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蛋氨酸酶联合顺铂协同抑制人肺腺癌细胞 GLC生长作用

胡月新 １），徐天勇 １），张钰雯 １），赵 瑜 ２），田长富 ２）

（1）昆明医科大学科研实验中心；２）生物医学工程研究中心，云南昆明 650500）

［摘要］目的 纯化重组蛋氨酸酶并探讨其联合化疗药物顺铂对人肺腺癌 GLC细胞生长的协同抑制效应．方

法 对原核表达体系 pGEX-4T-1-Met/Dh5a菌液破碎后上清过纯化柱（GST）纯化后，采用 MTT比色法测定重组

蛋氨酸酶与顺铂联合应用对 GLC细胞增殖的抑制作用，采用金正均法计算 q值判断两药合用是否具有协同作用．

结果 重组蛋氨酸裂解酶浓度为 0.22 mg/mL，纯度达 95%，活性为 0.568 IU/mg．给药 72 h后单用顺铂对 GLC细

胞抑制率为 24.80 %，单用蛋氨酸酶抑制率为 27.49%，两药合用抑制率为 66.80%． =1.47＞1.15，表现出明显协

同作用．结论 蛋氨酸酶及顺铂均有抑制 GLC增殖作用，并且两者联合使用存在协同作用．
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Synergetic Inhibition Effects of Methioninase and Cisplatin
against the Growth of Human Lung Adenocarcinoma Cell Line

GLC
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［Abstract］ Objective To purify recombinant methioninase and investigate the synergetic inhibitory effect of
methioninase and cisplatin on the proliferation of human lung adenocarcinoma cell line GLC. Methods Recombinant

methioninase was purified with GST-column from supernatant after ultrasonic disruption of cultured Escherichia coli

in the prokaryotic expression system pGEX-4T-1-Met/Dh5a. MTT assay was used to determine the inhibition rate of
methioninase in combined with cisplatin on cell proliferation，and their synergistic effect was evaluated by using the

q value judge method. Results The concentration of recombinant methionine cleaving enzyme was 0.22 mg/mL，

the purity was 95%， and the activity was 0.568 IU/mg. After 72 h culturing， the inhibition rate of cisplatin

methionine was 24.80% and 27.49% respectively，while the inhibition rate of the combined drugs was 66.80% （ =

1.47> 1.15） which showed a significant synergistic effect. Conclusion Both methioninase and cisplatin have the

inhibition effect，and the combined drugs display a significant synergistic effect on the proliferation of GLC
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研究发现，人类主要肿瘤细胞株的生长和繁殖

都依赖蛋氨酸．蛋氨酸是人体的必需氨基酸，人体

自身不能合成必须从食物中摄取．与正常细胞相

比，肿瘤细胞生长所需蛋氨酸，最低水平较正常细

胞高．肿瘤细胞的这种特性被称为蛋氨酸依赖性，

淋巴细胞例外[1，2]．尽管现在蛋氨酸饥饿疗法已经被

运用于体内肿瘤治疗实验，但仍不足以防止肿瘤的

生长和转移[3，4]．
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蛋氨酸酶可以从许多微生物中被分离和纯化

出来，例如恶臭假单胞菌、产芽胞梭状芽胞杆菌、

气单胞菌属、柠檬酸杆菌属等．目前主要通过分

子克隆技术获得重组蛋氨酸裂解酶 （rMETase），

从而特异地裂解细胞内外的蛋氮酸，动物实验和

临床试验发现蛋氨酸酶可以明显减少血浆中蛋氨

酸含量而且没有发现不良副作用[5]．单纯使用持久
限制饮食中的蛋氨酸不适于临床应用，蛋氨酸酶

同化疗药物结合治疗结果优于单纯化疗结果．

据上述研究表明，蛋氨酸酶有望成为新一代

的抗肿瘤药物．本研究旨在探讨通过分子克隆技

术构建的 pGEX-4T-1-Met/Dh5a高效原核体系表达

的蛋氨酸酶上清纯化后和一线抗癌药顺铂联合应

用对人肺腺癌细胞 GLC的抑制作用．

1 材料与方法

1.1 细胞及主要仪器

宣威人肺腺癌细胞 GLC（昆明医科大学第一

附属医院中心实验室保存），酶标仪 （MD

SpectraMax190），微量核酸蛋白检测仪 （美国

NanoDrop ND-1000）.

1.2 主要试剂

顺铂注射液（个旧生物药业），1640 培养液

（GIBCO），小牛血清 （TBD），MTT（Solarbio），

GST 纯化柱 （上海生工），蛋氨酸酶标准品

（Sigma）.

1.3 实验方法

1.3.1 重组蛋氨酸酶纯化及活性测定方法 将收

集好的菌液超声破碎后离心收集上清用上海生工

纯化柱纯化目的蛋白，用微量核酸蛋白定量仪 ND

-1000在最大吸收波长λmax＝315 nm处测定α-

酮丁酸的吸光度值来进行活性测定，详细步骤参

见文献[6，7]方法．
1.3.2 细胞培养 宣威人肺腺癌肿瘤细胞培养于

含 10%小牛血清的 1640培养液中，置 37℃、5%

CO2的培养箱培养至 70%～80%后常规消化备用．

1.3.3 MTT法测定细胞增殖抑制率 取接种 24 h

后上述 GLC细胞，将单细胞悬液稀释至 5×104个

/mL接种于 96孔培养板，每孔加液量为 100 滋L．

设对照组及实验组 1（顺铂的终浓度为 20.8

滋g/mL）、实验组 2（蛋氨酸酶终浓度为 0.02

IU/mL）、实验组 3（顺铂 20.8 滋g/mL +rMETase 0.02

IU/mL），实验组分别加入 20 滋L培养液稀释的药

物，对照组只加入等量的培养液，每组设 5个复

孔．蛋氨酸酶组每 8 h补加 1次，其余组每 2 d换

液 1 次，培养 72 h 后，每孔加入 10 滋L MTT（5

mg/mL），继续培养 4 h后小心吸出上清液，每孔加

150 滋L DMSO，振荡器振荡 10 min，使 MTT 还原

产物完全溶解，酶标仪上测波长 490 nm处各孔吸

光度（A）值．计算细胞生长的抑制率：

抑制率 = 1-实验组平均 A值
对照组平均 A值

×100%

1.3.4 药物联合作用评价 参照文献[8]采用金正均

法判断两药合用是否具有协同作用．公式：

Ea+ b
Ea + Eb-Ea×Eb

公式中 Ea+b 为联合处理组的抑制率， Ea 、

Eb分别为 a药（药为蛋氨酸酶）和 b药（药为顺
铂） 单独处理的抑制率．若 值在 0. 85~ 1.15间

为两药合用单纯相加， 若 > 1.15 为有协同作

用，若 ＜0.85表示两药合用有拮抗作用．

1.4 统计学处理

采用 SPSS 软件进行统计分析，计量资料以

（x±s）表示，多个样本均数比较用单因素方差分
析（one-way ANVOA）；实验组之间的两两比较用

最小显著差法（the least significant difference，LSD）

分析； ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 重组蛋氨酸酶纯化及活性测定结果

纯化上清液中得到的重组蛋氨酸裂解酶浓度

为 0.22 mg/mL， 纯度 达 95% ，活 性 为 0.568

IU/mg．
2.2 显微镜观察凋亡形态

药物处理 1 d后各实验组细胞增殖减缓，2 d

后细胞凋亡增多，细胞皱缩，3 d后细胞数目明显

减少，细胞凋亡明显，共同作用组细胞几乎全部

凋亡，见图 1．

2.3 MTT法测不同组 GLC细胞增殖情况

给实验组不同药物处理 72 h后，观察到顺铂

单药组、蛋氨酸酶组、两药联合组对 GLC细胞的

抑制率分别为 24.80%，27.49%，66.80%．

2.4 药物联合作用评价

采用金正均法判断两药合用是否具有协同作

用，可见顺铂与蛋氨酸酶联合用药， =1.47＞

1.15，协同作用显著．联合用药与对照组比较差异

均有统计学意义（＜0.01），与单药组比较，联合

用药组对 GLC 的生长抑制率差异有统计学意义

（＜0.01），见表 1．



抑制率（%）

- -

27.49±2.47* -

24.79±2.98* -

66.80±6.33* # 1.47

组 别

对照组

蛋氨酸酶组

顺铂组

联合用药组

n
5

5

5

5

表 1 对照组和实验组抑制率（x±s）
Tab. 1 The inhibition rate of the control and experi-

mental group（x±s）

A B

C D

图 1 给药 72 h后细胞形态（×20）

Fig. 1 The cell morphology after 72 h culturing with drugs（×20）

A:对照组细胞；B:蛋氨酸酶组细胞；C:顺铂组细胞；D:联合用药组细胞．

与对照组比较，* ＜0.01；与单药组比较，# ＜0.01.
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3 讨论

顺铂是目前最有效的一线化疗药物之一，但

由于其毒副作用和耐药性等问题，临床应用受到

很大限制．近年来，随着人们对肿瘤的认识在细

胞、分子水平的加深，通过体外重组的方法，克

隆出蛋氨酸酶基因，在大肠杆菌中表达，用克隆

出的重组蛋氨酸酶去减少体内血浆或肿瘤中的蛋

氨酸，成为肿瘤基因治疗的新热点．

国外对蛋氨酸酶应用研究较多集中在蛋氨酸

酶与其他抗肿瘤药物联合应用上，体外细胞培养

试验及动物体内试验证明蛋氨酸酶与 5－氟尿嘧啶

及顺铂等对人结肠肿瘤裸小鼠抗肿瘤化学药物联

和应用时具有协同作用[9]．Zhao研究表明，蛋氨酸

酶联合硒代蛋氨酸提高蛋氨酸酶的抗癌活性 [10]．

Machover D报道 rMetase在人类白血病细胞研究中，

证实产生小剂量水平蛋氨酸酶与氟尿嘧啶协同效

应，探讨 rMetase 作为单独影响因素肿瘤细胞低

DNA甲基化，增加 DNA合成水平[11]，抑制肿瘤细

胞增殖分化和凋亡机理．Hu报道 rMetase和长春新

碱或阿霉素酮有协同作用[12]．

本实验运用 MTT法观察蛋氨酸酶和顺铂单独、

联合应用时对人肺腺癌细胞株的增殖抑制作用，研

究发现在适当的浓度范围内，二者联合应用有协同

抑制作用，蛋氨酸酶（0.02 IU/mL）、顺铂 （20.8

滋g/mL）联合应用时，协同作用最明显（＝1.47＞

1.15），由此提示在合适的剂量下蛋氨酸酶与顺铂

联用可起到降低用药剂量，提高疗效的作用．然而

其抗肿瘤的具体机制还有待于分子水平的进一步研

究．本实验为蛋氨酸酶的临床应用提供了一定的实

验依据，随着探索其机制的逐步深入，蛋氨酸酶能

否应用于各类肿瘤的临床治疗，最终联合其他药物

成为一线抗癌制剂还有待更深入的研究．
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