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Abstract. �� �� ������������� ����, ��������� ��� ���� �������� �� ������������� ����, ��������� ��� ���� ������
������� �� �x����� ��������� �������. H�w�v��, ��� ���������� 
��v�lv�� �� ���������� ����� ���������, ���l����� ������ 
������y �l��� ������ (CMGT�), ��� ��� w�ll �l��������. 
T�� ��� �� ��� p������ ����y w�� �� �v�l���� ��� ���l��y �� 
��������� �� ������ �p�p����� ��� ��ll �y�l� ������ �� CMGT 
��ll�, �� w�ll �� �������y��� ��� p���w�y� �����ly��� ����� 
�������. C�ll v����l��y w�� �������� �y C�ll C������� K���8 
���ly��� ��ll�w��� �������� w��� ���������. S����q����ly, 
apoptosis and cell cycle progression were assessed by flow 
�y������y, ��� ��� �xp������� �� ���������� p������� w�� �x���
����. Exp������� l�v�l� �� �l������l �MP�����v���� p������ 
k����� (�MPK), p������ k����� B (�KT), ����������� ������ 
�� ��p��y��� (�TOR) ��� ��k��y���� �����l����� ���������� 
������ 4E�������� p������ 1 (4E�BP1) w��� ���� ��v��������� 
����� w������ �l�� ���ly���. M�������� ��������� ��� p��l���
������� �� CHM� ��ll� �� � ����������������p������ ������. 
Specifically, metformin induced cell cycle arrest in the G0/G1 
p�����, �����p����� �y ��������� �xp������� �� p21 ��� p27, 
��� ��������� �xp������� �� �y�l�� D1 ��� �y�l�����p������ 
k����� 4. M��k�� l�v�l� �� �p�p����� w��� �����v�� �� CHM� 
��ll� �l������� ��� ����v����� �� ���p����3 ��� �l��v��� �� 
p�ly(�DP�������) p�ly������. �l��, ��� l�v�l �� B�l�2 w�� 
���������, ��� ���� �� B�x w�� ���������. T�� �xp������� 
�� ���������� �����l��� ��l���l�� ��v��l�� ���� ��������� 

���k��ly ��������� ��� p���p���yl����� �� �MPK �� CHM� 
��ll�, ��� ��������� ��� l�v�l� �� p���p���yl���� (p�)�KT, 
p��TOR ��� p�4E�BP1, w��l� C��p���� C ��v����� ����� 
changes. These findings demonstrated that metformin may 
�� � p�������l �����p����� ����� ��� CMGT�, ������ v�� ��� 
�MPK/�KT/�TOR �����l��� p���w�y.

Introduction

C����� ������y �l��� ������ (CMGT�) ��� � ������� ������ 
�� �����l ���l��, ��� ��� ���q����ly ���� �� ����l� ����, 
50% �� w���� ��� ��l������ (1,2). R������� ��� ���w� ���� 
CMGT� ����� ����l������� w��� ����� ������ ������ �� �l�����l 
p����l�����l �������� ��� p�����������, ��� ���������, CMGT� 
��y ����� � ������l� ����l ��� ��� ����y �� ����� ������ 
������ (3,4).

M�������� (1,1�������yl���������) �� ���� �� ����� �yp� 2 
��������, ��� ��� �� ��� �����y ��� ��l�����l��y, ��� ���� ��� 
first‑line hypoglycemic drug since the 1950s (as recommended 
�y ��� �������� D������� ����������� ��� ��� E���p��� 
����������� ��� ��� S���y �� D�������) (5). I� ��� p��v����ly 
���� ������������ ���� ��������� �l�� �x���� �����yp��ly�
����� �������; �p������l�����l ������� ��� ��������ly��� ��v� 
��v��l�� ���� ��������� ��������� ������ ���k ��� ������������
������ �����l��y ���p���� w��� ����l�� �� ��l���yl����� �� 
p������� �l�����lly ������� ��� �yp� 2 �������� (6). ���������lly, 
��� ���������� ������� �� ��������� ��v� ���� ������������ 
�� ����� ������ ��ll� ��� �����l ����l� �� �������, �l����� 
and papillary thyroid cancers (7‑9). Lengyel et al (10) ��� 
C��� et al (11) ������������ ���� ��������� ���k��ly 
�������� ��� �������v��y �� ����� ��ll� �� ����������p������, 
���l����� ����������� ��� p��l���x�l, ���������� ��� p�������l 
�l�����l ��� �� �v�������� ��� ��������������� �� ����� 
��ll�. �l������ ������� ��v���������� ��p��v������ �� ������l 
�������y ����� ��������� ��v� ��l��� ���� ��p�����, 
��������� ��y p������ ��������������� ��������� ������� 
�y ���������� ��� ������ �� CD8+ T���ll�, w���� ��� �������l 
��� p��������� ������� ���������l �x�������� �� ��� ����� 
�������v�������� (12,13).

Metformin inhibits the proliferation of canine mammary  
gland tumor cells through the AMPK/AKT/mTOR  

signaling pathway in vitro
YUYING F�N1*,  XI�OLI REN2*,  YINGXUE W�NG1,  ENSHU�NG XU3,   

SHU�NG W�NG1,  RUIDONG GE1  ���  YUN LIU1

1D�p������� �� Cl�����l V��������y M�������, C�ll��� �� V��������y M�������, N�������� ������l����l U��v�����y, H�����,  
H��l���j���� 150000; 2C�ll��� �� V��������y M�������, H���� U��v�����y �� �����l H�������y ��� E�����y,  

Z����z���, H���� 450046; 3C�ll��� �� �����l S������ ��� V��������y M�������,  
H��l���j���� B�y� ������l����l U��v�����y, D�q���, H��l���j���� 163000, P.R. C����

R����v�� O������ 8, 2020;  ����p��� J��� 14, 2021

DOI: 10.3892/ol.2021.13113

Correspondence to: P�������� Y�� L��, D�p������� �� 
Cl�����l V��������y M�������, C�ll��� �� V��������y M�������, 
N�������� ������l����l U��v�����y, 600 C����j���� S�����, H�����, 
H��l���j���� 150000, P.R. C����
E����l: ��l��y��@y���.���

*C���������� �q��lly

Key words: ���������, ������ ������y �l��� ������, ��ll �y�l�, 
�p�p�����, �����l ������������



F�N et al:  METFORMIN INHIBITS THE PROLIFER�TION OF CMGT� CELLS2

T�� �����ly��� ��l���l�� ���������� ��v�lv�� �� 
�������������������� ��������� ������� ������ ��k��w�. 
T�� �MP�����v���� p������ k����� (�MPK)/����������� 
������ �� ��p��y��� (�TOR) �����l��� p���w�y �� ���������� 
�� �� ��v�lv�� �� ��� ��������� ������ �� ���������, ����l�� 
�� ��� �yp��ly����� ��������� w��� ������ �� �MPK ����v��
���� (14,15). W��� ������ ��ll� ��� ������� w��� ���������, 
�MPK �� ����v����, w���� �������� ��� p���p���yl����� �� 
�TOR, ���������� ���� ��������p����, �������� �������
���� ��� p������ �����l�����, ��� ����l���� �� ��������� 
��ll�l�� p��l��������� ��� ��v����� (16,17). �l������ ��� 
p���p����������� 3�k����� (PI3K)/p������ k����� B (�KT) 
p���w�y ���v�� �� ��p������ �������� �� ���������������, 
p�������v�/p��������� ������k��� ��� �����p����� �ppl����/p��������� ������k��� ��� �����p����� �ppl����p��������� ������k��� ��� �����p����� �ppl����
����� ��� ������, �� w�ll �� ����� ��v�lv�� �� ����������� 
�l����� ����������� w��� �MPK, ��� ����������� ���w��� 
��� �MPK/�KT/�TOR �����l��� p���w�y ��� ��� ��������� 
������� �� ��������� ��� ����ly ���� ������� �� ������ �� 
canines (18,19). The aim of the present study was to determine 
w������ ��������� �x������� ����p��l�������v� ������� ��� 
������� �p�p����� ��� ��ll �y�l� ������ �� CHM� ��ll�, �� w�ll 
�� �������y��� ��� ����������� w��� ��� �MPK/�KT/�TOR 
�����l��� p���w�y, ���� p��v����� �� �xp��������l ����� ��� 
������� v��������y �l�����l �ppl�������.

Materials and methods

Cell culture. T�� CMGT ��ll l���, CHM�, w�� ����v�� ���� 
pl����l �������� �� ������ �p��������� ������y ���������
�������, ��� �������� ���� ��� L��������y �� V��������y 
S�����y, G������� S����l �� ������l���� ��� L��� S�������, 
U��v�����y �� T�ky� (T�ky�, J�p��) (20). T�� ��ll� w��� 
��l����� �� DMEM w��� 10% ����l ��v��� �����, 1% p����
cillin‑streptomycin and 1% glutamine at 37˚C (5% CO2), ��� 
p������� �� ��� l���������� p���� ����� 5% T�yp����EDT�.

Cell viability assessment. T�� C�ll C������� K���8 (CCK�8; 
D�j���� M�l���l�� T�����l�����, I��.) w�� ���� �� �v�l���� 
cell viability. CHMm cells were seeded into 96‑well plates 
(1,000 cells per well) and cultured at 37˚C (5% CO2) ����l 
80% confluent. The cells were then treated with 0, 5, 10, 20 and 
40 �M ��������� (S������l�����; M���k KG��), ��� v����l��y 
w�� �������� ����� 48 � ����������. ����� 1 � ���������� w��� 
CCK�8 �������, ��� ���������� w�� �������� �� 450 ��.

Apoptosis analysis. An Annexin V‑fluorescein isothiocyanate 
(FITC) k�� (B�y����� I�������� �� B��������l��y) w�� ���� �� 
q������y �p�p�����, ��������� �� ��� ������������'� ��������
�����. C�ll� w��� ������� w��� �� w������ 20 �M ��������� 
for 48 h at 37˚C after serum starvation for 24 h (to facilitate 
���� �����p����). T�� ��ll� w��� ���v�����, w����� w��� PBS, 
�����p����� �� ����x�� V�FITC ������� ������ ��� ������� 
w��� ����x�� V�FITC/p��p����� ������ (PI). T�� p�������� 
���pl�� w��� �x������ �y F�CSC�l���� �l�w �y������y 
(BD B����������) ����� F�CSD�v� ����w��� (v������ 6.1.3; 
BD B����������).

Cell cycle analysis. T� ������ ��� ������� �� ��������� �� ��� 
��ll �y�l� �� CMGT ��ll�, CHM� ��ll� w��� ������� w��� �� 
w������ 20 �M ��������� ��� 48 � ����� ����� ����v����� ��� 

24 � �� �y�������z� ��� ��ll �y�l� �� ��� G0/G1 p���� �� ��� 
life cycle. Sample cells were rinsed with PBS and fixed with 
ice‑cold 70% ethanol overnight in 4˚C, before being incubated 
w��� PI ��� 30 ��� �� ���� ���p�������, �� p�� ��� p������l 
�� ��� C�ll Cy�l� ��� �p�p����� k�� (B�y����� I�������� �� 
Biotechnology). A flow cytometer and FACSDiva Version 6.1.3 
����w��� w��� ���� �� ������ ��ll �y�l� ������������.

Western blot analysis. CHM� ��ll� w��� ������� w��� 0 
�� 20 �M ��������� ��� 48 � ����� 2 � p����������� w��� 
0 �� 10 µM C��p���� C (CC; S�ll��k C������l�). C�ll� 
were lysed at 4˚ using Cell lysis buffer for Western and IP 
w������ ���������� w��� 1 �M PMSF (B�y����� I�������� �� 
B��������l��y) ��� ��� p������ w�� ��ll�����. P������ ��������
������ w�� p�������� ����� ��� E������� BC� P������ ����y 
K�� (B�y����� I�������� �� B��������l��y). Eq��l ������� 
�� p������ (30 µ�/l���) w��� ��p������ ����� SDS�P�GE 
(10% ��p������� ��l ��� 5% ������������ ��l), ��� ����������� 
to polyvinylidene difluoride membranes. The membranes were 
�l��k�� w��� 5% �������� ��lk ���l����� TBS�Tw��� (0.1%) ��� 
2 h at room temperature, and then incubated overnight at 4˚C 
w��� ��� ��ll�w��� p�����y ����������(�l����� B�v��� V, 
B��j��� S�l����� S������ & T�����l��y C�., L��.): C��p����3 
(���. ��. ��13847), p�ly(�DP�������) p�ly������ (P�RP; ���. 
��. ��32071), �y�l�� D1 (���. ��. ��16663), �y�l�����p������ 
k����� 4 (CDK4; ���. ��. ��108357), p21 (���. ��. ��188224), 
p27 (���. ��. ��32034), �MPK (���. ��. ��3760), p���p���y�
l���� (p�)�MPK (T���183/172; ���. ��. ��23875), �KT (���. 
no. ab8805), p‑AKT (Thr‑308; cat. no. ab38449), mTOR (cat. 
��. ��2732), p��TOR (S���2448; ���. ��. ��84400) ��� β������ 
(���. ��. ��6276) (�ll ���� �����), �� w�ll �� 4E�BP1 (���. 
no. bs‑2559R) and p‑4E‑BP1(Thr‑70; cat. no. bs‑14550R) (both 
BIOSS). �ll p�����y ���������� w��� ���� �� � 1:1,000 ��l����� 
�� 5% �������� ��lk w��� TBS�Tw��� (0.1%). D�������� w�� 
p�������� ����� HRP ��������y ���������� (���� �����������; 
���. ��. ZB�2306 �� ��������� �����; ���. ��. ZB�2305; ���� 
W��l����� C�., L��.; 1:3,000) ��� 2 � �� ���� ���p�������, 
��� v����l�z�� ����� �������� �����l����������� �������� 
(T���� H������� ECL W������ Bl������ S��������; T���� 
Science and Technology Co., Ltd.). Signals were quantified 
����� T���� GIS ����w��� (v������ 210.060.1000; T���� 
S������ ��� T�����l��y C�., L��.).

Statistical analysis. �ll ����������l ���ly��� w�� p�������� 
����� G��p�P�� P���� (v������ 5.0; G��p�P�� S���w���, 
I��.), ��� ��� ���� ��� p�������� �� ��� ���� ± SD �� ����� 
experimental repeats. Comparisons among ≥3 groups were 
���lyz�� ����� ����w�y �NOV�, ��� T�k�y'� ���� w�� ���� 
��� ������� p���w��� ���ly���. U�p����� S������'� ������ w�� 
���� �� ���p��� �w� ����p�. P<0.05 w�� ���������� �� �����
cate a statistically significant difference.

Results

Effects of metformin on CMGT cell viability. T� ��������� ��� 
���������y ������ �� ��������� �� CMGT ��ll p��l���������, 
��ll v����l��y w�� �v�l����� ����� ��� CCK�8 ����y ��ll�w��� 
��������� w��� 0, 5, 10, 20 �� 40 �M ���������. T�� ����l�� 
������������ ���� ��������� ������� ��� v����l��y ��� ������y 
�� CHM� ��ll� �� � �������p������ ������, ���������� ���� 
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��������� �������� ��� p��l�������v� ���l��y �� CMGT ��ll� 
in vitro (F��. 1� ��� B). �� 20 �M ��������� ������� ��ll 
v����l��y �y ~50%, ���� ������������� w�� ��� ��l����� ���� ��� 
�����q���� �xp������������.

Effects of metformin on the CMGT cell cycle. T� ������� ��v�����
���� w������ ��� ��ll �y�l� �� ���������� w��� ����������������� 
��������� �� CMGT ��ll p��l���������, ��ll �y�l� ������������ 
w�� �l�w �y���������lly �������� ��ll�w��� ��������� w��� 
20 �M ���������. �� p�������� �� F��. 2� ��� B, ��ll�w��� 
��������� ���������, ��� p��������� �� ��ll� �� ��� G1 ��� 
S p����� w�� ���k��ly ��������� ��� ���������, ���p����v�ly, 
����� ��������p��v�� ����������. I� ��������, ���ly��� �� k�y 
G1 p���������l����� p������� ��pp����� ���� ��� ��ll �y�l� w�� 
�������� �� ��� G0/G1, w��� ��������� �xp������� �� �y�l�� D1 ��� 
CDK4, ��� ��������� �xp������� �� p21 ��� p27 (F��. 2C�G). 
T���� ����l�� ��������� ���� ��ll �y�l� ������ �� ��� G0/G1 p���� 
��y �� ��� �� ��� �����ly��� ��l���l�� ���������� �� ��� 
��������� ������ �� ���������.

Effects of metformin on apoptosis. T� ��������� ��� ������� �� 
��������� �� ��� �p�p����� �� CMGT ��ll�, ����������������� 

�p�p����� w�� �������� ����� ����x�� V�FITC/PI �������� 
and flow cytometry. Compared with the control group, 20 mM 
��������� ���k��ly ��������� ��� p��������� �� �p�p����� 
CHM� ��ll� ����� ��������p��v�� ���������� (F��. 3� ��� B). 
���������lly, ��������� ��������� ����l��� �� ���k�� 
����v����� �� ���p����3, ��� P�RP �l��v��� ��������� ������
�p������ly (F��. 3C�E), ���������� w��� ��� q���������v� ����l�� 
of flow cytometry. Also, metformin treatment significantly 
��������� ��� �xp������� �� ��� ������p�p����� p������ B�l�2, 
��� �l�v���� ��� l�v�l �� p����p�p����� p������ B�x (F��. 3C, 
F ��� G). T��������, �� w�� ��������� ���� ��������� ������� 
��� �p�p����� �� CHM� ��ll�.

Effects on the AMPK/AKT/mTOR signaling pathway and 
its downstream targets. I� ����� �� ��������� ��� ������� �� 
��������� �� �MPK/�KT/�TOR �����l���, �� �MPK 
���������, CC, w�� ��l�����, ��� �xp������� �� ��� ���������� 
�����l��� p������� w�� ���lyz��. CHM� ��ll� w��� p��������� 
w��� �� w������ 10 µM CC ��� 2 �, ��� ���� ������� w��� 
20 �M ��������� ��� 48 �. �� �ll�������� �� F��. 4�, p��������
���� w��� CC p��v����� ��� ����������������� ��������� �� 
��ll �������. T�� ����l�� �l�� ������������ ���� ��������� 

F����� 1. ����p��l�������v� ������� �� ��������� �� ������ ������y �l��� ����� ��ll� in vitro. (�) C�ll v����l��y �� CHM� ��ll� 48 � ����� ��������� w��� ��� 
��������� �������������� �� ���������. O���w�y �NOV� ��� T�k�y'� ���� w��� ���� ��� ����������l ���ly���; **P<0.01 v�. ������l. (B) C�ll�l�� ���p��l��y w�� 
observed 48 h after treatment with various doses of metformin; magnification, x100. All data are presented as the mean ± SD.

F����� 2. E������ �� ��������� �� ��� ������ ������y �l��� ����� ��ll �y�l�. (�) P���������� �� G1, S ��� G2 p���� CHM� ��ll� 48 � ����� ��������� w��� 
20 mM metformin, assessed using flow cytometry. (B) Proportions of CHMm cells in the G1, S ��� G2 p�����.  (C) C�ll �y�l������������ p������� w��� ���lyz�� 
����� w������ �l������ 48 � ����� ��������� w��� 20 �M ���������. Exp������� l�v�l� �� (D) �y�l�� D1, (E) CDK4, (F) p21 ��� (G) p27 ��ll�w��� ��������� 
w��� �� w������ 20 �M ���������. *P<0.05 ��� **P<0.01 v�. ������l. U�p����� S������'� ������ w�� p��������, ��� ��� ����l�� ��� p�������� �� ��� ���� ± SD. 
CDK4, �y�l�� ��p������ k����� 4.
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F����� 3. E������ �� ��������� �� �p�p����� �� CHM� ��ll�. (�) Fl�w �y������y w�� ���� �� ���lyz� �p�p����� �� CHM� ��ll� 48 � ����� ��������� w��� 
�� w������ 20 �M ���������. (B) H��������� p������ ��� p��������� �� �p�p����� CHM� ��ll�. ����x�� V�FITC�p�����v� ��ll� (Q2 + Q4) w��� �������� 
�� �p�p�����. (C) �p�p���������������� p������� w��� ���lyz�� ����� w������ �l�� ���ly��� 48 � ����� ��������� w��� 20 �M ���������. Exp������� l�v�l� 
�� (D) �l��v������p����3, (E) �l��v���P�RP, (F) B�x ��� (G) B�l�2 ��ll�w��� ��������� w��� �� w������ 20 �M ���������. U�p����� S������'� ������ w�� 
p��������, ��� ��� ����l�� ��� p�������� �� ��� ���� ± SD. **P<0.01 vs. control. PARP, poly(ADP‑ribose) polymerase; FITC, fluorescein isothiocyanate.

F����� 4. E������ �� ��������� �� �MPK ��� ��w������� p�������. (�) V����l��y �� CHM� ��ll� w�� ���������� ��ll�w��� ��������� w��� ��������� w��� �� 
w������ ��� �MPK ��������� CC �� ��� 48�� ���� p����. (B) W������ �l�� ���ly��� �� p��MPK ��� �MPK l�v�l�, (C) ��� p��MPK �� �MPK �����, (D) p��KT 
��� �KT l�v�l�, (E) ��� p��KT �� �KT �����, (F) p��TOR ��� �TOR l�v�l�, (G) ��� p��TOR �� �TOR �����, (H) p�4E�BP1 ��� 4E�BP1 l�v�l�, (I) ��� 
��� p�4E�BP1 �� 4E�BP1 ����� ��� p�������� ��ll�w��� ��������� w��� 0 �� 20 �M ���������, w��� �� w������ CC. O���w�y �NOV� ��� T�k�y'� ���� w��� 
���� ��� ����������l ���ly���, ��� ��� ����l�� ��� p�������� �� ��� ���� ± SD; **P<0.01 v�. ������l; ##P<0.01 v�. MET. β�MPK, �MP�����v���� p������ k�����; 
�KT, p������ k����� B: p�, p���p���yl����; �TOR, ����������� ������ �� ��p��y���; M��, ���������; CC, C��p���� C. 
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��������� ��� p���p���yl����� �� �MPK �� CHM� ��ll�, �� 
��� ����� �� p��MPK �� �MPK w�� ��������� (F��. 4B ��� C). 
CC suppressed p‑AMPK alone, and also significantly reversed 
��� ������ �� ��������� �� �MPK p���p���yl����� ���p���� 
w��� ��������� ��������� ��ly. F����������, ��� l�v�l �� 
p‑AKT was significantly decreased following metformin treat�
���� (F��. 4D ��� E). �� ��� k�y ��w������� ���p������ �� 
��� �MPK/�KT �����l��� p���w�y, p��TOR ��� p�4E�BP1 
�x������� ��������� l�v�l� (F��. 4F�I). T�� �������� �� CC 
�l�� �������� ��� l�v�l� �� p��k�, p��TOR ��� p�4E�BP1 �� 
����������������� CHM� ��ll� (F��. 4D, F ��� H). T���� 
����l�� ��������� ���� ��� ��l���l�� ��������� �y w���� 
��������� ������� ��� p��l�������v� ��p����y �� CMGT ��ll� 
��y ��v�lv� ����l����� �� ��� �MPK/�KT/�TOR �����l��� 
p���w�y.

Discussion

T�� ����l�� �� ��� p������ ����y ������������ ���� ��������� 
��������� ��� p��l��������� �� CHM� ��ll� �� � �������p������ 
������ in vitro. T�� ����p��l�������v� ������� �� ��������� 
��������� �� ������ ����� ��ll� ������l�� ���� �� p��v���� 
studies on human tumor cells (7‑9).

G0/G1 ��ll �y�l� ������ ��� ���� �������z�� �� ��� ������
���� �����ly��� ��� ��������� ������� �� ���������, w���� ��� 
been confirmed in several cancer cell lines, and its regulation 
�� ��p������ �� ��� ��q������l ����v����� ��� ������v����� 
�� �y�l���CDK�CD ���������� (21�23). P��v���� ������� ��v� 
��v��l�� ���� ������� ����v��y ��� �y�l�� D1 �xp������� ��� 
����������: C����� ������y l������ ���� �xp������ �y�l�� D1 
�x������� �� ��������� p��l�������v� �����, ��� ��� �pp����� w�� 
���� ��� �y�l�� D1�������v� ��ll p�p�l������ (24). I� ��l��pl� 
�y�l��� ��ll�, ��������� ��������� ����������� �� � �������
����������p������ ���������� �� p��l��������� ������� ��������� 
�y�l�� D1 l�v�l�, ���������� w��� ��ll �y�l� ������ �� ��� 
G0/G1 p���� (25). Up����l����� �� CDK ��������� 1 (p21C�p1) 
��� CDK ��������� 1B (p27K�p1), �� w�ll �� ��w�����l����� 
�� �y�l�� D1, w��� ��v�lv�� �� ����������������� ���������� 
�� ����� ���w�� ��� ��ll �y�l� ������ �� ���p�����l �q���
���� ��ll ���������� (26). T�� ����l�� �� ��� p������ ����y 
������������ ���� ��������� ��y ������ CMGT ��ll� �� ��� 
G0/G1 p����� ��� �� ��� ��������� �xp������� �� p27 ��� p21, 
��� ��� ��������� �xp������� �� CDK4 ��� �y�l�� D1. T���, 
��w�����l����� �� �y�l�� D1 ��y ���������� �� ��ll �y�l� ������ 
��� �� v���l ��� ��� ���������� ������� �� ��������� �� CMGT 
��ll�.

T���� ��y �� ��������� ���������� ���� ����l��� ������ 
��ll �p�p�����. �� � p��������� ��ll ����� p������, �p�p����� 
��� �� ������� �y ��� ������������l, ����� ����p������������ 
p���w�y ��� ����pl����� ������l�� p���w�y (27). �p�p����� 
�� ���������� w��� � v�����y �� ��ll�l�� p�������, ���l����� 
���p����3, w���� �� ��������l ��� ��ll�l�� ��p��� ��� �p�p����� 
��ll ����� (28). T�� ����v� ���� �� ���p����3 p�����ly����lly 
�l��v�� P�RP, w���� �� ��v�lv�� �� DN� ��p��� ��� ��pl����
����, ��ll�l�� p��l��������� ��� ���������������, ���� ���p����3 �� 
regarded as a marker of apoptosis (29). Previous studies have 
��������� ���� ����������� �� ������� �p�p����� ��y �� l��k�� 
�� ��� �p����� ��� �����yp� �� ������ ��ll�; ��� �x��pl�, 
����������������� �p�p����� w�� ���������� w��� ��� 
B���ll ly�p���� 2 ����ly �� �p����l��l �v����� ������ (30). 

Metformin also impaired the proliferation p53‑deficient colon 
����� ��ll� (31,32). H�w�v��, �� ��l��pl� �y�l���, ��������� 
��������� ��ll�l�� p��l��������� ������� G0/G1 p���� ������ 
������ ���� �p�p����� (25). M�������� w�� ���������� �� 
increase apoptotic cell death and significantly increase cleaved 
���p����3 ��� �l��v�� P�RP l�v�l�, ���� ��������� ��y ��v� 
pl�y � �����p����� ��l� �� �����l ������ (33). T�� p������ ����y 
��v��l�� ���� ��������� ������� �p�p����� �� CHM� ��ll�. 
T�� ����l�� ������������ ���� CHM� ��ll� ������� w��� 
��������� ���w�� ��������� ���p����3 ����v��y ��� �l��v��� �� 
P�RP, ��pp������ ��� ����������� ���w��� P�RP �l��v��� ��� 
���p��� ����v����� ������ �p�p�����. T�� ����l�� �l�� ���w�� 
���� ��ll�w��� ��������� ���������, ��� ������p�p����� p������ 
Bcl‑2 was significantly downregulated, while pro‑apoptotic 
B�x w�� ���k��ly �p����l����, �� CHM� ��ll�.

I� ��� ���� ������������ ���� �������� ����yp�� �� CMGT 
��ll� ��� ��������� �y ��������� �� v������ �������, �� � ����l� 
�� �������� ����������, �.�. �� �� �MPK�����p������ �� 
���p������ ������ (34). � ����y ���w�� ���� ��������� w��� 
20 �M ��������� ����l��� �� ��� �p����l����� �� p��MPK 
��� ��� ��w�����l����� �� p��KT, w���� w�� ���������� w��� 
G0/G1 p���� ��ll �y�l� ������, �p�p����� ��� �����p�p����� 
����� �� MCF�7 ������ ������ ��ll� (35). S���l��ly, ��������� 
w�� ����� �� ������ �p�p����� ��� ������� ��������� �y �����
v����� �MPK/p53 ��� ��pp������� PI3K/�KT �����l��� �� 
����� ���v���l ������ ��ll� (36). I� �� �xp������� ��v�lv��� 
� x�������� ������ ����l, ��������� w�� ������������ �� 
������� ��� ����������� ������ �� ���pl���� �� ���������� �y 
�p����l����� �MPK ��� ��w�����l����� �TOR �����l��� 
in vivo (37). T�� p������ ����y ��v��������� ��� ������� �� 
��������� �� ��� �MPK �����l��� p���w�y �� CHM� ��ll�. 
T�� ����l�� ��v��l�� ���� ��������� ��������� ��������� 
p��MPK l�v�l�, ��� ���� CC ���������� ��� ������� �� 
��������� �� �MPK �����l���.

I� ��� �l�� ���� ��p����� ���� ��������� ��������� ��� 
p��l��������� �� ����� ������ ������ ��ll� �y ���������� 
�KT ����v����� ��� ��p������� ���������� ��w������� 
��l���l�� (38). I� ��� p������ ����y, �KT p���p���yl����� 
w�� ��������� �y ��������� ��������� ��� ��v����� �y CC �� 
CHM� ��ll�, ������������� ���� ��� �KT �����l��� p���w�y 
�� ��v�lv�� �� ��� ��������� ������� �� ���������. H�w�v��, ��� 
�x��� ��l���l�� ��������� �����ly��� ����������������� 
���������� �� ��� �KT p���w�y ������� ���l���.

�TOR �� �� ��������l �������� �� ���w�� �����l� ����l���� 
�y ��� �MPK/�KT �����l��� p���w�y; �����v��, ����v����� 
�MPK ��� ���������� �KT ��y �������� ��� ����v��y �� �TOR 
and thereby exert an antitumor effect (39,40). A study indi�
����� ���� ��������� �������� ��� p��l��������� �� �y�l��� 
��ll� ������� G0/G1 p���� ��ll �y�l� ������, p�������lly �y 
��p������� ��� �TORC1 ��� �TORC2 p���w�y� (w���� ��� 
�������� �y �MPK ����v�����) (25). � p��v���� ����������
���������l ����y ��v� ��������� ���� p��TOR w�� ��� p������ 
�� �����l ������ ������y ������, ��� �xp������ �� ��� �y���
pl��� �� ������ ������y ��������� ��ll�, w���� ��������� 
���� p��TOR w�� ��v�lv�� �� ������y �������������� �� 
���� (41). F����������, ���������� �� ��� �TOR �����l��� 
p���w�y �� ������ ������y ��������� ��ll� ������������ 
significant anticancer activity in vitro, �������y��� �� �� � p����
����� �����p����� ������ (42). I� ��� ������� ����y, ��������� 
��������� ��������� ��� p���p���yl����� �� �TOR ��� 
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4E�BP1, w���� w�� ��������� ��ll�w��� ��������� w��� CC, 
confirming that the mTOR signaling pathway was inhibited in 
CHM� ��ll�. C�ll����v�ly, ��� p������ ����y ��������� � ��v�l 
���������y �������� �� ��������� �� CMGT� ������� ��� ������ 
�� ��� �MPK/�KT/�TOR �����l��� p���w�y.

I� ����l�����, ��� ����l�� �� ��� p������ ����y ������������ 
���� ��������� w�� ��l� �� ������� ��� p��l��������� �� CMGT 
��ll�, p�������lly ������� ��ll �y�l� ������, ������� �p�p�����, 
����v����� �� �MPK ��� ��pp������� �� �KT/�TOR �����l��� 
p���w�y�. T���� ����l�� ������� ���� ��������� ��y �� � 
p�������l ����������p����� ����� �� ��� ��������� �� ������ 
������y �l��� ������, ��� ��y ����� �������� ���� p�������l 
�v����� �� ����� ������ ������ ��������.
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