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二甲双胍联合热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡

及其机制研究

乔晋宇１ꎬ付思雨１ꎬ陈明雪１ꎬ贾子贤１ꎬ于大永２ꎬ史丽颖１

(１.大连大学生命健康学院ꎬ辽宁 大连 １１６６２２)
(２.承德医学院基础医学院ꎬ河北 承德 ０６７０００)

[摘要] 　 探讨二甲双胍(Ｍｅｔ)联合热疗(ＨＴ)诱导人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡及其可能的作用机制. ＭＴＴ 法检测二

甲双胍联合温热(ＨＴ＋Ｍｅｔ)处理对 Ｕ９３７ 细胞增殖的影响ꎻＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色观察 Ｕ９３７ 细胞形态变化ꎻ流式细

胞术检测 Ｕ９３７ 细胞凋亡、周期、活性氧以及线粒体膜电位的变化情况ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｕ９３７ 细胞中凋亡相关

蛋白的表达情况. 通过细胞计数及活力实验确定 Ｍｅｔ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ＨＴ ４４ ℃ 、１５ ｍｉｎ 为化疗联合热疗的实验条

件. Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 荧光染色及 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式细胞术分析表明ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 诱
导 Ｕ９３７ 细胞凋亡作用增强、活性氧(ＲＯＳ)产生增加、线粒体膜电位(ＭＭＰ)降低及 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结
果表明ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达上调ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋白表达下调ꎬ
周期蛋白依赖性激酶 ＣＤＫ１ 和周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达下调ꎬｐ￣Ｐ３８ / Ｐ３８ 水平显著升高ꎬ加入 ＮＡＣ(一种 ＲＯＳ 清

除剂)后可显著恢复 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组诱导的 ｐ￣Ｐ３８ 蛋白和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达. 二甲双胍联合热疗能够诱导 Ｕ９３７ 细

胞凋亡ꎬ其可能的作用机制为通过死亡受体(外源性)途径、ＲＯＳ 介导调节线粒体(内源性)途径以及 Ｐ３８ ＭＡＰＫ
信号通路诱导人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡.
[关键词] 　 二甲双胍ꎬ热疗ꎬ细胞凋亡ꎬＰ３８ ＭＡＰＫ 信号通路
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ(Ｍｅｔ) ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ(ＨＴ)ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ. ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｗａｒｍ(ＨＴ ＋Ｍｅｔ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ. Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬｃｙｃｌｅꎬｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓꎬａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｓｓａｙｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈａｔ Ｍｅｔ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ＨＴ ４４ ℃ ｆｏｒ １５ ｍｉｎ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ. Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＴ＋Ｍｅｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
(ＲＯＳ)ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓꎬａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｅｔ ｏｒ ＨＴ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｌｏｎｅ. ＲＯＳ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ(ＭＭＰ)ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬａｎｄ Ｇ２ / Ｍ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｂｌｏｃｋｅｄ. Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｏｗｎ￣
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ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＴ＋Ｍｅｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ꎬ
ＣＤＫ１ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ｗａｓ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ￣Ｐ３８ / Ｐ３８ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄꎬａｎｄ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＮＡＣꎬ
ａ ＲＯＳ ｓｃａｖｅｎｇｅｒꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｈｅ ＨＴ ＋Ｍｅｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ｐ３８ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓꎬａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｉｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｌｅｕｋｅｍｉａ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ(ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ)ｐａｔｈｗａｙꎬＲＯＳ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
(ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ)ｐａｔｈｗａｙꎬａｎｄ ｔｈｅ Ｐ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｍｅｔｆｏｒｍｉｎꎬｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａꎬａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬＰ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

二甲双胍(Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ)是在提取欧洲传统草药山羊豆(Ｇａｌｅｇａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.)时被发现的一种胍类衍生

物[１] . １９１８ 年ꎬ二甲双胍被发现具有降低动物血糖的功效[２－３] . 自 １９５７ 年上市以来ꎬ因其诸多优点被广泛

应用于临床ꎬ目前已成为世界范围内治疗二型糖尿病最广泛的处方药[４] . 二甲双胍还可抑制肿瘤细胞的

生长、增殖和分化ꎬ并可改变肿瘤细胞代谢和表观遗传修饰方面以抑制癌症的发展.
热疗(ＨＴ)作为肿瘤的重要辅助治疗手段ꎬ是继手术、化疗、放疗和免疫治疗之后的第五种肿瘤治疗手

段ꎬ可提高肿瘤细胞对药物的敏感性ꎬ热疗温度通常在 ４１ ~ ４５ ℃ [５－７] . 很多研究涉及二甲双胍与其他药

物、疗法的联合应用ꎬ联合治疗将在未来成为有前途的抗癌疗法. 本研究初步探讨二甲双胍联合热疗诱导

Ｕ９３７ 细胞凋亡及可能的作用机制.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 细胞系来源

人白血病 Ｕ９３７ 细胞系获取于日本人类科学基金会.
１.１.２　 实验试剂

二甲双胍购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司ꎻＲＰＭＩ－１６４０ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ标准级胎

牛血清购自北京索莱宝科技有限公司ꎻＢａｘ 抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体购自美国 ＢＢＩ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎻＢｃｌ￣２ 抗体

购自美国 ＢＯＳＴＥＲ 公司ꎻＣａｓｐａｓｅ￣３ 抗体购自美国 ＢＯＳＴＥＲ 公司ꎻＣａｓｐａｓｅ￣８ 抗体及山羊抗兔二抗购自美国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎻＣＣＮＢ１ 抗体、ＣＤＫ１ 抗体购自生工生物工程(上海)股份有限公司.
１.１.３　 试剂配制

ＭＴＴ 溶液:２５０ ｍｇ ＭＴＴ 用 ５０ ｍＬ １×ＰＢＳ 溶液避光超声旋涡ꎬ微孔滤膜过滤避光分装后置于－２０ ℃
备用.

ＲＰＭＩ－１６４０ 细胞培养液:ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培养液 １８０ ｍＬꎬ提前缓冻胎牛血清 ２０ ｍＬꎬ双抗 ２ ｍＬꎬ超净

台内配制后置于 ４ ℃冰箱.
１０％过硫酸铵(ＡＰ)溶液:取 ３８.０ ｍｇ 混悬助溶于 ３８０ μＬ 单蒸水中ꎬ现用现配.
细胞冻存液:ＲＰＭＩ－１６４０ 完全培养液 ３ ｍＬꎬ优级胎牛血清 １.５ ｍＬꎬＤＭＳＯ 溶液 ０.５ ｍＬꎬ提前预冷ꎬ４ ℃

短期保存.
蛋白封闭液:取 １ ｇ 脱脂奶粉溶于 ２０ ｍＬ ＴＢＳＴ 中ꎬ室温下摇床震荡助溶ꎬ现用现配.

１.２　 实验方法

１.２.１　 人白血病 Ｕ９３７ 细胞的培养及传代

将置于－８０ ℃冻存盒中的人白血病 Ｕ９３７ 细胞解冻ꎬ８００ ｒｐｍ 离心 ３ ｍｉｎꎬ吸弃上清液后再与适量细胞

培养液混悬ꎬ转移至培养皿内ꎬ用显微镜观察无误后ꎬ放入细胞培养箱隔时观察细胞生长状态ꎬ根据细胞培

养液颜色及细胞密度变化ꎬ判断细胞是否需要传代.
１.２.２　 ＭＴＴ 实验测定人白血病 Ｕ９３７ 细胞活力

常规培养人白血病 Ｕ９３７ 细胞并制备细胞悬液(密度约为 １０５ / ｍＬ)ꎬ进行以下实验:
①Ｃｏｎｔｒｏｌ 组:将 Ｕ９３７ 细胞均匀接种在 ９６ 孔板.
②Ｍｅｔ 组:依次加入 １０ μＬ 含有不同浓度(终浓度为 ６.２５、１２.５、２５、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)二甲双胍的 １×ＰＢＳ 溶

液ꎬ分别在细胞培养箱中培养 ２４ ｈ、４８ ｈ.
—８８—
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③ＨＴ 组:将 Ｕ９３７ 细胞悬液置于水浴锅中加热 ２ ｍｉｎ 后温度达到 ４４ ℃ꎬ继续加热 １５ ｍｉｎ 后ꎬ均匀接种

在 ９６ 孔板.
④ＨＴ＋Ｍｅｔ 组:将细胞悬液中加入 １０ μＬ 含二甲双胍的 １×ＰＢＳ 溶液(终浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ

放入细胞培养箱 ３０ ｍｉｎꎬ随后将 Ｕ９３７ 细胞悬液置于水浴锅中加热 ２ ｍｉｎ 后温度达到 ４４ ℃ꎬ继续加热

１５ ｍｉｎ 后ꎬ均匀接种在 ９６ 孔板ꎬ放入细胞培养箱中培养 ２４ ｈ.
⑤Ｚ￣ＶＡＤ￣ｆｍｋ(ｃａｓｐａｓｅ 广谱抑制剂)组:将 Ｕ９３７ 细胞均匀接种在 ９６ 孔板ꎬ加入 １０ μＬ 含 Ｚ￣ＶＡＤ￣ｆｍｋ

的 ＤＭＳＯ 溶液(终浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌ) .
⑥ＨＴ＋Ｍｅｔ ＋Ｚ￣ＶＡＤ￣ｆｍｋ 组:将细胞悬液中加入二甲双胍及 Ｚ￣ＶＡＤ￣ｆｍｋ 溶液ꎬ使其终浓度分别为

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ放入细胞培养箱 ３０ ｍｉｎꎬ随后将装有 Ｕ９３７ 细胞悬液的 ＥＰ 管置于水浴锅中加热

２ ｍｉｎ 后温度达到 ４４ ℃ꎬ继续加热 １５ ｍｉｎ 后ꎬ均匀接种在 ９６ 孔板(每孔约 ９ ０００ 个细胞)ꎬ放置细胞培养

箱中培养 ２４ ｈ.
药物处理结束前 ４ ｈꎬ每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶液并充分混匀ꎬ再在细胞培养箱中培养 ４ ｈꎬ使其生成甲

臜紫色结晶ꎬ结束后每孔加入 １５０ μＬ 三联液ꎬ继续放入细胞培养箱中使其完全溶解(约需 ８~１２ ｈ)ꎬ用酶

标仪测 ５７０ ｎｍ 处 ＯＤ 值.
１.２.３　 人白血病 Ｕ９３７ 细胞增殖实验

常规培养人白血病 Ｕ９３７ 细胞并制备细胞悬液ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组、ＨＴ 组、ＨＴ＋Ｍｅｔ 组同“１.２.２”ꎬ每 ２４ ｈ 进行

一次细胞计数ꎬ共计数 ５ 次.
１.２.４　 人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡形态学观察

常规培养人白血病 Ｕ９３７ 细胞并制备细胞悬液ꎬ①Ｃｏｎｔｒｏｌ 组:继续常规培养ꎻ②Ｍｅｔ 组:将细胞悬液中

加入含二甲双胍的 １×ＰＢＳ 溶液(终浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻ③ＨＴ 组:将装有 Ｕ９３７ 细胞悬液的培养皿置于水

浴锅中加热 ２ ｍｉｎ 后温度达到 ４４ ℃ꎬ继续加热 １５ ｍｉｎ 后ꎬ放入细胞培养箱中ꎻ④ＨＴ＋Ｍｅｔ 组:将细胞悬液中

加入含二甲双胍的 １×ＰＢＳ 溶液(终浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ放入细胞培养箱 ３０ ｍｉｎꎬ随后将装有 Ｕ９３７ 细胞悬

液的培养皿置于水浴锅中加热 ２ ｍｉｎ 后温度达到 ４４ ℃ꎬ继续加热 １５ ｍｉｎ 后ꎬ放入细胞培养箱中. ６ ｈ 后加

入适量 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色液(１ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ轻柔吹打ꎬ孵育 ３０ ｍｉｎ 后 ４ ℃ ３ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎬ
加入 １×ＰＢＳ 溶液调节密度ꎬ混匀后取适量细胞混悬液放在荧光显微镜载玻片上进行观察.
１.２.５　 流式细胞术检测人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡

常规培养人白血病 Ｕ９３７ 细胞并制备细胞悬液ꎬ实验分组同“１.２.４” . １２ ｈ 后ꎬ收集各组细胞ꎬ１ ０００ ｒｐｍ 离

心 ５ ｍｉｎꎬ吸弃上清液后在各组离心管中分别加入 １ ｍＬ １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 溶液ꎬ混悬后每组取 ５００ μＬ 细胞

悬液过 ３００ 目筛网于流式管中ꎬ分别加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ 和 ５ μＬ ＰＩ 染液ꎬ避光孵育 １５ ｍｉｎ 后上机

检测.
１.２.６　 流式细胞术检测人白血病 Ｕ９３７ 细胞内活性氧水平

将细胞悬液中加入含二甲双胍的 １×ＰＢＳ 溶液(终浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ)和ＮＡＣ 溶液(终浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ放
入细胞培养箱 ３０ ｍｉｎꎬ随后将装有 Ｕ９３７ 细胞悬液的培养皿置于水浴锅中加热 ２ ｍｉｎ 后温度达到 ４４ ℃ꎬ继
续加热 １５ ｍｉｎ 后ꎬ放入细胞培养箱中. ３ ｈ 后ꎬ收集各组细胞ꎬ离心后吸弃上清液ꎬ在每组加入适量 １×ＰＢＳ
溶液重悬ꎬ３ ０００ ｒｐｍ ４ ℃离心 ５ ｍｉｎꎬ吸弃上清液后加入 ５００ μＬ １×ＰＢＳ 溶液ꎬ混悬后过 ３００ 目筛网于流式

管中ꎬ避光加入适量的 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 溶液(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ孵育 ３０ ｍｉｎ 后流式细胞仪检测.
１.２.７　 流式细胞术检测人白血病 Ｕ９３７ 细胞线粒体膜电位

常规培养人白血病 Ｕ９３７ 细胞并制备细胞悬液ꎬ３ ｈ 后ꎬ收集各组细胞ꎬ１ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎꎬ吸弃上清

液后加入适量 １×ＰＢＳ 溶液ꎬ重悬后ꎬ３ ０００ ｒｐｍ ４ ℃离心 ５ ｍｉｎꎬ吸弃上清液后加入 ５００ μＬ １×ＰＢＳ 溶液ꎬ混
悬后过 ３００ 目筛网于各组流式管中ꎬ在各组细胞悬液中避光加入适量 Ｄｉｏｃ６ 溶液(４０ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ孵育

３０ ｍｉｎ 后流式细胞仪上机检测.
１.２.８　 流式细胞术检测人白血病 Ｕ９３７ 细胞周期

常规培养人白血病 Ｕ９３７ 细胞并制备细胞悬液ꎬ实验分组同“１.２.４” . １２ ｈ 后ꎬ收集各组细胞ꎬ弃上清后

加入适量预冷的－２０ ℃ ７０％乙醇溶液ꎬ３ ０００ ｒｐｍ ４ ℃离心 ５ ｍｉｎꎬ吸弃上清液加入 ５００ μＬ １×ＰＢＳ 溶液混

悬ꎬ过 ３００ 目筛网后加入适量 ＲＮａｓｅ(２０ μｇ / ｍＬ)２０ ｍｉｎꎬ避光加入适量 ＰＩ(５０ μｇ / ｍＬ)ꎬ孵育 １０ ｍｉｎ 后流式
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细胞仪检测.
１.２.９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测实验相关蛋白的表达含量

加入细胞裂解液ꎬ４ ℃离心后取上清ꎬ使用 ＢＣＡ 法测蛋白浓度ꎬ计算加入 ４×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 调节直至蛋

白浓度达到 ２０ μｇ / ２０ μＬꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和冰浴转膜ꎬＰＶＤＦ 膜用封闭液室温封闭 ２ ｈꎬ目的蛋白依次用

一抗、二抗稀释液孵育. 洗去一抗二抗ꎬ铺上显影液并避光孵育 ２ ｍｉｎ 后ꎬ使用显影仪使 ＰＶＤＦ 膜上目的条

带显影.

２　 结果与讨论

２.１　 二甲双胍联合热疗对人白血病 Ｕ９３７ 细胞增殖的影响

二甲双胍(ｍｅｔｆｏｒｍｉｎꎬＭｅｔ)是一种胍类衍生物(图 １Ａ)ꎬ如图 １Ｂꎬ在实验药物浓度(－５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)范围

内ꎬ作用于人白血病 Ｕ９３７ 细胞 ２４ ｈ、４８ ｈꎬＵ９３７ 细胞的增殖活性与 Ｍｅｔ 呈剂量和时间负依赖性ꎬ其中 Ｍｅｔ
浓度低于 １２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时对 Ｕ９３７ 细胞产生的毒作用很小. 如图 １Ｃꎬ选取 Ｍｅｔ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 联合

热疗处理ꎬ检测细胞增殖数量ꎬ发现 ４８ ｈ 时ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组与 ＨＴ 组相比ꎬ有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎻ
在 ７２ ｈ 后ꎬ有极显著差异(Ｐ<０.０１) . 接下来选取 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 二甲双胍分别与热疗联合处理

２４ ｈꎬ检测细胞活力ꎬ发现 ＨＴ＋Ｍｅｔ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组与 ＨＴ 组相比ꎬ有显著差异(Ｐ<０.０５) . 综上ꎬ选用 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
二甲双胍作为后续作用机理研究条件.

　 　 Ａ:二甲双胍结构式ꎻＢ:不同浓度二甲双胍对人白血病 Ｕ９３７ 细胞毒性影响ꎻＣ:二甲双胍与热疗对 Ｕ９３７ 细胞持

续增殖的影响ꎻＤ:二甲双胍与热疗对 Ｕ９３７ 细胞活力的影响. 与 ＨＴ 组相比ꎬ∗Ｐ<０.０５、∗∗Ｐ<０.０１.
图 １　 二甲双胍对 Ｕ９３７ 细胞毒性及热疗增敏作用效果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ

２.２　 二甲双胍联合热疗对人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡的影响

如图 ２Ａꎬ显微镜观察可见 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞核饱满ꎬ排布紧密ꎻＭｅｔ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ细胞数量轻微减

少ꎻＨＴ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ细胞数量明显减少ꎬ细胞核皱缩ꎬ出现凋亡小体ꎻＨＴ＋Ｍｅｔ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ
细胞数量大量减少ꎬ凋亡小体数量增多. 流式细胞术检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｍｅｔ、ＨＴ、ＨＴ＋Ｍｅｔ 组内人白血病 Ｕ９３７ 细

胞凋亡比例(图 ２Ｂ)ꎬ发现 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬ总凋亡比例增高ꎬＰ<０.００１. 综上ꎬ二甲

双胍联合热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡作用增强.
２.３　 二甲双胍联合热疗对人白血病 Ｕ９３７ 细胞内活性氧水平的影响

活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)是生物体内新陈代谢的产物ꎬ对机体有益. 但在病理条件下ꎬ活性
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氧过量累积会造成氧化应激损伤ꎬ从而启动细胞的程序性死亡[８] . 利用 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光探针检测细胞内

ＲＯＳ 含量ꎬ流式细胞术结果如图 ３Ａ、３Ｂ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组细胞内 ＲＯＳ 水平显

著增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ＋ＮＡＣ 组细胞内 ＲＯＳ 水平显著减少(Ｐ<０.０１) . 综上推断ꎬ二
甲双胍联合热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡可能是由 ＲＯＳ 过量累积引发的.

Ａ:Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色结果ꎻＢ:流式细胞凋亡检测结果ꎻＣ:细胞凋亡数据统计. 与 ＨＴ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１.
图 ２　 二甲双胍对热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ

Ａ:流式细胞活性氧检测结果ꎻＢ:细胞活性氧数据结果统计. 与 ＨＴ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组相比ꎬ＃＃Ｐ<０.０１.
图 ３　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞内活性氧含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｏｎ ＲＯＳ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ

２.４　 二甲双胍联合热疗对人白血病 Ｕ９３７ 细胞线粒体膜电位的影响

正常的线粒体功能是维持细胞正常生命活动的基础. 线粒体遭到破坏和功能异常时ꎬ将会诱导细胞

发生不可逆的凋亡过程[９] . 线粒体膜电位(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬＭＭＰ)已成为细胞线粒体功能

的重要指标. 利用 ＤｉＯＣ６ 染料检测 ＭＭＰꎬ结果如图 ４Ａ、４Ｂ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组
—１９—
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细胞 ＭＭＰ 损失显著增加(Ｐ<０.００１) . 综上推断ꎬ二甲双胍联合热疗引起 Ｕ９３７ 细胞线粒体功能异常ꎬ诱导

细胞发生凋亡.

Ａ:流式细胞线粒体膜电位检测结果ꎻＢ:细胞线粒体膜电位数据结果统计. 与 ＨＴ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１.
图 ４　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞线粒体膜电位的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｏｎ ＭＭＰ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白结果ꎻＢ:图 Ａ 蛋白结果统计ꎻＣ:Ｂａｘ 与 Ｂｃｌ￣２ 比值结果统计ꎻＤ:ＭＴＴ 实验结果统计. 与 ＨＴ 组相

比ꎬ∗Ｐ<０.０５、∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组相比ꎬ＃＃Ｐ<０.０１
图 ５　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ 信号通路相关蛋白的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｏｎ Ｃａｓｐａｓｅ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ

２.５　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ 信号通路相关蛋白表达的影响

如图 ５Ａ、Ｂ、Ｃ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达上调ꎬ抑凋亡蛋白

Ｂｃｌ￣２ 表达下调ꎬＢａｘ / Ｂｃｌ￣２ 值显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ表明通过线粒体途径介导 Ｕ９３７ 细胞发生凋亡. Ｃａｓｐａｓｅ

—２９—
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在凋亡机制中起着重要的作用ꎬ分别通过线粒体途径和死亡受体途径诱导细胞凋亡ꎬ而 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 是其中最重要的 ２ 个启动因子[１０] . 结果如图 ５Ｂ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组
Ｕ９３７ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达显著下调(Ｐ<０.０１)ꎬＣａｓｐａｓｅ￣８ 表达显著下调(Ｐ<０.０５) . 为进一步验证 Ｃａｓｐａｓｅ
信号通路参与细胞凋亡机制ꎬ在二甲双胍与热疗联合作用前加入 Ｚ￣ＶＡＤ￣ｆｍｋ(Ｃａｓｐａｓｅ 广谱抑制剂)ꎬ如图

５Ｄ 所示ꎬ与 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ＋Ｚ￣ＶＡＤ￣ｆｍｋ 组 Ｕ９３７ 细胞活力被显著恢复(Ｐ<０.０１) . 综上推断ꎬ二
甲双胍联合热疗通过线粒体途径和死亡受体途径ꎬ致使 Ｕ９３７ 细胞发生凋亡.
２.６　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞周期的影响

为证实二甲双胍联合热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡与细胞周期阻滞有关ꎬ利用流式细胞术检测细胞各周

期比例ꎬ结果如图 ６Ａ、６Ｂ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组 Ｕ９３７ 细胞在 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞(Ｐ<
０.０１) . ＣＤＫ１ 在细胞周期的调控中处于核心地位ꎬ其表达紊乱可导致细胞周期进程的失调[１１] . ＣｙｃｌｉｎＢ１ 在

调节细胞周期的 Ｇ２ / Ｍ 期进展中起关键作用[１２] . 结果如图 ６Ａ、６Ｂ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋
Ｍｅｔ 组 Ｕ９３７ 细胞 ＣＤＫ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达下调(Ｐ<０.０１) . 综上ꎬ二甲双胍联合热疗通过引发 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞ꎬ
诱导 Ｕ９３７ 细胞发生凋亡.

　 　 Ａ:流式细胞周期检测结果ꎻＢ:细胞线粒体膜电位数据结果统计ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白结果ꎻＤ:图 Ｃ 蛋白结果统计. 与 ＨＴ 组相

比ꎬ∗Ｐ<０.０５、∗∗Ｐ<０.０１.
图 ６　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞周期的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ

２.７　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白表达的影响

Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路介导对细胞生长、分化、增殖、凋亡以及对应激和应激反应的调节[１３] . Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果如 ７Ａ、７Ｂ 所示ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组 ｐ￣ＥＲＫ / ＥＲＫ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ
ｐ￣ＪＮＫ / ＪＮＫ 和 ｐ￣Ｐ３８ / Ｐ３８ 水平显著升高(Ｐ<０.０５) . 综上表明ꎬ二甲双胍与热疗联合引发的氧化应激可通

过调节 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路诱导 Ｕ９３７ 细胞发生凋亡ꎬ且比 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理效果显著.
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Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白结果ꎻＢ:图 Ａ 蛋白结果统计. 与 ＨＴ 组相比ꎬ∗Ｐ<０.０５、∗∗Ｐ<０.０１.
图 ７　 二甲双胍联合热疗对 Ｕ９３７ 细胞 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｏｎ Ｐ３８ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ

２.８　 ＮＡＣ 对二甲双胍联合热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡的影响

加入 ＮＡＣ(一种 ＲＯＳ 抑制剂)进行预处理ꎬ验证二甲双胍联合热疗对 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白

和 Ｕ９３７ 细胞凋亡的影响是否由氧化应激引发. 如图 ８(Ａ、Ｂ、Ｃ)所示ꎬ与 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ＋ＮＡＣ 组

ｐ￣Ｐ３８ / Ｐ３８ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 表达量显著升高(ＮＡＣ ２.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时 Ｐ<０.０１ꎬＮＡＣ ５.０
ｍｍｏｌ / Ｌ 时 Ｐ<０.００１)ꎬ说明二甲双胍联合热疗通过引起氧化应激调节 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路相关蛋白从而

诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡.

　 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白结果ꎻＢ:图 Ａ 蛋白结果统计( ｐ￣ｐ３８ / ｐ３８)ꎻＣ:图 Ａ 蛋白结果统计(Ｃａｓｐａｓｅ￣３ / ＧＡＰＤＨ) . 与 ＨＴ 组相比ꎬ

∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组相比ꎬ＃＃Ｐ<０.０１、＃＃＃Ｐ<０.００１.
图 ８　 ＮＡＣ 对二甲双胍联合热疗 Ｕ９３７ 细胞的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＡＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ

２.９　 讨论

本文通过 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 荧光染色和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 流式细胞术检测发现ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理

相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡作用增强(Ｐ<０.００１)、提高 Ｕ９３７ 细胞活性氧(ＲＯＳ)产生(Ｐ<０.０１)、
降低线粒体膜电位(ＭＭＰ)(Ｐ<０.００１)及 Ｇ２ / Ｍ 期阻滞(Ｐ<０.０１)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单

独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达量升高(Ｐ<０.０１)ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白、ＣＤＫ１ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 表达量

降低(Ｐ<０.０１)ꎻ与 Ｍｅｔ 或 ＨＴ 单独处理相比ꎬＨＴ＋Ｍｅｔ 组 ｐ￣ＥＲＫ / ＥＲＫ 水平降低(Ｐ<０.０１)ꎬｐ￣ＪＮＫ / ＪＮＫ 和

ｐ￣Ｐ３８ / Ｐ３８ 水平升高(Ｐ<０.０５)ꎬ加入 ＮＡＣ(一种 ＲＯＳ 清除剂)后可显著恢复 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组诱导的 ｐ￣Ｐ３８ 蛋白

(Ｐ<０.０１)和 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达(Ｐ<０.００１)ꎬ表明 ＨＴ＋Ｍｅｔ 组通过 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路诱导 Ｕ９３７ 细胞

凋亡.
细胞周期的失控是肿瘤发生的重要原因之一ꎬ抑制肿瘤增殖往往是通过阻断细胞分裂来实现

的[１４－１５] . 据报道ꎬＲＯＳ 的过量产生导致的氧化应激以及线粒体膜电位下降导致线粒体的功能异常ꎬ均会诱

导细胞凋亡[１６－１９] .
本文探讨二甲双胍联合热疗诱导人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡及其作用机理ꎬ发现 Ｍｅｔ 与 ＨＴ 联合作用通
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过死亡受体(外源性)途径、ＲＯＳ 介导调节线粒体(内源性)途径、Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路诱导 Ｕ９３７ 细胞发生

凋亡(图 ３)ꎬ为二甲双胍联合热疗治疗白血病的临床应用提供实验依据. 接下来将进一步探究其他信号通

路ꎬ并完善其之间的联系ꎬ为二甲双胍联合热疗治疗白血病和实体瘤提供理论基础.

图 ９　 二甲双胍增强热疗诱导 Ｕ９３７ 细胞凋亡和周期阻滞机制

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ｏｆ Ｕ９３７ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｉａ.

３　 结论

二甲双胍 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 联合热疗(４４ ℃ꎬ１５ ｍｉｎ)通过死亡受体(外源性)途径、ＲＯＳ 介导调节线粒体(内
源性)途径以及 Ｐ３８ ＭＡＰＫ 信号通路诱导人白血病 Ｕ９３７ 细胞凋亡.
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