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vitro, and CCK8 was used to detect the cell viability of CRC cells after treatment with Met for 24, 48,

72 h.The proliferation ability of CRC cells was detected by plate cloning. The migration ability of CRC

cells was detected by Transwell. The effect of low, medium and high dose of Met on the morphology of

CRC cells was observed under inverted microscope. The effect of copper death inhibitor on the proliferation

of CRC cells induced by Met was observed. qRT-PCR and Western blot were used to detect the gene and

protein expressions of ferroredoxin 1 ( FDX1), dihydrolipoamide S-acetyltransferase ( DLAT) and heat

shock protein 70 (HSP70) in CRC cells, respectively. Results With the increase of Met concentration,

the viability of CRC cell was significantly decreased in a concentration-dependent and time-dependent

manner. The inhibitory effect of Met on CRC cell viability was partially reversed by adding Cu-death

inhibitor. The proliferation and migration ability of CRC cells was significantly inhibited by Met in a

concentration-dependent manner, and the results were statistically significant(P<0.05). The morphological

changes of CRC cells were observed under high power microscope. The expressionS of FDX1 and DLAT

were significantly down-regulated by Met and promote the expression of HSP70 at both gene and protein

levels was significantly up-regulated by Met (P<0.05). Conclusion Met induces the copper death in CRC

cells by regulating FDXI / DLAT pathway and plays an anti-CRC role.

Keywords: metformin; colorectal cancer; copper death; FDX1; DLAT

　 　 结直肠癌(colorectal cancer,CRC)是全球第三大

常见恶性肿瘤[1]。 目前,手术切除并给予药物化疗

是治疗 CRC 的典型治疗方法。 药物化疗存在耐受

性和不良反应,影响临床应用效果[2]。 二甲双胍

(metformin,Met)具有毒性小的特点,常被作为一线

口服降血糖药物[3],而且其还具有抗肿瘤、免疫调

节、抗衰老和抗炎作用[4]。 此外,Met 在治疗乳腺

癌、胰腺癌、甲状腺癌、口腔癌和胃癌[5-9]等多种恶性

肿瘤中均有效果。 有研究[10] 表明,CRC 晚期患者采

用 Met 治疗后,生存期得到了延长,而且通过两样本

孟德尔随机化分析证实,Met 能显著降低结直肠癌患

者的发病率[11]。

铜死亡是一种独特的细胞死亡方式,主要依赖

于细胞内铜离子的积累,通过铜与 TCA 循环的脂酰

化成分直接结合,导致脂酰化蛋白质聚集和功能缺

失,进而引发蛋白质毒性应激导致细胞死亡[12]。 有

研究[13-14]表明,Met 不仅能抑制脂肪酸合成和肿瘤

生长,还能促进铜转运蛋白 1 膜转运,将机体内大部

分铜摄取到细胞中。 还有研究[15] 表明,铜离子可增

强 Met 对 3 种癌细胞系的抑制作用,并证实 Met 能

增加线粒体铜离子水平促进线粒体功能障碍,迫使

细胞发生应激反应和凋亡。 由此说明,Met 抗肿瘤的

机制与蛋白质脂酰化介导的铜死亡十分相似,Met 是

否能诱导 CRC 细胞发生铜死亡尚未清楚。 基于此,

本研究主要探讨 Met 抗 CRC 与铜死亡的分子机制。

1　 材料与方法

1.1　 材料

1.1.1 　 主要试剂与仪器 　 Met (购自美国 Sigma-

Aldrich 公司,批号:D150959);胎牛血清(购自依科

赛生物科技有限公司);DMEM 培养基(购自武汉普

诺赛生命科技有限公司);青链霉素 (购自北京

Solarbio 公司);CCK8 试剂盒(购自苏州优逸兰迪生

物科技有限公司);抗 FDX1 抗体与抗 DLAT 抗体

(均购自英国 Abcam 公司);抗 HSP70 抗体(购自武

汉 Proteintech 公司)。

二氧化碳细胞培养箱(购自美国 Thermo Fisher

公司);倒置光学显微镜(购自日本 Gel-View 公司);

酶标仪(购自美国 Thermo Fisher 公司);Western Blot

凝胶电泳仪、Western Blot 转膜仪(均购自美国 Bio-
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Rad 公司);低温超高速离心机(购自德国 Eppendorf

公司);实时荧光定量 PCR 仪(购自美国 Bio-Rad 公

司)。

1.1.2　 细胞系　 人结直肠癌细胞 HT29(购自中国科

学院上海细胞库),SW480 细胞系(购自武汉普诺赛

生命科技有限公司)。

1.1.3　 细胞培养　 CRC 细胞系(SW480、HT29)培养

于含有 10% 胎牛血清、 100 μg / mL 青链霉素的

DMEM 培养基中,并置于 37 ℃ 5% CO2 的培养箱中

孵育。 每 2~3 d 更换一次培养基。

1.2　 方法

1.2.1　 CCK8 实验　 培养瓶细胞长至 80%左右且状

态良好时,用胰酶消化,将 SW480 细胞密度调整为8×

104个 / mL 及 HT29 细胞密度调整为 3.5×104个 / mL,之

后分别接种于 96 孔板上,细胞贴壁后用不同浓度的

Met 或铜死亡抑制剂培养 24 h 后,去除培养基,重新配

置含 10%的 CCK8 的培养基加入,在培养箱孵育1 h,

使用酶标仪检测 450 nm 处的吸光度。 细胞活力 =

(实验组 OD 值-空白组 OD 值) / (未加药组 OD 值-

空白组 OD 值)×100%。

1.2.2　 平板克隆实验 　 将 SW480 细胞按照不同分

组,即对照组,Met 低、中、高浓度组(浓度分别为 10、

20、40 mmol / L)进行给药处理;HT29 细胞则按照对

照组,Met 低、中、高浓度组 (浓度分别为 15、 30、

60 mmol / L)进行分组。 两组给药干预 24 h 后,均用

胰酶消化细胞,将细胞重悬后计数,将配好的细胞悬

液分别接种于 6 孔板中,每孔加入 2 mL 吹打混匀

后,放于细胞孵育箱培养约 14 d。 之后,将六孔板取

出后吸掉上清,采用 4%多聚甲醛溶液固定 30 min,

弃去固定液,加入 0.1%结晶紫染色液染色后,采用

PBS 清洗,于室温下晾干,最后拍照进行数据处理,

并计算平板克隆形成率。

1.2.3　 Transwell 实验　 选用 8 μm 孔径聚碳酸酯膜

的 Transwell 小室进行细胞迁移侵袭能力检测。 将

SW480 细胞与 HT29 细胞分组处理 24 h 后,经胰酶

消化,加入无血清的培养基进行重悬并计数。 将

SW480 细胞密度调整为7×104个 / mL,HT29 细胞密度

调整为 5×104个 / mL,向 Transwell 小室各加入200 μL

细胞悬液。 之后,分别加入 500 μL 完全培养基培养

24 h,经 4%多聚甲醛固定后,采用结晶紫染色、晾

干,于 200×光学显微镜下取中央及四周共 5 个视野,

计算透过小室的细胞数,并统计结果。

1.2.4　 倒置光学显微镜下观察细胞形态　 通过不同

分组对 SW480 细胞给予 Met 干预 24 h 后,吸去药液

后,采用 PBS 清洗 3 次,在细胞背景为透明的条件

下,于 40×倍镜下观察细胞数量及形态学的变化并

拍照。

1.2.5　 qRT-PCR 实验　 将生长良好的 SW480 细胞

和 HT29 细胞分别接种于 6 孔板,Met 给药干涉 24 h

后用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA,采用分光光度计

测定 RNA 浓度和纯度;逆转录试剂盒用于将 RNA

逆转录为 cDNA,加入目的基因引物,引物名称及序

列如表 1 所示。 后续进行各组样本的目标基因和内

参基因的扩增。 使用荧光定量 PCR 仪检测各组

mRNA 情况,结果以 Ct 值表示,采用 2-ΔΔCt计算目的基

因 mRNA 的相对表达量,从基因水平检测 FDX1、

DLAT 及 HSP70 因子的表达情况。

表 1　 引物名称及序列

引物名称 上游引物 下游引物

GADPH CAGGAGGCATTGCTGATGAT GAAGGCTGGGGCTCATTT

FDX1 CTGCGCGCCGCTTCT TTCCCTCACATGCACCAAAGC

DLAT ATCAGCAACATTCGTCGGGT ACTGACCGCAACACTGACAT

HSP70 AGCCCAAACCCAAAGTGGAA CCTTGTCCATCCACTGGTCC
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1.2.6　 蛋白免疫质印迹分析　 收集处理过的细胞匀

浆提取总蛋白,使用 BCA 蛋白定量试剂盒绘制蛋白

标准曲线,对蛋白进行定量,加入上样缓冲液煮沸变

性。 采用 SDS-PAGE 凝胶电泳进行蛋白分离,电转

1.5 h 至 PVDF 膜,5%脱脂奶粉封闭 1 h,加入一抗,

4 ℃孵育过夜,洗膜 3 次,加入二抗,室温孵育 1 h,洗

膜 3 次,使用发光仪采集信号和图片。 采用 Image J

软件分析,并从蛋白水平检测 FDX1、DLAT 及 HSP70

蛋白表达情况。

1.2. 7 　 统计学方法 　 数据采用 SPSS 26. 0 和

GraphPad Prism 9.5 统计软件进行分析,计量数据以

(􀭰x±s)表示,采用 t 检验或单因素方差分析。 P<0.05

表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2.1　 Met 抑制 CRC 细胞的增殖能力

本研究采用不同浓度的Met 处理 SW480 细胞和

HT29 细胞,使用 CCK8 法检测细胞增殖情况。 实验

结果如图 1 所示,Met 分别作用两株细胞 24 h,发现

Met 呈剂量依赖性抑制 SW480 细胞和 HT29 细胞的

增殖,因此后续实验均选择 24 h 作为给药时间。 此

外,20 mmol / L 接近 Met 对 SW480 细胞的半数抑制

浓度,由此后续将 10、20、40 mmol / L 作为 SW480 细

胞给药的低、中、高浓度。 当 Met 浓度为 30 mmol / L

时,接近 Met 对 HT29 细胞的半数抑制浓度,由此后

续将 15、30、60 mmol / L 作为 HT29 细胞给药的低、

中、高浓度。 当 Met 作用时间分别延长至 48、72 h,

其抑制作用增强。 表明 Met 呈时间和剂量依赖性抑

制 CRC 细胞的增殖。

注:A.Met 抑制 SW480 细胞增殖;B.Met 抑制 HT29 细胞增

殖。 与对照组相比,∗ P < 0. 05,∗∗P < 0. 01,∗∗∗P < 0. 001,

∗∗∗∗P<0.000 1。

图 1　 CCK8 法检测不同浓度与不同时间 Met 对 CRC 细

胞增殖能力的影响

2.2 　 Met 抑制 CRC 细胞克隆形成能力

通过平板克隆实验,观察不同分组对 SW480 细

胞与 HT29 细胞形成菌落的影响,结果如图 2 所示,

与对照组相比,Met 干预后形成的细胞集落数量及集

落面积均随 Met 浓度的增大而减小。 此结果表明,

Met 能抑制 CRC 细胞的增殖及克隆形成能力。
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第 1 期 华　 夏　 医　 学 第 38 卷

注:A.Met 抑制 SW480 细胞克隆形成能力;B.Met 抑制 HT29 细胞克隆形成能力;C.SW480 细胞克隆能力统计图;

D.HT29克隆能力统计图。 与对照组相比,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.000 1。

图 2　 平板克隆形成实验检测 Met 对 CRC 细胞克隆形成能力的影响

2.3　 Met 抑制 CRC 细胞迁移能力

Transwell 实验检测不同浓度Met 对 SW480 细胞

与 HT29 细胞迁移能力影响,结果如图 3 所示,与对

照组相比,随着 Met 浓度的增加,CRC 细胞迁移的细

胞数逐渐减少。 此结果表明,Met 可以明显抑制

CRC 细胞的迁移能力。

注:A.Met 抑制 SW480细胞迁移图;B.Met 抑制 HT29细胞迁移图;C.SW480细胞迁移能力统

计图;D.HT29细胞迁移能力统计图。 与对照组相比,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.000 1。

图 3　 Transwell 实验检测 Met 对 CRC 细胞迁移能力的影响

2.4　 铜死亡抑制剂能逆转 Met 对 CRC 细胞的增殖

能力

探讨 Met 抑制 CRC 细胞增殖与迁移是否通过

诱发铜死亡发生,本研究使用铜死亡抑制剂 TTM 与

Met 共同干预 CRC 细胞进行细胞活力测定。 结果如

图 4 所示,Met 联合铜死亡抑制剂后可以逆转 Met 对

SW480 细胞与 HT29 细胞的抑制作用(P<0.05)。 此

结果表明,Met 是通过铜死亡途径来抑制 CRC 细胞

的增殖能力。
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注:A.TTM 逆转 Met 对 SW480 细胞增殖能力;B.TTM 逆转 Met 对

HT29 细胞增殖能力。 与对照组相比,∗∗∗∗P<0.000 1;与 Met 给药

组相比,#P<0.05;“+”表示加入,“-”表示未加入。

图 4　 铜死亡抑制剂 TTM 与 Met 联用对 CRC 细胞增殖能力的影响

2.5　 Met 改变 SW480细胞形态及生长情况

随着 Met 浓度的增加,SW480 细胞的数量减少,

且形态发生变化,结果如图 5 所示。 正常 SW480 细

胞的细胞膜核清晰可见,呈长梭形贴壁生长;在 Met

干预后,随着给药浓度增加,细胞形态发生变化,细

胞膜破裂程度逐渐加深,细胞出现气泡化变形,并扩

散至细胞质进而裂解细胞核,导致细胞核裂解完全

死亡,最后呈圆形飘起。 这一死亡特征与铜死亡的

形态学表现[16] 中的细胞膜破裂、细胞空泡变形相

符。

注:红色箭头指示出现气泡化,绿色箭头指示细胞变圆。

图 5　 40×高倍镜下不同浓度 Met 对 SW480 细胞形态的影响

2.6　 Met 对 CRC 细胞中铜死亡关键调控因子的影

响

为证实 Met 诱导 CRC 细胞发生铜死亡,本研究

通过 qRT-PCR 与蛋白免疫质印迹分析检测 Met 干

预后 CRC 细胞中与铜死亡密切相关的关键调控因

子的表达水平,结果如图 6 所示。 qRT-PCR 结果显

示,与对照组相比,Met 给药干预后,铜死亡关键调控

因子 FDX1、 DLAT 的 mRNA 水平下调, HSP70 的

mRNA 水平则上调。 蛋白免疫质印迹分析与 qRT-

PCR 结果相符,CRC 细胞中 FDX1、DLAT 的蛋白表

达水平随 Met 干预浓度的增加而减少,HSP70 蛋白

表达水平则随 Met 干预浓度的增加而升高。 此结果

表明,Met 能够下调 CRC 细胞中的 FDX1 与 DLAT 的

表达,升高 HSP70 表达,进而诱发铜死亡。
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注:A.qRT-PCR 验证 SW480 细胞中铜死亡关键因子在 mRNA 水平的表达;B.qRT-PCR 验证 HT29 细胞中铜

死亡相关因子在 mRNA 水平的表达;C.SW480 细胞中铜死亡关键蛋白表达水平;D.HT29 细胞中铜死亡关

键蛋白表达水平。 与对照组相比,∗P<0.05,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001,∗∗∗∗P<0.000 1。

图 6　 Met 对 CRC 细胞中铜死亡关键调控因子的影响

3　 讨论

CRC 是由息肉样前体发展而来,多种信号通路

参与调控其恶性进展。 尽管有内镜和 CT 结肠造影

等先进技术可以准确筛查和诊断 CRC,但由于该疾

病早期症状不明显,在发展到中晚期才出现明显症

状,以至于部分患者错过最佳治疗时期[17]。 Met 基

于安全性好和耐受性强的特点,已被用作抗肿瘤剂,

这给 CRC 的治疗带来了希望。 Met 的抗肿瘤作用在

临床和临床前研究中存在差异[18-19],因此其抗肿瘤

机制还需进一步研究。 铜死亡不同于已知的细胞死

亡机制,其主要受线粒体呼吸调节并由蛋白质脂酰

化介导。 线粒体代谢和铜介导的细胞死亡敏感性之

间存在关联,可为抗肿瘤治疗提供新的研究思路。

目前,Met 在 CRC 治疗中的机制研究较少,而且

尚未有文献报道 Met 能诱导结直肠癌细胞发生铜死

亡。 而有研究[12] 表明,FDX1 和蛋白质脂酰化是铜

死亡的关键调节因子。 FDX1 是含有铁硫簇蛋白的

线粒体还原酶,在许多进化保守的细胞代谢过程中

充当必需的电子供体,促使 ES 结合并运载 Cu2+到线

粒体,还原成毒性强大的 Cu+,进而抑制 Fe-S 簇蛋白

形成,增强蛋白质毒性功能诱导细胞死亡[20]。 此

外,有研究[21]表明,FDX1 是蛋白质脂酰化的上游调

节因子,这为 FDX1 还原 Cu2+ 及蛋白质脂酰化机制

诱导铜死亡提供有利参考。 DLAT 是蛋白质脂酰化

关键因子,可与 Cu2+结合诱导 DLAT 的寡聚化,减少

脂酰化,进而抑制 TCA,并在 FDX1 调节下加快细胞

毒性应激反应,进而导致细胞铜死亡[22]。 此外,

DLAT 基因高表达可能代偿铜死亡中异常的脂酰化
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蛋白聚集,进而促进肿瘤细胞存活[23]。 DLAT 是与

结肠腺癌生存相关的糖酵解基因,其在结肠腺癌的

表达水平高于健康结肠组织[24]。 已有研究[25]表明,

Met 与铜协调可改善药理学特性并降低耐药性。 研

究[26]证实,在 CRC 中抑制有氧糖酵解可以启动铜死

亡实现抗肿瘤作用,而 Met 能抑制有氧糖酵解显示

出抗肿瘤特性[27]。 因此,我们推测 Met 在 CRC 中的

抗肿瘤机制可能是 Met 通过调控 FDX1 / DLAT 通路

诱导 CRC 细胞发生铜死亡而实现。

基于 Met 与铜死亡的密切联系,本研究通过

CCK8 实验采用铜死亡抑制剂和 Met 联用检测 CRC

细胞活力。 结果显示,铜死亡抑制剂能逆转部分 Met

对 CRC 细胞的增殖作用,表明 Met 抑制 CRC 细胞的

增殖作用可能通过诱发铜死亡实现。 此外,本研究

通过 qRT-PCR 与蛋白免疫印迹分析对这一结果进

行了验证。 结果显示,Met 可以抑制铜死亡关键因子

FDX1 与 DLAT 的表达,促进热休克蛋白 HSP70 的表

达,由此表明 Met 抑制 CRC 细胞的增殖、迁移可能

是通过参与调控铜死亡而发生。

4　 结论
本研究证实,Met 可通过调控 FDX1 / DLAT 通路

诱导 CRC 细胞铜死亡,为后续 Met 抗 CRC 研究提供

参考。
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