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二甲双胍脂质体靶向增强TAMs糖摄取

对B16-TAMs共培养体系糖分布的影响
郭婉1,2  秦文涛1  贝云成1  张冬梅1*

(1南京大学生命科学学院, 南京 210023; 2中国药科大学天然药物活性组分与药效国家重点实验室, 南京 210009)

摘要      该文探讨了二甲双胍脂质体(metformin liposome, Met-lipo)通过靶向增强肿瘤相关巨噬

细胞(tumor-associated macrophages, TAMs)的葡萄糖摄取以改变小鼠黑色素瘤细胞株B16与TAMs共
培养体系中葡萄糖分布, 以及抑制B16细胞增殖与迁移的可能性。利用2-NBDG作为葡萄糖类似物

模拟细胞对葡萄糖的摄取; 接着通过2-NBDG摄取实验、葡萄糖/乳酸试剂盒检测二甲双胍(metfor-
min, Met)对TAMs葡萄糖摄取的影响, 以及经Met预处理的TAMs改变B16-TAMs共培养体系中葡萄

糖分布的能力。用细胞划痕实验、细胞增殖实验、q-PCR实验评价Met预处理的TAMs抑制B16细胞

增殖与迁移的能力。同时, 通过硫酸铵梯度法制备了Met-lipo, 并对其粒径、电势、稳定性、包封率

进行表征。通过2-NBDG摄取实验、细胞划痕实验、细胞增殖实验、q-PCR实验检测Met-lipo改变

B16-TAMs接触共培养体系中葡萄糖分布的能力和其抗肿瘤效果。结果显示, Met(10 mmol/L)的处

理能够有效增强TAMs的糖摄取效率, 并实现对B16细胞的葡萄糖剥夺。而制备得到的Met-lipo能
特异性地增强B16-TAMs共培养体系中TAMs的糖摄取能力, 并展示出远强于游离Met的抗肿瘤效

应。综上, Met-lipo能够靶向增强TAMs葡萄糖摄取从而改变B16-TAMs共培养体系的葡萄糖分布, 
导致B16增殖与迁移能力的下降。
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Metformin Liposome Specifically Enhanced Glucose Uptake of TAMs 
for the Alteration of Glucose Distribution in B16-TAMs Co-Culture System
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Abstract       This study investigated the possibility that Met-lipo (metformin liposome) altered glucose dis-
tribution within B16-TAMs co-culture system and inhibited the growth of B16 cells by specifically enhancing glu-
cose uptake of TAMs (tumor-associated macrophages). 2-NBDG was used as glucose analogue to simulate glucose 
uptake of cells. The effect of Met (metformin) on glucose uptake of TAMs was detected by 2-NBDG uptake assay 
and glucose/lactate kits. The ability of Met-treated TAMs to alter glucose distribution within B16-TAMs co-culture 
system was also evaluated. Wound healing assay, cell proliferation assay and q-PCR were used to assess the ability 
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of Met-treated TAMs to inhibit the proliferation and migration of B16 cells. Meanwhile, Met-lipo was prepared by 
ammonium sulfate gradient method and particle size, zeta potential, stability and drug-loading efficiency of liposome 
were detected by DLS and HPLC. Furthermore, the antitumor effect and ability of Met-lipo to alter glucose distribu-
tion within B16-TAMs contact co-culture system was also evaluated by 2-NBDG uptake assay, wound healing assay, 
cell proliferation assay and q-PCR analysis. Results showed that the treatment of Met (10 mmol/L) could effectively 
enhance the glucose uptake efficiency of TAMs, which could deprive the glucose B16 cells needed. Notably, the 
prepared Met-lipo could specifically enhance the glucose uptake of TAMs in B16-TAMs co-culture system and ex-
hibited more prominent antitumor effect than free Met. In conclusion, Met-lipo could specifically enhance glucose 
uptake of TAMs and alter the glucose distribution within B16-TAMs co-culture system, and then inhibit the prolif-
eration and migration of B16 cells.

Keywords        tumor-associated macrophages; metformin; glucose uptake; liposome

代谢重编程作为恶性肿瘤的重要标志之一, 在
癌症的诊断、监测以及抗癌药物的开发方面有着重

要的应用价值[1]。相较于正常细胞, 肿瘤细胞葡萄

糖代谢的改变尤为显著, 也受到许多研究者的关注。

研究表明, 肿瘤细胞具有“葡萄糖成瘾性”特点, 其葡

萄糖摄取能力显著提高[2]。高效的糖摄取为肿瘤细

胞的增殖、转移及其治疗耐受提供了物质基础和能

量保障[3]。同时, 除了自身代谢改变外, 肿瘤细胞还

会直接或间接地影响肿瘤微环境中免疫细胞的代谢

形式, 削弱它们对葡萄糖摄取的能力[4], 造成肿瘤微

环境中葡萄糖分布发生改变, 从而进一步满足其对

葡萄糖极高的需求。

目前, 针对肿瘤的葡萄糖代谢过程, 人们已开发

了以 “饥饿疗法 ”为主的多种肿瘤治疗策略 , 如利用

葡萄糖转运体抑制剂[5]和抗肿瘤血管生成药物[6]对

肿瘤细胞进行糖剥夺, 或向肿瘤组织内递送葡萄糖

氧化酶(glucose oxidase, GOx)[7-8]来清除肿瘤微环境

中的葡萄糖。但是, 人们对这类“饥饿疗法”的应用

仍存在一定的担忧: 抗血管生成治疗易导致肿瘤组

织进一步乏氧[9], 这会潜在地增强肿瘤的侵袭、转移

和耐药能力[10]。同时, 抗血管生成和葡萄糖转运体

抑制剂的处理造成的肿瘤组织营养物质的匮乏同样

不利于微环境内免疫细胞的生存, 阻碍了机体抗肿

瘤免疫的激活和对肿瘤的长期控制[11]。而GOx的酶

活又容易受到外界因素的影响, 导致药效的不稳定。

而且在递送过程中, 载体包载的GOx会不可避免地

发生泄漏, 这将造成血糖骤降, 增加安全隐患[12]。因

此, 在这里, 我们希望能通过药物干预, 提高肿瘤微

环境中葡萄糖在非肿瘤细胞上的分配比例, 从而竞

争性抢占肿瘤细胞的葡萄糖以实现对其糖剥夺。

黑色素瘤是一种恶性程度高、转移能力强的

肿瘤类型, 其临床治疗极具挑战性; 研究表明, 黑色

素瘤的高增殖性、侵袭性可能使其更依赖于糖代谢, 
对葡萄糖剥夺更加敏感[13-14]。二甲双胍(metformin, 
Met)是临床上被广泛用于治疗二型糖尿病的降血

糖药物, 被证明能潜在地增加外周组织对葡萄糖的

摄取和利用[15-16]。利用这个性质, 在这项研究中, 我
们探究并证明了Met增强肿瘤相关巨噬细胞(tumor-
associated macrophages, TAMs)糖摄取能力的可能

性; 同时, 为了使得Met能更加特异性地作用于巨噬

细胞, 我们用硫酸铵梯度法制备了二甲双胍脂质体

(metformin liposome, Met-lipo)纳米粒。鉴于巨噬细

胞对纳米颗粒具有更强的摄取能力, Met-lipo靶向增

强了TAMs的葡萄糖摄取能力, 改变了B16-TAMs共
培养体系的葡萄糖分布状态, 从而实现了对黑色素

瘤细胞的糖剥夺并有效抑制了其增殖与迁移。因此, 
我们的工作为改变肿瘤微环境的葡萄糖分布提供了

新的思路。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞系      小鼠巨噬细胞RAW264.7、小鼠黑

色素瘤细胞B16、小鼠乳腺癌细胞4T1、小鼠结直

肠癌细胞CT26、小鼠肺癌细胞LLC均购自中国科学

院上海细胞库。

1.1.2   主要试剂      高糖DMEM培养基、RPMI 1640
培养基与RPMI 1640无糖培养基均购自上海源培

生物科技有限公司; 胎牛血清购自以色列Biological 
Industries公司 ; 盐酸二甲双胍购自美国Sigma公司 ; 
CellTraceTM CFSE、0.25%胰蛋白酶、青霉素、链霉素、
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DMSO均购自上海碧云天生物科技有限公司; 葡萄

糖/乳酸检测试剂盒、吉姆萨染液均购自南京建成

生物有限公司; 葡萄糖类似物2-NBDG购自美国MCE
公司; TRIzolTM Reagent购自南京诺唯赞生物科技有

限公司; 逆转录试剂盒购自加拿大ABM公司; MTT、
大豆软磷脂、胆固醇均购自北京索莱宝科技有限公

司; 氯仿、异丙醇、磷酸二氢钾、氯化钠、磷酸氢

二钠、高氯酸均购自国药集团药业股份有限公司 ; 
小鼠APC-F4/80流式抗体购自美国Biolegend公司; 无
菌细胞培养板、滤器、Transwell共培养小室均购自

广州杰特生物技术有限公司; 细胞培养皿购自Nest公
司; q-PCR引物均由金斯瑞生物技术有限公司合成。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      小鼠肺癌细胞LLC与小鼠巨噬细

胞系RAW264.7用含10% FBS的DMEM进行培养; 小鼠

结直肠癌细胞CT26、乳腺癌细胞4T1和黑色素瘤细

胞B16用含10% FBS的RPMI 1640培养基进行培养; 以
上完全培养基中皆添加100 U/mL的青/链霉素。

1.2.2   细胞糖摄取能力测定      将葡萄糖类似物

2-NBDG用无糖完全培养基配置成终浓度为100 μmol/L
的工作液, 37 °C培养箱避光孵育1 h。吸去待测细胞

培养基, PBS清洗2遍, 在12孔板中每孔加入300 μL的
2-NBDG工作液, 37 °C避光孵育30 min, 后于流式细

胞仪检测细胞摄取2-NBDG的能力[17]。在RAW264.7
与B16的接触共培养体系里, 2-NBDG孵育后用小鼠

F4/80流式抗体标记RAW264.7, 以此区分RAW264.7
与B16。
1.2.3   肿瘤条件培养基(tumor conditioned medium, TCM)
制备      将小鼠黑色素瘤细胞B16按照1×106个/只接种

于若干只C57BL/6小鼠后背部左侧皮下, 3周后将小鼠

安乐死(伦理号为IACUC-2109010, 由南京大学实验

动物福利伦理审查委员会批准), 无菌条件下取出肿

瘤块并剪成小块, 按照10 mL培养基/g肿瘤培养肿瘤

组织, 24 h后收集的培养上清即为TCM[18]。

1.2.4   CFSE染色检测细胞增殖      CFSE为5-羧基二

乙酰化荧光素琥珀酰亚胺酯, 是一种可对活细胞进

行荧光标记的染料。其在穿透过细胞膜后可快速水

解, 同时与胞内蛋白发生共价结合, 并发出绿色荧

光。在细胞增殖过程中, CFSE标记的荧光可平均分

配至两个子代细胞中, 并且荧光强度减弱一半。用

无血清培养基将CFSE原液按照1000 1׃稀释成浓度

为5 μmol/L的工作液, 37 °C避光孵育10 min备用; 吸

出待测小鼠肿瘤细胞原培养基, PBS清洗1遍后加入

适量的CFSE工作液, 37 °C培养箱避光孵育30 min, 
染色结束后用PBS清洗3遍, 再根据组别进行不同的

加药处理, 收集细胞, 进行流式检测。

1.2.5   细胞克隆形成实验      将充分吹打成单个的

小鼠肿瘤细胞B16、4T1、CT26按照100个/孔分别铺

入6孔板, 在浓度为2.5、5、10 mmol/L葡萄糖培养基

中培养7~10天, 直至能在显微镜下观察到长出明显

的细胞克隆后, 用4%多聚甲醛固定, 吉姆萨染液室

温染色30 min后洗净风干, 拍照记录克隆形成数量。

1.2.6   总RNA提取及q-PCR 检测      Trizol法提取共

培养体系中各组B16的总RNA, 测量浓度后 , 取2 μg 
RNA反转录为 cDNA, 通过 q-PCR测量增殖相关基

因ADRA1A、CHRNB2、ANGPT1、PRKCQ、LEP、
IL31RA的表达, 用GAPDH与18SrRNA作为内参进行

归一化处理。

1.2.7   细胞划痕实验      将B16细胞按3×105个/孔均

匀铺入12孔板, 当汇合度达到80%时, 吸去培养基, 
在细胞板的内底部划出两条平行的直线, 使得细胞

产生宽度一致的划痕, 再加入新鲜培养基, 在0 h于
显微镜下拍照记录划痕初始宽度; 在Transwells共培

养小室中加入经过不同处理后的RAW264.7, 待共培

养36 h后, 于显微镜下拍照记录划痕宽度的变化。

1.2.8   Met及Met-lipo的制备      称取0.165 6 g盐酸Met
粉末溶解于1 mL PBS中, 得到浓度为1 mol/L的Met母
液, 于–20 °C保存备用; 给药时直接用DMEM稀释到

所需浓度。Met-lipo采用硫酸铵置换法制备[19], 大豆

卵磷脂与胆固醇作为成膜材料。将氯仿׃甲醇按照

1混合, 称取大豆卵磷脂200 mg、胆固醇40 mg溶׃3
于4 mL氯仿–甲醇溶液中, 40 °C旋转蒸发至挥干后

继续真空干燥4 h, 加入3 mL的250 mmol/L硫酸铵, 
在37 °C以220 r/min转速混匀成淡黄色混合物, 冰水

浴超声10 min后过0.22 μm滤器, 在0.9%的NaCl溶液

中透析过夜后制成中性脂质体, 将脂质体与1mol/L
的Met溶液按照11׃混合, 在37 °C水浴中孵育3 h, 最
后在PBS中4 °C透析4 h除去游离盐酸Met, 即可得到

Met-lipo。
1.2.9   Met-lipo粒径及稳定性的测定      将Met-lipo稀
释10 000倍, 再吸取1 mL稀释后的溶液至石英管中, 
利用粒径分析仪(ZEN3600, Malvern)检测脂质体的

粒径分布。在测量Met-lipo的稳定性时, 分别在4 °C
保存条件下的第0、1、3、5、7、13、21、30天检
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测其粒径分布并对其进行统计, 以此反映Met-lipo的
稳定性。

1.2.10   Met-lipo电势的测定      将Met-lipo稀释10 000
倍, 再吸取1 mL稀释后的溶液至石英管中, 利用粒径

分析仪(ZEN3600, Malvern)检测脂质体的电极电势。

1.2.11   Met-lipo包封率的测定      取1 mL的Met-lipo, 
加入1 mL的氯仿对其进行破乳处理, 12 000 r/min离
心15 min得到上层的Met溶液。用HPLC检测包封率, 
准备AgilentTC-C18反相色谱柱, 使用的Met标准品浓

度为165 mg/mL, 在pH3的0.01 mol/L磷酸二氢钾溶液

的流动相中检测, 计算峰面积得到Met-lipo的包封率。 
1.2.12   统计学分析      各实验均独立重复3次, 数据

统计学分析均使用Graphpad Prism 8.0.1, 定量结果

数据均以x
_
±s表示, 两组数据间显著差异分析使用t检

验, 两组以上则使用单因素ANOVA分析显著性差异

(*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1)。

2   结果
2.1   TAMs糖摄取能力降低

将小鼠骨髓来源巨噬细胞(bone marrow derived 

macrophages, BMDMs)在TCM中培养72 h, 将其诱

导成为TAMs, 并通过流式细胞术检测其糖摄取能力

的变化, 图1A表明与对照组相比, TAMs的糖摄取能

力降低(P<0.05)。接着将RAW264.7与B16通过Tran-
swells分别共培养1~3天, 结果表明, 随着共培养时间

的增加, RAW264.7的葡萄糖消耗速率与葡萄糖摄取

能力逐渐降低(图1B和图1C)(P<0.001, P<0.000 1), 说
明TAMs在肿瘤细胞代谢的影响下糖摄取能力下降。

2.2   低浓度Met增强TAMs糖摄取与糖酵解

临床上接受Met治疗的糖尿病患者具有更低的

肿瘤负荷 [20], 它们体内的药物浓度在 10 mmol/L以
内 [21-22], 而Met对肿瘤细胞的体外抑制浓度需达至

30~100 mmol/L。鉴于TAMs在实体瘤中广泛存在较

高的占比 , 我们猜测 , 低浓度Met是否可能通过增强

TAMs葡萄糖摄取能力以重塑肿瘤微环境中的糖分布

状态, 从而竞争性剥夺肿瘤的葡萄糖摄取, 以达到对肿

瘤细胞的抑制。首先分别用1.0、2.5、10.0 mmol/L的
Met刺激TAMs, 24 h后通过流式检测其糖摄取能力, 
结果表明(图2A与图2B), 随着Met浓度的增加, TAMs
糖摄取能力显著增强(P<0.001)。鉴于10 mmol/L的

A: 流式检测BMDMs在TCM中诱导72 h后的糖摄取能力(左)与其统计学差异分析(右); B: RAW264.7与B16分别共培养1~3天后, 撤去B16细胞并

更换等量培养基, 24 h后检测上清葡萄糖含量, 并用细胞总蛋白对葡萄糖的消耗量进行归一化; C: 流式检测RAW264.7与B16分别共培养1~3天
后的糖摄取能力(左)与其统计学差异分析(右)。*P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: the glucose uptake of BMDMs in TCM for 72 h detected by flow cytometry; B: the glucose consumption rate in the medium supernatant of 
RAW264.7 after co-incubating with B16 for different days; C: the glucose uptake of RAW264.7 after co-incubating with B16 for different days detected 
by flow cytometry. *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图1   TAMs糖摄取能力降低

Fig.1   The decline of glucose uptake ability of TAMs
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Met改善TAMs糖摄取能力最佳, 与对照组相比提高

了将近40%, 因此将该浓度用于后续的实验。为了

探究Met增强TAMs葡萄糖摄取能力的效应与孵育时

间的相关性, 我们接下来用10 mmol/L Met分别处理了

TAMs 24 h和48 h, 结果(图2C)表明不论处理4 h还是

48 h都可显著增强TAMs的糖摄取能力 (P<0.01), 这
并不会随着处理时间的增加而增强。为了探究Met
介导的TAMs糖摄取增强效应能维持多久 , 我们在

Met(10 mmol/L)刺激TAMs 24 h后撤去, 并分别检测

了药物撤去后0 h、24 h、48 h的TAMs的糖摄取能力。

结果 (图2D)显示 , 当Met撤去后 , Met介导的TAMs
糖摄取增强效应逐渐降低 , 这说明该效应并非持续

性的。此外, 我们注意到, Met(10 mmol/L)处理后的

TAMs于新鲜培养基中培养24 h后, 其培养基颜色与

对照组相比明显变黄(图2E), 我们猜测这可能是由于

处理组细胞产生了更多的乳酸, 导致了培养基pH的

降低。为了验证这一猜测, 我们进一步测定Met分别

处理0 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h后培养上清中

A: 流式检测TAMs分别在1.0、2.5、10.0 mmol/L Met刺激24 h的糖摄取能力; B: 对图A的统计学差异分析; C: TAMs被10 mmol/L Met分别刺激24 h、
48 h后糖摄取能力的统计学差异分析; D: TAMs被10 mmol/L Met刺激24 h后, 撤去药物, 流式检测0 h、24 h、48 h糖摄取能力的统计学差异分析; 
E: 10 mmol/L Met预处理TAMs 24 h后, 更换等量新鲜培养基, 24 h后培养上清的颜色对比; F、G: 10 mmol/L Met分别处理0 h、6 h、12 h、24 h、
48 h后培养上清的葡萄糖(F)与乳酸(G)的浓度变化。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns表示无显著差异。

A: the glucose uptake of TAMs treated with various concentrations of Met (1.0, 2.5, 10.0 mmol/L) for 24 h detected by flow cytometry; B: the quan-
tification of glucose uptake based on Figure A; C: the glucose uptake of TAMs treated with 10 mmol/L Met for 24 h and 48 h; D: the glucose uptake 
ability of TAMs at various incubation times after Met (10 mmol/L) treatment; E: 10 mmol/L Met-treated TAMs after 24 h incubation, the medium color 
of TAMs; F,G: TAMs were incubated with Met for different time, then the ratio of supernatant glucose (F) and lactic acid (G) to control group was de-
tected. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns indicates no significant difference.

图2   低浓度Met促进TAMs糖摄取与糖酵解

Fig.2   Low concentrations of Met promotes glucose uptake and glycolysis of TAMs
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葡萄糖与乳酸浓度的变化, 结果(图2F与图2G)显示与

对照组相比, Met处理组上清葡萄糖浓度显著降低, 乳
酸浓度显著增加(P<0.001、P<0.000 1)。由于乳酸是

衡量细胞糖酵解通量变化的一个有效指标[23], 因此, 
这些结果说明, 低浓度的Met能有效增强TAMs的糖摄

取能力, 并可能导致了其糖酵解通量的增加。

2.3   Met预处理改变B16-TAMs共培养体系糖分

布且抑制B16生长

肿瘤细胞的“Warburg effect”使其对葡萄糖的需

求增加[24], 因此在肿瘤微环境中, 肿瘤细胞对葡萄糖

摄取占有绝对的优势, 而肿瘤中浸润的巨噬细胞因

糖摄取减少导致代谢表型的改变, 从而被诱导成促

瘤的TAMs。若能通过增加TAMs糖摄取以改变肿瘤

微环境中的葡萄糖分布, 实现对肿瘤细胞的糖剥夺, 

是否能潜在地抑制肿瘤细胞的生长？为了证明该

猜想的可行性, 我们用经10 mmol/L Met预处理后的

RAW264.7与B16进行接触共培养。24 h后, 收集细胞, 
利用F4/80流式抗体标记共培养体系中的RAW264.7, 
并通过流式检测RAW264.7与B16对 2-NBDG的摄

取能力。结果(图3A)表明, 与对照组相比, Met处理

组中RAW264.7的糖摄取能力显著高于B16, 这提示

Met预处理的TAMs能通过摄取更多的葡萄糖来改

变B16-TAMs共培养体系中葡萄糖的分布 (P<0.05)。
为了进一步探究培养基中糖分布的改变是否对B16
的生长产生抑制 , 我们分别通过细胞划痕实验 (图
3B)、CFSE增殖实验 (图3C)、q-PCR实验 (图3D)检
测了Met预处理后B16-TAMs共培养体系中B16迁移

与增殖能力的变化 , 结果表明 , Met预处理的TAMs

A: RAW264.7经10 mmol/L Met预处理后, 与B16接触共培养24 h, F4/80标记巨噬细胞, 通过流式检测共培养体系中RAW264.7与B16的糖摄取能

力(左)并对其进行统计学差异分析(右); B: 将经10 mmol/L Met预处理后的TAMs与B16细胞共培养, 通过细胞划痕法检测共培养36 h后B16的迁

移情况并拍照处理; C、D: 将经10 mmol/L Met预处理后的TAMs与B16细胞共培养24 h后, 收集B16细胞, 并用CFSE法(C)与q-PCR法(D)检测其

增殖速率和增殖相关基因的表达。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns表示无显著差异。

A: the glucose uptake of B16 and Met-treated RAW264.7 cells in direct contact culture system, respectively, Met (10 mmol/L); B: in vitro scratch assay 
of B16 cells co-incubated with Met-treated TAMs cells for 36 h; C: the proliferation rate of B16 cells co-incubated with Met-treated TAMs for 24 h de-
tected by flow cytometry; D: the expression of proliferation related genes of B16 cells co-incubated with met-treated TAMs for 24 h detected by q-PCR. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns indicates no significant difference.

图3   Met预处理改变B16-TAMs共培养体系糖分布且抑制B16生长

Fig.3   Pretreatment of Met alters glucose distribution of B16-TAMs co-culture system and inhibites growth of B16
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使得B16迁移能力减弱、增殖速率以及增殖相关基

因的表达降低 (P<0.01、P<0.001), 说明Met预处理

TAMs能够抑制B16-TAMs共培养体系中B16的生

长。

2.4   葡萄糖剥夺抑制肿瘤细胞增殖

为了探究经Met预处理的TAMs抑制肿瘤细胞

增殖与迁移是否是由于Met处理增强了巨噬细胞的

抗肿瘤作用 , 我们接下来对Met预处理后的TAMs的
吞噬能力、极化表型、代谢表型、ROS、PD-L1表
达进行了测定 , 结果显示皆无明显差异 (此部分数据

未展示), 这说明10 mmol/L Met处理并未改变巨噬细

胞的抗肿瘤活性。接下来 , 我们进一步确定了葡萄

糖的剥夺对肿瘤细胞增殖的影响。我们分别在三种

小鼠肿瘤细胞系 (4T1、CT26、B16)中用葡萄糖浓

度为 2.5、5、10 mmol/L的培养基模拟对肿瘤细胞

糖剥夺的程度。通过MTT实验(图4A)、克隆形成实

验(图4B)以及对细胞计数绘制生长曲线(图4C)检测

不同程度的葡萄糖剥夺对肿瘤细胞增殖的影响, 结
果显示, 随着培养基中葡萄糖浓度的下降, 三种肿

瘤细胞的增殖都受到明显抑制(P<0.05、P<0.001、
P<0.000 1), 且克隆形成的速率显著下降。其中 , 我
们发现B16细胞对葡萄糖剥夺作用最为敏感。以上

结果表明, 葡萄糖剥夺会显著抑制肿瘤细胞的增殖。

2.5   Met-lipo的制备与表征

由于Met可能也会增强肿瘤细胞的糖摄取能力, 
这潜在地影响了Met在实体肿瘤中的实际应用。鉴

A: 4T1、CT26、B16在葡萄糖浓度分别为2.5、5、10 mmol/L的培养基中培养24 h、48 h、72 h, MTT法检测三种细胞的增殖情况并进行统计差异分析; 
B: 4T1、CT26、B16分别以100/孔接种于6孔板, 分别在葡萄糖浓度为2.5、5、10 mmol/L的培养基中培养, 观察克隆形成情况, 并用吉姆萨染液

进行染色并拍照; C: 4T1、CT26、B16分别以104个/孔接种于12孔板, 分别在葡萄糖浓度为2.5、5、10 mmol/L的培养基中培养, 连续7天对细胞

进行计数, 绘制生长曲线并进行统计差异分析。*P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns表示无显著差异。

A: the proliferation of 4T1, CT26 and B16 cells in culture medium containing various concentrations of glucose (2.5, 5 and 10 mmo/L); B: the clone 
forming of 4T1, CT26 and B16 cells incubated with various concentrations of glucose. C: the growth curves of 4T1, CT26 and B16 cells incubated with 
various concentrations of glucose in 7 days. *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns indicates no significant difference.

图4   葡萄糖剥夺抑制肿瘤细胞增殖

Fig.4   Glucose deprivation inhibits tumor cell proliferation
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于TAMs会更倾向于吞噬纳米尺寸的颗粒 (如脂质体

纳米粒 )[25], 因此为了让Met能够靶向作用于巨噬细

胞, 我们通过硫酸铵梯度法制备了Met-lipo纳米粒(图
5A), 以增强巨噬细胞对Met的摄取。图5B显示, 所制

备得的Met-lipo和PBS-lipo能均匀分散在水溶液中 , 
并呈现乳白色和较好的透光性。动态光散射检测结

果表明 , 两种纳米粒的粒径分别为190 nm和210 nm
左右 (图5C), 电极电势为–16 mV和–18 mV(图5D)。
为了评估Met-lipo的稳定性 , 我们将Met-lipo分散在

去离子水中, 并保存于4 °C下, 结果(图5E)显示, 脂质

体能在30天内不聚沉 , 且保持粒径的稳定。这些结

果为Met-lipo纳米粒的体内应用提供了保障。此外 , 
高效液相色谱检测结果 (图5F)表示 , Met-lipo的包封

率约为40%。总之 , 这些结果表明我们成功制备出

了稳定包封Met的脂质体纳米粒, 且能适用于后续的

实验。

2.6   Met-lipo靶向增强TAMs糖摄取而改变糖分布

为了验证Met-lipo增强TAMs糖摄取能力是否能

与游离Met保持一致 , 我们分别用Met、PBS-lipo以及

Met-lipo(Met浓度为10 mmol/L)处理了TAMs, 并通过

流式细胞术检测不同处理下 , TAMs的糖摄取能力的

变化。结果(图6A)显示, 经Met-lipo处理后TAMs糖摄

取能力的增加与游离Met处理一致 , 并与对照组以及

PBS-lipo组存在显著差异 (P<0.01)。接下来 , 我们试

图探究Met-lipo处理是否能改变B16-TAMs直接接触

共培养体系的葡萄糖分布。由于在之前的实验中 , 肿
瘤细胞都是与经Met预处理后的TAMs共孵育 , 并未

直接接触到Met, 因此我们首先验证了10 mmol/L Met
是否会对肿瘤细胞产生杀伤作用。我们通过MTT法
检测Met与Met-lipo对四种小鼠肿瘤细胞株的半数抑

制浓度(IC50), 结果(图6B)显示, Met对四种肿瘤细胞的

IC50分别是23.10 mmol/L(LLC)、18.86 mmol/L(CT26)、

A: Met-lipo的制备过程示意图; B: PBS-lipo(左)与Met-lipo(右)图; C、D: PBS-lipo与Met-lipo的粒径分布(C)与电极电势(D); E: Met-lipo在制备完

成后的第1、3、5、7、13、21、30天的粒径分布统计; F: Met-lipo的HPLC检测图谱。9.1 min为Met的保留时间(右)与峰面积统计图(左)。
A: schematic diagram of PBS-lipo and Met-lipo preparation process; B: the pictures of PBS-lipo and Met-lipo nanoparticles dispersing in H2O; C,D: 
average hydrodynamic size and zeta potential of PBS-lipo and Met-lipo; E: the change of particle size of Met-lipo incubated in H2O at 4 °C for different 
days; F: HPLC analysis of Met-lipo. 9.1 min was the retention time of Met (right) and statistical diagram of peak area of Met in Met-lipo (left).

图5   Met-lipo的制备与表征

Fig.5   Preparation and characterization of Met-lipo
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47.74 mmol/L(B16)、24.60 mmol/L(4T1), Met-lipo
对四种肿瘤细胞的 IC50分别是38.42 mmol/L(LLC)、
26.57 mmol/L(CT26)、63.41 mmol/L(B16)、40.31 
mmol/L(4T1), 皆大于10 mmol/L, 其中Met与Met-lipo对
B16细胞的IC50分别达到47.74 mmol/L与63.41 mmol/L, 
因此可以看出 , 不论是Met还是Met-lipo, 在给药浓

度为10 mmol/L时 , 对B16细胞均无明显杀伤作用。

于是 , 我们将RAW264.7与B16进行接触共培养 , 并
分别用10 mmol/L Met、PBS-lipo、10 mmol/L Met-

lipo处理, 共孵育24 h后, 通过流式细胞术检测B16与
RAW264.7的糖摄取能力, 以指征共培养体系中的

糖分布情况。结果(图6C)显示, 与对照组相比, 游离

Met的处理并未增强TAMs的葡萄糖摄取和改变培

养基中的糖分布状态 , 这应该与Met能同样增强B16
细胞的糖摄取能力有关。但是, 有意思的是, 我们的

结果显示, 在Met-lipo组中, RAW264.7的糖摄取能力

明显高于B16(P<0.001), 这说明Met-lipo特异性地提

高了TAMs的葡萄糖摄取能力, 并有效改变了培养体

A: 流式检测TAMs分别在10 mmol/L Met、PBS-lipo、10 mmol/L Met-lipo刺激下糖摄取能力的变化(左)及其统计学差异分析(右); B: MTT检
测Met与Met-lipo对LLC、CT26、B16、4T1四种肿瘤细胞的半数抑制浓度; C: 在RAW264.7与B16的接触共培养体系中, 分别加入10 mmol/L 
Met、PBS-lipo、10 mmol/L Met-lipo处理24 h, 用F4/80标记RAW264.7, 流式检测RAW264.7与B16的糖摄取能力; D: 对图C的统计学差异分析。

**P<0.001, ***P<0.001, ns表示无显著差异。

A: the glucose uptake of TAMs after treatments of Met、PBS-lipo and Met-lipo (10 mmol/L); B: the viability of LLC、CT26、B16 and 4T1 cells 
treated by various concentrations of Met or Met-lipo; C: detect glucose uptake of B16 and RAW264.7 in direct contact culture system after treat-
ments of PBS, Met, PBS-lipo and Met-lipo by flow cytometry, respectively; D: the quantification of flow cytometry images in Figure C. **P<0.001, 
***P<0.001, ns indicates no significant difference.

图6   Met-lipo靶向增强TAMs糖摄取而改变糖分布

Fig.6   Met-lipo targeted to enhance TAMs glucose uptake and alter glucose distribution
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系中的葡萄糖分布。以上结果说明, Met-lipo能够特

异性增强TAMs的糖摄取且在一定程度上逆转B16-
TAMs直接接触共培养体系的葡萄糖分布。

2.7   Met-lipo抑制B16增殖与迁移

鉴于Met-lipo与游离Met处理对接触共培养体

系糖分布的不同影响, 我们进一步探究Met-lipo处理

是否能抑制共培养体系中肿瘤细胞的增殖与迁移。

与前文不同的是 , Met-lipo直接作用于TAMs与B16

的接触共培养体系, 这更加符合肿瘤微环境的实际

情况。通过CFSE增殖实验 (图7A)、q-PCR实验 (图
7B)、细胞划痕实验 (图7C)检测经10 mmol/L Met、
PBS-lipo、10 mmol/L Met-lipo处理的RAW264.7与
B16接触共培养体系中B16的增殖速率、增殖相关

基因表达以及迁移速率, 结果显示, 当游离Met直接

作用于共培养体系时, 其并未对B16的增殖与迁移

展示出明显的抑制作用, 这说明游离Met对培养体

A: 在RAW264.7与B16的接触共培养体系中, 分别加入10 mmol/L Met、PBS-lipo、10 mmol/L Met-lipo处理24 h, 用F4/80标记RAW264.7, CFSE
法检测B16的增殖速率(左)并对其进行统计学差异分析(右); B: 将RAW264.7与B16进行非接触共培养, 在体系中分别加入10 mmol/L Met、PBS-
lipo、10 mmol/L Met-lipo处理24 h, 收集B16细胞, q-PCR法检测增殖相关基因的表达; C: 将RAW264.7与B16进行非接触共培养, 在体系中分别

加入10 mmol/L Met、PBS-lipo、10 mmol/L Met-lipo, 细胞划痕法检测36 h后B16的迁移情况并拍照处理。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 
****P<0.000 1, ns表示无显著差异。

A: the proliferation of B16 cells in B16-TAM direct-contact co-culture system after different treatments including PBS, Met, PBS-lipo, and Met-lipo (10 
mmol/L); B: the expression of proliferation related genes of B16 in B16-TAM transwell co-culture after different treatments; C: in vitro scratch assay 
of B16 cells in B16-TAM transwell co-culture after different treatments. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, ns indicates no significant 
difference.

图7   Met-lipo抑制B16增殖与迁移

Fig.7   Met-lipo inhibits proliferation and migration of B16
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系糖分布的影响十分有限。但相对于对照组与游离

Met处理组, Met-lipo处理后可对B16的增殖和迁移

产生显著的抑制作用(P<0.01、P<0.000 1), 这说明

Met-lipo可以通过特异性增强共培养体系中TAMs的
葡萄糖摄取能力, 从而对肿瘤细胞实现糖剥夺, 有效

抑制肿瘤细胞的增殖。这些结果提示, Met-lipo能潜

在地改变肿瘤微环境中葡萄糖的分布状态, 并扰乱

肿瘤细胞的糖代谢过程, 且抑制其发生发展。

3   讨论
肿瘤细胞通过改变其自身代谢形式来获得充

分的能量与原料以维持它的生长优势。相较于正常

细胞, 其糖摄取能力显著增强(肿瘤细胞葡萄糖吸收

速率是普通细胞的近30倍)[26]。临床上的正电子发

射断层扫描/X射线计算机断层成像(PET/CT)技术正

是利用肿瘤细胞的“嗜糖性”来实现肿瘤部位可视化

呈现[27]。大量的葡萄糖摄入将导致更加活跃的糖酵

解, 其能以最快的速度为肿瘤细胞提供ATP以及各

种合成生物大分子的原料。同时, 糖酵解产生的大

量代谢中间体, 也是维持肿瘤免疫抑制微环境的重

要物质[28]。研究表明, 肿瘤细胞糖酵解产生的乳酸

不仅能诱导巨噬细胞向非炎性类型(M2)极化以抑制

其抗肿瘤功能[29], 还能被Treg细胞大量摄取用于维

持其免疫抑制功能[30]。此外, 肿瘤细胞还会通过各

种途径来削弱周边免疫细胞的糖摄取能力, 剥夺免

疫细胞营养, 导致其功能耗竭, 阻碍机体抗肿瘤免疫

的激活。因此, 肿瘤细胞的糖代谢失调对开发肿瘤

治疗策略意义重大[3,31]。目前所流行的各类肿瘤“饥
饿疗法”仍存在一定的问题。因此, 我们希望从另一

个角度, 寻找一种方法, 能通过诱导肿瘤微环境中葡

萄糖的再分配以对肿瘤细胞进行糖剥夺。鉴于肿瘤

微环境中TAMs是主要浸润的免疫细胞(约50%), 且
其具有很强的可塑性[32], 因此我们将目标瞄准在了

TAMs上。

Met能潜在地增强细胞的糖摄取能力, 并且在

许多临床试验与临床前研究中发现, 其具有一定的

抗肿瘤效果[33-34]。但是, 在二维培养基中, Met抗肿

瘤的起效浓度(可达到100 mmol/L)要远高于在动物

或人体内所观察到的起效浓度[35], 这表明Met在体内

可能通过其他途径来抑制肿瘤生长。在这项研究中, 
我们利用葡萄糖类似物(2-NBDG)来表征各类细胞

的糖摄取能力。结果显示, Met能有效增强TAMs的

糖摄取能力, 并使其糖酵解通量增加(图2)。同时, 将
Met预处理后的TAMs与肿瘤细胞共培养后, 可观察

到TAMs摄取环境中葡萄糖的能力显著高于肿瘤细

胞, 并有效抑制了肿瘤细胞的迁移与增殖(图3)。值

得一提的是, 为了探究这种抗肿瘤效应是TAMs本身

的抗肿瘤效应还是由肿瘤细胞的糖剥夺所导致, 我
们比较Met处理前后, 巨噬细胞的吞噬能力、极化表

型、代谢表型等情况。结果发现, Met处理后TAMs
的极化类型并没有特定的改变, 且促炎因子的分泌

与吞噬能力也无明显变化, 这进一步证明了Met通过

改变肿瘤微环境的糖分布以抑制肿瘤生长方面的可

行性。

近年来, 纳米技术在药物递送方面有着长足的

发展; 纳米载体负载药物以后, 不仅能实现药物的

“增溶”与“减毒”, 还能通过EPR效应或纳米粒表面修

饰实现其在肿瘤组织的被动、主动蓄积[36-37]。为了

使Met能够靶向作用于巨噬细胞, 我们利用临床上

成熟的硫酸铵梯度脂质体制备技术制备了Met-lipo
纳米粒。由于巨噬细胞对纳米颗粒具有更强的摄取

能力, 我们成功地将Met靶向递送给TAMs。在B16-
TAMs接触共培养模型中, 我们发现, 当Met同时作

用于TAMs与B16时, Met并不能特异性增强TAMs的
糖摄取 , 因此也无法改变共培养体系的糖分布 , 肿
瘤细胞增殖得不到抑制 ; 但是 , 当给予Met-lipo后 , 
TAMs的糖摄取增强效应显著高于肿瘤细胞, 且共培

养体系中肿瘤细胞的增殖能力显著下降, 抑制率远

高于游离的二甲双胍(图7)。这些结果证实, Met-lipo
能更多地将Met递送至TAMs, 并更显著地增强其糖

摄取能力, 在调节肿瘤微环境的糖分布方面有着强

大的潜力。

综上所述, 本研究为靶向葡萄糖代谢的肿瘤治

疗策略的开发提供了新的思路, 也为二甲双胍在肿

瘤治疗领域赋予了新的应用价值。
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