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胰高糖素样肽-1受体激动剂
对人甲状腺髓样癌细胞生长和能量代谢

的影响
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　　［摘要］　背景与目的：胰高糖素样肽-1(glucagon like peptide-1，GLP-1)受体激动剂是一种新型降糖药。

在研发过程中，发现其可增加啮齿类动物患甲状腺C细胞肿瘤的风险。因此，该药物对人类甲状腺的影响引

人关注。本研究旨在探讨GLP-1受体激动剂对人甲状腺髓样癌(medullary thyroid cancer，MTC)细胞增殖、降钙

素的分泌和能量代谢的影响。方法：体外培养人MTC细胞系(TT)。分别以0、1、10和100 nmol/L艾塞那肽和

利拉鲁肽处理细胞24、48和72 h后，采用细胞计数试剂盒(cell counting kit-8，CCK-8)检测GLP-1受体激动剂艾

塞那肽和利拉鲁肽处理后细胞增殖情况；采用降钙素试剂盒测定细胞培养上清液中降钙素水平的变化；采用

Seahorse能量代谢分析仪检测细胞糖酵解及线粒体呼吸的变化。结果：实验组细胞增殖率与对照组相比，差异

无统计学意义(P>0.05)，降钙素的量与对照组相比，差异无统计学意义(P>0.05)，不同浓度艾塞那肽和利拉鲁

肽处理细胞24 h后，与对照组相比，实验组艾塞那肽和利拉鲁肽对MTC细胞能量代谢并无明显影响(P>0.05)，
随着艾塞那肽和利拉鲁肽处理时间延长，TT细胞糖酵解和线粒体呼吸并无明显改变(P>0.05)。结论：GLP-1受

体激动剂对人MTC发生、发展无明显促进作用，未来仍需大规模临床数据进一步证实GLP-1受体激动剂的安 

全性。
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　　［Abstract］ Background and purpose: This study aimed to investigate the effect of glucagon-like peptide-1 
receptor agonists on proliferation, secretion of calcitonin and energy metabolism of medullary thyroid cancer (MTC) 
cell. Methods: The MTC cell line (TT) was cultured in vitro. After treatment with exenatide and liraglutide (0, 1, 10 
and 100 nmol/L) for 24, 48 and 72 h, the proliferation of TT was analyzed by CCK-8 kit, the calcitonin was measured 
by calcitonin assay kits, and the energy metabolism of TT was measured by Seahorse XF instrument. Results: When 
compared with control group, neither exenatide nor liraglutide had effects on proliferation of TT (P>0.05); the calcitonin 
levels did not change significantly after treatment with GLP-1 receptor agonists (P>0.05). Exenatide and liraglutide 
did not alter glycolysis and mitochondrial respiration in TT cells in a dose- and time-dependent manner. Conclusion: 
GLP-1 receptor agonists have no effect on the development of TT. Further collection of the safety data of exenatide and 
liraglutide on thyroid is still needed.
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　　甲状腺髓样癌(medullary thyroid cancer，
MTC)占所有甲状腺癌的5%~10%。与其他类

型的甲状腺癌相比，MTC在临床症状、诊断

及治疗方面的特征均不相同。MTC起源于甲状

腺滤泡旁C细胞，过度分泌降钙素，且恶性程

度高、预后差，严重威胁患者的生存质量和寿 

命 ［ 1 ］ 。 新 一 类 降 糖 药 物 胰 高 糖 素 样

肽-1(glucagon-like peptide-1，GLP-1)受体激动

剂利拉鲁肽在研发过程中，曾发现其可激活啮

齿类动物甲状腺滤泡旁C细胞的GLP-1受体，

引起C细胞异常增生，有潜在的致MTC的风 

险［2-3］。但目前为止，GLP-1受体激动剂是否会

促进人MTC生长和增殖尚未明确。本研究观察

GLP-1受体激动剂对MTC细胞增殖和降钙素的

分泌的作用，并从能量代谢角度探讨GLP-1受体

激动剂对MTC细胞的影响。

1.1　材料和方法

1.1　材料

　　人MTC细胞系TT购自中国科学院上海生

命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所细

胞库。细胞培养基F12、胎牛血清(fetal bovine 
serum，FBS)、谷氨酰胺、丙酮酸钠、青霉素和

链霉素均购自美国Hyclone公司。艾塞那肽购自

美国礼来公司，利拉鲁肽购自丹麦诺和诺德公

司。细胞计数试剂盒(cell counting kit-8，CCK-
8)购自日本同仁公司。降钙素测定试剂盒购自

深圳市新产业生物医学工程股份有限公司。XF
糖酵解压力测试试剂盒、XF细胞线粒体压力测

试试剂盒和XF基础培养液均购自美国Seahorse 
Bioscience公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养

　　TT细胞培养于F12培养基，其中青霉素终

浓度为100 U/mL，链霉素终质量浓度为100 mg/
L，在37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培

养。细胞呈单层贴壁生长，0.25%胰蛋白酶消化

传代，实验时取对数生长期细胞。

1.2.2　CCK-8法检测细胞生长和增殖

　　将处于对数生长期的细胞胰酶消化，在培

养基中调整细胞密度为1×104/mL，接种于96孔

板，每孔200 μL。贴壁24 h后用含不同浓度(0、

1、10和100 nmol/L)的艾塞那肽和利拉鲁肽的

培养基培养细胞24、48和72 h，实验结束时每

孔加10 μL CCK-8，待结晶溶解后用酶标仪测定

450 nm波长处各个孔的吸光度(D)值。最后计算

不同浓度和作用时间下细胞的增殖率。细胞增

殖率=(实验组D值－空白组D值)/(对照组D值－

空白组D值)。每组设3个复孔，实验重复3次。

1.2.3　降钙素实验测定细胞降钙素

　　取生长状态良好的细胞胰酶消化，将细胞

以1×104/mL接种于24孔板，待细胞贴壁后，分

别用含不同浓度(0、1、10和100 nmol/L)的艾

塞那肽和利拉鲁肽的培养基培养细胞24、48和

72 h，实验结束后，收取细胞培养基，应用降

钙素试剂盒测定降钙素水平。

1.2.4　Seahorse能量代谢分析仪检测细胞能量代

谢的改变

　　将生长状态良好的细胞消化、计数，用含

不同浓度(0、1、10和100 nmol/L)的艾塞那肽和

利拉鲁肽的培养基制成密度为1.5×105个/mL的

细胞悬液，每孔80 μL接种于Seahorse专用96孔

板(12 000个细胞/孔)。处理24 h组，室温静置

1 h，放入培养箱中继续培养23 h；处理时间为

48 h组，细胞先种入6孔板，培养24 h后胰酶消

化，再种入Seahorse专用96孔板中继续培养。

同时水化探针板过夜。糖酵解压力测试试验：

分别向探针板A、B和C孔加入葡萄糖、寡霉素

和2-脱氧葡萄糖(2-deoxy-D-glucose，2-DG)；

线粒体压力测试试验：分别向探针板A、B和

C孔加入寡霉素、羰基-氰-对-三氟甲氧基苯腙

(carbonyl cyanide p-trifluormethoxyphenylhydrazo
ne，FCCP)、抗霉素和鱼藤酮。校正探针板后，

加入细胞培养板检测。

1.3　统计学处理

　　应用SPSS 17.0软件分析，计量数据以x±s
表示。采用单因素方差分析比较各组间差异。

P<0.05为差异有统计学意义。
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2　结　　果

2.1　GLP-1受体激动剂对TT细胞增殖的影响

　 　 C C K - 8 法 检 测 不 同 浓 度 ( 0 、 1 、 1 0 和

100 nmol/L)的艾塞那肽和利拉鲁肽处理TT细胞

后的增殖情况，结果显示，与对照组相比较，

不同浓度的艾塞那肽和利拉鲁肽处理TT 24、48
和72 h后，实验组活细胞相对数与对照组相比差

异无统计学意义，且随着处理时间延长，仍未

见实验组活细胞相对数出现明显变化(P>0.05，

图1)。
2.2　GLP-1受体激动剂对TT细胞分泌降钙素的

影响

　　测定不同浓度(0、1、10和100 nmol/L)的艾

塞那肽和利拉鲁肽处理TT细胞后培养基中降钙

素水平的变化，结果显示，与对照组相比，随

着艾塞那肽和利拉鲁肽处理浓度增加，实验组

细胞降钙素分泌水平与对照组相比，差异无统

计学意义(P>0.05)，且随着处理时间延长，实验

组细胞降钙素浓度与对照组相比，差异无统计

学意义(P>0.05，图2)。
2.3　GLP-1受体激动剂对TT细胞糖酵解和线粒

体呼吸的影响

　　采用Seahorse能量代谢分析仪检测不同浓

度(0、1、10和100 nmol/L)的艾塞那肽和利拉

鲁肽处理TT后细胞糖酵解和线粒体呼吸水平

的变化。结果显示，与对照组相比，不同浓度

的艾塞那肽和利拉鲁肽处理TT细胞24 h后，实

验组细胞糖酵解和线粒体呼吸水平未见明显改

变；随着处理时间延长，实验组细胞与对照组

相比，糖酵解和线粒体呼吸水平仍无明显变化 

(图3)。

图 1　艾塞那肽和利拉鲁肽对TT细胞生长和增殖的影响

Fig. 1    Effects of exenatide and liraglutide on cell proliferation in TT cells

A: Exenatide; B: Liraglutide

图 2　艾塞那肽和利拉鲁肽对TT细胞降钙素分泌的影响

Fig. 2    Effects of exenatide and liraglutide on the secretion of calcitonin in TT cells

A: Exenatide; B: Liraglutide
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3　讨　　论

　　GLP-1受体激动剂可以在体内模拟GLP-1的

作用，与GLP-1受体结合，激活胰岛素信号通

路促进胰岛素合成并有助于胰岛细胞的修复和

再生，是治疗2型糖尿病的新型降糖药之一。但

在该类药物研发的过程中，曾发现在啮齿类动

物中，利拉鲁肽有潜在致MTC的风险，艾塞那

肽可增加甲状腺C细胞腺瘤的风险［2-3］。因此，

GLP-1受体激动剂对人类甲状腺癌是否存在影

响受到了极大的关注。我们的前期体外研究显

示，人类甲状腺乳头状癌中存在GLP-1受体表

达，但艾塞那肽和利拉鲁肽没有促进甲状腺乳

头状癌细胞的增殖［4］。在Gier等［5］的研究中发

现，与啮齿类动物甲状腺C细胞具有丰富GLP-1
受体表达不同，人类MTC细胞系中虽有GLP-1
受体的表达，但其表达量低。GLP-1受体激动

剂临床上市后，目前尚没有发布艾塞那肽和利

拉鲁肽治疗会增加人类患MTC的警示［6］。尽管

如此，在完全确认GLP-1受体激动剂的甲状腺

安全性之前，还需要更多的体外、体内试验数

据。因此，本研究利用人类MTC细胞系，探讨

GLP-1受体激动剂对啮齿类动物甲状腺滤泡旁细

胞的负面作用是否也存在于人类MTC细胞上。

　　对于利拉鲁肽和艾塞那肽对MTC细胞的

影响，首先从细胞增殖和降钙素分泌角度进行

了探讨。细胞增殖是经典的反映肿瘤细胞生长

的指标。降钙素由滤泡旁C细胞分泌，是MTC
的特异性肿瘤标志物。已有研究明确血清降钙

素筛查可作为甲状腺结节患者术前诊断MTC
的敏感指标［7-8］。Trimboli等［9］在临床研究中

发现，与甲状腺细针穿刺细胞学检查相比，通

过测定细针穿刺针洗脱液中的降钙素水平诊断

MTC的灵敏度更高。此外，MTC患者联合检

测血清降钙素和癌胚抗原可以提高诊断的敏感

性，有助于MTC的早期诊断和治疗，并且术后

动态观察血清降钙素和癌胚抗原，对于判断手

术效果和肿瘤复发有重要意义［10］。美国甲状

腺学会的指南也建议MTC术后患者随访期间行

图 3　艾塞那肽和利拉鲁肽对TT细胞能量代谢影响

Fig. 3    Effects of exenatide and liraglutide on energy metabolism of TT cells

A: Exenatide; B: Liraglutide. ECAR: Extracellular acidification rate; OCR: Oxygen consumption rate
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血清降钙素检测以预测复发，并可依据降钙素

水平决定进一步治疗策略［1］。可见，降钙素是

评估MTC发生、发展的重要指标。本研究结果

显示，艾塞那肽和利拉鲁肽对MTC细胞的生长

没有促进作用，并且两种药物对MTC细胞降钙

素的分泌没有影响。

　　本研究进一步应用Seahorse能量代谢分析

仪分析了艾塞那肽和利拉鲁肽对MTC细胞能

量代谢的影响。之所以选择能量代谢作为研究

内容，是因为恶性肿瘤细胞重要的生物学特性

之一是细胞代谢的改变，以“瓦博格效应”为

突出代表，即肿瘤细胞即使在供氧充足条件下

也会以糖酵解为主要供能方式，并出现线粒体

呼吸功能降低。鉴于越来越多证据表明这种能

量代谢改变是恶性肿瘤发生、发展的基础环 

节［11-12］，因此以该指标作为评估GLP-1受体激

动剂是否可以促进MTC进展的佐证。研究结果

并未提示艾塞那肽和利拉鲁肽可以改变MTC细

胞能量代谢模式，这进一步支持了两种药物对

人类MTC细胞无影响。

　　综上所述，本研究从细胞增殖、降钙素分

泌和能量代谢角度提示GLP-1受体激动剂不会促

进MTC发生、发展。但本研究仅在体外实验层

面上对利拉鲁肽和艾塞那肽进行了安全性的初

步研究。作为2型糖尿病患者新型降糖药物，未

来仍需大规模临床数据进一步证实GLP-1受体激

动剂在实际应用中的安全性。
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