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二甲双胍联合单次高剂量放疗对

小鼠非小细胞肺癌治疗机制和效果

李慧超 1 赵明娟 2 田 龙 1

1（河北北方学院附属第一医院 张家口 075000）
2（河北省人民医院 石家庄 050000）

摘要 探究二甲双胍联合单次高剂量放疗对小鼠非小细胞肺癌的治疗机制和效果。体外细胞试验：通过细胞

存活曲线评价二甲双胍在不同氧和葡萄糖含量条件下的细胞毒性。体内异种移植瘤试验：将NSCLC-A549细

胞注入小鼠，分为对照组、单独给予二甲双胍组、单独接受单次高剂量放疗组、放疗前1 h给予二甲双胍组和放

疗后 24 h给予二甲双胍组。评价各组肿瘤生长情况，对肿瘤组织进行血流量和组织学分析。体外试验结果显

示：低氧低糖条件下二甲双胍细胞毒性最高。肿瘤生长结果显示：单次高剂量放疗前1 h和后24 h给予二甲双

胍组小鼠肿瘤体积最小（（0.47±0.12）cm3 vs（0.49±0.21）cm3）。血流量分析结果显示：单次高剂量放疗破坏了

肿瘤组织微血管，降低了氧和葡萄糖灌注。组织学分析结果显示：肿瘤组织中心低氧低糖区域细胞优先被二甲

双胍杀死，周围灌注较好区域存在存活细胞。二甲双胍联合单次高剂量放疗可通过改变肿瘤细胞代谢增强毒

性，试验结果为未来二甲双胍联合立体定向放疗提供了理论和数据支持。
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Study on the therapeutic mechanism and effect of metformin combined with

single high-dose radiotherapy in mice with non-small cell lung cancer
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ABSTRACT To explore the therapeutic effect of metformin combined with single high-dose radiotherapy in mice

with non-small cell lung cancer and the mechanism involved. In vitro cell test: the cytotoxicity of metformin under

different oxygen and glucose contents was evaluated using cell survival curves. In vivo xenograft tumor test:

NSCLC-A549 cells were injected into mice, which were then divided into the following five groups: control group,

metformin group, single high-dose radiotherapy group, metformin 1 h before radiotherapy group, and metformin

24 h after radiotherapy group. Growth of the tumor was evaluated in each group, and the blood flow and histology of

the tumor tissues were analyzed. According to the in vitro test results, metformin was the most cytotoxic under
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hypoxic and low-glucose conditions. The in vivo results showed that the tumor volume was the smallest in the mouse

groups administered metformin 1 h before high-dose radiotherapy and 24 h after radiotherapy ((0.47±0.12) cm3 and

(0.49±0.21) cm3, respectively). Blood flow analysis showed that single high-dose radiotherapy destroyed the micro-

vessels of tumor tissue and reduced the perfusion of oxygen and glucose. Histological analysis revealed that cells in

hypoxic and hypoglycemic area of the tumor tissue center were preferentially killed by metformin, whereas there

were viable cells in the surrounding well perfused areas. Metformin combined with single high-dose radiotherapy

enhanced the toxicity by changing tumor cell metabolism. These results provide theoretical and data support for the

future use of metformin combined with stereotactic body radiotherapy.

KEYWORDS Non-small cell lung cancer, Metformin, Single high-dose radiotherapy, Action mechanism

CLC R73-36+1，R734.2

二甲双胍是治疗 II型糖尿病的一线药物，最近

因其在放疗中的细胞毒性而广受关注。有综述归纳

了二甲双胍在非小细胞肺癌（Non-small cell lung

cancer，NSCLC）放疗中的作用机制［1-2］，包括降低细

胞内耗氧量并诱导活性氧（Reactive oxygen species，

ROS）生成 ，激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-

activated protein kinase，AMPK）信号通路、抑制丝裂

原活化蛋白激酶（Mitogen-activated protein kinase，

MAPK）信号传导通路或下调 IGF1水平而停滞细胞

生长周期并促使细胞凋亡和近年来提出的改变肿

瘤细胞代谢［3-4］。

二甲双胍通过抑制糖原而改变肿瘤细胞代

谢［5］，尤其在单次高剂量放疗导致的低糖、低氧条件

下给予二甲双胍可显著提高细胞死亡率［6-7］。目前国

内尚无关于该治疗机制和效果试验。因此，本研究

进行了人NSCLC-A549细胞的体外和体内异种移

植瘤试验，以期检验该治疗机制和效果，从而为未

来二甲双胍同立体定向放疗（Stereotactic body

radiotherapy，SBRT）联合应用奠定理论基础和提供

数据参考。

1 材料和方法

1.1 细胞培养

人 NSCLC-A549 细胞由河北医科大学公共卫

生学院试验室提供。细胞培养于37 °C、5% CO2饱和

湿度培养箱内的含10%胎牛血清的DMEM（美国默

克公司）高糖培养基中（含4.5 mg/mL葡萄糖，下同）

培养，每日更换培养基一次。2~3 d传代后，将处于对

数生长期的细胞接种于两套 96孔板、5×103/孔的新

培养基中。第一套96孔板新培养基分组包括DMEM高

糖培养基对照组、DMEM高糖培养基+5 mg/mL二甲

双胍Aoxygen组、DMEM中糖（含1.0 mg/mL葡萄糖）培

养基+5 mg/mL二甲双胍Bo组、DMEM无糖培养基+

5 mg/mL二甲双胍Co组，以上均购买自湖北午时药

业；每孔设置4个复孔，继续培养4 h、8 h、12 h、16 h。

于培养结束前 2 h每孔加入MTT（5 mg/mL，上海碧

云天公司）10 μL，培养结束后移除孔内培养基，加入

DMSO（100 μL/孔）。于Varioskan LUX酶标仪（美国

赛默飞世尔公司）上检测各孔吸光度值OD490，试验

重复3次。第二套96孔板培养基接种后置于一个持

续注入 5% CO2+95% N2混合气体以模拟低氧环境

的细胞培养箱中，其他条件同前，并分为Ahypoxia、Bho、

Cho组。细胞生存率=试验组OD值/第一套培养基对

照组OD值×100%。

1.2 肿瘤生长评价

SPF级CD-1无胸腺裸小鼠 75只，购自北京维

通利华试验动物技术有限公司，体重 19~20 g，3周

龄。使用微量进样器将 1×105个对数生长期的A549

细胞注射至小鼠右侧腓肠肌中。之后正常饲养小鼠

7 d后用于试验。将小鼠分为 5组进行处理：无任何

处理对照 Am 组、单独给予二甲双胍（腹腔注射，

200 mg/kg，下同）Bm组、单独接受单次高剂量放疗

Cm组、单次高剂量放疗前1 h给予二甲双胍Dm组、单

次高剂量放疗后24 h给予二甲双胍Em组，每组15只

（其中 5只仅用于之后的组织学分析，不用作其他

评价）。

利用 Synergy Platform 加速器（瑞典医科达公

司）对小鼠进行单次高剂量放疗。使用 80 mg/kg氯

胺酮+8 mg/kg甲苯噻嗪麻醉小鼠，调整加速器剂量

率为 6 Gy/min，将小鼠右腿肿瘤置于治疗等中心位

置处，身体其余部分由铅块遮挡，照射2.5 min。肿瘤估算

为球体，每周使用精确到0.1 mm的游标卡尺测量其直

径 3 次，并取平均值，使用公式 4πr3/3计算体积，

以评价42 d内各组选定的10只小鼠肿瘤生长情况。
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1.3 血流量和组织学分析

各组处理完全结束 1 h后，于各组选定的 10只

小鼠尾静脉注射 Na99TcmO4示踪剂（中国同位素公

司）5 MBq。使用 2BY2集成闪烁辐射探测器测量反

映肿瘤组织血流量的放射性计数，并计算平均值。

同时，通过吸入CO2处死用于组织学分析的 5只小

鼠。对肿瘤组织进行解剖并固定于Bouin氏液中，常

规脱水后石蜡包埋并切成厚5 μm的切片。使用二甲

苯脱蜡 ，95% 乙醇脱水后进行苏木精 - 伊红

（Hematoxylin-eosin staining，HE）（上海碧云天公司）

染色。首先使用苏木精染色 5 min，盐酸酒精分化后

再进行伊红染色3 min。最后经不同浓度梯度的二甲

苯和乙醇彻底脱水透明后封盖，在高倍镜（×400）下

观察肿瘤区域损伤情况并拍片。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 19.0软件，对符合正态分布的剂量

资料以“平均值±标准差”表示，组间多重比较采用

LSD-t检验。p<0.05时认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞存活率

两套培养基所有分组A549细胞存活曲线如图

1所示。16 h时第1套培养基中同时段细胞存活率Ao

>Bo>Co；第2套培养基中同时段细胞存活率Aho>Bho>

Cho；总体比较 Ao>Aho>Bo>Bho>Co>Cho。同第 1 套培养

基对照组相比，二甲双胍显著降低了细胞生存率，

且随着低氧低糖条件加剧，生存率逐渐降低。

2.2 肿瘤生长评价

试验前测得小鼠肿瘤平均体积为（0.34±0.14）cm3。

图 2为 42 d时由高至低依次为Am、Bm、Cm、Dm、Em组

小鼠肿瘤体积平均值变化曲线。42 d 时结果为 Am

（1.34±0.39） cm3>Bm（1.19±0.31）cm3>Cm（1.01±

0.24）cm3>Dm（0.47±0.12）cm3>Em（0.49±0.21）cm3。

Dm和Em组间比较差异不具有统计学意义（p>0.05）；

除此之外，两两组间多重比较差异均具有统计学意

义（p<0.05）。Dm同Em结果比较说明，二甲双胍于放

疗前1 h和后24 h给予对结果影响较小；Dm、Em结果

同Am、Bm、Cm比较说明，二甲双胍联合单次高剂量放

疗显著延缓了肿瘤生长。

图1 A549细胞体外试验存活曲线：(a)有氧条件下不同葡萄糖浓度培养基中细胞存活率；
(b)无氧条件下不同葡萄糖浓度培养基中细胞存活率

Fig.1 Survival curves of A549 cell in in vitro test: (a) cell survival rate in different glucose concentrations medium under aerobic
condition; (b) cell survival rate in different glucose concentrations medium under anaerobic condition

图2 小鼠肿瘤体积随时间变化的曲线
（42 d时由高至低依次为Am，Bm，Cm，Dm，Em组）

Fig.2 Curves of tumor volume of mice along with time
(at 42 d, the sequence from high to low is the group of

Am, Bm, Cm, Dm, Em）



辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 2 0 2 2  4 0 : 0 6 0 3 0 1

060301⁃4

2.3 血流量分析

图3为6 min时由高至低依次为Am、Bm、Dm、Cm、

Em 组小鼠肿瘤区域示踪剂测量结果平均值变化

曲线。

由图6可知，6 min时示踪剂所代表的血流量Am

(3.75×106)≈Bm(3.61×106)>Cm(0.94×106)≈Dm(1.02×106)≈

Em（0.85×106）。Am~Em 曲线平均斜率分别为 0.06、

0.10、0.62、0.66、0.69。由此可见，二甲双胍对血流量

变化影响较小，而单次高剂量放疗导致肿瘤区域血

流量迅速减少，从而降低了氧和葡萄糖灌注。

2.4 组织学分析

小鼠组织学分析结果如图 4 所示。对照组

和单独给予二甲双胍组中肿瘤组织未出现显著

变化，HE 染色后肿瘤细胞呈整体聚集分布，中

心部位高密度分布（箭头），无凝固性坏死。单

独接受放疗组中开始出现局部损伤，肿瘤细胞

整体密度开始下降，中心部位高密度分布开始

消失，中心部位凝固性坏死（箭头）开始出现。

放疗前 1 h 给予二甲双胍组和放疗后 24 h 给予

二甲双胍组中肿瘤细胞整体密度显著下降，中

心部位高密度分布完全消失，同时存在更广泛

的凝固性坏死（箭头）。周围组织受损较小且仍

有存活的肿瘤细胞。

3 讨论

二甲双胍在NSCLC放疗中主要基于两类作用

机制。第一种是在低氧条件下，通过降低细胞内耗

氧量并诱导ROS生成。首先，当细胞微环境中氧含

量较低时，二甲双胍通过抑制线粒体电子传递链复

合体Ⅰ促进细胞再氧和。通过阻断细胞的呼吸过程并

降低耗氧量，从而对抗低氧状态下的细胞放疗耐

受。二甲双胍通过抑制线粒体电子传递链复合体Ⅰ和

下调细胞内谷胱甘肽的表达，均会造成ROS水平显

著提高，从而进一步造成细胞损伤和毒性［9］。第二种

是二甲双胍通过激活 AMPK 信号传导通路，抑制

MAPK信号传导通路，或通过降低胰岛素和胰岛素

样生长因子结合蛋白水平而下调 IGF1的水平来停

滞细胞生长周期，最终抑制NSCLC细胞的生长与

增殖并加速凋亡［9］。近年来，国外有研究提出了第三

种机制，即改变肿瘤细胞代谢机制［1］。有研究发现，

二甲双胍仅在禁食诱导的低血糖期间治疗时显著

抑制了接种了人结肠癌细胞的试验小鼠的肿瘤生

长［10］，即肿瘤细胞只在低糖环境下才会对二甲双胍

敏感。深入研究证实，二甲双胍在低血糖环境下作

用机制是促进了 PP2A 下游的糖原合成酶激酶 3β

（GSK3β）过度活化，导致肿瘤细胞中促存活蛋白

MCL-1的表达降低和细胞死亡。而放疗恰恰通过破

坏微血管而改变肿瘤细胞代谢微环境，降低了葡萄

糖水平，从而显著增强了二甲双胍细胞毒性。

本研究体外细胞试验中，通过对两套培养基组

间比较发现，低氧环境下细胞存活率进一步下降，

这是第一种机制作用的结果；通过对两套培养基组

内比较发现，随着细胞微环境中葡萄糖含量下降，

二甲双胍细胞毒性显著增强，细胞存活率也显著下

图3 小鼠肿瘤区域示踪剂测量结果
(6 min时由高至低依次为Am，Bm，Cm，Dm，Em组)

Fig.3 Results of tracer in mice tumor area (at 6 min, the
sequence from high to low is the group of Am, Bm, Cm, Dm, Em)

图4 各组小鼠肿瘤组织HE染色(×400)：(a)对照组；(b)单独给予二甲双胍组；(c)单独接受放疗组；
(d)放疗前1 h给予二甲双胍组；(e)放疗后24 h给予二甲双胍组

Fig.4 HE staining of tumor tissues of mice in each group (×400): (a) control group; (b) metformin alone group; (c) radiotherapy
alone group; (d) metformin 1 h before radiotherapy group; (e) metformin 24 h after radiotherapy group
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降，这是第三种机制作用的结果。

本研究细胞体内异种移植瘤试验的肿瘤生长

评价中，由于单次高剂量放疗破坏了肿瘤细胞微环

境，改变了肿瘤代谢，导致低氧低糖情况，从而显著

增强了二甲双胍细胞毒性，使得不同处理组小鼠肿

瘤体积产生了显著差异。其次，血流量分析结果也

支持了肿瘤生长评价的结论，即单次高剂量放疗损

伤了肿瘤微血管，造成了氧和葡萄糖灌注量下降。

最后，组织学分析中，肿瘤中心部位相较严重的低

氧低糖条件导致该区域细胞被优先杀死。而微血管

破坏程度、细胞微环境和代谢受影响较小的肿瘤周

围区域则依然存在存活的细胞。

总之，由表及里，由浅入深的三个试验结果均

是第三种机制作用的结果。

本试验的意义在于：（1）为未来二甲双胍同

SBRT联合应用提供了理论和数据支持；（2）首次探

讨了二甲双胍单次高剂量放疗前 1 h注入和后 24 h

注入结果差异。目前，国内外研究均关注放疗前注

入结果［11−12］；（3）通过改变肿瘤特定区域代谢优先杀

死细胞，进行“靶向”放疗。但本试验尚存一些问题

有待解决。（1）二甲双胍联合常规分次放疗的研究

有待深入开展：目前国外已有临床试验研究每日低

剂量二甲双胍与常规分次放疗的联合应用［13］，或许

二甲双胍未来应用会更广泛。（2）二甲双胍最佳注

入时机有待确定：小鼠腹腔注射二甲双胍药代动力

学［14］结果显示，注射30 min后达到血药峰值，1 h后剩

余药物为最高水平的 25%，因此，二甲双胍究竟是

在何时作用和最佳注入时机显然值得继续深入研

究。（3）以示踪剂间接地反映血流量，无法准确量化

肿瘤组织氧和葡萄糖变化及其同二甲双胍细胞毒

性关系。（4）同时患有NSCLC和糖尿病患者，二甲

双胍如何给药［15］。

4 结论

通过体外细胞试验发现，低氧低糖条件下二甲

双胍细胞毒性最高；通过小鼠体内异种移植瘤试验

发现，单次高剂量放疗破坏了肿瘤组织微血管，降

低了氧和葡萄糖灌注，于放疗前 1 h和后 24 h给予

二甲双胍均会导致肿瘤组织中心低氧低糖区域细

胞优先被二甲双胍杀死，从而显著延缓了肿瘤的生

长。总之，二甲双胍联合单次高剂量放疗可通过改

变肿瘤细胞代谢增强毒性，试验结果为未来二甲双

胍联合立体定向放疗提供了理论和数据支持。

作者贡献声明作者贡献声明 李慧超负责试验的设计、执行以及
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