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二甲双胍通过调控 ＳＴＡＴ３ 的表达抑制

头颈部肿瘤转移机制的研究

吴丹丹ꎬ裴丽丽ꎬ李冰艳ꎬ吴　 瑕

(南京医科大学康达学院基础医学部ꎬ江苏 连云港 ２２２０００)

[摘要] 　 探讨二甲双胍是否通过调控 ＳＴＡＴ３ 的表达抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴ 和迁移. 在头颈部肿瘤 ６８６ＬＮ 细胞

株上给予二甲双胍处理ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测上皮－间叶样转化(ＥＭＴ)相关蛋白的表达ꎻ通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测二

甲双胍对头颈部肿瘤细胞迁移能力的影响ꎻ在高转移特性的头颈部肿瘤细胞株和配对的低转移特性的细胞株

上ꎬ检测 ＳＴＡＴ３ 蛋白表达ꎻ用脂质体转染 ＳＴＡＴ３ 的小干扰 ＲＮＡꎬ检测头颈部肿瘤 ＥＭＴ 相关蛋白的表达ꎻ在
６８６ＬＮ 上给予 ＩＬ￣６ 处理或者给予二甲双胍处理或者同时给予 ＩＬ￣６ 和二甲双胍处理ꎬ检测 ＳＴＡＴ３ 蛋白和 ＥＭＴ 相

关蛋白表达ꎻ以及通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测二甲双胍对 ＩＬ￣６ 诱导的细胞迁移的影响. 结果显示ꎬ给予二甲双胍处

理ꎬ抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴꎬ并且细胞迁移能力减弱. ＳＴＡＴ３ 磷酸化和总蛋白在高转移特性的头颈部肿瘤细胞

株高表达. 转染 ＳＴＡＴ３ ｓｉＲＮＡ 抑制 ＳＴＡＴ３ 的表达可抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴ. 二甲双胍抑制 ＩＬ￣６ 介导的 ＳＴＡＴ３
磷酸化水平升高ꎬ抑制 ＩＬ￣６ 诱导的 ＥＭＴꎬ同时二甲双胍抑制 ＩＬ￣６ 诱导的细胞迁移. 结论说明ꎬ二甲双胍抑制头颈

部肿瘤 ＥＭＴ 和细胞迁移ꎬ并且能抑制 ＩＬ￣６ 介导的 ＳＴＡＴ３ 磷酸化水平升高ꎬ其抑制头颈部肿瘤迁移作用机制可

能与下调 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化水平有关.
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二甲双胍是一类双胍类抗糖尿病药物ꎬ主要通过减少葡萄糖在肠道的吸收ꎬ降低肝脏葡萄糖的产生ꎬ
增加葡萄糖在骨骼肌和脂肪组织的摄取和利用发挥作用. 近年来临床研究和流行病学资料显示ꎬ二甲双

胍可能作为一种新型的多方位的药物来预防和治疗肿瘤[１] . 国外研究发现ꎬ二甲双胍能抑制 Ｈｅｒ￣２ 阳性乳

腺癌细胞转移[２] . 国内也有相关报道ꎬ二甲双胍能够抑制人结肠癌细胞株 ＳＷ４８０ 转移[３]ꎻ薛知新等[４] 也

证实二甲双胍可以抑制 ＡＧＳ 胃癌细胞增殖、迁移等. 上述研究提示ꎬ二甲双胍能够抑制肿瘤细胞的转移.
信号转导与转录激活因子( ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎꎬＳＴＡＴ)蛋白家族是可以被白

细胞介素类、生长因子类及某些癌蛋白等多种细胞因子受体激活的一组蛋白. 其中ꎬＳＴＡＴ３ 是人类恶性肿

瘤中最常见被激活的 ＳＴＡＴ 家族成员ꎬ因为它参与了多种肿瘤的致癌信号通路和胞内信号转导通路ꎬ并可

以被多个促炎因子和生长因子活化[５] . ＳＴＡＴ３ 的异常活化改变受这一转录因子调控的各种基因表达ꎬ包
括凋亡调控基因ꎬ如 Ｍｃｌ￣１、Ｂｃｌ￣２、Ｂｃｌ￣ｘｌ、存活素( ｓｕｒｖｉｖｉｎ) [６]、Ｆａｓ[７] 和凋亡蛋白 Ｘ 染色体相关抑制剂

(ＸＩＡＰ) [８]ꎻ还有些细胞生存基因ꎬ如细胞周期蛋白 Ｄ１、Ｄ２ 和 Ｂ１[９]、ｍｙｃ[１０]、细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制剂 ｐ２１[９] . 持续激活 ＳＴＡＴ３ 也上调 ＭＭＰｓ 的表达[８]ꎬ介导肿瘤侵袭转移[１１] . 因此ꎬ深入研究 ＳＴＡＴ３ 在肿

瘤转移过程中的作用机制ꎬ针对 ＳＴＡＴ３ 进行靶向干预可能成为肿瘤治疗的一个有效途径.
多种转录因子如 Ｓｎａｉｌ / Ｓｌｕｇ 家族、Ｔｗｉｓｔ、相互作用蛋白(ＳＩＰＩ)、ＴＧＦ￣β、Ｗｎｔ / β－连锁蛋白(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)及

Ｎｏｔｃｈ 等信号通路单独或相互作用ꎬ参与促进肿瘤细胞 ＥＭＴ 的发生[１２] . 研究发现ꎬ二甲双胍可以通过抑制

ＩＬ￣６ 介导的 ＳＴＡＴ３ 络氨酸磷酸化ꎬ进而抑制肺腺癌细胞 ＥＭＴ 过程[１３] . 但是ꎬ二甲双胍通过调控 ＳＴＡＴ３ 抑

制头颈部肿瘤转移尚未有明确报道.
本文首先研究了二甲双胍对头颈部肿瘤 ＥＭＴ 和细胞迁移影响ꎬ接着对比了高转移特性的头颈部肿瘤

细胞株和配对的低转移特性的细胞株上 ＳＴＡＴ３ 磷酸化及总蛋白水平的表达ꎬ并研究了二甲双胍是否通过

调控 ＳＴＡＴ３ 影响头颈部肿瘤的转移. 探讨侵袭转移的可能机制ꎬ为肿瘤的靶向治疗提供依据.

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 实验试剂

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎻ０.２５％胰蛋白酶、胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞

培养小室(８ μｍ 孔径)和 ＰＶＤＦ 膜(Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ Ｆｌｕｏｒｉｄｅ)购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ ２０００
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＳｔａｔ３ ｓｉＲＮＡ 试剂购自上海吉玛制药技术有限公司ꎻ二甲双胍购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ人重组白介素 － ６ ( ｒＨｕＩＬ￣６) 购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎻＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ (Ｒ８６８) ｐＡｂꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ
(Ｗ７４５)ｐＡｂꎬβ￣ａｃｔｉｎ ｍＡｂ 和 ＧＡＰＤＨ ｐＡｂ 抗体均购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司ꎻＶｉｍｅｎｔｉｎ 兔多克隆抗体和 ＳＮＡＩ１
兔多克隆抗体购自于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司ꎻｐ￣ＳＴＡＴ３(Ｔｙｒ７０５)和 ＳＴＡＴ３ 抗体均购自于美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻＨＲＰ 标记的二抗均购于美国 Ｒ＆Ｄ 公司ꎻＰａｇｅＲｕｌｅｒＴＭ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌａｄｄｅｒ
购自美国 Ｔｈｅｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司.

其余未详细说明试剂皆为分析纯级别.
１.１.２　 试剂配制

３０％丙烯酰胺凝胶液:丙烯酰胺 ２９ ｇꎬ双丙烯酰胺 １ ｇꎬ加纯水溶解定容至 １００ ｍＬꎬ４ ℃保存备用.
１.５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ(ｐＨ ８.８):４５.４３ ｇ Ｔｒｉｓ￣ｂａｓｅꎬ２００ ｍＬ 纯水溶解ꎬ用 ＨＣｌ 调 ｐＨ 值至 ８.８ꎬ最后定容至 ２５０ ｍＬ.
０.５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ(ｐＨ ６.８):１５.１４ ｇ Ｔｒｉｓ￣ｂａｓｅꎬ２００ ｍＬ 纯水溶解ꎬ用 ＨＣｌ 调 ｐＨ 值至 ６.８ꎬ最后定容至 ２５０ ｍＬ.
１０％ ＳＤＳ:１０ ｇ ＳＤＳ 加纯水定容至 １００ ｍＬꎬ室温储存.
１０％ ＡＰＳ:０.０５ ｇ ＡＰＳꎬ加入 ５００ μＬ 双蒸水溶解ꎬ４ ℃避光储存 １ 周.
６×电泳上样缓冲液:３０ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ(ｐＨ ６.８)ꎬ６ ｍＬ β－巯基乙醇ꎬ１２ ｇ ＳＤＳꎬ０.０２５ ｇ 溴酚蓝ꎬ加入甘

油 ６０ ｍＬ 溶解后分装ꎬ－２０ ℃保存.
考马斯亮蓝溶液:考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ ０.１ ｇꎬ９５％乙醇 ５０ ｍＬꎬ８５％磷酸 １００ ｍＬꎬ去离子水定容至 １ ０００ ｍＬꎬ

滤纸过滤.
１×ＰＢＳＴ:ＰＢＳ １０００ ｍＬꎬ加 ５００ μＬ Ｔｗｅｅｎ￣２０ꎬ混匀.
５％脱脂奶:２ ｇ 脱脂奶粉ꎬ加入 ４０ ｍＬ ＰＢＳＴ 混匀.
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１.２　 实验方法

１.２.１　 ６８６ＬＮ 和 ６８６ＬＮ￣Ｍ４ｅ 细胞的培养

６８６ＬＮꎬ６８６ＬＮ￣Ｍ４ｅ 细胞在 ３７ ℃、５％(ｖ / ｖ)ＣＯ２、饱和湿度的条件下ꎬ在含 １０％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ/ Ｆ１２
培养液中培养. 常规细胞培养ꎬ待细胞生长融合度达 ８０％~９０％时ꎬ用 ０.２５％胰酶消化传代ꎬ每 ３ ｄ 传一代.
１.２.２　 肿瘤细胞迁移实验

按 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室说明书操作ꎬ细胞消化重悬于无血清 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基ꎬ并以 ５×１０＾４ 密度接种于

２４ 孔板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室(体积为 ０.４ ｍＬ)ꎬ下室中加入 ０.６ ｍＬ 培养过 ３Ｔ３ 细胞的条件诱导培养基(３Ｔ３ 细胞

融合度达到 ８０％~９０％时ꎬＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ加入条件培养基并在培养箱内孵育过夜) . 继续培养 ２４ ｈ 后ꎬ取
出小室ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ用棉签擦去小室上侧的细胞ꎬ用甲醇固定 ３０ ｍｉｎꎬ晾干后 ０.１％结晶紫染色 ３０ ｍｉｎꎬ在
光镜下观察并统计穿过滤膜位于膜下侧的(发生迁移的细胞)细胞数.
１.２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达

细胞提取总蛋白ꎬ考马斯亮蓝法测蛋白浓度ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ恒定电压 １５０ Ｖꎬ转膜(ＰＶＤＦ 膜)３ ｈꎬ
５％脱脂牛奶封闭 １.５ ｈꎬ一抗 ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ再 ４ ℃平摇过夜ꎬ次日ꎬ待一抗孵育结束后把膜用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３
次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ后孵育二抗ꎬ室温孵育 ２ ｈ. 二抗孵育结束后ꎬＰＶＤＦ 膜用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎ.
ＥＣＬ 发光和显影. 具体方法见文献[１４] .
１.２.４　 细胞 ｓｉＲＮＡ 瞬时转染实验

转染前一天ꎬ观察细胞状态ꎬ选取生长状态良好的细胞ꎬ胰酶消化ꎬ以 ５×１０５ 接种至六孔板中(使用不

含抗生素的完全培养基)ꎬ２４ ｈ 内待细胞融合度达 ８０％ ~ ９０％时按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ ２０００ 说明书进行转

染. ６ ｈ 后吸去培养液ꎬ换成含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基继续培养. 转染 ４８ ｈ 后提取细胞内总蛋

白ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的方法检测蛋白水平变化.
１.２.５　 统计学分析

所有结果均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ＩｎＳｔａｔ５ 统计软件进行统计. Ｐ值小于 ０.０５ 定义为有统计学意义.

　 　 Ａ.６８６ＬＮ 细胞给予 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的二甲双胍处理 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＥＭＴ 相关蛋白表达. Ｂ.细胞重悬于无血清培养基ꎬ并以

５×１０＾４ 密度接种于 ２４ 孔板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室(体积为 ０.４ ｍＬ)ꎬ外侧加入条件诱导培养基或加了二甲双胍的条件诱导培养基ꎬ２４ ｈ 后固

定、染色ꎬ显微镜观察穿入下室中的细胞数目.
图 １　 二甲双胍抑制上皮－间叶样转化(ＥＭＴ)和细胞迁移

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ(ＥＭＴ)ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

２　 结果

２.１　 二甲双胍抑制 ＥＭＴ 和细胞迁移

首先ꎬ在 ６８６ＬＮ 细胞株上给予二甲双胍处理 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ 相关指标ꎬ结果显示ꎬ与对照

组相比ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增多ꎬ而 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及调控 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的转录因子 ｓｎａｉｌ 表达减少

(图 １Ａ)ꎬ结果提示二甲双胍抑制 ＥＭＴ.
接着按前述方法进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验ꎬ将 ６８６ＬＮ 细胞种于小室的上室内ꎬ在小室外侧加入条件诱导培

养基或加了二甲双胍的条件诱导培养基ꎬ２４ ｈ 后固定、染色ꎬ显微镜观察穿入下室中的细胞数目. 结果显

—９０１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４２ 卷第 １ 期(２０１９ 年)

示ꎬ加了二甲双胍组下室中的细胞数比对照组明显减少(图 １Ｂ)ꎬ提示二甲双胍抑制细胞迁移.
２.２　 ＳＴＡＴ３ 在高转移特性的头颈部肿瘤细胞株中的表达高于低转移特性的细胞株

以往研究表明 ＳＴＡＴ３ 与多种肿瘤的侵袭转移相关ꎬ为了明确 ＳＴＡＴ３ 在头颈部肿瘤侵袭转移中的作

用ꎬ本研究在高转移特性的 ６８６ＬＮ￣Ｍ４ｅ 和配对的低转移特性细胞株 ６８６ＬＮ 中对比了 ＳＴＡＴ３ 的蛋白表达

情况. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＳＴＡＴ３ 在高转移特性的 ６８６ＬＮ￣Ｍ４ｅ 中的表达量显著高于低转移特性细胞株

６８６ＬＮ(图 ２) .

６８６ＬＮ 细胞和 ６８６ＬＮ 细胞种于 １０ ｃｍ 培养皿 ２４ ｈꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白相关表达.
图 ２　 ＳＴＡＴ３ 在高转移特性的头颈部肿瘤细胞株中的表达高于低转移特性的细胞株

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｉｎ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｃａｎｃｅｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｌｏｗ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｃｅｌｌｓ

同时在高转移特性细胞株 ６８６ＬＮ￣Ｍ４ｅ(ＳＴＡＴ３ 高表达)和低转移特性细胞株 ６８６ＬＮ(ＳＴＡＴ３ 低表达)
中检测 ＥＭＴ 相关指标. 结果显示ꎬ高转移特性细胞株 ６８６ＬＮ￣Ｍ４ｅ( ＳＴＡＴ３ 高表达) Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 低表达ꎬ
Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｓｎａｉｌ 高表达ꎬ而在低转移特性细胞株 ６８６ＬＮ(ＳＴＡＴ３ 低表达)中则 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 高表

达ꎬ而 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｓｎａｉｌ 低表达(图 ２) . 这些结果在蛋白水平验证了 ＥＭＴ 可能参与促进了头颈部

肿瘤的侵袭转移. 这与之前的研究一致[１５] .
２.３　 阻抑 ＳＴＡＴ３ 的表达抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴ

为了进一步研究 ＳＴＡＴ３ 是否促进 ＥＭＴꎬ本实验阻抑 ＳＴＡＴ３ 的表达检测对 ＥＭＴ 的影响. 首先在 ６８６ＬＮ
细胞瞬时转染 ＳＴＡＴ３ 的 ｓｉＲＮＡꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＳＴＡＴ３ 的表达降低了约 ９０％ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达增多ꎬ
而 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 及 ｓｎａｉｌ 表达减少(图 ３) . 上述结果提示阻抑 ＳＴＡＴ３ 的表达能抑制头颈部肿瘤

的 ＥＭＴ.

６８６ＬＮ 细胞转染 ＳＴＡＴ３ ｓｉＲＮＡ 和 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 后ꎬ再正常培养 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达.
图 ３　 阻抑 ＳＴＡＴ３ 的表达抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴ

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｓｉＲＮＡ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ＥＭＴ ｏｆ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｃａｎｃｅｒ

２.４　 二甲双胍抑制 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化和 ＩＬ￣６介导 ＥＭＴ 和细胞迁移

ＳＴＡＴ３ 是白介素 ６(Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)主要的下游信号分子ꎬ在 ６８６ＬＮ 细胞株上给予 ＩＬ￣６ 和二甲双胍处

理 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白ꎬ结果显示ꎬ与对照组相比ꎬＩＬ￣６ 组 ｐ￣ＳＴＡＴ３(Ｔｙｒ７０５)表达增高ꎬ二甲双胍
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组表达减少ꎬＩＬ￣６＋二甲双胍组表达未有明显增加(图 ４Ａ) . 结果提示ꎬ二甲双胍抑制 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化和 ＩＬ￣６
介导的 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化. 同时检测 ＥＭＴ 等相关指标ꎬ与对照组相比ꎬＩＬ￣６ 组 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达减少ꎬ二甲双胍

组表达增加ꎬＩＬ￣６＋二甲双胍组表达未见明显变化ꎻＩＬ￣６ 组 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达增高ꎬ二甲双胍组表达都

减少ꎬＩＬ￣６＋二甲双胍组表达减少ꎻＩＬ￣６ 组 ｓｎａｉｌ 表达增高ꎬ二甲双胍组表达减少ꎬＩＬ￣６＋二甲双胍组表达未有明

显变化(图 ４Ａ) . 以上结果提示ꎬ二甲双胍通过调控 ＳＴＡＴ３ 抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴ.
最后ꎬ按前述方法进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验ꎬ将 ６８６ＬＮ 细胞分别种于小室的上室内ꎬ外侧加入条件诱导培养

基或加了二甲双胍或加了 ＩＬ￣６ 的条件诱导培养基ꎬ２４ ｈ 后固定、染色ꎬ显微镜观察穿入下室中的细胞数

目ꎬ结果显示ꎬ与对照组相比ꎬＩＬ￣６ 组细胞数目增加ꎬ二甲双胍组细胞数目减少ꎬＩＬ￣６＋二甲双胍组细胞数目

减少(图 ４Ｂ) . 结果提示ꎬ二甲双胍抑制 ＩＬ￣６ 介导的细胞迁移.

　 　 Ａ.６８６ＬＮ 细胞给予 ５０ ｎｇ / Ｌ 的 ＩＬ￣６ 和二甲双胍处理 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白水平. Ｂ.细胞重悬于无血清培养基ꎬ并以 ５×１０＾４
密度接种于 ２４ 孔板上室(体积为 ０.４ ｍＬ)ꎬ外侧加入条件诱导培养基或加了二甲双胍或加了 ＩＬ￣６ 的条件诱导培养基ꎬ２４ ｈ 后固定、染色ꎬ
显微镜观察穿入下室中的细胞数目.

图 ４　 二甲双胍抑制 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化和 ＩＬ￣６介导 ＥＭＴ 和细胞迁移

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＥＭＴ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ＩＬ￣６ ｍｅｄｉａｔｅｄ ＳＴＡＴ３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｃａｎｃｅｒ

３　 讨论

近年来研究发现ꎬＥＭＴ 可以通过多种机制和途径参与肿瘤的发生和发展ꎬ促进肿瘤细胞的迁移、侵
袭[１６] . 头颈部肿瘤是常见恶性肿瘤ꎬ其中 ９５％以上为鳞状细胞癌. 多数患者确诊此病时已是晚期并伴随转

移ꎬ因此需要研究在头颈部肿瘤转移中起关键作用的信号分子及其作用机制ꎬ为诊断和治疗提供有效的依据.
二甲双胍是一种临床上广泛使用的双胍类降糖药物ꎬ具有毒性小ꎬ可长期应用的特点ꎬ主要用于 ２ 型

糖尿病的治疗[１７] . 最新的研究进展提示ꎬ二甲双胍能抑制多种恶性肿瘤的 ＥＭＴ 进程ꎬ从而影响肿瘤进展

及预后[１８] . 因此ꎬ研究阐明二甲双胍的抑制肿瘤转移的作用和机制可为肿瘤的治疗提供新的方向ꎬ具有重

要的理论意义和临床应用价值. 本研究首先证明了二甲双胍能抑制头颈部肿瘤的 ＥＭＴ 和细胞迁移.
ＳＴＡＴ３ 信号通路的激活促成了肿瘤炎性微环境的形成ꎬ参与肿瘤血管生成、上皮间质转化和细胞外基

质降解等多个环节ꎬ在肿瘤的侵袭和转移过程中发挥重要作用. 研究发现ꎬＳＴＡＴ３ 在高转移特性的 ６８６ＬＮ￣
Ｍ４ｅ 中的表达量显著高于低转移特性细胞株 ６８６ＬＮꎬ并且发现阻抑 ＳＴＡＴ３ 的表达抑制了头颈部肿瘤的

ＥＭＴ. ＳＴＡＴ３ 是 ＩＬ￣６ 主要的下游信号分子ꎬ研究发现ꎬ二甲双胍抑制 ＳＴＡＴ３ 的磷酸化和 ＩＬ￣６ 介导的 ＥＭＴ
和细胞迁移. 因此推测二甲双胍通过抑制 ＩＬ￣６ 下调 ＳＴＡＴ３ 的表达ꎬ从而抑制了头颈部肿瘤的转移. 然而二

甲双胍抑制 ＩＬ￣６ 的机制尚不明确ꎬ需要进一步研究.
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