DG 显著增强了苯乙双胍对三阴性乳腺癌细胞的治疗作用。

［关键词］　苯乙双胍；三阴性乳腺癌；2-脱氧葡萄糖；氧化磷酸化；有氧糖酵解

［中图分类号］　R966　　　［文献标志码］　A　　　［文章编号］　1006-0111（2022）03-0248-06
［DOI］　10.12206/j.issn.1006-0111.202103045

Hexokinase  inhibitor  2-deoxyglucose  combined  with  phenformin  induces  cell
apoptosis of triple-negative breast cancer
YE Linlan, HE Chunhui, ZHU Xuting, LI Xia（Department of Pharmacy, Affiliated Hospital of Jiangnan University, Wuxi 214122,
China）

［Abstract］　 Objective　 To investigate the effect of phenformin combined with hexokinase inhibitor 2-deoxyglucose (2-
DG)  on  the  treatment  of  triple-negative  breast  cancer  cell  lines  4T1  and  MDA-MB-231. Methods　 Following  treatment  with
phenformin, 2-DG or phenformin combined with 2-DG on 4T1 and MDA-MB-231 cells for 48 h, the cell proliferation in each group
was detected by SRB and the apoptosis of cells was detected by flow cytometry. The concentration of glucose and lactic acid in cell
culture supernatant  was  detected  by  ELISA.  The  activity  of  mitochondrial  respiratory  chain  complex  Ⅰ was  detected  by
FlexStation3  and  the  mitochondrial  oxygen  consumption  (OCR)  was  assayed  with  the  Seahorse  X  Fe  Analyzer. Results　 The
hexokinase  expression  (4.6±0.17,3.73±0.21),  glucose  consumption  (356±31， 397±42)  μg/105 cells  ,  Lactic  acid  concentration
(5.59±0.52,  7.83±0.78)  μmol/L  in  the  supernatant  of  4T1 and  MDA-MB-231 cells  in  Phenformin  group were  higher  than  that  in
control group ( 1±0.15，1±0.12 ) , ( 289±25，301±32) μg/105cells , ( 2.37±0.18，4.01±0.45) μmol/L (P < 0.01). Even if the dose was
reduced by 90%, the cell viability of phenformin combined with 2-DG group (64.63±2.28, 51.97±2.29) % was still higher than that
of phenformin group (86.70±1.83, 85.53±1.46) % (P<0.001). The combination of the two drugs significantly promoted the apoptosis
of  4T1  and  MDA-MB-231.  In  addition,  compared  with  the  phenformin  group  (5.59±0.52,  7.83±0.78)  μmol/L,  the  phenformin
combined  with  2-DG  group  (3.46±0.37,  5.18±0.62)  μmol/L  cell  lactic  acid  production  also  greatly  reduced  (P<0.01).  Compared
with the phenformin or 2-DG single-drug group, the phenformin combined with 2-DG group can significantly inhibit the growth rate
of tumors in tumor-bearing mice (P<0.01). The median survival time of tumor-bearing mice in the phenformin combined with 2-DG
group was 72.5 d, which was higher than that in the phenformin group 57 d and 2-DG group 55.5 d (P<0.01). Conclusion　 Hexokinase
inhibitor 2-DG significantly enhances the therapeutic effects of phenformin on triple-negative breast cancer cells.

［Key words］　phenformin；triple-negative breast cancer；2-deoxyglucose；oxidative phosphorylation；aerobic glycolysis
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三阴性乳腺癌（ triple-negative  breast  cancer，
TNBC）临床特点表现为转移能力强、复发率高和

患者预后差，是目前威胁女性健康常见的恶性肿瘤

之一[1-3]。由于其细胞表面不表达孕酮受体、雌激

素受体以及表皮生长因子受体，使得常规靶向疗法

对 TNBC 收效甚微，目前临床治疗手段仍以传统的

化疗为主。然而 TNBC 除了不表达多种激素受体

外，往往也伴随着乳腺癌基因（breast cancer gene，
BRCA）等多种基因的突变[4-6]，导致其成为一种高

度异质性的肿瘤类型，易对化疗药物产生抗性，进

一步增加了治疗难度。

代谢旺盛的肿瘤细胞能量供应高度依赖有

氧糖酵解产生的 ATP，越来越多的研究表明，线粒

体氧化磷酸化（oxidative phosphorylation，OXPHOS）
对肿瘤细胞糖类、脂类及蛋白质类三大营养物

质的相互转化和氧化还原反应的平衡有着重要

的作用 [7-8]。在多种流行病学、临床和实验室研

究中证实，糖代谢抑制剂、线粒体呼吸链阻滞剂

等具有显著的抗肿瘤作用 [9]。因此，在正常细胞

可承受范围内，靶向破坏肿瘤细胞的糖代谢以

及干扰呼吸链的电子传递，是目前肿瘤治疗的

新策略。

二甲双胍以其良好的安全性和耐受性，在糖尿

病临床治疗中被广泛应用[10]。越来越多的研究表

明，以二甲双胍为代表的双胍类药物对多种肿瘤具

有抑制作用[11-12]。苯乙双胍是比二甲双胍作用强

50 倍的线粒体复合物 I 抑制剂[13]。然而，苯乙双胍

作为一种抗肿瘤药物却难以获得各国药品管理部

门的批准，主要原因是其副作用会产生大量的乳

酸，易引起严重的乳酸性酸血症[14-16]。因此，联用

其他辅助药物以降低苯乙双胍的使用剂量，在可控

的不良反应内达到有效的抗肿瘤作用，是目前肿瘤

临床治疗研究的新策略。

笔者将以肿瘤细胞能量代谢为突破点，研究低

剂量的苯乙双胍联合己糖激酶抑制剂 2-DG 对 TNBC
的治疗作用，为将来针对 TNBC 的耐药和复发而进

行的临床治疗提供新的策略。 

1    材料
 

1.1    实验动物及细胞

40 只 SPF 级雌性 6 周龄 BALB/c 小鼠，体质

量（20±2）g，购自浙江省实验动物中心，许可证号：

SCXK（浙）2016-0002。小鼠三阴性乳腺癌细胞系

4T1 和人三阴性乳腺癌细胞系 MBA-MD-231（中国

医学科学院基础医学研究所细胞资源中心）。 

1.2    实验试剂

苯乙双胍（Selleck 公司）；2-脱氧葡萄糖（Sigma
公司）；RNA 反转录试剂盒（ABI 公司）；FITC-
annexin Ⅴ/PI 凋亡染色试剂盒（BD 公司）；葡萄糖

含量检测试剂盒、乳酸含量（LA）检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）；海马细胞线粒体压力检测

试剂盒（Agilent 公司）。 

2    方法
 

2.1    细胞分组及药物处理

分别将 1×105 个 4T1 或 MDA-MB-231 细胞接

种到 6 孔板中，每组设 3 个复孔。实验分为空白对

照组、苯乙双胍（100 μmol/L）组、2-DG（2 mmol/L）
组和联用组（苯乙双胍：10 μmol/L；2-DG：200 μmol/L）。
作用 48 h 后，用 0.25% 的胰蛋白酶消化细胞，获得

单细胞悬液，用于后续的细胞增殖和凋亡检测。 

2.2    流式细胞仪检测细胞凋亡

药物处理细胞 48 h 后，收集各组细胞悬液，

4℃ 500×g 离心 5 min。弃上清液，每管加入 1 ml
冷 PBS 重悬细胞，离心后弃上清液，清洗细胞。加

入 100 μl 1×偶联缓冲液重悬细胞，然后每管分别加

入 2 μl annexin Ⅴ和 PI，4℃ 避光孵育 30 min。加

入 400 μl PBS 重悬细胞，流式细胞仪检测各组细胞

凋亡的情况。 

2.3    葡萄糖和乳酸浓度的测定

各组细胞处理 48 h 后，收集细胞培养上清液，

分别用葡萄糖含量检测试剂盒和乳酸含量检测试

剂盒测定葡萄糖和乳酸浓度，同时收集细胞并计数。 

2.4    线粒体耗氧量（OCR）的测定

用海马细胞线粒体压力检测试剂盒测定 4T1
或 MDA-MB-231 细胞的线粒体 OCR。细胞用药

物预处理 24 h，在评估前 8 h，以 6×105 个细胞/孔的

最佳培养密度将细胞转移到 XF 微板上，使细胞贴

壁。用调节好 pH 7.4 的培养基对细胞进行清洗，在

无 CO2 培养箱中平衡 1 h。ABC 孔分别加入寡霉

素、线粒体解偶联剂（FCCP）、鱼藤酮和抗霉素 A 后，

上机检测。 

2.5    动物实验的分组及处理

分为空白（PBS）组、苯乙双胍（1 mg/kg）组、2-
DG（5 mg/kg）组和联用组（苯乙双胍：0.1 mg/kg；2-
DG：0.5 mg/kg），每组 10 只小鼠。1×105 个 4T1 细

胞原位接种到 BALB/c 小鼠乳腺脂肪垫内，待肿瘤

生长至 5 mm×5 mm 左右时，荷瘤小鼠开始给药治

疗，并每天测量肿瘤的大小。各给药组小鼠按 50 μl
体积瘤内注射给予，对照组给予等体积的 PBS，每
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2 d 给药 1 次。连续给药 10 次后，观察荷瘤小鼠的

肿瘤大小并记录各组小鼠的死亡时间。 

3    统计学分析

x̄

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析。实验数

据用 ( ±s ) 表示，两组间比较用 t 检验，多组的组间

比较采用单因素方差分析，动物生存时间比较采

用 Kaplan-Meier 法。 

4    结果
 

4.1    苯乙双胍下调 4T1 或 MDA-MB-231 细胞线

粒体 OCR
为检测苯乙双胍对线粒体呼吸的影响，将

100  μmol/L 苯乙双胍分别作用于 4T1 和 MDA-
MB-231 细胞，24 h 后收获细胞，海马生物能量分析

仪检测细胞 OCR 水平。结果表明，苯乙双胍孵育

24 h 后，MDA-MB-231 或 4T1 细胞线粒体 OCR 与

空白组相比显著降低（图 1）。 

4.2    苯乙双胍对 4T1 或 MDA-MB-231 细胞有氧

糖酵解的影响

100 μmol/L 苯乙双胍处理 4T1 和 MDA-MB-
231 细胞 48 h 后，检测细胞上清液中己糖激酶表达

量、葡萄糖以及乳酸浓度。结果显示， 4T1 和

MDA-MB-231 细胞上清液中己糖激酶表达量，苯

乙双胍给药组（4.6±0.17，3.73±0.21，n=3）明显高于

空白组（1±0.15，1±0.12, n=3），组间有显著性差异

（P<0. 001），表明苯乙双胍可在基因水平显著上调

己糖激酶的表达（图 2A）；4T1 和 MDA-MB-231 细

胞上清中葡萄糖消耗量，苯乙双胍给药组（356±31，
397±42， n=3） μg/105 个 细 胞 明 显 高 于 空 白 组

（289±25，301±32，n=3）μg/105 细胞，组间有显著性

差异（P < 0. 05），表明苯乙双胍能促进细胞摄取更

多的葡萄糖，致使培养基中葡萄糖含量显著增加

（图 2B）；4T1 和 MDA-MB-231 细胞上清中乳酸浓

度，苯乙双胍给药组（5.59±0.52, 7.83±0.78, n=3）μmol/L
明显高于空白组（2.37±0.18，4.01±0.45，n=3）μmol/L，
组间有显著性差异（P < 0.01），表明苯乙双胍能显

著促进培养上清液中乳酸的产生（图 2C）。 

4.3    苯乙双胍联合 2-DG 诱导三阴性乳腺癌细胞

凋亡

由于苯乙双胍可上调 4T1 和 MDA-MB-231 细

胞的有氧糖酵解，因此当我们联用低剂量的己糖激

酶抑制剂 2-DG 时，三阴性乳腺癌细胞会发生什么

变化呢？结果显示，与空白组相比，单用苯乙双胍
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图 1    苯乙双胍对三阴性乳腺癌细胞 OCR的影响

注：A.MDA-MB-231 细胞 OCR 水平；B.4T1 细胞 OCR 水平
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或 2-DG 均能显著降低 4T1 与 MDA-MB-231 细胞

存活率（P<0.01）（表 1，图 3）；与苯乙双胍或 2-DG
单药组相比，苯乙双胍联用 2-DG，即使降低 90%
剂量，仍然可以显著降低 4T1 与 MDA-MB-231 细

胞的存活率（P<0.001）（表 1，图 3），以上结果表明，

苯乙双胍联用 2-DG 能显著促进三阴性乳腺癌细

胞的凋亡。与此同时，检测细胞上清液中的乳酸含

量，相比苯乙双胍组（5.59±0.52，7.83±0.78，n=3）
μmol/L， 苯 乙 双 胍 与 2-DG 联 用 组 （ 3.46±0.37，
5.18±0.62，n=3）μmol/L 细胞的乳酸产量也大幅下

降（P < 0.01）（图 4）。 

4.4    苯乙双胍联用 2-DG 显著抑制 4T1 肿瘤的生长

为了进一步验证苯乙双胍联合 2-DG 在体内

抗肿瘤的效果，我们将 4T1 细胞原位接种到小鼠乳

腺脂肪垫中，并分别给予单药治疗或联合治疗，观

察肿瘤的生长速度以及荷瘤小鼠的生存时间。结

果显示，与苯乙双胍或 2-DG 单药组相比，苯乙双

胍联合 2-DG 组可显著抑制荷瘤小鼠体内肿瘤的

生长速度（P<0.01）（图 5A）。此外，苯乙双胍联合

2-DG 组荷瘤小鼠中位生存时间为 72.5 d，高于苯

乙双胍组（57 d）、2-DG 组（55.5 d）、空白组组（50.5 d），
差异有统计学意义（P<0.01）（图 5B），表明苯乙双

胍联合 2-DG 可以延长荷瘤小鼠生存时间。 
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图 3    苯乙双胍联合 2-DG对三阴性乳腺癌细胞凋亡的影响 (`x±s , n=3)
注：A. 苯乙双胍（100 μmol/L）、2-DG（2 mmol/L）、苯乙双胍（100 ng/ml）联合 2-DG（20 nmol/L）处理 MDA-MB-231，流式细胞仪检测细胞凋亡

情况；B. 苯乙双胍（100 μmol/L）、2-DG（2 mmol/L）、苯乙双胍（100 ng/ml）联合 2-DG（20 nmol/L）处理 4T1，流式细胞仪检测细胞凋亡情况；
* P < 0. 05, ** P<0. 01, *** P<0. 001，与空白组比较

 

 

表 1    苯乙双胍联合 2-DG对三阴性乳腺癌细胞凋亡的影响

[`x±s , n = 3，存活率 (%)] 
组别 4T1 MDA-MB-231

空白组（PBS） 96.37±2.31 97.63±1.46

苯乙双胍组（100 μmol/L） 86.70±1.83 * 85.53±1.46 **

2-DG（2 mmol/L） 81.27±2.16** 80.67±4.07**

苯乙双胍+2-DG组(苯乙双胍:
10 μmol/L，2-DG: 200 μmol/L) 64.63±2.28*** 51.97±2.29***

*P<0. 05，**P<0.01，***P<0.001，与空白组比较
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5    讨论

二甲双胍等双胍类糖尿病治疗药物，能够通过

抑制线粒体复合物 I 来降低细胞内 ATP 水平。线

粒体复合物 I 的损伤会降低 NADH 氧化为 NAD+，
这是维持 TCA 循环功能的关键反应，并最终导致

抑制氧化磷酸化。前期研究表明，二甲双胍表现出

显著的抗肿瘤作用。苯乙双胍与二甲双胍具有非

常相似的代谢特征，而苯乙双胍的效力更强[17-18]。

由于乳酸性酸中毒病死率高，2 型糖尿病临床治疗

不再使用苯乙双胍作为一线药物[19]。 然而作为一

种抗癌药物，因其较低的有效剂量和较短的疗程，

与糖尿病临床治疗大有不同，苯乙双胍被认为最有

希望替代二甲双胍的双胍类药物[20-22]。

本研究采用小鼠三阴性乳腺癌细胞系 4T1 和

人三阴性乳腺癌细胞系 MBA-MD-231 作为研究对

象，发现苯乙双胍可显著抑制其线粒体氧化磷酸

化，并上调肿瘤细胞的糖酵解。当加入己糖激酶抑

制剂 2-DG 时，糖酵解途径被阻断，肿瘤细胞被迫

使用氧化磷酸化来获取 ATP，在此情况下，细胞对

苯乙双胍更加敏感。基于该项发现，采用苯乙双胍

联用 2-DG 治疗三阴性乳腺癌细胞。动物体内外

结果表明，苯乙双胍联用 2-DG 可显著增加 4T1 细

胞和 MBA-MD-231 细胞的死亡率，并延长荷瘤小

鼠的生存时间。除了对这两种糖代谢方式双重抑

制作用外，联用 2-DG 带来的另一个优势是可大大

降低苯乙双胍的使用剂量，从而减轻苯乙双胍代谢

产生的乳酸对机体的不良作用。

综上所述，通过苯乙双胍联用 2-DG，可显著增

强苯乙双胍对三阴性乳腺癌的凋亡作用，并降低其

使用剂量，减轻不良反应，这一发现为三阴性乳腺

癌的临床治疗提供新的策略。
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