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二甲双胍调控AKT/mTOR通路抑制前列腺癌的机制
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【摘要】  目的　 探讨二甲双胍对前列腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响，并分析其是否通过调控人类抗原R（human
antigen R, HuR）及AKT/mTOR信号通路发挥抗肿瘤作用。方法　 取人前列腺癌细胞PC3和22RV1细胞系，采用二甲双胍

干预，并结合HuR敲低和过表达实验进一步验证其作用机制。采用细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8, CCK-8）检测细胞

增殖活性，Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力，实时荧光定量PCR（quantitative real-time polymerase chain reaction,
qRT-PCR）和Western blot检测HuR及AKT/mTOR信号通路相关蛋白的表达水平。结果　 二甲双胍干预可降低PC3和
22RV1细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并抑制AKT/mTOR通路相关蛋白的表达（P<0.05）。敲低HuR后，前列腺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭能力同样下降，AKT/mTOR通路活性受到抑制。相反，过表达HuR可部分减弱二甲双胍对前列腺癌细胞恶

性生物学行为及AKT/mTOR通路的抑制作用。此外，二甲双胍可呈浓度依赖性下调PC3和22RV1细胞中HuR的mRNA和蛋

白表达水平（P<0.01）。结论　 二甲双胍可能通过下调HuR表达，抑制AKT/mTOR信号通路活化，从而降低前列腺癌细胞

的增殖、迁移和侵袭能力。
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[Abstract]   Objective　 To  investigate  the  effects  of  metformin  on  the  proliferation,  migration,  and  invasion  of
prostate  cancer  cells,  and  to  determine  whether  its  antitumor  effects  are  mediated  by  regulation  of  human  antigen  R
(HuR) and the AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway. Methods　 Human prostate cancer cell
lines  PC3  and  22RV1  were  used  as  the  research  models  and  were  treated  with  metformin.  HuR  knockdown  and
overexpression experiments were performed to further verify the underlying mechanism. Cell proliferation was assessed
using  the  cell  counting  kit-8  (CCK-8)  assay.  Cell  migration  and  invasion  were  evaluated  by  Transwell  assays.  The
expression levels of HuR and AKT/mTOR pathway-related proteins were measured by quantitative real-time polymerase
chain  reaction  (qRT-PCR)  and  Western  blotting. Results　 Metformin  treatment  reduced  the  proliferation,  migration,
and invasion abilities of PC3 and 22RV1 cells,  and inhibited the expression of proteins associated with the AKT/mTOR
signaling  pathway  (P <  0.05).  HuR  knockdown  also  decreased  the  proliferation,  migration,  and  invasion  abilities  of
prostate cancer cells and inhibited AKT/mTOR pathway activity. In contrast, HuR overexpression partially attenuated the
inhibitory effects of metformin on the malignant biological behaviors of prostate cancer cells and its inhibitory effects on
the AKT/mTOR signaling pathway. In addition, metformin downregulated HuR mRNA and protein expression levels in
PC3  and  22RV1  cells  in  a  concentration-dependent  manner  (P <  0.01). Conclusion　 Metformin  may  inhibit  the
activation of the AKT/mTOR signaling pathway by downregulating HuR expression, thereby reducing the proliferation,
migration, and invasion of prostate cancer cells.
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前列腺癌（prostate cancer, PCa）是男性泌尿生殖系统

中最常见的恶性肿瘤。根据GLOBOCAN统计，2022年新

增PCa病例1 466 680例，死亡病例占男性所有癌症死亡病

例的4.1%[1]，2022年中国前列腺癌新发病例约13.4万例，

死亡病例约4.8万例[2]。因此，PCa逐渐成为威胁中老年男

性健康的主要问题。
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二甲双胍是治疗2型糖尿病（type 2 diabetes mellitus,

T2DM）的一线药物，已经在临床上使用超过50年，具有良

好的安全性[3]。2005年，Evans等[4]研究发现T2DM患者在

二甲双胍治疗后发生癌症的风险较低。从那时起，越来

越多的研究表明二甲双胍可以抑制许多类癌症的发

展[5-8]。同时，二甲双胍对亚洲T2DM患者中的PCa具有潜

在的保护作用。与其他抗糖尿病药物相比，二甲双胍可

以显著降低T2DM患者PCa的风险，改善预后，并延缓

PCa的进展 [ 9 - 1 0 ]。先前的研究表明，二甲双胍通过激活

AMPK、抑制mTOR信号传导和蛋白质合成以及阻断细

胞周期进展作为抗癌剂[11-12]。

RNA结合蛋白（RNA bingding protein, RBP）可通过

与mRNA的特异性结合直接或间接调节mRNA的功能，

例如介导mRNA运输、定位和翻译[13-14]。HuR是一种常见

的RNA 结合蛋白，通过与富含腺嘌呤-尿嘧啶元件结合来

调节mRNA的稳定性和转录。HuR在包括PCa在内的几

种癌症中过表达[15]。此外，HuR表达的上调与肿瘤侵袭

和不良预后有关[16]，也可以促进肿瘤细胞的增殖、迁移和

血管生成[17-18]。

在此研究中，我们验证二甲双胍对PCa细胞活性的影

响，通过生物信息学分析、体外实验探索HuR在二甲双胍

调控PCa细胞中的关键作用。

 1     材料与方法

 1.1    细胞培养和转染

PCa细胞系22RV1和PC3购自美国典型培养物保藏中

心（ATCC，美国），分别在RMPI 1640和DMEM（均购自美

国Gibco公司）培养基中培养。所有培养基均加入10%胎

牛血清（中乔新周生物技术，中国）和1%青链霉素双抗

（中乔新周生物技术，中国）。二甲双胍购自德国Sigma，

并溶解于PBS（Gibco，美国）中。

敲低 HuR 质粒（siHuR）及其阴性对照siRNA（siNC）

购自中国RiboBio公司，过表达HuR质粒（pHuR）及其阴性

对照质粒（pNC）购自中国GenePharma公司。使用美国

Invitrogen公司Lipofectamine 2000TM转染细胞24 h。

 1.2    CCK8细胞毒性测定

将22RV1和PC3细胞接种于96孔板中培养，当细胞生

长到密度约70%时，并向其分别加入不同浓度（0、5、10、

20、30、40、50 mmol/L）的二甲双胍、pHuR质粒（终浓度

1 μg/mL）、siHuR（终浓度50 nmol/L）；联合处理组转染

pHuR质粒后加入20 mmol/L二甲双胍，处理24 h和48 h，

在37 ℃、体积分数5%CO2浓度的条件下，将10 μL CCK-8

试剂加入到每个孔中孵育2 h。使用全波长酶标仪，450 nm

处测量吸光度。

 1.3    细胞迁移和侵袭测定

将22RV1和PC3细胞悬浮液接种到一个包被或未包

被Matrigel的小室中，将含有体积分数20%FBS的培养基

加入下腔，孵育24或48 h。用质量分数0.1%的晶紫染色

15 min，37 ℃干燥，并在显微镜下随机选五个视野拍照。

细胞迁移和侵袭百分比由ImageJ软件计算。

 1.4    细胞周期测定

将2 2 R V 1和P C 3细胞分为二甲双胍0、5、2 0和

50 mmol/L组，处理24 h后收集细胞，使用细胞周期试剂盒

（诺唯赞，中国），在每管中加入500 μL PI染色溶液，使细

胞完全悬浮，于37 ℃避光染色30 min。用BD FACS

Celesta检测细胞周期，并使用Modifit软件分析G0/G1相的

比例。

 1.5    Western blot

根据实验目的，设置RWPE-1、LNCaP、22RV1和

PC3细胞基础表达检测组；二甲双胍终浓度为0、5、20和

50  mmol/L的处理组，处理24  h；pNC、pHuR（均为

1 μg/mL）、siNC和siHuR（均为50 nmol/L）转染组，转染

48 h；以及pNC、pHuR和pHuR+M20组，其中联合组转染

pHuR 24 h后加入20 mmol/L 二甲双胍继续处理24 h。提

取细胞总蛋白，经SDS-PAGE分离后转移至NC膜。质量

分数5%脱脂牛奶封闭1 h，分别加入按比例稀释的HuR、

CDK4、Bcl-2、Bax、AKT、p-AKT、mTOR、p-mTOR及β-

actin一抗孵育并在4 ℃下过夜，其中β-actin作为内参蛋

白。而后与稀释度为1∶4  000的二抗孵育1 h；加入ECL

（诺唯赞 ,  中国）孵育2 min，使用Bio-Rad ChemiDoc

XRS（Bio-Rad, 美国）拍照。

 1.6    细胞凋亡测定

为了确定二甲双胍是否通过细胞凋亡降低肿瘤细胞

的活力，将22RV1和PC3细胞分为二甲双胍 0、5、20和

50 mmol/L组，处理24 h后进行Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞凋

亡检测。使用细胞凋亡检测试剂盒（诺唯赞，中国），将重

悬细胞与Annexin Ⅴ-FITC和PI染色溶液混合，室温避光

染色10 min。在BD FACS Celesta分析，并用FlowJo计算细

胞凋亡率。

 1.7    生物信息学分析

从Oncomine、Proteinatlas和GEPIA数据库下载数据

进行生物信息学分析。分析PCa中HuR的表达情况、

HuR与Gleason评分的相关性以及HuR在临床病理切片中

的表达水平。

 1.8    RNA提取、逆转录和qRT-PCR

设置二甲双胍 0、5、20和50 mmol/L组，药物处理
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24 h；另设置pNC、pHuR、siNC和siHuR组，其中pNC和

pHuR质粒终浓度均为1 μg/mL，siNC和siHuR终浓度均为

50 nmol/L，转染24 h后用TriZol试剂（美国 Invitrogen）提

取细胞的总RNA,使用试剂盒（诺唯赞，中国）将其逆转录

成单链cDNA。然后使用合成的cDNA进行qRT-PCR：95 ℃

30 s，39个循环；95 ℃ 5 s，57.4 ℃ 30 s。用2－ΔΔCt法定量分

析HuR的表达。引物序列详见网络资源附件附表1。

 1.9    蛋白质-蛋白质相互作用分析

从STITCH数据库（http://stitch.embl.de/）和SuperPred

数据库（https://prediction.charite.de/index.php）收集二甲

双胍的潜在靶蛋白。从DisGeNET（https://www.disgenet.

org/）和GeneCards数据库（https://www.genecards.org/）获

得PCa相关基因。使用jvenn工具交叉验证二甲双胍的靶

蛋白和PCa相关的潜在靶基因。对于上述获得的186个基

因，使用String数据库（https://string-db.org/）进行KEGG富

集分析，筛选Rich Factor排名前20位的通路，并用R语言

以气泡图的形式可视化特定8个通路。蛋白质与靶蛋白

之间互作预测导入Cytoscape，来绘制蛋白质-蛋白质相互

作用（protein-protein interaction networks, PPI）网络。然

后使用cytohubba获得前15个核心基因。

 1.10    分子对接

从RCSB蛋白质数据库（http://www.pdb.org/）下载

HuR的晶体结构，并使用二甲双胍摩尔格式的三维结构，

上传到SwissDock网站进行对接预测。G评分最低的模型

被认为是最优的对接模型，并使用UCSF Chimera软件进

行可视化。

 1.11    统计学方法

x± s所有实验数据均以 表示，并使用GraphPad Prism

9软件进行统计分析。两组间数据的比较采用Student's

t检验。对于三组及以上数据的比较，采用单因素方差分

析（one-way ANOVA），并使用Bonferroni法进行多重比较

检验校正。P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    二甲双胍抑制PCa细胞系的增殖、迁移和侵袭

图1A显示，在用二甲双胍处理24 h和48 h，两种细胞

的活力以剂量依赖性方式被抑制。此外，Transwell迁移

试验证明二甲双胍抑制细胞迁移率（图1B）。图1C示，与

二甲双胍孵育24 h降低了22RV1和PC3细胞的侵袭率，上

述结果差异均具有统计学意义（P<0.05）。表明二甲双胍

抑制了细胞的增殖、迁移和侵袭。

 2.2    二甲双胍诱导G0/G1停滞和细胞凋亡

我们进一步研究了二甲双胍对细胞周期和凋亡的影

响，发现二甲双胍在不同程度上抑制两种细胞的细胞周

期，特别是G0/G1阶段停滞（图2A）。同时Western blot实验

显示，CDK4的表达随着二甲双胍浓度的增加而下降，这

与流式细胞术分析结果一致（图2B）。这些数据表明，二

甲双胍可以通过控制细胞周期来抑制细胞增殖。

如图2C所示，随着二甲双胍浓度的增加，细胞凋亡的

比例不同程度地增加。同时，发现抗细胞凋亡蛋白Bcl-

2降低，而促细胞凋亡蛋白Bax呈现相反的趋势（图2D）。

流式细胞术和Western blot实验结果证实，二甲双胍可以

通过促进细胞凋亡的发生来抑制PCa细胞的活力，以上差

异均有统计学意义（P<0.05）。

 2.3    生物信息学鉴定HuR是PCa的促进因子，二甲双胍

可抑制HuR

Oncomine的研究结果表明，相比正常组织，HuR在

PCa组织中高度表达。HuR的表达与Gleason评分呈正相

关（图3A、3B）。在Proteinatlas数据库中，临床PCa病理样

本的免疫组织化学结果显示，HuR蛋白在细胞质中的表

达增加。同时，通过Western blot实验分别检测了HuR在

不同恶性程度的前列腺细胞中的表达情况，结论与Gleason

评分预测一致（图3C）。这些结果表明HuR在PCa中，尤其

是恶性程度高的22RV1、PC3细胞中具有促癌作用。

为了研究二甲双胍是否可以通过靶向HuR发挥抗

PCa作用，使用qPCR和Western blot测定法检测HuR的表

达。结果显示药物处理24 h后HuR在mRNA和蛋白质水

平的表达随着二甲双胍浓度的增加而下降（图3D）。以上

差异均有统计学意义（P<0.05）

 2.4    二甲双胍靶向HuR抑制细胞增殖、迁移和侵袭

qPCR和Western blot的结果显示，转染pHuR或

siHuR后明显影响了HuR的表达（图4A，P<0.001）。过表

达HuR显著促进了22RV1和PC3的增殖、迁移和侵袭能

力，敲低HuR后则相反。然而，将二甲双胍与过表达HuR

共处理则逆转了其对细胞的增殖、迁移和侵袭的促进作

用，敲低HuR后则相反，提示二甲双胍可能通过抑制HuR

来降低细胞活性（图4B～4D），差异有统计学意义（P<0.05）。

 2.5    HuR高表达促进细胞周期进程并抑制细胞凋亡

图5A中，在PCa的两种细胞中HuR的敲低均可诱导

G0/G1期阻滞，过表达HuR则减少G1期占比，过表达HuR与

二甲双胍共处理时会减弱HuR促进细胞周期进展的能

力。图5B显示在高表达HuR时周期蛋白CDK4表达水平

增加，在敲低HuR时减少，过表达HuR与二甲双胍共处理

时CDK4的表达水平降低，以上差异均有统计学意义

（P<0.05）。这表明HuR可促进细胞周期进程，而二甲双胍

可通过抑制HuR诱导细胞周期阻滞。上调HuR可抑制细
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胞凋亡，在过表达HuR的基础上用二甲双胍处理，细胞凋

亡比例增加，敲低HuR可促进细胞凋亡。Western blot结

果显示过表达HuR可促进Bcl-2表达并抑制Bax，但当二甲

双胍与其联用时则得到相反的结果。敲低HuR时Bcl-2表

达减少、Bax增多。这一结果与流式细胞术趋势一致

（图5C、5D，P<0.001）。

 2.6    二甲双胍通过靶向HuR抑制PCa细胞的AKT/mTOR

信号通路

为了从海量基因中精准识别二甲双胍调控PCa的关键

下游效应分子，我们将生物信息学分析作为靶点初筛工

具。首先，从数据库中获取14 201个PCa相关基因和402个

二甲双胍靶点蛋白，筛选出186个交集基因用于后续PPI

分析（附图1A）。为了进一步缩小核心靶点范围，我们构

建了PPI网络并利用CytoHubba插件进行拓扑分析（附图

1B）。结果显示，在MNC评分最高的前15个枢纽基因中，

AKT和mTOR均位列核心位置（附图1C）。此外，通过对

186个基因的KEGG富集分析，从Rich Factor排名前20的

通路中筛选出8个相关通路，也证实了AKT/mTOR通路的

 

A

B

C

24 h
48 h 24 h

48 h

R
el

at
iv

e 
ce

ll
 v

ia
b

il
it

y/
%

0

25

50

75

100

125

R
el

at
iv

e 
ce

ll
 v

ia
b

il
it

y/
%

0

25

50

75

100

125

c(MET)/(mmol/L)

0 5 10 20 30 40 50

0

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 10 20 30 40 50

c(MET)/(mmol/L) c(MET)/(mmol/L)

***

***

***

***
********

*
*

***

***

***

***

***

***

***

**

***

***

*

***

***
***

***

***

******

***
***** **

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

22
R

V
1

P
C

3
22RV1 PCa

22
R

V
1

P
C

3

C
el

l m
ig

ra
ti

o
n

/%
C

el
l m

ig
ra

ti
o

n
/%

C
el

l m
ig

ra
ti

o
n

/%
C

el
l m

ig
ra

ti
o

n
/%

 
图 1  二甲双胍抑制PCa细胞系的增殖、迁移和侵袭

Fig 1  Metformin inhibits the proliferation, migration, and invasion of PCa cell lines

x± s

MET: metformin. A, Cell viability measured by CCK-8 assay after 24 h and 48 h treatment with indicated metformin concentrations. B, Cell migration assessed by

Transwell assay. C, Cell invasion assessed by Matrigel-coated Transwell assay. Representative Transwell images were captured at original magnification × 200. * P < 0.05, ** P < 0.01,
*** P < 0.001, vs. 0 mmol/L MET (control). Data are presented as the  from three independent experiments (n = 3); five replicate wells or five randomly selected fields

were analyzed per group.
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重要性（附图1D）。基于这些线索，通过Western blot实验

对预测结果进行了生物学验证。附图见网络资源附件。

通过检测磷酸化AKT（p-AKT）（Ser473）和磷酸化

mTOR（p-mTOR）（Ser2448）蛋白水平以评估信号通路活

化情况，如图6所示，二甲双胍可以显著降低A K T和

mTOR蛋白的磷酸化且呈现出浓度依赖性。与二甲双胍

处理结果相似，敲低HuR后抑制AKT和mTOR的磷酸化，

而pHuR则促进AKT和mTOR的磷酸化。与pHuR相比，加

 

A

B

C

D

0 5 20 50

0 5 20 50

(%
 o

f 
to

ta
l)

(%
 o

f 
to

ta
l)

0

20

40

60

80

100

0

25

50

75

100

S

S

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20

Bcl-2

Bax

β-actin

Bcl-2

Bax

β-actin

50

0 5 20

β-actin

CDK4

β-actin

CDK4

50 0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

0 5 20 50

***
**

***

**

******

***
***

***

***

*

*

*

*

*

*

**

0

15

10

5

0

15

20

25

10

5

0

5 20 50

c(MET)/(mmol/L)

22RV1

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

PC3

c(MET)/(mmol/L)

C
el

l c
yc

le
 a

t 
24

 h
C

el
l c

yc
le

 a
t 

24
 h

c(MET)/(mmol/L) c(MET)/(mmol/L)

22
R

V
1

c(MET)/(mmol/L)

22RV1

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L)

PC3

c(MET)/(mmol/L)

c(MET)/(mmol/L) c(MET)/(mmol/L)

C
el

l a
p

o
p

to
si

s/
%

C
el

l a
p

o
p

to
si

s/
%

22
R

V
1

P
C

3
P

C
3

Dip S

N
u

m
b

er

Channels (PE-A)

N
u

m
b

er

Channels (PE-A)

PI

FITC

PI

FITC

Dip G1 Dip G2

G0/G1

G2

G0/G1

G2

 
图 2  二甲双胍以剂量依赖性方式诱导G0/G1停滞并促进细胞凋亡

Fig 2  Metformin induces G0/G1 arrest in a dose-dependent manner and promotes cell apoptosis

x± s

MET: metformin. A, Cell cycle distribution analyzed by flow cytometry. B, Western blot analysis of CDK4 expression. C, Apoptosis rates detected by Annexin Ⅴ-

FITC/PI staining. D, Western blot analysis of Bcl-2 and Bax expression. Data are presented as the  from three independent experiments (n = 3). Statistic analyses

include one-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. 0 mmol/L MET (control).
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用了二甲双胍处理后的细胞中AKT和mTOR的磷酸化水

平降低，说明二甲双胍可以通过靶向HuR抑制AKT/mTOR

信号通路的激活。

 2.7    分子对接分析

利用SwissDock在线模拟了二甲双胍与HuR之间可

能的相互作用模式，网络资源附件附表2列出了排名前

10的完整适应度评分和预估ΔG值。选择ΔG值最小的对

接模式进行可视化（图7），在该对接模式中完整适应度评

分－2 176.4 kcal/mol，预估ΔG值为－6.198 15 kcal/mol，可

能结合的氨基酸残基包括HSD59、GLU257、LYS274、

VAL275和ARG277。

 3     讨论

越来越多的流行病学与队列研究表明，在二甲双胍

治疗的糖尿病患者群体中，其患癌概率显著降低，提示二

甲双胍可能具有抗肿瘤作用[19-21]。在PCa中，二甲双胍被

报道可降低PCa的发病率[22-23]，延缓去势抵抗性前列腺癌

（castration-resistant prostate cancer, CRPC）的进展[24]，并

改善患者的总体生存[25-27]。以上结果提示，二甲双胍可能

是一种具有临床应用前景的PCa治疗药物。为进一步验

证这一假设，本课题在体外研究了二甲双胍对PCa细胞的

作用。实验结果表明，二甲双胍可在不同程度上抑制两

种PCa细胞的增殖、侵袭和迁移，并诱导G0/G1期停滞和细

胞凋亡。同时，二甲双胍下调了细胞周期相关蛋白

CDK4的表达，并分别上调和下调了凋亡蛋白Bax和Bcl-

2的表达。综上所述，二甲双胍对PCa细胞具有抑制作

用。基于这些结果，本研究进一步探讨了二甲双胍抑制

肿瘤细胞活性的潜在分子机制。

在深入探索二甲双胍作用靶点前，本研究梳理了相

关已发表文献，发现HuR基因在包括PCa在内的大多数肿

瘤中均呈高表达状态[28]。因此，本研究利用Oncomine数

据库分析HuR在PCa中的表达情况，结论提示，HuR在

PCa组织中的表达水平显著升高。此外，来自Proteinatlas

的数据亦表明，HuR在临床PCa病理组织样本中呈上调

趋势。

尽管分子对接分析了多个二甲双胍与HuR蛋白之间

的结合位点，但我们需要指出的是，这种计算机模拟结果

仅代表一种结构上的可能性。因此，本研究提取经二甲

双胍处理后PCa细胞的RNA、蛋白质样品进行检测。结

果显示，二甲双胍能够以剂量依赖性方式下调HuR蛋白

的表达，同时也显著下调了其mRNA水平。这一结果强

烈提示二甲双胍对HuR的负向调控可能发生在转录水平

或涉及mRNA稳定性的改变，而不仅仅局限于蛋白的直

接相互作用。既往研究也表明，二甲双胍可以通过

AMPK依赖或非依赖的途径广泛调节多种RNA结合蛋白

的表达。鉴于本研究的核心旨在确立“二甲双胍-HuR-

AKT/mTOR”这一功能轴线，二甲双胍调控HuR的具体上

游分子机制将是我们未来研究的重点。

随后，在体外实验中分别对HuR进行过表达与敲低

处理。结果表明，HuR敲低显著降低了22RV1和PC3细胞

的增殖、迁移及侵袭能力，并导致细胞G0/G1期阻滞及凋

亡比例增加。相反，HuR过表达则产生了相反的生物学
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图 3  HuR具有表达差异，且为二甲双胍作用的潜在靶点

Fig 3  HuR is differentially expressed and serves as a potential target of metformin.

x± s

MET: metformin. A, HuR mRNA levels in PCa (T) vs. normal tissue (N). B, Correlation between HuR expression and Gleason scores. C, HuR protein levels in PCa

cell lines. D, Dose-dependent reduction of HuR mRNA and protein by metformin (qPCR/Western blot). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. 0 mmol/L MET (control).

Each qPCR reaction was performed in quadruplicate and qPCR data are presented as the  from three independent experiments (n = 3).
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效应，但当肿瘤细胞接受HuR过表达质粒和二甲双胍联

合处理时却被明显逆转，提示HuR是二甲双胍抑制肿瘤

发生发展的关键调节因子，二甲双胍的抗肿瘤作用是部

分通过HuR所介导的。
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图 4  二甲双胍通过靶向HuR抑制细胞增殖、迁移和侵袭，而敲低HuR具有抑制作用

Fig 4  Metformin inhibites cell proliferation, migration, and invasion by targeting HuR, whereas HuR knockdown has an inhibitory effect

x± s

A, Validation of HuR overexpression (pHuR) and knockdown (siHuR) efficiency (qPCR/Western blot). B, Cell viability (Rescue assay). C, Migration analysis. D,

Invasion analysis. Representative Transwell images were captured at original magnification × 200. M0-M50 indicate metformin at 0-50 mmol/L, respectively. * P < 0.05,
** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. control (pNC or siNC). ### P < 0.001, vs. pHuR. Data are presented as the  from three independent experiments (n = 3); five replicate wells

were analyzed per group.
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基于已有的关于HuR与AKT/mTOR相关性的研究结

果，本研究推测二甲双胍可能通过HuR抑制AKT/mTOR

信号通路的激活。体外实验证实，激活AKT和mTOR可

促进PCa细胞增殖、迁移和侵袭，而抑制该通路则能有效

抑制细胞活性。本研究分别对22RV1和PC3细胞进行不

同处理：包括不同浓度的二甲双胍处理、HuR过表达、

HuR过表达联合二甲双胍处理以及HuR敲低。Western

blot结果显示，二甲双胍和敲低HuR均能有效抑制AKT和
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图 5  二甲双胍逆转HuR过表达的促细胞周期和抗凋亡作用

Fig 5  Metformin reverses the pro-cycle and anti-apoptotic effects of HuR overexpression

x± s

A, Flow cytometry analysis of cell cycle distribution in rescue experiments. B, Western blot of CDK4 levels. C, Flow cytometry analysis of apoptosis. D, Western blot

of Bax and Bcl-2 levels. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, vs. control (pNC or siNC); # P < 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001, vs. pHuR group. Data are presented as the 

from three independent experiments (n = 3).
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mTOR的磷酸化水平；相反，HuR过表达可促进AKT和

mTOR的激活，而在HuR过表达的同时给予二甲双胍处

理，可明显逆转此趋势。这一“挽救实验”有力地证实了

AKT/mTOR信号通路的抑制并非二甲双胍细胞毒性带来

的非特异性副产物。相反，由于外源性补回HuR能够在

药物存在的情况下恢复AKT和mTOR的磷酸化水平，这证

明了该信号通路的活性特异性地受到HuR蛋白水平的直

接调控，从而确立了HuR作为二甲双胍调控AKT/mTOR

通路的关键上游节点的地位。以上结果表明，二甲双胍

通过抑制HuR来调节AKT/mTOR通路，从而抑制PCa细胞

增殖、迁移和侵袭。

值得注意的是，本研究揭示的HuR/AKT/mTOR抑制

轴可能在某种程度上具有细胞类型特异性。鉴于HuR在

CRPC细胞中呈特异性高表达，我们推测该机制主要在

HuR驱动的晚期肿瘤细胞中占主导地位。而在HuR表达

较低的早期或激素敏感性前列腺癌细胞中，二甲双胍可

能通过其他互补机制发挥作用。这种机制上的差异性进

一步强调了在临床应用中根据肿瘤分型和HuR表达水平

进行患者分层的潜在价值。此外，我们需要指出的是，本

研究在体外实验中使用的二甲双胍浓度显著高于临床服

用二甲双胍患者通常为微摩尔级别的血浆峰值浓度。这

主要归因于体外培养的肿瘤细胞缺乏类似于体内的有机

阳离子转运体协助摄取机制，因此往往需要较高的胞外

浓度梯度以驱动药物进入细胞发挥作用。尽管该浓度范

围在前列腺癌细胞实验中被广泛采用，但本研究结果在

向临床转化时，仍需谨慎考量药代动力学因素及体内生

物利用度的限制。

综上所述，二甲双胍通过抑制HuR的表达，从而调控

AKT/mTOR信号通路，抑制PCa细胞的活性。这一发现

为临床上二甲双胍在T2DM患者中降低PCa风险并延缓

其进展提供了机制解释和理论依据。

*　　　　*　　　　*
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图 6  二甲双胍通过靶向HuR对AKT/mTOR信号通路的作用

Fig 6  The effect of metformin on the AKT/mTOR signaling pathway through targeting HuR

MET: metformin. A, Western blot showing dose-dependent inhibition of p-AKT and p-mTOR by metformin. B, Rescue experiment shows that HuR overexpression

restores p-AKT/p-mTOR levels reduced by metformin. C, Effect of HuR knockdown on the pathway.

 

 
图 7  二甲双胍在HuR中的对接预测最佳结合模式

Fig 7  The top 1 binding mode of metformin on HuR through docking
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